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บทคัดย่อ 
นีโอมัยซินเป็นยาปฏิชีวนะกลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ที่นิยมใช้กันอย่างกว้างขวางในการรักษาโรคเต้านมอักเสบในโคนม เนื่องจาก
สามารถฆ่าได้ท้ังเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ ถ้ามนุษย์ได้รับในปริมาณสูงจะส่งผลเป็นพิษต่อไตและระบบประสาทหู 
ดังนั้นการตกค้างในปริมาณสูงของยาปฏิชีวนะนีโอมัยซินในน�้ำนมดิบจะส่งผลเสียต่อผู้บริโภค ด้วยเหตุนี้เทคนิคการตรวจวัด 
การตกค้างของยาปฏชิวีนะนโีอมยัซินในน�ำ้นมดบิทีม่คีวามว่องไวสูง มีความจ�ำเพาะและแมน่ย�ำในการตรวจวดัจึงมคีวามจ�ำเป็น
มากท่ีจะต้องพัฒนาเพื่อควบคุมปริมาณการตกค้างของนีโอมัยซินในน�้ำนมดิบให้ปลอดภัยต่อผู้บริโภค งานวิจัยครั้งนี้ได้พัฒนา 
เทคนิคอิมมูโนเซ็นเซอร์แบบแข่งขันเพื่อตรวจวัดการตกค้างของนีโอมัยซินในน�ำ้นมดิบ โดยท�ำการเช่ือมนีโอมัยซินเข้ากับ 
โบวีนซีรั่มอัลบูมิน (bovine serum albumin, BSA) แล้วน�ำไปบ่มในไมโครเพลตเพื่อเป็นตัวแข่งขันกับนีโอมัยซินในสารตัวอย่าง
ในการจับกับแอนติบอดี้นีโอมัยซินที่เชื่อมไบโอติน หลังจากนั้นการแข่งขันระหว่างนีโอมัยซินที่อยู่ในไมโครเพลทกับนีโอมัยซิน
ในตัวอย่างจะถูกตรวจวัดด้วยสีที่เกิดจากการเร่งของเอนไซม์ HRP-streptavidin (horseradish peroxidase (HRP)–labeled 
streptavidin) ท่ีอยู่ในไมโครเพลทกับสับสเตรท 3,3′,5,5′-tetramethylbenzidine (TMB) ในสภาวะมีไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  
ผลการศึกษาพบว่าเทคนิคที่พัฒนาขึ้นมานั้นมีประสิทธิภาพสูงในการตรวจวัดการตกค้างของปฏิชีวนะนีโอมัยซิน โดยมีปริมาณ
ต�่ำสุดที่วัดได้คือ 4 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร (4 ppb) มีช่วงความเป็นเส้นตรงตั้งแต่ 1 ถึง 50 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร (R2=0.9976)  
มค่ีาส่วนเบีย่งเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ (%RSD) เท่ากับ 3.7 มคีวามจ�ำเพาะเจาะจงต่อยาปฏชิวีนะนโีอมยัซนิสงู และมคีวามถกูต้อง  
(accuracy) ของการตรวจวดัการตกค้างของยาปฏชิวีนะนโีอมยัซนิในตวัอย่างน�ำ้นมดิบด้วยค่าเปอร์เซน็ต์การได้คืนท่ีอยูใ่นเกณฑ์
ยอมรับได้ (%Recovery; 85-111%) ดังนั้นเทคนิคอิมมูโนเซ็นเซอร์แบบแข่งขันท่ีพัฒนาในครั้งนี้จึงเป็นวิธีวิเคราะห์ที่สามารถ 
ใช้ตรวจสอบการตกค้างของนีโอมัยซินในน�ำ้นมดิบได้ในปริมาณต�ำ่ มีความว่องไวสูง แม่นย�ำ ใช้งานง่าย และมีศักยภาพที่จะ
พัฒนาเพื่อน�ำไปใช้ประเมินคุณภาพของน�้ำนมดิบเพื่อความปลอดภัยของผู้บริโภคได้

ค�ำส�ำคัญ:	 อิมมูโนเซ็นเซอร์แบบแข่งขัน, ยาปฏิชีวนะ, นีโอมัยซิน, น�้ำนมดิบ

Abstract 
Neomycin is a common broad-spectrum aminoglycoside antibiotic that inhibits the growth of both gram-negative and 
gram-positive bacteria. Overdose has the potential to cause ototoxicity as well as nephrotoxicity. Thus, the presence 
of neomycin in raw milk poses a possible health risk to consumers. Therefore, sensitive and selective methods are 
necessary to monitor and detect neomycin. A competitive immunosensor was designed to detect neomycin residues 
in raw milk. First, a microplate was coated with conjugated neomycin-bovine serum albumin and used as an analytical 
competitor. The competitive immunosensor was created by incubating free neomycin with anti-neomycin antibodies 
labelled with HRP-streptavidin. After the competitive reaction, captured HRP catalysed the oxidation of 3,3′,5,5′- 
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บทน�ำ
การตกค้างของยาปฏชิวีนะจดัเป็นการปนเป้ือนทีพ่บมากทีส่ดุ
ในน�ำ้นมและผลติภณัฑ์จากนม (Cháfer‑Pericás et al., 2010) 
โดยนโีอมยัซนิ (neomycin) เป็นยาปฏชิวีนะท่ีนยิมใช้มากท่ีสุด
ชนดิหนึง่ในการรกัษาโรคทางเดินอาหารในปศสัุตว์ท่ีเกิดจากการ
ติดเชื้อแบคทีเรีย เนื่องจากนีโอมัยซินเป็นยาปฏิชีวนะในกลุ่ม
อะมโินไกลโคไซด์ (aminoglycoside antibiotic) ท่ีสามารถออก
ฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได้ทั้งแกรมบวกและ
แกรมลบ (broad spectrum antibacterial activities) (Schwarz 
et al., 2016) ในปัจจบุนัพบว่านโีอมยัซนิมกีารใช้กันอย่างกว้าง
ขวางมากขึ้นเพื่อรักษาโรคล�ำไส้อักเสบ (Gastrointestinal in-
fection) ทั้งใน วัว แกะ แพะ หมู และสัตว์ปีก มากกว่านั้นมัน
ยังสามารถใช้ในการรักษาโรคเต้านมอักเสบ (Mastitis) ได้ผล
ดีอีกด้วย (van Duijkeren et al., 2019; Glinka et al., 2020; 
Jospe-Kaufman et al., 2020) อย่างไรก็ตามนีโอมัยซินที่ถูก
ใช้ในการรกัษาดังกล่าวจะมส่ีวนตกค้างในเนือ้เยือ่หรอืน�ำ้นมดิบ
ซึ่งพบว่า มีความเป็นพิษต่อระบบประสาทหู (Ototoxic) และ
ระบบการท�ำงานของไต (Nephrotoxic) ทั้งในสัตว์และมนุษย์
ที่เป็นผู้บริโภค ซึ่งเป็นส่วนกระตุ้นให้เกิดการแพ้อาหาร และ
อาการด้ือต่อยาปฏิชีวนะ (Rosenberg et al., 2020; Ogier 
et al., 2020; Liu et al., 2021) และยิ่งกว่านั้นการตกค้างของ
ยาปฏิชีวนะในน�้ำนมดิบยังส่งผลกระทบต่อกระบวนการหมัก
ของผลิตภัณฑ์จากนมอีกเช่นกัน (Arsand et al., 2016) ท�ำให้
หลายหน่วยงานที่เก่ียวข้องกับการคุ้มครองผู้บริโภคในกลุ่ม
ประเทศใหญ่ๆ ได้มีการก�ำหนดปริมาณสารพิษตกค้างสูงสุด 
(maximum residue limits; MRLs) ของนีโอมัยซินในน�้ำนม
ดิบ เช่น องค์การอาหารและยาสหรัฐ (FDA) ก�ำหนดไว้พบได้
ไม่เกิน 150 µg/kg (Luan et al., 2020) ในประเทศไทยพบว่า
ยงัไม่มกีารห้ามใช้หรอืก�ำหนดค่าปรมิาณสารพษิตกค้างสงูสดุ
ของนีโอมัยซินในน�้ำนมดิบ จึงมีโอกาสสูงท่ีจะพบการตกค้าง
ของนโีอมยัซนิในน�ำ้นมดิบจากเกษตรกรในประเทศไทย ดงันัน้ 
การพัฒนาวิธีตรวจสอบปริมาณสารตกค้างของนีโอมัยซิน 
ที่ถูกต้อง แม่นย�ำ และใช้งานง่าย จึงมีความจ�ำเป็นอย่างยิ่งต่อ

