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4บทคัดยอ 
การพัฒนาวิธีวิเคราะหอีเทมบูทอล  

โดยไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทรกราฟ ตววจวัดโดยยูวี 
 

มนฤดี วรรณะเอี่ยมพิกุล, วีระโชติ ลาภผลอําไพ 
อาจารยที่ปรึกษา: พิสมัย กุลกาญจนาธร, ชุติมา มัธยัสถสุข 
ภาควิชาเภสัชเคมี คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล 
คําสําคัญ: อีเทมบลูทอล, การวิเคราะห, ไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทรกราฟ 
 
 อีเทมบูทอล(ethambutol) เปนยารักษาวัณโรคที่ใชกันมากในปจจุบัน อีเทมบูทอลเปนสารประกอบ aliphatic 
amine ไมมีโครงสรางที่จะดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลท โครงการพิเศษนี้ ทําการศึกษาและ พัฒนาวิธีวิเคราะหหาปริมาณ อี
เทมบูทอล โดยวิธีไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทรกราฟและเครื่องตรวจวัดแสงอัลตราไวโอเลต โดยอาศัยการเกิด
สารประกอบเชิงซอนของอีเทมบูทอลกับ ไดวาเลนท แคทอิออน ไดแก ทองแดงซึ่งจะดูดกลืนแสงสูงสุดมีความยาวคลื่น 260 
นาโนเมตร  ทําการทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมโดยใชคอลัมน C18 พบวาเฟสเคลื่อนที่ที่เหมาะสมคือ เททราไฮโดรฟูแรน 
(tetrahydrofuran) และ สารละลายน้ํา(aqueous solvent) ในอัตราสวน 30 : 70 ซึ่ง สารละลายน้ํา ประกอบดวย ทองแดง 
ความเขมขน  2.4 มิลลิโมลาร, โซเดียม-1-ออคเทนซัลโฟเนท โมโนไฮเดรต (sodium 1-octane sulfonate monohydrate) 
ความเขมขน 3 กรัม/ลิตรในน้ํากลั่น วัดคาการดูดกลืนแสง ที่ 260 นาโนเมตร ใหความสัมพันธเชิงเสนตรงกับความเขมขน
ของอีเทมบูทอล เทากับ 25  – 300 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร(r2 = 0.9996) มีความถูกตองและแมนยํา มีความไวมากกวาวิธี
วิเคราะหโดยสเปคโตรโฟโตเมตรี วิธีการที่ศึกษานี้สามารถนําไปหาปริมาณ อีเทมบูทอลในยาเม็ดได 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

5Abstract 
Development of HPLC with UV detection method 

 for determination of ethambutol 
 

Monruedee Wanna-iampikul, Weerachod Lapponampai 
Project adviser: Pisamai Kulkanjanathon, Chutima Matayatsuk 
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 Ethambutol is an aliphatic amine used for the treatment of tuberculosis and it has not chromophore to 
absorb UV/ visible. The development of HPLC-UV method for determination of ethambutol HCl was the 
objective of this study. The complexation of ethambutol free base with cupric ion was applied. HPLC condition 
was reversed-phase C18 column. The presence of ethambutol-copper (II) complex was observed at 260 nm 
with UV detector. The suitable mobile phase was a mixture of tetrahydrofuran and distilled water containing 2.4 
mM of copper sulfate and 3g/L of sodium-1-octane sulfonate monohydrate, 3:7 (v/v). The linearity range of 
ethambutol HCl was 25 – 300 µg/ml (r2 = 0.9996) with good accuracy and precision. This method was more 
sensitive than UV method and suitable for assay of ethambutol in tablets. 
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10สัญลักษณและคํายอ 
 

 λmax = maximum wavelength 
 nm = นาโนเมตร 
 pH = ความเปนกรด-ดาง 
 µg = ไมโครกรัม 
 mL = มิลลิลิตร 
 r2 = coefficient of determination 
 mg = มิลลิกรัม 
 USP = The United State Pharmacopoeia 
 oC = องศาเซลเซยีส 
 RSD = relative standard deviation 
 CV = coefficient of variation 
  X = คาเฉลี่ยของผลการวิเคราะห 
 SD = คาเบี่ยงเบนมาตรฐานจากคาเฉลี่ย 
 UV = ultraviolet 
 mM = millimolar 
 HPLC = High Performance Liquid 
   Chromatography  
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บทนํา 
 

Ethambutol เปนยารักษาวณัโรค โดยใชรวมกับยารักษาวัณโรคตัวอืน่ๆ ไดแก isoniazid, rifampicin 
และ pyrazinamide เปนตน ขนาดยาที่ใช 15-25 mg/kg/day มีรายงานความเปนพิษของ ethambutol ตอ
ประสาทตาเปนผลใหประสาทตาเลวลง และไมอาจแยกสีแดงและสีเขียวได ปริมาณยาในรางกายมี
ความสาํคัญ ตองมีปริมาณที่เหมาะสมทีจ่ะใหผลในการรักษา และตองไมมากจนกอใหเกิดความเปนพษิตอ
รางกาย(1,2) 

USP กําหนดวิธีวิเคราะหหาปริมาณ ethambutol โดยวิธี non-aqueous titration(5)  ซึ่งเปนวธิีที่
สะดวก แตมคีวามไวต่ํา โครงการพิเศษนี้มีวัตถุ ประสงคที่จะพัฒนาวิธวีิเคราะหยา ethambutol โดยใชวิธี 
high performance liquid chromatography(HPLC)/UV detector  โดยทดลองหาสภาวะทีเ่หมาะสมใน
การวิเคราะหหาปริมาณ ethambutol เพือ่ใหไดวิธีการที่มีความไวสงู ถูกตอง แมนยํา และเปนวธิีที่ดีกวาวิธีที่
กําหนดใน USP 

ethambutol มีโครงสรางทางเคมีเปน aliphatic amines ดังแสดงในรปูที่ 1.1 
 
 
 
 
 
 

รูปที่1.1 โครงสราง ethambutol 
 จากโครงสรางทางเคมีของ ethambutol พบวาไมมีโครงสราง chromophore ที่จะดดูกลืนรังสีอัลตรา
ไวโอเลตและไมสามารถทาํการวิเคราะหดวย spectrophotometry หรือ HPLC/UV detector ได 
 
Figure 1 
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มีรายงานการประยุกตใช divalent cationic metals ทําปฏิกิริยากบั ethambutol HCl 
เกิดเปนสารประกอบ(4) ซึ่งสามารถดูดกลนืแสง UV ได(รูปที่1.2) ซึ่งจะทาํให วิเคราะหหาปริมาณ
ของ ethambutol โดย spectrophotometry หรือ HPLC/UV detector ได ในการพัฒนาวิธี
วิเคราะหจะตองศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการเกิดและความคงตวัของ ethambutol-complex 
สภาวะที่ทาํการศึกษาไดแก pH อัตราสวนของ ethambutolและ metal เปนตน เนื่องจากตองให 
ethambutol และ copper เกิดการcoupling กอนทีจ่ะถึง detector  ในทางกลบักนั ควรมีความคง
ตัวและไมเกิดการเปลี่ยนสภาพกอนที่จะถงึ detector ดวย 

