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ภาควชิา : อาหารและเภสชัเคมี 

        Dihydroartemisinin (DHA) is an Artemisinin derivative used in combination with Piperaquine as antimalarial regimen 

which is actively used in Eastern Thailand, Cambodia, and Vietnam. Based on several labile functional groups on DHA 

structure, such as peroxide and hemiacetal, the drug has been reported to have stability problem and can be degraded via 

many pathways. A suitable stability indicating analytical method is essential to control the drug quality and it is one of the 

key for substandard and counterfeit drugs prevention. The DHA monograph in International Pharmacopoeia 2011 has been 

used primarily to assess the content and purity of DHA through simple isocratic RP-HPLC analysis. However, the 

specificity of the official method may not be sufficient considering that DHA is highly unstable. In this study, the 

specificity of method has been verified through series of stress test study. Stress conditions have been used to force the 

degradation of DHA in order to determine the capability of the method to separate active drug and its related compounds. 

The results from stress testing in acid and base indicate that the drug monograph issued in International Pharmacopoeia do 

not have sufficient specificity and require further development. 
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ค าน า 

 รายงานน้ีไดจ้ดัท าข้ึนเพื่อเป็นส่วนหน่ึงในโครงการปริญญานิพนธ์ของนิสิตชั้นปีท่ี ๕  คณะเภสัช

ศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั โดยไดน้ าเสนอการประเมินความจ าเพาะของวธีิวเิคราะห์ตามเภสัชต ารับ

ของยา Dihydroartemisinin ดว้ย High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

 ในปัจจุบนัวธีิวเิคราะห์ยา Dihydroartemisinin มีการก าหนดไวโ้ดย The International 

Pharmacopoeia Monograph 2011 ซ่ึงวธีิดงักล่าวมีขอ้บกพร่องบางประการในดา้นความจ าเพาะของวธีิ

วเิคราะห์หาปริมาณตวัยาส าคญั จึงไดมี้การประเมินความจ าเพาะของวธีิวิ เคราะห์ดงักล่าวโดยศึกษาจากตวัยา

ในสภาวะต่างๆ เพื่อเป็นการยนืยนัถึงความจ าเพาะและความเหมาะสมของวธีิวเิคราะห์ตามเภสัชต ารับ

ดงักล่าวในการน ามาใชว้เิคราะห์หาปริมาณตวัยา Dihydroartemisinin ในระดบัสากลต่อไป  

ผูจ้ดัท าโครงการหวงัวา่โครงการน้ีจะเป็นประโยชน์ส าหรับผูท่ี้สนใจศึกษาและประชาชนทัว่ไป 

หากในรายงานน้ีมีขอ้บกพร่องประการใด ทางผูจ้ดัท าโครงการขออภยัมา ณ ท่ีน้ีดว้ย  

คณะผูจ้ดัท า 
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กติตกิรรมประกาศ 
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ค  าปรึกษาแนะน าและช่วยตรวจสอบแกไ้ขขอ้บกพร่องของโครงการน้ี ตลอดจนใหค้วามรู้และขอ้คิดเห็นท่ี

เป็นประโยชน์อยา่งยิง่ต่อโครงการน้ี 

 ขอขอบพระคุณภาควชิาอาหารและเภสัชเคมี และศูนยน์วตักรรมทางยาและผลิตภณัฑสุ์ขภาพแห่ง

จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั (CU.D.HIP) ท่ีกรุณาใหก้ารสนบัสนุนในการด าเนินการท าโครงการน้ี 
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บทที่ 1 

บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

 ยาสูตรผสมระหวา่ง  Dihydroartemisinin  และ  Piperaquine  เป็นทางเลือกหน่ึงในการรักษาผูป่้วย
มาลาเรีย  โดยเฉพาะอยา่งยิง่ผูป่้วยแถบชายแดนทางภาคตะวนัออกของไทย  กมัพชูา  และเวยีดนาม[1]  ซ่ึง
ประสบปัญหาจากการแพร่กระจายของยาดอ้ยคุณภาพและยาปลอม  จากการศึกษาความคงตวัของยา  
Dihydroartemisinin  พบวา่ตวัยาสามารถเส่ือมสลายไดง่้ายในสภาวะต่างๆ[2], [3] เช่น สภาวะท่ีมีความร้อนสูง, 
ความช้ืนและในสารละลายท่ีมีน ้า, สภาวะความเป็นกรด-ด่าง รวมถึงโลหะบางชนิดท่ีสามารถเกิดปฏิกิริยา 
Oxidation ได ้เช่น Fe2+, Mn2+ และ nucleophile จึงท าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างและคุณสมบติัของยา  
ซ่ึงส่งผลต่อฤทธ์ิทางการรักษาท่ีเปล่ียนแปลงและอาจเกิดความเป็นพิษข้ึน  ซ่ึงปัญหาดงักล่าวน้ีมีผลต่อ
ประสิทธิผลในการรักษาของยา  จากวธีิวเิคราะห์ยา  Dihydroartemisinin  ท่ีมีในเภสัชต ารับในปัจจุบนั  เช่น  
International Pharmacopoeia 2011[4]  และ  Chinese Pharmacopoeia 2005[5]  ไม่ไดมี้การค านึงถึงความคงตวั
ของ  Dihydroartemisinin  เท่าท่ีควร  และอาจไม่สามารถน ามาใชว้เิคราะห์แยกตวัยาและสารปนเป้ือนท่ีเกิด
จากการเส่ือมสลายของตวัยาไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ  จึงอาจเป็นสาเหตุส าคญัท่ีท าใหป้ระสบปัญหายาปลอม
และยาดอ้ยคุณภาพได ้ 

จากขอ้สงสัยเก่ียวกบัประสิทธิภาพของวธีิวเิคราะห์ในเภสัชต ารับ  โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในเร่ืองท่ี
เก่ียวกบัความจ าเพาะ (specificity) ของวธีิการในการตรวจสอบสารส าคญั (ตวัยา) สารเส่ือมสลาย และ
สารประกอบอ่ืนๆของยา  Dihydroartemisinin  ท าใหท้างผูว้จิยัมีความสนใจท่ีจะศึกษาและประเมิน
ประสิทธิภาพของวธีิวเิคราะห์ยา  Dihydroartemisinin  ท่ีมีในสูตรต ารับต่างๆ  เพื่อปรับปรุงวธีิวเิคราะห์ใหมี้
ประสิทธิภาพมากข้ึน  
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1.2 คุณสมบัติทางเคมีและฟิสิกส์ของตัวยา 

 
รูปที ่1 โครงสร้างของ Dihydroartemisinin   

ช่ือทางเคมี (3R,5aS,6R,8aS,9R,10S,12R,12aR)-3,6,9-trimethyldecahydro-12H-
3,12epoxypyrano[4,3-j]-1,2-benzodioxepin-10-ol 
(3R, 5aS, 6R, 8aS, 9R, 10S, 12R, 12aR)-Decahydro3, 6, 9-trimethyl-3, 12-

epoxy-12H-pyrano [4, 3-j]-1, 2-benzodioxepin-10-ol 

ช่ือพอ้ง Artenimolum, Artenimol, β-dihydroartemisinin 

ลกัษณะทางกายภาพ ผงหรือผลึกสีขาว 

การละลาย ในน ้า: Practically insoluble (130-160 µg/ml) 

 ใน Acetonitrile: Slightly soluble (1 ส่วน ในสารละลาย 100 ถึง 1,000 ส่วน) 

 ใน Ethanol, Methanol: ประมาณ 750 g/l 

 ใน Dichloromethane : Soluble (1 ส่วน ในสารละลาย 10 ถึง 30 ส่วน) 

pKa 12.6 

logP 2.5 

มวลโมเลกุล 284.4 

สูตรโมเลกุล C15H24O5 

จุดหลอมเหลว 140ºC 

การเก็บรักษา เก็บในภาชนะปิดสนิท และป้องกนัแสง 
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1.3 สภาวะและปฏิกริิยาการเส่ือมสลายของตัวยา[1], [2] 

จากการศึกษาพบวา่ ตวัยา Dihydroartemisinin เป็นสารท่ีมีความคงตวัต ่า เน่ืองจากลกัษณะของ

โครงสร้าง ท าใหอ้าจเกิดการเส่ือมสลาย (Degradation) ของตวัยาไดเ้ป็นสารปนเป้ือน (Impurity) ไดใ้น

สภาวะต่างๆ เช่น 

I. การเส่ือมสลายเน่ืองจากอุณหภูมิ 

- ในสภาวะท่ีมีอุณหภูมิ 100ºC ภายใตก้๊าซไนโตรเจน (N2) จะพบการเส่ือมสลายดงัรูปท่ี 2 

 
รูปที ่2 การเส่ือมสลายของ Dihydroartemisinin ท่ีอุณหภูมิ 100ºC (N2) 

 

- ในสภาวะท่ีมีอุณหภูมิ 40ºC ความช้ืนสัมพทัธ์ 70%RH 

 เม่ือเวลาผา่นไป 1 เดือน พบการเส่ือมสลายของตวัยา 2.0% 

 เม่ือเวลาผา่นไป 3 เดือน พบการเส่ือมสลายของตวัยา 2.9% 

 

II. การเส่ือมสลายในสารละลายน ้าเน่ืองจากภาวะความเป็นกรด – ด่าง 



4 

 

- ในสารละลาย 5 M HCl ในน ้า : THF (1:1) จะพบการเส่ือมสลายดงัรูปท่ี 3 

 

รูปที่ 3 การเส่ือมสลายของ Dihydroartemisinin ในสารละลาย 5 M HCl ในน ้า : THF (1:1) 

- ในสารละลาย 5 M HCl ในน ้า : Ethanol (1:1) จะพบการเส่ือมสลายดงัรูปท่ี 4 

 

รูปที่ 4 การเส่ือมสลายของ Dihydroartemisinin ในสารละลาย 5 M HCl ในน ้า : Ethanol (1:1) 

- ในสารละลาย 1M KOH ในน ้า จะพบการเส่ือมสลายดงัรูปท่ี 5 
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รูปที่ 5 การเส่ือมสลายของ Dihydroartemisinin ในสารละลาย 1 M KOH ในน ้า 

1.4 หลกัการของ High Performance Liquid Chromatography (HPLC)[6] 

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) หรือโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง

แยกสารเคมีภายใตค้วามดนัของเหลว สามารถใชใ้นการวเิคราะห์สารเชิงคุณภาพวเิคราะห์ (Qualitative 

Analysis) และปริมาณวเิคราะห์ (Quantitative Analysis) เป็นเทคนิคท่ีใชส้ าหรับแยกสารประกอบท่ีผสมอยู่

ในตวัอยา่ง โดยกระบวนการแยกสารละลายท่ีประกอบดว้ยสารมากกวา่หน่ึงอยา่งระหวา่งวฏัภาค 2 วฏัภาค 

คือ วฏัภาคคงท่ี ( Stationary phase) กบั วฏัภาคเคล่ือนท่ี (Mobile phase) ซ่ึงสารจะถูกแยกออกมาในเวลาท่ี

ต่างกนั โดยการท่ีสารผสมในตวัอยา่งจะสามารถถูกแยกออกจากกนัไดน้ั้น ข้ึนอยูก่บัความสามารถในการเขา้

กนัไดดี้ของสารนั้นกบั mobile phase หรือ stationary phase   สารประกอบตวัไหนท่ีสามารถเขา้กนัไดดี้กบั 

mobile phase จะเคล่ือนท่ีผา่น column ไดเ้ร็ว สารนั้นก็จะถูกแยกออกมาก่อน ส่วนสารท่ีเขา้กนัไดไ้ม่ดีกบั 

mobile phase หรือเขา้กนัไดดี้กบั stationary phase จะเคล่ือนท่ีผา่น column ไดช้า้ ก็จะถูกแยกออกมาทีหลงั  

 

รูปที ่6 การท างานของเคร่ือง HPLC 
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การท างานของเคร่ือง Pump จะสูบตวัท าละลายซ่ึงท าหนา้ท่ีเป็นวฏัภาคเคล่ือนท่ี (mobile phase) พา

สารตวัอยา่งท่ีถูกฉีดเขา้ทางช่องฉีดสาร (injector) ผา่นอนุภาคท่ีเป็นวฏัภาคคงท่ี (stationary phase) ซ่ึงบรรจุ

อยูใ่นคอลมัน์ (column) สารผสมตวัอยา่งจะเคล่ือนท่ีผา่นคอลมัน์และถูกแยกออกมา ผา่นเขา้สู่เคร่ือง

ตรวจวดั (detector) ในเวลาท่ีต่างกนั สัญญาณท่ีวดัไดจ้ะอยูใ่นรูปสัญญาณไฟฟ้าตามเวลาและปริมาณของ

สารแต่ละตวัท่ีตรวจวดัได้ จากนั้นสัญญาณจะถูกส่งไปยงัเคร่ืองบนัทึกสัญญาณ เพื่อแสดงผลออกมาเป็นโคร

มาโทแกรม (chromatogram)  

ส่วนประกอบของเคร่ือง  HPLC 

1.  Solvent / Mobile Phase หรือตวัท าละลายท่ีใชใ้นการชะหรือแยกสารตวัอยา่ง เป็นวฏัภาค

เคล่ือนท่ี มีลกัษณะเป็นของเหลว ท าหนา้ท่ีในการน าสารตวัอย่างและตวัท าละลายเขา้สู่ stationary 

phase (ในท่ีน้ีคือ คอลมัน์) เพื่อใหเ้กิดกระบวนการแยกภายในคอลมัน์ 

คุณสมบติัท่ีส าคญับางประการของ Mobile Phase ท่ีใชใ้น HPLC ไดแ้ก่ 

1). ไม่ท าปฏิกิริยากบั Column หรือ Packing Material เน่ืองจากอาจท าใหคุ้ณสมบติัในการแยกสาร

เปล่ียนแปลงไป  

2). สามารถละลายสารตวัอยา่งได ้ 

3). ปราศจาก Particle (ท าใหเ้กิดการอุดตนัใน Column เป็นการเพิ่มความดนัในระบบ) และ 

Dissolved Gas  

ดงันั้น Solvent และสารละลายตวัอยา่งทุกชนิดก่อนการวเิคราะห์โดยใช ้HPLC ควรกรอง

ผา่นกระดาษกรองท่ีมีรูพรุนขนาด 0.45 – 0.5 ไมครอน, Centrifuge และก าจดัก๊าซซ่ึงละลายอยูใ่น

สารละลายทั้งหมดซ่ึงอาจท าไดโ้ดยใช ้Ultrasonic Bath (Sonicator) 

4). บริสุทธ์ิปราศจากส่ิงเจือปน ซ่ึงรวมถึงพวก Preservative และ Stabilizer ต่างๆ ส าหรับน ้ากลัน่

จะตอ้งปราศจากสารอินทรียแ์ละแบคทีเรียต่างๆ  

5). เหมาะสมกบัชนิดของ Detector ท่ีใช ้ 
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2. Degasser ท าหนา้ท่ีก าจดัฟองอากาศท่ีมีอยูใ่น mobile phase เพื่อไม่ใหฟ้องอากาศเขา้สู่ 

column และ detector แต่ทั้งน้ี ถึงแมว้า่เคร่ืองจะมี Degasser อยูแ่ลว้ก็ควรตอ้งผา่นการ Sonicate 

ก่อน เพื่อลดภาระการท างานของ Degasser   

3. Pump ท าหนา้ท่ีดึงตวัท าละลาย (mobile phase) เขา้สู่ระบบ HPLC เน่ืองจากในการแยก

สารผสมในเทคนิค HPLC จะอาศยัหลกัการไหลของวฎัภาคเคล่ือนท่ีผา่นวฏัภาคอยูก่บัท่ี ท่ีมีขนาด

อนุภาคเล็กมาก จึงท าใหเ้กิดความตา้นทานการไหล ระบบป๊ัมจึงมีความส าคญัมากในการท่ีจะท า

ใหเ้กิดความดนัสูงเพื่อท่ีจะเอาชนะแรงตา้นทาน 

Pump สามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 2 แบบ 

1). Isocratic pump ใชอ้ตัราส่วนของ Mobile Phase คงท่ีตลอดเวลา 

2). Gradient Pump เป็น pump ท่ีสามารถควบคุมการเปล่ียนแปลงอตัราส่วนของ Mobile Phase ได้

ตามเวลาท่ีก าหนด 

4. Injector / Autosampler ท าหนา้ท่ีในการฉีดสารตวัอยา่งเขา้สู่ระบบ HPLC เป็น

ต าแหน่งท่ีรับสารละลายตวัอยา่งท่ีตอ้งการวเิคราะห์ และสารละลายจะเขา้สู่คอลมัน์ตาม

ปริมาณท่ีก าหนด โดยอาศยัการไหลของ Mobile phase ซ่ึง มี 2 แบบ ไดแ้ก่ 

- Manual Injector คือการใชเ้ขม็ฉีด ฉีดสารละลายตวัอยา่งท่ีตอ้งการทดสอบเขา้ไประบบ

โดยผูป้ฎิบติังาน ซ่ึงวธีิน้ีจะส่งผลใหเ้กิดความคลาดเคล่ือนมากกวา่อีกวธีิท่ีจะกล่าวต่อไป 

- Auto samples Injector คือ ฉีดสารละลายตวัอยา่งท่ีตอ้งการทดสอบเขา้ไประบบโดย

เคร่ืองมืออตัโนมติั 

5. Column คือส่วนท่ีบรรจุวฎัภาคคงท่ี (Stationary Phase) ในการวเิคราะห์มกัใชห้ลกัการ 

Partition ระหวา่ง Mobile Phase และ Stationary Phase ท าใหเ้กิดกระบวนการแยกของ

องคป์ระกอบของสารท่ีสนใจ 

การทดสอบประสิทธิภาพคอลมัน์ 

  โดยทัว่ไปการพิจารณาประสิทธิภาพของคอลมัน์จะพิจารณาจากเกณฑข์องค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ดงั

ตารางท่ี 1 
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ตารางที ่1 พารามิเตอร์ต่างๆ ท่ีเก่ียวกบัประสิทธิภาพคอลมัน์ 

หมายเหตุ t0 : void time  tr : retention time F : flow rate 

  α: seperation factor k' : capacity factor N : column efficiency 

  W0.05: width at 5 % Wb : width at base W1/2 : width at half 

Retention time (tr) คือ ระยะเวลาตั้งแต่สารเขา้สู่ระบบจนถึงเวลาท่ี detector รับสัญญาณได ้

Void volume คือ ปริมาตรช่องวา่งในคอลมัน์ หรือปริมาตรในส่วนท่ีคอลมัน์ไม่สามารถจบัสาร 
(retain) ไวไ้ด ้สามารถหาค่าไดจ้ากการฉีดสารท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็ก ซ่ึงสารน้ีจะไม่ถูก retain ไวใ้นคอลมัน์
และสามารถผา่นออกมาพร้อมกบั mobile phase ได ้จากนั้นน าค่า retention time (void time) ท่ีไดม้าคูณกบั 
flow rate ท่ีใช ้ก็จะไดเ้ป็นค่า void volume ซ่ึงจะมีความส าคญัในการค านวณค่าพารามิเตอร์อ่ืนๆ ต่อไป 

Capacity factor (k') เป็นค่าท่ีบอกความสามารถในการ retain สารท่ีจะวเิคราะห์ไวใ้นคอลมัน์ ซ่ึง
ค่าน้ีจะตอ้งใช ้void time ในการค านวณ 

Resolution (Rs) เป็นค่าพารามิเตอร์ท่ีใชบ้อกความสามารถในการแยก peak ออกจากกนั เน่ืองจาก
ในการวเิคราะห์ปริมาณตวัยา หาก peak ท่ีตอ้งการไม่แยกออกจาก peak อ่ืนอยา่งชดัเจน พื้นท่ีของ peak ก็จะ
ไม่ชดัเจนท าใหก้ารค านวณปริมาณผดิพลาดได ้

Tailing factor เป็นค่าท่ีบอกลกัษณะของ peak และจะมีค่าสูงเม่ือคอลมัน์เร่ิมเส่ือมคุณภาพ 
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Number of theoretical plate (N) เป็นค่าท่ีใชใ้นการบอกประสิทธิภาพของคอลมัน์ โดยจะข้ึนอยู่
กบัคุณสมบติัของสารตวัอยา่ง และสภาวะท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ เช่น mobile phase, flow rate, อุณหภูมิ, 
คุณภาพ และการบรรจุของ packing material 

6.  Detector ตวัตรวจวดัสัญญาณ ท าหนา้ท่ีในการตรวจวดัสัญญาณของสารท่ีสนใจท่ีไดจ้าก

กระบวนการแยก มีหลายชนิดท่ีใชใ้นปัจจุบนั การเลือกใชข้ึ้นกบัตวัอยา่งท่ีสนใจวา่สามารถ

ตอบสนองกบั Detector ชนิดไหนไดดี้ โดยชนิดท่ีใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ีคือ “UV- Detector 

หรือ Photodiode array Detector” ซ่ึงสารท่ีวเิคราะห์จะตอ้งสามารถดูดกลืนแสง UV ได ้เม่ือ

ตอ้งการใช ้UV Detector อาจเตรียม derivative ของสารประกอบท่ีวเิคราะห์เพื่อใหไ้ดส้ารซ่ึง

ดูดกลืนคล่ืนแสง UV 

1.5  วตัถุประสงค์ของการวจัิย 

เพื่อยนืยนัประสิทธิภาพของวธีิวเิคราะห์หาปริมาณและความบริสุทธ์ิของตวัยา Dihydroartemisinin 

ท่ีใชอ้ยูใ่นปัจจุบนั 

1.6 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับจากการวจัิย 

ขอ้มูลท่ีไดจ้ากการท าวจิยัสามารถน าไปใชใ้นการพฒันาปรับปรุงวธีิวเิคราะห์คุณภาพและความคง

ตวัของยา  Dihydroartemisinin  ใหมี้ประสิทธิภาพมากข้ึน 
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บทที่ 2 

ปริทัศน์วรรณกรรม 

2.1 วธีิวเิคราะห์ทีเ่ป็นทางการของยา Dihydroartemisinin ตามเภสัชต ารับ The International 

Pharmacopoeia Monograph 2011[4] 

จากการศึกษา The International Pharmacopoeia Monograph 2011 ในหวัขอ้การวเิคราะห์หาปริมาณ

ตวัยาส าคญัของยา Dihydroartemisinin พบวา่มีขอ้มูลดงัน้ี 

 Method A  

 วเิคราะห์โดยใช ้Reverse Phase High Performance Liquid Chromatography ซ่ึงมีรายละเอียดดงัน้ี 

Stationary phase  : C18 (4.6×100 mm), 3 µm 

Mobile phase  : Acetonitrile : Water (60 : 40) 

Flow rate  : 0.6 ml/min 

UV detector  : 216 nm 

Injection volume  : 20 µl 

การเตรียมสารละลาย 

Diluent   : Acetonitrile : Water (60 : 40) 

Standard  preparation : ละลาย Dihydroartemisinin References Standard ท่ีชัง่มาถูกตอ้ง 

     ดว้ย diluents ใหมี้ความเขม้ขน้ 1.0 mg/ml  

Assay  preparation : ละลาย Dihydroartemisinin ท่ีชัง่มาถูกตอ้งดว้ย diluents ใหมี้ 

