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 อีเทมบูทอล(ethambutol) เปนยารักษาวัณโรคที่ใชกันมากในปจจุบัน อีเทมบูทอลเปนสารประกอบ aliphatic 
amine ไมมีโครงสรางที่จะดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลท โครงการพิเศษนี้ ทําการศึกษาและ พัฒนาวิธีวิเคราะหหาปริมาณ อี
เทมบูทอล โดยวิธีไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทรกราฟและเครื่องตรวจวัดแสงอัลตราไวโอเลต โดยอาศัยการเกิด
สารประกอบเชิงซอนของอีเทมบูทอลกับ ไดวาเลนท แคทอิออน ไดแก ทองแดงซึ่งจะดูดกลืนแสงสูงสุดมีความยาวคลื่น 260 
นาโนเมตร  ทําการทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมโดยใชคอลัมน C18 พบวาเฟสเคลื่อนที่ที่เหมาะสมคือ เททราไฮโดรฟูแรน 
(tetrahydrofuran) และ สารละลายน้ํา(aqueous solvent) ในอัตราสวน 30 : 70 ซึ่ง สารละลายน้ํา ประกอบดวย ทองแดง 
ความเขมขน  2.4 มิลลิโมลาร, โซเดียม-1-ออคเทนซัลโฟเนท โมโนไฮเดรต (sodium 1-octane sulfonate monohydrate) 
ความเขมขน 3 กรัม/ลิตรในน้ํากลั่น วัดคาการดูดกลืนแสง ที่ 260 นาโนเมตร ใหความสัมพันธเชิงเสนตรงกับความเขมขน
ของอีเทมบูทอล เทากับ 25  – 300 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร(r2 = 0.9996) มีความถูกตองและแมนยํา มีความไวมากกวาวิธี
วิเคราะหโดยสเปคโตรโฟโตเมตรี 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 
Department of Pharmaceutical Chemistry, Faculty of Pharmacy, Mahidol University 
Keyword: Ethambutol, determination, HPLC 
 
 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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10สัญลักษณและคํายอ 
 

 λmax = maximum wavelength 
 nm = นาโนเมตร 
 pH = ความเปนกรด-ดาง 
 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 = คาเฉลี่ยของผลการวิเคราะห 
 SD = คาเบี่ยงเบนมาตรฐานจากคาเฉลี่ย 
 UV = ultraviolet 
 mM = millimolar 
 HPLC = High Performance Liquid 
   Chromatography  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

11

CH3CH2

HO H2C

CH NH CH2CH2 NH CH CH2CH3

OHCH2

บทนํา 
 

Ethambutol เปนยารักษาวณัโรค โดยใชรวมกับยารักษาวัณโรคตัวอืน่ๆ ไดแก isoniazid, rifampicin 
และ pyrazinamide เปนตน ขนาดยาที่ใช 15-25 mg/kg/day มีรายงานความเปนพิษของ ethambutol ตอ
ประสาทตาเปนผลใหประสาทตาเลวลง และไมอาจแยกสีแดงและสีเขียวได ปริมาณยาในรางกายมี
ความสาํคัญ ตองมีปริมาณที่เหมาะสมทีจ่ะใหผลในการรักษา และตองไมมากจนกอใหเกิดความเปนพษิตอ
รางกาย(1,2) 

USP กําหนดวิธีวิเคราะหหาปริมาณ ethambutol โดยวิธี non-aqueous titration(5)  ซึ่งเปนวธิีที่
สะดวก แตมคีวามไวต่ํา โครงการพิเศษนี้มีวัตถุ ประสงคที่จะพัฒนาวิธวีิเคราะหยา ethambutol โดยใชวิธี 
high performance liquid chromatography(HPLC)/UV detector  โดยทดลองหาสภาวะทีเ่หมาะสมใน
การวิเคราะหหาปริมาณ ethambutol เพือ่ใหไดวิธีการที่มีความไวสงู ถูกตอง แมนยํา และเปนวธิีที่ดีกวาวิธีที่
กําหนดใน USP 

ethambutol มีโครงสรางทางเคมีเปน aliphatic amines ดังแสดงในรปูที่ 1.1 
 
 
 
 
 
 

รูปที่1.1 โครงสราง ethambutol 
 จากโครงสรางทางเคมีของ ethambutol พบวาไมมีโครงสราง chromophore ที่จะดดูกลืนรังสีอัลตรา
ไวโอเลตและไมสามารถทาํการวิเคราะหดวย spectrophotometry หรือ HPLC/UV detector ได 
 
Figure 1 
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มีรายงานการประยุกตใช divalent cationic metals ทําปฏิกิริยากบั ethambutol HCl 
เกิดเปนสารประกอบ(4) ซึ่งสามารถดูดกลนืแสง UV ได(รูปที่1.2) ซึ่งจะทาํให วิเคราะหหาปริมาณ
ของ ethambutol โดย spectrophotometry หรือ HPLC/UV detector ได ในการพัฒนาวิธี
วิเคราะหจะตองศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการเกิดและความคงตวัของ ethambutol-complex 
สภาวะที่ทาํการศึกษาไดแก pH อัตราสวนของ ethambutolและ metal เปนตน เนื่องจากตองให 
ethambutol และ copper เกิดการcoupling กอนทีจ่ะถึง detector  ในทางกลบักนั ควรมีความคง
ตัวและไมเกิดการเปลี่ยนสภาพกอนที่จะถงึ detector ดวย 

