
การวเิคราะหคณุภาพยาเมด็ และ Ofloxacin วารสารวิจัย มข. 11 (2) : เม.ย. - มิ.ย. 2549148

 ⌧  ⌧
    ⌧  ⌧  

บทคดัยอ

Abstract

คำสำคญั:  Norfloxacin, Ofloxacin
Keywords:  Norfloxacin, Ofloxacin

สวุรรณา  วรรตัน (Suwanna  Vorarat)1*
ฉนัทนา  อารมยด ี(Chantana Aromdee)2

พมิพใจ  วมิกุตพินัธ (Pimjai  Vimuktiphun)3

การวิเคราะหเชิงปริมาณของตัวยาสำคัญ นอรฟลอกซาซิน และ โอฟลอกซาซิน ในยาเม็ดที่มีขายในรานขายยา ดวยวิธี
โครมาโตกราฟเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) ที่มีวัฏภาคนิ่งเปนคารบอน 18 แล0ะวัฏภาคเหลว คือ 10 mM เตตราเอททิลแอมโมเนียม
โบรไมด, 10 mM โซเดยีมโดเดคลิซลัเฟต ในอะเซทโตไนไตล: 25 mM ซติรกิ แอซดิ (45:55) pH 3.4  ตวัอยางยาเมด็นอรฟลอกซาซนิ
และโอฟลอกซาซิน อยางละ 6 ตัวอยาง จากรานขายยาจากจังหวัดขอนแกน เชียงราย และสงขลา นำมาหาปริมาณสารสำคัญ
นอรฟลอกซาซิน และ โอฟลอกซาซิน พบวาปริมาณตัวยาสำคัญทั้ง 2 ตัว อยูในเกณฑที่กำหนดตามมาตรฐาน USP ซึ่งกำหนดใหมี
ตัวยาสำคัญเทากับ 90-110 % ตามที่ฉลากระบุ

This is quantitative analysis of norfloxacin and ofloxacin in tablets using High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) with stationary phase of C18 and mobile phase of 10mM tetraethylammonium bromide, 10 mM sodium dodecyl
sulphate in acetonitrile: 25 mM citric acid (45 :55), pH 3.4. Six samples each of norfloxacin and ofloxacin were collected from
drugstores in Khon Kaen, Chiang Rai and Songkhla. The contents of these drugs were found to comply with USP standard of
90-110 % of the labeled amount.
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บทนำ
ในปจจุบันยาในทองตลาดมีอยูดวยกันหลาย

รายการโดยยาทีม่ตีวัยาสำคญัเปนตวัเดยีวกนักอ็าจจะมี
ชือ่ทางการคาแตกตางกนัออกไป ยา Norfloxacin และ
Ofloxacin (รปูที ่1) กเ็ปนยาทีม่บีรษิทัผผูลติอยหูลาย
บริษัทเชนกัน ซึ่งแตละบริษัทก็จะมีสูตรตำรับของ
ผลติภณัฑแตกตางกนัออกไป ทำใหในแตละบรษิทัอาจ
มปีรมิาณตวัยาสำคญัไมเทากนั ทัง้นีป้รมิาณตวัยาสำคญั
ของแตละตำรบัจะตองอยใูนเกณฑทีก่ำหนด ดงันัน้การ
ทดสอบคุณภาพของยาจึงเปนสิ่งที่จำเปน โดยมีวัตถุ
ประสงคเพื่อตรวจสอบปริมาณเภสัชภัณฑวามีปริมาณ
ตัวยาสำคัญตามที่ระบุไวในฉลากและถูกตองตาม
มาตรฐานหรือไม ในแตละหนวยมีความแตกตางกัน
(unit-dose variation) มากนอยเพยีงใด เนือ่งจากการ
ทีผ่ปูวยไดรบัยาทีม่ขีนาดหรอืปรมิาณเทากนัในทกุๆครัง้
จะเปนปจจัยสำคัญของการเพิ่มประสิทธิภาพในการ
รกัษาโรค ดงันัน้โครงการวจิยันีจ้งึจดัทำขึน้เพือ่พฒันาวธิี
วิเคราะหที่เหมาะสมในการหาปริมาณตัวยาสำคัญ
Norfloxacin และ Ofloxacin ดวยวธิโีครมาโตกราฟเหลว
สมรรถนะสงู (High performance liquid chromatog-
raphy; HPLC) นอกจากนี้แลวยังมีการตรวจสอบ
คณุภาพดานอืน่ๆ ของตวัอยางตามขอกำหนดตามเภสชั
ตำรบั เพือ่เปนการตรวจสอบคณุภาพของยาทีม่ขีายอยู
ตามทองตลาดอีกดวย