     ความเขม้ขน้ 1.0 mg/ml 

ผลการวเิคราะห์ 
           น าพื้นท่ีใตพ้ีคของ Dihydroartemisinin และ 10-epi-dihydroartemisinin ท่ีไดจ้ากสารละลาย
ท่ี 1 และ 2 ตามล าดบั จากนั้นค านวณเป็นเปอร์เซ็นตข์องปริมาณยา Artemisinin (C15H22O5) ในรูป
ของ dried substance 
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Method B 
วเิคราะห์โดยใช ้UV-Vis Spectrophotometry ท่ี 292 nm โดยมีการเตรียมสารละลายดงัน้ี 
 Blank preparation : EtOH : 0.2 N NaOH (1 : 4) 
 Standard preparation : Dihydroartemisinin References Standard ความเขม้ขน้ 0.01  

     mg/ml ใน Ethanol : 0.05 N NaOH (1:4) 
Sample preparation : Dihydroartemisinin References Standard ความเขม้ขน้ 0.01  
     mg/ml ใน Ethanol : 0.05 N NaOH (1:4) 

 ผลการวเิคราะห์ 
   วดัค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายท่ีความยาวคล่ืน 292 นาโนเมตร โดยใชเ้คร่ือง UV-Vis 

Spectrophotometer และเทียบปริมาณสารท่ีวเิคราะห์ได ้(Artemisinin (C15H22O5)) กบัสารมาตรฐาน
ในรูปของ dried substance 

 
2.2 วธีิวเิคราะห์จากบทความช่ือ On-column Epimerization of Dihydroartemisinin: An Effective 

Analytical Approach to Overcome the Shortcomings of The International Pharmacopoeia 

Monograph[7] 

 วเิคราะห์โดยใช ้Reverse Phase High Performance Liquid Chromatography ซ่ึงมีรายละเอียดดงัน้ี 

Stationary phase  : Symmetry C18 (4.6×150 mm), 3 µm 

Mobile phase  : Acetonitrile : Water (60 : 40) 

Flow rate  : 1.0 ml/min 

UV detector  : 210 nm 

Injection volume  : 5 µl    

Temperature  : 25ºC 

การเตรียมสารละลาย 

Diluent   : Acetonitrile : Water (60 : 40) 

Standard  preparation :  

     - ละลาย 10 mg Dihydroartemisinin References Standard ท่ีชัง่มาถูกตอ้งดว้ย diluents ใน 

volumetric flask ขนาด 10 ml น าไป sonicate  ปรับปริมาตรดว้ย diluents จนครบปริมาตร ใหมี้

ความเขม้ขน้ 1.0 mg/ml  
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     - ละลาย 10 mg Artemisinin References Standard ท่ีชัง่มาถูกตอ้งดว้ย diluents ใน volumetric 

flask ขนาด 5 ml น าไป sonicate  ปรับปริมาตรดว้ย diluents จนครบปริมาตร ใหมี้ความเขม้ขน้ 2.0 

mg/ml 

     - ปิเปตสารละลายทั้งสองมาสารละลายละ 200 µl ผสมใหเ้ขา้กนั 

Assay  preparation :  

     - ละลาย 10 mg Dihydroartemisinin ท่ีชัง่มาถูกตอ้งดว้ย diluents ใน volumetric flask ขนาด 10 

ml น าไป sonicate  ปรับปริมาตรดว้ย diluents จนครบปริมาตร ใหมี้ความเขม้ขน้ 1.0 mg/ml  

     - ละลาย 10 mg Artemisinin ท่ีชัง่มาถูกตอ้งดว้ย diluents ใน volumetric flask ขนาด 5 ml น าไป 

sonicate  ปรับปริมาตรดว้ย diluents จนครบปริมาตร ใหมี้ความเขม้ขน้ 2.0 mg/ml 

     - ปิเปตสารละลายทั้งสองมาสารละลายละ 200 µl ผสมใหเ้ขา้กนั 

ผลการวเิคราะห์  

 

  

รูปที ่7 แสดงโครมาโทแกรมของ (1)Diketoaldehyde (2)2α-dihydroartemisinin (3)2β-

dihydroartemisinin (4)Artemisinin เม่ือใช ้symmetry C18 column (4.6×150 mm) 

จากการทดลองพฒันาวธีิวเิคราะห์ยา Dihydroartemisinin โดยการปรับเปล่ียนชนิดของคอลมัน์และ

สภาวะต่างๆของคอลมัน์ คือ ความยาวคอลมัน์ เส้นผา่นศูนยก์ลางคอลมัน์ และขนาดอนุภาคภายในคอลมัน์ 

พบวา่ คอลมัน์ชนิด symmetry C18 column ท่ีมีเส้นผา่นศูนยก์ลาง 4.6 mm มีความยาว 150 mm และมีขนาด

อนุภาคภายใน 3 µm เป็นลกัษณะของคอลมัน์ท่ีมีความเหมาะสมต่อการแยกสาร Artemisinin, 
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Dihydroartemisinin และ Diketoaldehyde (ซ่ึงเป็นสารสลายชนิดหน่ึงของตวัยา Dihydroartemisinin) ออก

จากกนัไดดี้ ดงัรูปท่ี 7 นอกจากน้ี จากการศึกษายงัพบวา่ อุณหภูมิคอลมัน์ขณะวเิคราะห์ก็มีผลต่อการแยก

ของโครมาโทแกรมของสาร จึงไดมี้การทดลองวเิคราะห์ยา Dihydroartemisinin ดว้ยลกัษณะของคอลมัน์

ดงักล่าวภายใตอุ้ณหภูมิท่ีแตกต่างกนั คือ ท่ี 0ºC, 5 ºC, 10 ºC และ 25 ºC ไดผ้ลการทดลองดงัแสดงในรูปท่ี 8 

 

รูปที ่8 แสดงการวเิคราะห์ยา Dihydroartemisinin ดว้ย symmetry C18 column (4.6×150 mm, 3 µm) 
ท่ีอุณหภูมิต่างๆ (A)T=0ºC (B) T=5 ºC (C) T=10 ºC และ (D) T=25 ºC  
 

 จากการพิจารณาวธีิวเิคราะห์ตามบทความช่ือ On-column Epimerization of Dihydroartemisinin: An 
Effective Analytical Approach to Overcome the Shortcomings of The International Pharmacopoeia 
Monograph พบวา่เม่ือใช ้Chromatographic system ใกลเ้คียงกบัของ The International Pharmacopoeia 
Monograph 2011 แลว้ จะไดล้กัษณะโครมาโทแกรมของยาเป็น 2 พีคหลกั (two-principle peak) ซ่ึงมีส่วนท่ี
เช่ือมต่อกนั ไม่สามารถแยกออกจากกนัไดอ้ยา่งชดัเจน ท าให้เกิดขอ้สงสัยในดา้นความจ าเพาะเจาะจงของวธีิ
วเิคราะห์ตาม The International Pharmacopoeia Monograph 2011 วา่เป็นวธีิวเิคราะห์ท่ีมีความเหมาะสมและ
มีความจ าเพาะเพียงพอต่อการวเิคราะห์หาปริมาณตวัยา Dihydroartemisinin หรือไม่เน่ืองจากหากวธีิ
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วเิคราะห์มีความจ าเพาะไม่เพียงพอ อาจท าใหก้ารวเิคราะห์หาปริมาณตวัยาส าคญัมีขอ้ผดิพลาดเกิดข้ึนได ้
ดงันั้นจึงไดมี้การศึกษาและประเมินถึงความจ าเพาะของวธีิวเิคราะห์ตวัยา Dihydroartemisinin ตาม The 
International Pharmacopoeia Monograph 2011  
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บทที ่3 

วธิีด าเนินการวจิัย 

3.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 

 - High Performance Liquid Chromatography (HPLC) Shimadzu® รุ่น Nexera ซ่ึงประกอบดว้ย 

  - Pump A: LC-30AD  S/N  L20554800208 

  - Pump B: LC-30AD  S/N  L20554800211 

  - Degasser: DGU-20A5  S/N  L20244808284 

  - Autosampler: SIL-30AC  S/N  L20564800083 

  - Column Oven: CTO-20AC  S/N  L20214806626 

  - Diode Array Detector: SPD-M20A  S/N  L20154806675 

  - Communication Bus Module: CMB-20A  S/N  L20234811943 

  - Software: LabSolutions Version 5.30 SP1 

 - High Performance Liquid Chromatography (HPLC) Shimadzu® รุ่น Prominence ซ่ึง

ประกอบดว้ย 

  - Pump A: LC-20AD  S/N  L20104613839 

  - Auto sampler: SIL-20A HT  S/N  L20344600681 

  - UV/Vis Detector: SPD-20A  S/N  L20134609588 

  - Software: LCSolution version  1.22 SP1 

 - Column (Shim-pack XR-ODS III) 2.2 µm  2.0×150 mm  S/N  00325043  

     - Column (Inertsil® ODS-3) 5.0 µm  4.6×150 mm  S/N  OJI85109 

 - UV-VIS spectrophotometer (Evolution® 600) 

  - Software: VisionPro® vision version 4.20 Math version 24.00 

 - Analytical Balance (Mettler Toledo Model XP26 DeltaRange ®) S/N  B121145711 

 - pH Meter (Beckman®  PHI 50)  

 - Sonicator (Elma®) Elmasonic S60H 

 - Vacuum Pump 
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 - Membrane Filter Nylon 47 mm, 0.2 µm Lot.No. 00056547 

 - Syringe Filters Nylon 13 mm, 0.2 µm Lot.No. 00056482 

 - Clear Vial PTFE/SIL (Fisherbrand®) 2 ml Cat.No. 03-391-15 

 - Weighing Paper (Whiteman®) 10×10 cm 

 - Laboratory Fume Hood: ProLab® Model 2000 

3.2 สารเคมีและรีเอเจนต์ 

- Reference Standard or Working standard 

 - Dihydroartemisinin TCI/JAPAN 1 g Lot.No. 56MTB-0L 

 - Uracil 10 g Lot.No. D00132392 

 - Propylbenzene 5 ml Lot.No. S6159421 

 - Ethylbenzene 100 ml Lot.No. S6559772 

- Acetonitrile (Berdick & Jackson®) ACS/HPLC Lot.No. 10071743 

- Methanol (Berdick & Jackson®) ACS/HPLC Lot.No. 10071753 

- Ultrapure® water 

- Acetic acid (Merck®) JN 2789 Lot.No. 607002006 

- Phosphoric acid (Univar®) JN 1805 Lot.No. AA341005 

- Ammonium hydroxide (Univar®) Lot.No. 1336-21-6 

- Concentrated Hydrochloric acid (Univar®) Lot.No. 7647-01-0 

- Sodium hydroxide Lot.No. AF 510195 

3.3 การศึกษา Stereodynamic ของยา Dihydroartemisinin 

 จากบทความท่ีไดศึ้กษามาพบวา่ ยา Dihydroartemisinin จะสามารถกลบัไปมาไดเ้ป็น 2 รูปแบบ คือ 

Alpha และ Beta forms การศึกษาน้ีท าเพื่อทดสอบดูวา่การท่ียาเกิดเป็น 2 รูปแบบไดน้ั้น เป็นลกัษณะเฉพาะ

ตวัของตวัยาหรือเกิดจากสภาวะของเคร่ือง HPLC ท่ีใชใ้นการฉีดสารละลายตวัยา ซ่ึงท าการศึกษาโดยฉีดยา 

Dihydroartemisinin ความเขม้ขน้ 3 mg/ml ใน diluents เป็น Acetonitrile : Water อตัราส่วน 60 : 40 เขา้

เคร่ือง HPLC ปริมาณการฉีด (Injection Volume) เป็น 20 µl ใช ้Mobile phase เป็น Acetonitrile : Water 

อตัราส่วน 60 : 40 แลว้เก็บ fraction ส่วนของพีคท่ีเป็น alpha form, beta form, บริเวณระหวา่ง alpha และ 
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beta form และบริเวณหลงั beta form แลว้น ามาฉีดเขา้เคร่ือง HPLC โดยใชป้ริมาณการฉีด (Injection 

Volume) เป็น 60 µl 

 การเตรียมสารละลายยา Dihydroartemisinin ความเขม้ขน้ 1 mg/ml  

  ชัง่ยา Dihydroartemisinin 10 mg ใส่ลงใน Volumetric flask ขนาด 10 ml จากนั้นปิเปต 

Acetonitrile 6 ml และ Ultrapure® water 4 ml ใส่ลงไป จะไดเ้ป็นสารละลายยา Dihydroartemisinin ความ

เขม้ขน้ 1 mg/ml ใน Acetonitrile : Water อตัราส่วน 60 : 40 

3.4 การศึกษาวธีิวเิคราะห์ Dihydroartemisinin และสารสลาย (Degraded products) 

3.4.1 การศึกษาเพื่อก าหนดสภาวะของ HPLC ท่ีเหมาะสมส าหรับการท า stress test ของ Dihydroartemisinin  

 1) การเตรียม Mobile phase ท่ีเป็น Acetonitrile : Water อตัราส่วน 60 : 40 

  กรณีเคร่ือง HPLC ท่ีมี 1 pump 

   1. ตวงน ้า 400 ml โดยใชก้ระบอกตวงขนาด 500 ml 

   2. เทน ้าท่ีตวงไดจ้ากขอ้ 1 ใส่ Volumetric flask ขนาด 1000 ml 

   3. ใส่ Acetonitrile ลงไปจนครบ 1000 ml แลว้เขยา่ผสมจนเขา้กนั 

   4. ปรับปริมาตรดว้ย Acetonitrile ใหค้รบ 1000 ml 

   5. น าไปกรองผา่นเคร่ืองกรองระบบ Vacuum โดยใช ้membrane filter ชนิด Nylon ขนาด 

0.2 µm โดยสารผสมท่ีกรองไดใ้นช่วง 20 ml แรกใหเ้ททิ้งไป 

   6. น าสารผสมท่ีกรองไดใ้ส่ขวด Duran ปิดฝาใหส้นิท แลว้ Label ระดบัสารละลาย 

   7. น าขวด Duran ไปผา่นการ Sonicate เป็นเวลา 5-10 นาที 

  กรณีเคร่ือง HPLC ท่ีมี 2 pump 

   1. น าน ้าไปกรองผา่นเคร่ืองกรองระบบ Vacuum โดยใช ้membrane filter ชนิด Nylon 

ขนาด 0.2 µm โดยสารผสมท่ีกรองไดใ้นช่วง 20 ml แรกใหเ้ททิ้งไป 

   2. น าน ้าท่ีกรองไดใ้ส่ในขวด Duran A ปิดฝาใหส้นิท แลว้ Label ระดบัน ้า 

   3. น า Acetonitrile ไปกรองผา่นเคร่ืองกรองระบบ Vacuum โดยใช ้membrane filter ชนิด 

Nylon ขนาด 0.2 µm โดยสารผสมท่ีกรองไดใ้นช่วง 20 ml แรกใหเ้ททิ้งไป 

   4. น า Acetonitrile ท่ีกรองไดใ้ส่ขวด Duran B ปิดฝาใหส้นิท แลว้ Label ระดบั Acetonitrile 

   5. น าขวด Duran ทั้งสองใบไปผา่นการ Sonicate เป็นเวลา 5-10 นาที 
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2) การศึกษาหาระบบบฟัเฟอร์และ pH ท่ีเหมาะสมของสารละลาย 

  หาระบบบฟัเฟอร์และส่วนประกอบของบฟัเฟอร์ท่ีเหมาะสม รวมทั้งหา pH ท่ีเหมาะสม

ของสารละลายยา Dihydroartemisinin ในสภาวะปกติ และในสภาวะท่ีท าใหเ้กิดสารสลายของยา โดยจาก

การศึกษาไดใ้ช ้Phosphate Buffer Solution เป็นสารละลายบฟัเฟอร์ในระบบ 

 การเตรียมสารละลาย Phosphate Buffer Solution (pH 5.10, 52 mM) 

   1. ใส่น ้า 300 ml ลงใน Volumetric flask ขนาด 500 ml 

   2. ปิเปต 85% Phosphoric acid ใส่ Volumetric flask ขอ้ 1 โดยใช ้Transferring pipette  

ขนาด 3 ml 

   3. ชัง่ NaOH มา 1 g โดยใชก้ระดาษชัง่ และเคร่ืองชัง่ท่ีผา่นการสอบเทียบแลว้ 

   4. น า NaOH ท่ีชัง่ใส่ลงใน Volumetric flask ขอ้ 2 แลว้น าไป Sonicate จนละลายหมด 

   5. ปรับ pH ใหไ้ด ้5.10 ดว้ย 0.2 N NaOH และปรับปริมาตรจนครบ 500 ml ดว้ยน ้า 

 การเตรียมสารละลาย Ammonium acetate Acetic acid Buffer (pH 4.80, 208.8 mM) 

   1. ใส่น ้า 600 ml ลงใน Volumetric flask ขนาด 1000 ml 

  2. ปิเปต Glacial acetic acid ปริมาตร 12 ml ใส่ Volumetric flask ขอ้ 1 โดยใช ้Transferring 

pipette ขนาด 6 ml 

  3. ปิเปต ammonia ปริมาตร 6 ml ใส่ Volumetric Flask ขอ้ 1 โดยใช ้Transferring pipette 

ขนาด 6 ml 

 4. ปรับ pH ใหไ้ด ้4.80 ดว้ย 0.2 N ammonia และปรับปริมาตรจนครบ 1000 ml ดว้ยน ้า 

 การเตรียม Mobile phase ท่ีเป็น Acetonitrile : Phosphate buffer อัตราส่วน 60 : 40 

  กรณีเคร่ือง HPLC ท่ีมี 1 pump 

   1. ตวง 52 mM Phosphate buffer 400 ml โดยใชก้ระบอกตวงขนาด 500 ml 

   2. เทบฟัเฟอร์ท่ีตวงไดจ้ากขอ้ 1 ใส่ Volumetric flask ขนาด 1000 ml 

   3. ใส่ Acetonitrile ลงไปจนครบ 1000 ml แลว้เขยา่ผสมจนเขา้กนั 

   4. ปรับปริมาตรดว้ย Acetonitrile ใหค้รบ 1000 ml 

   5. น าไปกรองผา่นเคร่ืองกรองระบบ Vacuum โดยใช ้membrane filter ชนิด Nylon 

ขนาด 0.2 µm โดยสารผสมท่ีกรองไดใ้นช่วง 20 ml แรกใหเ้ททิ้งไป 
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   6. น าสารผสมท่ีกรองไดใ้ส่ขวด Duran ปิดฝาใหส้นิท แลว้ Label ระดบัสารละลาย 

   7. น าขวด Duran ไปผา่นการ Sonicate เป็นเวลา 5-10 นาที 

  กรณีเคร่ือง HPLC ท่ีมี 2 pump 

   1. น า 52 mM Phosphate buffer ไปกรองผา่นเคร่ืองกรองระบบ Vacuum โดยใช ้

membrane filter ชนิด Nylon ขนาด 0.2 µm โดยสารผสมท่ีกรองไดใ้นช่วง 20 ml แรกใหเ้ททิ้งไป 

   2. น า 52 mM Phosphate buffer ท่ีกรองไดใ้ส่ในขวด Duran A ปิดฝาใหส้นิท แลว้ Label 

ระดบั Phosphate buffer 

   3. น า Acetonitrile ไปกรองผา่นเคร่ืองกรองระบบ Vacuum โดยใช ้membrane filter 

ชนิด Nylon ขนาด 0.2 µm โดยสารผสมท่ีกรองไดใ้นช่วง 20 ml แรกใหเ้ททิ้งไป 

   4. น า Acetonitrile ท่ีกรองไดใ้ส่ขวด Duran B ปิดฝาใหส้นิท แลว้ Label ระดบั 

Acetonitrile 

   5. น าขวด Duran ทั้งสองใบไปผา่นการ Sonicate เป็นเวลา 5-10 นาที 

  การเตรียม Mobile phase ท่ีเป็น Acetonitrile : Ammonium-acetate-acetic acid buffer 

อัตราส่วน 60 : 40 

 กรณีเคร่ือง HPLC ท่ีมี 1 pump 

  1. ตวง 208.8 mM Ammonium acetate Acetic acid Buffer 400 ml โดยใชก้ระบอกตวง

ขนาด 500 ml 

  2. เทบฟัเฟอร์ท่ีตวงไดจ้ากขอ้ 1 ใส่ Volumetric flask ขนาด 1000 ml 

  3. ใส่ Acetonitrile ลงไปจนครบ 1000 ml แลว้เขยา่ผสมจนเขา้กนั 

  4. ปรับปริมาตรดว้ย Acetonitrile ใหค้รบ 1000 ml 

  5. น าไปกรองผา่นเคร่ืองกรองระบบ Vacuum โดยใช ้membrane filter ชนิด Nylon ขนาด 

0.2 µm โดยสารผสมท่ีกรองไดใ้นช่วง 20 ml แรกใหเ้ททิ้งไป 

  6. น าสารผสมท่ีกรองไดใ้ส่ขวด Duran ปิดฝาใหส้นิท แลว้ Label ระดบัสารละลาย 

  7. น าขวด Duran ไปผา่นการ Sonicate เป็นเวลา 5-10 นาที 

 กรณีเคร่ือง HPLC ท่ีมี 2 pump 

  1. น า 208.8 mM Ammonium acetate Acetic acid Buffer ไปกรองผา่นเคร่ืองกรองระบบ 

Vacuum โดยใช ้membrane filter ชนิด Nylon ขนาด 0.2 µm โดยสารผสมท่ีกรองไดใ้นช่วง 20 ml แรกใหเ้ท
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ทิ้งไป 

  2. น า 208.8 mM Ammonium acetate Acetic acid Buffer ท่ีกรองไดใ้ส่ในขวด Duran A ปิด

ฝาใหส้นิท แลว้ Label ระดบั Phosphate buffer 

  3. น า Acetonitrile ไปกรองผา่นเคร่ืองกรองระบบ Vacuum โดยใช ้membrane filter ชนิด 

Nylon ขนาด 0.2 µm โดยสารผสมท่ีกรองไดใ้นช่วง 20 ml แรกใหเ้ททิ้งไป 

  4. น า Acetonitrile ท่ีกรองไดใ้ส่ขวด Duran B ปิดฝาใหส้นิท แลว้ Label ระดบั Acetonitrile 

  5. น าขวด Duran ทั้งสองใบไปผา่นการ Sonicate เป็นเวลา 5-10 นาที 

3.4.2 การศึกษาสภาวะท่ีท าใหเ้กิดสารสลายของยา Dihydroartemisinin  

 1) การเตรียม Stock solution ของยา Dihydroartemisinin ความเขม้ขน้ 5 mg/ml  

  เตรียมสารละลายในสภาวะป้องกนัแสง โดยชัง่ Dihydroartemisinin 50 mg ใส่ลงใน 

Volumetric flask ขนาด 10 ml ละลายและปรับปริมาตรดว้ย Acetonitrile จนครบ 10 ml 

 2) การเตรียมสารละลายยา Dihydroartemisinin ความเขม้ขน้ 1 mg/ml ในสภาวะปกติส าหรับฉีด 

HPLC 

  ปิเปตสารละลาย Stock solution ของยา Dihydroartemisinin มา 2 ml ใส่ลงใน Volumetric 

flask ขนาด 10 ml จากนั้นปิเปต Acetonitrile 4 ml และ Ultrapure® water 4 ml ใส่ลงไป จะไดส้ารละลายยา 

Dihydroartemisinin ความเขม้ขน้ 1 mg/ml ใน Acetonitrile : Water อตัราส่วน 60 : 40 

 3) การสลายของยา Dihydroartemisinin ภายใตส้ภาวะกรด 

  การเตรียมสารละลาย 0.2 N HCl 

   1. ใส่น ้า 60 ml ลงใน Volumetric Flask ขนาด 100 ml 

   2. ปิเปต Concentrated Hydrochloric acid 2 ml โดยใช ้Transferring Pipette ใส่ลงใน 

Volumetric Flask ในขอ้ 1 

   3. ปรับปริมาตรดว้ยน ้าจนครบ 100 ml จะไดส้ารละลาย 0.2 N HCl 

  การเตรียมสารละลาย Blank Acid-Stress 14 hr [ความเข้มข้น 1.0 mg/ml ใน Mobile Phase] 

