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มาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม

ชุดใหสารละลายทางหลอดเลอืดแบบใชความดัน

1. ขอบขาย

1.1 มาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรมนี้ ครอบคลุมเฉพาะชุดใหสารละลายทางหลอดเลือดที่ ใชกับเครื่อง
ใหความดัน สําหรับการใชงานคร้ังเดยีว

2. บทนิยาม

ความหมายของคําทีใ่ชในมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรมนี ้มดีงัตอไปนี้
2.1 ชุดใหสารละลายทางหลอดเลือดแบบใชความดัน  ซึ่งตอไปในมาตรฐานนี้จะเรียกวา “ชุดใหสารละลาย”

หมายถึง อุปกรณที่นําสารละลายผลิตภัณฑเภสัชปราศจากเชื้อจากภาชนะบรรจุเขาสูรางกายทางเสนเลือด
โดยอาศัยความดันจากเครื่ องใหความดัน ตั วอย างตามรูปที่  1 และรูปที่  2 และอาจมีอุปกรณ
ใหอากาศเขาตามรูปที่ 3 ดวยหรือไมก็ได

2.2 ผลติภณัฑเภสชัปราศจากเชือ้ (sterile pharmaceutical product) หมายถงึ สารทีผ่านกรรมวธิทีําใหปราศจากเชือ้
ใชนําเขาสู รางกายเพื่อการวินิจฉัย บําบัด บรรเทา รักษา ปองกันโรคหรือความเจ็บปวยของมนุษย
หรือสัตว หรือเพื่อใหเกิดผลแกสุขภาพ โครงสราง หรือการกระทําหนาที่ใด ๆ  ของรางกายมนุษยหรือสัตว

2.3 อุปกรณใหอากาศเขา (air-inlet device) หมายถงึ อุปกรณสําหรบัใหอากาศเขาไปในภาชนะบรรจุผลิตภณัฑ
เภสัชปราศจากเชื้อ มีตัวกรองอากาศเพื่อกรองจุลินทรีย อาจเปนสวนเดียว (built-in) กับชุดใหสารละลาย
หรือไมก็ได
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1 ปลอกหุมเขม็เจาะภาชนะบรรจุ (protective cap of closure-piercing device)
2 เขม็เจาะภาชนะบรรจ ุ(closure-piercing device)
3 อุปกรณใหอากาศเขาพรอมตัวกรองอากาศ (air-inlet with air filter)

(อาจมีฝาปดหรือไมก็ได)
4 รเูขม็เจาะภาชนะบรรจุ (fluid channel)
5 ทอหยด (drip tube)
6 กระเปาะหยด (drip chamber)
7 ตัวกรอง (fluid filter) (อาจมีหรือไมก็ได  และอยูตําแหนงใดก็ได)
8 สายสง (tubing)
9 ตวัควบคุมการไหล (flow regulator)

10 บรเิวณสําหรับฉีดผลิตภณัฑเภสัช (injection site) (อาจมีหรือไมก็ได)
11 ขอตอใน (male conical fitting)
12 ปลอกหุมขอตอใน (protective cap of male conical fitting)
13 บรเิวณทีใ่สเขากับเครือ่งใหความดัน (flow element) (กําหนดโดยผูทํา)

รูปที่ 1 ตัวอยางชดุใหสารละลายทีอุ่ปกรณใหอากาศเขารวมเปนสวนเดียวกบัชุดใหสารละลาย
(ขอ 2.1)



-3-

มอก. 2526-2554

1 ปลอกหุมเขม็เจาะภาชนะบรรจุ
2 เขม็เจาะภาชนะบรรจุ
3 รเูขม็เจาะภาชนะบรรจุ
4 ทอหยด
5 กระเปาะหยด
6 ตัวกรอง  (อาจมีหรือไมก็ได  และอยูตําแหนงใดก็ได)
7 สายสง
8 ตวัควบคมุการไหล
9 บรเิวณสําหรับฉีดผลิตภัณฑเภสัช (อาจมหีรือไมก็ได)

10 ขอตอใน
11 ปลอกหุมขอตอใน
12 บรเิวณทีใ่สเขากบัเคร่ืองใหความดนั (กําหนดโดยผูทํา)

รปูที ่2 ตวัอยางชดุใหสารละลายทีอ่ปุกรณใหอากาศเขาแยกจากชุดใหสารละลาย
(ขอ 2.1)
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1 ปลอกหุมเข็มอากาศ
2 เข็มอากาศ
3 ทออากาศ
4 ทีย่ดึทออากาศ
5 ตัวกรองอากาศ

รปูที ่3  ตวัอยางอุปกรณใหอากาศเขา
(ขอ 2.1)

3. คุณลักษณะที่ตองการ

3.1 ลกัษณะทัว่ไป
3.1.1 ตองสะอาดและไมมตีําหนทิีอ่าจเปนผลเสียตอการใชงาน
3.1.2 เข็มเจาะภาชนะบรรจุตองทําดวยพลาสติก มีปลอกหุมเข็มเจาะภาชนะบรรจุที่หุมไดตลอดความยาว

ของตัวเข็ม สวมไดพอดีกับฐานเข็ม  และถอดออกไดงาย
3.1.3 สายสงตองทําดวยวัสดุที่ยืดหยุน (flexible) มีสีตามธรรมชาติของวัสดุที่ใชทํา โปรงใสหรือโปรงแสง

เพยีงพอท่ีจะมองเหน็ฟองอากาศที่อาจเกิดในผลิตภัณฑเภสัชปราศจากเชือ้ทีอ่ยูภายในได
3.1.4 กระเปาะหยดตองมีสีตามธรรมชาติของวัสดุที่ใชทํา และเปนแบบหรือรูปรางที่สามารถสังเกตเห็น

การหยดของผลิตภัณฑเภสชัไดชดั
3.1.5 กรณี ไม มี เข็ มแทงเข าเส นเลื อด หรื อมี เข็ มแทงเข าเส นเลื อดแต ไม ได ต อไว กั บข อต อใน

ตองมีปลอกหุมขอตอในซึ่งสวมไดพอดี และถอดออกไดงาย
การทดสอบใหทําโดยการตรวจพนิจิ
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3.2 คณุลกัษณะทางฟสกิส
3.2.1 อนภุาคปนเปอน

เมื่อทดสอบตาม ISO 8536-4 clause A.1 แลว ดัชนีการปนเปอน (contamination index)
ตองไมเกิน 90

3.2.2 การร่ัวซมึ
เมื่อทดสอบตามขอ 7.3  แลว  ตองไมร่ัวซึม

3.2.3 รอยตอเชือ่มภายในชดุใหสารละลาย
เมื่อทดสอบดวยแรงดึงสถิต 15 นิวตัน ตามแนวยาว เปนเวลา 15 วินาที แลว รอยตอเชื่อมภายในชุด
ใหสารละลายทุกตําแหนงตองไมหลุด

3.2.4 เขม็เจาะภาชนะบรรจุ
3.2.4.1 ความทนแรงกด

เมื่อทดสอบตามขอ 7.4 แลว เข็มเจาะภาชนะบรรจุตองไมหัก ไมแตก ไมราว
3.2.4.2 ความยาวและเสนผานศนูยกลางภายนอก

ใหเปนไปตามรูปที ่4
การทดสอบใหวัดดวยเครื่องวัดท่ีละเอียดถึง 0.01 มิลลิเมตร

หนวยเปนมลิลเิมตร

รปูที ่4   ตวัอยางเข็มเจาะภาชนะบรรจุ
(ขอ 3.2.4.2)
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3.2.5 อปุกรณใหอากาศเขา (ถาม)ี

3.2.5.1 อปุกรณใหอากาศเขาชนดิแยกจากชดุใหสารละลาย

เข็มอากาศตองมีเสนผานศูนยกลางภายในไมนอยกวา 0.75 มลิลิเมตร และท่ีปลายเปดดานสัมผัส

กับอากาศตองมีตัวกรองอากาศ

การทดสอบใหตรวจพนิจิและวดัดวยเครือ่งวดัทีเ่หมาะสม

3.2.5.2 อปุกรณใหอากาศเขาชนิดรวมเปนสวนเดียวกับชุดใหสารละลาย

ตองมีตวักรองอากาศทีป่ลายเปดดานสัมผัสกับอากาศ

การทดสอบใหทำโดยการตรวจพนิจิ

3.2.5.3 อตัราการไหลของน้ำเมือ่มแีละเมือ่ไมมตีวักรองอากาศ

เม่ือทดสอบตามขอ 7.5 แลว  อัตราการไหลของน้ำเมื่อมีตัวกรองอากาศจะลดลงไดไมเกิน

รอยละ 20 ของอตัราการไหลของน้ำเมือ่ไมมีตวักรองอากาศ

3.2.6 ทอหยด (ดรูปูที ่5)

ตองมีลกัษณะดงัน้ี

3.2.6.1 ระยะหางระหวางปลายทอหยดถงึปากทางออกของกระเปาะหยด (a) ตองไมนอยกวา 40 มลิลิเมตร

การทดสอบใหวดัดวยเคร่ืองวัดท่ีละเอียดถึง 0.5 มลิลิเมตร

3.2.6.2 ระยะหางระหวางผนังดานนอกของสวนปลายของทอหยดถึงผนังดานในของกระเปาะหยด (b)

ตองไมนอยกวา 5 มลิลเิมตร

การทดสอบใหวดัดวยเคร่ืองวัดท่ีละเอียดถึง 0.05 มลิลิเมตร

a = ระยะหางระหวางปลายทอหยดถึงปากทางออกของกระเปาะหยด

b = ระยะหางระหวางผนังดานนอกของสวนปลายทอหยดกับผนงัดานในของกระเปาะหยด

รปูที ่5   ตวัอยางทอหยดและกระเปาะหยด
(ขอ 3.2.6.1  และขอ 3.2.6.2)

