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แวนโคมยัซนิเป็นยาทีใ่ชร้กัษาอาการทอ้งเสยีจากการตดิเชือ้ Clostridium difficile และการตดิเชือ้ในล าไสจ้าก Staphylococcus 
aureus โดยเฉพาะอย่างยิง่ Methicillin-resistant Staphylococcus aureus งานวิจยันี้มวีตัถุประสงค์เพื่อตรวจสอบความถูกต้องของวธิี
วเิคราะหป์รมิาณแวนโคมยัซนิในยาเตรยีมเฉพาะคราวแวนโคมยัซนิรปูแบบยาน ้าแขวนตะกอนขนาด 25 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ดว้ยเครื่อง
โครมาโทรกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู วิธีการวิจยั: ศกึษาความถูกตอ้งของวธิวีเิคราะหใ์นดา้นความสมัพนัธเ์ชงิเสน้ตรง (linearity), ความ
แม่นย า (precision), ปรมิาณความเขม้ขน้ต ่าสุดที่สามารถตรวจวดัได้ (limit of detection; LOD), ปรมิาณความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารที่
ทดสอบซึ่งเป็นที่ยอมรับได้ (limit of quantitation; LOQ) และความถูกต้อง (accuracy) ด้วยการใช้เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสงู ทีป่ระกอบดว้ยวฏัภาคเคลื่อนทีค่อื อะซโิตไนไตรลต่์อน ้าในสดัส่วน  15 : 85 อตัราการไหล 1 มลิลลิติรต่อนาท ีปรมิาตรทีฉ่ีด 
20 ไมโครลติร วฏัภาคคงทีค่อื คอลมัน์ชนิดคารบ์อน 18 (ขนาดอนุภาค 5.0 ไมโครเมตร เสน้ผ่าศนูยก์ลางภายในและความยาว 4.6 x 250 
มิลลิเมตร) ท าการตรวจวัดด้วยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น  280 นาโนเมตร  ผลการศึกษาวิจยั: วิธีวิเคราะห์มี
ความสมัพนัธเ์ชงิเสน้ตรงระหว่างพืน้ทีใ่ตก้ราฟและความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐานของยาแวนโคมยัซนิ มค่ีาสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ์
เท่ากบั 0.9999 ในช่วงความเข้มข้น 12.5-200 ไมโครกรมัต่อมลิลิลิตร ผลความแม่นย ามคี่าร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ที่
วเิคราะหใ์นวนัเดยีวกนัทีค่วามเขม้ขน้ 25, 50 และ 100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร เท่ากบั 0.88, 1.01 และ 0.71% ตามล าดบั และระหว่างวนั 
เท่ากบั 1.91, 1.46 และ1.20% ตามล าดบั LOD 1.8878 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร และ LOQ เท่ากบั 6.0122 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร และ
ความถูกต้องของวธิมีรีอ้ยละการคนืกลบัเฉลีย่เท่ากบั 104.12% สรปุผลการวิจยั: วธิวีเิคราะหม์ผีลการประเมนิผ่านเกณฑม์าตรฐานของ 
ICH สามารถใชเ้ป็นวธิกีารวเิคราะหใ์นการศกึษาความคงสภาพของยาเตรยีมเฉพาะคราวแวนโคมยัซนิรปูแบบยาน ้าแขวนตะกอนได ้
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Abstract 
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 Vancomycin is a drug used for the treatment of diarrhea caused by Clostridium difficile and enterocolitis caused by 
Staphylococcus aureus, including Methicillin-resistant Staphylococcus aureus. This research aims to validate the method for 
analyzing vancomycin in the extemporaneous suspensions of vancomycin 25 mg/mL by high performance liquid chromatography 
(HPLC). Materials and methods: The study of method validation was included in the topics of linearity, precision, limit of 
detection (LOD), limit of quantitation (LOQ) and accuracy via HPLC. The HPLC condition was consisted of the mobile phase with 
the composition of acetonitrile : water in 15 : 85, flow rate 1 mL/min, volume of injection at 20 µL. The stationary phase was the 
column C18 (particle size 5.0 µm, 4.6 x 250 mm). All of the samples were analyzed by using UV detector with the wavelength 
of 280 nm. Results: The r-square data of linearity was 0.9999 with the range of the concentration 12.5-200 µg/mL. The precision 
results in the percentage of the relative standard deviation (%RSD) with the concentration 25, 50 and 100 µg/mL were 0.88, 
1.01 and 0.71% for intraday, respectively, and 1.91, 1.46, and 1.20% for interday, respectively. From the data of analytical 
chemistry, the LOD and LOQ can be detected and quantified at 1.8878 µg/mL and 6.0122 µg/mL. Moreover, the accuracy result 
in the %recovery of vancomycin was 104.12%. Conclusion: The method for analyzing vancomycin extemporaneous suspensions 
met the general requirement of ICH Guideline for validation. It was accurate and reliable for using as a stability-indicating method 
for the determination of vancomycin extemporaneous suspensions. 
 

