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บทที่ 1

บทนํา

                                                                               

ความสําคัญและที่มา

Enrofloxacin เปนยาปฏิชีวนะ กลุม Quinolones ซึ่งมีการใชอยางแพรหลายในสัตวที่เลี้ยง

ไวเพื่อจําหนายเปนอาหารสําหรับมนุษย พบไดในหมู วัว ไก ปลา และกุง โดยเฉพาะอยางยิ่ง

ผลิตภัณฑจากเนื้อไกและไขซึ่งมีจําหนายทั่วไปในทองตลาด หากมียาปฏิชีวนะปนเปอนอยูใน

วัตถุดิบยอมสงผลใหอาหารเหลานั้นไมมีคุณภาพ และสงผลกระทบตอสุขภาพของมนุษยผูบริโภค

ดวย เชน ทําใหเกิดอาการแพ ทําใหการรักษาโรคติดเชื้อในมนุษยดวยยาปฏิชีวนะเดิมไมไดผล

เนื่องจากการดื้อยาของจุลชีพ เปนตน ผลกระทบดานเศรษฐกิจ เชน สินคาสงออกประเภทเนื้อไก

และไข ที่สงไปยังประเทศในกลุมยุโรป จะตองถูกตรวจสอบและประเมินปริมาณสารตกคางชนิด

ตางๆ รวมทั้งยาปฏิชีวนะดวย การตรวจสอบสารตกคางของยา enrofloxacin ในผลิตภัณฑอาหาร

โดยปกติจะใช Liquid Chromatography Mass Spectrometry (LC-MS) ซึ่งเปนเครื่องมือที่มีราคา

แพง (6-10 ลานบาท) ทําใหเปนขอจํากัดของหนวยงานภาครัฐ เชน ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยใน

ตางจังหวัดไมสามารถจัดหาได  อีกทั้งคาใชจายในการวิเคราะหแตละครั้ง เชนคา แกสไนโตรเจน   

ที่ใชกับ LC-MS มีราคาสูงมากตอ 1 ตัวอยาง จึงเห็นสมควรที่จะมีการพัฒนาวิธีวิ เคราะห                     

ที่  ง า ย  ส ะ ดวก  รา ค า ถู ก แล ะ ร วดเร็ ว ก ว า  แล ะ ถ า ย ท อดวิธี ก า รตรวจ ส อบ ดั ง ก ล า วใ ห

กรมวิทยาศาสตรการแพทยและหนวยงานที่เกี่ยวของเพื่อใชในการตรวจสอบการปนเปอนของยา

enrofloxacin เบื้องตน (screening test)  นอกจากนี้ยังเปนการศึกษาถึงคุณภาพและการปนเปอนของ
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ของยาปฏิชีวนะดังกลาวในเนื้อไกและไขที่จําหนายในทองตลาด เพื่อเปนการคุมครองผูบริโภค

ภายในประเทศ และใชเปนขอมูลเบื้องตนประกอบการสงเสริมการสงออก  

วัตถุประสงคของการวิจัย

1. พัฒนาวิธีการตรวจสอบเบื้องตน (Screening test)     ในการหาปริมาณ enrofloxacin ใน

เนื้อไกและไข 

2. นําวิธีที่พัฒนามาศึกษาการปนเปอนของ enrofloxacin ในตัวอยางเนื้อไกและไขที่

จําหนายในทองตลาดของกรุงเทพมหานคร

3. ถายทอดเทคโนโลยีดังกลาวใหกับกรมวิทยาศาสตรการแพทยและหนวยงานอื่นของรัฐ

และ เอกชนที่เกี่ยวของ

 ผลที่คาดวาจะไดรับ

1. การตีพิมพผลงานในวารสาร และการเสนอผลงานในการประชุมวิชาการ

2. การถายทอดเทคโนโลยีดังกลาวใหกับหนวยงานของรัฐและเอกชนที่เกี่ยวของ

3. เปนขอมูลเบื้องตนประกอบการสงเสริมการสงออกซึ่งจะเพิ่มความมั่นใจของผูบริโภค

เนื้อไกและไขในกรณีที่ตรวจไมพบสารตกคาง

4. กระตุนใหหนวยงานของรัฐที่เกี่ยวของและเกษตรกรแกไขปญหาในกรณีที่ตรวจพบ

สารตกคาง
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บทที่ 2

ทบทวนวรรณกรรม

Enrofloxacin เปนยาตานจุลชีพกลุม Quinolones ซึ่งไดรับการพัฒนามาจาก nalidixic acid 

ใชในการรักษาโรคติดเชื้อแบคทีเรีย ทั้งชนิดแกรมบวกและแกรมลบ ไดแก  Mycoplasma, 

Mycobacterium, Chlamydia, Legionella และ Brucella โดยยับยั้งการสราง topoisomerase II (DNA 

gyrase) ของเชื้อแบคทีเรียแกรมลบในกระบวนการสรางดีเอ็นเอและยังยั้ง topoisomerase IV ใน

แบคทีเรียแกรมบวก ยานี้เปนพิษตอมนุษย จึงใหใชสําหรับสัตวเทานั้น(1) enrofloxacin มี

metabolites หลัก ไดแก enrofloxacin glucuronide และ ciprofloxacin (2) โครงสรางยา enrofloxacin 

และ ciprofloxacin (metabolite) แสดงดังรูปที่ 1 และ 2 

NN
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O

รูปที่ 1  โครงสรางยา enrofloxacin
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รูปที่ 2   โครงสรางยา ciprofloxacin (metabolite)

คุณสมบัติทางเคมีกายภาพของยา enrofloxacin

คุณสมบัติในการดูดกลืนแสง ultraviolet enrofloxacin มีคาการดูดกลืนสูงสุดที่ความยาว

คลื่นตางกันในแตละตัวทําละลาย เชน ใน acetate buffer มีคาการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 276 และ 318

nm สวน ในสารละลาย  ethanol และ methanol มีคาการดูดกลืนแสงสูงสุดเทากันที่ 280 และ 322

nm และคาความเปนกรดดาง ( pH ) ของตัวทําละลายก็มีผลตอการดูดกลืนแสงโดย ชวง pH 2.8 – 

8.8 จะใหคาการดูดกลืนแสงสูงสุดระหวาง 276 – 270 nm และ 314 – 322 nm เปนตน (3)

คุณสมบัติในการเรืองแสง fluorescence ที่ pH 6.8 สารจะ emission สูงสุดที่ความยาวคลื่น 

439 nm และ excitation ที่ 315 nm

Enrofloxacin มีได 4 รูปแบบ ไดแก acidic cation, neutral unionized species, intermediate 

zwitterion และ basidic ion ซึ่งขึ้นอยูกับชวงความเปนกรดดางโดยมีคา pKa1 เทากับ 5.94 และ 

pKa2 เทากับ 8.70

การละลายของยา enrofloxacin ขึ้นกับคาความเปนกรดดาง คาการละลายสูงสุดอยูที่ pH 

5.02 และสามารถเพิ่มการละลายใน acetate buffer ไดโดยการเพิ่มความเขมขน เมื่อacetate buffer มี

ความเขมขน 1.178 M สามารถละลายยาไดมากถึง 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
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การใชยา enrofloxacin และผลกระทบของการใชยาในสัตวปก

ยา enrofloxacin มีการใชตั้งแตป ค.ศ. 1996 โดยการรับรองของคณะกรรมการอาหารและยา

ของสหรัฐอเมริกาเพื่อใชลดอัตราการตายของไกและไกงวงซึ่งเปนโรคติดเชื้อจุลชีพ  Escherichia 

coli และ Pasteurella miltocida โดยจํากัดใหใชเฉพาะเมื่อมีความจําเปนในการรักษาโรคเทานั้น 

การใชยาในไกนั้นจะใหผสมกับน้ํากินภายในโรงเรือนซึ่งการใหยาในลักษณะนี้จะทําใหสัตวอื่นซึ่ง

ไมไดปวยไดรับยาตานจุลชีพดวย ปจจุบันไดมีการถอนการใชยานี้ในการใชสําหรับสัตวปก 

เนื่องจากสงผลกระทบดานสุขภาพตอมนุษย คือทําใหการดื้อยากลุม Fluoroquinolones ตอเชื้อ 

Campylobacter ซึ่งสามารถเกิดขึ้นไดทั้งในไกและไกงวง เชื้อ Campylobacter เปนสาเหตุทําใหเกิด

อาหารเปนพิษ และเชื้อ Campylobacter ที่ดื้อตอยากลุม Fluoroquinolones สามารถเจริญเติบโตใน

ลําไสของสัตวปกไดโดยอาจไมทําใหสัตวปวย แตอาจแพรกระจายไปตามบริเวณเพาะเลี้ยงสัตว

รวมถึงโรงฆาสัตวดวย เมื่อสงผานมาถึงคนก็ทําใหเกิดการดื้อยากลุมนี้ในคนดวย (4) และยังทําให

เกิดการแพมากขึ้น ทําใหอัตราการเจ็บปวยและอัตราการตายเพิ่มสูงขึ้นอันเนื่องมาจากการดื้อยาของ

เชื้อจุลชีพ (5)

Maximum residue limit (MRLs)

กลุมสหภาพยุโรป (EU) ไดกําหนดเกณฑการยอมรับสูงสุดของยา enrofloxacin ในสัตวปก

(6) ไวดังรายละเอียดใน ตารางที่ 1
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ตารางที่  1 เกณฑการยอมรับสูงสุดของยา enrofloxacin ในสัตวปก

ชื่อสาร ชื่อสารตกคาง ชื่อสัตว ปริมาณที่ยอมรับได MRLs

(ไมโครกรัมตอกิโลกรัม)

ชนิดของเนื้อเยื่อ

Enrofloxacin Enrofloxacin

และ

ciprofloxacin

สัตวปก 100

100

200

300

กลามเนื้อ

หนังและไขมัน

ตับ 

ไต

หมายเหตุ         หามใชในสัตวที่เลี้ยงไวกินไข

วิธีการตรวจยา enrofloxacin ตกคางในสัตวปก

จากผลกระทบจากการใชยาตานจุลชีพในสัตวที่เลี้ยงไวเปนอาหารซึ่งมีการรายงานไวโดย 

Tollefson L and Karp BE (4) ไดแก ทําใหเกิดการแพมากขึ้น นอกจากนี้ยังทําใหอัตราการเจ็บปวย

และอัตราการตายเพิ่มสูงขึ้นอันเนื่องมาจากการดื้อยาของเชื้อจุลชีพ ทําใหหลายหนวยงานในหลาย

ประเทศตรวจสอบคุณภาพเนื้อสัตวและอาหารที่ปรุงจากเนื้อสัตว ตัวอยางเชน ประเทศในกลุม

ยุโรป ไดแก European Union Council Directive 96/23/EC ไดกําหนดมาตรฐานในการตรวจ

วิเคราะหสารปนเปอนกลุมยาปฏิชีวนะดวยเครื่องมือตางๆ ไวเปนแนวทางแกประเทศสมาชิก และ

ประเทศอื่นๆ (7)

Hoof VN และคณะ (8) ไดรายงานการตรวจวิเคราะหยาตานจุลชีพกลุม quinolone รวมทั้ง 

enrofloxacin ในเนื้อหมูและนมดวยวิธี LC-MS (ESI) พบวาเปนวิธีที่ดีเนื่องจากมีความจําเพาะ

เจาะจงตอสารที่วิเคราะหและสามารถวิเคราะหสารในระดับความเขมขนต่ําได
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Clemente M และคณะ (9)    ไดรายงานการวิเคราะหเชิงคุณภาพ และ ปริมาณของยากลุม

quinolone รวมทั้ง enrofloxacin ในเนื้อไกงวงดวยวิธี HPLC LC-MS และ LC-MS/MS 

ปจจุบันการตรวจคัดกรองการปนเปอนยา enrofloxacin สามารถใชวิธีการทดสอบทางจุล

ชีววิทยา ซึ่งมีความไวเทากับ 87%  อาศัยหลักการการยับยั้งการแบงตัวของแบคทีเรียในอาหารเลี้ยง

เชื้อแตไมสามารถตรวจในระดับต่ําได (10) โดยสามารถใชในการตรวจสอบการปนเปอนใน

เนื้อสัตว  ซีรั่ม  และปสสาวะ  ขอจํากัดของวิธีนี้คือมีความยุงยากในการเตรียมอุปกรณสําหรับ

ทดสอบ และเสียคาใชจายมากในการครอบครองเชื้อแบคทีเรีย อีกทั้งยังมีความไวในการทดสอบต่ํา

ดวย  นอกจากนี้ยังสามารถใชวิธี enzyme immunoassay  (11-12) ซึ่งมีความไวประมาณ 100 – 200 

ppb ทั้งนี้ European Union  ไดกําหนดเกณฑการยอมรับสําหรับปริมาณ enrofloxacin ตกคางใน

เนื้อสัตวไวเทากับ 100 ppb ขอจํากัดของวิธีนี้ คือ มีอายุการใชงานจํากัด จึงทําใหมีราคาแพง และ

ตองใชเครื่องมือเฉพาะสําหรับอานผลดวย งานวิจัยนี้จึงจัดทําขึ้นเพื่อพัฒนาวิธีคัดกรองการปนเปอน

ของยา enrofloxacin โดยวิธีโครมาโตกราฟแนวราบ ซึ่งสามารถแยกสารดังกลาวออกจากสารอื่นที่

ผสมอยูพรอมทั้งตรวจวิเคราะหปริมาณของสารได  นอกจากนี้ไดทําการพัฒนาวิธีการสกัดสารออก

จากตัวอยางเนื้อไกและไขไกโดยวิธี solid phase extraction ซึ่งชวยเพิ่มความเขมขนของ

enrofloxacin ที่สกัดจากสารตัวอยาง ทําใหวิธีตรวจคัดกรองมีความ แมนยํามากขึ้น
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บทที่ 3

