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บทคัดย่อ 

 งานวิจยันีไ้ด้ศกึษาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการหาปริมาณสารกลุม่ซลัโฟนาไมด์ด้วยโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสงู พบวา่ซลัฟาเมอราซีน, ซลัฟาคลอโรไพริดาซีน, ซลัฟิโซซาโซล, ซลัฟาไดเมธอกซีนและซลัฟาควินอกซาลีนถกู
แยกภายในเวลา 17 นาที และตรวจวดัด้วยไดโอดแอเรย์ที่ความยาวคลื่น 270 นาโนเมตร สารซลัโฟนาไมด์ถกูแยกด้วย
คอลมัน์ Hypersil gold C18 (4.6 mm x 150 mm), เฟสเคลือ่นท่ีประกอบด้วย 5.0 mM โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต
พีเอช 3.0 (A) และเมทานอล (B) โดยใช้สภาวะเกรเดียนดงันี ้0.0 – 5.0 นาที B 30%, 5.1 – 15.0 นาที B 55% และ 15.1 – 
17.0 นาที B 55% ตามล าดบั โดยใช้อตัราการไหลเท่ากบั 0.80 มิลลิลิตรต่อนาที ภายใต้สภาวะที่เหมาะสมของการ
วิเคราะห์ยากลุ่มซลัโฟนาไมด์ทัง้ 5 ชนิด พบว่าให้ค่าขีดจ ากดัการตรวจวดัและขีดจ ากดัการหาปริมาณอยู่ในช่วง 0.10-
0.35 และ 0.40-1.40 มิลลกิรัมตอ่ลติรตามล าดบั ช่วงความเป็นเส้นตรงอยู่ระหว่าง 0.40-20.00 มิลลิกรัมต่อลิตรซึ่งให้ค่า
สมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์มากกว่า 0.9970 ความเที่ยงของการวิเคราะห์ (n=6) มีค่าน้อยกว่า 4.10% และค่าร้อยละการ
กลบัคืนอยูใ่นช่วง 87.13-100.46%  
ค าส าคัญ :  ซลัโฟนาไมด์ / โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู  
 

Abstract 
The optimum condition for determination of sulfonamide group by high performance liquid 

chromatography was studied in this research. Sulfamerazine, sulfachloropyridazine, sulfisoxazole, 
sulfadimethoxine and sulfaquinoxaline were separated within 17 minute and detected at 270 nm by diode 
array detector. The sulfonamides were separated by Hypersil gold C18 column (4.6 mm x 150 mm). The mobile 
phase consists of 5.0 mM KH2PO4 pH 3.0 (A) and methanol (B). The gradient program was set for using 0.0 – 
5.0 min B 30%, 5.1 – 15.0 min B 55%, and 15.1 – 17.0 min B 55%, respectively with a flow rate of 0.80 
mL/min. Under the optimum conditions, the limit of detection and limit of quantification of 5 sulfonamides were 
0.10-0.35 and 0.40-1.40 mg/L, respectively. The linearity was in range of 0.40-20.00 mg/L and correlation 
coefficient more than 0.9970 were achieved. The precision (n=6) was less than 4.10% and %recovery was in 
range of 87.13-100.46%. 

 

Keywords : Sulfonamide / High Performance Liquid Chromatography                                     

*Corresponding author. E-mail : apinyan@buu.ac.th  

mailto:apinyan@buu.ac.th


349 
 

วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ฉบับพิเศษ  การประชุมวิชาการระดับชาติ วิทยาศาสตร์วิจัย ครัง้ที่ 6  วันที่ 20 – 21 มีนาคม พ.ศ. 2557 
 
 

1. บทน า 
 ซลัโฟนาไมด์เป็นยาต้านจลุชีพกลุม่ใหญ่ที่มีฤทธ์ิยบัยัง้การเจริญเติบโตหรือท าลายเชือ้จลุชีพที่ท าให้เกิดการติดเชือ้ในร่างกายมนษุย์ 