   1. ปิเปต Acetonitrile 2 ml ใส่ลงใน Volumetric flask ขนาด 10 ml โดยใช ้Transferring 

Pipette 

   2. ปิเปต 0.2 N HCl 1 ml โดยใช ้Transferring Pipette ผสมจนเขา้กนั และเร่ิมจบัเวลา 

   3. ปิด Volumetric flask ห่อฟอยล ์และ Parafilm เพื่อป้องกนัการระเหยและแสงแดด และ
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เก็บในท่ีควบคุมอุณหภูมิท่ี 25 องศาเซลเซียส 

   4. เม่ือเวลาผา่นไป 14 ชัว่โมง ใหแ้กะฟอยลอ์อก 

   5. ปิเปต Phosphate Buffer Solution (pH 5.10, 52mM) 2 ml โดยใช ้Transferring Pipette 

   6. ปิเปต 0.2 N NaOH 1 ml โดยใช ้Transferring Pipette 

   7. ปรับปริมาตรดว้ย Acetonitrile จนไดป้ริมาตรครบ 10 ml ผสมจนเขา้กนั และน าไปวดั 

pH ดว้ย pH meter 

   8. กรองสารละลายท่ีไดผ้า่นหวักรอง Syringe ใส่ลงใน Vial 

  การเตรียมสารละลายยา  Dihydroartemisinin Acid-Stress 14 hr [ความเข้มข้น 1.0 mg/ml ใน 

Mobile Phase] 

   1. ปิเปต Dihydroartemisinin Stock Solution 2 ml ใส่ลงใน Volumetric flask ขนาด 10 ml 

   2. ปิเปต 0.2 N HCl 1 ml โดยใช ้Transferring Pipette ผสมจนเขา้กนั และเร่ิมจบัเวลา 

   3. ปิด Volumetric flask ห่อฟอยล ์และ Parafilm เพื่อป้องกนัการระเหยและแสงแดด และ

เก็บในท่ีควบคุมอุณหภูมิท่ี 25 องศาเซลเซียส 

   4. เม่ือเวลาผา่นไป 14 ชัว่โมง ใหแ้กะฟอยลอ์อก 

   5. ปิเปต Phosphate Buffer Solution (pH 5.10, 52mM) 2 ml โดยใช ้Transferring Pipette 

   6. ปิเปต 0.2 N NaOH 1 ml โดยใช ้Transferring Pipette 

   7. ปรับปริมาตรดว้ย Acetonitrile จนไดป้ริมาตรครบ 10 ml ผสมจนเขา้กนั และน าไปวดั 

pH ดว้ย pH meter 

   8. กรองสารละลายท่ีไดผ้า่นหวักรอง Syringe ใส่ลงใน Vial 

4) การสลายของยา Dihydroartemisinin ภายใตส้ภาวะด่าง 

  การเตรียมสารละลาย 0.2 N NaOH 

   1. ใส่น ้า 60 ml ลงใน Volumetric flask ขนาด 100 ml 

   2. ชัง่ NaOH 0.8 g โดยใชก้ระดาษชัง่ และเคร่ืองชัง่ท่ีผา่นการสอบเทียบแลว้ 

   3. น า NaOH ท่ีชัง่ใส่ลงใน Volumetric flask ขอ้ 1 แลว้น าไป Sonicate จนละลายหมด 

   4. ปรับปริมาตรดว้ยน ้าจนครบ 100 ml แลว้เทใส่ภาชนะพลาสติก จะไดส้ารละลาย 0.2 N NaOH 
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  การเตรียมสารละลาย  Blank Base-Stress 1 hr [ความเข้มข้น 1.0 mg/ml ใน Mobile Phase] 

   1. ปิเปต Acetonitrile 2 ml ใส่ลงใน Volumetric Flask ขนาด 10 ml โดยใช ้Transferring 

Pipette 

   2. ปิเปต 0.2 N NaOH 1 ml โดยใช ้Transferring Pipette ผสมจนเขา้กนั และเร่ิมจบัเวลา 

   3. ปิด Volumetric flask ห่อฟอยล ์และ Parafilm เพื่อป้องกนัการระเหยและแสงแดด และ

เก็บในท่ีควบคุมอุณหภูมิท่ี 25 องศาเซลเซียส 

   4. เม่ือเวลาผา่นไป 1 ชัว่โมง ใหแ้กะฟอยลอ์อก 

   5. ปิเปต Phosphate Buffer Solution (pH 5.10, 52mM) 2 ml โดยใช ้Transferring Pipette 

   6. ปิเปต 0.2 N HCl 1 ml โดยใช ้Transferring Pipette 

   7. ปรับปริมาตรดว้ย Acetonitrile จนไดป้ริมาตรครบ 10 ml ผสมจนเขา้กนั และน าไปวดั 

pH ดว้ย pH meter 

   8. กรองสารละลายท่ีไดผ้า่นหวักรอง Syringe ใส่ลงใน Vial 

  การเตรียมสารละลาย  Dihydroartemisinin Base-Stress 1 hr [ความเข้มข้น 1.0 mg/ml ใน 

Mobile Phase] 

   1. ปิเปต Dihydroartemisinin Stock Solution 2 ml ใส่ลงใน Volumetric flask ขนาด 10 ml 

โดยใช ้Transferring Pipette 

   2. ปิเปต 0.2 N NaOH 1 ml โดยใช ้Transferring Pipette ผสมจนเขา้กนั และเร่ิมจบัเวลา 

   3. ปิด Volumetric flask ห่อฟอยล ์และ Parafilm เพื่อป้องกนัการระเหยและแสงแดด และ

เก็บในท่ีควบคุมอุณหภูมิท่ี 25 องศาเซลเซียส 

   4. เม่ือเวลาผา่นไป 1 ชัว่โมง ใหแ้กะฟอยลอ์อก 

   5. ปิเปต Phosphate Buffer Solution (pH 5.10, 52mM) 2 ml โดยใช ้Transferring Pipette 

   6. ปิเปต 0.2 N HCl 1 ml โดยใช ้Transferring Pipette 

   7. ปรับปริมาตรดว้ย Acetonitrile จนไดป้ริมาตรครบ 10 ml ผสมจนเขา้กนั และน าไปวดั 

pH ดว้ย pH meter 

   8. กรองสารละลายท่ีไดผ้า่นหวักรอง Syringe ใส่ลงใน Vial 
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3.4.3 คุณลกัษณะของ peak profile ท่ีเหมาะสม [8] 

- Peak Purity Index : ≥ 0.99 

- Resolution  : > 2 

- Tailing factor  : ≤ 2 

- %RSD   : < 2 

3.5 การทดสอบความคงตัวของยา Dihydroartemisinin ในสารละลายทีเ่ป็น Acetonitrile : Water (60 : 40) 

ในการทดลองไดน้ าสารละลาย Dihydroartemisinin ความเขม้ขน้ 1 mg/ml ใน Acetonitrile : Water 

อตัราส่วน 60 : 40 ซ่ึงเป็นตวัท าละลายตามท่ีก าหนดใน The International Pharmacopoeia Monograph 2011 

Method A ผา่นการวเิคราะห์โดยใช ้Reverse Phase High Performance Liquid Chromatography ซ่ึงมี

รายละเอียดดงัน้ี 

Stationary phase  : Inertsil® ODS-3 C18 (4.6×150 mm), 5.0 µm 

Mobile phase  : Acetonitrile : Water (60 : 40) 

Flow rate  : 0.6 ml/min 

UV detector  : 216 nm 

Injection volume  : 20 µl 

โดยการวเิคราะห์จะท าการฉีดสารละลายทั้งหมด 18 คร้ัง ซ่ึงแบ่งออกเป็น 6 ชุด ชุดละ 3 คร้ัง ซ่ึงแต่

ละชุดจะคัน่ดว้ย Blank ชุดละ 3 คร้ัง ดงันั้นเขม็แรกของแต่ละชุดจะใชเ้วลาห่างกนั 3 ชัว่โมง (แต่ละเขม็ใช้

เวลา 30 นาที) 
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3.6 การวเิคราะห์โดยใช้ UV-Visible Spectrophotometer ตาม The International Pharmacopoeia 

Monograph 2011 Method B 

 วธีิวเิคราะห์หาปริมาณ Dihydroartemisinin ตาม The International Pharmacopoeia Monograph 

2011 Method B มีวธีิดงัน้ี 

 

รูปที ่9 แสดงขั้นตอนการเตรียมสารละลายเพื่อท าการวเิคราะห์หาปริมาณของ Dihydroartemisinin  

ตาม The International Pharmacopoeia Monograph 2011 Method B 

การเตรียมสารละลายตวัอยา่งและสารละลายมาตรฐาน  (ตามรูปท่ี 9) 

1. ชัง่สารตวัอยา่ง Dihydroartemisinin มา 0.05 g (50 mg) 

 2. น าสารตวัอยา่งท่ีชัง่มาละลายดว้ย Ethanol ใน Volumetric flask ขนาด 100 ml จนตวัยาละลาย

หมด แลว้ปรับปริมาตรดว้ย Ethanol จนครบ 100 ml จะไดส้ารละลาย Dihydroartemisinin ความเขม้ขน้ 0.5 

mg/ml ใน Ethanol 

 3. ปิเปตสารละลายในขอ้ 2 มา 10 ml โดยใช ้Transferring pipette ขนาด 10 ml ลงใน Volumetric 

flask ขนาด 100 ml 

 4. เจือจางสารละลายท่ีปิเปตมาดว้ย Ethanol จนครบ 100 ml จะไดส้ารละลาย Dihydroartemisinin 
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ความเขม้ขน้ 0.05 mg/ml ใน Ethanol 

 5. เตรียมสารละลาย 0.05 N NaOH โดย 

  1) ชัง่ NaOH มา 0.5 g ใส่ลงใน Volumetric flask ขนาด 250 ml 

  2) เติมน ้าเพื่อละลาย NaOH จนละลายหมด 

  3) ปรับปริมาตรดว้ยน ้าจนครบ 250 ml 

  4) เทสารละลายเก็บในภาชนะพลาสติก 

 6. ปิเปตสารละลาย Dihydroartemisinin ความเขม้ขน้ 0.05 mg/ml ใน Ethanol ในขอ้ 4 มา 10 ml 

โดยใช ้Transferring pipette ขนาด 10 ml ลงใน Volumetric flask ขนาด 50 ml 

 7. เจือจางสารละลาย  Dihydroartemisinin ในขอ้ 6 ดว้ย 0.05 N NaOH จนละลายเขา้กนั และปรับ

ปริมาตรดว้ย 0.05 N NaOH จนครบ 50 ml จะไดส้ารละลาย Dihydroartemisinin ความเขม้ขน้ 0.01 mg/ml 

ใน Ethanol : 0.05 N NaOH (1:4) 

 8. ใหค้วามร้อนสารละลายขอ้ 7 ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

 9. น าสารละลายในขอ้ 8 ไปวดัการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 292 นาโนเมตร โดยใชเ้คร่ือง UV-

Vis-Spectrophotometer และเทียบปริมาณสารท่ีวเิคราะห์ไดก้บัสารมาตรฐานท่ีผา่นวธีิการเดียวกนั 

 การเตรียมสารละลาย Blank 

 1. ปิเปต Ethanol มา 10 ml โดยใช ้Transferring pipette ขนาด 10 ml ลงใน Volumetric flask 

ขนาด 50 ml 

 2. ผสมสารละลายขอ้ 1 ดว้ย 0.05 N NaOH จนละลายเขา้กนั และปรับปริมาตรดว้ย 0.05 N 

NaOH จนครบ 50 ml จะไดส้ารผสม Ethanol : 0.05 N NaOH (1:4) 

 3. ใหค้วามร้อนสารละลายขอ้ 2 ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
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บทที ่4 

ผลการวจิัยและอภิปรายผล 

4.1 การศึกษา two-principle peak โดยใช้ Mass spectrometer 

ในการวเิคราะห์หาปริมาณของ Dihydroartemisinin จะไดล้กัษณะโครมาโทแกรมท่ีเป็น Two-

principle peak จึงตอ้งท าใหม้ัน่ใจก่อนวา่ peak หลกัทั้งสองเป็นพีคของตวัยาจริง โดยในการศึกษาคร้ังน้ีจะ

ใชเ้คร่ือง Liquid Chromatography-Mass Spectrometry ซ่ึงสามารถบอกไดว้า่สารท่ีใหพ้ีคในโครมาโทแกรม

ใน Retention time หน่ึงๆ มี Mass to Charge Ratio (m/z) เท่าใด แต่อยา่งไรก็ตาม Liquid Chromatography-

Mass Spectrometry ไม่สามารถใชศึ้กษาคุณสมบติัการเกิด Epimerization ของตวัยาได ้

ผลจากการวเิคราะห์โดยใชว้ธีิ Liquid Chromatography-Mass Spectrometry ไดผ้ลดงัรูปท่ี 10, 11 

และ 12 ตามล าดบั 

 

รูปที ่10 แสดง chromatogram ของ Dihydroartemisinin 

 

รูปที ่11 แสดง mass spectrum ของ peak หลกั peak แรกของ chromatogram รูปท่ี 10 
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รูปที ่12 แสดง mass spectrum ของ peak หลกั peak ท่ีสองของ chromatogram รูปท่ี 10 

จากรูปท่ี 10 จะพบวา่มี peak ข้ึนมาท่ีนาทีท่ี 5.52 และ 7.35 ซ่ึงแต่ละ Peak จะให ้mass spectrum  ใน

รุปท่ี 11 และ 12 ตามล าดบั จะเห็นไดว้า่ mass spectrum ท่ีไดจ้ากทั้งสอง peak จะแสดง Mass to Charge 

Ratio  เหมือนกนัทั้งสอง peak คือท่ี 267 และ 284 ซ่ึง 284 เป็นมวลโมเลกุลของตวัยา Dihydroartemisinin 

ส่วน 267 จะเป็นมวลโมเลกุลของสารในรูปท่ี 13 ซ่ึงเป็นโครงสร้างท่ีเกิดจากการตดั hydroxyl group ออก

จาก Dihydroartemisinin จึงมีมวลโมเลกุลนอ้ยกวา่ Dihydroartemisinin 17 ([DHA-17]+) 

 

รูปที ่13 แสดงโครงสร้างของ [DHA-17]+ 

จากผลการท าศึกษาโดย Liquid Chromatography-Mass Spectrometry สรุปไดว้า่พีคหลกัทั้งสองพีค

ท่ีเกิดข้ึนใน chromatogram เป็นพีคของตวัยา Dihydroartemisinin ซ่ึงมีคุณสมบติัท่ีท าใหเ้กิด Epimerization 

ส่งผลใหต้วัยามี 2 form คือ Alpha form และ Beta form แต่อยา่งไรก็ตามการศึกษาโดยใช ้Liquid 

Chromatography-Mass Spectrometry ไม่สามารถระบุไดว้า่ peak ท่ีเกิดข้ึน peak ใดเป็น peak ของ Alpha 

form หรือ Beta form 

จากภาพ 14 ซ่ึงในการค านวณหาปริมาณยาจะท าไดโ้ดยน าพื้นท่ีใตพ้ีคมาท าการค านวณ ซ่ึงพื้นท่ีท่ี

น ามาใชค้  านวณจะเป็นผลรวมของส่วนต่างๆ 3 ส่วนคือ 

- ส่วนของ Alpha peak (พื้นท่ีสีชมพู)  

- ส่วนของ Beta peak (พื้นท่ีสีฟ้า) 
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- ส่วนท่ีมีการ interconvert ของ Alpha และ Beta (พื้นท่ีสีม่วง) 

 

รูปที ่14 แสดงพื้นท่ีใตพ้ีคท่ีมีลกัษณะของพีคเป็น two-principle peak ของ DHA 

ดงันั้นในกรณีท่ีตวัยา Dihydroartemisinin เกิดการเส่ือมสลายไดส้ารท่ีมี Retention time อยูใ่น

ระหวา่งพีคหลกัสองพีค (อยูใ่นส่วนท่ีมีการ interconvert ของ Alpha และ Beta) การวเิคราะห์หาปริมาณยาก็

จะวเิคราะห์พื้นท่ีของสารเส่ือมสลายท่ีไม่มีฤทธ์ิทางยารวมกบัพื้นท่ีของยา จึงท าใหเ้กิดความผดิพลาดจาก

การวเิคราะห์โดยวธีิน้ีได้ ดงันั้นจึงท าการศึกษาการ Stereodynamic ของยา Dihydroartemisinin เพื่อดูผลของ

การเกิด epimerization ท่ีมีต่อการวเิคราะห์หาปริมาณตามวธีิของ The International Pharmacopeia 2011 

method B ในหวัขอ้ท่ี 4.2 

4.2 การศึกษา Stereodynamic ของยา Dihydroartemisinin 

 จากการฉีดสารละลายยา Dihydroartemisinin ความเขม้ขน้ 3 mg/ml 20 µl พบวา่ไดโ้ครมาโทแกรม

ดงัรูปท่ี 15 ซ่ึงจะเห็นวา่พีคของ Alpha form ออกมาท่ีนาทีท่ี 7.114 และพีคของ Beta form ออกมาท่ีนาทีท่ี 

9.751 
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รูปที ่15 แสดงโครมาโทแกรมของสารละลายยา Dihydroartemisinin ความเขม้ขน้ 3 mg/ml 

จากการทดลองฉีด fraction ของยา Dihydroartemisinin ท่ีเก็บจากการฉีดสารละลายยา 

Dihydroartemisinin ความเขม้ขน้ 3 mg/ml ในช่วงของพีคหลกัพีคแรก (Alpha form) คือประมาณช่วงนาทีท่ี 

7.0 ถึง 7.9 โดยฉีดเขา้เคร่ือง HPLC 60 µl พบวา่ไดโ้ครมาโทแกรมดงัรูปท่ี 16 

รูปที ่16 แสดงโครมาโทแกรมของ fraction ท่ีเก็บไดจ้ากสารละลายยา Dihydroartemisinin  

ความเขม้ขน้ 3 mg/ml บริเวณ Alpha form 

จากโครมาโทแกรม พบวา่ยงัคงเห็นพีคของทั้ง Alpha และ Beta form ออกมาท่ี Retention time 

เฉล่ียเป็น 7.138 และนาทีท่ี 9.771 ตามล าดบั ซ่ึงใกลเ้คียงกบั Retention time ของพีคของ Alpha และ Beta 

form ท่ีไดจ้ากการฉีดสารละลายยา Dihydroartemisinin ความเขม้ขน้ 3 mg/ml  

จากนั้นไดท้  าการทดลองฉีด fraction ของยา Dihydroartemisinin ท่ีเก็บจากการฉีดสารละลายยา 

Dihydroartemisinin ความเขม้ขน้ 3 mg/ml ในช่วงระหวา่งพีคหลกั 2 พีค (ส่วนท่ี Alpha และ Beta มีการ 

interconvert กนั) คือประมาณช่วงนาทีท่ี 8.0 ถึง 8.9 โดยฉีดเขา้เคร่ือง HPLC 60 µl พบวา่ไดโ้ครมาโทแกรม

ดงัรูปท่ี 17 
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รูปที ่17 แสดงโครมาโทแกรมของ fraction ท่ีเก็บไดจ้ากสารละลายยา Dihydroartemisinin  

ความเขม้ขน้ 3 mg/ml บริเวณระหวา่ง Alpha และ Beta form 

จากโครมาโทแกรม พบวา่ยงัคงเห็นพีคของทั้ง Alpha และ Beta form ออกมาท่ี Retention time 

เฉล่ียเป็น 7.121 และนาทีท่ี 9.715 ตามล าดบั ซ่ึงใกลเ้คียงกบั Retention time ของพีคของ Alpha และ Beta 

form ท่ีไดจ้ากการฉีดสารละลายยา Dihydroartemisinin ความเขม้ขน้ 3 mg/ml  

ต่อจากนั้นไดท้  าการทดลองฉีด fraction ของยา Dihydroartemisinin ท่ีเก็บจากการฉีดสารละลายยา 

Dihydroartemisinin ความเขม้ขน้ 3 mg/ml ในช่วงพีคหลกัพีคท่ีสอง (Beta form) คือประมาณช่วงนาทีท่ี 9.5 

ถึง 10.4 โดยฉีดเขา้เคร่ือง HPLC 60 µl พบวา่ไดโ้ครมาโทแกรมดงัรูปท่ี 18 

 

รูปที ่18 แสดงโครมาโทแกรมของ fraction ท่ีเก็บไดจ้ากสารละลายยา Dihydroartemisinin  

ความเขม้ขน้ 3 mg/ml บริเวณ Beta form 

จากโครมาโทแกรมของ fraction ท่ีเก็บไดจ้ากสารละลายยา Dihydroartemisinin ความเขม้ขน้ 3 

mg/ml บริเวณ Beta form พบวา่ยงัคงเห็นพีคของทั้ง Alpha และ Beta form ออกมาท่ี Retention time เฉล่ีย

เป็น 7.063 และนาทีท่ี 9.591 ตามล าดบั ซ่ึงใกลเ้คียงกบั Retention time ของพีคของ Alpha และ Beta form ท่ี

ไดจ้ากการฉีดสารละลายยา Dihydroartemisinin ความเขม้ขน้ 3 mg/ml 

และสุดทา้ยไดท้  าการทดลองฉีด fraction ของยา Dihydroartemisinin ท่ีเก็บจากการฉีดสารละลายยา 

Dihydroartemisinin ความเขม้ขน้ 3 mg/ml ในช่วงหลงัจากพีคหลกัทั้ง 2 พีค คือประมาณช่วงนาทีท่ี 10.9 

เป็นตน้ไป โดยฉีดเขา้เคร่ือง HPLC 60 µl พบวา่ไดโ้ครมาโทแกรมดงัรูปท่ี 19 
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รูปที ่19 แสดงโครมาโทแกรมของ fraction ท่ีเก็บไดจ้ากสารละลายยา Dihydroartemisinin  

ความเขม้ขน้ 3 mg/ml บริเวณหลงัจาก Alpha และ Beta form 

จากโครมาโทแกรมของ fraction ท่ีเก็บไดจ้ากสารละลายยา Dihydroartemisinin ความเขม้ขน้ 3 

mg/ml บริเวณหลงัจาก Alpha และ Beta form พบวา่ไม่เห็นพีคท่ีประมาณนาทีท่ี 7.1 และ 9.7 แลว้ ซ่ึงเป็น 

Retention time โดยประมาณของ Alpha และ Beta form ท่ีไดจ้ากการฉีดสารละลายยา Dihydroartemisinin 

ความเขม้ขน้ 3 mg/ml 

จากผลการฉีด fraction ทั้งหมด จึงสรุปไดว้า่การท่ีตวัยา Dihydroartemisinin สามารถเกิดเป็น 2 

รูปแบบคือ Alpha และ Beta form ไดน้ั้น เป็นลกัษณะเฉพาะตวัของตวัยา ท่ีสามารถเกิด Epimerization ได้

เป็น 2 form คือ Alpha และ Beta form  

4.3 การศึกษาหาระบบบัฟเฟอร์และ pH ทีเ่หมาะสมของสารละลาย 

ในการศึกษาน้ี เป็นการศึกษาหาระบบบฟัเฟอร์และ pH ท่ีเหมาะสมของสารละลาย โดยในการ

เลือกใชบ้ฟัเฟอร์นั้น มีขอ้ควรพิจารณาดงัน้ี 

 1. สามารถคุมค่า pH ของสารละลายใหอ้ยูใ่นช่วงท่ีคอลมัน์ทนได ้

 2. สารในบฟัเฟอร์ควรมีค่า UV Cutoff ต ่ากวา่ความยาวคล่ืนท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ 

