
ผลการศึกษาและวิจารณ์ผล

การศึกษาการพัฒนาชุดตรวจสอบคลอแรมเฟนิคอลแสดงผลการวิเคราะห์ได้ตามลำดับขั้น 
ดังต่อไปนี้

1. ผลการศึกษาการทำปฏิกิริยาการเกิดสี (Colorimetric) ของคลอแรมเฟนิคอลด้วยวิธีต่าง  ๆ
ท่ีสภาวะเหมาะสม

2. ผลการศึกษาความสามารถของชุดตรวจสอบที่พ ัฒนาขึ้นกับสารละลายมาตรฐาน 
คลอแรมเฟนิคอล

3. ผลการสร้างแถบสีมาตรฐาน
4. ผลการนำชุดตรวจสอบไปใช้และประเมินชุดตรวจสอบที่พัฒนาขึ้นกับตัวอย่างอาหารกุ้ง 

สารเติมในอาหารกุ้ง (Shrimp feed additive) และดินบ่อเลียงกุ้ง ด้วยวิธี UV-Visible 
spectrophotometry เทยบกับเทคนิค HPLC

5. ผลการศึกษาปริมาณคลอแรมเฟนิคอล ในสารเติมในอาหารกุ้ง (Shrimp feed additive) 
ด้วยชุดตรวจสอบท่ีพัฒนาข้ึน

6. ผลการศึกษาสิ่งรบกวน ที่อาจทำให้เกิดผลบวกลวง (False positive) ต่อการใช้ชุด 
ตรวจสอบ

7. ผลการเปรียบเทียบประสิทธิภาพชุดตรวจสอบที่พัฒนาขึ้นกับวิธีวิเคราะห์คลอแรม 
เฟนิคอลโดยวิธีคัลเลอลิเมตริกท่ีมีในปิจจุบัน

4.1 ผลการศึกษาการทำปฏิกิริยาการเกิดสี (Colorimetric) ของคลอแรมเฟนิคอล ด้วยวิธีต่าง  ๆ ท่ี 
สภาวะเหมาะสม

4.1.1 ผลการศึกษาปฏิกิริยาการเกิดสีโดยวิธ ีการทดสอบหมู่ฟังก์ชัน

จากการศึกษาโครงสร้างทางเคมี พบว่าคลอแรมเฟนิคอลเป็นยาปฏิชีวนะที่มีหมู่ 
ทีงก์ชันมากกว่าหนึ่งชนิดในโมเลกุล หมู่ฟิงก์ชันสำคัญที่เลือกมาศึกษาปฏิกิริยาการเกิดสีคือ 
หมู่ไฮดรอกซิล หมู่ไนโตรอะโรมาติก และหมู่เอไมด์ โดยแปรผันปริมาณคลอแรมเฟนิคอลเพ่ือหา 
ปริมาณต่ําสุดท่ีการทดสอบหมู่ทีงก์ชันสามารถตรวจวัดได้
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4.1.1.1 ผลการทดสอบหยู่ไฮดรอกซีล

4.1.1.1.1 ผลการทดสอบโดยการเกิดปฏิกิริยากับซีริกไนเตรท (Ceric nitrate
reagent)

แอลกอฮอล์ท่ีมีจำนวนคาร์บอนไม่เกิน 10 อะตอม เม่ือทำปฏิกิริยากับ Ceric 
ammonium nitrate จะเปล่ียนจากสีเหลืองเป็นสารประกอบเชิงซ้อนสีแดง ผลการทดสอบคลอแรมเฟ 
นิคอลด้วย Ceric nitrate reagent เป็นไปดังตารางท่ี 4.1

ตารางท่ี 4.1 แสดงผลการทดสอบโดยการเกิดปฏิกิริยากับซีริกไนเตรท

ลำดับท่ี ปริมาณ CAP การเปล่ียนแปลง
1 10 mg สารละลายสีสัม
2 1 mg สารละลายสีเหลือง
3 0.1 mg สารละลายสีเหลือง
4 Blank สารละลายสีเหลือง

จากตารางที่ 4.1 การทดสอบหมู่ไฮดรอกซิลในคลอแรมเฟนิคอลโดยการ 
เกิดปฏิกิริยากับซีริกไนเตรท พบว่าสีท่ีเกิดขึ้นได้สารละลายสีสัมซึ่งผลที่ได้ไม่ตรงตามวิธีทดสอบซึ่ง 
ควรจะได้สารละลายสีแดง เมื่อมองด้วยตาเปล่าทำให้แยกความแตกต่างระหว่างแบลงค์และ 
สารประกอบที่เกิดขืนได้ยากและต้องใช้คลอแรมเฟนิคอลในปริมาณมากถึง 10 มิลลิกรัม จึงให้ผล 
การทดสอบท่ีชัดเจน การทดสอบด้วยวิธีนีจึงไม่เหมาะที่จะนำมาทำเป็นชุดตรวจสอบที่ต้องตรวจหา 
คลอแรมเฟนิคอลท่ีปนเปีอนในระดับต่ํา

4.1.1.2 ผลการทดสอบสารประกอบไนโตรอะโรมาติก

4.1.1.2.1 ผลการทดสอบโดยวิธี Ferrous hydroxide test

เม่ือ Fe(OH)2 ถูกออกซิไดซ์โดยสารประกอบไนโตร จะให้ตะกอนสีนำตาลแดง 
หเอแดงของ Fe(OH)3 ถ้าไม่ใช่สารประกอบไนโตรจะให้ตะกอนสีเขียวของ Fe(OH)2 หรือเกิด 
partial oxidation ได้ตะกอนสีคลำเมื่อเทียบกับแบลงล์ ผลการทดสอบคลอแรมเฟนิคอลด้วย 
Fe(OH)2 เป็นไปดังตารางท่ี 4.2
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ตารางท่ี 4.2 แสดงผลการทดสอบโดยวิธี Ferrous hydroxide test

ลำดับท่ี ปริมาณ CAP การเปล่ียนแปลง
1 5 mg ตะกอนสีน้ีาตาลแดงคลํ้า
2 1 mg ตะกอนสีเขียว
3 0.1 mg ตะกอนสีเขียว
4 Blank ตะกอนสีเขียว

จากการทดลองพบว่าหมู่อะโรมาติกไนโตรในคลอแรมเฟนิคอลเกิดปฎิกิริยากับ 
Fe(OH)2 ได้ตะกอนสีนี้าตาลแดงของ Fe(OH)3 ดังเปที่ 4.1 และจากตารางที่ 4.2 พบว่าปริมาณตํ่าสุด 
ที่ทดสอบได้คือ 5 มิลลิกรัม และวิธีนี้มีฃั้นตอนการทดสอบหลายข้ันตอน การทดสอบด้วยวิธีนี้จึงไม่ 
เหมาะที่จะนำมาทำเป็นชุดตรวจสอบที่ต้องตรวจหาคลอแรมเฟ่นิคอลในระดับตํ่า และมีความ 
สะดวกต่อการใต้งาน

เปที่ 4.1 แสดงผลการทดสอบโดยวิธี Ferrous hydroxide test

4.1.1.2.2 ผลการทดสอบโดยวิธี Zn/NH4C1 test

วิธี Zd/NH4C1 test เป็นอีกวิธีหนึ๋งที่ใต้!นการทดสอบสารประกอบไนโตรอะโร 
มาติกโดยหมู่ไนโตรจะถูกรีติวซ์โดย Zn/NH4C1 จนกลายเป็น hydrazine, hydroxyl amine หรือ 
amino phenol เมื่อนำไปทดสอบกับ Tollen’s reagent กัามีหมู่ไนโตรจะถูกออกซิไดซ!ด้ Silver 
mirror ฉาบอยู่ข้างหลอดทดลอง ผลการทดสอบคลอแรมเฟนิคอลด้วย Zn/NH4C1 test เป็นไปดัง 
ตารางที่ 4.3



61

ตารางท่ี 4.3 แสดงผลการทดสอบโดยวิธี Zn/NH4C1 test

ลำดับท่ี ปริมาณ CAP การเปล่ียนแปลง
1 5 mg สารละลายสีเหลืองใสมี Silver mirror ฉาบข้างหลอด
2 1 mg สารละลายสีเหลืองอ่อนมี Silver mirror ฉาบข้างหลอด
3 0.1 mg สารละลายใสมีตะกอน
4 Blank สารละลายใสมีตะกอน

รูปท่ี 4.2 แสดงผลการทดสอบโดยวิธี Zn/NH4C1 test

เมื่อทดสอบสารละลายที่ได้จาก Zn/NH4C1 test ด้วย Tollen’s reagent พบว่าคลอ 
แรมเฟนิคอลให้สีเงินของ Ag ฉาบอยู่ข้างหลอดและส่วนใสสีเหลืองต่างจากแบลงค์ที่เป็นสารละลาย 
ใสไม่มีสีดังรูปที่ 4.2 และจากตารางที่ 4.3 พบว่าปริมาณตา!เดที่ทดสอบได้คือ 1 มิลลิกรัม การ 
ทดสอบด้วยวิธีนี้พบว่าแบลงค์เกิดตะกอนเมื่อต้องตรวจหาคลอแรมเฟนิคอลที่มีความเข้มข้นตํ๋าการ 
มองด้วยตาเปล่าทำให้แอกความแตกต่างระหว่างตะกอนและ Silver mirror ที่เกิดขึ้นได้ยาก และ 
นอกจากนี้ยังไม่สามารถยืนอันผลได้ว่าเป็นคลอแรมเฟนิคอลหเอไม่ เมื่องจากวิธีนี้เป็นวิธีทดสอบว่า 
มีหม่ไนโตรอะโรมาติก หรือไม่เท่าน้ัน

4.1.1.3 ผลการทดสอบหยู่เอไมด์

4.1.1.3.1 ผลการทดสอบด้วยวิธี Ferric hydroxamate test

สารประกอบที่เป็น Unsubstituted amide บางชนิด ทำปฏิกิริยากับ ไฮดรอกซิล 
เอมีนไฮโดรคลอไรด์ ได้ผลิตกัณฑ์เป็นกรดไฮดรอกซามิก ซึ่งจะทำปฏิกิริยากับเฟอร์ริกคลอไรด์ 
(FeClj) ให้สารละลายสีนั้าเงินหรือสีม่วงแดงของเฟอริกไฮดรอกซาเมต ผลการทดสอบคลอแรม 
เฟนิคอล ด้วย Ferric hydroxamate test เป็นไปดังตารางที่ 4.4
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ตารางท ี่ 4 .4  แส ด งผล ก ารท ด ส อบ ด ้วยว ิธ ี Ferric hydroxam ate test

ลำดับท่ี ปริมาณ CAP การเปล่ียนแปลง
1 5 mg สารละลายสีม่วงแดง
2 1 mg สารละลายสีม่วงแดง
3 0.1 mg สารละลายสีม่วงแดง
4 10 gg สารละลายสีเหลืองอ่อน
5 1 gg สารละลายสีเหลืองอ่อน
6 Blank สารละลายสีเหลืองอ่อน

จากการทดลองพนว่าหมู่เอไมด์ในคลอแรมเฟนิคอลเกิดปฏิกิริยากับ FeCIj ได้ 
สารละลายสีม่วงแดง และจากตารางท่ี 4.4 พบว่าปริมาณตํ่าสุดที่ทดสอบได้คือ 0.1 มิลลิกรัม ซ่ึงเป็น 
วิธีที่สามารถตรวจได้ในระดับค่อนข้างตํ่า แต่วิธีนี ให้ผลบวกกับสารหลายประเภทเช่น Ester, Acid 
chloride และ Acid anhydride จึงอาจต้องอาศัยการทดสอบหมู่ฟ้งค์ชันอ่ืนร่วมด้วย

ผลการศึกษาปฏิกิริยาการเกิดสีโดยวิธีการทดสอบหมู่ทัเงค์ชันจากการทดลองที่ 
4.1.1.1-4.1.1.3 พบว่าเป็นวิธีการทดสอบขั้นพื้นฐานที่ให้ความจำเพาะเจาะจงตํ่า การจะบ่งชี้ว่าสาร 
ตัวอย่างเป็นคลอแรมเฟนิคอลหรือไม่นั้น อาจต้องยืนยันผลโดยการวิเคราะห์ธาตุองค์ประกอบ 
ทังหมด การทดสอบด้วยวิธีนีจึงไม่เหมาะที่จะนำมาทำเป็นชุดตรวจสอบที่สามารถนำไปใช้ในงาน 
ภาคสนามท่ีต้องการความสะดวก รวดเร็ว และมีความถูกต้องแม่นยำ

4.1.2 ผลการศึกษาปฏิกิริยาการเกิดสีด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้น

4.1.2.1 ผลการศึกษาการละลายของคลอแรมเฟนิคอล

ศึกษาการละลายของคลอแรมเฟนิคอล โดยใช้คลอแรมเฟนิคอล 1 มิลลิกรัม 
ละลายในตัวทำละลาย 1 มิลลิลิตร ว่าตัวทำละลายใดสามารถละลายหรือไม่ละลายคลอแรมเฟนิคอล 
ได้ผลแสดงดังตารางท่ี 4.5
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ตารางท่ี 4.5 แสดงผลการศึกษาการละลายของคลอแรมเฟนิคอล

