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นางพิณทิรา  ตันเถียร ศูนยบริการโลหิตแหงชาติ สภากาชาดไทย 
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มาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม ภาชนะพลาสติกสําหรับบรรจุผลิตภัณฑเภสัชปราศจากเช้ือ นี้ ไดประกาศใชเปน
มาตรฐานเลขท่ี มอก.531-2527 ในราชกิจจานุเบกษา ฉบับพิเศษ เลม 101 ตอนท่ี 123 วันท่ี 14 กันยายน พุทธศักราช 
2527 แกไขปรับปรุงโดยยกเลิกและกําหนดใหมเปนมาตรฐานเลขท่ี มอก.531-2536 ในราชกิจจานุเบกษา ฉบับพิเศษ 
เลม 110 ตอนท่ี 226 วันท่ี 29 ธันวาคม พุทธศักราช 2536 และแกไขปรับปรุงโดยยกเลิกและกําหนดใหมเปน
มาตรฐานเลขท่ี มอก.531-2546 ในราชกิจจานุเบกษา ฉบับประกาศท่ัวไป เลม 121 ตอนที่ 47ง วันท่ี 10 มิถุนายน 
พุทธศักราช 2547 ตอมาไดพิจารณาเห็นสมควรแกไขปรับปรุงคุณลักษณะท่ีตองการและวิธีทดสอบ เพื่อให
สอดคลองกับเทคโนโลยีการผลิตในปจจุบัน จึงไดแกไขปรับปรุงโดยยกเลิกมาตรฐานเดิมและกําหนดมาตรฐานน้ี
ข้ึนใหม 
มาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรมนี้กําหนดข้ึนโดยใชขอมูลจากผูทํา ผูใช และเอกสารตอไปนี้เปนแนวทาง 

European Pharmacopoeia 7th edition, volume  2011  
The Japanese Pharmacopoeia Fifteen edition (JP XV) 2006 
The United States Pharmacopeia, 35 Revision, 2012 
ISO 15747 : 2010 Plastic containers for intravenous injections  
ISO 10993-5 : 2009 Biological evaluation of medical devices - Part 5 : Tests for in vitro cytotoxicity 
WHO Geneva 1974 Plastic containers for pharmaceuticals – Testing and control 
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ประกาศกระทรวงอุตสาหกรรม 
ฉบับที ่ 4677  ( พ.ศ. 2558 ) 

ออกตามความในพระราชบัญญัติมาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรม 
พ.ศ. 2511 

เรื่อง  ยกเลิกและกําหนดมาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรม 
ภาชนะพลาสติกสําหรับบรรจุผลิตภัณฑ์เภสัชปราศจากเช้ือ 

 
 

โดยที่เป็นการสมควรปรับปรุงมาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรม ภาชนะพลาสติกสําหรับบรรจุ
ผลิตภัณฑ์เภสัชปราศจากเช้ือ  มาตรฐานเลขที่ มอก. 531-2546 

อาศัยอํานาจตามความในมาตรา 15 แห่งพระราชบัญญัติมาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรม พ.ศ. 2511  
รัฐมนตรีว่าการกระทรวงอุตสาหกรรมออกประกาศยกเลิกประกาศกระทรวงอุตสาหกรรม ฉบับที่ 3247 (พ.ศ.2547) 
ออกตามความในพระราชบัญญัติมาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรม พ.ศ . 2511 เรื่อง ยกเลิกและกําหนด
มาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรม ภาชนะพลาสติกสําหรับบรรจุผลิตภัณฑ์เภสัชปราศจากเช้ือ ลงวันที่ 2 เมษายน พ.ศ. 
2547 และออกประกาศกําหนดมาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรม ภาชนะพลาสติกสําหรับบรรจุผลิตภัณฑ์ เภสัช
ปราศจากเช้ือ มาตรฐานเลขที่ มอก.531-2558 ขึ้นใหม่ ดังมีรายการละเอียดต่อท้ายประกาศน้ี 

ทั้งน้ี ให้มีผลตั้งแต่พระราชกฤษฎีกาว่าด้วยการกําหนดให้ผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรม ภาชนะพลาสติก
สําหรับบรรจุผลิตภัณฑ์เภสัชปราศจากเช้ือ ต้องเป็นไปตามมาตรฐานเลขที่ มอก.531-2558 ใช้บังคับ เป็นต้นไป 

 ประกาศ ณ วันที่  16  กุมภาพันธ์  พ.ศ. 2558 

จักรมนฑ์  ผาสุกวนิช 

 รัฐมนตรีว่าการกระทรวงอุตสาหกรรม 
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มาตรฐานผลิตภัณฑอตุสาหกรรม 

ภาชนะพลาสติกสาํหรับบรรจุผลิตภัณฑ 
เภสัชปราศจากเชื้อ 

 

1. ขอบขาย 

1.1 มาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรมนี้ครอบคลุมเฉพาะภาชนะพลาสติกท่ีใชบรรจุผลิตภัณฑเภสัชปราศจาก 
เช้ือท่ีเปนของเหลวสําหรับฉีดเขาสูรางกาย โดยไมรวมถึงอุปกรณประกอบอ่ืนๆ ซ่ึงตอไปในมาตรฐานน้ี        
จะเรียกวา “ภาชนะพลาสติก” 

1.2 มาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรมนี้ไมครอบคลุมกระบอกฉีดยาพลาสติกท่ีบรรจุผลิตภัณฑเภสัชปราศจาก
เช้ือพรอมใช 

 

2. บทนิยาม 
ความหมายของคําท่ีใชในมาตรฐานผลิตภณัฑอุตสาหกรรมนี้ มีดังตอไปนี้ 

2.1 ผลิตภัณฑเภสัชปราศจากเช้ือ (sterile pharmaceutical products) หมายถึง ของเหลวท่ีผานกรรมวิธีการทําให
ปราศจากเช้ือแลว ท่ีใชฉีดเขาสูรางกายเพื่อการวินิจฉัย บําบัด บรรเทา รักษา หรือปองกันโรคหรือความ
เจ็บปวยของมนุษยและสัตวหรือเพื่อใหเกิดผลแกสุขภาพ โครงสราง หรือการกระทําหนาท่ีใด ๆ ของ
รางกายของมนุษยหรือสัตว 

2.2 พลาสติกหลายช้ัน (multilayer plastic) หมายถึง พลาสติกท่ีประกอบดวยแผนพลาสติกตั้งแต 2 ช้ันข้ึนไปอัด
ประกบกนั และสวนประกอบแตละชนดิตองไมละลายเขาดวยกัน 

3. ชนิด 

3.1 ภาชนะพลาสติก แบงเปน  4  ชนิด คือ 
3.1.1 พอลิเอทิลีน 
3.1.2 พอลิโพรพิลีน 
3.1.3 พอลิไวนิลคลอไรด 
3.1.4 พลาสติกหลายช้ัน ซ่ึงตองไมมีพอลิไวนิลคลอไรดเปนสวนประกอบ 
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4. วัสดุ 

4.1 การทดสอบชนิดของภาชนะพลาสติกใหใชเคร่ืองฟูเรียทรานสฟอรมอินฟราเรดสเปกโทรมิเตอร (FTIR) 
หรือเคร่ืองมืออ่ืนท่ีเทียบเทา 

4.2 กรณีภาชนะพลาสติกชนิดพลาสติกหลายช้ัน ใหทดสอบชนิดเฉพาะช้ันท่ีสัมผัสกับผลิตภัณฑเทานัน้ 
4.3 กรณีภาชนะพลาสติกชนิดพอลิไวนิลคลอไรด     

4.3.1 ตองประกอบดวยพอลิไวนลิคลอไรดเรซินไมนอยกวา 55% โดยมวล 
การทดสอบใหปฏิบัติตามขอ 8.1 

4.3.2 ตองมีปริมาณได (2-เอทิลเฮกซิล)แทเลต (DEHP) ท่ีสกัดได ไมเกิน 40% โดยมวล 
การทดสอบใหปฏิบัติตามขอ 8.2 

4.3.3 ตองมีปริมาณไวนิลคลอไรดโมโนเมอรไมเกิน 1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
การทดสอบใหปฏิบัติตามขอ 8.3 

 
5. คุณลักษณะท่ีตองการ 

5.1 ลักษณะท่ัวไป 
5.1.1 ตองไมมีสี โปรงแสง และมองเห็นผลิตภณัฑเภสัชท่ีบรรจุอยูภายในไดชัด 
5.1.2 พื้นผิวภายในของภาชนะพลาสติกตองสะอาด เรียบ ยกเวนตะเข็บท่ีเกิดจากแบบ (mould) และไมมี

ตําหนิซ่ึงอาจเปนผลเสียตอการใชงาน 
การทดสอบใหทําโดยการตรวจพินจิ 

5.2 คุณลักษณะทางฟสิกส  
5.2.1 รูร่ัว 

ตองไมมีรูร่ัว 
การทดสอบใหปฏิบัติตามขอ 8.4 

5.2.2 ความทนตอการตกกระแทก  (ยกเวนภาชนะพลาสติกชนดิพอลิไวนิลคลอไรด) 
ตองไมร่ัวหรือแตก 
การทดสอบใหปฏิบัติตามขอ 8.5 

5.2.3 ความสม่ําเสมอของความหนา (เฉพาะภาชนะพลาสติกชนิดพอลิไวนลิคลอไรด) 
ผลตางของความหนาคาสูงสุดกับคาตํ่าสุด ตองไมเกิน 0.05 mm 
การทดสอบใหปฏิบัติตามขอ 8.6 

5.2.4 ความทนความดัน (เฉพาะภาชนะพลาสติกชนิดพอลิไวนลิคลอไรด)    
ตองไมร่ัวซึม 
การทดสอบใหปฏิบัติตามขอ 8.7 
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5.2.5 ความยืดหยุน (เฉพาะภาชนะพลาสติกชนดิพอลิไวนิลคลอไรด) 
สารละลายตองไหลออกไดหมดโดยไมมีอากาศไหลเขาไปแทนท่ีขณะไหล 
การทดสอบใหปฏิบัติตามขอ 8.8 

5.2.6 การซึมผานของไอน้ํา 
มวลของน้ําท่ีหายไปตองไมเกิน 0.20% 
การทดสอบใหปฏิบัติตามขอ 8.9 

5.2.7 ปริมาณกากท่ีเหลือจากการเผา   
ตองไมเกิน 0.10% 
การทดสอบใหปฏิบัติตามขอ 8.10 

5.2.8 ปริมาณอนุภาคปนเปอน     
ขนาดเสนผานศูนยกลางต้ังแต 10 μm ตองไมเกิน 25 อนภุาคตอมิลลิลิตร และขนาดเสนผานศูนยกลาง
ตั้งแต  25 μm ตองไมเกิน 3 อนุภาคตอมิลลิลิตร 
การทดสอบใหปฏิบัติตามขอ 8.11 

5.3 คุณลักษณะทางเคมี 
5.3.1 คุณลักษณะของสารละลายท่ีสกัดได     

5.3.1.1 ตองใส ไมมีสี 
5.3.1.2 ฟองท่ีเกิดข้ึนตองหายไปภายใน 3 min  
5.3.1.3 ความเปนกรด-ดาง 

ผลตางคาความเปนกรด-ดางของสารละลายท่ีสกัดไดเม่ือเทียบกับสารละลายแบลงก ตองไมเกิน 
1.5 

5.3.1.4 ปริมาตรโพแทสเซียมเพอรแมงกาเนตท่ีใชทําปฏิกิริยา 
ตองไมเกิน 1.0 ml 

5.3.1.5 ปริมาณกากท่ีไมระเหย 
ตองไมเกิน 1.0 mg 

5.3.1.6 คาการดูดกลืนแสงสูงสุด 
(1) ตองไมเกิน 0.08 ท่ีชวงความยาวคล่ืน 220 nm ถึง 240 nm 
(2) ตองไมเกิน 0.05 ท่ีชวงความยาวคล่ืน 241 nm ถึง 350 nm 

การทดสอบใหปฏิบัติตามขอ 8.12 
5.3.2 ปริมาณโลหะหนัก 

5.3.2.1 ปริมาณโลหะหนัก (คํานวณเปนตะกั่ว) ตองไมเกิน 20 μg /g 
5.3.2.2 ตะกัว่ ตองไมเกิน 10 μg /g 
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5.3.2.3 แคดเมียม ตองไมเกิน 1 μg /g 
5.3.2.4 ดีบุก ตองไมเกิน 5 μg /g 

การทดสอบใหปฏิบัติตามขอ 8.13 
5.4 คุณลักษณะทางชีวภาพ 

5.4.1 ความเปนพษิตอเซลลเนื้อเยื่อเพาะเล้ียง 
ตองไมเปนพษิตอเซลลเนื้อเยื่อเพาะเล้ียง 
การทดสอบใหปฏิบัติตามขอ 8.14 

5.4.2 สารไพโรเจน 
เม่ือทดสอบตามขอ 8.15 แลว ปริมาณแบคทีเรียลเอ็นโดท็อกซิน ตองไมเกิน 20.0 หนวยเอ็นโดท็อกซินตอ
ภาชนะพลาสติกตัวอยาง 

5.4.3 การซึมผานของจุลินทรีย 
ตองไมมีการซึมผานของจุลินทรีย 
การทดสอบใหปฏิบัติตามขอ 8.16 

5.4.4 การทําลายเม็ดเลือด 
ตองไมมีการทําลายเม็ดเลือด 
การทดสอบใหปฏิบัติตามภาคผนวก ก. 

5.5 ความคงทนของเคร่ืองหมายและฉลาก 
เม่ือทดสอบตามขอ 8.17 แลว ฉลากตองยังคงติดอยูท่ีภาชนะพลาสติกตําแหนงเดิม และเคร่ืองหมายหรือ
ขอความใดๆ ท่ีฉลากหรือท่ีภาชนะพลาสติกตองอานไดชัดเจน 

 

6.  เครื่องหมายและฉลาก 

6.1 ภาชนะพลาสติกท่ีทําจากพอลิเอทิลีนหรือพอลิโพรพิลีน หรือท้ังสองอยาง 
ในเนื้อภาชนะพลาสติกทุกใบ  อยางนอยตองมีเลข อักษร หรือเคร่ืองหมายแจงรายละเอียดตอไปนี้ใหเห็น 
ไดงาย ชัดเจน ถาวร 
(1) ชนิด 
(2) ความจุ เปนมิลลิลิตร พรอมขีดบอกปริมาตร 
(3) ช่ือผูทําหรือโรงงานที่ทํา หรือเคร่ืองหมายการคาท่ีจดทะเบียน 

6.2 ภาชนะพลาสติกท่ีทําจากพอลิไวนิลคลอไรดหรือพลาสติกหลายช้ัน 
ท่ีภาชนะพลาสติกทุกใบ  อยางนอยตองมีเลข อักษร หรือเคร่ืองหมายแจงรายละเอียดตอไปนี้ใหเห็น ไดงาย 
ชัดเจน 
(1) ชนิด 
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(2) ความจุ เปนมิลลิลิตร  
(3) คําเตือนวาใช DEHP เปนสารเติมแตง 
(4) ช่ือผูทําหรือโรงงานที่ทํา หรือเคร่ืองหมายการคาท่ีจดทะเบียน 

6.3 ในกรณีท่ีใชภาษาตางประเทศ ตองมีความหมายตรงกับภาษาไทยท่ีกําหนดไวขางตน 

7. การชักตัวอยางและเกณฑตัดสิน 

7.1 การชักตัวอยางและเกณฑตัดสินใหเปนไปตามภาคผนวก ข. 