 
รูปที่1.2 โครงสรางethambutol-copper (II) complex 

 
 
วัตถุประสงค   1.  หาสภาวะที่เหมาะสม เพื่อวิเคราะหปริมาณ ethambutol โดยใช HPLC/UV  

 detector 
2.  ประเมินวิธวีิเคราะห 
3. วิเคราะหหาปริมาณยา ethambutol ในเภสัชภัณฑยาเม็ด 
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ทบทวนวรรณกรรม 
 
 Ethambutol HCl มีสูตรโครงสรางเปน aliphatic amines ชื่อทางเคมีคือ 1-butanol, 2,2-
(1,2-ethanediyldiimine)bis-, dihydrochlorideหรือ (+) -2,2 (ethylenediimino)-di-1-butanol 
dihydorchloride ดังแสดงในรูปที่ 1 ใชในการรักษาวัณโรคโดยใชรวมกับยาอืน่ 
 
คุณสมบัติทางกายภาพ(1) 

 Ethambutol HCl  มีลักษณะเปนผงผลกึสีขาว ไมมีกลิ่น ไมมีสี มีรสขม มีจุดหลอมเหลว 
200.0 – 202.0 °C มีคา specific rotation + 6.0 ° และ +6.7° สามารถละลายไดดีในน้ํา ละลาย
ไดในเอธานอล และละลายไดนอยมากในอะซีโตนและ คลอโรฟอรม สวน free bases ของ 
ethambutol เปนกรดออน มีคา pKa 6.6 และ 9.5 สารละลายของ ethambutol HCl ในเอธานอล
ไมมีการดูดกลนืแสงในชวง UV/Visible 
 
การเก็บรักษา 
 Ethambutol HCl tablet ควรเก็บใหพนแสง ความชืน้ ความรอน และควรเก็บในภาชนะที่
ปดสนิท ที่อุณหภูมิ 15-30 °C 
 
ขอบเขตการออกฤทธิ์ 
 Ethambutol มีฤทธิ์ยับยัง้เชือ้ Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium kansasii 
ไดผลดี และมีผลตอบางสายพนัธุของ Mycobacterium spp. อ่ืนๆ โดยไมมฤีทธิต์อเชื้อแบคทีเรีย
กลุมอ่ืน ยับยัง้เชื้อวัณโรคที่ด้ือตอ isoniazid และ streptomycin ได การดื้อ ethambutol ในหลอด
ทดลองเกิดขึน้คอนขางชา 
 
กลไกการออกฤทธิ์ 
 กลไกการออกฤทธิ์ของ ethambutol ยังไมแนชัด อาจยับยั้งการนํา mycolic acid เขาสู
ผนังเซลล หรือยับยั้งการสราง RNA หรืออาจยับยั้งการสังเคราะห metabolites ของเซลล 
mycobacteria โดยยาจะมฤีทธิ์เฉพาะกลุมแบคทีเรียทีก่าํลังแบงตวัอยางรวดเร็วเทานั้น 
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ประโยชนทางการแพทย 
 ใชรักษาวัณโรครวมกับยาอ่ืนๆ โดยรับประทานในขนาด 15-25 mg/kg วนัละครั้ง หรือ 25-
30 mg/kg สัปดาหละ 3 คร้ัง สําหรับผูปวยทีเ่คยไดรับการรักษามากอนแตไมหาย แนะนาํใหใชใน
ขนาด 25 mg/kg/day เปนเวลา 60 วนั แลวจึงลดลงเหลอื 15 mg/kg/day 
 
ฤทธิ์ไมพึงประสงค 
 ฤทธิ์ไมพึงประสงคที่สําคัญของ ethambutol คือ การทาํใหประสาทตาอักเสบ พบมากเมื่อ
ใชยาขนาดสูงหรือใชยาเปนเวลานาน จะมีผลทําใหสายตาเลวลง และไมสามารถแยกสีแดงและสี
เขียวได อาการกลับเปนปกติไดเมื่อหยุดยา 
 อาจพบอาการขางเคียงอื่นๆ ไดแก ผ่ืน คัน มีไข ปวดขอ ไมสบายทอง ปวดศีรษะ วิงเวียน 
สับสน ประสาทหลอน ไดบางแตไมมาก 
 หากใชยาในขนาดไมเกนิ 15 mg/kg/day พบอาการขางเคียงคอนขางนอย 
 
การวิเคราะหปริมาณ ethambutol HCl 

1.  Non-aqueous titration(3) 
 ละลาย ethambutol HCl ใน glacial acetic acid แลวเติม mercuric acetate TS 
เติม Crystal violet TS เปน indicator แลวไตเตรทดวย 0.1 N perchloric acid ได end point สี 
blue-green 

2. Colorimetric method(5) 
 อาศัยหลกัการ คือ การเกิดสารประกอบเชิงซอนระหวาง bromothymol blue และ 
ethambutol เกิดเปนสารประกอบสีเหลืองสามารถวัดคาการดูดกลืนแสงไดดวยเครื่อง 
spectrophotometer 