ลำดับท่ี ชนิดของตัวทำละลาย การละลาย
1 นากล่ัน ละลายได้เล็กน้อย
2 Methanol ละลายได้ดี
3 Ethylacetate ละลายได้ดี
4 Acetronitrile ละลายได้ดี
5 Hexane ไม่ละลาย
6 Ethylènediamine ละลายได้ดี
7 Dimethylformamide (DMF) ละลายได้ดี
8 Dimethyl sulfoxide (DMSO) ละลายได้ดี

ผลการทดสอบการละลายพบว่าคลอแรมเฟนิคอลละลายนํ้าได้เล็กน้อย ละลาย 
ไดดีในตัวทำละลายอินทรยหลายชนิดคอ Methanol Ethylacetate Acetronitrile Ethylènediamine 
Dimethylformamide (DMF) และ Dimethyl sulfoxide (DMSO) แต่ไม่ละลายในHexane ดังนันจึงนำ 
ตัวทำละลายที่สามารถละลายคลอแรมเฟนิคอลได้ดี ไปทดสอบปฏิกิริยาการเก ิดสีว่าตัวทำละลายใด 
สามารถละลายคลอแรมเฟนิคอลแล้วทำปฏิกิริยากับ Complexing agent ได้สารมีสีต่อไป

4.1.2.2 ผลการศกษา Solvent และ Complexing agent ทีเหมาะสม

4.1.2.2.1 ผลการศึกษาปฏิกิริยาการเกิดสีโดยใช้ Methanol Ethylacetate 
Acetronitrile Ethylènediamine Dimethylformamide และ Dimethyl sulfoxide เป็น Solvent 
รวมกบ 1 M Ethanolic potassium hydroxide เป็น Complexing agent

จากการพัฒนาชุดตรวจสอบสารกลุ่มไนโตรฟูแรนในอาหารสัตว์ (วัชรพรรณ, 
2547) พบว่าการใช้ 1 M Ethanolic potassium hydroxide (1M KOH/EtOH) หยดลงในสารละลาย 
ไนโต รฟูแรนใน DMF ที่อัตราส่วน DMF 1 0  ส่วนต่อ IM KOH/EtOH 1 ส่วน จะได้สารมีสีที่ 
สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า จึงศึกษาปฏิกิริยาการเกิดสีโดยใช้คลอแรมเฟนิคอล 0.1 มิลลิกรัม 
ละลายใน Solvent ที่เหมาะสมที่ได้จากการทดลองที่ 4 .1 .3 . 1  ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ร่วมกับ
Complexing agent คือ IM KOH/EtOH 0 .1  มิลลิลิตร ผลการทดลองท่ีได้เป็นไปดังตารางท่ี 4.6



ตารางท่ี 4.6 แสดงผลการทดสอบคลอแรมเฟนิคอลใน Solvent ชนิดต่าง  ๆ ร่วมกับ 1 M Ethanolic 
potassium hydroxide ในอัตราส่วน 10:1

6 4

ลำดับท่ี Solvent 1 M Ethanolic potassium hydroxide
1 Methanol ไม่เปล่ียนแปลง
2 Ethylacetate ไม่เปล่ียนแปลง
3 Acetronitrile สารละลายสีเหลืองอ่อน
4 Ethylènediamine สารละลายสีเหลืองอ่อน
5 Dimethylformamide (DMF) สารละลายสีส้ม
6 Dimethyl sulfoxide (DMSO) สารละลายสีแดงเข้ม

จากตารางที่ 4.6 พบว่า Solvent ชนิด DMSO ให้ผลการทดสอบที่ดีคือเกิด 
สารละลายสีแดงเข้มเห็นได้ชัดเจนที่สุดจึงเลือก DMSO ใช้เป็น Solvent เพ่ือหา Complexing agent ท่ี 
เหมาะสมต่อไป

4.1.2.2.2 ผลการศึกษาปฏิกิริยาการเกิดสีโดยใช้ Dimethyl sulfoxide เป็น 
Solvent ร่วมกับ Sodium hydroxide, Methanolic sodium hydroxide, Ethanolic sodium 
hydroxide, Potassium hydroxide, Methanolic potassium hydroxide, Ethanolic potassium 
hydroxid และ Propanolic potassium hydroxide ทความเข้มข้นตางกน เปน Complexing agent

Complexing agent ที่นำมาทดลองเป็น NaOH และ KOH ในตัวทำละลายที่เป็น 
นํ่าและแอลกอฮอล์ได้แก่ เมทานอล เอทานอล และโพรพานอล ซึ่งการละลายจะยากขึ้นเมื่อโมลกุล 
ของแอลกอฮอล์มีขนาดใหญ่ขึ้น ชนิดของตัวทำละลายมีผลต่อการเตรียม Complexing agent โดยตัว 
ทำละลายที่เป็นนำสามารถเตรียม KOH และ NaOH ได้ถึง 10 โมลาร์ เมทานอลและเอทานอล 
สามารถเตรียม KOH และ NaOH ได้ถึง 5 โมลาร์ โพรพานอลสามารถเตรียม KOH ได้เพียง 1 โมลาร์ 
แสดงได้ตังตารางท่ี 4.7
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ตารางท่ี 4.7 แสดง Complexing agent ชนิดต่าง  ๆ ท่ีใช้ในการทดลอง

ลำดับท่ี Complexing agent ความเข้มข้น (โมลาร์)
1 1 M Sodium hydroxide 1 M NaOH/H20
2 5 M Sodium hydroxide 5 M Na0H/H20
3 10 M Sodium hydroxide 10 M Na0H/H20
4 1 M Potassium hydroxide 1 M KOH/H20
5 5 M Potassium hydroxide 5 M K0H/H20
6 10 M Potassium hydroxide 10 M K0H/H20
7 1 M Methanolic sodium hydroxide 1 M NaOH/MeOH
8 5 M Methanolic sodium hydroxide 5 M NaOH/MeOH
9 1 M Methanolic potassium hydroxide 1 M KOH/MeOH
10 5 M Methanolic potassium hydroxide 5 M KOH/MeOH
11 1 M Ethanolic sodium hydroxide 1 M NaOH/EtOH
12 5 M Ethanolic sodium hydroxide 5 M NaOH/EtOH
13 1 M Ethanolic potassium hydroxide 1 M KOH/EtOH
14 5 M Ethanolic potassium hydroxide 5 M KOH/EtOH
15 1 M Propanolic potassium hydroxide 1 M KOH/IPA

เมื่อแปรผันปริมาณคลอแรมเฟนิคอลให้อยู่ในช่วง 0.01-100 ไมโครกรัม ใน 
DMSO 1 มิลลิลิตร แล้วหยด Complexing agent ชนิดต่าง  ๆ ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 0.1 มิลลิลิตร ทำ 
ให้เกิดสีท่ีแตกต่างกันดังตารางท่ี 4.8
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ตารางท่ี 4.8 แสดงสีที่เกิดขึ้นของคลอแรมเฟนิคอลใน DMSO กับ Complexing agent ความเข้มข้น 
1 โมลาร์ในอัตราส่วน 10:1

ปริมาณ 
CAP (pg)

การเปล่ียนแปลงที่เกิดข้ึน
1 M

NaOH/Hp
1 M

KOH/Hp
1 M

NaOH/MeOH
1 M

KOH/MeOH
1 M

NaOH/EtOH
1 M

KOH/EtOH
1 M

KOH/IPA

100

10
สารละลาย 
ใสไม,มีสี

1
สารละลาย 
ใสไม,มีสี

สารละลาย 
ใสไม่มีสี

สารละลาย 
ใสไม่มีสี

สารละลาย 
ใสไม่มีสี

สารละลาย 
ใสไม,มีสี

สารละลาย 
ใสไม่มีสี

0.1
สารละลาย 
ใสไม่มีสี

สารละลาย 
ใสไม่มีสี

สารละลาย 
ใสไม่มีสี

สารละลาย 
ใสไม,มีสี

สารละลาย 
ใสไม่มีสี

สารละลาย 
ใสไม่มีสี

สารละลาย 
ใสไม่มีสี

0.01
สารละลาย 
ใสไมมสี

สารละลาย 
ใสไม่มีสี

สารละลาย 
ใสไม่มีสี

สารละลาย 
ใสไม่มีสี

สารละลาย 
ใสไม่มีสี

สารละลาย 
ใสไม่มีสี

สารละลาย 
ใสไม่มีสี

Blank
สารละลาย 
ใสไม่มีสี

สารละลาย 
ใสไม่มีสี

สารละลาย 
ใสไมมสี

สารละลาย 
ใสไม่มีสื

สารละลาย 
ใสไม,มีสี

สารละลาย 
ใสไม่มีสี

สารละลาย 
ใสไม,มีสี

จากตารางที่ 4.8 เมื่อแปรผันปริมาณคลอแรมเฟนิคอลใน DMSO แด้วพบว่า 
คลอแรมเฟนิคอลปริมาณ 100 ไมโครกรัม เกิดปฏิกิริยากับ Complexing agent ทุกชนิดให้สารละลาย 
สีแดงที่มีความเข้มสีแตกต่างกันอกเว้น NaOH/MeOH ที่เกิดสารละลายสีเหลือง เม่ืออยู่ในตัวทำ 
ละลายชนิดเดียวกัน KOH ให้สีที่เข้มกว่า NaOH เมื่อปริมาณคลอแรมเฟนิคอลตํ่าลง NaOH และ 
KOH ที่ใข้ตัวทำละลายเป็นนํ้าและเมทานอล จะให้สีที่ไม่แปรตามปริมาณคลอแรมเฟนิคอล คือ 100 
ไมโครกรัม ให้สีแดง แต่ 10 ไมโครกรัม ให้สารละลายสีเหลือง ส่วนเบสที่ใข้ตัวทำละลายเป็น 
เอทานอลและโพรพานอลให้สีที่แปรตามปริมาณคลอแรมเฟนิคอล การใช้ 1 M NaOH/MeOH 
สามารถอ่านค่าปริมาณคลอแรมเฟนิคอลด้วยตาเปล่าได้ตํ๋าสุด 100 ไมโครกรัม 1 M Na0H/H20, 
1 M K0H/H20 , 1 M KOH/MeOH , 1 M NaOH/EtOH และ 1 M KOH/EtOH สามารถอ่านค่า 
ปริมาณคลอแรมเฟนิคอลด้วยตาเปล่าได้ตํ่าสุด 10 ไมโครกรัม และ 1 M KOH/IPA ให้ผลการ 
ทดสอบที่ดีคือสามารถอ่านปริมาณคลอแรมเฟ่นิคอลได้ตํ่าสุด 1 ไมโครกรัม ให้สีแดงอมชมพู โดย 
ปฏิกิริยาเกิดได้อย่างรวดเร็วที่อุฌหถูมิห้อง สีจะค่อย  ๆ เกิดขึ้นจากชมพูไปเป็นแดง ในเวลา 3-5 นาที
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การเพิ่มความเข้มข้นของ Complexing agent อาจให้ผลที่สามารถอ่านปริมาณ 
คลอแรมเฟนิคอลไห้ตํ๋าลงหรือไม่ ผลการทดสอบเป็นไปดังตารางที่ 4.9

ตารางที่ 4.9 แสดงสีที่เกิดขึ้นของคลอแรมเฟนิคอลใน DMSO ร่วมกับ Complexing agent ชนิด 
ต่าง  ๆความเข้มข้น 5 และ 10 โมลาร์ ในอัตราส่วน 10:1

ปริมาณ
C A P (gg )

