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บทคัดย่อ  การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณตัวยาทิโมลอล  มาลีเอต  ในยาหยอดตา  เพื่อให้ใช้ได้กับเคร่ืองอัลตราเพอร์ 
ฟอร์มานซ์ลคิวดิโครมาโทกราฟ ีพร้อมทัง้ทดสอบความถูกต้องของวธีิวเิคราะห์  โดยใช้คอลมัน์ Acquity UPLC BEH C18 1.7 µm, 
2.1 × 100 mm ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส โดยมีสัดส่วนตัวพา ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ และเมทานอล คือ 65 : 35 อัตราการไหล 

0.25  มิลลิลิตรต่อนาที  ตรวจวัดท่ีความยาวคลื่น  295  นาโนเมตร  ผลการทดสอบพบว่าวิธีวิเคราะห์มีความจำาเพาะต่อการ
หาปริมาณตัวยาทิโมลอล  มาลีเอต  ความสัมพันธ์เป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น  0.056-0.423  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
มีค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจเท่ากับ 0.9999 การทดสอบความแม่นของวิธีวิเคราะห์ พบว่าร้อยละของการคืนกลับเฉลี่ยเท่ากับ 
98.2  และมีค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานเท่ากับ  0.5  การทดสอบความเที่ยงภายในวันเดียวกันมีค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานเท่ากับ  0.4 
และต่างวนักันมค่ีาเทา่กับ 1.3 วธีิวเิคราะห์มคีวามทนต่อการเปลีย่นแปลงสภาวะทีใ่ชท้ดสอบ คือ การเปลีย่นสดัสว่นของสารละลาย
ตัวพา  และการเปลี่ยนอุณหภูมิของคอลัมน์  ผลการตรวจวิเคราะห์คุณภาพยาหยอดตาทิโมลอล มาลีเอต  จำานวน 15 ตัวอย่าง 
ที่สุ่มจากโรงพยาบาลของรัฐในประเทศไทย ตรวจวิเคราะห์หัวข้อการตรวจเอกลักษณ์  การตรวจปริมาณตัวยาสำาคัญ  ค่าความ
เป็นกรด-เบส  และการทดสอบความปราศจากเชื้อ พบว่าตัวอย่างทั้งหมดมีคุณภาพเข้ามาตรฐาน
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บทนำา
ในปัจจุบันต้อหินเป็นสาเหตุอันดับแรกๆ ที่นำาไปสู่การตาบอด  (irreversible  blindness)  ของประชากร  

โดยทำาให้เกิดการตายของเซลล์และใยประสาทตา  โรคต้อหินมักพบในผู้สูงอายุ  และมีจำานวนผู้ป่วยมากขึ้นเรื่อยๆ(1)  

ทิโมลอลเป็นยาในกลุ่ม non-selective beta-adrenergic receptor antagonist ในประเทศไทยขึ้นทะเบียนเป็น 

ยาหยอดตาในรูปเกลือของทิโมลอล  มาลีเอต  ออกฤทธิ์ลดความดันลูกตาในผู้ป่วยโรคต้อหินที่มีความดันลูกตาสูง 
ยาหยอดตาทิโมลอล มาลีเอต (Timolol maleate eye drop) เป็นยาในบัญชียาหลักแห่งชาติ พ.ศ. 2556 กลุ่ม 11.4 
Drugs for treatment of glaucoma จัดอยู่ในบัญชี  ก(2)  ยาหยอดตาทิโมลอล มาลีเอต ที่ขึ้นทะเบียนในประเทศไทย 
เฉพาะสตูรยาเดยีวทีเ่ป็นยาแผนปัจจบัุนสำาหรบัมนุษย์ ม ี18 เลขทะเบียน  โดยเป็นผูผ้ลติในประเทศไทย 14 เลขทะเบียน 
และเป็นผู้ผลิตต่างประเทศ 4 เลขทะเบียน(3)

ทิโมลอล มาลีเอต มีลักษณะเป็นผงสีขาวละลายได้ในนำ้า และเอทานอล  มีชื่อทางเคมี คือ  (2S)-1-[(1,1-
Dimethylethyl)  amino]-3-[[4-(morpholin-4-yl)-1, 2, 5-thiadiazol-3-yl]oxy]propan-2-ol(Z)-
butenedioate.(4)  มีสูตรโมเลกุล  คือ  C13H24N4O3S•C4H4O4  มีนำ้าหนักโมเลกุล  432.49  และมีสูตรโครงสร้าง 
ทางเคมี(5) (ภาพที่ 1) 