วิธีโครมาโทกราฟแนวราบ

โครมาโทกราฟแนวราบ (high performance thin layer chromatography ) เปนวิธีการแยก

สารที่อาศัยหลักการทาง chromatography ที่ใชอยางแพรหลายในการศึกษาวิจัยดานตางๆโดยเฉพาะ

ในการพิสูจนเอกลักษณ การตรวจสอบความบริสุทธิ์ และการแยกสารผลิตภัณฑธรรมชาติ วิธีนี้

ไดรับความนิยมเนื่องจากความงายและสะดวกในการใชงาน คาใชจายของวิธีโดยรวมคอนขางต่ํา

เมื่อเทียบกับวิธีวิเคราะหอื่นๆ การเตรียมตัวอยางไมยุงยากซับซอน ใชสารตัวอยางในปริมาณเพียง

เล็กนอย และสามารถวิเคราะหตัวอยางไดพรอมกันทีละหลายตัวอยาง นอกจากนี้ยังใหผลการ

วิเคราะหรวดเร็ว ถูกตองและแมนยํา (13)

โครมาโทกราฟแนวราบจัดเปนวิธีที่เหมาะสมสําหรับการตรวจสอองคประกอบทางเคมีใน

สารตัวอยางประเภทตางๆ วิธีนี้เปนที่นิยมแพรหลายในการตรวจหาองคประกอบทางเคมีของสาร

สกัดจากแหลงตางๆ ไมวาจะเปนสารสกัดหยาบจากพืช สัตวหรือจุลินทรีย นอกจากนี้ยังมีการ

ประยุกตใชในงานควบคุมคุณภาพยา อาหาร ผลิตภัณฑฑรรมชาติและผลิตภัณฑทางการเกษตรทั้ง

ในเชิงคุณภาพละเชิงปริมาณ และยังนํามาใชเปนวิธีในการตรวจพิสูจนเบื้องตนในงานตางๆ อาทิ

เชน การตรวจหาสารเจือปน การตรวจหาสารเสพติดและสารพิษในสิ่งแวดลอมและชีววัตถุ เปนตน

หลักการแยกสารโดยวิธีโครมาโทกราฟแนวราบ

โครมาโทกราฟแนวราบเปนวิธีที่ใชสําหรับแยกองคประกอบแตละชนิดในสารตัวอยางออก

จากกันบนแผนวัฏภาคคงที่ (stationary phase) ที่เคลือบอยูบนวัสดุรองรับที่เปนแผนระนาบ อาจ
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เปนแผนแกว แผนอะลูมิเนียม หรือแผนพลาสติก โดยการใชวัฏภาคเคลื่อนที่ (mobile phase)  ที่

เหมาะสมในการนําพาสารใหเคลื่อนที่ไปบนแผนวัฏภาคคงที่และทําใหเกิดการแยกสารออกจากกัน 

รูปที่ 3 การแยกสารโดยวิธีทินแลเยอรโครมาโทกราฟแนวราบ

สวนประกอบของเครื่องมือ

อุปกรณและเครื่องมือที่ใชในการวิเคราะหโดยวิธีโครมาโทกราฟแนวราบ  ไดแก HPTLC 

plate, developing chamber (รูปที่ 4 ), เครื่องจุดสารละลาย (รูปที่ 5 ) และเครื่องสองแสง ultraviolet  

(รูปที่ 6)

รูปที่ 4  Developing chamber
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รูปที่ 5 เครื่องจุดสารละลาย

รูปที่ 6 เครื่องสองแสง ultraviolet

สารแตละชนิดจะเคลื่อนที่ไปบนวัฏภาคคงที่เปนระยะทางมากนอยแตกตางกันขึ้นกับคุณ สมบัติ

ทางกายภาพเคมีของสาร ชนิดของวัฏภาคคงที่และวัฏภาคเคลื่อนที่ โดยตําแหนงที่ปรากฏของสาร

แตละจุดแสดงไดดวยคา Rf ซึ่งมีคาอยูระหวาง 0 ถึง 1

Rf = ระยะทางที่สารเคลื่อนที่หางจากจุดเริ่มตน

ระยะทางที่สารตัวอยางเคลื่อนที่หางจากจุดเริ่มตน
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โดยทั่วไปแลวสารที่มีสัมพรรคภาค (affinity) ดี กับวัฏภาคเคลื่อนที่ จะสามารถเคลื่อนที่ไป

บนแผนวัฏภาคคงที่ไดไกลกวาสารที่มีสัมภรรคภาคต่ํา อันตรกิริยาระหวางสารแตละชนิดกับวัฏ

ภาคคงที่มีผลตอการแยกสารออกจากกันเชนกัน สารที่มีแรงในการดูดซับบนวัฏภาคคงที่สูงจะ

เคลื่อนที่ไปไดระยะทางนอยกวาสารที่เกิดการดูดซับไดนอย

การวิเคราะหสารเชิงคุณภาพดวยวิธีโครมาโทกราฟแนวราบ

วิธีโครมาโทกราฟแนวราบเปนวิธีหนึ่งที่สามารถ   นํามาใชในการควบคุมคุณภาพยาทั้งใน

เชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ วิธีนี้ซึ่งมีขอดี คือ ราคาไมแพง สามารถจัดทําไดงายในหองปฏิบัติการ

ขนาดเล็ก เครื่องมือที่ใชไมยุงยากและไมตองการการบํารุงรักษามากเทาเครื่องมือชนิดอื่น ตํารายา

ของประเทศตางๆ ยังคงมีการใชโครมาโทกราฟในการวิเคราะหเชิงคุณภาพสําหรับการพิสูจน

เอกลักษณและทดสอบความบริสุทธิ์ของยาและเภสัชภัณฑหลายตํารับ  การพิสูจนเอกลักษณดวยวิธี

โครมาโทกราฟแนวราบตองมีจุดหรือแถบของสารมาตรฐานที่ใชเปนสารอางอิง เทียบกับจุดสาร

ตัวอยาง ทําการวิเคราะหและดูผลโครมาโทแกรมเปรียบเทียบคา ขนาด รูปรางและสีของจุดหรือ

แถบตางๆ ที่ปรากฏบนแผนวัฏภาคคงที่ ภายหลังการตรวจพบดวยวิธีทางกายภาพหรือทางเคมี หาก

สารตัวอยางและสารมาตรฐานเปนสารชนิดเดียวกัน คา Rf และลักษณะตางๆ ที่ตรวจพบของสารทั้ง

สองตองเหมือนกัน 

การประยุกตใชในงานดานการตรวจสารตกคางในเนื้อสัตว

อาหารและผลิตภัณฑทางการเกษตร อาจพบวามีการปนเปอนของสารตางๆ โดยเฉพาะยา

และเคมีภัณฑที่ไมควรอยูในผลิตภัณฑนั้นๆ เนื่องจากในปจจุบัน ฟารมสัตวที่เลี้ยงไวเปนอาหาร มัก

ใชสารกระตุนการเจริญเติบโตและยาตานจุลชีพเพื่อปองกันและรักษาโรค ซึ่งอาจกอใหเกิดอันตราย

ตอผูบริโภคได การตรวจหาสารเจือปนในอาหารและผลิตภัณฑทางการเกษตร จึงจําเปนสําหรับการ
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ควบคุมคุณภาพและการติดตามเฝาระวังการปนเปอนหรือตกคางในผลิตภัณฑดังกลาว การใชวิธี

โครมาโทกราฟแนวราบในการตรวจคัดกรองเบื้องตนจะชวยลดคาใชจายและระยะเวลาโดยรวมใน

การตรวจวิเคราะหลงได ตัวอยางใดที่ปรากฏการปนเปอนหรือเขาขายนาสงสัยควรนําสงตอเพื่อ

วิเคราะหหาปริมาณสารปนเปอนดวยเทคนิคชั้นสูงตอไป Quinolones เปนยาตานจุลชีพที่ถูก

นํามาใชในการรักษาโรคติดเชื้อในสัตวปกและหมู มีการพัฒนาวิธีการตรวจคัดกรองการปนเปอนยา

ในเนื้อหมูดวยวิธีโครมาโทกราฟแนวราบโดยใช terbium chloride ในการตรวจพบซึ่งชวยเพิ่มความ

ไวในการตรวจพบไดถึงระดับไมโครกรัมตอกิโลกรัม อยางไรก็ตาม ขั้นตอนหนึ่งที่ควรคํานึงถึงใน

การตรวจหาสารปนเปอนในอาหารดวยวิธีโครมาโทกราฟแนวราบ คือ การเตรียมตัวอยาง เนื่องจาก

เนื้อสัตวมีสวนประกอบหลากหลาย จึงมักมีการใช SPE ที่เหมาะสมในการสกัดขั้นสุดทายเพื่อทําให

ตัวอยางมีความสะอาดมากขึ้นและมีความเขมขนสูงขึ้น หากมีการเตรียมตัวอยางไมเหมาะสม อาจ

ไมสามารถตรวจเจอสารปนเปอนได เนื่องจากมีความเขมขนในตัวอยางต่ํากวาปริมาณต่ําสุดที่

สามารถตรวจพบได



13

บทที่ 4

วิธีลิควิดโครมาโทกราฟแมสสเปกโทรเมทรี

หลักการ

LC-MS เปนเครื่องมือที่ประกอบดวยเครื่อง High Performance Liquid Chromatography

(HPLC) ตอกับตัวตรวจวัดชนิด Mass Spectrometer ในสวนของ LC ก็ใชหลักการแยกสารที่อยูใน

สภาวะของเหลวโดยใชหลักการโครมาโทกราฟ ซึ่งประกอบดวย HPLC pumping system, injector, 

and column ตอกับสวน Interface จะเชื่อมตอระหวางเครื่อง LC กับเครื่อง Mass Spectrometer(MS)

ทําใหโมเลกุลของสารแตกตัวเปนไอออนกอนที่จะเขาไปยัง analyzer และ detector ของ Mass 

Spectrometer แลวใหผลการตรวจวัดออกมาเปน Total ion chromatogram (TIC) และ molecular 

weights ของสาร สวนประกอบของเครื่อง LC-MS (14) แสดงดังรูปที่ 7

รูปที่ 7 สวนประกอบของเครื่อง LC-MS
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สวนประกอบของเครื่องมือ

1. Pump ทําหนาที่ดันสารละลายตัวพา (mobile phase) ใหพาตัวอยางเขาไปใน

คอลัมน ยังสามารถเลือกใชงาน pump ไดหลายชนิด ขึ้นกับอัตราสวนสารละลายตัวพาระหวางการ

วิเคราะห เชน isocratic pump สําหรับสารละลายตัวพา 1 ตัวที่อัตราสวนผสมคงที่ตลอดการ

วิเคราะห สวน binary pump ternary pump หรือ quaternary pump สําหรับสารละลายตัวพา 2, 3, 4 

ตัว ตามลําดับ

2. คอลัมน ทําหนาที่ในการแยกสาร เลือกใชตามความเหมาะสมโดยเทคนิค HPLC 

3. Interface จะเชื่อมตอระหวางเครื่อง LC กับเครื่อง MS ทําหนาที่ใหโมเลกุลของ

สารในสภาพสารละลายแตกตัวเปนไอออนกอนที่จะเขาไปยัง MS ระบบของ Interface จึงเปนหัวใจ

สําคัญสําหรับเทคนิค LC-MS ซึ่งปจจุบันระบบ interface ที่นิยมใชกับ LC คือ Atmospheric

Pressure Ionization ไดแก Electrospray Ionization (ESI) และ Atmospheric Pressure Chemical 

Ionization สําหรับกระบวนการเกิด Electrospray Ionization สารละลายตัวอยางถูกพนออกจาก

ปลาย capillary ของ ESI probe เปนลักษณะละอองหยดขนาดใหญ ที่สวนปลายของ capillary มีการ

ใหคาศักยไฟฟาสูงประมาณ 3-5 KV กอใหเกิดสนามไฟฟาที่มีความเขมสูงซึ่งมีผลทําใหตัวทํา

ละลายถูกสเปรยจากปลายของ capillary และเนื่องจากตามแนวความยาวของ capillary มีแกส

ไนโตรเจน ซึ่งทําหนาที่เปนทั้งตัวชวยในการสเปรยสารละลาย และทําหนาที่ชวยระเหยตัวทํา

ละลายออกจากหยดของสารตัวอยาง ทําใหหยดสารละลายขนาดใหญมีขนาดเล็กลงเนื่องจากตัวทํา

ละลายถูกระเหยออกไป จึงมีผลทําใหความเขมประจุเพิ่มสูงขึ้น ทําใหประจุจึงเคลื่อนที่มาอยูบริเวณ

ผิวหนาและในที่สุดเกิดการแตกตัวเปนไอออนระเหยเขาสู สวน analyzer รูปที่ 8 แสดง

สวนประกอบเครื่อง LC/MS และ Interface (ชนิด ESI)
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4. Analyzer ไดแก quadrupole และ time-of- flight ซึ่งเปนสวนที่คัดเลือกไอออนของ

สารจากสัญญาณที่เปนคลื่นวิทยุซึ่งจะแตกตางกันตามขนาดไออน ลําเลียงไปยังตัวตรวจวัด

5. Detector เปนหนวยตรวจนับสัญญาณแลวรายงานผลผานคอมพิวเตอร

(A)    (B)

รูปที่ 8 เครื่องมือ LC/MS (A) และ Interface ชนิด ESI (B)

การประยุกตใชในงานดานการตรวจสารตกคางในเนื้อสัตว

ปจจุบันมีการนําเทคนิก LC/MS มาใชในงานวิเคราะหสารตกคางในเนื้อสัตวอยาง

แพรหลาย เนื่องจากเปนวิธีที่สามารถตรวจวิเคราะหเชิงปริมาณไดในระดับต่ําและสามารถตรวจ