การเปล่ียนแปลงที่เกิดขน
5 M

NaOH/HjO
5 M

KOH/HjO
10 M

Na0H/H20
10 M

KOH/HjO
5M

N aO H/M eO H
5M

K OH /M eOH
5M

NaOH/EtOH
5 M

KOH/EtOH

100

มตะกอน มตะกอน มีตะกอน มตะกอน

10
IfjgijJ
_

สารละลายทุ่น 
มีตะกอนขาว I— __________

มีตะกอน มตะกอน มตะกอน

สารละลาย 
ใสไม่มีสื

สารละลาย สารละลาย 
ใสไม่มีสื

สารละลาย 
ใสไม่มีสิ

สารละลายทุ่น 
มีตะกอนขาว

มตะกอน

สารละลาย 
ทุ่นมี

ตะกอนขาว มีตะกอน

0.1
สารละลาย 
ใสไม่มีสี

สารละลาย 
ใสไม่มีสื

สารละลาย 
ใสไม่มีสี

สารละลาย 
ใสไม่มีสื

สารละลายทุ่น 
มีตะกอนขาว

สารละลาย 
ทุ่นมี

ตะกอนขาว

สารละลาย 
ทุ่นมี

ตะกอนขาว

สารละลาย 
ทุ่นมีตะกอน 

ขาว

0.01 สารละลาย 
ใสไม่มืสื

สารละลาย 
ใสไม่มีสื

สารละลาย 
ใสไม่มีสิ

สารละลาย 
ใสไม่มีสี

สารละลายทุ่น 
มีตะกอนขาว

สารละลาย 
ทุ่นมี

ตะกอนขาว

สารละลาย 
ทุ่นมี

ตะกอนขาว

สารละลาย 
ทุ่นมีตะกอน 

ขาว

Blank สารละลาย 
ใสไม่มีสื

สารละลาย 
ใสไม่มีสี

สารละลาย 
ใสไม่มีสิ

สารละลาย 
ใสไม่มีสื

สารละลายทุ่น 
มีตะกอนขาว

สารละลาย 
ทุ่นมี

ตะกอนขาว

สารละลาย 
ทุ่นมี

ตะกอนขาว

สารละลาย 
ทุ่นมีตะกอน 

ขาว

จากตารางท่ี 4.8 และ 4.9 พบว่า เม่ือเปรียบเทียบความเข้มสีที่ไห้จาก NaOH/H20  
และ K0H/H20  ความเข้มข้น1 ,5 แ ล ะ 10 โมลาร์ พบว่าเมื่อความเข้มข้นเพิ่มขึ้นจะให้สีเข้มขึ้นแต่ 
สามารถอ่านปริมาณคลอแรมเฟนิคอลไห้เท่าเดิมคือ 10 ไมโครกรัมเช่นเดียวกับ 5 M NaOH/MeOH 
และ NaOH/EtOH ที่ให้สีเข้มขึ้นแต่สามารถอ่านปริมาณคลอแรมเฟนิคอลไห้เท่าเดิมคือ 100 และ 10 
ไมโครกรัม ตามลำดับ

เม่ือเพิ่มความเข้มข้นของ KOH/MeOH และ KOH/EtOH เป็น 5 M พบว่าสีที่เกิด 
มีความเข้มขึ้นและสามารถอ่านค่าความเข้มข้นคลอแรมเฟนิคอลไห้ตํ่าลงคือ 1 ไมโครกรัม แต่ 
สารละลายที่ไห้เกิดตะกอนจากการ salting out ของโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ซื่งทำให้ประสิทธิกาพ
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ของ Complexing agent ลดลงและจะเป็นอุปสรรคในการตรวจด้วยเครื่อง UV-Visible 
spectrophotometer จงโม่เลอกทจะโช้เปนนำยาทดสอบ

ดังนั้นการศึกษาปฏิกิริยาการเกิดสีโดยใช้ Complexing agent หลายชนิดในการ 
ทดลองนี้สรุปได้ว่า 1 M KOH/IPA เป็น Complexing agent ที่เหมาะสมเนื่องจากเกิดปฏิกิริยากับ 
คลอแรมเฟนิคอลใน  DMSO ให้สารมีสีที่สามารถอ่านค่าปริมาณคลอแรมเฟนิคอลได้ในระดับตํ่าสุด 
ความเข้มของสีที่เกิดข ึน เป็นสัดส่วนโดยตรงกับปริมาณคลอแรมเฟนิคอล ปฏิกิริยาเกิดขึ้นอย่าง 
รวดเร็วที่อุณหภูมิห้องและสีที่เกิดขึนมีความคงตัวตลอดช่วงที่ทำการวัด การใช้ DMSO ร่วมกับ 1 M 
KOH/IPA เป็น Solvent และ Complexing agent ที่เหมาะสมที่สุดที่จะนำไปพัฒนาให้มีคุณสมบัติ 
เหมาะสมกับการเป็นชุดตรวจสอบต่อไป

4.1.2.3 ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมระหว่างคลอแรมเฟนิคอลใน DMSO และ 1 M
KOH/IPA

ปฏิกิริยาการเกิดสีระหว่างคลอแรมเฟนิคอลใน DMSO กับ 1 M KOH/IPA ให้ 
สารมีสี โดยสีจะค่อย  ๆ เกิดขืนจากชมพูไปเป็นแดง การทดลองต่อไปจะเป็นการหาสภาวะที่ดีที่สุดที่ 
ทำให้ปฏิกิริยานีเกิดสีที่มีความเข้มขึ้นหรือสามารถตรวจวัดคลอแรมเฟนิคอลที่ความเข้มข้นตํ่าลง 
ด้วยการหาอัตราส่วนที่เหมาะสมระหว่าง Solvent และ Complexing agent ซึ่งการทดสอบด้วยตา 
เปล่าไม่สามารถบอกได้ชัดเจนพอจึงต้องใช้ เคร่ือง UV-Visible spectrophotometer ในการยืนยันผล

4.1.2.3.1 ผลการศึกษาอัตราส่วนที่เหมาะสมระหว่างคลอแรมเฟนิคอลใน 
DMSO กับ 1 M KOH/IPA

จากการทดสอบด้วยตาเปล่าพบว่า อัตราส่วนระหว่างคลอแรมเฟนิคอลใน 
DMSO และ 1 M KOH/IPA ที่ให้สีที่มองเห็นชัดเจนอยู่ในช่วง 10:1-40:1 ปฏิกิริยาไม่เกิดทันทีแต่สี 
จะค่อย  ๆ develop จากชมพูไปเป็นแดงในช่วง 1-5 นาที สรุปได้ว่า ผลของปฏิกิริยาให้สารละลายที่ 
ไม่เสถียรเนื่องจากสีเปล่ียนไปตามเวลา ดังบัน จำเป็นต้องจับเวลาเพื่อหาค่าความยาวคลื่นสูงสุดที่ให้ 
การดูดกลืนแสง เพ่ือให้สามารถบอกสีและเวลาที่ใข้ในการเกิดปฏิกิริยาได้ถูกต้อง โดยใช้สารละลาย 
มาตรฐานคลอแรมเฟนิคอล 30 ppm ปริมาณ 3 มิลลิลิตร ร่วมกับ 1 M KOH/IPA ปริมาณ 300, 150, 
120, 100 และ 75 ไมโครลิตร ซึ่งจะทำให้มีอัตราส่วนระหว่างคลอแรมเฟนิคอลใน DMSO กับ 1 M 
KOH/IPA เท่ากับ 10:1 20:1 25:1 30:1 และ 40:1 แล้วนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงทุก 1 นาที ผลการ 
ทดลองเป็นไปตามตารางที่ 4.10



69

ตารางที่ 4.10 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานคลอแรมเฟนิคอล 30 ppm ใน 
DMSO โดยใช้ อัตราส่วนของ DMS0:1M KOH/IPA ในช่วง 10:1 ถึง 40:1

เวลา อัตราส่วนคลอแรมเฟนิคอลใน DMSO 30 ppm และ 1 M KOH/IPA (ท=5)
(นาที) 10:1 20:1 25:1 30:1 40:1

A, max Asb. A, max Asb. X  max Asb. X  max Asb. X  max Asb.
1 513 0.289 515 0.615 517 0.762 518 0.719 518 0.430
2 514 0.429 517 0.788 518 0.895 520 0.866 520 0.613
3 516 0.520 518 0.868 518 0.913 520 0.900 521 0.717
4 516 0.566 518 0.857 518 0.887 519 0.889 521 0.781
5 516 0.590 518 0.812 518 0.840 520 0.859 521 0.796

หมายเหตุ ะ X  m a x  คือ ความยาวคลื่นสูงสุด (n m )  

Asb. คือ ค่าการดูดกลืนแสง

รูปท่ี 4.3 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานคลอแรมเฟนิคอล 
30 ppm ใน DMSO กับ 1MKOH/IPA อัตราส่วน 10:1 20:1 25:1 30:1 และ 40:1 ในระยะเวลา 1-5 
นาที
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จากตารางที่ 4.10 และรูปที่ 4.3 พบว่า อัตราส่วนระหว่างคลอแรมเฟนิคอลใน 
DMSO ต่อ 1 M KOH/IPA ที่ให้ค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงสูงสุด ในระยะเวลาน้อยที่สุด คือ 25:1 โดย 
มีการดูดกลืนแสงเท่ากับ 0.913 ที่ค่าความยาวคลื่นสูงสุด 518 นาโนเมตร ที่เวลา 3 นาที เป็นค่าการ 
ดูดกลืนแสงที่สูง และใช้เวลาน้อยกว่าอัตราส่วนอื่น  ๆ ซึ่งเหมาะกับการเป็นชุดตรวจสอบที่มีการใช้ 
งานภาคสนาม ดังนันจึงเลือกใช้อัตราส่วนนีเป็นอัตราส่วนสำหรับใช้กับน้ํายาทดสอบต่อไป

4.1.2.3.2 ผลการศึกษาความคงตัวของสี ที่เกิดจากคลอแรมเฟนิคอลใน DMSO 
กับ 1 M KOH/IPA อัตราส่วน 25:1

จากการทดลองท่ี 4.1.3.3.2 พบว่าปฏิกิริยาระหว่างคลอแรมเฟนิคอลใน DMSO 
กับ 1 M KOH/IPA อัตราส่วน 25:1 เป็นอัตราส่วนที่ให้ค่าการดูดกลืนแสงสูงสุด และสีท่ีเกิดข้ึนไม1 
เสถียร เนื่องจากค่าการดูดกลืนแสงลดลงตามเวลาที่เพิ่มฃึน จึงศึกษาความคงตัวของสี โดยใช้ 
สารละลายมาตรฐานคลอแรมเฟนิคอล 30 ppm ปริมาณ 3 มิลลิลิตร ร่วมกับ 1 M KOH/IPA ปริมาณ 
120 ไมโครลิตร แล้วนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 518 นาโนเมตร ทุก 1 นาที นาน 10 นาที และ วัด 
ค่าการดูดกลืนแสงต่อไปทุก 10 นาที เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ผลการทดลองเป็นดังรูปท่ี 4.4

0 10 20 30 40 50 60
Time (minute)

รูปท่ี 4.4 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานคลอแรมเฟนิคอล 
30 ppm ใน DMSO กับ IM KOH/IPA อัตราส่วน 25:1 ท่ี 518 นาโนเมตร ในระยะเวลา 1 ช่ัวโมง

จากรูปที่ 4.4 พบว่า หลังจากหยดนื่ายาทดสอบ IM KOH/IPA ลงในคลอแรม 
เฟนิคอลใน DMSO ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 518 นาโนเมตร จะเพิ่มข้ึนในช่วง 1-3 นาที จากน้ันจะค่อย 

 ๆ ลดลงและเริ่มคงที่ดังแต่ประมาณ 20 นาที สอดคล้องกับการสังเกตด้วยตาเปล่าที่พบว่าสีของ
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สารละลายเปลี่ยนจากสีแดงเป็นสีสัมนั้าตาลกายใน 1 ชั่วโมง เมื่อเปรียบเทียบสเปกตรัมของสีที่ 
เกิดขึ้นเมื่อเวลาผ่านไป 20 นาที ซึ่งเป็นเวลาที่ค่าการดูดกลืนแสงที่ 518 นาโนเมตร เร่ิมคงท่ี เทียบกับ 
ที่ระยะเวลา 3 นาที แสดงไดัดังรูปที่ 4.5

รูปท่ี 4.5 แสดงการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานคลอแรมเฟนิคอล 30 ppm ใน DMSO กับ 
IM KOH/IPA อัตราส่วน 25:1 ที่เวลา 3 และ 20 นาที

จากรูปที่ 4.5 พบว่า เมื่อเวลาผ่านไป 20 นาที ค่าความอาวคลื่นสูงสุดของสีที่ 
เกิดขึ้น ลดลงจาก 518 เป็น 419 นาโนเมตร ดังน้ัน ในการสังเกตความเข้มของสีจากปฏิกิริยาระหว่าง 
คลอแรมเฟนิคอลใน DMSO และ 1 M KOH/IPA ที่อัตราส่วน 25:1 เวลาที่ควรสังเกตสีคือ 3 นาที 
และไม่ควรเกิน 20 นาที

4 .2ผลการศึกษาความสามารถของชุดตรวจสอบที่พัฒนาขึ้นกับสารละลายมาตรฐานคลอแรมเฟนิ 
คอล

จากการตรวจวัดสารละลายมาตรฐานคลอแรมเฟนิคอลใน DMSO ดัวย UV-Visible 
spectrophotometer ในช่วงความอาวคลื่น 200-800 นาโนเมตร พบว่าความยาวคลื่นสูงสุดของคลอ 
แรมเฟนิคอลคือ284 นาโนเมตร ดังรูปที่4.6 หลังปฏิกิริยาการเกิดสีความอาวคลื่น shift ไปเป็น 518 
นาโนเมตร สีของสารละลายเปลี่ยนเป็นสีแดง ดังรูปที่ 4.7 นั่นคือเมื่อเกิดปฏิกิริยาแลัวให้สารที่ 
ดูดกลืนแสงท่ีมีความอาวคลื่นมากกว่าเดิม
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รูปท ี่ 4.6 แ ส ด งก าร ด ูด ก ล ืน แ ส งอ ัล ต ร ้าไว โอ เล ต ข อ งส าร ล ะล าย ม าต รฐ าน ค ล อ แ ร ม เฟ น ิค อ ล ใน  
DMSO ความเข้มข้น 10 ppm ก่อนหยดนํ้ายาทดสอบ

