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บทท่ี 2 

ทฤษฎีและ/หรือแนวความคิดที่น ามาใช้ในการวิจัย 
(Literature Review) 

2.1 ความรู้เบื้องต้นเกี่ยวกับระบบน้ าในอุตสาหกรรมยา [5-7, 9, 20, 21]  

น ้ำที่ใช้ในอุตสำหกรรมยำอำจใช้เพ่ือผสมในกำรผลิตยำ ใช้ในกำรล้ำงท้ำควำมสะอำด อุปกรณ์
ที่ใช้ในผลิต ตลอดจนใช้ในกำรท้ำน ้ำร้อนและไอน ้ำ เพ่ือกำรอบฆ่ำเชื อหรือผลิตพลังงำนคุณสมบัติของน ้ำ
ที่ใช้ในอุตสำหกรรมยำ  แม้จะใช้เพ่ือล้ำงท้ำควำมสะอำดอุปกรณ์ที่ใช้ในกำรผลิต ก็ต้องเป็นน ้ำที่บริสุทธิ์
ปรำศจำกสำรปนเปื้อนของสำรเคมีและเชื อจุลินทรีย์ มีคุณสมบัติตำมที่ก้ำหนดในต้ำรับยำ เช่น  United 
State of Pharmacopoeia (USP), British Pharmacopoeia (BP), European Pharmacopoeia 
(EP) เป็นต้นซึ่งแบ่งออกได้ ดังนี  

2.1.1 Purified Water  เป็นน ้ำที่เตรียมขึ นมำเพ่ือใช้ในกำรผลิตยำ อำจจะได้โดยกำรกลั่น 
(Distillation) กำรแลกเปลี่ยนประจุ (Ion exchange) กระบวนกำรออสโมซิสย้อนกลับ (Reverse 
Osmosis) หรือ โดยวิธีอ่ืนใดที่เหมำะสมก็ได้ ถ้ำน ้ำนั นมีคุณสมบัติตำมที่ก้ำหนดไว้ใน monograph ของ 
pharmacopoeia ที่ส้ำคัญจะต้องไม่มีกำรเติมสำรอ่ืนใดลงไป (no added substance) แต่มีข้อยกเว้น
ว่ำถ้ำในระบบน ้ำใช้ ozone ในกำรฆ่ำเชื อจุลินทรีย์ แล้วนั นกำรเติม ozone จะไม่นับเป็น added 
substance ในแต่ละ monograph ที่บ่งถึง water โดยไม่มีข้อก้ำหนดอ่ืนใดประกอบแล้วต้องใช้ 
Purified Water เสมอ 

2.1.1.1 Carbon dioxide-free water คือ purified water ที่ต้มมำแล้วเป็นเวลำ 
5 นำทีหรือมำกกว่ำ และได้ปล่อยให้เย็น ในขณะที่มีกำรป้องกันกำรดูดซับคำร์บอนไดออกไซด์ จำก
บรรยำกำศ 

2.1.1.2 De-aerated water คือ purified water ที่ได้ผ่ำนกรรมวิธีที่ลดก๊ำซที่
ละลำย ด้วยวิธีกำรที่เหมำะสม เช่นกำรต้มเป็นเวลำ 5 นำที แล้วปล่อยให้เย็น หรือโดยกำรใช้ 
ultrasonic vibration 

2.1.2 Water for Injection เป็นน ้ำที่ท้ำให้บริสุทธิ์ด้วยกำรกลั่น (distillation) หรือ ออสโม
ซิสย้อนกลับ (Reverse osmosis) มีคุณสมบัติควำมบริสุทธิ์ของ Purified water ที่มีข้อแตกต่ำงจำก 
Purified water คือต้องเป็นน ้ำที่ปรำศจำก pyrogens ดังนั นในกำรเตรียม กำรเก็บ หรือกำรน้ำไปใช้ 
ต้องไม่มีเชื อจุลินทรีย์ที่ก่อให้เกิดสำร pyrogens 

2.1.3 Sterile Water for Injection เป็นน ้ำที่น้ำไปใช้ในภำชนะที่ปรำศจำกเชื อ (sterile 
package) จุดหลักในกำรน้ำไปใช้ส้ำหรับเป็นตัวท้ำละลำย (solvent) ของ ยำฉีดชนิดผง และขนำด
บรรจุต้องไม่เกิน 1 ลิตร 

2.1.4 Sterile Bacteriostatic Water for Injection เป็น Water for Injection ที่ได้ผ่ำน
กำรฆ่ำเชื อแล้ว และประกอบด้วยสำรต้ำนเชื อ (antimicrobial) หนึ่งชนิด หรือมำกกว่ำ บรรจุในภำชนะ
ที่เหมำะสม 
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2.1.5 Sterile Water for Irrigation เป็น Water for Injection ที่ได้ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อ และ
บรรจุในภำชนะที่เหมำะสม แต่ไม่มีส่วนประกอบของสำรต้ำนเชื อ (antimicrobial) หรือสำรอ่ืนใดเติม
ปน 

2.1.6 Sterile Water for Inhalation เป็น Water for Injection ที่ได้ผ่ำนกำรฆ่ำเชื อ 
และบรรจุในภำชนะที่เหมำะสม ไม่มีส่วนประกอบของสำรต้ำนเชื อ (antimicrobial) หรือสำรอ่ืนใดเติม
ปน มี pH ระหว่ำง 4.5 ถึง 7.5 

2.1.7  Water for Final Rinse เป็นน ้ำที่ใช้ส้ำหรับกำรล้ำง ภำชนะ อุปกรณ์ ในกำรผลิตยำ 
ที่เป็นกำรล้ำงครั งสุดท้ำย ก่อนน้ำไปใช้ในกระบวนกำรผลิต ตลอดจนบรรจุผลิตภัณฑ์ ซึ่งจะต้องเป็นน ้ำที่
มีคุณสมบัติเดียวกันกับน ้ำที่ใช้ในกระบวนกำรผลิต หรือในสูตรกำรผลิต ยำน ้ำส้ำหรับรับประทำน (Oral 
liquid) มีกำรใช้ purified water เป็นส่วนผสม ก็ต้องใช้ purified water ในกำรล้ำงครั งสุดท้ำยของ
ภำชนะหรืออุปกรณ์ที่เกี่ยวข้องกับกำรผลิตนั น ในท้ำนองเดียวกัน ถ้ำกระบวนกำรผลิตนั น เป็นกำรผลิต
ยำปรำศจำกเชื อ (Parenteral) ก็จะต้องใช้ Sterile water for injection ในกำรล้ำงครั งสุดท้ำยของ
ภำชนะ หรืออุปกรณ ์ที่เก่ียวข้องกับกำรผลิตนั นด้วย 

2.1.8 Clean steam ไอน ้ำที่ใช้ในกระบวนกำรผลิต จะผลิตจำกน ้ำ ซึ่งต้องค้ำนึงว่ำไอน ้ำนั น
น้ำไปใช้กับกระบวนกำรผลิตใด ถ้ำเป็นกำรผลิตยำปรำศจำกเชื อ (Parenteral) จะต้องใช้ water for 
injection เป็นแหล่งของน ้ำในกำรผลิตไอน ้ำเพ่ือใช้ ดังนั น ไอน ้ำที่ผลิตขึ นมำใช้ จึงต้องมีกำรตรวจ สอบ
น ้ำที่กลั่นได้ (condensate) ที่ต้องมีคุณสมบัติเทียบเท่ำกับ water for injection นั่นคือไอน ้ำที่ป้อนเข้ำ
สู่ autoclave จะต้องเป็น clean steam 

กำรควบคุมคุณภำพน ้ำทำงด้ำนเคมี ชีววิทยำและจุลชีววิทยำ เพ่ือให้ได้น ้ำที่มีคุณภำพเพ่ือกำร
ผลิตยำค่อนข้ำงเป็นเรื่องยุ่งยำก เนื่องจำกน ้ำเป็นสิ่งที่ได้จำกแหล่งธรรมชำติ โอกำสปนเปื้อนจำก
สิ่งแวดล้อมเกิดได้ง่ำยมำก แต่น ้ำที่จะใช้ในกำรผลิตยำต้องเป็นน ้ำที่มีคุณภำพ จึงเป็นควำมจ้ำเป็นที่
จะต้องผ่ำนกระบวนกำรท้ำให้ได้น ้ำที่เข้ำมำตรฐำนก่อนน้ำไปใช้ และเพ่ือกำรนั นวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบ
ที่ใช้ในกำรควบคุมคุณภำพน ้ำ ควรมีกำรตรวจสอบควำมถูกของวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบก่อนน้ำมำใช้ใน
กำรทดสอบจริง เพ่ือให้สอดคล้องตำมมำตรฐำน PIC/S GMP และเพ่ือให้มั่นใจว่ำระบบน ้ำที่ใช้ในกำร
ผลิตภัณฑ์ยำมีคุณภำพเป็นไปตำมวัตถุประสงค์ของกำรใช้งำน  

 
2.2 ความรู้เบื้องต้นของวิธีการตรวจสอบปริมาณจุลินทรีย์ในระบบน้ าที่ใช้ในอุตสาหกรรมยา [4-8] 

ระบบน ้ำในอุตสำหกรรมยำอำจใช้เพ่ือผสมในกำรผลิตยำ ใช้ในกำรล้ำงท้ำควำมสะอำด
อุปกรณ์ที่ใช้ในผลิต ตลอดจนใช้ในกำรท้ำน ้ำร้อนและไอน ้ำ เพ่ือกำรอบฆ่ำเชื อ หรือผลิตพลังงำน
คุณสมบัติของน ้ำที่ใช้ในอุตสำหกรรมยำ แม้จะใช้เพ่ือล้ำงท้ำควำมสะอำดอุปกรณ์ที่ใช้ในกำรผลิต ก็ต้อง
เป็นน ้ำที่บริสุทธิ์ปรำศจำกสำรปนเปื้อน มีคุณสมบัติตำมที่ก้ำหนดในต้ำรับยำ เช่น United State of 
Pharmacopoeia (USP), British Pharmacopoeia, European Pharmacopoeia เป็นต้น ดังนั น
กำรควบคุมคุณภำพน ้ำทำงด้ำนเคมี ชีววิทยำและจุลชีววิทยำ เพ่ือให้ได้น ้ำที่มีคุณภำพเพ่ือกำรผลิตยำ 
โดยแผนกควบคุมคุณภำพจึงเป็นสิ่งส้ำคัญ [5]-[7], [20]-[21] ซึ่งกำรตรวจสอบหำปริมำณจุลินทรีย์ใน
ระบบน ้ำที่ใช้ในอุตสำหกรรมยำนิยมใช้ Microbial Limit Test Method ในกำรตรวจสอบหำปริมำณ
จุลินทรีย์ในระบบน ้ำ ซึ่งวิธีนี ประกอบด้วย Pour plate method และ Membrane Filtration 
method  ทั ง 2 วิธีมีรำยละเอียดดังนี   
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2.2.1 Pour plate method  

