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บทคัดย่อ    วิธีวิเคราะห์หาปริมาณเดกซาเมทาโซน (dexamethasone) และเพรดนิโซโลน (prednisolone) ที่ปนปลอม 

ในยาแผนโบราณถูกพัฒนาขึ้นโดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีชนิดของเหลวประสิทธิภาพสูง  (High  Performance  Liquid 
Chromatography, HPLC) ใช้คอลัมน์ Hypersil BDS RP-8 มีส่วนผสมของ acetonitrile และน�้าเป็นสารละลายตัวพา 
และเตรียมตัวอย่างโดยเทคนิคการสกัดแยกสารด้วยตัวดูดซับของแข็ง  (Solid Phase Extraction, SPE) จากการทดสอบ
ความถูกต้องของวิธี  พบว่ามีช่วงการวิเคราะห์ที่ให้ความสัมพันธ์เป็นเส้นตรงที่  250-12,500  ไมโครกรัมต่อลิตร  โดยมีค่า
สมัประสทิธ์ิสหสมัพนัธ์ของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน เท่ากับ 0.9987 และ 0.9988 ตามล�าดับ ความแม่นและความเทีย่ง
ของวิธีโดยการเติมสารละลายเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนในตัวอย่างที่ความเข้มข้นแตกต่างกัน 3 ระดับ คือ 500, 6,000 
และ 12,000 ไมโครกรัมต่อลติร พบว่าค่าร้อยละการคืนกลบัของสารมาตรฐาน อยู่ในช่วง 100.30-104.53 และ 100.02-102.18 
ตามล�าดับ  และร้อยละของค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ของความเที่ยง  อยู่ในช่วง  0.04-2.01  และ  0.15-2.47  ตามล�าดับ   
ปริมาณต�่าสุดที่วิเคราะห์ปริมาณได้ของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน มีค่าเท่ากับ 250.14 และ 249.30 ไมโครกรัมต่อลิตร 
ตามล�าดับ  จึงกล่าวได้ว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นน้ีมีความเหมาะสมในการน�าไปใช้ในการเฝ้าระวังการปนปลอมเดกซาเมทาโซนและ 
เพรดนิโซโลนในยาแผนโบราณได้อย่างมีประสิทธิภาพ
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method Development for Determination of Dexamethasone and Prednisolone Jiranuch  Jamtaweekul et al.

บทนำา 
เดกซาเมทาโซน  (Dexamethasone)  มีช่ือทางเคมีว่า  9-Fluoro-11β,  17,  21-trihydroxy-16α-

methylpregna-1, 4-diene-3, 20-dione สูตรโมเลกุล C22H29FO5 น�้าหนักโมเลกุล 392.47 มีลักษณะเป็นผลึก 

สีขาว ไม่มีกลิ่น ไม่ละลายน�้า และเพรดนิโซโลน (Prednisolone) มีชื่อทางเคมีว่า 11β, 17, 21-Trihydroxypreg-
na-1, 4-diene-3, 20-dione สูตรโมเลกุล C21H28O5 น�้าหนักโมเลกุล 360.45 มีลักษณะเป็นผลึกสีขาว ละลายน�้าได้ 
เล็กน้อย (รูปที่ 1)(1, 2, 3)   

เดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนจัดเป็นยาในกลุ่มคอร์ติโคสเตียรอยด์  (corticosteroid)(4)  ซ่ึงเป็นยา
ควบคุมพิเศษ  ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข  เรื่อง  ยาควบคุมพิเศษ  ฉบับลงวันที่  26  พฤษภาคม  2521(5)  ใน
ทางการแพทย์ใช้เป็นยาต้านอักเสบและแก้แพ้ ใช้รักษาอาการแพ้ชนิดรุนแรงหรือเรื้อรัง เช่น หอบหืด แพ้ยา โรคภูมิแพ้ 
ทางผิวหนัง หรือกลุ่มโรคออโตอิมมูน เช่น อัณฑะอักเสบจากคางทูม โรคไตรั่ว (nephrotic)  เอสแอลอี (Systemic 
Lupus Erythematosus, SLE) เป็นต้น ผูท้ีใ่ช้ยาชนิดน้ีต้องอยูใ่นความดแูลของแพทย์อย่างใกล้ชิด เพราะหากได้รบั
ตดิต่อกนัเป็นระยะเวลานานอาจท�าให้เกดิอาการบวมน�า้ กระเพาะอาหารทะล ุกระดกูพรนุ ภมูคิุม้กนัร่างกายต�า่ท�าให้ตดิ
เช้ือได้ง่าย อาจเกดิโรคแทรกซ้อนทีเ่ป็นอนัตรายถงึแก่ชีวิตได้ ยากลุม่คอร์ตโิคสเตยีรอยด์มผีลต่อร่างกายเกือบทกุระบบ 
ต้องระมัดระวังในการใช้ยาชนิดนี้ในผู้ป่วยโรคความดันโลหิต โรคหัวใจ และโรคเบาหวาน(6) (ภาพที่ 1)

ภาพท่ี่ 1 สูตรโครงสร้างทางเคมีของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน

ในปีงบประมาณ  2553  ส�านักยาและวัตถุเสพติดได้ท�าการตรวจวิเคราะห์การปนปลอมเดกซาเมทาโซนและ 
เพรดนิโซโลนในผลิตภัณฑ์ยาแผนโบราณ  ด้วยเทคนิครงคเลขผิวบาง  (Thin-layer Chromatography)  จ�านวน 
302  ตัวอย่าง  ตัวอย่างส่วนใหญ่ส่งตรวจโดยผู้บริโภคและส�านักงานคณะกรรมการอาหารและยา  ผลการตรวจพบว่าม ี

การปนปลอมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน  จ�านวน  53  ตัวอย่าง  คิดเป็นร้อยละ  17.5(7)  โดยพบการปนปลอม 

ในตัวอย่างทั้งในรูปแบบยาลูกกลอน  ยาเม็ดรูปทรงกระบอก  ยาผง  และยาแคปซูล  ตัวอย่างที่พบการปนปลอมของ 
เดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนมักมีข้อความแสดงสรรพคุณแก้ปวดเมื่อย ปวดตามข้อ แก้อัมพฤกษ์ อัมพาต ฯลฯ 
ไม่มีเลขทะเบียนต�ารับยา ไม่ทราบแหล่งผลิตที่แน่ชัด และพบว่าผู้บริโภคส่วนใหญ่มักเป็นกลุ่มผู้สูงอายุ ผู้มีโรคประจ�า
ตัว  เช่น หอบหืด หรือผู้ที่ท�างานหนัก ท�าให้มีอาการปวดเมื่อย จึงเป็นผู้ที่มีความเสี่ยงสูงที่จะได้รับยาแผนโบราณที่ไม่
ปลอดภัย  แม้หน่วยงานคุ้มครองผู้บริโภคด้านสาธารณสุขจะได้ด�าเนินการรณรงค์เพื่อป้องกันและแก้ไขปัญหาดังกล่าว
อย่างต่อเน่ือง  แต่ยังคงตรวจพบการปนปลอมในจ�านวนใกล้เคียงกับที่เคยตรวจพบในปีที่ผ่านมา  ซ่ึงอาจเป็นผลมา
จากกระแสความนิยมการใช้สมุนไพรเพื่อรักษาโรค โดยมีความเชื่อมั่นในสรรพคุณและมั่นใจว่าไม่มีอันตรายหรือมีพิษ 