รูปที่ 4.7 แสดงการดูดกลืนแสงอัลตร้าไวโอเลตของสารละลายมาตรฐานคลอแรมเฟนิคอลใน 
DMSO ความเข้มข้น 10 ppm หลังหยดน้ํายาทดสอบ 3 นาที

ตามทฤษฎีการเกิดสี สารมีสีสามารถดูดกลืนแสงสีขาว (White light หรือ Visible light) ได้ 
การท่ีเราสามารถบอกได้ว่าเป็นสีอะไร เกิดจากการท่ีสาร'นั้นดูดกลืนแสงสีหนึ่งสีใดใน 7 สี (Visible 
light) แล้วปล่อยสีที่เหลือผสมผสานกันเข้าตาเรา การตรวจวัดการดูดกลืนแสงทำได้โดยการวัดแสง 
ที่ถูกดูดกลืนไป (Absorbance) หรือวัดแสงท่ีผ่านออกมาจากตัวอย่าง (Transmittance) โดยท่ัวไปมัก 
นิยมวัดค่าแอบซอร์แบนซ์มากกว่าทรานสมิทแทนช์ ความยาวคลื่นของสารมีสีที่ตามองเห็นได้อยู่ 
ในช่วง 400-750 นาโนเมตร ความยาวคลื่นตํ่ากว่า 400 นาโนเมตร จะมองไม่เห็นเป็นแสง
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อัลตราไวโอเลต ความยาวคลื่นสูงกว่า 750 นาโนเมตร จะเป็นแสง near infrared (ฉันทนา, 2540) ค่า 
ความยาวคลื่นสูงสุดที่ได้จากการวิเคราะห์ และสีที่เกิดขึ้นสามารถยืนยันความถูกต้องโดยนำมาเทียบ 
กับข้อมูลในตารางท่ี 4.11

ตารางท่ี 4.11 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความยาวคลื่น สีท่ีถูกดูดกลืน (Color Transmitted) และสีท่ี 
มองเหน (Complementary Color)

ความยาวคล่ืน (mท) สีท่ีถูกดูดกลืน สีท่ีมองเห็น
400 - 435 สีม่วง สีเขียวอมเหลือง
435 - 480 สีนาเงิน สีเหลือง
480 - 490 สีนำเงินอมเขียว สีส้ม
490 - 500 สีเขียวอมนาเงิน สีแดง
500 - 560 สีเขียว สีม่วงแดง
560 - 580 สีเขียวอมเหลือง สีม่วง
580-595 สีเหลือง สีน่ําเงิน
595 -610 สีสัม สีน้ําเงินอมเขียว
610-750 สีแดง สีเขียวอมนาเงิน

ทีมา: Colorimetric methods of analysis, 1948

ผลการทดลองมีความสอดคล้องตามตารางที่ 4.11 คือหลังใช้นํ้ายาทดสอบ สารละลาย 
มาตรฐานคลอแรมเฟนิคอลให้สารประกอบมีสีเป็นสีแดงอมชมพู และมีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 
ความยาวคล่ืน 518 นาโนเมตร

4.2.1 ผอการศึกษาช่วงกใรตรวจสอบคลอแรมเฟนิคอล ท่ีเหมาะสม

การศึกษาช่วงการตรวจสอบคลอแรมเฟนิคอลทำไต้โดยการสังเกตความเข้มสี 
สารละลายมาตรฐานคลอแรมเฟนิคอลหลังใช้นํ้ายาทดสอบ (1 M KOH/IPA) นาน 3 นาที ด้วยตา 
เปล่า (Visual test) ที่ความเข้มข้นในช่วง 0.1-100 ppm (0.1-100 ไมโครกรัมใน DMSO 1 มิลลิลิตร) 
ว่าสามารถมองเห็นสีได้ที่ความเข้มข้นตํ่าสุดที่ระดับใด สัมพันธ์กับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว 
คลื่นสูงสุด 518+2 นาโนเมตรหรือไม่ โดยใช้เครื่อง UV-Visible spectrophotometer ยืนยันผลการ 
ทดลอง ดังตารางท่ี 4.12
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ตารางท่ี 4.12 แสดงสีและค่าการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานคลอแรมเฟนิคอลใน DMSO ความ 
เข้มข้น 0.1-100 ppm ก่อนหยดและหลังหยด 1 M KOH/IPA นาน 3 นาที

ความเข้มข้น 
(pg/ml)

Visual test
ค่าการดูดกลืนแสง 

X  max 518 nmล่อนหยด 
นาอาทดสอบ

หลังหยด 
นาอาทดสอบ

100 W Ê Ê Ê
2.365

90 H 2.154

70 1.663

50 1.332

30 * พ*̂ '?̂
0.862

10 toMi 0.352

5 - 0.188

1 0.091

0.5 0.034

0.1 0.012

Blank 0.000

หมายเหตุะสีที่เห็น!ปีนสีที่ได้จากเปล่าออาจไม่ชัดเจนเหมือนกับสีที่มองเห็นด้วยตาเปล่า

จากตารางที่ 4.12 พบว่า ความเข้มสีหลังหยดนาอาทดสอบของสารละลายมาตรฐาน 
คลอแรมเฟนิคอล ลดลงเมื่อความเข้มข้นตํ่าลง ระดับความเข้มข้นตํ่าสุดที่สามารถมองเห็นด้วยตา 
เปล่า (Visual test) คือ 1 ppm ความเข้มข้นที่ตํ๋ากว่า 1 ppm คือ 0.5 และ 0.1 ppm ไม่สามารถแยก 
ความแตกต่างระหว่างสีของสารละลายกับแบลงค์ได้ สอดคล้องกับกับผลการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง 
UV-Visible spectrophotometer ที่ความอาวคลื่นสูงสุด 518 นาโนเมตร พบว่าค่าการดูดกลืนแสง 
ลดลงเมื่อความเข้มข้นคลอแรมเฟนิคอลตํ่าลง ที่ความเข้มข้น 0.5 และ 0.1 ppm มีค่าการดูดกลืนแสง 
(ท่ากับ 0.034 และ 0.012 ชื่งมองไม,เห็นด้วยตาเปล่า อาจเนื่องจากขีดจำกัดของ Complexing agent
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ในการทำปฏิกิริยากับคลอแรมเฟนิคอล จึงสรุปได้ว่าช่วงการตรวจสอบคลอแรมเฟนิคอลท่ีเหมาะสม 
สำหรับชุดตรวจสอบน้ีคือ 1-100 ppm

เมื่อทำการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 518 นาโนเมตร ของสารละลายมาตรฐานคลอ 
แรมเฟนิคอลใน DMSO ความเข้มข้น 1-100 ppm ปริมาณ 3 มิลลิลิตร ร่วมกับ 1 M KOH/IPA 120 
ไมโครลิตร (25:1) ที่เวลา 3 นาที จำนวน 5 ชำ แล้วสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่าง ความเข้มข้น 
ของคลอแรมเฟนิคอลกับค่าการดูดกลืนแสง เพื่อหาสมการถดถอยเชิงเสัน (Linear regression) ของ 
Calibration curve ผลการทดลองเป็นดังตารางท่ี 4.13 และรูปท่ี 4.8

ตารางท่ี 4.13 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานคลอแรมเฟนิคอลท่ี 518 นาโนเมตร

ความเข้มข้น ค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐาน
(ppm) คลอแรมเฟนิคอล (ท=5)

1 0.068+0.025
5 0.167±0.026

10 0.332±0.030
30 0.859±0.060
50 1.281±0.099
70 1.736±0.051
90 2.106±0.092
100 2.329±0.065

y = ax+b y = 0.023X+ 0.0747
R2 0.9961

ทมา : ผลการวเคราะหดวยเครอง UV-Visible spectrophotometer
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รูปท่ี 4.8 แสดง Calibration range ของคลอแรมเฟนิคอลท่ี 518 นาโนเมตร ความเข้มข้น 1-100 ppm

จากตารางที่ 4.13 และรูปที่ 4.8 พบว่าค่าการดูดกลืนแสงที่ 518 นาโนเมตร ของ 
สารละลายมาตรฐานคลอแรมเฟนิคอลหลังหยดนํ่ายาทดสอบในช่วงความเข้มข้น 1-100 ppm ใน 
ระยะเวลา 5 วัน จะได้สมการถดถอยเชิงเส้น (Linear regression) คือ y = 0.023x+ 0.0747 มีค่า 
Correlation coefficient (R2) = 0.9961

4.2.2 ผลการทดสอบเสถียรภาพของน๋ํายาทดสอบ

เสถียรภาพของนำยาทดสอบ (1 M KOH/IPA) มีผลต่อการนำชุดตรวจสอบไปใช้จริง 
ว่านํ้ายาทดสอบมีอายุการใช้งาน หรือยังคงประสิทธิภาพเกิดสีกับคลอแรมเฟนิคอลได้สมํ่าเสมอใน 
ระยะการเก็บรักษานานเท่าใด

เมื่อเก็บรักษาสารละลายมาตรฐานคลอแรมเฟนิคอลใน DMSO ความเข้มข้น 30 ppm 
ในขวดสีชาที่อุณหภูมิห้อง แล้วตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสง ท่ี 284 นาโนเมตร ในระยะเวลาการเก็บ 
รักษานาน 6 เดือน พบว่า ค่าการดูดกลืนแสงมีการเปลี่ยนแปลงน้อยมาก โดยมีค่าเฉลี่ยการดูดกลืน 
แสงเท่ากับ 0.880ความเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) เท่ากับ 0.011 และ ความเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ 
(RSD) เท่ากับ 1.2 % ดังรูปท่ี 4.9
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รูปท่ี 4.9 แสดงกราฟค่าการดูดกลืนแสงท่ี 284 นาโนเมตร ของคลอแรมเฟนิคอลใน DMSO 30 ppm 
เก็บรักษาในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 6 เดือน

ในขณะที่เมื่อเก็บรักษานํ้ายาทดสอบ (1 MKOH/IPA) ในขวดสีชาที่อุณหภูมิห้อง แล้ว 
ทำการวัดค่าการดูดกลืนแสง หลังการหยดนำยาทดสอบที่ 518 นาโนเมตร นาน 3 นาที ของ 
สารละลายมาตรฐานคลอแรมเฟนิคอล ใน DMSO ความเข้มข้น 30 ppm วันเว้นวันรวม 15 คร้ัง เป็น 
ระยะเวลา 1 เดือน ผลการทดสอบแสดงดังรูปท่ี 4.10

รูปท่ี 4.10 แสดงกราฟค่าการดูดกลืนแสงท่ี 518 นาโนเมตร ของคลอแรมเฟนิคอลใน DMSO 
30 ppm หลังหยดน้ํายาทดสอบซึ่งเก็บรักษาในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 1 เดือน
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ผลการท ดสอบพ บ ว ่า ใน ระยะเวลา 1 เด ือน ส ีของคลอแรม เฟ น ิค อลห ล ังห ยดน ำยา  
ทดสอบม ีค ่าการด ูดกล ืนแสงท ี่ 5 1 8  นาโนเมตร ลดลงอย่างรวดเร ็ว ใน ว ัน ท ี่ 3 0  ผลการด ูดกล ืนแสง  
ลด ล ง เหลือเพียง 3 4  เปอร ์เซ ็น ต ์ ของว ันแรก โด ยม ีค ่าเฉ ล ี่ยการด ูดกล ืน แส งเท ่าก ับ  0 .4 7 2  ค่า SD 
เท ่าก ับ  0.1909 และ ค่า RSD เก ินกว ่า 1 0  % เม ื่อคำน วณ ห าระยะเวลาท ี่น ํ้ายาท ด ส อบ ไม ,เก ิดส ีก ับ  
คลอแรมเฟน ิคอลจากสมการ Linear regression คือ y = -0 .0 1 9 1 X  + 0 .7 7 7 8  พบว่าระยะเวลาท ี่ค ่าการ  
ด ูดกล ืนแสงของคลอแรมเฟน ิคอลใน DMSO หล ังหยดน ํ้ายาทดสอบเท ่าก ับศ ูนย ์ คือ 4 1  วัน สร ุปได ้ 
ว่า เสถ ียรภาพ ของนำยาทดสอบ (1 M KOH/IPA) ม ีผลต ่อการเก ิดส ีก ับ คลอแรม เฟ น ิคอล โดย  
เสถียรภาพของนํ้ายาทดสอบจะลดลงภายใน 1 เดือน เม ื่อเก ็บรักษาที่อ ุณหภูม ิห ้อง

เมื่อเก็บรักษานำยาทดสอบ (1 M KOH/IPA) ในขวดสีชาในลู้เย็นที่อุณหภูมิตํ่า แล้วทำ 
การวัดค่าการดูดกลืนแสง หลังการหยดนํ้ายาทดสอบที่ 518 นาโนเมตร นาน 3 นาที ของสารละลาย 
มาตรฐานคลอแรมเฟนิคอล ใน DMSO ความเข้มข้น 30 ppm วันทนวันรวม 15 คร้ัง เป็นระยะเวลา 1 
เดือน ผลการทดสอบแสดงดังรูปท่ี 4.11

