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บทท่ี1 

บทน ำ 
(Introduction) 

 
1.1 ที่มำของปัญหำ 

 อุตสาหกรรมการผลิตยาเป็นอุตสาหกรรมที่สามารถส่งผลต่อการพัฒนาประเทศได้มาก 
เนื่องจากยาเป็นปัจจัยส าคัญในการด ารงชีพ แต่เทคโนโลยีการผลิตยาของไทยยังพัฒนาไม่เพียงพอต่อ
ความต้องการใช้งาน [1] ปัจจุบันประเทศไทยสามารถผลิตยาวัตถุดิบ (Active pharmaceutical 
ingredient, API) ได้น้อยเพียง 8 แห่ง [2] ท าให้ต้องน าเข้ายาวัตถุดิบ เพ่ือน ามาผลิตยาส าเร็จรูปเป็น
ส่วนใหญ่ [3]  ซึ่งยาชีววัตถุเป็นยาประเภทหนึ่งมีการผลิตน้อยในอุตสาหกรรมการผลิตยาของไทย 

 ในการด าเนินการผลิตยานั้น จ าเป็นต้องมีการประกันคุณภาพ เพ่ือให้มั่นใจได้ว่าผลิตภัณฑ์ยา
นั้นปลอดภัย มีประสิทธิภาพ สามารถรักษาโรคได้ ด้วยเหตุนี้จึงต้องมีข้อก าหนดเพ่ือให้อุตสาหกรรมการ
ผลิตยาด าเนินการผลิตยาตามมาตรฐาน ข้อก าหนดดังกล่าวได้แก่ GMP ซึ่งประเทศไทยการบังคับใช้
กฎหมาย ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เรื่องการก าหนดรายละเอียดเกี่ยวกับหลักเกณฑ์และวิธีการ
ในการผลิตยาแผนปัจจุบัน ตามกฎหมายว่าด้วยยา พ.ศ. 2554 [4] ซึ่งเนื้อหาอ้างอิงมาจาก PIC/S GMP 
เพ่ือให้การผลิตยาของประเทศไทยเป็นไปตามมาตรฐานสากล เพ่ือสร้างความมั่นคงทางยา
ภายในประเทศ และสามารถขยายผลไปสู่การส่งออกยาไปยังต่างประเทศได้   เพ่ือให้สอดคล้องตาม
มาตรฐานดังกล่าว ต้องมีการประกันคุณภาพตั้งแต่บุคลากร วัตถุดิบ สถานที่  เครื่องมือ  ระบบ
สาธารณูปโภคและอุปกรณ์การผลิต การวิเคราะห์ เพ่ือให้มั่นใจว่าผลิตภัณฑ์ยามีคุณภาพเป็นไปตาม
วัตถุประสงค์ของการใช้งาน 

ระบบน้ าในอุตสาหกรรมยาอาจใช้เพ่ือผสมในการผลิตยา ใช้ในการล้างท าความสะอาดอุปกรณ์
ที่ใช้ในผลิต ตลอดจนใช้ในการท าน้ าร้อนและไอน้ า เพ่ือการอบฆ่าเชื้อ หรือผลิตพลังงานคุณสมบัติของ
น้ าที่ใช้ในอุตสาหกรรมยา แม้จะใช้เพ่ือล้างท าความสะอาดอุปกรณ์ที่ใช้ในการผลิต ก็ต้องเป็นน้ าที่
บริสุทธิ์ปราศจากสารปนเปื้อน มีคุณสมบัติตามที่ก าหนดในต ารับยา เช่น United State of 
Pharmacopoeia (USP), British Pharmacopoeia, European Pharmacopoeia เป็นต้น ดังนั้นการ
ควบคุมคุณภาพน้ าทางด้านเคมี ชีววิทยาและจุลชีววิทยา เพ่ือให้ได้น้ าที่มีคุณภาพเพ่ือการผลิตยา โดย
แผนกควบคุมคุณภาพจึงเป็นสิ่งส าคัญ [5]-[7], [20]-[21] 

