
15/02/66

1

Analytical Method Validation

1

2

Analytical Method Validation

 การตรวจสอบความถกูตอ้งของ

วธิวีเิคราะห์

 เป็นกระบวนการศึกษาใน

หอ้งปฏบิตักิาร เพืÉอยนืยนัวา่วธิี

ทดสอบนัÊนมีคุณลกัษณะเฉพาะ 

เหมาะสมกบัวตัถปุระสงคใ์นการ

นําไปประยกุตใ์ชส้าํหรบัการ

วเิคราะหน์ัÊน 

ICH Q2A (R1)
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PE009-15
Chapter 6 Quality Control
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PE009-15

Annex 15 Qualification and Validation
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Flow การทาํ Analytical Method Validation

หาขอ้มูลการพฒันา

วธิีวิเคราะห์

จดัเตรียม 

Validation 

protocol

อนุมตั ิValidation 

protocol

เริÉมการ 

Validation 

method

Review ขอ้มูล
จดัเตรียม 

Validation report

อนุมตั ิValidation 

report
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กรณีทีÉไม่ตอ้งทํา AMV

วิธีวิเคราะหแ์ละทดสอบมาตรฐานทีÉระบุในตาํรายาต่างๆ ทีÉเป็นทีÉยอมรบั

การกฎหมายหรอืรฐัมนตรรีบัรอง (Official pharmacopoeia)

แต่ตอ้ง ทวนสอบ (Verification) ตามหวัขอ้ทีÉระบุในตาํรายาเลม่นัÊนๆ 

หรอือย่างนอ้ยในหวัขอ้ Accuracy, Precision, และ Linearity

ถา้เป็นเทคนิคทางโครมาโทกราฟีตอ้งทาํการทดสอบความเหมาะสมของ

ระบบดว้ย (system suitability)



15/02/66

4

7

กรณีทีÉไม่ตอ้งทํา AMV

ใชวิ้ธีวิเคราะหต์ามตาํรายา ทีÉระบุใน monograph โดยไม่เปลีÉยน 

◦ ค่า system suitability และ Criteria

◦ ชนิดของคอลมัภห์รือวฏัภาคคงทีÉ (stationary phase)

◦ ชนิดของวฏัภาคเคลืÉอนทีÉ อตัราสว่นของตวัทาํละลายทีÉผสม

◦ ความยาวคลืÉน <621> Chromatography - USP

8

เมืÉอใดตอ้งทาํ AMV

1. วธิมีาตรฐานใชน้อกขอบข่ายทีÉกาํหนด เช่น นําไปใชก้บัยารูปแบบอืÉน

2. วิธีมาตรฐานทีÉมีการขยายหรอืดดัแปลง ปรบัปรุง แกไ้ข เช่น เปลีÉยนวิธีสกดั วิธี

เตรียมตวัอย่าง เปลีÉยนความยาวคลืÉน เปลีÉยนวฏัภาคเคลืÉอนทีÉ คอลมัภ ์เปลีÉยน Titrant 

เพืÉอเพิÉมประสทิธิภาพ

3. วธิีทีÉไม่ใช่มาตรฐาน ไดแ้ก ่ตํารายาทีÉไม่ใช่ทีÉรฐัมนตรปีระกาศรบัรอง หรอืวารสาร

ทางวทิยาศาสตร ์เป็นตน้

4. วธิใีหม่ทีÉคิดคน้ขึÊนเองในหอ้งปฏบิตักิาร
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เมืÉอใดตอ้ง revalidation

กรณีทีÉทํา AMV เสร็จเรียบรอ้ย แต่ภายหลงัมีการเปลีÉยนแปลง เช่น

เปลีÉยนแปลงวิธีการสงัเคราะหย์า

เปลีÉยนแปลงองคป์ระกอบในสูตรตาํรบั เช่น สารกนัเสยี แป้ง 

เปลีÉยนแปลงวิธีการทดสอบ 

เปลีÉยนเครืÉองมือ 

10

ประเภทของวธีิวิเคราะห์

วธิทีีÉตอ้งตรวจสอบความถูกตอ้ง โดย USP41 ในส่วนของ General Chapter <1225> แบ่งการ

วเิคราะหอ์อกเป็น 4 ประเภท คือ 

1. การวเิคราะหป์รมิาณตวัยาสาํคญั (Assay) 

2. การทดสอบสารปนเปืÊ อน (Testing for impurities) ซึÉงหมายความรวมถงึการวเิคราะหเ์ชิง

