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บทคัดย่อ  การถ่ายโอนและการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์เพรดนิโซโลนในยาเม็ดด้วยวิธีอัลตราเพอร์ฟอร์มานซ์ 
ลคิวดิ โครมาโทกราฟีโดยใช้คอลมัน์ ZORBAX Eclipse Plus C18 ขนาด 2.1 × 100 มลิลเิมตร ขนาดอนภุาค 1.8 ไมโครเมตร 
ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส โดยมีส่วนผสมของเมธานอลและน�้ำในอัตราส่วน 55:45 โดยปริมาตร เป็นสารละลายตัวพา 
อัตราการไหล 0.3 มิลลิลิตรต่อนาที ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร พบว่าการทดสอบความจ�ำเพาะของวิธีไม่พบ 
การรบกวนของสารสลายตัวที่ถูกเร่งให้สลายตัวภายใต้สภาวะต่างๆ เช่น กรด ด่าง ความร้อน ไฮโดรไลซิส ออกซิเดซัน และแสง
พบความสัมพันธ์เป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 0.15-0.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (r) เท่ากับ 
0.9999 การทดสอบความแม่นของวิธีพบค่าเฉลี่ยของค่าร้อยละของการคืนกลับเฉลี่ยที่ 3 ระดับความเข้มข้นเท่ากับ 100.5 
และมีค่าเบีย่งเบนมาตรฐานเท่ากบัร้อยละ 1.2 การทดสอบความเทีย่ง พบว่าการวเิคราะห์ตัวอย่างจ�ำนวน 6 ซ�ำ้ภายในวนัเดยีวกนั 
การวิเคราะห์ตัวอย่างเมื่อเปลี่ยนวันที่วิเคราะห์และเปลี่ยนนักวิเคราะห์ มีค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน เท่ากับร้อยละ 0.7, 0.6 และ 
0.7 ตามล�ำดับ วิธีวิเคราะห์มีความทนต่อการเปลี่ยนแปลงสภาวะการทดสอบต่างๆ คือ การเปลี่ยนคอลัมน์ อุณหภูมิคอลัมน์ 
สดัส่วนและอตัราการไหลของสารละลายตวัพา โดยไม่มผีลกระทบต่อความเหมาะสมของระบบและปรมิาณสารทีว่เิคราะห์ได้ เมือ่ 
เปรียบเทียบวิธีวิเคราะห์นี้กับวิธีที่ระบุไว้ในเภสัชต�ำรับของประเทศสหรัฐอเมริกาและประเทศอังกฤษ พบว่าวิธีน้ีสามารถตรวจ
วิเคราะห์ได้รวดเร็วกว่า ดังนั้นวิธีวิเคราะห์ปริมาณเพรดนิโซโลนในยาเม็ดโดยวิธี UPLC นี้ จึงมีความถูกต้อง แม่นย�ำ และให้
ผลวิเคราะห์ที่น่าเชื่อถือ สามารถน�ำไปใช้เป็นวิธีทางเลือกอีกวิธีหนึ่งในการตรวจวิเคราะห์หาปริมาณเพรดนิโซโลนในยาเม็ดได้
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บทน�ำ

เพรดนิโซโลน (Prednisolone) เป็นสารสังเคราะห์กลุ่ม Glucocorticoid น�ำมาใช้ทางการแพทย์ มีฤทธิ์

ต้านการอักเสบโดยยับยั้งการเคลื่อนตัวของเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด Polymorphonuclear Leukocytes ที่ผ่านมา

ทางหลอดเลือดฝอยหรือใช้กดการท�ำงานของระบบภูมิคุ้มกันโดยลดการผลิตและการท�ำงานของเม็ดเลือดขาว ชนิด 

lymphocytes และ eosinophils(1, 2) เพรดนิโซโลนจัดเป็นยาควบคุมพิเศษ ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เรื่อง 

ยาควบคุมพิเศษ(3) ตามข้อ 3 ล�ำดับที่ 34 ต้องมีแพทย์เป็นผู้สั่งจ่าย ไม่สามารถซื้อหาได้เองตามร้านขายยาทั่วไป  

เพรดนิโซโลนที่มีใช้ในโรงพยาบาลมีทั้งรูปแบบยาเม็ดและยาแคปซูล ปัจจุบันมีเพรดนิโซโลนในรูปแบบยาเม็ด 

ที่ขึ้นทะเบียนต�ำรับทั้งสิ้น 126 ต�ำรับ จ�ำแนกเป็นผลิตในประเทศ 125 ต�ำรับและน�ำเข้า 1 ต�ำรับ(4) 

เพรดนิโซโลนมีลักษณะเป็นผงสีขาว ละลายในน�้ำ (1:1300) เอธานอล (1:30) คลอโรฟอร์ม (1:180) มีชื่อ

ทางเคมีคือ (11β)-11, 17, 21-trihydroxypregna-1, 4-diene-3, 20-dione มีสูตรโมเลกุล คือ C21H28O5 

น�้ำหนักโมเลกุล 360.4 และมีสูตรโครงสร้างทางเคมี (ภาพที่ 1)(5)

ภาพที่ 1 สูตรโครงสร้างของเพรดนิโซโลน

การวิเคราะห์หาปริมาณเพรดนิโซโลนในยาเม็ดที่ระบุไว้ในเภสัชต�ำรับของประเทศสหรัฐอเมริกา (USP36) 

ใช้ normal phase HPLC และใช้ Butyl chloride, Water-saturated Butyl chloride, Tetrahydrofuran, 