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

 คอลัมนเปน เฟสยอนกลับ (Spherisorb CN) เฟสเคลื่อนทีท่ี่ใชคือ acetonitrile : 
H3PO4 ความเขมขน 0.01 M ปรับใหมี pH 2.5 ดวย 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 โดยใชคอลัมน silica 
(LiChrosorb Si 60, 5 µm) เฟสเคลื่อนที่ คือ water : acetonitrile (50 : 50)(7) 

4.2 คอลัมนใช เฟสยอนกลับ C18 เฟสเคลื่อนทีท่ี่ใชคือ tetrahydrofuran :Cu (II)  
ความเขมขน 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) 

  
การตรวจสอบความถูกตองของวิธีการวิเคราะห (Method validation)(3,8,9) 
 ผลการวิเคราะหทีถู่กตอง แมนยาํ และเชื่อถือได ข้ึนอยูกับวธิีการวเิคราะหที่ดี ดังนัน้
จะตองทาํการตรวจสอบความแมนยาํ และความถูกตองของวิธีการวิเคราะห(validation) และตอง
ทําการตรวจสอบเปนระยะ สําหรับการวิเคราะหในงานประจํา เพือ่ควบคุมความแปรปรวนทีอ่าจ
เกิดขึ้นไดจากปจจัยตางๆ เชน เครื่องมือ นักวิเคราะห สารเคมี เปนตน ซึ่งคุณสมบัติที่ใชในการ
ตรวจสอบวิธีวเิคราะหมีดังนี ้

1. ความสัมพันธโดยตรงของคาทีว่ิเคราะหไดกับคาที่เปนจริง (Linearity and range)  
 โดยคาทีว่ิเคราะหไดควรเปนสัดสวนกับปริมาณของตัวยาที่อยูจริง ซึง่วิธวีิเคราะหที่ดี
ควรมีคา correlation coefficient (r2) ไมตํ่ากวา 0.99 

2. ความแมนยาํ (Precision) 
ความแมนยาํเปนการวัด ความแปรปรวนหรือการกระจายของผลการวิเคราะหจาก

คาเฉลี่ยในการวิเคราะหซ้าํหลายๆครั้ง เนื่องจากสภาวะแวดลอมอ่ืนๆ วิธวีิเคราะหที่ดีจะตองมคีา
ความแปรปรวนต่ํา ซึ่งคานีจ้ะเปนคาที่ใชแสดงความแมนยาํของวธิีวเิคราะห ในการทดลองความ
แมนยําของวิธวีิเคราะห จะทําการทดลองหาคา relative standard deviation (RSD) หรือ 
coefficient of variation(CV) 

 
        RSD (หรือ CV)     =   SD  × 100 

                 X 
โดย     X      คือ  คาเฉลี่ยของผลการวิเคราะห 
          SD   คือ  คาเบีย่งเบนมาตรฐานจากคาเฉลี่ย 
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คาความแมนยําของวิธีวเิคราะหแยกไดเปน intraday precision โดยทาํการทดลองซ้ํา
หลายๆครั้งในชวงวันเดยีวกนั โดยผูทาํการทดลอง สภาวะการทดลอง และหองปฏบัิติการเดียวกนั 
และ interday precision โดยทาํการทดลองซ้ําตางวนัหรือตางหองปฏิบัติการ มีการเตรียมน้าํยา
ตางๆ และเครือ่งมือใหมในการทดลอง  

วิธีวิเคราะหทีดี่ มีความแมนยําสูง คา %RSD ไมควรเกิน 2.0  
 

3. ความถกูตอง(Accuracy) 
วิธีทดสอบความถูกตองของวิธีการวิเคราะหทีน่ิยมมี 2 วธิีคือ 
1.1 Spiked-placebo recovery method 

วิธีนีท้าํโดยเตรียมตัวอยาง โดยเตรียมสวนผสมอืน่ๆ เชนเดียวกับทีม่ีในตัวอยาง
ทุกประการ แตไมมีตัวยาทีต่องวิเคราะห มาผสมกับตัวยามาตรฐานที่ทราบปริมาณแนนอนใหเขา
เปนเนื้อเดียวกัน แลวนาํมาวิเคราะหหาปริมาณตัวยาโดยวิธีวเิคราะหที่ตองการทดสอบ เพื่อใหการ
ทดสอบครอบคลุมอัตราสวนของตัวยาสําคัญกับสวนผสมอื่นๆ ไดกวาง ใหเตรียมตวัอยางทีม่ีระดบั
ความแรงตางๆ โดยทัว่ไปใหทดสอบความถูกตองในความแรง รอยละ80 ของคาต่าํสุดที่กาํหนดถึง 
รอยละ120 ของปริมาณตัวยาสงูสุดที่กําหนด วธิีทดสอบนีม้ีขอเสียคือสวนผสมของตัวอยางที่
เตรียมขึ้นมาจะไมเหมือนตัวอยางจรงิที่ผานกระบวนการผลิต โดยเฉพาะอยางยิง่ในกรณีที่การผลติ
ทําใหเกิดการสลายตัวหรือเกิดปฏิกิริยาระหวางสวนผสมตางๆ 

