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พฒนาและทดสอบความใชไดของวธวเคราะห glyoxal ใน ผลตภณฑวตถอนตรายดานการปศสตว
 สนนท กตตจารวฒนา ชศกด อาจสงเนน องอาจ บญบรรล ธต รจเชาว
 บทคดยอ
 การพฒนาและทดสอบความใชไดของวธวเคราะห glyoxal ดวยเทคนค HPLC-DAD ดวยคอลมน Vertisep C18, 5um 4.0x250 mm พบวา glyoxal ถกชะออกทเวลา 5.0 นาท โดยม run time 7 นาท ในการศกษาการทดสอบความใชไดของวธวเคราะหหวขอ linearity and range ประเมนจากการทดสอบทระดบความเขมขน 0.002 - 0.006 มลลกรมตอมลลลตร (0.002, 0.003, 0.004, 0.005 และ 0.006 มลลกรมตอมลลลตร) เปนเวลา 3 วน ไดคาสมประสทธของการตดสนใจ (r2) เทากบ 0.9973 ความแมน (accuracy) ประเมนจากคา %recovery และความเทยงจากการท าซ าระหวางวน (intermediate precision) ไดคาระหวาง 95.1 - 103.1 % และ 0.72 - 1.77 %RSD ตามล าดบ ผลการทดสอบพบวาวธวเคราะหนไดผานการทดสอบความใชไดของวธ สามารถใชงานตรวจหาปรมาณสารส าคญ glyoxal ในผลตภณฑวตถอนตรายได
 ค าส าคญ : glyoxal, HPLC, ผลตภณฑวตถอนตรายดานการปศสตว
 กลมตรวจสอบคณภาพยาสตว ส านกตรวจสอบคณภาพสนคาปศสตว กรมปศสตว
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กลมตรวจสอบคณภาพยาสตว หนา 2 จาก 18
 Method Development and Validation for the Determination of Glyoxal in Hazardous Substance Products for Livestock
 Sunan Kittijaruwattana, Chusak Ardsoongnearn, Ongart Boonbanlu, Titi Rujichao
 Abstract
 Method development and validation of glyoxal determination was performed using HPLC-DAD with a Vertisep C18, 5um 4.0x250 mm column. Glyoxal was eluted at 5.0 min within 7 min run time. The linearity and range were evaluated in the range of 0.002 - 0.006 mg/mL (0.002, 0.003, 0.004, 0.005 and 0.006 mg/mL) for three days. The coefficient of determination (r2) was 0.9973. The accuracy in term of percent recovery and intermediate precision were between 95.1 - 103.1% and 0.72 - 1.77 RSD%, respectively. The proposed method was successfully validated and can be applied for the quantitative determination of glyoxal in hazardous substance products.
 Keyword: glyoxal, HPLC, hazardous substance products for livestock
 Veterinary Drug Assay Division, Bureau of Quality Control of Livestock Products, Department of Livestock Development.
