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Analysis of Sulfonamide Group by High Performance Liquid Chromatography 
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บทคัดย่อ

	งานวิจัยนี้ได้ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับการหาปริมาณสารกลุ่มซัลฟานาไมด์ด้วยโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงและตรวจวัดด้วยโฟโตไดโอดแอร์เรย์ที่ความยาวคลื่น 270 นาโนเมตรพบว่าซัลฟาเมอราซีน, ซัลฟาคลอโรไพริดาซีน, ซัลฟิโซซาโซล, ซัลฟาไดเมธอกซีนและซัลฟาควินอกซาลีนถูกแยกภายในเวลา 17นาที สภาวะที่เหมาะสมคือHypersil gold C18คอลัมน์ (4.6 mm x 150 mm), เฟสเคลื่อนที่ประกอบด้วย 5.0mMโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตพีเอช 3.0 (A)และเมทานอล(B) โดยใช้สภาวะเกรเดียนดังนี้ 0.0 – 5.0  นาที B 30%, 5.1 – 15.0  นาที B 55%และ 15.1 – 17.0 นาที B 55%ตามลำดับ โดยใช้อัตราการไหลเท่ากับ 0.80มิลลิลิตรต่อนาที ภายใต้สภาวะที่เหมาะสมของการวิเคราะห์ยากลุ่มซัลโฟนาไมด์ทั้ง 5 ชนิด พบว่าให้ค่าขีดจำกัดการตรวจวัดและขีดจำกัดการหาปริมาณอยู่ในช่วง0.10-0.35และ 0.40-1.40 มิลลิกรัมต่อลิตรตามลำดับ ช่วงความเป็นเส้นตรงอยู่ระหว่าง 0.40-20.00 มิลลิกรัม  ต่อลิตรซึ่งให้ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์มากกว่า 0.9970ความเที่ยงของการวิเคราะห์ (n=6) มีค่าน้อยกว่า 4.10% และค่าร้อยละการได้กลับคืนอยู่ในช่วง 87.13-100.46% 

คำสำคัญ: ซัลโฟนาไมด์ / โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง

Abstract

In this study, the determination of sulfonamide group was studied. Sulfamerazine, sulfachloropyridazine, sulfisoxazole, sulfadimethoxine and sulfaquinoxaline were separated within 17 minute by high performance liquid chromatography and detected at 270 nm by diode array detector. The optimum conditionswereHypersil gold C18 column (4.6 mm x 150 mm) and, mobile phase consisted 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 LOD and LOQ 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 coefficientmore than 0.9970 was achieved. The precision (n=6) was less than 4.10% and %recovery was in range of 87.13-100.46%.
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1. บทนำ
	ซัลโฟนาไมด์เป็นยาต้านจุลชีพกลุ่มใหญ่ที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตหรือทำลายเชื้อจุลชีพที่ทำให้เกิดการติดเชื้อในร่างกายมนุษย์ปัจจุบันมีการใช้ยากลุ่มนี้ในการรักษาสัตว์และผสมอาหารเพื่อป้องกันโรคและเร่งการเจริญเติบโต(1)ทำให้มีการตกค้างในอาหาร เมื่อผู้บริโภคได้รับสารกลุ่มนี้บางรายเกิดอาการแพ้อย่างรุนแรงอาจถึงแก่ชีวิตและทำให้เกิดการดื้อยาในผู้ป่วยโรคมะเร็ง(2) ดังนั้นทางกลุ่มสหภาพยุโรป (EU) ได้มีประชุมในปี 2010 เพื่อกำหนดปริมาณของสารเคมีที่ตกค้างในอาหาร ซึ่งสารกลุ่มซัลโฟนาไมด์ตกค้างในอาหารได้ไม่เกิน 100 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม(2,3)ทำให้มีผู้สนใจหาปริมาณซัลโฟนาไมด์ด้วยเทคนิคต่าง ๆ เช่นยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี(4) ที่จำเป็นต้องมีการเตียมอนุพันธ์ก่อนการวิเคราะห์, ระบบการไหลแบบอัตโนมัติ(5)ซึ่งต้องหาปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นอย่างรวดเร็วในการวิเคราะห์โดยเทคนิคทั้ง 2 เทคนิคที่กล่าวมาแล้วนั้นไม่สามารถบอกได้ว่าสารที่วิเคราะห์คือสารชนิดใดดังนั้นจึงพัฒนาเทคนิคที่มีความเฉพาะขึ้น เช่น เคมีเชิงไฟฟ้าบนระบบอิมมูน(2,6,7)ซึ่งเทคนิคนี้มีการใช้เอนไซม์ซึ่งมีราคาแพงและอายุการใช้งานต่ำ, แก๊สโครมาโทกราฟี(8)ที่ต้องมีการทำอนุพันธ์เพื่อให้วิเคราะห์ด้วยเทคนิคนี้ได้ซึ่งขั้นตอนการเตรียมอนุพันธ์มีความยุ่งยาก จากข้อเสียของเทคนิคที่กล่าวมาแล้วนั้นทำให้มีการพัฒนาเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงซึ่งเทคนิคนี้สามารถวิเคราะห์สารหลายชนิดได้พร้อมกัน ไม่ต้องมีการเตรียมอนุพันธ์ที่ยุ่งยากแต่ก็ยังมีข้อเสียคือระบบของเฟสเคลื่อนที่ที่ใช้มีความยุ่งยาก(9,10) มีการให้ความร้อนแก่คอลัมน์ที่ใช้ในการแยกสาร(11)และร้อยละการกลับคืนที่ได้ต่ำถึง 31.9%(12) ผู้วิจัยจึงได้พัฒนาเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงโดยใช้ระบบของเฟสเคลื่อนที่ที่ง่าย ใช้อุณหภูมิห้องในการแยกสารและให้ร้อยละการกลับคืนที่สูง

