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บทคัดยอ 
 
 งานวิจัยน้ีไดศึกษาสภาวะที่เหมาะสม สําหรับการหาปริมาณสารกลุมซัลโฟนาไมด ดวยโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง 
พบวาซัลฟาเมอราซีน, ซัลฟาคลอโรไพริดาซีน, ซัลฟโซซาโซล, ซัลฟาไดเมธอกซีนและซัลฟาควินอกซาลีนถูกแยกภายในเวลา 17 
นาที และตรวจวัดดวยไดโอดแอเรยที่ความยาวคลื่น 270 นาโนเมตร สารซัลโฟนาไมดถูกแยกดวยคอลัมน Hypersil gold C18 (4.6 
mm x 150 mm), เฟสเคลื่อนที่ประกอบดวย 5.0 mM โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตพีเอช 3.0 (A) และเมทานอล (B) โดยใช
สภาวะเกรเดียนดังนี้ 0.0 – 5.0 นาที B 30%, 5.1 – 15.0 นาที B 55% และ 15.1 – 17.0 นาที B 55% ตามลําดับ โดยใชอัตราการ
ไหลเทากับ 0.80 มิลลิลิตรตอนาที ภายใตสภาวะท่ีเหมาะสมของการวิเคราะหยากลุมซัลโฟนาไมดทั้ง 5 ชนิด พบวาใหคาขีดจํากัด
การตรวจวัดและขีดจํากัดการหาปริมาณอยูในชวง 0.10-0.35 และ 0.40-1.40 มิลลิกรัมตอลิตรตามลําดับ ชวงความเปนเสนตรง
อยูระหวาง 0.40-20.00 มิลลิกรัมตอลิตรซึ่งใหคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธมากกวา 0.9970 ความเที่ยงของการวิเคราะห (n=6) มีคา
นอยกวา 4.10% และคารอยละการกลับคืนอยูในชวง 87.13-100.46%  
 
คําสําคัญ :  ซัลโฟนาไมด / โครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง  
 
 
Abstract 
 
 The optimum condition for determination of sulfonamide group by high performance liquid chromatography was 
studied in this research. Sulfamerazine, sulfachloropyridazine, sulfisoxazole, sulfadimethoxine and sulfaquinoxaline 
were separated within 17 minute and detected at 270 nm by diode array detector. The sulfonamides were separated 
by Hypersil gold C18 column (4.6 mm x 150 mm). The mobile phase consists 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 limit of detection and limit 
of quantification 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 coefficient more than 0.9970 were achieved. The precision (n=6) was less than 
4.10% and %recovery was in range of 87.13-100.46%. 

