
º≈°“√«—¥∑’Ë¡’§«“¡πà“‡™◊ËÕ∂◊ÕµâÕßª√–°Õ∫

¥â«¬§à“∑’Ë«—¥‰¥â ·≈–§à“§«“¡‰¡à·πàπÕπ¢Õß°“√«—¥ ¥—ßπ—Èπ

„π°“√«‘‡§√“–Àå∑¥ Õ∫‡™‘ßª√‘¡“≥ πÕ°®“°ºŸâ∑¥ Õ∫

®–µâÕß¡’§«“¡√Ÿâ§«“¡‡¢â“„®À≈—°°“√«‘‡§√“–Àå ¡’∑—°…–

‡ªìπÕ¬à“ß¥’‡æ◊ËÕ„Àâ‰¥âº≈°“√«—¥∑’Ë∂Ÿ°µâÕß·≈â« µâÕß»÷°…“

∂÷ßªí®®—¬µà“ßÊ∑’Ë¡’º≈°√–∑∫µàÕº≈°“√«—¥ ‡æ◊ËÕ„Àâ “¡“√∂

À“·À≈àß¢Õß§«“¡‰¡à·πàπÕπ¢Õß°“√«—¥‰¥âÕ¬à“ß§√∫∂â«π

§«“¡‰¡à·πàπÕπ¢Õß°“√«—¥„π‡∑§π‘§ High

Performance Liquid Chromatography (HPLC) ¡“®“°

À≈“¬·À≈àß ‰¥â·°à §«“¡‡∑’Ë¬ß¢Õß°“√«—¥· ¥ß¥â«¬§à“

 à«π‡∫’Ë¬ß‡∫π¡“µ√∞“π §«“¡‰¡à·πàπÕπ¢Õß§«“¡‡Õπ‡Õ’¬ß

‰¥â®“°°“√«—¥«— ¥ÿÕâ“ßÕ‘ß√—∫√Õß (Certified Reference

Material, CRM) ·≈–ªí®®—¬Õ◊ËπÊ∑’Ë¡’º≈µàÕ°“√«—¥ ‡™àπ

§«“¡‰¡à·πàπÕπ®“°°√–∫«π°“√µ√’¬¡µ—«Õ¬à“ß ·≈–

§«“¡‰¡à·πàπÕπ®“°°“√∑”ß“π¢Õß‡§√◊ËÕß HPLC „π

∫∑§«“¡π’È®–°≈à“«∂÷ß‡©æ“–·À≈àß¢Õß§«“¡‰¡à·πàπÕπ

¢Õß°“√«—¥‡π◊ËÕß®“°°“√∑”ß“π¢Õß‡§√◊ËÕß HPLC ‡æ◊ËÕ„Àâ

ºŸâ∑¥ Õ∫‰¥âµ√–Àπ—°∂÷ß§«“¡ ”§—≠¢Õßªí®®—¬¥—ß°≈à“«

‚¥¬‡©æ“–„π¢—ÈπµÕπ°“√µ√«® Õ∫§«“¡„™â‰¥â¢Õß«‘∏’

(method validation) ®”‡ªìπÕ¬à“ß¬‘Ëß∑’ËµâÕß»÷°…“º≈

°√–∑∫®“°°“√∑”ß“π¢Õß‡§√◊ËÕß HPLC Õ¬à“ß‡ªìπ√–∫∫

‚¥¬°“√∑¥ Õ∫§«“¡§ß∑π¢Õß«‘∏’ (ruggedness test)

À≈—°°“√«‘‡§√“–ÀåÀ“ª√‘¡“≥ “√‚¥¬„™â‡§√◊ËÕß

¡◊Õ HPLC §◊Õ °“√·¬° “√∑’ËµâÕß°“√«‘‡§√“–Àå (analyte)

