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บทคัดย่อ 
วิธีโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงที่มีการตรวจวัดแบบโฟโตไดโอดอาเรย์ได้ถูกพัฒนาขึ้นส าหรับการ

วิเคราะห์หาปริมาณเซฟาโซลินในกระดูกมนุษย์ โดยในการแยกจะใช้คอลัมน์ชนิด C18 ร่วมกับการใช้เฟสเคลื่อนที่
ผสมระหว่างอะซิโตไนไตรล์และกรดฟอร์มิกเข้มข้นร้อยละ 0.1 โดยปริมาตร สัดส่วน 20 : 80 ที่อัตราการไหล 1 
มิลลิลิตรต่อนาที ภายใต้สภาวะที่เหมาะสม การประเมินความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ พบว่าวิธีนี้มีความไว ความเที่ยง
และความแม่นสูง โดยกราฟมาตรฐานระหว่างอัตราส่วนของพื้นที่ใต้พีคของเซฟาโซลินและกรดซาลิไซลิก (สาร
มาตรฐานภายใน) มีความสัมพันธ์เป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้นของเซฟาโซลิน 0.05-70 มิลลิกรัมต่อลิตร (ค่า
สัมประสิทธ์ิความเป็นเส้นตรง มากกว่า 0.9995) ขีดจ ากัดของการตรวจวัดและการหาปริมาณ มีค่าเท่ากับ 0.03 และ 
0.05 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดับ วิธีนี้มีความเที่ยงเป็นที่น่าพอใจ ทั้งการท าซ้ าแบบภายในวันเดียวกันและแบบ
ระหว่างวัน โดยมีค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ร้อยละ 1.82 และ 3.11 (n = 10) ตามล าดับ การประเมินความ
แม่นของวิธีอาศัยค่าร้อยละการกลับคืนของปริมาณสารที่เติมเทียบกับปริมาณสารที่วิเคราะห์ได้ พบว่ามีค่าอยู่ในช่วง 
97-101 วิธีที่พัฒนาขึ้นนี้ ได้น าไปประยุกต์ใช้ในการหาปริมาณเซฟาโซลินในยาเซฟาโซลินส าหรับฉีดในกระดูกแข้ง
และกระดูกต้นขาของมนุษย์ 
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Abstract 
A simple reverse phase – high performance liquid chromatography-photodiode array 

detection (RP-HPLC-DAD) method for quantitative analysis of cefazolin in human bone was 
developed. For component separation, the method utilized a C18 column with isocratic elution of 
an aqueous mobile phase of acetonitrile and 0.1 % (v/v) formic acid (80 : 20) at a flow rate of 1 
ml/min. Under the optimal condition, validation of the method demonstrated a good sensitivity, 
precision and accuracy. The calibration curve was linear for a plot between the peak area ratio of 
cefazolin and salicylic acid (internal standard), ranging from 0.05-70 mg/L (R2

 > 0.9995). The limits of 
detection and quantitation were 0.03 and 0.05 mg/L, respectively. The developed method gave 
satisfactory precision in terms of intraday and interday with RSD of 1.82 and 3.11 (n = 10), 
respectively. The accuracy of the method was reported as the recovery of nominal spiked amounts 
versus measured component concentrations. The recoveries were in the range of 97-101 %. The 
developed method has been applied to determine cefazolin content in cefazolin for injection and 
the human bone such as tibia and femur. 

 

Keywords: cefazolin; high performance liquid chromatography; bone; tibia; femur; cefazolin for 
injection 

 
1. บทน า 

ปัญหาการติดเช้ือหลังการผ่าตัดนับเป็นปัญหา
ที่มีความส าคัญต่อสุขภาพของผู้ป่วยเป็นอย่างมาก 
โดยเฉพาะในกลุ่มผู้ป่วยที่เข้ารับการผ่าตัดเปลี่ยนข้อ
เข่า ซึ่งการติดเช้ือหลังการผ่าตัดจะส่งผลเสียในระยะ
ยาว เช่น อายุการใช้งานของข้อเข่าเทียมสั้นลง ซึ่งอาจ
ต้องผ่าตัดซ้ าอีกหลายครั้ ง เพื่อก าจัดการติด เ ช้ือ 
นอกจากนี้ ผู้ป่วยที่เข้ารับการผ่าตัดเปลี่ยนข้อเข่ามัก
เป็นกลุ่มผู้สูงอายุ ซึ่งมีโรคประจ าตัว เช่น โรคเบาหวาน 
จึงมีความเสี่ยงสูงกว่าปกติที่จะมีการติดเช้ือหลังการ
ผ่าตัด การป้องกันการติดเ ช้ือหลังการผ่าตัดจึงมี
ความส าคัญมากในผู้ป่วยกลุ่มนี้ จากการศึกษาเกี่ยวกับ
การป้องกันการติดเช้ือหลังผ่ าตัดนั้น [1-3] เป็นที่