การพัฒนาคุณภาพของน�้ำนมดิบและผลิตภัณฑ์จากนมของ
เกษตรกรไทยเพื่อการส่งออกในอนาคต

	 วิธีทั่วไปที่ใช้ตรวจวิเคราะห์หาปริมาณสารตกค้างนี
โอมยัซนิในอาหารทีน่ยิมใช้ ได้แก่ การวเิคราะห์โดยใช้เทคนคิ
ทางสเปกโทรสโกปี (Tzanavaras et al., 2007) เทคนิคโครมา
โตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid  
Chromatography; HPLC) (Abualhasan et al., 2012; 
Ianni et al., 2018; Wang et al., 2018) เทคนิคลิควิดโครมา 
โทกราฟี-แมสสเปคโตรมเิตอร์ (Liquid Chromatography Mass 
Spectrometer, LC-MS) (Zu et al., 2018; Pandey et al., 
2020) เทคนิคทางเคมีไฟฟ้า (Electrochemical technique) 
(Giang & Huan, 2021; Li et al., 2022) และเทคนคิแคปปิลลารี  
อิเล็กโทรโฟรีซิส (capillary electrophoresis) (García-Cam-
paña et al., 2009) แต่พบว่าเทคนิคดังกล่าว มีข้อจ�ำกัดคือ  
มีขั้นเตรียมตัวอย่างที่ซับซ้อนเนื่องจากนีโอมัยซินเป็น
สารประกอบท่ีไม่มอีงค์ประกอบทางเคมท่ีีมใีห้สหีรอืเรอืงแสงได้  
(chromophores or fluorophores) การวิเคราะห์จึงต้องมีการ
ท�ำให้เกิดสารอนุพันธ์ก่อนหรือหลังการวิเคราะห์ (pre- or  
post-column derivatization) (Zhang et al., 2021) รวมถึง
เครื่องมือที่ใช้มีราคาสูง ผู้วิเคราะห์จะต้องมีความช�ำนาญ 
ในการใช้เครือ่งมอืเป็นอย่างดี และต้องส่งตวัอย่างไปวเิคราะห์
ในห้องปฏิบัติการเท่านั้น เพื่อพัฒนาวิธีตรวจวิเคราะห ์
สารตกค้างนีโอมัยซินที่มีความว่องไว ใช้งานง่าย และ
รวดเร็วในการตรวจวิเคราะห์ เทคนิคอิมมูโนเซ็นเซอร์  
(Immunosensor) จึงเป็นทางเลือกที่มีความเหมาะสมและมี
แนวโน้มสูงท่ีจะสามารถตรวจวัดสารตกค้างได้ในปริมาณต�่ำ  
(He et al., 2016; Zhang et al., 2020) เนื่องจากเทคนิค
ดังกล่าวอาศัยการจับกันระหว่าง แอนติเจน (Antigen) กับ 
แอนติบอด้ี (Antibody) ที่มีจ�ำความเพาะเจาะจงกันสูง (Li  
et al., 2022; Chen et al., 2007; Cheubong et al., 2023) 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งเทคนิคอิมมูโนเซ็นเซอร์แบบแข่งขัน  
(Competitive immunosensor) ซึ่งสามารถตรวจสอบสารที่มี
โมเลกุลเลก็ เช่น สารกลุม่ยาฆ่าแมลงหรอืยาปฏชิวีนะได้อย่าง

tetramethylbenzidine (TMB) in the presence of hydrogen peroxide (H
2
O

2
) to create colour responses. The proposed 

immunosensor had excellent analytical performance with a low detection limit of 4 ng/mL, a wide linear range from 1 
to 50 ng/mL (R2 = 0.9976), high precision with a %RSD of 3.7, and high selectivity in neomycin detection compared  
to six competitive antibiotics. The applicability of the sensor was evaluated by analysing neomycin in raw milk samples.  
Detection of neomycin in real samples demonstrated remarkable accuracy, with a recovery rate of 85–111%.  
The results showed that the proposed immunosensor can successfully detect neomycin in raw milk samples with 
excellent sensitivity and ease of use. Additionally, the proposed method has great potential for farmers to detect 
neomycin residues in raw milk. 

Keywords:	 Competitive immunosensor, antibiotic, neomycin, raw milk
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แม่นย�ำ รวดเรว็และมคีวามว่องไวสงูในการวเิคราะห์สารเหล่านี้ 
ในปริมาณต�่ำ (Merola et al., 2014; Jiang et al., 2018) 

	 ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมีจุดมุ ่งหมายที่จะพัฒนา 
วธิวีเิคราะห์ทีส่ามารถตรวจวดัสารตกค้างนโีอมยัซนิในน�ำ้นมดิบ  
ทีใ่ห้ผลการตรวจวดัทีถ่กูต้อง รวดเรว็ ว่องไวสงูและใช้งานง่าย 
โดยใช้เทคนิคอิมมูโนเซ็นเซอร์แบบแข่งขัน 

วัสดุอุปกรณ์และวิธีการศึกษา

1. สารเคมี 
	 สารเคมีส�ำคัญท่ีใช้ได้แก่ นีโอมัยซิน โพลีโคลนอล
แอนติบอดี้ (from rabbit, Catalog No.6615-0005, Bio-rad), 
นีโอมัยซินซัลเฟต, เจนตามัยซินซัลเฟต, สเตรปโตมัยซิน
ซัลเฟต, เพนนิซิลลินซัลเฟต, เตตระไซคลิน, แอมพิซิลลิน,  
อะมอ็กซลิลนิ, โบวนีเซรมัอลับมูนิ, 1-(3-ไดเมทธลิอะมโินโพรพลิ),  
3- เอทธิลคาร์โบดิเอ ไมด์ ไฮโดรคลอไรด์ (1-(3-Dimethyl 
aminopropyl), 3- ethylcarbodiimide hydrochloride, EDC), 
3,3’,5,5’- เตตระเมทิลเบนซิดีน(3,3’,5,5’-tetramethyl ben 
zidine,TMB), ฮอร์สแรดิส เปอร์ออกซิเดส สเตรปตาวิดีน
(Horseradish peroxidase-strepta vidin, HRP-Streptavidin), 
ไบโอติน (Biotin 3-sulfo- N-hydroxysuccinimide ester  
sodium salt, BAC-SulfoNHS) และไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 
(Hydrogen peroxide) จากบริษัท Sigma-Aldrich สารเคมี
ทั้งหมดที่ใช้ทดลองเป็นเกรดวิเคราะห์ (Analytical grade)

2. เครื่องมือและอุปกรณ์ 
	 เครือ่งมอืและอปุกรณ์ท่ีส�ำคญัได้แก่ เครือ่งยวู-ีวสิเิบลิ  
สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ รุ่น UV-P1 (UV-Visible Spectro  
photometer, MAPADA, CN), ไมโครเพลตสีขาว (Poly 
propylene microplate, Thermo Fisher) และ เครื่องวัด pH 
รุ่น Model UB-10 (Denver instrument, USA)

3. การเตรียมสารละลายมาตรฐานนีโอมัยซินที่เชื่อมต่อ
กับโบวีนเซรั่มอัลบูมีน
	 ท�ำการเชื่อมสารละลายมาตรฐานนีโอมัยซินกับ 
โบวีนเซรั่มอัลบูมินด้วยปฏิกิริยาคาโบดิเอไมด์ (Chen et al., 
2007) โดยท�ำการชั่งนีโอมัยซิน 50 มิลลิกรัมและ โบวีนเซรัม
อัลบูมิน 20 มิลลิกรัม ละลายด้วย 10 มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ พีเอช 6.5 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แล้วน�ำไปกวนให้เข้า
กันเป็นเวลา 1 ชั่วโมงที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นชั่งอีดีซี (EDC) 
20 มิลลิกรัม ละลายด้วย 10 มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์  
พเีอช 6.5 ปรมิาตร 1 มลิลลิติร แล้วเตมิลงไปในสารละลายข้าง
ต้นและกวนต่อไปอีก 1 ชั่วโมง น�ำสารละลายผสมท่ีได้ใส่ถุง 
ไดอะไลซิส (Mw cutoff : 10,000 Dalton) น�ำไปไดอะไลซิส
ใน 10 มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 6.5 ที่อุณหภูมิ 4  

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วันเพื่อน�ำเอานีโอมัยซินอิสระ 
ที่ไม่เชื่อมต่อกับโบวีนซีรั่มอัลบูมินออกจากสาระลาย แล้ว 
น�ำสารละลายที่ได้เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเพื่อน�ำไป
ใช้ต่อไป

4. การติดฉลากแอนติบอดีนีโอมัยซินด้วยไบโอติน
	 การติดฉลากแอนติบอด้ีนีโอมัยซินด้วยไบโอติน 
ท�ำได้โดยน�ำแอนติบอด้ีนีโอมัยซินท่ีผ่านการไดอะไลซิสใน 
10 มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 7.2 ท่ีอุณหภูมิ 4  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ความเข้มข้น 200 
ไมโครกรัมต่อลิตร ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมกับ 
ไบโอติน (BAC-SulfoNHS) ท่ีความเข้มข้น 40 ไมโครกรัม 
ต่อลิตร ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แล้วกวนให้เข้ากันเป็น 
เวลา 1 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นน�ำสารละลายผสม 
ไปไดอะไลซิสท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง หลังจากไดอะไลซิสแล้วจึงน�ำสารละลายไปผสมกับ 
1% โบวีนเซรั่มอัลบูมินท่ีละลายใน 10 มิลลิโมลาร์ฟอสเฟต
บฟัเฟอร์ พเีอช 7.4 ปรมิาตร 1000 ไมโครลติร สุดท้ายแล้วจะได้ 
สารละลายแอนติบอด้ีนีโอมัยซินที่ติดฉลากด้วยไบโอติน  
ความเข้มข้น 100 ไมโครกรมัต่อลติร และน�ำไปเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ 
-20 องศาเซลเซียสเพื่อไปใช้ในขั้นตอนต่อไป

5. เทคนิคอิมมูโนเซ็นเซอร์แบบแข่งขันส�ำหรับการตรวจ
วัดการตกค้างของยาปฏิชีวนะนีโอมัยซิน
	 การศกึษาครัง้นีเ้ป็นการพฒันาเทคนคิอมิมโูนเซน็เซอร์
แบบแข่งขนั (Competitive immunosensor) ท่ีสามารถวเิคราะห์
หาปริมาณของยาปฏิชีวนะนีโอมัยซิน โดยใช้แอนติบอด้ี 
นโีอมยัซนิทีจ่�ำเพาะกบันโีอมยัซนิซึง่เป็นแอนตเิจน เพือ่ตรวจวดั 
การตกค้างของนีโอมัยซินในน�้ำนมดิบ ดังแสดงไว้ใน Figure 
1 ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้ เริ่มด้วยท�ำการตรึงนีโอมัยซินที่เชื่อมด้วย 
โบวีนเซรั่ม อัลบูมินความเข้มข้น 1, 2, 5, 7 และ 10 มิลลิกรัม 
ต่อมิลลิลิตร ในไมโครเพลท โดยการบ่มด้วยสารละลาย
คาร์บอเนตบัฟเฟอร์ 0.1 โมลาร์ พีเอช 9.6 เป็นสารเชื่อม  
หลังจากบ่มเป็นเวลา 12 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
น�ำไมโครเพลตมาล้างซ�้ำ 3 ครั้งด้วยบัฟเฟอร์ส�ำหรับชะล้าง  
(1% โบวีนเซรั่มอัลบูมินใน 0.1โมลาร์ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 
7.4) จากนัน้ผสมแอนตบิอด้ีนโีอมยัซนิท่ีตดิฉลากด้วยไบโอตนิ
ความเข้มข้น 100 ไมโครกรมัต่อลติรกับนโีอมยัซนิท่ีทราบความ
เข้มข้นหรอืสารละลายตวัอย่างน�ำ้นมดิบในสดัส่วนปรมิาตร 1:1 
ในสารละลาย 10 มลิลโิมลาร์ ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พเีอช 6, 7, 7.4 
และ 8 แล้วบ่มลงในไมโครเพลตที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 20 40 และ 60 นาที หลังจากบ่มท�ำการล้างซ�้ำ  
3 ครั้ง ขั้นต่อไปท�ำการบ่มสเตร็ปตาวิดิน-เปอร์ออกซิเดส  
ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและท�ำการล้างไมโคร
เพลตซ�้ำ 3 ครั้ง จากนั้นเติม 3, 3’ 5,5’ เตตระเมทิลเบนซิดีน 
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(TMB) และไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H
2
O

