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             โครงการนี้มี วัตถุประสงคเพื่อศึกษาสภาวะการเสื่อมสลายของสารคีโตติเฟน(Ketotifen)  

ในยาน้ําเชื่อมดวยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) โดยศึกษาความคงสภาพของ
สารคีโตติเฟนท้ังในวัตถุดิบและในยาน้ําเชื่อม สภาวะการวิเคราะหใชคอลัมน C18 สารละลายเคลื่อนที่เปน
แบบเปลี่ยนแปลงอัตราสวนระหวาง 0.035% ไตรเอททิลเอมีน ในเมธานอล และ 0.035% ไตรเอททิลเอมีน 
ในน้ําบริสุทธปราศจากไอออน มีอัตราการไหลของสารละลายเคลื่อนที่ 1.0 ml/min ตรวจวัดดวยเครื่องวัด
แสง UV ที่ความยาวคลื่น 297 nm พบวาสารคีโตติเฟนมี retention time 7.6 นาที โดยไมมีสารอ่ืนรบกวน
การวิเคราะห       

                  ผลการตรวจสอบความถูกตองวิธีวิเคราะหหาปริมาณสารคีโตติเฟน โดยใชเทคนิค HPLC นี้  
มีคาความเปนเสนตรง (Linearity) ดังสมการ Y= 0.8421 X - 0.1549 ที่ชวงวิเคราะหความเขมขน 10-160 
μg/ml มีคาสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ (R2) เทากับ 1.0000 ปริมาณตํ่าสุดท่ีตรวจพบได (LOD) คือ 0.25 μg 
ปริมาณตํ่าสุดท่ีวิเคราะหได (LOQ) คือ 1.00 μg การทดสอบความแมนยําของการวิเคราะหซ้ําในชวงส้ันๆ 
และวิเคราะหตางวันและเวลามีคาสัมประสิทธ์ิความแปรปรวน (%RSD) นอยกวา 2 % ความถูกตองของ
วิธี ใหคาการคืนยอนกลับอยูในชวง 98.0 - 100.4%  

                  ในการศึกษาความคงสภาพของสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมดวยการนําตัวอยางยาน้ําเชื่อมมา
กดดันดวยสภาวะที่ทําใหเกิดการเส่ือมสลายได พบวาสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมเสื่อมสลายไดอยาง
รวดเร็วที่สภาวะแสงยูวีจากแสงแดด ซึ่งยาเส่ือมสภาพเหลือเพียง 73.9 % LA  และดวยสารไฮโดรเจน
เปอรออกไซดที่ทําใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน มีปริมาณตัวยาสําคัญเหลือเพียง 94.7 % LA จากการวิจัย
นี้สารคีโตติเฟนมีการเส่ือมสลายเปนอัตราสวนโดยตรงกับเวลา ความคงสภาพสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อม
ที่เก็บในสภาวะปรกติที่อุณหภูมิ 30 °C 75 % RH เปนเวลา 12 เดือน และสภาวะเรงที่อุณหภูมิ 40 °C 
75% RH เปนเวลา 6 เดือน พบวามีปริมาณตวยาสําคัญลดลงเหลือประมาณ 95 % LA ในสภาวะปรกติ 
และประมาณ 94 % LA ในสภาวะเรงตามลําดับ ซึ่งอยูในมาตรฐานกําหนด 90-110 % LA ซึ่งผลนี้
สามารถกําหนดอายุยาไดเบ้ืองตน 2 ป 

 
        คําสําคัญ คีโตติเฟน โครมาโทกราฟของเหลวถมรรถนะสูง วิธีตรวจสอบความถูกตอง วิธีวิเคราะหที่ระบุ
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  This Method described for determination of ketotifen ;(4,9-dihydro-4-(1-methyl-4-
piperidinylidene)-10 H benzo[4,5]cyclohepta [1,2-b]thiophen-10-one) in syrup preparation by using 
HPLC method. Optimal conditions were reversed phase (C-18) with gradient elution system with 
0.035% triethylamine in methanol (solvent A) and 0.035% triethylamin in deionized water (solvent 
B), flow rate at 1.0 ml/min and UV detection 297 nm. Ketotifen syrup preparation was subjected to 
stress testing (force degradation) in order to demonstrate that degradants from ketotifen and/or 
excipients did not interfere with the quantification of ketotifen. Then the method was validated for 
linearity, accuracy, precision, limit of quantification (LOQ) and limit of detection (LOD) of ketotifen. 
The linearity of the proposed method was y = 0.8421x - 0.1549 with in range of analysis 
concentration 10-160 μg/ml. The regression coefficient was 1.0000. Intra-day and inter-day 
precisions showed the good reproducibility (%RSD < 1). Recovery of the method was 98.0 -
100.4%. The LOD and LOQ were 0.25 μg and 1.0 μg, respectively. Therefore, this HPLC method 
was proven to has good linearity, specificity, sensitivity, reproducibility and accuracy for routine 
quality assessment and stability study of ketotifen syrup. 
          The stress testing of ketotifen substance and ketotifen in syrup with acid, base, photolysis, 
temperature  and oxidizing  agent  showed that ketotifen was sensitized to UV light and oxidizing 
agent. The ketotifen in syrup remained 73.9% LA and 94.7 % LA, respectively. 
          The stability studies of ketotifen in syrup which were long term stability storage at 30°C 
75 % RH in 12 months and accelerated condition at 40°C 75 % RH in 6 months showed that 
ketotifen in syrup remained 95 % LA and 94 %LA, respectively. Those % LA were still in the 
acceptance value (90-110 % LA). Therefore, shelf life of ketotifen syrup is about two years. 
 
 
Key words: Ketotifen, High-performance liquid chromatography, Validation, Stability indicating 
method 

 
 

 
 



ปริญญานิพนธ 
การศึกษาสภาวะการเสื่อมสลายของยาคโีตติเฟนรูปแบบยาน้ําเชื่อม 

ดวยวธิีโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง 
ของ 

มณฑนา พิมพทอง 
 

ไดรับอนุมัติจากบัณฑิตวิทยาลัยใหนับเปนสวนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตร 
ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบณัฑิต สาขาวทิยาการเภสัชภัณฑ 

มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ 
 
 

                         ………………………………………………………... (คณบดีบัณฑิตวทิยาลัย) 
                                (รองศาตราจารย ดร.สมชาย สันติวัฒนกลุ) 
                                  วันที ่....... เดือน ............. พ.ศ. 2557 
 

 
อาจารยที่ปรึกษาปริญญานิพนธ     คณะกรรมการสอบปากเปลา 
 
.................................................... ที่ปรึกษาหลัก  .......................................................... ประธาน 
(รองศาสตราจารย ดร. สุวรรณา วรรัตน)            (ผูชวยศาสตราจารย ดร.พัชรวรี  นันทธนะวานิช) 
          
.....................................................ที่ปรึกษารวม ............................................................กรรมการ
(อาจารย ดร.วธู  พรหมพิทยารัตน)            (อาจารย ดร.อังคนา วิชิต) 
 

       ............................................................กรรมการ  
     (รองศาสตราจารย ดร. สุวรรณา วรรัตน)  
                                           
                                        .............................................................กรรมการ  
                                         (อาจารยดร.วธู  พรหมพิทยารัตน) 
               
 
 

 



ประกาศคุณูปการ 
 
            ปริญญานิพนธฉบับน้ีสําเร็จลุลวงไดดวยความชวยเหลือใหคําแนะนําจากอาจารยที่ปรึกษา
ปริญญานิพนธ รองศาตราจารย ดร.สุวรรณา วรรัตน และอาจารย ดร.วธู พรหมพิทยารัตน  
ที่ใหคําปรึกษาตลอดเวลาทําการวิจัยทุกขั้นตอน ทั้งยังคอยชวยเหลือแกไขขอบกพรองตางๆ ของ
ผูวิจัยใหดีขึ้น 
            รวมทั้งขอบพระคุณคณาจารยคณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒที่ไดประ
สิทธิประสาทวิชาความรูในหลากหลายสาขาใหเปนแนวทางในการทําวิจัย และขอขอบคุณ
คณะกรรมการสอบปากเปลา ผูชวยศาสตราจารย ดร.พัชรวีร นันทธนะวานิช ประธานกรรมการ และ
กรรมการทานอ่ืนๆจากคณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ รองศาตราจารย  
ดร.สุวรรณา วรรัตน ดร.วธู พรหมพิทยารัตน และ ดร. อังคณา วิชิต จากคณะเภสัชศาตร 
มหาวิทยาลัยอีสเทิรนเอเซียที่ใหคําแนะนําในการสอบ 
            ทั้งน้ีผูวิจัยขอขอบพระคุณ คณุสุชาติ ชูครุวงค กรรมการผูจัดการ คุณวรรณา ธเนศานนท 
ผูจัดการฝายควบคุมคุณภาพ บริษัทโปลิฟารมที่ไดสนับสนุนเครื่องมือ อุปกรณและสารเคมี  
            ขอขอบคุณ คุณพอคุณแม และคนในครอบครัว ที่คอยใหกําลังใจชวยเหลือ และอยูเคียง
ขางตลอดมา ความสําเร็จและประโยชนอันเกิดจากงานวิจัยนี้ ผูวิจัยขอมอบใหเปนความสําเรจ็ของ
ทานเหลาน้ีเชนกัน 
 
 

                                                                        มณฑนา พิมพทอง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



สารบัญ 
 

บทที ่ หนา
       1 บทนํา………………………………………………………………………………… 1
           ภูมิหลังที่มาของการวิจัย…..……………………………………………………… 1
           วัตถปุระสงคของการวิจัย………………………..………………………………… 2
           ความสําคัญของงานวิจัย……………..…………………………………………… 2
           ขอบเขตของงานวิจัย………………….…………………………………………… 2
 
       2 แนวคิด ทฤษฎี และงานวจิัยทีเ่ก่ียวของ…………………………………………. 4

  ลักษณะทัว่ไป คุณสมบัตทิางกายภาพ เคมี และทางเภสัชวิทยาของ 
     สารคีโตติเฟนและสารเสื่อมสลาย.......…………………………………………. 4

           วิธีวิเคราะหหาปริมาณสารคีโตติเฟนและสารเส่ือมสลาย……….……………….. 8
           การตรวจสอบความถูกตองของวิธวีิเคราะห...................................................... 10
           การศึกษาความคงสภาพ……………………………………………………….…. 12
           การประเมินอายุยา………………………………………………………………… 13
 
       3 วิธีดําเนินการวิจัย............................................................................................ 14
          อุปกรณ และสารเคมี…..…………………………………………………………… 14
          วิธีการเตรียมตวัอยางเพ่ือวิเคราะห………………………………………………... 14
             การเตรียมตวัอยางสารละลายมาตรฐาน……..………………………………… 14
             การเตรียมตวัอยางสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชือ่ม...…..…………………………. 15
           การศึกษาหาวิธวีิเคราะหสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมและตรวจสอบความถูกตอง  
             ของวิธวีิเคราะห………………………..………………………………………... 15  
             วิธีวิเคราะหสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อม …………...………………………….. 
             ตรวจสอบความถูกตองของวธิีวิเคราะห ……………………………….............   

15
16

           การศึกษาความคงสภาพของสารคีโตติเฟน………………………………………. 17
             ศึกษาความคงสภาพของสารคีโตติเฟนวตัถุดิบภายใตสภาวะกดดัน ………… 17
             ศึกษาความคงสภาพของสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อม ภายใตสภาวะกดดัน … 18
             ศึกษาอัตราการเกิดการเส่ือมสลายของสารคโีตติเฟนในยาน้ําเชื่อมในสภาวะ 
                ตาง ๆ………………………………………………………………………….. 18

 



สารบัญ (ตอ) 
 

บทที ่ หนา
       3 (ตอ) 
            การวิเคราะหตัวอยางยาคีโตติเฟนในน้ําเชื่อมที่มีอายุยาแตกตางกัน….……...... 19
         การประเมินอายุยา………………………………..…………………………………. 19
            การวิเคราะหตัวอยางยาคีโตติเฟนในน้ําเชื่อมเก็บศึกษาความคงสภาพที่สภาวะ 
               ปรกต…ิ…………………………………..……………………………………. 19
            การวิเคราะหตัวอยางยาคีโตติเฟนในน้ําเชื่อมเก็บศึกษาความคงสภาพที่สภาวะ 
               เรง……………………………………………………………………………… 19
 
      4 ผลการทดลอง………….……………………………………………………………. 20
          ผลการศึกษาหาวิธวีิเคราะหที่เหมาะสมในการแยกสารคีโตตเิฟนและสารเสื่อม   
            สลายอ่ืนๆ…………………………………………………………………………. 20
            วิเคราะหสารคีโตติเฟนและสารเส่ือมสลาย………………………….…………… 21
            วิเคราะหสารคีโตติเฟนและสารเส่ือมสลายในยาน้ําเชื่อม..……………………… 27
            วิเคราะหสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมที่มีอายุยาแตกตางกัน ..……………… … 30
          ผลการตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห .….……………………………… 33
            ความเปนเสนตรง……………………………………………………………….… 33
            ความถูกตอง……………………………………………………………………… 34
            ความแมนยํา..…............................................................................................ 35
            ขีดจํากัดในการวิเคราะหเชิงปริมาณ (LOQ) และ ขีดจํากัดในการวิเคราะหเชิง 
              คุณภาพ (LOD)…………………………………………………………..…….. 36
            ความคงทนของวธิีวิเคราะห ...…………………………………………………… 36
            ความเหมาะสมของระบบทีใ่ชวิเคราะห ...……………………………………….. 37
          ผลการศึกษาการเสือ่มสลายของสารคีโตตเิฟนในยาน้ําเชื่อมในสภาวะกดดัน 
            ตาง ๆ ในชวงเวลาตางกัน………………………………………………………... 38
          ผลการศึกษาความคงสภาพของสารคีโตตเิฟนในยาน้ําเชื่อมเพ่ือประเมินอายุยา 42
          การประเมินอายุยา……………………………………………………….…………. 44
 
 

 



สารบัญ (ตอ) 
 

บทที ่ หนา
       5 อภิปรายผล สรุป และขอเสนอแนะ...…………………………………………….. 45
          อภิปรายผล………………………………………………………………………….. 45
          สรุปและขอเสนอแนะ………………………………………………………………. 47
          งานวิจัยในอนาคต…....…………………………………………………………….. 47
 
            บรรณานุกรม……………………………………………………………………… 48
 
            ประวตัิยอผูวิจัย.............................................................................................. 51

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 



บัญชีตาราง 
 

ตาราง หนา
     1 แสดงสารเสื่อมสลายจากสารคีโตตเิฟน ฟูมาเรต.................................................... 5
     2 แสดงคา relative retention time ของสารคีโตติเฟนและสารเสื่อมสลาย….............. 8
     3 การเปลี่ยนแปลงอัตราสวนสารละลายเคลื่อนที่...................................................... 15
     4 ผลการวิเคราะหสารคีโตติเฟนในสภาวะกดดัน...................................................... 22
     5 ผลการวิเคราะหคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมที่สภาวะกดดัน......................................... 27
     6 ผลการทดลองวิเคราะหสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชือ่มที่มีอายุยาแตกตางกัน.............. 30
     7 แสดงผลความเขมขนของคีโตติเฟน และพ้ืนทีใ่ตกราฟ.......................................... 33
     8 แสดงผลคาคืนยอนกลับ (% recovery) ของสารคีโตติเฟนในน้ําเชื่อม..................... 34
     9 ผลแสดงคา Precision การวิเคราะหซ้ําของสารคีโตติเฟนความเขมขนตางๆ …..... 35
   10 ผลแสดงคา Precision การวิเคราะหซ้ําของคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อม……………… 35
   11 เปรียบเทียบผลการวิเคราะหโดยใชเคร่ืองมืออุปกรณตางชนิดกัน…………………. 36
   12 ผลการทดสอบ หาความเหมาะสมของวิธวีิเคราะห……………………………….... 37
   13 ผลการวิเคราะหสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมที่สภาวะกรด- ดาง...…………………. 38
   14 ผลการวิเคราะหสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมที่สภาวะกดดันดวยแสงยูว…ี………… 39
   15 ผลการวิเคราะหสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมที่สภาวะกดดันดวยสารออกซิเดชัน  
          (30% H2O2)………………………..…………………………………………….... 40
   16 ผลการวิเคราะหสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมเรงการเส่ือมสลายดวยสภาวะความ 
          รอนและความชื้นที่ 30°C75%RH และ 40°C 75 %RH ….......………………… 41
   17 ผลการศึกษาความคงสภาพยาคีโตติเฟนในสภาวะเรง อุณหภูมิ 30 องศา 75% RH 42
   18 แสดงผลการสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมในสภาวะปรกต.ิ.………………………… 43

 
 
 
 
 
 
 
 
 