 
รูปที่1.2 โครงสรางethambutol-copper (II) complex 

 
 
วัตถุประสงค   1.  หาสภาวะที่เหมาะสม เพื่อวิเคราะหปริมาณ ethambutol โดยใช HPLC/UV  

 detector 
2.  ประเมินวิธวีิเคราะห 
3. วิเคราะหหาปริมาณยา ethambutol ในเภสัชภัณฑยาเม็ด 
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ทบทวนวรรณกรรม 
 
 Ethambutol HCl มีสูตรโครงสรางเปน aliphatic amines ชื่อทางเคมีคือ 1-butanol, 2,2-
(1,2-ethanediyldiimine)bis-, dihydrochlorideหรือ (+) -2,2 (ethylenediimino)-di-1-butanol 
dihydorchloride ดังแสดงในรูปที่ 1 ใชในการรักษาวัณโรคโดยใชรวมกับยาอืน่ 
 
คุณสมบัติทางกายภาพ(1) 

 Ethambutol HCl  มีลักษณะเปนผงผลกึสีขาว ไมมีกลิ่น ไมมีสี มีรสขม มีจุดหลอมเหลว 
200.0 – 202.0 °C มีคา specific rotation + 6.0 ° และ +6.7° สามารถละลายไดดีในน้ํา ละลาย
ไดในเอธานอล และละลายไดนอยมากในอะซีโตนและ คลอโรฟอรม สวน free bases ของ 
ethambutol เปนกรดออน มีคา pKa 6.6 และ 9.5 สารละลายของ ethambutol HCl ในเอธานอล
ไมมีการดูดกลนืแสงในชวง UV/Visible 
 
การเก็บรักษา 
 Ethambutol HCl tablet ควรเก็บใหพนแสง ความชืน้ ความรอน และควรเก็บในภาชนะที่
ปดสนิท ที่อุณหภูมิ 15-30 °C 
 
ขอบเขตการออกฤทธิ์ 
 Ethambutol มีฤทธิ์ยับยัง้เชือ้ Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium kansasii 
ไดผลดี และมีผลตอบางสายพนัธุของ Mycobacterium spp. อ่ืนๆ โดยไมมฤีทธิต์อเชื้อแบคทีเรีย
กลุมอ่ืน ยับยัง้เชื้อวัณโรคที่ด้ือตอ isoniazid และ streptomycin ได การดื้อ ethambutol ในหลอด
ทดลองเกิดขึน้คอนขางชา 
 
กลไกการออกฤทธิ์ 
 กลไกการออกฤทธิ์ของ ethambutol ยังไมแนชัด อาจยับยั้งการนํา mycolic acid เขาสู
ผนังเซลล หรือยับยั้งการสราง RNA หรืออาจยับยั้งการสังเคราะห metabolites ของเซลล 
mycobacteria โดยยาจะมฤีทธิ์เฉพาะกลุมแบคทีเรียทีก่าํลังแบงตวัอยางรวดเร็วเทานั้น 
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ประโยชนทางการแพทย 
 ใชรักษาวัณโรครวมกับยาอ่ืนๆ โดยรับประทานในขนาด 15-25 mg/kg วนัละครั้ง หรือ 25-
30 mg/kg สัปดาหละ 3 คร้ัง สําหรับผูปวยทีเ่คยไดรับการรักษามากอนแตไมหาย แนะนาํใหใชใน
ขนาด 25 mg/kg/day เปนเวลา 60 วนั แลวจึงลดลงเหลอื 15 mg/kg/day 
 
ฤทธิ์ไมพึงประสงค 
 ฤทธิ์ไมพึงประสงคที่สําคัญของ ethambutol คือ การทาํใหประสาทตาอักเสบ พบมากเมื่อ
ใชยาขนาดสูงหรือใชยาเปนเวลานาน จะมีผลทําใหสายตาเลวลง และไมสามารถแยกสีแดงและสี
เขียวได อาการกลับเปนปกติไดเมื่อหยุดยา 
 อาจพบอาการขางเคียงอื่นๆ ไดแก ผ่ืน คัน มีไข ปวดขอ ไมสบายทอง ปวดศีรษะ วิงเวียน 
สับสน ประสาทหลอน ไดบางแตไมมาก 
 หากใชยาในขนาดไมเกนิ 15 mg/kg/day พบอาการขางเคียงคอนขางนอย 
 
การวิเคราะหปริมาณ ethambutol HCl 

1.  Non-aqueous titration(3) 
 ละลาย ethambutol HCl ใน glacial acetic acid แลวเติม mercuric acetate TS 
เติม Crystal violet TS เปน indicator แลวไตเตรทดวย 0.1 N perchloric acid ได end point สี 
blue-green 

2. Colorimetric method(5) 
 อาศัยหลกัการ คือ การเกิดสารประกอบเชิงซอนระหวาง bromothymol blue และ 
ethambutol เกิดเปนสารประกอบสีเหลืองสามารถวัดคาการดูดกลืนแสงไดดวยเครื่อง 
spectrophotometer 

3. High-performance liquid chromatography with fluorescence detection(6)

 คอลัมนเปน เฟสยอนกลับ (Spherisorb CN) เฟสเคลื่อนทีท่ี่ใชคือ acetonitrile : 
H3PO4 ความเขมขน 0.01 M ปรับใหมี pH 2.5 ดวย KOH(30 : 70, v/v) , flow rate 1 ml/min ใช 
fluorimetric detector 
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4. HPLC/UV detector 
 4.1 ethambutol ทําปฏิกิริยา complex กับ copper salts โดยใชคอลัมน silica 
(LiChrosorb Si 60, 5 µm) เฟสเคลื่อนที่ คือ water : acetonitrile (50 : 50)(7) 

4.2 คอลัมนใช เฟสยอนกลับ C18 เฟสเคลื่อนทีท่ี่ใชคือ tetrahydrofuran :Cu (II)  
ความเขมขน 1 mM + sodium-1-heptane sulphonate 4 g/L ในน้ําที่ปรับ pH 4.5 (30 : 70) 
อุณหภูมิคอลัมน 35 oC  flow rate 1.5 ml/min(4) 

  
การตรวจสอบความถูกตองของวิธีการวิเคราะห (Method validation)(3,8,9) 
 ผลการวิเคราะหทีถู่กตอง แมนยาํ และเชื่อถือได ข้ึนอยูกับวธิีการวเิคราะหที่ดี ดังนัน้
จะตองทาํการตรวจสอบความแมนยาํ และความถูกตองของวิธีการวิเคราะห(validation) และตอง
ทําการตรวจสอบเปนระยะ สําหรับการวิเคราะหในงานประจํา เพือ่ควบคุมความแปรปรวนทีอ่าจ
เกิดขึ้นไดจากปจจัยตางๆ เชน เครื่องมือ นักวิเคราะห สารเคมี เปนตน ซึ่งคุณสมบัติที่ใชในการ
ตรวจสอบวิธีวเิคราะหมีดังนี ้