Methanol และ Glacial acetic acid ในอัตราส่วน 95:95:14:7 เป็นสารละลายตัวพา ซึ่งมีส่วนผสมของ 

chlorinated hydrocarbon ซ่ึงมีอันตรายต่อสิ่งแวดล้อม ส่วนวิธีวิเคราะห์ตามเภสัชต�ำรับของประเทศอังกฤษ 

(BP 2013) ใช้ reverse-phase HPLC โดยมีเมธานอลและน�้ำ ในอัตราส่วน 42:58 เป็นสารละลายตัวพา(6, 7) 

เนื่องจากในปัจจุบันเครื่องมือที่ใช้ในการวิเคราะห์มีการพัฒนาเพื่อให้มีประสิทธิภาพมากขึ้นคือ Ultra Performance 

Liquid Chromatography: UPLC ซึ่งเป็นระบบที่สามารถทนแรงดันได้มากกว่า High Performance Liquid 

Chromatography: HPLC จงึสามารถใช้กบัคอลมัน์ทีม่ขีนาดอนภุาคเลก็กว่าและความยาวสัน้ลง ท�ำให้ประสทิธภิาพ

ในการแยกสารเพิม่ข้ึน ใช้เวลาในการวิเคราะห์ส้ันลงและสิน้เปลอืงสารเคมน้ีอยลงอกีด้วย โดยเมือ่วเิคราะห์เพรดนโิซโลน 

ด้วยวิธี UPLC พบพีคของเพรดนิโซโลนที่เวลาประมาณ 3.4 นาที ส่วนการวิเคราะห์เพรดนิโซโลนโดยวิธีมาตรฐาน

ตามต�ำรายาของประเทศสหรัฐอเมริกาและประเทศอังกฤษพบพีคของเพรดนิโซโลนที่เวลาประมาณ 9.0 และ 5.2 นาที  

ตามล�ำดับ ดังนั้นผู้วิจัยจึงได้ถ่ายโอนวิธีวิเคราะห์เพรดนิโซโลนในยาเม็ดโดยใช้เทคนิค UPLC และท�ำการตรวจสอบ

ความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ตามหลักเกณฑ์ของ USP(8) และ ICH Guideline(9)  โดยศึกษาความจ�ำเพาะเจาะจง 

ของวธิ ีความเป็นเส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห์ ความแม่น ความเทีย่ง และความคงทนของวธิวีเิคราะห์ เพือ่สามารถ

น�ำวธินีีไ้ปใช้เป็นวิธทีางเลอืก ส�ำหรบัการวิเคราะห์ในห้องปฏบิตักิารทีม่จี�ำนวนตวัอย่างปรมิาณมากๆ ได้ในคราวเดยีวกนั 
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วัสดุและวิธีการ

เครื่องมือและอุปกรณ์

เครื่อง UPLC: Agilent Model Agilent 1290 infinity ประกอบด้วย Binary Pump G4220B, 

Hip Sampler G4226A, Column Compartment G1316C, DAD Detector G4212A, Software 

OpenLab-EzChrom, USA Column: ZORBAX Eclipse Plus C18 ขนาด 2.1 × 100 มิลลิเมตร  ขนาดอนุภาค 

1.8 ไมโครเมตร S.N. USDAZ03529 และ S.N. USDAZ04974

Microbalance: Mettler Toledo Model MX5, Switzerland 

Balance: Mettler Toledo Model MT261 Delta range, Switzerland

Shaker: GFL Gesellscaft fur Labortechnik mbH  Model 3018, Germany

Ultrasonic bath: CREST ULTRASONICS Model CP2600D, Malaysia

Hot air oven: Binder Model FED-115, Germany

Syringe filter: PVDF 0.22 µm, Agela Technologies, USA

	

สารเคมีและสารมาตรฐาน

Methanol HPLC grade ผลิตภัณฑ์ของ Macron, USA

Hydrochloric acid 37% AR grade ผลิตภัณฑ์ของ Carlo Erba, Switzerland

Sodium Hydroxide AR grade ผลิตภัณฑ์ของ Merck, Germany 

Hydrogen Peroxide 35% AR grade ผลิตภัณฑ์ของ Carlo Erba, Switzerland 

น�้ำจาก Mili-Q purification system ผลิตภัณฑ์ของ Milipore, Netherlands

สารมาตรฐาน Prednisolone USP reference standard Lot.No. N1J277

สารมาตรฐาน Prednisolone DMSc reference standard Control.No. WSP48-4/55

ตัวอย่าง

ตัวอย่างยาเม็ดเพรดนิโซโลน ขนาดความแรง 5 มิลลิกรัมต่อเม็ด

วิธีการทดสอบ

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน

สารละลายมาตรฐาน Prednisolone ชั่งสารมาตรฐาน Prednisolone USP RS ให้มีน�้ำหนักที่ถูกต้อง 

ประมาณ 10 มิลลิกรัม ลงใน Volumetric flask ขนาด 50 มิลลิลิตร ละลายและปรับปริมาตรด้วย Mobile phase 

กรองผ่านแผ่นกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร

สารละลายมาตรฐาน Prednisolone ส�ำหรับกราฟมาตรฐาน ช่ังสารมาตรฐาน Prednisolone 

DMSc RS ให้มีน�้ำหนักที่ถูกต้อง ประมาณ 125 มิลลิกรัม ลงใน Volumetric flask ขนาด 100 มิลลิลิตร ละลาย 