เป็นวิธีหนึ่งที่ใช้ในกำรแยกเชื อให้บริสุทธิ์ ซึ่งใช้ในกำรหำปริมำณจุลินทรีย์ชนิดต่ำงๆ ทั ง
ที่ใช้ออกซิเจน (aerobic bacteria) และไม่ใช้ออกซิเจน (Anaerobic bacteria) โดยปริมำตรของ
ตัวอย่ำงที่ใช้อยู่ในช่วง 0.1 – 2.0 มิลลิลิตรวิธีกำรนี ต้องท้ำ Serial dilution ก่อน จึงจะสำมำรถนับ
จ้ำนวนจุลินทรีย์ต่อหน่วยปริมำตรได้ แล้วน้ำตัวอย่ำงที่ต้องกำรแยกหรือเพำะเลี ยงมำผสมกับอำหำรเลี ยง
เชื อที่มีอุณหภูมิ 44-46 oC หมุนจำนไปมำให้ส่วนผสมเข้ำกันดีกับอำหำร ตั งทิ งไว้จนอำหำรแข็งตัว แล้ว
จึงกลับจำนเพ่ือป้องกันไม่ให้น ้ำที่ติดบนฝำจำนหยดลงมำบนอำหำรเลี ยงเชื อ  แล้วน้ำไปบ่มอุณหภูมิที่
ก้ำหนด ภำยหลังบ่มแล้วโคโลนีของจุลินทรีย์จะเจริญทั งในและบนอำหำรเลี ยงเชื อ นับจ้ำนวนจุลินทรีย์
ในจำนอำหำรที่มีจ้ำนวนโคโลนี 30-300 โคโลนี  ซึ่งจะท้ำให้สำมำรถค้ำนวณหำเชื อจุลินทรีย์ต่อมิลลิลิตร
หรือต่อกรัมได้ ดังแสดงในรูปที ่1 

 
 

รูปที ่1 Pour Plate Method 

ข้อดีของวิธีนี     คือ เหมำะส้ำหรับตัวอย่ำงที่มีปริมำณมำกหรือมีควำมหนืด  

ข้อเสียของวิธีนี   คือ ใช้เวลำมำกโคโลนีบำงส่วนอยู่ในอำหำรวุ้นท้ำ ให้ไม่สำมำรถ
วิเครำะห์ลักษณะของโคโลนี ได้และที่ส้ำคัญจุลินทรีย์ในกลุ่ม psychrophile และ mesophile อำจถูก
ท้ำลำยด้วยควำมร้อนจำกอำหำรวุ้นหลอมเหลวท้ำให้เกิดกำรผิดพลำดได้ 

2.2.2 Membrane Filtration  

เป็นวิธีหนึ่งที่ใช้ในกำรแยกเชื อให้บริสุทธิ์ ซึ่งใช้ในกำรหำปริมำณจุลินทรีย์ชนิดต่ำงๆ ทั ง
ที่ใช้ออกซิเจน (aerobic bacteria) และไม่ใช้ออกซิเจน (Anaerobic bacteria) โดยใช้กับตัวอย่ำง
ปริมำณมำก มีควำมขุ่นต่้ำ และมีปริมำณเชื อน้อย (<1-10 CFU/mL) โดยปริมำตรของตัวอย่ำงที่ใช้อยู่
ในช่วง 2-250 มิลลิลิตร จะถูกกรองผ่ำน membrane filter ขนำด 0.45 ไมครอน (แบคทีเรียไม่
สำมำรถผ่ำนได้) ดังนั นจุลินทรีย์จะถูกกักอยู่บนกระดำษกรอง น้ำกระดำษกรองไปวำงในจำนอำหำรเลี ยง
เชื อที่เตรียมไว้ แล้วน้ำไปบ่มอุณหภูมิที่ก้ำหนด ภำยหลังบ่มแล้วโคโลนีของจุลินทรีย์จะเจริญทั งบน
กระดำษกรอง นับจ้ำนวนจุลินทรีย์ในจำนอำหำรที่มีจ้ำนวนโคโลนี 20-200 โคโลนี  ซึ่งจะท้ำให้สำมำรถ
ค้ำนวณหำเชื อจุลินทรีย์ต่อมิลลิลิตรตัวอย่ำง ดังแสดงในรูปที ่2 
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รูปที ่2 Membrane Filtration Method 

2.3 การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ทดสอบที่ใช้ควบคุมคุณภาพของห้องปฏิบัติการ
ควบคุมคุณภาพ [10-19] 

วิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบ (Analytical Method) คือ ขั นตอนอย่ำงละเอียดที่จ้ำเป็นในกำร
ปฏิบัติส้ำหรับแต่ละกำรวิเครำะห์ทดสอบ เช่น กำรเตรียมตัวอย่ำง กำรเตรียมสำรมำตรฐำนและสำรที่ใช้
ทดสอบ กำรใช้เครื่องมือ กำรสร้ำงกรำฟมำตรฐำน กำรใช้สูตรส้ำหรับกำรค้ำนวณ เป็นต้น   

วิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบที่จะน้ำมำใช้ภำยในแผนกควบคุมคุณภำพต้องผ่ำนกำรตรวจสอบ
ควำมถูกต้องหรือทวนสอบควำมถูกต้องตำมควำมเหมำะสมของวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบนั นก่อนน้ำมำใช้
งำนจริง ยกเว้นวิธีกำรทดสอบทั่วไป (general test) เช่น กำรวัดค่ำ pH, conductivity, temperature, 
water, heavy metal, residue on ignition, loss on drying, melting range เป็นต้น โดยต้อง
พิจำรณำว่ำวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบนั นเป็นวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบอะไร มีวัตถุประสงค์อย่ำงไร ใช้กับ 
project ไหน และเป็นวิธีมำตรฐำนหรือไม่   

2.3.1 ถ้ำวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบนั นไม่ใช่วิธีมำตรฐำน (Non-Compendial method) ต้อง
ผ่ำนกำรตรวจสอบควำมถูกต้องของวิธีกำรทดสอบ (Validation) ก่อนน้ำมำใช้งำน โดยจะเลือกทดสอบ 
analytical performance characteristics ในหัวข้อใดนั นพิจำรณำได้จำกประเภทของวิธีกำรวิเครำะห์
ทดสอบดังนี  

2.3.1.1 วิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบส้ำหรับพิสูจน์เอกลักษณ์ (Identification Test)  

2.3.1.2 วิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบส้ำหรับสำรเจือปน (Impurity test) ในตัวยำส้ำคัญ
หรือผลิตภัณฑ์ยำ หรือเป็นวิธีกำรวิเครำะห์ทำงเคมี โดยแบ่งเป็น 2 หัวข้อย่อย ดังนี  

1) กำรทดสอบหำปริมำณสำรเจือปน (Quantitative impurity test) หรือ
กำรทดสอบทำงเคมีส้ำหรับหำปริมำณสำรเป้ำหมำยที่ควำมเข้มข้นใกล้เคียงหรือเท่ำกับค่ำ LOQ  

2) กำรทดสอบหำขีดจ้ำกัดของสำรเจือปน (Impurity limit test)  หรือ
วิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบทำงเคมีส้ำหรับหำปริมำณสำรเป้ำหมำยที่สนใจที่ควำมเข้มข้นต่้ำมำกๆ  อำจมี
หรือไม่มีในตัวอย่ำงนั น คือ ต้องมีกำรรำยงำนว่ำตรวจพบหรือตรวจไม่พบในตัวอย่ำงนั น  
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2.3.1.3 วิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบหำปริมำณหรือควำมแรงของสำรออกฤทธิ์หรือกำร
ทดสอบกำรละลำยจำกวิธีกำรวัด(Potency/Assay)ของตัวยำส้ำคัญหรือผลิตภัณฑ์ยำหรือกำรวิเครำะห์
ทำงเคมีส้ำหรับหำปริมำณสำรเป้ำหมำยที่มีควำมเข้มข้นสูง 

2.3.1.4 วิธีกำรทดสอบเฉพำะ (Specific test)  ส้ำหรับใช้ควบคุม drug substance, 
excipient หรือผลิตภัณฑ์ยำ รวมถึงกำรทดสอบ particle size analysis, droplet distribution, 
spray pattern, optical rotation, และวิธีกำรอ่ืนๆ เช่น DSC, XRD และ Raman spectroscopy 
เป็นต้น 

2.3.1.5 วิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบทำงชีววิทยำ (Biological Assay) 

2.3.1.6 วิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบทำงจุลชีววิทยำ (Microbiological Method) 

1) เป็นวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบทำงจุลชีววิทยำเชิงคุณภำพ (Qualitative 
microbiological method) 

2) เป็นวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบทำงจุลชีววิทยำเชิงปริมำณ (Quantitative 
microbiological method) 

โดยวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบในแต่ละประเภทข้ำงต้น มีแนวทำงในกำรตรวจสอบควำมถูกต้อง
ของวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบ ดังแสดงในตารางที่ 1  (Analytical Method Transfer for Quality 
Control Division) 

ตารางที่ 1  แนวทำงในกำรเลือกทดสอบ  analytical performance characteristics ที่จ้ำเป็นต้อง
ด้ำเนินกำร (+) และไม่จ้ำเป็นต้องด้ำเนินกำร (-)  

ประเภทวิธีการวิเคราะห์ 
1.1 

การพิสูจน์
เอกลักษณ์ 

1.2 
การทดสอบสารเจือปน 1.3 

การหาปริมาณหรือความ
แรงของสารออกฤทธิ์ 

1.4 
การทดสอบเฉพาะ 

Specific test คุณลักษณะเฉพาะ 
1.2.1 
การหา
ปริมาณ 

1.2.2 
การหา

ขีดจ ากัด  
ความแม่น (Accuracy) - + - + +(4) 
ความเท่ียง (Precision) -  -  +(4) 
- การทวนซ้ าได้ (Repeatability) - + - + +(4) 
-Intermediate Precision - +(1) - +(1) +(4) 
ความจ าเพาะ 
(Specificity/Selectivity) 