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กลมตรวจสอบคณภาพยาสตว หนา 3 จาก 18
 พฒนาและทดสอบความใชไดของวธวเคราะห glyoxal ใน ผลตภณฑวตถอนตรายดานการปศสตว
 ผด ำเนนงำน
 1. นางสนนท กตตจารวฒนา 2. นายชศกด อาจสงเนน 3. นายองอาจ บญบรรล 4. นายธต รจเชาว
 บทน ำ
 Glutaraldehyde เปนสารกลม aldehyde ทมประสทธภาพสงในการท าลายเชอโรคโดยไมใชความรอนท าใหนยมใชในผลตภณฑฆาเชอโรค แตเนองจากวธการวเคราะหดวยการ titrate ไมสามารถแยก glutaraldehyde ออกจากสาร aldehyde ชนดอน ท าใหไมสามารถใชวธ titrate ในการหาปรมาณของสารแตละชนดในกลม aldehyde ได เชน ในกรณทม glutaraldehyde, formaldehyde และ glyoxal อยในผลตภณฑเดยวกน ดงนนการศกษานมวตถประสงคในการหาความเขนขนของ glyoxal ในผลตภณฑทม glutaraldehyde และ formaldehyde ดวยวธ HPLC-DAD 1. วตถประสงค
 เพอพฒนาและทดสอบความใชไดของวธวเคราะห glyoxal ในผลตภณฑวตถอนตรายดานการปศสตวดวยเครอง HPLC-DAD โดยอางองวธตรวจวเคราะห glutaralhyde และ formaldehyde ของ Dow chemical และวธวเคราะห glyoxal ของ Zhu และคณะ (2011) 2. ขอบขำย
 พฒนาและทดสอบความใชไดของวธวเคราะห glyoxal ในผลตภณฑวตถอนตรายดานการปศสตวดวยเครอง HPLC-DAD 3. ประโยชนทไดรบ
 ไดวธทสามารถตรวจวเคราะห glyoxal ในผลตภณฑวตถอนตรายดานการปศสตวดวยเครอง HPLC-DAD

Page 4
                        

กลมตรวจสอบคณภาพยาสตว หนา 4 จาก 18
 4. วธด าเนนการ 4.1. ทดสอบ glyoxal ใน condition ของ Dow chemical (2012) ทใชในการตรวจวเคราะห
 formaldehyde และ glutaraldehyde ดวยคอลมน Spherisorb C8, 5 µm 4.6 x 150 mm เพอตรวจสอบการแยกของ glyoxal และใช 2, 4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) เปนสาร derivatization ท าปฎกรยากบ standard solution ทอณหภมหองเปนเวลา 60 นาท
 4.2. ศกษาการปรบเปลยนระดบปรมาตรน า deionized เพอละลายสารมาตรฐาน glyoxal เปน 5 ระดบ คอเตมน า deionized ปรมาตร 1, 5, 10, 20 และ 40 mL ตามล าดบ mobile phase เปนแบบ gradient profile ดงตารางท 1
 ตารางท 1 gradient profile ในการทดสอบ glyoxal Time Acetonitrile น า deionized 0.0 50 50 3.0 50 50 7.0 60 40 9.0
 15.0 60 50
 40 50
 Column temperature 30 C Flow rate 1.0 mL/min Injection volume 20 µL Detector wavelength UV 365 nm
 4.2.1. ระดบท 1 การเตรยม standard solution โดยการเตมน า deionized ปรมาตร 1 mL 4.2.1.1. การเตรยม standard solution 0.500 mg/mL ชงสารมาตรฐาน
 formaldehyde 37% ประมาณ 135.0 มลลกรม (บนทกน าหนกจรง) glyoxal 40% ประมาณ 125.0 มลลกรม (บนทกน าหนกจรง) และ glutaraldehyde 50% ประมาณ 100.0 มลลกรม (บนทกน าหนกจรง) ลงใน volumetric flask ขนาด 100 mL เตมน า deionized ปรมาตร 1 mL เพอละลาย glyoxal และปรบใหไดปรมาตรดวย acetonitrile
 4.2.1.2. การเตรยม standard solution 0.030 mg/mL ปเปต standard solution 0.500 mg/mL ปรมาตร 3 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 50 mL ปรบใหไดปรมาตรดวย acetonitrile
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กลมตรวจสอบคณภาพยาสตว หนา 5 จาก 18