ปัจจบุนัมีการใช้ยากลุม่นีใ้นการรักษาสตัว์และผสมอาหารเพ่ือป้องกนัโรคและเร่งการเจริญเติบโต (Manzanares, Gracia & Campaña, 2014) 
ท าให้มีการตกค้างในอาหาร เม่ือผู้บริโภคได้รับสารกลุ่มนีบ้างรายเกิดอาการแพ้อย่างรุนแรงอาจถึงแก่ชีวิตและท าให้เกิดการดือ้ยาในผู้ ป่วย
โรคมะเร็ง (Galarini et al., 2014) ดงันัน้ทางกลุม่สหภาพยโุรป (EU) ได้มีประชมุในปี 2010 เพ่ือก าหนดปริมาณของสารเคมีที่ตกค้างในอาหาร  
(MRL)  ซึ่งสารกลุ่มซลัโฟนาไมด์ตกค้างในอาหารได้ไม่เกิน 100 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (Galarini et al., 2014; Won et al., 2011) ท าให้มี
ผู้สนใจหาปริมาณซลัโฟนาไมด์ด้วยเทคนิคต่าง ๆ เช่นยวูี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี (Nagaraja, Sunitha, Vasantha & Yathirajan, 2002) 
จ าเป็นต้องมีการเตรียมอนพุนัธ์ก่อนการวิเคราะห์, ระบบการไหลแบบอตัโนมตัิ (Catelani et al., 2014) ซึ่งต้องหาปฏิกิริยาที่เกิดขึน้อย่าง
รวดเร็วในการวิเคราะห์ โดยเทคนิคทัง้ 2 เทคนิคที่กลา่วมาแล้วนัน้ไมส่ามารถบอกได้วา่สารที่วิเคราะห์คือสารชนิดใด ดงันัน้จงึพฒันาเทคนิคที่มี
ความเฉพาะขึน้ เช่น เคมีเชิงไฟฟ้าบนระบบอิมมนู (Galarini et al., 2014; Conzuelo et al., 2013; Won, Chandra, Hee & Shim, 2013) ซึ่ง
เทคนิคนีมี้การใช้เอนไซม์ซึง่มีราคาแพงและอายกุารใช้งานต ่า, แก๊สโครมาโทกราฟี (Chiavarino, Crestoni, Marzio & Fornarini, 1998) ที่ต้อง
มีการท าอนพุนัธ์เพ่ือให้วิเคราะห์ด้วยเทคนิคนีไ้ด้ซึ่งขัน้ตอนการเตรียมอนพุนัธ์มีความยุ่งยาก จากข้อเสียของเทคนิคที่กล่าวมาแล้วนั น้ท าให้มี
การพฒันาเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูซึ่งเทคนิคนีส้ามารถวิเคราะห์สารหลายชนิดได้พร้อมกัน ไม่ต้องมีการเตรียมอนพุนัธ์ที่
ยุง่ยากแต่ก็ยงัมีข้อเสียคือระบบของเฟสเคลื่อนที่ที่ใช้มีความยุ่งยาก (Granja, Nino, Rabone & Salerno, 2008; Stoev & Michailova, 2000) 
มีการให้ความร้อนแก่คอลมัน์ที่ใช้ในการแยกสาร (Bernala et al., 2009) และร้อยละการกลบัคืนที่ได้ต ่าถึง 31.9% (Malintan & Mohd, 2006) 
ผู้วิจยัจงึได้พฒันาเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูโดยใช้ระบบของเฟสเคลื่อนที่ที่งา่ย ใช้อณุหภมิูห้องในการแยกสาร เพื่อง่ายและ
สะดวกอีกทัง้ประหยดัเวลาในการวิเคราะห์ โดยในงานวิจยันีไ้ด้ศกึษาสารกลุ่มซลัโฟนาไมด์ 5 ชนิดได้แก่ ซลัฟาเมอราซีน, ซลัฟาคลอโรไพริดา
ซีน, ซลัฟิโซซาโซล, ซลัฟาไดเมธอกซีนและซลัฟาควินอกซาลีน (ดงัรูปที่ 1) เน่ืองจากเป็นสารกลุ่มที่นิยมวิเคราะห์ในตวัอย่างเนือ้สตัว์และใน
ผลิตภณัฑ์นม ( Furusawa  Hanabusa, 2002; Chung et al., 2009; Lopes et al., 2012; Won et al., 2011) โดยศึกษาวิธีการหาปริมาณ
สารกลุม่ซลัโฟนาไมด์ในตวัอยา่งเนือ้ไก่ 
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รูปที่ 1 โครงสร้างของซลัฟาเมอราซีน (1), ซลัฟาคลอโรไพริดาซีน (2), ซลัฟิโซซาโซล (3), ซลัฟาไดเมธอกซีน (4) และซลัฟาควินอกซาลีน  
 
