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บทคัดย่อ    การศกึษาในคร้ังน้ีมวัีตถุประสงค์เพ่ือพัฒนาและตรวจสอบความถูกต้องของวิธวิีเคราะห์ปริมาณยา methyl- 

prednisolone ด้วยเคร่ือง UV-visible spectrophotometer รวมถงึศกึษาความคงตวัและสภาวะการเกบ็รักษาที่

เหมาะสมของต�ารับยาหยอดตา methylprednisolone ความเข้มข้น 1% โดยน�า้หนักต่อปริมาตรส�าหรับผู้ป่วยเฉพาะ

ราย โดยศกึษาความคงตวัของยาหยอดตา methylprednisolone ความเข้มข้น 1 เปอร์เซน็ตโ์ดยน�า้หนักต่อปริมาตร

ด้วยเคร่ือง UV-visible spectrophotometer เปรียบเทยีบการเกบ็รักษา 2 สภาวะ โดยอ้างองิแนวปฏบิตัสิากล การ

ตรวจสอบความถูกต้องของวิธวิีเคราะห์ methylprednisolone เชิงปริมาณด้วยเคร่ืองมอืดงักล่าว ได้ความสมัพันธเ์ชิง

เส้นตรงระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 248 นาโนเมตรกบัความเข้มข้น (ค่าสมัประสทิธิ์การก�าหนด 

0.999) มีความแม่นย�า (ค่าเปอร์เซน็ตเ์บี่ยงเบนมาตรฐานสมัพัทธ ์= 0.80-1.80 เปอร์เซน็ต)์ และความเที่ยงตรง 

(ค่าเปอร์เซน็ตก์ารคืนกลับของวิธวิีเคราะห์ = 100.44-101.20 เปอร์เซน็ต ์ ) การน�ามาใช้วิเคราะห์ปริมาณยาคง

เหลือเพ่ือศกึษาความคงตวัในยาหยอดตาที่เตรียมจากยาฉีด methylprednisolone ในสารละลายโซเดยีมคลอไรด์

ความเข้มข้นร้อยละ 0.45 เปอร์เซน็ตโ์ดยน�า้หนักต่อปริมาตร บรรจุขวดแก้วสชีาปิดสนิท และเกบ็รักษา 2 สภาวะ คือ 

ตู้ เยน็ (2-8 องศาเซลเซียส) และอณุหภมูห้ิอง (30±2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 2 เดอืน ผลการประเมนิทาง

กายภาพจากการสงัเกตลักษณะทั่วไป พบว่าเกดิความขุ่นในวันที่ 10 และ 67 เมื่อเกบ็ที่อณุหภมูห้ิองและตู้ เยน็ ตาม

ล�าดบั ค่าความเป็นกรด-ด่างลดลงต�่ากว่าที่เภสชัต�ารับก�าหนดภายหลังการเกบ็รักษาที่อณุหภมูห้ิองเป็นเวลา 6 วัน

และในตู้ เยน็เป็นเวลา 52 วัน ผลการวิเคราะห์เชิงปริมาณพบปริมาณตวัยาส�าคัญคงเหลือมากกว่าร้อยละ 90.0 

ตลอดระยะเวลาการศกึษาทั้ง 2 สภาวะ สรปุว่า ต�ารับยาหยอดตา methylprednisolone ความเข้มข้น 1 เปอร์เซน็ต์

โดยน�า้หนักต่อปริมาตร ส�าหรับผู้ป่วยเฉพาะราย จะมคีวามคงตวัดทีี่สดุในตู้ เยน็ภายใต้อณุหภมู ิ2-8 องศาเซลเซียส 

ระยะเวลาไม่เกนิ 51 วัน แต่อย่างไรกด็หีากมกีารเปิดใช้ยาหยอดตาแล้วควรมอีายุของยาไม่เกนิ 4 สปัดาห์

 ค�ำส�ำคัญ:  ความคงตวั, ยา methylprednisolone, ยาหยอดตาส�าหรบัผูป่้วยเฉพาะราย, เครือ่ง UV-visible spectrophoto- 

meter, การตรวจสอบความถูกตอ้ง

วารสารวิชาการสาธารณสขุ

ปีที่ 28 ฉบบัที่ 4 กรกฎาคม - สงิหาคม 2562

Journal of Health Science

Vol. 28 No. 4, July - August 2019

นิพนธ์ต้นฉบับ Original article

วันรับ:  21 พ.ค. 2561

วันแก้ไข:  18 ก.ย. 2561   

วันตอบรับ:  17 ต.ค. 2561



Journal of Health Science 2019 Vol. 28 No. 4744

Development and Validation of a Stability Indicating UV-Visible Spectrophotometer Method for Opthalmic Soltuion

บทน�า
ยา methylprednisolone เป็นฮอร์โมนสงัเคราะห์ใน

กลุ่ม corticosteroid ใช้ส�าหรับเป็นยาต้านการอกัเสบโดย

เข้าไปช่วยควบคุมระบบภมูคุ้ิมกนัของร่างกาย ส�าหรับโรค

ที่เกี่ยวกบัดวงตา ยา methylprednisolone ถูกน�ามาใช้

บรรเทาและต้านการอกัเสบของดวงตาจากสาเหตุต่างๆ 

เช่น ป้องกนัการอกัเสบจากการผ่าตดั ป้องกนัการเกดิรอย

แผลเป็น รักษาการอกัเสบแบบเฉียบพลันของดวงตาและ

เย่ือบุตา(1,2) แต่ในปัจจุบันยังไม่มี methylprednisolone 

รูปแบบยาหยอดตาจ�าหน่ายในท้องตลาด ดังน้ัน โรง-

พยาบาลจึงต้องเตรียมต�ารับยาหยอดตา methylpredni- 

solone ส�าหรับผู้ป่วยเฉพาะราย โดยน�ายา methylpred-

nisolone sodium succinate ชนิดผงยาปราศจากเช้ือ

ส�าหรับฉีด ละลายในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ ความ

เข้มข้น 0.45% โดยน�า้หนักต่อปริมาตร และไม่เตมิสาร

กนัเสยี เน่ืองจากสารกนัเสยีอาจไปท�าอนัตรายต่อเซลล์(3) 

