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บรรณาธิการแถลง

  สารตา  รายาปี ท่ี  29  ฉบบั  ที่  2  ขอนา  เสนอบทความนิพนธ์ตน้ ฉบบั  3  เร่ือง  เร่ืองแรกเป็  นเร่ืองการพฒั นาและ

ตรวจสอบความใชไ้  ดข้  องวิธีโครมาโทกราฟี ของเหลวสมรรถนะสูง  เพื่อตรวจเอกลกั  ษณ์  ยาแกป้  วด 14 ชนิด ในเภสัช

ผลิตภณั ฑ์  โดย  ภญ.ปฏิมา  มณีสถิตย ์  และนางสาวอิศรา  บุญมี  โดยการศึกษานี้ผวู้ จิ  ยั  ไดพ้ ฒั  นาวิธีวิเคราะห์ท่ีสามารถ

ตรวจเอกลกั ษณ์ยาแกป้  วดไดพ้ ร้อมกนั  จา  นวน  14  ชนิด  ไดแ้ ก่  Aspirin,  Paracetamol,  Tramadol  HCl,  Piroxicam,

Orphenadrine  citrate,  Naproxen  sodium,  Diclofenac  sodium,  Indomethacin,  Tolperisone  HCl,  Eperisone  HCl,

Chlorzoxazone,  Methocarbamol,  Ibuprofen  และ  Mefenamic  acid  ซึ่งสามารถใชเ้ ป็  นวิธีมาตรฐานในการตรวจ

เอกลกั ษณ์ยาแกป้  วดท้งั  14  ชนิดได้  ท้งั ในผลิตภณั ฑย์ าแผนปัจจุบนั  และยาแผนโบราณ  โดยจะช่วยลดเวลาและ

งบประมาณในการตรวจพิสูจน์ลงไดอ้ ยา่ งมีประสิทธิภาพ  ส่วนเร่ืองท่ีสองเป็ นเร่ืองการพฒั  นาและตรวจสอบความ

ถูกตอ้ งของวิธีวิเคราะห์ในการหาปริมาณโพลีซอร์เบต  80  ในผลิตภณั ฑย์  านิโมทูซูแมบ  โดย  ภญ.ชนิดา  กานตป์ ระชา

ซึ่งการหาปริมาณของ  polysorbate80  มีมากมายหลากหลายเทคนิค การตรวจจบั  ละอองท่ีมีประจุ หรือ  CAD  เป็ นหนึ่ง

ในเทคนิคท่ีไดร้ ับการยอมรับโดยเทคนิคการตรวจวดั  นี้จะไม่เกี่ยวขอ้ งกบั  โครงสร้างทางเคมีของสารท่ีทา  การวิเคราะห์

จึงสามารถตรวจวิเคราะห์สารไดห้  ลากหลายชนิดรวมถึง  polysorbate80  ผวู้ ิจยั จึงไดพ้ ฒั  นาวิธีการวิเคราะห์เพื่อหา

ปริมาณสาร  polysorbate  โดยใช้  CAD  และตรวจสอบความถูกตอ้ ง  โดยวิธีท่ีพฒั  นาข้นึ  นี้มีความเหมาะสมสา  หรับการ

วิเคราะหป์  ริมาณ  polysorbate80  ในผลิตภณั ฑ์  nimotuzumab  และอาจนา  ไปสู่การประยกุ ตใ์ ชก้ บั สูตรยาอ่ืนๆ  ได้  ส่วน

เร่ืองท่ีสามเป็  นเร่ืองการพฒั  นาและตรวจสอบความใชไ้ ดข้  องวิธตี  รวจเอกลกั  ษณ์กลุ่มยาแก้แพ้  5  ชนิด  ในผลิตภัณฑ์ยา

ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง โดย ภญ.ปฏิมา มณีสถิตย์  และนางสาวอิศรา บุญมี      การศึกษานี้

ผวู้ ิจยั ไดพ้ ฒั  นาวิธีวิเคราะห์ท่ีสามารถตรวจเอกลกั ษณ์ยาตา้ นฮีสทามีนไดพ้ ร้อมกนั  จา  นวน  5  ชนิด  ไดแ้ ก่

chlorpheniramine, diphenhydramine, promethazine, hydroxyzine  และ  cetirizine  สามารถใชเ้ ป็  นวิธีมาตรฐานในการ

ตรวจเอกลกั ษณ์ยาตา้ นฮีสทามีนท้งั  5  ชนิดได ้  ในผลิตภณั ฑย์  าแผนปัจจุบนั โดยจะช่วยลดเวลาและงบประมาณในการ

ตรวจพิสูจน์ลงไดอ้  ยา่ งมีประสิทธิภาพ  ส่วนผลการศึกษานิพนธ์ตน้  ฉบบั ท้งั  สามเร่ืองจะเป็  นเช่นไรน้นั  เชิญติดตามอ่าน

ไดใ้  นวารสาร

  สุดทา้ ยนี้คณะบรรณาธิการวารสารสารตา  รายาขอขอบคุณผทู้  บทวน  (Reviewer)  ท่ีไดพ้  ิจารณา  ให้

คา  แนะนา  และขอ้ เสนอแนะตน้  ฉบบั  บทความก่อนลงตีพิมพเ์  ผยแพร่  ขอขอบคุณผเู้  ขียนทุกท่าน  ท่ีเผยแพร่ผลงานเพื่อ

เป็  นวิทยาทาน  รวมท้งั  ผอู้ ่านทุกท่านท่ีสนบั  สนุนมาโดยตลอด  หากพบขอ้ ผิดพลาดประการใดทางคณะบรรณาธิการฯ

ตอ้ งขออภยั มา  ณ  ท่ีนี้ดว้ ย
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(Development and Validation of an HPLC Method  
for Identifying 14 analgesic drugs in pharmaceutical products) 

 

ปฏิมา มณีสถิตย์* 
อิศรา บุญมี* 

 
 

Abstract Data analysis from the Bureau of Drug and Narcotic, Ministry of Health, Thailand, revealed a significant 
number of the   samples submitted for legal proceedings were adulterated or counterfeit analgesics. Various types of 
analgesics have been detected in these samples.  As each type of analgesic requires a distinct identification method, 
considerable time and budget are often expended in the analysis. To address this challenge, a new method was 
developed to simultaneously test for and identify 14 different types of analgesic drugs (aspirin, paracetamol, tramadol 
HCl, piroxicam, orphenadrine citrate, naproxen sodium, diclofenac sodium, indomethacin, tolperisone HCl, 
eperisone HCl, chlorzoxazone, methocarbamol, ibuprofen and mefenamic acid) using high performance liquid 
chromatography (HPLC). Chromatographic conditions were performed on an L7 column (4.6 × 250 mm, 5µm) using 
acetonitrile and 50mM Monobasic ammonium phosphate (pH 5.0) as a mobile phase in gradient mode with a flow 
rate of 1.0 ml/min. Detection was done using UV-Vis spectrometry at a wavelength of 254 nm. All of sample 
solutions were prepared with50% acetonitrile. Validation results indicated that the specificity test found no 
interference among the peaks of the different analgesic drugs. The resolution was greater than 2.0 for each drug 
(except one). The limit of detection (LOD) for these analgesics ranged from 0.4 to 36 µg/ml across four matrices: 
tablets, pills, herbal infusions and traditional mixtures. In conclusion, this developed analytical method is suitable as 
a standard identification test for wide range of analysis drugs in both modern and traditional formulations. 
Keywords: analgesic, high performance liquid chromatography, analytical method development, identification. 
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บทคัดย่อ ตามขอ้มูลการตรวจวิเคราะหข์องส านกัยาและวตัถุเสพติด กระทรวงสาธารณสุขประเทศไทย เผยว่า
ตวัอยา่งส่งตรวจเพ่ือการด าเนินคดีนั้น มีจ านวนไม่นอ้ยเป็นหรือปลอมปนยาแกป้วด ยาแกป้วดท่ีตรวจพบมีหลายชนิด 
แต่ละชนิดมีวิธีการตรวจเอกลกัษณ์ต่างกนั ท าให้ตอ้งใชเ้วลาและงบประมาณมากในการตรวจวิเคราะห์ ดงันั้นจึง
พฒันาวิธีท่ีสามารถตรวจเอกลกัษณ์ยาแกป้วดไดพ้ร้อมกนัจ านวน 14 ชนิด (Aspirin, Paracetamol, Tramadol HCl, 
Piroxicam, Orphenadrine citrate, Naproxen sodium, Diclofenac sodium, Indomethacin, Tolperisone HCl, Eperisone 
HCl, Chlorzoxazone, Methocarbamol, Ibuprofenและ Mefenamic acid) โดยใชเ้ทคนิคโครมาโทกราฟฟีของเหลว
สมรรถนะสูง (HPLC) ซ่ึงระบบของ HPLC ประกอบดว้ย คอลมัน์ L7 (4.6 × 250 mm, 5µm) สารละลายตวัพาเป็น
ระบบ Gradient ประกอบดว้ย Acetonitrile และ 50mM Monobasic ammonium phosphate, pH 5.0 อตัราการไหล 1.0 
ml/min ตรวจวดัดว้ยคล่ืนแสงท่ี 254 nm โดยสารละลายตวัอยา่งเตรียมใน 50% Acetonitrile ผลการทดสอบความ
เฉพาะเจาะจง พบว่าวิธีมีความจ าเพาะเจาะจงกบัยาแกป้วดทั้ง 14 ชนิด ค่า Resolution ของตวัยาแต่ละชนิด (ยกเวน้ 1 
ชนิด) มากกว่า 2.0 และมีความไวในการตรวจพบในตวัอยา่ง ยาเมด็ ยาลูกกลอน ยาชงสมุนไพร และยาน ้าแผนโบราณ 
โดย Limit of detection (LOD) อยูใ่นช่วง 0.4-36 µg/ml จากผลการทดสอบความใชไ้ดข้องวิธีแสดงให้เห็นว่าวิธีท่ี
พฒันาขึ้นสามารถใชเ้ป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจเอกลกัษณ์ยาแกป้วด ในผลิตภณัฑย์าแผนปัจจบุนั และยาแผน
โบราณได ้
กุญแจค า : ยาแกป้วด,โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง,การพฒันาวิธีวิเคราะห์, การตรวจเอกลกัษณ์ 
 

บทน า ยาแกป้วดโดยทัว่ไปมีหลายชนิด ตั้งแต่ชนิดท่ีเป็นยาสามญัประจ าบา้นจนถึงแบบท่ีส่ังจ่ายโดยแพทย ์ ยาแก้
ปวดแต่ละชนิด มีกลไกการออกฤทธ์ิท่ีแตกต่างกนัในการระงบัอาการปวดผลิตภณัฑย์าแกป้วดท่ีจ าหน่ายในทอ้งตลาด
จึงมี หลายย่ีห้อ หลายรูปแบบ หากผลิตภณัฑน์ั้นไดรั้บอนุญาตผลิตอยา่งถูกตอ้งพอจะมัน่ใจไดว่้ามีคุณภาพและความ
ปลอดภยัตามมาตรฐาน แต่ก็มีไม่นอ้ยท่ีพบว่ายาแกป้วดเก่ียวขอ้งกบัพฤติการณ์การกระท าความผิดตอ่พระราชบญัญติั
ยา พ.ศ. 2510 (1) เช่น มีการลกัลอบผลิตและการจ าหน่ายยาแกป้วดอยา่งผิดกฎหมาย หรือมีการใชย้าแกป้วดในทางท่ี
ผิด รวมถึงมีการน ายาแกป้วดไปปลอมปนในผลิตภณัฑอ์ื่น เช่น ยาสมุนไพร ยาลูกกลอนหรือยาแผนโบราณ ซ่ึงส่วน
ใหญ่ผูสู้งอายมุกันิยมบริโภคเพื่อลดอาการปวดเม่ือย ตามขอ้มูลของส านกัยาและวตัถุเสพติด (2, 3, 4) พบว่ามีตวัอยา่ง
ยาของกลางหรือยาตอ้งสงสัยท่ีส่งมาตรวจพิสูจนค์น้หาหรือยืนยนัตวัยาแกป้วดในหลกัฐาน เพื่อด าเนินคดีหรือ
พิจารณาด าเนินคดีในแต่ละปีเป็นจ านวนมาก ท าให้ตอ้งใชง้บประมาณและเวลาค่อนขา้งมากในการตรวจพิสูจน ์
เน่ืองจากการตรวจพิสูจน์ยาแกป้วดแต่ละชนิดเป็นวิธีเฉพาะตวัของแต่ละตวัยา ดงันั้นส านกัยาและวตัถุเสพติดจึง
ด าเนินการพฒันาเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง พร้อมทั้งทดสอบความใชไ้ดข้องวิธีตามมาตรฐาน 
สากล (5, 6) ให้ไดวิ้ธีใหม่ท่ีสามารถใชเ้ป้นวิธีมาตรฐานในการตรวจพิสูจน์ยาแกป้วดหลายตวัยาพร้อมกนัในคราว
เดียวขึ้น ซ่ึงคาดว่าวิธีดงักล่าวจะสามารถช่วยลดเวลาและประหยดังบประมาณท่ีใชใ้นการตรวจพิสูจน์ไดม้ากขึ้น 
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วัสดุและวิธีการ 
เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 

1. High Performance Liquid Chromatography (HPLC): Shimadzu, Japan, Model LC-20 Series 
2. pH Meter: Mettler Toledo, Switzerland, Model SevenExcellent 
3. Analytical Balance: Mettler Toledo, Switzerland, Model MS3002S/01  
4. Analytical Balance: Mettler Toledo, Switzerland, Model XPR205  
5. Ultra Microbalance: Mettler Toledo, Switzerland, Model XP2U  
6. Ultrasonic Bath: Crest Powersonic, Malaysia, Model P2600D  
7. Water Filtration Apparatus: Millipore, America, Model MILLI-Q  
8. Column: VertiSep UPS C8 4.6 mm x 250 mm, 5 µm  
9. Column:Inertsil C8 4.6x250, 5 µm 
10. Column:Zorbax C8 4.6x250, 5 µm 
11. Filter: Vertipure, Nylon Syringe Filter 0.45 µm, Vertical Nylon Filter, 0.45 µm, AgelaTechnologie 
12. Glass ware Class A 

สารมาตรฐานและสารเคม ี
1. Aspirin Reference Standard: DMSc. Reference Standard, Code A0108, Control No. 04D63071 
2. Paracetamol Reference Standard: DMSc. Reference Standard, Code P0123, Control No. 08B63001 
3. Tramadol HCl Working Standard: DMSc. Working Standard, Code T0160, Control No. WS T160-2/60 
4. Methocarbamol Reference Standard: USP Reference Standard, Code M0051, Lot No. I0G112 
5. Tolperisone HCl: Mydoclam, Unison LaboratoriesCo.,Ltd, Lot 2IS903, MFG 04/09/19, EXP 04/09/22  

ใชผ้ลิตภณัฑย์าเมด็เน่ืองจากไม่มีสารมาตรฐานจ าหน่าย โดยทัว่ไปสารปรุงแต่งในสูตรต ารับยาเมด็ไม่มีผลต่อ
การทดสอบ 

6. Piroxicam Working Standard: DMSc. Working Standard, Code P0189, Control No. WS P189-3/61 
7. Eperisone HCl: Myonal, Eisai Co.,Ltd., Tokyo Japan, Batch No. 96KØ7P, MFG 26/04/19, EXP 25/04/22 

ใชผ้ลิตภณัฑย์าเมด็เน่ืองจากไม่มีสารมาตรฐานจ าหน่าย โดยทัว่ไปสารปรุงแต่งในสูตรต ารับยาเมด็ไม่มีผลต่อ
การทดสอบ 

8. Chlozoxazone Reference Standard: USP Reference Standard, Code C0049, Lot No. H 
9. Orphenadrine Citrate Working Standard: DMSc. Working Standard, Code O030, Control No. WS O030-

3/55 
10. Naproxen Sodium Reference Standard: DMSc. Reference Standard, Code N0025, Control No. 05B62055 
11. Diclofenac Sodium Reference Standard :DMSc. Reference Standard, Code D0077, Control No. 05B63004 
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12. Indomethacin Reference Standard :DMSc. Reference Standard, Code I0025, Control No. 05A61011  
13. Ibuprofen Reference Standard :DMSc. Reference Standard, Code I0004, Control No. 05B62040 
14. Mefenamic acid Reference Standard :DMSc. Reference Standard, Code M0035, Control No. 05C62020 
15. Acetonitrile, Anhydrous, HPLC Grade, Source: Macron, CAS No.: 75-05-8 
16. Monobasic Ammonium phosphate, Analytical Grade, Source: Carlo Erba, CAS No.: 7722-76-1 
17. Ammonium hydroxide, Analytical Grade, Source: Carlo Erba, CAS No.: 1336-21-6 
18. Buffer solution pH 2 Source: Merck, Lot No.: HC03981033 
19. Buffer solution pH 4 Source: Merck, Lot No.: HC91105435 
20. Buffer solution pH 7 Source: Merck, Lot No.: HC02388239 
21. Water Type I 

ตัวอย่างส าหรับใช้เป็น Placebo 
1. ยาเมด็ : บริษทั เภสัชกรรมนครพฒันา จ ากดั 
2. ยาชงสมุนไพร : ผงสมุนไพรเถาวลัยเ์ปรียง ตราธนัยพรสมุนไพร ร้านต ารับไทย สมุนไพรไทย 
3. ยาลูกกลอน : ตราไผเ่ขียว แกป้วดเม่ือย เบอร์ ๒ ร้านไทยจีนโอสถ                              
4. ยาน ้าแผนโบราณ : ยาน ้าสตรีเบนโล ห้างหุ้นส่วนจ ากดัฮุยแลนดฟ์าร์มาซี 

วิธีวิเคราะห์ 
สภาวะของ HPLC ท่ีใช ้

• Column: Vertisep UPS C8, 4.6 x 250 mm, 5 µm Serial Number 5717 
• Flow rate: 1 ml/min            
• Injection volume: 10 µl 
• Detector: PDA 254 nm  
• Run Time: 70 min        
• Gradient Method 

 
ตารางท่ี 1  แสดงสัดส่วนของสารละลายตวัพาในช่วงเวลาท่ีก าหนด 

Time (min) Buffer Acetonitrile 

0 – 5 70 30 
5.1 -50 58 42 

50.1 - 70 70 30 
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วิธีด าเนินการ 
1. การเตรียมสารละลาย 

1.1. การเตรียมสารละลาย50mM Monobasic ammonium phosphate of pH 5.0 (Mobile phase) 
ชัง่ Monobasic Ammonium phosphate 5.75 กรัม ละลายในน ้า Type I 1000 มิลลิลิตร ปรับ pH เป็น 
5.0 ดว้ย 3M Ammonium hydroxide กรองผา่น Nylon membrane filter ขนาด 0.45 µm  

1.2. การเตรียมสารละลาย 3M Ammonium Hydroxide 
ตวง Ammonium hydroxide 20 มิลลิลิตร ลงในน ้า ใน Volumetric flask ขนาด 100 มิลลิลิตร ปรับ
ปริมาตร 