8.  การทดสอบ 

8.1 ปริมาณพอลิไวนิลคลอไรดเรซิน 
8.1.1 เคร่ืองมือ 

อุปกรณสําหรับวิธีออกซิเจนฟลาสกคอมบัสชัน (oxygen flask combustion) ประกอบดวยขวดแกว    
บอโรซิลิเกต รูปกรวย ขนาดประมาณ 500 ml ปดดวยจกุแกว ท่ียึดกับท่ีเสียบตัวอยางทําจากลวด
แพลทินัมสานเปนตาขาย ขนาดประมาณ 1.5 cm x 2 cm (ดังรูปท่ี 1) 

 
 

รูปท่ี 1 อุปกรณสําหรับวิธีออกซิเจนฟลาสกคอมบัสชัน 
(ขอ 8.1.1) 

8.1.2 สารเคมี สารละลาย และวิธีเตรียม 
8.1.2.1 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 1 M 
8.1.2.2 ไดบิวทิลแทเลต 
8.1.2.3 กรดไนทริกเขมขน (ความหนาแนน 1.40 g/ml ) 65% โดยมวล 
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8.1.2.4 สารละลายเฟอรริกแอมโมเนียมซัลเฟต 
ละลายเฟอรริกแอมโมเนยีมซัลเฟต 100 g ในน้ํากล่ัน 1 L 

8.1.2.5 สารละลายซิลเวอรไนเทรต 0.1 M 
8.1.2.6 สารละลายแอมโมเนียมไทโอไซยาเนต 0.05 M 

8.1.3 วิธีวิเคราะห 
8.1.3.1 เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 20 ml ลงในคอมบัสชันฟลาสก  
8.1.3.2 ช่ังตัวอยาง 50.0 mg หอดวยกระดาษกรองขนาด 30 mm x 40 mm พับใหไดขนาด 10 mm x 30 mm 

สอดหอตัวอยางเขาไปในท่ีเสียบตัวอยางท่ีทําจากลวดแพลทินัม 
8.1.3.3 เผาหอตัวอยาง แลวใสเขาไปในขวดแกวรูปกรวย ปดจุกแกว 
8.1.3.4 เม่ือการเผาไหมสมบูรณแลว แกวงขวดแกว เพ่ือใหสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดดูดซึมไอของ

สารประกอบคลอไรดท่ีเกิดจากการเผาตัวอยาง 
8.1.3.5 นําจุกแกวและหอตัวอยางออก แลวเติมไดบิวทิลแทเลต 1 ml กรดไนทริก 2.5 ml สารละลายเฟอร

ริกแอมโมเนียมซัลเฟต 5 ml สารละลายซิลเวอรไนเทรต 10.0 ml ลงในขวดแกวรูปกรวย 
8.1.3.6 นําสารละลายท่ีไดไทเทรตกบัสารละลายแอมโมเนียมไทโอไซยาเนต จนไดสารละลายสีเหลืองแดง 

สารละลายซิลเวอรไนเทรต 0.1 M 1 ml สมมูลกับพอลิไวนิลคลอไรด 6.25 mg 
หาปริมาณพอลิไวนิลคลอไรดเรซิน จากสูตร 

= 0.1
3AgNOM

6.25
3AgNOM
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เม่ือ SCN4NHM  คือ ความเขมขนของสารละลายแอมโมเนียมไทโอไซยาเนต เปนโมลาร 

SCN4NHV  คือ ปริมาตรของสารละลายแอมโมเนียมไทโอไซยาเนต เปนมิลลิลิตร 

3AgNOM  คือ ความเขมขนของสารละลายซิลเวอรไนเทรต เปนโมลาร 

8.2 ปริมาณ DEHP 
8.2.1 เคร่ืองมือ 

8.2.1.1 อุปกรณสําหรับทําทินเลเยอรโครมาโทกราฟ ประกอบดวย แผนแกวท่ีเคลือบดวยซิลิกาเจลจีเอฟ 
254 ซ่ึงตอไปจะเรียกวา แผนรงคเลข 

8.2.1.2 ตูโครมาโทกราฟ 
8.2.1.3 เคร่ืองใหแสงอัลตราไวโอเลตท่ีความยาวคล่ืน 254 nm 
8.2.1.4 เคร่ืองอังน้ํา 
8.2.1.5 เคร่ืองสกัดรีฟลักซคอนเดนเซอร 

  

ปริมาณพอลิไวนิลคอลไรดเรเซิน 
เปนมิลลิกรัม 
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8.2.2 สารเคมีและสารละลาย 
8.2.2.1 โทลูอีน เปนวฎัภาคเคล่ือนท่ี (mobile phase) 
8.2.2.2 อีเทอร 
8.2.2.3 สารละลายอางอิง 

ละลาย DEHP ในโทลูอีน 0.1 mg/ml 
8.2.3 การเตรียมสารละลายตัวอยาง 

8.2.3.1 ตัดภาชนะพลาสติกตัวอยางใหไดขนาดไมเกิน 1 cm นําช้ินตัวอยางมา 2.0 g เติมอีเทอรท่ีปราศจาก
เพอรออกไซด 200 ml ใหความรอนภายใตรีฟลักซคอนเดนเซอร เปนเวลา 12 h  

8.2.3.2 แยกกากและสารละลายออกจากกัน 
8.2.3.3 นําสารละลายไประเหยจนแหงโดยการลดความดันดวยเคร่ืองอังน้ําท่ีอุณหภูมิ 30 °C 
8.2.3.4 ละลายกากท่ีเหลืออยูดวยโทลูอีน 10 ml 

8.2.4 วิธีวิเคราะห 
8.2.4.1 หยอดสารละลายตัวอยาง  0.5 ml บนแผนรงคเลขใหไดแถบขนาด 30 mm x 3 mm และหยด

สารละลายอางอิง 5 μl บนแผนรงคเลข ใหแยกออกจากกัน วางในตูโครมาโทกราฟ ท่ีอ่ิมตัวดวย
โทลูอีน ใหโทลูอีนซึมผานสารเคลือบข้ึนไปเหนือเสนท่ีหยอดสารละลายตัวอยาง (solvent front) 
เปนระยะ 15 cm 

8.2.4.2 นําแผนรงคเลขออกจากตูโครมาโทกราฟ ปลอยใหแหงในอากาศ นําไปตรวจภายใตแสงอัตรา 
ไวโอเลต ท่ีความยาวคล่ืน 254 nm ระบุตําแหนงของตัวอยางท่ีสอดคลองกับสารละลายอางอิง 

8.2.4.3 ขูดซิลิกาเจลบริเวณท่ีสอดคลองกับสารละลายอางอิง ไปเขยากับอีเทอร 40 ml เปนเวลา 1 min 
8.2.4.4 กรอง ลางดวยอีเทอร 10 ml 2 คร้ัง นําอีเทอรท่ีไดท้ังหมดไประเหยใหแหง กากท่ีไดตองหนักไม

เกิน 40 mg 
8.3 ปริมาณไวนิลคลอไรดโมโนเมอร 

8.3.1 เคร่ืองมือ 
8.3.1.1 เฮดสเปซกาซโครมาโทกราฟ  
8.3.1.2 เคร่ืองอังน้ํา ท่ีควบคุมอุณหภมิูท่ี (60+1) °C 
8.3.1.3 เคร่ืองช่ังละเอียด 0.1 mg 

8.3.2 สารเคมี 
8.3.2.1 ไดเมทิลอะเซตาไมด 
8.3.2.2 อีเทอร 

  



มอก. 531–2558 

-8- 

8.3.3 การเตรียมสารละลายมาตรฐานภายใน 
ใชไมโครไซริงคดูดอีเทอร 10 μl จุมปลายเข็มลงในไดเมทิลอะเซตาไมด 20.0 ml แลวฉีดอีเทอรลงใน
สารละลาย เจือจางสารละลายดวยไดเมทิลอะเซตาไมดใหเจือจางลง 1 000 เทา ทันทีกอนใช 

8.3.4 การเตรียมสารละลายทดสอบ 
ช่ังตัวอยาง 1.000 g ใสลงในไวแอลแกวขนาด 50 ml เติมสารละลายมาตรฐานภายใน 10.0 ml ปดจุก   
ไวแอลแกวใหสนิท เขยา หลีกเล่ียงไมใหของเหลวภายในสัมผัสกับจุกปด วางไวแอลแกวในเครื่อง     
อังน้ําท่ีอุณหภูมิ (60+1) °C เปนเวลา 2 h 

8.3.5 การเตรียมสารละลายปฐมภมิูไวนิลคลอไรด 
ตองเตรียมสารละลายนี้ในตูอากาศไหลเวียน (ventilated hood) 

8.3.5.1 ใชปเปตตดูดไดเมทิลอะเซตาไมด 50.0 ml ใสลงในไวแอลแกวขนาด 50 ml ปดจุกไวแอลแกวให
สนิท แลวช่ังใหมีความละเอียดถึง 0.1 mg  

8.3.5.2 ใชกระบอกฉีดยาที่ทําดวยพอลิเอทิลีนหรือพอลิโพรพิลีนขนาดความจุ 50 ml ดูดกาซไวนิลคลอ
ไรด 50 ml ใหกาซคงอยูในกระบอกฉีดยานานประมาณ 3 min แลวดันกานฉีดไลกาซออก 

8.3.5.3 ดูดกาซไวนิลคลอไรด 50 ml อีกคร้ังหนึ่ง ตอเข็มฉีดยาเขากับกระบอกฉีดยา แลวลดปริมาตรกาซ
ในกระบอกฉีดยาจาก 50 ml ลงเหลือ 25 ml  

8.3.5.4 ฉีดกาซไวนิลคลอไรดท่ีเหลือเขาในไวแอลแกวอยางชาๆ เขยาเบาๆ หลีกเล่ียงไมใหของเหลว
ภายในสัมผัสกับเข็มฉีดยา  

8.3.5.5 ช่ังมวลไวแอลแกวอีกคร้ังหนึ่ง มวลที่เพิ่มข้ึนจะไดประมาณ 60 mg (สารละลายท่ีได 1 μl มีไวนิล
คลอไรดประมาณ 1.2 μg) ตั้งไว 2 h เก็บสารละลายน้ีในตูเย็น 

8.3.6 การเตรียมสารละลายมาตรฐานไวนิลคลอไรด 
อัตราสวนสารละลายปฐมภมิูไวนิลคลอไรด : ไดเมทิลอะเซตาไมด เปน 1:3 โดยปริมาตร 

8.3.7 การเตรียมสารละลายอางอิง 
8.3.7.1 ใชปเปตตดดูสารละลายมาตรฐานภายใน 10.0 ml ลงในไวแอลแกวขนาด 50 ml จํานวน 6 ขวด ปด

จุกไวแอลแกวใหสนิท 
8.3.7.2 ฉีดสารละลายมาตรฐานไวนิลคลอไรดปริมาตร 1 μl  2 μl  3 μl  5 μl และ 10 μl ลงในไวแอลแกว 5 

ขวด จะไดไวแอลแกวท่ีมีปริมาณไวนิลคลอไรดประมาณ 0.3 μg  0.6 μg  0.9 μg 1.5 μg และ 3 μg 
ตามลําดับ เขยา หลีกเล่ียงไมใหของเหลวภายในสัมผัสกับจุกปด วางไวแอลแกวในเครื่องอังน้ําท่ี
อุณหภูมิ (60+1) °C เปนเวลา 2 h 

8.3.8 วิธีวิเคราะห 
วิเคราะหปริมาณไวนิลคลอไรดในสารละลายทดสอบ โดยใชเฮดสเปซกาซโครมาโทกราฟ ท่ีมีภาวะ
เคร่ืองดังนี้ 
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1) คอลัมน 
1.1) ทําดวยเหล็กกลาไรสนิม ขนาดเสนผานศูนยกลางภายใน 3 mm ยาว 3 m 
1.2) วัฏภาคคงที่ (stationary phase) ประกอบดวยไซเลไนสไดอาโตมาเชียสเอิรธ (silanised 

diatomaceous earth) ชั้นคุณภาพโครมาโทกราฟ ทําใหเอิบชุม (impregnate) ดวยสารละลาย
ผสมของไดเมทิลสเตียริลเอไมด  5% เศษสวนโดยมวล และมาโครกอล 400 ความเขมขน 
5% เศษสวนโดยมวล 

2) กาซตัวพา : ไนโตรเจน 
3) อัตราการไหล : 30 ml/min 
4) อุณหภูมิ : 

- คอลัมน : 45 °C 
- ชองท่ีฉีดเขา : 100 °C 
- ตัวตรวจจับ : 150 °C 

5) การตรวจจับ : เฟลมไอออไนเซชัน 
6) การฉีด : เฮดสเปซ 1 ml 
หลังจากไดโครมาโตแกรมแลว คํานวณหาปริมาณไวนิลคลอไรดโมโนเมอร 

8.4 รูร่ัว 
8.4.1 เคร่ืองมือ 

เคร่ืองอัดอากาศท่ีมีมาตรความดันวดัไดตั้งแต 0 kPa ถึง 5 kPa 
8.4.2 วิธีทดสอบ 

8.4.2.1 อัดอากาศเขาไปในภาชนะพลาสติกตัวอยางดวยเคร่ืองอัดอากาศจนความดันภายในภาชนะ
พลาสติกตัวอยางมีคา (1.5+0.15) kPa 

8.4.2.2 จุมภาชนะพลาสติกตัวอยางท่ีอัดอากาศแลวลงในน้ํา ใหสวนบนสุดของภาชนะพลาสติกตัวอยาง
อยูต่ํากวาระดับผิวน้ํา (20+2) cm เปนเวลา (1.5+0.5) min สังเกตฟองอากาศ หากมีฟองอากาศปุด
ข้ึนมาแสดงวาภาชนะพลาสติกตัวอยางมีรูร่ัว 

8.5 ความทนตอการตกกระแทก (ยกเวนภาชนะพลาสติกชนดิพอลิไวนิลคลอไรด) 
ใสน้ําลงในภาชนะพลาสติกตัวอยางเทาความจุท่ีระบุไว ปดใหสนิท ปลอยภาชนะพลาสติกตัวอยางจาก
ระดับความสูงตามตารางท่ี 1 ใหตกอยางอิสระลงบนพ้ืนแข็งเรียบท่ีอุณหภูมิ 20 °C ถึง 30 °C แลวตรวจ
พินิจภาชนะพลาสติกตัวอยาง 
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ตารางท่ี 1 ความจุระบุของภาชนะพลาสติกตัวอยางและระดับความสูงท่ีปลอยภาชนะพลาสติกตัวอยาง 
(ขอ 8.5) 

ความจุระบ ุ ระดับความสูงท่ีปลอย 
 ภาชนะพลาสติกตัวอยาง 

ml m 
นอยกวา  750 1.00 

750   ถึง  1 499 0.75 
               1 500   ถึง  2 499 0.50 

    ตั้งแต  2 500 0.25 
 
8.6 ความสม่ําเสมอของความหนา (เฉพาะภาชนะพลาสติกชนิดพอลิไวนลิคลอไรด) 

8.6.1 เคร่ืองมือ 
เคร่ืองวัดความหนาท่ีวดัไดละเอียด 0.001 mm 

8.6.2 วิธีวัด 
ตัดภาชนะพลาสติกตัวอยาง แลววดัความหนาของภาชนะพลาสติกที่ตําแหนงตางๆ กัน 5 ตําแหนง
(ยกเวนสวนท่ีเปนตะเข็บหรือรอยนูน) แตละตําแหนงใหหางกันพอสมควร แลวรายงานผลตางระหวาง
ความหนาสูงสุดกับความหนาตํ่าสุดท่ีวดัได 

8.7 ความทนความดัน (เฉพาะภาชนะพลาสติกชนิดพอลิไวนลิคลอไรด) 
8.7.1 เคร่ืองมือ 

เคร่ืองอัดความดัน 
8.7.2 สารละลาย 

สารละลายฟลูออเรสซีนโซเดียมในน้ํา (1 g ในนํ้า 1 000 ml) 
8.7.3 วิธีทดสอบ 

ใสสารละลายฟลูออเรสซีนโซเดียมลงในภาชนะพลาสติกตัวอยางจนเต็ม ปดดวยจุกท่ีตอกับเครื่องอัด
ความดัน แลวหุมใหท่ัวและสนิทดวยกระดาษกรองสีขาว อัดความดนัใสภาชนะพลาสติกตัวอยางใหได 
6.9 N (0.7 kg)/cm2 ท่ีอุณหภมิู 20 °C เปนเวลา 10 min แลวตรวจพินิจ 

8.8 ความยืดหยุน (เฉพาะภาชนะพลาสติกชนดิพอลิไวนิลคลอไรด) 
แทงเข็มเจาะ (spike needle) เขาทางจุกยางของภาชนะพลาสติกตัวอยางท่ีผานการทดสอบในขอ 8.7 แลว
สังเกตการไหลของสารละลาย 
หมายเหตุ เข็มเจาะ หมายถึง เข็มเจาะภาชนะบรรจุขนาดเสนผานศูนยกลางภายนอก 5.0 mm - 5.3 mm 

ยาว 27 mm - 29 mm ของชุดใหสารละลายทางหลอดเลือดใชคร้ังเดียว 
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8.9 การซึมผานของไอน้ํา 
8.9.1 เคร่ืองมือ 

8.9.1.1 ตูท่ีควบคุมอุณหภูมิไดท่ี (25+2) °C ความช้ืนสัมพัทธ (65+5)% 
8.9.1.2 เคร่ืองช่ังละเอียด 0.1 mg 

8.9.2 วิธีทดสอบ 
8.9.2.1 ช่ังภาชนะพลาสติกตัวอยางพรอมฝาปด ใหทราบมวลแนนอน เปน m1 
8.9.2.2 บรรจุน้ํากล่ันลงในภาชนะพลาสติกตัวอยางใหไดปริมาตรเทากับความจุท่ีระบุไว ปดฝาใหสนิทช่ัง

มวล เปน m2 
8.9.2.3 นําไปเก็บในตูท่ีควบคุมอุณหภูมิไดท่ี (25+2) °C ความช้ืนสัมพัทธ (65+5)% เปนเวลา (336+1) h 

เม่ือครบตามระยะเวลาท่ีกําหนด นําไปช่ังมวล เปน m3 
คํานวณหาน้ําท่ีหายไป จากสูตร 

น้ําท่ีหายไป เปนรอยละ = 
12
32

mm
mm


   × 100 

เม่ือ 1m  คือ มวลของภาชนะพลาสติกตวัอยางพรอมฝาปด เปนกรัม 

2m  คือ มวลของภาชนะพลาสติกตวัอยางท่ีบรรจนุ้ํากล่ันกอนทดสอบ เปนกรัม 

3m  คือ มวลของภาชนะพลาสติกตวัอยางท่ีบรรจนุ้ํากล่ันหลังทดสอบ เปนกรัม 
8.10 ปริมาณกากท่ีเหลือจากการเผา 

8.10.1 เคร่ืองมือ 
8.10.1.1 เคร่ืองช่ังละเอียด 0.1 mg 
8.10.1.2 เตาเผาไฟฟาท่ีปรับและควบคุมอุณหภูมิไดท่ี (550+50) °C  
8.10.1.3 ครูซิเบิลแพลทินัม ควอตซ หรือกระเบ้ืองเคลือบ ท่ีเผาท่ีอุณหภูมิ (550+50) °C และช่ังท่ีอุณหภูมิหอง

