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บทคัดย่อ  การพัฒนาและตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์อะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลและยาผงส�ำหรับ 
เตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอนด้วยวิธีรีเวอร์สเฟสไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี   โดยใช้คอลัมน์ชนิด XTerra C18   
ขนาด 4.6- × 150-มิลลิเมตร  ขนาดอนุภาค 5 ไมโครเมตร ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส สารละลายตัวพาประกอบด้วย 
ส่วนผสมของ acetronitrile, methanol  และสารละลายของ  dibasic potassium phosphate กบั sodium 1-octanesul-
fonate pH 8.20 ในอตัราส่วน 21:40:39  โดยปรมิาตร  อตัราการไหลของตวัพา 1.5 มลิลลิติรต่อนาท ี ตรวจวดัทีค่วามยาวคลืน่ 
210 นาโนเมตร การทดสอบความจ�ำเพาะเจาะจงของวิธี พบว่าพีคของอะซิโทรมัยซินสามารถแยกจากสารสลายตัวของ 
อะซโิทรมัยซนิทีเ่กดิจากการเร่งให้สลายตวัด้วยสภาวะต่างๆ  เช่น ความร้อน แสง กรด เบส และออกซิเดชัน  การตรวจสอบความ
ถูกต้องของวิธีที่พัฒนาขึ้นได้กราฟมาตรฐานเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 0.1 ถึง 0.6 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  ค่าสัมประสิทธิ์ 
สหสัมพันธ์เท่ากับ 0.9979 การทดสอบความแม่นของวิธี  พบว่าร้อยละของการคืนกลับของอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูล
และยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอน มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 99.48, 99.20 ตามล�ำดับ และมีค่าร้อยละของค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐานสัมพัทธ์เท่ากับ 0.28, 0.61 ตามล�ำดับ การทดสอบความท�ำซ�้ำได้ให้ค่าร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ของ 
อะซโิทรมยัซนิในรปูแบบยาแคปซลูและยาผงส�ำหรบัเตรยีมเป็นยาน�ำ้แขวนตะกอนเท่ากบั 1.3 และ 1.1 ตามล�ำดบั  ความเทีย่งของ
การวเิคราะห์ต่างวนั ต่างนกัวเิคราะห์และใช้เครือ่งมอืต่างกัน พบว่าค่าร้อยละของค่าเบีย่งเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ของอะซิโทรมยัซนิ
ในรูปแบบยาแคปซูลและยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอนเท่ากับ 1.4 และ 1.1 ตามล�ำดับ  วิธีวิเคราะห์มีความทนต่อ
การเปลีย่นแปลงสภาวะต่างๆ ทีท่ดสอบ คอื คอลมัน์ ความเป็นกรด-เบสของสารละลายตวัพา อณุหภมู ิอตัราส่วนของสารละลาย
ตวัพาและอตัราการไหลของสารละลายตวัพา จากผลการตรวจสอบความถูกตอ้งของวธิี แสดงวา่วธิีที่พัฒนาขึน้มคีวามเหมาะสม 
ในการน�ำไปใช้เป็นวิธีวิเคราะห์ปริมาณอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลและยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอน ซึ่ง 
จากการน�ำวิธีวิเคราะห์ดังกล่าวไปตรวจวิเคราะห์คุณภาพยาอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลจ�ำนวน 15 ตัวอย่าง และ 
ยาอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอนจ�ำนวน 8 ตัวอย่าง โดยใช้เกณฑ์มาตรฐานที่ก�ำหนด 
ตามต�ำรายาของประเทศสหรัฐอเมริกา (USP 35) พบว่าตัวอย่างทั้งหมดมีคุณภาพเข้ามาตรฐานตามเกณฑ์ที่ก�ำหนด
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บทน�ำ

อะซิโทรมัยซิน (Azithromycin) เป็นยาปฏิชีวนะในกลุ่มของ macrolide ซึ่งมีโครงสร้างหลักทางเคมี 

แบ่งออกเป็น 3 กลุ่มหลักตามจ�ำนวนคาร์บอนอะตอมในวงแหวน macrolides ได้แก่ 14, 15 และ 16 อะตอม 

อะซิโทรมัยซินเป็น macrolide ที่มีวงแหวน 15 อะตอม หรือ azalide เป็นยาที่เติมอะตอมของไนโตรเจน  ท�ำให้ยามี

คุณสมบัติเป็นด่างเพิ่มขึ้น ยานี้มีฤทธิ์ต้านเชื้อ H.influenza มากกว่าอิริโทรมัยซินซึ่งเป็นยาตัวแรกในกลุ่ม macrolide 

ที่ออกจ�ำหน่าย 2-8 เท่า ทนกรดได้ดีกว่า มีคุณสมบัติละลายในไขมันได้ดีและแตกตัวน้อยจึงกระจายเข้าสู่เนื้อเยื่อได้ดี 

ท�ำให้ระดบัยาในเนือ้เยือ่สงูขึน้ สามารถรบัประทานเพยีงครัง้เดยีวต่อวนั(1) อะซโิทรมยัซนิออกฤทธิไ์ด้ดกีบัเชือ้แบคทีเรีย 

ทั้งกรัมบวก กรัมลบ และ Anaerobes สามารถใช้รักษาการติดเชื้อในทางเดินหายใจส่วนบนและส่วนล่าง รวมท้ัง 

atypical pneumonia โรคติดเชื้อทางเพศสัมพันธ์และใช้รักษาและป้องกัน Mycobacterium Avium Complex 

(MAC) ในผู้ป่วยเอดส์(2) อะซิโทรมัยซินมีลักษณะเป็นผงสีขาว(3) ละลายน�้ำได้น้อย แต่ละลายได้ดีในเมธานอล 

(Methanol) อะเซโตไนไตร (Acetonitrile)(4)  มชีือ่ทางเคมว่ีา (2R, 3S, 4R, 5R, 8R, 10R, 11R, 12S, 13S, 14R) 

-13-[(2,6-dideoxy-3-C-methyl-3-O-methyl-α-L-ribo-hexo pyranosyl) oxy]-2-ethyl-3,4,  
10-trihydroxy-3,5,6,8,10,12,14-heptamethyl-11-[[3,4,6-trideoxy-3-(dimethylamino)-β-D-xyl

o-hexopyranosyl]oxy]-1-oxa-6-azacyclopentadecan-15-one มีสูตรโมเลกุล คือ C38H72N2O12  น�้ำหนัก

โมเลกุล 749.0 และมีสูตรโครงสร้างทางเคมีดังนี้ (ภาพที่ 1)(5)

ภาพที่ 1  สูตรโครงสร้างทางเคมีของอะซิโทรมัยซิน

จากคุณสมบัติในการรักษาการติดเชื้อที่ครอบคลุมหลายระบบในร่างกายและสามารถรับประทานวันละครั้ง 

เป็นเวลา 3 วนั มคีวามปลอดภยัและมีประสทิธภิาพในการรกัษา ท�ำให้มกีารใช้ยาดงักล่าวอย่างกว้างขวาง และยงัจดัเป็น

ยาในบัญชียาหลักแห่งชาติ  ปัจจุบันมีอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลที่ขึ้นทะเบียนต�ำรับในประเทศไทย 11 ต�ำรับ  

จ�ำแนกเป็นผลิตในประเทศ 9 ต�ำรับ และน�ำเข้าจากต่างประเทศ 2 ต�ำรับ รูปแบบยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวน

ตะกอนที่ขึ้นทะเบียนต�ำรับในประเทศไทย 6 ต�ำรับ  จ�ำแนกเป็นผลิตในประเทศ 5 ต�ำรับ และน�ำเข้าจากต่างประเทศ 