และปรบัปรมิาตรด้วย Mobile phase จากน้ันเจอืจางสารละลายทีไ่ด้ให้มปีรมิาณทีแ่น่นอนของ Prednisolone ประมาณ 

0.15, 0.175, 0.2, 0.225 และ 0.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล�ำดับ

สารละลายมาตรฐาน Prednisolone stock solution ชั่งสารมาตรฐาน Prednisolone DMSc RS 

ให้มีน�้ำหนักที่ถูกต้อง ประมาณ 100 มิลลิกรัม ลงใน Volumetric flask ขนาด 100 มิลลิลิตร ละลายและปรับปริมาตร

ด้วย Mobile phase กรองผ่านแผ่นกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร
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การเตรียมสารละลายตัวอย่าง

ชั่งตัวอย่างยาเม็ดเพรดนิโซโลน ไม่น้อยกว่า 20 เม็ด ค�ำนวณหาน�้ำหนักเฉลี่ยต่อเม็ด แล้วบดผสมให้เป็น 

เนือ้เดยีวกนั จากน้ันชัง่ผงยาตวัอย่างให้มีน�ำ้หนักทีถ่กูต้องโดยให้มปีรมิาณตวัยาประมาณ 10 มลิลกิรมั ลงใน Volumetric 

flask ขนาด 50 มิลลิลิตร เติม Mobile phase ประมาณ 25 มิลลิลิตร น�ำไปเขย่า 15 นาที จากนั้นน�ำไป sonicate 

10 นาที แล้วปรับปริมาตรด้วย Mobile phase กรองผ่านแผ่นกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร

การเปรียบเทียบ Retention time ของวิธีวิเคราะห์โดย UPLC กับวิธีมาตรฐาน

เตรยีมสารละลายเพรดนโิซโลนใน Mobile phase ของแต่ละวธิแีล้วฉดีสารละลายเข้าระบบโครมาโทรกราฟี 

(ตารางที่ 1)

คอลัมน์	 ZORBAX Eclipse	 Hypersil silica	 Hypersil BDS C18
	 Plus C18 ขนาด	 ขนาด 4.6 × 250 mm,	 ขนาด 4.6 × 200 mm,
	 2.1 × 100 mm, 1.8 µm	 5 µm	 5 µm	

สารละลายตัวพา	 MeOH:H2O (55:45)	 C4H9Cl: Water-saturated 	 MeOH:H2O (58:42)
		  C4H9Cl:(CH2)4 O:MeOH:
		  GAA  (95:95:14:7)	

อัตราการไหล	 0.3 มิลลิลิตร/นาที	 1.0 มิลลิลิตร/นาที	 1.0 มิลลิลิตร/นาที
อุณหภูมิของคอลัมน์	 35 ํC	 ambient	 ambient
ปริมาตรที่ฉีด	 2 ไมโครลิตร	 10 ไมโครลิตร	 20 ไมโครลิตร
เครื่องตรวจวัด	 DAD 254 nm	 UV 254 nm	 UV 254 nm

ตารางที่ 1  แสดงระบบโครมาโทรกราฟีตามวิธีต่างๆ

พารามิเตอร์	 วิธีวิเคราะห์โดย UPLC	 USP 36	 BP 2014

วิธีตรวจสอบความถูกต้องของวิธี 	(Method validation)					   

1.	 การทดสอบความจ�ำเพาะของวิธี (Specificity)	

ชัง่สารมาตรฐาน Prednisolone DMSc  RS ประมาณ 10 mg ลงในหลอดทดลองแล้ว น�ำไป ท�ำให้สลายตวั 

ในสภาวะต่างๆ ดังนี้ 	

1.	 เติม 3 N Sodium Hydroxide จ�ำนวน 100 µl แล้วให้ความร้อนที่ 80 ํC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง

2. 	 เติม 3 N Hydrochloric acid จ�ำนวน 100 µl แล้วให้ความร้อนที่ 80 ํC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 	

3. 	 เติม Hydrogen peroxide 35% จ�ำนวน 100 µl แล้วให้ความร้อนที่ 80 ํC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง

4. 	 เติมน�้ำจ�ำนวน 100 µl แล้วให้ความร้อนที่ 80 ํC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง

5. 	 ให้ความร้อนที่ 80 ํC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง

6.	 น�ำไปผึ่งแดด เป็นเวลา 8 ชั่วโมง

จากนั้นละลายสารมาตรฐานจากสภาวะต่างๆ ข้างต้นด้วย Mobile phase จ�ำนวน 10 มิลลิลิตร กรองผ่าน

แผ่นกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร วิเคราะห์สารละลายที่ได้ด้วยเครื่อง UPLC เพื่อศึกษาการรบกวนของสารสลายตัว
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2.	 การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห์ (Linearity and Range)

ฉีดสารละลายมาตรฐาน Prednisolone ความเข้มข้นประมาณ 0.15, 0.175, 0.2, 0.225 และ 0.25 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล�ำดับเข้าเครื่อง UPLC แล้วสร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นและ 

พื้นที่ใต้พีค ค�ำนวณค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (Correlation coefficient, r) ซึ่งต้องมีค่าไม่น้อยกว่า 0.995	

		

3.	 การทดสอบความแม่น (Accuracy)

วิเคราะห์สารละลายตัวอย่างท่ีเติมสารละลายมาตรฐาน Prednisolone stock solution (standard 

addition method) ที่ 3 ระดับความเข้มข้น คือ 0.16, 0.2 และ 0.24 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร คิดเป็นร้อยละ 80, 100 

