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บทคัดยอ 
 

 มีการพัฒนาโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงโดยใชโครโมลิท C18เปนคอลัมนซึ่งมีความแมน สภาพไว และรวดเร็ว

สําหรับการหาปริมาณของคลอซอกซาโซน อินโดเมธาซิน และไอบูโปรเฟนทําการวิเคราะหดวยคอลัมนโครโมลิท C18(100 

มิลลิเมตร x 4.6 มิลลิเมตร) ที่อุณหภูมิหอง โดยใชเมทานอล: 0.1% สารละลายกรดฟอสฟอริก (pH 4.2) (70:30 โดยปริมาตร) 

เปนเฟสเคลื่อนที่ ที่อัตราการไหล 2.5 มิลลิลิตรตอนาทีความยาวคลื่นของการตรวจวัดคือ 215 นาโนเมตรชวงความเปนเสนตรง

ในการวิเคราะหนี้อยูในชวง 1-100 มิลลิกรัมตอลิตรขีดจํากัดของการตรวจวัดและขีดจํากัดของการหาปริมาณสําหรับคลอซอกซาโซน

คือ 0.08 และ 0.25 มิลลิกรัมตอลิตรอินโดเมธาซินคือ 0.03 และ 0.10 มิลลิกรัมตอลิตร และไอบูโปรเฟนคือ 0.06 และ 0.20 

มิลลิกรัมตอลิตรตามลําดับ คารอยละของการกลับคืนอยูในชวง 92-106% วิธีที่นําเสนอประยุกตใชไดอยางดีในการหาปริมาณ

ของคลอซอกซาโซน อินโดเมธาซิน และไอบูโปรเฟนในตัวอยางยา 

 

คําสําคัญ : โครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง / โครโมลิท C18 / คลอซอกซาโซน / อินโดเมธาซิน / ไอบูโปรเฟน 
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Abstract 
 

 An accurate, sensitive, and rapid chromolith C18 high-performance liquid chromatography for determination of 

chlorzoxazone, indomethacin, and ibuprofen has been developed. The separationwas performed on chromolith C18 

column (100 mm x 4.6 mm)at room temperature using methanol: 0.1% phosphoric acid solution (pH 4.2) (70:30 v/v) 

as mobile phase at a flow rate of 2.5 mL min–1.Wavelength of detection was set at 215 nm. A linear calibration 

graph was observed in the range of 1 to 100 mg L–1. The limits of detection (LOD) and the limits of quantification 

(LOQ)were0.08 and 0.25 mg L–1 for chlorzoxazone, 0.03 and 0.10 mg L–1for indomethacin, and 0.06 and 0.20 mg L–

1for ibuprofen, respectively. The recoveries varied from 92 to 106%.The proposed methodsuccessfully applied to 

the determination of chlorzoxazone, indomethacin, and ibuprofen in pharmaceutical formulations. 

 

Keywords : High-Performance Liquid Chromatography / chromolith C18 / chlorzoxazone / indomethacin / ibuprofen 

 

 

1. บทนํา 
 ยาตานการอักเสบชนิดไมใชสเตียรอยด (nonsteroidal anti-flammatory drugs, NSAIDs) เปนกลุมยาท่ีใชกันอยาง

กวางขวางเพื่อบรรเทาอาการปวดกลามเน้ือ ปวดขอกระดูกชนิดเร้ือรัง ปวดขออักเสบ ปวดประจําเดือน ใชลดไข และบรรเทา

อาการปวดศีรษะไมเกรน(McCarberg et al., 2012) กลไกการออกฤทธิ์ของยากลุมนี้ จะไปยับย้ังการทํางานของเอนไซม     

ไซโคลออกซิจีเนส (cyclooxygenase) ซึ่งเปนสารเคมีในรางกายชนิดหนึ่ง ทําใหลดการหล่ังสารพรอสตาแกลนดิน (prostaglandin) 

ซึ่งเปนตัวการของการอักเสบและอาการปวด 

 ความตองการใชยาตานการอักเสบชนิดไมใชสเตียรอยดที่มีเพิ่มขึ้น ทําใหตองมีการควบคุมคุณภาพของยากลุมนี้ในระดับ 

