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บทคัดยอ 
ในงานวิจัยนี้ ไดพัฒนาวิธีการวิเคราะหเชิงปริมาณของสาร 5 ชนิด ไดแก naproxen, 

gemfibrozil และสารในกลุม tetracycline ในนํ้า รวม 5 ชนิด โดยใชเทคนิคการสกัดดวย
ของเหลวโดยใชเกลือชวย (SALLE) และไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ  ภาวะที่
เหมาะสมของ SALLE สําหรับการสกัดน้ําตัวอยาง (ปริมาตร 5 มิลลิลิตร) คือ 0.5% กรดฟอร-
มิกในอะซีโตไนไทรลปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร เกลือ Na2SO4 ปริมาณ 1 กรัม และเวลาในการสกัด 
5 นาที เม่ือใชวิธีกราฟสอบเทียบแบบ matrix blank ไดสัมประสิทธความสัมพันธเชิงเสนตรง
ดวยคา R2 มากกวา 0.99 สําหรับ naproxen และ gemfibrozil ในชวงความเขมขน 0.10-10.00 
ppm และ tetracycline ในชวงความเขมขน 0.30-10.00 ppm โดยที่ขีดจํากัดของการตรวจวัดอยู
ในชวง 0.04-0.30 ppm และขีดจํากัดของปริมาณวิเคราะหอยูในชวง 0.14-1.00 ppm เม่ือใช
ความเขมขนของสารที่ 1 และ 4 ppm พบวา 43% ของขอมูลรอยละการกลับคืน (80-110%) 
ของภายในวันเดียวกัน (ซ้ํา 6 ตัวอยางในแตละวันเปนเวลา 3 วัน) แต 50% ของขอมูลรอยละ
การกลับคืน (61-75%) และ 7% ของขอมูลรอยละการกลับคืน (112-114%) อยูนอกชวงที่
ยอมรับได นอกจากนี้วิธี SALLE ที่พัฒนาขึ้น ใหความเที่ยงของรอยละการกลับคืน (ที่ความ
เขมขน 1 ppm) ที่ยอมรับไดดวยคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานนอยกวา 10% ภายในวันเดียวกัน
และ 11% ระหวางวันซ่ึงอยูในชวงนอยกวา 11% ที่ยอมรับไดตาม AOAC ยกเวนสวนเบี่ยงเบน
มาตรฐานของ gemfibrozil ระหวางวันที่ RSD เทากับ 15%  เทคนิคการวิเคราะหที่พัฒนาขึ้นน้ี
เปนวิธีที่งาย รวดเร็ว สะดวกและปลอดภัย และอาจใชเปนแนวทางขอมูลสําหรับการศึกษาตอไป
เพ่ือพัฒนารอยละการกลับคืนใหอยูในชวงที่ยอมรับได 

 
คําสําคัญ: สารกลุม PPCPs, ไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ , salting-out assisted 
liquid-liquid extraction  
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Abstract 

 In this work, the quantitative determination of five compounds, including 
naproxen, gemfibrozil and a class of tetracycline compounds, in water samples was 
developed using salting-out assisted liquid-liquid extraction (SALLE) and high 
performance liquid chromatography. The following suitable SALLE conditions for 
extraction of water sample (5 mL) were obtained: 2.5 mL of acetonitrile with 0.5% formic 
acid, 1 g of Na2SO4 and the extraction time of 5 min. Using the matrix blank calibration 

method, high values of linear correlation coefficient, R2 > 0.99, were found for naproxen 
and gemfibrozil in a concentration range of 0.10-10.00 ppm, and a class of tetracycline 
compounds in a concentration range of 0.30-10.00 ppm, along with the limit of detection 
in a range of 0.04-0.30 ppm and limit of quantitation of 0.14-1.00 ppm. Using the 
analyte concentration levels of 1 and 4 ppm, 43% of the average recovery data (82-
104%) for intraday (six samples each day and for three days) was obtained to be within 
the AOAC acceptable recovery of 80-110%, while 50% of the average recovery data 
(61-75%) and 7% of the average recovery data(112-114%) are not within the 
acceptable value. In addition, this developed SALLE method provided acceptable 
precision in the recovery (1 ppm) with relative standard deviation (RSD) of less than 
10% for intraday and 11% for interday being within the AOAC acceptable RSD of less 
than 11%, except for interday-RSD of 15% for gemfibrozil. Our developed analysis 
method is easy, fast, convenient and safe, and may be used as an informative way for 
further study to improve the recovery being within the acceptable value. 
Keyword:  HPLC, high performance liquid chromatography, salting-out assisted liquid-
liquid extraction, SALLE 
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กิตติกรรมประกาศ 
 
  ในการทําวิจัยในครั้งน้ีไดสรางความรู ประสบการณ มิตรภาพ และสามารถสําเร็จลุลวง
ไปไดดวยดี อันเนื่องมาจากความชวยเหลือจากหลายฝาย อน่ึงขอขอบพระคุณ ผูชวย-
ศาสตราจารย ดร.ณัฐชนัญ ลีพิพัฒนไพบูลย เปนอยางสูง ซึ่งเปนอาจารยที่ปรึกษาโครงการ      
ที่ไดใหความกรุณา ความรู คําแนะนํา และความสะดวกในการใชเครื่องมือและอุปกรณตาง ๆ ใน
การดําเนินงานวิจัยที่ผานมา อีกทั้งตองขอขอบพระคุณ รองศาสตราจารย ดร.ธรรมนูญ หนูจักร 
ที่กรุณาใหคําแนะนํา ตรวจแกรายงานฉบับน้ีใหมีเน้ือหาที่ครบถวนและใหคําแนะนําในการสอบ
ปากเปลา ทําใหการทําโครงการวิจัยนี้ใหสําเร็จลุลวงไปไดดวยดี 
 ขอกราบขอบพระคุณ  ผู ช วยศาสตราจารย  หมอมหลวง  ศิ ริ พัสตร  ไชยันต                     
และผูชวยศาสตราจารย ดร.สมศักดิ์ เพียรวณิช ที่ไดใหเกียรติเปนกรรมการในการสอบและสละ
เวลาในการตรวจแก ใหคําแนะนํา จนทําใหรายงานฉบับนี้สมบูรณยิ่งขึ้น  
 ขอขอบพระคุณอาจารยทุกทานในภาควิชาเคมีแหงน้ีที่ไดถายทอดความรูอันมีคุณคา              
เหนือสิ่งอ่ืนใด สิ่งที่ผูวิจัยไดรับมิไดมีเพียงความรูเทานั้น หากแตเปนความรักความอบอุนและ            
ความชวยเหลือตลอดมาจากที่แหงน้ี ขอขอบพระคุณภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และทุนโครงการการเรียนการสอนเพื่อเสริมสรางประสบการณของ
คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ ได ใหทุนสนับสนุนในการทํางานวิ จัย 
ขอขอบพระคุณพอ คุณแม และครอบครัวที่คอยเปนกําลังใจตลอดระยะเวลาที่ผานมา รวมไปถึง
ขอขอบพระคุณพ่ีปริญญาโทและเอก และเพื่อน ๆ  เคมีทุกคน ที่ไดใหความชวยเหลือและเปน
กําลังใจเสมอมาในการทําวิจัยนี้  
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รูปที่ 4-10 โครมาโทแกรมโดยใชเกลือของ Na2SO4 ในการสกัด    44 
รูปที่ 4-11 โครมาโทแกรมโดยใชเกลือของ MgSO4 ในการสกัด         45 
รูปที่ 4-12 โครมาโทแกรมโดยใชเกลือของ (NH4)2SO4 ในการสกัด       45 
รูปที่ 4-13 ความสัมพันธระหวาง % recovery ของสารทั้ง 5 ชนิด    46                     
              กับปริมาตรของตัวทําละลาย 
รูปที่ 4-14 ความสัมพันธระหวาง % recovery                                   47                   
              และปริมาณเกลือที่ใชในการสกัด 
รูปที่ 4-15 ความสัมพันธระหวาง %recovery                                       48              
              และเวลาในการสกัด 
รูปที่ 4-16 ความสัมพันธระหวางพื้นทีใตกราฟของ Tetracycline    50            
              กับความเขมขนที่ใชตัวทําละลายผานการสกัด (n=3) 
รูปที่ 4-17 ความสัมพันธระหวางพื้นทีใตกราฟของ Oxytetracycline   50         
              กับความเขมขนที่ใชตัวทําละลายผานการสกัด (n=3)                                       
รูปที่ 4-18 ความสัมพันธระหวางพื้นทีใตกราฟของ Chlortetracycline   51 
              กับความเขมขนที่ใชตัวทําละลายผานการสกัด (n=3) 
รูปที่ 4-19 ความสัมพันธระหวางพื้นทีใตกราฟของ Naproxen    51           
              กับความเขมขนที่ใชตัวทําละลายผานการสกัด (n=3) 
รูปที่ 4-20 ความสัมพันธระหวางพื้นทีใตกราฟของ Gemfibrozil    52          
              กับความเขมขนที่ใชตัวทําละลายผานการสกัด (n=3) 
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สารบัญตาราง 

       หนา 
ตารางที่ 1-1 แสดงชนิดของสารปนเปอนในกลุม PPCPs     2 
                 ที่วิเคราะหตามมาตรการของ EPA  
ตารางที่ 1-2 โครงสรางและสมบัติทางเคมีของสารกลุม Tetracycline 3 ชนิด  4           
                 สาร Naproxen และ Gemfibrozil ที่ทําการศึกษา 
ตารางที่ 4-1 แสดงสภาวะที่เหมาะสมที่ใชในการวิเคราะหสารแลว    42 
ตารางที่ 4-2 แสดงคา retention time ของสารทั้ง 5 ชนิด ตามลําดับการแยก       43 
ตารางที่ 4-3 แสดงความจําเพาะของสารที่น้ําตัวอยางแตกตางกัน    52 
ตารางที่ 4-4 แสดงความแมนในการวิเคราะห      53 
ตารางที่ 4-5 แสดงความเทีย่งในการวิเคราะห      55 
ตารางที่ 4-6 คาประสิทธิภาพการเพิ่มความเขมขน (preconcentration)   55      
                 ของสารทั้ง 5 ชนิด ดวยวิธกีารเตรียมตวัอยางแบบใหม                              
                 รวมกับการวเิคราะหดวยเทคนิค HPLC 
ตารางที่ 4-7 แสดงคา LOD และ LOQ       56 
ตารางที่ 5-1 ภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหสารกลุม Tetracycline   57         
                 สาร Naproxen และสาร Gemfibrozil โดยเทคนิค HPLC 
ตารางที่ 5-2 ภาวะที่เหมาะสมในขั้นตอนการเตรียมสารตัวอยางแบบใหม   58 
ตารางที่ 5-3 การตรวจสอบความใชไดของวิธ ี      59 
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สารบัญสัญลักษณและคํายอ 

 

 

 

Aorg ความเขมขนของสารในชั้นตัวทําละลายอนิทรีย 
Aaq   ความเขมขนของสารในชั้นน้ํา 
Ka acid dissociation constant 
Kd distribution coefficient 
Kow octanol-water distribution constant 
tr รีเทนชันไทม (retention time) 
LOD limit of detection  
LOQ limit of quantitation 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
 

ในปจจุบันปญหาสารเคมีตกคางในแหลงนํ้าตาง ๆ สงผลกระทบตอระบบนิเวศนของทั้ง
มนุษยและสิ่งมีชีวิตอ่ืน ๆ เปนอยางมาก อันเนื่องมาจากการขยายตัวของระบบอุตสาหกรรม 
เกษตรกรรม และน้ําเสียจากการอุปโภคบริโภค จึงทําใหมีการปนเปอนสารเคมีลงสูแหลงนํ้าเปน
จํานวนมาก ดังน้ันเพ่ือเปนการสรางมาตรฐานในการควบคุมสารเคมีที่ตกคางในแหลงนํ้าจึงไดมี
การรวมสารในกลุม PPCPs (pharmaceuticals and personal care products) ซึ่งเปนสารใน
กลุมเภสัชกรรมและเปนสารที่ใชในชีวิตประจําวัน อันประกอบไปดวยสวนประกอบในตัวยาของ
การรักษาโรคตาง ๆ ทั้งในมนุษยและสัตว รวมถึงเปนสวนประกอบในเครื่องหอม เครื่องสําอาง 
ผลิตภัณฑปองกันแสงแดด ปรากฏในโภชนเภสัช หรือที่เรียกวา อาหารเสริม อีกทั้งยังมาจาก
กิจกรรมตาง ๆ ในชีวิตประจําวันของมนุษย ประกอบไปดวย การขับถายที่ไมถูกสุขลักษณะ 
การชําระรางกาย การทิ้งยาลงในชักโครก ซึ่งกิจกรรมเหลานี้จะสงผลใหมีการตกคางสารกลุม 
PPCPs ในสิ่งแวดลอมอยางรวดเร็ว โดยจะพบในทอนํ้าทิ้งเปนจํานวนมาก นอกจากนี้ PPCPs 
ที่ตกคางในสิ่งแวดลอมยังมาจากกากของเสียของโรงงานอุตสาหกรรมที่ผลิตยาและโรงพยาบาล 
ยาปฏิชีวนะ ยาที่ใชในการรักษาสัตว สเตอรรอย ยาที่ผิดกฎหมาย การเกษตร โดยการตกคาง
ของสารในกลุม PPCPs นอกจากจะทําใหเกิดผลเสียตอสุขภาพมนุษยแลว ยังเกิดผลเสีย
โดยตรงในสิ่งแวดลอมอีกดวย ซึ่งในปจจุบันยังไมเปนที่ตระหนักถึงความสําคัญและความเขาใจ
ถึงผลกระทบของการตกคางสารในกลุมดังกลาวเทาที่ควร 

หากมีการตรวจพบสารในกลุม PPCPs ในปริมาณที่มีจํานวนมาก จะกอใหเกิดปญหา
ดานสุขภาพของมนุษย ปญหาในการรักษาโรค (การดื้อยา) การเกิดโรคชนิดใหม และสงผล
กระทบตอผูที่แพยาตานเชื้อแบคทีเรีย นอกจากนี้ ยังมีผลตอคุณภาพน้ํา ทําใหระบบนิเวศนทาง
แหลงน้ําธรรมชาติเสียสมดุล ดังนั้นการควบคุมปริมาณ และความเขมขนของสารกลุมน้ีใหอยู
ภายใตขอกําหนดการปนเปอนสูงสุด (maximum concentration limit, MCL) เพ่ือทราบถึงความ
เสี่ยงและอันตรายที่อาจมีผลตอผูบริโภค จึงเปนสิ่งสําคัญย่ิง  

โดยปกติการวิเคราะหหาสารในกลุมดังกลาว จะใชวิธีการของหนวยสิ่งแวดลอมจาก
สหรัฐอเมริกา (EPA) อาศัยเครื่องมือในการวิเคราะหคือ HPLC/MS/MS หรือ GC/MS/MS โดย
จะแสดงชื่อสารแตละชนิดในกลุม PPCPs ในตารางที่ 1-1 
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ตารางท่ี 1-1 แสดงชนิดของสารปนเปอนในกลุม PPCPs ที่วิเคราะหตามมาตรการของ EPA 
บางสวน 
 
Method 1694: 74 Pharmaceuticals or Personal Care Products in Water, Soil, Sediment, 
and Biosolids by HPLC/MS/MS 

PPCP Classification 

Ibuprofen Analgesic 
Cimetidine Anti-acid reflux 
Ranitidine Anti-acid reflux 
Albuterol Antiasthmatic 
Gemfibrozil Antilipemic 
Digoxin cardiac glycoside 
Cefotaxime Cephalosporin antibiotic 
Anhydrochlortetracycline (ACTC) chlorotetracycline degradate 
Anhydrotetracycline (ATC) chlorotetracycline degradate 
4-Epianhydrochlortetracycline (EACTC) chlorotetracycline degradate 
4-Epianhydrotetracycline (EATC) chlorotetracycline degradate 
4-Epichlortetracycline (ECTC) chlorotetracycline degradate 
Isochlortetracycline (ICTC) chlorotetracycline degradate 
Clarithromycin Macrolide antibiotic 
Roxithromycin Macrolide antibiotic 
Tylosin Macrolide antibiotic 
Virginiamycin Macrolide antibiotic 
Naproxen non-steroidal anti-inflammatory drug 
Oxacillin β-lactam antibiotics 
Fluoxetine SSRI Antidepressant 
Caffeine Stimulant 
Chlortetracycline (CTC) Tetracycline antibiotic 
Oxytetracycline (OTC) Tetracycline antibiotic 
Tetracycline (TC) Tetracycline antibiotic 
ที่มา : http://www.epa.gov/ppcp 
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ปจจุบันการตรวจวัดสารกลุม PPCPs ใชการเตรียมตัวอยาง ดวยวิธีการแยกดวยเฟส
ของแข็ง (solid phase extraction, SPE) ตามมาตรการของหนวยสิ่งแวดลอมของสหรัฐอเมริกา 
(EPA) อาศัยขั้นตอนหลัก 4 ขั้นตอน ซึ่งเปนวิธีการที่คอนขางยุงยาก ใชเวลานาน และมีราคาสูง 
ดังน้ันคณะผูวิจัยจึงมีแนวความคิดที่จะใชเทคนิค salting-out assisted liquid-liquid extraction 
(SALLE) ซึ่งเปนเทคนิคการสกัดระดับจุลภาคเพื่อเพ่ิมความเขมขนของสารตัวอยางที่ไดมีการ
พัฒนามาจากเทคนิคการสกัดพื้นฐาน คือเทคนิคการสกัดของเหลวดวยของเหลว (liquid -liquid 
extraction, LLE) เปนเทคนิคหนึ่งที่ใชในการแยกสารออกจากสารผสม โดยใชหลักการ like 
dissolves like เปนวิธีการสกัดสารผสมที่เปนของเหลวหรือของผสมที่ละลายในตัวทําละลาย
ชนิดหนึ่งดวยตัวทําละลายอีกชนิดหนึ่ง โดยสารที่มีสภาพขั้วเหมือนกันจะละลายซึ่งกันและกันได
ดี ในทางปฏิบัติสารตัวอยางมักเปนนํ้า และตัวทําละลายที่ใชตองละลายสารที่ตองการสกัดได
ดีกวา ควรมีจุดเดือดต่ํา ระเหยไดงายเเละไมเปนพิษ ซึ่งเปนเทคนิคที่กําลังไดรับการยอมรับวา 
งาย รวดเร็ว ประหยัด มีประสิทธิภาพ คงทน และปลอดภัย ในการเตรียมตัวอยางเพ่ือการ
ตรวจวัดสาร หากสามารถนํามาดัดแปลงใหใชกับการตรวจวัดสารกลุม PPCPs ได จะเปน
วิธีการที่งาย รวดเร็ว ปลอดภัย และมีคาใชจายต่ํา  