ปรมิาณ (Quantitative assays) และเชิงคุณภาพ (Limit tests)

3. การทดสอบหาคุณสมบตัิของยา (Performance Characteristic) เช่น Dissolution เป็นตน้  

4. การพสูิจน์เอกลกัษณ์ (Identification tests)
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Parameter ในการทาํ AMV

1. ความแม่น (Accuracy) 

2. ความเทีÉยง (Precision) มี 3 ระดบั คอื 

Repeatability คอื การตรวจโดยนกัวเิคราะหค์นเดียว เครืÉองมือและสภาวะการวเิคราะหเ์ดียวกนัและวเิคราะหซ์ํÊา ๆ ในช่วงเวลาทีÉใกลเ้คยีงกนั หรือวนัเดียวกนั

Intermediate precision การวเิคราะหซ์ํÊา โดยมีการเปลีÉยนแปลงปจัจยัในการวเิคราะหใ์นหอ้งปฏบิตัิการเดียวกนั เช่น เปลีÉยนเครืÉองมือ เปลีÉยนนกัวเิคราะห ์เปลีÉยนวนั  

Reproducibility การวเิคราะหซ์ํÊาในหอ้งปฏบิตักิารต่างกนั

3. ความจาํเพาะ (Specificity) 

4. ขีดจาํกดัการตรวจพบ (Detection limit) 

5. ขีดจาํกดัการหาเชิงปริมาณ (Quantitation limit) 

6. ความเป็นเสน้ตรง (Linearity) 

7. พสิยั (Range) 

8. ความคงทน (Robustness)

12

ตารางแสดงพารามิเตอรท์ีÉตอ้งมีการทาํ Validationในแต่ละประเภทของวธีิวเิคราะห์ อา้งองิตาม USP 41

พารามเิตอร์ ประเภทของวธิีวเิคราะห์

ประเภททีÉ 1 ประเภททีÉ 2 ประเภททีÉ 3

 

ประเภททีÉ 4

Quantitative Limit tests

Accuracy + + * * -

Precision + + - + -

Specificity + + + * +

Detection limit - - + *
-

Quantitation limit - + - *
-

Linearity + + - * -

Range + + * * -

หมายเหตุ: + พารามิเตอร์ทีÉต้องทดสอบ, - พารามิเตอร์ทีÉไม่ต้องทดสอบ, * อาจจะต้องทําการทดสอบขึÊนกบัเครืÉองมือและวธีิทดสอบ
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ความแม่น (Accuracy) 

 ความใกลเ้คยีงกนัของผลการวดั (ผลการวเิคราะห)์ กบัค่าจรงิทีÉยอมรบัได ้

 วเิคราะหห์าปรมิาณตวัยาสาํคญัทีÉเติมลงไปใน placebo หรอืเภสชัภณัฑน์ัÊนๆ

การรายงานผล: % recovery (ค่าเฉลีÉย) ± RSD

ความหมาย

หลกัปฏบิตัิ ทดสอบโดยการเตรยีมตวัอย่าง 3 ความเขม้ขน้ ครอบคลมุช่วงความเขม้ขน้ทีÉ

ตอ้งการวเิคราะห ์โดยทาํความเขม้ขน้ละ 3 ซํÊา 

% recovery = 
ความเขม้ขน้ทิÉวเิคราะห์ได้

ความเขม้ขน้ทีÉเติมลงไป

14

ความแม่น (Accuracy)

Drug substance 

1. วเิคราะหส์ารทีÉทราบความบรสุิทธิÍทีÉแน่นอน เช่น สารอา้งองิมาตรฐาน 

2. เปรยีบเทยีบผลการวเิคราะหท์ีÉไดจ้ากวธิทีีÉกาํลงัทาํ Validate กบัวธิทีีÉเป็นมาตรฐาน (อาจเป็นวธิจีากเภสชัตาํรบัหรอื
วธิอีืÉนทีÉมกีารประเมนิไว)้

Drug product 

1. เตมิวตัถดุบิยาทีÉทราบปรมิาณทีÉแน่นอนลงไปใน Excipient ตามสูตรตาํรบัของผลติภณัฑ ์แลว้ทาํการวเิคราะหด์ว้ย
วธิทีีÉกาํลงั Validate

2. กรณีทีÉไม่ทราบส่วนผสมหรือสูตรตาํรบัของผลติภณัฑ ์ใหเ้ตมิวตัถดุบิยาทีÉทราบปรมิาณทีÉแน่นอนลงไปในผลติภณัฑ์
ยา และทาํการวเิคราะหด์ว้ยวธิทีีÉกาํลงัคดิว่าจะ Validate

