
Ultra performance liquid chromatography

(UPLC) ‡ªìπ‡∑§π‘§∑’Ë„™â„π°“√·¬°·≈–«‘‡§√“–ÀåÀ“ª√‘¡“≥

 “√∑’Ëæ—≤π“µàÕ¡“®“°‡∑§π‘§ High performance liquid

chromatography (HPLC) ‚¥¬°“√ÕÕ°·∫∫‡§√◊ËÕß¡◊Õ„Àâ

 “¡“√∂∑”ß“π‰¥â∑’Ë§«“¡¥—π Ÿß·≈–„™â§Õ≈—¡πå (column)

∑’Ë¡’Õπÿ¿“§¢π“¥‡≈Á° ∑”„Àâª√– ‘∑∏‘¿“æ¢Õß°“√·¬°

(resolution, Rs) ¥’¢÷Èπ ∑—Èßπ’È‡π◊ËÕß®“°‡∑§π‘§ HPLC ´÷Ëß‡ªìπ

‡∑§π‘§∑’Ë„™â°—πÕ¬à“ß°«â“ß¢«“ß„πÀâÕßªØ‘∫—µ‘°“√„πªí®®ÿ∫—π

¬—ß¡’¢âÕ®”°—¥∫“ßª√–°“√ ‡™àπ ‚§√¡“‚∑·°√¡∑’Ë‰¥â®“°

°“√«‘‡§√“–Àå¡’∞“πæ’§°«â“ß ∑”„Àâ°“√·¬°¢Õß “√∑’Ë¡’§à“

√’‡∑π™—Ëπ‰∑¡å (retention time, tr) „°≈â°—π¡“°Ê ·¬°‰¥â‰¡à

¥’‡∑à“∑’Ë§«√ §«“¡‰« (sensitivity) µË” ·≈–„™â‡«≈“„π°“√

«‘‡§√“–Àåµ—«Õ¬à“ßπ“π ®÷ß‰¥â¡’°“√æ—≤π“‡∑§π‘§ UPLC

‡æ◊ËÕ‡æ‘Ë¡ ¡√√∂π–„π°“√·¬°·≈–«‘‡§√“–Àå “√„Àâ¥’¢÷Èπ

§«“¡‰« ·≈–ª√– ‘∑∏‘¿“æ„π°“√·¬° Ÿß¢÷Èπ √«¡∑—Èß≈¥

‡«≈“∑’Ë„™â„π°“√«‘‡§√“–Àå ´÷Ëß‡ªìπ°“√≈¥¢âÕ®”°—¥¢Õß°“√

«‘‡§√“–Àå¥â«¬‡∑§π‘§ HPLC ·≈– “¡“√∂π”‰ªª√–¬ÿ°µå

„™â„πÕÿµ “À°√√¡À≈“¬Ê ª√–‡¿∑

∑ƒ…Æ’°“√·¬°∑“ß‚§√¡“‚∑°√“øøï
®“°∑ƒ…Æ’æ◊Èπ∞“π¢Õß°“√·¬°¥â«¬‡∑§π‘§

‚§√¡“‚∑°√“øøï ‡°‘¥®“°°“√∑’Ë “√‡°‘¥ differential sorption

√–À«à“ß‡ø π‘Ëß ·≈–‡ø ‡§≈◊ËÕπ∑’Ë ªí®®—¬∑’Ë¡’º≈µàÕ

ª√– ‘∑∏‘¿“æ¢Õß°“√·¬°ª√–°Õ∫¥â«¬ ª√– ‘∑∏‘¿“æ

¢Õß§Õ≈—¡πå §«“¡®”‡æ“–¢Õß‡ø π‘Ëß ¢π“¥Õπÿ¿“§¢Õß

‡ø π‘Ëß ·≈–Õß§åª√–°Õ∫¢Õß‡ø ‡§≈◊ËÕπ∑’Ë Õ∏‘∫“¬‰¥â®“°

§«“¡ —¡æ—π∏å¢Õß§«“¡ Ÿß¢Õß‡æ≈∑ (plate high,H) ´÷Ëß

‡ªìπæ“√“¡‘‡µÕ√å∑’Ë¡’º≈µàÕª√– ‘∑∏‘¿“æ°“√·¬°¢Õß§Õ≈—¡πå

µ“¡ ¡°“√ (1) §«“¡ Ÿß¢Õß‡æ≈∑ ®–¡’§«“¡ —¡æ—π∏å

‚¥¬µ√ß°—∫§«“¡¬“«¢Õß§Õ≈—¡πå (L) ·≈– —¡æ—π∏åº°º—π

°—∫®”π«π‡æ≈∑µ“¡∑ƒ…Æ’ (number of theoretical plate ,N)