 

b b 

a 
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3.2.6.3 จํานวนหยดตอ 1 มิลลิลิตร
เมื่อทดสอบตามขอ 7.6 แลว น้ํากลั่นที่ไหลผานทอหยดตามจํานวนหยดท่ีระบุไวที่ฉลาก ไดแก
15 หยดตอ 1 มิลลิลิตร 20 หยดตอ 1 มิลลิลิตร และ 60 หยดตอ 1 มิลลิลิตร ตองมีปริมาณ
(1 0.1)  มิลลิลิตร หรือ (1  0.1) กรัม

3.2.7 สายสง
ความยาวจากปลายขอตอในถงึกระเปาะหยดตองไมนอยกวา 150 เซนตเิมตร
การทดสอบใหวัดดวยเครื่องวัดที่วัดไดละเอียดถึง 1 มิลลเิมตร

3.2.8 ตวัควบคมุการไหล
เมือ่ทดสอบตามขอ 7.7 แลว ตองหยดุการไหลไดสนทิเมือ่อยูในตําแหนงปด และไมทําใหสายสงเสยีหาย
เชน  ร่ัว หรือตีบ

3.2.9 อัตราการไหล
เมือ่ทดสอบตามขอ 7.7 แลว  ระยะเวลาทีน่้าํกลัน่ไหลผานชดุใหสารละลายครบ 1 000 มลิลลิติร ตองไมเกนิ
10 นาที

3.2.10 บรเิวณสําหรบัฉดีผลติภณัฑเภสชั (เฉพาะกรณีทีใ่ชแทงดวยเข็มฉดียา)
เมื่อทดสอบตามขอ 7.8 แลว  ยอมใหมีน้ําซึมออกมาไดไมเกิน 1 หยด

3.2.11 ขอตอใน
เมื่อทดสอบตามขอ 7.9 แลว  ตองไมมีน้ํารั่วซมึบริเวณขอตอใน

3.3 คณุลกัษณะทางเคมี
เมื่อทดสอบตามขอ 7.10  แลว สารละลายที่สกัดไดตองมีสมบตัิดังนี้

3.3.1 ลกัษณะทัว่ไป
ใสไมมสีี

3.3.2 สารรีดวิซ (reducing or oxidizable matter)
ปริมาณสารละลายโพแทสเซียมเพอรแมงกาเนต 0.002 โมลตอลิตร ที่ใชทําปฏิกิริยาตองไมเกิน
2.0 มิลลิลิตร

3.3.3 โลหะหนัก
ปริมาณแบเรียม โครเมียม ทองแดง ตะกั่ว และดีบุก รวมกัน ตองไมเกิน 1 ไมโครกรัมตอสารละลาย
ที่สกัดได 1 มิลลิลิตร
ปริมาณแคดเมยีมตองไมเกิน 0.1 ไมโครกรัมตอสารละลายท่ีสกัดได 1 มิลลลิิตร

3.3.4 ความเปนกรดหรือความเปนดาง
ปริมาตรของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดหรือปริมาตรของสารละลายกรดไฮโดรคลอริกท่ีใชไทเทรต
เพื่อทําใหสีของอินดิเคเตอรเปลี่ยนเปนสีเทา ตองไมเกิน 1 มิลลิลิตร

3.3.5 กากที่ไมระเหย (non-volatile residue)
ตองไมเกิน 5 มิลลิกรัม

3.3.6 การดดูกลนืแสง
คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่นใด ๆ  ระหวาง 250 นาโนเมตร กับ 320 นาโนเมตร ตองไมเกิน 0.1
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3.4 คณุลกัษณะทางชวีภาพ
3.4.1 ความปราศจากเชือ้

เมื่อทดสอบตาม USP หัวขอ Sterility Tests แลว ตองไมพบเชื้อจุลินทรีย
3.4.2 สารไพโรเจน

ตองเปนไปตามขอใดขอหนึ่งดังตอไปนี้
(1) ไมมีสารไพโรเจน หรือ
(2) ระดับชีวพิษภายในตัว (endotoxins)   ตองไมเกิน  20.0  หนวยตอชุด
การทดสอบใหปฏิบัตติามขอ 7.11

3.4.3 การทําลายเมด็เลือด
เมื่อทดสอบตามขอ 7.12 แลว   เม็ดเลือดตองไมแตกตัว

3.4.4 ความเปนพษิ
ตองเปนไปตามขอใดขอหนึ่งดังตอไปนี้
(1) ไมเปนพษิอยางเฉียบพลันตอสตัวทดลอง  หรือ
(2) ไมเปนพษิตอเซลล
การทดสอบใหปฏบิตัติามภาคผนวก ข.

4. การบรรจุ

4.1 ใหบรรจุชุดใหสารละลายแตละชุดในภาชนะหุมหอที่ผนึกเรียบรอย สามารถรักษาสภาพปราศจากเชื้อ
ไดตลอดระยะเวลาการเก็บ และผลติภัณฑตองไมหักพับ หรือบดิงอ

5. เคร่ืองหมายและฉลาก

5.1 ทีภ่าชนะหุมหอชดุใหสารละลายทกุหนวย อยางนอยตองมเีลข อกัษร หรือเครือ่งหมาย แจงรายละเอยีดตอไปนี้
ใหเห็นไดงาย ชัดเจน
(1) ชือ่ผลติภณัฑตามมาตรฐานนีห้รอืชือ่อืน่ทีส่ือ่ความหมายวาเปนผลิตภณัฑตามมาตรฐานนี้
(2) คําวา “ปราศจากเชื้อ” “ปราศจากสารไพโรเจน” และ “ใชไดครั้งเดยีว”
(3) ขนาดระบแุละความยาวของเข็มแทงเขาเสนเลือด (ถาม)ี  เปน G และมิลลเิมตร ตามลําดับ
(4) จํานวนหยดตอ 1 มิลลิลิตร  ไดแก 15 หยดตอ 1 มิลลิลิตร 20 หยดตอ 1 มิลลิลิตร 60 หยด

ตอ 1 มิลลิลิตร
(5) วิธทีําใหปราศจากเชือ้
(6) รหัสรุนทีท่ํา
(7) เดือน ปทีห่มดอายุ
(8) วิธีใช
(9) คําเตือนหรือขอควรระวงัในการใชและการทําลาย  เชน  หามใชเมือ่ภาชนะหุมหอชํารุด
(10) ชื่อผูทําหรอืโรงงานที่ทํา หรือเครือ่งหมายการคาทีจ่ดทะเบียน
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5.2 ที่กลองบรรจุชุดใหสารละลายทุกกลอง อยางนอยตองมีเลข อักษร หรือเครื่องหมาย แจงรายละเอียด
ตามขอ 5.1(1) ขอ 5.1(2) ขอ 5.1(5) ขอ 5.1(6) ขอ 5.1(9) ขอ 5.1(10) จํานวนเปนชุด
และวธิีเก็บรักษาใหเห็นไดงาย ชดัเจน

5.3 ในกรณทีีใ่ชภาษาตางประเทศดวย ตองมคีวามหมายตรงกบัภาษาไทยทีก่ําหนดขางตน

6. การชักตัวอยางและเกณฑตัดสิน

6.1 การชักตวัอยางและเกณฑตดัสิน  ใหเปนไปตามภาคผนวก ก.

7. การทดสอบ

7.1 ใหใชวิธีที่กําหนดในมาตรฐานนี้หรือวิธีอื่นใดที่ใหผลเทียบเทา ในกรณีที่มีขอโตแยงใหใชวิธีที่กําหนด
ในมาตรฐานนีเ้ปนวธิตีดัสนิ

7.2 หากมิไดกําหนดไว เปนอยางอื่น น้ํากลั่ นและสารเคมีที่ ใชตองมีความบริสุทธิ์ เหมาะสมสําหรับใชใน
หองปฏบิตักิารวทิยาศาสตร

7.3 การทดสอบการรัว่ซมึ
7.3.1 เครื่องมือ

7.3.1.1 เครื่องอัดอากาศ ที่อัดอากาศใหไดความดันเกจไมนอยกวา 200 กิโลพาสคัล
7.3.1.2 เครื่องดูดสุญญากาศ ที่ใหความดันเกจไดถึง - 20 กิโลพาสคัล
7.3.1.3 อางน้ํา ที่ควบคุมอุณหภูมิไดที่ (40  1)  องศาเซลเซียส
7.3.1.4 อปุกรณสําหรับปดขอตอในทีเ่หมาะสม

7.3.2 วธิทีดสอบ
7.3.2.1 ตอปลายด านเข็มเจาะภาชนะบรรจุของชุดใหสารละลายตัวอยาง เขากับเครื่ องอัดอากาศ

ปดปลายอีกดานหนึ่งไว แลวแชทั้งชุดในอางน้ําที่อุณหภูมิหอง (23 องศาเซลเซียส ถึง 27
องศาเซลเซียส) อัดอากาศเขาในชุดใหสารละลายตัวอยางจนความดันเกจเปน 50 กิโลพาสคัล
เปนเวลา 15 วินาที ตรวจพนิิจการร่ัวซึมของอากาศภายใตน้ํา

7.3.2.2 ทดสอบซ้ําตามขอ 7.3.2.1  โดยทดสอบที่อุณหภูมิ (40  1)  องศาเซลเซียส
7.3.2.3 บรรจุน้ํากลั่นที่ไลอากาศออกแลวที่อุณหภูมิหอง (23 องศาเซลเซียส ถึง 27 องศาเซลเซียส)