และ 120 ของความเข้มข้นที่ใช้วิเคราะห์หาปริมาณเพรดนิโซโลนในตัวอย่าง โดยทดสอบความเข้มข้นละ 3 ซ�้ำ  ค�ำนวณ

ปริมาณเพรดนิโซโลนทั้งหมดที่มีในสารละลายเพื่อค�ำนวณค่าร้อยละของการคืนกลับ (% recovery) ที่แต่ละระดับ

ความเข้มข้น หาค่าเฉลี่ยของค่าร้อยละของการคืนกลับ (% mean recovery) และค่าร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สัมพัทธ์ (% Relative standard deviation, % RSD) โดยที่ค่าเฉลี่ยร้อยละของการคืนกลับต้องอยู่ในช่วง 

97.0-103.0 และค่า % RSD ไม่เกิน 2.0

4.	 การทดสอบความเที่ยง (Precision)

4.1	ความท�ำซ�้ำได้ (Repeatability)

วิเคราะห์หาปริมาณเพรดนิโซโลนในตัวอย่างยาเม็ด จ�ำนวน 6 ซ�้ำ โดยทดสอบในวันเดียวกัน ค�ำนวณปริมาณ

เพรดนิโซโลนต่อเม็ด ค่าเฉลี่ยและ % RSD โดย % RSD ต้องไม่เกิน 2.0	

4.2  Intermediate Precision

วเิคราะห์หาปรมิาณเพรดนิโซโลนในตวัอย่างยาเมด็ จ�ำนวน 6 ซ�ำ้ โดยทดสอบต่างวนั จ�ำนวน 3 วนั และเปลีย่น

นักวิเคราะห์ จ�ำนวน 3 คน ค�ำนวณปริมาณเพรดนิโซโลนต่อเม็ด ค่าเฉลี่ยและ % RSD โดย % RSD ต้องไม่เกิน 2.0

5.	 การทดสอบความทนของวิธี (Robustness) 

วิเคราะห์หาปริมาณเพรดนิโซลนในตัวอย่างยาเม็ด จ�ำนวน 6 ซ�้ำ โดยเปลี่ยนแปลงสภาวะของระบบ UPLC 

คือ อัตราส่วนของสารละลายตัวพา	 อตัราการไหลของสารละลายตวัพา คอลมัน์ และอณุหภมูขิองคอลมัน์ เปรยีบเทยีบ

พารามิเตอร์ต่างๆ ที่ก�ำหนดไว้ ส�ำหรับตรวจสอบความเหมาะสมของระบบ UPLC ได้ค่า tailing factor ต้องไม่เกิน 

2.0 พร้อมทัง้ค�ำนวณปรมิาณเพรดนิโซโลนต่อเมด็ เปรยีบเทยีบผลวเิคราะห์ทีไ่ด้โดยค�ำนวณค่า % RSD ต้องไม่เกนิ 2.0	

			            

6.	 การประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวัด (Measurement uncertainty)

การศกึษาครัง้นีไ้ด้ท�ำการประเมินค่าความไม่แน่นอนของการตรวจวเิคราะห์เพือ่ให้เป็นไปตามข้อก�ำหนดของ 

ISO/IEC 17025:2005 ที่ก�ำหนดให้ห้องปฏิบัติการทดสอบต้องประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวัดโดยเป็นไป 

ตามแนวทางการประเมินความไม่แน่นอนของการวัดทางเคมี(10, 11) 

ผล

การเปรียบเทียบ Retention time ของวิธีวิเคราะห์โดย UPLC กับวิธีมาตรฐาน

การวิเคราะห์เพรดนิโซโลนภายใต้สภาวะ UPLC พบพีคของเพรดนิโซโลนที่เวลาประมาณ 3.4 นาที  

ส่วนการวิเคราะห์เพรดนิโซโลนโดยวิธีมาตรฐานตามต�ำรายาของประเทศสหรัฐอเมริกาและประเทศอังกฤษพบพีค 
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ของเพรดนิโซโลนที่เวลาประมาณ 9.0 และ 5.2 นาที ตามล�ำดับ ซึ่งวิธีวิเคราะห์โดย UPLC พบพีคของเพรดนิโซโลน

เร็วกว่าวิเคราะห์ด้วยวิธีตามต�ำรายาของประเทศสหรัฐอเมริกาประมาณ 2.6 เท่าและตามต�ำรายาของประเทศอังกฤษ 

1.5 เท่า (ภาพที่ 2)

ภาพที่ 2 แสดงโครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานเพรดนิโซโลนในระบบโครมาโทรกราฟีตามวิธีต่างๆ คือ 

วิธีวิเคราะห์โดย UPLC (A) ต�ำรายาของประเทศสหรัฐอเมริกา (USP 36) (B) และต�ำรายาของประเทศอังกฤษ 

(BP 2014) (C)

วิธีตรวจสอบความถูกต้องของวิธี 	(Method validation)

1.	 การทดสอบความจ�ำเพาะของวิธี (Specificity)

การวิเคราะห์เพรดนิโซโลนภายใต้สภาวะ UPLC พบพีคของเพรดนิโซโลนที่เวลา ประมาณ 3.4 นาที  

จากการศึกษาความจ�ำเพาะเจาะจงของวิธีโดยฉีดสารละลายของสารมาตรฐานเพรดนิโซโลนที่ท�ำให้เกิดการสลายตัวท่ี