บัญชีภาพประกอบ 
 

ภาพประกอบ หนา
    1 แผนภูมิขอบเขตงานวจัิย……………………………………………………………… 3
    2 สูตรโครงสรางสารคีโตติเฟน ไฮโดรเจน ฟูมาเรต……………………………………. 4
    3 แสดง Chromatogram ของสารคีโตติเฟนผสมกับสารเสื่อมสลายคโีตติเฟน G...….. 21
    4 แสดง Chromatogram ตัวทําละลาย (Diluent) ประกอบดวย น้าํและเมธานอล 
         อัตราสวน 50 ตอ 50 สวนโดยปรมิาตร……………………………………………. 23
    5 แสดง Chromatogram วัตถุดิบคีโตติเฟน (Control)…..……………………………..    23
    6 แสดง Chromatogram ของสารคีโตติเฟนที่กดดันดวยแสง UV ………………….… 24
    7 แสดง Chromatogram ของสารคีโตติเฟนที่กดดันดวยความรอน 105 °C………….. 24
    8 แสดง Chromatogram ของสารคีโตติเฟนที่กดดันดวยกรด 0.1 N HCl ……………. 24
    9 แสดง Chromatogram ของสารคีโตติเฟนที่กดดันดวยกรด 0.1 N NaOH………….. 25
  10 แสดง Chromatogram ของสารคีโตติเฟนที่กดดันดวย 3% H2O2…………………… 25
  11 แสดง Chromatogram ของสารคีโตติเฟนที่กดดันดวย 10% H2O2…………………. 25
  12 แสดง Chromatogram ของสารคีโตติเฟนที่กดดันดวย 30% H2O2………................ 26
  13 แสดง Chromatogram ของสารคีโตติเฟนที่กดดันดวยความรอน 40°C 75% RH…. 26
  14 แสดง Chromatogram ไซรับเปลา (Placebo)……………………………………...… 28
  15 แสดง Chromatogram ของคีโตติเฟนในยาน้ําเชือ่ม (Control)………...……...…….. 28
  16 แสดง Chromatogram ของคีโตติเฟนในน้ําเชื่อม เม่ือทําการกดดันสภาวะดวย    
         30% Hydrogen peroxide (H2O2)………………………………………………. 29
  17 แสดง Chromatogram คีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมที่กดดันดวยแสง UV จากแสงแดด... 29
  18 แสดง Chromatogram diluent………………………………………………............ 31
  19 แสดง Chromatogram Placebo syrup……………………………………………… 31
  20 แสดง Chromatogram สารมาตรฐาน คีโตติเฟน……………………………………. 31
  21 แสดง Chromatogramแสดงผลการวิเคราะหคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อม อายุยา 1 ป… 32
  22 แสดง Chromatogramแสดงผลการวิเคราะหคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมอายุยา 3 ป… 32
  23 แสดงกราฟความสัมพันธระหวางความเขมขนคีโตติเฟนกับพื้นที่ใตกราฟ………….. 34

 
 
 
 
 



บัญชีภาพประกอบ (ตอ) 
 

ภาพประกอบ หนา
    24 กราฟแสดงแนวโนมความคงสภาพยาคีโตตเิฟนในน้ําเชื่อมในสภาวะกดดัน  
           กรด ดาง pH 1.2, pH 6.8, pH 9.0……………………………………………….. 38
    25 กราฟแสดงแนวโนมความคงสภาพสารคีโตตเิฟนในยาน้ําเชื่อมในสภาวะกดดัน     

ดวยแสงยูว…ี………………………………………………………………………. 
39

    26 กราฟแสดงผลวิเคราะหสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชือ่มที่สภาวะกดดันดวย 30%  
            Hydrogen peroxide………………………………………………………….…... 40
    27 กราฟแสดงแนวโนมความคงสภาพของสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมที่เรงดวย  
             สภาวะความรอนและความชื้น 30°C 75%RH และ 40°C 75%RH…………… 41
    28 กราฟแสดงแนวโนมการเปลี่ยนแปลงปริมาณสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมที่เรงดวย  
           ความรอนและความชื้น 40°C 75% RH….………………………………………. 43
    29 กราฟแสดงแนวโนมการเปลี่ยนแปลงปริมาณสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมที่เก็บ

ศึกษาความคงสภาพที่สภาวะปกต ิ30°C 75 % RH……..……………………… 44
 
 
 
 
 
 



1 
 

บทที่ 1 
บทนํา 

 
1. ภูมิหลังที่มาของการวิจัย 

คีโตติเฟน (Ketotifen) นิยมใชในรูปแบบของเกลือคีโตติเฟนฟูมาเรต (Ketotifen fumarate) (1)   

ขอบงใชของสารนี้คือเปนยาตานอาการแพ โดยออกฤทธิ์เปนตัวยับย้ังการหลั่งสารเคมีในรางกาย 
(Histamine H1 receptor antagonist) (2) ปจจุบันมีการผลิตเภสัชภัณฑจากตัวยาคีโตติเฟนที่มีใน
ทองตลาดหลายรูปแบบ ในประเทศไทยมีการขึ้นทะเบียนเปนยาแผนปจจุบันในรูปแบบยาเม็ด ยา-
น้ําเชื่อม และยาหยอดตา เปนจํานวนทั้งสิ้น 73 ตํารับ(3) แตวิธีวิเคราะหยาในตํารับยังไมถูกระบุไวใน
ตํารายาสากล เชน เภสัชตํารับประเทศสหรัฐอเมริกา (USP) หรือเภสัชตํารับประเทศอังกฤษ (BP) 
จากการทบทวนวรรณกรรมพบวามีการพัฒนาวิธีวิเคราะหสารคีโตติเฟนในตํารับยา เชน เพ่ือ
วิเคราะหในยาหยอดตาและสูตรตํารับยา silicon oil โดยใชเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลว
สมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography; HPLC) (4) 
         ในเภสัชตํารับประเทศอังกฤษ มีการวิเคราะหหาปริมาณสารบริสุทธิ์คีโตติเฟนดวยเทคนิคการ 
ไตเตรตและวิเคราะหสารเสื่อมสลายในสารบริสุทธคีโตติเฟน ฟูมาเรตดวยวิธี HPLC พบวามีสาร
เส่ือมสลายหลายชนิด(1) ไดแก สารเสื่อมสลายชนิด A, B, C, D, E, F และ G ที่มีลักษณะโครงสราง
โมเลกุลคลายคลึงกันกับคีโตติเฟน ยังไมมีรายงานวาไดมีการพัฒนาวิธีวิเคราะหของสารคีโตติเฟน
ในยาน้ําเชื่อมที่สามารถแยกสารเส่ือมสลายออกจากตัวยาสําคัญได             
          สาเหตุของงานวิจัยนี้ จากที่ผูวิจัยไดพบปญหาในการวิเคราะหคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมที่เก็บ
ไวศึกษาความคงสภาพในระยะเวลาหนึ่ง พบวามีปริมาณสารคีโตติเฟนลดลงจากเมื่อเริ่มตน และมี
การเสื่อมสลายเปนสารอ่ืน ไมสามารถแยกพีคของตัวยาสําคัญออกจากสารเส่ือมสลายไดดวยวิธี
วิเคราะหโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงที่ใชอยูเดิม ซึ่งวิเคราะหคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมโดย
ใชสารละลายเคลื่อนที่เปนสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 2.8 ตอเตรทตระไฮโดรฟูเรน ตอ เมธา
นอล 48 : 2 : 50 คอลัมนที่ใช C18 ยาว 250 mm กวาง 4.6 mm ขนาดอนุภาค 5 μm  
ที่อัตราการไหลของสารละลายเคลื่อนที่ 1.2 ml/min        
         ผูวิจัยจึงไดศึกษาการเกิดปฏิกิริยาการเสื่อมสลายของวัตถุดิบคีโตติเฟนและคีโตติเฟนในยา
น้ําเชื่อมในสภาวะกดดันตางๆ และศึกษาหาวิธีวิเคราะหสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมที่สามารถแยก
สารเสื่อมสลายออกจากตัวยาสําคัญไดโดยใชเทคนิคโครมาโทกราฟฟของเหลวสมรรถนะสูงในการ
วิเคราะห 
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2. วัตถุประสงคของการวิจัย   
             1. เพ่ือศึกษาการเกิดการเส่ือมสลายเปนสารอ่ืนของสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมในสภาวะ
กดดัน (Stress testing) และในสภาวะเรง (Accelerated testing)  
             2. เพ่ือพัฒนาวิธีวิเคราะหและตรวจสอบความถูกตองวิธีวิเคราะห (Method validation) 
ของสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมที่สามารถแยกตัวยาสําคัญคีโตติเฟนและสารเสื่อมสลายได  
 
 3. ความสําคัญของการวิจัย  
            วิธีวิเคราะหระบุความคงสภาพ (Stability indicating method)(5) มีความสําคัญมากตอ
วงการอุตสาหกรรมยา เปนวิธีที่ใชวิเคราะหปริมาณตัวยาสําคัญและสารเสื่อมสลายโดยปราศจากการ
รบกวนซึ่งกันและกัน การศึกษาพัฒนาวิธีวิเคราะหระบุความคงสภาพของยาถูกกําหนดใหศึกษาการ
เส่ือมสลายของตัวยาสําคัญในสภาวะถูกกดดัน เชน สภาวะท่ีอุณหภูมิสูง สภาวะความชื้นสูง 
ปฏิกิริยายอยสลายดวยกรด ดาง น้ํา แสง หรือทําปฏิกิริยากับสารใหหรือรับอิเลกตรอน โดยหัวขอ
การศึกษาเหลาน้ีเปนสภาวะที่อาจกอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของยาในระหวางกระบวนการผลิต การ
เก็บรักษาและระหวางการขนสง ซึ่งสงผลตอคุณภาพของยา สําหรับในประเทศไทยสํานักงาน
คณะกรรมการอาหารและยาไดกําหนดใหใชผลการประเมินวิธีวิเคราะหประกอบการขึ้นทะเบียนยา
ตามหลักเกณฑของ ASEAN Harmonization(6)  และในกรณีขึ้นทะเบียนยาใหมตองมีการศึกษา
ความคงสภาพยาตาม ASEAN Guideline on stability study of drug product(7) ตองเก็บยาเพื่อ
ศึกษาความคงตัวกอนเพ่ือกําหนดอายุยาและสภาวะการเก็บ โดยกําหนดใหมีการศึกษาความคงตัว
ของยาผลิตขายเพื่อติดตามคุณภาพ ดวยวิธีวิเคราะหที่ระบุความคงสภาพที่ไดประเมินแลว 
             ดังน้ันการควบคุมคุณภาพกอนและหลังการจําหนายในทองตลาดจึงมีความจําเปนอยาง
มาก เพ่ือใหม่ันใจไดวาผลิตภัณฑที่ออกสูผูบริโภคมีคุณภาพและมีความปลอดภัยตลอดอายุการใช
งานของยา จึงจําเปนตองมีวิธีวิเคราะหที่เชื่อถือได และสามารถใชกําหนดอายุยาไดอยางมี
ประสิทธิภาพ ดวยวิธีที่สามารถแยกตัวยาสําคัญออกจากสารปนเปอนในผลิตภัณฑได    
 
4. ขอบเขตของงานวิจัย 
            ผูวิจัยทําการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหสารคีโตติเฟนและสารเสื่อมสลายใน
ยานํ้าเชื่อมโดยวิธีวิเคราะหที่ใชเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง ทําการตรวจสอบความ
ถูกตองของวิธีวิเคราะหเพ่ือใชกับการวิเคราะหสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อม และศึกษาความคงสภาพ
ของสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมที่สภาวะตางๆ  
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                                      สภาวะที่ศกึษาความคงสภาพยา
- สภาวะกดดัน(Stress testing) ดวย กรด ดาง ความรอนความชื้น  แสง สารออกซิเดชัน 
- สภาวะปรกต ิ30°C 75% RH 
- สภาวะเรง (Accelerate testing) 40°C 75% RH 

 
         
                
               
      
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
      
  

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 1 แผนภูมิขอบเขตงานวิจัย 

คุณภาพ  ประสิทธิภาพและ
ความปลอดภัย  ของยา 

สารปนเปอน/สารเส่ือมสลาย      
(Impurity, Degradation substance) อายุยา

(Shelf life)

วิธวีิเคราะห
(Method of Analysis) 

ความคงสภาพ
(Stability)

วัตถุดิบ 
(Raw material) 

ตรวจสอบความถูกตอง
(Validation) 

คีโตติเฟน ในน้ําเชื่อม
(Ketotifen syrup) 
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บทที่ 2 
แนวคิด ทฤษฎี และ งานวิจัยที่เก่ียวของ 

 
           ในงานวิจัยครั้งน้ีผูวิจัยไดทําการคนควาเอกสารความรูและงานวิจัยที่เก่ียวของนําเสนอเปน
แนวทางที่เปนประโยชนในการวิจัยดังนี้  ลักษณะและคุณสมบัติทั่วไปท้ังทางกายภาพ ทางเคมี
คุณสมบัติทางเภสัชวิทยา วิธีวิเคราะหหาปริมาณสารคีโตติเฟน  การตรวจสอบความถูกตองของวิธี
วิเคราะห  การศึกษาความคงสภาพของสารคีโตติเฟนและสารเสื่อมสลาย และการประเมินอายุยา 
 

1. ลักษณะทั่วไป คุณสมบัติทางกายภาพ เคมี และทางเภสัชวิทยาของสารคีโต-
ติเฟนและสารเสื่อมสลาย          
             1.1 คีโตติเฟน (Ketotifen) (1)            
              ชื่อทางเคมี: 4-(1-Methylpiperidin-4-ylidene)-4,9-dihydro10 H-benzo[4,5] cyclohepta 
[1,2b] thiophen-10-one hydrogen(E)-butenedioate  อยูในรูปของเกลือ  Ketotifen  fumarate 
 

               

                            

N

S

O

CH3

CO2H

CO2H

y g

                                                               
                                                                          น้ําหนักโมเลกุล  425.5  
                                                            สูตรโมเลกุล C23H23NO5S       
 

ภาพประกอบ 2 สูตรโครงสรางสารคีโตติเฟน ฟูมาเรต 
            
            ลักษณะทางกายภาพ : ผงผลึกสีขาวถึงนํ้าตาลออนออกเหลือง  
            การละลาย : สารคีโตติเฟนละะลายไดเล็กนอยในน้ําและในเมธานอล ละลายไดนอยมากใน 
            อะซิโตไนไตร เม่ืออยูในรูปของเกลือจะละลายไดงายในน้ําและกรดออน 
            จุดหลอมเหลว: 192°C (2)   (Fumarate salt)          
            คาคงที่การแตกตัว (pKa): 8.43 (2)          
            คาสัมประสิทธิ์การแบงสวน (Log P): 2.2 (2) 
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              1.2 สารเสื่อมสลาย สารเสื่อมสลายที่เกิดจากสารคีโตติเฟน ฟูมาเรต มีหลายชนิด ไดแก
สาร A, B, C, D, E, F และ G (1) ดังตารางที่ 1 

 

ตาราง 1 แสดงสารเสื่อมสลายจากสารคีโตติเฟน ฟูมาเรต (1) 

 

ชื่อ 
 

โครงสราง ชื่อทางเคมี สูตร/นํ้าหนัก
โมเลกุล 

Ketotifen impurity A  

S

N

CH3

 

4-(4H-benzo [4,5] 
Cyclohepta[1,2b] 
thiophen-4-ylidene)-1-
methylpiperidine 
 
 
 

C19H19NS/
 293.43 
 

Ketotife impurity B  

S

N

CH3

H3CO

OH

 
 
 

4RS)-methoxy-4-(1-
methylpiperidin-4-yl-4H-
benzo[4,5]cyclohepta[1,2
-b]thiophen-4-ol 

C20H23NO2S/
 341.48 
 

Ketotifen impurity C  

S

N

OH

CH3

O

 
 
 

4RS)-4)hydroxy-4-(1-
methylpiperidin-4-yl)-
4,9,dihydro-10H-benzon 
[4,5]cyclohepta[1,2-b](C) 
thaiophen-10-one 
 

C19H21NO2S/
327.45 
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ตาราง 1 (ตอ) 
 

ชื่อ 
 

โครงสราง ชื่อทางเคมี สูตร/นํ้าหนัก
โมเลกุล 

Ketotifen impurity D  

S

N

O

C H 3

O

 

10-(1-methylpiperidin)-
5,10dihydro-4H-benzo 
[5,6]cyclohepta[1,2-b] 
thiophen-4-one  
 
 
 

C19H19NO2S/
 325.43 
 

Ketotifen impurity E  

N

CH3

O

S

 
 

10-(1-methylpiperidin)-
5,10dihydro-4H-benzo 
[5,6]cyclohepta[1,2-b] 
thiophen-4-one  
 

C19H19NOS/
309.43 
 

Ketotifen impurity F  

S

O

N
CH 3

 
 

4-(1-methylpiperidin-4-
ylidene)-4,10-dihydro-9H 
benzo[4,5]cyclohepta 
[1,2b]thiophen-9-one  

C19H17NO2S/
309.43 
 

Ketotifen impurity G  

S

O

O

N

CH3

 
 

4-(1-methylpiperidin-4-
ylidene)-4H benzo[4,5] 
Cyclohepta[1,2]b]thiophn
-9,10-dione 
 
 

C19H17NO2S/
323.42 
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                   ในการศึกษาขอมูลสารเสื่อมสลายของสารคีโตติเฟน (1)  สารเสื่อมสลายเหลาน้ี เปน
สารที่เกิดจากขบวนการสังเคราะหและเกิดจากการเส่ือมสลายของสารคีโตติเฟนเอง 
 
             1.3 คุณสมบัติทางเภสัชวิทยาของสารคีโตติเฟน   ใชรักษาเชิงปองกันโรคหอบหืด (2) 

อาการแพที่ไมทราบสาเหตุรวมไปถึงสภาวะโพรงจมูกอักเสบและภาวะเยื่อบุตาอักเสบโดยออกฤทธิ์
ยับยั้งการหลั่งของสารท่ีทําใหเกิดอาการแพ เปนยาในกลุมที่ใชรักษาอาการคัน (Antipruritics)  
ใชตานอาการแพ (Anti-allergic agent) ยาจะใชเวลาอยูในรางกายตั้งแตเร่ิมรับยาจนขจัดออกจาก
รางกายจนกระทั่งยาเหลือปริมาณครึ่งหน่ึง (t1/2) ใชเวลา 21 ชั่วโมง มีความชอบจับกับโปรตีน 75%  
ดูดซึมเขาสูรางกายไดมากกวา 60% สามารถตรวจพบสารหลัก ที่เกิดปฏิกิริยาในรางกายเม่ือ
รับประทานยาคีโตติเฟนเขาสูรางกายไดในกระแสเลือดและนํ้าปสสาวะ 