1. ความสัมพันธโดยตรงของคาทีว่ิเคราะหไดกับคาที่เปนจริง (Linearity and range)  
 โดยคาทีว่ิเคราะหไดควรเปนสัดสวนกับปริมาณของตัวยาที่อยูจริง ซึง่วิธวีิเคราะหที่ดี
ควรมีคา correlation coefficient (r2) ไมตํ่ากวา 0.99 

2. ความแมนยาํ (Precision) 
ความแมนยาํเปนการวัด ความแปรปรวนหรือการกระจายของผลการวิเคราะหจาก

คาเฉลี่ยในการวิเคราะหซ้าํหลายๆครั้ง เนื่องจากสภาวะแวดลอมอ่ืนๆ วิธวีิเคราะหที่ดีจะตองมคีา
ความแปรปรวนต่ํา ซึ่งคานีจ้ะเปนคาที่ใชแสดงความแมนยาํของวธิีวเิคราะห ในการทดลองความ
แมนยําของวิธวีิเคราะห จะทําการทดลองหาคา relative standard deviation (RSD) หรือ 
coefficient of variation(CV) 

 
        RSD (หรือ CV)     =   SD  × 100 

                 X 
โดย     X      คือ  คาเฉลี่ยของผลการวิเคราะห 
          SD   คือ  คาเบีย่งเบนมาตรฐานจากคาเฉลี่ย 
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คาความแมนยําของวิธีวเิคราะหแยกไดเปน intraday precision โดยทาํการทดลองซ้ํา
หลายๆครั้งในชวงวันเดยีวกนั โดยผูทาํการทดลอง สภาวะการทดลอง และหองปฏบัิติการเดียวกนั 
และ interday precision โดยทาํการทดลองซ้ําตางวนัหรือตางหองปฏิบัติการ มีการเตรียมน้าํยา
ตางๆ และเครือ่งมือใหมในการทดลอง  

วิธีวิเคราะหทีดี่ มีความแมนยําสูง คา %RSD ไมควรเกิน 2.0  
 

3. ความถกูตอง(Accuracy) 
วิธีทดสอบความถูกตองของวิธีการวิเคราะหทีน่ิยมมี 2 วธิีคือ 
1.1 Spiked-placebo recovery method 

วิธีนีท้าํโดยเตรียมตัวอยาง โดยเตรียมสวนผสมอืน่ๆ เชนเดียวกับทีม่ีในตัวอยาง
ทุกประการ แตไมมีตัวยาทีต่องวิเคราะห มาผสมกับตัวยามาตรฐานที่ทราบปริมาณแนนอนใหเขา
เปนเนื้อเดียวกัน แลวนาํมาวิเคราะหหาปริมาณตัวยาโดยวิธีวเิคราะหที่ตองการทดสอบ เพื่อใหการ
ทดสอบครอบคลุมอัตราสวนของตัวยาสําคัญกับสวนผสมอื่นๆ ไดกวาง ใหเตรียมตวัอยางทีม่ีระดบั
ความแรงตางๆ โดยทัว่ไปใหทดสอบความถูกตองในความแรง รอยละ80 ของคาต่าํสุดที่กาํหนดถึง 
รอยละ120 ของปริมาณตัวยาสงูสุดที่กําหนด วธิีทดสอบนีม้ีขอเสียคือสวนผสมของตัวอยางที่
เตรียมขึ้นมาจะไมเหมือนตัวอยางจรงิที่ผานกระบวนการผลิต โดยเฉพาะอยางยิง่ในกรณีที่การผลติ
ทําใหเกิดการสลายตัวหรือเกิดปฏิกิริยาระหวางสวนผสมตางๆ 

 
1.2 Standard addition method 

วิธีตรวจสอบความถูกตองของผลการวิเคราะห ทําไดโดยการเตรียมสารมาตรฐาน
ที่ทราบปริมาณแนนอน เติมลงในสารตัวอยาง โดยที่ปริมาณสารตัวอยางจะเทากันแตจะ
เปลี่ยนแปลงที่ปริมาณของสารมาตรฐาน คํานวณออกมาในรูป %recovery  

วิธีการวิเคราะหที่ดีนั้น ผลการวิเคราะหที่ไดจะตองมี %recovery อยูในชวง 90-
110, %RSD < 2.0 
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วัสดุและอุปกรณที่ใช 
 

อุปกรณที่ใชในการทดลอง 
 

1. volumetric flask  ขนาด 500, 250, 100, 50,25, 10 mL 
2. beaker ขนาด 1000,600 ,400 ,250 ,100 ,50 mL 
3. measuring pipet ขนาด 10,5 ,2 ,1 mL 
4. volumetric pipet ขนาด 5, 4, 3, 2, 1 mL 
5. cylinder 100, 25, 10, 5 mL 
6. จุกยาง 
7. weighing bottle 
8. dropper 
9. stirring rod 
10. test tube 
11. pH meter 
12. spectrophotometer Shimadzu UV-160A 
13. HPLC 
14. vacuum pump 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

18

สารเคมีที่ใช 
 

1. Ethambutol analytical grade (Sigma-Alrich, Switzerland) 
2. Copper sulfate pentahydrate (Fluka Garantie, Switzerland) 
3. Sodium-1-Octane Sulfonate Monohydrate (Sigma-Alrich, Switzerland) 
4. Boric acid analytical grade (May & Baker LTD. Dagenham, England) 
5. Sodium hydroxide analytical grade (Eka Nobel, Sweden) 
6. Glacial acetic acid analytical grade (Lab scan, Thailand) 
7. Hydrochloric acid analytical grade (Lab scan, Thailand) 
8. Methanol HPLC grade (Lab scan Asia, Thailand) 
9. Acetonitrile HPLC grade (Lab scan Asia, Thailand) 
10. Tetrahydrofuran HPLC grade (Lab scan Asia,Thailand) 
11. Ethambutol HCl 400 mg tablet (องคการเภสัชกรรม Lot No. 400308, Thailand) 
12. Distilled water 
13. Water for injection  
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การเตรียมสารละลาย 
 

1. เตรียม ethambutol standard stock solution 1.8 mM 
ชั่ง ethambutol HCl 125 mg  ละลายในน้าํและปรับปริมาตรจนครบ 250 mL 

2. เตรียม copper sulfate solution 50 mM 
ชั่ง copper(II) sulfate pentahydrate 3.125 กรัม ละลายในน้าํและปรบัปริมาตรจน

