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คํานํา 

   
กรมประมงเป	นหน�วยงานที่ ทําหน�าที่ควบคุมคุณภาพและความปลอดภัยของสัตว#นํ้าและ

ผลิตภัณฑ#สัตว#นํ้าทุกห�วงโซ�การผลิต ต้ังแต�ระดับฟาร#มเล้ียงจนกระทั่งถึงการแปรรูปในระดับอุตสาหกรรม และ
มีหน�าที่กํากับดูแล และดําเนินการตรวจสอบสารตกค�าง สารปนเป01อน สารชีวพิษ และเช้ือท่ีก�อให�เกิดโรคใน
วัตถุดิบสัตว# นํ้าเพื่อการตรวจติดตามและควบคุมภายใต�แผนการดําเนินงานของกรมประมง ดังน้ัน
ห�องปฏิบัติการทดสอบของกรมประมงจึงต�องมีการพัฒนาศักยภาพการตรวจวิเคราะห#ให�สอดคล�องตามหลัก
มาตรฐานสากล เพื่อการยอมรับในผลการตรวจสอบ เพื่อป9องกันและควบคุมมิให�เกษตรกรมีการใช�สารตกค�าง 
หรือสารเร�งการเจริญเติบโตต�าง ๆ ที่ผิดกฎหมายและเกิดการตกค�างในอนาคต 

กองตรวจสอบคุณภาพสินค�าประมง เป	นห�องปฏิบัติการอ�างอิงของกรมประมง มีหน�าท่ีในการ
วิเคราะห# วิจัยและพัฒนาองค#ความรู�ด�านคุณภาพและความปลอดภัยของสินค�าประมงและได�นําระบบ
มาตรฐานสากล ISO/IEC 17025 มาใช�ในการดําเนินการทางห�องปฏิบัติการ เพื่อให�การตรวจวิเคราะห#มี
คุณภาพมาตรฐาน มีความถูกต�องแม�นยํา สร�างความเช่ือมั่นในระบบควบคุมคุณภาพของห�องปฏิบัติการให�เป	น
ท่ียอมรับในระดับสากล นอกจากน้ียังมีส�วนในการขจัดปIญหาทางวิชาการในการกีดกันทางการค�าก�อให�เกิด
ความม่ันใจในคุณภาพ ความปลอดภัย และมาตรฐานของสินค�าสัตว#นํ้าน้ันๆ ตามมา โดยเฉพาะอย�างย่ิงสามารถ
นําผลการวิเคราะห#ไปประเมินการแก�ไขข�อบกพร�องในการผลิตได�ทันท�วงที 

กองตรวจสอบคุณภาพสินค�าประมง ได�พัฒนาวิธีวิเคราะห#เพื่อใช�เป	นวิธีมาตรฐานในการควบคุม
คุณภาพสัตว#นํ้าและผลิตภัณฑ#สัตว#นํ้ามาอย�างต�อเน่ือง และได�เผยแพร�อบรมให�ความรู�แก�หน�วยงานที่เก่ียวข�อง
ท้ังภาครัฐและภาคเอกชน ในการน้ี เพื่อเป	นการเผยแพร�องค#ความรู�ให�แก�ห�องปฏิบัติการอ่ืนๆ รวมท้ัง
ห�องปฏิบัติการในสังกัดกรมประมง สามารถนําไปใช�ประโยชน#ในการควบคุมกํากับดูแลคุณภาพสัตว#นํ้าและ
ผลิตภัณฑ#สัตว#นํ้าให�ได�มาตรฐานสากลและสอดคล�องตามมาตรฐานของประเทศคู�ค�าต�างๆ จึงได�รวบรวมวิธี
วิเคราะห#ที่ใช�ในการตรวจวิเคราะห#ในปIจจุบัน ซึ่งเป	นวิธีวิเคราะห#หลักที่ใช�ในการควบคุมคุณภาพ จํานวน 16 
รายการวิเคราะห# รวมท้ัง ได�รวบรวมและจัดทําสรุปมาตรฐานท่ีเก่ียวข�องกับการควบคุมผลิตภัณฑ#สัตว#นํ้า 

ผู�จัดทําหวังเป	นอย�างย่ิงว�า คู�มือฉบับน้ีจะเป	นประโยชน#ต�อผู�ปฏิบัติงานในห�องปฏิบัติการและ
ผู�เก่ียวข�อง ในการศึกษาและสามารถส�งเสริมให�เกิดการพัฒนาคุณภาพห�องปฏิบัติการ และผู�ท่ีเก่ียวข�องสามารถ
นําไปใช�ประโยชน#หรือประยุกต#ใช�ได�อย�างมีประสิทธิภาพ 
 

                                                                  สุภาน�อย ทรัพย�สินเสริม 
                                                                    ผู�จัดทํา 

                                                                  เมษายน 2563
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บทท่ี 1 
 

ระบบคุณภาพห องปฏิบัติการ 
 

มาตรฐาน ISO/IEC 17025 
 

ISO/IEC ย�อมาจาก The International Organization for Standardization; ISO และ The 
International Electrotechnical Commission; IEC 

ISO/IEC 17025 คือข�อกําหนดทั่วไปว�าด�วยความสามารถของห�องปฏิบัติการทดสอบและสอบ
เทียบ (General Requirements for the Competence of Testing and Calibration Laboratories) 
เป	นมาตรฐานสากลท่ีกําหนดเพื่อเสริมสร�างความเช่ือมั่นในความสามารถของการทดสอบและสอบเทียบของ
ห�องปฏิบัติการ ไม�ได�ถูกกําหนดเป	นมาตรฐานบังคับ หากห�องปฏิบัติการสามารถปฏิบัติตามมาตรฐานที่
กําหนดน้ีได� จะสร�างความน�าเช่ือถือในผลการทดสอบในระดับสากล  

ISO/IEC 17025 เริ่มใช�ครั้งแรกในป} ค.ศ. 1999 โดยขณะน้ัน ISO/IEC 17025: 1999 มีการ
ดําเนินการด�านระบบบริหารงานคุณภาพสอดคล�องกับมาตรฐาน ISO 9000: 1994 ซึ่งเป	นมาตรฐาน
ข�อกําหนดระบบบริหารงานคุณภาพ และในป} ค.ศ. 2005 ได�ปรับรายละเอียดให�สอดคล�องตาม ISO 9001 : 
2000 และได�ประกาศใช� ISO/IEC 17025: 2005 ซึ่งใช�เป	นข�อกําหนดสําหรับห�องปฏิบัติการทดสอบและสอบ
เทียบจนถึง พ.ศ.2560 และได�ดําเนินการปรับเป	นฉบับ ISO/IEC 17025: 2017 และมีการใช�งานจนถึง
ปIจจุบัน ซึ่งสาระสําคัญท่ีปรับเปล่ียนในส�วนของโครงสร�างของมาตรฐาน กําหนดแนวคิดในการพิจารณาบน
พื้นฐานของความเส่ียงและบริหารจัดการความเส่ียงของห�องปฏิบัติการ เพื่อก�อให�เกิดการพัฒนาระบบการ
บริหารงานด�านคุณภาพและวิชาการท่ีย่ังยืนและสอดคล�องตามมาตรฐานสากล ท้ังน้ี สาระสําคัญของ
ข�อกําหนดที่มีการปรับเปล่ียนตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 ประกอบด�วย 

ข�อ 4 ข�อกําหนดทั่วไป ประกอบด�วย การจัดการความเป	นกลาง และการรักษาความลับ 
ห�องปฏิบัติการจะมีการดําเนินการอย�างเป	นกลาง บุคลากรต�องทํางานอย�างอิสระปราศจาก

ความกดดันทางการค�า การเงิน และความกดดันจากระบบบริหารงานภายใน และอิทธิพลต�างๆ ที่อาจมีผล
ต�อคุณภาพ กําหนดให�มีการช้ีบ�งความเส่ียงที่มีผลต�อความเป	นกลาง ซึ่งครอบคลุมความเส่ียงจากกิจกรรมของ
ห�องปฏิบัติการ ความสัมพันธ#ระหว�างห�องปฏิบัติการกับหน�วยงานที่เก่ียวข�องและความสัมพันธ#ระหว�าง
บุคลากร หากมีความเส่ียงด�านการเป	นกลาง ห�องปฏิบัติการจะต�องมีการจัดการหรือกําหนดมาตรการเพื่อ
ขจัดหรือลดความเส่ียงดังกล�าว นอกจากน้ี ห�องปฏิบัติการจะต�องรักษาความลับของลูกค�าอย�างเคร�งครัด 
ห�องปฏิบัติการจะไม�เป�ดเผยข�อมูลรวมถึงแหล�งท่ีให�ข�อมูลดังกล�าวให�ลูกค�าอ่ืนทราบ ยกเว�นได�รับการยินยอม 
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ข�อ 5 ข�อกําหนดด�านโครงสร�าง ประกอบด�วย สถานะทางกฎหมายของห�องปฏิบัติการและการ
ให�บริการตามขอบข�ายท่ีได�รับการรับรอง โครงสร�างการบริหารและความรับผิดชอบ การดําเนินงานที่
สอดคล�องกับความต�องการของลูกค�าตามกฎหมาย 

ห�องปฏิบัติการจะต�องเป	นนิติบุคคลท่ีสามารถรับผิดชอบต�อกิจกรรมของห�องปฏิบัติการตาม
กฎหมายได� ผู�บริหารจะต�องรักษาระบบและการบริหารงานอย�างมืออาชีพ มีการกําหนดความสัมพันธ# อํานาจ
หน�าท่ีของบุคลากรท่ีเก่ียวข�อง เพื่อให�มั่นใจในการปฏิบัติงานและการส่ือสารอย�างมีประสิทธิผล  

ข�อ 6 ข�อกําหนดด�านทรัพยากร ประกอบด�วย การจัดเตรียมทรัพยากรท่ีจําเป	นในการ
ดําเนินงาน การจัดการทรัพยากรบุคคล ส่ิงอํานวยความสะดวและเง่ือนไขด�านส่ิงแวดล�อม อุปกรณ# ความสอบ
กลับได�ของการวัด การจัดเตรียม/จัดหาสินค�าและบริการภายนอกที่จําเป	นต�อกิจกรรมของห�องปฏิบัติการ 

มุ�งเน�นเก่ียวกับทรัพยากรบุคคลและส่ิงอํานวยความสะดวกและภาวะแวดล�อมที่มีผลกระทบต�อ
การปฏิบัติงานของห�องปฏิบัติการ โดยมีการกําหนดหน�าท่ีความรับผิดชอบ และการอบรมเพิ่มพูนความรู�และ
ประสบการณ#อย�างต�อเน่ืองให�เกิดการพัฒนาของบุคลากร ตลอดจนจะต�องมีการทวนสอบและทบทวนงานที่
รับผิดชอบเพื่อให�มีความถูกต�องทุกส�วนต้ังแต�การวิเคราะห# การตรวจสอบความใช�ได�ของวิธีและการรายงาน
ผลการทดสอบ นอกจากน้ี ต�องจัดให�มีส่ิงอํานวยความสะดวกและภาวะแวดล�อมที่เอ้ืออํานวยให�การทดสอบมี
ความถูกต�องแม�นยํา ต�องป9องกันส่ิงรบกวนและผลกระทบด�านลบต�อกิจกรรมของห�องปฏิบัติการ รวมทั้งการ
จัดทําแผนจัดหาสินค�า/บริการ สอบเทียบหรือทวนสอบอุปกรณ#ท่ีจําเป	นต�อกิจกรรมของห�องปฏิบัติการ และ
การใช�วัสดุอ�างอิงรับรอง และการร�วมเปรียบเทียบผลระหว�างห�องปฏิบัติการตามแผนท่ีกําหนด 

ข�อ 7 ข�อกําหนดด�านกระบวนการ ประกอบด�วย การทบทวนข�อกําหนด การประกวดราคาและ
สัญญา การทวนสอบ และการสอบเทียบของวิธีการที่เหมาะสม การสุ�มตัวอย�าง การจัดการรายการทดสอบ
หรือสอบเทียบ การบันทึกผลทางเทคนิค การประเมินความไม�แน�นอนของการวัด ความเช่ือมั่นของผลการ
สอบเทียบ (Validation) การรายงานผล การจัดการข�อร�องเรียน การจัดการข�อบกพร�อง การควบคุมการ
จัดการข�อมูลและสารสนเทศ 

ห�องปฏิบัติการจะต�องดําเนินการการทบทวนข�อตกลง เพื่อให�เกิดความเข�าใจที่ตรงกันระหว�าง
ห�องปฏิบัติการและลูกค�า มีการเลือกวิธีทดสอบที่เหมาะสมและหากมีความประสงค#จากลูกค�าให�พิจารณาผล
การทดสอบ ห�องปฏิบัติการจะต�องแจ�งเกณฑ#การตัดสินและพิจารณาให�ลูกค�าทราบและต�องได�รับความ
ยินยอมทั้ง 2 ฝ�าย ทั้งน้ีหากมีการเบี่ยงเบนจากสัญญาท่ีตกลงไว�จะต�องมีการทบทวนข�อตกลงร�วมกัน  

ข�อ 8 ข�อกําหนดด�านระบบการจัดการ ประกอบด�วย การจัดทําระบบการจัดการ ซึ่งสามารถ
เลือกได� 2 ทางเลือก 
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ทางเลือกท่ี 1 การจัดทําระบบเอกสารตามข�อกําหนด ISO/IEC 17025:2017 โดยมีรายละเอียด
ประกอบด�วย เอกสารระบบการจัดการ การควบคุมเอกสาร การควบคุมบันทึก การระบุความเส่ียงและโอกาส
ท่ีมีผลต�อกิจกรรมของห�องปฏิบัติการ การปรับปรุง การแก�ไข การตรวจประเมินภายใน การทบทวนของฝ�าย
บริหาร 

ทางเลือกที่ 2 การจัดทําระบบเอกสารตามข�อกําหนด ISO 9001 ซึ่งต�องสอดคล�องตาม
ข�อกําหนดของ ISO/IEC 17025:2017 ในข�อ 4-7 และ 8.2-8.9 

 
แนวทางดําเนินการเพ่ือมุ3งสู3ห องปฏิบัติการมาตรฐานสากล ISO/IEC 17025:2017 
 

1. ผู�บ ริหารหน�วยงานต�องมีความมุ� งมั่น ในการดํา เ นินการพัฒนาห�องปฏิ บั ติการ สู�
มาตรฐานสากล รวมทั้งจัดสรรงบประมาณ และทรัพยากรท่ีเพียงพอและเหมาะสม เพื่อส�งเสริมและสนับสนุน
การปฏิบัติงานของห�องปฏิบัติการอย�างต�อเน่ือง 

2. ห�องปฏิบัติการที่ได�รับมอบหมายต�องมีความมุ�งมั่นในการปฏิบัติงานอย�างมืออาชีพตามหลัก
วิชาการท่ีถูกต�อง เพื่อสร�างความเช่ือมั่นในระบบตรวจสอบ 

3. แต�งต้ังบุคลากรในระบบบริหารงานห�องปฏิบัติการในส�วนต�างๆ เพื่อให�การดําเนินงานอย�าง
เป	นระบบ เช�นแต�งต้ังผู�จัดการ/ผู�อํานวยการห�องปฏิบัติการที่มีหน�าท่ีจัดการด�านระบบคุณภาพ เจ�าหน�าที่
วิเคราะห# เจ�าหน�าท่ีควบคุมและจัดทําเอกสารในระบบคุณภาพ เจ�าหน�าท่ีจัดซื้อ/จัดจ�าง เป	นต�น และ
ดําเนินการกําหนดหน�าท่ีความรับผิดชอบในแต�ละตําแหน�ง ท้ังน้ี การกําหนดบุคลากรที่เหมาะสมกับตําแหน�ง
ท่ีรับผิดชอบ จะเป	นการเสริมความเข�มแข็งให�ระบบบริหารงานในห�องปฏิบัติการให�เกิดความต�อเน่ืองและมี
ความน�าเช่ือถือ 

4. บุคลากรผู�ปฏิบัติงานทุกส�วนในระบบห�องปฏิบัติการ จะต�องมีการอบรมในหลักสูตรที่
เก่ียวข�อง เพื่อสร�างเสริมประสบการณ# ความรู� ความชํานาญ โดยหน�วยงานจะต�องสนับสนุนงบประมาณใน
การพัฒนาบุคลากรอย�างต�อเน่ือง เพื่อให�สามารถปฏิบัติงานได�อย�างมืออาชีพ และสามารถถ�ายทอดการ
ปฏิบัติงานสู�บุคลากรอ่ืนๆ ภายในหน�วยงานได�อย�างมีประสิทธิภาพ 

5. เครื่องมือ อุปกรณ# สารเคมี วัสดุอ�างอิงที่ จําเป	นถือว�ามีความสําคัญต�อการพัฒนา
ห�องปฏิบัติการสู�มาตรฐานสากล โดยหน�วยงานต�องให�การสนับสนุนแก�ห�องปฏิบัติการท้ังด�านการจัดหาและ
การสนับสนุนงบประมาณในการบํารุงรักษาเคร่ืองมือให�พร�อมใช�ตลอดช�วงการทดสอบ ท้ังน้ี ห�องปฏิบัติการ
จะต�องจัดทําแผนการสอบเทียบ/ทวนสอบ/ ตรวจสอบระหว�างใช�งานเคร่ืองมือเป	นประจํา เพื่อให�เครื่องมือมี
ความถูกต�องแม�นยํา 



4 

 

6. การจัดทํา ปรับปรุงเอกสารในระบบคุณภาพ ได�แก�คู�มือคุณภาพ ข้ันตอนการดําเนินงาน วิธี
ปฏิบัติงาน วิธีทดสอบ และเอกสารสนับสนุนต�างๆ ให�มีความทันสมัย พร�อมใช�งาน โดยจะต�องมีการทบทวน
เอกสารในระบบคุณภาพอย�างต�อเน่ือง  

7. การควบคุมคุณภาพภายใน (Internal Quality Control) อย�างถูกต�องเหมาะสมและ
ต�อเน่ืองประจําป} เพื่อทบทวนการดําเนินงานของห�องปฏิบัติการให�มีความถูกต�องและสอดคล�องตาม
ข�อกําหนด รวมท้ังเพื่อทวนสอบการปฏิบัติงานของบุคลากรในห�องปฏิบัติการ  

8. การประชุมทบทวนการบริหารงาน (Management Review) เป	นการประชุมประจําป} 
อย�างน�อยป}ละ 1 ครั้ง เพื่อทบทวนระบบบริหารและเทคนิควิชาการ รวมท้ังแผนและผลการปฏิบัติงานของ
ห�องปฏิบัติการท่ีผ�านมา เพื่อปรับปรุงและลดความเส่ียงในทุกส�วนท่ีเก่ียวข�อง  
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บทท่ี 2 
 

การตรวจสอบคุณภาพผลิตภัณฑ�สัตว�น้ําทางเคม ี
 
 

บทบาทหน�าท่ีความรับผิดชอบที่สําคัญของกองตรวจสอบคุณภาพสินค�าประมง คือการควบคุม 
ตรวจสอบคุณภาพและความปลอดภัยของผลิตภัณฑ#สัตว#นํ้าให�เป	นไปตามกฎหมายและมาตรฐานท่ีเก่ียวข�อง 
โดยเฉพาะอย�างย่ิงมาตรฐานของประเทศคู�ค�าหลักท่ีสําคัญของประเทศไทย ตลอดจนการพัฒนาวิธีตรวจ
วิเคราะห#คุณภาพผลิตภัณฑ#สัตว#นํ้าให�เป	นไปตามมาตรฐานสากล ทั้งน้ี คุณภาพและความน�าเช่ือถือของการ
ตรวจวิเคราะห#รวมทั้งการยอมรับในระบบควบคุมตรวจสอบของหน�วยงานจากภายในและภายนอกประเทศ
เป	นส่ิงจําเป	นอย�างย่ิง เน่ืองจากประเทศไทยเป	นประเทศที่มีการส�งออกสินค�าเกษตรและอาหารเป	นลําดับ
ต�นๆ ของโลก การที่มีระบบมาตรฐานห�องปฏิบัติการด�านการตรวจวิเคราะห#ท่ีดี ทันสมัย มีความถูกต�อง
แม�นยําสูง จึงเป	นส�วนท่ีช�วยผลักดันให�เกิดการยอมรับในระบบควบคุมความปลอดภัยอาหารของหน�วยงานที่
มีหน�าที่กํากับดูแล อน่ึง การเลือกใช�วิธีมาตรฐานและวิธีวิเคราะห#ที่ได�รับการยอมรับในระดับนานาชาติเป	นส่ิง
ท่ีจําเป	นอย�างย่ิงสําหรับห�องปฏิบัติการ  

วิธีวิเคราะห#ท่ีกําหนดโดยประเทศนําเข�าต�างๆ มีความแตกต�างกัน รวมทั้งมาตรฐานท่ีบังคับใช�ก็
แตกต�างกัน โดยมีวัตถุประสงค#เพื่อคุ�มครองความปลอดภัยอาหารแก�ผู�บริโภคภายในประเทศ ดังน้ัน การ
เลือกใช�วิธีวิเคราะห#จึงถือได�ว�ามีความสําคัญ โดยต�องเลือกวิธีมาตรฐานท่ีสากลยอมรับ หรือเป	นวิธีท่ีได�รับการ
รับรองระดับนานาชาติ ท้ังน้ี ในปIจจุบันเทคนิคการตรวจวิเคราะห#อาหารมีการพัฒนาอย�างรวดเร็วมีการใช�
เครื่องมือท่ีทันสมัยในการตรวจวิเคราะห#ในระดับความเข�มข�นตํ่าๆ เพิ่มมากข้ึน และความท�าทายในการ
วิเคราะห#สารใหม�ๆ ท่ีเติมในอาหารด�วยวัตถุประสงค#ท่ีแตกต�างกัน หรือเป	นสารที่ปนเป01อนหรือตกค�างใน
อาหารจากวิธีการต�างๆ จึงเป	นส่ิงท่ีต�องมีการพิจารณาอย�างถ่ีถ�วนในการเลือกใช�วิธีวิเคราะห#เพื่อควบคุม
ตรวจสอบให�เหมาะสมตามวัตถุประสงค#ของการนําผลวิเคราะห#ไปใช�อย�างแท�จริง  

การตรวจวิเคราะห#คุณภาพผลิตภัณฑ#สัตว#นํ้า มีจุดมุ�งหมายเพื่อควบคุมตรวจสอบคุณภาพให�มี
ความปลอดภัย ไม�พบการตกค�างหรือปนเป01อนของสารเคมี ยาปฏิชีวนะ จนทําให�เกิดอันตรายต�อผู�บริโภค 
รวมทั้งเป	นการเฝ9าระวังคุณภาพและความปลอดภัยตลอดห�วงโซ�อาหาร ในบทน้ี จะกล�าวถึงความสําคัญของ
การตรวจวิเคราะห#สารแต�ละชนิด เพื่อให�ผู�ปฏิบัติงานได�ทราบถึงเหตุผลความสําคัญในการตรวจวิเคราะห# 
รวมทั้งรับทราบข�อมูลเก่ียวกับวิธีวิเคราะห#ที่สําคัญ 
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ประเภทของวิธีวิเคราะห�อาหารทางเคมี  
 

ตามหลักการ Principles for the establishment of Codex methods of analysis 
สามารถแยกประเภทของวิธีวิเคราะห#เป	น 4 ประเภท ดังน้ี 

1. Defining methods (Type I) หรือที่ท่ัวไปนิยมเรียกว�า Empirical method คือวิธี
วิเคราะห#ซึ่งใช�ตรวจสอบผลการวิเคราะห#ด�วยวิธีน้ีเท�าน้ัน และใช�ในการกําหนดค�ามาตรฐานของอาหาร ผล
ของการวิเคราะห#วิธีน้ีสอบกลับได�ไปท่ีวิธีวิเคราะห# (traceable to the method) ดังน้ัน ผลวิเคราะห#ท่ีได�
จากวิธีอ่ืนจึงไม�สามารถนํามาเปรียบเทียบกับผลการวิเคราะห#วิธีน้ีได�  

2. Reference methods (Type II) คือวิธีวิเคราะห#ซึ่งกําหนดให�เป	นวิธีอ�างอิงเช�นเดียวกับวิธีที่ 
1 แต�เป	น Non-empirical method โดยวิธีอ�างอิงน้ีจะใช�ในกรณีที่มีข�อโต�แย�งเร่ืองผลการวิเคราะห# และใช�
สําหรับการเปรียบเทียบวิธีวิเคราะห# อย�างไรก็ตาม ห�องปฏิบัติการอาจใช�วิธีน้ีตามวัตถุประสงค#อ่ืนได� และผล
การวิเคราะห# ด�วยวิธีน้ีสามารถสอบกลับได�ไปท่ีวัสดุอ�างอิงรับรอง (traceable to the CRM)  

3. Alternative methods (Type III) คือวิธีวิเคราะห#ซึ่งมีคุณลักษณะตามเกณฑ#ท่ีกําหนด เป	น 
Non-empirical method สามารถใช�วิธีน้ีในการควบคุมคุณภาพอาหารตามกฎหมาย ผลของการวิเคราะห#
ด�วยวิธีน้ีสอบกลับได�ไปที่วัสดุอ�างอิงรับรอง (traceable to the CRM)  

4. Tentative Methods (Type IV) เป	นวิธีวิเคราะห#ซึ่งมีการใช�ต�อๆ กันมา หรือเป	นวิธีใหม�ซึ่ง
ยังไม�มีการกําหนดเกณฑ#การยอมรับ ซึ่งวิธี Type IV อาจเป	น Empirical method หรือ Non-empirical 
method ก็ได�  

 
เกณฑ�การพิจารณาคัดเลือกวิธีวิเคราะห� (Criteria for the Selection of Methods of Analysis)  
 

การเลือกใช�วิธีวิเคราะห#ผลิตภัณฑ#สัตว#นํ้าทางเคมี อันดับแรกจะเลือกวิธีมาตรฐานกําหนดโดย
องค#กรระหว�างประเทศท่ียอมรับ เช�น AOAC, ISO เป	นต�น หากไม�มีวิธีมาตรฐานดังกล�าว จะพิจารณาเลือกวิธี
จากแหล�งอ่ืน ซ่ึงเป	นวิธีท่ีมีความน�าเช่ือถือ มีความแม�นยํา ความเท่ียงตรง ขอบข�ายและช�วงความเข�มข�นที่
วิเคราะห#ได�ครอบคลุมตามวัตถุประสงค#การใช� รวมทั้งแสดงค�า Limit of detection (LOD) และ Limit of 
quantitation (LOQ) ที่สอดคล�องตามความต�องการและมาตรฐานที่กําหนด 
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การตรวจสอบคุณภาพผลิตภัณฑ�สัตว�นํ้าทางเคมี 
 

การตรวจสอบคุณภาพผลิตภัณฑ#สัตว#นํ้าทางเคมี ที่ดําเนินการโดยกองตรวจสอบคุณภาพสินค�า
ประมง แบ�งออกเป	น 5 ด�าน ได�แก� 

1. ด�านยาปฏิชีวนะและสารตกค�าง ท้ังในกลุ�มที่อนุญาตและไม�อนุญาตให�ใช�ในการเพาะเล้ียง
สัตว#นํ้า 

2. ด�านสารปนเป01อน  
3. ด�านวัตถุเจือปนอาหาร  
4. ด�านสารชีวพิษ 
5. ด�านคุณภาพผลิตภัณฑ#  
  

วิธีวิเคราะห�คุณภาพผลิตภัณฑ�สัตว�น้ําทางเคมี 
 

วิธีวิเคราะห#คุณภาพผลิตภัณฑ#สัตว#นํ้าทางเคมีน้ี เป	นวิธีวิเคราะห#ที่ห�องปฏิบัติการกองตรวจสอบ
คุณภาพสินค�าประมงใช�ในการปฏิบัติงาน ซึ่งมีการพัฒนาและตรวจสอบความใช�ได�ของวิธีวิเคราะห#ก�อนท่ีจะ
นํามาปฏิบัติใช�งานประจํา โดยวิธีทดสอบสินค�าประมงมีหลากหลาย และหลายรายการวิเคราะห#ไม�ได�เป	นวิธี
มาตรฐานจึงต�องเลือกวิธีจากแหล�งอ่ืน ซึ่งเป	นวิธีท่ีมีความน�าเช่ือถือ มีความแม�นยํา ความเที่ยงตรง ขอบข�าย
และช�วงความเข�มข�นท่ีวิเคราะห#ได�ครอบคลุมตามวัตถุประสงค#การใช� รวมทั้งแสดงค�า Limit of detection 
(LOD) และ Limit of quantitation (LOQ) ที่สอดคล�องตามมาตรฐานที่กําหนด ตามหลักเกณฑ#การ
พิจารณาคัดเลือกวิธีดังกล�าวข�างต�น  

 
1. วิธีวิเคราะห�ยาปฏิชีวนะและสารตกค าง  
ยาปฏิชีวนะท่ีมีการใช�ในการเพาะเล้ียงสัตว#นํ้ามีหลากหลายประเภท ซึ่งมีการแบ�งประเภท

ยา เป	น 2 ประเภทหลัก คือ ยาท่ีไม�อนุญาตให�ใช� ถือได�ว�าเป	นยาท่ีห�ามมีการตรวจพบสารตกค�าง (Zero 
tolerance) และยาที่อนุญาตให�ใช�ในการเพาะเล้ียง แต�ต�องมีสารตกค�างไม�เกินปริมาณสูงสุดท่ีกําหนด 
(Maximum Residues Limit; MRL) และมีระยะหยุดยา (Withdrawal period) แต�ละประเทศมีการกําหนด
มาตรฐานในการวิเคราะห#เพื่อความปลอดภัยอาหารของผู�บริโภค  

1.1  ยาที่อนุญาตให ใช ในการเพาะเล้ียงสัตว�นํ้า ที่มีการตรวจวิเคราะห�ในห องปฏิบัติการ แบ3ง

ได เปVน 4 ชนิด ดังนี ้
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1) ยาปฏิชีวนะ Oxolinic acid  

ข อมูลทั่วไป: เป	นยาปฏิชีวนะในกลุ�มควิโนโลน  (Quinolone)  จัดอยู�ในกลุ�มตํารับยาเด่ียว 
244 ตํารับยาตามประกาศของสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา แต�จากข�อมูลในปIจจุบันน้ี พบว�ายาน้ี
จัดเป	นยาควบคุมพิเศษ และไม�มีทะเบียนยาน้ีแล�วตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เร่ืองยาควบคุมพิเศษ 
ฉบับที่ 50 (2562) สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ ออกฤทธิ  #ได�ใน
ขอบเขตกว�าง สารน้ีมีลักษณะเป	นกรดอ�อน ละลายได�ดีในไขมัน และดูดซึมดีในระบบทางเดินอาหาร และถูก
ขับออกทางปIสสาวะ ยากลุ�มน้ีค�อนข�างปลอดภัย ไม�ค�อยทําให�เกิดอาการเป	นพิษ แต�อาจมีผลข�างเคียงต�อ
ระบบประสาทส�วนกลาง มีสูตรโมเลกุล C13H11NO5

  นํ้าหนักโมเลกุล 261.23 g/mol และสามารถออกฤทธ์ิ
ต�อแบคทีเรียคล�ายคลึงกับสาร Nalidixic acid แต�มีประสิทธิภาพในการออกฤทธ์ิยับย้ังการเจริญของ
แบคทีเรีย Enterobacteriaceae ได�สูงกว�า  

 
2. ยาปฏิชีวนะ Tetracycline group (Tetracycline, Chlortetracycline, Oxytetracycline) 
ข อมูลทั่วไป: เป	นยาปฏิชีวนะที่จัดอยู�ในกลุ�มตํารับยาเด่ียว 244 ตํารับยาตามประกาศของ

สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา มีสูตรโมเลกุล C22H24N2O9 และนํ้าหนักโมเลกุล 460.434 g/mol มี
สูตรโครงสร�างหลักเป	นวงแหวนมีลักษณะเป	นผลึกสีเหลือง และละลายนํ้าได�จํากัดท่ีมี pH เท�ากับ 7 ยากลุ�มน้ี 
มีฤทธ์ิสูงสุดที่ pH ระหว�าง 5.5-6 ภายใต�อุณหภูมิและ pH ท่ีไม�เหมาะสม ยากลุ�มเตตราซัยคลินจะเกิดการ
สลายตัวโดยการเกิดทั้ง degradation และ rearrangement ของสูตรโครงสร�างทําให�ไม�มีฤทธ์ิในการรักษา
โรค โดยเฉพาะอย�างย่ิงยาคลอเตตราซัยคลินจะเกิดการสลายตัวได�เร็วที่สุด จะเปล่ียนเป	นไอโซคลอเตตรา
ซัยคลินทันทีท่ี pH 7.5 คุณสมบัติอีกข�อหน่ึงของ ยากลุ�มเตตราซัยคลินก็คือ สามารถท่ีจะรวมตัวกับอิออนของ
พวกไดวาเลนท#และไตรวาเลนท# เป	นสารประกอบ ท่ีไม�ละลายนํ้า  เป	นที่ทราบกันทั่วไปว�ายาน้ีออกฤทธ์ิอย�าง
กว�างขวางครอบคลุมเช้ือแบคทีเรีย ทั้งแกรมบวกและแกรมลบเช้ือ anaerobic bacteria, rickettsiae, 
chlamydiae, Mycoplasma, spiro-chetes และ protozoa  

ยาในกลุ�มเตตราซัยคลินท่ีนิยมใช�ในสัตว#นํ้า มี 3 ชนิดหลัก คือ คลอเตตราซัยคลิน ออกซี่     
เตตราซัยคลิน และเตตราซัยคลิน ซ่ึงยาน้ีจะมีการดูดซึมหลังจากที่ผ�านเข�าไปในกระเพาะอาหารและลําไส� 
หลังจากดูดซึมแล�วบางส�วนของยาจะเกิดเมตาบอลิซึม ออกซ่ีเตตราซัยคลินท่ีผสมในอาหารไม�ว�าจะเป	น
อาหารเม็ดสําเร็จรูป หรืออาหารสด พบว�า ประมาณ 20-30% ของยาท่ีผสมในอาหารเท�าน้ันท่ีสัตว#นํ้าจะ
ได�รับเข�าไป ส�วนท่ีเหลือของยาบางส�วนก็อาจละลายนํ้าและรวมตัวกับสารต�างๆ รวมท้ังตะกอนดินในนํ้า
บริเวณที่มีการเล้ียงปลา ซึ่งอาจมีผลต�อเช้ือแบคทีเรียท่ีมีอยู�ตามธรรมชาติในบริเวณดังกล�าว ซ่ึงอาจทําให�เช้ือ
เหล�าน้ีด้ือยาและได�มีการศึกษาผลของแสงท่ีมีต�อการสลายตัวของยา จากการศึกษาพบว�าทั้งอุณหภูมิและแสง
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สว�างมีผลต�อการสลายตัวของยาออกซี่เตตราซัยคลินในนํ้าทะเล นอกจากน้ี ยากลุ�มน้ีกําหนดระยะเวลาหยุด
ยาท่ี 21 วันสําหรับปลาและกุ�ง 
 

3. ยาปฏิชีวนะ Fluoroquinolones group  
ข อมูลทั่วไป: เป	นกลุ�มยาที่พัฒนามาจากยากลุ�มควิโนโลน ซึ่งมีประสิทธิภาพในการยับย้ัง   

จุลชีพเพิ่มมากข้ึน ยากลุ�มน้ีไม�ได�แยกจากเช้ือรา แต�ได�มาจากการสังเคราะห# ออกฤทธ์ิดีต�อเช้ือแบคทีเรียชนิด
แกรมลบมากกว�าแกรมบวก ยาตัวแรกในกลุ�มน้ีคือ นาลิดิซิค แอซิด ตัวอย�างยากลุ�มฟลูออโรควิโนโลนที่ได�รับ
การพัฒนา เช�น ยานอร#ฟล�อกซาซิน เอ็นโรฟล�อกซาซิน ไซโปรฟล�อกซาซิน ฯลฯ  

ยา Enrofloxacin เป	นยาปฏิชีวนะที่จัดอยู�ในกลุ�มตํารับยาเด่ียว 244 ตํารับ ตามประกาศ
ของสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา มีการดูดซับดี หลังจากผสมให�สัตว#กิน จากสูตรโครงสร�างมีการ
พัฒนาเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการออกฤทธ์ิให�กว�างข้ึนท้ังต�อเช้ือแกรมบวกและแกรมลบ เป	นผลึกสีเหลืองอ�อน 
นอกจากจะมีการเติม Piperazine ring แล�วยังมีการเพิ่มหมู�เอทธิล (ethyl) เข�าท่ี Piperazine ring ทําให� 
Enrofloxacin มีคุณสมบัติเป	น lipophilic มากข้ึน คือ สามารถละลายได�ดีในไขมันของร�างกาย ยาจะ
สามารถเคล่ือนตัวผ�านช้ัน lipoprotein ของ Cell Membranes ได�ง�ายและรวดเร็วจากน้ันตัวยาจะถูกดูดซึม
เข�าสู�กระแสเลือดและแพร�กระจายไปยังเน้ือเย่ือส�วนต�างๆ มีสูตรโมเลกุล C19H22FN3O3 และนํ้าหนักโมเลกุล 
359.4 g/mol และมีการกําหนดระยะเวลาหยุดยาของปลาท่ี 21 วัน 

ยา Sarafloxacin เป	นยาปฏิชีวนะที่จัดอยู�ในกลุ�มตํารับยาเด่ียว 244 ตํารับ ตามประกาศ
ของสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา อีกทั้งเป	นยาปฏิชีวนะในกลุ�ม Fluoroquinolone ซึ่งมีฤทธ์ิยับย้ัง
การทํางานของ DNA gyrase ซึ่งช�วยในการรักษาและควบคุมการติดเช้ือแบคทีเรียในสัตว#ป}กท่ีเกิดจาก E. coli, 
และSalmonella spp. มีสูตรโมเลกุล C20H18ClF2N3O3 และนํ้าหนักโมเลกุล 421.825 g/mol และมีการ
กําหนดระยะเวลาหยุดยาของปลาและกุ�งท่ี 5 วัน 

ยา Norfloxacin เป	นยาท่ีห�ามใช�ในการเพาะเล้ียงสัตว#นํ้า มีการพัฒนาจากยา Nalidixic 
acid โดยการเพิ่มฟลูออรีน (F) และเพิ่ม Piperazine ring ทําให�ประสิทธิภาพของยาน้ีสามารถทําลาย
แบคทีเรียได�กว�างข้ึน ท้ังแกรมลบและแกรมบวกซึ่งจากเดิมที่ Nalidixic acid มีฤทธ์ิจํากัดเพียงแบคทีเรีย      
แกรมลบเท�าน้ัน นอกจากน้ีการเพิ่ม Piperazine ring ทําให�สามารถออกฤทธ์ิทําลายแบคทีเรียท่ีเป	นพิษ เช�น       
ซูโดโมแนส และวิบริโอได�ดีข้ึน นอกจากน้ียาน้ีสามารถกระจายตัวไปยังเน้ือเย่ือส�วนต�างๆได�ดี สําหรับการ
เพาะเล้ียงสัตว#นํ้าในประเทศไทยถือได�ว�ายา Norfloxacin เป	นยาตัวแรกๆในกลุ�มฟลูออโรควิโนโลนท่ีนํามาใช�
ในการรักษาโรคติดเช้ือในสัตว#นํ้าและใช�แก�ปIญหาในพื้นที่ท่ีมีคนพบการด้ือยา  

ยา Flumequine เป	นยารุ�นแรกของยาปฎิชีวนะในกลุ�มควิโนโลนท่ีสังเคราะห#ข้ึนมา ใช�
รักษาการติดเช้ือแบคทีเรียแกรมลบในทางเดินปIสสาวะและทางเดินอาหาร มีลักษณะเป	นผงหรือผลึกสีขาว 
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ดูดซึมได�อย�างรวดเร็วและสมบูรณ#ในร�างกายสัตว# เป	นสารก�อมะเร็ง และเกิดการบวมของเซลล#ตับ/พิษต�อ
ระบบสืบพันธุ#และตัวอ�อน Flumequine มีสูตรโมเลกุล C14H12FNO3