1.3. การเตรียมสารละลายส าหรับใชเ้ป็น Diluent 
ตวง Acetonitrile 500 มิลลิลิตร ผสมกบัน ้า 500 มิลลิลิตร 

2. การทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของวิธี (Selectivity/Specificity) 
2.1. การเตรียมสารละลายมาตรฐานตั้งตน้ (Stock Standard Solution) 

2.1.1. ชัง่ Aspirin RS 10 มิลลิกรัม ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 10 มิลลิลิตร ละลายและปรับ
ปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานตั้งตน้ท่ีมีความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร 

2.1.2. ชัง่ Paracetamol RS 10 มิลลิกรัม ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 50 มิลลิลิตร ละลายและ
ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานตั้งตน้ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.2 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร 

2.1.3. ชัง่ Tramadol HCl RS 50 มิลลิกรัม ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 20 มิลลิลิตร ละลายและ
ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานตั้งตน้ท่ีมีความเขม้ขน้ 2.5 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร 

2.1.4. ชัง่ Methocarbamol RS 10 มิลลิกรัม ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 5 มิลลิลิตร ละลายและ
ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานตั้งตน้ท่ีมีความเขม้ขน้ 2 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร 

2.1.5. ชัง่ผงยาเมด็ Tolperisone HCl 150 มิลลิกรัม (มีตวัยา Tolperisone HCl 50 มิลลิกรัม) ใส่ใน 
Volumetric Flask ขนาด 100 มิลลิลิตร ละลายและปรับปริมาตรดว้ย Diluent เม่ือกรองดว้ย
Vertipure, Nylon Syringe Filter 0.45 µmจะไดส้ารละลายมาตรฐานตั้งตน้ท่ีมีความเขม้ขน้
ประมาณ0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

2.1.6. ชัง่ Piroxicam RS 10 มิลลิกรัม ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 25 มิลลิลิตร ละลายและปรับ
ปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานตั้งตน้ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.4 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร 
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2.1.7. ชัง่ผงยาเมด็ Eperisone HCl 160 มิลลิกรัม (มีตวัยา Eperisone HCl 50 มิลลิกรัม) ใส่ใน 
Volumetric Flask ขนาด 100 มิลลิลิตร ละลายและปรับปริมาตรดว้ย Diluent เม่ือกรองดว้ย
Vertipure, Nylon Syringe Filter 0.45 µmจะไดส้ารละลายมาตรฐานตั้งตน้ท่ีมีความเขม้ขน้
ประมาณ0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

2.1.8. ชัง่ Chlorzoxazone RS 10 มิลลิกรัม ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 5 มิลลิลิตร ละลายและ
ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานตั้งตน้ท่ีมีความเขม้ขน้ 2 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร 

2.1.9. ชัง่ Orphenadrine citrate RS 50 มิลลิกรัม ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 20 มิลลิลิตร 
ละลายและปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานตั้งตน้ท่ีมีความเขม้ขน้ 2.5 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

2.1.10. ชัง่ Naproxen sodium RS 10 มิลลิกรัม ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 10 มิลลิลิตร ละลาย
และปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานตั้งตน้ท่ีมีความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร 

2.1.11. ชัง่ Diclofenac sodium RS 10 มิลลิกรัม ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 10 มิลลิลิตร ละลาย
และปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานตั้งตน้ท่ีมีความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร 

2.1.12. ชัง่ Indomethacin RS 10 มิลลิกรัม ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 10 มิลลิลิตร ละลายและ
ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานตั้งตน้ท่ีมีความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร 

2.1.13. ชัง่ Ibuprofen RS 50 มิลลิกรัม ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 20 มิลลิลิตร ละลายและปรับ
ปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานตั้งตน้ท่ีมีความเขม้ขน้ 2.5 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร 

2.1.14. ชัง่ Mefenamic acid RS 10 มิลลิกรัม ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 5 มิลลิลิตร ละลายและ
ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานตั้งตน้ท่ีมีความเขม้ขน้ 2 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร 

2.2. การเตรียมสารละลายมาตรฐาน (Standard Solution) 
2.2.1. ปิเปตสารละลาย Aspirin Stock Solution 1 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 25 

มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จนครบ 25 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมี
ความเขม้ขน้ 40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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2.2.2. ปิเปตสารละลาย Paracetamol Stock Solution 1 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 25 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จนครบ 25 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมี
ความเขม้ขน้ 8 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

2.2.3. ปิเปตสารละลาย Tramadol Stock Solution 4 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 25 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จนครบ 25 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมี
ความเขม้ขน้ 400 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

2.2.4. ปิเปตสารละลาย Methocarbamol Stock Solution 1 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 
25 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จนครบ 25 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมี
ความเขม้ขน้ 80 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

2.2.5. ปิเปตสารละลาย Tolperisone Stock Solution 1 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 25 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จนครบ 25 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมี
ความเขม้ขน้ 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

2.2.6. ปิเปตสารละลาย Piroxicam Stock Solution 1 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 25 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จนครบ 25 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมี
ความเขม้ขน้ 16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

2.2.7. ปิเปตสารละลาย Eperisone Stock Solution 1 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 25 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จนครบ 25 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมี
ความเขม้ขน้ 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

2.2.8. ปิเปตสารละลาย Chlorzoxazone Stock Solution 1 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 
25 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จนครบ 25 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมี
ความเขม้ขน้ 80 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

2.2.9. ปิเปตสารละลาย Orphenadrine Stock Solution 4 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 
25 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จนครบ 25 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมี
ความเขม้ขน้ 400 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

2.2.10. ปิเปตสารละลาย Naproxen Stock Solution 1 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 25 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จนครบ 25 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมี
ความเขม้ขน้ 40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

2.2.11. ปิเปตสารละลาย Diclofenac Stock Solution 1 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 25 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จนครบ 25 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมี
ความเขม้ขน้ 40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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2.2.12. ปิเปตสารละลาย Indomethacin Stock Solution 1 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 
25 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จนครบ 25 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมี
ความเขม้ขน้ 40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

2.2.13. ปิเปตสารละลาย Ibuprofen Stock Solution 5 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 25 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จนครบ 25 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลายมาตรฐานความท่ี
มีเขม้ขน้ 480 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

2.2.14. ปิเปตสารละลาย Mefenamic acid  Stock Solution 1 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask 
ขนาด 25 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จนครบ 25 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลาย
มาตรฐานท่ีมีความเขม้ขน้ 80 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

2.3. การเตรียมสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 ชนิด (Standard Mix Solution, Std.Mix) 
2.3.1. ปิเปต Standard Stock Solution ทั้ง 14 ชนิด โดยแต่ละชนิด ปิเปตเป็นจ านวนเดียวกนักบั 

การปิเปตในหวัขอ้ 2.2.1 ถึง 2.2.14 แลว้ทั้งหมดใส่รวมกนัใน Volumetric Flask ขนาด 25 

มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent ครบ 25 มิลลิลิตร จากนั้นกรองดว้ย Nylon Syringe 

Filter 0.45 µm 

2.4. การเตรียมสารละลาย Placebo  
2.4.1. Placebo ยาเมด็ 

ชัง่ Placebo ยาเมด็ 25 มิลลิกรัม ใน Volumetric Flask ขนาด 5 มิลลิลิตร เติม Diluent น าไป 
Sonicate ประมาณ 5 นาที ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จากนั้นกรองดว้ย Nylon Syringe Filter 
0.45 µm 

2.4.2. Placebo ยาชงสมุนไพร 
ชัง่ Placebo ยาชงสมุนไพร 25 มิลลิกรัม ใน Volumetric Flask ขนาด 5 มิลลิลิตร เติม 
Diluent น าไป Sonicate ประมาณ 5 นาที ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จากนั้นกรองดว้ย Nylon 
Syringe Filter 0.45 µm 

2.4.3. Placebo ยาลูกกลอน 
ชัง่ Placebo ยาลูกกลอน 25 มิลลิกรัม ใน Volumetric Flask ขนาด 5 มิลลิลิตร เติม Diluent 
น าไป Sonicate ประมาณ 5 นาที ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จากนั้นกรองดว้ย Nylon Syringe 
Filter 0.45 µm  

2.4.4. Placebo ยาน ้าแผนโบราณ 
ปิเปต Placebo ยาน ้าแผนโบราณ1 มิลลิลิตรใน Volumetric Flask ขนาด 5 มิลลิลิตร เติม 
Diluent น าไป Sonicate ประมาณ 5 นาที ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จากนั้นกรองดว้ย Nylon 
Syringe Filter 0.45 µm 
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2.5. การเตรียมสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 ชนิด และผสม Placebo ชนิดละ 3 ซ ้า 
(A,B,C) 
2.5.1. Placebo ยาเมด็ 

ชัง่ Placebo ยาเมด็ 25 มิลลิกรัม ใน Volumetric Flask ขนาด 5 มิลลิลิตร เติม Std.Mix น าไป 

Sonicate ประมาณ 5 นาที ปรับปริมาตรดว้ย Std.Mix จากนั้นกรองดว้ย Nylon Syringe 

Filter 0.45 µm 

2.5.2. Placebo ยาชงสมุนไพร 

ชัง่ Placebo ยาชงสมุนไพร 25 มิลลิกรัม ใน Volumetric Flask ขนาด 5 มิลลิลิตร เติม 

Std.Mix น าไป Sonicate ประมาณ 5 นาที ปรับปริมาตรดว้ย Std.Mix จากนั้นกรองดว้ย 

Nylon Syringe Filter 0.45 µm 

2.5.3. Placebo ยาลูกกลอน 

ชัง่ Placebo ยาลูกกลอน 25 มิลลิกรัม ใน Volumetric Flask ขนาด 5 มิลลิลิตร เติม Std.Mix 

น าไป Sonicate ประมาณ 5 นาที ปรับปริมาตรดว้ย Std.Mix จากนั้นกรองดว้ย Nylon 

Syringe Filter 0.45 µm 

2.5.4. Placebo ยาน ้าแผนโบราณ 

ปิเปต Placebo ยาน ้าแผนโบราณ 1 มิลลิลิตร ใน Volumetric Flask ขนาด 5 มิลลิลิตร เติม 

Std.Mix น าไป Sonicate ประมาณ 5 นาที ปรับปริมาตรดว้ย Std.Mix จากนั้นกรองดว้ย 

Nylon Syringe Filter 0.45 µm 

วิธีด าเนินการ 
1. ฉีด Diluent จ านวน 1 ซ ้า เพ่ือตรวจสอบbase line และ noise  
2. ฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 ชนิด จ านวน 3 ซ ้า เพ่ือทดสอบความน่ิงของระบบ 
3. ฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 ชนิด และผสม Placebo ชนิดละ 1 ซ ้า  
4. ฉีดคัน่สารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 ชนิด และผสม Placebo ในขอ้ 3 ดว้ยสารละลาย

มาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 ชนิด จ านวน 1 ซ ้า 
5. ฉีดปิดทา้ยดว้ย สารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 ชนิด จ านวน 1 ซ ้า 
6. บนัทึกค่า Retention time, Resolution, Peak Purity และ %Match  
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เกณฑก์ารยอมรับ 

1. Peak ยาแต่ละตวัท่ีปรากฎใน Chromatogram ท่ีไดจ้ากการฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 
ชนิด ทั้งท่ีผสมและไม่ผสม Placebo ตอ้งมี Retention time แตกต่างกนั 

2. Peak ยาแต่ละตวัท่ีปรากฎใน Chromatogram ท่ีไดจ้ากการฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 
ชนิด ตอ้งมีค่า Resolution ระหว่างตวัยาไม่ต ่ากว่า 2.0 

3. Peak ยาแต่ละตวัท่ีปรากฎใน Chromatogram ท่ีไดจ้ากการฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 
ชนิด และผสม Placeboตอ้งมีค่า Peak Purity ไม่นอ้ยกว่า 0.95 

4. Peak ยาแต่ละตวัท่ีปรากฎใน Chromatogram ท่ีไดจ้ากการฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 
ชนิด และผสม Placebo เม่ือเทียบกบัสารละลายมาตรฐาน ตอ้งมีค่า %Matching ของ Spectrum ไม่นอ้ย
กว่าร้อยละ 95 

 
3. การทดสอบความเหมาะสมของระบบโครมาโทกราฟ (System Suitability) 

3.1. การทดสอบความเท่ียงของระบบโครมาโทกราฟ 
การเตรียมสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 ชนิด ตามขอ้ 2.3 

วิธีด าเนินการ 
1. ฉีด Diluent จ านวน 1 ซ ้า เพ่ือตรวจสอบ base line และ noise  
2. ฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 ชนิด จ านวน 3 ซ ้า เพ่ือทดสอบความน่ิงของระบบ 
3. บนัทึกค่า Retention time และค่า Resolution  

การค านวณ 
1. ค านวณหาค่าเฉล่ียและค่า %RSD ของค่า Retention time และค่า Resolution ท่ีไดจ้ากการฉีด 3 ซ ้า  

เกณฑก์ารยอมรับ 
1. ค่า %RSD ของตวัยาทุกตวัตอ้งไม่เกิน 2.0 

 
4. การทดสอบขดีจ ากดัของการตรวจพบ (Limit of Detection) 

 ด าเนินการโดยการค่อยๆลดความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน และของสารละลายมาตรฐานผสม 
Placebo ลงจนไดค้วามเขม้ขน้ต ่าสุดของตวัยาแต่ละตวั ท่ีสามารถตรวจพบและสามารถพิสูจน์เอกลกัษณ์ได ้จากนั้น
เตรียมสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 ชนิด และสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 ชนิด และ
ผสม Placebo ตามตวามเขม้ขน้ดงักล่าวอีกคร้ัง โดยเตรียมชนิดละ 3 ซ ้า เพ่ือทดสอบความแม่นย  าของขีดจ ากดัการ
ตรวจพบ โดยรายละเอียดของการเตรียมสารละลายทดสอบมีดงัน้ี 
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4.1. การเตรียมสารละลายมาตรฐานตั้งตน้ (Stock Standard Solution) 
4.1.1. ชัง่ Aspirin RS 2 มิลลิกรัม ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 100 มิลลิลิตร ละลายและปรับ

ปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานตั้งตน้ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.02 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร 

4.1.2. ชัง่ Paracetamol RS 2 มิลลิกรัม ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 100 มิลลิลิตร ละลายและ
ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานตั้งตน้ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.02 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร 

4.1.3. ชัง่ Tramadol HCl RS 2 มิลลิกรัม ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 10 มิลลิลิตร ละลายและ
ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานตั้งตน้ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.2 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร 

4.1.4. ชัง่ Methocarbamol RS 2 มิลลิกรัม ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 20 มิลลิลิตร ละลายและ
ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานตั้งตน้ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร 

4.1.5. ชัง่ผงยาเมด็ Tolperisone HCl 6 มิลลิกรัม (มีตวัยา Tolperisone HCl 2 มิลลิกรัม) ใส่ใน 
Volumetric Flask ขนาด 100 มิลลิลิตร ละลายและปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะได้
สารละลายมาตรฐานตั้งตน้ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.02 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

4.1.6. ชัง่ Piroxicam RS 2 มิลลิกรัม ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 100 มิลลิลิตร ละลายและปรับ
ปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานตั้งตน้ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.02 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร 

4.1.7. ชัง่ผงยาเมด็ Eperisone HCl 6 มิลลิกรัม (มีตวัยา Eperisone HCl 2 มิลลิกรัม) ใส่ใน 
Volumetric Flask ขนาด 100 มิลลิลิตร ละลายและปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะได้
สารละลายมาตรฐานตั้งตน้ท่ีมีเขม้ขน้ 0.02 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

4.1.8. ชัง่ Chlorzoxazone RS 2 มิลลิกรัม ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 50 มิลลิลิตร ละลายและ
ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานตั้งตน้ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.04 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร 

4.1.9. ชัง่ Orphenadrine citrate RS 5 มิลลิกรัม ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 10 มิลลิลิตร ละลาย
และปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานตั้งตน้ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.5 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

4.1.10. ชัง่ Naproxen sodium RS 2 มิลลิกรัม ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 100 มิลลิลิตร ละลาย
และปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานตั้งตน้ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.02 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
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4.1.11. ชัง่ Diclofenac sodium RS 2 มิลลิกรัม ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 10 มิลลิลิตร ละลาย
และปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานตั้งตน้ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.2 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

4.1.12. ชัง่ Indomethacin RS 2 มิลลิกรัม ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 20 มิลลิลิตร ละลายและ
ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานตั้งตน้ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร 

4.1.13. ชัง่ Ibuprofen RS 10 มิลลิกรัม ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 50 มิลลิลิตร ละลายและปรับ
ปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานตั้งตน้ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.2 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร 

4.1.14. ชัง่ Mefenamic acid RS 2 มิลลิกรัม ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 10 มิลลิลิตร ละลายและ
ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานตั้งตน้ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.2 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร 

4.2. การเตรียมสารละลายมาตรฐาน (Standard Solution) 
4.2.1. ปิเปตสารละลาย Aspirin Stock Solution 2 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 50 

มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมีความเขม้ขน้ 0.8 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

4.2.2. ปิเปตสารละลาย Paracetamol Stock Solution 1 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 50 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมีความเขม้ขน้ 0.4 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

4.2.3. ปิเปตสารละลาย Tramadol Stock Solution 1 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 50 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมีความเขม้ขน้ 4 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

4.2.4. ปิเปตสารละลาย Methocarbamol Stock Solution 1 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 
50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมีความเขม้ขน้ 2 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

4.2.5. ปิเปตสารละลาย Tolperisone Stock Solution 2 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 50 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานความท่ีมีเขม้ขน้ 0.8 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

4.2.6. ปิเปตสารละลาย Piroxicam Stock Solution 7 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 50 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานความท่ีมีเขม้ขน้ 2.8 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 



สารต ารายา ปีท่ี 29  ฉบบัท่ี 2 พฤษภาคม–สิงหาคม  2566   13 
  

4.2.7. ปิเปตสารละลาย Eperisone Stock Solution 6 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 50 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมีความเขม้ขน้ 2.4 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

4.2.8. ปิเปตสารละลาย Chlorzoxazone Stock Solution 5 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 
50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมีความเขม้ขน้ 4 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

4.2.9. ปิเปตสารละลาย Orphenadrine Stock Solution 1 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 
50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมีความเขม้ขน้ 10 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

4.2.10. ปิเปตสารละลาย Naproxen Stock Solution 4 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 50 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมีความเขม้ขน้ 1.6 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

4.2.11. ปิเปตสารละลาย Diclofenac Stock Solution 1 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 50 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมีความเขม้ขน้ 4 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

4.2.12. ปิเปตสารละลาย Indomethacin Stock Solution 2 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 
50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมีความเขม้ขน้ 4 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

4.2.13. ปิเปตสารละลาย Ibuprofen Stock Solution 9 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 50 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมีความเขม้ขน้ 36 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

4.2.14. ปิเปตสารละลาย Mefenamic acid  Stock Solution 2 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask 
ขนาด 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมีความเขม้ขน้ 8 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

