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      Abstract
Background: Freeze-drying or lyophilization is a process that preserves a suitable qualified for 
standard reference viral vaccine to control a viral vaccine quality. The exploration on real 
lyophilization state need the use of lots of vaccine samples and spent approximately 1-5 days 
a time, also it tested several times to get a suitable state. 

Objectives: The aim of this research was to develop a providing standard reference viral 
vaccine by using a freeze-drying microscopy that observed a changing of the samples while 
simulation, temperature, and pressure of lyophilization to verify a collapse temperature. 

Methodology: The study set four formulas to test the collapse temperature that under freeze 
drying microscopy, and took the temperature average that subsidence to calculate a primary 
freeze-drying temperature to set the state of lyophilization machine. Then, it trailed the real 
lyophilization and took these samples to test an appearance, potency, and stability.

Results: The primary drying temperatures of four formulas, that calculated, were -27.8, -28.8, 
-29.0, and -28.8 ºC, respectively. The difference of all four formulas was not statistically
significant. After taking the standards reference viral vaccines from the lyophilization to test
an appearance; moisture content; reconstitution time; and percentage of potency lost (before
and after lyophilization), it is found that four formulas had good characteristic and were on
criteria of each testing. It excepted the test of stability at 37 ºC in seven days that discovered
the highest level of virus potency lost by 1.54 log PFU/0.5 ml.

Conclusions: The lyophilization method of standard reference viral vaccine by using freeze-
drying microscopy was suitable for setting primary drying temperature. It was able to control 
temperature that was not too high until the samples collapsed and was not too low that caused 
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using more time for lyophilization. It used the test time only 0.5-2 hours and used less samples  
at microliter level. Consequently, this method is suitable and able to use the country standard 
of freeze-drying parameter finding.
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บทคัดยอ
ความสําคัญ: การทําแหงแบบเยือกแข็งเปนวิธีคงคุณสมบัติที่เหมาะสมสําหรับวัคซีนไวรัสอางอิงมาตรฐาน
ที่ใชในการควบคุมคุณภาพวัคซีน การหาสภาวะในการทําแหงแบบเยือกแข็งในสภาวะจริง ตองใชปริมาณ
ตัวอยางมาก ใชเวลานาน 1-5 วัน และตองทดสอบหลายครั้งเพ่ือปรับสภาวะใหเหมาะสม 

วัตถุประสงค: เพ่ือพัฒนาการจัดเตรียมวัคซีนไวรัสอางอิงมาตรฐานโดยใชกลองจุลทรรศนควบคุมอุณหภูมิ 
โดยสงัเกตความเปลีย่นแปลงของตัวอยางขณะจําลองสภาวะ อณุหภูม ิและความดันในการทาํแหงแบบเยอืกแขง็
เพื่อตรวจสอบอุณหภูมิที่เกิดการยุบตัว 

วิธีการวิจัย: เตรียมสูตรตํารับ 4 สูตร มาตรวจสอบอุณหภูมิที่เกิดการยุบตัวภายใตกลอง นําคาอุณหภูมิเฉลี่ย
ทีเ่กดิการยบุตวัมาคาํนวณหาอณุหภูมทิาํแหงขัน้ตนเพือ่กาํหนดสภาวะเครือ่งทาํแหงแบบเยอืกแขง็ ทาํการทดลอง
ทําแหงในสภาวะจริง และนําตัวอยางที่ไดมาทดสอบลักษณะทางกายภาพ คาความแรง และความคงตัว 

ผลการศกึษา: อุณหภมูทิาํแหงขัน้ตนทีค่าํนวณไดของสตูรตาํรับที ่1, 2, 3 และ 4 คือ -27.8, -28.8, -29.0 และ 
-28.8 ºC ตามลําดับ โดยทั้ง 4 สูตรมีความใกลเคียงกันไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เม่ือนํา
วคัซนีไวรสัอางองิมาตรฐานจากการทาํแหงมาทดสอบลกัษณะทางกายภาพ ปรมิาณนํา้ ระยะเวลาในการละลาย
ความคงตวั และรอยละของการสูญเสียไวรสั พบวาผลการทดสอบทัง้ 4 สูตร มลีกัษณะทีด่แีละมคีาอยูในเกณฑ
กําหนดของแตละรายการทดสอบ ยกเวนการทดสอบความคงตัวที่เก็บที่ 37 ºC เปนเวลา 7 วัน พบวาสูญเสีย
คาความแรงของไวรัสในระดับสูงสุด 1.54 log PFU/0.5 ml