ที่สูงขึ้นทั้งการใชยาและการผลิตยา ดังนั้นจึงมีความจําเปนในการพัฒนาวธิีการวิเคราะหยากลุมนี้ทั้งเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ   

ที่มีความรวดเร็ว ความแมนและความเที่ยง มีการรายงานเทคนิคการวิเคราะหสารกลุมนี้มากมาย ไดแก เทคโครมาโทกราฟ

ของเหลว (Chittur et al., 1997; Liu et al., 2002; Cristofol et al., 1998; Sochor et al., 1995; Frye et al., 1996) และเทคนิค

แกสโครมาโทกราฟ-แมสสเปกโทรเมทรี (Kosjek et al., 2005) อยางไรก็ตาม พบวายังไมมีการรายงานการใชคอลัมนโครโมลิท 

C18 ในการวิเคราะหสารที่สนใจกลุมนี้พรอมกัน ซึ่งขอไดเปรียบของการใชคอลัมนชนิดนี้คือลดเวลาในการวิเคราะห เนื่องจาก

คอลัมนประเภทนี้มีความพรุนมากกวาคอลัมนที่ใชกันโดยทั่วไป ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงไดพัฒนาเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลว

สมรรถนะสูงซึ่งสามารถวิเคราะหไดรวดเร็ว โดยใชคอลัมนโครโมลิท C18สารที่ทําการศึกษาในการวิจัยน้ีคืออินโดเมธาซิน 

(indomethacin, IND) คลอซอกซาโซน (chlorzoxazone, CZX) และไอบูโปรเฟน (ibuprofen, Ibu) โครงสรางของสารดังกลาว

แสดงดังภาพที่ 1 ผลของตัวแปรตอการแยกทางโครมาโทกราฟที่ศึกษาไดแก องคประกอบของเฟสเคลื่อนที่ พีเอชของ           

เฟสเคล่ือนที่ และอัตราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ี วิธีที่นําเสนอนี้สามารถใชในการหาปริมาณของสารที่สนใจศึกษาในตัวอยาง        

ยาตางๆ เชน อินโดซิด (indocid) อินโดเมด (indomed) บูรเฟน (brufen) ไอบูเฟน (ibufen) คลอซอกซ (chlorzox) และซีซอกซ 

(cezox) 
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ภาพที ่1 โครงสรางของอินโดเมธาซิน (I) คลอซอกซาโซน (II) และไอบูโปรเฟน (III) 

 

2. วัสดุอุปกรณและวิธีการวิจัย 
1. สารเคมีและตัวทําละลาย 

 เมทานอลเปนเกรดวิเคราะห (QREC, ประเทศนิวซีแลนด) น้ํากล่ันจากเครื่อง Milli-Q water purifier system (Barnstead, 

ประเทศเยอรมัน) กรองผานกระดาษกรองเมมเบรนขนาดรู 0.45 ไมครอน สารมาตรฐานอินโดเมธาซีน คลอซอกซาโซน และ   

ไอบูโปรเฟนเปนเกรดวิเคราะหจาก Sigma เตรียมในเมทานอล กรดออรโธฟอสโฟริคเปนเกรดวิเคราะห (Ajax, ประเทศ

ออสเตรเลีย) 

2. การเตรียมตัวอยาง 

 ตัวอยางที่นํามาวิเคราะหไดจากรานขายยาทั่วไป ชั่งตัวอยางยาที่ผานการบดใหไดปริมาณยาที่เหมาะสมกับการวิเคราะห 

ละลายดวยเมทานอล จากนั้นถายลงในขวดวัดปริมาตร ขนาด 50 มิลลิลิตรสกัดดวยเคร่ืองอุลตราโซนิคเปนเวลา30 นาที กรอง

สารละลายตัวอยางที่ไดดวยกระดาษกรองเมมเบรน 0.45 ไมครอนกอนนําไปทําการวิเคราะห แตละการวิเคราะหทําซ้ํา 3 คร้ัง 