น้อยกว่ายาแผนปัจจุบัน  แต่กลับมีผู้ฉวยโอกาสปนปลอมตัวยาดังกล่าวในผลิตภัณฑ์ยาแผนโบราณเพื่อหวังผลทาง 



159
วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

ปีที่ 57 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2558

การพฒันาวธีิวเิคราะห์ปริมาณเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน จิรานุช แจ่มทวกุีล และคณะ

การค้า  และยังพบการปนปลอมสารดังกล่าวในยาแผนโบราณและยาที่มาจากสมุนไพรในต่างประเทศ  เช่น  สิงคโปร์ 
มาเลเซีย สหรฐัอเมรกิา(8, 9) การทีจ่ะท�าให้ประชาชนตระหนักถงึพษิภยัและมคีวามรูค้วามเข้าใจในการเลอืกซ้ือผลติภณัฑ์
ยาแผนโบราณให้มากขึ้น  จึงจะต้องรู้ถึงปริมาณการปนปลอมยาแผนปัจจุบันดังกล่าวในผลิตภัณฑ์ยาแผนโบราณ 

เพื่อประโยชน์ต่อตัวผู้บริโภคและแพทย์ผู้รักษาผู้ป่วยที่ได้รับยาแผนโบราณที่มีการปนปลอมเดกซาเมทาโซนและ 
เพรดนิโซโลน  โดยก่อนหน้าน้ีมีการศึกษาเกี่ยวกับการตรวจเอกลักษณ์และหาปริมาณสารสเตียรอยด์ที่ปนปลอมในยา
ที่มาจากสมุนไพร(10,  11,  12)  อาหารสัตว์(13)  ปัสสาวะ(14)  ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีชนิดของเหลวประสิทธิภาพสูงที่ใช ้
ตัวตรวจวัดเป็นยูว(ี10, 11, 12) หรือแมสสเปกโทรมิเตอร(์14) นอกจากนี้ยังมีวิธีมาตรฐานในการหาปริมาณเดกซาเมทาโซนที่
ระบุในต�าราฟาร์มาโคเปียของสหรฐัอเมรกิาทีใ่ช้เทคนิคโครมาโทกราฟีชนิดของเหลวประสทิธภิาพสงู และใช้สารละลาย
ตัวพาแบบ  isocratic ที่มีส่วนผสมระหว่าง  acetonitrile  และน�้า(1)  แต่เนื่องจากในปัจจุบันส�านักยาและวัตถุเสพติด 

มีวิธีมาตรฐานส�าหรับการตรวจเอกลักษณ์เดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนในยาแผนโบราณหรือยาที่มาจากสมุนไพร
ด้วยเทคนิครงคเลขผวิบางเท่าน้ัน อกีทัง้วิธกีารดงักล่าวมขีัน้ตอนการสกัดทียุ่ง่ยาก ต้องใช้คลอโรฟอร์มซ่ึงเป็นตวัท�าละลาย
อนิทรย์ีทีม่คีวามเป็นพษิ(15)  และยงัไม่มวิีธมีาตรฐานส�าหรบัการตรวจวิเคราะห์หาปรมิาณเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน 

ในยาแผนโบราณหรือยาที่มาจากสมุนไพรซ่ึงมีความหลากหลายขององค์ประกอบทางเคมี  จ�าเป็นอย่างยิ่งที่ต้องแยก 
สิ่งรบกวนการตรวจวัดปริมาณเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนออก  ลดขั้นตอนการสกัด  เพิ่มประสิทธิภาพการแยก 
และใช้วิธทีีไ่ม่ยุง่ยากซับซ้อน ดงัน้ันจงึได้ศึกษาและพฒันาวิธวิีเคราะห์หาปรมิาณการปนปลอมสเตยีรอยด์ดงักล่าวในยา
แผนโบราณด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีชนิดของเหลวประสิทธิภาพสูงที่มีตัวตรวจวัดเป็นยูวี ซึ่งวิธีนี้นิยมใช้ในการตรวจ
เชิงปริมาณ เนื่องจากให้ผลรวดเร็ว ไม่ยุ่งยาก ถูกต้องและแม่นย�า 

วัสดุและวิธีการ
สารมาตรฐานและสารเคมี

สารมาตรฐานเดกซาเมทาโซนของส�านักยาและวัตถุเสพติด  ความบริสุทธิ์ร้อยละ  99.20  รุ่นผลิต  652008, 
สารมาตรฐานเพรดนิโซโลนของต�าราฟาร์มาโคเปียสหรฐัอเมรกิา ความบรสิทุธิร้์อยละ 99.40 รุน่ผลติ N1J277,  Methanol 
HPLC  grade  ผลิตภัณฑ์ของ Mallinckrodt  ประเทศสหรัฐอเมริกา,  Acetonitrile HPLC  grade  ผลิตภัณฑ ์

ของ Mallinckrodt ประเทศสหรัฐอเมริกา,  น�้าความบริสุทธิ์สูง  (Type  I water) ผลิตจากเครื่องของ Millipore 
ประเทศสหรัฐอเมริกา

เครื่องมือและอุปกรณ์  
เครื่องโครมาโทกราฟีชนิดของเหลวประสิทธิภาพสูง  ผลิตภัณฑ์ของ Waters Millipore  Corporation 

ประเทศสหรัฐอเมริกา รุ่น 2695-2996, คอลัมน์ Hypersil BDS C8 ขนาด 4.6 × 150 มิลลิเมตร บรรจุอนุภาค
ขนาด 5 ไมโครเมตร ผลิตภัณฑ์ของ Thermo Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา, การ์ดคอลัมน์ Phenomenex C8 
ขนาด 3.0 × 4.0 มิลลิเมตร ผลิตภัณฑ์ของ Phenomenex Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา, ตัวดูดซับ Chromobond® 