1 ต�ำรบั(6)  วธิตีรวจวิเคราะห์อะซโิทรมัยซนิในรปูแบบยาแคปซลูและรปูแบบยาผงส�ำหรบัเตรยีมเป็นยาน�ำ้แขวนตะกอน 

มีวิธีมาตรฐานในต�ำรายาของสหรัฐอเมริกา (USP)(7) แต่ต้องใช้อุปกรณ์ในการตรวจวัดสัญญาณที่ไม่มีใช้ทั่วไป 

ในห้องปฏิบัติการ (Amperometric electrochemical detector) ดังนั้นจึงได้พัฒนาวิธีวิเคราะห์ยาอะซิโทรมัยซิน 

ในรูปแบบยาแคปซูลและรูปแบบยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอน  โดยใช้เทคนิค RP-HPLC  ที่ใช้อุปกรณ์

ในการตรวจวดัสญัญาณท่ีมีใช้กนัทัว่ไปในห้องปฏบิตักิารและมวีธิกีารวเิคราะห์ทีเ่หมอืนกนั และตรวจสอบความถกูต้อง 

ตามหลักเกณฑ์ของต�ำรายา USP(7) และ ICH Guideline(8) โดยศึกษาความจ�ำเพาะเจาะจงของวิธี ความเป็น 
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เส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห์ ความแม่น และความคงทนของวธิ ีเพือ่ใช้เป็นวธิมีาตรฐานของส�ำนกัยาและวตัถุเสพตดิ 

ในการวิเคราะห์คุณภาพยาอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลและรูปแบบยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอน

ในโครงการส�ำรวจคณุภาพยาดงักล่าวทีม่ีจ�ำหน่ายในประเทศไทย  เพื่อเปน็การคุม้ครองผู้บริโภคให้ไดใ้ช้ยาทีม่ีคณุภาพ

และประสิทธิภาพในการรักษาโรค

วัสดุและวิธีการ

เครื่องมือและอุปกรณ์

1.	 High Performance Liquid Chromatograph (HPLC) with UV/PDA Detector : ผลิตภัณฑ์ 
	 ของ Waters, Millipore Corporation, USA, Model Waters 2695-1996-Empower 

2.	 High Performance Liquid Chromatograph (HPLC)  with UV/PDA Detector : ผลิตภัณฑ์ 
	 ของ Agilent, Germany, Model  Agilent 1100 Series

3.	 HPLC Column XTerra C18, 5 µm, 4.6 × 150 mm, Lot No. 0211311851
4.	 HPLC Column XBridge C18, 5 µm, 4.6 × 150 mm, Lot No. 0111381701
5.	 Analytical Balance : Model AT261 Deltarange, Mettler Toledo, Switzerland
6.	 Analytical Balance : Model MX5,  Mettler Toledo, Switzerland
7.	 เครื่องกรองน�้ำ : Model Milli-Q Adventage A10, Millipore, USA
8.	 Syringe filter: Nylon 0.45 µm

9.	 เครื่องแก้ว class A    

สารมาตรฐานและสารเคมี	

1.	 Azithromycin: USP RS

2.	 Azaerythromycin A: USP RS

3.	 Water: High Purity

4.	 Acetonitrile: HPLC 

5.	 Methanol: HPLC

6.	 Dibasic  potassium  phosphate

7.	 Sodium 1-octanesulfonate

8.	 Monobasic  ammonium  phosphate

9.	 Ammonium hydroxide

	 10.	 Phosphoric acid

ตัวอย่าง
ตัวอย่างยาอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลประกอบด้วยปริมาณตัวยาอะซิโทรมัยซิน 250 มิลลิกรัมต่อ

แคปซูล
ตัวอย่างยาอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอนประกอบด้วยปริมาณตัวยา 

อะซิโทรมัยซิน 200 มิลลิกรัมต่อ 5 มิลลิลิตร	
Placebo (ส่วนประกอบของยาท่ีไม่มตีวัยาส�ำคญั) ของยาอะซโิทรมยัซนิในรปูแบบยาแคปซลูและในรปูแบบ

ยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอนได้จากผู้ผลิต
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วิธีการทดสอบ

สภาวะของระบบโครมาโทกราฟ (HPLC)

คอลัมน์ :                  	HPLC Column XTerra C18, 5 µm, 4.6 × 150 mm, Lot No. 0211311851
อุณหภูมิของคอลัมน์ :	 50 องศาเซลเซียส

อัตราการไหล :	 1.5 ml/min

สารละลายตัวพา :	 Acetonitrile, Methanol, Solution A (21:40:39) 

			   (Solution A = A solution containing 4.4 mg/ml of dibasic potassium 

phosphate and 0.5 mg/ml of sodium 1-octanesulfonate, and adjust 

with phosphoric acid to a pH of  8.20 ± 0.05)

เครื่องตรวจวัด :	 PDA  210 nm

ปริมาตรที่ฉีด :	 50 µl

System suitability

The resolution between azaerythromycin A and azithromycin is  not less than 2.5.

The column efficiency is not less than 1000 theoretical plates. 

The tailing factor for the analyte peak is 0.9-1.5.

The relative standard deviation for replicate injections is not more than 2.0%.

การเตรียมตัวท�ำละลาย (Diluent A)

Diluent  A :	 Acetronitrile, Methanol, Solution B (30:35:35) 

			   (Solution B = A solution containing 1.7 mg/ml of monobasic 

ammonium phosphate, and adjust with ammonium hydroxide to a 

pH of 10.00 ± 0.05)

การเตรียมสารละลายมาตรฐานอะซิโทรมัยซิน

ชัง่สารมาตรฐานอะซโิทรมยัซนิ  ประมาณ 4 มลิลกิรมั (ให้ทราบน�ำ้หนกัทีแ่น่นอน) ลงใน volumetric flask  

ขนาด 10 มลิลิลติร เตมิตวัท�ำละลายประมาณ 7 มลิลลิติร  เขย่าจนละลายหมด เจอืจางด้วยตวัท�ำละลายจนครบปรมิาตร  

กรองผ่านแผ่นกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร

การเตรียมสารละลาย Resolution

1.	 ชั่งสารมาตรฐานอะซิโทรมัยซิน ประมาณ 4 มิลลิกรัม (ให้ทราบน�้ำหนักที่แน่นอน) ลงใน volumetric 

flask ขนาด 10 มิลลิลิตร เติมตัวท�ำละลายประมาณ 7 มิลลิลิตร เขย่าจนละลายหมด เจือจางด้วยตัวท�ำละลาย 

จนครบปริมาตร     

2.	 ชั่งสารมาตรฐาน Azaerythromycin A ประมาณ 2 มิลลิกรัม (ให้ทราบน�้ำหนักที่แน่นอน) ลงใน 

volumetric flask ขนาด 10 มิลลิลิตร เติม Acetonitrile ประมาณ 7 มิลลิลิตร เขย่าจนละลายหมด เจือจางด้วย 

Acetronitrile จนครบปริมาตร     

3.	 ปิเปตสารละลายข้อ 1 จ�ำนวน 1.0 มลิลลิติร และสารละลายข้อ 2 จ�ำนวน 2.0 มลิลลิติร  ลงใน volumetric 

flask ขนาด 20 มิลลิลิตร เจือจางด้วยตัวท�ำละลายจนครบปริมาตร กรองผ่านแผ่นกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร
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การเตรียมสารละลายตัวอย่างในการหาปริมาณตัวยาส�ำคัญ (Content of active ingredient)
ชั่งตัวอย่างยาให้มีปริมาณตัวยาอะซิโทรมัยซิน 100 มิลลิกรัม ลงใน volumetric flask ขนาด 250 มิลลิลิตร