วิเคราะหเชิงคุณภาพไดโดยสามารถบงชี้โครงสรางของสารนั้นๆจึงนํามาใชเปน confirmatory 

method สําหรับงานดานการตรวจสารตกคางในเนื้อสัตว ไดมีผูพัฒนาวิธี LC/MS เพื่อใชในการ

ตรวจยากลุมฟลูออโรควิโนโลนสตกคางในเนื้อสัตว (15) ทั้งนี้มีพัฒนาในสวนเครื่องมือสวนตางๆ 

เชน Interface ( electrospray ionization, atmospheric pressure chemical ionization , atmospheric 

pressure photoionization), analyzer ( quadrupole, ion trap, time-of-flight)  เทคนิกการเตรียม

ตัวอยาง เชน liquid liquid extraction, liquid solid extraction รวมกับการใช solid phase extraction 

เปนตน
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บทที่ 5

ระเบียบวิธีดําเนินการวิจัย

5.1 ตัวอยางเนื้อไกและไขไก

5.1.1 การคัดเลือกตัวอยาง

ตัวอยางเนื้อไกและไขไกที่ใชในการศึกษาการปนเปอนยา enrofloxacin ในเนื้อไกสวน

กลามเนื้ออก 500 กรัม เทานั้น และไขไก จํานวน 10 – 20 ฟอง ซึ่งเปนวัตถุดิบจากแหลงวัตถุดิบ 3 

ประเภท (16) ไดแก 

ตลาดประเภทที่ 1 ไดแก ตลาดที่มีโครงสรางอาคารและดําเนินกิจการเปนการประจําหรือ

อยางนอยสัปดาหละ 1 ครั้ง ไดแก หางสรรพสินคา

ตลาดประเภทที่ 2 ไดแก ตลาดที่ไมมีโครงสรางอาคารและดําเนินกิจการเปนการประจํา

หรืออยางนอยสัปดาหละ 1 ครั้ง ไดแก ตลาดสดขนาดเล็กถึงใหญ

ตลาดประเภทที่ 3 ไดแก ตลาดที่ไมมีโครงสรางอาคารและดําเนินกิจการชั่วคราวหรือ

เปนครั้งคราวหรือตามวันที่กําหนด ไดแก ตลาดสดและรานชําขนาดเล็ก

5.1.2 จํานวนประชากร

ปริมาณตัวอยางที่สุมแสดงดังตารางที่ 2 และรายชื่อแหลงวัตถุดิบที่ไดสุมตัวอยางดู

ภาคผนวก ข
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 ตารางที่ 2 จํานวนประชากรที่ทําการศึกษา

ชนิดตัวอยาง
แหลงวัตถุดิบ

รวม
หางสรรพสินคา ตลาดสด ตลาดนัด

เนื้อไก 27 32 57 116

ไขไก 5 40 17 62

การเก็บรักษาตัวอยาง เก็บในถุงพลาสติกสองชั้นที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส

5.1.3 การสุมตัวอยาง

ตัวอยางถูกสุมจากแหลงวัตถุดิบประเภทตางๆ ในเขตกรุงเทพมหานครและจังหวัด

ปริมณฑลตามรายการในภาคผนวก ข โดยผูชวยวิจัยเปนผูสุมตัวอยางซี่งจะสุมตัวอยางเนื้อไกสวน

อกจํานวนประมาณ 500 กรัมใสในถุงพลาสติกปดมิดชิดสองชั้นและสุมตัวอยางไขไกจํานวน 10 – 

20 ฟองใสในถุงพลาสติก และจัดเก็บตัวอยางไวในตูแชแข็งที่อุณหภูมิ – 20 องศาเซลเซียส

5.2 สารเคมีและอุปกรณที่ใช 

5.2.1 สารเคมี

Ammonium acetate AR Ajax Finechem, Australia

Acetonitrile HPLC grade Lab-Scan Analytical Sciences, Thailand

Acetic acid AR Lab-Scan Analytical Sciences, Thailand

25% Ammonia solution Carlo erba, Italy

Enrofloxacin standard Xinchang, China
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Ciprofloxacin hydrochloride Zhejiang guobang pharmaceutical co.,Ltd., 

China

Trifluoroacetic acid AR Riedel-de Haen, Sigma-Aldrich, Germany

Methanol AR Lab-Scan Analytical Sciences, Thailand

Methylene chloride AR Lab-Scan Analytical Sciences, Thailand

5.2.2 เครื่องมือและอุปกรณที่ใช

Analytical balance AL204, Mettler Toledo

Centrifuge Labofuge200, Heraeus

Densitometer Camag, Linomat5, TLC scanner

Liquid Chromatography Mass Spectrometer LC-10ADVB (pump), DGU-12AM (degasser), 

SCL-10AVP (system controller), LCMS-2010IV (LCMS), Shimadzu, Japan

HPTLC aluminum sheets Silica gel 60F 254 Merck, Germany

Nylon filter 0.2 mm, 13 and 46 mm in diameter National Scientific, UK

Sep pack Vac 500 mg 3cc Water, America
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5.3 วิธีดําเนินการวิจัย

5.3.1 การเตรียมตัวอยาง

5.3.2.1 การเตรียมตัวอยางเนื้อไก

1. ปนตัวอยางเนื้อไก 500 กรัม ใหละเอียด ชั่งตัวอยางจํานวน 20 กรัม ใสลงใน flask

2. เติม 0.1% trifluoroacetic acid  ใน methanol ปริมาตร 40 มิลลิลิตร

3. เขยานาน 30 นาที กรองเอาสารละลายใสใน centrifuge tube

4. ปนเหวี่ยงดวยความเร็วสูง 10,000g นาน 10 นาที ถายสารละลายใสสวนบน ใสใน

หลอดปนเหวี่ยงอีกหลอดหนึ่ง เติม sodium sulphate anhydrous 2 กรัม และปนผสมใหเขากัน

5. ปนเหวี่ยงดวยความเร็วสูง 10,000g นาน 10 นาที 

6. Pipet สารสกัดใสสวนบนปริมาตร 20 มิลลิลิตร ใสในขวดระเหย

7. ระเหยสารสกัดใหแหงโดยวางบนอางน้ําอุณหภูมิไมเกิน 40 องศาเซลเซียส และ

แกสไนโตรเจน

8. เมื่อสารสกัดแหงแลวเติม 0.1% trifluoroacetic acid  ในน้ํา ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 

เพื่อละลายสารสกัดที่ไดกอนการทําใหบริสุทธขึ้น

9. สกัดใหสารสกัดที่ไดมีความบริสุทธิ์ขึ้น (clean up) โดย Sep-Pak C18 ซึ่งได 

precondition โดยผาน methanol ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และน้ํา ปริมาตร 20 มิลลิลิตร สกัดสาร

ตัวอยางดวย 0.1% trifluoroacetic acid  ใน acetonitrile 1.5 มิลลิลิตร และ 0.5 มิลลิลิตร acetonitrile

10. ระเหยแหงสารสกัดที่ผาน Sep-Pak C18 โดยเปาดวยแกสไนโตรเจน

11. เติม 0.1% trifluoroacetic acid  ในmethanol ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เพื่อละลายสาร

สกัดที่ไดและนําไปตรวจคัดกรองดวยวิธีโครมาโทกราฟแนวราบ
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5.3.2.1 การเตรียมตัวอยางไขไก

1. ปนตัวอยางไขไกใหละเอียด ชั่งตัวอยางจํานวน 30 กรัม ใสลงใน flask

2. เติม 0.75 M sodium hydroxide  ใน acetonitrile ปริมาตร 40 มิลลิลิตร

3. เขยานาน 30 นาที กรองเอาสารละลายใสใน centrifuge tube

4. ปนเหวี่ยงดวยความเร็วสูง 10,000g นาน 10 นาที ถายสารละลายใสสวนบน ใสใน

หลอดปนเหวี่ยงอีกหลอดหนึ่ง เติม sodium sulphate anhydrous 2 กรัม และปนผสมใหเขากัน

5. ปนเหวี่ยงดวยความเร็วสูง 10,000g นาน 10 นาที 

6. Pipet สารสกัดใสสวนบนปริมาตร 20 มิลลิลิตร ใสในขวดระเหย

7. ระเหยสารสกัดใหแหงโดยวางบนอางน้ําอุณหภูมิไมเกิน 40 องศาเซลเซียส และ

แกสไนโตรเจน

8. เมื่อสารสกัดแหงแลวเติม 0.1% trifluoroacetic acid  ในน้ํา ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 

เพื่อละลายสารสกัดที่ไดกอนการทําใหบริสุทธขึ้น

9. สกัดใหสารสกัดที่ไดมีความบริสุทธิ์ขึ้น (Clean up) โดย Sep-Pak C18 ซึ่งได 

precondition โดยผาน methanol ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และน้ํา ปริมาตร 20 มิลลิลิตร สกัดสาร

ตัวอยางดวย 0.1% trifluoroacetic acid  ใน acetonitrile 1.5 มิลลิลิตร และ 0.5 มิลลิลิตร

10. ระเหยแหงสารสกัดที่ผาน Sep-Pak C18 โดยเปาดวยแกสไนโตรเจน

11. เติม 0.1% trifluoroacetic acid  ในmethanol ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เพื่อละลายสาร

สกัดที่ไดและนําไปตรวจคัดกรองดวยวิธีโครมาโทกราฟแนวราบ
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5.3.2 การตรวจคัดกรองยาตานจุลชีพ enrofloxacin ดวยวิธีโครมาโทกราฟแนวราบ  

วิธีตรวจคัดกรองนี้ใชสําหรับตรวจหายาตานจุลชีพ enrofloxacin ตกคางในตัวอยางเนื้อไก 

(สวนอก) โดยสกัดแยกสารออกจากตัวอยางดวยตัวทําละลายที่เหมาะสม และตรวจวิเคราะหดวยวิธี

โครมาโทกราฟแนวราบ (HPTLC) ซึ่งสามารถตรวจคัดกรองสาร (screening test) ที่ระดับความไว

รับ (detection limit) เทากับ 100 µg/kg ซึ่งเปนปริมาณยาสูงสุดที่รองรับได (MRL; Maximum 

Residue Limit) วิธีการตรวจคัดกรองมีวิธีดังนี้ 

5.3.3 การตรวจคัดกรองดวยโครมาโทกราฟแนวราบ (HPTLC) มีระบบดังนี้

วัฏภาคคงที่: HPTLC Si 60 F 254

วัฏภาคเคลื่อนที่: propanol: methanol : 25% ammonia 5:5:2

ปริมาตรสาร: 10 ไมโครลิตร

ระยะทางที่วัฏภาคเคลื่อนที่: 75 มิลลิเมตร

การตรวจวัด: การเรืองแสงสีฟาที่ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร

การอานผล: แถบสารเรืองแสงสีฟาที่ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร ที่ไดจากสารสกัด

ตัวอยางจะตองมีความเขมไมเกินกวาความเขมของแถบสารที่ไดจากสารมาตรฐาน

การพัฒนาระบบวัฏภาคเคลื่อนที่สําหรับใชในการตรวจคัดกรองดวยโครมาโทกราฟ

แนวราบ (HPTLC) ขึ้นหลายระบบ ซึ่งสามารถเลือกนํามาใชได ระบบดังกลาวไดแก 

1. CH2Cl2 : methanol : 25% NH4OH : acetronitrile (4:4:2:1) 

2. CH2Cl2 : ethanol : 25% NH4OH (2:2:1) 

3. CH2Cl2 : methanol : 25% NH4OH (150:75:15) 

4. Methanol : H2O : CH2Cl2 : toluene : diethylamine (40:8:40:20:14) 
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5. CH2Cl2 : methanol : 2-propanol  : 25% NH4OH (3:3:5:2)

6. Methanol : 2-propanol  : 25% NH4OH (5:5:2) 

7. Acetone : methanol  : 25% NH4OH (5:3:2)

5.3.4 การทดสอบหาความไวรับ (Detection limit)

เติมสารมาตรฐาน enrofloxacin และ ciprofloxacin ในสารสกัดตัวอยาง ใหมีความเขมขน

ของสารทั้งสอง เทากับ 100 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม (ปริมาณยาสูงสุดที่ยอมรับได) แลวตรวจคัด

กรองตามวิธีในขอ 5.3.3 โดยใชปริมาตรสาร 5, 10, 15, 20, 25, และ 30 ไมโครลิตร เพื่อหาปริมาณ

สารที่นอยที่สุดที่สามารถตรวจวัดได

5.3.5 การตรวจความนาเชื่อถือของวิธีคัดกรอง 

ทําการวิเคราะหชุดตรวจสอบในการตรวจพบ(Positive sample) และชุดตรวจสอบในการ

ตรวจไมพบ (Negative sample) จํานวนอยางละ 20 ตัวอยาง แลวคํานวณหาคาความไว (Sensitivity) 

คาความจําเพาะ (Specificity) และความแมนยํา (Accuracy) ไดดังนี้ 

Sensitivity = ผลบวกจริง    X 100

จํานวนชุดทดสอบในการตรวจพบ 

Specificity = ผลลบจริง    X 100

จํานวนชุดทดสอบในการตรวจไมพบ

  

Accuracy =    ผลบวกจริง + ผลลบจริง     X 100

     จํานวนชุดทดสอบทั้งหมด   



23

5.3.5.1 การเตรียมชุดทดสอบในการตรวจพบ (Positive sample)

เติมสารละลายมาตรฐาน enrofloxacin และ ciprofloxacin ในตัวอยางเนื้อไก ใหมีความ

เขมขนของสารทั้งสอง เทากับ 100 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม จํานวน 20 ตัวอยาง แลวทําการตรวจ   