Cartridge รุ่น HRX เป็น hydrophobic polystyrene-divinylbenzene ขนาดความจุ 200 มิลลิกรัม ผลิตภัณฑ์
ของ MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG ประเทศสหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี,  เครื่องผสมสารละลาย 
ผลิตภัณฑ์ของ  Fisher  Scientific  ประเทศสหรัฐอเมริกา  รุ่น  232,  เครื่องหมุนเหว่ียง  ผลิตภัณฑ์ของ  Precision  
Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา,  เครื่องเขย่าความถี่สูง ผลิตภัณฑ์ของ Elma ประเทศสหพันธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 
รุ่น Elmasonic  S100H, เครือ่งช่ัง ผลติภณัฑ์ของ Mettler Toledo ประเทศสหรฐัอเมรกิา รุน่ AT261, แผ่นเมมเบรน 

ส�าหรับกรองชนิดไนลอน ผลิตภัณฑ์ของ Vertical Chromatography Co., Ltd. ประเทศไทย ขนาด 0.45 ไมครอน 
เส้นผ่าศูนย์กลาง 13 มิลลิเมตร
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ตัวอย่าง   
ตัวอย่าง  เป็นตัวอย่างที่ได้จากผลิตภัณฑ์ยาแผนโบราณรูปแบบลูกกลอนและรูปแบบผงที่ได้จากการส่ง 

ตัวอย่างมาทดสอบกับทางส�านักยาและวัตถุเสพติด  ซ่ึงได้ตรวจสอบด้วยเทคนิครงคเลขผิวบางแล้วว่าไม่พบ 

การปนปลอมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน  โดยบดรวมให้เป็นเน้ือเดียวกัน  น�ามาอบที่  55-60  องศาเซลเซียส 
จนแห้งและบดซ�้าอีกครั้ง บรรจุในภาชนะปิดสนิทป้องกันแสงและความชื้น

การเตรียมสารละลายตัวอย่าง
ช่ังผงตัวอย่าง  14  กรัม  ละลายใน  25%  v/v methanol  จ�านวน  200  มิลลิลิตร  ปั่นแยกตะกอนด้วย 

เครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูง 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 
สารละลายมาตรฐาน dexamethasone Stock Solution (DSS) และ prednisolone Stock Solution 

(PSS)  แยกเตรียมสารละลายมาตรฐานเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนใน 25% v/v methanol ให้แต่ละชนิดมี
ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

สารละลายมาตรฐานผสม (Mixed Standard Solution, MSS) ปิเปตสารละลายมาตรฐาน DSS และ 
PSS อย่างละ 20.0 มลิลลิติร ลงในขวดปรบัปรมิาตร ขนาด 50.0 มลิลลิติร และปรบัปรมิาตรด้วย 25% v/v methanol

สารละลายมาตรฐานส�าหรับกราฟมาตรฐาน  เตรียมสารละลายมาตรฐาน MSS  ในสารละลายตัวอย่าง 
โดยปรับปริมาตรด้วย  25%  v/v methanol  น�ามาสกัดด้วยตัวดูดซับของแข็งให้มีระดับความเข้มข้นสุดท้าย  เท่ากับ 
250, 1,250, 2,500, 5,000, 7,500, 10,000 และ 12,500 ไมโครกรัมต่อลิตร 

การเตรียมตัวอย่างด้วยเทคนิคการสกัดด้วยตัวดูดซับของแข็ง (Solid Phase Extraction, SPE)
ชั่งผงตัวอย่างน�้าหนัก  0.35  กรัม  ใส่ในหลอดทดลองที่มีฝาปิด  เติม  25%  v/v methanol  จ�านวน  10.0 

มิลลิลิตร  น�าไปผสมด้วยเครื่องผสมสารละลายอย่างน้อย  1  นาที  น�าไปเขย่าสารด้วยความถ่ีสูงต่อเป็นเวลา  5  นาท ี

จากนั้นปั่นแยกตะกอนด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูงประมาณ 4,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที
เตรียมความพร้อมของตัวดูดซับที่บรรจุใน cartridge ด้วย methanol และน�้า อย่างละ 3 มิลลิลิตร 
ปิเปตสารละลายใสที่ได้หลังจากการปั่นแยกตะกอนแล้ว  จ�านวน  3  มิลลิลิตร  ใส่ลงใน  cartridge  จากน้ัน 

ใส่  5%  v/v methanol  จ�านวน  3  มิลลิลิตร  ลงใน  cartridge  เพื่อขจัดสารที่ไม่จับกับตัวดูดซับออก  และชะสาร 
เดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนออกมาด้วย methanol จ�านวน 6 มิลลิลิตร

การพัฒนาวิธี
การศึกษาการแยกเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีชนิดของเหลวประสิทธิภาพสูง 

ฉีดสารละลายมาตรฐานผสมระหว่างเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน  สารละลายตัวอย่างที่เติมสารละลาย
มาตรฐานโดยใช้สารละลายตวัพาทีม่ส่ีวนผสมของ acetonitrile และน�า้ ในอตัราส่วน 40:60,  30:70 และใช้สารละลาย
ตัวพาแบบ gradient program (ตารางที่ 1)
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การศึกษาการดูดซับของตัวกรอง
ฉีดสารละลายมาตรฐานผสมผ่านและไม่ผ่านแผ่นเมมเบรนส�าหรับกรองชนิดไนลอน  ขนาด  0.45  ไมครอน 

เส้นผ่าศูนย์กลาง 13 มิลลิเมตร และค�านวณร้อยละของการดูดซับสารของตัวกรอง โดยต้องไม่มากกว่าร้อยละ 5(16)

การตรวจวิเคราะห์โดยเครื่อง HPLC
ปิเปตสารละลายตัวอย่างที่เตรียมได้จาก SPE จ�านวน 2.0 มิลลิลิตร และน�้า  จ�านวน 2.0 มิลลิลิตร ผสม 

ให้เข้ากัน  น�าไปกรองผ่านเมมเบรนชนิดไนลอน  ขนาด  0.45  ไมโครเมตร  ใส่ขวดส�าหรับวิเคราะห์ปริมาณด้วยเครื่อง 
HPLC โดยมีสภาวะของเครื่องดังต่อไปนี้

คอลัมน์     :  Hypersil BDS C 8, 5 ไมโครเมตร ขนาด 4.6 × 150 มิลลิเมตร 
การ์ดคอลัมน์    :  C8 ขนาด 4.0 × 3.0 มิลลิเมตร 
อุณหภูมิคอลัมน์  :  30 �C
สารละลายตัวพา  :  Gradient program (ตารางที่ 1)
อัตราการไหล     :  0.8-1.5 มิลลิลิตรต่อนาที
เครื่องตรวจวัด  :  Diode array detector, ความยาวคลื่นที่ 190-400 นาโนเมตร
ปริมาตรที่ฉีด    :  80 ไมโครลิตร 
ฉีดสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่าง อย่างละ 80 ไมโครลิตร จ�านวน 3 ซ�้า สร้างกราฟมาตรฐาน

แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นและพื้นที่ใต้พีคและหาปริมาณของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนในหน่วย
ไมโครกรัมต่อลิตร จากสมการเส้นตรง 

                 Y  =  AX + B                                       ……………………………(1)

Y   คือ  พื้นที่ใต้พีค
A   คือ   ความชันของเส้นกราฟ
X   คือ   ความเข้มข้นของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน (ไมโครกรัมต่อลิตร)
B   คือ   จุดตัดแกน Y 
จากสมการ (1) จะได้ความเข้มข้นของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน (ไมโครกรัมต่อลิตร)  ซึ่งเมื่อน�าไป

แทนค่าในสมการ (2) จะได้ปริมาณเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่อยู่ในตัวอย่างทั้งหมด (m)
       m  =  X × Dilution factor × 10-3          ………………………………...(2)

               M  = m/W                                  ………………………………..(3)

  0.0  1.0  28  72
  3.0  1.2  22  78
  5.0  0.8  25  75
  12.0  0.8  30  70
  14.0  1.5  28  72
  15.0  1.5  28  72
  16.0  1.0  28  72

ตารางที่ 1 สารละลายตัวพาแบบ Gradient program

  เวลา (นาที)  อัตราการไหล (มิลลิลิตร/นาที)  Acetonitrile (%)  น�้า (%)
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  Dilution factor  เท่ากับ 10 × 6/3 × 4/2 = 40          
  m   คือ  ไมโครกรัมของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน ในตัวอย่าง 
  M   คือ   ปริมาณเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน ในหน่วยไมโครกรัมต่อกรัม 
  W   คือ   ปริมาณตัวอย่างที่น�ามาวิเคราะห์ (กรัม)

การทดสอบความถูกต้องของวิธี (Method Validation)(17, 18, 19)

การทดสอบความเหมาะสมของระบบโครมาโทกราฟ (Chromatographic system suitability)
ฉีดสารละลายมาตรฐานผสมที่ระดับความเข้มข้น 6,000  ไมโครกรัมต่อลิตร ซ�้า  5 ครั้ง  เข้าเครื่อง HPLC 

ค�านวณร้อยละการเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) ต้องไม่มากกว่า 2.0, tailing factor ของพีคเดกซาเมทาโซน
และเพรดนิโซโลนต้องไม่มากกว่า 2.0 และ resolution ระหว่างพคีเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนต้องไม่น้อยกว่า 2

การทดสอบความจำาเพาะเจาะจง (Specificity)
โดยการฉีดตัวท�าละลาย  สารละลายมาตรฐานผสม  สารละลายตัวอย่างที่ไม ่มีการปนปลอมของ 

เดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน จ�านวน 5 ตวัอย่าง เข้าเครือ่ง HPLC จากโครมาโทแกรมต้องไม่มกีารรบกวนของสารอ่ืนๆ 

ต่อพีคของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน

การทดสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity)
ฉีดสารละลายมาตรฐานผสมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่เติมในสารละลายตัวอย่างและผ่านการสกัด

ด้วย SPE ที่ระดับความเข้มข้น 250, 1,250, 2,500, 5,000, 7,500, 10,000 และ 12,500 ไมโครกรัมต่อลิตร แต่ละ
ระดบัความเข้มข้นฉีดซ�า้ 3 ครัง้ เข้าเครือ่ง HPLC น�าค่าเฉลีย่แต่ละความเข้มข้นมาสร้างกราฟมาตรฐานหาความสมัพนัธ์
ระหว่างความเข้มข้นและพื้นที่ใต้พีค ค�านวณค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (correlation coefficient, r) ซึ่งค่าที่ได้ควร
มีค่าใกล้เคียง 1 

การทดสอบความแม่น (Accuracy)  
ช่ังผงตัวอย่างน�้าหนัก  0.35  กรัม  เติมสารละลายมาตรฐานผสมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่ระดับ

ความเข้มข้น  500,  6,000  และ  12,000  ไมโครกรัมต่อลิตร  ระดับความเข้มข้นละ  3  ซ�้า  น�าไปตรวจวิเคราะห์ด้วย
เครื่อง HPLC ค�านวณร้อยละการคืนกลับ (% Recovery) ที่ระดับความเข้มข้น 500 และ 6,000 ไมโครกรัมต่อลิตร 
ต้องมีร้อยละการคืนกลับอยู่ในช่วง  80-110  และที่ระดับความเข้มข้น  12,000  ไมโครกรัมต่อลิตร  ต้องมีร้อยละ 
การคืนกลับอยู่ในช่วง  90-107(18, 19)

การทดสอบความเที่ยง (Precision)
ความทำาซำ้าได้ (Repeatability) 

เตรียมตัวอย่างที่มีการเติมสารละลายมาตรฐานผสมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่ระดับความเข้มข้น 
500, 6,000 และ 12,000 ไมโครกรัมต่อลิตร ความเข้มข้นละ 3 ซ�้า น�าไปตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC โดยค�านวณ
ค่าร้อยละการเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ ซึ่งจะคิดเป็นช่วงที่ระดับความเข้มข้น 500, 6,000 และ 12,000 ไมโครกรัม
ต่อลิตร ต้องมีร้อยละการเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ไม่มากกว่า 10.5, 7.4 และ 5.2 ตามล�าดับ(18, 19)
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Intermediate precision
ตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างที่เติมสารละลายมาตรฐานผสมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่ระดับความ

เข้มข้น  500,  6,000 และ 12,000  ไมโครกรัมต่อลิตร ความเข้มข้นละ 3 ซ�้า  วิเคราะห์  3  วัน น�าไปค�านวณทางสถิติ 
โดยวิธี Analysis of variance (ANOVA) เพื่อพิจารณาความแตกต่างของผลวิเคราะห์ระหว่างวัน 

การทดสอบความทน (Ruggedness)
ตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างที่มีการปนปลอมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน  จ�านวน  8  ซ�้า  โดยนักวิเคราะห ์ 

2 คน แล้วน�าไปค�านวณทางสถิติโดยวิธี t-test เพื่อพิจารณาความแตกต่างของผลวิเคราะห์ของนักวิเคราะห์ 2 คน
การตัดสินความแตกต่างของผลวิเคราะห์ให้พิจารณาจากค่า  p-value  ถ้าค่า  p-value  มากกว่า  0.05 

ถือว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญ
ตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างที่มีการเติมสารละลายมาตรฐานที่ระดับ  6,000  ไมโครกรัมต่อลิตร  ด้วยคอลัมน์  2 

รุ่นการผลิต แล้วน�าไปค�านวณร้อยละความแตกต่างสัมพัทธ์ (Relative Percent Difference, RPD) เพื่อพิจารณา 
ความแตกต่างของผลวิเคราะห์ของคอลัมน์ทั้งสองรุ่นการผลิต