+(2) +  + +(5) - 

ขีดจ ากัดของการตรวจพบ (LOD) - - (3) + - - 
ขีดจ ากัดของการหาเชิงปริมาณ (LOQ) - + - - - 
ความเป็นเส้นตรง (Linearity) - + - + - 
พิสัย (Range) - + - + - 
ความคงทน (Robustness) - + -(3) + + 

   ประเภทวิธีการวิเคราะห์ 
1.5 

กำรทดสอบทำงชีววิทยำ  
(Biological Assay) 

1.6 
กำรทดสอบทำงจุลชวีวทิยำ (Microbiological Method) 

 
คุณลักษณะเฉพาะ 

1.6.1 
กำรทดสอบเชิงคุณภำพ 

1.6.2 
กำรทดสอบเชิงปริมำณ 

ความแม่น (Accuracy) + - + 
ความเท่ียง (Precision)  - + 
- การทวนซ้ าได้ (Repeatability) - + + 
- Intermediate Precision + + + 
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ประเภทวิธีการวิเคราะห์ 
1.1 

การพิสูจน์
เอกลักษณ์ 

1.2 
การทดสอบสารเจือปน 1.3 

การหาปริมาณหรือความ
แรงของสารออกฤทธิ์ 

1.4 
การทดสอบเฉพาะ 

Specific test คุณลักษณะเฉพาะ 
1.2.1 
การหา
ปริมาณ 

1.2.2 
การหา

ขีดจ ากัด  
ความจ าเพาะ  
(Specificity/Selectivity)(2) 

+ +  + 

ขีดจ ากัดของการตรวจพบ (LOD) - + + 
ขีดจ ากัดของการหาเชิงปริมาณ (LOQ) - - + 
ความเป็นเส้นตรง (Linearity) - - + 
พิสัย (Range) + - + 
ความคงทน (Robustness) -(3) + + 
 

หมำยเหตุ  (1) หัวข้อ Intermediate precision ไม่จ้ำเป็นต้องท้ำในกรณีที่ได้มีกำรทดสอบควำมท้ำซ ้ำ 
(reproducibility) แล้ว, (2) กำรขำดควำมจ้ำเพำะของวิธีกำรวิเครำะห์หนึ่งวิธี สำมำรถทดแทนโดยวิธีกำรวิเครำะห์
สนับสนุนอื่นๆ, (3) อำจจ้ำเป็นในบำงกรณี, (4) อำจไม่จ้ำเป็นในบำงกรณี, (5) กำรขำดควำมจ้ำเพำะของวิธีกำรหำ
ปริมำณสำรออกฤทธิ์อำจถูกชดเชยได้ด้วยกำรทดสอบหำปริมำณสำรเจือปน  
  

อย่ำงไรก็ตำมกำรจะเลือกทดสอบ analytical performance characteristics ในหัวข้อใด
ขึ นอยู่กับควำมเหมำะสมของเทคนิคกำรวิเครำะห์และวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบนั น  ซึ่งต้องอำศัยกำร
ตัดสินใจบนพื นฐำนควำมรู้ทำงวิทยำศำสตร์ 

2.3.2 ถ้ำวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบนั นเป็นวิธีมำตรฐำน (Compendial method) ต้องผ่ำน
กำรทวนสอบควำมถูกต้องของวิธีกำรทดสอบก่อนน้ำมำใช้งำน (Verification) โดยทดสอบ analytical 
performance characteristics อย่ำงน้อยในหัวข้อเรื่อง ควำมเป็นเส้นตรง, ควำมแม่น และควำมเท่ียง 

2.3.3 บันทึกรำยละเอียดดังนี  

AMV-XXX-YYYY-ZZZ 

เมื่อ    XXX คือ ชื่อโครงกำรที่ต้องกำรใช้วิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบนั น เช่น WS, MM, PP 
       YYYY คือ ปี ค.ศ.ที่รับวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบเข้ำมำ เช่น 2013, 2014, 2015 
     ZZZ คือ ล้ำดับวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบที่รับเข้ำมำภำยในปี ค.ศ. นั น เช่น 000, 001 

2.3.4 กรณีท่ีวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบนั นต้องตรวจสอบหรือทวนสอบควำมถูกต้องของวิธีกำร
วิเครำะห์ทดสอบ หัวหน้ำแผนกควบคุมคุณภำพต้องมอบหมำยให้พนักงำนแผนกควบคุมคุณภำพที่
รับผิดชอบกำรวิเครำะห์ทดสอบในแต่ละพำรำมิเตอร์ และจัดท้ำโปรโตคอลกำรตรวจสอบควำมถูกต้อง
ของวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบโดยมีแนวทำงในกำรศึกษำคุณลักษณะเฉพำะของควำมสำมำรถของวิธีกำร
วิเครำะห์ทดสอบในหัวข้อต่ำงๆ ดังนี  

2.3.4.1 ความจ าเพาะ (Specificity/Selectivity) 

วิธีกำรหำควำมจ้ำเพำะเจำะจงของวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบทั่วไป คือ ต้อง
พิสูจน์ให้ได้ว่ำวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบนั นสำมำรถแยกสำรเป้ำหมำยที่เรำสนใจออกจำกสำรที่มีสูตร
โครงสร้ำงใกล้เคียงหรือมีควำมสัมพันธ์กันหรือจำกสำรรบกวนต่ำงๆ ที่มีอยู่ในตัวอย่ำงได้ โดยมีแนวทำง
ในกำรทดสอบดังนี  
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วิธีที่ 1 เติมสำรชนิดต่ำง ๆ ที่คำดว่ำสำมำรถเจือปนหรือเกิดขึ นได้ระหว่ำง
กระบวนกำรผลิต และ/หรือมีอิทธิพลในกำรรบกวนสำรเป้ำหมำยที่สนใจมำกที่สุด เช่น สำรที่มีลักษณะ
สูตรโครงสร้ำงใกล้เคียงหรือสัมพันธ์กันกับสำรเป้ำหมำย ได้แก่ เมตำบอไลทส์ สำรอนุพันธ์ เป็นต้น ลงใน
สำรเป้ำหมำยมำตรฐำนในปริมำณที่มำกพอที่อำจก่อกำรรบกวนกำรยืนยันชนิดและควำมเข้มข้นของสำร
เป้ำหมำยที่สนใจ เพ่ือทดสอบดูว่ำวิธีทดสอบสำมำรถแยกสำรเป้ำหมำยได้ดีเพียงใดและสิ่งรบกวนจะ
ส่งผลต่อกำรวัดสำรเป้ำหมำยที่ปริมำณมำกน้อยเพียงใด  

วิธีที่ 2 เปรียบเทียบผลของกำรวัดตัวอย่ำงที่ไม่มีสำรเป้ำหมำย (sample 
blank) กับตัวอย่ำงที่มีสำรเป้ำหมำยโดยกำรเติมสำรมำตรฐำนเป้ำหมำยลงไป  (spiked sample) หรือ
ส้ำหรับ separation technique อำจใช้ตัวอย่ำงที่มีสำรเป้ำหมำยอยู่ แล้วพิจำรณำดูว่ำช่วงเวลำที่
สัญญำณของสำรเป้ำหมำยปรำกฏ (retention time) มีสัญญำณของสำรอ่ืนปรำกฏหรือไม่ มำกน้อย
เพียงใด  

หำกวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบใดไม่มีกำรรบกวนจำกสำรเจือปนที่มีในตัวอย่ำง
ทุกระดับควำมเข้มข้น แสดงว่ำวิธีนั นมีควำมจ้ำเพำะสูง เช่น กำรทดสอบด้วยเครื่อง chromatography 
อำจมีควำมจ้ำเพำะสูง เนื่องจำกสำมำรถแยกสำรเป้ำหมำยออกจำกสำรเจือปนได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ
ด้วยคอลัมน์ ในขณะที่กำรทดสอบด้วยเทคนิคทำงกำรวัดสี (colorimetry) อำจมีควำมจ้ำเพำะต่้ำ 
เนื่องจำกโอกำสที่จะมีธำตุรบกวนอ่ืนๆ เจือปนอยู่ในตัวอย่ำงสูง ซึ่งธำตุเหล่ำนี อำจท้ำปฏิกิริยำกับ 
reagent แล้วเกิดสีร่วมกับสำรเป้ำหมำยได้ ในกรณีที่วิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบนั นไม่จ้ำเพำะส้ำหรับสำร
เป้ำหมำยเพียงอย่ำงเดียวหรือไม่สำมำรถแยกควำมแตกต่ำงระหว่ำงสำรเป้ำหมำยกับสำรเจือปนใน
ตัวอย่ำงได้อย่ำงสมบูรณ์  ควรใช้วิธีกำรวิเครำะห์อ่ืนเข้ำมำช่วยในกำรประเมินผล เพ่ือแยกควำมแตกต่ำง
ให้อยู่ในระดับที่จ้ำเป็น 

ส้ำหรับกำรวิเครำะห์ตัวยำส้ำคัญหรือสำรออกฤทธิ์ทำงยำหรือสำรเจือปนในตัว
ยำ ต้องท้ำในระหว่ำงกำรทดสอบควำมถูกต้องของกำรพิสูจน์เอกลักษณ์ กำรหำสำรเจือปน กำร
วิเครำะห์หำปริมำณ และกำรทดสอบเฉพำะ ดังนี  

1) กำรพิสูจน์เอกลักษณ์ (identification test) 