เติมตัวท�ำละลายประมาณ 200 มิลลิลิตร น�ำไปเขย่า 30 นาที ปรับปริมาตรด้วยตัวท�ำละลาย กรองผ่านแผ่นกรอง 
ขนาด 0.45 ไมโครเมตร

การเตรียมสารละลายตัวอย่างในการหาการละลายของตัวยา (Dissolution)
ท�ำการตรวจหาการละลายของตัวยาจากแคปซูล โดยใช้วิธีและมาตรฐานตาม USP 35 ดังนี้  apparatus 2 

ความเร็ว 100 รอบต่อนาที มีตัวกลางในการละลายเป็น sodium phosphate buffer pH 6.0 ปริมาตร 900 มิลลิลิตร 
ควบคมุอณุหภมิูท่ี 37 ± 0.5 องศาเซลเซยีส ในเวลา 45 นาท ีกรองสารละลายทีไ่ด้ผ่านแผ่นกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร
และน�ำไปวิเคราะห์หาปริมาณตัวยาส�ำคัญ

การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (Method validation)
1.	 การทดสอบความจ�ำเพาะเจาะจงของวิธี  (Selectivity/Specificity)

ชั่งสารมาตรฐานอะซิโทรมัยซิน ประมาณ 4 มิลลิกรัม (ให้ทราบน�้ำหนักที่แน่นอน) ลงใน volumetric flask  
ขนาด 10 มิลลิลิตร  น�ำมาท�ำให้สลายตัวในสภาวะต่าง ๆ หลังจากนั้นเติมตัวท�ำละลายประมาณ 7 มิลลิลิตร เขย่าจน
ละลายหมด ปรบั pH ของสารละลายเฉพาะสภาวะที ่1 และ 2  เจอืจางด้วยตวัท�ำละลายจนครบปรมิาตร กรองสารละลาย
ผ่านแผ่นกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร

สภาวะต่าง ๆ ที่ท�ำให้เกิดการสลายตัว

1)	 เติม 10 N Sodium hydroxide	 จ�ำนวน 1 หยด แล้วน�ำไปต้มที่  80 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง
2) 	เติม 0.5 N Hydrochloric acid 	 จ�ำนวน 1 หยด
3) 	เติม 0.1% Hydrogen peroxide 	จ�ำนวน 1 หยด

4) 	เติมน�้ำจ�ำนวน 1 หยดแล้วน�ำไปต้มที่  80 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง
5) 	น�ำไปผึ่งแดดนาน 6 ชั่วโมง(9, 10)

วเิคราะห์สารละลายมาตรฐานท่ีท�ำให้เกิดการสลายตวัทีส่ภาวะต่าง ๆ  ด้วยเครือ่ง HPLC เพือ่ศกึษาการรบกวน
จากสารสลายตวั ค�ำนวณร้อยละของการสลายตวัโดยเปรยีบเทยีบกบัค่าพืน้ทีใ่ต้พคีของสารละลายมาตรฐานทีส่ภาวะปกติ

ซึ่งสภาวะต่างๆ ท่ีท�ำให้เกิดการสลายตัวได้จากการทดลองท�ำการศึกษาเอง ส�ำหรับสภาวะที่ 2 และ 3 
ไม่ต้องน�ำไปต้มต่อ เนื่องจากเมื่อเติมสารที่เร่งให้เกิดการสลายตัวแล้วพบว่าสารที่ท�ำการศึกษาเกิดการสลายตัวแล้ว

2.	 การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห์ (Linearity  and  Range)
เตรียมสารละลายมาตรฐานอะซิโทรมัยซิน ในตัวท�ำละลายให้มีความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

จากนั้นเจือจางสารละลายดังกล่าวให้มีความเข้มข้น  0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 และ 0.6 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยเตรียม
ความเข้มข้นละ 3 ซ�้ำ  กรองสารละลายผ่านแผ่นกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร น�ำไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC ศึกษา
ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นและพื้นที่ใต้พีค สร้างกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นกับพื้นที่ใต้พีค ค�ำนวณค่า
สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (Correlation coefficient, r)  ซึ่งต้องมีค่าไม่น้อยกว่า 0.995

3.	 การทดสอบความแม่น (Accuracy)
ทดสอบความแม่นของวิธีโดยวิเคราะห์ Placebo ที่เติมสารมาตรฐานอะซิโทรมัยซิน (Spiked placebo)  

ที่ 3 ระดับความเข้มข้น คือ   0.12, 0.4 และ 0.56 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร คิดเป็นร้อยละ 30, 100 และ 140 ของ
ระดับความเข้มข้นที่ใช้วิเคราะห์หาปริมาณอะซิโทรมัยซินในตัวอย่าง ตามล�ำดับ ส�ำหรับยาอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยา
แคปซูล เตรียมโดยการชั่งสารมาตรฐานอะซิโทรมัยซินประมาณ 3, 10 และ 14 มิลลิกรัม (ให้ทราบน�้ำหนักที่แน่นอน) 



Development and Validation Method for Determination of Azithromycin  	 Wipapan  Saiyasombat et al.

6 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ฉบับพิเศษ 1  กรกฎาคม - กันยายน 2558

ลงใน volumetric flask  ขนาด 25 มิลลิลิตร และชั่ง placebo ประมาณ 8 มิลลิกรัม ลงในแต่ละ volumetric flask  
ส�ำหรบัยาอะซโิทรมยัซนิในรปูแบบยาผงส�ำหรบัเตรยีมเป็นยาน�ำ้แขวนตะกอนเตรยีมโดยการช่ังสารมาตรฐานอะซโิทรมัยซนิ 
ประมาณ 3,10 และ 14 มิลลิกรัม (ให้ทราบน�้ำหนักที่แน่นอน) ลงใน volumetric flask ขนาด 25 มิลลิลิตร และ 
ชั่ง placebo ประมาณ 270 มิลลิกรัม ลงในแต่ละ volumetric flask ท�ำการทดสอบความเข้มข้นละ 3 ซ�้ำ วิเคราะห์ 
ปริมาณอะซิโทรมัยซินทั้งหมดที่มีในสารละลายเพื่อค�ำนวณค่าร้อยละของการคืนกลับ (% recovery) ของแต่ละระดับ
ความเข้มข้น หาค่าเฉลีย่ร้อยละของการคนืกลบั (% mean recovery) และค่าร้อยละของค่าเบีย่งเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ 
(%Relative Standard Deviation, %RSD) โดยที่ค่าเฉลี่ยร้อยละของการคืนกลับของอะซิโทรมัยซินในรูปแบบ 
ยาแคปซูล ต้องอยู่ในช่วง 98.0-102.0 และค่า %RSD ไม่เกิน 2.0 ส่วนค่าเฉลี่ยร้อยละของการคืนกลับของ 
อะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอน ต้องอยู่ในช่วง 97.0-103.0 และค่า %RSD 
ไม่เกิน 2.0

4.	 การทดสอบความเที่ยง (Precision)

4.1	ความท�ำซ�้ำได้ (Repeatability)

วิเคราะห์ปริมาณตัวยาส�ำคัญในตัวอย่างยาอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลและอะซิโทรมัยซินใน 

รูปแบบยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอน จ�ำนวน 6 ซ�้ำ โดยทดสอบในวันและสภาวะเดียวกัน ค�ำนวณปริมาณ 

อะซิโทรมัยซินต่อหน่วย  ค่าเฉลี่ย และ %RSD โดย %RSD ต้องไม่เกิน 2.0

4.2	Intermediate Precision

วเิคราะห์ปรมิาณตวัยาส�ำคญัในตวัอย่างยาอะซโิทรมยัซนิชนดิแคปซลูและอะซโิทรมยัซนิชนดิผงส�ำหรบัเตรยีม