ยอมรับกันว่ าการให้ยาปฏิ ชีวนะก่อนการผ่าตัด 
(antibiotic prophylaxis) เป็นปัจจัยที่ส าคัญประการ
หนึ่งที่สามารถลดโอกาสการติดเช้ือหลังการผ่าตัดได้
อย่างมีนัยส าคัญ  

เซฟาโซลิน (cefazolin) เป็นสารปฏิชีวนะทีท่ า
หน้าที่ยับยั้ง ฆ่า และ/หรือ ต้านทานจุลชีพ ซึ่งมักเป็น
แบคทีเรีย แต่ยังอาจครอบคลุมถึงไวรัสบางชนิดและรา
บางชนิดได้อีกด้วย [4-6] จึงนิยมใช้เป็นยาฆ่าเ ช้ือ
ส าหรับการผ่าตัด โดยตามข้อแนะน าในปัจจุบัน [5-6] 
ในการผ่าตัดเปลี่ยนข้อเข่า ควรให้เซฟาโซลิน 1-2 กรัม 
โดยการฉีดเข้าหลอดเลือดด าบริเวณแขนก่อนลงมีด
ผ่าตัดไม่ เกิน 1 ช่ัวโมง และให้ซ้ าทุก 2-5 ช่ัวโมง 
ระหว่างการผ่าตัด และควรหยุดให้ยาภายใน 24 ช่ัวโมง 
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หลังการผ่าตัด อย่างไรก็ตาม ปัจจุบันการให้ยา
ปฏิชีวนะโดยส่วนใหญ่จะอาศัยความช านาญและ
วิจารณญาณของแพทย์ผู้ผ่าตัด เนื่องจากยังไม่มี
งานวิจัยรองรับที่ชัดเจนถึงขนาดของยาปฏิชีวนะที่ต้อง
ใช้ รวมทั้งยังไม่มีการวิจัยอย่างชัดเจนที่ระบุถึงระดับยา
ปฏิชีวนะในกระดูกบริเวณที่ผ่าตัดเปลี่ยนข้อเข่าเทียม 

โดยปกติ การที่ยาปฏิชีวนะจะสามารถออกฤทธิ์
ในการยับยั้งเช้ือได้ จะต้องมีค่าความเข้มข้นที่เนื้อเยื่อ
นั้นเกินค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่ยับยั้งเช้ือได้ (minimal 
inhibitory concentration, MIC) แต่ในปัจจุบันยังไม่
มีการศึกษาถึงค่าความเข้มข้นของยาเซฟาโซลินใน
ต าแหน่งกระดูกแข้ง (tibia) กระดูกต้นขา (femur) 
และในเนื้อเยื่อข้อเข่า (synovial tissue) เลย อีกทั้งยัง
ไม่เคยมีการศึกษาใดที่สามารถยืนยนัได้ว่าเซฟาโซลนิใน
กระดูกและเนื้อเยื่อบริเวณดังกล่าว จะสามารถยับยั้ง
แบคทีเรีย S. aureus ได้จริง ดังนั้นข้อสงสัยนี้จึงควรมี
การศึกษาวิจัยเป็นอย่างยิ่ง เพื่อได้ทราบถึงปริมาณยา
ต่ าสุดที่มีความสามารถในการยับยั้งเช้ือ  ทั้งนี้ เพื่อ
ป้องกันการติดเช้ือขณะผ่าตัด ซึ่งอุปสรรคที่ส าคัญ คือ 
การขาดวิธีวิเคราะห์ที่สามารถติดตามปริมาณเซฟา
โซลินในกระดูกมนุษย์ ซึ่งท าให้การศึกษาวิจัยทาง
การแพทย์นี้ยังขาดความสมบูรณ์และชัดเจน 

งานวิจัยที่ผ่านมา ได้มีการพัฒนาวิธีโครมาโท-
กราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  (high performance 
liquid chromatography, HPLC) [7-14] วิธีแคปิลลารี-
อิ เล็กโทรโฟรีซิส  (capillary electrophoresis, CE) 
[15] วิธีการไหล (flow injection analysis, FIA) [16] 
และวิธีจุลชีววิทยา (microbiological method) [17, 
18] เพื่อวิ เคราะห์ปริมาณเซฟาโซลินในตัวอย่าง
ประเภทต่างๆ โดยมีรายงานวิจัยเพียงช้ินเดียวที่
เกี่ยวข้องกับการวัดปริมาณเซฟาโซลินในกระดูกมนุษย์ 
[7] อย่างไรก็ตาม การวิจัยยังขาดความสมบูรณ์ของการ
รายงานสภาวะการทดลองและการประเมินความใช้ได้