ภาพที่ 1 สูตรโครงสร้างของทิโมลอล มาลีเอต

การวิเคราะห์ปรมิาณตวัยาทโิมลอล มาลเีอต ในยาหยอดตา  ทีร่ะบุไว้ในเภสชัตำารบัของประเทศสหรฐัอเมรกิา 
(USP36) ใช้วิธี High-performance Liquid  Chromatography (HPLC)  คอลัมน์ ขนาด 4.6 mm. × 15 cm. 
บรรจุอนุภาค L1 ขนาด 5 micron ควบคุมอุณหภูมิคอลัมน์ที่ 40 องศาเซลเซียส ใช้สารละลายตัวพา คือ phosphate 
buffer pH 2.8 และเมทานอล ในสัดส่วน 2:1 อัตราการไหล 1.2 มิลลิลิตรต่อนาที และตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 295 
นาโนเมตร(6)   

เน่ืองจากในปัจจุบันมีการพัฒนาเครื่องมือแยกสาร Ultra-performance  Liquid Chromatography 
(UPLC)  ที่ใช้หลักการเดียวกันกับ  HPLC  แต่มีประสิทธิภาพการแยกสารที่ดีกว่า  สามารถทนแรงดันได้มากกว่า 
ใช้คอลัมน์ขนาดสั้นกว่า  จึงใช้ระยะเวลาและสารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์ลดลง  ดังน้ัน  ผู้วิจัยจึงได้พัฒนาวิธีวิเคราะห์
ปรมิาณตวัยาทโิมลอล มาลเีอต ในยาหยอดตา เพือ่ให้ใช้ได้กบั UPLC พร้อมทัง้ทดสอบความถกูต้องของวิธวิีเคราะห์(7) 

ตามหลักเกณฑ์ของ  USP(8)  และ  ICH Guideline(9)  เพื่อใช้เป็นวิธีวิเคราะห์ในการตรวจคุณภาพยาหยอดตา 
ทิโมลอล มาลีเอต
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วัสดุและวิธีการ
ตัวอย่าง 

ยาหยอดตาทิโมลอล มาลีเอต  ความแรง 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  จำานวน 15 ตัวอย่าง  สุ่มจากโรงพยาบาล
ของรัฐในประเทศไทย ระหว่างวันที่ 31 ตุลาคม 2557 ถึง 8 ธันวาคม 2557

สารเคมีและสารมาตรฐาน
สารเคม ี: monobasic sodium phosphate, phosphoric acid, methanol HPLC grade,  acetonitrile 

HPLC grade, นำ้า HPLC grade จากเครื่อง ELGA Purelab Maxima
สารมาตรฐาน : USP Timolol Maleate RS

วิธีการทดสอบ มี 5 ขั้นตอน ดังนี้
1. การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร์ โดยการละลาย monobasic sodium phosphate 11.1 กรัม ในนำ้า 

1 ลิตร  ปรับค่าความเป็นกรด-เบส ให้อยู่ในช่วง pH 2.8 ± 0.05 ด้วยกรด phosphoric acid 
2. การเตรียมสารละลาย Diluent ผสม acetonitrile และสารละลายบัฟเฟอร์ ในอัตราส่วน 2 : 1
3. การเตรียมสารละลายตัวพา  ผสมสารละลายบัฟเฟอร์  และเมทานอล ในอัตราส่วน 65 : 35
4. การเตรียมสารละลายมาตรฐาน  ชั่งสารมาตรฐาน USP Timolol Maleate RS 34  มิลลิกรัม  ละลาย

ในนำา้ 25 มลิลลิติร จากน้ันเจอืจางด้วยนำา้ให้ได้ความเข้มข้น 0.056, 0.113, 0.141, 0.169, 0.282  และ 0.423 มลิลกิรัม
ต่อมิลลิลิตร

5. การเตรียมสารละลายตัวอย่าง ละลายตัวอย่างเทียบเท่า ทิโมลอล 5 มิลลิกรัม ในสารละลาย Diluent 
15 มิลลิลิตร  ผสมให้เข้ากัน  ปรับปริมาตรด้วยนำ้าให้ได้ปริมาตร 50 มิลลิลิตร