 3. สารในบฟัเฟอร์จะตอ้งไม่ท าปฏิกิริยากบัสารท่ีวเิคราะห์ 

 1. สามารถคุมค่า pH ของสารละลายใหอ้ยูใ่นช่วงท่ีคอลมัน์ทนได ้

 ในการวเิคราะห์โดย HPLC นั้น Stationary phase ถือเป็นส่วนท่ีส าคญัมากส่วนหน่ึง ดงันั้น

สารละลายท่ีใชจึ้งตอ้งเป็นสารละลายท่ีไม่ท าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลง Stationary phase ในคอลมัน์ ซ่ึงในใบ 

Certificate of Analysis ของคอลมัน์จะระบุรายละเอียดต่างๆ ของคอลมัน์ รวมถึงช่วง pH ของสารละลายท่ี

คอลมัน์สามารถทนได ้
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 ในการวจิยัคร้ังน้ีไดใ้ชค้อลมัน์ท่ีสามารถทนค่า pH ของสารละลายไดใ้นช่วง 2.0 ถึง 7.5 ดงันั้น

บฟัเฟอร์ท่ีใชจ้ะตอ้งสามารถคุม pH ของสารละลายใหไ้ดใ้นช่วงดงักล่าว ซ่ึงไดเ้ลือกบฟัเฟอร์มาใชส้องชนิด

คือ  

1) Ammonium acetate-acetic acid Buffer (pKa =4.8)  

เน่ืองจากค่า pH ของบฟัเฟอร์ท่ีจะให ้pH efficacy สูงสุดคือท่ี pH เท่ากบัค่า pKa ดงันั้น

จึงใชส้ารละลายบฟัเฟอร์ท่ีมีค่า pH = 4.80 และจะเลือกความเขม้ขน้ท่ีต ่าท่ีสุดท่ีสามารถควบคุม pH 

ได ้ซ่ึงสามารถทดสอบโดยการวดั pH ของสารละลายท่ีใชบ้ฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ต่างๆ ผลของค่า pH 

เป็นดงัท่ีแสดงในตารางท่ี 2 

 10 mM 20 mM 40 mM 

Blank* 6.02 5.82 5.71 

Sample** 6.14 5.90 5.77 

      ตารางที ่2 แสดงประสิทธิภาพของ Ammonium acetate-acetic acid Buffer (pH = 4.80) 

    ในความเขม้ขน้ 10, 20, 40 mM 

*Blank = Acetonitrile + H2O +Buffer (6 : 2 : 2) 

**Sample = Acetonitrile + 0.2N HCl +0.2N NaOH + H2O + Buffer (6 : 1 : 1 : 2) 

 จากผลท่ีได ้จึงเลือกใช ้Ammonium acetate-acetic acid Buffer ความเขม้ขน้ 20 mM 

เน่ืองจากท่ีความเขม้ขน้ 10 mM pH ของสารละลายจะค่อนขา้งสูง และมีการเปล่ียนแปลงมากเม่ือ

เทียบจาก Blank และ Sample ส่วน pH ของความเขม้ขน้ 40 mM ไม่แตกต่างจาก 20 mM มากนกั จึง

เลือกใชค้วามเขม้ขน้ท่ีต ่ากวา่ คือ 20 mM 

2) Sodium dihydrogen phosphate-phosphoric acid Buffer (pH = 5.10, 5 mM) 

ไดเ้ลือกความเขม้ขน้ท่ีต ่าท่ีสุดท่ีสามารถควบคุม pH ไดม้าทดสอบโดยการวดั pH ของ

สารละลายท่ีใชบ้ฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ต่างๆ ผลของค่า pH ท่ีวดัไดเ้ป็นดงัแสดงในตารางท่ี 3 
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 5 mM 10 mM 20 mM 

Blank* 5.38 5.34 5.29 

Sample** 5.33 5.31 5.27 

ตารางที ่3 แสดงประสิทธิภาพของ Sodium dihydrogen phosphate-phosphoric acid Buffer 

(pH = 5.10) ในความเขม้ขน้ 5, 10, 20 mM 

*Blank = Acetonitrile + H2O + Buffer (6 : 2 : 2) 

**Sample = Acetonitrile + 0.2N HCl +0.2N NaOH + H2O + Buffer (6 : 1 : 1 : 2) 

จากผลท่ีได ้จึงเลือกใช ้Sodium dihydrogen phosphate-phosphoric acid Buffer ความ

เขม้ขน้ 5 mM เน่ืองจากท่ีความเขม้ขน้ 10 mM และ 20 mM ไม่แตกต่างจาก 5 mM มากนกั จึง

เลือกใช ้5 mM 

 2. สารในบฟัเฟอร์ควรมีค่า UV Cutoff ต ่ากวา่ความยาวคล่ืนท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ 

ค่า UV cutoff คือ ค่าของความยาวคล่ืนท่ีมีการดูดกลืนแสงเท่ากบั 1.0 Absorbance unit ส าหรับ  

HPLC  ในทางปฏิบติัแลว้จะไม่เลือกใชค้วามยาวคล่ืนท่ี  Background absorbance ของ Mobile phase อยูใ่กล้

ค่า UV cutoff ซ่ึงนอกจากจะท าให้ Baseline noise มีค่ามากแลว้ ยงัท าให ้ Linear dynamic range เปล่ียนไป 

อนัเป็นผลมาจาก  Mobile phase  มีการดูดกลืนแสงไดม้าก และ Background absorbance มีค่าสูง 

 ดงันั้น การท่ีจะใหค้่า Sensitivity สูงสุด ควรเลือก Mobile phase ท่ีมีค่า UV cutoff นอ้ยกวา่ 

wavelength ท่ีเลือกใชใ้นการวเิคราะห์ตวัอยา่ง โดยค่า UV cutoff ของสารเป็นดงัท่ีก าหนดในตารางท่ี 4 ซ่ึง

จะช่วยในการเลือก Mobile phase และบฟัเฟอร์ท่ีเหมาะสมในการวเิคราะห์ทาง  HPLC  ท่ีใช ้ UV Detector 
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Solvent UV cutoff (nm) 
Acetonitrile 190 
Water 190 
0.1% HCl 190 
0.1% NaOH 190 
1 M NaCl 208 
Acetic acid 230 
Ammonium hydroxide/ammonia 200 
10 mM Ammonium acetate 205 
Phosphoric acid 190 
10 mM Sodium phosphate-monobasic 190 

    ตารางที ่4 แสดงค่า UV cutoff ของ Mobile phase 

จากตารางจะเห็นไดว้า่ใน Mobile phase ท่ีก าหนดไวใ้น Monograph มีเพียง Acetonitrile กบัน ้า ท่ี

มีค่า UV cutoff เท่ากบั 190 ซ่ึงเป็นค่าท่ีต ่ากวา่ความยาวคล่ืนท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ (216 nm) ดงันั้นใน Mobile 

phase และ Injected solution ดงักล่าวจะมีผลจากค่า UV cutoff นอ้ย 

แต่ในสภาวะท่ีท าการ stress ซ่ึงมีสารละลาย 0.2 N HCl และ 0.2 N NaOH  ปริมาณอยา่งละ 10% 

ของ Injected solution ท่ีวเิคราะห์ ดงันั้นใน Injected solution จะมีความเขม้ขน้ของ HCl และ NaOH อยา่ง

ละ 0.2 N  จากในตารางท่ี 4 ค่า UV cutoff ของ 0.1% HCl และ 0.1% NaOH (มีความเขม้ขน้คิดเป็น 0.025 N 

ซ่ึงสูงกวา่ท่ีใชใ้นการวเิคราะห์จริง) มีค่าเพียง 190 nm ซ่ึงต ่ากวา่ความยาวคล่ืนท่ีใชใ้นการวเิคราะห์(216 nm) 

ดงันั้นสารละลายกรด-ด่างท่ีน ามาเพื่อใหเ้ร่งและหยดุเกิดการเส่ือมสลายจึงไม่มีผลกระทบในเร่ือง UV cutoff 

ต่อวธีิวเิคราะห์ 

ต่อมาจะพิจารณาการเลือกใชบ้ฟัเฟอร์ ซ่ึงมีอยูส่องชนิดคือ  

 1) Ammonium acetate-acetic acid Buffer (20 mM)  

จากตารางท่ี 4 ค่า UV cutoff ของ Acetic acid, Ammonium hydroxide/ammonia และ 10 

mM Ammonium acetate มีค่าเท่ากบั 230, 200 และ 205 ตามล าดบั 

 2) Sodium dihydrogen phosphate-phosphoric acid Buffer (5 mM) 

 จากตารางท่ี 4 ค่า UV cutoff ของทั้ง Phosphoric acid และ10 mM Sodium phosphate-

monobasic Buffer เท่ากบั 190 nm 
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ดงันั้น Sodium dihydrogen phosphate-phosphoric acid Buffer จะมีผลของ UV cutoff ต ่า

กวา่ Ammonium acetate-acetic acid Buffer 

3. สารในบฟัเฟอร์จะตอ้งไม่ท าปฏิกิริยากบัสารท่ีวเิคราะห์ 

ในการวเิคราะห์ปริมาณตวัยา บฟัเฟอร์ท่ีใชต้อ้งไม่ท าปฏิกิริยากบัสารส าคญัท่ีตอ้งการวเิคราะห์ 

เน่ืองจากอาจส่งผลใหเ้กิดความผดิพลาดในการวเิคราะห์ได ้ดงันั้นในโครมาโทแกรมของสารละลาย 

Dihydroartemisinin ท่ีละลายอยูใ่น Acetonitrile : Buffer อตัราส่วน 60 : 40 โดยท่ีสารละลายดงักล่าวไม่ได้

ผา่นการกระตุน้ใหเ้กิดการเล่ือมสลาย ไม่ควรพบพีคใดนอกจากพีคของตวัยาและพีคของตวัท าละลาย จึงได้

ท าการทดสอบบฟัเฟอร์ทั้งสองชนิดว่ามีการเกิดปฏิกิริยากบัตวัยาหรือไม่ 

 จากโครมาโทแกรมท่ีไดจ้ากการฉีดสารละลาย Dihydroartemisinin ใน Ammonium acetate-acetic 

acid Buffer ดงัแสดงในรูปท่ี 20 พบวา่มีพีคเกิดข้ึนประมาณนาทีท่ี 13.6 และ 14.5 

 
รูปที ่20 แสดงโครมาโทแกรมของสารละลาย Dihydroartemisinin 1 mg/ml 

ใน diluents ท่ีเป็น Acetonitrile : Ammonium Acetate-Acetic acid Buffer อตัราส่วน 60 : 40 

 
รูปที ่21 แสดงโครมาโทแกรมของ Acetonitrile : Ammonium Acetate-Acetic acid Buffer อตัราส่วน 60 : 40 
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รูปที ่22 แสดงโครมาโทแกรมของสารละลาย Dihydroartemisinin 1 mg/ml 

ใน diluents ท่ีเป็น Acetonitrile : น ้า อตัราส่วน 60 : 40 

ซ่ึงทั้งในโครมาโทแกรมในรูปท่ี 21 ซ่ึงเป็นโครมาโทแกรมของสารละลาย Blank [Acetonitrile : 

Buffer (60 : 40)] และโครมาโทแกรมในรูปท่ี 22 ซ่ึงเป็นโครมาโทแกรม ของสารละลายยาท่ีละลายใน 

[Acetonitrile : Water (60 : 40)] ไม่พบพีคท่ีเวลา 13 ถึง 15 นาที จึงสรุปไดว้า่ Ammonium acetate-acetic 

acid Buffer สามารถเกิดปฏิกิริยากบัโครงสร้างของยาได ้ 

 
รูปที ่23 แสดงโครมาโทแกรมของสารละลาย  

Acetonitrile : Soium dihydrogen Phosphate-Phosphoric acid Buffer อตัราส่วน 60 : 40 
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รูปที ่24 แสดงโครมาโทแกรมของสารละลาย Dihydroartemisinin 1 mg/ml 

ใน diluents ท่ีเป็น Acetonitrile : Sodium dihydrogen Phosphate-Phosphoric acid Buffer อตัราส่วน 60 : 40 

 

ส่วน Sodium dihydrogen phosphate-phosphoric acid Buffer พบวา่ไม่มีพีคเกิดข้ึนบริเวณดงักล่าว 

ซ่ึงเกิดข้ึนใน Ammonium acetate-acetic acid Buffer เม่ือพิจารณาจากโครมาโทแกรม  ดงัรูปท่ี 22, 23, 24 

ดงันั้นในการท า Stress testing จึงเลือก Sodium dihydrogen phosphate-phosphoric acid Buffer (pH 

5.10, 5 mM) เป็นสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีใชใ้นการทดลอง เน่ืองจากสามารถคุม pH ของสารละลายยาใหอ้ยู่

ในช่วงท่ีคอลมัน์ทนได ้และมีผลของ UV cutoff ต ่ากวา่ Ammonium acetate-acetic acid Buffer นอกจากน้ี

สารในบฟัเฟอร์ยงัไม่เกิดปฏิกิริยากบัสารท่ีวเิคราะห์อีกดว้ย 

4.4 การศึกษาสภาวะทีท่ าให้เกดิสารสลายของยา Dihydroartemisinin เพือ่ศึกษาความจ าเพาะของวธีิ

วเิคราะห์ 

 ในการทดสอบความจ าเพาะของวธีิวเิคราะห์นั้นท าไดโ้ดยพิจารณาความสามารถของวธีิวเิคราะห์

นั้นๆ วา่มีความสามารถในการแยกความแตกต่างของสารท่ีเป็นตวัยาส าคญักบัสารปนเป้ือนไดดี้พอหรือไม่ 

โดยในการประเมินความจ าเพาะนั้นจะตอ้งมีตวัยาส าคญัท่ีมีการปนเป้ือนดว้ยสารเส่ือมสลาย ในการท าให้

เกิดการปนเป้ือนของสารสลายมีวธีิท าโดยตั้งใจใส่สารเส่ือมสลายลงไป ซ่ึงตอ้งทราบสารเส่ือมสลายและ

สามารถหา pure substance ของสารลายนั้นได ้แต่ในกรณีท่ีไม่สามารถท าวธีิดงักล่าวได ้อาจศึกษาไดโ้ดยท า

ใหส้ารอยูใ่นสภาวะเครียด (stress condition) เพื่อเร่งใหเ้กิดการเส่ือมสลายของยาในสภาวะต่างๆ 

การท า Stress testing ท าใหต้วัยาเกิดการเส่ือมสลายจนไดส้ารเส่ือมสลายในปริมาณท่ีเหมาะสม ซ่ึง

ในปกติแลว้จะนิยมใหเ้กิดสารเส่ือมสลายร้อยละ 20-30 เน่ืองจากเป็นปริมาณท่ีไม่นอ้ยเกินไปและไม่มาก



38 

 

จนเกินไป ซ่ึงในการวเิคราะห์โดย HPLC จะประเมินโดยพิจารณาจาก chromatogram วา่พีคของยาสามารถ

แยกออกจากสารอ่ืนไดดี้หรือไม่ โดยดูจากพารามิเตอร์ต่างๆ ไดแ้ก่ Resolution และ %Peak purity index 

จากการศึกษาท่ีผา่นมาพบวา่ตวัยา Dihydroartemisinin สามารถเกิดการเส่ือมสลายไดโ้ดยการ

เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสทั้งในสภาวะกรดและสภาวะด่าง ในขั้นตอนด าเนินการวจิยัจึงไดท้  า Stress testing 

โดยทดสอบในสภาวะต่างๆ ดงัน้ี 

 - 0.2 N  HCl เป็นเวลา 1, 3, 6 และ 14 ชัว่โมง 

 -  0.2 N  NaOH เป็นเวลา 1, 3, 6 และ 14 ชัว่โมง 

 - 0.2 N  HCl พร้อมกบั ใหค้วามร้อนกบัสารละลายท่ีอุณหภูมิ 70ºC เป็นเวลา 3 ชัว่โมง 

 - ใหค้วามร้อนกบัสารละลาย DHA 70ºC เป็นเวลา 1, 3, และ 6 ชัว่โมง 

 เม่ือตวัยาไดผ้า่นการ Stress ในสภาวะต่างๆ แลว้ ก็จะเลือกเพียงสภาวะท่ีเหมาะสม ท่ีสามารถท าให้

เกิดการเส่ือมสลายของตวัยาส าคญัจนไดเ้ป็นสารเส่ือมสลายในปริมาณร้อยละ 20-30 เพื่อน ามาท าการ

ประเมินความจ าเพาะของวธีิวเิคราะห์ ดว้ยสาเหตุดงักล่าวจึงไดเ้ลือกประเมินความจ าเพาะของวธีิโดยใช้

สภาวะท่ีตวัยาถูกเร่งใหเ้กิดการเส่ือมสลายในสภาวะกรด (0.2 N HCl) เป็นเวลา 14 ชัว่โมง ซ่ึงใหผ้ลการ

ทดลองดงัรูปท่ี 25 

 

รูปที ่25 แสดงโครมาโทแกรมของสารละลาย Dihydroartemisinin 1 mg/ml 

ท่ีผา่นการ stress ในสภาวะกรด (0.2 N HCl) เป็นเวลา 14 ชัว่โมง 

จากรูปท่ี 25 จะเห็นวา่ค่า Resolution ของ Alpha และ Beta peaks มีค่าเป็น 0.823 และ 7.690 

ตามล าดบั ซ่ึงค่า Resolution ของ Alpha peak มีค่านอ้ยกวา่ท่ีก าหนดใน Acceptance criteria (Resolution > 

2.0) ซ่ึงบ่งบอกถึงความสามารถของวธีิวเิคราะห์ในการแยกพีคของยาออกจากพีคของสารอ่ืน วา่วธีิดงักล่าว
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มีความจ าเพาะต่อตวัยาต ่า ส่งผลใหใ้นการวเิคราะห์หาปริมาณตวัยา Dihydroartemisinin มีขอ้ผดิพลาดคือ

วเิคราะห์ไดป้ริมาณตวัยาท่ีมากเกินกวา่ความเป็นจริงอยูจ่ริง 

นอกจากน้ีเม่ือท าการทดสอบในสภาวะด่าง (0.2 N NaOH) เม่ือเวลาผา่นไปเพียง 1 ชัว่โมง จะไดผ้ล

ดงัรูปท่ี 26 

 

รูปที ่26 แสดงโครมาโทแกรมของสารละลาย Dihydroartemisinin 1 mg/ml 

ท่ีผา่นการ Stress ในสภาวะด่าง (0.2 N NaOH) เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

จากรูปท่ี 26 พบวา่ตวัยาเกิดการเส่ือมสลายไดอ้ยา่งรวดเร็ว เม่ือเวลาผา่นไปเพียง 1 ชัว่โมง พบวา่

สารส าคญัลดลงเหลือเพียงจ านวนท่ีนอ้ยมาก และพีคของ Beta ลดลงมากจนไม่สามารถระบุพีคไดจ้ากโคร

มาโทแกรมท่ีแสดง ในสภาวะดงักล่าวถือวา่เป็นสภาวะท่ีไม่เหมาะสมในการน ามาประเมินความจ าเพาะของ

วธีิวเิคราะห์ เน่ืองจากมีการเกิดสารเส่ือมสลายท่ีมากเกินไป ควรจะมีการเปล่ียนแปลงสภาวะใหมี้ความเป็น

ด่างลดลง หรือลดระยะเวลาในการ stress เพื่อลดอตัราเร็วของการเกิดปฏิกิริยาท่ีท าใหเ้กิดการเส่ือมสลายลง 

แต่ขอ้น่าสังเกตท่ีไดจ้ากการท าการ stress ในสภาวะด่าง (0.2 N NaOH) เป็นเวลา 1 ชัว่โมง คือ จะ

พบวา่มีพีคของสารเส่ือมสลายเกิดข้ึนระหวา่งพีคของยาหลกัทั้งสองพีค (ท่ี Retention time ระหวา่ง 7.5 และ

10.0) ซ่ึงการท่ีมีสารเส่ือมสลายปรากฏข้ึนในบริเวณดงักล่าวส่งผลใหก้ารวเิคราะห์หาปริมาณมีขอ้ผดิพลาด

ไดป้ริมาณมากเกินกวา่ท่ีมีอยูจ่ริง 

จากการศึกษาในหวัขอ้การท า Stress testing น้ี พบวา่วธีิวเิคราะห์หาปริมาณยา Dihydroartemisinin 

ตาม The International Pharmacopeia 2011 method A ซ่ึงเป็นวธีิท่ีใชห้ลกัการ Reversed phase HPLC (RP-



40 

 

HPLC) มีความจ าเพาะต่อตวัยาต ่ากวา่ขอ้ก าหนด และยงัพบวา่มีสารเส่ือมสลายท่ีแสดงพีคอยูร่ะหวา่งพีค

หลกั ทั้งสองสาเหตุนั้นส่งผลใหเ้กิดขอ้ผดิพลาดจากการวเิคราะห์ โดยจะวเิคราะห์ไดป้ริมาณยาท่ีมากเกินจริง 

ซ่ึงมีผลต่อการน ายาไปใชใ้นทางคลินิกต่อไป 

4.5 การทดสอบความคงตัวของยา Dihydroartemisinin ในสารละลายทีเ่ป็น Acetonitrile : Water (60 : 40) 

ผลการวเิคราะห์เป็นตามตารางท่ี 5 และตารางท่ี 6 ดงัน้ี 

 

Freshly Prepared After 3 hour After 6 hour 
mean SD %RSD mean SD %RSD mean SD %RSD 

α-DHA 
Peak 604644 29253.23 4.838092 533567 16486.32 3.089832 429721.3 43574.85 10.14026 
β-DHA 
Peak 490503 575110.7 117.2492 131320 6109.248 4.652184 103759 5780.674 5.571251 

ตารางที ่5 แสดงค่าเฉล่ียของพื้นท่ีใตก้ราฟ ค่า SD และ %RSD ของทั้ง alpha และ beta-DHA Peak ของ

สารละลาย Freshly Prepared และเม่ือเวลาผา่นไป 3 และ 6 ชัว่โมงตามล าดบั 

 

After 9 hour After 12 hour After 15 hour 
mean SD %RSD mean SD %RSD mean SD %RSD 

α -DHA 
Peak 381072.7 14313.2 3.756028 285210 15203.63 5.33068 203346.7 17323.04 8.51897 
β -DHA 
Peak 96844.33 4905.526 5.065372 67828 4205.732 6.200584 48713.67 2607.557 5.352825 

ตารางที ่6 แสดงค่าเฉล่ียของพื้นท่ีใตก้ราฟ ค่า SD และ %RSD ของทั้ง alpha และ beta-DHA Peak ของ

สารละลาย เม่ือเวลาผา่นไป 9, 12 และ 15 ชัว่โมงตามล าดบั 

จากผลการวเิคราะห์พบวา่เม่ือเวลาผา่นไปพื้นท่ีใตก้ราฟของยาท่ีผา่นการวเิคราะห์ดว้ย 

Chromatography ดงักล่าว ทั้งใน alpha และ beta form จะลดลงเร่ือยๆ ซ่ึงมีความสัมพนัธ์เป็นเส้นตรง ดงั

แสดงในรูปท่ี 27 และรูปท่ี 28 
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รูปที ่27 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งพื้นท่ีใตก้ราฟและเวลาท่ีผา่นไป ของ Alpha-DHA Peak 

 

รูปที ่28 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งพื้นท่ีใตก้ราฟและเวลาท่ีผา่นไป ของ Beta-DHA Peak 

นอกจากน้ียงัพบวา่มีการเพิ่มข้ึนของพื้นท่ีใตก้ราฟของสารเส่ือมสลาย ดงัแสดงในรูปท่ี 29 
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รูปที ่29 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งพื้นท่ีใตก้ราฟและเวลาท่ีผา่นไป 

