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โครงการพิเศษนี้เปนการศึกษาความคงสภาพของยา isoniazid ในตํารับยาเตรียมพิเศษ

เฉพาะรายของสถาบันสุขภาพเด็กแหงชาติ มหาราชินี โดยวิธี HPLC ใช Reverse phase column 

C18  (150 x 4.6 mm) (Hypersil) เปนวัฏภาคคงที่และใช 0.04 M octane sulfonic acid pH 3 : 

acetonitrile อัตราสวน 80:20 เปนวัฏภาคเคลื่อนที่ อัตราการไหล 1.0 ml/min และตรวจวัดโดยใช 

UV detector ที่ความยาวคลื่น 254 nm   คา Retention time ของ peak ยา isoniazid เทากับ 2.0 

นาที  การตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห พบวา คา Linearity ระหวางความเขมขนของยา 

isoniazid กับพื้นที่ใต peak เปนเสนตรง ในชวงความเขมขน 2.5-25 mcg/ml  คาสัมประสิทธิ์

สหสัมพันธ (r2) เทากับ 0.9999   % Recovery อยูในชวง 95.06-97.85    Precision ของเครื่องมือ

ที่ใชและของวิธีวิเคราะหมี % RSD เทากับ 1.12, 1.36 ในการวิเคราะหวันเดียวกัน (intra-day) 

และเทากับ 1.13, 0.56 ในการวิเคราะหตางวันกัน (inter-day)   จากนั้นศึกษาความคงสภาพของ

ยาโดยเก็บตัวอยางยาใน 4 สภาวะ คือ ที่อุณหภูมิหอง ที่มีแสง  ในตูเย็น (4°C) และที่สภาวะเรง 

(45°C, 75 %RH) ทําการวิเคราะหปริมาณยาเปนเวลา 4 สัปดาห คือ ที่สัปดาหที่ 0,1,2 และ 4 

ตามลําดับ 

ผลการวิเคราะห พบวา peak ของสารที่เกิดจากการสลายตัว และ peak ของสวนประกอบ

ในตํารับ ไมรบกวนวิธีวิเคราะห  และตํารับยาเตรียมพิเศษเฉพาะรายนี้มีความคงสภาพเมื่อเก็บไว

เปนเวลา 4 สัปดาหในขวดแกวสีชา ที่อุณหภูมิหอง 
 

 

 

 

 

 

 



 ข

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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บทนํา 
 

 วัณโรคเปนโรคหนึ่งที่กอใหเกิดปญหาในสังคมไทยมาเปนเวลานาน  โรคนี้พบได

ทั้งในผูปวยที่เปนเด็กและผูใหญ  การรักษาใชหลักการรักษาแบบ Combination drug therapy 

โดยตัวยาหลักที่ใชคือ isoniazid และตองใชเวลาในการรักษานาน ปจจุบันในประเทศไทยมีการ

จําหนายยา isoniazid แตเพียงในรูปแบบของยาเม็ด (solid-dosage form) เทานั้น ทําใหเกิด

ปญหาอยางมากตอการใชยาในผูปวยเด็กที่ติดเชื้อวัณโรคที่ตองการยาในขนาดต่ํา ๆ หรือที่ไม

สามารถรับประทานยาเม็ดได 

 ทางสถาบันสุขภาพเด็กแหงชาติ มหาราชินี เล็งเห็นถึงปญหาดังกลาว จึงคิดคน

น้ํากระสายยาเพื่อใชในการพัฒนาตํารับจากรูปแบบยาเม็ด (solid-dosage form)  มาเปนยาน้ํา

แขวนตะกอน (suspension-dosage form) โดยใชวิธีการเตรียมยาแบบพิเศษเฉพาะราย 

(extemporaneous preparation)   การเตรียมตํารับดังกลาวทําไดเพียงการบดเม็ดยา isoniazid 

ใสในขวดไวกอน และเมื่อตองการใชจึงนําไปกระจายตัวในน้ํากระสายยา และใหรับประทานตาม

ขนาดและระยะเวลาที่กําหนด  เนื่องจากยังไมมีการศึกษาความคงสภาพ (stability study) ของ

ตํารับที่เตรียมขึ้น  จึงทําใหขาดขอมูลในการพัฒนาน้ํากระสายยาที่ใชในสูตรตํารับ เพื่อใหตัวยา

ยังคงสภาพไดนานที่สุด ทําใหการรักษามีประสิทธิผลดียิ่งขึ้น  นอกจากนี้ขอมูลที่ไดจากการศึกษา

ความคงสภาพครั้งนี้ อาจนําไปเปนขอมูลเพื่อพัฒนาสูตรตํารับยาน้ําใส (liquid-dosage form) ใน

รูปของยาน้ําพรอมใชตอไปในอนาคต  สงผลใหผูปวยมีความสะดวกในการใช (compliance) เพิ่ม

มากขึ้น   

 คณะผูทําวิจัย รวมกับสถาบันสุขภาพเด็กแหงชาติ มหาราชินี เห็นถึงความสําคัญ

ของปญหาขางตน  จึงมีความสนใจที่จะทดสอบความคงสภาพของตํารับยาเตรียมพิเศษเฉพาะ

ราย isoniazid อันจะกอใหเกิดประโยชนในการรักษาวัณโรคในผูปวยเด็ก ในทุกโรงพยาบาลของ

ประเทศไทย 
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ทบทวนวรรณกรรม 
 

วัณโรคในเด็ก[1,2]

 

 วัณโรคเปนโรคติดตอเร้ือรัง  เกิดจากการติดเชื้อแบคทีเรีย Mycobacterium tuberculosis 

ทําใหมีการอักเสบในปอด โดยในเด็กอาจมีการอักเสบที่อวัยวะสวนอื่นรวมดวย เชน ตอมน้ําเหลือง 

เยื่อหุมสมอง หรือกระดูก เปนตน 
 ระบาดวิทยา 
  เด็กมักจะไดรับเชื้อจากผูใหญที่เปนวัณโรคระยะแพรเชื้อ โดยเชื้อจะออกมากับการไอ จาม 

ทําใหเชื้อกระจายในอากาศ ในหองทึบอับแสง เชื้อวัณโรคอาจมีชีวิตอยูไดถึง 1 สัปดาห ถาเสมหะ

ที่มีเชื้อลงสูพื้นที่ไมมีแสงแดดสอง เชื้ออาจอยูไดในเสมหะแหงไดนานถึง 6 เดือน เชื้อจะกระจายอยู

ในอากาศ และเขาสูรางกายทางการหายใจเอาเชื้อเขาไป บางครั้งเชื้ออาจผานจากแมไปยังลูกใน