กำรทดสอบเอกลักษณ์ของสำรเป้ำหมำยในตัวอย่ำงต้องสำมำรถแยก
สำรประกอบที่มีโครงสร้ำงใกล้เคียงกันออกจำกกันได้ โดยกำรแยกควำมแตกต่ำงของวิธีใดๆ อำจยืนยัน
ได้โดยผลกำรวิเครำะห์ทดสอบที่เป็นบวกของตัวอย่ำงที่มีสำรเป้ำหมำยอยู่และผลกำรวิเครำะห์ทดสอบที่
เป็นลบของตัวอย่ำงที่ไม่มีสำรเป้ำหมำยอยู่ เมื่อเปรียบเทียบกับสำรมำตรฐำนอ้ำงอิง โดยทั่วไปเทคนิค
กำรวิเครำะห์ที่นิยมใช้ในกำรทดสอบกำรพิสูจน์เอกลักษณ์ ได้แก่ Infrared spectroscopy (IR), 
Differential scanning calorimeter (DSC), X-ray diffraction (XRD), Nuclear magnetic 
resonance (NMR), Raman spectroscopy, chromatography และ Mass spectrometry เป็นต้น 
โดยกำรเปรียบเทียบผลกำรวิเครำะห์กับสำรมำตรฐำนอ้ำงอิง เช่น spectrum profile เป็นต้น กำร
พิสูจน์เอกลักษณ์อำจน้ำมำใช้กับสำรที่มีโครงสร้ำงทำงเคมีที่เหมือนหรือสัมพันธ์อย่ำงใกล้ชิดกับสำร
เป้ำหมำยที่สนใจ เพ่ือยืนยันว่ำสำรเหล่ำนี ไม่ได้ให้ผลตอบสนองที่เป็นบวก กำรเลือกสำรที่มีแนวโน้มว่ำ
จะรบกวนกำรวิเครำะห์เช่นนั น ควรอยู่บนพื นฐำนของกำรตัดสินใจทำงวิทยำศำสตร์ที่ดีด้วยกำรพิจำรณำ
ว่ำสำรรบกวนดังกล่ำวอำจสำมำรถเกิดขึ นได้ระหว่ำงกระบวนกำรผลิต กำร formulations หรือเกิดจำก
กำรสลำยตัว เป็นต้น  
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2) กำรหำปริมำณควำมแรงของสำรออกฤทธิ์และกำรทดสอบสำรเจือปน 
(Assay and Impurity Tests) 

กำรหำปริมำณควำมแรงของสำรออกฤทธิ์และกำรทดสอบสำรเจือปนด้วย
วิธีทำงโครมำโท กรำฟฟ่ี สำมำรถน้ำโครมำโทแกรมที่ได้จำกกำรวิเครำะห์มำใช้แสดงควำมจ้ำเพำะได้ 
และควรระบุรำยละเอียดส่วนประกอบต่ำงๆ ในโครมำโทแกรมอย่ำงเหมำะสม โดยควำมจ้ำเพำะสำมำรถ
พิจำรณำได้จำกค่ำควำมสำมำรถในกำรแยก (resolution) พีคสำรเป้ำหมำยออกจำกพีคสำรอ่ืนๆ ที่มีอยู่
ในตัวอย่ำงซึ่งถูกชะออกมำในเวลำใกล้เคียงกัน กำรพิจำรณำนี สำมำรถประยุกต์ใช้กับเทคนิคกำรแยก
อ่ืนๆ ได้  

ในกรณีที่วิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบไม่จ้ำเพำะเจำะจงต่อสำรเป้ำหมำย ควร
น้ำวิธีกำรวิเครำะห์อ่ืนเข้ำมำช่วยเพ่ือให้แสดงให้เห็นถึงควำมจ้ำเพำะของวิธี  เช่น ถ้ำต้องกำรใช้วิธีกำร
ไทเทรตในกำรหำปริมำณตัวยำส้ำคัญที่ปล่อยออกมำจำกผลิตภัณฑ์ยำ อำจจ้ำเป็นต้องมีกำรทดสอบ
ปริมำณสำรเจือปนในผลิตภัณฑ์ยำร่วมด้วย  

กำรหำควำมจ้ำเพำะของวิธีกำรวิเครำะห์หำปริมำณ/ควำมแรงของสำร
เป้ำหมำยและกำรทดสอบสำรเจือปน สำมำรถท้ำได้ดังนี  

2.1) กรณีท่ีสำมำรถหำสำรเจือปนได้ (Impurities are available) 

ส้ำหรับวิธีกำรวิเครำะห์หำปริมำณ/ควำมแรงของสำรเป้ำหมำย ควร
แสดงให้เห็นว่ำวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบที่ใช้สำมำรถหำปริมำณสำรเป้ำหมำยได้ถูกต้องในขณะที่มีสำรเจือ
ปนอยู่ด้วย โดยกำรเติมสำรเจือปนที่อำจมีได้ในตัวอย่ำง (impurity standard) ลงไปในสำรมำตรฐำน
เป้ำหมำย (pure active substance) ในปริมำณที่เหมำะสม เพ่ือแสดงให้เห็นว่ำ สำรเจือปนที่มีอยู่
ดังกล่ำวไม่มีผลต่อกำรหำปริมำณของสำรมำตรฐำนเป้ำหมำย โดยเปรียบเทียบปริมำณสำรเป้ำหมำยที่
วิเครำะห์ได้จำกตัวอย่ำงที่มีกำรเติมสำรเจือปนลงไป (spiked sample) กับตัวอย่ำงที่ไม่มีกำรเติม
สำรเจือปน (un-spiked sample) 

ส้ำหรับวิธีกำรทดสอบหำสำรเจือปน ควรแสดงให้เห็นว่ำวิธีกำร
วิเครำะห์ทดสอบที่ใช้สำมำรถแยกสำรเจือปนออกจำกสำรอ่ืนๆ ที่มีอยู่ในตัวอย่ำงได้ โดยกำรเติมสำรเจือ
ปนที่อำจมีได้ในตัวอย่ำง (impurity standard) ลงไปในตัวอย่ำง (active substance or product) ใน
ปริมำณที่เหมำะสม แล้วพิจำรณำว่ำสำรเจือปนที่เติมลงไปนั น สำมำรถแยกออกจำกสำรประกอบอ่ืนๆ ที่
มีอยู่ใน sample matrix ได้หรือไม ่

2.2) กรณีท่ีไม่สำมำรถหำสำรเจือปนได้ (Impurities are not available)  
ควำมจ้ำเพำะของวิธีสำมำรถท้ำได้โดยเก็บตัวอย่ำงภำยใต้สภำวะ

เครียด (Stress condition) เช่น แสง ควำมร้อน ควำมชื น กรด/ด่ำง hydrolysis และ oxidation เป็น
ต้น แล้วน้ำไปทดสอบ 

ส้ำหรับวิธีกำรวิเครำะห์หำปริมำณ/ควำมแรงของสำรเป้ำหมำย ท้ำ
ได้โดยเปรียบเทียบปริมำณสำรเป้ำหมำยของตัวอย่ำงที่ได้จำกวิธีกำรวิเครำะห์ที่เลือกใช้กับวิธีมำตรฐำน
อ่ืนๆ (second well-characterized procedure) เช่น วิธีในต้ำรำยำหรือวิธีที่ได้รับกำรตรวจสอบควำม
ถูกต้องแล้ว 
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ส้ำหรับวิธีกำรทดสอบหำสำรเจือปน ท้ำได้โดยเปรียบเทียบ 
impurity profiles ของตัวอย่ำงที่ได้จำกวิธีกำรวิเครำะห์ที่เลือกใช้กับวิธีมำตรฐำนอ่ืนๆ เช่น วิธีในต้ำรำ
ยำหรือวิธีที่ได้รับกำรตรวจสอบควำมถูกต้องแล้ว 

   บำงกรณีกำรทดสอบ peak purity เช่น กำรทดสอบโดยวิธี diode 
array และ mass spectrometry อำจเป็นประโยชน์ในกำรแสดงให้เห็นว่ำพีคของสำรเป้ำหมำยบน 
chromatogram นั นเป็นพีคท่ีเกิดขึ นจำกสำรเป้ำหมำยเท่ำนั นโดยไม่มีพีคของสำรอ่ืนปนอยู่   

2.3.4.2 ความเป็นเส้นตรง (Linearity) 

กำรประเมินควำมสัมพันธ์เป็นเส้นตรงควรท้ำอยู่ในช่วงพิสัยของวิธีกำร
วิเครำะห์ สำมำรถท้ำได้โดยกำรวิเครำะห์สำรมำตรฐำนเป้ำหมำยที่ได้จำกกำรเจือจำง  standard stock 
solution ที่ควำมเข้นข้นต่ำงๆ อย่ำงน้อย 5 ควำมเข้มข้น จำกนั นน้ำผลที่ได้มำสร้ำงกรำฟควำมสัมพันธ์
ระหว่ำงควำมเข้มข้นของสำรมำตรฐำนกับสัญญำณที่ตรวจวัด (signal) ได้  

กำรหำควำมเป็นเส้นตรงสำมำรถท้ำได้ 2 วิธี 

1) System linearity หมำยถึง กำรทดสอบโดยกำรตรวจวัดสำรมำตรฐำน
อ้ำงอิงที่ควำมเข้มข้นต่ำงๆ แล้วสร้ำงกรำฟควำมสัมพันธ์ระหว่ำงควำมเข้มข้นของมำตรฐำนกับสัญญำณ
ที่ตรวจวัดได้ 

2) Method linearity หมำยถึง กำรทดสอบตัวอย่ำงที่เติมสำรมำตรฐำน
เป้ำหมำยลงไป (Spiked sample) โดยจะแสดงควำมสำมำรถของวิธีทดสอบที่ให้ผลเป็นสัดส่วนกับ
ควำมเข้มข้นของสำรเป้ำหมำยที่มีอยู่จริงในตัวอย่ำง วิธีนี สำมำรถท้ำได้โดยเติมสำรมำตรฐำนที่ควำมเข้น
ข้นต่ำงๆ ลงในตัวอย่ำงในปริมำณท่ีเท่ำกัน หรือเติมสำรมำตรฐำนที่ควำมเข้มข้นเดียวกันลงในตัวอย่ำงใน
ปริมำณที่แตกตำ่งกัน  

ทั งนี กำรจะเลือกใช้วิธีใดนั นขึ นอยู่กับควำมเหมำะสมของกำรวิเครำะห์ทดสอบ 

กำรประเมินช่วงควำมเป็นเส้นตรงสำมำรถประเมินได้ด้วยกำรตรวจสอบ
ทำงกำรมองเห็นจำกกรำฟควำมสัมพันธ์ข้ำงต้น หรือถ้ำผลกำรทดสอบมีควำมสัมพันธ์เชิงเส้นตรง
สำมำรถประเมินผลได้ด้วยวิธีทำงสถิติ เช่น กำรค้ำนวณ regression line โดยวิธี least squares ในบำง
กรณีเพ่ือให้ได้ควำมเป็นเส้นตรงต้องน้ำข้อมูลที่ได้มำดัดแปลงทำงคณิตศำสตร์ก่อนกำรหำ regression 
line และต้องมีกำรบันทึกค่ำ Correlation coefficient (โดยทั่วไปควร > 0.99), y-intercept, slope 
of the regression line, residual sum of squares และค่ำเบี่ยงเบนของแต่ละจุดควำมเข้มข้น 
รวมทั งกรำฟควำมสัมพันธ์ดังกล่ำวด้วย  

บำงกรณีหำกวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบมีสภำพไวเปลี่ยนแปลงในแต่ละวัน วิธี
ทดสอบดังกล่ำวต้องท้ำกำรตรวจสอบสภำพไวโดยพิจำรณำได้จำกค่ำ slope ของ Linearity 

ส้ำหรับกำรวิเครำะห์ทดสอบที่ไม่สำมำรถหำช่วงควำมเป็นตรงได้หลังจำกกำร 
transformation เช่น วธิี immunoassay  ควรมีกำรอธิบำยควำมสัมพันธ์ระหว่ำงค่ำที่ตรวจวัดได้จำก
กำรวิเครำะห์กับควำมเข้มข้นของสำรเป้ำหมำยในตัวอย่ำงอย่ำงเหมำะสม 
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2.3.4.3 พิสัย (Range) 

กำรหำค่ำพิสัยของวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบเป็นกำรแสดงให้เห็นถึงระดับควำม
เข้มข้นและ/หรือปริมำณสำรเป้ำหมำยต่้ำสุดและสูงสุดของวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบนั น ซึ่งให้ค่ำควำมเป็น
เส้นตรง ควำมแม่น และควำมเที่ยงอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้เมื่อวิเครำะห์ตัวอย่ำงที่มีควำมเข้มข้นและ /
หรือปริมำณสำรเป้ำหมำยอยู่ในช่วงพิสัยที่ก้ำหนด โดยทั่วไปสำมำรถหำได้จำกกำรหำช่วงควำมเป็น
เส้นตรง ทั งนี ขึ นอยู่กับจุดมุ่งหมำยของวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบนั น  

กำรก้ำหนดค่ำพิสัยของวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบ สำมำรถท้ำได้ดังนี  

1) ส้ำหรับกำรหำปริมำณตัวยำส้ำคัญหรือผลิตภัณฑ์ยำ ปกติก้ำหนดพิสัย
ในช่วง 80 ถึง 120 เปอร์เซ็นต์ของควำมเข้มข้นที่ต้องกำรทดสอบ 

2) ส้ำหรับกำรทดสอบ content uniformity ปกติก้ำหนดพิสัยในช่วง 70 ถึง 
130 เปอร์เซ็นต์ ถ้ำพิสัยที่ทดสอบไม่กว้ำงพอ สำมำรถปรับได้ตำมพื นฐำนธรรมชำติของยำเตรียม 

3) ส้ำหรับกำรหำปริมำณสำรเจือปน ก้ำหนดค่ำพิสัยจำกระดับของสำรเจือปน
ที่ก้ำหนด ถึง 120 เปอร์เซ็นต์ของข้อก้ำหนดส้ำหรับสำรเจือปนที่มีควำมแรงไม่ปกติหรือก่อพิษได้หรือไม่
สำมำรถคำดผลทำงเภสัชวิทยำได้ ขีดจ้ำกัดกำรตรวจพบเชิงปริมำณควรเทียบเท่ำกับระดับซึ่งสำรเจือปน
ต้องถูกควบคุม  ถ้ำมีกำรหำปริมำณและควำมบริสุทธิ์ร่วมกันในวิธีกำรทดสอบเดียวกันและใช้เพียง 100 
เปอร์เซ็นต์ของสำรมำตรฐำน ควำมเป็นเส้นตรงควรครอบคลุมพิสัยจำกระดับสำรเจือปนที่รำยงำนไว้ 
120 เปอร์เซ็นต์ของข้อก้ำหนดของกำรหำปริมำณ 

4) ส้ำหรับกำรวิเครำะห์อ่ืนๆ ควรก้ำหนดช่วงพิสัยตำมควำมเหมำะสมบน
พื นฐำนทำงวิทยำศำสตร์  เช่น ก้ำหนดให้ครอบคลุมค่ำเกณฑ์กำรยอมรับสูงสุดและต่้ำสุดของกำร
วิเครำะห์ทดสอบนั น  อย่ำงไรก็ตำมทั งนี ขึ นอยู่กับวัตถุประสงค์ของกำรวิเครำะห์ทดสอบนั นๆ ด้วย 

2.3.4.4 ความแม่น  (Accuracy) 

กำรหำค่ำควำมแม่นควรท้ำอยู่ในช่วงพิสัยที่ก้ำหนดของวิธีกำรวิเครำะห์
ทดสอบ โดยวิเครำะห์อย่ำงน้อย 9 ซ ้ำ ที่ควำมเข้มข้น 3 ค่ำครอบคลุมช่วงพิสัย (ปกตินิยมทดสอบที่ค่ำ
ควำมเข้มข้นต่้ำ กลำง และสูงของช่วงพิสัย) หรือระดับควำมเข้มข้น LOQ (หรือ  0.5 เท่ำ), 1.0 เท่ำ 
และ1.5 เท่ำ (หรือ 2.0 เท่ำ) ของค่ำควำมเข้มข้นที่ก้ำหนด (target concentration) ท้ำควำมเข้มข้นละ 
3 ซ ำ้ (บำงกรณีอำจท้ำถึง 10 ซ ำ้) 

กำรหำควำมแม่นสำมำรถท้ำได้ 3 วิธี ดังนี  

1) กำรทดสอบกับวัสดุอ้ำงอิงที่เหมำะสม (Certified reference material; 
CRM) ซึ่งทรำบค่ำสำรเป้ำหมำยที่แน่นอน จำกนั นเปรียบเทียบค่ำที่วัดได้จำกกำรวิเครำะห์กับค่ำ
มำตรฐำนที่วัสดุอ้ำงอิงก้ำหนดด้วยกำรค้ำนวณทำงสถิติ เช่น t-test เป็นต้น 

2) กำรทดสอบเปรียบเทียบกับวิธีกำรวิเครำะห์มำตรฐำนอ่ืนที่ผ่ำนกำร 
validate (reference method/standard method) ซึ่งระบุผลของควำมเที่ยงและควำมแม่นไว้แล้ว 
จำกนั นเปรียบเทียบค่ำที่วัดได้จำกกำรวิเครำะห์ทั งสองวิธีด้วยกำรค้ำนวณทำงสถิติ เช่น t-test,          
F-test, least squares regression เป็นต้น 
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จำกสองวิธีข้ำงต้นอำจประเมินค่ำควำมแม่นด้วยวิธีทำงสถิติได้ดังนี  

วิธีที่ 1 ค่ำเฉลี่ยที่ได้จำกกำรทดลอง มีค่ำอยู่ในช่วงของค่ำมำตรฐำนอ้ำงอิง เช่น 
ค่ำมำตรฐำนอ้ำงอิง มีค่ำ 40.00±0.15 เปอร์เซ็นต์  ค่ำเฉลี่ยที่ได้จำกกำรวิเครำะห์ทดสอบต้องอยู่ในช่วง 
39.85 ถึง 40.15 เปอร์เซ็นต ์

วิธีที่ 2 ใช้หลักสถิติทดสอบค่ำเฉลี่ยที่ได้จำกกำรทดสอบเปรียบเทียบกับค่ำ
อ้ำงอิงว่ำเป็นไปตำมเกณฑ์หรือไม่ โดยใช้ t-test จำกสูตร ดังนี  

 

 
 

น้ำค่ำ tcal ที่ค้ำนวณได้ไปเปรียบเทียบกับค่ำ tcrit จำกตำรำง ซึ่งต้องระบุระดับ
ควำมเชื่อมั่นที่เหมำะสม (ปกติท่ัวไปใช้ที่ระดับ 95 เปอร์เซ็นต)์โดยมีเกณฑ์กำรยอมรับคือ ถ้ำค่ำ tcal น้อย
กว่ำ tcrit  แสดงว่ำค่ำเฉลี่ยของกำรวิเครำะห์ทดสอบไม่แตกต่ำงจำกค่ำอ้ำงอิงอย่ำงมีนัยส้ำคัญ 

วิธีที่ 3 ค้ำนวณค่ำแตกต่ำงสัมบูรณ์ (ควำมแตกต่ำงระหว่ำงค่ำเฉลี่ยที่ได้จำก
กำรวัดกับค่ำรับรอง) และค่ำควำมไม่แน่นอนขยำยของควำมแตกต่ำงระหว่ำงผลกำรวัดกับค่ำอ้ำงอิง
รับรอง โดยมีขั นตอนดังนี  

- ค้ำนวณค่ำแตกต่ำงสัมบูรณ์ ได้จำกสมกำร 

 
- ประมำณค่ำควำมไม่แน่นอนของควำมแตกต่ำงระหว่ำงผลกำรวัดกับค่ำ

อ้ำงอิงรับรอง ซึ่งมำจำกควำมไม่แน่นอนของกำรวัด และค่ำควำมไม่แน่นอนของค่ำอ้ำงอิงรับรอง ดังนี  
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- ขยำยค่ำควำมไม่แน่นอนของควำมแตกต่ำงระหว่ำงผลกำรวัดกับค่ำอ้ำงอิง
รับรอง ที่ระดับควำมเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์โดยคูณด้วย coverage factor (k) = 2 ดังสมกำร 

 
เกณฑ์กำรยอมรับ คือ ถ้ำค่ำควำมแตกต่ำงสัมบูรณ์มีค่ำน้อยกว่ำหรือเท่ำกับ

ควำมไม่แน่นอนขยำยของควำมแตกต่ำงระหว่ำงผลกำรวัดกับค่ำอ้ำงอิงรับรอง  แสดงว่ำกำรทดสอบมี
ควำมแม่น ไม่มี bias 

3) เปรียบเทียบระหว่ำงตัวอย่ำงที่เติมสำรมำตรฐำนเป้ำหมำยที่ทรำบปริมำณ
ที่แน่นอนกับตัวอย่ำงที่ไม่ได้เติมสำรมำตรฐำนเป้ำหมำย จำกนั นค้ำนวณออกมำในรูป %recovery ดัง
สมกำร 

 

% Recovery   =   (C1 – C2) x 100 
               C3 

 
เมื่อ  C1 = ควำมเข้มข้นของ spiked sample 

C2 = ควำมเข้มข้นของตัวอย่ำง un-spiked sample 
C3 = ควำมเข้มข้นของสำรมำตรฐำนที่เติมลงในตัวอย่ำง 