 
1.2 Standard addition method 

วิธีตรวจสอบความถูกตองของผลการวิเคราะห ทําไดโดยการเตรียมสารมาตรฐาน
ที่ทราบปริมาณแนนอน เติมลงในสารตัวอยาง โดยที่ปริมาณสารตัวอยางจะเทากันแตจะ
เปลี่ยนแปลงที่ปริมาณของสารมาตรฐาน คํานวณออกมาในรูป %recovery  

วิธีการวิเคราะหที่ดีนั้น ผลการวิเคราะหที่ไดจะตองมี %recovery อยูในชวง 90-
110, %RSD < 2.0 
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วัสดุและอุปกรณที่ใช 
 

อุปกรณที่ใชในการทดลอง 
 

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 
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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 (องคการเภสัชกรรม 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 ใหเปน 9 โดยใช sodium hydroxide ความเขมขน 5 N 
ปรับปริมาตรดวยน้าํใหครบ 100 ml 
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วิธีทําการวิจัย 
 

1. หาสภาวะที่เหมาะสมใการวิเคราะห  ethambutol HCl   ดวยเครื่อง HPLC 
โดย UV detector 
1.1 การทดลองหา pH และความยาวคลื่นทีดู่ดกลืนสูงสดุในการเกิดปฏิกิรยิา

ระหวางethambutol กับ copper 
การทดลองหา pH ทําไดโดย pipet copper sulfate solution 25 mM ลงใน 

volumetric flask ขนาด 100 mL จํานวน 3 flask, flaskละ 10 mL จากนั้นเติมน้ําใหมีปริมาตร
ประมาณ 90 mL ปรับpHแตละflaskเปน pH7, pH10, pH4 โดยใช 0.1 N NaOH และ 0.1N  
acetic acid แลวปรับปริมาตรเปน 100 mL สังเกตลกัษณะทางกายภาพของ copper sulfate 
solution  

การทดลองหาความยาวคลืน่ที่ดูดกลนืสูงสุด ทําไดโดย 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 ความเขมขน 25 mM 2 mL อีก flask หนึ่งไมใสสารละลาย 
copper (II) sulfate ปรับปริมาตรของ flask ทั้ง 2 ดวยน้าํกลั่น จากนัน้นําแตละ flask ไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer โดยทําการ scan λ ชวง200-400 นาโนเมตร ณ 
อุณหภูมิหอง 

1.2 พัฒนาวธิีวิเคราะหาปริมาณ ethambutol HCl โดยใช HPLC 
ทําการทดลองปรับสภาวะตางๆเพื่อใหไดวธิีวิเคราะหที่เหมาะสม โดยใช flow rate 

1.0 mL/min วัดที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร โดยใชสารละลายของ standard ethambutol 
ความเขมขน 0.45 mM จํานวน 20 µL เปรียบเทียบ chromatogram ที่ได โดยดูจาก retention 
time, peak symmetry, peak area เพื่อเลือกสภาวะที่เหมาะสม สภาวะทีท่าํการทดลองไดแก 

1.2.1 สภาวะของเฟสเคลื่อนที ่(mobile phase condition) 
เลือกใชเฟสเคลื่อนที่และสัดสวนของ aqueous phase ตอ organic phase 

ดังตารางที่ 1 
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ตารางที่1 แสดงเฟสเคลื่อนที่และอัตราสวนของ aqueous phase ตอ organic phase 

 
1.2.2 pH 

aqueous phase คือ copper (II) sulfate 2.5 mM+ sodium-1-octane 
sulfonate monohydrate 4g/L ในน้ํา จากนั้นปรับเปนกรดดวย HCl ใหมี pH4.5 และไมปรับ pH 

1.2.3 สัดสวนของ organic solvent 
ทําการเปลี่ยนแปลง organic phase : aqueous phase จากผลการวจิัยขอ 

1.2.1 ในสัดสวน 25 : 75, 30 : 70, 35 : 65, 40 : 60  
1.2.4 อุณหภูมิ 

จากผลการวิจยัขอ 1.2.3 ปรับอุณหภูมิของคอลัมนที ่อุณหภูมิหอง, 35, 40, 
45 oC  

1.2.5 ความเขมขนของสารละลาย copper (II)sulfate 
จากผลการทดลองขอ 1.2.4 ปรับความเขมขนของสารละลาย copper (II) 

sulfate ใน aqueous phase เปน 2.5, 1.89, 1.26, 0.63 mM  
1.2.6 ปริมาณของ ion pairing agent 

จากผลการทดลองขอ 1.2.5 ปรับปริมาณของ sodium 1-octane sulfonate 
monohydrate ใน aqueous solvent เปน 4.5, 4, 3, 0 g/L   
 สรุปสภาวะทีเ่หมาะสมตางๆและกําหนดเปนวิธวีิเคราะห ethambutol โดย HPLC/UV 
detector จากผลการเปรียบเทียบ chromatogram โดยดูจาก retention time, peak symmetry, 
peak area 
 

Aqueous phase : Organic phase สัดสวน 
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 ที่ไดจากขอ 1.2 ทําการประเมินวธิี
วิเคราะหในหวัขอตางๆดังนี ้
 

