
USP <232>/<233>
ICH Q3D METHOD VALIDATION USING 
THE THERMOFISHER SCIENTIFIC ICP-MS



บทนํา

  การประกันคุณภาพในผลิตภัณฑยาจําเป็นตองใชวิธกีาร
ทดสอบท่ีมีความนาเช่ือถือ ใหผลการทดสอบท่ีถูกตอง
แมนยํา ซ่ึงวิธกีารทดสอบดังกลาวจะตองดําเนินการตรวจ
สอบความถูกตองของวิธทีดสอบ (Analytical Method
Validation) โดยมีท้ังการทดสอบทางเคมี และทางชีวภาพ
เชน การทดสอบหาปรมิาณตัวยาสําคัญ (Assay) การ
ทดสอบการละลาย (Dissolution) การทดสอบสารปน
เป้ อน (Impurities) ของสารอินทรยี และสารอนินทรยี เชน
การหาปรมิาณตัวทําละลายตกคาง การหาปรมิาณโลหะปน
เป้ อน ในผลิตภัณฑยา ดังน้ันการตรวจสอบความถูกตองของ
วิธทีดสอบมีความจําเป็นตัง้แตขัน้ตอนการพัฒนาสูตรตํารบั
ยารวมไปถึงการควบคุมคุณภาพระหวางการผลิต ตลอดจน
ผลิตภัณฑท่ีผลิตออกสูทองตลาด 

  สําหรบัการควบคุมปรมิาณโลหะปนเป้ อน(Elemental
impurities)และการตรวจสอบความถูกตองของวิธทีดสอบใน
ผลิตภัณฑยามีการกําหนดเกณฑตามวิธมีาตรฐาน USP<232>
และ USP<233> และตามมาตรฐานของ FDA ซ่ึงได
กําหนดการทดสอบโลหะปนเป้ อนในผลิตภัณฑยาเพ่ือใหเป็นไป
ตามแนวทาง ICH Q3D แบงออกเป็น การระบุแหลงความเป็น
ไปไดของโลหะปนเป้ อน การหาปรมิาณโลหะปนเป้ อนใน
ผลิตภัณฑ การประเมินปรมิาณโลหะปนเป้ อนหรอืความเส่ียง
ตามขอกําหนด PDE ซ่ึงกําหนดปรมิาณของโลหะหนักท่ี
รางกายสามารถรบัไดตอวันแลวไมเกิดอาการไมพึงประสงค
(ตารางท่ี 1) และการวางแผนควบคุมปรมิาณโลหะปนเป้ อนใน
ผลิตภัณฑเพ่ือใหเป็นไปตามมาตรฐานและปลอดภัยตอผูบรโิภค



Element Class Oral PDE 
  (ug/day) 

Parenteral PDE
(ug/day

Inhalation PDE
(ug/day)

Cadmium  1 5 2 2

Lead 1 5 5 5

Arsenic 1 15 15 2

Mercury 1 30 3 1

Cobalt 2A 50 5 3

Vanadium 2A 100 10 1

Nickel 2A 200 20 5

Thallium 2B 8 8 8

Gold 2B 100 100 1

Palladium 2B 100 10 1

Iridium 2B 100 10 1

Osmium 2B 100 10 1

Rhodium 2B 100 10 1

Ruthenium 2B 100 10 1

Selenium 2B 150 80 130

Silver 2B 150 10 7

Platinum 2B 100 10 1

Lithium 3 550 250 25

Antimony 3 1200 90 20

Barium 3 1400 700 300

Molybdenum 3 3000 1500 10

Copper 3 3000 300 30

Tin 3 6000 600 60

Chromium 3 11000 1100 3

ตารางท่ี 1 แสดง Permitted Daily Exposure (PDE) for Elemental Impurities



Class 2A คือ โลหะท่ีมีโอกาสปนเป้ อนไดสูง ซ่ึงอาจมาจากกระบวนการผลิต หรอือุปกรณท่ีใช เชน
Stainless steel ไดแก Co, V และ Ni
Class 2B คือ โลหะท่ีมีโอกาสปนเป้ อนไดต่ําในผลิตภัณฑยา โลหะในกลุมนีไ้มตองทําการประเมินความ
เส่ียง ยกเวนมีการเติมเขาไปในระหวางกระบวนการผลิต ไดแก Tl, Au, Pd, Ir, Os, Rh, Ru, Se, Ag
และ Pt 

