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โครงการพิเศษนี้เปนการศึกษาความคงสภาพของยา isoniazid ในตํารับยาเตรียมพิเศษ

เฉพาะรายของสถาบันสุขภาพเด็กแหงชาติ มหาราชินี โดยวิธี HPLC ใช Reverse phase column 

C18  (150 x 4.6 mm) (Hypersil) เปนวัฏภาคคงที่และใช 0.04 M octane sulfonic acid pH 3 : 

acetonitrile อัตราสวน 80:20 เปนวัฏภาคเคลื่อนที่ อัตราการไหล 1.0 ml/min และตรวจวัดโดยใช 

UV detector ที่ความยาวคลื่น 254 nm   คา Retention time ของ peak ยา isoniazid เทากับ 2.0 

นาที  การตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห พบวา คา Linearity ระหวางความเขมขนของยา 

isoniazid กับพื้นที่ใต peak เปนเสนตรง ในชวงความเขมขน 2.5-25 mcg/ml  คาสัมประสิทธิ์

สหสัมพันธ (r2) เทากับ 0.9999   % Recovery อยูในชวง 95.06-97.85    Precision ของเครื่องมือ

ที่ใชและของวิธีวิเคราะหมี % RSD เทากับ 1.12, 1.36 ในการวิเคราะหวันเดียวกัน (intra-day) 

และเทากับ 1.13, 0.56 ในการวิเคราะหตางวันกัน (inter-day)   จากนั้นศึกษาความคงสภาพของ

ยาโดยเก็บตัวอยางยาใน 4 สภาวะ คือ ที่อุณหภูมิหอง ที่มีแสง  ในตูเย็น (4°C) และที่สภาวะเรง 

(45°C, 75 %RH) ทําการวิเคราะหปริมาณยาเปนเวลา 4 สัปดาห คือ ที่สัปดาหที่ 0,1,2 และ 4 

ตามลําดับ 

ผลการวิเคราะห พบวา peak ของสารที่เกิดจากการสลายตัว และ peak ของสวนประกอบ

ในตํารับ ไมรบกวนวิธีวิเคราะห  และตํารับยาเตรียมพิเศษเฉพาะรายนี้มีความคงสภาพเมื่อเก็บไว

เปนเวลา 4 สัปดาหในขวดแกวสีชา ที่อุณหภูมิหอง 
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Abstract 
Stability study of isoniazid in extemporaneous preparation  

 

Tinmanee Tinakorn, Thanika Pathomwichaiwat 

Project advisor: Kittisak Sripha*, Manit Lertchaiporn** 

*Department of Pharmaceutical Chemistry, Faculty of Pharmacy, Mahidol University  

** Pharmacy department, The Queen Sirikit National Institute of Child Health (QSNICH) 

Keyword: Isoniazid, Stability, HPLC 

 The purpose of this special project was to study the stability of isoniazid in 

extemporaneous preparation by means of HPLC assay method. This dosage form was 

prepared by Pharmacy Department at The Queen Sirikit National Institute of Child Health 

(QSNICH). 

 A reverse phase column c18 (150 x 4.6 mm) (Hypersil) was used as a 

stationary phase.  A mixture of 0.04 M octane sulfonic acid pH 3 and acetronitrile / 80:20 

was used as a mobile phase with flow rate 1.0 ml/min. Detection was carried out by 

using a UV detector at 254 nm. Retention time of isoniazid peak revealed at 2.0 min. The 

linearity was obtained in the concentration range of 2.5 - 25 mcg/ml with a correlation 

coefficient (r2) of 0.9999.  The percentage recovery was in the range of 93.06 – 97.85. 

The precision of instrument and method, which were reported as % RSD, were 1.12, 

1.36 for intra-day, and 1.13, 0.56 for inter-day. The stability study was carried out at 

different storage conditions such as at room temperature, at 4  ํC, under sunlight and 

under accelerate condition (45  ํC, 75%RH). The analysis of isoniazid was performed at 

week 0,1st, 2nd and 4th, respectively. 

 The result showed that the decomposed products and excipients present in 

the dosage form did not interfere with the developed assay method.  The 

extemporaneous preparation was stable within four weeks when stand in amber-colored 

glass bottles at room temperature. 
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 pH = คาความเปนกรด-ดาง 
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บทนํา 
 

 วัณโรคเปนโรคหนึ่งที่กอใหเกิดปญหาในสังคมไทยมาเปนเวลานาน  โรคนี้พบได

ทั้งในผูปวยที่เปนเด็กและผูใหญ  การรักษาใชหลักการรักษาแบบ Combination drug therapy 

โดยตัวยาหลักที่ใชคือ isoniazid และตองใชเวลาในการรักษานาน ปจจุบันในประเทศไทยมีการ

จําหนายยา isoniazid แตเพียงในรูปแบบของยาเม็ด (solid-dosage form) เทานั้น ทําใหเกิด

ปญหาอยางมากตอการใชยาในผูปวยเด็กที่ติดเชื้อวัณโรคที่ตองการยาในขนาดต่ํา ๆ หรือที่ไม

สามารถรับประทานยาเม็ดได 

 ทางสถาบันสุขภาพเด็กแหงชาติ มหาราชินี เล็งเห็นถึงปญหาดังกลาว จึงคิดคน

น้ํากระสายยาเพื่อใชในการพัฒนาตํารับจากรูปแบบยาเม็ด (solid-dosage form)  มาเปนยาน้ํา

แขวนตะกอน (suspension-dosage form) โดยใชวิธีการเตรียมยาแบบพิเศษเฉพาะราย 

(extemporaneous preparation)   การเตรียมตํารับดังกลาวทําไดเพียงการบดเม็ดยา isoniazid 

ใสในขวดไวกอน และเมื่อตองการใชจึงนําไปกระจายตัวในน้ํากระสายยา และใหรับประทานตาม

ขนาดและระยะเวลาที่กําหนด  เนื่องจากยังไมมีการศึกษาความคงสภาพ (stability study) ของ

ตํารับที่เตรียมขึ้น  จึงทําใหขาดขอมูลในการพัฒนาน้ํากระสายยาที่ใชในสูตรตํารับ เพื่อใหตัวยา

ยังคงสภาพไดนานที่สุด ทําใหการรักษามีประสิทธิผลดียิ่งขึ้น  นอกจากนี้ขอมูลที่ไดจากการศึกษา

ความคงสภาพครั้งนี้ อาจนําไปเปนขอมูลเพื่อพัฒนาสูตรตํารับยาน้ําใส (liquid-dosage form) ใน

รูปของยาน้ําพรอมใชตอไปในอนาคต  สงผลใหผูปวยมีความสะดวกในการใช (compliance) เพิ่ม

มากขึ้น   

 คณะผูทําวิจัย รวมกับสถาบันสุขภาพเด็กแหงชาติ มหาราชินี เห็นถึงความสําคัญ

ของปญหาขางตน  จึงมีความสนใจที่จะทดสอบความคงสภาพของตํารับยาเตรียมพิเศษเฉพาะ

ราย isoniazid อันจะกอใหเกิดประโยชนในการรักษาวัณโรคในผูปวยเด็ก ในทุกโรงพยาบาลของ

ประเทศไทย 
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ทบทวนวรรณกรรม 
 

วัณโรคในเด็ก[1,2]

 

 วัณโรคเปนโรคติดตอเร้ือรัง  เกิดจากการติดเชื้อแบคทีเรีย Mycobacterium tuberculosis 

ทําใหมีการอักเสบในปอด โดยในเด็กอาจมีการอักเสบที่อวัยวะสวนอื่นรวมดวย เชน ตอมน้ําเหลือง 

เยื่อหุมสมอง หรือกระดูก เปนตน 
 ระบาดวิทยา 
  เด็กมักจะไดรับเชื้อจากผูใหญที่เปนวัณโรคระยะแพรเชื้อ โดยเชื้อจะออกมากับการไอ จาม 

ทําใหเชื้อกระจายในอากาศ ในหองทึบอับแสง เชื้อวัณโรคอาจมีชีวิตอยูไดถึง 1 สัปดาห ถาเสมหะ

