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 ระยะเวลาโครงการ  2 ป (1 ก.ค. 2550- 30 มิ.ย. 2552) 
 
บทคดัยอ 
 งานวิจัยน้ีไดพัฒนาวิธีวิเคราะหหาปริมาณอะม็อกซิซิลลินในเภสัชภัณฑที่งาย รวดเร็ว มี
ความไว และตนทุนต่ํา  โดยอาศัยปฏิกิริยาซึ่งเรงดวยเอนไซม 2 ปฏิกิริยา   ในขั้นตอนแรก  
หมูดี-4-ไฮดรอกซีฟนิลกลัยซีนในโครงสรางของอะม็อกซิซิลลินถูกตัดอยางจําเพาะออกจากโมเลกุล
ของอะม็อกซิซิลลินโดยเอนไซมเพนนิซิลลินอะซิเลส จากนั้นดี-4-ไฮดรอกซีฟนิลกลัยซีนที่เกิดขึ้นเขา
ทําปฏิกิริยากับ 2-ออกโซกลูตาเรตโดยมีเอนไซมดี-ฟนิลกลัยซีนอะมิโนทรานสเฟอเรสเปนตัวเรง  
เกิดผลิตภัณฑตัวหน่ึงไดแก 4-ไฮดรอกเบนซิลฟอรเมตซ่ึงสามารถดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตไดสูง 
ดังนั้นปริมาณอะม็อกซิซิลลินจึงถูกวิเคราะหไดจากคาการดูดกลืนแสงซึ่งเพ่ิมขึ้น ณ ความยาวคลื่น 
335 นาโนเมตร การวิจัยครั้งน้ีไดทําการศึกษาและปรับเลือกสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการวิเคราะห 
ตลอดจนไดทําการตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหที่พัฒนาขึ้น พบวากราฟมาตรฐานระหวาง
ปริมาณอะม็อกซิซิลลินเริ่มตนที่มีอยูในตัวอยางกับคาการดูดกลืนแสงซ่ึงเพ่ิมขึ้นมีความสัมพันธใน
เชิงเสนตรงดีมาก (r2 = 0.9998 ในชวงความเขมขนของอะม็อกซิซิลลิน 0 – 100 ไมโครโมลาร) มีคา
ขีดจํากัดของการตรวจวัด และขีดจํากัดของวิเคราะหหาปริมาณ เปน 0.77 และ 2.55 ไมโครโมลาร 
ตามลําดับ เม่ือนําวิธีน้ีไปวิเคราะหเภสัชภัณฑอะม็อกซิซิลลินในรูปแบบยาแคปซูลและยาผงสําหรับ
ละลายน้ําไดยาแขวนตะกอน พบวาวิธีวิเคราะหมีความถูกตองและแมนยําดี ไมถูกรบกวนโดยสาร
ปรุงแตงอ่ืนๆ ในตํารับ รวมถึงผลิตภัณฑอันเกิดจากการสลายตัวของอะม็อกซิซิลลิน นอกจากนี้
เน่ืองจากทุกขั้นตอนของการวิเคราะหปราศจากการใชตัวทําละลายอินทรียตลอดจนสารเคมีที่เปน
อันตราย จึงนับวาวิธีที่พัฒนาขึ้นใหมน้ีเปนวิธีวิเคราะหหาปริมาณอะม็อกซิซิลลินในเภสัชภัณฑที่
ปลอดภัยตอสิ่งแวดลอมอีกดวย 
 
 
กุญแจคํา:  อะม็อกซิซิลลิน เอนไซม สเปกโตรโฟโตเมตรี การวเิคราะหยา เภสัชภัณฑ  
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Project Title:  Development of enzymatic assay of amoxyciilin in  
                                  pharmaceutical preparations 

 Investigator: Assist. Prof. Dr. THEERASAK ROJANARATA  

     Faculty of Pharmacy, Silpakorn University 
 E-mail Address: theerasak@email.pharm.su.ac.th 
 Project period: 2 years (1 July 2007- 30 June 2009) 
 
Abstract 
 A simple, fast, sensitive and inexpensive UV-spectrophotometric method for the 
determination of amoxicillin in pharmaceutical preparations has been developed based on 
two enzymatic reactions. In this method, d-4-hydroxyphenylglycine side chain of amoxicillin 
was selectively cleaved off by penicillin acylase. Subsequently, it was reacted with 2-
oxoglutarate, by the catalysis of D-phenylglycine aminotransferase, to yield the product with 
high UV absorption namely 4-hydroxybenzoylformate. The amount of amoxicillin was then 
determined as a change in absorbance at 335 nm. In this work, the assay conditions were 
studied and optimized and the method was validated. The calibration curve presented an 
excellent linearity with r2 of 0.9998 (0 – 100 μM amoxicillin). Detection and quantitation 
limits were 0.77 and 2.55 μM, respectively. Good accuracy and precision were obtained 
when the method was tested with amoxicillin capsules and powder for oral suspension. No 
interference from common excipients in the formulations or degradation products was 
observed. Finally, since all procedures were performed without the use of any organic 
solvents or hazardous chemicals which were detrimental to the environment and had a low 
consumption of reagents, this proposed assay was  an ideal green analytical method 
suitable for the quality control of amoxicillin in pharmaceuticals. 
 
Keywords: Amoxicillin, Enzymatic method, Spectrophotometry, Drug analysis, 
Pharmaceutical preparations  
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอที่ใชในการวิจัย 

 