ทองโดยผานทางรกได 

           สวนใหญโรคนี้จะเกิดกับเด็กที่มีฐานะยากจน อยูในชุมชนแออัด ผูที่ติดเชื้อแตไมมีอาการ 

และตรวจไมพบวัณโรคในปอดโดยการ X-rays จะทราบวาติดเชื้อวัณโรคไดโดยการทดสอบทูเบอร

คิวลินจะใหผลบวก ผูปวยวัณโรคในผูใหญสวนใหญจะเคยติดเชื้อมากอนในระยะเด็ก ปจจัยเสี่ยงที่

ทําใหผูติดเชื้อเกิดมีอาการของโรคไดแก การติดเชื้อในวัยทารกและในวัยหนุมสาว การสัมผัสกับผู

ติดเชื้อ (ไดรับเชื้อเพิ่มข้ึน) ภาวะภูมิคุมกันบกพรองโดยเฉพาะการติดเชื้อ HIV ผูติดยาเสพติด และ

โรคขาดอาหาร 
 อาการและอาการแสดง 
            สวนใหญของเด็กที่ติดเชื้อ จะไมมีอาการของโรคเมื่อทดสอบทูเบอรคิวลินไดผลบวก (ซึ่ง

เปนการแสดงวาเด็กติดเชื้อวัณโรค) การตรวจ X-rays ของปอดก็จะไมพบผิดปกติในระยะแรก ถา

เด็กมีสุขภาพและภาวะโภชนาการดี โรคจะยังไมเกิดขึ้นทันทีเมื่อไดรับเชื้อ อาการที่จะพบไดเร็ว

ที่สุดประมาณ 1-6 เดือนหลังติดเชื้อและพบไดบอย คือ มีตอมน้ําเหลืองโตที่ข้ัวปอด ที่คอ และที่

อ่ืนๆ แลวจึงพบความผิดปกติที่ปอดและอวัยวะอื่น ๆ 

1. วัณโรคปอด 

 เด็กเกือบทั้งหมดที่เปนวัณโรคจะเริ่มตนเปนจุดที่ปอดกอน เด็กจะมีไขต่ําๆ เบื่ออาหาร 

น้ําหนักตัวลดลง บางคนมีอาการไอเรื้อรัง บางคนมีไอซอน ๆ กันคลายไอกรน เด็กโตบางคนอาจ

บนเจ็บหนาอก และเหนื่อยหอบ ถาเปนมากจะมีน้ําในชองเยื่อหุมปอด 

2. วัณโรคเยื่อหุมสมอง 
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 ในเด็กโตจะเริ่มดวยอาการเปนไข 1-2 สัปดาห ปวดศีรษะ อาเจียน คอแข็ง ซึมมาก

จนถึงไมรูสึกตัว บางรายอาจมีอาการชัก มีอัตราการเสียชีวิตสูงและมีความพิการเหลืออยูถาไดรับ

การรักษาชา 

3. วัณโรคของตอมน้ําเหลือง 

 จะมีตอมน้ําเหลืองบริเวณคอ รักแร ขาหนีบโต และบางรายจะโตมากจนมีแผลแตก

ออกมา มีหนองขนไหลออกมา เปนแผลเรื้อรัง อาจจะลุกลามมีตอมน้ําเหลืองโตติดๆ กันหลายเม็ด

ถาไมไดรับการรักษาดวยยาตานวัณโรคแตเนิ่น ๆ แผลจะไมหาย 
 การวินิจฉัยโรค 
            ในผูที่มีอาการเหมือนกับอาการแสดงของผูปวยวัณโรค การวินิจฉัยที่แนนอนไดจากการ

เพาะแยกเชื้อ M. tuberculosis จากน้ําลางกระเพาะ (gastric wash) ในตอนเชา ทั้งนี้เพราะเด็ก

มักจะกลืนเสมหะที่มีเชื้อวัณโรคลงในกระเพาะเวลากลางคืน หรือจากเสมหะ จากน้ําในเยื่อหุม

ปอด น้ําไขสันหลัง (ในรายที่มีเยื่อหุมสมองอักเสบ) เนื่องจากเชื้อวัณโรคเจริญเติบโตชา ดังนั้นการ

เพาะเชื้อตองใชเวลานานถึง 10 สัปดาห ปจจุบันมีวิธีที่อาจใชเวลาเพียง 2-3 สัปดาห หรือส้ันกวานี้ 

การทดสอบทูเบอรคิวลิน เปนวิธี skin test ที่ทําไดงายที่สุดในการตรวจสภาวะของการติดเชื้อวัณ

โรคในผูที่ไมมีอาการ การทดสอบที่ใหผลบวกแสดงวามีการติดเชื้อ M. tuberculosis โดยทั่วไปแลว

ในเด็กสวนใหญหลังจากไดรับเชื้อแลว 3-6 สัปดาห จึงจะใหปฏิกิริยาทูเบอรคิวลินเปนบวก บาง

รายอาจนานถึง 3 เดือนได และผลบวกนี้จะคงอยูตลอดไป ถึงแมจะไดยารักษาวัณโรคแลวก็ตาม 
 การรักษา 
           ปจจุบันมียารักษาวัณโรคที่ไดผลดีหลายชนิด การรักษาจะใหยารวมกันอยางนอย 3 ชนิด 

เพื่อลดอัตราการดื้อยา และเพิ่มประสิทธิภาพของยา ยาที่ใชไดแก Streptomycin, Pyrazinamide, 

Rifampicin, Isoniazid, Ethambutol  ดังตารางที่ 1 (หนา 4) การรักษาจะไดผลดีถามารับการ

รักษาตั้งแตระยะเริ่มแรก และจะตองกินยาอยางสม่ําเสมอเปนระยะเวลาอยางนอย 6 เดือน และ

จะตองดูแลใหพักผอนและใหอาหารที่มีโปรตีนสูงและมีไวตามิน เพื่อชวยเพิ่มความตานทานโรค 
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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 

ตองมีการ monitor อาการเริ่มตน

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 

ไมแนะนําใหใชในเด็กที่อายุต่ํากวา 

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 

ใชในกรณีที่ผูปวยเกิดการดื้อตอยา 

isoniazid และ rifampicin 

 

ยา Isoniazid 
 

 เปนยาหลักที่เลือกใชในการรักษาและปองกันวัณโรคและการติดเชื้อพวก tubercle bacillus ที่

เปน sensitive strains รวมกับยาอื่น ๆ [4]

คุณสมบัติทางเคมี[5]

