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บทคัดยอ 
 

 ในงานวิจัยนี้ไดออกแบบและสรางเครื่องตรวจวัดสารที่มีสี  พรอมชุดตอเช่ือมกับ
คอมพิวเตอรแบบเบ็ดเสร็จ ในระบบโฟลอินเจคชันคัลเลอริเมทรี โดยการใชหลอดไดโอดเปลงแสงสี
ฟา (LED) เปนแหลงกําเนิดแสง และใชตัวตรวจวัดสัญญาณ (LDR) ทําหนาที่ในการตรวจจับสัญญาณ
การเปลี่ยนแปลง โดย LED และ LDR นั้นจะทํางานควบคูกันในการตรวจวัดสัญญาณของตัวอยาง และ
สงสัญญาณที่ไดผานอุปกรณอิเล็กทรอนิคส ซึ่งประกอบดวยชุดขยายสัญญาณและตัวแปลงสัญญาณ 
อนาลอคเปนดิจิตอล (A/D) ที่รวมกันอยูในชุดทดลองขนาดเล็กและสงขอมูลที่วัดไดเขาสูเครื่อง
คอมพิวเตอร 
 เครื่องมือที่ไดพัฒนาขึ้นใชเปนหลักพื้นฐานสําหรับการพัฒนาวิธีเอฟไอเอ-สเปกโทรโฟโต
เมตรีในการตรวจหายาปฏิชีวนะกลุมเตตราซัยคลินโดยมีการใชยูรานิล อะซิเตท (Uranyl acetate) เปนรี
เอเจนตในการทําปฏิกิริยาใหเกิดเปนสารประกอบเชิงซอนสีสม-แดง โดยที่สารประกอบเชิงซอน
ดังกลาวมีคาการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 410, 415, 409 และ 410 nm สําหรับ เตราซัยคลิน 
ไฮโดรคลอไรด (Tetracycline hydrochloride (TCH)) คลอเตตราซัยคลิน ไฮโดรคลอไรด 
(Chlortetracycline hydrochloride (CTCH)) ออกซีเตตราซัยคลิน ไฮโดรคลอไรด (Oxytetracycline 
hydrochloride (OTCH)) และดอกซีซัยคลิน ไฮโดรคลอไรด (Doxycycline hydrochloride (DCH)) 
ตามลําดับ วิธีที่นําเสนอนี้ใหคาขีดจํากัดต่ําสุดของการตรวจวัดคือ 2.85, 2.89, 3.60 และ 3.88  มิลลิกรัม
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ตอลิตร สําหรับ เตตราซัยคลิน คลอเตตราซัยคลิน ออกซีเตตราซัยคลิน และดอกซีซัยคลิน โดยมีคา
ความเปนเสนตรงของยาแตละตัวในชวงความเขมขน 10-150 มิลลิกรัมตอลิตร และไดนําไป
ประยุกตใชหาปริมาณสารกลุมเตตราซัยคลินในตัวอยางยาแคปซูลดวย 
 
คําสําคัญ : ยาปฏิชีวนะกลุมเตตราซัยคลิน  โฟลอินเจคชันอะนาไลซิส  คัลเลอริเมทรี 
 

Abstract 
 

A low-cost home-made all-in-set colorimetric detector with PC-interface embed was 
designed and fabricated. Light emitting diodes (LEDs) are the most energy-efficient means of 
producing monochromatic light, and provide a concentrated small cool emitter ideal for miniature 
analytical devices in the FIA system. A small blue LED and a light dependent resistor (LDR) were 
used as a light source and a sensor. The detector’s electronic components, including a signal 
amplifier and an A/D converter, were integrated on one small board connected to a personal 
computer for measuring the signals. 

 The proposed device was used as a basis to develop a FIA-spectrophotometric method for 
the determination of tetracycline antibiotics by forming orange-red complexes with uranyl acetate. 
These complexes show the maximum absorption at 410, 415, 409 and 410 nm for tetracycline 
hydrochloride (TCH), chlotetracycline hydrochloride (CTCH), oxytetracycline hydrochloride 
(OTCH) and doxycycline hydrochloride (DCH), respectively. The detection limits were found to be 
2.85, 2.89, 3.60 and 3.88 mg/L for TCH, CTCH, OTCH and DCH, respectively. The linear range of 
calibration graph for each drug was obtained at 10-150 mg/L. This method was successfully applied 
to the determination of tetratycline in the bulk drugs and pharmaceutical formulations.  
 

Keywords : Tetracycline antibiotics, FIA-Colorimetry,  Home-made FIA system 
 
บทนํา 
 เตตราซัยคลินและอนุพันธเชน คลอเตตราซัยคลินและดอกซีซัยคลินเปนยาปฏิชีวนะที่มีฤทธิ์
ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย ยาปฏิชีวนะดังกลาวมีโครงสรางตามรูป 1  
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รูป 1  โครงสรางทางเคมีของเตตราซัยคลิน คลอเตตราซัยคลินและดอกซีซัยคลิน 
 (Yang et al., 2005) 

 