กรอบแนวความคิดของโครงการวิจัยนี้อยู่ที่ด าเนินการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีการ
ตรวจสอบหาปริมาณจุลินทรีย์ในระบบน้ าที่ใช้ในอุตสาหกรรมยา  โดยใช้ Microbial Limit Test 
Method ซึ่งประกอบด้วย Pour plate method และ Membrane Filtration method ที่ใช้ใน
ห้องปฏิบัติการควบคุมคุณภาพ เพ่ือให้มั่นใจได้ว่าวิธีการวิเคราะห์ทดสอบนั้นมีความเหมาะสม ถูกต้อง 
และตรงตามวัตถุประสงค์ของการวิเคราะห์ทดสอบ ก่อนน ามาใช้ในการทดสอบจริง เพ่ือให้สอดคล้อง
ตามมาตรฐาน PIC/S GMP และเพ่ือให้มั่นใจว่าระบบน้ าที่ใช้ในการผลิตภัณฑ์ยามีคุณภาพเป็นไปตาม
วัตถุประสงค์ของการใช้งาน  
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วิธีการวิเคราะห์ทดสอบ ก่อนน ามาใช้ในการวิเคราะห์ทดสอบจริง ในห้องปฏิบัติการควบคุม
คุณภาพต้องท าการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีการวิเคราะห์ทดสอบก่อน เพ่ือให้มั่นใจได้ว่าวิธีการ
วิเคราะห์ทดสอบนั้นมีความเหมาะสม ถูกต้อง และตรงตามวัตถุประสงค์ของการวิเคราะห์ทดสอบ ซึ่งมี
รายละเอียดในการพิจารณาดังนี้ [10]-[19] 

1.1.1 การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีการวิเคราะห์ทดสอบ (Analytical Method 
Validation) คือ กระบวนการที่พิสูจน์ว่าวิธีการวิเคราะห์ทดสอบมีความถูกต้องเหมาะสมที่สามารถ
น าไปใช้ทดสอบได้ตามวัตถุประสงค์ของการวิเคราะห์ทดสอบนั้น และต้องมีหลักฐานการทดสอบคุณ
ลักษณะเฉพาะของความสามารถของวิธีการวิเคราะห์ทดสอบ (Analytical performance 
characteristics) ยืนยัน ได้แก่ ความจ าเพาะ (Specificity/Selectivity), ความเป็นเส้นตรง 
(Linearity), สภาพไว (Sensitivity), พิสัย (Range), ความแม่น (Accuracy), ความเที่ยง (Precision), 
ขีดจ ากัดของการตรวจพบ (Limit of Detection; LOD), ขีดจ ากัดของการวัดเชิงปริมาณ (Limit of 
Quantitation; LOQ), ความคงทนของวิธี (Robustness) และการตรวจสอบความเหมาะสมของระบบ 
(System suitability testing) เป็นต้น ซึ่งแต่ละการวิเคราะห์ทดสอบจะเลือกทดสอบคุณลักษณะเฉพาะ
ในหัวข้อใดข้ึนอยู่กับประเภทและเทคนิคของการวิเคราะห์ทดสอบนั้น กรณีที่ต้องท าการตรวจสอบความ
ถูกต้องของวิธีการวิเคราะห์ทดสอบ  ได้แก่  

1.1.1.1 เป็นวิธีการวิเคราะห์ทดสอบที่ไม่ใช่วิธีมาตรฐาน เช่น วิธีการวิเคราะห์ทดสอบที่
พัฒนาขึ้นเองในห้องปฏิบัติการยังไม่ได้ผ่านการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีการวิเคราะห์ทดสอบ 

1.1.1.2 เป็นวิธีการวิเคราะห์ทดสอบที่เป็นวิธีมาตรฐาน แต่ใช้นอกขอบเขตของวิธี
มาตรฐาน หรือมีการดัดแปลงจากวิธีมาตรฐาน  

