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บทคดัย่อ 

 โปรตอนนิวเคลยีรแ์มกเนตกิเรโซแนนซส์เปกโทรสโกปีเป็นวธิวีเิคราะหท์ีอ่าศยัคุณสมบตัทิางแม่เหลก็

ของโปรตอน เมือ่โปรตอนอยูใ่นสนามแมเ่หลก็จะสามารถดดูกลนืพลงังานแมเ่หลก็ไฟฟ้าในชว่งความถีค่ลื่นวทิยุ

ทีเ่หมาะสมแลว้เกดิการเรโซแนนซไ์ด ้ เนื่องจากโปรตอนแต่ละตวัในโมเลกุลอยู่ในสิง่แวดลอ้มทางโมเลกุลทีไ่ม่

เหมอืนกนั ได้รบัอิทธิพลจากความเข้มของสนามแม่เหล็กไม่เท่ากนั จงึเกิดการเรโซแนนซ์และปรากฏเป็น

สญัญาณบนสเปกตรมัในตําแหน่งทีแ่ตกต่างกนั ทาํใหก้ารวเิคราะหด์ว้ยโปรตอนนิวเคลยีรแ์มกเนตกิเรโซแนนซ์

มคีวามจําเพาะเจาะจงสูง สามารถใชใ้นการอธบิายโครงสรา้งทางเคมแีละพสิูจน์เอกลกัษณ์ของอนิทรยีสารได ้ 

ในตํารายาทัง้ British Pharmacopoeia, European Pharmacopoeia และ United States Pharmacopeia จงึมี

การนําโปรตอนนิวเคลยีรแ์มกเนตกิเรโซแนนซม์าประกอบเป็นขอ้กําหนดในการพสิจูน์เอกลกัษณ์ยา โดยเฉพาะ

ยาทีม่โีครงสรา้งซบัซอ้น เชน่ เปปไทด ์  

คาํสาํคญั : โปรตอนนิวเคลยีร์แมกเนตกิเรโซแนนซ์สเปกโทรสโกปี การพสิูจน์เอกลกัษณ์ การวเิคราะห์เชงิคุณภาพ

ตาํรายา 

 

Abstract 

 Proton nuclear magnetic resonance spectroscopy ( 1H- NMR)  is an analytical method that 

employs the magnetic property of a proton. When a proton in a magnetic field absorbs electromagnetic 

energy in the radio frequency range, a resonance of that proton occurs. Because protons in a molecule 

are located in different molecular environments, the magnetic field strength influences them differently, 

and they exhibit different resonant frequencies and signals on the spectrum. The analysis by 1H-NMR 

is of high specificity and, thereby, benefits chemical structure elucidation and identification of organic 

compounds.  According to the British, European, and United States Pharmacopeias, 1H- NMR is 

implicated in the Identification Test, especially for drugs with a complex structure such as peptides. 

Keywords: 1H-NMR, proton nuclear magnetic resonance spectroscopy, identification, qualitative analysis, 

pharmacopoeia 

 

บทนํา 

 นิ ว เ ค ลีย ร์ แ ม ก เน ติก เ ร โ ซแ นนซ์ ส เ ปก โ ทร ส โก ปี  (Nuclear Magnetic Resonance (NMR) 

Spectroscopy) เป็นวธิวีเิคราะหท์ีอ่าศยัคุณสมบตัทิางแม่เหลก็ (magnetic properties) ของนิวเคลยีสในอะตอม 

สามารถใชท้าํนายโครงสรา้งทางเคมขีองอนิทรยีสารไดเ้ชน่เดยีวกบัวธิทีางสเปกโทรสโกปีอื่น ๆ ทีม่กีารดดูกลนื

หรอืปลดปล่อยพลงังานแม่เหลก็ไฟฟ้า (electromagnetic energy) ทีค่่าความถีเ่ฉพาะของอะตอมหรอืหมูฟั่งชัน่ 

หนึ่ง ๆ เช่น อัลตราไวโอเลตสเปกโทรสโกปี (Ultraviolet spectroscopy, UV) เป็นการดูดกลืนพลังงาน

แม่เหลก็ไฟฟ้าในช่วงรงัสยีวู ี อนิฟราเรดสเปกโทรสโกปี (Infrared spectroscopy, IR) เป็นการดดูกลนืพลงังาน

แม่เหลก็ไฟฟ้าในช่วงรงัสอีนิฟราเรด  สาํหรบั NMR นิวเคลยีสทีเ่คลื่อนทีอ่ยู่ในสนามแม่เหลก็ (magnetic field) 

จะสามารถดดูกลนืพลงังานแม่เหลก็ไฟฟ้าในช่วงความถีค่ลื่นวทิยุ (radiofrequency, RF) ทีเ่หมาะสมแลว้ทําให้

เกดิการเรโซแนนซ ์(resonance) ของนิวเคลยีส1-3  การเรยีกชือ่ประเภทของ NMR ขึน้อยูก่บัชนิดของนิวเคลยีส



      การพิสูจนเอกลักษณดวยโปรตอนนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโทรสโกปตามขอกำหนดในตำรายา 

   

 
3 

ทีเ่กดิการเรโซแนนซ ์ ในกรณีอะตอมของไฮโดรเจนซึง่นิวเคลยีสคอืโปรตอน จะเรยีกว่าโปรตอนนิวเคลยีร์

แมกเนตกิเรโซแนนซ์ (Proton NMR, 1H-NMR)  หากเป็นอะตอมของคาร์บอน จะเรยีกว่าคาร์บอนนิวเคลยีร์

แมกเนติกเรโซแนนซ์ (Carbon NMR, 13C-NMR)  ซึ่งทัง้ 2 วธิีเป็นวธิีทาง NMR ที่พบบ่อย  ข้อมูลที่ได้จาก 