ครบ 250 ml 
3. เตรียม borate buffer 

ชั่ง boric acid ประมาณ 1.24 กรัม ลงใน volumetric flask ขนาด 100 ml ละลายใน
น้ําประมาณ 90 ml ปรับ pH ของ buffer ใหเปน 9 โดยใช sodium hydroxide ความเขมขน 5 N 
ปรับปริมาตรดวยน้าํใหครบ 100 ml 
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วิธีทําการวิจัย 
 

1. หาสภาวะที่เหมาะสมใการวิเคราะห  ethambutol HCl   ดวยเครื่อง HPLC 
โดย UV detector 
1.1 การทดลองหา pH และความยาวคลื่นทีดู่ดกลืนสูงสดุในการเกิดปฏิกิรยิา

ระหวางethambutol กับ copper 
การทดลองหา pH ทําไดโดย pipet copper sulfate solution 25 mM ลงใน 

volumetric flask ขนาด 100 mL จํานวน 3 flask, flaskละ 10 mL จากนั้นเติมน้ําใหมีปริมาตร
ประมาณ 90 mL ปรับpHแตละflaskเปน pH7, pH10, pH4 โดยใช 0.1 N NaOH และ 0.1N  
acetic acid แลวปรับปริมาตรเปน 100 mL สังเกตลกัษณะทางกายภาพของ copper sulfate 
solution  

การทดลองหาความยาวคลืน่ที่ดูดกลนืสูงสุด ทําไดโดย pipet ethambutol HCl 1.2 
mM ลงใน volumetric flask ขนาด 10 mL จํานวน 2 flask, flask ละ 2 mL โดย flask หนึง่นาํไป
เติมสารละลาย copper(II)sulfate ความเขมขน 25 mM 2 mL อีก flask หนึ่งไมใสสารละลาย 
copper (II) sulfate ปรับปริมาตรของ flask ทั้ง 2 ดวยน้าํกลั่น จากนัน้นําแตละ flask ไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer โดยทําการ scan λ ชวง200-400 นาโนเมตร ณ 
อุณหภูมิหอง 

1.2 พัฒนาวธิีวิเคราะหาปริมาณ ethambutol HCl โดยใช HPLC 
ทําการทดลองปรับสภาวะตางๆเพื่อใหไดวธิีวิเคราะหที่เหมาะสม โดยใช flow rate 

1.0 mL/min วัดที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร โดยใชสารละลายของ standard ethambutol 
ความเขมขน 0.45 mM จํานวน 20 µL เปรียบเทียบ chromatogram ที่ได โดยดูจาก retention 
time, peak symmetry, peak area เพื่อเลือกสภาวะที่เหมาะสม สภาวะทีท่าํการทดลองไดแก 

1.2.1 สภาวะของเฟสเคลื่อนที ่(mobile phase condition) 
เลือกใชเฟสเคลื่อนที่และสัดสวนของ aqueous phase ตอ organic phase 

ดังตารางที่ 1 
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ตารางที่1 แสดงเฟสเคลื่อนที่และอัตราสวนของ aqueous phase ตอ organic phase 

 
1.2.2 pH 

aqueous phase คือ copper (II) sulfate 2.5 mM+ sodium-1-octane 
sulfonate monohydrate 4g/L ในน้ํา จากนั้นปรับเปนกรดดวย HCl ใหมี pH4.5 และไมปรับ pH 

1.2.3 สัดสวนของ organic solvent 
ทําการเปลี่ยนแปลง organic phase : aqueous phase จากผลการวจิัยขอ 

1.2.1 ในสัดสวน 25 : 75, 30 : 70, 35 : 65, 40 : 60  
1.2.4 อุณหภูมิ 

จากผลการวิจยัขอ 1.2.3 ปรับอุณหภูมิของคอลัมนที ่อุณหภูมิหอง, 35, 40, 
45 oC  

1.2.5 ความเขมขนของสารละลาย copper (II)sulfate 
จากผลการทดลองขอ 1.2.4 ปรับความเขมขนของสารละลาย copper (II) 

sulfate ใน aqueous phase เปน 2.5, 1.89, 1.26, 0.63 mM  
1.2.6 ปริมาณของ ion pairing agent 

จากผลการทดลองขอ 1.2.5 ปรับปริมาณของ sodium 1-octane sulfonate 
monohydrate ใน aqueous solvent เปน 4.5, 4, 3, 0 g/L   
 สรุปสภาวะทีเ่หมาะสมตางๆและกําหนดเปนวิธวีิเคราะห ethambutol โดย HPLC/UV 
detector จากผลการเปรียบเทียบ chromatogram โดยดูจาก retention time, peak symmetry, 
peak area 
 

Aqueous phase : Organic phase สัดสวน 
Copper(II) 25 mM in borate buffer(pH 4.5): MeOH 70 : 30 
Copper(II) 25 mM + Sodium 1-octane sulfonate monohydrate 4 g/L  : 
Acetronitrile 

75 : 25 

Copper(II) 4 mM  + Sodium 1-octane sulfonate monohydrate 4 g/L adjust 
pH 4.5 with Acetic acid : Tetrahydrofuran(THF) 

75 : 25 

Copper(II) + Sodium 1-octane sulfonate monohydrate + adjust pH 4.5 with 
HCl : THF 

75 : 25 
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2. Method validation 
 จากวธิีวิเคราะห ethambutol โดย HPLC/UV detector ที่ไดจากขอ 1.2 ทําการประเมินวธิี
วิเคราะหในหวัขอตางๆดังนี ้
 

2.1 Linearity 
เตรียม calibration curve โดยใชสารละลาย ethambutol ใหมีความเขมขน  25.04, 

50.08, 100.16, 150.24, 200.32, 250.40, 300.48 µg/mL  ความเขมขนละ 3 flask นาํไป
วิเคราะหดวย HPLC/UV ที่กําหนด คํานวณหาความสัมพันธระหวางความเขมขนและพืน้ทีใ่ต
รูปกราฟ  

2.2  Precision 
2.2.1 Intraday precision 

การตรวจสอบความแมนยาํทําโดย เตรียมสารละลาย ethambutol ใหมีความ
เขมขน 50.08, 100.16, 150.24, 200.32, 250.40 µg/mL ความเขมขนละ 6 flask นําไปวิเคราะห
ดวย HPLC/UV ที่กําหนด จากpeak area ที่ได คํานวณหาคาความเบีย่งเบน 

2.2.2 Interday precision 
การตรวจสอบความแมนยาํทําโดย เตรียมสารละลาย ethambutol ใหมีความ

เขมขน 50.08, 100.16, 150.24, 200.32, 250.40 µg/mL ความเขมขนละ 1 flask นําไปวิเคราะห
ดวย HPLC/UV ที่กาํหนด ทาํการทดลองแบบเดียวกนั 4 วัน จาก peak area ที่ได คํานวณหาคา
ความเบีย่งเบน 