2. วิธีการ
2.1 อุปกรณ์ เครื่องมือและสารเคมีที่ใช้
	วิเคราะห์สารกลุ่มซัลโฟนาไมด์ด้วยเครื่อง HPLC รุ่น 1050 ที่มีโฟโตไดโอดแอร์เรย์รุ่น 1050 ของบริษัท Hewlett Packard ประเทศสหรัฐอเมริกา คอลัมน์สำหรับแยกใช้ Hypersil Gold C18 (4.6 มม. X 150 มม.) ของบริษัท Thermo Electronประเทศสหรัฐอเมริกาน้ำที่ใช้ในการทดลองคือน้ำปราศจากไอออนโดยใช้เครื่องทำน้ำปราศจากไอออนของบริษัท Bransteadประเทศสหรัฐอเมริกาซัลฟาเมอริซีนและซัลฟาคลอโรไพริดาซีนของบริษัท Flukaประเทศสวิตเซอร์แลนด์ ซัลฟิโซซาโซลของบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา ซัลฟาไดเมธอกซีน
ของบริษัท TCI ประเทศญี่ปุ่นซัลฟาควินอกซาลีนของบริษัท Supelcoประเทศสหรัฐอเมริกา โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตของบริษัท Carlo Erbaประเทศอิตาลี เมทานอลของบริษัท Burdick & Jackson ประเทศเกาหลีใต้ สารเคมีที่ใช้ทั้งหมดเป็นเกรดวิเคราะห์
2.2 วิธีการทดลอง
	สารมาตรฐานและสารตัวอย่างเตรียมในเมทานอลจากนั้นฉีดสารผสมกลุ่มซัลโฟนาไมด์ทั้ง 5 ชนิดแต่ละชนิดเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อลิตรไปยังเครื่อง HPLC และตรวจวัดด้วยไดโอดแอร์เรย์โดยมีเฟสเคลื่อนที่ประกอบด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์พีเอช 3.0 และเมทานอลที่อัตราการไหล 0.80 มิลลิลิตรต่อนาทีในการแยกและวิเคราะห์สารกลุ่มซัลโฟนาไมด์ ซึ่งสภาวะที่ศึกษาได้แก่ ความยาวคลื่นที่เหมาะสมในการวิเคราะห์, อัตราส่วนของเฟสเคลื่อนที่,พีเอชและ ความเข้มข้นของบัฟเฟอร์ที่ใช้เป็นส่วนประกอบของเฟสเคลื่อนที่ เมื่อได้สภาวะที่เหมาะสมแล้วศึกษาความน่าเชื่อถือของวิธีการวิเคราะห์โดยการศึกษาขีดจำกัดการตรวจวัด, ขีดจำกัดการหาปริมาณ, ช่วงความเป็นเส้นตรง, กราฟมาตรฐาน, ความเที่ยงและความแม่น