สรุป: จากงานวิจัยนี้จะเห็นไดวาวิธีดังกลาวมีความเหมาะสมในการกําหนดอุณหภูมิทําแหงขั้นตน คืออุณหภูมิ
ไมสูงเกินจนตัวอยางเกิดการยุบตัว และไมตํ่าเกินไปที่ทําใหระยะเวลาในการทําแหงแบบเยือกแข็งเพิ่มขึ้น 
ตลอดจนใชในการหาสตูรตาํรบัและสภาวะทีเ่หมาะสม โดยลดเวลาเหลอื 0.5-2 ชัว่โมง และใชปรมิาณตวัอยาง
นอยมากถงึระดับไมโครลติร ซึง่เปนไปตามวตัถปุระสงคของงานวจิยั และมคีวามเหมาะสมทีก่าํหนดเปนมาตรฐาน
ของวิธีการหาคาปจจัยที่สําคัญของการทําแหงแบบเยือกแข็งสําหรับวัคซีนไวรัสอางอิงมาตรฐานดวยกลอง
จุลทรรศนควบคุมอุณหภูมิ

คําสําคัญ: ทําแหงแบบเยือกแข็ง วัคซีนไวรัสอางอิงมาตรฐาน กลองจุลทรรศนควบคุมอุณหภูมิ

บทนํา
การทาํแหงแบบเยอืกแข็ง (lyophilization) 

เปนวธิกีารทาํแหงทีส่ามารถคงคณุลกัษณะทางกายภาพ
และองคประกอบทางเคมขีองผลติภณัฑไดด ีจงึมกีาร
นาํวธิกีารทาํแหงมาใชกับงานหลายประเภท ไมวาจะ
เปนดานการเกษตร อาหาร เครือ่งสาํอาง เภสชักรรม 
และการแพทย1-6 และนอกจากการรกัษาคณุลกัษณะ

ของไกลโคโปรตนีแอนตเิจนไมใหเสือ่มสลายงายแลว 
ยังมีประโยชนตอการเก็บรักษางาย สะดวกตอการ
ขนสง และมคีวามคงตัว (stable) สามารถเก็บไดนาน1 
ซึ่งในการจัดเตรียมวัคซีนที่นํามาใชเปนวัคซีนอางอิง
มาตรฐานจําเปนตองมีการจัดเก็บที่นานกวานั้นและ
มีปรมิาณทีม่ากพอทีจ่ะใชในระยะเวลาหลายป โดยที่
ยังคงความคงตัวสูงกวาวัคซีนทั่วไป1,6
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 การทดลองการทําแหงแบบเยือกแข็งใน
สภาวะจริงตอหนึ่งสภาวะ ใชปริมาณตัวอยางมากถึง 
5-30 ml ใชระยะเวลานาน 1-5 วัน และตองทํา
หลายครัง้เพือ่ใหไดสภาวะทีเ่หมาะสม ดงันัน้ เพือ่ลด
เวลาและปริมาณตัวอยางที่ใชในการหาสูตรตํารับ
และสภาวะที่เหมาะสม7 จึงจําเปนตองใชเคร่ืองมือ
ที่ชวยในการหาปจจัยที่สงผลตอความสําเร็จในการ
ทําแหงแบบเยือกแข็งรวมถึงอัตราเร็วในการทําแหง
ของตัวอยาง คืออณุหภมิูท่ีเกดิการยุบตวัของโครงสราง
ตัวอยาง (collapse temperature) โดยหากเกิด
การยุบตัวอาจมีผลตอตัวอยาง เชน ทําใหการระเหิด
ออกของไอนํา้เปนไปโดยยาก ทาํใหอตัราการทาํแหง
ลดลง สงผลใหใชระยะเวลาในการทาํแหงทีน่าน และ
มคีวามชืน้หลงัจากสิน้สดุการทาํแหงแบบเยอืกแขง็สงู 
มีผลตอความคงตัวในระยะยาว รวมถึงอาจสงผลตอ
ระยะเวลาในการละลายกับตัวทําละลายเนื่องจาก
การยบุตวัของโครงสรางทําใหรูพรุนท่ีเกิดในโครงสราง
ลดลง8-9 สําหรับอุณหภูมิหลอมเหลวของสารผสม
ในสูตรตัวอยางหากสามารถหาปจจัยที่สงผลตอ
ความสาํเรจ็ในการทาํแหงแบบเยือกแข็งได จะสามารถ
กําหนดอุณหภูมิที่เหมาะสม คืออุณหภูมิไมสูงเกิน
จนตัวอยางเกิดการยุบตัว และไมตํ่าเกินไปที่ทําให
ระยะเวลาในการทาํแหงแบบเยอืกแขง็เพิม่ขึน้ ทาํให
ลดเวลาในขั้นตอน primary drying ลงได10-11 
 กลองจุลทรรศนควบคุมอุณหภูมิ (freeze 
drying microscopy) เปนเครื่องมือที่ประกอบดวย
กลองจุลทรรศน แทนวางตัวอยางที่ควบคุมอุณหภูมิ
และความดัน ใชสําหรับสังเกตความเปลี่ยนแปลง
ของตัวอยางทําแหงแบบเยือกแข็งโดยกระบวนการ
แชแข็งและละลายตัวอยาง ซ่ึงสามารถบันทึกภาพ
การเปลีย่นแปลงของตัวอยางขณะทาํแหงแบบเยือกแขง็
ภายใตกลองจลุทรรศน ทําใหไดขอมูลของปจจัยตาง ๆ 
ที่จําเปนสําหรับการกําหนดสภาวะการทําแหงที่
เหมาะสม เชน collapse temperature, eutectic 
temperature อตัราการแหงของตวัอยาง ลักษณะของ
โครงสราง และพืน้ผวิของตวัอยาง8-9,11-12 นอกจากนี้
เครื่องมือดังกลาวยังสามารถใชในการหาผลจาก
กระบวนการที่เกี่ยวของกับการควบคุมความรอน