 
Keywords : Sulfonamide / High Performance Liquid Chromatography                                      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1. บทนํา 
 ซัลโฟนาไมดเปนยาตานจุลชีพกลุมใหญ ที่มีฤทธิยั์บยั้งการเจริญเติบโต หรือทาํลายเช้ือจุลชีพที่ทาํใหเกิดการติดเชื้อในรางกาย
มนุษย ปจจุบันมีการใชยากลุมนี้ในการรักษาสัตวและผสมอาหารเพื่อปองกันโรคและเรงการเจริญเติบโต (Manzanares, Gracia & 
Campaña, 2014) ทําใหมีการตกคางในอาหาร เม่ือผูบริโภคไดรับสารกลุมนี้บางรายเกิดอาการแพอยางรุนแรงอาจถึงแกชีวิตและ
ทําใหเกิดการด้ือยาในผูปวยโรคมะเร็ง (Galarini et al., 2014) ดังนั้นทางกลุมสหภาพยุโรป (EU) ไดมีประชุมในป 2010 เพื่อ
กําหนดปริมาณของสารเคมีที่ตกคางในอาหาร (MRL) ซึ่งสารกลุมซัลโฟนาไมดตกคางในอาหารไดไมเกิน 100 ไมโครกรัมตอ
กิโลกรัม (Galarini et al., 2014; Won et al., 2011) ทําใหมีผูสนใจหาปริมาณซัลโฟนาไมดดวยเทคนิคตางๆ เชนยูวี-วิสิเบิลสเปก
โตรโฟโตเมทรี (Nagaraja, Sunitha, Vasantha & Yathirajan, 2002) จําเปนตองมีการเตรียมอนุพันธกอนการวิเคราะห, ระบบการ
ไหลแบบอัตโนมัติ (Catelani et al., 2014) ซึ่งตองหาปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นอยางรวดเร็วในการวิเคราะห โดยเทคนิคทั้ง 2 เทคนิคที่
กลาวมาแลวนั้นไมสามารถบอกไดวาสารที่วิเคราะหคือสารชนิดใด ดังนั้นจึงพัฒนาเทคนิคที่มีความเฉพาะขึ้น เชน เคมีเชิงไฟฟาบน
ระบบอิมมูน (Galarini et al., 2014; Conzuelo et al., 2013; Won, Chandra, Hee & Shim, 2013) ซึ่งเทคนิคนี้มีการใชเอนไซม
ซึ่งมีราคาแพงและอายุการใชงานต่ํา, แกสโครมาโทกราฟ (Chiavarino, Crestoni, Marzio & Fornarini, 1998) ที่ตองมีการทํา
อนุพันธเพื่อใหวิเคราะหดวยเทคนิคนี้ไดซึ่งขั้นตอนการเตรียมอนุพันธมีความยุงยาก จากขอเสียของเทคนิคท่ีกลาวมาแลวนั้นทําให
มีการพัฒนาเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง ซึ่งเทคนิคนี้สามารถวิเคราะหสารหลายชนิดไดพรอมกัน ไมตองมีการ
เตรียมอนุพันธที่ยุงยากแตก็ยังมีขอเสียคือระบบของเฟสเคลื่อนที่ที่ใชมีความยุงยาก (Granja, Nino, Rabone & Salerno, 2008; 
Stoev & Michailova, 2000) มีการใหความรอนแกคอลัมนที่ใชในการแยกสาร (Bernala et al., 2009) และรอยละการกลับคืนที่ได
ตํ่าถึง 31.9% (Malintan & Mohd, 2006) ผูวิจัยจึงไดพัฒนาเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงโดยใชระบบของเฟส
เคลื่อนที่ที่งาย ใชอุณหภูมิหองในการแยกสาร เพื่องายและสะดวกอีกทั้งประหยัดเวลาในการวิเคราะห โดยในงานวิจัยนี้ได      
ศึกษาสารกลุมซัลโฟนาไมด 5 ชนิดไดแก ซัลฟาเมอราซีน, ซัลฟาคลอโรไพริดาซีน, ซัลฟโซซาโซล, ซัลฟาไดเมธอกซีนและ               
ซัลฟาควินอกซาลีน (ดังภาพที่ 1) เนื่องจากเปนสารกลุมที่นิยมวิเคราะหในตัวอยางเนื้อสัตวและในผลิตภัณฑนม (Furusawa  
Hanabusa, 2002; Chung et al., 2009; Lopes et al., 2012; Won et al., 2011) โดยศึกษาวิธีการหาปริมาณสารกลุมซัลโฟนาไมด   
ในตัวอยางเนื้อไก 
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ภาพที่ 1 โครงสรางของซัลฟาเมอราซีน (1), ซัลฟาคลอโรไพริดาซีน (2), ซัลฟโซซาโซล (3), ซัลฟาไดเมธอกซีน (4) และ      