สวนวิธีการวิเคราะหดวย HPLC เปนเทคนิคที่มีราคาถูกกวา เม่ือเทียบกับ ESI-MS 
และเปนเครื่องมือที่มีใชในหองปฏิบัติการทั่วไป ดังน้ันทางคณะผูวิจัยจึงมีแนวคิดที่จะพัฒนาการ
สกัดและวิเคราะหสารในกลุม PPCPs โดยยกตัวอยางสารในการวิเคราะหมา 5 ชนิด คือ 
Tetracycline (TC), Oxytetracycline (OTC) และ Chlotetracycline (CTC), Naproxen (NP) 
และGemfibrozil (GFZ) ซึ่งอาจตกคางอยูในแหลงนํ้าตาง ๆ ที่มนุษยใชบริโภคหรือทํากิจกรรม
ในชีวิตประจําวันตาง ๆ โดยอาศัยเทคนิค SALLE ที่ผูวิจัยไดพัฒนาขึ้นเพ่ือใหเหมาะสมในการ
นํามาเพื่อเตรียมตัวอยางน้ําและสกัดสารที่ตองการ เพ่ือเพ่ิมความเขมขนของสาร รวมกับการ
วิเคราะหดวย high performance liquid chromatography (HPLC) ใหมีความเที่ยงและความ
แมนสูง รวมถึงสามารถวิเคราะหสารทั้ง 5 ชนิดไดที่ความเขมขนในระดับ มิลลิกรัมตอลิตร
(mg/L)  

ชนิดของสารทั้ง 5 ชนิด รวมถึงโครงสราง และสมบัติทางเคมีที่ใชในการศึกษาวิจัยน้ี 
แสดงไวในตารางที่ 1-2 และ 1-3  

ถาหากวิธีการสกัดและวิเคราะหสารในกลุม PPCPs แบบใหมนี้ ประสบผลสําเร็จ                
จึงจะสามารถนํามาขยายขอบเขตงานวิเคราะหใหครอบคลุมการวิเคราะหสารทุกชนิดในกลุม
ของ PPCPs ได 
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  Tetracyclin

       (TC) 

 

Oxytetracyc

      (OTC) 

 

Chlortetracy

       (CTC)

      

   Naproxen

      (NP) 

 

  Gemfibroz

     (GFZ)  

     

Kow. คือ octa

ที่มา: http://w
 
 
 
 
 
 
 

2 โครงสราง
 ที่ทําการศึก

          
                

 
ne  

cline           

 

ycline 

 

 

n  

zil              

anol-water d

www.chems

และสมบัติทา
ษา 

โครงสราง 
                

  

                

  

  

  

                

distribution c

pider.com 

างเคมีของสา

   สูตรเค
                

   C22H2

         C22H

   C22H2

 

   C14H1

         C15H2

constant 

ารกลุม tetra

คมี      มวลโ
       (g/mol

24N2O8
     44

24N2O9
     46

23ClN2O8  47

14O3
        23

22O3
        25

acycline 3 
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1.2 งานวิจัยที่เก่ียวของ 
 

จากเอกสารงานวิจัยที่กลาวถึงการปนเปอนของ สารกลุม PPCPs (pharmaceuticals 
and personal care products) ในประเทศตาง ๆ เชน 
 

ในปค.ศ. 2008 Kasprzyk-Hordern B. และคณะ [1] ไดทําการศึกษาสารกลุม PPCPs 
56 ชนิด ในแมน้ําทาฟฟและแมน้ําเอลลลี่เมืองเซารทเวลประเทศสหราชอาณาจักร โดยติดตาม 
10 เดือน   จากการศึกษาพบวาความเขมขนสวนใหญที่พบในแมน้ําจะอยูในชวง μg/L ซึ่งความ
เขมขนจะเปลี่ยนแปลงไปโดยขึ้นอยูกับปริมาณนํ้าฝน สาเหตุหลักที่มีการปนเปอน มาจากการ
บําบัดน้ําเสียจากชุมชนเวลซและพบวามีการปลอยสารกลุม PPCPs ลงสูแมน้ําประมาณ 6 
กิโลกรัมตอวัน 

 
ในปค.ศ. 2009 Yoon Y. และคณะ [2] ไดทําการวัดสารกลุม PPCPs ในแมน้ําฮาน จาก

ตนนํ้าจนผานตัวเมืองโซล พบวาปริมาณสารกลุม PPCPs ถูกปลอยออกมาในปริมาณ 56 ng/L 
จนถึง 1013 ng/L และสารกลุมน้ี  เปนสาเหตุหลักในการเพิ่มปริมาณ COD และ BOD ในแมน้ํา 
ดังน้ันจึงไดมีการนําเทคนิคในการเตรียมสารตัวอยางที่ผูศึกษาโครงการสนใจมาใชคือ salting-
out assisted liquid-liquid extraction ซึ่งเปนวิธีการที่สามารถทําการสกัดไดอยางรวดเร็ว มี
คาใชจายต่ํา และสามารถนําไปใชในกรณีที่มีสารตัวอยางจํานวนมากได  

 
ในปค.ศ. 2009 Gupta M. และคณะ [3] ไดรายงานวิธีการวิเคราะหแบบใหมที่เปน               

วิ ธี ที่ ง า ยและรวด เ ร็ ว ในการวิ เ ค ราะห ส า รประกอบ  Carbonylทํ าปฏิ กิ ริ ย ากั บ  2,4-
dinitrophenylhydrazine  และการสกัดของ hydrazones  โดยใชน้ํากับตัวทําละลายออรแกนิก      
ที่ละลายน้ําได คือ อะซีโตไนไตรล จะเกิดการแยกชั้นเกิดขึ้น โดยการเติมแอมโมเนียมซัลเฟต 
และกระบวนการนี้เรียกวา salting-out assisted liquid-liquid extraction (SALLE) การสกัดจะ
ถูกวิเคราะหโดยใช HPLC-DADที่ 360 nm กระบวนการทดลองจะมีการปรับเปลี่ยน                
ตัวทําละลายที่เหมาะแกการสกัด เกลือสําหรับการแยกชั้นระหวางชั้นนํ้ากับชั้นตัวทําละลาย         
ออรแกนิก อุณหภูมิและเวลา โดยวิธีการทดลองนี้ ตรวจสอบความใชไดของวิธีไดความเปน
เสนตรงอยูในชวง 7-15 มิลลิกรัมตอลิตร คาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธมีคามากกวา 0.9964-0.9991 
และคาขีดจํากัดต่ําสุดของวิธีการวิเคราะหอยูในชวง 0.58-3.2 ไมโครกรัมตอลิตร  
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ซึ่งเทคนิคในการเตรียมสารตัวอยางที่ผูศึกษาโครงการสนใจในการศึกษานี้คือเทคนิค 

SALLE เปนวิธีการที่สามารถสกัดไดอยางรวดเร็ว คาใชจายที่ใชต่ํา และสามารถนําไปใชในกรณี

ที่มีสารตัวอยางจํานวนมากไดงานวิจัยที่ไดมีการกลาวถึงวิธีดังกลาว ดังน้ี 

 
ในปค.ศ. 2009 Myasein F. และคณะ [4] มีรายงานวิธีการวิเคราะหสารโลปนา-

เวียร (Lopinavir) และริโตนาเวียร (Ritonavir) ซึ่งเปนยาที่ใชในการรักษาโรคเอดส โดยมีวิธี
วิเคราะหที่เปนมาตรฐานคือวิธีการใชการติดตามการรักษาของยาในมนุษย แตในงานวิจัยน้ี มี
การเสนอวิธีที่เร็วและสะดวกในการวิเคราะหมากกวา โดยการศึกษายานี้ในเลือดมนุษยกับชั้น
โปรตีน ใชเทคนิค SALLE รวมกับ LC-MS/MS ซึ่งการศึกษาใชคอลัมน Agilent Zobax Extend-
C18 Rapid resolution HT (1.8μm, 2.1 mm × 30 mm) เฟสเคลื่อนที่คือ อะซีโตไนไตรล:0.1% 
ของกรดฟอรมิกในน้ํา (55:45 v/v) ในขั้นตอนการตรวจสอบความใชไดของวิธีจะอางอิงจาก 
Industry Guidance for Bioanalytical Method validation แมวาผลในการตรวจสอบออกมาไมดี
นักแตดวยเปนเทคนิคที่สามารถทําไดรวดเร็วจึงใชในการพัฒนาการวิเคราะหตอไป 

 
ในปค.ศ. 2009 Tsai W.H. และคณะ [5] ใชเทคนิค SALLE รวมกับการสกัดแบบ

ยอนกลับ โดยใชน้ํา อะซีโตไนไตรลและไดคลอโรมีเทน ประกอบกับ HPLC-DAD ซึ่งใชในการ
วิเคราะหสารกลุมซัลโฟนาไมด ในตัวอยางเนื้อเยื่อ หลังจากที่เนื้อเย่ือรวมเขากันกับอะซีโตไน
ไตรลและใชเกลือทําใหเกิดการแยกชั้นน้ัน ใน 1 มิลลิลิตรของอะซีโตไนไตรลจะมีไดคลอโรมีเทน
ประมาณ 250-400 ไมโครลิตร ทําใหเปนเบสดวยไดเอทิลาไมน สารสกัดชั้นออรแกนิกนั้นจะเปน
เฟสในการใหและชั้นน้ําจะเปนเฟสในการรับในขั้นตอนการสกัดแบบยอนกลับ สารสกัดที่ได
นําไปฉีดสูเครื่อง HPLC ไดทันที ในการวิเคราะหในเน้ือเยื่อหมูจะพบสารตัวอยางอยูที่ 10 นาโน
กรัมตอกรัม ความเปนเสนตรงของซัลโฟนา-ไมด ทั้ง 5 ชนิด คาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธมีคา
มากกวา 0.998 รอยละการคืนกลับอยูที่ 96.5-109.2% และคาขีดจํากัดต่ําสุดของวิธีการ
วิเคราะหอยูในชวง 0.2-1.0 นาโน-กรัมตอกรัม 

 
ในปค.ศ. 2011 Noche, G.G. และคณะ [6] ไดพัฒนาวิธีวิเคราะห เพ่ือตรวจหาความ

เปนไปไดที่จะพบการปนเปอนจากยาตานการอักเสบที่มีสารสเตียรอยดผสมอยู โดยสนใจสาร
ดังตอไปน้ี กรดโคลฟบริก (clofibric acid) ไอบูโพรเฟน (ibuprofen) นาพรอกเซน (naproxen) 
ไดโคลฟแนค(diclofenac) และคีโตโปรเฟน (ketoprofen) ซึ่งละลายอยูในน้ํา โดยขั้นตอนการ
วิจัยเริ่มจากการนําอนุพันธ N-(3-dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimide hydrochloride 
(EDC) และ 2,2,2-trifluoroethylamine hydro-chloride (TFEA) มาสกัดดวยเทคนิค SALLE 
ตามดวยการตรวจวัดผลโดยเครื่อง gas chromatography–programmed temperature 
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vaporizer–mass spectrometry (GC–PTV–MS) จากอิทธิพลของคาพารามิเตอรในขั้นตอนการ
วิเคราะหหลายขั้น ทําใหคาขีดจํากัดต่ําสุดในน้ําของ ไอบูโพรเฟน จากวิธีการวิเคราะหอยูในชวง 
0.042 μg/L และสําหรับคีโตโปรเฟนอยูที่ 1.2 μg/L ตามลําดับ คาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ 
(RSD) พบวามีคอนขางต่ํา (<10% สําหรับทุกสารประกอบ) การตรวจวัดนี้จะถูกนําไปพัฒนา
เพ่ือวิเคราะหสารในกลุม non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) ไดอีกเปนจํานวน
มากในแหลงนํ้าธรรมชาติตอไป จากผลการทดลองตรวจพบไอบูโพรเฟนและนาพรอกเซนเปน
จํานวนมากในน้ําเสียตาง ๆ  

 
ในปค.ศ. 2012 Song, S. และคณะ [7] ไดตรวจวิเคราะหหาสารพิษและเชื้อราโดยตรง

จากปสสาวะซึ่งใหผลที่ดีกวาการตรวจวิเคราะหหาสารพิษในการบริโภคเฉลี่ย ในการศึกษานี้ใช
วิธีการวิเคราะหที่ไดรับการพัฒนาใหมและไดตรวจสอบสาร aflatoxin B1, deoxynivalenol, 
fumonisin B1, ochratoxin A, zearalenone และ T2 toxin รวมถึงการทํางานของสารดังกลาวใน
ปสสาวะสุกร โดยสารที่ตรวจวัดมีทั้งหมด 12 ชนิดไดใชเทคนิคการสกัดโดย SALLE ในการ
เตรียมสารตัวอยางและใช HPLC/MS/MS ในการตรวจวัดผลการแยกของสาร เปอรเซ็นตรอยละ
การกลับคืนอยูในชวง 70–108% คาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานมีคาต่ํากวา 25 % ของสารประกอบ
สวนใหญในแตละความเขมขน คาขีดจํากัดต่ําสุดตั้งแต 0.07 ngmL-1 สําหรับ ochratoxin และ 
3.3 ngmL-1 สําหรับ deoxynivalenol ใชการประเมินผล carlibration curve จาก matrix-
matched การวิเคราะหนี้นําไปตอยอดในการตรวจวัดหาสารพิษในปสสาวะมนุษยตอไป สุดทาย
วิธีการพัฒนานี้สามารถใชในการศึกษานํารอง การวิเคราะหสารตัวอยาง 28 ชนิดในปสสาวะสุกร
โดยมีการตรวจพบสารเพิ่มคือ Deoxynivalenol, aflatoxin B1, fumonisin B1 และ ochratoxin 

 
ในปค.ศ.2012 Wen, Y. และคณะ [8] ไดพัฒนาวิธีการใหมสําหรับการแยกสารฆาเชื้อรา 

benzimidazole (carbendazim, fuberidazole, thiophanate-methylandthiophanate) ใน 
ตัวอยางที่มีความเค็มสูง โดยใชเทคนิค SALLE ในการเตรียมสารตัวอยาง โดยใชอะซิโตไนไตรล
และนํ้าผสมกัน เพ่ือแยกสารที่ตองการวิเคราะหออกมา มีการออกแบบอุปกรณสําหรับใชในการ
ทดลองชื่อวา กลอง Behnken มีรูปรางลักษณะที่สามารถตอบสนองการทํางานไดดี เพ่ือชวย
เพ่ิมประสิทธิภาพในการทําการสกัดโดยเทคนิค SALLE แกปญหาที่มีความเปนกรดดางให
เหมาะสม ทําโดยใสโซเดียมคลอไรดที่ pH 7 ซึ่งใชในขั้นตอนการสกัด วิธีนี้มีผลดีคือประหยัด
คาใชจ ายในการดํา เนินงาน  ใหผลที่ ดี ในการตรวจวัดสารฆา เชื้อรา  เบนซิ มิดาโซล 
(benzimidazole) โดยมีขีดจํากัดในการตรวจวัดอยูระหวาง 0.14 ng/ml 1 และ 0.38 ng/ml  ได
นําไปทดลองหาในน้ําตัวอยางที่มีความเค็ม 3 ชนิด มีรอยละการไดกลับคืนเพ่ิมจากวิธีเดิม 
60.4% เปน 99.1%. ซึ่งในตัวเทคนิค งายและรวดเร็ว ใชสําหรับการวิเคราะหการหาสารฆาเชื้อ
รา เบนซิมิดาโซล (benzimidazole) ในตัวอยางความเค็มสูงอ่ืน ๆ ไดตอไป  
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ในปค.ศ. 2013 Sánchez, M.D.N. และคณะ [9] ไดทําการทดลองเกี่ยวกับการสกัดและ

การแยกสาร 2 ชนิดที่แตกตางกันของหมูอะโรมาติกเอมีน จากหมู azo dyes (พวกสียอมผา) 
จากสิ่งทอผสม ซึ่งตรวจวัดโดยใช GC–MS โดยใชเทคนิค microextraction by packed sorbent 
(MEPS) ในขั้นแรกหลังจากนั้นตามดวยการใชเทคนิค SALLE มีอิทธิพลของคาพารามิเตอรที่มี
ผลตอประสิทธิภาพในการแยกโดยใชวิธี MEPS แบงออกเปนวัสดุที่ใชในการดูดซับ ปริมาณสาร
ตัวอยาง ชนิดของตัวทําละลาย ปริมาณของตัวทําละลาย และขั้นตอนการลาง ในสวนของวิธี 
SALLE คาพารามิเตอรคือ ปริมาณของสารตัวอยางที่ใชในการสกัดและจํานวนของเกลือ 
นอกจากนี้ในการตรวจวิเคราะหสารใชหลักการแยกทางโครมาโทกราฟ รวมถึงใชหลักการของ 
quadrupole mass spectrometer ซึ่งใหคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (RSD) มีคาต่ํากวา 15 
และ 11 % เม่ือใชเทคนิค MEPS และ SALLE ตามลําดับ ผลลัพธจากการวิเคราะหสารในเสนใย
ผาเปดเผยวา ในเน้ือผามีสารจากสียอมผาดวยกันหลายชนิดคือ p-chloroaniline, 4-chloro-o-
toluidine, 2-naphthylamineand 3,3′-dimethoxybenzidine. 
 