คัดกรองโดยโครมาโทกราฟแนวราบตามขอ 5.3.2

5.3.5.2 การเตรียมชุดทดสอบในการตรวจไมพบ (Negative sample)

ใชตัวอยางที่ไมมีสารจุลชีพตกคางหรือมีสารตกคางไมเกินระดับการยอมรับ (ตรวจปริมาณ

สารโดย LC-MS แลววาไมเกินระดับการยอมรับ) จํานวน 20 ตัวอยาง แลวทําการตรวจคัดกรองโดย

โครมาโทกราฟแนวราบตามขอ 5.3.2

5.3.6 การวิเคราะหปริมาณและยืนยันโดยวิธีลิควิดโครมาโทกราฟแมสสเปกโตรเมทรี(LC-MS) 

การวิเคราะหตัวอยางดวยวิธีลิควิดโครมาโทกราฟแมสสเปกโทเมทรี(LC-MS) ใชเพื่อ

หาปริมาณยา enrofloxacin ในตัวอยาง และเปนการตรวจยืนยันผลจากการตรวจคัดกรองเบื้องตน

LC condition;

Column; Hypersil GOLD (3µ, 2.1-mm I.D. x 150 mm) 

Mobile phase; 0.02 M ammonium acetate (pH 2.5): acetonitrile 88:12

Flow rate; 0.3 ml/min

MS condition;

Aquisition mode : SIM (+)

Interface temperature : 250 C, CDL temperature : 230 C   

Nebulizing Gas Flow : 0.18 L/min, Heat Block : 200 C                                                                                                                          

Voltage; 1.6 kV
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Detection; m/z; Ciprofloxacin = 331.05, Enrofloxacin = 359.00 and Norfloxacin = 

319.10

5.3.7 การตรวจสอบความถูกตองของวิธี LC-MS

5.3.7.1 Limit of detection (LOD) 

เปนความเขมขนที่นอยที่สุดที่สามารถตรวจพบไดโดยความเขมขนดังกลาวมี

อัตราสวนความสูงระหวาง peak ของสารและ noise (signal to noise ratio) เทากับ 3:1 ทําไดโดยการ

ฉีดวิเคราะหสารมาตรฐาน enrofloxacin และ ciprofloxacin ที่ความเขมขน 0.06 และ 0.1 ppb 

ตามลําดับ ฉีดวิเคราะหโดย LC-MS

5.3.7.2 Limit of quantitation (LOQ)

เปนความเขมขนที่นอยที่สุดที่สามารถใชในการวิเคราะหปริมาณได โดยความเขมขน

ดังกลาวมีอัตราสวนความสูงระหวาง peak ของสาร และ noise (signal to noise ratio) เทากับ 10:1 

ทําการทดลอง ทําไดโดยการฉีดวิเคราะหสารมาตรฐาน enrofloxacin และ ciprofloxacin ที่ความ

เขมขน 0.18 และ 0.31 ppb ตามลําดับ 

5.3.7.3 Linearity and range

เตรียมสารละลายมาตรฐานที่ความเขมขน 0.72, 2.40, 4.80, 9.60, 12.0 และ 24

ppb ของ enrofloxacin และ ciprofloxacin ฉีดวิเคราะหโดย LC-MS และสรางกราฟระหวางความ

เขมขนของสารและอัตราสวนของพื้นที่ใตพีคของสารมาตรฐานกับ norfloxacin (internal standard)

คํานวณหาคา correlation coefficient 

5.3.7.4 Accuracy
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ศึกษาความถูกตองของวิธีโดยเติม enrofloxacin และ ciprofloxacin ลงในสารสกัดเนื้อไก 

(Spike sample) แลววิเคราะหปริมาณดวย LC/MS จากนั้นคํานวณ % recovery จากสมการ

% recovery   = ปริมาณสารที่ตรวจพบในตัวอยางที่เติมสาร –ปริมาณสารที่ตรวจพบในตัวอยางที่ไมไดเติมสาร

                          ปริมาณสารมาตรฐานที่เติมลงในตัวอยางเนื้อไก

คาของ %Recovery ควรไดอยูระหวาง 80-120%

5.3.7.5 Precision

เตรียมสารละลายมาตรฐานที่ระดับความเขมขน 9.6, 12 และ 24 ppb ฉีดวิเคราะหดวย 

LC-MS ความเขมขนละ 6 ครั้ง แลวคํานวณหาคาความเบี่ยงเบนสัมพัทธ (%RSD) ของปริมาณสารที่

ได 

%RSD = SD X 100

                             Mean

SD = Standard deviation ของการวิเคราะหปริมาณสาร

Mean = คาเฉลี่ยของปริมาณสารที่วิเคราะหได

เกณฑการยอมรับ RSD (AOAC 1993) คา %RSD ควรนอยกวา11.0 %

5.3 การประเมินคุณภาพดานการตกคางของยาตานจุลชีพ enrofloxacin ในเนื้อไกจากแหลงวัตถุดิบ 

สุมตัวอยางเนื้อไกและไขไกจากแหลงวัตถุดิบหรือตลาดในเขตกรุงเทพและปริมณฑล 

เตรียมตัวอยางและตรวจคัดกรองโดยโครมาโทกราฟแนวราบ  หากพบตัวอยางใดมีปริมาณการ

ปนเปอนของยา enrofloxacin สูงเกินกวา 100 ppb (MRL) ใหนําตัวอยางนั้นไปวิเคราะหยืนยันและ

หาปริมาณซ้ําอีกครั้งดวยวิธี LC-MS
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บทที่ 6

ผลการวิจัย

6.1 การพัฒนาระบบการแยกสาร enrofloxacin ดวยโครมาโทกราฟแนวราบ

ระบบสําหรับใชในการตรวจคัดกรองดวยโครมาโทกราฟแนวราบไดถูกพัฒนาขึ้นโดยใช

วัฏภาคคงที่เปน TLC silica gel 60F254  และ HPTLC silica gel 60F254 และวัฏภาคเคลื่อนที่แบบ

ตางๆ จํานวน 7 ระบบ ซึ่งมีประสิทธิภาพในการแยกสาร enrofloxacin และ ciprofloxacin ได

แตกตางกันโดยคาการเคลื่อนที่ของสารบนวัฏภาคคงที่ TLC silica gel 60F254  แสดงดังตารางที่ 3 

และคาการเคลื่อนที่ของสารบนวัฏภาคคงที่ HPTLC silica gel 60F254 แสดงดังตารางที่ 4

จากการทดลองพบวาการเคลื่อนที่บนวัฏภาคคงที่และระบบวัฏภาคเคลื่อนที่ตางๆ ในตาราง

ขางตน ใหการแยกสารที่ดี ระบบวัฏภาคเคลื่อนที่บน HPTLC silica gel 60F254 ที่สามารถเลือกใช

ได เชน ระบบที่ 1 และ 3 - 7   แตเมื่อไดทดลองกับสารสกัดตัวอยางแลวพบวาการเคลื่อนที่ของสาร

จะแตกตางจากจากเดิมเนื่องจากการรบกวนขององคประกอบอื่นๆ ตัวอยางแตยังใหการแยกที่ดี

สามารถตรวจวัดได ดังนั้นสามารถเลือกใชระบบเหลานี้ในการตรวจคัดกรองดวยวิธีโครมาโทกราฟ

แนวราบได
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ตารางที่ 3 คา Rf value ของสาร enrofloxacin และ ciprofloxacin ในวัฏภาคเคลื่อนที่ตางๆ โดย     

วัฏภาคคงที่เปน TLC silica gel 60 F254  

วัฏภาคเคลื่อนที่
คา R f

Enrofloxacin Ciprofloxacin

1. CH2Cl2 : methanol : 25% NH4OH : acetronitrile    

(4:4:2:1)

0.62 0.57

2. CH2Cl2 : ethanol : 25% NH4OH (2:2:1) 0.68 0.49

3. CH2Cl2 : methanol : 25% NH4OH (150:75:15) 0.71 0.36

4. Methanol : H2O : CH2Cl2 : toluene : diethylamine  

(40:8:40:20:14)

0.21 0.09

5. CH2Cl2 : methanol : 2-propanol  : 25% NH4OH 

(3:3:5:2)

0.47 0.37

6. Methanol : 2-propanol  : 25% NH4OH (5:5:2) 0.41 0.27

7. Acetone : methanol  : 25% NH4OH (5:3:2) 0.54 0.36

หมายเหตุ   สารมาตรฐาน: Enrofloxacin 20 g/mL และ Ciprofloxacin 20 g/mLในmethanol

     ปริมาณ: 10 L x 6 mm

     ตรวจสอบโดย การเรืองแสง (Fluorescence) 366 nm
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ตารางที่ 4 คา Rf value ของสาร enrofloxacin และ ciprofloxacin ในวัฏภาคเคลื่อนที่ตางๆ โดย     

วัฏภาคคงที่เปน HPTLC silica gel 60F254

                 วัฏภาคเคลื่อนที่
                       คา R f

Enrofloxacin Ciprofloxacin

1. CH2Cl2 : methanol : 25% H4OH : acetronitrile     

(4:4:2:1)

0.67 0.63

2. CH2Cl2 : ethanol : 25% NH4OH (2:2:1) 0.25 0.10

3. CH2Cl2 : methanol : 25% NH4OH (150:75:15) 0.51 0.33

4. Methanol : H2O : CH2Cl2 : toluene : diethylamine  

(40:8:40:20:14)

0.72 0.61

5. CH2Cl2 : methanol : 2-propanol  : 25% NH4OH 

(3:3:5:2)

0.45 0.38

6. Methanol : 2-propanol  : 25% NH4OH (5:5:2) 0.42 0.33

7. Acetone : methanol  : 25% NH4OH (5:3:2) 0.45 0.35

หมายเหตุ สารมาตรฐาน: Enrofloxacin 20 g/mL และ Ciprofloxacin 20 g/mL ในmethanol   

   ปริมาณ: 10 L 

   ตรวจสอบโดย การเรืองแสง (Fluorescence) 366 nm
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6.2 ทดสอบความไวรับ (detection limit) ของวิธีคัดกรอง 

เพื่อหาปริมาณสารที่นอยที่สุดที่สามารถตรวจวัดได เติมสารมาตรฐาน enrofloxacin และ 

ciprofloxacinในสารสกัดตัวอยางที่ระดับความเขมขนเทากับ 100 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม (ปริมาณ

ยาสูงสุดที่ยอมรับได) แลวทําการตรวจวัดโดยโครมาโทกราฟแนวราบโดยจุดสารละลายมาตรฐาน

ลงบนวัฏภาคคงที่ปริมาตรตางๆ ดังนี้ 5, 10, 15, 20, 25, และ 30 ไมโครลิตร ทั้งนี้แตละจุดจะมีเนื้อ

สารเทากับ 25, 50, 75, 100 และ 150 นาโนกรัม ตามลําดับ  วิธีนี้มีความสามารถตรวจวัดสารที่ระดับ 

50 นาโนกรัมกรัม ตอแถบสาร (10ไมโครลิตร) ซึ่งตรงกับจุดสารที่ 2 ในรูปที่ 9 เปนจุดที่มองเห็น

แถบสารเรืองแสงสีฟาไดชัดเจน (Rf value ของ enrofloxacin และ ciprofloxacin เทากับ 0.44 และ 

0.39 ตามลําดับ) ทั้งนี้จึงตองใชสารตัวอยางปริมาณ 10 - 25 ไมโครลิตร จึงจะสามารถมาองเห็นผล

การตรวจคัดกรองไดชัดเจน
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Ciprofloxacin Rf 0.39
Enrofloxacin  Rf 0.44 

            1           2           3            4            5         6

รูปที่ 9 โครมาโทแกรมของชุดทดสอบความไวรับ

วัฏภาคคงที่: HPTLC Si 60 F 254

วัฏภาคเคลื่อนที่: propanol: methanol : 25% ammonia 5:5:2

ปริมาตรสาร: 10 ไมโครลิตร

ระยะทางที่วัฏภาคเคลื่อนที่: 75 มิลลิเมตร

การตรวจวัด: การเรือง (แสงสีฟา) ที่ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร

แถบที่1- 6 enrofloxacin และ ciprofloxacin 25, 50, 75, 100 และ 150

นาโนกรัม ตามลําดับ
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6.3 การทดสอบความนาเชื่อถือของวิธีคัดกรอง

ทําการวิเคราะหชุดตรวจสอบในการตรวจพบ(Positive sample) และชุดตรวจสอบในการ

ตรวจไมพบ (Negative sample) จํานวนอยางละ 20 ตัวอยาง แลวคํานวณหาคาความไว (Sensitivity) 

คาความจําเพาะ (Specificity) และความแมนยํา (Accuracy) ผลการตรวจพบวา การตรวจคัดกรองยา

ในตัวอยางเนื้อไก มีคาความไว (Sensitivity) คาความจําเพาะ (Specificity) และความแมนยํา 

(Accuracy) เทากับ  90, 100, 95 % ตามลําดับ และ ตรวจคัดกรองยาในตัวอยางไขไก มีคาความไว

(Sensitivity) คาความจําเพาะ (Specificity) และความแมนยํา (Accuracy) เทากับ 80, 100, 88 %                          

ตามลําดับ ดังแสดงดังตารางที่ 5 และโครมาโทแกรมที่ไดจากการตรวจชุดทดสอบผลบวกและลบ

ในเนื้อไก แสดงดังรูปที่ 10, 11 ตามลําดับ และโครมาโทแกรมที่ไดจากการตรวจชุดทดสอบผลบวก