ซัลฟาควินอกซาลีน  
 
2. วิธีการ 
 2.1  อุปกรณ เครื่องมือและสารเคมีที่ใช 
       วิเคราะหสารกลุมซัลโฟนาไมดดวยเคร่ือง HPLC รุน 1050 ที่มีโฟโตไดโอดแอรเรยรุน 1050 ของบริษัท Hewlett Packard 
ประเทศสหรัฐอเมริกา คอลัมนสําหรับแยกใช Hypersil Gold C18 (4.6 มม. X 150 มม.) ของบริษัท Thermo Electron ประเทศ
สหรัฐอเมริกา น้ําท่ีใชในการทดลองคือนํ้าปราศจากไอออนโดยใชเครื่องทําน้ําปราศจากไอออนของบริษัท Branstead ประเทศ
สหรัฐอเมริกา ซัลฟาเมอริซีนและซัลฟาคลอโรไพริดาซีนของบริษัท Fluka ประเทศสวิตเซอรแลนด ซัลฟโซซาโซลของบริษัท Sigma-
Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา ซัลฟาไดเมธอกซีน ของบริษัท TCI ประเทศญี่ปุน ซัลฟาควินอกซาลีนของบริษัท Supelco ประเทศ
สหรัฐอเมริกา โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตของบริษัท Carlo Erba ประเทศอิตาลี เมทานอลของบริษัท Burdick & Jackson 
ประเทศเกาหลีใต สารเคมีที่ใชทั้งหมดเปนเกรดวิเคราะห 
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สหรัฐอเมริกา ซัลฟาเมอริซีนและซัลฟาคลอโรไพริดาซีนของบริษัท Fluka ประเทศสวิตเซอรแลนด ซัลฟโซซาโซลของบริษัท Sigma-
Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา ซัลฟาไดเมธอกซีน ของบริษัท TCI ประเทศญี่ปุน ซัลฟาควินอกซาลีนของบริษัท Supelco ประเทศ
สหรัฐอเมริกา โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตของบริษัท Carlo Erba ประเทศอิตาลี เมทานอลของบริษัท Burdick & Jackson 
ประเทศเกาหลีใต สารเคมีที่ใชทั้งหมดเปนเกรดวิเคราะห 
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 2.2  วิธีการทดลอง 
       สารมาตรฐานและสารตัวอยางเตรียมในเมทานอลจากนั้นฉีดสารผสมกลุมซัลโฟนาไมดทั้ง 5 ชนิด โดยแตละชนิดเขมขน      
5 มิลลิกรัมตอลิตรไปยังเครื่อง HPLC และตรวจวัดดวยไดโอดแอรเรย โดยมีเฟสเคลื่อนที่ประกอบดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช     
3.0 และเมทานอลที่อัตราการไหล 0.80 มิลลิลิตรตอนาทีในการแยกและวิเคราะหสารกลุมซัลโฟนาไมด ซึ่งสภาวะที่ศึกษาไดแก 
ความยาวคล่ืนที่เหมาะสมในการวิเคราะห, อัตราสวนของเฟสเคล่ือนที่, พีเอช และความเขมขนของบัฟเฟอรที่ใชเปนสวนประกอบ
ของเฟสเคลื่อนท่ี เม่ือไดสภาวะท่ีเหมาะสมแลวศึกษาความนาเชื่อถือของวธิีการวิเคราะหโดยการศึกษาขีดจํากัดการตรวจวัด, ขีดจํากัด
การหาปริมาณ, ชวงความเปนเสนตรง, กราฟมาตรฐาน, ความเท่ียงและความแมน  
 
3. ผลและอภิปราย 
 การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหสารกลุมซัลโฟนาไมดดวย HPLC และตรวจวัดดวยไดโอดแอรเรยโดยจะ
พิจารณาจากคาการแยกและรูปรางพีกเปนหลัก โดยสภาวะที่เหมาะสมที่ทําการศึกษามีดังนี้ 
 3.1  ความยาวคล่ืนที่เหมาะสมในการวิเคราะห 
 นําสารทั้ง 5 ชนิดมาวัดคาการดูดกลืนแสงดวยยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอรไดคาความยาวคล่ืนที่สารดูดกลืนแสงสูงสุดอยู
ในชวง 266-269 นาโนเมตร หลังจากนั้นนําความยาวคล่ืนท่ีสารดูดกลืนแสงสูงสุดโดยการวิเคราะหดวยยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโต-
มิเตอรมาประยุกตในการวิเคราะหสารกลุมซัลโฟนาไมดดวยเคร่ือง HPLC และตรวจวัดดวยไดโอดแอรเรย ผลการทดลองพบวาท่ี
ความยาวคล่ืน 270 นาโนเมตรใหสภาพไวของการแยกสารทั้ง 5 ชนิดดีที่สุดซึ่งใกลเคียงกับคาความยาวคล่ืนที่สารดูดกลืนแสง
สูงสุดท่ีไดจากเครื่องยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร เนื่องจากการวิเคราะหโดยใชเครื่องมือตางชนิดกันและอิทธิพลของระบบเฟส
เคลื่อนที่ที่ใช ทําใหความยาวคลื่นที่สารดูดกลืนแสงสูงสุดที่ไดไมเทากัน แตจากความยาวคล่ืนที่สารดูดกลืนแสงสูงสุดจากเครื่อง
ไดโอดแอรเรยแตกตางจากสเปกโตรโฟโตมิเตอรไมเกิน 5 นาโนเมตร ซึ่งถือวาไมแตกตางกัน ดังนั้นจึงตั้งคาความยาวคล่ืนของ
ไดโอดแอรเรยที่ 270 นาโนเมตร ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ Won et al., 2011 
 3.2 อัตราสวนของเฟสเคล่ือนที่ 
      จากการศึกษาอัตราสวนของเฟสเคล่ือนที่ที่ประกอบดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 3.5 เขนขน 5.0 mM (A) และเมทานอล (B)             
โดยการวิเคราะหเปนแบบเกรเดียน 3 สภาวะดังตารางที่ 1 ผลการทดลองพบวาท้ัง 3 สภาวะใหรีเทนชั่นไทมของสารแตละชนิด    
ไมมีการเปล่ียนแปลงอยางมีนัยสําคัญโดยมีลําดับการชะของสารดังนี้ ซัลฟาเมอราซีน ซัลฟาคลอโรไพริดาซีน ซัลฟโซซาโซล  
ซัลฟาไดเมธอกซีน และซัลฟาควินอกซาลีนตามลําดับ ดังนั้นจึงพิจารณาคาการแยกของซัลฟาคลอโรไพริดาซีนกับซัลฟโซซาโซล
และซัลฟาไดเมธอกซีนกับซัลฟาควินอกซาลีนพบวาคาที่ไดมีคามากกวา 1 ซึ่งเปนคาการแยกท่ียอมรับไดในการใชหาปริมาณดัง
ตารางที่ 2  จึงเลือกสภาวะที่ 2 เปนสภาวะท่ีเหมาะสมเพราะใหเวลาการวิเคราะหนอยที่สุดซึ่งใชเวลาในการวิเคราะห 17 นาที เม่ือ
เปรียบเทียบเวลาในการวิเคราะหพบวาวิธีการนี้ใชเวลาในการวิเคราะหที่นอยเมื่อเทียบกับงานวิจัยอื่นที่ใชเวลามากกวา 30 นาที 
(Malintan  Mohd, 2006) ตัวอยางโครมาโทแกรมการแยกสารซัลโฟนาไมด 5 ชนิดแสดงดังภาพที่ 2 
 