รูปท่ี 4.11 แสดงกราฟค่าการดูดกลืนแสงท่ี 518 นาโนเมตร ของคลอแรมเฟนิคอลใน DMSO 
30 ppm หลังหยดน้ํายาทดสอบซึ่งเก็บรักษาในขวดสีชาในดู้เย็นเป็นระยะเวลา 1 เดือน

จากผลการทดลองพบว่าในระยะเวลา 1 เดือน สีของคลอแรมเฟนิคอลหลังหยดนั่ายา 
ทดสอบมีค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงเท่ากับ 0.873 ค่า SD เท่ากับ 0.0379 และ ค่า RSD เท่ากับ 4.34 % 
นั่นคือนำยาทดสอบที่เก็บรักษาในขวดสีชาและแช่ตู้เย็น ในช่วงการเก็บรักษา 1 เดือน จะยังคงมี 
เสถียรภาพสูงเน่ืองจากผลการดูดกลืนแสงท่ีค่อนข้างคงท่ี และมี RSD ต่ํากว่า 10 %
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เม ื่อท ำการท ดลองต ่อไป  โด ยว ัดค ่าการด ูดกล ืน แส งเด ือน ละ 1 ครั้ง เป ็น ระยะเวลา  
6 เดือน ได ้ผลการทดลองดังรูปท ี่ 4.12

รูปที่ 4.12 แสดงกราฟค่าการดูดกลืนแสงท ี่ 518 นาโนเมตร ของคลอแรมเฟน ิคอลใน DMSO 
30 ppm หลังหยดนํ้ายาทดสอบซึ่งเก ็บรักษาในขวดสีชาในตู้เย ็นเป ็นระยะเวลา 6 เดือน

จากการทดสอบพบว่าในระยะเวลา 6 เดือน สีของคลอแรมเฟนิคอลหลังหยดนำยา 
ทดสอบมีค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงเท่ากับ 0.487 ในเดือนสุดท้ายค่าการดูดกลืนแสงลดลงเหลือเพียง 
32.83 เปอร์เซ็นต์ ของเดือนแรก และมี RSD เกินกว่า 10 % เมื่อคำนวณหาระยะเวลาที่นํ้ายาทดสอบ 
ไม่เกิดสีกับคลอแรมเฟนิคอลจากสมการ Linear regression คือ y = -0.1143X + 0.8864 พบว่า 
ระยะเวลาที่ค่าการดูดกลืนแสงของคลอแรมเฟนิคอลใน DMSO หลังหยดนํ้ายาทดสอบเท่ากับศูนย์ 
คือ 7.75 เดือน สอดคล้องกับการเปลี่ยนสีของ 1 M KOH/IPA ที่จะเริ่มเปลี่ยนสีจากสารละลายใส 
ไม,มีสีเป็นสีนำตาลอ่อนในระยะเวลา 1 เดือนและเข้มข้ึนในเดือนถัดไป

ด ังใร ั้น ใน ก าร ร ัก ษ าเส ถ ีย ร ภ าพ ข อ งน ํ้าย าท ด ส อ บ  (1 M  K O H /IPA ) จ ึง ค ว ร เก ็บ ร ัก ษ า
น ำยาท ด ส อ บ ใน ข วด ส ีช าแ ละแช ่ต ู้เย ็น ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิต ํ่า  จะ ท ำให ้น ํ้าย าท ด ส อ บ ย ังค งม ีป ร ะ ส ิท ธ ิภ าพ อ ย ู่ไ ด ้
นาน 1 เด ือน
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4.3 ผลการสร้างแถบสีมาตรฐาน

แถบสีมาตรฐานเป็นการส!'างแถบสีท่ีจำลองจากสีท่ีเกิดข้ึนจริง ของสารละลายมาตรฐาน 
คลอแรมเฟนิคอลใน DMSO ท่ีความเข้มข้นต้ังแต่ 1-100 ppm หลังการใช้น้ํายาทดสอบนาน 3 นาที 
เพ่ือเป็นเคร่ืองมือในการตรวจวัดความเข้มข้นของคลอแรมเฟนิคอลท่ีอาจพบปนเปีอนอยู่ในตัวอย่าง 
ชนิดต่าง  ๆให้มีความสะดวกต่อการนำไปใช้งานกาคสนาม แถบสีมาตรฐานน้ีประกอบตัวยภาพถ่าย 
ของสีท่ีเกิดข้ึนจริง และแถบสีมาตรฐานจำลองท่ีสร้างจากการเทียบความเข้มสี เน่ืองจากสีท่ีไตัจาก 
ภาพถ่ายอาจมีความผิดเพ้ียนจากความเป็นจริงเล็กน้อย ตังรูปท่ี 4.13

รูปท่ี 4.13 แสดงแถบสีมาตรฐานของชุดตรวจสอบคลอแรมเฟนิคอล

หมายเหตุ:สีที่เห็นเป็นสีที่ไตัจากรูปถ่ายอาจไม่ชัดเจนเหมือนกับสีที่มองเห็นด้วยตาเปล่า

4.4 ผลการนำชุดตรวจสอบไปใช้ และประเมินชุดตรวจสอบที่พัฒนาขึ้นกับตัวอย่างอาหารคุ้ง 
สารเต ิมในอาหารค ุ้ง (Shrimp feed additive) และด ินบ ่อเล ี้ยงค ุ้ง ด ้วยวิธ ี UV-Visible 
spectrophotometry เทียบกับเทคนิค HPLC

นำชุดตรวจสอบไปใช้กับตัวอย่างอาหารคุ้งเบอร์ 1 สารเติมในอาหารคุ้ง (Shrimp feed 
additive) Mineral premix ยีห้อ Toppermin และดินบ่อเลียงคุ้งระดับความลึก 2 เซนติเมตรโดยการ 
Spike คลอแรมเฟ่นิคอล 0.1 มิลลิกรัม ลงในตัวอย่างอาหารคุ้งเบอร์ 1 สารเติมในอาหารคุ้ง (Shrimp 
feed additive) Mineral premix ยี่ห้อ Toppermin และดินบ่อเลี้ยงคุ้งระดับความลึก 2 เซนติเมตร 
นี้าหนัก 2 กรัม แลัวนำไปตรวจหาปริมาณคลอแรมเฟนิคอลด้วยชุดตรวจสอบ พบว่าเมื่อหยดนํ้ายา 
ทดสอบ 1 M KOH/IPA ลงในส่วนใสที่กรองได้จากการละลายคลอแรมเฟนิคอลในตัวอย่างอาหาร 
คุ้งด้วย DMSO เกิดการเปลี่ยนแปลงสีและมีตะกอนชุ่นเนื่องจากไขมันในอาหารคุ้งทำปฏิกิริยากับ
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1 MKOH/IPA และบดบังสีของคลอแรมเฟนิคอล จึงจำเป็นกำจัดสิ่งรบกวนโดยการกำจัดไขมันด้วย 
การสกัดด้วย Hexane ก่อนนำมาทดสอบกับชุดตรวจสอบ ซื่งจากการทดลองท่ี 4.1.3.1 ผลการศึกษา 
การละลายของคลอแรมเฟนิคอลพบว่า Hexane มีคุณสมบัติที่เหมาะสมในการกำจัดสิ่งรบกวน 
ประเภทไขมันในตัวอย่างและไม,ส่งผลต่อปริมาณคลอแรมเฟนิคอล ผลการตรวจสอบความใช้ได้ 
จากการสังเกตด้วยตาเปล่า (Visual test) ของชุดตรวจสอบแสดงได้ตังตารางที่ 4.14

ตารางท่ี 4.14 แสดงสีที่เกิดจากการทดสอบชุดตรวจสอบที่พัฒนาขึ้นกับตัวอย่างชนิดต่าง ๆ ก่อน 
และหลังหอดนํ้าอาทดสอบ

ตัวอย่าง Visual test

หมายเหตุ ะ Blank ในรูปถ่ายหมายถึง Sample blank
สีที่เห็นเป็นสีที่ได้จากรูปถ่ายอาจไม,ชัดเจนเหมือนกับสีที่มองเห็นด้วยตาเปล่า
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จากตารางที่ 4.14 เมื่อใช้นายาทดสอบกับตัวอย่างชนิดต่าง  ๆ แล้วสังเกตการเปลี่ยนแปลง 
พบว่าตัวอย่างที่มีการ Spike คลอแรมเฟนิคอล 0.1 มิลลิกรัม เกิดสีแดงอมชมพูแตกต่างจากแบลงค์ 
อ่านความเข้มสีจากแถบสีมาตรฐานของคลอแรมเฟนิคอลได้ประมาณ 50 ppm (คลอแรมเฟนิคอล 50 
ไมโครกรัม ใน DMSO 1 มิลลิลิตร) สรุปได้ว่าชุดตรวจสอบที่พัฒนาขึนสามารถนำไปใช้กับตัวอย่าง 
ที่มีการปนเปีอนของคลอแรมเฟนิคอลได้จริงโดยสีที่เกิดขึนอาจแตกต่างจากสีที่เกิดจากสารละลาย 
มาตรฐานเล็กน้อยเน่ืองจากการรบกวนของสีท่ีมีอยู่ในตัวอย่าง เช่น วิตามิน แร่ธาตุ และส่วนผสมอื่น 

 ๆจึงต้องยืนยันผลที่ได้ด้วยวิธี UV-Visible spectrophotometry และ HPLC

4.4.1 ผลการวิเคราะห์หาค่าความถูกต้อง (Recovery) และค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
สัมพันธ์ (RSD) ของชุดตรวจสอบท่ีพัฒนาข้ึน ต้วยวิธี UV-Visible spectrophotometry

ผลการวิเคราะห์ค่าการดูดกลืนแสงที่ 518 นาโนเมตร ของสีที่เกิดหลังทดสอบตัวอย่าง 
อาหารกุ้ง Mineral premix และดินริมบ่อเลียงกุ้งที่มีการ Spike คลอแรมเฟนิคอลปริมาณ 0.1 
มิลลิกรัม ด้วยชุดตรวจสอบที่พัฒนาขึน ซึ่งมีสมการ Linear regression คือ y = 0.023x+ 0.0747 
สามารถนำไปคำนวณหาค่าความถูกต้อง (Recovery) และ ค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพันธ์ 
(RSD) แสดงตังตารางท่ี 4.15

ตารางท่ี 4.15 แสดงค่าความถูกต้อง (Recovery) และ ความเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพันธ์ (RSD) ของ 
การตรวจวัดปริมาณคลอแรมเฟนิคอลในตัวอย่างชนิดต่าง  ๆ ของชุดตรวจสอบที่พัฒนาขึนด้วยวิธี 
UV-Visible spectrophotometry

ลำดับท่ี
ตัวอย่าง ปริมาณ CAP (pg) Recovery RSD
(ท=5) Spike ตรวจพบ (%) (%)

1 อาหารกุ้ง 100 75.07 75.07 9.51
2 Mineral premix 100 89.80 89.80 9.18
3 ดินบ่อเล้ียงกุ้ง 100 91.23 91.23 5.56

ทมา ะ ผลการวิเคราะหด้วย UV-Visible spectrophotometer
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หมายเหตุ ะ ตัวอย่างอาหารกุ้งและ Mineral premix ก่อนการ Spike ตรวจไม่พบการปนเปีอนของ 
คลอแรมเฟนิคอล ตังนันปริมาณคลอแรมเฟนิคอลที่มีอยู่เดิมในตัวอย่างก่อนการ Spike 
คลอแรมเฟนิคอล มีค่าเท่ากับ 0

ตัวอย่างดินบ่อเลี้ยงกุ้ง ความลึก 2 cm ก่อนการ Spike ตรวจพบการปนเปีอนของ 
คลอแรมเฟนิคอล เท่ากับ 1.80 ng/g (สุวิมล, 2545) ตังบันปริมาณคลอแรมเฟนิคอลที่มี 
อยู่เดิมในตัวอย่างก่อนการ Spike สารมาตรฐานมีค่าเท่ากับ 0.0036 |j.g

ปริมาณคลอแรมเฟนิคอลท่ีตรวจพบ
= ปริมาณคลอแรมเฟนิคอล (pg) X Correction factor (0.2041, ภาคผนวก จ)