2.1 Linearity 
เตรียม calibration curve โดยใชสารละลาย ethambutol ใหมีความเขมขน  25.04, 

50.08, 100.16, 150.24, 200.32, 250.40, 300.48 µg/mL  ความเขมขนละ 3 flask นาํไป
วิเคราะหดวย HPLC/UV ที่กําหนด คํานวณหาความสัมพันธระหวางความเขมขนและพืน้ทีใ่ต
รูปกราฟ  

2.2  Precision 
2.2.1 Intraday precision 

การตรวจสอบความแมนยาํทําโดย เตรียมสารละลาย ethambutol ใหมีความ
เขมขน 50.08, 100.16, 150.24, 200.32, 250.40 µg/mL ความเขมขนละ 6 flask นําไปวิเคราะห
ดวย HPLC/UV ที่กําหนด จากpeak area ที่ได คํานวณหาคาความเบีย่งเบน 

2.2.2 Interday precision 
การตรวจสอบความแมนยาํทําโดย เตรียมสารละลาย ethambutol ใหมีความ

เขมขน 50.08, 100.16, 150.24, 200.32, 250.40 µg/mL ความเขมขนละ 1 flask นําไปวิเคราะห
ดวย HPLC/UV ที่กาํหนด ทาํการทดลองแบบเดียวกนั 4 วัน จาก peak area ที่ได คํานวณหาคา
ความเบีย่งเบน 

 
2.3  Accuracy 

การตรวจสอบความถกูตองทําโดยใชวิธ ี standard addition โดยการเตมิ
สารละลายมาตรฐานของ ethambutol ที่ทราบปริมาณที่แนนอน 4 ความเขมขน คือ 50.08, 
100.16, 150.24, 200.32 µg/mL ในสารละลายทีม่ีสารละลายตัวอยางที่มีปริมาตร ethambutol
เทากัน คือ 104.04 µg/mL ทาํ 3 ซ้าํ นําสารละลายแตละflaskไปวิเคราะหดวย HPLC/UV ที่
กําหนด จาก peak area ที่ได คํานวณหาคาความเบี่ยงเบน 
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3. การวิเคราะหปริมาณ ethambutol HCl ในตํารับยาเม็ด 
3.1 Calibration curve 

ใช standard calibration curve ของ ethambutol ใหมีความเขมขน 50.08 – 
250.40 µg/mL วิเคราะหดวยเครื่องHPLC สรางความสมัพันธเชงิเสนตรงระหวางความเขมขนของ 
ethambutol กับpeak area 

3.2 สารละลายตัวอยาง 
ชั่งยาเม็ด ethambutol HCl 20 เม็ด หาน้ําหนักเฉลี่ย บดใหละเอียดชัง่ผงยาใหมีตัวยา 
ethambutol HCl 100 mg ละลายน้ําใหครบ 100 mL กรองสารละลายผาน membrane ขนาด 
0.45 ไมครอน โดยใช vaccuum pump  จากนั้น pipet มา 1 mL ลงใน volumetric flask ขนาด 
10 mL ปรับปริมาตรดวยน้าํ 

จากสารละลายตัวอยางที่เตรียมไว นํามาวิเคราะหดวยHPLC แลวนาํคา peak area 
ที่ได มาหาคาน้าํหนักจาก calibration curve เทยีบน้าํหนักของยาเม็ดethambutolที่พบกบั
น้ําหนกัของ standard หารอยละของน้าํหนักฉลาก (%labeled amount) 
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ผลการวิจัย 
 

1. หาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห  ethambutol HCl   ดวยเครื่อง HPLC 
โดย UV detector 
1.1  การทดลองหา pH และ ความยาวคลื่นที่ดูดกลืนสงูสุดในการเกิดปฏกิริิยาระหวาง

ethambutol กับcopper 
ผลการเปลี่ยนแปลง pH ของสารละลาย copper sulfateพบวา ในสารละลายcopper 

(II)sulfate pH 7 และ pH 10  พบตะกอนขุนขาว  ไมสามารถใชทําทดลองตอไปได สวน
สารละลาย copper sulfate pH 4 สังเกตไดสีฟาใส จงึใชในการทดลองขั้นตอไป 

ผลของการดูดกลืนแสง พบวา reaction flask ที่ม ี standard ethambutol และ copper 
(II) sulfate solution สามารถวัดคาการดูดกลืนแสงโดยใชเครื่อง spectrophotometer  ม ีλmax 
ที่ 260 nm และ reaction flask ที่ไมใส copper(II) sulfate solution ไมสามารถวัดคาการ
ดูดกลืนแสงโดยใชเครื่อง spectrophotometer  ดังแสดงในภาพที่ 2a และ ภาพที่ 2b 

 
 
 
 
 

 
 
รูปที่2a       รูปที่2b 

รูปที่2 กราฟแสดงคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer; (2a) reaction flask ที่ไมมี 
copper (II) ion; (2b) reaction flask ที่มี copper (II) ion และ ethambutol 
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1.2     พัฒนาวิธวีิเคราะหหาปริมาณ ethambutol HCl โดยใช HPLC 
1.2.1 สภาวะของเฟสเคลื่อนที ่ 