 μg  = microgram 

 HBZF  = D-4-hydroxybenzoylformate 

 cm2  = square centimeter  

 Conc  =  concentration 

 CPT  = camptothecin 

 D-phgAT  = D-phenylglycine aminotransferase enzyme 

 HBZF  = D-4-hydroxybenzoylformate 

 h   = hour 

 mg = milligram 

 ml = milliliter 

 mw  = Molecular weight  

 nm  = nanomater 

 PA  = Penicillin acylase enzyme 

 SD  = standard deviation 

 UV  = ultraviolet 



การพัฒนาวิธีวิเคราะหยาปฏิชีวนะ amoxicillin ในเภสัชภัณฑโดยใชเอนไซม 

 1 

I. บทนํา 

ความสําคญัและที่มาของปญหา 
 อะม็อกซิซิลลิน (amoxicillin) เปนยาปฏิชีวนะกึ่งสังเคราะหในกลุม β-lactam ที่มีโครงสราง
ประกอบดวย D-4-hydroxyphenylglycine ตออยูกับ 6-aminopenicillanic acid (6-APA) (รูปที่ 1)
ออกฤทธิ์ฆาเชื้อแบคทีเรียโดยยับยั้งกระบวนการสรางผนังเซลล ปจจุบันมีการนํายา amoxicillin มา
ใชในการรักษาโรคติดเชื้ออยางแพรหลายเนื่องจากสามารถออกฤทธิ์ฆาเชื้อไดกวาง จนมี 
เภสัชภัณฑซ่ึงมี amoxicillin เปนตัวยาสําคัญอยูหลากหลาย ทั้งที่เปนยาเดี่ยวในตํารับ เชน 
capsules, powder for oral suspension หรือ dry syrup และชนิดที่เปนสูตรผสม เชน 
amoxicillin/clavulanate(1)      การวิเคราะหหาปริมาณ amoxicillin ในเภสัชภัณฑที่ระบุไวในตํารา
ยาและที่มีรายงานในวารสารทางวิชาการ ไดแก วิธีไทเทรตแบบ iodometric(2), วิธี fluorometry(3), 
chemiluminescence(4,5), voltametry(6), สเปกโตรโฟโตเมตรี(7-9), วิธีทางจุลชีววิทยา และ high 
performance liquid chromatography (HPLC) (2,10-11) วิธีทางจุลชีววิทยาเปนวิธีวิเคราะหที่ตองใช
เวลานาน สวนวิธี HPLC จะตองอาศัยเครื่องมือและอุปกรณที่มีราคาแพง เม่ือเทียบกับเทคนิคทางส
เปกโตรโฟโตเมตรี นอกจากนี้การแยกและวิเคราะหสารดวย HPLC ยังมักใชตัวทําละลายอินทรีย
เปนสวนผสมใน mobile phase ซ่ึงในปจจุบันหลายฝายเริ่มใหความสนใจและตระหนักเกี่ยวกับ
ผลกระทบของการใชตัวทําละลายอินทรียดังกลาวตอการทําลายสิ่งแวดลอมมากยิ่งขึ้น รวมถึง
ปญหาการขาดแคลนตัวทําละลายอินทรียบางชนิด เชน acetonitrile ที่เกิดขึ้นในปจจุบัน 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1 โครงสรางทางเคมขีอง amoxicillin แสดงสวน D-4-hydroxyphenylglycine 
                      ตออยูกับ 6-aminopenicillanic acid (6-APA) 

 
 การวิเคราะหสารโดยใชเอนไซมเปนอีกทางเลือกหนึ่งในการวิเคราะหเชิงปริมาณสําหรับยา 
เน่ืองจากเอนไซมมีความจําเพาะสูงตอซับสเตรต จึงเลือกทําปฏิกิริยาและใหผลการวิเคราะหกับยา
หรือสารที่สนใจ ซ่ึงอาจปนอยูในเมทริกซเทานั้น โดยไมจําเปนตองมีขั้นตอนการแยกกอนการ
วิเคราะห (pre-separation) ที่อาจนํามาซึ่งความยุงยากและเสียเวลา นอกจากนี้การที่เอนไซม

HO
N

S
HH

COOH

N CH

CHO
O

NH2H H

3

3

HOHO
N

S
HH

COOH

N CH

CHO
O

NH2H H

3

3

6-APA D-4-hydroxyphenylglycine 



การพัฒนาวิธีวิเคราะหยาปฏิชีวนะ amoxicillin ในเภสัชภัณฑโดยใชเอนไซม 

 2 

จัดเปนตัวเรงทางชีวภาพ (biocatalyst) จึงมักทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพภายใตสภาวะและไม
อาศัยสารเคมีที่รุนแรง จึงนับวาเปนวิธีการที่สอดคลองกับ green chemistry ซ่ึงสงผลดีตอ
สิ่งแวดลอม โดยทั่วไปการวิเคราะหสารโดยใชเอนไซมมักทําโดยติดตามปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นเม่ือสาร
ตั้งตนหรือซับเสตรตเปลี่ยนไปเปนผลิตภัณฑ ปริมาณของผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นซึ่งตรวจวัดไดโดย
เทคนิค เชน สเปกโตรโฟโตเมตรี (การเพิ่มขึ้นหรือลดลงของคาการดูดกลืนแสง) มีความสัมพันธกับ
ปริมาณสารเริ่มตนที่เราสนใจ(12) 
 จากการทบทวนงานวิจัยเกี่ยวกับวิธีวิเคราะหหาปริมาณ amoxicillin ในเภสัชภัณฑที่มี
รายงาน พบวาสวนใหญเปนวิธีการที่ตองอาศัยเครื่องมือซ่ึงมีราคาแพง และมีขั้นตอนที่ซับซอน อีก
ทั้งยังไมพบวิธีการที่อาศัยหลักการทางเอนไซม ผูวิจัยจึงไดทําการศึกษาเพื่อพัฒนาวิธีวิเคราะหยา
ปฏิชีวนะ amoxicillin ในเภสัชภัณฑวิธีใหมโดยใชเอนไซม โดยมุงหมายใหไดวิธีการที่มีขั้นตอนงาย 
ไมซับซอน สะดวก รวดเร็ว ตนทุนต่ํา และใชเครื่องมือเพียง UV-spectrophotometer ซึ่งเปน
เครื่องมือพ้ืนฐานในหองปฏิบัติการทั่วไป นอกจากนี้เอนไซมตัวหน่ึงที่ใชในปฏิกิริยาการวิเคราะห
โดยวิธีน้ีไดแก D-phenylglycine aminotransferase เปนเอนไซมที่คนพบและถูกศึกษาโดยคณะ
นักวิจัยไทย(13) งานวิจัยชิ้นนี้จึงเปนการศึกษาเพื่อตอยอดการนําเอนไซมดังกลาวไปประยุกตใช
ตอไป 
 

วัตถุประสงค 
1. เพ่ือพัฒนาวิธวีิเคราะหหาปริมาณยาปฏิชีวนะ amoxicillin ในเภสัชภัณฑวิธใีหมโดยใช

หลักการทางเอนไซมรวมกับเทคนคิทางสเปกโตรโฟโตเมตร ี
2. เพ่ือเปนขอมูลพ้ืนฐานในการพัฒนาวิธวีิเคราะหหาปรมิาณยาปฏิชีวนะ amoxicillin ในสาร