 
2.3  Accuracy 

การตรวจสอบความถกูตองทําโดยใชวิธ ี standard addition โดยการเตมิ
สารละลายมาตรฐานของ ethambutol ที่ทราบปริมาณที่แนนอน 4 ความเขมขน คือ 50.08, 
100.16, 150.24, 200.32 µg/mL ในสารละลายทีม่ีสารละลายตัวอยางที่มีปริมาตร ethambutol
เทากัน คือ 104.04 µg/mL ทาํ 3 ซ้าํ นําสารละลายแตละflaskไปวิเคราะหดวย HPLC/UV ที่
กําหนด จาก peak area ที่ได คํานวณหาคาความเบี่ยงเบน 
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3. การวิเคราะหปริมาณ ethambutol HCl ในตํารับยาเม็ด 
3.1 Calibration curve 

ใช standard calibration curve ของ ethambutol ใหมีความเขมขน 50.08 – 
250.40 µg/mL วิเคราะหดวยเครื่องHPLC สรางความสมัพันธเชงิเสนตรงระหวางความเขมขนของ 
ethambutol กับpeak area 

3.2 สารละลายตัวอยาง 
ชั่งยาเม็ด ethambutol HCl 20 เม็ด หาน้ําหนักเฉลี่ย บดใหละเอียดชัง่ผงยาใหมีตัวยา 
ethambutol HCl 100 mg ละลายน้ําใหครบ 100 mL กรองสารละลายผาน membrane ขนาด 
0.45 ไมครอน โดยใช vaccuum pump  จากนั้น pipet มา 1 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 
10 mL ปรับปริมาตรดวยน้าํ 

จากสารละลายตัวอยางที่เตรียมไว นํามาวิเคราะหดวยHPLC แลวนาํคา peak area 
ที่ได มาหาคาน้าํหนักจาก calibration curve เทยีบน้าํหนักของยาเม็ดethambutolที่พบกบั
น้ําหนกัของ standard หารอยละของน้าํหนักฉลาก (%labeled amount) 
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ผลการวิจัย 
 

1. หาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห  ethambutol HCl   ดวยเครื่อง HPLC 
โดย UV detector 
1.1  การทดลองหา pH และ ความยาวคลื่นที่ดูดกลืนสงูสุดในการเกิดปฏกิริิยาระหวาง

ethambutol กับcopper 
ผลการเปลี่ยนแปลง pH ของสารละลาย copper sulfateพบวา ในสารละลายcopper 

(II)sulfate pH 7 และ pH 10  พบตะกอนขุนขาว  ไมสามารถใชทําทดลองตอไปได สวน
สารละลาย copper sulfate pH 4 สังเกตไดสีฟาใส จงึใชในการทดลองขั้นตอไป 

ผลของการดูดกลืนแสง พบวา reaction flask ที่ม ี standard ethambutol และ copper 
(II) sulfate solution สามารถวัดคาการดูดกลืนแสงโดยใชเครื่อง spectrophotometer  ม ีλmax 
ที่ 260 nm และ reaction flask ที่ไมใส copper(II) sulfate solution ไมสามารถวัดคาการ
ดูดกลืนแสงโดยใชเครื่อง spectrophotometer  ดังแสดงในภาพที่ 2a และ ภาพที่ 2b 

 
 
 
 
 

 
 
รูปที่2a       รูปที่2b 

รูปที่2 กราฟแสดงคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer; (2a) reaction flask ที่ไมมี 
copper (II) ion; (2b) reaction flask ที่มี copper (II) ion และ ethambutol 
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1.2     พัฒนาวิธวีิเคราะหหาปริมาณ ethambutol HCl โดยใช HPLC 
1.2.1 สภาวะของเฟสเคลื่อนที ่ 

ผลการวิจยัพบวาเฟสเคลื่อนทีท่ี่เหมาะสมที่สุด คือ copper(II)sulfate 2.5 
mM + sodium 1-octane sulfonate monohydrate 4 g/L ปรับความเปนกรดดวย HCl ใหได pH 
4.5 ในน้าํ : THF (75 : 25) ไดผลดัง HPLC chromatogramที่ 1 และผลการทดลองแสดงดังตาราง
ที ่2 
ตารางที่2 ผลการทดลองการปรับเฟสเคลื่อนที ่

Mobile phase Retention time (min) peak area 
copper(II)25 mM in borate buffer: MeOH (70:30) -* - 
Copper(II)25 mM+ Sodium-1-octane sulfonate 

monohydrate 4 g/L: acetonitrile (75:25) 
- - 

Copper(II)4 mM+ Sodium-1-octane sulfonate 
monohydrate 4 g/L adjust pH 4.5 with acetic 

acid : tetrahydrofuran(THF) (75:25) 

- - 

Copper(II)2.5 mM+ Sodium-1-octane sulfonate 
monohydrate 4g/L adjust pH 4.5 with HCl : THF 

(75:25) 

13.789 2,599,185 

*หมายเหตุ -  หมายถงึ ไมปรากฏผลการทดลอง 
1.2.2 pH 

ผลการเปรียบเทียบ HPLC chromatogramที่1 และ รูปที่ 2 พบวา 
aqueous phase ที่เหมาะสม คือ copper(II)sulfate 2.5 mM + sodium 1-octane sulfonate 
monohydrate 4 g/L ในน้ํา ไมปรับ pH จะได pH 4.7 ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 3และรูปที่3 
 
ตารางที่3 ผลการทดลองการปรับ pH 

pH Retention time(min) peak area 
4.5 13.789 2,599,185 

ไมปรับpH 13.212 2,847,555 
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รูปที่ 3  แสดง chromatogram เปรียบเทียบ pH ของ mobile phase  
Condition :  Copper(II) 2.5 mM + Sodium 1-octane sulfonate monohydrate 4 g/L : THF 
(75 : 25) at room temperature , flow rate 1.0 ml/min, λmax 260 nm; (3a) ปรับ pH ดวย HCl 
ใหมpีH4.5; (3b) ไมปรับ pH 
 
 
 

รูปที่3a 

รูปที่3b 
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1.2.3 สัดสวนของ organic solvent 
ผลการเปรียบเทียบ HPLC chromatogram พบวาสัดสวน organic phase 

: aqueous phase ที่เหมาะสมในการทดลอง คือ 30 : 70 ผลการทดลองแสดงดังตารางที่4 และรูป
ที่4 

 
ตารางที่4 ผลการทดลองการปรับสัดสวนของ organic phase: aqueous phase 
Organic phase: aqueous phase Retention time(min) Peak area 

25:75 13.212 2,847,555 
30:70 6.968 2,569,337 
35:65 4.059 2,690,738 
40:60 2.822 2,438,902 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
รูปที่ 4a  
 
 
 
 
 
รูปที่ 4b  
 
 
 

รูปที่ 4 แสดง chromatogram เปรียบเทียบ สัดสวนของ organic solvent 
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รูปที่ 4c 

 

 

 
 
 

 
 
