
บทที ่3 

การด าเนินงานวจิัย 

 

3.1 สารเคมแีละอุปกรณ์ทีใ่ช้ในการวจิยั 

 

 3.1.1 สารเคมี 
  1.โซเดียมไฮดรอกไซด ์ (Sodium hydroxide, NaOH) > 99.0%(w/w),A.R.grade 
ของ บริษทั Analytical Science ( LAB-SCAN) 
  2.กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid, HCl) 37% (w/v),A.R. grade ของ
บริษทั Analytical Science( LAB-SCAN) 
  3.เมทานอล (Methanol,CH3OH) HPLC grade ของบริษทั Fisher Scientific 
  4.อะซิโตรไนไทล ์ (Acetronitrile, CH3CN) HPLC grade ของบริษทั Fisher 
Scientific 
  5.กรดฟอสฟอริค (Phosphoric acid, H3PO4) A.R. grade ของบริษทั Analytical 
Science( LAB-SCAN) 
  6.พาราเซตามอล(Paracetamol,C8H9NO2) 99.0%ของบริษทั Sigma  
  7.ฟีนิลเอฟพริน ไฮโดรคลอไรด ์ (Phenylephrine HCl, C9H13NO2.HCl) 99.22% 
ของบริษทั Sigma 
  8.คลอเฟนิรามีน มาลีเอท (Chlorpheniramine maleate, C16H19ClN2.C4H4O4) ของ
บริษทั Sigma 
  9.กรดมาลีอิก (Maleic acid,C4 H4O4) ของบริษทั Sigma 
  10.1-บิวทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม ออกทิล ซลัเฟต (1-butyl-3-methylimidaz- 
olium octyl sulfate) ของบริษทั Fluka 
  11.1-บิวทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม-2-(2-เมทอกซี เอทอกซี)เอทิล ซลัเฟต (1-
butyl-3-methylimidazolium 2-(2-methoxy ethoxy) ethyl sulfate)ของบริษทั Fluka 
  12.1-เอทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม ไนเตรท (1-ethyl-3-methylimidazolium 
nitrate)≥99.0%ของบริษทั Fluka 
  13. น ้ าปราศจากไอออน( Deionized water) 
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 3.1.2 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 
  1.เคร่ืองโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง(High Performance Liquid 
Chromatograph; HPLC) บริษทั Water; 515 HPLC Pump; waters 486 Tunable Absorbance 
Detector 
  2.เคร่ือง pH meter , บริษทั Danver Instrument Model 215 
  3.เคร่ืองชัง่ทศนิยม 5 ต าแหน่ง ยีห่อ้ Sartorius รุ่น BP2103 บริษทั Scientific 
Promotion 
  4.เคร่ือง Fisher Stirring Hotplate บริษทั Fisher Scientific 
  5.เคร่ืองยวู-ีวิสิเบิล สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (UV-Vis Spectrophotometer) บริษทั 
Jenway รุ่น 6405  
  6.ครกบด 
 

3.2 ขั้นตอนด าเนินการวจิยั 

 

 ขั้นตอนท่ี 1 ศึกษาหาชนิดของสารละลายไอออนิกและหาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับใช้
เป็นตวัชะในการแยกสารละลายมาตรฐานพาราเซตามอล ฟีนิลเอฟพริน ไฮโดรคลอไรด ์ และ
คลอเฟนิรามีน มาลีเอท โดยใชเ้ทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสูง 
 ขั้นตอนท่ี 2 ศึกษาหาประสิทธิภาพการแยกสารละลายมาตรฐานพาราเซตามอล 
ฟีนิลเอฟพริน ไฮโดรคลอไรด ์และ คลอเฟนิรามีน มาลีเอท 
 ขั้นตอนท่ี 3 ท าการทดสอบความใชไ้ดข้องวิธีวิเคราะห์ 
 ขั้นตอนท่ี 4 วิเคราะห์หาปริมาณพาราเซตามอล ฟีนิลเอฟพริน ไฮโดรคลอไรด ์ และ 
คลอเฟนิรามีน มาลีเอท ในยาเมด็ลดไขต้ามทอ้งตลาด โดยใชส้ารละลายไอออนิกเป็นตวัชะ และ
เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ท่ีไดก้บัปริมาณยาบนฉลาก 
 ขั้นตอนท่ี 5 สรุปผลการทดลองและรายงานผล 
 