 และนํ้าหนักโมเลกุล 261.248 g/mol  
ยาในกลุ�มน้ี ท่ีทําการตรวจวิเคราะห#ในห�องปฏิบัติการได�แก� Enrofloxacin, Ciprofloxacin, 

Difloxacin, Sarafloxacin, Norfloxacin, และ Danofloxacin 
 
4. ยาปฏิชีวนะ Sulfonamides group (Sulfa group) 
ข อมูลทั่วไป: ยากลุ�มซัลฟาออกฤทธ์ิกว�างต�อแบคทีเรียท้ังชนิดแกรมบวกและแกรมลบ โดย

การยับย้ังการเจริญเติบโตและการขยายตัวของแบคทีเรีย โดยจะไปขัดขวางการสร�างเมทาบอไลท#ที่สําคัญ 
ของแบคทีเรีย โดยฤทธ์ิยาซัลฟาจะยังไม�เกิดในทันทีหลังรับยา การขยายตัวของแบคทีเรียยังคงเกิดข้ึน
ขณะหน่ึง ก�อนที่ยาจะออกฤทธ์ิ กรณีท่ีสัตว#นํ้ามีอาการป�วยอย�างเรื้อรังจะสังเกตได�ว�า การใช�ยาซัลฟารักษาจะ
ไม�ค�อยได�ผลดีเท�าท่ีควร เน่ืองจากยาซัลฟาออกฤทธ์ิเพียงไปยังย้ังการเจริญและขยายตัวของแบคทีเรียเท�าน้ัน 
ดังน้ัน ยาซัลฟาจึงให�ผลรักษาไม�ดีในสัตว#นํ้าท่ีมีการติดเช้ืออย�างเรื้อรัง จึงเหมาะสมที่ใช�ในการป9องกันและ
รักษาโรคในสัตว#นํ้าในระยะเร่ิมต�นที่ยังไม�มีอาการเร้ือรัง  

ยา Sulfadimethoxine และ Ormetoprim มีช่ือทางการค�าว�าโรเมต-30 จัดอยู�ในกลุ�ม
ตํารับยาผสม 28 ตํารับ ตามประกาศของสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา เป	นผลึกสีขาว ละลายนํ้าได�
น�อยมาก ออกฤทธ์ิต�อจุลชีพโดยยับย้ังการเจริญและการแบ�งตัว ซ่ึงมีรายงานว�าใช�ยาโรเมต-30 ผสมในอาหาร
ให�กุ�งกุลาดําจะสามารถลดอัตราการตายเน่ืองจากเช้ือวิบริโอได� Sulfadimethoxine มีสูตรโมเลกุล 
C12H14N4O4S

 และนํ้าหนักโมเลกุล 310.33 g/mol และ Ormetoprim มีสูตรโมเลกุล C14H18N4O2 และ
นํ้าหนักโมเลกุล 274.323 g/mol โดยการใช�ยาในปIจจุบันมักแนะนําให�ใช�เป	น 2 กรณี คือ 1) ใช�ในการรักษา
โรคติดเช้ือในระบบทางเดินอาหาร เช�น โรคลําไส� โรคข้ีขาว โรคข้ีขาดตอน และ 2) ใช�ในการป9องกันโรคติด
เช้ือแบคทีเรียในกุ�งอายุ 20, 40 และ 60 วัน และมีการกําหนดระยะหยุดยาสําหรับปลาและกุ�ง โดยกําหนดที่ 
42 วัน 

ยา Sulfadimethoxine sodium และ Trimethoprim จัดอยู�ในกลุ�มตํารับยาผสม 28 
ตํารับ ตามประกาศของสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยาเช�นกัน ใช�ร�วมกันป9องกันโรคติดเช้ือและช�วย
ขัดขวางการทํางานของเอนไซม# Dihydrofolate reductase ที่เปล่ียน Dihydrofolate เป	น Tetrahydrofolate ของ
กระบวนการสร�าง Purines นอกจากน้ียังมีความสามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมบวกและ 
แกรมลบ Sulfadimethoxine มีสูตรโมเลกุล C12H14N4O4S

 และนํ้าหนักโมเลกุล 310.33 g/mol และ
Trimethoprim มีสูตรโมเลกุล C14H18N4O3

 และนํ้าหนักโมเลกุล 290.318 g/mol และมีการกําหนดระยะ
หยุดยาสําหรับปลาและกุ�ง โดยกําหนดที่ 21 วัน  
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นอกจากน้ี ยา Sulfamonomethoxine และ Trimethoprim จัดอยู�ในกลุ�มตํารับยาผสม 
28 ตํารับ ตามประกาศของสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยารักษาการติดเช้ือจุลชีพในระบบทางเดิน
หายใจ ระบบประสาท ระบบทางเดินอาหารและระบบทางเดินปIสสาวะ Sulfamonomethoxine มีสูตร
โมเลกุล C11H12N4O3S

  และนํ้าหนักโมเลกุล 280.30 g/mol และTrimethoprim มีสูตรโมเลกุล C14H18N4O3
  และนํ้าหนัก

โมเลกุล 290.318 g/mol ท้ังน้ี ไม�มีการกําหนดระยะหยุดยาไว� 
ยาในกลุ�ม น้ี  ท่ี ทําการตรวจวิเคราะห#ในห�องปฏิบั ติการได�แก�  Sulfadimethoxine, 

Sulfamethazine, Sulfadiazine, Sulfathiazole, Sulfamonomethoxine และ Sulfamerezine และได�
เพิ่มเติมการตรวจวิเคราะห#ยาชนิด Trimetroprim และ Ormetroprim 

 
1.2 ยาที่ไม3อนุญาตให ใช ในสัตว�นํ้า ที่มีการตรวจวิเคราะห�ในห องปฏิบัติการ แบ3งได เปVน 7 

ชนิด ดังนี้ 
 

  1. Nitrofurans (metabolites) 
        ข อมูลทั่วไป: ยากลุ�มไนโตรฟ�วแรนส#คือยาปฏิชีวนะท่ีสังเคราะห#ข้ึน นิยมใช�กันอย�าง

กว�างขวางในการรักษาโรคติดเช้ือภายในลําไส�และโรคติดเช้ือในระบบทางเดินปIสสาวะของสัตว#จําพวกแพะ 
แกะ สุกร โค กระบือ เป	ด ไก� และกุ�ง สูตรโครงสร�างของสารกลุ�มน้ีประกอบไปด�วยวงแหวนฟูแรนเกาะด�วย 
ไนโตรกรุ�ป เรียกว�า 5-Nitrofuraldehyde มีลักษณะเป	นผงสีเหลือง ไม�มีกล่ิน ไม�มีรส ละลายนํ้าได�เล็กน�อย 
ยากลุ�มน้ีที่นิยมใช�กันมากได�แก�ฟูราโซลิโดน (Furazolidone) ฟูรัลทาโดน (Furaltadone) ไนโตรฟูราโซน
(Nitrofurazone) และไนโตรฟูรานโทอิน (Nitrofurantoin) แต�จากผลการศึกษาพบว�ายากลุ�มน้ีมีแนวโน�ม
เป	นสารก�อมะเร็งและทําให�เกิดการกลายพันธุ#ในสัตว#ถ�าได�รับการบริโภคในระยะเวลานาน จึงถูกห�ามใช�กับ
สัตว#ท่ีเล้ียงไว�เพื่อเป	นอาหารในหลายประเทศ เช�น อเมริกา ออสเตรีย แคนาดา ญี่ปุ�น สิงคโปร# บังคลาเทศ 
และกลุ�มสหภาพยุโรป  

ยากลุ�มไนโตรฟ�วแรนส#ในรูปยาต้ังต�น (parent drugs) จะถูกย�อยสลายอย�างรวดเร็วในสัตว#
กลายเป	น metabolites เป	นยาท่ีมีอายุส้ันเมื่อแพร�กระจายสู�ร�างกายสัตว#ในเวลาไม�ก่ีช่ัวโมงจะจับตัวตาม
เน้ือเย่ือต�าง ๆ เรียกว�า tissue-bound metabolites หรือ protein-bound metabolites ซึ่งจะมีความคง
ตัวกว�า parent drugs และจะตกค�างในเน้ือเย่ือของสัตว#ได�นานหลายสัปดาห# ดังน้ันการตรวจวิเคราะห#ยา 
กลุ�มไนโตรฟ�วแรนส#จึงอาศัยพื้นฐานการตรวจวัด metabolites ของ parent drugs ซ่ึง metabolites ของ     
ฟูราโซลิโดน  ฟูรัลทาโดน ไนโตรฟูราโซน และไนโตรฟูรานโทอิน คือ 3-amino-2-oxazolididone (AOZ),    
3-amino-5-morpholinomethyl-2-oxazolidinone (AMOZ),1-aminohydantoin(AHD) และSemicarbazide  
(SEM) ตามลําดับ 
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2. Chloramphenicol 

ข อมูลทั่วไป: เป	นยาปฎิชีวนะท่ีได�จากการผลิตของ streptomyces venezuelae ค�นพบ
ในป} 1947 จากตัวอย�างของดินท่ีได�จากประเทศเวเนซูเอล�า ออกฤทธ์ิอย�างกว�างขวางต�อแบคทีเรียท้ังพวก    
แกรมบวกและแกรมลบ สารน้ีมีสูตรโครงสร�างทางเคมีที่ไม�ซับซ�อนมากนัก และสามารถสังเคราะห#ข้ึนมาได�
ด�วยกระบวนการสังเคราะห#ทางเคมี เป	นสารที่ไม�มีสี และไม�ค�อยละลายในนํ้า นอกจากน้ีมีสูตรโมเลกุล 
C11H12Cl2N2O5

  และนํ้าหนักโมเลกุล 323.132 g/mol 
คลอแรมฟ�นิคอลจะแพร�กระจายเข�าสู�เซลล#ของแบคทีเรียและจะข�าไปจับกับไรโบโซม 50S 

ของแบคทีเรียทําให�ไปขัดขวางการจับกันระหว�างไรโบโซม 50S และ tRNA ปฎิกิริยาระหว�างเอ็นไซม# peptidyl transferase 
กับกรดอะมิโนจาก tRNA จึงไม�เกิดข้ึนเป	นผลทําให�ไม�มีการสังเคราะห# 

อวัยวะเป9าหมายท่ีมีความเส่ียงต�อการใช�ยาคลอแรมฟ�นิคอลคือไขกระดูกโดยมีผลต�อระบบ
การผลิตเม็ดเลือด 2 ประการคือทําให�จํานวนเซลล#หรือองค#ประกอบในเลือดลดลง (pancytopenia) และการ
ตอบสนองของร�างกาย (idiosynerasy) อันเน่ืองมาจากการเปล่ียนแปลงของเซลล#ท่ีเป	นส�วนประกอบสําคัญ
ในเลือด กลไกความเป	นพิษของคลอแรมฟ�นิคอลต�อไขกระดูกยังไม�เป	นท่ีชัดเจน ในรายของผู�ป�วยที่รอดชีวิต
จากผลกระทบของคลอแรมฟ�นิคอลต�อการเปล่ียนแปลงในไขกระดูกน้ีจะมีอัตราเส่ียงสูงต�อการเป	นมะเร็งเม็ด
เลือดขาว (leukemia) จากผลการศึกษาพบว�าการลดลงของจํานวนเซลล#ที่ผลิตเม็ดเลือดในไขกระดูกข้ึนอยู�
กับปริมาณของยาคลอแรมฟ�นิคอลที่ใช� ในขณะที่การตอบสนองของร�างกายอันเน่ืองมาจากการลดลงของ
จํานวนเซลล#ท่ีเป	นส�วนประกอบสําคัญในเลือดไม�ได�ข้ึนอยู�กับปริมาณยาคลอแรมฟ�นิคอลท่ีใช� แต�มีแนวโน�มว�า
จะข้ึนอยู�กับระยะเวลาที่มีการใช�ยาคลอแรมฟ�นิคอลติดต�อกันเป	นเวลานาน  นอกจากน้ีคลอแรมฟ�นิคอลยังมี
ผลต�อเม็ดเลือดแดง ทําให�เม็ดเลือดแดงมีการพัฒนาอย�างไม�สมบูรณ# เป	นผลให�เม็ดเลือดแดงในกระแสเลือด
ตํ่ากว�าปกติ ผลกระทบของคลอแรมฟ�นิคอลต�อเม็ดเลือดแดงจะแปรผันตามปริมาณของคลอแรมฟ�นิคอลท่ีใช�  

 

3. Malachite green (MG) & Leuco-malachite green (LMG) และ Crystal 
violet (CV) & Leuco-crystal violet (LCV) 

ข อมูลทั่วไป: สารเคมีน้ีจัดอยู�ในกลุ�มสีย�อม (Dyed) มีฤทธ์ิในการต�านจุลชีพ ยังย้ังการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรีย ฆ�าแบคทีเรียท้ังชนิดแกรมบวก และแกรมลบ แต�มีผลต�อแบคทีเรียแกรมบวก
มากกว�าแกรมลบ ซึ่งออกฤทธ์ิโดยไปรวมกับองค#ประกอบภายในเซลล#ได�เป	นคอมเพล็กซ#ท่ีไม�แตกตัว ซึ่งทําให�
ขัดขวางขบวนการทางชีววิทยาที่สําคัญๆ ในหลายๆประเทศได�พยายามจํากัดการใช�มาลาไคท#กรีนในสัตว#นํ้า 
เน่ืองจากพบว�า มาลาไคท#กรีนเป	นเคมีภัณฑ#ที่มีพิษสูง มีคุณสมบัติเป	นสารก�อมะเร็งและมีผลต�อโครโมโซมของ
เซล แต�ในบางประเทศใช�เพื่อรักษาโรคติดเช้ือท่ีเกิดจากโปรโตซัวในสัตว#นํ้า โดยแนะนําให�ใช�ในขนาด 0.1-0.5 
mg. ต�อนํ้า 1 ลิตร และมีการนํามาใช�ร�วมกับ Formalin ในการรักษาโรคจุดขาว นอกจากน้ีกรมประมง
อนุญาตให�ใช�ได�เฉพาะในปลาสวยงามเท�าน้ัน 
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สารน้ีอยู�ในกลุ�มสีย�อมมีช่ือทางเคมีคือ 4-R (dimethylamine)-pheny- benzylidene)-2, 
5-cyclohexa-dinelylidine dimethyl ammoniumchloride มีสูตรโมเลกุล Malachite green C23H25N2Cl และ Leuco-
malachite green C23H26N2 ท้ังน้ีนํ้าหนักโมเลกุลของ Malachite green 365 g/mol และ Leuco-malachite green 
330.47g/mol ได�นํามาใช� เพื่อป9องกันหรือรักษาโรคท่ีเกิดจากเช้ือราและปรสิตเซลล#เดียว โดยท่ัวไปจะใช�กัน
ในโรงเพาะฟIกในประเทศเขตท่ีมีอุณหภูมิค�อนข�างเย็น สําหรับในประเทศไทยเป	นประเทศในเขตร�อน จึงไม�
ค�อยนิยมใช� อีกทั้งราคาของยาในกลุ�มน้ีมีราคาแพง ยาในกลุ�มน้ีมีช�วงเวลาการสลายตัว ซ่ึงหากนํามาใช�ในการ
เพาะเล้ียง ก็สามารถควบคุมช�วงเวลาการสลายตัวของยาให�หมดไป ก�อนจับปลาขายสู�ท�องตลาด ความเป	น
พิษท่ีรุนแรงทําให�การใช� Malachite green จํากัดอยู�ในโรงเพาะฟIกเท�าน้ัน และเกษตรกรบางส�วน ก็เปล่ียน
มาใช�สารป9องกันเช้ือรากลุ�มอ่ืนแทน เช�น ไตรฟูราลิน เป	นต�น สําหรับข�อมูลความเป	นพิษพบว�าเป	นสารที่
ก�อให�เกิดกลายพันธุ# (Mutagenic) โดยทําให�ไข�ของปลาท่ีแช�ด�วยสารชนิดน้ี มีการพัฒนาไปเป	นตัวอ�อนอย�าง
ไม�สมบูรณ# รวมทั้งเป	นสารก�อมะเร็ง (Carcinogenic) ในสัตว#ทดลอง มีความเป	นพิษต�อสัตว#นํ้าสูงมาก โดย
พบว�าท่ีระดับความเข�มข�น 1-2 ppm ก็จะทําให�ปลานํ้าจืดตายได�ในเวลา 1 ช่ัวโมง เช�นเดียวกับในกุ�งทะเล  

 
2. วิธีวิเคราะห�สารปนเปhiอน  
ถือได�ว�ามีความสําคัญและต�องมีการควบคุมคุณภาพ เพื่อความปลอดภัยแก�ผู�บริโภค โดยการ

ตรวจสอบสารท่ีปนเป01อนในอาหารจะช�วยให�ทราบชนิดและปริมาณสารปนเป01อน ซึ่งเป	นการบ�งบอกคุณภาพ
ของวัตถุดิบที่นําเข�าสู�อุตสาหกรรมแปรรูป ท้ังน้ีประเทศผู�นําเข�าต�าง ได�กําหนดมาตรฐานสารปนเป01อนเพื่อเป	น
การคุ�มครองความปลอดภัยของผู�บริโภคในประเทศ ดังต�อไปน้ี 

 

1. โลหะหนัก 
โลหะหนัก หมายถึง ธาตุท่ีมีค�าความถ�วงจําเพาะมากกว�านํ้า 5 เท�า ข้ึนไป ซึ่งโลหะหนักบาง

ชนิดมีประโยชน#ต�อร�างกาย เช�น แมงกานีส (Mn), เหล็ก (Fe), ทองแดง (Cu) และสังกะสี (Zn) เป	นต�น แต�
โลหะหนักบางชนิดมีความเป	นพิษต�อร�างกาย เช�น ปรอท (Hg), ตะก่ัว (Pb) และแคดเมียม (Cd) นอกจากน้ี
สารหนู (As) ซึ่งจัดอยู�ในกลุ�มธาตุก่ึงโลหะ (Metalloid) แต�สารหนูมีความเป	นพิษต�อร�างกาย จึงมักจะถูก
รวมอยู�ในกลุ�มโลหะหนักท่ีมีความเป	นพิษด�วย โลหะหนักเหล�าน้ีสามารถเกิดข้ึนได�เองในธรรมชาติ โดยอาจมา
จากการทําเหมืองแร�  โรงงานผลิตสารเคมี  โรงงานผลิตไฟฟ9าโดยใช�ถ�านหิน การทําแบตเตอร่ี การใช�ปุ�ยและ
ยากําจัดศัตรูพืชในการเกษตรกรรม แล�วจะถูกปลดปล�อยออกสู�ส่ิงแวดล�อมและบรรยากาศ หากไม�มีการ
บริหารจัดการกากของเสียท่ีดี จะทําให�เกิดการปนเป01อนโลหะหนักเหล�าน้ีในส่ิงแวดล�อมและเข�าสู�ห�วงโซ�
อาหารได� ในบทความน้ี จะขอสรุปเก่ียวกับโลหะหนัก 3 ชนิดท่ีมีความเป	นพิษและกําหนดเป	นมาตรฐานใน
การควบคุมสินค�าประมงของประเทศผู�นําเข�าต�าง ๆ อย�างกว�างขวาง 
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1.1 แคดเมียม (Cd) 
ข อมูลทั่วไป: แคดเมียม เป	นโลหะหนัก (heavy metal) ชนิดหน่ึง ซึ่งสามารถปนเป01อนกับ

ส่ิงแวดล�อมและตกค�างในอาหาร เป	นอันตรายในอาหาร (food hazard) ประเภทอันตรายทางเคมี (chemical 
hazard) การได�รับแคดเมียมจํานวนมากอาจทําให�เกิดพิษเฉียบพลันได� พิษเฉียบพลันส�วนใหญ�เกิดจากการ
หายใจเอาฝุ�นหรือไอระเหยแคดเมียม ท้ังน้ี เกณฑ#มาตรฐานปลอดภัยท่ีกําหนดโดยองค#การอนามัยโลก 
กําหนดไว�ว�าคนปกติไม�ควรได�รับแคดเมียมเกินสัปดาห#ละ 0.40-0.50 มิลลิกรัม 

อาหารที่มักมีการปนเป01อนสารแคดเมียมได�แก� ข�าว ผัก ผลไม� อาหารทะเลต�าง ๆ เช�น
ปลาหมึกและหอย ซึ่งระดับความเข�มข�นของสารแคดเมียมที่เข�าสู�ร�างกายข้ึนอยู�กับระดับปริมาณสาร
แคดเมียมท่ีสะสมในอากาศ แหล�งนํ้าและแหล�งดินท่ีปลูกพืชผลทางเกษตร เมื่อแคดเมียมเข�าสู�ร�างกายจะถูก
ดูดซึมในระบบทางเดินอาหารแล�วลําเลียงไปตามกระแสเลือดพร�อมกับเม็ดเลือดแดงและจะจับกับโปรตีนที่ช่ือ
ว�า Metallothionein สร�างเป	นสารประกอบเชิงซ�อนส�งไปท่ีไต ทําให�เกิดโรคพิษเรื้อรังท่ีไต 

1.2 ตะก่ัว (Pb) 
ข อมูลทั่วไป: ปIจจุบันอุตสาหกรรมหลายประเภทมีการใช�ตะก่ัวเป	นวัตถุดิบเป	นจํานวน

มาก  เช�น ใช�สังเคราะห#สารเตตะเอทิลเลด (tetraethyllead, TEL Pb (C2H5)4) ในเบนซินเพื่อเพิ่มค�า      
ออกเทน (octane number) เม่ือมีการออกซิไดซ#จะได� PbO ซึ่งจะถูกรีดิวซ#ได�โลหะตะก่ัวออกสู�สภาวะ
แวดล�อม ตะก่ัวสามารถเข�าสู�ร�างกายได� 3 ทาง คือ ทางอาหาร ทางการหายใจ และทางผิวหนัง เม่ือสารตะก่ัว
เข�าสู�ร�างกาย  ส�วนใหญ�จะจับยึดอยู�กับเม็ดเลือดแดงจะไปลดการสร�าง heme ซึ่งเป	นองค#ประกอบท่ีสําคัญของ
เม็ดเลือดแดงโดยไปยับย้ังเอ็นไซม#ท่ีเก่ียวกับการสร�าง heme นอกจากน้ี ตะก่ัวยังมีผลต�อตับ หัวใจและเส�น
เลือด ภาวะเจริญพันธุ# โครโมโซม และก�อให�เกิดโรคมะเร็ง และความพิการแต�กําเนิดอีกด�วย ทั้งน้ี ปริมาณ
ตะก่ัวที่พบมากในสินค�าประมงเช�นหอย และปลา เป	นต�น 

1.3 ปรอท (Hg) 
ข�อมูลทั่วไป: เป	นโลหะหนักที่ของเหลวระเหยเป	นไอได�ง�ายในภาวะปกติ ปรอทพบมากใน

แหล�งที่มีการเผาไหม�นํ้ามันเช้ือเพลิง โลหะ โรงงานผลิตปูนซีเมนต# ในอุตสาหกรรมท่ีมีการใช�สารประกอบของ
ปรอท นอกจากน้ียังใช�ในวงการแพทย# เช�นเป	นสารอุดฟIน ไอปรอทท่ีเข�าสู�ร�างกาย จะถูกดูดซึมเข�าสู�ระบบ
หมุนเวียนโลหิตทันที และกระจายไปยังสมองและส�วนอ่ืน ๆ ของร�างกายได�รวดเร็ว การได�รับสารปรอทสะสม
เป	นเวลานานจะทําให�มีอาการมือ และใบหน�าเกิดอาการบวมและเจ็บ บางคนอาจเกิดอาการเหน็บชาบางส�วน
จนเป	นอัมพาต ทั้งน้ี ปริมาณปรอทในรูป Total mercury ที่พบมากในสินค�าประมงในปลาบางชนิด ได�แก�ปลา
ทูน�า ปลาฉลาม เป	นต�น 

สารประกอบปรอทอินทรีย# เป	นรูปแบบของปรอทที่ถูกเมทิลเลท และมีความเป	นพิษมาก
ท่ีสุด ได�แก�สารประกอบ Alkyl mercury เช�น Methyl mercury, Dimethyl mercury และ Ethyl mercury 
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ซ่ึง Methyl mercury มีความเป	นพิษสูงมาก เน่ืองจากละลายได�ดีในไขมันจึงสะสมในร�างกายได�ดี โดยเฉพาะ
อย�างย่ิงในเน้ือเย่ือสมอง 

 

3. วิธีวิเคราะห�วัตถุเจือปนอาหาร  
ถือได�ว�ามีความสําคัญเป	นอย�างย่ิงในการควบคุมคุณภาพ เพื่อความปลอดภัยแก�ผู�บริโภค 

เน่ืองจากในปIจจุบันอุตสาหกรรมแปรรูปอาหารมีการนําวัตถุเจือปนอาหารมาใช�อย�างกว�างขวาง ซึ่งวัตถุ       
เจือปนอาหาร หมายความว�า วัตถุท่ีตามปกติมิได�ใช�เป	นอาหารหรือส�วนประกอบที่สําคัญของอาหาร ไม�ว�า
วัตถุน้ันจะมีคุณค�าทางอาหารหรือไม�ก็ตาม แต�ใช�เจือปนในอาหารเพื่อประโยชน#ทางเทคโนโลยีการผลิต การ
แต�งสีอาหาร การปรุงแต�งกล่ินรสอาหาร การบรรจุ การเก็บรักษาหรือการขนส�ง ซ่ึงมีผลต�อคุณภาพหรือ
มาตรฐานหรือลักษณะอาหาร  

ในการน้ี ประเทศผู�นําเข�าต�าง ๆ จึงให�ความสนใจและเพื่อคุ�มครองความปลอดภัยของ
ผู�บริโภคในประเทศ จึงได�มีการกําหนดมาตรฐานวัตถุเจือปนอาหารไว�หลากหลาย ในส�วนของสินค�าประมงมี
การควบคุมตรวจสอบวัตถุเจือปนอาหาร เพื่อควบคุมคุณภาพความปลอดภัยของสินค�าประมงก�อนการส�งออก 
ดังต�อไปน้ี 

1. สารเบนโซอิก แอซิด และซอร�บิก แอซิด (Benzoic acid & Sorbic acid) 
ข อมูลทั่วไป: กรดเบนโซอิกและเกลือเบนโซเอต เป	นวัตถุกันเสียท่ีมีประวัติการใช�มานาน

ต้ังแต�ป} 2487 โดยใช�ทดแทนการใช�กรดซาลิซิลิก กรดน้ีมีลักษณะเป	นผงผลึกหรือเป	นเกล็ดสีขาว นํ้าหนัก
โมเลกุล 121.11 มีจุดหลอมเหลว 122 องศาเซลเซียส และจุดเดือด 249 องศาเซลเซียส มีความสามารถ
ละลายนํ้าได�น�อยมาก แต�ละลายดีข้ึนในแอลกอฮอล# อีเทอร# คลอโรฟอร#ม และนํ้ามัน กรดน้ีมีค�าความเป	น
กรดด�าง 2.5-4.0 เหมาะสําหรับใช�กับผลิตภัณฑ#อาหารท่ีมีความเป	นกรดสูงเช�นเครื่องด่ืมชนิดต�างๆ นํ้าหวาน 
นํ้าผลไม� แยม ผักดอง ผลไม�ดอง เป	นต�น มีประสิทธิภาพยับย้ังการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได� ซึ่งมีผลต�อ
ผนังเซลล#และเอนไซม#ของแบคทีเรียท่ีทําให�ผิดปกติ ส�วนกรดซอร#บิกและเกลือ ยับย้ังการเจริญเติบโตของรา
และยีสต# และที่นิยมใช�มักอยู�ในรูปเกลือโซเดียมและโพแทสเซียมซอร#เบต  

กรดเบนโซอิก และซอร#บิก นิยมใช�เพื่อยืดอายุการเก็บรักษาอาหาร ช�วยยับย้ังหรือทําลาย
แบคทีเรียท่ีทําให�อาหารเน�าเสียได� ท้ังน้ี อันตรายจากการได�รับกรดน้ี มีการศึกษาความเป	นพิษในระดับปาน
กลาง ถ�าได�รับปริมาณน�อยไม�ทําให�เกิดการสะสมในร�างกาย เน่ืองจากร�างกายมีกลไกในการขจัดกรดน้ีออก
จากร�างกาย แต�ถ�าได�รับปริมาณสูงอาจทําให�เกิดการคล่ืนไส� อาเจียน ปวดท�อง ท�องเสีย ทําให�ประสิทธิภาพ
การทํางานของตับและไตลดลง เป	นต�น 

 

2. กรดเอทิลีนไดอามีนเตตราอะซีติก (Ethylene diamine tetra acetic acid) (EDTA)  
ข อมูลทั่วไป: EDTA เป	นสารเคมีที่ใช�ท้ังในภาคอุตสาหกรรมและการแพทย# เป	นสารเคมีไร�สี

สามารถละลายนํ้าได� ใช�ในการขจัดคราบหินปูน นอกจากน้ียังสามารถใช�ในการแยกไอออนโลหะเช�น Ca2+ 
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และ Fe3+ นอกจากน้ี EDTA ยังเป	นสารต้ังต�นในการผลิตสารจําพวกเกลือหลายประเภท ถนอมสีและกล่ินรส
ของอาหารกระป�องให�คงสภาพเดิมป9องกันการเกิดผลึกแก�ว (Struvite crystal ) ในอาหารกระป�อง 

 

          3. สาร Sulfur dioxide (SO2) 
ข อมูลทั่วไป: ช�วยยับย้ังการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย ใช�ในการฟอกสี และยับย้ังการ

เปล่ียนแปลงสีของอาหาร เกลือซัลไฟต#ที่ใช�ในอาหาร ได�แก� โซเดียมไบซัลไฟต#  โซเดียมเมตาไบซัลไฟต# 
โซเดียมซัลไฟต# โพแทสเซียมไบซัลไฟต# โพแทสเซียมเมตาไบซัลไฟต# โพแทสเซียมซัลไฟต# เป	นต�น สารกลุ�ม  
ซัลไฟต# เมื่อถูกความร�อนจะสลายให�ก�าซซัลเฟอร#ไดออกไซด# และจะเป	นก�าซได�ดีที่สภาวะเป	นกรด  

   Sulfur dioxide (SO2) ถูกใช�เป	นสารออกซิไดซ# รีดิวซ#หรือเป	นตัวเร�งปฏิกิริยาในอุตสาหกรรม        
ผลิตกระดาษ การผลิตกรดซัลฟูริก สารป9องกันการเน�าเสีย การรมควัน และสารฟอกขาว  

 
 

4. สารฟอสเฟต ในรูป P2O5  

ข อมูลทั่วไป: สารประกอบฟอสเฟตพบได�ทั่วไปในร�างกายมนุษย# โดยสารอินทรีย#ฟอสเฟต
พบมากในส่ิงมีชีวิตในรูปเอสเตอร# (Ester) ของกรดฟอสฟอริก และอีกชนิดคือสารอนินทรีย#ฟอสเฟต พบ
ท่ัวไปตามธรรมชาติ เช�นเป	นธาตุท่ีหมุนเวียนในระบบนิเวศ ผ�านกระบวนการต�าง ๆของส่ิงมีชีวิต สาร          
อนินทรีย#ฟอสเฟตที่พบในอาหารอุดมด�วยโปรตีน โดยสารน้ีมีคุณสมบัติรักษาคุณภาพเน้ือสัตว# ช�วยเพิ่ม
ความสามารถอุ�มนํ้าของเน้ือ ช�วยให�เน้ือมีคุณภาพทางเน้ือสัมผัสและประสาทสัมผัสที่ดีข้ึน จึงมีการใช�อย�าง
แพร�หลายในอุตสาหกรรมการแปรรูปสัตว#นํ้าเช�นกัน 

คุณสมบัติอีกประการหน่ึงของฟอสเฟต คือช�วยยืดอายุการเก็บรักษาโดยลด Freezer burn 
ซึ่งเกิดจากการสูญเสียนํ้าบริเวณผิวหน�าของอาหาร ลดการสูญเสียนํ้าภายหลังการทําละลาย (thaw drip 
losses) ยับย้ังการหืน เน่ืองจากปฏิกิริยาออกซิเดช่ัน ป9องกันการเกิดผลึกแก�ว ( Struvite crystal) ในอาหาร
กระป�อง มีการใช�ในการทําปุ�ยและผงซักฟอก สารประกอบฟอสเฟตที่ใช�ในอาหารทะเลส�วนใหญ�เป	นสาร
จําพวกโพลีฟอสเฟต ซึ่งมีหลายชนิด เช�น Sodium acid pyrophosphate, Tetra-sodium pyrophosphate, Soduim 
tripolyphosphate และ Sodium hexametaphosphate  

 
 

4. วิธีวิเคราะห�สารชีวพิษ  
ถือได�ว�าเป	นหน่ึงรายการวิเคราะห#ท่ีต�องควบคุมตรวจสอบอย�างเข�มงวด ท้ังน้ี กรมประมงมี

การเฝ9าระวังการตรวจพบสารชีวพิษ สารปนเป01อน เช้ือจุลินทรีย#ในแหล�งเล้ียงหอยสองฝา เพื่อเป	นการควบคุม
เฝ9าระวังปIญหาการตรวจพบจากแหล�งเล้ียง ในส�วนของสินค�าประมงส�งออก กรมประมงมีการสุ�มตรวจวัตถุดิบ
หอยสองฝาท่ีใช�ในการแปรรูปส�งออก เพื่อควบคุมคุณภาพความปลอดภัยให�สอดคล�องตามมาตรฐานประเทศ
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ผู�นําเข�าต�าง ๆ ผู�เขียนขอสรุปรายการสารชีวพิษหลักๆ ที่มีความสําคัญและกําหนดเป	นมาตรฐานสําหรับ
ประเทศผู�นําเข�าต�าง ๆ  

สารชีวพิษชนิด PSP, ASP และ DSP เป	นสารชีวพิษท่ีเกิดในแพลงก#ตอนชนิด Gonyaulax 

catanella และ Gonyaulax tamarensis ซึ่งเป	นอาหารของหอยสองฝาโดยจะดูดซึมสารพิษน้ีจากแพลงก#ตอนสะสม
ไว�ในตัวเมื่อรับประทานหอยที่มีสารชีวพิษชนิด PSP จะออกฤทธ์ิกับระบบประสาทหลังบริโภคประมาณ 30 
นาที โดยจะมีอาการชาท่ีปาก กล�ามเน้ือเกิดอัมพาต หากได�รับปริมาณมากจะเสียชีวิตภายใน 12 ช่ัวโมง 
เน่ืองจากระบบหายใจขัดข�อง การรักษามักใช�วิธีให�ผู�ป�วยอาเจียน หรือล�างกระเพาะด�วยผงถ�านเพื่อดูดซับ
สารพิษออกให�มากท่ีสุด รวมท้ังใช�เครื่องช�วยหายใจ 

1. สาร Amnesic Shellfish Poisoning (ASP) 
ข อมูลทั่วไป: เกิดผลกระทบต�อระบบทางเดินอาหาร กล�าวคือมีอาการคล่ืนไส� อาเจียน 

ท�องเสีย และปวดท�อง นอกจากน้ี ยังแสดงอาการทางระบบประสาท ทําให�เกิดความจําเส่ือมช่ัวขณะ รู�สึก
สับสน หายใจลําบากและหมดสติในท่ีสุด 
 

2. สาร Diarrheic Shellfish Poisoning (DSP)  
ข อมูลทั่วไป: พิษท�องร�วงจากแพลงก#ตอนพืช เกิดจากการบริโภคหอยสองฝา เช�น 

หอยแมลงภู� หอยแครง หรือหอยนางรม ท่ีกรองเอาแพลงก#ตอนพืชในกลุ�มไดโนแฟลกเจลเลต ในสกุล 
Dinophysis ได�แก� D. fortii พบในประเทศ ญ่ีปุ�น และ D. acuta พบในประเทศสวีเดน อาการของการได�รับ
พิษโดยทั่วไป คือ ท�องร�วง อาเจียน ส�วนสารที่เป	นสาเหตุสําคัญของการเกิดพิษ คือ กรดโอคาดาอิก (okadaic 
acid) ซึ่งเป	นสารพิษที่ละลายในไขมัน และทนความร�อนได�ดี จึงไม�สามารถทําลายพิษด�วยการหุงต�มได� 

นอกจากน้ี สารชีวพิษอีกกลุ�มหน่ึงซึ่งพบได�ในหอยสองฝาคือกลุ�ม lipophilic toxins ได�แก� 
Pectenotoxins (PTX); Yessotoxins (YTX) และ Azaspiracids (AZA) สารพิษเหล�าน้ีมักพบได�ในหอย
เช�นกัน 

3. สาร Paralytic Shellfish Poisoning (PSP) 
ข อมูลทั่วไป: เกิดจากการบริโภคหอยสองฝา เช�น หอยแมลงภู� หอยแครง  และหอยนางรม 

ท่ีกรองแพลงก#ตอนพืชท่ีผลิตสารพิษที่เป	นอาหาร แพลงก#ตอนพืชท่ีเป	นสาเหตุของพิษอัมพาต ได�แก� แพลงก#ตอน
ในสกุล Alexandrium ได�แก� A. Catenella พบบ�อยตามชายฝI�งตะวันตกของอเมริกา (ฝI�งแปซิฟ�ก) และ      
A. tamarensis พบตามฝI�งตะวันออกของแคนาดา และอเมริกา (ฝI�งแอตแลนติก) ท้ัง 2 ชนิด เป	นสาเหตุสําคัญของ
การเกิดพิษในประเทศดังกล�าว และประเทศญ่ีปุ�น ส�วนแพลงก#ตอนในสกุล Pyrodinium ได�แก� P. Phoneus 

พบในเกาะบอร#เนียว และปาปIวนิวกินี และ P. phoneus พบในฝI�งทะเลของประเทศเนเธอร#แลนด# การเกิด
พิษอัมพาตจะมีความสัมพันธ#กับการเกิดปรากฏการณ#นํ้าเปล่ียนสี 
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 สารที่เป	นสาเหตุของการเกิดพิษต�อระบบประสาทน้ีจะอยู�ในกลุ�ม Saxitoxin (STX), Neosaxitoxin 
(NeoSTX) และ Gonyautoxin (GTX) สารพิษน้ีละลายได�ในนํ้า และมีคุณสมบัติท่ีสําคัญคือสามารถทนต�อ
ความร�อนที่ใช�ในการปรุงอาหารได� จึงไม�สามารถทําลายสารพิษโดยการหุงต�มได� สารพิษเหล�าน้ีจะเป	นตัว
ยับย้ังการส�งผ�านโซเดียมอิออนในระบบประสาท และกล�ามเน้ือ ผู�ที่ได�รับสารพิษจะมีอาการชาบริเวณปาก 
ล้ิน  และปลายน้ิว ซ่ึงอาจเกิดข้ึนภายใน 2-3 นาที ภายหลังการบริโภค ต�อจากน้ันอาการรุนแรงที่จะตามมา
คือ หายใจลําบาก กล�ามเน้ือเป	นอัมพาต โดยจะมีอาการรุนแรงข้ึนตามลําดับ และอาจถึงแก�เสียชีวิตเน่ืองจาก
การล�มเหลวของระบบหายใจ หรือเน่ืองจากกล�ามเน้ือหัวใจไม�ทํางาน 

สารชีวพิษ ท่ีทําการตรวจวิเคราะห#ในห�องปฏิบัติการได�แก� ASP, PSP, DSP, PTX, YTX 
และ AZA 

 

5. วิธีวิเคราะห�คุณภาพ (Quality index) 
 เป	นอีกรายการตรวจวิเคราะห#หน่ึงท่ีมีความสําคัญและจําเป	น โดยเป	นดัชนีบ�งช้ีคุณภาพของ

วัตถุดิบสัตว#นํ้าที่รับเข�าโรงงานแปรรูป และบ�งบอกถึงกระบวนการระยะเวลาการแปรรูป การตรวจวิเคราะห#
คุณภาพความสดสําหรับสัตว#นํ้าที่นิยมในปIจจุบัน ได�แก� 

1. Histamine & Putrescine & Cadaverine  
ข อมูลทั่วไป: ไบโอจินิกเอมีน (Biogenic amines) เป	นสารประกอบที่มีธาตุไฮโดรเจนใน

องค#ประกอบของแอมโมเนียแทนที่ด�วยหมู�อัลคิลหรืออัลลิล (alkyl or aryl groups) สารประกอบกลุ�มน้ีมีอยู�
ด�วยกันหลายชนิด เช�น พิวตริ ซีน (putrescine) คาดาเวอรีน (cadaverine) แอคมาทีน (agmatine)             
สเปอร#มีน (spermine) และสเปอร#มิดีน (spermidine) เป	นสารประกอบท่ีมีโครงสร�างเป	นอะลิฟาติก 
(aliphatic structure) ขณะท่ีไทรามีน (tyramine) และฟ}นิลเอทิลเอมีน (phenylethylamine) เป	น
สารประกอบท่ีมีโครงสร�าง เป	นอะโรมาติก (aromatic structure) โครงสร�างท่ีเป	นเฮเทอโรไซคลิก (heterocyclic 
structure) ได�แก� ฮีสตามีน (histamine) และทริปตามีน (tryptamine)  

ไบโอจินิกเอมีน เป	นสารประกอบท่ีพบได�ทั่วไปในเซลล#ท่ีมีชีวิต พบได�ในผลิตภัณฑ#อาหาร 
ต�าง ๆ  เช�น ปลาและ ผลิตภัณฑ#จากปลา ไวน# เนยแข็ง ผลิตภัณฑ#จากนม เบียร# เน้ือ และผัก ไบโอจินิกเอมีนเกิดข้ึนใน
ระหว�างการเน�าเสียของอาหาร โดยจุลินทรีย#จะสร�างเอนไซม#ดีคาร#บอกซิเลส (decarboxylase) ย�อยสลาย
กรด อะมิโนอิสระในอาหาร เหล�าน้ันจนได�เป	นไบโอจินิกเอมีน ฮีสตามีนเกิดจากแบคทีเรียที่สร�างฮีสติดีน     
ดีคาร#บอกซิเลส (histidine decarboxylase) ย�อยสลายกรดอะมิโนฮีสติดีน (histidine) ที่มีอยู�มากในโปรตีน
เน้ือปลาให�เปล่ียนเป	นฮีสตามีน หรือ เรียกว�าสคอมโบรทอกซิน (Scombrotoxin)  

ความ เป	นพิษของไบโอจิ นิก เอ มีนสัมพันธ# กับการได� รั บประทานปลาในตระ กูล   
สคอมบรอยด# (Family Scombroid) เช�น ปลาทูน�า ปลาซาร#ดีน และปลาแมคเคอเรล เป	นต�น ปลาเหล�าน้ี
เป	นอาหารทะเลท่ีทําให�ผู�บริโภคส�วนใหญ�ได�รับสารฮีสตามีน ความเป	นพิษพบทั้งในผู�ป�วยท่ีบริโภค ปลาสด 
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และปลาท่ีประกอบอาหารแล�ว การรับประทาน สารประกอบไบโอจินิกเอมีนที่ปนเป01อนอยู�ในอาหาร จะเป	น
ผลให�เกิดโรคอาหารเป	นพิษจากฮีสตามีน และไทรามีน โรคอาหารเป	นพิษจากฮีสตามีน หรือจากสารพิษ 
สคอมบรอยด# (Scombroid poisoning) จึงได�มีความสําคัญต�อการเกิดโรคอาหารเป	นพิษ 
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บทท่ี 3 
 

วิธีวิเคราะห�ผลิตภัณฑ�สัตว�นํ้าทางเคมี 
 

วิธีวิเคราะห#ที่รวบรวมในบทน้ี จะเป	นวิธีวิเคราะห#หลักท่ีใช�ในการควบคุมตรวจสอบผลิตภัณฑ#
สัตว#นํ้า ซ่ึงได�มีการกําหนดมาตรฐานสําหรับควบคุมสินค�านําเข�าในแต�ละประเทศ วิธีวิเคราะห#น้ีเป	นเพียงส�วน
หน่ึงของการทดสอบทั้งหมดท่ีห�องปฏิบัติการวิเคราะห# และได�นํามาเผยแพร�โดยเลือกวิธีวิเคราะห#หลัก เพื่อใช�
เป	นแนวทางสําหรับห�องปฏิบัติการหรือหน�วยงานนําไปปฏิบัติใช� ซึ่งก�อนที่จะนําวิธีวิเคราะห#เหล�าน้ีไปปฏิบัติ
ใช� จะต�องดําเนินการตรวจสอบความใช�ได�ของวิธี (Method validation) ให�เหมาะสมและสอดคล�องกับ
สภาวะของห�องปฏิบัติการทุกครั้ง  
 

1. วิธีวิเคราะห� Oxolinic acid โดยเทคนิค HPLC  
 

ขอบข3าย 
  

ใช�ในการวิเคราะห#ปริมาณ Oxolinic acid ในสัตว#นํ้าและผลิตภัณฑ#สัตว#นํ้า  
 

เอกสารอ างอิง 
 

Larocque, L., M. Schnurr, S. Sved and A. Weninger. 1991. Determination of Oxolinic Acid 
Residues in Salmon Muscle Tissue by Liquid Chromatography with Fluorescence Detection. 
J. ASSOC.OFF.ANAL.CHEM.Vol.74(4):pp 608-611.   
 