และความเย็นเพื่อสงเสริมใหเกิดผลึก (annealing) 
โดยเปนการเพิม่การใหความรอนกับตัวอยางทีเ่ยอืกแขง็
แลวทําการลดอุณหภูมิใหตํ่าลงเพื่อทําใหเกิดผลึก
เพิ่มขึ้น มีผลทําให collapse temperature ตํ่าลง 
ทําใหสามารถกําหนดอุณหภูมิการทําแหงขั้นตน 
(primary drying) ใหสงูขึน้ สงผลใหอตัราเรว็ในการ
ทําแหงสูงขึ้น และลดระยะเวลาในการทําแหงแบบ
เยือกแข็งได13-14 อีกท้ังปริมาณตัวอยางที่ใชในการ
ทดสอบโดยกลองจุลทรรศนใชปริมาณนอยมากถึง
ระดบัไมโครลติรเทานัน้ ใชเวลาการทดสอบประมาณ 
30 นาทถีงึ 2 ชัว่โมง และตนทนุตอหนึง่การทดสอบ
ตํ่ากวาการทดสอบในสภาวะจริงถึง 7 เทา 

วัตถุประสงค
 1. เพือ่พฒันาการจดัเตรยีมวคัซนีไวรสัอางองิ
มาตรฐานโดยใชกลองจุลทรรศนควบคุมอุณหภูมิ 
ในการใชเปนเครือ่งมอืสาํหรับสงัเกตความเปลีย่นแปลง
ของตวัอยางขณะจาํลองสภาวะ อณุหภูม ิและความดนั 
มากําหนดสภาวะที่ใชในการทําแหงแบบเยือกแข็ง 
 2. เพื่อใชเปนแนวทางในการจัดเตรียม
วัคซีนไวรัสอางอิงมาตรฐานแบบแหงแบบเยือกแข็ง
ของประเทศ 

ระเบียบวิธีการวิจัย
1. เตรียมสูตรตํารับ
 1.1 การเตรียมเซลลเพาะเลีย้ง โดยนําเซลล
เพาะเลีย้ง Vero (African Green Monkey Kidney 
cell) ทีไ่ดรบัจากบรษิทัองคการเภสชักรรม-เมอรรเิออร
ชีววัตถุ จํากัด มาเพาะเลี้ยงในหองปฏิบัติการโดยใช
อาหารเลี้ยงเซลล Dulbecco's Modified Eagle 
Medium (DMEM) (Cat. No. 31600-026, GIBCO 
USA) ที่มีซีรั่ม (inactivated fetal bovine serum 
(FBS), Cat. No. 26140-079, GIBCO USA) 5% และ 
7.5% NaHCO3 (Cat. No. S-5716, Sigma) 1.8% 
เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 ºC ในสภาวะที่มี CO2 5%
 1.2 การเตรียมวัคซีนไวรัส ดําเนินการ
จัดเตรียมดังรูปที่ 1