NMR เมื่อประกอบกับข้อมูลที่ได้จากวิธีทางสเปกโทรสโกปีอื่น ๆ เช่น อัลตราไวโอเลตสเปกโทรสโกปี 

อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี และแมสสเปกโทรเมทรี (Mass spectrometry) จะเป็นประโยชน์ในการอธิบาย

โครงสร้างทางเคมแีละพสิูจน์เอกลกัษณ์ของอินทรยีสาร  นอกจากนี้ NMR ยงัเป็นเทคนิคที่นํามาใช้ในการ

ควบคุมคุณภาพวตัถุดิบและเภสชัภัณฑ์ตามข้อกําหนดในตํารายา  ในระหว่าง ค.ศ. 1970–1980 British 

Pharmacopoeia (BP) เริ่มนําวิธีการทาง NMR มาใช้ในการพิสูจน์เอกลักษณ์และหาปริมาณ Gentamicin 

Sulfate แมว้า่ต่อมาจะใช ้Liquid chromatography แทน  สว่น European Pharmacopoeia (Ph. Eur.) ในหวัขอ้ 

Peptide Identification by Nuclear Magnetic Resonance Spectrometry (method 2.2.64) ไดนํ้า 1H-NMR มา

ใช้ในการพสิูจน์เอกลกัษณ์ของเปปไทด์ขนาดเล็กที่มกีรดอะมโินไม่เกนิ 15 ตวั  เช่นเดยีวกบั United States 

Pharmacopeia (USP) ที่นํา NMR มาใช้ในการควบคุมคุณภาพของชีววัตถุ และยังนําเทคนิคอื่น ๆ ทาง

นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโทรสโกปีมาใช้ในการจัดทําสารอ้างอิง (Chemical Reference 

Substances, CRS) เพือ่เป็นสารอา้งองิตามขอ้กาํหนดในตาํรายาดว้ย4 

 

หลกัการของ 1H-NMR (Principles of 1H-NMR) 

 เมื่อนําโปรตอนไปวางในสนามแม่เหลก็และใหไ้ดร้บัพลงังานแม่เหลก็ไฟฟ้าในรปูของความถีค่ลื่นวทิยุ 

โปรตอนนัน้จะเกดิการเรโซแนนซ์ได้ ซึ่งคุณสมบตัิทางแม่เหล็กนี้เป็นคุณสมบตัิเฉพาะตวัของนิวเคลียสที่มี

ความสมัพนัธก์บัเลขมวล (mass number) และเลขอะตอม (atomic number) โดยนิวเคลยีสทีม่เีลขมวลและ/หรอื

เลขอะตอมเป็นเลขคี ่เชน่ 1H1 และ 13C6 จะมคีุณสมบตัทิางแมเ่หลก็ เกดิการเรโซแนนซใ์นสนามแมเ่หลก็ได้1  

 ในสนามแม่เหล็ก (B0) โปรตอนที่เคลื่อนที่อยู่ในทศิทางเดยีวกบัทศิทางของสนามแม่เหล็ก B0 เมื่อ

ดูดกลนืพลงังานในช่วงความถี่คลื่นวทิยุ แล้วจะเคลื่อนตวัขึน้ไปอยู่ในระดบัพลงังาน (energy level) ที่สูงขึน้ 

และเปลี่ยนการวางตัว (spin states) ไปอยู่ในทิศทางที่ตรงกันข้าม (ต้าน) กับสนามแม่เหล็ก B0  การ

เปลี่ยนแปลงนี้คอืการเกดิเรโซแนนซ์ (หรอืการสัน่พอ้ง) ของโปรตอน ซึ่งสามารถตรวจวดัและบนัทกึผลเป็น

สเปกตรมัของ 1H-NMR (1H-NMR spectrum หรอื Proton NMR spectrum)  NMR เป็นเทคนิคทีม่คีวามจาํเพาะ

เจาะจงสงูแต่มคีวามไวค่อนขา้งตํ่า เพราะระดบัพลงังานและจํานวนโปรตอนทีอ่ยู่ในระดบัพลงังานทัง้ 2 ระดบัมี

ความแตกต่างกนัไม่มาก5  NMR สามารถนํามาใชป้ระโยชน์ในดา้นการวเิคราะหไ์ด ้เนื่องจากโปรตอนแต่ละตวั

ในโมเลกุลจะอยู่ในสิง่แวดลอ้มทางโมเลกุล (molecular environments) ทีแ่ตกต่างกนั ทําใหไ้ดร้บัอทิธพิลจาก

ความเขม้ของสนามแม่เหลก็ไม่เท่ากนั จงึเกดิการเรโซแนนซ์และปรากฏเป็นสญัญาณบนสเปกตรมัในตําแหน่ง

ทีแ่ตกต่างกนั ซึง่เป็นคุณสมบตัเิฉพาะของแต่ละโปรตอน จงึทาํใหม้คีวามจาํเพาะเจาะจงสงู 

 โดยปกตโิปรตอนไดร้บัสนามแมเ่หลก็จาก 2 ทาง คอื จากสนามแมเ่หลก็ B0 ของเครือ่งมอื และจากการ

เคลื่อนทีข่องอเิลก็ตรอนทีอ่ยู่ลอ้มรอบโปรตอนแต่ละตวั  การเคลื่อนทีข่องอเิลก็ตรอนลอ้มรอบโปรตอนนี้จะทํา

ใหเ้กดิสนามแม่เหลก็ (B1) ค่าตํ่า ๆ และมทีศิทางตา้นกบัทศิทางของสนามแม่เหลก็หลกั B0 เสมอ ทําใหค้วาม

เขม้ของสนามแม่เหลก็ B0 จากเครื่องมอืทีโ่ปรตอนไดร้บัทัง้หมดมคี่าลดลง (เท่ากบั B0 - B1) เรยีกปรากฏการณ์