หลักการ 
 

Oxolinic acid จะถูกสกัดออกจากตัวอย�างโดยใช� ethyl acetate สารละลายที่สกัดได�จะถูก
นําไประเหยแห�ง ละลาย residue ด�วย mobile phase และเติม hexane เพื่อกําจัดไขมัน และทําการวัด
ปริมาณ Oxolinic acid โดยใช� Detector ชนิด Fluorescence ท่ี Excitation wavelength (EX) 327 nm 
และ Emission wavelength (EM) 369 nm 
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เคร่ืองมือและอุปกรณ� 
 

1. High Performance Liquid Chromatography (HPLC)  
2. Column : Symmetry ,ขนาด C 8 , 5 µm, 3.9 x 150 mm, reverse phase 
3. Guard Column Symmetry C 18, 5 µm, 3.9 x 20 mm 
4. เครื่องช่ัง ความละเอียดไม�น�อยกว�า 0.01 g และ 0.0001 g 
5. เครื่อง Centrifuge   
6. เครื่อง Rotary evaporator  
7. เครื่อง Homogenizer 
8. เครื่อง pH meter          
9. เครื่อง Ultrasonic bath 
10. เครื่อง Vortex mixer  
11.  ชุดกรอง Mobile Phase ต�อกับ Vacuum pump 
12.  ป�เปต ชนิด Auto pipette ขนาด 10-100 µL, 100-1000 µL และ 5 ml 
13.  กระดาษกรอง Whatman เบอร# 41 ขนาดเส�นผ�านศูนย#กลาง 12.5 cm  
14.  ขวดวัดปริมาตรชนิดเกรด A ขนาด 5,10, 100, 500 และ 1000 ml 
15.  บีกเกอร# ขนาด 50, 100, 250 500 และ1000 ml 
16.  Hyperclean Syringe Filter 0.20 µm ชนิด Nylon membrane เส�นผ�านศูนย#กลาง 13  mm  
17.  กระบอกตวง ขนาด 50 และ 100 ml 
18.  Round Bottom Flask ขนาด 250 ml 
19.  Nylon membrane filter ขนาด 0.45 µm  
20.  Centrifuge tube ขนาด 15 ml 

 
สารเคมี  

1. สารมาตรฐาน Oxolinic acid (C13H11NO5)  
2. Sodium sulfate  
3. Ethyl Acetate, AR grade  
4. n-Hexane, AR grade  
5. Sodium hydroxide  
6. dimethyl sulfoxide AR grade  
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7. Sodium hydroxide 10%  
    ละลาย Sodium hydroxide 10 g ด�วยนํ้าปราศจากไอออน (Deionized water, DI) ปรับ

ปริมาตรเป	น 100 ml  
8. Acetonitrile HPLC grade  

กรอง Acetonitrile ก�อนใช�งานโดยผ�าน nylon membrane filter ขนาด 0.45 µm 
จากน้ัน degassed นาน 10 นาที 

9. 50 % Acetonitrile (w/w) 
เจือจาง Acetonitrile 50 ml ด�วย DI 50 ml  ผสมให�เป	นเน้ือเดียวกัน 

10. 0.01 M Oxalic acid dehydrate  
    ละลาย Oxalic acid dehydrate 0.63 g ด�วย DI 50 ml จากน้ันนําไปปรับ pH ให�ได� 3.3 

โดยใช�สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด#เข�มข�น 10% แล�วปรับปริมาตรด�วย DI ให�ได� 500 ml   
11. Mobile phase (Acetonitrile: 0.01 M Oxalic acid, 30:70) 

  ผสม Acetonitrile ปริมาตร  30 ส�วน และ 0.01 M Oxalic acid pH 3.3 ปริมาตร 70 ส�วน  
นําไปกรองผ�าน nylon membrane filter ขนาด 0.45 µm จากน้ัน degassed นาน 10 นาที  

12. Stock standard oxolinic acid 100  µg/ml 
            ละลาย Oxolinic acid 0.0102 + 0.0005 g ด�วย dimethyl sulfoxide ปริมาตร 10 ml 
ปรับปริมาตรเป	น 100 ml ด�วย 50% Acetonitrile (เก็บรักษาในอุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส นาน 6 เดือน) 
           หมายเหตุ : การเตรียม Stock standard solution จะนํา % ความบริสุทธ์ิของสารมาคิด
และจะเปล่ียนแปลงตาม % ความบริสุทธ์ิของสารในแต�ละ Lot ที่รับเข�า 

13. Intermediate standard oxolinic acid 10  µg/ml 
  ป�เปต Stock standard oxolinic acid 100  µg/ml ปริมาตร 1 ml ปรับปริมาตรด�วย 

Mobile phase 10 ml เขย�าให�สารละลายรวมเป	นเน้ือเดียวกัน (เตรียมใหม�ทุกครั้งที่ใช�งาน) 
14. Intermediate standard oxolinic acid 1  µg/ml 
      ป�เปต Intermediate standard oxolinic acid 10  µg/ml ปริมาตร 1 ml ปรับปริมาตร 

ด�วย Mobile phase 10 ml เขย�าให�สารละลายรวมเป	นเน้ือเดียวกัน (เตรียมใหม�ทุกครั้งท่ีใช�งาน) 
15. Working Standard oxolinic acid ที่ความเข�มข�นต�างๆ ดังตารางที่ 1 ปรับปริมาตรโดย

เติม Mobile phase ท่ีกําหนด เขย�าให�สารละลายรวมเป	นเน้ือเดียวกัน (เตรียมใหม�ทุกครั้งท่ีใช�งาน) 
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            ตารางที่ 1.1  การเตรียม Working Standard oxolinic acid ท่ีความเข�มข�นต�างๆ 
 

Working Standard 
oxolinic acid ที่
ต�องการเตรียม 

(µg/ml) 

Intermediate 
Standard oxolinic 

acid 
 (µg/ml) 

ปริมาตร 
Intermediate 

Standard oxolinic 
acid ท่ีใช� 

 (ml) 

ปริมาตรท่ีปรับ
ด�วย Mobile 

phase 
(ml) 

0.00  - - - 
0.02  1  0.10 5  
0.06  1  0.30 5  
0.10 10  0.05  5  
0.20 10  0.10 5  

0.24  10  0.12  5  

 

การเตรียมตัวอย3างทดสอบ   
 

1. ช่ังตัวอย�างท่ีบดแล�ว 5.00 ± 0.10 g ใส�ในบีกเกอร#ขนาด 100 ml  
2. เติมโซเดียมซัลเฟต 10 g เพื่อดูดซับนํ้าในตัวอย�าง  
3. เติม Ethyl acetate ปริมาตร 30 ml 
4. นําไปปI�นด�วย homogenizer จนเป	นเน้ือเดียวกัน 
5. กรองผ�านกระดาษกรอง Whatman เบอร# 41 ลงในขวดก�นกลมขนาด 100-250 ml 
6. เติม Ethyl acetate ปริมาตร 30 ml ลงในตัวอย�างที่เหลือในบีกเกอร#ขนาด 100 ml (สกัดซ้ํา) 
7. นําไป homogenizes จนเป	นเน้ือเดียวกันอีกครั้ง และกรองผ�านกระดาษกรองตามข�อ 5. 

8. ระเหย Ethyl acetate ด�วยเครื่อง vacuum rotary evaporator ท่ีอุณหภูมิ 35 ± 2 °C จนแห�ง 
9. ละลาย residue ที่ระเหยแห�งด�วย Mobile phase ปริมาตร 5 ml และ n-Hexane 

ปริมาตร 1 ml (อาจนําไป sonicate เพิ่มเติมเพื่อให�ละลายได�ดีข้ึน) จากน้ันเทสารละลายที่ได�ใส�ลงในหลอด 
centrifuge 

10. นําไป centrifuge ที่ความเร็วรอบ 3,500 rpm นาน 5 นาที 
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11. ใช� Pasture pipette  ดูดสารละลายช้ันบนท่ีเป	น n-Hexane (เป	นช้ันไขมันมีลักษณะสีส�ม) 
ท้ิง นําสารละลายส�วนท่ีเหลือไปกรองผ�าน Hyperclean syringe filter 0.20 um  เก็บสารละลายใน vial 
สําหรับฉีดเข�าเครื่อง HPLC 

 
Condition ของเคร่ือง HPLC 
 
 Flow rate  :  1 ml / min ระบบ Isocratic mode 
 Detector   :  Fluorescence ท่ี EX 327 nm, EM 369 nm    
  Mobile phase   :  Acetonitrile: 0.01 M Oxalic acid (pH 3.3) = 30:70 
 Injection volume:  100 µl 
 Run time   :   8 นาที  
 หมายเหตุ:  สามารถปรับ condition ได�ตามสภาวะของเครื่อง 
 
การควบคุมคุณภาพของการทดสอบ 
  
ตารางที่ 1.2  การควบคุมคุณภาพของการทดสอบ Oxolinic acid 

วิธีการควบคุมคุณภาพของการ
ทดสอบ 

ความถ่ี เกณฑ�การยอมรับ 

1. การทดสอบ System Suitability ทุกคร้ังท่ีทดสอบ % RSD ของ RT และ Peak area    

 ≤ 1% (n ≥5) 
2. การสร�าง  Standard calibration 
curve 

ทุกคร้ังท่ีทดสอบ ค�า r ≥ 0.995  

3. การทดสอบ Reagent Blank อย�างน�อย 1 ตัวอย�าง 
ใน 1 ชุดทดสอบ 

ค�า Reagent Blank น�อยกว�า LOD 

4. การทดสอบ Fortified sample  ทุก 5 % ของตัวอย�าง % Recovery อยู�ในช�วง 80-110% 
5. การทดสอบ 2 ซํ้า (Duplicate) ทุก 5 % ของตัวอย�าง % RPD ≤ 10% 
6. การทดสอบ Blank (Mobile 
phase) 

อย�างน�อย 1 ตัวอย�าง 
ใน 1 ชุดทดสอบ 

ไม�พบสัญญาณ Peak ท่ีสนใจ 

7. การทดสอบ Standard 0.10 
µg/ml  ป�ดท�ายหลังการฉีดตัวอย�าง 

ทุกคร้ังท่ีทดสอบ Retention Time อยู�ในช�วง ± 0.50 นาที 
และความเข�มข�นของสารมาตรฐาน % 
RPD ≤ 10% 
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การคํานวณผล 
 

คํานวณความเข�มข�น oxolinic acid  (µg/g) = (C x E x V) / (D x W)   
         เมื่อ C = ความเข�มข�นของสารละลายตัวอย�างท่ีได�จากการเทียบ calibration curve (µg/ml) 
              V = ปริมาตรสุดท�ายที่เตรียมตัวอย�าง (ml) 
             W = นํ้าหนักตัวอย�าง (g) 
 
การรายงานผล 
 
     รายงานผลในรูปของปริมาณ Oxolinic acid ในตัวอย�างทดสอบ หน�วยเป	น µg/g ทศนิยม 2 
ตําแหน�ง โดยท่ี    
   - ถ�าผลท่ีได�มีค�าสูงกว�าหรือเท�ากับ LOQ ให�รายงานผลเป	นค�าท่ีคํานวณได� 
   - ถ�าผลที่ได�มีค�าสูงกว�าหรือเท�ากับ LOD แต�ตํ่ากว�า LOQ ให�รายงานผลว�าน�อยกว�าค�า LOQ 
               - ถ�าผลท่ีได�มีค�าตํ่ากว�า LOD ให�รายงานผลว�า ND (not detected) 
 

 
α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α 
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2. วิธีวิเคราะห� Tetracycline group (Tetracycline, Chlortetracycline, Oxytetracycline) 

โดยเทคนิค HPLC 
 
ขอบข3าย 
  
 

เพื่อใช�ในการวิเคราะห#ปริมาณ Oxytetracycline, Tetracycline และ Chlortetracycline ใน
สัตว#นํ้าและผลิตภัณฑ#สัตว#นํ้า 

 
เอกสารอ างอิง 
 

A.O.A.C.Official Method. 995.09. 2016. Chlortetracycline, Oxytetracycline, and Tetracycline in 
Edible Animal Tissues: Liquid Chromatographic method. pp 4.  
 
หลักการ 
 

ตัวอย�างถูกสกัดด�วย McIlvaine Buffer (pH 4) โดยนําส�วนท่ีสกัดได�มากรองและทําให�บริสุทธ์ิ
ผ�าน SPE C18 แล�วชะออก (Elute) ด�วย Methanol นํามาวิเคราะห#ปริมาณ โดยใช� Detector ชนิด 
Fluorescence ที่ความยาวคล่ืน Excitation wavelength (EX) 380 nm , Emission wavelength (EM) 
520 nm. 
 
เคร่ืองมือและอุปกรณ� 
 

1. High Performance Liquid Chromatography (HPLC)  
2. Columns : Symmetry , ขนาด C 8 , 5 µm., 3.9 x 150 mm 
3. Guard Column Symmetry C 18, 5 µm, 3.9 x 20 mm 
4. เครื่องช่ัง ความละเอียดไม�น�อยกว�า 0.01 g และ 0.0001 g 
5. เครื่อง Centrifuge   
6. เครื่อง Manifold สําหรับต�อกับ SPE เพื่อกรองสารละลายตัวอย�าง  
7. เครื่อง Homogenizer  
8. เครื่อง pH meter   
9. เครื่อง Rotary evaporator   
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10. เครื่อง Vortex mixer  
11. เครื่อง Ultrasonic bath 
12.  ชุดกรอง Mobile Phase ต�อกับ Vacuum pump 
13.  กระดาษกรอง Whatman เบอร# 1 ขนาดเส�นผ�านศูนย#กลาง 12.5 cm  
14.  หลอด Centrifuge ขนาด 50 ml ชนิด polypropylene  
15.  ป�เปต ชนิด Auto pipette ขนาด 10-100 µL, 100-1000 µL และ 5 ml 
16.  ขวดวัดปริมาตรชนิดเกรด A ขนาด 5,10, 100, 500 และ 1000 ml 
17.  บีกเกอร# ขนาด 50, 100, 250 , 500 และ1000 ml 
18.  Hyperclean Syringe Filter 0.2 µm ชนิด Nylon membrane เส�นผ�านศูนย#กลาง 13 mm  
19.  SPE (Solid Phase Extraction) cartridges : 3 ml (C18) 
20.  Round Bottom Flask ขนาด 250 ml 
21.  กระบอกตวง ขนาด 50 และ 100 ml 
22.  กระบอกฉีดยา ขนาด 10 ml 
23.  Nylon membrane filter ขนาด 0.45 µm  

 
สารเคมี  

1. สารมาตรฐาน Oxytetracycline hydrochloride (C22H24N2O9•HCl)  
2. สารมาตรฐาน Tetracycline hydrochloride (C22H24N2O8•HCl)  
3. สารมาตรฐาน Chlortetracycline hydrochloride (C22H23ClN2O8•HCl)  
4. di-Sodium hydrogen phosphate heptahydrate (Na2HPO4•7H2O), AR grade  
5. Citric Acid monohydrate, AR grade  
6. Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt (Na2EDTA), AR grade  
7. Magnesium acetate tetrahydrate , AR grade  
8. Imidazole, AR grade  
9. Methanol, HPLC grade  
10.  Acetic acid Glacial, AR grade  
11. Hydrochloric acid  0.1 N  

      ป�เปต Hydrochloric acid 0.84 ml ละลายด�วยนํ้าปราศจากไอออน (Deionized water, 
DI)  ปรับปริมาตรเป	น 100 ml  

12.   Methylene chloride , AR grade  
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13.   Acetonitrile, HPLC grade  
14.   McIlvaine Buffer (pH 4.0 ± 0.05) 

14.1 ละลาย Citric Acid Monohydrate 21 g ด�วย DI และปรับปริมาตรเป	น 1000 ml 
เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน 

 14.2 ละลาย di-Sodium hydrogen phosphate heptahydrate 17.2 g ด�วย DI ปรับ
ปริมาตรให�ได� 600 ml เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน และปรับ pH ให�ได� pH 4.0 ± 0.05 ด�วย Citric 
Acid Monohydrate  

14.3  ละลาย Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt (Na2EDTA) ตาม
อัตราส�วน  ดังน้ี 

     Na2EDTA (g) = ปริมาตรสารละลายข�อ 14.2 ภายหลังจากปรับ pH (ml) x 37.224 g Na2EDTA 
           1000 
เช�น ปริมาตรสารละลายข�อ 14.2 ภายหลังจากปรับ pH ได�เท�ากับ 1200 ml ดังน้ัน
ปริมาณสาร Na2EDTA ที่ใช� = 1200 ml x 37.224 g = 44.669 g 
                     1000 

14.4  ผสมสาร Na2EDTA ข�อ 14.3 และข�อ 14.2 ให�เป	นเน้ือเดียวกัน เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ
ตู�เย็น 2-8 oC นาน 1 เดือน 

15. Mobile phase 
15.1 ละลาย Imidazole 34.04 g,  และ Magnesium acetate tetrahydrate 5.36 g 

และ Disodiumethylene diaminetetraacetic acid disodium salt (Na2EDTA) 0.20 g ด�วย DI และ
ปรับ pH ให�ได� 7.2 ด�วย Glacial acetic acid จากน้ันปรับปริมาตรให�ได� 500 ml ด�วย DI                                            

15.2  ละลายสารตามข�อ 15.1 ด�วย Methanol และ Acetonitrile ในอัตราส�วน 85 : 10 : 5 
นําไปกรองและ degassed นาน 10 นาที ก�อนใช�งาน 

16. Stock Standard  
16.1  Stock Oxytetracycline standard 100 µg/ml 

              ละลาย Standard Oxytetracycline hydrochloride 0.0113 + 0.0005 g ด�วย 
Methanol 10 ml คนให� Standard ละลายปรับปริมาตรเป	น 100 ml ด�วย 0.1 N HCl เขย�าให�สารละลาย
เป	นเน้ือเดียวกัน เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 2-8 oC นาน 6 เดือน 
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16.2 Stock Tetracycline standard 100 µg/ml 
              ละลาย Standard Tetracycline hydrochloride  0.0110 + 0.0005 g  ด�วย  

Methanol 10 ml คนให� Standard ละลายปรับปริมาตรเป	น 100 ml ด�วย 0.1 N HCl เขย�าให�สารละลาย
เป	นเน้ือเดียวกัน เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 2-8 oC นาน 6 เดือน 

16.3 Stock Chlortetracycline standard 100 µg/ml 
             ละลาย Standard Chlortetracycline hydrochloride  0.0118 + 0.0005 g  

ด�วย Methanol 10 ml คนให� Standard ละลายปรับปริมาตรเป	น 100 ml ด�วย 0.1 N HCl เขย�าให�
สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 2-8 oC นาน 6 เดือน 

หมายเหตุ : การเตรียม Stock standard จะนํา % ความบริสุทธ์ิของสารมาคิดและจะ
เปล่ียนแปลงตาม % ความบริสุทธ์ิของสารในแต�ละ Lot ท่ีรับเข�า 

17.  Intermediate standard 10 µg/ml (Oxytetracycline) 
  เจือจาง stock standard 100 µg/ml ปริมาตร 1 ml ปรับปริมาตรเป	น 10 ml ด�วย 

Mobile phase เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน (เตรียมใหม�ทุกคร้ัง) 
18.  Intermediate Mix Standard 10 µg/ml (Tetracycline และ Chlortetracycline) 

เจือจาง stock standard 100 µg/ml ตามข�อ 16.2 และ 16.3  ปริมาตรชนิดละ1 ml ปรับ
ปริมาตรเป	น 10 ml ด�วย Mobile phase เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน (เตรียมใหม�ทุกคร้ัง) 

19.  Intermediate standard 2 µg/ml (Oxytetracycline) 
 เจือจาง stock standard 100 µg/ml ปริมาตร 0.20 ml ปรับปริมาตรเป	น 10 ml ด�วย 

Methanol เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน (เตรียมใหม�ทุกครั้ง) 
20.  Intermediate Mix standard 2 µg/ml (Tetracycline และChlortetracycline) 

  เจือจาง stock standard 100 µg/ml ตามข�อ 16.2 และ 16.3  ปริมาตรชนิดละ 0.20 ml 
ปรับปริมาตรเป	น 10 ml ด�วย Methanol เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน (เตรียมใหม�ทุกครั้ง) 

21. Working standard (Oxytetracycline Tetracycline และ Chlortetracycline) ที่ระดับ 
0.00, 0.02, 0.04, 0.08, 0.10, 0.20, 0.30 µg/ml  

21.1 Working standard 0.00 µg/ml 
   ใช�  Mobile phase 

 21.2 Working standard Oxytetracycline 0.02  µg/ml และ Mix standard Tetracycline 
& Chlortetracycline 0.02  µg/ml 
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                       เจือจาง Intermediate standard Oxytetracycline 10 µg/ml ปริมาตร 10 µl และ 
Intermediate Mix standard Tetracycline & Chlortetracycline 10 µg/ml ปริมาตร 10 µl ด�วย 
Mobile phase ปรับปริมาตรเป	น 5 ml และเขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน (แยกเตรียม Standard) 

 21.3 Working standard Oxytetracycline 0.04 µg/ml และ Mix standard Tetracycline 
& Chlortetracycline 0.04 µg/ml 

 เจือจาง Intermediate standard Oxytetracycline 10 µg/ml ปริมาตร 20 µl และ 
Intermediate Mix standard Tetracycline & Chlortetracycline 10 µg/ml ปริมาตร 20 µl ด�วย 
Mobile phase ปรับปริมาตรเป	น 5 ml และเขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน (แยกเตรียม Standard) 

21.4 Working standard Oxytetracycline 0.08 µg/ml และ Mix standard Tetracycline 
& Chlortetracycline 0.08 µg/ml 

 เจือจาง Intermediate standard Oxytetracycline 10 µg/ml ปริมาตร 40 µl และ
Intermediate Mix standard Tetracycline & Chlortetracycline 10 µg/ml ปริมาตร 40 µl ด�วย 
Mobile phase ปรับปริมาตรเป	น 5 ml และเขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน (แยกเตรียม Standard) 

21.5 Working standard Oxytetracycline 0.10 µg/ml และ Mix standard Tetracycline 
& Chlortetracycline 0.10 µg/ml    

 เจือจาง  Intermediate standard Oxytetracycline 10 µg/ml ปริมาตร 50 µl และ
Intermediate Mix standard Tetracycline & Chlortetracycline 10 µg/ml ปริมาตร 50 µl ด�วย 
Mobile phase ปรับปริมาตรเป	น 5 ml และเขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน (แยกเตรียม Standard) 

21.6 Working standard Oxytetracycline 0.20 µg/ml และ Mix standard Tetracycline 
& Chlortetracycline 0.20 µg/ml    

เจือจาง  Intermediate standard Oxytetracycline 10 µg/ml ปริมาตร 100 µl และ
Intermediate Mix standard Tetracycline & Chlortetracycline 10 µg/ml ปริมาตร 100 µl ด�วย 
Mobile phase ปรับปริมาตรเป	น 5 ml และเขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน (แยกเตรียม Standard) 

 21.7 Working mix standard Oxytetracycline 0.30 µg/ml และ Mix standard 
Tetracycline & Chlortetracycline 0.30 µg/ml    

      เจือจาง Intermediate standard Oxytetracycline 10 µg/ml ปริมาตร 150 µl และ
Intermediate Mix standard Tetracycline & Chlortetracycline 10 µg/ml ปริมาตร 150 µl ด�วย 
Mobile phase ปรับปริมาตรเป	น 5 ml และเขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน (แยกเตรียม Standard) 
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การเตรียมตัวอย3างทดสอบ   
 

1. ช่ังตัวอย�างที่บดแล�ว 5.00 ± 0.10 g ใส�ในหลอด Centrifuge ขนาด 50 ml  
2. เติม Methylene chloride ปริมาตร 3 ml ในตัวอย�างกุ�ง (สําหรับตัวอย�างปลา เติม Methylene 

chloride ปริมาตร 5 ml)  
3.  เติม McIlvaine Buffer pH 4.0 ± 0.05 ปริมาตร 20 ml  
4.  ปI�นให�ละเอียดเป	นเน้ือเดียวกันด�วย Homogenizer จากน้ันปรับปริมาตรด�วย McIlvaine 

Buffer pH 4.0 ให�ได� 45 ml 
           5.  Centrifuge ท่ีความเร็วรอบ 3,500 rpm นาน 8 นาที 
          6.  เทส�วนใสท่ีได�กรองผ�านกระดาษกรองเบอร# 1 เก็บสารละลายตัวอย�างในบีกเกอร# ขนาด 

100 ml 
7. ทําซ้ําข้ันตอนข�อ 2 ถึง ข�อ 6  
8. เตรียม SPE C18 ต�อกับเครื่อง Manifold  

8.1  Pre- wash SPE C18 (Activate Cartridge) ด�วย Methanol 10 ml และตามด�วย DI 10 ml 
8.2 นําตัวอย�างที่ได�จากการสกัดในข�อ 7 ผ�าน SPE C18 (ระวังอย�าให� Cartridge แห�งสนิท 
8.3 ทําการชะ (Elute) สารละลายตัวอย�างท่ีผ�าน Cartridge  ด�วย Methanol 10 ml โดย

รองรับสารละลายที่ได�ด�วย Round Bottom Flask  

9. ระเหยสารละลายให�แห�งด�วยเครื่อง Rotary evaporator  ท่ีอุณหภูมิ 35 ± 2 oC 
10.  ละลาย Residues ใน Round Bottom Flask ด�วย mobile phase  ปริมาตร 5 ml แล�ว

นําไปช�วยละลายด�วยเครื่อง Ultrasonic bath  
11. กรองสารละลายตัวอย�างท่ีได�ด�วย Hyperclean Syringe Filter ขนาด 0.2 µm 
12. ฉีดเข�าเครื่อง HPLC  

 
Condition ของเคร่ือง HPLC 
 

Flow rate: 1.00 ml/min ระบบ Isocratic mode 
Injection volume: 50 µl 
Detector: Fluorescence; EX 380 nm and EM 520 nm 
Mobile Phase: สารละลายข�อ 15 : Methanol : Acetonitrile (85 : 10 : 5) 
Run time: 8 นาที (เฉพาะ Oxytetracycline) 20 นาที (รวมทั้ง 3 ชนิดสาร)     

               หมายเหตุ:  สามารถปรับ condition ได�ตามสภาวะของเครื่อง  
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การควบคุมคุณภาพของการทดสอบ 
 
 ตารางที่ 2.1  การควบคุมคุณภาพการทดสอบTetracycline group 
 
วิธีการควบคุมคุณภาพ

ของการทดสอบ 
ความถ่ี เกณฑ�การยอมรับ 

1. การทดสอบ System 
Suitability 

ทุกครั้งท่ีทดสอบ % RSD ของ Retention time ≤1%, 
Peak Area ≤ 1% , Number of 
theoretical plates > 700, Tailing 
factor ≤2 และ Resolution>1.5 (n≥5) 

2. การสร�าง Standard 
calibration curve 

ทุกครั้งท่ีทดสอบ ค�า r ≥ 0.995 

3. การทดสอบReagent 
Blank 

อย�างน�อย 1 ตัวอย�าง 
ใน 1 ชุดทดสอบ 

ค�า Reagent Blankน�อยกว�า LOD 

4. การทดสอบ 
Fortified sample  

ทุก 5 % ของตัวอย�าง 
( หากตัวอย�างมากกว�าหรือน�อย
กว�า 5% ให�ทําเพิ่ม 1ตัวอย�าง ) 

% Recovery อยู�ในช�วง 70-120% 

5. การทดสอบ 2 ซํ้า 
(Duplicate) 

ทุก 5 % ของตัวอย�าง % RPD ≤10% 

6. การทดสอบ Blank 
(Mobile phase) 

อย�างน�อย 1 ตัวอย�าง 
ใน 1 ชุดทดสอบ  

ไม�พบสัญญาณ Peak ที่สนใจ 

7. การทดสอบ Standard  

0.20µg/ml ป�ดท�าย 
หลังการฉีดตัวอย�าง 

ทุกครั้งท่ีทดสอบ Retention Time อยู�ในช�วง + 0.50 นาที
และความเข�มข�นของสารมาตรฐาน 
% RPD ≤ 10% 
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การคํานวณผล 
 

คํานวณ ความเข�มข�น Tetracycline group  (µg/g) = (C x E x V) / (D x W)   
เม่ือ C = ความเข�มข�นของสารละลายตัวอย�างท่ีได�จากการเทียบ calibration curve (µg/ml) 

 V = ปริมาตรสุดท�ายที่เตรียมตัวอย�าง (ml) 
 W = นํ้าหนักตัวอย�าง (g) 

 
 การรายงานผล 
 
     รายงานผลในรูปของปริมาณ Tetracycline group  ในตัวอย�างทดสอบ หน�วยเป	น µg/g 
ทศนิยม 2 ตําแหน�ง โดยท่ี    
   - ถ�าผลท่ีได�มีค�าสูงกว�าหรือเท�ากับ LOQ ให�รายงานผลเป	นค�าท่ีคํานวณได� 
   - ถ�าผลที่ได�มีค�าสูงกว�าหรือเท�ากับ LOD แต�ตํ่ากว�า LOQ ให�รายงานผลว�าน�อยกว�าค�า LOQ 
               - ถ�าผลท่ีได�มีค�าตํ่ากว�า LOD ให�รายงานผลว�า ND (not detected) 
 

 
 
α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α 
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3. วิธีวิเคราะห� Fluoroquinolones group โดยเทคนิค LC-MS/MS 
 
 
ขอบข3าย 
  

เพื่อใช�ในการวิเคราะห#ปริมาณยากลุ�ม Fluoroquinolones ในสัตว#นํ้าและผลิตภัณฑ#สัตว#นํ้า 
 

เอกสารอ างอิง 
 
 

Delepnine, B. and D. Hurtaud-Pessel. 2004. Presentation of Liquid-chromatography/Tandem 
Mass-spectrometry ; Screening Method for Identification Residues of Antibiotics in Meat. Agence Française 
de Securité Sanitaire des Aliments (afssa). France. pp. 12. 
 