ของวิธี  (method validation) นอกจากนี้  ยังมีการ
พัฒนาวิธีการตรวจวัดเซฟาโซลินในตัวอย่างเนื้อเยื่อ 
[17] พลาสมา [8] ซีรั่ม [9-10] ปัสสาวะ [11],รวมไปถึง
ตัวอย่างอาหาร [12-14,18]  อย่างไรก็ตาม ตัวอย่าง
กระดูกนั้นมีลักษณะเป็นของแข็ง และมีองค์ประกอบ
อื่น ๆ (matrix) ที่แตกต่างจากตัวอย่างข้างต้น ดังนั้นจึง
จ าเป็นที่จะต้องมีการพัฒนาวิธีการตรวจวัดและวิธีการ
เตรียมตัวอย่างให้สะอาดส าหรับการวิเคราะห์ตัวอย่าง
กระดูกโดยเฉพาะ 

เนื่องจากเซฟาโซลินเป็นยาที่ละลายน้ าได้ดี 
และสามารถดูดซึมเข้าสู่กระดูกและขับออกทาง
ปัสสาวะ เป็นยาที่มีความเสถียรสูงและออกฤทธิ์ในรูป
เดิมเหมือนสารตั้ งต้น [4] ดั งนั้นในการพัฒนาวิธี
วิเคราะห์เพื่อติดตามปริมาณเซฟาโซลินในกระดูกส่วน
ต่าง ๆ ทั้งกระดูกแข้งและกระดูกต้นขา ซึ่งน่าจะมีเมท
ริกซ์ เช่น เลือด เนื้อเยื่อ ไขมัน ฯลฯ ปนเปื้อนอยู่ใน
ตัวอย่าง การวิจัยนี้จึงพัฒนาวิธีวิ เคราะห์ใหม่ที่มี
ความสามารถในการแยกสูง โดยอาศัยเทคนิครีเวสเฟส
โครมาโทกราฟีสมรรถนะสูง เนื่องจากเทคนิคนี้ใช้น้ า
เป็นองค์ประกอบหลักในเฟสเคลื่อนที่ ท าให้เป็นมิตร
กับสิ่งแวดล้อมและมีค่าใช้จ่ายที่ต่ า อีกทั้งเทคนิค
ดังกล่าว เป็นเทคนิคที่ ได้รับการยอมรับกันอย่าง
กว้างขวางถึงความถูกต้องและแม่นย าที่สูง โดยการวิจัย
นี้จึงมุ่งเน้นพัฒนาวิธีส าหรับการหาปริมาณเซฟาโซลิน
ในกระดูกแข้งและกระดูกต้นขา เพื่อจะได้น าวิธีที่
พัฒนาขึ้นนี้ ไปศึกษาต่อยอดถึงระดับปริมาณยาต่ าสดุที่
มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อเพื่อป้องกันการติดเช้ือ
ขณะผ่าตัด รวมถึงสามารถน าไปใช้เพื่อศึกษาเภสัช
จลนศาสตร์ของยาที่กระดูกได้อีกด้วย 
 

2. อุปกรณ์และวิธีการ 
2.1 สารเคมี 

เซฟาโซลิน (Cefazolin sodium, DMSC  
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Reference standard, ประเทศไทย) กรดซาลิไซลิก 
(สารมาตรฐานภายใน) กรดฟอร์มิก และสารเคมีที่ใช้ใน
การทดลองเป็นเกรดส าหรับวิเคราะห์  (Analytical 
grade) และตัวท าละลายอินทรีย์ ได้แก่ เมทานอล อะ
ซีโตไนไตรล์ เป็นเกรดส าหรับโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูง (HPLC grade, MERCK) น้ าที่ใช้ตลอด
การทดลองเป็นเกรด ASTM Type I  