ตารางที่ 1 สภาวะเกรเดียนที่ใชในการศึกษาอัตราสวนของเฟสเคล่ือนที่ 
 

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 2 คาการแยกของซัลฟาคลอโรไพริดาซีนกับซัลฟโซซาโซลและซัลฟาไดเมธอกซีนกับซัลฟาควินอกซาลีน 
 

สภาวะที ่
คาการแยก เวลาในการวิเคราะห 

(นาที) 
ซัลฟาคลอโรไพริดาซีนกับซัลฟโซซาโซล ซัลฟาไดเมธอกซีนกับซัลฟาควินอกซาลีน 

1 1.047 1.304 20 
2 1.115 1.070 17 
3 1.185 1.102 22 

 

 
 
 

ภาพที่ 2  โครมาโทแกรมการแยกสารซัลโฟนาไมด 5 ชนิด ภายใตสภาวะการแยกที่ 1, 2 และ 3 (สภาวะตามตารางท่ี 1) โดยพีคท่ี 
1: ซัลฟาเมอราซีน, 2: ซัลฟาคลอโรไพริดาซีน, 3: ซัลฟโซซาโซล, 4: ซัลฟาไดเมธอกซีน และ 5: ซัลฟาควินอกซาลีน 

 
 3.3  พีเอชของเฟสเคลื่อนที่ 
 ทําโดยเลือกสภาวะที่เหมาะสมในขอ 3.2 แตใชฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 2.5 – 4.0 เขมขน 5.0 mM ซึ่งเกณฑที่ใชในการ
ประกอบการเลือกคือคาการแยก, รูปรางพีกและเวลาในการวิเคราะห ผลการทดลองพบวาทุกพีเอชใหคาการแยก, รูปรางพกีและ
เวลาในการวิเคราะหไมมีความแตกตางกัน ดังนั้นจึงพิจารณาจากพื้นที่พีก พบวาที่พีเอช 3.0 พื้นที่พีกของสารมาตรฐานที่ไดมีคา
มากกวาที่พีเอชอื่นๆ แสดงดังตารางท่ี 3 ดังนั้นจึงเลือกที่พีเอช 3.0 เปนสภาวะท่ีเหมาะสมในการศึกษาพีเอชของเฟสเคล่ือนที่ 
 