เคร่ืองมือ และอุปกรณ์ เครื่อง  UPLC: Waters Model  H-class    ประกอบด้วย  Quaternary 
solvent manager, Sample manager FTN, Column Heater Compartment และ PDA eλ Detector 
ส่วนควบคมุและประมวลผลโดย  Empower Software คอลมัน์  Acquity UPLC BEH C18 1.7µm , 2.1 × 100 mm

สภาวะทีใ่ช้ทดสอบ   ฉีดสารละลาย 1 ไมโครลติร เข้าเครือ่ง UPLC โดยใช้คอลมัน์  Acquity UPLC BEH 
C18 1.7µm, 2.1 × 100 mm  ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  โดยมีสัดส่วนตัวพา Phosphate buffer และเมทานอล  
คือ 65 : 35 อัตราการไหล 0.25 มิลลิลิตรต่อนาที  ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 295 นาโนเมตร

การทดสอบความถูกต้องของวิธี (Method Validation)    ทดสอบตามหลักเกณฑ์ของ  USP(8) 

และ  ICH Guideline(9)  ในหัวข้อการทดสอบความจำาเพาะของวิธี  (Specificity),  การทดสอบความเป็นเส้นตรง 
และช่วงของการวิเคราะห์  (Linearity  and Range)  โดยคำานวณค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจต้องมีค่าไม่น้อยกว่า 
0.995,  การทดสอบความแม่น (Accuracy) โดยการคำานวณค่าร้อยละของการคืนกลับ (%recovery) ต้องอยู่ในช่วง  
95-105%,  การทดสอบความเที่ยง  (Precision)  โดยการคำานวณ %RSD  ของการวิเคราะห์ซำ้าต้องไม่มากกว่า  2.0    
และการทดสอบความทนของวิธี  (Robustness)  โดยการศึกษาพารามิเตอร์ต่างๆ ที่อาจมีผลกระทบต่อการวิเคราะห์  
แล้วคำานวณค่า %RSD ต้องไม่มากกว่า 2.0

ผล
จากการทดสอบความจำาเพาะของวิธี  (Specificity)  โดยนำาสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่าง 

วิเคราะห์ด้วยเครื่อง  UPLC  เปรียบเทียบโครมาโทแกรม  (Chromatogram)  ของสารละลายตัวอย่าง  เทียบกับ 
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โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐาน พบว่าสภาวะที่ทดสอบสามารถแยกพีคของ Timolol maleate และ  Maleic 
acid ออกจากกันได้ และไม่มีพีครบกวนการวิเคราะห์ (ภาพที่ 2, 3, 4 และ 5)
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ภาพที่ 4 โครมาโทแกรมของสารละลายตัวอย่าง
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ในการทดสอบความเป็นเส้นตรง และช่วงของการวิเคราะห์ (Linearity and Range) ด้วยการฉีดสารละลาย
มาตรฐาน ที่มีความเข้มข้น 0.056, 0.113, 0.141, 0.169, 0.282 และ 0.423 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วสร้างกราฟ
แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้น  และพื้นท่ีใต้พีค  พบว่ามีลักษณะเป็นเส้นตรง  มีค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ
เท่ากับ 0.9999 (ภาพที่ 6)
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ภาพที่ 6 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานและพื้นที่ใต้พีค

ส่วนการทดสอบความแม่น (Accuracy) จากการฉีดสารละลายตัวอย่างที่มีการเติมสารมาตรฐาน  3 ระดับ
ความเข้มข้น คือ 0.113, 0.141 และ 0.169 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  ความเข้มข้นละ 3 ซำ้า พบค่าร้อยละของการคืนกลับ 
(%Recovery) เท่ากับ 97.8, 98.2 และ 98.7 % ตามลำาดับ (ตารางที่ 1) 
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การทดสอบความเที่ยง  (Precision)  ในส่วนของผลการทดสอบการทำาซำ้าได้  (Repeatability)  ด้วย
การวิเคราะห์ 6 ซำ้า ในวันเดียวกันมี %RSD เท่ากับ 0.4 ส่วนการวิเคราะห์ต่างวันกันจำานวน 3 วัน (Intermediate 
Precision) มี %RSD เท่ากับ 1.3 (ตารางที่ 2 และ 3)

ตารางที่ 2  ผลการทดสอบ Repeatability

ตารางที่ 1  ผลการทดสอบร้อยละของการคืนกลับ

  ระดับความเข้มข้น  ความเข้มข้น (mg/ml)  ร้อยละของการคืนกลับเฉลี่ย
  80%  0.113  97.8
  100%  0.141  98.2
  120%  0.169  98.7