2.2 เคร่ืองมือ 
เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะ

สูง รุ่น Nexera LC-30A ยี่ห้อ Shimadzu ที่มีเครื่อง
ฉีดสารตัวอย่างอัตโนมัติ รุ่น SIL-30AC ปั๊มรุ่น LC-
30AD และเครื่องตรวจวัดรุ่น SPD-M20A คอลัมน์ชนิด 
Eclipse XDB-C18 (Agilent) มีขนาดเส้นผ่านศูนย์  
กลางภายใน 4.6 มิลลิเมตร ยาว 150 มิลลิเมตร ขนาด
อนุภาค 5 ไมโครเมตร โดยควบคุมอุณหภูมิคอลัมน์ที่ 
40 องศาเซลเซียส เฟสเคลื่อนที่เป็นสารละลายผสม
ระหว่างอะซิโตไนไตรล์และกรดฟอร์มิก เข้มข้นร้อยละ 
0.1 โดยปริมาตร ที่สัดส่วน 20 : 80 โดยมีอัตราการไหล
เท่ากับ 1 มิลลิลิตรต่อนาที และตรวจวัดเซฟาโซลินและ
กรดซาลิไซลิก (สารมาตรฐานภายใน) ที่ความยาวคลื่น 
270 นาโนเมตร  

2.3 ตัวอย่างยาเซฟาโซลินส าหรับฉีดและ
ตัวอย่างกระดูก 

ตัวอย่างยาเซฟาโซลินส าหรับฉีด และ
ตัวอย่างกระดูกแข้งและกระดูกต้นขาจากการผ่าตัดข้อ
เข่า ซึ่งได้รับยาเซฟาโซลินปริมาณ 1 หรือ 2 กรัม โดย
การฉีดเข้าหลอดเลือดด าบริเวณแขน จากนั้นเก็บ
ตัวอย่างกระดูกหลังการให้ยาประมาณ 20-45 นาที 
จากโรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ มหา 
วิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต 

2.4 วิธีการทดลอง 
น าตัวอย่างกระดูกแข้งและกระดูกต้นขา

ขนาดประมาณ 2.5 x 2.5 มิลลิเมตร มาบดให้ละเอียด 

จากนั้นน าตัวอย่างกระดูกหนัก 2 กรัม ใส่ลงในหลอด
ส าหรับปั่นเหวี่ยงขนาด 15 มิลลิลิตร เติมสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์  (phosphate buffer saline pH 
7.4) ปริมาตร 4.80 มิลลิลิตร และกรดซาลิไซลกิเขม้ขน้ 
50 มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาตร 0.20 มิลลิลิตร จากนั้น
น าไปสกัดด้วยเครื่องเขย่า (ยี่ห้อ GFL รุ่น 3006) ที่
ความเร็ว 300 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง แล้ว
น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 
10 นาที น าสารละลายส่วนใสที่ได้ไปกรองด้วยเยื่อ
เลือกผ่านชนิดไนลอนที่มีรูพรุนขนาด 0.2 ไมโครเมตร 
แล้วบรรจุลงในขวดตัวอย่างเพื่อฉีดเข้าสู่เครื่องโคร
มาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงต่อไป 
 

3. ผลการวิจัยและวิจารณ์ 
3.1 การสกัดเซฟาโซลินจากกระดูก 

3.1.1 วิธีการสกัด 
การศึกษาวิธีที่เหมาะสมส าหรับใช้ใน

การสกัดยาเซฟาโซลินจากกระดูกแข้งและกระดูกต้นขา
มนุษย์ (n = 6) ด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 
7.4 โดยเปรียบเทียบวิธีการเขย่า (shaker) กับวิธี     
การใช้คลื่นเสียงความถี่สูง (ultrasonic bath, ยี่ห้อ 
Bandelin Sonorex รุ่น RK156) โดยอาศัยค่าร้อยละ
การกลับคืน (recovery) ผลการทดลองพบว่าการสกัด
โดยการเขย่าให้ค่าร้อยละการกลับคืนเท่ากับ 90-97 ซึ่ง
สูงกว่าการสกัดโดยการใช้คลื่นเสียงความถี่สูงที่มีค่า
ร้อยละการกลับคืนเท่ากับ 87-94 โดยเมื่อเปรียบเทียบ
ทางสถิติด้วยวิธี paired t-test พบว่าวิธีทั้งสองมีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเช่ือมั่นที่ 95 % 
ดังนั้นการวิจัยนี้จึงเลือกวิธีการเขย่าส าหรับการสกัด
เซฟาโซลินจากกระดูก 

3.1.2 เวลาที่ใช้การสกัด 
การศึกษาเพื่อหาเวลาที่ใช้ในการสกัด

เซฟาโซลินจากกระดูกมนุษย์ด้วยเครื่องเขย่า คือ ตั้งแต่ 
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30, 60, 90, 120, 150 และ 180 นาที จะได้ผลการ
วิเคราะห์ดังรูปที่ 1  

การทดลองพบว่าเมื่อเพิ่มเวลาที่ใช้ใน
การสกัดจะได้ปริมาณเซฟาโซลนิเพิ่มมากข้ึน จนกระทั่ง

