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บทคัดย่อ 
งานวิจยันีไ้ด้พฒันาและหาสภาวะที่เหมาะสมของวิธีโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูที่ง่ายและรวดเร็วส าหรับ

การหาปริมาณของพาราเซตามอลและทรามาดอลพร้อมกนัในยาเม็ด การแยกทางโครมาโทกราฟีท าบนคอลมัน์โครโมลิท C18 
ยาว 25 มิลลิเมตร เส้นผ่านศูนย์กลางภายใน 3 มิลลิเมตร โดยใช้ฟอสเฟตบฟัเฟอต์ 10 มิลลิโมลาร์ (pH 3.0)-อะซิโตไนไตรล์ 
(95:5 โดยปริมาตร) ใช้การชะแบบเกรเดียนที่อตัราการไหลของเฟสเคลื่อนที่ 1.5 มิลลิลิตรต่อนาทีและตรวจวดัที่ 215 นาโน
เมตร ภายใต้สภาวะที่เหมาะสม เวลาในการวิเคราะห์น้อยกวา่ 1 นาที โดยใช้เวลาการปรับสภาพคอลมัน์ก่อนฉีดตวัอยา่งถดัไป
ประมาณ 0.5  นาที กราฟมาตรฐาน (5.0 – 200.0 มิลลิกรัมต่อลิตร) มีความสมัพนัธ์เป็นเส้นตรง (r2 > 0.998) ในช่วง 5.0 ถึง 
200.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ขีดจ ากัดการตรวจวดัของพาราเซตามอลและทรามาดอลเท่ากับ 0.03 และ 0.05 มิลลิกรัมต่อลิตร
ตามล าดับ ขีดจ ากัดการวิเคราะห์ปริมาณของพาราเซตามอลและทรามาดอลเท่ากับ 0.10 และ 0.15 มิลลิกรัมต่อลิตร
ตามล าดบั ความเที่ยงในเทอมของร้อยละคา่เบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์อยูใ่นชว่งร้อยละ 1.1 ถึง 2.9 และความแมน่อยูร่ะหวา่ง
ร้อยละ 98.4 และ 101.1 วิธีที่เสนอนีส้ามารถประยกุต์ใช้หาปริมาณของพาราเซตามอลและทรามาดอลพร้อมกนัในตวัอย่าง             
ยาเม็ด 
 

ค าส าคัญ  :  โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู ; พาราเซตามอล ; ทรามาดอล ; โครโมลทิ C18 
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Abstract 
 In this work, a simple and rapid high-performance liquid chromatography was developed and optimized 
for simultaneous determination of paracetamol and tramadol in tablets. The chromatographic separations were 

carried out on Chromolith C18 (25 mm  3 mm i.d.) using a 10 mM phosphate buffer (pH 3.0)-acetonitrile (95:5, 
v/v) in a gradient elution mobile phase at the flow rate of 1.5 mL/min and detection of 215 nm. Under the optimal 
conditions, the analysis time was less than 1 min with re-equilibration time of approximately 0.5 min. The 
calibration curve (5.0 – 200.0 mg/L) was found to have a linear relationship (r2 > 0.998) over the analytical range 
of 5.0 to 200.0 mg/L. The detection limits of paracetamol and tramadol were 0.03 and 0.05, respectively. The 
quantitation limits of paracetamol and tramadol were 0.10 and 0.15 mg/L, respectively. Precision in terms of 
percent relative standard deviation ranged from 1.1% to 2.9%, and accuracy was between 98.4% and 101.1%. 
The proposed method was successfully applied to the determination of paracetamol and tramadol in tablets. 
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บทน า 
พาราเซตามอล (paracetamol, PAR) หรืออะเซตามิโนเฟน (acetaminophen) เป็นยาทีน่ิยมใช้กนัอยา่งแพร่หลายใน