2. วิธีการ 
2.1 อุปกรณ์ เคร่ืองมือและสารเคมีที่ใช้ 
       วิเคราะห์สารกลุ่มซลัโฟนาไมด์ด้วยเคร่ือง HPLC รุ่น 1050 ที่มีโฟโตไดโอดแอร์เรย์รุ่น 1050 ของบริษัท Hewlett Packard ประเทศ
สหรัฐอเมริกา คอลมัน์ส าหรับแยกใช้ Hypersil Gold C18 (4.6 มม. X 150 มม.) ของบริษัท Thermo Electron ประเทศสหรัฐอเมริกา น า้ที่ใช้ใน
การทดลองคือน า้ปราศจากไอออนโดยใช้เคร่ืองท าน า้ปราศจากไอออนของบริษัท Branstead ประเทศสหรัฐอเมริกา ซลัฟาเมอริซีนและซลัฟา
คลอโรไพริดาซีนของบริษัท Fluka ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ ซลัฟิโซซาโซลของบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา ซลัฟาไดเมธอกซีน 
ของบริษัท TCI ประเทศญ่ีปุ่ น ซลัฟาควินอกซาลีนของบริษัท Supelco ประเทศสหรัฐอเมริกา โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตของบริษัท 
Carlo Erba ประเทศอิตาลี เมทานอลของบริษัท Burdick & Jackson ประเทศเกาหลีใต้ สารเคมีที่ใช้ทัง้หมดเป็นเกรดวิเคราะห์ 
 
 



350 
 

วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ฉบับพิเศษ  การประชุมวิชาการระดับชาติ วิทยาศาสตร์วิจัย ครัง้ที่ 6  วันที่ 20 – 21 มีนาคม พ.ศ. 2557 
 
 