 4.2.2. ระดบท 2 การเตรยม standard solution โดยการเตมน า deionized ปรมาตร 5 mL 4.2.2.1. การเตรยม standard solution 0.500 mg/mL ชงสารมาตรฐาน
 formaldehyde 37% ประมาณ 135.0 มลลกรม (บนทกน าหนกจรง) glyoxal 40% ประมาณ 125.0 มลลกรม (บนทกน าหนกจรง) และ glutaraldehyde 50% ประมาณ 100.0 มลลกรม (บนทกน าหนกจรง) ลงใน volumetric flask ขนาด 100 mL เตมน า deionized ปรมาตร 5 mL เพอละลาย glyoxal และปรบใหไดปรมาตรดวย acetonitrile
 4.2.2.2. การเตรยม standard solution 0.030 mg/mL ปเปต standard solution 0.500 mg/mL ปรมาตร 3 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 50 mL ปรบใหไดปรมาตรดวย acetonitrile
 4.2.3. ระดบท 3 การเตรยม standard solution โดยการเตมน า deionized ปรมาตร 10 mL 4.2.3.1. การเตรยม standard solution 0.500 mg/mL ชงสารมาตรฐาน
 formaldehyde 37% ประมาณ 135.0 มลลกรม (บนทกน าหนกจรง) glyoxal 40% ประมาณ 125.0 มลลกรม (บนทกน าหนกจรง) และ glutaraldehyde 50% ประมาณ 100.0 มลลกรม (บนทกน าหนกจรง) ลงใน volumetric flask ขนาด 100 mL เตมน า deionized ปรมาตร 10 mL เพอละลาย glyoxal และปรบใหไดปรมาตรดวย acetonitrile
 4.2.3.2. การเตรยม standard solution 0.030 mg/mL ปเปต standard solution 0.500 mg/mL ปรมาตร 3 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 50 mL ปรบใหไดปรมาตรดวย acetonitrile
 4.2.4. ระดบท 4 การเตรยม standard solution โดยการเตมน า deionized ปรมาตร 20 mL 4.2.4.1. การเตรยม standard solution 0.500 mg/mL ชงสารมาตรฐาน
 formaldehyde 37% ประมาณ 135.0 มลลกรม (บนทกน าหนกจรง) glyoxal 40% ประมาณ 125.0 มลลกรม (บนทกน าหนกจรง) และ glutaraldehyde 50% ประมาณ 100.0 มลลกรม (บนทกน าหนกจรง) ลงใน volumetric flask ขนาด 100 mL เตมน า deionized ปรมาตร 20 mL เพอละลาย glyoxal และปรบใหไดปรมาตรดวย acetonitrile
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กลมตรวจสอบคณภาพยาสตว หนา 6 จาก 18
 4.2.4.2. การเตรยม standard solution 0.030 mg/mL ปเปต standard solution 0.500 mg/mL ปรมาตร 3 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 50 mL ปรบใหไดปรมาตรดวย acetonitrile
 4.2.5. ระดบท 5 การเตรยม standard solution โดยการเตมน า deionized ปรมาตร 40 mL 4.2.5.1. การเตรยม standard solution 0.500 mg/mL ชงสารมาตรฐาน
 formaldehyde 37% ประมาณ 135.0 มลลกรม (บนทกน าหนกจรง) glyoxal 40% ประมาณ 125.0 มลลกรม (บนทกน าหนกจรง) และ glutaraldehyde 50% ประมาณ 100.0 มลลกรม (บนทกน าหนกจรง) ลงใน volumetric flask ขนาด 100 mL เตมน า deionized ปรมาตร 40 mL เพอละลาย glyoxal และปรบใหไดปรมาตรดวย acetonitrile
 4.2.5.2. การเตรยม standard solution 0.030 mg/mL ปเปต standard solution 0.500 mg/mL ปรมาตร 3 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 50 mL ปรบใหไดปรมาตรดวย acetonitrile
 4.2.6. ขนตอนการท าปฏกรยา ปเปต standard solution 0.030 mg/mL แตละระดบ (4.2.1-4.2.5) มา 2 mL และ DNPH 2 mL ใสลงใน amber glass vial ขนาด 16 mL พกไวทอณหภมหองเปนเวลา 60 นาท กอนน าไปวเคราะหดวยเครอง HPLC