เม ื่อย ืนยันความสามารถในการตรวจวัดของชุดตรวจสอบด้วย UV-Visible
spectrophotometer โดยตรวจวัดตัวอย่างอาหารกุ้งและ Mineral premix ก่อนทำการ Spike ไม่พบการ 
ปนเปีอนคลอแรมเฟนิคอล ส่วนตัวอย่างดินบ่อเลี้ยงกุ้ง ความลึก 2 cm ก่อนการ Spike ตรวจพบ 
คลอแรมเฟนิคอล ปริมาณ เท่ากับ 1.80 ng/g และเม่ือ Spike คลอแรมเฟนิคอลลงในตัวอย่างปริมาณ
0.1 มิลลิกรัม แล้วละลายคลอแรมเฟนิคอลในตัวอย่างด้วย DMSO 10 มิลลิลิตร นำมาส่วนใสท่ีกรอง 
ได้มาตรวจด้วยนำยาทดสอบ 1 M KOH/IPA อัตราส่วน 25:1 พบว่าเกิดสีที่มีค่าการดูดกลืนแสง 
สูงสุด 518 นาโนเมตร เม่ือคำนวณปริมาณสารท่ีตรวจพบ จากส่วนใสก่อนกรอง 9 มิลลิลิตร คูณด้วย 
Correction factor พบว่ามีค่าความถูกต้อง (Recovery) อยู่ในช่วง 75-91 % ซึ่งอยู่ในเกณฑ์การยอมรับ 
คออยู่ในช่วง 70-110 % (Official Journal of the European Communities) และมความเบยงเบน 
มาตรฐานสัมพันธ์ (RSD) <  10 % แสดงว่าวิธีทดสอบน้ีมี Accuracy ดี

4.4.2 ผลการศึกษาช่วงการตรวจวัดปริมาณคลอแรมเฟนิคอลด้วย HPLC ท่ีเหมาะสม

สุวิมล (2545) ศึกษาการปนเปีอนของคลอแรมเฟนิคอลในดินจากบ่อเลี้ยงกุ้ง พบว่า 
สภาวะเหมาะสมสำหรับการตรวจวัดคลอแรมเฟนิคอลด้วย HPLC คือที่ความยาวคลื่นสูงสุด 278 
นาโนเมตร และใช้เมทานอณเละนากล่ัน ในอัตราส่วน 50 ต่อ 50 เป็นโมบายณ์ฟส ผลการศึกษาช่วง 
การตรวจวัดคลอแรมเฟนิคอลโดย HPLC ชนิด Photodiode Array Detecter ในสภาวะเดียวกันพบว่า 
สามารถตรวจสารละลายมาตรฐานคลอแรมเฟนิคอลได้ในช่วง 0.05-10 ppm
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รูปท่ี 4.14 แสดง Calibration range ของคลอแรมเฟนิคอลท่ี 287 นาโนเมตร ความเข้มข้น 0.05-10 ppm

จากรูปที่ 4.14 พบว่ากราฟความสัมพันธ์ระหว่าง Peak area และความเข้มข้นของ 
สารละลายมาตรฐานเป็นกราฟเสันตรง มีค่า R2= 0.9993 สมการ Linear regression คือ y = 1.9812x 
+ 0.0693 ซึ่งสามารถนำไปคำนวณหาปริมาณคลอแรมเฟนิคอล ในการวิเคราะห์ความถูกต้องของชุด 
ตรวจสอบต่อไป

4.4.3 ผลการวิเคราะห์หาค่าความลูกต้อง (Recovery) ของชุด ตรวจสอบที่พัฒนาขึ้นต้วย 
เทคนิค HPLC

ตรวจวัดสารตัวอย่างที่สกัดไต้จากการทดลองที่ 4 .4  ซึ่งเจือจางให้มีความเข้มข้นของ 
คลอแรมเฟนิคอลอยู่ในช่วงของกราฟมาตรฐาน คือ 0 .0 5 - 1 0  ppm ด้วย HPLC ท่ี 2 7 8  นาโนเมตร แล้ว 
คำนวณหาปริมาณคลอแรมเฟนิคอล จากสมการ Linear regression y = 1 .9 8 1 2 X  + 0 .0 6 9 3  ท่ีไต้จาก 
การทดลองท่ี 4 .5 .2  ไต้ค่าความถูกต้องของวิธีการวิเคราะห์ (Recovery) ดังตารางท่ี 4 .1 6
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ตารางที่ 4.16 แสดงค่าความถูกต้อง (Recovery) ของการตรวจวัดปริมาณคลอแรมเฟนิคอลใน 
ตัวอย่างชนิดต่าง  ๆของชุดตรวจสอบท่ีพัฒนาข้ึนด้วย HPLC

ลำตับท่ี
ตัวอย่าง ปริมาณ CAP (pg) Recovery
(ท=5) Spike ตรวจพบ (%)

1 อาหารกุ้ง 100 95.33 95.33
2 Mineral premix 100 92.94 92.94
3 ดินบ่อเลียงกุ้ง 100 94.26 94.26

ท่ีมา : ผลการวิเคราะห์ด้วย HPLC

หมายเหตุ ะ ตัวอย่างอาหารกุ้งและ Mineral premix ค่อนการ Spike ตรวจไม่พบการปนเปีอนของ 
คลอแรมเฟนิคอล ตังนั้นปริมาณคลอแรมเฟนิคอลที่มีอยู่เดิม,ในตัวอย่างก่อนการ Spike 
คลอแรมเฟนิคอล มีค่าเท่ากับ 0

ตัวอย่างดินบ่อเลียงกุ้ง ความลึก 2 cm ก่อนการ Spike ตรวจพบการปนเปีอนของ 
คลอแรมเฟนิคอล เท่ากับ 1.80 ng/g (สุวิมล, 2545) ตังนั้นปริมาณคลอแรมเฟนิคอลที่มี 
อยู่เดิมในตัวอย่างก่อนการ Spike สารมาตรฐานมีค่าเท่ากับ 0.0036 pg

ปริมาณคลอแรมเฟนิคอลท่ีตรวจพบ
= ปริมาณคลอแรมเฟนิคลล (pg) X Correction factor (0.2041, ภาคผนวก จ)

ผลการวิเคราะห์ด้วย HPLC ของตัวอย่างอาหารกุ้งและ Mineral premix ก่อนทำการ, " 1 . ,  โ I ,Spike ไม่พบการปนเปีอนคลอแรมเฟนิคอล ส่วนตัวอย่างดินบ่อเลยงกุ้ง ความลึก 2 cm ก่อนการ 
Spike ตรวจพบคลอแรมเฟนิคอลปริมาณเท่ากับ 0.0036 pg และเม่ือ Spike คลอแรมเฟนิคอล ลงใน 
ตัวอย่างปริมาณ 0.1 มิลลิกรัม แล้วละลายด้วย DMSO 10 มิลลิลิตร นำส่วนใสที่กรองได้วิเคราะห์ 
ด้วย HPLC คำนวณปริมาณสารที่ตรวจพบ จากส่วนใสก่อนกรอง 9 มิลลิลิตร คูณด้วย Correction 
factor พบว่ามีค่าความถูกต้อง (Recovery) อยู่ในช่วง 93-95 % ซึ่งอยู่ในเกณฑ์การยอมรับ คืออยู่ 
ในช่วง 70-110 % (Official Journal of the European Communities)
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ผลการตรวจสอบความใช้ได้พบว่าชุดตรวจสอบสามารถตรวจหาคลอแรมเฟนิคอลใน 
อาหารกุ้ง สารเติมในอาหารกุ้ง (Shrimp feed additive) และดินบ่อเลี้ยงกุ้งได้จริง เมื่อเปรียบเทียบ 
ความสามารถในการตรวจวัดคลอแรมเฟนิคอลของชุดตรวจสอบที่พัฒนาขึ้นกับวิธี HPLC แด้ว 
พบว่า ทั้งสองวิธีมีความดูกด้องอยู่ในเกณฑ์ที่ออมรับได้ และชุดตรวจสอบมี Accuracy ดี

4.5 ผลการดึกษาปริมาณคลอแรมเฟนิคอล ในสารเติมในอาหารกุ้ง (Shrimp feed additive) ด้วยชุด 
ตรวจสอบที่พัฒนาขึ้น

สารเติมในอาหารสัตว์ (Feed Additive) ที่ผลิตขึ้นจำหน่ายมีหลายประเภทซึ่งอาจมีส่วนผสม 
เป็นวิตามิน แร,ธาตุ แม้กระทั้งยาปฏิชีวนะ การศึกษานี้เป็นการนำชุดตรวจสอบไปใช้กับสารเติมใน 
อาหารกุ้งชนิดต่าง ๆ ที่เกษตรกรใช้อยู่ในป็จจุบัน 13 อี่พัอคือ อากุ้ง NEU-Prawnl NEU-Prawn2 
ดูโอชิน LPS แคลฟอร์ต พาวเวอร์วิท-ซี ทอปเปอร์มิน ซีแมกช์ ไฮ-ซัลฟา เบด้ามิน พัวรามิกซ์ และ 
Factor R มาทดสอบกับชุดตรวจสอบที่พัฒนาข้ึนว่าสามารถตรวจหาคลอแรมเฟนิคอล ที่ปนเปีอนอยู ่
ในสารเติมเหล่านั้นได้หรือไม่ โดยสังเกตด้วยตาเปล่า ผลการทดลองเป็นไปดังรูปที่ 4.15-4.16 และ 
ตารางท่ี 4.17

รูปท่ี 4.15 แสดงสืท่ีเกิดข้ึนกับสารเติมในอาหารกุ้งชนิดต่าง ๆ ก่อนหอดน้ัาอาทดสอบ

รูปท่ี 4.16 แสดงสีท่ีเกิดข้ึนกับสารเติมในอาหารกุ้งชนิดต่าง ๆ หลังหอดน้ัาอาทดสอบ 

หมายเหตุ ะ สืท่ีเห็นเป็นสีท่ีได้จากรูปถ่ายอาจไม่ชัดเจนเหมือนกับสีท่ีมองเห็นด้วยตาเปล่า
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ตารางที่ 4.17 แสดงการเปลี่ยนแปลงที่เกิดจากการทดสอบชุดตรวจสอบที่พัฒนาขึ้นกับตัวอย่าง 
สารเติมในอาหารกุ้ง ก่อนและหลังหยดนํ้ายาทดสอบ และผลการวิเคราะห์ความเข้มข้นของ 
คลอแรมเฟนคอลโดยใชเครอง UV-Visible spectrophotometer และ HPLC

ลำดับ
ท่ี

ช่ือสารเติมใน 
อาหารกุ้ง

การเปล่ียนแปลง ความเข้มข้นของ 
คลอแรมเฟนิคอล (ppm)

ก่อนห ย ด น า ย า ทดสอบ หลังหยดน้ํายาทดสอบ UV-Vis. HPLC
1

"'G''5 สารละลายใสไม่มีสื สารละลายสีแดง 51.49 51.36
2 NEU-Prawnl สารละลายสีเหลือง สารละลายสีเหลืองขุ่น ND ND
3 NEU-Prawn2 สารละลายสีเหลือง สารละลายสีเหลืองขุ่น ND ND
4 ดูโอ'ชิน สารละลายใส1ไม,มีสี สารละลายสีเหลือง ND ND
5 LPS สารละลายสีเหลืองใส สารละลายสีเหลืองเข้ม ND ND
6 แคลฟอร์ต สารละลายสีน้ําตาล สารละลายสีน้ําตาลขุ่น ND ND
7 พาวเวอร์วิท-ซี สารละลายสีล้ม สารละลายสีม่วง ND ND
8 ทอปเปอร์มิน สารละลายสีเหลือง สารละลายสีเหลือง ND ND
9 ซีแมกซ์ สารละลายสีเหลือง สารละลายสีเหลือง ND ND
10 ไฮ-ซัลฟา สารละลายใสไม่มีสี สารละลายสีเหลือง ND ND
11 เบด้ามิน สารละลายสีเหลือง สารละลายสีเหลือง ND ND
12 พัวรามิกซ์ สารละลายสีเหลือง สารละลายสีท้ิาเงินเข้ม ND ND
13 Factor R สารละลายสีเหลือง สารละลายสีน้ิาตาล ND ND

หมายเหตุ ะ ND คือ Not Detected

จากการทดสอบสารเติมในอาหารกุ้งความเข้มข้น 100 ppm (0.1 มิลลิกรัมใน DMSO 1 
มิลลิลิตร) กับชุดตรวจสอบพบว่ามีสารเติมชนิดยากุ้งที่ให้ผลการตรวจที่เป็นบวกคือได้สารละลายสี 
แดงหลังหยดนำยาทดสอบ จึงยืนยันผลการทดสอบด้วยวิธี UV-Visible spectrophotometry เทียบกับ 
HPLC โดยเตรียมยากุ้งให้มีความเข้มข้น 100 ppm หยดด้วยนํ้ายาทดสอบ ทิ้งไว้นาน 3 นาที แล้ว 
นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง UV-Visible spectrophotometer และคำนวณหาปริมาณคลอ 
แรมเพ่นคอลไดจากสมการ Linear regression y = 0.023x+ 0.0747 ทได้จากการทดลองที 4.2.1 
ผลการทดลองแสดงตังรูปที ่4.17 และตารางท่ี 4.18
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รูปท่ี 4.17 แสดงการดูดกลืนแสงอัลตร้าไวโอเลตของยากุ้งใน DMSO ความเข้มข้น 100 ppm หลัง 
หยดนายาทดสอบ 3 นาที