เขาชุดใหสารละลายตวัอยางจนเต็ม ตอปลายดานเข็มเจาะภาชนะบรรจุเขากบัเครื่องดูดสุญญากาศ
ปดปลายอีกดานหนึ่ งไว  ดูดอากาศออกจากชุดใหสารละลายตัวอยางจนความดันเกจเปน
- 20 กิโลพาสคัล เปนเวลา 15 วินาที ตรวจพินิจการรั่วซึมของน้ํากลั่นที่บรรจุในชุดใหสารละลาย
ตวัอยาง

7.3.2.4 นําชุดใหสารละลายตัวอยางแชในอางน้ําควบคุมท่ีอุณหภมูิ (40  1) องศาเซลเซียส บรรจุน้ํากล่ัน
ที่ไลอากาศออกแลวที่อุณหภูมิ (40  1) องศาเซลเซียส เขาชุดใหสารละลายตัวอยางจนเต็ม
ตอปลายดานเข็มเจาะภาชนะบรรจุเขากับเครื่องดูดสุญญากาศ ปดปลายอีกดานหนึ่งไว ดูดอากาศ
ออกจากชุดใหสารละลายตัวอยางทันทีจนความดันเกจเปน - 20 กิโลพาสคัล เปนเวลา 15 วินาที
ตรวจพนิิจการร่ัวซมึของน้าํกล่ันทีบ่รรจใุนชดุใหสารละลายตวัอยาง
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7.3.2.5 ตอปลายดานเข็มเจาะภาชนะบรรจุของชุดใหสารละลายตัวอยางที่บรรจุน้ํากลั่นจนเต็มเขากับ
เครื่องอัดอากาศ ปดปลายดานขอตอในไว อัดอากาศเขาในชุดใหสารละลายตัวอยางจนความดัน
ภายในเทากบัความดนัสงูสดุทีก่าํหนดไวทีฉ่ลาก หากไมกําหนดไวหรอืกาํหนดสงูกวา 200 กโิลพาสคลั
ใหทดสอบท่ีความดันเกจเปน 200 กิโลพาสคัล เปนเวลา 15 นาที ตรวจพินิจการรั่วซึมบนสายสง
ตัง้แตบริเวณที่ใสเขากับเครือ่งใหความดัน จนถึงขอตอใน

7.4 การทดสอบความทนแรงกด
ยึดเข็มเจาะภาชนะบรรจุใหแนนในแนวดิ่ง กดดวยแรง 30 นวิตัน เปนเวลา 15 วนิาที แลวตรวจพนิิจ

7.5 การทดสอบอัตราการไหลของน้ําเมือ่มีและเมือ่ไมมีตัวกรองอากาศ
7.5.1 ภาวะทดสอบ

ใหทดสอบท่ีอุณหภูมิ (23 องศาเซลเซียส ถึง 27 องศาซลเซียส)
7.5.2 เครื่องมือ

7.5.2.1 ขวดแกวบรรจุผลิตภัณฑเภสัชขนาด 1 000 มิลลิลิตร พรอมจุกยาง
7.5.2.2 กระบอกตวง
7.5.2.3 เข็มฉีดยา ขนาดระบุ 21 G
7.5.2.4 นาฬกิาจบัเวลา

7.5.3 วธิทีดสอบ
7.5.3.1 เติมน้ํากล่ันใสขวดแกวจนถึงขีดปริมาตร ติดตั้งชุดทดสอบตามรูปที่ 6 ปรับตัวควบคุมการไหล

ใหอยูในภาวะปด  สวนปลายดานขอตอในตอกบัเขม็ฉีดยา  ปรับระดับน้ํากล่ันใหอยูสูงกวาปลายเขม็
1 เมตร นํากระบอกตวงวางรองใตปลายเข็ม จากนั้ นปรับตัวควบคุมการไหลใหเปดเต็มที่
ปลอยใหน้ํากลั่นไหลลงโดยอิสระ จับเวลาที่น้ํากลั่นไหลลงในกระบอกตวงจนครบ 500 มิลลิลิตร
แลวคํานวณอตัราการไหลของน้าํกล่ัน จากสูตร

v =

เมื่อ v คือ อัตราการไหลของน้ํากลัน่  เปนมลิลิลติรตอนาที
t   คือ เวลาทีน่้ํากล่ันไหลผานชุดใหสารละลายตวัอยางจนครบ 500 มิลลิลิตร เปนนาที

500
t
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รปูที ่6  การตดิตัง้ชดุทดสอบสําหรบัการทดสอบอตัราการไหลของน้ําเมือ่มแีละเมือ่ไมมีตวักรองอากาศ
การทดสอบตัวควบคมุการไหล  และการทดสอบอัตราการไหล

(ขอ 7.5.3.1  ขอ 7.7.2.1  และขอ 7.7.2.2)

7.5.3.2 ปฏิบัติตามขอ 7.5.3.1  อีกคร้ังหนึ่ง โดยนําตัวกรองอากาศออกจากอุปกรณใหอากาศเขา
7.5.4 การรายงานผล

รายงานอัตราการไหลเมื่อมีตัวกรองอากาศเทยีบกับเมื่อไมมีตัวกรองอากาศ  เปนรอยละ
7.6 การทดสอบปริมาณน้าํกล่ันทีไ่หลผานทอหยด

7.6.1 ภาวะทดสอบ
ใหทดสอบท่ีอุณหภูมิหอง (23 องศาเซลเซียส ถึง 27 องศาซลเซียส)

7.6.2 เครื่องมือ
7.6.2.1 ขวดแกวสําหรับบรรจุผลิตภัณฑเภสัช ขนาด 1 000 มิลลิลิตร  พรอมจุกยาง
7.6.2.2 อุปกรณใหอากาศเขา

ใหใชอปุกรณใหอากาศเขาทีม่มีาพรอมกบัชดุใหสารละลายตวัอยาง ในกรณทีีไ่มมมีาพรอมกับตวัอยาง
ใหจดัหาอปุกรณใหอากาศเขาอืน่แทน โดยตองมเีขม็อากาศขนาดเสนผานศนูยกลางภายในไมนอยกวา
0.75 มิลลิเมตร และทออากาศขนาดเสนผานศูนยกลางภายในไมนอยกวา 2.7 มิลลิเมตร
ความยาวไมนอยกวา 250 มิลลเิมตร
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7.6.3 วธิทีดสอบ
เตมิน้าํกลัน่ใสขวดแกวจนถงึขดีปรมิาตร  จดัเครือ่งมอืตามลักษณะการใชงานจรงิ  ปรับการไหลของน้าํกลัน่
ใหไหลออกมาเปนหยดที่ทอหยด นับจํานวนหยดที่ทอหยด เมื่อครบจํานวนหยดตอ 1 มิลลิลิตร
ตามที่ ระบุไวที่ ฉลาก ใหนําน้ํากลั่ นที่ ไหลออกมาไปวัดปริมาตรหรือชั่ งน้ําหนัก บันทึกค าที่ ได
แลวทดสอบเชนเดยีวกันนีจ้นครบ 5 ครัง้ คํานวณหาคาเฉลีย่เปนมลิลิลติร

7.7 การทดสอบตัวควบคมุการไหลและอัตราการไหล
7.7.1 เครื่องมือ

7.7.1.1 ขวดแกวสําหรับบรรจุผลิตภณัฑเภสัชขนาด 1 000 มิลลิลิตร พรอมจกุยาง
7.7.1.2 อุปกรณใหอากาศเขา

ใหใชอปุกรณใหอากาศเขาทีม่มีาพรอมกบัชดุใหสารละลายตวัอยาง  ในกรณทีีไ่มมมีาพรอมกบัตวัอยาง
ใหจดัหาอปุกรณใหอากาศเขาอืน่แทน  โดยตองมเีขม็อากาศขนาดเสนผานศนูยกลางภายในไมนอยกวา
0.75 มิลลิเมตร  และทออากาศขนาดเสนผานศูนยกลางภายในไมนอยกวา 2.7 มิลลิเมตร
ความยาวไมนอยกวา 250 มิลลเิมตร

7.7.1.3 กระบอกตวง
7.7.1.4 นาฬกิาจบัเวลา

7.7.2 วธิทีดสอบ
7.7.2.1 ตวัควบคมุการไหล

เติมน้ํากลั่นใสขวดแกวจนถึงขีดปริมาตร ติดตั้งชุดทดสอบตามรูปที่ 6 ทําเครื่องหมายบนสายสง
ที่ ตําแหนงหัวและทายของตัวควบคุมการไหล เปดตัวควบคุมการไหลใหน้ํากลั่ นไหลผาน
ชดุใหสารละลายตวัอยาง ปดตวัควบคมุการไหลแลวตองหยดุการไหลไดสนทิ  เลือ่นตวัควบคมุการไหล
ตรวจพนิจิสายสงบรเิวณทีท่ําเคร่ืองหมายไว

7.7.2.2 อัตราการไหล
เตมิน้ํากลัน่ใสขวดแกวจนถงึขดีปรมิาตร ตดิตัง้ชดุทดสอบตามรปูที ่ 6 และปลดเขม็แทงเขาเสนเลือด
หรอืปลอกหุมขอตอในออก  ปรบัตวัควบคมุการไหลใหอยูในภาวะปด  ปรบัระดบัน้าํกลัน่ใหอยูสงูกวา
ปลายขอตอในที่วางอยูในแนวระดับ 1 เมตร  นํากระบอกตวงวางรองใตขอตอใน จากนั้นปรับตัว
ควบคุมการไหลใหเปดเต็มที่  ปลอยใหน้ํากลั่นไหลลงโดยอิสระ จับเวลาที่น้ํากลั่นไหลลงใน
กระบอกตวงจนครบ 1 000 มิลลิลิตร

7.8 การทดสอบบรเิวณสําหรับฉดีผลติภณัฑเภสชั (เฉพาะกรณทีีใ่ชแทงดวยเขม็ฉดียา)
7.8.1 เครื่องมือ