สภาวะต่างๆ พบว่าสามารถแยกสารสลายตวัท่ีเกดิขึน้ออกจากพคีของเพรดนโิซโลนได้ (ภาพที ่3) โดยมค่ีา resolution 

มากกว่า 2.0    
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ภาพที ่3  แสดงโครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานเพรดนโิซโลน (A) และสารละลายของสารมาตรฐานเพรดนโิซโลน 

ที่ท�ำให้เกิดการสลายตัวที่สภาวะต่างๆ คือ สภาวะกรด ที่ 80 ํC นาน 1 ชั่วโมง (B), สภาวะด่าง ที่ 80 ํC นาน 1 ชั่วโมง 

(C), สภาวะออกซิเดชัน ที่ 80 ํC นาน 1 ชั่วโมง (D), สภาวะไฮโดรไลซิส ที่ 80 ํC นาน 1 ชั่วโมง (E), สภาวะที่ 

80 ํC นาน 1 ชั่วโมง (F) และสภาวะที่ถูกแสงนาน 8 ชั่วโมง (G)    
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	 80%	 0.16	 98.9	 101.0	 99.8	 99.9	 1.1
	 100%	 0.20	 102.4	 99.7	 100.4	 100.8	 1.4
	 120%	 0.24	 101.2	 100.6	 100.9	 100.9	 0.3

					     เฉลี่ย	 100.5	 1.0

ตารางที่ 2  ผลการทดสอบความแม่นของวิธีวิเคราะห์

ระดับความเข้มข้น	 ความเข้มข้น	 ค่าร้อยละของการคืนกลับ	  ค่าเฉลี่ยของค่าร้อยละ	 % RSD

		  (มก./มล.)	 1	 2 	 3	 ของการคืนกลับ	

2.	 การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห์  (Linearity and Range)

จากการฉีดสารละลายมาตรฐาน Prednisolone ที่มีความเข้มข้นประมาณ 0.15, 0.175, 0.2, 0.225  และ 

0.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วสร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นและพื้นที่ใต้พีค พบว่ากราฟที่

มีลักษณะเป็นเส้นตรงตลอดช่วงความเข้มข้นที่ท�ำการทดสอบ โดยมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (r) เท่ากับ 0.9999 

(ภาพที่ 4)
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ภาพที่ 4  กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานเพรดนิโซโลนและพื้นที่ใต้พีค

3.	 การทดสอบความแม่น (Accuracy)

จากการฉดีสารละลายตวัอย่างทีม่กีารเตมิสารมาตรฐานเพรดนโิซโลน ที ่3 ระดบัความเข้มข้น 0.16, 0.2 และ 

0.24 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร พบค่าร้อยละของการคืนกลับเฉลี่ยเท่ากับ  99.9 ± 1.1, 100.8 ± 1.4 และ 100.9 ± 0.3 

ตามล�ำดับ (ตารางที่ 2)

พ
ื้นท

ี่ใต
้พ

ีค 
(×

 1
06 )

ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานเพรดนิโซโลน (มิลลิกรัม/มิลลิลตร)
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4.	 การทดสอบความเที่ยง (Precision)

4.1	ความท�ำซ�้ำได้ (Repeatability)

วิเคราะห์หาปริมาณเพรดนิโซโลนในตัวอย่างยาเม็ด จ�ำนวน 6 ซ�้ำ โดยทดสอบในวันเดียวกัน มี % RSD 

เท่ากับ 0.7 (ตารางที่ 3)

ตารางที่ 4  ผลการทดสอบ Intermediate precision

	 	 Intermediateรายการที่ทดสอบ	 ปริมาณเพรดนิโซโลน (มิลลิกรัมต่อเม็ด)  
		  precision

	 1	 2	 3	 4	 5	 6	 เฉลี่ย	 % RSD	 เฉลี่ย	 %   RSD

	 1	 4.7359	 4.7743	 4.7820	 4.8012	 4.7576	 4.8257	 4.7795	 0.66		
เปลี่ยนวัน	 2	 4.8279	 4.8197	 4.8140	 4.8255	 4.8213	 4.8053	 4.8190	 0.17	 4.8042	 0.57
	 3	 4.8157	 4.8348	 4.8102	 4.8391	 4.7979	 4.7879	 4.8143	 0.42		

เปลี่ยน	 1	 4.7359	 4.7743	 4.7820	 4.8012	 4.7576	 4.8257	 4.7795	 0.66
นักวิเคราะห์	 2	 4.8381	 4.8402	 4.8650	 4.8049	 4.8264	 4.8342	 4.8348	 0.40	 4.8124	 0.70
	 3	 4.7954	 4.8100	 4.8186	 4.8204	 4.8456	 4.8479	 4.8230	 0.42

ตารางที่ 3  ผลการทดสอบความท�ำซ�้ำได้	

	 1	 4.7359

	 2	 4.7743

	 3	 4.7820

	 4	 4.8012

	 5	 4.7576

	 6	 4.8257

	 เฉลี่ย	 4.7795

	 %RSD	 0.66

		  ปริมาณเพรดนิโซโลน
ตัวอย่าง
		  (มิลลิกรัมต่อเม็ด)

4.2	Intermediate Precision

วเิคราะห์หาปรมิาณเพรดนโิซโลนในตวัอย่างยาเมด็ จ�ำนวน 6 ซ�ำ้ โดยทดสอบต่างวนั จ�ำนวน 3 วนั ม ี% RSD 