นี้ว่า shielding คอืการทีอ่เิลก็ตรอนทีล่อ้มรอบโปรตอนสรา้งสนามแม่เหลก็ B1 มาบดบงั (shield) โปรตอนจาก

สนามแม่เหลก็หลกั B0  โปรตอนทีถู่กบดบงันี้ (shielded proton) จะปรากฏเป็นสญัญาณบนสเปกตรมัของ 1H-NMR 

ทีต่าํแหน่งต่าง ๆ ซึง่เรยีกวา่คา่ chemical shift (ใชส้ญัลกัษณ์ δ) มหีน่วยเป็น parts per million หรอื ppm โดย
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เทียบกับ NMR reference (บางครัง้ เรียกว่า NMR shift reference หรือ chemical shift reference) เช่น 

tetramethylsilane (TMS), 2,2,3,3-d4 sodium 3-(trimethylsilyl)propionate (TMSP), sodium 2,2-dimethyl-2-

silapentane-5-sulfonate (DSS) ซึ่งเป็นสารมาตรฐานที่ใช้กําหนดตําแหน่ง chemical shift เท่ากบัศูนย์ 

(0 ppm) บนสเปกตรมั5  

 ตัวอย่างลักษณะสเปกตรมัของ 1H-NMR ของ ethyl formate ดัดแปลงจากสเปกตรมัที่ปรากฏใน

ฐานขอ้มูล AIST: Spectral Database for Organic Compounds, SDBS6 (ภาพที ่1) จากดา้นขวาไปดา้นซา้ย 

จะแสดงคา่ chemical shift ทีเ่พิม่ขึน้ (จาก 0 ถงึ 9 ppm)  สญัญาณทางขวามอืสุดของสเปกตรมัทีต่าํแหน่งศูนย์

เกิดจากโปรตอนของ NMR reference (เช่น TMS) ที่เติมลงไป  มักเรียกสัญญาณที่ปรากฏทางขวาของ

สเปกตรมัว่า upfield peaks และทางซ้ายว่า downfield peaks  แต่ในปัจจุบันนิยมใช้คําว่า low-frequency 

region (shielded resonances) และ high-frequency region (deshielded resonances) แทน ตามลาํดบั5  

พืน้ทีส่มัพทัธ ์(relative area) หรอืความสงู (peak height) ของสญัญาณ แสดงใหท้ราบถงึจาํนวน (หรอื

จํานวนทวคีูณ) ของโปรตอนในโมเลกุลที่ปรากฏเป็นสญัญาณที่ตําแหน่งนัน้ ๆ1 เช่น สญัญาณของหมู่เมทลิ

แสดงพืน้ทีส่มัพทัธ์เท่ากบั 3 หมายถงึสญัญาณนี้มจีํานวนโปรตอนเท่ากบั 3 หรอืเป็นทวคีูณของ 3 (เช่น มหีมู่

เมทลิ 2 หมู)่ 

 

 

 

ภาพท่ี 1 สเปกตรมัของ 1H-NMR ของ ethyl formate ดดัแปลงจากสเปกตรมัทีป่รากฏในฐานขอ้มลู AIST  

Spectral Database for Organic Compounds, SDBS6 
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นอกจากโปรตอนแต่ละตวัจะปรากฏเป็นสญัญาณทีต่ําแหน่งแตกต่างกนับนสเปกตรมัแลว้ ลกัษณะของ

สญัญาณอาจมกีารแยกออก (splitting) เนื่องจากเกดิการคู่ควบ (spin-spin coupling) กบัโปรตอนขา้งเคยีงทีอ่ยู่

บนคาร์บอนตัวเดียวกัน (germinal carbon) หรือที่อยู่บนคาร์บอนที่ห่างออกไป 1 พนัธะ (vicinal carbon)  

จํานวนยอดของสญัญาณที่แยกออก (multiplicity) ขึน้อยู่กบัจํานวนโปรตอนขา้งเคยีงและคํานวณได้จากสูตร

ต่อไปนี้ 

จาํนวนยอดของสญัญาณทีแ่ยกออก = n + 1  

โดย n = จาํนวนโปรตอนขา้งเคยีงทัง้หมดทีอ่ยู่บนคารบ์อนตวัเดยีวกนัและ/หรอืทีอ่ยู่บนคารบ์อนทีห่า่ง

ออกไป 1 พนัธะ 

สญัญาณของโปรตอนทีแ่ยกออกจะมคีวามสงูหรอืความเขม้สมัพทัธ ์(relative intensity) สอดคลอ้งกบั 

Pascal’s triangle1  จากภาพที ่1 สญัญาณของหมู่เมทลิ (CH3, สญัญาณ c) แยกออกเป็น 3 ยอด เนื่องจากหมู่

เมทลิอยู่ติดกบัหมู่เมทลินี (CH2) จงึมจีํานวนโปรตอนขา้งเคยีงเท่ากบั 2 (n=2) และคํานวณจํานวนยอดของ

สญัญาณได้เท่ากับ 2+1 คือ 3 (เรียกว่า triplet) โดยมีความสูงในอัตราส่วน 1:2:1 ตาม Pascal’s triangle  

ในขณะทีส่ญัญาณของหมูเ่มทลินี (สญัญาณ b) แยกออกเป็น 4 ยอด เนื่องจากหมูเ่มทลินีอยูต่ดิกบัหมูเ่มทลิและ

ออกซเิจน จงึมจีํานวนโปรตอนขา้งเคยีงเท่ากบั 3 (n=3) และคํานวณจํานวนยอดของสญัญาณไดเ้ท่ากบั 3+1 

คอื 4 (เรยีกวา่ quartet) โดยมคีวามสงูในอตัราสว่น 1:3:3:1 ตาม Pascal’s triangle  

ระยะห่างของสญัญาณทีแ่ยกออกใชค้ํานวณค่าคงทีก่ารคู่ควบ (coupling constant หรอื J value) ทีม่ี