จนไดมวลคงท่ี เปน m1
  

8.10.1.4 เดซิกเคเตอร 
8.10.2 สารเคมี 

กรดซัลฟวริกเขมขน ความหนาแนน 1.84 g/ml 
8.10.3 วิธีทดสอบ 

8.10.3.1 ตัดภาชนะพลาสติกตัวอยางท่ีตําแหนงตางๆ กัน แตละใบใหมีพืน้ท่ีเทาๆ กัน นํามารวมกันตัดเปน
ช้ินเล็กๆ ผสมรวมกัน แบงมาประมาณ 5 g ช่ังใหทราบมวลแนนอน เปน m2 ใสลงในครูซิเบิล 

8.10.3.2 หยดกรดซัลฟวริกเขมขน 2 หยดถึง 3 หยด ลงในครูซิเบิล เผาดวยไฟออนๆ จนพลาสติกกลายเปน
ถาน (carbonize) ท้ิงไวใหเย็น หยดกรดซัลฟวริกเขมขนลงไปอีกเล็กนอย เผาตอดวยไฟออนๆจน
หมดควนั แลวเผาตอในเตาเผาไฟฟาท่ีอุณหภูมิ (550+50) °C เปนเวลา 1 h นําออกมาใสในเดซิก 
เคเตอร ปลอยไวใหเย็นท่ีอุณหภูมิหอง ช่ัง แลวเผาซํ้าคร้ังละ 30 min จนไดมวลคงท่ีเปน m3 
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คํานวณปริมาณกากท่ีเหลือจากการเผา จากสูตร 

กากท่ีเหลือจากการเผา เปนรอยละ =  
2

13
m

mm  x 100 

เม่ือ 1m  คือ มวลของครูซิเบิล เปนกรัม 

2m  คือ มวลของภาชนะพลาสติกตวัอยาง เปนกรัม 

3m  คือ มวลของครูซิเบิลและกากท่ีเหลือจากการเผา เปนกรัม 
8.11 ปริมาณอนุภาคปนเปอน 

8.11.1 ภาวะทดสอบ 
ทําในท่ีท่ีปราศจากฝุน อุปกรณและเคร่ืองมือตองสะอาด 

8.11.2 เคร่ืองมือ 
8.11.2.1 เคร่ืองนับจํานวนอนภุาคท่ีทํางานดวยวิธีการกั้นแสง (light blockage method) 
8.11.2.2 น้ํากล่ันสําหรับทํายาฉีด (water for injection) ท่ีกรองผานเยื่อกรองท่ีมีรูพรุนขนาด 0.2 μm แลว 

8.11.3 วิธีวิเคราะห 
ใสน้ํากล่ันสําหรับทํายาฉีด ท่ีกรองผานเยื่อกรองท่ีมีรูพรุนขนาด 0.2 μm แลว ลงในภาชนะพลาสติก
ตัวอยางเทาความจุท่ีระบุไว นําไปผานกระบวนการทําใหปราศจากเช้ือ เก็บไวอยางนอย 12 h นํา
สารละลายท่ีไดไปนับจํานวนอนุภาค โดยเปรียบเทียบกับสารละลายแบลงก 
หมายเหตุ สารละลายแบลงก คือน้ํากล่ันสําหรับทํายาฉีดท่ีกรองผานเยื่อกรองท่ีมีรูพรุนขนาด 0.2 μm  

8.12 คุณลักษณะของสารละลายท่ีสกัดได 
8.12.1 การเตรียมตัวอยางรวม 

ตัดภาชนะพลาสติกตัวอยางทุกใบตรงบริเวณท่ีมีความหนาสมํ่าเสมอและโคงนอยท่ีสุด ใหไดช้ิน
พลาสติกพื้นท่ีเทาๆ กัน นํามารวมกันใหพื้นท่ีผิวท้ังสองดานรวมกันได 1 200 cm2 สําหรับพลาสติกท่ีมี
ความหนาไมเกิน 0.5 mm และ 600 cm2 สําหรับพลาสติกท่ีมีความหนาเกิน 0.5 mm 

8.12.2 การเตรียมสารละลายท่ีสกัดไดและสารละลายแบลงก 
8.12.2.1 เคร่ืองมือ 

(1) หมอนึ่งอัด ท่ีควบคุมอุณหภมิูไดท่ี (121+2) °C 
(2) ตูอบ ท่ีควบคุมอุณหภูมิไดท่ี (70+2) °C 
(3) ภาชนะแกวบอโรซิลิเกตขนาด 300 ml พรอมฝาท่ีปดไดสนิท 

8.12.2.2 วิธีเตรียม 
(1) สารละลายท่ีสกัดได 

ตัดช้ินพลาสตกิตามขอ 8.12.1 ออกเปนช้ินยอย ขนาดกวางประมาณ 0.5 cm และยาวประมาณ 
1 cm ถึง 5 cm ลางดวยน้ํากล่ัน ปลอยไวใหแหงท่ีอุณหภูมิหองในท่ีสามารถปองกันการ
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ปนเปอนได แลวใสลงในภาชนะแกวบอโรซิลิเกต เติมน้ํากล่ันลงไป 200.0 ml ปดฝาใหสนิท 
นําไปใสในหมอนึ่งอัดท่ีอุณหภูมิ (121+2) °C เปนเวลา 1 h ปลอยไวใหเย็นจนถึงอุณหภูมิหอง 
สําหรับภาชนะพลาสติกท่ีทําจากพลาสติกหลายช้ัน ใหเติมน้าํกล่ันลงในภาชนะพลาสติก
ตัวอยางตามความจุท่ีระบุไว บันทึกปริมาตรน้ํากล่ันและพ้ืนท่ีภายในภาชนะพลาสติกตัวอยาง 
ปดใหสนิท นาํไปใสในหมอนึ่งอัดท่ีอุณหภูมิ (121+2) °C เปนเวลา 1 h 
ถาภาชนะพลาสติกเปล่ียนแปลงรูปรางท่ีอุณหภูมิ (121+2) °C ใหเตรียมสารละลายตัวอยางท่ี
อุณหภูมิสูงสุดท่ีภาชนะพลาสติกไมเปล่ียนแปลงรูปรางโดยเลือกใชภาวะใดภาวะหน่ึงตอไปนี้
คือ ท่ีอุณหภูมิ (100+2) °C เปนเวลา (2+0.2) h หรือท่ีอุณหภูมิ(70+2) °C เปนเวลา (24+2) h 
หรือท่ีอุณหภูมิ (50+2) °C เปนเวลา (72+2) h หรือท่ีอุณหภูมิ(37+2) °C เปนเวลา (72+2) h 

(2) สารละลายแบลงก 
ใหเตรียมโดยวิธีเดียวกับการเตรียมสารละลายท่ีสกัดได แตไมตองใสตวัอยาง 

8.12.2.3 ใหนําสารละลายท่ีสกัดไดและสารละลายแบลงกไปทําการทดสอบตามขอ 8.12.3 ตอไป 
8.12.3 วิธีทดสอบ 

8.12.3.1 ลักษณะสารละลาย 
ตองใส ไมมีสี จึงจะวิเคราะหรายการอ่ืนๆ ตอไป 

8.12.3.2 การเกิดฟอง 
ใชปเปตตดดูสารละลายท่ีสกัดได 5 ml ใสในหลอดแกวขนาดเสนผานศูนยกลางภายใน 15 mm 
ยาว 200 mm ปดฝาใหสนิท เขยาอยางแรงเปนเวลา 3 min สังเกตฟองที่เกิดข้ึนพรอมจบัเวลา 

8.12.3.3 ความเปนกรด-ดาง 
(1) ใชปเปตตดดูสารละลายท่ีสกัดไดและสารละลายแบลงกอยางละ 20 ml ใสในบีกเกอรขนาด 

25 ml อยางละใบ 
(2) เติมสารละลายโพแทสเซียมคลอไรด 1 g/l  ลงในบีกเกอรท้ัง 2 ใบๆ ละ 1 ml วัดคาความเปน

กรด-ดางของสารละลายในบีกเกอรแตละใบดวยเคร่ืองวดัความเปนกรด-ดาง 
8.12.3.4 ปริมาตรโพแทสเซียมเพอรแมงกาเนตท่ีใชทําปฏิกิริยา 

(1) เคร่ืองมือ 
ขวดแกวรูปกรวยขนาด 100 ml พรอมจุกแกว จํานวน 2 ใบ 

(2) สารเคมี สารละลายและวิธีเตรียม 
(2.1) สารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมเพอรแมงกาเนต 0.002 mol/l 

ละลายโพแทสเซียมเพอรแมงกาเนต 31.6 mg ดวยน้ํากล่ันจํานวนเล็กนอยในขวดแกว
ปริมาตรขนาด 100 ml เติมน้ํากล่ันจนถึงขีดปริมาตร เขยาใหเขากนั เกบ็สารละลายท่ี
ไดในขวดสีชา 
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(2.2) สารละลายกรดซัลฟวริก 5.7% โดยปริมาตร 
(2.3) สารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟต 0.01 mol/l 

ละลายโซเดียมไทโอซัลเฟต 2.6 g และโซเดียมคารบอเนต 20 mg ดวยน้าํกล่ันท่ีเพิง่
ตมเดือดและปลอยไวใหเย็นจํานวนเล็กนอยในขวดแกวปริมาตรขนาด 1 000 ml เติม
น้ํากล่ันท่ีเพิ่งตมเดือดและปลอยไวใหเย็นแลวจนถึงขีดปริมาตร เขยาใหเขากัน 

(2.4) อินดิเคเตอรแปงท่ีเตรียมใหมๆ 
ละลายแปง (soluble starch) 1 g ดวยน้ําเยน็ 10 ml เทลงในน้ําเดือด 200 ml อยางชาๆ 
และคนอยางสมํ่าเสมอ ตมสารละลายท่ีไดใหเดือดจนกระท่ังมีลักษณะโปรงใส 

(2.5) โพแทสเซียมไอโอไดด 
(3) วิธีวิเคราะห 

(3.1) ใชปเปตตดดูสารละลายท่ีสกัดได 20 ml ใสในขวดแกวรูปกรวยใบท่ีหนึ่ง เติม
สารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมเพอรแมงกาเนต 20 ml และสารละลายกรด
ซัลฟวริก 1.0 ml แลวตมใหเดือดเปนเวลา 3 min ปลอยไวใหเยน็ เติมโพแทสเซียมไอ
โอไดด 0.10 g ปดจกุใหแนน เขยา ปลอยไวเปนเวลา 10  min เติมอินดิเคเตอรแปง 5 
หยด แลวไทเทรตกับสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟต 

(3.2) ทดลองตามขอ (3.1) โดยใชสารละลายแบลงก 20 ml แทนสารละลายตัวอยาง 
8.12.3.5 ปริมาณกากท่ีไมระเหย 

(1) เคร่ืองมือ 
(1.1) เคร่ืองช่ังละเอียด 0.1 mg 
(1.2) ตูอบแบบอากาศหมุนเวียนท่ีควบคุมอุณหภมิูไดท่ี (105+2) °C 
(1.3) ครูซิเบิลควอตซหรือกระเบ้ืองเคลือบ ท่ีอบจนมวลคงท่ีแลว 2 ใบ 
(1.4) เคร่ืองอังไอน้ํา 
(1.5) เดซิกเคเตอร 

(2) วิธีวิเคราะห 
(2.1) ใชปเปตตดดูสารละลายท่ีสกัดได 20 ml ใสลงในครูซิเบิลใบท่ีหนึ่ง และสารละลาย

แบลงกปริมาตรเทากัน ใสลงในครูซิเบิลใบท่ีสอง นําไประเหยใหแหงบนเคร่ืองอัง
ไอน้ํา 

(2.2) อบครูซิเบิลท้ัง 2 ใบในตูอบท่ีอุณหภูมิ (105+2) °C เปนเวลา 1 h นําออกมาใสใน     
เดซิกเคเตอร ปลอยไวใหเยน็ท่ีอุณหภูมิหอง นําไปช่ังแลวอบซํ้าเปนเวลาคร้ังละ 1 h 
จนไดมวลคงที่ ผลตางของมวลของกากในครูซิเบิลใบท่ีหนึ่งและใบท่ีสองตองไมเกิน 
1.0 mg 
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8.12.3.6 การดูดกลืนแสง 
(1) เคร่ืองมือ 

สเปกโทรโฟโตมิเตอรท่ีวัดคาการดูดกลืนแสงในชวงความยาวคล่ืน 220 nm ถึง 350 nm 
(2) วิธีวิเคราะห 

นําสารละลายท่ีสกัดไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงโดยใชสเปกโทรโฟโตมิเตอรในชวงความ
ยาวคล่ืน 220 nm ถึง 240 nm และในชวงความยาวคล่ืน 241 nm ถึง 350 nm โดยเปรียบเทียบ
กับสารละลายแบลงก 

8.13 ปริมาณโลหะหนัก 
8.13.1 ปริมาณโลหะหนัก (คํานวณเปนตะกั่ว) 

8.13.1.1 การเตรียมตัวอยาง 
ตัดภาชนะพลาสติกตัวอยางทุกใบตรงบริเวณที่มีความหนาสมํ่าเสมอและโคงนอยท่ีสุด ใหไดช้ิน
พลาสติกพื้นท่ีเทาๆ กัน นํามารวมกันใหไดมวลประมาณ 10 g ลางดวยน้ํากล่ัน ปลอยไวใหแหงท่ี
อุณหภูมิหอง แลวตัดเปนช้ินเล็กๆ 

8.13.1.2 เคร่ืองมือ 
(1) เคร่ืองช่ังละเอียด 0.1 mg 
(2) ครูซิเบิลควอตซหรือกระเบ้ืองเคลือบ พรอมฝาปด 
(3) เตาเผาไฟฟาท่ีควบคุมอุณหภมิูไดท่ี 500 °C ถึง 600 °C  
(4) เคร่ืองอังน้ํา 
(5) หลอดเทียบสี ขนาด 50 ml จํานวน 2 หลอด 

8.13.1.3 สารเคมี สารละลายและวิธีเตรียม 
(1) กรดไนทริก ความหนาแนน 1.42 g/ml 
(2) กรดซัลฟวริก ความหนาแนน 1.84 g/ml 
(3) กรดไฮโดรคลอริก ความหนาแนน 1.18 g/ml 
(4) สารละลายฟนอลฟทาลีน 

ละลายฟนอลฟทาลีน 1 g ในเอทานอล 100 ml 
(5) สารละลายแอมโมเนีย 

ใชปเปตตดูดสารละลายแอมโมเนีย 0.908 g/ml ปริมาตร 400 ml เติมน้ํากล่ันจนสารละลายมี
ปริมาตร 1 000 ml 

(6) สารละลายกรดแอซีติกเจือจาง 
เจือจางกรดแอซีติก 6 g ดวยน้ํากล่ัน แลวเติมน้ํากล่ันจนสารละลายมีปริมาตร 100 ml 
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(7) สารละลายโซเดียมซัลไฟด 
ละลายโซเดียมซัลไฟด 1 g ในน้ํากล่ัน แลวเติมน้ํากล่ันจนสารละลายมีปริมาตร 10 ml เตรียม
สารละลายนี้ใหมๆ กอนใช 

(8) สารละลายกรดไนทริกเจือจาง 
เจือจางกรดไนทริก (ความหนาแนน 1.42 g/ml) ปริมาตร 10.5 ml ดวยน้ํากล่ัน แลวเติมน้ํา
กล่ันจนสารละลายมีปริมาตร 100 ml 

(9) สารละลายมาตรฐานตะกั่ว 
ช่ังตะก่ัว (II) ไนเทรต 159.8 mg ใหทราบมวลแนนอน ละลายในกรดไนทริกเจือจาง 10 ml 
เจือจางดวยน้ํากล่ันจนสารละลายมีปริมาตร 1 000 ml ในขวดแกวปริมาตร เตรียมและเก็บ
สารละลายนี้ในภาชนะแกวท่ีปราศจากเกลือของตะกั่วท่ีละลายได 
ใชปเปตตดูดสารละลายท่ีได 10.0 ml แลวเจือจางดวยน้ํากล่ันจนสารละลายมีปริมาตร 100 ml 
ในขวดแกวปริมาตร สารละลายนี้ 1 ml มีตะกั่ว 0.01 mg 
ตองเตรียมสารละลายนี้ใหมทุกคร้ังกอนใช 

8.13.1.4 วิธีวิเคราะห 
(1) การเตรียมสารละลายตัวอยาง 

(1.1) ช่ังช้ินตัวอยาง 1.0 กรัม ใสในครูซิเบิลควอตซหรือกระเบ้ืองเคลือบ ปดฝาครูซิเบิล ไม
ตองปดฝาสนิท เผาดวยไฟออนๆ จนเปนถาน ปลอยไวใหเยน็ 

(1.2) เติมกรดไนทริก 2 ml และกรดซัลฟวริก 5 หยด เผาตออยางระมัดระวังจนกระท่ังควนั
สีขาวหมดไป แลวเผาตอในเตาเผาไฟฟาท่ีอุณหภูมิ 500 °C  ถึง 600 °C  จนเปนเถา 
ปลอยไวใหเยน็ 

(1.3) เติมกรดไฮโดรคลอริก 2 ml ระเหยใหแหงในเครื่องอังน้ํา 
(1.4) ทําใหช้ืนดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 3 หยด เติมน้ํารอน 10 ml อุนเปนเวลา  2 

min 
(1.5) เติมสารละลายฟนอลฟทาลีน 1 หยด แลวเติมสารละลายแอมโมเนียทีละหยด 

จนกระท่ังสารละลายเปล่ียนสีเปนสีแดงออนๆ 
(1.6) เติมสารละลายกรดแอซีติกเจือจาง 2 ml กรอง (ถาจําเปน) ลางดวยน้ํากล่ัน 10 ml 