 4.3. ทดสอบ glyoxal ตามวธของ Zhu และคณะ (2011) HPLC ดวยคอลมน Vertisep C18, 5 um 4.0 x 250 mm และใช 3-methyl-2-benzothiazolinone hydrazine (MBTH) เปนสาร derivatization ท าปฎกรยากบ standard solution และใหความรอนทอณหภม 70 oC เปนเวลา 110 นาท Conditions ทใชในการทดสอบ Mobile phase Acetonitrile : Deionized water (95:5, v/v) Column temperature 35 C
 Flow rate 0.8 mL/min Injection volume 10 µL Detector wavelength UV 410 nm
 4.3.1. การเตรยม standard solution 0.500 mg/mL : ชงสารมาตรฐาน glyoxal ประมาณ 125.0 mg (บนทกน าหนกจรง) ลงใน volumetric flask ขนาด 100 mL ละลายและปรบปรมาตรดวย 60% acetic acid in water
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กลมตรวจสอบคณภาพยาสตว หนา 7 จาก 18
 4.3.2. standard solution 0.006 mg/mL : ปเปต standard solution 0.050 mg/mL มา 6 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 50 mL ปรบปรมาตรดวย 60% acetic acid in water
 4.3.3. ขนตอนการท าปฏกรยา ปเปต standard solution 0.006 mg/mL มา 1 mL และ MBTH 1 mL ใสลงใน amber glass vial ขนาด 4 mL น าไปใหความรอนทอณหภม 70 oC เปนเวลา 110 นาท จากนนน ามาพกไวใหเยนทอณหภม หองกอนน าไปวเคราะหดวยเครอง HPLC
 4.4. ทดสอบชวงของความเปนเสนตรงโดยการเตรยม calibration curve ใหมความเขมขนอยในชวง 0.002 - 0.020 mg/mL (0.002, 0.004, 0.006, 0.008, 0.010, 0.012, 0.014, 0.016, 0.018 และ 0.020 mg/mL) 4.4.1. การเตรยม standard solution 0.500 mg/mL : ชงสารมาตรฐาน glyoxal
 ประมาณ 125.0 mg (บนทกน าหนกจรง) ลงใน volumetric flask ขนาด 100 mL ละลายและปรบปรมาตรดวย 60% acetic acid in water
 4.4.2. การเตรยม standard solution 0.050 mg/mL : ปเปต standard solution 0.500 mg/mL มา 5 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 50 mL ปรบปรมาตรดวย 60% acetic acid in water
 4.4.3. การเตรยม calibration curve 4.4.3.1. standard solution 0.002 mg/mL : ปเปต standard solution 0.050
 mg/mL มา 2 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 50 mL ปรบปรมาตรดวย 60% acetic acid in water
 4.4.3.2. standard solution 0.004 mg/mL : ปเปต standard solution 0.050 mg/mL มา 4 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 50 mL ปรบปรมาตรดวย 60% acetic acid in water
 4.4.3.3. standard solution 0.006 mg/mL : ปเปต standard solution 0.050 mg/mL มา 6 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 50 mL ปรบปรมาตรดวย 60% acetic acid in water
 4.4.3.4. standard solution 0.008 mg/mL : ปเปต standard solution 0.050 mg/mL มา 8 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 50 mL ปรบปรมาตรดวย 60% acetic acid in water
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กลมตรวจสอบคณภาพยาสตว หนา 8 จาก 18
 4.4.3.5. standard solution 0.010 mg/mL : ปเปต standard solution 0.050 mg/mL มา 10 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 50 mL ปรบปรมาตรดวย 60% acetic acid in water