44 THAI FOOD AND DRUG JOURNAL Vol. 28 No. 2: MAY - AUGUST 2021

รูปที่ 1 ผังการเตรียมวัคซีนไวรัส

 1.3 การเตรยีมสตูรตํารบัวคัซนีไวรสัอางองิ
มาตรฐาน โดยใชเดกซแทรนซ่ึงเปนสารปองกัน
การเสียสภาพของวัคซีนไวรัสอางอิงมาตรฐานจาก
สภาวะในการทําแหงแบบเยอืกแขง็ (lyoprotectant) 
ซึง่จากการศกึษากอนหนานี ้พบวา เดกซแทรนทาํให
ผลิตภัณฑมีลักษณะทางกายภาพที่ดี และอุณหภูมิ

ทีเ่กดิการยบุตวัทีส่งู ทําใหลดระยะเวลาในการทาํแหง
แบบเยือกแข็ง แตการใชเดกซแทรนเพียงอยางเดียว 
จะทาํใหตัวอยางมีปญหาดานความคงตัว จึงตองใชสาร
จาํพวกนํา้ตาลเพือ่เพิม่ความคงตวั15 ซึง่ในการวจิยันี้
ใชนํ้าตาลแลคโตสในความเขมขนท่ีแตกตางกัน 
จํานวน 4 สูตร ดังตารางที่ 1

2. การทดสอบสภาวะทาํแหงภายใตกลองจุลทรรศน
ควบคุมอุณหภูมิ 
 2.1 การทดสอบสภาวะการทาํแหงเบือ้งตน
ภายใตกลองจุลทรรศน โดยนําสูตรตํารับวัคซีนไวรัส
อางอิงมาตรฐานแตละสูตร บรรจุบนแทนควบคุม
อุณหภูมิและความดัน ทําการลดอุณหภูมิแทนบรรจุ
เพื่อหาอุณหภูมิกอนิวเคลียสผลึก (nucleation 

temperature) โดยลดอุณหภูมิถึง -50 ºC จากนั้น
ปรับความดันที่ 100 mTorr และเพิ่มอุณหภูมิเพื่อ
ใหเกิดการระเหิดของนํ้าออกจากตัวอยางจนกระทั่ง
ถึงอุณหภูมิที่เกิดการยุบตัว โดยเครื่องจะทําการ
บันทึกภาพตลอดกระบวนการพรอมขอมูลอุณหภูมิ
และความดัน ดังตารางที่ 2

        ทาํการวเิคราะหภาพพรอมขอมลูอณุหภมูแิละ
ความดัน เพื่อหาอุณหภูมิกอนิวเคลียสผลึก สังเกตได
โดยเม่ือเกดิการเปลีย่นสถานะ ณ อณุหภมูกิอนวิเคลยีส 
ผลึกสารละลายทีเ่ปลีย่นสถานะจะเกดิการทบึแสงจาก

การจับตัวเปนผลึกลักษณะคลายแกวใสมีสี ดังรูปที่ 2 
และอุณหภมูทิีเ่กดิการยุบตวั สงัเกตไดโดยสารละลาย
ท่ีเปนของแข็ง เม่ือถูกระเหิดนํ้าออกทําใหแหงแบบ
เยือกแข็งจะมีลักษณะเปนสีดําทึบแสง โดยสวนสีดํา

เพ่ิมปริมาณไวรัสไขสมองอักเสบเจอี (วัคซีนเช้ือเปนออนฤทธิ์) ในเซลลเพาะเลี้ยง Vero (4-5 วัน)

เก็บเซลลเพาะเลี้ยงท่ีติดเช้ือไวรัส (cytopathic effect: CPE) ท่ี -70 ºC

ทําใหเซลลแตกโดยการละลายและแชแข็ง 3 ครั้ง
        ปนเหวี่ยง 3,000 รอบตอนาที 15 นาที ที่ 4 ºC

เก็บสวนใสแบงบรรจุ 10 ml/vial และเก็บที่ -70 ºC

ตารางที่ 1 แสดงสูตรตํารับการเตรียมวัคซีนไวรัสอางอิงมาตรฐาน 

สูตรตํารับที่ 4สูตรตํารับที่ 3สูตรตํารับที่ 2สูตรตํารับที่ 1สวนประกอบ
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รปูท่ี 2 การสงัเกตหาอณุหภมิูกอนวิเคลยีสผลกึภายใต
กลองจุลทรรศน