ปัจจุบันต�ารับยาหยอดตาดังกล่าวได้อ้างองิก�าหนดความ

คงตัวภายหลังการผสมจากยาฉีดเข้าทางหลอดเลือดด�า 

แต่ยังไม่มกีารศกึษามาก่อนว่าหากน�ามาใช้ในรปูแบบของ

ยาหยอดตาตวัยาควรเกบ็ที่อณุหภมูเิทา่ใด และจะมคีวาม

คงตวันานเทา่ใด จึงจะเหมาะสม 

ความคงตวัของยาหรือเภสชัภณัฑม์คีวามส�าคัญในทุก

กระบวนการที่เกี่ยวข้องกบัยา เร่ิมตั้งแต่ ขบวนการเตรียม

ต�ารับยา จนถงึสภาวะการเกบ็รักษายา เน่ืองจากยาที่ได้

ผลทางเภสัชวิทยาจะต้องมีปริมาณของยา ณ ต�าแหน่ง  

เป้าหมายในความเข้มข้นที่มผีลทางการรักษา และมคีวาม

คงตัวทางกายภาพ ประกอบกับส ี กล่ิน และความเป็น 

กรด-ด่างที่เหมาะสม ดังน้ันการเกบ็รักษาเภสชัภัณฑไ์ม่

เหมาะสม จะส่งผลให้ต�ารับยาเกดิการเปล่ียนแปลงทั้งทาง

ด้านกายภาพและเคมี ส ี กล่ิน และความเป็นกรด-ด่าง 

ท�าให้เกดิผลกระทบต่อผู้ป่วย โดยเฉพาะการบริหารยา

ทางตาที่ต้องค�านึงเป็นพิเศษ นอกจากน้ีการเสื่อมสลาย

ของตัวยาท�าให้ผู้ป่วยได้รับปริมาณยาลดลง ส่งผลให้

ปริมาณยาที่ต�าแหน่งเป้าหมายต�่าเกินกว่าที่จะให้ผลใน

การรักษาได้ โดยจะเหน็ว่าสิ่งแวดล้อมของการเกบ็รักษา 

เช่น แสงและอณุหภมูิ เป็นปัจจัยส�าคัญอย่างหน่ึงที่ส่งผล

ต่อการเสื่อมสลายของตวัยา(4) ดงัน้ันการเกบ็รักษายาภาย

ใต้สภาวะทีถู่กต้องเหมาะสมกบัตวัยาจะช่วยรักษาคุณภาพ

ของต�ารับยามีความปลอดภัยในการใช้ยา และไม่ก่อให้

เกดิผลข้างเคียง

การทดสอบปริมาณตวัยาส�าคัญ methylprednisolone 

ตามเภสชัต�ารับจะใช้เทคนิค high performance liquid 

chromatography ซ่ึงเป็นกระบวนการแยกสารประกอบที่

สนใจ ระหว่างเฟส 2 เฟส คือ เฟสอยู่กบัที่ (stationary 

phase) หรือคอลัมน์กบัเฟสเคล่ือนที่ (mobile phase)   

ข้อจ�ากดัของวิธน้ีี คือ เคร่ืองมือมีราคาสงู มคีวามยุ่งยาก 

และใช้ระยะเวลาในการทดสอบมาก จึงมีงานวิจัยเพ่ือ

พัฒนาการหาปริมาณตัวยา methylprednisolone ใน  

เภสัชภัณฑ์โดยใช้หลักการ UV spectrophotometric 

method โดยเตรียมสารละลายยา methylprednisolone 

ความเข้มข้นระหว่าง 5-25 ไมโครกรัมต่อมลิลิลิตร แล้ว

วัดปริมาณตวัยาด้วยเคร่ือง UV-VIS spectrophotometer 

และมกีารตรวจสอบความถูกต้องของวิธวิีเคราะห์ พบว่า

วิธกีารน้ีสามารถหาปริมาณตวัยา methylprednisolone ได้

และมีความเที่ยงตรงและความแม่นย�าอยู่ในเกณฑ์ที่

ยอมรับได้(5) จึงเป็นอกีทางเลือกหน่ึงส�าหรับการทดสอบ

หาปริมาณตวัยาส�าคัญได้ 

ในการพัฒนาวิธกีารวิเคราะห์จึงต้องมีการตรวจสอบ

ความถูกต้อง (method validation) ของวิธวิีเคราะห์ที่

อ้างอิงมาเพ่ือยืนยันว่าวิธีวิเคราะห์สามารถวัดค่าสาร

ตัวอย่างได้แม่นย�าหรือใกล้เคียงกบัค่าที่แท้จริงที่สดุโดย

การตรวจสอบความถูกต้องจะอ้างองิตามแนวปฏบิตัสิากล 

ICH harmonised tripartite guideline ในหัวข้อ validation 

analytical procedure: text and methodology Q2(R1) 

ซ่ึงจะมีการทดสอบเพ่ือหาความจ�าเพาะเจาะจง (speci-

ficity) ความสมัพันธเ์ชิงเส้นตรง (linearity) ความแม่นย�า 

(precision) ความเที่ยงตรง (accuracy) ขดีการตรวจวัด 

(detection limit) และขดีจ�ากดัการวัดเชิงปริมาณ (quan-

titation limit) ของวิธวิีเคราะห์ที่ใช้ในการหาตวัยาส�าคัญ

ในเภสชัภัณฑ์(6-7)



การพัฒนาและตรวจสอบความถูกต้องของวิธวิีเคราะห์ความคงตวัด้วย UV-Visible Spectrophotometer ของยาหยอดตา