ถึงเวลาที่ 90 นาที ปริมาณเซฟาโซลินจะเริม่คงท่ี ดังนั้น
การวิจัยนี้จึงเลือกเวลา 120 นาที ในการสกัดเซฟา
โซลินจากกระดูกแข้งและกระดูกต้นขา 

 

 
 

รูปที่ 1 ความสัมพันธ์ระหว่างเวลาที่ใช้ในการสกัด (นาที) กับอัตราส่วนของพื้นที่ใต้พีคของเซฟาโซลินกับกรด  
ซาลิไซลิก 

 
3.1.3 จ านวนครั้งในการสกัด (การสกัดซ้ า) 

เพื่อให้ได้ปริมาณยาที่สกัดได้มากที่สุด
และประสิทธิภาพการสกัดที่ดีที่สุด การวิจัยนี้ได้ศึกษา
จ านวนการสกัดซ้ า ตั้งแต่ 1-4 ครั้ง ด้วยการเขย่านาน 
120 นาที พบว่าการสกัด 1, 2, 3 และ 4 ครั้ง ได้ร้อย
ละของปริมาณเซฟาโซลิน เท่ ากับ 99.50, 99.80, 
99.91, 100 (เทียบกับปริมาณทั้งหมดที่สกัดได้ทั้ง 4 
ครั้ง) ตามล าดับ ดังนั้นการวิจัยนี้จึงเลือกการสกัดเพียง
ครั้งเดียว เนื่องจากได้ปริมาณเซฟาโซลินที่มากกว่า 
99% และยังใ ช้ เวลาในสกัดสั้นที่สุด ซึ่ งจะท าให้
ระยะเวลารวมทั้งหมดในการวิเคราะห์ไม่นานจนเกินไป 

3.2 สภาวะที่เหมาะสมของวิธีโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูง 

เนื่องจากเซฟาโซลินเป็นสารที่ละลายได้ดี
ในน้ า ดังนั้นผู้วิจัยจึงสนใจใช้เทคนิค RP-HPLC เพราะ

สามารถใช้น้ าเป็นเฟสเคลื่อนที่ได้ ท าให้ลดค่าใช้จ่าย 
โดยการทดลองจะใช้คอลัมน์ชนิด C18 คือ Agilent 
Eclipse XDB-C18  (4.6 มิลลิเมตร x 150 มิลลิเมตร x 
5 ไมโครเมตร) ซึ่งสามารถแยกสารที่สนใจออกจาก 
เมทริกซ์ได้ 

3.2.1 ความยาวคลื่น (wavelength) 
เนื่องจากในการวิจัยนี้ใช้เครื่องตรวจวัด

แบบโฟโตไดโอดอาเรย์ (photo diode array detector) 
เพราะฉะนั้นจึงสามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงของสาร
ได้ทุกความยาวคลื่นพร้อมกัน และสามารถตรวจดู
สเปกตรัมของสารเพื่อยืนยันความถูกต้องได้ ผลการ
ทดลอง พบว่าเซฟาโซลินและกรดซาลิไซลิกมีการ
ดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 270 และ 302     
นาโนเมตร ตามล าดับ ซึ่งจะใช้ความยาวคลื่นนี้ในการ
ตรวจวัดเพื่อการวิเคราะห์เชิงปริมาณ และจะใช้ช่วง
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ความยาวคลื่นตั้งแต่ 200 ถึง 360 นาโนเมตร ส าหรับ
การวิเคราะห์เชิงคุณภาพ เพื่อยืนยันชนิดของสารต่อไป  