เป็นยาน�้ำแขวนตะกอน  จ�ำนวน 6 ซ�้ำ โดยเปลี่ยนนักวิเคราะห์ เปลี่ยนวัน และเปลี่ยนเครื่อง HPLC ค�ำนวณปริมาณ 

อะซิโทรมัยซินต่อหน่วย  ค่าเฉลี่ย และ %RSD  โดย %RSD ต้องไม่เกิน 2.0

5.	 การทดสอบความทนของวิธี (Robustness)

ศกึษาผลกระทบต่อการวิเคราะห์ยาจากการเปลีย่นแปลงสภาวะต่างๆ ของระบบโครมาโทกราฟ  คอื คอลมัน์  

อัตราส่วนของสารละลายตัวพา ค่าความเป็นกรด-เบส (pH) ของสารละลายบัฟเฟอร์ในสารละลายตัวพา อุณหภูมิของ

คอลัมน์และอัตราการไหลของสารละลายตัวพา โดยวิเคราะห์ปริมาณตัวยาส�ำคัญในตัวอย่างยาอะซิโทรมัยซิน จ�ำนวน 

3 ซ�้ำ  ศึกษาพารามิเตอร์ต่างๆ ท่ีอาจมีผลกระทบต่อความเหมาะสมของระบบโครมาโทกราฟ เช่น resolution 

ระหว่าง  azithromycin และ azaerythromycin A ต้องไม่น้อยกว่า 2.5  ลักษณะรูปร่างของพีค (tailing factor) 

retention time และ theoretical plates เปรียบเทียบผลวิเคราะห์ที่ได้โดยค�ำนวณค่า %RSD ต้องไม่เกิน 2.0

6.	 การประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวัด (Measurement uncertainty)

เพื่อให้เป็นไปตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2005 ที่ก�ำหนดให้มีการประเมินค่าความไม่แน่นอนของ 
การวัด ดังนั้นในการศึกษานี้จึงท�ำการประเมินค่าความไม่แน่นอนของการตรวจวิเคราะห์ยา โดยค�ำนึงถึงแหล่ง 

ของความไม่แน่นอนทุกแหล่ง และเป็นไปตามแนวทางการประเมินค่าความไม่แน่นอนของการตรวจวิเคราะห์ด้าน

ยาและวัตถุเสพติด(11, 12) ซึ่งความไม่แน่นอนของการวัดเป็นค่ารวมของผลกระทบทั้งหมดที่มีต่อผลทดสอบที่เป็นเชิง

ปริมาณ  ดังนั้น แหล่งที่มาของความไม่แน่นอนของการวิเคราะห์ปริมาณอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลและยาผง 

ส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอนพิจารณาได้จากสูตรค�ำนวณ  คือ

		  Peak areasample	 ×
	Wstd	 ×

	 P	
×
	Dsam	

×
	Av.Wt/unit

    ปริมาณอะซิโทรมัยซิน  (มิลลิกรัมต่อหน่วย)  =
    	    	 Peak areastd      	 Dstd	     100		                  Wsample
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peak areasample	 = 	 พื้นที่ใต้พีคอะซิโทรมัยซินในสารละลายตัวอย่าง
peak areastd       	 = 	 พื้นที่ใต้พีคอะซิโทรมัยซินในสารละลายมาตรฐาน
Wstd                   	 = 	 น�้ำหนักของสารมาตรฐานอะซิโทรมัยซิน (มิลลิกรัม)
Dstd                    	 = 	 Dilution  factor ของสารมาตรฐาน
P                        	 = 	 ความบริสุทธิ์ของสารมาตรฐาน (% purity)
Dsample                	 = 	 Dilution  factor ของตัวอย่าง
Av.Wt/unit        	 = 	 น�้ำหนักผงยาเฉลี่ยต่อแคปซูลหรือน�้ำหนักยาเฉลี่ยต่อช้อนชา (กรัม)
Wsample                	 = 	 น�้ำหนักยาที่ใช้ในการวิเคราะห์ (กรัม)

7.	 การศึกษาคุณภาพยาอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลและยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอน	
		  วิเคราะห์อะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลและยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอนในหัวข้อปริมาณ 
ตวัยาส�ำคญั (Assay) ความแตกต่างจากน�ำ้หนกัเฉลีย่ (weight variation) การละลายของตวัยา (Dissolution) ความ
เป็นกรด-เบส (pH) และปริมาณน�้ำ (water) โดยใช้วิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นและผ่านการตรวจสอบความถูกต้อง ในการ
วิเคราะห์หาปริมาณตัวยาส�ำคัญและการละลายของตัวยา

ผล

1.	 การทดสอบความเหมาะสมของระบบโครมาโทกราฟ (Chromatographic system suitability)

จากการฉีดสารละลาย Resolution เพ่ือตรวจสอบความเหมาะสมของระบบโครมาโทกราฟ พบว่าระบบ 

โครมาโทกราฟสามารถแยก azaerythromycin A และ azithromycin จากกัน (ภาพที่ 2) โดยมี retention time  

ประมาณ 6.8 และ 10.2 นาที ตามล�ำดับ และมีค่า resolution เท่ากับ 7.6 โดยไม่มีผลรบกวนจากตัวท�ำละลาย 

(Diluent A) (ภาพที่ 3)
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2.	 การทดสอบความจ�ำเพาะเจาะจงของวิธี  (Selectivity/Specificity)

ภายใต้สภาวะของระบบโครมาโทกราฟที่พัฒนาขึ้น ได้พีคของอะซิโทรมัยซินที่เวลาประมาณ 10.1 นาที  

(ภาพที่ 4)
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ภาพที่ 4  โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานอะซิโทรมัยซิน  

จากการศึกษาความจ�ำเพาะเจาะจงของวิธีที่พัฒนาขึ้นโดยการฉีดสารละลายมาตรฐานอะซิโทรมัยซินที่ท�ำให้

เกิดการสลายตัวท่ีสภาวะต่างๆ เปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐานอะซิโทรมัยซิน โดยสามารถแยกสารสลายตัว 

ของอะซิโทรมัยซิน ที่เกิดการสลายตัวจากสภาวะต่าง ๆ ออกจากพีคของอะซิโทรมัยซิน (ภาพที่ 5)  
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ภาพที่ 5	 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานอะซิโทรมัยซิน  (A) 

   	 สารละลายมาตรฐานในสภาวะเบสที่ 80 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง (B)

      	 สารละลายมาตรฐานในสภาวะกรด (C)

      	 สารละลายมาตรฐานในสภาวะออกซิเดชัน (D) 

     	 สารละลายมาตรฐานในสภาวะท�ำให้ร้อนที่ 80 องศาเซลเซียส นาน  3 ชั่วโมง (E) 

    	 สารละลายมาตรฐานในสภาวะที่ถูกแสงแดดนาน  6 ชั่วโมง (F)
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พบว่าอะซโิทรมยัซนิ มคีวามคงทนจากความร้อนที ่80 องศาเซลเซยีส นาน 3 ชัว่โมง และในสภาวะเร่งด้วยแสง คือ 

พบการสลายตัวเพียงร้อยละ 1.1 และ 1.3 ตามล�ำดับ ไม่คงตัวในสภาวะเบสที่ 80 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง สภาวะ

กรดและสภาวะออกซิเดชัน โดยมีการสลายตัวและตรวจพบสารสลายตัว โดยแสดงผลการศึกษาความจ�ำเพาะเจาะจง 

ของวิธีจากสภาวะที่ท�ำให้เกิดการสลายตัว (ตารางที่ 1)