3. เปรยีบเทยีบผลการวเิคราะหท์ีÉไดจ้ากวธิทีีÉกาํลงัประเมนิ กบัอกีวธิหีนึÉงทีÉเป็นวธิทีีÉมกีารประเมนิไวแ้ลว้ 
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ความแม่น (Accuracy)

 ตารางแสดง เกณฑก์ารยอมรบัค่ารอ้ยละการคนืกลบัตามเกณฑข์อง AOAC เกณฑก์ารยอมรบั

http://www.eoma.aoac.org/app_f.pdf

16
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17
Ref วภิาพรรณ ไสยสมบตัแิละคณะ. การพฒันาและตรวจสอบความถกูตอ้งของวธิวีเิคราะหอ์ะซิโทรมยัซิน ในรูปแบบยาแคปซูลและยาผงสาํหรบัเตรยีมเป็นยา

นํÊาแขวนตะกอน. สาํนกัยาและวตัถเุสพตดิ กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย์

18

Ref วภิาพรรณ ไสยสมบตัแิละคณะ. 

การพฒันาและตรวจสอบความถกูตอ้ง

ของวธิวีเิคราะหอ์ะซิโทรมยัซิน ใน

รูปแบบยาแคปซูลและยาผงสาํหรบั

เตรียมเป็นยานํÊาแขวนตะกอน. สาํนกั

ยาและวตัถเุสพตดิ 

กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย์
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Ref วภิาพรรณ ไสยสมบตัแิละคณะ. 

การพฒันาและตรวจสอบความถกูตอ้ง

ของวธิวีเิคราะหอ์ะซิโทรมยัซิน ใน

รูปแบบยาแคปซูลและยาผงสาํหรบั

เตรียมเป็นยานํÊาแขวนตะกอน. สาํนกั

ยาและวตัถเุสพตดิ 

กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย์

20

ความเทีÉยง (Precision)

ความใกลเ้คียงกนัของคา่ทีÉวดัหรือวเิคราะหต์วัอยา่งเดียวหลายๆ คร ัÊง ตามเงืÉอนไขหรือสภาวะทีÉกาํหนด

สภาวะการทดสอบ

1. Repeatability เป็นสภาวะการวเิคราะหท์ีÉประกอบดว้ยตวัอย่าง เครืÉองมือ สารเคมี นกัวเิคราะหเ์หมือนเดิม 

และวดัซํÊาในช่วงเวลาส ัÊนๆ หรือทาํซํÊาตดิตอ่กนัใหเ้สร็จ >> 100 %LA ทาํซํÊา 6 คร ัÊง, 9 ตวัอย่าง 3 x 3 ความเขม้ขน้

2. Intermediate precision เป็นสภาวะการวดัซํÊาทาํในหอ้งปฏบิตักิารเดิม แตส่ภาวะการวดัหรือวเิคราะหต์า่งๆ 

เปลีÉยน เช่น วิเคราะหต์่างวนั หรือตา่งผูวิ้เคราะห ์เป็นตน้

3. Reproducibility เป็นสภาวะการวดัตวัอยา่งเหมือนเดิม ต่างหอ้งปฏบิตักิาร (ซึÉงหมายถงึสภาวะการวดัหรือ

วเิคราะหต์า่งๆ เปลีÉยนไปหมด)

การรายงานผล: %RSD
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ความเทีÉยง (Precision)

http://www.eoma.aoac.org/app_f.pdf

22

Ref วภิาพรรณ ไสยสมบตัแิละคณะ. 

การพฒันาและตรวจสอบความถกูตอ้ง

ของวธิวีเิคราะหอ์ะซิโทรมยัซิน ใน

รูปแบบยาแคปซูลและยาผงสาํหรบั

เตรียมเป็นยานํÊาแขวนตะกอน. สาํนกั

ยาและวตัถเุสพตดิ 

กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย์
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https://manoa.hawaii.edu/exploringourfluidearth/physical/world-ocean/map-distortion/practices-science-precision-vs-accuracy

24

ความจาํเพาะ (Specificity)