ตัวอยางชวีภาพอ่ืนๆ เชน ในเลือด นํ้านม หรือเน้ือสัตว ในลําดับตอไป 

 
ขอบเขตการการวิจัย  
 การวิจัยน้ีมีขอบเขตเพ่ือพัฒนาวิธวีิเคราะหหาปริมาณยาปฏิชวีนะ amoxicillin ที่อยูใน 
เภสัชภัณฑโดยใชเอนไซม 2 ชนิดรวมกับเทคนคิทางสเปกโตรโฟโตเมตร ี ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น
ประกอบดวย การตัดเอาหมูดี-4-ไฮดรอกซีฟนิลกลัยซีนในโครงสรางของอะม็อกซิซิลลินออกจาก 
โมเลกุของอะม็อกซิซิลลินอยางจําเพาะโดยเอนไซมเพนนิซิลลินอะซิเลสในขั้นตอนแรก จากนั้น 
ดี-4-ไฮดรอกซีฟนิลกลัยซีนที่เกิดขึ้นเขาทําปฏิกิริยากบั 2-ออกโซกลูตาเรต โดยมีเอนไซมดี-ฟนิล 
กลัยซีนอะมิโนทรานสเฟอเรสเปนตวัเรง  และตรวจวดัผลิตภัณฑทีเ่กิดขึ้นตวัหน่ึงไดแก 4-ไฮดรอก
เบนซิลฟอรเมตซึ่งสามารถดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตไดสูง การวจัิยครั้งน้ีไดทําการศึกษาและปรับ
เลือกสภาวะทีเ่หมาะสมสําหรับการวเิคราะห ไดแก pH ระยะเวลาของการทําปฏิกริิยา ความเขมขน
และลําดบัการเติมสารและเอนไซมที่เกี่ยวของในปฏิกริิยา แลวทําการตรวจสอบความถูกตองของวิธี
วิเคราะหที่พัฒนาขึ้น (method validation) และนําไปทดสอบวเิคราะหเภสัชภัณฑในรูปยาแคปซูล
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และยาผงสําหรับละลายน้ําไดยาแขวนตะกอน (powder for oral suspension) ยี่หอตางๆ ที่มี
จําหนายในประเทศไทยโดยใชวธิี HPLC ที่ระบุไวในตาํรายา The United State Pharmacopoeia  
เปนวธิีอางอิงเปรียบเทียบ 

 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

ไดวิธีวิเคราะหวิธีใหมสําหรับหาปริมาณ amoxicillin ในเภสัชภัณฑโดยอาศัยหลักการทาง
เอนไซมรวมกับเทคนิคทางสเปกโตรโฟโตเมตรี ซ่ึงมีขั้นตอนที่งาย ไมซับซอน สะดวก รวดเร็ว 
ตนทุนต่ํา และไมทําลายสิ่งแวดลอม 
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II. วิธีดําเนินการวิจัย 

สารเคม ี

1. 2-oxoglutarate sodium salt 
2. 4-hydroxybenzoylformic acid 
3. Acetonitrile 
4. Amoxicillin refernce standard (Lab of Dr.Ehrenstofer, Germany) 
5. D-4-hydroxyphenylglycine 
6. Dibasic sodium phosphate  
7. D-phenylglyine aminotransferase 
8. Ethanol  
9. Hydrochloric acid 
10. Methanol  
11. Monobasic sodium phosphate 
12. Penicillin acylase (Sigma Aldrich) 
13. Potassium hydroxide 
14. Pyridoxal-5'-phosphate 
15. Sodium hydroxide  
16. Tris 

 

เคร่ืองมือและอุปกรณ 
1. Analytical balance 
2. Autoclave 
3. Centrifuge tubes 

4. Eppendorf ® tubes 
5. filter (0.45, 0.22  ไมครอน) 
6. High performance liquid chromatography (HPLC) 

7. ODS column (5 μm, 150 mm x 4.5 mm) 
8. Shaking incubator 
9. Magnetic bar 
10. Magnetic stirrer 
11. Microcentrifuge 
12. Micropipette 
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13. Micropipette tip 
14. pH Meter 
15. UV spectrophotometry (Hitachi, Tokyo, Japan) 
16. Quartz cuvette 
17. Vortex mixer 

 

วิธีทําการวิจัย 
1. การศึกษาคุณสมบัติพื้นฐานของปฏิกิริยาซึ่งเรงดวยเอนไซมที่ใชในการวิเคราะห 

ปฏิกิริยาที่ใชในการวิเคราะห amoxicillin ประกอบดวย การตัดเอาหมู ดี-4-ไฮดรอกซีฟนิล 
กลัยซีนในโครงสรางของอะม็อกซิซิลลิน ออกจากโมเลกุลของอะม็อกซิซิลลนิอยางจําเพาะโดย
เอนไซมเพนนิซิลลินอะซิเลส จากนั้น ดี-4-ไฮดรอกซีฟนิลกลัยซีนที่เกิดขึ้นเขาทําปฏิกิริยากับ 2-
ออกโซกลูตาเรต โดยมีเอนไซมดี-ฟนิลกลัยซีนอะมิโนทรานสเฟอเรสเปนตวัเรง  และตรวจวัด
ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นตวัหน่ึงไดแก 4-ไฮดรอกเบนซิลฟอรเมตซ่ึงสามารถดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลต
ไดสูง ดังน้ันในการวิจัยจึงเริ่มตนจากศึกษาสมดุลและคุณสมบัติพ้ืนฐานของปฏิกริิยาดังกลาว  
 

 
 

รูปที่ 2 ปฏิกิริยาที่ใชในการวิเคราะห amoxicillin 
 

1.1 การพัฒนาวิธีวิเคราะหสารตางๆ ในปฏิกิริยาเพื่อศึกษาสมดุลและคุณสมบัติพ้ืนฐานของ
ปฏิกิริยา 

 ไดทดลองหาวิธีการและสภาวะที่เหมาะสมในการแยกและวิเคราะหปริมาณสารตางๆ ที่
เกี่ยวของในปฏิกิริยา ไดแก 4-hydroxybenzoylformate, D-4-hydroxyphenylglycine, 6-APA และ 
amoxicillin ดวยเทคนิค high performance liquid chromatography โดยเลือกใชคอลัมนชนิด 
ODS (Agilent Eclipse XDB-C15, 5 μM, 5.6 x 250 cm) และปรับชนิด, อัตราสวน, pH และ flow 
rate ของ mobile phase ตลอดจนความยาวคลื่นที่ใชในการตรวจวัดสารตางๆ 
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1.2 การศึกษาสมดุลยเคมีของปฏิกิริยาและความสมบูรณของปฏิกิริยา  
ศึกษาความสมบูรณของปฏิกิริยา และผลของความเขมขนของสารตั้งตนที่มีผลความ