2
) จะได้สารละลาย

สีฟ้า ขั้นตอนสุดท้ายเติมกรดซัลฟิวริกลงไป สารละลาย 
จะเปลี่ยนจากสีฟ้าเป็นสีเหลือง น�ำไปตรวจวัดสัญญาณท่ีได ้
ด้วยเครื่องยูวี-วิสิเบิล สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ ที่ความยาวคลื่น  
450 นาโนเมตร โดยสัญญาณค่าการดูดกลืนแสงที่ได้จะแปร
ผกผันกับปริมาณความเข้มข้นของสารนีโอมัยซินท่ีต้องการ
วิเคราะห์ 

ผลการทดลองและอภิปรายผล

1. สัญญาณที่ตอบสนองต่อการตรวจวัดนีโอมัยซิน  
ด้วยเทคนิคอิมมูโนเซ็นเซอร์แบบแข่งขัน
	 เทคนคิอมิมโูนเซน็เซอร์แบบแข่งขนัทีพ่ฒันาในครัง้นี้  
อาศัยการแข่งขันในการจับแอนติบอด้ีนีโอมัยซินระหว่าง  
นีโอมัยซินที่ถูกตรึงในไมโครเพลตกับนีโอมัยซินอิสระที่อยู่ใน 
สารละลายมาตรฐานหรือสารตัวอย่าง นีโอมัยซินที่ถูกตรึง 
ในไมโครเพลตนั้นจะต้องเชื่อมต่อกับโบวีนซีรั่มอัลบูมินเพื่อ
ที่จะสามารถตรึงในไมโครเพลตโดยสารละลายคาร์บอเนต
บฟัเฟอร์เป็นสารเชือ่มได้ เมือ่ท�ำการตรงึนโีอมยัซนิทีเ่ชือ่มต่อกับ 
โบวนีซรีัม่อลับมูนิเปรยีบเทยีบกับโบวนีซรีัม่อลับมูนิอย่างเดียว 
พบว่า หลุมที่ตรึงด้วยนีโอมัยซินที่เชื่อมกับโบวีนซีรั่มอัลบูมิน  
มีสัญญาณโดยสามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงได้ด้วยเครื่อง 
ยูวี-วิสิเบิล สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ ที่ความยาวคลื่น 450 นาโน
เมตร แต่ไม่พบสัญญาณในหลุมท่ีตรึงด้วยโบวีนซีรั่มอัลบูมิน
เพียงอย่างเดียว ดังแสดงใน Figure 2 จึงสามารถยืนยันความ
ส�ำเร็จในการเชื่อมนีโอมัยซินกับโบวีนซีรั่มอัลบูมิน ด้วย EDC 
ที่เป็นสาร amide coupling ที่สร้างพันธะเอไมด์ระหว่างกรด 
คาร์บอกซิลิกในโบวีนซีรั่มอัลบูมินกับนีโอมัยซินซึ่งเป็น 
ยาปฏิชีวนะชนิดอะมิโนไกลโคไซด์ซึ่งมีหมู่เอมีนในโครงสร้าง 

   
  

                   

ปรมิาตร 1 มลิลลิติร แล้วเติมลงไปในสารละลายขา้งต้น
และกวนต่อไปอกี 1 ชัว่โมง น าสารละลายผสมทีไ่ดใ้ส่ถุง
ไดอะไลซสิ (Mw cutoff : 10,000 Dalton) น าไปไดอะไล
ซิสใน 10 มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 6.5 ที่
อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนัเพื่อน าเอานี
โอมยัซินอิสระที่ไม่เชื่อมต่อกับโบวีนซีรัม่อลับูมินออก
จากสาระลาย แล้วน าสารละลายที่ได้เก็บที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซยีสเพื่อน าไปใชต้่อไป 
 
4. กำรติดฉลำกแอนติบอดีนีโอมยัซินด้วยไบโอติน 
การติดฉลากแอนติบอดี้นีโอมัยซินด้วยไบโอตินท าได้
โดยน าแอนตบิอดี้นีโอมยัซนิทีผ่่านการไดอะไลซสิใน 10                 
มิลลโิมลาร์ ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 7.2 ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ความเขม้ขน้ 200 
ไมโครกรมัต่อลติร ปรมิาตร 500 ไมโครลติร ผสมกบัไบ
โอติน (BAC-SulfoNHS) ที่ความเข้มขน้ 40 ไมโครกรมั
ต่อลติร ปรมิาตร 500 ไมโครลติร แล้วกวนใหเ้ขา้กนัเป็น
เวลา 1 ชัว่โมง ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง จากนัน้น าสารละลายผสม
ไปไดอะไลซสิทีอุ่ณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง  หลงัจากไดอะไลซสิแล้วจงึน าสารละลายไปผสม
กับ 1% โบวนีเซรัม่อลับูมินที่ละลายใน 10 มิลลิโมลาร์
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พเีอช 7.4 ปรมิาตร 1000 ไมโครลติร 
สุดท้ายแล้วจะได้สารละลายแอนติบอดี้นีโอมยัซินที่ติด
ฉลากดว้ยไบโอตนิ ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรมัต่อลติร 
และน าไปเกบ็ไวท้ีอุ่ณหภูม ิ-20 องศาเซลเซยีสเพื่อไปใช้
ในขัน้ตอนต่อไป 
 
5. เทคนิคอิมมูโนเซ็นเซอร์แบบแข่งขนัส ำหรบักำร
ตรวจวดักำรตกค้ำงของยำปฏิชีวนะนีโอมยัซิน 
การศกึษาครัง้นี้เป็นการพฒันาเทคนิคอิมมูโนเซ็นเซอร์
แบบแข่งขนั (Competitive immunosensor) ที่สามารถ
วเิคราะห์หาปรมิาณของยาปฏิชีวนะนีโอมยัซิน โดยใช้
แอนติบอดี้นีโอมัยซินที่จ าเพาะกับนีโอมัยซินซึ่งเป็น
แอนติเจน เพื่อตรวจวัดการตกค้างของนีโอมัยซินใน
น ้ านมดิบ ดังแสดงไว้ใน  Figure 1 ซึ่งมีข ัน้ตอนดังนี้       
เริ่มด้วยท าการตรึงนีโอมัยซินที่เชื่อมด้วยโบวีนเซรัม่           
อัลบูมินความเข้มข้น 1, 2, 5, 7 และ 10  มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ในไมโครเพลท โดยการบ่มด้วยสารละลาย
คารบ์อเนตบฟัเฟอร ์0.1 โมลาร ์พเีอช 9.6 เป็นสารเชื่อม 
หลังจากบ่มเป็นเวลา 12 ชัว่โมงที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส น าไมโครเพลตมาล้างซ ้า 3 ครัง้ดว้ยบฟัเฟอร์
ส าหรับชะล้าง (1% โบวีนเซรัม่อัลบูมินใน 0.1โมลาร์
ฟอสเฟตบัฟ เฟอร์ พี เอช  7.4) จากนั ้นผสมแอนติ
บอดีน้ีโอมยัซนิทีต่ดิฉลากดว้ยไบโอตนิความเขม้ขน้ 100 
ไมโครกรมัต่อลติรกบันีโอมยัซนิทีท่ราบความเขม้ขน้หรอื
สารละลายตวัอย่างน ้านมดิบในสดัส่วนปรมิาตร 1:1 ใน
สารละลาย 10 มลิลโิมลาร ์ฟอสเฟตบฟัเฟอร ์พเีอช 6, 7, 
7.4 และ 8 แลว้บ่มลงในไมโครเพลตทีอุ่ณหภูม ิ37 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา 10 20 40 และ 60 นาท ีหลงัจากบ่ม
ท าการล้างซ ้า 3 ครัง้ ขัน้ต่อไปท าการบ่มสเตรป็ตาวดินิ-
เปอร์ออกซิเดส ความเขม้ขน้ 5 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร
และท าการล้างไมโครเพลตซ ้า 3 ครัง้ จากนัน้เติม 3, 3’ 
5,5’ เตตระเมทิลเบนซิดีน (TMB) และไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ (H2O2) จะได้สารละลายสีฟ้า ขัน้ตอนสุดท้าย
เตมิกรดซลัฟิวรกิลงไป สารละลายจะเปลีย่นจากสฟ้ีาเป็น
สเีหลอืง น าไปตรวจวดัสญัญาณที่ได้ด้วยเครื่องยูวี-วิสิ
เบลิ สเปกโทรโฟโตมเิตอร์ ที่ความยาวคลื่น 450 นาโน
เมตร โดยสญัญาณค่าการดูดกลนืแสงที่ได้จะแปรผกผนั
กับปริมาณความเข้มข้นของสารนีโอมัยซินที่ต้องการ
วเิคราะห ์ 
 

 
 

Figure 1 Schematic illustration of the developed 
competitive immunosensor for detection of 

neomycin residues. 
 