3. ผลและอภิปราย
	การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์สารกลุ่มซัลโฟนาไมด์ด้วย HPLC และตรวจวัดด้วยไดโอดแอร์เรย์โดยจะพิจารณาจากค่าการแยกและรูปร่างพีกเป็นหลักโดยสภาวะที่เหมาะสมที่ทำการศึกษามีดังนี้

3.1 ความยาวคลื่นที่เหมาะสมในการวิเคราะห์
	นำสารทั้ง 5 ชนิดมาวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ได้ค่าความยาวคลื่นที่สารดูดกลืนแสงสูงสุดดังตารางที่ 1




ตารางที่ 1 ความยาวคลื่นที่สารดูดกลืนแสงสูงสุดสำหรับสารกลุ่มซัลโฟนาไมด์ทั้ง 5 ชนิด
	ชนิดสาร
	ความยาวคลื่นที่สารดูดกลืนแสงสูงสุด (นาโนเมตร)

	ซัลฟาเมอราซีน
	267

	ซัลฟาคลอโรไพริดาซีน
	268

	ซัลฟิโซซาโซล
	266

	ซัลฟาไดเมธอกซีน
	269

	ซัลฟาควินอกซาลีน
	266



หลังจากนั้นนำความยาวคลื่นที่สารดูดกลืนแสงสูงสุดโดยการวิเคราะห์ด้วยยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์มาประยุกต์ในการวิเคราะห์สารกลุ่มซัลโฟนาไมด์ด้วยเครื่อง HPLC และตรวจวัดด้วยไดโอดแอร์เรย์ ผลการทดลองพบว่าที่ความยาวคลื่น 270 นาโนเมตรให้สภาพไวของการแยกสารทั้ง 5 ชนิดดีที่สุดซึ่งใกล้เคียงกับค่าความยาวคลื่นที่สารดูดกลืนแสงสูงสุดที่ได้จากเครื่องยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์เนื่องจากการวิเคราะห์โดยใช้เครื่องมือต่างชนิดกันและอิทธิพลของระบบเฟสเคลื่อนที่ที่ใช้ทำให้ความยาวคลื่นที่สารดูดกลืนแสงสูงสุดที่ได้ไม่เท่ากันแต่จาก ความยาวคลื่นที่สารดูดกลืนแสงสูงสุดจากเครื่องไดโอดแอร์เรย์แตกต่างจากสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ไม่เกิน 5 นาโนเมตรซึ่งถือว่าไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญดังนั้นจึงตั้งค่าความยาวคลื่นของไดโอดแอร์เรย์ที่ 270 นาโนเมตร
3.2 อัตราส่วนของเฟสเคลื่อนที่
	จากการศึกษาอัตราส่วนของเฟสเคลื่อนที่ที่ประกอบด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์พีเอช 3.5 เข้นข้น 5.0 mM(A) และเมทานอล(B) โดยการวิเคราะห์เป็นแบบเกรเดียน3 สภาวะดังตารางที่ 2 ผลการทดลองพบว่าทั้ง 3 สภาวะให้รีเทนชั่นไทม์ของสารแต่ละชนิดไม่มีการเปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยสำคัญโดยมีลำดับการชะของสารดังนี้ซัลฟาเมอราซีน ซัลฟาคลอโรไพริดาซีน ซัลฟิโซซาโซล ซัลฟาไดเมธอกซีนและซัลฟาควินอกซาลีนตามลำดับ ดังนั้นจึงพิจารณาค่าการแยกของซัลฟาคลอโรไพริดาซีนกับซัลฟิโซซาโซลและซัลฟาไดเมธอกซีนกับซัลฟาควินอกซาลีนพบว่าค่าที่ได้มีค่ามากกว่า 1 และไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทั้ง 3 สภาวะดังตารางที่ 3 จึงเลือกสภาวะที่2 เป็นสภาวะที่เหมาะสมเพราะให้เวลาการวิเคราะห์น้อยที่สุดซึ่งใช้เวลาในการวิเคราะห์ 17นาที 