และลบในไขไก แสดงดังรูปที่ 12, 13 ตามลําดับ

ตารางที่ 5 ผลการทดสอบความนาเชื่อถือของวิธีคัดกรอง

ชนิด

ตัวอยาง

จํานวนชุดทดสอบผลบวก จํานวนชุดทดสอบผลลบ ความนาเชื่อถือ %

ผลบวกจริง ผลลบเท็จ รวม ผลลบจริง ผลบวกเท็จ รวม Sensitivity Specificity Accuracy

เนื้อไก 18 2 20 20 0 20 90 100 95

ไขไก 12 3 15 11 0 11 80 100 88
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Ciprofloxacin Rf 0.39
Enrofloxacin  Rf 0.44 

                     1            2   3    4         5

รูปที่ 10 โครมาโทแกรมของชุดทดสอบผลบวกในเนื้อไก

วัฏภาคคงที่: HPTLC Si 60 F 254

วัฏภาคเคลื่อนที่: propanol: methanol : 25% ammonia 5:5:2

ปริมาตรสาร: 10 ไมโครลิตร

ระยะทางที่วัฏภาคเคลื่อนที่: 75 มิลลิเมตร

การตรวจวัด: การเรือง (แสงสีฟา) ที่ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร

แถบที่ 1 - 5 เปนโครมาโทแกรมที่ไดจากชุดทดสอบผลบวกจะเห็นแถบเรืองแสงสีน้ําเงิน 

สองแถบ คือ enrofloxacin และ ciprofloxacin (Rf value เทากับ 0.44 และ 0.39 ตามลําดับ)
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Ciprofloxacin Rf 0.39
Enrofloxacin  Rf 0.44 

                     STD         2          3         4         5       6

รูปที่ 11 โครมาโทแกรมของชุดทดสอบผลลบในเนื้อไก

วัฏภาคคงที่: HPTLC Si 60 F 254

วัฏภาคเคลื่อนที่: propanol: methanol : 25% ammonia 5:5:2

ปริมาตรสาร: 10 ไมโครลิตร

ระยะทางที่วัฏภาคเคลื่อนที่: 75 มิลลิเมตร

การตรวจวัด: การเรือง (แสงสีฟา) ที่ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร

แถบที่ 1 enrofloxacin และ ciprofloxacin เปนโครมาโทแกรมสาร

มาตรฐาน แถบที่ 2-6 เปนชุดทดสอบผลลบ จะเห็นวาในชุดทดสอบผลลบไมมีแถบเรือง

แสงสีฟาที่ตรงกับแถบสารมาตรฐานทั้งสอง
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Ciprofloxacin Rf 0.39
Enrofloxacin  Rf 0.44 

                   1       2          3            4            5          Blank

รูปที่ 12 โครมาโทแกรมของชุดทดสอบผลบวกในไขไก

วัฏภาคคงที่: HPTLC Si 60 F 254

วัฏภาคเคลื่อนที่: propanol: methanol : 25% ammonia 5:5:2

ปริมาตรสาร: 10 ไมโครลิตร

ระยะทางที่วัฏภาคเคลื่อนที่: 75 มิลลิเมตร

การตรวจวัด: การเรือง (แสงสีฟา) ที่ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร

แถบที่ 1 - 5 เปนโครมาโทแกรมที่ไดจากชุดทดสอบผลบวกจะเห็นแถบเรืองแสงสีน้ําเงิน 

สองแถบ คือ enrofloxacin และ ciprofloxacin (Rf value เทากับ 0.44 และ 0.39 ตามลําดับ) แถบที่ 6

เปน blank
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                     1       2      3       STD       5 6           7

รูปที่ 13 โครมาโทแกรมของชุดทดสอบผลลบในไขไก

วัฏภาคคงที่: HPTLC Si 60 F 254

วัฏภาคเคลื่อนที่: propanol: methanol : 25% ammonia 5:5:2

ปริมาตรสาร: 10 ไมโครลิตร

ระยะทางที่วัฏภาคเคลื่อนที่: 75 มิลลิเมตร

การตรวจวัด: การเรือง (แสงสีฟา) ที่ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร

แถบที่ 1-3, 5-7 เปนโครมาโทแกรมชุดทดสอบผลลบ แถบที่ 4 เปนสารมาตรฐาน จะเห็นวา

ในชุดทดสอบผลลบไมมีแถบเรืองแสงสีฟาที่ตรงกับแถบสารมาตรฐานทั้งสอง

Ciprofloxacin
Enrofloxacin
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6.4 การตรวจยืนยันผลดวย LC-MS 

LC-MS โครมาโทแกรมของยา enrofloxacin, ciprofloxacin และ norfloxacin (internal 

standard) จากการวิเคราะหดวยวิธี LC-MS ที่ระดับความเขมขน  0.18, 0.31 และ 100 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร ตามลําดับ แสดงดังรูปที่ 14

       0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

(x10,000)

359.00 (2.01)
331.05 (3.77)
319.10 (1.00)

รูปที่ 14 LC-MS โครมาโทแกรมของยา enrofloxacin (m/z 359), ciprofloxacin

(m/z 331.05) และ norfloxacin (internal standard, m/z 319.10)

7

Norfloxacin Internal standard 

Ciprofloxacin

Enrofloxacin
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LC-MS โครมาโทแกรมของยา enrofloxacin, ciprofloxacin และ norfloxacin (internal 

standard) จากการวิเคราะหสารสกัดจากตัวอยางเนื้อไก(M187) ที่สุมจากแหลงวัตถุดิบดวยวิธี LC-

MS แสดงดังรูปที่ 15

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5
(x100,000)

359.00 (1.47)
331.05 (1.00)
319.10 (1.00)

รูปที่ 15 LC-MS โครมาโทแกรมของยา enrofloxacin (m/z 359), ciprofloxacin

(m/z 331.05) และ norfloxacin (internal standard, m/z 319.10) จากการวิเคราะหสารสกัดที่

ไดจากตัวอยางเนื้อไก (M187) 

Norfloxacin (Internal standard)

Ciprofloxacin Enrofloxacin

ตัวอยาง M 184
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6.54 การตรวจสอบความถูกตองของวิธี LC-MS

6.5.1 Limit of detection (LOD) 

คือความเขมขนที่นอยที่สุดที่สามารถตรวจพบไดโดยความเขมขนดังกลาวมีอัตราสวน

ความสูงระหวาง Peak height ของสารและ noise (signal to noise ratio) เทากับ 3:1 LOD ของ

enrofloxacin = 0.06 ppb และ ciprofloxacin = 0.10 ppb แสดงดังรูปที่ 16

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5
(x10,000)

359.00 (2.14)
331.05 (3.74)
319.10 (1.00)

รูปที่ 16 LC-MS โครมาโทแกรมของยา enrofloxacin, ciprofloxacin 0.06 ppb และ 

0.10 ppb ตามลําดับ

6.5.2 Limit of quantitation (LOQ)

คือความเขมขนที่นอยที่สุดที่สามารถใชในการวิเคราะหปริมาณได โดยความ

เขมขนดังกลาวมีอัตราสวนความสูงระหวาง Peak ของสารและ noise (signal to noise ratio) 

เทากับ 10:1 LOQ ของ enrofloxacin   = 0.18 ppb และ ciprofloxacin = 0.31 ppb

Norfloxacin Internal standard 

Ciprofloxacin

Enrofloxacin
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โครมาโทแกรมแสดงดังรูปที่ 17

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0
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3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

(x10,000)

359.00 (2.22)
331.05 (3.96)
319.10 (1.00)

รูปที่ 17 LC-MS โครมาโทแกรมของยา enrofloxacin, ciprofloxacin 0.18 ppb และ

0.31 ppb ตามลําดับ

6.5.3 Linearity

ความเปนเสนตรงของวิธีวิเคราะหทําโดยวิเคราะหสารละลายมาตรฐานของ 

ciprofloxacin และ enrofloxacin ในชวงความเขมขน 0.72 – 24 ppb ดวยวิธี LC-MS แลว

สรางกราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของสารมาตรฐานเปนแกน x อัตราสวนของ

พื้นที่ใตพีคของสารมาตรฐานกับ norfloxacin (internal standard) เปนแกน y กราฟ

มาตรฐานของ ciprofloxacin และ enrofloxacin แสดงดังรูปที่ 18 และ 19 ตามลําดับ

 

Enrofloxacin

Ciprofloxacin

Norfloxacin Internal standard 
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Standard curve of Ciprofloxacin

y = 0.0076x + 0.0509

R2 = 0.9988
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รูปที่ 18 กราฟมาตรฐานของสารมาตรฐานciprofloxacin ในชวงความเขมขน 0.72-24 ppb

สมการแสดงความเปนเสนตรงของสารมาตรฐาน ciprofloxacin คือ 

y    =    0.0076x + 0.0509

โดยที่ y = อัตราสวนระหวางพื้นที่ใตพีคของสารมาตรฐาน ciprofloxacin ตอ

พื้นที่ใตพีคของ Norfloxacin

x = ความเขมขนของสารมาตรฐาน ciprofloxacin ในหนวย ppb
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Standard curve of Enrofloxacin

y = 0.0132x + 0.0812

R2 = 0.9975

0
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รูปที่ 19 กราฟมาตรฐานของสารมาตรฐาน Enrofloxacin ในชวงความเขมขน 0.72-24 ppb

สมการแสดงความเปนเสนตรงของสารมาตรฐาน enrofloxacin คือ 

y    =    0.0132x + 0.0812

โดยที่ y = อัตราสวนระหวางพื้นที่ใตพีคของสารมาตรฐาน enrofloxacin ตอ

พื้นที่ใตพีคของ norfloxacin (internal standard)

x = ความเขมขนของสารมาตรฐาน Enrofloxacin ในหนวยของ ppb 

ตารางที่ 6 และ 7 แสดงขอมูลการวิเคราะหความเปนเสนตรงของวิธีวิเคราะหของ

ciprofloxacin และ enrofloxacin ตามลําดับ

จะเห็นไดวาคา Correlation coefficients (R2) ของทั้งสองกราฟสามารถยอมรับได

(R2 ควรมากกวาหรือเทากับ 0.995) ดังนั้นกราฟมาตรฐานนี้สามารถนําไปวิเคราะห 

Ciprofloxacin และ Enrofloxacinในตัวอยางเนื้อไกได
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ตารางที่ 6 Peak area ratio of standard ciprofloxacin ที่ระดับความเขมขนตางๆ

Injection no.

Concentration (µg/mL)

0.72 2.4 4.8 9.6 12 24

1 0.04485 0.07204 0.09159 0.12419 0.14393 0.22798

2 0.05763 0.06459 0.08629 0.12491 0.14264 0.22914

3 0.05906 0.05493 0.09576 0.13555 0.14001 0.24143

Average 0.05385 0.06385 0.09121 0.12822 0.14219 0.23285

SD 0.00638 0.00858 0.00475 0.00636 0.00199 0.00745

%RSD 14.52 13.44 5.20 4.96 1.41 3.20

Slope 0.0076

y-intercept 0.0509

r2 0.9988
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ตารางที่ 7 Peak area ratio of standard Enrofloxacin ที่ระดับความเขมขนตางๆ

Injection 

no.

Concentration (µg/mL)

0.72 2.4 4.8 9.6 12 24

1 0.07436 0.11539 0.12949 0.22664 0.22324 0.38955

2 0.09841 0.11508 0.15099 0.19812 0.23961 0.41129

3 0.09451 0.12066 0.14944 0.24349 0.24365 0.40800

Average 0.089093 0.117043 0.143307 0.22275 0.2355 0.402947

SD 0.012908 0.003136 0.011991 0.022934 0.010808 0.011718

%RSD 14.48 2.68 8.36 10.29 4.57 2.91

Slope 0.0132

y-intercept 0.0812

r2 0.9975

6.3.4 Accuracy

ศึกษาความถูกตองของวิธีโดยสกัด enrofloxacin และ ciprofloxacin ที่เติมลงใน

ตัวอยางเนื้อไก (spike sample) แลววิเคราะหปริมาณดวย LC-MS จากนั้นคํานวณ % recovery พบวา 

% rcovery ของ ciprofloxacin และ enrofloxacin เทากับ 108.58 % และ 113.04 % ตามลําดับ แสดง

ดังตารางที่ 8 และ 9 ตามลําดับ ซึ่งเปนคาที่ยอมรับได ดังนั้นวิธีการสกัดนี้สามารถนําไปวิเคราะห 

ciprofloxacin และ enrofloxacinในตัวอยางเนื้อไกได
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ตารางที่ 8 เปอรเซ็นตการไดกลับคืน (% recovery) ของ ciprofloxacin ในตัวอยางเนื้อไก

Amount added

(µg)

Total amount

(µg)

Amount found

(µg)

% Recovery

blank 42.57 - -

120 172.75 130.18 108.58

ตารางที่ 9 เปอรเซ็นตการไดกลับคืน (% recovery) ของ enrofloxacin ในตัวอยางเนื้อไก

Amount added

(µg)

Total amount

(µg)

Amount found

(µg)

% Recovery

blank 80.78 - -

120 216.43 135.65 113.04

6.4.5 Precision

เมื่อนําสารละลายมาตรฐาน ciprofloxacin และ enrofloxacin ที่ระดับความเขมขน 9.6,12 

และ 24 ppb ฉีดวิเคราะหดวย LC-MS ซ้ํากัน ความเขมขนละ 3 ครั้ง แลวคํานวณหาเปอรเซ็นตคา

ความเบี่ยงเบน (%RSD) พบวาที่ระดับความเขมขนของสาร ciprofloxacin และ enrofloxacin 9.6 

ppb มีคา %RSD  เทากับ 4.96 และ 3.58 ตามลําดับ ที่ระดับความเขมขนของ ciprofloxacin และ 
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enrofloxacin 12 ppb มีคา %RSD เทากับ 1.41 และ 4.58 ตามลําดับ และที่ระดับความเขมขนของ 

ciprofloxacin และ enrofloxacin 24 ppb มีคา %RSD เทากับ 3.20 และ 3.14 ตามลําดับ 

ดังตารางที่ 10

ตารางที่ 10 Peak area ratio of standard ciprofloxacin ที่ระดับความเขมขนตางๆ

Injection no.