ในปจจุบันมีการใชยาปฏิชีวนะกลุมนี้กันอยางแพรหลายในวงการแพทย โดยจะใชเพื่อรักษา
โรคที่เกี่ยวของกับแบคทีเรียตาง ๆ และใชเพื่อชะลอการเนาเปอยของเนื้อสัตว ซึ่งปริมาณยาที่ตกคางอยู
ในกลามเนื้อหรือนมของสัตว อาจทําใหเกิดอันตรายตอสุขภาพของมนุษยไดถาไดรับเขาสูรางกายใน
ปริมาณที่มากเกินกวาเกณฑที่กําหนด ซึ่งอาจมีพิษและฤทธิ์แทรกซอนเกี่ยวกับระบบตางๆ ของรางกาย 
(บุญเจือ ธรณินทร, 2522) เชน ระบบทางเดินอาหาร มีผลตอกระดูกและฟน และเกิดผลกระทบตอตับ
และไตได  จึงมีการพัฒนาวิธีการวิเคราะหหายาปฏิชีวนะดังกลาวดวยเทคนิคตางๆ ไมวาจะเปน ยูวีวิซิ
เบิล สเปกโทรโฟโตเมทรี (Gong and Zhang, 1997; Liu et al., 1997; Poiger and Schlatter, 1976) เคมิลู
มิโนเมทรี (Goicoechea and Olivieri, 1999; Halvatzis et al., 1993) โครมาโทกราฟของเหลว 
(Croubels et al., 1995) และ เทคนิคเคมีไฟฟา (Paraharn et al., 2003; Townshend et al., 2005; 
Wangfuengkanagul et al., 2004) จากงานวิจัยดังกลาวขางตนพบวามีขอจํากัดคือ การใชเครื่องมือและ
อุปกรณที่มีราคาแพง และยังไมมีรายงานการวิเคราะหยาปฏิชีวนะกลุมเตตราซัยคลินโดยใชระบบเอฟ
ไอเอ-คัลเลอริเมทรีโดยใชเครื่องมือทําเองและใชยูรานิล อะซิเตทเปนรีเอเจนตเลย ดังนั้นผูวิจัยจึง
มุงเนนที่จะพัฒนาระบบเอฟไอเอคัลเลอริเมทรีสําหรับวิเคราะหยาปฏิชีวนะกลุมเตตราซัยคลิน โดยได
ทําการสรางและออกแบบเครื่องตรวจวัดสารที่มีสี ซึ่งไดมีการพัฒนามาจากเครื่องตรวจวัดสเปค       
โทรโฟโตมิเตอรในระบบเอฟไอเอสเปกโทรโฟโตเมทรีใชในการวิเคราะหสารกลุมเตตราซัยคลินที่
ตกคางในนม (สายสุนีย เหลี่ยวเรืองรัตนและคณะ, 2548) 

ในงานวิจัยดังกลาว (สายสุนีย เหลี่ยวเรืองรัตนและคณะ, 2548)ไดมีการสรางและออกแบบ 
โฟลทรูเซล (Flow-through cell) ซึ่งประกอบไปดวยการทํางานควบคูกันของหลอดไดโอดเปลงแสงสี
ฟา (LED) และตัวตรวจวัดสัญญาณ (LDR)  2 ชุด โดยชุดแรกทําการตรวจวัดสัญญาณของสารตัวอยาง 
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(Sample) และชุดที่สอง ทําการตรวจวัดสัญญาณของสารอางอิง (Blank) ซึ่งในการวิเคราะหจะใช
หลักการการดูดกลืนแสง โดยสารกลุมเตตราซัยคลินสามารถเกิดเปนสารประกอบเชิงซอนที่มีสีสม
แดงกับยูรานิล อะซิเตทในตัวกลางของไดเมทิลฟอรมาไมน (DMF) ได ในชวงความยาวคลื่น 410, 
416, 408 nm สําหรับเตตราซัยคลิน คลอเตตราซัยคลิน และดอกซีซัยคลิน โดยความยาวคลื่นดังกลาว
จะอยูในชวงความยาวคลื่นของแสงสีฟาประมาณ 435-480 nm ดังนั้นจึงใชหลอดไดโอดเปลงแสงสีฟา
เปนแหลงกําเนิดแสง ซึ่งสภาวะที่เหมาะสมของเทคนิคดังกลาว คือ 100 mg/L ยูรานิล อะซิเตทและ 
0.01 M DMF โดยมีอัตราการไหลของยูรานิล อะซิเตทและ  DMF เปน 2 mL/min มีปริมาตรของสาร
ตัวอยางที่ฉีดเหมาะสมที่ 135 mL มีคาความเปนเสนตรงในชวง 1.0-3.0, 3.0-5.0, 3.0-10.0 mg/L 
สําหรับเตตราซัยคลิน คลอเตตราซัยคลิน และดอกซีซัยคลิน และมีคาขีดจํากัดต่ําสุดของการตรวจวัด
คือ 0.389, 0.757 และ 1.447 mg/L สําหรับเตตราซัยคลิน คลอเตตราซัยคลิน และดอกซีซัยคลิน 
ตามลําดับ  

เมื่อทําการวิเคราะหสารกลุมเตตราซัยคลินที่ตกคางในนม โดยนําตัวอยางนมมาวิเคราะหดวย
วีธี Standard addition แลวนํามาผานฟอริซิล ไซริงล คอลัมน (lorisil syringe column) พบวาไดคาความ
เปนเสนตรงในชวง 1.0-3.0, 1.0-5.0, 1.0-5.0 และ 1.0-5.0  mg/L สําหรับ เตตราซัยคลิน คลอเตตรา
ซัยคลิน ออกซีเตตราซัยคลิน และดอกซีซัยคลิน และมีคาขีดจํากัดต่ําสุดของการตรวจวัดคือ 0.19, 0.65, 
0.95 และ 1.447 mg/L สําหรับเตตราซัยคลิน คลอเตตราซัยคลิน ออกซีเตตราซัยคลิน และดอกซี
ซัยคลิน ตามลําดับ  