2.2 วิธีการทดลอง 
       สารมาตรฐานและสารตวัอยา่งเตรียมในเมทานอลจากนัน้ฉีดสารผสมกลุม่ซลัโฟนาไมด์ทัง้ 5 ชนิด โดยแตล่ะชนิดเข้มข้น 5 มิลลิกรัม
ตอ่ลิตรไปยงัเคร่ือง HPLC และตรวจวดัด้วยไดโอดแอร์เรย์ โดยมีเฟสเคลื่อนที่ประกอบด้วยฟอสเฟตบฟัเฟอร์พีเอช 3.0 และเมทานอลที่อตัรา
การไหล 0.80 มิลลิลิตรต่อนาทีในการแยกและวิเคราะห์สารกลุ่มซัลโฟนาไมด์ ซึ่งสภาวะที่ศึกษาได้แก่ ความยาวคลื่นที่เหมาะสมในการ
วิเคราะห์, อตัราส่วนของเฟสเคลื่อนที่, พีเอช และความเข้มข้นของบฟัเฟอร์ที่ใช้เป็นส่วนประกอบของเฟสเคลื่อนที่ เม่ือได้สภาวะที่เหมาะสม
แล้วศึกษาความน่าเชื่อถือของวิธีการวิเคราะห์โดยการศึกษาขีดจ ากัดการตรวจวัด, ขีดจ ากัดการหาปริมาณ, ช่วงความเป็นเส้นตรง, กราฟ
มาตรฐาน, ความเที่ยงและความแมน่  
3. ผลและอภิปราย 
 การศกึษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์สารกลุ่มซลัโฟนาไมด์ด้วย HPLC และตรวจวดัด้วยไดโอดแอร์เรย์โดยจะพิจารณา
จากคา่การแยกและรูปร่างพีกเป็นหลกั โดยสภาวะที่เหมาะสมที่ท าการศกึษามีดงันี ้
3.1 ความยาวคล่ืนที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ 
 น าสารทัง้ 5 ชนิดมาวดัคา่การดดูกลืนแสงด้วยยวูี-วสิิเบลิสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ได้คา่ความยาวคลื่นที่สารดดูกลืนแสงสงูสดุอยูใ่นชว่ง 
266-269 นาโนเมตร หลงัจากนัน้น าความยาวคลื่นที่สารดดูกลืนแสงสงูสดุโดยการวิเคราะห์ด้วยยวูี -วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์มาประยกุต์          
ในการวิเคราะห์สารกลุม่ซลัโฟนาไมด์ด้วยเคร่ือง HPLC และตรวจวดัด้วยไดโอดแอร์เรย์ ผลการทดลองพบว่าที่ความยาวคลื่น 270 นาโนเมตร
ให้สภาพไวของการแยกสารทัง้ 5 ชนิดดีที่สดุซึ่งใกล้เคียงกับค่าความยาวคลื่นที่สารดูดกลืนแสงสูงสดุที่ได้จากเคร่ืองยวูี-วิสิเบิลสเปกโตร           
โฟโตมิเตอร์ เน่ืองจากการวิเคราะห์โดยใช้เคร่ืองมือตา่งชนิดกันและอิทธิพลของระบบเฟสเคลื่อนที่ที่ใช้ ท าให้ความยาวคลื่นที่สารดดูกลืนแสง
สูงสุดที่ได้ไม่เท่ากัน แต่จากความยาวคลื่นที่สารดูดกลืนแสงสูงสุดจากเคร่ืองไดโอดแอร์เรย์ แตกต่างจากสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ไม่เกิน                     
5  นาโนเมตรซึ่งถือว่าไม่แตกต่างกัน ดังนัน้จึงตัง้ค่าความยาวคลื่นของไดโอดแอร์เรย์ที่ 270 นาโนเมตร ซึ่งสอดคล้องกับการทดลอง              
ของ Won et al., 2011 
3.2 อัตราส่วนของเฟสเคล่ือนที่ 
      จากการศึกษาอตัราส่วนของเฟสเคลื่อนที่ที่ประกอบด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์พีเอช 3.5 เข้นข้น 5.0 mM (A) และเมทานอล (B)             
โดยการวิเคราะห์เป็นแบบเกรเดียน 3 สภาวะดงัตารางที่ 1 ผลการทดลองพบว่าทัง้ 3 สภาวะให้รีเทนชั่นไทม์ของสารแต่ละชนิดไม่มีการ
เปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยส าคัญโดยมีล าดับการชะของสารดังนี ้ซัลฟาเมอราซีน ซัลฟาคลอโรไพริดาซีน ซัลฟิโซซาโซล ซัลฟาไดเมธอกซีน                 
และซลัฟาควินอกซาลีนตามล าดบั ดงันัน้จงึพิจารณาคา่การแยกของซลัฟาคลอโรไพริดาซีนกบัซลัฟิโซซาโซลและซลัฟาไดเมธอกซีนกับซลัฟาค
วินอกซาลีนพบว่าค่าที่ได้มีค่ามากกว่า 1 ซึ่งเป็นค่าการแยกที่ยอมรับได้ในการใช้หาปริมาณดังตารางที่ 2  จึงเลือกสภาวะที่ 2 เป็นสภาวะ          
ที่เหมาะสมเพราะให้เวลาการวิเคราะห์น้อยที่สดุซึง่ใช้เวลาในการวิเคราะห์ 17 นาที เม่ือเปรียบเทียบเวลาในการวิเคราะห์พบวา่วิธีการนีใ้ช้เวลา
ในการวิเคราะห์ที่น้อยเม่ือเทียบกับงานวิจยัอ่ืนที่ใช้เวลามากกว่า 30 นาที (Malintan  Mohd, 2006) ตวัอย่างโครมาโทแกรมการแยกสาร
ซลัโฟนาไมด์ 5 ชนิดแสดงดงัรูปที่ 2 
ตารางที่ 1 สภาวะเกรเดียนที่ใช้ในการศกึษาอตัราสว่นของเฟสเคลื่อนที่ 
สภาวะที่ 1 สภาวะที่ 2 สภาวะที่ 3 
เวลา (นาท)ี % เมทานอล เวลา % เมทานอล เวลา % เมทานอล 
0.0 – 5.0 30 0.0 – 5.0 30 0.0 – 10.0 30 
5.1 – 13.0 40 5.1 – 15.0 55 10.1 – 20.0 55 
13.1 – 18.0 50 15.1 – 17.0 55 20.1 – 22.0 55 
18.1 – 20.0 50 - - - - 