ในปค.ศ. 2013 Valente, I.M. และคณะ [10] ไดศึกษาผลกระทบของเกลือจากการสกัด
ในการวิเคราะหทางเคมีซึ่งมีความหลากหลายเปนอยางมาก และสามารถนํามาใชเพ่ือเพ่ิมความ
ผันผวนของสารสกัดในชองวางเหนือของเหลวที่จะกอใหเกิดการตกตะกอนของโปรตีนในทาง
ชีววิทยาไดอีกดวย อาจเปนการใชเพ่ือปรับปรุงเปอรเซ็นตรอยละในการกลับคืนจากการสกัด
ของเหลวจากของเหลว ใหมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น ในระยะหลังเทคนิค salting-out สามารถใช
เพื่อใหการแยกเฟสระหวางตัวทําละลายอินทรียที่ละลายในน้ํากับนํ้าได กระบวนการนี้มีชื่อวา 
SALLE ซึ่งมีประโยชนในการชวยเตรียมสารตัวอยางที่จะถูกนําไปตรวจวัดดวยเครื่อง HPLC-
UV ใหสามารถตรวจวัดไดดีขึ้น ในการทดลองนี้เนนการใชอะซิโตไนไตรลเปนตัวทําละลายและ
ใชในการสกัดรวมกับน้ํา โดยมีคาพารามิเตอรดังน้ี ปริมาณน้ําและอะซิโตไนไตรลในการสกัด 
อัตราสวนระหวางน้ําและอะซิโตไนไตรลในงานวิจัยน้ี สารประกอบในกลุมไดคารบอนิล 
(dicarbonyl) และเบียรถูกนํามาใชในการทดสอบ อิทธิพลของคาพารามิเตอรถูกวิเคราะหผลโดย 
ปริมาณอัตราสวนในการแยกเฟสของสาร  และอัตราสวนของแอลฟาไดคารบอนิล                
(α-dicarbonyls) ที่ถูกสกัดใหแยกไปอยูในเฟสของชั้นอะซิโตไนไตรล ผลจากการแยก แบงสาร
ไดเปน 3 กลุม คือ กลุมของคลอไรดและอะซิเตท  กลุมของคารบอนเนต(carbonates) 
และซัลเฟตและกลุมสุดทายคือกลุมของแมกนีเซียมซัลเฟต สําหรับเกลือทั้งหมดพบวาโซเดียม
คลอไรดมีประสิทธิภาพในการแยกเฟสของสารไดดีที่สุด 
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1.3 วัตถุประสงคของโครงการ 
 

พัฒนาวิธีการในการเตรียมน้ําตัวอยาง เพ่ือตรวจวัดสารตกคางในกลุม PPCPs โดยแบง
ออกเปน Naproxen และ Gemfibrozil รวมถึงสารในกลุม Tetracycline ในน้ํา โดยใช HPLC 
 
1.4 ขอบเขตของงานวิจัย 
 

การหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการวิเคราะหสารตัวอยางโดยใช HPLC ได รวมทั้ง
สามารถสกัดสารตัวอยางในน้ําในสภาวะที่เหมาะสมได และสามารถเพิ่มความเขมขนของสาร
ตัวอยางใหเหมาะสมตอการตรวจวัดได นอกจากนี้สามารถตรวจสอบความใชไดของวิธีที่
พัฒนาขึ้นได 
 
1.5 ผลที่คาดวาจะไดรับ 
 
 1. การประยุกตใชวิธีที่พัฒนาขึ้นกับสารในกลุม PPCPs ชนิดอ่ืน ๆ ได 
 2. ฝกกระบวนการคิดวิเคราะหวางแผนในการทํางานวิจัย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



10 
 

 

 
 

บทที่ 2 
                                                                  ทฤษฎี 

 
 

2.1 High performance liquid chromatography (HPLC) 
ลิควิคโครมาโทกราฟ เปนเทคนิคที่ใชในการแยกสารผสมในสภาวะของเหลว อาศัย

ความแตกตางของอัตราการเคลื่อนที่ของสารประกอบในคอลัมนที่เปนเฟสคงที่ (stationary 
phase) โดยการชะหรือพาของเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) สารตัวอยางเคลื่อนที่ไปในเฟส
คงที่ โดยอาศัยเฟสเคลื่อนที่ของเหลวพาผานเขาไป สารแตละชนิดจะเคลื่อนที่ไดเร็วชาแตกตาง
กัน ขึ้นอยูกับอันตรกิริยาระหวางสารกับเฟสคงที่และเฟสเคลื่อนที่ ตอมามีการพัฒนาเฟสคงที่ 
ใหมีขนาดเล็กลง พบวายิ่งอนุภาคของเฟสคงที่ในคอลัมนมีขนาดเล็กลงเทาใด จะทําให
สมรรถนะในการแยกสารเพิ่มขึ้น จึงเปนที่มาของเทคนิคโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะ
สูงหรือ high performance liquid chromatography, HPLC จําเปนตองใชเครื่องสูบหรือปมใน
การพาเฟสเคลื่อนที่เขาในระบบการแยก การแยกในเทคนิค HPLC มีอยูหลายประเภท ที่นิยม
ใชมากสุด ไดแก โครมาโทกราฟแบบรีเวิรสเฟส (Reversed Phase HPLC) ใชเฟสคงที่เปนหมู
ฟงกชันที่ไมมีสภาพขั้ว เชน C-18 และเฟสเคลื่อนที่เปนนํ้ากับตัวทําละลายอินทรียที่ละลายไดใน
น้ํา  

การแยกและวิเคราะหสารที่ผสมรวมกันอยู ทําโดยใชตัวทําละลายที่เปนเฟสเคลื่อนที่ 
พาสารตัวอยางผานคอลัมน เกิดอันตรกิริยาการแยกในคอลัมนและผานไปสูเครื่องตรวจวัด 
(detector) จากนั้นรายงานผลทางเครื่องบันทึกผล (recorder) หรือเครื่องบันทึกและคํานวณผล 
(integrator) หรือเครื่องคอมพิวเตอร แสดงผลเปนกราฟความสัมพันธของเวลา (แกนนอน) กับ
สัญญาณการตรวจวัด (แกนตั้ง) เรียกโครมาโทแกรม เครื่อง HPLC ใชวิเคราะหหาชนิดปริมาณ
ของสารประกอบอินทรียและสารอนินทรีย โดยการเลือกใชคอลัมนและเครื่องตรวจวัด  ที่
เหมาะสม และใชในการวิเคราะหสารปริมาณนอยไดในระดับสวนในลานสวน (ppm หรือ mg/L) 
หรือสวนในพันลานสวน (ppb หรือ μg/L) ได เครื่อง HPLC มีสวนประกอบที่สําคัญดังแสดงใน
รูปที่ 2-1 
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หนาที่แตละสวนขององคประกอบ HPLC 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2-1 สวนประกอบของเครื่องมือ HPLC 

 

หนาที่แตละสวนขององคประกอบ HPLC 

 

 1. ภาชนะบรรจุเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase reservoir) 

ทําจากแกวหรือสเตนเลส มีขนาดบรรจุประมาณ 1 ลิตร การเลือกใชตองคํานึงถึงสมบัติ

การละลายและความเขากันได ความบริสุทธิ์ของตัวทําละลาย ขั้นตอนสําคัญในการเตรียมเฟส

เคลื่อนที่ คือการกรองดวยไมโครเมมเบรนเพื่อกําจัดอนุภาคและสิ่งปนเปอนในเฟสเคลื่อนที่ออก

ใหหมด เพราะอนุภาคขนาดเล็กอาจกอใหเกิดปญหาการอุดตันในระบบได 

 2. เครื่องสูบฉีดของเหลว (pump) 

ชวยขับเคลื่อนเฟสเคลื่อนที่ใหไหลผานคอลัมนไปได เพราะภายในคอลัมนนั้นมีความ

ตานทานการไหลของเฟสเคลื่อนที่ เนื่องจากขนาดของอนุภาคในเฟสคงที่ มีขนาดเล็ก 

นอกจากนั้นยังทําหนาที่ควบคุมการไหลของเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) ดวย เครื่องสูบฉีด

ของเหลวประกอบดวยลูกสูบหรือกลไกอ่ืนที่ใชในการขับดันของเหลว วาวล ตัวควบคุมการไหล 

ตัวลดจังหวะ และ pressure transducer 

 

ภาชนะบรรจุ

เฟสเคล่ือนที่ 

เครื่องสูบฉีด

ของเหลว 

ระบบฉีด

สาร
คอลัมน 

เครื่องตรวจวัด 

ขวดทิ้งสาร 

ระบบบันทึกผลและประเมินผล 



 

 
 

การผานตัวทําละลายเขาสูระบบการแยก ทําได 2 วิธี คือ 

 1. การผานสารละลายแบบไอโซเครติก (Isocratic Elution) คือการใช

อัตราสวนของตัวทําละลายผสมคงที่ ตลอดการวิเคราะห 

 

 

 

 

 

   

รูปที่ 2-2 ความสัมพันธระหวางอัตราสวนเฟสเคลื่อนทีก่ับเวลาในระบบ                      

Isocratic Elution 

 

  2. การผานสารละลายแบบเกรเดียนท (Gradient Elution) มีการ

เปลี่ยนแปลงอัตราสวนของตัวทําละลายในระหวางที่ทําการวิเคราะห เปนวิธีที่เหมาะสมในการ

แยกสารผสมที่ซับซอนและมีคา retention factor แตกตางกันมาก ซึ่งจะชวยทําใหสารผสม

สามารถเกิดการแยกไดดีกวาการใช Isocratic elution โดยการปรับความแรงของขั้วของตัวทํา

ละลายที่ไหลผานคอลัมน 

     

             

 

 

 

 

รูปที่ 2-3 ความสัมพันธระหวางการเพิ่มอัตราสวนเฟสเคลื่อนที่กับเวลาในระบบ                

Gradient Elution 

 

 

 

time 

%B 

time 

%B 



 

 
 

เครื่องมือที่ใชในการควบคุมการผสมสารละลายสามารถแบงออกเปน 2 แบบ คือ 

  1. แบบ Low Pressure Mixing เปน Gradient elution ที่ใชวิธีการผสม         

ตัวทําละลายภายใตความดันบรรยากาศ กอนที่จะสงเขาสูเครื่องสูบฉีดของเหลว

แลวเพ่ิมความดันใหสูงขึ้นตามที่ตองการกอนผานเขาสูคอลัมน 

  2. แบบ high pressure mixing ตัวทําละลายแตละชนิดจะเขาสูเครื่อง

สูบฉีดของเหลวใหผานเขามาและผสมกันภายใตความดันสูงกอนจะผานคอลัมน 

 

3. สวนฉีดสารตัวอยาง (sample injection system) 

การผานสารเขาสูคอลัมนควรจะใชแถบที่แคบมากที่สุด และไมรบกวนการไหลของเฟส

เคลื่อนที่ นิยมใชระบบ microsample value ซึ่งมี six-port rotary sampling injection valve    

ดังรูป 

 

 

 

 

 

 

 

                      รูปที่ 2-4 six-port rotary sampling injection valve สําหรับ HPLC 

 

4. คอลัมน (column) 
 ทํามาจากทอแกวอยางหนาหรือสเตนเลส โดยมีสารที่บรรจุในคอลัมน 2 ชนิด คือ ชนิดที่

มีอนุภาคขนาดเล็กมากและมีไดหลายขนาด โดยอนุภาคที่นิยมใชใน HPLC คือซิลิกาและ         

อะลูมินา สวนอีกชนิดหนึ่งเปนของเหลวชนิดที่มีขั้วฉาบอยูบนอนุภาคจะเรียกวาเฟสปกติ 

(normal phase) แตถาใชของเหลวที่ไมมีขั้วฉาบอยูบนอนุภาคจะเรียกวา เฟสยอนกลับ 

(reverse phase) 

 

 



 

 
 

 5. ชนิดของเฟส 

5.1 normal phase  BPC อนุภาคที่บรรจุอยูในคอลัมนจะมีสภาพขั้วสูง ไดแก 

ซิลิกา และไซยาไนด เปนตน สวนเฟสเคลื่อนที่จะมีสภาพขั้วต่ํากวา โดยมากจะใชตัวทํา

ละลายอินทรียที่สภาพขั้วต่ําถึงปานกลาง สมบัติดังกลาวจะใชในการแยกสารที่มีสภาพ

ขั้วต่ํากวา หลักการแยกอาศัยสภาพขั้ว (polarity) คือ ถาสารที่มีสภาพขั้วสูงกวา จะถูก

เหนี่ยวในคอลัมนนานกวา เน่ืองจากจะถูกอนุภาคในคอลัมนหนวงเหนี่ยวเอาไวดวย

สภาพขั้วที่เหมือนกัน สวนสารที่มีสภาพขั้วต่ํากวาจะถูกหนวงเหนี่ยวดวยอนุภาคที่บรรจุ

ในคอลัมนไดนอย โดยเฟสเคลื่อนที่จะพาสารที่มีสภาพขั้วต่ําออกมากอน การเพิ่มสภาพ

ขั้วของเฟสเคลื่อนที่จะลดการหนวงเหนี่ยวของสารในคอลัมน ตัวอยางคอลัมนประเภทนี้  

 5.2 reversed phase BPC เปนเทคนิคที่นิยมมากสุดในการวิเคราะหดวย

เทคนิค HPLC reversed phase มีความหมายตรงขามกับ normal phase คือจะใชเฟส

คงที่ที่ไมมีสภาพขั้ว เชน C-18 และเฟสเคลื่อนที่ที่มีสภาพขั้วสูง โดยทั่วไปจะใชน้ําและ

ตัวทําละลายออรแกนิกที่ละลายในน้ํา เฟสคงที่ในระบบนี้สวนใหญจะเปนของเหลวที่เกิด

พันธะเกาะบนวัสดุค้ําจุน (solid support) เชน ซิลิกา และพอลิเมอร เปนตน ซิลิกา

จัดเปนวัสดุค้ําจุนที่นิยมใชแพรหลาย 

 

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2-5 bonded phase ทีมี่หมูฟงกชัน (n-Octyl และ n-Octadecyl) เกิดพันธะอยูกับซิลิกา  

 



 

 
 

6. กลไกการหนวงเหนี่ยว 

กลไกการหนวงเหน่ียวในโครมาโทกราฟ แบบ reversed phase เกิดจากอันตรกริยา 

nonpolar-norpolar การแยกระบบนี้สัมพันธกับสมบัติทางกายภาพของโมเลกุลที่จะแยกดาน 

hydrophobicity และ ionic character ทฤษฎีที่ใชในการอธิบายกลไกการแยกบนเฟสคงที่ชนิดมี

ขั้วมี 2 ทฤษฎี คือ 

 6.1 Solvophobic theory  

เปนทฤษฎีใชอธิบาย selectivity ในระบบ reversed-phase chromatography ไดเปน

อยางดี โดยแนวความคิดทฤษฎีคือ โมเลกุลใด ๆ ที่มีคุณสมบัติไมชอบนํ้า (hydrophobic) จะ

แยกตัวออกจากตัวทําละลายที่มีขั้วแลวเขาสูเฟสที่เปนไฮโดรคารบอน อันตรกิริยาแบบไมชอบ

น้ํานี้เกิดจากแรงผลักระหวางตัวทําละลายที่มีขั้ว สารที่ไมมีขั้วและเฟสคงที่ ดังน้ันแรงที่ยึดสาร

ใหอยูบนเฟสคงที่จะออนลง ถาโมเลกุลของสารถูกลอมรอบดวยตัวทําละลาย สารที่เขากันไมได

กับตัวทําละลายจะถูกหนวงโดยเฟสคงที่ภายในคอลัมนไดนานกวา  

 6.2 Partition theory 

ทฤษฎีกลาววา สารตัวอยางจะฝงตัวอยูในสายโซของเฟสคงที่แทนที่จะเปนการยึดเกาะ

บนพ้ืนผิวเหมือนในทฤษฎี solvophobic แมวากลไกการแยกสารยังไมเปนที่แนชัดแตก็เปนที่

ยอมรับวา ความยาวของสายโซของเฟสคงที่นั้นมีผลตอ retention time ของสาร โดยถาสายโซ

ยาวเวลาที่สารออกจากคอลัมนก็จะใกลเคียงกับการเกิด partition และถาสายโซสั้น กลไกจะเกิด

ใกลเคียงกับการดูดซับ (adsorption) 

 
จากทั้ง 2 ทฤษฎีสามารถแสดงกลไกลการหนวงเหนี่ยวในรูปที่ 2-6 

 

  

 

 

 

 

             รูปที่ 2-6 ภาพจําลองแสดงกลไกการหนวงเหนี่ยวตวัถูกละลาย  

       Solvophobic Model และ Partioning Model 



 

 
 

7. เครื่องตรวจวัดสาร (Detector) สามารถแบงไดเปน 2 ประการ คือ 

 

7.1 เครื่องตรวจวัดสารแบบทั่วไป (Universal Detector) 

เปนเครื่องตรวจวัดสมบัติทางกายภาพของเฟสเคลื่อนที่หรือตัวชะสารที่ออกมา

จากคอลัมนเปนสมบัติรวมของเฟสเคลื่อนที่และสารที่สนใจ การเปลี่ยนแปลงของ

สัญญาณจะขึ้นอยูกับประมาณสารที่สนใจ เชน เครื่องวัดดัชนีหักเหแสง เปนตน 

 7.2 เครื่องตรวจวัดสารแบบเฉพาะ (Selective Detector) 

เปนการวัดสมบัติทางเคมีหรือกายภาพของตัวถูกละลายในของเหลว โดยไมมี

สัญญาณรบกวนใด ๆ จากเฟสเคลื่อนที่ นิยมใชกันอยางกวางขวางเนื่องจากมี

ความจําเพาะเจาะจงในการตรวจวัดสูง สําหรับเครื่องตรวจวัดที่ใชในเทคนิค HPLC มี

หลายชนิด ในที่นี้ขอยกตัวอยางเพียง 2 ชนิด คือ 

1) เครื่องตรวจวัดฟลูออเรสเซนต  

ใชตรวจปริมาณการเรืองแสงของโมเลกุลที่สามารถดูดกลืนพลังงานที่ความยาว

คลื่นสั้น เพ่ือเปลี่ยนไปอยูสภาวะเรา เม่ือกลับคืนสูสภาวะพื้น (โดยทันที) จะคาย

พลังงานออกมาในชวงความยาวคลื่นที่ยาวกวา (พลังงานลดลง) เกิดในโมเลกุลที่มีวง

แหวนเบนซีนหรือมีพันธะคูสลับเด่ียวที่มีความเสถียรเรโซแนนซสูง มีความยาวคลื่นที่

เหมาะสมในการตรวจวัด 2 คา คือ ความยาวคลื่นของแสงกระตุนที่สารตัวอยาง และ

ความยาวคลื่นเม่ือคืนสูสภาพปกติ ขอดีคือ มีความไว ความจําเพาะเจาะจงและสะดวก

ในการปรับระดับแสงพื้นฐาน (background) ใหเขาใกลศูนย เหมาะในการวิเคราะหสาร

ปริมาณนอยและสารในเมทริกซซับซอน 

2) เครื่องตรวจวัดชนิดอัลตราไวโอเลต-วิซิเบิล  

สารประกอบสวนมากดูดกลืนรังสีในชวงนี้ ความยาวคลื่นที่เหมาะสมสําหรับ

การตรวจวัดการดูดกลืนแสงของสาร หาไดจากเครื่องตรวจวัดชนิดไดโอดอาเรย (diode 

array) ทําการบันทึกคาสเปคตราสมบูรณของสารมาตรฐานที่จะศึกษาใหสามารถเลือก

คาความยาวคลื่นที่ใหการดูดกลืนสูงสุดไดสะดวก แบงเปน 2 ชนิด คือ 

2.1) เครื่องตรวจวัดอัตราไวโอเลต-วิซิเบิลชนิด fixed wavelength สามารถ

ติดตามความยาวคลื่นไดเพียงคาเดียวเทานั้น 



 

 
 

2.2) เครื่องตรวจวัด visible wavelength และ photodiode array มีขอดีกวา

ชนิดแรก สามารถติดตามคาการดูดกลืนแสงไดมากกวาหนึ่งคา ระบบการ

เดินทางของแสงเปนแบบยอนแสง 

 

รีเวิรส ออพทิก (Reverse optics) คือ แสงจากแหลงกําเนิดแสงซึ่งผานไปยัง โฟรเซลล              

(flow cell) กอนจะผานไปยังโมโนโครเมเตอร (monochromator) คือ สลิต (slit) และ เกรตติง 

(grating) เม่ือแสงตกกกระทบลงบน เกรตติง (grating) แสงจะกระจายออกเปนความยาวคลื่น

ตาง ๆ แลวจึงไปตกกระทบบนแผงของ ไดโอด อารเรย (Diode array) ตรวจวัดสัญญาณออกมา

เปนโครมาโทแกรมโดยสามารถเก็บขอมูล spectrum ของพีกตาง ๆ ในโครมาโทแกรมไดดวย 

ตัวอยางที่เหมาะกับตัวตรวจวัดนี้ ตองเปนตัวอยางที่สามารถดูดกลืนแสงได 

 