รูปที่ 4d 

รูปที่ 4(ตอ) แสดง chromatogram เปรียบเทียบ สัดสวนของ organic solvent  
Condition : tetrahydrofuran : distilled water containing 2.5 mM of copper (II) and 3g/L of 
sodium-1-octane sulfonate monohydrate  at room temperature , flow rate 1.0 ml/min, 
λmax 260 nm; (4a) 25:75 ; (4b) 30:70 (4c) 35:65 (4d) 40:60 

1.2.4 อุณหภมูิ 
ผลการเปรียบเทียบ HPLC chromatogram พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอ

การทดลอง คือ ที่อุณหภูมหิอง ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 5 และรูปที่ 5 
ตารางที่5 ผลการทดลองเมือ่เปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ 

Temperature (องศาเซลเซยีส) Retention time (min) Peak area 
อุณหภูมิหอง 6.968 2,569,337 

35 8.698 2,563,595 
40 7.183 2,611,403 
45 6.139 2,623,648 
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รูปที่ 5a   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 5b  
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 5c 
 
 
 

รูปที่ 5 แสดง chromatogram เปรียบเทียบผลของ อุณหภูมิ ตอ retention time และ peak area 
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รูปที่ 5d 

 
รูปที่ 5(ตอ) แสดงchromatogramเปรียบเทียบผลของอณุหภูมิตอ retention timeและ peak area 
Condition : tetrahydrofuran : distilled water containing 2.5 mM of copper (II) and 4 g/L  of 
sodium-1-octane sulfonate monohydrate (70 : 30), flow rate 1.0 mL/min, λmax 260 nm; 
(5a) room temperature; (5b) 350C; (5c) 400C; (5d) 450C 
 

1.2.5 ความเขมขนของสารละลาย copper (II)sulfate 
ผลการเปรียบเทียบ HPLC chromatogram พบวาความเขมขนทีเ่หมาะสม

ที่สุดของสารละลาย copper (II) sulfate ในการทดลองคือ 2.5mM ผลการทดลองแสดงดังตาราง
ที่6 และรูปที่ 6 

 
ตารางที่6 ผลการทดลองเมือ่ปรับความเขมขน copper(II) sulfate 
Copper(II) sulfate concentration (mM) Retention time(min) Peak area 

2.5 6.968 2,569,337 
1.89 7.364 2,544,873 
1.26 11.271 1,675,134 
0.83 10.926 2,930,032 
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รูปที่ 6a 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 6b 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 6c 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 6 แสดง chromatogram เปรียบเทียบ ความเขมขน copper(II) sulfate 
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รูปที่ 6d

 
รูปที่ 6(ตอ) แสดง chromatogram เปรียบเทียบ ความเขมขน copper(II) sulfate 
Condition : tetrahydrofuran : distilled water containing copper (II) and 4 g/L  of sodium-
1-octane sulfonate monohydrate (70 : 30),room temperature, flow rate 1.0 ml/min, λmax 
260 nm; (6a) Cu (II) 2.5 mM; (6b)1.89 mM; (6c) 1.26 mM; (6d) 0.83 mM 
 

1.2.6 ปริมาณของ ion pairing agent 
ผลการเปรียบเทียบ HPLC chromatogram พบวาปริมาณของ sodium-1-

octane sulfonate monohydrate ที่เหมาะสมคือ 3 g/L ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 7 และ รูป
ที่7 

 
ตารางที่7 ผลการทดลองการปรับปริมาณ ion pairing agent 

Sodium-1-octane sulfonate 
monohydrate concentration (g/L) 

Retention time (min) Peak area 

0 2.523 2936960 
3 6.617 3221835 
4 6.968 2569337 

4.5 8.035 2370584 
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รูปที่ 7a 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 7b 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 7c 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 7 แสดง chromatogram เปรียบเทียบปริมาณ ของ ion pairing agent 
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รูปที่ 7(ตอ) แสดง chromatogram เปรียบเทียบปริมาณ ของ ion pairing agent 
Condition : tetrahydrofuran : distilled water containing 2.5 mM of copper (II) and sodium-
1-octane sulfonate monohydrate (70 : 30),room temperature, flow rate 1.0 mL/min, λmax 
260 nm; (7a) sodium-1-octane sulfonate monohydrate 0 g/L;(7b) 3 g/L; (7c) 4 g/L; (7d) 
4.5 g/L  
 
2. Method validation 

2.1 Linearity 
คา peak area ของการวิเคราะห ethambutol HCl ดวย HPLC ที่ความยาวคลืน่ 260 

นาโนเมตร ในความเขมขนระหวาง25.04-300.48 µg/mL แสดงในตารางที ่ 8 ซึ่งใหสมการ 
linearity y = 19200x + 8475.3  และ  r2=0.9997  ดังรูปที่ 8  

  
ตารางที่8 แสดงคา peak area และความเขมขนของ Ethambutolที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร 

Ethambutol HCl(µg/mL)  peak area (Mean ± SD, n =3) 
25.04 475,804± 13,799 
50.08 976,092 ± 13,677 

100.16 190,6709 ± 12,601 
150.24 289,2341 ± 50,858 
200.32 3,917,321 ± 28,977 
250.40 4,836,508 ± 32,836 
300.48 5,727,955 ± 95,208 

รูปที่ 7d 
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Linearity
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  รูปที ่8 แสดงสมการเชงิเสนระหวางความเขมขนของ ethambutol HCl กับ Peak area 
 

2.2  Precision 
2.2.1 Intraday precision 

จากการทดลองซ้ํา 5 ความเขมขน ความเขมขนละ 6 คร้ังพบวา %RSD 
อยูในชวง0.49-1.65 ดังตารางที ่9 

 
ตารางที่ 9  แสดงผลการทดลอง intraday precision 

Conc. Of standard 
(µg/mL) 

peak area 
(mean ± SD, n=6) 

%RSD 

50.08 954710.7 ± 4927.04 0.51 
100.16 1816444 ± 23175.13 1.27 
150.24 2882107 ± 47545 1.65 
200.32 3805498 ± 18833.08 0.49 
250.40 4750366 ± 49050.99 1.03 

 
       2.2.2 Interday precision 

จากการทดลอง 5 ความเขมขน ความเขมขนละ 1 คร้ังตอวัน ทาํซ้ําใน
วันที่แตกตางกัน เปนเวลา 4 วัน พบวา%RSD อยูในชวง 0.48-3.14 ดังตารางที่ 10 
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ตารางที่10   แสดงผลการทดลอง Interday precision 
Conc. Of standard 

(µg/mL) 
peak area 
(average) 

SD 
(n=4) 

%RSD 

50.08 987570.75 30964.03 3.14 
100.16 1925610.25 26813.33 1.39 
150.24 2917862.75 14068.93 0.48 
200.32 3816477.50 80656.35 2.11 
250.40 4872456.75 65199.62 1.34 

 
3.1.3  Accuracy 

 เมื่อทาํการทดลองวิเคราะหปริมาณสารมาตรฐาน ethambutol ที่เติมในสาร
ตัวอยาง (standard addition) 4 ความเขมขนโดยทาํซ้าํ 3 คร้ัง พบวา %recovery  อยูในชวง 
93.63-97.59% ดังแสดงในตารางที่ 11 
 