ที่มีเชื้อลงสูพื้นที่ไมมีแสงแดดสอง เชื้ออาจอยูไดในเสมหะแหงไดนานถึง 6 เดือน เชื้อจะกระจายอยู

ในอากาศ และเขาสูรางกายทางการหายใจเอาเชื้อเขาไป บางครั้งเชื้ออาจผานจากแมไปยังลูกใน

ทองโดยผานทางรกได 

           สวนใหญโรคนี้จะเกิดกับเด็กที่มีฐานะยากจน อยูในชุมชนแออัด ผูที่ติดเชื้อแตไมมีอาการ 

และตรวจไมพบวัณโรคในปอดโดยการ X-rays จะทราบวาติดเชื้อวัณโรคไดโดยการทดสอบทูเบอร

คิวลินจะใหผลบวก ผูปวยวัณโรคในผูใหญสวนใหญจะเคยติดเชื้อมากอนในระยะเด็ก ปจจัยเสี่ยงที่

ทําใหผูติดเชื้อเกิดมีอาการของโรคไดแก การติดเชื้อในวัยทารกและในวัยหนุมสาว การสัมผัสกับผู

ติดเชื้อ (ไดรับเชื้อเพิ่มข้ึน) ภาวะภูมิคุมกันบกพรองโดยเฉพาะการติดเชื้อ HIV ผูติดยาเสพติด และ

โรคขาดอาหาร 
 อาการและอาการแสดง 
            สวนใหญของเด็กที่ติดเชื้อ จะไมมีอาการของโรคเมื่อทดสอบทูเบอรคิวลินไดผลบวก (ซึ่ง

เปนการแสดงวาเด็กติดเชื้อวัณโรค) การตรวจ X-rays ของปอดก็จะไมพบผิดปกติในระยะแรก ถา

เด็กมีสุขภาพและภาวะโภชนาการดี โรคจะยังไมเกิดขึ้นทันทีเมื่อไดรับเชื้อ อาการที่จะพบไดเร็ว

ที่สุดประมาณ 1-6 เดือนหลังติดเชื้อและพบไดบอย คือ มีตอมน้ําเหลืองโตที่ข้ัวปอด ที่คอ และที่

อ่ืนๆ แลวจึงพบความผิดปกติที่ปอดและอวัยวะอื่น ๆ 

1. วัณโรคปอด 

 เด็กเกือบทั้งหมดที่เปนวัณโรคจะเริ่มตนเปนจุดที่ปอดกอน เด็กจะมีไขต่ําๆ เบื่ออาหาร 

น้ําหนักตัวลดลง บางคนมีอาการไอเรื้อรัง บางคนมีไอซอน ๆ กันคลายไอกรน เด็กโตบางคนอาจ

บนเจ็บหนาอก และเหนื่อยหอบ ถาเปนมากจะมีน้ําในชองเยื่อหุมปอด 

2. วัณโรคเยื่อหุมสมอง 
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 ในเด็กโตจะเริ่มดวยอาการเปนไข 1-2 สัปดาห ปวดศีรษะ อาเจียน คอแข็ง ซึมมาก

จนถึงไมรูสึกตัว บางรายอาจมีอาการชัก มีอัตราการเสียชีวิตสูงและมีความพิการเหลืออยูถาไดรับ

การรักษาชา 

3. วัณโรคของตอมน้ําเหลือง 

 จะมีตอมน้ําเหลืองบริเวณคอ รักแร ขาหนีบโต และบางรายจะโตมากจนมีแผลแตก

ออกมา มีหนองขนไหลออกมา เปนแผลเรื้อรัง อาจจะลุกลามมีตอมน้ําเหลืองโตติดๆ กันหลายเม็ด

ถาไมไดรับการรักษาดวยยาตานวัณโรคแตเนิ่น ๆ แผลจะไมหาย 
 การวินิจฉัยโรค 
            ในผูที่มีอาการเหมือนกับอาการแสดงของผูปวยวัณโรค การวินิจฉัยที่แนนอนไดจากการ

เพาะแยกเชื้อ M. tuberculosis จากน้ําลางกระเพาะ (gastric wash) ในตอนเชา ทั้งนี้เพราะเด็ก

มักจะกลืนเสมหะที่มีเชื้อวัณโรคลงในกระเพาะเวลากลางคืน หรือจากเสมหะ จากน้ําในเยื่อหุม

ปอด น้ําไขสันหลัง (ในรายที่มีเยื่อหุมสมองอักเสบ) เนื่องจากเชื้อวัณโรคเจริญเติบโตชา ดังนั้นการ

เพาะเชื้อตองใชเวลานานถึง 10 สัปดาห ปจจุบันมีวิธีที่อาจใชเวลาเพียง 2-3 สัปดาห หรือส้ันกวานี้ 

การทดสอบทูเบอรคิวลิน เปนวิธี skin test ที่ทําไดงายที่สุดในการตรวจสภาวะของการติดเชื้อวัณ

โรคในผูที่ไมมีอาการ การทดสอบที่ใหผลบวกแสดงวามีการติดเชื้อ M. tuberculosis โดยทั่วไปแลว

ในเด็กสวนใหญหลังจากไดรับเชื้อแลว 3-6 สัปดาห จึงจะใหปฏิกิริยาทูเบอรคิวลินเปนบวก บาง

รายอาจนานถึง 3 เดือนได และผลบวกนี้จะคงอยูตลอดไป ถึงแมจะไดยารักษาวัณโรคแลวก็ตาม 
 การรักษา 
           ปจจุบันมียารักษาวัณโรคที่ไดผลดีหลายชนิด การรักษาจะใหยารวมกันอยางนอย 3 ชนิด 

เพื่อลดอัตราการดื้อยา และเพิ่มประสิทธิภาพของยา ยาที่ใชไดแก Streptomycin, Pyrazinamide, 

Rifampicin, Isoniazid, Ethambutol  ดังตารางที่ 1 (หนา 4) การรักษาจะไดผลดีถามารับการ

รักษาตั้งแตระยะเริ่มแรก และจะตองกินยาอยางสม่ําเสมอเปนระยะเวลาอยางนอย 6 เดือน และ

จะตองดูแลใหพักผอนและใหอาหารที่มีโปรตีนสูงและมีไวตามิน เพื่อชวยเพิ่มความตานทานโรค 
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ตารางที่ 1  First-line drugs ในการรักษาวัณโรคในเด็ก [3]

ชื่อยา dosage (mg/kg/day) หมายเหต ุ

Isoniazid 
10-20 in 2 divided dose  

Maximum dose 300 mg/day 

ตองมีการ monitor อาการเริ่มตน

ของ hepatitis 

Rifampicin 10-20 in divided dose every 12-24 hours - 

Pyrazinamide 
20-40 in divided dose every 12-24 hours 

Maximum dose < 2 g/day 
- 

Ethambutol 
15-25 once daily 

Maximum dose 2.5 g/day 

ไมแนะนําใหใชในเด็กที่อายุต่ํากวา 

13 ป และ monitor visual acquity 

Streptomycin 

Newborns : 10-20 once daily 

Infants      :  20-30 in divided dose every 

12 hours 

Children   :  20-40 once daily  

Maximum dose 1 g/day 

ใชในกรณีที่ผูปวยเกิดการดื้อตอยา 

isoniazid และ rifampicin 

 

ยา Isoniazid 
 

 เปนยาหลักที่เลือกใชในการรักษาและปองกันวัณโรคและการติดเชื้อพวก tubercle bacillus ที่

เปน sensitive strains รวมกับยาอื่น ๆ [4]

คุณสมบัติทางเคมี[5]

 ชื่อสามัญ : Isoniazid, Isonicotinic acid hydrazide 

 ชื่อทางเคมี  :  Pyridine-4-carbohydrazide 

 สูตรโมเลกุล :  C6H7N3O 

 น้ําหนักโมเลกุล :  137.139 

 สูตรโครงสรางทางเคมี : 
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คุณสมบัติทางเภสัชวิทยา[6]

