
บทท่ี 3 

ระเบียบวิธีวิจยั 

 

 

วสัดุและสารเคมี       

1. สารมาตรฐานบรอมเฟนิรามีนมาลีเอต  99.74% (Lot.No. 0000010514  Siam Bheasach 

Co.,Ltd. Bangkok Thailand) 

2. สารมาตรฐานเฟนิลเอฟรินไฮโดรคลอไรด์   99.46% (Lot.No. 0000008428 Siam Bheasach 

Co.,Ltd. Bangkok Thailand) 

   3.   Nasotapp tablets (เฟนิลเอฟรินไฮโดรคลอไรด์  10 มิลลิกรัม, บรอมเฟนิรามีนมาลีเอต 4  

          มิลลิกรัม  lot. 12A047) 

    4.   Absolute ethanol  (Merck) 

5.   Methanol (Merck) 

6.   Acetone (Merck) 

7.   Deionized water 

8.   HPTLC plates silica gel 60 F254 ( Merck K Ga A) 

 

เคร่ืองมือ 

1. Infrared spectrophotometer (Perkin Elmer : Spectrum100) 

2. UV-VIS spectrophotometer  JASCO V630   

   3. CAMAG TLC Scanner 3 

   4. CAMAG Linomat 5 

   5. TLC chamber 

    6. Ultrasonic bath   

 

วธีิดําเนินการวจัิย 

ก. การพฒันาวธีิวเิคราะห์โดยวธีิอลัตราไวโอเลตสเปกโทรสโกปี 

   1. การเตรียมสารละลายสาํหรับวเิคราะห์ 

      1.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานเขม้ขน้ (standard stock solution) 

 ชัง่สารมาตรฐานบรอมเฟนิรามีนมาลีเอตและเฟนิลเอฟรินไฮโดรคลอไรด์ อย่างละ 

0.2000 กรัม ในขวดวดัปริมาตร(volumetric flask)  200 มล. ปรับปริมาตรดว้ยนํ้า  
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     1.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐานบรอมเฟนิรามีน มาลีเอต  

 เตรียมสารละลายมาตรฐานบรอมเฟนิรามีนมาลีเอต จากสารละลายมาตรฐานเขม้ขน้  

โดยนาํไปเจือจางดว้ยนํ้าใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 20, 30, 40, 50, และ 60 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร   

หลงัจากนั้นนาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงและหาค่า λ max  โดยตั้งค่าพารามิเตอร์(parameters) ดงัน้ี 

 Wavelength   200-300 nm 

 Scan speed   200  nm/min  

 Respond time  medium 

 Bandwidth   1.5 nm  

 Derivative  1st, 2nd  Savitzky-Golay algorithm 

 Data point   15  

 

     1.3 การเตรียมสารละลายมาตรฐานเฟนิลเอฟรินไฮโดรคลอไรด ์ 

 เตรียมสารละลายมาตรฐานเฟนิลเอฟรินไฮโดรคลอไรด์ จากสารละลายมาตรฐาน

เขม้ขน้ โดยนาํไปเจือจางดว้ยนํ้ าให้ไดค้วามเขม้ขน้ 40, 50, 60, 80, 100, 110 และ120 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร   หลงัจากนั้นนาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงและหาค่า λ max 

 

2. การตรวจสอบความถูกตอ้งของวธีิวเิคราะห์ 

     2.1 ความเป็นเส้นตรง (Linearity) 

 นําสารละลายมาตรฐานบรอมเฟนิรามีนมาลีเอตในช่วงความเข้มข้น 20 ถึง 60 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และสารละลายมาตรฐานเฟนิลเอฟรินไฮโดรคลอไรด์ในช่วงความ

เขม้ขน้ 40 ถึง 120 ไมโครกรัมต่อ มิลลิลิตร ไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนท่ีλ max   หา

ความสัมพนัธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงและความเขม้ขน้  และหาค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์     