การตดัสนิความแตกต่างของผลวิเคราะห์ให้พจิารณาจากร้อยละความแตกต่างสมัพทัธ์ ต้องมค่ีาไม่มากกว่า 3.0

การทดสอบหาขีดจำากัดของการตรวจพบ (Limit Of Detection, LOD)
ฉีดสารละลายตัวอย่างผสมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่ระดับความเข้มข้นที่ให้ขนาดสัญญาณเป็น 

3 เท่าของขนาดสัญญาณรบกวน ซึ่งเป็นความเข้มข้นต�่าสุดที่ตรวจพบได้

การทดสอบหาขีดจำากัดของการวัดปริมาณ (Limit Of quantitation, LOQ)
ฉีดสารละลายตัวอย่างผสมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่ระดับความเข้มข้นที่ให้ขนาดสัญญาณ 

เป็น 10 เท่าของขนาดสญัญาณรบกวน และน�าค่าประมาณการของปรมิาณต�า่สดุทีต่รวจวิเคราะห์เชิงปรมิาณได้มาเตรยีม
สารละลายที่ความเข้มข้นดังกล่าว  และฉีดเข้าเครื่อง HPLC  โดยค�านวณร้อยละของค่าการคืนกลับ  (% Recovery) 
ต้องอยู่ในช่วงยอมรับได้คือร้อยละ 80-110 และค่าร้อยละการเบี่ยงเบนสัมพัทธ์ต้องไม่เกินร้อยละ 10.5(18, 19)

การตรวจปริมาณการปนปลอมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนในยาแผนโบราณด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้น
น�าตวัอย่างยาแผนโบราณชนิดยาเมด็ ยาผง และยาน�า้ ทีส่่งตรวจทีส่�านักยาและวัตถเุสพตดิ จ�านวน 15 ตวัอย่าง 

เพื่อหาวิเคราะห์หาปริมาณการปนปลอมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนในตัวยาดังกล่าวด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้น

ผล
การศึกษาการแยกเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีชนิดของเหลวประสิทธิภาพสูง 

ผลการแยกเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีชนิดของเหลวประสิทธิภาพสูง  
โดยการใช้สารละลายตัวพาแบบ  gradient  program  ตาม  (ตารางที่  1)  สามารถแยกพีคเดกซาเมทาโซนและ 
เพรดนิโซโลนออกจากพีครบกวนอื่นๆ ได้ (ภาพที่ 2)
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การศึกษาการดูดซับของตัวกรอง
จากการฉีดสารละลายมาตรฐานที่ผ่านเมมเบรน พบว่าพื้นที่ใต้พีคของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน 

ลดลงคิดเป็นร้อยละ 0.39 และ 0.30 ตามล�าดับ

การทดสอบความเหมาะสมของระบบโครมาโทกราฟ
จากการฉีดสารละลายมาตรฐานผสมพบพคีของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนทีเ่วลาประมาณ 13.8 นาท ี

และ 7.8 นาที ตามล�าดับ โดยมีค่า tailing factor ของยาทั้งสองตัวเท่ากับ 1.0 และค่าร้อยละการเบี่ยงเบนมาตรฐาน
สมัพทัธ์ของการฉีดสารละลายมาตรฐานผสมทีร่ะดบัความเข้มข้น 6,000 ไมโครกรมัต่อลติร ซ�า้ 5 ครัง้ เท่ากบั 0.1 และ 0.3 
ตามล�าดบั และมค่ีา resolution ระหว่างพคีเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน เท่ากบั 13.2 ซ่ึงแสดงถงึความเหมาะสม 

ของระบบโครมาโทกราฟในการตรวจวิเคราะห์ต่อไปได้ 

การทดสอบความจำาเพาะเจาะจง
จากการฉีดสารละลายตวัอย่างทีไ่ม่มกีารปนปลอมของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน สารละลายมาตรฐาน

ผสม สารละลายตวัอย่างทีม่กีารเตมิสารละลายมาตรฐานทีร่ะดบัความเข้มข้น 500, 6,000 และ 12,000 ไมโครกรมัต่อลติร 
เข้าเครื่อง HPLC ซึ่งไม่พบพีคของสารอื่นมารบกวนพีคของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน (ภาพที่ 3)

ภาพที่ 2   โครมาโตแกรมของสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่างที่ไม่พบการปนปลอมเดกซาเมทาโซนและ 
เพรดนิโซโลน 
    (A), (B) และ (C) สารละลายมาตรฐานผสมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนในสารละลายตัวพาผสม 

ระหว่าง acetonitrile และน�้า อัตราส่วน 40:60, 30:70 และแบบ gradient program ตามล�าดับ 
    (D) และ (E) สารละลายตวัอย่างทีไ่ม่พบการปนปลอมของสารสเตยีรอยด์ในสารละลายตวัพาผสมระหว่าง 
acetonitrile และน�้า อัตราส่วน 40:60 และ 30:70 ตามล�าดับ 
    (F) สารละลายตวัอย่างทีเ่ตมิสารมาตรฐานเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนในสารละลายตวัพาแบบ gradient
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การทดสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity)
จากการฉีดสารละลายมาตรฐานผสม  เดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่เติมลงในสารละลายตัวอย่าง 

ในช่วงความเข้มข้น 250.14-12,507.18 และ 249.30-12,464.76 ไมโครกรัมต่อลิตร ตามล�าดับ ได้กราฟเป็นเส้นตรง
ตลอดช่วงความเข้มข้น โดยมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (correlation coefficient, r) เท่ากับ 0.9987 และ 0.9988 
ตามล�าดับ (ภาพที่ 4 และ 5)

ภาพที่ 3   โครมาโตแกรมการทดสอบความจ�าเพาะเจาะจงของสารละลาย
    (A)  สารละลายตัวอย่างที่ไม่พบการปนปลอมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน 5 แหล่ง
    (B)  สารละลายมาตรฐานเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน
    (C)  สารละลายตัวอย่างที่มีการเติมสารละลายมาตรฐานเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่ความเข้มข้น 
500 ไมโครกรัมต่อลิตร หลังผ่าน SPE
    (D)  สารละลายตัวอย่างที่มีการเติมสารละลายมาตรฐานเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่ความเข้มข้น   
6,000 ไมโครกรัมต่อลิตร หลังผ่าน SPE
    (E)  สารละลายตัวอย่างที่มีการเติมสารละลายมาตรฐานเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่ความเข้มข้น 

12,000 ไมโครกรัมต่อลิตร หลังผ่าน SPE
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ภาพที่ 4  กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของเดกซาเมทาโซนและพื้นที่ใต้พีค

ภาพที่ 5  กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของเพรดนิโซโลนและพื้นที่ใต้พีค
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การทดสอบความแม่น (Accuracy) 
โดยการเติมสารละลายมาตรฐานเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่  3  ระดับความเข้มข้น  ได้ร้อยละ 