4.3. การเตรียมสารละลายมาตรฐานผสมแบบผสมยาแกป้วด 14 ชนิด (Standard Mix Solution, Std.Mix) 
4.3.1. ปิเปต Standard Stock Solution ทั้ง 14 ชนิด โดยแต่ละชนิด ปิเปตเป็นจ านวนเดียวกนักบั 

การปิเปตในหวัขอ้ 4.2.1 ถึง 4.2.14 แลว้ทั้งหมดใส่รวมกนัใน Volumetric Flask ขนาด 50 

มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent ครบ 50 มิลลิลิตร จากนั้นกรองดว้ย Nylon Syringe 

Filter 0.45 µm 
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4.4. การเตรียมสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 ชนิด และผสม Placebo ชนิดละ 3 ซ ้า 
(A,B,C) 
4.4.1. Placebo ยาเมด็  

ชัง่ Placebo ยาเมด็ 25 มิลลิกรัม ลงใน Volumetric Flask ขนาด 5 มิลลิลิตร เติม Std.Mix 

น าไป Sonicate ประมาณ 5 นาที ปรับปริมาตรดว้ย Std.Mix จากนั้นกรองดว้ย Nylon 

Syringe Filter 0.45 µm 

4.4.2. Placebo ยาชงสมุนไพร 

ชัง่ยาชงสมุนไพร 25 มิลลิกรัม ลงใน Volumetric Flask ขนาด 5 มิลลิลิตร เติม Std.Mix 

น าไป Sonicate ประมาณ 5 นาที ปรับปริมาตรดว้ย Std.Mix จากนั้นกรองดว้ย Nylon 

Syringe Filter 0.45 µm 

4.4.3. Placebo ยาลูกกลอน  

ชัง่ Placebo ยาลูกกลอน 25 มิลลิกรัม ลงใน Volumetric Flask ขนาด 5 มิลลิลิตร เติม 

Std.Mix น าไป Sonicate ประมาณ 5 นาที ปรับปริมาตรดว้ย Std.Mix จากนั้นกรองดว้ย 

Nylon Syringe Filter 0.45 µm 

4.4.4. Placebo ยาน ้าแผนโบราณ 

ปีเปตยาน ้าแผนโบราณ 1 มิลลิลิตร ลงใน Volumetric Flask ขนาด 5 มิลลิลิตร เติม Std.Mix 

น าไป Sonicate ประมาณ 5 นาที ปรับปริมาตรดว้ย Std.Mix จากนั้นกรองดว้ย Nylon 

Syringe Filter 0.45 µm 

วิธีด าเนินการ 
1. ฉีด Diluent จ านวน 1 ซ ้า เพ่ือตรวจสอบ base line และ noise  
2. ฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 ชนิด จ านวน3 ซ ้า เพ่ือทดสอบความน่ิงของระบบ 
3. ฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 ชนิด และผสม Placebo ชนิดละ 1 ซ ้า  
4. ฉีดคัน่สารละลายในขอ้ 3 ทุก ๆ 2 ซ ้า ดว้ยสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 ชนิด จ านวน 1 ซ ้า                        
5. ฉีดปิดทา้ยดว้ย สารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 ชนิด จ านวน 1 ซ ้า 
6. บนัทึกค่า Signal to noise ratio, Retention time, Resolution, Peak Purity และ %Matching 

เกณฑก์ารยอมรับ 
1. Signal to noise ratio ของ Peak ตวัยาแต่ละตวั ท่ีปรากฎใน Chromatogram ท่ีไดจ้ากการฉีดสารละลาย

มาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 ชนิด และสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 ชนิด และผสม
Placebo ตอ้งไม่นอ้ยกว่า 3.0 
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2. Peak ยาแต่ละตวัท่ีปรากฎใน Chromatogram ท่ีไดจ้ากการฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 
ชนิด และสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 ชนิดและผสม Placeboตอ้งมีค่า Peak Purity ไม่
นอ้ยกว่า 0.95 

3. Peak ยาแต่ละตวัท่ีปรากฎใน Chromatogram ท่ีไดจ้ากการฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 
ชนิด และสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 ชนิด และผสม Placeboเม่ือเทียบกบัสารละลาย
มาตรฐานตอ้งมีค่า %Matching ของ Spectrum ไม่นอ้ยกว่าร้อยละ 95 

 
5. การศึกษาความคงทนของวิธี (Robustness) 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 
เตรียมสารละลายมาตรฐาน และสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 ชนิดตามขอ้ 2 การ

ทดสอบความจ าเพาเจาะจงของวิธี 
การศึกษาความคงทนของวิธี ประกอบดว้ย 2 วิธีการ 

1. ความยาวคล่ืนในการตรวจวดั: จาก 254 นาโนเมตร เปล่ียนเป็น 252 และ 256 นาโนเมตร 
2. คอลมัน์: จาก Vertisep UPS C8, 4.6 × 250 mm, 5 m เปล่ียนเป็น Inertsil C8 4.6 × 250 mm, 

5 µm และ Zorbax C8 4.6 × 250 mm, 5 µm 
วิธีด าเนินการ 

1. ฉีด Diluent จ านวน 1 ซ ้า เพ่ือตรวจสอบ base line และ noise  
2. ฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 ชนิด จ านวน 3 ซ ้า เพ่ือทดสอบความน่ิงของระบบ 
3. ฉีดสารละลายมาตรฐาน ชนิดละจ านวน 1 ซ ้า 
4. ฉีดปิดทา้ยดว้ย สารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 ชนิด จ านวน 1 ซ ้า 
5. บนัทึกค่า Retention time, Resolution, Peak Purity และ %Matching 

เกณฑก์ารพิจารณา 
1. ค่า Retention time ของ Peak ของตวัยาแต่ละตวัท่ีปรากฎใน Chromatogram เม่ือปรับเปล่ียน Parameter  
2. ค่า Peak Purity ของ Peak ของตวัยาแต่ละตวัท่ีปรากฎใน Chromatogram เม่ือปรับเปล่ียน Parameter  
3. ค่า Resolutionระหว่าง Peak ของตวัยาแต่ละตวัท่ีปรากฎใน Chromatogram เม่ือปรับเปล่ียน Parameter  
4. ค่า %Matching ของ Spectrum ของตวัยาแต่ละตวัท่ีปรากฎใน Chromatogram เม่ือปรับเปล่ียน Parameter 

ผล 
1. การทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของวิธี (Selectivity/Specificity) 

 วิธีการท่ีพฒันาขึ้นสามารถแยกพีคของยาแกป้วดทั้ง 14 ชนิด ออกจากกนัไดช้ดัเจน โดยพิจารณาจาก 
โครมาโทแกรมตามรูปที่ 1 ซ่ึงพบว่าแต่ละพีค (ยกเวน้ Orphenadrine) ท่ีอยูใ่กลก้นัมีค่า Resolution มากกว่า 2.0  ทั้งน้ี
ค่า Retention time และ Resolution แสดงดงัตารางท่ี 2 
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รูปท่ี 1 แสดงโครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 ชนิด 
 
ตารางท่ี 2  แสดงค่า Retention time (RT), ค่า Relative retention time (RRT) และค่า Resolution ของ

สารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 ชนิด 
No. Standard RT RRT Resolution 
1 Aspirin 3.304 0.09 - 
2 Paracetamol 3.748 0.10 3.514 
3 Tramadol 5.223 0.14 9.535 
4 Methocarbamol 6.336 0.17 4.266 
5 Tolperisone 8.789 0.24 8.564 
6 Piroxicam 11.940 0.32 6.473 
7 Eperisone 12.651 0.34 2.221 
8 Chlorzoxazone 13.845 0.37 4.332 
9 Orphenadrine 14.258 0.39 1.504 
10 Naproxen 16.222 0.44 5.207 
11 Diclofenac 22.898 0.62 14.611 
12 Indomethacin 24.333 0.66 2.486 
13 Ibuprofen 32.956 0.89 10.179 
14 Mefenamic acid 36.992 1.0 4.319 

เม่ือฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 ชนิดท่ีแยกผสมกบั Placebo 4 ประเภท ไดแ้ก่ยาเมด็ ยาชง

สมุนไพร ยาลูกกลอน และยาน ้าแผนโบราณ พบว่ายาแต่ละชนิดมีคา่  Retention time แตกต่างกนั พีคของยาไม่ถูก

รบกวนจากสารอ่ืนในต ารับยาเมด็ ยาชงสมุนไพร ยาลูกกลอน และยาน ้าแผนโบราณโดยมีค่า Peak Purity ไม่ต ่ากว่า 

0.95 รวมถึงมีค่า %Matching ของ Spectrum เม่ือเทียบกบัสารละลายมาตรฐานไม่ต ่ากว่าร้อยละ 95 (ตารางท่ี 3) 
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ตารางท่ี 3  แสดงค่า Retention time ค่า Peak Purity และค่า %Matching (%Mat) ของยาแกป้วดแต่ละชนิดเม่ือ

ฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 ชนิด ท่ีแยกผสมกบั Placebo 4 ประเภท ไดแ้ก่ยาเมด็ ยาชงสมุนไพร 

ยาลูกกลอน และยาน ้าแผนโบราณ  

Standard 
ยาเม็ด ยาชงสมุนไพร ยาลูกกลอน ยาน ้าแผนโบราณ 

Average (%RSD) Average (%RSD) Average (%RSD) Average (%RSD) 
RT %Mat Purity RT %Mat Purity RT %Mat Purity RT %Mat Purity 

Aspirin 3.299 
(0.23) 

99.99 
(0.00) 

99.39 
(0.53) 

3.302 
(0.16) 

99.41 
(0.05) 

97.57 
(1.31) 

3.335 
(0.69) 

99.84 
(0.03) 

99.66 
(0.06) 

3.111 
(0.24) 

96.27 
(0.00) 

99.08 
(0.49) 

Paracetamol 3.742 
(0.24) 

99.99 
(0.00) 

99.69 
(0.53) 

3.754 
(0.13) 

99.64 
(0.02) 

99.59 
(0.23) 

3.971 
(0.91) 

99.83 
(0.04) 

99.42 
(0.56) 

3.793 
(0.26) 

96.19 
(0.25) 

96.58 
(0.77) 

Tramadol 5.199 
(0.57) 

99.89 
(0.03) 

100.00 
(0.00) 

5.258 
(0.18) 

99.89 
(0.02) 

99.79 
(0.36) 

5.399 
(2.80) 

99.85 
(0.03) 

95.40 
(8.33) 

5.316 
(0.60) 

99.83 
(0.02) 

99.87 
(0.11) 

Methocarbamol 6.293 
(0.55) 

99.99 
(0.00) 

100.00 
(0.00) 

6.367 
(0.19) 

99.99 
(0.00) 

99.99 
(0.00) 

6.554 
(3.15) 

99.99 
(0.01) 

99.99 
(0.01) 

6.440 
(0.66) 

99.99 
(0.00) 

99.99 
(0.00) 

Tolperisone 8.707 
(0.67) 

99.99 
(0.01) 

99.99 
(0.00) 

8.847 
(0.24) 

99.98 
(0.00) 

99.99 
(0.00) 

9.212 
(4.52) 

99.97 
(0.02) 

99.38 
(1.08) 

8.978 
(0.77) 

99.97 
(0.03) 

99.17 
(0.01) 

Piroxicam 11.878 
(0.43) 

99.98 
(0.01) 

99.76 
(0.42) 

11.991 
(0.13) 

99.96 
(0.00) 

98.42 
(2.44) 

12.257 
(2.21) 

99.95 
(0.03) 

99.99 
(0.00) 

12.138 
(1.01) 

99.93 
(0.07) 

99.64 
(0.58) 

Eperisone 12.610 
(0.33) 

99.99 
(0.01) 

99.91 
(0.09) 

12.693 
(0.08) 

99.93 
(0.01) 

96.69 
(5.74) 

12.930 
(1.89) 

99.95 
(0.01) 

95.62 
(7.33) 

12.839 
(1.23) 

99.91 
(0.06) 

99.93 
(0.05) 

Chlorzoxazone 13.801 
(0.29) 

99.99 
(0.00) 

99.82 
(0.15) 

13.887 
(0.08) 

99.99 
(0.00) 

100.00 
(0.00) 

14.149 
(0.27) 

99.99 
(0.00) 

100.00 
(0.00) 

14.061 
(1.38) 

99.99 
(0.00) 

100.00 
(0.00) 

Orphenadrine 14.205 
(0.36) 

99.99 
(0.00) 

99.96 
(0.08) 

14.311 
(0.09) 

99.99 
(0.00) 

99.99 
(0.01) 

14.632 
(2.26) 

99.99 
(0.01) 

99.92 
(0.70) 

14.554 
(2.04) 

99.98 
(0.01) 

99.99 
(0.01) 

Naproxen 16.159 
(0.34) 

99.99 
(0.00) 

100.00 
(0.00) 

16.276 
(0.12) 

99.99 
(0.00) 

100.00 
(0.00) 

16.648 
(2.26) 

99.99 
(0.00) 

96.82 
(2.96) 

16.560 
(2.09) 

99.99 
(0.01) 

100.00 
(0.00) 

Diclofenac 22.756 
(0.41) 

99.99 
(0.00) 

100.00 
(0.00) 

22.974 
(0.17) 

99.99 
(0.00) 

100.00 
(0.00) 

23.757 
(3.32) 

99.99 
(0.00) 

100.00 
(0.00) 

23.724 
(1.05) 

99.99 
(0.01) 

99.98 
(0.03) 

Indomethacin 24.170 
(0.44) 

99.99 
(0.00) 

100.00 
(0.00) 

24.420 
(0.19) 

99.99 
(0.00) 

100.00 
(0.00) 

25.315 
(3.58) 

99.99 
(0.00) 

100.00 
(0.00) 

25.296 
(4.91) 

99.99 
(0.00) 

99.99 
(0.00) 

Ibuprofen 32.780 
(0.48) 

99.99 
(0.00) 

100.00 
(0.00) 

33.140 
(0.21) 

99.98 
(0.01) 

100.00 
(0.00) 

34.462 
(3.80) 

99.97 
(0.02) 

100.00 
(0.00) 

34.570 
(6.31) 

99.90 
(0.07) 

100.00 
(0.00) 

Mefenamic 36.719 
(0.96) 

99.99 
(0.00) 

100.00 
(0.00) 

37.165 
(0.22) 

99.99 
(0.00) 

100.00 
(0.00) 

38.750 
(3.99) 

99.99 
(0.00) 

100.00 
(0.00) 

39.119 
(7.52) 

99.99 
(0.00) 

100.00 
(0.00) 
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2. การทดสอบความเหมาะสมของระบบโครมาโทกราฟ (System suitability) 

เม่ือฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 ชนิด จ านวน 3 ซ ้า พบว่ายาแกป้วดแต่ละชนิดมีค่า 

%RSD ของ Retention time และส่วนใหญ่ของค่า Resolutionไม่เกิน 2.0 ตามตารางท่ี 4 ยกเวน้ค่า Resolution ของ 

Paracetamol และ Tramadol ท่ีมีคา่ %RSD มากกว่า 2 แต่เน่ืองจากค่า Resolution ของตวัยาทั้ง 2 มีคา่มากกว่า 2.0 

ดงันั้นในกรณีน้ีไม่ส่งผลทางลบตอ่ความสามารถของวิธีในการแยกตวัยา 
 

ตารางท่ี 4  แสดงผลความเท่ียงของระบบโครมาโทกราฟ 
No. Standard Av. RT %RSD Av. Resolution %RSD 
1 Aspirin 3.415 0.117 - - 
2 Paracetamol 3.923 0.120 3.348 4.297 
3 Tramadol 6.008 0.214 9.039 4.763 
4 Methocarbamol 7.402 0.208 4.264 0.075 
5 Tolperisone 10.734 0.192 8.540 0.243 
6 Piroxicam 13.111 0.019 6.520 0.699 
7 Eperisone 13.721 0.081 2.202 1.352 
8 Chlorzoxazone 15.081 0.133 4.321 0.219 
9 Orphenadrine 15.658 0.282 1.483 1.912 
10 Naproxen 17.906 0.300 5.274 1.765 
11 Diclofenac 26.275 0.229 14.750 0.840 
12 Indomethacin 28.147 0.242 2.494 0.367 
13 Ibuprofen 38.601 0.061 10.129 0.551 
14 Mefenamic acid 44.288 0.132 4.316 0.238 

 

3. การทดสอบขดีจ ากดัของการตรวจพบ (Limit of Detection, LOD) 
 เม่ือฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 ชนิด และแยกผสม Placebo ยาเมด็ ยาชงสมุนไพร  
ยาลูกกลอน และยาน ้าแผนโบราณ โดยความเขม้ขน้ของยาแก่ปวดแต่ละชนิดเป็นความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีจะสามารถ
ตรวจพบและพิสูจน์เอกลกัษณ์ไดน้ั้น พบว่าค่า Signal to noise ratio ของยาแกป้วดแต่ละชนิดไม่ต ่ากว่า 3.0 ทั้งน้ีส่วน
ใหญ่มีค่า Peak Purity ไม่นอ้ยกว่า 0.95 และมีค่า %Matching ของ Spectrum ไม่นอ้ยกว่าร้อยละ 95 ยกเวน้ 
Paracetamol และ Aspirin ในสารละลายท่ีผสม Placebo ยาชงสมุนไพร ยาลูกกลอน และยาน ้าแผนโบราณ และ 
Tramadol และ Methocarbamol ในสารละลายท่ีผสม Placebo ยาลูกกลอน และยาน ้าแผนโบราณ ท่ีไม่สามารถหาค่า 
LOD ได ้(ตารางท่ี 5) ทั้งน้ีเน่ืองจากเม่ือความเขม้ขน้ของยาดงักล่าวเร่ิมต ่าลง พีคขนาดใหญ่กว่าใน Placebo ยาชง
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สมุนไพร ยาลูกกลอน และยาน ้าแผนโบราณ ซ่ึงปรากฎอยูใ่กลก้บัพคียาจะส่งอทิธิพลรบกวนพีคยาท่ีมีขนาดเลก็กว่า
เหล่านั้น จนไม่สามารถหาค่าขีดจ ากดัการตรวจพบได ้
 

ตารางท่ี 5  แสดงค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถตรวจพบและพิสูจน์เอกลกัษณ์ได ้(LOD) ค่า Peak Purity 
และค่า %Matching (%Mat) ของสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 ชนิด และแยกผสม Placebo ทั้ง 4 ชนิด 

Standard Conc 

µg/ml 
ยาเม็ด ยาชงสมุนไพร ยาลูกกลอน ยาน ้าแผนโบราณ 

Average (%RSD) Average (%RSD) Average (%RSD) Average (%RSD) 

S/N %Mat Purity S/N %Mat Purity S/N %Mat Purity S/N %Mat Purity 

Aspirin 0.8 8.9 
(17.57) 

99.73 
(0.11) 

98.56 
(2.50) 

NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Paracetamol 0.4 54.5 
(25.91) 

99.77 
(0.02) 

99.99 
(0.01) 

NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

Tramadol 4.0 12.7 
(24.37) 

99.56 
(0.45) 

99.99 
(0.00) 

5.8 
(14.14) 

99.78 
(0.16) 

99.99 
(0.00) 

NA NA NA NA NA NA 

Methocarbamol 2.0 11.7 
(25.07) 