ดังกลาวจะขยายตวัขึน้ตามการเพิม่ขึน้ของตัวอยางทีถู่ก
ทําใหแหงแบบเยือกแข็ง แตเมื่ออุณหภูมิถึงจุดยุบตัว
จะเกิดการยุบตัวกอนที่จะแหงแบบเยือกแข็ง สังเกต
ไดวาจะเกดิรโูปรงแสงขึน้ขณะทีเ่กดิการยบุตวัจึงบนัทกึ
จุดนั้นวาเปนอุณหภูมิที่เกิดการยุบตัว ดังรูปที่ 3 โดย
ทําการหาอุณหภูมิดังกลาวอยางนอยสูตรตํารับละ 
3 คร้ัง นําขอมูลที่ไดมาคํานวณหาคาทางสถิติดังนี้ 
คาเฉล่ียเลขคณิต (average) คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
(standard deviation) และคารอยละสัมประสิทธิ์

ของความแปรปรวน (coefficient of variation) โดย
รอยละสัมประสทิธิค์วามแปรปรวนของอณุหภูมทิีเ่กดิ
การยุบตัวในแตละสูตรตํารับ ตองไมมากกวา 10 
นาํคาเฉลีย่ของอณุหภมูทิีเ่กิดการยุบตัวทีไ่ด มาคาํนวณ
หาอุณหภูมิสําหรับกําหนดสภาวะในการทําแหง โดย
หาอุณหภูมิการทําแหงขั้นตน primary drying จาก
การนาํคาเฉลีย่อุณหภมิูท่ีเกิดการยบุตัว หักลบอุณหภมิู
ลง 5 ºC เพื่อใหครอบคลุมปจจัยจากเครื่องทําแหง 
ปริมาณตัวอยางและภาชนะบรรจุ

 2.2 การศึกษากระบวนการทําแหงวัคซีน
ไวรัสอางอิงมาตรฐาน  
      2.2.1 ศกึษากระบวนการทาํแหงวัคซีน
ไวรัสอางอิงมาตรฐานเบื้องตน โดยนําสูตรตํารับท้ัง 
4 สูตร มาแบงบรรจุปริมาตร 0.5 ml ในขวดแกว 
Borosilicate glass type I ขนาด 3 ml จํานวน 
20 ขวด จากน้ันปดขวดดวยจกุยางในระดบัครึง่จกุยาง 
(half stoppering) เพือ่ใหมชีองสาํหรบัการระเหดินํา้ 
นําเขาเครื่องทําแหงแบบเยือกแข็ง รุน Lyolab, LT 
ซึง่ไดปรบัสภาวะการทําแหงมาจากการทาํแหงวคัซนี
ไวรัสคางทูม7 เพื่อการทดสอบอุณหภูมิการทําแหง
ข้ันตนที่เหมาะสม โดยกําหนดใหอุณหภูมิแชแข็ง
เทากับ -50 ºC นาน 300 นาที จากน้ันปรับเพิ่ม
อุณหภูมิเปนอุณหภูมิการทําแหงขั้นตนที่คํานวณได
จากการทดสอบสภาวะทาํแหงภายใตกลองจุลทรรศน
ควบคุมอุณหภมู ิปรบัความดนั 200 mTorr เปนเวลา 
2,000 นาที เพื่อระเหิดนํ้าออกจากวัคซีน จากนั้น
เพิ่มอุณหภูมิอยางชา ๆ ในอัตรา  0.05 ºC ตอนาที 
เพื่อปองกันไมใหไอนํ้าจากดานลางของขวดออกมา
อยางรวดเร็วซึ่งอาจทําใหสวนดานบนของวัคซีนที่