หลักการ 
 

ตัวอย�างจะถูกสกัดด�วยสารละลายที่มีความเป	นกรด คือ 5% TCA โดยเทคนิค Liquid-Liquid 
Extraction นําไปหมุนเหว่ียงด�วยเครื่องหมุนเหว่ียงความเร็วสูงจนได�สารละลายส�วนใส กรองด�วย Syringe 
filter แล�วนําไปวิเคราะห#ด�วยเทคนิค LC-MS/MS 

 
เคร่ืองมือและอุปกรณ� 
 

1. เครื่อง LC-MS/MS 
2. เครื่องช่ัง ความละเอียดไม�น�อยกว�า 0.01g, 0.001 g และ 0.0001 g 

      3. เครื่องหมุนเหว่ียง Centrifuge  
      4. เครื่องผสมให�เป	นเน้ือเดียวกัน (Vortex Mixer) และ เครื่องเขย�าแบบ Shaker  
           5. หลอดพลาสติกฝาเกลียว ขนาด 50 ml ชนิด Polypropylene มีขีดบอกปริมาตร 
      6. ขวดวัดปริมาตร (Volumetric flask) ชนิดเกรด A ขนาด 10, 500 และ 1,000 ml 
      7. ป�เปต ชนิด Autopipette ขนาด 10-100 µL, 100-1000 µL และ 1 - 10 ml 
     8. บีกเกอร# ขนาด 10, 50, และ 100 ml 

    9. กระบอกตวง  ขนาด 50 และ 100 ml 
      10.  หลอดทดลอง (Siliconised glass test tube) ขนาด 75 x 12 mm 
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     11.  Filter membrane ความละเอียด 0.45 ไมครอน 
     12.  Syringe Filter ความละเอียด 0.2 ไมครอน 

      13.  Column CLIPEUS C18 5 µm, 150 x 3.0 mm. และ Guard Column Haicart Higgin 
Clipeus C18 5 µm, 25 x 3.2 mm 
 
สารเคมี  

1. สารมาตรฐาน Difloxacin hydrochloride (C21H19F2N3O3• HCl)  
2. สารมาตรฐาน Enrofloxacin (C19H22FN3O3)  

       3. สารมาตรฐาน Ciprofloxacin hydrochloride (C17H18FN3O3• HCl)  
       4. สารมาตรฐาน Norfloxacin (C16H18FN3O3)  
       5. สารมาตรฐาน Flumequine (C14H12FNO3)  
       6. สารมาตรฐาน Sarafloxacin hydrochloride hydrate (C20H17F2N3O3. HCl•H2O)  
       7. สารมาตรฐาน Danofloxacin (C19H20FN3O3)  
       8. สารมาตรฐาน Oxolinic acid (C13H11NO5)  
       9. Formic acid, AR grade 
     10. Acetonitrile, HPLC grade 
     11. Dimethyl Sulfoxide ,AR grade 
     12. Methanol, HPLC grade 

    13. Trichloroacetic acid, AR grade 
     14. 5% TCA  
  ละลาย Trichloroacetic acid 25 g ด�วยนํ้าปราศจากไอออน (Deionized water, DI)

ปริมาตร 500 ml (เตรียมใหม�ทุกครั้งก�อนใช�งาน) 
     15. 50% Acetonitrile 
  ตวง Acetonitrile ปริมาตร 50 ml ผสมกับ DI ปริมาตร 50 ml (เตรียมใหม�ทุกครั้ง) 

    16. Stock Standard Solution: Difloxacin (DIF), Enrofloxacin (ENRO), Ciprofloxacin 
(CIP), Norfloxacin (NOR), Flumequine (FLU), Sarafloxacin (SARA) และ Danofloxacin (DANO) : 100 µg/ml  

16.1 ละลาย Difloxacin 0.0111 ± 0.0005 g  ด�วย Methanol แล�วปรับปริมาตรเป	น 100 ml เขย�าให�เข�า
กันเก็บในขวดสีชา เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 2-8 oC นาน 6 เดือน 

16.2 ละลาย Enrofloxacin 0.0101 ± 0.0005 g ด�วย Methanol แล�วปรับปริมาตรเป	น 100 
ml เขย�าให�เข�ากันเก็บในขวดสีชา เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 2-8 oC นาน 6 เดือน 
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16.3 ละลาย Ciprofloxacin 0.0118 ± 0.0005 g ด�วย Methanol แล�วปรับปริมาตรเป	น 100 
ml เขย�าให�เข�ากันเก็บในขวดสีชา เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 2-8 oC นาน 6 เดือน 

16.4 ละลาย Norfloxacin 0.0101 ± 0.0005 g ด�วย Methanol แล�วปรับปริมาตรเป	น 100 
ml เขย�าให�เข�ากันเก็บในขวดสีชา เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 2-8 oC นาน 6 เดือน 

16.5 ละลาย Flumiquine 0.0100 ± 0.0005 g ด�วย Methanol แล�วปรับปริมาตรเป	น 100 
ml เขย�าให�เข�ากันเก็บในขวดสีชา เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 2-8 oC นาน 6 เดือน 

16.6 ละลาย Sarafloxacin 0.0118 ± 0.0005 g ด�วย Methanol แล�วปรับปริมาตรเป	น 100 
ml เขย�าให�เข�ากันเก็บในขวดสีชา เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 2-8 oC นาน 6 เดือน 

16.7 ละลาย Danofloxacin 0.0100 ± 0.0005 g ด�วย Methanol แล�วปรับปริมาตรเป	น 100 
ml เขย�าให�เข�ากันเก็บในขวดสีชา เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 2-8 oC นาน 6 เดือน 
หมายเหตุ : การเตรียม Stock Standard จะนําเปอร#เซ็นต#ความบริสุทธ์ิของสารมาคิดและจะเปล่ียนแปลง

ตามเปอร#เซ็นต#ความบริสุทธ์ิของสารในแต�ละLot ที่รับเข�า   
 
17. Mixed Standard 10 µg/ml 

เจือจาง Stock Standard 100 µg/ml (ข�อ 16.1 – 16.7) อย�างละ 1000 µl ละลายด�วย 5% 
TCA ปรับปริมาตรเป	น 10 ml เขย�าให�เข�ากัน (เตรียมใหม�ทุกครั้งที่ใช�งาน) 

       18. Mixed Standard 1 µg/ml  
 เจือจาง Mixed Standard 10 µg/ml ปริมาตร 1000 µl ละลายด�วย 5% TCA ปรับปริมาตร

เป	น 10 ml เขย�าให�เข�ากัน (เตรียมใหม�ทุกครั้งที่ใช�งาน) 
19. Mixed Standard 0.1 µg/ml 

 เจือจาง Mixed Standard 1 µg/ml ปริมาตร 1000 µl ละลายด�วย 5% TCA ปรับปริมาตร
เป	น 10 ml เขย�าให�เข�ากัน (เตรียมใหม�ทุกครั้งที่ใช�งาน) 

      20. Stock Internal Standard: Oxolinic acid 100 µg/ml 
   ละลาย Oxolinic acid 0.0100 + 0.0005 g ด�วย Dimethyl sulfoxide 10 ml ปรับ

ปริมาตรด�วย 50% Acetonitrile 100 ml เขย�าให�เข�ากัน เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 2-8 oC นาน 6 เดือน 
21. Internal Standard: Oxolinic acid 1 µg/ml   

 เจือจาง Oxolinic acid 100 µg/ml ปริมาตร 100 µl ละลายด�วย 5% TCA ปรับปริมาตร
เป	น 10 ml เขย�าให�เข�ากัน (เตรียมใหม�ทุกครั้งที่ใช�งาน) 
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22. 0.001 M Oxalic acid: 0.2% Formic acid (Mobile Phase A)  
ละลาย Oxalic acid 0.126 กรัม ด�วย DI แล�วเติม Formic acid 2 ml ปรับปริมาตรด�วย DI 

เป	น 1000 ml เขย�าให�เข�ากัน และนําไปกรองผ�าน Filter membrance แล�วทําการ Degassed ประมาณ 
10 นาที ก�อนนําไปใช�  

23.  Acetonitrile, HPLC grade (Mobile Phase B) 
นํา Acetonitrile 1000 ml กรองผ�าน Filter membrance แล�วทําการ Degassed ประมาณ 

10 นาที ก�อนนําไปใช�  
 

การเตรียม Mixed Matrix Standard Calibration Curve  
เตรียม Mixed Matrix Standard Calibration Curve : DIF, ENRO, CIP, NOR, FLU, SARA 

และ DANO ความเข�มข�น 0, 0.005, 0.01, 0.05, 0.10, 0.30, 0.60 และ 1.00 µg/g ใน Negative sample 
นํ้าหนัก 2.00 + 0.10 g ตามตารางท่ี 1 และทําการสกัดเหมือนตัวอย�างปกติตามวิธีการเตรียมตัวอย�าง  

 
ตารางที่ 3.1  Mixed Matrix Standard Calibration Curve ความเข�มข�น 0, 0.005, 0.01, 0.05, 0.10, 

0.30, 0.60 และ 1.00 µg/g  
 

ความเข มข นของ
สารละลาย

มาตรฐานที่ต องการ 
(µg/g) 

ปริมาตรของ  
Oxolinic acid  
1 µg/ml (µl) 

ปริมาตรของ Mixed 

Standard Solution  

ความเข มข น  
0.1 ug/ml (µl) 

ปริมาตรของ Mixed 

Standard Solution  

ความเข มข น  
1 µg/ml (µl)  

ปริมาตรของ Mixed 

Standard Solution  

ความเข มข น  
10 µg/ml (µl) 

0 200 - - - 
0.005 200 100 - - 
0.010 200 200 - - 

0.050 200 - 100 - 
0.100 200 - 200 - 
0.300 200 - - 60 
0.600 200 - - 120 

1.000 200 - - 200 
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การเตรียมตัวอย3างทดสอบ   
 

1. ช่ังตัวอย�างที่บดแล�ว 2.00 + 0.10 g ในหลอด Centrifuge ฝาเกลียวชนิด Polypropylene 
ขนาด 50 ml และเติม Internal Standard Oxolinic acid 1 µg/ml ปริมาตร 200 µl ในตัวอย�าง 

2. เติม DI ปริมาตร 1 ml ลงในตัวอย�าง นําไปเขย�าให�เข�ากัน และเติม 5% TCA ปริมาตร 8 ml 
นําไปเขย�าให�เข�ากันอีกครั้ง  

3. นําสารละลายตัวอย�างท่ีได�เขย�าด�วยเครื่อง Shaker นาน 10 นาที 
4. นําไป Centrifuge ที่ความเร็วรอบ 4,500 rpm นาน 10 นาที 
5. นําส�วนใสท่ีได� กรองผ�าน Syringe filter ขนาด 0.20 µm เก็บใน vial ขนาด 1 ml นําไป

วิเคราะห#ด�วยเคร่ือง LC-MS/MS  
 

Condition ของเคร่ือง LC  

    

   Flow rate: 0.6 ml/min  
   Injection volume:  20 µl 
   Run time: 10 นาที 
 หมายเหตุ:  สามารถปรับ condition ได�ตามสภาวะของเครื่อง  
 
        ตารางที่ 3.2 ระบบ Gradient Mode 
 

Time (min) %A  
(0.001 M Oxalic acid : 0.2%Formic acid) 

%B  
(Acetonitrile) 

0 90 10 
5 15 85 

7 15 85 
8 90 10 

10 90 10 
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  Mass Condition: 
 
   FUNCTION ONE :      DIF : 400 > 356,  400  > 299  (base)    
   FUNCTION TWO :  ENRO : 360  > 324, 360 > 316 (base) 

FUNCTION THREE :  CIP :  332  > 314, 332 > 231 (base) 
    FUNCTION FOUR :  NOR :  320  > 302, 320 > 276 (base) 

FUNCTION FIVE :    FLU  : 262  > 244,  262 > 202 (base) 
                     FUNCTION SIX :    SARA  : 386  > 342,  386 > 299 (base) 

FUNCTION SEVEN : DANO: 358 > 340,  358 > 82 (base)   
               FUNCTION FOR INTERNAL STANDARD :  OXO : 262 > 216 
 
การควบคุมคุณภาพของการทดสอบ 
 
 ตารางที่ 3.3  การควบคุมคุณภาพการทดสอบ Fluoroquinolone group 
 

วิธีการควบคุมคุณภาพของการ
ทดสอบ 

ความถ่ี เกณฑ�การยอมรับ 

1. ทดสอบความเหมาะสมของระบบ 
(System Suitability) ด�วยสารละลาย
มาตรฐานที่ความเข�มข�น 0.10 µg/g  

1 คร้ัง/ชุด
ทดสอบ 

ค�า Ion Ratio ของสารมาตรฐานอยู�ในช�วง 
%RSD < 20 (n > 3)   

2. การสร�าง Calibration curve ทุกครั้งท่ี
ทดสอบ 

ค�า r  ≥ 0.995 

3. การทดสอบ Fortified sample และ
การทดสอบตัวอย�าง 2 ซ้ํา (Duplicate) 

ทุก 5% ของ
ตัวอย�าง 

% Recovery  อยู�ในช�วง 80 - 110 %, 
RPD < 30% 

4. การทดสอบตัวอย�าง 2 ซ้ํา 
(Duplicate Sample) 

1 ชุดต�อครั้ง
การทดสอบ 

RPD < 30% 

5. การทดสอบ Reagent blank 1 ครั้ง / ชุด
ทดสอบ 

ค�าท่ีได� < LOD  
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การคํานวณผล 
 
1. การคํานวณ Ion ratio (R) 
     R =   พื้นที่ใต�พีคของ Secondary ion      
        พื้นท่ีใต�พีคของ Primary ion          

2. ความแตกต�างของ ion ratio (∆R) 

     ∆R =  R sample – R mean   x   100 
             R mean  
     โดย R sample = ion ratio ของสารท่ีสนใจที่พบในตัวอย�าง 
             R mean = ion ratio เฉล่ียของสารที่สนใจท่ีมีอยู�ในสารมาตรฐาน  
 

3. การคํานวณ Response Factor (RF)  
 
RF =   พื้นท่ีใต�พีคของ Primary ion ของสารที่สนใจX   ความเข�มข�นของ internal standard ion  
                                             พื้นท่ีใต�พีคของ Internal standard ion 
4. ปริมาณสารท่ีสนใจที่พบในตัวอย�าง (X) 
      X =  RF - b 
            a 
     โดย  X = ความเข�มข�นของสารท่ีสนใจที่มีอยู�ในตัวอย�าง (µg/g)  
      a = ความชันของ calibration curve 
      b = จุดตัดแกน Y ของ Calibration curve  
               RF = Response factor ของ Primary ion 
 การรายงานผล 
 
     รายงานผลในรูปของปริมาณ Fluoroquinolone group ในตัวอย�างทดสอบ หน�วยเป	น µg/g 
ทศนิยม 2 ตําแหน�ง โดยท่ี    
   - ถ�าผลท่ีได�มีค�าสูงกว�าหรือเท�ากับ LOQ ให�รายงานผลเป	นค�าท่ีคํานวณได� 
   - ถ�าผลท่ีได�มีค�าสูงกว�าหรือเท�ากับ LOD แต�ตํ่ากว�า LOQ ให�รายงานผลว�าน�อยกว�าค�า LOQ 
               - ถ�าผลท่ีได�มีค�าตํ่ากว�า LOD ให�รายงานผลว�า ND (not detected) 
 

α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α 
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4. วิธีวิเคราะห� Sulfonamides group โดยเทคนิค LC-MS/MS 
 
ขอบข3าย 
  

เพื่อใช�ในการวิเคราะห#ปริมาณยากลุ�ม Sulfonamides group, Trimethoprim และ 
Ormetoprim ในสัตว#นํ้าและผลิตภัณฑ#สัตว#นํ้า 

 
เอกสารอ างอิง 
 

       Juhel-Gaugain M. and Hurtaud-Pessel D. 2007. Confirmation of Sulphonamide 
residues in Muscle and Milk by LC/MS/MS. LABORATOIRE D’ ETUDES ET DE RECHERCHES SUR LES 
MEDICAMENTS VETERINAIRES ET LES DESINFECTANTS (afssa). France. pp 10. 

.  
หลักการ 
 

ตัวอย�างจะถูกสกัดด�วยสารละลาย Acetonitrile และนํ้ากล่ัน จากน้ันนําตัวอย�างไประเหยแห�งและ
เติมสารละลาย 0.2% Formic acid : Acetonitrile ในอัตราส�วน 9:1 เป	นตัวทําละลาย ก�อนนําไปวัดด�วยเครื่อง 
LC-MS/MS 
 
เคร่ืองมือและอุปกรณ� 
 

1. เครื่อง LC-MS/MS 
      2. LC Columns : Mightysil RP-18 GP, 3 µm, 150 x 2.0 mm., Guard Cartridges 

Hypersil Gold drop in, 5 µm, 10 x 3 mm. 
      3. เคร่ืองช่ัง ความละเอียดไม�น�อยกว�า 0.01 กรัม และ 0.0001 กรัม 
      4. เคร่ือง Centrifuge  
      5. เคร่ือง Vortex mixer  
      6. เครื่อง Shaker  
      7. เครื่องระเหยสารด�วยแก�สไนโตรเจน  
      8. Ultrasonic bath  
      9. หลอดพลาสติกชนิด polypropylene มีฝาเกลียวและขีดบอกปริมาตร ขนาด 50 ml 

10. ขวดวัดปริมาตร (Volumetric flask) ชนิดเกรด A ขนาด 5, 10, 100, 500, 1000 ml  
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11.  ป�เปต ชนิด Autopipette ขนาด 20-200 µl, 100-1000 µl และ 1-10 ml 
      12.  บีกเกอร# ขนาด 10, 50, 100 และ 500 ml 
      13.  หลอดทดลองแก�ว (Test tube) ขนาด 20 x 150 mm และขนาด 13 x 100 mm 
      14.  Hyperclean Syringe Filter ขนาด 0.20 µm., เส�นผ�านศูนย#กลาง 13 mm. ชนิด  
            Nylon membrane 
      15. Nylon membrane filters ขนาด 0.45 µm., เส�นผ�านศูนย#กลาง 47 mm.  
      16. Insert Vial ขนาด 400 ml 
      17. ชุดกรอง Mobile Phase ต�อกับ Vacuum pump 

 
สารเคมี  

1. สารมาตรฐาน Trimethoprim (TMP) (C14H18N4O3)  
2. สารมาตรฐาน Ormetoprim (OMP) (C14H18N4O2)  
3. สารมาตรฐาน Sulfadiazine (SDZ) (C10H10N4O2S)  

      4. สารมาตรฐาน Sulfathiazole (STZ) (C9H9N3O2S2)  
      5. สารมาตรฐาน Sulfamerazine (SME) (C11H12N4O2S)  
      6. สารมาตรฐาน Sulfamethazine (SMT) (C12H14N4O2S)  
      7. สารมาตรฐาน Sulfamonomethoxine (SMM) (C11H12N4O3S)  
      8. สารมาตรฐาน Sulfadimethoxine (SDM) (C12H14N4O4S)  
      9. Internal Standard Sulfamethazine-d4 (benzene-d4) (C14H12D4N4O3S)  
     10. Internal Standard Sulfadiazine-d4 (benzene-d4) (C10H6D4N4O2S)  
     11. Internal Standard Trimethoprim-d3 (4-methoxy-d3) (C14H15D3N4O3)  
     12. Acetonitrile HPLC grade  
     13. Methanol HPLC grade  
     14. Formic acid HPLC grade 
     15. Hexane AR grade 
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การเตรียมสารเคมี 
 

1. 0.2% Formic acid (Mobile Phase A) 
เจือจาง Formic acid 1 ml ด�วย DI ปริมาตร 500 ml ผสมให�เป	นเน้ือเดียวกันกรองผ�าน

Nylon membrane filter ขนาด 0.45 µm และนําไป Degassed นาน 10 นาที (เตรียมใหม�ทุกครั้งท่ีใช�งาน) 
2. 100% Acetonitrile (Mobile Phase B) 
    นํา Acetonitrile ไปกรองผ�าน Nylon membrane filter ขนาด 0.45 µm และนําไป 

Degassed นาน 10 นาที (เตรียมใหม�ทุกครั้งที่ใช�งาน) 
3. 0.2% Formic acid: Acetonitrile ในอัตราส�วน 9:1 

            ป�เปต Acetonitrile 10 ml ผสมกับ 0.2% Formic acid ปริมาตร 90 ml (เตรียมใหม�ทุก
คร้ังที่ใช�งาน) 

 
การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

1. Stock standard Trimethoprim 100 µg/ml 
ละลาย Trimethoprim 0.0100 ± 0.0005 g ด�วย Methanol ปรับปริมาตรเป	น 100 mlเขย�า

ให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 2-8 oC นาน 3 เดือน 
2. Stock standard Ormetoprim 100 µg/ml 
ละลาย Ormetoprim 0.0101 ± 0.0005 g ด�วย Methanol ปรับปริมาตรเป	น 100 ml เขย�าให�

สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 2-8 oC นาน 3 เดือน 
3. Stock standard Sulfadiazine 100 µg/ml 
ละลาย Sulfadiazine 0.0101 ± 0.0005 g ด�วย Methanol ปรับปริมาตรเป	น 100 ml เขย�าให�

สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 2-8 oC นาน 3 เดือน 
4. Stock standard Sulfathiazole 100 µg/ml 
ละลาย Sulfathiazole 0.0100 ± 0.0005 g ด�วย Methanol ปรับปริมาตรเป	น 100 mlเขย�าให�

สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 2-8 oC นาน 3 เดือน 
5. Stock standard Sulfamerazine ความเข�มข�น 100 µg/ml 
ละลาย Sulfamerazine 0.0100 ± 0.0005 g ด�วย Methanol ปรับปริมาตรเป	น 100 mlเขย�า

ให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 2-8 oC นาน 3 เดือน 
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6. Stock standard Sulfamethazine 100 µg/ml 
ละลาย Sulfamethazine 0.0100 ± 0.0005 g ด�วย Methanol ปรับปริมาตรเป	น 100 ml

เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 2-8 oC นาน 3 เดือน 
7. Stock standard Sulfamonomethoxine 100 µg/ml 
ละลาย Sulfamonomethoxine 0.0102 ± 0.0005 g ด�วย Methanol ปรับปริมาตรเป	น 100 

mlเขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 2-8 oC นาน 3 เดือน 
8. Stock standard Sulfadimethoxine 100 µg/ml 
ละลาย Sulfadimethoxine 0.0102 ± 0.0005 g ด�วย Methanol ปรับปริมาตรเป	น 100 ml

เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 2-8 oC นาน 3 เดือน 
หมายเหตุ : การเตรียม Stock standard solution จะนําค�า %ความบริสุทธ์ิมาคิดและจะ

เปล่ียนแปลงตาม % ความบริสุทธ์ิของสารจากใบรับรอง (Certificate) ในแต�ละ 
Lot ที่รับเข�า 

 
9. Intermediate mixed standard 10 µg/ml 
ป�เปต Stock standard 100 µg/ml อย�างละ 1000 µl ปรับปริมาตรเป	น10 ml ด�วย 

Methanol เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน (เตรียมใหม�ทุกครั้งที่ใช�งาน) 
10. Working mixed standard 0, 0.2, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 และ 5.0 µg/ml (เตรียมใหม�ทุก

คร้ังที่ใช�งาน) 
10.1 Working mixed standard 0 µg/ml 

      ใช� Methanol เป	น Working mixed standard solution ความเข�มข�น 0 µg/ml 
       10.2 Working mixed standard 0.2 µg/ml 

                        ป�เปต Intermediate mixed standard 10 µg/ml ปริมาตร 100 µl ปรับปริมาตร 5 ml 
ด�วย Methanol เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน 

10.3 Working mixed standard 0.5 µg/ml 
       ป�เปต Intermediate mixed standard 10 µg/ml ปริมาตร 250 µl ปรับปริมาตร 5 ml 

ด�วย Methanol เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน 
10.4 Working mixed standard 1.0 µg/ml 
       ป�เปต Intermediate mixed standard 10 µg/ml ปริมาตร 500 µl ปรับปริมาตร 5 ml 

ด�วย Methanol เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน 
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10.5 Working mixed standard 2.0 µg/ml 
       ป�เปต Intermediate mixed standard 10 µg/ml ปริมาตร 1000 µl ปรับปริมาตร 5 ml 

ด�วย Methanol เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน 
10.6 Working mixed standard solution 3.0 µg/ml 
       ป�เปต Intermediate mixed standard 10 µg/ml ปริมาตร 1500 µl ปรับปริมาตร 5 ml 

ด�วย Methanol เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน 
10.7 Working mixed standard 5.0 µg/ml 
       ป�เปต Intermediate mixed standard 10 µg/ml ปริมาตร 2500 µl ปรับปริมาตร 5 ml 

ด�วย Methanol เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน 
11. Stock Internal standard Trimethoprim-d3 1000 µg/ml 

ละลาย Trimethoprim-d3 0.0100 ± 0.0005 g ด�วย Methanol 10 ml เขย�าให�
สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บในขวดสีชา เก็บรักษาที่อุณหภูมิไม�สูงกว�า -18 องศาเซลเซียส นาน 1 ป} 

12. Stock Internal standard Sulfadiazine-d4 1000 µg/ml 
ละลาย Sulfadiazine-d4 0.0100 ± 0.0005 g ด�วย Methanol 10 ml เขย�าให�

สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บในขวดสีชา เก็บรักษาที่อุณหภูมิไม�สูงกว�า -18 องศาเซลเซียส นาน 1 ป} 
                12.1 Intermediate Internal standard Sulfadiazine-d4 100 µg/ml 

     ป�เปต Stock Internal standard Sulfadiazine-d4  1000 µg/ml ปริมาตร 1000 µl ปรับ
ปริมาตร 10 ml ด�วย Methanol เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บในขวดสีชา เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิไม�สูง
กว�า -18 องศาเซลเซียส นาน 3 เดือน 

13. Stock Internal standard Sulfamethazine-d4 1000 µg/ml 
 ละลาย Sulfamethazine-d4 0.0100 ± 0.0005 g ด�วย Methanol 10 ml เขย�าให�

สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บในขวดสีชา เก็บรักษาที่อุณหภูมิไม�สูงกว�า -18 องศาเซลเซียส นาน 1 ป} 
13.1 Intermediate Internal standard Sulfamethazine-d4 100 µg/ml 
      ป�เปต Stock Internal standard Sulfamethazine-d4 1000 µg/ml ปริมาตร1000 µl 

ละลายด�วย Methanol 10 ml เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บในขวดสีชา เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิไม�สูง
กว�า -18 องศาเซลเซียส นาน 1 ป} 
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14. Stock Internal standard Trimethoprim-d3 100 µg/ml 
ป�เปต Stock Internal standard Trimethoprim-d3  1000 µg/ml ปริมาตร 1000 µl 

ละลายด�วย Methanol 10 ml เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บในขวดสีชา เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิไม�สูง
กว�า -18 องศาเซลเซียส นาน 3 เดือน 

15. Working mixed Internal standard 1 µg/ml 
ป�เปต Stock Internal standard Trimethoprim-d3 100 µg/ml, Stock Internal 

standard Sulfadiazine-d4 100 µg/ml และ Stock Internal standard Sulfamethazine-d4 100 µg/ml 
อย�างละ 100 µl ปรับปริมาตรด�วย Methanol 10 ml เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บในขวดสีชา 
เตรียมใหม�ทุกครั้งที่ใช�งาน 

 

การเตรียมตัวอย3างทดสอบ   
 

1. ช่ังตัวอย�างท่ีบดแล�ว 2.00 ± 0.10 g ใส�ลงในหลอดพลาสติกฝาเกลียว ขนาด 50 ml  
2. เติม Working mixed Internal standard 1 µg/ml ปริมาตร 200 µl ต้ังทิ้งไว� 15 นาที 
3. เติม DI ปริมาตร 1000 µl แล�วนําไปผสมให�เป	นเน้ือเดียวกันด�วย Vortex Mixer 1 นาที 

และต้ังท้ิงไว� 10 นาที 
4. เติม Acetonitrile ปริมาตร 8 ml นําไปผสมให�เป	นเน้ือเดียวกันด�วย Shaker นาน 10 นาที 
5. นําไป Centrifuge ที่ความเร็วรอบ 4,000 rpm นาน 15 นาที 
6. ป�เปตสารละลายส�วนใส 6 ml ในหลอดทดลอง นําไประเหยแห�งภายใต�แก�สไนโตรเจน 60 ± 

2 องศาเซลเซียส นาน 45 นาที หรือจนกว�าจะแห�ง 
7. ละลายกลับด�วยสารละลาย 0.2% Formic acid: Acetonitrile ในอัตราส�วน 9:1 ปริมาตร 

600 µl 
8. เติม Hexane ปริมาตร 1000 µl นําไปละลายด�วย Ultrasonic bath นาน 1 นาที 
9. เทสารละลายในหลอดทดลอง นําไป Centrifuge ท่ีความเร็วรอบ 6,000 rpm นาน 10 นาที 
10. ดูดสารละลายช้ันบนท้ิงนําสารละลายตัวอย�างที่เหลือมากรองด�วย Hyperclean nylon 

filter ขนาด 0.2 µm เก็บในVial 
11. ตรวจวัดด�วยเครื่อง LC-MS/MS 
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การเตรียมMatrix mixed standard calibration curve  
                      ความเข�มข�น 0, 0.02, 0.05, 0.10, 0.20, 0.30 และ 0.50 µg/ml โดย ป�เปต Working 
mixed standard ความเข�มข�น 0, 0.2, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 และ 5.0 µg/ml ใน negative sample นํ้าหนัก 
2.00 ± 0.10 g ตามตารางท่ี 1 ทําตามข้ันตอนเดียวกับการเตรียมตัวอย�างทดสอบ ต้ังแต�ข�อ 1-11 

 
ตารางที่ 4.1 การเตรียม Matrix mixed standard calibration curve ท่ีความเข�มข�นต�างๆ  
 

ความเข มข นของ  
Matrix mixed 

standard  
calibration curve 

 (µg/g) 

ความเข มข นของ 
Working mixed 

standard 
solution 
 (µg/ml) 

ปริมาตรของ 
Working mixed   

standard solution 
(µl) 

ปริมาตรของ 
1 µg/ml Working 
mixed Internal 
standard (µl) 

0 0 200 200 
0.02 0.20 200 200 

0.05 0.50 200 200 
0.10 1.00 200 200 
0.20 2.00 200 200 
0.30 3.00 200 200 

0.50 5.00 200 200 
 

Condition ของเคร่ือง LC  
    

 Column oven : 30 ± 10°C 
 Injection volume : 20 µl 
 Flow rate : 0.2 ml/min 
 Run time :  15 นาที 
 Mobile Phase A :  0.2% Formic acid in deionized Water 
 Mobile Phase B : 100% Acetonitrile HPLC grade 
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ตารางที่ 4.2 แสดงระบบ Gradient mode ของเครื่อง LC  
 

Step Total time  
(min) 

Flow rate 
(ml/min) 

0.2% Formic 
acid (%) 

100%Acetonitrile 
(%) 

1 0.00 0.20 95 5 
2 1.00 0.20 95 5 
3 3.00 0.20 60 40 
4 4.00 0.20 10 90 
5 8.50 0.20 10 90 

6 9.00 0.20 95 5 
7 15.00 0.20 95 5 
 
หมายเหตุ : Condition อาจมีการปรับเปล่ียนได�ตามความเหมาะสม 
 

การคํานวณผล 
1. การคํานวณ Ion ratio (R) 
 

   R    =     พื้นที่ใต�พีคของ Primary ion 
               พื้นที่ใต�พีคของ Secondary ion 
 

2. การคํานวณความแตกต�าง ion ratio 
 

   (∆R)  =  Rsample – Rmean    x 100 
                 Rmean 
 
 โดย Rsample = ion ratio ของสารท่ีสนใจที่พบในตัวอย�าง 
  Rmean   = ion ratio เฉล่ียของสารที่สนใจท่ีมีอยู�ในสารมาตรฐาน 
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3. การคํานวณ Response Factor (RF) 
RF = พื้นที่ใต�พีคของ Primary ion ของสารท่ีสนใจ x ความเข�มข�นของ Internal standard ion 
                   พื้นท่ีใต�พีคของ Internal Standard ion 
4. การคํานวณความเข�มข�นของ Sulfonamides group, Trimethoprim และ Ormetoprim ในตัวอย�าง
โดยอ�างอิงจาก Standard Calibration curve ของสารละลายมาตรฐาน ซึ่งรายงานผลท่ีได�เป	นหน�วย µg/g 
โดยมีทศนิยม 3 ตําแหน�ง 

     x    =     RF - b 
           a 
 โดย  x      =   ความเข�มข�นของสารที่สนใจท่ีมีอยู�ในตัวอย�าง (µg/g) 
  RF       =  Response Factor ของ Primary ion 
  a      =  ความชันของ Calibration curve 
  b      =  จุดตัดแกน y ของ Calibration curve 

 
การรายงานผล 
 
     รายงานผลในรูปของปริมาณ Sulfonamides group (SDZ, STZ, SME, SMT, SMM, SDM), 
Trimethoprim (TMP) และ Ormetoprim (OMP) ในตัวอย�างทดสอบ หน�วยเป	น µg/g ทศนิยม 2 ตําแหน�ง 
โดยที่    
   - ถ�าผลท่ีได�มีค�าสูงกว�าหรือเท�ากับ LOQ ให�รายงานผลเป	นค�าท่ีคํานวณได� 
   - ถ�าผลท่ีได�มีค�าสูงกว�าหรือเท�ากับ LOD แต�ตํ่ากว�า LOQ ให�รายงานผลว�าน�อยกว�าค�า LOQ 
               - ถ�าผลท่ีได�มีค�าตํ่ากว�า LOD ให�รายงานผลว�า ND (not detected) 
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Mass condition 
            

 Scan type   :  MRM 
 Mode        :   ES+ 
 

ตารางที่ 4.3 แสดง Mass range (m/z) 
Compound Parent ion > Primary ion 

Parent ion > Secondary ion 
SDZ 250 > 155 

250 > 108 
STZ 255 > 155 

255 > 108 

SME 264 > 155 
264 > 108 

SMT 278 > 155 
278 > 108 

SMM 280 > 155 
280 > 108 

SDM 310 > 155 
310 > 108 

TMP 291 > 229 
291 > 123 

OMP 274 > 259 
274 > 123 

SMT-d4 285 > 124 
SDZ-d4 254 > 124 
TMP-d3 294 > 230 

 
 

α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α 
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5. วิธีวิเคราะห� Nitrofuran group โดยเทคนิค LC-MS/MS 
 
ขอบข3าย 
  

เพื่อใช�ในการวิเคราะห#ปริมาณ Nitrofuran (metabolites) ในสัตว#นํ้าและผลิตภัณฑ#สัตว#นํ้า 
 

เอกสารอ างอิง 
 

McCracken, R. J. and Kennedy D.G. 1997. Determination of the furazolidone metabolite, 3-
amino-2-oxazolidinone, in porcine tissues using liquid chromatography thermospray mass spectrometry 
and the occurrence of residues in pigs produced in Northern Ireland. Journal of Chromatography B, 691. 
pp. 87-94. 

.  
หลักการ 

สาร AOZ ( 2-amino 2 – oxazolidinone), AMOZ ( 3-amino-5-morpholinomethyl-
1,3-oxazolidin-2-one), AHD (1-aminohydantoin) และSEM (Semicarbazide) ซ่ึงเป	น Metabolites 
ของ Furazolidone, Furaltadone,Nitrofurazone และ Nitrofurantoin น้ัน ถูก hydrolysis ด�วยกรด
ไฮโดรคลอริก เพื่อทําให�ส�วนของ Metabolites หลุดออกจากส�วนท่ี  Bound อยู�กับโปรตีนในตัวอย�าง พร�อม
กับการเปล่ียนเป	นสารอนุพันธ# NPAOZ, NPAMOZ, NPAHD และ NPSEM โดยให�ทําปฏิกิริยากับ O-2-

nitrobenzaldehyde ในขณะที่ตัวอย�างถูก Incubate ที่ 37 °C นานประมาณ 16 ช่ัวโมง และสารดังกล�าว
ถูกสกัดออกจากตัวอย�างด�วย Ethyl acetate แล�วจึงนําไปวิเคราะห#ด�วยเครื่อง LC-MS/MS 
 
เคร่ืองมือและอุปกรณ� 
 

1. เครื่อง LC-MS/MS 
      2. LC Columns : Mightysil RP-18 GP, 3 µm, 150 x 2.0 mm., Guard Cartridges 

Hypersil Gold drop in, 5 µm, 10 x 3 mm. 
      3. เคร่ืองช่ัง ความละเอียดไม�น�อยกว�า 0.01 g และ 0.0001 g 

                4. อ�างนํ้าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) ช�วงใช�งาน 37 ± 2 องศาเซลเซียส  
5. เครื่อง Centrifuge  

      6.  เครื่อง Micro-centrifuge  
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7. เครื่อง Vortex mixer  
     8. เครื่องระเหยสารด�วยแก�สไนโตรเจน  

    9. Ultrasonic bath  
   10. หลอดพลาสติกฝาเกลียว ชนิด Polypropylene ขนาด 50 ml 

     11.  Bottle flask สีชาและสีใส ขนาด 25, 50, 500 และ 1000 ml 
     12. ป�เปต ชนิด volumetric pipette เกรด A ขนาด 10 ml   
     13. ป�เปต ชนิด Autopipette ขนาด 10-100 µl, 100-1000 µl, 40-200 µl, 2-20 ml และ 
1-5 ml   
     14.  บีกเกอร# ขนาด 50, 100, 250, 500 และ 1000 ml   
     15.  กระบอกตวง ขนาด 50 และ 100 ml   
    16. ขวดวัดปริมาตร (Volumetric flask) ชนิดเกรด A ขนาด 10, 25, 200, 250, 500, 1000 
และ 2000 ml      

  17. หลอดทดลองแก�ว  
  18.  Hyperclean syringe filter ขนาด 0.2 µm 
  19.  Nylon membrane filter ขนาด 0.45 µm 
  20.  Insert Vial ขนาด 400 µl และ Insert Spring Vial ขนาด 250 µl 
  21.  Vial สีชา และ Vial ใส ขนาด 2  ml  

   22.  กระดาษวัด pH 
   23.  ชุดกรอง Mobile phase ต�อกับ Vacumm pump  
 
สารเคมี  
 

1. 3-amino-2-oxazolidinone (C3H6N2O2) (AOZ) 
2. 3-amino-5-morpholinomethyl-1,3-oxazolidine-2-one (C8H15N3O3)  (AMOZ)  
3. 1-aminohydantoin hydrochloride (C3H5N3O2) (AHD)  

                4.  Semicarbazide hydrochloride (CH5N3O.HCl) (SEM)  
5.  Internal Standard D4-3-amino-2-oxazolidinone (C3H2D4N2O2) (D4-AOZ)  
6. Internal Standard D5-3-amino-5-morpholinomethyl-1,3-oxazolidine-2-one  

(C8H10D5N3O3) (D5-AMOZ ) 
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7. Internal Standard 1-Amino-imidazoldin-2,4-dione-[2,4,5-13C] (13C3H5N3O2)       
(13C3-AHD) 

8. Internal Standard Semicarbazide hydrochloride-13C15N2 (
13CH6ClN15N2O)      

(13C15N2-SCA-HCL)  
9. O-2-Nitrobenzaldehyde (2-NBA)  
10. 1 M Hydrochloric acid  
11. 1 M Sodium hydroxide   
12. Di-potassium hydrogen phosphate trihydrate 
13. Ethyl acetate, HPLC grade  
14. Methanol, HPLC grade (และ Gradient grade) 
15. Dimethyl sulfoxide  
16. Ammonium acetate anhydrous 

 
การเตรียมสารเคมี 
 

1. 50 mM O-2-Nitrobenzaldehyde (2-NBA)  
      ละลาย 2-NBA 0.0378+ 0.0005 g ด�วย Dimethyl sulfoxide 5 ml (เตรียมใหม�ทุกคร้ัง

ก�อนใช�งาน) 
2. 0.1 M Di-potassium hydrogen phosphate trihydrate (K2HPO4 .3H2O) 

ละลาย K2HPO4 .3H2O 11.41 ± 0.10 g ด�วย DI 500 ml (เตรียมใหม�ทุกครั้งก�อนใช�งาน)  
3. 0.5 mM Ammonium acetate anhydrous (NH4OAC) 

ละลาย NH4OAC 0.0385+0.0005 g ด�วย DI 1000 ml (เก็บรักษานาน 1 สัปดาห#) 
4. Mobile phase: ประกอบด�วย  
4.1   Ammonium acetate anhydrous : Methanol (80:20) (Mobile phase A) 

ละลาย 0.5 mM NH4OAC 800 ml กับ Methanol 200 ml ใน Volumetric flask 
ขนาด 1000 ml เขย�าให�ผสมเข�ากัน นําไปกรองผ�าน nylon filter ขนาด 0.45 µm (เก็บรักษานาน 1 
สัปดาห#) 

4.2   Methanol 100 % (Mobile phase B) 
 ตวง Methanol  กรองผ�าน nylon filter ขนาด 0.45 µm (เก็บรักษานาน 1 สัปดาห#) 

4.3   เตรียมสารละลาย Methanol: DI อัตราส�วน 50:50 หรือ 50 % Methanol  



54 

 

            ตวง Methanol 100 ml ผสมกับ DI 100 ml (เตรียมใหม�ทุกครั้งก�อนใช�งาน)  
4.4   เตรียมสารละลาย Methanol: DI อัตราส�วน 75:25 หรือ 75 % Methanol  

                        ตวง Methanol 150 ml ผสมกับ DI 50 ml (เตรียมใหม�ทุกคร้ังก�อนใช�งาน)  
 
การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

1. Stock standard AOZ 1000 µg/ml 
ละลาย AOZ 0.0251 + 0.0005 g ด�วย Methanol ปรับปริมาตร 25 ml เก็บใส�ขวดสีชา เก็บ

ท่ีอุณหภูมิ 2-8 °C นาน 1 ป} 
2. Stock standard AMOZ 1000 µg/ml 
ละลาย AMOZ 0.0251 + 0.0005 g ด�วย Methanol ปรับปริมาตร 25 ml เก็บใส�ขวดสีชา 

เก็บที่อุณหภูมิ 2-8 °C นาน 1 ป} 
3. Stock standard AHD 1000 µg/ml 
ละลาย AHD 0.0251 + 0.0005 g ด�วย Methanol ปรับปริมาตร 25 ml เก็บใส�ขวดสีชา เก็บ

ท่ีอุณหภูมิ 2-8 °C นาน 1 ป} 
4. Stock standard SEM 1000 µg/ml 
ละลาย 0.0372 + 0.0005 g ด�วย Methanol ปรับปริมาตร 25 ml เก็บใส�ขวดสีชา เก็บที่

อุณหภูมิ 2-8 °C นาน 1 ป} 
หมายเหตุ : การเตรียม Stock Standard Solution จะนําเปอร#เซ็นต#ความบริสุทธ์ิของสารมา

คิด และจะเปล่ียนแปลงตามเปอร#เซ็นต#ความบริสุทธ์ิของสารในแต�ละ Lot ที่รับเข�า 
5. Intermediate standard AOZ 100 µg/ml 

   เจือจาง Stock standard AOZ 1000 µg/ml ปริมาตร 1 ml ปรับปริมาตรด�วย 

Methanol 10 ml เก็บในขวดสีชา เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 2-8 ° C นาน 6 เดือน 
6. Intermediate standard AMOZ 100 µg/ml 

         เจือจาง Stock standard  AMOZ 1000 µg/ml ปริมาตร 1 ml ปรับปริมาตรด�วย 

Methanol 10 ml เก็บในขวดสีชา เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 2-8 ° C นาน 6 เดือน 
7. Intermediate standard AHD 100 µg/ml 

          เจือจาง Stock standard AHD 1000 µg/ml ปริมาตร 1 ml ปรับปริมาตรด�วย 

Methanol 10 ml เก็บในขวดสีชา เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 2-8 ° C นาน 6 เดือน 
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8. Intermediate standard SEM 100 µg/ml 
         เจือจาง Stock standard SEM 1000 µg/ml ปริมาตร 1 ml ปรับปริมาตรด�วย Methanol 

10 ml เก็บในขวดสีชา เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 2-8 ° C นาน 6 เดือน 
9. Intermediate standard AOZ 10 µg/ml 

          เจือจาง Stock standard  AOZ 100 µg/ml ปริมาตร 1 ml ปรับปริมาตรด�วย Methanol 

10 ml เก็บในขวดสีชา เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 2-8 ° C นาน 3 เดือน 
10. Intermediate standard AMOZ 10 µg/ml 

           เจือจาง Stock standard  AMOZ 100 µg/ml ปริมาตร 1 ปรับปริมาตรด�วย Methanol 

10 ml เก็บในขวดสีชา เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 2-8 ° C นาน 3 เดือน 
11. Intermediate standard AHD 10 µg/ml 