( correlation coefficient, r )   

      2.2 ความแม่น (Accuracy) 

 ทดสอบโดยวธีิการเติมสารมาตรฐาน(standard addition)  โดยผสมสารละลายตวัอยา่ง

ยากบัสารละลายมาตรฐานผสมบรอมเฟนิรามีนมาลีเอต  และเฟนิลเอฟรินไฮโดรคลอไรด์ให้มี

ความเขม้ขน้ของยาผสมบรอมเฟนิรามีนมาลีเอตและ เฟนิลเอฟรินไฮโดรคลอไรด์  80, 100, 120  

เปอร์เซ็นตท่ี์ระบุบนฉลาก ระดบัละ 3 ซํ้ า   นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสง และคาํนวณหาเปอร์เซ็นต์

การกลบัคืน (% recovery) 
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   2.3 ความเท่ียง (Precision) 

         ทาํการทดสอบความทวนซํ้ าได ้(Repeatability)  โดยการคาํนวณ % Relative Standard 

Deviation (% RSD)  9 ซํ้ า จากขอ้มูลการทดสอบความแม่น (หวัขอ้ 2.2) 

 

3. การวเิคราะห์หาปริมาณบรอมเฟนิรามีน มาลีเอตและเฟนิลเอฟรินไฮโดรคลอไรด ์ในยาเมด็ 

 ชัง่ตวัอยา่งผงยาใหมี้ปริมาณ เฟนิลเอฟริน ไฮโดรคลอไรด์ 10 มิลลิกรัมและ บรอมเฟ

นิรามีน มาลีเอต 4 มิลลิกรัม (เทียบเท่ากบัยา 1 เมด็) ลงในขวดวดัปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร   

นาํไปแช่ใน ultrasonic bath  5 นาที    ปรับปริมาตรดว้ยนํ้า  กรองสารละลายผา่นแผน่กรองขนาด 

0.45 ไมครอน   แลว้นาํสารละลายท่ีไดไ้ปวเิคราะห์  

 

ข. การพฒันาวธีิวเิคราะห์โดยวธีิอนิฟราเรดสเปกโทรสโกปี 

    1.  การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวเิคราะห์ 

     1.1 การเลือกวธีิการวดัการดูดกลืนแสงและตวัทาํละลาย   

            เตรียมสารละลายเฟนิลเอฟรินไฮโดรคลอไรด์ และ บรอมเฟนิรามีนมาลีเอตใหมี้ความเขม้ขน้ 

100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  แลว้นาํไปวดัการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือ FT-IR spectrophotometer โดย

ตั้งพารามิเตอร์ดงัน้ีง 

           1.1.1 การวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเทคนิคการสะทอ้น (reflection)  

  Accessory type     Universal ATR sampling accessory 

  Scan range  4000-650  cm-1 

  Analysis type   Absorbance 

              Number of scan               64 

  Resolution  4  cm-1   

  Bounces  1 

  Detector  DTGS 

  Background                     air/water 

 

 ขั้นตอนการวดัค่าการดูดกลืนแสง    

   Scan background โดยใชน้ํ้ าหรืออากาศเป็น background หลงัจากนั้นวดัค่าการดูดกลืนแสง

ของสารตวัอย่างโดยหยดสารละลายตวัอย่าง 100 ไมโครลิตร ลงบน diamond/ZnSe ATR plate     

บนัทึกสเปกตรัม ลา้ง ATR plate ดว้ย acetone 3 คร้ัง ทิ้งใหแ้หง้  ทาํซํ้ า 3 คร้ัง        

          1.1.2  การวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเทคนิค transmission 

             Accessory type             Zn/Se  liquid cell   

  Scan range  4000-650  cm-1 
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  Analysis type   Absorbance 