ของการคืนกลับ  (%  recovery)  ของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนอยู่ในช่วงร้อยละ  100.30-104.53  และ 
100.02-102.18 ตามล�าดับ (ตารางที่ 2) 

    500.29  512.54  522.97  104.53  2.01
    500.29  533.59
    500.29  522.79     
    6,003.45  6,193.98  6,187.99  103.07  0.12
เดกซาเมทาโซน  6,003.45  6,179.54
    6,003.45  6,190.45   
    12,006.90  12,044.35  12,042.60  100.30  0.04 
    12,006.90  12,037.76 
    12,006.90   12,045.69 

    498.59  511.52  498.70  100.02  2.47 
    498.59  497.68 
    498.59  486.90
    5,983.08  6,105.15  6,113.58  102.18  0.25
เพรดนิโซโลน  5,983.08  6,104.71 
    5,983.08  6,130.88
    11966.17  11,993.03  11,993.29  100.23  0.15
    11966.17  11,975.14
    11966.17  12,011.71

ตารางที่ 2 ผลการทดสอบความแม่น (Accuracy) และความเที่ยง (Precision)

  ชนิดของ  ปริมาณที่เติม  ปริมาณที่พบ  ค่าเฉลี่ยของปริมาณที่พบ  ค่าเฉลี่ยของ  ร้อยละ
สารละลายมาตรฐาน  (ไมโครกรัมต่อลิตร)  (ไมโครกรัมต่อลิตร)  (ไมโครกรัมต่อลิตร)  ร้อยละ  การเบี่ยงเบน
  ที่เติม        การคืนกลับ  มาตรฐานสมัพทัธ์ 
            (%RSD)

การทดสอบความเที่ยง (Precision)
จากการฉีดสารละลายตัวอย่างที่มีการเติมสารละลายมาตรฐานเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่ 3 ระดับ

ความเข้มข้น ความเข้มข้นละ 3 ซ�้า พบว่าวิธีนี้มีความสามารถท�าซ�้าได้ โดยมีค่าร้อยละการเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ 
(%RSD) อยู่ในช่วง 0.04-2.01 และ 0.15-2.47 ตามล�าดับ (ตารางที่ 2)

จากการทดสอบ Intermediate precision โดยการวิเคราะห์ซ�้า 3 วัน วันละ 3 ซ�้า ที่ 3 ระดับความเข้มข้น 
และน�าไปทดสอบสถิติ  Analysis  of  variance  (ANOVA)(20) พบว่าผลการวิเคราะห์ทั้ง  3  วัน  ไม่มีความแตกต่าง 
อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ โดยมีค่า p-value ของการวิเคราะห์เดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนอยู่ที่ 0.50 และ 0.10 
ตามล�าดับ (ตารางที่ 3) 
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การทดสอบความทน (Ruggedness)
นักวิเคราะห์  2  คน  วิเคราะห์  8  ซ�้า  น�าไปทดสอบสถิติ  t-test  พบว่าผลการวิเคราะห์ไม่มีความแตกต่าง 

อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ โดยมีค่า p-value ของการวิเคราะห์เดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนอยู่ที่ 0.48 และ 0.94 
ตามล�าดับ (ตารางที่ 4)

จากการเปลี่ยนคอลัมน์รุ่นผลิตที่    8447  และ  12341 พบว่าผลการวิเคราะห์ไม่แตกต่างกัน  โดยค่าร้อยละ
ความแตกต่างสัมพัทธ์  (Relative Percent Difference, RPD) ของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนอยู่ที่  0.32 
และ 0.95 ตามล�าดับ

ตารางที่ 3 ผลการทดสอบความเที่ยงในการวิเคราะห์ซ�้าในแต่ละวัน 

  1  500  522.97 ± 2.01  498.70 ± 2.47
    6,000  6187.99 ± 0.12  6113.58 ± 0.25
    12,000  12042.60 ± 0.04  11,993.29 ± 0.15
  2  500  483.62 ± 1.77  538.52 ± 0.48
    6,000  6149.25 ± 0.04  6145.09 ± 0.08
    12,000  12007.12 ± 0.04  11983.14 ± 0.14
  3  500  508.96 ± 0.43  532.29 ± 0.39
    6,000  6155.33 ± 0.26  6101.75 ± 0.23
    12,000  12099.32 ± 0.97  12016.24  ± 0.94
          p-value (between day)  0.50 0.10

วันที่  ระดับความเข้มข้นที่ศึกษา  ปริมาณเฉลี่ยที่ตรวจพบ  (ไมโครกรัมต่อลิตร ± %RSD)
    (ไมโครกรัมต่อลิตร)  เดกซาเมทาโซน  เพรดนิโซโลน

  1  1847.72 ± 1.25  1,472.71 ± 4.92
  2  1814.19 ± 7.05  1,475.48 ± 5.45

p-value (between analyst)  0.48  0.94

ตารางที่ 4 ผลการทดสอบความเที่ยงในการวิเคราะห์ซ�้าโดยการเปลี่ยนนักวิเคราะห์ 

 นักวิเคราะห์ที่  ค่าเฉลี่ยของปริมาณเดกซาเมทาโซน  ค่าเฉลี่ยของปริมาณเพรดนิโซโลน
    (ไมโครกรัมต่อลิตร ± %RSD)  (ไมโครกรัมต่อลิตร ± %RSD)

การทดสอบหาขีดจำากัดของการตรวจพบ (Limit Of Detection, LOD) และขีดจำากัดของการวัดปริมาณ 
(Limit Of quantitation, LOQ)

ปรมิาณต�า่สดุทีต่รวจพบเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน มค่ีาเท่ากบั 128.34 และ 124.95 ไมโครกรมัต่อลติร 
ตามล�าดับ  และปริมาณต�่าสุดที่วิเคราะห์ปริมาณได้ของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน  มีค่าเท่ากับ  250.14  และ 
249.30  ไมโครกรัมต่อลิตร  ตามล�าดับ  โดยปริมาณต�่าสุดที่วิเคราะห์ปริมาณได้ของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน 
มีค่าร้อยละการคืนกลับอยู่ในช่วง 90.66-95.60 และ 89.44-96.86 ตามล�าดับ และค่าร้อยละการเบี่ยงเบนมาตรฐาน
สัมพัทธ์ เท่ากับ 2.21 และ 2.63 ตามล�าดับ
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การพฒันาวธีิวเิคราะห์ปริมาณเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน จิรานุช แจ่มทวกุีล และคณะ

การตรวจปริมาณการปนปลอมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนในยาแผนโบราณด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้น
ผลการตรวจวิเคราะห์หาปริมาณการปนปลอมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนในตัวอย่าง  จ�านวน  15 