Keywords: Vancomycin, Method validation, Extemporaneous preparation, Stability, Suspensions 
 
บทน า 

ในปัจจุบนัยาแวนโคมยัซนิมกีารจ าหน่ายในรูปแบบยา
ที่ ใช้ในการบริหารทางหลอดเลือดด า และยาในรูปแบบ
รบัประทาน  ซึ่งยาแต่ละรูปแบบมีข้อบ่งใช้ที่แตกต่างกนั โดย
รปูแบบยาทีใ่ชใ้นการบรหิารทางหลอดเลอืดด ามขีอ้บ่งใชส้ าหรบั
รักษาโรคติดเชื้อรุนแรงที่เกิดจากเชื้อกลุ่ม Staphylococcal 

species และ Streptococcal species เช่น การป้องกันการติด
เชื้อที่เยื่อบุหวัใจหรือเยื่อบุหวัใจอกัเสบ การติดเชื้อในกระแส
โลหติ โรคตดิเชือ้ของระบบทางเดนิหายใจส่วนล่าง และการติด
เชื้อที่ผิวหนังและลักษณะโครงสร้างของผิวหนัง (American 
pharmacists association, 2016) ส่วนในรูปแบบยาส าหรับ
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รบัประทาน ใชส้ าหรบัรกัษาอาการทอ้งเสยีทีเ่กดิจากการตดิเชือ้ 
Clostridium difficile แ ล ะ ก า ร ติ ด เ ชื้ อ ใ นล า ไ ส้ที่ เ กิด จ าก 
Staphylococcus aureus ร วมถึ ง กา รติด เชื้ อ ดื้ อ ยา ในก ลุ่ม 
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (Corbett et al., 
2016; Diaz et al., 2017) ซึ่งรูปแบบยาส าหรบัรบัประทานไม่มี
ร ะบุ อยู่ ใ นบัญชีย าหลักแห่ งช าติ  ( National drug system 
development committee, 2016) ร่วมกบัอุบตักิารณ์การเกดิโรค
ท้อ ง เ สียที่ เ กิด จ ากการติด เชื้ อ  Clostridium difficile ซึ่ ง มี
อุบตัิการณ์ต ่าในเขตพื้นที่ตัง้ของโรงพยาบาล โรงพยาบาลจงึ
ไม่ได้พจิารณาจดัซื้อยาในรูปแบบรบัประทานเนื่องจากมคีวาม
ไม่คุ้มค่าและมีราคาสูง ทางโรงพยาบาลสรรพสิทธิประสงค์ 
จงัหวดัอุบลราชธานีจงึจดัเตรยีมยาเฉพาะคราวแวนโคมยัซนิใน
รูปแบบยาน ้าแขวนตะกอน โดยเตรยีมจากรูปแบบยาผงละลาย
น ้าส าหรบับรหิารทางหลอดเลอืดด าที่มใีนโรงพยาบาลทดแทน
การใช้ยาแวนโคมัยซินรูปแบบยารับประทานที่มีขายใน
ท้องตลาดเพื่อให้มขีนาดเหมาะสมกบัผู้ป่วยเฉพาะราย ซึ่งการ
เตรยีมยาเฉพาะคราวแวนโคมยัซนิในรปูแบบยาน ้าแขวนตะกอน
ในโรงพยาบาลยงัไม่มีการทดสอบความคงตวัดา้นต่างๆ ดงันัน้
การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ยาเตรียมเฉพาะ
คราวแวนโคมยัซนิในรูปแบบยาน ้าแขวนตะกอนดว้ยเครื่องโคร
มาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู จงึเป็นสิง่ส าคญัเบือ้งต้นที่จะ
น าไปสู่การศึกษาข้อมูลด้านความคงตัวของต ารับที่มีความ
น่าเชื่อถอืในการวเิคราะหต่์อไป โดยจะส่งผลใหผู้ป่้วยไดร้บัยาที่
มปีระสทิธภิาพและมคีวามปลอดภยัจากการเตรยีมเฉพาะคราวที่
เตรยีมขึน้จากโรงพยาบาล 

USP 36 NF 31 (2013) ระบุวธิวีเิคราะหห์าปรมิาณตวั
ยาส าคัญแวนโคมัยซินไฮโดรคลอไรด์ในต ารับ vancomycin 
hydrochloride for oral solution ด้ ว ยวิธี  antibiotics-microbial 
assay และมีงานวิจยัที่ทดสอบความคงตัวของยาเฉพาะคราว
แวนโคมยัซนิในรูปแบบยาน ้าแขวนตะกอนดว้ยเครื่องโครมาโท 
กราฟีของเหลวสมรรถนะสงู วฏัภาคเคลื่อนทีค่อื น ้า : อะซโิตไน
ไตรล ์: ไตรเมทลิามนี : เตตระไฮโดรฟิวแรน อตัราส่วน 4500 : 
300 : 7 : 50 ที่ค่า pH 3พบว่ายามีอายุการใช้งาน 90 วัน เมื่อ
เกบ็รกัษาในตูเ้ยน็และเกบ็ใหพ้น้แสง (Whaley et al., 2011) จาก
งานวิจัยยาเตรียมเฉพาะคราวแวนโคมยัซินความเข้มข้น 25 
mg/mL ซึง่ใช ้SyrSpend SF เป็นน ้ากระสายยาส าเรจ็รูป มสี่วน
ที่เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่คือ เมทานอล : แอมโมเนียมอะซิเตต 
อตัราส่วน 26 : 74 ที่ค่า pH 3 พบว่ามคีวามคงตวัและสามารถ
เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 25oC เป็นเวลา 30 วัน (Ensom et al., 

2010) ส าหรบัการศกึษาดา้นความคงตวัของยาแวนโคมยัซนิใน
ขวดพลาสติกและเขม็ฉีดยา วัฏภาคเคลื่อนที่คือ เมทานอล : 
แอมโมเนียมอะซิเตต อตัราส่วน 22 : 88 ที่ค่า pH 2.5 (Smith  
et al., 2017) นอกจากนี้มงีานวจิยัทีใ่ชว้ฏัภาคเคลื่อนทีค่อื น ้าที่
ปรบั pH เป็น 2 ดว้ยกรดฟอรม์กิ : อะซโิตไนไตรล ์อตัราสว่น 50 
: 50 (Chauhan and Bhatt, 2015) จากข้อมูลสภาวะทัง้หมดที่
ได้จากการสืบค้น น ามาซึ่งการพัฒนาและปรับปรุงวิธีการ
วเิคราะห์เพื่อให้ได้วธิกีารที่ความเหมาะสมและมปีระสทิธภิาพ
มากขึน้ ทีเ่หมาะสมกบัการน าไปใชง้านในสภาวะการใชง้านจรงิ
ของการวเิคราะห์ยาเฉพาะคราวแวนโคมยัซนิในรูปแบบยาน ้า
แขวนตะกอน  