              Number of scan                64 

  Resolution   4  cm-1 

  Spacers                  0.1, 0.5 mm   

  Background  air/water/ethanol 

   ขั้นตอนการวดัค่าการดูดกลืนแสง 

   Scan background โดยใชน้ํ้ าหรืออากาศ  หลงัจากนั้นวดัการดูดกลืนแสงของสารตวัอย่าง 

โดยใส่สารละลายตวัอยา่งใน  Zn/Se  liquid cell  ท่ีมี spacer ท่ีมีความหนา 0.1 หรือ 0.5มิลลิเมตร   

บนัทึกสเปกตรัม ลา้ง Zn/Se  liquid cell  ดว้ยนํ้า 2 คร้ัง  และ acetone 3 คร้ัง ทิ้งใหแ้หง้ ทาํซํ้ า 3 คร้ัง        

 

 2. การเตรียมสารละลายสาํหรับการวิเคราะห์ 

  2.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานเขม้ขน้  

             ชัง่สารมาตรฐานบรอมเฟนิรามีนมาลีเอต และเฟนิลเอฟรินไฮโดรคลอไรด์ อย่างถูกตอ้ง 

ใส่ ขวดวดัปริมาตร 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ยนํ้า ใหมี้ความเขม้ขน้ 4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ 
25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลาํดบั 

 

  2.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐานผสมบรอมเฟนิรามีนมาลีเอต และเฟนิลเอฟรินไฮโดรคลอไรด์ 

      เตรียมสารละลายมาตรฐานของสารผสมเฟนิลเอฟรินไฮโดรคลอไรด์ ให้มีความเขม้ขน้ 0-

1800 ไมโครกรัมกรัมต่อมิลลิลิตร และบรอมเฟนิรามีนมาลีเอตให้ความเขม้ข้นตั้งแต่ 0-400 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 30 ตวัอยา่ง โดยเจือจางจากสารละลายมาตรฐานเขม้ขน้ ดงัตารางท่ี 3.1 
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ตารางท่ี 3.1 ความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐานผสมบรอมเฟนิรามีนมาลีเอต และ เฟนิลเอฟริน 

ไฮโดรคลอไรด์ 

สารตวัอยา่ง เฟนิลเอฟริน ไฮโดรคลอไรด ์

(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

บรอมเฟนิรามีน มาลีเอต 

(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

1 500 200 

2 600 320 

3 300 360 

4 1200 240 

5 600 160 

6 1800 160 

7 900 280 

8 1200 80 

9 1200 200 

10 300 0 

11 0 400 

12 250 100 

13 300 120 

14 300 320 

15 600 280 

16 900 120 

17 1200 160 

18 300 240 

19 600 200 

20 750 100 

21 1200 120 

22 300 40 

23 1500 80 

24 750 10 

25 250 20 

26 750 30 

27 800 80 

28 50 40 

29 100 80 

30 400 80 
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3. การตรวจสอบความถูกตอ้งของวธีิวเิคราะห์ 

    3.1 ความเป็นเส้นตรง 

          นาํสารละลายมาตรฐานของสารผสมเฟนิลเอฟรินไฮโดรคลอไรด ์ท่ีมีความเขม้ขน้ 0-

1800 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  และบรอมเฟนิรามีนมาลีเอต ท่ีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 0-400 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร ไปวดัค่าการดูดกลืนแสง   แลว้หาความสัมพนัธ์กบัความเขม้ขน้โดยใชห้ลกัการการเทียบ

มาตรฐานหลายตวัแปร   โดยใชซ้อฟแวร์  spectrum quant+ v. 4.61  โดยตั้งค่าพารามิเตอร์ดงัน้ี 

  

   Algorithm      PCR หรือ PLS-1 

  Scan Range        4000-650 cm-1   

  Interval          1 cm-1 

  Analysis type                     absorbance 

  Validation           full cross 

  Scaling                mean  

  Smooth               yes 

  Baseline            offset 

  Number of factors        1-15 

  