 ชื่อสามัญ : Isoniazid, Isonicotinic acid hydrazide 

 ชื่อทางเคมี  :  Pyridine-4-carbohydrazide 

 สูตรโมเลกุล :  C6H7N3O 

 น้ําหนักโมเลกุล :  137.139 

 สูตรโครงสรางทางเคมี : 
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คุณสมบัติทางเภสัชวิทยา[6]

 กลไกการออกฤทธิ์ 
  ยา isoniazid ออกฤทธิ์โดยการยับยั้งการสราง mycolic acid ซึ่งเปนสวนประกอบสําคัญ

ของผนังเซลลของเชื้อ M. tuberculosis 
 ขอบเขตการออกฤทธิ์ 

 ยามีฤทธิ์ เปน bacteriostatic ตอเชื้อ bacilli ที่มีการแบงตัวชา และ ออกฤทธิ์ แบบ 

bactericidal ตอเชื้อพวกที่มีการแบงตัวเร็วและยังมีฤทธิ์ตอเชื้อ M.kasasii  ซึ่งอยูในกลุม Atypical 

tuberculosis อีกดวย   
  เภสัชจลนศาสตร 
  ตัวยา isoniazid ถูกดูดซึมจากทางเดินอาหารอยางรวดเร็ว เมื่อใหยาในขนาด 300 mg

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

กระจายไดทั่วรางกายโดยระดับยาในน้ําไขสันหลังของผูปวยที่มีภาวะเยื่อหุมสมองอักเสบจะ

เทากับระดับยาในกระแสเลือด 

  75-95% ของยาจะถูกขับออกทางปสสาวะในรูป  metabolites ซึ่ งสวนใหญผาน

กระบวนการ enzymatic acetylation และ enzymatic hydrolysis  
 ขอบงใช 
  Isoniazid เปนยาที่สําคัญในการรักษาวัณโรคทุกชนิดโดยใชรวมกับยาอื่น หรือสามารถใช

เดี่ยว ๆ ไดในการปองกันวัณโรค 
 ผลขางเคียง 
  Allergic reaction สามารถกอใหเกิดไขหรือผ่ืนแดงที่ผิวหนัง และมีรายงานการเกิด drug-

induced systemic lupus erythematosus 

  Isoniazid-induced hepatitis 

  Peripheral neuropathy 

  Hematological reactions 

  Vasculitis associated with antinuclear antibodies อาการมักหายไปเมื่อหยุดยา 

 
การใชเครื่องมือ HPLC[7]

 

Chromatography เปนเทคนิคการแยกสารที่ประกอบดวยตัวกลาง 2 ชนิด คือ ตัวกลางอยู

กับที่ เรียกวา stationary phase และตัวกลางเคลื่อนที ่เรียกวา mobile phase ซึ่งสามารถหาชนิด
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และปริมาณขององคประกอบแตละตัวโดยการทาํใหสารตัวอยางเกิดการ partition บน stationary 

phase และ mobile phase ที่เปนของเหลวจะชะสารตัวอยางออกมา โดยการเกิด interaction กัน

ระหวางทั้ง 2 phase ทาํใหสารที่มีลักษณะตางกันถกูชะออกมาในเวลาที่ตางกนั ทําใหเกิดการแยก

ที่สมบูรณ 

 HPLC (High Pressure Liquid Chromatography) เปนเทคนิคการแยกสารโดยอาศัย

หลักการของ Chromatography  ซึ่ง HPLC จะอาศัย pump ที่มีความดันสูงในการ pump mobile 

phase เขาสู column ซึ่งเปน stationary phase  เพื่อแยกสารตัวอยางออกมา  เทคนิคนี้มีการ

นํามาประยุกตใชในงานตาง ๆ อยางกวางขวาง  ทั้งงานวิเคราะหเชิงคุณภาพและปริมาณ เชน การ

วิเคราะหควบคุมคุณภาพและมาตรฐานยา  การศึกษาทางดานเภสัชจลนศาสตร การวิเคราะหยา

ใน biological fluid การศึกษาความคงตัวของยา และการตรวจสอบความบริสุทธิ์  การศึกษา

ระดับยาในรางกายและการควบคุมการสังเคราะหยา เปนตน   

 

การวิเคราะหหาปริมาณของยา Isoniazid โดยวิธี HPLC ที่พบในปจจุบัน 
 

 การศึกษาของ Khuhawar MY, Rind FM[8]  ใช column C-18 YMC-ODS เปน 

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

mM) ในอัตราสวน 51:42:3:2:2  เปน mobile phase   flow rate  1.7 ml/min  ใช UV detector ที่ 

333 nm  สารที่วิเคราะห ไดแก  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 เปน stationary phase และมี water : methanol : tetrahydrofuran ใน

อัตราสวน 59:39:2  เปน mobile phase  flow rate 2 ml/min ใช UV detector ที ่238 nm  สารที่

วิเคราะห ไดแก isoniazid raw materials 

 จาก USP26 [10] กําหนดใหใช column C-18 ขนาด 250 mm x 4.6 mm เปน stationary 

phase และมี 4.4  g docusate sodium ใน 600 ml ethanol : 400 ml water เปน mobile phase  

flow rate 1.5 ml/min  ใช UV detector ที่ 254 nm  สารที่วิเคราะห ไดแก isoniazid raw 

materials 
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อุปกรณในการดําเนินการ 
  

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 องคการเภสัชกรรม - 

Isoniazid tablet (100 mg/tab) องคการเภสัชกรรม T490258 

Distilled water - - 

น้ํากระสายยา 
สถาบนัสุขภาพเด็กแหงชาต ิ

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 ความเขมขน 1 mg/ml 

3.  การเตรียม standard isoniazid solution ความเขมขน 10 μg/ml 

4.  การเตรียม Sample isoniazid solution ความเขมขน 10 μg/ml ใน vehicle ของ

สถาบันสุขภาพเด็กแหงชาติ มหาราชินี 

5.  การเตรียมสารที่ใชในการหาความสัมพันธเชิงเสนตรง (linearity) 

6.  การเตรียมสารสลายตัวโดย stress condition[11]

7. การพัฒนาวิธีวิเคราะหตํารับยาเตรียมพิเศษเฉพาะราย isoniazid 

8. การตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห (method validation)  

9.  การเตรียมตัวอยางทดสอบ isoniazid ในน้ํากระสายยา[12]

10. การวิเคราะหความคงสภาพของตํารับยาเตรียมพิเศษเฉพาะราย isoniazid 

 
A. การเตรียมสารที่ใชในการดําเนินการทดลอง     

 

