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บทคัดย่อ 
 มีการพฒันาโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูโดยใช้โครโมลิท C18 เป็นคอลมัน์ซึ่งมีความแม่น 
สภาพไว และรวดเร็วส าหรับการหาปริมาณของคลอซอกซาโซน อินโดเมธาซิน และไอบูโปรเฟน ท าการ
วิเคราะห์ด้วยคอลมัน์โครโมลิท C18(100 มิลลิเมตร x 4.6 มิลลิเมตร) ท่ีอุณหภูมิห้อง โดยใช้เมทานอล: 
0.1% สารละลายกรดฟอสฟอริก (pH 4.2) (70:30 โดยปริมาตร) เป็นเฟสเคล่ือนท่ี ท่ีอตัราการไหล 2.5 
มิลลิลิตรตอ่นาที  ความยาวคล่ืนของการตรวจวดัคือ 215 นาโนเมตร ช่วงความเป็นเส้นตรงในการวิเคราะห์
นีอ้ยู่ในช่วง 1-100 มิลลิกรัมต่อลิตร  ขีดจ ากัดของการตรวจวดัและขีดจ ากัดของการหาปริมาณส าหรับ              
คลอซอกซาโซนคือ 0.08 และ 0.25 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  อินโดเมธาซินคือ 0.03 และ 0.10 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
และไอบูโปรเฟนคือ 0.06 และ 0.20 มิลลิกรัมต่อลิตรตามล าดบั ค่าร้อยละของการกลบัคืนอยู่ในช่วง               
92-106% วิธีท่ีน าเสนอประยุกต์ใช้ได้อย่างดีในการหาปริมาณของคลอซอกซาโซน อินโดเมธาซิน                
และไอบโูปรเฟนในตวัอยา่งยา 
 
ค าส าคัญ: โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู/ โครโมลิท C18 / คลอซอกซาโซน / อินโดเมธาซิน /  
                 ไอบโูปรเฟน 
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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 separation was 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) were 0.08 and 0.25 mg L–1 for chlorzoxazone, 0.03                
and 0.10 mg L–1 for indomethacin, and 0.06 and 0.20 mg L–1 for ibuprofen, respectively.            
The recoveries varied from 92 to 106%. The proposed method successfully applied to                     
the determination of chlorzoxazone, indomethacin, and ibuprofen in pharmaceutical 
formulations. 
 
Keywords: High-Performance Liquid Chromatography / chromolith C18 / chlorzoxazone/  
                  indomethacin / ibuprofen 
 