           เจือจาง Stock standard AHD 100 µg/ml ปริมาตร 1 ml ปรับปริมาตรด�วย Methanol 

10 ml เก็บในขวดสีชา เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 2-8 ° C นาน 3 เดือน 
12. Intermediate standard SEM 10 µg/ml 

            เจือจาง Stock standard SEM 100 µg/ml ปริมาตร 1 ml ปรับปริมาตรด�วย 

Methanol 10 ml เก็บในขวดสีชา เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 2-8 ° C นาน 3 เดือน 
13. Working mixed standard AOZ และ AMOZ 1 µg/ml 
เจือจาง Intermediate standard  AOZ 10 µg/ml และ AMOZ 10 µg/ml แต�ละ 

Standard ปริมาตร 1 ml ปรับปริมาตรด�วย Methanol 10 ml เก็บในขวดสีชารักษาท่ีอุณหภูมิ 2-8 ° C 
นาน 1 เดือน 

14. Working mixed standard AHD และ SEM 1 µg/ml 
เจือจาง Intermediate standard AHD 10 µg/ml และ SEM 10 µg/ml แต�ละ Standard 

ปริมาตร 1 ml ปรับปริมาตรด�วย Methanol 10 ml เก็บในขวดสีชา เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 2-8 ° C นาน 1 
เดือน 

15. Working mixed standard AOZ, AMOZ, AHD, SEM 10 ng/ml 
เจือจาง Working mixed standard AOZ,AMOZ 1 µg/ml และ Working mixed standard 

solution AHD,SEM 1 µg/ml แต�ละ Standard mixture ปริมาตร 100 µl ปรับปริมาตรด�วย Methanol 

10 ml เก็บในขวดสีชา เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 2-8 ° C เตรียมใหม�ทุกครั้งก�อนใช�งาน 
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การเตรียม Internal Standard 
1. Stock internal standard D4-AOZ 1000 µg/ml 

เจือจาง D4-AOZ 0.0251 + 0.0005 g ด�วย Methanol ปรับปริมาตร 25 ml เก็บใส�ขวด

สีชาเก็บท่ีอุณหภูมิ 2-8 °C นาน 1 ป} 
2. Stock internal standard D5-AMOZ 1000 µg/ml 

เจือจาง D5-AMOZ  0.0251 + 0.0005 g ด�วย Methanol ปรับปริมาตร 25 ml เก็บใส�

ขวดสีชาเก็บท่ีอุณหภูมิ 2-8 °C นาน 1 ป} 
3. Stock internal standard 13C3-AHD 1000 µg/ml 

เจือจาง 13C3-AHD 0.0253 + 0.0005 g ด�วย Methanol ปรับปริมาตร 25 ml เก็บใส�

ขวดสีชาเก็บท่ีอุณหภูมิ 2-8 °C นาน 1 ป} 
4. Stock internal standard 13C15N2-SCA-HCL 1000 µg/ml 

เจือจาง 13C,15N2-SCA 0.0370 + 0.0005 g ด�วย Methanol ปรับปริมาตร 25 ml เก็บ

ใส�ขวดสีชาเก็บที่อุณหภูมิ 2-8 °C นาน 1 ป}       
5. Intermediate internal standard D4-AOZ 100 µg/ml 
   เจือจาง Stock standard  D4-AOZ 1000 µg/ml ปริมาตร 1 ml ด�วย Methanol ปรับ

ปริมาตร 10 ml เก็บใส�ขวดสีชา เก็บท่ีอุณหภูมิ 2-8 °C นาน 6 เดือน 
6. Intermediate internal standard D5-AMOZ 100 µg/ml 
   เจือจาง Stock standard D5-AMOZ 1000 µg/ml ปริมาตร 1 ml ด�วย Methanol ปรับ

ปริมาตร 10 ml เก็บใส�ขวดสีชา เก็บท่ีอุณหภูมิ 2-8 °C นาน 6 เดือน 
7. Intermediate internal standard 13C3-AHD 100 µg/ml 
   เจือจาง Stock standard 13C3-AHD 1000 µg/ml ปริมาตร 1 ml ด�วย Methanol ปรับ

ปริมาตร 10 ml เก็บใส�ขวดสีชา เก็บท่ีอุณหภูมิ 2-8 °C นาน 6 เดือน 
8. Intermediate internal standard 13C,15N2-SCA 100 µg/ml 
   เจือจาง Stock standard  13C,15N2-SCA 1000 µg/ml ปริมาตร 1 ml ด�วย Methanol 

ปรับปริมาตร 10 ml เก็บใส�ขวดสีชา เก็บที่อุณหภูมิ 2-8 °C นาน 6 เดือน 
9. Intermediate internal standard D4-AOZ 10 µg/ml 
    เจือจาง Intermediate standard  D4-AOZ 100 µg/ml ปริมาตร 1 ml ด�วย Methanol 

ปรับปริมาตร 10 ml เก็บใส�ขวดสีชา เก็บที่อุณหภูมิ 2-8 °C นาน 6 เดือน 
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10. Intermediate internal standard D5-AMOZ 10 µg/ml 
เจือจาง Intermediate standard D5-AMOZ 100 µg/ml ปริมาตร 1 ml ด�วย 

Methanol ปรับปริมาตร 10 ml เก็บใส�ขวดสีชา เก็บที่อุณหภูมิ 2-8 °C นาน 3 เดือน 
11. Intermediate internal standard 13C3-AHD 10 µg/ml 

   เจือจาง Intermediate standard 13C3-AHD 100 µg/ml ปริมาตร 1 ml ด�วย 

Methanol ปรับปริมาตร 10 ml เก็บใส�ขวดสีชา เก็บที่อุณหภูมิ 2-8 °C นาน 3 เดือน 
12. Intermediate internal standard 13C,15N2-SCA 10 µg/ml 

                     เจือจาง Intermediate standard 13C,15N2-SCA 100 µg/ml ปริมาตร 1 ml ด�วย 

Methanol ปรับปริมาตร 10 ml เก็บใส�ขวดสีชา เก็บที่อุณหภูมิ 2-8 °C นาน 3 เดือน 
13. Working mixed internal standard D4-AOZ,D5-AMOZ, 13C3-AHD, 13C,15N2-SCA     

1 µg/ml 
เจือจาง Intermediate standard  D4-AOZ 10 µg/ml, D5-AMOZ 10 µg/ml, 13C3-AHD 

10  µg/ml, 13C3,
15N2-SCA 10 µg/ml ของแต�ละ Intermediate standard ปริมาตร 1 ml ด�วย 

Methanol ปรับปริมาตร 10 ml เก็บใส�ขวดสีชา เก็บที่อุณหภูมิ 2-8 °C นาน 1 เดือน 
14. Working mixed internal standard D4-AOZ,D5-AMOZ, 13C3-AHD, 13C,15N2-SCA 10 

ng/ml 
เจือจาง Working mixed internal standard  D4-AOZ,D5-AMOZ, 13C-AHD, 13C,15N2-SCA 

1 µg/ml ปริมาตร 100 µl ด�วย Methanol ปรับปริมาตร 10 ml เก็บใส�ขวดสีชา เก็บท่ีอุณหภูมิ 2-8 °C 
(เตรียมใหม�ทุกครั้งก�อนใช�งาน) 

 
การเตรียมตัวอย3างทดสอบ 
 
การสกัดตัวอย3าง  วิธี Tissue bound residue  

1.ช่ังตัวอย�างท่ีบดแล�ว 1.00 ± 0.10 g ในหลอดพลาสติกฝาเกลียวชนิด Polypropyle 
ขนาด 50 ml เติม Methanol : DI (50:50) ปริมาตร 6 ml และนําไป Vortex mixer นาน 1 นาที  

2. นําไปเหว่ียงตกตะกอนด�วยเครื่องเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 4,500 rpm นาน 15 นาที ใช� 
Pasture pipette ดูดสารละลายตัวอย�างใสด�านบนทิ้งไป 

3. เติม Methanol : DI (75:25) ปริมาตร 6 ml นําไป Vortex นาน 2 นาที 
4. นําไปเหว่ียงตกตะกอนท่ีความเร็ว 4,500 rpm นาน 15 นาที ใช� Pasture pipette ดูด

สารละลายตัวอย�างใสด�านบนทิ้งไป 
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5. เติม Methanol  ปริมาตร 6 ml นําไป Vortex นาน 2 นาที และนําไปเหว่ียงตกตะกอน
ด�วยความเร็ว 4,500 rpm นาน 15 นาที  

6. ใช� Pasture pipette ดูดสารละลายตัวอย�างใสด�านบนท้ิงไป และเติม DI ปริมาตร 6 ml 
นําไป Vortex นาน 2 นาที 

7. นําไปเหว่ียงตกตะกอนท่ีความเร็ว 4,500 rpm นาน 15 นาที และใช� Pasture pipette ดูด
สารละลายตัวอย�างใสด�านบนทิ้งไปทําตามข้ันตอน ข�อ 2 (การสกัดตัวอย�างรูป Total residue) 

การสกัดตัวอย3าง  ในรูป Total residue  

1. ช่ังตัวอย�างที่บดแล�ว 1.00 ± 0.10 g ใส�ในหลอดพลาสติกฝาเกลียวชนิดPolypropylene 
ขนาด 50 ml 

2. เติม DI ปริมาตร 4 ml, เติม 1 M Hydrochloric acid ปริมาตร  500 µl, เติม 50 mM        
2-NBA ปริมาตร 150 µl และ Working mixed internal standard 10 ng/ml ปริมาตร 100 µl นําไป
ผสมให�เข�ากันด�วย Vortex mixer 

3. นําไปบ�มใน Water bath ควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 + 2 องศาเซลเซียส เป	นเวลา 16 + 2 
ช่ัวโมง  

4. หลังจากครบ 16+2 ช่ัวโมงแล�ว นํามาเติมสารละลาย 0.1 M Di-potassium hydrogen 
phosphate trihydrate ปริมาตร 5 ml และสารละลาย 1M Sodium hydroxide ปริมาตร 400 µl ผสม
เข�ากันด�วย Vortex mixer และตรวจสอบค�า pH ด�วยกระดาษวัด pH ให�ได� pH ประมาณ 7 

5. เติม Ethyl acetate ปริมาตร 5 ml เขย�าช�าๆ นาน 1 นาที และนําไปเหว่ียงตกตะกอนที่
ความเร็ว 4,500 rpm นาน 15 นาที 

6. ดูดสารละลายตัวอย�างด�านบนในหลอดทดลอง หลังจากน้ันทําซ้ําต้ังแต�ข้ันตอนการเติม
สารละลาย Ethyl acetate อีกครั้ง  

7. นําไประเหยให�แห�งภายใต�แก�สไนโตรเจนที่อุณหภูมิ 50 + 2°C 
8. เติมสารละลายผสมระหว�าง Methanol: DI ท่ีอัตราส�วน 50:50 ปริมาตร 400 µl 

นําไปผสมให�เข�ากันด�วยเคร่ือง Ultrasonic bath และนําไป  Vortex ประมาณ 30 วินาที 
9. เทสารละลายลงใน micro-centrifuge tube นําไปเหว่ียงตกตะกอนด�วยเคร่ือง 

Microcentrifuge ความเร็วรอบ 7,000 rpm นาน 10 นาที 
10. นําสารละลายตัวอย�างกรองด�วย Hyperclean nylon filter ขนาด 0.2 µm ใส�ใน vial 

ตรวจวัดด�วยเครื่อง LC-MS/MS 
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การเตรียม Standard calibration curve  
 

1. เติมนํ้ากล่ัน 4 มิลลิลิตร, เติม1 M Hydrochloric acid ปริมาตร 500  µl, เติม 2-NBA 
ปริมาตร 150 µl  และเติม Working mixed internal standard 10 ng/ml ปริมาตร 100 µl ลงในหลอด
พลาสติกฝาเกลียวชนิด Polypropylene ขนาด 50 ml 

2. เตรียมสารละลายมาตรฐานทั้ง 4 ชนิด ท่ีความเข�มข�น 0.0,0.1, 0.25, 0.50, 1.0, 2.0 µg/kg 
โดยป�เปต Working mixed standard AOZ,AMOZ,AHD,SEM 10 ng/ml ปริมาตร 0, 10, 25, 50, 100 
และ 200 µl ตามลําดับ ลงในหลอดพลาสติกฝาเกลียวชนิด Polypropylene  ขนาด 50 ml ตามตารางที่ 1 

3. นําไปผสมให�เข�ากันด�วย Vortex mixer ทําตามข้ันตอนเดียวกับการเตรียมตัวอย�างทดสอบ 
ต้ังแต�ข�อ 2-10 

 
           ตารางที่ 5.1 การเตรียมสารมาตรฐานที่ความเข�มข�นต�างๆ และ Internal standard 
 

ความเข�มข�นของสารมาตรฐาน 
(µg/kg) 

ปริมาตรของ Mixed 
standard 10 ng/ml (µl) 

ปริมาตรของ Internal 
standard 10 ng/ml (µl) 

0 0 100 
0.1 10 100 
0.25 25 100 

0.5 50 100 
1.0 100 100 
2.0 200 100 

 
 สภาวะของเคร่ือง LC      

  Flow rate                      : 0.200 ml/min 
Injection volume           : 20 µl 
Run time                       : 15 นาที 
Temperature column    : 30 + 10 oC 
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ตารางที่ 5.2 แสดงระบบ Gradient mode 
 

Step Total time (min) Flow rate (ml/min) A (%) B (%) 
0 0.00 0.200 90 10 
1 2.00 0.200 55 45 
2 6.90 0.200 55 45 

3 7.00 0.200 5 95 
4 10.00 0.200 5 95 
5 10.10 0.200 90 10 
6 15.00 0.200 90 10 

           หมายเหตุ : สามารถปรับ Condition ได�ตามสภาวะของเคร่ือง 
สภาวะของเคร่ือง MS/MS 

  
Scan type                          : MRM 
Scan Mode : Positive 
Ion source                         : Turbo Spray 

 
             ตารางที่ 5.3  แสดง Mass range (m/z) 
 

Compound Parent ion >Primary ion 
Parent ion > Secondary ion 

Compound Parent ion 
>Primary ion  
 

AOZ 236 > 134 
236 > 104 

D4-AOZ 240 > 134 

AMOZ 335 > 291 
335 > 262 

D5-AMOZ 340 > 296 

AHD 249 > 134 
249> 104 

13C3-AHD 252 > 134 

SEM 209> 166 
209> 192 

13C15N2-SCA-
HCL 

212 > 168 
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การควบคุมคุณภาพการทดสอบ  
ตารางที่ 5.4 การควบคุมคุณภาพการทดสอบ Nitrofuran group 

วิธีการควบคุมคุณภาพของการ
ทดสอบ 

ความถ่ี เกณฑ�การยอมรับ 

1. การสร�าง calibration curve ทุกครั้งที่ทดสอบ ค�า r ≥ 0.995 
2. การทดสอบ Negative Control 1 คร้ัง/ชุดการทดสอบ < LOD 
3. การทดสอบ Fortified Sample  
และ การทดสอบ 2 ซ้ํา 
(Duplicate) 

ทุก5% ของตัวอย�าง % RPD ≤  30 %  และ  
% recovery อยู�ในช�วง 50 – 
120 % 

4. การทดสอบตัวอย�าง 2 ซ้ํา  
    (Duplicate sample) 

1 คร้ัง/ชุดการทดสอบ % RPD ≤  30 % 

 
การคํานวณ   
1. การคํานวณ ion ratio (R) 
 

                       
Ion ratio (R) =  

    

พื้นที่ใต�พีคของ Primary ion 
 

พื้นท่ีใต�พีคของ Secondary ion 
 

      
หรือ 

พื้นทีใ่ต�พีคของ Secondary ion 
 

พื้นท่ีใต�พีคของ Primary ion 
 

2. การคํานวณความแตกต�าง ion ratio 
    

(△R)  =   
    

Rsample – R mean 
 

R mean 

               
X  100     

โดย    Rsample  =    
R mean   =    

ion ratio ของสารท่ีสนใจที่พบในตัวอย�าง 
ion ratio เฉล่ียของสารที่สนใจท่ีมีอยู�ในสารมาตรฐาน 
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3. การคํานวณ Response Factor (RF) 

    
RF =  

    

   
พื้นท่ีใต�พีคของ Primary ion ของสารท่ีสนใจ     

    
X 

ความเข�มข�นของ Internal standard ion 
 

พื้นท่ีใต�พีคของ Internal standard ion 
 

4. คํานวณความเข�มข�นของ Nitrofuran ในตัวอย�างโดยอ�างอิงจาก Calibration curve ของสารละลาย
มาตรฐาน ซึ่งรายงานผลท่ีได�เป	นหน�วย µg/kg      
           

    
X  =  

    

RF – b 
 
a 

โดย X    =  ความเข�มข�นของสารท่ีสนใจที่มีอยู�ในตัวอย�าง (µg/kg) 
       RF  =   Response Factor ของ Primary ion                            
     a     = ความชันของ Calibration curve 

b    = จุดตัดแกน Y ของ Calibration curve 
 
การรายงานผล 
     รายงานผลในรูปของปริมาณ Nitrofuran (metabolites) ในตัวอย�างทดสอบ หน�วยเป	น µg/kg 
ทศนิยม 2 ตําแหน�ง โดยท่ี    
   - ถ�าผลท่ีได�มีค�าสูงกว�าหรือเท�ากับ LOQ ให�รายงานผลเป	นค�าท่ีคํานวณได� 
   - ถ�าผลท่ีได�มีค�าสูงกว�าหรือเท�ากับ LOD แต�ตํ่ากว�า LOQ ให�รายงานผลว�าน�อยกว�าค�า LOQ 
               - ถ�าผลท่ีได�มีค�าตํ่ากว�า LOD ให�รายงานผลว�า ND (not detected) 
 

α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α 
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6. วิธีวิเคราะห� Chloramphenicol  โดยเทคนิค ELISA 
 
ขอบข3าย 

 
เพื่อใช�ในการวิเคราะห#หาปริมาณคลอแรมฟ}นิคอลในสัตว#นํ้าและผลิตภัณฑ#สัตว#นํ้า 

 
เอกสารอ างอิง 
 

Cazemier, G. Haasnoot. W. and Stouten, P. 1996. Screening of chloramphenicol in urine, 
tissue, milk and eggs in consequence of prohibitive regulation. Proceedings Euroresidue III 1996, Eds. N. 
Haagsma and A. Ruiter, pp. 315. 

 
หลักการ 
 

ตัวอย�างจะถูกสกัดด�วย Ethyl acetate แล�วทําให�บริสุทธ์ิมากข้ึนด�วยสารละลาย Iso-octane/ 
Chloroform (2:3 v/v) คลอแรมฟ}นิคอล (CAP) ในรูปของ Glucuronide จับตัวกับ Enzyme immunoassay ที่
เหมาะสม แล�วนําไปวิเคราะห#ด�วยเครื่อง ELISA ที่ความยาวคล่ืน 450 และ 630 nm การแสดงผลการ
ทดสอบจะข้ึนอยู�กับความเข�มข�นของสีที่เกิดข้ึนจากการย�อย Substrate ที่เหมาะสมกันของ Enzyme น้ัน  
 
เคร่ืองมือและอุปกรณ� 
 

1. ELISA Reader 
2. เครื่องช่ังความละเอียด 0.01 g  
3. เครื่องเขย�าแบบ Shaker และ Vortex 
4. เครื่องหมุนเหว่ียงตกตะกอน(Centrifuge)  
5. เครื่องระเหยแห�งด�วยแก�สไนโตรเจน  
6. นาฬิกาจับเวลา   
7. หลอดพลาสติกฝาเกลียว ชนิด polypropylene ขนาด 50 ml มีขีดบอกปริมาตร 
8. Multi channel pipette ขนาด 200 µl 
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9. Auto Pipette  ขนาด 1- 5 ml, 100 - 1000 µl, 50 µl, 10 - 100 µl และ 200 µl 
10. Volumetric flask ขนาด 500 ml, 200 ml, 100 ml, 10 ml และ 5 ml 
11. บีกเกอร#ขนาด 10 ml และ 100 ml 
12. กระบอกตวง ขนาด 50 ml และ 100 ml 
13. หลอดทดลอง 

 
สารเคมี 

1. Ethyl acetate, AR Grade  
2. Iso-octane ชนิด Organic Residue Analysis  
3. Chloroform, AR grade  
4. Chloramphenicol test kit 

 
ชุดทดสอบคลอแรมฟ}นิคอล 
 

นําชุดทดสอบที่เก็บไว�ท่ีอุณหภูมิ 2 – 8 องศาเซลเซียสออกมาไว�ท่ีอุณหภูมิห�องประมาณ 15 
นาที ก�อนการใช�งาน และหลังใช�งานแล�ว ให�เก็บสารเคมีและชุดทดสอบไว�ที่อุณหภูมิ 2 – 8 องศาเซลเซียส   

 
การเตรียมสารเคมีและสารละลายมาตรฐาน 

Rinsing buffer  
เจือจางด�วย DI (นํ้ากล่ันปราศจากไอออน) ในอัตราส�วน 1 : 19 (เตรียมใหม�ทุกครั้งท่ีใช�งาน)  

โดยใน 1 แถว (Strip) จะใช�  Rinsing buffer ในการล�างประมาณ 40 ml 
Substrate Solution  

สารละลาย Substrate อยู�ในรูปพร�อมใช�งาน ก�อนใช�งานให�นํามาไว�ที่อุณหภูมิห�องประมาณ 
15 นาที และเขย�าเบาๆ   

Standard Solution  
สารละลายมาตรฐาน ประกอบด�วยความเข�มข�นต�างๆ ดังน้ี 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5 และ 

2.0 ng/ml ใช�งานได�ทันที 
Reconstitution/Zero standard buffers 

Buffer น้ีอยู�ในรูปพร�อมใช�งาน ใช�สําหรับละลาย Lyophilised conjugate และ Lyophilised 
Antibody สารส�วนที่เหลือใช�สําหรับทํา Blank และ Zero standard 
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Conjugate solution 

Conjugate อยู�ในรูป Lyophilised ก�อนการใช�งาน ต�องละลายด�วย Reconstitution buffer 
ปริมาตร 4 ml ผสมให�เข�ากัน (เก็บไว�ในท่ีมืดจนกระท่ังใช�งาน) 

Antibody solution 
ละลายด�วย Reconstitution buffer ปริมาตร 4 ml  

Sample dilution buffer (4x Concentrated)  
สารละลาย Sample dilution buffer อยู�ในรูปเข�มข�นต�องนํามาวางที่อุณหภูมิห�องและผสม

ให�เข�ากันก�อนทําการเจือจาง เน่ืองจาก Sample dilution buffer เข�มข�นน้ีสามารถตกตะตอนได�ในการใช�
งานให�เจือจาง Sample dilution buffer ด�วย DI ในอัตราส�วน 1 : 3 (Sample dilution buffer  20 ml : DI 60 ml) 
(เก็บไว�ในตู�เย็นที่อุณหภูมิ 2 – 8 องศาเซลเซียสเมื่อยังไม�ใช�งาน ) 

สารมาตรฐานคลอแรมฟ}นิคอล 3 µg/L  
ป�เปต 150 ul ของสารละลายมาตรฐาน ความเข�มข�น 100 ng/ml ใส�ใน Volumetric flask 

ขนาด  5 ml เติม Sample dilution buffer จนถึงขีดบอกปริมาตร (เตรียมใหม�ทุกครั้งเม่ือใช�งาน) 
Stop solution 

อยู�ในรูปพร�อมใช�งาน  
 
การเตรียมสารละลายตัวอย3างก3อนวิเคราะห�ด วยชุดทดสอบคลอแรมฟ}นิคอล 
 

1. ช่ังตัวอย�างท่ีบดแล�ว 3.00 + 0.05 g ใส�ลงในหลอดพลาสติกฝาเกลียวขนาด 50 ml เติม 
Ethyl acetate ปริมาตร 6 ml ป�ดฝา 

2. นําไปเขย�าให�เป	นเน้ือเดียวกันด�วยเครื่องเขย�า (Shaker) นาน 10 นาที  
3. นําไปหมุนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 4,000 rpm นาน 10 นาที 
4.  ดูดส�วนใส ปริมาตร 4 ml ใส�หลอดทดลอง  
5. นําไประเหยแห�งด�วยเครื่องระเหยแห�งภายใต�แก�สไนโตรเจน   
6. ละลายด�วย Iso-octane: Chloroform (2:3) ปริมาตร 1 ml และ Dilution buffer 

ปริมาตร 0.5 ml  
7. นําไปหมุนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 4,000 rpm นาน 10 นาที 
8. ดูดส�วนใสช้ันบนสุด 50 µl ใส�ในชุดทดสอบคลอแรมฟ}นิคอล  
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การลงชุดทดสอบคลอแรมฟ}นิคอล 

1. ป�เปต Reconstitution / Zero standard buffer 100 µl ในหลุม A1 และ B1 
2. ป�เปต Reconstitution/ Zero standard buffer 50 µl ในหลุม C1 และ D1 
3. ป�เปต สารละลายมาตรฐานคลอแรมฟ}นิคอล 50 µl ความเข�มข�น 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 

0.5, 2.0 ng/ml อย�างละ 2 ซ้ําลงในหลุม E1 จนถึง H1 
4. ป�เปต สารละลายตัวอย�าง 50 µl ในหลุมท่ีกําหนด ตัวอย�างละ 2 หลุม  
5. เติม Conjugate (CAP-HRPO) 25 µl ยกเว�นหลุม A1 และ B1 
6. เติม Antibody (Anti-CAP) 25 µl ยกเว�นหลุม A1 และ B1 
7. นํา Parafilm มาป�ดชุดทดสอบ เขย�าชุดทดสอบ เบาๆ 1 นาที แล�วบ�มไว�ในท่ีมืด อุณหภูมิ  

2 – 8 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง  
8. เทสารละลายในหลุมทดสอบท้ิง ล�าง 3 คร้ังด�วย Rinsing buffer  
 

วิธีการล าง Plate  
1. เทสารละลายหลังจากการบ�มแล�ว โดยควํ่า Plate อย�างรวดเร็ว 
2. เติมสารละลาย Rinsing buffer ให�เต็มหลุม (ปริมาตร 300 µl) 
3. เทสารละลายท้ิง ทําซํ้า 3 ครั้ง 
4. ทํา Plate ให�แห�งโดยซับนํ้า จนกระท่ังไม�เห็นหยดนํ้าบนวัสดุซับนํ้า 
5. นํา Plate ไปเติมสารข้ันตอนต�อไป (อย�าปล�อยให� Plate แห�งสนิท)  
6. เติม Substrate ปริมาตร 100 µl 
7. ป�ดด�วย Parafilm แล�วบ�มในท่ีมืด 30 นาที ณ อุณหภูมิห�อง สารละลายในชุดทดสอบจะ

เปล่ียนเป	นสีฟ9าใส ข้ันตอนน้ีควรทําในที่มืด เติม Stop solution ปริมาตร 100 µl ในทุกหลุม สารละลาย 
จะเปล่ียนเป	นสีเหลือง 

8. อ�านค�าการดูดกลืนแสงทันทีด�วยเคร่ือง ELISA Reader ที่ช�วงการดูดกลืนแสง 450 nm  
และ  630 nm  
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การควบคุมคุณภาพของการทดสอบ  
ตารางที่ 6.1 การควบคุมคุณภาพการทดสอบคลอแรมฟ}นิคอล 
 

วิธีการควบคุมคุณภาพของการทดสอบ ความถ่ี เกณฑ�การยอมรับ 
1. การสร�าง Standard Calibration 
curve 

ทุกครั้งท่ีทดสอบ r > 0.995 

2.  การทดสอบ Reagent Blank อย�างน�อย 1 ตัวอย�าง 
ใน 1 ชุดทดสอบ 

Reagent Blank < LOD 

3. การทดสอบ 2 ซํ้า (Duplicate) ทุก 5%  ของตัวอย�าง RPD < 10% 
4. การทดสอบ Fortified Sample ทุก 5%  ของตัวอย�าง % Recovery อยู�ในช�วง      

50 – 120 % 
5. การทดสอบ Negative control 
sample 

อย�างน�อย 1 ตัวอย�าง ต�อ
ชุดการทดสอบ  

ผลท่ีได�เป	น Negative ท้ังคู� 

 
การคํานวณผล 

1. Standard curve ทําการสร�างจาก Concentration of Standard on logarithmic เป	น
แกน X และ Absorbance of Standard เป	นแกน Y และต�องมีค�า r  > 0.995  

2. คลอแรมฟ}นิคอล (µg/kg) =    ตัวเลขแถวสุดท�ายของ Raw data sheet   
                4000 

การรายงานผล 
 

รายงานผลในรูปของปริมาณChloramphenicol ในตัวอย�างทดสอบ หน�วยเป	น µg/kg ทศนิยม 
2 ตําแหน�ง โดยท่ี    
   - ถ�าผลท่ีได�มีค�าสูงกว�าหรือเท�ากับ LOQ ให�รายงานผลเป	นค�าท่ีคํานวณได� 
   - ถ�าผลท่ีได�มีค�าสูงกว�าหรือเท�ากับ LOD แต�ตํ่ากว�า LOQ ให�รายงานผลว�าน�อยกว�าค�า LOQ 
               - ถ�าผลท่ีได�มีค�าตํ่ากว�า LOD ให�รายงานผลว�า ND (not detected) 
 

α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α 
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7. วิธีวิเคราะห� Malachite Green, Leuco-malachite Green, Crystal Violet และ 
Leuco-crystal Violet โดยเทคนิค LC-MS/MS 

 
ขอบข3าย 
 

เพื่อใข�ในการวิเคราะห#ปริมาณ Malachite Green, Leuco-malachite Green, Crystal 
Violet และ Leuco-crystal Violet ในสัตว#นํ้าและผลิตภัณฑ#สัตว#นํ้า 

 
เอกสารอ างอิง 
 

Aldert A. Bergwerff and Peter Scherpenisse. 2003. Determination of Residues of 
Malachite green in Aquatic Animals. Journal of Chromatography. B 788. pp. 351 – 359.  

 
หลักการ 
  

ตัวอย�างถูกสกัดด�วยสารละลาย Mcllvaines buffer : methanol [50 : 50]  แล�วทําการ
วิเคราะห# Malachite green, Leuco-malachite green, Crystal violet และ Leuco-crystal violet โดย
ใช� Internal standard  เป	นตัวเปรียบเทียบ คือ Brilliant green (BG), d5-Leucomalachite green (d5-
LMG), d6-Crystal violet (d6-CV) และ d6-Leucocrystal violet (d6-LCV) ตามลําดับ แล�วนําสารละลาย
สกัดท่ีได�นําไปผ�าน Solid phase extraction และวิเคราะห#ด�วยเครื่อง LC-MS/MS  
 

เคร่ืองมือและอุปกรณ� 
 

1. เครื่อง LC-MS/MS 
2. เครื่องช่ังสําหรับช่ังตัวอย�าง ที่ต�องการความละเอียดไม�น�อยกว�า 0.01 g  และ 0.0001 g 
3. เครื่องหมุนเหว่ียง Centrifuge 
4. เครื่องผสมให�เป	นเน้ือเดียวกัน (Vortex Mixer)  
5. Column CLIPEUS C18, 5 µm, 150 x 3.0 mm  และ Guard Cartridges CLIPEUS 

C18, 5µm, 20 x 3.2 mm  
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6. Water Oasis MCX 3 cc, 60 mg columns (Solid phase extraction, SPE) 
7. หลอดพลาสติกฝาเกลียว ชนิด Polypropylene ขนาด 50 มล. มีขีดบอกปริมาตร 
8. ขวดวัดปริมาตร (Volumetric flask) ชนิดเกรด A ขนาด 5, 10, 50, 100, 500 และ 1,000 ml   
9. ป�เปต ชนิด Autopipette ขนาด 10-100  µl, 100-1000 µl , 5 ml  และ 10 ml   
10. บีกเกอร#  ขนาด 10, 100, 250, 500 และ 1000  ml   
11. กระบอกตวง  ขนาด 50 และ 100 ml   
12. นาฬิกาจับเวลา  
13. หลอดทดลอง 
14. Filter membrane ความละเอียด 0.45 µm 
15. Nylon Filter membrane ความละเอียด 0.20 µm 

สารเคมี 

1. สารมาตรฐาน Malachite green Oxalate Salt ( C23H25N2.C2HO4.0.5C2H2O4 )               
2.  สารมาตรฐาน Leuco-malachite green ( C6H5CH[C6H4N(CH3)2]2 )  
3.  Internal Standard Brilliant green ( C27H34N2O4S )  
4.  Internal Standard d5-Leucomalachite green ( C23H21D5N2 )   
5. สารมาตรฐาน Crystal Violet  ( C25H30CIN3)  
6. สารมาตรฐาน Leuco-crystal Violet ( CH[C6H4N(CH3)2]3 )  
7. Internal Standard d6- Crystal Violet  ( C25H30D6CIN3O3)  
8. Internal Standard d6- Leuco-crystal Violet ( C25H25D6N3)  
9.  สารละลาย A (0.1 M Citric acid monohydrate)  

           ละลาย Citric acid monohydrate 10.5 g ด�วย DI ปรับปริมาตรเป	น 500 ml เขย�าให�
สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บท่ีอุณหภูมิ 2 - 8 องศาเซลเซียส นาน 1 สัปดาห#            

10. สารละลาย B (0.2 M diSodium hydrogen phosphate dihydrate) 
              ละลาย diSodium hydrogen phosphate dihydrate 14.2 g  ด�วย DI ปรับปริมาตรเป	น 
500 ml เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บท่ีอุณหภูมิ 2 - 8 องศาเซลเซียส นาน 1 สัปดาห#            

11. McIlvaines buffer (pH 2.6)  
   เจือจางสารละลาย A ปริมาตร 445.5 ml  และสารละลาย B ปริมาตร 54.5 ml  ผสมให�
สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน ปรับ pH 2.6 เก็บไว�ที่อุณหภูมิ 2 - 8 องศาเซลเซียส นาน 1 สัปดาห# 
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12. Elution solution (Ethyl acetate (50): Methanol (45): Ammonia (5))   
                    เจือจางสารละลายแอมโมเนีย ปริมาตร 5 ml, Ethyl acetate ปริมาตร 50 ml และสาร
เมธานอล ปริมาตร 45 ml ผสมให�เป	นเน้ือเดียวกัน เก็บไว�ที่อุณหภูมิ 2 - 8 องศาเซลเซียส  นาน 1 สัปดาห# 

13. สารละลาย N,N,N’,N’-tetramethyl-1,4-phenylenediamine dihydrochloride 
(TMPD) (1000 µg/ml)   

ละลาย TMPD 100  mg ด�วยเมธานอล ปรับปริมาตรเป	น  100 ml ผสมให�สารละลายเป	น
เน้ือเดียวกัน เก็บไว�ที่อุณหภูมิ 2 - 8 องศาเซลเซียส  นาน 1 เดือน 

14. 50% เมธานอล (ใช�สําหรับ SPE wash solution) 
ตวงเมธานอล ปริมาตร 50 ml ด�วยกระบอกตวง เติม DI ปริมาตร 50 ml ผสมให�

สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เตรียมใหม�ทุกครั้งที่ใช�งาน 
15. Mobile phase A  

   15.1 ละลาย ammonium acetate 0.385 g ด�วย DI ปริมาตร 100 ml เขย�าให�
สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บท่ีอุณหภูมิห�อง  

15.2 เจือจางสารละลายข�อ 15.1 ปริมาตร 1 ml และเติม Formic acid  ปริมาตร 200 
µl แล�วปรับปริมาตรเป	น 1000 ml ด�วย DI เขย�าให�สารละลายผสมเป	นเน้ือเดียวกัน นําไปกรองผ�าน Filter 
membrane  แล�วทําการ Degassed ก�อนนําไปใช� นาน 10 นาที  

16. Mobile phase B  
นํา Acetonitrile (HPLC grade) กรองผ�าน Filter membraneแล�วทําการ Degassed 

ก�อนนําไปใช�  
 17. 50% Acetonitrile 

             นํา Acetonitrile (HPLC grade) ปริมาตร 50 ml เติม DI ปริมาตร 50 ml ผสมให�เป	น
เน้ือเดียวกัน เตรียมใหม�ทุกครั้งท่ีใช�งาน 

18. Stock standard: Malachite green (MG), Leuco-malachite green (LMG), Crystal 
violet (CV) และ Leuco-crystal violet (LCV) 100 µg/ml 
   18.1 ละลาย Malachite Green 0.0148 + 0.0005 g ด�วย Acetonitrile ปริมาตร100 
ml เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บที่อุณหภูมิ 2 – 8 องศาเซลเซียส  นาน 6  เดือน 

18.2 ละลาย Leuco-malachite Green 0.0120 + 0.0005 g ด�วย Acetonitrile 
ปริมาตร100 ml เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บท่ีอุณหภูมิ 2 – 8 องศาเซลเซียส  นาน 6  เดือน                          

18.3 ละลาย Crystal Violet 0.0101 + 0.0005 g ด�วย Acetonitrile ปริมาตร   100 
ml เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บที่อุณหภูมิ 2 – 8 องศาเซลเซียส  นาน 6  เดือน                                          
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      18.4 ละลาย Leuco-crystal Violet 0.0101 + 0.0005 g ด�วย Acetonitrile ปริมาตร   
100 ml เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บท่ีอุณหภูมิ 2 – 8 องศาเซลเซียส นาน 6 เดือน                                      

19. Intermediate standards Malachite green, Leuco-malachite green, Crystal 
violet และ Leuco-crystal violet 1 µg/ml (W / V) 
         19.1 Malachite green 1 µg/ml 
         เจือจาง Stock standard Malachite green 100 µg/ml ปริมาตร 100 µl ปรับ
ปริมาตรด�วย Acetonitrile เป	น 10 ml เก็บที่อุณหภูมิ 2 – 8 องศาเซลเซียส  นาน 1 เดือน 

     19.2 Leuco-malachite green 1 µg/ml 
       เจือจาง Stock standard Leuco-malachite green 100 µg/ml ปริมาตร 100 µl ปรับ
ปริมาตรด�วย Acetonitrile เป	น 10 ml เก็บที่อุณหภูมิ 2 – 8 องศาเซลเซียส  นาน 1 เดือน  
                 19.3 Crystal violet 1 µg/ml  
       เจือจาง Stock standard Crystal violet 100 µg/ml ปริมาตร 100 µl ปรับปริมาตร
ด�วย Acetonitrile เป	น 10 ml เก็บที่อุณหภูมิ 2 – 8 องศาเซลเซียส  นาน 1 เดือน 
                       19.4 Leuco-crystal violet 1 µg/ml 
                          เจือจาง Stock standard Leuco-crystal violet 100 µg/ml ปริมาตร 100 µl 
ปรับปริมาตรด�วย Acetonitrile เป	น 10 ml เก็บที่อุณหภูมิ 2 – 8 องศาเซลเซียส  นาน 1 เดือน 

20. Mixed Working Malachite green/Crystal violet : 10 µg/L   
           เจือจาง Intermediate standard Malachite green/Crystal violet 1 µg/ml อย�างละ 
100 µl ปรับปริมาตรด�วย Acetonitrile เป	น 10 ml เตรียมใหม�ทุกครั้งท่ีใช�งาน 
     21. Mixed Working Leuco-malachite green/Leuco-crystal violet : 10 µg/L 
                     เจือจาง Intermediate standard Leuco-malachite green/Leuco-crystal violet 1 
µg/ml อย�างละ 100 µl ปรับปริมาตรด�วย Acetonitrile เป	น 10 ml เตรียมใหม�ทุกคร้ังที่ใช�งาน 
    22. Stock Internal standard: Brilliant Green (BG), d5-Leuco-malachite Green (d5-
LMG), d6-Crystal Violet (d6-CV) และ d6-Leuco-crystal Violet (d6-LCV)  100 µg/ml 
   ละลาย d5-Leuco-malachite green 0.0100 + 0.0005 กรัม ด�วย Acetonitrile
ปริมาตร 100 ml เก็บท่ีอุณหภูมิ 2 – 8 องศาเซลเซียส นาน 6 เดือน 
                     ละลาย Brilliant Green 0.0103 + 0.0005 กรัม ด�วย Acetonitrile ปริมาตร 100 ml 
เก็บที่อุณหภูมิ 2 – 8 องศาเซลเซียส นาน 6 เดือน 
                      ละลาย d6-Crystal violet 0.0101 + 0.0005 กรัม ด�วย Acetonitrile ปริมาตร 100 ml 
เก็บที่อุณหภูมิ 2 – 8 องศาเซลเซียส นาน 6 เดือน 
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                    ละลาย d6-Leuco-crystal violet 0.0100 + 0.0005 กรัม ด�วย Acetonitrileปริมาตร 
100 ml เก็บที่อุณหภูมิ 2 – 8 องศาเซลเซียส นาน 6 เดือน 