Concentration (µg/mL)

9.6 12 24

1 0.12419

0.12491

0.13555

0.14393

0.14264

0.14001

0.22798

0.22914

0.24143

2

3

Average 0.12822

0.00636

4.96

0.14219

0.00199

1.41

0.23285

0.00745

3.20

SD

%RSD
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       ตารางที่ 11 Peak area ratio of standard enrofloxacin ที่ระดับความเขมขนตางๆ

Injection no.

Concentration (µg/mL)

9.6 12 24

1 0.22664 0.22324

0.23961

0.24365

0.38955

0.41129

0.40800

2 0.20451

3 0.22323

Average 0.218127 0.23550

0.010808

4.57

0.402947

0.011718

2.91

SD 0.011915

%RSD 5.46
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สรุปผลการตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหดวย LC-MS

จากการตรวจสอบความถูกตองของวิธีแสดงวาการวิเคราะห enrofloxacin และ ciprofloxacin

ในเนื้อไกและไขดวยวิธี LC-MS นั้นจะใหผลที่นาเชื่อถือไดโดยผลการตรวจสอบความถูกตองของ

วิธีวิเคราะหดวย LC-MS แสดงดังตารางที่ 12 

ตารางที่ 12 สรุปผลการตรวจสอบความถูกตองของวิธี LC-MS

หัวขอการตรวจสอบ ผลการตรวจสอบ

Limit of detection (LOD) Ciprofloxacin = 0.10 ppb, Enrofloxacin   = 0.06  ppb

Limit of quantitation (LOQ) Ciprofloxacin  =  0.31ppb, Enrofloxacin   = 0.18 ppb

Linearity and range 0.72-24 ppb

Accuracy
% recovery ของ Ciprofloxacin  = 108.58% และ Enrofloxacin   = 

113.04%

Precision

ระดับความเขมขน 9.60 ppb % RSD ของ Ciprofloxacin = 4.96, 

Enrofloxacin = 3.58

ระดับความเขมขน 12 ppb % RSD ของ Ciprofloxacin = 1.41, 

Enrofloxacin = 4.58   

ระดับความเขมขน 24 ppb  % RSD ของ Ciprofloxacin = 3.20, 

Enrofloxacin = 3.14   
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6.4.6 ผลการตรวจคัดกรองเบื้องตนโดยโครมาโทกราฟแนวราบในตัวอยางเนื้อไกและไขไกจาก

แหลงวัตถุดิบตางๆ

จากการสุมตัวอยางจากแหลงวัตถุดิบและตรวจคัดกรองดวยวิธีคัดกรองที่พัฒนาขึ้น       พบ 

ตัวอยางเนื้อไกที่ตรวจไมผานคือมีปริมาณยาตกคางเกินกวาระดับ 100 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม

จํานวน 1 ตัวอยางจากตัวอยางทั้งหมด 116 ตัวอยาง คิดเปน 0.9 เปอรเซ็นต ซึ่งตัวอยางนี้มาจาก

ตลาดประเภทที่ 1 หางสรรพสินคาแหงหนึ่ง สวนตัวอยางไขไกตรวจผานทั้งหมด 62 ตัวอยาง       

ผลการตรวจแสดงดังตารางที่ 13-14

โครมาโทแกรมของตัวอยางจากการตรวจคัดกรองแสดงดังรูปที่ 20

ตารางที่ 13 ผลการตรวจคัดกรองเบื้องตนโดยโครมาโทกราฟแนวราบในตัวอยางเนื้อไกจากแหลง

วัตถุดิบตางๆ

ประเภทตลาด จํานวนตัวอยางที่สุม จํานวนตัวอยางที่
ตรวจผาน

จํานวนตัวอยางที่
ตรวจไมผาน

ประเภท 1
หางสรรพสินคา

27 26 1

ประเภท 2 ตลาดสด 52 52 0
ประเภท 3 ตลาดนัด 37 37 0

รวม 116 115 1
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Ciprofloxacin   Rf 0.39
Enrofloxacin    Rf 0.44 

ตารางที่ 14 ผลการตรวจคัดกรองเบื้องตนโดยโครมาโทกราฟแนวราบในตัวอยางไขไกจากแหลง

วัตถุดิบตางๆ

ประเภทตลาด จํานวนตัวอยางที่สุม จํานวนตัวอยางที่
ตรวจผาน

จํานวนตัวอยางที่
ตรวจไมผาน

ประเภท 1
หางสรรพสินคา

5 5 0

ประเภท 2 ตลาดสด 40 40 0
ประเภท 3 ตลาดนัด 17 17 0

รวม 62 62 0

   1        2      3       4       5       6      7     STD   9      10      11     12     13     14   15   16

รูปที่ 20 โครมาโทแกรมจากการตรวจคัดกรองตัวอยางเนื้อไกจากแหลงวัตถุดิบตางๆโดย

โครมาโทกราฟแนวราบ

วัฏภาคคงที่: HPTLC Si 60 F 254

วัฏภาคเคลื่อนที่: propanol: methanol : 25% ammonia 5:5:2

ปริมาตรสาร: 10 ไมโครลิตร

ระยะทางที่วัฏภาคเคลื่อนที่: 75 มิลลิเมตร

การตรวจวัด: การเรือง (แสงสีฟา) ที่ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร
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แถบที่ 1 - 7 และ แถบที่ 9 – 16 เปนตัวอยางทดสอบ แถบที่ 8 เปนสารมาตรฐาน enrofloxacin และ

ciprofloxacin ที่ 100 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม พบวาตัวอยางแถบที่ 4 หมายเลขตัวอยาง M190 มีแถบ

เรืองแสงสีฟาตรงกับแถบสารมาตรฐานและความเขมของแถบใกลเคียงกัน นั่นคือตรวจไมผาน ซึ่ง

ตองนําตัวอยางนี้ไปวิเคราะหยืนยันและหาปริมาณซ้ําอีกครั้งดวยวิธี LC-MS

6.4.7 การตรวจวิเคราะหปริมาณและยืนยันผลดวย LC-MS ในตัวอยางจากแหลงวัตถุดิบ

ตัวอยางเนื้อไกและไขไกที่ผานการตรวจคัดกรองเบื้องตนแลว เมื่อนําไปวิเคราะหปริมาณ

และยืนยันผลดวยวิธี LC-MS ซึ่งเปนวิธีมาตรฐานเพื่อเปรียบเทียบความสอดคลองของวิธี ผลการ

ทดสอบพบวา ตัวอยางเนื้อไกและไขไกที่ตรวจผานดวยวิธีโครมาโทกราฟแนวราบ (negative) 

จํานวน 25 และ 11 ตัวอยาง ตามลําดับ เมื่อนําไปวิเคราะหดวย LC-MS พบวามีปริมาณ enrofloxacin 

อยูระหวาง < 0.4 – 58.38 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ในตัวอยางเนื้อไก (ตารางที่ 15) และ< 0.4 – 5.6 

ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ในตัวอยางไขไก (ตารางที่ 17) ซึ่งแสดงวาทั้งสองวิธีใหผลการทดสอบที่

สอดคลองกัน คือ มีปริมาณการปนเปอน enrofloxacin ไมเกินเกณฑการยอมรับ (100 ไมโครกรัมตอ

กิโลกรัม) 

เมื่อนําตัวอยางจากชุดทดสอบผลบวกในเนื้อไกจํานวน 20 ตัวอยาง ไปวิเคราะหดวยวิธี LC-

MS พบวา ตัวอยางเนื้อไกกลุมที่ใหผลเปนบวกจริง (true positive) มีปริมาณ enrofloxacin อยู

ระหวาง 45.6 – 84.4 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม (ตารางที่ 16) ทั้งนี้การวิเคราะหปริมาณยาในชุด

ทดสอบผลบวกนี้เปนการหาคาการไดคืนกลับของวิธี (recovery) ไดดวย นั่นคือวิธีนี้มีคาการไดคืน

กลับของวิธี (recovery) ในเนื้อไกเทากับ 45.6-84.4 % สวนตัวอยางที่ตรวจใหเปนผลลบเท็จ (false 

negative) มีปริมาณ enrofloxacin อยูระหวาง 2.0 – 6.8 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม(ตารางที่ 17) ดังนั้น   

ความคลาดเคลื่อนของวิธีคัดกรองนาจะมีสาเหตุมาจากขั้นตอนการสกัดสารหรือปจจัยอื่นที่มีผลตอ
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ปริมาณยาในตัวอยางทําใหสารสกัดมีปริมาณยานอยและตรวจไมพบ สําหรับการตรวจชุดทดสอบ

ผลบวกในไขไกดวยวิธี LC-MS จํานวน 15 ตัวอยาง พบวา ตัวอยางไขไกกลุมที่ใหผลเปนบวกจริง 

(true positive) มีปริมาณ enrofloxacin อยูระหวาง   36.8 – 70.4 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม (ตารางที่ 18) 

ทั้งนี้การวิเคราะหปริมาณยาในชุดทดสอบผลบวกนี้เปนการหาคาการไดคืนกลับของวิธี (recovery) 

ได นั่นคือวิธีนี้มีคาการไดคืนกลับของวิธี (recovery) เทากับ 36.8-70.4% สวนตัวอยางที่ตรวจให

เปนผลลบเท็จ (false negative) มีปริมาณ enrofloxacin อยูระหวาง 26.4 – 30.8 ไมโครกรัมตอ

กิโลกรัม ดังนั้นความคลาดเคลื่อนของวิธีคัดกรองนาจะมีสาเหตุมาจากขั้นตอนการสกัดสารหรือ

ปจจัยอื่นที่มีผลตอปริมาณยาในตัวอยางทําใหสารสกัดมีปริมาณยานอยและตรวจไมพบ 

จากตัวอยางเนื้อไกที่ตรวจไมผานการตรวจคัดกรองเบื้องตน นํามาวิเคราะหปริมาณและ

ยืนยันผลดวย LC-MS พบวา เนื่องจากสารสกัดตัวอยางที่ทดสอบในครั้งแรกเก็บไวนานกวา 1 เดือน

จึงแหงไป ผูวิจัยจึงไดทําการสกัดตัวอยางใหมอีกครั้งแลวนํามาวิเคราะหดวย LC-MS พบวามี

ปริมาณยา enrofloxacin นอยกวา 0.4 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ทั้งนี้เกิดความไมสอดคลองกันขึ้น ซึ่ง

อาจมีสาเหตุจากสุมตัวอยางในสวนที่ตางกัน หรืออาจเกิดจากสภาวะการเก็บรักษาตัวอยางไม

เหมาะสมทําใหเกิดการสลายตัวของตัวยาทําใหตรวจไมพบในครั้งที่สอง 
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ตารางที่ 15 ผลการตรวจวิเคราะหตัวอยางเนื้อไกที่ตรวจผานการตรวจคัดกรองดวย LC-MS

ตัวอยางที่
ผลการตรวจคัดกรอง

เบื้องตน

ปริมาณที่วิเคราะหไดโดย LC-MS (µg/kg)

Ciprofloxacin Enrofloxacin

1 (M244) ตรวจไมพบ <0.24* <0.4*
2 (M187) ตรวจไมพบ 7.0000 30.2424
3 (M188) ตรวจไมพบ 9.6844 53.0304
4 (M230) ตรวจไมพบ 12.6844 54.0304
5 (M234) ตรวจไมพบ 2.4212 58.3024
6 (M002) ตรวจไมพบ < 0.24* < 0.4*
7 (M041) ตรวจไมพบ <0.24* <0.4*
8 (M044) ตรวจไมพบ <0.24* <0.4*
9 (M049) ตรวจไมพบ <0.24* <0.4*
10 (M052) ตรวจไมพบ <0.24* <0.4*
11 (M056) ตรวจไมพบ <0.24* <0.4*
12 (M074) ตรวจไมพบ <0.24* <0.4*
13 (M076) ตรวจไมพบ <0.24* <0.4*
14 (M149) ตรวจไมพบ <0.24* <0.4*
15 (M150) ตรวจไมพบ <0.24* <0.4*
16 (M174) ตรวจไมพบ <0.24* <0.4*
17 (M178) ตรวจไมพบ <0.24* <0.4*
18 (M181) ตรวจไมพบ <0.24* <0.4*
19 (M240) ตรวจไมพบ <0.24* <0.4*
20 (M200) ตรวจไมพบ <0.24* <0.4*

หมายเหตุ;  * = นอยกวา LOD (0.24 µg/kg สําหรับ Ciprofloxacin  และ สําหรับ Enrofloxacin), 

ตรวจไมพบ คือมีปริมาณยาปนเปอนนอยกวา 100 µg/kg 
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ตารางที่ 16 ผลการตรวจวิเคราะหตัวอยางเนื้อไกจากชุดทดสอบผลบวกดวย LC-MS 

ตัวอยางที่
ผลการตรวจคัดกรอง

เบื้องตน

ปริมาณที่วิเคราะหไดโดย LC-MS (µg/kg)