7.8.1.1 เข็มฉีดยา ขนาดระบุ 21 G
7.8.1.2 เครือ่งอัดอากาศที่สามารถอัดอากาศใหไดความดันเกจไมนอยกวา 200 กิโลพาสคัล
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7.8.2 วธิทีดสอบ
บรรจุน้ํากล่ันจนเต็มชุดใหสารละลายตัวอยางโดยไมใหเกิดฟองอากาศ  แลววางบนโตะ จัดใหบริเวณ
สําหรับฉีดผลิตภัณฑเภสัชอยูในแนวระนาบ ปดปลายขอตอในใหสนิท อัดอากาศเขาทางเข็มเจาะ
ภาชนะบรรจุดวยความดันเกจ 200 กิโลพาสคัล แทงเข็มฉีดยาเขาที่บริเวณสําหรับฉีดผลิตภัณฑเภสัช
ที่เปนยางของชุดใหสารละลายตัวอยาง แลวคาไวเปนเวลา 15 วินาที  จึงดึงเข็มออก ซับบริเวณนั้น
ใหแหงสนทิทันท ีแลวสงัเกตการร่ัวซมึตรงบริเวณทีแ่ทงเขม็ฉดียาภายในเวลา 1 นาที

7.9 การทดสอบขอตอใน
7.9.1 เครื่องมือ

7.9.1.1 ขอตอรูปกรวยตัวเมียอางอิงท่ีมีมิติตาม มอก.1387 เลม 2 รูปที่ 7
7.9.1.2 เครือ่งอัดอากาศที่สามารถอัดอากาศใหไดความดันเกจไมนอยกวา 200 กิโลพาสคัล

7.9.2 วธิทีดสอบ
7.9.2.1 เก็บชุดใหสารละลายตัวอยางและน้ํากลั่นที่ใชในการทดสอบไวที่อุณหภูมิ (23 องศาเซลเซียส ถึง

27 องศาเซลเซียส) กอนทดสอบ
7.9.2.2 ปดปลายขอตอในของชุดใหสารละลายตัวอยางที่บรรจุน้ํากลั่นจนเต็มแลวดวยขอตอรูปกรวย

ตัวเมียอางอิงโดยใชแรงในแนวแกนไมเกิน 27.5 นิวตัน และโมเมนตบิดไมเกิน 0.12 นิวตันเมตร
ปลายอีกดานหนึง่ตอเขากับเครื่องอัดอากาศ

7.9.2.3 อัดอากาศเขาชุดใหสารละลายตัวอยางดวยความดันเกจ 200 กิโลพาสคัล ที่อุณหภูมิหอง
(23 องศาเซลเซียส ถึง 27 องศาซลเซียส) ตรวจพินิจการรั่วซึมของน้ํา

7.9.2.4 ทดสอบซ้ําตามขอ 7.9.2.2 ถึงขอ 7.9.2.3  โดยทดสอบท่ีอุณหภูมิ  (40  1) องศาเซลเซียส
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หนวยเปนมลิลเิมตร
หมายเหตุ ขอบนอกทั้งหมด (ถามิไดกําหนดไว) ของปกยืน่หรือเกลียวตองมีรศัมรีะหวาง 0.15 มลิลิเมตร ถึง 0.2 มิลลิเมตร

รปูที ่7  ขอตอรปูกรวยตัวเมียอางอิง
(ขอ 7.9.1.1)

7.10 การทดสอบคณุลกัษณะทางเคมี
7.10.1 การเตรียมสารละลายทีส่กัดไดและสารละลายแบลงก

7.10.1.1 เครื่องมือ
(1) ขวดแกวบอโรซิลิเคต ขนาด 300 มิลลิลิตร
(2) ปมเพอริสแทลติก (peristaltic  pump)  หรือปมอื่นทีเ่ทียบเทา
(3) ทอซลิโิคน
(4) เครื่องใหความรอนที่ควบคุมอุณหภูมิไดที่ (37  1) องศาเซลเซียส

7.10.1.2 สารละลาย
น้ําชั้นคุณภาพ 1 หรือชั้นคุณภาพ 2 ตาม มอก.1287
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7.10.1.3 วธิเีตรียมสารละลายทีส่กดัได
(1) ใสน้ํา 250 มิลลิลิตร ในขวดแกวบอโรซิลิเคต แลวตอขวดแกว  ทอซิลิโคน ปมเพอริสแทลติก

และชุดใหสารละลายตัวอยาง 3 ชุด เพื่อใหเปนระบบปด ดังรูปท่ี 8 โดยใชทอซลิโิคนส้ันทีส่ดุ
เทาทีจ่ะทําได

I  II และ III คือ ชุดใหสารละลายตัวอยางชุดที่ 1 ชุดที่ 2 และชุดที่ 3 ตามลําดับ

รูปที่ 8  เครือ่งมอืสําหรับเตรียมสารละลายที่สกัดไดและสารละลายแบลงก
(ขอ 7.10.1.3(1))

(2) ควบคุ มอุ ณหภู มิ ของน้ํ า  ในขวดแก วบอโรซิ ลิ เคตไว ที่  (37  1) องศาเซลเซี ยส
ตลอดการทดสอบ

(3) ปลอยใหน้ําไหลเวียนในระบบดวยอัตราการไหล 1 ลิตรตอชั่ วโมง เปนเวลา 2 ชั่ วโมง
โดยเริ่มจากขวดแกวไปที่ปมเพอริสแทลติก ผานชุดใหสารละลายตัวอยางทีต่อกนัทัง้ 3 ชดุ
แลวกลบัเขาสูขวดแกวบอโรซลิเิคต

(4) เก็บสารละลายที่สกัดไดทั้งหมดในระบบไวในขวดแกวบอโรซิลิเคต แลวปลอยใหเย็นลง
จนถึงอุณหภูมิหอง

7.10.1.4 วธิเีตรยีมสารละลายแบลงก
ปฏิบัติตามขอ 7.10.1.3  อีกคร้ังหนึง่โดยไมตองผานชุดใหสารละลายตัวอยาง
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7.10.2 วธิทีดสอบ
7.10.2.1 ลกัษณะทัว่ไป

ตรวจพนิจิสารละลายทีส่กัดได
7.10.2.2 สารรดีวิซ

(1) เครื่องมือ
ขวดแกวรูปกรวย ขนาด 100 มิลลิลิตร พรอมจุก

(2) สารเคม ีสารละลายและวธิเีตรียม
(2.1) สารละลายโพแทสเซียมเพอรแมงกาเนต 0.002 โมลตอลิตร

ละลายโพแทสเซียมเพอรแมงกาเนต 31.6 กรัม ดวยน้ํากล่ันเล็กนอยในขวดแกว
ปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นจนถึงขีดปริมาตร เขยาใหเขากันแลว
เกบ็สารละลายทีไ่ดในขวดสีชา

(2.2) สารละลายกรดซัลฟวรกิ 1 โมลตอลติร
(2.3) โพแทสเซยีมไอโอไดด
(2.4) สารละลายมาตรฐานโซเดยีมไทโอซัลเฟต 0.005 โมลตอลิตร

ละลายโซเดียมไทโอซัลเฟต 1.3 กรัม และโซเดียมคารบอเนต 10 มิลลิกรัม
ดวยน้ํากลั่นที่ตมเดือดใหมและปลอยไวใหเย็นแลว ปริมาตรเล็กนอยในขวดแกว
ปริมาตรขนาด 1 000 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นที่ตมเดือดใหมและปลอยไวใหเย็นแลว
จนถึงขีดปริมาตร เขยาใหเขากัน

(2.5) น้ําแปงทีเ่ตรียมใหม
ละลายแปง 1 กรัม ดวยน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร แลวเทลงในน้ําเดือด 200 มิลลิลิตร
อยางชา ๆ  พรอมกับคนอยางสมํ่าเสมอ ตมใหเดือดจนกระทั่งสารละลายมีลักษณะ
โปรงแสง ตั้งทิง้ไวใหสารละลายตกตะกอน เก็บสารละลายสวนใสไว

(3) วิธวีิเคราะห
(3.1) ใชปเปตตดูดสารละลายที่สกัดได ที่เตรียมไวไมเกิน 4 ชั่วโมง 10 มิลลิลิตร ใสใน

ขวดแกวรูปกรวย เติมสารละลายโพแทสเซียมเพอรแมงกาเนต 10 มิลลิลิตร
และสารละลายกรดซัลฟวริก 1 มลิลิลติร ปดจกุ เขยา ปลอยไวทีอ่ณุหภมูหิองเปนเวลา
15 นาที จากนั้นเติมโพแทสเซียมไอโอไดด 0.1 กรัม แลวไทเทรตกับสารละลาย
มาตรฐานโซเดยีมไทโอซลัเฟต  จนสขีองสารละลายเปลีย่นเปนสนี้าํตาลออน  เตมิน้าํแปง
5 หยด แลวไทเทรตตอจนสีน้ําเงินจางหายไป บันทกึปริมาตรของสารละลายโซเดียม
ไทโอซลัเฟตทีใ่ชไทเทรต

(3.2) ปฏิบั ติ ตามข อ (3.1)  อี กครั้ งหนึ่ งโดยใช สารละลายแบลงก  10 มิลลิ ลิตร
แทนสารละลายทีส่กดัได

(3.3) การคาํนวณ
คํานวณหาปริมาตรของสารละลายโพแทสเซียมเพอรแมงกาเนตที่ใชทําปฏิกิริยา
ไดจากผลตางระหวางการไทเทรตขอ (3.1) กับขอ (3.2)



-17-

มอก. 2526-2554

7.10.2.3 โลหะหนัก
นําสารละลายท่ีสกัดไดมาวิเคราะหปริมาณแบเรียม โครเมียม ทองแดง ตะกั่ว ดีบุก และแคดเมียม
โดยใชอะตอมิกแอบซอรปสเปกโทรโฟโตมิเตอรหรือเครือ่งมอือืน่ทีเ่ทยีบเทา