6. กำรตรวจวดักำรตกค้ำงของนีโอมยัซินในตวัอยำ่ง
น ้ำนมดิบ 

   
  

                   

ท าการวิเคราะห์ตรวจหาปริมาณการตกค้างของยา
ปฏิชีวนะนีโอมัยซินในน ้านมดิบ โดยน าน ้านมดิบที่ได้
จากเกษตรกรที่เลี้ยงววันมบางแห่งในจงัหวดัสระบุรแีละ
ปทุมธานีมา 3 ตัวอย่าง จากนัน้น าไปสกัดเพื่อแยกชัน้
ไขมันและโปรตีนออกด้วยวิธีดังนี้  ตวงน ้ านมดิบ 10 
มลิลลิติร ใส่ลงไปในหลอดปัน่เหวีย่ง ขนาด 50 มลิลลิติร 
และเตมิเอทลิอะซิเตต 10 มลิลลิติรตามลงไป  น าไปสัน่
ด้วยเครื่องอัลตร้าโซนิกเป็นเวลา 30 นาที แล้วน าไป
เหวีย่ง เป็นเวลา 20 นาท ีทีค่วามเรว็รอบ 6000 รอบต่อ
วนิาท ีน าเฉพาะสารละลายส่วนทีใ่สมาตรวจวเิคราะห์หา
ปรมิาณยาปฏิชวีนะที่ตกค้างในน ้านมดบิทัง้ 3 ตวัอย่าง 
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ผลกำรทดลองและอภิปรำยผล 
1. สญัญำณท่ีตอบสนองต่อกำรตรวจวดันีโอมยัซิน 
ด้วยเทคนิคอิมมูโนเซน็เซอรแ์บบแข่งขนั 
เทคนิคอิมมูโนเซ็นเซอร์แบบแข่งขนัที่พัฒนาในครัง้นี้ 
อาศยัการแข่งขนัในการจบัแอนตบิอดีน้ีโอมยัซนิระหว่าง                
นีโอมยัซนิที่ถูกตรงึในไมโครเพลตกบันีโอมยัซนิอิสระที่
อยู่ในสารละลายมาตรฐานหรอืสารตวัอย่าง นีโอมยัซนิที่
ถูกตรงึในไมโครเพลตนัน้จะต้องเชื่อมต่อกับโบวนีซีรัม่
อัลบู มิน เพื่ อที่ จะสามารถตรึงในไมโครเพลตโดย
สารละลายคาร์บอเนตบฟัเฟอร์เป็นสารเชื่อมได้ เมื่อท า
การตรึงนีโอมัยซินที่ เชื่อมต่อกับโบวีนซีรัม่อัลบูมิน
เปรียบเทียบกับโบวีนซีรัม่อัลบูมินอย่างเดียว พบว่า 
หลุมทีต่รงึดว้ยนีโอมยัซนิทีเ่ชื่อมกบัโบวนีซรีัม่อลับูมนิ มี
สญัญาณโดยสามารถวดัค่าการดูดกลนืแสงได้ดว้ยเครื่อง
ยูว-ีวสิเิบลิ สเปกโทรโฟโตมเิตอร์ ที่ความยาวคลื่น 450 
นาโนเมตร แต่ไม่พบสญัญาณในหลุมที่ตรึงด้วยโบวีน
ซีรัม่อลับูมินเพียงอย่างเดียว ดังแสดงใน Figure 2 จึง
สามารถยนืยนัความส าเรจ็ในการเชื่อมนีโอมยัซินกบัโบ
วนีซรีัม่อลับูมนิ ดว้ย EDC ทีเ่ป็นสาร amide coupling ที่
สรา้งพนัธะเอไมด์ระหว่างกรดคาร์บอกซลิกิในโบวนีซรีัม่
อลับูมนิกบันีโอมยัซนิซึง่เป็นยาปฏชิวีนะชนิดอะมโินไกล
โคไซด์ซึง่มหีมู่เอมนีในโครงสรา้ง ส่วนการตดิฉลากไบโอ
ตินบนแอนติบอดี้นี โอมัยซินนั ้นอาศัยพันธะเอไมด์
ระหว่างหมู่N-hydroxysulfo succinimide (sulfo-NHS) 
esters ทีม่ไีบโอตนิกบัหมู่เอมนีชนิดปฐมภูมหิรอืทุตยิภูม ิ
(primary or secondary amines) ทีอ่ยู่ในแอนตบิอดี้นีโอ
มัยซิน โดยสามารถยืนยันการติดฉลากส าเร็จจาก
สัญญาณสีที่ เกิดขึ้น เมื่ อน าไปตรวจวัดสารละลาย
มาตรฐานนีโอมยัซินที่ความเข้มข้นต่างๆ ด้วยเทคนิค
อิมมูโนเซ็นเซอร์แบบแข่งขัน  ดังแสดงใน Figure 3 
พบว่าสญัญาณสีเหลืองที่เกิดขึ้นนัน้มีสีที่จางลงไปเมื่อ
ความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐานนีโอมยัซนิเพิม่ขึ้น 
ซึง่แสดงความสมัพนัธแ์บบแปรผกผนักนัระหว่างสเีหลอืง
กบัความเขม้ขน้ของนีโอมยัซนิ โดยสญัญาณทีล่ดลงเมื่อ
ปรมิาณของนีโอมยัซนิเพิม่ขึน้นัน้ หมายความว่านีโอมยั
ซนิอสิระในสารละลายมปีรมิาณมากจงึแย่งจบักบัแอนติ
บอดีน้ีโอมยัซนิท าใหเ้หลอืแอนตบิอดีน้ีโอมยัซนิน้อยลงที่
จะไปจบักบันีโอมยัซนิทีต่รงึบนไมโครเพลต ส่งผลท าให้
สญัญาณน้อยลง และท าให้ปรมิาณเอนไซม์สเตร็ปตาวิ
ดิน-เปอร์ออกซิเดส ส าหรับเร่งปฏิกิริยาน้อยลงด้วย 

Figure 1 Schematic illustration of the developed competitive 
immunosensor for detection of neomycin residues.
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Figure 2 The UV-visible spectra obtained from immobilized 
Neomycin+BSA conjugate (red curve) and BSA only (blue 

curve). (Inset; yellow-colored products).

Figure 3 Photographs of competitive immunosensor 
responses to different concentrations of neomycin by 

yellow-colored products.
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ส่วนการติดฉลากไบโอตินบนแอนติบอด้ีนีโอมัยซินนั้น 
อาศัยพันธะเอไมด์ระหว่างหมู่N-hydroxysulfo succinimide 
(sulfo-NHS) esters ท่ีมไีบโอตนิกบัหมูเ่อมนีชนดิปฐมภมูหิรอื
ทุติยภูมิ (primary or secondary amines) ที่อยู่ในแอนติบอดี้ 
นโีอมยัซนิ โดยสามารถยนืยนัการตดิฉลากส�ำเรจ็จากสญัญาณ
สีท่ีเกิดขึ้นเมื่อน�ำไปตรวจวัดสารละลายมาตรฐานนีโอมัยซิน 
ทีค่วามเข้มข้นต่างๆ ด้วยเทคนคิอมิมโูนเซน็เซอร์แบบแข่งขนั 
ดังแสดงใน Figure 3 พบว่าสัญญาณสีเหลืองที่เกิดขึ้นนั้นมี 
สีที่จางลงไปเมื่อความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน 
นีโอมัยซินเพิ่มขึ้น ซึ่งแสดงความสัมพันธ์แบบแปรผกผันกัน
ระหว่างสีเหลืองกับความเข้มข้นของนีโอมัยซิน โดยสัญญาณ 
ที่ลดลงเมื่อปริมาณของนีโอมัยซินเพิ่มขึ้นนั้น หมายความว่า 
นีโอมัยซินอิสระในสารละลายมีปริมาณมากจึงแย่งจับกับ
แอนตบิอดีน้ีโอมยัซินท�ำให้เหลอืแอนตบิอดีน้ีโอมยัซินนอ้ยลง 
ที่จะไปจับกับนีโอมัยซินที่ตรึงบนไมโครเพลต ส่งผลท�ำให้
สัญญาณน้อยลง และท�ำให้ปริมาณเอนไซม์สเตร็ปตาวิดิน-
เปอร์ออกซิเดส ส�ำหรับเร่งปฏิกิริยาน้อยลงด้วย นอกจากจะ
สามารถยืนยันการติดฉลากไบโอตินกับแอนติบอด้ีส�ำเร็จแล้ว 
ผลการศกึษานีย้งัสามารถตรวจวดัสญัญาณทีต่อบสนองต่อการ
ตรวจวัดนีโอมัยซินด้วยเทคนิคอิมมูโนเซ็นเซอร์แบบแข่งขัน 
ที่พัฒนาขึ้นในครั้งนี้ด้วย

2. สภาวะทีเ่หมาะสมส�ำหรบัตรวจวัดนโีอมัยซนิด้วยเทคนิ
คอิมมูโนเซ็นเซอร์แบบแข่งขัน
	 เพือ่ให้วธิวีเิคราะห์มคีวามว่องไวและมปีระสทิธภิาพ
สูงในการตรวจวัดนีโอมัยซิน จึงได้ท�ำการศึกษาหาสภาวะท่ี
เหมาะสมของวิธีวิเคราะห์โดยศึกษาปัจจัยดังนี้ คือ ความเข้ม
ข้นที่แตกต่างกันของนีโอมัยซินที่เชื่อมโบวีนเซรั่มอัลบูมิน  
(1 2 5 7 และ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ค่าพีเอชที่แตกต่างกัน
ของสารละลายบัฟเฟอร์ (6 7 7.4 และ 8) และเวลาที่แตกต่าง
กันในการจับกันของนีโอมัยซินกับแอนติบอดี้ (10 20 40 และ 
60 นาที) โดยท�ำการทดลองจ�ำนวน 3 ซ�้ำในทุกการทดลอง  
จากนัน้ใช้การวเิคราะห์ความแปรปรวนแบบทางเดียว (one-way  
ANOVA) เพือ่เลอืกสภาวะทีเ่หมาะสมท่ีสดุ ทีใ่ห้ค่าการดดูกลนื
แสงที่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p < 0.05)  
เมื่อเปรียบเทียบกับสภาวะอื่นๆ ในแต่ละปัจจัยที่ได้ศึกษา

	 การศึกษาความเข้มข้นที่เหมาะสมในการตรึง  
นีโอมัยซินที่เชื่อมโบวีนเซรั่มอัลบูมินในไมโครเพลตมีความ
จ�ำเป็นท่ีต้องควบคุมปริมาณความเข้มข้นให้เหมาะสม เพื่อ
ให้การตรวจวัดนีโอมัยซินมีประสิทธิภาพเนื่องจากนีโอมัยซิน 
ที่ตรึงในไมโครเพลตจะเป็นตัวจับกับแอนติบอด้ีนีโอมัยซิน 
แบบแข่งขันกับนีโอมัยซินอิสระในหลอดทดลอง ดังนั้นจึงได้
ท�ำการศึกษาท่ีความเข้มข้น 1 2 5 7 และ 10 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ดังแสดงใน Figure 4a ผลการศึกษาพบว่าค่าการ 