    เฉลี่ย    98.2
    %RSD    0.5 

  ครั้งที่  ความเข้มข้น (mg/ml)

  ครั้งที่  ความเข้มข้น (mg/ml)

  1  0.1478
  2  0.1483
  3  0.1480
  4  0.1483
  5  0.1496
  6  0.1480

  เฉลี่ย  0.148

  %RSD  0.42

   1  0.148
  2  0.148
  3  0.152

  เฉลี่ย  0.149

  %RSD  1.25

สำาหรับการทดสอบความทนของวิธี  (Robustness)  โดยทดลองเปลี่ยนสภาวะของระบบ UPLC  โดยการ
เปลี่ยนสัดส่วนของสารละลายตัวพาบัฟเฟอร์ และเมทานอล เป็น 55 : 45 และเปลี่ยนอุณหภูมิของคอลัมน์เป็น 30 และ 
35 องศาเซลเซียส แล้ววิเคราะห์ พบว่า %RSD เท่ากับ 1.0 (ตารางที่ 4)

ตารางที่ 3  ผลการทดสอบ  Intermediate Precision
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ตารางที่ 4 ผลการทดสอบ Robustness

สัดส่วนสารละลาย 55 : 45    0.149
อุณหภูมิคอลัมน์ 30  องศาเซลเซียส  0.150
อุณหภูมิคอลัมน์ 35  องศาเซลเซียส  0.152
อุณหภูมิคอลัมน์ 40  องศาเซลเซียส  0.148

การตรวจเอกลักษณ์ (Identification)  ตรวจพบ Timolol Maleate
ปริมาณตัวยาสำาคัญ (Active Ingredient)  90.0 - 110.0 % LA
ค่าความเป็นกรด-เบส (pH)  6.5 - 7.5
การทดสอบความปราศจากเชื้อ (Sterility Test)  Sterile

  สภาวะที่ทดสอบ  ความเข้มข้นเฉลี่ย

  หัวข้อตรวจสอบคุณภาพ  เกณฑ์มาตรฐาน

หลังจากน้ันได้นำาวิธีการทดสอบที่ผ่านเกณฑ์การทดสอบความถูกต้องของวิธีมาใช้ในการตรวจวิเคราะห์
ตัวอย่างยาหยอดตาทิโมลอล  มาลีเอต  โดยการสุ่มตัวอย่างยาหยอดตาทิโมลอล  มาลีเอต  จากโรงพยาบาลของรัฐ 
ภายในช่วงเวลาเดอืนตลุาคมถงึธนัวาคม พ.ศ. 2557 จำานวน 15 ตวัอย่าง 5 ทะเบียนยา/ผูผ้ลติ โดยมหีวัข้อการตรวจสอบ
คณุภาพยาและเกณฑ์มาตรฐานตาม USP 36 พบว่า ตวัอย่างท่ีสุ่มมาทัง้หมด ร้อยละ 100 มคุีณภาพเข้ามาตรฐาน USP 36 
ทุกหัวข้อการวิเคราะห์ (ตารางที่ 5 และ 6)

ตารางที่ 5  หัวข้อการตรวจสอบคุณภาพยา และเกณฑ์มาตรฐานตาม USP 36  

ตารางที่ 6 ผลการตรวจวิเคราะห์คุณภาพยาหยอดตาทิโมลอล มาลีเอต

ไทย  ก  4  4  เข้ามาตรฐาน
อินเดีย  ข  3  3  เข้ามาตรฐาน
ไทย  ค  2  1  เข้ามาตรฐาน
เบลเยียม  ง  3  2  เข้ามาตรฐาน
ไทย  จ  3  3  เข้ามาตรฐาน
รวม    15  13 

  ประเทศ  ทะเบียนยา/ผู้ผลิต  จำานวนตัวอย่าง  จำานวนรุ่นการผลิต  ผลวิเคราะห์

วิจารณ์
การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ปริมาณตัวยาทิโมลอล มาลีเอต  ในยาหยอดตา    ด้วยวิธี UPLC 

พบว่า  วิธีวิเคราะห์มีความจำาเพาะเจาะจงต่อสารที่ต้องการวิเคราะห์  โดยพิจารณาจากการทดสอบความเป็นเส้นตรง 
และช่วงของการวิเคราะห์ ซึ่งมีค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจเท่ากับ 0.9999 ซึ่งมีค่าไม่น้อยกว่า 0.995 จึงถือว่าผ่านเกณฑ์
กำาหนด   