99.91 
(0.03) 

99.99 
(0.00) 

5.3 
(4.82) 

99.95 
(0.02) 

99.99 
(0.00) 

NA NA NA NA NA NA 

Tolperisone 0.8 
 

43.6 
(27.40) 

97.57 
(1.56) 

99.95 
(0.01) 

19.6 
(10.83) 

97.09 
(2.37) 

99.95 
(0.01) 

10.6 
(14.31) 

98.08 
(2.54) 

99.96 
(0.01) 

13.8 
(51.09) 

96.20 
(0.79) 

99.94 
(0.03) 

Piroxicam 2.8 
 

200.4 
(26.27) 

97.45 
(3.42) 

99.99 
(0.00) 

86.4 
(3.95) 

99.92 
(0.05) 

99.99 
(0.00) 

43.7 
(17.95) 

99.96 
(0.05) 

99.99 
(0.00) 

49.1 
(52.64) 

99.91 
(0.08) 

99.93 
(0.11) 

Eperisone 2.4 
 

222.8 
(25.28) 

97.24 
(3.93) 

99.83 
(0.29) 

101.0 
(5.89) 

99.64 
(0.09) 

99.99 
(0.00) 

50.2 
(14.26) 

99.49 
(0.12) 

99.99 
(0.00) 

55.1 
(48.67) 

99.68 
(0.06) 

99.95 
(0.09) 

Chlorzoxazone 4.0 
 

25.9 
(4.83) 

98.38 
(2.21) 

99.99 
(0.00) 

10.6 
(5.95) 

99.94 
(0.01) 

99.99 
(0.00) 

5.2 
(16.09) 

99.91 
(0.08) 

99.99 
(0.00) 

4.9 
(14.09) 

99.93 
(0.03) 

98.68 
(2.31) 

Orphenadrine 10.0 
 

14.9 
(42.03) 

99.65 
(0.27) 

99.99 
(0.00) 

6.9 
(4.77) 

99.92 
(0.02) 

99.99 
(0.00) 

3.7 
(13.22) 

99.82 
(0.14) 

99.99 
(0.00) 

4.6 
(45.43) 

99.74 
(0.13) 

99.61 
(0.67) 

Naproxen 1.6 
 

33.9 
(21.39) 

99.81 
(0.12) 

99.99 
(0.00) 

16.2 
(2.93) 

99.15 
(0.70) 

99.99 
(0.00) 

8.5 
(14.48) 

99.73 
(0.29) 

99.99 
(0.00) 

8.1 
(41.78) 

99.86 
(0.04) 

99.99 
(0.00) 

Diclofenac 4.0 
 

62.5 
(21.62) 

99.72 
(0.11) 

99.99 
(0.00) 

28.6 
(6.10) 

99.49 
(0.28) 

99.99 
(0.00) 

14.8 
(14.19) 

99.34 
(0.82) 

99.99 
(0.00) 

9.8 
(0.77) 

99.95 
(0.01) 

99.57 
(0.75) 

Indomethacin 4.0 
 

153.2 
(20.99) 

98.60 
(0.21) 

99.99 
(0.00) 

70.2 
(7.78) 

98.88 
(0.13) 

99.99 
(0.00) 

35.7 
(12.54) 

99.43 
(0.75) 

99.99 
(0.00) 

18.6 
(1.20) 

99.93 
(0.02) 

99.99 
(0.00) 

Ibuprofen 36.0 
 

19.8 
(27.18) 

99.93 
(0.06) 

99.99 
(0.00) 

7.1 
(22.29) 

99.83 
(0.16) 

99.99 
(0.00) 

4.6 
(20.15) 

99.97 
(0.01) 

99.99 
(0.00) 

3.6 
(10.8) 

99.97 
(0.00) 

99.69 
(0.27) 

Mefenamic 8.0 
 

57.4 
(23.35) 

99.72 
(0.09) 

99.99 
(0.00) 

27.1 
(11.65) 

99.73 
(0.25) 

99.11 
(1.55) 

14.1 
(14.34) 

99.75 
(0.09) 

99.99 
(0.00) 

11.9 
(0.87) 

99.90 
(0.01) 

99.99 
(0.00) 
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4. การศึกษาความคงทนของวิธี (Robustness) 

4.1. การเปล่ียนแปลงความยาวคล่ืนในการตรวจวดั (Wavelength) 
 เม่ือฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 ชนิด ซ่ึงท าการตรวจวดัท่ีความยาวคล่ืน 254 256 และ 
256 นาโนเมตร แลว้วดัค่าการตอบสนองเป็นค่าพ้ืนท่ีใตพี้ค (Peak Area) ซ่ึงแสดงถึงความไวหรือความสามารถใน
การมองเห็นได ้ของยาแต่ละชนิด พบว่ายาแต่ละชนิดมีค่า ค่าเฉล่ียของพ้ืนท่ีใตพี้คสูงสุดเม่ือตรวจวดัท่ีความยาวคล่ืน 
254 252 และ 256 นาโนเมตร ตามล าดบั (ตารางท่ี 6) 
 

ตารางท่ี 6  แสดงค่าเฉล่ียของพ้ืนท่ีใตพี้ค และ %RSD ท่ีความยาวคล่ืน 254 252 และ 256 นาโนเมตร 
No. Standard Average Peak Area 

254 nm %RSD 252 nm %RSD 256 nm %RSD 
1 Aspirin 59266 1.09 38186 0.78 24855 0.13 
2 Paracetamol 65167 36.97 43143 6.89 28543 10.85 
3 Tramadol 436609 0.04 287936 0.22 190502 0.02 
4 Methocarbamol 127842 0.08 85877 0.86 56729 0.05 
5 Tolperisone 571380 0.12 380861 0.40 253806 0.09 
6 Piroxicam 246955 0.32 163509 0.52 106953 0.39 
7 Eperisone 569987 0.98 367948 0.34 245054 0.65 
8 Chlorzoxazone 160493 1.46 106930 8.54 70707 11.57 
9 Orphenadrine 216673 6.48 146012 8.24 97390 1.46 
10 Naproxen 443416 0.14 313083 0.30 207890 0.05 
11 Diclofenac 431471 0.11 283551 1.17 183863 0.54 
12 Indomethacin 962454 0.12 598781 0.46 388524 0.09 
13 Ibuprofen 341335 0.38 224018 10.27 146459 0.12 
14 Mefenamic acid 768747 0.23 531745 3.49 350551 0.19 

 
4.2. การเปล่ียนแปลงคอลมัน ์

 เม่ือฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาแกป้วด 14 ชนิด โดยมีการปรับเปล่ียนคอลมัน์พบว่า ค่าเฉล่ียและ 
%RSD ของค่า Retention time และค่า Resolution เป็นไปตามตารางท่ี 7 ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าคอลมัน์ Inertsil มี
ความสามารถสูงสุดในการแยกพีคยาแกป้วดทั้ง 14 ชนิด แต่อยา่งไรก็ตามก็มีความเส่ียงท่ีจะแยกพีคของ Eperisone
ออกจากพีคของ Chlorzoxazoneส่วนคอลมัน์ Vertisep UPS ก็สามารถแยกพีคยาแกป้วดทั้ง 14 ชนิดไดดี้ แต่ก็มีความ
เส่ียงท่ีจะแยกพีคของ Chlorzoxazone ออกจากพีคของ Orphenadrine เช่นกนั ส่วน คอลมัน์ Zorbax มีความสามารถ
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ต ่าสุดในการแยกพีคยาแกป้วด เน่ืองจากไม่สามารถแยกพีคของ Piroxicam ออกจากพีคของ Eperisone และไม่
สามารถแยกพีคของ Chlorzoxazone ออกจากพีคของ Orphenadrine ได ้ดงันั้นหากน าวิธีน้ีไปใชอ้าจจ าเป็นตอ้งศึกษา
เพ่ิมเติม ถึงคอลมัน์ท่ีใชว่้าย่ีห้อ หรือรุ่นการผลิตของคอลมัน์มีผลตอ่ความสามารถของวิธีในการแยกของยาหรือไม่ 
 

ตารางท่ี 7  แสดงค่าเฉล่ียของค่า Retention time และค่า Resolution และค่า %RSD เม่ือปรับเปล่ียน column 
No. Standard Vertisep UPS column Inertsil column Zorbax column 

Average (%RSD) Average (%RSD) Average (%RSD) 
RT Resolution RT Resolution RT Resolution 

1 Aspirin 3.415 
(0.117) 

- 
- 

3.590 
(4.58) 

- 
- 

2.673 
(0.15) 

- 
- 

2 Paracetamol 3.923 
(0.120) 

3.348 
(4.297) 

3.960 
(1.85) 

2.378 
(14.39) 

2.919 
(0.27) 

2.131 
(19.32) 

3 Tramadol 6.008 
(0.214) 

9.039 
(4.763) 

4.764 
(1.91) 

4.121 
(13.87) 

3.527 
(0.78) 

3.488 
(5.20) 

4 Methocarbamol 7.402 
(0.208) 

4.264 
(0.075) 

7.281 
(4.83) 

8.863 
(11.43) 

4.429 
(1.01) 

4.555 
(1.59) 

5 Tolperisone 10.734 
(0.192) 

8.540 
(0.243) 

8.273 
(7.94) 

2.865 
(19.51) 

5.533 
(1.16) 

5.416 
(1.43) 

6 Piroxicam 13.111 
(0.019) 

6.520 
(0.699) 

12.322 
(3.55) 

15.140 
(21.13) 

8.339 
(1.47) 

11.138 
(1.21) 

7 Eperisone 13.721 
(0.081) 

2.202 
(1.352) 

13.442 
(2.55) 

6.123 
(12.91) 

8.757 
(1.45) 

1.427 
(1.87) 

8 Chlorzoxazone 15.081 
(0.133) 

4.321 
(0.219) 

13.783 
(3.87) 

1.749 
(43.43) 

11.321 
(0.74) 

10.696 
(3.60) 

9 Orphenadrine 15.658 
(0.282) 

1.483 
(1.912) 

15.280 
(3.11) 

6.905 
(11.33) 

11.509 
(0.58) 

0.916 
(9.75) 

10 Naproxen 17.906 
(0.300) 

5.274 
(1.765) 

17.963 
(2.60) 

9.268 
(1.53) 

13.061 
(0.60) 

6.985 
(2.47) 

11 Diclofenac 26.275 
(0.229) 

14.750 
(0.840) 

27.041 
(3.62) 

20.477 
(6.44) 

18.079 
(0.73) 

18.650 
(0.48) 

12 Indomethacin 28.147 
(0.242) 

2.494 
(0.367) 

28.408 
(3.69) 

2.330 
(3.99) 

18.885 
(0.75) 

2.335 
(0.48) 

13 Ibuprofen 38.601 
(0.061) 

10.129 
(0.551) 

36.796 
(4.05) 

10.596 
(3.16) 

25.473 
(0.91) 

12.203 
(0.11) 

14 Mefenamic acid 44.288 
(0.132) 

4.316 
(0.238) 

43.762 
(5.28) 

6.878 
(5.62) 

28.094 
(1.16) 

3.931 
(1.73) 
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สรุปและวิจารณ์ 

เทคนิควิธีของโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงท่ีพฒันาขึ้นมีสภาวะของวิธีตามตารางท่ี 1 เม่ือท าการ

ทดสอบความใชไ้ดข้องวิธี พบว่าวิธีมีความจ าเพาะเจาะจงกบัยาแกป้วดทั้ง 14 ชนิด สามารถแยกพีคยาแกป้วดทั้ง 14 

ชนิดออกจากกนัได ้โดยยาแกป้วดแต่ละชนิดมีค่า Retention time ท่ีแตกต่างกนั และมีค่า Resolution ส่วนใหญ่ 

(ยกเวน้ Orphenadrine) มีค่ามากกว่า 2.0 (ตารางท่ี 2, รูปที่ 1) และไม่ถูกรบกวนจากสารอื่นในต ารับยาเมด็ ยาชง

สมุนไพร ยาลูกกลอน และยาน ้าแผนโบราณ โดยมีค่า Peak Purity ไม่ต ่ากว่า 0.95 (ตารางท่ี 3) มีความเที่ยงของระบบ

โครมาโทกราฟ โดยค่า %RSD ของค่า Retention time และส่วนใหญ่ของค่า Resolutionไม่เกิน 2.0 (ตารางท่ี 4) มี

ความไวในการตรวจพบในยาเมด็ ยาลูกกลอน ยาชงสมุนไพร และยาน ้าแผนโบราณ โดยความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถ

ตรวจพบและพิสูจน์เอกลกัษณ์ได ้หรือ Limit of detection (LOD) อยูใ่นช่วง 0.4-36 µg/ml (ตารางท่ี 5) และมีความทน

ของวิธี เม่ือปรับเปล่ียนความยาวคล่ืนในการตรวจวดั (ตารางท่ี 6)โดยวิธียงัมีความไวในการตรวจพบยาแกป้วดทั้ง 14 

ชนิดได ้ส่วนความทนของวิธีเม่ือปรับเปล่ียนคอลมัน์อาจลดลง คอลมัน์ชนิดเดียวกนัแตต่่างยี่ห้ออาจไม่สามารถแยก

พีคยาแกป้วดบางตวัออกจากกนัได ้จึงควรตอ้งระมดัระวงัเลือกใชค้อลมัน์ท่ีเหมาะสม อยา่งไรก็ตามสรุปไดว่้าวิธีท่ี

พฒันาขึ้นสามารถใชเ้ป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจเอกลกัษณ์ยาแกป้วดทั้ง 14 ชนิด ดงักล่าว ในผลิตภณัฑย์าแผน
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Original Article 

Analytical method development and validation  

of polysorbate 80 concentration in nimotuzumab products 

(การพฒันาและตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ในการหาปริมาณโพลซีอร์เบต 80 ใน

ผลติภัณฑ์ยานิโมทูซูแมบ) 

ชนิดา กานต์ประชา* 

Abstract Polysorbate 80, otherwise known as Tween 80, is a non-ionic surfactant and emulsifier which is often used in 

pharmaceutical products for product stabilization, and to reduce protein aggregation and surface adsorption. The decreases 

in the concentration of polysorbate 80 and in the accumulation of degradant molecules may affect the stability of a protein-

containing pharmaceutical products. Nimotuzumab is a therapeutic monoclonal antibody has been used medically in 

multiple countries. The product itself is specific to an epidermal growth factor receptor (EGFR). The formulation of 

nimotuzumab product comprises many excipients including polysorbate 80, and control of the content of polysorbate 80 in 

the formulation is necessary. However, due to insufficient chromophores in its structure, polysorbate 80 cannot be accurately 

analyzed using high-performance liquid chromatography (HPLC) technique with UV absorbance detection. Direct 

quantitation of polysorbate 80 by various other methods has been published in literature. Charged Aerosol Detection (CAD) 

is one of the accepted techniques. The CAD can provide a universal detection— it is independent from the chemical structure 

of the substance to be analyzed, for many chemicals including polysorbate 80. Nevertheless, the information regarding the 

use of CAD to analyze the content of polysorbate 80 is still limited, and no information on quantitative analysis of 

polysorbate 80 in nimotuzumab is available. Hence, in this study, the method for polysorbate 80 content analysis was 

developed and validated. An Oasis column was selected and 0.02% formic acid in water and in isopropanol was used as a 

mobile phase. The concentration of polysorbate 80 being analyzed was within 0.1-0.3 mg/mL range. The developed method 

was validated and passed the validation requirements including specificity, linearity, accuracy, repeatability, and 

intermediate precision according to the ICH guideline Q2(R1). Moreover, the validated method was used for analysis of 

polysorbate 80 in nimotuzumab sample. The results from three replications showed that the content of polysorbate 80 in the 

sample product was 0.15, which passed the in-house specification of 0.1-0.3 mg/mL. %RSD for the system suitability was 

1.25. Therefore, the developed method is suitable for analysis of polysorbate 80 content in nimotuzumab products and may 

be applicable to other drug formulations. 

Key words: polysorbate 80, nimotuzumab, CAD 

*สาํนกัยาและวตัถุเสพติด กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์  
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บทคัดย่อ  Polysorbate 80 หรือท่ีเรียกว่า Tween 80 เป็นสารลดแรงตึงผิวและอิมลัซิไฟเออร์แบบไม่มีไอออน ซ่ึงมกัใชใ้น

ผลิตภณัฑย์าเพ่ือทาํให้เภสัชภณัฑมี์ความคงตวั ลดการรวมตวัของโมเลกุลยาและการถูกดูดซบัท่ีพ้ืนผิว ซ่ึงการลดลงของ

ความเขม้ขน้polysorbate 80 และการสะสมของสารสลายตวัของ polysorbate 80 อาจส่งผลต่อความคงตวัของของผลิตภณัฑ์

ยาโปรตีนได ้ nimotuzumab เป็นโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีใชใ้นการรักษาและถูกนาํมาใชใ้นหลายประเทศ โดยตวัยามี

ความจาํเพาะต่อ epidermal growth factor receptor (EGFR) สูตรตาํรับของผลิตภณัฑ ์nimotuzumab ประกอบดว้ยส่วนผสม

หลายชนิดซ่ึงมี polysorbate 80 เป็นหน่ึงในองคป์ระกอบ ดงันั้นการควบคุมปริมาณของ polysorbate 80 จึงมีความจาํเป็น

อยา่งย่ิง แต่เน่ืองจากโครงสร้างของ polysorbate 80 ไม่มีโครโมฟอร์ท่ีเพียงพอ ทาํให้ไม่สามารถวิเคราะหด์ว้ยเทคนิค high 

performance liquid chromatography (HPLC) ท่ีมีการตรวจวดัเป็น UV detector ได ้จากขอ้มูลพบว่ามีการตีพิมพเ์ก่ียวกบัการ

หาปริมาณของ polysorbate80 มากมายหลากหลายเทคนิค การตรวจจบัละอองท่ีมีประจุ หรือ CAD เป็นหน่ึงในเทคนิคท่ี

ไดรั้บการยอมรับ โดยเทคนิคการตรวจวดัน้ีจะไม่เก่ียวขอ้งโครงสร้างทางเคมีของสารท่ีทาํการวิเคราะห์ สามารถตรวจ

วิเคราะห์สารไดห้ลากหลายชนิด รวมถึง polysorbate 80 แต่เน่ืองจากขอ้มูลท่ีมีการใช ้ CAD เพ่ือวิเคราะห์ปริมาณ 

polysorbate 80 ยงัมีอยูอ่ยา่งจาํกดั รวมทั้งไม่มีขอ้มูลท่ีวิเคราะห์หาปริมาณในตาํรับยา nimotuzumab ดงันั้นในการศึกษาน้ีจะ

พฒันาวิธีการวิเคราะห์เพ่ือหาปริมาณสาร polysorbate 80 โดยใช ้ CAD และตรวจสอบความถูกตอ้ง คอลมันท่ี์เลือกใชค้ือ 

Oasis ใชก้รดฟอร์มิก ความเขม้ขน้ 0.02% ในนํ้าและใน isopropanol เป็นเฟสเคล่ือนท่ี ความเขม้ขน้ของ polysorbate 80 ท่ี