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

กลั่น แลวปรับปริมาตรใหได 1000 ml 

1.2 ปรับใหมี pH = 3 โดยใช  2 N sulfuric acid 

1.3 กรอง mobile phase โดยใช membrane filter ขนาด 0.45 μm 
2  การเตรียม standard isoniazid solution ความเขมขน 1 mg/ml 

2.1  ชั่ง standard isoniazid 50 mg ใสใน volumetric flask ขนาด 50 ml 

2.2 ละลายในน้ํากลั่นที่ผานการกรอง แลวปรับปริมาตรใหได 50 ml  
3  การเตรียม standard isoniazid solution ความเขมขน 10 μg/ml 

3.1 pipette 1 ml ของ standard isoniazid ความเขมขน 1 mg/ml (จากขอ 2)  ใสใน 

volumetric flask ขนาด 100 ml 

3.2 ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นที่ผานการกรอง 
4  การเตรียม Sample isoniazid solution ความเขมขน 10 μg/ml ใน vehicle ของสถาบัน
สุขภาพเด็กแหงชาติ มหาราชินี[12]
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4.1 บดเม็ดยา isoniazid (100 mg/tab) จํานวน 3 เม็ด ในโกรงใหเปนผงละเอียด 

4.2 คอย ๆ เท vehicle ของสถาบันสุขภาพเด็กแหงชาติ มหาราชินี ปริมาณ 30 ml (จะไดตํารับ

ยาเตรียมพิเศษเฉพาะราย isoniazid suspension ความเขมขน 10 mg/ml) 

4.3  pipette สารที่เตรียมไดจากขอ 4.2 มา 1 ml ใสใน volumetric flask ปรับปริมาตรดวยน้ํา

กลั่นใหได 100 ml 

4.4 pipette สารที่เตรียมไดจากขอ 4.3 มา 1 ml ใสใน volumetric flask ปรับปริมาตรดวยน้ํา

กลั่นใหได 10 ml 

4.5 กรอง sample ที่เตรียมไดจากขอ 4.4 โดยใช membrane ขนาด 0.45 μm 
5  การเตรียมสารที่ใชในการหาความสัมพันธเชิงเสนตรง (linearity) 

5.1 pipette 5 ml และ 1 ml ของ standard isoniazid ความเขมขน 1 mg/ml (จากขอ 2 หนา 

9) ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นที่ผานการกรองใหได 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 ความเขมขน 0.5 mg/ml (จากขอ 5.1) ใสใน 

volumetric flask ขนาด 10 และ 100 ml ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นที่ผานการกรอง จะได standard 

isoniazid 50 μg/ml และ 5 μg/ml ตามลําดับ 

5.3 pipette 5 ml ของ standard isoniazid ความเขมขน 50 μg/ml (จากขอ 5.2) ปรับปริมาตร

ดวยน้ํากลั่นที่ผานการกรองใหได 10 ml จะได standard isoniazid 25 μg/ml  

5.4 pipette 3 ml และ 1 ml ของ standard isoniazid ความเขมขน 25 μg/ml (จากขอ 5.3) 

ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นที่ผานการกรองใหได 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 ี ทิ้งใหเยน็ที่อุณหภมูิหอง  จากนั้นปรับใหเปนกลางโดยเบส แลว pipette 

สารละลายที่ได 5 ml ใส volumetric flask ขนาด 10 ml ปรับปริมาตรดวยน้าํกลัน่ แลวกรองสารที่

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 ี ทิ้งใหเยน็ที่อุณหภมูิหอง  จากนั้นปรับใหเปนกลางโดยกรด แลว pipette 
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สารละลายที่ได 5 ml ใส volumetric flask ขนาด 10 ml  ปรับปริมาตรดวยน้าํกลัน่ แลวกรองสารที่

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  ทิ้งใหเย็นที่อุณหภูมิหอง แลว pipette สารละลายที่ได 5 ml ใสใน 

volumetric flask ขนาด 10 ml  ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น แลวกรองสารที่ได 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  ทิ้งใหเย็นที่อุณหภูมิหอง  แลว pipette สารละลายที่ได 5 ml ใส volumetric 

flask ขนาด 10 ml  ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น แลวกรองสารที่ได โดยใช membrane filter ขนาด 

0.45 μm 

 

B.  การพัฒนาวิธีวิเคราะหตํารับยาเตรียมพิเศษเฉพาะราย isoniazid[10]

 

ทําการทดลองเพื่อหาสัดสวนที่เหมาะสมของ mobile phase ที่มีสวนประกอบของ 0.05 M 

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

มีอัตราสวนที่ทําการทดลอง ดังนี้ 40:60, 50:50, 75:25, 80:20 และ mobile phase ที่มี

สวนประกอบของ 0.04 M octane sulfonic acid solution pH3 (aqueous phase) และ 

acetonitrile (organic phase) ในอัตราสวน 80:20  โดยมีสภาวะที่ใชในการทดลอง 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 ที่มีสวนประกอบของ 0.04 M octane 

sulfonic acid solution pH3 และ acetonitrile ในอัตราสวน 80:20 (ดังผลการทดลองหนา 16) 
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C.  การตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห (method validation)  
 

1. การทดสอบความเฉพาะเจาะจง (specificity)  
การทดสอบความเฉพาะเจาะจง ทําไดโดยการเปรียบเทียบ chromatogram ของ  standard 

isoniazid    isoniazid ใน extemporaneous preparation และสารสลายตัวที่ไดจากปฏิกิริยาตาง 

ๆ กัน (ดังรายละเอียด หัวขอ A ขอ 6 การเตรียมสารสลายตัวโดย stress condition  หนา 10)  เพือ่

ดูวาวิธีวิเคราะหที่เลือกใชสามารถวิเคราะหตัวยาที่ตองการได และไมมีการรบกวนจากสารอื่น ๆ ที่

มีในตํารับ เชน สารสลายตัว สารปนเปอน สารชวยในตํารับ ฯลฯ รายละเอียดขั้นตอนการทดลอง มี

ดังนี้ 

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

preparation และ  สารสลายตัว  (degradation products) ของ  isoniazid ที่เตรียมไดจากหัวขอ  A 

ขอ 3, 4 และ 6 ตามลําดับ มาวิเคราะหดวย HPLC   

1.2  เปรียบเทียบ  chromatograms ที่ได เพื่อแสดงวา  peak ของสารสลายตัว  สาร

ปนเปอน และสารชวยในตํารับ  ไมรบกวน peak ของ standard isoniazid   
2. การหาความสัมพันธเชิงเสนตรง (linearity)  
การหาความสัมพันธเชิงเสนตรง เปนการทดสอบโดยการวิเคราะหหาความสัมพันธ ระหวาง