 พิจารณาความเป็นเส้นตรงของแบบจาํลองการเทียบมาตรฐานหลายตวัแปรจากกราฟ

แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งปริมาณสารท่ีเตรียมข้ึนจริง (specified) กบัปริมาณสารท่ีประมาณค่า

ไดจ้ากแบบจาํลอง (estimated) และ  ค่า %variance 

   3.2 ความแม่น  

 ทดสอบโดยวิธีการเติมสารมาตรฐาน โดยผสมสารละลายตวัอยา่งยากบัสารละลาย

มาตรฐานผสมบรอมเฟนิรามีนมาลีเอตและเฟนิลเอฟรินไฮโดรคลอไรด์ ให้มีความเขม้ขน้ของยา

ผสมบรอมเฟนิรามีนมาลีเอตและเฟนิลเอฟรินไฮโดรคลอไรด์  80, 100, 120 เปอร์เซ็นตท่ี์ระบุบน

ฉลาก ระดบัละ 3 ซํ้ า นาํไปวดัค่าดูดกลืนแสง และคาํนวณหาเปอร์เซ็นตก์ารกลบัคืน  

  3.3 ความเท่ียง  

         ทาํการทดสอบความทวนซํ้ าได ้ โดยการคาํนวณ % Relative Standard Deviation (% 

RSD)  9 ซํ้ า จากขอ้มูลการทดสอบความแม่น (หวัขอ้ 3.2) 

 

4. การวเิคราะห์หาปริมาณบรอมเฟนิรามีนมาลีเอตและ เฟนิลเอฟรินไฮโดรคลอไรด ์ในยาเมด็ 

   ชัง่ตวัอยา่งผงยาให้มีปริมาณ เฟนิลเอฟรินไฮโดรคลอไรด์ 10 มิลลิกรัม และบรอมเฟ

นิรามีนมาลีเอต 4 มิลลิกรัม (เทียบเท่ากบัยา 1 เม็ด) ลงในขวดวดัปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร นาํไป
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แช่ใน ultrasonic bath 5 นาที ปรับปริมาตรดว้ยนํ้ า กรองสารละลายผ่านแผน่กรองขนาด 0.45 

ไมครอน แลว้นาํสารละลายท่ีไดไ้ปวเิคราะห์  
 
ค. การพฒันาวธีิวเิคราะห์โดยวธีิรงคเลขผวิบางสมรรถนะสูง 

1. การเตรียมสารละลายมาตรฐานเพื่อหาสภาวะวฏัภาคเคล่ือนท่ี (mobile phase)  ท่ีเหมาะสม 

1.1  การเตรียมสารละลายมาตรฐาน เฟนิลเอฟรินไฮโดรคลอไรด์ 

                  ชัง่สารมาตรฐาน เฟนิลเอฟรินไฮโดรคลอไรด์ 10 มิลลิกรัมลงในขวดวดัปริมาตร ขนาด 

10 มิลลิลิตร   ละลายและปรับปริมาตรดว้ยเอธานอล 

            1.2  การเตรียมสารละลายมาตรฐาน บรอมเฟนิรามีน มาลีเอต 

                 ชัง่สารมาตรฐาน บรอมเฟนิรามีนมาลีเอต 10 มิลลิกรัม ลงในขวดวดัปริมาตร ขนาด 10 

มิลลิลิตร  ละลายและปรับปริมาตรดว้ยเอธานอล 

                 ทาํการทดสอบเพื่อดูการแยกของตวัยาทั้ง 2  โดยใชส้ภาวะโครมาโตกราฟีต่อไปน้ี 

 Stationary phase:               HPTLC plates silica gel 60 F 254,  20.0 x20.0  cm 

 Mobile phase:                   Methanol :  Strong ammonia  =   100 : 1.5 

 Developing chamber:  Chamber saturation  (precondition 1  hr) 