3. การวิเคราะหคลอซอกซาโซน อินโดเมธาซิน และไอบูโปรเฟนดวยลิควิดโครมาโทกราฟ 

 ทําการวิเคราะหตัวอยางดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (High-Performance Liquid Chromatography, 

HPLC) รุน 1050 ของบริษัท Hewlett Packard (ประเทศเยอรมัน) ระบบ HPLC ประกอบดวยปม (pump) ระบบฉีดสาร 
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(injection system) และทําการตรวจวัดดวยการดูดกลืนแสงอุลตราไวเลตที่ความยาวคลื่น 215 นาโนเมตร ตัวบันทึกสัญญาณ

วิเคราะหคือ E-corder รุน 401 ของบริษัท EDAQ (ประเทศออสเตรเลีย) ต้ังคา Low pass ที่ 2 kHz และคา sampling rate ที ่

100 ตอวินาทีคอลัมนที่ใชคือโครโมลิท (Chromolith) C18 (100 mm x 4.6 mm) ของบริษัท Merck (ประเทศอเมริกา)            

เฟสเคล่ือนที่ประกอบดวยเมทานอลและสารละลายกรดฟอสฟอริก 

3. ผลการวิจัยและวิจารณผล 
 การระบุพีกของคลอซอกซาโซน อินโดเมธาซิน และไอบูโปรเฟนใชวิธีเปรียบเทียบคาของเวลาท่ีสารถูกหนวงอยูในคอลัมน 

หรือเรียกวา รีเทนชั่นไทม (Retention time, tR) ซึ่งเปนเวลาท่ีสารใชในการเคลื่อนที่จากจุดฉีดถึงจุดตรวจวัด จากการศึกษา      

ตัวแปรที่มีผลตอการแยกของสารท่ีสนใจศึกษา ไดแก รอยละของเมทานอลในเฟสเคลื่อนที่ พีเอชของเฟสเคลื่อนที่ และอัตราการ

ไหลของเฟสเคล่ือนที่ พบวาพีกของสารทั้งหมดสามารถแยกอยางสมบูรณและใชเวลานอยที่สุดเม่ือใชเฟสเคล่ือนที่ประกอบดวย

เมทานอล: 0.1% สารละลายกรดฟอสฟอริค (pH 4.2) อัตราสวน 70:30 (v/v) และใชอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่ที่ 2.5 

มิลลิลิตรตอนาทีเวลาในการวิเคราะห 2 นาที โครมาโทแกรมภายใตสภาวะท่ีเหมาะสมนี้แสดงดังภาพที่ 2  

 

 
ภาพที ่2 โครมาโทแกรมของคลอซอกซาโซน อินโดเมธาซิน และไอบูโปรเฟน 

 

1. ผลของเมทานอลในเฟสเคลื่อนที่ 

 จากการศึกษาผลของรอยละเมทานอลในเฟสเคลื่อนที่ โดยเฟสเคลื่อนที่ประกอบดวย 60 ถึง 75% เมทานอลตอ 0.1% 

สารละลายกรดฟอสฟอริก ผลของเมทานอลในเฟสเคลื่อนที่ตอโครมาโทแกรมของสารที่สนใจแสดงดงัภาพที3่ พบวาเมื่อคารอยละ

ของเมทานอลเพ่ิมขึ้น สารถูกชะออกมาเร็วขึ้น เม่ือพิจารณาถึงการแยกและความเร็วในการวิเคราะห สภาวะท่ีดีที่สุดคือ           

เมทานอล:0.1% สารละลายกรดฟอสฟอริก 70:30 (v/v)  

2. ผลของ pH ของเฟสเคลื่อนที ่

 ทําการศึกษา pH ของเฟสเคล่ือนท่ีในชวง 4.0-4.8 ผลของ pH ของเฟสเคลื่อนท่ีตอโครมาโทแกรมของสารที่สนใจแสดงดัง

ภาพที่ 4 พบวาเมื่อ pH ของเฟสเคล่ือนที่เพิ่มขึ้นคารีเทนชั่นไทมของอินโดเมธาซินและไอบูโปรเฟนลดลง เนื่องจากที่ pH สูงเกิด