 23. Intermediated standard Brilliant Green (BG): 1 µg/ml  
                      เจือจาง Intermediate standards Brilliant Green 100 µg/ml ปริมาตร 100 µl     
ด�วย Acetonitrile ปริมาตร 100 ml เตรียมทุกครั้งที่ใช�งาน 
       24. Intermediated standard d5-Leuco-malachite green (d5-LMG): 1 µg/ml  

  เจือจาง Intermediate standards d5-Leuco-malachite green 100 µg/ml     
ปริมาตร 100 µl ด�วย Acetonitrile ปริมาตร 100 ml เก็บท่ีอุณหภูมิ 2 – 8 องศาเซลเซียส นาน  1  เดือน 
                 25. Intermediated standard d6-Crystal violet (d6-CV): 1 µg/ml  

 เจือจาง Intermediate standards d6-Crystal violet 100 ug/ml ปริมาตร 100 µl 
ด�วย Acetonitrile ปริมาตร 100 ml เก็บท่ีอุณหภูมิ 2 – 8 องศาเซลเซียส นาน 1 เดือน 

 26.  Intermediated standard d6-Leuco-crystal violet (d6-LCV): 1 µg/ml  
                       เจือจาง Intermediate standards d6-Leuco-crystal violet 100 ug/ml  ปริมาตร 
100 µl ด�วย Acetonitrile ปริมาตร 100 ml เก็บที่อุณหภูมิ 2 – 8 องศาเซลเซียส นาน 1 เดือน 

    

การเตรียมตัวอย3างทดสอบ   
     
การเตรียม  MCX 3cc 60 mg columns (SPE) สําหรับสกัดตัวอย3าง 

  1. ป�เปตเมธานอล ปริมาตร 2 ml ลงใน SPE column ปล�อยให�ตัวทําละลายไหล ผ�าน SPE 
column อย�างช�าๆ จนหมด 

  2. ป�เปต DI ปริมาตร 2 ml ลงใน SPE column ปล�อยให�ตัวทําละลายไหลผ�าน SPE 
column อย�างช�าๆ จนหมด 

3. ป�เปต McIlvaines buffer (pH 2.6) ปริมาตร 2 ml ลงใน SPE column ปล�อยให�
สารละลายไหลผ�าน SPE column อย�างช�าๆ จนหมด  
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 การเตรียมสารละลายตัวอย3างก3อนเข าเคร่ือง LC-MS/MS 
 

1. ช่ังตัวอย�างที่บดแล�ว 1.00 + 0.10 g ในหลอดพลาสติกฝาเกลียวชนิด Polypropylene  
ขนาด 50 ml  
       2. เติมสารละลาย TMPD 1000 µg/ml ลงในตัวอย�าง ปริมาตร 100 µl  

3. เติม Internal standard BG 10 µg/L ปริมาตร 100 µl , d5-LMG 10 µg/L ปริมาตร 100 
µl , d6-CV 10 µg/L ปริมาตร 100 µl  และ d-6 LCV 10 µg/L ปริมาตร 100 µl  ลงในตัวอย�าง 

4. ต้ังทิ้งไว�นาน 10 นาที และเติม Mcllvaines buffer: Methanol (50:50 v/v) ปริมาตร 10 
ml แล�วนําไปผสมให�เป	นเน้ือเดียวกันด�วย Vortex Mixer นาน 1 นาที 

5. นําไป Centrifuge ที่ความเร็วรอบ 4,500 rpm นาน 20 นาที 
6. ถ�ายส�วนใสลงในหลอดแก�ว ประมาณ 9 ml แล�วนําไปผ�าน Solid phase extraction (SPE) 

โดยการใช� MCX 3cc 60 mg columns ท่ีผ�านการ Condition แล�ว ปล�อยให�สารละลายตัวอย�างไหลผ�าน 
SPE column อย�างช�าๆ จนหมด 

7. ป�เปตสารละลาย 0.1 N HCl ปริมาตร 2 ml ลง SPE column ปล�อยให�ไหลผ�าน SPE    
column อย�างช�าๆ จนหมด และเติม DI ปริมาตร 5 ml ปล�อยให�ไหลผ�าน SPE column อย�าง ช�าๆ จนหมด 
ท้ิงไว�ให�แห�ง 5 นาที 

8. เติม 50% Methanol ปริมาตร 3 ml ปล�อยให�ไหลผ�าน SPE column อย�างช�าๆ  จนหมด  
9. เติม Hexane ปริมาตร 3 ml ปล�อยให�ไหลผ�าน SPE column อย�างช�าๆ จนหมด ท้ิงไว�ให�

แห�ง 5 นาที 
10. เติม Elution Solution ปริมาตร 5 ml แล�วเก็บสารละลายท่ีไหลผ�านในหลอดทดลอง 

11. นําไประเหยแห�งภายใต�แก�สไนโตรเจน อุณหภูมิ 65 + 5 °C จนแห�ง และละลายกลับด�วย
สารละลาย 50% Acetonitrile ปริมาตร 500 ul กรองผ�าน Syringe nylon filter ลงใน vial ปริมาตร 1 ml 
นําไปวิเคราะห#ด�วยเครื่อง LC-MS/MS   
 
 
 
 
 
 
 



74 

 

การเตรียม Standard Calibration Curve 
 
ตารางที่ 7.1  Mixed Standard Malachite green/Crystal violet และ Leuco-malachite 
green/Leucocrystal violet  ที่ความเข�มข�นต�างๆ  

ความ
เข มข น

สารละลาย
มาตรฐาน 
(µg/kg) 

ปริมาตร 
BG  

10 µg/L 
(µl) 

ปริมาตร d5-
LMG  

10 µg/L 
(µl) 

ปริมาตร  
d6-CV 

10 µg/L 
(µl) 

ปริมาตร  
d6-LCV 
10 µg/L 

(µl) 

ปริมาตร Mixed  
MG / CV         

10 µg/L (µl) 

ปริมาตร Mixed 
LMG / LCV      

10 µg/L (µl) 

0 100 100 100 100 0 0 
0.1 100 100 100 100 10 10 
0.25 100 100 100 100 25 25 
0.5 100 100 100 100 50 50 
1 100 100 100 100 100 100 
2 100 100 100 100 200 200 
3 100 100 100 100 300 300 
4 100 100 100 100 400 400 

 
 
สภาวะของเคร่ือง LC  
     Injection volume :  10 µl   
 ตารางที่ 7.2  ระบบ Gradient Mode  

Time (min) Flow rate 
(ul/min) 

%A (0.05mM 
Ammonium Acetate : 
0.02% Formic acid) 

%B (Acetonitrile) 

0.00 600 75 25 
9.00 600 5 95 

12.00 600 5 95 
12.50 600 75 25 

15.00 600 75 25 
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สภาวะ Mass   
 
   FUNCTION ONE :  

• BG : 385 > 341 

• MG : 329 > 208 
  329  > 313  (base) 

   FUNCTION TWO :  

• d5-LMG : 336 > 239 

• LMG : 331  > 165  
    331  > 239 (base) 

FUNCTION THREE :  

• d6 - CV : 378 > 358 

•  CV :    372 > 340 
     372 > 356 (base) 

FUNCTION FOUR :  

• d6 - LCV : 380 > 365 

• LCV :  374 > 238 
     374 > 358 (base) 
 

การคํานวณผล   
1.การคํานวณ Ion ratio (R) 
     R =   Response Secondary ion 
      Response Primary ion 
 

2. ความแตกต�างของ ion ratio (∆R) 

     ∆R =  R sample – R mean x 100 
                R mean  
     โดย R sample = ion ratio ของสารท่ีสนใจที่พบในตัวอย�าง 
             R mean = ion ratio เฉล่ียของสารที่สนใจท่ีมีอยู�ในสารมาตรฐาน  
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3. การคํานวณ Response Factor (RF)  
 RF = พื้นที่ใต�พีคของ Primary ion ของสารท่ีสนใจ x    ความเข�มข�นของ Internal Standard ion 
                                                พื้นที่ใต�พีคของ Internal Standard ion 
 
4. คํานวณความเข�มข�นของ Malachite green, Leuco-malachite green, Crystal   Violet และ              
Leuco-crystal Violet ในตัวอย�างโดยอ�างอิงจาก Calibration curve ของสารละลายมาตรฐาน              
ซึ่งรายงานผลท่ีได�เป	นหน�วย µg/kg   
                          
  ปริมาณสารที่สนใจท่ีพบในตัวอย�าง (X) 
                                  X =  RF – b 
            A 
     โดย  X = ความเข�มข�นของสารท่ีสนใจที่มีอยู�ในตัวอย�าง (µg/kg)  
       a = ความชันของ calibration curve 
       b = จุดตัดแกน Y ของ Calibration curve  
                 RF = Response factor ของ Ion product 
 
การรายงานผล 

รายงานผลในรูปของปริมาณ Malachite green, Leuco-malachite green, Crystal Violet 
และ  Leuco-crystal Violet  ในตัวอย�างทดสอบ หน�วยเป	น µg/kg  ทศนิยม 2  ตําแหน�ง 
      1. ถ�าผลท่ีได�มีค�าสูงกว�าหรือเท�ากับ LOQ ให�รายงานผลเป	นค�าท่ีคํานวณได� 
      2. ถ�าผลท่ีได�มีค�าต้ังแต� LOD แต�ตํ่ากว�า LOQ รายงานผลว�า น�อยกว�า LOQ (เช�น LOQ การ
วิเคราะห# MG และ LMG มีค�า = 0.10 µg/kg ให�รายงาน <0.10 µg/kg)  

3. ถ�าผลท่ีได�มีค�าตํ่ากว�า LOD รายงานผลว�า ND (Not Detected)  
 

     α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α 
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8. วิธีวิเคราะห�ปริมาณปรอทท้ังหมด(Total Mercury) โดยเคร่ือง Mercury analyzer 
 

 
ขอบข3าย 
 

เพื่อใช�วิเคราะห#ปริมาณ Total Mercury ในสัตว#นํ้าและผลิตภัณฑ#สัตว#นํ้า 
 

เอกสารอ างอิง  
 

 Association of Official Analytical Chemists. 2016. Official Methods 974.14. 
Mercury in Fish by Flame Atomic Absorption Spectroscopy (FAAS). AOAC International 19th 

Edition. pp 36-37. 
 
หลักการ 
 

ตัวอย�างจะถูกย�อยให�เป	นของเหลวโดยใช�กรดไนตริกเข�มข�นและความร�อน ปรับปริมาตรและ
นําไปทดสอบปริมาณปรอทด�วยเครื่อง Mercury analyzer โดยปรอทซึ่งอยู�ในรูป Hg2+  จะถูกรีดิวซ#ด�วย 
SnCl2 กลายเป	น Hg0  ซึ่งมีสภาพเป	นไอ  และถูกวัดปริมาณท่ีความยาวคล่ืน 253.7 นาโนเมตร 
 
เคร่ืองมือและอุปกรณ� 
 

1. เครื่อง Mercury analyzer  สามารถใช�งานได�ที่ความยาวคล่ืน 253.7 นาโนเมตร  
2. เครื่องช่ังสําหรับช่ังตัวอย�างที่ต�องการความละเอียดไม�น�อยกว�า 0.001 g และ 0.0001 g 

3. อ�างนํ้าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) สามารถใช�งานได�ที่ 95 ± 5 องศาเซลเซียส  
4. เครื่อง Auto-desiccator   
5. Vortex mixer  
6. หลอดพลาสติกฝาเกลียวชนิด polypropylene ขนาด 50 ml 
7. Autopipette ขนาด 10-100 µl, 100-1000 µl และ 5 ml   
8. ขวดวัดปริมาตรขนาด 10 ml, 25 ml, 50 ml และ 2000 ml 
9. บีกเกอร#ขนาด 10 ml, 50 ml, 100 ml,  500 ml และ 1000 ml 
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10. กระบอกตวงขนาด 100 ml 
11. แก�สอาร#กอน ความบริสุทธ์ิไม�น�อยกว�า 99.995 %   

สารเคมี 
 

1. กรดไนตริกเข�มข�นไม�น�อยกว�า 69% ชนิด AR grade           
2. Hydrochloric acid 3% (V/V) (carrier solution) 

         เจือจาง Hydrochloric acid ปริมาตร 30 ml  ลงในขวดวัดปริมาตร ท่ีมี DI อยู�ในขวดและ
ปรับปริมาตรด�วย DI เป	น 1000 ml ผสมเป	นเน้ือเดียวกัน (เตรียมใหม�ทุกครั้งท่ีใช�งาน) 

3. Tin (II) chloride dihydrate [SnCl2.2H2O] 1.1 % (reducing agent)  
   ละลาย Tin (II) chloride dihydrate 11 g  ด�วย Hydrochloric acid เข�มข�น 3%   
ปริมาตร 1000 ml เขย�าให�เข�ากัน  (เตรียมใหม�ทุกครั้งที่ใช�งาน) 

4. Intermediate standard Mercury 10 µg/ml 

เจือจาง Standard mercury 1000 ± 5 µg/ml ปริมาตร 100 µl ปรับปริมาตรเป	น 10 ml ด�วย   
3 % HCl เตรียมใหม�ทุกครั้งที่ใช�งาน 

5.  Intermediate standard Mercury 0.1 µg/ml  
เจือจาง Intermediate standard Mercury 10 µg/ml ปริมาตร 500 ปรับปริมาตรเป	น 

50 ml ด�วย 3 % HCl เตรียมใหม�ทุกครั้งท่ีใช�งาน 
6. Working standard Mercury 1, 2, 3, 4, 5, และ 6 µg/L (เตรียมใหม�ทุกครั้งที่ใช�งาน) ดัง

แสดงในตารางท่ี 8.1    
 หมายเหตุ  ความเข�มข�นของสารละลายมาตรฐานมีการเปล่ียนแปลงตามใบรับรอง(Certificate 

of Analysis) ในแต�ละ Lot ที่รับเข�า 
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      ตารางที่ 8.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน Mercury ที่ความเข�มข�นต�างๆ ปรับปริมาตรด�วย 3%     
                   Hydrochloric acid  

  
Standard 
Mercury  

ที่ต องการเตรียม  

ความเข มข น 
Standard Mercury 

(µg/ml) 

ปริมาตร Standard Mercury ที่ใช  
( µl ) 

ปริมาตรท่ีปรับ 
(ml) 

10  µg/ml 1000 100 10 
0.1 µg/ml 10 500 50 

1 µg/L 0.1 500 50 
2 µg/L 0.1 1000 50 
3 µg/L 0.1 1500 50 
4 µg/L 0.1 2000 50 
5 µg/L 0.1 2500 50 
6 µg/L 0.1 3000 50 

 

 

การเตรียมสารละลายตัวอย3างก3อนเข าเคร่ือง Mercury analyzer    
 

1. อุปกรณ#ที่นํามาวิเคราะห# เช�น เครื่องแก�ว และหลอดพลาสติก ก�อนทําการทดสอบให�ทํา
ความสะอาด โดยการล�างด�วยกรดไนตริก: DI (อัตราส�วน 1:9) 1 ครั้ง จากน้ันล�างด�วย DI 2 ครั้ง                  

2. ช่ังตัวอย�างท่ีบดแล�ว 0.500 + 0.050 g ใส�ลงในหลอดพลาสติก 
3. เติมกรดไนตริกเข�มข�น ปริมาตร 4 ml (ป�ดฝาคลายเกลียวออกเล็กน�อย) และวางในอ�างนํ้า

ควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 95 ± 5 องศาเซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง   
4. ต้ังไว�ให�เย็นท่ีอุณหภูมิห�อง ถ�ายสารละลายลงในขวดวัดปริมาตร 25 ml โดย rinse ภายใน

หลอดพลาสติกและฝาด�วย DI ลงในขวดวัดปริมาตรน้ันหลายๆ ครั้ง และปรับปริมาตรด�วย DI เขย�าให�
สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน  

5. ป�เปตตัวอย�างท่ีปรับปริมาตรแล�ว 1 ml ใส�ในหลอดพลาสติกที่มีขีดบอกปริมาตร ปรับ
ปริมาตรด�วย 3% HCl ให�เป	น 5 ml  

6. วิเคราะห#ด�วยเครื่อง Mercury Analyzer  
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สภาวะเคร่ือง Mercury analyzer 
 

เครื่องจะทําการดูด  SnCl2 โดยมีอัตราการไหลของสาร 4 ml/min  
                   ดูด 3% HCl  ด�วย อัตราการไหลของสาร 8 ml/min  และ 
                  อัตราการไหลของแก�สอาร#กอน 60 – 100 ml/min  
 (SnCl2 จะรีดิวซ# ทําให�รูป Hg2+ ในตัวอย�างให� กลายเป	น Hg0 ซึ่งมีสภาพเป	นไอ และถูกวัด

ปริมาณท่ีความยาวคล่ืน 253.7 นาโนเมตร)                        
                                          
ตารางที่ 8.2 การควบคุมคุณภาพของการทดสอบปรอท 
 
วิธีการควบคุมคุณภาพของการทดสอบ ความถ่ี เกณฑ�การยอมรับ 

1. การสร�าง Standard calibration 
curve 

ทุกครั้งท่ีทดสอบ ค�า r ≥ 0.995 

2. การทดสอบ Reagent blank ทุก 5 % ของตัวอย�าง ค�า Reagent Blank น�อยกว�า 
LOD 

3. การทดสอบ Fortified sample ทุก 5 % ของตัวอย�าง % Recovery อยู�ในช�วง 80 -
110 % 

4. การทดสอบ 2 ซํ้า (Duplicate) ทุก 5 % ของตัวอย�าง %RPD < 10 % 

5. การทดสอบ Reslope ทุก 5 % ของตัวอย�าง ค�า Reslope อยู�ในช�วง ± 20% 
ของ Standard calibration 
curve 

6. การทดสอบ CRM TORT 2   
    ( หรือ TORT 3 ) 

1ครั้ง / เดือน TORT 2 อยู�ในช�วง 0.21- 0.33  
ug /g 
TORT 3 อยู�ในช�วง 0.270 - 
0.314  ug /g 
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การคํานวณผล   
 

1. โปรแกรมสําเร็จรูปของเครื่อง Mercury analyzer จะคํานวณความเข�มข�นของสารละลาย
ตัวอย�างให� โดยเปรียบเทียบกับ Standard calibration curve ซึ่งเป	นกราฟของค�าการดูดกลืนแสง 
(absorbance) กับค�าความเข�มข�นของสารละลาย Standard Mercury (ความเข�มข�น 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 
µg/L) 

2. คํานวณความเข�มข�นของปรอทในตัวอย�างทดสอบ หน�วยเป	น µg /g ได�จาก  
 
  Hg (µg/g)  =  (C x 25 x E) / (W x D x 1000)    
                         โดยที่     C = ความเข�มข�นท่ีเครื่องวัดได� (µg/L) 
     W  =  นํ้าหนักตัวอย�าง (g)   
    D = ปริมาณสารละลายตัวอย�างท่ีนํามาเจือจาง (ml) 
    E = ปริมาณสารละลายตัวอย�างหลังการเจือจาง (ml)  
 
การรายงานผล 
 

รายงานผลในรูปของปริมาณปรอทในตัวอย�างทดสอบ หน�วยเป	น µg /g ทศนิยม 2 ตําแหน�ง   
   โดยท่ี    
   1. ถ�าผลที่ได�มีค�าสูงกว�าหรือเท�ากับ LOQ ให�รายงานผลเป	นค�าที่คํานวณได� 
   2. ถ�าผลที่ได�มีค�าสูงกว�าหรือเท�ากับ LOD แต�ตํ่ากว�า LOQ ให�รายงานผลว�า < LOQ   
   3. ถ�าผลที่ได�มีค�าตํ่ากว�า LOD ให�รายงานผลว�า ND (not detected) 
     
 

     α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α 
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9. วิธีวิเคราะห� ปริมาณแคดเมียมโดยเทคนิค Atomic Absorption Spectrophotometer 
(AAS) ระบบ Graphite furnace 

 
ขอบข3าย 
 

เพื่อวิเคราะห#หาปริมาณแคดเมียมในสัตว#นํ้าและผลิตภัณฑ#สัตว#นํ้า  
 
เอกสารอ างอิง 
 

Association of Official Analytical Chemists. 2016. Official Methods 999.10. Lead, 
Cadmium, Zinc, Copper and Iron in Foods. AOAC International 19th Edition. pp 16-19.  
 
หลักการ 

ตัวอย�างจะถูกย�อยให�เป	นของเหลวโดยใช�กรดไนตริกเข�มข�นและความร�อน  ปรับปริมาตรและ
นําไปวิเคราะห#ปริมาณแคดเมียมด�วยเครื่อง Atomic Absorption Spectrophotometer  (AAS) ระบบ 
Graphite furnace ที่ความยาวคล่ืน 228.8 นาโนเมตร 

 
 เคร่ืองมือและอุปกรณ� 
 

1. เครื่อง AAS ระบบ Graphite furnace ประกอบด�วยหลอดไฟชนิด Hollow cathode 
cadmium lamp และ Electrodeless discharge cadmium lamp ความยาวคล่ืน 228.8 นาโนเมตร  

2. เครื่องช่ังความละเอียดไม�น�อยกว�า 0.001 g  และความละเอียดไม�น�อยกว�า  0.0001 g  
3. ตู�อบ ช�วงใช�งาน 101 ± 1 องศาเซลเซียส  

4. อ�างนํ้าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) ช�วงใช�งาน 95 ± 5 องศาเซลเซียส  
5. เครื่อง Auto-dessiccator สามารถทําให�ความช้ืนสัมพัทธ#ภายในตู�ตํ่ากว�า 50%   
6. หลอดพลาสติกฝาเกลียว ชนิด Polypropylene ขนาด 50 ml มีขีดบอกปริมาตร   
7. Auto pipette ขนาด 10-100 µl, 1 ml และ 5 ml   
8. ขวดวัดปริมาตร ชนิดเกรด A ขนาด 10, 25, 50, 100, 500 และ 1,000 ml   
9. บีกเกอร# ขนาด 50, 100 และ 250 ml   
10. ป�เปต ชนิด Volume pipette เกรด A ขนาด 1, 2, 5, 10 และ 20 ml 
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 สารเคมี 
 

1. กรดไนตริกเข�มข�นไม�น�อยกว�า 69 %, AR grade  
2. สารละลายกรดไนตริก เข�มข�น 0.3 % (V / V) 
   เจือจางกรดไนตริกเข�มข�น ปริมาตร 3 ml ปรับปริมาตรด�วย DI 1000 ml  เขย�าให�

สารละลาย เป	นเน้ือเดียวกัน เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห�อง 
 3. สารละลายกรดไนตริกเข�มข�น 16% (v/v) 
เจือจางกรดไนตริกเข�มข�น ปริมาตร 16.4 ml ด�วย DI ปรับปริมาตรเป	น100 ml  เขย�าให�

สารละลาย เป	นเน้ือเดียวกัน เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห�อง 
4. Mixed Modifier: 1% Ammonium dihydrogenphosphate และ 100 mg/L Modifier 

magnesiumnitrate ( V / V )  
เจือจาง 10% Ammonium dihydrogenphosphate ปริมาตร 1 ml และ Magnesium 

nitrate 10,000 mg/L ปริมาตร 0.1 ml ปรับปริมาตรเป	น 10 ml ด�วย DI เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือ
เดียวกัน   

 5. Standard cadmium 8 µg/L 
  เตรียม Standard cadmium 8 µg/L ตามตารางที่ 1 ปรับปริมาตรโดยเติมสารละลาย กรด

ไนตริก เข�มข�น 16% จนถึงขีดปริมาตร เขย�าให�สารละลายเป	น  
 
          ตารางที่ 9.1  การเตรียมสารละลายมาตรฐาน cadmium 8 µg/L    
 

Standard cadmium  
ท่ีต�องการเตรียม 

Standard cadmium  ท่ี
ใช�เตรียม 

ปริมาตร Standard 
cadmium  ที่ใช� 

ปริมาตรที่ใช� 

10 µg/ml 1,000 µg/ml 0.1 ml 10 ml 
1 µg/ml 10 µg/ml 1.0 ml 10 ml 
8 µg/L 1 µg/ml 0.08 ml 10 ml 

 
6. Working standard cadmium 0.8, 2.0, 3.6, 4.8, 6.4 และ 8.0 µg/L  
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   ตารางที่ 9.2  การเตรียมสารละลายมาตรฐาน Cadmium  ความเข�มข�นต�างๆ  
 

ID 
Concentration  

Std. (µg/L) 
Stock  Std. 8 ug/L 

(µl) 
0.3% Nitric acid 

(µl) 
Standard 1 0.8 2 18 
Standard 2 2.0 5 15 

Standard 3 3.6 9 11 
Standard 4 4.8 12 8 
Standard 5 6.4 16 4 
Standard 6 8.0 20 0 

 
การเตรียมสารละลายตัวอย3างก3อนเข าเคร่ือง AAS    
 

1. อุปกรณ#ที่นํามาวิเคราะห# เช�น เครื่องแก�ว และหลอดพลาสติก ก�อนทําการทดสอบให�ทํา
ความสะอาด โดยการล�างด�วยกรดไนตริก: DI (อัตราส�วน 1:9) 1 ครั้ง จากน้ันล�างด�วย DI 2 ครั้ง                  

2. ช่ังตัวอย�างที่บดแล�ว 0.500 + 0.050 g ใส�ลงในหลอดพลาสติก 
3. เติมกรดไนตริกเข�มข�น ปริมาตร 4 ml (ป�ดฝาคลายเกลียวออกเล็กน�อย) และวางในอ�างนํ้า

ควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 95 ± 5 องศาเซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง   
4. ต้ังไว�ให�เย็นท่ีอุณหภูมิห�อง ถ�ายสารละลายลงในขวดวัดปริมาตร 25 ml โดย rinse ภายใน

หลอดพลาสติกและฝาด�วย DI ลงในขวดวัดปริมาตรน้ันหลายๆ ครั้ง และปรับปริมาตรด�วย DI เขย�าให�
สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน  

5. ป�เปตตัวอย�างท่ีปรับปริมาตรแล�ว 1 ml ใส�ในหลอดพลาสติกที่มีขีดบอกปริมาตร ปรับ
ปริมาตรด�วย 3% HCl ให�เป	น 5 ml  

6. วิเคราะห#ด�วยเคร่ือง AAS 
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  ตารางที่ 9.3 ข้ันตอนการฉีดสารละลายสําหรับวัดด วยเคร่ือง AAS 
 

ชนิด ปริมาตรของสารละลาย 
(µl) 

Mixed Modifier 
 (µl) 

0.3% Nitric acid 
(µl) 

Reagent Blank 20 5 - 
สารละลาย 20 5 - 

CRM 20 5 - 
Std.3.6 µg/L 
(Reslope) 

9 5 11 

           
    ตารางที่ 9.4 แสดง Condition ของเคร่ือง AAS 
 

Step Temp (ºC ) Ramp Time (sec) 
Hold Time 

(sec)  
Internal Flow 

(ml) 
Drying 110 1 30 250 

Drying 130 15 30 250 
Ashing 500 10 20 250 

Atomization 1500 0 5 0 
Cleaning 2450 1 3 250 

            หมายเหตุ:  Condition ของเคร่ืองสามารถปรับได ตามสภาวะของเคร่ืองมือ 
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การควบคุมคุณภาพของการทดสอบ 
          
ตารางที่ 9.5 การควบคุมคุณภาพการทดสอบแคดเมียม 
วิธีการควบคุมคุณภาพของการ

ทดสอบ 
ความถ่ี เกณฑ#การยอมรับ 

1. การสร�าง Standard 
Calibration curve 

ทุกครั้งท่ีทดสอบ ค�า r  ≥ 0.995  

2. การทดสอบ Reagent blank 5% ของตัวอย�าง ค�า Reagent blank น�อยกว�า LOD 

3. การทดสอบ Fortified 
sample     

5% ของตัวอย�าง % Recovery อยู�ในช�วง 80-110% 

4. การทดสอบ 2 ซํ้า 
(Duplicate) 

5% ของตัวอย�าง % RPD ≤ 10 % 

5. การทดสอบ Re-slope 
 
 

5% ของตัวอย�าง 
 
 

±20% ของค�า Abs ของสารละลาย
มาตรฐานความเข�มข�น 3.6 µg/L จาก 
Standard Calibration Curve 

6. การทดสอบ CRM  DORM- 3 
(หรือ DORM- 4) 

ทุก 1 คร้ังต�อเดือนท่ี 
    ทดสอบ 

DORM- 3 อยู�ในช�วง 0.270 - 0.310 µg/g 
DORM- 4 อยู�ในช�วง 0.281 - 0.317 µg/g 

 

 
การคํานวณผล   
 

1. โปรแกรมสําเร็จรูปของเคร่ือง AAS จะคํานวณความเข�มข�นของสารละลายตัวอย�างให� โดย
เปรียบเทียบกับ Standard Calibration curve ซ่ึงเป	นกราฟของค�าการดูดกลืนแสง (Absorbance) กับค�า
ความเข�มข�นของสารละลาย Standard cadmium 0.8, 2.0, 3.6, 4.8, 6.4 และ 8.0 µg/L 

2. คํานวณความเข�มข�นของแคดเมียมในตัวอย�างทดสอบ หน�วยเป	น µg/g ได�จาก  
             Cd (µg/g )  =  ( C x 25 x E ) / ( W x D x 1000 )    
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                           โดยท่ี    C = ความเข�มข�นท่ีเครื่องวัดได� (µg/L) 
     W  =  นํ้าหนัก ตัวอย�าง (g)   
    D = ปริมาณสารละลายตัวอย�างท่ีนํามาเจือจาง (ml) 
    E = ปริมาณสารละลายตัวอย�างหลังการเจือจาง (ml) 

 
การรายงานผล 
 

รายงานผลในรูปของปริมาณแคดเมียมในตัวอย�างทดสอบ หน�วยเป	น µg /g ทศนิยม 2 ตําแหน�ง   
   โดยท่ี    
   1. ถ�าผลที่ได�มีค�าสูงกว�าหรือเท�ากับ LOQ ให�รายงานผลเป	นค�าที่คํานวณได� 
   2. ถ�าผลที่ได�มีค�าสูงกว�าหรือเท�ากับ LOD แต�ตํ่ากว�า LOQ ให�รายงานผลว�า < LOQ   
   3. ถ�าผลที่ได�มีค�าตํ่ากว�า LOD ให�รายงานผลว�า ND (not detected) 
     
 

     α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α 
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10. วิธีวิเคราะห�ปริมาณตะก่ัวโดยเทคนิค Atomic Absorption Spectrophotometer 
(AAS) ระบบ Graphite furnace 

 
ขอบข3าย 
 

เพื่อวิเคราะห#หาปริมาณตะก่ัวในสัตว#นํ้าและผลิตภัณฑ#สัตว#นํ้า  
 

เอกสารอ างอิง 
  

 Association of Official Analytical Chemists. 2016. Official Methods 999.10. Lead, 
Cadmium, Zinc, Copper and Iron in Foods. AOAC International 19th Edition. pp 16-19.  
 

หลักการ 
 ตัวอย�างจะถูกย�อยให�เป	นของเหลวโดยใช�กรดไนตริกเข�มข�นและความร�อน ปรับปริมาตรและ

นําไปวิเคราะห#ปริมาณตะก่ัวด�วยเครื่อง AAS ระบบ Graphite furnace ที่ความยาวคล่ืน 283.3 นาโนเมตร 
 

เคร่ืองมือและอุปกรณ� 
 

1. เคร่ือง AAS ระบบ Graphite furnace ประกอบด�วยหลอดไฟชนิด Hollow cathode 
Lead lamp และElectrodeless discharge Lead lamp ความยาวคล่ืน 283.3 นาโนเมตร  

2. เคร่ืองช่ังความละเอียดไม�น�อยกว�า 0.001 g และความละเอียดไม�น�อยกว�า 0.0001 g   
3. ตู�อบ ช�วงใช�งาน 101 ± 1 องศาเซลเซียส  

4. อ�างนํ้าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) ช�วงใช�งาน 95 ± 5 องศาเซลเซียส  
5. เครื่อง Auto-dessiccator สามารถทําให�ความช้ืนสัมพัทธ#ภายในตู�ตํ่ากว�า 50%   
6. หลอดพลาสติกฝาเกลียว ชนิด Polypropylene ขนาด 50 ml มีขีดบอกปริมาตร   
7. Auto pipette ขนาด 10-100 µl, 1 ml และ 5 ml   
8. ขวดวัดปริมาตร ชนิดเกรด A ขนาด 10, 25, 50, 100, 500 และ 1,000 ml   
9. บีกเกอร# ขนาด 50, 100 และ 250 ml   
10. ป�เปต ชนิด Volume pipette เกรด A ขนาด 1, 2, 5, 10 และ 20 ml 
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สารเคมี 
 

1. กรดไนตริกเข�มข�นไม�น�อยกว�า 69 % , AR grade  
2. สารละลายกรดไนตริก เข�มข�น 0.3 % (V / V) 
   เจือจางกรดไนตริกเข�มข�น ปริมาตร 3 ml ปรับปริมาตรด�วย DI 1000 ml  เขย�าให�

สารละลาย เป	นเน้ือเดียวกัน เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห�อง 
3. สารละลายกรดไนตริกเข�มข�น 16% (v/v) 
เจือจางกรดไนตริกเข�มข�น ปริมาตร 16.4 ml ด�วย DI ปรับปริมาตรเป	น100 ml  เขย�าให�

สารละลาย เป	นเน้ือเดียวกัน เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห�อง 
4. Mixed Modifier: 1% Ammonium dihydrogenphosphate และ 100 mg/L Modifier 

magnesiumnitrate (V / V)  
เจือจาง 10% Ammonium dihydrogenphosphate ปริมาตร 1 ml และ Magnesium 

nitrate 10,000 mg/L ปริมาตร 0.1 ml ปรับปริมาตรเป	น 10 ml ด�วย DI เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือ
เดียวกัน   

5. Standard Lead 50 µg/L 
    เตรียม Standard Lead ที่ความเข�มข�น 50 µg/L ตามตารางท่ี 1 ปรับปริมาตรด�วยเติม

สารละลายกรดไนตริก 16% เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกันก�อนนําไปใช�งาน 
 

          ตารางที่ 10.1  การเตรียมสารละลายมาตรฐาน Lead  50 µg/L   
 

Standard Lead  ที่
ต องการเตรียม 

Standard ที่ใช เตรียม ปริมาตร Standard 
Lead  ที่ใช  

ปริมาตรที่ปรับ 

10 µg/ml 1,000 µg/ml 0.1 ml 10 ml 
1 µg/ml 10 µg/ml 1.0 ml 10 ml 
50 µg/L 1 µg/ml 0.5 ml   9.5 ml 

 
                6. Working Standard Lead 5, 10, 20, 30, 40 และ 50 µg/L 
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      ตารางที่ 10.2  การเตรียมสารละลายมาตรฐาน  Lead ความเข�มข�นต�างๆ 
 

ID Concentration Std. 
(µg/L) 

Stock Std. 50 µg/L 
(µl) 

0.3% Nitric acid 
(µl) 

Standard 1 5 2 18 
Standard 2 10 4 16 
Standard 3 20 8 12 
Standard 4 30 12 8 
Standard 5 40 16 4 

Standard 6 50 20 0 
 
 
          ตารางที่ 10.3  ข้ันตอนการฉีดสารละลายสําหรับวัดด�วยเคร่ือง AAS 
 

ชนิด ปริมาตรของสารละลาย 
(µl) 

Mixed Modifier 
(µl) 

0.3% Nitric acid 
(µl) 

Reagent Blank 20 5 - 
สารละลาย 20 5 - 

CRM 20 5 - 
Std. 30  µg/L 

(Reslope) 
12 5 8 

 
 
10.2  การเตรียม Standard  Lead ความเข�มข�นต�างๆ 
10.3  ข้ันตอนการฉีดสารละลายสําหรับวัดด�วยเครื่อง AAS 
10.4 แสดง Condition ของเครื่อง AAS   
10.5 การควบคุมคุณภาพการทดสอบตะก่ัว 
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     Condition ของเคร่ือง AAS  
 
     ตารางที่ 10.4 แสดง Condition ของเครื่อง AAS   
 

         Step Temp. (oC) Ramp Time 
(sec) 

Hold Time 
(sec) 

Internal Flow 
(ml) 

       Drying 110 1 30 250 
       Drying 130 15 30 250 
       Ashing 850 10 20 250 

      Atomization 1550 0 5 0 
       Cleaning 2450 1 3 250 

       หมายเหตุ : Condition ของเคร่ืองสามารถปรับได ตามสภาวะของเคร่ืองมือ 
 
การควบคุมคุณภาพของการทดสอบ 
  
    ตารางที่ 10.5 การควบคุมคุณภาพการทดสอบตะก่ัว 

วิธีการควบคุมคุณภาพการ
ทดสอบ 

ความถ่ี เกณฑ�การยอมรับ 

1. การสร�าง Standard 
Calibration curve 

ทุกคร้ังที่ทดสอบ ค�า r  ≥ 0.995 

2. การทดสอบ Reagent Blank ทุก 5 % ของตัวอย�าง ค�า Reagent Blank น�อยกว�า LOD 
3. การทดสอบ Fortified sample ทุก 5 % ของตัวอย�าง % Recovery อยู�ในช�วง 80-110% 
4. การทดสอบ 2 ซ้ํา (Duplicate) ทุก 5 % ของตัวอย�าง % RPD ≤ 10% 
5. การทดสอบ Reslope ทุก 5 % ของตัวอย�าง ± 20% ของค�า Abs ของสารละลาย

มาตรฐานความเข�มข�น 30  µg/L 
จาก Standard Calibration Curve 

6. การทดสอบ CRM  TORT-2 
( หรือ TORT-3) 

ทุก 1 ครั้งต�อเดือนที่ 
     ทดสอบ 

TORT-2 อยู�ในช�วง 0.22 - 0.44 
µg/g 

TORT-3 อยู�ในช�วง 0.207 - 0.243 
µg/g 
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การคํานวณผล 
 

1. โปรแกรมสําเร็จรูปของเครื่อง AAS จะคํานวณความเข�มข�นของสารละลายตัวอย�างให� โดย
เปรียบเทียบกับ Calibration curve ซ่ึงเป	นกราฟของค�าการดูดกลืนแสง (Absorbance) กับค�าความเข�มข�น 
Standard Lead (5, 10 20, 30, 40 และ 50 µg/L) 

2. คํานวณความเข�มข�นของตะก่ัวในตัวอย�างทดสอบ หน�วยเป	น µg/g ได�จาก  
                    Pb (µg/g)     =  ( C x 25 x E ) / ( W x D x 1000 )    
                         โดยที่     C = ความเข�มข�นท่ีเครื่องวัดได� (µg/L) 
     W  =  นํ้าหนัก ตัวอย�าง (g)   
    D = ปริมาณสารละลายตัวอย�างท่ีนํามาเจือจาง (ml) 
    E = ปริมาณสารละลายตัวอย�างหลังการเจือจาง (ml) 
 
การรายงานผล 
 

 รายงานผลในรูปของปริมาณตะก่ัวในตัวอย�างทดสอบ หน�วยเป	น µg /g ทศนิยม 2 ตําแหน�ง   
   โดยท่ี    
   1. ถ�าผลที่ได�มีค�าสูงกว�าหรือเท�ากับ LOQ ให�รายงานผลเป	นค�าที่คํานวณได� 
   2. ถ�าผลที่ได�มีค�าสูงกว�าหรือเท�ากับ LOD แต�ตํ่ากว�า LOQ ให�รายงานผลว�า < LOQ   
   3. ถ�าผลที่ได�มีค�าตํ่ากว�า LOD ให�รายงานผลว�า ND (not detected) 
     
 

     α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α 
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11. วิธีวิเคราะห� ปริมาณ Benzoic acid & Sorbic acid เทคนคิ HPLC 
 
 
ขอบข3าย 
 

เพื่อใช�ในการวิเคราะห#ปริมาณ Benzoic acid และ Sorbic acid ในผลิตภัณฑ#สัตว#นํ้า 
 
เอกสารอ างอิง 
 

Kiatkungwalkrai, P., J. Yamprayoon, S. Saito, and R. Matsudaira.  1998.  Determination 
of benzoic acid and sorbic acid in fish balls by HPLC. Fish Technology Research & Inspection.Vol II.  
pp. 1-19.  
 