  Development:                  16   cm 

 Application volume:         5,7,10 µl   ของสารละลายมาตรฐาน Phenylephrine  HCl  

      และ Brompheniramine maleate   

 Detection: CAMAG TLC Scanner 3 

 Lamp: Deuterium  

 Wavelength:         263 nm และ 273  nm 

 Slit dimensions:          4.00 x 0.45 mm, Micro 

 Measurement mode:          Absorption 

 

2. การตรวจสอบความถูกตอ้งของวธีิวเิคราะห์ 

        2.1  การทดสอบความจาํเพาะเจาะจงของวธีิ (Specificity/ Selectivity) 

              2.1.1  การเตรียมสารละลายมาตรฐานผสมของบรอมเฟนิรามีน มาลีเอตและเฟนิลเอฟริน 

ไฮโดรคลอไรด ์   

 ชัง่สารมาตรฐานเฟนิลเอฟริน ไฮโดรคลอไรด์ 35 มิลลิกรัม  และบรอมเฟนิรามีนมาลีเอต 

14 มิลลิกรัม ลงในขวดวดัปริมาตร ขนาด 10 มิลิลิตร  เติมเอธานอล 7 มิลลิลิตร นาํไปแช่ใน 

ultrasonic bath  5 นาที ปรับปริมาตรดว้ยเอธานอล 
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 2.1.2   การเตรียมสารละลายตวัอยา่ง 

ชัง่ผงยาให้มีปริมาณ เฟนิลเอฟรินไฮโดรคลอไรด์ 20 มิลลิกรัม และบรอมเฟนิรามีนมาลี

เอต 8 มิลลิกรัม  (ผงยาประมาณ 2 เม็ด ) ลงในขวดวดัปริมาตร ขนาด  10 มิลลิลิตร เติมเอธานอล 7 

มิลลิลิตร นาํไปแช่ใน ultrasonic bath  5 นาที ปรับปริมาตรดว้ยเอธานอล กรองสารละลายดว้ย แผน่

กรอง  0.45 ไมครอน ทาํการตรวจสอบความจาํเพาะเจาะจง โดยการใส่สารละลาย standard mixture 

(2.1.1) และ สารละลายตวัอยา่ง (2.1.2)  จาํนวน 1.1 ไมโครลิตร และ 1.0 ไมโครลิตร  ลงบนHPTLC 

plate ตามลาํดบั ทาํการแยกโดยใช้สภาวะโครมาโตกราฟี ตามหัวขอ้ (1.2) คาํนวณค่า Rf values   

เปรียบเทียบ UV spectrum ของสารละลายตวัอยา่งกบัสารละลายมาตรฐานและตรวจความบริสุทธ์ิ

(purity) โดยใช ้พารามิเตอร์ดงัน้ี 

    Slit dimensions:        4.00 x 0.45 mm, Micro 

    Scan speed:               50  nm/s 

 Lamp:                        Deuterium 

 Start wavelength:    220  nm 

 End wavelength:     350  nm 

 Data resolution:      1  nm/ step 

 Purity scan, relative level: 85% 

2.2  การทดสอบความเป็นเส้นตรง   

          ชัง่สารมาตรฐาน บรอมเฟนิรามีนมาลีเอตและเฟนิลเอฟรินไฮโดรคลอไรด์ ให้มีนํ้ าหนกั

ถูกตอ้ง 20 มิลลิกรัม และ 50 มิลิกรัม ตามลาํดับ ลงในขวดวดัปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร เติม 

เอธานอล  15 มิลลิลิตร นาํไปแช่ใน ultrasonic bath 5 นาที ปรับปริมาตรดว้ยเอธานอล 

          ทาํการวิเคราะห์โดยการใส่ สารละลายมาตรฐานผสมของบรอมเฟนิรามีนมาลีเอต

และเฟนิลเอฟรินไฮโดรคลอไรด์ ปริมาตร 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0 และ 4.5 ไมโครลิตร ลงบน 

HPTLC plates     ความเขม้ขน้ของเฟนิลเอฟรินไฮโดรคลอไรด์ คือ 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0  