 

 

 

 

 

 

 

              รูปที่ 2-7 แสดงสวนประกอบของ Diode Array Detector 

 

8. เครื่องบันทึกขอมูลและควบคุม (Data Collection and Control Device)  

เปนเครื่องมือสวนที่แสดงผลการวิเคราะหโดยรายงานผลเปนโครมาโทแกรม ในโครมา-

โทแกรมหนึ่ง ประกอบดวยสัญญาณจากการวัดสารละลายตัวชะซ่ึงเปนเสนตรงสมํ่าเสมอ 

เรียกวา baseline กับสัญญาณที่ไดจากการวัดสารละลายตัวอยางซึ่งมีลักษณะเปนยอดแหลม

เรียกวา พีก (peak) สารแตละชนิดใหพีกที่เวลาตางกันเรียกวา รีเทนชันไทม (retention time, tr) 

ความสูงของพีกที่เพ่ิมขึ้นจะสัมพันธกับปริมาณสารในตัวอยางที่เพ่ิมขึ้นดวย 

 

 



 

 
 

การเตรียมสารตัวอยาง (Sample Preparation) 

 ในการวิเคราะหหาปริมาณสารที่มีความเขมขนต่ํามากตองมีการเตรียมสารตัวอยางเพื่อ

เพ่ิมความเขมขนของสารตัวอยางใหสามารถตรวจวัดดวยเครื่องมือวิเคราะหได ซึ่งเทคนิคการ

เตรียมสารตัวอยางที่ใชอาศัยแนวคิดของเทคนิค SALLE โดยมีการพัฒนามาจาก เทคนิค LLE 

ซึ่งมีหลักการดังนี้ 

2.2 เทคนิคการสกัดของเหลวดวยของเหลว (liquid -liquid extraction, LLE)  
 
เปนเทคนิคที่ใชในการแยกสารออกจากสารผสม โดยใชหลักการ like dissolves like 

การสกัดสารผสมที่เปนของเหลวหรือของผสมที่ละลายในตัวทําละลายชนิดหนึ่งดวยตัวทําละลาย
อีกชนิดหนึ่ง โดยสารที่มีสภาพขั้วเหมือนกันจะละลายกันไดดี ในทางปฏิบัติสารตัวอยางมักเปน
น้ํา และตัวทําละลายที่ใชตองละลายสารที่ตองการสกัดไดดีกวา ควรมีจุดเดือดต่ํา ระเหยไดงาย
เเละไมเปนพิษ  

 
Aaq             Aorg 

 
เม่ือ   A  คือ สารที่ตองการสกัด (analyte) 
 aq คือ เฟสน้ํา (aqueous phase) 
 org คือ เฟสตวัทําละลายอนิทรีย (organic phase) 
 
การสกัดของเหลวดวยของเหลวเกี่ยวของกับการกระจายของสารระหวางตัวทําละลาย

สองชนิดซึ่งจะมีอัตราสวนคงที่ที่อุณหภูมิหน่ึง คาคงที่นี้เรียกวา “คาสัมประสิทธิ์การกระจาย” 

(distribution coefficient หรือ partition coefficient, Kd) เชน ในการสกัดสาร A จากตัวทํา

ละลายที่1ไปยังตัวทําละลายที่2 แสดงสมการไดดังน้ี 

Kd   = [A]org (g/L หรือ mg/mL) 

 [A]aq (g/L หรือ mg/mL) 
 

ถาคา Kd > 1 แสดงวาสาร A ละลายในตวัทําละลายอนิทรีย ไดดีกวาในตัวทําละลายน้ํา 
ถาคา Kd < 1 แสดงวาสาร A ละลายในตวัทําละลายน้ํา ไดดีกวาในตวัทําละลายอนิทรีย  
 



 

 
 

การสกัดดวยตัวทําละลายที่ 2 จะตองทําหลายครั้ง โดยใชตัวทําละลายทีละนอย โดย
แยกสารไดมากกวาการสกัดดวยตัวทําละลายในปริมาณที่เทากันเพียงครั้งเดียว อุปกรณที่ใชใน
การสกัดเรียกวา กรวยแยก (separatory funnel) 

 
  LLE เปนเทคนิคการสกัดที่ใชตัวทําละลายอินทรียในปริมาณมาก เพ่ือใหสามารถสกัด
สารออกมาไดหมดจึงทําใหสารที่สกัดไดมีความเขมขนต่ําในตัวทําละลายอินทรีย ดังน้ันกอน
นําไปวิเคราะหจึงมีขั้นตอนในการเพิ่มความเขมขนของสาร วิธีที่ใชอาจเปนการระเหยดวยแกส
ไนโตรเจน หรือการใชเครื่องระเหยแบบสุญญากาศ (rotary evaporator) เพ่ือใหสารมีความ
เขมขนมากพอใชในการวิเคราะหตอไป 
 
ขอเสียของวธิ ีLLE  

- ใชเวลาในการสกัดนานและตองวิเคราะหหลายครั้ง  
- การสกัดตัวอยางทําไดไมสมบูรณ  
- ใชตัวทําละลายอินทรียมากสงผลใหตองมีการทิ้งและกําจัดตัวทําละลายอินทรีย
ปริมาณมากนอกจากนี้ตัวทําละลายอินทรียบางชนิดมีความเปนพิษตอมนุษยและ
สิ่งแวดลอม  
- การเกิดอีมัลชั่นในการเขยา โดยการสลายของอีมัลชั่นอาจใชเวลานานหรือมีขั้นตอน   
ที่ยุงยาก นอกจากนี้สารบางสวนอาจเขาไปอยู ในอีมัลชั่นทําใหมีประสิทธิภาพ              
ในการสกัดลดลง 
 
 

2.3 เทคนิค QuEChERS (quick, easy, cheap, effective, rugged and safe) 
 QuEChERS มาจากอักษรหนาคําในภาษาอังกฤษวา quick, easy, cheap, effective, 
rugged and safe เปนเทคนิคในการเตรียมสารตัวอยางเพื่อการวิเคราะหที่ รวดเร็ว งาย ถูก        
มีประสิทธิภาพ ทนทานและปลอดภัย มีขั้นตอนการสกัดและการทําความสะอาดสารตัวอยาง 
(extraction and clean up) นิยมใชในการวิเคราะหสารกําจัดศัตรูพืช-สัตวที่ตกคาง และสาร
ประเภทอ่ืนที่มีเมทริกซ 

เร่ิมจากสกัดสารตัวอยางดวยตัวทําละลายอะซิโตไนไตรลที่มีเกลือผสมอยู (extraction) 
จะเกิดการแยกชั้นของสารสกัดออกจากสารตัวอยางโดยงาย จากนั้นจึงแยกสารละลายสกัด
ออกมาทําความสะอาดสารสกัดอีกครั้ง โดยใชตัวดูดจับที่เหมาะสมเพื่อกําจัดเมทริกซที่
หลงเหลือใหหมดไปไมใหเขามารบกวน โดยวิธีการทําความสะอาดสารสกัดดังกลาว อาศัย
เทคนิคที่ชื่อวา เทคนิคการสกัดดวยการกระจายตัวดูดซับของแข็ง (d-SPE) เรียกวา clean up 
โดยขั้นตอนของเทคนิค QuEChERS แสดงไดดังรูปที่ 2-10 



 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2-8 แผนภาพแสดงขัน้ตอนในเทคนิค QuEChERS 

ที่มา : http://www.missioncouver.com/yy_zy.asp?newsid=231 

 
 
2.4 เทคนิค salting-out assisted liquid-liquid extraction (SALLE) 
 

เทคนิค salting-out เปนการเติมอิเล็กโทรไลต ใหชั้นนํ้าเพื่อเพ่ิมอัตราสวนการกระจาย
ในสารละลายแตละสวน การที่สารละลายทั้งสองชนิดรวมกันนอยลงนั้น เกิดจากแรงกระทํา
ระหวางโมเลกุลออนลง เชน พันธะไฮโดรเจนระหวางโมเลกุลสารอินทรียหรือพวกไมเปนอิเล็ก-
โทรไลต กับ น้ํา ทําใหเสียระบบไดงาย [1] วิธีการทดลองนี้เผยแพรเปนครั้งแรกในป 1973 โดย 
Markovich และ Christian เปนงานวิจัยเกี่ยวกับการแยกระหวางชั้นนํ้าและอะซีโตนในการสกัด 
คีเลตโลหะ โดยทั่วไปวิธีนี้ใชสารละลายมีพิษนอยในปริมาณนอย รวมถึงใชเกลือมีความเปนพิษ
ตอสิ่งแวดลอมนอย เปรียบเทียบกับการสกัดที่ใชของเหลวโดยทั่วไป ขอดีของวิธี SALLE คือ  
ใชสารละลายอินทรียไมมีขั้วจํานวนนอย รวมถึงไมตองใชอุปกรณการสกัดที่ยุงยากเพื่อเพ่ิม
ประสิทธิภาพในการสกัด อีกทั้งไมตองมีการระเหยและละลายซ้ําเพื่อใหไดความเขมขนที่มากพอ
ในการตรวจวัด [2] ซึ่งวิธีในการทดลองเปนดังภาพที่แสดง รูปที่ 2-6 
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2.4.1 ตัวแปรสําคัญที่มีผลตอการสกัดดวยเทคนิคที่ไดพัฒนาข้ึนใหม 
 
  1) ชนิดของตัวทําละลายที่ใชสกัด  

การหาตัวทําละลายที่เหมาะสมเปนสิ่งสําคัญ สวนใหญตัวทําละลายอินทรียจะ
ไมละลายน้ํา ซึ่งหลายชนิดมีความแตกตางกันในเรื่องสภาพขั้วและการละลายน้ํา ในการ
ทดลองนี้ตองใชตัวทําละลายที่สามารถละลายน้ําไดและสามารถละลายสารตัวอยางได 
รวมถึงตองมีสภาพขั้วเหมาะสมเพียงพอที่จะทําใหเกิดการแยกชั้นเม่ือทําการสกัดดวย 
อีกทั้งยังควรมีการระเหยต่ํา เพ่ือปองกันสารที่ตองการวิเคราะหระเหยจากตัวทําละลาย
อินทรีย เพราะจะทําใหปริมาณสารที่ตรวจวัดไดเกิดความผิดพลาด 

2) ชนิดของเกลือที่ใชในการสกัด 
การหาชนิดเกลือที่มีความเหมาะสมในการทําใหเกิดการแยกชั้นนั้นสําคัญมาก 

ตองคัดเลือกเกลือที่เพ่ิม อิเล็กโทรไลต ใหชั้นนํ้าเพื่อใหมีแรงกระทําระหวางโมเลกุลของ
สารอินทรียและน้ําลดลง รวมถึงตองเลือกชนิดเกลือที่ไมทําใหสารตัวอยางเกิดการ
ตกตะกอนหรือทําปฏิกิริยาอ่ืน ๆ กับสารตัวอยางอีกดวย 

 
  3) ปริมาตรของตัวทําละลายที่ใชสกัด 

ปริมาตรของตัวทําละลายนั้นสงผลถึงความเขมขนของสารละลายที่ถูกสกัด 
ในทางทฤษฎียิ่งใชอัตราสวนของตัวทําละลายอินทรียตอนํ้าตัวอยางมากเทาขึ้น ความ
เขมขนของสารตัวอยางในตัวทําละลายอินทรียจะเพ่ิมขึ้น ทําให sensitivity ที่ใชในการ
ตรวจวัดดีขึ้นดวย แตปริมาตรของตัวทําละลายที่ใชในการสกัดถามีปริมาตรนอยเกินไป
ก็จะทําใหไมเกิดการแยกชั้น หรือไมสามารถพาสารตัวอยางทั้งหมดขึ้นไปอยูในชั้นบน 
ซึ่งเปนชั้นสารละลายอินทรียได 

4) ปริมาณเกลือที่ใชในการสกัด 
ปริมาณเกลือที่เพ่ิมขึ้นเปนการเพิ่ม electrolyte ในชั้นน้ําใหเพิ่มมากขึ้น การ

แยกชั้นระหวางชั้นนํ้ากับตัวทําละลายอินทรียไดดีขึ้น รวมถึงสารตัวอยางสามารถขึ้นไป
อยูในชั้นตัวทําละลายอินทรียไดมากขึ้นอีกดวย 

5) เวลาที่ใชในการสกัด 
เวลาในการสกัดมีความสําคัญ โดยสงผลตอประสิทธิภาพการสกัด เน่ืองจาก

เกี่ยวของกับกระบวนการเขาสูสมดุลของการสกัด โดยที่สภาวะสมดุลจะสกัดสารไดมาก
สุด เพราะคาสัมประสิทธิ์การกระจายตัว (distribution coefficient, Kd) ของสารระหวาง 
3 เฟสจะมีคาสูงสุด ดังน้ันควรหาเวลาที่เหมาะสมในการเขาสูสมดุลของการสกัด เพ่ือทํา
ใหสามารถสกัดสารไดมากที่สุด 



 

 
 

2.5 การทดสอบความใชไดของวิธีการ (Method validation) 
 

การทดสอบความใชไดของวิธีการ (Method validation) [18] คือ กระบวนการประเมิน
วิธีการวิเคราะหเพ่ือยืนยันวาวิธีการวิเคราะหนั้น ๆ เหมาะสมในการวิเคราะหไดตามจุดประสงค 
โดยเปนการประเมินคาตาง ๆ จากการวิเคราะห 

ขั้นตอนและขอบเขตของกระบวนการตรวจประเมินวิธีการวิเคราะหไดถูกกําหนดไว โดย
องคกรนานาชาติหลายแหง เชน International Organization for Standardization (ISO), 
International Conference on Harmonization of Technical Requirements for Registration 
of Pharmaceutical for Human Use (ICH), United States Environmental Protection 
Agency (EPA), United States Pharmacopeia (USP) เปนตน 
การศึกษาคาตัวแปรที่สําคญั (Key parameter) ในการตรวจสอบความใชไดของวิธี แบงไดดังนี้ 
 

2.5.1 Selectivity หมายถึง ความจําเพาะเจาะจงที่สามารถวัดคาสิ่งที่ตองการวัดและ 
matrix ไดและสามารถอานคาสิ่งที่ตองการวัดไดถูกตองและแมนยําดวย เชน ในการวัด
สารละลายตัวหน่ึง ในสารละลายตัวอยางนั้นอาจมีสาร a สาร b และสาร c อยู สิ่งที่เราตองการ
หาคือสาร c แตเครื่องมือของเราไมไดอานเพียงคา c อยางเดียวเครื่องมือจะอานคาของสารทุก
ตัวที่สามารถอานไดแตจะรับรอง เฉพาะคา c เทานั้นที่ใหผลถูกตองและแมนยํา 
 

2.5.2 ความสัมพันธเชิงเสน (linearity) หมายถึง ความสามารถของวิธีทดสอบที่ให           
คาสัญญาณของเครื่องมือวัดที่แปรสัดสวนโดยตรงกับความเขมขนของสารที่ตองการศึกษา แบง
ออกเปน 2 ลักษณะ ดังน้ี 

1) System linearity หมายถึง การทดสอบโดยใชสารมาตรฐานวัดหาคาโดย
แสดงผลทดสอบเปนสัดสวนกับความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน 

2) Method linearity หมายถึง การทดสอบโดยใชตัวอยางที่เติมสารมาตรฐาน 
(Spike sample) โดยแสดงความสามารถของวิธีทดสอบที่ใหผลเปนสัดสวนกับ       
ความเขมขนของสารที่มีอยูจริงในตัวอยาง 

 
2.5.3 LOD (limit of detection) หมายถึง ความเขมขนต่ําสุดที่เครื่องสามารถตรวจพบ

ไดโดยทั่วไปจะเปนระดับความเขมขนของสารที่ใหสัญญาณเปน 3 เทา ของ SD ของ blank 
เหนือคาเฉลี่ยสัญญาณของ blank 

 



 

 
 

2.5.4 LOQ (limit of quantitation) หมายถึง ความเขมขนต่ําสุดที่เครื่องสามารถตรวจ
พบและอานคาไดอยางถูกตอง แมนยํา สามารถรายงานคาได โดยทั่วไปจะเปนระดับความ
เขมขนของสารที่ใหสัญญาณเปน 10 เทา ของ SD ของ blank เหนือคาเฉลี่ยสัญญาณของ 
blank 

 
2.5.5 Accuracy หมายถึง คาที่ไดจากการวัดมีคาใกลเคียงกับคาจริงมากนอยเพียงใด 

โดยทั่วไปจะมีความสัมพันธกับคาความเบี่ยงเบน (bias) คือจะแปรผกผันกับคาความเบี่ยงเบน 
(bias) โดยสวนใหญจะดูจากคา %recovery คือการเติมความเขมขนนอย ๆ ของสารมาตรฐาน 
ที่รูคาที่แนนอน ลงไปในตัวอยางเพ่ีอดูคาคืนกลับของสารมาตรฐานนั้น ๆ  

 
2.5.6 Precision หมายถึง การวัดซ้ําหลาย ๆ ครั้งแลวดูวาคาที่ไดใกลเคียงกันหรือไม 

ซึ่งการวัดที่ไดคาใกลเคียงกันไมไดหมายความวาคาที่วัดไดจะเปนคาที่ถูกตองเสมอไป แบงเปน 
1) Repeatability หมายถึง การทดสอบซ้ํา ๆ ภายใตสภาวะคงที่ ซึ่งการ

ทดสอบจะตองทําโดยหองปฏิบัติการเดียวกัน ตัวอยางเดียวกัน ภาวะแวดลอมเดียวกัน 
ผูทดสอบคนเดียวกัน และภายใตเวลาใกลเคียงกัน 

2) Reproducibility หมายถึง การทดสอบซ้ําซึ่งอาจมีความแตกตางกัน ดังน้ี 
2.1) Intra-lab reproducibility หมายถึง การทดสอบซ้ําโดยอาจจะ

ขยายเวลาในการทดสอบมากขึ้น มีการเปลี่ยนแปลงผูทดสอบ เปลี่ยนเครื่องมือ 
วันที่ทําการทดสอบตางกัน แตหองปฏิบัติการที่ใชทดสอบเปนหองปฏิบัติการ
เดียวกัน 

2.2) Inter-lab reproducibility หมายถึง การทดสอบซ้ําโดยดูคาความ
แปรปรวนที่มีผลตอความแมนยําของวิธี เม่ือมีการเปลี่ยนผูทดสอบ เปลี่ยน
เครื่องมือ แตไมไดทําการทดสอบโดยหองปฏิบัติการเดียวกัน 



 

 
 

 
 

บทที่ 3 
การทดลอง 

 
 
3.1 เครื่องมือและอุปกรณ 

3.1.1   High performance liquid chromatography (HPLC) ประกอบดวย 
- ระบบไลฟองอากาศชนิดสูญญากาศ Agilent 1260 Infinity Series Vacuum    
  Degasser (Agilent Technologies, Germany) 
- เครื่องสูบฉีดของเหลว Agilent 1260 infinity Series Quat Pump (Agilent   
  Technologies, Germany) 
- เครื่องฉีดสารตัวอยาง Agilent 1200 Series Autosample (Agilent   
  Technologies, Germany) 

  - คอลัมน Symmetry C18 (3.9mm × 100 mm I.D 3.5 μm particle size) 
- เครื่องตรวจวัดชนิดไดโอดแอรเรย 1200 Series Diode Array Detector    
  (Agilent Technologies, Germany) 

3.1.2   เครื่องชั่ง 5 ตําแหนง (Model XS, Mettler-Teledo, Inc.,OH., U.S.A.) 
3.1.3   ชุดกรองสารละลายเฟสเคลื่อนที่ (TR-2120, Denver Instrument Company,   
          Gottingen, Germany) 
3.1.4   ขวดกําหนดปริมาตรขนาด 10 และ 250 มิลลิลิตร 
3.1.5   บีกเกอรขนาด 25, 50, 100 และ 250 มิลลิลิตร 
3.1.6   ไมโครปเปต ขนาด 2-20, 50-200 และ 200-1000 ไมโครลิตร (Eppendorf AG,   
          Hamburg, Germany) 
3.1.7   ปเปตแบบปริมาตร ขนาด 5 มิลลิลิตร (Glasfirn, Germany) 
3.1.8   ขวดทรงกระบอกฝาเกลียวพรอมฝา และ silicone/TPE septum ขนาด 20    

                   มิลลิลิตร 
3.1.9   แผนกรองเมมเบรนชนิด NYLON ความพรุน 0.2 ไมโครเมตร เสนผานศุนย-   
          กลาง 47 มิลลิเมตร (Whatman International Ltd, Maidstone, England)  
3.1.10 ชุดกรองสารตัวอยาง ชนิดเมมเบรน NYLON ความพรุน 0.2 ไมโครเมตร เสน-   
         ผานศูนยกลาง 13 มิลลิเมตร (Chrom Tech, Inc)   
3.1.11 ขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร (Agilent Technologies, CA., U.S.A.) 