ความเขมขนของ standard isoniazid เทียบกับพื้นที่ใตกราฟ (AUC) ที่ไดจากการวิเคราะห 

standard isoniazid ที่ความเขมขนตาง ๆ กันอยางนอย 5 ความเขมขน  ความสัมพันธเชิงเสนตรง

แสดงดวยคา correlation coefficient (r2)  คาที่ยอมรับได คือ คาที่ > 0.9995 และพิจารณาคา

จุดตัดแกนตั้ง (y-intercept) คาความชันของกราฟ และคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (RSD) ดวย  

รายละเอียดขั้นตอนการทดลอง มีดังนี้ 

2.1  นํา Standard isoniazid solution ความเขมขน 2.5, 5.0, 7.5, 10 และ 25 μg/ml 

ตามลําดับ (จากหัวขอ A ขอ 5 หนา 10) มาวิเคราะหดวย HPLC  

2.2  plot กราฟ ระหวางคา AUC และ ความเขมขนของ standard isoniazid solution  

2.3 คํานวณหาสมการเสนตรงและคา correlation coefficient (r2) โดยมีเกณฑการ

ยอมรับคือ r2 > 0.9995  
3. การทดสอบความเที่ยงตรงของวิธีวิเคราะห (accuracy test)   
การทดสอบความเที่ยงตรงของวิธีวิเคราะห  ใชวิธีทดสอบแบบ standard addition method 

โดยเติม standard isoniazid ที่รูความเขมขนแนนอนอยางนอย 3 ความเขมขน ลงใน sample 

isoniazid แลววิเคราะหหาคาพื้นที่ใตกราฟ (AUC) ของความเขนขนรวมของแตละตัวอยาง 
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ตัวอยางที่มีการเติมสาร standard isoniazid เรียกวา spiked sample และตัวอยางที่ไมมีการ

เติมสาร standard isoniazid เรียกวา unspiked sample  คาความเที่ยงตรงของวิธีวิเคราะห

คํานวณในรูปของ %recovery โดยมีเกณฑที่ยอมรับคือ 95-105%  รายละเอียดขั้นตอนการ

ทดลอง มีดังนี้ 

3.1  การเตรียม unspiked sample 

pipette 5 ml ของ sample isoniazid ใน extemporaneous preparation (หัวขอ A 

ขอ 4 หนา 9) ใสใน volumetric flask ขนาด 10 ml  แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นที่ผานการกรอง 

3.2 การเตรียม spiked sample 

3.2.1 pipette 5 ml ของ sample isoniazid ใน extemporaneous preparation 

(หัวขอ A ขอ 4 หนา 9) ใสใน volumetric flask ขนาด 10 ml จํานวน 3 flasks  

3.2.2  pipette 1 ml และ 5 ml ของ standard isoniazid solution ความเขมขน 10 

μg/ml (หัวขอ A ขอ 3 หนา 9) ลงใน flask ที่ 1 และ 3  ตามลําดับ 

3.2.3  pipette 1 ml ของ standard isoniazid solution ความเขนขน 25 μg/ml  

(หัวขอ A ขอ 5.3 หนา 10) ลงใน flask ที่ 2   

3.2.4 ปรับปริมาตรทุก flask ขางตนดวยน้ํากลั่นที่ผานการกรองแลว 

3.3 นําสารที่เตรียมไดจากขอ 3.1 และ 3.2 มาวิเคราะหดวย HPLC  

3.4 คํานวณหาปริมาณ standard isoniazid ที่ตรวจพบ  

3.5 คํานวณหา % recovery โดยมีเกณฑที่ยอมรับคือ 95-105%  

การคํานวณ % recovery คํานวณไดโดยสมการดังตอไปนี้ 

conc. standard isoniazid ที่เติม 
% recovery =  (conc.ที่วิเคราะหไดของ spiked – conc.ที่วิเคราะหไดของ unspiked)  x  100 

 
 

4. การทดสอบความแมนยําของการวิเคราะห (precision test)  

การทดสอบความแมนยําของการวิเคราะห เปนการทดสอบวาวิธีที่เลือกใชและเครื่องมือที่ใชใน

การวิเคราะห ใหผลที่ใกลเคียงกันในทุก ๆ คร้ังที่ทําการทดลอง และผลที่ไดอยูในเกณฑที่ยอมรับได 

แสดงในรูปของ %RSD มีคา < 2.0 

การทดสอบแบงเปนการทดสอบในวันเดียวกัน (intra-day) เปนการตรวจสอบความแมนยําของ

การวิเคราะหดวยนักวิเคราะหคนเดียว เครื่องมือและสภาวะการวิเคราะหเดียวกัน โดยวิเคราะหซ้ํา 

ในชวงเวลาที่ใกลเคียงกันหรือในวันเดียวกัน และการทดสอบตางวันกัน (inter-day) เปนการ
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ทดสอบความแมนยําของการวิเคราะหในเวลาที่ตางกันออกไปทั้งหมด 3 วัน  มีรายละเอียด

ข้ันตอนการทดลองดังนี้ 

4.1 การทดสอบความแมนยําของเครื่องมือ 

4.1.1   เตรียม standard isoniazid solution ความเขมขน 10 μg/ml จํานวน 1 ขวด 

(ดังวิธีในหัวขอ A ขอ 3 หนา 9) 

4.1.2   นํามาวิเคราะห HPLC โดยทําการฉีดครั้งละ 10 เข็ม 

4.1.3   ทําการวิเคราะหในวันเดียวกัน (intra-day) โดยหาคาเฉลี่ย %RSD ของคา 

AUC ทั้ง 10 เข็ม 

4.1.4   ทําการวิเคราะหที่ตางวันกันทั้งหมด 3 วัน (inter-day) โดยหาคาเฉลี่ย AUC 

ของทั้ง 10 เข็มที่วิเคราะหในวันเดียวกัน แลวนําคาเฉลี่ยที่ไดของแตละวันมาหา %RSD โดยมี

เกณฑการยอมรับ คือ %RSD < 2.0 

4.2 การทดสอบความแมนยําของวิธีวิเคราะห 

4.2.1   เตรียม sample isoniazid solution ความเขมขน 10 μg/ml จํานวน 3 ขวด 

(ดังวิธีในหัวขอ A ขอ 4 หนา 9) 