3.2.2 เฟสเคลื่อนที่ (mobile phase)   
การวิจัยครั้งนี้ได้ศึกษาชนิดของเฟส

เคลื่อนที่ที่จะท าให้เกิดการแยกดีและรวดเร็วที่สุด โดย
ศึกษาชนิดของตัวท าละลายอินทรีย์ เช่น เมทานอล 
และอะซิโตไนไตรล์ พบว่าการใช้สารละลายผสม
ระหว่างอะซิโตไนไตรล์กับกรดฟอร์มิก เข้มข้นร้อยละ 
0.1 โดยปริมาตร เป็นเฟสเคลื่อนที่จะให้ประสิทธิภาพ
การแยกและให้รูปร่างพีคของเซฟาโซลินกับกรดซาลิไซ
ลิกท่ีดีที่สุด จากนั้นได้ศึกษาหาสัดส่วนของเฟสเคลื่อนที่
ระหว่างอะซิโตไนไตรล์กับกรดฟอร์มิก เข้มข้นร้อยละ 
0.1 โดยปริมาตร ตั้ งแต่  5 : 95 ถึง 40 : 60 ผลการ
ทดลองพบว่าเมื่อเพิ่มปริมาณของอะซิโตไนไตรลจ์ะเปน็
การเพิ่มความแรงในการชะ ท าให้พีคของเซฟาโซลิน
และกรดซาลิไซลิกเคลื่อนที่ออกมาเร็วขึ้น (tR สั้นลง) 
โดยสัดส่วนที่เหมาะสมที่สุด คือ อะซิโตไนไตรล์ : กรด
ฟอร์มิก เข้มข้นร้อยละ 0.1 โดยปริมาตร เท่ากับ 20 : 
80 ที่อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที ซึ่งเซฟาโซลิน
จะสามารถแยกออกจากกรดซาลิไซลิกได้ดี รวมถึง
สามารถแยกออกจากพีคของเมทริกซ์ในกระดูกแข้ง
และกระดูกต้นขาได้ดี และสภาวะนี้ ยังใหรู้ปร่างพีคที่ดี
และมีเวลาในการวิเคราะห์ที่สั้นประมาณ 8 นาที (รวม
เวลาที่รอให้เมทริกซ์ต่าง ๆ เคลื่อนที่ออกมาจนหมด) 

3.2.3 ปริมาตรการฉีด (injection volume) 
การทดลองพบว่าเมื่อเพิ่มปริมาตรการ

ฉีดให้มากขึ้น พื้นที่ใต้พีคของเซฟาโซลินจะเพิ่มขึ้นด้วย 
โดยมีความสัมพันธ์กันเป็นเส้นตรง การวิจัยนี้จึงเลือก
ปริมาตรการฉีดสูงสุดที่ 50 ไมโครลิตร เนื่องจากวิธีที่
พัฒนาขึ้นนี้ จะใช้ติดตามปริมาณเซฟาโซลินในกระดูก
ส่วนต่าง ๆ ที่ต้องอาศัยการสกัดออกมา ซึ่งสารละลาย
ที่ได้จากการสกัดจากกระดูกมนุษย์บางตัวอย่างอาจมี
ปริมาณเซฟาโซลินค่อนข้างต่ า เพื่อให้ได้สภาพไวสูงสุด 

จึงเลือกใช้ปริมาตรการฉีดเท่ากับ 50 ไมโครลิตร โดย
ปริมาตรการฉีดที่มากกว่านี้ พบว่ารูปร่างพีคที่ได้เริ่มมี
ลักษณะไม่สมมาตรและเริ่มจะกว้าง (broadening 
peak) 

3.3 การประเมินความใช้ได้ของวิธี (method 
validation) 

3.3.1. ช่วงความเป็นเส้นตรง (range) 
การศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรงของวิธี

ที่พัฒนาขึ้น ตั้งแต่ความเข้มข้น 0.01 ถึง 200 มิลลิกรัม
ต่อลิตร พบว่าความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ
เซฟาโซลินกับอัตราส่วนพื้นที่ใต้พีคของเซฟาโซลิน   
กับกรดซาลิไซลิก (สารมาตรฐานภายใน) มีความเป็น
เส้นตรงตั้งแต่ 0.05 ถึง 70 มิลลิกรัมต่อลิตร และมีค่า
สัมประสิทธิ์ความเป็นเส้นตรง (R2) เท่ากับ 0.9995 ซึ่ง
ถือว่ามีความเป็นเส้นตรงสูงและมีช่วงความเข้มข้นที่
กว้าง สามารถน าไปใช้หาปริมาณเซฟาโซลินในกระดูก 

3.3.2 ขีดจ ากัดการตรวจวัดและการหา
ปริ มาณ [limit of detection (LOD) and limit of 
quantitation (LOQ)] 

ขีดจ ากัดการตรวจวัดและขีดจ ากัดของ
การหาปริมาณ คือ ค่าความเข้มข้นต่ าสุดของเซฟา-
โซลินที่มีความสูงของพีคเป็น 3 และ 10 เท่าของ
สัญญาณของ noise ตามล าดับ โดยผลการทดลอง
พบว่า ค่าขีดจ ากัดการตรวจวัดและขีดจ ากัดของการหา
ปริมาณของวิธีนี้ เท่ากับ 0.03 และ 0.05 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ตามล าดับ ซึ่งมีสภาพไวเพียงพอที่จะใช้ติดตาม
ปริมาณเซฟาโซลินในกระดูกได้    