หลักการ 
 

ตัวอย�างถูกสกัดด�วย Sodium acetate และ Acetonitrile จากน้ันนํามาวิเคราะห#ปริมาณ โดย
เครื่อง HPLC ท่ีสัญญาณ UV ความยาวคล่ืนของ 235 nm และคํานวณปริมาณ Benzoic acid และ Sorbic 
acid โดยวิธี External calibration curve 
 
เคร่ืองมือและอุปกรณ� 
 

1. เคร่ืองHigh Performance Liquid Chromatography (HPLC)  
2. LC Columns: Pinnacle II C18 5 µm 250 x 4.6 mm / Guard Column : Symmetry 

C18, 5 µm, 3.9 x 20 mm 
3. เครื่องช่ัง ความละเอียดไม�น�อยกว�า 0.001 g และความละเอียดไม�น�อยกว�า 0.0001 g 
4. เครื่อง Centrifuge  
5. pH meter  
6. Ultrasonic bath 
7. Volumetric flask ชนิดเกรด A ขนาด 5, 10, 50, 100, 200, 500 และ 1000 ml  
8. หลอดพลาสติกชนิด polypropylene มีฝาและขีดบอกปริมาตรขนาด 50 ml 
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9. ป�เปต ชนิด Autopipette ขนาด 10-100 µL, 100-1000 µL และ 5 ml 
10. บีกเกอร# ขนาด 50, 100, 250, 500 และ 1000 ml 
11. กระดาษกรองเบอร# 41 ขนาดเส�นผ�านศูนย#กลาง 12.5 cm 
12. กระบอกตวง ขนาด 50 และ 100 ml 
13. Hyperclean Syringe Filter ขนาดเส�นผ�านศูนย#กลาง 13 mm. 0.20 µm ชนิด Nylon 

membrane  
14. Membrane Nylon filters ขนาดเส�นผ�านศูนย#กลาง 47 mm. 0.45 µm. 
15 Vial ขนาด 2 ml พร�อมฝาป�ดชนิด silicone septa 
16. ชุดกรอง Mobile Phase ต�อกับ Vacuum pump 
17. Vortex mixer  

 
สารเคมี  
 

1. Acetonitrile, HPLC grade  
2. Glacial acetic acid  
3. Methanol, HPLC grade  
4. Sodium acetate anhydrous (CH3COONa), AR grade  
4.1 20 mM Sodium acetate (w /v) 
ละลาย Sodium acetate anhydrous (CH3COONa) 1.640 ± 0.050 g ด�วย DIปรับปริมาตรให�

ได� 1 ลิตร เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน ทําการปรับ pH ด�วย glacial acetic acid ให�ได�  pH  4.30  ± 0.05 
เตรียมใหม�ทุกครั้งที่วิเคราะห# 

5. Extraction Solution 20 mM Sodium acetate: Acetonitrile; 50:50 
เจือจาง Sodium acetate ความเข�มข�น 20 mM กับ Acetonitrile ในอัตราส�วน 50:50 ผสมให�

สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เตรียมใหม�ทุกครั้งที่วิเคราะห# 
6. Mobile phase 20 mM Sodium acetate: Acetonitrile; 65:35 
เจือจาง Sodium acetate 20 mM กับ ในอัตราส�วน 65:35 ผสมให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน 

กรองผ�านด�วย Membrane Nylon filter ขนาด 0.45 µm นําไป degassed นาน 10 นาที เตรียมใหม�ทุกครั้งที่
วิเคราะห# 
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7. Stock standard Benzoic acid 1000 µg/ml 
ละลายสารมาตรฐาน Benzoic acid 0.1002 ± 0.0005 g ด�วย Methanol ปริมาตร 100 ml 

เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 2 – 8 องศาเซลเซียส เตรียมใหม�ทุก 3 เดือน 
8. Stock standard Sorbic acid 1000 µg/ml 
ละลาย Sorbic acid 0.1005 ± 0.0005 g ด�วย Methanol ปริมาตร 100 ml เขย�าให�สารละลาย

เป	นเน้ือเดียวกัน เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 2 – 8 องศาเซลเซียส เตรียมใหม�ทุก 3 เดือน 
หมายเหตุ : การเตรียม Stock standard จะนําค�า %ความบริสุทธ์ิมาคิดและจะเปล่ียนแปลงตาม % ความ
บริสุทธ์ิของสารจากใบรับรอง (Certificate) ในแต�ละ Lot ที่รับเข�า 

9. Intermediate mixed standard 100 µg/ml 
เจือจาง Stock standard Benzoic acid 1000 µg/ml และ Stock standard Sorbic acid 

1000 µg/ml ปริมาตรอย�างละ 1000 µl ด�วย Mobile phase ให�ได�ปริมาตร 10 ml เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือ
เดียวกัน (เตรียมใหม�ทุกครั้ง) 

10. Working mixed standard 0, 0.5, 1, 5, 10, 25, 50 และ 75 µg/ml (เตรียมใหม�ทุกครั้ง) 
10.1 Working mixed standard 0 µg/ml 
โดยใช� Mobile phase เป	น Standard 0 µg/ml 
10.2 Working mixed standard 0.5 µg/ml 
เจือจาง Intermediate mixed standard 100 µg/ml ปริมาตร 25 µl ด�วย Mobile phase 

ปริมาตร 5 ml เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน 
10.3 Working mixed standard 1 µg/ml 
 เจือจาง Intermediate mixed standard 100 µg/ml ปริมาตร 50 µl ด�วย Mobile phase 

ปริมาตร 5 ml เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน 
 10.4 Working mixed standard 5 µg/ml 
เจือจาง Intermediate mixed standard 100 µg/ml ปริมาตร 250 µl ด�วย Mobile phase 

ปริมาตร 5 ml เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน 
10.5 Working mixed standard 10 µg/ml 
เจือจาง Intermediate mixed standard 100 µg/ml ปริมาตร 500 µl ด�วย Mobile phase 

ปริมาตร 5 ml เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน 
10.6 Working mixed standard 25 µg/ml 
เจือจาง Intermediate mixed standard 100 µg/ml ปริมาตร 1250 µl ด�วย Mobile phase 

ปริมาตร 5 ml เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน 
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10.7 Working mixed standard 50 µg/ml 
เจือจาง Intermediate mixed standard 100 µg/ml ปริมาตร 2500 µl ด�วย Mobile phase 

ปริมาตร 5 ml เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน 
 10.8 Working mixed standard 75 µg/ml 
เจือจาง Intermediate mixed standard 100 µg/ml ปริมาตร 3750 µl ด�วย Mobile phase 

ปริมาตร 5 ml เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน 
 
การเตรียมสารละลายตัวอย3าง 
 

1. ช่ังตัวอย�างบดละเอียด 5.000 ± 0.050 g ลงในหลอด Centrifuge ขนาด 50 ml เติม Extraction 
solution ปริมาตร 40 ml ลงในตัวอย�าง และนําไป Vortex นาน 1 นาที 

2. นําไป Centrifuge ท่ีความเร็วรอบ 3,500 rpm นาน 8 นาที 
3. กรองส�วนใสที่ได� ผ�านกระดาษกรองเบอร# 41 ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 200 ml 
4. ทําซ้ําข้ันตอนเติม Extraction solution ถึง กรองผ�านกระดาษกรองเบอร# 41 
5. ปรับปริมาตรด�วย DI ให�ได�ปริมาตร 200 ml      
6. กรองสารละลายตัวอย�างท่ีสกัดได�ด�วย Hyperclean Nylon Membrane ขนาด 0.20 µm ใส�ใน vial 
7. ฉีดเข�าเครื่อง HPLC  

 
Condition ของเคร่ือง HPLC  

Column oven: 40 °C 
Injection volume: 20 µl  
Flow rate: 1.0 ml/min 
Run Time: 8 นาที 

      Detector: UV ท่ีความยาวคล่ืน 235 nm 
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การควบคุมคุณภาพของการทดสอบ 
    
       ตารางที่ 11.1 การควบคุมคุณภาพการทดสอบ Benzoic acid & Sorbic acid 

 
 

การคํานวณผล 
 

1. โปรแกรมสําเร็จรูปของเครื่อง HPLC จะคํานวณความเข�มข�นของสารละลายตัวอย�างให� โดย
เปรียบเทียบกับ Standard calibration curve ซ่ึงเป	นกราฟความเข�มข�นของสารละลาย Standard 0, 0.5, 
1, 5, 10, 25, 50 และ 75 µg/ml กับ Peak area โดยใช�สมการ Linear Regression ดังน้ี 
 
 
 

วิธีการควบคุมคุณภาพของการ
ทดสอบ 

ความถ่ี เกณฑ�การยอมรับ 

1.การทดสอบ System suitability ทุกครั้งท่ีทดสอบ % RSD ของ Retention time  
และ Peak Area ≤ 1% (n ≥5) 

2. การสร�าง Standard calibration 
curve      

ทุกครั้งท่ีทดสอบ ค�า r ≥ 0.995 

3. การทดสอบ Reagent blank  อย�างน�อย 1 ตัวอย�างใน 
1 ชุดทดสอบ 

ค�า  Reagent blank น�อยกว�า 
LOD 

4. การทดสอบ Fortified sample ทุก 5 % ของตัวอย�าง % Recovery อยู�ในช�วง 80-
110% 

5. การทดสอบ 2 ซ้ํา (Duplicate) ทุก 5 % ของตัวอย�าง % RPD ≤ 10% 

6.การทดสอบ Blank (Mobile 
phase) 

ทดสอบทุกคร้ังก�อนฉีด
สารและหลังการทดสอบ 

Fortified sample 

ไม�พบสัญญาณ Peak ท่ีสนใจ 

7.การทดสอบ Standard 10 µg/ml  
   ป�ดท�ายหลังฉีดตัวอย�าง 

ทุกครั้งท่ีทดสอบ Retention time อยู�ในช�วง ± 
0.50 min และความเข�มข�นของ
สารมาตรฐาน %RPD ≤ 10% 
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       สมการ                           Y =  mx + b 
                           Y =  Peak area 
                           x =  Concentration, µg/ml 
                                   m =  Slope of Curve (ความชัน) 
                           b =  Intercept of y  

                  สูตรคํานวณ  
      
       Benzoic acid (µg/g)   =   (C1 x E x V)  
                   (W x D) 
       Sorbic acid (µg/g)   =   (C2 x E x V) 
                   (W x D) 
 

 โดยที่ C1 =   ความเข�มข�นของ Benzoic acid ในสารละลายตัวอย�าง ท่ีได�จากการ
เทียบ Callibration curve (µg/ml) 

  C2 =   ความเข�มข�นของ Sorbic acid ในสารละลายตัวอย�าง ท่ีได�จากการ
เทียบ Callibration curve (µg/ml) 

  V = ปริมาตรสุดท�ายท่ีเตรียมตัวอย�าง (ml) 
   W =   นํ้าหนักตัวอย�าง (g) 
     D =  ปริมาณสารละลายตัวอย�างท่ีนํามาเจือจาง (ml) 
              E    =   ปริมาตรสารละลายตัวอย�างหลังการเจือจาง (ml) 

การรายงานผล 
 

 รายงานผลในรูปของปริมาณ Benzoic acid & Sorbic acid ในตัวอย�างทดสอบ หน�วยเป	น  
µg /g ทศนิยม 2 ตําแหน�ง   
   โดยท่ี    
   1. ถ�าผลที่ได�มีค�าสูงกว�าหรือเท�ากับ LOQ ให�รายงานผลเป	นค�าที่คํานวณได� 
   2. ถ�าผลที่ได�มีค�าสูงกว�าหรือเท�ากับ LOD แต�ตํ่ากว�า LOQ ให�รายงานผลว�า < LOQ   
   3. ถ�าผลที่ได�มีค�าตํ่ากว�า LOD ให�รายงานผลว�า ND (not detected) 
     
 

     α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α 
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12. วิธีวิเคราะห�ปริมาณฟอสเฟตด วยเทคนิค Spectrophotometer 
 
ขอบข3าย 
 

เพื่อใช�ในการวิเคราะห#ปริมาณฟอสเฟตในผลิตภัณฑ#สัตว#นํ้า 
 
เอกสารอ างอิง  
 

Marine Fisheries Research Department. 1992. Laboratory Manual on Analysis 
Methods and Procedures for Fish and Products. Southeast Asian Fisheries Development 
Center. Singapore.2nd edition.pp 4. 
 
หลักการ 
 

ฟอสเฟตจะถูกสกัดออกจากตัวอย�างโดยใช�สารละลาย Trichloroacetic acid จากน้ันเติม 
Ammonium molybdate ลงในสารละลายของ Phosphate ทําให�เกิด Phosphomolybdate เป	น
สารประกอบสีส�ม-เหลือง สารประกอบน้ีจะถูกรีดิวช#ด�วย Tin chloride เกิดเป	นสารประกอบสีนํ้าเงิน 
(Molybdenum blue) วัดการดูดกลืนแสงด�วย Spectrophotometer ความยาวคล่ืน 830 nm 
 
เคร่ืองมือและอุปกรณ� 
 

1. เครื่อง Spectrophotometer 
2. เครื่องช่ังความละเอียดไม�น�อยกว�า 0.01 g และความละเอียดไม�น�อยกว�า 0.001 g 
3. Water bath   
4. เครื่องหมุนเหว่ียงสารตกตะกอน (Centrifuge)   
5. กระดาษวัดความเป	นกรด-ด�าง ช�วง pH 0.5 – 5.0 
6. หลอดทดลองแก�วฝาเกลียว ขนาด 16 x 150 mm 
7. หลอดพลาสติกฝาเกลียว ขนาด 50 ml       
8. กระดาษกรอง Whatman เบอร# 1  
9. ป�เปต ชนิด Volume pipette หรือ Autopipette ขนาด 10-100 µL, 100-1000 µL และ 5 ml 
10. ขวดวัดปริมาตรขนาด 25 ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml และ 1000 ml   
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11. บีกเกอร# ขนาด 50, 100, 250, 500 และ 1000 ml  
 

สารเคมี 
 

1. Trichloroacetic acid (CCl3COOH)  10 %  
ละลาย Trichloroacetic acid 100 g ด�วย DI ปริมาตร 900  ml  เขย�าให�เป	นเน้ือเดียวกัน เก็บ

ในขวดสีชา เก็บท่ีอุณหภูมิ   2 – 8 องศาเซลเซียส นาน 3 เดือน 
2. โซเดียมไฮดรอกไซด# (NaOH) 1 M   
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด# 4 g ด�วย DI ปริมาตร 100 ml เขย�าให�เป	นเน้ือเดียวกัน เก็บในขวด

สีชา  เก็บที่อุณหภูมิห�อง นาน 3 เดือน  
3. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด# 10 M   
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด# นํ้าหนัก 40 g ด�วย DI ปริมาตร 100 ml เขย�าให�เป	นเน้ือเดียวกัน 

เก็บในขวดสีชา  เก็บท่ีอุณหภูมิห�อง นาน 3 เดือน  
4. Hydrochloric acid (HCl) ชนิด AR grade 37% 
5. Ammonium molybdate tetrahydrate ((NH4)6Mo7O24.4H2O) 1.5% 
ละลาย Ammonium molybdate tetrahydrate นํ้าหนัก 1.5 g ด�วย Conc.HCl ปริมาตร 

35 ml ปรับปริมาตรเป	น 100 ml ด�วย DI  เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เทใส�ขวดสีชา  เก็บที่อุณหภูมิ   
2 – 8 องศาเซลเซียส นาน 3 เดือน 

6. Tin (II) chloride dihydrate (SnCl2.2H2O) 1 %  
ละลาย Tin chloride dihydrate นํ้าหนัก 0.25 g ด�วย DI ปรับปริมาตร 25 ml เขย�าให�

สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน  เตรียมใหม�ทุกคร้ัง 
7. Potassium dihydrogen phosphate (potassium phosphate monobasic, KH2PO4) 

10,000 µg/ml  
ละลาย Potassium dihydrogen phosphate นํ้าหนัก 10.9850 g  ด�วย DI ปรับปริมาตรเป	น 

250 ml เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เทใส�ขวดสีชา  เก็บไว�ท่ีอุณหภูมิ 2 – 8 องศาเซลเซียส นาน 1 
เดือน  

8. Potassium Dihydrogen phosphate 10 µg/ml 
เจือจาง Potassium dihydrogen phosphate 10,000 µg/ml ปริมาตร 100 µl ด�วย DI  

ปริมาตร 100 ml เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน  เตรียมใหม�ทุกครั้ง  
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การเตรียมสารละลายตัวอย3างก3อนเข าเคร่ือง Spectrophotometer  
 

1. ช่ังตัวอย�างท่ีบดแล�ว 10 g ใส�ในหลอดพลาสติก เติม 10% TCA ปริมาตร 30 ml    
2. นําไป Vortex นาน 5 นาที  
3. นําไป Centrifuge ที่ความเร็วรอบ 3,500 rpm นาน 15 นาที 
4. กรองส�วนใสผ�านกระดาษกรอง Whatman เบอร# 1 ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 50 ml 
5. ปรับ pH ของสารละลายท่ีกรองด�วย 10 M NaOH และ 1 M NaOH จนได� pH อยู�ในช�วง 

4.5 - 5.0 และปรับปริมาตรเป	น 50 ml ด�วย DI เขย�าให�เข�ากัน 
6. ป�เปตสารละลายท่ีได�ปริมาตร 1 ml ปรับปริมาตรด�วย DI 25 ml เขย�าให�เข�ากัน 
7. ป�เปตสารละลายท่ีได�จากข�อ 6.ปริมาตร 1 ml ใส�ในหลอดทดลอง เติม DI ปริมาตร 9 ml   
8. เติม 1.5 % Ammonium molybdate ปริมาตร 1 ml เขย�าให�เข�ากัน นําไปอุ�นในนํ้าเดือด

ประมาณ 10 นาที และต้ังทิ้งไว�ให�เย็นลงจนถึงอุณหภูมิห�อง   
9. เติม 1 % Tin chloride dihydrate ปริมาตร 1 ml เขย�าให�เข�ากัน ไปอุ�นในนํ้าเดือด

ประมาณ 10 นาที และต้ังทิ้งไว�ให�เย็นลงจนถึงอุณหภูมิห�อง   
10. นําไปวัดด�วยเครื่อง Spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 830 nm   

 
การเตรียม Standard curve 

1. ป�เปต Potassium dihydrogen phosphate 10 µg/ml ปริมาตร 0, 0.2, 0.5, 1, 2 และ 3 
ml แยกใส�ในหลอดทดลอง 6 หลอด (ความเข�มข�นฟอสเฟต 0, 0.2, 0.5, 1.0, 2.0 และ 3.0 µg/ml) และเติม 
DI ปริมาตร 10, 9.8, 9.5, 9, 8 และ 7 ml ตามลําดับ เพื่อให�สารละลายในแต�ละหลอดมีปริมาตรรวมเป	น 10 
ml 

2. นําแต�ละหลอดมาเติม 1.5 % Ammonium molybdate ปริมาตร 1 ml เขย�าให�เข�ากัน 
นําไปอุ�นในนํ้าเดือดประมาณ 10 นาที และต้ังทิ้งไว�ให�เย็นลงจนถึงอุณหภูมิห�อง   

3.นําแต�ละหลอดมาเติม 1 % Tin chloride dihydrate ปริมาตร 1 ml เขย�าให�เข�ากัน ไปอุ�น
ในนํ้าเดือดประมาณ 10 นาที และต้ังทิ้งไว�ให�เย็นลงจนถึงอุณหภูมิห�อง   

4. นําไปวัดด�วยเครื่อง Spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 830 nm   
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     การควบคุมคุณภาพของการทดสอบ 
 
 ตารางที่ 12.1  การควบคุมคุณภาพของการทดสอบฟอสเฟต 

วิธีการควบคุมคุณภาพของ
การทดสอบ 

ความถ่ี เกณฑ�การยอมรับ 

1. การสร�าง Calibration 
curve 

ทุกครั้งท่ีทดสอบ ค�า r  ≥ 0.995 

2. การทดสอบ Fortified 
sample 

ทุก 20 ตัวอย�าง % Recovery  อยู�ในช�วง 
80 – 110 % 

3. การทดสอบ 2 ซ้ํา             
( Duplicate sample ) 

ทุก 20 ตัวอย�าง RPD ≤ 10 % 

 
การคํานวณผล   
 
    คํานวณความเข�มข�นของฟอสเฟต ในรูปของ P2O5 ที่มีในตัวอย�าง ดังน้ี  

    P2O5 ( % ) =   8629.2x
W

P
 

     P   =  ปริมาณฟอสเฟตของตัวอย�างจากกราฟ (µg)  
        W   =   นํ้าหนักตัวอย�าง  (g) 
 
การรายงานผล 
 

รายงานผลในรูปของปริมาณ P2O5 ในตัวอย�างทดสอบ หน�วยเป	น % ทศนิยม 2 ตําแหน�ง   
   โดยท่ี    
   1. ถ�าผลที่ได�มีค�าสูงกว�าหรือเท�ากับ LOQ ให�รายงานผลเป	นค�าที่คํานวณได� 
   2. ถ�าผลที่ได�มีค�าสูงกว�าหรือเท�ากับ LOD แต�ตํ่ากว�า LOQ ให�รายงานผลว�า < LOQ   
   3. ถ�าผลที่ได�มีค�าตํ่ากว�า LOD ให�รายงานผลว�า ND (not detected) 
 
 

     α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α 
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13. วิธีวิเคราะห�ปริมาณ EDTA เทคนิค HPLC 
 
 
ขอบข3าย 
 

เพื่อใช�ในการวิเคราะห#ปริมาณ EDTA ในผลิตภัณฑ#สัตว#นํ้า 
 
เอกสารอ างอิง 
 

Perfetti, G.A., and C.R. Warner. 1979. Reverse Phase Ion Pair High Pressure Liquid 
Chromatographic Determination of EDTA in Crabmeat and Mayonnaise. J. Assoc. Off. Anal. 
Chem. 62(5) : pp.1092-1095. 

  
หลักการ 
 

EDTA ในอาหารจะถูกจับกับอิออนของเหล็ก (Fe+1) หรืออิออนของทองแดง (Cu+2) เกิด
สารประกอบเชิงซ�อนข้ึน (FeEDTA)-1หรือ (CuEDTA)-2 ซ่ึงละลายด�วยนํ้า ดังน้ันการแยกสารประกอบน้ีโดย
การสกัดด�วย Acetic acid 0.11% แล�วนําไปวัดปริมาณด�วยเครื่อง HPLC โดยใช� UV ที่ความยาวคล่ืน 254 
nm 
 
เคร่ืองมือและอุปกรณ� 
 

1. High Performance Liquid Chromatography (HPLC)  
2. เครื่องช่ังความละเอียดไม�น�อยกว�า 0.01 g และความละเอียดไม�น�อยกว�า 0.0001 g 
3. Column: Partisil, 5 µm ODS-3, 4.6 x 250 mm 
4. เครื่อง Centrifuge  
5. เครื่อง Homogenizer 
6. Ultrasonic bath 
7. หลอดพลาสติกฝาเกลียว ชนิด Polypropylene ขนาด 50 ml 
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8. ป�เปต ชนิด Autopipette ขนาด 10-100 µL, 100-1000 µL และ 5 ml   
9. บีกเกอร# ขนาด 50, 100, 250, 500 และ 1000 ml   
10. ขวดวัดปริมาตรชนิดเกรด A ขนาด 25, 100 และ 1000 ml 
11. Hyperclean Syringe Filter Nylon 0.2 µm ชนิด Nylon membrane เส�นผ�าน

ศูนย#กลาง 13 mm 
12. กระดาษกรอง เบอร# 541, 41 และ 42 เส�นผ�านศูนย#กลาง 125 mm  
13. Nylon membrane filter ขนาด 0.45 µm  
14. ชุดกรอง Mobile Phase พร�อม Vacuum pump 
 

สารเคมี 
      

1. Acetonitrile, HPLC grade  
2. Acetic acid, AR grade  
3. Tetrabutylammoniumhydroxide (TBA+) 25% in methanol 
4. Copper sulfate pentahydrate (CuSO45H2O) 
5. Disodium ethylene diaminetatraacetate dihydrate (Na2EDTA.2H2O) 
6. สารสกัด acetic acid;  
เจือจาง acetic acid 1.1 ml ด�วย DI ปรับปริมาตรเป	น 1L  
7. CuSO45H2O 0.05 M  
ละลาย CuSO45H2O 1.25 g ด�วย DI ปรับปริมาตรให�เป	น 100 ml. เก็บในขวดสีชา เก็บที่

อุณหภูมิ 2 – 8 องศาเซลเซียล นาน 1 ป} 
8. สารละลายมาตรฐาน EDTA 1000 ppm  
 ละลาย Na2EDTA.2H2O 0.10 ± 0.001 g  ด�วย DI ปรับปริมาตรให�เป	น 100 ml  
9. Standard Calibration curve  
เจือจาง Standard EDTA 1000 ppm ปริมาตร 0.2, 0.5, 1.0 และ 2.0 ml ใส�ในขวดปรับ

ปริมาตรขนาด 100 ml. เติมสารละลายคอปเปอร#ซัลเฟต 1 ml. แล�วปรับปริมาตรด�วยสารสกัด acetic acid  
 10. Mobile phase; Solution A: Solution B = 60:40 
 10.1 Mobile phase A; ป�เปต 0.8 M TBA+ 12 ml และ acetic acid 1.1 ml ปรับปริมาตร

เป	น 1 L ด�วย DI 
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 10.2 Mobile phase B; ป�เปต 0.8 M TBA+ 15 ml และ acetic acid 1.1 ml ปรับปริมาตร
เป	น 1 L ด�วย Acetonitrile 

 
การเตรียมสารละลายตัวอย3างทดสอบ  
 

1. ช่ังตัวอย�างท่ีปI�นแล�วมา 10 g ใส�ในหลอดพลาสติก 50 ml. 
2. เติมสารสกัด acetic acid 0.11% ปริมาตร 25 ml เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกันด�วย 

Vortexนาน 5 นาที 
3. นําไปหมุนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 3,500 rpm นาน 10 นาที  
4. กรองส�วนท่ีใสด�วยกระดาษกรอง เบอร# 541 ลงในขวดปรับปริมาตร 100 ml  
5. นําตะกอนที่เหลือทําการสกัดอีก 2 ครั้ง ด�วยสารสกัด 25 ml. ทําเช�นเดียวกับกับข�อ 2 – 4 
6. รวมสารสกัดทั้ง 3 คร้ัง ปรับปริมาตรด�วยสารสกัด acetic acid 0.11% ให�ได� 100 ml 
7. ป�เปตสารละลายท่ีได� 20 ml. ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 25ml เติมCopper sulfate 1 ml 

ปรับปริมาตรด�วยสารสกัดให�ได� 25 ml 
8. ต้ังทิ้งไว�ท่ีอุณหภูมิห�องเป	นเวลา 1 คืน 
9. นําสารละลายใส�หลอดเซนตริฟ�วส#ขนาด 50 ml นําไปหมุนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 3,500 

rpm นาน 10 นาที  
10. กรองสารละลายด�วยกระดาษกรอง เบอร# 1 ลงในบีกเกอร# ขนาด 100 ml. 
11. กรองสารละลายผ�าน Hyperclean Syringe Filter 0.20 µm ลงใน Vial 
12. ฉีดเข�าเครื่อง HPLC 
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การควบคุมคุณภาพของการทดสอบ 
ตารางที่ 13.1  การควบคุมคุณภาพของการทดสอบ EDTA 

วิธีการควบคุมคุณภาพของการ
ทดสอบ 

ความถ่ี เกณฑ�การยอมรับ 

1. การสร�าง calibration curve ทุกครั้งท่ีทดสอบ ค�า r  ≥ 0.995 
2. การทดสอบ Reagent blank อย�างน�อย 1 ตัวอย�างใน 1 

Batch 
ค�า Reagent blank น�อยกว�า 

LOD 
3. การทดสอบซํ้า ( duplicate ) ทุก 4 ตัวอย�าง RPD ≤ 10 % 
4. การทดสอบ fortified 
sample 

ทุก 4 ตัวอย�าง % recovery  อยู�ในช�วง 70 – 
110 % 

 
การคํานวณผล 
 

                    คํานวณความเข�มข�นของ EDTA ในตัวอย�าง 
  CaNa2EDTA µg/g   =  C x 25 x 5   x    374.3 
                                                  W              372.2 
เมื่อกําหนดให� C = ความเข�มข�นท่ีอ�านได�จากเครื่อง 

25 = ปริมาตรสุดท�ายของสารละลายตัวอย�าง (ml) 
5 = Dilution factor ที่ได�จากการใช�สารละลายตัวอย�างเพียง 20 ml จาก 

ปริมาตรทั้งหมด 100 ml 
 W = นํ้าหนักตัวอย�าง (g) 
374.3 = จํานวนที่ใช�เปล่ียน Na2EDTA.2H2O ให�อยู�ในรูปของ Na2CaEDTA 
372.2 

 การรายงานผล 
รายงานผลในรูปของปริมาณ EDTA ในตัวอย�างทดสอบ หน�วยเป	น µg/g  ทศนิยม 2  ตําแหน�ง  

โดยที่     
          1. ถ�าผลท่ีได�มีค�าสูงกว�าหรือเท�ากับ LOQ ให�รายงานผลเป	นค�าท่ีคํานวณได� 
   2. ถ�าผลที่ได�มีค�าสูงกว�าหรือเท�ากับ LOD แต�ตํ่ากว�า LOQ ให�รายงานผลว�า < LOQ   
   3. ถ�าผลที่ได�มีค�าตํ่ากว�า LOD ให�รายงานผลว�า ND (not detected) 
 

     α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α  
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14. วิธีวิเคราะห�ปริมาณ Sulfur dioxide (SO2) เทคนิค Titration 
 
ขอบข3าย 
 

เพื่อใช�วิเคราะห#ปริมาณซัลเฟอร#ไดออกไซด# (SO2) ในสัตว#นํ้าและผลิตภัณฑ#สัตว#นํ้า  
 

เอกสารอ างอิง 
 

Yamagata, M. and Kim, L.1992. Determination of Sulphur dioxide (residual SO2) 
by Rankine method A : Alkali Titration method. Laboratory Manual on Analysis Methods and 
Procedures for Fish and Products. 2nd edition. Marine Fisheries Research Department 
Southeast Asian Fisheries Development Center. Singapore. pp 5. 

 
หลักการ 
 

 ซัลเฟอร#ไดออกไซด# (SO2) ท่ีอยู�ในอาหาร จัดอยู�ในสารกลุ�มซัลไฟต# เมื่อถูกความร�อนจะสลายให�
ก�าซซัลเฟอร#ไดออกไซด# และจะเป	นก�าซได�ดีท่ีสภาวะเป	นกรด (H3PO4) เมื่อไฮโดรเจนเปอร#ออกไซด# (H2O2) จับ
กับซัลเฟอร#ไดออกไซด# จะถูกเปล่ียนมาอยู�ในรูปกรดซัลฟ�วริก (H2SO4) และกรดซัลฟ�วริกสามารถไตเตรตได�โดย
ใช�สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด# (NaOH)  
 
เคร่ืองมือและอุปกรณ� 
 

1. ชุดเครื่องมือกล่ัน ซ่ึงประกอบด�วย 
1.1 Cooling tube 
1.2 Glass capillary 
1.3 Flow meter N2 gas 
1.4 เตาให�ความร�อน 
2. เครื่องช่ังความละเอียดไม�น�อยกว�า 0.001 g และความละเอียดไม�น�อยกว�า 0.0001 g 
3. ขวดก�นกลม (Round Bottom Flask) ขนาด 125 ml 
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4. Pear Shape Flask (Receiving Flask) ขนาด 50 ml 
5. Burette class A ขนาด 10 ml, Tolurance ± 0.02 ml 
6. Volumetric Flask เกรด A ขนาด 100, 200 และ 500 ml 
7. Beaker ขนาด 100 ml, 250 ml และ 500 ml 
8. ขวดรูปชมพู� (Erlenmayer Flask) ขนาด 125 ml 
9. Autopipette ขนาด 10-100 µl, 100-1000 µl, 1-10 ml  
10. กระบอกตวงขนาด 100 ml  
11. แก�สไนโตรเจน ความบริสุทธ์ิไม�น�อยกว�า 99.995 %  

 
สารเคมี 
 

1. Hydrogen peroxide (H2O2) 0.3% 
เจือจาง  Hydrogen peroxide 30% 1 ml ปรับปริมาตรเป	น 100 ml ด�วย DI ท่ีผ�านการต�ม 

เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน (เตรียมใหม�ทุกครั้ง) 
2. Phosphoric acid (H3PO4) 25%   
เจือจาง Phosphoric acid (H3PO4) 29.4 ml ปรับปริมาตรเป	น 100 ml ด�วย DI เขย�าให�

สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน (เตรียมใหม�ทุกครั้ง) 
3. 0.01 M Sodium hydroxide (NaOH)  
เจือจาง 1 N Sodium hydroxide ปริมาตร 5 ml ปรับปริมาตรด�วย DI ที่ผ�านการต�ม ในขวด

วัดปริมาตรขนาด 500 ml เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บใส�ขวดสีชาที่อุณหภูมิห�อง นาน 3 เดือน 
4. 0.25 % Mixed Indicator  
ละลาย Methyl red 0.2000 ± 0.0005 g และ Methylene blue 0.1000 ± 0.0005 g ด�วย 

Ethanol ปรับปริมาตรเป	น 100 ml                         
5. 1% Phenolphthalein 
ละลาย Phenolphthalein 0.5000 ± 0.0005 g ด�วย Ethanol 50 ml เขย�าให�สารละลายเป	น

เน้ือเดียวกัน เก็บใส�ขวดสีชา เก็บไว�ท่ีอุณหภูมิห�อง นาน 3 เดือน 
6. Stock Sodium hydroxymethylsulfonate (HOCH2SO3Na) 1000 µg/ml  

 ละลาย Sodium hydroxymethylsulfonate 0.2147 ± 0.0005 g ด�วย DI ปรับปริมาตรเป	น 
100 ml เขย�าให�เป	นเน้ือเดียวกัน เก็บในขวดสีชา (เตรียมใหม�ทุกครั้ง)  
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หมายเหตุ : - การเตรียม Stock standard solution จะนําค�า % ความบริสุทธ์ิมาคิดและจะ
เปล่ียนแปลงตาม % ความบริสุทธ์ิของสารจากใบรับรอง (Certificate) ในแต�ละ Lot ที่รับเข�า  

7. Potassium hydrogen phthalate            
อบ Potassium hydrogen phthalate ที่อุณหภูมิ 120 °C ประมาณ 2 ช่ัวโมง นําไปช่ังให�ทราบ

นํ้าหนักที่แน�นอนในขวดรูปชมพู� นํ้าหนัก 0.0200 ± 0.0005 g เติม DI ท่ีผ�านการต�ม และทําให�เย็นแล�ว ปริมาตร 
50 ml เขย�าให� Potassium hydrogen phthalate ละลายจนหมด เติม 1% Phenolphthalein จํานวน 10 
หยด เพื่อใช�เป	นอินดิเคเตอร# นําไปไตเตรตด�วย 0.01 M Sodium hydroxide นําสารละลาย Potassium 
hydrogen phthalate ที่ได�มาหาความเข�มข�นที่แน�นอนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด# โดยทดสอบ 3 ซ้ํา 
(ทําการทดสอบทุกครั้งท่ีมีการวิเคราะห#ตัวอย�าง) บันทึกปริมาตรของ 0.01 M Sodium hydroxide ที่ใช�ในการ
ไตเตรต    

8. 10 % Sucrose  
ละลาย Sucrose นํ้าหนัก 10.000 ± 0.050 g ด�วย DI ปรับปริมาตรเป	น 100 ml เขย�าให�

สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บในขวดสีชา (เตรียมใหม�ทุกครั้ง)                         
9. Silicone antifoam  
10. Ethanol,AR grade 

 
การเตรียมสารละลายตัวอย3าง 
 

1. เตรียมชุดกล่ันดังรูปที่ 1 ใช�วาสลีนทาบริเวณจุดเช่ือมต�อ (Joint) ของแต�ละอุปกรณ# เพื่อป9องกัน
ไม�ให�ก�าซซัลเฟอร#ไดออกไซด#ท่ีเกิดในระหว�างการกล่ันรั่วซึมออกนอกชุดกล่ัน 
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                                 ภาพที่ 1  ชุดกล่ันตามวิธี Rankine 

 
2. ปรับ Nitrogen gas ให�มีอัตราการไหล 0.2 L/min (สําหรับตัวอย�างกุ�ง ก้ัง ปลา หอย และปู          

แช�เย็น แช�แข็ง และกระป�อง) และปรับ Nitrogen gas ให�มีอัตราการไหล 0.6 L/min (สําหรับตัวอย�างกุ�งแห�ง 
ปลาแห�งและปลาหมึกแห�ง) 

3. ป�เปต 0.3 % Hydrogen peroxide 10 ml ใส�ใน Pear Shape flask หยดสารละลาย       
อินดิเคเตอร# 0.25 % Mixed Indicator 3 หยด แล�วหยด 0.01 M Sodium hydroxide จนสารละลาย
เปล่ียนเป	นสีเขียว(Olive green) ต�อเข�ากับ Cooling tube ทันที 

4. ช่ังตัวอย�างกุ�ง ก้ัง ปลา หอย และปู แช�เย็น แช�แข็ง และกระป�อง ท่ีบดละเอียดนํ้าหนัก 10.000 
± 0.050 g (สําหรับตัวอย�างกุ�งแห�ง ปลาแห�งและปลาหมึกแห�ง ช่ังนํ้าหนัก 5.000 ± 0.050 g) ใส�ลงในขวดก�น
กลม เติม DI ที่ผ�านการต�มแล�วปริมาตร 20 ml หลังจากน้ันเติม Silicone antifoam 1 หยด และเติมสารละลาย 
25% Phosphoric acid ปริมาตร 10 ml จากน้ันนํามาต�อเข�ากับ Glass capillary ทันที  

5. นําขวดก�นกลมต้ังบนเตาให�ความร�อน ทําการกล่ัน 40 นาที ถ�ามีซัลเฟอร#ไดออกไซด# สารละลาย
ใน Pear shape flask จะเปล่ียนจากสีเขียวเป	นสีม�วง 

6. นําขวดก�นกลมและ Pear shape flask ออกจากระบบ หลังจากน้ันทําการ rinse ชุดกล่ันด�วย DI 
เพื่อล�างระบบชุดกล่ันไม�ให�มีการปนเป01อนในการทําตัวอย�างต�อไป 

      Nitrogen gas 

  Cooling tube 

             Tap water 
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7. นํา Pear shape flask ที่เปล่ียนเป	นสีม�วง ไปไตเตรตด�วย 0.01 M Sodium hydroxide จนได�
จุดยุติ เป	น สีเขียว (Olive green) บันทึกปริมาตรของ 0.01 M Sodium hydroxide ท่ีใช�ในการไตเตรท 
 
 การควบคุมคุณภาพของการทดสอบ 
 
ตารางที่ 14.1  การควบคุมคุณภาพการทดสอบ Sulfur dioxide 
วิธีการควบคุมคุณภาพของการ

ทดสอบ 
ความถ่ี เกณฑ�การยอมรับ 

1. Reagent blank ทุก 5% ของตัวอย�าง ค�า Reagent blank น�อยกว�า LOD  
2. การทดสอบ Fortified 
sample 

ทุก 5% ของตัวอย�าง % Recovery อยู�ในช�วง 80 – 110 % 

3. การทดสอบ2ซ้ํา (duplicate ) ทุก 5% ของตัวอย�าง RPD ≤ 10 % 
 
การคํานวณผล 
 

1.การคํานวณปริมาณซัลเฟอร#ไดออกไซด#  (SO2 )  (µg/g) 
 
             ปริมาณซัลเฟอร#ไดออกไซด# (SO2)  (µg/g) =  32.0324 x CNaOH  x (Vs-Vb) x 1000   
                                                              W 
  

     โดยท่ี Vs = ปริมาตรของ 0.01 M NaOH ท่ีใช�ในการไตเตรตกับสารละลายตัวอย�าง (ml) 
          Vb = ปริมาตรของ 0.01 M NaOH ท่ีใช�ในการไตเตรตกับ Reagent blank (ml) 
       CNaOH = ความเข�มข�นของ 0.01 M NaOH ท่ีได�จากการหาความเข�มข�นท่ีแน�นอน (M) 
  
                             W   =  นํ้าหนักตัวอย�าง (g) 

32.324 =  1 ml ของ 0.01 M NaOH ประกอบด�วย 32.0324 g ของ SO2 
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2. การคํานวณความเข�มข�นของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด# (NaOH) (M) 
 

ความเข�มข�นของ NaOH (M) = นํ้าหนัก Potassium Hydrogen phthalate (WKHP) x 1000 
                    ปริมาณ NaOH ท่ีใช�ไตเตรต (V)   x   204.223 
 
โดยท่ี V  =    ปริมาตร NaOH ที่ได�ไตเตรตกับ potassium hydrogen phthalate (ml) 
            WKHP =    นํ้าหนัก potassium hydrogen phthalate (g) 

204.223 =  มวลโมเลกุล ของ Potassium hydrogen phthalate 
 

การรายงานผล 
 

  รายงานผลปริมาณซัลเฟอร#ไดออกไซด# (SO2 ) ในตัวอย�างทดสอบ หน�วยเป	น µg/g ทศนิยม 2 
ตําแหน�ง  โดยท่ี 
               1. ถ�าผลท่ีได�มีค�าสูงกว�าหรือเท�ากับ LOQ ให�รายงานผลเป	นค�าท่ีคํานวณได� 
   2. ถ�าผลที่ได�มีค�าสูงกว�าหรือเท�ากับ LOD แต�ตํ่ากว�า LOQ ให�รายงานผลว�า < LOQ   
   3. ถ�าผลที่ได�มีค�าตํ่ากว�า LOD ให�รายงานผลว�า ND (not detected) 
 

     α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α 
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15. วิธีวิเคราะห�ปริมาณ Amnesic Shellfish Poisoning (ASP) เทคนิค HPLC 
 
ขอบข3าย 
 

เพื่อใช�ในการวิเคราะห#ปริมาณ AMNESIC SHELLFISH POISONING (ASP) ในหอยสองฝาและ
ผลิตภัณฑ#หอยสองฝา 

 
เอกสารอ างอิง 

Quilliam. M.A. 2003. Chemical methods for domoic acid, the amnesic shellfish 
poisoning (ASP) toxin. In: G.M. Hallegraeff, D.M. Anderson & A.D. Cembella (Eds), Manual on 
Harmful Marine Microalgae, Monographs on Oceanographic Methodology, Vol.11, Chapter 
9.Intergovernmental Oceanographic Commission (UNESCO), Paris, pp 247-266. 