1.1.2   การทวนสอบความถูกต้องของวิธีการวิเคราะห์ทดสอบ (Analytical Method 
Verification) คือ การทวนสอบวิธีการวิเคราะห์ทดสอบที่ได้ผ่านการตรวจสอบความถูกต้องของวิธี
เรียบร้อยแล้ว เพ่ือให้มั่นใจว่าวิธีการวิเคราะห์ทดสอบนั้นยังมีความถูกต้องภายใต้ขอบเขตที่เคยได้ 
validate ไว้ กรณีที่ต้องท าการทวนสอบความถูกต้องของวิธีการวิเคราะห์ทดสอบ ได้แก่  

1.1.2.1 เป็นวิธีการวิเคราะห์ทดสอบที่เป็นวิธีมาตรฐาน และใช้ภายใต้ขอบเขตที่วิ ธี
มาตรฐานนั้นก าหนด 

1.1.2.2 เป็นวิธีการวิเคราะห์ทดสอบที่ได้จากการพัฒนาขึ้นเองของห้องปฏิบัติการอ่ืนที่
ผ่านการ validate แล้ว 

1.1.3. การตรวจสอบหรือทวนสอบความถูกต้องของวิธีการวิเคราะห์ทดสอบซ้ า ( Re-
validation / Re-verification) คือ กระบวนการที่พิสูจน์ว่าวิธีการวิเคราะห์ทดสอบที่ได้เคยตรวจสอบ
หรือทวนสอบความถูกต้องไว้แล้วนั้นยังคงมีความถูกต้องเหมาะสมสามารถน าไปใช้ทดสอบได้ตาม
วัตถุประสงค์ของการวิเคราะห์ทดสอบนั้น โดยต้องท าการทดสอบในหัวข้อเดิมกับที่เคยท าการตรวจสอบ
หรือทวนสอบความถูกต้องไว้ในตอนแรก กรณีที่ต้องท าการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีการวิเคราะห์
ทดสอบซ้ า ได้แก่  

1.1.3.1 เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงเงื่อนไขหรือมีการวิเคราะห์ทดสอบนอกเหนือขอบข่าย
จากที่เคยตรวจสอบหรือทวนสอบความถูกต้องไว้ เช่น เปลี่ยนเครื่องมือ เปลี่ยนวิธีการวิเคราะห์ทดสอบ   
เปลี่ยนกระบวนการสังเคราะห์ตัวยา เปลี่ยนส่วนประกอบของยาส าเร็จรูป เป็นต้น 
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1.1.3.2 เมื่อท าการทดสอบภายใต้เงื่อนไขที่เคยท าการ validate แล้วผลการวิเคราะห์
ทดสอบเกิดการเปลี่ยนแปลงไปจากช่วงที่ยอมรับได้  

1.1.4. การทดสอบคุณลักษณะเฉพาะของความสามารถของวิธีการวิเคราะห์ทดสอบ 
(Analytical performance characteristics) 

1.1.4.1  ความจ าเพาะ (Specificity/Selectivity) คือ ความสามารถของวิธีการ
วิเคราะห์ทดสอบที่สามารถตรวจวัดได้เฉพาะสารเป้าหมายหรือสามารถแยกสารเป้าหมายออกจาก
สิ่งเจือปนต่างๆ ที่มีอยู่ในตัวอย่าง ได้แก่ สารเจือปน ( impurities), สารที่เกิดจากการสลายตัว 
(degradants) หรือสารต่างๆ ที่เกิดขึ้นจากกระบวนการผลิตได้  ความเฉพาะเจาะจงของวิธีการ
วิเคราะห์ทดสอบตัวยาส าคัญหรือสารออกฤทธิ์ทางยาหรือสารเจือปนในตัวยา ครอบคลุมถึง  

1) การพิสูจน์เอกลักษณ์ (Identification) เพ่ือให้แน่ใจว่าเป็นสารเป้าหมาย
ที่เราสนใจจริง 