ตารางที่ 11 แสดงคา%Recoveryของวิธีการวิเคราะหดวย HPLC 

Amount 
add(µg/mL) 

Amount found 
(µg/ml), n=3 %recovery Average of %recovery 

±SD 

50.08 
45.88 
48.60 
47.74  

91.62 
97.04 
95.32  

94.66 ± 2.77 

100.16 
95.15 
94.00 
92.19  

95.00 
93.85 
92.04  

93.63 ± 1.49 

150.24 
146.85 
141.16 
151.85  

97.75 
93.96 

101.07  

97.59 ± 3.56 
 

200.32 
190.76 
187.96 
189.22  

95.22 
93.83 
94.46  

94.51 ± 0.70 
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3. การวิเคราะหปริมาณ ethambutol HCl ในตํารับยาเม็ด 
การทดลองวิเคราะห ethambutol HCl ในตํารับยาเม็ดโดยวิธ ี HPLC ทั้งซ้าํ 3คร้ัง ได

ปริมาณยาเปนรอยละของฉลากระบุเทากบั  101.30, 96.28, 98.71 (คาเฉลี่ย ± %SD = 98.76± 
2.51) ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 12 
 
ตารางที่12 ผลการทดลองการวิเคราะหปริมาณ ethambutol ในตํารับยาเม็ด 

ปริมาณตามฉลากระบ ุ
(µg/mL) 

ปริมาณทีว่ิเคราะหได((µg/ml) 
(n=3) 

รอยละของน้าํหนกัฉลาก 
(%labeled amount) 

1053.965 
1001.684 
1026.975 

101.30 
96.28 
98.71 

Average of %labeled amount 
 

98.76 

1040.44 
 
 

%RSD 2.54 

 
สูตรในการคํานวณหาปริมาณยา ethambutol HCl ในตํารับยาเม็ดดวยวิธ ีHPLC 

 
ปริมาณ ethambutol HCl ที่มีในตวัอยาง (mg) =  น้ําหนกัยาที่ชัง่ไดจริง (mg)  
               น้ําหนกัยาเฉลี่ย 20 เม็ด (mg) x 4 
 
  % labeled amount   =   ปริมาณ ethambutol HCl ที่วเิคราะหได     x 100 
                 ปริมาณ ethambutol HCl ที่มีในตัวอยาง 

 
 
 
 
 
 



 

38

 
วิจารณผลการวิจัย 

 
1. หาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห  ethambutol HCl   ดวยเครื่อง HPLC 

โดย UV detector 
1.1 การทดลองหา pH และความยาวคลื่นที่ดูดกลืนสูงสุดในการเกิดปฏกิิริยาระหวาง 

ethambutol กับ  copper 
การเกิดปฏิกิริยาระหวาง ethambutol กับ โลหะ นาจะอยูในรูป ionized form หรือใน pH 

ตํ่า ซึ่งจากการทดลองพบวาสารละลายที ่pH 7 จะมีการตกตะกอนของ copper จึงทาํการทดลอง
ในสารละลาย pH ประมาณ 4-4.5 เพราะสารละลาย copper (II) sulfate ในน้าํ มีคาpH ประมาณ 
4-5 และสารละลาย ethambutol-copper complex ในน้ํา ใหการดูดกลืนแสงสงูสดุที่260 nm 

การทดลอง พบวา ethambutol ไมสามารถดูดกลนืแสงอัลตราไวโอเลตได เนื่องจาก
โครงสรางไมม ี chromophore  จําเปนตองใช divalent cationic metals เพื่อทาํปฏิกิริยา เกดิ 
complex ที่มรูีปรางคงรูป และ อิเล็คตรอนสามารถเคลื่อนที่ไดมากขึ้น เปนผลใหสามารถดูดกลืน
รังสีอัลตราไวโอเลต และสามารถวิเคราะหไดดวย spectrophotometer และ HPLC/UV detector 

1.2 พัฒนาวธิีวิเคราะหาปริมาณ ethambutol HCl โดยใช HPLC 
1.2.1 สภาวะของเฟสเคลื่อนที ่

จากผลการทดลอง พบวา MeOH และ acetonitrile ซึ่งใชเปน organic phase 
ไมพบpeak ethambutol-copper(II) complex คาดวาเกิดจากcopper complex จับกับ 
stationary phaseไดดีกวา หรือออกจากคอลัมนในรูป free form มากกวา ethambutol complex 
เพราะวา MeOH และ acetonitrile มีข้ัวมากเกินไปจงึเปลี่ยนมาใช THF ซึ่งสามารถปรากฏ peak 
ของสารที่ตองการศึกษา 

การใช ion pairing agent sodium-1-octane sulfonate monohydrate ใน 
aqueous phase เพื่อใหประจุลบของ sulfonate ion จับ ethambutol-copper (II) complex ได
สารที่มีข้ัวลดลง ยับยัง้การจับกับ silanol ในคอลัมน จึงทาํใหสามารถแยก ethambutol-copper 
(II) complex ออกจาก column ไดงายขึ้น 
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1.2.2 pH 
จากการเปรียบเทียบผลทดลอง เลือกใชเฟสเคลื่อนที่ ที่ไมปรับ pH เนื่องจาก 

มี chromatogram ไมแตกตางจาก เฟสเคลื่อนที ่ที่ปรับ pH ดวย HCl  และ เตรียมไดงายกวา 
1.2.3 สัดสวนของ organic solvent 

จากการเปรียบเทียบผลการทดลอง พบวาที่สัดสวนเฟสเคลื่อนที ่35 : 65 และ 
40 : 60 ไมสามารถแยก peak ของ ethambutol-copper(II) complex ออกจาก solvent front ได 

เลือกสัดสวน organic phase : aqueous phase ที่ 30 : 70 เนื่องจาก มีคา 
retention time, resolution ที่เหมาะสมทีสุ่ด  

1.2.4 อุณหภมูิ 
จากการเปรียบเทียบผลทดลอง พบวาอุณหภูมิของคอลัมนที่สูงขึ้นทาํให peak 

area ของ ethambutol-copper(II) complex มีคาสูงขึ้น แตไมมากนกัเมื่อเปรียบเทยีบกับที่
อุณหภูมิหอง  

เลือกใชอุณหภูมิของคอลัมนที ่อุณหภูมหิอง เนื่องจากสามารถทําไดงาย และ
ใหผลไมแตกตางการที่อุณหภูมิอ่ืนๆ ที่ศึกษา 

1.2.5 ความเขมขนของสารละลาย copper (II) sulfate 
จากผลเปรียบเทียบการทดลอง พบวา copper (II) sulfate ที่ความเขมขนนอย 