การออกแบบเครื่องตรวจวัดสเปคโทรโฟโตมิเตอร ในระบบเอฟไอเอ-สเปกโทรโฟโตเมทรี 
สําหรับวิเคราะหสารกลุมเตตราซัยคลินที่ตกคางในนมดังกลาวพบวามีขอจํากัดอยูหลายประการ ดังนี้ 

ประการแรก การออกแบบโฟลทรูเซลโดยใชหลอดไดโอดเปลงแสงเปนแหลงกําเนิดแสง 2 
ชุด ซึ่งไมสามารถควบคุมปริมาณแสงของหลอดไดโอดเปลงแสงใหมีปริมาณที่เทากันได จึงทําใหผล
การวิเคราะหคลาดเคลื่อน ดังนั้นผูวิจัยจึงออกแบบโฟลทรูเซลใหมีแหลงกําเนิดแสงเพียงชุดเดียว โดย
ไดออกแบบโปรแกรมสําหรับการวิเคราะหโดยเฉพาะ ซึ่งผูทําการวิเคราะหสามารถที่จะตั้งคาแบลงค 
(Blank) ไดเอง ทําใหมีความสะดวกและไดผลการวิเคราะหถูกตองแมนยําขึ้น   

ประการที่สอง การประมวลผลในการวิเคราะหใชไดเฉพาะกับคอมพิวเตอรรุนเกาเทานั้น ทํา
ใหเสียเวลาและไมสะดวกในการวิเคราะห ดังนั้นผูวิจัยจึงไดพัฒนาเครื่องตรวจวัดสารที่มีสีใหเปน
ระบบแบบเบ็ดเสร็จ (All-in-set) โดยไดออกแบบชุดเชื่อมตอกับคอมพิวเตอรและสรางโปรแกรม
สําหรับการวิเคราะหโดยเฉพาะ ซึ่งสามารถทําการวิเคราะหกับคอมพิวเตอรรุนใด ๆ ก็ได 

ประการสุดทาย วิธีการวิเคราะหที่มีการใชรีเอเจนตในการวิเคราะห 2 ชนิด ทําใหเสียเวลา
และไมสะดวกในการวิเคราะห โดยวิธีการวิเคราะหดังกลาว จะใชรีเอเจนต คือ ไดเมทิลฟอรมาไมน 
และยูรานิล อะซิเตท  โดยไดเมทิลฟอรมาไมน ทําหนาที่เปนกระแสตัวพาและตัวทําละลายของสาร
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กลุมเตตราซัยคลิน สวนยูรานิล อะซิเตท เปนสารเคมีในการเขาทําปฏิกิริยากับสารกลุมเตตราซัยคลิน 
ซึ่งผูวิจัยไดพบรายงานการวิจัยที่เกี่ยวของกับการทําปฏิกิริยากันระหวางสารกลุมเตตราซัยคลินกับ       
ยูรานิล อะซิเตท โดยสามารถทําปฏิกิริยากันไดโดยไมตองอยูในตัวกลางของไดเมทิลฟอรมาไมน       
ดังรูป 2 (Wei et al., 2005) 
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รูป 2  ปฏิกิริยาเคมีแสดงการเกิดสารประกอบเชิงซอนระหวางสารกลุมเตตราซัยคลินกับยูรานิล 
 อะซิเตท (Wei et al., 2005) 

Tetracycline (TCH) uranyl acetate Tetracycline complex 

Chlortetracycline (CTCH) uranyl acetate 
 

Chlortetracycline complex 

Oxytetracycline (OTCH) uranyl acetate Oxytetracycline complex 

uranyl acetate Doxycycline (OTCH) Doxycycline complex 
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และเมื่อทําการทดลองแลวพบวา การใชน้ําปราศจากไอออนเปนตัวทําละลายสารกลุมเตตราซัยคลิน 
ใหความไว (Sensitivity) ในการวิเคราะหที่ดีพอ ๆ กับการใชไดเมทิลฟอรมาไมน ดังนั้นผูวิจัยจึงทําการ
วิเคราะหโดยใชยูรานิล อะซิเตท เปนรีเอเจนตเพียงชนิดเดียว ซึ่งทําใหการวิเคราะหสะดวกรวดเร็วขึ้น 
ทั้งยังเปนการประหยัดสารเคมีอีกดวย  
 จากเหตุผลที่กลาวมาทั้งหมด ผูวิจัยจึงมุงเนนที่จะพัฒนาระบบเอฟไอเอ-คัลเลอรีเมทรี ที่งาย 
รวดเร็ว ประหยัดคาใชจาย ซึ่งผูวิจัยจะเสนอการพัฒนาระบบเอฟไอเอ-คัลเลอรีเมทรี ดังกลาวโดยทํา
การออกแบบเครื่องตรวจวัดสารที่มีสีพรอมชุดตอเช่ือมกับคอมพิวเตอรแบบเบ็ดเสร็จ สําหรับการ
วิเคราะหยาปฏิชีวนะกลุมเตตราซัยคลิน                                                                                                  
 
อุปกรณ สารเคมีและวิธีการทดลอง 

1. สารเคมี อุปกรณ และวิธีการทดลอง 
ในการศึกษาครั้งนี้ใชสารละลายตัวพา (carrier solution) เปน 200 mg/L ยูรานิล อะซิเตท           

เตรียมไดโดยการชั่งยูรานิล อะซิเตท จํานวน 0.0200 g ละลายดวยน้ําปราศจากไอออนและปรับ
ปริมาตรเปน 100 mL   