2) การทดสอบความบริสุทธิ์ ( Impurity test) เพ่ือให้แน่ใจว่าวิธีการ
วิเคราะห์ทดสอบสามารถหาปริมาณสารเจือปนที่มีอยู่ในสารเป้าหมายได้อย่างถูกต้อง เช่น การทดสอบ
หา related substance โลหะหนัก ปริมาณ residual solvent เป็นต้น 

3) การหาปริมาณ (Content/Potency) เพ่ือให้ได้ผลการวิเคราะห์ที่มีความ
ถูกต้องทั้งปริมาณหรือความแรงของสารเป้าหมายในตัวอย่าง  

1.1.4.2  ความเป็นเส้นตรง (Linearity) คือ ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง (ภายใต้ช่วงพิสัย) 
ระหว่างความเข้มข้นหรือปริมาณสารเป้าหมายกับสัญญาณที่ตรวจวัดได้ 

1.1.4.3  สภาพไว (Sensitivity) คือ โอกาสที่สัญญาณการวัดจะเปลี่ยนไปเมื่อความ
เข้มข้นเปลี่ยนไป ถ้ามีสภาพไวสูงแสดงว่าวิธีดังกล่าวสามารถแสดงความแตกต่างได้ดีเมื่อความเข้มข้น
เปลี่ยนแปลงเพียงเล็กน้อย การเปลี่ยนแปลงของสัญญาณวัดกับความเข้มข้นจะต้องมีความสัมพันธ์กัน
เป็นเส้นตรงจึงจะใช้สภาพไวในสภาวะนั้นในการทดสอบเชิงปริมาณได้  

1.1.4.4  พิสัย (Range) คือ ช่วงความเข้มข้นหรือปริมาณสารเป้าหมายระหว่างค่า
ต่ าสุดกับค่าสูงสุดในตัวอย่างซึ่งแสดงให้เห็นว่าวิธีการวิเคราะห์ทดสอบนั้นมีความเที่ยง ความแม่น และ
ความเป็นเส้นตรงอยู่ในเกณฑ์ที่เหมาะสม 

1.1.4.5  ความแม่น (Accuracy) คือ ความใกล้เคียงระหว่างค่าที่วัดได้จากการ
วิเคราะห์ทดสอบกับค่ามาตรฐานดั้งเดิม (Conventional true value) หรือค่าอ้างอิงที่ยอมรับได้ 
(Accepted reference value) หรือเรียกอีกอย่างหนึ่งว่าค่าจริง (Trueness) 

1.1.4.6  ความเที่ยง (Precision) คือ ความใกล้เคียงของผลวิเคราะห์ทดสอบจากการ
สุ่มตัวอย่างท าการวิเคราะห์ทดสอบซ้ าหลายๆ ครั้ง 

1.1.4.7  ขีดจ ากัดของการตรวจพบ (Limit of Detection; LOD) คือ ความเข้มข้น
ต่ าสุดของสารเป้าหมายในตัวอย่างที่สามารถตรวจพบได้ด้วยวิธีการวิเคราะห์ทดสอบนั้น โดยไม่ค านึงถึง
ความแมน่และความเท่ียงของผลการวิเคราะห์ทดสอบ 
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1.1.4.8  ขีดจ ากัดของการหาเชิงปริมาณ (Limit of Quantitation; LOQ) คือ ความ
เข้มข้นต่ าสุดของสารเป้าหมายในตัวอย่างที่สามารถหาปริมาณได้ด้วยวิธีการวิเคราะห์ทดสอบนั้น โดย
ให้ผลที่มีค่าความแม่นและความเท่ียงอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ และสามารถใช้รายงานผลเชิงปริมาณได้   

1.1.4.9  ความคงทนของวิธี (Robustness) คือ คุณสมบัติที่แสดงว่าวิธีการวิเคราะห์
ทดสอบมีความคงทนต่อการเปลี่ยนแปลงสภาวะของการทดสอบ เช่น อุณหภูมิ   pH เวลาที่ใช้ เป็นต้น 
โดยให้ผลการทดสอบคงเดิม  