USP<232> และ ICH Q3D กลาวถึงขีดจํากัดปรมิาณการปนเป้ อนในผลิตภัณฑยา ซ่ึงแบงโลหะปนเป้ อนท่ีตอง
ทดสอบออกเป็น 4 กลุม ดังนี้
กลุม Class 1 คือโลหะท่ีเป็นพิษสูงตอมนุษย หามพบการปนเป้ อนในวัตถุดิบและผลิตภัณฑยา ไดแก As, Cd,
Hg และ Pb 
กลุม Class 2 แบงเป็น 2 ประเภท คือ Class 2A และ Class 2B 

กลุม Class 3 คือ โลหะท่ีมีความเป็นพิษต่ํา โดยความเป็นพิษข้ึนกับชองทางท่ีรางกายไดรบั ไดแก Li, Sb, Ba,
Mo, Cu, Sn และ Cr
กลุม Class 4 คือ โลหะอ่ืนๆ ท่ีไมไดกําหนดไวในขอกําหนด PDE ซ่ึงมีโอกาสพบการปนเป้ อนแตมีความเป็นพิษ
ต่ํา ไดแก Al, B, Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na, W และ Zn

     USP <233> กลาวถึงเทคนิคการทดสอบและการตรวจสอบความถูกตองของวิธ ีโดยแนะนําใหใชเทคนิค
Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectroscopy (ICP-OES) หรอื Inductively
Coupled Plasma Mass Spectrometry (ICP-MS) ในการทดสอบโลหะปนเป้ อน

การเตรยีมกราฟมาตรฐาน
     ทําการเจือจางสารมาตรฐานผสม USP<232>/ICH
Q3D) Class 1 Oral และ USP<232>/ICH Q3D Class
2A Oral ดวยกรด 3 % HNO3 และ 0.5 % HCl ท่ีระดับ
ความเขมขน 0.5J. 1.0J และ 1.5J โดยสรางชวงความเขม
ขนท่ีเหมาะสมและสามารถตรวจวัดไดดวยเครือ่งมือวิเคราะห
ท่ีเลือกใช (คา J คือคาความเขมขนของโลหะท่ีสนใจในการ
ทดสอบ หรอืคาขีดจากัดเป าหมาย, Target Limit)

การทดสอบ
     ในงานนีจ้ะทําการทดสอบการโลหะปนเป้ อนกลุมยา
เบาหวาน ใน Class 1 และ 2A เน่ืองจากท้ังสองกลุมนี้
เป็นกลุมท่ีมีความเป็นพิษและพบโอกาสการปนเป้ อนไดสูง
ไดแกธาตุ Cd, As, Hg, Pb, Co, V และ Ni ดวยเครือ่ง
ICP-MS รุน iCAP RQ ผลิตภัณฑจาก ThermoFisher
Scientific



 Temperature program

Step Temp (C) Heat time (min) Hold time (min)