วิเคราะห์อยูใ่นช่วง 0.1-0.3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร วิธีการท่ีพฒันาขึ้นไดรั้บการตรวจสอบความถูกตอ้งและผา่นขอ้กาํหนด

ของการตรวจสอบ ไดแ้ก่ ความจาํเพาะ (specificity) ความเป็นเชิงเส้น (linearity) ความแม่นยาํ (accuracy) ความเท่ียง 

(repeatability) และความเท่ียงเม่ือมีการวิเคราะห์ซํ้า (intermediate precision) ตามแนวทางของ ICH Q2(R1) นอกจากน้ียงัได้

นาํวิธีท่ีพฒันาขึ้นและผา่นการตรวจสอบความถูกตอ้งแลว้ไปวิเคราะห์หาปริมาณ polysorbate 80 ในตวัอยา่งผลิตภณัฑ ์

nimotuzumab ผลจากการวิเคราะห์โดยการทาํซํ้า 3 คร้ัง พบว่าในตาํรับท่ีวิเคราะห์มีปริมาณ polysorbate 80 เท่ากบั 0.15 ซ่ึง

ผา่นขอ้กาํหนดของผลิตภณัฑจ์ากผูผ้ลิต คือ 0.1-0.3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร %RSD สาํหรับ suitability เท่ากบั 1.25 ดงันั้น จาก

ขอ้มูลทั้งหมดในขา้งตน้แสดงให้เห็นว่าวิธีท่ีพฒันาน้ีมีความเหมาะสมสาํหรับการวิเคราะหป์ริมาณ polysorbate 80 ใน

ผลิตภณัฑ ์nimotuzumab และอาจนาํไปใชก้บัสูตรยาอ่ืนๆได ้

กุญแจคํา: polysorbate80, nimotuzumab, CAD 

 

Introduction 

Polysorbate8 0 , known as tween8 0 , is a viscous, water-soluble yellow liquid. It consists of sorbitol, ethylene 

oxide, and oleic acid (Fig.1). It is a nonionic surfactant and emulsifier which is often used in pharmaceutical products to 

stabilize protein pharmaceuticals against aggregation and surface adsorption [1]. Polysorbates are known to be degraded 

by autooxidation [2] and hydrolysis [2, 3]. These mechanisms will decrease the concentration of polysorbate in the protein 

formulation over the long shelf life in proportion to the increasing of temperature [3]. Because of the stabilize properties of 

polysorbate, the decrease in the concentration of polysorbate and the accumulation of degradant molecules in a protein 

formulation could be of potential concern for protein stability. The degradation process can build up various molecules, 

some of which are poorly soluble, including fatty acids and polyoxyethylene (POE) esters of fatty acids. The insoluble 

degradants could potentially impact protein stability [4]. The degradants of polysorbate80 can compromise the stability of 
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protein [5]. Nimotuzumab is a therapeutic monoclonal antibody that is specific for epidermal growth factor receptor (EGFR) 

and has been used as a therapy in several countries. Nimotuzumab was approved in many indications such as squamous 

cell carcinomas of the head and neck, glioma, nasopharyngeal cancer and pancreatic cancer in many countries. The 

formulation of nimotuzumab product comprise of many excipients including polysorbate8 0  which its content should be 

controlled. However, because of the structure of polysorbate80 (Figure1) which lacks a sufficient chromophore, 

polysorbate 80 could not be accurately analyzed by the conventional method of HPLC with UV absorbance detection. 

Direct quantitation of polysorbate 80 by various other methods has been published in literature. A simple and fast method 

for the analysis of polysorbate 80 in pharmaceutical formulations was developed using high-performance liquid 

chromatography with evaporative light scattering detection (ELSD) [6] and charged aerosol detection (CAD) [7]. Charged 

Aerosol Detection (CAD) can provide a universal detection that is independent of the chemical structure for many 

chemicals, such as polysorbates [7].  However, there were few information about the use of CAD to analyze the 

polysobate80 content. In this study, the method was developed by using CAD with a simple and fast process and validated 

according to the ICH guideline Q2(R1). 

 

 

Fig. 1 Structure of polysorbate 80 

Equipment, Materials and Reagents 

Equipment and materials 

1. High Performance Liquid Chromatography (HPLC): Dionex, USA, consisting of Pump, Autosampler, Column 

oven, UV Detector, and program Chromeleon 

2. HPLC column: Oasis MAX Online Column, 80Å, 30 µm, 2.1×20 mm and Monomix H2P-SAX, 40 µm, 

2.1×20 mm 

3. Analytical balance 

4. Micropipette 

5. Water filter: Model Milli-Q Advantage A10, Millipore, USA 

6. Vortex 

7. Micropipette 

8. Glassware class A 
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Standard and reagent 

1. Polysorbate80 USP reference standard (Lot no. R072G0) 

2. Formic acid LC-MS grade (Thermo Fisher Scientific, 64-18-6) 

3. Isopropanol HPLC grade (Carlo erba, 67-63-0) 

4. Disodium hydrogen phosphate (Carlo erba, 7558-79-4)  

5. Sodium dihydrogen phosphate monohydrate (Carlo erba, 10049-21-5) 

6. Sodium chloride (Carlo erba, 7647-14-5) 

Procedure 

1. Reagent preparation 

1.1 Matrix solution 

Table 1. The component of matrix solution of nimotuzumab product (excluding the polysorbate 80) 

Component Amount per vial Matrix solution (2X) 

Disodium hydrogen 

phosphate  

18.0 mg 360 mg 

Sodium dihydrogen 

phosphate monohydrate  

5.2 mg 104 mg 

Sodium chloride  86 mg 1720 mg 

Water type I  qs. to 10 mL qs. to 100 mL 

1.2 Mobile phase A: 0.02%v/v formic acid in water 

Dilute 200 µL of formic acid with water and adjust the volume to 1000 mL. 

1.3 Mobile phase B: 0.02%v/v formic acid in isopropanol 

Dilute 200 µL of formic acid with isopropanol and adjust the volume to 1000 mL. 

2. Standard preparation 

2.1 Stock standard solution (5 mg/mL) 

Dilute 50 mg of polysorbate80 USPRS with water and adjust to the volume of 10 mL. 

2.2 Standard solution (0.2 mg/mL) 

Pipette 40 µL of stock standard solution (2.1) and 960 µL of water and mix. 

2.3 Standard solution (0.02 mg/mL) 

Pipette 100 µL of standard solution (2.2) and 900 µL of water and mix. 
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3. Sample preparation 

Dilute the sample solution with water to contain the final concentration of polysorbate80 of 0.02 mg/mL. 

4. Spiked sample preparation 

4.1 Stock spiked sample solution (5 mg/mL) 

Dilute 50 mg of polysorbate80 USPRS with matrix solution and adjust to the volume of 10 mL. 

4.2 Spiked sample solution (0.2 mg/mL) 

Pipette 40 µL of stock standard solution and 960 µL of matrix solution and mix. 

4.3 Spiked sample solution (0.02 mg/mL) 

Pipette 100 µL of stock standard solution and 900 µL of water and mix. 

5. HPLC condition 

Mobile phase  Mobile phase A: 0.02% formic acid in water 

Mobile phase B: 0.02% formic acid in isopropanol (Table2) 

Flow rate   1 mL/min 

Column temperature 30ºC 

Sample temperature 5ºC 

Injection volume  200 µL 

Detector Charged aerosol detection (CAD) 

 Evaporative temperature: 35ºC, collection frequency 10 Hz, filter 5 

seconds, PFV 1.0 

Table 2 The gradient of mobile phase 

Time (min) Mobile phase A (%) Mobile phase B (%) 

0 90 10 

1 80 20 

3.4 80 20 

3.5 0 100 

4.5 0 100 

4.6 90 10 

10 90 10 

- System suitability 

%RSD of the replicated standard solution (5 injections) should not be more than 5.3% [8]. 

6. Method development 

6.1 Column of analysis  

A simple reversed phase high-performance liquid chromatography method for polysorbate 80 

quantitation was reported. Because of the non-chromophore structure of polysorbate80, the hydrolysis 
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process with acid or base with heating was performed and oleic acid, a hydrolysis product will be 

quantitated and detected with UV detection. However, this method was laborious and time consuming 
[10]. Analysis of polysorbate 80 by high-performance liquid chromatography (HPLC) with charged 

aerosol detection (CAD) was also reported.  Both ion exchange and reverse phase columns were used 

with CAD. The single peak of polysorbate80 was observed with C18 column but in the sample solution 

the resolution of polysorbate80 and excipient in the formulation quite not good [7]. For the ion exchange 

column, the using of Monomix H2P-SAX, 40 µm, 2.1X20 mm and Oasis MAX Online Column, 80Å, 

30 µm, 2.1X20 mm were reported and polysorbate80 peak had good resolution and sharp [12- 15] but the 

system were different. Therefore, in this study two chromatographic systems were performed and 

compared the results of chromatogram such as the intensity of signal and the specificity of polysorbate80 

peak from these two columns and using the CAD. 

6.2 Concentration of formic acid in the mobile phase 

Monomix H2P-SAX and Oasis MAX online were the mix-mode column which contain the ion exchange 

and reverse phase sorbent. Formic acid is commonly used in the mobile phase in both systems with the 

concentration at 2%v/v [11-14]. However, the formic acid might increase the signal of background when 

using the CAD. In this experiment the concentration of formic acid was vary from 0.02, 0.2 and 2% to 

compare the effect of background from formic acid to the polysorbate80 peak. 

6.3 Concentration of polysorbate80 for analysis 

The critical micelle concentration (CMC) is an important part of polysorbate80 analysis. If the 

concentration of polysorbate80 was above the CMC, the hydrophobic functional groups are encapsulated 

inside of the micelle which might not bind the resin with the same affinity as free tween [12]. Tween 80 

form micelle at 0.00157% w/v in water [15]. Therefore, in this study the concentration of polysorbate80 

was prepared in 2 levels, lower and about the CMC levels. 

7. Method validation 

7.1 Specificity 

Inject the solutions as follows: blank, water, mobile phase A, mobile phase B, matrix solution, standard 

solution, and sample solution and evaluate the interferences from excipients and mobile phase used in 

the method on the interesting peaks. 

7.2 Linearity and range  

Prepare standard solution in 5 concentrations as follows and calculate the coefficient of determination 

(R2), y-intercept and slope of the regression line. The coefficient of determination (R2) should not be 

less than 0.99 [9]. 
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50 µL + 950 µL of water (0.01 mg/mL, 50%) 

75 µL + 925 µL of water (0.015 mg/mL, 75%) 

               Standard solution (0.2 mg/mL)  100 µL + 900 µL of water (0.02 mg/mL, 100%)  

      125 µL + 875 µL of water (0.025 mg/mL, 125%) 

150 µL + 850 µL of water (0.03 mg/mL, 150%) 

7.3 Accuracy 

Prepared a spiked sample in 3 concentrations (50, 100 and 150%), 3 replicates in each concentration as 

follows and calculated the %recovery. The %recovery should be within 80-110% [8]. 

50 µL + 950 µL of water (0.01 mg/mL, 50%) 

                 Spiked sample solution  100 µL + 900 µL of water (0.02 mg/mL, 100%) 

(0.2 mg/mL)  150 µL + 850 µL of water (0.03 mg/mL, 150%) 

7.4 Repeatability  

Prepare the spiked sample as indicated in the part of accuracy (7.3) and calculate the %RSD. The 

%RSD should not be more than 7.3% [8]. 

7.5 Intermediate precision (2 operators, 3 different days) 

Prepare the spiked sample solution at the concentration of 0.02 mg/mL (100%) in 6 replicates and 

calculate the %RSD. The %RSD should not be more than 7.3% [8]. 

7.6 Specification 

Parameter Criteria 

Specificity - The retention time of polysorbate80 peak in standard and 

sample solution should be the same.  

- There is no interference from other peaks to the major peak of 

polysorbate80. 

Linearity - The coefficient of determination (R2) should not less than 0.99 
[9] 

Accuracy - %Recovery: 80-110% [8] 

Precision 

- Repeatability 

- Intermediate precision 

- %RSD: not more than 7.3% [8] 
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Result 

1. Method development 

1.1 Column of analysis 

The results from Monomix column showed that the signal of polysorbate80 peak was good and peak 

shape was sharp. However, there was a shoulder in front of the polysorbate80 peak. Moreover, there was 

a peak of matrix solution which was higher than blank and water. From this result, if the subtraction was 

performed, there was still the interfered peak from matrix (Fig.2). 

 

 
Fig. 2 The chromatogram of blank, water, matrix solution and standard of polysorbate80  

                   (0.02 mg/mL) by using Monomix column. 

 

On the other hand, the results from the Oasis column showed that the peak shape of polysorbate80 was 

broader than the result from Monomix column. There was a huge peak in front of the polysorbate80 peak, 

but it decreases to the baseline before the elution of polysorbate80 (Fig.3). Moreover, there was no 

interference peak from matrix after subtraction of blank because the chromatogram of matrix solution was 

the same as blank. From this result, the Oasis column was selected to use for polysorbate80 analysis. 

 

Water 
Blank 

Standard 

Matrix 
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Fig. 3  The chromatogram of blank, water, matrix solution and standard of polysorbate80  

    (0.015 mg/mL) by using Oasis column. 

 

1.2 Concentration of formic acid in mobile phase 

For the first time, the vary of formic acid concentrations was performed with the Monomix column and 

compared the chromatogram of blank. The result showed that the lower concentration of formic acid can 

reduce the intensity of noise from the detector (Fig.4). 0.02% formic acid was the lowest concentration 

commonly used in this kind of detector and it was suitable for this analysis. However, after selecting the 

analytical column to Oasis, 2% and 0.02% formic acid were tested. The same result as using with the 

Monomix column was shown. The background of 0.02% formic acid was lower than 2% (Fig.5). 

Therefore, 0.02% formic acid was used in mobile phase A and B. 

 
Fig. 4 The chromatogram of blank by using 0.02, 0.2, 2% formic acid in mobile phase A 

    and B with the Monomix column. 
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Fig. 5 The chromatogram of water and blank by using 2 and 0.02% formic acid, respectively, 

                 in mobile phase A and B with the Oasis column. 
 

 

1.3 Concentration of polysorbate80 for analysis 

As the information of polysorbate80 showed that the critical micelle concentration (CMC) of 

polysorbate80 was about 0.015 mg/mL [12]. The concentration of polysorbate80 for analysis should be 

suitable. If the concentration was above the CMC, the binding of the polysorbate is not that well and the 

%recovery will get lower. However, the too low concentration can also face integration problems after 

subtraction of blank. 

Firstly, 0.1 mg/mL of polysorbate80 was injected and vary the injection volume from 12.5-100 µL to 

find the suitable concentration. All injection volumes shown that the separation of polysorbate80 peak 

and the interfering peak was better than the injection volume of 200 µL (Fig.6) and the polysorbate peak 

was still observed after blank subtraction (Fig.7). Therefore, we can assume that the concentration of 

polysorbate80 between 0.000625-0.05 mg/mL could be analyzed. 

 

2% formic acid 
0.02% formic acid 
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Fig. 6 The chromatogram of 0.1 mg/mL of polysorbate80 with the injection volume of 100, 50, 25 and 12.5 µL. 

 

 
Fig. 7 The chromatogram of 0.1 mg/mL of polysorbate80 with the injection volume of 100, 50, 25 and 12.5 µL  

           after blank subtraction. 

 

The linearity plot of polysorbate80 between 0.005-0.015 mg/mL (lower than CMC) and 0.01-0.03 

mg/mL were performed. For 0.005-0.015 mg/mL, the result shown that the R2 was 0.9909 (Fig.8) and 

the %recovery were 99.442, 76.511 and 82.604% for the concentration of 0.005, 0.01 and 0.015 mg/mL, 

respectively (Table3). 
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Fig. 8 The linearity curve between the concentration of 0.005-0.015 mg/mL. 

 

      Table 3 The %recovery of polysorbate80 between the concentration of 0.005-0.015 mg/mL 

Injection no. Concentration (mg/mL) 

0.005 0.010 0.015 

1 3.850 4.470 6.713 

2 2.394 4.390 6.775 

Average 3.122 4.430 6.744 

Found 0.005 0.008 0.012 

Added 0.005 0.010 0.015 

%Recovery 99.442 76.511 82.604 

 

For 0.01-0.03 mg/mL, the result shown that the R2 was 0.9957 (Fig.9) and the %recovery were 83.083, 

106.362 and 110.589% for the concentration of 0.01, 0.02 and 0.03 mg/mL, respectively (Table4).  

 

 
Fig. 9 The linearity curve between the concentration of 0.01-0.03 mg/mL. 
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Table 4 The %recovery of polysorbate80 between the concentration of 0.01-0.03 mg/mL 

Injection no. Concentration (mg/mL) 

0.01 0.02 0.03 

1 5.022 9.752 14.374 

2 4.288 9.736 14.460 

Average 4.655 9.744 14.417 

Found 0.008 0.021 0.033 

Added 0.01 0.02 0.03 

%Recovery 83.083 106.362 110.589 

 

From the data of 2 ranges concentrations, the higher concentration was selected, 0.01-0.03 mg/mL 

because the peak was clearly observed, the better of R2 value and %recover and the dilution was easier 

to prepare. 

2. Method validation 

2.1 Specificity 

From the chromatogram of specificity, the retention time of polysorbate80 peak in standard and sample 

solution was the same and there is no interference from other peaks to the major peak of polysorbate80 

which complied with the criteria for specificity (Fig.10). However, there was the background of detector. 

Blank subtraction should be performed before using the peak area for calculation. 

 

 

Fig. 10 Chromatogram of specificity 
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2.2 Linearity  

The linearity result showed that the R2 was 0.9903 (Fig.11) which conformed to the criteria, not less than 

0.99 [9].  

 

 

Fig.11 The linearity curve between the concentration of 0.01-0.03 mg/mL. 

2.3 Accuracy 

The %recovery were 91.135, 94.323 and 101.615% for the concentration of 0.01, 0.02 and 0.03 

mg/mL, respectively, which were within the criteria, 80-110% (Table5). Therefore, the accuracy of this 

method passed the specification. 

Table 5 The %recovery of polysorbate80 at the concentration of 0.01, 0.02 and 0.03 mg/mL 

Injection no. 
Concentration of polysorbate80 (mg/mL) 

0.01 0.02 0.03 

1 5.061 4.691 4.691 9.774 10.357 9.860 16.018 15.875 15.872 

2 4.969 4.770 4.770 9.171 8.904 9.272 13.638 15.952 13.809 

Average 5.015 4.731 4.731 9.473 9.631 9.566 14.828 15.914 14.841 

Found 0.010 0.009 0.009 0.019 0.019 0.019 0.030 0.033 0.030 

Added 0.01 0.01 0.01 0.02 0.02 0.02 0.03 0.03 0.03 

%Recovery 95.045 89.181 89.181 93.460 95.088 94.423 99.101 106.559 99.187 

Average 91.135 94.323 101.615 
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2.4 Repeatability 

The data from accuracy testing was also used for the repeatability testing. The %RSD of all 3 

concentrations were less than 7.3 which passed the criteria (Table 6). 