หน่วยเป็น Hz (hertz) ไดจ้ากสตูรต่อไปนี้ 

คา่คงทีก่ารคูค่วบ = ∆δ x MHz 

โดย Δδ   = ผลต่างระหวา่งตาํแหน่งของยอดสญัญาณทีแ่ยกออก (หน่วยเป็น ppm) 

 MHz = ความถีข่องคลื่นวทิยขุองเครือ่ง NMR ทีใ่ช ้(หน่วยเป็น MHz)  

โปรตอนทีอ่ยูใ่กลก้นัหรอืมกีารคูค่วบกนัจะแสดงคา่คงทีก่ารคูค่วบทีเ่ท่ากนั ชว่ยในการยนืยนัลาํดบัการ

จดัเรยีงตวัของโปรตอนในโมเลกุล 

 ตําแหน่งและลกัษณะของสญัญาณที่ปรากฏบนสเปกตรมั เช่น chemical shift พื้นที่สมัพทัธ์ จํานวน

ยอดของสญัญาณทีแ่ยกออก ค่าคงทีก่ารคู่ควบ ลว้นเป็นประโยชน์ในการใหข้อ้มูลเกี่ยวกบัการวเิคราะหท์ัง้ใน

เชงิคุณภาพ (qualitative analysis) และเชงิปรมิาณ (quantitative analysis)  กรณีการวเิคราะห์เชงิคุณภาพ 

สามารถนําขอ้มลูทีไ่ดจ้ากสเปกตรมัของ 1H-NMR มาใชใ้นการพสิจูน์เอกลกัษณ์ของสารได ้ดงันี้7  

- จาํนวนสญัญาณ แสดงถงึจาํนวนกลุ่มของโปรตอนทีแ่ตกต่างกนั  

- Chemical shift แสดงถงึชนิด/ลกัษณะทางเคมขีองโปรตอน 

- พื้นที่สมัพทัธ์หรอืความเขม้ของสญัญาณ แสดงถงึอตัราส่วนของจํานวนโปรตอนทีต่ําแหน่งนัน้ ๆ 

เทยีบกบัจาํนวนโปรตอนทัง้หมดในโมเลกุล 

- ลกัษณะการแยกของยอดของสญัญาณ แสดงถงึจาํนวนโปรตอนขา้งเคยีง 
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การตรวจสอบคุณสมบติัของเคร่ืองนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สําหรบังานวิเคราะห์ 

(Qualification of NMR instruments) 

สว่นประกอบทีส่าํคญัของเครื่อง NMR ไดแ้ก่ สนามแม่เหลก็ไฟฟ้า probe สาํหรบัวางสารตวัอย่างและ

รบัส่งคลื่นความถี่วทิยุ แหล่งกําเนิดคลื่นความถี่วทิยุ แหล่งรบัสญัญาณจากสารตวัอย่าง และคอมพวิเตอร์

ประมวลผล 

 คุณลกัษณะจําเพาะของเครื่อง NMR จะพจิารณาจากความแรงของสนามแม่เหล็กหรอื resonance 

frequency ทีท่าํใหโ้ปรตอนเรโซแนนซไ์ด ้เชน่ สนามแมเ่หลก็ความเขม้ 14.1 tesla จะให ้resonance frequency 

เท่ากบั 600 MHz  ในปัจจุบนัมเีครือ่งมอืทีใ่หค้วามแรงของสนามแมเ่หลก็สงูถงึ 23.5 tesla (1 GHz)  

ตาม USP 425 กําหนดให้ตรวจสอบคุณสมบัติของเครื่อง NMR ใน 3 ด้านเช่นเดียวกับเครื่องมือ

วิเคราะห์อื่ น  ๆ  คือ  Installation qualification ( IQ) , Operational qualification (OQ) และ Performance 

qualification (PQ) 

Installation qualification เป็นการตรวจสอบว่าการติดตัง้ฮาร์ดแวร์ (hardware) และซอฟต์แวร์ 

(software) มคีวามปลอดภยัและใชง้านไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ 

Operational qualification เป็นการตรวจสอบว่าเครื่อง NMR มีการทํางานได้ตามที่กําหนดใน

รายละเอยีดคุณลกัษณะจําเพาะ (specification) โดยใชส้ารมาตรฐานทีท่ราบคุณสมบตัทิาง NMR ในการวดัค่า 

signal-to-noise (S/N) และรปูรา่งของสญัญาณ 

Performance qualification เป็นการตรวจสอบว่าเครื่อง NMR สามารถทํางานได้ตามความต้องการ

ของผูใ้ชง้าน ซึง่ครอบคลุมถงึจุดวกิฤตต่อคุณภาพ (critical-to-quality, CTQ) ไดแ้ก่ S/N ratio และ resolution 

 นอกจากนี้หากในเภสชัตํารบักําหนดวธิกีารวเิคราะห์ไวแ้ล้ว USP 425 กําหนดใหท้ํา Verification of 

suitability ในสภาพการใช้งานปกติ <1226>  และควรทําการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ 

(validation) ในกรณีทีต่อ้งการใช ้NMR เป็นวธิทีางเลอืกทีต่่างจากวธิทีีก่าํหนดในเภสชัตาํรบั 

 

การวิเคราะหเ์ชิงคณุภาพด้วย NMR (Qualitative NMR analysis)  

ในการวเิคราะห์เชงิคุณภาพ การเปรยีบเทยีบระหว่างลกัษณะของสเปกตรมัของ 1H-NMR (เช่น ค่า 

chemical shifts ลกัษณะการแยกออกของสญัญาณ ค่าคงทีก่ารคู่ควบ) ของสารตวัอย่างกบัเอกสารอา้งองิหรอื