ตารางที่ 2 คา่การแยกของซลัฟาคลอโรไพริดาซีนกบัซลัฟิโซซาโซลและซลัฟาไดเมธอกซีนกบัซลัฟาควินอกซาลีน 

สภาวะที่ 
ค่าการแยก เวลาในการวิเคราะห์ 

(นาท)ี ซัลฟาคลอโรไพริดาซีนกับซัลฟิโซซาโซล ซัลฟาไดเมธอกซีนกับซัลฟาควินอกซาลีน 
1 1.047 1.304 20 
2 1.115 1.070 17 
3 1.185 1.102 22 
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รูปที่ 2 โครมาโทแกรมการแยกสารซลัโฟนาไมด์ 5 ชนิด ภายใต้สภาวะการแยกที่ 1, 2, และ 3 (สภาวะตามตารางที่ 1) โดยพีคที่ 1: ซลัฟา
เมอราซีน, 2: ซลัฟาคลอโรไพริดาซีน, 3: ซลัฟิโซซาโซล, 4: ซลัฟาไดเมธอกซีน และ 5: ซลัฟาควินอกซาลีน 
 
3.3 พีเอชของเฟสเคล่ือนที่ 
 ท าโดยเลือกสภาวะที่เหมาะสมในข้อ 3.2 แต่ใช้ฟอสเฟตบฟัเฟอร์พีเอช 2.5 – 4.0 เข้มข้น 5.0 mM ซึ่งเกณฑ์ที่ใช้ในการประกอบ            
การเลือกคือคา่การแยก, รูปร่างพีกและเวลาในการวิเคราะห์ ผลการทดลองพบว่าทกุพีเอชให้ค่าการแยก, รูปร่างพีกและเวลาในการวิเคราะห์        
ไม่มีความแตกต่างกัน ดังนัน้จึงพิจารณาจากพืน้ที่พีก พบว่าที่พีเอช 3.0 พืน้ที่พีกของสารมาตรฐานที่ได้มีค่ามากกว่าที่พีเอช อ่ืน ๆ                 
แสดงดงัตารางที่ 3 ดงันัน้จงึเลือกที่พีเอช 3.0 เป็นสภาวะที่เหมาะสมในการศกึษาพีเอชของเฟสเคลื่อนที่ 
 