§Õ≈—¡πå∑’Ë¡’ª√– ‘∑∏‘¿“æ Ÿß®–¡’§à“§«“¡ Ÿß¢Õß‡æ≈∑µË”

LH = __ ....................(1)
N

®”π«π‡æ≈∑µ“¡∑ƒ…Æ’ ¢÷ÈπÕ¬Ÿà°—∫§«“¡¬“«

¢Õß§Õ≈—¡πå ·≈–¢π“¥¢ÕßÕπÿ¿“§ (dp) ∑’Ë∫√√®ÿ„π

§Õ≈—¡πå¥—ß· ¥ß„π ¡°“√ (2)

LNα = __ ....................(2)
dp

®“° ¡°“√ (1) ·≈– (2) ®–‡ÀÁπ«à“ °“√≈¥¢π“¥

Õπÿ¿“§¢Õß‡ø π‘Ëß ∑’Ë∫√√®ÿ„π§Õ≈—¡πå„Àâ¡’¢π“¥‡≈Á°≈ß

∑”„Àâ ®”π«π‡æ≈∑µ“¡∑ƒ…Æ’‡æ‘Ë¡¢÷Èπ ¡’º≈„Àâ§à“ §«“¡ Ÿß

¢Õß‡æ≈∑≈¥≈ß ¥—ßπ—Èπª√– ‘∑∏‘¿“æ¢Õß§Õ≈—¡πå®÷ß Ÿß¢÷Èπ

‡∑§π‘§ UPLC ‰¥âæ—≤π“§Õ≈—¡πå∑’Ë„™â„π°“√

«‘‡§√“–Àå„Àâ¡’¢π“¥¢ÕßÕπÿ¿“§∑’Ë∫√√®ÿ„π§Õ≈—¡πå ¡’

¢π“¥‡≈Á°°«à“ 2 ‰¡‚§√‡¡µ√ ·≈–‰¥âÕÕ°·∫∫‡§√◊ËÕß¡◊Õ„Àâ

 “¡“√∂«‘‡§√“–Àå‰¥â∑’Ë§«“¡¥—π Ÿß∂÷ß 15,000 ªÕπ¥åµàÕ

µ“√“ßπ‘È« „π°“√«‘‡§√“–Àå‚¥¬„™â‡ø π‘Ëß∑’Ë¡’¢π“¥Õπÿ¿“§

∑’Ë‡≈Á°π’È  “¡“√∂„™â§Õ≈—¡πå∑’Ë —Èπ≈ß‰¥â‚¥¬‰¡à∑”„Àâª√– ‘∑∏‘¿“æ

¢Õß°“√·¬°≈¥≈ß ´÷Ëß°“√„™â§Õ≈—¡πå∑’Ë —Èπ≈ßπ’È∑”„Àâ‡«≈“

∑’Ë„™â„π°“√«‘‡§√“–Àå ·≈–ª√‘¡“≥µ—«∑”≈–≈“¬∑’Ë„™â„π

°“√«‘‡§√“–Àå≈¥≈ß¥â«¬

§«“¡‰«¢Õß°“√«‘‡§√“–Àå¥â«¬‡∑§π‘§‚§√¡“‚∑

°√“øøï Õ∏‘∫“¬‰¥â®“°§«“¡ —¡æ—π∏å¢Õß®”π«π‡æ≈∑

µ“¡∑ƒ…Æ’°—∫§«“¡°«â“ß¢Õß∞“πæ’§ (w) ¥—ß· ¥ß„π

 ¡°“√∑’Ë 3 ®–‡ÀÁπ«à“‡¡◊ËÕ®”π«π‡æ≈∑µ“¡∑ƒ…Æ’  Ÿß¢÷Èπ

æ’§∑’Ë‰¥â®“°°“√«‘‡§√“–Àå¡’§«“¡°«â“ß¢Õß∞“πæ’§·§∫≈ß

§«“¡ Ÿß¢Õßæ’§‡æ‘Ë¡¢÷Èπ ¡’º≈∑”„Àâ§«“¡‰«¢Õß°“√«‘‡§√“–Àå

‡æ‘Ë¡¢÷Èπ¥â«¬
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Ultra Performance Liquid Chromatography, (UPLC)
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1Nα = __ .............(3)
w2