เท่ากับ 0.6 และเมื่อเปลี่ยนนักวิเคราะห์ จ�ำนวน 3 คน มี % RSD เท่ากับ 0.7 (ตารางที่ 4)
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5.	 การทดสอบความทนของวิธี (Robustness)

ทดลองเปล่ียนแปลงสภาวะของระบบ UPLC คือ อัตราส่วนของสารละลายตวัพา อัตราการไหลของสารละลาย

ตัวพา คอลัมน์ และอุณหภูมิของคอลัมน์ ศึกษาพารามิเตอร์ต่างๆ ที่อาจมีผลกระทบต่อความเหมาะสมของระบบ 

รวมทั้งวิเคราะห์ปริมาณเพรดนิโซโลนต่อเม็ดเพื่อเปรียบเทียบผลวิเคราะห์ พบว่าสภาวะของระบบโครมาโทกราฟ ี

ที่เบี่ยงเบนไปยังคงให้ผลวิเคราะห์ที่มีค่า % RSD ไม่เกิน 0.9 (ตารางที่ 5)

peak areasample      Wstd         P       VFsample       Av.Wt/unit 
                       ×	  ×	  ×	   ×
peak areastd          VFstd      100                         Wsample

ปริมาณเพรดนิโซโลน	 =	

(มิลลิกรัมต่อเม็ด)

ตารางที่ 5  แสดงผลการทดสอบความทนของวิธี

สภาวะของระบบ		  Retention	Tailing 	 ปริมาณเพรดนิโซโลน (มิลลิกรัมต่อเม็ด)

		  Time	 factor	 ปริมาณเพรดนิโซโลน	 เฉลี่ย	 เฉลี่ย	 % RSD
						      รวม	

	 65/35	 1.6	 1.35	 4.8228	 4.8003	 4.8081 	 4.8102
สัดส่วนของ				    4.8101	 4.8193	 4.8003
สารละลายตัวพา	 55/45*	 3.1	 1.26	 4.8279	 4.8197	 4.8140	 4.8190	 4.8105	 0.2
(MeOH: water)				    4.8255	 4.8213	 4.8053	
	 45/55	 7.8	 1.20	 4.8133	 4.7944	 4.7957	 4.8023
				    4.7982	 4.8149	 4.7971	

	 0.25	 3.7	 1.25	 4.8251	 4.7945	 4.8027	 4.8108
Flow rate				    4.8196	 4.8237	 4.7993
(ml/min)	 0.30*	 3.1	 1.26	 4.8279	 4.8197	 4.8140	 4.8190	 4.8142	 0.2
				    4.8255	 4.8213	 4.8053	
	 0.35	 2.6	 1.25	 4.8201	 4.7958	 4.8092	 4.8128
				    4.8196	 4.8289	 4.8032

	 30	 3.3	 1.26	 4.8265	 4.7983	 4.8170	 4.8180
				    4.8224	 4.8320 	 4.8199	
Column 	 35*	 3.1	 1.26	 4.8279	 4.8197	 4.8140	 4.8190	 4.8171	 0.2
Temperature				    4.8255	 4.8213	 4.8053	
( ํC)	 40	 2.9	 1.28	 4.8161	 4.7974	 4.8163	 4.8129
				    4.8221	 4.8288	 4.7968	

	 No.1*	 3.1	 1.26	 4.8279	 4.8197	 4.8140	 4.8190
UPLC				    4.8255	 4.8213	 4.8053		  4.7816	 0.9
Column	 No.2	 3.3	 1.22	 4.7542	 4.7634	 4.7343	 4.7443
				    4.7493	 4.7249	 4.7398

(* หมายถึง สภาวะของระบบโครมาโทกราฟีที่ท�ำการตรวจวิเคราะห์ความถูกต้อง)

6.	 การประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวัด (Measurement uncertainty)

		  การประเมนิค่าความไม่แน่นอนของการตรวจวเิคราะห์เพือ่ให้เป็นไปตามข้อก�ำหนดของ ISO/IEC 17025: 2005 

ทีก่�ำหนดให้ห้องปฏบิตักิารทดสอบต้องมีการประเมนิค่าความไม่แน่นอนของการวดั ดงันัน้แหล่งทีม่าของความไม่แน่นอน

ของการวิเคราะห์หาปริมาณเพรดนิโซโลนในตัวอย่างยาเม็ด พิจารณาได้จากสูตรค�ำนวณ      

peak areasample	 =	 พื้นที่ใต้พีคเพรดนิโซโลนในสารละลายตัวอย่าง

peak areastd 	 =	 พื้นที่ใต้พีคเพรดนิโซโลนในสารละลายมาตรฐาน  

Wstd	           	 =  	 น�้ำหนักของสารมาตรฐานเพรดนิโซโลน (มิลลิกรัม)
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VFstd	            	 =  	 ปริมาตรที่ใช้ในการเจือจางสารมาตรฐาน (มิลลิลิตร)

P                      	 =  	 ความบริสุทธิ์ของสารมาตรฐาน (% purity)

VFsample	 = 	 ปริมาตรที่ใช้ในการเจือจางตัวอย่าง (มิลลิลิตร)

Av.Wt/unit       	 = 	 น�้ำหนักเฉลี่ยต่อเม็ดของยาเม็ดเพรดนิโซโลน (กรัม)

Wsample              	 = 	 น�้ำหนักผงยาที่ใช้ในการวิเคราะห์ (กรัม)