ผลการวิจยัพบวาเฟสเคลื่อนทีท่ี่เหมาะสมที่สุด คือ copper(II)sulfate 2.5 
mM + sodium 1-octane sulfonate monohydrate 4 g/L ปรับความเปนกรดดวย HCl ใหได pH 
4.5 ในน้าํ : THF (75 : 25) ไดผลดัง 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 ไมปรากฏผลการทดลอง 
1.2.2 pH 

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

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

ไมปรับpH 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 ดวย HCl 
ใหมpีH4.5; (3b) ไมปรับ pH 
 
 
 

รูปที่3a 

รูปที่3b 
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1.2.3 สัดสวนของ organic solvent 
ผลการเปรียบเทียบ HPLC chromatogram พบวาสัดสวน organic phase 

: aqueous phase ที่เหมาะสมในการทดลอง คือ 30 : 70 ผลการทดลองแสดงดังตารางที่4 และรูป
ที่4 

 
ตารางที่4 ผลการทดลองการปรับสัดสวนของ 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 สัดสวนของ organic solvent 
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รูปที่ 4c 

 

 

 
 
 

 
 
รูปที่ 4d 

รูปที่ 4(ตอ) แสดง chromatogram เปรียบเทียบ สัดสวนของ 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 พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอ

การทดลอง คือ ที่อุณหภูมหิอง ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 5 และรูปที่ 5 
ตารางที่5 ผลการทดลองเมือ่เปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ 

Temperature (องศาเซลเซยีส) Retention time (min) Peak area 
อุณหภูมิหอง 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 ตอ retention time และ peak area 
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รูปที่ 5d 

 
รูปที่ 5(ตอ) แสดงchromatogramเปรียบเทียบผลของอณุหภูมิตอ 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 ความเขมขนของสารละลาย copper (II)sulfate 
ผลการเปรียบเทียบ HPLC chromatogram พบวาความเขมขนทีเ่หมาะสม

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

 
ตารางที่6 ผลการทดลองเมือ่ปรับความเขมขน 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 ความเขมขน copper(II) sulfate 
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รูปที่ 6d

 
รูปที่ 6(ตอ) แสดง chromatogram เปรียบเทียบ ความเขมขน 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 พบวาปริมาณของ 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(ตอ) 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 
คา peak area ของการวิเคราะห ethambutol HCl ดวย HPLC ที่ความยาวคลืน่ 260 

นาโนเมตร ในความเขมขนระหวาง25.04-300.48 µg/mL แสดงในตารางที ่ 8 ซึ่งใหสมการ 
linearity y = 19200x + 8475.3  และ  r2=0.9997  ดังรูปที่ 8  

  
ตารางที่8 แสดงคา peak area และความเขมขนของ 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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  รูปที ่8 แสดงสมการเชงิเสนระหวางความเขมขนของ ethambutol HCl กับ Peak area 
 

2.2  Precision 
2.2.1 Intraday precision 

จากการทดลองซ้ํา 5 ความเขมขน ความเขมขนละ 6 คร้ังพบวา %RSD 
อยูในชวง0.49-1.65 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 ความเขมขน ความเขมขนละ 1 คร้ังตอวัน ทาํซ้ําใน
วันที่แตกตางกัน เปนเวลา 4 วัน พบวา%RSD อยูในชวง 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 

 เมื่อทาํการทดลองวิเคราะหปริมาณสารมาตรฐาน ethambutol ที่เติมในสาร
ตัวอยาง (standard addition) 4 ความเขมขนโดยทาํซ้าํ 3 คร้ัง พบวา %recovery  อยูในชวง 
93.63-97.59% ดังแสดงในตารางที่ 11 
 
ตารางที่ 11 แสดงคา%Recoveryของวิธีการวิเคราะหดวย 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 
 



 

37

3. การวิเคราะหปริมาณ ethambutol HCl ในตํารับยาเม็ด 
การทดลองวิเคราะห ethambutol HCl ในตํารับยาเม็ดโดยวิธ ี HPLC ทั้งซ้าํ 3คร้ัง ได

ปริมาณยาเปนรอยละของฉลากระบุเทากบั  101.30, 96.28, 98.71 (คาเฉลี่ย ± %SD = 98.76± 
2.51) ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 12 
 
ตารางที่12 ผลการทดลองการวิเคราะหปริมาณ ethambutol ในตํารับยาเม็ด 

ปริมาณตามฉลากระบ ุ
(µg/mL) 

ปริมาณทีว่ิเคราะหได((µg/ml) 
(n=3) 

รอยละของน้าํหนกัฉลาก 
(%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 ในตํารับยาเม็ดดวยวิธ ีHPLC 

 
ปริมาณ ethambutol HCl ที่มีในตวัอยาง (mg) =  น้ําหนกัยาที่ชัง่ไดจริง (mg)  
               น้ําหนกัยาเฉลี่ย 20 เม็ด (mg) x 4 
 
  % labeled amount   =   ปริมาณ ethambutol HCl ที่วเิคราะหได     x 100 
                 ปริมาณ ethambutol HCl ที่มีในตัวอยาง 
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วิจารณผลการวิจัย 

 
1. หาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห  ethambutol HCl   ดวยเครื่อง HPLC 