ดูดกลนืแสงมค่ีาเพิม่ขึน้ตามความเข้มข้นของนโีอมยัซนิท่ีเชือ่ม
โบวีนเซรั่มอัลบูมินที่ตรึงในไมโครเพลต และที่ความเข้มข้น 7 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรนั้นได้ผลค่าการดูดกลืนแสงที่มากท่ีสุด 
แม้ว่าเพิ่มความเข้มข้นสูงขึ้นอีกเป็น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ค่าการดูดกลนืแสงไม่ได้เพิม่ขึน้เนือ่งจาก พืน้ท่ีในไมโครเพลต 
มจี�ำกัด ถ้ามกีารตรงึสารเข้มข้นมากเกินไปอาจจะมกีารซ้อนทับ
หรอืการแย่งเกาะบนผวิไมโครเพลตจนท�ำให้ปรมิาณสารทีต่รงึ
ได้นั้นน้อยลงส่งผลต่อประสิทธิภาพในการจับของแอนติบอด้ี 
ลดลงเช่นกัน ดังนัน้จงึสามารถสรปุได้ว่า ความเข้มข้นท่ีเหมาะสม 
ส�ำหรบัการตรงึนโีอมยัซนิทีเ่ชือ่มโบวนีเซรัม่อลับมูนิในไมโครเพลต 
คือที่ 7 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร

   
  

                   

นอกจากจะสามารถยนืยนัการตดิฉลากไบโอตนิกบัแอนติ
บอดี้ส าเร็จแล้ว ผลการศึกษานี้ยังสามารถตรวจวัด
สัญญาณที่ตอบสนองต่อการตรวจวัดนีโอมัยซินด้วย
เทคนิคอมิมูโนเซน็เซอร์แบบแข่งขนัทีพ่ฒันาขึน้ในครัง้นี้
ดว้ย 
2. สภำวะท่ีเหมำะสมส ำหรบัตรวจวดันีโอมยัซินด้วย
เทคนิคอิมมูโนเซน็เซอรแ์บบแข่งขนั 
เพื่อใหว้ธิวีเิคราะหม์คีวามว่องไวและมปีระสทิธภิาพสงูใน
การตรวจวดันีโอมยัซิน จึงได้ท าการศกึษาหาสภาวะที่
เหมาะสมของวธิวีเิคราะหโ์ดยศกึษาปัจจยัดงันี้ คอื ความ
เข้มข้นที่แตกต่างกันของนีโอมยัซินที่เชื่อมโบวีนเซรัม่
อลับูมนิ (1  2  5  7  และ 10 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร) ค่าพี
เอชที่แตกต่างกนัของสารละลายบฟัเฟอร์ (6 7 7.4 และ 
8) และเวลาทีแ่ตกต่างกนัในการจบักนัของนีโอมยัซนิกบั
แอนตบิอดี้ (10 20 40 และ 60 นาท)ี โดยท าการทดลอง
จ านวน 3 ซ ้าในทุกการทดลอง จากนัน้ใช้การวเิคราะห์
ความแปรปรวนแบบทางเดยีว (one-way ANOVA) เพื่อ
เลอืกสภาวะทีเ่หมาะสมทีสุ่ด ที่ให้ค่าการดูดกลนืแสงที่มี
ความแตกต่างอย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิ(p < 0.05) เมื่อ
เปรยีบเทยีบกบัสภาวะอื่นๆ ในแต่ละปัจจยัทีไ่ดศ้กึษา 
 การศึกษาความเขม้ข้นที่เหมาะสมในการตรึง       
นีโอมัยซินที่เชื่อมโบวีนเซรัม่อลับูมินในไมโครเพลตมี
ความจ าเป็นที่ต้องควบคุมปริมาณความเข้มข้น ให้
เหมาะสม เพื่อใหก้ารตรวจวดันีโอมยัซินมปีระสทิธภิาพ
เน่ืองจากนีโอมยัซนิทีต่รงึในไมโครเพลตจะเป็นตวัจบักบั
แอนตบิอดี้นีโอมยัซนิแบบแข่งขนักบันีโอมยัซนิอสิระใน
หลอดทดลอง ดังนัน้จึงได้ท าการศึกษาที่ความเข้มข้น 
1  2  5  7  และ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ดังแสดงใน 
Figure 4a ผลการศึกษาพบว่าค่าการดูดกลืนแสงมีค่า
เพิ่มขึ้นตามความเข้มข้นของนีโอมัยซินที่เชื่อมโบวีน
เซรัม่อลับูมนิทีต่รงึในไมโครเพลต และที่ความเขม้ขน้ 7 
มลิลกิรมัต่อมลิลิลติรนัน้ได้ผลค่าการดูดกลืนแสงที่มาก
ที่สุด แม้ว่าเพิม่ความเขม้ขน้สูงขึ้นอีกเป็น 10 มลิลกิรมั
ต่อมิลลิลิตร ค่าการดูดกลืนแสงไม่ได้เพิ่มขึ้นเนื่องจาก 
พืน้ทีใ่นไมโครเพลตมจี ากดั ถ้ามกีารตรงึสารเขม้ขน้มาก
เกินไปอาจจะมีการซ้อนทบัหรอืการแย่งเกาะบนผิวไม
โครเพลตจนท าให้ปรมิาณสารที่ตรงึได้นัน้น้อยลงส่งผล
ต่อประสทิธภิาพในการจบัของแอนติบอดี้ลดลงเช่นกัน 
ดังนั ้นจึงสามารถสรุปได้ว่า ความเข้มข้นที่เหมาะสม

ส าหรบัการตรงึนีโอมยัซินที่เชื่อมโบวนีเซรัม่อลับูมินใน
ไมโครเพลตคอืที ่7 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร 
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Figure 4 Optimization of the experimental condition on  
the competitive immunosensor response for neomycin  

detection. (a) Optimization of the concentration of  
neomycin-BSA conjugate. (b) Optimization of the pH value. 

(c) Optimization of the binding time. The red-bar plots  
present the optimized conditions. Different letters above  

the bars indicate statistically significant difference at  
P<0.05 (one-way ANOVA, N = 3). The error bars were  

obtained from triplicate experiments.
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	 ค่าพีเอชของสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ท่ีใช้เป็น
ปัจจัยส�ำคัญอีกอย่างหนึ่งที่ได้ท�ำการศึกษาเพื่อหาสภาวะท่ี
เหมาะสมต่อการท�ำงานของเอนไซม์ในการเร่งปฏิกิริยาและ
การจับกันของแอนติเจนกับแอนติบอด้ี ดังแสดงใน Figure 
4b พบว่าเมือ่ค่าพเีอชของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์เปลีย่น
ไปจากพีเอช 6 ไปจนถึงพีเอช 8 สัญญาณที่ตอบสนองมีการ
เปลี่ยนแปลงโดยมีค่าดูดกลืนแสงมากขึ้นจนถึงที่ค่าพีเอช 7.4 
และมีค่าการดูดกลืนแสงลดลงเมื่อค่าพีเอชมากกว่า 7.4 ค่า 
การดูดกลนืแสงทีเ่ปลีย่นแปลงไปนัน้มคีวามสัมพนัธ์กับกิจกรรม
ของเอนไซม์ซึง่เป็นสารชวีโมเลกุลชนดิโปรตนีท่ีมคีวามว่องไว
ต่อสภาพความเป็นกรด-เบส ของสารละลาย เพราะฉะนั้นค่า 
พเีอชทีต่�ำ่หรอืสงูเกินไป จะส่งผลให้กจิกรรมของเอนไซม์ลดลง
จงึส่งผลต่อผลผลติท่ีได้ซึง่ใช้เป็นสญัญาณทีต่อบสนองต่อการ
ตรวจวัดนีโอมัยซินด้วยเทคนิคอิมมูโนเซ็นเซอร์แบบแข่งขัน 
ในครั้งนี้ ดังนั้นพีเอชของสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่ 7.4 
นั้นเหมาะสมที่สุดส�ำหรับการวิเคราะห์

	 ปัจจัยสุดท้ายท่ีท�ำการศึกษาคือเวลาที่เหมาะสมใน
การจับกันของแอนติบอด้ีนีโอมัยซินกับนีโอมัยซินที่ตรึงไว ้
ในไมโครเพลต ดังแสดงใน Figure 4c พบว่า ค่าการดูดกลืน
แสงเพิ่มมากขึ้นตามเวลาที่เพิ่มขึ้นจาก 10 นาทีไปจนถึง 40 
นาที และลดลงที่เวลา 60 นาที จึงสรุปได้ว่าเมื่อเวลาผ่านไป
การจบักันระหว่างแอนตเิจนกบัแอนตบิอด้ีนัน้มมีากขึน้ต่อเนือ่ง
ไปจนถึงเวลา 40 นาที การจับกันก็ถึงจุดที่จับกันอย่างสมดุล 
(equilibrium of immunoreaction) ท�ำให้หลังจากนั้นท่ีเวลา 
60 นาที ไม่มีการจับกันที่เพิ่มขึ้นอีก ท�ำให้ค่าการดูดกลืนแสง
ไม่เพิ่มขึ้นไปกว่าที่เวลา 40 นาที ดังนั้นที่เวลา 40 นาทีจึงเป็น
เวลาท่ีเหมาะสมในการจบักันระหว่างแอนตเิจนและแอนตบิอด้ี

	 สรปุสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการวเิคราะห์ท่ีให้สญัญาณ
ตอบสนองต่อการตรวจวดันโีอมยัซนิด้วยเทคนคิอมิมโูนเซน็เซอร์
แบบแข่งขันได้ดีที่สุดคือ ตรึงนีโอมัยซินที่เชื่อมโบวีนเซรั่ม 
อัลบูมินในไมโครเพลตความเข้มข้น 7 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ค่าพีเอชของสารละลายบัฟเฟอร์ที่ 7.4 และ 40 นาที เป็น
เวลาท่ีเหมาะสมในการจบักันระหว่างแอนตเิจนและแอนตบิอดี  
ซึ่งสภาวะดังกล่าวนี้จะถูกน�ำไปใช้ในการหาประสิทธิภาพของ
วธิวีเิคราะห์และตรวจวดันโีอมยัซนิในตวัอยา่งน�ำ้นมดบิตอ่ไป