Ciprofloxacin Enrofloxacin

1   M001 ตรวจพบ 59.6 78.8
2   M048 ตรวจพบ 43.2 51.2
3   M104 ตรวจพบ 55.6 72.8
4   M223 ตรวจพบ 61.2 70.0
5   M238 ตรวจพบ 48.4 53.6
6  M205 ตรวจพบ 59.6 74.4
7  M180 ตรวจพบ 54.4 69.6
8  M153 ตรวจพบ 54.4 68.0
9  M186 ตรวจพบ 42.0 58.0
10  M202 ตรวจพบ 68.8 79.2
11  M204 ตรวจพบ 56.0 80.0
12  M216 ตรวจพบ 51.6 51.2
13 M217 ตรวจพบ 50.4 60.8
14  M229 ตรวจพบ 60.0 72.8
15  M242 ตรวจพบ 60.8 84.4
16  M171 ตรวจพบ 43.2 57.6
17  M194 ตรวจพบ 46.4 60.8
18  M152 ตรวจไมพบ 5.2 6.8
19  M206 ตรวจไมพบ 0.4 2.0
20  M195 ตรวจพบ 41.6 45.6

หมายเหตุ;  * = นอยกวา LOD (0.24 µg/kg สําหรับ Ciprofloxacin  และ สําหรับ Enrofloxacin), 

ตรวจไมพบ คือมีปริมาณยาปนเปอนนอยกวา 100 µg/kg  ตรวจพบ คือมีปริมาณยาปนเปอนมากกวา 

100 µg/kg  
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ตารางที่ 17 ผลการตรวจวิเคราะหตัวอยางไขไกที่ตรวจผานการตรวจคัดกรองดวย LC-MS 

ตัวอยางที่
ผลการตรวจคัดกรอง

เบื้องตน

ปริมาณที่วิเคราะหไดโดย LC-MS (g/kg)

Ciprofloxacin Enrofloxacin

1   E009 ตรวจไมพบ <0.24* 5.6
2   E041 ตรวจไมพบ 5.2 <0.4*
3   E020 ตรวจไมพบ 4.8 <0.4*
4   E029 ตรวจไมพบ 4.8 <0.4*
5   E037 ตรวจไมพบ 2.4 <0.4*
6   E047 ตรวจไมพบ 4.0 2.8
7   E011 ตรวจไมพบ 7.8 0.6
8   E014 ตรวจไมพบ 3.2 1.5
9   E023 ตรวจไมพบ 0.8 0.5
10  E051 ตรวจไมพบ 2.9 2.2
11  E034 ตรวจไมพบ 8.0 1.5

หมายเหตุ;  * = นอยกวา LOD (0.24 µg/kg สําหรับ Ciprofloxacin  และ สําหรับ Enrofloxacin), 

ตรวจไมพบ คือมีปริมาณยาปนเปอนนอยกวา 100 µg/kg  ตรวจพบ คือมีปริมาณยาปนเปอนมากกวา 

100 µg/kg  
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ตารางที่ 18 ผลการตรวจวิเคราะหตัวอยางไขไกจากชุดทดสอบผลบวกดวย LC-MS 

ตัวอยางที่
ผลการตรวจคัดกรอง

เบื้องตน

ปริมาณที่วิเคราะหไดโดย LC-MS (µg/kg)

Ciprofloxacin Enrofloxacin

1 (E019) ตรวจพบ 47.6 68.8
2 (E030) ตรวจพบ 55.2 69.6
3 (E036) ตรวจพบ 59.6 70.4
4 (E038) ตรวจพบ 54.8 60.8
5 (E049) ตรวจพบ 45.2 60.4
6 (E022) ตรวจพบ 8.0 39.6
7 (E031) ตรวจพบ <0.40* 36.8
8 (E046) ตรวจพบ 9.6 51.2
9 (E043) ตรวจไมพบ <0.40* 30.8
10 (E017) ตรวจไมพบ 2.4 26.4
11(E001) ตรวจไมพบ 0.8 30.0

หมายเหตุ;  * = นอยกวา LOD (0.24 µg/kg สําหรับ Ciprofloxacin  และ สําหรับ Enrofloxacin), 

ตรวจไมพบ คือมีปริมาณยาปนเปอนนอยกวา 100 µg/kg  ตรวจพบ คือมีปริมาณยาปนเปอนมากกวา 

100 µg/kg  
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บทที่ 7

วิจารณผล

  การทดสอบตัวอยางเนื้อไกและไขไกที่มียา enrofloxacin พบวาวิธีการตรวจคัดกรอง

เบื้องตนนี้มีประสิทธิภาพดี สามารถตรวจพบยา enrofloxacin ที่ตกคางในปริมาณความเขมขนของ

ยานอยที่สุด (detection limit) ในระดับความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ซึ่งเทากับระดับ

การยอมรับที่กําหนด (MRL) 

การทดสอบความนาเชื่อถือของวิธีคัดกรองนี้ พบวาเปนวิธีที่สามารถตรวจคัดกรองใน

ตัวอยางเนื้อไกไดดี โดยมีคา sensitivity (ความสามารถในการใหผลบวกถามียาตานจุลชีพตกคางใน

เนื้อไก) รอยละ 90   มีคา specificity (ความสามารถในการใหผลลบถาไมมียาตานจุลชีพตกคางใน

เนื้อไก) รอยละ 100 สําหรับการคัดกรองในตัวอยางไขไกนั้นสามารถตรวจคัดกรองยา enrofloxacin

ไดโดยมีคา sensitivity รอยละ 80   มีคา specificity รอยละ 100  ทั้งนี้เนื่องจากวิธีการคัดกรองนี้ไม

สามารถตรวจ ciprofloxacin ซึ่งเปน metabolite ของยาในระดับต่ําได อาจมีสาเหตุมาจากขั้นตอน

การสกัดยังไมเหมาะสมจึงไมสามารถนํามาประยุกตใชในการคัดกรอง ciprofloxacin ในตัวอยาง       

ไขไกได การศึกษาเปรียบเทียบผลการตรวจตัวอยางดวยวิธีคัดกรองกับวิธีลิควิดโครมาโทกราฟ

แมสสเปกโทเมทรี (LC-MS) พบวา ผลการตรวจตัวอยางจากทั้งสองวิธีสอดคลองกัน ดังนั้น วิธี

ตรวจคัดกรองนี้จึงเปนทางเลือกในการตรวจเบื้องตนสําหรับยา enrofloxacin ตกคางในตัวอยางเนื้อ

ไกละไขไกได
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คาใชจายในการตรวจคัดกรองโดยวิธีโครมาโทกราฟแนวราบ 

คาใชจายโดยประมาณในการตรวจคัดกรองโดยวิธีโครมาโทกราฟแนวราบตอตัวอยาง

แสดงดังตารางที่ 19

ตารางที่ 19 คาใชจายในการตรวจคัดกรองโดยวิธีโครมาโทกราฟแนวราบ 

คาใชจาย ราคา (บาท)

หมวดคาสารเคมี 150-200

หมวดทั่วไปคาแกสไนโตรเจน 50

หมวดคาวัสดุวิทยาศาสตร 50-100

หมวดอื่นๆ เชน คาสาธารณูปโภค 10 % ของคาใชจายทั้งหมด

รวม 270- 440

หมายเหตุ คาใชจายนี้เปนคาใชจายโดยประมาณเทานั้น

การเปรียบเทียบวิธีคัดกรองโดยโครมาโทกราฟแนวราบและวิธี LC-MS 

การเปรียบเทียบวิธีคัดกรองโดยโครมาโทกราฟแนวราบและวิธี LC-MS ที่ใชสําหรับการ

ตรวจสารตกคางในเนื้อไกและไขไก แสดงดังตารางที่ 20
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 ตารางที่ 20  การเปรียบเทียบวิธีคัดกรองโดยโครมาโทกราฟแนวราบและวิธี LC-MS 

หัวขอ โครมาโทกราฟแนวราบ (HPTLC) LC-MS

คาใชจายโดยประมาณ (บาท) 300 -500 3,000-5,000

เวลาในการวิเคราะห (ชม) 3-5 4-6

ความไวในการวิเคราะห (ppb) 100 0.06 (LOD)

ความจําเพาะของวิธี 100 -

ความถูกตองของวิธี (%recovery) 45-80 % 113 %

ความแมนยํา (% RSD) - 4 %

โดยสรุป วิธีคัดกรองโดยโครมาโทกราฟแนวราบ (HPTLC) ที่พัฒนาขึ้นสําหรับการคัด

กรองการปนเปอนของยา enrofloxacin ในเนื้อไกและไขนี้ เปนวิธีที่ดี รวดเร็ว และคาใชจายนอย จึง

เหมาะจะนํามาใชในงานคัดกรองตัวอยางที่มีปริมาณมาก สามารถใชในหนวยงานที่มีงานประจํา

ดานการตรวจคัดกรองการปนเปอนได ทั้งนี้วิธีนี้มีความไวและความถูกตองในระดับหนึ่งดังนั้น

หากตองการงานที่มีความละเอียดสูง ควรเลือกใชวิธีอื่น เชน HPLC หรือ LC-MS เปนตน
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สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ

เมื่อไดทําการตรวจคัดกรองตัวอยางเนื้อไกและไขไกที่สุมมาจากแหลงวัตถุดิบจํานวน 116 

และ 62 ตัวอยาง พบมี เนื้อไก 1 ตัวอยางที่มีปริมาณยา enrofloxacin ตกคางเกินระดับการยอมรับที่ 

100 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ทั้งนี้ตัวอยางที่เกินมาตรฐานควรนําไปตรวจวิเคราะหปริมาณเพื่อยืนยัน

ผลซ้ําดวยวิธีลิควิดโครมาโทกราฟแมสสเปกโทเมทรี (LC-MS) ตอไป

ขอมูลที่ไดจากการคัดกรองตัวอยางนี้ แสดงใหเห็นวาแมปจจุบันจะมีการหามใชยา 

enrofloxacin ในสัตวสัตวปกแลว ยังมีการใชอยูจริงในพื้นที่ที่สุมตัวอยางซึ่งสะทอนปญหาดานตาง 

ๆ ในสังคม เชน การศึกษาและการเผยแพรความรูที่จําเปนแกเกษตรกร การควบคุมการใชยาเกิน

ความจําเปนและการใชยาผิดประเภทหรือลักลอบใช ปญหามลภาวะเปนพิษที่เกิดจากสารตกคาง

ตางๆ เหลานี้สงผลกระทบตอสุขภาพของผูบริโภค และดานเศรฐกิจของประเทศ

 ทั้งนี้อาจมีปจจัยที่สงผลใหเกิดความคลาดเคลื่อนของวิธีคัดกรองดวยวิธีโครมาโทกราฟ

แนวราบนี้ ไดแก 

1. องคประกอบในตัวอยางซึ่งมีความแปรปรวนตามธรรมชาติ และสิ่งแวดลอม ซึ่งจะ

องคประกอบทางเคมีบางอยางจะสงผลรบกวนการวิเคราะหได

2. การเตรียมวัตถุดิบ เชน เนื้อเยื่อแตละสวนของตัวอยางนั้นจะมีองคประกอบแตกตาง

กัน รวมถึงการเตรียมตัวอยางในขั้นตอนการบดตัวอยางความละเอียดของตัวอยางยอมสงผลตอการ

สกัดสารออกจากตัวอยางดวย

3. สภาวะในการทดสอบตัวอยาง เชน อุณหภูมิ ความชื้น ความพรอมของเครื่องมือและ

สารเคมีตางๆ สงผลใหเกิดความคลาดเคลื่อนของการทดสอบได
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4. สภาวะการเก็บรักษาตัวอยาง จะสงผลการเสื่อมสลายของยาไดซึ่งควรไดรับการศึกษา

ตอไปเพื่อใหวิธีมีความนาเชื่อถือมากยิ่งขึ้น
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ภาคผนวก ข

รายชื่อแหลงวัตถุดิบสําหรับตัวอยางเนื้อไก
ลําดับที่ รหัส สถานที่เก็บตัวอยาง วันที่เก็บตัวอยาง หมายเหตุ

1 M001 ตลาดสดราชวัตร 2/6/52 ตลาดสด
2 M002 ตลาดสดราชวัตร 2 2/7/52 ตลาดสด
3 M003 ตลาดสดราชวัตร 3 2/8/52 ตลาดสด
4 M004 เตาปูน 1 2/9/52 ตลาดสด
5 M006 ตลาดบางแค 1 7/6/52 ตลาดสด
7 M008 พระสมุทรเจดีย  2 7/8/52 ตลาดสด
8 M010 ตลาดบางแค2 7/9/52 ตลาดสด
9 M011 ตลาด อตก.1 7/10/52 ตลาดสด