                  รูปแบบยาคีโตติเฟน (2) มีทั้งรูปแบบยาน้ําหยอดตา (Eye drop dosage form) มี
ขนาดยาคีโติเฟน 0.25% รูปแบบยาน้ําเชื่อม (Syrup dosage form) มีขนาดยาคีโตติเฟน 0.2 
มิลลิกรัมตอ 1 มิลลิลิตร และรูปแบบยาเม็ด (Solid dosage form) โดยมีขนาดของยาคีโตติเฟนเปน 
1 มิลลิกรัมตอเม็ด 
 
                1.4 อาการขางเคียงจากยา และความเปนพิษ (Toxicity) จากคูมือความปลอดภัย
สารเคมี (Material Safety Data Sheet; MSDS) ของสารคีโตติเฟน ฟูมาเรต(8) สารคีโตติเฟนเปน
อันตรายไดจากการกินเขาไปในปริมาณมาก มีคาความเปนพิษ (LD50) เทากับ 360 หมายถึง
ปริมาณสารคีโตติเฟนเทากับ 360 mg ตอนํ้าหนักตัว1 kg  ที่ทําใหหนูทดลองที่ไดรับสารน้ีตายลง
คร่ึงหนึ่งจากปริมาณทั้งหมด อาการขางเคียงที่พบโดยทั่วไปเชน ปวดศีรษะ เย่ือบุตาอักเสบและ
โพรงจมูกอักเสบ ในกรณีที่สัมผัสถูกผิวหนังสามารถซึมผานทําใหเกิดความระคายเคืองผิวหนังได 
                  การเก็บรักษาสารคีโตติเฟนทําไดโดยเก็บในภาชนะปดสนิทแหง ภายในอุณหภูมิหอง
ไมควรเก็บไวใกลเปลวไฟและสารที่ทําใหเกิดปฏิกิริยา(Oxidizing agents) นอกจากจะทําใหเกิด
อันตรายจากปฏิกิริยาแลวยังทําใหสารคีโตติเฟนเปลี่ยนสภาพ เพราะสารคีโตติเฟนจะเกิดการ
เปลี่ยนสภาพเม่ือไดรับความรอนจากเปลวไฟ สารคีโตติเฟนเกิดปฏิกิริยาไดกับสารคารบอน
ออกไซด ไนโตรเจนออกไซด ซัลเฟอรออกไซด  
                 และจากคูมือความปลอดภัยสารเคมี ของสารปนเปอนคีโตติเฟนชนิด G (9)  มีอันตราย
เม่ือรับประทานเขาไปเกินขนาด  คาความเปนพิษของสารคีโตติเฟนชนิด G มีคา LD 50 เทากับ 
360 mg/kg ของนํ้าหนักตัว สารน้ีมีอันตรายมากตอส่ิงมีชีวิตในน้ํา  เม่ือสะสมเปนเวลานานมีผลตอ
สภาพแวดลอม ผลตอสุขภาพ ทําใหความดันเลือดเปลี่ยน เกิดภาวะกดการหายใจ หายใจออน อาจ
ทําใหหัวใจเตนผิดปกติ อาจเกิดอาการแพได เวียนศีรษะ งวงนอน เปนตน จะเห็นวาสารน้ีมีอันตราย
ตอส่ิงมีชีวิต แมวาจะไมมีการยืนยันอันตรายถึงชีวิตมนุษยก็ตามก็ควรหลีกเลี่ยงการไดรับสารนี้ใน
ปริมาณมาก 
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2. วิธีวิเคราะหหาปริมาณสารคีโตติเฟนและสารเสื่อมสลาย 
           มีรายงานการศึกษาวิธีวิเคราะหหาปริมาณสารคีโตติเฟน ทั้งในรูปแบบสารบริสุทธิ์คีโต
ติเฟนและในยารูปแบบตางๆ ดังนี้        
             ในตํารับยาประเทศอังกฤษใชเทคนิคโพเทนทิโอเมตริกไตเตรชัน โดยการไตเตรตสารคีโต
ติเฟนดวย 0.1 M กรด เปอรคลอริค ในการหาปริมาณสาร และใชเทคนิค HPLC ตรวจสอบสารเส่ือม
สลายของสารคีโตติเฟน ฟูมาเรท(1) โดยวิธีนี้มีสภาวะ ดังน้ี ใชคอลัมน C18 ขนาดความยาว 150 
mm เสนผาศูนยกลาง 4.0 mm ขนาดอนุภาคของวัฏภาคน่ิง 3 μm ควบคุมอุณหภูมิคอลัมนที่ 40°C 
ใชการปรับสัดสวนระหวางสารละลายเคลื่อนที่ชนิด A และชนิด B (gradient elution) โดยเตรียม
สารละลายเคลื่อนที่ชนิด A ดวย 175 μl ของไตรเอทิลเอมีน ใน 500 ml ของน้ําบริสุทธิ์ปราศจาก-
ไอออน และสารละลายเคลื่อนที่ชนิด B ดวย 175 μl ของไตรเอทิลเอมีน ใน 500 ml ของเมธานอล 
ใชอัตราการไหลของสารละลายเคลื่อนที่แบบคงที่ 1.0 ml/min ตรวจวัดดวยเครื่องวัดแสง
อัลตราไวโอเลต (UV) ที่ความยาวคลื่น 297 nm ปริมาณสารตัวอยางที่ฉีดสารเขาเคร่ือง 20 μl 
อัตราสวนของเวลาที่สารปนเปอนถูกพาออกจากคอลัมนเปรียบเทียบกับสารคีโตติเฟน (Relative 
retention time) มีคาแสดงดังตารางที่ 2  
 
ตาราง 2 แสดงคา relative retention time ของสารคีโตติเฟนและสารเสื่อมสลาย(1) 

 
ชนิด สารปนเปอน คีโตติเฟน Relative retention time 

D 0.3 
C 0.6 
G 0.9 
E 1.2 
F 1.4 
B 1.7 
A 2.1 

 
           คาการแยกชัด (resolution) ของสารปนเปอนชนิด G กับ คีโตติเฟน ตองไมนอยกวา 1.5 
และในวิธีควบคุมคุณภาพสารบริสุทคีโตติเฟนฟูมาเรต มีการควบคุมปริมาณสารปนเปอนชนิด A, B, 
C, D, E, F และ G โดยที่แตละชนิดตองมีไมเกินชนิดละ 0.2% สารปนเปอนชนิดอ่ืนๆนอกจากนี้ไม
เกิน 0.1% และปริมาณสารปนเปอนทุกชนิดรวมกันไมเกิน 0.5% ของปริมาณสารคีโตติเฟน 
           ในปค.ศ. 1998 Naglaa El-Kousy และ Lories I Bebawy (10) มีการพัฒนาวิธีวิเคราะหใช
เทคนิคอะตอมมิคแอบซอรปชันสเปกโตรเมตทรี (Atomic absorption spectrometry; AAS) และ
เทคนิคการเกิดสี (Colorimetric method) วิเคราะหยาที่ใชตานอาการแพ 3 ชนิดคือ ฟโซติเฟน 
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(Pizotifen) คีโตติเฟน (Ketotifen) และลอลาตาดีน (Loratadine) วิธีนี้สามารถใชวิเคราะหยาทั้ง 3 
ชนิดไดโดยไมมีการรบกวนจากสารชวย หรือสารกันบูดอ่ืนๆ           
            ในปค.ศ.1998 I.P. Nnane, L.A. และ Damani, A.J. Hutt (4) ไดพัฒนาวิธีวิเคราะหพรอม
ตรวจสอบความถูกตองของวิธีเพ่ือศึกษาความคงสภาพของสารคีโตติเฟน ในสูตรตํารับยานํ้าหยอด
ตาและสูตรตํารับยา silicon oil โดยใช HPLC พบวาปริมาณสารคีโตติเฟนลดลงเหลือประมาณ 
90 %LA หลังจากเก็บไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลานาน 6 เดือน สภาวะในการวิเคราะหใชคอลัมน 
C18 ขนาดยาว 300 mm กวาง 3.9 mm สารละลายเคลื่อนที่เปนสารผสมระหวางฟอสเฟตบัฟเฟอร 
pH 7.4 ตอ เมธานอล ตอ อะซิโตไนไตร ตอ ไตรเอทิลเอมีน (29.8: 45: 25: 0.2) อัตราการไหลของ
สารละลายเคลื่อนที่ 1.0 ml/min วัดคาการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลต (UV )ที่ความยาวคลื่น 299 
nm ผลการศึกษาพบวา ความรอนจากการใชเคร่ืองนึ่งอัด (autoclave) ที่อุณหภูมิ 100°C และการใช
เปอรออกไซด เปนสภาวะกดดันที่ทําใหสารคีโตติเฟนเกิดการเส่ือมสลายได           
            ในป ค.ศ.2003 Feras Q, Alali และคณะ (11) ไดพัฒนาวิธีการวิเคราะหสารคีโตติเฟนใน
ตัวอยางพลาสมาของมนุษยโดยใชเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงควบคูกับเทคนิค
แมสสเปกโตรเมทริก (Liquid Chromatographic-mass spectrometric; LC-MS) สภาวะที่เหมาะสม
โดยใช คอลัมน C18 ยาว 150 mm เสนผาศูนยกลาง 4.0 mm ขนาดอนุภาคของวัฏภาคน่ิง 5 μm 
และ Hypersil BDH C18 ขนาด 150 mm เสน ผาศูนยกลาง 4.6 mm ขนาดอนุภาคของวัฏภาคน่ิง 5 
μm ใชสารละลายเคลื่อนที่ปรับอัตราสวนของสารละลายผสม pH 3.0 ระหวาง 40% เมทธานอล และ 
60% 0.01 M ของแอมโมเนียมอะซิเตต และสารละลายผสม pH 3.0 ระหวาง 80%เมธานอล และ 
20% ของ 0.01M แอมโมเนียมอะซิเตต วิธีนี้สามารถใชวิเคราะหหาปริมาณสารคีโตติเฟนในพลาส- 
มาของมนุษยไดในชวงความเขมขนที่วิเคราะห 0.5 - 20.0 ng/ml ความถูกตองของการวิเคราะหมีคา
รอยละการคืนยอนกลับเทากับ 98.04  
            ในป ค.ศ. 2010 Sayed Mahdi Ghoreshi และคณะ(12) ไดรายงานการพัฒนาวิธีวิเคราะห
สารคิโตติเฟนโดยใชเคร่ืองวัดโพเทนทิโอมิเตอร ที่เรียกวา KET selective electrode ใชวิเคราะห
สารคีโตติเฟนทั้งในรูปสารละลายบริสุทธิ์และในยาน้ําเชื่อม 
            ในป ค.ศ. 2011 Eman Y.Z. Frag และคณะ (13) ไดพัฒนาวิธีวิเคราะหสารคีโตติเฟนโดย
การใชเคร่ืองโพเทนทิโอมิเตอร ใชขั้วไฟฟาที่เคลือบดวยคารบอนชนิดพิเศษและแผนพีวีซีที่ใชโพลิ-
เมอร วิเคราะหสารคีโตติเฟนบริสุทธในตัวทําละลาย และคีโตติเฟนในน้ําปสสาวะ  
            ในป ค.ศ. 2012 Selvadurai Mudurai และคณะ (14)  รายงานการวิเคราะหสารคีโตติเฟน
ในยาเม็ดดวยเทคนิค HPLC เพ่ือใชเปนวิธีวิเคราะหควบคุมคุณภาพยา ใชคอลัมน C18 ยาว 250 
mm กวาง 4.6 mm ใชสารละลายเคลื่อนที่ผสมระหวางเมธานอล ตอ 10 mM แอมโมเนียม อะซิเตต  
อัตราสวน 70 ตอ 30 v/v ปรับ pH 3.5 อัตราการไหลของสารละลายเคลื่อนที่เทากับ 1.0 ml/min วัด
คาการดูดกลืนคลื่นแสง UV ที่ความยาวคลื่น 298 nm สมการมีความเปนเสนตรงที่ความเขมขนของ
สารคีโตติเฟนระหวาง 5 -150 ng/ml คารอยละการคืนยอนกลับของสารคีโตติเฟนในยาอยูในชวง 
97.36 % - 99.93 % 
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             ในป ค.ศ.2012 Kyung-Don Nom และคณะ (15)  ไดศึกษาเปรียบเทียบชีวสมมูลของยา
เม็ดคีโติเฟนที่ผลิตที่ประเทศเกาหลีกับยาเม็ดตนแบบคีโตติเฟน การศึกษาครั้งน้ีใชเทคนิค LC-MS 
สภาวะที่เหมาะสมคือสารละลายเคลื่อนที่ 10 mM ของแอมโมเนียมฟอรเมท pH 3 และอะซิโตไนไตร 
อัตราสวน 5 ตอ 95 v/v ใชคอลัมน C18 อัตราการไหลของสารละลายเคลื่อนที่ 0.2 ml/min ผล
การศึกษาปรากฏคาความสมมูลของยาทั้งสองมีคาไมแตกตางกันทางสถิติ วิธีนี้สามารถใชวิเคราะห
สารคีโตติเฟนในเลือดได 
 
3. การตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห (Method Validation) 
             มีรายงานการศึกษาทบทวนเกีย่วกับการพัฒนาวิธวีิเคราะหระบุความคงสภาพ (5,16,17,18) 
พบวาเทคนิคที่ใชวิเคราะหสวนมากเปนเทคนิค อัลตราไวโอเลตสเปคโตรเมตร ี(UV) เทคนิค อินฟา
เรดสเปคโตรสโคป (IR) เทคนิคแกสโครมาโตกราฟ (GC) เทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะ
สูง (HPLC) และเทคนิคทินเลเยอรโคมาโทกราฟสมรรถนะสูง (HPTLC) แตที่นิยมใชจะเปนเทคนิค 
HPLC สําหรับการพัฒนาวธิีวิเคราะหที่ระบุความคงสภาพจะมีขั้นตอนการพัฒนาเปนลําดับขั้นดังนี้ 
             1. การศึกษาโครงสรางตัวยาสําคัญ จุดวิกฤต ทางเคมี หมูฟงชันกที่สําคัญที่ทําใหสาร
เสื่อมสลายเกิดไดงาย 
            2. การศึกษาคุณสมบัติของตัวยาสําคัญ เชน คาการละลาย (Solubility) คาคงที่ของการ
แตกตัวของกรด (pKa) คาสัมประสิทธิ์การแบงสวน (log P) คาการดูดกลืนแสง (Absorptivity) คา
ความยาวคลื่นของการดูดกลืนคลื่นแสงสูงที่สุด (maximum wavelength)  

     3. ศึกษาการเส่ือมสลายของสารในสภาวะกดดัน โดยยึดหลักเกณฑ ICH guideline  
Q1A กดดันสารที่สนใจในสภาวะอุณหภูมิและความชื้นสูง การยอยสลายดวยน้ํา กรด เบส การให
และรับอิเล็กตรอนในปฏิกิริยาออกซิเดชัน และการเสื่อมสลายดวยแสง         
            4. การแยกสารตัวอยางที่ผานการกดดัน ทําการทดลองวิเคราะหเบื้องตนใหไดสภาวะ
เหมาะสมในการแยกสารสําคัญออกจากสารเส่ือมสลาย คอลัมนที่ใช สารละลายเคลื่อนที่ เวลาที่ใชใน
การวิเคราะห ความยาวคลื่นที่ตรวจวัด ปริมาตรการฉีดสาร อัตราการไหล สารเสื่อมสลายที่เกิดจาก
การกดดันอาจไมปรากชัดในภาวะที่ศึกษา อาจใชเคร่ืองตรวจวัดที่ตรวจวัดไดหลายความยาวคลื่นใน
เวลาเดียวกัน (diode array detector) หรือใชวิธีอ่ืนควบคูไป เชน ใช LC-MS ในขั้นน้ีจะไดทราบ
จํานวนชนิดของสารเสื่อมสลายที่เกิดขึ้น 
             5. การพัฒนาวิธีวิเคราะห โดยทําการแยกสารเส่ือมสลายและสารที่สนใจออกจากกันได
ชัดเจนโดยการปรับสัดสวนของสารละลายเคลื่อนที่ คาความเปนกรดดาง อัตราการไหลของ
สารละลายเคลื่อนที่ อุณหภูมิควบคุมคอลัมน และเปลี่ยนชนิดของคอลัมน เปนตน 
             6. ระบุเอกลักษณของสารเส่ือมสลาย เตรียมสารละลายมาตรฐานเพื่อพิสูจนทราบโครง- 
สรางในกรณีที่มีสารมาตรฐานอางอิงขาย กรณีไมมีขายตองเตรียมหรือสังเคราะหขึ้นเอง 



11 
 

             7. การประเมินวิธีวิเคราะหระบุความคงสภาพ (Validation of stability indicating 
method) ตามมาตรฐาน ICH guideline (5) การตรวจสอบวิธีวิเคราะหระบุความคงสภาพ มีหัวขอ
สําคัญๆคือ 