ตารางที่ 3 พื้นที่พีกของสารมาตรฐานกับพีเอชท่ีศึกษา 
 

พีเอช พื้นที่พีก (mAU*min) 
ซัลฟาเมอราซีน ซัลฟาคลอโรไพริดาซีน ซัลฟโซซาโซล  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  ความเขมขนของบัฟเฟอรในเฟสเคลื่อนที่ 
 ทําโดยเลือกสภาวะที่เหมาะสมในขอ 3.3 แตเปล่ียนความเขมขนของฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 3.0 เปน 5.0 – 15.0 mM จาก
ผลการทดลองพบวาท่ีความเขมขน 5.0 mM คารีเทนชั่นไทมของซัลฟโซซาโซลมีคานอยกวาที่ความเขนขนอื่น และเม่ือเทียบคาการ
แยกของซัลฟาคลอโรไพริดาซีนกับซัลฟโซซาโซลและซัลฟาไดเมธอกซีนกับซัลฟาควินอกซาลีนพบวาที่ความเขมขน 5.0 mM มีคา
การแยก 1.212 และ 1.048 ตามลําดับ โดยที่ความเขมขนอื่นคาการแยกที่บริเวณดังกลาวนอยกวา 1.0 ดังนั้นจึงเลือกฟอสเฟต
บัฟเฟอรพีเอช 3.0 เขมขน 5.0 mM เปนสภาวะท่ีเหมาะสม ภายใตสภาวะท่ีเหมาะสมสามารถแยกสารกลุมซัลโฟนาไมดทั้ง 5 ชนิด
ไดภายในเวลา 17 นาที ซึ่งคารีเทนชั่นไทมของสารกลุมซัลโฟนาไมดทั้ง 5 ชนิดแสดงในตารางท่ี 4 
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ภาพที่ 2  โครมาโทแกรมการแยกสารซัลโฟนาไมด 5 ชนิด ภายใตสภาวะการแยกที่ 1, 2 และ 3 (สภาวะตามตารางท่ี 1) โดยพีคที่ 
1: ซัลฟาเมอราซีน, 2: ซัลฟาคลอโรไพริดาซีน, 3: ซัลฟโซซาโซล, 4: ซัลฟาไดเมธอกซีน และ 5: ซัลฟาควินอกซาลีน 

 
 3.3  พีเอชของเฟสเคลื่อนที่ 
 ทําโดยเลือกสภาวะที่เหมาะสมในขอ 3.2 แตใชฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 2.5 – 4.0 เขมขน 5.0 mM ซึ่งเกณฑที่ใชในการ
ประกอบการเลือกคือคาการแยก, รูปรางพีกและเวลาในการวิเคราะห ผลการทดลองพบวาทุกพีเอชใหคาการแยก, รูปรางพกีและ
เวลาในการวิเคราะหไมมีความแตกตางกัน ดังนั้นจึงพิจารณาจากพื้นที่พีก พบวาที่พีเอช 3.0 พื้นที่พีกของสารมาตรฐานที่ไดมีคา
มากกวาท่ีพีเอชอื่นๆ แสดงดังตารางท่ี 3 ดังนั้นจึงเลือกที่พีเอช 3.0 เปนสภาวะท่ีเหมาะสมในการศึกษาพีเอชของเฟสเคล่ือนท่ี 
 