ตารางท่ี 4.18 แสดงผลการวิเคราะห์ความเข้มข้นของคลอแรมเฟนิคอล ที่ผสมในสารเติมชนิดยากุ้ง 
โดยใช้เครอง UV-Visible spectrophotometer

UV-Visible spectrophotometer ผลการวิเคราะห์
A, max 517 nm

Absorbance 1.259
ความเข้มข้นคลอแรมเฟนิคอล 51.49 ppm

สมการถดถอยเชิงเส้น y = 0.023X+ 0.0747

เมื่อเจือจางยากุ้งให้มีความเข้มข้นในช่วงกราฟมาตรฐานคลอแรมเฟนิคอล คือ 0.05-10 ppm 
แล้ววิเคราะห์ด้วย HPLC ท่ี 278 นาโนเมตร แล้วคำนวณหาปริมาณคลอแรมเฟนิคอล จากสมการ 
Linear regression y = 1.9812x + 0.0693 ท่ีได้จากการทดลองท่ี 4.4.2 ผลที่ได้แสดงดังรูปท่ี 4.18 และ 
ตารางท่ี 4.19
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รุปท่ี 4.18 แสดงตัวอย่างโครมาโทแกรมของอา^งความเข้มข้น 10 ppm

ตารางท่ี 4.19 แสดงผลการวิเคราะห์ความเข้มข้นของคลอแรมเฟนิคอล ที่ผสมในสารเติมชนิดฮาตัง 
โดอใข้เครื่อง HPLC

HPLC ผลการวิเคราะห์
Retention time 5.424 minute

Peak area 10.25 mAU
ความเข้มข้นคลอแรมเฟนิคอล 51.36 ppm

สมการถดถอยเชิงเตัน y =1.9812x + 0.0693

จากผลการทดสอบตัวย UV-Visible spectrophotometer พบว่าสีที่เกิดขึ้นมีค่าความยาวคลื่น 
สูงสุดในช่วงเดียวกับสีของสารละลายมาตรฐานคลอแรมเฟ่นิคอล นำค่าการดูดกลืนแสงคำนวณหา 
ความเข้มข้นจากสมการ Linear regression ไตัเท่ากับ 51.49 ppm และเม่ือวิเคราะห์ตัวย HPLC พบว่า 
ค่า Retention time อยู่ในช่วงเดียวกับสารละลายมาตรฐานคลอแรมเฟนิคอล และสามารถคำนวณ 
ความเข้มข้นไตัใกตัเคียงกับชุดตรวจสอบคือไตัเท่ากับ 51.36 ppm สรุปได้ว่าสารเติมในอาหารแง 
ชนิดยาตังน้ีมีคลอแรมเฟนิคอลผสมอยู่จริง
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4.6 ผลการศึกษาส่ิงรบกวน ท่ีอาจทำให้เกิดผลบวกลวง (False positive) ต่อการใช้ชุดตรวจสอบ

เป็นการศึกษาหาความผิดพลาดจากการเกิดผลบวกลวง (False positive) ที่อาจเกิดขึ้น จากการ 
ใช้ชุดตรวจสอบกับตัวอย่างที่ไม่มีส่วนผสมของคลอแรมเฟนิคอลแต่ให้ผลบวกในการตรวจสอบ 
โดยนำชุดตรวจสอบที่พัฒนาขึ้นทดสอบกับสารในหมู่ฟ้งก์ชันต่าง  ๆ ยาปฏิชีวนะชนิดอื่น  ๆ และยา 
สำหรับสัตว์นํ้าที่ใช้ในตู้ปลา แล้วสังเกตสีที่เกิดขึ้น (Visual test) หากพบผลบวกลวงจะต้องนำ 
ข้อผิดพลาดท่ีเกิดข้ึนน้ีไปปรับปรุงแก้ไขต่อไป

4.6.1 ผลการหา False positive กับสารตามหมู่ฟังก์ชันต่าง ๆ

ศึกษาหาความผิดพลาด (False positive) กับสารตามหมู่ฟ้งก์ชันต่าง  ๆ โดยหมู่พัเงก์ชัน 
ท่ีนำมาทดสอบมี 11 หมู่ จากสารตัวอย่าง 20 ชนิด ผลการทดสอบพบว่า สารบางชนิดสามารถเกิดสี 
กับชุดตรวจสอบ แสดงดังตารางท่ี 4.20

ตารางท่ี 4.20 แสดงผลการหา False positive กับสารตามหมู่ฟิงก์ชันต่าง ๆ

ลำดับท่ี ช่ือสาร หมู่พัเงก์ชัน การเปล่ียนแปลง
1 Metanol Alcohol ไม่เปล่ียนแปลง
2 Ethanol «

3 Phenol Phenol 99

4 (3 -napthol สารละลายสีเขียวอ่อน
5 Chloroform Alkly halide สารละลายสีนำตาลอ่อน
6 Acetaldehyde Aldehyde สารละลายสีนำตาล
7 Acetone Ketone สารละลายสีน้ีาตาลแดง
8 Acetic acid Carboxylic acid ไม,เปล่ียนแปลง
9 Ethylacetate Ester «
10 Ethylamine »
11 N-butylamine 1๐ Amine 99

12 Aniline ”
13 Diethylamine 2° Amine
14 N-methylaniline 99
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ลำดับท่ี ช่ือสาร หมู่ฟิงก์ชัน การเปล่ียนแปลง
15 N,n-dimethylaniline 3°Amine 95

16 Ethylènediamine 1 "amine 59

17 Pyridine 3°Amine
(Heteroaromatic)

95

18 Urea 1 "Amide 55

19 Acetonitrile R-nitrile 59

20 นาตาลทราย 
(Disaccharide)

Carbohydrate 59

เมื่อทดสอบสารตามหมู่ฟ้งก์ชันต่าง  ๆ ด้วยชุดตรวจสอบที่พัฒนาขึ้น พบว่าสารที่เกิด 
การเปลยนแปลงใหสารมสคอ (3-napthol Chloroform Acetaldehyde และ Acetone แต่สีทีเกิดขึนนัน 
ต่างจากสีท่ีเกิดฃึนหลังหยดน้ํายาทดสอบของคลอแรมเฟนิคอล สรุปได้ว่าสารตามหมู่ทีงก์ชันต่าง  ๆ
ที่เลือกมาทดสอบนันไม่เกิด False positive กับนำยาทดสอบ สีท่ีเกิดข้ึนจึงไม,ใช่ข้อผิดพลาดของชุด 
ตรวจสอบ

4.6.2 ผลการหา False positive กับยาปฏิชีวนะชนิดอ่ืน ๆ

ศึกษาหาความผิดพลาด (False positive) ที่อาจเกิดจากการใช้ชุดตรวจสอบที่พัฒนาขึ้น 
กับยาปฏิชีวนะที่เกษตรกรนิยมนำมาใช้ในการเลี้ยงกุ้ง 8 ชนิด คือยา Florphenicol (ตัวอย่างจาก 
WHO), Nitrofurazone, Nitrofurantoin, Furazolidone, Furaltadone, Norfloxacin, Nalidixic acid 
และ Flumequine (จากบริษัท Sigma ) ผลการทดลองเป็นไปตังตารางท่ี 4.21
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ตารางท่ี 4.21 แสดงผลการหา False positive กับปฏิชีวนะชนิดอื่น ๆ

ยาปฏิชีวนร การเปลี่ยนแปลง
ก่อนหยดนำอาทดสอบ หลังหยดนำอาทดสอบ

- Florphenicol

- Nitrofùrazone
- Nitrofurantoin
- Furazolidone
- Furaltadone

- Norfloxacin
- Nalidixic acid
- Flumequine

หมายเหตุ:สีที่เห็นเป็นสีที่ได้จากรูปถ่ายอาจไม,ชัดเจนเหมือนกับสีที่มองเห็นด้วยตาเปล่า

เมื่อทดสอบอาปฏิชีวนะทั้ง 8 ชนิด ความเข้มข้น 100 ppm (0.1 มิลลิกรัมใน DMSO 1 
มิลลิลิตร) ด้วยชุดตรวจสอบพบว่า ยาบางชนิดสามารถเกิดสีกับนํ้าอาทดสอบเช่น อา Nitrofùrazone, 
Nitrofurantoin, Furazolidone, Furaltadone, Nalidixic acid และ Flumequine แต่สทเกดขนไม่ตรงกับ 
สีของสารละลายมาตรฐานคลอแรมเฟนิคอล อา Florphenicol ไม่เกิดสีกับชุดตรวจสอบ แม้เป็นสาร 
ในกลุ่มคลอแรมเฟนิคอลเหมือนกันแต่ใม้ผลในการตรวจสอบต่างกัน สรูปได้ว่าอาปฏิชีวนะชนิด 
ต่าง ๆ ที่เลือกมาทดสอบนั้นไม่เกิด False positive กับนั้าอาทดสอบ สีที่เกิดขึ้นจึงไม,ใช่ข้อผิดพลาด
ของชุดตรวจสอบ
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4.6.3 ผลการหา Fฟse positive กับยาสำหรับสัตว์นํ้าที่ใช้ใน(เปลา

ศึกษาหาความผิดพลาด (False positive) ที่อาจเกิดขึ้นจากการใช้ชุดตรวจสอบกับยา 
สำหรับสัตว์นาที่,ใช้ไนกัปลา 10 ชนิด ผลการทดสอบเปีนไปดังตารางที่ 4.22 รูปท่ี 4.19 และ 4.20

ตารางท่ี 4.22 แสดงผลการหา False positive กับยาสำหรับสัตว์นํ้าที่ใช้ในลู้ปลา

ลำดับท่ี ชื่อทางการกัา การเปลี่ยนแปลง False
ก่อนหยดนายาทดสอบ หลังหยดนายาทดสอบ positive

1 Bleed R สารละลายสีนาตาลอ่อน สารละลายสีนาตาลเช้ม No
2 Fungus สารละลายสีเหลือง สารละลายสีสัม No
3 Spot w สารละลายใสไม่มีสี สารละลายใสไม,มีสี No
4 SuperIch สารละลายสีฟ้าอ่อน สารละลายใสไม่มีสื No
5 Rot stop สารละลายสีฟ้าเช้ม สารละลายใสไม,มีสี No
6 Nalixin สารละลายใสไม่มีสี สารละลายใส ไม,มีสี No
7 General aid สารละลายสีเขียว สารละลายสีสัม No
8 Yellow liquid สารละลายสีเหลือง สารละลายสีสัมอ่อน No
9 SC สารละลายสีเขียวเข้ม สารละลายสีนาตาลอ่อน No
10 มาลาไคท์ กรีน เอฟ สารละลายสีเขียวอ่อน สารละลายสีม่วง No

รูปท่ี 4.20 แสดงสีของยาสำหรับสัตว์นาที่ใช้ในกัปลาหลังหยดนายาทดสอบ
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ผลการทดสอบยาสำหรับสัตว์นํ้าที่ใช้ในตู้ปลาด้วยชุดตรวจสอบ พบว่ายาหลายชนิด 
เกิดการเปล่ียนแปลงสี ยกเว้น Spot พ  และ Nalixin สีของยาที่เปลี่ยนไปไม่มียายี่ห้อใดให้ผลตรงกับ 
สีที่เกิดจากคลอแรมเฟนิคอลรวมทั้งลักษณะของปฏิกิริยาต่างจากปฏิกิริยาที่เกิดจากคลอแรมเฟน ิ
คอลที่จะค่อย ๆ develop สีภายในสามนาที พบว่าสีที่เกิดขืนเปลี่ยนแปลงทันทีและมีความคงตัว ซ่ึง 
อาจเน่ืองจากมีการผสมสีเป็นส่ิงรบกวน สรุปได้ว่า ยาสำหรับสัตว์นำที่ใช้ในตู้ปลาที่เลือกมาทดสอบ 
น้ันไม่เกิด False positive กับน้ัายาทดสอบ สีท่ีเกิดขืนจึงไม่ใช่ข้อผิดพลาดของชุดตรวจสอบ

จากการศึกษาส่ิงรบกวนท่ีอาจทำให้เกิดผลบวกลวง (False positive) ต่อการใช้ชุด 
ตรวจสอบท่ีพัฒนาขืนกับตัวอย่างสามประเภทคือ สารตามหมู่ทัเงก์ชัน ยาปฏิชีวนะและยาสำหรับ 
สัตว์น้ัาท่ีใช้ในตู้ปลา สรุปได้ว่าไม่พบสารใดท่ีให้ผลบวกลวงกับชุดตรวจสอบคลอแรมเฟนิคอล 
กรณีนิจึงไม่จำเป็นต้องทำการทดลองเพ่ิมเติมเพ่ือหาทางปรับปรุง แก้ไข ข้อผิดพลาดท่ีเกิดข้ึน

4.7 ผลการเปรียบเทียบประสิทธิภาพชุดตรวจสอบที่พัฒนาขึ้นกับวิธีวิเคราะห์คลอแรมเฟนิคอลโดย 
วิธีคัลเลอลิเมตริกท่ีมีในฟ้จจุบัน