7.10.2.4 ความเปนกรดหรือความเปนดาง
(1) สารเคม ีสารละลายและวธิเีตรียม

(1.1) ทาชิโรอินดิเคเตอร
ละลายเมทิลเรด 0.2 กรัม และเมทิลีนบลู 0.1 กรัม ในเอทานอล (รอยละ 95
โดยปริมาตร) และเจือจางดวยเอทานอลจนปริมาตรเปน 100 มลิลิลติร

(1.2) สารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด 0.01 โมลตอลิตร
(1.3) สารละลายกรดไฮโดรคลอริก 0.01 โมลตอลิตร

(2) วิธวีิเคราะห
(2.1) ใสสารละลายที่สกัดได 20 มิลลิลิตร ลงในขวดแกวสําหรับไทเทรต เติมทาชิโรอินดิ

เคเตอร 0.1 มิลลิลิตร
(2.2) ถาสารละลายเปนสีมวง  ใหไทเทรตดวยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด  และถาสาร

ละลายเปนสเีขียว  ใหไทเทรตดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอรกิจนสีของอนิดิเคเตอร
เปลี่ยนเปนสีเทา บันทึกปริมาตรของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดหรือสารละลาย
กรดไฮโดรคลอริกที่ใช

7.10.2.5 กากท่ีไมระเหย
(1) เครื่องมือ

(1.1) เครื่องชั่งที่ช่ังไดละเอียดถึง 0.1 มิลลิกรัม
(1.2) ตูอบที่ควบคุมอุณหภูมิไดที่ (105  2) องศาเซลเซียส
(1.3) ครูซิเบิล ทําจากควอตซหรือกระเบื้องเคลือบ ที่อบจนน้ําหนักคงที่แลว 2 ใบ
(1.4) เครื่องอังไอน้ํา
(1.5) เดซิกเคเตอร

(2) วิธวีิเคราะห
(2.1) ใชป เปตตดูดสารละลายที่ สกัดได  50 มิ ลลิลิตร ใสลงในครูซิ เบิลใบที่ หนึ่ ง

และสารละลายแบลงกปรมิาตรเทากนัใสลงในครซูเิบลิใบทีส่อง นําไประเหยใหแหงบน
เครื่องอังไอน้ํา

(2.2) อบครูซิ เบิลทั้ ง 2 ใบ ในตู อบที่ อุณหภูมิ (105  2) องศาเซลเซียส เปนเวลา
1 ชัว่โมง นําออกมาใสในเดซกิเคเตอร ปลอยใหเยน็ทีอ่ณุหภมูิหอง นําไปชัง่แลวอบซ้ํา
เปนเวลาครัง้ละ 1 ชัว่โมง จนไดน้าํหนกัคงที ่ผลตางของน้าํหนกักากในครซูเิบลิใบทีห่นึง่
และใบท่ีสองคือกากท่ีไมระเหย
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7.10.2.6 การดดูกลนืแสง
(1) เครื่องมือ

(1.1) สเปกโทรโฟโตมเิตอร ที่มีความยาวคลืน่ระหวาง 250 นาโนเมตร ถึง 320 นาโนเมตร
(1.2) แผนกรอง ขนาดรูเปด 0.45 ไมโครเมตร

(2) วิธวีิเคราะห
กรองสารละลายทีส่กดัไดผานแผนกรอง  แลววดัคาการดดูกลืนแสงดวยสเปกโทรโฟโตมเิตอร
ที่ความยาวคลื่ น 250 นาโนเมตร ถึง 320 นาโนเมตร โดยเทียบกับสารละลายแบลงก
ทั้งนี้ใหวัดคาการดูดกลืนแสงภายใน 5 ชั่วโมง หลังจากกรองผานแผนกรองแลว

7.11 การทดสอบสารไพโรเจน
7.11.1 การเตรียมสารละลายทดสอบ

บรรจุสารละลายโซเดียมคลอไรดปราศจากเชื้อและสารไพโรเจน รอยละ 0.9 ที่มีอุณหภูมิระหวาง
37 องศาเซลเซยีส ถงึ 40 องศาเซลเซยีส ใหเตม็ชุดใหสารละลายตัวอยาง จํานวน  10 ชดุ   ทิง้ไวเปนเวลา
1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง แลวปลอยใหสารละลายโซเดียมคลอไรดไหลออกมาดวยอัตราเร็วไมเกิน
10 มิลลิลิตรตอนาที เก็บสารละลายที่ไหลออกมาชุดละ 40 มิลลิลิตร รวมกันเพื่อใชเปนสารละลาย
ทดสอบ

7.11.2 วธิทีดสอบ
ใหปฏิบัติตาม  USP หัวขอ Pyrogen Test หรือ Bacterial Endotoxins Test

7.12 การทดสอบการทําลายเมด็เลือด
7.12.1 เครื่องมือ

(1) ตูอบ ที่ควบคุมอุณหภูมิไดที่ (70  2) องศาเซลเซียส
(2) สเปกโทรโฟโตมเิตอร ทีม่คีวามยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร
(3) เครื่องหมุนเหวี่ยง
(4) หมอนึ่งอัด
(5) ตูอบเพาะเชื้อ (incubator) ที่ควบคุมอุณหภูมิไดที่ (37  1) องศาเซลเซียส

7.12.2 สารละลาย สารเคม ีและวิธเีตรยีม
(1) สารละลายโซเดียมคลอไรดปราศจากเชื้อ รอยละ 0.9
(2) สารมาตรฐานอางอิงฮีโมโกลบนิ (haemoglobin reference standard) 6 มิลลกิรัมตอมิลลิลิตร
(3) สารละลายแดรบคนิ (Drabkin's  solution)

ละลายโซเดียมไบคารบอเนต 1 กรัม โพแทสเซียมไซยาไนด  0.05 กรัม และโพแทสเซียม
เฟรริไซยาไนด 0.2 กรัม ในน้ํากลั่น และเติมน้ํากลั่นจนปริมาตรเปน 1 000 มิลลิลิตร

7.12.3 การเตรยีมเลือดกระตาย
เจาะเลอืดกระตายอยางนอย 3 ตัว ผสมกบัสารปองกนัการแขง็ตวัของเลือด เชน แอซดิซเิทรตเดกซ โทรส
(acid citrate dextrose, ACD) ซิทริกฟอสเฟตเดกซโทรส (citric phosphate dextrose, CPD)
แยกเก็บในภาชนะเก็บเลือดของกระตายแตละตัวที่อุณหภูมิ (4  2) องศาเซลเซียส  และควรนํามา
ทําการทดสอบภายใน 96 ชัว่โมง
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7.12.4 การเตรียมสารละลายทดสอบ
ตัดชุดใหสารละลายตัวอยางอยางนอย 3 ชุด ใหไดชิ้นตัวอยางที่มีขนาดเทา ๆ กันโดยประมาณ
นํามารวมกันและชั่ งใหไดน้ําหนักรวม 5 กรัม เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด  25 มิลลิลิตร
อบในตูอบที่อุณหภูมิ (70  2) องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ตั้งทิ้งไวใหเย็นจนถึงอุณหภูมิหอง

7.12.5 วธิทีดสอบ
7.12.5.1 การเตรยีมกราฟสอบเทยีบ

(1) เตรียมสารละลายสอบเทียบ โดยใชป เปตตดูดสารละลายมาตรฐานอางอิงฮีโมโกลบิน
10 มิลลิลิตร 5 มิลลิลิตร 2 มิลลิลิตร 1 มิลลิลิตร และ 0.5 มิลลิลิตร ใสลงในขวดแกว
ปริมาตรขนาด 100 ลูกบาศกเซนติเมตร จํานวน 5 ใบ ตามลําดับ เจือจางดวยสารละลาย
แดรบคินจนถึงขีดปริมาตร สารละลายที่ไดจะมีความเขมขน 0.6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
0.3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 0.12 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 0.06 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
และ 0.03 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ

(2) วดัคาการดดูกลืนแสงของสารละลายสอบเทยีบแตละความเขมขน โดยใชสารละลายแดรบคนิ
เปนแบลงก

(3) สรางกราฟสอบเทยีบระหวางความเขมขนของฮโีมโกลบนิมาตรฐาน  เปนมลิลิกรมัตอมลิลิลติร
กบัคาการดดูกลืน

7.12.5.2 การตรวจหาระดบัพลาสมาฮโีมโกลบนิในเลือด
(1) นําเลือดกระตายในแตละภาชนะบรรจุ ตามขอ 7.12.3 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แยกใสลง

ในหลอดหมุนเหวีย่งและนําไปหมุนเหวี่ยงในแนวระดบัดวยแรง 700 G ถึง 800 G เปนเวลา
15 นาที

(2) ดูดสวนใสดานบน (พลาสมา) 100 ไมโครลิตร   เติมลงในสารละลายแดรบคิน 5.0 มิลลิลิตร
ตั้ งทิ้ งไว  15 นาที  แลวนําไปวัดค าการดูดกลืนแสงที่ ความยาวคลื่ น 540 นาโนเมตร
โดยใชสารละลายเดรบคนิเปนแบลงก

(3) นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเทียบกับกราฟสอบเทียบ หาปริมาณฮีโมโกลบินในพลาสมา
ของเลอืดกระตายแตละตวั เปนมลิลิกรัมตอมิลลิลติร

(4) ถาเลือดกระตายตัวใดมีปริมาณฮีโมโกลบินในพลาสมาเกิน 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
จะไมนําเลอืดกระตายตวันัน้มาใชในการทดสอบตอไป  และตองใชเลอืดกระตายในการทดสอบ
3 ตัว

