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ABSTRACT
Nowadays, chemometrics has been introduced as a tool in analytical chemistry.

Many analytical chemists apply chemometrics in several domains such as optimization of
analytical methods and interpretation of chemical data.  This work aimed to use chemometric
methods in method development and data analysis of high performance liquid chromatographic
(HPLC) fingerprint data.

Firstly, an anion exchang liquid chromatographic method for the separation and
determination of heparin and its impurities was developed with the aid of a chemometric approach,
including multivariate experimental design and response surface methodology.  The separation of
heparin and two impurities (i.e. dematan sulfate (DS) and oversulfated chondroitin sulfate (OSCS))
was achieved on an Ion PAC AS22 column with the gradient elution of 10% to 70% of 2.5 M
sodium chloride and 20 mM Tris buffer (pH 2.1) at a flow rate of 0.6 mL/min.  The detection was
performed with a UV detector at 215 nm. The resolutions between DS/heparin and heparin/OSCS
were on average, Rs > 1.8. Method validation parameters indicate good linearity for heparin (3 – 20
mg/mL), DS (200-400 μg/mL) and OSCS (90-160 μg/mL). The limits of detection were 800, 10.5
and 7.2 μg/mL whereas limits of quantitation were 2,500, 31.5 and 22.0 μg/mL (%RSD 3.22-
10.12) for heparin, DS and OSCS, respectively.  Moreover, the validated method was applied for
the determination of heparin and its impurities in pharmaceutical formulations.  They all complied
with the USP limit (90.0-110.0% labeled amount for heparin).  The % label amounts of heparin in
the investigated raw material and products were between 90.3 – 97.8%. DS and OSCS were not
detected in all samples.

Secondly, HPLC fingerprints of Mallotus and Phyllanthus samples were combined
with data-handing techniques to model the antioxidant activity and indicate peaks possibly
responsible for this activity.  In the first step, exploratory analyses, using Principle Component
Analysis (PCA) and Hierarchical Cluster Analysis (HCA) were performed to verify whether the
antioxidant samples could be distinguished from the less or non-active samples. The score plot in
PCA showed significantly diverging clustering tendencies better than the dendrogram in HCA.
Moreover, PCA could distinguish some species of Mallotus and Phyllanthus samples.  Then, the
antioxidant activities of the samples were modeled as a function of the fingerprints using Partial
Least Squares (PLS) and Orthogonal Projections to Latent Structure (O-PLS). The peaks
potentially responsible for the antioxidant activity of the samples were indicated studying the
regression coefficients of the models.  In this study, comparing the regression coefficients plot of
both models, not only showed similar coefficient profiles but also the peaks probably responsible
for the antioxidant activity could be indicated at the same positions from both models.
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บทคัดยอ
ปจจุบันศาสตรทางคีโมเมตริกซถูกนํามาใชในงานดานเคมีวิเคราะหมากข้ึน นักวิเคราะหนําคีโมเมตริกซมาประยุกตใช

ในงานหลายแขนง อาทิ การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของวิธีวิเคราะห การประมวลผลและการแปรความหมายของขอมูลทางเคมีท่ีซับซอน
การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อนําคีโมเมตริกซมาประยุกตใชในงานการพัฒนาวิธีวิเคราะหและการประมวลผลขอมูลจากลายพิมพทางโคร
มาโทกราฟ