         7.1 ความจําเพาะเจาะจงและความไว (Specificity/ Selectivity) วิธีวิเคราะหสามารถ 
แยกสารที่สนใจจากสารอ่ืนไดดี ไมมีสิ่งรบกวน      
               7.2 ความถูกตอง (Accuracy) วิธีมีความถูกตองโดยแสดงใหเห็นถึงความใกลเคียงกัน
ระหวางคาจริงและคาที่ไดจากการวิเคราะหในชวงความเขมขนของการวิเคราะห เตรียมโดยเติมตัว
ยาสําคัญลงในยาหลอก (Placebo) หรือในผลิตภัณฑยา และรายงานผลเปนคารอยละการคืน
ยอนกลับ (% recovery) การทดลองควรทําอยางนอย 9 ตัวอยาง ที่ 3 ระดับความเขมขนที่
ครอบคลุมชวงวิเคราะหที่ระบุ    
              7.3 ความแมนยํา (Precision) วิธีสามารถใชวเิคราะหซ้าํในตัวอยางเดียวกันไดหลายๆ
คร้ังโดยไมมีความแตกตาง ซึ่งจะแสดงคาเปนเปอรเซ็นตความเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (% RSD) 

             7.3.1 ความแมนยําจากการวิเคราะหซ้ําในสภาวะเดียวกันในชวงสั้นๆ (Repeatability  
Precision)  มีแนวทางการทําโดย วิเคราะหตัวอยางสารละลายคีโตติเฟนอยางนอย 9 ตัวอยาง
ครอบคลุมชวงความเขมขนที่วิเคราะห 3 ระดับความเขมขน ๆ ละ 3 ตัวอยาง หรือวิเคราะหตัวอยาง 
คีโตติเฟนอยางนอย 6 ตัวอยาง (ที่ระดับความเขมขน 100 %)      

              7.3.2 ความแมนยําจากการเปลี่ยนแปลงปจจัยบางอยาง (Intermediate precision)  
เชน เวลา นักวิเคราะห หรือเคร่ืองมือที่แตกตางกัน โดยรายงานผลของ precision เปนคาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (SD) หรือรอยละของคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) ความแมนยําจากการ
วิเคราะหโดยหองปฏิบัติการตางกัน โดยท่ัวไปนิยมทําเฉพาะกรณีที่เปนวิธีใหมและเพ่ือทําเปนวิธี
มาตรฐาน(6)    
              7.4 สภาพเชิงเสน (Linearity) มีความสัมพันธเปนเสนตรงระหวางคาสัญญาณจากการ
วิเคราะหและความเขมขนของสาร คํานวณคาความสัมพันธเปนสมการเสนตรงและคาcorrelative 
coefficient (R2) 
              7.5 ชวงวิเคราะห (Range) ชวงวิเคราะหที่เหมาะสม คือผลวิเคราะหมีความถูกตอง        
แมนยํา มีความเปนเสนตรงและอยูในชวงที่ยอมรับได เชน 80-120% สําหรับยารูปแบบของแข็งและ
ยาที่มีความคงสภาพที่ดี 50 -120% ในรูปแบบยาฉีด และ 0-20% สําหรับชวงวิเคราะหของสารเสื่อม
สลาย 

          7.6 ขีดจํากัดในการวิเคราะหเชิงคุณภาพ (Limit of detection; LOD) การหาคา LOD 
หาไดหลายแนวทาง สําหรับเทคนิค HPLC ไดจากคาสัญญาณตัวอยางที่มีตอสัญญาณรบกวน
(signal to noise) เทากับ 2 ถึง 3 หรือ ไดจากการคํานวณคาเบี่ยงเบนมาตรฐานจากสูตร  
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                                    LOD = 3.3 SD / Slope 
  
                    เม่ือ           SD        เปน    คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน  
                                    Slope     เปน    คาความชันของกราฟความสัมพันธระหวาง  
                                                          ความเขมขนกับคาทีว่ดัไดจากการวิเคราะห   
 
              7.7 ขีดจํากัดในการวิเคราะหเชิงปริมาณ (Limit of Quantitative; LOQ) LOQ หาได 
หลายแนวทางเชนกัน สําหรับ เทคนิค HPLC ใชคาจากสัญญาณตัวอยางที่มีตอสัญญาณรบกวน 
(signal to noise) เทากับ 10 หรือไดจากการคํานวณคาเบี่ยงเบนมาตรฐานจากสูตร   

  
                              LOQ = 10 SD / Slope 

 
                     เม่ือ           SD        เปน    คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน  
                                     Slope     เปน    คาความชันของกราฟความสําพันธระหวางความ  
                                                           เขมขนกับคาทีว่ัดไดจากการวิเคราะห 
 
4. การศึกษาความคงสภาพ (Stability Study) 
               การศึกษาความคงสภาพผลิตภัณฑยา ตาม ICH Guideline Q1A (R2) Stability Testing 
of New Drug Substances and Products(17) กําหนดใหยาที่ผลิตเปนยาสําเร็จรูปเพ่ือขาย
ทําการศึกษาความคงตัวในสภาวะเรง (accelerated) และสภาวะปกติ (long-term) โดยแบงตามเขต
พ้ืนที่ของกลุมประเทศที่มีความแตกตางกันทางดานสภาพแวดลอมอุณหภูมิ ความชื้น และแสง
สําหรับประเทศไทยอยูในเขตที่ IVB ศึกษาความคงสภาพของผลิตภัณฑยาที่สภาวะปกติที่อุณหภูมิ 
30°C 75%RH และที่สภาวะเรงที่อุณหภูมิ 40°C 75%RH โดยตัวอยางที่จะศึกษาตองผลิตดวย
เคร่ืองมือ ขบวนการผลิตและภาชนะการบรรจุ เหมือนกับที่ผลิตสําหรับขายโดยรุนที่เก็บศึกษาตอง
อยางนอย 2 รุนผลิตแรก (อยางนอย 1 ใน 10 เทา ของขนาดผลิตหรืออยางนอย 100,000 เม็ด
สําหรับยาชนิดเม็ดหรือยาชนิดแคปซูล) ขอกําหนดของการศึกษาความคงตัวของผลิตภัณฑ 
ครอบคลุมถึงคุณสมบัติตางรูปลักษณะ คุณสมบัติทางเคมี ฟสิกส ชีววิทยา คุณสมบัติของการ
ปราศจากเชื้อ รวมทั้งสารประกอบอ่ืนที่ จําเปน เพ่ือใหยายังคงมีคุณภาพ ความปลอดภัย 
ประสิทธิภาพ และประสิทธิผลในการรักษา วิธีวิเคราะหกําหนดใหมีการตรวจสอบความถูกตองทุก
ขอกําหนด และเปนวิธีที่สามารถแยกสารเส่ือมสลายได 
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5. การประเมินอายุยา 
             การกําหนดอายุยาตาม ICH Guideline Q2A1 Q2B(17) ตองมีการศึกษายาที่ผลิตตาม
กําหนดทั้งการศึกษาความคงตัวในสภาวะเรง (accelerated) อยางนอย 6 เดือน และระยะยาว 
(long-term) อยางนอย 1 ป เพ่ือกําหนดอายุยาเบื้องตน 2 ป คุณสมบัติของยาจะตองคงคุณสมบัติที่
ดีมีคุณภาพทั้งรูปลักษณะ คุณสมบัติทางเคมี ฟสิกส ชีววิทยา คุณสมบัติของการปราศจากเชื้อ
รวมทั้งสารอ่ืนๆที่จําเปน เพ่ือใหยายังคงมีคุณภาพ ความปลอดภัย ประสิทธิภาพ และประสิทธิผลใน
การรักษากรณีที่มีคุณสมบัติเปลี่ยนไป การกําหนดอายุยาตองไดรับการประเมินอีกคร้ัง 
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บทที่ 3 
วิธีการดําเนินการวิจัย 

 
           ในการดําเนินการวิจัยคร้ังน้ีเก่ียวของกับการศึกษาหาวิธีวิเคราะหเพ่ือศึกษาสภาวะการ
เส่ือมสลายของสารคีโตติเฟนในยานํ้าเชื่อม ในบทนี้จะไดกลาวถึงรายละเอียดในการดําเนินการวิจัย 
ประกอบดวย       
              1. อุปกรณ และสารเคมี 
              2. การเตรียมสารตัวอยางเพ่ือวิเคราะห 
              3. การศึกษาหาวิธีวิเคราะหสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมและตรวจสอบความถูกตองของ
วิธีวิเคราะห 
              4. การศึกษาความคงสภาพของสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมในสภาวะกดดัน 
              5. การประเมินอายุยา 
 
1. อุปกรณ และสารเคมี 
           เคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) รุน Ultimet 3000 2G Dionex (USA) 
ประกอบดวย LPG-3400SD Pump  WPS-3000SD auto sampler TCC3000SD Column oven 
DAD 3000 SD คอลัมน Hypersil C18 ขนาดยาว 150 mm กวาง 4.6 mm ขนาดอนุภาคภายใน    
3,5 μm (Thermo ประเทศสหรัฐอเมริกา) สารคีโตติเฟน ฟูมาเรต(B.T. Gen S.A. ประเทศ
สวิสเซอรแลนด) สารเสื่อมสลาย คีโตติเฟนชนิด G (EDQM-Council of Europe, ประเทศฝรั่งเศส) 
น้ําบริสุทธปราศจากไอออน (DI water) ( Local , ประเทศไทย) เมธานอล เกรด HPLC (Fischer 
chemical, ประเทศ อังกฤษ) ไตรเอทิลเอมีน (Merck, ประเทศเยอรมัน) กรดไฮโดรคลอริก (RCI 
Labscan, ประเทศไทย) โซเดียมไฮดรอกไซด (RCI, Labscan ประเทศไทย)  
 
2. การเตรียมตัวอยางเพื่อวิเคราะห 
              2.1 การเตรียมตวัอยางสารละลายมาตรฐาน 
                  2.1.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานตั้งตน โดยช่ังสารมาตรฐานคีโตติเฟน ฟูมาเรต 
ปริมาณ 110 mg ซึ่งจะสมมูลพอดีกับสารคีโตติเฟน 80 mg ใสขวดวัดปริมาตร 50 ml ละลายดวยตัว
ทําละลายที่ประกอบดวยน้ํา ตอ เมธานอล (50:50) (diluents) จะไดสารละลายมาตรฐานตั้งตนมี
ความเขมขนของสารคีโตติเฟนเทากับ 1.6 mg/ml 
                2.1.2 เตรียมสารละลายมาตรฐานเจือจาง โดยนําสารละลายมาตรฐานตั้งตนที่เตรียมไว
จากขอ 2.1.1 มาเจือจางตอดวยตัวทําละลายที่ประกอบดวยน้ํา ตอ เมธานอล (50:50) ใหไดชวง
ความเขมขน 10-160 μg/ml จากน้ันกรองสารละลายมาตรฐานนี้ดวยแผนกรองชนิดไนลอน (Nylon 
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membrane filter) ขนาด 0.45 μm และ sonicate กอนนําไปวิเคราะหหาปริมาณดวยเคร่ืองโคร
มาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง 
               2.2 การเตรียมตัวอยางสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อม 
                     เตรียมโดย ผสมสวนประกอบน้ําเชื่อมเปลา (placebo syrup) ที่ประกอบดวย น้ําตาล 
สารกันบูด (เมททิล พาราเบน โพรพิล พาราเบน) โซเดียมเตรต กรดซิทริก สละไซเดอร และ น้ํา
บริสุทธิ์ปราศจากไอออน เติมตัวยาใหไดปริมาณตัวยาคีโตติเฟนเทากับ 1 mg ใน 5ml ของยา
น้ําเชื่อม จากน้ันเตรียมตัวอยางเพ่ือการวิเคราะห โดยนําตัวอยางน้ําเชื่อมปริมาณ 5 ml มาชั่ง
น้ําหนักใหไดน้ําหนักแนนอน ใสขวดวัดปริมาตร 25 ml ปรับปริมาตรดวย diluent กรองสารละลาย
ตัวอยางดวยแผนกรองชนิดไนลอนขนาด 0.45 μm และ sonicate กอนนําไปวิเคราะหหาปริมาณ
ดวยเครื่อง HPLC 
 

3. การศึกษาหาวิธีวิเคราะหสารคีโตติเฟนในยาน้ําเช่ือมและตรวจสอบความ
ถูกตองของวิธีวิเคราะห   
              3.1 วิธีวิเคราะหสารคีโตติเฟนในยานํ้าเชื่อม ทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมในการ
วิเคราะหหาปริมาณตีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อม โดยใชวิธีวิเคราะหตามเภสัชตํารับประเทศอังกฤษ ป 
ค.ศ. 2012 (BP 2012) เปนแนวทาง โดยใชเทคนิค HPLC วิเคราะหหาสารเสื่อมสลายจากสารคีโต
ติเฟนในวัตถุดิบเปนแนวทางพัฒนาวิธีวิเคราะหสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อม โดยใชสารละลาย
เคลื่อนที่ชนิด A (ไตรเอทิลเอมีน 175 μm ใน 500 ml น้ําบริสุทธิ์ปราศไอออน) และสารละลาย
เคลื่อนที่ชนิด B (ไตรเอทิลเอมีน 175 μm ใน 500 ml ของเมธานอล) อัตราการไหลของสารละลาย
เคลื่อนที่เปน 1.0 ml/min มีการเปลี่ยนแปลงอัตราสวนของสารละลายเคลื่อนที่ดังตารางที่ 3 วัดคา
การดูดกลืนคลื่นแสงภายใตแสงยูวีความยาวคลื่น 297 nm ปริมาตรที่ฉีดสารเขาเคร่ือง 20 μl 
ควบคุมอุณหภูมิของคอลัมนขณะทําการวิเคราะหที่ 40° C ใชคอลัมน C18 ขนาดยาว 150 mm 
กวาง 4.0 mm ขนาดอนุภาคของวัฏภาคนิ่ง 3 μm เปนวิธีวิเคราะหเร่ิมตน นําตัวอยางที่เตรียมขึ้น
ตามวิธีในขอ 2 มาทดลองทําการวิเคราะหดูการแยกสารสําคัญคีโตติเฟนจากสารเสื่อมสลายที่เกิด
ภายใตแรงกดดัน นําโครมาโตเกรมไปวิเคราะหประเมินคาการแยกชัด (resolution) สําหรับสารแต
ละชนิด  
 

ตาราง 3 การเปลี่ยนแปลงอัตราสวนสารละลายเคลื่อนที่ 
 

Time (min) Mobile phase A(%v/v) Mobile phase B (%v/v)
0-12 40 60 
12-20 40 —>10 60 —> 90 
20-25 10 90 
25-27 40 60 
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              3.2 ตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห (Method validation) นําวิธีที่เหมาะสมที่
ไดจาก 3.1 มาทําการตรวจสอบความถูกตอง โดยมีหัวขอที่ตรวจสอบดังนี้ 
                   3.2.1 ความเปนเสนตรง (Linearity) เตรียมสารละลายมาตรฐานที่ความเขมขน
ครอบคลุมชวงวิเคราะห (10-160 μm) วิเคราะหอยางนอย 5 ความเขมขน ความเขมขนละ 3 ซ้ํา
นํามาวิเคราะห เขียนกราฟหาความสัมพันธระหวางความเขมขนกับคาการตอบสนอง คํานวณคา
ความเปนเสนตรง (regression line) แสดงคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (correlation coefficient; r2) 
คาความชัน (slope) คาจุดตัดบนแกน y (y-intercept) 
                   3.2.2 ความจําเพาะเจาะจง (Specificity) ทําโดยการวิเคราะหสารละลายมาตรฐาน 
คีโตติเฟน สารละลายคีโตติเฟนที่เปนวัตถุดิบ เปรียบเทียบกับ diluent (เมธานอล: น้ํา; 50:50 v/v) 
ยานํ้าเชื่อมหลอก (Placebo syrup) สารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมที่ไมไดผานการเรงและผานการเรงที่
สภาวะตาง ๆ ทําการวิเคราะหและเปรียบเทียบโครมาโทแกรมที่ได จากนั้นวิเคราะหความบริสุทธ
ของพีคของสารคีโตติเฟนดวย Diode array detector  
                     3.2.3 ความถูกตอง (Accuracy) เตรียมตัวอยางสําหรับวิเคราะห โดยเตรียมสาร
มาตรฐานคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมหลอก (Placebo syrup) อยางนอย 3 ความเขมขนในชวงที่
วิเคราะหมีความเขมขนของคีโตติเฟนเทากับ 20 - 60 μg /ml เตรียมความเขมขนละ 3 ตัวอยาง วัด
ซ้ําตัวอยางละ 2 ครั้ง วิเคราะหดวยโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง หาปริมาณตัวยาสําคัญ 
คํานวณปริมาณยาที่พบเปรียบเทียบกับปริมาณที่เติม คํานวณคารอยละการคืนยอนกลับ (% 
recovery) และคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (% RSD)  
                     3.2.4 ความแมนยํา (Precision) ทําการแสดงความแมนยําของการวิเคราะหซ้ํา 
                         3.2.4.1 Repeatability หรือ Inter assay โดยการเตรียมตัวอยางสารละลาย
มาตรฐานคีโตติเฟน 3 ความเขมขนคือ 20, 40, 80 μg /ml ความเขมขนละ 3 ตัวอยางทําการ
วิเคราะหดวย HPLCและคํานวณหา % RSD และเตรียมตัวอยางยาคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมดังขอ 
2.2 จํานวน 6 ตัวอยางคํานวณหา % RSD ในการวิเคราะหซ้ํา  
                         3.2.4.2 Intermediate precision เตรียมตัวอยางสารมาตรฐานคีคีโตติเฟน 3 
ความเขมขนคือ 20, 40, 80 μg /ml ความเขมขนละ 3 ตัวอยางทําการวิเคราะหดวย HPLC 
วิเคราะห ตางวันที่ ตางเคร่ือง HPLC คํานวณหา % RSD ของพื้นที่ใตกราฟ  
                   3.2.5 ชวงวิเคราะห (Range) ผลจากคาความถูกตอง ความแมนยําและความเปน
เสนตรงจะสามารถกําหนดชวงความเขมขนที่ยอมรับเปนชวงวิเคราะห โดยในยานํ้าเชื่อมชวง
วิเคราะหควรจะอยูระหวาง 80-120 % ของความเขมขนที่วิเคราะหเปนอยางนอย เปนตน 
                   3.2.6 ขีดจํากัดในการวิเคราะหเชิงคุณภาพ (Limit of detection; LOD) โดย
เตรียมสารละลายมาตรฐานใหมีความเขมขนที่นอยที่สุดที่เคร่ืองมือสามารถตรวจวัดได โดยที่คา 
Signal/ noise เทากับ 3 
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                   3.2.7 ขีดจํากัดในการวิเคราะหเชิงปริมาณ (Limit of quantitative; LOQ) โดย
เตรียมสารละลายมาตรฐานใหมีความเขมขนที่นอยที่สุดที่ผลการวิเคราะหเชื่อถือได โดยที่คา 
Signal/ noise เทากับ 3 
                   3.2.8 ความสม่ําเสมอของระบบ (System suitability test) (15) เตรียมสาร
มาตรฐานที่ความเขมขนที่ใชวิเคราะห 40 μg/ml นําไปวิเคราะหโดยการวัดซํ้าอยางนอย 5 ครั้ง 
คํานวณคาตัวแปรที่ได ประกอบดวย คาการแยกชัด (RS) คาประสิทธิภาพของคอลัมน (N) คาความ
สมมาตรของพีค ความแมนยํา ผลที่ไดจะแสดงใหเห็นถึงความเหมาะสมของวิธี และความพรอมใช
งานของเครื่องมือ   
                   3.2.9 ความคงทนของวิธีวิเคราะห (Robustness) โดยการเตรียมตัวอยาง
สารละลายคีโตติเฟนความเขมขนที่ชวงความเขมขน 10-160 μg/ml เตรียมตัวอยาง 3 ความ
เขมขนๆ ละ 3 ตัวอยาง วิเคราะหตางวัน ใชเคร่ือง HPLC ตางเคร่ืองกัน คอลัมนตางบริษัท 
วิเคราะหผลที่ไดนํามาประเมินความสัมพันธระหวางความเขมขนของคีโตติเฟนและคาที่วัดไดจาก
การทดลอง นํามาทดสอบทางดานสถิติ t-test และทดสอบความเปนเสนตรงโดยสรางกราฟ
ความสัมพันธระหวางความเขมขนของคีโตติเฟนและคาที่วัดได เพ่ือดูความแตกตางกันของผลการ
ทดลอง 
 