ประเทศไทยเนื่องจากสามารถหาซือ้ได้ตามร้านขายยาทั่วไปและร้านสะดวกซือ้ต่าง ๆ โดยไม่จ าเป็นต้องมีใบสั่งแพทย์ 
นอกจากนี ้พาราเซตามอลมีราคาถกูและมีผลข้างเคียงของการใช้ยาน้อย โดยทัว่ไปใช้พาราเซตามอลเพื่อบรรเทาอาการปวด 
เช่น ปวดหวั ปวดกล้ามเนือ้ และปวดท้องเป็นต้น และใช้เพื่อบรรเทาไข้ การออกฤทธ์ิระงบัปวดท าโดยการยบัยัง้การสร้างโพรส
ตาแกลนดิน (prostaglandin) ซึ่งเป็นตัวการของอาการปวด (Schildknecht et al., 2008) ทรามาดอล (tramadol, TRD) 
หรือทรามาดอลไฮโดรคลอไรด์ (tramadol hydrochloride) เป็นยาแก้ปวดในกลุ่มโอปิออยด์ (opioid) ใช้บรรเทาอาการปวด
ระดบัปานกลางถึงระดบัรุนแรง การรับประทานทรามาดอลอยา่งตอ่เนื่องหรือในปริมาณที่มากเกินไปสามารถท าให้เกิดการติด
ยาได้ (Naga et al., 2010) ปัจจุบนัมีการน าพาราเซตามอลและทรามาดอลมารวมกนัเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพลดอาการปวดใน
ระดบัปานกลางถึงรุนแรงและมีความปลอดภยัมากขึน้ (Clellan & Scott, 2003) ดงันัน้ จึงจ าเป็นต้องมีวิธีวิเคราะห์ส าหรับหา
ปริมาณพาราเซตามอลและทรามาดอลพร้อมกันเพื่อควบคมุคุณภาพของยา โครงสร้างของพาราเซตามอลและทรามาดอล
แสดงดงัภาพท่ี 1 
 

           
(1)                                              (2) 

ภาพที่ 1  โครงสร้างของพาราเซตามอล (1) และทรามาดอล (2) 
 
วิธีวิเคราะห์หาปริมาณของพาราเซตามอลและทรามาดอลพร้อมกันมีการรายงานอยู่หลายวิธี ได้แก่ แก๊สโครมาโท 

กราฟี (gas chromatography หรือ GC) (Belal et al., 2009; Sha et al., 2005) โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู (high 
performance liquid chromatography ห รือHPLC) (Hemant et al., 2019; Hemant et al., 2019; Swamy et al., 2018; 
Thomas & Poomali, 2016) แคปิลารีอิเล็กโทรโฟริซิส (capillary electrophoresis หรือ CE) (Ciurba et al., 2014) และสเปก
โทรโฟโตเมทรี (spectrophotometry) (Zarei et al., 2013; Shukla et al., 2011; Sawant et al., 2010) ในจ านวนงานวิจยัที่ได้
มีการรายงาน วิธีโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูเป็นวิธีที่นิยมใช้เพื่อวิเคราะห์พาราเซตามอลและทรามาดอลพร้อมกัน
เมื่อเทียบกบัวิธีอื่น ๆ  การวิเคราะห์พาราเซตามอลและทรามาดอลด้วยวิธีโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูมีข้อเสียคือใช้
ปริมาณของเฟสเคลื่อนที่ค่อนข้างมาก ซึ่งเป็นผลเนื่องมาจากเวลาที่ใช้ในการวิเคราะห์นาน แต่ข้อดีของวิธีนีค้ือ ให้การแยกดี    
มีความเฉพาะเจาะจง มีความแม่นและความเที่ยง และค่าใช้จ่ายต ่า อย่างไรก็ตาม ยงัไม่พบวา่มีการรายงานการวิเคราะห์ยา
เม็ดที่มีพาราเซตามอลและทรามาดอลพร้อมกนับนคอลมัน์โครโมลทิ C18 
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จุดประสงค์ของงานวิจยันีเ้ป็นการเพื่อพฒันาเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูบนคอลมัน์โครโมลิท C18 
ส าหรับวิเคราะห์ปริมาณพาราเซตามอลและทรามาดอลพร้อมกนัในยาเม็ด ข้อดีที่โดดเดน่ของการใช้คอลมัน์โครโมลทิ C18 คือ
เวลาการวิเคราะห์สัน้ เนื่องจากในงานวิจัยนีส้ามารถใช้อตัราการไหลที่สงูได้ (1.5 มิลลิลิตรต่อนาที) ซึ่งเป็นอตัราการไหลที่
สามารถท าได้ในคอลมัน์ที่เป็นซิลกิา (silica-base column) นอกจากนีเ้ทคนิคที่พฒันานีท้ าได้ง่าย และมีความนา่เช่ือถือ 
 