°“√‡æ‘Ë¡¢÷Èπ¢Õß §à“°“√·¬°  “¡“√∂Õ∏‘∫“¬¥â«¬

§«“¡ —¡æ—π∏å ¥—ß· ¥ß„π ¡°“√∑’Ë (4) §à“°“√·¬°¢÷Èπ

Õ¬Ÿà°—∫‡∑Õ¡∑’Ë ”§—≠ 3 ‡∑Õ¡§◊Õ (i)-(iii) ´÷Ëß‡ªìπÕ‘ √–

µàÕ°—π

N α − 1 K
Rs = ___ _____ _____ .............(4)

4 α K + 1

(i) (ii) (iii)

(i) ‡ªìπ‡∑Õ¡∑’Ë‡°’Ë¬«¢âÕß°—∫ª√– ‘∑∏‘¿“æ¢Õß

§Õ≈—¡πå´÷Ëßæ“√“¡‘‡µÕ√å∑’Ë„™â„π°“√«—¥§◊Õ§à“®”π«π‡æ≈∑

µ“¡∑ƒ…Æ’‚¥¬®–¡’§à“‡æ‘Ë¡¢÷Èπ ‡¡◊ËÕ¢π“¥Õπÿ¿“§¢Õß

‡ø π‘Ëß‡≈Á°≈ß ¡’º≈∑”„Àâª√– ‘∑∏‘¿“æ°“√·¬°¢Õß

§Õ≈—¡πå Ÿß¢÷Èπ

(ii) · ¥ß¥â«¬§à“ α ´÷Ëß¡’§«“¡ —¡æ—π∏å°—∫ °“√

‡ª≈’Ë¬π·ª≈ß à«πª√–°Õ∫¢Õß‡ø ‡§≈◊ËÕπ∑’Ë ‚¥¬§à“

°“√·¬°®–‡æ‘Ë¡¢÷Èπ‡¡◊ËÕ α ¡’§à“ Ÿß¢÷Èπ

(iii) · ¥ß¥â«¬§à“ k ∑’Ë ‡ª≈’Ë¬π·ª≈ß‡æ‘Ë¡¢÷ÈπÀ√◊Õ

≈¥≈ßµ“¡§à“§«“¡·√ß¢Õßµ—«∑”≈–≈“¬ (solvent strength)