4.2.2   นํามาวิเคราะหดวย HPLC โดยทําการฉีดขวดละ 3 เข็ม 

4.2.3   ทําการวิเคราะหในวันเดียวกัน (intra-day) โดยหาคาเฉลี่ย AUC ของแตละ

ขวด แลวนําคาเฉลี่ย AUC ของแตละขวดที่คํานวณไดมาหา %RSD  

4.2.4   ทําการวิเคราะหที่ตางวันกันทั้งหมด 3 วัน (inter-day) โดยหาคาเฉลี่ย AUC 

ของทั้ง 3 ขวดที่วิเคราะหในวันเดียวกัน (รวม 9 เข็ม) แลวนําคาเฉลี่ยที่ได ของแตละวันมาหา 

%RSD โดยมีเกณฑการยอมรับ คือ %RSD < 2.0 

การคํานวณ %RSD คํานวณไดโดยสมการตอไปนี้ 
 

( )
X

SDRSD 100% ×
=  
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D. การศึกษาความคงสภาพของตํารับยาเตรียมพิเศษ isoniazid  ในน้ํากระสาย
ยาของสถาบันสุขภาพเด็กแหงชาติ มหาราชินี 
 
1. การเตรียมตัวอยางทดสอบ isoniazid ในน้ํากระสายยา[12]

1.1  เตรียมตัวอยางทดสอบตามขั้นตอนการเตรียม sample isoniazid solution (หัวขอ A ขอ 

4.1-4.2 หนา 10) จํานวนรวม 39 ตัวอยาง จากนั้นเทใสขวดแกวสีชาที่ปดสนิท 

1.2  นําตัวอยางทดสอบ 3 ตัวอยาง ไปวิเคราะหหาปริมาณเริ่มตน ตามวิธีวิเคราะหขอ 2 

1.3  นําตัวอยางทดสอบที่เหลือ (36 ตัวอยาง) ไปเก็บไวที่สภาวะตาง ๆ ดังนี้ 

อุณหภูมิหอง  จํานวน 9  ขวด 

สภาวะเรง (45oc , 75 %RH) จํานวน 9  ขวด 

เก็บในตูเย็น (4 oc) จํานวน 9  ขวด 

เก็บในที่มีแสง  (ริมหนาตาง) จํานวน  9 ขวด 

1.4  เก็บตัวอยางทดสอบในขอ 1.5 มาวิเคราะหในอาทิตยที่  1, 2, และ 4 ตามลําดับ โดยแตละ

อาทิตยเก็บสภาวะละ 3 ขวด มาทําการวิเคราะหตามวิธีวิเคราะหขอ 2 
2. การวิเคราะหความคงสภาพของตํารับยาเตรียมพิเศษเฉพาะราย isoniazid 

2.1 การเตรียมตัวอยางทดสอบที่นํามาวิเคราะห 

เตรียมตัวอยางที่ไดจากขอ 1 ตามการเตรียม Sample isoniazid solution ความเขมขน 10 

μg/ml (หัวขอ A ขอ 4.3-4.5 หนา 10) จะไดตัวอยางทดสอบที่มีความเขมขนประมาณ 10 μg/ml 

2.2 วิเคราะหความคงสภาพของยาดวย  HPLC โดย mobile phase คือ 0.04 M octane 

sulfonic acid  : acetonitrile  ในอัตราสวน 80:20 ตามหัวขอการพัฒนาวิธีวิเคราะหความคงสภาพ

ของตํารับยาเตรียมพิเศษ isoniazid [10]

2.3 บันทึกและวิเคราะหหาความคงสภาพของยา isoniazid 

2.4 สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
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ผลการทดลอง 
 

A.  การพัฒนาวิธีวิเคราะหตํารับยาเตรียมพิเศษเฉพาะราย isoniazid 
 

จากการทดลองหาสัดสวนที่เหมาะสมของ mobile phase ไดผลดังแสดงในตารางที่ 2 

ตารางที่ 2  ผลการพัฒนาวิธีวิเคราะหยา 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 -*

* ไมสามารถคํานวณคา resolution ได เนื่องจากมี peak ของยาเพียง peak เดียว 
 

 เมื่อวิเคราะหยา isoniazid โดยใช mobile phase คือ 0.05  M octane sulfonic acid : 

acetonitrile  ในอัตราสวน 40:60 และ 50:50  พบวา peak ของยา isoniazid มี retention time 

เทากับ 1.292 และ 1.337  นาที ตามลําดับ (รูปที่ 1A และ 1B)  ซึ่ง peak ของยา isoniazid ที่ได 

ซอนทับกับ peak ของ solvent front ที่มี retention time เทากับ 1.2 – 1.5 นาที ดังนั้นอัตราสวน

ดังกลาวจึงไมเหมาะที่จะนํามาใชในการวิเคราะหยา isoniazid 

 ทดลองปรับอัตราสวนเปน 75:25 และ 80:20 พบวา คา retention time ของยา isoniazid 

มีคาเทากับ 2.469 และ 4.570 นาที ตามลําดับ (รูปที่ 1C และ 2A)  ซึ่งปนชวงเวลาที่เหมาะกับการ

วิเคราะหยา isoniazid  เมื่อพิจารณาคา resolution ของอัตราสวน 75:25   พบวา มีคาไมเปนไป

ตามเกณฑที่ยอมรับได คือ ตองมีคา resolution มากกวา 2.0  ดังนั้นอัตราสวน 75:25 จึงไมเหมาะ

ที่จะนํามาใชในการวิเคราะหยา isoniazid 

 ทดลองเปลี่ยนความเขมขนของ octane sulfonic acid จาก 0.05 M  เปน 0.04 M และใช

อัตราสวนของ octane sulfonic acid ตอ acetonitrile เทากับ 80:20 พบวา peak ของยา 

isoniazid มี retention time เทากับ 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  ในอัตราสวน 40:60 (A), 

50:50 (B) และ 75:25 (C)  

A 

B 

C 
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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  ในอัตราสวน 80:20 
 

A 

B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 จากผลการทดลองขางตน สภาวะที่เหมาะสมที่สามารถนํามาใชวิเคราะหยา isoniazid ได 

คือ 0.05 M octane sulfonic acid และ acetonitrile ในอัตราสวน 80:20 และ 0.04 M octane 

sulfonic acid และ acetonitrile ในอัตราสวน 80:20  เนื่องจากใหคา retention time และให

คุณสมบัติของ peak ที่ยอมรับได (Tailing factor <2.0 และ Resolution >2.0)  แตเนื่องจาก 

octane sulfonic acid มีราคาสูง ดังนั้นจึงเลือกใช 0.04 M octane sulfonic acid และ 

acetonitrile ในอัตราสวน 80:20  ซึ่งเปนสภาวะที่เหมาะสมและเปนการลดคาใชจายในการ

ทดลอง 
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B. การตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห (method validation)  