สมบูรณของปฏิกิริยา หรือการเกิด substrate inhibition effect  ตลอดจนชวงความเขมขนของสาร
ตั้งตนที่ทําใหเกิดผลิตภัณฑอยางเปนเสนตรง (linearity) โดยการทําปฏิกิริยาเม่ือใชสารตั้งตนใน
ปริมาณตางๆ โดยใชเอนไซมในปริมาณที่เพียงพอ incubate ที่ 37oC นาน 0.5 h แลวนําปฏิกิริยา
ไปวิเคราะหหาความเขมขนของ D-4-hydroxybenzoylformate, 4-hydroxy phenylglycine, 6-APA 
และ amoxicillin ดวยวิธี HPLC ที่ไดพัฒนาขึ้น 

 
1.3  การศึกษาคณุสมบตัิการดูดกลืนแสงของสารตางๆ ทีเ่กี่ยวของในปฏิกิริยา และความ

ยาวคลื่นที่เหมาะสมในการวดัผลติภัณฑ 4-hydroxybenzoylformate 
ทําโดยเตรยีมสารละลายของ D-4-hydroxybenzoylformate, 4-hydroxyphenylglycine,  

6-APA, 2-oxoglutarate และ amoxicillin ที่ความเขมขน 0.1 mM ในสารละลาย Tris buffer pH 8.0 
แลวนําไป scan เพ่ือบันทึก UV-vis absorption spectrum โดยใช cuvette ที่มี path length 1 cm 

 
2. การพัฒนาวิธีวิเคราะหโดยเทคนิคสเปกโตรโฟโตเมตรี 

2.1 การศึกษาผลของปจจัยที่เกี่ยวของ 
จากขอมูลที่ไดเกี่ยวกับคุณสมบัตขิองปฏกิิริยาซึ่งเรงดวยเอนไซมใน 2 ขั้นตอน และขอมูล

เกี่ยวกบัคุณสมบัติการดูดกลืนแสงของสารตางๆ ซ่ึงเกี่ยวของในปฏิกิริยา จึงไดนําขอมูลดังกลาว
นําไปใชออกแบบปฏิกิริยาทีใ่ชในการวิเคราะหโดยเทคนคิสเปกโตรโฟโตเมตร ี และไดทําการศึกษา
และปรบัปรุง พารามิเตอรตางๆ (optimization) เชน pH ของปฏิกิริยา เวลาที่ใชทําปฏิกิริยา ฯลฯ 
จนไดวิธวีิเคราะหที่ให linearity ที่ดี ใชเวลาวิเคราะหนอย และใชสารเคมีและเอนไซมประหยัดที่สุด  

ปจจัยที่ทําการศึกษาไดแก 
1. pH 
2. ระดับความเขมขนของ 2-oxoglutarate 
3. เวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยา 
4. ปริมาณเอนไซมที่ใช 

 
ขั้นตอนในการทําปฏิกิริยาโดยทั่วไปเปนดังน้ี ดังน้ันเม่ือตองการศึกษาผลของปจจัยใด ก็จะ 

vary ปจจัยน้ัน โดยที่ควบคุมปจจัยอ่ืน ๆ ใหคงที่ ในขั้นตอนนี้ amoxicillin ที่ใชยังคงเปน pure 
compound ไมไดใชในรูปเภสัชภัณฑ 

1. เตรียม Reaction mixture โดยการผสมสารตอไปน้ี 
  - sterile deionized water 
  - 100 mM buffer (final concentration) 
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  - 100 μM pyridoxal-5’-phosphate 
  - สารละลาย 2-oxoglutarate 
  - D-phenylglycine aminotransferase enzyme 

2. ผสม Reaction mixture เขากับ สารละลาย amoxicillin 
3. นําไป incubate ที่  37oC นาน 10 นาที เพ่ือให hydroxyphenylglycine ซ่ึงอาจมีเจือปน

อยูใน amoxicillin ตั้งแตเริ่มตนถูกเปลี่ยนไปเปน hydroxybenzoylformate  
4. นําไปวัด absorbance ที่ 335 nm (สมมติไดคาเปน B) เพ่ือไวใชหักลบ ถอืเปนคา 

absorbance ของ background กอนเร่ิมทําปฏิกิริยา 
5. เติม Penicillin amidase enzyme แลวผสมใหเขากนั 
6. นําไป incubate ที่  37oC ในระยะเวลาที่เหมาะสมจนปฏิกิริยาเสรจ็สิ้นสมบูรณ 
7. นําไปวัด absorbance ที ่335 nm อีกครั้ง (สมมติไดคาเปน A)  

8. คํานวณคา absorbance ที่เปลี่ยนไป (ΔA) จาก คา absorbance ที่วัดไดในขอ 6 หักลบ
ดวยคา absorbance ของ background และคา absorbance ที่วัดไดจาก blank เม่ือสิ้นสุดปฏิกิริยา 

(blank หมายถึงหลอดที่ทําปฏิกิริยาโดยประกอบดวยสารทุกตวั แตไมมี amoxicillin) น่ันคือ  ΔA  
=  A – B - Ablank 

9. สราง standard curve แสดงความสมัพันธระหวางความเขมขนของ amoxicillin เริ่มตน 

เปนแกน X กับคาการดูดกลืนแสงที่เปลีย่นไปเม่ือสุดปฏิกิริยา (ΔA) เปนแกน Y 
 
2.2 การทดสอบ linearity ของวิธีวิเคราะหที่ไดปรับปรุงแลว  
ทําโดยสราง standard curve แสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของ amoxicillin 

เริ่มตนกับคาการดูดกลืนแสงเมื่อสุดปฏิกิริยาที่ความยาวคลื่น 335 nm แลวคํานวณคา r2 
 

3.  การตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห (method validation) 
 - Range and linearity 

 ศึกษาโดยสราง calibration curve ซ่ึง plot ระหวาง ΔA กับ ความเขมขนของ 
amoxicillin เริ่มตน ที่ไดจากปฏิกิริยาเม่ือใชสารละลาย amoxicillin ที่มีความเขมขน 0, 20, 40, 60, 

80 และ 100 μM (n = 6 ที่แตละความเขมขน)  แลวคาํนวณ linear regression model และคา r2 
 - Limit of detection, limit of quantitation 