 

 
 

3.1.12   หลอดหยด 
3.1.13   แทงแกวคน 
3.1.14   ชอนตักสาร 
3.1.15   ถุงมือยาง 
3.1.16   กระบอกฉีดยาพลาสติก ขนาด 3 มิลลิลิตร (Nipro Thailand Corporation,   
           Ayutthaya, Thailand) 
3.1.17   หลอดพลาสติกฝาเกลียวชนิด PP/PE ขนาด 15 มิลลิลิตร (Hycon Plastics   
           Inc.) สําหรับใชทําการสกัด 

3.2 สารเคมี 
3.2.1   สารละลายมาตรฐาน 

             - Tetracycline (TC) ≥ 95.0 % (Sigma-Aldeich Chemistry, Steinheim,   
                     Germany) 

                   - Oxytetracycline (OTC) ≥ 95.0 % (Sigma-Aldeich Chemistry, Steinheim,    
                     Germany) 

                   - Chlotetracycline (CTC) ≥ 80.0 % (Sigma-Aldeich Chemistry, Steinheim,   
                     Germany) 

                   - Gemfibrozil (GFZ) ≥ 80.0 % (Sigma-Aldeich Chemistry, Steinheim,                      
                     Germany) 

                   - Napoxin (NP) ≥ 80.0 % (Wako Pure Chemical Industries, Ltd, Japan) 
3.2.2   ตัวทําละลาย 
           - เมทานอล (HPLC solvent for analysis), Baker Analyzed, U.S.A. 
           - อะซิโตไนไตรล (HPLC solvent for analysis), Baker Analyzed, U.S.A. 
           - น้ําบริสุทธ (Milli-Q) ผานระบบการทําน้ําใหบริสุทธิ์ที่มีความตานทาน 18.2    
             MΩ.cm Milli-Q Gradient Millipak Express 40 Filter Unit, 0.22 µm, non-   

                sterile. 
3.2.3   Formic acid เขมขน (Formic acid analytical reagent grade), Fisher   
         Chemicals, Leicestershire UK. 
3.2.4   เกลือ  
           - Sodium Chloride (NaCl), Carlo Erba reagent, Italy. 
           - Sodium Sulfate (Na2SO4), KANTO chemical co., INC, Tokyo, Japan. 
           - Magnesium Sulphate anhydrous QP (MgSO4), Panreac Quimica   
             S.A.U. Barcelona, Spain. 



 

 
 

           - Ammonium Sulphate ((NH4)2SO4) Carlo Erba reagents, Italy. 
3.3 การเตรียมสารละลายเพื่อใชในการทดลอง 

 
3.3.1 สารละลายเฟสเคลื่อนที ่

  1) สารละลาย กรดฟอรมิก ความเขมขน 0.1% ในนํ้าบริสุทธ์ิ (พีเอช 2.5) 
ละลาย กรดฟอรมิก เขมขน ปริมาตร 1000 ไมโครลิตร ในนํ้าบริสุทธิ์ 1 ลิตร 

ปรับพีเอชดวยกระดาษ universal indicator ใหสารละลายมีพีเอชอยูในชวง 2-3 แลว
นําไปกรองดวยชุดเครื่องกรองเฟสเคลื่อนที่ผานแผนกรองเมมเบรนไนลอนขนาดเสน
ผานศูนยกลาง 47 มิลลิเมตร ความพรุน 0.45 ไมโครเมตร 

  2) อะซิโตไนไตรล 
 อะซิโตไนไตรลบริสุทธ 
 
3.3.2 สารละลายมาตรฐาน TC, OTC, NP, GFZ และ CTC 

1) สารละลายมาตรฐาน TC, OTC, NP, GFZ และ CTC ในเมทานอล 
ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร ชั่งสารมาตรฐาน TC, OTC, NP, GFZ และ CTC 
หนักประมาณ 5 มิลลิกรัม ละลายและปรับปริมาตรดวยเมทานอลในขวดกําหนด
ปริมาตร ใหมีปริมาตรรวมเปน 10 มิลลิลิตร 

2) สารละลายมาตรฐานผสม (Mix standard stock solution) ของสาร
กลุม tetracycline (TC, OTC และ CTC) NP และ GFZ ความเขมขน 100 มิลลิกรัม
ตอลิตรในเมทานอล 

ปเปตสารละลายมาตรฐาน TC, OTC, CTC, NP และ GFZ ความเขมขน 500 
มิลลิกรัมตอลิตร ปริมาตรสารละ 2 มิลลิลิตร ใสขวดแกว ใหมีปริมาตรรวมเปน 10 
มิลลิลิตร 

3) สารละลายมาตรฐานผสม (Mix standard stock solution) ของสาร
กลุม tetracycline (TC, OTC และ CTC) NP และ GFZ ความเขมขน 2 มิลลิกรัม
ตอลิตร ในอะซี-โตไนไตรล 

ปเปตสารละลายมาตรฐานผสมในขอ 2) ปริมาตร 40 ไมโครลิตร และใสขวด
กําหนดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยอะซีโตรไนไตรล 

 
 
 



 

 
 

4)  สารละลายมาตรฐานผสมของสาร 5 ชนิด (TC, OTC, CTC, NP และ 
GFZ) ที่ความเขมขนตางๆ ในตัวทําละลายอะซิโตไนไตรล 

เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมที่ความเขมขนตาง ๆ โดยการเจือจาง
สารละลายมาตรฐานผสมในขอ 2) และ 3) และปรับปริมาตรดวยตัวทําละลายอะซิโตไน
ไตรลให มีปริมาตรรวมเปน 1 มิลลิลิตร ใน vial ขนาด 2 มิลลิลิตร ซึ่งคํานวณจากสูตร 

 
C1V1 =C2V2 

          เม่ือ C1  คือความเขมขนของสารละลายมาตรฐานผสมระหวาง TC, OTC, CTC, NP    
                     และ GFZ (Mix standard stock solution) (โมล/ลิตร) 
                C2  คือความเขมขนของสารละลายมาตรฐานที่ตองการเตรียม (โมล/ลิตร) 
                V1  คือปริมาตรของสารละลายมาตรฐานผสมระหวาง TC, OTC, CTC, NP และ    
                     GFZ (Mix standard stock solution) (ลิตร) 
       V2  คือปริมาตรของสารละลายมาตรฐานที่ตองการเตรียม (ลิตร) 
  

3.3.3  สารละลายทีใ่ชในการสกัด 
  สารละลายผสมของสารทั้ง 5 ชนิดในน้ําบริสุทธิ ์

 ปเปตสารละลายผสมในขอ 4) ตามปริมาตรที่จะใหความเขมขนเริ่มตนตามที่
ตองการสกัด ใสลงในขวดกําหนดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยนํ้า
บริสุทธิ์ 

 

3.4 ข้ันตอนการทดลอง 

 ในงานวิจัยนี้ทําการศึกษาเกี่ยวกับการพัฒนาวิธีการเตรียมตัวอยางน้ํา เพ่ือวิเคราะหสาร

ทั้ง 5 ชนิด ไดแก Tetracycline, Oxytetracycline, Chlortetracycline, Naproxen และ

Gemfibrozil ซึ่งอาศัยแนวความคิดจากเทคนิค LLE และ salting-out assisted LLE มา

ประยุกตใช เปนวิธีการเตรียมสารตัวอยางแบบใหม และวิเคราะหรวมกับเทคนิค HPLC โดย

แบงแผนการศึกษาออกเปน 3 ขั้นตอนหลักคือ 

 1) หาภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหสารมาตรฐานทั้ง 5 ชนิดดวยเทคนิค HPLC 

 2) หาภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมตัวอยางน้ํา  

3) การตรวจสอบความใชไดของวิธีที่ไดพัฒนาขึ้น 

รายละเอียดของการทดลองเปนดังนี้คือ 



 

 
 

3.4.1 การหาภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค HPLC ในการวิเคราะหสารมาตรฐาน

ทั้ง  ชนิด 

  โดยเริ่มตนจากการใชภาวะของเครื่องมือดังนี้คือ 

   คอลัมน          :  Eclipse Plus C18 4.6 x 100 mm, 3.5 μm 

  เฟสเคลื่อนที่    :  A = 0.1% formic acid pH 2-3, B = อะซิโตไนไตรล 

  อัตราการไหล   :  0.8 มิลลิลิตรตอนาที 

  เครื่องตรวจวัด  :  ไดโอดแอเรย ที่ความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร 

  ปริมาตรการฉีด :  10 ไมโครลิตร 

และศึกษาตัวแปรการแยกคือ 

 
 1) ชนิดของเฟสเคลื่อนที่ โดยเลือกใช 

 1.1      A = น้ําบริสุทธิ์ (Milli-Q), B = เมทานอล 

 1.2     A = 0.1% formic acid pH 2-3, B = เมทานอล 

 1.3 A = 0.1% formic acid pH 2-3, B = อะซิโตไนไตรล 

 
 2) อัตราสวนที่เหมาะสมของสารละลายเฟสเคลื่อนที่ 

ทําการแปรเปลี่ยนอัตราสวนการผสม %B ที่ 10, 20 และ 30% ตามลําดับ         

ทําการเปรียบเทียบเวลาที่ใชในการแยก คาการแยก และคาการตอบสนองสัญญาณที่ดี

ที่สุดในการแยกสารละลายมาตรฐานทั้ง 5 ชนิด 

 
3) สรางกราฟเทียบมาตรฐาน (Calibration curve) และหาชวงความเปน

เสนตรงของการตรวจวัดสารทั้ง 5 ชนิด (Linearity) 

การสรางกราฟและหาชวงความเปนเสนตรงของการตรวจวัดสารทั้ง 5 ชนิด        

ที่มีความสัมพันธเชิงเสนจากการวิเคราะหที่ความเขมขนตางๆ นั่นคือ นําสารละลาย

มาตรฐานผสมมาทําการวิเคราะห อาศัยการละลายดวยตัวทําละลายคือ อะซิโตไนไตรล

ไดสารละลายมาตรฐานในกลุม Tetracycline มีความเขมขน 0.3, 0.5, 1, 2, 4, 8 และ 

10  มิลลิกรัมตอลิตร ผสมกับสารละลายมาตรฐาน Naproxen และ Gemfibrozil ความ

เขมขน 0.1, 0.3, 0.5, 1, 2, 4, 8 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตร ทําการทดลองหาชวงความ



 

 
 

เปนเสนตรง 3 ครั้ง โดยในแตละครั้ง มีการเตรียมสารละลายมาตรฐานใหมเสมอเพ่ือ

สามารถเลือกคาความเขมขนที่เหมาะสม ตรวจสอบไดแนนอนไปใชยืนยันความใชได

ของวิธีการเตรียมสารตัวอยาง  

 

 

 3.4.2 การหาภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมตัวอยางนํ้า 

1) ข้ันตอนในการเตรียมสารตัวอยาง 

   วิธีการเตรียมสารตัวอยาง มีการทดลองการสกัดตัวอยางทําดังนี้คือ 

  1.1 ทําโดยใชตัวอยางน้ําที่มีความเขมขนของสาร TC, OTC, 

NP, GFZ และ CTC เปน 0.25, 1, 4 มิลลิกรัมตอลิตร ปริมาตร 5 

มิลลิลิตร ใสในหลอดเซนตริฟวสพลาสติกขนาด 15 มิลลิลิตร 

  1.2 เติมตัวทําละลาย 0.5% กรดฟอรมิกในอะซิโตไนไตรล 

2.50 มิลลิลิตร ลงในหลอดเซนทริฟวส 

  1.3 เติมเกลือ Na2SO4 ปริมาณ 1.00 กรัม 

  1.4 เขยาดวยเครื่อง Vertex 5 นาที 

  1.5 ตั้งรอใหเกิดการแยกชั้น 

  1.6 แยกสารละลายชั้นอะซิโตไนไตรลออกมา 1.00 มิลลิลิตร 

โดยการดูดออกดวยไมโครปเปต 

  1.7 กรองสารละลายผานตัวกรองเมมเบรนไนลอนขนาดเสน

ผานศูนยกลาง 13 มิลลิเมตร ความพรุน 0.2 ไมโครเมตร บรรจุ

สารละลายที่ผานการกรองนี้ลงในขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร  

  1.8 นําไปตรวจวัดดวยเครื่อง HPLC 

 

 ตัวแปรที่ทําการศึกษาประสิทธิภาพของวิธีการสกัดนี้ ไดแก ชนิดและปริมาณของเกลือ

ที่ใชในการแยกชั้น เวลาในการเขยาในชวงเวลาการสกัด ชนิดและปริมาณของตัวทําละลายที่ทํา

ใหเกิดการแยกชั้น และความเปนกรด-เบสของน้ําตัวอยาง 

 

 



 

 
 

2) ชนิดของตัวทําละลาย 

ทําการทดลองตามขอ 1) แตปรับเปลี่ยนชนิดของตัวทําละลายในขอ 

1.2 เปน เมทานอล, อะซิโตไนไตรล ตามลําดับ โดยทําทั้งสิ้น 2 ชุดการทดลอง 

การทดลองละ 3 ซ้ํา 

3) ปริมาตรของตัวทําละลาย 

ทําการทดลองตามขอ 1) แตปรับเปลี่ยนปริมาตรของตัวทําละลายในขอ 

1.2 เปน 1.00, 1.50, 2.00 และ 2.50 มิลลิลิตร ตามลําดับ โดยทําทั้งสิ้น 4 ชุด

การทดลอง การทดลองละ 3 ซ้ํา 

4) ชนิดของเกลือ 

ทําการทดลองตามขอ 1) แตปรับเปลี่ยนชนิดเกลือ CaSO4, MgSO4, 

Na2SO4 และ (NH4)2SO4 ตามลําดับ โดยทําทั้งสิ้น 4 ชุดการทดลอง การ

ทดลองละ 3 ซ้ํา 

5) ปริมาณของเกลือ 

ทําการทดลองตามขอ 1) แตปรับเปลี่ยนปริมาณของเกลือ ในขอ 1.3 

เปน 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 กรัมตามลําดับโดยทําทั้งสิ้น 4 ชุดการทดลอง การ

ทดลองละ 3 ซ้ํา 

6) เวลาในการเขยาเพื่อสกัดสารที่ตองการวิเคราะหออกจากน้ําตัวอยาง  

ทําการทดลองตามขอ 1) แตปรับเปลี่ยนเวลาในการเขยาเพื่อสกัดสารที่

ตองการวิเคราะหออกจากน้ําตัวอยางในขอ 2) เปน 5, 10, 20, และ 30 นาที 

ตามลําดับโดยทําทั้งสิ้น 4 ชุดการทดลอง การทดลองละ 3 ซ้ํา 

7) ความเปนกรดของน้ําตัวอยาง 

ทําการทดลองตามขอ 1) - 6) แตปรับเปลี่ยนความเปนกรดของชั้น   

อะซีโตไนไตรลที่ตองการวิเคราะหเปน 0.1 %, 0.5 %, 1 % ของ กรดฟอร

มิกตามลําดับ โดยทําทั้งสิ้น 3 ชุดการทดลอง การทดลองละ 3 ซ้ํา 

 
 
 
 
 



 

 
 

3.4.3 การตรวจสอบความใชไดของวิธีวิเคราะห 

  
1) ชวงความเปนเสนตรงของวิธีการวิเคราะหเชิงปริมาณโดยการสราง

กราฟ 

1.1) เตรียมสารกลุม tetracycline ความเขมขน 0.3, 0.5, 1, 2, 4, 8 

และ 10 มิลลิกรัมตอลิตร สาร Naproxen และ Gemifibrozil ความเขมขน 0.1, 

0.3, 0.5, 1, 2, 4, 8 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตร ซึ่งเปนความเขมขนในชวงความ

เปนเสนตรงของการตรวจวัดสารทั้ง 5 ชนิด (linearity) และใชตัวทําละลายเปน

ตัวทําละลายที่ไดจากภาวะการสกัด โดยใชน้ําตัวอยางเปนนํ้าที่ไมมีสาร          

ที่ตองการสกัดอยู ทําการสกัดและฉีดซ้ํา 3 ครั้ง โดยในแตละครั้ง เตรียม

สารละลายมาตรฐานใหมเสมอ  

1.2) วิเคราะหดวย HPLC ตามขอ 3.4.1 

1.3) สรางกราฟมาตรฐานระหวางพื้นที่ใตพีกและความเขมขนของ

สารละลายมาตรฐานที่ได จากการสกัด 

 

  2) ความจําเพาะในการวเิคราะห (Selectivity) 

2.1) ศึกษาจากเวลารีเทนชั่นของสาร (retention time) ที่ไดจากการ

สกัดสารกลุม Tetracycline สาร Naproxen และสาร Gemifibrozil ความเขมขน 

0.3 มิลลิกรัมตอลิตร โดยใชน้ําตัวอยางเปนสารที่ตองการวิเคราะหในน้ําบริสุทธิ์ 

ในน้ําปราศจากไอออน และในน้ําประปา โดยใชสภาวะการสกัดตามที่ระบุใน

หนา 30 ทําการสกัดซ้ํา 3 ครั้ง โดยในแตละครั้ง ทําการสกัดและเตรียม

สารละลายมาตรฐานใหมเสมอ 

2.2) วิเคราะหดวย HPLC ตามขอ 3.4.1 

2.3) บันทึกคาเวลารีเทนชั่น (retention time) เพ่ือพิจารณาคา

ความจําเพาะในการวิเคราะห (selectivity) 