4. การศึกษาความคงสภาพของสารคีโตติเฟน (Stability Study) 
              4.1 ศึกษาความคงสภาพของสารคีโตติเฟนวัตถุดิบภายใตสภาวะกดดัน (Stress 
Testing) 

ศึกษาการเสื่อมสลายของตัวยาสําคัญภายใตสภาวะกดดัน  
                4.1.1 สภาวะอุณหภูมิและความชื้น  
                        สภาวะที่อุณหภูมิสูง 105o C 3 ชั่วโมง 
                        สภาวะที่อุณหภูมิ 40oC 75% RH 8 ชั่วโมง          
                4.1.2 สภาวะกรด ศึกษาภายใต 0.1N Hydrochloric acid 1 ชั่วโมง 
                4.1.3 สภาวะดาง ศึกษาภายใต 0.1N Sodium hydroxide 1 ชั่วโมง 
                4.1.4 สภาวะที่มีความชื้น โดยใชน้ําเปนเวลา 8 ชั่วโมง 
                4.1.5 สภาวะออกซิเดชัน ใช 3-30 %ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 3 ชั่วโมง 
                4.1.6 สภาวะใตแสงอัลตราไวโอเลต (จากแสงแดด) 2, 4, 6 ชั่วโมง 
เตรียมตัวอยางในแตละสภาวะกดดันตาง ๆ เปรียบเทียบกับสารละลายที่ไมมีสารตัวอยางที่ผาน
สภาวะกดดัน  นําสารละลายทั้งหมดไปวิเคราะหดวย HPLC นําผลการศึกษามาวิเคราะหถึงการ
เสื่อมสลาย     
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             4.2   ศึกษาความคงสภาพของสารคีโตติเฟนในยานํ้าเชื่อม ภายใตสภาวะกดดัน 
(Stress Testing)               
               4.2.1 สภาวะกดดันที่อุณหภูมิสูง 105 o C 3 ชั่วโมง 
               4.2.2 สภาวะกรด ศึกษาภายใต 0.1 N Hydrochloric acid 8 ชั่วโมง 
               4.2.3 สภาวะดาง ศึกษาภายใต 0.1 N. Sodium Hydroxide 8 ชั่วโมง 
               4.2.4 สภาวะออกซิเดชั่น ใช 30%ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 4 ชั่วโมง             
               4.2.5 สภาวะใตแสงอัลตราไวโอเลต (จากแสงแดด) 3 ชั่วโมง 
เตรียมตัวอยางในแตละสภาวะกดดันเปรียบเทียบกับสารละลายที่ไมมีสารตัวอยางที่ผานสภาวะ
กดดัน  นําสารละลายทั้งหมดไปวิเคราะหดวยเทคนิค HPLC นําผลการศึกษามาวิเคราะหถึงการ
เสื่อมสลาย   
 
              4.3 ศึกษาอัตราการเกิดการเสื่อมสลายของสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมในสภาวะ
ตางๆ  
   เน่ืองจากการเสื่อมสลายของสารคีโตติเฟนในวัตถุดิบและในยาน้ําเชื่อม จากขอ 4.1 และ 4.2 
เปนการทดสอบความคงสภาพเบื้องตนของสารคีโตติเฟน ดังน้ันในหัวขอน้ีจึงไดเลือกทําการศึกษา
ความคงสภาพของยาในสภาวะกดดันที่มีความเส่ียงสูงและเปนไปไดจริงในสภาวะการผลิต การ
บรรจุ การเก็บรักษา นําผลจากขอ 4.2 มาเปนแนวทางศึกษาความคงสภาพโดยเตรียมตัวอยางยา
น้ําเชื่อมใหอยูในสภาวะที่กําหนดน้ัน และวิเคราะหหาปริมาณสารคีโตติเฟนในตัวอยางที่เวลาตาง ๆ
ตั้งแตเริ่มตน และตามเวลาที่กําหนด 
               4.3.1 สภาวะออกซิเดชัน 30 % ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ที่เวลาเริ่มตน 4, 8, 12 และ 
24 ชั่วโมง 
               4.3.2 สภาวะใตแสงอัลตราไวโอเลต (จากแสงแดด) ที่เวลาเริ่มตน 1, 3, 4 และ 8 ชั่วโมง 
               4.3.3 ที่อุณหภูมิ 30 o C 75 % RH และ 40 o C 75 % RH ที่เวลาเริ่มตน 4, 8, 12 และ 
24 ชั่วโมง  
               4.3.4 สภาวะกรด-ดาง โดยใชบัฟเฟอร pH 1.2 บัฟเฟอร pH 6.8 และบัฟเฟอร pH 9.0 
ที่เวลาเริ่มตน 4, 8 ,12 และ 24 ชั่วโมง 

 เพ่ีอหาแนวโนมการเสื่อมสลายของสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมที่เวลาแตกตางกัน โดยการ
เตรียมตัวอยางและวิเคราะหหาปริมาณสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมดวยเครื่อง HPLC      
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            4.4 การวิเคราะหตัวอยางสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมที่มีอายุยาแตกตางกัน   
               วิเคราะหตัวอยางสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมที่อายุ 1 ป และ 3 ป ที่เก็บไวศึกษาความ
คงสภาพในภาวะปกติที่หองควบคุมอุณหภูมิ 30 °C 75 % RH คํานวณหาปริมาณตัวยาคีโตติเฟน
(%LA) ในยาน้ําเชื่อมของยาที่มีอายุยาแตกตางกัน  
  
5. การประเมินอายุยา    
          การประเมินโดยทั่วไปนําผลการศึกษาคุณลักษณะทางกายภาพ คุณสมบัติทางเคมีและทาง 
ชีวภาพของยาคีโตติเฟนในน้ําเชื่อมที่เก็บศึกษาที่สภาวะปรกติและสภาวะเรงมาวิเคราะหหาปริมาณ
ตัวยาคีโตติเฟน ในการศึกษาในครั้งน้ีศึกษาคุณสมบัติทางเคมี ที่วิเคราะหจากตัวอยางที่เก็บศึกษา
ความคงสภาพดังน้ี 
 
            5.1 การวิเคราะหตัวอยางสารคีโตติเฟนยานนํ้าเชื่อมเก็บศึกษาความคงสภาพที่
สภาวะปรกติ (Long term stability) 
                นํายาคีโตติเฟนในน้ําเชื่อมเก็บไวในหองควบคุมอุณหภูมิ 30 °C 75% RH มาวิเคราะห
ศึกษาความคงสภาพระยะยาวโดยนําออกมาวิเคราะหหาปริมาณความถี่ที่ 3, 6, 9 และ12 เดือนในป
แรกไปจนกวาจะครบอายุยาหรือจนกวายาจะไมมีคุณสมบัติตามที่มาตรฐานกําหนด 
  
              5.2 การวิเคราะหตัวอยางสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมเก็บศึกษาความคงสภาพที่
สภาวะเรง (Accelerated stability)         
                นํายาคีโตติเฟนในน้ําเชื่อมเก็บไวในตูควบคุมอุณหภูมิ 40 °C 75 % RH เพ่ือวิเคราะห
ศึกษาความคงสภาพในสภาวะเรง ระยะเวลา 6 เดือน ความถี่ในการวิเคราะหทุก 1 เดือนจนครบ  
6 เดือน  
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
           งานวิจัยนี้เก่ียวของกับการหาปริมาณสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อม และศึกษาสภาวะการ
เสื่อมสลายของคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมที่สภาวะกดดันตางๆ รวมทั้งศึกษาวิเคราะหยาที่เก็บศึกษา
ความคงสภาพที่สภาวะปกติ และในสภาวะเรง  
           จากท่ีกลาวมาแลวในบทที่ 2 สารคีโตติเฟนสามารถเสื่อมสลายเปนสารอ่ืนไดหลายชนิดไม
วาจะเปนสารเส่ือมสลายคีโตติเฟน ชนิด A B C E F และ G ซึ่งมีสูตรโครงสรางที่ใกลเคียงกัน ดังน้ัน
การวิเคราะหสารคีโตติเฟนตองเริ่มจากการแยกสารเสื่อมสลายตางๆและสารคีโตติเฟนออกจากกัน
ใหชัดเจน ไมรบกวนการวิเคราะห ในการทดลองน้ีไดนํามาจากเภสัชตํารับประเทศอังกฤษ ค.ศ. 
2012 (BP 2012) ที่ใชวิเคราะหหาสารเสื่อมสลายในวัตถุดิบคีโตติเฟนมาใชเปนแนวทางการ
วิเคราะหหาสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อม โดยไดมีการเปลี่ยนแปลงขนาดของคอลัมนที่ใชจาก C18 
ขนาดยาว 150 mm กวาง 4.0 mm ขนาดอนุภาค 3 μm เปน C18 ขนาดยาว 150 mm กวาง 4.6 
mm ขนาดอนุภาค 5 μm ซึ่งเปนขนาดที่ใชทั่วไปในหองปฏิบัติการเน่ืองจากมีขอจํากัดในดาน
เคร่ืองมือ HPLC และการใชคอลัมนที่ขนาดอนุภาค 3 μm จะทําใหมีคาความดันสูงมาก เคร่ืองมือไม
อาจรองรับได การเร่ิมตนการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของการวิเคราะหโดยนําสารคีโติเฟนวัตถุ-
ดิบและสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมมาทําการเรงใหเกิดการเส่ือมสลายในสภาวะกดดันตาง ๆ เชน ใน
กรด ดาง ความรอน แสง และสารออกซิเดชัน ระบบที่ใชในวิธี HPLC คือสารละลายเคลื่อนที่ชนิด A 
(ไตรเอทิลเอมีน 0.175 ml ใน 500 ml น้ําบริสุทธิ์ปราศไอออน) และสารละลายเคลื่อนที่ชนิด B (ไตร
เอทิลเอมีน 0.175 ml ใน 500 ml เมธานอล) เปลื่ยนแปลงอัตราสวนสารละลายเคลื่อนที่ดังตารางที่ 3 
วัดคาการดูดกลืนคลื่นแสงภายใตแสงยูวีความยาวคลื่น 297 nm ปริมาตรที่ฉีดสารเขาเครื่อง 20 μl 
อัตราการไหลของสารละลายเคลื่อนที่เปน 1.0 ml/min ควบคุมอุณหภูมิของคอลัมนขณะวิเคราะห 
40° C  
 
1. ผลการศึกษาหาวิธีวิเคราะหที่เหมาะสมในการแยกสารคีโตติเฟนและสารเสื่อม
สลายอ่ืนๆ 
              ผลจากการวิเคราะหสารละลายมาตรฐานคีโตติเฟน ฟูมาเรตดวยเทคนิค HPLC และ
ตรวจวัดดวยเครื่องวัด UV ที่วัดไดหลายความยาวคลื่น (diode array detector) ไดคา %RSD Peak 
purity index ต่ํา เทากับ 0.19% และใหคา Peak match เทากับ 998 ซึ่งมีคาเขาใกล 1000 แสดงวา
พีคคีโตติเฟนที่ไดจากการวิเคราะหนี้มีคาความบริสุทธิ์สูง ไมมีการรบกวนจากสารอ่ืน 
           เม่ือนําสารเส่ือมสลายคีโตติเฟนชนิด G ผสมกับสารมาตรฐานคีโตติเฟนมาทําการวิเคราะห
ตามวิธีวิเคราะหนี้ พบวาสารคีโตติเฟนมี retention time ที่เวลา 7.4 นาที และสารเสื่อมสลาย         
คีโตติเฟนชนิด G ที่เวลา 6.6 นาที (ภาพประกอบที่ 3) ดังน้ันคา Relative retention time (RT) ของ
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สารเส่ือมสลายคีโตติเฟน G ตอสารคีโตติเฟน คือ 0.9 คาการแยกชัดของสารทั้งสองเทากับ 1.95 ซึ่ง
สอดคลองกับตํารายาประเทศอังกฤษ 2012 ที่กําหนดวาคา Relative retention time ของสารเสื่อม
สลายคีโตติเฟนชนิด G ตอสารคีโตติเฟน คือ 0.9 (1) คาการแยกชัดมากกวา 1.5 
 

 
 

ภาพประกอบ 3 แสดง Chromatogram ของสารคีโตตเิฟนผสมกับสารเส่ือมสลายคีโตติเฟน G 
 

               1.1 วิเคราะหสารคีโตติเฟนและสารเสื่อมสลาย 
                นําวิธีวิเคราะหที่ไดมาวิเคราะหสารคีโตติเฟนและคีโตติเฟนในยานํ้าเชื่อมที่เรงการเส่ือม
สลายดวยสภาวะตาง ๆ พบวาเกิดการเส่ือมสลายไดสารอ่ืน และพบวาตัวทําละลายและสารที่ใชเปน
ตัวชวยในยาไมรบกวนการวิเคราะหตัวยาสําคัญคีโตติเฟน เวลาที่สารคีโตติเฟนเคลื่อนที่ออก 
(retention time) ที่เวลา 7.6 นาที และมีสารอ่ืนเคลื่อนที่ออกที่เวลา 2.3 นาที 2.5 นาที 5.1 นาที 5.6 
นาที 8.9 นาที 18.9 นาที และ 22.5 นาที ซึ่งเกิดจากสภาวะกดดันตาง ๆ โดยเฉพาะอยางยิ่งเม่ือเรง
การเสื่อมสลายดวยไฮโดรเจนเปอรออกไซด พบวาจะเกิดการเส่ือมสลายเพ่ิมขึ้นเม่ือใชความเขมขน
ของไฮโดรเจนเปอรออกไซดมากขึ้น ที่ความเขมขน 30 % ไฮโดรเจนเปอรออกไซด และ 0.1N
โซเดียมไฮดรอกไซด จะพบวาปริมาณสารคีโตติเฟนลดลงอยางมาก จากตารางที่ 4 แสดงผลการ
วิเคราะหหาปริมาณสารคีโตติเฟนที่เหลือหลังจากถูกเรงในสภาวะตางๆ  การเปลี่ยนแปลงปริมาณ
สารที่ชัดเจนเกิดจากการเรงดวย 30 % ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ดาง 0.1N NaOH มีปริมาณตัวยา
เหลือ 75.3% และ 88.7% ตามลําดับ ซึ่งสอดคลองกับโครมาโตแกรมที่เกิดขึ้นภาพประกอบที่ 9 และ 
ภาพประกอบที่ 10 แสดงโครมาโตแกรมที่มีพีคของสารอ่ืนเกิดขึ้นชัดเจนที่ตําแหนงเวลาที่ 2.3 นาที 
และ 2.5 นาที 
                
 

Ketotifen 

Ketotifen impurity G 
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ตาราง 4 ผลการวิเคราะหสารคีโตติเฟนในสภาวะกดดัน 
 

Condition
 

 Retention time
of 

peak impurity (min) 