Selectivity or Specificity

Selectivity

ความสามารถของวธิวีเิคราะหใ์นการ

ตรวจวดัสารทีÉตอ้งการวเิคราะหใ์น

ตวัอย่าง โดยสารอืÉนๆในตํารบั สารเจอื

ปน (Impurities) และสารสลายตวั 

(Degradation product) สารสูตร

โครงสรา้งคลา้ยไม่รบกวน 

ความสามารถของวธิวีเิคราะหใ์นการตรวจวดั

เฉพาะสารทีÉตอ้งการวเิคราะหใ์นตวัอย่าง 

(ตอบสนองหรอืให ้response เฉพาะสารทีÉ

สนใจ โดยไม่ตอ้งตอบสนองสารอืÉนๆ ใน

ตวัอย่างหรอืตํารบั รวมทัÊงสารเจอืปนและสาร

สลายตวั)

Specificity
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ความจาํเพาะ (Specificity)

วเิคราะหเ์ปรยีบเทยีบระหวา่ง Standard, Sample, Placebo, หรอืเตมิสารรบกวน

ต่างๆ และตรวจสอบวา่สารต่างๆ มีผลกระทบต่อการวเิคราะหห์รอืไม่ อย่างไร

เกณฑ์การยอมรับ:  วธีิวิเคราะห์นัÊนสามารถแสดงข้อมูลสนับสนุนว่า ผลวเิคราะห์ไม่มี
การรบกวนจาก reagents, impurities และ sample matrix ซึÉงในด้านยากคื็อ ไม่มี placebo 
effects สําหรับวิธีทีÉเป็น Stability Indicating Method ต้องปราศจากการรบกวนจาก 
Degradation products

มีสารปนเปืÊ อนมาตรฐาน ไม่มีสารปนเปืÊ อนมาตรฐาน

26
Ref วภิาพรรณ ไสยสมบตัแิละคณะ. การพฒันาและตรวจสอบความถกูตอ้งของวธิวีเิคราะหอ์ะซิโทรมยัซิน ในรูปแบบยาแคปซูลและยาผงสาํหรบัเตรียมเป็นยานํÊ าแขวนตะกอน. 

สาํนกัยาและวตัถเุสพตดิ กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย์
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Ref วภิาพรรณ ไสยสมบตัแิละคณะ. การพฒันาและตรวจสอบความถกูตอ้งของวธิวีเิคราะหอ์ะซิโทรมยัซิน ในรูปแบบยาแคปซูลและยาผงสาํหรบัเตรียมเป็นยานํÊ าแขวนตะกอน. 

สาํนกัยาและวตัถเุสพตดิ กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย์

28

ความเป็นเส้นตรง (Linearity) 
ค่าเสน้ตรงของการวิเคราะห ์เป็นความสมัพนัธอ์ยา่งเป็นเสน้ตรงและช่วงความ

เขม้ขน้ทีÉใชท้ดสอบ

การรายงานผล: regression analysis, r2

Y-intercept, 

slope of the regression line, 

residual sum of square  
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พิสยั (Range) 
ช่วงระดบัความเขม้ขน้ตํ ÉาสุดและสูงสุดทีÉวธิีวเิคราะหน์ัÊนมีค่า Linearity, accuracy, และ 

Precision ทีÉยอมรบัไดต้ามเกณฑท์ีÉกาํหนด

ตวัอย่างการกาํหนดช่วงความเขม้ขน้ (Range) สาํหรบังานวิเคราะห ์

วธิี assay = 80 – 120% ของ test concentration 

วธิี content uniformity = 70 – 130 % ของ test concentration 

วธิี dissolution = ± 20 % over the specified range

วธิีหาปรมิาณ impurity = กาํหนด range ต ัÊงแต่ระดบัสารปนเปืÊ อนทีÉรายงาน

(Reporting threshold) ถงึ 120 % ของ specification

30

Ref วภิาพรรณ ไสยสมบตัแิละคณะ. การพฒันาและตรวจสอบความถกูตอ้งของวธิวีเิคราะหอ์ะซิโทรมยัซิน ในรูปแบบยาแคปซูลและยาผงสาํหรบัเตรียมเป็นยานํÊ าแขวนตะกอน. 

สาํนกัยาและวตัถเุสพตดิ กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย์
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ขีดจาํกดัการตรวจพบ (Detection limit) 

ปรมิาณสารทีÉตํ ÉาทีÉสุดในตวัอย่าง (analyst) ทีÉสามารถตรวจวดัได ้แต่ไม่จาํเป็นตอ้ง

หาปรมิาณทีÉแน่นอนได้

การรายงานผล: ระดบัความเขม้ขน้ในหน่วยต่างๆ

32

ขีดจาํกดัการหาเชิงปรมิาณ (Quantitation limit) 