ตารางที่ 2สภาวะเกรเดียนที่ใช้ในการศึกษาอัตราส่วนของเฟสเคลื่อนที่
	สภาวะที่ 1
	สภาวะที่ 2
	สภาวะที่ 3

	เวลา (นาที)
	% 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 3 ค่าการแยกของซัลฟาคลอโรไพริดาซีนกับซัลฟิโซซาโซลและซัลฟาไดเมธอกซีนกับซัลฟาควินอกซาลีน
	สภาวะที่
	ค่าการแยก
	เวลาในการวิเคราะห์
(นาที)

	
	ซัลฟาคลอโรไพริดาซีนกับซัลฟิโซซาโซล
	ซัลฟาไดเมธอกซีนกับซัลฟาควินอกซาลีน
	

	1
	1.047
	1.304
	20

	2
	1.115
	1.070
	17

	3
	1.185
	1.102
	22



3.3 พีเอชของเฟสเคลื่อนที่
	ทำโดยเลือกสภาวะที่เหมาะสมในข้อ 3.2แต่ใช้ฟอสเฟตบัฟเฟอร์พีเอช 2.5 – 4.0 เข้มข้น 5.0 mMซึ่งเกณฑ์ที่ใช้ในการประกอบการเลือกคือค่าการแยก, รูปร่างพีกและเวลาในการวิเคราะห์ ผลการทดลองพบว่าทุกพีเอชให้ค่าการแยก, รูปร่างพีกและเวลาในการวิเคราะห์ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญดังนั้นจึงพิจารณาจากพื้นที่พีก พบว่าที่พีเอช 3.0 พื้นที่พีกของสารมาตรฐานที่ได้มีค่ามากกว่าที่พีเอชอื่น ๆ แสดงดังตารางที่ 4ดังนั้นจึงเลือกที่พีเอช 3.0 เป็นสภาวะที่เหมาะสมในการศึกษาพีเอชของเฟสเคลื่อนที่
ตารางที่ 4 พื้นที่พีกของสารมาตรฐานกับพีเอชที่ศึกษา
	พีเอช
	พื้นที่พีก(mAU*min)

	
	ซัลฟาเมอราซีน
	ซัลฟาคลอโรไพริดาซีน
	ซัลฟิโซซาโซล
	ซัลฟาไดเมธอกซีน
	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 ความเข้มข้นของบัฟเฟอร์ในเฟสเคลื่อนที่
	ทำโดยเลือกสภาวะที่เหมาะสมในข้อ 3.3 แต่เปลี่ยนความเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์พีเอช 3.0 เป็น 5.0 – 15.0 mMจากผลการทดลองพบว่าที่ความเข้มข้น 5.0 mM ค่ารีเทนชั่นไทม์ของซัลฟิโซซาโซลมีค่าน้อยกว่าที่ความเข้นข้นอื่น และเมื่อเทียบค่าการแยกของซัลฟาคลอโรไพริดาซีนกับซัลฟิโซซาโซลและซัลฟาไดเมธอกซีนกับซัลฟาควินอกซาลีนพบว่าที่ความเข้มข้น 5.0 mMมีค่าการแยก 1.212 และ 1.048 ตามลำดับ โดยที่ความเข้มข้นอื่นค่าการแยกที่บริเวณดังกล่าวน้อยกว่า 1.0 ดังนั้นจึงเลือกฟอสเฟตบัฟเฟอร์พีเอช 3.0 เข้มข้น 5.0 mMเป็นสภาวะที่เหมาะสมภายใต้สภาวะที่เหมาะสมสามารถแยกสารกลุ่มซัลโฟนาไมด์ทั้ง 5 ชนิดได้ภายในเวลา 15 นาที ซึ่งค่ารีเทนชั่นไทม์ของสารกลุ่มซัลโฟนาไมด์ทั้ง 5 ชนิดแสดงในตารางที่ 5
3.5 ขีดจำกัดการตรวจวัด(LOD) และขีดจำกัดการหาปริมาณ(LOQ)
	นำสภาวะที่เหมาะสมมาหาขีดจำกัดการตรวจวัดและขีดจำกัดการหาปริมาณของสารกลุ่มซัลโฟนาไมด์โดยพิจารณาจากความเข้มข้นที่ให้อัตราส่วนระหว่างสัญญาณของสารมาตรฐานและสัญญาณรบกวน (S/N) เท่ากับ 3 และ 10 สำหรับขีดจำกัดการตรวจวัดและขีดจำกัดการหาปริมาณตามลำดับผลที่ได้แสดงดังตารางที่ 5