วารสารวชิาการสาธารณสขุ 2562 ปีที ่28 ฉบบัที ่4 745

การศึกษาในคร้ังน้ีจึงได้พัฒนาและตรวจสอบความ

ถูกต้องของวิธวิีเคราะห์ปริมาณยา methylprednisolone 

ด้วยเคร่ือง UV-visible spectrophotometer รวมถงึศกึษา

ความคงตวั และสภาวะการเกบ็รักษาทีเ่หมาะสมของต�ารับ

ยาหยอดตา methylprednisolone ความเข้มข้น 1% โดย

น�า้หนักต่อปริมาตรส�าหรับผู้ป่วยเฉพาะราย เพ่ือสามารถ

ก�าหนดวันหมดอายุของต�ารับยาดังกล่าวในสภาวะการ

เกบ็รักษาต่างๆ ได้

วิธีการศึกษา
เป็นการศึกษาเชิงทดลองเพ่ือพัฒนาและตรวจสอบ

ความถูกต้องของวิธวิีเคราะห์ปริมาณยา methylpredni- 

solone ด้วยเคร่ือง UV-visible spectrophotometer เพ่ือ

น�ามาใช้ในการตรวจสอบการเปล่ียนแปลงของปริมาณตวั

ยาส�าคัญในยาหยอดตา methylprednisolone ความ      

เข้มข้น 1% โดยน�า้หนักต่อปริมาตรส�าหรับผู้ป่วยเฉพาะ

รายในระหว่างการเกบ็รักษาในตู้ เยน็และอุณหภูมิห้อง 

รวมถึงศึกษาความคงตัวของยา โดยการสังเกตการ

เปล่ียนแปลงทางกายภาพ เช่น ความขุ่น ส ี และความ

เป็นกรด-ด่างของยาเตรียม เพ่ือสามารถก�าหนดสภาวะ

การเกบ็รักษาที่เหมาะสมและวันหมดอายุของยาหยอดตา

ส�าหรับผู้ป่วยเฉพาะรายต�ารับดงักล่าวได้

สารเคมี

ยาฉีด Solu-MedrolTM ( methylprednisolone sodi-

um succinate) ขนาด 1,000 มลิลิกรัม บริษัทไฟเซอร์ 

เบลเย่ียม lot. no. L41302 วันหมดอายุ 31/10/62 

สารละลายโซเดยีมคลอไรดป์ราศจากเช้ือ 0.9% โดยน�า้

หนักต่อปริมาตร (0.9% NSS) บริษัทวีแอนด์วี 

ประเทศไทย Lot. No. 4291015 วันหมดอายุ 27/10/63 

และน�า้กล่ันปราศจากเช้ือ (SWI) บริษัทเยเนอรัลฮอส-

ปิตลั โปรดคัส ์จ�ากดั (มหาชน) ประเทศไทย Lot. No. 

1607104 วันหมดอายุ 23/07/61

เครือ่งมือและอุปกรณ์

เคร่ือง UV-visible spectrophotometer (Thermo 

Fisher Scientific®, EVO600LC, USA) เคร่ืองวัดความ

เป็นกรด-ด่าง (Eutech instruments®, pH510, Malay-

sia) ตู้ เยน็ (Mitsubishi®, MR-F33U, ประเทศไทย)

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน

เตรียมสารละลายมาตรฐาน methylprednisolone   

sodium succinate ในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความ

เข้มข้น 0.45% โดยน�า้หนักต่อปริมาตร (เตรียมจาก

สารละลายโซเดียมคลอไรด์ปราศจากเช้ือ 0.9% โดย      

น�า้หนักต่อปริมาตร : น�า้กล่ันปราศจากเช้ือใช้ภายใน ใน

อตัราส่วน 1:1) ที่ความเข้มข้น 3,000 ไมโครกรัมต่อ

มลิลิลิตร จากน้ันปิเปตสารละลายมาตรฐาน 0.03, 0.04, 

0.05, 0.06, 0.07 และ 0.08 มลิลิลิตรลงใน volume- 

tric flask ขนาด 10 มลิลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยสารละลาย

โซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.45% โดยน�า้หนักต่อ

ปริมาตร เพ่ือให้ได้ความเข้มข้นของสารทดสอบคือ 9, 

12, 15, 18, 21, 24, 27 และ 30 ไมโครกรัมต่อมลิลิลิตร

ตามล�าดบั

การเตรียมตวัอย่างยาหยอดตา

ยาหยอดตาเฉพาะคราว methylprednisolone sodium 

succinate ความเข้มข้น 1% โดยน�า้หนักต่อปริมาตร 

เตรียมโดยละลายยาฉีด methylprednisolone 7,000 

มิลลิกรัมในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความ   เข้มข้น 

0.45% โดยน�า้หนักต่อปริมาตร แล้วปรับปริมาตรให้ครบ 

700 มิลลิลิตร กรองผ่านกระดาษกรองขนาด 0.02 

ไมโครเมตรเพ่ือให้ได้สารละลายปราศจากเช้ือ บรรจุใส่

ขวดแก้วสีชาปิดสนิทเพ่ือควบคุมตัวแปรด้านแสงสว่าง 

ขวดละ 3 มิลลิลิตร จ�านวน 230 ขวด แบ่งเกบ็ในตู้ เยน็

ที่อณุหภมู ิ2-8 องศาเซลเซียส และที่อณุหภมูห้ิอง 30±2 

องศาเซลเซียส วิเคราะห์หาความคงตัวทุกวัน คร้ังละ 3 

ตวัอย่าง/สภาวะ (N=3)

 การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห ์     

(method validation)(6,7)

วิธีการตรวจสอบความถูกต้องพัฒนามาจากแนว

ปฏบิตัสิากล ICH Harmonised Tripartite guideline ดงัน้ี

การทดสอบความเฉพาะเจาะจง (specificity) 

เพ่ือศึกษาว่าวิธีการวิเคราะห์ที่ เลือกใช้สามารถ
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วิเคราะห์ตัวยาที่ต้องการได้ และไม่มีการรบกวนจาก       

สารอื่นๆ ที่มใีนต�ารับ เช่น สารสลายตวั สารปนเป้ือน สาร

ช่วยในต�ารับ โดยน�าสารละลายมาตรฐาน methylpred-

nisolone sodium succinate ความเข้มข้น 15 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร และสารที่สลายตัวมาวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง 

UV-visible spectrophotometer ในช่วง 200-600    

นาโนเมตร เพ่ือหาค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน

สงูสดุ (λ
max

)

การหาความสมัพนัธเ์ชิงเสน้ตรง (linearity) 