ตารางที่ 1 แสดงสภาวะที่ศึกษาการสลายตัวของอะซิโทรมัยซิน และสารสลายตัวที่ตรวจพบ

	สภาวะที่ท�ำให้เกิดการสลายตัว	 ร้อยละของการสลายตัว	 Retention time

			   ของสารสลายตัว (นาที)

เบสที่ 80 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง	 68.35	 4.5

กรด		  32.00	 4.5

ออกซิเดชั่น		  13.27	 3.5

ท�ำให้ร้อนที่ 80 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง	 1.06	 ไม่พบสารสลายตัว

แสงแดดนาน 6 ชั่วโมง	 1.34	 ไม่พบสารสลายตัว

3.	 การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห์  (Linearity and Range)

เมื่อฉีดสารละลายมาตรฐาน 6 ความเข้มข้น ได้แก่  0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 และ 0.6 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  

พบความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นกับพื้นที่ใต้พีคมีลักษณะเป็นเส้นตรงตลอดช่วงความเข้มข้นที่ทดสอบ โดยมีค่า

สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (Correlation coefficient)  เท่ากับ  0.9979 (ภาพที่ 6)
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4.	 การทดสอบความแม่น (Accuracy)

ผลจากการฉีดสารละลาย placebo ที่เติมสารมาตรฐานอะซิโทรมัยซินที่ 3 ระดับความเข้มข้น คือ ร้อยละ 

30, 100 และ 140 ของความเข้มข้นที่ใช้วิเคราะห์อะซิโทรมัยซิน   เพื่อศึกษาร้อยละของการคืนกลับ พบว่าค่าเฉลี่ย 

ของร้อยละของการคืนกลับของอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูล มีค่าเท่ากับ 99.48 และ %RSD เท่ากับ 0.28 

(ตารางที่ 2) ส่วนร้อยละของการคืนกลับของอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอน 

มีค่าเท่ากับ 99.20 และ %RSD เท่ากับ 0.61 (ตารางที่ 3)

ตารางที่ 2 ผลการทดสอบความแม่นของวิธีของอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูล

	 ระดับความเข้มข้น	 ปริมาณสารมาตรฐาน	 ปริมาณสารมาตรฐาน	 ร้อยละ
	(ร้อยละของความเข้มข้น	 ที่ตรวจพบ (มิลลิกรัม)	 ที่เติม (มิลลิกรัม)	 ของการคืนกลับ	 ค่าเฉลี่ย	 %RSD	
	 ที่ทดสอบ)	

		  2.8008	 2.8218	 99.26		
	 30	 2.8223	 2.8387	 99.42	 99.25	 0.18
		  2.7733	 2.7994	 99.07		

		  9.4026	 9.4248	 99.76
	 100	 9.3559	 9.3921	 99.62	 99.79	 0.19
		  9.3691	 9.3696	 99.99	

		  13.1196	 13.2490	 99.02
	 140	 13.1246	 13.1816	 99.57	 99.41	 0.35
		  13.1114	 13.1573	 99.65	

	 ค่าเฉลี่ยร้อยละของการคืนกลับ	 99.48	 0.28

ตารางที่ 3  ผลการทดสอบความแม่นของวิธีของอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอน  

		  2.7360	 2.7583	 99.19		
	 30	 2.7997	 2.8639	 97.76	 98.63	 0.78
		  2.7452	 2.7741	 98.95		

		  9.3179	 9.3154	 100.03
	 100	 9.2385	 9.4772	 97.48	 99.13	 1.44	
		  9.4294	 9.4407	 99.88	

		  13.2607	 13.2620	 99.99
	 140	 13.1771	 13.2097	 99.75	 99.84	 0.13	
		  13.2068	 13.2340	 99.79	

	 ค่าเฉลี่ยร้อยละของการคืนกลับ	 99.20	 0.61

	 ระดับความเข้มข้น	 ปริมาณสารมาตรฐาน	 ปริมาณสารมาตรฐาน	 ร้อยละ
	(ร้อยละของความเข้มข้น	 ที่ตรวจพบ (มิลลิกรัม)	 ที่เติม (มิลลิกรัม)	 ของการคืนกลับ	 ค่าเฉลี่ย	 %RSD	
	 ที่ทดสอบ)	
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5.	 การทดสอบความเที่ยง (Precision)  
5.1	ความท�ำซ�้ำได้ (Repeatability)  
จากการวิเคราะห์หาปริมาณตัวยาส�ำคัญในตัวอย่างยาอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลโดยวิเคราะห์ 6 ซ�้ำ 

ได้ปริมาณตัวยาส�ำคัญเฉลี่ยเท่ากับ 242.2219 มิลลิกรัมต่อแคปซูล และ %RSD เท่ากับ 1.3 (ตารางที่ 4) 
ส่วนอะซโิทรมยัซนิในรปูแบบยาผงส�ำหรบัเตรยีมเป็นยาน�ำ้แขวนตะกอน ได้ปรมิาณตวัยาส�ำคญัเฉลีย่เท่ากบั 195.7848  
มิลลิกรัมต่อ 5 มิลลิลิตร และ %RSD เท่ากับ 1.1 (ตารางที่ 5) 

5.2	 Intermediate precision

การศึกษา Intermediate  precision  ของวิธีที่พัฒนาขึ้นได้ผลการทดสอบ (ตารางที่ 6 และ 7)

ตารางที่ 6 ผลการทดสอบ Intermediate  precision ของอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูล

นักวิเคราะห์ที่ 1* 239.9909 243.1560 240.6924 239.6765 248.3456 241.4700 242.2219 1.3 
          244.8319 1.4

นักวิเคราะห์ที่ 2 248.0496 247.8729 247.8406 247.1409 247.2343 246.5128 247.4418 0.2

เปลี่ยนวันและเครื่องมือ** 

นักวิเคราะห์ที่ 1* 194.8427 197.9665 197.8479 192.4077 195.4342 196.2096 195.7848 1.1 
          196.6561 1.1

นักวิเคราะห์ที่ 2 199.4756 197.9835 196.3507 195.1510 196.2579 199.9452 197.5273 1.0  

เปลี่ยนวันและเครื่องมือ**

 รายการที่ ปริมาณอะซิโทรมัยซิน (มิลลิกรัมต่อแคปซูล)

 ทดสอบ 1 2 3 4 5 6 เฉลี่ย %RSD เฉลี่ย %RSD

 รายการที่ ปริมาณอะซิโทรมัยซิน (มิลลิกรัมต่อแคปซูล)

 ทดสอบ 1 2 3 4 5 6 เฉลี่ย %RSD เฉลี่ย %RSD

	*	นกัวเิคราะห์ที ่1 ตรวจวเิคราะห์วนัที ่20 ม.ิย. 56 โดยเครือ่ง HPLC ผลติภณัฑ์ของ Waters Model Waters 2695-1996-Empower

	**	นักวิเคราะห์ที่ 2 ตรวจวิเคราะห์วันที่ 27 มิ.ย. 56 โดยเครื่อง HPLC ผลิตภัณฑ์ของ Agilent Model Agilent 1100 Series

ตารางที่ 4  ผลการทดสอบความท�ำซ�้ำได้ของอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูล

	 1	 239.9909
	 2	 243.1560
	 3	 240.6924
	 4	 239.6765
	 5	 248.3456
	 6	 241.4700

	 เฉลี่ย	 242.2219

	 %RSD	 1.3

	 ตัวอย่างที่	 ปริมาณอะซิโทรมัยซิน (มิลลิกรัมต่อแคปซูล)

ตารางที่ 5  ผลการทดสอบความท�ำซ�้ำได้ของอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอน 

	 1	 194.8427
	 2	 197.9665
	 3	 197.8479
	 4	 192.4077
	 5	 195.4342
	 6	 196.2096