ตารางที่ 3 พื้นที่พีกของสารมาตรฐานกับพีเอชท่ีศึกษา 
 

พีเอช พื้นที่พีก (mAU*min) 
ซัลฟาเมอราซีน ซัลฟาคลอโรไพริดาซีน ซัลฟโซซาโซล  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  ความเขมขนของบัฟเฟอรในเฟสเคลื่อนที่ 
 ทําโดยเลือกสภาวะที่เหมาะสมในขอ 3.3 แตเปล่ียนความเขมขนของฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 3.0 เปน 5.0 – 15.0 mM จาก
ผลการทดลองพบวาที่ความเขมขน 5.0 mM คารีเทนชั่นไทมของซัลฟโซซาโซลมีคานอยกวาท่ีความเขนขนอื่น และเม่ือเทียบคาการ
แยกของซัลฟาคลอโรไพริดาซีนกับซัลฟโซซาโซลและซัลฟาไดเมธอกซีนกับซัลฟาควินอกซาลีนพบวาที่ความเขมขน 5.0 mM มีคา
การแยก 1.212 และ 1.048 ตามลําดับ โดยที่ความเขมขนอื่นคาการแยกที่บริเวณดังกลาวนอยกวา 1.0 ดังนั้นจึงเลือกฟอสเฟต
บัฟเฟอรพีเอช 3.0 เขมขน 5.0 mM เปนสภาวะท่ีเหมาะสม ภายใตสภาวะท่ีเหมาะสมสามารถแยกสารกลุมซัลโฟนาไมดทั้ง 5 ชนิด
ไดภายในเวลา 17 นาที ซึ่งคารีเทนชั่นไทมของสารกลุมซัลโฟนาไมดทั้ง 5 ชนิดแสดงในตารางท่ี 4 
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 3.5  ขีดจํากัดการตรวจวัดและขีดจํากัดการหาปริมาณ  
 นําสภาวะท่ีเหมาะสมมาหาขีดจํากัดการตรวจวัด และขีดจํากัดการหาปริมาณของสารกลุมซัลโฟนาไมด โดยพิจารณาจาก
ความเขมขนที่ใหอัตราสวนระหวางสัญญาณของสารมาตรฐานและสัญญาณรบกวน (S/N) เทากับ 3 และ 10 สําหรับขีดจํากัดการ
ตรวจวัด และขีดจํากัดการหาปริมาณตามลําดับ ผลที่ไดแสดงดังตารางที่ 4 จากคาขีดจํากัดการตรวจวัดท่ีไดมีคามากกวารายงาน
วิจัยอื่นเปนเพราะ ในรายงานการวิจัยอื่นไดมีเทคนิคการเตรยีมตัวอยางและเพิ่มความเขมขนของตัวอยางกอนการวิเคราะห (Hela 
et al., 2003; Tsai et al., 2010)  
 
ตารางที่ 4 คารีเทนชั่นไทม ขีดจํากัดการตรวจวัดและขีดจํากัดการหาปริมาณของสารกลุมซัลโฟนาไมดทั้ง 5 ชนิด 
 

ชนิดสาร รีเทนชั่นไทม (นาที) ขีดจํากัดการตรวจวัด 
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

ขีดจํากัดการหาปริมาณ 
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

ซัลฟาเมอราซีน 4.45 0.15 0.60 
ซัลฟาคลอโรไพริดาซีน 7.11 0.10 0.40 
ซัลฟโซซาโซล 9.08 0.35 1.40 
ซัลฟาไดเมธอกซีน 13.65 0.20 0.80 
ซัลฟาควินอกซาลีน 14.66 0.30 1.20 

 
 3.6  ชวงความเปนเสนตรง 
 ศึกษาโดยหาความเขมขนที่ใหความสัมพันธเปนเสนตรงโดยศึกษาดังนี้ ซัลฟาเมอราซีน (0.60-20.00 มิลลิกรัมตอลิตร), 
ซัลฟาคลอโรไพริดาซีน (0.40-20.00 มิลลิกรัมตอลิตร), ซัลฟโซซาโซล (1.40-20.00 มิลลิกรัมตอลิตร), ซัลฟาไดเมธอกซีน (0.80-
20.00 มิลลิกรัมตอลิตร) และซัลฟาควินอกซาลีน (1.20-20.00 มิลลิกรัมตอลิตร) ซึ่งเปนความเขมขนที่คาดวาจะพบในตัวอยางจริง 
จากการทดลองพบวา ชวงความเปนเสนตรงมีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธมากกวา 0.9970 แสดงวาใหความสัมพันธเปนเสนตรงที่ดี
แสดงดังตารางท่ี 5  
 
ตารางที่ 5 ความเขมขนที่ศึกษาชวงความเปนเสนตรง สมการเสนตรงและคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (n=3) 
 

ชนิดสาร ความเขมขนทีศึกษา 
(มิลลิกรัมตอลิตร) สมการเสนตรง สัมประสิทธิ์สหสมัพันธ 

ซัลฟาเมอราซีน 0.60 – 20.00 y = 112.980x – 41.421 0.9976 
ซัลฟาคลอโรไพริดาซีน 0.40 – 20.00 y = 94.536x – 35.830 0.9982 
ซัลฟโซซาโซล 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 
  ทําเชนเดียวกับการศึกษาชวงความเปนเสนตรงแตความเขมขนสุดทายที่ใชคือ 15.00 มิลลิกรัมตอลิตร จากการทดลองพบวา              
สารมาตรฐานทั้ง 5 ชนิดใหความสัมพันธเปนเสนตรงที่ดีโดยพิจารณาจากคาสัมประสิทธสหสัมพันธซึ่งมีคามากกวา 0.9937                   
แสดงดังตารางท่ี 6 
 