 กลไกการออกฤทธิ์ 
  ยา isoniazid ออกฤทธิ์โดยการยับยั้งการสราง mycolic acid ซึ่งเปนสวนประกอบสําคัญ

ของผนังเซลลของเชื้อ M. tuberculosis 
 ขอบเขตการออกฤทธิ์ 

 ยามีฤทธิ์ เปน bacteriostatic ตอเชื้อ bacilli ที่มีการแบงตัวชา และ ออกฤทธิ์ แบบ 

bactericidal ตอเชื้อพวกที่มีการแบงตัวเร็วและยังมีฤทธิ์ตอเชื้อ M.kasasii  ซึ่งอยูในกลุม Atypical 

tuberculosis อีกดวย   
  เภสัชจลนศาสตร 
  ตัวยา isoniazid ถูกดูดซึมจากทางเดินอาหารอยางรวดเร็ว เมื่อใหยาในขนาด 300 mg

โดยการรับประทาน จะพบระดับยาในเลือด 3-5 μg/ml ภายในเวลา1-2 ชั่วโมงและยาสามารถ

กระจายไดทั่วรางกายโดยระดับยาในน้ําไขสันหลังของผูปวยที่มีภาวะเยื่อหุมสมองอักเสบจะ

เทากับระดับยาในกระแสเลือด 

  75-95% ของยาจะถูกขับออกทางปสสาวะในรูป  metabolites ซึ่ งสวนใหญผาน

กระบวนการ enzymatic acetylation และ enzymatic hydrolysis  
 ขอบงใช 
  Isoniazid เปนยาที่สําคัญในการรักษาวัณโรคทุกชนิดโดยใชรวมกับยาอื่น หรือสามารถใช

เดี่ยว ๆ ไดในการปองกันวัณโรค 
 ผลขางเคียง 
  Allergic reaction สามารถกอใหเกิดไขหรือผ่ืนแดงที่ผิวหนัง และมีรายงานการเกิด drug-

induced systemic lupus erythematosus 

  Isoniazid-induced hepatitis 

  Peripheral neuropathy 

  Hematological reactions 

  Vasculitis associated with antinuclear antibodies อาการมักหายไปเมื่อหยุดยา 

 
การใชเครื่องมือ HPLC[7]

 

Chromatography เปนเทคนิคการแยกสารที่ประกอบดวยตัวกลาง 2 ชนิด คือ ตัวกลางอยู

กับที่ เรียกวา stationary phase และตัวกลางเคลื่อนที ่เรียกวา mobile phase ซึ่งสามารถหาชนิด
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และปริมาณขององคประกอบแตละตัวโดยการทาํใหสารตัวอยางเกิดการ partition บน stationary 

phase และ mobile phase ที่เปนของเหลวจะชะสารตัวอยางออกมา โดยการเกิด interaction กัน

ระหวางทั้ง 2 phase ทาํใหสารที่มีลักษณะตางกันถกูชะออกมาในเวลาที่ตางกนั ทําใหเกิดการแยก

ที่สมบูรณ 

 HPLC (High Pressure Liquid Chromatography) เปนเทคนิคการแยกสารโดยอาศัย

หลักการของ Chromatography  ซึ่ง HPLC จะอาศัย pump ที่มีความดันสูงในการ pump mobile 

phase เขาสู column ซึ่งเปน stationary phase  เพื่อแยกสารตัวอยางออกมา  เทคนิคนี้มีการ

นํามาประยุกตใชในงานตาง ๆ อยางกวางขวาง  ทั้งงานวิเคราะหเชิงคุณภาพและปริมาณ เชน การ

วิเคราะหควบคุมคุณภาพและมาตรฐานยา  การศึกษาทางดานเภสัชจลนศาสตร การวิเคราะหยา

ใน biological fluid การศึกษาความคงตัวของยา และการตรวจสอบความบริสุทธิ์  การศึกษา

ระดับยาในรางกายและการควบคุมการสังเคราะหยา เปนตน   

 

การวิเคราะหหาปริมาณของยา Isoniazid โดยวิธี HPLC ที่พบในปจจุบัน 
 

 การศึกษาของ Khuhawar MY, Rind FM[8]  ใช column C-18 YMC-ODS เปน 

stationary phase  และม ี methanol : water : isopropanol : acetonitrile : sodium acetate (1 

mM) ในอัตราสวน 51:42:3:2:2  เปน mobile phase   flow rate  1.7 ml/min  ใช UV detector ที่ 

333 nm  สารที่วิเคราะห ไดแก  isoniazid B.P., Rambuzid  และ Myrene-p tablets 

 การศึกษาของ Khuhawar MY, Rind FMA และ Rajper AD[9] ใช C-18 column  ขนาด 

150 mm x 4.6 mm เปน stationary phase และมี water : methanol : tetrahydrofuran ใน

อัตราสวน 59:39:2  เปน mobile phase  flow rate 2 ml/min ใช UV detector ที ่238 nm  สารที่

วิเคราะห ไดแก isoniazid raw materials 

 จาก USP26 [10] กําหนดใหใช column C-18 ขนาด 250 mm x 4.6 mm เปน stationary 

phase และมี 4.4  g docusate sodium ใน 600 ml ethanol : 400 ml water เปน mobile phase  

flow rate 1.5 ml/min  ใช UV detector ที่ 254 nm  สารที่วิเคราะห ไดแก isoniazid raw 

materials 
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อุปกรณในการดําเนินการ 
  

1. สารเคมี 
 

สารเคม ี บริษัท Lot or Batch No. 

Acetonitrile HPLC grade 
Lab-Scan analytical 

sciences 

02 03 0032, 

06 05 0219 

Octane sulfonic acid sodium salt (10 g) Fluka 1115203 13805061 

Isoniazid standard องคการเภสัชกรรม - 

Isoniazid tablet (100 mg/tab) องคการเภสัชกรรม T490258 

Distilled water - - 

น้ํากระสายยา 
สถาบนัสุขภาพเด็กแหงชาต ิ

มหาราชิน ี
- 

  

2. อุปกรณ 
อุปกรณ บริษัท Specification 

HPLC 

 LC pump 

 Solvent mixer 

 Degasser 

 Communicator 

 UV-VIS Detector 

 

Shimadzu 

Shimadzu 

Shimadzu 

Shimadzu 

Shimadzu 

 

LC-10AD 

FCV-10AL 

DGU-12A 

CBM-10A 

SPD-10A 

Column 
Symmetry columns 

(waters) 

3.9 x 150 mm 

Part No. WAT 046980 

Serial No. T81871T 

Ultrasonic bath J.P. selecta - 

Analytical balance Adam AFA-210LC 

Membrane filter 0.45 μm 

 φ 13 mm 

 φ 47 mm 

 

Linda manufacturing 

Linda manufacturing 

 

Mfg. No. M2944 

Lot. No. 0769500832  M321020 
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อุปกรณ บริษัท Specification 

ชุดกรอง Sartorius - 

ขวดสีชา  - - 

Beaker  - - 

Volumetric flask - - 

Erlenmayer flask - - 

Syringe กรอง - - 

Transferring pipette  - ขนาด 1, 2, 3, 4, 5 ml 
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วิธีดําเนินการทดลอง 
 

1.  การเตรียม mobile phase (0.04 M octane sulfonic acid) 

2. การเตรียม standard isoniazid solution ความเขมขน 1 mg/ml 

3.  การเตรียม standard isoniazid solution ความเขมขน 10 μg/ml 

4.  การเตรียม Sample isoniazid solution ความเขมขน 10 μg/ml ใน vehicle ของ

สถาบันสุขภาพเด็กแหงชาติ มหาราชินี 

5.  การเตรียมสารที่ใชในการหาความสัมพันธเชิงเสนตรง (linearity) 

6.  การเตรียมสารสลายตัวโดย stress condition[11]

7. การพัฒนาวิธีวิเคราะหตํารับยาเตรียมพิเศษเฉพาะราย isoniazid 

8. การตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห (method validation)  

9.  การเตรียมตัวอยางทดสอบ isoniazid ในน้ํากระสายยา[12]