  คํานวณ Limit of detection จาก 3(σ/S) และ limit of quantitation จาก 10(σ/S) 

เม่ือ σ คือ residual standard deviation ของ regression line  และ S คือ slope ของ calibration 
curve 
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 - Accuracy 
  Accuracy คํานวณจาก percentage recovery เม่ือเตมิ amoxicillin ในปริมาณที่

ทราบแนนอนลงไปในสารตวัอยางที่เตรียมจาก capsule และ powder for oral suspension 

ปริมาณ amoxicillin ที่เติมลงไปมี 3 ระดับ ไดแก 25, 50 และ 75 μM แลวทาํการวิเคราะหหา
ปริมาณที่เติมลงไปดวยวธิทีี่พัฒนาขึ้นใหมน้ี 

 - Precision (intra-day, inter-day) 
  Precision ของวิธี ประเมินจากการเติม amoxicillin ในปริมาณที่ทราบแนนอนลง

ไปในสารตัวอยางที่เตรยีมจาก capsule และ powder for oral suspension ปริมาณ amoxicillin ที่

เติมลงไปมี 3 ระดับ ไดแก 25, 50 และ 75 μM แลวทาํการวิเคราะหหาปริมาณที่เติมลงไปดวยวิธทีี่
พัฒนาขึ้นใหมน้ี การวิเคราะห RSD (relative standard deviation) จาก 3 independent series 
ภายในวันเดียวกันจะใหคา intra-day precision และการวิเคราะห RSD จาก 3 independent 
series คนละวัน 3 วันตอเน่ืองกัน จะใหคา inter-day precision 

 - Specificity 
  Specificity ของวิธวีเิคราะห ประเมินไดจากการวิเคราะหความเขมขนของ 

amoxicillin ที่ทราบความเขมขน เม่ือเตมิสารปรุงแตงในตํารบั ไดแก lactose, sucrose, starch, 
magnesium stearate, sodium benzoate และ related compound ไดแก 6-APA และ D-
penicillamine ลงไป แลวดูวาทําใหผลการวิเคราะห amoxicillin ที่ไดเปลี่ยนแปลงไปจากเดิมหรือไม  

 
4. การเปรียบเทียบวิธีวิเคราะหที่พัฒนาขึ้นกับวิธีที่ระบุไวใน USP (HPLC method) 

     การเปรียบเทียบวิธีวิเคราะหที่พัฒนาขึ้นกับวิธีอางอิง ทําโดยการวิเคราะห amoxicillin 
ในเภสัชภัณฑที่มีจําหนายในประเทศไทยบางยี่หอกับวิธีที่ระบุไวใน USP (HPLC method) การ
วิเคราะห capsules เริ่มตนจากการชั่งผงยาที่ไดจาก capsules 20 เม็ดหรือ powder for oral 
suspension ใหไดปริมาณหนึ่งเพ่ือเตรียมสารละลายใหมีความเขมขนของ amoxicillin 1 mg/ml 
นําไปกรอง แลวฉีดเขา HPLC โดยใช C18 column โดยใช mobile phase ที่ประกอบดวย 
monobasic potassium phosphate solution, pH 5.0 และ acetonitrile (96:4) detector set at 
230 nm ปริมาณ amoxicillin คํานวณจาก peak area ของ sample เทียบกับ peak area ของ
สารละลาย amoxicillin มาตรฐานที่มีความเขมขน 1.2 mg/ml 
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III. ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

 

1. การศึกษาคุณสมบัติพื้นฐานของปฏิกิริยาซึ่งเรงดวยเอนไซมที่ใชในการวิเคราะห 
1.1 การพัฒนาวิธีวิเคราะหสารตางๆ ในปฏิกิริยาเพื่อศึกษาสมดุลและคุณสมบัติพ้ืนฐานของ
ปฏิกิริยา 

  วิธีการและสภาวะทีเ่หมาะสมในการวิเคราะหปริมาณสารตางๆ ที่เกี่ยวของใน
ปฏิกิริยาดวยเทคนิค high performance liquid chromatography ไดแก การแยกโดยใชคอลมัน
ชนิด C18, mobile phase คือ 25 mM potassium phosphate buffer pH 6.5, flow rate 0.6 
ml/min และใช UV detector ที่ 225 และ 340 mn ได retention time เปนดังน้ี  
 
ตารางที่ 1 Retention time ของ 4-hydroxybenzoylformate, D-4-hydroxyphenylglycine, 6-APA 
และ amoxicillin ที่วิเคราะหดวยวธิี HPLC 
 

สาร ความยาวคลืน่ที่ใชตรวจวดั 
(nm) 

Retention time (min) 

4-hydroxybenzoylformate 334 3.5 
D-4-hydroxyphenylglycine 225 3.7 
6-APA 225 5.0 
amoxicillin 225 23.0 

 
 
  1.2 การศึกษาสมดุลยเคมีของปฏิกิริยาและความสมบูรณของปฏิกิริยา  

1.2.1 ปฏิกิริยาในขั้นตอนที ่1  
 
  Amoxicillin    ------------------------> p-hydroxyphenylglycine + 6-APA 
 

 เม่ือทําการศึกษาใน Tris buffer, pH 8.0 (reaction total volume 1 mL) พบวา  
% conversion of reactant มีคาประมาณ 70% เม่ือใช amoxicillin เริ่มตนความเขมขน 1-10 mM 
โดยในชวงนีค้วามเขมขนของ D-4--hydroxyphenylglycine ที่เกิดขึ้นมีความสัมพันธโดยตรง 
(linear relationship) กับความเขมขนของ amoxicillin เริ่มตน (r2 =0.9997)  

 
 

Pen G amidase 
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รูปที่ 3 ความสัมพันธระหวางความเขมขนของ amoxicillin (AMOX) เร่ิมตน กบั D-4-hydroxy 
phenylglycine (HPG) ที่เกิดขึ้นจากการไฮโดรไลซสิ amoxicillin ดวยเอนไซม penicillin acylase 

 
1.2.2 ปฏิกิริยาในขั้นตอนที ่2  
 

D-4-hydroxyphenylglycine    + α-KG   --------->  D-4-hydroxybenzoylformate + L-glutamate 
  