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และความเขม้ขน้ของ บรอมเฟนิรามีนมาลีเอต คือ  0.8, 1.2, 1.6, 2.0, 2.4, 2.8, 

3.2 และ 3.6 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร   ทาํการวเิคราะห์โดยใช ้สภาวะโครมาโตกราฟีตามหวัขอ้ (1.2)   

        ศึกษาความสัมพนัธ์ความเป็นเส้นตรงระหวา่งความเขม้ขน้และพื้นท่ีใตพ้ีกของบรอมเฟ

นิรามีนมาลีเอตและเฟนิลเอฟรินไฮโดรคลอไรด์  สร้างกราฟมาตรฐาน คาํนวณค่าสัมประสิทธ์ิ

สหสัมพนัธ์   

       2.3  การทดสอบความแม่น  

                  ทดสอบความแม่นด้วยวิธีการเติมสารมาตรฐาน โดยการเติมสารละลายมาตรฐานผสม          

บรอมเฟนิรามีนมาลีเอตและเฟนิลเอฟรินไฮโดรคลอไรด ์ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 80%, 100% และ 120% 

ของความเขม้ขน้ท่ีใชว้เิคราะห์ ลงบน spot หรือ band ของสารละลายตวัอยา่ง ทดสอบความเขม้ขน้ละ 
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3 ซํ้ า  วิเคราะห์หาปริมาณ บรอมเฟนิรามีนมาลีเอตและเฟนิลเอฟรินไฮโดรคลอไรด์ ในสารละลาย

ตวัอยา่ง และในสารตวัอยา่งท่ีเติมสารละลายมาตรฐานคาํนวณค่าเปอร์เซ็นตก์ารกลบัคืน 

       2.4  การทดสอบความเท่ียง 

          ทาํการทดสอบความทวนซํ้ าได้ โดยการชั่งสารมาตรฐานบรอมเฟนิรามีนมาลีเอต

และเฟนิลเอฟรินไฮโดรคลอไรดใ์ห้มีนํ้ าหนกัถูกตอ้ง 12  มิลลิกรัม และ 30 มิลิกรัม ตามลาํดบั ลงใน

ขวดวดัปริมาตร ขนาด 10 มิลลิลิตร  เติมเอธานอล 7 มิลลิลิตร นาํไปแช่ใน ultrasonic bath  5 นาที   

ปรับปริมาตรดว้ย เอธานอล ทาํการวิเคราะห์โดยใส่สารละลายมาตรฐาน 1.1 ไมโครลิตร จาํนวน 6 

คร้ังลงบน plate  เดียวกนั ทาํการแยกสารโดยใช ้สภาวะโครมาโตกราฟีตามหวัขอ้ (1.2) วดัค่า Rf และ 

พื้นท่ีใตพ้ีก  คาํนวนค่า %RSD  

 

3. การวเิคราะห์หาปริมาณบรอมเฟนิรามีน มาลีเอตและ เฟนิลเอฟรินไฮโดรคลอไรด ์ในยาเมด็ 

                     ชัง่ตวัอย่างผงยาให้มีปริมาณเฟนิลเอฟรินไฮโดรคลอไรด์ 10 มิลลิกรัมและบรอมเฟ

นิรามีนมาลีเอต 4 มิลิกรัม (เทียบเท่ากบัยา 1 เม็ด) ลงในขวดวดัปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร เติม 

เอธานอล 7 มิลลิลิตร  นาํไปแช่ใน ultrasonic bath 5 นาที ปรับปริมาตรดว้ยเอธานอล กรอง

สารละลายผา่นแผน่กรองขนาด 0. 45 ไมครอน นาํสารละลายท่ีไดไ้ปวิเคราะห์โดยใชส้ารละลาย

ตวัอยา่งจาํนวน 3.5 -4.0 ไมโครลิตร ทาํการแยกสารโดยใช ้สภาวะโครมาโตกราฟีตามหวัขอ้ (1.2)     
 