™π‘¥‡¥’¬«À√◊ÕÀ≈“¬™π‘¥√«¡°—π„πµ—«Õ¬à“ß ´÷Ëß‡µ√’¬¡

‡ªìπ “√≈–≈“¬„Àâ¡’§«“¡‡¢â¡¢âπ¢Õß “√∑’Ë«‘‡§√“–Àå „π

™à«ß∑’Ë‡À¡“– ¡ ©’¥ “√≈–≈“¬µ—«Õ¬à“ßºà“π™àÕß©’¥ “√

(sample valve) ª√‘¡“µ√µ“¡∑’Ë°”Àπ¥ ‡™àπ 20 µL 100

µL ‡ªìπµâπ  “√µ—«Õ¬à“ß®–∂Ÿ°π”æ“¥â«¬‡ø ‡§≈◊ËÕπ∑’Ë

(mobile phase) ºà“π§Õ≈—¡πå (column) ∑’Ë¡’‡ø π‘Ëß (stationary

phase) ∑”Àπâ“∑’Ë·¬° “√∑’Ë«‘‡§√“–Àå  “√·µà≈–™π‘¥ºà“π

‡¢â“¥’‡∑§‡µÕ√å (detector) Õ¬à“ßµàÕ‡π◊ËÕßµ“¡≈”¥—∫

‡æ◊ËÕ°“√µ√«®«—¥ · ¥ßº≈‡ªìπ§«“¡ —¡æ—π∏å¢Õß‡«≈“

(·°ππÕπ) ·≈– —≠≠“≥ (·°πµ—Èß) ‡√’¬°«à“‚§√¡“‚∑·°√¡

¥—ß· ¥ß„π√Ÿª∑’Ë 1

¢âÕ¡Ÿ≈®“°‚§√¡“‚∑·°√¡ª√–°Õ∫¥â«¬ √’‡∑π

™—π‰∑¡å „™â„π°“√«‘‡§√“–Àå‡™‘ß§ÿ≥¿“æ ”À√—∫¬◊π¬—π™π‘¥

¢Õß “√‚¥¬‡ª√’¬∫‡∑’¬∫√’‡∑π™—π‰∑¡å¢Õß “√∑’Ë«‘‡§√“–Àå

°—∫√’‡∑π™—π‰∑¡å¢Õß “√¡“µ√∞“π∑’Ë«—¥„π ¿“«–‡¥’¬«°—π

æ’°§◊Õ∫√‘‡«≥∑’Ë¡’ —≠≠“≥ Ÿß°«à“‡ âπ∞“π æ◊Èπ∑’Ëæ’°§◊Õ

º≈√«¡¢Õß —≠≠“≥µ—Èß·µà®ÿ¥‡√‘Ë¡µâπ (S) ∂÷ß®ÿ¥ ‘Èπ ÿ¥ (E)

§«“¡ Ÿßæ’° (H) §◊Õ √–¬–µ—Èß·µà∞“πæ’°∂÷ß¬Õ¥æ’° æ◊Èπ∑’Ë

æ’°·≈–§«“¡ Ÿßæ’°‡ªìπ¢âÕ¡Ÿ≈∑’Ë„™â«‘‡§√“–Àå‡™‘ßª√‘¡“≥

‚¥¬π”æ◊Èπ∑’Ëæ’°À√◊Õ§«“¡ Ÿßæ’°¢Õß “√∑’Ë«‘‡§√“–Àå ‰ªÀ“

ª√‘¡“≥®“°°√“ø¡“µ√∞“π∑’Ë‡µ√’¬¡®“° “√≈–≈“¬

¡“µ√∞“π¢Õß “√∑’Ë«‘‡§√“–Àå 3-5 √–¥—∫§«“¡‡¢â¡¢âπ

¥—ßπ—ÈπÀ“°æ◊Èπ∑’Ëæ’° À√◊Õ§«“¡ Ÿßæ’°‰¡à§ß∑’Ë ∑”„Àâ‡°‘¥

§«“¡‰¡à·πàπÕπ¢Õß°“√«—¥
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Õÿ¡“æ√  ÿ¢¡à«ß / ª«‘π ß“¡‡≈‘»

√Ÿª∑’Ë 1 · ¥ß‚§√¡“‚∑·°√¡ ¢Õß°“√«‘‡§√“–Àåµ—«Õ¬à“ß∑’Ë¡’ “√ A ,B,C ·≈– D ¥â«¬‡∑§π‘§ HPLC
tr §◊Õ√’‡∑π™—π‰∑¡å ‡ªìπ‡«≈“¢Õß “√∑’Ë«‘‡§√“–Àå‡§≈◊ËÕπ∑’Ë„π√–∫∫®“°®ÿ¥‡√‘Ë¡µâπ®π∂÷ß¥’‡∑§‡µÕ√å
tm §◊Õ‡«≈“¢Õß “√∑’Ë‰¡à∂Ÿ°®—∫‚¥¬‡ø π‘Ëß‡§≈◊ËÕπ∑’Ë„π√–∫∫®“°®ÿ¥‡√‘Ë¡µâπ®π∂÷ß¥’‡∑§‡µÕ√å
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● ªí®®—¬∑’Ë¡’º≈°√–∑∫µàÕ§«“¡‡∑’Ë¬ß¢Õß√’‡∑π