การแตกตัวของหมูคารบอกซิลิกในโครงสรางของอินโดเมธาซินและไอบูโปรเฟนมากขึ้น นอกจากน้ันพบวาที่ pH ทุกคาที่

ทําการศึกษาสารที่สนใจศึกษาทุกตัวแยกออกจากกันอยางสมบูรณ นอกจากที่ pH 4.5 และ 4.8 ดังนั้นเมื่อพิจารณาถึงการแยก

และเวลาในการวิเคราะห จึงเลือกพีเอช 4.2 เปนสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห 

3. ผลของอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่ 

 อัตราการไหลของเฟสเคล่ือนที่ทําการศึกษาคือ 1.5 ถึง 3.0 มิลลิลิตรตอนาทีผลของอัตราการไหลของเฟสเคล่ือนที่ตอคา   

รีเทนชั่นไทมของสารที่สนใจแสดงดังภาพที่ 5 การเพิ่มอัตราการไหลทําใหเวลาในการวิเคราะหลดลง เนื่องจากเวลาในการเกิด

อันตรกิริยาระหวางสารกับเฟสอยูกับที่ลดลง อยางไรก็ตาม พบวาเมื่ออัตราการไหลเพ่ิมถึง 3.0 มิลลิลิตรตอนาทีพีกของคลอ-

ซอกซาโซนจะชิดกับพีกของตัวทําละลาย ดังนั้น จึงเลือกอัตราการไหลที่ 2.5 มิลลิลิตรตอนาทีเปนอัตราการไหลที่เหมาะสม     

ในการวิเคราะห 

 
 
 



359วารสารวิทยาศาสตร์บูรพา ฉบับพิเศษ การประชุมวิชาการระดับชาติ วิทยาศาสตร์วิจัย ครั้งที่ 6 วันที่ 20 – 21 มีนาคม พ.ศ. 2557
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 อัตราการไหลของเฟสเคล่ือนที่ทําการศึกษาคือ 1.5 ถึง 3.0 มิลลิลิตรตอนาทีผลของอัตราการไหลของเฟสเคล่ือนที่ตอคา   

รีเทนชั่นไทมของสารที่สนใจแสดงดังภาพที่ 5 การเพิ่มอัตราการไหลทําใหเวลาในการวิเคราะหลดลง เนื่องจากเวลาในการเกิด

อันตรกิริยาระหวางสารกับเฟสอยูกับที่ลดลง อยางไรก็ตาม พบวาเมื่ออัตราการไหลเพ่ิมถึง 3.0 มิลลิลิตรตอนาทีพีกของคลอ-

ซอกซาโซนจะชิดกับพีกของตัวทําละลาย ดังนั้น จึงเลือกอัตราการไหลที่ 2.5 มิลลิลิตรตอนาทีเปนอัตราการไหลที่เหมาะสม     
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ภาพที ่3 ผลของเมทานอลในเฟสเคลื่อนที่ตอโครมา- 

                โทแกรม 

 
ภาพที่ 4 ผลของ pH ของเฟสเคล่ือนที่ตอโครมา- 

                 โทแกรม 

 
 

ภาพที ่5 ผลของอัตราการไหลของเฟสเคล่ือนที่ตอคารีเทนชั่นไทม 

 

4. ศึกษาความนาถูกตองของวิธีวิเคราะห 

 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานอยูในชวง 2.0-10.0 มิลลิกรัมตอลิตรคารีเทนชั่นไทม ขีดจํากัดของการตรวจวัด 

ขีดจํากัดของการหาปริมาณ และคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธของการหาปริมาณคลอซอกซาโซน อินโดเมธาซิน และ           

ไอบูโปรเฟนแสดงในตารางที่ 1 คาขีดจํากัดของการตรวจวัดและขีดจํากัดของการหาปริมาณใชเกณฑอัตราสวนสัญญาณตอ