ถายสารละลายท่ีกรองไดและน้ํา ท่ีใชลางลงในหลอดเทียบสี เติมน้ํากล่ันจน
สารละลายมีปริมาตร 50 ml 

(2) การเตรียมสารละลายควบคุม 
(2.1) เติมกรดไนทริก 2 ml กรดซัลฟวริก 5 หยด และกรดไฮโดรคลอริก 2 ml ลงใน 

ครูซิเบิลควอตซหรือกระเบื้องเคลือบ ระเหยในเครื่องอังน้ํา แลวระเหยใหแหงใน  
อางทราย 
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(2.2) ทําใหช้ืนดวยกรดไฮโดรคลอริก 3 หยด เติมน้ํารอน 10 ml อุนเปนเวลา 2 min 
(2.3) เติมสารละลายฟนอลฟทาลีน 1 หยดแลวเติมสารละลายแอมโมเนียทีละหยด

จนกระท่ังสารละลายเปล่ียนสีเปนสีแดงออนๆ 
(2.4) เติมสารละลายกรดแอซีติกเจือจาง 2 ml กรอง (ถาจําเปน) ลางดวยน้ํากล่ัน 10 ml ถาย

สารละลายท่ีกรองไดและนํ้าท่ีใชลางลงในหลอดเทียบสี 
(2.5) ใชปเปตตดูดสารละลายมาตรฐานตะก่ัว 2.0 ml ใสลงในหลอดเทียบสี แลวเติมน้ํา

กล่ันจนสารละลายมีปริมาตร 50 ml 
(3) เติมสารละลายโซเดียมซัลไฟดลงในหลอดสารละลายตัวอยางและสารละลายควบคุมหลอด

ละ 1 หยด เขยาใหเขากัน ตั้งไว 5 min เปรียบเทียบสีท่ีเกิดข้ึน โดยต้ังหลอดเทียบสีบนพื้นขาว 
แลวมองตรงจากดานบนลงมา สีของสารละลายตัวอยางตองไมเขมกวาสีของสารละลาย
ควบคุม 

8.13.2 ปริมาณตะก่ัว แคดเมียม และดีบุก 
8.13.2.1  การเตรียมตัวอยาง 

ตัดภาชนะพลาสติกตัวอยางทุกใบใหไดขนาดประมาณกวาง x ยาว เปน 5 mm x 5 mm นํามา
รวมกันใหไดน้ําหนักประมาณ 500 mg 

8.13.2.2 เคร่ืองมือ 
(1) เคร่ืองช่ังละเอียด 0.1 mg 
(2) เคร่ืองยอยสลายสารดวยคล่ืนไมโครเวฟพรอมภาชนะใสตัวอยาง 
(3) อะตอมิกแอบซอรปชันสเปกโทรมิเตอรหรือเคร่ืองมืออ่ืนท่ีเทียบเทา 

8.13.2.3 สารเคมี สารละลาย และวิธีเตรียม 
(1) กรดไนทริกเขมขน (ความหนาแนน 1.40 g/ml ) 65% โดยมวล 
(2) กรดไฮโดรคลอริก (ความหนาแนน 1.18 g/ml ) 37% โดยมวล 
(3) กรดไนทริกเจอืจาง 

ละลายกรดไนทริก 1 สวนในน้ํากล่ัน 3 สวน 
(4) กรดไฮโดรคลอริกเจือจาง 

ละลายกรดไฮโดรคลอริก 1 สวนในน้ํากล่ัน 5 สวน 
(5) สารละลายมาตรฐานตะกั่ว 10 μg /ml 

ช่ังตะก่ัว (II) ไนเทรต 159.8 mg ใหทราบมวลแนนอน ละลายในกรดไนทริกเจือจาง 10 ml 
เจือจางดวยน้ํากล่ันจนสารละลายมีปริมาตร 1 000 ml ในขวดแกวปริมาตร เตรียมและเก็บ
สารละลายนี้ในภาชนะแกวท่ีปราศจากเกลือของตะกั่วท่ีละลายได 
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ใชปเปตตดดูสารละลายท่ีได 10.0 ml แลวเจือจางดวยน้ํากล่ันจนสารละลายมีปริมาตร 100 ml 
ในขวดแกวปริมาตร ตองเตรียมสารละลายนี้ใหมทุกคร้ังกอนใช 

(6) สารละลายมาตรฐานแคดเมียม 1 μg /ml 
ช่ังแคดเมียมบริสุทธ์ิ 1.000 g ใหทราบมวลแนนอน ละลายในกรดไนทริกเจือจาง 100 ml ให
ความรอนออนๆ ทําใหเย็น แลวเจอืจางดวยกรดไนทริกเจือจางจนสารละลายมีปริมาตร 
1 000 ml ในขวดแกวปริมาตร 
ใชปเปตตดดูสารละลายท่ีได 10 ml แลวเจือจางดวยกรดไนทริกเจือจางจนสารละลายมี 
ปริมาตร 1 000 ml ในขวดแกวปริมาตร ใชปเปตตดูดสารละลายท่ีได 10 ml แลวเจอืจางดวย
กรดไนทริกเจอืจางจนสารละลายมีปริมาตร 100 ml ในขวดแกวปริมาตร 

(7) สารละลายมาตรฐานดีบุก 5 μg /ml 
ช่ังดีบุก 0.250 g ใหทราบมวลแนนอน ละลายในกรดซัลฟวริก 10 ml ใหความรอน ทําใหเย็น 
ถายสารละลายนี้กับกรดไฮโดรคลอริกเจือจาง 400 ml ลงในขวดแกวปริมาตร แลวเจือจางดวย
กรดไฮโดรคลอริกเจือจาง จนสารละลายมีปริมาตร 500 ml 
ใชปเปตตดดูสารละลายท่ีได 10 ml เจือจางดวยกรดไฮโดรคลอริกเจือจางจนสารละลายมี
ปริมาตร 1 000 ml ในขวดแกวปริมาตร 

(8) สารละลายแบลงกของสารละลายมาตรฐาน (Standard blank) 
8.13.2.4 วิธีเตรียมสารละลายตัวอยาง 

(1) ช่ังตัวอยาง 200 mg ใสภาชนะใสตวัอยาง เติมกรดไนทริก 5 ml ปดฝา แลวใสในเคร่ืองยอย
สลายสารดวยคล่ืนไมโครเวฟ เตรียมรีเอเจนตแบลงกโดยไมตองใสตวัอยาง 

(2) ยอยตัวอยางตามโปรแกรมท่ีตั้งไวตามคูมือของเคร่ือง แลวปลอยใหเยน็ 
(3) ถายสารละลายท่ีไดในขวดวดัปริมาตรขนาด 50 ml เติมน้ําปราศจากไอออนใหถึงขีดวัด

ปริมาตร 
(4) นําสารละลายท่ีไดไปวิเคราะหดวยอะตอมิกแอบซอรปชันสเปกโทรโฟโตมิเตอร หรือ

เคร่ืองมืออ่ืนท่ีเทียบเทา 
8.13.2.5 วิธีวิเคราะห 

(1) การเตรียมกราฟมาตรฐานสอบเทียบ 
(1.1) เตรียมสารละลายมาตรฐานตะก่ัว สารละลายมาตรฐานแคดเมียม และสารละลาย

มาตรฐานดีบุก ใหครอบคลุมความเขมขนของสารละลายตัวอยาง 
(1.2) เตรียมสารละลายแบลงกของสารละลายมาตรฐาน 
(1.3) วัดคาการดูดกลืนแสง ของสารละลายมาตรฐานตะก่ัว สารละลายมาตรฐานแคดเมียม 

และสารละลายมาตรฐานดีบุก แตละความเขมขนเทียบกับสารละลายแบลงกของ
สารละลายมาตรฐาน 
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(1.4) สรางกราฟมาตรฐานสอบเทียบระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานของแต
ละธาตุกับคาการดูดกลืนแสง 

(2) การวิเคราะหสารละลายตัวอยาง 
วัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลายรีเอเจนตแบลงกและสารละลายตัวอยาง แลวอานคา
ความเขมขนของตะกั่ว แคดเมียม และดีบุกจากกราฟมาตรฐานสอบเทียบเปนมิลลิกรัมตอลิตร 

8.13.2.6 การคํานวณ 

ปริมาณตะกั่ว แคดเมียม หรือดีบุก เปนไมโครกรัมตอกรัม = m
AA 21  × V 

เม่ือ 1A   คือ ความเขมขนของตะก่ัว แคดเมียม หรือดีบุกในสารละลายตัวอยาง เปนมิลลิกรัม
ตอลิตร 

2A  คือ ความเขมขนของตะกั่ว แคดเมียม หรือดีบุกในรีเอเจนตแบลงก เปนมิลลิกรัม    
ตอลิตร 

V  คือ ปริมาตรของสารละลายตัวอยาง เปนมิลลิลิตร 
m  คือ มวลของตัวอยาง เปนกรัม 

8.14 ความเปนพษิตอเซลลเนื้อเยื่อเพาะเล้ียง 
8.14.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ 

8.14.1.1 เคร่ืองมือและอุปกรณท่ีจําเปนสําหรับเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ ไดแก ตูลามินารแอรโฟลว ตูอบเพาะเช้ือ
ชนิดคารบอนไดออกไซดท่ีสามารถควบคุมปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดท่ี  (5+1)%    กลอง
จุลทรรศน ชนิดอินเวอเตด (inverted microscope) 

8.14.1.2 อุปกรณฆาเช้ือ ไดแก หมอนึ่งอัด ตูอบรอน (hot air oven) 
8.14.1.3 ถาดเล้ียงเซลลขนาด 6 หลุม 
8.14.1.4 ขวดแกวฝาเกลียวสําหรับเตรียมตัวอยาง 
8.14.1.5 ขวดเพาะเล้ียงเซลลเนื้อเยื่อ (tissue culture flask) ขนาดพื้นท่ี 75 cm2 

8.14.2 สารละลายและวิธีเตรียม 
8.14.2.1 สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรท่ีปราศจากเช้ือ 

ละลายโพแทสเซียมคลอไรด 0.2 g โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.2 g โซเดียมคลอไรด   
8.0 g และไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตแอนไฮดรัส 1.15 g ในนํ้ากล่ัน เติมน้ํากล่ันจนปริมาตร
เปน 1 000 ml ทําใหปราศจากเช้ือโดยการนึ่งฆาเช้ือในหมอนึ่งอัดท่ีอุณหภูมิ (121+2) ºC  เปนเวลา 
15 min หรือกรองผานแผนกรองขนาด 0.22 μm 

8.14.2.2 สารละลายโซเดียมไบคารบอเนต 100 g/l ท่ีปราศจากเช้ือ 
8.14.2.3 สารละลายทริปซิน (trypsin) 0.5 g/l ถึง 5.0 g/l ท่ีปราศจากเช้ือ 
8.14.2.4 สารละลายกลูทามีน (glutamine) 29.2 g/l ท่ีปราศจากเช้ือ 
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8.14.2.5 อาหารเล้ียงเซลลอีเกิลลเอ็มอีเอ็ม (Eagle's MEM) 
8.14.2.6 อาหารเล้ียงเซลลสําหรับการเจริญเติบโต และอาหารเล้ียงเซลลสําหรับสกัดตัวอยาง 

เติมสารละลายกลูทามีน 1 ml สารละลายโซเดียมไบคารบอเนต 1.2 ml  และเซรุมฟทัลโบไวน
(fetal bovine serum) 5 ml ลงในอาหารเล้ียงเซลลอีเกิลลเอ็มอีเอ็ม 100 ml โดยวิธีปราศจากเช้ือ เก็บ
ไวในขวดแกวฝาเกลียวท่ีอุณหภูมิ 2 ºC ถึง 8 ºC  เก็บไวไดไมเกิน 1 สัปดาห 

8.14.2.7 สารละลายฟอรมาลิน-คริสทัลไวโอเลต (formalin-crystal violet) 
ละลายคริสทัลไวโอเลต 500 mg ดวยสารละลายฟอรมาลดีไฮด 10 ml และสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร 90 ml เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง 

8.14.2.8 สียอมทริปแพนบลู (trypan blue stain) 4.0 g/l 
เตรียมโดยละลายทริปแพนบลูในสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.9% 

8.14.2.9 การควบคุมเชิงบวก 
วัสดุควบคุมเชิงบวก (positive material control) เชน แผนพอลิไวนิลคลอไรดท่ีมีซิงกไดเอทิลได
ไทโอคารบาเมต 0.1%  หรือแผนยูเอสพีโพสิทีฟไบโอรีแอกช่ันอารเอส (USP Positive Bioreaction 
RS) 

8.14.2.10 การควบคุมเชิงลบ 
วัสดุควบคุมเชิงลบ (negative material control) เชน แผนพลาสติกมาตรฐานพอลิเอทิลีน         
ความหนาแนนสูง (USP high density polyethylene RS) 

8.14.3 การเตรียมเซลลเนื้อเยื่อเพาะเล้ียง 
8.14.3.1 การเตรียมสารแขวนลอยของเซลลเนื้อเยื่อ (cell suspension) 

นําเซลลเนื้อเยื่อ L-929 (ATCC cell line CCL 1, NCTC clone 929) ท่ีเพาะเล้ียงไวในขวดเพาะเล้ียง
เซลลขนาดพื้นท่ี 75 cm2 มาลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร เติมสารละลายทริปซิน 1 ml และ
อบในตูอบเพาะเช้ือชนิดคารบอนไดออกไซดท่ีอุณหภูมิ (37 + 1) °C เปนเวลา 3 min ถึง 5 min 
เคาะขวดเบาๆ จนเซลลหลุดรอนจากพื้นผิวขวด แลวจึงเติมอาหารเล้ียงเซลลสําหรับการ
เจริญเติบโต 5 ml ลงในขวด เขยาขวดใหไดสารแขวนลอยของเซลลเปนเนื้อเดียวกัน นําสาร
แขวนลอยท่ีไดนี้ไปวัดความเขมขนของเซลล โดยดูดสารแขวนลอยของเซลล 0.1 ml มาผสมกับสี
ยอมทริปแพนบลู 0.1 ml ท้ิงไว 1 min แลวนับจํานวนเซลลท่ีมีชีวิตพรอมท้ังคํานวณความเขมขน
ของเซลลในสารแขวนลอยโดยใชเคร่ืองนับเม็ดเลือด เจือจางสารแขวนลอยของเซลลนี้ดวยอาหาร
เล้ียงเซลลสําหรับการเจริญเติบโตใหไดความเขมขน 2×105 เซลลตอ 1 ml 

8.14.3.2 นําเซลลเนื้อเยือ่เพาะเล้ียงท่ีมีความเขมขน 2×105 เซลลตอ 1 ml เติมลงในถาดเล้ียงเซลลขนาด 6 
หลุม หลุมละ 3 ml แลวนําไปอบในตูอบเพาะเช้ือชนดิคารบอนไดออกไซดท่ีอุณหภูมิ (37 + 1) ºC 
เปนเวลาไมนอยกวา 1 วัน จนเซลลโตเปนช้ันเดี่ยว (monolayer) อยางนอย 80%  ของพ้ืนท่ีเล้ียงเซลล 
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8.14.4 วิธีทดสอบ 
(1) การเตรียมช้ินพลาสติกตัวอยางและวัสดุควบคุม 

(1.1) การเตรียมช้ินพลาสติกตัวอยาง 
ตัดภาชนะพลาสติกตัวอยางอยางนอย 2 ช้ิน ใหมีพืน้ท่ีผิวช้ินละไมนอยกวา 100 mm2 ใส
ลงในขวดแกวฝาเกลียว ลางและนึ่งฆาเช้ือในหมอนึ่งอัด หรือโดยวิธีอ่ืนท่ีไมทําให 
ตัวอยางเสียสภาพ 

(1.2) การเตรียมวัสดุควบคุม 
เตรียมวัสดุควบคุมเชิงบวกและวัสดุควบคุมเชิงลบ ตามวธีิในขอ 8.14.4 (1.1) 

(2) ดูดอาหารเล้ียงเซลลในถาดเล้ียงเซลลแตละหลุมออก 
(3) เติมอาหารเล้ียงเซลลสําหรับการเจริญเติบโต หลุมละ 0.8 ml 

(3.1) วางชิ้นตัวอยางทดสอบ 2 หลุมๆ ละ 1 ช้ิน 
(3.2) วางวัสดุควบคุมเชิงบวก 2 หลุมๆ ละ 1 ช้ิน 
(3.3) วางวัสดุควบคุมเชิงลบ 1 หลุมๆ ละ 1 ช้ิน 
(3.4) เติมอาหารเล้ียงเซลลสําหรับการเจริญเติบโตเพื่อใชเปนแบลงก 1 หลุม 

(4) นําถาดเล้ียงเซลลไปอบในตูอบเพาะเช้ือชนิดคารบอนไดออกไซดท่ีอุณหภูมิ (37 + 1) °C เม่ือครบ
ระยะเวลา 24 h ใหประเมินผลตามวิธีในขอ 8.14.5 