 

 

 



 

 
 

  3) ความแมนในการวิเคราะห (Accuracy) 

3.1) ศึกษาจากรอยละการไดคืนกลับของสาร (%recovery) ที่ไดจาก

การสกัดสารกลุม Tetracycline สาร Naproxen และสาร Gemifibrozil ความ

เขมขน 0.25, 1 และ 4 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ โดยสกัด 3 ชวงความ

เขมขน และใชสภาวะการสกัด ตามที่ระบุในหนา 30 ทําการสกัดซ้ํา 6 ครั้ง ทั้ง 

3 ชวงความเขมขน และทําซ้ํา 3 วัน โดยในแตละครั้ง ทําการสกัดและเตรียม

สารละลายมาตรฐานใหมเสมอ 

3.2) วิเคราะหดวย HPLC ตามขอ 3.4.1 

3.3) บันทึกคาพื้นที่ใตพีกคํานวณหารอยละการไดคืนกลับของสาร 

(%recovery) 

 

4) ความเที่ยงในการวิเคราะห (Precision) 

4.1) ศึกษาจากรอยละของสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) ที่

ไดจากการสกัดสารกลุม Tetracycline สาร Naproxen และ สาร Gemifibrozil 

ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ ใชสภาวะการสกัด ตามที่ระบุในขอ 

3.4.2 ทําการสกัดซ้ํา 6 ครั้ง และทําซ้ํา 3 วัน โดยในแตละครั้งทําการสกัดและ

เตรียมสารละลายมาตรฐานใหมเสมอ 

4.2) วิเคราะหดวย HPLC ตามขอ 3.4.1 

4.3) บันทึกคาพื้นที่ใตพีกคํานวณหาคารอยละสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สัมพัทธ (%RSD) 

 

5) ประสิทธิภาพในการเพิ่มความเขมขน (Preconcentration) 

5.1) ทําการสกัดสารกลุม Tetracycline สาร Naproxen และ สาร 

Gemifibrozil ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร ใชสภาวะการสกัด ตามที่ระบุใน

หนา 18 ทําการสกัดซ้ํา 10 ครั้ง โดยในแตละคร้ัง ทําการสกัดและเตรียม

สารละลายมาตรฐานใหมเสมอ 

5.2) วิเคราะหดวย HPLC ตามขอ 3.4.1 



 

 
 

5.3) บันทึกคาพื้นที่ใตพีก คํานวณคาประสิทธิภาพในการเพิ่มความ

เขมขน 

 

6) ขีดจํากัดต่ําสุดของวิธีการวิเคราะห (Limit of Detection, LOD) 

6.1) ทําการสกัดสารกลุม Tetracycline สาร Naproxen และสาร 

Gemifibrozil ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร ใชสภาวะการสกัด ตามที่ระบุใน

หนา 18 ทําการสกัดซ้ํา 10 ครั้ง โดยในแตละคร้ัง ทําการสกัดและเตรียม

สารละลายมาตรฐานใหมเสมอ 

  6.2) วิเคราะหดวย HPLC ตามขอ 3.4.1 

6.3) หาขีดจํากัดต่ําสุดของวิธีวิเคราะหโดยการหาความเขมขนของสาร

กลุม Tetracycline สาร Naproxen และ สาร Gemifibrozil ที่ทําให อัตราสวน 

signal ตอ noise เทากับ 3 

 

7) ขีดจํากัดต่ําสุดในการวิเคราะหเชิงปริมาณ (Limit of Quantitation, 

LOQ) 

7.1) ทําการสกัดสารกลุม Tetracycline สาร Naproxen และสาร 

Gemifibrozil ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร ใชสภาวะการสกัด ตามที่ระบุใน

หนา 18 ทําการสกัดซ้ํา 10 ครั้ง โดยในแตละคร้ัง ทําการสกัดและเตรียม

สารละลายมาตรฐานใหมเสมอ 

7.2) วิเคราะหดวย HPLC ตามขอ 3.4.1 

7.3) หาขีดจํากัดต่ําสุดของวิธีวิเคราะหโดยการหาความเขมขนของสาร

กลุม Tetracycline สาร Naproxen และ สาร Gemifibrozil ที่ทําให อัตราสวน 

signal ตอ noise เทากับ 10  

 

 



 

 

 

 

บทที่ 4 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

 

 

4.1 การหาสภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค HPLC ในการแยกสารมาตรฐาน Tetracycline,   

Oxytetracycline, Chlortetracycline, Naproxen และ Gemfibrozil 

 
4.1.1 เลือกชนิดของเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) ที่เหมาะสม 

การศึกษาหาชนิดของเฟสเคลื่อนที่ที่เหมาะสม โดยใชการทดลองเปนนํ้า และ  

เมทานอล พบวาสารกลุม Tetracycline ไมใหพีก จึงเห็นพีกของ Naproxin และ 

Gemfibrozil เพียง 2 พีกเทานั้น ทั้งน้ีเน่ืองจากเมื่อพิจารณาถึงคา pKa ของสาร(ดังที่ได

ใหขอมูลไวในตารางที่ 1-2) กลุม Tetracycline จะเห็นวามีคา pKa ประมาณ 3.3 ทําให

เม่ือเฟสเคลื่อนที่มีคา pH สูงกวา pKa ของสารกลุมดังกลาว สารกลุมน้ีจะเกิดการแตก

ตัวเปนไอออนและสามารถใหโปรตอนได นอกจากนั้นการที่สารกลุม Tetracycline มีคา 

Kow (Octanol-water distribution constant) ต่ํา (ดังที่ไดใหขอมูลไวในตารางที่1-2) นั่น

คือชอบละลายในน้ํามากกวาในสารละลายอินทรีย จึงเคลื่อนที่ออกมาพรอมกับเฟส

เคลื่อนที่ ที่มีอัตราสวนของน้ําสูงกวาเมทานอลไดเร็ว และออกจากคอลัมนไปกอนโดย

ไมเกิดอันตรกิริยากับเฟสคงที่ในคอลัมนทําใหไมปรากฏพีกของสารกลุมน้ีบนโครมาโท- 

แกรม ดังน้ันจึงตองเพ่ิมความเปนกรดใหกับเฟสเคลื่อนที่ เพ่ือทําใหไมเกิดการแตกตัว

เปนไอออนของสารกลุม Tetracycline ในการทดลองจึงเปลี่ยนเปน 0.1% ของกรดฟอร

มิก ในน้ํา และเมทานอล ผลการทดลองที่ไดคือ มีพีกที่ปรากฏบนโครมาโทแกรม 4 พีก 

ซึ่งมี 1 พีก ที่มีลักษณะเกิดการแยกของพีก จึงคาดวานามีการรวมตัวกันของพีก 

Tetracycline และ Oxytetracycline ทั้งน้ีเนื่องจากวาสภาพความมีขั้วของสารทั้งสอง

ใกลเคียงกันมาก จึงออกมาในเวลาใกลเคียงกัน จากการที่สารสองชนิดนี้มีสภาพขั้ว

ใกลเคียงกันและไมสามารถแยกพีกทั้งสองออกจากกันได จึงไดทําการเปลี่ยนเฟส

เคลื่อนที่จาก 0.1% ของกรดฟอรมิกในน้ํา และเมทานอล ไปเปน 0.1% ของกรดฟอรมิก



 

 
 

ในน้ําและอะซีโตไนไทรล เพ่ือทําการปรับเปลี่ยนสภาพขั้วใหมีความแตกตางกันมากขึ้น

ระหวางเฟสเคลื่อนที่ทั้งสอง ผลการทดลองคือสามารถแยกสารทั้ง 5 ชนิดออกจากกันไดและ

ปรากฏทั้ง 5 พีก บนโครมาโทแกรม ดังน้ันจึงเลือกใชเฟสเคลื่อนที่ คือ 0.1% ของกรดฟอรมิก 

ในน้ําและอะซีโตไนไทรล 

 

4.1.2 หาอัตราสวนที่เหมาะสมของเฟสเคลื่อนที ่
ศึกษาอัตราสวนที่เหมาะสมของเฟสเคลื่อนที่ 0.1% ของกรดฟอรมิกในน้ํา 

และอะซีโตไนไทรล เม่ือทดลองปรับ 0.1% ของกรดฟอรมิก ในน้ํา และอะซีโตไนไทรล 
ในอัตราสวนเริ่มตน 90:10 (%v/v) %B (อะซีโตไนไทรล) คงที่ที่ 0 ถึงนาทีที่ 1 = 10% 
นาทีที่ 1 ถึง นาทีที่ 4 %B = 100% จากนั้นใหคงไว จนกระทั่งนาทีที่ 10 พบวาพีกที่ได
ออกมาคอนขางชาและ 3 พีก แรกมีการรวมกัน ดังแสดงในรูปที่ 4-1 

 อัตราสวนเริ่มตน 80:20 (%v/v) %B (อะซีโตไนไทรล) คงที่ที่ 0 ถึงนาทีที่ 1 = 

20% นาทีที่ 1 ถึง นาทีที่ 4 %B = 100% จากนั้นใหคงไว จนกระทั่งนาทีที่ 10 พบวาพีก

ที่ไดสามารถแยกกันไดทั้ง 5 พีกและมีลักษณะพีกที่เหมาะสม ดังแสดงในรูปที่ 4-2 

  อัตราสวนเริ่มตน 70:30 (%v/v) %B (อะซีโตไนไทรล) คงที่ที่ 0 ถึงนาทีที่ 1 = 

30% นาทีที่ 1 ถึง นาทีที่ 4 %B = 100% จากนั้นใหคงไว จนกระทั่งนาทีที่ 10 พบวาพีก

ที่ไดออกมาเร็วเกินไปทําใหมีการรวมกันระหวางพีกของสารกับพีกของตัวทําละลาย         

ดังแสดงในรูปที่ 4-3 

   จากการทดลองทั้งหมดนี้จะพบวาอัตราสวนที่เหมาะสมที่สุดคือ 0.1% ของ            

กรดฟอรมิกในน้ํา และอะซีโตไนไทรล ในอัตราสวนเริ่มตน 80:20 (%v/v) %B คงที่ที่ 0 

ถึงนาทีที่ 1 (อะซีโตไนไทรล) = 20% นาทีที่ 1 ถึง นาทีที่ 4 %B = 100% จากนั้นให

คงไวจนกระทั่งนาทีที่ 10 พีกที่ไดมีการแยกกันอยางชัดเจนของสารทั้ง 5 ชนิด และมี

ลําดับการแยกดังน้ี Tetracycline, Oxytetracycline, Chlortetracycline, Naproxen และ 

Gemfibrozil ตามลําดับดังแสดงในรูปที่ 4-2 และใชเวลาในการวิเคราะหสารทั้ง 5 ชนิด 

เทากับ 10 นาที  

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4-1 โครมาโทแกรมของการแยกสารมาตรฐาน 5 ชนิดที่ใชเฟสเคลื่อนที่ในอัตราสวนเริ่มตน  

90:10 (%v/v) ของ 0.1% ของกรดฟอรมิกในน้ํา และอะซีโตไนไทรล  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4-2 โครมาโทแกรมของการแยกสารมาตรฐาน 5 ชนิดที่ใชเฟสเคลื่อนที่ในอัตราสวนเริ่มตน  

80:20 (%v/v) ของ 0.1% ของกรดฟอรมิกในน้ํา และอะซีโตไนไทรล 
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รูปที่ 4-3 โครมาโทแกรมของการแยกสารมาตรฐาน 5 ชนิดที่ใชเฟสเคลื่อนที่ในอัตราสวนเริ่มตน  

70:30 (%v/v) ของ 0.1% ของกรดฟอรมิกในน้ํา และอะซีโตไนไทรล 

 

 จากลําดับการแยกดังกลาวพิจารณาไดจากคา log Kow (ดังที่ไดใหขอมูลไวในตารางที่ 

1-2) จากขอมูลนี้สารที่มีคา log Kow ต่ํา จะเปนสารที่ชอบละลายในน้ํามากกวาในสารอินทรีย 

หรือเปนสารที่มีขั้วมาก ซึ่งสารกลุมน้ีจะเกิดอันตรกิริยากับเฟสคงที่ไดนอยกวา จึงเคลื่อนที่ออก

จากคอลัมนมาพรอมกับเฟสเคลื่อนที่ไดเร็วกวา สวนสารที่มีคา log Kow สูง หรือมีความเปนขั้ว

นอย ก็จะเกิดอันตรกิริยากับเฟสคงที่ในคอลัมนไดดี และเคลื่อนที่ออกจากคอลัมนชากวาในสวน

ของการทดลองนี้ จะแสดงคา log Kow ของสารทั้ง 5 ชนิด ในตารางที่ 1-2 โดยจะพบวาสารทั้ง 5 

ชนิดมีคา log Kow จากต่ําไปสูงคือ TC, OTC, CTC, NP และ GFZ ตามลําดับ ทั้งน้ีเน่ืองจากวา

สารที่มีคา log Kow ต่ํากวาแสดงวาชอบน้ํามากกวา มีขั้วมากกวา ทําใหออกจากคอลัมนไดเร็ว

กวาสวนสารที่ออกมาชากวาแสดงวามีความเปนขั้วที่นอยกวา  
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รูปที่ 4-4 โครมาโทแกรมของการแยกสารมาตรฐาน 5 ชนิดที่ใชเฟสเคลื่อนที่ในอัตราสวนเริ่มตน  

80:20 (%v/v) ของ 0.1% ของกรดฟอรมิกในน้ํา และอะซีโตไนไทรล 

 

 

4.1.3 สรางกราฟเทียบมาตรฐาน (calibration curve) และหาชวงความเปน

เสนตรง (linearity) ของการตรวจวัดสารทั้ง 5 ชนิด 

 

ทําการสรางกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานที่ความเขมขนตาง ๆ เพ่ือหาชวง

ความเปนเสนตรง พบวาสาร Tetracycline, Oxytetracycline และ Chlortetracycline มีคาความ

เปนเสนตรงอยูในชวง 0.30-10.00 มิลลิกรัมตอลิตร สวน Naproxen และ Gemfibrozil มีคา

ความเปนเสนตรงอยูในชวง 0.10-10.00 มิลลิกรัมตอลิตรโดยสารทั้ง 5 ชนิดมีคาสัมประสิทธิ์

สหสัมพันธ (r2) มากกวา 0.9900 ดังแสดงในรูปที่ 4-5 ถึง 4-9 
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รูปที่ 4-5 ความสัมพันธระหวางพื้นที่ใตกราฟของ Tetracycline กับความเขมขนที่ยังไมผานการ

สกัด (n=3) 

 

 
 

รูปที่ 4-6 ความสัมพันธระหวางพื้นที่ใตกราฟของ Oxytetracycline กับความเขมขนที่ยังไมผาน

การสกัด (n=3) 

y = 1.6768x + 0.8128
R² = 0.9904
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y = 1.5525x + 0.2801
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รูปที่ 4-7 ความสัมพันธระหวางพื้นที่ใตกราฟของ Chlortetracycline กับความเขมขนที่ยังไม

ผานการสกัด (n=3) 

 

 
 

รูปที่ 4-8 ความสัมพันธระหวางพื้นที่ใตกราฟของ Naproxen กับความเขมขนที่ยงัไมผานการ

สกัด (n=3) 

 

y = 4.5775x ‐ 0.9554
R² = 0.9904
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y = 13.897x ‐ 1.1688
R² = 0.9978
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รูปที่ 4-9 ความสัมพันธระหวางพื้นที่ใตกราฟของGemfibrozilกับความเขมขนที่ยงัไมผานการ

สกัด (n=3) 

 

 

4.1.4 ประเมินความสามารถของวิธีการวิเคราะหที่พัฒนาไดจากขอ 4.1.1 ถึงขอ

4.1.3 ในการแยกสารละลายมาตรฐานทั้ง 5 ชนิด 

ตารางที่ 4-1 แสดงสภาวะที่เหมาะสมที่ใชในการวิเคราะหสารแลว 

ตัวแปร ภาวะการทดลองที่ใช 
คอลัมน Eclipse C18 4.6 x 100 mm, 3.5 μm 
เฟสเคลื่อนที ่ 0.1% กรดฟอรมิกในน้ํา pH 2-3 : อะซิโตไนไตรล 
อัตราสวนเริ่มตน 80 : 20 
 นาทีที่ 1 คงที ่%B = 20% นาทีที่ 1 – 4 เพ่ิมจาก %B = 20% 

ไปถึง %B = 100% 
เวลาที่ใชในการแยก 10 นาท ี
อุณหภูมิคอลัมน 30 องศาเซลเซียส 
อัตราการไหล 0.8 มิลลิลติรตอนาท ี
เครื่องตรวจจับ Diode array ความยาวคลืน่ 275 นาโนเมตร 
ปริมาตรการฉดี 10 ไมโครลิตร 
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ผลการประเมนิความสามารถของวิธีการวเิคราะหสารละลายมาตรฐาน แสดงไดตังตารางที่ 4-2 

 

 ตารางที่ 4-2 แสดงคา retention time ของสารทั้ง 5 ชนิด ตามลําดับการแยก 

Compound 
retention time 

(min) RSD ของ tr 

Tetracycline  2.145 ± 0.008 0.363 

Oxytetracycline 2.621 ± 0.010 0.398 

Chlortetracycline 4.046 ± 0.006 0.136 

Naproxen 5.400 ± 0.004 0.075 

Gemfibrozil 6.259 ± 0.003 0.051 

 
 
4.2 การหาสภาวะที่เหมาะสมของการสกัดสารทั้ง 5 ชนิด โดยใชวิธี salting-out assisted 

liquid-liquid extraction 

 เม่ือไดสภาวะของเครื่องมือที่ เหมาะสมในการวิเคราะหสารทั้ง 5 ชนิดแลว จึง

ทําการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดสารดวยเทคนิคที่ไดประยุกตขึ้นใหม เพ่ือใหเปน

เทคนิคที่มีประสิทธิภาพ ในการเพิ่มความเขมขนของสาร และสามารถตรวจวิเคราะหสารความ

เขมขนต่ําที่ตกคางในน้ําตัวอยางได โดยสภาวะที่ทําการศึกษามีดังน้ี 

 

4.2.1 ชนิดของตัวทําละลายที่ใชสกัด 

 ในการศึกษานี้ตัวทําละลายที่ใชสกัดนั้นมี 2 ชนิดคือ เมทานอล และ อะซิโตไนไตรล 

จากการทดลองพบวาเม่ือใชเมทานอลเปนตัวทําละลายไมทําใหเกิดการแยกชั้นระหวางชั้นนํ้ากับ

ชั้นสารละลายอินทรียไมวาจะเพิ่มปริมาณเกลือขึ้นก็ตาม แตเม่ือทําการทดลองใชอะซิโตไนไตรล 