  
 โดยเกณฑ์กำรยอมรับ %recovery ขึ นอยู่กับควำมเหมำะสมของแต่ละวิธี 

ยกตัวอย่ำงดังแสดงในตารางท่ี 2 

ตารางท่ี 2  เกณฑ์กำรยอมรับ %Recovery  ตำมมำตรฐำนทำงอำหำรและยำ AOAC (2002) 
% Analyte Analyte ratio Unit % Mean recovery  

100 1 100% 98 – 102 
10 0.1 10% 98 – 102 
1 0.01 1% 97 – 103 

0.1 0.001 0.10% 95 – 105 
0.01 0.0001 100 ppm 90 – 107 
0.001 0.00001 10 ppm 80 – 110 
0.0001 0.000001 1ppm 80 – 110 
0.00001 0.0000001 100 ppb 80 – 110 
0.000001 0.00000001 10 ppb 60 – 115 
0.0000001 0.000000001 1 ppb 40 – 120 

 

เกณฑ์กำรยอมรับตำมตำรำงข้ำงต้น เป็นเพียงแนวทำงเท่ำนั น ห้องปฏิบัติกำร
อำจปรับตำมควำมเหมำะสม หรือตำมค่ำอ้ำงอิงเฉพำะของกำรทดสอบแต่ละด้ำน เกณฑ์ค่ำกลำงๆ ทั่วไป 
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แนะน้ำให้อยู่ที่  80  ถึง 120 เปอร์เซ็นต์  และถ้ำตรวจสอบแล้วได้ค่ำต่้ำกว่ำ 60 เปอร์เซ็นต์หรือสูงกว่ำ 
120 เปอร์เซ็นต์ควรปรับปรุงวิธีใหม่ 

2.3.4.5 ความเที่ยง (Precision) 

กำรหำค่ำควำมเที่ยงสำมำรถพิจำรณำได้จำกค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำน 
(Standard Deviation; s) หรือค่ำควำมแปรปรวน (Variance; s2) หรือสัมประสิทธิ์ควำมแปรปรวน 
(Coefficient of Variation; CV) หรือค่ำส่วนเบี่ยงเบนมำตรฐำนสัมพัทธ์ (Relative Standard 
Deviation; RSD) ของกำรวิเครำะห์ทดสอบนั น บำงครั งสำมำรถหำค่ำควำมเที่ยงได้จำกกำรทดสอบหำ
ค่ำควำมแม่น 

กำรหำค่ำควำมเที่ยงสำมำรถแบ่งระดับได้ดังนี  

1) กำรทวนซ ้ำได้ (repeatability) เป็นกำรหำค่ำควำมเที่ยงที่ได้จำกกำรท้ำ
กำรทดลองในห้องปฏิบัติกำรเดียวกัน เครื่องมือเดียวกัน วิธีกำรเดียวกัน ผู้วิเครำะห์คนเดียวกัน ภำยใน
ระยะเวลำใกล้เคียงกัน ซึ่งสำมำรถท้ำได้โดย 

1.1) กำรท้ำซ ้ำอย่ำงน้อย 9 ซ ้ำ ที่ควำมเข้มข้น 3 ค่ำครอบคลุมช่วงพิสัย 
(ปกตินิยมทดสอบที่ค่ำควำมเข้มข้นต่้ำ กลำง และสูงของช่วงพิสัย) ควำมเข้มข้นละ 3 ซ ำ้ 

1.2) ท้ำซ ้ำอย่ำงน้อย 6 ซ ้ำที่ 100 เปอร์เซ็นตข์องควำมเข้มข้นที่ทดสอบ 

2) Intermediate precision เป็นกำรหำค่ำควำมเที่ยงที่ได้จำกกำรท้ำกำร
ทดลองในห้องปฏิบัติกำรเดียวกัน เครื่องมือเดียวกัน วิธีกำรเดียวกัน ผู้วิเครำะห์ต่ำงกัน และ/หรือ
ระยะเวลำต่ำงกัน (ท้ำคนละวัน) เพ่ือให้สำมำรถครอบคลุมกำรเปลี่ยนแปลงที่อำจเกิดขึ นในสภำวะกำร
ท้ำงำนจริง 

3) ควำมท้ำซ ้ำได้ (reproducibility) เป็นกำรหำค่ำควำมเที่ยงที่ได้จำกกำรวัด
ตัวอย่ำงเดียวกันแต่ท้ำกำรทดลองคนละห้องปฏิบัติกำร เครื่องมือต่ำงกัน ผู้วิเครำะห์ต่ำงกัน ภำยใต้
ระยะเวลำต่ำงกัน  ส่วนใหญ่จะเรียกว่ำ proficiency test 

กำรประเมินผลค่ำควำมเท่ียงอำจท้ำได้โดย 

 วิธีที่ 1 เกณฑ์กำรยอมรับที่ถูกก้ำหนดไว้แล้ว ได้แก่ ข้อก้ำหนดตำมกฎหมำย 
ข้อก้ำหนดของลูกค้ำ ตำมวิธีมำตรฐำนก้ำหนด เช่น ค่ำ Repeatability ของห้องปฏิบัติกำรในแต่ละ
ควำมเข้มข้น ควรมีค่ำน้อยกว่ำหรือใกล้เคียงกับค่ำ Reproducibility ที่วิธีมำตรฐำนก้ำหนด หรือกำร
ทดสอบทำงเคมีโดยทั่วไปนิยมให้ค่ำ RSD < 2 เปอร์เซ็นต ์

วิธีที่ 2 กำรประเมินผลตำม Horwitz equation โดยเปรียบเทียบค่ำ RSD 
จำกกำรทดสอบซ ้ำ (Experimental RSD) กับค่ำ RSD จำกกำรค้ำนวณในสูตรของ Horwitz equation 
(Predicted RSD) ดังนี  

กรณีวัดซ ้ำจำกห้องปฏิบัติกำรเดียวกัน; Predicted RSDr = ± 0.67x 2(1-0.5logC) 

           กรณีวัดซ ้ำจำกหลำยห้องปฏิบัติกำร;      Predicted RSDR = ± 2(1-0.5logC) 
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 เมื่อ C = Concentration ratio of analyte in the sample  ยกตัวอย่ำง
เช่น ควำมเข้มข้นของสำรเป้ำหมำย 500 g/kg ดังนั น C = 500/1000 = 0.5 หรือ ควำมเข้มข้นของสำร
เป้ำหมำย 100 mg/kg ดังนั น C = 0.1/1000 = 0.0001 เป็นต้น 

เกณฑ์กำรยอมรับควำมเที่ยงตำม Horwitz equation พิจำรณำดังนี  

- ค่ำ RSD จำกกำรทดสอบ ต้องน้อยกว่ำ Predicted RSD จำกสูตรในกำร
ค้ำนวณตำมสมกำร Horwitz equation 

- ถ้ำ RSD จำกกำรทดสอบ มำกกว่ำ Predicted RSD จำกสูตรในกำร
ค้ำนวณ ให้หำค่ำ HOrRAT จำกสูตร ดังนี  

 

HOrRAT   =   HoR =   Experimental RSD 
                               Predicted RSD 

เมื่อ      ค่ำ HORRAT ที่ยอมรับได้ต้องอยู่ระหว่ำง 0.5-1.5 
          AOAC ยอมรับ HORRAT น้อยกว่ำหรือเท่ำกับ 2 

   EU, Codex ยอมรับ HORRAT น้อยกว่ำ 2 
 

2.3.4.6 ขีดจ ากัดของการตรวจพบ (Limit of Detection; LOD) 

กำรหำขีดจ้ำกัดของกำรตรวจพบมีควำมจ้ำเป็นในกรณีที่สำรเป้ำหมำยที่สนใจ
มีปริมำณควำมเข้มข้นต่้ำมำกๆ และมีกำรรำยงำนว่ำ ตรวจพบหรือไม่พบในตัวอย่ำง กำรหำขีดจ้ำกัดของ
กำรตรวจพบขึ นอยู่กับวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบเป็นวิธีที่ใช้เครื่องมือหรือไม่ต้องใช้เครื่องมือในกำร
ตรวจวัด สำมำรถท้ำได้โดย 

1) กำรประเมินด้วยกำรมองเห็น (Based on Visual Evaluation) 

กำรประเมินด้วยกำรมองเห็นสำมำรถใช้ได้กับวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบที่
ไม่ได้มีกำรใช้เครื่องมือเป็นส่วนใหญ่ โดยกำรวัดตัวอย่ำงที่ทรำบควำมเข้มข้นต่้ำมำกๆ เช่น กำรตรวจวัด
กำรเจือปนของสีในสำรละลำยด้วยกำรมองเห็น โดยอำจมีกำรเติมสีที่ทรำบควำมเข้มข้นลงในตัวอย่ำง 
แล้วหำควำมเข้มข้นของสีต่้ำสุดที่สำมำรถตรวจพบได้ด้วยสำยตำ เป็นต้น  

2) กำรประเมินด้วยวิธี signal-to-noise  

กำรประเมินด้วยวิธี signal-to-noise สำมำรถท้ำได้ในกรณีท่ีวิธีกำร
วิเครำะห์นั นแสดงค่ำ baseline noise โดยเปรียบเทียบสัญญำณท่ีวัดได้จำกตัวอย่ำงที่มีสำรเป้ำหมำย
อยู่ในระดับปริมำณต่้ำ กับสัญญำณของ sample blank ซึ่งอัตรำส่วนของสัญญำณของตัวอย่ำงที่มีสำร
เป้ำหมำยอยู่ต่อสัญญำณของ sample blank (signal-to-noise) ต้องมีค่ำเท่ำกับ 3 หรือ 2 : 1 

3) กำรประเมินค่ำจำก standard deviation และค่ำ slope 

กำรประเมินด้วยวิธีนี สำมำรถท้ำได้หลำยวิธี ที่นิยมคือกำรวัดแบลงค์ของ
ตัวอย่ำง (sample blank or matrix blank) หรือตัวอย่ำงที่มีสำรเป้ำหมำยที่สนใจในปริมำณควำม
เข้มข้นที่ต่้ำมำกๆ อย่ำงน้อย 7 - 10 ครั ง จำกนั นค้ำนวณหำค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำน และประมำณค่ำ
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ขีดจ้ำกัดในกำรตรวจพบจำกค่ำที่ค้ำนวณได้ อย่ำงไรก็ตำมในกระบวนกำรวัดที่ซับซ้อนหรือมีเนื อสำร
หลำกหลำยที่ไม่สำมำรถวัดซ ้ำถึง 10 ครั งได้ ควรวัดซ ้ำอย่ำงน้อย 4 ครั ง 