8.14.5 การประเมินผล 
หลังจากปลอยใหเซลลเนื้อเยื่อเพาะเล้ียงในถาดเล้ียงเซลลสัมผัสกับช้ินพลาสติกตัวอยาง ช้ินวัสดุควบคุม 
และแบลงก เปนเวลา 24 h ดูความเปนพิษท่ีเกิดกับเซลล การเปลี่ยนแปลงรูปราง (morphological 
change) และความหนาแนนของเซลลท่ีมีชีวิต (cell density) ดวยกลองจุลทรรศนชนิดอินเวอเตด บันทึก
การตายของเซลลโดยดูลักษณะของเซลลและวงที่เกิดข้ึนจากปฏิกิริยา แลวประเมินผลตามตารางท่ี 2 
หลังจากบันทึกผลท่ี 24 h แลว ถาตองการเก็บเซลลบนถาดเล้ียงเซลลไวเปนเวลานาน ใหยึด (fix) และ
ยอมสีเซลลติดบนถาดเล้ียงเซลล ดวยสารละลายฟอรมาลิน-คริสทัลไวโอเลต เพื่อเก็บไวเปนหลักฐาน
สําหรับการตรวจสอบ 
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ตารางท่ี 2 การประเมินระดับความเปนพิษตอเซลลเนื้อเยื่อเพาะเลี้ยง 
(ขอ 8.14.5) 

ระดับ ปฏิกิริยา ลักษณะของวงท่ีเกิดข้ึนจากปฏิกิริยา 
(grade) (reactivity) (description of reactivity zone) 

0 ไมมีพิษ ไมพบวงรอบๆ หรือภายใตช้ินพลาสติกตวัอยาง 
 (none)  

1 เปนพิษนอยมาก พบเซลลมีรูปรางผิดปกติภายใตช้ินพลาสติกตัวอยาง 
 (slight)  

2 เปนพิษนอย มีเซลลตายเปนวงจํากัดอยูในพ้ืนท่ีใตช้ินพลาสติกตัวอยาง 
 (mild)  

3 เปนพิษปานกลาง มีเซลลตายเปนวงแผขยายออกจากช้ินพลาสติกตัวอยาง 
 (moderate) ไมเกิน 1.0 cm 

4 เปนพิษรุนแรง มีเซลลตายเปนวงแผขยายออกจากช้ินพลาสติกตัวอยาง 
 (severe) มากกวา 1.0 cm 

8.14.6 การแปลผล 
(1) การทดสอบจะมีผลเช่ือถือไดตอเม่ือ 

(1.1) แบลงกและวสัดุควบคุมเชิงลบ ไมเปนพิษตอเซลล (ความเปนพิษระดบั 0) 
(1.2) วัสดุควบคุมเชิงบวก มีความเปนพิษตอเซลลระดับ 3 ข้ึนไป 

(2) เกณฑการตัดสิน 
ผลการทดสอบจะถือวาตัวอยางไมเปนพิษตอเซลลเนื้อเยื่อเพาะเลี้ยงเม่ือช้ินพลาสติกตัวอยางมี
ความเปนพิษตอเซลลไมมากกวาระดับ 2 

8.14.7 กรณีไมสามารถทดสอบโดยวิธีขางตนได ใหทําการทดสอบโดยวิธีตอไปนี้ 
8.14.7.1 วิธีทดสอบ 

(1) การเตรียมสารละลายทดสอบ 
(1.1) ตัดภาชนะพลาสติกตัวอยางแตละหนวยตรงบริเวณท่ีมีความหนาสมํ่าเสมอและโคง

นอยท่ีสุดใหไดช้ินพลาสติกพื้นท่ีเทาๆ กัน นํามารวมกันใหพื้นท่ีผิวท้ังสองดาน
รวมกันได 120 cm2 สําหรับภาชนะพลาสติกหนานอยกวา 0.5 mm หรือ 60 cm2 
สําหรับภาชนะพลาสติกหนาเทากับหรือมากกวา 0.5 mm แลวนํามาตัดออกเปนช้ิน
ยอยขนาดกวางประมาณ 0.1 cm ถึง 0.3 cm และยาวประมาณ 1 cm ถึง 5 cm ใสใน
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ขวดแกวฝาเกลียวสําหรับสกัดตัวอยาง ลางและน่ึงฆาเช้ือในหมอนึ่งอัดความดันหรือ
โดยวิธีอ่ืนท่ีไมทําใหตัวอยางเสียสภาพ 

(1.2) เติมอาหารเล้ียงเซลลสําหรับสกัดตัวอยาง ปริมาตร 20 ml แลวนําไปบมในตูอบเพาะ
เช้ือชนิดคารบอนไดออกไซด ท่ี (37+1) °C เปนเวลา (24+1) h เขยาขวดเปนระยะ 

(2) การเตรียมสารละลายควบคุม (เลือกขอใดขอหนึ่ง) 
(2.1) เตรียมสารละลายวัสดุควบคุมเชิงบวกและสารละลายวัสดุควบคุมเชิงลบ โดยสกัด

วัสดุควบคุมเชิงบวกและวัสดุควบคุมเชิงลบ ตามวิธีในขอ (1.1) 
(2.2) เตรียมสารเคมีควบคุมเชิงบวกและสารเคมีควบคุมเชิงลบ โดยเตรียมสารละลายซิงก

แอซิเทตในอาหารเล้ียงเซลลสําหรับสกัดตัวอยางท่ีความเขมขน 8 mg/l และ 2 mg/l 
ตามลําดับ 

(3) ดูดอาหารเล้ียงเซลลในถาดเล้ียงเซลลแตละหลุมออก 
(4) เติมสารละลายทดสอบและสารละลายควบคุมดังตอไปนี้ลงสัมผัสกับเซลลเนื้อเยื่อเพาะเล้ียง

หลุมละ 3 ml 
(4.1) สารละลายทดสอบ โดยเติม 2 หลุม 
(4.2) สารละลายวัสดุควบคุมเชิงบวก และ/หรือสารละลายซิงกแอซีเทต 8 mg/l โดยเติม 2 

หลุม 
(4.3) สารละลายวัสดุควบคุมเชิงลบ และ/หรือสารละลายซิงกแอซีเทต 2 mg/l โดยเติม 1 

หลุม 
(4.4) อาหารเล้ียงเซลลสําหรับสกัดตัวอยางเพื่อใชเปนแบลงก โดยเติม 1 หลุม 

(5) นําถาดเล้ียงเซลลไปอบในตูอบเพาะเช้ือชนิดคารบอนไดออกไซดท่ีอุณหภูมิ (37+1) °C เม่ือ
ครบระยะเวลา 48 h ใหประเมินผลตามวิธีในขอ (6) 

(6) การประเมินผล 
หลังจากปลอยใหเซลลเนื้อเยื่อเพาะเล้ียงในถาดเล้ียงเซลลสัมผัสกับสารละลายทดสอบ 
สารละลายควบคุมและแบลงก เปนเวลา 48 h แลว ดูความเปนพิษท่ีเกิดกับเซลล โดยดู
ลักษณะของเซลลดวยกลองจุลทรรศน บันทึกการตายของเซลล การเปล่ียนแปลงรูปราง 
(morphological change) และความหนาแนนของเซลลท่ีมีชีวิต (cell density) แลวประเมินผล
ตามตารางท่ี 3 หลังจากบันทึกผลที่ 48 h แลวและตองการเก็บเซลลบนถาดเล้ียงเซลลไวเปน
เวลานาน ใหยึด (fix) และยอมสีเซลลใหติดบนถาดเล้ียงเซลลดวยสารละลายฟอรมาลิน-คริสทัลไว
โอเลต 

  



มอก. 531–2558 

-24- 

(7) การแปลผล 
(7.1) การทดสอบจะมีผลเช่ือถือไดตอเม่ือ 

(7.1.1) แบลงก สารละลายซิงกแอซีเทตความเขมขน 2 mg/l  หรือสารละลายวัสดุ
ควบคุมเชิงลบ ไมเปนพิษตอเซลล (ความเปนพิษระดับ 0) 

(7.1.2) สารละลายซิงกแอซีเทตความเขมขน 8 mg/l  หรือสารละลายวัสดุควบคุม
เชิงบวก มีความเปนพิษตอเซลลระดับ 3 ข้ึนไป 

(7.2) เกณฑตัดสิน 
ผลการทดสอบจะถือวาตัวอยางไมเปนพิษตอเซลลเนื้อเยื่อเพาะเล้ียงเม่ือสารละลาย
ทดสอบมีความเปนพิษตอเซลลไมมากกวาระดับ 2 

ตารางท่ี 3 การประเมินระดับความเปนพิษตอเซลลเนื้อเยื่อเพาะเลี้ยง 
(ขอ 8.14.7.1(6)) 

ระดับ ปฏิกิริยา สภาพของเซลลเนื้อเยื่อ 
(grade) (reactivity) (conditions of cell cultures) 

0 ไมเปนพษิ 
(none) 

พบเซลลแผเปนช้ันเดีย่ว มีเม็ดอินทราไซโตพลาสมิก 
(intracytoplasmic granule) กระจายอยูในเซลลตามปกติ  ไมพบ
การแตกทําลายของเซลล 

1 เปนพิษนอยมาก 
(slight) 

พบเซลลมีลักษณะกลมใกลหลุดออกจากพื้นผิวไมเกิน 20% 
อาจพบการแตกทําลายของเซลลไดบาง 

2 เปนพิษนอย 
(mild) 

พบเซลลมีลักษณะกลมไมเกิน 50% อาจพบการแตกทําลายของ
เซลลแตไมรุนแรง และไมพบชองวางระหวางเซลลช้ันเดีย่ว 

3 เปนพิษปานกลาง 
(moderate) 

พบเซลลมีลักษณะกลม หรือพบการแตกทําลายของเซลลไมเกิน 
70% 

4 เปนพิษรุนแรง (severe) พบการทําลายของเซลลช้ันเดี่ยวเกือบท้ังหมดหรือท้ังหมด 
 

8.15 สารไพโรเจน 
ใหใชวิธีทดสอบท่ีกําหนดตอไปนี ้ซ่ึงปฏิบัติตามหลักการใน USP35 หัวขอ Bacterial Endotoxins Test โดย
มีวิธีการทดสอบ 2 วิธี คือ เจลคล็อตเทคนิค (gel-clot technique) และโฟโตเมทริกเทคนิค (photometric 
technique) สามารถเลือกทดสอบดวยวิธีใดวิธีหนึ่ง 
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8.15.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ 
เคร่ืองมือและอุปกรณทุกชนดิตองปราศจากสารไพโรเจน สําหรับอุปกรณท่ีทนความรอนใหทําลาย สาร
ไพโรเจนดวยความรอนแหง (dry heat sterilization) ในกรณีอุปกรณท่ีใชเปนพลาสตกิหรือไมสามารถ
ทนความรอนสูงได ตองเลือกใชเฉพาะผลิตภัณฑท่ีปราศจากสารไพโรเจน 

8.15.1.1 ตูอบเพาะเช้ือควบคุมอุณหภมิูไดท่ี (37 +1) °C 
8.15.1.2 ลิมูลัสอะมีโบไซตไลเสตรีเอเจนต (Limulus Amebocyte Lysate (LAL) reagent) 
8.15.1.3 สารมาตรฐานเอ็นโดท็อกซิน 
8.15.1.4 แอลเอแอลรีเอเจนตวอเตอร (LAL reagent water) เอ็นโดท็อกซินไมเกิน 0.005 หนวยเอ็นโดท็อก 

ซินตอมิลลิลิตรหรือนอยกวาความไวของแอลเอแอลรีเอเจนตท่ีใช 
8.15.1.5 น้ํากล่ันสําหรับทํายาฉีดท่ีไดผานการตรวจแบคทีเรียลเอ็นโดท็อกซินแลว 
8.15.1.6 หลอดแกวขนาด 10 mm x 75 mm เปนหลอดทําปฏิกิริยา (reaction tube) สําหรับเจลคล็อตเทคนิค 
8.15.1.7 หลอดแกวขนาด 16 mm x 125 mm หรือ 13 mm x 100 mm เปนหลอดสําหรับเจือจาง (dilution 

tube) 
8.15.1.8 ถาดเล้ียงเซลลขนาด 96 หลุม ชนดิพอลิสไตรีนปราศจากเช้ือ และสารไพโรเจนสําหรับโฟโทเมตริก

เทคนิค 
8.15.1.9 ไมโครปเปตตและทิป 
8.15.1.10 เคร่ืองผสม (vortex mixer) 
8.15.1.11 นาฬิกาจับเวลา 
8.15.1.12  เตาหลุมไฟฟาหรืออางน้ํารอนสําหรับเจลคล็อตเทคนิค 
8.15.1.13 เคร่ืองอานผลวิเคราะหถาดเล้ียงเซลล (microplate reader) ท่ีสามารถควบคุมอุณหภมิูท่ี (37+1) °C 

พรอมโปรแกรมตรวจหาสารเอ็นโดท็อกซินสําหรับโฟโทเมตริกเทคนคิ 
8.15.2 การเตรียมสารละลายทดสอบ 

ใชภาชนะพลาสติกตัวอยางจํานวน 3 ใบ ถึง 10 ใบ สําหรับการทดสอบในแตละคร้ัง ลางภายในภาชนะ
พลาสติกตัวอยางดวยน้ํากล่ันสําหรับทํายาฉีดจํานวนไมนอยกวา 20% ของความจุ เขยาใหน้ํากล่ันสัมผัส
ผิวภายในจนท่ัว แลวเทท้ิง ทําซํ้าอีกคร้ัง แลวเติมน้ํากล่ันสําหรับทํายาฉีดจํานวนเทากับความจุของ
ภาชนะพลาสติกตัวอยาง นําไปอบในตูอบเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ (37+1) °C เปนเวลาไมนอยกวา 1 h นํา
สารละลายสกัดจากภาชนะพลาสติกตัวอยางท้ังหมดมาผสมรวมกันสําหรับการทดสอบ 
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8.15.3 การคํานวณคาการเจือจางใชไดสูงสุด (maximum valid dilution, MVD) 
(1) คํานวณปริมาณขีดจํากัดเอ็นโดท็อกซิน 

ปริมาณขีดจํากัดเอ็นโดท็อกซินของสารละลายทดสอบ = V
KxN  

เม่ือ K  คือ ปริมาณขีดจํากัดเอ็นโดท็อกซินของอุปกรณการแพทยตามมาตรฐาน USP 
เทากับ 20 หนวยเอ็นโดท็อกซินตออุปกรณ 

N  คือ จํานวนช้ินตัวอยางท่ีใชในการทดสอบ 
V  คือ ปริมาตรรวมของสารสะลายทดสอบ 

(2) คํานวณคาการเจือจางใชไดสูงสุด (MVD) 

MVD   =  
8.15.3(1))  จากขอ ( ท็อกซินำกัดเอ็นโดปริมาณขีดจ  

เม่ือ  คือ ความไวของแอลเอแอลรีเอเจนต 
8.15.4 สารละลายและวิธีเตรียม 

สารละลายท่ีเตรียมตอไปนี้ ตองทําการเตรียมในวันท่ีทําการทดสอบ และไมควรนําสารละลายท่ีเหลือ
หลังจากเสร็จส้ินการทดสอบแลวกลับมาใชอีก ยกเวนสารละลายเขมขนเอ็นโดท็อกซิน สามารถเก็บไว
ในตูเย็นท่ีอุณหภูมิ 2 °C ถึง 8 °C ไดไมเกิน 4 สัปดาห 

8.15.4.1 สารละลายเขมขนเอ็นโดท็อกซิน 
ปเปตตแอลเอแอลรีเอเจนตวอเตอร ตามปริมาตรท่ีระบุโดยผูทํา ลงในผงแหงของสารมาตรฐาน 
เอ็นโดท็อกซิน และผสมโดยใชเคร่ืองผสม เปนเวลา 30 min หรือตามท่ีผูทําระบุ จะไดสารละลาย
เอ็นโดท็อกซิน มีความแรงตามท่ีระบุในใบรับรองของผูทํา 

8.15.5 วิธีทดสอบ 
สารละลายทดสอบตองผานการทดสอบฤทธ์ิยับยั้งหรือกระตุนการเกิดปฏิกิริยา (test for interfering 
factors หรือ inhibition/enhancement  test) ตามหลักการที่ระบุใน USP ถาพบวาสารละลายทดสอบมี
ฤทธ์ิยับยั้งหรือกระตุนการเกิดปฏิกิริยา ใหเจือจางสารละลายทดสอบดวยแอลเอแอลรีเอเจนตวอเตอร  
กอนนํามาทําการทดสอบโดยคาการเจือจาง ตองไมเกินคา MVD 

8.15.5.1 วิธีเจลคล็อตเทคนิค 
(1) การทดสอบยนืยันความไวของสารละลายลิมูลัสอะมีโบไซตไลเสตรีเอเจนต 

เปนการทดสอบเพ่ือยืนยันความไวของของสารละลายลิมูลัสอะมีโบไซตไลเสตรีเอเจนต
ตามท่ีระบุไวในฉลาก ซ่ึงตองทําการทดสอบทุกคร้ังเม่ือมีการเปล่ียนรุนการผลิต 
(1.1) นําสารละลายเขมขนเอ็นโดท็อกซินท่ีเตรียมตาม 8.15.4.1 มาทําการเจือจางตอดวย

แอลเอแอลรีเอเจนตวอเตอร ใหไดสารละลายเอ็นโดท็อกซินท่ีมีความแรงครอบคลุม
ความไวของลิมูลัสอะมีโบไซตไลเสต (Lysate sensitivity) ท่ี 2 1 0.5 และ 
0.25 หนวยเอ็นโดท็อกซินตอมิลลิลิตร โดยแตละระดับการเจือจาง ตองนํา
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สารละลายมาตรฐานเอ็นโดท็อกซินไปปนบนเคร่ืองผสมอยางนอย 1 min กอนนําไป
ทําการเจือจางตอไป 