3.3 วธีิการวจิยั 

 

 3.3.1 การเตรียมสารละลาย 
 3.3.1.1 สารละลายมาตรฐานพาราเซตามอลเขม้ขน้ 1,000 ppm จ  านวน 25.0 mL  
 ชัง่สารมาตรฐานพาราเซตามอลมาจ านวน 0.02500 g เติมเมทานอลจ านวน 1 หยด แลว้
ปรับปริมาตรจนครบ 25.0 mL ในขวดวดัปริมาตรดว้ยน ้าปราศจากไอออน 
 3.3.1.2 สารละลายมาตรฐาน ฟีนิลเอฟฟริน ไฮโดรคลอไรด ์เขม้ขน้ 1,000    ppm จ  านวน 
25.0 mL 
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 ชัง่สารมาตรฐานฟีนิลเอฟฟริน ไฮโดรคลอไรด ์ มาจ านวน 0.02500 g เติมเมทานอล
จ านวน 1 หยด แลว้ปรับปริมาตรจนครบ 25.0 mL ในขวดวดัปริมาตรดว้ยน ้าปราศจากไอออน 
 3.3.1.3 สารละลายมาตรฐานคลอเฟนิรามีน มาลีเอท เขม้ขน้ 1,000 ppm จ  านวน 25.0 mL 
 ชัง่สารมาตรฐานคลอเฟนิรามีน มาลีเอท มาจ านวน 0.02500 g เติมเมทานอลจ านวน 1 
หยด แลว้ปรับปริมาตรจนครบ 25.0 mL ในขวดวดัปริมาตรดว้ยน ้าปราศจากไอออน 
 3.3.1.4 สารละลายมาตรฐานกรดมาลีอิก เขม้ขน้ 1,000 ppm จ  านวน 25.0 mL 
 ชัง่สารมาตรฐานกรดมาลีอิก มาจ านวน 0.02500 g เติมเมทานอลจ านวน 1 หยด แลว้ปรับ
ปริมาตรจนครบ 25.0 mL ในขวดวดัปริมาตรดว้ยน ้าปราศจากไอออน 
 3.3.1.5 สารละลายมาตรฐานเขม้ขน้ 150 ppm จ  านวน 10.0 mL 
 ปิเปตสารละลายมาตรฐาน 3.3.1.1, 3.3.1.2, 3.3.1.3 และ 3.3.1.4 อยา่งละ 1.50 mL ใส่ขวด
วดัปริมาตรขนาด 10.0 mL แต่ละขวด แลว้เจือจางดว้ยน ้าปราศจากไอออนจนปริมาตรครบ 10.0 
mL 
   3.3.1.6 เตรียมสารละลาย1-บิวทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม ออกทิล ซลัเฟต ท่ีความเขม้ขน้
ดงัต่อไปน้ี 2, 4, 6 mM โดยใชน้ ้ าปราศจากไอออนเป็นตวัท าละลาย และปรับ pH เป็น 3 โดยใช ้
กรดไฮโดรคลอริก เขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์หรือ โซเดียมไฮดรอกไซด ์เขม้ขน้ 0.01 M  
 3.3.1.7 เตรียมสารละลาย1-บิวทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม-2-(2-เมทอกซี เอทอกซี)เอทิล 
ซลัเฟต ท่ีความเขม้ขน้ดงัต่อไปน้ี 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 24 mM โดยใชน้ ้ าปราศจาก
ไอออนเป็นตวัท าละลาย และปรับ pH เป็น 3 โดยใชก้รดไฮโดรคลอริก เขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์
หรือ โซเดียมไฮดรอกไซด ์เขม้ขน้ 0.01 M 
 3.3.1.8 เตรียมสารละลาย1-เอทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม ไนเตรท ท่ีความเขม้ขน้