บทน า 
 ยาต้านการอักเสบชนิดไม่ใช่สเตียรอยด์ (nonsteroidal anti-flammatory drugs, NSAIDs)           
เป็นกลุ่มยาท่ีใช้กันอย่างกว้างขวางเพ่ือบรรเทาอาการปวดกล้ามเนือ้ ปวดข้อกระดูกชนิดเรือ้รัง ปวดข้อ
อกัเสบ ปวดประจ าเดือน ใช้ลดไข้ และบรรเทาอาการปวดศีรษะไมเกรน  (McCarberg et al., 2012) กลไก
การออกฤทธ์ิของยากลุ่มนี ้จะไปยับยัง้การท างานของเอนไซม์ไซโคลออกซิจีเนส (cyclooxygenase)           
ซึง่เป็นสารเคมีในร่างกายชนิดหนึง่ ท าให้ลดการหลัง่สารพรอสตาแกลนดิน (prostaglandin) ซึ่งเป็นตวัการ
ของการอกัเสบและอาการปวด 
 ความต้องการใช้ยาต้านการอักเสบชนิดไม่ใช่สเตียรอยด์ท่ีมีเพิ่มขึน้ ท าให้ต้องมีการควบคุม
คณุภาพของยากลุ่มนีใ้นระดบัท่ีสูงขึน้ทัง้การใช้ยาและการผลิตยา ดงันัน้จึงมีความจ าเป็นในการพฒันา
วิธีการวิเคราะห์ยากลุ่มนีท้ัง้เชิงคณุภาพและเชิงปริมาณท่ีมีความรวดเร็ว ความแม่นและความเท่ียง มีการ
รายงานเทคนิคการวิเคราะห์สารกลุ่มนีม้ากมาย ได้แก่ เทคโครมาโทกราฟีของเหลว (Chittur et al., 1997; 
Liu et al., 2002; Cristofol et al., 1998; Sochor et al., 1995; Frye et al., 1996) และเทคนิคแก๊สโคร
มาโทกราฟี-แมสสเปกโทรเมทรี  (Kosjek et al., 2005) อย่างไรก็ตาม พบว่ายังไม่มีการรายงาน              
การใช้คอลมัน์โครโมลิท C18 ในการวิเคราะห์สารท่ีสนใจกลุ่มนีพ้ร้อมกนั ซึ่งข้อได้เปรียบของการใช้คอลมัน์
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ชนิดนีคื้อลดเวลาในการวิเคราะห์ เน่ืองจากคอลมัน์ประเภทนีมี้ความพรุนมากกว่าคอลมัน์ท่ีใช้กนัโดยทัว่ไป 
ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้ึงได้พฒันาเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูซึ่งสามารถวิเคราะห์ได้รวดเร็ว 
โดยใช้คอลัมน์โครโมลิท C18 สารท่ีท าการศึกษาในการวิจัยนีคื้ออินโดเมธาซิน (indomethacin, IND)           
คลอซอกซาโซน (chlorzoxazone, CZX) และไอบูโปรเฟน (ibuprofen, Ibu) โครงสร้างของสารดงักล่าว
แสดงดงัภาพท่ี 1 ผลของตวัแปรต่อการแยกทางโครมาโทกราฟีท่ีศึกษา ได้แก่ องค์ประกอบของเฟส
เคล่ือนท่ี พีเอชของเฟสเคล่ือนท่ี และอตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ี วิธีท่ีน าเสนอนีส้ามารถใช้ในการหา
ปริมาณของสารท่ีสนใจศึกษาในตวัอย่างยาต่างๆ เช่น อินโดซิด (indocid) อินโดเมด (indomed) บูรเฟน 
(brufen) ไอบเูฟน (ibufen) คลอซอกซ์ (chlorzox) และซีซอกซ์ (cezox) 
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ภาพท่ี 1 โครงสร้างของอินโดเมธาซิน (I) คลอซอกซาโซน (II) และไอบโูปรเฟน (III) 
 
 
วัสดุอุปกรณ์และวิธีการวิจัย 
1. สารเคมีและตัวท าละลาย 

 เมทานอลเป็นเกรดวิเคราะห์ (QREC, ประเทศนิวซีแลนด์) น า้กลั่นจากเคร่ือง Milli-Q water 
purifier system (Barnstead, ประเทศเยอรมนั) กรองผ่านกระดาษกรองเมมเบรนขนาดรู 0.45 ไมครอน 
สารมาตรฐานอินโดเมธาซีน คลอซอกซาโซน และไอบูโปรเฟนเป็นเกรดวิเคราะห์จาก Sigma เตรียม        
ในเมทานอล กรดออร์โธฟอสโฟริคเป็นเกรดวิเคราะห์ (Ajax, ประเทศออสเตรเลีย) 
 