การหาความสมัพันธเ์ชิงเส้นตรงโดยสร้างสมการเชิง

เส้นของกราฟมาตรฐานที่แสดงความสมัพันธร์ะหว่างค่า

การดูดกลืนแสงและความเข้มข้น การวิเคราะห์หาความ

สัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ methylprednisolone 

sodium succinate เทยีบกบัค่าการดูดกลืนแสงที่ได้จาก

ความเข้มข้นต่างๆ กนัคือ 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27 

และ 30 ไมโครกรัมต่อมลิลิลิตรตามล�าดบั ซ่ึงค�านวณค่า

เฉล่ียความเป็นเส้นตรงจากการทดสอบจ�านวน 3 ตวัอย่าง 

(N=3) ความสมัพันธเ์ชิงเส้นแสดงด้วยค่าสมัประสทิธิ์การ

ก�าหนด (coefficient of determination หรือ R2) โดยค่าที่

ยอมรับได้ คือค่าที่ R2 มากกว่า 0.995

ค่าขดีจ�ากดัการตรวจวัด (Limit of detection : LOD) 

ค่าขีดจ�ากดัการตรวจวัดหรือความเข้มข้นต�่าสดุที่วิธี

การวิเคราะห์สามารถทดสอบได้สามารถค�านวณได้จาก

กราฟมาตรฐานได้โดยตรงหาได้จากสมการ(5-6)

LOD = 3.3σ/S 

ก�าหนดให้  

-  LOD คือ ขดีจ�ากดัการตรวจวัด 

-	σ คือ ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของสญัญาณ 

- S คือ ความชันของกราฟมาตรฐาน

ค่าขีดจ�ากดัการวดัเชิงปริมาณ (limit of quantita-

tion: LOQ) 

ค่าขดีจ�ากดัการวัดเชิงปริมาณหรือความเข้มข้นต�่าสดุ

ที่วิธีวิเคราะห์สามารถทดสอบได้โดยมีค่าการทดสอบ

ความแม่นย�าและความเที่ยงตรงในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ 

ค�านวณได้ตามสมการ(5-6)

LOQ = 10σ/S 

ก�าหนดให้ 

-  LOQ คือ ขดีจ�ากดัการวัดเชิงปริมาณ 

-  σ คือ ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของสญัญาณ 

-  S คือ ความชันของกราฟมาตรฐาน

การทดสอบความแม่นย�า (precision test) 

ทดสอบโดยวัดตัวอย่างชนิดเดียวกันหลายๆ คร้ัง 

ความแตกต่างของผลการวิเคราะห์ที่ได้จากการวิเคราะห์

ซ�า้ๆ แสดงเป็นส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพัทธ ์(% RSD) 

เป็นการทดสอบว่าวิธทีี่เลือกใช้ และเคร่ืองมอืที่ใช้ในการ

วิเคราะห์ให้ผลที่ใกล้เคียงกันใน ทุกๆ คร้ัง ที่ท �าการ

ทดลอง และผลที่ได้อยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ แบ่งการ

ทดสอบเป็น การทดสอบในวันเดยีวกนั (intra-day) และ 

การทดสอบต่างวันกนั (inter-day) โดยทดสอบ 3 ระดบั

ความเข้มข้นคือ 12, 18, 24 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ความเข้มข้นละ 3 ตวัอย่าง 

การทดสอบความเทีย่งตรง (accuracy test) 

เพ่ือทดสอบความเที่ยงตรงของวิธีวิเคราะห์ โดยใช้

สารละลายมาตรฐาน methylprednisolone sodium suc-

cinate ซ่ึงตวัอย่างทีเ่ตมิสารละลายมาตรฐาน methylpred-

nisolone sodium succinate เรียกว่า spiked sample โดย

เติมทั้งหมด 5 ความเข้มข้นในช่วงความเข้มข้นร้อยละ 

80.0-120.0 ความเข้มข้นละ 3 ตวัอย่าง และตวัอย่างที่

ไม่มีการเติมสารละลายมาตรฐาน methylprednisolone         

sodium succinate เรียกว่า unspiked sample ค่าความ

เที่ยงตรงของวิธวิีเคราะห์วัดในรูปร้อยละการได้กลับคืน 

(% recovery) 

การทดสอบความคงตวัของยาหยอดตาเฉพาะ

คราว methylprednisolone sodium succinate 

ท�าสงัเกตลักษณะทางกายภาพของแต่ละตัวอย่างใน

แต่ละวันที่ทดสอบเป็นระยะเวลานาน 2 เดอืน โดยดูการ

เปล่ียนแปลงความใส กล่ิน รวมทั้งวัดความเป็นกรด-ด่าง

ของต�ารับยาและวิเคราะห์หาปริมาณตัวยาส�าคัญด้วย

เคร่ือง UV-visible spectrophotometer ที่ความยาวคล่ืน 

248 นาโนเมตร แล้วน�ามาค�านวณหาปริมาณตัวยาที่
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วิเคราะห์ได้จากกราฟมาตรฐาน โดยค�านวณหาค่าร้อยละ

ปริมาณตามฉลาก (% label amount: % LA) ตาม       

สตูร(8)

%LA = (ปริมาณยาที่วิเคราะห์ได้/ปริมาณยาที่ระบุ

บนฉลาก) x 100

การวิเคราะหข์อ้มูล

การหาความสมัพันธเ์ชิงเส้นตรงโดยสร้างสมการเชิง

เส้นของกราฟมาตรฐานที่แสดงความสมัพันธร์ะหว่างค่า

การดูดกลืนแสงและความเข้มข้นของยา โดยใช้สถติิการ

วิเคราะห์สมการถดถอย (linear regression) ค่า

สัมประสิทธิ์การก�าหนดโดยค่าที่ยอมรับได้ คือมีค่า

มากกว่า 0.995

การทดสอบความแม่นย�าของการวิเคราะห์ ใช้สถติเิชิง

พรรณนาแสดงค่าเป็นร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สมัพัทธ ์โดยมเีกณฑย์อมรับได้ที่น้อยกว่าร้อยละ 2.0