	 เฉลี่ย	 195.7848

	 %RSD	 1.1

	 ตัวอย่างที่	 ปริมาณอะซิโทรมัยซิน (มิลลิกรัมต่อแคปซูล)
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นักวิเคราะห์ที่ 1* 239.9909 243.1560 240.6924 239.6765 248.3456 241.4700 242.2219 1.3 
          244.8319 1.4

นักวิเคราะห์ที่ 2 248.0496 247.8729 247.8406 247.1409 247.2343 246.5128 247.4418 0.2

เปลี่ยนวันและเครื่องมือ** 

นักวิเคราะห์ที่ 1* 194.8427 197.9665 197.8479 192.4077 195.4342 196.2096 195.7848 1.1 
          196.6561 1.1

นักวิเคราะห์ที่ 2 199.4756 197.9835 196.3507 195.1510 196.2579 199.9452 197.5273 1.0  

เปลี่ยนวันและเครื่องมือ**

 รายการที่ ปริมาณอะซิโทรมัยซิน (มิลลิกรัมต่อแคปซูล)

 ทดสอบ 1 2 3 4 5 6 เฉลี่ย %RSD เฉลี่ย %RSD

 รายการที่ ปริมาณอะซิโทรมัยซิน (มิลลิกรัมต่อแคปซูล)

 ทดสอบ 1 2 3 4 5 6 เฉลี่ย %RSD เฉลี่ย %RSD

*	นักวิเคราะห์ที่ 1 ตรวจวิเคราะห์วันที่ 20 มิ.ย. 56 โดยเครื่อง HPLC ผลิตภัณฑ์ของ Waters Model Waters 2695-1996-Empower

**	นักวิเคราะห์ที่ 2 ตรวจวิเคราะห์วันที่ 27 มิ.ย. 56 โดยเครื่อง HPLC ผลิตภัณฑ์ของ Agilent: Model Agilent 1100 Series

ตารางที่ 7	 ผลการทดสอบ Intermediate   precision ของอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำ 

		  แขวนตะกอน  

6.	 การทดสอบความทนของวิธี (Robustness)

จากการทดลองเปลี่ยนแปลงสภาวะต่างๆ ของระบบโครมาโทกราฟ เพื่อศึกษาค่าพารามิเตอร์ต่างๆ เช่น 

resolution, retention time, theoretical plates และ tailing factor  รวมทั้งวิเคราะห์หาปริมาณอะซิโทรมัยซิน 

ในตัวอย่าง   เพื่อเปรียบเทียบผลวิเคราะห์   จากผลการทดสอบพบว่า สภาวะต่างๆ ของระบบโครมาโทกราฟท่ีมีการ 

เบี่ยงเบนไปให้ผลการวิเคราะห์ปริมาณอะซิโทรมัยซินในตัวอย่าง  มีค่า %RSD ไม่เกิน 1.16 (ตารางที่  8)

ตารางที่ 8  ผลการทดสอบความทนของวิธี

สภาวะของระบบ
โครมาโทกราฟ

ผลการทดสอบความทนของวิธี

	                  Retention	    Theoretical	     Tailing	             ปริมาณอะซิโทรมัยซิน (มิลลิกรัม/หน่วย)
	Resolution
		      time	   plates	      factor	          ค่าเฉลี่ย	       %RSD	      ค่าเฉลี่ย	        %RSD
					        	              (n=3)	

HPLC column	 No.1*	 8.8	 12.0	 7330.5	 1.09	 245.2151	 0.5	 247.2346	 1.16
	 No.2	 7.8	 13.7	 3587.9	 0.92	 249.2540	 1.9		

	 8.15	 8.4	 12.5	 7397.8	 1.02	 246.0023	 1.6
pH ของ buffer	 8.20*	 8.8	 12.0	 7330.5	 1.09	 245.2151	 0.5	 247.0882	 1.05
	 8.25	 8.2	 11.8	 5825.1	 1.17	 250.0471	 0.6

อุณหภูมิของ	 45	 10.6	 12.7	 7981.7	 1.05	 246.2101	 1.5	 -	 -
column	 50*	 8.8	 12.0	 7330.5	 1.09	 245.2151	 0.5	 246.3080	 0.46
	 55	 8.1	 11.2	 6695.5	 1.05	 247.4988	 0.6	 -	 -	

Flow rate 	 1.4	 9.8	 12.8	 10267.9	 1.05	 249.4342	 0.0	 -	 -
(ml/minute)	 1.5*	 8.8	 12.0	 7330.5	 1.09	 245.2151	 0.5	 247.8088	 0.92	
	 1.6	 9.9	 11.3	 7556.0	 0.99	 248.7771	 0.2	 -	 -

ACN/MeOH/	 19:40:41	 10.2	 15.6	 8590.0	 0.94	 247.1461	 0.7	 -	 -
Sol.A	 21:40:39*	 8.8	 12.0	 7330.5	 1.09	 245.2151	 0.5	 246.3427	 0.41
	 23:40:37	 8.0	 10.0	 6284.1	 1.05	 246.6668	 0.6	 -	 -

* หมายถึง สภาวะของระบบโครมาโทกราฟที่ท�ำการตรวจสอบความถูกต้อง
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7.	 การประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวัด (Measurement uncertainty)

เมือ่ทราบแหล่งท่ีมาของความไม่แน่นอนแล้ว  จงึพจิารณาความไม่แน่นอนทีเ่กิดจากแต่ละแหล่งแล้วค�ำนวณหา

ค่าความไม่แน่นอนรวม (combined relative standard uncertainty) และค่าความไม่แน่นอนขยาย (Expanded  

uncertainty) เพื่อรายงานเป็นผลการทดสอบ ดังตัวอย่างการค�ำนวณค่าความไม่แน่นอนของการวัดในการวิเคราะห์ 

อะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลที่ได้ผลการวิเคราะห์เท่ากับ 96.9% ของปริมาณที่แจ้ง ผลการค�ำนวณค่าความ 

ไม่แน่นอน พบว่าได้ค่าความไม่แน่นอนขยายเท่ากับ 1.56% ของปริมาณที่แจ้ง จึงรายงานผลการทดสอบเป็น 

96.9 ± 1.6% ของปริมาณที่แจ้ง รายละเอียดของการค�ำนวณค่าความไม่แน่นอน (ตารางที่ 9) ส่วนอะซิโทรมัยซินในรูป

แบบยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอน  ได้ผลการวิเคราะห์เท่ากับ 97.9% ของปริมาณที่แจ้ง  ผลการค�ำนวณ

ค่าความไม่แน่นอน พบว่าได้ค่าความไม่แน่นอนขยายเท่ากับ 1.48% ของปริมาณที่แจ้ง จึงรายงานผลการทดสอบ 

เป็น 97.9 ± 1.5% ของปริมาณที่แจ้ง  รายละเอียดของการค�ำนวณค่าความไม่แน่นอน  (ตารางที่ 10)

Standard				  

Wstd		  51.98	 mg	 0.0207	 0.000398

Volumetric flaskstd	 25	 ml	 0.0466	 0.001865

Pipetstd		  5	 ml	 0.0122	 0.002450

Volumetric flaskstd	 25	 ml	 0.0466	 0.001865

Peak areastd	 	 1084543.7	 -	 7050.5548	 0.006501

Purity		  -	 -	 -	 -

Sample				  

Av.Wt/unit		  451.8	 mg	 0.0207	 0.000046

Wsample		  181.08	 mg	 0.0207	 0.000114

Volumetric flaskstd	 250	 ml	 0.4385	 0.001754

Peak areasample	 1080656.7	 -	 2730.5388	 0.002527

Repeatability		 242.2219	 -	 0.0053	 0.000022

Total relative standard uncertainty: 0.00006486

Combined relative standard uncertainty: 0.00805

Test result is 96.9% la.: Combined standard uncertainty: 0.00805 × 96.9 = 0.78

Expanded uncertainty: k = 2, 2 × 0.78 = 1.56% la.