สารอ้างองิที่อยู่ในสภาวะเดยีวกนั หรอืเปรยีบเทยีบกบัค่าทีก่ําหนดในตํารายา สามารถนํามาใช้ในการพสิูจน์

เอกลกัษณ์ของสารได้ในเวลาอันรวดเร็ว โดยเฉพาะในงานที่ต้องทําเป็นประจํา และยงัสามารถตรวจหา

สิง่เจอืปนไดจ้ากสญัญาณทีป่รากฏเกนิมา  สาํหรบัการพสิจูน์เอกลกัษณ์ของสารทีม่โีครงสรา้งไม่ซบัซอ้น ขอ้มลู

เกี่ยวกบั chemical shift ค่าคงที่การคู่ควบ และจํานวนโปรตอนหรอืคาร์บอนตรงที่เกิดสญัญาณ และตวัทํา

ละลายทีใ่ช ้อาจเพยีงพอทีจ่ะใชอ้ธบิายลกัษณะโครงสรา้งทางเคมไีด ้

นอกจากขอ้มลูทาง NMR ทีไ่ดแ้ลว้ การเตรยีมตวัอย่างดว้ยวธิทีีเ่หมาะสม รวมทัง้วธิกีารใช/้การตัง้ค่า

ต่าง ๆ ของเครื่อง NMR ล้วนมคีวามสําคญัต่อคุณภาพของสเปกตรมัของ 1H-NMR ที่วดัได้ ซึ่งมผีลต่อการ

วเิคราะหเ์ชงิคุณภาพ 

 สารตัวอย่างที่ต้องการตรวจวัด NMR มักเตรียมอยู่ในรูปสารละลาย โดยใช้ตัวทําละลายที่เป็น 

deuterated solvent เช่น deuterium oxide (D2O), deuterated chloroform (chloroform-D, CDCl3)  1H ของ

ตวัทําละลายเหล่านี้จะถูกแทนที่ด้วย 2H (deuterium, D หรอื 2H) ซึ่งเป็นไอโซโทปของโปรตอนที่ไม่ปรากฏ



      การพิสูจนเอกลักษณดวยโปรตอนนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโทรสโกปตามขอกำหนดในตำรายา 
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สญัญาณใน 1H-NMR จึงไม่รบกวนสญัญาณของสารตัวอย่างแต่อาจปรากฏสญัญาณที่หลงเหลือของ 1H 

(residual 1H signal) ในตวัทาํละลายไดบ้า้ง เนื่องจากไม่สามารถแทนที ่1H ทุกตวัดว้ย 2H ได ้เช่น deuterated 

chloroform จะพบสญัญาณของ 1H ที ่7.27 ppm5 ดงันัน้ในการเตรยีมสารตวัอย่าง ควรเลอืกตวัทําละลายทีไ่ม่

แสดงสญัญาณรบกวนสญัญาณจาก 1H ของสารตวัอยา่ง  

 โดยปกตใินเภสชัตํารบัจะกําหนดวธิกีารเตรยีมตวัอย่างและการตัง้ค่าต่าง ๆ ของเครื่องมอืไวแ้ลว้ มกั

เตรยีมตวัอย่างเป็นสารละลายทีม่คีวามเขม้ขน้ระหว่าง 1–50 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร เพื่อบรรจุในหลอดบรรจุสาร

ตัวอย่างที่เรียกว่า NMR tube ซึ่งเป็นหลอดแก้วมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง (outside diameter, OD) 5–10 

มลิลเิมตร ความยาว 15–20 เซน็ตเิมตร  นอกจากนี้อาจพบหลอดแกว้ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 1–3 มลิลเิมตร 

ซึง่ใชส้ารตวัอยา่งในปรมิาณทีน้่อยกวา่  

 

การประยุกต์ใช้ 1H-NMR ในการพิสูจน์เอกลักษณ์ตามตํารายา (Application of 1H-NMR in 

pharmacopoeial identification) 

 ตํารายาเล่มต่าง ๆ ทัง้ Ph. Eur., USP และ Japanese Pharmacopoeia (JP) กําหนดการพิสูจน์

เอกลกัษณ์วตัถุดบิยาตามแนวทางของ International Conference on Harmonization (ICH) ซึ่งมกัใช ้IR และ 

Thin-layer chromatography (TLC) ร่วมกบัการทําปฏกิริยิาทางเคม ีและมกีารใช้ NMR เท่าที่จําเป็น รวมทัง้

การนํา 1H- และ 13C-NMR มาใชใ้นการพสิจูน์เอกลกัษณ์วตัถุดบิยาทีม่โีครงสรา้งซบัซอ้น เชน่ เปปไทด ์สเตยีรอยด ์

อะมโินไกลโคไซด ์วคัซนี แทนวธิทีางโครมาโทกราฟี และเชน่เดยีวกบัการใช ้IR ในการพสิจูน์เอกลกัษณ์ คอืจะ

อ่านผลโดยการเปรยีบเทยีบกบัสเปกตรมัของสารอา้งองิหรอืจากเอกสารอา้งองิ  ตวัอยา่งวตัถุดบิยาทีป่รากฏใน

ตาํรายาทีใ่ช ้NMR เพือ่พสิจูน์เอกลกัษณ์ เชน่ Buserelin (Ph.Eur. 6.0), Goserelin (Ph.Eur. 6.0), Tobramycin 

(Ph.Eur. 6.0), Heparin-low molecular mass (Ph.Eur. 6.0), Hydrocortisone sodium phosphate (BP 1998), 

Amyl nitrite isomers (USP30) ทัง้นี้การนํา NMR มาใช้แทนวิธี amino acid analysis (AAA) ในการพิสูจน์

เอกลกัษณ์ของเปปไทดข์นาดเลก็ เช่น oxytocin เพื่อลดเวลาทีใ่ชใ้นการวเิคราะห ์ลดค่าใชจ้่ายของตวัทาํละลาย 