การทดสอบความเที่ยงตรงของการวิเคราะห์ ใช้สถติิ

เชิงพรรณนาแสดงค่าเป็นร้อยละการได้กลับคืน โดยมี

เกณฑย์อมรับได้อยู่ในช่วงร้อยละ 90.0-110.0

การทดสอบหาปริมาณตัวยาส�าคัญ ใช้สถิติเชิง

พรรณนาแสดงค่าเป็นร้อยละปริมาณตามฉลาก โดยมี

เกณฑย์อมรับได้ที่มากกว่าร้อยละ 90.0

ผลการศึกษา
1. การตรวจสอบความถูกต้องของวิธวิีเคราะห์ 

1.1 การทดสอบความเฉพาะเจาะจง น�าสารละลาย

มาตรฐาน methylprednisolone sodium succinate ความ

เข้มข้น 15 ไมโครกรัมต่อมลิลิลิตร และสารที่สลายตวั มา

วิเคราะห์ด้วย UV-visible spectrophotometer ในช่วง 

200-600 นาโนเมตร พบว่า ค่าการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคล่ืนสงูสดุของตวัยา methylprednisolone so-

dium succinate เทา่กบั 248 นาโนเมตร ดงัแสดงในภาพ

ที่ 1 

1.2 การหาความสมัพันธเ์ชิงเส้นตรง เมื่อใช้ UV- 

visible spectrophotometer วิเคราะห์หาค่าดูดกลืนแสง

ของ methylprednisolone sodium succinate ที่ความเข้ม

ข้น 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27 และ 30 µg/mL ได้

 ค่าความยาวคล่ืนสงูสดุ 

(λ
max

) เท่ากบั 248 nm

ภาพที ่1 การหาความยาวคลืน่สูงสุด

2.000

1.500

1.000

0.500

0.000
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ผลดงัตารางที่ 1

การวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้น

ของ methylprednisolone sodium succinate เทยีบกบัค่า

การดูดกลืนแสงโดยใช้สถติิการหาสมการถดถอยเพ่ือให้

ได้สมการจากกราฟมาตรฐานและค่าสัมประสิทธิ์การ

ก�าหนด ได้ค่าพารามเิตอร์เชิงปริมาณของยา methylpred-

nisolone ดงัแสดงในตารางที่ 2 

ซ่ึงจากค่าสมัประสทิธิ์การก�าหนดเท่ากบั 0.9999 ซ่ึง

มค่ีามากกว่าเกณฑท์ี่ยอมรับได้คือ 0.995 แสดงว่าสมการ

เส้นตรง y = 0.0257x + 0.0022 จากกราฟมาตรฐานมี

ความสมัพันธเ์ชิงเส้นตรงสงู จึงสามารถใช้ท�านายปริมาณ

ตวัยาจากค่าการดูดกลืนแสงได้ 

1.3 การทดสอบความแม่นย�า (precision test) ตรวจ

สอบความแตกต่างของผลการวิเคราะห์ที่ได้จากการ         

วิเคราะห์ซ�า้ๆ ในสภาวะเดยีวกนั (repeatability) พบว่า 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ในแต่ละความเข้มข้น โดยทดสอบ

ความเข้มข้นละ 3 ตวัอย่างได้ผลการทดสอบ ดงัตารางที่ 

3 

ทดสอบความแตกต่างของผลการวิเคราะห์ที่ได้จาก

การวิเคราะห์ซ�า้ๆ ในวันเดยีวกนั (intraday) และในวันที่

ตารางที ่1 ค่าดูดกลืนแสงของ methylprednisolone sodium succinate ทีค่วามเขม้ขน้ 9-30 µg/mL (N=3)

        ความเข้มข้น (µg/mL)                absorbance (ที่ 248 nm)                   ค่าเฉล่ีย  SD

                                                 N1               N2               N3  

 9 0.2315 0.2342 0.2398 0.2352 0.0042

 12 0.3076 0.3093 0.3161 0.3110 0.0037

 15 0.3866 0.3858 0.3948 0.3891 0.0041

 18 0.4662 0.4652 0.4593 0.4636 0.0030

 21 0.5299 0.5391 0.5418 0.5369 0.0062

 24 0.6134 0.6157 0.6338 0.6210 0.0091

 27 0.6939 0.7021 0.6964 0.6975 0.0034

 30 0.7681 0.7069 0.7821 0.7690 0.0103

ตารางที ่2 พารามิเตอรเ์ชิงปริมาณของการวิเคราะหย์า methylprednisolone sodium succinate 

                         พารามเิตอร์                                                                    ผลลัพธ์

ความยาวคล่ืนสงูสดุ (nm)  248

Beer’s law limits (µg/mL)  8-31

ขดีจ�ากดัการตรวจวัด (LOD) (µg/mL) 0.32

ขดีจ�ากดัการวัดเชิงปริมาณ (LOQ) (µg/mL) 0.82

ค่าคงที่การดูดกลืนแสง (molar absorptivity) (L/mole.cm)  1.22 x 108

สมการเชิงเส้น y = 0.0257x + 0.0022

ความชัน 0.0257

จุดตดัแกนตั้ง 0.0022

ค่าสมัประสทิธิ์การก�าหนด (R2) 0.9999



การพัฒนาและตรวจสอบความถูกต้องของวิธวิีเคราะห์ความคงตวัด้วย UV-Visible Spectrophotometer ของยาหยอดตา

วารสารวชิาการสาธารณสขุ 2562 ปีที ่28 ฉบบัที ่4 749

แตกต่างกนัออกไปทั้งหมด 3 วัน (interday) พบว่า ค่า

การดูดกลืนแสงที่ได้ในแต่ละความเข้มข้น โดยทดสอบ

ความเข้มข้นละ 3 ตวัอย่าง ได้ผลการทดลองดงัตารางที่ 

4 แสดงค่าเป็นร้อยละ ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพัทธ ์

โดยทุกตวัอย่างมค่ีาอยู่ในเกณฑท์ี่ยอมรับได้ คือน้อยกว่า

ร้อยละ 2.0

1.4 การทดสอบความเที่ยงตรง (accuracy test) 

ทดสอบความถูกต้องของการวิเคราะห์ที่วัดได้ค่าใกล้เคียง

กบัค่าที่แท้จริง โดยการหาความเข้มข้นของสารมาตรฐาน

ทีม่เีปอร์เซน็ตค์วามเข้มข้นทีเ่พ่ิมเข้าไป จ�านวน 5 % ความ

เข้มข้นได้แก่ ร้อยละ 80.0, 90.0,  100.0,  110.0 และ 

120.0 โดยเปอร์เซน็ตค์วามเข้มข้นละ 3 ตวัอย่าง (N=3) 