1.  การทดสอบความเฉพาะเจาะจง (specificity) 
 

สรุปคา retention time ของ peak ของสารสลายตัวที่เกิดจากการทําปฏิกิริยาดวย 

reagents ชนิดตาง ๆ ไดผลดังแสดงในตารางที่ 3 

ตารางที่ 3  ผลการวิเคราะหสารสลายตัว (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 พบวา peak ที่ไดจากการวิเคราะหที่สภาวะตาง ๆ ใหคา retention 

time ที่ไมซอนทับกับคา retention time ของ peak ยา isoniazid (รูปที่ 3) ที่ 2.0 นาที  แสดงวาวิธี

วิเคราะหนี้สามารถใชในการวิเคราะหหาปริมาณยา 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  ในอัตราสวน 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) พบวา เกิด 

peak ที่เวลาประมาณ 9.9 นาที  และเมื่อทดลองวิเคราะห paraben concentration ซึ่งเปน

สวนประกอบหนึ่งในน้ํากระสายยาของสถาบันสุขภาพเด็กแหงชาติ มหาราชินี พบวา เกิด peak 

ของ paraben concentration ที่เวลาประมาณ 9.8 นาที (รูปที่ 5)  แสดงวา peak ซึ่งปรากฏอยูใน 

chromatogram ของ sample isoniazid ใน extemporaneous preparation คือ peak ของ 

paraben concentration 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 5  chromatogram paraben concentration 

 

 
2.  การหาความสัมพันธเชิงเสนตรง (linearity)  
 ทําการวิเคราะหหาพื้นที่ใตกราฟ (AUC) ของ standard isoniazid ที่ความเขมขน  2.5, 

5.0, 7.5, 10.0 และ 25.0 μg/ml ตามลําดับ ไดผลดังตารางที่ 4  จากนั้นนําผลที่ไดมาหา

ความสัมพันธเชิงเสนตรงระหวาง ความเขมขนของ standard isoniazid และ AUC  แลวนํามา 

plot กราฟ จะไดกราฟเสนตรงดังรูปที่ 6  พบวา สมการเสนตรงที่ไดคือ y  =  (4 x 107)x – 7074.7  

มีคา r2  เทากับ  0.9999  ผานเกณฑการยอมรับ คือ คา r2  > 0.9995  
 
3.  การทดสอบความเที่ยงตรงของวิธีวิเคราะห (accuracy test)  
 ทําการทดสอบความเที่ยงตรงของวิธีวิเคราะห  ไดผลการทดลองดังตารางที่ 5 ซึ่งมี 

%recovery อยูในเกณฑที่ยอมรับ คือ 95-105 % 

 ดังนั้นวิธีวิเคราะหที่เลือกใช มีความเที่ยงตรงในการวิเคราะหปริมาณยา isoniazid ใน

ตํารับยาเตรียมนี้ 
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ตารางที่ 4  แสดงพื้นที่ใตกราฟของ standard isoniazid ที่ความเขมขนตาง 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  กราฟแสดงความสัมพันธเชิงเสนตรงระหวางคาพื้นที่ใตกราฟ (AUC) และ ความเขมขน

ของ standard isoniazid 
 

กราฟความสัมพันธระหวางความเขมขน 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

กราฟความสัมพันธระหวางความเขมขน standard isoniazid และ AUC 

 y  =  (4 x 107)x – 7074.7 

 r2  = 0.9999 

conc. (μg/ml) 
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ตารางที่ 5  ผลการวิเคราะหหา %recovery ของการทดสอบความเที่ยงตรงของวิธีวิเคราะหแบบ 

standard addition method 
 

 
ความเขมขนของ 
std.INH ที่เติม 

(μg/ml) 

AUC average AUC 
ความเขมขน
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.  การทดสอบความแมนยําของการวิเคราะห (precision test)  

4.1 การทดสอบความแมนยําของเครื่องมือ 

ทดสอบความแมนยําของเครื่องมือ โดยวิเคราะหในวันเดียวกัน (intra-day) และ ตาง

วันกัน (inter-day) ไดผลการทดลองดังตารางที่ 6 และ 8  ตามลําดับ โดยมีเกณฑการยอมรับ คือ 

%RSD < 2.0   

จากผลการทดลอง พบวา %RSD จากการวิเคราะหในวันเดียวกัน (intra-day) มีคา

เทากับ 1.12 และตางวันกัน (inter-day) มีคาเทากับ 1.13  แสดงวา เครื่องมือที่ใชมีความแมนยํา

ในการวิเคราะหปริมาณยา isoniazid 
 

4.2 การทดสอบความแมนยําของวิธีวิเคราะห 
ทดสอบความแมนยําของวิธีวิเคราะห  โดยทดสอบในวันเดียวกัน (intra-day) และ 

ตางวันกัน (inter-day) ไดผลการทดลองดังตารางที่ 7 และ 9  ตามลําดับ โดยมีเกณฑการยอมรับ 

คือ %RSD < 2.0  
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จากผลการทดลอง พบวา %RSD จากการวิเคราะหในวันเดียวกัน (intra-day) มีคา

เทากับ 1.36 และตางวันกัน (inter-day) มีคาเทากับ 0.56  แสดงวา วิธีวิเคราะหที่ใชมีความ

แมนยําในการวิเคราะหปริมาณยา isoniazid 
 
ตารางที่ 6  ผลการทดสอบความแมนยําของเครื่องมือในวันเดียวกัน (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  ผลการทดสอบความแมนยําของวิธีวิเคราะหในวันเดียวกัน (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 
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ตารางที่ 8  ผลการทดสอบความแมนยําของเครื่องมือที่ตางวันกัน (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  ผลการทดสอบความแมนยําของวิธีวิเคราะหที่ตางวันกัน (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
กระสายยาของสถาบันสุขภาพเด็กแหงชาติ มหาราชินี 

 เมื่อทําการวิเคราะหตํารับยาเตรียมพิเศษเฉพาะรายที่เก็บไว 4 สัปดาห ใน 4 สภาวะ คือ ที่

อุณหภูมิหอง สภาวะเรง (45oc , 75 %RH) ในตูเย็น (4 oc) และในที่มีแสง  ไดผลการวิเคราะหดัง

ตารางที่ 10  เมื่อนําไปสรางกราฟ จะไดดังรูปที่ 7  

 

ตารางที่ 10  ตารางแสดงผลการศึกษาความคงสภาพของตํารับยาเตรียมพิเศษ isoniazid ในน้ํา