รวมทัง้ลดปัญหาในการตรวจสอบความถูกตอ้งของวธิวีเิคราะหแ์ละการแปลผล  นอกจากนี้ผลการวเิคราะหย์งั

ถูกตอ้งแมน่ยาํกวา่การใช ้High Performance Liquid Chromatography (HPLC)8  

 ตัง้แต่ Ph.Eur 6.1 มกีารนํา NMR มาใช้ในการพสิูจน์เอกลกัษณ์ของเปปไทด์สงัเคราะห์ ร่วมกบั IR, 

TLC, electrophoresis และ HPLC  รวมทัง้การศึกษาความเป็นไปได้ในการนํา NMR มาแทน AAA ในการ

พิสูจน์เอกลกัษณ์ของเปปไทด์  Kellenbach และคณะ9 พบว่าสเปกตรมัของ 1H-NMR สามารถแยกความ

แตกต่างและพสิูจน์เอกลกัษณ์ของเปปไทด์ 8 ชนิด ได้แก่ Oxytocin, Desmopressine acetate, Gonadorelin 

acetate, Gonadorelin diacetate, Buserelin acetate, Goserelin, Protirelin และ Tetracosactide โดยใชว้ธิกีาร

เปรยีบเทยีบกบัสเปกตรมัของสารอ้างอิง และไม่ต้องทําการย่อยสลายกรดอะมโินทีละตวั  โดยเฉพาะการ

จําแนกชนิดระหว่าง Buserelin (Glp-His-Trp-Ser-Tyr-D-Ser(tBu)-Leu-Arg-Pro-Gly-NHEt) และ Goserelin 

(Glp-His-Trp-Ser-Tyr-D-Ser(tBu)-Leu-Arg-Pro-AzaGly-NH2) ซึง่มกีรดอะมโินแตกต่างกนัเพยีง 1 ตวั และยงั

สามารถแยกความแตกต่างของกรดอะมโิน เช่น glutamic acid (Glu) กบั glutamine (Gln) และ aspartic acid 

(Asp) กบั asparagine (Asn) ได้9  

 ในที่นี้จะขอยกตวัอย่างการพสิูจน์เอกลกัษณ์ของเปปไทด์บางชนิดด้วย 1H-NMR ตามขอ้กําหนดใน

ตาํรายา 
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Buserelin BP 2019 

 Buserelin เป็นโพลเีปปไทดส์งัเคราะหท์ีเ่ป็นอนุพนัธข์องฮอรโ์มน gonadotrophin-releasing hormone 

(GnRH) ประกอบดว้ยกรดอะมโิน 9 ตวั มโีปรตอนทัง้หมด 86 ตวั  

การพสิจูน์เอกลกัษณ์ ใหใ้ชว้ธิ ีHPLC (A) รว่มกบั NMR (B) หรอื HPLC (A) รว่มกบั AAA (C) 

สําหรบัวธิ ีNMR ใหเ้ตรยีมตวัอย่างเป็นสารละลาย ความเขม้ขน้ 4 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ในส่วนผสม

ของ deuterated acetic acid R และ deuterium oxide R (20:80) แล้วเปรียบเทียบสเปกตรมัของ 1H-NMR 

ในช่วง 0–9 ppm กบัสเปกตรมัที่ได้จากสารอ้างอิง (Buserelin for NMR identification CRS) ซึ่งเตรียมเป็น

สารละลายความเขม้ขน้ 4 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ในตวัทาํละลายชนิดเดยีวกนั 

 ในกรณีที่ไม่มสีารอ้างอิง Kuz’mina และคณะ10 ได้ทําการตรวจสอบความถูกต้องของวธิีการพสิูจน์

เอกลกัษณ์ของ Buserelin โดยใช้เทคนิคทางนิวเคลยีร์แมกเนตกิเรโซแนนซ์แบบต่าง ๆ ในการหาโครงสรา้ง

ทางเคมแีทนการเปรยีบเทยีบกบัสเปกตรมัของ Buserelin for NMR identification CRS ซึ่งเป็นสารอ้างองิที่

สหพนัธรฐัรสัเซยีไมส่ามารถผลติไดเ้องและตอ้งนําเขา้  

 

Heparin sodium USP 42 

 Heparin sodium เป็นมิวโคโพลีแซคคาไรด์ (mucopolysaccharides) หรือไกลโคอะมิโนไกลแคน 

(glycosaminoglycans) ซึง่เป็นโพลแีซคคาไรดท์ีเ่ป็นสายตรงไม่มสีาขา ประกอบดว้ยไดแซคคาไรดเ์รยีงต่อกนั 

โดยไดแซคคาไรด์จะประกอบด้วย aminosugar เช่น N-acetyl-D-glucosamine (GlcNAc) หรือ α-D-N-

sulfoglucosamine-6-O-sulfate (GlcNS(6S)) และ uronic sugar เชน่ glucuronic acid หรอื iduronic acid    

การพสิูจน์เอกลกัษณ์ต้องใช้ร่วมกนั 5 ว ิธ ี ค ือ 1H-NMR (A), Chromatographic identity (B), 

Anti-Factor Xa to Anti-Factor IIa Ratio (C), Molecular weight determinations (D) และการทดสอบโซเดยีม (E) 

 สาํหรบัวธิ ีNMR ใหเ้ตรยีมตวัอย่างโดยการละลาย Heparin sodium ใหม้คีวามเขม้ขน้ไม่น้อยกว่า 20 

มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ใน deuterium oxide ทีเ่ตมิ 0.002% (w/v) deuterated sodium trimethylsilylpropionate 

และอาจเติม EDTA ได้ไม่เกิน 12 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เพื่อ chelate แมงกานีสที่หลงเหลือมาจาก