ตารางที่ 6 ความเขมขนที่ศึกษากราฟมาตรฐาน สมการเสนตรงและคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (n=3) 
 

ชนิดสาร ความเขมขนทีศึกษา 
(มิลลิกรัมตอลิตร) สมการเสนตรง สัมประสิทธิ์สหสมัพันธ 

ซัลฟาเมอราซีน 0.60 – 15.00 y = 99.213x – 2.556 0.9981 
ซัลฟาคลอโรไพริดาซีน 0.40 – 15.00 y = 83.437x – 12.667 0.9976 
ซัลฟโซซาโซล 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  ความเที่ยงของการวิเคราะห 
 ศึกษาโดยการเลือกวิเคราะห 3 ความเขมขนไดแกความเขมขน 6.00, 9.00 และ 12.00 มิลลิกรัมตอลิตร จากนั้นหาคา
เบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) โดยการวิเคราะหซ้ํา 6 คร้ัง ผลการทดลองพบวาคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธของรีเทนชั่น
ไทมมีคา 0.05-1.10% และคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธของพื้นที่พีกมีคา 0.18-4.10% ซึ่งเปนคาที่ยอมรับไดตามมาตรฐาน 
AOAC ซึ่งมีคาไมเกิน 7.3% (AOAC international, 1993) 
 3.9  ความแมนของการวิเคราะห 
 ศึกษาโดยนําสารมาตรฐานทั้ง 5 ชนิดที่ทราบความเขมขนที่แนนอน จากนั้นเติมสารมาตรฐานที่ความเขมขน 3.00 มิลลิกรัม
ตอลิตรจากนั้นคํานวณหาคารอยละการกลับคืน (%recovery) จากการทดลองพบวาคารอยละการกลับคืนที่ไดอยูในชวง 87.13 ถึง 
100.46% แสดงดังตารางที่ 7 ซึ่งคาท่ียอมรับไดอยูในชวง 80-110% (AOAC international, 1993) ตามมาตรฐาน AOAC ที่ความ
เขมขนระดับมิลลิกรัมตอลิตร 
 
ตารางที่ 7 รอยละการกลับคืนของสารกลุมซัลโฟนาไมด 5 ชนิดที่ความเขมขน 3.00 มิลลิกรัมตอลิตร (n=3) 
 

ชนิดสาร รอยละการกลับคืน 
ซัลฟาเมอราซีน 95.25 ± 2.05 
ซัลฟาคลอโรไพริดาซีน 90.45 ± 1.09 
ซัลฟโซซาโซล 89.05 ± 1.23 
ซัลฟาไดเมธอกซีน 100.46 ± 1.32 
ซัลฟาควินอกซาลีน 87.13 ± 0.28 

 
4. บทสรุป 
 สภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะหสารกลุมซัลโฟนาไมด 5 ชนิด ไดแก ซัลฟาเมอราซีน, ซัลฟาคลอโรไพริดาซีน, ซัลฟโซซาโซล, 
ซัลฟาไดเมธอกซีนและซัลฟาควินอกซาลีนดวยโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงที่ตรวจวัดดวยไดโอดแอรเรยที่ 270 นาโนเมตร 
คอลัมนที่ใชในการแยกคือ Hypersil Gold C18 (4.6 mm X 150 mm) ใชสารผสมระหวางฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 3.0 เขมขน 5.0 
mM (A) และเมทานอล (B) เปนเฟสเคลื่อนที่ อัตราการไหล 0.80 มิลลิลิตรตอนาที โดยใชสภาวะเกรเดียนดังน้ี 0.0 – 5.0 นาที B 
30%, 5.1 – 15.0 นาที B 55% และ 15.1 – 17.0 นาที B 55% ตามลําดับ ภายใตสภาวะท่ีเหมาะสมขีดจํากัดการตรวจวัดและ
ขีดจํากัดการหาปริมาณคือ 0.10 – 0.35 และ 0.40 – 1.40 มิลลิกรัมตอลิตรตามลําดับ สําหรับชวงความเปนเสนตรงมีคาระหวาง
ขีดจํากัดการหาปริมาณของสารแตละชนิดจนถึงความเขมขน 20.00 มิลลิกรัมตอลิตร โดยคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธมีคามากกวา 
0.9970 สําหรับคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (n=6) และคารอยละการกลับคืนที่ไดคือ 0.18 – 4.10% และ 87.13 – 100.46% 
ตามลําดับ 
 