ดงัต่อไปน้ี 2, 4 mM โดยใชน้ ้ าปราศจากไอออนเป็นตวัท าละลาย และปรับ pH เป็น 3 โดยใช ้กรด
ไฮโดรคลอริก เขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์หรือ โซเดียมไฮดรอกไซด ์เขม้ขน้ 0.01 M 
 3.3.2 ศึกษาหาชนิดของสารละลายไอออนิกและหาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับใชเ้ป็นตวั
ชะในการแยกสารละลายมาตรฐานพาราเซตามอล ฟีนิลเอฟพริน ไฮโดรคลอไรด ์และคลอเฟนิรา-
มีน มาลีเอท โดยใชเ้ทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสูง 
  3.3.2.1 น าสารละลายไอออนิกชนิดต่างๆ ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ท่ีเตรียมข้ึน กรอง
ภายใตร้ะบบสูญญากาศผา่นกระดาษกรองไนลอนท่ีมีความละเอียด 0.45 m จากนั้นน ามาไล่
อากาศโดยใชเ้คร่ืองอลัทราโซนิก(Ultrasonic bath) เป็นเวลา 30 นาที แลว้น ามาใชเ้ป็นตวัชะใน
เทคนิค โครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสูงโดยใชค้อลมัน์เป็น C18 ขนาด 150 x 3.9 mm 
i.d. และใชย้วู-ีดีเทคเตอร์ 
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 3.3.3 ศึกษาหาประสิทธิภาพการแยกสารละลายมาตรฐานพาราเซตามอล ฟีนิลเอฟพริน 
ไฮโดรคลอไรด ์และ  คลอเฟนิรามีน มาลีเอท 
  3.3.3.1 เม่ือไดช้นิดและสภาวะท่ีเหมาะสมของสารละลายไอออนิกซ่ึงใชเ้ป็นตวั
ชะแลว้ ใหท้ าการหาประสิทธิภาพการแยกสารละลายมาตรฐานพาราเซตามอล ฟีนิลเอฟพริน 
ไฮโดรคลอไรดแ์ละ  คลอเฟนิรามีน มาลีเอท ซ่ึงท าการหาค่าต่างๆดงัต่อไปน้ี 
  1. แฟกเตอร์ความจุ(Capacity factor , k/) 
  2. จ  านวนเพลทตามทฤษฎี(Number of theoretical plates of the column,N) 
  3. เทลล่ิง แฟกเตอร์ (Tailing factor,T) 
  4. ความจ าเพาะเจาะจง(Separation factor,α) 
  5. ความสามารถในการแยก(Resolution,Rs) 
  6. R.S.D of peak area(n=6) 
 3.3.4 การทดสอบความใชไ้ดข้องวิธีวิเคราะห์ 
  3.3.4.1 ความจ าเพาะ(Selectivity) 
  น าสารละลายตวัอยา่งและสารประกอบอ่ืนท่ีไม่มีตวัยา(Placebo)ท่ีเตรียมท่ีระดบั
ความเขม้ขน้เดียวกนั มาท าการวิเคราะห์ โดยใชส้ภาวะในการทดลองเดียวกนั เปรียบเทียบโครมา-
โทแกรมท่ีไดจ้ากสารละลายตวัอยา่งและPlacebo  
  3.3.4.2 ความสัมพนัธ์เชิงเส้น ( Linearity) 
  1. System linearity 
  น าสารละลายมาตรฐานผสมท่ีประกอบดว้ย พาราเซตามอล ฟีนิลเอฟพริน 
ไฮโดร-คลอไรด ์และ คลอเฟนิรามีน มาลีเอท ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 5 ระดบัความเขม้ขน้ ดงัแสดง
ในตารางท่ี 3.1 
 