ตารางที่ 3 พืน้ที่พีกของสารมาตรฐานกบัพีเอชที่ศกึษา 

พีเอช 
พืน้ที่พีก (mAU*min) 
ซัลฟาเมอราซีน ซัลฟาคลอโรไพริดาซีน ซัลฟิโซซาโซล  ซัลฟาควินอกซาลีน 

2.5 440.1 411.3 253.4 392.7 362.8 
3.0 580.2 439.9 359.8 480.0 449.8 
3.5 580.5 401.1 247.5 456.4 449.4 
4.0 399.8 403.2 203.8 294.5 254.2 

 
3.4 ความเข้มข้นของบัฟเฟอร์ในเฟสเคล่ือนที่ 
 ท าโดยเลือกสภาวะที่เหมาะสมในข้อ 3.3 แต่เปลี่ยนความเข้มข้นของฟอสเฟตบฟัเฟอร์พีเอช 3.0 เป็น 5.0 – 15.0 mM จากผล          
การทดลองพบวา่ที่ความเข้มข้น 5.0 mM คา่รีเทนชัน่ไทม์ของซลัฟิโซซาโซลมีค่าน้อยกวา่ที่ความเข้นข้นอ่ืน และเม่ือเทียบค่าการแยกของซลัฟา
คลอโรไพริดาซีนกบัซลัฟิโซซาโซลและซลัฟาไดเมธอกซีนกบัซลัฟาควินอกซาลีนพบว่าที่ความเข้มข้น 5.0 mM มีค่าการแยก 1.212 และ 1.048 
ตามล าดับ โดยที่ความเข้มข้นอ่ืนค่าการแยกที่บริเวณดังกล่าวน้อยกว่า 1.0 ดังนัน้จึงเลือกฟอสเฟตบฟัเฟอร์พีเอช 3.0 เข้มข้น 5.0 mM                
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เป็นสภาวะที่เหมาะสม ภายใต้สภาวะที่เหมาะสมสามารถแยกสารกลุ่มซลัโฟนาไมด์ทัง้ 5 ชนิดได้ภายในเวลา 17 นาที ซึ่งค่ารีเทนชัน่ไทม์             
ของสารกลุม่ซลัโฟนาไมด์ทัง้ 5 ชนิดแสดงในตารางที่ 4 
3.5 ขีดจ ากัดการตรวจวัดและขีดจ ากัดการหาปริมาณ  
 น าสภาวะที่เหมาะสมมาหาขีดจ ากัดการตรวจวัดและขีดจ ากัดการหาปริมาณของสารกลุ่มซลัโฟนาไมด์โดยพิจารณาจากความ
เข้มข้นที่ให้อัตราส่วนระหว่างสัญญาณของสารมาตรฐานและสัญญาณรบกวน (S/N) เท่ากับ 3 และ 10 ส าหรับขีดจ ากัดการตรวจวัด                  
และขีดจ ากัดการหาปริมาณตามล าดบั ผลที่ได้แสดงดงัตารางที่ 4 จากค่าขีดจ ากัดการตรวจวดัที่ได้มีค่ามากกว่ารายงานวิจยัอ่ืนเป็นเพราะ          
ในรายงานการวิจัยอ่ืนได้มีเทคนิคการเตรียมตัวอย่างและเพิ่มความเข้มข้นของตัวอย่างก่อนการวิเคราะห์ (Hela et al., 2003;                           
Tsai et al., 2010)  
ตารางที่ 4 คา่รีเทนชัน่ไทม์ ขีดจ ากดัการตรวจวดัและขีดจ ากดัการหาปริมาณของสารกลุม่ซลัโฟนาไมด์ทัง้ 5 ชนิด 

ชนิดสาร รีเทนช่ันไทม์ (นาท)ี 
ขี ด จ า กั ด ก า ร ต ร ว จ วั ด 
(มิลลิกรัมต่อลิตร)  