3. ประสิทธิภาพของการตรวจวัดนีโอมัยซินด้วยเทคนิค 
อิมมูโนเซ็นเซอร์แบบแข่งขัน	
	 น�ำเอาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีได้ศึกษาข้างต้นมาทดสอบ 
หาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์นีโอมัยซินด้วยเทคนิค 
อิมมูโนเซ็นเซอร์แบบแข่งขัน โดยท�ำการศึกษาหากราฟ
มาตรฐาน ช่วงความเป็นเส้นตรง (standard curve and linearity 
range) และข้อมลูการถดถอยเชงิเส้น (linear regression) ของ 
ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน 
นีโอมัยซินที่แตกต่างกัน (0 1 5 10 20 30 40 50 100 200  

และ 300 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) กับค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ 
จากการวัดด้วยเครื่องยูวี-วิสิเบิล สเปกโทรโฟโตมิเตอร์  
ที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร เพื่อน�ำไปหาความเข้มข้น
ของนีโอมัยซินในตัวอย่างน�้ำนมดิบ นอกจากนั้นยังน�ำข้อมูล 
ทีไ่ด้ไปหาขดีจ�ำกัดในการตรวจวดั (Limit of detection, LODs) 
และขดีจ�ำกัดในการตรวจวดัเชงิปรมิาณ (Limit of quantitation, 
LOQs) รวมถึง ความแม่นย�ำในการตรวจวัด (precision) 

	 ผลการศึกษากราฟมาตรฐานและช่วงความเป็น 
เส้นตรงของการวิเคราะห์สารตกค้างนีโอมัยซินด้วยเทคนิค 
อิมมูโนเซ็นเซอร์แบบแข่งขัน ดังแสดงใน Figure 5 พบว่า  
เมื่อความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานนีโอมัยซินมากขึ้น  
ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร จะมีค่า 
ลดลงอย่างต่อเนื่อง เนื่องจากมีการแข่งขันเพิ่มขึ้นของสาร 
นีโอมัยซินอิสระในการจับกับแอนติบอด้ีที่ติดฉลากด้วย 
ไบโอตนิ ท�ำให้ปรมิาณของแอนตบิอด้ีท่ีสามารถจบักับนโีอมยัซนิ 
ที่ตรึงอยู่บนไมโครเพลตน้อยลง จึงมีค่าการดูดกลืนแสงท่ี 
ลดลงตามล�ำดับ ดังที่แสดงให้เห็นความเข้มของสีเหลือง 
เมื่อหยุดปฏิกิริยาด้วยกรดซัลฟิวริกท่ีลดลงตามความเข้มข้น 
ทีม่ากขึน้ของสารละลายมาตรฐานนโีอมยัซนิ จากผลการทดลอง
สรปุได้ว่า ช่วงความเป็นเส้นตรงในการการตรวจวดัสารตกค้าง
นโีอมยัซนิด้วยเทคนคิอมิมโูนเซน็เซอร์แบบแข่งขนั อยูใ่นช่วง 
1-50 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรและค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์  
(R2) เท่ากับ 0.9976 

	 การศึกษาขีดจ�ำกัดในการตรวจพบและขีดจ�ำกัด 
ในการตรวจวัดเชิงปริมาณของวิธีวิเคราะห์ที่ได้พัฒนา ท�ำได ้
โดยท�ำการทดลอง 10 ซ�้ำด้วยสารละลายแบลงค์ (Blank  
solution) ค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้น�ำไปหาค่าส่วนเบี่ยงเบน

   
  

                   

optimized conditions. Different letters above the 
bars indicate statistically significant difference at 
P<0.05 (one-way ANOVA, N = 3). The error bars 

were obtained from triplicate experiments. 
 
 ค่าพีเอชของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ที่ใช้
เป็นปัจจยัส าคญัอีกอย่างหน่ึงที่ได้ท าการศึกษาเพื่อหา
สภาวะที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์ในการเร่ง
ปฏิกิรยิาและการจบักนัของแอนติเจนกบัแอนติบอดี้ ดงั
แสดงใน Figure 4b พบว่าเมื่อค่าพีเอชของสารละลาย
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์เปลี่ยนไปจากพเีอช 6 ไปจนถึงพเีอช 
8 สัญญาณที่ตอบสนองมีการเปลี่ยนแปลงโดยมีค่า
ดูดกลืนแสงมากขึ้นจนถึงที่ค่าพีเอช 7.4 และมีค่าการ
ดูดกลืนแสงลดลงเมื่อค่าพีเอชมากกว่า  7.4 ค่าการ
ดูดกลืนแสงที่เปลี่ยนแปลงไปนั ้นมีความสัมพันธ์กับ
กจิกรรมของเอนไซม์ซึง่เป็นสารชวีโมเลกุลชนิดโปรตนีที่
มีความว่องไวต่ อสภาพความ เป็นกรด -เบส ของ
สารละลาย เพราะฉะนัน้ค่าพีเอชที่ต ่าหรอืสูงเกินไป จะ
ส่งผลให้กจิกรรมของเอนไซม์ลดลงจงึส่งผลต่อผลผลติที่
ไดซ้ึ่งใชเ้ป็นสญัญาณทีต่อบสนองต่อการตรวจวดันีโอมยั
ซินด้วยเทคนิคอิมมูโนเซ็นเซอร์แบบแข่งขันในครัง้นี้ 
ดงันัน้พเีอชของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ที่ 7.4 นัน้
เหมาะสมทีสุ่ดส าหรบัการวเิคราะห ์
 ปัจจยัสุดทา้ยทีท่ าการศกึษาคอืเวลาทีเ่หมาะสม
ในการจบักันของแอนติบอดี้นีโอมยัซินกบันีโอมยัซินที่
ตรงึไว้ในไมโครเพลต ดงัแสดงใน Figure 4c พบว่า ค่า
การดูดกลนืแสงเพิ่มมากขึ้นตามเวลาที่เพิ่มขึ้นจาก 10 
นาทไีปจนถงึ 40 นาท ีและลดลงทีเ่วลา 60 นาท ีจงึสรุป
ได้ว่าเมื่อเวลาผ่านไปการจบักันระหว่างแอนติเจนกับ
แอนติบอดี้นัน้มีมากขึ้นต่อเนื่องไปจนถึงเวลา 40 นาท ี
การจับกันก็ถึงจุดที่จ ับกันอย่างสมดุล (equilibrium of 
immunoreaction) ท าใหห้ลงัจากนัน้ทีเ่วลา 60 นาท ีไม่มี
การจับกันที่ เพิ่มขึ้นอีก ท าให้ค่าการดูดกลืนแสงไม่
เพิม่ขึ้นไปกว่าที่เวลา 40 นาท ีดงันัน้ที่เวลา 40 นาทจีงึ
เป็นเวลาทีเ่หมาะสมในการจบักนัระหว่างแอนตเิจนและ
แอนตบิอดี ้
 สรุปสภาวะที่เหมาะสมต่อการวิเคราะห์ที่ให้
สัญญาณตอบสนองต่อการตรวจวัดนีโอมัยซินด้วย
เทคนิคอิมมูโนเซ็นเซอร์แบบแข่งขนัได้ดทีี่สุดคอื ตรงึนี
โอมยัซนิที่เชื่อมโบวนีเซรัม่อลับูมนิในไมโครเพลตความ

เขม้ขน้ 7 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ค่าพีเอชของสารละลาย
บฟัเฟอรท์ี ่7.4 และ 40 นาท ีเป็นเวลาทีเ่หมาะสมในการ
จับกันระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี ซึ่งสภาวะ
ดงักล่าวนี้จะถูกน าไปใช้ในการหาประสิทธภิาพของวิธี
วิเคราะห์และตรวจวัดนีโอมัยซินในตัวอย่างน ้านมดิบ
ต่อไป 
 

 
 

Figure 5 Standard calibration curve of the 
absorbance at 450 versus different concentration of 
neomycin and the linear section (inset) of standard 
curve using the developed competitive immuno- 

sensor. The error bars were obtained from triplicate 
experiments. 

 
3. ประสิทธิภำพของกำรตรวจวัดนีโอมัยซินด้วย
เทคนิคอิมมูโนเซน็เซอรแ์บบแข่งขนั  
น าเอาสภาวะทีเ่หมาะสมทีไ่ดศ้กึษาขา้งต้นมาทดสอบหา
ประสทิธภิาพของวธิวีเิคราะหน์ีโอมยัซนิดว้ยเทคนิคอมิมู
โนเซ็นเซอร์แบบแข่งขัน โดยท าการศึกษาหากราฟ
มาตรฐาน ช่วงความเป็นเส้นตรง (standard curve and 
linearity range) และข้อมูลการถดถอยเชิงเส้น (linear 
regression) ของความสมัพนัธ์ระหว่างความเขม้ขน้ของ
สารละลายมาตรฐานนีโอมยัซนิที่แตกต่างกนั (0 1 5 10 
20 30 40 50 100 200 และ 300 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร) 
กบัค่าการดูดกลนืแสงที่ได้จากการวดัด้วยเครื่องยูวี-วสิิ
เบลิ สเปกโทรโฟโตมเิตอร์ ที่ความยาวคลื่น 450 นาโน
เมตร เพื่ อน าไปหาความเข้มข้นของนีโอมัยซินใน
ตัวอย่างน ้านมดิบ นอกจากนัน้ยังน าข้อมูลที่ได้ไปหา
ขีดจ ากัดในการตรวจวัด  (Limit of detection, LODs) 

Figure 5 Standard calibration curve of the absorbance at 
450 versus different concentration of neomycin and the 

linear section (inset) of standard curve using the developed 
competitive immuno- sensor. The error bars were obtained 

from triplicate experiments.
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มาตรฐาน (Standard deviation, SD) พบว่า มีค่าเท่ากับ 
0.018 จากนั้นน�ำค่า SD มาค�ำนวณหาขีดจ�ำกัดในการตรวจ
พบและขดีจ�ำกัดในการตรวจวดัเชงิปรมิาณโดยใช้ความสมัพนัธ์ 
3SD/m และ 10SD/m ตามล�ำดับ เมื่อ m คือค่าความชันที่ได้
จากสมการเส้นตรง (slope=0.0124) จึงสรุปได้ว่า ขีดจ�ำกัด
ในการตรวจพบมีค่าเท่ากับ 4 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร หรือ 4 
ppb และขีดจ�ำกัดในการตรวจพบเชิงปริมาณมีค่าเท่ากับ 14 
นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร หรือ 14 ppb ขีดจ�ำกัดในการตรวจวัด
นีโอมัยซินโดยใช้เทคนิคอิมมูโนเซ็นเซอร์แบบแข่งขันความ
ว่องไวสูง โดยเมือ่เปรยีบเทียบกับเทคนคิอมิมโูนเซน็เซอร์ท่ีได้
รายงานก่อนหน้านี้พบว่า เทคนิคที่พัฒนาครั้งนี้มีความว่องไว
เทียบเท่าหรือมากกว่าในบางวิธีที่ผ่านมา (Zhu et al., 2010; 
Wang et al., 2009; Beloglazova et al., 2016; Luo et al., 
2016; Qin et al., 2022) 