อุปกรณและวิธีการศึกษา
1. สารเคมี
สารเคมีทั้งหมดที่ใชตลอดการวิเคราะห

มดีงันี้
1.1 Norfloxacin, Working standard
1.2 Ofloxacin, Working standard
1.3 Tetraethylammoniumbromide

(MW 210.16)
1.4 Sodium dodecyl sulphate
1.5 Citric acid anhydrous
1.6 Water

1.7 Acetonitrile, HPLC grade
1.8 Methanol, AR grade
1.9 2 N Sodium hydroxide
2. อปุกรณ
เครือ่งมอืทัง้หมดทีใ่ชตลอดการวเิคราะห มี

ดงันี้
2.1  High Performance Liquid Chro-

matography (HPLC)
Column : Alltech;Apollo C18 5u;

150 nm. × 4.6 nm.
Pump : Perkin Elmer series 200 lc

pump
Detector : 785A UV/vis Detector
Integrator : PE NELSON Model 1022
Injector : Rheodyne 7725i ; 20 µl
2.2 Microsyringe
2.3 Membrane filter 0.45 µm filter
2.4 Ultrasonic bath
2.5 pH meter

3. วธิกีารศกึษา
วธิกีารศกึษา แบงออกเปน 3 ขัน้ตอน  ดงันี้

ขัน้ตอนที ่1 การเกบ็ตวัอยางยา การเตรยีมสาร
มาตรฐานและการเตรียมตัวอยาง

การเก็บตัวอยาง
เกบ็ตวัอยางโดยซือ้จากรานขายยาตางๆ ทีอ่ยทูัง้

ในจังหวัดขอนแกนและจังหวัด
อืน่ๆภายในประเทศไทยโดยมชีือ่ทางการคา ขนาดความ
แรงเหมือนหรือตางกัน

การเตรียมสารมาตรฐานในการทำ calibration
curve

สารมาตรฐาน Ofloxacin และสารมาตรฐาน
Norfloxacin เตรยีมเปน  stock solution ทีค่วามเขม
ขนอยางละ150 µg/ml แลวนำ stock solution ทัง้สอง
มาเตรยีมสารละลายผสมทีค่วามเขมขนอยางละ 12 -48
µg/ml ในการทำ calibration curve
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การเตรยีมสารละลายตวัอยาง
1.1  นำตวัอยางยาเมด็มาจำนวน 5 เมด็ของ

ยาแตละชนดิ ชัง่น้ำหนกัและหาน้ำหนกัเฉลีย่ตอเมด็
1.2 บดยาเมด็ของแตละชนดิทัง้ 5 เมด็  รวม

กนัในโกรงจนละเอียด
1.3 ชั่งยาแตละตัวอยางใหมีปริมาณของ

ตวัยาสำคญัเทยีบเทากบั 30 มลิลกิรมัใสใน  volumetric
flask ขนาด 50 ml  ละลายและปรับปริมาตรดวย
mobile phase

1.4 ปเปตตวัอยางจาก flask ในขอ 1.3  มา
ในปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ใสใน volumetric flask
ขนาด 50 ml  ละลายและปรับปริมาตรดวย mobile
phase จะไดสารละลายตัวอยางที่มีความเขมขนเทากับ
30 µg/ml