กระบวนการผลิต heparin และมีผลรบกวนการวดัสญัญาณ  การเตรียมสารอ้างอิง USP Heparin sodium 

Identification RS ใหเ้ตรยีมดว้ยวธิเีดยีวกนั 

ในการพสิจูน์เอกลกัษณ์ ใหล้ากเสน้ baseline จากสญัญาณที ่8.00 ถงึ 0.10 ppm จะพบค่า chemical 

shift ของ H1 ของ N-acetyl-D-glucosamine หรอื α-D-N-sulfoglucosamine-6-O-sulfate, H1 ของ 2-O-sulfo-

α-L- iduronic acid ( IdoA2S) , H2 ของ α-D-N-sulfoglucosamine (GlcNS) และหมู่ เมทิลของ  N-acetyl-D-

glucosamine เท่ากบั 5.42, 5.21, 3.28 (doublet) และ 2.05 ppm ตามลําดบั (ทุกสญัญาณ ± 0.03 ppm)  เมื่อ

วดัความสงูเหนือ baseline ของสญัญาณที ่5.42 ppm และ 5.21 ppm แลว้หาคา่เฉลีย่ ตอ้งไมพ่บสญัญาณใด ๆ 

บนสเปกตรมัในช่วง 0.10–2.00, 2.10–3.20 และ 5.70–8.00 ppm ทีม่ขีนาดสงูกว่า 4% ของความสงูเฉลีย่ของ

ทัง้ 2 สญัญาณดงักล่าว  นอกจากนี้ยงัอาจพบสญัญาณทีม่คีวามสงูและค่า chemical shift ต่าง ๆ ในช่วง 4.55–

5.21 ppm ซึ่งเป็นสัญญาณอื่น ๆ ของ heparin และน้ํา (ในรูป HOD)  กรณี porcine heparin ต้องไม่พบ

สญัญาณที่มขีนาดสูงกว่า 200% ของความสูงเฉลี่ยของสญัญาณที่ 5.42 ppm และ 5.21 ppm บนสเปกตรมั

ในชว่ง 3.75–4.55 ppm   

 



      การพิสูจนเอกลักษณดวยโปรตอนนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโทรสโกปตามขอกำหนดในตำรายา 
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Heparin sodium BP 2019 

 Heparin sodium เป็นมวิโคโพลแีซคคาไรดห์รอืไกลโคอะมโินไกลแคน ทีม่โีปรตอน 41 ตวั 

 การพสิูจน์เอกลกัษณ์ต้องใชร้่วมกนั 5 วธิ ีคอื การวเิคราะห์ฤทธิใ์นการเป็น anti-factor IIa ตามวธิใีน 

Assay (A), วเิคราะหฤ์ทธิใ์นการเป็น anti-factor Xa (B), NMR spectrometry (C), HPLC ตามขอ้กําหนดของ 

Related substances (D) และการทดสอบโซเดยีม (E) 

 สําหรบัวธิ ีNMR ให้เตรยีมตวัอย่าง โดยละลาย heparin sodium 20 มลิลกิรมั ใน 0.7 มลิลลิติรของ 

deuterium oxide R ที่ม ี20 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ของ deuterated sodium trimethylsilylpropionate R และ

ถา้สญัญาณที ่5.22 ppm มขีนาดเลก็กว่า 80% ของขนาดของสญัญาณที ่5.44 ppm ใหเ้ตมิ 12 ไมโครกรมัต่อ

มลิลลิติรของ sodium edetate R ลงไปดว้ย  สาํหรบัการเตรยีมสารอา้งองิ Heparin sodium for NMR identification 

CRS ใหเ้ตรยีมดว้ยวธิเีดยีวกนั 

ในการพสิูจน์เอกลกัษณ์ ต้องพบสญัญาณขนาดใหญ่ที่ 2.04, 3.27 (doublet), 4.34, 5.22, 5.42 ppm 

(ทุกสญัญาณ ± 0.03 ppm) และเมื่อเปรยีบเทยีบกบัสเปกตรมัของ 1H-NMR ของ Heparin sodium for NMR 

identification CRS ควรพบสญัญาณของหมู่เมทลิใน dermatan sulfate ที่ 2.08 ± 0.02 ppm และต้องไม่พบ

สญัญาณทีม่ขีนาดสูงกว่า 4% ของสญัญาณของ heparin ที ่5.42 ppm บนสเปกตรมัช่วง 0.10–2.00, 2.10–

3.10 และ 5.70–8.00 ppm  นอกจากนี้อาจพบสญัญาณของตวัทําละลายและสารอื่น ๆ ใน heparin ซึง่ควรระบุ

ไดว้า่มาจากสารใดบา้ง 

 

Oxytocin USP 42 

 Oxytocin เป็นโพลเีปปไทดฮ์อรโ์มนทีป่ระกอบดว้ยกรดอะมโิน 9 ตวั มโีปรตอนทัง้หมด 66 ตวั 

การพสิจูน์เอกลกัษณ์ตอ้งใชร้ว่มกนั 3 วธิ ีคอื HPLC ตามวธิใีน Assay (A), NMR (B) และ Amino acid 

content (C) 

 สาํหรบัวธิ ีNMR ใหเ้ตรยีม oxytocin ความเขม้ขน้ 10 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร (ประมาณ 1 มลิลลิติรของ

ตวัยา oxytocin) ใน sodium phosphate buffer pH 5.0 ทาํใหแ้หง้แบบแชเ่ยอืกแขง็ (lyophilize) เตมิ deuterium 

oxide แล้วทําให้แห้งแบบแช่เยือกแข็งอีกครัง้ จากนัน้เติม 1 มิลลิลิตร ของ deuterium oxide ที่มี 0.5% 

deuterated sodium trimethylsilylpropionate  ในการเตรียมสารอ้างอิง USP Oxytocin Identification RS ให้