‡ª√’¬∫‡∑’¬∫º≈«‘‡§√“–Àå∑’Ë‰¥â®“°‡∑§π‘§ HPLC

·≈– UPLC

¿“æ∑’Ë 1 «‘‡§√“–Àå‚¥¬‡∑§π‘§ HPLC

¿“æ∑’Ë 2 «‘‡§√“–Àå‚¥¬‡∑§π‘§ UPLC

¿“æ∑’Ë 1 ·≈– 2 ‡ªìπ‚§√¡“‚∑·°√¡º≈°“√

«‘‡§√“–Àåµ—«Õ¬à“ß “√°≈ÿà¡ Rapidocaine ´÷Ëßª√–°Õ∫¥â«¬

1. methylparabene ; 2. 2, 6 dimethylanilene ; 3. propyl-

paraben ; 4. lidocaine hydrochloride ‚¥¬„™â ‡∑§π‘§ HPLC

·≈– UPLC µ“¡≈”¥—∫

µ“√“ß∑’Ë 1 · ¥ß ¿“«–°“√·¬° “√°≈ÿà¡ Rapidocaine

‚¥¬‡∑§π‘§ HPLC ·≈– UPLC

‡¡◊ËÕ‡ª√’¬∫‡∑’¬∫‚§√¡“‚∑·°√¡∑’Ë‰¥â®“°°“√

«‘‡§√“–Àå¥â«¬‡∑§π‘§ HPLC ·≈– UPLC ®–‡ÀÁπ«à“

≈—°…≥–¢Õßæ’§∑’Ë‰¥â®“°°“√«‘‡§√“–Àå¥â«¬‡∑§π‘§ UPLC

´÷Ëß¡’¢π“¥Õπÿ¿“§∑’Ë∫√√®ÿ„π‡ø π‘Ëß‡≈Á°°«à“ ª√– ‘∑∏‘¿“æ

°“√·¬°¥’¢÷Èπ æ’§∑’Ë‰¥â¡’∞“π∑’Ë·§∫≈ß·≈–æ’§ Ÿß°«à“

· ¥ß„Àâ‡ÀÁπ«à“§«“¡‰«¢Õß°“√«‘‡§√“–Àå∑’Ë‡æ‘Ë¡¢÷Èπ ¡’º≈

∑”„Àâª√‘¡“≥µË” ÿ¥∑’Ëµ√«®«—¥‰¥â (method detection limit,

MDL) ¥â«¬‡∑§π‘§π’ÈµË”≈ß

®“°º≈°“√«‘‡§√“–Àåæ∫«à“‡∑§π‘§ UPLC „Àâ

º≈°“√«‘‡§√“–Àå∑’Ë¡’§à“°“√·¬°¥’°«à“ §«“¡‰« Ÿß°«à“

·≈–„™â‡«≈“πâÕ¬°«à“ ‡¡◊ËÕ‡∑’¬∫°—∫°“√«‘‡§√“–Àå¥â«¬

‡∑§π‘§ HPLC ¥—ßπ—Èπ„πÕÿµ “À°√√¡À≈“¬ª√–‡¿∑

‰¥â¡’°“√π”‡∑§π‘§π’È¡“„™â„π°“√«‘‡§√“–Àåµ—«Õ¬à“ß´÷Ëß¡’

 “√À≈“¬™π‘¥„π°≈ÿà¡‡¥’¬«°—π ∑”„Àâ “¡“√∂·¬°‰¥â¥’¢÷Èπ

‡™àπ Õÿµ “À°√√¡¬“ °“√«‘‡§√“–Àå¬“√—°…“‚√§°≈ÿà¡ Beta

Blocker ´÷Ëßª√–°Õ∫¥â«¬ Oxprenolol, Metoprolol,

Acebutolol, Atenolol, Propranolol, Pindolol, ·≈–

Alprenolol ®–·¬° Propranolol ·≈– Alprenolol ÕÕ°®“°

°—π‰¥â‰¡à¥’¥â«¬‡∑§π‘§ HPLC ·µà®–·¬°‰¥â¥’‡¡◊ËÕ„™â‡∑§π‘§

UPLC ·≈–§«“¡‰«„π°“√«‘‡§√“–Àå Ÿß°«à“∂÷ß 3 ‡∑à“

πÕ°®“°π’È‰¥â¡’°“√«‘‡§√“–Àåª√‘¡“≥  “√„π°≈ÿà¡ Flavonoids

æ“√“¡‘‡µÕ√å ‡∑§π‘§ HPLC ‡∑§π‘§ UPLC

§Õ≈—¡πå XTerra RP18 50 x 4.6 mm, Acquity shield BEH RP18

3.5 µm 50 x 2.1 mm ,1.7µm

‡ø ‡§≈◊ËÕπ∑’Ë phosphate buffer pH 7 : phosphate buffer pH 7.2 : 

ACN (50 : 50) ACN (50 :50)

Õ—µ√“°“√‰À≈¢Õß 1430 µL/min 610 µL/min

‡ø ‡§≈◊ËÕπ∑’Ë

Õÿ≥À¿Ÿ¡‘§Õ≈—¡πå 30 ÌC 25 ÌC

‡§√◊ËÕßµ√«®«—¥ 230 nm 230 nm

™π‘¥¬Ÿ«’-«‘ ‘‡∫‘≈

¥’‡∑°‡µÕ√å

ª√‘¡“µ√µ—«Õ¬à“ß 7 µL 1.4 µL



´÷Ëß‡ªìπ “√∑’Ë„Àâ ’„πæ◊™ ®”π«π 15 ™π‘¥æ√âÕ¡°—π ‚¥¬„™â

‡«≈“‡æ’¬ß 12 π“∑’