4. ความจ�ำเพาะเจาะจงของเทคนิคอมิมูโนเซน็เซอร์แบบ
แข่งขันต่อยาปฏิชีวนะนีโอมัยซิน
	 เพือ่ให้อมิมโูนเซน็เซอร์แบบแข่งขนัท่ีได้พฒันาขึน้นัน้ 
มีความจ�ำเพาะเจาะจงต่อยาปฏิชีวนะนีโอมัยซินในน�้ำนมดิบ  
จึงได้ท�ำการตรวจวัดยาปฏิชีวนะชนิดอื่นที่มีโอกาสสูงที่จะพบ
ในน�้ำนมดิบซึ่งอาจจะมีผลรบกวนการวิเคราะห์ยาปฏิชีวนะ 
นีโอมัยซินได้ ในการศึกษาครั้งนี้ได้เลือกยาปฏิชีวนะกลุ่ม 
อะมโินไกลโคไซด์มา 2 ชนดิ คือ เจนตามยัซนิ และสเตรปโตมยัซนิ  
ซึ่งเป็นยาปฏิชีวนะที่มีโครงสร้างทางเคมีคล้ายกับนีโอมัยซิน
เนือ่งจากอยูใ่นกลุม่เดียวกัน และเลอืกยาปฏชีิวนะกลุม่อืน่ท่ีพบ
บ่อยในน�ำ้นมดิบ เช่น เพนนซิลิลนิ เตตระไซคลนิ แอมพซิลิลนิ  
และ อะม๊อกซิลลิน มาทดสอบด้วยวิธีวิเคราะห์ท่ีได้พัฒนา  
โดยตรวจวัดที่ความเข้มข้น 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรแล้วน�ำ 
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้ไปเปรียบเทียบกับค่าการดูดกลืนแสง 
ของนโีอมยัซนิท่ีความเข้มข้น 0 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร (สารละลาย
แบลงค์) และ 10 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร ผลการศกึษาดังแสดงใน 
Figure 6 พบว่าค่าการดูดกลนืแสงเมือ่ทดสอบด้วยยาปฏชิวีนะ
ทีเ่ลอืกมาทดสอบทกุชนดิท้ังในกลุม่อะมโินไกลโคไซด์และกลุม่
อืน่นัน้ไม่มคีวามต่างกันอย่างมนียัส�ำคัญกับสารละลายแบลงค์ 
เมื่อวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม one-way ANOVA หมายความว่า
ยาปฏชิวีนะชนดิอืน่ไม่สามารถรบกวนการวเิคราะห์นโีอมยัซนิ
ด้วยเทคนิคอิมมูโนเซ็นเซอร์แบบแข่งขันท่ีได้พัฒนา ในขณะ
ที่การทดสอบยาปฏิชีวนะนีโอมัยซินนั้นค่าการดูกลืนแสงมี
ค่าลดลงอย่างเห็นได้ชัดที่ความเข้มข้นเดียวกัน จึงสรุปได้ว่า  
วิธีวิเคราะห์ที่ได้พัฒนาในครั้งนี้มีความจ�ำเพาะเจาะจงต่อ 
ยาปฏิชีวนะนีโอมัยซินสูง

5. การตรวจวัดการตกค้างของนีโอมัยซินในตัวอย่างจริง
ของน�้ำนมดิบ
	 เมือ่น�ำตวัอย่างน�ำ้นมดิบมาทัง้ 3 ชนดิคือ A B และ C 
ทีไ่ด้จากฟาร์มโคนมของเกษตรกรในจงัหวดัสระบรุแีละปทุมธานี 
มาวเิคราะห์หาการตกค้างของยาปฏชิวีนะ นโีอมยัซนิว่าอยูใ่น
ระดับที่ปลอดภัยหรือไม่ โดยใช้เทคนิคอิมมูโนเซ็นเซอร์แบบ
แข่งขันที่ได้พัฒนา ผลการ ศึกษาแสดงดัง Table 1 พบว่า ไม่
พบการตกค้างของยาปฏิชีวนะนีโอมัยซินในตัวอย่างน�้ำนม
ดิบชนิด A และ C แต่พบการการตกค้างในตัวอย่างชนิด B 
ในปริมาณ 14 ไมโครกรัมต่อลิตร แต่ปริมาณที่พบนั้นยังต�ำ่
กว่า ค่าขีดจ�ำกัดการตรวจพบ (MRLs) ที่ก�ำหนดไว้พบได้
ไม่เกิน 150 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Luan et al., 2020) ใน
ปัจจุบันประเทศไทยยังไม่ได้ก�ำหนดค่าขีดจ�ำกัดการตรวจพบ
ยาปฏชิวีนะนโีอมยัซนิในน�ำ้นมดิบ แต่การตรวจวดัการตกค้าง
ของนีโอมัยซินมีความจ�ำเป็นอย่างยิ่งท่ีจะต้องด�ำเนินการ  
เพื่อควบคุมการใช้ยาปฏิชีวนะให้ปลอดภัยต่อผู้บริโภค

   
  

                   

และขีดจ ากัดในการตรวจวัดเชิงปริมาณ  (Limit of 
quantitation, LOQs) รวมถึ ง  ความแม่ นย า ในก าร
ตรวจวดั (precision)  
 ผลการศกึษากราฟมาตรฐานและช่วงความเป็น
เส้นตรงของการวิเคราะห์สารตกค้างนีโอมัยซินด้วย
เทคนิคอมิมูโนเซน็เซอร์แบบแข่งขนั ดงัแสดงใน Figure 
5 พบว่า เมื่อความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐานนีโอ
มยัซินมากขึ้น ค่าการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 450 
นาโนเมตร จะมีค่าลดลงอย่างต่อเนื่อง เนื่องจากมีการ
แข่งขนัเพิม่ขึน้ของสารนีโอมยัซนิอสิระในการจบักบัแอน
ติบอดี้ที่ติดฉลากด้วยไบโอติน ท าให้ปรมิาณของแอนติ
บอดี้ทีส่ามารถจบักบันีโอมยัซนิทีต่รงึอยู่บนไมโครเพลต
น้อยลง จึงมีค่าการดูดกลนืแสงที่ลดลงตามล าดบั ดงัที่
แสดงใหเ้หน็ความเขม้ของสเีหลอืงเมื่อหยุดปฏกิริยิาดว้ย
กรดซัลฟิวริกที่ลดลงตามความเข้มข้นที่มากขึ้นของ
สารละลายมาตรฐานนีโอมยัซิน จากผลการทดลองสรุป
ได้ว่า ช่วงความเป็นเส้นตรงในการการตรวจวัดสาร
ตกค้างนีโอมัยซินด้วยเทคนิคอิมมูโนเซ็นเซอร์แบบ
แข่งขนั อยู่ในช่วง 1-50 นาโนกรมัต่อมิลลิลิตรและค่า
สมัประสทิธิส์หสมัพนัธ์ (R2) เท่ากบั 0.9976  
 การศึกษ าขีดจ ากัด ในการตรวจพบและ
ขดีจ ากดัในการตรวจวดัเชงิปรมิาณของวธิีวเิคราะห์ทีไ่ด้
พฒันา ท าได้โดยท าการทดลอง 10 ซ ้าด้วยสารละลาย
แบลงค์ (Blank solution) ค่าการดูดกลืนแสงที่ได้น าไป
หาค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตราฐาน (Standard deviation, 
SD) พบว่า มีค่าเท่ากับ 0.018 จากนั ้นน าค่า SD มา
ค านวณหาขดีจ ากดัในการตรวจพบและขดีจ ากดัในการ
ตรวจวัดเชิงปริมาณโดยใช้ความสมัพันธ์ 3SD/m และ 
10SD/m ตามล าดับ เมื่อ m คือค่าความชันที่ได้จาก
สมการเส้นตรง (slope=0.0124) จงึสรุปได้ว่า ขดีจ ากัด
ในการตรวจพบมคี่าเท่ากบั 4 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร หรอื 
4 ppb และขีดจ ากัดในการตรวจพบเชิงปริมาณมีค่า
เท่ากบั 14 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร หรอื 14 ppb ขดีจ ากดั
ในการตรวจวดันีโอมยัซนิโดยใชเ้ทคนิคอมิมูโนเซน็เซอร์
แบบแข่งขันความว่องไวสูง โดยเมื่อเปรียบเทียบกับ
เทคนิคอิมมูโนเซ็นเซอร์ที่ได้รายงานก่อนหน้านี้พบว่า 
เทคนิคที่พัฒนาครัง้นี้มีความว่องไวเทียบเท่าหรือ
มากกว่าในบางวธิทีีผ่่านมา (Zhu et al., 2010; Wang et 
al., 2009; Beloglazova et al., 2016; Luo et al., 2016; 
Qin et al., 2022)  

Figure 6 The absorbance at 450 nm of the 
proposed competitive immunosensor for neomycin 

and six other interference antibiotics. The antibiotics 
concentration is 10 ng/mL. Different letters above 

the bars indicate statistically significant difference at 
P<0.05 (one-way ANOVA, N = 3). The error bars 

were obtained from triplicate experiments. 
 