ของ Degraded DHA Peak 

จากการทดลองพบวา่มีการพบสารเส่ือมสลายออกมาในช่วงเวลาต่างๆดงัน้ี 5.954, 6.461, 6.935, 

21.771 นาที ซ่ึงสารเส่ือมสลายท่ีออกมาในช่วง 5.954, 6.461, 6.935 นาที พบวา่มีอยูแ่ลว้ใน Chromatogram 

ท่ีฉีดทนัทีหลงัจากท่ีเตรียมสารละลายเสร็จ (Freshly Prepare) แต่สารเส่ือมสลายท่ีออกมาในช่วง 21.771นาที 

จะเร่ิมออกมาเม่ือมีการเตรียมสารละลายเสร็จแลว้ 9 ชัว่โมง 

 จากผลการวเิคราะห์จึงสรุปไดว้า่ วธีิวเิคราะห์หาปริมาณตาม The International Pharmacopoeia 

Monograph 2011 Method A มีขอ้บกพร่องในเร่ืองของความคงตวัของยา เน่ืองจากสารละลาย 

Dihydroartemisinin ความเขม้ขน้ 1 mg/ml ในตวัท าละลายท่ีก าหนดคือ Acetonitrile : Water ในอตัราส่วน 

60 : 40 จะเกิดการเส่ือมสลายของยา ท าใหป้ริมาณยาลดลงตามเวลาท่ีผา่นไป และจะพบการเพิ่มข้ึนของพื้นท่ี

ใตก้ราฟของสารเส่ือมสลาย การเส่ือมสลายท่ีเกิดข้ึนคาดวา่เกิดจากปฏิกิริยา Hydrolysis เน่ืองจากสภาวะกรด 

เน่ืองจากเม่ือวดัค่า pH ของสารละลายดงักล่าวจะมีค่า pH อยูใ่นช่วง 4.0-5.0 ซ่ึงมีฤทธ์ิเป็นกรดอ่อน แต่เม่ือ

ฉีดสารละลาย Dihydroartemisinin ในตวัท าละลาย Acetonitrile : Phosphate Buffer (10mM) ในอตัราส่วน 

60 : 40 ซ่ึงมีค่า pH อยูใ่นช่วง 5.0-6.0 เม่ือเวลาผา่นไปจะไม่พบการเปล่ียนแปลงดงักล่าว ซ่ึงใน monograph 

ไดก้ าหนดใหท้ าการวเิคราะห์สารละลายยาทนัที (freshly prepared) ทั้งน้ีในการวเิคราะห์จริงอาจเกิดการ

เหล่ือมล ้าในดา้นเวลาของการวเิคราะห์ ส่งผลใหเ้กิดความผดิพลาดในการวเิคราะห์ได ้
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4.6 การวเิคราะห์โดยใช้ UV-Visible Spectrophotometer ตาม The International Pharmacopoeia 

Monograph 2011 Method B 

หลกัการของวธีิวเิคราะห์น้ีคือท าใหต้วัยาเกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างเป็นสารอ่ืนท่ีสามารถ

ดูดกลืนแสงไดใ้นช่วงความยาวคล่ืน 292 นาโนเมตร เน่ืองจาก Dihydroartemisinin สามารถดูดกลืนได้

ในช่วงความยาวคล่ืนท่ีต ่ามาก (190-200 นาโนเมตร) ซ่ึงความยาวคล่ืนในช่วงนั้นจะพบการรบกวนของสาร

ต่างๆ (เช่น ตวัท าละลาย แกว้ เป็นตน้) ไดม้ากจึงไม่สามารถใชค้วามยาวคล่ืนในช่วงดงักล่าวในการวเิคราะห์

หาปริมาณได ้

ผลการวเิคราะห์ดว้ย UV-Visible Spectrophotometer ไดผ้ล Spectrum ดงัรูปท่ี 30 

 

รูปที ่30 แสดง UV Spectrum ของการวเิคราะห์หาปริมาณ Dihydroartemisinin  

ตามวธีิวเิคราะห์ของ The International Pharmacopoeia Monograph 2011 Method B 

จากการประเมินวธีิวเิคราะห์หาปริมาณ Dihydroartemisinin ตามวธีิ The International 

Pharmacopoeia Monograph 2011 Method B พบขอ้บกพร่องต่างๆ ดงัน้ี 

1. วธีิดงักล่าวไม่มีความจ าเพาะอยา่งเพียงพอ เน่ืองจาก 

a) สารอ่ืนท าปฏิกิริยาไดส้ารท่ีสามารถดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคล่ืน 292 นาโนเมตร 



44 

 

  สารอ่ืนท่ีไม่ใช่สารส าคญัอาจท าปฏิกิริยากบั Ethanol และ NaOH ในความร้อนจนไดส้ารท่ีมี

โครงสร้างท่ีสามารถดูดกลืนแสงไดใ้นช่วงความยาวคล่ืน 292 นาโนเมตร ท าใหเ้ม่ือท าการวเิคราะห์จะพบวา่

มีปริมาณของ Dihydroartemisinin มากกวา่ปริมาณสารท่ีมีอยูจ่ริง ส่งผลใหเ้กิดความผดิพลาดในการ

วเิคราะห์ได ้

b) กรณีท่ีมีสารท่ีดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคล่ืนใกลเ้คียง 292 นาโนเมตร 

ในการวเิคราะห์อาจเกิดความผดิพลาดได ้เน่ืองจากอาจเกิดการดูดกลืนแสงของโครงสร้างสารท่ีมี 

Chromophore คลา้ยกนั หรืออาจเป็นสารท่ีเกิดจากการท าปฏิกิริยาระหวา่งตวัยากบั NaOH โดยมีความร้อน

เป็นตวัเร่งใหเ้กิดปฏิกิริยา หรือเป็นสารท่ีมีความสามารถในการดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคล่ืนใกลเ้คียง

กบัช่วงความคล่ืน 292 นาโนเมตร ถึงแมว้า่ λmax ของสารท่ีรบกวนการวเิคราะห์จะไม่ไดอ้ยูท่ี่ช่วงความยาว

คล่ืน 292 นาโนเมตร แต่หากยงัสามารถดูดกลืนแสงในช่วง 292 นาโนเมตร ก็จะท าใหเ้ม่ือท าการวเิคราะห์จะ

พบวา่มีปริมาณของ Dihydroartemisinin มากกวา่ปริมาณสารท่ีมีอยูจ่ริง ส่งผลใหเ้กิดความผดิพลาดในการ

วเิคราะห์ได ้

c) กรณีท่ีมีการเส่ือมสลายของยาก่อนการวเิคราะห์ 

เน่ืองจากสารท่ีวดัไดใ้นช่วงความยาวคล่ืน 292 นาโนเมตร คือสารท่ีเกิดจากการเปล่ียนแปลง

โครงสร้างของ Dihydroartemisinin ในสภาวะด่าง โดยอาศยัความร้อนเป็นตวัเร่งในการเกิดปฏิกิริยา ดงันั้น

ในกรณีท่ีตวัยามีการเส่ือมสลายก่อนท่ีจะน ามาวเิคราะห์ เม่ือท าการวเิคราะห์จะพบวา่มีปริมาณของ 

Dihydroartemisinin มากกวา่ปริมาณสารท่ีมีอยูจ่ริง ส่งผลใหเ้กิดความผดิพลาดในการวเิคราะห์ได้ 

จากผลของวธีิวเิคราะห์ท่ีมีความจ าเพาะไม่เพียงพอส่งผลใหใ้นการวเิคราะห์นั้นพบปริมาณตวัยา

ส าคญัมากกวา่ปริมาณตวัยาส าคญัท่ีมีอยูจ่ริง นอกจากท่ีเม่ือน ายาดงักล่าวไปรักษาโรคมาลาเรียจะส่งผลให้

คนไขไ้ม่หายขาดจากการรักษา ยงัจะส่งผลใหเ้กิดปัญหาการด้ือยาของเช้ือก่อโรคมาลาเรียในระยะยาวไดอี้ก

ดว้ย 

2. ปริมาณตวัยาสัมพนัธ์กบัสารเส่ือมสลาย 

 เน่ืองจากการวเิคราะห์ดว้ยวธีิน้ีเป็นการวเิคราะห์หาปริมาณสารท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างใน

สภาวะด่างซ่ึงใชค้วามร้อนเป็นตวัเร่งท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ซ่ึงตามหลกัการแลว้ 

เม่ือครบเวลา 30 นาทีควรจะเกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างจากตวัยาส าคญัมาเป็นสารท่ีมีการดูดกลืนแสงท่ี
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ช่วงความยาวคล่ืน 292 นาโนเมตรทั้งหมด (100%) จึงจะสามารถบอกไดว้ธีิวเิคราะห์น้ีสามารถใชว้เิคราะห์

ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ เน่ืองจากสามารถบอกไดว้า่ปริมาณตวัยาส าคญั (Dihydroartemisinin) มี

ความสัมพนัธ์กบัปริมาณสารท่ีดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคล่ืน 292 นาโนเมตรจริง ในการด าเนินการวจิยั

ไดมี้การทดสอบความไม่คงตวัของยา Dihydroartemisinin พบวา่ยาสามารถเกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้าง 

(Degradation) ไดท่ี้อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ดงันั้น หากในสภาวะท่ีเป็นด่าง (0.04 NaOH) เป็นเวลา 30 

นาที ยงัเกิดการท าปฏิกิริยาไม่สมบูรณ์ เม่ือน ามาตั้งในอุณหภูมิหอ้งระหวา่งรอการน าไปวเิคราะห์โดยเคร่ือง 

UV-Vis Spectrophotometer อาจเกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างของยาต่อได ้ซ่ึงถา้สารตวัอยา่งกบัสาร

มาตรฐานท่ีน ามาเทียบมีเวลาท่ีเกิดการท าปฏิกิริยาต่อไม่เท่ากนั ซ่ึงปกติในการวเิคราะห์จะท าการวิเคราะห์หา

ปริมาณสารมาตรฐานก่อน ท าใหส้ารตวัอยา่งสามารถเกิดปฏิกิริยาต่อไดม้ากกวา่ ท าใหเ้ม่ือน าไปวเิคราะห์จะ

พบปริมาณยามากกวา่ความสัมพนัธ์ของปริมาณยากบัการดูดกลืนแสงจริง ในกรณีท่ีทางโรงงานท าการ

วเิคราะห์สารมาตรฐานคร้ังเดียวแลว้ใชเ้ทียบกบัสารตวัอยา่งหลายๆ lot ก็จะตอ้งมัน่ใจวา่สามารถควบคุม

สภาวะท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ใหไ้ดเ้หมือนกนัทุกคร้ัง เพราะอาจท าใหว้เิคราะห์หาปริมาณตวัยาส าคญัไดม้าก

หรือนอ้ยกวา่ความเป็นจริงได ้ดงันั้นจึงควรควบคุมสภาวะในการวเิคราะห์เพื่อลดความผดิพลาดจากการ

วเิคราะห์โดยการแกไ้ขและป้องกนั เน่ืองจากจดัเป็นความผดิพลาดแบบ Systemic error 

3. ความเขม้ขน้ท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ต ่าเกินไป 

ความเขม้ขน้ท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ท่ีต ่าเกินไป (0.01 mg/ml) ส่งผลใหค้่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาว

คล่ืน 292 นาโนเมตรมีค่านอ้ย (ประมาณ 0.04 A) ดงัท่ีแสดงในรูปท่ี 31 ส่งผลใหเ้กิดความคลาดเคล่ือนของ

การวเิคราะห์หาปริมาณ Dihydroartemisinin ได ้ทั้งในกรณีท่ีวเิคราะห์ปริมาณยาไดม้ากเกินจริงและนอ้ยเกิน

จริงเน่ืองจากผลของ noise 

a) กรณีวเิคราะห์หาปริมาณยาไดม้ากเกินจริง 

ดงัท่ีกล่าวไวใ้นขอ้ 1 ผลของวธีิวเิคราะห์ท่ีมีความจ าเพาะต่อยา Dihydroartemisinin ไม่เพียงพอนั้น 

ท าใหว้เิคราะห์ไดป้ริมาณตวัยาส าคญัมากกวา่ปริมาณตวัยาส าคญัท่ีมีอยูจ่ริง ส่งผลใหเ้ม่ือน ายาดงักล่าวไปใช้

ในการรักษาผูป่้วยโรคมาลาเรีย ขนาดยาอาจต ่ากวา่ขนาดยาท่ีใชใ้นการรักษา ท าใหฤ้ทธ์ิในการฆ่าเช้ือลดลง 

ผูป่้วยอาจไม่หายขาดจากการรักษา และยงัอาจส่งผลใหเ้กิดปัญหาการด้ือยาของเช้ือก่อโรคมาลาเรียเม่ือใชใ้น

ระยะยาวไดอี้กดว้ย 
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b) กรณีวเิคราะห์หาปริมาณยาไดน้อ้ยเกินจริง 

การท่ีวเิคราะห์พบตวัยานอ้ยกวา่ท่ีเป็นจริงนั้น อาจส่งผลดีต่อคนไข ้แต่ในทางกลบักนัจะส่งผลเสีย

ใหก้บัโรงงานผูผ้ลิตยา เพราะถา้ปริมาณยาจริงท่ีมีอยูมี่ปริมาณอยูใ่นเกณฑม์าตรฐานท่ีก าหนด แต่เม่ือ

วเิคราะห์มาแลว้พบปริมาณตวัยานอ้ยกวา่ปริมาณจริงท่ีมีแลว้ต ่ากวา่เกณฑม์าตรฐานก็จะตอ้งท าการ Reject 

ยาใน lot นั้นทั้งหมด หรืออาจแกปั้ญหาโดยการน าไปผสมกบัตวัยาแลว้ท าการผลิตใหม่ ทั้งน้ีทั้งนั้นก็จะท า

ใหท้างโรงงานเสียค่าใชจ่้ายไปอยา่งสูญเปล่า 

ความผดิพลาดของการวเิคราะห์หาปริมาณยาทั้งสองกรณีเกิดจากการรบกวนของ noise ซ่ึงเป็น

ความผดิพลาดท่ีเรียกวา่ Random error ซ่ึงหมายความวา่เป็นความผดิพลาดท่ีสามารถเกิดข้ึนไดอ้ยูเ่สมอ ไม่

สามารถควบคุมได ้ท าใหไ้ม่สามารถท านายไดเ้ลยวา่จะเกิดความผดิพลาดในการวเิคราะห์ในคร้ังไหน จะพบ

ปริมาณตวัยาส าคญัมากหรือนอ้ยกวา่ความเป็นจริง 

แนวทางแกไ้ข ในกรณีท่ีความผดิพลาดเกิดจาก noise สามารถแกไ้ขไดโ้ดย 

 1) เพิ่มความเขม้ขน้ของปริมาณตวัยาท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ 

 ในการเพิ่มความเขม้ขน้ของยาจะท าใหก้ารดูดกลืนแสงของสารละลายเพิ่มสูงข้ึน ส่งผลให ้%error 

ลดลง เน่ืองจากความผดิพลาดจะเทียบจากการดูดกลืนแสงท่ีเพิ่มข้ึน แต่หลกัส าคญั คือ ตวัยาส าคญัจะตอ้ง

เกิดปฏิกิริยาทางเคมีกบัปัจจยัท่ีท าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้าง ทั้ง Sodium Hydroxide, Ethanol, ความ

ร้อน เช่นเดียวกนักบัวธีิเดิม 

 2) ท าการวเิคราะห์ซ ้ าหลายๆ คร้ังแลว้น ามาหาค่าเฉล่ีย 

 การแกไ้ขโดยการเพิ่มจ านวนกลุ่มตวัอยา่งเป็นวธีิท่ีสามารถอธิบายไดโ้ดยใชห้ลกัการทางสถิติ คือ 

เม่ือจ านวนกลุ่มตวัอยา่ง(n) มากข้ึน จะส่งผลให ้Normal Curve มีลกัษณะแคบลง ซ่ึงหมายความวา่จะท าให ้

Standard deviation ลดลง (การกระจายของขอ้มูลลดลง)  ซ่ึงก็หมายความวา่จะท าใหเ้กิดขอ้ผดิพลาดของการ

วเิคราะห์นอ้ยลงนัน่เอง แต่ขอ้เสียของวธีิน้ีคือ นอกจากจะท าใหเ้สียค่าใชจ่้ายมากข้ึนแลว้ ยงัท าใหต้อ้งเพิ่ม

ระยะเวลาท่ีใชใ้นการวเิคราะห์อีกดว้ย เน่ืองจากตอ้งเพิ่มปริมาณกลุ่มตวัอยา่งก็เท่ากบัเป็นการเพิ่มงานใหก้บั

ฝ่ายควบคุมคุณภาพจากเดิมท่ีท าการวเิคราะห์จ านวน 3 ตวัอยา่งก็ตอ้งเพิ่มจ านวนกลุ่มตวัอยา่งข้ึน ซ่ึงปกติ

แลว้ฝ่ายควบคุมคุณภาพในโรงงานผลิตยาจะเป็นส่วนท่ีเป็นคอขวดในการผลิต ถา้เสียเวลาในการวเิคราะห์

มากก็จะส่งผลต่อก าลงัการผลิตของโรงงานได ้
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4. ความสัมพนัธ์ระหวา่งการดูดกลืนแสงกบัความเขม้ขน้เป็นเส้นตรงท่ีมีค่า R2 นอ้ยกวา่ท่ีควร 

เน่ืองจากขอ้บกพร่องในขอ้ 3 ท่ีกล่าววา่ความเขม้ขน้ท่ีใชใ้นการวเิคราะห์มีความเขม้ขน้ท่ีนอ้ย

เกินไป และไดเ้สนอแนวทางแกไ้ขโดยเพิ่มความเขม้ขน้ของ Dihydroartemisinin ซ่ึงก่อนท่ีจะท าการ

วเิคราะห์โดยใชค้วามเขม้ขน้ท่ีไม่ไดร้ะบุไวใ้น Monograph นั้น จะตอ้งท าการพิสูจน์ก่อนวา่ความสามารถใน

การดูดกลืนแสง (Absorbance) มีความความสัมพนัธ์เป็นแบบเส้นตรงเม่ือท าการเปล่ียนแปลงความเขม้ขน้

ในช่วงต่างๆ  

ในการวจิยัจึงไดมี้การท า Standard Curve ของการดูดกลืนแสงในความเขม้ขน้ของตวัยาส าคญั 

(Dihydroartemisinin) ท่ีเกิดปฏิกิริยาในสภาวะด่างและใชค้วามร้อนเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาตาม The 

International Pharmacopoeia Monograph 2011 Method B โดยใชค้วามเขม้ขน้ในช่วงต่างๆทั้งหมด 11 ความ

เขม้ขน้ ดงัน้ี 0.00 , 0.02 , 0.04 , 0.06 , 0.08 , 0.10 , 0.12 , 0.14 , 0.16 , 0.18 และ 0.20 mg/ml (ความเขม้ขน้ท่ี

ระบุไวใ้น monograph คือ 0.10 mg/ml การท า Standard Curve จึงครอบคลุมช่วงความเขม้ขน้ท่ีระบุใน 

Monograph และใหค้วามเขม้ขน้นั้นอยูต่รงกลางของความเขม้ขน้ทั้งหมดท่ีใชใ้นการวเิคราะห์) โดยจ านวน

ตวัอยา่งของแต่ละความเขม้ขน้คือ 5 (n = 5) ผลท่ีไดจ้ากการท า Standard Curve เป็นดงัรูปท่ี 31 

 

รูปที ่31 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งการดูดกลืนแสง (Absorbance) และความเขม้ขน้ของยาท่ีใชใ้น

การวเิคราะห์ตาม The International Pharmacopoeia Monograph 2011 Method B 
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 จากผลการท า Standard Curve พบวา่ความสัมพนัธ์ระหวา่งการดูดกลืนแสง (Absorbance) และ 

ความเขม้ขน้ มีความสัมพนัธ์เป็นแบบเส้นตรงท่ีมีค่า R2 =0.9662 ซ่ึงถือวา่มีความสัมพนัธ์เป็นเส้นตรงนอ้ย

กวา่ท่ีควรจะเป็น (R2 ≥ 0.995) นอกจากน้ียงัพบวา่ %RSD มีค่ามากกวา่ท่ีควรจะเป็น (%RSD ≤ 2%) ดงั

แสดงในตารางท่ี 7 

ความเขม้ขน้ (mg/ml) 0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16 0.18 0.20 

%RSD -118.22 13.11 4.36 6.43 3.65 1.62 0.76 4.95 5.08 7.44 2.54 

ตารางที ่7 แสดงค่า %RSD ของการท า Standard Curve ในช่วงความเขม้ขน้ในช่วงต่างๆ 

 จึงสรุปไดว้า่การแกไ้ขปัญหาท่ีความเขม้ขน้ของตวัยาท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ตาม The International 

Pharmacopoeia Monograph 2011 Method B ต ่าเกินไป ไม่สามารถแกปั้ญหาไดโ้ดยการเพิ่มความเขม้ขน้ 

เน่ืองจากการท า Standard Curve ระหวา่งการดูดกลืนแสงและความเขม้ขน้ของยาในช่วงต่างๆ มี

ความสัมพนัธ์เป็นแบบเส้นตรงท่ีมีค่าความสัมพนัธ์ (R2) นอ้ยกวา่ท่ีควรจะเป็น และยงัพบวา่เกิดความ

แปรปรวนของการวเิคราะห์ (%RSD) สูงมากในแต่ละจุดท่ีท าการวเิคราะห์ 

 จากการวจิยัพบวา่การวเิคราะห์หาปริมาณตวัยาส าคญั (Dihydroartemisinin) ตามวธีิของ The 

International Pharmacopoeia Monograph 2011 Method B ไม่เหมาะสมในการน ามาใชว้เิคราะห์หาปริมาณ

ตวัยา เน่ืองจากเกิดขอ้ผดิพลาดของขั้นตอนการวเิคราะห์หลายประการดงัท่ีกล่าวไวข้า้งตน้ 



49 

 

บทที ่5 

สรุปผลการวจิัยและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการวจัิย 

 วธีิวเิคราะห์ยา Dihydroartemisinin ตามวธีิของ The International Pharmacopoeia monograph 2011 

มีสภาวะการวเิคราะห์ ดงัน้ี 

 Stationary phase  : C18 (4.6×100 mm), 3.0 µm 

Mobile phase  : Acetonitrile : Water (60 : 40) 

Flow rate  : 0.6 ml/min 

UV detector  : 216 nm 

Injection volume  : 20 µl 

สภาวะการวเิคราะห์ท่ีใชใ้นการทดลอง มีดงัน้ี  

Stationary phase  : C18 (4.6×150 mm), 5.0 µm 

Mobile phase  : Acetonitrile : Water (60 : 40) 

Flow rate  : 0.6 ml/min 

UV detector  : 216 nm 

Injection volume  : 20 µl 

จากการทดลอง สรุปไดว้า่ วธีิวเิคราะห์ดงักล่าวมีความจ าเพาะต่อการวเิคราะห์หาปริมาณยา 

Dihydroartemisinin ไม่เพียงพอ เน่ืองจากค่า Resolution ระหวา่งพีคหลกัของยาและ related substances มีค่า

ต ่ากวา่เกณฑท่ี์ยอมรับ (ต ่ากวา่ 2.0) 

5.2 ข้อเสนอแนะ 

 จากผลการทดลองดงักล่าว ควรมีการทดลองโดยใชส้ภาวะการวเิคราะห์ท่ีใกลเ้คียงกบัวธีิของ The 

International Pharmacopoeia monograph 2011 เพื่อยนืยนัความแน่นอนของผลการวเิคราะห์ โดยปรับ

สภาวะการวเิคราะห์เป็น 
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 Stationary phase  : C18 (2.0×150 mm), 2.2 µm 