ตัวอย่าง พบการปนปลอมทั้งเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน จ�านวน 2 ตัวอย่าง พบการปนปลอมเดกซาเมทาโซน
อย่างเดยีว จ�านวน 7 ตวัอย่าง และไม่พบการปนปลอมสารดงักล่าว จ�านวน 6 ตวัอย่าง โดยตรวจพบปรมิาณการปนปลอม 

เดกซาเมทาโซนในช่วง 57.67-246.65 ส่วนในล้านส่วน และพบปริมาณการปนปลอมเพรดนิโซโลน 1967.78 ส่วนใน 

ล้านส่วน  ส่วนอีก  1  ตัวอย่างตรวจพบเพรดนิโซโลน  22.04  ส่วนในล้านส่วน  แต่มีปริมาณต�่ากว่าขีดจ�ากัดของ 
การวัดปริมาณ

วิจารณ์
วิธีการตรวจเอกลักษณ์การปนปลอมของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนในยาแผนโบราณด้วยเทคนิค

รงคเลขผิวบาง  ซ่ึงพัฒนาโดยส�านักยาและวัตถุเสพติด  ไม่สามารถหาปริมาณการปนปลอมของตัวยาดังกล่าวได้  จึง
ได้พัฒนาวิธีวิเคราะห์หาปริมาณการปนปลอมของตัวยาดังกล่าวในยาแผนโบราณ  ซ่ึงดัดแปลงมาจากการหาปริมาณ 

เดกซาเมทาโซนด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีชนิดของเหลวประสิทธิภาพสูงในต�าราฟาร์มาโคเปียของสหรัฐอเมริกา(1)  

โดยใช้สารละลายตัวพาแบบ  isocratic  ที่มีส่วนผสมของ  acetonitrile  และน�้า  โดยมีอัตราส่วน  1:2  และพบว่าม ี

การศึกษาวิเคราะห์หาปริมาณของสเตียรอยด์ในยาแผนโบราณ(10, 11) โดยใช้สารละลายตัวพาแบบ isocratic เช่นเดียว
กับต�าราฟาร์มาโคเปียของสหรัฐอเมริกา แต่มีส่วนผสมของ acetonitrile และน�้า ในอัตราส่วน 30:70 โดยในวิธีการ 
ดังกล่าวสามารถแยกพีคสารละลายมาตรฐานผสมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนออกจากกันได้ แต่ไม่สามารถแยก
สารรบกวนในสารละลายตัวอย่างออกจากพีคของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนได้อย่างสมบูรณ์  ซ่ึงจะมีผลต่อ 

ความถูกต้องของการวิเคราะห์หาปริมาณสารดังกล่าว  (ภาพที่  2)  เน่ืองจากยาแผนโบราณและยาที่มาจากสมุนไพร
มีความหลากหลายขององค์ประกอบทางเคมี  ดังน้ันในการศึกษาครั้งน้ีจึงต้องใช้สารละลายตัวพาที่มีส่วนผสม
ของ  acetonitrile  และน�้า  แบบมีการเปลี่ยนองค์ประกอบของสารละลายตัวพาแบบ  gradient  program  ตาม 

ตารางที่  1  สามารถแยกพีคเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนได้อย่างมีประสิทธิภาพและไม่พบการรบกวนจาก 

องค์ประกอบที่หลากหลายของสมุนไพรต่างๆ ในสูตรต�ารับ 
การเตรียมตัวอย่างโดยใช้เทคนิคการสกัดแยกด้วยตัวดูดซับของแข็งสามารถก�าจัดสารรบกวนการตรวจ

วิเคราะห์บางส่วนออกไปได้  โดยตัวดูดซับของแข็งที่เลือกใช้เป็น  hydrophobic  polystyrene-divinylbenzene 
adsorbent  resin  มีคุณสมบัติเหมาะสมในการสกัดแยกตัวยาส�าคัญในตัวอย่างได้หลายรูปแบบ  ทั้งจากยาเม็ด 

ยาครมี จากปัสสาวะ หรอืเลอืดได้(21, 22)  โดยในการสกดัแยกต้องเตรยีมความพร้อมของตวัดดูซบัทีบ่รรจใุน cartridge 
ด้วย methanol และน�้าก่อนเสมอ เพื่อให้ตัวดูดซับมีความเหมาะสมกับสารละลายที่น�ามาสกัด และช่วยให้อนุภาคของ
สารที่สนใจสัมผัสกับตัวดูดซับให้ได้มากที่สุด  โดยหลังจากผ่านสารละลายตัวอย่างลงในตัวดูดซับของแข็งและชะสาร 
ที่ไม่ต้องการออกด้วย 5%v/v methanol เนื่องจากเป็นการวิเคราะห์เชิงปริมาณ ต้องรอให้ตัวดูดซับแห้งก่อนแล้วจึง
ชะเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนออกด้วย methanol  จ�านวน  6  มิลลิลิตร  ในส่วนของคอลัมน์  เลือกใช้คอลัมน์
ชนิด reverse phase C8 พร้อมการ์ดคอลัมน์ reverse phase C8 เนื่องจากหาง่าย ราคาไม่แพง และมีสภาพไม่มีขั้ว 
เช่นเดียวกับ C18  แต่จ�านวนคาร์บอนน้อยกว่า  จึงท�าให้พีคของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลกถูกซะออกมาได้เร็ว
กว่าคอลัมน์ชนิด reverse phase C18

ในการศึกษาน้ีได้เลอืกตวัอย่างยาแผนโบราณสองรปูแบบ คอื ยาลกูกลอน และยาผง เป็นตวัแทนของยาแผน
โบราณทีน่�ามาศึกษา เน่ืองจากเป็นรปูแบบของยาแผนโบราณทีม่อีงค์ประกอบของสมนุไพรหลายชนิด อกีทัง้ในขัน้ตอน
การท�าให้เป็นเม็ดยาลูกกลอนต้องมีสารยึดเกาะ เช่น น�้าผึ้ง น�้าแป้ง ส�าหรับยาผงซึ่งส่วนใหญ่ คือยาหอม เป็นยาผงที่มี
องค์ประกอบของสมนุไพรมากกว่า 40 ชนิด จงึครอบคลมุองค์ประกอบของสมนุไพรทีอ่าจมผีลต่อการตรวจวิเคราะห์ได้ 
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ดังน้ันวิธีที่พัฒนาขึ้นจึงมีความเป็นไปได้ในการที่จะน�าไปประยุกต์ใช้ตรวจวิเคราะห์หาปริมาณการปนปลอมของ 
เดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนในยาแผนโบราณรูปแบบอื่นๆ ได้ เช่น ยาแคปซูล ยาเม็ด ยาน�้า และยากวน