แหงแลวแตก เนือ่งวคัซนีจะเร่ิมแหงจากสวนบนลงไป
สวนลาง ใหเพิม่อณุหภมูจินถึง 30 ºC ซ่ึงเปนอณุหภูมิ
ที่กําหนดใหเปนการทําแหงข้ันทุติยภูมิคงอุณหภูมิไว
ในชวงดังกลาวเปนเวลา 600 นาที จากนั้นเติมกาซ
ไนโตรเจน 99.999 % จนกระทั่งความดันเพิ่มเปน 
450,000 mTorr เพือ่ลดความแตกตางของความดนั
ภายนอกกบัความดนัสญุญากาศภายในขวด ลดการซมึ
ของอากาศภายนอกเขามาในขวด และปองกันการเกิด
ออกซิเดชั่น จากนั้นปดจุกยาง และผนึกขวดดวย
ฝาอะลมิูเนยีม เก็บตวัอยางทีอ่ณุหภูม ิ-20 ºC จากนัน้
นําตัวอยางที่ไดจากการทําแหงมาตรวจสอบคุณภาพ
โดยมีเกณฑกําหนดดังนี้ มีลักษณะทางกายภาพที่ดี 
โดยมลีกัษณะเปนเคกทีจ่บัตัวเปนกอน ไมมกีารยบุตวั
อยางเห็นไดชัดเจน มีคาปริมาณนํ้าไมเกิน 3 % และ
มีระยะเวลาในการละลายไมเกิน 180 วินาที เพื่อ
คัดเลือกสูตรตํารับที่เหมาะสม
      2.2.2 ศกึษากระบวนการทาํแหงวคัซนี
ไวรัสอางอิงมาตรฐานจากสูตรตํารับท่ีผานเกณฑ 
ใหเลือกเฉพาะสูตรตํารับที่ผานเกณฑกําหนดในขอ 
2.2.1 มาผลิตตามสตูรตาํรบัทีค่ดัเลอืกจาํนวน 50 ขวด 

รูปที่ 3 การสังเกตหาอุณหภูมิที่เกิดการยุบตัวผลึก
ภายใตกลองจุลทรรศน
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เก็บตวัอยางท่ีอณุหภมู ิ-20 ºC และศกึษาสภาวะทีไ่ด
จากการศึกษาเบื้องตนและยืนยันประสิทธิภาพของ
วคัซีนไวรสัอางองิมาตรฐาน ดงัน้ี ลกัษณะทางกายภาพ 
ปรมิาณนํา้ ระยะเวลาในการละลาย และคาความแรง
ของไวรัสกอนและหลังการทําแหงแบบเยือกแข็ง 
เพื่อคํานวณการสูญเสียความแรงระหวางขั้นตอน
การทาํแหงแบบเยอืกแขง็ และการศกึษาความคงตวั
ที่อุณหภูมิ 37 ºC เปนเวลา 7 วัน 

2.3 วิธีที่ใชในการยืนยันประสิทธิภาพของ
วัคซีนไวรัสอางอิงมาตรฐาน

การตรวจลกัษณะทางกายภาพ เปนการตรวจ
วิเคราะหคณุลกัษณะดวยตาเปลา (Visual inspection) 
ภายใต Viewing station ที่มีความเขมแสงอยูในชวง 
2,000-3,750 ลักซ โดยตองมีลักษณะเปนผงแหง
จับตัวเปนกอนไมยุบตัว

การตรวจปริมาณนํ้า เปนการตรวจโดยวิธี 
Volumetric Karl - Fischer โดยตองมีคาไมเกิน 3%

  การตรวจระยะเวลาการละลาย บันทึก
เวลาที่ใชในการละลายดวยตัวทําละลาย โดยตองใช
ระยะเวลาการละลายไมเกิน 180 วินาที  
  การตรวจวิเคราะหความแรงวัคซีนไวรัส
อางองิมาตรฐานดวยวธิ ีPlaque forming titration 
เพื่อคํานวณหาคาความแรงในหนวย PFU/0.5 ml 
เพือ่ใชประกอบในการพจิารณาคัดเลือกสตูรทีเ่หมาะสม

ผลการศึกษา
1. การทําการทดสอบสภาวะทําแหงภายใตกลอง
จุลทรรศนควบคุมอุณหภูมิ

 ทําการวิเคราะหภาพพรอมขอมูลอุณหภูมิ
และความดนั เพือ่หาอณุหภมูกิอนวิเคลยีสผลกึ และ
อณุหภมิูทีเ่กดิการยบุตวั และคํานวณหาคาเฉลีย่จาก
การทดสอบ 3 ครั้ง คารอยละความแปรปรวน และ
อุณหภูมิทําแหงขั้นตน ซึ่งสรุปปจจัยที่สําคัญในการ
ทําแหงแบบเยือกแข็งดังตารางที่ 3

  จากการศึกษาหาสูตรตํารับและสภาวะ
ที่เหมาะสมโดยใชกลองจุลทรรศนควบคุมอุณหภูมิ 
ทําใหไดสภาวะของทั้ง 4 สูตร ดังนี้

  อุณหภูมิกอนิวเคลียสผลึกของสูตรตํารับ
ที่ 4 มีอุณหภูมิเฉล่ียท่ีต่ําที่สุด และสูตรตํารับท่ี 2 
มีอุณหภูมิที่เฉลี่ยที่สูงที่สุด โดยรอยละสัมประสิทธิ์
ความแปรปรวนสูตรตํารับท่ี 4 เพียงสูตรเดียวท่ี 
ไมมากกวา 10 สําหรับสูตรตํารับที่ 1, 2 และ 3 มีคา
รอยละสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนมากกวา 10 