การทดสอบความแม่นของวิธีวิเคราะห์ที่ความเข้มข้น 3 ระดับ คือ 80, 100 และ 120% ของความเข้มข้น 

ที่ใช้ผลวิเคราะห์ทั้ง  3  ระดับ  อยู่ในช่วงเกณฑ์ยอมรับคือ  95-105%  อย่างไรก็ตาม  ผลของการทดสอบร้อยละของ 
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การคืนกลับที่ได้ ไม่เป็น normal curve อาจเนื่องมาจากประสิทธิภาพของเครื่องมือ หรือวิธีการวิเคราะห์ ซึ่งควรมีการ
วิเคราะห์สาเหตุที่แน่นอน เพื่อนำาไปพัฒนาวิธีวิเคราะห์ที่ดีขึ้นต่อไป

การทดสอบความเที่ยงของวิธี  พบว่า %RSD  ของการทำาซำ้า  เท่ากับ  0.4  และ %RSD  ของการวิเคราะห์ 
ต่างวัน เท่ากับ 1.3 อยู่ในเกณฑ์ยอมรับ คือ ไม่มากกว่า 2.0   

สำาหรับการทดสอบความทนของวิธีวิเคราะห์  เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงสภาวะของการวิเคราะห์  พบว่า %RSD  
เท่ากับ 1.0 อยู่ในเกณฑ์ยอมรับ คือ ไม่มากกว่า 2.0   

จากการทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์  ตามหัวข้อต่างๆ ดังกล่าว  จึงสามารถนำาวิธีวิเคราะห์นี้ไปใช้ใน
การวิเคราะห์ปริมาณตัวยาทิโมลอล มาลีเอต ในยาหยอดตาได้  วิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นนี้  ใช้สารเคมีปริมาณน้อยทำาให้
ประหยัดเวลาและค่าใช้จ่าย ล฀ดผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม  

การศึกษาคุณภาพยาหยอดตาทิโมลอล มาลีเอต พบว่า ตัวอย่างที่สุ่มได้จากโรงพยาบาลของรัฐบาล มีจำานวน
ทัง้สิน้ 15 ตวัอย่าง  จากผูผ้ลติจำานวน 5 ราย  ตรวจวิเคราะห์ในหวัข้อ  ตรวจวิเคราะห์ในหวัข้อการตรวจพิสจูน์เอกลกัษณ์ 
(Identification) การหาปรมิาณตวัยาสำาคญั (Active ingredient) ความเป็นกรด-ด่าง (pH) และความปราศจากเช้ือ 

(Sterility  Test) พบว่า  ตัวอย่างทั้งหมด  ร้อยละ  100  ผ่านเกณฑ์ที่ระบุไว้ในเภสัชตำารับของประเทศสหรัฐอเมริกา 
(USP36)  ทุกหัวข้อการวิเคราะห์  จึงสรุปได้ว่าตัวอย่างยาหยอดตาทิโมลอล  มาลีเอต  ที่ถูกสุ่มทั้งหมดมีคุณภาพ 

ตามมาตรฐานสากล  
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Muang, Nakhonratchasima 30000, Thailand

ABSTrACT  The method validation for determination of Timolol Maleate in ophthalmic preparation 
was established using Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC).  The separation was achieved 
on a Acquity UPLC BEH C18 1.7µm, 2.1 × 100 mm at 40 degree Celsius. The mobile phase was the mixture 
of phosphate buffer and methanol (65:35) at the flow rate of 0.25 ml per minute with UV detection at 295 
nm. Specificity test showed that Timolol maleate peak was not interfered by other peak. The linearity 
test showed linear relationship between the area under the peak and concentration levels  in range of 
0.056 to 0.423 mg per ml with coefficient of determination 0.9999. The percentage mean recovery from 3 
concentration levels was 98.2 (%RSD = 0.5). The precision test within same day gave %RSD of 0.4 and 
different days gave %RSD of 1.3. The robustness test indicate that describe method was robust when the 
chromatographic condition were changed such as composition and column temperature. The quality of 
Timolol Maleate eye drop 15 samples were sampling from government hospitals in Thailand. The samples 
were analyzed for identification test, assay of active ingredient, pH and sterility test. All samples passed 
the specifications.

Key words : Timolol, UPLC