1 120 3 2

2 170 3 8

3 190 3 15

4 210 3 20

วิธกีารเตรยีมตัวอยาง ดวยเทคนิค Microwave digestion 

ภาพท่ี 1 วิธกีารเตรยีมตัวอยาง

ตารางท่ี 2 แสดงโปรแกรมอุณหภูมิการยอยตัวอยางดวยเครือ่ง Microwave



Parameter Setting

Plasma power (W) 1550

Coolant Gas Flow (L/min) 14

Auxiliary Gas Flow (L/min) 0.8

Nebulizer Gas Flow (L/min) 1.028

He cell gas flow (mL/min) 4.3

Kinetic energy discrimination
(KED) He

Sampling depth (mm) 5

Nebulizer PFA-ST Nebulizer

Sample Cone Nickel

Skimmer Cone Nickel

Sample pump tubing PVC, ID .508 mm

Internal standard pump
tubing PVC, ID 0.254 mm

Drain pump tubing Silicon tube, ID 1.295 mm

ตารางท่ี 3 แสดงพารามิเตอรของ ICP-MS สําหรบัการทดสอบตัวอยางยา

Accuracy
Precision และ Robustness 
Specificity
Detectability
LOD และ LOQ
Linearity และ Range
System Suitability

การตรวจสอบความใชไดของวิธทีดสอบ (Method Validation) 
ตาม USP<233> ไดแก

1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.



Element

Drug + 
spike 0.5J 

(N=3)

Drug +
spike 1.0J 

(N=3)

Drug + 
spike 1.5J 

(N=3)

% Recovery % Recovery % Recovery

Cd-111 99.88 100.04 100.04

P-208 103.65 102.31 100.68

As-75 99.22 97.99 97.14

Hg-202 99.97 100.19 97.57

Co-59 100.34 100.96 99.86

V-51 100.19 98.92 98.77

Ni-60 100.61 100.44 100.18

ผลการทดสอบ 

1. การทดสอบ Accuracy
ตารางท่ี 4 แสดงผลการทดสอบความถูกตอง หรอื Accuracy โดยเติมสารมาตรฐาน (Spiked)
ลงในตัวอยางท่ีความเขมขน 0.5J. 1.0J และ 1.5J โดยทําการทดสอบความเขมขนละ 3 ซ้ํา 
เกณฑการยอมรบั %Recovery อยูในชวง 70-150% 



Element

Repeatability
Drug +

spike 1J 
Day 1, (N=6)

Repeatability
Drug + 
spike 1J 

Day 2, (N=12)

% RSD % RSD

Cd-111 1.81 5.57

P-208 1.17 4.64

As-75 2.87 4.66

Hg-202 3.16 6.36

Co-59 2.78 5.30

V-51 3.41 4.82

Ni-60 2.17 2.28

2. การทดสอบ Precision และ Ruggedness
ตารางท่ี 5 แสดงผล Repeatability และ Ruggedness ซ่ึงแสดงถึงความสามารถในการทําซ้ําและความ
ทนทานของวิธ ีโดยเติมสารมาตรฐาน (Spiked) ความเขมขน 1.0J ลงในตัวอยาง 6 ตัวอยาง (N=6) และ
ทดสอบซ้ําเป็นเวลา 2 วัน 
เกณฑการยอมรบั คา % RSD < 20 % เม่ือ N=6 และ %RSD < 25 % เม่ือ N=12 



Mass Element

Drug +
spike 1.0J 

(N=3)

Accuracy
Drug +

spike 1.0J 
(N=3)

Repeatability 
Drug +

spike 1J 
(N=3)

μg / L % Recovery % RSD

111 Cd 499.48 100.20 2.37

114 Cd 514.87 103.036 1.59

206 Pb 563.76 112.78 5.21

207 Pb 559.70 112.02 4.53

208 Pb 562.20 112.52 6.24

75 As 1499.26 100.09 1.82

200 Hg 3382.51 115.42 6.10

202 Hg 3383.47 115.44 6.31

59 Co 4958.63 99.22 1.41

51 V 9940.66 99.46 1.24

60 Ni 20208.72 101.09 1.25

3. การทดสอบ Specificity 
ตารางท่ี 6 แสดงคาความเขมขนของตัวอยางท่ีมีการเติมสารมาตรฐาน (Spiked) ท่ีความเขมขน 1.0J และ
วัดความเขมขนของแตละองคประกอบท่ีไอโซโทปตางกัน โดยองคประกอบน้ันๆ ตองไมสงผลรบกวนตอ
ธาตุท่ีตองการทดสอบ 
เกณฑการยอมรบั % Recovery อยูในชวง 70-150 % และ % RSD < 20%