นำสารละลายตัวอยางของยาแตละชนิดที่มี
ความเขมขน 30 µg/ml ฉดีเขาเครือ่ง HPLC ตวัอยาง
ละ 2 ครั้ง แลวหาปริมาณ Ofloxacin และ
Norfloxacinโดยใชสมการเสนตรงของสารละลาย
มาตรฐานโดยหาคาเฉลี่ยของปริมาณที่ไดจากการฉีด
2 ครัง้ตอ 1 ตวัอยาง

ขั้นตอนที่ 2  การหา HPLC system ที่
เหมาะสม

ขั้นตอนที่ 3 การวิเคราะหหาปริมาณตัวยา
สำคัญในตัวอยางยา

ผลการศึกษา
การหา HPLC system ทีเ่หมาะสม

การพฒันาวธิวีเิคราะห  HPLC system ทีใ่ช
ในการวิเคราะหในการทดลองนี้จะเปน reverse phase
system  โดยทำการทดลองหา mobile phase ทีใ่หคา
retention time ที่เหมาะสมและสามารถแยกพีคทั้ง
สองออกจากกนัโดยสมบรณู

ทำการศกึษาหา Mobile phase ทีเ่หมาะสมใน
การวเิคราะหหาปรมิาณยา Ofloxacin และ Norfloxacin
ซึ่งเมื่อทำการทดลองวิเคราะหโดยใชระบบ Mobile
phase ดงัผลการศกึษาของ Leroy A. Shervington และ

คณะ (Leroy and Apt, 2005) พบวาสามารถแยกยา
Ofloxacin และ Norfloxacin ไดดแีตใชเวลาในการ elute
สารทัง้สองตวัคอนขางนานโดยใชเวลาประมาณ 30 นาที
จงึทำการทดลองตอโดยการเพิม่สดัสวนของตวัทำละลาย
อินทรียขึ้นเรื่อยๆจาก 35% acetonitrile จนถึง 50%
acetonitrile พบวาระยะเวลาที่สารถูก elute ออกมา
ลดลงเรือ่ยๆ พบวาที ่50% acetonitrile สารจะถกู elute
ออกมาไดเร็วเกินไปจนไมสามารถแยกพีคทั้งสองออก
จากกันได เปอรเซ็นตของ acetonitrileที่ 45% เปน
สัดสวนที่เหมาะสมที่ทำใหสารถูก elute ออกมาไดใน
เวลาทีไ่มมากจนเกนิไปและใหคา resolution ทีด่สีามารถ
แยกสารออกจากกนัอยางสมบรณู โดยมคีา resolution
เทากบั 1.55 (รปูที ่2)

ดงันัน้จากการศกึษาขางตนได mobile phase
และสภาวะทีใ่ช ในการวเิคราะหหาปรมิาณของยา
Ofloxacin  และ Norfloxacin คอื

: Mobile phase: 45% aqueous acetonitrile
with 10 mM Tetraethylammonium bromide, 10 mM
Sodium dodecyl sulphate and 25 mM    Citric acid
โดยปรบัใหมคีา pH 3.4

: wave length  275 nm
: Flow rate 1 ml/min

การ validate วธิวีเิคราะห
การ validate วธิวีเิคราะห เพือ่ยนืยนัวา วธิกีาร

วิ เคราะหสามารถนำไปใชวิ เคราะหตั วอย างยา
Norfloxacin และ Ofloxacin ไดจริง โดยการทำการ
validate ตามหวัขอตางๆ ดงันี้

ก. การศึกษาความสัมพันธในเชิงเสนตรง
ระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน
Norfloxacin และ Ofloxacin  กบั peak area