การศึกษาหาการดูดกลืนแสงของสารกลุมเตตราซัยคลินดวยวิธียูวี-วิสิเบิล สเปกโทรโฟโต
เมทรี ทําไดโดยการเตรียมสารละลายกลุมเตตราซัยคลินโดยชั่ง เตตราซัยคลิน 0.0015 g ปรับปริมาตร
เปน 10 mL ดวยน้ําปราศจากไอออนจะไดสารละลายมาตรฐานเตตราซัยคลิน ที่มีความเขมขน 150 
mg/L นํามาผสมกับ  200 mg/L ยูรานิล อะซิเตท 10 mL จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง ซึ่ง
สารละลายมาตรฐานคลอเตตราซัยคลิน ออกซีเตตราซัยคลิน  และดอกซีซัยคลิน ก็ทดลองดัง
เชนเดียวกัน  
      การศึกษาอัตราการไหล (Flow rate) ของสารละลายตัวพาที่มีผลตอสัญญาณการวิเคราะหสาร
กลุมเตตราซัยคลิน ทําไดโดยการฉีดสารละลายมาตรฐานเตตราซัยคลิน เขมขน 30, 60, 90, 120 และ 
150 mg/L ในน้ําปราศจากไอออน โดยมี 200 mg/L ยูรานิล อะซิเตท เปนสารละลายตัวพาโดย
ปรับเปลี่ยนอัตราการไหลเปน 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 2.5 mL/min โดยแตละความเขมขนของ
สารละลายมาตรฐานฉีด 3 ครั้ง ทําการอินทิเกรตพื้นที่ใตพีค แลวสรางกราฟความสัมพันธเชิงเสน
ระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกับพื้นที่ใตพีคดังกลาวและหาคาสัมประสิทธิ์ของ
ความสัมพันธ  
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การศึกษาความเขมขนของสารละลายตัวพาที่มีผลตอสัญญาณการวิเคราะหสารกลุมเตตรา
ซัยคลิน ทําไดโดยการฉีดสารละลายมาตรฐานเตตราซัยคลิน ความเขมขน 30, 60, 90, 120 และ 150 
mg/L ที่ละลายในน้ําปราศจากไอออน โดยปรับเปลี่ยนความเขมขนของยูรานิล อะซิเตท เปน 50, 100, 
150, 200, 250 และ 300 mg/L ในน้ําปราศจากไอออน โดยแตละความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน
ฉีด 3 ครั้ง ทําการอินทิเกรตพื้นที่ใตพีค แลวสรางกราฟความสัมพันธเชิงเสนระหวางความเขมขนของ
สารละลายมาตรฐานกับพื้นที่ใตพีคดังกลาวและหาคาสัมประสิทธิ์ของความสัมพันธ  

การทํากราฟมาตรฐาน (Calibration curve) สําหรับการหาคาความเปนเสนตรงของสารกลุม
เตตราซัยคลิน ทําไดโดยการชั่งเตตราซัยคลิน ไฮโดรคลอไรด 0.0250 g ละลายดวยน้ําปราศจากไอออน 
ปรับปริมาตรเปน 50 mL จะไดสารละลายที่มีความเขมขน 500 mg/L จากนั้นปเปตสารละลายเตตรา
ซัยคลิน ไฮโดรคลอไรดนี้ใสในขวดวัดปริมาตรจํานวน 0.2, 0.4, 0.6, 1.2, 1.8, 2.4, 3.0, 6.0 และ 8.0 
mL  แลวปรับปริมาตรดวยน้ําปราศจากไอออนเปน 10 mL จะไดสารละลายเตตราซัยคลิน ไฮโดรคลอ
ไรด ความเขมขน 10, 20, 30, 60, 90, 120, 150, 300, 400  และ 500 mg/L ทําการฉีดสารละลาย
มาตรฐานเขาสูระบบเอฟไอเอ-คัลเลอริเมทรี ซึ่งมีสภาวะที่เหมาะสมดังการทดลองขางตน แตละความ
เขมขนของสารละลายมาตรฐานฉีด 3 ครั้ง ซึ่งสารละลายมาตรฐานคลอเตตราซัยคลิน ออกซีเตตรา
ซัยคลิน  และดอกซีซัยคลิน ก็ทดลองดังเชนเดียวกัน ทําการอินทิเกรตพื้นที่ใตพีค แลวสรางกราฟ
ความสัมพันธเชิงเสนระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกับพื้นที่ใตพีคดังกลาวและหาคา
สัมประสิทธิ์ของความสัมพันธ  

การหาขีดจํากัดต่ําสุดของการตรวจวัด (Detection limit) สามารถทําไดโดยการฉีดสารละลาย
มาตรฐานเตตราซัยคลิน คลอเตตราซัยคลิน ออกซีเตตราซัยคลิน และดอกซีซัยคลิน ที่ความเขมขน 15 
mg/L โดยแตละชนิดฉีดซ้ํา 20 ครั้ง แลวทําการหาคาเฉลี่ย คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน และคํานวณหาคา
ขีดจํากัดต่ําสุดของการตรวจวัด 