ตารางที่ 3.1 แสดงความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐานท่ีเตรียมข้ึน 

สารละลายมาตรฐาน ช่วงความเขม้ขน้(ppm) 
พาราเซตามอล 40 - 240 
ฟีนิลเอฟพริน ไฮโดรคลอไรด ์ 25-200 
คลอเฟนิรามีน มาลีเอท 5-40 
 
มาวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง HPLC โดยใชส้ารละลายไอออนิกท่ีสภาวะท่ีเหมาะสมเป็นตวัชะและใช้
อตัราการไหลเท่ากบั 1 mLmin-1 คอลมัน์ C18  ยวูีเป็นดีเทคเตอร์ ปริมาตรท่ีฉีด 40 L ท าการวดั
สารละลายมาตรฐานท่ีระดบัความเขม้ขน้ละ 5 ซ ้ า หาค่าเฉล่ียของสญัญาณท่ีอ่านไดท่ี้แต่ละระดบั
ความเขม้ขน้ พลอตกราฟระหวา่งความเขม้ขน้(แกนX) และสญัญาณท่ีอ่านได(้แกน Y) จากกราฟ
ท่ีพลอตระหวา่งค่าสญัญาณท่ีอ่านไดก้บัความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน (อยา่งนอ้ย 6 จุด 
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รวม แบลงค)์น ามาค านวณหาสมการเสน้ถดถอย(Regression line) โดยใชว้ิธีก าลงัสองนอ้ยท่ีสุด
(The method of least squares) ทั้งน้ีค่าความชนั(Slope)ของสมการเส้นถดถอย ค่าสมัประสิทธ์ของ
การตดัสินใจ(Regression Coefficient, R2) และ จุดตดัแกน Y  สามารถน ามาเป็นเกณฑก์ารยอมรับ
ความถูกตอ้ง 
 ผลของความเป็นเสน้ตรงท่ีดีจะไดก้ราฟเสน้ตรง โดยมี ค่าความชนั = 1 ค่า R2 = 1 
(โดยทัว่ไปยอมรับ ค่า R2 ท่ี 0.999 ถึง 0.995) และค่าจุดตดัแกน y = 0    
  2. Method linearity 
  น าตวัอยา่งท่ีเติมสารละลายมาตรฐาน(Spiked sample) 3 ระดบัความเขม้ขน้ ดงั
แสดงในตารางท่ี 3.2 
 
ตารางที่ 3.2 แสดงความเขม้ขน้ของตวัอยา่งท่ีเติมสารละลายมาตรฐานท่ีเตรียมข้ึน 
ความเขม้ขน้ของตวัอยา่งท่ีเติมสารละลายมาตรฐาน ช่วงความเขม้ขน้(ppm) 
พาราเซตามอล 60-180 
ฟีนิลเอฟพริน ไฮโดรคลอไรด ์ 50-150 
คลอเฟนิรามีน มาลีเอท 10-30 
 
มาวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง HPLC โดยใชส้ารละลายไอออนิกท่ีสภาวะท่ีเหมาะสมเป็นตวัชะและใช้
อตัราการไหลเท่ากบั 1 mLmin-1 คอลมัน์ C18  ยวูีเป็นดีเทคเตอร์ ปริมาตรท่ีฉีด 40 L ท าการวดั
สารละลายมาตรฐานท่ีระดบัความเขม้ขน้ละ 6 ซ ้ า น าค่าของสญัญาณท่ีอ่านไดท่ี้แต่ละระดบัความ
เขม้ขน้พลอตกราฟระหวา่งความเขม้ขน้(แกนX) และสญัญาณท่ีอ่านได(้แกน Y) จากกราฟท่ี  
พลอตระหวา่งสญัญาณท่ีอ่านไดก้บัความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน(อยา่งนอ้ย 4 จุด รวม  
แบลงค)์ น ามาค านวณหาสมการเส้นถดถอย(Regression line) โดยใชว้ิธีก าลงัสองนอ้ยท่ีสุด(The 
method of least squares) ทั้งน้ีค่าความชนั(Slope)ของสมการเสน้ถดถอย ค่าสมัประสิทธ์ของการ
ตดัสินใจ(Regression Coefficient, R2) และ จุดตดัแกน Y  สามารถน ามาเป็นเกณฑก์ารยอมรับ
ความถูกตอ้ง โดยทัว่ไปยอมรับ ค่า R2  0.99 
  3.3.4.3 สภาพไว(Sensitivity) 
  1. ขีดจ ากดัของการตรวจหา( Limit of Detection, LOD) 

สามารถหาไดโ้ดยใชข้อ้มูลจากการท า System linearity โดยใชสู้ตร 
 

 BB syy 3  
 

  เม่ือ yB =  จุดตดัแกน y (a) ท่ีค  านวณไดจ้ากสมการเส้นถดถอย 
   SB = ค่า standard error of estimate,sy/x 
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(หมายเหตุ โดยอธิบายวิธีการค านวณอยา่งละเอียดไวใ้นภาคผนวก ง) 
   2. Limit of Quantitation, LOQ 
  สามารถหาไดโ้ดยใชข้อ้มูลจากการท า System linearityโดยใชสู้ตร 
 

BB syy 10  
 
 เม่ือ yB =  จุดตดัแกน y (a) ท่ีค  านวณไดจ้ากสมการเส้นถดถอย 
  SB = ค่า standard error of estimate,sy/x 