โดยการ เตรี ยมสารละลายมาตรฐ าน
Norfloxacin และ Ofloxacin 5 ความเขมขน นำไป
วเิคราะหหาปรมิาณโดยใช HPLC system ทีจ่ะใชในการ
วเิคราะห ใช peak area ของ chromatogram ของสาร
ละลายมาตรฐานที่ความเขมขนตางๆมาพล็อตกราฟ
แสดงความสมัพนัธระหวางความเขมขนของสารละลาย
มาตรฐาน และ peak area ของ chromatogram สมการ
เสนตรง และคา r2 รายงานผลอยใูนตารางที ่1
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ข. การศึกษาความเที่ยงตรงของวิธีวิเคราะห
(Precision)

การศึกษาความเที่ยงตรงของวิธีวิเคราะห
ภายในวนัเดยีวกนั (within-run precision) โดยเตรยีม
สารละลายมาตรฐาน Norfloxacin และ Ofloxacin 5
ความเขมขน  แลวฉดีเขา HPLC ความเขมขนละ 5 ครัง้
ภายในวนัเดยีวกนั โดยที ่% RSD เฉลีย่ของ peak area
ของสารละลายมาตรฐานไมเกนิ +5 % (ตารางที ่1)

การศึกษาความเที่ยงตรงของวิธีวิเคราะห
ระหวางวนั (between-run precision) โดยการเตรยีม
สารละลายมาตรฐาน 5 ความเขมขน ทำการวิเคราะห
เปรียบเทียบผลของการวิเคราะหในแตละวันเปนเวลา
5 วนั โดยที ่% RSD เฉลีย่ของ peak area ของสารละลาย
มาตรฐานไมเกนิ + 5 % (ตารางที ่1)

ค. การศึกษาความถูกตองของวิธีวิเคราะห
(accuracy)

เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมระหวาง
Norfloxacin และ Ofloxacin  ใหมีความเขมขน
ครอบคลุมความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน
จุดกลางในกราฟมาตรฐาน 2 ความเขมขน ฉีดสาร
ละลายผสมความเขมขนละ 2 ครัง้ หาคาเฉล่ียแลวนำมา
หาคาความเขมขนที่สามารถตรวจพบ เทียบหา %
recovery (ตารางที ่1)

ง. การศึกษาความเขมขนต่ำสุดที่สามารถ
ตรวจวิเคราะหได (LOD) และความเขมขนต่ำสุดที่
สามารถใชในการหาปรมิาณได (LOQ)

เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมระหวาง
Norfloxacin และ Ofloxacin ใหมคีวามเขมขน 1 30
และ 51 µg/ml ทำการฉดีสารละลายมาตรฐานผสมใน
แตละความเขมขน ความเขมขนละ 7 ครัง้ Plot กราฟ
ระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานผสมกบัคา
standard deviation ของแตละความเขมขน หาคา stan-
dard deviation ของ Blank (SB) ไดจากจดุตดัแกน Y

Plot กราฟระหวางความเขมขนของสารละลาย
มาตรฐานผสมกบัคาเฉลีย่ของ peak area ในแตละความ
เขมขน (mg/ml) จะได YB จากจดุตดัแกน Y นำไปหา
คา Limit of detection (LOD.) และ Limit of

quantitation (LOQ.) จาก LOD = 3.3 SB + YB และ
LOQ = 10 SB + YB  จะได

- ความเขมขนต่ำสดุทีส่ามารถตรวจวเิคราะห
(LOD)โดยวิธีนี้ของ Norfloxacin และ Ofloxacin
เทากับ 0.0970 µg/ml และ 0.1642 µg/ml
ตามลำดบั

- ความเขมขนต่ำสุดที่สามารถใชในการหา
ปริมาณ (LOQ)ไดของ Norfloxacin และ Ofloxacin
เทากับ 0.2939 µg/ml และ 0.4975 µg/ml
ตามลำดบั

การวิเคราะหหาปริมาณ Norfloxacin และ
Ofloxacin ในสารตวัอยาง  โดยใชสมการความสมัพนัธ
เสนตรงระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน
กบั Peak area