คลอแรมเฟนิคอลเป็นยาปฏิชีวนะที่มีการก้นพบมาเป็นเวลากว่า 60 ปี ย่อมมีผู้ทำการศึกษาหา 
วิธีวิเคราะห์มาแล้วเป็นจำนวนมาก การศึกษาในขั้นตอนนี้เป็นการศึกษาเพื่อเปรียบเทียบ ลักษณะ 
การใช้ และคุณภาพของชุดตรวจสอบคลอแรมเฟนิคอลที่พัฒนาขึ้น กับการตรวจวิเคราะห์คลอ 
แรมเฟนิคอลด้วยวิธีคัลเลอลิเมตริก ซึ่งเป็นวิธีที่มีผู้คิดก้นเพื่อตรวจสอบคลอแรมเฟนิคอลโดยตรง 
โดยได้เลือกวิธีทดสอบมา 3 วิธี เพื่อมาทำการศึกษาคือ วิธีตามตำหรับยาของสหราชอณาจักร วิธีทำ 
ให้เกิดสีกับ Alphanapthol และ ชุดทดสอบคลอแรมเฟนิคอลของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ซึ่งเป็น 
ชุดตรวจสอบท่ีมีจำหน่ายตามท้องตลาดในปีจจุบัน
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4.7.1 ผลการศึกษาปฏิกิริยาการเกิดสีโดยวิธีตามตำหรับยาของสหรใชอณาจักร (British 
Phamacopoeia)

ตำหรับยาของสหราชอณาจักร ได้เสนอวิธีวิพิสูจน์เอกลักษณ์คลอแรมเฟนิคอล ด้วย 
ปฏิกิริยาการเกิดสี โดยสารที่เปีนคลอแรมเฟนิคอลจะเกิดเป็นชั้นของเหลวใสสีม่วงแดงถึงแดง 
ผลการทำปฏิกิริยาการเกิดสีเป็นไปดังรูปที่ 4.22

รูปท่ี 4.22 แสดงผลการศึกษาปฏิกิริยาการเกิดสีโดยวิธีตามตำหรับยาของสหราชอณาจักร

จากผลการทดลองดังรูปที่ 4.22 พบว่าวิธีนี้มีความไวตํ่าด้องใช้คลอแรมเฟนิคอล 
ปริมาณถึง 10 มิลลิกรัมจึงแยกความแตกต่างระหว่างแบลงค์และคลอแรมเฟ่นิคอลได้ รวมถึงด้องนำ 
ส่วนผสมที่ได้ไปต้มนาน 10 นาที ซ่ึงไม,สะดวกและยุ่งยาก
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4.7.2 ผลการศึกษาปฏิกิริยาการเกิดสีโดยวิธีทำให้เกิดสีกับ Alphanapthol

Masterson (1968) ศึกษาการวิเคราะห์คลอแรมเฟนิคอล ด้วยวิธีทำให้เกิดสีกับ แอลฟา 
แนฟธอล (Œ-napthol) โดยไฮโดรไลส์คลอแรมเฟนิคอลในสารละลายด่าง จะได้สารประกอบซึ่ง 
สามารถทำปฏิกิริยากับแอลฟาแนฟธอล แห้วได้สารสีนํ้าเงิน มีการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 610 นาโน 
เมตร ผลการทดลองเป็นไปตามรูปที่ 4.23

รูปท่ี 4.23 แสดงผลการศึกษาปฏิกิริยาการเกิดสีโดยวิธีทำให้เกิดสีกับ Alphanapthol

จากรูปท่ี 4.23 พบว่าวิธีทำให้เกิดสีกับ Alphanapthol สามารถตรวจสอบคลอแรมเฟน ิ
คอลได้ปริมาณตํ่าสุดคือ 10 ppm ลือว่าเป็นปริมาณที่ค่อนข้างตํ่าแด่วิธีการทดสอบต้องใช้สารละลาย 
โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้นสูงมากถึง 12 โมลาร์ ซึ่งเป็นอันตรายด่อผู้ใช้และต้องนำส่วนผสม 
ไปต้มนานถึง30 นาทีซึ่งไม่สะดวกและยุ่งยาก

4.7.3ผลการศึกษาปฏิกิริยาการเกิดสีด้วยชุดทดสอบคลอแรมเฟนิคอลฃองกรมวิทยาศาสตร ์
การแพทย์

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ (2545)ได้จัดทำชุดทดสอบคลอแรมเฟนิคอลอย่างง่ายโดย 
ใช้เทคนิคการเกิดสี ซ่ึงสามารถทดสอบตัวยาคลอแรมเฟนิคอล เมโทรนิดาโซล เดปโซนและอากลุ่ม 
ซัลโฟนาไมด์ในตัวอย่างเภสัชเคมีภัณฑ์หรือเภสัชเคมีภัณฑ์กื่งสำเร็จรูปโดยระดับตํ่าสุดที่ตรวจได้ 
ตามคู่มือระบุไห้คือ 100 ไมโครกรัม ผลการทดลองแสดงตังรูปท่ี 4.24
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รูปที่ 4.24 แสดงผลการศึกษาปฏิกิร ิยาการเกิดสีด้วยชุดทดสอบคลอแรมเฟนิคอลของกรม 
วิทยาศาสตร์การแพทย์

จากผลการทดสอบคลอแรมเท่นิคอลด้วยชุดทดสอบของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 
พบว่าให ้ส ีท ี่ตรงกับการแปลผลจากคู่ม ือ คือแบลงค์จะเป็นสารละลายสีเหลือง ส่วนขวดที่ม  ี
คลอแรมเฟนิคอลจะให้สารละลายสีห้มถึงแดง ความเข้มข้นตํ่าสุดที่ตรวจสอบได้คือ 1,000 ppm เม่ือ 
นำมาคิดเป็นนํ้าหนักคลอแรมเฟนิคอลแล้วพบว่าเท่ากับ 1,000 ไมโครกรัม และจำกัดการทดสอบว่า 
ต้องเป็นเภสัชเคมีกัณฑ์หรือเภสัชเคมีกัณฑ์กึ๋งสำเร็จรูปเท่านั้น

ผลการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบที่พ ัฒนาขึ้นกับวิธีว ิเคราะห  ์
คลอแรมเฟนิคอลโดยวิธีคัลเลอลิเมตริกที่มีในป็จจุบันเป็นดังนี้

1. ด้านความแม่นยำ ชุดตรวจสอบท่ีพัฒนาข้ึนสามารถตรวจวัดคลอแรมเฟนิคอล ได้อย่าง 
แม่นยำ สีท่ีเกิดข้ึนเป็นสีท่ีชัดเจนแยกความแตกต่างกับแบลงค์ได้ง่ายด้วยตาเปล่า 
(Visual test) ความเข้มของสีเพ่ิมข้ึนเป็นสัดส่วนโดยตรงกับปริมาณคลอแรมเฟนิคอล 
และสีท่ีเกิดข้ึนน้ีจะมีความเสถียรอยู่ได้ประมาณ 20 นาที จากน้ันสีจะค่อย ๆ เปล่ียน 
เฉดไป ซ่ึงวิธีตามตำหรับยาของสหราชอณาจักร วิธีทำให้เกิดสีกับ Alphanapthol และ 
ชุดทดสอบของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ต่างให้ความแม่นยำสามารถพิสูจน์ 
เอกลักษณ์คลอแรมเฟนิคอลได้อย่างดีเช่นกัน คือสามารถแยกความแตกต่างระหว่างสีท่ี 
เกิดข้ึนกับแบลงค์ได้ชัดเจนและสีท่ีเกิดข้ึนมีความเสถียร

2. ด้านความไว ความเข้มข้นตํ่าสุดของชุดตรวจสอบท่ีพัฒนาข้ึนสามารถตรวจวัดได้คือ 1 
ppm (คลอแรมเท่นิคอล 1 ไมโครกรัมในปริมาณ DMSO 1 มิลลิลิตร) ส่วนวิธีตาม 
ตำหรับยาของ สหราชอณาจักรตรวจได้ 10,000 ppm (เท่ากับ 10 มิลลิกรัมใน Ethanol 
50% (v/v) 1 มิลลิลิตร) วิธีทำให้เกิดสีกับ Alphanapthol ตรวจได้ 10 ppm (เท่ากับ 10
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ไมโครกรัม ในเมทานอล 1 มิลลิลิตร) และชุดทดสอบกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ตรวจ 
ได้ 1,000 ppm (เท่ากับ 1,000 ไมโครกรัมใน Ethanol 50% (v/v) 1 มิลลิลิตร)ซ่ึงไม่ 
เหมาะแก่การตรวจหาคลอแรมเฟนิคอลในปริมาณต่ํา

3. ด้านความสะดวกของวิธีทดสอบ พบว่าชุดตรวจสอบที่พัฒนาขึนให้ความสะดวกแก ่
ผู้ใช้โดยมีตัวทำละลายคือ DMSO และนํ้ายาทดสอบคือ และ 1 M KOH/IPA ผสมกัน 
ในอัตราส่วน 25 ต่อ 1 ปฏิกิริยาสารมารถเกิดได้ภายใน 3-5 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง และ 
ได้สร้างแถบเทียบสีมาตรฐานที่ความเข้มข้นต้ังแต่ 1-100 ppm (1-100 ไมโครกรัมใน 
DMSO 1 ม ่ล ล ลิิตร) ที่ประกอบด้วยรูปถ่ายของสีที่เกิดขึนจริงและแถบสีจำลองเพื่อให้ 
ง่ายต่อการเทียบความเข้มสีเนื่องจากภาพถ่ายอาจมีความผิดเพี้ยนจากความเป็นจริง 
เล็กน้อย เหมาะแก่การนำไปใช้ในงานภาคสนาม ในขณะที่วิธีวิเคราะห์คลอแรมเฟน ิ
คอล ตามตำหรับยาของสหราชอณาจักรและวิธีทำให้เกิดสีกับ Alphanapthol ใช้เวลา 
ในการทำปฏิกิริยาและไม่สะดวก โดยชุดทดสอบของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์จำกัด 
การทดสอบว่าต้องเป็นเภสัชเคมีกัณฑ์หรือเภสัชเคมีกัณฑ์กึ่งสำเร็จรูปเท่าน้ัน

4. ด้านความคงทน โดยทดสอบความคงทนภายใต้สภาวะต่าง  ๆ กับชุดตรวจสอบที่
พัฒนาขึน พบว่าเม่ือเก็บรักษานำยาทดสอบไว้พ้นแสงในขวดสีชา ท่ีอุณหภูมิตํ่ากว่า 25 
องศาเซลเซียส เสถียรภาพของนั้ายาทดสอบลดลงเมื่อระยะการเก็บรักษานานขึ้น 
คุณสมบัติในการทดสอบและสภาพนั้ายาทดสอบ ลดลงตั้งแต่เดือนแรกที่เก็บรักษา 
ในขณะท่ี คู่มือจากชุดทดสอบคลอแรมเฟนิคอลของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ระบุไว้ 
ว่ามีอายุการเก็บรักษานาน 6 เดือน และต้องเก็บในท่ีอุณหภูมิไม่เกิน 25 องศาเซลเซียส

5. ด้านความเป็นอันตราย นั้ายาของชุดตรวจสอบที่พัฒนาขึ้นนี้มีอันตรายต่อผู้ใช้งานคือ 
DMSO มีความเป็นพิษตํ่า อัตราการดูดซึมตํ่า เป็นพิษเล็กน้อยต่อต่อมนั้าเหลืองใน 
มนุษย์ในกรณีร้ายแรงผลจากการสัมผัสกับผิวชั้นนอกโดยตรงจะเกิดความระคายเคือง 
ผ่ืนแดง คันและอาจพบอาการของลมพิษ เป็นหนอง มีตุ่มพุพอง ระคายเคืองต่อดวงตา 
หากสูดดมในปริมาณมากทำให้เวียนศีรษะ ปวดหัวคลื่นไส้ (The Merk Index, 1989) 
ดังนั้นผู้ใช้จึงควรเลี่ยงการสัมผัสผิวหนัง ดวงตา และไม่ควรสูดดมไอ เอกสารข้อมูล 
ความปลอดภัยตามระเบียบ EC (European Commission) ไม่ได้กำหนด DMSO ใน 
บัญชีสารที่ก่อให้เกิดอันตราย (EC, 1999) ในขณะท่ี IARC (International Agency for 
Research on Cancer) ไม่จัด DMSO ในรายการสารก่อมะเร็ง ด้านความเป็นอันตรายต่อ 
ส ิ่งแวดล้อม พบว่า DMSO ไม,เป ็นพ ิษต ่อระบบนิเวศน ์ ไม ่เก ิดผลกระทบต่อ
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สิ่งแวดล้อมอย่างมีนัยสำคัญ การเก็บรักษาควรเก็บในภาชนะทึบแสง ห่างจากประกาย 
ไฟ เก็บในที่เย็นและแห้ง ที่อุณหภูมิสูงกว่า 18.45 องศาเซลเซียส ป้องกัน DMSO 
กลายเป็นของแข็ง
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