พบว่า    ร้อยละการได้กลับคืนของแต่ละความเข้มข้นอยู่

ในเกณฑท์ี่ยอมรับได้คือ อยู่ในช่วงร้อยละ 90.0-110.0 

ดงัแสดงในตารางที่ 5

2. การทดสอบความคงตัวของยาหยอดตาเฉพาะ

คราว methylprednisolone sodium succinate 

จากการทดสอบความคงตวัของยาหยอดตา methyl-

prednisolone sodium succinate ความเข้มข้น 1% โดย

น�า้หนักต่อปริมาตรส�าหรับผู้ป่วยเฉพาะราย ซ่ึงบรรจุใน

ขวดสชีาเพ่ือควบคุมปัจจัยด้านแสงสว่าง โดยเกบ็รักษาใน 

2 สภาวะคือ เกบ็ในตู้ เยน็ที่อณุหภมู ิ2-8 องศาเซลเซียส

และที่อณุหภมูิห้อง 30±2 องศาเซลเซียส สภาวะละ 3 

ตวัอย่าง (N=3) ได้ผลการทดสอบดงัน้ี

2.1 การสงัเกตลักษณะทั่วไป ได้แก่ ความขุ่น กล่ิน 

ประเมนิลักษณะทั่วไปของยาหยอดตา methylpredniso-

ตารางที ่3 ค่าการดูดกลืนแสงทีว่ดัไดใ้นความเขม้ขน้ 9-30 µg/mL (N=3)

         Repeatability                                               Concentration (µg/mL)

                         9            12            15            18            21             24           27            30

absorption 0.2552 0.3091 0.3883 0.4694 0.5599 0.6385 0.7228 0.7826

 0.2590 0.3116 0.4033 0.4774 0.5508 0.6338 0.7161 0.7955

 0.2574 0.3197 0.3951 0.4764 0.5583 0.6319 0.6997 0.7976

CV 0.007 0.018 0.019 0.009 0.009 0.005 0.017 0.010

% RSD 0.74 1.77 1.90 0.92 0.87 0.54 1.67 1.03

ตารางที ่4  ค่าการดูดกลืนแสงที่วดัไดที้่ความเขม้ขน้ 12, 18 และ 24 µg/mL ในวนัเดียวกนั (intraday) และในวนัที ่           

แตกต่างกนั (interday) (N=3)

        Precision       Concentration (µg/mL)            Absorbance (N=3)   CV        % RSD

intraday 12 0.3110±0.0045 0.015 1.45

 18 0.4636±0.0037 0.008 0.80

 24 0.6210±0.0112 0.018 1.80

Interday

 12 0.3130±0.0037 0.012 1.19

 18 0.4700±0.0059 0.013 1.26

 24 0.6270±0.0071 0.011 1.13
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lone sodium succinate ภายใต้การเกบ็รักษา 2 สภาวะ 

คือ เกบ็ในตู้ เยน็ และที่อณุหภมูห้ิอง พบว่า ลักษณะทาง

กายภาพในสภาวะการเกบ็ในตู้ เยน็เกดิการเปล่ียนแปลง

ทางกายภาพหลังจากเกบ็ไว้ 67 วัน และที่อณุหภมูห้ิองมี

การเปล่ียนแปลงอย่างรวดเรว็ภายในวันที่ 10 กเ็ร่ิมพบ

ตวัอย่างที่มลัีกษณะขุ่น และมกีล่ินเกดิขึ้นในภายหลัง

2.2 การทดสอบความเป็นกรด-ด่างของต�ารับยา 

methylprednisolone sodium succinate ตามข้อก�าหนด

จากเภสชัต�ารับ United States Pharmacopeia (USP)(8) 

37 ก�าหนดให้ค่าความเป็นกรด-ด่างของยา methylpred-

nisolone sodium succinate อยู่ระหว่าง 7-8

จากการทดสอบความเป็นกรด-ด่างตลอดระยะเวลา

การเกบ็รักษาภายใต้ 2 สภาวะอณุหภมู ิพบว่าความเป็น 

กรด-ด่างของทั้ง 2 สภาวะ ลดลงเมื่อระยะเวลาในการเกบ็

รักษาเพ่ิมขึ้น โดยการเกบ็ในตู้ เยน็มีความเป็นกรด-ด่าง

อยู่ในช่วง 6.67-7.61 และที่อุณหภมูิห้องมีความเป็น 

กรด-ด่างอยู่ในช่วง 6.51-7.60 ดงัแสดงในภาพที่ 2 โดย

การเกบ็ที่อณุหภมูห้ิองมกีารเปล่ียนแปลงความเป็นกรด-

ด่างเรว็กว่าการเกบ็ทีอ่ณุหภมูใินตู้เยน็ ดงัน้ัน เมื่อเปรียบ-

เทยีบกบัข้อก�าหนดของเภสชัต�ารับ พบว่า การเปล่ียน-

แปลงค่าความเป็นกรด-ด่างของต�ารับบางตัวอย่างที่การ

เกบ็รักษาในตู้ เยน็ และที่อุณหภูมิห้อง มีค่าความเป็น 

กรด-ด่างต�่ากว่าค่าที่ยอมรับได้ คือความเป็นกรด-ด่างมี

ค่าเทา่กบั 7 ในวันที่ 52 และ 6 ตามล�าดบั

ภาพที่ 2 กราฟแสดงความเป็นกรด-ด่างที่สภาวะการ

เกบ็รักษาต่างๆ 

2.3 การประเมินความคงตัวทางเคมี วิเคราะห์หา

ปริมาณตัวยาส�าคัญด้วยเคร่ือง UV-visible spectro- 

photometer พบว่า ความคงตวัของยาเตรียมทั้ง 2 สภาวะ

ตารางที ่5  การทดสอบความเทีย่งตรงของวิธีวิเคราะห ์

 (accuracy test)

    Conc. taken % conc. added    Mean %recovery 

      (µg/mL)           (N=3)

 80 100.69±0.006

 90 100.86±0.009

9 100 100.44±0.002

 110 100.81±0.007

 120 101.20±0.010

ภาพที ่2 กราฟแสดงความเป็นกรด-ด่างทีส่ภาวะการเก็บรกัษาต่างๆ
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การเกบ็รักษามีปริมาณยาเหลืออยู่มากกว่าร้อยละ 90.0 