วิธีด าเนินการวิจัย 
1. สารเคมีและสารละลาย 
 สารมาตรฐานพาราเซตามอล (ความบริสทุธ์ิมากกว่า 98%) จากบริษัท Tokyo Chemical Industry ประเทศญ่ีปุ่ น 
สารมาตรฐานทรามาดอลไฮโดรคลอไรด์ (ความบริสุทธ์ิมากกว่า 98%) จากบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา                  
อะซิโตไนไตรล์และเมทานอลเกรด HPLC จากบริษัทเมอร์ค ประเทศเยอรมนั โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตและไดโซเดียม
ไฮโดรเจนฟอสเฟตจากบริษัท VWR Chemicals BDH ประเทศสหรัฐอเมริกา กรดออโทฟอสฟอริกจากบริษัท Merck ประเทศ
เยอรมัน น า้ปราศจาคไอออน (18 M) จากเคร่ือง E-pure Deionization system ของบริษัท Barnstead ประเทศเยอรมัน    
ใช้ส าหรับการเตรียมสารละลายทกุชนิด 
 สารละลายมาตรฐานเข้มข้น (standard stock solution) ของสารประกอบทัง้สองชนิดเตรียมในอะซิโตไนไตรล์และ
เตรียมแยกกันเพื่อให้ได้ความเข้มข้นพาราเซตามอล 500 มิลลิกรัมต่อลิตรและทรามาดอล 500 มิลลิกรัมต่อลิตร และเก็บใน
ตู้ เย็นที่อณุหภมูิ  4 องศาเซลเซียส สารละลายมาตรฐานผสมของพาราเซตามอลและทรามาดอลที่ความเข้มข้นต่าง ๆ เตรียม
จากสารละลายมาตรฐานเข้มข้นโดยการปิเปตปริมาตรที่เหมาะสมของแต่ละสารละลายมาตรฐานเข้มข้นลงในขวดวดัปริมาตร
ขนาด 10 มิลลิลิตร จากนัน้เจือจางด้วยน า้ปราศจาคไอออน สารละลายที่ได้กรองผ่านไนลอนเมมเบรนขนาด 0.20 ไมครอน
ก่อนน าไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง HPLC 
2. เคร่ืองมือ 
 การวิเคราะห์พาราเซตามอลและทรามาดอลใช้เคร่ือง HPLC รุ่น 1260 Infinity II ของบริษัท Agilent ประเทศ
สหรัฐอเมริกา ประกอบด้วยป๊ัมชนิดระบบผสมตวัท าละลายได้สีช่นิด (G7111A quaternary pump) ระบบไลแ่ก๊สแบบออนไลน์ 
(online degasser) และตวัตรวจวดัชนิดไดโอดอาร์เรย์ (G7115A diode array detector) การแยกสารเกิดขึน้ในคอลมัน์ชนิด  