ที่มีขั้วนอยกวาเมทานอล เปนตัวทําละลายพบวาทําใหเกิดการแยกชั้นระหวางชั้นน้ํากับ        

ชั้นสารละลายอินทรียทั้งนี้จึงเลือกใช อะซิโตไนไตรล เปนตัวทําละลายในการทดลองนี้ 

 



 

 
 

4.2.2 ชนิดของเกลือที่ใชในการสกัด 

 ในการศึกษานี้เกลือที่สนใจนํามาใชในการสกัดมี 4 ชนิด คือ Na2SO4 , MgSO4, CaSO4 

และ (NH4)2SO4 เน่ืองจากมีงานวิจัยกอนหนาไดมีการทดลองใชจึงไดนํามาใชในการศึกษานี้                    

ในการศึกษาเบื้องตนเปนการสังเกตการแยกชั้นระหวางชั้นน้ํากับชั้นสารละลายอินทรีย จากผล

การทดลองพบวา เกลือ CaSO4 ไมทําใหเกิดการแยกชั้นระหวางชั้นทั้งสอง แตวาเกลืออีก 3 

ชนิด คือ Na2SO4, MgSO4 และ (NH4)2SO4 ทําใหเกิดการแยกชั้นอยางชัดเจน ทั้งน้ีเน่ืองจาก 

CaSO4 มีคา Ksp ต่ําทําใหมีการละลายในน้ํานอยและสงผลทําใหคา Ionicity ของชั้นตัวทําละลาย

กับน้ํามีคาไมสูงพอที่จะทําใหเกิดการแยกชั้น จากนั้นจึงไดมีการทดลองโดยฉีดเขาเครื่อง HPLC 

จะพบวา มีเกลือเพียงชนิดเดียวเทานั้นที่ใหพีกของสารครบทั้ง 5 ชนิดคือ เกลือ Na2SO4 

เน่ืองจากวาเกลือ MgSO4 มีแนวโนมทําใหสารตัวอยางตกตะกอน และเกลือ (NH4)2SO4 จะเพ่ิม

การละลายของสารตัวอยางในชั้นนํ้า ทําใหสารตัวอยางสูญหายในชวงของการสกัด จึงเลือกเกลือ 

Na2SO4 ไปทําการศึกษาตอ ทั้งน้ีเกลือชนิดนี้มีขอดีคือ ราคาถูกกวาเกลือชนิดอ่ืน สามารถหาได

งาย และไมเปนพิษตอสิ่งแวดลอม 

 

 

 
 

รูปที่ 4-10 โครมาโทแกรมการแยกสารมาตรฐานผานการสกัดโดยใชเกลือของ Na2SO4  
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รูปที่ 4-11 โครมาโทแกรมการแยกสารมาตรฐานผานการสกัดโดยใชเกลือของ MgSO4  

 

 

 
      

รูปที่ 4-12 โครมาโทแกรมการแยกสารมาตรฐานผานการสกัดโดยใชเกลือของ (NH4)2SO4  
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4.2.3 ปริมาตรของตัวทําละลายที่ใชสกัด 

 ในการศึกษานี้จะศึกษาปริมาตรของตัวทําละลายที่ใชสกัด ซึ่งตัวทําละลายที่ใชคือ          

อะซีโตไนไตรล ปริมาตรของตัวทําละลายที่ใชในการสกัดมีความสําคัญมากตอการสกัด เพราะวา

ปริมาตรที่ใชจะสงผลตอความเขมขนของสารละลายที่ถูกสกัด ในทางทฤษฎียิ่งใชอัตราสวนของ

ตัวทําละลายอินทรียตอนํ้าตัวอยางมากเทาขึ้นความเขมขนของสารตัวอยางในตัวทําละลาย

อินทรียก็จะเพิ่มขึ้น ทําให sensitivity ที่ใชในการตรวจวัดดีขึ้นดวย แตปริมาตรของตัวทําละลาย

ที่ใชในการสกัดถามีปริมาตรนอยเกินไป อาจทําใหไมเกิดการแยกชั้นหรือไมสามารถพาสาร

ตัวอยางทั้งหมดขึ้นไปอยูในชั้นบนซ่ึงเปนชั้นของอะซีโตไนไตรลได ในการศึกษานี้ไดศึกษา

ปริมาตรของสารละลายที่ใชสกัดที่ 1.00, 1.50, 2.00 และ 2.50 มิลลิลิตร ผลการทดลองที่ไดคือ 

ที่ปริมาตร 1.00 มิลลิลิตร ไมทําใหเกิดการแยกชั้นระหวางชั้นนํ้าและชั้นตัวทําละลายอินทรีย จึง

พิจารณาปริมาตรของสารละลายที่ใชสกัดคือ 1.50, 2.00, 2.50 มิลลิลิตร เม่ือพิจารณากราฟ

ความสัมพันธระหวาง %recovery ของสารตัวอยางทั้ง 5 ชนิด กับปริมาตรของตัวทําละลาย     

ที่ใชสกัด ดังภาพที่แสดงพบวา ที่ปริมาตร 1.50 มิลลิลิตรให %recovery นอยที่สุด ทั้งน้ีเพราะ

ปริมาตรของสารละลายอินทรียที่ใชนั้นไมเพียงพอตอการพาสารตัวอยางทั้งหมดขึ้นมาอยู             

ในชั้นของตัวทําละลายที่ปริมาตร 2.50 มิลลิลิตร พบวาสารตัวอยางสวนใหญมี %recovery สูง

ที่สุด จึงเลือกใชปริมาตรตัวทําละลายที่ใชสกัดนี้ในการทําการสกัดตอไป 

 

 
รูปที่ 4-13 ความสัมพันธระหวาง %recovery ของสารตัวอยางทั้ง 5 ชนิด กับปริมาตร         

ของตัวทําละลาย 
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4.2.4 ปริมาณเกลือที่ใชในการสกัด 

 ในการศึกษานี้จะศึกษาปริมาณเกลือที่ใชในการสกัด ซึ่งเกลือที่ใชคือ Na2SO4 โดยที่

ปริมาณเกลือที่ใชในการสกัดจะสงผลตอการแยกชั้น ระหวางชั้นน้ําและชั้นตัวทําละลายอินทรีย 

ที่ละลายไดน้ําได และจะทําการศึกษาวาปริมาณเกลืออาจจะสงผลตอ %recovery ในการศึกษานี้

จะศึกษาปริมาณเกลือที่ 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 กรัม ผลการทดลองพบวาเกลือปริมาณ 0.5 กรัม 

ไมทําใหเกิดการแยกชั้นทั้งน้ีเปนเพราะเกลือไมสามารถดูดน้ําไดในปริมาณที่มากพอที่จะทําให

เกิดการแยกชั้น สวนปริมาณเกลือที่ 1.0, 1.5, 2.0 กรัม นั้นทําใหเกิดการแยกชั้น แตเน่ืองจากวา

การที่เพ่ิมปริมาณเกลือไมสงผลตอ %recovery ดังภาพที่แสดง ในการศึกษานี้จึงเลือกใช

ปริมาณเกลือที่ใชสกัด ที่ 1.0 กรัม 

 

 
 

รูปที่ 4-14 ความสัมพันธระหวาง %recovery ของสารตัวอยางทั้ง 5 ชนิด และปรมิาณเกลือ     

ที่ใชในการสกดั 

 

 

 

0
10

20
30

40
50

60

70
80

90
100

1.0 1.5 2.0

%
re

co
ve

ry

ปริมาณเกลือ (กรัม)

ความสัมพันธระหวาง %recovery และปริมาณเกลือที่ใช    
ในการสกัด

TC

OTC

CTC

NP

GFZ



 

 
 

4.2.5 เวลาที่ใชในการสกัด 

เวลาที่ใชในการสกัดสารตัวอยางจากชั้นน้ําไปยังชั้นตัวทําละลายหรือเวลาในการเขยา

ระหวางชั้นน้ํากับชั้นตัวทําละลายก็มีความสําคัญ เนื่องจากหากใชเวลาในการเขยาไมเพียงพอ 

จะทําใหสารตัวอยางไมขึ้นไปบนชั้นของตัวทําละลาย ทําใหสามารถสกัดสารตัวอยางไดนอยกวา

ที่มีอยูจริง หรือถาหากใชเวลาในการเขยามากเกินไปอาจทําใหเกิดการสูญเสียสารตัวอยางได

โดยไมขึ้นไปอยูในชั้นตัวทําละลายอินทรีย การศึกษานี้จึงไดทําการศึกษาเวลาที่ใชในการสกัด

เปน  5, 10, 20 และ 30 นาที ตามลําดับ ผลการทดลองพบวา หากใชเวลาชะสาร 5 นาที จะให

คา %recovery สูงกวาที่เวลา 10 นาที เนื่องจากสารตัวอยางจะสามารถขึ้นไปอยูในชั้นตัวทํา

ละลายไดมากที่สุด เพราะถูกรบกวนนอยกวาที่เวลา 10 นาที จึงทําให %recovery ที่ไดในเวลา 

10 นาทีไดนอยลง ทั้งน้ีเปนเพราะอาจจะสูญเสียสารตัวอยางไปในการเขยา แตเม่ือเพ่ิมเวลาเปน 

20 และ 30 นาที พบวามี % recovery เพ่ิมขึ้นไดไมมากเทาที่เวลา 5 นาที ทั้งน้ีเปนเพราะเมื่อ

เพ่ิมเวลาในการเขยาสารตัวอยางในชั้นนํ้าและชั้นตัวทําละลายไดสัมผัสกันมากขึ้นมีเวลาที่จะทํา

ใหสารตัวอยางละลายในชั้นตัวทําละลายไดมากขึ้น และอยูในสมดุลของการละลายไดมากกวา 

ดังแสดงในรูปที่ 4-11 แตเน่ืองจากการทดลองจะเห็นไดวาที่เวลา 5 นาที จะให  %recovery         

สูงที่สุด เพราะเขาสูสมดุลเร็วที่สุดและประหยัดเวลาในการสกัดไดมากที่สุด ดังน้ันในการทดลอง

นี้จึงเลือกใชเวลาในการเขยาเพื่อสกัดที่เวลา 5 นาที 

 

 
รูปที่ 4-15 แสดงความสัมพันธระหวาง %recovery ของสารตัวอยางทั้ง 5 ชนิด                    

และเวลาในการสกัด 
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4.2.6 ปริมาณกรดในชั้นตัวทําละลาย 

 ในการศึกษานี้จะใชในการศึกษาการใสกรดลงไปในชั้นตัวทําละลายหรือ ชั้นอะซีโตไน-

ไตรล โดยกรดที่ใชคือ กรดฟอรมิก ในการศึกษานี้เปนการศึกษาเพื่อดูลักษณะของพีกที่ให         

เบสไลนเรียบที่สุดและรูปรางของพีกที่ดีที่สุด ในการทดลองคือการใส 0.05 % (v/v), 0.1 % 

(v/v), 0.5 % (v/v) และ 1 % (v/v) ของกรดฟอรมิกในชั้นอะซีโตไนไตรล ผลการทดลองพบวา 

จะไมสงผลตอพีกของ Naproxin และ Gemfibrozil แตสงผลตออีก 3 ชนิดที่เหลือ ซึ่ง 0.05 % 

(v/v) และ 0.1 % ของกรดฟอรมิกในชั้นอะซีโตไนไตรล ทําใหเบสไลนของ Chlortetracycline 

ยกตัวขึ้น แตที่ 0.1 % ของกรดฟอรมิกในชั้นอะซีโตไนไตรลจะยกนอยกวา สวนที่ 1 % (v/v) 

ของกรดฟอรมิกในชั้นอะซีโตไนไตรลทําใหเบสไลนของ Tetracycline และ Oxytetracycline 

ยกขึ้น แตเบสไลนของ Chlortetracycline คอนขางเรียบที่สุด ดังน้ันจึงเลือกใช 0.5 % (v/v) ของ

กรดฟอรมิกในชั้นอะซีโตไนไตรล ที่จะทําใหเบสไลนของสารทั้ง 3 ชนิดมีเบสไลนที่เหมาะสม 

 

 

4.3 การตรวจสอบความใชไดของวิธีวิเคราะห (Method validation) 

 4.3.1 ชวงความเปนเสนตรง (linearity) ของวิธีการวิเคราะหเชิงปริมาณโดยการ

สรางกราฟเทียบมาตรฐาน (calibration curve) 

ชวงความเปนเสนตรงสามารถหาไดจากการสรางกราฟมาตรฐานระหวางความเขมขน

ของสารละลายมาตรฐานที่ระดับความเขมขนตาง ๆ โดยใชตัวทําละลายที่ผานการสกัดกับพ้ืนที่

ใตกราฟ กราฟที่ไดมีลักษณะเปนกราฟเสนตรง โดยกลุม Tetracycline มีชวงความเปนเสนตรง

อยูในชวง 0.3 – 10 มิลลิกรัมตอลิตร สาร Naproxen และ Gemfibrozil มีชวงความเปนเสนตรง

อยูในชวง 0.1 – 10 มิลลิกรัมตอลิตร และสารทั้ง 5 ชนิด มีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (r2) 

มากกวา 0.9900 ดังแสดงในรูปที่ 4-16 ถึง 4-20 

 



 

 
 

 
 

รูปที่ 4-16 ความสัมพันธระหวางพื้นที่ใตกราฟของ Tetracycline กับความเขมขน                             

                            ที่ใชตัวทําละลายผานการสกัด (n=3) 

 

 
 

รูปที่ 4-17 ความสัมพันธระหวางพื้นที่ใตกราฟของ Oxytetracycline กับความเขมขน                        

                             ที่ใชตัวทําละลายผานการสกัด (n=3) 
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รูปที่ 4-18 ความสัมพันธระหวางพื้นที่ใตกราฟของ Chlortetracycline กับความเขมขน                  

                               ที่ใชตวัทําละลายผานการสกัด (n=3) 

 

 
 

รูปที่ 4-19 ความสัมพันธระหวางพื้นที่ใตกราฟของ Naproxen กับความเขมขน                          

                            ที่ใชตัวทําละลายผานการสกัด (n=3) 

 

y = 7.8671x ‐ 1.0807
R² = 0.9905
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รูปที่ 4-20 ความสัมพันธระหวางพื้นที่ใตกราฟของ Gemfibrozil กับความเขมขน              

                             ที่ใชตัวทําละลายผานการสกัด (n=3) 

 

 

4.3.2 ความจาํเพาะของสาร (selectivity) 

ความจําเพาะของสารระบุถึงวิธีที่ใชในการตรวจสอบวิธีในการวิเคราะหสามารถ

วิเคราะหเฉพาะสารที่ตองการวิเคราะหไดโดยที่ไมมีผลจากน้ําตัวอยางมารบกวน โดยพิจารณา

คาเวลารีเทนชั่นของสารตัวอยางแตละชนิด ซึ่งใชชนิดของน้ําตัวอยางที่แตกตางกันคือ น้ํา

บริสุทธิ์ (Milli-Q) น้ําปราศจากไอออน และน้ําประปา ผลที่ไดดังแสดงในตาราง 4-3 
 

ตารางที่ 4-3 แสดงความจําเพาะของสารที่น้ําตัวอยางแตกตางกัน 

สารตัวอยาง (n=3) 
tr ของสารในน้ําตัวอยาง 

น้ําบริสุทธิ์ (Milli-Q) น้ําปราศจากไอออน น้ําประปา 
TC 2.194 ± 0.008 2.178 ± 0.003 2.179 ± 0.009 

OTC 2.661 ± 0.011 2.651 ± 0.007 2.661 ± 0.002 
CTC 4.046 ± 0.006 4.046 ± 0.011 4.057 ± 0.010 
NP 5.400 ± 0.004 5.398 ± 0.020 5.396 ± 0.002 
GFZ 6.259 ± 0.003 6.269 ± 0.023 6.255 ± 0.002 

y = 5.4991x ‐ 2.573
R² = 0.9926
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4.3.3 ความแมนในการวิเคราะห (Accuracy) 
 

 ความแมนของการวิเคราะหจะระบุถึงความใกลเคียงของผลการวิเคราะหเม่ือเทียบกับ

คาจริง  หรือจากคาที่ยอมรับได ในการศึกษาความแมนจะพิจารณาจากคารอยละของการคืน

กลับ (%recovery) ของสารหลังผานการสกัดสารตัวอยางที่ความเขมขนของ Tetracycline, 

Oxytetracycline, Chlortetracycline, Naproxen และ Gemfibrozil ใน 3 ชวงความเขมขน คือ 1 

และ 4 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ โดยทําการสกัดซ้ํา 6 ครั้ง คาที่ไดจะคํานวณเปน %recovery 

ซึ่งจะใชในการบอกความแมนของวิธีการ สารกลุม Tetracycline จะใหคา %recovery อยูในชวง 

64.6-114.0% สาร Naproxen จะใหคา %recovery อยูในชวง 67.0-86.3% และสาร 

Gemfibrozil จะใหคา %recovery อยูในชวง 61.2-87.2 % ตามเกณฑ     ที่ AOAC กําหนดไว 

คือ 80.0%-110% จึงถือไดวาการสกัดสารกลุม PPCPs ทั้ง 5 ชนิด ดวยเทคนิคการเตรียม

ตัวอยางน้ําที่ไดประยุกตขึ้นใหมนี้ รวมกับการวิเคราะหดวยเทคนิค HPLC     มีความแมนสูง 

สามารถนําวิธีการนี้มาใชในการวิเคราะหปริมาณสารได ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 4-4 

 
ตารางที่ 4-4 แสดงความแมนในการวิเคราะห 

ความเขมขนของสารในน้ํา
ตัวอยาง 

สารตัวอยาง %Recovery(n=6) ชวงการ
ยอมรับ 
(AOAC)  วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 

1 ppm 1.      TC 75.1 86.7 75.0 

80.0-
110% 

2.      OTC 114 104 100 

3.      CTC 86.9 85.2 99.7 

4.      NP 67.0 74.4 67.0 

5.   GFZ 68.3 68.0 63.6 

4 ppm 1.      TC 72.2 88.8 64.6 

2.      OTC 95.7 112 81.8 

3.      CTC 70.5 60.4 70.0 

4.      NP 86.3 67.9 83.2 

5.      GFZ 87.2 61.2 83.7 

 



 

 
 

4.3.4 ความเที่ยงในการวเิคราะห (Precision)  

 
 การศึกษาความเที่ยงในการวิเคราะห เปนการศึกษาเพื่อตรวจดูความเที่ยงของเทคนิค

และเครื่องมือที่มีตอการตรวจวิเคราะหในแตละครั้งวาใหผลการวิเคราะหเทากันหรือใกลเคียงกัน

หรือไม เม่ือทําการทดลองหลายครั้ง แสดงถึงความนาเชื่อถือของวิธีการวิเคราะห การศึกษา

ความเที่ยงจะพิจารณาจากคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (Relative standard deviation, RSD) 

ของพ้ืนที่ ใต พีกของสารแตละชนิดหลังผานการสกัดสารตัวอยางที่ความเขมขนของ 

Tetracycline, Oxytetracycline, Chlortetracycline, Naproxen และ Gemfibrozil ในชวงความ

เขมขน คือ 1 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ โดยทําการสกัดซ้ํา 6 ครั้ง เปนเวลา 3 วัน ซึ่งเปนคาที่

ไมเกินคาความเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธที่ยอมรับได ดังน้ันจึงกลาวไดวาวิธีการวิเคราะหนี้มี

ความเที่ยงสูงสอดคลองกับขอกําหนดของ AOAC โดยในการคํานวณคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สัมพัทธที่ยอมรับไดจากสมการของ Horwitz ดังน้ี 

Limit of C %RSD = 0.66 × 2(1-0.5logC) 

เม่ือ C คือ ความเขมขนของสารโดยที่หนวยความเขมขนเปน mg/L (ppm) จะเทากับ 10-6 

 จากสมการดังกลาว จะไดคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธที่ยอมรับไดของการสกัด       

ในความเขมขนของสารในน้ําตัวอยางที่  1 ppm จะเทากับ 11 โดยผลของคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สัมพัทธแสดงไวในตารางที่ 4-5 ซึ่งไมเกินตามที่มาตรฐานกําหนด 

 โดยตองมีการใชหลักการทางสถิติ ANOVA:Single Factor ที่ความเชื่อม่ันที่ 95% ดัง

แสดงใน ตารางที่ ข-1 (ภาคผนวก ข.) คา RSD ระหวางวันของสารตัวอยางทั้งหมดแตกตางกัน

อยางมีนัยสําคัญ (P-value < 0.05) ดังน้ันจึงตองมีการคํานวณโดยใช สมการ 

 

SDinterday =   SD2
within + SD2

between 

 

SD2
between = 

between group MS – within group MS 

 

SD2
within = within group MS 

ซึ่งแสดงผลไวใน ตารางที่ ข-2 (ภาคผนวก ข.) 