ตลอดระยะเวลาการเกบ็รักษา โดยท�าการทดสอบใน

สภาวะตู้ เยน็เป็นเวลา 70 วัน (ภาพที่ 3) และที่อณุหภมูิ

ห้อง 14 วัน (ภาพที่ 4) แต่การเกบ็รักษาในอณุหภมูห้ิอง

พบการเสื่อมสภาพของยาคือเกิดความขุ่น และความ

เป็นกรด-ด่าง ต�่ากว่าค่าที่ยอมรับได้ตามเภสัชต�ารับ

ภายใน 10 วัน จึงท�าการทดสอบสภาวะน้ีเพียง 14 วัน 

ภาพที ่4 กราฟแสดงผลการศึกษาความคงตวัทีอุ่ณหภูมิหอ้ง

ภาพที ่3 กราฟแสดงผลการศึกษาความคงตวัทีเ่ก็บในตูเ้ยน็
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วิจารณ์
การพัฒนาวิธกีารวิเคราะห์ และตรวจสอบความถูก-

ต้องของวิธีวิเคราะห์ยา methylprednisolone sodium 

succinate ด้วยเคร่ือง UV-visible spectrophotometer 

พบว่าตัวยา methylprednisolone sodium succinate มี

ความจ�าเพาะเจาะจงที่ความยาวคล่ืนสงูสดุเท่ากบั 248 

นาโนเมตร โดยความสมัพันธ์เชิงเส้นตรงระหว่างความ

เข้มข้นของ methylprednisolone sodium succinate และ

ค่าการดูดกลืนแสง ได้สมการเส้นตรง คือ y = 0.0257x 

+ 0.0022 ก�าหนด y คือ ค่าการดูดกลืนแสง x คือ ความ

เข้มข้นของ methylprednisolone sodium succinate และ

มสีมัประสทิธิ์การก�าหนด (coefficient of determination 

หรือ R2) เท่ากับ 0.9999 ซ่ึงผ่านเกณฑ์ที่ยอมรับคือ

มากกว่า 0.995 และการตรวจสอบความถูกต้องของวิธี

วิเคราะห์พบว่า การวิเคราะห์ตวัยา methylprednisolone 

sodium succinate ด้วยเคร่ือง UV-visible spectropho-

tometer มีความแม่นย�า โดยค่าเปอร์เซ็นต์เบี่ยงเบน

มาตรฐานสัมพัทธ์อยู่ในช่วง 0.80-1.80% และความ

เที่ยงตรง มค่ีาเปอร์เซน็ตก์ารคืนกลับของวิธวิีเคราะห์อยู่

ในช่วง 100.44-101.20% ซ่ึงอยู่ในข้อก�าหนดที่ยอมรับ

ได้ จึงสามารถสรปุได้ว่าเคร่ือง UV-visible spectropho-

tometer เป็นเคร่ืองมือที่มีความจ�าเพาะเจาะจง แม่นย�า 

และมคีวามเที่ยงตรง สามารถใช้หาปริมาณตวัยา meth-

ylprednisolone sodium succinate ในต�ารับยาได้ 

ยาหยอดตา methylprednisolone sodium succinate 

ความเข้มข้น 1% โดยน�า้หนักต่อปริมาตรส�าหรับผู้ป่วย

เฉพาะรายบรรจุลงในขวดสชีาปิดสนิทเพ่ือควบคุมตวัแปร

ด้านแสงสว่าง และเกบ็รักษาภายใต้การควบคุมด้าน

อณุหภมูิ 2 สภาวะ คือ เกบ็ไว้ในตู้ เยน็ที่อณุหภมูิ 2-8 

องศาเซลเซียส และที่อณุหภมูห้ิอง 30±2 องศาเซลเซียส 

โดยการประเมนิผลความคงตวัของต�ารับดงัน้ี การประเมนิ

ลักษณะทางกายภาพ คือ ความขุ่น และกล่ิน พบว่ายาที่

เกบ็ในตู้ เยน็ (67 วัน) พบความขุ่นของต�ารับช้ากว่าการ

เกบ็รักษาที่อณุหภมูห้ิอง (10 วัน) ค่าความเป็นกรด-ด่าง

ของต�ารับทั้ง 2 สภาวะมค่ีาลดลงเมื่อระยะเวลาในการเกบ็

รักษานานขึ้ น โดยการเกบ็รักษาที่อุณหภูมิห้องมีการ

เปล่ียนแปลงของความเป็นกรด-ด่างเรว็กว่าการเกบ็ใน  

ตู้ เยน็ซ่ึงสอดคล้องกบัข้อมูลด้านกายภาพ ค่าความเป็น 

กรด-ด่างที่ลดลง เน่ืองจากตัวยา methylprednisolone 

sodium succinate เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเป็น           

methylprednisolone และ succinate โดย succinate พบ

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 218 นาโนเมตร ซ่ึงเป็น

คนละต�าแหน่งกบัยา methylprednisolone และ methyl-

prednisolone sodium succinate นอกจากน้ีพบปฏกิริิยา

ออกซิเดชัน ที่ต�าแหน่ง C
17 

: OH ของ methylpredni- 

solone เกดิเป็นหมู่กรดคาร์บอกซิลิก และที่ต�าแหน่ง C
21 

: CH
2
OH เกดิปฏกิริิยาไฮโดรไลซิสเป็นกรดอะซิตกิ ท�าให้

ต�ารับยาหยอดตา methylprednisolone มคีวามเป็นกรด

เพ่ิมมากขึ้ น โดยอุณหภูมิที่สูงขึ้ นเป็นการเร่งปฏิกิริยา   

ข้างต้น ดงัน้ัน ต�ารับที่เกบ็รักษาที่อณุหภมูห้ิองจะพบการ

เสื่อมสลายที่เรว็กว่าการเกบ็รักษาในตู้เยน็ การที่ต�ารับยา

หยอดตามีความเป็นกรดมากขึ้นจะท�าให้ผู้ป่วยเกิดการ

ระคายเคืองได้ 

จากการศกึษาพบว่าค่าความเป็นกรด-ด่างของต�ารับ

ยาบางขวดลดลงต�่ากว่า 7 เมื่อเกบ็รักษาไป 6 วัน ใน

อณุหภมูห้ิองและ 52 วันในตู้เยน็ ซ่ึงต�่ากว่าข้อก�าหนดของ

เภสชัต�ารับ USP 37 ที่ระบุไว้ว่า(8) ต�ารับยา methylpred-

nisolone sodium succinate จะมคีวามคงตวัเมื่อมค่ีาความ

เป็นกรด-ด่างอยู่ระหว่างช่วง 7-8 จึงถอืว่ายาหยอดตา 

methylprednisolone เสื่อมสภาพในวันที่ 6 และ 52 ใน

อณุหภมูห้ิองและตู้ เยน็ตามล�าดบั

การวิเคราะห์หาปริมาณตวัยาส�าคัญของ methylpred-

nisolone ส�าหรับผู้ป่วยเฉพาะรายในการเกบ็รักษา 2 

สภาวะ ด้วยเคร่ือง UV-visible spectrophotometer พบ