งานวจิยัเรื่องนี้จงึมวีตัถุประสงค์เพื่อท าการตรวจสอบ
ความถูกต้องของวธิวีเิคราะหป์รมิาณยาเตรยีมเฉพาะคราวแวน
โคมยัซนิในรูปแบบยาน ้าแขวนตะกอนความเขม้ขน้ 25  mg/mL 
ด้วยเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  ในด้าน
ความสมัพนัธ์เชงิเส้นตรง (linearity) ความแม่นย า (precision) 
ปริมาณความเข้มข้นต ่ าสุดที่สามารถตรวจวัดได้ ( limit of 
detection; LOD) ปรมิาณความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารที่ทดสอบ
ซึ่งเป็นที่ยอมรบัได้ (limit of quantitation; LOQ) และความถูก
ต้อง (accuracy) ทีส่ามารถใชเ้ป็นวธิกีารวเิคราะหท์ีเ่หมาะสมใน
การศกึษาความคงสภาพของยาเตรยีมเฉพาะคราวแวนโคมยัซนิ
รปูแบบยาน ้าแขวนตะกอนได ้

 

วิธีการด าเนินการวิจยั 
อปุกรณ์และสารเคมี  

สารเคมทีีใ่ชใ้นการทดสอบ ไดแ้ก่ แวนโคมยัซนิไฮโดร
คลอไรด์จาก Edicin® (vancomycin powder for injection 500 
mg/vial), เมทานอลและอะซีโตไนไตรล์คุณภาพระดับ HPLC 
จากบรษิทั RCI LabScan® (Bangkok, Thailand), น ้าปราศจาก
ไอออนจากเครื่องของบรษิัท Labconco® (Kansas, USA) และ
เครื่องมือที่ใช้ทดสอบ ได้แก่ เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลว
สม ร รถนะสู ง จ ากบริษัท  Thermo Scientific® (Germering, 
Germany) ที่ประกอบด้วย autosampler และใช้ UV-visible 
detector ทีค่วามยาวคลื่น 280 nm ประมวลผลการวเิคราะหด์ว้ย
ซอฟต์แวร์ (software) คอื Chromeleon version 6.80, คอลมัน์
ขนาด 4.6 x 250 mm. ที่บรรจุด้วยคาร์บอน 18 ขนาดอนุภาค 
5.0 µm จากบริษัท Vertical® (Nonthaburi, Thailand), เครื่อง 
double beam UV-visible spectrophotometer จ า ก บ ริ ษั ท
PerkinElmer® (Singapore) 



Method Validation for Vancomycin Analysis in Extemporaneous Suspensions via HPLC 
Suwannarat K. et al. 
_______________________________________________________________________________________________ 
 

135 

IJPS 
Vol. 14 No. 4  October – December 2018 

 

การวิเคราะหต์วัยาด้วยเครือ่ง HPLC  
 การวิเคราะห์ตัวยาด้วยเครื่อง HPLC แบบวัฏภาค
ยอ้นกลบั (reverse phase column) ใชค้อลมัน์ขนาด 4.6 x 250 
mm. ที่บรรจุด้วยคาร์บอน 18 ขนาดอนุภาค 5.0 µm. โดยมวีฏั
ภาคเคลื่อนที่คอื อะซิโตไนไตรล์ต่อน ้าในสดัส่วน 15 : 85 และ
ควบคุมความเป็นกรดด่างในน ้าด้วยกรดฟอร์มิกให้มี pH อยู่
ในช่วง 2-3 อัตราการไหล 1 mL/min ปริมาตรการฉีด 20 µL  
และท าการตรวจวดัโดยใช้ความยาวคลื่น 280 nm. (Chauhan 
and Bhatt, 2 0 1 5 ; Valle et al., 2008; Abu-Shandi, 2009; 
Hagihara, 2013; Nirmala and Ramesh Raju, 2013) 
การเตรียมสารตวัอย่าง 
 เตรียมสารละลายมาตรฐานของยาแวนโคมัยซิน 
(standard solution) ความเข้มขน้ 25 mg/mL โดยบดลดขนาด
ด้วยโกร่ง และชัง่ผงยาแวนโคมยัซนิอย่างละเอยีดปรมิาณ 500 
mg ละลาย และปรับปริมาตรใน volumetric flask ด้วยน ้ า
ปราศจากไอออนจนครบ 10 mL เตรยีมสารละลายมาตรฐาน 5 
ความเขม้ขน้ คอื 12.5, 25, 50, 100 และ 200 µg/mL เพื่อใชเ้ป็น
ขอ้มลูของการสรา้งกราฟมาตรฐาน 
 การเตรียมสารละลายตัวอย่างโดยเขย่าขวดยาที่มี
ความเข้มข้น 25 mg/mL ให้ยากระจายตัวเป็นเนื้อเดียวกนั ปิ
เปตตัวอย่างยาเตรียม 1 mL ละลาย และปรบัปริมาตรด้วยน ้า
ปราศจากไอออนจนครบ 10 mL ใน volumetric flask เขย่าให้
เขา้กนั จากนัน้น ามาเจอืจางจนได้ความเขม้ขน้สุดท้ายคอื 25, 
50 และ 100 µg/mL กรองผ่านหวักรองขนาด 0.45 µm จากนัน้
บรรจุลงขวดส าหรบับรรจุลงเครื่อง HPLC  
การตรวจสอบความถกูต้องของวิธีวิเคราะห ์