ความเขม้ขน้ทีÉตํ ÉาสุดของสารทีÉตรวจวิเคราะห ์(analyst) ไดอ้ยา่งมีความ

เทีÉยงและความแม่น อยูใ่นเกณฑที์Éยอมรบัได ้และสอดคลอ้งกบัวตัถปุระสงคท์ีÉ

ตอ้งการ

เป็นพารามิเตอรท์ีÉใชต้อ้งตรวจสอบสาํหรบัวิธีวิเคราะหห์าปรมิาณสาํหรบัสาร

ทีÉมีปรมิาณตํ Éาในสูตรตาํรบั การหาปริมาณสารปนเปืÊ อนและสารสลายตวั 

การรายงานผล: ระดบัความเขม้ขน้ในหน่วยต่างๆ
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ตวัอย่างการหา LOD และ LOQ

1. ตรวจสอบดว้ยการประเมินทางสายตา (Based on visual evaluation) 

สาํหรบัวิธีทีÉไม่ใชเ้ครืÉองมือวดั เช่น TLC

เตรียมสารละลายทีÉทราบความเขม้ขน้ทีÉแน่นอน (ความเขม้ขน้ตํ Éา)

↓
ตรวจวดัดว้ยวิธีทีÉพฒันาขึÊน

↓
LOD ความเขม้ขน้สุดทา้ยทีÉใหจุ้ดหรือ spot ทีÉมองเหน็ได ้

↓
LOQ ความเขม้ขน้ทีÉใหจุ้ดหรือ spot ทีÉมองเหน็ได ้ตรวจวดัและคาํนวณหาปริมาณไดอ้ย่างมีความแม่นและความ

เทีÉยงตามเกณฑท์ีÉกาํหนดหรือเหมาะสม

34

ตวัอย่างการหา LOD และ LOQ

2. Based on Signal-to Noise-ration (S/N) 

วดัปรมิาณสารทีÉใหส้ญัญาณ (signal) เทียบกบัสญัญาณรบกวน (noise) 

↓
เตรยีมสารละลาย ฉีดวเิคราะห ์วดัความสูงของพกีเทยีบกบัความสูงของ noise ลดความเขม้ขน้

ของสารลงเรืÉอยๆ จนได ้signal to noise ตามทีÉตอ้งการ

↓
LOD ปริมาณสารทีÉใหส้ญัญาณเป็น 3 เท่า ของสญัญาณรบกวน หรอื S/N =3

↓
LOQ ปริมาณสารทีÉใหส้ญัญาณเป็น 10 เท่า ของสญัญาณรบกวน หรือ S/N = 10
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36

ตวัอย่างการหา LOD หรอื LOQ

3. Based on the standard deviation of the response of the slope

S = slope of calibration curve

σ = standard deviation (SD) of blank readings or the residual 

standard deviation of a regression line or the SD of y-intercept

DL = 
𝟑.𝟑 𝝈

𝑺
QL = 

𝟏𝟎 𝝈
𝑺
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ความคงทน (Robustness)

ความทนของวธิวีเิคราะหใ์นการวดัตวัอย่างภายใตส้ภาวะการเปลีÉยนแปลงของ

พารามิเตอรใ์นการวดัไปเลก็ๆ นอ้ยๆ เช่น ค่าความเป็นกรดด่าง อตัราสว่นวฏัภาคเคลืÉอนทีÉ 

อตัราการไหล อณุหภมูิ เพืÉอแสดงถงึความสามารถของวธิีทีÉยงัสามารถวเิคราะหห์าปรมิาณได ้

เมืÉอมีการเปลีÉยนแปลงดงักล่าว

เป็นการศึกษาผลกระทบจากการเปลีÉยนแปลงสภาวะและสิÉงแวดลอ้มของวธิี ซึÉงอาจ

เกดิขึÊนไดใ้นสภาวะปกติ

การประเมิน: คํานวณค่าพารามิเตอรข์อง system suitability test

38

Ref วภิาพรรณ ไสยสมบตัแิละคณะ. การพฒันาและตรวจสอบความถกูตอ้งของวธิวีเิคราะหอ์ะซิโทรมยัซิน ในรูปแบบยาแคปซูลและยาผงสาํหรบัเตรียมเป็นยานํÊ าแขวนตะกอน. 

สาํนกัยาและวตัถเุสพตดิ กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย์
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Ref. ศึกษาเพิÉมเติม

1. USP

2. ICH Q2A (R1)

3. AOAC 

4. Eurachem Guide the fitness for purpose of analytical methods

5. ASEAN Harmonization of Standards and Technical Requirements for 

Pharmaceutical