3.3.3 ความเที่ยง (precision) 
การวิจัยนี้มีการใช้สารมาตรฐานภายใน 

เพื่อช่วยเพิ่มความเที่ยงในการวิเคราะห์ ซึ่งจากการ 
ศึกษาพบว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นน้ี เป็นวิธีที่มีความเที่ยงสูงทั้ง
ในส่วนของเวลาในการเคลื่อนที่ของเซฟาโซลินเทียบ
กับเวลาในการเคลื่อนที่ของกรดซาลิไซลิก (relative 
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retention time) และอัตราส่วนของพื้นที่ใต้พีคของ
เซฟาโซลินกับกรดซาลิไซลิก (peak area ratio) ใน
ตัวอย่างกระดูกแข้งและกระดูกต้นขา โดยมีค่าส่วน

เบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ได้น้อยกว่าร้อยละ 4 (ตาราง
ที่ 1) ทั้งในการวิเคราะห์ในวันเดียวกัน (intraday) และ
การวิเคราะห์ระหว่างวัน (interday) 

 
ตารางที่ 1 ความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์ 

 

กระดูก พารามิเตอร ์
ค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพัทธ์ (% RSD, n = 10) 
วันเดียวกัน (intraday) ระหว่างวัน (interday) 

กระดูกแข้ง (tibia) 
เวลาในการเคลื่อนที่ 0.05 0.06 
อัตราส่วนพ้ืนท่ีใต้พีค 0.91 3.11 

กระดูกต้นขา (femur) 
เวลาในการเคลื่อนที่ 0.02 0.07 
อัตราส่วนพ้ืนท่ีใต้พีค 1.82 2.56 

 
ตารางที่ 2 ค่าร้อยละการกลับคืนในยาส าหรับฉีด

และในกระดูกมนุษย์ 
 

 
3.3.4 ความแม่น (accuracy) 

การแสดงความแม่นของวิธีวิเคราะห์ 
จะใช้ค่าร้อยละการกลับคืน (recovery) เพื่อประเมิน
ความใช้ได้ของวิธีที่พัฒนาขึ้น การศึกษาค่าร้อยละการ
กลับคืนเป็นการเติมสารละลายมาตรฐานเซฟาโซลินที่
ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อลิตร ไปในตัวอย่างกระดูก

แข้งและกระดูกต้นขามนุษย์ รวมถึงตัวอย่างยาเซฟา-
โซลินส าหรับฉีดที่ทราบปริมาณของเซฟาโซลินแล้ว 
จากนั้นวิเคราะห์กลับเพื่อหาความแม่นของวิธี 

ผลการทดลองทั้งหมดพบว่าค่าร้อยละ
การกลับคืนในตัวอย่างทั้ง 3 ชนิด คือ ยาส าหรับฉีด 
กระดูกหน้าแข้ง และกระดูกต้นขา อยู่ในช่วง 97 ถึง 
100 % (ตารางที่ 2) แสดงให้เห็นว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นนี้มี
ความแม่นสูงมาก ไม่ถูกรบกวนจากเมทริกซ์ในตัวอย่าง 
และสามารถน าไปวิเคราะห์ตัวอย่างได้ดี 

3.4 การประยุกต์ใช้กับตัวอย่างจริง 
การทดลองที่ผ่านมาแสดงให้เห็นว่าวิธีนี้

เป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพในการวิเคราะห์สูงจึงได้น าไป
ประยุกต์ในการวิเคราะห์ตัวอย่างจริง ซึ่งได้รับจาก
โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ  เพื่อใช้
ติดตามระดับยาที่ได้รับที่บริเวณกระดูกเป้าหมาย เพื่อ
หาความสัมพันธ์ของระดับความเข้มข้นและความ 
สามารถในการออกฤทธิ์ฆ่าเช้ือของผู้ป่วยผ่าตัดกระดูก
หัวเข่า โดยจะน าข้อมูลไปพิจารณาถึงปริมาณยาที่
เหมาะสมที่ผู้ป่วยควรได้รับต่อไป หรือไปใช้ประโยชน์
ทางด้านจลนศาสตร์ของยาต่อไป [19] 

การศึกษาครั้งน้ี มีตัวอย่างท้ังยาที่ใช้ส าหรับ

ตัวอย่าง 
ร้อยละการกลบัคืน  

(% recovery)  
(mean + SD; n = 3) 