2. การเตรียมตัวอย่าง 
 ตวัอย่างท่ีน ามาวิเคราะห์ได้จากร้านขายยาทั่วไป ชั่งตัวอย่างยาท่ีผ่านการบดให้ได้ปริมาณยา         
ท่ีเหมาะสมกับการวิเคราะห์ ละลายด้วยเมทานอล จากนัน้ถ่ายลงในขวดวดัปริมาตร ขนาด 50 มิลลิลิตร
สกดัด้วยเคร่ืองอลุตร้าโซนิคเป็นเวลา 30 นาที กรองสารละลายตวัอย่างท่ีได้ด้วยกระดาษกรองเมมเบรน 
0.45 ไมครอนก่อนน าไปท าการวิเคราะห์ แตล่ะการวิเคราะห์ท าซ า้ 3 ครัง้ 
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3. การวิเคราะห์คลอซอกซาโซน อินโดเมธาซิน และไอบูโปรเฟนด้วยลิควิดโครมาโทกราฟี 
 ท าการวิเคราะห์ตวัอย่างด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High-Performance 
Liquid Chromatography, HPLC) รุ่น 1050 ของบริษัท Hewlett Packard (ประเทศเยอรมนั) ระบบ 
HPLC ประกอบด้วยป๊ัม (pump) ระบบฉีดสาร (injection system) และท าการตรวจวดัด้วยการดดูกลืน
แสงอุลตราไวเลตท่ีความยาวคล่ืน 215 นาโนเมตร ตวับนัทึกสญัญาณวิเคราะห์คือ E-corder รุ่น 401            
ของบริษัท EDAQ (ประเทศออสเตรเลีย) ตัง้คา่ Low pass ท่ี 2 kHz และคา่sampling rate ท่ี 100           
ตอ่วินาทีคอลมัน์ท่ีใช้คือโครโมลิท (Chromolith) C18 (100 mm x 4.6 mm) ของบริษัท Merck (ประเทศ
อเมริกา) เฟสเคล่ือนท่ีประกอบด้วยเมทานอลและสารละลายกรดฟอสฟอริก 
 
ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล 
 การระบุพีกของคลอซอกซาโซน อินโดเมธาซิน และไอบูโปรเฟน ใช้วิธีเปรียบเทียบค่าของเวลา         
ท่ีสารถูกหน่วงอยู่ในคอลมัน์ หรือเรียกว่า รีเทนชัน่ไทม์ (Retention time, tR) ซึ่งเป็นเวลาท่ีสารใช้ในการ
เคล่ือนท่ีจากจุดฉีดถึงจุดตรวจวัด จากการศึกษาตวัแปรท่ีมีผลต่อการแยกของสารท่ีสนใจศึกษา ได้แก่            
ร้อยละของเมทานอลในเฟสเคล่ือนท่ี  พีเอชของเฟสเคล่ือนท่ี และอัตราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ี พบว่า      
พีกของสารทัง้หมดสามารถแยกอย่างสมบรูณ์และใช้เวลาน้อยท่ีสดุเม่ือใช้เฟสเคล่ือนท่ีประกอบด้วยเมทา
นอล: 0.1% สารละลายกรดฟอสฟอริค (pH 4.2) อตัราส่วน 70:30 (v/v) และใช้อตัราการไหลของเฟส
เคล่ือนท่ีท่ี 2.5 มิลลิลิตรตอ่นาที  เวลาในการวิเคราะห์ 2 นาที โครมาโทแกรมภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสมนี ้
แสดงดงัภาพท่ี 2  

 
ภาพท่ี 2  โครมาโทแกรมของคลอซอกซาโซน อินโดเมธาซิน และไอบโูปรเฟน 

 
1. ผลของเมทานอลในเฟสเคล่ือนท่ี 
 จากการศกึษาผลของร้อยละเมทานอลในเฟสเคล่ือนท่ี โดยเฟสเคล่ือนท่ีประกอบด้วย 60 ถึง 75% 
เมทานอลต่อ 0.1% สารละลายกรดฟอสฟอริก ผลของเมทานอลในเฟสเคล่ือนท่ีต่อโครมาโทแกรม             
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ของสารท่ีสนใจแสดงดังภาพท่ี 3 พบว่าเม่ือค่าร้อยละของเมทานอลเพิ่มขึน้ สารถูกชะออกมาเร็วขึน้       
เม่ือพิจารณาถึงการแยกและความเร็วในการวิเคราะห์ สภาวะท่ีดีท่ีสดุคือ เมทานอล:0.1% สารละลายกรด
ฟอสฟอริก 70:30 (v/v)  
 