3.1) กรณีท่ี sample blank สำมำรถอ่ำนค่ำได้: ให้ทดสอบ reagent 
blank (X1) และ sample blank (X2) อย่ำงน้อย 10 ซ ้ำ ค้ำนวณค่ำส่วนเบี่ยงเบนมำตรฐำน จำกนั น
ค้ำนวณหำค่ำ LOD ได้จำกสูตร 

        LOD = (X2–X1) + 3SD 

  เมื่อ   X   :  ค่ำสัญญำณเฉลี่ยที่ได้จำกกำรวัดซ ้ำ 
     SD   : ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำนของควำมเข้มข้นเฉลี่ยที่ได้จำกกำรวัด 
sample blank และ reagent blank 

3.2) กรณีท่ี sample blank ไม่มีค่ำ: ให้ทดสอบ spiked sample 
blank โดยกำรเติมสำรมำตรฐำนให้มีควำมเข้มข้นที่ใกล้กับค่ำ LOD ท้ำกำรทดสอบอย่ำงน้อย           7 
- 10 ซ ้ำ ค้ำนวณค่ำส่วนเบี่ยงเบนมำตรฐำนโดยไม่ต้องหำค่ำเฉลี่ย เนื่องจำกเป็นสำรมำตรฐำนที่เติมลงไป 
และค้ำนวณหำค่ำ LOD ได้จำกสูตร 

 

LOD = 3SD 
 

เมื่อ    SD : ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำนของควำมเข้มข้นเฉลี่ยที่ได้จำกกำรวัด  

3.3) กำรทดสอบ spiked sample blank ที่ควำมเข้มข้นต่้ำๆ ในช่วง 
LOD อย่ำงน้อย 3 ควำมเข้มข้น ทดสอบแต่ละควำมเข้มข้นอย่ำงน้อย 7 - 10  ครั ง ค้ำนวณค่ำส่วน
เบี่ยงเบนมำตรฐำนและหำค่ำเฉลี่ยของแต่ละควำมเข้มข้น  เขียนกรำฟควำมสัมพันธ์ระหว่ำงส่วน
เบี่ยงเบนมำตรฐำนกับควำมเข้มข้นเฉลี่ยแต่ละจุดลำกเส้นตัดแกน y ดังแสงในรูปที ่3 

 
รูปที ่3 กรำฟแสดงควำมสัมพันธ์ระหว่ำงส่วนเบี่ยงเบนมำตรฐำนกับควำมเข้มข้นเฉลี่ยแต่ละจุดลำกเส้น

ตัดแกน y (LOD) 
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หรือวัด sample blank หลำยๆ ครั งแล้วหำค่ำเฉลี่ยของค่ำ
เบี่ยงเบนมำตรฐำนที่ได้จำกกำรวัด 

ค้ำนวณหำค่ำ LOD ได้จำกสูตร 

                      LOD = 3.3 /S 

เมื่อ       : ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำนที่ได้จำกจุดตัดแกน  y (S0) หรืออำจ 
เป็นค่ำเฉลี่ยของค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำนที่ได้จำกกำรวัด 
sample blank 

          S   : slope ของ calibration curve  

เมื่อค้ำนวณหำค่ำ LOD แล้วต้องตรวจยืนยันค่ำ LOD ที่ค้ำนวณได้อีกครั ง 
โดยทดสอบกับ sample blank ที่เติมสำรเป้ำหมำยที่ควำมเข้มข้นต่ำงๆ ใกล้ค่ำ LOD แต่ละควำม
เข้มข้นทดสอบอย่ำงน้อย 10 ซ ้ำ โดยวัดแบบสุ่ม เกณฑ์กำรยอมรับ คือ ควำมเข้มข้นใดที่สำมำรถตรวจ
พบสำรที่ต้องกำรทดสอบทั ง 10 ซ ้ำ ถือว่ำเป็นควำมเข้มข้นนั นเป็นค่ำ LOD ของกำรวิเครำะห์ 
ยกตัวอย่ำงเช่น เมื่อหำค่ำ LOD ได้จำกวิธีข้ำงต้นเท่ำกับ 75  ppm สำมำรถตรวจยืนยันค่ำ LOD ได้ด้วย
กำรตรวจวัด sample blank ที่เติมสำรเป้ำหมำยที่ควำมเข้มข้น 50, 75, 100, 200 ppm ควำมเข้มข้น
ละ 10 ซ ้ำ ซึ่งให้ผลกำรทดสอบดังแสดงในตารางท่ี 3 

ตารางท่ี 3 ผลกำรทดสอบของ sample blank ที่เติมสำรเป้ำหมำยควำมเข้นข้นต่ำงๆ 

ความเข้มข้น  
(ppm) 

ผลทดสอบ 
Positive : Negative 

200 10 : 0 
100 10 : 0 
75 5 : 5 
50 0 : 10 

 
 

จำกผลกำรทดสอบควรก้ำหนดค่ำ LOD เท่ำกับ 100 ppm เนื่องจำกเป็น
ควำมเข้มข้นต่้ำสุดที่สำมำรถตรวจพบได้ทุกครั ง แทนที่จะใช้ค่ำ 75 ppm ซึ่งตรวจพบได้เพียง 5 ครั งจำก
กำรตรวจวัดทั งหมด 10 ครั ง 

2.3.4.7 ขีดจ ากัดของการวัดเชิงปริมาณ (Limit of Quantification; LOQ) 

กำรหำขีดจ้ำกัดของกำรวัดเชิงปริมำณมีวิธีกำรคล้ำยกับกำรหำค่ำ LOD 
เพียงแต่ค่ำ LOQ ที่หำได้นั นต้องมีควำมแม่นและควำมเที่ยงอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ด้วย ซึ่งเป็นค่ำท่ีใช้
รำยงำนผลได้ 

1) กำรประเมินด้วยกำรมองเห็น (Based on Visual Evaluation) 

กำรประเมินด้วยกำรมองเห็นสำมำรถใช้ได้กับวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบที่
ไม่ได้มีกำรใช้เครื่องมือเป็นส่วนใหญ่ โดยกำรวัดตัวอย่ำงที่ทรำบควำมเข้มข้นต่้ำมำกๆ ซึ่งต้องพิจำรณำค่ำ
ควำมแม่นและควำมเที่ยงของกำรวิเครำะห์ร่วมด้วย 
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2) กำรประเมินด้วยวิธี signal-to-noise  

กำรประเมินด้วยวิธี signal-to-noise สำมำรถท้ำได้ในกรณีที่วิธีกำร
วิเครำะห์นั นแสดงค่ำ baseline noise โดยเปรียบเทียบสัญญำณที่วัดได้จำกตัวอย่ำงที่มีสำรเป้ำหมำย
อยู่ในระดับปริมำณต่้ำ กับสัญญำณของ sample blank ซึ่งอัตรำส่วนของสัญญำณของตัวอย่ำงที่มีสำร
เป้ำหมำยอยู่ต่อสัญญำณของ  sample blank (signal-to-noise) ต้องมีค่ำเท่ำกับ 10 : 1 

3) กำรประเมินค่ำจำก standard deviation และค่ำ slope 

กำรประเมินด้วยวิธี signal-to-noise สำมำรถท้ำได้หลำยวิธี วิธีที่นิยมคือ
กำรวัดแบลงค์ของตัวอย่ำง (sample blank or matrix blank) หรือตัวอย่ำงที่มีสำรเป้ำหมำยที่สนใจใน
ปริมำณที่ต่้ำมำกๆ อย่ำงน้อย 7 - 10 ครั ง จำกนั นค้ำนวณหำค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำน และประมำณค่ำ
ขีดจ้ำกัดในกำรตรวจพบจำกค่ำที่ค้ำนวณได้ อย่ำงไรก็ตำมในกระบวนกำรวัดที่ซับซ้อนหรือมีเนื อสำร
หลำกหลำยที่ไม่สำมำรถวัดซ ้ำถึง 7 - 10  ครั งได้ ควรวัดซ ้ำอย่ำงน้อย 4 ครั ง 

3.1) กรณีที่ sample blank สำมำรถอ่ำนค่ำได้: ให้ทดสอบ reagent 
blank (X1) และ sample blank (X2) อย่ำงน้อย 10 ซ ้ำ ค้ำนวณค่ำส่วนเบี่ยงเบนมำตรฐำน จำกนั น
ค้ำนวณหำค่ำ LOQ ได้จำกสูตร 

        LOQ = (X2 – X1) + 10SD 

    เมื่อ    X   :  ค่ำสัญญำณเฉลี่ยที่ได้จำกกำรวัดซ ้ำ 
                 SD   : ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำนของควำมเข้มข้นเฉลี่ยที่ได้จำกกำรวัด sample 
blank และ reagent blank 

3.2) กรณีที่ sample blank ไม่มีค่ำ: ให้ทดสอบ spiked sample 
blank โดยกำรเติมสำรมำตรฐำนให้มีควำมเข้มข้นที่ใกล้ค่ำ LOQ ท้ำกำรทดสอบอย่ำงน้อย 10 ซ ้ำ 
ค้ำนวณค่ำส่วนเบี่ยงเบนมำตรฐำนโดยไม่ต้องหำค่ำเฉลี่ย เนื่องจำกเป็นสำรมำตรฐำนที่เติมลงไป และ
ค้ำนวณหำค่ำ LOQ ได้จำกสูตร 

LOQ = 10SD 

เมื่อ   SD   : ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำนของควำมเข้มข้นเฉลี่ยที่ได้จำกกำรวัด  

3.3) กำรทดสอบ spiked sample blank ที่ควำมเข้มข้นต่้ำๆ ในช่วง 
LOQ อย่ำงน้อย  3  ควำมเข้มข้น ควำมเข้มข้นอย่ำงน้อย 10  ครั ง ค้ำนวณค่ำส่วนเบี่ยงเบนมำตรฐำน
และหำค่ำเฉลี่ยของแต่ละควำมเข้มข้น เขียนกรำฟควำมสัมพันธ์ระหว่ำงส่วนเบี่ยงเบนมำตรฐำนกับควำม
เข้มข้นเฉลี่ยแต่ละจุดลำกเส้นตัดแกน y ดังแสดงในรูปที ่4 
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รูปที่ 4 กรำฟควำมสัมพันธ์ระหว่ำงส่วนเบี่ยงเบนมำตรฐำนกับควำมเข้มข้นเฉลี่ยแต่ละจุดลำกเส้นตัด

แกน y (LOQ) 