7.12.5.3 การเจือจางเลือด
(1) นาํเลอืดกระตายแตละตวัทีผ่านการทดสอบหาปรมิาณฮโีมโกลบนิในพลาสมาแลว 20 ไมโครลติร

เติมลงในสารละลายแดรบคิน 5.0 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว 15 นาที
(2) นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร โดยใชสารละลายแดรบคิน

เปนแบลงก นําคาการดดูกลืนแสงทีไ่ดไปเทยีบกบักราฟสอบเทยีบ หาปรมิาณฮโีมโกลบนิ
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(3) เจือจางเลือดกระตายแตละตัวดวยสารละลายโซเดียมคลอไรดปราศจากเชื้อใหมีปริมาณ
ฮีโมโกลบินอยู ในชวง (25.0  2.5) มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เปนคาฮีโมโกลบินปรากฏ
(haemoglobin present)

7.12.5.4 การทดสอบตวัอยาง
(1) นําเลือดกระตายที่ไดจากขอ 7.12.5.3(3) มาตัวละ 5.0 มิลลิลิตร เติมสารละลายทดสอบ

4.0 มิลลิลิตร นําไปบมในตูอบที่อุณหภูมิ (37  1) องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมง
(2) นําไปหมุนเหวี่ยงในแนวระดับ ดวยแรง 100 G ถึง 200 G เปนเวลา 15 นาที
(3) ดูดสวนใสดานบนออก ใสในหลอดหมุนเหวี่ยงหลอดใหม แลวนําไปหมุนเหวี่ยงดวยแรง

700 G ถึ ง 800 G เปนเวลา 5 นาที  ดู ดส วนใสด านบนใส ในหลอดแก วหลอดใหม
แลวนําไปหาคาดชันกีารแตกตวัของเมด็เลือด

7.12.5.5 การหาคาดัชนีการแตกตัวของเมด็เลอืด
(1) นําสวนใสจากขอ 7.12.5.4(3) 1.0 มิลลิลิตร เติมลงในสารละลายแดรบคิน 3.0 มิลลิลิตร

ทิ้งไว 15 นาที
(2) นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร โดยใชสารละลายแดรบคิน

เปนแบลงก นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดไปเทียบกับกราฟสอบเทียบ หาปริมาณฮโีมโกลบิน
เปนคาฮโีมโกลบนิปลดปลอย (haemoglobin released)

(3) คํานวณคาดชันกีารแตกตัวของเมด็เลือดจากสตูร

ดัชนีการแตกตัวของเม็ดเลือด  =

(4) คาํนวณคาเฉลีย่ของดชันกีารแตกตวัของเมด็เลอืด  แลวเทยีบหาระดบัการแตกตวัของเมด็เลอืด
ตามตารางที่ 1

ตารางที ่1 ระดับการแตกตวัของเมด็เลอืด
(ขอ 7.12.5.5(4))

ฮโีมโกลบนิปลดปลอย

ฮโีมโกลบนิปรากฏ
 100

ดัชนีการแตกตัวของเม็ดเลือด ระดับการแตกตัวของเม็ดเลือด

       0   ถึงนอยกวา    2     ไมมีการแตกตัว

       2   ถึงนอยกวา  10     มีการแตกตัวเล็กนอย

     10   ถึงนอยกวา  20     มีการแตกตัวปานกลาง

     20  ถึงนอยกวา   40     มีการแตกตัวอยางเห็นไดชัด

            40 ขึ้นไป     มีการแตกตัวอยางรุนแรง
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ภาคผนวก ก.

การชกัตวัอยางและเกณฑตดัสนิ
(ขอ 6.1)

ก.1 รุน ในทีน่ี ้หมายถึง ชดุใหสารละลายทีท่ําจากวสัดอุยางเดยีวกนั มสีวนประกอบเหมอืนกนั และทําใหปราศจาก
เชือ้ในคราวเดียวกนั

ก.2 การชักตั วอยางและการยอมรับ ให เปนไปตามแผนการชักตั วอย างที่ กําหนดตอไปนี้  หรืออาจใช
แผนการชักตวัอยางอืน่ทีเ่ทยีบเทากนัทางวชิาการกับแผนท่ีกําหนดไว

ก.2.1 การชกัตวัอยางและการยอมรบัสาํหรบัการทดสอบลกัษณะทัว่ไป สายสง การบรรจ ุและเครือ่งหมายและฉลาก
ก.2.1.1 ใหชกัตวัอยางโดยวธิสีุมจากรุนเดยีวกนัตามจาํนวนท่ีกําหนดในตารางที ่ก.1 นําไปตรวจสอบการบรรจุ

เคร่ืองหมายและฉลาก และลกัษณะทัว่ไปกอน แลวจึงทดสอบสายสง
ก.2.1.2 จํานวนตัวอยางที่ไมเปนไปตามขอ 3.1 ขอ 3.2.7 ขอ 4. และขอ 5. ในแตละรายการ ตองไมเกิน

เลขจํานวนที่ยอมรับที่กําหนดในตารางที่ ก.1 จึงจะถือวาชุดใหสารละลายรุนนั้นเปนไปตามเกณฑ
ทีก่ําหนด

ตารางที ่ก.1 แผนการชักตวัอยางสําหรบัการทดสอบลกัษณะทัว่ไป สายสง
การบรรจุ  และเครือ่งหมายและฉลาก

(ขอ ก.2.1)

ก.2.2 การชักตวัอยางและการยอมรบัสําหรบัการทดสอบอนภุาคปนเปอน
ก.2.2.1 ใหชักตวัอยางโดยวิธสีุมจากรุนเดียวกัน จํานวน 5 ชุด
ก.2.2.2 ตัวอยางทุกตัวอยางตองเปนไปตามขอ 3.2.1 จึงจะถือวาชุดใหสารละลายรุนนั้นเปนไปตามเกณฑ

ทีก่ําหนด
ก.2.3 การชักตัวอยางและการยอมรบัสําหรับการทดสอบการรัว่ซมึ เข็มเจาะภาชนะบรรจุ และขอตอใน

ก.2.3.1 ใหชักตัวอยางโดยวิธีสุมจากรุนเดียวกัน จํานวน 15 ชุด เพื่อทดสอบรายการละ 5 ชุด
ก.2.3.2 ตัวอยางตองเปนไปตามขอ 3.2.2 ขอ 3.2.4 และขอ 3.2.11 จึงจะถือวาชุดใหสารละลาย

รุนนัน้เปนไปตามเกณฑทีก่ําหนด
ก.2.4 การชักตัวอยางและการยอมรับการทดสอบรอยตอเชื่อมภายในชุดใหสารละลาย ตัวควบคุมการไหล

และอตัราการไหล

ขนาดรุน ขนาดตัวอยาง

หนวยภาชนะบรรจุ หนวยภาชนะบรรจุ

      ไมเกิน  35 000 5 0

       35 001  ขึ้นไป 13 1

เลขจํานวนที่ยอมรับ
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ก.2.4.1 ใหชักตัวอยางโดยวิธีสุมจากรุนเดียวกันจํานวน 11 ชุด นําไปทดสอบรอยตอเชื่อมภายใน
ชุดใหสารละลาย จํานวน 5 ชดุ และทดสอบตวัควบคมุการไหลและอัตราการไหล จํานวนรายการละ
3 ชุด

ก.2.4.2 ตัวอยางตองเปนไปตามขอ 3.2.3 ขอ 3.2.8 และขอ 3.2.9 จึงจะถือวาชุดใหสารละลาย
รุนนัน้เปนไปตามเกณฑทีก่ําหนด

ก.2.5 การชักตัวอยางและการยอมรับการทดสอบอุปกรณใหอากาศเขา (ถามี) กระเปาะหยด และบริเวณ
สําหรับฉดีผลติภณัฑเภสัช (เฉพาะกรณีทีใ่ชแทงดวยเขม็ฉดียา)

ก.2.5.1 ใหชกัตัวอยางโดยวธิีสุมจากรุนเดียวกนัจํานวน 10 ชุด นําไปทดสอบกระเปาะหยดตามขอ 3.2.6.3
บริเวณสําหรับฉีดผลิตภัณฑเภสัช และอุปกรณใหอากาศเขากอน แลวจึงทดสอบกระเปาะหยด
ตามขอ 3.2.6.1 และขอ 3.2.6.2

ก.2.5.2 ตัวอยางตองเปนไปตามขอ 3.2.5 ขอ 3.2.6 และขอ 3.2.10 จึงจะถือวาชุดใหสารละลาย
รุนนัน้เปนไปตามเกณฑทีก่ําหนด

ก.2.6 การชักตวัอยางและการยอมรับการทดสอบคณุลกัษณะทางเคมี
ก.2.6.1 ใหชกัตัวอยางโดยวิธีสุมจากรุนเดยีวกันจํานวน 3 ชุด
ก.2.6.2 ตวัอยางตองเปนไปตามขอ 3.3 จงึจะถือวาชดุใหสารละลายรุนนั้นเปนไปตามเกณฑทีก่ําหนด

ก.2.7 การชักตวัอยางและการยอมรบัสําหรับการทดสอบความปราศจากเชือ้
ก.2.7.1 ใหชักตัวอยางโดยวิธีสุมจากรุนเดียวกัน จํานวน 20 ชุด เพื่อใชทดสอบ 10 ชุด และสํารองไว

เพื่อการทดสอบซํ้า 10 ชุด
ก.2.7.2 ตัวอยางตองเปนไปตามขอ 3.4.1 จึงจะถือวาชดุใหสารละลายรุนนัน้เปนไปตามเกณฑทีก่ําหนด