Element

Drug
(N=3)

Drug +
spike 1.0J

(N=3)
Recovery

Drug +
spike 0.8 J

(N=3)
Recovery

(μg / L) (μg / L) % (μg / L) %

Cd-111 2.55 501.70 100.34 405.45 100.73

P-208 14.95 517.03 103.41 460.45 111.38

As-75 6.675 1483.73 98.92 1211.8 100.43

Hg-202 11.325 3099.95 103.33 2352.3 97.54

Co-59 6.425 4937.40 98.75 3899.125 97.32

V-51 23.675 9733.10 97.33 7786.85 97.04

Ni-60 158.05 19541.08 97.71 16030 99.20

4. การทดสอบ Detectability 
ตารางท่ี 7 แสดงผลการเปรยีบเทียบความเขมขนของตัวอยางท่ีมีการเติมสารมาตรฐาน (Spiked)
ท่ีความเขมขน 0.8J กับสามาตรฐานท่ีความเขมขน 1.0J โดยทดสอบ 3 ซ้ํา 
เกณฑการยอมรบั 
4.1 ตัวอยางท่ีมีการเติมสารมาตรฐานความเขมขน 1.0J ตองมี % Recovery อยูภายใน ±15 %
ของคาเฉลีย่สารละลายมาตรฐานความเขมขน 1.0J
4.2 ตัวอยางท่ีมีการเติมสารมาตรฐานความเขมขน 0.8J ตองมีคานอยกวา Standard 1.0J



 
Blank

Elemental Impurity (Intensity)

Cd Pb As Hg Co V Ni

Blank
  Average 84.40 53237.20 62.40 1508.30 247.80 2206.10 5961.50

Slope 11971.92 110,045.870 2772.499 22,104.693 24200.53 9,731.069 6,365.557

SD 4.72 188.18 2.91 303.58 15.59 249.15 104.06

LOD = 3.3SD /S 0.0013 0.0056 0.0035 0.0453 0.0021 0.0845 0.0539

LOQ = 10SD /S 0.0039 0.0171 0.0105 0.1373 0.0064 0.2560 0.1635

Element 1J value CCV (1.0J)
  (N=3)

LOQ
  (จากการเตรยีม)

LOQ
  (จากการวดั) % Recovery

Cd-111 2 2.02 0.01 0.01 118.1

P-208 2 2.01 0.48 0.48 81.09

As-75 6 6.07 0.02 0.02 96.03

Hg-202 12 12.08 0.14 0.14 119.06

Co-59 20 20.55 0.01 0.01 77.67

V-51 40 41.18 0.26 0.2600 148.77

Ni-60 80 81.76 0.93 0.9300 110.45

5. การทดสอบ LOD และ LOQ 
ตารางท่ี 8 แสดงผลการทดสอบขีดจํากัดของการตรวจวัด หรอื LOD โดยคํานวณจาก 3.3 SD /S
เม่ือ SD คือ the standard deviation of the response ของตัวอยางยา (N=10 การทําซ้ํา
ภายนอก) และควบคุมคุณภาพของการตรวจวัดท่ีความเขมขน 1.0J  

ตารางท่ี 9 แสดงคา LOQ ท่ีตรวจสอบกลับได โดยใช Std. 1.0J กอนทําการทดสอบ LOQ และ
หาคา % Recovery

     การยืนยันไดวาวิธกีารเตรยีมตัวอยางท่ีนํามาใชเป็นวิธเีหมาะสมและมีประสิทธภิาพ สามารถแสดงไดจากคา
Internal Standard ของ 71Ga, 115In, 205Tl และ 209Bi ซ่ึงพบวาไมมีการรบกวนจากตัวทําละลาย 
หรอืเมทรกิซ 