  อุณหภูมิท่ีเกิดการยุบของสูตรตํารับท่ี 3 
มีอุณหภูมิที่ตํ่าที่สุด และสูตรตํารับที่ 1 มีอุณหภูมิ
ที่เกิดการยุบตัวที่สูงท่ีสุด โดยรอยละสัมประสิทธิ์
ความแปรปรวน ไมมากกวา 10 ซึ่งนํามากําหนดคา
อุณหภูมิการทําแหงข้ันตนของสูตรตํารับที่ 1, 2, 3 

และ 4 ไดเทากบั -27.8, -28.8, -29.0 และ -28.8 ºC 
ตามลําดับ

 อุณหภูมิที่เกิดการยุบเมื่อนํามาคํานวณลด
อุณหภูมิลง 5 ºC เพื่อใหครอบคลุมความแปรปรวน
ของเครื่องทําแหงแบบเยือกแข็ง ทั้งนี้อุณหภูมิทําแหง
ขั้นตนของทั้ง 4 สูตรมีความใกลเคียงกันไมมีความ
แตกตางอยางมนียัสําคญั เมือ่วิเคราะหความแปรปรวน
ทางเดียว ทีร่ะดบัความเชือ่มัน่ 95% จงึเลอืกอุณหภมูิ
ที่ตํ่าที่สุดใชเปนอุณหภูมิทําแหงขั้นตนของ 4 สูตร
พรอมกนั เพือ่ปองกนัการเกิดการยบุตวัของสตูรตาํรบั
ที่มีอุณหภูมิที่เกิดการยุบที่ตํ่าที่สุด โดยกําหนดให
อณุหภมูกิารทาํแหงข้ันตนทีค่าํนวณไดจากการทดสอบ
สภาวะทาํแหงภายใตกลองจลุทรรศนควบคมุอณุหภมู ิ
คือ -29 ºC และสภาวะตามขั้นตอนที่ระบุในสวน
วิธีการกระบวนการทําแหงแบบเยือกแข็ง 

ตารางที่ 3 สรุปการหาปจจัยตาง ๆ ที่มีผลตอการทําแหงภายใตกลองจุลทรรศนแบบควบคุมอุณหภูมิ

อุณหภูมิทําแหงขั้นตนอุณหภูมิที่เกิดการยุบตัว (%CV)อุณหภูมิกอนิวเคลียสผลึก (%CV)สูตรตํารับที่

-27.8
-28.8
-29.0
-28.8

-22.8 (3.3)
-23.8 (2.7)
-24.0 (3.9)
-23.8 (1.9)

-22.2 (11.9)
-21.0 (11.8)
-21.4 (11.3)
-25.1 (3.8)

1
2
3
4
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2. การศึกษากระบวนการทําแหงวัคซีนไวรัสอางอิงมาตรฐาน
 2.1 ศกึษากระบวนการทาํแหงวคัซนีไวรสัอางองิมาตรฐานเบือ้งตน โดยระบรุุนการผลติเปน JE260118 
มาวิเคราะหลักษณะทางกายภาพ พบวาสตูรตาํรับที ่1-4 มลีกัษณะเปนผงแหงจบัตวัเปนกอนไมยบุตวั มีสชีมพอูอน
แสดงดังรูปที่ 4

 จากการตรวจวเิคราะหปรมิาณน้ําตอน้ําหนัก
สตูรละ 3 ครัง้ ไดคาเฉลีย่ของสตูรตาํรบัที ่1-4 เทากบั 
0.04, 0.41, 0.35 และ 0.56% ตามลาํดบั ซึง่ทุกสตูร
ตาํรับเปนไปตามเกณฑกําหนดคอื ไมมากกวา 3% และ
ผลการทดสอบระยะเวลาการละลายสตูรตาํรับละ 3 คร้ัง 
ไดคาเฉลีย่ของสตูรตํารับที ่1-4 เทากบั 122.67, 130.33, 
124.33 และ 127.67 วนิาที ตามลําดบั ซึง่ทกุสตูรตาํรบั
เปนไปตามเกณฑกําหนดคือ ไมมากกวา 180 วินาที