™—π‰∑¡å ‰¥â·°à

- §«“¡‰¡à§ß∑’Ë¢ÕßÕ—µ√“°“√‰À≈¢Õß‡ø 

‡§≈◊ËÕπ∑’Ë ‡°‘¥®“°°“√∑”ß“π‰¡à§ß∑’Ë¢Õß‡§√◊ËÕß Ÿ∫ (pump)

´÷Ëß‡ªìπ§ÿ≥≈—°…≥–¢Õß‡§√◊ËÕß¡◊Õ À√◊Õ°“√‡ ◊ËÕ¡ ¿“æ

¢Õß‡§√◊ËÕß¡◊ÕÀ≈—ß®“°„™âß“ππ“πÊ

- Õÿ≥À¿Ÿ¡‘¢Õß§Õ≈—¡πå‰¡à§ß∑’Ë ‡°‘¥®“°

Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ÀâÕß∑”ß“π‰¡à§ß∑’Ë ·°â‰¢‚¥¬°“√„™âµŸâ§«∫§ÿ¡

Õÿ≥À¿Ÿ¡‘„π à«π¢Õß§Õ≈—¡πå

- Õß§åª√–°Õ∫¢Õß‡ø ‡§≈◊ËÕπ∑’Ë ‡°‘¥®“°

°“√∑”ß“π‰¡à§ß∑’Ë¢Õß‡§√◊ËÕß Ÿ∫√–∫∫ gradient

● ªí®®—¬∑’Ë¡’º≈°√–∑∫µàÕæ◊Èπ∑’Ëæ’° ·≈–§«“¡

 Ÿßæ’° ‰¥â·°à °“√µÕ∫ πÕß¢Õß‡§√◊ËÕßµ√«®«—¥ (Sc)