    Table 6 The %RSD of the concentration of polysorbate80 at the level of 80, 100 and 120% 

Replicated sample 
Concentration of polysorbate80 

(mg/mL) 

 80% 100% 120% 

1 0.010 0.019 0.030 

2 0.009 0.019 0.033 

3 0.009 0.019 0.030 

Average 0.009 0.019 0.031 

%RSD 3.71 0.87 4.21 

 

2.5 Intermediate precision 

The six replicates of spiked sample were performed in each day at the concentration of 0.02 mg/mL, 

100%. The results showed that the %RSD from 3 days and 2 analysts were 3.90 and 4.30, respectively, 

which were less than 7.3% (Table7). Therefore, this analytical method also passed the intermediate 

precision of the validation process. 

 Table 7 The result of intermediate precision 

Sample No. 
Concentration of polysorbate80 (mg/mL) 

Day 1 Day 2 Day 3 2nd analyst 

1 0.019 0.018 0.019 0.018 

2 0.020 0.020 0.020 0.021 

3 0.020 0.019 0.020 0.021 

4 0.021 0.019 0.020 0.020 

5 0.021 0.020 0.020 0.020 

6 0.020 0.020 0.019 0.020 

Average  0.020 

%RSD 4.30 

Average (3 days) 0.020   

%RSD (3 days) 3.90   
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2.6  Testing pharmaceutical product 

After the method was validated, polysorbate80 in nimotuzumab product was analyzed. The result from 

three replications of sample solution showed that the content of polysorbate80 in the product was 0.15 

mg/mL (Table 8) which passed the in-house specification, 0.1-0.3 mg/mL. The %RSD for system suitability 

was 1.25. The expanded uncertainty was 0.0123 mg/mL which was calculated by multiplying the combined 

standard uncertainty by coverage factor of 2. The report value will be 0.15 ± 0.0123 mg/mL.  

Table 8 The result of pharmaceutical product 

Injection no. 
Peak area 

Standard Sample A Sample B Sample C 

1 12.149 8.068 9.019 9.088 

2 12.184 8.472 8.851 9.136 

3 12.050       

4 11.881       

5 11.858       

6 12.816       

Average 12.156 8.270 8.935 9.112 

Content of polysorbate80 

(mg/mL)   
0.137 0.149 0.151 

Average (mg/mL)   0.15 

%RSD   5.06 

 

Discussion 

The most strength of the CAD was the detection of some compounds that are practically invisible to UV-

absorbance detectors. However, it also detects impurities in the mobile phase which could not be detected by UV-

absorbance detectors if they do not contain chromophores. The high level of background could occur if there are some 

impurities in the component of mobile phase. Therefore, all reagents in mobile phase should be the HPLC or LC-MS grade 

such as isopropanol and formic acid. 

The chromatogram of blank showed the small peaks at the retention time of 4.5 and 5.5 minutes. The gradient 

of mobile phase was dramatically changed from 100% organic solvent, isopropanol, to 90% water in about 1 minute. The 

first peak in blank injection should come from the changing of mobile phase. For the peak at the retention time of 5.5 

minutes, there might be something in the mobile phase that be detected by CAD. Therefore, chromatogram subtraction 

should be performed before starting each sequence to improve the baseline and get more accurate data. 
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Conclusion 

The method for polysorbate80 content analysis was developed and validated. The Oasis column was selected by 

using 0.02% formic acid in water and in isopropanol as a mobile phase and the concentration of polysorbate80 for analysis 

should be suitable, 0.1-0.3 mg/mL. The developed method was validated and passed the requirement of validation 

including specificity, accuracy, repeatability, and intermediate precision according to the ICH guideline Q2(R1). 

Therefore, this method is suitable for analysis of the polysorbate80 content in nimotuzumab product. 
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การพฒันาและตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีตรวจเอกลกัษณ์กลุ่มยาแก้แพ้ 5 ชนิด  
ในผลติภัณฑ์ยา ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

(Method development and Validation for Identification of  
5 Antihistamine Drugs in Pharmaceutical Products by HPLC) 

 

ปฏิมา มณีสถิตย์* 
อิศรา บุญมี* 

 
 

Abstract  Antihistamine is a group of drugs used to reduce or block histamine in order to alleviate allergy symptoms. 
Antihistamines used for medicinal purpose are available in many types and forms. In the past, quantitative analysis 
of the drugs is time-consuming as each of the drugs requires specific analytical method. Therefore, the analytical 
method of diphenhydramine hydrochloride raw material specified in the monograph published in USP 2022 was used 
to develop a new identification method that can determine 5 antihistamines (chlorpheniramine, diphenhydramine, 
promethazine, hydroxyzine and cetirizine) once, using a High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
technique. The chromatographic system consists of an L7 column (4.6 × 250 mm, 5µm), a mobile phase, which is 
phosphate buffer pH 3.0 and acetonitrile. The flow rate is 1.2 ml/min. An ultraviolet at a wavelength of 220 nm was 
used for detection. The validation result showed that the method was specific to all of the 5 antihistamines. The 
resolution value of each drug was greater than 2.0. The method showed a sensitivity in detection of the drugs in tablet 
and syrup forms, with a limit of detection (LOD) within 1.20 – 3.12 µg/ml, except for promethazine. In conclusion, 
this new method developed can be applied as a standard method for identification of different types of antihistamines 
in modern drugs of interest. 
Keywords: antihistamine, High Performance Liquid Chromatography, analytical method development, identification 
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บทคัดย่อ ยาตา้นฮีสทามีน (Antihistamine) คือกลุ่มยาท่ีใชล้ดและระงบัการหลัง่สารฮีสทามีน เพ่ือลดอาการแพ ้ ยา
ตา้นฮีสทามีนท่ีน ามาใชใ้นทางการแพทยมี์หลายชนิด หลายรูปแบบ ท่ีผา่นมาวิธีตรวจวิเคราะหเ์ชิงคณุภาพตอ้งใชเ้วลา
มากเพราะเป็นวิธีเฉพาะของตวัยาตา้นฮีสทามีนแต่ละชนิด ดงันั้นจึงไดน้ าวิธีตรวจวิเคราะห์วตัถุดิบ diphenhydramine 
hydrochloride ตาม USP 2022 มาพฒันาให้เป็นวิธีท่ีสามารถตรวจเอกลกัษณ์ยาตา้นฮีสทามีนไดพ้ร้อมกนัในคราวเดียว
จ านวน 5 ชนิดไดแ้ก่ chlorpheniramine, diphenhydramine, promethazine, hydroxyzine และ cetirizine  โดยใชเ้ทคนิค
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) ระบบของโครมาโทกราฟประกอบดว้ยคอลมัน์ L7 (4.6 × 250 mm, 
5µm) สารละลายตวัพาคือสารละลาย phosphate buffer pH 3.0 และ acetonitrile อตัราการไหล 1.2 ml/min ตรวจวดั
ดว้ยคล่ืนแสงท่ี 220 nm ผลการทดสอบพบว่าวิธีมีความจ าเพาะเจาะจงกบัยาตา้นฮีสทามีนทั้ง 5 ชนิด ค่า Resolution 
ของตวัยาแต่ละชนิดมากกว่า 2.0 มีความไวในการตรวจพบในยาเมด็และยาน ้าเช่ือมโดยมีขีดจ ากดัของการตรวจพบ 
(LOD) ยกเวน้ Promethazine ในยาน ้าเช่ือมอยูใ่นช่วง 1.20 ถึง 3.12 µg/ml สรุปว่าวิธีท่ีพฒันาขึ้นสามารถใชเ้ป็นวิธี
มาตรฐานในการตรวจเอกลกัษณ์ยาตา้นฮีสทามีนต่างๆในผลิตภณัฑย์าแผนปัจจุบนัท่ีสนใจได ้
ค าส าคัญ: ยาตา้นฮีสทามีน, โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง, การพฒันาวิธีวิเคราะห์, การตรวจเอกลกัษณ์ 
 

บทน า ยาตา้นฮีสทามีน (Antihistamine) คือยาท่ีใชล้ดและระงบัสารฮีสทามีนท่ีร่างกายหลัง่ออกมา เม่ือสัมผสัหรือ
เผชิญกบัส่ิงท่ีเป็นอนัตราย อย่างเช่น การติดเช้ือ สารน้ีท าให้เกิดการขยายตวัของเส้นเลือด ตามมาดว้ยการบวมของ
ผิวหนงั เพ่ือเป็นการเตือนให้ร่างกายทราบว่ามีบางส่ิงท่ีอนัตราย ส าหรับผูท่ี้เป็นโรคภูมิแพน้ั้น ร่างกายจะหลัง่สารฮีส
ทามีนตอบสนองกบับางส่ิง เช่น ฝุ่ น ละอองเกสร หรือ ขนสัตว ์เป็นตน้ ทั้งท่ีส่ิงเหล่าน้ีมิไดเ้ป็นอนัตราย สารฮีสทามีน
ท่ีหลัง่ออกมาท าให้เกิดอาการท่ีไม่พึงประสงค ์เช่น คนั น ้าตาไหล น ้ามูกไหล คดัจมูก หายใจล าบาก จาม และเป็นผื่น
บนผิวหนงั ยาตา้นฮีสทามีนสามารถช่วยลดหรือป้องกนัอาการดงักล่าวได ้(1) ส่วนโรคหวดั ซ่ึงเป็นการติดเช้ือไวรัส
ในขณะท่ีภูมิตา้นทานต ่าจากภาวะเครียด หรืออ่อนเพลีย ร่างกายจะตอบสนองต่อการติดเช้ือ ดว้ยการท าให้เกิดอาการ
ไข ้ปวดศีรษะ รวมถึงมีน ้ ามูกไหล ดงันั้นจึงจ าเป็นตอ้งใชย้าตา้นฮีสทามีนร่วมดว้ยในการรักษา ยาตา้นฮีสทามีนเม่ือ
แบ่งกลุ่มตามผลขา้งเคียงท่ีเกิดขึ้นจะมี 2 กลุ่ม คือกลุ่มท่ีท าให้ง่วง และกลุ่มท่ีไม่ท าให้ง่วง กลุ่มท่ีท าให้ง่วงนั้นนอกจาก
ตวัยาจะออกฤทธ์ิยบัย ั้งการหลัง่สารฮีสทามีนแลว้ ยาในกลุ่มน้ีสามารถผา่นเขา้สู่สมองไปกดระบบประสาท โดยยบัย ั้ง
การหลัง่สารส่ือประสาทอะเซทิลโคลีนในสมอง  ท าให้เกิดผลขา้งเคียงท่ีส าคญั คือมีอาการง่วงซึม และอาจพบอาการ
ขา้งเคียงอื่น ๆ ไดอ้ีก เช่น ปากแห้ง คอแห้ง ตาพร่า ทอ้งผูก และปัสสาวะคัง่ ซ่ึงเป็นผลจากการยบัย ั้งการท างานของ
สารส่ือประสาทอะเซทิลโคลีนท่ีส่วนอ่ืนๆของร่างกาย ดงันั้นการใชย้าท่ีไม่ถูกตอ้งอาจก่อให้เกิดอนัตราย (2) ทั้งโรค
ภูมิแพแ้ละโรคหวดัเป็นโรคท่ีพบบ่อยในคนไทย (3) ท าให้ยาตา้นฮีสทามีนในประเทศไทยท่ีจ าห น่ายในทอ้งตลาด
หรือท่ีส่ังจ่ายโดยแพทยมี์มากมายหลายชนิด หลายรูปแบบ อาจสุ่มเสียงต่อการกระท าท่ีผิดกฎหมาย เช่นการผลิต 
จ าหน่าย หรือการน าไปใช้อย่างไม่ถูกต้อง จากข้อมูลการตรวจวิเคราะห์ของส านักยาและวตัถุเสพติด กระทรวง
สาธารณสุข ประเทศไทย (4, 5, 6) พบว่าในแต่ละปีมีของกลางยาหรือวตัถุตอ้งสงสัยจ านวนมากถูกส่งมาตรวจพิสูจน์
เอกลกัษณ์การมีหรือปลอมปนยาตา้นฮีสทามีนเพื่อด าเนินคดี ตามปกติแลว้วิธีการตรวจพิสูจน์ยาตา้นฮีสทามีนเป็นวิธี
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เฉพาะตัวของตัวยาแต่ละชนิด  หากต้องการตรวจพิสูจน์ยาต้านฮีสทามีนหลายชนิดก็จ าเป็นต้องใช้เวลาและ
งบประมาณมาก ดงันั้นจึงไดน้ าวิธีตรวจวิเคราะห์วตัถุดิบ Diphenhydramine hydrochloride ตาม USP2022 (7) มา
พฒันาและทดสอบความใช้ไดข้องวิธี (8) เพื่อตรวจพิสูจน์เอกลกัษณ์ยาตา้นฮีสทามีนให้ไดห้ลายชนิดพร้อมกนัใน
คราวเดียวขึ้น ซ่ึงเทคนิคการตรวจพิสูจน์ท่ีพฒันาขึ้นน้ีจะสามารถน ามาใชเ้ป็นวิธีมาตรฐานท่ีช่วยประหยดัเวลาและ
งบประมาณในการตรวจพิสูจน์เอกลกัษณ์ยาตา้นฮีสทามีนลงไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
 

วัสดุและวิธีการ 
เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 

1. High Performance Liquid Chromatography (HPLC): Shimadzu, Japan, Model LC-20 Series 
2. pH Meter: Mettler Toledo, Switzerland, Model Seven Excellent  
3. Analytical Balance: Mettler Toledo, Switzerland, Model XPR205  
4. Ultrasonic Bath: Crest Powersonic, Malaysia, Model P2600D  
5. Water Filtration Apparatus: Millipore, America, Model MILLI-Q  
6. Column: Inertsil C8 4.6 mm × 250 mm, 5 µm  
7. Column: Zorbax C8 4.6 mm × 250 mm, 5 µm 
8. Column: VertiSep UPS C8 4.6 mm × 250 mm, 5 µm  
9. Fil: Vertipure, Nylon Syringe Filter 0.45 µm, Vertical Nylon Filter, 0.45 µm, Agela Technologie 
10. Filter: Vertipure, Nylon Syringe Filter 0.45 µm, Vertical Nylon Filter, 0.45 µm, Agela Technologie 
11. Glassware Class A 

สารมาตรฐานและสารเคม ี
1. Cetirizine HCl Reference Standard: DMSc. Reference Standard, Code C235, Control No. 04A61147 
2. Diphenhydramine HCl Reference Standard: Asean Reference Standard, Code D097, Lot No. T414021 
3. Promethazine HCl Working Standard: DMSc. Working Standard, Code P076, Control No. WS P76-4/61 
4. Hydroxyzine HCl Reference Standard: DMSc. Reference Standard, Code H54, Control No. 05A61064 
5. Chlorpheniramine maleate Reference Standard: DMSc. Reference Standard, Code C, ControlNo.05A63064 
6. Maleic acid Reagent Plus ≥99% (HPLC), Sigma-Aldrich, Lot: SLCC7827 
7. Acetonitrile, Anhydrous, HPLC Grade, Source: Macron, CAS No.: 75-05-8 
8. Potassium dihydrogen phosphate, AR Grade, Source: CARLO ERBA, CAS No.: 7778-77-0 
9. Phosphoric acid, AR Grade, Source: Merck, CAS No.: 7664-38-2 
10. Water Type I 
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ตัวอย่างส าหรับใช้เป็น Placebo 
1. ยาเมด็ : บริษทั สยามเภสัช จ ากดั 
2. ยาน ้า : A DAGON บริษทั เทพน ้าหวาน จ ากดั 

วิธีวิเคราะห์ 
สภาวะของ HPLC ท่ีใช ้

• Mobile phase: Buffer pH 3.0 : Acetonitrile (65:35)  
• Column: Inertsil C8 4.6 mm × 250 mm, 5 µm  
• Flow rate: 1.2 ml/min            
• Injection volume: 10 µl 
• Detector: PDA 220 nm  
• Run Time: 15 min          

วิธีด าเนินการ 
1. การเตรียมสารละลาย 

1.1. การเตรียมสารละลาย (Mobile phase) 
ชัง่ Potassium dihydrogen phosphate 5.4 กรัม ละลายในน ้า Type I 1000 มิลลิลิตร ปรับ pH เป็น 3.0 
ดว้ย Phosphoric acid ตวงสารละลายมา 650 มิลลิลิตร ผสมกบั Acetonitrile 350 มิลลิลิตรกรองผา่น 
Nylon membrane filter ขนาด 0.45 µm  

1.2. การเตรียมสารละลายส าหรับใชเ้ป็น Diluent 
ตวง Acetonitrile 500 มิลลิลิตร ผสมกบัน ้า 500 มิลลิลิตร 

2. การทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของวิธี (Selectivity/Specificity) 
2.1. การเตรียมสารละลายมาตรฐาน ความเขม้ขน้ต่างๆ ดงัน้ี 

ตารางท่ี 1 แสดงความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐานท่ีใชใ้นหวัขอ้ความจ าเพาะเจาะจง 
No. Standard ความเข้มข้น (mg/ml) 

Stock Standard Solution Standard Solution 
1 Cetirizine HCl 1.0 0.1 
2 Diphenhydramine HCl 1.0 0.1 
3 Promethazine HCl 1.0 0.1 
4 Hydroxyzine HCl 1.0 0.1 
5 Chlorpheniramine maleate 1.0 0.1 
6 Maleic acid 0.2 0.02 
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เตรียมสารละลายมาตรฐานตั้งตน้ (Stock Standard Solution) 
2.1.1. ชัง่ Cetirizine HCl RS 20 มิลลิกรัม ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 20 มิลลิลิตร ละลายและ

ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานตั้งตน้ท่ีมีความเขม้ขน้ 1.0 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร 

2.1.2. ชั่ง Diphenhydramine HCl RS 20 มิลลิกรัม ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 20 มิลลิลิตร 
ละลายและปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานตั้งตน้ท่ีมีความเขม้ขน้ 1.0 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

2.1.3. ชัง่ Promethazine HCl RS 20 มิลลิกรัม ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 20 มิลลิลิตร ละลาย
และปรับปริมาตรด้วย Diluent จะได้สารละลายมาตรฐานตั้ งต้นท่ีมีความเข้มข้น 1.0 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

2.1.4. ชัง่ Hydroxyzine HCl RS 20 มิลลิกรัม ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 20 มิลลิลิตร ละลาย
และปรับปริมาตรด้วย Diluent จะได้สารละลายมาตรฐานตั้ งต้นท่ีมีความเข้มข้น 1.0 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

2.1.5. ชั่ง Chlorpheniramine maleate 20 มิลลิกรัม ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 20 มิลลิลิตร 
ละลายและปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานตั้งตน้ท่ีมีความเขม้ขน้ 1.0 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

2.1.6. ชัง่ Maleic acid 20 มิลลิกรัม ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 100 มิลลิลิตร ละลายและปรับ
ปริมาตรดว้ย Diluent จะได้สารละลายมาตรฐานตั้งตน้ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.2 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร 

2.2. การเตรียมสารละลายมาตรฐาน (Standard Solution) 
2.2.1. ปิเปตสารละลาย Cetirizine Stock Solution 2 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 20 

มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมีความเขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร 

2.2.2. ปิเปตสารละลาย Diphenhydramine Stock Solution 2  มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask 
ขนาด 20 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมีความเขม้ขน้ 0.1 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

2.2.3. ปิเปตสารละลาย Promethazine Stock Solution 2 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 
20 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย Diluent จะได้สารละลายมาตรฐานท่ีมีความเข้มข้น 0.1 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
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2.2.4. ปิเปตสารละลาย Hydroxyzine Stock Solution 2 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 20 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมีความเขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร 

2.2.5. ปิเปตสารละลาย Chlorpheniramine maleate Stock Solution 2  มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric 
Flask ขนาด 20 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมีความ
เขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

2.2.6. ปิเปตสารละลาย Maleic acid Stock Solution 2 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 20 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย Diluent จะได้สารละลายมาตรฐานท่ีมีความเข้มข้น 0.02 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

2.3. การเตรียมสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาผสมยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิด และ Maleic acid (Standard 
Mix Solution, Std.Mix) 
2.3.1. ปิเปต Standard Stock Solution (ขอ้ 2.1.1 ถึง 2.1.6) ชนิดละ 2 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric 

Flaskขนาด 20 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent กรองดว้ย Nylon Syringe Filter 0.45 µm 
2.4. การเตรียมสารละลาย Placebo 2 ชนิด 

2.4.1. Placebo ยาเมด็ 
ชัง่ Placebo ยาเม็ด 100 มิลลิกรัม ลงใน Volumetric Flask ขนาด 20 มิลลิลิตร เติม Diluent 
น าไป Sonicateเป็นเวลา5 นาที ปรับปริมาตรดว้ย Diluent กรองดว้ย Nylon Syringe Filter 
0.45 µm 

2.4.2. Placebo ยาน ้า 
ตวง Placebo ยาน ้ า 4 มิลลิลิตรใน Volumetric Flask ขนาด 20 มิลลิลิตร เติม Diluent น าไป 
Sonicate เป็นเวลา5 นาที ปรับปริมาตรดว้ย Diluent กรองดว้ย Nylon Syringe Filter 0.45 µm 

2.5. การเตรียมสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิด และ Maleic acid และผสม 
Placebo ชนิดละ 3 ซ ้า (A,B,C) 
2.5.1. Placebo ยาเมด็ 

ชัง่ Placebo ยาเมด็ 100 มิลลิกรัม ลงใน Volumetric Flask ขนาด 20 มิลลิลิตรปิเปต Standard 

Stock Solution (ขอ้ 2.1.1 ถึง 2.1.6) ชนิดละ 2 มิลลิลิตร,น าไป Sonicate เป็นเวลา 5 นาที 

ปรับปริมาตรดว้ย Diluent กรองดว้ย Nylon Syringe Filter 0.45 µm 
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2.5.2. Placebo ยาน ้า 

ตวง Placebo ยาน ้ า 4 มิลลิลิตร ลงใน Volumetric Flask ขนาด 20 มิลลิลิตร ปิเปต Standard 

Stock Solution (ขอ้ 2.1.1 ถึง 2.1.6) ชนิดละ 2 มิลลิลิตร, น าไปSonicate เป็นเวลา 5 นาที 

ปรับปริมาตรดว้ย Diluent กรองดว้ย Nylon Syringe Filter 0.45 µm 

 
วิธีด าเนินการ 

1. ฉีด Diluent จ านวน 1 ซ ้า เพ่ือตรวจสอบ base line และ noise  
2. ฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิด และ Maleic acid (ขอ้ 2.3) จ านวน 3 ซ ้ า เพ่ือ

ทดสอบความน่ิงของระบบ 
3. ฉีดสารละลายมาตรฐานยาตา้นฮีสทามีน (ขอ้ 2.2.1 ถึง 2.2.6) ชนิดละ 1 ซ ้า  
4. ฉีดคัน่ดว้ยสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิด และ Maleic acid (ขอ้ 2.3) จ านวน 1 ซ ้า 
5. ฉีดสารละลาย  Placebo 2 ชนิด (ขอ้ 2.4) ชนิดละ 1 ซ ้า 
6. สารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิดและ Maleic acid ผสมใน Placebo (ขอ้ 2.5.1, 2.5.2)  
7. ชนิดละ 1 ซ ้า 
8. ฉีดปิดทา้ยดว้ย สารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทามีน5 ชนิด และ Maleic acid (ขอ้ 2.3)  จ านวน 

1 ซ ้า 
9. บนัทึกค่า Retention time, Resolution, Peak Purity และ %Match 
 

เกณฑก์ารยอมรับ 
1. Peak ยาแต่ละตวัท่ีปรากฎใน Chromatogram ท่ีไดจ้ากการฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทา

มีน 5 ชนิด และ Maleic acid ทั้งท่ีผสมและไม่ผสม Placeboต้องมี Retention time แตกต่างกนั โดยมีค่า 
%RSD ของ Retention time จากการฉีด 3 ซ ้ า ไม่เกิน 2.0 (พิจารณา %RSD จากการฉีดไม่น้อยกว่า 3 ซ ้ า 
เน่ืองจากเป็นการวิเคราะห์เชิงคุณภาพ) 

2. Peak ยาแต่ละตวัท่ีปรากฎใน Chromatogram ท่ีไดจ้ากการฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทา
มีน 5 ชนิด และ Maleic acid ตอ้งมีค่า Resolution ระหว่างตวัยาไม่ต ่ากว่า 2.0 

3. Peak ยาแต่ละตวัท่ีปรากฎใน Chromatogram ท่ีไดจ้ากการฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทา
มีน 5 ชนิด และ Maleic acid ท่ีผสมใน Placeboตอ้งมีค่า Peak Purity ไม่นอ้ยกว่า 0.95 

4. Peak ยาแต่ละตวัท่ีปรากฎใน Chromatogram ท่ีไดจ้ากการฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทา
มีน 5 ชนิด และ Maleic acid ท่ีผสมใน Placebo เม่ือเทียบกบัสารละลายมาตรฐาน ตอ้งมีค่า%Matching 
ของ Spectrum ไม่นอ้ยกว่า ร้อยละ 95 
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3. การทดสอบความเหมาะสมของระบบโครมาโทกราฟ (System Suitability) 
3.1. การทดสอบความเท่ียงของระบบโครมาโทกราฟ 

การเตรียมสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิด และ Maleic acid เตรียม
เช่นเดียวกบั ขอ้ 2.3 

วิธีด าเนินการ 
1. ฉีด Diluent จ านวน 1 ซ ้า เพ่ือดู base line และ noise  
2. ฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิดและ Maleic acid (ขอ้ 2.3) จ านวน 3 ซ ้า เพ่ือดู

ความน่ิงของระบบ 
3. บนัทึกค่า Retention time และค่า Resolution 

การค านวณ 
1. ค านวณหาค่าเฉล่ียและค่า %RSD ของค่า Retention time และค่า Resolution ท่ีไดจ้ากการฉีด 3 ซ ้า  

เกณฑก์ารยอมรับ 
1. ค่า %RSD ของการฉีด 3 ซ ้า ตอ้งไม่เกิน 2.0 (พิจารณา %RSD จากการฉีดไม่นอ้ยกว่า 3 ซ ้า เน่ืองจากเป็น

การวิเคราะห์เชิงคุณภาพ) 
 

4. การทดสอบขดีจ ากดัของการตรวจพบ (Limit of Detection) 
 ด าเนินการโดยการค่อย ๆ ลดความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน และของสารละลายมาตรฐานผสม 
Placebo ลงจนไดค้วามเขม้ขน้ต ่าสุดของตวัยาแต่ละตวั ท่ีสามารถตรวจพบและสามารถพิสูจน์เอกลกัษณ์ได ้จากนั้น
เตรียมสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิด และสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทามีน 5 
ชนิด และผสม Placebo ตามตวามเขม้ขน้ดงักล่าวอีกคร้ัง โดยเตรียมชนิดละ 3 ซ ้ า เพ่ือทดสอบความแม่นย  าของ
ขีดจ ากดัการตรวจพบ โดยเตรียมสารละลายมาตรฐานให้มีความเขม้ขน้อยา่งถูกตอ้งโดยประมาณ ตามตางรางท่ี 2 
 ตารางท่ี 2  แสดงความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐานท่ีใชใ้นหวัขอ้ขดีจ ากดัของการตรวจพบ 

No. Standard ความเข้มข้น (mg/ml) 

Stock Standard Solution Standard Solution 
1 Cetirizine HCl 0.02 0.003 
2 Diphenhydramine HCl 0.02 0.001 

3 Promethazine HCl 0.02 0.001 

4 Hydroxyzine HCl 0.02 0.003 

5 Chlorpheniramine maleate 0.02 0.001 
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4.1. การเตรียมสารละลายมาตรฐานตั้งตน้ (Stock Standard Solution) 
4.1.1. ปิเปตสารละลาย Cetirizine Stock Solution (ขอ้ 2.1.1) 1 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask 

ขนาด 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมีความเขม้ขน้ 20 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

4.1.2. ปิเปตสารละลาย Diphenhydramine Stock Solution (ขอ้ 2.1.2) 1 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric 
Flask ขนาด 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมีความ
เขม้ขน้ 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

4.1.3. ปิเปตสารละลายPromethazine Stock Solution (ขอ้ 2.1.3) 1 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric 
Flask ขนาด 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมีความ
เขม้ขน้ 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

4.1.4. ปิเปตสารละลาย Hydroxyzine Stock Solution (ขอ้ 2.1.4) 1 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric 
Flask ขนาด 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมีความ
เขม้ขน้ 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

4.1.5. ปิเปตสารละลาย Chlorpheniramine maleate Stock Solution (ขอ้ 2.1.5) 1 มิลลิลิตร ใส่ใน 
Volumetric Flask ขนาด 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐาน
ท่ีมีความเขม้ขน้ 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 

4.2. การเตรียมสารละลายมาตรฐาน (Standard Solution) 
4.2.1. ปิเปตสารละลาย Cetirizine Stock Solution 3 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 20 

มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย Diluent จะได้สารละลายมาตรฐานท่ีมีความเข้มข้น 3.0 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

4.2.2. ปิเปตสารละลาย Diphenhydramine Stock Solution 1  มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask 
ขนาด 20 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมีความเขม้ขน้ 1.0 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

4.2.3. ปิเปตสารละลายPromethazine Stock Solution 1 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 20 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย Diluent จะได้สารละลายมาตรฐานท่ีมีความเข้มข้น 1.0 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

4.2.4. ปิเปตสารละลาย Hydroxyzine Stock Solution 3 มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 20 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมีความเขม้ขน้ 3.0 ไมโคร 
กรัมต่อมิลลิลิตร 
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4.2.5. ปิเปตสารละลาย Chlorpheniramine maleate Stock Solution 1  มิลลิลิตร ใส่ใน Volumetric 
Flask ขนาด 20 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย Diluent จะไดส้ารละลายมาตรฐานท่ีมีความ
เขม้ขน้ 1.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 

4.3. การเตรียมสารละลายมาตรฐานผสมแบบผสมยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิด (Standard Mix Solution, 
Std.Mix) 
4.3.1. ปิเปต Standard Stock Solution (ขอ้ 4.1.1 ถึง 4.1.5) ปริมาตร 3.0 , 1.0, 1.0, 3.0 และ 1.0 

มิลลิลิตรตามล าดบัใส่ใน Volumetric Flask ขนาด 20 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ย กรองดว้ย 

Nylon Syringe Filter 0.45 µm 

 

4.4. การเตรียมสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิด และผสม Placebo ชนิดละ 3 ซ ้า 
(A,B,C) 
4.4.1. Placebo ยาเมด็ 

ชัง่ Placebo ยาเมด็ 100 มิลลิกรัม ลงใน Volumetric Flask ขนาด 20 มิลลิลิตรปิเปต Standard 

Stock Solution (ขอ้ 4.1.1 ถึง 4.1.5) ปริมาตร 3.0, 1.0, 1.0, 3.0 และ 1.0 มิลลิลิตรตามล าดบั

น าไป Sonicate เป็นเวลา 5 นาที ปรับปริมาตรดว้ย Diluent กรองดว้ย Nylon Syringe Filter 

0.45 µm 

4.4.2. Placebo ยาน ้า 

ตวง Placebo ยาน ้ า 4 มิลลิลิตร ลงใน Volumetric Flask ขนาด 20 มิลลิลิตร ปิเปต Standard 

Stock Solution (ขอ้ 4.1.1 ถึง 4.1.5) ปริมาตร 3.0, 1.0, 1.0, 3.0 และ 1.0 มิลลิลิตรตามล าดบั 

น าไป Sonicate เป็นเวลา 5 นาที ปรับปริมาตรดว้ย Diluent กรองดว้ย Nylon Syringe Filter 

0.45 µm 

วิธีด าเนินการ 
1. ฉีด Diluent จ านวน 1 ซ ้า เพ่ือตรวจสอบ base line และ noise  
2. ฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิด (ขอ้ 4.3) จ านวน 3 ซ ้า เพ่ือทดสอบความน่ิงของ

ระบบ 
3. ฉีดสารละลายมาตรฐานยาตา้นฮีสทามีน (ขอ้ 4.2.1 ถึง 4.2.5) ชนิดละ 1 ซ ้า  
4. ฉีดคัน่ดว้ยสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิด (ขอ้ 4.3) จ านวน 1 ซ ้า 
5. สารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิด และผสม Placebo (ขอ้ 4.4.1, 4.4.2) ชนิดละ 1 ซ ้า 



สารต ารายา ปีท่ี 29  ฉบบัท่ี 2 พฤษภาคม–สิงหาคม  2566   51 
  

6. ฉีดปิดทา้ยดว้ย สารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิด (ขอ้ 4.3)  จ านวน 1 ซ ้า 
7. บนัทึกค่า Signal to noise ratio, Retention time, Resolution, Peak Purity และ %Matching 

เกณฑก์ารยอมรับ 
1. Signal to noise ratio ของ Peak ตัวยาแต่ละตัว ท่ีปรากฎใน Chromatogram ท่ีได้จากการฉีดสารละลาย

มาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิด และสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิด 
และผสม Placebo ตอ้งไม่นอ้ยกว่า 3.0 

2. Peak ยาแต่ละตวัท่ีปรากฎใน Chromatogram ท่ีไดจ้ากการฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทา
มีน 5 ชนิด และสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิด และผสม Placeboตอ้งมีค่า Peak 
Purity ไม่นอ้ยกว่า 0.95 

3. Peak ยาแต่ละตวัท่ีปรากฎใน Chromatogram ท่ีไดจ้ากการฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทา
มีน 5 ชนิด และสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิด และผสม Placebo เม่ือเทียบกบั
สารละลายมาตรฐานตอ้งมีค่า %Matching ของ Spectrum ไม่นอ้ยกว่าร้อยละ 95 

 
5. การศึกษาความคงทนของวิธี (Robustness) 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 
เตรียมสารละลายมาตรฐาน และสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิด และ 

Maleic acid ตามขอ้ 2 การทดสอบความจ าเพาเจาะจงของวิธี 
การศึกษาความคงทนของวิธี ประกอบดว้ย 4 วิธีการ 

1. ความยาวคล่ืนในการตรวจวดั: จาก 220 นาโนเมตร เปล่ียนเป็น 218 และ 222 นาโนเมตร 
2. คอลมัน์: จาก Inertsil C8 4.6 × 250 mm, 5 µm ปล่ียนเป็น Zorbax C8 4.6 × 250 mm, 5 µm และ 

Vertisep UPS C8 4.6 × 250 mm, 5 µm 
3. สัดส่วนของสารละลายตวัพา: จาก Buffer pH 3.0 : ACN (65:35) เปล่ียนเป็น Buffer pH 3.0 : 

ACN (60:40) และ Buffer pH 3.0 : ACN (70:30) 
4. ความเป็นกรด-ด่างของสารละลาย Buffer: จาก Buffer pH 3.0 เปล่ียนเป็น Buffer pH 2.8 และ 

Buffer pH 3.2 

วิธีด าเนินการ 
1. ฉีด Diluent จ านวน 1 ซ ้า เพ่ือตรวจสอบ base line และ noise  

2. ฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิด และ Maleic acid จ านวน 3 ซ ้า เพ่ือทดสอบ

ความน่ิงของระบบ 

3. ฉีดสารละลายมาตรฐานยาตา้นฮีสทามีน ชนิดละ 1 ซ ้า 

4. ฉีดปิดทา้ยดว้ย สารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิด และ Maleic acid จ านวน 1 ซ ้ า 
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5. บนัทึกค่า Retention time, Resolution, Peak Purity และ %Matching 

เกณฑก์ารพิจารณา 
1. ค่า Retention time ของ Peak ของตวัยาแต่ละตวัท่ีปรากฎใน Chromatogram เม่ือปรับเปล่ียน Parameter  
2. ค่า Peak Purity ของ Peak ของตวัยาแต่ละตวัท่ีปรากฎใน Chromatogram เม่ือปรับเปล่ียน Parameter  
3. ค่า Resolution ระหว่าง Peak ของตวัยาแต่ละตวัท่ีปรากฎใน Chromatogram เม่ือปรับเปล่ียน Parameter  
4. ค่า %Matching ของ Spectrum ของตวัยาแต่ละตวัท่ีปรากฎใน Chromatogram เม่ือปรับเปล่ียน Parameter 

 

ผล 
1. การทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของวิธี (Selectivity/Specificity) 

 วิธีการท่ีพฒันาขึ้นสามารถแยกพีคของยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิด ไดแ้ก่ Chlorpheniramine, Diphenhydramine, 

Promethazine, Hydroxyzine และ Cetirizine ออกจากกนัไดอ้ย่างชดัเจน โดยพิจารณาจากโครมาโทแกรมตามรูปท่ี 1 

ซ่ึงพบว่าแต่ละพีคท่ีอยู่ใกลก้นัมีค่า Resolution มากกว่า 2.0 ทั้งน้ีค่า Retention time, Relative retention time และ 

Resolution แสดงดังตารางท่ี  3 โดย  Maleic acid ในระบบ ท าหน้าท่ีเพียงเพื่อให้เป็นตัวแทนต าแหน่ง ใน 

Chromatograph ของพีคเกลือท่ีถูกปล่อยออกมาจากโครงสร้างของ Chlorpheniramine maleate เม่ืออยู่ในสารละลาย

เท่านั้น 

รูปท่ี 1 แสดงโครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิด และ Maleic acid 
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ตารางท่ี 3  แสดงค่า Retention time (RT), ค่า Relative retention time (RRT) และค่า Resolution ของ
สารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิดและ Maleic acid 

No. Standard RT RRT Resolution 
1 Maleic acid 2.306 0.23 - 
2 Chlorpheniramine 3.789 0.37 9.462 
3 Diphenhydramine 5.869 0.58 9.889 
4 Promethazine 7.028 0.69 4.599 
5 Hydroxyzine 8.949 0.88 6.312 
6 Cetirizine 10.181 1.00 3.522 