% w/w ketotifen*

       1.RM (Control)  20.5 100.0 

       2.Photolysis 
     RM 2 hr UV light 

 
2.5, 4.0, 20.5 

 
101.6 

      RM 4 hr UV light  2.5, 4.0, 5.1, 18.9, 20.5 100.3 

      RM 6 hr UV light  2.5, 4.0, 5.1, 18.9, 20.5, 22.0 103.3 

       3.Oxidation 
  RM 3% H2O2 

 
2.3, 2.5, 5.1, 5.6,18.9, 20.5, 22.0

 
  99.1 

    RM 10% H2O2  2.3, 2.5, 3.3, 5.6, 8.9,18.9, 20.5
22.0 

               86.0 

    RM 30% H2O2  2.3, 2.5, 5.1, 5.6, 8.9,18.97, 20.5
22.0 

              75.3 

       4.Moisture 
   RM add water 

 
2.3, 2.5, 4.0,18.95, 20.5, 22.0 

 
 99.6 

       5.Acid-basic 
          RM add 0.1 N HCl 

 
2.3,18.9, 20.5, 22.0 

 
101.4 

          RM add 0.1 NaOH  2.5,18.9, 20.5, 22.0   88.7 

       6.Temperature
          RM at 105° C 

 
4.0, 18.9, , 20.5, 21.9 

 
101.2 

          RM at 40°C 75%RH  -  99.9 
 

 
       *เม่ือคํานวณเปรียบเทียบกับวตัถุดิบ (RM) Ketotifen Fumarate ใหเปน 100% w/w 
 
 
         ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาวิธีวิเคราะหนี้มีความจําเพาะเจาะจง ตัวทําละลาย หรือ  
สารเสื่อมสลายใดๆ ที่เกิดจากการกดดันสารคีโตติเฟนที่สภาวะตางๆ ไมรบกวนการวิเคราะหสารคี
โตติเฟน ดังแสดงภาพประกอบที่ 4 ถึง 13 แสดงโครมาโตแกรมของสารคีโตติเฟนที่ผานการกดดัน
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ดวย กรด ดาง ความรอน ความชื้น สารทําปฏิกิริยาออกซิเดชัน เปรียบเทียบกับโครมาโตแกรมของ 
diluent และโครมาโตแกรมของสารคีโต-ติเฟนที่ไมถูกกดดัน (ภาพประกอบที่ 5) จะเห็นวาสารคีโต
ติเฟนที่กดดันดวยสารออกซิเดชันจะเกิดการเสื่อมสลายเปนสารอ่ืนชัดเจน โดยในโครมาโตเกรมมี
พีคอ่ืนออกมาที่เวลา 2.3 และ 2.5 นาที โดยขนาดพีคของสารเสื่อมสลายเปนอัตราสวนโดยตรงกับ
ความเขมขนของสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด คือเม่ือความเขมขนของสารสูงขึ้นพีคที่ออกที่เวลา 2.3 
และ 2.5 นาที มีคาความสูงของพีคสูงขึ้น ดังภาพประกอบที่ 10 ถึง ภาพประกอบที่ 12 สวนการ
กดดันดวยแสง UV ความชื้น กรด ความรอนที่อุณหภูมิ 105ºC และ 40°C 75% RH สารมีการเส่ือม
สลายเล็กนอยไมชัดเจน จากตาราง ที่ 4 ปริมาณสารคีโตติเฟนไมเปลี่ยนแปลงมากนัก  สวนในดาง 
0.1 N NaOH มีปริมาณสารคีโตติเฟนลดปริมาณลงมากพอควร แตจากโครมาโตแกรม มีเพียงพีค
เล็กๆเกิดขึ้นเทาน้ัน อยางไรก็ตามไมมีสารเส่ือมสลายใดที่รบกวนการวิเคราะห  
     

 
 

ภาพประกอบ 4 แสดง Chromatogram ตัวทําละลาย (Diluent) ประกอบดวย น้ําและเมธานอล 
         อัตราสวน 50 ตอ 50 สวนโดยปรมิาตร 
 

 
 

ภาพประกอบ 5 แสดง Chromatogram วัตถุดิบคีโตตเิฟน (Control) 
 

Diluent (water: MeOH 50:50)

Ketotifen fumarate (control) 
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ภาพประกอบ 6 แสดง Chromatogram ของสารคีโตตเิฟนที่กดดันดวยแสง UV  
 

 
 

ภาพประกอบ 7 แสดง Chromatogram ของสารคีโตตเิฟนที่กดดันดวยความรอน 105°C 
 

 
 

ภาพประกอบ 8 แสดง Chromatogram ของสารคีโตตเิฟนที่กดดันดวยกรด 0.1 N HCl 
 

Ketotifen fumarate Stress /0.1 N HCl

Ketotifen fumarate /105 ̊ C

Ketotifen fumarate UV  
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ภาพประกอบ 9 แสดง Chromatogram ของสารคีโตตเิฟนที่กดดันดวยกรด 0.1 N NaOH 
 

 
 

ภาพประกอบ 10 แสดง Chromatogram ของสารคีโตตเิฟนที่กดดันดวย 3% H2O2 
 

 
 

ภาพประกอบ 11 แสดง Chromatogram ของสารคีโตตเิฟนที่กดดันดวย 10% H2O2 

 

Ketotifen fumarate Stress /0.1 N NaOH

Ketotifen fumarate Stress 3% H2O2 

Ketotifen fumarate Stress 10% H2O2 Impurity 

Impurity 
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ภาพประกอบ 12 แสดง Chromatogram ของสารคีโตตเิฟนที่กดดันดวย 30% H2O2 

 

 
 

ภาพประกอบ 13 แสดง Chromatogram ของสารคีโตตเิฟนที่กดดันดวยความรอน 40°C  
             75%RH 

 

           ทําการวิเคราะหสารคีโตติเฟนที่ศึกษาท่ีสภาวะเรงที่อุณหภูมิ 40°C 75%RH เปนเวลา 8 
ชั่วโมง (ภาพประกอบท่ี 13) ไมพบวาสารคีโตติ เฟนเสื่อมสลายไปอยางชัดเจน ดูไดจาก 
Chromatogram ไมมีพีคอ่ืนเกิดขึ้น พบเพียงพีคของ diluent และ พีคของ Placebo เทาน้ัน 
ปริมาณคีโตติเฟนที่วิเคราะหไดมีปริมาณ 99.9 % (n=3)  
 
 
 
 

Impurity 
A Ketotifen fumarate Stress 30 % H2O2 

Ketotifen fumarate 40°C 75%RH
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          1.2 วิเคราะหสารคีโตติเฟนและสารเสื่อมสลายในยานํ้าเชื่อม 
              ผลการทดลองจากการนํายาตัวอยางคีโตติเฟนในน้ําเชื่อมมาทําการกดดันในสภาวะใน
สภาวะตางๆ ดังตารางที่ 5 พบวาการกดดันดวยสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดมีสารเส่ือมสลายอ่ืน
ออกมาชัดเจนเวลา 2.3 นาที และ 2.6 นาที และเม่ือกดดันดวยแสงยูวีมีสารเสื่อมสลายอ่ืนออกมาที่
เวลา 4.5 นาทีและ 6.7 นาที ดังตารางที่ 5 และโครมาโตแกรมจากภาพประกอบที่ 16 และ 17 
 
ตาราง 5 ผลการวิเคราะหสารโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมที่สภาวะกดดัน 
 
Stress Condition RT* of impurity

 (min) 
Ketotifen (%LA) 

1. Syrup Control - 103.6 

2. Acid- basic 
      Syrup 0.1 N HCl - 

 
105.6 

      Syrup 0.1 N NaOH - 105.5 

3. Oxidation 
      Syrup 30% H2O2 2.3, 2.6 

 
102.6 

4. Temperature 
      Syrup heat 105 °C - 

 
   104.6** 

5. Photolysis 
      Syrup UV light 4.5, 6.7 

 
100.1 

 
*RT= Retention time 
** สีของยาน้ําเชื่อมเปลี่ยนไปเปนสีน้ําตาลเขมขึ้น 
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ภาพประกอบ 14 แสดง Chromatogram ไซรับเปลา (Placebo) 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบท่ี 5.2 แสดง Chromatogram ของคีโตติเฟนไซรับ ควบคุม 
 
 
 

ภาพประกอบ 15 แสดง Chromatogram ของคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อม (Control) 
 

 Placebo syrup 

 

Syrup control 
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ภาพประกอบ 16 แสดง Chromatogramของคีโตติเฟนในน้ําเชื่อม เม่ือทําการกดดันสภาวะดวย              
      30% Hydrogen peroxide (H2O2) 
 

 
 
ภาพประกอบ 17 แสดง Chromatogram คีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมที่กดดันดวยแสง UV จากแสงแดด 
         
               จากการทดลองดังกลาวขางตนที่ทําการกดดันสารคีโตติเฟนที่เปนวัตถุดิบและในยา
น้ําเชื่อมที่สภาวะตาง ๆ จะพบวาวิธีวิเคราะหดวยเทคนิค HPLC นี้ มีความจําเพาะเจาะจงกับสารคี-
โตติเฟน โดยไมมีสารอ่ืนรบกวนการวิเคราะหตัวยาคีโตติเฟน ไมวาจะเปน diluent (ภาพประกอบ 4) 
สารตัวชวยในสวนประกอบในยาน้ําเชื่อมเปลา (ภาพประกอบที่ 14) และสารเสื่อมสลายที่เกิดจาก
การกดดันสารคีโตติเฟน (ภาพประกอบท่ี 6 ถึง 17)  

Syrup stress UV light 

Impurity 

impurity 

Syrup stress 30 % H2O2 



30 
 

               ผลการกดดันคีโตติเฟน ในยาน้ําเชื่อมที่สภาวะตาง ๆ เกิดการเปลี่ยนแปลงไมชัดเจนนัก 
เม่ือเทียบกับที่เกิดในวัตถุดิบ ผลการเสื่อมสลายจะเกิดขึ้นจากการกดดันดวยสารออกซิเดชัน และ
จากแสง UV เพียงเล็กนอย ดังแสดงตามตารางที่ 5 ที่เปนเชนน้ีอาจเปนเพราะในตัวอยางยาน้ําเชื่อม
มีสารชวยอ่ืนที่เปนสวนประกอบของนํ้าเชื่อม ทําใหสารเรงการเส่ือมสลายไมสัมผัสกับสารคีโตติเฟน
โดยตรง หรือมีปริมาณไมเขมขนมากพอที่จะทําใหเกิดการเส่ือมสลายไดชัดเจน เหมือนที่เรงคีโต-
ติเฟนวัตถุดิบ 
 
               1.3 วิเคราะหสารคีโตตเิฟนในยาน้ําเชื่อมที่มีอายุยาแตกตางกัน  
                 ผลการทดลองนําคีโตติเฟนในยานํ้าเชื่อมซ่ึงเปนยาที่ประกอบดวยคีโตติเฟน 1 
มิลลิกรัมในน้ําเชื่อม 5 มิลลิลิตร ที่มีอายุยาแตกตาง 1ป และ 3 ปมาวิเคราะหเพ่ือศึกษาหาปริมาณ 
คีโตติเฟน (%LA) พบวาสามารถวิเคราะหหาปริมาณตัวยาคีโตติเฟนได ดังตารางที่ 6 และ
ภาพประกอบท่ี 18 ถึง 22 
 
 
ตาราง 6 ผลการทดลองวิเคราะหสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมที่มีอายุยาแตกตางกัน  
 

ตัวอยาง Retention time
of 

peak impurity (min) 

Ketotifen  
(% LA) 

1 ตัวทําละลาย - - 
2 ยาหลอก(Placebo) - - 
3 สารมาตรฐานคีโตติเฟน- 
   ฟูมาเรต 20.5 

 
- 

4 คีโตติเฟนในนํ้าเชื่อมอายุ 1 ป 20.5             100.4 
5 คีโตติเฟนในน้ําเชื่อมอายุ 3 ป 2.5, 2.8, 3.5, 4.0, 5.5, 

6.0, 6.7, 8.9, 20.5 
90.3 
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ภาพประกอบ 18 แสดง Chromatogram diluent 
 

 
 

ภาพประกอบ 19 แสดง Chromatogram Placebo syrup 
 
 

 
 

ภาพประกอบ 20 แสดง Chromatogram สารมาตรฐานคีโตติเฟน ฟูมาเรต 

Diluent  

Placebo Syrup 

Standard Ketotifen Fumarate 
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ภาพประกอบ 21 แสดง Chromatogramแสดงผลการวเิคราะหคีโตตเิฟนในยาน้ําเชื่อม อายุยา 1 ป 

 

 
 
ภาพประกอบ 22 แสดง Chromatogramแสดงผลการวเิคราะหสารคโีตติเฟนในยาน้ําเชื่ออายุยา 3 ป 
           
           จากการทดลองนํายาคีโตติเฟนที่ผลิตมีอายุหนึ่งปมาวิเคราะห พบวาไมมีสารเส่ือมสลาย
เกิดขึ้นชัดเจน ปริมาณตัวยาคีโตติเฟน มีปริมาณ 100.4% LA (ภาพประกอบที่ 21) สวนที่อายุยา 
นาน 3 ป จะมีสารเสื่อมสลายเกิดขึ้นชัดเจน ดังที่มีพีคออกที่เวลา 2.5 นาที 3.5 นาที 4.0 นาที 5.5 
นาที 6.0 นาที 6.7 และ 8.9 นาที (ภาพประกอบที่ 22) ปริมาณตัวยาคีโตติเฟนลดปริมาณลงเหลือ 
90.3% LA สวนพีคอ่ืนๆจะมีพีคของน้ําเชื่อมเปลาเปนพีคใหญออกที่เวลาประมาณ 1.8 นาที พีคของ 
diluent เปนพีคเล็กๆออกที่เวลา 4.7 นาที 23.4 นาที 23.9 นาที 24.4 นาที สวนพีคที่เวลา 20.5 
นาที มีทั้งในสารมาตรฐาน สารตัวอยางยาอายุ 1 ป และ 3 ป อาจเปนไดวาคือสารปนเปอนที่มีอยูใน
ตัวยาคีโตติเฟน ฟูมาเรต เร่ิมตนอยูแลว อยางไรก็ตามสารตางๆ ไมไดรบกวนการวิเคราะหสารคีโต
ติเฟน 

Ketotifen syrup  (อายุยา 1 ป) 

Ketotifen syrup (อายุยา 3 ป) 

Impurity

Impurity
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2. ผลการตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห (5) 

            นําวิธีวิเคราะหดังขางตนที่สามารถแยกตัวยาคีโตติเฟนออกจากสารเสื่อมสลายไดมาทําการ
ตรวจสอบความถูกตองแมนยําและความเชื่อถือไดของวิธีวิเคราะห นํามาตรวจสอบตามหัวขอดังนี้ 
 
            2.1. ความเปนเสนตรง (Linearity) 
                 ผลการศึกษาความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารคีโตติเฟนกับคาการตอบสนอง
ในที่นี้คือพ้ืนที่ใตพีค (peak area) จากการเตรียมสารมาตรฐานคีโตติเฟนใหมีความเขมขนอยู
ระหวาง 10.0-160.0 μg/ml (เตรียม 5 ความเขมขน ความเขมขนละ 3 ซ้ํา วัดตัวอยางละ 2 คร้ัง) 
พบวาคาพ้ืนที่ใตกราฟเปนสัดสวนแปรผันตรงกับความเขมขน ในแตละความเขมขนคํานวณคา
เบี่ยงเบนมาตรฐาน อยูในชวง 0.02-0.09 %RSD นําคาความเขมขนและคาเฉลี่ยของพ้ืนที่ใตกราฟที่
ไดจากการวิเคราะหมาสรางกราฟความสัมพันธ ไดสมการ Y= 0.8421X-0.1549 และไดคา 
R2=1.0000 ดังตารางที่ 7 และภาพประกอบที่ 23 
 
ตาราง 7 แสดงผลความเขมขนของคีโตติเฟน และพ้ืนที่ใตกราฟ 

 

Concentration Ketotifen 
(μg/ml) 

Peak Area
(Mean, mAU*min)) 

%RSD 
(n = 3) 

10.29 8.552 0.09 
20.58 17.152 0.05 
41.16 34.516 0.03 
82.31 69.116 0.02 
164.63 138.232 0.04 
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         ภาพประกอบ 23 แสดงกราฟความสัมพันธระหวางความเขมขนคีโตติเฟนกับพื้นที่ใตกราฟ 
 
           2.2. ความถูกตอง(Accuracy) 
                ผลความถูกตัองของวิธีวิเคราะหที่ความเขมขน 20-60 μg/ml เม่ือนําสารคีโตติเฟนเติม
ลงในน้ําเชื่อมเปลาแลวนํามาวิเคราะหหาปริมาณคีโตติเฟนที่เติมลงไป คํานวณหาคารอยละการคืน
ยอนกลับ (% recovery) ไดอยูระหวาง 98.0 -100.4% ซึ่งอยูในชวงที่ยอมรับได 97.0 -103.0% คา
ความแมนยํามีคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ 0.05 - 0.43% ซึ่งมีคานอยกวา 2 ดังตารางที่ 8 
 
ตาราง 8 แสดงผลคาคืนยอนกลับ (% recovery) ของสารคีโตตเิฟนในน้ําเชื่อม 
 

Concentration  
added  
(μg/ml) 

Concentration 
founded (μg/ml) 

%Recovery
 

% RSD 
(n=3) 