10. การวิเคราะหความคงสภาพของตํารับยาเตรียมพิเศษเฉพาะราย isoniazid 

 
A. การเตรียมสารที่ใชในการดําเนินการทดลอง     

 

1  การเตรียม mobile phase (0.04 M octane sulfonic acid) 
1.1  ชั่ง octane sulfonic acid 9.3716 g ใสใน volumetric flask ขนาด 1000 ml  ละลายในน้ํา

กลั่น แลวปรับปริมาตรใหได 1000 ml 

1.2 ปรับใหมี pH = 3 โดยใช  2 N sulfuric acid 

1.3 กรอง mobile phase โดยใช membrane filter ขนาด 0.45 μm 
2  การเตรียม standard isoniazid solution ความเขมขน 1 mg/ml 

2.1  ชั่ง standard isoniazid 50 mg ใสใน volumetric flask ขนาด 50 ml 

2.2 ละลายในน้ํากลั่นที่ผานการกรอง แลวปรับปริมาตรใหได 50 ml  
3  การเตรียม standard isoniazid solution ความเขมขน 10 μg/ml 

3.1 pipette 1 ml ของ standard isoniazid ความเขมขน 1 mg/ml (จากขอ 2)  ใสใน 

volumetric flask ขนาด 100 ml 

3.2 ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นที่ผานการกรอง 
4  การเตรียม Sample isoniazid solution ความเขมขน 10 μg/ml ใน vehicle ของสถาบัน
สุขภาพเด็กแหงชาติ มหาราชินี[12]
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4.1 บดเม็ดยา isoniazid (100 mg/tab) จํานวน 3 เม็ด ในโกรงใหเปนผงละเอียด 

4.2 คอย ๆ เท vehicle ของสถาบันสุขภาพเด็กแหงชาติ มหาราชินี ปริมาณ 30 ml (จะไดตํารับ

ยาเตรียมพิเศษเฉพาะราย isoniazid suspension ความเขมขน 10 mg/ml) 

4.3  pipette สารที่เตรียมไดจากขอ 4.2 มา 1 ml ใสใน volumetric flask ปรับปริมาตรดวยน้ํา

กลั่นใหได 100 ml 

4.4 pipette สารที่เตรียมไดจากขอ 4.3 มา 1 ml ใสใน volumetric flask ปรับปริมาตรดวยน้ํา

กลั่นใหได 10 ml 

4.5 กรอง sample ที่เตรียมไดจากขอ 4.4 โดยใช membrane ขนาด 0.45 μm 
5  การเตรียมสารที่ใชในการหาความสัมพันธเชิงเสนตรง (linearity) 

5.1 pipette 5 ml และ 1 ml ของ standard isoniazid ความเขมขน 1 mg/ml (จากขอ 2 หนา 

9) ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นที่ผานการกรองใหได 10 ml และ 100 ml ตามลําดับ จะได standard 

isoniazid 0.5 mg/ml  และ 10 μg/ml ตามลําดับ 

5.2 pipette 1 ml ของ standard isoniazid ความเขมขน 0.5 mg/ml (จากขอ 5.1) ใสใน 

volumetric flask ขนาด 10 และ 100 ml ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นที่ผานการกรอง จะได standard 

isoniazid 50 μg/ml และ 5 μg/ml ตามลําดับ 

5.3 pipette 5 ml ของ standard isoniazid ความเขมขน 50 μg/ml (จากขอ 5.2) ปรับปริมาตร

ดวยน้ํากลั่นที่ผานการกรองใหได 10 ml จะได standard isoniazid 25 μg/ml  

5.4 pipette 3 ml และ 1 ml ของ standard isoniazid ความเขมขน 25 μg/ml (จากขอ 5.3) 

ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นที่ผานการกรองใหได 10 ml จะได standard isoniazid 7.5 μg/ml และ 

2.5 μg/ml ตามลําดับ 
6. การเตรียมสารสลายตัวโดย stress condition[11]

6.1 การเตรียมสารสลายตัวจากปฏิกิริยา Hydrolysis โดยกรด  

ชั่ง standard isoniazid ประมาณ 100 mg ละลายใน 1N Hydrochloric acid 50 ml 

นําไป reflux 30 นาท ี ทิ้งใหเยน็ที่อุณหภมูิหอง  จากนั้นปรับใหเปนกลางโดยเบส แลว pipette 

สารละลายที่ได 5 ml ใส volumetric flask ขนาด 10 ml ปรับปริมาตรดวยน้าํกลัน่ แลวกรองสารที่

ได โดยใช membrane filter ขนาด 0.45 μm 

6.2 การเตรียมสารสลายตัวจากปฏิกิริยา Hydrolysis โดยเบส 

ชั่ง isoniazid standard ประมาณ 100 mg ละลายใน 0.1 N sodium hydroxide 50 ml 

นําไปreflux 30 นาท ี ทิ้งใหเยน็ที่อุณหภมูิหอง  จากนั้นปรับใหเปนกลางโดยกรด แลว pipette 
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สารละลายที่ได 5 ml ใส volumetric flask ขนาด 10 ml  ปรับปริมาตรดวยน้าํกลัน่ แลวกรองสารที่

ได โดยใช membrane filter ขนาด 0.45 μm 

6.3 การเตรียมสารสลายตัวจากปฏิกิริยา Oxidation โดย 3% Hydrogen peroxide  

ชั่ง isoniazid standard ประมาณ 100 mg  ละลายใน 3% Hydrogen peroxide 50 ml  

นําไป reflux 30 นาที  ทิ้งใหเย็นที่อุณหภูมิหอง แลว pipette สารละลายที่ได 5 ml ใสใน 

volumetric flask ขนาด 10 ml  ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น แลวกรองสารที่ได โดยใช membrane 

filter ขนาด 0.45 μm 

6.4 การเตรียมสารสลายตัวจากปฏิกิริยา Reduction โดย 10% Sodium bisulfite  

ชั่ง isoniazid standard ประมาณ 100 mg ละลายใน 10% Sodium bisulfite 50 ml  

นําไป reflux 30 นาที  ทิ้งใหเย็นที่อุณหภูมิหอง  แลว pipette สารละลายที่ได 5 ml ใส volumetric 

flask ขนาด 10 ml  ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น แลวกรองสารที่ได โดยใช membrane filter ขนาด 

0.45 μm 

 

B.  การพัฒนาวิธีวิเคราะหตํารับยาเตรียมพิเศษเฉพาะราย isoniazid[10]

 

ทําการทดลองเพื่อหาสัดสวนที่เหมาะสมของ mobile phase ที่มีสวนประกอบของ 0.05 M 

octane sulfonic acid solution pH3 (aqueous phase) และ acetonitrile (organic phase) โดย

มีอัตราสวนที่ทําการทดลอง ดังนี้ 40:60, 50:50, 75:25, 80:20 และ mobile phase ที่มี

สวนประกอบของ 0.04 M octane sulfonic acid solution pH3 (aqueous phase) และ 

acetonitrile (organic phase) ในอัตราสวน 80:20  โดยมีสภาวะที่ใชในการทดลอง คือ 

 Column  reverse phase column C18, 5 μm particle size, 150  

  mm length, 4.6 mm internal diameter (Hypersil)   

 Flow rate 1.0 ml/min 

 UV detector wavelength 254 nm 

 Temperature  room temperature (25 oC) 

 Injection volume  20 μl 

 สภาวะการทดลองที่เหมาะสมคือ mobile phase ที่มีสวนประกอบของ 0.04 M octane 

sulfonic acid solution pH3 และ acetonitrile ในอัตราสวน 80:20 (ดังผลการทดลองหนา 16) 
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C.  การตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห (method validation)  
 

1. การทดสอบความเฉพาะเจาะจง (specificity)  
การทดสอบความเฉพาะเจาะจง ทําไดโดยการเปรียบเทียบ chromatogram ของ  standard 

isoniazid    isoniazid ใน extemporaneous preparation และสารสลายตัวที่ไดจากปฏิกิริยาตาง 

ๆ กัน (ดังรายละเอียด หัวขอ A ขอ 6 การเตรียมสารสลายตัวโดย stress condition  หนา 10)  เพือ่