มีผลตอการเกดิ tailing ที่มากกวาการใช copper(II) sulfate ทีค่วามเขมขนสงู จงึเลือกใช 
copper(II) sulfate ความเขมขน 2.5 mM ซึ่งเปนความเขมขนสูงสุด ในการทดลอง 

1.2.6 ปริมาณของ ion pairing agent 
จากผลการทดลอง  พบวาเมื่อไมใส sodium -1-octane sulfonate 

monohydrate จะทําให peak ของ ethambutol-copper (II) complex มี tailing มากและอยูใกล
กับ solvent front มากเกินไป ดังนั้นจึงไมเหมาะสมในการทดลอง 

การใสSodium 1-octane sulfonate monohydrate ปริมาณ 4.5, 4 , 3 g/L 
ให peak area และ tailing ของ ethambutol-copper(II) complex ไมแตกตางกนั จึงเลือกใช 
ปริมาณ 3 g/L เนื่องจาก ใชปริมาณของ ion pairing agent นอยที่สุดในการทดลองนี ้
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2. การตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห(Method validation) 
 2.1 linearity 

จากผลการทดลองพบวาความสัมพนัธระหวางคา peak area กับความเขมขนของ
ethambutol มีความสมัพันธกันเปนเสนตรง ในชวงความเขมขน 25.04-300.48 µg/mL คา
ความสัมพันธ (r2) เทากับ 0.9997 

2.2 precision 
2.2.1 intraday precision 

จากผลการทดลอง intraday precision พบวาวิธวีิเคราะหนี้มีความแมนยําซึ่ง
คํานวณจากรอยละความเบีย่งเบนมาตรฐาน ไดคาอยูในชวงทีย่อมรับได คือ 0.49-1.65 

2.2.2 interday precision 
จากผลการทดลอง interday precision พบวาวิธวีิเคราะหนี้มีความแมนยําซึ่ง

คํานวณจากรอยละความเบีย่งเบนมาตรฐาน ไดคาอยูในชวง คือ 0.48-3.14 ซึ่งคาความแมนยาํ
ควรจะมีคาไมเกิน 2.0 ซึง่ในการทดลองจะมีบางคาที่สูงไป ดังนั้นจงึควรทําการทดลองซ้ําอีกครั้ง 
เพื่อตรวจสอบความแมนยาํของวิธีการทดลอง 

2.3 accuracy 
จากผลการทดลอง พบวาวิธวีิเคราะหนี้มีความถูกตอง ซึง่คํานวณจาก %recovery ได

คาที่ยอมรับได คือ 93.63-97.59 และมีคาความเบีย่งเบนเทากับ 0.70-3.56 
3. การวิเคราะหปริมาณยา ethambutol 

เมื่อทําการวิเคราะหปริมาณ ethambutol HClโดยวิธี HPLC ในตัวอยางยาเม็ด พบวาม ี
คาเฉลี่ยของ%labeled amount (±คารอยละความเบีย่งเบนมาตรฐาน) เทากับ 98.76 (±2.54) 
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สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 
 

สรุปผลการวิจัย 
 

1. การปรับสภาวะที่เหมาะสมเพื่อใหอีเทมบทูอลเกิดสารประกอบเชิงซอนกับคิวปริกอิ
ออนทาํใหพัฒนาเปนวธิีวิเคราะหอีเทมบทูอลโดย HPLC/UV detection โดยมีสภาวะที่เหมาะสม
ไดแก tetrahydrofuran : distilled water containing 2.5 mM of copper (II) and 3 g/L of 
sodium-1-octane sulfonate monohydrate (7 : 3, v/v),room temperature, flow rate 1.0 
mL/min, λmax 260 nm 

2. เมื่อประเมินวธิีวิเคราะหพบวา 
2.1 วิธวีิเคราหนี้มีคา %RSD ของ intraday precision อยูในชวง 0.49 – 1.65 และ 

interday precision อยูในชวง 0.48 – 3.14 
2.2 วิธวีิเคราะหนี้ม ีlinearity range อยูในชวง 25.04–300.48 µg/mL (r2 = 0.9997) 

เปรียบเทยีบการวิจัยหาปริมาณ ethambutol โดยใชเครื่อง spectrophotometer(10) มี linearity 
range เทากับ221-665 µg/ml พบวาการวิเคราะหทีพ่ฒันาไดมีความไวและชวงความเขมขนกวาง
กวา 

2.3 วิธวีิเคราะหนี้มีความถูกตอง(% recovery )อยูในชวง 93.63 – 97.59  
2.4 สามารถวเิคราะห ethambutol HCl ในเภสัชภัณฑโดยใช HPLC ได 

3. เมื่อเปรียบเทยีบสภาวะในการทดลอง ทีใ่ชHPLC/UV(4)  
 พบวามีความแตกตางที่ปริมาณcopper sulfate และชนิดกับปริมาณ ion pairing 
agent และวิธีที่พัฒาไดทาํไดสะดวกกวา เพาะวาไมตองปรับ pH และทําการทดลองที่
อุณหภูมิหอง (ตารางที่13) 

4. วิธีนี้สามารถนาํไปประยุกตใชในการวิเคราะหหาปริมาณ ethambutol ในยาเม็ดได 
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ตารางที่ 13 เปรียบเทียบวิธวีิเคราะห ethambutol โดยใช HPLC / UV detector 

Condition Developed method Analytica Chimica Acta 
456(2002) 189 – 192 

Mobile phase 
-copper(II) sulfate 
-ion pairing agent 
-THF 
-pH 

 
2mM 

3g/L(octane sulfonate) 
30% v/v 

No adjust 

 
1mM 

4g/L(heptane sulfonate) 
30% v/v 

Adjust to 4.5 

column Reversed phase C18 
(hypersil) 

Reversed phase C18 
(bondapak) 

Column temperature Room temperature 35 0C 

  
ขอเสนอแนะ 
 

1. เนื่องจาก CuSO4 ตกตะกอนใน pH ที่เปนกลางและเบส ดังนัน้ควรระวังในขั้นตอน 
การเตรียมสารเคมี และระหวางทาํการทดลอง 

2. ในการทดลองหาคาความแมนยาํ(precision) มี %RSD บางคา ทีม่ีคามากกวา 2.0 
ทั้งนี้เนื่องจากระยะเวลาในการทําการทดลองมีจํากัด จงึไมสามารถทาํการทดลองซ้ําหลายๆ คร้ัง
ได ดังนั้นควรจะทาํการทดลองซ้ํา เพื่อยืนยันผลการทดลอง 

3. ในการวิจัย สามารถใชเครื่อง HPLC ตรวจพบ ethambutol ในปริมาณที่นอยได และ
มีแนวโนมที่สามารถนํามา ประยุกตใช ตรวจ ethambutol ใน biological fluid จึงควรทําการศึกษา
คา limit of detection (LOD) และ limit of quantitative (LOQ) และทดลองตรวจวิเคราะหปริมาณ 
ethambutol ในของเหลวจากรางกาย (biological fluid) 
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