(1.2) เติมสารละลายควบคุมและสารละลายตอไปนี้ลงในหลอดทําปฏิกิริยาโดยเติม
สารละลายแตละชนิด ปริมาตร 100 μl  ตอหลอด ชนิดละ 4 หลอด 
(1.2.1) สารละลายควบคุมเชิงลบ (negative control) ใหเติมแอลเอแอลรีเอเจนต 

วอเตอร 
(1.2.2) สารละลายมาตรฐานเอ็นโดท็อกซินท่ีมีความแรง 2 1 0.5 และ 0.25 

หนวยเอ็นโดท็อกซินตอมิลลิลิตร 
(1.3) นําหลอดทําปฏิกิริยาท้ังหมดไปอุนในเตาหลุมไฟฟาหรืออางน้ํารอนท่ีอุณหภูมิ 

(37  1) °C เปนเวลาประมาณ 10 min 
(1.4) เติมแอลเอแอลรีเอเจนตวอเตอรลงในผงแหงของลิมูลัสอะมีโบไซตไลเสตรีเอเจนต

ตามปริมาตรท่ีระบุบนฉลากหรือใบรับรองท่ีมาพรอมกับชุดน้ํายา ผสมเบาๆจนผง
แหงของลิมูลัสอะมีโบไซตไลเสตละลายหมด 

(1.5) เติมสารละลายลิมูลัสอะมีโบไซตไลเสต ปริมาตร 100 μl ลงในหลอดทําปฏิกิริยาแต
ละหลอด แกวงหลอดเบาๆ ระวังอยาใหเกิดฟอง เร่ิมทําการจับเวลาต้ังแตเติม
สารละลายลิมูลัสอะมีโบไซตไลเสตลงในหลอดทําปฏิกิริยาหลอดแรกเสร็จ 

(1.6) บมหลอดทําปฏิกิริยาท้ังหมดในเตาหลุมไฟฟาหรืออางน้ํารอนท่ีอุณหภูมิ (37 1) °C 
เปนเวลา (60  2) min หลีกเล่ียงการวางในบริเวณท่ีส่ันสะเทือน 

(1.7) ดูผลการเกิดเจลในหลอดทําปฏิกิริยา โดยคว่ําหลอด 180๐  ถาเจลท่ีเกิดข้ึนคงสภาพ
โดยไมไหลลงมาจากกนหลอด ใหบันทึกเปนผลบวก แตถาไมเกิดเจล หรือเจลเสีย
สภาพไหลลงมา ใหบันทึกเปนผลลบ การยกหลอดข้ึนดูผลตองทําดวยความ
ระมัดระวัง เพราะเจลท่ีเกิดข้ึนคอนขางเปราะและแตกงาย 

(1.8) การประเมินผล 
(1.8.1) บันทึกคาจุดยุติ (endpoint) คือ ความเขมขนต่ําสุดของสารละลายเอ็นโด 

ท็อกซินท่ีใหผลบวก 
(1.8.2) คํานวณคามัชฌิมเรขาคณิตของจุดยุติ (geometric mean endpoint)โดย

แปลงคาจุดยุติแตละคาเปน log10 endpoint แลวหาคาเฉล่ีย  คาแอนตี้ล็อก 
(antilog) ของคาเฉล่ีย คือคามัชฌิมเรขาคณิตของจุดยุติ 

(1.8.3) ความไวของน้ํายาลิมูลัสอะมีโบไซตไลเสตนํามาใชได ถาคามัชฌิม
เรขาคณิตของจุดยุติ อยูในชวง 0.5 ถึง 2 
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(2) การทดสอบฤทธ์ิยับยั้งหรือกระตุนการเกิดปฏิกิริยาของสารละลายทดสอบ 
(2.1) เตรียมตัวอยางโดยการเจือจางใหไดความเขมขนท่ีจะทดสอบ แตตองไมเกิน MVD  
(2.2) นําสารละลายเขมขนเอ็นโดท็อกซินท่ีเตรียมตาม 8.15.4.1 มาเจือจางตอดวย

สารละลายตัวอยางท่ีเตรียมในขอ (2.1) ใหไดสารละลายเอ็นโดท็อกซินท่ีมีความแรง 
2 1 0.5 และ 0.25 หนวยเอ็นโดท็อกซินตอมิลลิลิตร โดยแตละระดับการเจือ
จาง ตองนําสารละลายมาตรฐานเอ็นโดท็อกซินไปปนบนเคร่ืองผสมอยางนอย 1 min 
กอนนําไปทําการเจือจางตอไป 

(2.3) นําสารละลายเขมขนแบคทีเรียลเอ็นโดท็อกซินท่ีเตรียมตาม 8.15.4.1 มาทําการเจือ
จางตอดวยแอลเอแอลรีเอเจนตวอเตอร ใหไดสารละลายเอ็นโดท็อกซินท่ีมีความแรง 
2 1 0.5 และ 0.25 หนวยเอ็นโดท็อกซินตอมิลลิลิตร โดยแตละระดับการเจือ
จาง ตองนําสารละลายมาตรฐานเอ็นโดท็อกซินไปปนบนเคร่ืองผสมอยางนอย 1 min 
กอนนําไปทําการเจือจางตอไป 

(2.4) เติมสารละลายควบคุมและสารละลายตอไปนี้ลงในหลอดทําปฏิกิริยาโดยเติม
สารละลายแตละชนิด ปริมาตร 100 μl  ตอหลอด ชนิดละ 2 หลอด 
(2.4.1) สารละลายควบคุมเชิงลบ (negative control) ใหเติมแอลเอแอลรีเอเจนต 

วอเตอร 
(2.4.2) สารละลายมาตรฐานเอ็นโดท็อกซินท่ีเจือจางดวยแอลเอแอลรีเอเจนต         

วอเตอรท่ีมีความแรง 2 1 0.5 และ 0.25 หนวยเอ็นโดท็อกซิน     
ตอมิลลิลิตร 

(2.5) เติมสารละลายตอไปนี้ลงในหลอดทําปฏิกิริยาโดยเติมสารละลายแตละชนิด ปริมาตร 
100 μl ตอหลอด ชนิดละ 4 หลอด 
(2.5.1) สารละลายมาตรฐานเอ็นโดท็อกซินท่ีเจือจางดวยสารละลายตัวอยางท่ีมี

ความแรง 2 1 0.5 และ 0.25 หนวยเอ็นโดท็อกซินตอมิลลิลิตร 
(2.5.2) สารละลายตัวอยาง 

(2.6) นําหลอดทําปฏิกิริยาท้ังหมดไปอุนในเตาหลุมไฟฟาหรืออางน้ํารอนท่ีอุณหภูมิ 
(37  1) °C เปนเวลาประมาณ  10 min 

(2.7) เติมแอลเอแอลรีเอเจนตวอเตอรลงในผงแหงของลิมูลัสอะมีโบไซตไลเสตรีเอเจนต
ตามปริมาตรท่ีระบุบนฉลากหรือใบรับรองท่ีมาพรอมกับชุดน้ํายา ผสมเบาๆจนผง
แหงของลิมูลัสอะมีโบไซตไลเสตละลายหมด 
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(2.8) เติมสารละลายลิมูลัสอะมีโบไซตไลเสต ปริมาตร 100 μl ลงในหลอดทําปฏิกิริยาแต
ละหลอด แกวงหลอดเบาๆ ระวังอยาใหเกิดฟอง เร่ิมทําการจับเวลาต้ังแตเติม
สารละลายลิมูลัสอะมีโบไซตไลเสตลงในหลอดทําปฏิกิริยาหลอดแรกเสร็จ 

(2.9) บมหลอดทําปฏิกิริยาท้ังหมดในเตาหลุมไฟฟาหรืออางน้ํารอนท่ีอุณหภูมิ (371) °C 
เปนเวลา (60  2) min หลีกเล่ียงการวางในบริเวณท่ีส่ันสะเทือน 

(2.10) ดูผลการเกิดเจลในหลอดทําปฏิกิริยา โดยคว่ําหลอด 180๐  ถาเจลท่ีเกิดข้ึนคงสภาพ
โดยไมไหลลงมาจากกนหลอด ใหบันทึกเปนผลบวก แตถาไมเกิดเจลหรือเจลเสีย
สภาพไหลลงมา ใหบันทึกเปนผลลบ การยกหลอดข้ึนดูผลตองทําดวยความ
ระมัดระวัง เพราะเจลท่ีเกิดข้ึนคอนขางเปราะและแตกงาย 

(2.11) การประเมินผล 
(2.11.1) บันทึกคาจุดยุติ คือ ความเขมขนตํ่าสุดของสารละลายเอ็นโดท็อกซินท่ีให

ผลบวก 
(2.11.2) คํานวณคามัชฌิมเรขาคณิตของจุดยุติ โดยแปลงคาจุดยุติแตละคาเปน 

log10 endpoint แลวหาคาเฉล่ีย  คาแอนตี้ล็อกของคาเฉล่ีย คือ คามัชฌิม
เรขาคณิตของจุดยุติ 

(2.11.3) ตัวอยางท่ีความเขมขนท่ีทดสอบ ไมมีฤทธ์ิยับยั้งหรือกระตุนปฏิกิริยา
(interfering factor) ถาคามัชฌิมเรขาคณิตของจุดยุติของสารละลายเอ็น
โดท็อกซินท่ีเจือจางดวยดวยสารละลายตัวอยางอยูในชวง 0.5 ถึง2 
หนวยเอ็นโดท็อกซินตอมิลลิลิตร 

(2.11.4) ตัวอยางท่ีความเขมขนท่ีทดสอบ  มีฤทธ์ิยับยั้งปฏิกิริยา  ถาคามัชฌิม
เรขาคณิตของจุดยุติของเอ็นโดทอกซินในตัวอยางมากกวา 2 หนวย เอ็น
โดท็อกซินตอมิลลิลิตร 

(2.11.5) ตัวอยางท่ีความเขมขนท่ีทดสอบ มีฤทธ์ิกระตุนปฏิกิริยา ถาคามัชฌิม
เรขาคณิตของจุดยุติของเอ็นโดท็อกซินในตัวอยางต่ํากวา 0.5 หนวย เอ็น
โดท็อกซินตอมิลลิลิตร 

(3) การทดสอบหาการปนเปอนของแบคทีเรียลเอ็นโดท็อกซินของสารละลายทดสอบ  
(3.1) เติมสารละลายควบคุมและสารละลายตอไปนี้ลงในหลอดทําปฏิกิริยาโดยเติม

สารละลายแตละชนิด ปริมาตร 100 μl ตอหลอด ชนิดละ 2 หลอด 
(3.1.1) สารละลายควบคุมเชิงลบ ใหเติมแอลเอแอลรีเอเจนตวอเตอร 
(3.1.2) สารละลายควบคุมเชิงบวก (positive control) ใหเติมสารละลายมาตรฐาน

เอ็นโดท็อกซินท่ีมีความแรง 2 หนวยเอ็นโดท็อกซินตอมิลลิลิตร 
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(3.1.3) สารละลายทดสอบ (sample tested) ใหเติมสารละลายทดสอบหรือ
สารละลายทดสอบท่ีเจือจาง 

(3.1.4) สารละลายทดสอบเชิงบวก (positive product control) ใหเติมสารละลาย
มาตรฐานเอ็นโดท็อกซินท่ีมีความแรง 2 หนวยเอ็นโดท็อกซินตอ
มิลลิลิตร ซ่ึงเตรียมโดยการเจือจางในสารละลายทดสอบหรือสารละลาย
ทดสอบท่ีเจือจาง 

(3.2) นําหลอดทําปฏิกิริยาท้ังหมดไปอุนในเตาหลุมไฟฟาหรืออางน้ํารอนท่ีอุณหภูมิ 
(37  1) °C เปนเวลาประมาณ  10 min 

(3.3) เติมแอลเอแอลรีเอเจนตวอเตอรลงในผงแหงของลิมูลัสอะมีโบไซตไลเสตรีเอเจนต
ตามปริมาตรท่ีระบุบนฉลากหรือใบรับรองท่ีมาพรอมกับชุดน้ํายา ผสมเบาๆจนผง
แหงของลิมูลัสอะมีโบไซตไลเสตละลายหมด 

(3.4) เติมสารละลายลิมูลัสอะมีโบไซตไลเสต ปริมาตร 100 μl ลงในหลอดทําปฏิกิริยาแต
ละหลอด แกวงหลอดเบาๆ ระวังอยาใหเกิดฟอง เร่ิมทําการจับเวลาต้ังแตเติม
สารละลายลิมูลัสอะมีโบไซตไลเสตลงในหลอดทําปฏิกิริยาหลอดแรกเสร็จ 

(3.5) บมหลอดทําปฏิกิริยาท้ังหมดในเตาหลุมไฟฟาหรืออางน้ํารอนท่ีอุณหภูมิ (371) °C 
เปนเวลา (60  2) min หลีกเล่ียงการวางในบริเวณท่ีส่ันสะเทือน 

(3.6) ดูผลการเกิดเจลในหลอดทําปฏิกิริยา โดยคว่ําหลอด 180๐  ถาเจลท่ีเกิดข้ึน คงสภาพ
โดยไมไหลลงมาจากกนหลอด ใหบันทึกเปนผลบวก แตถาไมเกิดเจล หรือเจลเสีย
สภาพไหลลงมา ใหบันทึกเปนผลลบ การยกหลอดข้ึนดูผลตองทําดวยความ
ระมัดระวัง เพราะเจลท่ีเกิดข้ึนคอนขางเปราะและแตกงาย 

(3.7) การประเมินผล 
ผลการทดสอบจะมีผลเช่ือถือไดเม่ือ 
(3.7.1) ผลการทดสอบของสารละลายควบคุมเชิงลบไดผลลบ 
(3.7.2) ผลการทดสอบของสารละลายควบคุมเชิงบวกไดผลบวก 
(3.7.3) ผลการทดสอบของสารละลายทดสอบเชิงบวกไดผลบวก 

(4) เกณฑการตัดสิน 
ผลการทดสอบจะถือวาตัวอยางเปนไปตามมาตรฐาน ถามีปริมาณสารเอ็นโดท็อกซินนอยกวา
ปริมาณขีดจํากัดเอ็นโดท็อกซิน 
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8.15.5.2 วิธีโฟโตเมทริกเทคนิค 
ประกอบดวยวิธีเทอบิไดเมตริก (Turbidimetric) และโครโมเจนิค (Chromogenic) ซ่ึงน้ํายาที่ใชใน
การทดสอบจะมีรายละเอียดบางสวนของวิธีการทดสอบท่ีแตกตางกันไปตามบริษัทผูทํากําหนด ผู
วิเคราะหสามารถปรับข้ันตอนการทดสอบบางสวนใหไดตามความเหมาะสมกับน้ํายาที่ใชวิธี
ทดสอบท่ีกําหนดตอไปนี้ เปนไปตามข้ันตอนพื้นฐานท่ีระบุใน USP 
(1) การทดสอบยืนยันความไวของสารละลายลิมูลัสอะมีโบไซตไลเสตรีเอเจนต 

เปนการทดสอบเพ่ือยืนยันความไวของของสารละลายลิมูลัสอะมีโบไซตไลเสตรีเอเจนต
ตามท่ีระบุไวในฉลาก ซ่ึงตองทําการทดสอบทุกคร้ังเม่ือมีการเปล่ียนรุนการผลิต 
(1.1) ปอนขอมูลน้ํายาท่ีใชในการทดสอบ และกําหนดตําแหนงของสารละลายควบคุมและ

สารละลายเอ็นโดท็อกซินในแผนแบบถาดเล้ียงเซลล (microplate template) ลงใน
โปรแกรมตรวจหาสารเอ็นโดท็อกซิน 

(1.2) นําสารละลายเขมขนแบคทีเรียลเอ็นโดท็อกซินท่ีเตรียมตาม 8.15.4.1 มาทําการเจือ
จางตอดวยแอลเอแอลรีเอเจนตวอเตอร ใหไดสารละลายเอ็นโดท็อกซินท่ีมีความแรง
ครอบคลุมความไวของลิมูลัสอะมีโบไซตไลเสต (Lysate sensitivity) ท่ี 1 10 
100 และ 1 000 หนวยเอ็นโดท็อกซินตอมิลลิลิตร โดยแตละระดับการเจือจาง 
ตองนําสารละลายมาตรฐานเอ็นโดท็อกซินไปปนบนเครื่องผสมอยางนอย 1 min 
กอนนําไปทําการเจือจางตอไป 

(1.3) เติมสารละลายควบคุมและสารละลายตอไปนี้ลงในหลุมของถาดเล้ียงเซลล โดยเติม
สารละลายแตละชนิด ปริมาตร 100 μl ตอหลุม ชนิดละ 3 หลุม ตามตําแหนงท่ี
กําหนดในแผนแบบถาดเล้ียงเซลล 
(1.3.1) สารละลายควบคุมเชิงลบ (negative control) ใหเติมแอลเอแอลรีเอเจนตวอ

เตอร 
(1.3.2) สารละลายมาตรฐานเอ็นโดท็อกซินท่ีมีความแรง 1 10 100 และ 

1 000 หนวยเอ็นโดท็อกซินตอมิลลิลิตร 
(1.4) นําถาดเล้ียงเซลลไปอุนในเคร่ืองอานผลวิ เคราะหถาดเล้ียงเซลล ท่ี อุณหภูมิ 

(37 1) °C เปนเวลาประมาณ  10 min 
(1.5) เติมแอลเอแอลรีคอนสติติวช่ันบัฟเฟอร (LAL Reconstitution Buffer) หรือตัวทํา