Mobile phase  : Acetonitrile : water (60 : 40) 

Flow rate  : 0.3 ml/min  

UV detector  : 216 nm 

Injection volume  : 20 µl 

นอกจากน้ี ควรมีการศึกษาเพื่อหาสภาวะการวเิคราะห์ยา Dihydroartemisinin และสภาวะการเตรียม

สารละลายยาใหม่ เพื่อใหล้กัษณะโครมาโทแกรมมีการแยกระหวา่งพีคหลกัของยาและ related substances 

อยา่งชดัเจน รวมทั้งมีค่า Resolution และค่า parameter ต่างๆ ของโครมาโทแกรมท่ีเป็นไปตามเกณฑท่ี์

ยอมรับไดต่้อไป 
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ภาคผนวก 



การทดสอบประสิทธิภาพคอลมัน์ 

คอลมัน์ท่ีน ามาทดสอบประสิทธิภาพคือ Inertsil® ODS-3 (5µm, 4.6×150 mm)  

สารท่ีใชใ้นการทดสอบคือ Uracil, Ethylbenzene และ Propylbenzene 

ระบบท่ีใชใ้นการทดสอบประสิทธิภาพคอลมัน์ตามใบ Column Performance Report คือ 

 Stationary phase  : C18 (4.6×150 mm), 5.0 µm 

 Mobile phase  : Methanol : Water (85 : 15) 

 Flow rate  : 0.8 ml/min 

 Pressure   : 3.5 MPa 

 Column temp  : 40ºC 

 UV detector  : 254 nm 

 Injection volume  : 1 µl 

การเตรียมสารละลายท่ีใชใ้นการทดสอบประสิทธิภาพคอลมัน์ 

  -  Uracil ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมส าหรับการทดสอบประสิทธิภาพคอลมัน์คือ 0.006 mg/ml ใน 

diluents เป็น Methanol : Water อตัราส่วน 85 : 15 

   ชัง่ผง Uracil 100 mg ใส่ลงใน Volumetric flask ขนาด 100 ml ละลายดว้ยน ้าร้อน จะได้

สารละลาย Uracil ท่ีมีความเขม้ขน้ 1 mg/ml 

   ปิเปตสารละลาย Uracil 1 mg/ml มา 1.5 ml ใส่ลงใน Volumetric flask ขนาด 10 ml ปรับ

ปริมาตรดว้ย Methanol จะไดส้ารละลาย Uracil ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.006 mg/ml ใน diluents (Methanol : 

Water อตัราส่วน 85 : 15) น าไปแสกน UV-Vis Spectrophotometer ในช่วง 190-400 nm โดยใช ้Methanol : 

Water อตัราส่วน 85 : 15 เป็น Blank 

  - Ethylbenzene (ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐานคือ 870 mg/ml) ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมในการ

ทดสอบประสิทธิภาพคอลมัน์คือ 0.348 mg/ml ใน diluents เป็น Methanol : Water อตัราส่วน 85 : 15 

   ปิเปต Ethylbenzene 2 ml ใส่ลงใน Volumetric flask ขนาด 100 ml ปรับปริมาตรดว้ย 

Methanol จะไดส้ารละลาย Ethylbenzene ท่ีมีความเขม้ขน้ 17.4 mg/ml 

   ปิเปตสารละลาย Ethylbenzene 17.4 mg/ml มา 1 ml ใส่ลงใน Volumetric flask ขนาด 25 

ml ปรับปริมาตรดว้ย Methanol จะไดส้ารละลาย Ethylbenzene ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.696 mg/ml 

   ปิเปตสารละลาย Ethylbenzene 0.696 mg/ml มา 5 ml ใส่ลงใน Volumetric flask ขนาด 10 



ml ปิเปต Ultrapure® water 1.5 ml ใส่ลงไป แลว้ปรับปริมาตรดว้ย Methanol จะไดส้ารละลาย Ethylbenzene 

ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.348 mg/ml ใน diluents (Methanol : water อตัราส่วน 85 : 15) น าไปแสกน UV-Vis 

Spectrophotometer ในช่วง 190-400 nm โดยใช ้Methanol : Water อตัราส่วน 85 : 15 เป็น Blank 

  - Propylbenzene (Density = 0.86 g/cm3) ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมส าหรับการทดสอบ

ประสิทธิภาพคอลมัน์คือ 0.1032 mg/ml ใน diluents เป็น Methanol : Water อตัราส่วน 85 : 15 

   ปิเปต Propylbenzene 1 ml ใส่ลงใน Volumetric flask ขนาด 10 ml ปรับปริมาตรดว้ย 

Methanol จะไดส้ารละลาย Propylbenzene ท่ีมีความเขม้ขน้ 86 mg/ml 

   ปิเปตสารละลาย Propylbenzene 86 mg/ml มา 1 ml ใส่ลงใน Volumetric flask ขนาด 25 

ml ปรับปริมาตรดว้ย Methanol จะไดส้ารละลาย Propylbenzene ท่ีมีความเขม้ขน้ 3.44 mg/ml 

   ปิเปตสารละลาย Propylbenzene 3.44 mg/ml มา 3 ml ใส่ลงใน Volumetric flask ขนาด 10 

ml ปรับปริมาตรดว้ย Methanol จะไดส้ารละลาย Propylbenzene ท่ีมีความเขม้ขน้ 1.032 mg/ml 

   ปิเปตสารละลาย Propylbenzene 1.032 mg/ml มา 1 ml ใส่ลงใน Volumetric flask ขนาด 10 

ml ปิเปต Ultrapure® water 1.5 ml ใส่ลงไป แลว้ปรับปริมาตรดว้ย Methanol จะไดส้ารละลาย 

Propylbenzene ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.132 mg/ml ใน diluents (Methanol : Water อตัราส่วน 85 : 15) น าไป

แสกน UV-Vis Spectrophotometer ในช่วง 190-400 nm โดยใช ้Methanol : Water อตัราส่วน 85 : 15 เป็น 

Blank 

  - สารผสมระหว่าง Uracil, Ethylbenzene และ Propylbenzene 

   ปิเปตสารละลาย Uracil 0.006 mg/ml มา 1 ml ปิเปตสารละลาย Ethylbenzene 0.348 mg/ml 

มา 3 ml และปิเปตสารละลาย Propylbenzene 0.1032 mg/ml มา 3 ml ใส่ลงใน Volumetric flask ขนาด 10 

ml แลว้ปรับปริมาตรดว้ย Mobile Phase (Methanol : water อตัราส่วน 85 : 15) น าไปแสกน UV-Vis 

Spectrophotometer ในช่วง 190-400 nm โดยใช ้Methanol : Water อตัราส่วน 85 : 15 เป็น Blank 

การหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสารละลายท่ีใชใ้นการทดสอบประสิทธิภาพคอลมัน์ 

  หาโดยใชเ้คร่ือง UV-Vis Spectrophotometer ตรวจวดัในช่วง 190-400 nm โดยพิจารณาท่ี

ความยาวคล่ืน 254 nm โดยลองแสกนจากสารละลายท่ีมีความเขม้ขน้สูงก่อน แลว้จึง dilute ลงมาจนไดค้วาม

เขม้ขน้ของสารละลายท่ีมีค่าการดูดกลืนแสง (Absorbance) เหมาะสม ซ่ึงเปรียบเทียบจากค่าการดูดกลืนแสง

ของสารละลายยา Dihydroartemisinin 1 mg/ml ใน diluents ท่ีเป็น Acetonitrile : Water อตัราส่วน 60 : 40 



 เม่ือน าสารละลายยา Dihydroartemisinin ความเขม้ขน้ 1 mg/ml ไปวดัดว้ยเคร่ือง UV-VIS 

spectrophotometer พบวา่ ท่ีความยาวคล่ืน 254 nm สารละลายยา Dihydroartemisinin มีค่าการดูดกลืนแสง

เป็น 0.327239 ซ่ึงเม่ือน าไปฉีดเขา้เคร่ือง HPLC จะไดส้ัญญาณท่ีเหมาะสม จึงใชเ้ป็นตวัเปรียบเทียบใน

การศึกษาหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสารละลายท่ีใชใ้นการทดสอบประสิทธิภาพคอลมัน์ 

 จากการศึกษาหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสารละลายท่ีใชใ้นการทดสอบประสิทธิภาพคอลมัน์ 

พบวา่ หากใช ้Uracil ความเขม้ขน้ 0.006 mg/ml Ethylbenzene ความเขม้ขน้ 0.348 mg/ml และ 

Propylbenzene ความเขม้ขน้ 1.032 mg/ml ใน diluents ท่ีเป็น Methanol : water อตัราส่วน 85 : 15 น าไป

ตรวจวดัดว้ยเคร่ือง UV-VIS spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 254 nm จะไดค้่าการดูดกลืนแสงเฉล่ียเป็น 

0.500129, 0.214653 และ 0.620888 ตามล าดบั ซ่ึงเป็นค่าการดูดกลืนแสงท่ีใกลเ้คียงกบัค่าการดูดกลืนแสง

ของสารละลายยา Dihydroartemisinin ความเขม้ขน้ 1 mg/ml และน่าจะใหส้ัญญาณจาก HPLC ใกลเ้คียงกบั

ของสารละลายยา Dihydroartemisinin จึงเลือกสารละลาย Uracil ความเขม้ขน้ 0.006 mg/ml Ethylbenzene 

ความเขม้ขน้ 0.348 mg/ml และ Propylbenzene ความเขม้ขน้ 1.032 mg/ml ใน diluents ท่ีเป็น Methanol : 

water อตัราส่วน 85 : 15 เป็นความเขม้ขน้ท่ีใชส้ าหรับการทดสอบประสิทธิภาพคอลมัน์ Inertsil® ODS-3 

(5µm, 4.6×150 mm) 

 จากการฉีดสารละลาย Uracil ความเขม้ขน้ 0.006 mg/ml เขา้เคร่ือง HPLC พบวา่ไดผ้ลการทดลอง

ดงัรูปท่ี 1 และตารางท่ี 1 

 

รูปที ่1 แสดงโครมาโทแกรมของสารละลาย Uracil ความเขม้ขน้ 0.006 mg/ml 

 

 

 



  Uracil ความเขม้ขน้ 0.006 mg/ml ใน Methanol : water อตัราส่วน 85 : 15  
  1 2 3 mean SD %RSD 
Retention time 2.152 2.152 2.152 2.152 0 0 
Area 31716 31907 31118 31580.33 411.624 1.303419 
% Area 100 100 100 100 0 0 
Tailing factor 1.327 1.327 1.323 1.325667 0.002309 0.174207 
Resolution - - - - - - 
Capacity factor - - - - - - 
Theoritical Plates 20862.041 20884.336 20994.363 20913.58 70.84269 0.33874 
HETP 47.934 47.883 47.632 47.81633 0.161661 0.338088 

ตารางที ่1 แสดง peak properties ของสารละลาย Uracil ความเขม้ขน้ 0.006 mg/ml 

 จากการฉีดสารละลาย Ethylbenzene ความเขม้ขน้ 0.348 mg/ml เขา้เคร่ือง HPLC พบวา่ไดผ้ลการ

ทดลองดงัรูปท่ี 2 และตารางท่ี 2 

 

รูปที ่2 แสดงโครมาโทแกรมของสารละลาย Ethylbenzene ความเขม้ขน้ 0.348 mg/ml 

 

 

 

 

 



  Ethylbenzene ความเขม้ขน้ 0.348 mg/ml ใน Methanol : water อตัราส่วน 85 : 15 
  1 2 3 mean SD %RSD 
Retention time 5.846 5.831 5.841 5.839333 0.007638 0.130796 
Area 36699 36969 37218 36962 259.5708 0.702264 
% Area 100 100 100 100 0 0 
Tailing factor 1.139 1.142 1.135 1.138667 0.003512 0.308421 
Resolution - - - - - - 
Capacity factor - - - - - - 
Theoritical Plates 56479.148 56230.429 56492.417 56400.66 147.5776 0.261659 
HETP 17.706 17.784 17.701 17.73033 0.046544 0.26251 

ตารางที ่2 แสดง peak properties ของสารละลาย Ethylbenzene ความเขม้ขน้ 0.348 mg/ml 

 จากการฉีดสารละลาย Propylbenzene ความเขม้ขน้ 1.032 mg/ml เขา้เคร่ือง HPLC พบวา่ไดผ้ลการ

ทดลองดงัรูปท่ี 3 และตารางท่ี 3 

 

รูปที ่3 แสดงโครมาโทแกรมของสารละลาย Propylbenzene ความเขม้ขน้ 1.032 mg/ml 

 

 

 

 

 



  Propylbenzene ความเขม้ขน้ 0.1032 mg/ml ใน Methanol : water อตัราส่วน 85 : 15 
  1 2 3 mean SD %RSD 
Retention time 7.332 7.343 7.321 7.332 0.011 0.150027 
Area 10466 10493 10518 10492.33 26.00641 0.247861 
% Area 100 100 100 100 0 0 
Tailing factor 1.118 1.107 1.117 1.114 0.006083 0.546029 
Resolution - - - - - - 
Capacity factor - - - - - - 
Theoritical Plates 61579.901 61839.962 61421.542 61613.8 211.2599 0.342878 
HETP 16.239 16.171 16.281 16.23033 0.05551 0.342012 

ตารางที ่3 แสดง peak properties ของสารละลาย Propylbenzene ความเขม้ขน้ 1.032 mg/ml 

เม่ือน าสารละลายผสมระหวา่ง Uracil ความเขม้ขน้ 0.006 mg/ml Ethylbenzene ความเขม้ขน้ 0.348 

mg/ml และ Propylbenzene ความเขม้ขน้ 1.032 mg/ml ใน diluents ท่ีเป็น Methanol : water อตัราส่วน 85 : 

15 มาฉีดเขา้เคร่ือง HPLC ไดผ้ลการทดลองดงัรูปท่ี 4 และตารางท่ี 4 

 

รูปที ่4 แสดงโครมาโทแกรมของสารละลายผสมระหวา่ง Uracil ความเขม้ขน้ 0.006 mg/ml  

Ethylbenzene ความเขม้ขน้ 0.348 mg/ml และ Propylbenzene ความเขม้ขน้ 1.032 mg/ml ตามล าดบั 

 

 

 

 



    สารละลายผสม Uracil, Ethylbenzene และ Propylbenzene ใน Methanol : water (85 : 15) 
  

 
1 2 3 mean SD %RSD 

Peak 1 Retention time 2.153 2.152 2.151 2.152 0.001 0.046468 
  Area 2891 3170 3155 3072 156.92992 5.108396 
  % Area 18.717 18.888 18.817 18.807333 0.0859089 0.456784 
  Tailing factor 1.331 1.33 1.327 1.3293333 0.0020817 0.156595 
  Resolution - - - - - - 
  Capacity factor - - - - - - 
  Theoritical Plates 20761.104 20865.605 20855.577 20827.429 57.657274 0.276833 
  HETP 48.167 47.926 47.949 48.014 0.133 0.277003 
Peak 2 Retention time 5.817 5.81 5.787 5.8046667 0.015695 0.270386 
  Area 9793 10585 10592 10323.333 459.29547 4.449101 
  % Area 63.4 63.075 63.177 63.217333 0.1662117 0.262921 
  Tailing factor 1.145 1.145 1.141 1.1436667 0.0023094 0.20193 
  Resolution 18.052 18.119 18.005 18.058667 0.0572917 0.317253 
  Capacity factor 1.702 1.699 1.69 1.697 0.006245 0.368002 
  Theoritical Plates 56996.175 57677.62 57139.904 57271.233 359.20371 0.627197 
  HETP 17.545 17.338 17.501 17.461333 0.109052 0.624534 
Peak 3 Retention time 7.311 7.298 7.263 7.2906667 0.0248261 0.340518 
  Area 2762 3027 3019 2936 150.7415 5.134247 
  % Area 17.883 18.037 18.007 17.975667 0.0816415 0.454178 
  Tailing factor 1.109 1.11 1.119 1.1126667 0.0055076 0.494988 
  Resolution 5.377 5.389 5.335 5.367 0.0283549 0.528319 
  Capacity factor 2.396 2.391 2.376 2.3876667 0.0104083 0.435921 
  Theoritical Plates 61605.888 62110.813 61302.057 61672.919 408.52352 0.662403 
  HETP 16.232 16.1 16.313 16.215 0.1075128 0.663045 

ตารางที ่4 แสดง peak properties ของสารละลายผสมระหวา่ง Uracil ความเขม้ขน้ 0.006 mg/ml (peak 1) 

Ethylbenzene ความเขม้ขน้ 0.348 mg/ml (peak 2) และ Propylbenzene ความเขม้ขน้ 1.032 mg/ml (peak 3) 

จากผลการทดสอบคอลมัน์ท่ีระบุไวใ้นใบ Column Performance Report ดูผลจากโครมาโทแกรมของ 

Propylbenzene โดยมี parameter ต่างๆ ดงัน้ี 

  - Retention Time มีค่าเป็น 6.16 

  - Capacity Factor (k’) มีค่าเป็น 2.16 

  - Theoretical Plates (N) มีค่าเป็น 13299 



  - Peak Asymmetry (Tailing Factor) มีค่าเป็น 1.04 

 จากผลการทดสอบประสิทธิภาพคอลมัน์ พบวา่ประสิทธิภาพของคอลมัน์โดยรวมยงัจดัวา่อยูใ่น

สภาพดี โดยโครมาโทแกรมของ Propylbenzene มี parameter ต่างๆ เฉล่ีย ดงัน้ี 

  - Retention Time มีค่าเป็น 7.29 

  - Capacity Factor (k’) มีค่าเป็น 2.39 

  - Theoretical Plates (N) มีค่าเป็น 61673 

  - Peak Asymmetry (Tailing Factor) มีค่าเป็น 1.11 

 ซ่ึงการท่ีค่า parameter ต่างๆ น้ีมีความแตกต่างไปจากค่า parameter ท่ีระบุไวใ้นใบ Column 

Performance Report ก็เน่ืองมาจากการควบคุมสภาวะต่างๆ ระหวา่งการทดสอบประสิทธิภาพคอลมัน์มี

ความแตกต่างกนั โดยใบ Column Performance Report ก าหนดใหมี้การควบคุมอุณหภูมิท่ี 40ºC  แต่ในการ

ทดสอบจริงไม่ไดมี้การควบคุมอุณหภูมิเน่ืองจากขอ้จ ากดัของเคร่ือง HPLC ท่ีใช ้

 



D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA 3mg-ml 001.lcd
 Sample Name : DHA 3 mg/ml in ACN:Water (60:40) 001

 Vail # : 48
 Injection Volume : 20 uL

 Data File Name : DHA 3mg-ml 001.lcd
 Method File Name : ACN-H2O 60-40 (12min).lcm

 Batch File Name : Collect fraction Batch.lcb
 Report File Name : Default.lcr

 Data Acquired : 17/12/2555 13:40:21
 Data Processed : 17/12/2555 13:52:22

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====
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PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 

Total

Ret. Time
 2.187 
 2.846 
 3.781 
 5.911 
 6.396 
 6.888 
 7.114 
 9.751 

Area
 46301 
 11370 
 1266 
 1882 

 36787 
 224794 

 2743185 
 874188 

 3939773 

Area %
 1.175 
 0.289 
 0.032 
 0.048 
 0.934 
 5.706 

 69.628 
 22.189 

 100.000 

Resolution
 0.000 
 1.317 
 2.507 
 5.421 
 1.113 
 0.780 
 0.369 
 7.641 

Tailing Factor
 1.050 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.981 

k'
 0.000 
 0.302 
 0.729 
 1.703 
 1.925 
 2.150 
 2.254 
 3.460 
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D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA 3mg-ml 002.lcd
 Sample Name : DHA 3 mg/ml in ACN:Water (60:40) 002

 Vail # : 48
 Injection Volume : 20 uL

 Data File Name : DHA 3mg-ml 002.lcd
 Method File Name : ACN-H2O 60-40 (12min).lcm

 Batch File Name : Collect fraction Batch.lcb
 Report File Name : Default.lcr

 Data Acquired : 17/12/2555 17:05:05
 Data Processed : 17/12/2555 17:17:08

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA 3mg-ml 002.lcd
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Det.A Ch1/216nm1

PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 

 10 
 11 
 12 
 13 

Total

Ret. Time
 2.199 
 2.865 
 3.333 
 3.784 
 4.075 
 4.382 
 4.933 
 5.325 
 5.898 
 6.395 
 6.885 
 7.114 
 9.747 

Area
 42026 
 10916 
 1131 
 2021 
 1801 
 2840 
 2300 
 4496 

 34993 
 39124 

 238621 
 2778856 
 817726 

 3976851 

Area %
 1.057 
 0.275 
 0.028 
 0.051 
 0.045 
 0.071 
 0.058 
 0.113 
 0.880 
 0.984 
 6.000 

 69.876 
 20.562 

 100.000 

Resolution
 0.000 
 1.410 
 0.000 
 0.000 
 0.093 
 0.093 
 0.337 
 0.102 
 0.205 
 1.530 
 0.814 
 0.399 
 7.648 

Tailing Factor
 1.002 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.973 

k'
 0.000 
 0.303 
 0.516 
 0.721 
 0.853 
 0.993 
 1.244 
 1.422 
 1.682 
 1.908 
 2.131 
 2.235 
 3.433 
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D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA 3mg-ml 003.lcd
 Sample Name : DHA 3 mg/ml in ACN:Water (60:40) 003

 Vail # : 48
 Injection Volume : 20 uL

 Data File Name : DHA 3mg-ml 003.lcd
 Method File Name : ACN-H2O 60-40 (12min).lcm

 Batch File Name : Collect fraction Batch.lcb
 Report File Name : Default.lcr

 Data Acquired : 17/12/2555 17:18:41
 Data Processed : 17/12/2555 17:30:44

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====
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PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 

 10 
Total

Ret. Time
 2.201 
 2.884 
 3.782 
 5.317 
 5.885 
 6.380 
 6.865 
 7.100 
 8.491 
 9.717 

Area
 42884 
 9626 
 2223 
 2258 

 17544 
 36722 

 231544 
 2772623 

 1011 
 824326 

 3940761 

Area %
 1.088 
 0.244 
 0.056 
 0.057 
 0.445 
 0.932 
 5.876 

 70.358 
 0.026 

 20.918 
 100.000 

Resolution
 0.000 
 1.445 
 2.434 
 1.291 
 0.472 
 1.536 
 0.997 
 0.502 
 4.446 
 3.474 

Tailing Factor
 0.998 
 0.000 
 1.433 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 1.092 
 0.961 

k'
 0.000 
 0.310 
 0.718 
 1.415 
 1.673 
 1.898 
 2.119 
 2.225 
 2.857 
 3.414 
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D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction alpha 001.lcd
 Sample Name : DHA Alpha fraction from DHA 3 mg/ml in ACN:Water (60:40) 001

 Vail # : 50
 Injection Volume : 60 uL

 Data File Name : DHA fraction alpha 001.lcd
 Method File Name : ACN-H2O 60-40 (12min).lcm

 Batch File Name : Collect fraction Batch.lcb
 Report File Name : Default.lcr

 Data Acquired : 17/12/2555 15:43:46
 Data Processed : 17/12/2555 15:55:47

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction alpha 001.lcd

min

230

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0

0

100

200
Det.A Ch1

 2
.1

7
7
 

 4
.5

3
4
 

 5
.3

8
3
 

 5
.9

1
4
 

 6
.5

3
3
 

 7
.1

3
8
 

 9
.7

7
2
 

Det.A Ch1/216nm1

PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 

Total

Ret. Time
 2.177 
 4.534 
 5.383 
 5.914 
 6.533 
 7.138 
 9.772 

Area
 18992 
 1103 
 3554 
 7261 
 1878 

 187905 
 47462 

 268156 

Area %
 7.083 
 0.411 
 1.325 
 2.708 
 0.700 

 70.073 
 17.699 

 100.000 

Resolution
 0.000 
 6.132 
 0.639 
 0.399 
 1.102 
 1.084 
 6.703 

Tailing Factor
 1.503 
 0.900 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.873 
 1.112 

k'
 0.000 
 1.083 
 1.473 
 1.717 
 2.002 
 2.279 
 3.490 
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D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction alpha 002.lcd
 Sample Name : DHA Alpha fraction from DHA 3 mg/ml in ACN:Water (60:40) 002