 4.4.3.6. standard solution 0.012 mg/mL : ปเปต standard solution 0.050 mg/mL มา 6 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 25 mL ปรบปรมาตรดวย 60% acetic acid in water
 4.4.3.7. standard solution 0.014 mg/mL : ปเปต standard solution 0.050 mg/mL มา 7 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 25 mL ปรบปรมาตรดวย 60% acetic acid in water
 4.4.3.8. standard solution 0.016 mg/mL : ปเปต standard solution 0.050 mg/mL มา 8 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 25 mL ปรบปรมาตรดวย 60% acetic acid in water
 4.4.3.9. standard solution 0.018 mg/mL : ปเปต standard solution 0.050 mg/mL มา 9 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 25 mL ปรบปรมาตรดวย 60% acetic acid in water
 4.4.3.10. standard solution 0.012 mg/mL : ปเปต standard solution 0.050 mg/mL มา 10 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 25 mL ปรบปรมาตรดวย 60% acetic acid in water
 4.4.4. ขนตอนการท าปฏกรยา ปเปต standard solution แตละความเขมขนมา 1 mL และ MBTH 1 mL ใสลงใน amber glass vial ขนาด 4 mL น าไปใหความรอนทอณหภม 70 oC เปนเวลา 110 นาท จากนนน ามาพกไวใหเยนทอณหภมหองกอนน าไปวเคราะหดวยเครอง HPLC
 4.5. การทดสอบความใชไดของวธวเคราะห 4.5.1. การเตรยม standard solution 0.500 mg/mL : ชงสารมาตรฐาน glyoxal
 ประมาณ 125.0 mg (บนทกน าหนกจรง) ลงใน volumetric flask ขนาด 100 mL ละลายและปรบปรมาตรดวย 60% acetic acid in water
 4.5.2. การเตรยม standard solution 0.050 mg/mL : ปเปต standard solution 0.500 mg/mL มา 5 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 50 mL ปรบปรมาตรดวย 60% acetic acid in water
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กลมตรวจสอบคณภาพยาสตว หนา 9 จาก 18
 4.5.3. การทดสอบ linearity and range โดยการเตรยม calibration curve ใหมความเขมขนอยในชวง 0.002 - 0.006 mg/mL (0.002, 0.003, 0.004, 0.005, และ 0.006 mg/mL) ซงตองปเปต standard solution 0.050 mg/mL ปรมาตร 2, 3, 4, 5 และ 6 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 50 mL ตามล าดบ ปรบปรมาตรดวย 60% acetic acid in waterดวย ท าการทดสอบ 3 วน น าคาเฉลยพนทใตพคของสารมาตรฐานและความเขมขนไปสรางกราฟหาคา correlation coefficient (r) เกณฑการยอมรบ r ≥ 0.99 (CIPAC, 2003)
 4.5.4. การทดสอบ accuracy ค านวณไดจาก %recovery โดยเตม standard solution 0.050 mg/mL ปรมาตร 2, 4, และ 6 mL ลงในตวอยางทมความเขมขนของ glutaraldehyde 0.015 mg/mL ปรบปรมาตรดวย 60% acetic acid in water ใน volumetric flask ขนาด 50 mL ไดความเขมขน 0.002, 0.004 และ 0.006 mg/mL ตามล าดบทดสอบความเขมขนละ 6 ซ าท าการทดสอบ 3 วน เกณฑการยอมรบ %recovery อยในชวง 95 - 105 (AOAC, 2012)