Reported value: 96.9 ± 1.6% la.

	 Components	 Value, xi	 Unit	 u(xi)	 u(xi)/xi

ตารางที่ 9  การประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวิเคราะห์อะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูล
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ตารางที่ 10  การประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวิเคราะห์อะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาผง ส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำ

แขวนตะกอน  

Standard				  

Wstd			   50.01	 mg	 0.0207	 0.000414

Volumetric flaskstd	 25	 ml	 0.0466	 0.001865

Pipetstd			   5	 ml	 0.0122	 0.002450

Volumetric flaskstd	 25	 ml	 0.0466	 0.001865

Peak areastd		  848359.3	 -	 2471.9540	 0.002914

Purity			   -	 -	 -	 -

Sample				  

Av.Wt/unit			  6327.8	 mg	 0.0207	 0.0000033

Wsample			   2794.7	 mg	 0.0207	 0.0000074

Volumetric flaskstd	 250	 ml	 0.4385	 0.001754

Peak areasample	 867873.3	 -	 4980.8690	 0.005739

Repeatability		 195.7848	 -	 0.0045	 0.000023

Total relative standard uncertainty: 0.00005764

Combined relative standard uncertainty: 0.00759

Test result is 97.9% la.: Combined standard uncertainty: 0.00759 × 97.9 = 0.74

Expanded uncertainty: k = 2, 2 × 0.74 = 1.48% la.

Reported value: 97.9 ± 1.5% la.

	 Components	 Value, xi	 Unit	 u(xi)	 u(xi)/xi

8.	 ผลการศึกษาคุณภาพยาอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลและยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอน

ในการเฝ้าระวังคณุภาพยาอะซิโทรมยัซนิในรปูแบบยาแคปซลูและยาผงส�ำหรบัเตรยีมเป็นยา น�ำ้แขวนตะกอน  

ซึง่เป็นโครงการร่วมระหว่างส�ำนักยาและวัตถเุสพตดิ  กรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ กบัส�ำนกังานคณะกรรมการอาหารและ

ยา ได้วิเคราะห์ตัวอย่างจ�ำนวน 23 ตัวอย่าง เป็นตัวอย่างยาอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลทั้งหมด 15 ตัวอย่าง จาก

ทะเบียนยา 8 ต�ำรับ จากผู้ผลิต 7 ราย เป็นผู้ผลิตในประเทศ 5  ราย และผู้น�ำเข้า 2 ราย ตรวจวิเคราะห์ในหัวข้อปริมาณ

ตัวยาส�ำคัญ (Assay) ความแตกต่างจากน�้ำหนักเฉลี่ย (Weight variation) การละลายของตัวยา (Dissolution) 

และปริมาณน�้ำ (Water) และยาอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอน 8 ตัวอย่าง จาก 

ทะเบียนยา 4 ต�ำรับ  จากผู้ผลิต 3 ราย  เป็นผู้ผลิตในประเทศ 2 ราย  และผู้น�ำเข้า 1 ราย ตรวจวิเคราะห์ในหัวข้อปริมาณ

ตวัยาส�ำคญั (Assay) ความเป็นกรด-เบส (pH) และปรมิาณน�ำ้ (Water) โดยการตรวจวเิคราะห์ในหวัข้อปรมิาณตวัยา

ส�ำคญัและการละลายของตวัยาใช้วิธท่ีีได้พฒันาขึน้และตรวจสอบความถกูต้องของวธิแีล้ว  ส่วนหวัข้อความแตกต่างจาก

น�ำ้หนกัเฉลีย่ ความเป็นกรด-เบส และปรมิาณน�ำ้  ใช้วธิแีละมาตรฐานตามต�ำรายาของประเทศสหรฐัอเมรกิา (USP 35)  

ซึง่จากการตรวจวิเคราะห์ตวัอย่างจ�ำนวน 23 ตวัอย่าง พบว่าตวัอย่างทัง้หมดมคีณุภาพเข้ามาตรฐานตามเกณฑ์ทีก่�ำหนด 
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วิจารณ์

การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลและยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำ 

แขวนตะกอนในครั้งนี้มีปัญหาเนื่องจากคุณสมบัติของอะซิโทรมัยซิน คือ อะซิโทรมัยซินมีโครงสร้างขนาดใหญ่  

(ดงัภาพที ่1) มวลโมเลกลุมาก ประกอบกบัมค่ีาการดดูกลนืแสงทีไ่ม่เด่นชัด(13) (very weak ultravioletchromophore) 

ท�ำให้การตรวจวิเคราะห์ที่ใช้การตรวจวัดโดยการดูดกลืนแสงกระท�ำได้ในช่วงความยาวคลื่นที่จ�ำกัด แต่วิธีที่พัฒนาขึ้น

มีข้ันตอนการเตรียมสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่างที่ไม่ยุ่งยาก โดยมีเพียงขั้นตอนเดียว ท�ำให้สามารถ

ลดค่าความผิดพลาด (Error) อันเนื่องมาจากการเตรียมสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่าง และวิธีที่พัฒนา

ขึ้นสามารถตรวจวิเคราะห์อะซิโทรมัยซินท้ังในรูปแบบยาแคปซูลและยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอนได้ 

ในคราวเดียวกัน ใช้อุปกรณ์ในการตรวจวัดสัญญาณที่มีใช้ทั่วไปในห้องปฏิบัติการ คือ UV detector แทนการใช ้ 

Amperometric electrochemical detector ซึ่งเป็นอุปกรณ์ในการตรวจวัดสัญญาณที่เฉพาะเจาะจง ไม่มีใช้ทั่วไปใน

ห้องปฏิบัติการ นอกจากนี้วิธีการวิเคราะห์ก็ยังเหมือนกับวิธีการวิเคราะห์อะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาเม็ดตามต�ำรายา 

ของประเทศสหรัฐอเมริกา (USP 35)  แตกต่างกันเฉพาะสัดส่วนของสารละลายตัวพาเท่านั้น
ผลการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีพบว่า วิธีวิเคราะห์มีความจ�ำเพาะเจาะจงต่ออะซิโทรมัยซิน ไม่พบ 

การรบกวนจากสารสลายตัวที่เกิดขึ้นจากสภาวะต่างๆ ที่ท�ำให้เกิดการสลายตัว  

การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงของการทดสอบ  โดยศกึษาสารละลายมาตรฐานที ่6 ระดบัความเข้มข้น 

คิดเป็นช่วงของความเป็นเส้นตรงอยู่ระหว่าง 0.1-0.6 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  ได้ความสัมพันธ์ที่เป็นเส้นตรงตลอดช่วง  

โดยมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (Correlation coefficient, r) เท่ากับ 0.9979

การทดสอบความแม่นของวิธี ทดสอบที่ 3 ความเข้มข้น คือ 30, 100 และ 140% ของค่าความเข้มข้นท่ี

ทดสอบ  พบว่าร้อยละของการคนืกลบัของอะซโิทรมยัซนิในรปูแบบยาแคปซลูของทกุความเข้มข้นทีท่ดสอบอยูร่ะหว่าง 

99.02 ถึง 99.99 โดยมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 99.48 และ %RSD เท่ากับ 0.28 ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ คือ ร้อยละ 98.0-

102.0 และค่า %RSD ไม่มากกว่า 2.0 ส�ำหรับร้อยละของการคืนกลับของอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาผงส�ำหรับเตรียม