 
เม่ือฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิดและ Maleic acid ท่ีแยกผสมกบั Placebo ยาเมด็ 

และยาน ้า พบว่าพีคของยาแต่ละชนิด ไม่ถูกรบกวนจากสารอ่ืนในต ารับ โดยมีค่า Peak Purity ไม่ต ่ากว่า 0.95 และมีค่า 

%Matching ของ Spectrum เม่ือเทียบกบัสารละลายมาตรฐานไม่ต ่ากว่าร้อยละ 95 (ตารางท่ี 4) ยกเวน้ Promethazine 

ในสารละลายท่ีผสม Placebo ยาน ้า แสดงผลเป็น NA ทั้งน้ีเน่ืองจากใน Placebo ยาน ้านั้น มีพีคปรากฎในโครมาโทแก

รม ในช่วงเวลาเดียวกนักบัพีคของ Promethazine 

ตารางที่ 4 แสดงค่าเฉล่ียและ% RSD ของค่า Retention time (RT) ค่า%Matching และค่า Peak Purity ของยา

ตา้นฮีสทามีนแต่ละชนิดเม่ือฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิดและ Maleic acid ท่ีผสมใน 

Placebo ยาเมด็ และยาน ้า 

No. Standard Placebo RT %RSD %Matching %RSD Purity %RSD 
1 Maleic acid ยาเม็ด 2.315 0.19 99.99 0.00 99.99 0.01 

ยาน ้า 2.295 0.04 99.87 0.01 99.99 0.00 
2 Chlorpheniramine ยาเม็ด 3.792 0.13 99.99 0.01 99.99 0.02 

ยาน ้า 3.812 0.03 99.97 0.00 99.99 0.00 
3 Diphenhydramine ยาเม็ด 5.870 0.09 99.99 0.00 99.71 0.51 

ยาน ้า 5.917 0.03 99.93 0.00 99.99 0.00 
4 Promethazine ยาเม็ด 7.041 0.07 99.99 0.00 99.99 0.02 

ยาน ้า NA NA NA NA NA NA 
5 Hydroxyzine ยาเม็ด 8.959 0.05 99.99 0.00 98.44 2.51 

ยาน ้า 9.014 0.02 99.98 0.00 99.98 0.01 
6 Cetirizine ยาเม็ด 10.188 0.05 99.99 0.00 99.07 1.62 

ยาน ้า 10.197 0.02 99.99 0.00 99.99 0.00 
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2. การทดสอบความเหมาะสมของระบบโครมาโทกราฟ (System suitability) 

เม่ือฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิดและ Maleic acid จ านวน 3 ซ ้า พบว่ายาตา้นฮีส

ทามีนแต่ละชนิดมีค่า %RSD ของ Retention time และค่า %RSD ของ Resolutionไม่เกิน 2.0 ตามตารางท่ี 5 

ตารางท่ี 5  แสดงผลความเท่ียงของระบบโครมาโทกราฟี  

No. Standard 
Av. RT %RSD Av. 

Resolution 
%RSD 

1 Maleic acid 2.307 0.04 - - 
2 Chlorpheniramine 3.788 0.04 9.499 0.41 
3 Diphenhydramine 5.870 0.02 9.930 0.37 
4 Promethazine 7.030 0.02 4.620 0.63 
5 Hydroxyzine 8.949 0.01 6.332 0.36 
6 Cetirizine 10.182 0.01 3.529 0.34 

 
 

3. การทดสอบขดีจ ากดัของการตรวจพบ (Limit of Detection, LOD) 
 เม่ือฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิด และผสม Placebo ยาเมด็ และยาน ้า โดยความ
เขม้ขน้ของยาตา้นฮีสทามีนแต่ละชนิดเป็นความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีจะสามารถตรวจพบและพิสูจน์เอกลกัษณ์ไดน้ั้น พบว่า
ค่า Signal to noise ratio ของยาตา้นฮีสทามีนแต่ละชนิดไม่ต ่ากว่า 3.0 และมีค่า Peak Purity ไม่นอ้ยกว่า 0.95 และมีค่า 
%Matching ของ Spectrumไม่น้อยกว่าร้อยละ 95 ยกเวน้ Promethazine ในสารละลายท่ีผสม Placebo ยาน ้ า ไม่
สามารถหาค่า LOD ได ้แสดงผลเป็น NA (ตารางท่ี 6) ทั้งน้ีเน่ืองจากใน Placebo ยาน ้ านั้น มีพีคปรากฎในโครมาโท 
แกรม ในช่วงเวลาเดียวกนักบัพีคของ Promethazine 

ตารางที่ 6 แสดงค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถตรวจพบและพิสูจน์เอกลกัษณ์ได ้(LOD), ค่า Signal to noise 

ratio ค่า%Matching และค่า Peak Purity ของสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิด ผสมใน Placebo 

ยาเมด็และยาน ้า 

No. Standard Placebo 
LOD 

(µg/ml) 
S/N %RSD %Matching %RSD Purity %RSD 

1 Chlorpheniramine ยาเม็ด 1.40 23.82 6.31 99.93 0.05 99.99 0.00 
ยาน ้า 1.40 183.91 6.42 99.99 0.00 99.59 0.38 

2 Diphenhydramine ยาเม็ด 1.30 23.78 8.59 99.94 0.07 99.99 0.00 
ยาน ้า 1.30 408.14 1.23 99.99 0.00 100.00 0.00 
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3 Promethazine ยาเม็ด 1.20 14.57 6.86 99.71 0.34 99.99 0.00 
ยาน ้า NA NA NA NA NA NA NA 

4 Hydroxyzine ยาเม็ด 3.12 31.26 5.32 99.97 0.04 99.99 0.00 
ยาน ้า 3.12 31.25 3.85 99.50 0.35 99.94 0.01 

5 Cetirizine ยาเม็ด 3.10 21.67 5.51 99.93 0.04 99.99 0.01 
ยาน ้า 3.10 75.49 4.18 99.88 0.06 99.99 0.00 

 

4. การศึกษาความคงทนของวิธี (Robustness) 
4.1. การเปล่ียนแปลงความยาวคล่ืนในการตรวจวดั (Wavelength) 

 เม่ือฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิดและ Maleic acid ซ่ึงท าการตรวจวดัท่ีความ

ยาวคล่ืน 220 218 และ 222 นาโนเมตร แลว้วดัค่าการตอบสนองเป็นค่าพ้ืนท่ีใตพี้ค (Peak Area) เป็นการแสดงถึง

ความไวหรือความสามารถในการมองเห็นได ้ของยาแต่ละชนิด พบว่ายาแต่ละชนิดมีค่าเฉล่ียของพ้ืนท่ีใตพี้คสูงสุด

เม่ือตรวจวดัท่ีความยาวคล่ืน 220 218 และ 222 นาโนเมตร ตามล าดบั (ตารางท่ี 7) 

ตารางท่ี 7 แสดงค่าเฉล่ียของพ้ืนท่ีใตพี้ค และ %RSD ท่ีความยาวคล่ืน 220 218 และ 222 นาโนเมตร 
No. Standard Average Peak Area 

220 nm %RSD 218 nm %RSD 222 nm %RSD 
1 Maleic acid 2142760 1.47 2502106 0.17 1827999 0.16 
2 Chlorpheniramine 1400741 0.17 1356034 0.06 1445132 0.06 
3 Diphenhydramine 1321692 0.76 1371511 0.24 1230431 0.24 
4 Promethazine 1482800 2.64 1414873 0.33 1398844 0.33 
5 Hydroxyzine 1092209 0.58 999316 1.77 1074477 1.78 
6 Cetirizine 1101589 2.13 1136480 0.09 1221288 0.08 

 
4.2. การเปล่ียนแปลงคอลมัน์  

 เม่ือฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาต้านฮีสทามีน 5 ชนิดและ Maleic acid  โดยมีการปรับเปล่ียน
คอลมัน์พบว่า พีคของยาตา้นฮีสทามีนทั้ง 5  มีค่าเฉล่ียและ %RSD ของค่า Retention time และค่า Resolution เป็นไป
ตามตารางท่ี 8 ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าคอลมัน์ Inertsil มีความสามารถสูงสุดในการแยกพีคยาตา้นฮีสทามีนทั้ง 5 ชนิดน้ี 
ส่วนคอลมัน์ Zorbax สามารถแยกพีคยาต้านฮีสทามีนดังกล่าวได้เช่นเดียวกันแต่อาจมีความเส่ียงในการแยกพีค  
Hydroxyzine และ Cetirizine ออกจากกนั เน่ืองจากค่า Resolution ระหว่างตวัยาทั้งสองต ่ากว่า 2.0 (รูปที่ 2) และส่วน
คอลมัน์ Vertisep UPS นั้น มีความสามารถต ่าสุดในการแยก เน่ืองจากไม่สามารถแยกพีคของยา Hydroxyzine และ 
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Cetirizine ออกจากกนัได ้(รูปท่ี 3) ดงันั้นหากน าวิธีน้ีไปใชอ้าจจ าเป็นตอ้งศึกษาเพ่ิมเติม ถึงคอลมัน์ท่ีใชว่้าย่ีห้อ หรือ
รุ่นการผลิตของคอลมัน์มีผลต่อความสามารถของวิธีในการแยกของยาหรือไม่ 

รูปท่ี 2 แสดงโครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิด และ Maleic acid 
ในคอลมัน์ Zorbax 

 

 รูปท่ี 3 แสดงโครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิด และ Maleic acid 

ในคอลมัน์ Vertisep UPS 

 ตารางท่ี 8 แสดงค่าเฉล่ียของค่า Retention time และค่า Resolution และค่า %RSD เม่ือปรับเปล่ียนคอลมัน์ 

No. Standard 
Av. RT (%RSD) Av. Resolution (%RSD) 

Inertsil* Zorbax Vertisep Inertsil* Zorbax Vertisep 

1 Maleic acid 2.307 1.857 2.177 - - - 
(0.04) (0.17) (0.05) - - - 

2 Chlorpheniramine 3.788 3.169 4.656 9.499 10.147 14.312 
(0.04) (0.13) (0.32) (0.41) (0.57) (0.48) 

3 Diphenhydramine 5.870 4.788 7.454 9.930 8.267 9.841 
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(0.02) (0.07) (0.45) (0.37) (0.66) (0.45) 
4 Promethazine 7.030 5.691 9.173 4.620 3.670 4.523 

(0.02) (0.07) (0.53) (0.63) (0.50) (0.50) 
5 Hydroxyzine 8.949 7.145 11.684 6.332 5.075 5.502 

(0.01) (0.09) (0.44) (0.36) (0.18) (0.55) 
6 Cetirizine 10.182 7.680 11.684 3.529 1.722 5.502 

(0.01) (0.06) (0.44) (0.34) (0.60) (0.55) 

 

4.3 การเปล่ียนแปลงสัดส่วนของสารละลายตวัพา (Mobile phase) 
เม่ือฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาต้านฮีสทามีน 5 ชนิดและ Maleic acid  โดยมีการปรับเปล่ียน

สัดส่วนของสารละลายตวัพาพบว่า พีคของยาตา้นฮีสทามีนทั้ง 5 มีค่าเฉล่ียและ %RSD ของค่า Retention time และค่า 

Resolution เป็นไปตามตารางท่ี 9 ซ่ึงเม่ือสัดส่วนของ Acetonitrile ในสารละลายตวัพาเพ่ิมขึ้น พบว่าค่า Retention 

time และ ค่า Resolution ของยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิดและ Maleic acid  นั้น ลดลง ท าให้มีความเส่ียงในการแยกพีค 

Promethazine ออกจาก พีคของ Diphenhydramine และแยกพีค Hydroxyzine ออกจากพีคของ Promethazine และเม่ือ

สัดส่วนของ Acetonitrile ในสารละลายตวัพาลดลง พบว่าค่า Retention time และ Resolution ของทุกตวัยาเพ่ิมมากขึ้น 

พีคของยาตา้นฮีสทามีนทั้ง 5 ชนิด สามารถแยกออกจากกนัไดม้ากขึ้น แต่อาจส่งผลให้ใชเ้วลาในการตรวจวิเคราะห์ท่ี

ยาวนานมากเกินไป  
 ตารางที่ 9 แสดงค่าเฉล่ียของค่า Retention time และค่า Resolution และค่า %RSD เม่ือปรับเปล่ียนสัดส่วน

สารละลายตวัพา 

No. Standard 

Av. RT (%RSD) Av. Resolution (%RSD) 

Buffer : Acetonitrile Buffer : Acetonitrile 

65 : 35 60 : 40 70 : 30 65 : 35 60 : 40 70 : 30 
1 Maleic acid 2.307 2.289 2.388 - - - 

(0.04) (0.09) (0.15) - - - 
2 Chlorpheniramine 3.788 2.566 5.243 9.499 2.197 16.779 

(0.04) (0.22) (0.08) (0.41) (1.81) (1.12) 
3 Diphenhydramine 5.870 3.193 9.902 9.930 4.334 15.030 

(0.02) (0.29) (0.05) (0.37) (0.92) (0.04) 
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4 Promethazine 7.030 3.485 13.015 4.620 1.940 7.673 
(0.02) (0.34) (0.05) (0.63) (2.12) (0.06) 

5 Hydroxyzine 8.949 3.758 19.054 6.332 1.786 10.913 
(0.01) (0.41) (0.04) (0.36) (6.58) (0.10) 

6 Cetirizine 10.182 4.401 22.005 3.529 3.649 4.358 
(0.01) (0.38) (0.01) (0.34) (4.28) (0.22) 

 
4.4 การเปล่ียนแปลงความเป็นกรด-ดา่ง (pH) ของสารละลาย Buffer 

เม่ือฉีดสารละลายมาตรฐานแบบผสมยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิดและ Maleic acid โดยมีการปรับเปล่ียน 
ความเป็นกรด-ด่างของสารละลาย Buffer ของสารละลายตวัพา พบว่า พีคของยาตา้นฮีสทามีนทั้ง 5 มีค่าเฉล่ียและ 
%RSD ของค่า Retention time และค่า Resolution เป็นไปตามตารางท่ี 10 ซ่ึงผลท่ีไดแ้สดงให้เห็นวา่ความสามารถ
ของวิธีในการแยกยาตา้นฮีสทามีนทั้ง 5 ชนิด นั้นไม่แตกต่างกนั 
 ตารางท่ี 10  แสดงค่าเฉล่ียของค่า Retention time และค่า Resolution และค่า %RSD เม่ือปรับเปล่ียน pH 
ของ Buffer 

No. Standard 
Av. RT (%RSD) Av. Resolution (%RSD) 

pH 3.0 pH 2.8 pH 3.2 pH 3.0 pH 2.8 pH 3.2 
1 Maleic acid 2.307 2.327 2.317 - - - 

(0.04) (0.20) (0.05) - - - 
2 Chlorpheniramine 3.788 3.582 3.786 9.499 8.027 9.516 

(0.04) (0.20) (1.85) (0.41) (0.14) (2.96) 
3 Diphenhydramine 5.870 5.777 5.503 9.930 10.567 8.441 

(0.02) (0.10) (3.17) (0.37) (0.20) (3.68) 
4 Promethazine 7.030 6.931 6.576 4.620 4.619 4.420 

(0.02) (0.09) (3.21) (0.63) (0.15) (3.42) 
5 Hydroxyzine 8.949 8.793 8.305 6.332 6.206 5.938 

(0.01) (0.10) (3.04) (0.36) (0.04) (3.61) 
6 Cetirizine 10.182 10.226 9.533 3.529 4.116 3.662 

(0.01) (0.06) (2.50) (0.34) (0.19) (0.42) 
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สรุปและวิจารณ์ 

เทคนิควิธีของโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงท่ีพฒันาขึ้น เม่ือท าการทดสอบความใช้ไดข้องวิธี 
พบว่าวิธีมีความจ าเพาะเจาะจงกบัยาตา้นฮีสทามีนทั้ง 5 ชนิด สามารถแยกพีคยาตา้นฮีสทามีนทั้ง 5 ชนิด และ Maleic 
acid ออกจากกนัได ้โดยยาตา้นฮีสทามีนแต่ละชนิดมีค่า Retention time ท่ีแตกต่างกนั และมีค่า Resolution มากกว่า 
2.0  (รูปที่ 1, ตารางท่ี 3) พีคของยาไม่ถูกรบกวนจากสารอ่ืนในต ารับยาเมด็ และยาน ้า โดยมีค่า Peak Purity ไม่ต ่ากว่า 
0.95 (ตารางท่ี 4) ระบบโครมาโทกราฟ มีความเท่ียงโดยค่า Retention time และค่า Resolution ให้ค่า %RSD ไม่เกิน 
2.0 (ตารางท่ี 5) มีความไวในการตรวจพบในยาเม็ด และยาน ้ า โดยความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถตรวจพบและพิสูจน์
เอกลกัษณ์ได้ หรือ Limit of detection (LOD) อยู่ในช่วง 1.20-3.12 µg/ml (ตารางท่ี 6) และมีความทนของวิธี เม่ือ
ปรับเปล่ียนความยาวคล่ืนในการตรวจวดั (ตารางท่ี 7) ปรับเปล่ียนสัดส่วนของสารละลายตัวพา (ตารางท่ี 9) 
ปรับเปล่ียนความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของสารละลายตวัพา (ตารางท่ี 10) และเม่ือมีการเลือกใช้คอลมัน์ท่ีเหมาะสม 
(ตารางท่ี 8) สรุปไดว่้าวิธีท่ีพฒันาขึ้นน้ี สามารถใช้เป็นวิธีมาตรฐานท่ีสามารถช่วยลดเวลาและงบประมาณในการ
ตรวจพิสูจน์เอกลกัษณ์ยาตา้นฮีสทามีน 5 ชนิด ดงักล่าว ในเภสัชภณัฑแ์ผนปัจจุบนัได ้ 
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	ชนิดา เรื่องที่ 2 (final)
	1. Reagent preparation
	1.1 Matrix solution
	1.2 Mobile phase A: 0.02%v/v formic acid in water
	Dilute 200 µL of formic acid with water and adjust the volume to 1000 mL.
	1.3 Mobile phase B: 0.02%v/v formic acid in isopropanol
	Dilute 200 µL of formic acid with isopropanol and adjust the volume to 1000 mL.
	2. Standard preparation
	Dilute 50 mg of polysorbate80 USPRS with water and adjust to the volume of 10 mL.
	Pipette 40 µL of stock standard solution (2.1) and 960 µL of water and mix.
	Pipette 100 µL of standard solution (2.2) and 900 µL of water and mix.
	3. Sample preparation
	Dilute the sample solution with water to contain the final concentration of polysorbate80 of 0.02 mg/mL.
	4. Spiked sample preparation
	Pipette 100 µL of stock standard solution and 900 µL of water and mix.
	5. HPLC condition
	6. Method development
	7. Method validation
	7.1 Specificity
	Inject the solutions as follows: blank, water, mobile phase A, mobile phase B, matrix solution, standard solution, and sample solution and evaluate the interferences from excipients and mobile phase used in the method on the interesting peaks.
	7.6 Specification
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