รูพรุนสงู (Chromolith Flash RP-18e) ขนาด 25 มิลลิเมตร  3 มิลลิเมตร ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมนั ปริมาตรที่ฉีด
เข้าคอลมัน์คือ 20 ไมโครลติร คอลมัน์และระบบ HPLC ท างานท่ีอณุหภมูิห้อง (25 องศาเซลเซียส) ความยาวคลืน่ท่ีใช้ตรวจวดั
คือ 215 นาโนเมตร ระบบโครมาโทกราฟีควบคุมด้วย OpenLab CDs Chemstation เวอร์ชัน C.01.04 บริษัท Agilent การ
วิเคราะห์เชิงคณุภาพท าโดยการเปรียบเทียบช่วงอลัตร้าไวโอเลต (ultraviolet spectra) และรีเทนชนัไทม์ (retention time) ของ

สารมาตรฐาน เคร่ืองวดั pH รุ่น  32 ของบริษัท Beckman ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3. การเตรียมสารละลายตวัอย่าง 
  ส าหรับการวิเคราะห์ยา น าตวัอย่างยาเม็ดยี่ห้ออลูตราเซทที่ระบุวา่มีปริมาณของพาราเซตามอล 325 มิลลิกรัมและ 
ทรามาดอล 37.5 มิลลิกรัมต่อเม็ด จ านวน 10 เม็ด มาบดให้ละเอียด จากนัน้ชั่งตวัอย่างยาที่บดแล้วให้ได้ปริมาณยาพารา               
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เซตามอล 325 มิลลิกรัมและทรามาดอล 37.5 มิลลิกรัม ละลายด้วยอะซิโตไนไตรล์ จากนัน้ถ่ายสารละลายที่ได้ลงในขวดวดั
ปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร เจือจางด้วยอะซิโตไนไตรล์ น าไปสกัดด้วยเคร่ืองอลัตราโซนิค (ultra sonicator) เป็นเวลา 20 
นาที ป่ันเหวี่ยง 10 นาที ปิเปตสารละลายตัวอย่างที่ได้ 500 ไมโครลิตรลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตรและปรับ
ปริมาตรด้วยน า้ปราศจาคไอออน กรองด้วยเยื่อกรอง (membrane filter) ขนาด 0.20 ไมโครเมตรก่อนน าไปวิเคราะห์              
ด้วยเคร่ือง HPLC 
 
ผลการวิจัย 
1. ศึกษาการแยกพาราเซตามอลและทรามาดอลโดยใช้การชะแบบไอโซเครติก 
 ในการศกึษาการแยกพาราเซตามอลและทรามาดอลพร้อมกนัโดยใช้การชะแบบไอโซเครติก จะเป็นการศกึษาผลของ 
pH ของฟอสเฟตบฟัเฟอร์ องค์ประกอบของเฟสเคลื่อนคือฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ (95%, v/v) ที่ pH 
ตา่ง ๆ และอะซิโตไนไตรล์ (5%, v/v) อตัราการไหลของเฟสเคลื่อนที่คือ 1.5 มิลลิลิตรต่อนาที สารละลายมาตรฐานผสมพารา 
เซตามอล ความเข้มข้น 10.0 มิลลิกรัมต่อลิตรและทรามาดอล 20.0 มิลลิกรัมต่อลิตรใช้เพื่อศึกษาสภาวะของโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสงู ผลของ pH ของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ในเฟสเคลื่อนที่ต่อการแยกพาราเซตามอลและทรามาดอลแสดง              
ดงัภาพท่ี 2 
 

 
ภาพที่ 2  ผลของ pH ของฟอสเฟตบฟัเฟอร์ในเฟสเคลือ่นท่ีตอ่การแยกสารละลายมาตรฐานผสมของ 