เป็นยาน�้ำแขวนตะกอนของทุกความเข้มข้นที่ทดสอบอยู่ระหว่าง 97.48 ถึง 100.03 โดยมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 99.20 และ  

%RSD เท่ากับ 0.61 ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ คือ ร้อยละ 97.0-103.0 และค่า %RSD ไม่มากกว่า 2.0  แสดงถึง

วิธีที่พัฒนาขึ้นนี้มีความแม่น

การทดสอบความเที่ยงของวิธี  ผลการทดสอบความท�ำซ�้ำได้  ได้ค่า %RSD เท่ากับ 1.3 และ 1.1 ส�ำหรับ 

อะซโิทรมยัซนิในรปูแบบยาแคปซูลและยาผงส�ำหรบัเตรยีมเป็นยาน�ำ้แขวนตะกอน  ตามล�ำดบั เมือ่ทดสอบโดยเปลีย่นนกั

วิเคราะห์ เปลี่ยนวันวิเคราะห์ และเปลี่ยนเครื่องมือ ท�ำการวิเคราะห์ตัวอย่าง 6 ซ�้ำ ได้ %RSD รวมของผลการวิเคราะห์

เท่ากับ 1.4 และ 1.1  ส�ำหรับอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลและยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอน  ตาม

ล�ำดับ  ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับ คือ ไม่มากกว่า 2.0 แสดงว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นสามารถท�ำซ�้ำได้และมีความเที่ยง

การทดสอบความทนของวิธีทดสอบโดยเปลี่ยนแปลง HPLC column อัตราส่วนของสารละลายตัวพา 

ความเป็นกรด-เบส (pH) ของสารละลายบัฟเฟอร์ในสารละลายตัวพา อุณหภูมิของคอลัมน์และอัตราการไหลของ

สารละลายตวัพา พบว่าการเปล่ียนแปลงท่ีได้ท�ำการทดสอบดงักล่าวไม่มผีลกระทบต่อระบบ ซึง่พจิารณาจากประสทิธภิาพ

ของการแยก (theoretical plates) Resolution ระหว่าง azithromycin และ azaerythromycin A และรูปร่าง

ของพีค (tailing factor) และจากผลการวิเคราะห์อะซิโทรมัยซินในตัวอย่างในสภาวะที่มีการเปลี่ยนแปลงดังกล่าว

ได้ผลการทดสอบที่มีค่า %RSD ไม่เกิน 2.0 เป็นการยืนยันว่าเมื่อสภาวะของระบบโครมาโทกราฟมีการเปลี่ยนแปลง 

เล็กน้อยจะไม่กระทบต่อผลวิเคราะห์ แสดงว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นมีความทนต่อสภาวะที่เปลี่ยนแปลง 
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การประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวดัเป็นเครือ่งวดัระดบัคณุภาพของผลการทดสอบ  การแสดงค่าความ

ไม่แน่นอนท�ำให้ค่าที่รายงานนั้นมีความครบถ้วนสมบูรณ์และน่าเชื่อถือ นอกจากนี้ยังเป็นการแสดงถึงความสามารถ 

ในการสอบกลับได้ของระบบการวัด  ส�ำนักยาและวตัถเุสพตดิเป็นห้องปฏบิตักิารทีใ่ห้การบรกิารการทดสอบ ต้องสามารถ

รายงานค่าความไม่แน่นอนของผลการทดสอบได้หากเป็นความต้องการของลูกค้า จากตัวอย่างการประเมินค่าความ 

ไม่แน่นอนของผลการทดสอบหาปริมาณอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลและยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวน

ตะกอน พบว่าได้ค่าความไม่แน่นอนขยาย 1.6% และ 1.5% ตามล�ำดับ  ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ปกติของการตรวจวิเคราะห์ยา

สรุป

วิธีวิเคราะห์อะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลและยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอน ที่พัฒนา

ข้ึนนี้สามารถใช้วิเคราะห์ปริมาณอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลและยาผงส�ำหรับเตรียมเป็นยาน�้ำแขวนตะกอน 

ได้อย่างถูกต้องแม่นย�ำและมีความจ�ำเพาะเจาะจงต่อตัวยาส�ำคัญ เป็นวิธีที่ง่าย สะดวก และสามารถวิเคราะห์ยาทั้งสอง

รูปแบบได้ในเวลาเดียวกัน วิธีที่พัฒนาขึ้นนี้สามารถน�ำไปใช้เป็นวิธีมาตรฐานของส�ำนักยาและวัตถุเสพติดในการตรวจ

วิเคราะห์คุณภาพยาดังกล่าวในโครงการส�ำรวจคุณภาพยาอะซิโทรมัยซินในรูปแบบยาแคปซูลและยาผงส�ำหรับเตรียม

เป็นยาน�้ำแขวนตะกอนที่มีจ�ำหน่ายในประเทศไทย โดยการตรวจวิเคราะห์ในหัวข้อปริมาณตัวยาส�ำคัญและการละลาย

ของตัวยาใช้วิธีที่ได้พัฒนาขึ้นและตรวจสอบความถูกต้องของวิธีแล้ว  ส่วนหัวข้อความแตกต่างจากน�้ำหนักเฉลี่ย  ความ

เป็นกรด-เบส และปรมิาณน�ำ้  ใช้วิธแีละมาตรฐานตามต�ำรายาของประเทศสหรฐัอเมรกิา (USP 35)  ซึง่จากการตรวจ
วิเคราะห์ตัวอย่างจ�ำนวน 23 ตัวอย่าง  พบว่าตัวอย่างทั้งหมดมีคุณภาพเข้ามาตรฐานตามเกณฑ์ที่ก�ำหนด  
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Development and Validation Method for 

Determination of Azithromycin Capsules 

and Azithromycin for Oral Suspension

Wipapan  Saiyasombat  Supanee  Duangteraprecha  Supawadee  Surangkul

and  Prasit  Opas
Bureau of  Drug and Narcotic, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi, 11000, 

Thailand.

Abstract  The development and validation of reversed phase high performance liquid chromatography 
(RP-HPLC) method for the determination of azithromycin capsules and azithromycin  for oral  suspension 
was  established.  The separation was achieved on a XTerra C18, 5-µm, 4.6- × 150-mm  column, at  50 degree 
Celsius. The mobile phase was the mixture of acetronitrile, methanol and dibasic potassium phosphate 
with sodium 1-octanesulfonate pH 8.20 (21:40:39, v/v) at the flow rate of 1.5 ml per minute, setting the 
detection at 210 nm. Specificity test indicated that azithromycin peak was not interfered by its degradation 
product peaks from any stress conditions : heat, light, acid/base hydrolysis and oxidation. The described 
method was linear over the range of  0.1-0.6 mg per ml for azithromycin with correlation coefficient, r, 
0.9979. The percentage mean recovery of  azithromycin capsules and azithromycin for oral suspension 
were 99.48 (%RSD = 0.28) and 99.20 (%RSD = 0.61), respectively. The repeatability of  azithromycin 
capsules and azithromycin for oral suspension were performed  with %RSD 1.3 and 1.1, respectively.  
The intermediate precision data (%RSD) obtained among different days, analysts and HPLC 
instruments of azithromycin capsules and azithromycin for oral suspension were 1.4 and 1.1 
respectively. The results showed that this method was robust when HPLC conditions such as the HPLC 
column, the pH of  buffer solution, the ratio of mobile phase, the column temperature and even the flow rate, 
were changed. The proposed analytical method presented here revealed that it was suitable for the 
determination of azithromycin capsules and azithromycin for oral suspension. This validated method  
was further used to analyze azithromycin capsules and azithromycin for oral suspension; it was found 
that all of  the samples complied with the specifications.

Key words : azithromycin capsules, azithromycin for oral suspension, HPLC, method validation