ขี ด จ า กั ด ก า รหาป ริม าณ 
(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ซลัฟาเมอราซีน 4.45 0.15 0.60 
ซลัฟาคลอโรไพริดาซีน 7.11 0.10 0.40 
ซลัฟิโซซาโซล 9.08 0.35 1.40 
ซลัฟาไดเมธอกซีน 13.65 0.20 0.80 
ซลัฟาควินอกซาลีน 14.66 0.30 1.20 
3.6 ช่วงความเป็นเส้นตรง 
 ศึกษาโดยหาความเข้มข้นที่ให้ความสมัพนัธ์เป็นเส้นตรงโดยศึกษาดงันี ้ซัลฟาเมอราซีน (0.60-20.00 มิลลิกรัมต่อลิตร), ซัลฟา           
คลอโรไพริดาซีน (0.40-20.00 มิลลิกรัมต่อลิตร), ซลัฟิโซซาโซล (1.40-20.00 มิลลิกรัมต่อลิตร), ซลัฟาไดเมธอกซีน (0.80-20.00 มิลลิกรัม              
ต่อลิตร) และซลัฟาควินอกซาลีน (1.20-20.00 มิลลิกรัมต่อลิตร) ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่คาดว่าจะพบในตัวอย่างจริง จากการทดลองพบว่า          
ชว่งความเป็นเส้นตรงมีคา่สมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์มากกวา่ 0.9970 แสดงวา่ให้ความสมัพนัธ์เป็นเส้นตรงที่ดีแสดงดงัตารางที่ 5  
ตารางที่ 5 ความเข้มข้นที่ศกึษาชว่งความเป็นเส้นตรง สมการเส้นตรงและคา่สมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์ (n=3) 

ชนิดสาร 
ความเข้มข้นที่ศึกษา 
(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

สมการเส้นตรง สัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ 

ซลัฟาเมอราซีน 0.60 – 20.00 y = 112.980x – 41.421 0.9976 
ซลัฟาคลอโรไพริดาซีน 0.40 – 20.00 y = 94.536x – 35.830 0.9982 
ซลัฟิโซซาโซล 1.40 – 20.00 y = 76.342x – 37.536 0.9986 
ซลัฟาไดเมธอกซีน 0.80 – 20.00 y = 112.420x – 21.204 0.9992 
ซลัฟาควินอกซาลีน 1.20 – 20.00 y = 82.615x – 22.343 0.9992 
3.7 กราฟมาตรฐาน 
  ท าเช่นเดียวกับการศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรงแต่ความเข้มข้นสุดท้ายที่ใช้คือ 15.00 มิลลิกรัมต่อลิตร จากการทดลองพบว่า              
สารมาตรฐานทัง้ 5 ชนิดให้ความสัมพันธ์เป็นเส้นตรงที่ดีโดยพิจารณาจากค่าสัมประสิทธ์สหสัมพันธ์ซึ่ง มีค่ามากกว่า 0.9937                             
แสดงดงัตารางที่ 6 

ตารางที่ 6 ความเข้มข้นที่ศกึษากราฟมาตรฐาน สมการเส้นตรงและคา่สมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์ (n=3) 

ชนิดสาร 
ความเข้มข้นที่ศึกษา 
(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