                                  พาราเซตามอลและทรามาดอล 
 
2. ศึกษาการแยกพาราเซตามอลและทรามาดอลโดยใช้การชะแบบเกรเดียน 
 จากผลการศึกษาการแยกพาราเซตามอลและทรามาดอลพร้อมกันด้วยการชะแบบไอโซเครติก พบว่า เมื่อใช้
องค์ประกอบของเฟสเคลื่อนที่ซึ่งประกอบด้วยฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ (pH 3.0) และอะซิโตไนไตรล์ที่
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อตัราสว่นเท่ากบั 95:5 (v/v) การวิเคราะห์สารประกอบทัง้สองสามารถท าได้ภายใน 4 นาที เพื่อให้การวิเคราะห์สามารถท าได้
เร็วขึน้ จึงได้มีการศึกษาการชะแบบเกรเดียน โดยใช้ตวัชะ (eluent) 2 ชนิด ได้แก่ ตวัชะ A คืออะซิโตไนไตรล์ และตวัชะ B คือ
ฟอสเฟสบฟัเฟอร์ ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ (pH 3.0) อตัราการไหลของเฟสเคลื่อนที่ คือ 1.5 มิลลิลิตรต่อนาที สารละลาย
มาตรฐานผสมพาราเซตามอล ความเข้มข้น 10.0 มิลลิกรัมตอ่ลิตรและทรามาดอล 20.0 มิลลิกรัมต่อลิตรใช้เพื่อศึกษาสภาวะ
ของโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู สภาวะของการชะแบบเกรเดียนแสดงดงัตารางที่ 1 ผลการศกึษาโดยใช้สภาวะการชะ
แบบเกรเดียนแบบต่าง ๆ ต่อโครมาโทแกรมของการแยกสารละลายมาตรฐานผสมของพาราเซตามอลและทรามาดอลแสดง                
ดงัภาพท่ี 2 
 

ตารางที่ 1 สภาวะเกรเดียนที่ใช้ศกึษาการแยกพาราเซตามอลและทรามาดอล 
สภาวะที่ เวลา (นาที) ตัวชะ A (%) ตัวชะ B (%) 

 0.0 5 95 
1 0.3 10 90 
 3.0 10 90 
 0.0 5 95 
2 0.3 20 80 
 3.0 20 80 
 0.0 5 95 
3 0.3 30 70 
 3.0 30 70 

 