 4.5.5. การทดสอบ precision ค านวณผลจาก %RSD โดยเตม standard solution 0.050 mg/mL ปรมาตร 2, 4, และ 6 mL ลงในตวอยางทมความเขมขนของ glutaraldehyde 0.015 mg/mL ปรบปรมาตรดวย 60% acetic acid in water ใน volumetric flask ขนาด 50 mL ไดความเขมขน 0.002, 0.004 และ 0.006 mg/mL ตามล าดบทดสอบความเขมขนละ 6 ซ าท าการทดสอบ 3 วน เกณฑการยอมรบ %RSD ≤2 (AOAC, 2012)
 4.5.6. การทดสอบ selectivity โดยการทดสอบ glyoxal ในตวอยางทม formaldehyde และ glutaraldehyde ทสงสยวาอาจจะเกดการรบกวนสาร glyoxal ได
 5. ผลกำรทดลอง 5.1. ผลการทดสอบ glyoxal ใน condition ทใชในการตรวจวเคราะห formaldehyde และ
 glutaraldehyde ดวยคอลมน Spherisorb C8, 5 µm 4.6 x 150 mm เพอตรวจสอบการแยกของ glyoxal และใช DNPH เปนสาร derivatization ไดผลดงรปท 1
 5.2. ปรบปรมาตรการเตมน า deionized ลงไปละลาย glyoxal ปรมาตร 1, 5, 10, 20 และ 40 mL ในขนตอนการละลายสารมาตรฐานไดผลดงตารางท 2-6
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กลมตรวจสอบคณภาพยาสตว หนา 10 จาก 18
 รปท 1 chromatogram ของ formaldehyde, glutaraldehyde
 และ glyoxal ตารางท 2 area ของการทดสอบ formaldehyde, glutaraldehyde และ glyoxal เตมน า 1 mL
 Sample No. Area formaldehyde Area glutaraldehyde Area glyoxal 1 9676708 4683953 3977896 2 9647489 4650330 2293975 3 9673445 4603915 1935665 4 9753412 4691769 1814909 5 9789129 4712337 1776038 6 9789672 4720230 1754197 7 9794355 4708555 1743157
 Mean 9732030.00 4681584.14 2185119.57 SD 41403.16 41403.16 813792.90
 %RSD 0.42 0.88 37.24
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กลมตรวจสอบคณภาพยาสตว หนา 11 จาก 18
 ตารางท 3 area ของการทดสอบ formaldehyde, glutaraldehyde และ glyoxal เตมน า 5 mL Sample No. Area formaldehyde Area glutaraldehyde Area glyoxal
 1 9788525 4547855 4508009 2 9770971 4560617 3333076 3 9783870 4552766 2895089 4 9785591 4553445 2525712 5 9808082 4561139 2289507 6 9791536 4557876 2113464 7 9925763 4620108 2040245
 Mean 9807762.57 4564829.43 2815014.57 SD 53187.78 24828.40 874959.50
 %RSD 0.54 0.54 31.08
 ตารางท 4 area ของการทดสอบ formaldehyde, glutaraldehyde และ glyoxal เตมน า 10 mL Sample No. Area formaldehyde Area glutaraldehyde Area glyoxal
 1 9963069 4603581 5491701 2 9903618 4621755 3885867 3 9926208 4589096 3292345 4 9773562 4626349 2809813 5 10041362 4678457 2764083 6 10005587 4660511 2581009 7 10003327 4660144 2433088
 Mean 9945247.57 4634270.43 3322558.00 SD 89574.10 32945.45 1075427.00
 %RSD 0.90 0.71 32.36

Page 12
                        

กลมตรวจสอบคณภาพยาสตว หนา 12 จาก 18
 ตารางท 5 area ของการทดสอบ formaldehyde, glutaraldehyde และ glyoxal เตมน า 20 mL Sample No. Area formaldehyde Area glutaraldehyde Area glyoxal
 1 9767951 4602445 4032159 2 9764078 4594352 3474663 3 9773713 4573640 3077836 4 9517354 4601913 2878879 5 9808858 4619638 2586481 6 9825007 4629790 2408805 7 9815669 4599408 2287555