เม่ือทําการศึกษาใน Tris buffer, pH 8.0 (reaction total volume 1 mL) และใช [α-KG] 
เปน 5 เทาของ D-4-hydroxyphenylglycine เพ่ือ force ใหสมดุลดําเนินไปทางขวา พบวาปฏิกริิยา
มีความสมบูรณ 100% เม่ือใช amoxicillin เริ่มตนที่มีความเขมขน 0.5-7.0 mM โดยในชวงนีค้วาม
เขมขนของ 4-hydroxybenzoylformate ที่เกดิขึ้นมีความสมัพันธโดยตรงกับความเขมขนของ  
D-4-hydroxyphenylglycine เริ่มตน (r2 =0.9999) แตหากเพิ่มความเขมขนมากกวานั้น (>7-8 mM) 
ปฏิกิริยาจะเกดิขึ้นนอยลง และในที่สุดปฏิกิริยาจะถูกยับยั้งเม่ือความเขมขนของ  
D-4-hydroxyphenylglycine > 8 mM  

 

D-PhgAT 
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รูปที่ 4 ความสัมพันธระหวางความเขมขนของ D-4-hydroxyphenylglycine (HPG)เริ่มตน กบั D-4-
hydroxybenzoylformate (HBZF) ที่เกิดขึน้จากปฏิกรนิา transaminationโดยการเรงดวยเอนไซม  
D-phenylglycine aminotransferase 
 

 1.2.3 ปฏิกิริยารวมทั้ง 2 ขัน้ตอน 

 เม่ือทําการศึกษาใน Tris buffer, pH 8.0 (reaction total volume 1 mL) และใช  
[2-oxoglutarate] เปน 5 เทาของ amoxicillin พบวาปฏกิิริยามีความสมบูรณประมาณ 80% เม่ือใช 
amoxicillin เริ่มตนความเขมขน 0.25-5.0 mM ในชวงนี้ความเขมขนของ  
4-hydroxybenzoylformate ที่เกดิขึ้นแปรผันโดยตรงกับความเขมขนของ amoxicillin เริม่ตน  
(r2 =0.9998) แตหากเพิ่มความเขมขนมากกวานั้น (>6-8 mM) ปฏิกิริยาจะเกิดขึ้นนอยลง และใน
ที่สุดปฏิกิริยาจะถูกยับยั้งเม่ือความเขมขนของ amoxicillin > 8 mM 

 
 
 
 

Y = 1.1131x + 0.0476 
R2 = 0.9999 
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รูปที่ 5 ความสัมพันธระหวางความเขมขนของ amoxicillin (AMOX) เร่ิมตน กบั 4-hydroxy-
benzoylformate (HBZF) ที่เกิดขึ้นจากการสลาย amoxicillin โดยการเรงดวยเอนไซม penicillin  
acylase และ D-phenylglycine aminotransferase 
 
 1.3  การศึกษาคณุสมบตัิการดูดกลืนแสงของสารตางๆ ทีเ่กีย่วของในปฏิกิริยา 

จาก UV absortion spectrum (รูปที่ 6) พบวาผลติภัณฑทีใ่ชในการตรวจวัดตามวิธกีาร
น้ีอันไดแก 4-hydroxybenzoylformate มีการดูดกลืนแสงไดดีมากทีค่วามยาวคลื่น 335 nm ในขณะที่
สารอื่นๆ ในปฏิกิริยาไดแก amoxicillin, D-4-hydroxyphenylglycine, 6-APA, 2-oxoglutarate รวมทั้ง 
Tris buffer ไมมีการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลืน่น้ี สารอ่ืนๆ จึงไมรบกวนการวเิคราะหหากเลือกวัดคา
การดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลืน่ 335 nm 

นอกจากนี้ ยังพบวาการดูดกลืนแสงของ 4-hydroxybenzoylformate ยังขึ้นกบั pH โดย
พบวายิ่ง pH เพ่ิมขึ้น การดูดกลืนแสงของ 4-hydroxybenzoylformate จะเพ่ิมขึ้น (รูปที่ 7) 

ขอมูลดังกลาวบงชีว้าความยาวคลืน่ทีเ่หมาะสมในการตรวจ 4-hydroxybenzoylformate 

ไดแก 335 nm ซ่ึงการดดูกลืนแสงสงูสุด (ε335 = 2.2 x 104 L mol-1 cm-1) และ sensitivity ของวิธี
วิเคราะหจะเพ่ิมขึ้นหากตรวจวัดสารดังกลาวในสภาวะเบส 

R2 = 0.9998 
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รูปที่ 6 สเปกตรัมการดูดกลนืแสงของสารตางๆ ทีเ่กีย่วของในปฏิกิริยา เม่ือเตรียมเปนสารละลายที่มี
ความเขมขน 0.1 mM ใน 100 mM Tris buffer, pH 8.0 
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รูปที่ 7 สเปกตรัมการดูดกลนืแสงของของสารละลาย 25 μM 4-hydroxybenzoylformate 
เปรยีบเทียบที ่pH 9.0 และ 9.5 (วัดใน cuvette ที่มี pathlength 1 cm) 
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2. การพัฒนาวิธีวิเคราะหโดยเทคนิคสเปกโตรโฟโตเมตรี 
2.1 การศึกษาผลของปจจัยที่เกี่ยวของ 
2.1.1 ขั้นตอนในการผสมสารตางๆ ในปฏกิิริยา 
ขั้นตอนและลาํดับในการผสมสารเพื่อทําปฏิกิริยาตามวิธทีดลองที่ไดกลาวไป มีเหตุผล

เพ่ือที่จะไดหักลบ background ของคา absorbance อันเกิดจากสารตางๆ ในปฏิกิริยา รวมถงึคา 
absorbance อันเกิดจาก 4-hydroxybenzoylformate ซ่ึงเกิดมาจาก D-4-hydroxyphenylglycine 

ซ่ึงอาจมีเจือปนอยูใน amoxicillin ตั้งแตเริม่ตน ดังน้ันจึงเปนการกําจัด interference อันเกิดจาก D-

4-hydroxyphenylglycine ได   ผูศึกษาไดทําการทดลองตดิตามปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นในกรณีที่มี 

hydroxyphenylglycine 5 μM เจือปนอยูใน amoxicillin เพ่ือใหเห็นประโยชนของการเติมเอนไซม 

D-phenylglycine aminotransferase ลงไปกอนในขั้นตอนแรก เพ่ือจะไดนําคา absorbance ที่เกิด
จาก hydroxybenzoylformate ที่เกิดขึ้นสวนนี้ ไปหักลบออกคา absorbance เม่ือสิ้นสุดปฏิกิริยา 
(รูปที่ 8) อยางไรก็ตามโดยปกติ (ไมมีการเติม D-4-hydroxyphenylglycine ลงไปเพ่ิม) background 