พิจารณาถึงความไม่แน่นอนที่เกิดจากแต่ละแหล่ง จากนั้นค�ำนวณหาค่าความไม่แน่นอนรวม (Combined 

relative standard uncertainty) และค่าความไม่แน่นอนขยาย (Expanded uncertainty) เพื่อรายงานเป็นผล

การทดสอบ (ตารางที่ 6)

ตารางที่ 6  แสดงการประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวิเคราะห์เพรดนิโซโลนในยาเม็ด

Source of
		  Value, x	 Unit	 Uncertainty	 Distribution	 u(xi)	 u(xi)/x
Uncertainty

Standard						    

Wstd		  10.288	 mg	 0.014878	 Normal	 0.014878	 2.0914 × 10-6

VFstd						    

- Calibration	 50	 ml	 0.05	 Rectangular	 0.028868	

- Temperature	 50	 ml	 0.15	 Rectangular	 0.086602	

            Total					     0.091287	 1.8257 × 10-3

Peak areastd	 369804568.7	 -	 689791.25	 Normal	 689791.25	 1.8653 × 10-3

Purity		 -	 -	 -	 -		  -

Sample						    

Av. Wt/unit	 0.1097	 g	 0.000015	 Normal	 0.000015	 6.7383 × 10-6

Wsample		 0.22037	 g	 0.000015	 Normal	 0.000015	 1.3536 × 10-4

VFsample						    

- Calibration	 50	 ml	 0.05	 Rectangular	 0.028868	

- Temperature	 50	 ml	 0.15	 Rectangular	 0.086602	

            Total					     0.091287	 1.8257 × 10-3

Peak areasample	 344032956.7	 -	 129060.88	 Normal	 129060.88	 3.7514 × 10-4

Repeatability	 4.7359	 -	 0.03168	 Normal	 0.012933	 2.7309 × 10-3

Total relative standard uncertainty : 0.00001986

Combined relative standard uncertainty : 0.00446

Test result is 94.7% la. ; Combined standard uncertainty : 0.00446 × 94.7 = 0.4224

Expanded uncertainty at 95% confidence limit : k = 2, 2 × 0.4224 = 0.8448% la.

Reported value : 94.7 ± 0.8% la.
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วิจารณ์

การถ่ายโอนวิธีวิเคราะห์เพรดนิโซโลนในยาเม็ดด้วยเทคนิค UPLC โดยใช้คอลัมน์ ZORBAX Eclipse 

Plus C18 ขนาด 2.1 × 100 มิลลิเมตร ขนาดอนุภาค 1.8 ไมโครเมตร ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสโดยมีส่วนผสมของ 

เมธานอลและน�้ำในอัตราส่วน 55:45 เป็นสารละลายตัวพา อัตราการไหล 0.3 มิลลิลิตรต่อนาทีและตรวจวัด 

ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร พบว่าไม่มีการรบกวนจากสารอื่นเมื่อถูกเร่งให้สลายตัวภายใต้สภาวะต่างๆ ได้แก่  

กรด ด่าง ความร้อน ไฮโดรไลซิส ออกซิเดซันและแสง แสดงถงึความจ�ำเพาะเจาะจงของวธิต่ีอเพรดนโิซโลน ซึง่มกีารศกึษา

ความคงตวัของเพรดนโิซโลนพบว่าเพรดนโิซโลนสามารถสลายตวัได้ทัง้ในสภาวะทีเ่ป็นกรดและสภาวะทีเ่ป็นด่าง โดยใน

สภาวะที่ค่าความเป็นกรด-ด่างน้อยกว่า 5.5 เพรดนิโซโลนจะสลายตัวเป็น 17-deoxy-21-dehydroprednisolone 

และเมื่อค่าความเป็นกรด-ด่างสูงขึ้น เพรดนิโซโลนจะสลายตัวได้สารหลายชนิด ได้แก่ 17-deoxy-21-dehydro-

prednisolone, 17-dehydroprednisolone, 17-ketosteroid และ D-homosteriod(12)

การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห์ พบว่ามีความเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 0.15 

ถงึ 0.25 มลิลกิรัมต่อมลิลิลติร มค่ีาสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ์ (r)  เท่ากบั 0.9999   ซึง่ค่ามากกว่าค่าที่ยอมรับได้ทีก่�ำหนด

ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (Correlation coefficient, r) ต้องมีค่าไม่น้อยกว่า 0.995

การทดสอบความแม่นของวิธทีีค่วามเข้มข้น 3 ระดบั คอืที ่80, 100 และ 120% ของค่าความเข้มข้นทีท่ดสอบ 

พบร้อยละของการคืนกลับอยู่ระหว่าง 98.9 ถึง 102.4 โดยมีค่าเฉลี่ยแต่ละระดับความเข้มข้นเท่ากับ 99.9, 100.8 

และ 100.9 ตามล�ำดับ ค่าเฉลี่ยรวมเท่ากับ 100.5 และ % RSD เท่ากับ 1.0 ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ คือ ร้อยละ 

97.0-103.0 และค่า % RSD ไม่มากกว่า 2.0 แสดงว่าวิธีวิเคราะห์นี้มีความแม่น 

การทดสอบความเที่ยงของวิธี ผลการทดสอบความท�ำซ�้ำได้พบว่ามีค่า % RSD เท่ากับ 0.7 เมื่อทดสอบ 

โดยเปลี่ยนวันที่วิเคราะห์จ�ำนวน 3 วัน ท�ำการวิเคราะห์ตัวอย่าง 6 ซ�้ำ ได้ % RSD รวมเท่ากับ 0.6 และเมื่อทดสอบ 