 Mean 9753232.86 4603026.57 2963768.29 SD 106877.20 18007.92 623202
 %RSD 1.09 0.39 21.03
 ตารางท 6 area ของการทดสอบ formaldehyde, glutaraldehyde และ glyoxal เตมน า 40 mL Sample No. Area formaldehyde Area glutaraldehyde Area glyoxal
 1 9522894 4566698 5430756 2 9491334 4616084 3970153 3 9508597 4583249 3288737 4 9517354 4601913 2878879 5 9489258 4607038 2558249 6 9536007 4638840 2326079 7 9642946 4694443 2161827
 Mean 9529770.00 4615466.43 3230668.57 SD 52624.44 41743.38 1149435
 %RSD 0.55 0.90 35.58
 จากตารางท 2-6 พบวาการทดสอบ formaldehyde ไดคา %RSD อยในชวง 0.42-1.09 glutaraldehyde ไดคา %RSD อยในชวง 0.39-0.90 และ glyoxal ไดคา %RSD อยในชวง 21.03-37.24 ซง %RSD ของ glyoxal มคามากกวาเกณฑการยอมรบซงเกดจากความไมเสถยรของ glyoxal ทท าปฏกรยากบ DNPH ดงนนวธทดสอบดงกลาวนจงไมเหมาะสมในการวเคราะหหาปรมาณ glyoxal แตสามารถทราบไดวาม glyoxal ผสมอยในผลตภณฑหรอไม
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กลมตรวจสอบคณภาพยาสตว หนา 13 จาก 18
 5.3. ผลการทดสอบ glyoxal ตามวธของ Zhu และคณะ (2011) โดยใชคอลมน Vertisep C18, 5 um 4.0 x 250 mm ดงรปท 2
 รปท 2 chromatogram ของ glyoxal
 5.4. ผลการทดสอบชวงของความเปนเสนตรงโดยการเตรยม calibration curve ใหมความ
 เขมขนอยในชวง 0.002 - 0.020 mg/mL (0.002, 0.004, 0.006, 0.008, 0.010, 0.012, 0.014, 0.016, 0.018 และ 0.020 mg/mL) ดงรปท 3
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กลมตรวจสอบคณภาพยาสตว หนา 14 จาก 18
 รปท 3 calibration curve ของ glyoxal ชวงความเขมขน 0.002 - 0.020 mg/mL
 จากรปท 3 พบวาชวงความเขมขนทเปนเสนตรงของ glyoxal จะอยในชวงความเขมขน 0.002 - 0.008 mg/mL ดงนนในการทดสอบความใชไดของวธวเคราะหจงใชชวงความเขมขนดงกลาวในการทดสอบ
 5.5. ผลการทดสอบความใชไดของวธวเคราะห 5.5.1. การทดสอบ linearity and range โดยการเตรยม calibration curve ความเขมขน
 อยในชวง 0.002 - 0.006 mg/mL (0.002, 0.003, 0.004, 0.005 และ 0.006 mg/mL) ดงรปท 4 และตารางท 7
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กลมตรวจสอบคณภาพยาสตว หนา 15 จาก 18
 รปท 4 ผลการทดสอบ linearity and range ในการวเคราะหหาปรมาณ
 สารส าคญ glyoxal
 ตารางท 7 ผลการทดสอบ linearity and range ในการวเคราะหหาปรมาณสารส าคญ glyoxal
 Concentration (mg/mL) Area
 Day 1 Day 2 Day 3 0.002 790558 789914 758037 0.003 1230858 1175693 1149135 0.004 1605696 1584482 1540384 0.005 1958746 1984856 1997478 0.006 2297239 2339484 2328819 Slope 387,978,299
 Intercept 16846 r2 0.9973
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กลมตรวจสอบคณภาพยาสตว หนา 16 จาก 18
 5.5.2. การทดสอบ accuracy ค านวณไดจาก %recovery โดยเตม standard solution 0.050 mg/mL ปรมาตร 2, 4, และ 6 mL ลงในตวอยางทมความเขมขนของ glutaraldehyde 0.015 mg/mL ปรบปรมาตรดวย 60% acetic acid in water ใน volumetric flask ขนาด 50 mL ไดความเขมขน 0.002, 0.004 และ 0.006 mg/mL ตามล าดบทดสอบความเขมขนละ 6 ซ าท าการทดสอบ 3 วน ดงตารางท 8 เกณฑการยอมรบ %recovery อยในชวง 95 - 105 (AOAC, 2012)