 Vail # : 50
 Injection Volume : 60 uL

 Data File Name : DHA fraction alpha 002.lcd
 Method File Name : ACN-H2O 60-40 (12min).lcm

 Batch File Name : Collect fraction Batch.lcb
 Report File Name : Default.lcr

 Data Acquired : 17/12/2555 15:56:09
 Data Processed : 17/12/2555 16:08:11

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction alpha 002.lcd
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PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 

Total

Ret. Time
 2.183 
 3.229 
 4.537 
 5.917 
 6.542 
 7.137 
 9.139 
 9.769 

Area
 18125 
 1036 
 1113 

 14196 
 2354 

 187209 
 2947 

 50326 
 277306 

Area %
 6.536 
 0.374 
 0.401 
 5.119 
 0.849 

 67.510 
 1.063 

 18.148 
 100.000 

Resolution
 0.000 
 2.396 
 3.064 
 3.695 
 0.904 
 0.863 
 0.688 
 0.214 

Tailing Factor
 1.399 
 1.236 
 0.845 
 0.000 
 0.000 
 0.865 
 0.000 
 1.058 

k'
 0.000 
 0.479 
 1.078 
 1.711 
 1.997 
 2.269 
 3.186 
 3.475 

D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction alpha 002.lcd
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D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction alpha 003.lcd
 Sample Name : DHA Alpha fraction from DHA 3 mg/ml in ACN:Water (60:40) 003

 Vail # : 50
 Injection Volume : 60 uL

 Data File Name : DHA fraction alpha 003.lcd
 Method File Name : ACN-H2O 60-40 (12min).lcm

 Batch File Name : Collect fraction Batch.lcb
 Report File Name : Default.lcr

 Data Acquired : 17/12/2555 16:08:34
 Data Processed : 17/12/2555 16:20:35

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction alpha 003.lcd
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PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 

Total

Ret. Time
 2.196 
 3.830 
 5.342 
 5.918 
 6.533 
 7.139 
 9.773 

Area
 19726 
 5211 
 4241 

 13150 
 2984 

 187957 
 47191 

 280460 

Area %
 7.033 
 1.858 
 1.512 
 4.689 
 1.064 

 67.017 
 16.826 

 100.000 

Resolution
 0.000 
 3.862 
 1.047 
 0.404 
 0.427 
 0.421 
 6.464 

Tailing Factor
 1.384 
 1.758 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.883 
 1.149 

k'
 0.000 
 0.744 
 1.433 
 1.695 
 1.976 
 2.251 
 3.451 

D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction alpha 003.lcd
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D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction between alpha and beta 001.lcd
 Sample Name : DHA between Alpha and Beta fraction from DHA 3 mg/ml in ACN:Water (60:40) 001

 Vail # : 52
 Injection Volume : 60 uL

 Data File Name : DHA fraction between alpha and beta 001.lcd
 Method File Name : ACN-H2O 60-40 (12min).lcm

 Batch File Name : Collect fraction Batch.lcb
 Report File Name : Default.lcr

 Data Acquired : 17/12/2555 19:00:54
 Data Processed : 17/12/2555 19:12:57

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction between alpha and beta 001.lcd
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PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 
 4 

Total

Ret. Time
 2.210 
 6.542 
 7.123 
 9.719 

Area
 13667 
 1987 

 19535 
 4636 

 39825 

Area %
 34.318 
 4.990 

 49.052 
 11.640 

 100.000 

Resolution
 0.000 
 6.802 
 0.937 
 6.719 

Tailing Factor
 1.137 
 0.000 
 0.000 
 1.191 

k'
 0.000 
 1.960 
 2.222 
 3.397 

D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction between alpha and beta 001.lcd
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D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction between alpha and beta 002.lcd
 Sample Name : DHA between Alpha and Beta fraction from DHA 3 mg/ml in ACN:Water (60:40) 002

 Vail # : 52
 Injection Volume : 60 uL

 Data File Name : DHA fraction between alpha and beta 002.lcd
 Method File Name : ACN-H2O 60-40 (12min).lcm

 Batch File Name : Collect fraction Batch.lcb
 Report File Name : Default.lcr

 Data Acquired : 17/12/2555 19:13:21
 Data Processed : 17/12/2555 19:25:23

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction between alpha and beta 002.lcd
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PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 

Total

Ret. Time
 2.177 
 2.958 
 4.526 
 5.350 
 5.738 
 6.534 
 7.117 
 9.713 

Area
 12820 
 1022 
 1439 
 3032 
 1778 
 2270 

 20540 
 4652 

 47553 

Area %
 26.959 
 2.149 
 3.027 
 6.375 
 3.739 
 4.774 

 43.194 
 9.784 

 100.000 

Resolution
 0.000 
 1.664 
 3.115 
 0.699 
 0.308 
 0.845 
 0.706 
 6.670 

Tailing Factor
 1.219 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 1.187 

k'
 0.000 
 0.359 
 1.079 
 1.457 
 1.635 
 2.001 
 2.269 
 3.461 

D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction between alpha and beta 002.lcd
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D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction between alpha and beta 003.lcd
 Sample Name : DHA between Alpha and Beta fraction from DHA 3 mg/ml in ACN:Water (60:40) 003

 Vail # : 52
 Injection Volume : 60 uL

 Data File Name : DHA fraction between alpha and beta 003.lcd
 Method File Name : ACN-H2O 60-40 (12min).lcm

 Batch File Name : Collect fraction Batch.lcb
 Report File Name : Default.lcr

 Data Acquired : 17/12/2555 19:25:46
 Data Processed : 17/12/2555 19:37:47

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction between alpha and beta 003.lcd
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PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 

Total

Ret. Time
 2.183 
 3.826 
 5.741 
 6.539 
 7.123 
 9.714 

Area
 12971 
 1129 
 1021 
 1002 

 15821 
 4703 

 36647 

Area %
 35.394 
 3.081 
 2.786 
 2.734 

 43.170 
 12.834 

 100.000 

Resolution
 0.000 
 4.722 
 4.956 
 2.006 
 1.671 
 6.630 

Tailing Factor
 1.166 
 1.187 
 1.685 
 1.004 
 1.281 
 1.203 

k'
 0.000 
 0.752 
 1.629 
 1.995 
 2.262 
 3.449 

D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction between alpha and beta 003.lcd
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D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction beta 001.lcd
 Sample Name : DHA Beta fraction from DHA 3 mg/ml in ACN:Water (60:40) 001

 Vail # : 53
 Injection Volume : 60 uL

 Data File Name : DHA fraction beta 001.lcd
 Method File Name : ACN-H2O 60-40 (12min).lcm

 Batch File Name : Collect fraction Batch.lcb
 Report File Name : Default.lcr

 Data Acquired : 17/12/2555 20:41:04
 Data Processed : 17/12/2555 20:53:07

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction beta 001.lcd
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PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 
 4 
 5 

Total

Ret. Time
 2.236 
 5.827 
 6.520 
 7.066 
 9.599 

Area
 13970 
 2164 
 4691 

 57132 
 15306 
 93263 

Area %
 14.979 
 2.320 
 5.030 

 61.259 
 16.412 

 100.000 

Resolution
 0.000 
 8.178 
 1.574 
 1.393 
 6.669 

Tailing Factor
 1.771 
 0.884 
 0.000 
 1.234 
 1.116 

k'
 0.000 
 1.606 
 1.916 
 2.160 
 3.293 

D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction beta 001.lcd
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D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction beta 002.lcd
 Sample Name : DHA Beta fraction from DHA 3 mg/ml in ACN:Water (60:40) 002

 Vail # : 53
 Injection Volume : 60 uL

 Data File Name : DHA fraction beta 002.lcd
 Method File Name : ACN-H2O 60-40 (12min).lcm

 Batch File Name : Collect fraction Batch.lcb
 Report File Name : Default.lcr

 Data Acquired : 17/12/2555 20:53:29
 Data Processed : 17/12/2555 21:05:31

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction beta 002.lcd
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PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 

Total

Ret. Time
 2.207 
 2.549 
 3.792 
 5.816 
 6.524 
 7.063 
 9.591 

Area
 9670 
 3568 
 1116 
 2146 
 4305 

 54793 
 14822 
 90420 

Area %
 10.695 
 3.946 
 1.234 
 2.373 
 4.761 

 60.599 
 16.393 

 100.000 

Resolution
 0.000 
 0.294 
 1.067 
 5.391 
 1.771 
 1.425 
 6.718 

Tailing Factor
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.875 
 0.000 
 1.213 
 1.113 

k'
 0.000 
 0.155 
 0.718 
 1.635 
 1.956 
 2.200 
 3.345 

D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction beta 002.lcd
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D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction beta 003.lcd
 Sample Name : DHA Beta fraction from DHA 3 mg/ml in ACN:Water (60:40) 003

 Vail # : 53
 Injection Volume : 60 uL

 Data File Name : DHA fraction beta 003.lcd
 Method File Name : ACN-H2O 60-40 (12min).lcm

 Batch File Name : Collect fraction Batch.lcb
 Report File Name : Default.lcr

 Data Acquired : 17/12/2555 21:05:54
 Data Processed : 17/12/2555 21:17:57

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction beta 003.lcd
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PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 

 10 
Total

Ret. Time
 2.210 
 2.558 
 3.799 
 4.453 
 5.813 
 6.520 
 7.060 
 8.177 
 8.901 
 9.583 

Area
 10535 
 3681 
 4110 
 1002 
 2224 
 4134 

 53300 
 4716 
 1426 

 14671 
 99799 

Area %
 10.556 
 3.689 
 4.119 
 1.004 
 2.228 
 4.143 

 53.408 
 4.726 
 1.429 

 14.700 
 100.000 

Resolution
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 1.432 
 3.294 
 1.800 
 1.427 
 1.619 
 0.917 
 1.413 

Tailing Factor
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.882 
 0.952 
 1.242 
 0.000 
 0.000 
 1.132 

k'
 0.000 
 0.158 
 0.720 
 1.015 
 1.631 
 1.951 
 2.195 
 2.701 
 3.028 
 3.337 

D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction beta 003.lcd
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D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction after alpha and beta 001.lcd
 Sample Name : DHA after Alpha and Beta fraction from DHA 3 mg/ml in ACN:Water (60:40) 001

 Vail # : 54
 Injection Volume : 60 uL

 Data File Name : DHA fraction after alpha and beta 001.lcd
 Method File Name : ACN-H2O 60-40 (12min).lcm

 Batch File Name : Collect fraction Batch.lcb
 Report File Name : Default.lcr

 Data Acquired : 17/12/2555 22:21:19
 Data Processed : 17/12/2555 22:33:19

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction after alpha and beta 001.lcd
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PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 

Total

Ret. Time
 2.283 
 2.688 
 2.818 

Area
 93313 
 12453 
 27601 

 133368 

Area %
 69.967 
 9.338 

 20.695 
 100.000 

Resolution
 0.000 
 0.810 
 0.237 

Tailing Factor
 0.000 
 0.000 
 0.000 

k'
 0.000 
 0.178 
 0.235 
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min

15

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0

0

10

Det.A Ch1

 2
.2

8
3
 

 2
.6

8
8
 

 2
.8

1
8
 

Det.A Ch1/216nm1

D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction after alpha and beta 001.lcd

min

2

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0

0.0

Det.A Ch1

 2
.2

8
3
 

 2
.6

8
8
 

 2
.8

1
8
 

Det.A Ch1/216nm1



D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction after alpha and beta 002.lcd
 Sample Name : DHA after Alpha and Beta fraction from DHA 3 mg/ml in ACN:Water (60:40) 002

 Vail # : 54
 Injection Volume : 60 uL

 Data File Name : DHA fraction after alpha and beta 002.lcd
 Method File Name : ACN-H2O 60-40 (12min).lcm

 Batch File Name : Collect fraction Batch.lcb
 Report File Name : Default.lcr

 Data Acquired : 17/12/2555 22:33:43
 Data Processed : 17/12/2555 22:45:45

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction after alpha and beta 002.lcd
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PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 

Total

Ret. Time
 2.267 
 2.824 
 5.883 

Area
 103340 
 11811 
 14494 

 129645 

Area %
 79.710 
 9.110 

 11.180 
 100.000 

Resolution
 0.000 
 1.807 
 3.673 

Tailing Factor
 1.375 
 1.555 
 0.561 

k'
 0.000 
 0.246 
 1.595 

D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction after alpha and beta 002.lcd
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D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction after alpha and beta 003.lcd
 Sample Name : DHA after Alpha and Beta fraction from DHA 3 mg/ml in ACN:Water (60:40) 003

 Vail # : 54
 Injection Volume : 60 uL

 Data File Name : DHA fraction after alpha and beta 003.lcd
 Method File Name : ACN-H2O 60-40 (12min).lcm

 Batch File Name : Collect fraction Batch.lcb
 Report File Name : Default.lcr

 Data Acquired : 17/12/2555 22:46:08
 Data Processed : 17/12/2555 22:58:09

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction after alpha and beta 003.lcd
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PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 

Total

Ret. Time
 2.262 
 2.821 
 3.840 

Area
 98724 
 12268 
 2905 

 113897 

Area %
 86.678 
 10.771 
 2.551 

 100.000 

Resolution
 0.000 
 1.743 
 3.518 

Tailing Factor
 1.407 
 1.576 
 1.013 

k'
 0.000 
 0.247 
 0.697 

D:\Dihydroartemisinin QC\17-12-2012\DHA fraction after alpha and beta 003.lcd
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D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\DHA Acetate-Buffer 001.icd.lcd
 Sample Name : DHA 1 mg/ml in ACN:Ammonium Acetate-Acetic acid Buffer (60:40) 001

 Vail # : 4
 Injection Volume : 20 uL

 Data File Name : DHA Acetate-Buffer 001.icd.lcd
 Method File Name : ACN-H2O 60-40.lcm

 Batch File Name : Test Buffer Effect.lcb
 Data Acquired : 23/11/2555 3:51:46

 Data Processed : 29/11/2555 15:26:53

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\DHA Acetate-Buffer 001.icd.lcd
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PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 

Total

Ret. Time
 2.150 
 3.002 
 6.411 
 7.122 
 9.751 

 13.609 
 14.484 
 27.399 

Area
 1435652 
 1325890 

 1551 
 114631 
 30830 
 33059 
 48275 
 9853 

 2999742 

Area %
 47.859 
 44.200 
 0.052 
 3.821 
 1.028 
 1.102 
 1.609 
 0.328 

 100.000 

Resolution
 0.000 
 2.557 
 9.061 
 2.066 
 7.240 
 7.266 
 1.380 

 15.808 

Tailing Factor
 1.657 
 6.488 
 0.960 
 1.159 
 1.082 
 0.000 
 0.000 
 0.836 

k'
 0.000 
 0.396 
 1.982 
 2.313 
 3.536 
 5.330 
 5.737 

 11.744 

D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\DHA Acetate-Buffer 001.icd.lcd
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D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\DHA Acetate-Buffer 002.icd.lcd
 Sample Name : DHA 1 mg/ml in ACN:Ammonium Acetate-Acetic acid Buffer (60:40) 002

 Vail # : 4
 Injection Volume : 20 uL

 Data File Name : DHA Acetate-Buffer 002.icd.lcd
 Method File Name : ACN-H2O 60-40.lcm

 Batch File Name : Test Buffer Effect.lcb
 Data Acquired : 23/11/2555 4:22:11

 Data Processed : 29/11/2555 15:26:21

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\DHA Acetate-Buffer 002.icd.lcd
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PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 

 10 
Total

Ret. Time
 2.113 
 2.987 
 4.855 
 5.367 
 5.560 
 7.125 
 9.758 

 13.616 
 14.493 
 27.355 

Area
 2737470 
 1436105 

 3277 
 6346 

 75997 
 125050 
 30913 
 34380 
 49454 
 9433 

 4508426 

Area %
 60.719 
 31.854 
 0.073 
 0.141 
 1.686 
 2.774 
 0.686 
 0.763 
 1.097 
 0.209 

 100.000 

Resolution
 0.000 
 2.797 
 6.163 
 0.143 
 0.043 
 1.356 
 7.178 
 7.226 
 1.373 

 15.808 

Tailing Factor
 1.611 
 6.042 
 1.850 
 0.000 
 0.000 
 1.078 
 1.077 
 0.000 
 0.000 
 0.932 

k'
 0.000 
 0.414 
 1.298 
 1.540 
 1.631 
 2.372 
 3.619 
 5.445 
 5.860 

 11.948 

D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\DHA Acetate-Buffer 002.icd.lcd
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D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\DHA Acetate-Buffer 003.icd.lcd
 Sample Name : DHA 1 mg/ml in ACN:Ammonium Acetate-Acetic acid Buffer (60:40) 003

 Vail # : 4
 Injection Volume : 20 uL

 Data File Name : DHA Acetate-Buffer 003.icd.lcd
 Method File Name : ACN-H2O 60-40.lcm

 Batch File Name : Test Buffer Effect.lcb
 Data Acquired : 23/11/2555 4:52:38

 Data Processed : 29/11/2555 15:26:08

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\DHA Acetate-Buffer 003.icd.lcd
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PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 

 10 
Total

Ret. Time
 2.116 
 2.987 
 4.835 
 5.320 
 5.529 
 7.128 
 9.763 

 13.632 
 14.512 
 27.451 

Area
 2879541 
 1410102 

 3857 
 6296 

 73776 
 125713 
 30510 
 34348 
 52614 
 9235 

 4625992 

Area %
 62.247 
 30.482 
 0.083 
 0.136 
 1.595 
 2.718 
 0.660 
 0.742 
 1.137 
 0.200 

 100.000 

Resolution
 0.000 
 2.824 
 6.041 
 0.421 
 0.101 
 1.340 
 7.174 
 7.243 
 1.360 

 15.796 

Tailing Factor
 1.651 
 5.788 
 1.646 
 0.000 
 0.000 
 1.081 
 1.076 
 0.000 
 0.000 
 0.974 

k'
 0.000 
 0.411 
 1.285 
 1.514 
 1.612 
 2.368 
 3.613 
 5.441 
 5.857 

 11.971 

D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\DHA Acetate-Buffer 003.icd.lcd
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D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\Blank Acetate-Buffer 001.icd.lcd
 Sample Name : ACN:Ammonium Acetate-Acetic acid Buffer (60:40) 001

 Vail # : 3
 Injection Volume : 20 uL

 Data File Name : Blank Acetate-Buffer 001.icd.lcd
 Method File Name : ACN-H2O 60-40.lcm

 Batch File Name : Test Buffer Effect.lcb
 Data Acquired : 23/11/2555 2:20:28

 Data Processed : 29/11/2555 15:31:34

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\Blank Acetate-Buffer 001.icd.lcd
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PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 
 4 
 5 

Total

Ret. Time
 1.735 
 2.138 
 3.092 
 7.116 
 7.391 

Area
 2183 

 1808002 
 1037291 

 81398 
 53822 

 2982695 

Area %
 0.073 

 60.616 
 34.777 
 2.729 
 1.804 

 100.000 

Resolution
 0.000 
 1.406 
 2.379 
 2.861 
 0.054 

Tailing Factor
 0.937 
 1.647 
 5.985 
 0.000 
 0.000 

k'
 0.000 
 0.232 
 0.783 
 3.103 
 3.261 

D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\Blank Acetate-Buffer 001.icd.lcd
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D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\Blank Acetate-Buffer 002.icd.lcd
 Sample Name : ACN:Ammonium Acetate-Acetic acid Buffer (60:40) 002

 Vail # : 3
 Injection Volume : 20 uL

 Data File Name : Blank Acetate-Buffer 002.icd.lcd
 Method File Name : ACN-H2O 60-40.lcm

 Batch File Name : Test Buffer Effect.lcb
 Data Acquired : 23/11/2555 2:50:54

 Data Processed : 29/11/2555 15:31:04

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\Blank Acetate-Buffer 002.icd.lcd
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PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 

Total

Ret. Time
 2.128 
 3.060 
 8.386 
 8.595 
 9.328 

 11.133 
 12.527 

Area
 1535683 
 1076738 

 81030 
 61075 
 29726 
 35096 
 37498 

 2856846 

Area %
 53.755 
 37.690 
 2.836 
 2.138 
 1.041 
 1.228 
 1.313 

 100.000 

Resolution
 0.000 
 2.646 
 4.299 
 0.151 
 1.130 
 0.800 
 0.425 

Tailing Factor
 1.652 
 6.619 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 

k'
 0.000 
 0.438 
 2.941 
 3.040 
 3.384 
 4.232 
 4.887 

D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\Blank Acetate-Buffer 002.icd.lcd
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D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\Blank Acetate-Buffer 003.icd.lcd
 Sample Name : ACN:Ammonium Acetate-Acetic acid Buffer (60:40) 003

 Vail # : 3
 Injection Volume : 20 uL

 Data File Name : Blank Acetate-Buffer 003.icd.lcd
 Method File Name : ACN-H2O 60-40.lcm

 Batch File Name : Test Buffer Effect.lcb
 Data Acquired : 23/11/2555 3:21:20

 Data Processed : 29/11/2555 15:30:38

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\Blank Acetate-Buffer 003.icd.lcd
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PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 

Total

Ret. Time
 2.124 
 3.067 
 8.659 
 8.862 
 9.458 

 10.768 
 11.932 

Area
 1470538 
 1101529 

 90062 
 81561 
 41839 
 46556 
 53286 

 2885371 

Area %
 50.965 
 38.176 
 3.121 
 2.827 
 1.450 
 1.614 
 1.847 

 100.000 

Resolution
 0.000 
 2.641 
 3.393 
 0.112 
 0.836 
 0.498 
 0.425 

Tailing Factor
 1.649 
 7.073 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 

k'
 0.000 
 0.444 
 3.076 
 3.172 
 3.452 
 4.069 
 4.617 

D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\Blank Acetate-Buffer 003.icd.lcd
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D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\DHA Non-Buffer 001.icd.lcd
 Sample Name : DHA 1 mg/ml in ACN:Water (60:40) 001

 Vail # : 2
 Injection Volume : 20 uL

 Data File Name : DHA Non-Buffer 001.icd.lcd
 Method File Name : ACN-H2O 60-40.lcm

 Batch File Name : Test Buffer Effect.lcb
 Data Acquired : 23/11/2555 0:11:36

 Data Processed : 29/11/2555 15:22:20

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\DHA Non-Buffer 001.icd.lcd
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PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 
 4 
 5 

Total

Ret. Time
 2.088 
 5.914 
 6.436 
 7.135 
 9.773 

Area
 96798 
 3659 
 1559 

 123449 
 28803 

 254268 

Area %
 38.069 
 1.439 
 0.613 

 48.551 
 11.328 

 100.000 

Resolution
 0.000 
 7.261 
 1.523 
 1.912 
 7.526 

Tailing Factor
 2.635 
 1.098 
 0.000 
 0.822 
 0.835 

k'
 0.000 
 1.833 
 2.083 
 2.417 
 3.681 

D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\DHA Non-Buffer 001.icd.lcd
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D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\DHA Non-Buffer 002.icd.lcd
 Sample Name : DHA 1 mg/ml in ACN:Water (60:40) 002