ตารางที่ 5  ค่ารีเทนชั่นไทม์ขีดจำกัดการตรวจวัดและขีดจำกัดการหาปริมาณของสารกลุ่มซัลโฟนาไมด์ทั้ง 5 ชนิด
	ชนิดสาร
	รีเทนชั่นไทม์ (นาที)
	ขีดจำกัดการตรวจวัด(มิลลิกรัมต่อลิตร)
	ขีดจำกัดการหาปริมาณ(มิลลิกรัมต่อลิตร)

	ซัลฟาเมอราซีน
	4.447
	0.15
	0.60

	ซัลฟาคลอโรไพริดาซีน
	7.110
	0.10
	0.40

	ซัลฟิโซซาโซล
	9.075
	0.35
	1.40

	ซัลฟาไดเมธอกซีน
	13.648
	0.20
	0.80

	ซัลฟาควินอกซาลีน
	14.655
	0.30
	1.20



3.6 ช่วงความเป็นเส้นตรง
	ศึกษาโดยหาความเข้มข้นที่ให้ความสัมพันธ์เป็นเส้นตรงโดยศึกษาดังนี้ ซัลฟาเมอราซีน (0.60-20.00 มิลลิกรัมต่อลิตร), ซัลฟาคลอโรไพริดาซีน (0.40-20.00 มิลลิกรัมต่อลิตร), ซัลฟิโซซาโซล (1.40-20.00 มิลลิกรัมต่อลิตร), ซัลฟาไดเมธอกซีน (0.80-20.00 มิลลิกรัมต่อลิตร)และซัลฟาควินอกซาลีน (1.20-20.00 มิลลิกรัมต่อลิตร)ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่คาดว่าจะพบในตัวอย่างจริง จากการทดลองพบว่าช่วงความเป็นเส้นตรงมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์มากกว่า 0.9970แสดงว่าให้ความสัมพันธ์เป็นเส้นตรงที่ดีแสดงดังตารางที่ 6








ตารางที่ 6ความเข้มข้นที่ศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรง สมการเส้นตรงและค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (n=3)
	ชนิดสาร
	ความเข้มข้นที่ศึกษา
(มิลลิกรัมต่อลิตร)
	สมการเส้นตรง
	สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์

	ซัลฟาเมอราซีน
	0.60 – 20.00
	y = 112.980x – 41.421
	0.9976

	ซัลฟาคลอโรไพริดาซีน
	0.40 – 20.00
	y = 94.536x – 35.830
	0.9982

	ซัลฟิโซซาโซล
	1.40 – 20.00
	y = 76.342x – 37.536
	0.9986

	ซัลฟาไดเมธอกซีน
	0.80 – 20.00
	y = 112.420x – 21.204
	0.9992

	ซัลฟาควินอกซาลีน
	1.20 – 20.00
	y = 82.615x – 22.343
	0.9992



3.7 กราฟมาตรฐาน
	ทำเช่นเดียวกับการศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรงแต่ความเข้มข้นสุดท้ายที่ใช้คือ 15.00 มิลลิกรัมต่อลิตร จากการทดลองพบว่าสารมาตรฐานทั้ง 5 ชนิดให้ความสัมพันธ์เป็นเส้นตรงที่ดีโดยพิจารณาจากค่าสัมประสิทธ์สหสัมพันธ์ซึ่งมีค่ามากกว่า 0.9937 แสดงดังตารางที่ 7

ตารางที่ 7 ความเข้มข้นที่ศึกษากราฟมาตรฐาน สมการเส้นตรงและค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์(n=3)
	ชนิดสาร
	ความเข้มข้นที่ศึกษา
(มิลลิกรัมต่อลิตร)
	สมการเส้นตรง
	สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์