สมการเส้นตรง สัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ 

ซลัฟาเมอราซีน 0.60 – 15.00 y = 99.213x – 2.556 0.9981 
ซลัฟาคลอโรไพริดาซีน 0.40 – 15.00 y = 83.437x – 12.667 0.9976 
ซลัฟิโซซาโซล 1.40 – 15.00 y = 60.707x + 0.666 0.9939 
ซลัฟาไดเมธอกซีน 0.80 – 15.00 y = 98.980x – 0.870 0.9973 
ซลัฟาควินอกซาลีน 1.20 – 15.00 y = 69.324x – 8.900 0.9937 
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3.8 ความเที่ยงของการวิเคราะห์ 
 ศึกษาโดยการเลือกวิเคราะห์ 3 ความเข้มข้นได้แก่ความเข้มข้น 6.00, 9.00 และ 12.00 มิลลิกรัมต่อลิตร จากนัน้หาค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐานสมัพทัธ์ (%RSD) โดยการวิเคราะห์ซ า้ 6 ครัง้ ผลการทดลองพบว่าค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ของรีเทนชัน่ไทม์มีค่า 0.05-1.10% 
และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ของพืน้ที่พีกมีค่า 0.18-4.10% ซึ่งเป็นค่าที่ยอมรับได้ตามมาตรฐาน AOAC ซึ่งมีค่าไม่เกิน 7.3% (AOAC 
international, 1993) 
3.9 ความแม่นของการวิเคราะห์ 
 ศกึษาโดยน าสารมาตรฐานทัง้ 5 ชนิดที่ทราบความเข้มข้นที่แน่นอน จากนัน้เติมสารมาตรฐานที่ความเข้มข้น 3.00 มิลลิกรัมต่อลิตร
จากนัน้ค านวณหาค่าร้อยละการกลับคืน (%recovery) จากการทดลองพบว่าค่าร้อยละการกลับคืนที่ได้อยู่ในช่วง 87.13 ถึง 100.46%               
แสดงดังตารางที่ 7 ซึ่งค่าที่ยอมรับได้อยู่ในช่วง 80-110% (AOAC international, 1993) ตามมาตรฐาน AOAC ที่ความเข้มข้นระดับ             
มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
 
ตารางที่ 7 ร้อยละการกลบัคืนของสารกลุม่ซลัโฟนาไมด์ 5 ชนิดที่ความเข้มข้น 3.00 มิลลิกรัมตอ่ลิตร (n=3) 
ชนิดสาร ร้อยละการกลับคืน 

ซลัฟาเมอราซีน 95.25 ± 2.05 
ซลัฟาคลอโรไพริดาซีน 90.45 ± 1.09 
ซลัฟิโซซาโซล 89.05 ± 1.23 
ซลัฟาไดเมธอกซีน 100.46 ± 1.32 
ซลัฟาควินอกซาลีน 87.13 ± 0.28 
 
4. บทสรุป 
 สภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์สารกลุ่มซลัโฟนาไมด์ 5 ชนิด ได้แก่ ซลัฟาเมอราซีน, ซลัฟาคลอโรไพริดาซีน, ซลัฟิโซซาโซล, 
ซลัฟาไดเมธอกซีนและซลัฟาควินอกซาลีนด้วยโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูที่ตรวจวดัด้วยไดโอดแอร์เรย์ที่ 270 นาโนเมตร คอลมัน์ที่ใช้
ในการแยกคือ Hypersil Gold C18 (4.6 mm X 150 mm) ใช้สารผสมระหว่างฟอสเฟตบฟัเฟอร์พีเอช 3.0 เข้มข้น 5.0 mM (A) และเมทานอล 
(B) เป็นเฟสเคลื่อนที่ อตัราการไหล 0.80 มิลลิลิตรต่อนาที โดยใช้สภาวะเกรเดียนดงันี ้0.0 – 5.0 นาที B 30%, 5.1 – 15.0 นาที B 55% และ 
15.1 – 17.0 นาที B 55% ตามล าดบั ภายใต้สภาวะที่เหมาะสมขีดจ ากดัการตรวจวดัและขีดจ ากัดการหาปริมาณคือ 0.10 – 0.35 และ 0.40 – 
1.40 มิลลิกรัมต่อลิตรตามล าดับ ส าหรับช่วงความเป็นเส้นตรงมีค่าระหว่าง ขีดจ ากัดการหาปริมาณของสารแต่ละชนิดจนถึงความเข้มข้น 
20.00 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยค่าสมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์มีค่ามากกว่า 0.9970 ส าหรับค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (n=6) และค่าร้อยละการ
กลบัคืนที่ได้คือ 0.18 – 4.10% และ 87.13 – 100.46% ตามล าดบั 
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