สําหรับการวิเคราะหหาปริมาณเตตราซัยคลินในตัวอยางยาแคปซูลนั้น จะนําตัวอยางยา          
เตตราซัยคลิน ที่ระบุจํานวน mg/capsule เทากับ 250 mg/capsule มา 3 ตัวอยาง ช่ังน้ําหนักยาภายใน
แคปซูล  แลวละลายดวยน้ําปราศจากไอออน ปรับปริมาตรเปน 100 mL จะไดสารละลายยาที่มีความ
เขมขน 2500 mg/L จากนั้นปเปตสารละลายยาเตตราซัยคลินนี้ใสในขวดวัดปริมาตรจํานวน 0.4 mL   
แลวปรับปริมาตรดวยน้ําปราศจากไอออนเปน 10 mL จะไดสารละลายยาเตตราซัยคลิน เขมขน 100 
mg/L ทําการฉีดสารละลายมาตรฐานเขาสูระบบเอฟไอเอ-คัลเลอรีเมทรี ซึ่งมีสภาวะที่เหมาะสมดังการ
ทดลองขางตน โดยแตละความเขมขนของสารละลายยา ฉีด 3 ครั้ง  ซึ่งตัวอยางยาคลอเตตราซัยคลิน 
และออกซีเตตราซัยคลิน  ก็ทําการทดลองในทํานองเดียวกัน  

สวนตัวอยางยาดอกซีซัยคลิน จะระบุจํานวน mg/capsule เทากับ 100 mg/capsule นําตัวอยาง
ยามา 3 ตัวอยาง ช่ังน้ําหนักยาภายในแคปซูล  แลวละลายดวยน้ําปราศจากไอออน ปรับปริมาตรเปน 
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100 mL จะไดสารละลายยาที่มีความเขมขน 1000 mg/L จากนั้นปเปตสารละลายยาดอกซีซัยคลินนี้ใส
ในขวดวัดปริมาตรจํานวน 1.0 mL แลวปรับปริมาตรดวยน้ําปราศจากไอออนเปน 10 mL จะได
สารละลายยาดอกซีซัยคลิน เขมขน 100 mg/L ทําการฉีดสารละลายมาตรฐานเขาสูระบบเอฟไอเอ-        
คัลเลอรีเมทรี ซึ่งมีสภาวะที่เหมาะสมดังการทดลองขางตน โดยทําการฉีดสารละลายในแตละความ
เขมขนซ้ํากัน 3 ครั้ง  

ในการทดลองครั้งนี้จะเก็บสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอยางทั้ง 4 ชนิด ในขวดสี
ชาและเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เนื่องจากสารกลุมเตตราซัยคลินจะสลายตัวอยางรวดเร็วและ
เปลี่ยนเปนสีน้ําตาลคล้ํา ถาถูกแสงมากที่อุณหภูมิหอง 

 
2. ระบบเอฟไอเอ-คัลเลอรีเมทรี  

 ในงานวิจัยนี้ไดออกแบบและสรางเครื่องตรวจวัดสารที่มีสี  พรอมชุดตอเ ช่ือมกับ
คอมพิวเตอรแบบเบ็ดเสร็จ ในระบบเอฟไอเอ-คัลเลอรีเมทรี สําหรับการวิเคราะหยาปฏิชีวนะกลุมเต
ตราซัยคลิน ซึ่งมีลักษณะอุปกรณดังรูป 3 

ในสวนของเครื่องตรวจวัดสารที่มีสีออกแบบโดยใชกลองพลาสติก ขนาด 19 x 12.5 ซม. 
หนา 6 ซม . ภายในจะประกอบไปดวยโฟลทรูเซล และวงจรอิเล็กทรอนิคส โดยในสวนของ           
โฟลทรูเซล จะออกแบบขึ้นโดยใชแผนอะคิลิกใส จํานวน 2 แผน และแผนอะคิลิกทึบแสง จํานวน 7 
แผน ซึ่งแผนอะคิลิกทั้งสองมีขนาด 1.5 x 3 ซม. หนา 0.2 ซม.  การออกแบบจะใชแสงเลเซอรยิงบริเวณ
ก่ึงกลางของแผนอะคิลิกทึบแสงทั้ง 7 แผนโดยใหมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.2 ซ.ม. แลวนําแผน         
อะคิลิกทึบแสงดังกลาวมาประกบติดกัน จะทําใหไดชองทางเดินของสาร  (Flow channel)  ซึ่งมีขนาด
2.1 x 0.2 ซม.  จากนั้นจึงนําแผนอะคิลิกใส จํานวน 2 แผน ประกบติดทั้งสองดานของอะคิลิกทึบแสง
ดังกลาว ซึ่งจะทําใหไดโฟลทรูเซลที่มีขนาด  2.5 x 2.5 ซม. หนา 1.5 ซม. โฟลทรูเซลที่ออกแบบนี้จะ
วางอยูในฐานโลหะอะลูมิเนียม ขนาด 4 x 4 ซม. หนา 4 ซม. ซึ่งไดเจาะทั้งสองดานสําหรับใสหลอด
ไดโอดเปลงแสงสีฟา (LED)  และตัวตรวจวัดสัญญาณ (LDR) ดังรูป 3  
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รูป 3   FIA-colorimetry Manifold: PP: Peristaltic Pump, R: Reagent, S: Sample, V: injection 
 Valve with appropriate sample volume loop, LED: Light Emitting Diode, LDR: Light 
 Dependent Resistor, PC: Personal Computer, W: Waste 