 Vail # : 2
 Injection Volume : 20 uL

 Data File Name : DHA Non-Buffer 002.icd.lcd
 Method File Name : ACN-H2O 60-40.lcm

 Batch File Name : Test Buffer Effect.lcb
 Data Acquired : 23/11/2555 0:42:01

 Data Processed : 29/11/2555 15:22:01

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\DHA Non-Buffer 002.icd.lcd

min

15

0 5 10 15 20 25
-5

0

5

10

15
Det.A Ch1

 2
.0

9
8
 

 5
.9

1
9
 

 6
.4

3
4
 

 7
.1

3
8
 

 9
.7

8
1
 

Det.A Ch1/216nm1

PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 
 4 
 5 

Total

Ret. Time
 2.098 
 5.919 
 6.434 
 7.138 
 9.781 

Area
 93889 
 4071 
 1623 

 124484 
 29200 

 253266 

Area %
 37.071 
 1.607 
 0.641 

 49.151 
 11.529 

 100.000 

Resolution
 0.000 
 7.461 
 1.593 
 2.031 
 7.502 

Tailing Factor
 2.592 
 1.078 
 0.000 
 0.826 
 0.833 

k'
 0.000 
 1.820 
 2.066 
 2.402 
 3.661 
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D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\DHA Non-Buffer 003.icd.lcd
 Sample Name : DHA 1 mg/ml in ACN:Water (60:40) 003

 Vail # : 2
 Injection Volume : 20 uL

 Data File Name : DHA Non-Buffer 003.icd.lcd
 Method File Name : ACN-H2O 60-40.lcm

 Batch File Name : Test Buffer Effect.lcb
 Data Acquired : 23/11/2555 1:12:29

 Data Processed : 29/11/2555 15:21:47

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\DHA Non-Buffer 003.icd.lcd
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PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 
 4 
 5 

Total

Ret. Time
 2.103 
 5.922 
 6.438 
 7.141 
 9.788 

Area
 93136 
 4204 
 1626 

 124494 
 28915 

 252374 

Area %
 36.904 
 1.666 
 0.644 

 49.329 
 11.457 

 100.000 

Resolution
 0.000 
 5.675 
 1.589 
 2.016 
 7.486 

Tailing Factor
 2.594 
 1.099 
 0.000 
 0.828 
 0.861 

k'
 0.000 
 1.816 
 2.062 
 2.396 
 3.655 
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D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\Blank Phosphate-Buffer 001.icd.lcd
 Sample Name : ACN:Sodium dihydrogen Phosphate-Phosphoric acid Buffer (60:40) 001

 Vail # : 5
 Injection Volume : 20 uL

 Data File Name : Blank Phosphate-Buffer 001.icd.lcd
 Method File Name : ACN-H2O 60-40.lcm

 Batch File Name : Test Buffer Effect.lcb
 Data Acquired : 23/11/2555 6:00:37

 Data Processed : 29/11/2555 15:27:50

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\Blank Phosphate-Buffer 001.icd.lcd
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PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 

Total

Ret. Time
 1.954 
 4.249 

Area
 1061584 

 1622 
 1063205 

Area %
 99.847 
 0.153 

 100.000 

Resolution
 0.000 
 7.558 

Tailing Factor
 6.562 
 1.970 

k'
 0.000 
 1.174 

D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\Blank Phosphate-Buffer 001.icd.lcd

min

260

0 5 10 15 20 25

0

250 Det.A Ch1

 1
.9

5
4
 

 4
.2

4
9
 

Det.A Ch1/216nm1



D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\Blank Phosphate-Buffer 002.icd.lcd
 Sample Name : ACN:Sodium dihydrogen Phosphate-Phosphoric acid Buffer (60:40) 002

 Vail # : 5
 Injection Volume : 20 uL

 Data File Name : Blank Phosphate-Buffer 002.icd.lcd
 Method File Name : ACN-H2O 60-40.lcm

 Batch File Name : Test Buffer Effect.lcb
 Data Acquired : 23/11/2555 6:31:02

 Data Processed : 29/11/2555 15:27:32

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\Blank Phosphate-Buffer 002.icd.lcd
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PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 
 4 
 5 

Total

Ret. Time
 1.995 
 3.766 
 4.264 

 14.083 
 15.003 

Area
 2128401 

 1212 
 2306 
 3632 

 26788 
 2162339 

Area %
 98.431 
 0.056 
 0.107 
 0.168 
 1.239 

 100.000 

Resolution
 0.000 
 8.199 
 2.104 
 0.000 
 0.000 

Tailing Factor
 1.547 
 1.220 
 1.499 
 0.000 
 0.000 

k'
 0.000 
 0.888 
 1.137 
 6.059 
 6.519 
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D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\Blank Phosphate-Buffer 003.icd.lcd
 Sample Name : ACN:Sodium dihydrogen Phosphate-Phosphoric acid Buffer (60:40) 003

 Vail # : 5
 Injection Volume : 20 uL

 Data File Name : Blank Phosphate-Buffer 003.icd.lcd
 Method File Name : ACN-H2O 60-40.lcm

 Batch File Name : Test Buffer Effect.lcb
 Data Acquired : 23/11/2555 7:01:27

 Data Processed : 29/11/2555 15:27:17

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\Blank Phosphate-Buffer 003.icd.lcd
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PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 
 4 
 5 

Total

Ret. Time
 1.986 
 3.772 
 4.272 

 13.525 
 14.037 

Area
 2173673 

 1182 
 2240 
 1148 
 9383 

 2187626 

Area %
 99.362 
 0.054 
 0.102 
 0.052 
 0.429 

 100.000 

Resolution
 0.000 
 8.351 
 2.097 
 0.000 
 0.000 

Tailing Factor
 1.673 
 1.189 
 1.601 
 0.000 
 0.000 

k'
 0.000 
 0.899 
 1.151 
 5.810 
 6.068 
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D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\DHA Phosphate-Buffer 001.icd.lcd
 Sample Name : DHA 1 mg/ml in ACN:Sodium dihydrogen Phosphate-Phosphoric acid Buffer (60:40) 001

 Vail # : 6
 Injection Volume : 20 uL

 Data File Name : DHA Phosphate-Buffer 001.icd.lcd
 Method File Name : ACN-H2O 60-40.lcm

 Batch File Name : Test Buffer Effect.lcb
 Data Acquired : 23/11/2555 7:31:52

 Data Processed : 29/11/2555 15:21:25

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\DHA Phosphate-Buffer 001.icd.lcd
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PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 

Total

Ret. Time
 1.984 
 4.272 
 5.925 
 6.421 
 7.135 
 9.783 

Area
 2255103 

 1742 
 4427 
 3539 

 128003 
 32452 

 2425266 

Area %
 92.984 
 0.072 
 0.183 
 0.146 
 5.278 
 1.338 

 100.000 

Resolution
 0.000 
 9.361 
 1.874 
 0.477 
 1.581 
 7.306 

Tailing Factor
 1.737 
 1.521 
 0.000 
 0.000 
 0.847 
 1.077 

k'
 0.000 
 1.153 
 1.987 
 2.237 
 2.597 
 3.932 
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D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\DHA Phosphate-Buffer 002.icd.lcd
 Sample Name : DHA 1 mg/ml in ACN:Sodium dihydrogen Phosphate-Phosphoric acid Buffer (60:40) 002

 Vail # : 6
 Injection Volume : 20 uL

 Data File Name : DHA Phosphate-Buffer 002.icd.lcd
 Method File Name : ACN-H2O 60-40.lcm

 Batch File Name : Test Buffer Effect.lcb
 Data Acquired : 23/11/2555 8:02:18

 Data Processed : 29/11/2555 15:21:04

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====
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PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 

Total

Ret. Time
 1.979 
 4.289 
 5.500 
 5.958 
 6.449 
 7.161 
 9.838 

Area
 2330680 

 1666 
 1946 
 2216 
 2900 

 128676 
 33587 

 2501672 

Area %
 93.165 
 0.067 
 0.078 
 0.089 
 0.116 
 5.144 
 1.343 

 100.000 

Resolution
 0.000 
 9.468 
 1.945 
 0.434 
 0.611 
 1.776 
 7.322 

Tailing Factor
 1.733 
 1.549 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.863 
 1.083 

k'
 0.000 
 1.168 
 1.780 
 2.012 
 2.260 
 2.619 
 3.972 
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D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\DHA Phosphate-Buffer 003.icd.lcd
 Sample Name : DHA 1 mg/ml in ACN:Sodium dihydrogen Phosphate-Phosphoric acid Buffer (60:40) 003

 Vail # : 6
 Injection Volume : 20 uL

 Data File Name : DHA Phosphate-Buffer 003.icd.lcd
 Method File Name : ACN-H2O 60-40.lcm

 Batch File Name : Test Buffer Effect.lcb
 Data Acquired : 23/11/2555 8:32:43

 Data Processed : 29/11/2555 15:19:22

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

D:\Dihydroartemisinin QC\22-11-2012 by April Meii\DHA Phosphate-Buffer 003.icd.lcd
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PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 

Total

Ret. Time
 1.977 
 4.285 
 5.942 
 6.452 
 7.157 
 9.832 

 12.818 

Area
 2339031 

 1699 
 4857 
 3794 

 128750 
 35035 
 48184 

 2561349 

Area %
 91.320 
 0.066 
 0.190 
 0.148 
 5.027 
 1.368 
 1.881 

 100.000 

Resolution
 0.000 
 9.454 
 1.333 
 0.369 
 1.608 
 7.254 
 1.302 

Tailing Factor
 1.768 
 1.503 
 0.000 
 0.000 
 0.858 
 1.142 
 0.000 

k'
 0.000 
 1.168 
 2.005 
 2.264 
 2.620 
 3.973 
 5.484 
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D:\Dihydroartemisinin QC\29-11-2012\DHA [Acid Stress 14 hr] 001.lcd
 Sample Name : DHA 1 mg/ml in ACN:Water (60:40) stress with 0.2N HCl 14 hr 001

 Vail # : 26
 Injection Volume : 20 uL

 Data File Name : DHA [Acid Stress 14 hr] 001.lcd
 Method File Name : FR 0.6, 30 min.lcm

 Batch File Name : Stress Acid-Base-AcidHeat in Phosphate Buffer con.lcb
 Data Acquired : 30/11/2555 12:12:53

 Data Processed : 30/11/2555 14:05:53
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PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 

Total

Ret. Time
 4.331 
 4.529 
 6.069 
 6.599 
 6.971 
 7.325 

 10.108 
 17.395 
 21.670 

Area
 15846 
 6916 

 337180 
 71366 

 159604 
 707217 
 202825 

 6887 
 169017 

 1676858 

Area %
 0.945 
 0.412 

 20.108 
 4.256 
 9.518 

 42.175 
 12.096 
 0.411 

 10.079 
 100.000 

Resolution
 0.000 
 0.419 
 3.121 
 1.541 
 0.781 
 0.823 
 7.690 

 13.414 
 5.017 

Tailing Factor
 0.000 
 0.000 
 1.203 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 1.054 
 1.069 
 0.929 

k'
 0.000 
 0.046 
 0.401 
 0.524 
 0.610 
 0.691 
 1.334 
 3.016 
 4.004 
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==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====



D:\Dihydroartemisinin QC\29-11-2012\DHA [Acid Stress 14 hr] 002.lcd
 Sample Name : DHA 1 mg/ml in ACN:Water (60:40) stress with 0.2N HCl 14 hr 002

 Vail # : 26
 Injection Volume : 20 uL

 Data File Name : DHA [Acid Stress 14 hr] 002.lcd
 Method File Name : FR 0.6, 23 min.lcm

 Batch File Name : Stress Acid-Base-AcidHeat in Phosphate Buffer.lcb
 Data Acquired : 30/11/2555 12:37:18

 Data Processed : 30/11/2555 14:06:11
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Det.A Ch1/216nm1

PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 

 10 
Total

Ret. Time
 0.158 
 4.330 
 4.532 
 6.068 
 6.598 
 6.970 
 7.325 

 10.108 
 17.395 
 21.682 

Area
 2235 

 16152 
 7228 

 341815 
 76231 

 165097 
 710053 
 203364 

 6543 
 168939 

 1697657 

Area %
 0.132 
 0.951 
 0.426 

 20.135 
 4.490 
 9.725 

 41.825 
 11.979 
 0.385 
 9.951 

 100.000 

Resolution
 0.000 

 16.308 
 0.417 
 3.035 
 1.498 
 0.760 
 0.813 
 7.640 

 13.584 
 5.084 

Tailing Factor
 1.049 
 0.000 
 0.000 
 1.240 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 1.059 
 1.084 
 0.925 

k'
 0.000 

 26.479 
 27.763 
 37.512 
 40.873 
 43.236 
 45.485 
 63.151 

 109.398 
 136.604 

D:\Dihydroartemisinin QC\29-11-2012\DHA [Acid Stress 14 hr] 002.lcd

min

150

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5
0

Det.A Ch1

 0
.1

5
8
 

 4
.3

3
0
 

 4
.5

3
2
 

 6
.0

6
8
 

 6
.5

9
8
 

 6
.9

7
0
 

 7
.3

2
5
 

 1
0
.1

0
8
 

 1
7
.3

9
5
 

 2
1
.6

8
2
 

Det.A Ch1/216nm1

D:\Dihydroartemisinin QC\29-11-2012\DHA [Acid Stress 14 hr] 002.lcd

min

5

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5

0
Det.A Ch1

 0
.1

5
8
 

 4
.3

3
0
 

 4
.5

3
2
 

 6
.0

6
8
 

 6
.5

9
8
 

 6
.9

7
0
 

 7
.3

2
5
 

 1
0
.1

0
8
 

 1
7
.3

9
5
 

 2
1
.6

8
2
 

Det.A Ch1/216nm1

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====



D:\Dihydroartemisinin QC\29-11-2012\DHA [Acid Stress 14 hr] 003.lcd
 Sample Name : DHA 1 mg/ml in ACN:Water (60:40) stress with 0.2N HCl 14 hr 003

 Vail # : 26
 Injection Volume : 20 uL

 Data File Name : DHA [Acid Stress 14 hr] 003.lcd
 Method File Name : FR 0.6, 23 min.lcm

 Batch File Name : Stress Acid-Base-AcidHeat in Phosphate Buffer.lcb
 Data Acquired : 30/11/2555 13:00:46

 Data Processed : 30/11/2555 14:06:22
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PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 

 10 
Total

Ret. Time
 4.331 
 4.529 
 6.068 
 6.598 
 6.971 
 7.324 

 10.109 
 16.241 
 17.403 
 21.669 

Area
 16159 
 7494 

 340624 
 76419 

 166350 
 711891 
 204443 
 10786 
 8118 

 169273 
 1711558 

Area %
 0.944 
 0.438 

 19.901 
 4.465 
 9.719 

 41.593 
 11.945 
 0.630 
 0.474 
 9.890 

 100.000 

Resolution
 0.000 
 0.345 
 2.582 
 1.481 
 0.749 
 0.795 
 7.561 

 13.899 
 1.970 
 4.939 

Tailing Factor
 0.000 
 0.000 
 1.254 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 1.081 
 0.803 
 1.030 
 0.908 

k'
 0.000 
 0.046 
 0.401 
 0.523 
 0.610 
 0.691 
 1.334 
 2.750 
 3.018 
 4.003 
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==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====



D:\Dihydroartemisinin QC\29-11-2012\DHA [Base Stress 1 hr] 001.lcd
 Sample Name : DHA 1 mg/ml in ACN:Water (60:40) stress with 0.2N NaOH 1 hr 001

 Vail # : 28
 Injection Volume : 20 uL

 Data File Name : DHA [Base Stress 1 hr] 001.lcd
 Method File Name : FR 0.6, 23 min.lcm

 Batch File Name : Stress Acid-Base-AcidHeat in Phosphate Buffer.lcb
 Data Acquired : 30/11/2555 16:08:59

 Data Processed : 30/11/2555 16:32:01

D:\Dihydroartemisinin QC\29-11-2012\DHA [Base Stress 1 hr] 001.lcd

min

75

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5

0

25

50

75
Det.A Ch1

 2
.0

6
5
 

 2
.4

2
2
 

 3
.0

6
7
 

 3
.3

5
5
 

 3
.6

3
2
 

 3
.9

0
1
 

 4
.5

1
3
 

 4
.6

7
0
  5

.2
2
0
 

 5
.6

8
8
 

 6
.0

1
7
  6

.2
5
9
  7
.1

1
0
 

 7
.7

6
5
 

 7
.9

7
4
 

 8
.3

0
4
 

 8
.7

7
9
 

 9
.8

2
8
 

 1
0
.3

3
6
 

 1
1
.5

4
6
 

 1
4
.2

0
1
 

 1
7
.1

1
0
 

Det.A Ch1/216nm1

PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 

 10 
 11 
 12 

Ret. Time
 2.065 
 2.422 
 3.067 
 3.355 
 3.632 
 3.901 
 4.513 
 4.670 
 5.220 
 5.688 
 6.017 
 6.259 

Area
 1277744 
 529195 

 1313 
 6081 
 9715 

 136708 
 467028 
 403831 
 664210 
 311293 
 172895 
 487636 

Area %
 23.754 
 9.838 
 0.024 
 0.113 
 0.181 
 2.541 
 8.682 
 7.507 

 12.348 
 5.787 
 3.214 
 9.065 

Resolution
 0.000 
 1.551 
 3.237 
 1.201 
 1.220 
 0.902 
 1.538 
 0.269 
 0.928 
 1.064 
 0.732 
 0.627 

Tailing Factor
 0.000 
 0.000 
 1.104 
 1.077 
 1.073 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 

k'
 0.000 
 0.173 
 0.485 
 0.625 
 0.759 
 0.889 
 1.186 
 1.262 
 1.528 
 1.755 
 1.914 
 2.031 
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==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====



Peak#
 13 
 14 
 15 
 16 
 17 
 18 
 19 
 20 
 21 
 22 

Total

Ret. Time
 7.110 
 7.765 
 7.974 
 8.304 
 8.779 
 9.828 

 10.336 
 11.546 
 14.201 
 17.110 

Area
 522680 
 45862 
 70543 
 70071 
 95567 
 23546 
 27093 
 4673 

 49174 
 2233 

 5379090 

Area %
 9.717 
 0.853 
 1.311 
 1.303 
 1.777 
 0.438 
 0.504 
 0.087 
 0.914 
 0.042 

 100.000 

Resolution
 2.412 
 0.948 
 0.277 
 0.705 
 1.066 
 1.625 
 0.395 
 1.106 
 4.294 
 3.809 

Tailing Factor
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.761 
 0.884 

k'
 2.443 
 2.761 
 2.862 
 3.022 
 3.251 
 3.760 
 4.006 
 4.592 
 5.878 
 7.286 



D:\Dihydroartemisinin QC\29-11-2012\DHA [Base Stress 1 hr] 002.lcd
 Sample Name : DHA 1 mg/ml in ACN:Water (60:40) stress with 0.2N NaOH 1 hr 002

 Vail # : 28
 Injection Volume : 20 uL

 Data File Name : DHA [Base Stress 1 hr] 002.lcd
 Method File Name : FR 0.6, 23 min.lcm

 Batch File Name : Stress Acid-Base-AcidHeat in Phosphate Buffer.lcb
 Data Acquired : 30/11/2555 16:32:27

 Data Processed : 30/11/2555 16:55:27
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PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 

 10 
 11 
 12 

Ret. Time
 2.066 
 2.421 
 3.066 
 3.353 
 3.632 
 3.900 
 4.512 
 4.672 
 5.220 
 5.697 
 6.015 
 6.257 

Area
 1287545 
 525030 

 1439 
 6250 
 9434 

 140504 
 470453 
 400086 
 736724 
 244326 
 178122 
 489995 

Area %
 23.712 
 9.669 
 0.026 
 0.115 
 0.174 
 2.588 
 8.664 
 7.368 

 13.568 
 4.500 
 3.280 
 9.024 

Resolution
 0.000 
 1.524 
 3.199 
 1.189 
 1.246 
 0.902 
 1.506 
 0.284 
 0.960 
 1.148 
 0.763 
 0.629 

Tailing Factor
 0.000 
 0.000 
 1.078 
 1.084 
 1.042 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 

k'
 0.000 
 0.172 
 0.484 
 0.622 
 0.758 
 0.887 
 1.183 
 1.261 
 1.526 
 1.757 
 1.911 
 2.028 
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==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====



Peak#
 13 
 14 
 15 
 16 
 17 
 18 
 19 
 20 
 21 

Total

Ret. Time
 7.107 
 7.762 
 7.972 
 8.301 
 8.775 
 9.824 

 10.333 
 11.538 
 14.881 

Area
 523835 
 45266 
 69879 
 75263 
 97984 
 27874 
 35446 
 7937 

 56466 
 5429859 

Area %
 9.647 
 0.834 
 1.287 
 1.386 
 1.805 
 0.513 
 0.653 
 0.146 
 1.040 

 100.000 

Resolution
 2.413 
 0.975 
 0.287 
 0.714 
 1.065 
 1.528 
 0.335 
 0.890 
 4.765 

Tailing Factor
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.793 

k'
 2.439 
 2.756 
 2.858 
 3.017 
 3.247 
 3.754 
 4.000 
 4.583 
 6.201 



D:\Dihydroartemisinin QC\29-11-2012\DHA [Base Stress 1 hr] 003.lcd
 Sample Name : DHA 1 mg/ml in ACN:Water (60:40) stress with 0.2N NaOH 1 hr 003

 Vail # : 28
 Injection Volume : 20 uL

 Data File Name : DHA [Base Stress 1 hr] 003.lcd
 Method File Name : FR 0.6, 23 min.lcm

 Batch File Name : Stress Acid-Base-AcidHeat in Phosphate Buffer.lcb
 Data Acquired : 30/11/2555 16:55:53

 Data Processed : 30/11/2555 17:18:55
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PeakTable
Detector A Ch1 216nm

Peak#
 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 

 10 
 11 
 12 

Ret. Time
 2.066 
 2.421 
 3.065 
 3.353 
 3.632 
 3.900 
 4.511 
 4.671 
 5.219 
 5.695 
 6.013 
 6.254 

Area
 1287420 
 529632 

 1443 
 6212 
 9427 

 140104 
 470220 
 394378 
 738637 
 243241 
 178715 
 488647 

Area %
 23.688 
 9.745 
 0.027 
 0.114 
 0.173 
 2.578 
 8.652 
 7.257 

 13.591 
 4.476 
 3.288 
 8.991 

Resolution
 0.000 
 1.515 
 3.179 
 1.186 
 1.244 
 0.899 
 1.512 
 0.298 
 1.001 
 1.152 
 0.763 
 0.628 

Tailing Factor
 0.000 
 0.000 
 1.076 
 1.082 
 1.043 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 

k'
 0.000 
 0.172 
 0.483 
 0.623 
 0.758 
 0.887 
 1.183 
 1.261 
 1.526 
 1.757 
 1.910 
 2.027 
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==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====



Peak#
 13 
 14 
 15 
 16 
 17 
 18 
 19 
 20 
 21 

Total

Ret. Time
 7.104 
 7.758 
 7.968 
 8.297 
 8.770 
 9.820 

 10.326 
 11.537 
 14.874 

Area
 523286 
 44248 
 70531 
 80589 
 98366 
 28293 
 36021 
 8047 

 57352 
 5434809 

Area %
 9.628 
 0.814 
 1.298 
 1.483 
 1.810 
 0.521 
 0.663 
 0.148 
 1.055 

 100.000 

Resolution
 2.412 
 0.981 
 0.288 
 0.712 
 1.063 
 1.517 
 0.384 
 1.057 
 4.845 

Tailing Factor
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.796 

k'
 2.438 
 2.755 
 2.856 
 3.015 
 3.245 
 3.753 
 3.997 
 4.584 
 6.199 
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