ª√‘¡“≥¢Õß “√∑’Ë©’¥‡¢â“√–∫∫ (w) ·≈–Õ—µ√“°“√‰À≈¢Õß

‡ø ‡§≈◊ËÕπ∑’Ë (F) ¡’§«“¡ —¡æ—π∏åµ“¡ ¡°“√

ScWA = _____
F

¥—ßπ—ÈπÀ“°ªí®®—¬µà“ß¡’§«“¡‰¡à§ß∑’Ë ¡’º≈∑”„Àâ

æ◊Èπ∑’Ëæ’° ·≈–§«“¡ Ÿß¢Õßæ’°¡’§«“¡‰¡à§ß∑’Ë¥â«¬ πÕ°®“°

ªí®®—¬∑’Ë¡’º≈°√–∑∫‚¥¬µ√ß·≈â« ¬—ß¡’ªí®®—¬∑’Ë àßº≈

°√–∑∫∑“ßÕâÕ¡ ‰¥â·°à °“√‡≈◊ËÕπ‰À≈¢Õß‡ âπ∞“π (baseline

drift) Õÿ≥À¿Ÿ¡‘¢Õß§Õ≈—¡πå Õß§åª√–°Õ∫¢Õß‡ø ‡§≈◊ËÕπ∑’Ë

≈—°…≥–√Ÿª√à“ß¢Õßæ’° §«“¡‡∑’Ë¬ß¢Õß‡§√◊ËÕß¡◊Õ∑—Èß√–∫∫

·≈– —≠≠“≥√∫°«π

● ªí®®—¬∑’Ë¡’º≈°√–∑∫µàÕª√‘¡“≥¢Õß “√∑’Ë

π”‡¢â“√–∫∫ §◊Õ √–∫∫©’¥ “√∑’Ë∑”ß“π‰¡à§ß∑’Ë ‡°‘¥®“°

§ÿ≥≈—°…≥–¢Õß‡§√◊ËÕß¡◊Õ ·≈–ª√‘¡“µ√¢Õß “√≈–≈“¬

∑’Ë©’¥ µ—«∑”≈–≈“¬∑’Ë√–‡À¬ßà“¬ ¡’º≈µàÕ§«“¡‰¡à§ß∑’Ë¢Õß

ª√‘¡“≥ “√∑’Ëπ”‡¢â“√–∫∫‡™àπ°—π ªí®®—¬‡À≈à“π’È∑”„Àâæ◊Èπ

∑’Ëæ’°‰¡à§ß∑’Ë

● ªí®®—¬∑’Ë¡’º≈°√–∑∫µàÕ°“√«—¥ —≠≠“≥

®“°¥’‡∑§‡µÕ√å ™π‘¥ Refractive index detectors ·≈–

Fluorescence detectors ‰¥â·°à Õß§åª√–°Õ∫·≈–Õ—µ√“

°“√‰À≈¢Õß‡ø ‡§≈◊ËÕπ∑’Ë Õÿ≥À¿Ÿ¡‘¢Õß “√≈–≈“¬  à«π

ªí®®—¬∑’Ë¡’º≈°√–∑∫µàÕ UV- Visible detectors §◊Õ ·°ä ∑’Ë

≈–≈“¬„π‡ø ‡§≈◊ËÕπ∑’Ë®–∑”„Àâ baseline ‡≈◊ËÕπ‰À≈ ·°ä 

ÕÕ°´‘‡®π∑”„Àâ background  Ÿß ·≈–§«“¡¬“«§≈◊Ëπ

‰¡à§ß∑’Ë∑”„Àâæ◊Èπ∑’Ëæ’°‰¡à§ß∑’Ë „π°“√«‘‡§√“–Àåµ—«Õ¬à“ß

®÷ßµâÕß¡’°“√°”®—¥·°ä ∑’Ë≈–≈“¬‚¥¬«‘∏’∑’Ë‡À¡“– ¡ ·≈–

µ√«® Õ∫§«“¡‡∑’Ë¬ß¢Õß§«“¡¬“«§≈◊Ëπ¢Õß‡§√◊ËÕß¡◊Õ

‡æ◊ËÕ®–‰¥âπ”‰ª»÷°…“º≈°√–∑∫µàÕº≈°“√«—¥µàÕ‰ª

„π°“√»÷°…“º≈°√–∑∫®“°ªí®®—¬µà“ßÊµàÕ

§«“¡‰¡à·πàπÕπ¢Õß°“√«—¥ ºŸâ∑¥ Õ∫§«√»÷°…“¢âÕ¡Ÿ≈

®“°¢âÕ°”Àπ¥§ÿ≥≈—°…≥–¢Õß‡§√◊ËÕß¡◊Õ ‡™àπ §«“¡‡∑’Ë¬ß

¢Õß‡§√◊ËÕß Ÿ∫ §«“¡‡∑’Ë¬ß¢Õß§«“¡¬“«§≈◊Ëπ¢Õß¥’‡∑§‡µÕ√å

§«“¡§≈“¥‡§≈◊ËÕπ„π°“√‡µ√’¬¡‡ø ‡§≈◊ËÕπ∑’Ë §«“¡·ª√

ª√«π¢ÕßÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ÀâÕß∑’Ë∑”°“√«‘‡§√“–Àå ‡æ◊ËÕ„Àâ∑√“∫∂÷ß

§«“¡‰¡à§ß∑’Ë∑’ËÕ“®‡°‘¥¢÷Èπ„π ¿“«–°“√∑”ß“πª°µ‘ ·≈â«

®÷ß∑¥ Õ∫ “√µ—«Õ¬à“ß„π ¿“«–°“√∑”ß“πª°µ‘ ·≈–

„π ¿“«–∑’Ëµ—Èß„®‡ª≈’Ë¬π·ª≈ßæ“√“¡‘‡µÕ√å∑’ËµâÕß°“√»÷°…“

„Àâ‡∑à“°—∫À√◊Õ¡“°°«à“§«“¡‰¡à§ß∑’Ë∑’Ë§“¥«à“®–‡°‘¥¢÷Èπ

‡ª√’¬∫‡∑’¬∫°—∫º≈°“√∑¥ Õ∫®“° Õß ¿“«– À“°

§«“¡·µ°µà“ß‰¡à¡’π—¬ ”§—≠„Àâ§”π«≥§à“§«“¡‰¡à·πàπÕπ

∑’Ë‡°‘¥®“°°“√‡ª≈’Ë¬π·ª≈ß∑’Ë‡°‘¥¢÷Èπ À“°°“√∑¥ Õ∫

¡’π—¬ ”§—≠µâÕß§«∫§ÿ¡ ·≈–ªÑÕß°—π‰¡à„Àâ‡°‘¥¢÷Èπ¢≥–

∑”°“√∑¥ Õ∫

µ—«Õ¬à“ß‡™àπ °“√∑¥ Õ∫À“ª√‘¡“≥ «‘µ“¡‘π‡Õ

„πµ—«Õ¬à“ßπ¡ ”À√—∫∑“√° ‰¥â¡’°“√»÷°…“º≈°√–∑∫

®“°°“√∑”ß“π¢Õß‡§√◊ËÕß¡◊Õ HPLC ‚¥¬°“√‡ª≈’Ë¬π·ª≈ß

æ“√“¡‘‡µÕ√åµà“ßÊ ¥—ß· ¥ß„πµ“√“ß∑’Ë 1

µ“√“ß∑’Ë 1 · ¥ß ¿“«–ª°µ‘∑’Ë„™â„π°“√∑¥ Õ∫µ—«Õ¬à“ß ·≈– ¿“«–∑’ËµâÕß°“√»÷°…“°“√‡ª≈’Ë¬π·ª≈ß