โดยเปลี่ยนนักวิเคราะห์จ�ำนวน 3 คน ท�ำการวิเคราะห์ตัวอย่าง 6 ซ�้ำ ได้ % RSD รวมเท่ากับ 0.7 จากค่า % RSD ที่ได้ 

พบว่าอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ คือ ไม่มากกว่า 2.0 แสดงว่าวิธีวิเคราะห์นี้สามารถท�ำซ�้ำได้และมีความเที่ยง

การทดสอบความทนวิธีโดยเปลี่ยนแปลงอัตราส่วนของสารละลายตัวพา อัตราการไหลของสารละลายตัวพา 

คอลัมน์ และอุณหภูมิของคอลัมน์ พบว่ามีค่า % RSD ของผลการวิเคราะห์ไม่เกิน 2.0 เป็นการยืนยันได้ว่าเมื่อสภาวะ

ของระบบโครมาโทกราฟีมีการเปลี่ยนแปลงไปเล็กน้อย จะไม่มีผลกระทบต่อผลการวิเคราะห์ แสดงว่าวิธีวิเคราะห์นี้ 

มีความทนต่อสภาวะที่เปลี่ยนแปลง

การประเมินค่าความไม่แน่นอนในการวัดนั้นเป็นข้อก�ำหนดหนึ่งของระบบคุณภาพห้องปฏิบัติการตาม

มาตรฐาน ISO/IEC 17025:2005 ความไม่แน่นอนของการวัดเป็นค่ารวมของผลกระทบทั้งหมดที่มีต่อผลทดสอบที่

เป็นเชิงปริมาณ แหล่งที่มาของความไม่แน่นอนของวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาข้ึนนี้มาจากการช่ังสารมาตรฐานและตัวอย่าง 

ปรมิาตรในการเตรยีมสารละลายมาตรฐานและสารละลายตวัอย่าง พืน้ทีใ่ต้พคีจากการฉดีซ�ำ้ของสารละลายมาตรฐานและ

สารละลายตัวอย่าง และความสามารถในการท�ำซ�้ำได้ จากตัวอย่างการประเมินค่าความไม่แน่นอนของผลการวิเคราะห์

หาปริมาณเพรดนิโซโลนในตัวอย่างยาเม็ด พบค่าความไม่แน่นอนขยายที่ระดับความเชื่อมั่น 95% เท่ากับ 0.8% 

วธิทีีถู่กถ่ายโอนเป็นวิธ ีUPLC น้ี มีข้อดกีว่าวธิมีาตรฐานเดมิซึง่เป็นวธิ ีHPLC คอืใช้เวลาในการตรวจวเิคราะห์

สั้นกว่า และใช้สารเคมีน้อยกว่า ซึ่งจะมีประโยชน์ในการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างที่มีปริมาณมาก เช่น การตรวจวิเคราะห์

ตัวอย่างยาคดี การตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างยาในเลือด และการสุ่มตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างยาระหว่างการผลิต เป็นต้น 

ดังนั้นวิธีวิเคราะห์นี้จึงสามารถใช้เป็นวิธีทางเลือกได้อย่างเหมาะสม
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สรุป

วิธีวิเคราะห์เพรดนิโซโลนในยาเม็ดด้วยวิธี Ultra Performance Liquid Chromatography ที่ 

ถูกถ่ายโอนสามารถใช้วิเคราะห์หาปริมาณเพรดนิโซโลนในยาเม็ดได้อย่างถูกต้อง แม่นย�ำ และมีความจ�ำเพาะเจาะจง

ต่อตัวยาส�ำคัญ เป็นวิธีที่รวดเร็ว ประหยัดเวลา และสารเคมี สามารถน�ำไปใช้เป็นวิธีทางเลือกอีกวิธีหนึ่งในการตรวจ

วิเคราะห์หาปริมาณเพรดนิโซโลนในยาเม็ดได้
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UPLC Transfer and Method Validation of 

the Determination of Prednisolone Tablets 

Supawadee  Surangkul  Sirilak  Sailo  and  Somsak  Sunthornphanich

Bureau of Drug and Narcotic, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi 11000, Thailand

Abstract  The method transfer and validation for the determination of Prednisolone in tablets 
was established using Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC). The separation was 
achieved on a ZORBAX Eclipse Plus C18 (1.8 µm, 2.1 × 100 mm) at 35 degree Celsius. The mobile phase 
was the mixture of methanol and water (55:45, v/v) at the flow rate of 0.3 ml per minute with UV  
detection at 254 nm. Specificity test showed that prednisolone peak was not interfered by its degradation  
product peaks under stress conditions: acid, base, heat, hydrolysis, oxidation and light. The linearity test 
showed linear relationship between the area under the peak and the concentration levels in the range of  
0.15-0.25 mg per ml with correlation coefficient, r, 0.9999. The percentage mean recovery from three 
concentration levels was 100.5 (% RSD = 1.17%). The precision test was performed by the assay of 
six samples within the same day, and different days and analysts gave % RSD of 0.7, 0.6 and 0.7,  
respectively. The robustness test indicated that the described method was robust when the chromatographic 
conditions were changed such as column batch, column temperature, composition and flow rate of 
mobile phase with no effect on the system suitability and the test result. This method takes less  
analytical time than the method specified in the United States Pharmacopoeia and British Pharmacopoeia. 
Therefore, the proposed method was suitable for the quantification of prednisolone in tablets and could 
be used as an alternative method.  

Key word: prednisolone tablets, UPLC, method validation