ดูวาวิธีวิเคราะหที่เลือกใชสามารถวิเคราะหตัวยาที่ตองการได และไมมีการรบกวนจากสารอื่น ๆ ที่

มีในตํารับ เชน สารสลายตัว สารปนเปอน สารชวยในตํารับ ฯลฯ รายละเอียดขั้นตอนการทดลอง มี

ดังนี้ 

1.1  นํา  isoniazid standard solution 10 μg/ml, isoniazid ใน extemporaneous 

preparation และ  สารสลายตัว  (degradation products) ของ  isoniazid ที่เตรียมไดจากหัวขอ  A 

ขอ 3, 4 และ 6 ตามลําดับ มาวิเคราะหดวย HPLC   

1.2  เปรียบเทียบ  chromatograms ที่ได เพื่อแสดงวา  peak ของสารสลายตัว  สาร

ปนเปอน และสารชวยในตํารับ  ไมรบกวน peak ของ standard isoniazid   
2. การหาความสัมพันธเชิงเสนตรง (linearity)  
การหาความสัมพันธเชิงเสนตรง เปนการทดสอบโดยการวิเคราะหหาความสัมพันธ ระหวาง

ความเขมขนของ standard isoniazid เทียบกับพื้นที่ใตกราฟ (AUC) ที่ไดจากการวิเคราะห 

standard isoniazid ที่ความเขมขนตาง ๆ กันอยางนอย 5 ความเขมขน  ความสัมพันธเชิงเสนตรง

แสดงดวยคา correlation coefficient (r2)  คาที่ยอมรับได คือ คาที่ > 0.9995 และพิจารณาคา

จุดตัดแกนตั้ง (y-intercept) คาความชันของกราฟ และคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (RSD) ดวย  

รายละเอียดขั้นตอนการทดลอง มีดังนี้ 

2.1  นํา Standard isoniazid solution ความเขมขน 2.5, 5.0, 7.5, 10 และ 25 μg/ml 

ตามลําดับ (จากหัวขอ A ขอ 5 หนา 10) มาวิเคราะหดวย HPLC  

2.2  plot กราฟ ระหวางคา AUC และ ความเขมขนของ standard isoniazid solution  

2.3 คํานวณหาสมการเสนตรงและคา correlation coefficient (r2) โดยมีเกณฑการ

ยอมรับคือ r2 > 0.9995  
3. การทดสอบความเที่ยงตรงของวิธีวิเคราะห (accuracy test)   
การทดสอบความเที่ยงตรงของวิธีวิเคราะห  ใชวิธีทดสอบแบบ standard addition method 

โดยเติม standard isoniazid ที่รูความเขมขนแนนอนอยางนอย 3 ความเขมขน ลงใน sample 

isoniazid แลววิเคราะหหาคาพื้นที่ใตกราฟ (AUC) ของความเขนขนรวมของแตละตัวอยาง 



 13 

ตัวอยางที่มีการเติมสาร standard isoniazid เรียกวา spiked sample และตัวอยางที่ไมมีการ

เติมสาร standard isoniazid เรียกวา unspiked sample  คาความเที่ยงตรงของวิธีวิเคราะห

คํานวณในรูปของ %recovery โดยมีเกณฑที่ยอมรับคือ 95-105%  รายละเอียดขั้นตอนการ

ทดลอง มีดังนี้ 

3.1  การเตรียม unspiked sample 

pipette 5 ml ของ sample isoniazid ใน extemporaneous preparation (หัวขอ A 

ขอ 4 หนา 9) ใสใน volumetric flask ขนาด 10 ml  แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นที่ผานการกรอง 

3.2 การเตรียม spiked sample 

3.2.1 pipette 5 ml ของ sample isoniazid ใน extemporaneous preparation 

(หัวขอ A ขอ 4 หนา 9) ใสใน volumetric flask ขนาด 10 ml จํานวน 3 flasks  

3.2.2  pipette 1 ml และ 5 ml ของ standard isoniazid solution ความเขมขน 10 

μg/ml (หัวขอ A ขอ 3 หนา 9) ลงใน flask ที่ 1 และ 3  ตามลําดับ 

3.2.3  pipette 1 ml ของ standard isoniazid solution ความเขนขน 25 μg/ml  

(หัวขอ A ขอ 5.3 หนา 10) ลงใน flask ที่ 2   

3.2.4 ปรับปริมาตรทุก flask ขางตนดวยน้ํากลั่นที่ผานการกรองแลว 

3.3 นําสารที่เตรียมไดจากขอ 3.1 และ 3.2 มาวิเคราะหดวย HPLC  

3.4 คํานวณหาปริมาณ standard isoniazid ที่ตรวจพบ  

3.5 คํานวณหา % recovery โดยมีเกณฑที่ยอมรับคือ 95-105%  

การคํานวณ % recovery คํานวณไดโดยสมการดังตอไปนี้ 

conc. standard isoniazid ที่เติม 
% recovery =  (conc.ที่วิเคราะหไดของ spiked – conc.ที่วิเคราะหไดของ unspiked)  x  100 

 
 

4. การทดสอบความแมนยําของการวิเคราะห (precision test)  

การทดสอบความแมนยําของการวิเคราะห เปนการทดสอบวาวิธีที่เลือกใชและเครื่องมือที่ใชใน

การวิเคราะห ใหผลที่ใกลเคียงกันในทุก ๆ คร้ังที่ทําการทดลอง และผลที่ไดอยูในเกณฑที่ยอมรับได 

แสดงในรูปของ %RSD มีคา < 2.0 

การทดสอบแบงเปนการทดสอบในวันเดียวกัน (intra-day) เปนการตรวจสอบความแมนยําของ

การวิเคราะหดวยนักวิเคราะหคนเดียว เครื่องมือและสภาวะการวิเคราะหเดียวกัน โดยวิเคราะหซ้ํา 

ในชวงเวลาที่ใกลเคียงกันหรือในวันเดียวกัน และการทดสอบตางวันกัน (inter-day) เปนการ
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ทดสอบความแมนยําของการวิเคราะหในเวลาที่ตางกันออกไปทั้งหมด 3 วัน  มีรายละเอียด

ข้ันตอนการทดลองดังนี้ 

4.1 การทดสอบความแมนยําของเครื่องมือ 

4.1.1   เตรียม standard isoniazid solution ความเขมขน 10 μg/ml จํานวน 1 ขวด 

(ดังวิธีในหัวขอ A ขอ 3 หนา 9) 

4.1.2   นํามาวิเคราะห HPLC โดยทําการฉีดครั้งละ 10 เข็ม 

4.1.3   ทําการวิเคราะหในวันเดียวกัน (intra-day) โดยหาคาเฉลี่ย %RSD ของคา 

AUC ทั้ง 10 เข็ม 

4.1.4   ทําการวิเคราะหที่ตางวันกันทั้งหมด 3 วัน (inter-day) โดยหาคาเฉลี่ย AUC 

ของทั้ง 10 เข็มที่วิเคราะหในวันเดียวกัน แลวนําคาเฉลี่ยที่ไดของแตละวันมาหา %RSD โดยมี

เกณฑการยอมรับ คือ %RSD < 2.0 

4.2 การทดสอบความแมนยําของวิธีวิเคราะห 

4.2.1   เตรียม sample isoniazid solution ความเขมขน 10 μg/ml จํานวน 3 ขวด 

(ดังวิธีในหัวขอ A ขอ 4 หนา 9) 

4.2.2   นํามาวิเคราะหดวย HPLC โดยทําการฉีดขวดละ 3 เข็ม 

4.2.3   ทําการวิเคราะหในวันเดียวกัน (intra-day) โดยหาคาเฉลี่ย AUC ของแตละ

ขวด แลวนําคาเฉลี่ย AUC ของแตละขวดที่คํานวณไดมาหา %RSD  

4.2.4   ทําการวิเคราะหที่ตางวันกันทั้งหมด 3 วัน (inter-day) โดยหาคาเฉลี่ย AUC 

ของทั้ง 3 ขวดที่วิเคราะหในวันเดียวกัน (รวม 9 เข็ม) แลวนําคาเฉลี่ยที่ได ของแตละวันมาหา 