	ซัลฟาเมอราซีน
	0.60 – 15.00
	y = 99.213x – 2.556
	0.9981

	ซัลฟาคลอโรไพริดาซีน
	0.40 – 15.00
	y = 83.437x – 12.667
	0.9976

	ซัลฟิโซซาโซล
	1.40 – 15.00
	y = 60.707x + 0.666
	0.9939

	ซัลฟาไดเมธอกซีน
	0.80 – 15.00
	y = 98.980x – 0.870
	0.9973

	ซัลฟาควินอกซาลีน
	1.20 – 15.00
	y = 69.324x – 8.900
	0.9937



3.8 ความเที่ยงของการวิเคราะห์
	ศึกษาโดยการเลือกวิเคราะห์ 3 ความเข้มข้นได้แก่ความเข้มข้น 6.00, 9.00 และ 12.00 มิลลิกรัมต่อลิตร จากนั้นหาค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) โดยการวิเคราะห์ซ้ำ 6 ครั้ง ผลการทดลองพบว่าค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ของรีเทนชั่นไทม์มีค่า0.05-1.10% และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ของพื้นที่พีกมีค่า0.18-4.10% ซึ่งเป็นค่าที่ยอมรับได้ตามมาตรฐาน AOACซึ่งมีค่าไม่เกิน 7.3%(13)
3.9 ความแม่นของการวิเคราะห์
	ศึกษาโดยนำสารมาตรฐานทั้ง 5 ชนิดที่ทราบความเข้มข้นที่แน่นอน จากนั้นเติมสารมาตรฐานที่ความเข้มข้น3.00 มิลลิกรัมต่อลิตรจากนั้นคำนวณหาค่าร้อยละการกลับคืน (%recovery)จากการทดลองพบว่าค่าร้อยละการกลับคืนที่ได้อยู่ในช่วง 87.13 ถึง 100.46% แสดงดังตารางที่ 8 ซึ่งค่าที่ยอมรับได้อยู่ในช่วง 80-110%(13)ตามมาตรฐาน AOACที่ความเข้มข้นระดับมิลลิกรัมต่อลิตร

ตารางที่ 8 ร้อยละการกลับคืนของสารกลุ่มซัลโฟนาไมด์ 5 ชนิดที่ความเข้มข้น 3.00 มิลลิกรัมต่อลิตร (n=3)
	ชนิดสาร
	ร้อยละการกลับคืน

	ซัลฟาเมอราซีน
	95.25 ± 2.05

	ซัลฟาคลอโรไพริดาซีน
	90.45 ± 1.09

	ซัลฟิโซซาโซล
	89.05 ± 1.23

	ซัลฟาไดเมธอกซีน
	100.46 ± 1.32

	ซัลฟาควินอกซาลีน
	87.13 ± 0.28






4. บทสรุป
	สภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์สารกลุ่มซัลโฟนาไมด์ 5 ชนิด ได้แก่ ซัลฟาเมอราซีน, ซัลฟาคลอโรไพริดาซีน, ซัลฟิโซซาโซล, ซัลฟาไดเมธอกซีนและซัลฟาควินอกซาลีนด้วยโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงที่ตรวจวัดด้วยไดโอดแอร์เรย์ที่ 270 นาโนเมตร คอลัมน์ที่ใช้ในการแยกคือ Hypersil Gold C18(4.6 mm X 150 mm) ใช้สารผสมระหว่างฟอสเฟตบัฟเฟอร์พีเอช 3.0 เข้มข้น 5.0 mM (A) และเมทานอล(B) เป็นเฟสเคลื่อนที่ อัตราการไหล 0.80 มิลลิลิตรต่อนาทีโดยใช้สภาวะเกรเดียนดังนี้ 0.0 – 5.0 นาที B 30%, 5.1 – 15.0 นาที B 55% และ 15.1 – 17.0 นาที B 55% ตามลำดับ ภายใต้สภาวะที่เหมาะสมขีดจำกัดการตรวจวัดและขีดจำกัดการหาปริมาณคือ 0.10 – 0.35 และ 0.40 – 1.40 มิลลิกรัมต่อลิตรตามลำดับ สำหรับช่วงความเป็นเส้นตรงมีค่าระหว่างขีดจำกัดการหาปริมาณของสารแต่ละชนิดจนถึงความเข้มข้น 20.00 มิลลิกรัมต่อลิตรโดยค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์มีค่ามากกว่า 0.9970 สำหรับค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (n=6) และค่าร้อยละการกลับคืนที่ได้คือ 0.18 – 4.10% และ 87.13 – 100.46%ตามลำดับ
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