 
ภาพที่ 2  ผลการการชะแบบเกรเดียนตอ่การแยกสารละลายมาตรฐานผสมของพาราเซตามอลและทรามาดอล 
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วิจารณ์ผลการวิจัย 
1. ศึกษาการแยกพาราเซตามอลและทรามาดอลโดยใช้การชะแบบไอโซเครติก 
 ในการพฒันาการวิเคราะห์ปริมาณพาราเซตามอลและทรามาดอลพร้อมกนัโดยวิธีโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะ
สงู การศกึษาเร่ิมจากการใช้การชะแบบไอโซเครติก องค์ประกอบของเฟสเคลื่อนท่ีประกอบด้วยฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเข้มข้น 
10 มิลลโิมลาร์ที่ pH ต่าง ๆ และอะซิโตไนไตรล์  เนื่องจาก pH ของเฟสเคลือ่นท่ีเป็นหนึง่ปัจจยัส าคญัซึง่กระทบตอ่การแยกสาร 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งจ าพวกยา ด้วยเหตนุีจ้ึงได้ท าการศกึษา pH ของฟอสเฟตบฟัเฟอร์ในช่วง 3.0-7.0 จากผลการทดลองพบว่า 
ในช่วง pH ที่ศึกษา เมื่อค่า pH ของเฟสเคลื่อนที่เพิ่มขึน้ ส่งผลท าให้ค่ารีเทนชันไทม์ของสารเพิ่มขึน้ เนื่องจากสารทัง้สอง
สามารถแตกตวัเป็นไอออนได้ โดยมีค่า pKa ของพาราเซตามอลและทรามาดอลเทา่กบั 9.5 และ 9.41 ตามล าดบั การเพิ่มค่า 
pH ของเฟสเคลื่อนจาก 3.0 ถึง 7.0 ท าให้โมเลกุลของสารลดความเป็นประจุและเกิดการพาร์ติชันกับเฟสคงที่มากขึน้ 
นอกจากนีย้ังเห็นได้ว่า การเพิ่มค่า pH ของเฟสเคลื่อนที่ท าให้สภาพไวของการวิเคราะห์ลดลงโดยเฉพาะอย่างยิ่งกับ                     
สารทรามาดอล  ดังนัน้ จึงเลือกเฟสเคลื่อนที่ที่ประกอบด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ (pH 3.0) และ             
อะซิโตไนไตรล์เป็นสภาวะเร่ิมส าหรับการศกึษาตอ่ไป 
2. ศึกษาการแยกพาราเซตามอลและทรามาดอลโดยใช้การชะแบบเกรเดียน 
 เพื่อลดเวลาในการวิเคราะห์พาราเซตามอลและทรามาดอลให้สัน้ลง จึงได้มีการศึกษาการชะแบบเกรเดียน การหา
สภาวะที่เหมาะสมของสภาวะเกรเดียนในการแยกสารประกอบทัง้สอง ท าโดยใช้ตวัชะ (eluent) 2 ชนิด คือ อะซิโตไนไตรล์   
(ตวัชะ A) และฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ (ตวัชะ B) อตัราการไหลของเฟสเคลื่อนที่คือ 1.5 มิลลิลิตรต่อ
นาที จากการศึกษาสภาวะการชะแบบเกรเดียนทัง้ 3 สภาวะ (ตารางที่ 1) โดยใช้เวลาการปรับสภาพคอลมัน์ก่อนฉีดตวัอย่าง
ถดัไป (re-equilibration time) ประมาณ 0.5  นาที พบว่า เมื่อเพิ่มเปอร์เซ็นต์ของอะซิโตไนไตรล์ในทกุสภาวะ สง่ผลท าให้เวลา
ในการวิเคราะห์ของผสมพาราเซตามอลและทรามาดอลลดลง เนื่องจากการเพิ่มเปอร์เซ็นต์ของอะซิโตไนไตรล์เป็นการลดความ
มีขัว้ของเฟสเคลื่อนที่ ท าให้การพาร์ติชนัของสารกบัเฟสคงที่ลดลง จากผลการทดลองที่ได้จากสภาวะเกรเดียนทัง้ 3 สภาวะ 
การวิเคราะห์พาราเซตามอลและทรามาดอลสามารถท าได้ภายในเวลาน้อยกว่า 1 นาที จากรายงานบทความวิจยัที่ได้มีการ
รายงาน พบวา่ การวิเคราะห์พาราเซตามอลและทรามาดอลด้วยวิธีโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูใช้เวลาการวิเคราะห์
รวม 2 นาทีหรือมากกวา่ (Thomas & Poomali, 2016)  และด้วยวิธีเทคนิคแคปิลารีอิเลก็โทรโฟริซีสใช้เวลาในการวิเคราะห์น้อย
กวา่ 1 นาที (Ciurba et al., 2014) 
 3. ศึกษาความถูกตอ้งของวิธีวิเคราะห์ 
 กระบวนการศึกษาความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (validation method) ท าเพื่อตรวจสอบประสิทธิภาพของวิธี                   
ที่พฒันาขึน้ก่อนน าไปใช้วิเคราะห์กบัตวัอยา่งยา เทอมที่ศกึษาได้แก่ความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน (calibration curve) 
ขีดจ ากดัการตรวจวดั (limit of detection หรือ LOD) ขีดจ ากดัการหาปริมาณ (limit of quantification หรือ LOQ) ความแม่น 
(accuracy) และความเที่ยง (precision) การศึกษาความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ท าภายใต้สภาวะที่เหมาะสม คือ ใช้การชะ
แบบเกรเดียน เร่ิมจากอะซิโตไนไตรล์ 5%(v/v) และฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเข้มข้น 10 มิลลโิมลาร์ (pH 3.0) 95%(v/v) จากนัน้
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ความเข้มข้นของอะซิโตไนไตรล์เพิ่มขึน้เป็น 30%(v/v) ในเวลา 0.3 นาที และคงที่ถึงเวลา 3.0 นาที อัตราการไหลของเฟส
เคลือ่นท่ีคือ 1.5 มิลลลิติรตอ่นาที ความยาวคลืน่ตรวจวดัคือ 215 นาโนเมตร  
 ในการศึกษาความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน ท าโดยเตรียมสารละลายมาตรฐานผสมของพาราเซตามอลและ 
ทรามาดอลในช่วงความเข้มข้น 5.0 ถึง 200.0 มิลลิกรัมตอ่ลิตร LOD และ LOQ พิจารณาจากความเข้มข้นของสารท่ีต้องการ
วิเคราะห์ที่ให้อตัราสว่นของสญัญาณของสารละลายมาตรฐานตอ่สญัญาณรบกวน (signal-to-noise ratio) เท่ากบั 3 และ 10 
ตามล าดบั ความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน LOD และ LOQ ของพาราเซตามอลและทรามาดอลแสดงดงัตารางที่ 2 
 