20.70 20.89 100.4             0.12 
29.57 29.75 99.7 0.05 
35.49 35.67 100.0 0.20 
44.36 44.55 98.0 0.43 
59.15 59.33 99.7 0.38 
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            2.3 ความแมนยํา (Precision)  
                     2.3.1 ทําการทดลองวิเคราะหสารคีโตติเฟนที่ความเขมขน 20 – 80 μg/ml 
วิเคราะหซ้ํากัน 3 ความเขมขนๆละ 3 ซ้ํา ภายในวันเดียวกัน (Intraday - precision) มีคาเบี่ยงเบน
มาตรฐานสัมพัทธเทากับ 0.02-0.05 % และเม่ือวิเคราะหซ้ําระหวางวันเปนเวลา 20 วัน (Interday-
precision) พบวาคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธเทากับ 0.11-0.53 % ผลแสดงดังตารางที่ 9 จากผล
ดังกลาววิธีวิเคราะหนี้มีความแมนยําในการวิเคราะหมากโดยพิจารณาจากคา % RSD ไมเกิน 1 (16) 
 
 
ตาราง 9 ผลแสดงคา Precision การวิเคราะหซ้ําของสารคีโตติเฟนความเขมขนตางๆ   
 

No Concentration
μg/ml Ketotifen 

%RSD*
Intraday-assay 

%RSD* 
Interday-assay 

1 20 0.05 0.18 

2 40 0.03 0.53 

3 80 0.02 0.11 

 
*n=3 

 
                     2.3.2 ผลการวิเคราะหสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อม โดยนํายาน้ําเชื่อมที่ผลิตไดมา
วิเคราะหซ้ํา โดยการเตรียมใหมีจํานวน 6 ตัวอยาง และวิเคราะหตัวอยางละ 2 คร้ัง  ตามวิธีวิเคราะห
นี้ พบวามี %RSD เทากับ 0.45 ตามตารางที่ 10  
 
 
 

ตาราง 10 ผลแสดงคา Precision การวิเคราะหซ้ําสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อม 
 

ตัวอยางที ่ 1 2 3 4 5 6 Mean %RSD
Assay ketotifen 

(%LA) 
 

102.6 102.0 102.3 101.6 101.5 
 

101.5 
 

101.9 0.45 
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           2.4 ขีดจํากัดในการวิเคราะหเชิงปริมาณ (LOQ) และ ขีดจํากัดในการวิเคราะหเชิง
คุณภาพ (LOD) 
              คํานวณคา LOD และ LOQ จากการวัดคาอัตราสวน Signal to noise ratio (S/N) จาก
ของสารละลายมาตรฐานคีโตติเฟนที่ความเขมขนต่ํา พบวาปริมาณสารคีโตติเฟนที่ฉีดเขาเคร่ือง 
HPLC และทําใหมีคา S/N เทากับ 3 คือ 0.25 μg และปริมาณสารคีโตติเฟนที่ทําใหมีคา S/N เทากับ 
10 คือ 1.0 μg  
              อยางไรก็ตาม  ตาม ICH Guideline (5)  การตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห ใน
หัวขอวิเคราะหหาปริมาณตัวยาสําคัญ ไมจําเปนตองหาปริมาณต่ําสุดที่สามารถตรวจวัดไดและ
ปริมาณต่ําสุดที่สามารถวิเคราะหหาปริมาณได แตนิยมหาคาทั้งสองนี้ในการตรวจสอบความถูกตอง
ของสารปนเปอนหรือสารเส่ือมสลายมากกวา 

 

           2.5 ความคงทนของวิธีวิเคราะห (Robustness) 
                ผลการทดลองเปรียบเทียบความคงทนของวิธีการวิเคราะหดวยเคร่ืองมือวิเคราะห 
HPLC ที่ตางเคร่ืองกัน ในเวลาที่แตกตางกัน และคอลัมนตางชนิดกัน วิเคราะหสารคีโตติเฟนในชวง
ความเขมขน 10-160 μg/ml นําคาพ้ืนที่ใตพีคที่ไดจากการวิเคราะหมาทดสอบทางดานสถิติ (t-test) 
เปรียบเทียบกัน จากเคร่ือง HPLC No.1 และ HPLC NO.2 ผลการทดลองของทั้งสองเคร่ืองมือ ให
คา significant เทากับ 0.945 ซึ่ง ≥ 0.05 แสดงวาผลการตอบสนองที่ไดจากการใชเคร่ือง HPLC ทั้ง 
2 เคร่ืองไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ ที่ความเช่ือม่ัน 95 จึงกลาวไดวาวิธีวิเคราะหที่ใชมี
ความคงทน ดังน้ันการปลี่ยนเครื่อง HPLC หรือเปลี่ยนชนิดของคอลัมน วิธีนี้สามารถวิเคราะหผลได
ไมแตกตางกัน ใหผลดังแสดงในตารางที่ 11 
 
ตาราง 11 เปรียบเทียบผลการวิเคราะหโดยใชเคร่ืองมืออุปกรณตางชนิดกัน 
 

เครื่องมือ HPLC No 1 HPLC No 2 
Column 

 
Linear equation 

C18 Phenomenax
150*4.6mm Particle size 5μm

Y = 0.8962X - 0.3208 

C18 Hypersil  
150*4.6mm Particle size 5μm 

Y = 0.8421X - 0.1549 
range 10 - 160 μg/ml 10 - 160 μg/ml 
Slope 0.8962 0.8421 

Intercept 0.3208 0.1549 
R² 1.0000 1.0000 
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           2.6 ความเหมาะสมของระบบที่ใชวเิคราะห (System suitability) (17) 

              ตามขอกําหนดของการตรวจสอบวิธีวิเคราะหหัวขอที่สําคัญอีกหน่ึงขอคือความ
เหมาะสมของระบบที่วิเคราะห ผลจากฉีดสารละลายมาตรฐานซ้ําๆกัน 5 คร้ังจากสารมาตรฐาน
ตัวอยางเดียวกัน เพ่ือหาคาความเหมาะสมของเคร่ืองมือและวิธีวิเคราะห 
 
ตาราง 12 ผลการทดสอบ หาความเหมาะสมของวิธวีิเคราะห 
 

Sample 
NO 

Name RT 
(min) 

Peak area 
(mAU*min)

K’ Asymmetry Plates(N)

1 Ketotifen     7.6 32.354 14.23 1.07 7541
2 Ketotifen 7.6 31.890 14.25 1.08 7587
3 Ketotifen 7.6 32.498 14.23 1.08 7736
4 Ketotifen 7.6 32.556 14.25 1.07 7693
5 Ketotifen 7.6 32.520 14.25

 
1.08 7562

Average  7.6 32.382 14.24 1.08 7643
%RSD  0.07 0.73    0.08 0.37 0.94

                 
                 จะเห็นวาคาตางๆที่ไดจากการวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC มีคาดังตารางที่ 12 เวลาที่
สารคีโตติเฟน ถูกแยกออกมา (RT) ที่เวลา 7.6 นาที ซึ่งไมนานเกินไปและดูจากคาคงที่ของการแยก 
(k') เทากับ 14.24 มีความเหมาะสมแยกไดดี คาความสมมาตร (Asymmetry หรือ Tailing factor ) 
ของ พีคคีโตติเฟนเทากับ 1.08 ซึ่งมีคาที่ดีเพราะคาเขาใกล 1 คาที่ยอมรับไมควรมากกวา 2 รวมทั้ง
ประสิทธิภาพการแยกของคอลัมน (Plates Number) มีคาเฉลี่ยเทากับ 7643 โดยทั่วไปยอมรับที่ N 
มีคามากกวา 2000  คาความแมนยําของการวิเคราะหซ้ํา (Peak area) มีคา 0.73 % RSD ซึ่งไม
เกิน 1% แสดงใหเห็นวาระบบเครื่องมีความเหมาะสมในการวิเคราะหสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อม
เปนไปตามมาตรฐานการยอมรับ (19) 
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3.  ผลการศึกษาการเสื่อมสลายของคีโตติเฟนในรูปแบบยาน้ําเช่ือมในสภาวะ
กดดันตาง ๆ ในชวงเวลาตางกัน 
           ผลการทดลองนํายาคีโตติเฟนในน้ําเชื่อมมาทําการทดลองที่สภาวะกดดันโดยการเติม กรด- 
ดาง (ในการทดลองนี้ใช pH Buffer 1.2, 6.8, 9.0 เปนตัวแทนศึกษา) สภาวะความรอนชื้น สภาวะ
แสงยูวีและสภาวะที่ทําใหเกิดปฎิกิริยาออกซิเดชัน ในเวลาที่แตกตางกัน ผลปรากฏดังตารางที่ 13 
ตารางที่ 14 และ ตารางที่ 15 แสดงผลการวิเคราะหคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมที่สภาวะกดดันตาง ๆ 
 
ตาราง 13 ผลการวิเคราะหสารคีโตตเิฟนในยาน้ําเชื่อมที่สภาวะกรด- ดาง 
 

ชวงวเิคราะห สภาวะการเรงสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อม 
(ชั่วโมง) pH 1.2 pH 6.8 pH 9.0 

  %LA SD* %LA SD* %LA SD* 
เริ่มตน 100.8 0.29 100.5 0.27 100.8 0.78 

4 100.7 0.16 100.5 0.47 101.8 0.88 
8 100.2 0.24 100.6 0.44 101.3 0.25 
12  99.7 0.66 100.1 0.86 101.9 0.81 
24 101.1 0.17 101.1 0.50 99.1 3.15 

*n=3 
 
         

 
ภาพประกอบ 24 กราฟแสดงแนวโนมความคงสภาพสารคีโตตเิฟนในยาน้ําเชื่อมที่สภาวะกดดันดวย  
      กรดดางที่ pH 1.2, pH 6.8 และ pH 9.0 
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         จะเห็นวาคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมมีความคงทนตอสภาวะกรดดางที่ทดลองไดดีในเวลา 24 
ชั่วโมง เม่ือเปรียบเทียบปริมาณสารคีโตติเฟนในยานํ้าเชื่อมที่ผานการกดดันกับปริมาณสารคีโต
ติเฟนในยาน้ําเชื่อมในตอนเริ่มตน ปริมาณสารที่วิเคราะหไดไมมีการเปลี่ยนแปลง 
 
 
ตาราง 14 ผลการวิเคราะหสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมที่สภาวะกดดันดวยแสงยูวี 
 

ชวงวเิคราะห สภาวะการเรงยาคีโตติเฟนในนํ้าเชื่อม 
(ชั่วโมง) UV. Light

  %LA SD* 
เริ่มตน 100.8 0.17 

1 98.5 1.04 
3 84.7 5.93 
4 75.5 1.55 
8 73.9 0.78 

 
*n=3 

 

 
 
ภาพประกอบ 25 กราฟแสดงแนวโนมความคงสภาพสารคีโตตเิฟนในยาน้ําเชื่อมสภาวะกดดันดวย    
      แสงยูวี 
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           จากผลการทดลองจะพบวามีการเส่ือมสลายของสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมจากแสง UV ได
อยางรวดเร็วภายในเวลา 3 ชั่วโมง สารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมลดปริมาณลงเหลือ 84.7 % LA และ
ลดปริมาณลงเหลือ 75.5 % LA ในเวลา 4 ชั่วโมง และ 73.9 % LA ที่เวลา 8 ชั่วโมงตามลําดับ จาก
ปริมาณยาเริ่มตน 100.8 % LA ดังจะเห็นวาเสนกราฟมีแนวโนมลดลงอยางเห็นไดชัด ถึงปริมาณ
สารคีโตติเฟนที่ลดลงอยางรวดเร็ว  
 
ตาราง 15 ผลการวิเคราะหสารคีโตติเฟนในน้ําเชื่อมที่สภาวะกดดันดวยสารออกซิเดชัน (30% H2O2) 
 

ชวงวเิคราะห สภาวะการเรงสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อม 
(ชั่วโมง) 30% H2O2

  %LA SD* 
เริ่มตน 100.8 0.78 

4 96.5 2.49 
8 95.8 2.17 
12 93.0 0.28 
24 94.7 3.86 

 
*n=3 

 

 
 
ภาพประกอบ 26 แสดงกราฟผลวิเคราะหยาคีโตตเิฟนในน้ําเชื่อมที่สภาวะกดดันดวย 30%  
      Hydrogen peroxide  
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           จากผลการทดลองกดดันคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมดวย 30% Hydrogen peroxide เม่ือเวลา
เปลี่ยนไป 24 ชั่วโมง ปริมาณสารคีโตติเฟนลดลงเหลือ 94.7% LA จากเร่ิมตน 100.8% LA นํามา
เขียนกราฟจะเห็นวาเม่ือ เวลาผานไปปริมาณสารคีโตติเฟนมีแนวโนมลดลงดังภาพประกอบ 26 
 
 
ตาราง 16 ผลการวิเคราะหสารคีโตตเิฟนในยาน้ําเชื่อมเรงการเส่ือมสลายดวยสภาวะความรอนและ    
     ความชื้นที่ 30°C 75%RH และ 40°C 75%RH 
 
ชวงวเิคราะห 

(ชั่วโมง) 
สภาวะการเรงสารคีโตติเฟนในยา

นํ้าเชื่อม 
40°C 75%RH 

สภาวะการเรงสารคีโตติเฟนในยา
นํ้าเชื่อม 

30°C 75%RH 
%LA SD* %LA SD*

เริ่มตน 100.8 0.29 100.8 0.27
4 102.4 0.16 100.2 0.47
8 100.6 0.24 99.9 0.44
12 101.0 0.66 100.9 0.86
24 100.1 0.17 99.3 0.50

*n=3 
 

 
 

ภาพประกอบ 27 กราฟแสดงแนวโนมความคงสภาพของสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมที่เรงดวย  
      สภาวะความรอนและความชื้น 30°C 75%RH และ 40°C 75%RH 



42 
 

           จากการทดลองหาแนวโนมการเส่ือมสลายของสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมที่เรงดวยสภาวะ 
ความรอนและความชื้น 30°C 75%RH และ 40°C 75%RH พบวาปริมาณสารคีโตติเฟน (%LA) ไม
เปลี่ยนแปลงเมื่อเวลาผานไป 
          สรุปไดวา จากการศึกษาแนวโนมการเส่ือมสลายสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมดวยสภาวะ
กดดันตาง ๆ พบวาการกดดันดวยแสงยูวีจากแสงแดดทําใหปริมาณสารคีโตติเฟนลดลงอยางรวดเร็ว
อยางเห็นไดชัดภายใน 3 ชั่วโมงแรก ก็สามารถทําใหยาตกมาตรฐานได สวนการกดดันดวย 30% 
เปอรออกไซด ใชเวลา 24 ชั่วโมง ทําใหเกิดการเส่ือมสลายตัวของสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมเหลือ 
94.2% LA สวนสภาวะอ่ืนๆลดปริมาณสารลงเพียงเล็กนอย 
 
4. ผลการศึกษาความคงสภาพของสารคีโตติเฟนในน้ําเช่ือมเพื่อประเมินอายุยา 
          การศึกษาเพื่อประเมินอายุยาไดจากผลการวิเคราะหคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมที่เก็บศึกษา
ความคงสภาพในสภาวะปกติและสภาวะเรง  ตามขอกําหนดของ ICH guideline(16) เร่ืองการศึกษา
ความคงสภาพตองเก็บยาเพื่อศึกษาที่สภาวะปกติอุณหภูมิ 30°C 75% RH และสภาวะเรง อุณหภูมิ 
40°C 75% RH 
           ในสภาวะเรงไดทําการเก็บยาน้ําเชื่อมมา 3 ตัวอยางบรรจุในขวดแกวสีชาเก็บในตูควบคุม
อุณหภูมิสภาวะเรง 40°C 75% RH ศึกษาเปนเวลา 6 เดือน ผลการวิเคราะหพบวายายังอยูใน
มาตรฐาน 90-110% LA ดังแสดงในตารางที่ 16 และภาพประกอบที่ 28 กราฟความสัมพันธระหวาง
ปริมาณยาและเวลาจะเห็นวาแนวโนมของการลดลงของยาเม่ือเวลาผานไป 
 
ตาราง 17 ผลการศึกษาความคงสภาพสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมที่สภาวะอุณหภูมิ 40°C 75% RH 
 

   Ketotifen (%LA)  
ตัวอยาง เริ่มตน เดือนที่ 1 เดือนที่ 2 เดือนที่ 3 เดือนที่ 4 เดือนทิ่ 5 เดือนที่6

1 103.0 100.2 99.7 99.6 97.7 97.7 94.3
2 103.0 100.3 99.2 100.1 97.5 95.7 94.8
3 103.0  99.9 99.3 99.0 97.6 97.7 94.2
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ภาพประกอบ 28 กราฟที่แสดงแนวโนมปริมาณสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมที่เรงดวยความรอนและ  
      ความชื้น 40°C 75% RH    
     
           และในการศึกษาความคงตวัของยาที่เก็บในสภาวะปกติ 30°C 75%RH ใชตัวอยางยาที่ผลิต
ตางรุนผลิตจํานวน 3 ตัวอยาง บรรจุในขวดแกวสีชาเก็บไวในหองควบคุมอุณหภูมิ 30°C 75 %RH 
ผลการทดลองพบวามีแนวโนมลดลง แตลดลงนอยกวาเม่ือเทียบกับ 40°C 75% RH  แตอยางไรก็
ตามการลดลงยังอยูในมาตรฐาน 90-110% LA โดยทั้ง 3 ตัวอยางมีอายุครบ 12 เดือน ดังตารางที่ 
18 กราฟความสัมพันธระหวางปริมาณยาและเวลาจะเห็นวาแนวโนมของการลดลงของยาเม่ือเวลา
ผานไปดังแสดงในภาพประกอบ 
 