 ความแม่นย าในการ  The error bars were 
obtained from triplicate experiments ต รว จ วัด ส า ร
ตกค้างนีโอมัยซินด้วยเทคนิคอิมมูโนเซ็นเซอร์แบบ
แ ข่ ง ขั น  ส า ม า ร ถ ท า ไ ด้ โ ด ย ก า ร วิ เค ร า ะ ห์ ซ ้ า
(Repeatability) โดยเลอืกใชส้ารละลายมาตรฐานนีโอมยั
ซิน ที่ความเข้มข้น 10 นาโนกรมัต่อมิลลิลิตร ท าการ
วเิคราะห์จ านวน 7 ซ ้า ภายใต้สภาวะเดยีวกนั และน าค่า
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตรไป
ค านวณหาค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (Relative 
Standard Deviation ; RSD) พบว่า ผลการวเิคราะห์หา
ปริมาณนีโอมัยซินที่ . ความเข้มข้น 10 นาโนกรัมต่อ
มลิลลิติร มค่ีาส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (%RSD) 
เท่ากบั 3.7 ซึ่งเป็นค่าที่อยู่ในเกณฑ์ยอมรบัได้ ดงันัน้จงึ
สรุปได้ว่าวิธีตรวจวิเคราะห์สารตกค้างนีโอมัยซินด้วย
เทคนิคอมิมูโนเซน็เซอร์แบบแข่งขนัที่พฒันาขึน้มานัน้มี
ความแม่นย าสงูในการวเิคราะห์ 
 
4. ควำมจ ำเพำะเจำะจงของเทคนิคอิมมูโนเซ็นเซอร์
แบบแข่งขนัต่อยำปฏิชีวนะนีโอมยัซิน 
เพื่อให้อมิมูโนเซ็นเซอร์แบบแข่งขนัที่ได้พฒันาขึ้นนัน้มี
ความจ าเพาะเจาะจงต่อยาปฏิชวีนะนีโอมยัซินในน ้านม
ดบิ จงึได้ท าการตรวจวดัยาปฏิชวีนะชนิดอื่นที่มโีอกาส

Figure 6 The absorbance at 450 nm of the proposed 
competitive immunosensor for neomycin and six other 

interference antibiotics. The antibiotics concentration is 10 
ng/mL. Different letters above the bars indicate statistically 
significant difference at P<0.05 (one-way ANOVA, N = 3). 
The error bars were obtained from triplicate experiments.

	 ความแม่นย�ำในการ The error bars were obtained 
from triplicate experiments ตรวจวัดสารตกค้างนีโอมัยซิน
ด้วยเทคนิคอิมมูโนเซ็นเซอร์แบบแข่งขัน สามารถท�ำได้โดย 
การวเิคราะห์ซ�ำ้(Repeatability) โดยเลอืกใช้สารละลายมาตรฐาน
นีโอมัยซิน ที่ความเข้มข้น 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ท�ำการ
วิเคราะห์จ�ำนวน 7 ซ�้ำ ภายใต้สภาวะเดียวกัน และน�ำค่า 
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตรไปค�ำนวณ
หาค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (Relative Standard 
Deviation ; RSD) พบว่า ผลการวเิคราะห์หาปรมิาณนโีอมยัซนิ 
ที่ความเข้มข้น 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่าส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) เท่ากับ 3.7 ซึ่งเป็นค่าท่ีอยู่ใน
เกณฑ์ยอมรบัได้ ดังนัน้จงึสรปุได้ว่าวธิตีรวจวเิคราะห์สารตกค้าง 
นีโอมัยซินด้วยเทคนิคอิมมูโนเซ็นเซอร์แบบแข่งขันท่ีพัฒนา
ขึ้นมานั้นมีความแม่นย�ำสูงในการวิเคราะห์
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	 เพื่อความถูกต้องของเทคนิคอิมมูโนเซ็นเซอร์แบบ
แข่งขันในการตรวจวัดการตกค้างของนีโอมัยซินในตัวอย่าง
จริงของน�้ำนมดิบ จึงได้ศึกษาเปอร์เซ็นต์การได้กลับคืน (% 
Recovery) โดยน�ำสารละลายมาตรฐาน นีโอมัยซินที่ทราบ
ความเข้มข้นเตมิลงในน�ำ้นมดิบทัง้ 3 ชนดิ (Sample Spike) ท่ี
ความเข้มข้น 1 10 และ 30 ไมโครกรัมต่อลิตร จากนั้นค�ำนวณ
หาเปอร์เซ็นต์การได้กลับคืน

	 จากการศกึษาพบว่า เปอร์เซน็ต์การได้กลบัคืนอยูใ่น
ช่วง 85 ถงึ 111 เปอร์เซน็ต์ และค่า %RSD อยูใ่นช่วง 2.21 ถงึ  
11.61 ดังแสดงใน Table 2 ซึง่อยูใ่นเกณฑ์ทีย่อมรบัได้ทางเคมี
วเิคราะห์ จงึสรปุได้ว่าเทคนคิอมิมโูนเซน็เซอร์แบบแข่งขนัทีไ่ด้
พัฒนานัน้มีความแม่นย�ำ และความถูกต้องสงูในการวเิคราะห์
การตกค้างของนีโอมัยซินในน�้ำนมดิบ 

Table 1	 Neomycin residues detection in raw milk samples using the proposed competitive immuno- sensor (n=3).

Raw milk
samples

Neomycin
concentration (µg/L)

 A ND

 B 14 ± 1.5

 C ND

 Blank ND

* ND= Not detected

Table 2	 Recovery of neomycin spiked in three raw milk samples by the developed competitive immunosensor (n=3).

Raw milk samples
Neomycin concentration (µg/L) Rate of Recovery 

(%)
RSD
(%)Native level Spiked Found

0 1 0.93 93 9.40

A 0 10 10.26 103 9.35

0 30 28.72 96 2.21

14 1 15.11 111 3.27

B 14 10 24.77 108 3.77

14 30 40.80 89 2.96

0 1 1.04 104 11.61

C 0 10 9.46 94 5.27

0 30 25.65 85 5.01

Table 3	 Comparison with immunosensor and others analytical methods in the determination of neomycin in milk 
samples.

Methods
Limit of detection

LOD ((µg/L)
Recovery rate
(%Recovery)

Reference

Liiquid chromatography mass spectroscopy (LC-MS) 50 80-98 Arsand et al. (2016)

Imprinting membrane (MIPs) 7 97-104 Lian et al. (2013)

Surface plasmon resonance sensing (SPR) 6.14 - de-los-Santos-Alvarez et al. (2009)

Fluorescent polarization immunosensor 4 - Beloglazova et al. (2016)

Enzyme linked immunosensor 3 87-108 Jin et al. (2009)

Amperometric immunosensor 6.7 95-113 Zhu et al. (2010)

Colorimetric immunosensor 5 75-105 Wang et al. (2009)
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	 เมื่อท�ำการปรียบเทียบประสิทธิภาพในการตรวจวัด
การตกค้างของนีโอมัยซินในตัวอย่างน�้ำนมด้วยเทคนิคอิมมู
โนเซ็นเซอร์แบบแข่งขันท่ีได้พัฒนากับวิธีวิเคราะห์อื่นทั้งที่ใช้ 
LC-MS SPR และ MIPs หรือเปรียบเทียบกับเทคนิคอิมมูโน
เซน็เซอร์ทีไ่ด้พฒันามาก่อนหน้านี ้ดังแสดงใน Table 3 พบว่า 
วิธีวิเคราะห์ด้วยเทคนิคอิมมูโนเซ็นเซอร์แบบแข่งขันนั้น 
มีความวอ่งไวในการวเิคราะห์สงูเทยีบเท่าและมากกวา่ในบาง
วิธีวิเคราะห์ แต่ถ้าเทียบกับวิธี LC-MS และ SPR นั้นมีข้อได้
เปรียบคือมีขั้นตอนในการวิเคราะห์ท่ีไม่ยุ่งยาก ผู้ใช้ไม่ต้อง
มีความช�ำนาญเป็นพิเศษและมีค่าใช้จ่ายที่ไม่แพง รวมท้ัง 
มศีกัยภาพท่ีจะพฒันาวธิวีเิคราะห์ให้ใช้งานง่ายยิง่ขึน้ไปอกีด้วย
การพัฒนาเป็น วิธีทดสอบด้วยสีที่ใช้งานร่วมกับสมาร์ทโฟน 
ในการวิเคราะห์ (Lu et al., 2023) ซึ่งเหมาะกับการใช้งาน 
ภาคสนามหรือน�ำไปให้เกษตรกรใช้ทดสอบเบื้องต้นได้

สรุปผลการทดลอง
	 การศกึษาครัง้นีเ้ป็นการพฒันาเทคนคิอมิมโูนเซน็เซอร์
แบบแข่งขันที่ให้สัญญาณการวิเคราะห์เป็นสีท่ีเกิดจากการ
เร่งของเอนไซม์ HRP ที่ถูกจับอยู่ในไมโครเพลทกับ TMB ใน
สภาวะมไีฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ซึง่ตอบสนองต่อปรมิาณการ
ตกค้างของยาปฏิชีวนะนีโอมัยซินในน�้ำนมดิบในแบบผกผัน 
โดยความเข้มของสีและสญัญาณจะลดลงเมือ่ในตวัอย่างน�ำ้นม
ดิบมีปริมาณการตกค้างของยาปฏิชีวนะนีโอมัยซินมากขึ้น  
เมือ่ท�ำการวเิคราะห์ท่ีสภาวะทีเ่หมาะสม พบว่า เทคนคิอมิมโูน 
เซ็นเซอร์แบบแข่งขันที่ได้พัฒนานั้นมีประสิทธิภาพที่ดีมาก 
ในการวิเคราะห์นีโอมัยซิน มีความว่องไวในการวิเคราะห์สูง
ปริมาณต�่ำสุดที่วัดได้คือ 4 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร (4 ppb) มี
ความแม่นย�ำ มคีวามจ�ำเพาะเจาะจงสงูต่อนโีอมยัซนิ และสามารถ
วิเคราะห์หาการตกค้างของนีโอมัยซินในตัวอย่างน�้ำนมดิบได้
แม่นย�ำและมคีวามถกูต้อง เพราะฉะนัน้เทคนคิอมิมโูนเซน็เซอร์ 
แบบแข่งขนัท่ีพฒันาในครัง้นีจ้งึมคีวามเป็นไปได้และความเหมาะสม 
ทีจ่ะน�ำไปเป็นวธิวีเิคราะห์การตกค้างของยาปฏชิวีนะ นโีอมยัซนิ 
ในน�้ำนมดิบหรือตัวอย่างอาหารจากนม เพื่อควบคุมการใช้ 
ยาปฏิชีวนะให้อยู่ในระดับที่ปลอดภัยต่อผู้บริโภค
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