เตรยีมดว้ยวธิเีดยีวกนั 

ในการพิสูจน์เอกลักษณ์ ให้เปรียบเทียบลักษณะของสญัญาณทุกสญัญาณในสเปกตรมัของสาร

ตวัอย่างและสารอ้างองิ ค่า chemical shift ต้องเหมอืนกนั (± 0.1 ppm)  หากมสีญัญาณในสเปกตรมัของ

สารตวัอย่างทีเ่กนิจากสญัญาณทีพ่บในสเปกตรมัของสารอา้งองิ ตอ้งอธบิายใหไ้ดว้่าเกดิจากอะไร  ทัง้นี้ความสงู

ของสญัญาณของหมู่ acetate และ deuterium oxide ที ่1.9 ppm และ 4.9 ppm ตามลําดบั ระหว่างสเปกตรมั

ของสารตวัอยา่งกบัสเปกตรมัของสารอา้งองิ อาจแตกต่างกนัได ้ 
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Beta Glucan USP 42 

 Beta Glucan เป็น (1,3)-β-D-glucose polysaccharides และ/หรอื (1,6)-β-D-glucose polysaccharides 

ทีพ่บใน cell wall ของธญัพชื แบคทเีรยี และเชือ้รา 

 การพสิูจน์เอกลกัษณ์ ใช้วิธี NMR เพยีงวิธีเดียว โดยให้ละลาย Beta Glucan 10 มิลลิกรมั ใน 0.6 

มิลลิลิตร ของ deuterated dimethyl sulfoxide แล้วนําไปให้ความร้อนที่ 100°ซ นาน 1 ชัว่โมง จากนัน้เติม 

deuterium oxide 0.1 มลิลลิติร  ในการเตรยีมสารอา้งองิ USP Beta Glucan RS ใหเ้ตรยีมดว้ยวธิเีดยีวกนั 

ในการพิสูจน์เอกลักษณ์ ให้เปรียบเทียบลักษณะของสัญญาณทุกส ัญญาณในสเปกตรัมของ

สารตวัอย่างและสารอ้างองิ โดยค่า chemical shift ต้องเท่ากนั  นอกจากนี้เมื่อคํานวณ relative percentage 

ของ (1,6) linked glucan จะตอ้งมคีา่ 10%–18% ของ total linkage  

การคํานวณ relative percentage ของ (1,6) linked glucan สําหรบัแต่ละตวัอย่าง ใหค้ํานวณพืน้ทีใ่ต้

สญัญาณ 5 ครัง้ แลว้หาคา่เฉลีย่ โดยคาํนวณไดจ้าก 

 relative percentage ของ (1,6) linked glucan = {A/(A + B)} × 100 

A = พืน้ทีใ่ตส้ญัญาณที ่4.27 ppm (เป็นสญัญาณของ H-1 ของ (1,6) linked glucan) 

B = พืน้ทีใ่ตส้ญัญาณที ่4.52 ppm (เป็นสญัญาณ H-1 ของ (1,3) linked glucan) 

 

 นอกจากการใช้ NMR ในการพิสูจน์เอกลกัษณ์ยาแล้ว ในเภสชัตํารบับางตํารบัยงันํามาใช้ในการ

วเิคราะหห์าปรมิาณดว้ย เช่น การวเิคราะหห์าปรมิาณ C5H11NO2 ในหวัขอ้ Assay ของ Amyl nitrite (USP 42) 

การวิเคราะห์หา degree of deacetylation ในหวัข้อ Assay ของ Chitosan (USP 42) และการวิเคราะห์หา

ปรมิาณกรดอะมโินในหวัขอ้ Specific tests ของ Goserelin acetate (USP 42)  การใช ้NMR ในการวเิคราะห์

หาปริมาณมีแนวโน้มเพิ่มขึ้น เนื่องจากเภสัชภัณฑ์ในปัจจุบ ันมีโครงสร้างที่ซ ับซ้อน ผลิตด้วยวิธีทาง 

ไบโอเทคโนโลยมีากกว่าการสงัเคราะหเ์ป็นโมเลกุลเลก็ ๆ แบบเดมิ  องคก์ารอาหารและยาของสหรฐัอเมรกิาจงึ

มแีนวโน้มทีจ่ะนํา MS และ NMR มาใชร้ว่มกนัในการควบคุมคุณภาพเภสชัภณัฑท์ีป่รากฏใน USP ในอนาคต11  

 

บทสรปุ 

 โปรตอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโทรสโกปีเป็นเทคนิคที่มีความจําเพาะเจาะจงสูง 

เนื่องจากโปรตอนแต่ละตวัของอนิทรยีสารอยู่ในสภาพแวดล้อมทางโมเลกุลที่แตกต่างกนั ขึ้นอยู่กบัจํานวน

อเิลก็ตรอนและอะตอมอื่น ๆ ทีล่อ้มรอบ ทําใหโ้ปรตอนเกดิการเรโซแนนซ์ไม่เท่ากนั จงึแสดงเป็นสญัญาณทีม่ี

ค่า chemical shift แตกต่างกนั และใชใ้นการอธบิายโครงสรา้งทางเคมขีองอนิทรยีสารได ้ แม ้1H-NMR จะมี

ความไวคอ่นขา้งตํ่า แต่การพสิจูน์เอกลกัษณ์ของสารทีม่โีมเลกุลขนาดใหญ่ดว้ย 1H-NMR สามารถทาํไดร้วดเรว็ 

ไม่ต้องผ่านวธิกีารเตรยีมตวัอย่างทีซ่บัซ้อน 1H-NMR จงึไดร้บัการนํามาใชใ้นการพสิูจน์เอกลกัษณ์วตัถุดบิยา

ตามขอ้กาํหนดในตาํรายาเพิม่เตมิจากวธิกีารอื่น ๆ  
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