ละลายท่ีผูทํากําหนด ตามปริมาตรท่ีระบุบนฉลาก หรือใบรับรองท่ีมาพรอมกับชุด
น้ํายา ลงในผงแหงของลิมูลัสอะมีโบไซตไลเสตรีเอเจนต ผสมเบาๆจนผงแหงของ
ลิมูลัสอะมีโบไซตไลเสตรีเอเจนตละลายหมด 
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(1.6) เติมสารละลายลิมูลัสอะมีโบไซตไลเสต ปริมาตร 100 μl ลงในหลุมทําปฏิกิริยาทุก
หลุมจนครบ  แลวเร่ิมการทํางานของโปรแกรมตรวจหาสารเอ็นโดท็อกซิน 

(1.7) เม่ือส้ินสุดการทดสอบ โปรแกรมจะทําการสรางกราฟมาตรฐานและคํานวณ
คาพารามิเตอรตางๆใหโดยอัตโนมัติ 

(1.8) การประเมินผล 
(1.8.1) คาสัมบูรณ (absolute value) ของคาสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ (Correlation 

Coefficient, r) ของกราฟมาตรฐานตองมากกวาหรือเทากับ 0.980 
(1.8.2) คาของเวลาท่ีทําปฏิกิริยา (reaction time) ท่ีวัดไดจากสารละลายมาตรฐาน

เอ็นโดท็อกซินแตละความเขมขน ตองมี  % CVนอยกวา 10% 
(2) การทดสอบหาการปนเปอนของแบคทีเรียลเอ็นโดท็อกซินของสารละลายทดสอบ 

(2.1) ปอนขอมูลน้ํายาที่ใชในการทดสอบ และกําหนดตําแหนงของสารละลายควบคุม 
สารละลายทดสอบและสารละลายเอ็นโดท็อกซินในแผนแบบถาดเล้ียงเซลลลงใน
โปรแกรมตรวจหาสารเอ็นโดท็อกซิน 

(2.2) นําสารละลายเขมขนแบคทีเรียลเอ็นโดท็อกซินท่ีเตรียมตาม 8.15.4.1 มาทําการเจือ
จางตอดวยแอลเอแอลรีเอเจนตวอเตอร ใหไดสารละลายเอ็นโดท็อกซินท่ีมีความแรง
ครอบคลุมความไวของลิมูลัสอะมีโบไซตไลเสตท่ี 1 10 100 และ1 000 
หนวยเอ็นโดท็อกซินตอมิลลิลิตร โดยแตละระดับการเจือจาง ตองนําสารละลาย
มาตรฐานเอ็นโดท็อกซินไปปนบนเคร่ืองผสมอยางนอย 1 min กอนนําไปทําการเจือ
จางตอไป 

(2.3) เตรียมตัวอยางโดยการเจือจางใหไดความเขมขนท่ีจะทดสอบ แตตองไมเกิน MVD 
(2.4) เติมสารละลายควบคุมและสารละลายตอไปนี้ลงในหลุมของถาดเล้ียงเซลล โดยเติม

สารละลายแตละชนิด ปริมาตร 100 μl ตอหลุม ชนิดละ 3 หลุม ตามตําแหนงท่ี
กําหนดในแผนแบบถาดเล้ียงเซลล 
(2.4.1) สารละลายควบคุมเชิงลบ ใหเติมแอลเอแอลรีเอเจนตวอเตอร 
(2.4.2) สารละลายควบคุมเชิงบวก เติมสารละลายมาตรฐานเอ็นโดท็อกซินท่ีมี

ความแรง 1 10 100 และ 1 000 หนวยเอ็นโดท็อกซินตอมิลลิลิตร 
เพื่อใชสรางกราฟมาตรฐาน 

(2.4.3) สารละลายทดสอบ (sample tested) ใหเติมสารละลายทดสอบหรือ
สารละลายทดสอบท่ีเจือจาง 
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(2.4.4) สารละลายทดสอบเชิงบวก (positive product control) ใหเติมสารละลาย
มาตรฐานเอ็นโดท็อกซินท่ีมีความแรง 100 หนวยเอ็นโดท็อกซินตอ
มิลลิลิตร ปริมาตร 11 μl ลงในกนหลุมของถาดเล้ียงเซลล แลวเติม
สารละลายทดสอบหรือสารละลายทดสอบท่ีเจือจาง ปริมาตร 100 μl ลงใน
หลุมเดียวกัน 

(2.5) เม่ือเติมสารละลายขางตนครบตามแผนแบบถาดเล้ียงเซลลแลว ใหนําถาดเล้ียงเซลล
ไปอุนในเคร่ืองอานผลวิเคราะหถาดเล้ียงเซลลท่ีอุณหภูมิ (37  1) °C เปนเวลา
ประมาณ  10 min 

(2.6) เติมแอลเอแอลรีคอนสติติวช่ันบัฟเฟอร (LAL Reconstitution Buffer) หรือตัวทํา
ละลายท่ีผูทํากําหนด ตามปริมาตรท่ีระบุบนฉลาก หรือใบรับรองท่ีมาพรอมกับชุด
น้ํายา ลงในผงแหงของลิมูลัสอะมีโบไซตไลเสตรีเอเจนต ผสมเบาๆจนผงแหงของ
ลิมูลัสอะมีโบไซตไลเสตรีเอเจนตละลายหมด 

(2.7) เติมสารละลายลิมูลัสอะมีโบไซตไลเสต ปริมาตร 100 μl ลงในหลุมทําปฏิกิริยาทุก
หลุมจนครบ  แลวเร่ิมการทํางานของโปรแกรมตรวจหาสารเอ็นโดท็อกซิน 

(2.8) เม่ือส้ินสุดการทดสอบ โปรแกรมจะทําการสรางกราฟมาตรฐานและคํานวณคา 
พารามิเตอรตางๆใหโดยอัตโนมัติ 

(2.9) การประเมินผล 
(2.9.1) ผลการทดสอบจะมีผลเช่ือถือไดเม่ือ 

(2.9.1.1) ผลการทดสอบของสารละลายควบคุมเชิงลบไดผลลบ 
(2.9.1.2) ผลการทดสอบของสารละลายควบคุมเชิงบวกไดผลบวก 

(2.9.2) คาสัมบูรณของคาสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธของกราฟมาตรฐานตองมากกวา
หรือเทากับ 0.980 

(2.9.3) คาของเวลาท่ีทําปฏิกิริยาท่ีวัดไดจากสารละลายมาตรฐานเอ็นโดท็อกซิน 
แตละความเขมขน ตองมี % CV นอยกวา 10% 

(2.9.4) ตัวอยางท่ีความเขมขนท่ีทดสอบ ไมมีฤทธ์ิยับยั้งหรือกระตุนปฏิกิริยาถา 
% PPC Recovery ของสารละลายทดสอบเชิงบวกอยูในชวง 50% ถึง 200% 
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8.16 การซึมผานของจุลินทรีย 
8.16.1 จุลินทรียท่ีใชทดสอบ 

ใชเช้ือบาซิลลัส ซับทิลิส ATCC 6633 (Bacillus subtilis ATCC 6633) และเช้ือซาลโมเนลลา คอเลอเรซูอิส 
ATCC 10708 (Salmonella Choleraesuis ATCC 10708 ) 

8.16.2 อาหารเล้ียงเช้ือ 
อาจเตรียมจากอาหารเล้ียงเช้ือสําเร็จรูปหรือเตรียมตามวธีิตอไปนี้ 
(1) ฟลูอิดไทโอไกลโคเลตมีเดียม 

แอล-ซีสทีน 0.5 g 
โซเดียมคลอไรด 2.5 g 
เดกซโทรส 5.5 g 
อะการ 0.75 g 
ยีสตเอกซแทรกต 5.0 g 
เคซีนท่ีถูกยอยดวยเอนไซมจากตับออน (pancreatic digest of casein) 15.0 g 
โซเดียมไทโอไกลโคเลต (หรือกรดไทโอไกลโคลิก 0.3 ml) 0.5 g 
สารละลายเรซาซูรินโซเดียม (resazurin sodium solution) 

0.1%  โดยปริมาตรท่ีเตรียมข้ึนใหม 1.0 ml 
น้ํากล่ัน 1 L 
นําแอล-ซีสทีน โซเดียมคลอไรด เดกซโทรส อะการ ยีสตเอกซแทรกต และเคซีนท่ีถูกยอยดวย  
เอนไซมจากตับออน มาผสมรวมกันในโกรงและบดใหเขากัน เติมน้ํากล่ันลงไปเล็กนอย คนให 
เขากันแลวเทสารละลายท่ีไดใสในบีกเกอร ลางโกรงดวยน้าํกล่ันจํานวนท่ีเหลือ  เทรวมกันใน 
บีกเกอรนําไปทําใหรอน เติมโซเดียมไทโอไกลโคเลตหรือกรดไทโอไกลโคลิกลงไป ปรับความ
เปนกรด-ดางใหมีคา (7.1+0.2) ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 1 mol/l (ถาจําเปนตองกรอง
ใหนําสารละลายท่ีไดมาทําใหรอนแตไมใหเดือด แลวกรองในขณะรอนผานกระดาษกรองท่ีเปยก
ช้ืน) 
เติมสารละลายเรซาซูรินโซเดียม ผสมใหเขากันแลวฆาเช้ือในหมอนึ่งอัดท่ีอุณหภูมิ 121 °C ความ
ดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  เปนเวลา 15 min 

(2) ซอยบีนเคซีนไดเจสตมีเดียม 
เคซีนท่ีถูกยอยดวยเอนไซมจากตับออน 17.0 g 
ซอยบีนมีลท่ีถูกยอยดวยเอนไซมปาเปน 

(papaic digest soybean meal) 3.0 g 
โซเดียมคลอไรด 5.0 g 
ไดเบสิกโพแทสเซียมฟอสเฟต 2.5 g 
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เดกซโทรส 2.5 g 
น้ํากล่ัน 1 L 
ผสมสวนผสมทั้งหมดเขาดวยกัน ตมใหละลาย แลวปลอยไวใหเย็นลงจนถึงอุณหภูมิหอง 
ปรับความเปนกรด-ดางใหเปน (7.3+0.2) ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 1 mol/l กรอง แลว
ฆาเช้ือในหมอนึ่งอัดท่ีอุณหภูมิ 121 °C ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 min 

8.16.3 การเตรียมเช้ือเผ่ือใช (stock culture) 
(1) การเตรียมเช้ือบาซิลลัส ซับทิลิส 

ใหเพาะลงบนอะการผิวเอียงของซอยบีนเคซีนไดเจสตอะการ นําไปอบเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30 °C 
ถึง 35 °C เปนเวลา 24 h แลวเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 2 °C ถึง 8 °C 

(2) การเตรียมเช้ือซาลโมเนลลา คอเลอเรซูอิส 
ใหเพาะลงบนอะการผิวเอียงของซอยบีนเคซีนไดเจสตอะการนําไปอบเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30 °C
ถึง  35 °C เปนเวลา 24 h แลวเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 2 °C ถึง 8 °C 

(3) การเตรียมเช้ือเผ่ือใชอาจเตรียมโดยวิธีการอ่ืนท่ีเหมาะสม 
8.16.4 การเตรียมเช้ือทดสอบ (inoculum) 

(1) ถายเช้ือบาซิลลัส ซับทิลิส จากเช้ือเผ่ือใช (ขอ 8.16.3) ลงในขวดหรือหลอดท่ีมีฟลูอิดไทโอไกล
โคเลตมีเดียม 

(2) ถายเช้ือซาลโมเนลลา คอเลอเรซูอิส จากเช้ือเผ่ือใช (ขอ 8.16.3)  ลงในขวดหรือหลอดท่ีมีซอย
บีนเคซีนไดเจสตมีเดียม 

(3) นําขวดหรือหลอดในขอ (1) และขอ (2) ไปอบเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30 °C ถึง 35 °C เปนเวลา 24 h 
8.16.5 วิธีวิเคราะห 

(1) ใสฟลูอิดไทโอไกลโคเลตมีเดียมและซอยบีนเคซีนไดเจสตมีเดียม ลงในภาชนะพลาสติกตัวอยาง
ตามจํานวนท่ีกําหนดในตารางท่ี 4 สดมภท่ี 2 ใหไดปริมาณเทากับความจุท่ีระบุไวของภาชนะ 
พลาสติกตัวอยางนั้น แลวปดใหสนิท 

(2) วางภาชนะพลาสติกตัวอยางตามขอ (1) ลงในภาชนะท่ีเหมาะสม  (เชน บีกเกอรขนาดใหญ อาง
แกว) ท่ีบรรจุอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเดียวกันกับท่ีมีอยูในภาชนะพลาสติกตัวอยางโดยใหพื้นท่ีผิว
ภายนอกของภาชนะพลาสติกตัวอยางแตละใบจมอยูใตผิวหนาของอาหารเล้ียงเช้ือไมนอยกวา 
60% 

(3) เติมเช้ือบาซิลลัส ซับทิลิส ท่ีใชทดสอบ ลงในบีกเกอรขนาดใหญท่ีบรรจุฟลูอิดไทโอไกลโครเลต
มีเดียม 20 ml ตออาหารเล้ียงเช้ือ 1 L ผสมใหเขากันแลวปดปากภาชนะดวยกระจก 

(4) เติมเช้ือซาลโมเนลลา คอเลอเรซูอิส ท่ีใชทดสอบ ลงในบีกเกอรขนาดใหญท่ีบรรจุซอยบีนเคซีน 
ไดเจสตมีเดียม 20 ml ตออาหารเล้ียงเช้ือ 1 L  ผสมใหเขากันแลวปดปากภาชนะดวยกระจก 
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(5) นําภาชนะในขอ (3) และขอ (4) ไปอบเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30 °C ถึง 35 °C เปนเวลา 7 วัน 
(6) เม่ือครบตามเวลาท่ีกําหนด ทําความสะอาดภาชนะดานบนท่ีอยูเหนืออาหารเล้ียงเช้ือโดยการลาง

ดวยสารละลายโพรพานอล 60% โดยปริมาตร เปนเวลา 120 s และลางดวยน้ําท่ีปราศจากเช้ืออีก
คร้ัง 

(7) ใชแทงแกวรอนแดง ขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 5 mm เจาะผนังภาชนะพลาสติกตัวอยาง 
(ขอ(6)) บริเวณเหนือผิวหนาของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีอยูภายในทันทีแลวใชกระบอกฉีดยาพรอมเข็ม
ฉีดยาท่ีปราศจากเช้ือดูดอาหารเลี้ยงเชื้อจากภาชนะพลาสติกตัวอยางแตละใบตามปริมาณท่ี
กําหนดในตารางที่ 4 สดมภท่ี 4 

(8) แบงอาหารเล้ียงเช้ือท่ีดูดเอาไวจากภาชนะพลาสติกตัวอยางแตละใบ(ขอ(7))ใสลงในขวดเพาะเช้ือ
ซ่ึงบรรจุอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเดียวกันขวดละ 10.0 ml ตามจํานวนท่ีกําหนดในตารางท่ี 4 สดมภท่ี 
5 นําขวดเพาะเช้ือท้ังหมดไปอบเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30 °C ถึง 35 °C เปนเวลา 10 วัน เม่ือครบ 
ตามเวลาท่ีกําหนด สังเกตดูวามีการเจริญของจุลินทรียในขวดเพาะเช้ือแตละใบหรือไม 

8.16.6 การประเมินผล 
ใหถือวาภาชนะพลาสติกตัวอยางไมมีการซึมผานของจุลินทรียเม่ือขวดเพาะเช้ือทุกใบไมมีการเจริญของ
จุลินทรีย 

ตารางท่ี 4 การทดสอบการซึมผานของจุลินทรีย 
(ขอ 8.16.5) 

ความจุของภาชนะ จํานวนภาชนะพลาสติก ปริมาณอาหารเลี้ยงเช้ือ จํานวนขวดเพาะเช้ือ 
พลาสติกตัวอยาง ตัวอยางที่ใชทดสอบ ที่ดูดจากภาชนะพลาสติก ที่ใชทดสอบตอ 

 อาหารเล้ียงเช้ือชนิดละ รวม ตัวอยางแตละใบ ภาชนะพลาสติกตัวอยาง 
ml ใบ ใบ  ใบ 

ไมเกิน  100 5 10 1 % โดยปริมาตรของความจุ 1 
   แตตองไมนอยกวา 0.1 ml  

101  ถึง  500 3 6 1 % โดยปริมาตรของความจุ 2 
              เกิน 500 1 2 1 % โดยปริมาตรของความจุ 5 
   แตไมเกิน 25 ml  
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8.17 ความคงทนของเคร่ืองหมายและฉลาก 
8.17.1 เคร่ืองมือ 

เคร่ืองอังน้ําท่ีควบคุมอุณหภมิูไดท่ี 20°C ถึง 30°C 
8.17.2 วิธีทดสอบ 

นําภาชนะพลาสติกตัวอยางท่ีบรรจุน้ํากล่ันจนถึงปริมาตรบรรจุและปดผนึกเรียบรอย แชในน้ําอุณหภูมิ 
20 °C ถึง 30 °C เปนเวลา 24 h แลวตรวจพินิจสภาพของเคร่ืองหมายและฉลากบนภาชนะพลาสติก
ตัวอยางแลว ตองไมหลุด 
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ภาคผนวก ก. 
การทําลายเม็ดเลือด 