ตารางที่ 2  ความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน LOD และ LOQ ที่ได้จากการวิเคราะห์ภายใต้สภาวะที่เหมาะสม 

 
สาร 

 
สมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน 

 
R2 

LOD 
(มิลลกิรัมตอ่ลติร) 

LOQ 
(มิลลกิรัมตอ่ลติร) 

พาราเซตามอล y = 23.198x + 46.547  0.9989 0.03 0.10 
ทรามาดอล y = 19.935x + 34.306 0.9999 0.05 0.15 

 
 ความเที่ยงของวิธีแสดงถึงความใกล้กนัของผลการวิเคราะห์ซ า้ของวิธีที่พฒันาขึน้มา ความเที่ยงภายในวนัศกึษาโดย
การวิเคราะห์ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานของพาราเซตามอลและทรามาดอลที่ 3 ระดบัความเข้มข้น (10.0, 50.0 
และ 150.0 มิลลิกรัมต่อลิตร) โดยท าการฉีดซ า้ 5 ครัง้ และความเที่ยงระหว่างวนัศึกษาโดยการวิเคราะห์ความเข้มข้นของ
สารละลายมาตรฐานของพาราเซตามอลและทรามาดอลที่ 3 ระดบัความเข้มข้น (10.0, 50.0 และ 150.0 มิลลิกรัมต่อลิตร)   
ท าการวิเคราะห์ซ า้เป็นเวลา 5 วนั แตล่ะวนัวิเคราะห์ซ า้ 5 ครัง้ ผลการศกึษาความเที่ยงของวิธีที่พฒันาขึน้มาแสดงดงัตารางที่ 3 
 
ตารางที่ 3  ความเที่ยงภายในวนัและความเที่ยงระหวา่งวนัของวิธีที่เสนอที่ได้จากการวิเคราะห์ภายใต้สภาวะที่เหมาะสม 

สารท่ีวิเคราะห์ ความเข้มข้น (มิลลกิรัมตอ่ลติร) 
 10.0 50.0 150.0 

ความเที่ยงภายในวนั %R.S.D    
พาราเซตามอล 1.4 1.3 1.1 
ทรามาดอล 1.7 1.5 1.2 

ความเที่ยงระหวา่งวนั %R.S.D    
พาราเซตามอล 2.5 2.3 2.1 
ทรามาดอล 2.9 2.5 2.2 
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 ความแม่นของวิธีวิเคราะห์สามารถแสดงได้ในเทอมของร้อยละการได้กลบัคืน (percent recovery) ท าโดยการเติม
สารละลายมาตรฐานผสมของพาราเซตามอลและทรามาดอลที่  3 ระดับความเข้มข้นลงในตัวอย่างยา ผลของการศึกษา   
ความแมน่ของวิธีที่พฒันาขึน้มาแสดงดงัตารางที่ 4 
 