æ“√“¡‘‡µÕ√å  ¿“«–ª°µ‘  ¿“«–∑’Ë‡ª≈’Ë¬π·ª≈ß

Õ—µ√“°“√‰À≈¢Õß‡ø ‡§≈◊ËÕπ∑’Ë 0.8 mL/ min 1.2 mL/ min

 à«πª√–°Õ∫¢Õß‡ø ‡§≈◊ËÕπ∑’Ë (methanol/ H2O) 90/ 10 95/ 5

ª√‘¡“µ√¢Õß “√≈–≈“¬µ—«Õ¬à“ß 15 µL 25 µL

§«“¡¬“«§≈◊Ëπ¢Õß¬Ÿ«’-«‘ ‘‡∫‘≈¥’‡∑°‡µÕ√å 320 nm 330 nm

Õÿ≥À¿Ÿ¡‘¢Õß§Õ≈—¡πå 30 ÌC Oven off

®“°°“√∑¥≈Õßæ∫«à“æ“√“¡‘‡µÕ√å¥—ß°≈à“«¡’º≈°√–∑∫∑”„Àâ‡°‘¥§à“§«“¡‰¡à·πàπÕπ¢Õß°“√«—¥ ¥—ß· ¥ß„πµ“√“ß∑’Ë 2



ªí®®—¬µà“ßÊ∑’Ë¡’º≈°√–∑∫µàÕº≈°“√«—¥ ‡ªìπ

·À≈àß∑”„Àâ‡°‘¥§à“§«“¡‰¡à·πàπÕπ¢Õß°“√«—¥∑—Èß ‘Èπ

¥—ßπ—ÈπºŸâ∑¥ Õ∫µâÕß§”π÷ß∂÷ßªí®®—¬¥—ß°≈à“« ·≈–§«∫§ÿ¡

ªí®®—¬‡À≈à“π—Èπ„Àâ¡’º≈°√–∑∫πâÕ¬∑’Ë ÿ¥ À√◊Õ‰¡à¡’π—¬

 ”§—≠µàÕº≈°“√«—¥ „π°√≥’∑’Ë‡ªìπªí®®—¬∑’Ë‡°‘¥®“°°“√

∑”ß“π¢Õß‡§√◊ËÕß¡◊Õ ∑’Ë¢÷ÈπÕ¬Ÿà°—∫§ÿ≥≈—°…≥–‡©æ“–¢Õß

‡§√◊ËÕß¡◊Õπ—Èπ ‰¥â·°à Õ—µ√“°“√‰À≈·≈–Õß§åª√–°Õ∫

¢Õß‡ø ‡§≈◊ËÕπ∑’Ë ª√‘¡“µ√ “√µ—«Õ¬à“ß∑’Ë©’¥‡¢â“√–∫∫

§«“¡¬“«§≈◊Ëπ¢Õß¥’‡∑§‡µÕ√å ·≈– Õÿ≥À¿Ÿ¡‘§Õ≈—¡πå ∑—Èßπ’È

À“°‰¡à¡’¢âÕ¡Ÿ≈§à“§«“¡‰¡à·πàπÕπ∑’Ë‡°‘¥®“°ªí®®—¬¥—ß°≈à“«

¢â“ßµâπ„π«‘∏’∑¥ Õ∫∑’Ë„™â ÀâÕßªØ‘∫—µ‘°“√®”‡ªìπµâÕß

∑”°“√»÷°…“∑¥≈Õß ‡æ◊ËÕª√–¡“≥§à“§«“¡‰¡à·πàπÕπ∑’Ë

‡°‘¥®“°§«“¡‰¡à§ß∑’Ë¢Õß√–∫∫°“√∑”ß“π¢Õß‡§√◊ËÕß¡◊Õ

HPLC ‚¥¬°“√∑¥ Õ∫§«“¡§ß∑π¢Õß«‘∏’ ºŸâ∑¥ Õ∫®–

‡ªìπºŸâæ‘®“√≥“«à“§«“¡‰¡à·πàπÕπ∑’Ë‡°‘¥¢÷Èπ¡’π—¬ ”§—≠

·≈–®”‡ªìπµâÕßπ”‰ªª√–¡“≥§à“§«“¡‰¡à·πàπÕπ√«¡

¢Õß°“√«—¥∑—ÈßÀ¡¥µàÕ‰ªÀ√◊Õ‰¡à ∑”„Àâ¡—Ëπ„®‰¥â«à“‰¥â„™â

¢âÕ¡Ÿ≈§√∫∂â«π„π°“√√“¬ß“πº≈
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