%RSD โดยมีเกณฑการยอมรับ คือ %RSD < 2.0 

การคํานวณ %RSD คํานวณไดโดยสมการตอไปนี้ 
 

( )
X

SDRSD 100% ×
=  
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D. การศึกษาความคงสภาพของตํารับยาเตรียมพิเศษ isoniazid  ในน้ํากระสาย
ยาของสถาบันสุขภาพเด็กแหงชาติ มหาราชินี 
 
1. การเตรียมตัวอยางทดสอบ isoniazid ในน้ํากระสายยา[12]

1.1  เตรียมตัวอยางทดสอบตามขั้นตอนการเตรียม sample isoniazid solution (หัวขอ A ขอ 

4.1-4.2 หนา 10) จํานวนรวม 39 ตัวอยาง จากนั้นเทใสขวดแกวสีชาที่ปดสนิท 

1.2  นําตัวอยางทดสอบ 3 ตัวอยาง ไปวิเคราะหหาปริมาณเริ่มตน ตามวิธีวิเคราะหขอ 2 

1.3  นําตัวอยางทดสอบที่เหลือ (36 ตัวอยาง) ไปเก็บไวที่สภาวะตาง ๆ ดังนี้ 

อุณหภูมิหอง  จํานวน 9  ขวด 

สภาวะเรง (45oc , 75 %RH) จํานวน 9  ขวด 

เก็บในตูเย็น (4 oc) จํานวน 9  ขวด 

เก็บในที่มีแสง  (ริมหนาตาง) จํานวน  9 ขวด 

1.4  เก็บตัวอยางทดสอบในขอ 1.5 มาวิเคราะหในอาทิตยที่  1, 2, และ 4 ตามลําดับ โดยแตละ

อาทิตยเก็บสภาวะละ 3 ขวด มาทําการวิเคราะหตามวิธีวิเคราะหขอ 2 
2. การวิเคราะหความคงสภาพของตํารับยาเตรียมพิเศษเฉพาะราย isoniazid 

2.1 การเตรียมตัวอยางทดสอบที่นํามาวิเคราะห 

เตรียมตัวอยางที่ไดจากขอ 1 ตามการเตรียม Sample isoniazid solution ความเขมขน 10 

μg/ml (หัวขอ A ขอ 4.3-4.5 หนา 10) จะไดตัวอยางทดสอบที่มีความเขมขนประมาณ 10 μg/ml 

2.2 วิเคราะหความคงสภาพของยาดวย  HPLC โดย mobile phase คือ 0.04 M octane 

sulfonic acid  : acetonitrile  ในอัตราสวน 80:20 ตามหัวขอการพัฒนาวิธีวิเคราะหความคงสภาพ

ของตํารับยาเตรียมพิเศษ isoniazid [10]

2.3 บันทึกและวิเคราะหหาความคงสภาพของยา isoniazid 

2.4 สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
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ผลการทดลอง 
 

A.  การพัฒนาวิธีวิเคราะหตํารับยาเตรียมพิเศษเฉพาะราย isoniazid 
 

จากการทดลองหาสัดสวนที่เหมาะสมของ mobile phase ไดผลดังแสดงในตารางที่ 2 

ตารางที่ 2  ผลการพัฒนาวิธีวิเคราะหยา isoniazid 
 

Mobile phase ratio 
retention 

time (min) 
Tailing resolution 

40 : 60 1.292 1.24 2.71 

50 : 50 1.337 1.04 1.35 

75 : 25 2.469 1.53 1.21 

0.05 M octane sulfonic acid : 

acetonitrile 

80 : 20 4.570 1.91 3.02 

0.04 M octane sulfonic acid : 

acetonitrile 
80 : 20 2.082 1.71 -*

* ไมสามารถคํานวณคา resolution ได เนื่องจากมี peak ของยาเพียง peak เดียว 
 

 เมื่อวิเคราะหยา isoniazid โดยใช mobile phase คือ 0.05  M octane sulfonic acid : 

acetonitrile  ในอัตราสวน 40:60 และ 50:50  พบวา peak ของยา isoniazid มี retention time 

เทากับ 1.292 และ 1.337  นาที ตามลําดับ (รูปที่ 1A และ 1B)  ซึ่ง peak ของยา isoniazid ที่ได 

ซอนทับกับ peak ของ solvent front ที่มี retention time เทากับ 1.2 – 1.5 นาที ดังนั้นอัตราสวน

ดังกลาวจึงไมเหมาะที่จะนํามาใชในการวิเคราะหยา isoniazid 

 ทดลองปรับอัตราสวนเปน 75:25 และ 80:20 พบวา คา retention time ของยา isoniazid 

มีคาเทากับ 2.469 และ 4.570 นาที ตามลําดับ (รูปที่ 1C และ 2A)  ซึ่งปนชวงเวลาที่เหมาะกับการ

วิเคราะหยา isoniazid  เมื่อพิจารณาคา resolution ของอัตราสวน 75:25   พบวา มีคาไมเปนไป

ตามเกณฑที่ยอมรับได คือ ตองมีคา resolution มากกวา 2.0  ดังนั้นอัตราสวน 75:25 จึงไมเหมาะ

ที่จะนํามาใชในการวิเคราะหยา isoniazid 

 ทดลองเปลี่ยนความเขมขนของ octane sulfonic acid จาก 0.05 M  เปน 0.04 M และใช

อัตราสวนของ octane sulfonic acid ตอ acetonitrile เทากับ 80:20 พบวา peak ของยา 

isoniazid มี retention time เทากับ 2.082 นาที (รูปที่ 2B) 
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รูปที่ 1   chromatogram standard isoniazid 0.01 mg/ml  mobile phase คือ 

0.05  M octane sulfonic acid : acetonitrile  ในอัตราสวน 40:60 (A), 

50:50 (B) และ 75:25 (C)  

A 

B 

C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 18 

 

 

รูปที่ 2  chromatogram standard isoniazid 0.01 mg/ml  mobile phase คือ 0.04 M (A) 

และ 0.05  M (B) octane sulfonic acid : acetonitrile  ในอัตราสวน 80:20 
 

A 

B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 จากผลการทดลองขางตน สภาวะที่เหมาะสมที่สามารถนํามาใชวิเคราะหยา isoniazid ได 

คือ 0.05 M octane sulfonic acid และ acetonitrile ในอัตราสวน 80:20 และ 0.04 M octane 

sulfonic acid และ acetonitrile ในอัตราสวน 80:20  เนื่องจากใหคา retention time และให

คุณสมบัติของ peak ที่ยอมรับได (Tailing factor <2.0 และ Resolution >2.0)  แตเนื่องจาก 

octane sulfonic acid มีราคาสูง ดังนั้นจึงเลือกใช 0.04 M octane sulfonic acid และ 

acetonitrile ในอัตราสวน 80:20  ซึ่งเปนสภาวะที่เหมาะสมและเปนการลดคาใชจายในการ

ทดลอง 
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B. การตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห (method validation)  

1.  การทดสอบความเฉพาะเจาะจง (specificity) 
 

สรุปคา retention time ของ peak ของสารสลายตัวที่เกิดจากการทําปฏิกิริยาดวย 

reagents ชนิดตาง ๆ ไดผลดังแสดงในตารางที่ 3 

ตารางที่ 3  ผลการวิเคราะหสารสลายตัว (degradation products) 
 

สภาวะที่ทดสอบ จํานวน peak Retention time 

Hydrolysis โดย 1 N hydrochloric acid 4 0.939, 1.206, 2.505, 2.951 

Hydrolysis โดย 0.1 N sodium hydroxide 3 1.218, 3.395, 4.097 

Oxidation โดย 3% hydrogen peroxide 4 
0.818, 1.058, 1.857, 2.539, 

3.039 

Reduction โดย 10% sodium bisulfite 5 
0.938, 1.177, 2.494, 3.161, 

4.023 

  