1.1.4.10  การตรวจสอบความเหมาะสมของระบบ (System Suitability Testing) คือ 
การตรวจสอบความเหมาะสมของระบบ ได้แก่ เครื่องมือ การปฏิบัติการวิเคราะห์ และตัวอย่างที่ตรวจ
วิเคราะห์ ว่าสภาวะที่เลือกใช้นั้นมีความเหมาะสมส าหรับใช้ในการวิเคราะห์ทดสอบนั้นๆ หรือไม่  

1.1.4.11 สารเป้าหมาย (Analyte) คือ สารที่เราสนใจต้องการวิเคราะห์ทดสอบ 

 ด้วยเหตุนี้ทางโรงงานต้นแบบผลิตยาชีววัตถุ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกล้าธนบุรี จึงมี
แนวคิดที่ต้องการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีการตรวจสอบหาปริมาณจุลินทรีย์ในระบบน้ าที่ใช้ใน
อุตสาหกรรมยาโดยใช้ Microbial limit test ซึ่งประกอบด้วย Pour plate method และ Membrane 
Filtration method ที่ใช้ในห้องปฏิบัติการควบคุมคุณภาพ เพ่ือให้มั่นใจได้ว่าวิธีการวิเคราะห์ทดสอบ
นั้นมีความเหมาะสม ถูกต้อง และตรงตามวัตถุประสงค์ของการวิเคราะห์ทดสอบ ก่อนน ามาใช้ในการ
วิเคราะห์ทดสอบจริง และเป็นแนวทางการสร้างองค์ความรู้ในการตรวจสอบความถูกต้องของวิธี
วิเคราะห์ทดสอบที่ใช้ในห้องปฏิบัติการนั้น จึงเป็นสิ่งจ าเป็นต่อการตรวจสอบการผลิตยาชีววัตถุใน
อนาคต 

 
1.2 วัตถุประสงค์ของโครงกำร 

1.2.1 จัดท าโปรโตคอลการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีการตรวจสอบหาปริมาณจุลินทรีย์
ในระบบน้ าที่ใช้ในอุตสาหกรรมยาโดยใช้ Microbial limit test ซึ่งประกอบด้วย Pour plate method 
และ Membrane Filtration method ที่ใช้ในห้องปฏิบัติการควบคุมคุณภาพ 

1.2.2 ด าเนินการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีการตรวจสอบหาปริมาณจุลินทรีย์ในระบบน้ า
ที่ใช้ในอุตสาหกรรมยาโดยใช้ Microbial limit test ซึ่งประกอบด้วย Pour plate method และ 
Membrane Filtration method ที่ใช้ในห้องปฏิบัติการควบคุมคุณภาพ เพ่ือให้มั่นใจได้ว่าวิธีการ
วิเคราะห์ทดสอบนั้นมีความเหมาะสม ถูกต้อง และตรงตามวัตถุประสงค์ของการวิเคราะห์ทดสอบ ก่อน
น ามาใช้ในการวิเคราะห์ทดสอบจริง 

 
1.3  ขอบเขตของงำนวิจัย 

 ด าเนินการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีการตรวจสอบหาปริมาณจุลินทรีย์ในระบบน้ าที่ใช้ใน
อุตสาหกรรมยาโดยใช้ Microbial limit test ซึ่งประกอบด้วย Pour plate method และ Membrane 
Filtration method ที่ใช้ในห้องปฏิบัติการควบคุมคุณภาพ ของโรงงานต้นแบบผลิตยาชีววัตถุแห่งชาติ 
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกล้าธนบุรี โดยมีการจัดท าเอกสารโปรโตคอล (Analytical Method 
Validation Protocol) และรายงานการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีการตรวจสอบ (Analytical 
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Method Validation Report) เพ่ือให้มั่นใจได้ว่าวิธีการวิเคราะห์ทดสอบนั้นมีความเหมาะสม ถูกต้อง 
และตรงตามวัตถุประสงค์ของการวิเคราะห์ทดสอบ ก่อนน ามาใช้ในการวิเคราะห์ทดสอบจริง 
 