10 M041 ตลาดสดมักกะสัน 14/06/52 ตลาดสด
11 M042 ตลาดสดมักกะสัน 2 14/06/52 ตลาดสด
12 M043 ตลาดสดหวยขวาง 14/06/52 ตลาดสด
13 M044 ตลาดสดหวยขวาง 14/06/52 ตลาดสด
14 M045 ตลาด แฮปปแลนด 1 14/06/52 ตลาดสด
15 M047 ตลาดโชคชัย 4 รานที่1 14/06/52 ตลาดสด
16 M048 ตลาดโชคชัย 4 รานที่2 14/06/52 ตลาดสด
17 M049 ตลาดบางกะป 1 14/06/52 ตลาดสด
18 M050 ตลาดบางกะป 2 14/06/52 ตลาดสด
19 M051 ตลาดบางจาก 1 14/06/52 ตลาดสด
20 M052 ตลาดบางจาก 2 14/06/52 ตลาดสด
21 M053 ตลาดออนนุช 1 14/06/52 ตลาดสด
22 M054 ตลาดออนนุช 2 14/06/52 ตลาดสด
23 M055 ตลาดสดพระโขนง1 14/06/52 ตลาดสด
24 M056 ตลาดบางเขน 1 16/06/52 ตลาดสด
25 M068 ตลาดธนบุรี 1 18/06/52 ตลาดสด
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26 M069 ตลาดธนบุรี 2 18/06/52 ตลาดสด
27 M070 ตลาดบางขุนนนท1 18/06/52 ตลาดสด
28 M071 ตลาดบางขุนนนท2 18/06/52 ตลาดสด
29 M072 ตลาดชัยพฤกษ 18/06/53 ตลาดสด
30 M073 ตลาดบางขุนศรี 2 18/06/52 ตลาดสด
31 M076 ตลาดสามยาน 1 19/06/52 ตลาดสด
32 M081 ตลาดสี่พระยา 3 19/06/52 ตลาดสด
33 M090 ตลาดเจริญกรุง 3 19/06/52 ตลาดสด
34 M096 ตลาดสําเหร 1 22/06/52 ตลาดสด
35 M098 ตลาดสวนหลวง 1 24/06/52 ตลาดสด
36 M099 ตลาดสวนหลวง 2 24/06/52 ตลาดสด
37 M150 ตลาดแสงดาว 1 7/7/52 ตลาดสด
38 M151 ตลาดบางบอน 1 7/7/52 ตลาดสด
39 M152 ตลาดบางบอน 2 7/7/52 ตลาดสด
40 M159 ตลาดพระปน3  -2 8/7/52 ตลาดสด
41 M170 ตลาดสมภพ 2 11/7/52 ตลาดสด
42 M186 ตลาดหวยขวาง 3 13/07/52 ตลาดสด
43 M214 ตลาดโพธิ์สามตน 1 17/07/52 ตลาดสด
44 M215 ตลาดโพธิ์สามตน 2 17/07/52 ตลาดสด
45 M222 ตลาดรัตนโกสินทร200ป 1 19/07/52 ตลาดสด
46 M223 ตลาดรัตนโกสินทร200ป 2 19/07/52 ตลาดสด
47 M227 ตลาดอตก.   2 19/07/52 ตลาดสด
48 M228 ตลาดอตก.   3 19/07/52 ตลาดสด
49 M229 ตลาดสะพานขาว 1 19/07/52 ตลาดสด
50 M233 ตลาดคลองแค 1 20/07/52 ตลาดสด
51 M244 ตลาดกลางบางใหญ 1 22/07/52 ตลาดสด
52 M246 ตลาดกลางบางใหญ 3 22/07/52 ตลาดสด
53 M005 โลตัสเตาปูน 1 2/6/52 หางสรรพสินคา
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54 M009 Big C พระประแดง 1 7/7/52 หางสรรพสินคา
55 M022 Emporium 1 11/6/52 หางสรรพสินคา
56 M023 Siam Paragon 1 11/6/52 หางสรรพสินคา
57 M024 The Mall ทาพระ 1 11/6/52 หางสรรพสินคา
58 M025 โลตัส ออนนุช 1 11/6/52 หางสรรพสินคา
59 M026 โลตัส พระราม 1 11/6/52 หางสรรพสินคา
60 M074 Macro จรัญสนิทวงศ 18/06/52 หางสรรพสินคา
61 M075 Tops บางรัก 1 19/06/52 หางสรรพสินคา
62 M147 โลตัสเตาปูน 2 7/7/52 หางสรรพสินคา
63 M148 โลตัสบางแค2 7/7/52 หางสรรพสินคา
64 M149 The Mallบางแค 2 7/7/52 หางสรรพสินคา
65 M156 คารฟูรบางใหญ 8/7/52 หางสรรพสินคา
66 M171 Big C ออมใหญ1 11/7/52 หางสรรพสินคา
67 M178 โลตัสเอกซเพรส วัดใหญใน

คลองบางปลากด
12/7/52

หางสรรพสินคา
68 M179 โลตัสเอกซเพรส วัดแคในคลอง

บางปลากด
12/7/52

หางสรรพสินคา
69 M190 Tops มาบุญครอง 13/07/52 หางสรรพสินคา
70 M195 โลตัสปนเกลา 14/07/52 14/07/52 หางสรรพสินคา
71 M197 Save-E 14/07/52 หางสรรพสินคา
72 M203 คารฟูรบางบอน 15/07/52 หางสรรพสินคา
73 M211 โลตัส วัดไชยฉิมพลี 16/07/52 หางสรรพสินคา
74 M212 โลตัสเอกซเพรสวัดรางบัว 16/07/52 หางสรรพสินคา
75 M216 โลตัสบางปะกอก 17/07/52 หางสรรพสินคา
76 M217 Tops นครหลวง 17/07//52 หางสรรพสินคา
77 M224 คารฟูรรามอินทรา 19/07/52 หางสรรพสินคา
78 M225 คารฟูร มีนบุรี 19/07/52 หางสรรพสินคา
79 M226 Tops รังสิต 19/07/52 หางสรรพสินคา
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80 M104 ตลาดนัดวัดแค 24/06/52 ตลาดนัด
81 M174 ตลาดนัดหมูบานหรรษา   -1 11/7/52 ตลาดนัด
82 M176 ตลาดนัด แหลมฟาผา   -1 12/7/52 ตลาดนัด
83 M181 ตลาดนัดวัดแค2 12/7/52 ตลาดนัด
84 M183 ตลาดนัดสุขสวัสดิ์ 12/7/52 ตลาดนัด
85 M185 ตลาดนัดการเคหะดินแดง2 13/07/52 ตลาดนัด
86 M189 ตลาดนัดรามคําแหงซอย5 13/07/52 ตลาดนัด
87 M193 สี่แยกทศกัณฑ2 14/07/52 ตลาดนัด
88 M194 ตลาดนัด Safe center 14/07/52 ตลาดนัด
89 M198 ตลาดนัดศาลายา 1 15/07/52 ตลาดนัด
90 M199 ตลาดนัดศาลายา 2 15/07/52 ตลาดนัด
91 M200 ตลาดนัดกระทุมลน 15/07/52 ตลาดนัด
92 M201 ตลาดนัดวัดอุดมรังสี 1 15/07/52 ตลาดนัด
93 M202 ตลาดนัดวัดอุดมรังสี 2 15/07/52 ตลาดนัด
94 M204 ตลาดนัดหมูบานเศรษฐกิจ 15/07/52 ตลาดนัด
95 M205 ตลาดนัดเจใหญ 1 15/07/52 ตลาดนัด
96 M206 ตลาดนัดเจใหญ 2 15/07/52 ตลาดนัด
97 M207 ตลาดนัดหมูบานพระปน 2  -2 16/07/52 ตลาดนัด
98 M208 ตลาดนัดหมูบานพระปน 2   -3 16/07/52 ตลาดนัด
99 M209 ตลาดนัดวัดไชยฉิมพลี 1 16/07/52 ตลาดนัด

100 M210 ตลาดนัดวัดไชยฉิมพลี 2 16/07/52 ตลาดนัด
101 M219 ตลาดนัดหงส1 17/07/52 ตลาดนัด
102 M235 ตลาดนัดสวนผัก 21/07/52 ตลาดนัด
103 M236 ตลาดนัดสวนผัก 2 21/07/52 ตลาดนัด
104 M237 ตลาดนัดอารีย ซอย7  -1 21/07/52 ตลาดนัด
105 M238 ตลาดนัดอารีย ซอย7  -2 21/07/52 ตลาดนัด
106 M240 ตลาดนัดวัดแกว  1 21/07/52 ตลาดนัด
107 M242 ตลาดนัดวัดมะลิ 21/07/52 ตลาดนัด
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108 M243 ตลาดนัดวัดทาพระ 21/07/52 ตลาดนัด
109 M247 ตลาดนัดวัดสมเกลี้ยง 1 22/07/52 ตลาดนัด
110 M248 ตลาดนัดวัดสมเกลี้ยง 2 22/07/52 ตลาดนัด
111 M249 ตลาดนัดขางโพธิสาร 22/07/52 ตลาดนัด
112 M116 ตลาดนัดวัดนอยใน 2 22/07/52 ตลาดนัด
113 M072 ชัยพฤกษ1 18/06/52 ตลาดนัด
114 M141 วัดบางแวก 4/7/52 ตลาดนัด
115 M153 ตลาดบางแค 7/7/52 ตลาดนัด
116 M180 ซอยวัดใหญ 12/7/52 ตลาดนัด
117 M239 ซอยศาสนา 21/07/52 ตลาดนัด
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รายชื่อสถานที่สุมตัวอยางไขไก

ลําดับที่ รหัส สถานที่เก็บตัวอยาง วันที่เก็บตัวอยาง หมายเหตุ

1 E001 โลตัส  เตาปูน 2/6/2552 หางสรรพสินคา
2 E002 บางแค 7/6/2552 ตลาดสด
3 E003 บางขุนศรี 9/6/2552 ตลาดสด
4 E004 พระโขนง 14/6/2552 ตลาดสด
5 E005 พระโขนง 14/6/2552 ตลาดสด
6 E006 วงเวียนใหญ 19/6/2552 ตลาดสด
7 E007 สะพานขาว 27/6/2552 ตลาดสด
8 E008 พุทธมนฑลสาย 2 29/6/2552 ตลาดนัด
9 E009 ตลาดพระปน 3 8/7/2552 ตลาดสด

10 E010 เพชรเกษม ซ. 71 11/7/2552 ตลาดนัด
11 E011 รามคําแหง ซ. 5 13/7/2552 ตลาดนัด
12 E012 ตลาดนัดเซฟเซ็นเตอร 14/7/2552 ตลาดนัด
13 E013 คารฟู บางบอน 15/7/2552 หางสรรพสินคา
14 E014 ซีพี เฟรชมารค  สาขาวัดฉิม 16/7/2552 หางสรรพสินคา
15 E015 ตลาดสดสะพานขาว 19/7/2552 ตลาดสด
16 E016 โลตัส  สามพราน 20/7/2552 หางสรรพสินคา
17 E017 ตลาดสดไฟฟา  นครชัยศรี 20/7/2552 ตลาดสด
18 E018 ตลาดสดกระทุมแบน 20/7/2552 ตลาดสด
19 E019 Tops  สาขามาบุญครอง 6/8/2552 หางสรรพสินคา
20 E020 ตลาดนัด ธนินธร 1 20/8/2552 ตลาดนัด
21 E021 ตลาดนัด ธนินธร 2 20/8/2552 ตลาดนัด
22 E022 ตลาดนัด ม.ไวทเฮาส 1 20/8/2552 ตลาดนัด
23 E023 ตลาดนัด ม.ไวทเฮาส 2 20/8/2552 ตลาดนัด
24 E024 ตลาดนัดเซียรรังสิต 20/8/2552 ตลาดนัด
25 E025 ตลาดนัดบอนไก 1 20/8/2552 ตลาดนัด
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26 E026 ตลาดนัดบอนไก 2 20/8/2552 ตลาดนัด
27 E027 ตลาดนัดเมืองเอก 1 20/8/2552 ตลาดนัด
28 E028 ตลาดนัดเมืองเอก 2 20/8/2552 ตลาดนัด
29 E029 ตลาดสดประทานพร 1 20/8/2552 ตลาดสด
30 E030 ตลาดสดประทานพร 2 20/8/2552 ตลาดสด
31 E031 ตลาดสดรามอินทรา กม.4 20/8/2552 ตลาดสด
32 E032 ตลาดนัด (ซ. รามอินทรา 34) 2 20/8/2552 ตลาดนัด
33 E033 ตลาดนัด (ซ. รามอินทรา 34) 1 20/8/2552 ตลาดนัด
34 E034 ตลาดสดลําลูกกา 20/8/2552 ตลาดสด
35 E035 ตลาดสดปากคลองตลาด 1 20/8/2552 ตลาดสด
36 E036 ตลาดสดปากคลองตลาด 2 20/8/2552 ตลาดสด
37 E037 ตลาดสดสี่มุมเมือง 20/8/2552 ตลาดสด
38 E038 ตลาดสดยิ่งเจริญ 20/8/2552 ตลาดสด
39 E039 ตลาดนัดทาพรานนก 20/8/2552 ตลาดนัด
40 E040 ตลาดสดรามอินทรา กม.2 20/8/2552 ตลาดสด
41 E041 ตลาดสดสําเหร 21/8/2552 ตลาดสด
42 E042 ตลาดสดเงินวิจิตร 21/8/2552 ตลาดสด
43 E043 ตลาดสด สน. พลับพลาไชย 21/8/2552 ตลาดสด
44 E044 ตลาดสดบางแค 21/8/2552 ตลาดสด
45 E045 ตลาดสดวงเวียนใหญ 21/8/2552 ตลาดสด
46 E046 ตลาดสดคลองเตย 21/8/2552 ตลาดสด
47 E047 ตลาดสดบางขุนศรี 22/8/2552 ตลาดสด
48 E048 ตลาดสดสีลม 25/8/2552 ตลาดสด
49 E049 ตลาดพงษเพชร 25/8/2552 ตลาดสด
50 E050 ตลาดอมรพันธ 25/8/2552 ตลาดสด
51 E051 ตลาดมิ่งขวัญ 25/8/2552 ตลาดสด
52 E052 ตลาดสมโชติ 25/8/2552 ตลาดสด
53 E053 ตลาดทาน้ําเมืองนนท 25/8/2552 ตลาดสด
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54 E054 ตลาดประชานิเวศน 3 25/8/2552 ตลาดสด
55 E055 ตลาดลาดพราว (อุดมลาภ) 25/8/2552 ตลาดสด
56 E056 ตลาดไท 25/8/2552 ตลาดสด
57 E057 ตลาดหวยขวาง 25/8/2552 ตลาดสด
58 E058 ตลาดสาธร 25/8/2552 ตลาดสด
59 E059 ตลาดลาดพราว  กม.8 27/8/2552 ตลาดสด
60 E060 ตลาดอุดมสุข 27/8/2552 ตลาดสด
61 E061 ตลาดโชคชัย 4 27/8/2552 ตลาดสด
62 E062 ตลาดบางจาก 27/8/2552 ตลาดสด
63 E063 ตลาดบางกะป 27/8/2552 ตลาดสด