2. ผลของ pH ของเฟสเคล่ือนท่ี 
 ท าการศกึษา pH ของเฟสเคล่ือนท่ีในชว่ง 4.0-4.8 ผลของ pH ของเฟสเคล่ือนท่ีตอ่โครมาโทแกรม
ของสารท่ีสนใจแสดงดงัภาพท่ี 4 พบวา่เม่ือ pH ของเฟสเคล่ือนท่ีเพิ่มขึน้คา่รีเทนชัน่ไทม์ของอินโดเมธาซิน
และไอบโูปรเฟนลดลง เน่ืองจากท่ี pH สงูเกิดการแตกตวัของหมูค่าร์บอกซิลิกในโครงสร้างของอินโดเมธา
ซินและไอบโูปรเฟนมากขึน้ นอกจากนัน้พบว่าท่ี pH ทกุคา่ท่ีท าการศกึษาสารท่ีสนใจศกึษาทกุตวัแยกออก
จากกนัอยา่งสมบรูณ์ นอกจากท่ี pH 4.5 และ 4.8 ดงันัน้เม่ือพิจารณาถึงการแยกและเวลาในการวิเคราะห์ 
จงึเลือกพีเอช 4.2 เป็นสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ 
 
3. ผลของอัตราการไหลของเฟสเคล่ือนที่ 
 อตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ีท าการศกึษาคือ 1.5 ถึง 3.0 มิลลิลิตรตอ่นาทีผลของอตัราการไหล
ของเฟสเคล่ือนท่ีต่อค่ารีเทนชั่นไทม์ของสารท่ีสนใจแสดงดงัภาพท่ี 5 การเพิ่มอัตราการไหลท าให้เวลา         
ในการวิเคราะห์ลดลง เน่ืองจากเวลาในการเกิดอนัตรกิริยาระหว่างสารกบัเฟสอยู่กบัท่ีลดลง อย่างไรก็ตาม 
พบวา่เม่ืออตัราการไหลเพิ่มถึง 3.0 มิลลิลิตรตอ่นาที พีกของคลอซอกซาโซนจะชิดกบัพีกของตวัท าละลาย 
ดงันัน้ จงึเลือกอตัราการไหลท่ี 2.5  มิลลิลิตรตอ่นาทีเป็นอตัราการไหลท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ 
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ภาพท่ี 3 ผลของเมทานอลในเฟสเคล่ือนท่ีตอ่โครมา 
               โทแกรม 

 
       
ภาพท่ี 4 ผลของ pH ของเฟสเคล่ือนท่ีตอ่โครมา 
              โทแกรม 
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ภาพท่ี 5 ผลของอตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ีตอ่คา่รีเทนชัน่ไทม์ 

 
4. ศึกษาความน่าถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ 
 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานอยู่ในช่วง 2.0-10.0 มิลลิกรัมต่อลิตรค่ารีเทนชัน่ไทม์ 
ขีดจ ากัดของการตรวจวัด ขีดจ ากัดของการหาปริมาณ และค่า เบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ของการหา
ปริมาณคลอซอกซาโซน อินโดเมธาซิน และไอบูโปรเฟนแสดงในตารางท่ี 1 ค่าขีดจ ากดัของการตรวจวดั
และขีดจ ากดัของการหาปริมาณใช้เกณฑ์อตัราส่วนสญัญาณตอ่สญัญาณรบกวน (signal-to-noise ratio) 
ท่ี 3 และ 10 ตามล าดบั ขีดจ ากดัการตรวจวดัของสารสนใจอยู่ในช่วง 0.03 ถึง 0.08 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และ
ขีดจ ากดัการหาปริมาณอยู่ในช่วง 0.10 ถึง 0.25 มิลลิกรัมตอ่ลิตร คา่เบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (n = 5) 
ของพืน้ท่ีพีกวิเคราะห์ภายในวนัเดียวกนัท่ีความเข้มข้น 3.0, 5.0 และ 8.0 mg L–1 ของสารสนใจอยู่ในช่วง 
2.0 ถึง 4.0% คา่เบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (n = 5) ของพืน้ท่ีพีกวิเคราะห์ระหว่างวนัท่ีความเข้มข้น 3.0, 
5.0 และ 8.0 mg L–1 ของสารสนใจอยู่ในช่วง 2.0 ถึง 5.0% ในการทดสอบความแม่นของวิธี จะศกึษา           
ในเทอมของร้อยละการกลบัคืน (n = 3) ของสารท่ีความเข้มข้น 2.0, 4.0 และ 6.0 มิลลกรัมตอ่ลิตร พบว่า
ร้อยละการกลบัคืนอยูใ่นชว่ง 92-106% ตามล าดบั 
 