ก.2.8 การชักตัวอยางและการยอมรบัสําหรับการทดสอบสารไพโรเจน
ก.2.8.1 ใหชักตัวอยางโดยวิธีสุมจากรุนเดียวกนั จํานวน 10 ชุด
ก.2.8.2 ตัวอยางตองเปนไปตามขอ 3.4.2 จึงจะถือวาชดุใหสารละลายรุนนัน้เปนไปตามเกณฑทีก่ําหนด

ก.2.9 การชกัตวัอยางและการยอมรบัการทดสอบการทําลายเมด็เลือดและความเปนพษิ
ก.2.9.1 ใหชักตัวอยางโดยวิธีสุมจากรุนเดียวกันจํานวน 4 ชุด เพื่อใชทดสอบการทําลายเม็ดเลือด 3 ชุด

และทดสอบความเปนพษิ 1 ชดุ
ก.2.9.2 ตวัอยางตองเปนไปตามขอ 3.4.3  และขอ 3.4.4  จงึจะถอืวาชดุใหสารละลายรุนนัน้เปนไปตามเกณฑ

ทีก่ําหนด
ก.3 เกณฑตดัสนิ

ตัวอยางชุดใหสารละลายตองเปนไปตามขอ ก.2.1.2  ขอ ก.2.2.2 ขอ ก.2.3.2 ขอ ก.2.4.2 ขอ ก.2.5.2
ขอ ก.2.6.2 ขอ ก.2.7.2 ขอ ก.2.8.2 และขอ ก.2.9.2 ทุกขอ จึงจะถือวาชุดใหสารละลายรุนนั้นเปนไปตาม
มาตรฐานผลติภณัฑอตุสาหกรรมนี้
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ภาคผนวก ข.

การทดสอบความเปนพษิ
(ขอ 3.4.4)

ข.1 การทดสอบความเปนพษิอยางเฉยีบพลนัตอสตัวทดลอง
ข.1.1 เครื่องมือ

ข.1.1.1 ตูอบ ที่ควบคุมอุณหภูมิไดที่ (70  2) องศาเซลเซียส
ข.1.2 สารละลาย

ข.1.2.1 สารละลายโซเดียมคลอไรดปราศจากเชือ้รอยละ 0.9
ข.1.3 การเตรยีมสารละลายทดสอบและสารละลายแบลงก

ข.1.3.1 ตัดชุดใหสารละลายตัวอยางอยางนอย 3 ชุด  ใหไดชิ้นตัวอยางที่มีขนาดเทา ๆ กันโดยประมาณ
นํามารวมกันและชั่งใหไดน้ําหนักรวม 5 กรัม เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด 25 มิลลิลิตร
อบในตู อบที่ อุณหภูมิ (70  2) องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่ วโมง ตั้ งทิ้ งไว ใหเย็น
จนถึงอุณหภูมิหอง

ข.1.3.2 ใหใชสารละลายโซเดยีมคลอไรด เปนสารละลายแบลงก
ข.1.4 วธิทีดสอบ

ข.1.4.1 แบงหนูทดสอบท่ีมีสุขภาพดีและไมเคยใชทดสอบมากอน มีน้ําหนักระหวาง 17 กรัม ถึง 23 กรัม
จํานวน 10 ตัว ออกเปน 2 กลุม กลุมละ 5 ตัว

ข.1.4.2 ฉดีสารละลายทดสอบและสารละลายแบลงกเขาทางเสนเลอืดดําของหนูทดสอบกลุมท่ี 1 และกลุมท่ี
2 ตามลําดับ ตัวละ 1.0 มิลลิลิตร แลวปลอยไวเปนเวลา 72 ชั่วโมง

ข.1.4.3 สังเกตอาการของหนูแตละกลุม หลังฉีดทันที ท่ี 24 ชั่วโมง 48 ชั่งโมง และ 72 ชั่วโมง หลังฉีด
ข.1.5 เกณฑตดัสนิ

ข.1.5.1 ถาหนูทดสอบกลุมที่ฉีดดวยสารละลายทดสอบทั้ง 5 ตัว ไมตายและตัวใดตัวหนึ่งไมมีอาการ
ปวยมากกวาที่ ฉีดดวยสารละลายแบลงก ใหถือวาชุดใหสารละลายทางหลอดเลือดตัวอยาง
ไมเปนพษิอยางเฉยีบพลนัตอสตัวทดลอง

ข.1.5.2 ถาหนูทดสอบกลุมท่ีฉีดดวยสารละลายทดสอบแสดงอาการปวยมากกวา 1 ตัว หรือมีหนูทดสอบ
ตวัใดตวัหนึง่ตาย ใหทดสอบซ้ําอกีครัง้หนึง่โดยใชหนทูดสอบทีม่สีมบตัติามขอ ข.1.4.1 แตมนี้ําหนกั
(20  1) กรัม กลุมละ 10 ตัว หนูทดสอบกลุมที่ฉีดดวยสารละลายทดสอบทั้ ง 10 ตัว
ตองไมตายและไมแสดงอาการปวย หรือแสดงอาการปวยที่ไมมากกวาที่ฉีดดวยสารละลายแบลงก
จงึจะถอืวาชดุใหสารละลายตวัอยางไมเปนพิษอยางเฉยีบพลันตอสัตวทดลอง
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ข.2 การทดสอบความเปนพษิตอเซลลเนือ้เยือ่ (cytotoxicity testing)
การทดสอบความเปนพิษตอเซลลเนื้อเยื่อ ใหใชวิธีทดสอบที่กําหนดตอไปนี้หรืออาจใชวิธีทดสอบอื่น
ที่เทียบเทาตามที่กําหนดใน ISO 10993-5 ในกรณีที่มีขอโตแยงใหใชวิธีทดสอบที่กําหนดตอไปนี้เปน
วธิตีดัสนิ

ข.2.1 เครือ่งมอืและอุปกรณ
ข.2.1.1 เครือ่งมอืและอปุกรณทีจ่ําเปนสําหรับเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ ไดแก ตูลามนิารแอรโฟลว (laminar airflow

hood) ตู อบเพาะเชื้ อชนิ ดคาร บอนไดออกไซด  กลองจุ ลทรรศน  เครื่ องนั บเม็ดเลือด
(haemocytometer)

ข.2.1.2 อุปกรณฆาเชื้อ ไดแก หมอนึ่งอัด ตูอบ
ข.2.1.3 ถาดเลี้ยงเซลลขนาด 24 หลุม
ข.2.1.4 ขวดแกวฝาเกลียวสําหรบัสกัดตวัอยาง
ข.2.1.5 ขวดเพาะเลี้ยงเซลลเนื้อเยื่อ (tissue culture flask) ขนาดพื้นที่ 75 ตารางเซนติเมตร

ข.2.2 สารละลายและวธิเีตรยีม
ข.2.2.1 สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอรปราศจากเชือ้

ละลายโพแทสเซียมคลอไรด 0.2 กรัม โพแทสเซยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.2 กรัม โซเดียมคลอไรด
8.0 กรัม และแอนไฮดรัสไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.15 กรัม ในน้ํากลั่น และเติมน้ํากลั่น
จนปริมาตรเปน 1 000  มิลลิลิตร ทําใหปราศจากเชื้อโดยการนึ่งฆาเชื้อในหมอนึ่งอัดที่อุณหภูมิ
(121   2) องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  หรือกรองผ านแผนกรองขนาดรู เปด
0.22 ไมโครเมตร

ข.2.2.2 สารละลายโซเดยีมไบคารบอเนตปราศจากเชือ้ 100 กรัมตอลิตร
ข.2.2.3 สารละลายทริปซิน (trypsin) ปราศจากเชื้อ 0.5 กรัมตอลิตร
ข.2.2.4 สารละลายกลูทามีน (glutamine) ปราศจากเชื้อ 29.2 กรัมตอลิตร
ข.2.2.5 อาหารเลี้ยงเซลลอีเกิลลเอ็มอีเอ็ม (Eagle's MEM)
ข.2.2.6 อาหารเลีย้งเซลลสําหรับการเจรญิเติบโตและอาหารเลีย้งเซลลสําหรับสกัดตัวอยาง

เตมิสารละลายกลทูามนี 1 มลิลลิติร  สารละลายโซเดยีมไบคารบอเนต 1.2 มลิลลิติร  เซรุมฟทลัโบไวน
(fetal bovine serum) 5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเซลลอีเกิลลเอ็มอีเอ็ม 100 มิลลิลิตร
โดยวิธีปราศจากเชื้อ เก็บไวในขวดแกวฝาเกลียวที่อุณหภูมิ 2 องศาเซลเซียส ถึง 8 องศาเซลเซียส
เก็บไวไดไมเกิน 1 สัปดาห

ข.2.2.7 สารละลายฟอรมาลนิ-คริสทลัไวโอเลต (formalin-crystal violet)
ละลายคริสทัลไวโอเลต 500 มิลลิกรัม ดวยสารละลายฟอรมาลดีไฮด (BP) 10 มิลลิลิตร
และสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 90 มลิลิลิตร เก็บไวท่ีอณุหภูมหิอง

ข.2.2.8 สียอมทริปแพนบลู (trypan blue stain) 4.0 กรัมตอลิตร
ข.2.2.9 สารละลายซงิกแอซีเทต 200 มิลลกิรัมตอลิตร

ละลายซิงกแอซีเทต 20.14 มิลลิกรัม ในสารละลายโซเดียมคลอไรด รอยละ 0.9 ปริมาตร
30 มิลลิลิตร  และทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองผานแผนกรองขนาดรูเปด 0.22 ไมโครเมตร
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ข.2.2.10 การควบคมุเชงิบวก
- สารเคมีควบคมุเชิงบวก (positive chemical control)

เจือจางสารละลายซิงกแอซีเทต 200 มลิลิกรัมตอลิตร ดวยอาหารเลีย้งเซลลสําหรับสกัดตัวอยาง
ใหไดความเขมขน 8 มิลลิกรัมตอลิตร