6. การทดสอบ Linearity และ Range 
 โดยสรางกราฟมาตรฐานในชวงความเขมขนจาก Blank, 0.5J 0.8J 1.0J 1.2J และ 1.5J ของท้ัง 7 ธาตุ
ไดแก Cd, Pb, As, Hg, Co, V และ Ni และทําการเติมสารมาตรฐานความเขมขน 0.8J และ 1.2J ลงใน
ตัวอยาง
เกณฑการยอมรบั 
     6.1 R2 > 0.999
     6.2 % RSD < 20
     6.3 % Spiked recovery อยูในชวง 70-150

ภาพท่ี 2 แสดงกราฟของสารละลายมาตรฐาน
ภายใน (Internal Standard) ธาตุ 71Ga,
115In, 205Tl และ 209Bi

เกณฑการยอมรบั คา % Recoveryในชวง 90-110% 

111Cd 208Pb



75As

202Hg

59Co



ภาพท่ี 3 แสดงกราฟมาตรฐาน ของท้ัง 7 ธาตุ ไดแก Cd, Pb, As, Hg, Co, V และ Ni

51V 60Ni

Element

Drug +
spike 0.8J

(N=3)
RSD Recovery

Drug +
spike 1.2 J

(N=3)
RSD Recovery

(μg / L) % % (μg / L) % %

Cd-111 425.53 1.04 104.88 632.43 1.05 104.41

P-208 474.80 0.54 112.25 706.50 0.71 113.46

As-75 1217.50 1.24 98.41 1851.68 0.44 100.84

Hg-202 2744.60 0.07 113.7 4003.78 0.20 110.78

Co-59 4143.73 2.15 103.01 6263.75 0.10 104.01

V-51 8256.85 1.93 102.34 12553.40 0.19 104.03

Ni-60 16684.40 1.90 103.59 25164.48 1.08 104.39

ตารางท่ี 10 แสดงคา % Recovery of Spike sample 0.8J และ 1.2J รวมไปถึงคา % RSD



Elements 1.5J
Day 1 Day 2 Day 2

%Diff %RSD %Diff %RSD %Diff %RSD

Cd-111 3 0.11 0.08 0.002 0.002 1.0 0.71

P-208 3 1.76 1.23 1.31 0.94 1.21 0.80

As-75 9 0.03 0.02 0.40 0.28 0.46 0.33

Hg-202 18 1.40 0.99 1.39 0.94 2.21 1.50

Co-59 30 0.08 0.06 0.76 0.54 0.92 0.65

V-51 60 0.67 0.48 1.83 0.80 1.10 078

Ni-60 120 0.38 0.28 0.70 0.50 0.81 058

7. System suitability
     ตารางท่ี 11 แสดงผล % Diff และ % RSD ของตัวอยางท่ีมีการเติมสารมาตรฐาน (Spiked) ท่ีความเขมขน
1.5J โดยทดสอบ 3 ซ้ํา เป็นเวลา 3 วัน
เกณฑการยอมรบั 
     7.1 %Diff < 20
     7.2 %RSD ตองอยูในชวง 0.1 – 4 %

     จากการทดสอบความใชไดของวิธขีองโลหะปนเป้ อน Class 1 และ 2A ไดแก As Cd Hg Pb Co V
และ Ni ในตัวอยางยาเบาเหวานดวยเครือ่ง iCAP RQ ICP-MS ใหกราฟมาตรฐานเป็นเสนตรง คา R2
≥ 0.9995 มีคา %Recovery ระหวาง 70-150% และมีคา %RSD < 20 ซ่ึงอยูในเกณฑการยอมรบั
ตามมาตรฐาน USP<233> แสดงใหเห็นวาวิธกีารเตรยีมตัวอยางและการทดสอบดวยเครือ่ง ICPMS น้ัน
มีประสิทธภิาพ ใหผลการทดสอบท่ีมีความถูกตอง และนาเช่ือถือ 
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