งานวิทยานิพนธสวนท่ี หน่ึงไดนําคีโมเมตริกซมาประยุกตใชในการพัฒนาวิธีวิเคราะหปริมาณเฮพารินและสารเจือปนใน
ผลิตภัณฑยาในประเทศไทย  โดยการวางแผนการทดลองแบบพหุตัวแปรและวิธีของพื้นท่ีผิวผลตอบ  จนไดสภาวะท่ีเหมาะสม ดังน้ี
คอลัมนชนิด ไอออนแพค เอเอส 22 ดวยการชะตัวทําละลายเคลื่อนท่ีแบบข้ันบันไดจากรอยละ 10 - 70 ของ โซเดียมคลอไรดความเขมขน
2.5 โมลาร และ ทริส บัฟเฟอร ความเขมขน 20 มิลลิโมลาร ท่ี พีเอช 2.1 อัตรการไหล 0.6 มิลลิลิตรตอนาทีตรวจวัดท่ีความยาวคลื่น 215 นา
โนเมตรดวยแสงอัลตราไวโอเลต สภาวะดังกลาวสามารถแยก เดอมาแทน ซัลเฟต และ เฮพาริน รวมท้ัง เฮพารินและสารเจือปนโอเอชซีเอส
ดวยคาการแยกมากกวา 1.8 วิธีวิเคราะหดังกลาวไดผานการตรวจสอบความถูกตองของวิธีตามตัวแปรตางๆดังน้ี  ชวงความเขมขนของการ
ตรวจวิเคราะหท่ีมีความเปนเสนตรง คือ 3 - 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรสําหรับเฮพาริน 200 - 400 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สําหรับเดอมาแทน
ซัลเฟต และ 90 – 160 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สําหรับโอเอชซีเอส  ขีดจํากัดการตรวจวัดอยูท่ี 800 10.5 และ 7.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
และขีดจํากัดของการตรวจวัดเชิงปริมาณอยูท่ี 2,500, 31.5 และ 22.0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สําหรับเฮพาริน, เดอมาแทน ซัลเฟต และโอ
เอชซีเอส ตามลําดับ  วิธีวิเคราะหท่ีผานการตรวจสอบความถูกตองไดถูกนํามาใชในการหาปริมาณเฮพารินและสารเจือปนในผลิตภัณฑยา
พบวา ปริมาณของเฮพารินท่ีตรวจพบท้ังในวัตถุดิบและผลิตภัณฑยาอยูในชวงรอยละ 90.3 - 97.8 และตรวจไมพบสารเจือปนท้ังสองชนิด
ในทุกตัวอยาง ซ่ึงเปนไปตามขอกําหนดของตํารายา

งานในสวนท่ีสองไดนําคีโมเมตริกซไปใชในการประมวลผลขอมูลจากลายพิมพทางโครมาโทกราฟของพืชสกุล
Mallotus และ Phyllanthus เพื่อทํานายพีคบนโครมาโทแกรมท่ีแสดงฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ  โดยมีข้ันตอนดังน้ี  นําขอมูลท่ีไดจากลายพิมพ
ทางโครมาโทกราฟของพืชท้ังสองสกุลมาทําการจําแนกตามฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระดวยเทคนิคการวิเคราะหองคประกอบหลักและเทคนิค
การวิเคราะหองคประกอบแบบแผนภูมิ  พบวา เทคนิคการวิเคราะหองคประกอบหลัก ใหผลการจําแนกท่ีดีกวาเทคนิคการวิเคราะห
องคประกอบแบบแผนภูมิ  และเทคนิคเทคนิคการวิเคราะหองคประกอบหลัก ยังสามารถจําแนกสายพันธุของพืชสกุล Mallotus และ
Phyllanthus บางสายพันธุ ไดอีกดวย  จากน้ัน สรางสมการเพื่อศึกษาความสัมพันธระหวางขอมูลจากลายพิมพทางโครมาโทรกราฟและ
ขอมูลของฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระดวยวิธีการถดถอยแบบกําลังสองนอยท่ีสุดบางสวนและวิธีการถดถอยแบบกําลังสองนอยท่ีสุดบางสวนเชิง
ต้ังฉาก  เพื่อทํานายพีคบนโครมาโทแกรมท่ีมีความสัมพันธกับฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ  ดวยคาสัมประสิทธ์ิความถดถอย  ซ่ึงพบวา ท้ังสองวิธี
สามารถแสดงพีคท่ีมีความสัมพันธท่ีสามารถบงชี้ฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระได
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