(ขอ 5.4.4) 
ก.1 การทําลายเม็ดเลือด 

ก.1.1 เคร่ืองมือ 
(1) ตูอบท่ีควบคุมอุณหภูมิไดท่ี (70 + 2) °C 
(2) สเปกโทรโฟโตมิเตอรท่ีมีความยาวคล่ืน 540 nm 
(3) เคร่ืองหมุนเหวี่ยง 
(4) หมอนึ่งอัด 
(5) ตูอบเพาะเช้ือ (incubator) ท่ีควบคุมอุณหภมิูไดท่ี (37 + 1) °C 

ก.1.2 สารเคมี สารละลาย และวิธีเตรียม 
(1) สารละลายโซเดียมคลอไรด 0.9%  โดยมวล ท่ีปราศจากเช้ือ 
(2) สารมาตรฐานอางอิงฮีโมโกลบิน (hemoglobin reference standard) 6 mg/ml 
(3) สารละลายแดรบคิน (Drabkin's solution) 

ละลายโซเดียมไบคารบอเนต 1 g โพแทสเซียมไซยาไนด 0.05 g และโพแทสเซียมเฟอริไซยา 
ไนด 0.2 g ในน้ํากล่ัน และเติมนํ้ากล่ันจนปริมาตรเปน 1 000 ml 

(4) การควบคุมเชิงบวก (positive control) เชน น้ํากล่ันสําหรับทํายาฉีด 
(5) การควบคุมเชิงลบ (negative control) เชน แผนพลาสติกมาตรฐานพอลิเอทิลีนความหนาแนนสูง 

ก.1.3 การเตรียมเลือดกระตาย 
เจาะเลือดกระตายอยางนอย 3 ตัว ผสมกับสารปองกันการแข็งตัวของเลือด เชน น้ํายาเอซีดี 
(anticoagulant  citrate dextrose solution, ACD) น้ํายาซีพีดี (anticoagulant citrate phosphate dextrose 
solution, CPD) ถาไมนํามาใชทันที ใหแยกเก็บในภาชนะเก็บเลือดของกระตายแตละตัวท่ีอุณหภูมิ 
(4+2) °C แตตองนํามาใชทําการทดสอบภายในเวลา 96 h 

ก.1.4 การเตรียมสารละลายทดสอบ 
(1) ตัดภาชนะพลาสติกตัวอยางแตละหนวยตรงบริเวณท่ีมีความหนาสมํ่าเสมอและโคงนอยท่ีสุดให

ไดช้ินพลาสติกพื้นท่ีเทาๆกัน นํามารวมกันใหพื้นท่ีผิวสองดานรวมกันได 120 cm2 สําหรับ
ภาชนะพลาสติกหนานอยกวา 0.5 mm และ 60 cm2 สําหรับภาชนะพลาสติกท่ีหนาเทากับหรือ
มากกวา 0.5 mm แลวนํามาตัดออกเปนช้ินยอยขนาดกวางประมาณ 0.1 cm ถึง 0.3 cm และยาว
ประมาณ 1 cm ถึง 5 cm ในกรณีท่ีไมสามารถตัดภาชนะพลาสติกตัวอยางใหไดขนาดดังกลาว ให
ตัดตัวอยางเปนช้ินเล็กๆ แลวช่ังน้ําหนัก 4 g จากนั้นนําตัวอยางที่เตรียมไวใสลงในขวดแกวฝา
เกลียวสําหรับสกัดตัวอยาง 
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(2) ลางภาชนะพลาสติกตัวอยางดวยน้ํากล่ันสําหรับทํายาฉีดอยางนอย 2 คร้ัง ปลอยใหแหงท่ี
อุณหภูมิหอง 

(3) สกัดช้ินพลาสติกตัวอยางดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.9% โดยมวลท่ีปราศจากเช้ือปริมาตร 
20 ml 
เตรียมแผนพลาสติกท่ีใชสําหรับการควบคุมเชิงลบเชนเดียวกับพลาสติกตัวอยาง สวนน้ํากล่ัน
สําหรับทํายาฉีดท่ีใชสําหรับการควบคุมเชิงบวก และสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.9% โดยมวล
ท่ีปราศจากเช้ือใชเปนแบลงก ใหใสลงในขวดแกวฝาเกลียว แลวปดฝาใหสนิท 

(4) นําภาชนะสําหรับสกัดท้ังหมดจากขอ (3) ใสในหมอนึ่งอัดท่ีอุณหภูมิ (121 + 2) °C เปนเวลา 1 h 
หรือใสในตูอบท่ีอุณหภูมิ (70 + 2) °C เปนเวลา 24 h หรือท่ีอุณหภูมิ(50 + 2) °C เปนเวลา 72 h 
แลวนําออกมาปลอยไวใหเย็นท่ีอุณหภูมิหอง (20 °C ถึง 30 °C)  เขยาอยางแรง แลวเทสารละลาย
สกัดท่ีไดลงในภาชนะท่ีสะอาด แหง และปราศจากเช้ือทันที นําไปเก็บไวในท่ีซ่ึงมีอุณหภูมิ 
20 °C ถึง 30 °C และตองนําไปทดสอบตอไปภายในเวลา  24 h หลังจากท่ีเตรียมได 

ก.1.5 วิธีทดสอบ 
(1) การเตรียมกราฟสอบเทียบ 

(1.1) เตรียมสารละลายสอบเทียบ โดยใชปเปตตดูดสารละลายมาตรฐานอางอิงฮีโมโกลบิน 10 
ml 5 ml 2 ml 1 ml และ 0.5 ml ใสลงในขวดแกวปริมาตรขนาด 100 ml จํานวน 5 ใบ 
ตามลําดับ เจือจางดวยสารละลายแดรบคินจนถึงขีดปริมาตร สารละลายท่ีไดจะมีความ
เขมขน 0.6 mg/ml 0.3 mg/ml 0.12 mg/ml 0.06 mg/ml และ 0.03 mg/ml ตามลําดับต้ังไว 5 
min 

(1.2) วัดคาการดดูกลืนแสงของสารละลายสอบเทียบแตละความเขมขนท่ีความยาวคล่ืน 540 nm 
โดยใชสารละลายแดรบคินเปนแบลงก 

(1.3) สรางกราฟสอบเทียบระหวางความเขมขนของฮีโมโกลบินมาตรฐานเปนมิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตรกับคาการดูดกลืนแสง 

(2) การตรวจหาระดับพลาสมาฮีโมโกลบินในเลือด 
(2.1) นําเลือดกระตายแตละภาชนะบรรจุตามขอ ก.1.3 ปริมาตร 1 ml ใสลงในหลอดหมุนเหวี่ยง 

และนําไปหมุนเหวี่ยงในแนวระดับดวยอัตราเร็ว 700 G  ถึง 800 G  นาน 15 min 
(2.2) ดูดสวนใสดานบน  (พลาสมา) 100 μl  เติมลงในสารละลายแดรบคิน 5.0 ml  ตั้งท้ิงไว 15 

min แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 nm โดยใชสารละลายแดรบคิน
เปนแบลงก 

(2.3) นําคาการดูดกลืนแสงท่ีไดไปเทียบกับกราฟสอบเทียบ หาปริมาณฮีโมโกลบินในพลาสมา
ของเลือดกระตายแตละตัว  เปนมิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
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(2.4) ถาเลือดกระตายตัวใดมีปริมาณฮีโมโกลบินในพลาสมาเกิน 1.0 mg/ml จะไมนําเลือด 
กระตายตัวนั้นมาใชในการทดสอบตอไป และตองใชเลือดกระตาย 3 ตัวในการทดสอบ 

(3) การเจือจางเลือด 
(3.1) นําเลือดกระตายแตละตัวท่ีผานการทดสอบหาปริมาณฮีโมโกลบินในพลาสมาแลว 20 μl 

เติมลงในสารละลายแดรบคิน 5.0 ml ตั้งท้ิงไว 15 min 
(3.2) นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 nm โดยใชสารละลายแดรบคินเปน 

แบลงก นําคาการดูดกลืนแสงท่ีไดไปเทียบกับกราฟสอบเทียบ หาปริมาณฮีโมโกลบินใน
เลือด 

(3.3) เจือจางเลือดกระตายแตละตัวดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.9% (โดยมวล) ท่ี
ปราศจากเช้ือใหมีปริมาณฮีโมโกลบินอยูในชวง (25.0 + 2.5) mg/ml  เปนคาฮีโมโกลบิน
ปรากฎ (hemoglobin present) 

(4) การทดสอบตัวอยาง 
(4.1) นําเลือดท่ีไดจากขอ ก.1.5 (3.3) มาตัวละ 5.0 ml เติมสารละลายทดสอบ 4.0 ml นําไปบม

ในตูอบท่ีอุณหภูมิ (37 + 1) °C เปนเวลา 4 h 
(4.2) เม่ือครบเวลานําไปหมุนเหวี่ยงในแนวระดับดวยอัตราเร็ว 100 G ถึง 200 G เปนเวลา 15 

min 
(4.3) ดูดสวนใสดานบนใสในหลอดหมุนเหวี่ยงหลอดใหม แลวนําไปหมุนเหวี่ยงดวยอัตราเร็ว 

700 G ถึง 800 G เปนเวลา 5 min  ดูดสวนใสดานบนใสในหลอดแกวใหม แลวนําไปหาคา
ดัชนีการแตกตัวของเม็ดเลือด 

(5) การหาคาดัชนีการแตกตัวของเม็ดเลือด 
(5.1) นําสวนใสจากขอ ก.1.5 (4.3) มา 1.0 ml เติมลงในสารละลายแดรบคิน 3.0 ml ตั้งท้ิงไว 15 

min 
(5.2) นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 nm โดยใชสารละลายแดรบคินเปน 

แบลงก นําคาการดูดกลืนแสงท่ีไดไปเทียบกับกราฟสอบเทียบ หาปริมาณฮีโมโกลบินเปน
คาฮีโมโกลบินปลดปลอย (hemoglobin released) 

(5.3) คํานวณคาดัชนีการแตกตัวของเม็ดเลือดจากสูตร 

ดัชนีการแตกตัวของเม็ดเลือด   =  ปรากฏฮีโมโกลบิน
ปลดปลอยฮีโมโกลบิน  x 100 

(5.4) คํานวณคาเฉลี่ยของดัชนีการแตกตัวของเม็ดเลือด แลวเทียบหาระดับการแตกตัวของเม็ด
เลือดตามตารางท่ี 5 
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ตารางท่ี 5 ระดับการแตกตัวของเม็ดเลือด 

(ขอ ก.1.5(5.4)) 
 

ดัชนีการแตกตัวของเม็ดเลือด ระดับการแตกตัวของเม็ดเลือด 
0 ถึง นอยกวา 2 ไมมีการแตกตัว 
2 ถึง นอยกวา 10 มีการแตกตัวเล็กนอย 
10 ถึง นอยกวา 20 มีการแตกตัวปานกลาง 
20 ถึง นอยกวา 40 มีการแตกตัวอยางเหน็ไดชัด 

40 ข้ึนไป มีการแตกตัวอยางรุนแรง 
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ภาคผนวก ข. 
การชักตัวอยางและเกณฑตัดสิน 

(ขอ 7.1) 

ข.1 รุน ในท่ีนี ้ หมายถึง ภาชนะพลาสติกชนดิเดียวกนั ท่ีทําโดยกรรมวิธีเดียวกันและในคราวเดียวกนั หรือท่ีทํา
หรือสงมอบหรือซ้ือขายในระยะเวลาเดียวกัน 

ข.2 การชักตัวอยางและการยอมรับ ใหเปนไปตามแผนการชักตัวอยางท่ีกาํหนดตอไปนี ้ หรืออาจใชแผนการชัก 
ตัวอยางอ่ืนท่ีเทียบเทากนัทางวิชาการกับแผนท่ีกําหนดไว 

ข.2.1 การชักตัวอยางและการยอมรับสําหรับการทดสอบลักษณะท่ัวไป ความสม่ําเสมอของความหนา ความ
ยืดหยุน และเคร่ืองหมายและฉลาก 

ข.2.1.1 ใหชักตวัอยางโดยวิธีสุมจากรุนเดียวกนัตามจํานวนท่ีกําหนดในตารางที่ ข.1 
ข.2.1.2 จํานวนตัวอยางท่ีไมเปนไปตามขอ 5.1 ขอ 5.2.3 ขอ 5.2.5 และขอ 6. ตองไมเกินเลขจํานวนท่ี

ยอมรับท่ีกําหนดในตารางที่ ข.1 จึงจะถือวาภาชนะพลาสติกรุนนั้นเปนไปตามเกณฑท่ีกําหนด 

ตารางท่ี ข.1 แผนการชักตัวอยางสําหรับการทดสอบลักษณะท่ัวไป ความสมํ่าเสมอของความหนา  
ความยืดหยุน และเคร่ืองหมายและฉลาก 

(ขอ ข.2.1) 
 
ขนาดรุน ขนาดตัวอยาง เลขจํานวนท่ียอมรับ 

ใบ ใบ  
       ไมเกิน   1 200 20 2 
1 201   ถึง  10 000 32 3 
           เกิน 10 000 50 5 

 
ข.2.2 การชักตัวอยางและการยอมรับสําหรับการทดสอบรูร่ัว  ความทนตอการตกกระแทก ความทนความดัน 

และปริมาณอนุภาคปนเปอน 
ข.2.2.1 ใหชักตวัอยางโดยวิธีสุมจากรุนเดียวกนัจํานวน 20 ใบ 
ข.2.2.2  ตัวอยางทุกตัวอยางตองเปนไปตามขอ 5.2.1 ขอ 5.2.2 ขอ 5.2.4 และขอ 5.2.8 จึงจะถือวาภาชนะ

พลาสติกรุนนัน้เปนไปตามเกณฑท่ีกําหนด 
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ข.2.3  การชักตัวอยางและการยอมรับสําหรับการทดสอบพอลิไวนิลคลอไรดเรซิน ได(2-เอทิลเฮกซิล)แทเลต 
ไวนิลคลอไรดโมโนเมอร ปริมาณกากท่ีเหลือจากการเผา คุณลักษณะของสารละลายท่ีสกัดได  และ
ปริมาณโลหะหนัก  

ข.2.3.1  ใหชักตวัอยางโดยวิธีสุมจากรุนเดียวกนัตามจํานวนท่ีกําหนดในตารางที่ ข.2 
ข.2.3.2  ตัวอยางตองเปนไปตามขอ 4.3.1 ขอ 4.3.2 ขอ 4.3.3 ขอ 5.2.7 ขอ 5.3.1 และขอ 5.3.2  จึงจะถือวา

ภาชนะพลาสติกรุนนั้นเปนไปตามเกณฑท่ีกําหนด 

ตารางท่ี ข.2  แผนการชักตัวอยางสําหรับการทดสอบพอลิไวนิลคลอไรดเรซิน  ได(2-เอทิลเฮกซิล)แทเลต ไวนิล 
คลอไรดโมโนเมอร ปริมาณกากท่ีเหลือจากการเผา คุณลักษณะของสารละลายท่ีสกัดได  และปริมาณโลหะหนัก 

(ขอ ข.2.3) 

ขนาดรุน ขนาดตัวอยาง 
ใบ ใบ 

       ไมเกิน   1 200 20 
1 201   ถึง  10 000 32 
           เกิน 10 000 50 

 

ข.2.4 การชักตัวอยางและการยอมรับสําหรับการทดสอบการซึมผานของไอน้ํา และความคงทนของ
เคร่ืองหมายและฉลาก 

ข.2.4.1 ใหชักตวัอยางโดยวิธีสุมจากรุนเดียวกนัตามจํานวนท่ีกําหนดในตารางที่ ข.3 
ข.2.4.2  จํานวนตัวอยางท่ีไมเปนไปตามขอ 5.2.6 และขอ 5.5 ตองไมเกินเลขจํานวนท่ียอมรับท่ีกําหนดใน

ตารางท่ี ข.3 จึงจะถือวาภาชนะพลาสติกรุนนั้นเปนไปตามเกณฑท่ีกําหนด 

ตารางท่ี ข.3 แผนการชักตัวอยางสําหรับการทดสอบการซึมผานของไอน้ํา 
และความคงทนของเคร่ืองหมายและฉลาก 

(ขอ ข.2.4) 

ขนาดรุน ขนาดตัวอยาง เลขจํานวนท่ียอมรับ 
ใบ ใบ  

       ไมเกิน   1 200 13 1 
1 201   ถึง  10 000 20 2 
           เกิน 10 000 32 3 
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ข.2.5 การชักตัวอยางและการยอมรับสําหรับการทดสอบคุณลักษณะทางชีวภาพ 
ข.2.5.1 ใหชักตวัอยางโดยวิธีสุมจากรุนเดียวกนัตามจํานวนท่ีกําหนดในตารางที่ ข.4 
ข.2.5.2  จํานวนตัวอยางตองเปนไปตามขอ 5.4  จึงจะถือวาภาชนะพลาสติกรุนนั้นเปนไปตามเกณฑ 

ท่ีกําหนด 

ตารางท่ี ข. 4 แผนการชักตัวอยางสําหรับการทดสอบคุณลักษณะทางชีวภาพ 
(ขอ ข.2.5) 

ขนาดความจุภาชนะพลาสตกิ 
ml 

ขนาดตัวอยาง 
ใบ 

นอยกวา  100 80 
100   ถึง   499 60 
ตั้งแต   500 40 

 

ข.3 เกณฑตัดสิน 
ตัวอยางภาชนะพลาสติกตองเปนไปตามขอ ข.2.1.2 ขอ ข.2.2.2 ขอ ข.2.3.2 ขอ ข.2.4.2 และขอ ข.2.5.2 
ทุกขอ จึงจะถือวาภาชนะพลาสติกรุนนั้นเปนไปตามมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรมนี้ 

 
 
 
 
 

_________________________ 