สวนนี้ มีคานอยมากในระดับประมาณ 0.03 absorbance unit 
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5 μM p -hydroxyphenylglycine
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รูปที่ 8 การตดิตามปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นในกรณีที่มี D-4-hydroxyphenylglycine เจือปนอยูใน 

amoxicillin 
  

2.1.2 ผลของ pH 
แสดงดังรูปที่ 9 เห็นไดวาปฏิกิริยาจะเกิดไดอยางรวดเร็ว และถึง end point ในเวลาไม

เกิน 15 นาทีเม่ือทําปฏิกิริยาที่ pH 9.0 – 9.5 (Tris buffer, 100 mM) ดังน้ัน จึงเลือกใช pH 9.0 ใน
การศึกษาตอไป เพ่ือใหในการวิเคราะหใชเวลาไมเกิน 15 นาที และ 4-hydroxybenzoylformate 
เองก็มีการดูดกลืนไดดีที่ pH ซ่ึงเปนเบส เม่ือเปรียบเทียบกบัสภาวะทีเ่ปนกลาง อยางไรก็ตามไม
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เลือก pH 9.5 เน่ืองจากมีสภาวะเบสมากเกินไป ซ่ึงอาจทําใหเกิดการสลายตัวของ amoxicillin โดย
ปฏิกิริยาขางเคียงอ่ืนๆ ที่ไมตองการ หรืออาจมีผลตอความคงตัวของเอนไซม 
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รูปที่ 9 การตดิตามปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น ณ pH ตางๆ 
 

1.2 ผลของความเขมขนของ 2-oxoglutarate 
เน่ืองจาก 2-oxoglutarate เปนสารตั้งตนที่ใชในปฏิกิริยา ผูทําการศึกษาจึง

ตั้งสมมตฐิานวา การเพิ่มความเขมขนของ 2-oxoglutarate ใหอยูในระดับที่มากเกินพอ อาจชวย
ผลักดันใหปฏกิิริยาดําเนินไปทางดานหนาไดสมบูรณมากขึ้น หรือชวยเรงใหปฏิกริิยารวดเรว็ยิ่งขึ้น 
ดังน้ัน จึงทําการทดลองติดตามปฏิกิริยาเมื่อใช [amoxicillin] คงที่ แต vary 2-oxoglutarate ดังน้ี 

A. [amoxicillin] = 25 μM; [2-oxoglutarate] = 100, 200, 300 μM 

B. [amoxicillin] = 75 μM; [2-oxoglutarate] = 150, 200, 300 μM 

B. [amoxicillin] = 100μM; [2-oxoglutarate] = 200, 300, 400 μM 
พบวาการใช  [2-oxoglutarate] เปนสองเทาของ [amoxicillin] ปฏิกิริยาที่เกดิขึ้นมี

อัตราเร็วและความสมบูรณของปฏิกิริยาไมแตกตางไปจากการใช [2-oxoglutarate] เกินสองเทาของ 
[amoxicillin] เม่ือพิจารณาในระยะเวลา 15 นาที (รูปที่ 10) ดังน้ัน ในการทดลองตอไปจึงเลือกใช 

[2-oxoglutarate] ที่ 200 μM เพ่ือใหมีความเขมขนเปนสองเทาของ amoxicillin 100 μM ซ่ึงเปน
ความเขมขนสูงสุดที่ใชเตรยีมกราฟมาตรฐาน 
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รูปที่ 10 การติดตามปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น เม่ือใช 2-oxoglutarate ระดับความเขมขนตาง ๆ 
 

1.3 ผลของความเขมขนของปรมิาณเอนไซม 

พบวาปริมาณเอนไซมที่ทําใหถึง end point ในเวลา 15 min เม่ือใช amoxicillin 100 μM 

ซ่ึงเปนความเขมขนสูงสุดทีใ่ชเตรียมกราฟมาตรฐาน คือ อยางต่ําชนิดละ 30 μL ตอปฏิกิริยาใน
ปริมาตร 1 mL เอนไซมปริมาณดังกลาวเทียบเทากับเอนไซม PA 1 U ml-1 และ D-phgAT 0.2 U 
ml-1 
 

2.2 การทดสอบ linearity ของวิธีวิเคราะหที่ไดปรับปรุงแลว  
เม่ือสราง standard curve แสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของ amoxicillin 

เริ่มตนในชวง 0 - 100 μM กับคาการดูดกลืนแสงเมื่อสดุปฏิกิริยา (ΔA) ที่ความยาวคลื่น 335 nm 

โดยใช 100 mM Tris buffer, pH 9.0, 200 μM α-ketoglutarate, เอนไซมอยางละ 30 μL, 
incubation time 15 min (หลังจากเติม penicillin acylase แลว) ได standard curve ดังรูปที่ 11 
โดยใหคา r2 = 0.9996   
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รูปที่ 11 standard curve แสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของ amoxicillin  

เริ่มตนในชวง 0 - 100 μM กับคาการดูดกลืนแสงที่เปลี่ยนไปเม่ือสดุปฏิกิริยา (ΔA) 
 

2. การตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห (method validation) 
ผลการตรวจสอบความถูกตองของวิธีวเิคราะห (method validation) เปนดังน้ี 

  - Range and linearity : r2 = 0.9998 ในชวง [amoxicillin] = 0 – 100 μM 
  - Slope + SD = 0.0185 + 0.0001 
  - intercept + SD = 0.0131 + 0.0047 

  - Limit of detection = 0.766 μM , limit of quantitation = 2.552 μM 

  - Accuracy (ทดสอบใน capsules) (L = 25, M = 50, H = 75 μM, n = 6) 
   24.52 + 0.58 (% recovery = 98.07 + 2.32%) 
   49.51 + 0.92 (% recovery = 99.07 + 1.85%) 
   74.65 + 1.09 (% recovery = 99.53 + 1.46%) 

  - Accuracy (ทดสอบใน dry syrup) (L = 25, M = 50, H = 75 μM, n = 6) 
   24.78 + 0.93 (% recovery = 99.12 + 3.73%) 
   49.39 + 0.77 (% recovery = 99.77 + 1.55%) 
   74.73 + 0.95 (% recovery = 99.64 + 1.27%) 
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  - Precision (intra-day, inter-day) 