 
หลักการ 

สกัดตัวอย�างด�วย 50% Methanol แล�วนํามาวัดด�วยเครื่องวิเคราะห# HPLC, PDA detector 
ความยาวคล่ืน 242 nm และคํานวณระดับความเป	นพิษบนพื้นฐานของการเตรียมสารมาตรฐานท่ีทราบความ
เข�มข�นแน�นอน 
         
เคร่ืองมือและอุปกรณ� 
 

1. High  Performance Liquid Chromatography (HPLC)  และ Photodiode Array Detector 
2. เครื่องช่ังความละเอียดไม�น�อยกว�า 0.01 g และไมน�อยกว�า 0.0001g 
3. เครื่อง Centrifuge 
4. เครื่อง Homogenizer 
5. Vortex Mixer 
6. เครื่อง Ultrasonic bath 
7. หลอด Centrifuge ชนิด Polypropylene  ขนาด  50  ml  
8. ป�เปตชนิด Auto Pipette  ขนาด  10-100  µl, 100-1000 µl,  5 ml และ 10 ml 
9. บีกเกอร#ขนาด 50, 100, 150, 500 และ 1000 ml 

10. ขวดวัดปริมาตรขนาด 5, 10, 100 และ 1000 ml 
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11. ชุดกรอง Mobile  phase   
12. Hyperclean Syringe Filter ขนาด 0.20 µm, เส�นผ�านศูนย#กลาง 13 mm 
13. Nylon membrane filter ขนาด 0.45 µm 
14. Column Symmetry  C18,5 µm, 3.9 x 150 µm พร�อม Guard cartridge  
 

สารเคมี  

 1. CRM Domoic Acid 130.3 µg/ml  
 2. Methanol, AR grade  
 3. Acetonitrile, HPLC grade  
 4. Trifluoroacetic acid (TFA)             
 5.  50 % Methanol 
       เจือจาง Methanol ปริมาตร 500 ml ด�วย DI ปรับปริมาตรเป	น 1000 ml เขย�าให�

สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน 
 6. 1 % Acetonitrile 
   เจือจาง Acetonitrile ปริมาตร 1 ml ด�วย DI ปรับปริมาตรเป	น 100 ml เขย�าให�สารละลาย

เป	นเน้ือเดียวกัน  
 7. Mobile phase: 10 % Acetonitrile: 0.1 % TFA  
   นํา Acetonitrile 100 ml ใส�ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 1000 ml และเติม Trifluoroacetic acid  

ปริมาตร 1 ml ใส�ลงในขวดวัดปริมาตร จากน้ันปรับปริมาตรด�วย DI จนถึงขีดปริมาตรและเขย�าให�สารละลาย
เป	นเน้ือเดียวกัน 

 8. กรองผ�าน Nylon membrane filter ขนาด 0.45 µm จากน้ัน degassed โดยใช� Ultrasonic 
bath  
 
การเตรียม Standard solution  

1. Intermediate Standard 10.330 µg/ml  
 เจือจาง Stock Standard Domoic Acid 103.3 µg/ml ปริมาตร 0.25 ml และเติม 1 % 

Acetonitrile ปริมาตร 2.25 ml เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บใน Vial สีชา ที่อุณหภูมิ 2-8 องศา
เซลเซียส นาน 3 เดือน 
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 2. Working Standard Calibration Curve 0.00, 0.258, 0.517, 2.066, 10.330, 20.660, 30.810 
µg/ml  

 2.1 Working standard 0.00 µg/m 
 ป�เปต  1 % Acetonitrile  ใส�ใน Vail สีชา 
 2.2 Working standard 0.258 µg/ml     
 เจือจาง Intermediate standard 10.330 µg/ml ปริมาตร 100 µl ใส�ใน vial สีชาและเติม 

1 % Acetonitrile ปริมาตร 3.9 ml เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน  เก็บที่อุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส 
นาน 3 เดือน 

2.3 Working standard 0.517 µg/ml 
เจือจาง Intermediate standard 10.330 µg/ml ปริมาตร 100 µl ใส�ในvial สีชา และเติม 1 % 

Acetonitrile ปริมาตร 1.9 ml เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บท่ีอุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส นาน 3 
เดือน 

2.4 Working standard 2.066 µg/ml 
เจือจาง Intermediate standard 10.330 µg/ml ปริมาตร 100 µl ใส�ในvial สีชา และเติม 1 % 

Acetonitrile ปริมาตร 400 µl เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บที่อุณหภูมิ   
2-8 องศาเซลเซียส นาน 3 เดือน 

 2.5 Working standard 10.330 µg/ml 
เจือจาง Stock standard 103.3 µg/ml ปริมาตร 50 µl ใส�ในvial สีชา และเติม 1 % 

Acetonitrile ปริมาตร 450 µl เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บที่อุณหภูมิ 
2-8 องศาเซลเซียส นาน 3 เดือน 

 2.6 Working standard 20.660 µg/ml 
เจือจาง Stock standard 103.3 µg/ml ปริมาตร 100 µl ใส�ในvial สีชา และเติม 1 % 

Acetonitrile ปริมาตร 400 µl เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บที่อุณหภูมิ 
2-8 องศาเซลเซียส นาน 3 เดือน 

2.7 Working standard 30.810 µg/ml 
เจือจาง Stock standard 103.3 µg/ml ปริมาตร 85 µl ใส�ในvial สีชา และเติม 1 % 

Acetonitrile ปริมาตร 200 µl เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บที่อุณหภูมิ 
2-8 องศาเซลเซียส นาน 3 เดือน 
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การเตรียมสารละลายตัวอย3างก3อนเข าเคร่ือง HPLC 

1. ช่ังตัวอย�าง 4.00 ± 0.02 g ใส�ลงในหลอด centrifuge ขนาด 50 ml  
2. เติม 50 % Methanol ปริมาตร 16 ml   
3.  นําไปปI�นให�ละเอียดเป	นเน้ือเดียวกันด�วย Homogenizer นาน 1 นาที 
4. นําตัวอย�างหมุนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 3,500 rpm นาน 15 นาที  
5. ป�เปตสารละลายส�วนใสกรองผ�าน nylon filter 0.20 µm ใส�ลงใน vial สีชา 
6. ตรวจวัดด�วย HPLC 

สภาวะเคร่ือง HPLC 

Flow rate                        : 1.0  ml/min ระบบ Isocratic mode    
Injection volume            : 20 µl 
Run time                        : 13 นาที 
Temperature column     : 40 oC  

    หมายเหตุ  condition เหล�าน้ีอาจมีการปรับเปล่ียนให�เหมาะสมกับการวิเคราะห#ตัวอย�าง 
 
การควบคุมคุณภาพของการทดสอบ 
 
ตารางที่ 15.1  การควบคุมคุณภาพการทดสอบ ASP 
 
วิธีการควบคุมคุณภาพของการ

ทดสอบ 
ความถ่ี เกณฑ�การยอมรับ 

1. Standard calibration curve  r   ≥ 0.995 
2.Reagent Blank 1 ตัวอย�าง  ใน 1 Batch < LOD 
3. การทดสอบ Fortified sample ทุก 5% ของตัวอย�าง % Recovery อยู�ในช�วง 80 – 110 % 
4. การทดสอบ2ซ้ํา(duplicate) ทุก 5% ของตัวอย�าง RPD ≤ 10 % 
5.การทดสอบ Blank 1 ตัวอย�าง ใน 1 Batch ไม�พบสัญญาณพีค 

6.Standard  solution 0.517 µg/ml 1คร้ัง ป�ดท�ายหลังการฉีด
ตัวอย�างตัวสุดท�าย   

Retention Time อยู�ในช�วง ± 0.50 
นาที และค�าความเข�มข�นของสาร

มาตรฐาน                        

%RPD จะต�อง ≤ 10 %    

 



117 

 

 
การคํานวณผล  

1. โปรแกรมสําเร็จรูปของเครื่อง HPLC จะคํานวณความเข�มข�นของสารละลายตัวอย�างให�  
จากกราฟความเข�มข�นของ Standard calibration curve 0.00, 0.258, 0.517, 2.066, 10.330, 20.660, 
30.810 µg/ml กับ Peak area โดยใช�สมการ Linear Regression  

2. ความเข�มข�น Domoic acid หรือ Amnesic Shellfish Poisoning (ASP) ในตัวอย�าง 
ทดสอบได�จาก 

        ASP (µg/g) = (C x E x V)/( D x W)    

เมื่อ C = ความเข�มข�นของสารละลายตัวอย�าง จากการเทียบ Standard calibration curve (µg/ml) 

              V  = ปริมาตรสุดท�ายท่ีเตรียมตัวอย�าง (ml) 
              W =  นํ้าหนักตัวอย�าง (g) 
              D =  ปริมาตรสารละลายตัวอย�างท่ีนํามาเจือจาง (ml) 
              E =  ปริมาตรสารละลายตัวอย�างหลังการเจือจาง (ml) 

การรายงานผล 
 

รายงานผลในรูปของปริมาณ ASP  ในตัวอย�างทดสอบ หน�วยเป	น µg/g ทศนิยม 2  โดยท่ี 
 

               1. ถ�าผลท่ีได�มีค�าสูงกว�าหรือเท�ากับ LOQ ให�รายงานผลเป	นค�าท่ีคํานวณได� 
   2. ถ�าผลที่ได�มีค�าสูงกว�าหรือเท�ากับ LOD แต�ตํ่ากว�า LOQ ให�รายงานผลว�า < LOQ   
   3. ถ�าผลที่ได�มีค�าตํ่ากว�า LOD ให�รายงานผลว�า ND (not detected) 
 

     α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α 
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16. วิธีวิเคราะห�ปริมาณ Histamine เทคนิค Fluorometric method 
 
ขอบข3าย 
 

เพื่อใช�ในการวิเคราะห#ปริมาณฮีสตามีนในปลาและผลิตภัณฑ#ปลา 
 

เอกสารอ างอิง 

 

Association of Official Analytical Chemists (AOAC). 2019b.  Official Methods 
977.13. Fish and other marine products. AOAC International 21st edition. pp 16-19. 

 
หลักการ 
 

ฮีสตามีนจะถูกสกัดจากตัวอย�างโดยใช� methanol สารละลายท่ีสกัดได�จะถูกนําไปผ�าน column 
anion exchange resin จากน้ันนําไปสร�างอนุพันธ#กับ o-Phthalaldehyde (OPA) และ วิเคราะห#หาปริมาณของ
อนุพันธ#ฮีสตามีนด�วยเครื่อง Fluorometer     

 

เคร่ืองมือและอุปกรณ� 
 

1.เคร่ือง Fluorometer: excitation wavelength 360 nm และ emission wavelength 450 nm   
2. เครื่องช่ังความละเอียดไม�น�อยกว�า 0.001 g และความละเอียดไม�น�อยกว�า 0.0001 g 

3. อ�างนํ้าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ช�วงใช�งาน 60 ± 5 องศาเซลเซียส   
4. เครื่องผสมให�เป	นเน้ือเดียวกัน (Homogenizer)  
5. กระดาษกรอง Whatman เบอร# 1 และเบอร# 41 ขนาดเส�นผ�านศูนย#กลาง 12.5 เซนติเมตร 
6. ขวดวัดปริมาตร ชนิดเกรด A ขนาด 10, 25, 50, 100, 500 และ 1,000 ml   
7. ป�เปต ชนิด volume pipette เกรด A ขนาด 1, 5 และ 10 ml   
8. ป�เปต ชนิด autopipette ขนาด 10-100 µL, 100-1000 µL และ 5 ml   
9. บีกเกอร# ขนาด 50, 100, 150, 250, 500 และ 1000 ml   
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10. กระบอกตวง ขนาด 50 และ 100 ml   
11. หลอดทดลองพร�อมฝา   
12. นาฬิกาจับเวลา 
13. หลอดพลาสติกชนิด Polypropylene มีฝา และขีดบอกปริมาตรขนาด 50 ml 

 

สารเคมี 
1. สารละลายกรดฟอสฟอริกเข�มข�น 1.19 M 
เจือจาง กรดฟอสฟอริกเข�มข�น 85% ปริมาตร 7.933 ml ด�วย DI และปรับปริมาตรเป	น 100 ml เขย�าให�

สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห�อง 
2. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด# เข�มข�น 1 N  
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด# 4 g ด�วย DI และปรับปริมาตรเป	น 100 ml เขย�าให�สารละลายเป	น

เน้ือเดียวกัน เก็บรักษาที่อุณหภูมิห�อง 
3. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด# เข�มข�น 2 N   
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด# 8 g ด�วย DI และปรับปริมาตรเป	น 100 ml เขย�าให�สารละลายเป	น

เน้ือเดียวกัน เก็บรักษาที่อุณหภูมิห�อง 
4. เมธานอล 75 %  
เจือจางMethanol 750 ml ผสมกับนํ้ากล่ัน 250 ml ลงใน Volumetric flask ขนาด 1000 

ml เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน 
5. Orthophthalicdicarboxaldehyde (OPA) 0.1 %  
ละลาย OPA 0.1000 g ด�วยเมธานอล 100 ml เก็บในขวดสีชา เก็บท่ีอุณหภูมิ 2-8 องศา

เซลเซียส นาน 2 สัปดาห# 
6. สารละลายกรดไฮโดรคลอริก 1 N  
เจือจางกรดไฮโดรคลอริก ปริมาตร 8.39 ml ด�วย DI ปรับปริมาตรเป	น 100 ml เขย�าให�

สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน  เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห�อง 
7. สารละลายกรดไฮโดรคลอริก 0.1 N  
เจือจาง กรดไฮโดรคลอริก 1 N ปริมาตร 8.39 ml ปรับปริมาตรเป	น 1,000 ml เขย�าให�

สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห�อง 
8. Ion exchange resin ใช� Bio Rad AG 1 x 8, 50 - 100 mesh     
8.1 เปล่ียน resin ให�อยู�ในรูป OH form โดยการเติม 2N NaOH ปริมาตร 1,200 ml ต�อ 

resin นํ้าหนัก 80 g แช�ไว�ไม�เกิน 30 นาที เทสารละลายทิ้งไป แล�วแช�ซํ้าอีกครั้ง จากน้ันล�าง resin ด�วย DI 
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จนไม�มีความเป	นด�าง ( ทดสอบด�วยกระดาษวัดความเป	นกรด-ด�างทุกสัปดาห# ก�อนการใช�งาน) และเก็บ resin 
ไว�ใน DI 

8.2 เม่ือต�องการใช�งาน ให�นํา resin ที่ได�จากข�อ 9.1 ไปบรรจุลงใน column ขนาดเส�นผ�าน
ศูนย#กลาง 7 mm และยาว 20 cm ด�วยวิธี wet-packingโดยใช� DI ใส�ในคอลัมน#ให� resin สูงประมาณ 8 
cm ปรับระดับนํ้าให�อยู�เหนือ resin ใน column ประมาณ 0.5 cm           

9. Standard Histamine dihydrochloride 1000 µg /ml  
ละลาย standard histamine dihydrochloride 0.1670 + 0.0005 g ด�วย 0.1 N HCl ปรับ

ปริมาตร เป	น 100 ml เขย�าให�สารละลายเป	นเน้ือเดียวกัน เก็บท่ีอุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส นาน 2 เดือน  
หมายเหตุ : การเตรียม Stock Standard Solution จะนําเปอร#เซ็นต#ความบริสุทธ์ิของสารมา

คิดและจะเปล่ียนแปลงตามเปอร#เซ็นต#ความบริสุทธ์ิของสารในแต�ละ Lot ที่รับเข�า    
10. Standard histamine ที่ความเข�มข�นต�างๆ ดังตารางท่ี 1 ปรับปริมาตรโดยเติมสารละลาย

กรดไฮโดรคลอริกเข�มข�น 0.1 N  
 

การเตรียมสารละลายตัวอย3างก3อนเข าเคร่ือง Fluorometer 

1. ช่ังตัวอย�างท่ีบดแล�ว 10.000 ± 0.050 g ใส�ในบีคเกอร#ขนาด 150 ml (ยกเว�นนํ้าปลาให�ช่ัง 

2.000 ± 0.050 g) เติม 75 % เมธานอล ปริมาตร 50 ml นําไป homogenize นาน 1 นาที  
2. เทสารละลายตัวอย�างในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 ml และ rinse แกนปI�นของเครื่อง 

homogenizer ด� วย  75  % เมธานอล (ยก เว� น นํ้ าปลา เ ม่ื อ เ ติ ม  75  % เมธานอล 50 ml แล� ว ไม�
ต�อง homogenize ให� Vortex นาน 1 นาทีจนเป	นเน้ือเดียวกัน) 

3. อุ�นในอ�างนํ้าควบคุมอุณหภูมิท่ี 60 ± 5 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  
4. ต้ังไว�ให�เย็นที่อุณหภูมิห�อง และปรับปริมาตรด�วย 75 % เมธานอลจนถึงขีดปริมาตร 100 ml 

เขย�าให�เข�ากัน และกรองผ�านกระดาษกรอง เบอร# 41 ลงในบีคเกอร#  
5. ป�เปตสารละลายตัวอย�างปริมาตร 1 ml ใส�ใน column anion exchange resin ที่เตรียม

ไว�ในข�อ 8.2 เติม DI ปริมาตร 5 ml ปล�อยให�สารละลายไหลจาก column ลงสู�บีคเกอร# ขนาด 50 ml โดย
ให�สารละลายไหลจากคอลัมน#เมื่อระดับของสารละลายอยู�เหนือ resin  2-3 mm ให� rinse ด�วย DIภายใน 
column (ระวังอย�าให� resin แห�ง) ทําเช�นน้ีจนกระท่ังสารละลายในบีคเกอร#มีปริมาตรเกือบถึง 50 ml นํา  
บีคเกอร#ออกจาก column และถ�ายสารละลายน้ีในขวดวัดปริมาตรขนาด 50 ml ท่ีมีสารละลายกรดไฮโดร
คลอริกเข�มข�น 1 N อยู�  5 ml เติม DI จนถึงขีดปริมาตรเขย�าให�เข�ากัน (ก�อนท่ีจะใส�สารละลายตัวอย�างต�อไป
จะต�องล�าง column ด�วย DI ปริมาตร 25 ml)   
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6. การเตรียม Reagent Blank ทําเช�นเดียวกับตัวอย�างทดสอบ โดยเริ่มต้ังแต�ข�อ 2 ถึง 5 (ไม�
ต�องใส�ตัวอย�าง) 

 
การทําให เกิดสารอนุพันธ�ของฮีสตามีน 

1. Blank    
1.1 ใส�สารละลายกรดไฮโดรคลอริก 0.1 N ปริมาตร 15 ml ลงในหลอดทดลอง เติมสารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซด# 1 N ปริมาตร 3 ml เขย�าให�เข�ากัน   
1.2 ภายใน 5 นาที เติมสารละลาย OPA 0.1 % ปริมาตร 1 ml ลงไป เขย�าให�เข�ากันทันที จับ

เวลา 4 นาที หลังจากใส� OPA เติมสารละลายกรดฟอสฟอริก 1.19 M ปริมาตร 3 ml ลงไป เขย�าให�เข�ากัน
ทันที 

2. Standard 
2.1 ป�เปตสารละลาย Standard histamine 0.00, 0.05, 0.10, 0.15, 0.20, 0.25 และ 0.30 

µg/ml อย�างละ 5 ml แยกเติมลงไปในแต�ละหลอดทดลอง 
2.2 ใส�สารละลายกรดไฮโดรคลอริก 0.1 N ปริมาตร 10 ml ลงในหลอดทดลอง เติมสารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซด# 1 N ปริมาตร 3 ml เขย�าให�เข�ากันทันที  
2.3 ภายใน 5 นาที เติมสารละลาย OPA 0.1 % ปริมาตร 1 ml ลงไปเขย�าให�เข�ากันทันที 
2.4 จับเวลา 4 นาที หลังจากใส� OPA เติมสารละลายกรดฟอสฟอริก 1.19 M ปริมาตร 3 ml ลง

ไป เขย�าให�เข�ากันทันที  
3. สารละลายตัวอย�าง  
3.1 ป�เปตสารละลายตัวอย�างท่ีได�จากข�อ 5 (ข้ันตอนเตรียมสารละลายตัวอย�างก�อนเข�าเครื่อง 

Fluorometer) ปริมาตร 5 ml ลงไป ในหลอดทดลอง                             
3.2 ใส�สารละลายกรดไฮโดรคลอริก 0.1 N ปริมาตร 10 ml ลงในหลอดทดลอง     
3.3 เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด# 1 N ปริมาตร 3 ml เขย�าให�เข�ากัน   
3.4 ภายใน 5 นาที เติมสารละลาย OPA 0.1 % ปริมาตร 1 ml ลงไป เขย�าให�เข�ากันทันที 
3.5 จับเวลา 4 นาที หลังจากใส� OPA เติมสารละลายกรดฟอสฟอริก 1.19 M ปริมาตร 3 ml 

ลงไป เขย�าให�เข�ากันทันที 
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   ตารางที่ 16.1  การเตรียมสารละลายมาตรฐาน histamine ท่ีความเข�มข�นต�างๆ 
 

Standard histamine 
ที่ต องการเตรียม 

(µg/ml) 

Standard 
histamine ที่ใช  

(µg/ml) 

ปริมาตร
Standard ที่ใช  

(µl) 

ปริมาตรที่ใช ปรับ 
(ml) 

10  1,000  100  10  
0.30  10  300  10  
0.25  10  250  10  

0.20  10  200  10  
0.15  10  150  10  
0.10  10  100  10  
0.05  10  50  10  
0.00  - - - 

 
 

การควบคุมคุณภาพของการทดสอบ 
 
ตารางที่ 16.2 การควบคุมคุณภาพของการทดสอบฮีสตามีน 

วิธีการควบคุมคุณภาพของการ
ทดสอบ 

ความถ่ี เกณฑ�การยอมรับ 

1. การสร�าง Standard calibration 
curve 

ทุกครั้งที่ทดสอบ ค�า r  ≥ 0.995 

2. การทดสอบ fortified sample ทุก 5 % ของตัวอย�าง % recovery  อยู�ในช�วง 80 
– 110 % 

3. การทดสอบ 2 ซํ้า (duplicate) ทุก 5 % ของตัวอย�าง RPD ≤ 10 % 
4. การทดสอบ Reagent Blank อย�างน�อย 1 ตัวอย�างต�อ

ชุดทดสอบ 
Reagent Blank < LOD  
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การคํานวณผล   

1. สร�าง calibration curve ระหว�างค�า fluorescence intensity กับปริมาณฮีสตามีนของ
สารละลาย standard histamine (0.00, 0.25, 0.50, 0.75, 1.00, 1.25 และ 1.5 µg) โดยใช�โปรแกรม
สําเร็จรูป Microsoft Excel 

2. คํานวณปริมาณฮีสตามีนของสารละลายตัวอย�างและfortified sample จาก calibration 
curve   
    คํานวณความเข�มข�นของฮีสตามีนในตัวอย�าง ดังน้ี  
    ฮีสตามีน (µg /g )   =   ( C  x  E  x  1000 ) / ( D  x  W ) 
 
โดยที่            C=   ปริมาณฮีสตามีนในสารละลายตัวอย�างที่ได�จาก calibration curve 
         W =   นํ้าหนักตัวอย�าง (g) 
                   D =   ปริมาณสารละลายตัวอย�างท่ีได�จากข�อ 5 (ข้ันตอนเตรียมสารละลายตัวอย�างก�อนเข�า
เครื่อง Fluorometer) ท่ีนํามาเจือจาง (ml) 
                   E = ปริมาณสารละลายตัวอย�างท่ีได�จากข�อ 5 (ข้ันตอนเตรียมสารละลายตัวอย�างก�อนเข�า
เครื่อง Fluorometer) หลังการเจือจาง (ml) 
 
การรายงานผล 
  รายงานผลในรูปของปริมาณฮีสตามีนในตัวอย�างทดสอบ หน�วยเป	น µg /g ทศนิยม 2 ตําแหน�ง   
    โดยที่    
                     1. ถ�าผลที่ได�มีค�าสูงกว�าหรือเท�ากับ LOQ ให�รายงานผลเป	นค�าที่คํานวณได� 
   2. ถ�าผลที่ได�มีค�าสูงกว�าหรือเท�ากับ LOD แต�ตํ่ากว�า LOQ ให�รายงานผลว�า < LOQ   
   3. ถ�าผลที่ได�มีค�าตํ่ากว�า LOD ให�รายงานผลว�า ND (not detected) 
 
 

     α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α α 
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บทท่ี 4 
 

มาตรฐานคุณภาพสัตว�น้ําและผลิตภัณฑ�สัตว�น้ํา 
 

 
การควบคุมคุณภาพผลิตภัณฑ�สัตว�น้ําสําหรับการส3งออก เป	นการควบคุมคุณภาพและ

ความปลอดภัยผลิตภัณฑ#สัตว#นํ้าท่ีส�งออกจําหน�ายยังต�างประเทศ โดยข�อกําหนดมาตรฐานอ�างอิงตามประเทศ  
ผู�นําเข�าเป	นหลัก ทั้งน้ีผู�สนใจสามารถค�นข�อมูลมาตรฐานได�ทางเว็บไซด#       
https://www.fisheries.go.th/quality/standard.php ซึ่งข�อกําหนด/มาตรฐาน ประกอบด�วย 

1. การควบคุมยาปฏิชีวนะและสารตกค�าง เช�นไนโตรฟ�วแรส# (เมตาโบไลท#) มาลาไคท# กรีน
และเกลือของสารน้ี คลอแรมฟ�นิคอลและเกลือของสารน้ี ยากลุ�ม Tetracycline ยากลุ�ม Fluoroquinolones และ
ยากลุ�ม Sulfonamides  

2. การควบคุมวัตถุเจือปนอาหาร เช�น Benzoic acid & Sorbic acid, Phosphate, 
Sulfur dioxide และ EDTA  

3. การควบคุมสารปนเป01อนในอาหาร เช�น โลหะหนัก (ปรอท แคดเมียม ตะก่ัว) และ 3 – MCPD  
4. การควบคุมคุณภาพความสด เช�น ฮีสตามีน  
5. การควบคุมสารชีวพิษในอาหาร เช�น สารชีวพิษ (PSP, ASP, DSP, PTX, YTX, AZA) 
6. การควบคุมคุณภาพทางโภชนะ เช�น Salt, Total nitrogen, pH, Aw, Moisture เป	นต�น 
 

เน่ืองจากมาตรฐานท่ีแต�ละประเทศกําหนดมีความหลากหลาย ผู� จัดทําจึงได� จัดทําสรุป
เปรียบเทียบมาตรฐานต�างๆ ท่ีเก่ียวข�องท่ีกําหนดโดยประเทศคู�ค�าหลักของไทย เพื่อใช�เป	นแนวทางในการ
ควบคุมตรวจสอบและเฝ9าระวังคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร ท้ังน้ี รายละเอียดแต�ละข�อกําหนดดังที่แจ�ง
ข�างต�น สามารถสืบค�นข�อมูลได�ที่เว็บไซด#ข�างต�น โดยมาตรฐานทางเคมีที่กําหนดในแต�ละประเทศน้ัน ล�วนมี
ความเช่ือมโยงกับความปลอดภัยอาหารเพื่อคุ�มครองผู�บริโภคในแต�ละประเทศ ท้ังน้ีหากผลิตภัณฑ#ไม�เป	นไป
ตามมาตรฐานจะมีผลให�สินค�าถูกกักกันหรือปฏิเสธการนําเข�า ดังน้ัน ผู�เก่ียวข�องพึงต�องศึกษาข�อกําหนดและ
กฎระเบียบของค�ามาตรฐาน ซ่ึงมีการปรับปรุงเปล่ียนแปลงตลอดเวลา อย�างไรก็ตาม การใช�ประโยชน#ของ
ข�อมูลในเอกสารดังกล�าวน้ี ควรมีการตรวจสอบ ความถูกต�องและความทันสมัยของมาตรฐานในแต�ละ
ประเทศด�วย เน่ืองจากอาจเกิดการเปล่ียนแปลงโดยที่ไม�มีการแจ�งให�กรมประมงทราบ 
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   ตารางที่ 1 สรุปเปรียบเทียบมาตรฐานที่ใช�ในการควบคุมผลิตภัณฑ#สัตว#น้ําตามข�อกําหนดของประเทศคู�ค�าที่สําคัญ  

หมายเหตุ: √ = มีการกําหนด          -  = ไม�มีการกําหนด  

 

ชนิดยา USA Japan Australia& 
New Zealand 

Canada China Vietnam Korea EU Russia Hong 
Kong 

South 
Africa 

Malaysia Taiwan Singapore 

Oxolinic acid √ √ √ √ √ √ √ √ √ - - - √ √ 

Tetracycline group √ √ √ √ √ √ √ √ √ - √ √ √ √ 

Fluorquinolone 
group 

√ √ √ √ √ √ √ √ √ - - - √ √ 

Sulfonamide 
group 

√ √ - √ √ √ √ √ - - √ - √ √ 

Nitrofuran group √ √ √ √ √ √ √ √ √ - - - √ √ 

Chloramphenicol √ √ √ √ √ √ √ √ - - - √ √ √ 

Malachite green 
&metabolites 

√ √ √ √ √ √ √ √ - - - - √ √ 

Nitroimidazole √ √ -  - - √ - √ - - - - - 
Avermectins - - - √ - - - √ √ - - - - - 
Dioxins - - - √ - - - √ √ - - - - - 
PCBs - √ √ √ √ - √ √ √ - - - - - 
Benzo (a) pyrene - - -  √ - √ √ √ - - - - - 
Pesticide - √ √ √ √ - - √ - - - - - - 
Trace elements 
(Hg, Cd, Pb, etc) 

√ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ 
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            ตารางที่ 1 สรุปเปรียบเทียบมาตรฐานที่ใช�ในการควบคุมผลิตภัณฑ#สัตว#น้ําตามข�อกําหนดของประเทศคู�ค�าที่สําคัญ (ต�อ)  

ชนิดยา USA Japan Australia& 
New Zealand 

Canada China Vietnam Korea EU Russia Hong 
Kong 

South 
Africa 

Malaysia Taiwan Singapore 

3-MCPD - - √ √ - - - - - - - - - √ 

Sulfur dioxide - √ √ √ √ - √ √ - √ √ √ √ √ 

Phosphate as P2O5 - √ √ √ √ - - √ - - - √ - - 
Benzoic acid& Sorbic 
acid 

- √ √ √ √ - √ √ √ √ √ √ √ √ 

Ethoxyquine √ √ √ - - - -  - - - - - - 
Biotoxins (PSP, DSP, 
ASP, Lipophilic 
toxins) 

√ √ √ √ √ √ √ √ √ - √ - - √ 

Histamine √ - √ √ √ √ √ √ √ - - - - √ 

Total Volatile Base 
Nitrogen (TVBN) 

- - - - √ - - - - - - - - - 

Salt - √ - - - - - - - - - - - - 
pH - - - √ - - - - - - - - - - 
Moisture - - - - √ - - - - - - - - - 
Water activity - - - √ - - - - - - - - - - 
Total nitrogen - - - - - - √ - - - - - - - 
Radionuclide - - - - - - - - √ - - - - - 

 

  หมายเหตุ: √ = มีการกําหนด          -  = ไม�มีการกําหนด  
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การควบคุมคุณภาพสัตว�นํ้านําเข า เป	นการควบคุมคุณภาพและความปลอดภัยผลิตภัณฑ#
สัตว#นํ้าที่นําเข�าสู�ราชอาณาจักรไทย โดยกําหนดรายการวิเคราะห#ที่ต�องควบคุม และค�ามาตรฐานตามประกาศ
กระทรวงสาธารณสุข ดังน้ี 

1. การควบคุมยาและสารตกค�างที่ไม�อนุญาตให�พบในอาหาร ตามประกาศกระทรวง
สาธารณสุข ฉบับที่ 299 พ.ศ.2549 (2549) เรื่อง มาตรฐานอาหารท่ีมีการปนเป01อนสารเคมีบางชนิด (ฉบับที่ 
2) ควบคุมยาและสารเคมี 6 ชนิดได�แก�  

1.1 คลอแรมฟ�นิคอลและเกลือของสารน้ี 
1.2 ไนโตรฟ�วราโซนและเกลือของสารน้ี 
1.3 ไนโตรฟ�วแรนโทอินและเกลือของสารน้ี 
1.4 ฟูราโซลิโดนและเกลือของสารน้ี 
1.5 ฟ�วแรลทาโดนและเกลือของสารน้ี 
1.6 มาลาไคท# กรีนและกลือของสารน้ี 
ทั้งน้ี ตามประกาศสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา เร่ือง หลักเกณฑ# เง่ือนไข และ

วิธีการตรวจวิเคราะห#การปนเป01อนสารเคมีบางชนิดในอาหาร พ.ศ.2549 (2549) ได�กําหนดให�การตรวจวิ
เคราะห#การปนเป01อนสารเคมีบางชนิดในอาหาร จะต�องใช�วิธีการตรวจวิเคราะห# และห�องปฏิบัติการท่ีมี
ความสามารถในการตรวจพบปริมาณสารปนเป01อนได� อย�างน�อยตํ่าถึงระดับท่ีกําหนดตามตารางแนบท�าย
ประกาศน้ี โดยระบุค�าไว� ดังน้ี 

1. คลอแรมฟ�นิคอลและเกลือของสารน้ี กําหนดค�า 0.3 µg/kg 
กลุ�มไนโตรฟ�วแรนส# ชนิด 3-Amino-2-oxazolidinone (AOZ) และ                         
5-Methylmorpholino-3-amino-2-oxazolidinone (AMOZ) กําหนดค�า 0.3 µg/kg 
กลุ�มไนโตรฟ�วแรนส# ชนิด Aminohydantoin (AHD) และ Semicarbazide (SEM) 
กําหนดค�า 1.00 µg/kg 

2. มาลาไคท# กรีนและกลือของสารน้ี กําหนดค�า 2.00 µg/kg 
2.การควบคุมสารปนเป01อนในอาหาร ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 98 พ.ศ.

2529 (2529) เรื่อง มาตรฐานอาหารที่มีสารปนเป01อน โดยควบคุมโลหะหนักชนิดปรอทและตะก่ัวปนเป01อนใน
อาหาร และประกาศสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา เรื่อง กําหนดปริมาณการปนเป01อนสูงสุดของ
แคดเมียมในอาหารบางชนิด ในราชกิจจานุเบกษา วันที่ 30 สิงหาคม 2561 (2561) ดังน้ี 

2.1 ปรอท กําหนดค�า 0.5 มิลลิกรัม ต�ออาหาร 1 กิโลกรัม สําหรับอาหารทะเล และไม�เกิน 
0.02 มิลลิกรัม ต�ออาหาร 1 กิโลกรัม สําหรับอาหารอ่ืน    

2.2 ตะก่ัว กําหนดค�า 1 มิลลิกรัม  ต�ออาหาร 1 กิโลกรัม 
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2.3 แคดเมียม กําหนดค�าในสัตว#นํ้าจําพวกหมึกชนิดปลาหมึกกระดอง ปลาหมึกสาย 
ปลาหมึกกล�วย ที่ระดับ 2 มิลลิกรัมต�ออาหาร 1 กิโลกรัม และสัตว#นํ้าจําพวกหอยสองฝาและหอยฝาเดียว
ชนิดหอยกาบตลับ หอยแครง หอยแมลงภู� และหอยหวาน ที่ระดับ 2 มิลลิกรัมต�ออาหาร 1 กิโลกรัม และ
ปลานํ้าจืดและปลาทะเล กําหนดค�าท่ีระดับ 1 มิลลิกรัมต�ออาหาร 1 กิโลกรัม รวมทั้งสาหร�าย กําหนดค�าที่
ระดับ 2 มิลลิกรัมต�ออาหาร 1 กิโลกรัม 

3. การควบคุมคุณภาพความสดของสัตว#นํ้านําเข�า ตามมาตรฐาน Codex STAN 94-1981 
(1981) กําหนดปริมาณสารฮีสตามีนที่บ�งบอกคุณภาพความสดที่ระดับ 10 mg/100 g 

4. การควบคุมสารชีวพิษ (Marine Biotoxins) ในหอยสองฝา Codex STAN 292-2008 
(2008) กําหนดปริมาณสารชีวพิษชนิด  

4.1 Saxitoxin (STX) group ≤0.8 milligrams (2HCL) of saxitoxin equivalent 
4.2 Okadaic acid (OA) group ≤0.16 milligrams of okadaic equivalent 
4.3 Domoic acid (DA) group ≤20 milligrams domoic acid 
4.4 Azaspiracid (AZP) group ≤0.16 milligrams 
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