ความสมัพนัธเ์ชิงเส้นตรง (Linearity)  
 ความสัมพันธ์เชิง เส้นตรง ( Linearity) เ ป็นความ 
สามารถของวิธีการทดสอบที่จะให้ผลการทดสอบเป็นสดัส่วน
โดยตรงกบัความเขม้ขน้ของสารมาตรฐานในช่วงความเขม้ขน้ที่
ก าหนดไว ้ซึง่ทดสอบไดด้ว้ยการเตรยีมสารมาตรฐานอย่างน้อย 
5 ความเขม้ขน้ (Kanyanuwat and Nakum, 2012) เพื่อดลูกัษณะ
ของความสมัพนัธเ์ชงิเสน้ตรงทีไ่ด ้
 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน (standard solution) 
ของยาแวนโคมยัซนิ โดยการชัง่สารมาตรฐานของยาแวนโคมยั
ซนิ ปรมิาณ 500 mg อย่างแม่นย าด้วยเครื่องชัง่ และละลายยา
และปรบัปรมิาตรดว้ยน ้าปราศจากไอออน (deionized water) ให้
เ ป็นสารละลายมาตรฐานความเข้มข้นเริ่มต้น 25 mg/mL 
ปริมาตร 20 mL เจือจางจนได้ความเข้มข้นของสารละลาย
มาตรฐานสุดท้าย 12.5, 25, 50, 100 และ 200 µg/mL จากนัน้

กรองสารละลายผ่านแผ่นกรองขนาด 0.45 µm แลว้น าไปวดัดว้ย
เครื่อง HPLC โดยฉีดความเขม้ขน้ละ 5 ครัง้ เพื่อน าผลมาสร้าง
เป็นกราฟมาตรฐาน (standard curve) โดยแกน x คือ ความ
เข้มข้นของสารละลายมาตรฐานของยาแวนโคมยัซิน มีหน่วย 
µg/mL และแกน y คือ พื้นที่ ใต้กราฟ จากนั ้นค านวณค่า
สมัประสทิธิส์หสมัพนัธ ์(r2) ซึง่ค่า r2 ตอ้งไม่ต ่ากว่า 0.9950 (ICH 
guideline, 2005) 
 ความแม่นย า (Precision) 
 ความแม่นย า (Precision) เป็นคุณลักษณะที่แสดง
ความสามารถในการทดสอบสารมาตรฐานความเขม้ขน้เดมิซ ้า
กันหลายครั ้ง แ ล้ ว ให้ผลที่ ไ ด้ ออกมามีค่ า ใกล้ เ คีย งกัน 
(Kanyanuwat and Nakum, 2012) 
 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน (standard solution) 
ของยาแวนโคมยัซนิ โดยการชัง่สารมาตรฐานของยาแวนโคมยั
ซนิ ปรมิาณ 500 mg อย่างแม่นย าดว้ยเครื่องชัง่ ละลายและปรบั
ปริมาตรด้วยน ้ าปราศจากไอออน (deionized water) ให้เป็น
สารละลายมาตรฐานความเขม้ขน้ 25 mg/mL ปรมิาตร 20 mL 
เจอืจางจนไดค้วามเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐานสุดทา้ย 25, 
50 และ 100 µg/mL ตามล าดบั จากนัน้ท าการกรองสารละลาย
มาตรฐานผ่านแผ่นกรองขนาด 0.45 µm จ านวน 3 ความเขม้ขน้ 
และท าการวเิคราะหด์ว้ยเครื่อง HPLC โดยฉีดความเขม้ขน้ละ 6 
ครัง้ เพื่อน าผลมาวเิคราะหห์าค่า %RSD ซึ่งค่า %RSD ไม่ควร
เกนิ 2% (ICH guideline, 2005) 
 ปริมาณความเข้มข้นต า่สุดท่ีสามารถตรวจวดัได้ 
(Limit of detection; LOD) ปริมาณความเข้มข้นต า่สุดของ
สารท่ีทดสอบซ่ึงเป็นท่ียอมรบัได้ (Limit of quantitation; 
LOQ) 
 ปรมิาณความเขม้ขน้ต ่าสุดทีส่ามารถตรวจวดัได ้(limit 
of detection; LOD) หมายถงึ ปรมิาณความเขม้ขน้สารมาตรฐาน
ต ่าสุดทีส่ามารถตรวจหรอืวดัได ้แต่ไม่สามารถแสดงปรมิาณได้
อย่างมีความถูกต้องหรือค่าความแม่นได้ โดยทัว่ไป LOD มี
ค่าประมาณ 3 เท่าของส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของสารละลาย 
blank (Kanyanuwat and Nakum, 2012) 
 ปรมิาณความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารทีท่ดสอบซึ่งเป็นที่
ยอมรบัได้ (limit of quantitation; LOQ) หรอืขดีจ ากดัในการวดั
เชงิปรมิาณคอื ปรมิาณความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารมาตรฐาน ซึง่
สามารถหาปรมิาณไดโ้ดยทีม่คีวามถูกต้องและความแม่นย าเป็น
ที่ยอมรบั สามารถแสดงค่าความไม่แน่นอนของการทดสอบได้ 
ดงันัน้ขดีจ ากดัในการวดัเชิงปรมิาณจึงเป็นคุณสมบตัิของวิธีที่



การตรวจสอบความถูกตอ้งของวธิวีเิคราะหป์รมิาณแวนโคมยัซนิในยาเตรยีมเฉพาะคราวรปูแบบยาน ้าแขวนตะกอน 
ดว้ยเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
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แสดงความสามารถในการรายงานผลที่ความเขม้ขน้ต ่าสุดที่มี
ความเชื่อมัน่ระดบัหนึ่ง โดยทัว่ไป LOQ จะมคี่าเป็น 3 เท่าของ 
LOD หรือประมาณ 10 เท่าของส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของ
สารละลาย blank (Panchon, 2016) 
 ความถกูต้อง (Accuracy) 