ว่ายาหยอดตา methylprednisolone ที่เกบ็รักษาในตู้ เยน็ 

และที่อณุหภมูห้ิองมปีริมาณตวัยาส�าคัญเหลืออยู่มากกว่า

ร้อยละ 90.0 ตลอดระยะเวลาการศกึษา 
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สรุป

ต�ารับยาหยอดตา methylprednisolone สามารถวัด

ปริมาณตวัยาส�าคัญด้วยเคร่ือง UV-visible spectropho-

tometer ซ่ึงมคีวามจ�าเพาะเจาะจง แม่นย�า และเที่ยงตรง 

โดยวิธกีารน้ี ง่าย สะดวก และรวดเรว็ในการวิเคราะห์ จึง

สามารถใช้เป็นอกีวิธกีารหน่ึงในการวิเคราะห์หาปริมาณ

ยา methylprednisolone ในต�ารับยาหยอดตาได้ และการ

ทดสอบความคงตวัของยาหยอดตา methylprednisolone 

พบว่า เกดิความขุ่นภายหลังการเกบ็รักษาที่อณุหภมูห้ิอง 

และตู้ เยน็ในวันที่ 10 และ 67 ตามล�าดบั ค่าความเป็น 

กรด-ด่างลดลงต�่ากว่าที่เภสชัต�ารับก�าหนดภายหลังการ

เกบ็รักษาที่อณุหภมูห้ิองเป็นเวลา 6 วัน และในตู้เยน็เป็น

เวลา 52 วัน และทั้ง 2 สภาวะ มีปริมาณตัวยาส�าคัญ

มากกว่าร้อยละ 90.0 ตลอดระยะเวลาการศกึษา แสดง

ว่าการเกบ็รักษายาหยอดตา methylprednisolone sodium 

succinate ในอณุหภมูห้ิองอาจจะก่อให้เกดิความขุ่นและ

ความเป็นกรด-ด่างที่ลดต�่าลงได้อย่างรวดเร็ว ซ่ึงจะ

สามารถก่อการระคายเคืองแก่ดวงตาของผู้ป่วยได้ ดงัน้ัน

การเกบ็รักษาต�ารับยาหยอดตา methylprednisolone so-

dium succinate ความเข้มข้น 1% โดยน�า้หนักต่อปริมาตร

ส�าหรับผู้ป่วยเฉพาะรายที่เหมาะสม คือเกบ็รักษาในตู้เยน็

ภายใต้อณุหภมู ิ2-8 องศาเซลเซียส ระยะเวลาไม่เกนิ 51 

วัน แต่อย่างไรกด็หีากมกีารเปิดใช้ยาหยอดตาที่ไม่ได้เตมิ

สารกนัเสยีแล้วควรมอีายุของยาไม่เกนิ 4 สปัดาห์ ภายใต้

อณุหภมู ิ 2-8 องศาเซลเซียส เพ่ือป้องกนัการปนเป้ือน

ของเช้ือแบคทเีรียที่อาจก่อโรคในผู้ป่วยได้(9)
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Abstract:  Development and Validation of a Stability Indicating UV-Visible Spectrophotometer Method for Determi-

nation of Methylprednisolone Opthalmic Soltuion 

Terachart Chevadisaikul, M.Pharm.*; Danuch Panchapornpon, Ph.D.**

* Department of Pharmacy, Mettapracharak (Wat Raikhing) Hospital, Nakhon Pathom Province; ** Faculty 

of Pharmacy, Siam University, Bangkok, Thailand

Journal of Health Science 2019;28:743-54.

The aims of this study were to develop and validate a stability-indicating UV spectrophotometric 

method for methylprednisolone in extemporaneous ophthalmic preparations; and study the stability of 

1% w/v methylprednisolone extemporaneous ophthalmic preparations under 2 storage conditions under 

ICH guideline. The amount of drug was carried out by using of UV-VIS spectrophotometer at 248 nm. 

Calibration curve between absorbance and drug concentration was linear with R2 0.999 with the precision 

(% RSD) of 0.80-1.80, and the accuracy (% recovery) of 100.44-101.20%. Stability of 1% w/v 

methylprednisolone extemporaneous ophthalmic preparations was studied. Ophthalmic solutions were 

prepared by dissolving methylprednisolone injection in 0.45% saline solution. The ophthalmic solutions 

were stored in sterile amber glass bottles at refrigerated temperature (2-8 ºC) and room temperature 

(30±2 ºC) within 2 months. Physical characteristic changes were observed in ophthalmic solution stored 

in refrigerator within 67 days. While physical changes of ophthalmic solution after kept at room tem-

perature were detected within 10 days. The pH value of solutions was lower than that required by United 

States Pharmacopeia within 6 and 52 days when stored at room temperature and in refrigerator, respec-

tively. However there were still a drug label amount over 90 percent. Conclusion that stability of 1% 

w/v methylprednisolone extemporaneous ophthalmic preparations was sustained up to 51 days in 2-8 ºC. 

However, once the bottle was opened the eye drop should be used within 4 weeks.

Keywords: stability, methylprednisolone, extemporaneous ophthalmic solution, UV-VIS spectrophotometer, validation