จากผลการทดลอง พบวา peak ที่ไดจากการวิเคราะหที่สภาวะตาง ๆ ใหคา retention 

time ที่ไมซอนทับกับคา retention time ของ peak ยา isoniazid (รูปที่ 3) ที่ 2.0 นาที  แสดงวาวิธี

วิเคราะหนี้สามารถใชในการวิเคราะหหาปริมาณยา isoniazid ได (รูปที่ 4) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.189 

2.068 

 

 

รูปที่ 3  chromatogram sample isoniazid 0.01 mg/ml  mobile phase คือ 0.0 4  M 

octane sulfonic acid : acetonitrile  ในอัตราสวน 80:20 
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รูปที่ 4 Chromatogram degraded product จากปฏิกิริยา Hydrolysis โดย 1 N hydrochloric 

acid (A), 0.1 N sodium hydroxide (B), 3% hydrogen peroxide (C) และ 10% 

sodium bisulfite (D) 
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 เมื่อวิเคราะห sample isoniazid ใน extemporaneous preparation (รูปที่ 3) พบวา เกิด 

peak ที่เวลาประมาณ 9.9 นาที  และเมื่อทดลองวิเคราะห paraben concentration ซึ่งเปน

สวนประกอบหนึ่งในน้ํากระสายยาของสถาบันสุขภาพเด็กแหงชาติ มหาราชินี พบวา เกิด peak 

ของ paraben concentration ที่เวลาประมาณ 9.8 นาที (รูปที่ 5)  แสดงวา peak ซึ่งปรากฏอยูใน 

chromatogram ของ sample isoniazid ใน extemporaneous preparation คือ peak ของ 

paraben concentration 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 5  chromatogram paraben concentration 

 

 
2.  การหาความสัมพันธเชิงเสนตรง (linearity)  
 ทําการวิเคราะหหาพื้นที่ใตกราฟ (AUC) ของ standard isoniazid ที่ความเขมขน  2.5, 

5.0, 7.5, 10.0 และ 25.0 μg/ml ตามลําดับ ไดผลดังตารางที่ 4  จากนั้นนําผลที่ไดมาหา

ความสัมพันธเชิงเสนตรงระหวาง ความเขมขนของ standard isoniazid และ AUC  แลวนํามา 

plot กราฟ จะไดกราฟเสนตรงดังรูปที่ 6  พบวา สมการเสนตรงที่ไดคือ y  =  (4 x 107)x – 7074.7  

มีคา r2  เทากับ  0.9999  ผานเกณฑการยอมรับ คือ คา r2  > 0.9995  
 
3.  การทดสอบความเที่ยงตรงของวิธีวิเคราะห (accuracy test)  
 ทําการทดสอบความเที่ยงตรงของวิธีวิเคราะห  ไดผลการทดลองดังตารางที่ 5 ซึ่งมี 

%recovery อยูในเกณฑที่ยอมรับ คือ 95-105 % 

 ดังนั้นวิธีวิเคราะหที่เลือกใช มีความเที่ยงตรงในการวิเคราะหปริมาณยา isoniazid ใน

ตํารับยาเตรียมนี้ 
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ตารางที่ 4  แสดงพื้นที่ใตกราฟของ standard isoniazid ที่ความเขมขนตาง ๆ  
 

conc. (μg/ml) No. of injection AUC average AUC 

1 96683 
2 96844 2.52 
3 96986 

96837.67 

1 191043 
2 189875 5.04 
3 190843 

190587.00 

1 299361 
2 293255 7.56 
3 290360 

294325.33 

1 393403 
2 392222 10.08 
3 392483 

392702.67 

1 982752 
2 1003321 25.20 
3 1005851 

997308.00 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 6  กราฟแสดงความสัมพันธเชิงเสนตรงระหวางคาพื้นที่ใตกราฟ (AUC) และ ความเขมขน

ของ standard isoniazid 
 

กราฟความสัมพันธระหวางความเขมขน std.INH และ AUC

0.00

200000.00

400000.00

600000.00

800000.00

1000000.00

1200000.00

0 5 10 15 20 25 30

conc.(mcg/ml)

A
UC

กราฟความสัมพันธระหวางความเขมขน standard isoniazid และ AUC 

 y  =  (4 x 107)x – 7074.7 

 r2  = 0.9999 

conc. (μg/ml) 
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ตารางที่ 5  ผลการวิเคราะหหา %recovery ของการทดสอบความเที่ยงตรงของวิธีวิเคราะหแบบ 

standard addition method 
 

 
ความเขมขนของ 
std.INH ที่เติม 

(μg/ml) 

AUC average AUC 
ความเขมขน
ของ std.INH ที่
พบ (μg/ml) 

%recovery 

194306 
193341 unspike 0 

192988 

193545.00  100.31 

234269 
233220 1.0 

227223 

231570.67 0.9506 95.06 

284866 
285789 2.5 

301474 

290709.67 2.4291 97.16 

394488 
387827 

spike 

5.0 

385402 

389239.00 4.8924 97.85 

 
4.  การทดสอบความแมนยําของการวิเคราะห (precision test)  

4.1 การทดสอบความแมนยําของเครื่องมือ 

ทดสอบความแมนยําของเครื่องมือ โดยวิเคราะหในวันเดียวกัน (intra-day) และ ตาง

วันกัน (inter-day) ไดผลการทดลองดังตารางที่ 6 และ 8  ตามลําดับ โดยมีเกณฑการยอมรับ คือ 

%RSD < 2.0   

จากผลการทดลอง พบวา %RSD จากการวิเคราะหในวันเดียวกัน (intra-day) มีคา

เทากับ 1.12 และตางวันกัน (inter-day) มีคาเทากับ 1.13  แสดงวา เครื่องมือที่ใชมีความแมนยํา

ในการวิเคราะหปริมาณยา isoniazid 
 

4.2 การทดสอบความแมนยําของวิธีวิเคราะห 
ทดสอบความแมนยําของวิธีวิเคราะห  โดยทดสอบในวันเดียวกัน (intra-day) และ 

ตางวันกัน (inter-day) ไดผลการทดลองดังตารางที่ 7 และ 9  ตามลําดับ โดยมีเกณฑการยอมรับ 

คือ %RSD < 2.0  
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จากผลการทดลอง พบวา %RSD จากการวิเคราะหในวันเดียวกัน (intra-day) มีคา

เทากับ 1.36 และตางวันกัน (inter-day) มีคาเทากับ 0.56  แสดงวา วิธีวิเคราะหที่ใชมีความ

แมนยําในการวิเคราะหปริมาณยา isoniazid 
 
ตารางที่ 6  ผลการทดสอบความแมนยําของเครื่องมือในวันเดียวกัน (intra-day) 
 

conc.of std.INH 
(μg/ml) 

No. of injection AUC %RSD 

1 396683 
2 396130 
3 398308 
4 396226 
5 409954 
6 393869 
7 395988 
8 396683 
9 396130 

10 

10 398308 

1.12 

 
ตารางที่ 7  ผลการทดสอบความแมนยําของวิธีวิเคราะหในวันเดียวกัน (intra-day) 
 

No. of sample conc. of sample 
(μg/ml) 

AUC Average AUC %RSD 

393479 
391445 1 10 

394588 

393170.7 

385471 
381401 2 10 

382077 

382983 

390357 
389633 3 10 

391885 

390625 

1.36 

 



 25 

ตารางที่ 8  ผลการทดสอบความแมนยําของเครื่องมือที่ตางวันกัน (inter-day) 
 

Day 
conc. of std. 
INH (μg/ml) 

AUC average AUC %RSD 

396683 
396130 
398308 
396226 
409954 
393869 
395988 
396683 
396130 

1 10 

398308 

397827.90 

390939 
386583 
387637 
391257 
391034 
388128 
389670 
390290 
388752 

2 10 

391146 

389543.6 

388038 
387751 
394648 
394727 
394396 
394200 
388013 
391157 
387462 

3 10 

389452 

390984.4 

1.13 
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ตารางที่ 9  ผลการทดสอบความแมนยําของวิธีวิเคราะหที่ตางวันกัน (inter-day) 
 