ความถูกต้อง (Accuracy) เป็นคุณลกัษณะที่แสดงว่า
ผลการทดสอบมคี่าเขา้ใกลค้่าจรงิหรอืค่าอา้งองิหรอืค่าทีย่อมรบั 
(Kanyanuwat and Nakum, 2012) ก า ร เ ต รีย ม สา รล ะ ล าย
มาตรฐานยาแวนโคมยัซนิความเขม้ขน้ 25 mg/mL โดยการชัง่
สารมาตรฐานยาแวนโคมยัซนิอย่างแม่นย าดว้ยเครื่องชัง่ปรมิาณ 
250 mg น ามาละลายด้วยน ้ าปราศจากไอออน (deionized 
water) และปรบัปรมิาตรใน volumetric flask จนครบ 10 mL  

การเตรียมยาเตรียมเฉพาะคราวแวนโคมัยซินใน
รูปแบบยาน ้าแขวนตะกอนความเขม้ขน้ 25 mg/mLโดยบดลด
ขนาดผงยาในโกร่งและชัง่ผงยาอย่างแม่นย าปริมาณ 500 mg 
จากนัน้น าผงยาผสมกบัน ้ากระสายยา (vehicle) ในโกร่งโดยใส่
ปรมิาตรครัง้แรกเพยีงเลก็น้อยเพื่อใหผ้งยาเปียก จากนัน้แบ่งใส่ 
2 ครัง้จนครบปริมาตร 15 mL (3/4 ของต ารบั) อีก 5 mL (1/4 
ของต ารับ) ใช้กลัว้โกร่งและปรับปริมาตรจนครบ 20 mL ใน
กระบอกตวงและเทออกมาคนให้เขา้กนั จากนัน้น าบรรจุยาใน
ขวดแกว้สชีา  

การทดสอบความถูกต้องโดยใชว้ธิ ี standard addition  
ซึง่ท าโดยแบ่งชุดทดสอบออกเป็น 2 ชุด 

ชุดที่ 1 ยาเตรยีมเฉพาะคราวแวนโคมยัซนิในรูปแบบ
ยาน ้าแขวนตะกอนโดยทีไ่ม่เติมสารละลายมาตรฐานยาแวนโค
มัยซิน เตรียมโดยปิเปตแวนโคมัยซินในรูปแบบยาน ้าแขวน
ตะกอนความเข้มข้น 25 mg/mL ที่เตรียมไว้มา 1 mL ปรับ
ปริม าตรด้วยน ้ าปราศจากไอออน ( deionized water) ใน 
volumetric flask จนครบ 10 mL จากนัน้ท าการผสมให้เข้ากนั 
จะได้ความเข้มข้น 2.5 mg/mL เจือจางโดยปิเปตสารละลาย
ความเข้มข้น 2.5 mg/mL มา 0.1, 0.2 และ 0.4 mL จ านวน 3 
volumetric flask ตามล าดับ ปรับปริมาตรแต่ละ volumetric 
flask จนครบ 10 mL เพื่อให้ได้ความเข้มข้น 25, 50 และ 100 
µg/mL ตามล าดบั ท าการผสมใหเ้ขา้กนัและน ามากรองผ่านแผ่น
กรองขนาด 0.45 µm โดยเตรยีมความเขม้ขน้ละ 3 ซ ้า 

ชุดที่ 2 ยาเตรยีมเฉพาะคราวแวนโคมยัซนิในรูปแบบ
ยาน ้าแขวนตะกอนโดยการเติมสารละลายมาตรฐานยาแวนโค
มัยซิน เตรียมโดยปิเปตแวนโคมัยซินในรูปแบบยาน ้าแขวน
ตะกอน (vancomycin suspensions) ความเขม้ขน้ 25 mg/mL ที่
เตรยีมไวม้า 1 mL ปรบัปรมิาตรจนครบ 10 mL จากนัน้เจอืจาง
ครัง้ที่ 2 โดยปิเปตสารละลายมา 0.1, 0.2 และ 0.4 mL และ      

ปิเปตสารละลายมาตรฐานยาแวนโคมัยซิน ( vancomycin 
standard solutions) ความเขม้ขน้ 2.5 mg/mL มาอกี 0.1 mL ใส่
ใน volumetric flask ทัง้ 3 ตัวอย่างที่เตรียมไว้ (0.1, 0.2 และ 
0.4 mL) ปรับปริมาตรด้วยน ้ าปราศจากไอออน (deionized 
water) จนครบ 10 mL ท าการผสมใหเ้ขา้กนัและน ามากรองผ่าน
แผ่นกรองขนาด 0.45 µm โดยเตรียมความเข้มข้นละ 3 ซ ้า 
(Ravisankar et al., 2015)  
 %Recovery = [(C1-C2)/C3] x 100        สมการที ่1  

C1 = ความเข้มข้นของตัวอย่างที่ เติมสารละลาย
มาตรฐาน 

C2 = ความเขม้ขน้ของสารตวัอย่าง 
C3 = ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐานทีเ่ตมิลงไป 
จากนั ้นค านวณ %recovery  ซึ่งค่า %recovery  ที่  

ผ่ า น เ กณฑ์ ค ว ร อ ยู่ ใ น ช่ ว ง  90-115% (The United State 
Pharmacopeia Convention, 2013) 
 