โดย UV detector 
1.1 การทดลองหา pH และความยาวคลื่นที่ดูดกลืนสูงสุดในการเกิดปฏกิิริยาระหวาง 

ethambutol กับ  copper 
การเกิดปฏิกิริยาระหวาง ethambutol กับ โลหะ นาจะอยูในรูป ionized form หรือใน pH 

ตํ่า ซึ่งจากการทดลองพบวาสารละลายที ่pH 7 จะมีการตกตะกอนของ copper จึงทาํการทดลอง
ในสารละลาย pH ประมาณ 4-4.5 เพราะสารละลาย copper (II) sulfate ในน้าํ มีคาpH ประมาณ 
4-5 และสารละลาย ethambutol-copper complex ในน้ํา ใหการดูดกลืนแสงสงูสดุที่260 nm 

การทดลอง พบวา ethambutol ไมสามารถดูดกลนืแสงอัลตราไวโอเลตได เนื่องจาก
โครงสรางไมม ี chromophore  จําเปนตองใช divalent cationic metals เพื่อทาํปฏิกิริยา เกดิ 
complex ที่มรูีปรางคงรูป และ อิเล็คตรอนสามารถเคลื่อนที่ไดมากขึ้น เปนผลใหสามารถดูดกลืน
รังสีอัลตราไวโอเลต และสามารถวิเคราะหไดดวย spectrophotometer และ HPLC/UV detector 

1.2 พัฒนาวธิีวิเคราะหาปริมาณ ethambutol HCl โดยใช HPLC 
1.2.1 สภาวะของเฟสเคลื่อนที ่

จากผลการทดลอง พบวา MeOH และ acetonitrile ซึ่งใชเปน organic phase 
ไมพบpeak ethambutol-copper(II) complex คาดวาเกิดจากcopper complex จับกับ 
stationary phaseไดดีกวา หรือออกจากคอลัมนในรูป free form มากกวา ethambutol complex 
เพราะวา MeOH และ acetonitrile มีข้ัวมากเกินไปจงึเปลี่ยนมาใช THF ซึ่งสามารถปรากฏ peak 
ของสารที่ตองการศึกษา 

การใช ion pairing agent sodium-1-octane sulfonate monohydrate ใน 
aqueous phase เพื่อใหประจุลบของ sulfonate ion จับ ethambutol-copper (II) complex ได
สารที่มีข้ัวลดลง ยับยัง้การจับกับ silanol ในคอลัมน จึงทาํใหสามารถแยก ethambutol-copper 
(II) complex ออกจาก column ไดงายขึ้น 

 
 
 



 

39

1.2.2 pH 
จากการเปรียบเทียบผลทดลอง เลือกใชเฟสเคลื่อนที่ ที่ไมปรับ pH เนื่องจาก 

มี chromatogram ไมแตกตางจาก เฟสเคลื่อนที ่ที่ปรับ pH ดวย HCl  และ เตรียมไดงายกวา 
1.2.3 สัดสวนของ organic solvent 

จากการเปรียบเทียบผลการทดลอง พบวาที่สัดสวนเฟสเคลื่อนที ่35 : 65 และ 
40 : 60 ไมสามารถแยก peak ของ ethambutol-copper(II) complex ออกจาก solvent front ได 

เลือกสัดสวน organic phase : aqueous phase ที่ 30 : 70 เนื่องจาก มีคา 
retention time, resolution ที่เหมาะสมทีสุ่ด  

1.2.4 อุณหภมูิ 
จากการเปรียบเทียบผลทดลอง พบวาอุณหภูมิของคอลัมนที่สูงขึ้นทาํให peak 

area ของ ethambutol-copper(II) complex มีคาสูงขึ้น แตไมมากนกัเมื่อเปรียบเทยีบกับที่
อุณหภูมิหอง  

เลือกใชอุณหภูมิของคอลัมนที ่อุณหภูมหิอง เนื่องจากสามารถทําไดงาย และ
ใหผลไมแตกตางการที่อุณหภูมิอ่ืนๆ ที่ศึกษา 

1.2.5 ความเขมขนของสารละลาย copper (II) sulfate 
จากผลเปรียบเทียบการทดลอง พบวา copper (II) sulfate ที่ความเขมขนนอย 

มีผลตอการเกดิ tailing ที่มากกวาการใช copper(II) sulfate ทีค่วามเขมขนสงู จงึเลือกใช 
copper(II) sulfate ความเขมขน 2.5 mM ซึ่งเปนความเขมขนสูงสุด ในการทดลอง 

1.2.6 ปริมาณของ ion pairing agent 
จากผลการทดลอง  พบวาเมื่อไมใส sodium -1-octane sulfonate 

monohydrate จะทําให peak ของ ethambutol-copper (II) complex มี tailing มากและอยูใกล
กับ solvent front มากเกินไป ดังนั้นจึงไมเหมาะสมในการทดลอง 

การใสSodium 1-octane sulfonate monohydrate ปริมาณ 4.5, 4 , 3 g/L 
ให peak area และ tailing ของ ethambutol-copper(II) complex ไมแตกตางกนั จึงเลือกใช 
ปริมาณ 3 g/L เนื่องจาก ใชปริมาณของ ion pairing agent นอยที่สุดในการทดลองนี ้
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2. การตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห(Method validation) 
 2.1 linearity 