 ”À√—∫Õÿµ “À°√√¡Õ“À“√¡’°“√æ—≤π“‡∑§π‘§

UPLC ¡“„™â„π°“√«‘‡§√“–Àå “√À≈“¬ª√–‡¿∑ ‡™àπ °“√

«‘‡§√“–Àå ’ —ß‡§√“–Àå™π‘¥ Sudan Red I-IV „πµ—«Õ¬à“ß

‰¢à·¥ß ´÷Ëß‡ªìπ ’Àâ“¡„™â„πÕ“À“√ πÕ°®“°π’È¬—ß¡’°“√

ª√–¬ÿ°µå„™â‡∑§π‘§ UPLC/MS „π°“√«‘‡§√“–Àå‡Õ°≈—°…≥å

¢Õß¬“¶à“·¡≈ß„πº≈‰¡â „π∑“ßπ‘µ‘‡«™π”¡“„™â„π°“√

«‘‡§√“–Àå “√„π°≈ÿà¡ amphetamine ´÷Ëß‡ªìπ “√‡ æµ‘¥

„πµ—«Õ¬à“ß‡≈◊Õ¥‚¥¬ “¡“√∂·¬° “√„π°≈ÿà¡π’È‰¥â 9 ™π‘¥

„π‡«≈“πâÕ¬°«à“ 3 π“∑’ ‚¥¬¡’§à“°“√·¬°·≈–§«“¡‰« Ÿß

„π∑“ß ‘Ëß·«¥≈âÕ¡‰¥â„™â√à«¡°—∫‡∑§π‘§°“√‡µ√’¬¡µ—«Õ¬à“ß

¥â«¬ Solid phase extraction „π°“√«‘‡§√“–Àå “√µ°§â“ß

∫πº‘«πÈ”(1)

‡ÀÁπ‰¥â«à“‡∑§π‘§ UPLC ‡À¡“– ”À√—∫°“√

«‘‡§√“–Àå “√∑’Ë¡’§«“¡‡¢â¡¢âπµË” º ¡√«¡°—πÀ≈“¬™π‘¥

„πµ—«Õ¬à“ß‡¥’¬«°—π „Àâ§à“°“√·¬° ·≈–§«“¡‰«„π°“√

«‘‡§√“–Àå Ÿß  “¡“√∂«‘‡§√“–Àåµ—«Õ¬à“ß‰¥â§√—Èß≈–À≈“¬

µ—«Õ¬à“ß ‡π◊ËÕß®“°„™â‡«≈“„π°“√«‘‡§√“–Àå —Èπ ·≈–

ª√–À¬—¥µ—«∑”≈–≈“¬∑’Ë„™â„π°“√«‘‡§√“–Àå ‡æ√“–°“√ª√—∫

Õ—µ√“‡√Á«¢Õß‡ø ‡§≈◊ËÕπ∑’Ë®–µâÕß Õ¥§≈âÕß°—∫æ◊Èπ∑’ËÀπâ“µ—¥

¢Õß§Õ≈—¡πå ‡¡◊ËÕ§Õ≈—¡πå∑’Ë„™â„π°“√«‘‡§√“–Àå —Èπ ·≈–

¡’‡ âπºà“π»Ÿπ¬å°≈“ß‡≈Á°≈ß ª√‘¡“≥¢Õßµ—«∑”≈–≈“¬

∑’Ë„™â„π°“√«‘‡§√“–Àå ≈¥≈ß¥â«¬

„π ¿“«–ªí®®ÿ∫—π∑’Ë¡’°“√·¢àß¢—π Ÿß §«“¡‡√Á«

ª√– ‘∑∏‘¿“æ„π°“√«‘‡§√“–Àå·≈–µâπ∑ÿπ°“√º≈‘µ ®÷ß‡ªìπ

ªí®®—¬ ”§—≠∑’Ë®–µâÕßπ”¡“æ‘®“√≥“„π°“√æ—≤π“

‡æ◊ËÕ‡æ‘Ë¡»—°¬¿“æ ·≈–¢Õ∫‡¢µ¢Õß°“√∑”ß“π«‘‡§√“–Àå

¥—ßπ—Èπ‡∑§π‘§ UPLC ®÷ß‡ªìπÕ’°∑“ß‡≈◊Õ°∑’Ëπà“ π„® ”À√—∫

ÀâÕßªØ‘∫—µ‘°“√ ∑’Ë®–π”‡∑§π‘§¥—ß°≈à“«‰ª„™âß“π ∑—Èßπ’È

ÀâÕßªØ‘∫—µ‘°“√®–µâÕß«“ß·ºπ„π°“√‡≈◊Õ°‡∑§π‘§°“√

«‘‡§√“–Àåµ—Èß·µà‡√‘Ë¡µâπ ‡æ◊ËÕ®–‰¥â®—¥À“‡§√◊ËÕß¡◊Õ„Àâ‡À¡“– ¡
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