ผลการทดลอง 
 ความสมัพนัธเ์ชิงเส้นตรง (Linearity)  
 จากโครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐาน และ
สารละลายตวัอย่างแวนโคมยัซนิพบว่า retention time เท่ากบั 
3.553 นาท ีดงัรปูที ่1(A) และ 1(B) ตามล าดบั แสดงว่าสภาวะที่
ใชท้ดสอบมคีวามเหมาะสมในการวเิคราะหป์รมิาณยาแวนโคมยั
ซนิในยาเตรยีมเฉพาะคราวรปูแบบยาน ้าแขวนตะกอน 
 การทดสอบความสมัพันธ์เชิงเส้นตรงของเครื่องมือ 
เป็นคุณลกัษณะในการแสดงความสมัพนัธท์ีเ่ป็นสดัส่วนโดยตรง
ระหว่างสญัญาณจากเครื่องมอืวดั (response) ในการทดสอบคอื 
พืน้ทีใ่ต้กราฟ (area under the curve ; AUC) และความเขม้ขน้
ของสารในช่วงของการศกึษา ไดแ้ก่ 12.5, 25, 50, 100 และ 200 
µg/mL เมื่อท าการทดสอบซ ้า 5 ครัง้ มค่ีาสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ ์
(r2) ของค่าเฉลี่ยเท่ากบั 0.9999 โดยมสีมการเสน้ตรง คอื  y = 
0.0709x + 3.4099 และดงัรปูที ่1(C) 
 จากผลการทดสอบความสมัพันธ์เชิงเส้นตรงพบว่า 
พจิารณาค่าสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ ์(r2) เฉลีย่มคี่าเท่ากบั 0.9999 
ซึ่งผ่านเกณฑ์การทดสอบโดย ICH guideline 2005 ก าหนดให้
ค่าสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ ์(r2) ต้องมคี่ามากกว่า 0.9950 จงึผ่าน
เกณฑ์การทดสอบ และผลการทดสอบสามารถบอกถึง
ความสมัพนัธเ์ชงิเสน้ตรงทีเ่กดิขึน้ระหว่างความเขม้ขน้ของสาร
มาตรฐานและพื้นที่ใต้กราฟจากการวิเคราะห์ของเครื่อง โคร
มาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ซึ่งสามารถท านายได้ด้วย
สมการเส้นตรง y = 0.0709x + 3.4099 ในช่วงความเข้มข้น 
12.5-200 µg/mL 
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รปูท่ี 1 (A) กราฟโครมาโทแกรมของสารมาตรฐานยาแวนโคมยัซนิ 25 µg/mL (B) โครมาโทแกรมของสารตวัอย่าง 
ยาแวนโคมยัซนิ 50 µg/mL (C) ผลการทดสอบเฉลีย่ของ linearity 
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 ความแม่นย า (Precision) 
ผลการทดสอบความแม่นย า (precision) เพื่อหาความ

แม่นย าของวิธีวิเคราะห์ โดยพิจารณาจากค่าส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐานสมัพทัธ ์(relative standard deviation ; RSD) จากผล
การทดสอบพบว่ามคี่า %RSD ของความเข้มขน้ในสารละลาย
มาตรฐาน 25, 50 และ 100 µg/mL ในการทดสอบวนัเดียวกนั 
(intraday) เท่ ากับ 0.88, 1.01 และ 0.71% ตามล าดับ และ
ระหว่างวนั (interday) เท่ากบั 1.91, 1.46 และ 1.20% ตามล าดบั 
จากการทดสอบความแม่นย า ดงัตารางที ่1 พบว่าเมื่อพจิารณา
ค่ า ส่ ว น เบี่ ย ง เ บนมาต รฐ านสัมพัทธ์  ( relative standard 
deviation, RSD) ก าหนดให้ค่า %RSD ต้องมีค่าน้อยกว่า 2% 
จึงผ่านเกณฑ์การทดสอบ ซึ่งผลการทดสอบค่า %RSD ของ
สารละลายมาตรฐานผ่านเกณฑ์การทดสอบทุกความเขม้ขน้ที่
ทดสอบ 
 ปริมาณความเข้มข้นต า่สุดท่ีสามารถตรวจวดัได้ 
(Limit of detection; LOD) ปริมาณความเข้มข้นต า่สุดของ
สารท่ีทดสอบซ่ึงเป็นท่ียอมรบัได้ (Limit of quantitation; 
LOQ) 

ขีดจ ากัดในการตรวจพบหรือความเข้มข้นต ่ าสุดที่
วธิกีารทดสอบสามารถวดัได้ (LOD) และขดีจ ากดัในการวดัเชงิ
ปรมิาณหรอืความเขม้ขน้ต ่าสุดทีส่ามารถวดัสารตวัอย่างโดยทีม่ี
ความแม่นย าและความเที่ยงเป็นที่ยอมรบั (LOQ) ในกรณีไม่ม ี
sample blank ให้น าตวัอย่างทีม่คีวามเขม้ขน้ต ่ามาวเิคราะหห์า

ค่า SD โดยการฉีดสารละลายมาตรฐานความเขม้ขน้ 50 µg/mL 
จ านวน 3 ตัวอย่าง (A, B และ C) ฉีดตัวอย่างละ 7 ครัง้ ด้วย
เครื่อง HPLC ผลการทดสอบพบว่า LOD มีค่า 1.8878 µg/mL 
และ LOQ มีค่า 6.0122 µg/mL ดงัตารางที่ 2 จากการทดสอบ
ความเขม้ขน้ต ่าสุดที่วธิกีารทดสอบสามารถวดัได้ (LOD) และ
ขดีจ ากดัในการวดัเชงิปรมิาณหรอืความเขม้ขน้ต ่าสุดทีส่ามารถ
วัดสารตัวอย่างโดยที่มีความถูกต้องและความแม่นย าเป็นที่
ยอมรบั (LOQ) เป็นค่าทีไ่ดจ้ากการค านวณจากสมการที่ 2 และ 
3 ตามล าดบั (Sa-ngeumrum et al., 2017) 
 LOD = 3.14 SD   สมการที ่2  
 LOQ = 10 SD   สมการที ่3  
 ความถกูต้อง (Accuracy) 
 ผลการทดสอบความถูกตอ้งของวธิวีเิคราะห ์การศกึษา
นี้ใช้วิธี standard addition และพิจารณาความถูกต้องโดยการ
วิ เ ค ร า ะห์ ค่ า  %recovery ซึ่ ง ผ ลก า รทดสอบพบว่ ามีค่ า 
%recovery ของสารละลายมาตรฐานเฉลีย่เท่ากบั 104.12% ดงั
ตารางที ่3 