   -ทดสอบใน capsules (L = 25, M = 50, H = 75 μM, n = 3) 
Intra-day (n = 3) % RSD = 2.60% (L), 1.13% (M), 1.08 (H) 
Inter-day (n = 3) % RSD = 4.30% (L), 2.13% (M), 1.14 (H) 

   - ทดสอบใน dry syrup (L = 25, M = 50, H = 75 μM, n = 3) 
Intra-day (n = 3) % RSD = 2.53% (L), 1.24% (M), 0.82 (H) 
Inter-day (n = 3) % RSD = 1.58% (L), 1.47% (M), 0.85 (H) 
   
  - Specificity 
พบวาสารปรุงแตงในตํารับ ไดแก lactose, sucrose, starch, magnesium stearate, 

sodium benzoate และ related compound ไดแก 6-APA และ D-penicillamine ไมมีผลรบกวน
การวิเคราะหโดยวิธทีี่พัฒนาขึ้นมานี้ 

 
4. การเปรียบเทียบวิธีวิเคราะหที่พัฒนาขึ้นกับวิธีที่ระบุไวใน USP (HPLC method) 
    ผลการวิเคราะหเปรียบเทียบวิธทีี่พัฒนาขึ้นใหม (Enzyme) กับวธิีที่ระบุไวในเภสัชตํารบั 

USP (HPLC method) แสดงดังตารางที่ 2 แสดงวาวธิีที่พัฒนาขึ้นใหมน้ีวิเคราะหปริมาณ 
amoxicillin ไดไมแตกตางจากวิธีมาตรฐาน 

 
ตารางที่ 2 ผลการวิเคราะหเปรียบเทียบวธิีที่พัฒนาขึ้นใหม (Enzyme) กับวธิ ีHPLC ตาม USP 

 

% Assayed amount SD % Assayed amount SD

Capsules SIAM-250 96.80 0.24 97.26 1.51

DYMOX-250 100.18 0.15 101.25 1.44

DYMOX-500 101.11 0.10 101.36 1.46

COAMOX-500 101.20 0.05 101.59 0.93

Dry syrup IBIA-DS-125 98.86 0.20 98.01 0.97

IBIA-DS-250 101.19 0.15 99.12 0.72

HPLC Enzyme
รูปแบบยา Brand
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IV. บทสรุปและขอเสนอแนะ 

  
 งานวิจัยน้ีไดพัฒนาวิธีวิเคราะหหาปริมาณอะม็อกซิซิลลินในเภสัชภัณฑที่งาย รวดเร็ว มี
ความไว และตนทุนต่ํา  โดยอาศัยปฏิกิริยาซึ่งเรงดวยเอนไซม 2 ปฏิกิริยา   ในขั้นตอนแรก  
หมูดี-4-ไฮดรอกซีฟนิลกลัยซีนในโครงสรางของอะม็อกซิซิลลินถูกตัดอยางจําเพาะออกจากโมเลกุล
ของอะม็อกซิซิลลินโดยเอนไซมเพนนิซิลลินอะซิเลส จากนั้นดี-4-ไฮดรอกซีฟนิลกลัยซีนที่เกิดขึ้นเขา
ทําปฏิกิริยากับ 2-ออกโซกลูตาเรตโดยมีเอนไซมดี-ฟนิลกลัยซีนอะมิโนทรานสเฟอเรสเปนตัวเรง  
เกิดผลิตภัณฑตัวหน่ึงไดแก 4-ไฮดรอกเบนซิลฟอรเมตซ่ึงสามารถดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตไดสูง 
ดังนั้นปริมาณอะม็อกซิซิลลินจึงถูกวิเคราะหไดจากคาการดูดกลืนแสงซึ่งเพ่ิมขึ้น ณ ความยาวคลื่น 
335 นาโนเมตร ขอสรุปที่ไดจากการวิจัยครั้งน้ีมีดังน้ี 

1. การใชเอนไซมเพนนิซิลลินอะซิเลสเพื่อตัดเอาหมูดี-4-ไฮดรอกซีฟนิลกลัยซีนใน
โครงสรางของอะม็อกซิซิลลินออกจากโมเลกุลของอะม็อกซิซิลลิน มีความจําเปนเนื่องจาก chemical 
hydrolysis เชน การใชกรดหรือดางทําใหเกิดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะ และไดผลิตภัณฑอ่ืนๆ 
นอกเหนือจาก ดี-4-ไฮดรอกซีฟนิลกลัยซีน รวมดวย 
 2. สภาวะที่เหมาะสมสําหรับการวิเคราะห ไดแก การทําปฏิกิริยาใน 100 mM Tris buffer 
pH 9.0, [PLP] = 100 mM, [2-oxoglutarate] = 200 mM, [PA] = 1 U ml-1 และ [D-phgAT] = 0.2 
U ml-1 ที่ 37oC โดยทําปฏิกิริยากับ D-phgAT กอน แลวจึงทําปฏิกิริยากับ PA 
 3. กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณอะม็อกซิซิลลินเร่ิมตนที่มีอยูในตัวอยางกับคาการดูดกลืน
แสงซึ่งเพ่ิมขึ้นมีความสัมพันธในเชิงเสนตรงดีมาก (r2 = 0.9998 ในชวงความเขมขนของอะม็อกซิ
ซิลลิน 0 – 100 ไมโครโมลาร) มีคาขีดจํากัดของการตรวจวัด และขีดจํากัดของวิเคราะหหาปริมาณ 
เปน 0.77 และ 2.55 ไมโครโมลาร ตามลําดับ  
 4. เม่ือนําวิธีน้ีไปวิเคราะหเภสัชภัณฑอะม็อกซิซิลลินในรูปแบบยาแคปซูลและยาผงสําหรับ
ละลายน้ําไดยาแขวนตะกอน พบวาวิธีวิเคราะหมีความถูกตองและแมนยําดี ไมถูกรบกวนโดยสาร
ปรุงแตงอ่ืนๆ ในตํารับ รวมถึงผลิตภัณฑอันเกิดจากการสลายตัวของอะม็อกซิซิลลิน  
 5. เน่ืองจากทุกขั้นตอนของการวิเคราะหปราศจากการใชตัวทําละลายอินทรียตลอดจน
สารเคมีที่เปนอันตราย จึงนับวาวิธีที่พัฒนาขึ้นใหมน้ีเปนวิธีวิเคราะหหาปริมาณอะม็อกซิซิลลินใน
เภสัชภัณฑที่ปลอดภัยตอสิ่งแวดลอม 
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