กระสายยาของสถาบันสุขภาพเด็กแหงชาติ 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 พบวา ยา isoniazid ที่วิเคราะหไดในทุกสภาวะมีปริมาณลดลงจากเมื่อเร่ิมตน 

(สัปดาหที่ 0)  เมื่อเวลาผานไป 4 สัปดาหตํารับยาเตรียมที่เก็บไวในทุก ๆ สภาวะ (ยกเวนสภาวะ

เรง) ยังอยูในเกณฑมาตรฐานตามที่กําหนด คือ มีปริมาณยา isoniazid อยูในชวง 0.39-1.10 

g/100 ml [10] สวนตํารับยาเตรียมที่เก็บในสภาวะเรงมีปริมาณยาที่วิเคราะหไดต่ํากวาเกณฑที่

กําหนดตั้งแตสัปดาหที่ 2  
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รูปที่ 7 กราฟแสดงผลการศึกษาความคงสภาพของตํารับยาเตรียมพิเศษ isoniazid ในน้ํากระสาย

ยาของสถาบันสุขภาพเด็กแหงชาติ มหาราชินี ที่สภาวะตาง ๆ เปนเวลา 4 สัปดาห 
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วิจารณผลการทดลอง 
 

 จากรูปที่ 2 ผลการศึกษาความคงสภาพของตํารับยาเตรียมพิเศษ isoniazid  ในน้ํา

กระสายยาของสถาบันสุขภาพเด็กแหงชาติ  มหาราชินี จะเห็นวาเมื่อเก็บตัวอยางทดสอบไวใน

ตูเย็น (4 oc) ที่สัปดาหที่ 1  ปริมาณยา isoniazid ที่วิเคราะหไดลดต่ําลงกวาเกณฑมาตรฐาน แต

เมื่อวิเคราะหอีกครั้งในสัปดาหที่ 3 ปริมาณยา isoniaizid ที่วิเคราะหไดกลับมีปริมาณเพิ่มข้ึนและมี

คาอยูในเกณฑที่กําหนด (0.93-1.10 g/100ml) อาจเนื่องมาจากตัวอยางทดสอบที่เตรียมขึ้นทั้ง 3 

ตัวอยาง (สําหรับการวิเคราะหในสัปดาหที่ 1) มีปริมาณยา isoniazid ที่วิเคราะหไดแตกตางกัน 

และมี 1 ตัวอยางที่มีปริมาณยา isoniazid ที่วิเคราะหไดต่ํากวาเกณฑที่กําหนดมาก (ในขณะที่อีก 

2 ตัวอยางที่เหลือผานเกณฑที่กําหนด)  ซึ่งอาจเกิดจากเม็ดยาที่นํามาใชเตรียมตัวอยางทดสอบ มี

ปริมาณยา isoniazid  แตกตางกัน เมื่อนําปริมาณยาที่วิเคราะหไดของทั้ง 3 ขวดมาหาคาเฉลี่ย จึง

ทําใหตัวอยางทดสอบที่นํามาวิเคราะหนี้ มีปริมาณยา isoniazid ต่ํากวาเกณฑที่กําหนด 

 เมื่อพิจารณาถึงสภาวะที่เหมาะสมในการเก็บตํารับยาเตรียมพิเศษ isoniazid  ในน้ํา

กระสายยาของสถาบันสุขภาพเด็กแหงชาติ  มหาราชินี  จากผลการศึกษา พบวา หากเก็บในขวด

แกวสีชา ที่สภาวะอุณหภูมิหอง ในตูเย็น หรือในที่มีแสง จะสามารถเก็บยาตํารับนี้ไดเปนเวลา 4 

สัปดาห โดยที่ปริมาณยายังอยูในเกณฑที่ USP26[10] กําหนด โดยสภาวะที่มีปริมาณยา isoniazid 

คงเหลือมากที่สุด คือ ที่สภาวะอุณหภูมิหอง รองลงมาคือสภาวะที่มีแสง และในตูเย็น ตามลําดับ 
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ขอสรุปและขอเสนอแนะ 
 

 การวิจัยนี้เกิดขึ้นเนื่องจากมีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนาวิธีวิเคราะหและทดสอบความคง

สภาพของตํารับยาเตรียมพิเศษเฉพาะราย isoniazid ซึ่งทางสถาบันสุขภาพเด็กแหงชาติมหาราชินี

ผลิตขึ้น โดยขั้นตอนในการดําเนินงานแบงออกเปน 2 สวน คือ สวนของการพัฒนาวิธีวิเคราะหยา 

isoniazid โดยวิธี HPLC และสวนของการทดสอบความคงสภาพของตํารับยาเตรียมซึ่งมี

ระยะเวลาในการวิเคราะห 4 สัปดาห จากผลการทดลองปรากฏวา ตํารับยาเตรียมพิเศษเฉพาะ

ราย isoniazid ซึ่งผลิตโดย สถาบันสุขภาพเด็กแหงชาติ มหาราชินี ที่เก็บในขวดแกวสีชาจะมีความ

คงตัวที่เวลา 4 สัปดาห เมื่ออยูในสภาวะอุณหภูมิหองที่โดนแสงหรือไมก็ตามและในตูเย็นอุณหภูมิ 

4 องศาเซลเซียส  ซึ่งจากการวิจัยพบวาเมื่อผานไป 4 สัปดาหปริมาณตัวยา isoniazid ในตํารับยัง

มีคาที่เกินเกณฑของการเสียสภาพอยูมากประกอบกับอัตราในการลดลงของตัวยาในแตละ

สัปดาหต่ํา  ดังนั้นจึงควรมีการทําการทดสอบความคงสภาพตออีกจนกวายาจะเสียสภาพจริง ๆ 

เพื่อจะไดทราบอายุการใชงานจริงของยาและชวยยืดอายุการใชงานของยานี้ออกไปไดซึ่งจะเปน

ประโยชนตอผูปวย 

 การวิจัยนี้สามารถนําไปใชประโยชนไดจริงในการกําหนดวันหมดอายุของตํารับยาเตรียม

พิเศษเฉพาะราย isoniazid  ซึ่งมีการผลิตขึ้นและใชจริงในสถาบันสุขภาพเด็กแหงชาติ มหาราชินี 

นอกจากนั้นวิธีวิเคราะหที่ไดพัฒนาข้ึนในการวิจัยนี้สามารถนําไปประยุกตเพื่อใชกับการวิเคราะห

ตัวยา isoniazid ใน preparations ตาง ๆ ได 
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