 ตารางท 8 การประเมน accuracy ในการวเคราะหหาปรมาณสารส าคญ glyoxal
 วนท Mean
 Concentration (mg/mL)
 จ านวนซ า (n)
 %recovery
 ผลการทดสอบ เกณฑการยอมรบ
 0.002 6 95.1 1 0.004 6 99.9 95-105 0.006 6 99.6 0.002 6 99.3
 2 0.004 6 97.6 95-105 0.006 6 95.0 0.002 6 103.1
 3 0.004 6 101.0 95-105 0.006 6 96.4
 5.5.3. การทดสอบ precision ค านวณผลจาก %RSD โดยเตม standard solution
 0.050 mg/mL ปรมาตร 2, 4, และ 6 mL ลงในตวอยางทมความเขมขนของ glutaraldehyde 0.015 mg/mL ปรบปรมาตรดวย 60% acetic acid in water ใน volumetric flask ขนาด 50 mL ไดความเขมขน 0.002, 0.004 และ 0.006 mg/mL ตามล าดบทดสอบความเขมขนละ 6 ซ าท าการทดสอบ 3 วน ดงตารางท 9 เกณฑการยอมรบ %RSD ≤2 (AOAC, 2012)
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กลมตรวจสอบคณภาพยาสตว หนา 17 จาก 18
 ตารางท 9 การประเมน precision ในการวเคราะหหาปรมาณสารส าคญ glyoxal
 วนท Mean Concentration
 (mg/mL) จ านวนซ า (n) %RSD
 เกณฑการยอมรบ
 1 0.002 6 1.28
 ≤2 0.004 6 1.02 0.006 6 1.02
 2 0.002 6 1.54
 ≤2 0.004 6 1.25 0.006 6 1.77
 3 0.002 6 0.72
 ≤2 0.004 6 1.11 0.006 6 1.70
 5.5.4. ผลการทดสอบ selectivity โดยแสดงความสามารถของการแยก (resolution)
 ของสารทคาดวาจะมผลกระทบตอสารตวอยาง ดงรปท 5 และรปท 6
 รปท 5 spectrum ของ glyoxal ทท าอนพนธกบ MBTH
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กลมตรวจสอบคณภาพยาสตว หนา 18 จาก 18
 รปท 6 chromatogram ในการวเคราะห glyoxal ในตวอยางทม
 formaldehyde และ glutaraldehyde
 6. สรปผลกำรทดลอง วธการทดสอบหาปรมาณหาปรมาณสารส าคญ glyoxal ทไดพฒนาขนตามวธของ Zhu
 และคณะ (2011) และไดด าเนนการทดสอบความใชไดของวธพบวา สามารถวเคราะหสารส าคญ glyoxal ไดถกตอง มความแมนย าของวธ ความตรงและชวงของการวเคราะหเพยงพอทจะสามารถตรวจตวอยางไดถกตอง เปนวธทมความจ าเพาะในการแยก glyoxal ออกจาก formaldehyde และ glutaraldehyde ได และมความเหมาะสมทจะน ามาใชทดสอบหาปรมาณสารส าคญ glyoxal ในวตถอนตรายดานการปศสตวของหองปฏบตการกลมตรวจสอบคณภาพยาสตวตอไป 7. ขอเสนอแนะ
 - 8. กตตกรรมประกำศ
 ขอขอบคณเจาหนาทหองปฏบตการ กลมตรวจสอบคณภาพยาสตว ทชวยเหลอในการปฏบตงานใหส าเรจลลวงไปดวยด 9. เอกสำรอำงอง AOAC. 2012 Appendix F: Guidelines for Standard Method Performance Requirements :
 1-17 [online] Available : http://www.eoma.aoac.org/app_f.pdf Zhu, Y., Yao, X., Chen, S., Cui, Q. and Wang, H. HPLC determination of glyoxal in
 aldehyde solution. Front. Chem. Sci. Eng. 2011, 5(1): 117-121 Dow chemical Company. Simultaneous Determination of Glutaraldehyde and
 Formaldehyde by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) and 2,4-Dinitrophenylhydrazine based Pre-column Derivatization. 2012: 1-8
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