วิธีที่พัฒนาขึ้นสามารถหาปริมาณเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่ปนปลอมในยาแผนโบราณได้  อ้างอิง 
หลกัการประเมนิความถกูต้องตาม ICH Guideline(17) โดยไม่พบว่ามกีารรบกวนจากสารอ่ืนซ่ึงแสดงถึงความจ�าเพาะของ
วิธี เมื่อทดสอบความเป็นเส้นตรงด้วย standard addition ในช่วง 250-12,500 ไมโครกรัมต่อลิตร ได้ค่าสัมประสิทธิ์
ความสมัพนัธ์ ใกล้เคยีง 1 แสดงว่าวิธน้ีีมคีวามเป็นเส้นตรงตลอดช่วงทีท่�าการศึกษา ผลการทดสอบความถกูต้องของวิธี
วิเคราะห์หาปริมาณเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนในยาแผนโบราณ พบว่าที่ระดับความเข้มข้น  500,  6,000  และ 
12,000 ไมโครกรมัต่อลติร ค่าเฉลีย่ร้อยละการคนืกลบัของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนอยูใ่นช่วง 100.30-104.53 
และ 100.02-102.18  ตามล�าดับ และวิธีนี้มีความทนต่อการเปลี่ยนแปลงทั้งนักวิเคราะห์ และรุ่นของคอลัมน์ได้ 

ทั้งนี้ เมื่อน�าวิธีวิเคราะห์หาปริมาณที่พัฒนาขึ้นไปใช้ตรวจหาการปนปลอมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน
ในตัวอย่างยาแผนโบราณที่ส่งตรวจกับส�านักยาและวัตถุเสพติด  จ�านวน  15 ตัวอย่าง  ให้ผลสอดคล้องกับวิธีการตรวจ
เอกลักษณ์ด้วยเทคนิครงคเลขผิวบางที่ทางส�านักยาและวัตถุเสพติดใช้อยู่ โดยพบการปนปลอมทั้งเดกซาเมทาโซนและ 
เพรดนิโซโลน จ�านวน 2 ตวัอย่าง ปนปลอมเดกซาเมทาโซนเพยีงอย่างเดยีว จ�านวน 7 ตวัอย่าง และเมือ่วิเคราะห์หาปรมิาณ
การปนปลอมสารดงักล่าวด้วยวิธทีีพ่ฒันาขึน้ พบว่าปรมิาณการปนปลอมเดกซาเมทาโซนอยูใ่นช่วง 57.67-246.65 ส่วน
ในล้านส่วน และพบตัวอย่างยาแผนโบราณ 1 ตัวอย่าง ที่มีการปนปลอมเพรดนิโซโลนในปริมาณ 1967.78 ส่วนในล้าน
ส่วน  ส่วนอีกหน่ึงตัวอย่างพบการปนปลอมเพรดนิโซโลนแต่มีปริมาณต�่ากว่าขีดจ�ากัดของการวัดปริมาณ ดังน้ันวิธีการ
ดงักล่าวทีพั่ฒนาขึน้น้ีสามารถตรวจเอกลกัษณ์และหาปรมิาณการปนปลอมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนได้ในคราว
เดียวกัน  จึงน่าจะเป็นอีกทางเลือกหน่ึงส�าหรับการตรวจวิเคราะห์การปนปลอมสารดังกล่าวในยาแผนโบราณ  และการ
ศึกษาน้ีจะเป็นประโยชน์มากยิ่งขึ้นเมื่อศึกษาร่วมกับการส�ารวจพฤติกรรมการบริโภคยาแผนโบราณของประชาชนเพื่อ
สือ่สารความเสีย่งและแจ้งเตอืนภยัในการบรโิภคยาแผนโบราณทีม่กีารปนปลอมเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนต่อไป

สรุป
วิธกีารตรวจวิเคราะห์ปรมิาณเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนในยาแผนโบราณทีพ่ฒันาขึน้น้ีเป็นวิธทีีม่คีวาม

จ�าเพาะ ความเทีย่ง และความแม่นย�าสงู สามารถทีจ่ะน�าไปใช้วิเคราะห์หาปรมิาณเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนในยา
แผนโบราณในห้องปฏบัิตกิารได้ ซ่ึงจะเป็นประโยชน์ในการสือ่สารความเสีย่งและแจ้งเตอืนภยัจากการใช้ยาแผนโบราณ
ที่มีการปนปลอมตัวยาแผนปัจจุบันดังกล่าวเพื่อเป็นการคุ้มครองผู้บริโภคต่อไป

กิตติกรรมประกาศ
ขอขอบคณุเจ้าหน้าทีก่ลุม่ตรวจคณุภาพเภสชัภณัฑ์ทางเคม-ีฟิสกิส์ ส�านักยาและวัตถเุสพตดิ ทีช่่วยจดัเตรยีม

อุปกรณ์  และตัวอย่างที่ใช้ในงานวิจัยครั้งน้ี  และขอขอบคุณผู้อ�านวยการส�านักยาและวัตถุเสพติดที่ให้การสนับสนุน 

ทางด้านงบประมาณและข้อเสนอแนะ ท�าให้การศึกษาครั้งนี้ลุล่วงด้วยดี
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Method Development for Determination  
of Dexamethasone and Prednisolone in 
Traditional Drug by High-Performance 

Liquid Chromatography

Jiranuch Jamtaweekul Sumate Thiangthum Waliluk Matapatara 
and Chitra Chaiyawat
Bureau of Drug and Narcotic, Department of Medical Sciences, Thiwanond Road, Nonthaburi 11000

ABSTRACT   The quantitative determination of the adulterated dexamethasone and prednisolone in 
traditional drug was developed by using high performance liquid chromatography (HPLC) with reversed 
phase C8 column (Hypersil BDS) and a mixture of acetonitrile and purified water as a mobile phase. 
The sample solution was cleaned up by solid phase extraction (SPE). The method validation data showed 
good linearity at the concentration range of 250-12,500 µg/L with the correlation coefficient of 0.9987 and 
0.9988  for dexamethasone and prednisolone,  respectively. Accuracy and precision were performed by 
adding 500, 6,000 and 12,000 µg/L of each of  dexamethasone and prednisolone to sample matrix. The 
percentages  of  recovery were  100.30-104.53  and  100.02-102.18  for  dexamethasone  and  prednisolone, 
respectively. The relative standard deviations of dexamethasone and prednisolone were 0.04-2.01 and 
0.15-2.47,  respectively. The  limit  of  quantitation of dexamethasone and prednisolone are 250.14 and 

249.30 µg/L,  respectively. Therefore,  the  developed HPLC method  is  suitable  for  surveillance  of  the 
dexamethasone and prednisolone adulterants in traditional herbal medicines.

Key words: dexamethasone, prednisolone, traditional drug, solid phase extraction, high 
performance liquid chromatography