จากผลการทดลองพบวาความสัมพนัธระหวางคา peak area กับความเขมขนของ
ethambutol มีความสมัพันธกันเปนเสนตรง ในชวงความเขมขน 25.04-300.48 µg/mL คา
ความสัมพันธ (r2) เทากับ 0.9997 

2.2 precision 
2.2.1 intraday precision 

จากผลการทดลอง intraday precision พบวาวิธวีิเคราะหนี้มีความแมนยําซึ่ง
คํานวณจากรอยละความเบีย่งเบนมาตรฐาน ไดคาอยูในชวงทีย่อมรับได คือ 0.49-1.65 

2.2.2 interday precision 
จากผลการทดลอง interday precision พบวาวิธวีิเคราะหนี้มีความแมนยําซึ่ง

คํานวณจากรอยละความเบีย่งเบนมาตรฐาน ไดคาอยูในชวง คือ 0.48-3.14 ซึ่งคาความแมนยาํ
ควรจะมีคาไมเกิน 2.0 ซึง่ในการทดลองจะมีบางคาที่สูงไป ดังนั้นจงึควรทําการทดลองซ้ําอีกครั้ง 
เพื่อตรวจสอบความแมนยาํของวิธีการทดลอง 

2.3 accuracy 
จากผลการทดลอง พบวาวิธวีิเคราะหนี้มีความถูกตอง ซึง่คํานวณจาก %recovery ได

คาที่ยอมรับได คือ 93.63-97.59 และมีคาความเบีย่งเบนเทากับ 0.70-3.56 
3. การวิเคราะหปริมาณยา ethambutol 

เมื่อทําการวิเคราะหปริมาณ ethambutol HClโดยวิธี HPLC ในตัวอยางยาเม็ด พบวาม ี
คาเฉลี่ยของ%labeled amount (±คารอยละความเบีย่งเบนมาตรฐาน) เทากับ 98.76 (±2.54) 
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สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 
 

สรุปผลการวิจัย 
 

1. การปรับสภาวะที่เหมาะสมเพื่อใหอีเทมบทูอลเกิดสารประกอบเชิงซอนกับคิวปริกอิ
ออนทาํใหพัฒนาเปนวธิีวิเคราะหอีเทมบทูอลโดย HPLC/UV detection โดยมีสภาวะที่เหมาะสม
ไดแก 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. เมื่อประเมินวธิีวิเคราะหพบวา 
2.1 วิธวีิเคราหนี้มีคา %RSD ของ intraday precision อยูในชวง 0.49 – 1.65 และ 

interday precision อยูในชวง 0.48 – 3.14 
2.2 วิธวีิเคราะหนี้ม ีlinearity range อยูในชวง 25.04–300.48 µg/mL (r2 = 0.9997) 

เปรียบเทยีบการวิจัยหาปริมาณ ethambutol โดยใชเครื่อง spectrophotometer(10) มี linearity 
range เทากับ221-665 µg/ml พบวาการวิเคราะหทีพ่ฒันาไดมีความไวและชวงความเขมขนกวาง
กวา 

2.3 วิธวีิเคราะหนี้มีความถูกตอง(% recovery )อยูในชวง 93.63 – 97.59  
2.4 สามารถวเิคราะห ethambutol HCl ในเภสัชภัณฑโดยใช HPLC ได 

3. เมื่อเปรียบเทยีบสภาวะในการทดลอง ทีใ่ชHPLC/UV(4)  
 พบวามีความแตกตางที่ปริมาณcopper sulfate และชนิดกับปริมาณ ion pairing 
agent และวิธีที่พัฒาไดทาํไดสะดวกกวา เพาะวาไมตองปรับ pH และทําการทดลองที่
อุณหภูมิหอง (ตารางที่13) 

4. วิธีนี้สามารถนาํไปประยุกตใชในการวิเคราะหหาปริมาณ 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 

  
ขอเสนอแนะ 
 

1. เนื่องจาก CuSO4 ตกตะกอนใน pH ที่เปนกลางและเบส ดังนัน้ควรระวังในขั้นตอน 
การเตรียมสารเคมี และระหวางทาํการทดลอง 

2. ในการทดลองหาคาความแมนยาํ(precision) มี %RSD บางคา ทีม่ีคามากกวา 2.0 
ทั้งนี้เนื่องจากระยะเวลาในการทําการทดลองมีจํากัด จงึไมสามารถทาํการทดลองซ้ําหลายๆ คร้ัง
ได ดังนั้นควรจะทาํการทดลองซ้ํา เพื่อยืนยันผลการทดลอง 

3. ในการวิจัย สามารถใชเครื่อง HPLC ตรวจพบ ethambutol ในปริมาณที่นอยได และ
มีแนวโนมที่สามารถนํามา ประยุกตใช ตรวจ ethambutol ใน biological fluid จึงควรทําการศึกษา
คา limit of detection (LOD) และ limit of quantitative (LOQ) และทดลองตรวจวิเคราะหปริมาณ 
ethambutol ในของเหลวจากรางกาย (biological fluid) 
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