สัญญาณรบกวน (signal-to-noise ratio) ที่ 3 และ 10 ตามลําดับขีดจํากัดการตรวจวัดของสารสนใจอยูในชวง 0.03 ถึง 0.08 

มิลลิกรัมตอลิตรและขีดจํากัดการหาปริมาณอยูในชวง 0.10 ถึง 0.25 มิลลิกรัมตอลิตรคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (n = 5) 

ของพื้นที่พีกวิเคราะหภายในวันเดียวกันที่ความเขมขน 3.0, 5.0 และ 8.0 mg L–1 ของสารสนใจอยูในชวง 2.0 ถึง 4.0% คา

เบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (n = 5) ของพื้นที่พีกวิเคราะหระหวางวันที่ความเขมขน 3.0, 5.0 และ 8.0 mg L–1 ของสารสนใจอยู

ในชวง 2.0 ถึง 5.0% ในการทดสอบความแมนของวิธี จะศึกษาในเทอมของรอยละการกลับคืน (n = 3) ของสารที่ความเขมขน 

2.0, 4.0 และ 6.0 มิลลิกรัมตอลิตรพบวารอยละการกลับคืนอยูในชวง 92-106% ตามลําดับ 

 

ตารางที่ 1 รีเทนชั่นไทม ขีดจํากัดของการตรวจวัด ขีดจํากัดของการหาปริมาณ และสมการเสนตรง 
 

สาร รีเทนช่ันไทม 

(นาที) 

LOD 

(มิลลิกรัมตอลิตร) 

LOQ 

(มิลลิกรัมตอลิตร) 

สมการเสนตรง (R2) 

คลอซอกซาโซน 1.04 0.08 0.25 y = 11776x – 3655 (R2=0.9998) 

อินโดเมธาซิน 1.60 0.03 0.10 y = 16437x – 3330 (R2=0.9998) 

ไอบูโปรเฟน 2.04 0.06 0.20 y = 5724x – 2525 (R2=0.9998) 
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ภาพที ่5 ผลของอัตราการไหลของเฟสเคล่ือนที่ตอคารีเทนชั่นไทม 

 

4. ศึกษาความนาถูกตองของวิธีวิเคราะห 
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ไอบูโปรเฟนแสดงในตารางที่ 1 คาขีดจํากัดของการตรวจวัดและขีดจํากัดของการหาปริมาณใชเกณฑอัตราสวนสัญญาณตอ

สัญญาณรบกวน (signal-to-noise ratio) ที่ 3 และ 10 ตามลําดับขีดจํากัดการตรวจวัดของสารสนใจอยูในชวง 0.03 ถึง 0.08 

มิลลิกรัมตอลิตรและขีดจํากัดการหาปริมาณอยูในชวง 0.10 ถึง 0.25 มิลลิกรัมตอลิตรคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (n = 5) 
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2.0, 4.0 และ 6.0 มิลลิกรัมตอลิตรพบวารอยละการกลับคืนอยูในชวง 92-106% ตามลําดับ 
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ตารางที่ 2 คาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) ภายในวันเดียวกัน และระหวางวัน 
 

สาร ความเขมขน 

(มิลลิกรัมตอลิตร) 

%RSD 

ภายในวันเดียวกัน 

%RSD 

ระหวางวัน 

คลอซอกซาโซน 3.0 

5.0 

8.0 

2.0 

2.0 

3.0 

3.0 

2.0 

2.0 

อินโดเมธาซิน 3.0 

5.0 

8.0 

3.0 

2.0 

1.0 

2.0 

2.0 

3.0 

ไอบูโปรเฟน 3.0 

5.0 

8.0 

4.0 

2.0 

3.0 

4.0 

5.0 

2.0 

 

5. การหาปริมาณสารสนใจในตัวอยางยา 

 ในการวิเคราะหหาปริมาณสารท่ีสนใจศึกษาในตัวอยางยาอินโดเมธาซินและไอบูโปรเฟน ภายใตสภาวะท่ีเหมาะสมคือ 

เฟสเคล่ือนที่ประกอบดวยเมทานอล: 0.1% สารละลายกรดฟอสฟอริค (pH 4.2) อัตราสวน 70:30 (v/v) และใชอัตราการไหลของ