ตาราง 18 แสดงผลการวิเคราะห สารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อม ที่เก็บศึกษาความคงสภาพที่สภาวะ 
    ปกติ  
                                    

  Ketotifen (% LA)  
ตัวอยาง เร่ิมตน 3 เดือน 6 เดือน 9 เดือน 12 เดือน

A. 103.0 100.7 100.1 99.9 100.3
B. 106.0 101.5 101.5 95.1 97.5
C. 103.0 100.0 104.0 100.0 96.0
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ภาพประกอบ 29 กราฟแสดงแนวโนมการเปลี่ยนแปลงปริมาณสารคีโตติเฟนในน้ําเชื่อมที่เก็บศึกษา  
      ความคงสภาพที่สภาวะปกต ิ30°C 75 % RH 
 
           จากการทดลองพบวาที่สภาวะเรง 40°C 75% RH ตัวยาคีโตติเฟนในนํ้าเชื่อมมีการเสื่อม
สลายมากกวาที่สภาวะปรกติ 30°C 75% RH โดยคา % LA ของคีโตติเฟน ณ. อายุ 6 เดือนของ
สภาวะเรงเทากับ 94% LA และสภาวะปรกติ มีคาประมาณ 100% LA  และในการหาปริมาณสาร 
คีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมที่เก็บศึกษาความคงสภาพที่สภาวะปกติ พบวายาที่เก็บไวครบ 12 เดือนทั้ง 
3 รุนผลิต ทุกรุนผลิตยังคงมีปริมาณตัวยาคีโตติเฟนอยูในชวง มาตรฐานการยอมรับ 90-110 %LA  
 
5. การประเมินอายุยา    
           จากผลการทดลองในขอ 4 นําผลการศึกษาความคงสภาพมาประเมินอายุยาไดตามขอ        
กําหนดของ ICH Guideline Q1A(R2)(16)  จากผลการนํายาตัวอยางไปเรงที่อุณหภูมิ 40°C 75%RH 
เปนเวลา 6 เดือน และ ในสภาวะปกติ 30°C 75%RH ไปครบ 1 ป อยางนอย 2 รุนผลิตยายังคงมี
คุณสมบัติทางดานเคมีอยูในชวงที่กําหนดคือ 90-110% LA โดยการวิเคราะหคุณสมบัติทางดานเคมี
ของสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมน้ีสามารถกําหนดอายุยาไดเบื้องตน 2 ป  และติดตามผลการศึกษา
ความคงสภาพในสภาวะปรกติตอไปจนครบอายุ 2 ป หรือศึกษาตอไปในกรณีตองการขยายอายุ
จนกวายาจะหมดความคงสภาพยา อยางไรก็ตามการประเมินอายุยาน้ําเชื่อมตองพิจารณาไปถึง
รูปลักษณะ รส กลิ่น สี คาความเปนกรด-ดาง ปริมาณเชื้อปนเปอน (Microbial limit) ซึ่งในที่นี้ผลการ
ทดสอบอ่ืนๆผานมาตรฐาน(ไมรายงาน)  โดยในงานวิจัยน้ีมุงเนนไปทางดานการวิเคราะหทางเคมี 
หาปริมาณสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมดวยเทคนิค HPLC 
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บทที่ 5 

อภิปรายผล สรุป และขอเสนอแนะ 
 

อภิปรายผล 
            การดําเนินการวิจัยนี้เก่ียวกับการวิเคราะหหาปริมารสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมและ
ทําการศึกษาสภาวะการเสื่อมสลายของสารคีโตติเฟนในยานํ้าเชื่อมที่สภาวะกดดันตางๆ เพ่ือศึกษา
ความคงสภาพของยาที่ผลิต และสามารถนําผลการศึกษานี้ไปใชประเมินเพ่ือกําหนดอายุยาได วิธี
วิเคราะหที่ใชจําเปนตองเปนวิธีวิเคราะหที่สามารถระบุความคงสภาพได (Stability indicating 
method) และสามารถแยกสารอ่ืนออกจากตัวยาสําคัญ (คีโตติเฟน) ไดชัดเจน                    
             วิธีวิเคราะหหาปริมาณสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมนี้ สามารถแยกสารเสื่อมสลายออกจาก
ตัวยาสําคัญไดโดยใช เทคนิค HPLC แบบ gradient elution ใชสารละลายเคลื่อนที่ชนิด A (0.035% 
(v/v) ไตรเอทิลเอมีนในน้ําบริสุทธปราศจากไออน) และสารละลายชนิด B (0.035% (v/v) ไตรเอทิล
เอมีนในเมธานอล) คอลัมนเปน reversed phase Hypersil C18 ขนาดความยาว 250 mm กวาง 
4.6 mm ขนาดอนุภาคภายในคอลัมน 5 μm ตรวจวัดดวยเคร่ืองวัดแสง UV ที่ความยาวคลื่น 297 
nm โดยการฉีดตัวอยางปริมาณ 20 μl เขาเคร่ือง HPLC วิธีนี้สามารถแยกสารไดอยางจําเพาะ
เจาะจง ไมมีสารอ่ืนรบกวนการวิเคราะห ไมวาจะเปน ตัวทําละลาย สารชวยในน้ําเชื่อม และสารที่
เกิดจากการเส่ือมสลายของตัวยาคีโตติเฟนในสภาวะกดดันตาง ๆ 
             นําวิธีวิเคราะหที่จําเพาะเจาะจงกับสารคีโตติเฟนดังขางตนมาทําการตรวจสอบความ
ถูกตอง(Method validation) พบวาเปนวิธีมีความถูกตองและความแมนยําสูง โดยพิจารณาจากคา 
ความเปนเสนตรงของความสัมพันธระหวาง ความเขมขนของสารคีโตติเฟนและคาที่วัดไดจากเคร่ือง 
HPLC สมการเสนตรงที่ไดคือ Y= 0.8421X- 0.1549 คาสัมประสิทธสหสัมพันธ (R2) คือ 1.0000 ที่
ชวงความเขมขนที่วิเคราะห 10-160 μg/ml คาความถูกตองของการเคราะหสารคีโตติเฟนเม่ือทําการ
เติมสารคีโตติเฟนลงไปในน้ําเชื่อมเปลา ใหคารอยละการคืนยอนกลับคือ 98.0-100.4% ที่ความ
เขมขนของคีโตติเฟน 20 - 60 μg/ml และใหความแมนยําของการวิเคราะหซ้ําทั้งในวันเดียว 
(Intraday precision) กันและในเวลาตางวันกัน (Interday precision) โดยใหรอยละของคาเบี่ยงเบน
มาตรฐานสัมพัทธ เทากับ 0.02-0.05% และ 0.18-0.53% ตามลําดับ และจากการวิเคราะหซ้ําจาก
ตัวอยางยาเดียวกันจํานวน 6 ซ้ําใหคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธเทากับ 0.45% ซึ่งไมเกิน  2% 
นอกจากนี้วิธียังมีความคงทนเม่ือมีการเปลี่ยนเครื่องมือยังใหผลการวิเคราะหที่ไมแตกตางกัน วิธี
วิเคราะหดวย HPLC นี้มีประสิทธิภาพสูงสามารถตรวจวิเคราะหสารคีโตติเฟนโดยมีขีดจํากัดในการ
วิเคราะหเชิงปริมาณ (LOD) (S/N=3) เทากับ 0.25 μg และ ขีดจํากัดในการวิเคราะหเชิงคุณภาพ 
(LOQ) (S/N=10) เทากับ1.0 μg ตามลําดับ 
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            การศึกษาการเกิดการเสื่อมสลายของตัวยาสําคัญคีโตติเฟนและสารคีโตติเฟนใน 
ยานํ้าเชื่อม ดวยการกดดันสารดังกลาวในสภาวะที่ทําใหเกิดการเสื่อมสลายได จะพบวาตัวยาคีโต
ติเฟนวัตถุดิบสามารถเกิดการเส่ือมสลายไดงายกวาเม่ือสารอยูในน้ําเชื่อม โดยที่มีปริมาณตัวยาคีโต
ติเฟนลดลงไดมากกวาและเร็วกวา อาจเนื่องจากในยาน้ําเชื่อมมีสารชวยอ่ืนที่ทําใหคีโตติเฟนมีความ
คงตัว ที่สภาวะกรด ดาง และน้ํา สารคีโตติเฟนสามารถเกิดปฎิกริยาไฮโดรไลซิสได แตเปนไปอยาง
ชา ๆ ทําใหปริมาณสารคีโตติเฟนลดลงเพียงเล็กนอย ดังที่กลาวมาในบทที่ 2 สารคีโตติเฟนมี 
สารเสื่อมสลายดวยกันหลายชนิด ปฎิกิริยาที่สําคัญที่ทําใหเกิดการเส่ือมสลายไดงายคือปฏิกิริยา
ออกซิเดชัน และปฎิกิริยากับแสง UV  สวนสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมเกิดการเส่ือมสลายของตัวยา
สําคัญไดชัดเจนในสภาวะกดดันดวยแสงยูวีไดมากที่สุด และเร็วที่สุด ตามมาเปนการกดดันดวย
สภาวะที่มีสารออกซิเดชัน สวนสภาวะกรด-ดาง และความรอนความชี้นที่อุณหภูมิ 30°C 75% RH 
อุณหภูมิ 40°C 75% RH มีการเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กนอย ซึ่งอาจเกิดจากที่มีสารตัวชวยอ่ืนๆที่เปน
สวนประกอบอยูในสูตรยา เชน สารกันบูด บัพเฟอร ตานการเกิดปฎิกิริยา ชวยไมใหสัมผัสกับยาได
โดยตรงเหมือนสารคีโตติเฟนที่เปนวัตถุดิบ สําหรับยาน้ําเชื่อมที่สภาวะอุณหภูมิสูง 105 °C จะทําให
ยานํ้าเชื่อมมีลักษณะสีที่เปลี่ยนไป เน่ืองมาจากน้ําตาลที่ใชทํานํ้าเชื่อมไดรับความรอนสูงเกินไป 
ดังน้ันจึงไมควรเก็บยาน้ําเชื่อมไวในที่ๆมีอุณหภูมิสูงเกินที่กําหนดเพราะนอกจากจะทําใหยาเสีย
สภาพแลวยังเสี่ยงตอการเกิดการเส่ือมสลายของยา ทําใหยาหมดอายุเร็วกวาที่กําหนดได 
            ผลการศึกษาเพ่ือประเมินอายุยาคีโตติเฟนในน้ําเชื่อมที่สภาวะเรง 40°C 75% RH และที่
สภาวะปรกติ 30°C 75% RH ณ เวลาที่แตกตางกัน พบวามีผลการทดลองที่ %LA มีคาขึ้น-ลง ไม
สอดคลองในทางเดียวกันในตารางที่ 17 และ 18 อาจเน่ืองจากที่วิเคราะหจากคนละขวดกันในแตละ
เดือน เน่ืองจากในการทดลองนี้จะเก็บตัวอยางยาที่ผลิตรุนเดียวกันจํานวน 6 ขวด และ 12 ขวด ตาม
จํานวนเดือนที่จะวิเคราะห การที่ตัวอยางจากคนละภาชนะบรรจุนี้ทําใหผลการวิเคราะหในแตละขวด
อาจมีปริมาณตัวยาคีโตติเฟน หรือมีการเส่ือมสลายเกิดไมเทากันได (จากตาราง ที่ 14 ผลการ
วิเคราะหสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมที่สภาวะกดดันดวยแสงยูวี มีคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสูงสุด 
5.93% และจากตารางที่ 15 ผลการวิเคราะหสารคีโตติเฟนในน้ําเชื่อมที่สภาวะกดดันดวยสาร
ออกซิเดชัน มีคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสูงสุด 3.86%) หรืออาจเกิดจากการบรรจุยาคีโตติเฟนในบาง
ขวดฝาไมสนิทเทาที่ควร ทําใหน้ําระเหย ยานํ้าเชื่อมมีความเขมขนมากขึ้นก็เปนได  การทดลองนี้
สามารถประเมินอายุยาจากการสรุปผลการศึกษาความคงสภาพของยาในสภาวะเรงเปนเวลา 6 
เดือนและสภาวะปรกติเปนเวลา 12 เดือน พบวายามีปริมาณสารสําคัญคีโตติเฟนเหลือประมาณ 
94% LA จากสภาวะเรงและลดเหลือประมาณ 98% LA ที่สภาวะปรกติ ซึ่งอยูในชวง 90-110% LA  
ดังน้ันสามารถกําหนดอายุยาไดเบื้องตน 2 ป และติดตามการศึกษาความคงสภาพของยาในสภาวะ
ปรกติตอไปจนกวายาจะครบอายุยาหรือศึกษาเพื่อขยายอายุยาตอไปหรือศึกษาจนกวายาจะไมมี
คุณสมบัติตามมาตรฐานที่กําหนด คือคุณลักษณะทางกายภาพ ทางเคมี และทางชีววิทยาเปนตน 
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            พบวาอุปสรรคของการวิจัยคือ สารคีโตติเฟนมีสารเส่ือมสลายหลายชนิด สารมาตรฐาน
ของสารเส่ือมสลายมีขายในราคาที่แพง ในครั้งน้ีจึงยังไมมีการศึกษาสารเสื่อมสลายไดทั้งหมด ศึกษา
เพียงสารเสื่อมสลายคีโตติเฟนชนิด G เปนตัวแทน เน่ืองจากพบวาสารเส่ือมสลายน้ีมีคาสัมประสิทธ
การเคลื่อนที่ออกจากคอลัมน (Relative retention time: RRT) เม่ือเทียบกับสารคีโตติเฟนมีคา
ใกลเคียงกันมากคือ 0.9 ซึ่งพีคที่ออกมาอาจรบกวนการวิเคราะหได ซึ่งหมายถึงอาจทําใหไม
สามารถแยกออกจากกันไดดีนัก จากผลการทดลองในสภาวะกดดันตาง ๆ พบวาการเส่ือมสลายของ
สารคีโตติเฟนสวนใหญจะเกิดเปนสารเส่ือมสลายคีโตติเฟนชนิดอ่ืนชัดเจนมากกวาสารเสื่อมสลาย
ชนิด G โดยเกิดในตําแหนง นาทีที่ 2.3 และ 2.5 (ภาพประกอบที่ 10 ,11 และ 12 ) ซึ่งมีขนาดของ
โครมาโตแกรมที่เพ่ิมขึ้นสัมพันธกับการเส่ือมสลายของตัวยาคีโตติเฟนที่เพ่ิมขึ้น แตในงานวิจัยนี้
ผูวิจัยยังไมมีการตรวจสอบเอกลักษณของสารเสื่อมสลายที่เกิดขึ้นที่ตําแหนงน้ี  งานวิจัยนี้มุงเนนถึง
วิธีที่เหมาะสมที่จะแยกสารออกจากกันมากกวาการพิสูจนเอกลักษณสาร       
 
สรุป และขอเสนอแนะ 
          วิธีการวิเคราะหคีโตติเฟนดวย HPLC ที่ใชนี้มีความเหมาะสมสามารถใชวิเคราะหไดทั้งยาที่
ผลิตขึ้นใหมและยาที่เก็บศึกษาความคงสภาพไดถูกตองแมนยําตามมาตรฐานการตรวจสอบความ
ถูกตองของวิธีวิเคราะห ตาม ICH Guideline Q2 (R1) (13) โดยไมมีการรบกวนจากของตัวทําละลาย 
สารชวยที่ใชในการผลิต สารเส่ือมสลายอ่ืนๆ โดยเฉพาะสารเสื่อมสลายชนิด G อยูใกลเคียงกันก็
สามารถแยกไดตามมาตรฐาน (16)  
          จากการศึกษาการเสื่อมสลายของสารคีโตติเฟนในยาน้ําเชื่อมในครั้งน้ีผูวิจัยหวังเปนอยางยิ่ง
วาจะเปนประโยชนตอการผลิตและควบคุมคุณภาพยาคีโตติเฟนในน้ําเชื่อมเพ่ือจําหนายเริ่มตั้งแต                 
ขบวนการเก็บรักษาวัตถุดิบที่เปนตัวยาสําคัญไมใหเกิดการเส่ือมสลายในขั้นตอนการผลิตยา ตั้งแต
สวนประกอบในสูตรตํารับของยา ขั้นตอนการผลิต การบรรจุ ภาชนะบรรจุ สภาวะการเก็บรักษา ที่
จะสามารถปองกันเกิดการเสื่อมสลาย จากแสง ความรอนและความชื้นที่เหมาะสม จากการ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันดวยสารตางๆได ตลอดจนการใชวิธีวิเคราะหที่ไดรับการตรวจสอบความ
ถูกตองวิเคราะหและติดตามคุณภาพของยาตลอดอายุยา อีกทั้งใชการงานวิจัยน้ีเปนแนวทางใน
การศึกษายาอ่ืนๆไดเชนกัน  
 
งานวิจัยในอนาคต 
           งานวิจัยนี้ประสบความสําเร็จในการศึกษาสภาวะการเสื่อมสลายของสารคีโตติเฟนในยา
น้ําเชื่อมโดยใชวิธีวิเคราะหที่สามารถแยกสารเสื่อมสลายไดดีแลว ยังสามารถทําการวิจัยในอนาคต
ไดถึงการเส่ือมสลายของคีโตติเฟนวัตถุดิบ ชนิดสารเส่ือมสลายใดเกิดขึ้นจากสภาวะตาง ๆ และ
สามารถทําการวิจัยเพ่ิมเติมในหัวขอ วิเคราะหหาปริมาณสารเสื่อมสลายเพ่ือกําหนดปริมาณสาร
เสื่อมสลายในตํารับยาไดตอไป  
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