หรือวัด sample blank หลำยๆ ครั งแล้วหำค่ำเฉลี่ยของค่ำ
เบี่ยงเบนมำตรฐำนที่ได้จำกกำรวัดและค้ำนวณหำค่ำ LOQ ได้จำกสูตร 

                      LOQ = 10 /S 

เมื่อ       : ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำนที่ได้จำกจุดตัดแกน  y (S0) หรืออำจเป็น
ค่ำเฉลี่ยของค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำนที่ได้จำกกำรวัด sample blank 

          S   : slope ของ calibration curve  

เมื่อค้ำนวณหำค่ำ LOQ แล้วต้องตรวจยืนยันค่ำ LOQ ที่ค้ำนวณ
ได้อีกครั ง ด้วยวิธีเช่นเดียวกับค่ำ LOD 

2.3.4.8 ความคงทน (Robustness) 

ควรมีกำรประเมินควำมคงทนของวิธีในระหว่ำงขั นตอนกำรพัฒนำวิธีกำร
วิเครำะห์ (development phase) และขึ นอยู่กับชนิดของวิธีกำรศึกษำนั นด้วย กำรประเมินดังกล่ำว
ควรชี ให้เห็นถึงควำมน่ำเชื่อถือของกำรวิเครำะห์ที่สัมพันธ์กับตัวแปรต่ำงๆที่เปลี่ยนแปลง ถ้ำกำรตรวจวัด
มีควำมไวต่อกำรเปลี่ยนแปลงของตัวแปรต่ำงๆ  ในสภำวะกำรวิเครำะห์นั น กำรวิเครำะห์ทดสอบนั นต้อง
มีกำรระบุสภำวะที่เหมำะสมหรือสภำวะที่ควรระวังด้วย ผลกำรประเมินควำมคงทนควรเป็นชุดของตัว
แปรที่มีควำมเหมำะสมของระบบ เพ่ือให้แน่ใจว่ำวิธีกำรวิเครำะห์นั นยังคงมีควำมถูกต้องอยู่ตลอดเวลำที่
ใช้ ตัวอย่ำงของควำมผันแปรต่ำงๆ เช่น ควำมคงตัวของสำรละลำยที่วิเครำะห์ เวลำกำรสกัด เป็นต้น 

กรณีของเทคนิค liquid chromatography ตัวอย่ำงของควำมผันแปร ได้แก่ 
อิทธิผลของกำรเปลี่ยนแปลงค่ำ pH ของ mobile phase, กำรเปลี่ยนแปลงส่วนประกอบของ mobile 
phase, คอลัมน์ที่แตกต่ำงกัน(lot ต่ำงกัน/ผู้ผลิตต่ำงกัน),  อุณหภูมิ, อัตรำกำรไหลของ mobile phase 
เป็นต้น 
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กรณีของเทคนิค gas chromatography ตัวอย่ำงของควำมผันแปรได้แก่ 
คอลัมน์ที่แตกต่ำงกัน (lot ต่ำงกัน/ผู้ผลิตต่ำงกัน),  อุณหภูมิ, อัตรำกำรไหลของ mobile phase เป็นต้น 

2.3.4.9 การตรวจสอบสภาวะของระบบ (System Suitability Testing) 

กำรตรวจสอบสภำวะของระบบควรท้ำขณะท้ำกำร validate หรือท้ำเมื่อ
วิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบนั นได้เคยถูก validate แล้ว แต่ไม่ได้ท้ำกำรวิเครำะห์นำน หรือก่อนกำร
วิเครำะห์ทดสอบในแต่ละวันหรือในแต่ละครั ง กำรตรวจสอบสภำวะของระบบส่วนใหญ่เป็นกำร
ตรวจสอบสภำวะของเครื่องมือที่ใช้ในกำรวิเครำะห์ทดสอบนั น โดยกำรจะเลือกทดสอบตัวแปรใดบ้ำงนั น
ขึ นอยู่กับควำมเหมำะสมของวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบนั นๆ เช่น วิธีทำงโครมำโทกรำฟีสำมำรถทดสอบ 
system suitability ได้ดังนี  

1) กำรทดสอบค่ำควำมเที่ยงของเวลำที่ สำรเป้ำหมำยถูกชะออกมำ 
(retention time) เพ่ือตรวจสอบควำมเที่ยงตรงของระบบควบคุมอัตรำกำรไหลของ mobile phase 
และ/หรือระบบควบคุมอุณหภูมิของคอลัมน์ โดยกำรฉีดสำรมำตรฐำนเข้ำไปไม่น้อยกว่ำ 6 ครั ง แล้ว
ค้ำนวณหำค่ำ %RSD ของ retention time  

2) กำรทดสอบค่ำควำมเที่ยงของ peak area หรือ peak height เพ่ือ
ตรวจสอบกำรรั่วของระบบและควำมถูกต้องของระบบฉีดตัวอย่ำงโดยกำรฉีดสำรมำตรฐำนเข้ำไปไม่น้อย
กว่ำ 6 ครั ง แล้วค้ำนวณหำค่ำ %RSD ของ peak area หรือ peak height  

3) กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรแยกสำร เพ่ือตรวจสอบประสิทธิภำพของ
คอลัมน์ที่ใช้ในกำรแยกสำร ท้ำได้โดยกำรหำค่ำ Theoretical plate number, ค่ำ resolution กับพีคที่
อยู่ใกล้เคียง และค่ำ Peak Asymmetry หรือ Peak tailing 

2.3.5 เมื่อพนักงำนแผนกควบคุมคุณภำพจัดท้ำโปรโตคอลกำรตรวจสอบหรือทวนสอบ
ควำมถูกต้องของวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบนั นเสร็จเรียบร้อยแล้วให้ส่งให้หัวหน้ำแผนกควบคุมคุณภำพ
ด้ำเนินกำรทบทวนโปรโตคอลฯ จำกนั นส่งให้ผู้จัดกำรฝ่ำยควบคุมคุณภำพ ผู้อ้ำนวยกำรฝ่ำยตรวจสอบ
ควำมถูกต้อง และผู้อ้ำนวยกำรฝ่ำยประกันคุณภำพทบทวน เพ่ืออนุมัติกำรด้ำเนินกำร 

2.3.6 เมื่อได้รับกำรอนุมัติแล้ว หัวหน้ำแผนกควบคุมคุณภำพต้องแจ้งให้พนักงำนแผนก
ควบคุมคุณภำพด้ำเนินกำรตรวจสอบควำมถูกต้องของวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบที่ได้รับมอบหมำยตำม
โปรโตคอลกำรตรวจสอบควำมถูกต้องของวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบนั น และเมื่อท้ำเสร็จพนักงำนแผนก
ควบคุมคุณภำพต้องส่งผลกำรตรวจสอบควำมถูกต้องทั งหมดให้หัวหน้ำแผนกควบคุมคุณภำพด้ำเนินกำร
ตรวจสอบผล 

2.3.7 เมื่อหัวหน้ำแผนกควบคุมคุณภำพตรวจสอบรำยงำนฯ แล้วพบว่ำมีข้อผิดพลำดเกิดขึ น
ให้แจ้งพนักงำนแผนกควบคุมคุณภำพที่รับผิดชอบด้ำเนินกำรแก้ไขทันที และเมื่อแก้ไขเรียบร้อยแล้วให้
จัดท้ำรำยงำนผลกำรตรวจสอบควำมถูกต้องของวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบนั น แล้วส่งให้ผู้จัดกำรฝ่ำย
ควบคุมคุณภำพ ผู้อ้ำนวยกำรฝ่ำยตรวจสอบควำมถูกต้อง และผู้อ้ำนวยกำรฝ่ำยประกันคุณภำพทบทวน 
เพ่ืออนุมัติรำยงำนผลกำรตรวจสอบควำมถูกต้องของวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบนั น 

2.3.8 กรณีที่เกิด deviation แล้วสืบพบสำเหตุว่ำมำจำกวิธีกำรในโปรโตคอล เช่น เกณฑ์
กำรยอมรับไม่เหมำะสม ต้องระบุเหตุผลในกำรขอเปลี่ยนแปลงแก้ไขโปรโตคอลและต้องได้รับกำรอนุมัติ
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จำกผู้จัดกำรฝ่ำยควบคุมคุณภำพ ผู้อ้ำนวยกำรฝ่ำยตรวจสอบควำมถูกต้องและผู้อ้ำนวยกำรฝ่ำยประกัน
คุณภำพก่อนจึงสำมำรถด้ำเนินกำรเปลี่ยนแปลงโปรโตคอลได้ 

2.3.9 เมื่อได้รับกำรอนุมัติรำยงำนผลกำรตรวจสอบควำมถูกต้องของวิธีกำรวิเครำะห์
ทดสอบแล้ว สำมำรถน้ำวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบนั นมำเขียนเป็นคู่มือปฏิบัติงำนส้ำหรับใช้ภำยในแผนก
ควบคุมคุณภำพได้ จำกนั นบันทึกรำยละเอียดสรุปผลกำรตรวจสอบควำมถูกต้องของวิธีกำรวิเครำะห์
ทดสอบนั นลงใน Record No. xxx Analytical Method Transfer (Section 2) และเก็บเอกสำรนี ไว้
ในแฟ้มเอกสำร Analytical Method Transfer Checklist  

2.3.10 กรณีท่ีมีกำรเปลี่ยนแปลงสภำวะกำรทดสอบใดๆ จำกที่เคยได้ตรวจสอบควำมถูกต้อง
ไปแล้ว ซึ่งประเมินควำมเสี่ยงแล้วพบว่ำอำจส่งผลกระทบให้ผลกำรวิเครำะห์ทดสอบเกิดกำร
เปลี่ยนแปลงไปจำกเดิม พนักงำนฝ่ำยควบคุมคุณภำพต้องแจ้งหัวหน้ำแผนกควบคุมคุณภำพขอ
ด้ำเนินกำรตรวจสอบหรือทวนสอบควำมถูกต้องของวิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบนั นซ ้ำทันที (re-
validation/re-verification) ถ้ำผลกำรตรวจสอบควำมถูกต้องซ ้ำยังคงผ่ำนเกณฑ์กำรยอมรับ จึง
สำมำรถใช้วิธีกำรวิเครำะห์ทดสอบนั นต่อไปได้ แต่ถ้ำผลกำรวิเครำะห์ทดสอบไม่ผ่ำนตำมเกณฑ์กำร
ยอมรับให้ reject วิธีกำรวิเครำะห์นั นทันที 
 