- วสัดุควบคมุเชงิบวก (positive material control)
แผนพลาสติกท่ีมซีิงกไดเอทิลไดไทโอคารบาเมต รอยละ 0.1

ข.2.2.11 การควบคมุเชงิลบ
- สารเคมคีวบคมุเชงิลบ (negative chemical control)

เจอืจางสารละลายซงิกแอซเีทต  200  มลิลิกรมัตอลติร  ดวยอาหารเลีย้งเซลลสําหรบัสกดัตวัอยาง
ใหไดความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร

- วสัดคุวบคมุเชิงลบ (negative material control)
พลาสตกิ เชน พอลิเอทิลีน พอลิโพรพิลีน  หรือแผนยาง ที่ปราศจากสารเตมิแตง

ข.2.3 การเตรียมเซลลเนื้อเยือ่
ข.2.3.1 การเตรียมสารแขวนลอยของเซลลเนื้อเยื่อ (cell suspension)

นําเซลลเนื้อเยื่อ L-929 (ATCC cell line CCL 1, NCTC clone 929) ที่ เพาะเลี้ยงไว
ในขวดเพาะเลี้ยงเซลล ขนาดพื้นที่ 75 ตารางเซนติเมตร มาลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร
เติมสารละลายทริปซิน 1 มิลลิลิตร และอบในตูอบเพาะเชื้อท่ีอุณหภูมิ (37  1) องศาเซลเซียส
เปนเวลา 3 นาที ถึง 5 นาที เคาะขวดเบา ๆ จนเซลลหลุดรอนจากพื้นผิวขวด แลวจึงเติม
อาหารเลี้ยงเซลลสําหรับการเจริญเติบโต 3 มิลลิลิตร ถึง 5 มิลลิลิตร ลงในขวด เขยาขวดใหได
สารแขวนลอยของเซลลที่เปนเนื้อเดียวกัน นําสารแขวนลอยที่ไดนี้ไปวัดความเขมขนของเซลล
โดยดูดสารแขวนลอยของเซลล 0.1 มิลลิลิตร มาผสมกับสียอมทริปแพนบลู 0.1 มิลลิลิตร ทิ้งไว
1 นาที แลวนับจํานวนเซลลที่มีชีวิตพรอมทั้งคํานวณความเขมขนของเซลลในสารแขวนลอย
โดยใชเครื่องนับเม็ดเลือด เจือจางสารแขวนลอยของเซลลนี้ ดวยอาหารเลี้ ยงเซลลสําหรับ
การเจริญเติบโต ใหไดความเขมขน 3  105 เซลลตอ 1 มิลลิลิตร

ข.2.3.2 นําเซลลเนื้อเยื่อเพาะเลี้ยงท่ีมีความเขมขน 3  105 เซลลตอ 1 มิลลิลิตร เติมลงในถาดเลี้ยงเซลล
ขนาด 24 หลุม หลุมละ 0.5 มิลลิลิตร แลวนําไปอบในตูอบเพาะเชื้อชนิดคารบอนไดออกไซด
ทีอ่ณุหภมู ิ(37   1) องศาเซลเซยีส เปนเวลาไมนอยกวา 1 วนั จนเซลลโตเปนชัน้เดีย่ว (monolayer)
อยางนอยรอยละ 80 ของพื้นที่เลี้ยงเซลล
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ข.2.4 วธิทีดสอบ
ข.2.4.1 การเตรยีมสารละลายทดสอบและสารละลายควบคมุ

(1) การเตรียมสารละลายทดสอบ
ตัดสวนตาง ๆ  ของชุดใหสารละลายตัวอยางที่ลางและนึ่งฆาเชื้อในหมอนึ่งอัดแลวใสลงใน
ขวดแกวฝาเกลียวสําหรับสกัดตั วอย าง เติ มอาหารเลี้ ยงเซลลสําหรับสกัดตั วอย าง
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ตอตัวอยาง 1 กรัม นําไปอบในตูอบเพาะเชื้อชนิดคารบอนไดออกไซด
ที่อุณหภูมิ (37   1) องศาเซลเซียส เปนเวลา (24   1) ชั่วโมง เขยาขวดเปนระยะ
สารละลายที่ไดเปนสารละลายทดสอบรอยละ 100  เตรียมสารละลายทดสอบรอยละ 66
รอยละ 44 รอยละ 30 และรอยละ 20 จากสารละลายทดสอบรอยละ 100 โดยเจือจางเปน
อนกุรม (serial dilution) ดวยอาหารเลีย้งเซลลสาํหรบัสกดัตวัอยางในอตัราสวน 2 : 1 ตามลาํดบั

(2) การเตรียมสารละลายควบคุม เลือกขอใดขอหนึง่ดังนี้
(2.1) เตรียมสารละลายวัสดุควบคุมเชิงบวกและสารละลายวสัดคุวบคุมเชิงลบ  โดยสกัด

วัสดุควบคุมเชิงบวกและวสัดคุวบคมุเชิงลบ ตามวิธใีนขอ ข.2.4.1(1)
(2.2) เตรยีมสารเคมีควบคมุเชงิบวกและสารเคมคีวบคมุเชงิลบ ตามขอ ข.2.2.10   และขอ

ข.2.2.11 ตามลําดับ
ข.2.4.2 ดดูอาหารเลีย้งเซลลในถาดเล้ียงเซลลแตละหลุมออก
ข.2.4.3 เตมิสารละลายทดสอบความเขมขนตาง ๆ  และสารละลายควบคมุ ดงัตอไปนี ้ลงสมัผสักบัเซลลเนือ้เยือ่

เพาะเลี้ยงหลุมละ 0.5 มิลลิลิตร โดยเติมชนิดละ 3 หลุม
(1) สารละลายทดสอบความเขมขนรอยละ 100 รอยละ 66 รอยละ 44 รอยละ 30 และรอยละ

20 ตามลําดับ
(2) สารละลายวสัดคุวบคุมเชงิบวกหรอืสารเคมคีวบคมุเชงิบวก
(3) สารละลายวสัดคุวบคมุเชงิลบหรอืสารเคมคีวบคมุเชงิลบ
(4) อาหารเลีย้งเซลลสําหรับสกัดตัวอยางเพือ่ใชเปนแบลงก

ข.2.4.4 นาํถาดเลีย้งเซลลไปอบในตูอบเพาะเชือ้ชนดิคารบอนไดออกไซด ทีอ่ณุหภมู ิ(37   1) องศาเซลเซยีส
เมื่อครบเวลา 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง ใหประเมินผลตามวิธีในขอ ข.2.5

ข.2.5 การประเมนิผล
หลังจากปลอยใหเซลลเนื้อเยื่อในถาดเลี้ยงเซลลสัมผัสกับสารละลายทดสอบ สารละลายควบคุม
และแบลงก เปนเวลา 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง แลว ดูความเปนพิษที่เกิดกับเซลล โดยดูลักษณะ
ของเซลลดวยกลองจุลทรรศน บันทึกการตายของเซลล การเปลี่ยนแปลงรูปราง (morphological
change) และความหนาแนนของเซลลทีม่ีชีวติ (cell density) แลวประเมนิผล ตามตารางที ่ข.1
หลั งจากบั นทึ กผลที่  48 ชั่ วโมงแล ว ให ยึ ด (fix) และย อมสี เซลล ติ ดถาดเลี้ ยงเซลล
ดวยสารละลายฟอรมาลนิ-คริสทัลไวโอเลต เพือ่เกบ็ไวเปนหลกัฐานสําหรบัการตรวจสอบ
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ตารางที ่ข.1 การประเมนิระดบัความเปนพษิของเซลลเนือ้เยือ่
(ขอ ข.2.5)

ข.2.6 การแปลผล
ข.2.6.1 การทดสอบจะมีผลเชือ่ถือไดตอเมื่อ

(1) แบลงก และสารเคมีควบคุมเชิงลบหรือสารละลายวัสดุควบคุมเชิงลบ ไมเปนพิษตอเซลล
(ความเปนพษิระดบั 0)

(2) สารเคมีควบคุมเชิงบวกหรือสารละลายวัสดุควบคุมเชิงบวก มีความเปนพิษตอเซลลระดับ 3
ขึน้ไป

ข.2.7 เกณฑตดัสนิ
ผลการทดสอบจะถอืวาตวัอยางไมเปนพษิตอเซลลเนื้อเยื่อ เมื่อเปนไปตามขอใดขอหนึง่ ดังนี้
(1) สารละลายทดสอบรอยละ 100  มีความเปนพิษตอเซลลไมมากกวาระดบั 2
(2) สารละลายทดสอบรอยละ 44  มีความเปนพิษตอเซลลในระดบั 0

ระดับ ปฏิกิริยา สภาพของเซลลเนื้อเยื่อเพาะเล้ียง

0 ไมเปนพิษ พบเซลลแผเปนชั้นเดี่ยว  มีเม็ดอินทราไซโทพลาสมิก (intracytoplasmic granule)

กระจายอยูในเซลลตามปกติ ไมพบการแตกทําลายของเซลล

1 เปนพิษนอยมาก พบเซลลมีลักษณะกลม ใกลหลุดออกจากพื้นผิวไมเกินรอยละ 20  อาจพบการแตก

ทําลายของเซลลไดบาง

2 เปนพิษนอย พบเซลลมีลักษณะกลมไมเกินรอยละ 50  อาจพบการแตกทําลายของเซลล 

แตไมรุนแรงและไมพบชองวางระหวางเซลลชั้นเดี่ยว

3 เปนพิษปานกลาง พบเซลลมีลักษณะกลมหรือพบการแตกทําลายของเซลลไมเกินรอยละ 70

4 เปนพิษอยางรุนแรง พบการทําลายของเซลลชั้นเดี่ยวเกือบท้ังหมดหรือทั้งหมด