 
นอกจากการออกแบบโฟลทรูเซลดังที่กลาวไปแลว ภายในเครื่องตรวจวัดสารที่มีสียัง

ประกอบไปดวยวงจรอิเล็กทรอนิคส ซึ่งประกอบดวยตัวขยายสัญญาณและตัวแปลงสัญญาณอนาลอค
เปนดิจิตอล ในการประมวลผลการวิเคราะหโดยการตอเช่ือมกันระหวางเครื่องตรวจวัดสารที่มีสีกับ
คอมพิวเตอรนั้น ไดทําการออกแบบชุดตอเช่ือมกับคอมพิวเตอรและไดสรางโปรแกรมสําหรับใชใน
การวิเคราะหโดยเฉพาะ ซึ่งผูทําการวิเคราะหสามารถตั้งคาแบลงคไดโดยตรงจากคอมพิวเตอร  ก็จะได
เครื่องตรวจวัดสารที่มีสีพรอมชุดตอเช่ือมกับคอมพิวเตอรที่ใชในการทดลอง 
  สําหรับการวิเคราะหในระบบเอฟไอเอ-คัลเลอริเมทรีนั้น เปนเทคนิคการตรวจวัดสารสีที่
มองเห็นไดดวยตาเปลา ชวงความยาวคลื่นที่ใชตรวจวัดอยูในชวงความยาวคลื่นสเปกตรัมของคลื่น
แมเหล็กไฟฟา ในชวงความยาวคลื่นประมาณ 350-750 nm โดยอาศัยหลักการการดูดกลืนแสงของ
สารประกอบเชิงซอนที่มีสี โดยนําสารที่ตองการวิเคราะหมาเขาทําปฏิกิริยารีเอเจนตเกิดเปน
สารประกอบเชิงซอนที่มีสี เกิดขึ้น ซึ่งสารประกอบเชิงซอนดังกลาวสามารถดูดกลืนแสงจาก
แหลงกําเนิดแสงไดในชวงความยาวคลื่นที่จําเพาะกับสารประกอบเชิงซอนนั้น  ซึ่งจะมีตัวตรวจวัดทํา



224                                                                                      NU Science Journal 2007; 3(2) 

หนาที่ในการตรวจจับสัญญาณที่เกิดขึ้น สัญญาณที่ไดจะถูกสงไปยังชุดอุปกรณอิเลคทรอนิคส      ซึ่ง
จะขยายสัญญาณและแปลงสัญญาณอนาลอคใหเปนสัญญาณดิจิตอล  แลวสงขอมูลที่วัดไดเขาสูเครื่อง
คอมพิวเตอรเพื่อแสดงผลในรูปของพีคที่แปรผันตามความเขมขนของสารที่ตองการวิเคราะหตอไป 
 

ผลการทดลองและการวิจารณ 
1. การหาสภาวะที่เหมาะสม 

การวิเคราะหหาปริมาณเตตราซัยคลิน จําเปนตองเลือกความยาวคลื่นที่เหมาะสมที่สุดเพื่อ
การดูดกลืนแสงไดสูงสุด และทําใหมีความไวของการวิเคราะหสูงที่สุด โดยทําการศึกษาในชวงความ
ยาวคลื่น 300-500 nm จากการทดลองขางตน ไดผลการทดลองดังรูป 4 
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รูป 4    สเปกตรัมการดูดกลืนแสงของเตตราซัยคลิน คลอเตตราซัยคลิน ออกซีเตตราซัยคลิน  
            และดอกซีซัยคลิน 
 

จากการศึกษาพบวาสารกลุมเตตราซัยคลินมีคาการดูดกลืนแสงสูงสุด ณ ความยาวคลื่น 410, 
415, 409 และ 410 nm     สําหรับ    เตตราซัยคลิน    คลอเตตราซัยคลิน    ออกซีเตตราซัยคลิน     และ 
ดอกซีซัยคลิน ตามลําดับ ซึ่งพบวาสารกลุมเตตราซัยคลินดังกลาวมีคาการดูดกลืนแสงสูงสุดอยูในชวง
ความยาวคลื่นของแสงสีฟา ซึ่งอยูระหวาง 435-480 nm ดังนั้นในการศึกษาสภาวะอื่นๆ ตอจากนี้จึง
เลือกใชชวงความยาวคลื่นดังกลาวในการทดลองตอไป 

ในการทดลองนี้ทําการศึกษาอัตราการไหลของยูรานิล อะซิเตท ซึ่งใชเปนสารละลายตัวพา
ในชวง 0.5-2.5 mL/min ไดผลการทดลอง ดังแสดงในรูป 5 
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รูป 5   กราฟแสดงความสัมพันธระหวางอัตราการไหลของยูรานิล อะซิเตท และความไวของ 
 การวิเคราะห    
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รูป 6    กราฟแสดง FIA-gram ของสารละลายมาตรฐานเตตราซัยคลิน เขมขน 30-150 mg/Lที่อัตรา 
 การไหล 1.0 mL/min โดยมี 200 mg/L ยูรานิล อะซิเตทเปนรีเอเจนต 
 

จากการศึกษาพบวาอัตราการไหลของยูรานิล อะซิเตท ที่เหมาะสม คือ 1 mL/min แมจะ
ไมใหความไวของการวิเคราะหดีที่สุด แตก็สูงพอที่จะตรวจวัดสารปริมาณนอยได อีกทั้งยังมีรูปรางพีค
ที่สมมาตรดังรูปที่ 6 จึงสะดวกในการวิเคราะห สําหรับการใชอัตราการไหลต่ํากวา 1 mL/min ให 
ความไวของการวิเคราะหที่ดี แตรูปรางพีคกวาง เพราะโซนของตัวอยาง (sample zone) มีการกระจาย
ตัวมากเกินไป จึงไมเหมาะสมในการวิเคราะหหาปริมาณ ดังนั้นจึงเลือกอัตราการไหลของยูรานิล        
อะซิเตท ที่ 1 mL/min เพื่อใชในการทดลองตอไป 