จากผลการทดสอบความถูกต้องของวธิวีเิคราะห์ของ
สารละลายมาตรฐาน อยู่ระหว่าง 98.84% และ 111.00% และมี
ค่าเฉลี่ยเท่ากบั 104.12% ดงันัน้ผลการทดสอบจึงผ่านเกณฑ์
โดย ICH guideline 2005 ก าหนดใหค้่า %recovery ควรมคี่าอยู่
ระหว่าง 90.00-115.00%

 

ตารางท่ี 1 ผลการทดสอบความแม่นย าใน Intraday และ Interday 
 

ฉีดครัง้ท่ี 
ความเขม้ข้นแวนโคมยัซิน 

(25 µg/mL) (50 µg/mL) (100 µg/mL) 
Intraday Interday Intraday Interday Intraday Interday 

1 24.5621 25.8645 50.7645 49.5458 100.0615 101.0959 
2 24.8234 24.4620 50.5839 49.3244 98.9358 100.9972 
3 24.4407 24.8797 51.6559 50.8491 98.9617 102.1495 
4 24.6088 25.0041 50.2666 50.4288 98.8648 102.4979 
5 24.9336 25.7151 50.3540 49.1721 100.2295 100.1862 
6 24.3785 25.0073 50.4372 50.2102 100.3279 101.6107 

ค่าเฉลีย่ (Mean) 24.6245 24.8900 50.6770 50.2160 99.5635 100.4932 

ค่าเบีย่งเบนมาตรฐาน (SD) 0.2161 0.4764 0.5108 0.7334 0.7100 1.2221 

ค่าเบีย่งเบนมาตรฐานสมัพทัธ ์(%RSD) 0.8777 1.9141 1.0080 1.4606 0.7131 1.2027 
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ตารางท่ี 2 ผลการทดสอบเพื่อหาค่า LOD และ LOQ 
 

ฉีดครัง้ท่ี 
ความเขม้ข้นสารละลายมาตรฐาน  

A 
(50 µg/mL) 

B 
(50 µg/mL) 

C 
(50 µg/mL) 

1 49.5458 50.7645 50.1044 

2 49.3244 50.5839 50.6093 

3 50.8491 51.6559 50.4090 

4 50.4288 50.2666 50.0240 

5 49.1721 50.3540 49.8970 

6 50.2102 50.4372 48.4386 

7 49.8561 50.3103 50.0254 

Mean 49.9124 50.6246 49.9297 

SD 0.6143 0.4865 0.7029 

Mean SD 0.6012 

LOD 1.8878 

LOQ 6.0122 
 
ตารางท่ี 3 ผลการทดสอบความถูกตอ้งโดยวธิ ีstandard addition และค่า %recovery 
 

ความเขม้ข้น 

(µg/mL) 

C1 C2 C3 
%Recovery 

µg/mL µg/mL µg/mL 

25 

50.23 24.30 25.00 103.71 

50.02 24.42 25.00 102.39 

51.31 24.30 25.00 108.03 

50 

76.33 51.48 25.00 99.40 

77.25 50.86 25.00 105.55 

76.25 51.54 25.00 98.84 

100 

127.48 99.73 25.00 111.00 

129.74 102.80 25.00 107.77 

128.38 103.29 25.00 100.35 

เฉล่ีย    104.12 
 

C1 คอืความเขม้ขน้ของตวัอย่างทีเ่ตมิสารมาตรฐาน 
C2 คอืความเขม้ขน้ของตวัอย่าง 
C3 คอืเขม้ขน้ของสารมาตรฐานทีเ่ตมิลงไป 
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อภิปรายผลและสรปุผลการวิจยั 
ในการศกึษานี้มกีารเตรยีมสารละลายมาตรฐานจากยา

แวนโคมยัซนิไฮโดรคลอไรด ์ซึง่เป็นรูปแบบผลติภณัฑย์าฉีดเขา้
หลอดเลือดด า โดยใช้เป็นสารเทียบเท่าสารมาตรฐานในการ
ตรวจสอบความถูกต้องของวธิวีเิคราะหป์รมิาณแวนโคมยัซนิใน
ยาเตรยีมเฉพาะคราวรูปแบบยาน ้าแขวนตะกอนดว้ยเครื่องโคร
มาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู ซึง่ควบคุมสภาวะทีใ่ชใ้นการ
ทดสอบเพื่อลดปัจจัยรบกวนในการวิเคราะห์ (Whaley et al., 
2011)  เช่น สารช่วยในต ารบัยาแวนโคมยัซนิทีใ่ชใ้นการทดสอบ 
สารช่วยในการเตรียมน ้ากระสายยา และท าการทดสอบด้วย
เครื่ อง  double beam uv-visible spectrophotometer เพื่ อหา 
λmax และพิจารณาว่ าไม่มีสารอื่ นที่มีค่ า  λmax ที่  280 nm. 
เช่นเดียวกับแวนโคมยัซิน (Chauhan and Bhatt, 2015) จาก
การทดสอบพบว่าไม่มสีารช่วยอื่นทีม่คี่า λmax ที ่280 nm. ดงันัน้
จงึพจิารณาใชต้วัยาแวนโคมยัซนิในรปูแบบยาฉีดเขา้หลอดเลอืด
ด าทดแทนการใช้สารมาตรฐานแวนโคมยัซิน รวมทัง้จากการ
ตรวจสอบความถูกต้องของวธิวีเิคราะหป์รมิาณแวนโคมยัซนิใน
การศกึษาครัง้นี้เปรยีบเทยีบกบัการศกึษาที่ผ่านมาในด้านของ
สภาวะทีใ่ชใ้นการทดสอบ พบว่าสามารถปรับปรุงใหม้สีภาวะที่
ง่ายต่อการทดสอบ และการเตรยีมสารวฏัภาคเคลื่อนทีท่ีม่คีวาม
ซบัซ้อนลดลง เมื่อเปรียบเทียบกบัการวิเคราะห์ในตัวอย่างที่
คล้ายกัน  (Smith et al., 2017) การที่สามารถประยุกต์ ใช้
สารละลายยาแวนโคมยัซินรูปแบบผลิตภัณฑ์ยาฉีดเขา้หลอด
เลือดด า มาทดแทนการใช้สารมาตรฐานของแวนโคมยัซนิที่มี
ราคาแพงนัน้ เป็นขอ้ไดเ้ปรยีบทีส่ามารถสนับสนุนใหห้น่วยผลติ
ยาในโรงพยาบาลสามารถด าเนินงานไดเ้อง เน่ืองจากปรมิาณยา
ฉีดที่ใช้นัน้เป็นไปตามข้อก าหนดใน USP ซึ่งมีปริมาณยาอยู่
ในช่วงรอ้ยละ 90-115 ของปรมิาณทีร่ะบุบนฉลาก และปรมิาณ
โลหะหนกัตอ้งไม่เกนิรอ้ยละ 0.003 ดงันัน้ยาฉีดแวนโคมยัซนิจงึ
สามารถใช้เป็น working standard เพื่อหาปริมาณสารในการ
วเิคราะหไ์ด ้(USP 36 NF 31, 2013) 