Day No. of sample AUC average AUC %RSD 
383567 
383841 1 

383042 
391804 
395007 2 

395144 
396596 
399445 

1 

3 

396060 

391611.78 

384125 
378585 1 

378933 
389474 
400391 2 

394141 
378078 
399306 

2 

3 

382668 

387300.11 

393479 
391445 1 

394588 
385471 
381401 2 

382077 
390357 
389633 

3 

3 

391885 

388926.22 

0.56 
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C. ผลการศึกษาความคงสภาพของตํารับยาเตรียมพิเศษ isoniazid  ในน้ํา
กระสายยาของสถาบันสุขภาพเด็กแหงชาติ มหาราชินี 

 เมื่อทําการวิเคราะหตํารับยาเตรียมพิเศษเฉพาะรายที่เก็บไว 4 สัปดาห ใน 4 สภาวะ คือ ที่

อุณหภูมิหอง สภาวะเรง (45oc , 75 %RH) ในตูเย็น (4 oc) และในที่มีแสง  ไดผลการวิเคราะหดัง

ตารางที่ 10  เมื่อนําไปสรางกราฟ จะไดดังรูปที่ 7  

 

ตารางที่ 10  ตารางแสดงผลการศึกษาความคงสภาพของตํารับยาเตรียมพิเศษ isoniazid ในน้ํา

กระสายยาของสถาบันสุขภาพเด็กแหงชาติ มหาราชินี 
 

 Grams per 100 ml 

week sunlight 4  ํC RT accelerate 

0 0.9967 0.9967 0.9967 0.9967 

1 0.9689 0.9281 0.9863 0.9363 

2 0.9407 0.9505 0.9586 0.9244 

4 0.9470 0.9372 0.9612 0.9220 

 

จากกราฟ พบวา ยา isoniazid ที่วิเคราะหไดในทุกสภาวะมีปริมาณลดลงจากเมื่อเร่ิมตน 

(สัปดาหที่ 0)  เมื่อเวลาผานไป 4 สัปดาหตํารับยาเตรียมที่เก็บไวในทุก ๆ สภาวะ (ยกเวนสภาวะ

เรง) ยังอยูในเกณฑมาตรฐานตามที่กําหนด คือ มีปริมาณยา isoniazid อยูในชวง 0.39-1.10 

g/100 ml [10] สวนตํารับยาเตรียมที่เก็บในสภาวะเรงมีปริมาณยาที่วิเคราะหไดต่ํากวาเกณฑที่

กําหนดตั้งแตสัปดาหที่ 2  
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รูปที่ 7 กราฟแสดงผลการศึกษาความคงสภาพของตํารับยาเตรียมพิเศษ isoniazid ในน้ํากระสาย

ยาของสถาบันสุขภาพเด็กแหงชาติ มหาราชินี ที่สภาวะตาง ๆ เปนเวลา 4 สัปดาห 
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วิจารณผลการทดลอง 
 

 จากรูปที่ 2 ผลการศึกษาความคงสภาพของตํารับยาเตรียมพิเศษ isoniazid  ในน้ํา

กระสายยาของสถาบันสุขภาพเด็กแหงชาติ  มหาราชินี จะเห็นวาเมื่อเก็บตัวอยางทดสอบไวใน

ตูเย็น (4 oc) ที่สัปดาหที่ 1  ปริมาณยา isoniazid ที่วิเคราะหไดลดต่ําลงกวาเกณฑมาตรฐาน แต

เมื่อวิเคราะหอีกครั้งในสัปดาหที่ 3 ปริมาณยา isoniaizid ที่วิเคราะหไดกลับมีปริมาณเพิ่มข้ึนและมี

คาอยูในเกณฑที่กําหนด (0.93-1.10 g/100ml) อาจเนื่องมาจากตัวอยางทดสอบที่เตรียมขึ้นทั้ง 3 

ตัวอยาง (สําหรับการวิเคราะหในสัปดาหที่ 1) มีปริมาณยา isoniazid ที่วิเคราะหไดแตกตางกัน 

และมี 1 ตัวอยางที่มีปริมาณยา isoniazid ที่วิเคราะหไดต่ํากวาเกณฑที่กําหนดมาก (ในขณะที่อีก 

2 ตัวอยางที่เหลือผานเกณฑที่กําหนด)  ซึ่งอาจเกิดจากเม็ดยาที่นํามาใชเตรียมตัวอยางทดสอบ มี

ปริมาณยา isoniazid  แตกตางกัน เมื่อนําปริมาณยาที่วิเคราะหไดของทั้ง 3 ขวดมาหาคาเฉลี่ย จึง

ทําใหตัวอยางทดสอบที่นํามาวิเคราะหนี้ มีปริมาณยา isoniazid ต่ํากวาเกณฑที่กําหนด 

 เมื่อพิจารณาถึงสภาวะที่เหมาะสมในการเก็บตํารับยาเตรียมพิเศษ isoniazid  ในน้ํา

กระสายยาของสถาบันสุขภาพเด็กแหงชาติ  มหาราชินี  จากผลการศึกษา พบวา หากเก็บในขวด

แกวสีชา ที่สภาวะอุณหภูมิหอง ในตูเย็น หรือในที่มีแสง จะสามารถเก็บยาตํารับนี้ไดเปนเวลา 4 

สัปดาห โดยที่ปริมาณยายังอยูในเกณฑที่ USP26[10] กําหนด โดยสภาวะที่มีปริมาณยา isoniazid 

คงเหลือมากที่สุด คือ ที่สภาวะอุณหภูมิหอง รองลงมาคือสภาวะที่มีแสง และในตูเย็น ตามลําดับ 
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ขอสรุปและขอเสนอแนะ 
 

 การวิจัยนี้เกิดขึ้นเนื่องจากมีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนาวิธีวิเคราะหและทดสอบความคง

สภาพของตํารับยาเตรียมพิเศษเฉพาะราย isoniazid ซึ่งทางสถาบันสุขภาพเด็กแหงชาติมหาราชินี

ผลิตขึ้น โดยขั้นตอนในการดําเนินงานแบงออกเปน 2 สวน คือ สวนของการพัฒนาวิธีวิเคราะหยา 

isoniazid โดยวิธี HPLC และสวนของการทดสอบความคงสภาพของตํารับยาเตรียมซึ่งมี

ระยะเวลาในการวิเคราะห 4 สัปดาห จากผลการทดลองปรากฏวา ตํารับยาเตรียมพิเศษเฉพาะ

ราย isoniazid ซึ่งผลิตโดย สถาบันสุขภาพเด็กแหงชาติ มหาราชินี ที่เก็บในขวดแกวสีชาจะมีความ

คงตัวที่เวลา 4 สัปดาห เมื่ออยูในสภาวะอุณหภูมิหองที่โดนแสงหรือไมก็ตามและในตูเย็นอุณหภูมิ 

4 องศาเซลเซียส  ซึ่งจากการวิจัยพบวาเมื่อผานไป 4 สัปดาหปริมาณตัวยา isoniazid ในตํารับยัง

มีคาที่เกินเกณฑของการเสียสภาพอยูมากประกอบกับอัตราในการลดลงของตัวยาในแตละ

สัปดาหต่ํา  ดังนั้นจึงควรมีการทําการทดสอบความคงสภาพตออีกจนกวายาจะเสียสภาพจริง ๆ 

เพื่อจะไดทราบอายุการใชงานจริงของยาและชวยยืดอายุการใชงานของยานี้ออกไปไดซึ่งจะเปน

ประโยชนตอผูปวย 

 การวิจัยนี้สามารถนําไปใชประโยชนไดจริงในการกําหนดวันหมดอายุของตํารับยาเตรียม

พิเศษเฉพาะราย isoniazid  ซึ่งมีการผลิตขึ้นและใชจริงในสถาบันสุขภาพเด็กแหงชาติ มหาราชินี 

นอกจากนั้นวิธีวิเคราะหที่ไดพัฒนาข้ึนในการวิจัยนี้สามารถนําไปประยุกตเพื่อใชกับการวิเคราะห

ตัวยา isoniazid ใน preparations ตาง ๆ ได 
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