ตารางท่ี 1 รีเทนชัน่ไทม์ ขีดจ ากดัของการตรวจวดั ขีดจ ากดัของการหาปริมาณ และสมการเส้นตรง 

สาร รีเทนชัน่ไทม์ 
(นาท)ี 

LOD  
(มิลลิกรัมตอ่ลิตร) 

LOQ  
(มิลลกิรัมตอ่ลิตร) 

สมการเส้นตรง(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) 
ไอบโูปรเฟน 2.04 0.06 0.20 y = 5724x – 2525 (R2=0.9998) 
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ตารางท่ี 2 คา่เบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (%RSD) ภายในวนัเดียวกนั และระหวา่งวนั 
สาร      ความเข้มข้น 

(มิลลิกรัมตอ่ลิตร) 
%RSD 
ภายในวนัเดียวกนั 

%RSD 
ระหวา่งวนั 

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 

ไอบโูปรเฟน         3.0 
        5.0 
        8.0 

  4.0 
  2.0 
  3.0 

4.0 
5.0 
2.0 

 

5. การหาปริมาณสารสนใจในตัวอย่างยา 
 ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารท่ีสนใจศึกษาในตวัอย่างยาอินโดเมธาซินและไอบโูปรเฟน ภายใต้
สภาวะท่ีเหมาะสมคือเฟสเคล่ือนท่ีประกอบด้วย เมทานอล: 0.1% สารละลายกรดฟอสฟอริค (pH 4.2) 
อตัราสว่น 70:30 (v/v) และใช้อตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ีท่ี 2.5 มิลลิลิตรตอ่นาทีพบว่าตวัอย่างยาอินโด
เมธาซินมีปริมาณยา 25.7±0.4 มลิลิกรัมตอ่เม็ด (หรือพบ 102.8% ของท่ีระบใุนฉลาก) และตวัอย่างยาไอบู
โปรเฟนมีปริมาณยา 405.0±2.6 มิลลิกรัมตอ่เม็ด (หรือพบ 101.3% ของท่ีระบใุนฉลาก) ซึ่งเม่ือวิเคราะห์ผล
ทางสถิติแบบ t-test พบว่าคา่ท่ีวิเคราะห์กบัท่ีระบไุว้บนฉลากไม่แตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัท่ีระดบัความ
เช่ือมัน่ 95% 
 
สรุปผลการวิจัย 
 งานวิจัยนีไ้ด้พัฒนาเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงและใช้คอลัมน์โครโมลิท C18              

และใช้การดูดกลืนแสงอุลตราไวเลตเป็นตวัตรวจวดัเป็นเทคนิคท่ีง่าย มีความเฉพาะเจาะจง มีความแม่น
และความเท่ียง และรวดเร็ว สามารถน าไปประยกุต์ใช้ในการควบคมุคณุภาพของยา นอกจากนีย้งัสามารถ
น าไปใช้หาปริมาณยาในตวัอย่างยาได้ เม่ือเปรียบเทียบเวลาในการวิเคราะห์ด้วยวิธีท่ีน าเสนอนีก้บัเทคนิค
การวิเคราะห์สารท่ีสนใจชนิดเดียวกันและใช้เทคนิคเดียวกนั พบว่าวิธีท่ีเสนอนีส้ามารถวิเคราะห์คลอซอก
ซาโซน (Venkatesh et al., 2009; Shaikh et al., 2008) อินโดเมธาซิน (Khuhawar et al., 2005; 
Tsvetkova et al., 2012) และไอบโูปรเฟน (Shaalan et al., 2013; Ahirrao et al., 2013) เร็วกว่าประมาณ 
2-5 เทา่ประมาณ 8 เทา่ และประมาณ  9 เทา่ ตามล าดบั 
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