 
  เม่ือไดค่้า LOQ โดยประมาณมาแลว้ ใหเ้ติมสารละลายมาตรฐานท่ีระดบัเท่ากบั LOQ ลง
ใน Sample blank อยา่งนอ้ย 7 ซ ้ า แลว้น าไปวิเคราะห์ ค  านวณหา %Recovery และ %RSD ถา้ค่าท่ี
ไดอ้ยูใ่นเกณฑท่ี์ยอมรับได ้ กส็ามารถใชค่้านั้น เป็น LOQ ของวิธี แต่ถา้ค่าท่ีไดไ้ม่อยูใ่นเกณฑ์
ยอมรับ ใหก้ าหนดค่าใหม่ท่ีสูงกวา่เดิม ทดสอบความแม่น(Accuracy) และความเท่ียง 
(Precision)จนกวา่จะได ้
 3.3.4.4 ความถูกตอ้ง( Accuracy) 
 สามารถหาไดโ้ดยใชข้อ้มูลจากการท า Method linearity โดยใชสู้ตร 
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  C1 = ความเขม้ขน้ของตวัอยา่งท่ีเติมสารละลายมาตรฐาน 
  C2 = ความเขม้ขน้ของตวัอยา่ง( Unfortified sample) 
  C3 = ความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐานท่ีเติม  
 3.3.4.5 ความเท่ียง(Precision) 
 ค่าท่ีแสดงถึงความใกลเ้คียงกนัของผลทดสอบตวัอยา่งท่ีท าการทดสอบซ ้าหลายคร้ัง 
โดยทัว่ไปจะแสดงดว้ยค่าเปอร์เซ็นตค่์าเบ่ียงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์(% Relative Standard 
Deviation ; RSD) หรือ สมัประสิทธ์ิความแปรปรวน(Coefficient of  Variation ;CV) 
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 หมายเหตุ X  = ค่าเฉล่ียของผลการทดสอบ 
   SD = ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของการทดสอบ 
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 3.3.5 วิเคราะห์หาปริมาณพาราเซตามอล ฟีนิลเอฟพริน ไฮโดรคลอไรดแ์ละ คลอเฟนิรา
มีน มาลีเอท ในยาเมด็ลดไขต้ามทอ้งตลาด 
  3.3.5.1 น าตวัอยา่งยา 20 เมด็ มาบดใหล้ะเอียดและเป็นเน้ือเดียวกนัดว้ยครกบด
ยา ชัง่ตวัอยา่งยามาเท่ากบัน ้าหนกัยา 1 เมด็ บนัทึกน ้าหนกัท่ีแน่นอนไว ้ ใส่ในขวดวดัปริมาตร
ขนาด 50.0 mL เติมเมทานอล 37.5 mL น าสารละลายตวัอยา่งไปเขยา่ใหล้ะลายดว้ยเคร่ืองอลัทรา
โซนิค แลว้เติมน ้าปราศจากไอออนใหถึ้งขีดบอกปริมาตร เขยา่ใหส้ารละลายผสมกนั ตั้งท้ิงไว ้ 10 
นาที จะมีตะกอนท่ีกน้ขวด กรองสารละลายดว้ยเคร่ืองกรองสารตวัอยา่ง โดยผา่นเมมแบรนท่ีมี
ขนาดของรู 0.45 m เกบ็ส่ิงกรองไวใ้นขวดแกว้ขนาดเลก็ปิดฝาใหส้นิท 
  1.การวิเคราะห์หาปริมาณพาราเซตามอล ปิเปตสารละลายตวัอยา่งมา 0.12 mL 
ลงในขวดวดัปริมาตรขนาด 10.0 mL ปรับปริมาตรใหค้รบ 10.0 mL ดว้ย 75% เมทานอล น าไป
วิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง HPLC 
  2.การวิเคราะห์หาปริมาณฟีนิลเอฟพริน ไฮโดรคลอไรด ์ และ คลอเฟนิรามีน 
มาลี-เอท ปิเปตสารละลายตวัอยา่งมา 5 mL ลงในขวดวดัปริมาตรขนาด 10.0 mL ปรับปริมาตรให้
ครบ 10.0 mL ดว้ย 75% เมทานอล น าไปวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง HPLC 
 3.3.6 สรุปผลการทดลองและรายงานผล 
 