ตารางที่ 4  ความแมน่ของวิธีที่พฒันาขึน้มาที่ได้จากการวิเคราะห์ภายใต้สภาวะที่เหมาะสม (n = 5) 

สารท่ีวิเคราะห์ ร้อยละการได้กลบัคืน 
 10.0 มิลลกิรัมตอ่ลติร 50.0 มิลลกิรัมตอ่ลติร 100.0 มิลลกิรัมตอ่ลติร 

พาราเซตามอล 101.1 ± 0.2 100.4 ± 0.1 99.8 ± 0.2 
ทรามาดอล 98.4 ± 0.3 99.3 ± 0.3 99.7 ± 0.2 

 
4. การวิเคราะห์พาราเซตามอลและทรามาดอลในตวัอย่างยา 
 น าวิธีโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูภายใต้สภาวะที่เหมาะสมไปประยกุต์ใช้กบัการวิเคราะห์หาปริมาณของ
พาราเซตามอลและทรามาดอลในตวัอยา่งยาที่มีสว่นผสมของสารประกอบ ซึ่งฉลากบนกลอ่งระบปุริมาณของพาราเซตามอล
และทรามาดอล 325 และ 37.5 มิลลกิรัมต่อเม็ด ตามล าดบั ผลการวิเคราะห์ตวัอย่างยาพบปริมาณของพาราเซตามอล 324.1 
± 0.3 มิลลิกรัมต่อเม็ดและทรามาดอล 37.2 ± 0.2 มิลลิกรัมต่อเม็ด โครมาโทแกรมที่ได้จากการวิเคราะห์ตวัอย่างยาแสดงดงั
ภาพท่ี 3 

 
     ภาพที่ 3  โครมาโทแกรมที่ได้จากการวิเคราะห์ตวัอยา่งยา สภาวะของโครมาโทกราฟี คือ การชะแบบเกรเดียน เร่ิมจาก 
                    อะซิโตไนไตรล์ 5%(v/v) และฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเข้มข้น 10 มิลลโิมลาร์ (pH 3.0) 95%(v/v) จากนัน้ความ 
       เข้มข้นของอะซิโตไนไตรล์เพิ่มขึน้เป็น 30%(v/v) ในเวลา 0.3 นาที และคงทีถ่งึเวลา 3.0 นาที อตัราการไหลของ 
                    เฟสเคลือ่นท่ีคือ 1.5 มิลลลิติรตอ่นาที ความยาวคลืน่ตรวจวดัคือ 215 นาโนเมตร 
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สรุปผลการวิจัย 
 งานวิจัยนีไ้ด้พัฒนาวิธีโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูโดยใช้คอลมัน์โครโมลิท C18 ส าหรับการวิเคราะห์หา
ปริมาณพาราเซตามอลและทรามาดอลพร้อมกนัในตวัอยา่งยาเม็ด เมื่อเปรียบเทียบกบัวิธีการวิเคราะห์โครมาโทกราฟีที่มีการ
รายงาน วิธีที่พฒันานีเ้ป็นวิธีที่ง่าย มีความแม่นและความเที่ยงสูง และเป็นวิธีวิเคราะห์ที่มีความเร็วสงู ท าให้วิเคราะห์สาร
ตวัอย่างปริมาณมาก (high-throughput analysis method) และใช้เวลาในการวิเคราะห์พาราเซตามอลและทรามาดอลพร้อม
กนัโดยใช้เวลาน้อยกวา่ 1 นาที  นอกจากนีย้งัสามารถน าไปประยกุต์ใช้ในการควบคมุคณุภาพของยาส าหรับงานประจ า 
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