 

n 



 

 
 

ตารางที่ 4-5 แสดงความเทีย่งในการวิเคราะห 

 

สารตัวอยาง 

%RSD สําหรับ  recovery 
(n=6) p-value 

(α=0.05) 

interday 
precision 

%RSD(n=6) 

ชวงการ
ยอมรับ 
(AOAC) 

interday 
วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 

1.      TC 9.3 8.1 4.3 0.0052 11 

11 
2.      OTC 5.7 7.5 1.3 0.0020 8.7 
3.      CTC 6.9 1.2 4.6 0.0001 9.8 
4.      NP 3.5 6.4 4.7 0.0033 7.7 
5.      GFZ 8.1 7.2 6.8 0.0001 15 
 

4.4.5 ประสิทธิภาพในการเพิ่มความเขมขน (preconcentration) 

 เทคนิคการเตรียมสารตัวอยางแบบใหมอาศัยแนวความคิดจาก SALLE คา

ประสิทธิภาพในการเพิ่มความเขมขนเปนตัวบงชี้ถึงความสามารถในการสกัดที่ภาวะตาง ๆ ใน

การเลือกความเขมขน 2 ชวงความเขมขน คือ 1 ppm และ 4 ppm พบวา ผลการทดลองที่ได

แสดงดังตารางที่ 4-6 

 

ตารางท่ี 4-6 คาประสิทธิภาพการเพิ่มความเขมขน (preconcentrate) ของสารทั้ง 5 ชนิดดวย

วิธีการเตรียมตัวอยางแบบใหม รวมกับการวิเคราะหดวยเทคนิค HPLC 

 

สารตัวอยาง 
Preconcentration (เทา) 

น้ําตัวอยาง 1 ppm น้ําตัวอยาง 4 ppm 

TC 1.7 1.8 

OTC 2.1 2.3 

CTC 1.7 1.2 

NP 1.5 1.4 

GFZ 1.4 1.2 

 



 

 
 

4.3.6 ขีดจํากัดต่ําสุดของวิธีการวิเคราะห (Limit of detection, LOD) 

 

 ขีดจํากัดต่ําสุดของการวิเคราะห คือคาความเขมขนที่ต่ําที่สุดที่ใหความสูงของสัญญาณ

เปน 3 เทาของสัญญาณรบกวน (Noise) ซึ่งผลการทดลองแสดงไวในตารางที่ 4-7 จะเห็นวาคา 

LOD ที่ไดมีคาต่ําโดยจะสามารถทําการวิเคราะหชวงความเขมขนที่ต่ํากวามิลลิกรัมตอลิตรได 

ซึ่งแสดงใหเห็นวาวิธีการนี้มีประสิทธิภาพในการทําการวิเคราะหและเหมาะที่จะทําการพัฒนา

ตอไป 

 

ตารางที่ 4-7 แสดงคา LOD และ LOQ 

 

สารตัวอยาง LOD (มิลลิกรมัตอลิตร) LOQ (มิลลิกรมัตอลิตร) 

TC 0.3 0.9 

OTC 0.3 1.0 

CTC 0.1 0.2 

NP 0.0 0.1 

GFZ 0.2 0.5 

 

 

4.3.7 ขีดจํากัดต่ําสุดในการวิเคราะหเชิงปริมาณ (Limit of Quantitation, LOQ) 

 

 ขีดจํากัดต่ําสุดในการวิเคราะหเชิงปริมาณ คํานวณไดจากความสูงของสัญญาณที่ไดรับ          

ตอสัญญาณรบกวน (S/N) เทากับ 10 ดังแสดงผลในตารางที่ 4-7 โดยคา LOQ ที่สามารถ

วิเคราะหไดอยูในระดับต่ํากวามิลลิกรัมตอลิตรได ซึ่งเปนคาความเขมขนต่ําสุดของสาร           

ที่สามารถบอกปริมาณไดอยางถูกตองและแมนยําเปนที่ยอมรับได 

 

 



 
 

 

บทที่ 5 
สรุปผลการทดลอง 

 
 
 จากการพัฒนาวิธีการเตรียมตัวอยางในการวิเคราะหสารกลุม PPCPs ซึ่งสารที่สนใจ                    
ในการศึกษานี้คือ สารกลุม Tetracycline (Tetracycline, Oxytetracycline, Chlortetracycline) 
สาร Naproxen และสาร Gemfibrozil โดยใชเทคนิค salting-out assisted liquid-liquid 
extraction เปนเทคนิคในการเตรียมสารตัวอยาง แลวจึงทําการวิเคราะหโดยเทคนิคโครมาโท-
กราฟของเหลวสมรรถนะสูง (high liquid performance chromatography; HPLC) โดยสามารถ
สรุปผลการทดลองไดดังน้ี 
 

5.1 ภาวะที่เหมาะสมในการแยกดวยเทคนิค HPLC  
แสดงดังตารางที่ 5-1 
 

ตารางที่ 5-1 ภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหสารกลุม Tetracycline, สาร Naproxen และ สาร         
                Gemfibrozil โดยเทคนิค HPLC 
 

ตัวแปร ภาวะการทดลองที่ใช 
คอลัมน Eclipse C18 4.6 x 100 mm, 3.5 μm 

เฟสเคลื่อนที ่ 0.1%  กรดฟอรมิก ในน้ํา pH 2-3 : อะซิโตไนไตรล 

อัตราสวนเริ่มตน 80 : 20 นาทีที่ 1 คงที่ %B = 20% นาทีที่ 1-4 เพิ่มจาก %B = 20% 
ไปถึง %B = 100% 

เวลาที่ใชในการแยก 10 นาที 

อุณหภูมิคอลัมน 30 องศาเซลเซยีส 

อัตราการไหล 0.8 มิลลิลิตรตอนาท ี

เครื่องตรวจจับ Diode array ความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร 

ปริมาตรการฉีด 10 ไมโครลิตร 

ลําดับการแยก 1. Tetracycline 
2. Oxytetracycline 
3. Chlortetracycline 
4. Naproxin 
5. Gemfibrozil 



 

 
 

5.2 ภาวะที่เหมาะสมในขั้นตอนการเตรียมสารตัวอยางแบบใหม 
แสดงดังตารางที่ 5-2 
 

ตารางที่ 5-2 ภาวะที่เหมาะสมในขั้นตอนการเตรียมสารตัวอยางแบบใหม 
 

ตัวแปรที่ศึกษา ภาวะที่เหมาะสม 
ชนิดของตัวทาํละลายที่ใชสกัด อะซิโตไนไตรล 

ชนิดของเกลือที่ใชสกัด Na2SO4 

ปริมาตรของตัวทําละลายที่ใชสกัด 2.50 มิลลิลติร 

ปริมาณเกลือที่ใชในการสกดั 1 กรัม 

เวลาที่ใชในการสกัด 5 นาท ี

ปริมาณกรดในตัวทําละลาย 0.5 % กรดฟอรมิกในตวัทําละลาย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

5.3 การตรวจสอบความใชไดของวิธี  
แสดงขอมูลสรุปดังตารางที่ 5-3 

ตารางที่ 5-3 การตรวจสอบความใชไดของวิธ ี

 

 

 

ตัวแปรการ
ตรวจสอบ 

คาที่ไดจากการทดลอง 

สารกลุม Tetracycline สาร Naproxen สาร Gemfibrozil 

ชวงความเปน
เสนตรงของ 

วิธีการวิเคราะห 
(Linearity) 

0.3-10.0            
มิลลิกรัมตอลติร 

0.1-10.0          
มิลลิกรัมตอลติร 

0.1-10.0          
มิลลิกรัมตอลติร 

คาสหสัมพันธ     
เชิงเสน (r2) 

มากกวา 0.99 (n=3) มากกวา 0.99 (n=3) มากกวา 0.99 (n=3) 

ความแมน        
ในการวิเคราะห 

(Accuracy) 

%recovery =         
65.0%-114% 

%recovery =       
67.0%-86.0% 

%recovery =       
61.0%-87.0 % 

ความเที่ยง       
ในการวิเคราะห 

(Precision) 
%RSD = 1.0-11 %RSD =  0.2-6.4 %RSD = 1.0-8.1 

ประสิทธิภาพ      
ในการเพิ่ม     
ความเขมขน 

(preconcentration) 

1.7-2.1 เทา 1.4-1.5 เทา 1.2-1.4 เทา 

ขีดจํากัดต่ําสุด   
ของวิธีการ

วิเคราะห (LOD) 

0.06-0.3            
มิลลิกรัมตอลติร 

0.04             
มิลลิกรัมตอลติร 

0.2             
มิลลิกรัมตอลติร 

ขีดจํากัดต่ําสุด    
ในการวิเคราะห 

เชิงปริมาณ (LOQ) 

0.2-1.0             
มิลลิกรัมตอลติร 

0.1             
มิลลิกรัมตอลติร 

0.5             
มิลลิกรัมตอลติร 



 

 
 

วิธีการเตรียมสารตัวอยางแบบใหมนี้อาศัยหลักการจากการใช Liquid-liquid extraction 

และหลักการ QuEChERS เปนเทคนิคที่งายในการเตรียมสารตัวอยาง ใชวิธีการเตรียม               

ที่ไมยุงยากใชสารเคมีในปริมาณนอย ไมจําเปนตองใชอุปกรณทางวิทยาศาสตรที่มีราคาแพง

และใชไดเพียงครั้งเดียว เชน ตัวดูดจับตาง ๆ ทําใหประหยัดคาใชจายในการทําการทดลองได 

และเน่ืองจากการทดลองนี้มีการใชตัวทําละลายอินทรียในปริมาณนอยจึงสงผลดีตอสิ่งแวดลอม 

รวมถึงผูทดลองอีกดวย จากขอดีของวิธีการเตรียมสารตัวอยางแบบไปดังที่กลาวไปขางตน จะ

เห็นไดวาเทคนิคนี้เปนอีกเทคนิคหนึ่งที่มีความนาสนใจ ควรมีการศึกษาตอไปอนาคต เพ่ือ

พัฒนาการเตรียมสารตัวอยางสารอื่น ๆ ใหมีความครอบคลุมกับสารทั้งหมดในกลุม PPCPs ได 

โดยหวังที่จะใหผลมีความนาเชื่อถือเม่ือเทียบกับวิธีการที่ไดรับการยอมรับจากทั่วโลก และเพื่อ

ทําให เปนอีกทางเลือกหน่ึงที่ จะสามารถนํามาใช ในการเตรียมสารตัวอยางไดอยาง                 

มีประสิทธิภาพ จนนําไปสูการวิเคราะหที่ไดรับการยอมรับในระดับสากล 
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ภาคผนวก 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

ภาคผนวก ก. 

ตารางที่ ก-1 ความสัมพันธระหวาง %recovery ของสารทั้ง 5 ชนิดหลังผานการสกัด กับ

ปริมาตรของ ตัวทําละลายที่ใช (มิลลิลิตร) 

Compounds 

ปริมาตรของตัวทําละลายที่ใช 
(มิลลิลติร) 

1.5 2.0 2.5 

TC 47 54 50 

OTC 62 68 75 

CTC 62 96 92 

NP 37 43 44 

GFZ 22 27 29 

 

ตารางที่ ก-2 ความสัมพันธระหวาง %recovery ของสารทั้ง 5 ชนิดหลังผานการสกัดกับชนิด

เกลือที่ใช 

Compounds เกลือ  Na2SO4 

TC 47 

OTC 62 

CTC 62 

NP 37 

GFZ 22 

 

 

 



 

 
 

ตารางที่ ก-3 ความสัมพันธระหวาง %recovery ของสารทั้ง 5 ชนิดหลังผานการสกัดกับ 

ปริมาณเกลือที่ใช (กรัม) 

Compounds 
ปริมาณเกลือที่ใช(กรัม) 

1.0 1.5 2.0 

TC 53 52 48 

OTC 134 130 108 

CTC 66 77 86 

NP 83 82 83 

GFZ 85 82 80 

 

ตารางที่ ก-4 ความสัมพันธระหวาง %recovery ของสารทั้ง 5 ชนิดหลังผานการสกัดกับเวลาที่

ใชในการสกัด (นาที) 

Compounds 
เวลาที่ใชในการสกัด (นาที) 

5 10 20 30 

TC 28 26 37 36 

OTC 47 38 48 52 

CTC 52 44 45 46 

NP 83 74 77 81 

GFZ 86 76 79 83 

 

 

 

 

 



 

 
 

ภาคผนวก ข. 

ตารางที่ ข-1 ANOVA สําหรับการวิเคราะหสารตัวอยาง 5 ชนิด 

ข-1.1 

Tetracycline 

SUMMARY 

Groups  Count  Sum  Average  Variance 
DAY1  6 450.8117 75.13528 48.494
DAY2  6 520.3898 86.73164 48.86672

DAY3  6 449.8579 74.97632 10.24391

78.94775

ANOVA 
Source of 
Variation  SS  df  MS  F  P‐value  F crit 

Between Groups  545.3769 2 272.6884 7.60251 0.005249  3.68232
Within Groups  538.0232 15 35.86821

Total  1083.4 17            

 

ข-1.2 
Oxytetracycline 

SUMMARY 

Groups  Count  Sum  Average  Variance 
DAY1  6 685.0549 114.1758 41.77006
DAY2  6 624.0472 104.0079 60.00344
DAY3  6 597.7295 99.62159 1.751679

105.9351

ANOVA 
Source of 
Variation  SS  df  MS  F  P‐value  F crit 

Between Groups  668.9042 2 334.4521 9.691907 0.001986  3.68232
Within Groups  517.6259 15 34.50839

Total  1186.53 17            

 



 

 
 

ข-1.3 

Chlortetracycline 

SUMMARY 

Groups  Count  Sum  Average  Variance 
DAY1  6 521.1258 86.85431 36.34854
DAY2  6 510.9864 85.1644 1.067589
DAY3  6 598.2919 99.71531 20.81071

90.57801

ANOVA 
Source of 
Variation  SS  df  MS  F  P‐value  F crit 

Between Groups  759.9802 2 379.9901 19.57809
6.58E‐

05  3.68232
Within Groups  291.1342 15 19.40895

Total  1051.114 17            

ข-1.4 

Naproxen 

SUMMARY 

Groups  Count  Sum  Average  Variance 
DAY1  6 402.0988 67.01647 5.60792
DAY2  6 446.1662 74.36103 22.60373

DAY3  6 401.9765 66.99608 9.751867

69.45786

ANOVA 
Source of 
Variation  SS  df  MS  F  P‐value  F crit 

Between Groups  216.3712 2 108.1856 8.549175 0.003327  3.68232
Within Groups  189.8176 15 12.65451

Total  406.1887 17            

 

 

 

 



 

 
 

ข-1.5 

Gemfibrozil 

SUMMARY 

Groups  Count  Sum  Average  Variance 
DAY1  6 409.9357 68.32261 30.82788
DAY2  6 407.9114 67.98524 23.87865
DAY3  6 321.6495 53.60825 13.27004

63.30537

ANOVA 
Source of 
Variation  SS  df  MS  F  P‐value  F crit 

Between Groups  846.6487 2 423.3243 18.68251
8.47E‐

05  3.68232
Within Groups  339.8828 15 22.65886

Total  1186.532 17            

 

 

 

ตารางที่ ข-2 สรุป ขอมูล ANOVA สําหรับการคํานวณ intraday RSD  

 

สารตัวอยาง 
within 
group 
MS 

between 
group 
MS 

SD2
between SDinterday 

Average 
recovery 

interday 
precision 
(%RSD) 

TC 35.9 272.7 39.47 8.7 78.9 11.0 
OTC 34.5 334.5 49.99 9.2 105.9 8.7 
CTC 19.4 380.0 60.10 8.9 90.6 9.8 
NP 12.7 108.2 15.92 5.3 69.5 7.7 
GFZ 22.7 423.3 66.78 9.5 63.3 14.9 

 

 

 



 

 
 

ประวัติผูวิจัย 
 

 นางสาว ศุภนาถ เห็นสวาง เกิดเมื่อวันที่ 26 เดือนมิถุนายน พ.ศ. 2535 ที่จังหวัด
กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาตอนปลาย สายสามัญ (แผนกวิทยาศาสตร-คณิตศาสตร) จาก
โรงเรียนพระมารดานิจจานุเคราะห เม่ือปการศึกษา 2552 และเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยา-
ศาสตรบัณฑิต ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เม่ือป 2553 ที่อยูที่
สามารถติดตอไดหลังจบการศึกษาปริญญาตรี 58/628 หมูบานแสงอรุณ หมูที่ 7 ซอย ราม
อินทรา 68 ถนนรามอินทรา แขวงคันนายาว เขตคันนายาว จังหวัดกรุงเทพมหานคร 10230  
 
นางสาว  วิสุทธิพร สุรสิทธิ์ เกิดเ ม่ือวันที่ 25 เดือนพฤษภาคม พ .ศ .  2534 ที่ จังหวัด
กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาตอนปลาย สายสามัญ (แผนกวิทยาศาสตร-คณิตศาสตร) จาก
โรงเรียนพระมารดานิจจานุเคราะห เม่ือปการศึกษา 2552 และเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยา-
ศาสตรบัณฑิต ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เม่ือป 2553 ที่อยูที่
สามารถติดตอไดหลังจบการศึกษาปริญญาตรี 49/111 หมูบานวังทอง ถ.เสรีไทย แขวงคลองกุม 
เขตบึงกุม จังหวัดกรุงเทพมหานคร 10240 
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