1.4 วิธีกำรด ำเนินงำนวิจัยโดยสรุป 

 ในการศึกษาการตรวจความความถูกต้องของวิธีการตรวจสอบหาปริมาณจุลินทรีย์ในระบบน้ าที่
ใช้ในอุตสาหกรรมยาโดยใช้ Microbial Limit Test Method ซึ่งประกอบด้วย Pour plate method 
และ Membrane Filtration method ที่ใช้ในห้องปฏิบัติการควบคุมคุณภาพ จะท าการทดลองที่ห้อง 
Microbial Limit Test ของห้องปฏิบัติการควบคุมคุณภาพ ของโรงงานต้นแบบผลิตยาชีววัตถุแห่งชาติ  
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกล้าธนบุรี วิทยาเขตบางขุนเทียน โดยมีระเบียบวิธีการด าเนินการวิจัย
ต่อไปนี้ 

ก. ศึกษาข้อมูลพื้นฐานและเตรียมการทดสอบ 

ข. เตรียมโปรโตคอลการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีการตรวจสอบหาปริมาณจุลินทรีย์ใน
น้ าโดยใช้ Microbial Limit Test Method ซึ่งประกอบด้วย Pour plate method และ Membrane 
Filtration method 

ค. จัดเตรียมเครื่องมือ, เครื่องแก้ว, อุปกรณ์และสารเคมี อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ในการทดสอบ 
โดยเครื่องมือและเครื่องแก้วที่ใช้ในการทดสอบต้องมีการสอบเทียบ (Calibration) ส่วนสารเคมี, อาหาร
เลี้ยงเชื้อและเชื้อจุลินทรีย์มาตรฐานต้องมีใบ certificate  

ง. ด าเนินการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีการตรวจสอบหาปริมาณจุลินทรีย์ในน้ าโดยใช้ 
Microbial Limit Test Method ซึ่งประกอบด้วย Pour plate method และ Membrane Filtration 
method 

จ. น าข้อมูลที่ได้มาด าเนินการวิเคราะห์ผลทางสถิต ิ

ฉ. เขียนรายงานสรุปผลด าเนินการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีการตรวจสอบหาปริมาณ
จุลินทรีย์ในน้ าโดยใช้ Microbial Limit Test Method ซึ่งประกอบด้วย Pour plate method และ 
Membrane Filtration method 
 
1.5 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

 เป็นการสร้างบุคลากรซึ่งมีความเชี่ยวชาญในด้านการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์
ทดสอบตามมาตรฐาน GMP และการจัดท าโปรโตคอล  รวมทั้งการด าเนินการตรวจตรวจสอบความ
ถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ทดสอบและจัดท ารายงานสรุปผลการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์
ทดสอบ เพ่ือรองรับความต้องการของอุตสาหกรรมยา ซึ่งต้องด าเนินการตาม GMP ตามประกาศ
กระทรวงสาธารณสุข เรื่องการก าหนดรายละเอียดเกี่ยวกับหลักเกณฑ์และวิธีการในการผลิตยาแผน
ปัจจุบัน ตามกฎหมายว่าด้วยยา พ.ศ. 2554 

ได้องค์ความรู้ในการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีการตรวจสอบหาปริมาณจุลินทรีย์ในระบบ
น้ าที่ใช้ในอุตสาหกรรมยาโดยใช้ Microbial Limit Test Method ซึ่งประกอบด้วย Pour plate 
method และ Membrane Filtration method ที่ใช้ในห้องปฏิบัติการควบคุมคุณภาพ ซึ่งสามารถใช้
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เป็นต้นแบบในห้องปฏิบัติการควบคุมคุณภาพ โรงงานอุตสาหกรรมการผลิตยาชีววัตถุ ที่สอดคล้องตาม
หลัก GMP ได้ในอนาคต ทั้งยังเป็นการสร้างบุคลากรผู้เชี่ยวชาญด้านการตรวจสอบความถูกต้องของวิธี
วิเคราะห์ทดสอบ ตาม GMP อุตสาหกรรมยา 