5. กิตติกรรมประกาศ 
 ขอขอบคุณภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยบูรพาที่ใชทํางานวิจัยและสนับสนุนทุนวิจัยบางสวน  
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 3.8  ความเที่ยงของการวิเคราะห 
 ศึกษาโดยการเลือกวิเคราะห 3 ความเขมขนไดแกความเขมขน 6.00, 9.00 และ 12.00 มิลลิกรัมตอลิตร จากนั้นหาคา
เบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) โดยการวิเคราะหซ้ํา 6 คร้ัง ผลการทดลองพบวาคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธของรีเทนชั่น
ไทมมีคา 0.05-1.10% และคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธของพื้นที่พีกมีคา 0.18-4.10% ซึ่งเปนคาที่ยอมรับไดตามมาตรฐาน 
AOAC ซึ่งมีคาไมเกิน 7.3% (AOAC international, 1993) 
 3.9  ความแมนของการวิเคราะห 
 ศึกษาโดยนําสารมาตรฐานทั้ง 5 ชนิดที่ทราบความเขมขนที่แนนอน จากนั้นเติมสารมาตรฐานที่ความเขมขน 3.00 มิลลิกรัม
ตอลิตรจากนั้นคํานวณหาคารอยละการกลับคืน (%recovery) จากการทดลองพบวาคารอยละการกลับคืนที่ไดอยูในชวง 87.13 ถึง 
100.46% แสดงดังตารางที่ 7 ซึ่งคาที่ยอมรับไดอยูในชวง 80-110% (AOAC international, 1993) ตามมาตรฐาน AOAC ที่ความ
เขมขนระดับมิลลิกรัมตอลิตร 
 
ตารางที่ 7 รอยละการกลับคืนของสารกลุมซัลโฟนาไมด 5 ชนิดที่ความเขมขน 3.00 มิลลิกรัมตอลิตร (n=3) 
 

ชนิดสาร รอยละการกลับคืน 
ซัลฟาเมอราซีน 95.25 ± 2.05 
ซัลฟาคลอโรไพริดาซีน 90.45 ± 1.09 
ซัลฟโซซาโซล 89.05 ± 1.23 
ซัลฟาไดเมธอกซีน 100.46 ± 1.32 
ซัลฟาควินอกซาลีน 87.13 ± 0.28 

 
4. บทสรุป 
 สภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะหสารกลุมซัลโฟนาไมด 5 ชนิด ไดแก ซัลฟาเมอราซีน, ซัลฟาคลอโรไพริดาซีน, ซัลฟโซซาโซล, 
ซัลฟาไดเมธอกซีนและซัลฟาควินอกซาลีนดวยโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงที่ตรวจวัดดวยไดโอดแอรเรยที่ 270 นาโนเมตร 
คอลัมนที่ใชในการแยกคือ Hypersil Gold C18 (4.6 mm X 150 mm) ใชสารผสมระหวางฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 3.0 เขมขน 5.0 
mM (A) และเมทานอล (B) เปนเฟสเคลื่อนที่ อัตราการไหล 0.80 มิลลิลิตรตอนาที โดยใชสภาวะเกรเดียนดังน้ี 0.0 – 5.0 นาที B 
30%, 5.1 – 15.0 นาที B 55% และ 15.1 – 17.0 นาที B 55% ตามลําดับ ภายใตสภาวะท่ีเหมาะสมขีดจํากัดการตรวจวัดและ
ขีดจํากัดการหาปริมาณคือ 0.10 – 0.35 และ 0.40 – 1.40 มิลลิกรัมตอลิตรตามลําดับ สําหรับชวงความเปนเสนตรงมีคาระหวาง
ขีดจํากัดการหาปริมาณของสารแตละชนิดจนถึงความเขมขน 20.00 มิลลิกรัมตอลิตร โดยคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธมีคามากกวา 
0.9970 สําหรับคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (n=6) และคารอยละการกลับคืนที่ไดคือ 0.18 – 4.10% และ 87.13 – 100.46% 
ตามลําดับ 
 
5. กิตติกรรมประกาศ 
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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) 

เปนเฟสเคลื่อนท่ี 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 
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