ยาส าหรับฉีด Lot. 1 100.85+0.19 
ยาส าหรับฉีด Lot. 2 99.11+0.25 
ยาส าหรับฉีด Lot. 3 99.92+0.02 
กระดูกแข้ง (Tibia) A 99.94+0.07 
กระดูกแข้ง (Tibia) B 97.88+0.77 
กระดูกแข้ง (Tibia) C 98.94+0.23 
กระดูกต้นขา (Femur) A 99.85+0.39 
กระดูกต้นขา (Femur) B 97.11+0.26 
กระดูกต้นขา (Femur) C 100.12+0.90 
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รูปที่ 1 โครมาโทแกรมของตัวอย่าง (ก) ยาส าหรับฉีด (ข) กระดูกแข้ง และ (ค) กระดูกต้นขา โดย [*] คือ เซฟา-
โซลิน และ [#] คือ กรดซาลิไซลิก 



ปีที่ 25 ฉบับที ่3 พฤษภาคม - มิถุนายน 2560                                                             วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ี

 505 

ฉีด จ านวน 7 ตัวอย่าง (จ านวน 3 วันผลิต) กระดูกแข้ง 
(tibia) จ านวน 20 ตัวอย่าง และกระดูกต้นขา (femur) 
จ านวน 20 ตัวอย่าง ซึ่งไม่ทราบข้อมูลการรักษาหรือ 
ปริมาณการให้ยา (blind test) ผลการทดลองพบว่า 
การวิเคราะห์หาความบริสุทธิ์ของยาเซฟาโซลินส าหรับ
ฉีด ทั้ง 7 ตัวอย่าง พบว่าอยู่ในช่วง 98.02 ถึง 100.35 
% ซึ่งผ่านมาตรฐานความบริสุทธิ์ตามข้อก าหนดของ 
British Pharmacopoeia (BP) แ ล ะ  United State 
Pharmacopoeia (USP) 

ส าหรับตัวอย่างกระดูกแข้ง จ านวน 20 
ตัวอย่าง และกระดูกหน้าขา จ านวน 20 ตัวอย่าง 
พบว่ามีปริมาณเซฟาโซลินในช่วงความเข้มข้น 7.71 ถึง 
78.66 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม โดยตัวอย่างโครมาโทแก
รมของตัวอย่างแต่ละประเภท แสดงดังรูปที่ 1ก - 1ค 
ตามล าดับ ซึ่งแสดงให้เห็นว่าพีคของเซฟาโซลินและ
กรดซาลิไซลิกมีรูปรา่งพีคท่ีดีและแยกออกจากพีคอื่น ๆ 
ในตัวอย่างได้เป็นอย่างดี 
 

4. สรุป 
การวิจัยนี้ได้พัฒนาวิธีการวิเคราะห์เซฟาโซลิน

ในกระดูกแข้งและกระดูกต้นขา ซึ่งมีการพัฒนาทั้ง
วิธีการเตรียมตัวอย่างเพื่อสกัดเซฟาโซลินจากกระดูก 
และการตรวจวัดด้วยวิธีโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูงที่มีการตรวจวัดแบบโฟโตไดโอดอาเรย์ วิธี
ที่พัฒนาขึ้นน้ีเป็นวิธีที่มีความแม่นและความเที่ยงสูง อีก
ทั้งยังง่าย สะดวก และรวดเร็วอีกด้วย การวิเคราะห์
อาศัยเทคนิครี เวสเฟส-โครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูง ซึ่งใช้น้ าเป็นองค์ประกอบหลักในเฟส
เคลื่อนที่ท าให้ประหยัดค่าใช้จ่ายและเป็นมิตรกับ
สิ่งแวดล้อม และเมื่อตรวจวัดด้วยเครื่องตรวจวัด
ชนิดโฟโตไดโอดอาเรย์ ซึ่งนอกจากจะวัดค่าการดูดกลนื
แสงที่ความยาวคลื่นที่ต้องการแล้ ว ยั งให้ข้อมูล
สเปกตรัมของสารอีกด้วย ท าให้เพิ่มความน่าเช่ือถือ

ของวิธีวิเคราะห์ยิ่งขึ้น นอกจากนี้วิธีนี้ยังมีการใช้สาร
มาตรฐานภายในร่วมด้วย ท าให้ช่วยเพิ่มความแม่นและ
ความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์ ดังนั้นวิธีที่พัฒนาขึ้นนี้ 
สามารถน าไปใช้หาปริมาณเซฟาโซลินในกระดูกแข้ง
และกระดูกต้นขา รวมถึงการตรวจสอบความบริสุทธิ์
ของยาเซฟาโซลินที่จะให้กับผู้ป่วยได้อีกด้วย วิธีนี้จะ
สามารถใช้เป็นเครื่องมือเพื่อการศึกษาขนาดของยาที่
เหมาะสมที่จะให้ผู้ป่วยที่รับการผ่าตัดข้อเข่าและ
การศึกษาด้านเภสัชจลนศาสตร์ต่อไป   
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