โดยใชปรมิาณตวัยาสำคญัทีว่เิคราะหไดเทยีบ
กับปริมาณตัวยาสำคัญที่ระบุไวในฉลากของตัวอยางยา
แตละชนดิ (% Labelled amount) โดยการเปรยีบเทยีบ
กบัมาตรฐานของเภสชัตำรบั The United Stated Phar-
macopoeia-The National Formulary (USP27-
NF22)(2) ซึง่กำหนดใหยาเมด็  Norfloxacin และยาเมด็
Ofloxacin ตองมีปริมาณตัวยาสำคัญอยูในชวงไมนอย
กวา 90% และไมมากกวา 110% ของ % labeled
amount ผลการทดลองแสดงอยใูนตารางที ่2

จากผลการทดสอบพบวาตัวอยางยาทั้ง 12
ตัวอยางผานมาตรฐานตามกำหนดใน The United
Stated Pharmacopoeia-The National Formulary
(USP27-NF22) ซึง่กำหนดใหยาเมด็ Ofloxacin และ
Norfloxacin มีตัวยาสำคัญอยูในชวง 90-110%
labeled amount

สรปุและวจิารณผลการศกึษา
จากผลการศึกษาการวิเคราะหหาปริมาณ

Norfloxacin และ Ofloxacin ในตัวอยางยาสำเร็จรูป
โดยใชวิธีการโครมาโตกราฟ เหลวสมรรถนะสูง
(High performance liquid chromatography; HPLC)
นั้นพบวาระบบการทดลองที่ใชมีความนาเชื่อถือในการ
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ใชวเิคราะหตวัอยางยา และจากการวเิคราะหพบวาตวัอยาง
ยาแตละชนดิผานมาตรฐานตามเภสชัตำรบั The United
Stated Pharmacopoeia-The National Formulary
(USP27-NF22, 2004)

วิธีการวิเคราะหที่ไดจากการศึกษาครั้งนี้
สามารถตรวจวิเคราะหหาปริมาณ Norfloxacin และ
Ofloxacin  ไดพรอมกัน นอกจากนี้วิธีวิเคราะหนี้ยัง
สามารถนำไปประยกุตใชกบัยาชนดิอืน่ๆในกลมุฟลอูอ-
โรควโินโลนได อาท ิciprofloxacin levofloxacin อกีดวย

กิตติกรรมประกาศ
ผวูจิยัขอขอบพระคณุ กองยา กรมวทิยาศาสตร

การแพทย กระทรวงสาธารณสขุ สำหรบัสารมาตรฐาน
Norfloxacin  และ Ofloxacin

ตารางที ่1  แสดงผลการ validate ของวธิกีารวเิคราะห
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2004.

ยา สมการเสนตรง r2
Within-day
Precision

%RSD เฉล่ีย

Between-day
Precision

%RSD เฉล่ีย

% Recovery
เฉล่ีย

Norfloxacin Y = 130342x – 32876 0.9998 0.56 1.66 102.86
Ofloxacin Y = 35953x + 6320 0.9999 0.47 1.79 100.47

ตารางที ่2  แสดงผลการวเิคราะหหา % Labelled amount ของยา Norfloxacin และ Ofloxacin ในตวัอยางยา
สำเร็จรูป

ตัวอยาง % Labelled amount
A 92.70
B 107.25
C 95.27
D 97.70
E 103.57
F 93.71
G 102.38
H 105.73
I 104.65
J 99.94
K 101.85
L 97.70

หมายเหต ุ A-F  เปนตัวอยาง Norfloxacin  G-L เปนตัวอยาง Ofloxacin
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รปูที ่1  แสดงสตูรโครงสรางของ Norfloxacin และ Ofloxacin

Ofloxacin

Norfloxacin

รปูที ่2 แสดงโครมาโตแกรมของ Norfloxacin และ Ofloxacin: mobile phase: 45% aqueous acetonitrile with
10 mM Tetraethylammonium bromide, 10  mM Sodium dodecyl sulphate and 25 mM Citric acid
โดยปรบัใหมคีา pH 3.4,  wavelength  275 nm และ flow rate 1 ml/min