เฟสเคล่ือนที่ที่ 2.5 มิลลิลิตรตอนาทีพบวาตัวอยางยาอินโดเมธาซินมีปริมาณยา 25.7±0.4 มิลลิกรัมตอเม็ด (หรือพบ 102.8% 

ของที่ระบุในฉลาก) และตัวอยางยาไอบูโปรเฟนมีปริมาณยา 405.0±2.6 มิลลิกรัมตอเม็ด (หรือพบ 101.3% ของที่ระบุในฉลาก) 

ซึ่งเม่ือวิเคราะหผลทางสถิติแบบ t-test พบวาคาที่วิเคราะหกับที่ระบุไวบนฉลากไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความ

เชื่อม่ัน 95% 

 

4. สรุปผลการวิจัย 
 งานวิจัยน้ีไดพัฒนาเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงและใชคอลัมนโครโมลิท C18และใชการดูดกลืนแสงอุลตรา

ไวเลตเปนตัวตรวจวัดเปนเทคนิคที่งาย มีความเฉพาะเจาะจง มีความแมนและความเที่ยงและรวดเร็ว สามารถนําไปประยุกตใช

ในการควบคุมคุณภาพของยา นอกจากนี้ยังสามารถนําไปใชหาปริมาณยาในตัวอยางยาไดเม่ือเปรียบเทียบเวลาในการวิเคราะห

ดวยวิธีที่นําเสนอน้ีกับเทคนิคการวิเคราะหสารที่สนใจชนิดเดียวกันและใชเทคนิคเดียวกัน พบวาวิธีที่เสนอนี้สามารถวิเคราะห

คลอซอกซาโซน(Venkatesh et al., 2009; Shaikh et al., 2008) อินโดเมธาซิน (Khuhawaret al., 2005; Tsvetkova et al., 

2012) และไอบูโปรเฟน(Shaalan et al., 2013; Ahirrao et al., 2013) เร็วกวาประมาณ 2-5 เทาประมาณ 8 เทา และประมาณ  

9 เทา ตามลําดับ 
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บทคัดยอ 
 
  ไดทําการสกัดกรดไขมันจากตัวอยางเนื้อในเมล็ดมะมวง ดวยสารละลายผสมของไดคลอโรมีเทน  เมทานอลและนํ้าใน
อัตราสวน 2: 1: 0.2 โดยแชตัวอยาง 2 ชั่วโมง แลวเมทิลเลชั่นที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 10 ชั่วโมงและทําการวิเคราะหดวย
เคร่ืองแกสโครมาโทกราฟ-เฟลมไอออไนเซช่ันดีเทคเตอรโดยใชฮีเลียมเปนแกสพาดวยอัตราการไหล 0.3 มิลลิลิตรตอนาที อุณหภูมิ 
ณ จุดฉีดสารและดีเทคเตอร 240 องศาเซลเซียส ฉีดสารปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ Split  ratio 100:1 แยกสารดวยคอลัมน DB-
225 (ยาว 20 เมตร เสนผาศูนยกลางภายใน 0.10 มิลลิเมตร เคลือบสารหนา 0.10 ไมโครเมตร) โปรแกรมอุณหภูมิเร่ิมตนที่ 150 
องศาเซลเซียส คงที่ 0.5 นาที เพิ่มดวยอัตรา 100 องศาเซลเซียสตอนาที จนถึง 200 องศาเซลเซียส แลวเพิ่มดวยอัตรา 60      
องศาเซลเซียสตอนาที จนถึง 220 องศาเซลเซียส คงที่ 14 นาที พบกรดไขมัน 9 ชนิดในตัวอยางเนื้อในเมล็ดมะมวงทั้ง 6 พันธุ 
กรดไขมันตัวสุดทาย (C22:6n3) ออกมาที่เวลา 14.33 นาที  
 
คําสําคัญ : กรดไขมัน เนื้อในเมล็ดมะมวง แกสโครมาโทกราฟ   
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