ส าหรบัผลการตรวจสอบความถูกต้องของวธิวีเิคราะห์
ปริมาณยาแวนโคมัยซินพบว่า ข้อมูลที่ได้เป็นไปในทิศทาง
เดียวกับงานวิจัยที่เคยมีการตรวจสอบความถูกต้องของวิธี
วิเคราะห์มาก่อน (Chauhan and Bhatt, 2015; Smith et al., 
2017) โดยทีก่ารวจิยันี้ใชส้ภาวะในการทดสอบที่มคีวามซบัซอ้น
ลดลง ตวัอย่างเช่นด้านความสมัพนัธ์เชงิเส้นตรง (linearity) มี
ขอ้มลูการใชค้วามเขม้ขน้ของสารมาตรฐานในช่วง 2-500 µg/mL 
(Chauhan and Bhatt, 2015) การวจิยัครัง้นี้ใชค้วามเขม้ขน้ของ

สารมาตรฐานอยู่ในช่วง 12.5-200 µg/mL ซึง่เป็นช่วงทีแ่คบกว่า
แต่มีค่าสูงสุดและต ่ าสุดของความเข้มข้นครอบคลุมในการ
วเิคราะหป์รมิาณยาแวนโคมยัซนิ ค่าสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ ์(r2) 
มากกว่า 0.995 ความแม่นย า (precision) มคี่า %RSD น้อยกว่า 
2 และความถูกต้อง (accuracy) มคี่า %recovery อยู่ในช่วง 90-
115%  

ผลการศึกษาในครัง้นี้สรุปได้ว่า การตรวจสอบความ
ถูกตอ้งของวธิกีารวเิคราะห์ปรมิาณยาเตรยีมเฉพาะคราวแวนโค
มัยซินในรูปแบบยาน ้ าแขวนตะกอนขนาด 25 mg/mL ซึ่ง
ปรบัปรุงวธิวีเิคราะหจ์ากวธิมีาตรฐานการวเิคราะหป์รมิาณแวน
โคมยัซนิในยาเตรยีมเฉพาะคราวรปูแบบยาน ้าแขวนตะกอนจาก 
ICH guideline 2005 พบว่ามผีลการทดลองในดา้นความสมัพนัธ์
เชิงเส้นตรง (linearity) มีค่าสัมประสิทธิส์หสัมพันธ์ (r2) ของ
ค่าเฉลี่ยเท่ากบั 0.9999 ความแม่นย า (precision) มคี่า %RSD 
เท่ากบั 0.9610 ในการทดสอบ intraday และมีค่า %RSD ของ
ความเข้มข้นในสารละลายมาตรฐาน 25, 50 และ 100 µg/mL 
เท่ากบั 0.88, 1.01 และ 0.71% ตามล าดบั และ 1.91, 1.46 และ 
1.20% ในการทดสอบ interday ตามล าดบั ปรมิาณความเขม้ขน้
ต ่ าสุดที่สามารถตรวจวัดได้ ( limit of detection; LOD) มีค่า 
1.8878 µg/mL ปรมิาณความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารที่ทดสอบซึง่
เ ป็นที่ยอมรับ ได้  ( limit of quantitation; LOQ) มีค่ า  6.0122 
µg/mL และความถูกต้อง (accuracy) มีค่า %recovery เฉลี่ย
เท่ากบั 104.12% มีผลการทดสอบผ่านเกณฑ์ตามข้อก าหนด 
ICH guideline 2005 ซึง่ผลการทดสอบนี้จะเป็นตวับ่งชีถ้งึความ
น่าเชื่อถือของผลการวิเคราะห์ที่จะท าการทดสอบต่อไปใน
อนาคต จากการที่มวีธิวีเิคราะห์ปริมาณยาเตรยีมเฉพาะคราว
แวนโคมัยซินในรูปแบบยาน ้าแขวนตะกอนความเข้มข้น 25 
mg/mL ด้วยเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงที่
เหมาะสม สามารถน ามาใช้เป็นวิธีการวิเคราะห์ในการศึกษา
ความคงสภาพของยาเตรยีมเฉพาะคราวแวนโคมยัซนิในรปูแบบ
ยาน ้าแขวนตะกอนได ้
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