การศึกษาผลของความเขมขนของสารละลายตัวพาเปนปจจัยที่สําคัญประการหนึ่ง เนื่องจาก 
ยูรานิล อะซิเตท เปนสารเคมีที่เขาทําปฏิกิริยากับสารกลุมเตตราซัยคลิน เกิดเปนสารประกอบเชิงซอน

30 mg/L 

60 mg/L 
90 mg/L 

120 mg/L 

150 mg/L 
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เพื่อที่จะหาปริมาณเตตราซัยคลิน ในการทดลองนี้ทําการศึกษาความเขมขนของยูรานิล อะซิเตท 
ในชวง  50-300 mg/L ไดผลการทดลองดังรูป 7 

จากการศึกษาพบวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของยูรานิล อะซิเตท  จะทําใหความไวของการ
วิเคราะหเพิ่มขึ้น แตการศึกษานี้เลือกใชความเขมขนของยูรานิล อะซิเตท ที่  200 mg/L เนื่องจากให 
ความไวของการวิเคราะห ที่สูงพอที่จะตรวจวัดสารปริมาณนอย ๆ ได   
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รูป 7  กราฟแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของยูรานิล อะซิเตท และความไวของ 
 การวิเคราะห 
 

2. การศึกษาชวงความเขมขนที่เปนเสนตรงและคาขีดจํากัดต่ําสุดของการตรวจวัด 
ความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานทั้ง 4 ชนิด กับพื้นที่ใตพีคของ

สารทั้ง 4 ชนิดมีคาความเปนเสนตรงแสดงดังตาราง 1 
 

ตาราง  1   ความสัมพันธเชิงเสนระหวางความเขมขนและพื้นที่ใตพีคของสารละลายมาตรฐานเตตราซัยคลิน คลอ  
              เตตราซัยคลิน ออกซีเตตราซัยคลิน และดอกซีซัยคลิน 
 
สารละลายมาตรฐาน คาความเปนเสนตรง 

(mg/L) 
สมการเชิงเสน คาสัมประสิทธิ์

ความสัมพันธ (r2) 
Tetracycline 

Chlortetracycline 
Chlortetracycline 

Doxycycline 

10-150 
10-150 
10-150 
10-150 

Y=0.0909x-0.1759 
Y=0.0801x-0.4010 
Y=0.0585x+0.2169 
Y =0.0739x-0.0862  

0.9991 
0.9900 
0.9955 
0.9978 

ความเขมขน (mg/L) 
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จากการศึกษาพบวาสารละลายมาตรฐานทั้ง 4 ชนิดมีชวงความเปนเสนตรงเทากัน คือ  
10 -150 mg/L 

จากการทําการฉีดสารละลายมาตรฐานเตตราซัยคลิน คลอเตตราซัยคลิน ออกซีเตตราซัยคลิน 
และดอกซีซัยคลิน ชนิดละ 20 ครั้ง แลวนําพื้นที่ใตพีคมาคํานวณตามสูตร (Skoog et al., 1998) พบวา
สารละลายมาตรฐานเตตราซัยคลินใหคาขีดจํากัดต่ําสุดของการตรวจวัดต่ําพอๆ.กับสารละลาย
มาตรฐานคลอเตตราซัยคลิน สวนสารละลายมาตรฐานดอกซีเตตราซัยคลินใหคาขีดจํากัดต่ําสุดของ
การตรวจวัดสูงที่สุด ดังตาราง 2 
 

ตาราง 2 คาขีดจํากัดต่ําสุดของการตรวจวัดของสารละลายมาตรฐานเตตราซัยคลิน คลอเตตรา 
              ซัยคลิน ออกซีเตตราซัยคลิน และดอกซีซัยคลิน  
 

สารละลายมาตรฐาน X  S.D. %RSD 
Detection limit 

(mg/L) 
Tetracycline 

Chlortetracycline 
Chlortetracycline 

Doxycycline 

1.13 
1.06 
1.26 
1.16 

0.08 
0.07 
0.07 
0.09 

7.6 
7.2 
5.5 
8.2 

2.85 
2.89 
3.60 
3.88 

 

3.     การวิเคราะหหาปริมาณยาปฏิชีวนะกลุมเตตราซัยคลินในตัวอยางยาเตรียม 
        เมื่อไดสภาวะตางๆ ที่เหมาะสมแลวก็นําไปใชวิเคราะหหาสารกลุมนี้ในตัวอยางยาเตตราซัยคลิน 
คลอเตตราซัยคลิน ออกซีเตตราซัยคลิน  และดอกซีซัยคลิน ไดผลการทดลองดังตาราง 3 
         จากผลการวิเคราะหหาปริมาณสารกลุมเตตราซัยคลินในตัวอยางยาแคปซูล ดวยเทคนิคเอฟไอเอ-
คัลเลอริเมทรี พบวามีรอยละการกลับคืน (% recovery) อยูในชวง 104-106, 103-108, 106-109 และ 
116-121 สําหรับยาเตตราซัยคลิน  คลอเตตราซัยคลิน ออกซีเตตราซัยคลิน และดอกซีซัยคลิน 
ตามลําดับ ซึ่งจะเห็นไดวามีคามากกวาที่ทางบริษัทระบุไว เหตุผลที่นาเปนไปไดคือ กลุมยาเตตรา
ซัยคลินสามารถสลายตัวเมื่ออุณหภูมิในการเก็บรักษาไมเหมาะสม คุณสมบัติบางประการของยา
เปลี่ยนแปลงไปเพราะความรอน แสง และการเปลี่ยนคา pH อาจทําใหเกิดแอนไฮโดรเตตราซัยคลิน 
(ชุติมา ล้ิมมัทวาภิรัติ, 2005) ซึ่งนอกจากจะไมมีผลทางการรักษาแลวยังเกิดอาการขางเคียงไดอีก ดังนั้น 
ทางบริษัทจึงอาจใสตัวยามากกวาที่ระบุเพ่ือปองกันสิ่งที่เกิดขึ้นดังกลาว และใหผูปวยไดรับปริมาณยา
ไมนอยเกินกวาที่กําหนด  
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ตาราง 3 ปริมาณที่ตรวจพบและ %Recovery ในตัวอยางยาแคปซูลของสารกลุมเตตราซัยคลิน 
     

ปริมาณยา  
ช่ือตัวอยาง 

 
เม็ด
ที่ 

 
X 

(n=3) 

 
S.D. 

 
%RSD mg/capsule 

ที่ระบุ 
mg/capsule

ที่พบ 
%Recovery 

1 8.29 0.07 0.9 250 258 104 
2 8.42 0.03 0.3 250 262 105 

 
Tetracycline 

 3 8.50 0.06 0.7 250 264 106 
1 9.03 0.18 2.0 250 271 108 
2 8.90 0.06 0.6 250 266 106 

Chlortetracycline 

3 8.60 0.11 1.2 250 259 103 
1 6.52 0.10 1.6 250 273 109 
2 6.33 0.12 1.9 250 265 106 

Oxytetracycline 

3 6.47 0.06 1.0 250 270 108 
1 6.75 0.05 0.7 100 116 116 
2 7.00 0.06 1.0 100 120 120 

 
Doxycycline 

3 7.11 0.19 2.6 100 121 121 

 
สรุปผลการทดลอง 

งานวิจัยน้ีไดทําการพัฒนาระบบเอฟไอเอ-คัลเลอริเมทรี ที่งาย รวดเร็ว ประหยัดคาใชจาย ใน
การวิเคราะหยาปฏิชีวนะกลุมเตตราซัยคลิน โดยทําการออกแบบเครื่องตรวจวัดสารที่มีสีพรอมชุด
ตอเช่ือมกับคอมพิวเตอรแบบเบ็ดเสร็จ ซึ่งจะใชหลอดไดโอดเปลงแสงสีฟาเปนแหลงกําเนิดแสงและ 
LDR เปนตัวตรวจวัด เนื่องจากวาสารกลุมเตตราซัยคลินทําปฏิกิริยากับรีเอเจนตคือ ยูรานิล อะซิเตท 
แลวเกิดเปนสารประกอบเชิงซอนสีสมแดง ซึ่งจากทฤษฎีสีที่ตรงกันขามกัน (Complementary color) 
แสงสีฟาสามารถดูดกลืนแสงสีสมได ดังนั้นจึงเลือกหลอด LED สีฟาซึ่งมีความยาวคลื่นในชวง 435-
480 nm เปนแหลงกําเนิดแสง และจากยูวี-วิสิเบิล สเปกตรัม พบวาสารกลุมเตตราซัยคลินมีคาการ
ดูดกลืนแสงสูงสุด ณ ความยาวคลื่น 410, 415, 409 และ 410 nm สําหรับเตตราซัยคลิน คลอเตตรา
ซัยคลิน ออกซีเตตราซัยคลิน และดอกซีซัยคลิน ซึ่งอยูในชวงความยาวคลื่นของแสงสีฟา และจาก
การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของเทคนิคเอฟไอเอ-คัลเลอริเมทรี ไดเลือกสภาวะที่เหมาะสมคือ 200 
mg/L  ยูรานิล อะซิเตท โดยมีอัตราการไหลของยูรานิล อะซิเตท เปน 1 mL/min มีคาความเปนเสนตรง
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เทากันในชวง  10-150  mg/L สําหรับเตตราซัยคลิน คลอเตตราซัยคลิน ออกซีเตตราซัยคลิน และดอกซี
ซัยคลิน และมีคาขีดจํากัดตํ่าสุดของการตรวจวัดคือ 2.85, 2.89, 3.60 และ 3.88  mg/L สําหรับ เตตรา
ซัยคลิน คลอเตตราซัยคลิน ออกซีเตตราซัยคลิน  และดอกซีซัยคลิน ตามลําดับ  

เมื่อทําการวิเคราะหในยาปฏิชีวนะกลุมเตตราซัยคลิน พบวาสามารถวิเคราะหสารกลุมเตตรา
ซัยคลินไดทั้ง 4 ชนิด ซึ่งมีรอยละการกลับคืนอยูในชวง 104-106, 103-108, 106-109 และ 116-121   
สําหรับยาเตตราซัยคลิน คลอเตตราซัยคลิน ออกซีเตตราซัยคลิน  และดอกซีซัยคลิน ตามลําดับ  
งานวิจัยน้ีสามารถประยุกตใชในตัวอยางอื่น.ๆ.ได เชน นม ซึ่งในขั้นตอนของการเตรียมตัวอยางนม
กอนการวิเคราะห จะตองทําการสกัดนมกอนโดยใชเทคนิคการสกัดดวยเฟสของแข็ง (Solid Phase 
Extraction) เพ่ือเพ่ิมความเขมขนใหกับสารตัวอยาง ทั้งยังเปนการกําจัดสิ่งเจือปนที่ไมตองการออกจาก
ตัวอยางไดอีกดวย   
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