 2.2 ศึกษากระบวนการทําแหงวัคซีนไวรัส
อางอิงมาตรฐานจากสูตรตํารับที่ผานเกณฑในขอ 2.1 
พบวาทั้ง 4 สูตร ผานเกณฑขอกําหนดทั้งหมด จึงนํา
มาทําการศึกษาท้ัง 4 สูตร โดยเตรียมสูตรตํารับละ 
50 ขวด และระบุรุนการผลิตเปน JE010318 ซึ่งผล
การทดสอบลักษณะทางกายภาพดวยตาเปลา พบวา
สตูรตาํรับที ่1-4 มีลกัษณะเปนผงแหงจับตัวเปนกอน
ไมยุบตัว มีสีชมพูออนแสดงดังรูปที่ 5

 จากการตรวจวเิคราะหปรมิาณนํา้ตอน้ําหนกั
สูตรตํารับละ 3 ครั้ง ไดคาเฉลี่ยของสูตรตํารับที่ 1-4 
เทากับ 1.10, 0.50, 0.77 และ 0.51% ตามลําดับ 
ซึง่ทุกสูตรตาํรบัเปนไปตามเกณฑกาํหนดคือ ไมมากกวา 

3% และผลการทดสอบระยะเวลาการละลาย
สูตรตํารับละ 3 ครั้ง ไดคาเฉลี่ยของสูตรตํารับที่ 1-4 
เทากับ 122.67, 93.67, 127.67 และ 150.33 วินาที 
ตามลําดับ ซึ่งทุกสูตรตํารับเปนไปตามเกณฑกําหนด

สูตรตํารับที่ 4สูตรตํารับที่ 3สูตรตํารับที่ 2สูตรตํารับที่ 1

รูปที่ 4 ลักษณะทางกายภาพของวัคซีนไวรัสอางอิงมาตรฐานสูตรตํารับที่ 1-4 ในการทดสอบทําแหงเบื้องตน

สูตรตํารับที่ 4สูตรตํารับที่ 3สูตรตํารับที่ 2สูตรตํารับที่ 1

รูปที่ 5 ลักษณะทางกายภาพของวัคซีนไวรัสอางอิงมาตรฐาน สูตรตํารับที่ 1-4 ในการทดสอบการทําแหง
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คือ ไมมากกวา 180 วินาที และผลการตรวจคา
ความแรงของวัคซีนไวรัสอางอิงมาตรฐานกอนและ
หลังการทําแหงแบบเยือกแข็ง เพ่ือคํานวณรอยละ

ของการสูญเสียไวรัสระหวางขั้นตอนการทําแหง
แบบเยือกแข็ง และการศึกษาความคงตัวท่ีอุณหภูมิ 
37 ºC เปนเวลา 7 วัน ดังตารางที่ 4

 คาความแรงกอนการทําแหง สตูรตาํรบัท่ี 3 
มีคาความแรงสูงที่สุด 6.30 log PFU/0.5 ml แต
หลงัจากผานกระบวนการทาํแหงแลว พบวา คาความแรง
ของสตูรตาํรบัที ่3 มคีาความแรงลดลงมากทีส่ดุ 0.18 
log PFU/0.5 ml และพบวาสูตรตํารับ 1 และสูตร
ตาํรบั 2 มคีาความแรงลดลงนอยท่ีสุด 0.02 log PFU/
0.5 ml อยางไรก็ตาม เมื่อทําการเก็บวัคซีนหลังการ
ทําแหงทุกสูตรที่ 37 ºC เปนเวลา 7 วัน พบวา สูตร
ตํารับที่ 4 มีคาความแรงลดลงนอยที่สุด คือ 1.35 log 
PFU/0.5 ml

อภิปรายผล
         อณุหภมูกิอนวิเคลยีสผลกึ มีรอยละสมัประสทิธิ์
ความแปรปรวนสูงคอือยูในชวง 3.8-11.9% แตอณุหภมูิ
ท่ีเกิดการยบุตวั มรีอยละสมัประสทิธิค์วามแปรปรวน
ต่ํากวาคอือยูในชวง 1.9-3.9% เม่ือทาํการสงัเกตภายใต
กลองจุลทรรศน พบวาสอดคลองกบัรายงานกอนหนานี้
ซึง่รายงานวา ไมสามารถควบคุมอุณหภมูกิอนิวเคลียส
ผลึก และไมมีความสัมพันธที่ชัดเจนระหวางอุณหภูมิ
กอนวิเคลยีสผลกึและอณุหภมิูทีเ่กดิการยบุตวั ตวัอยาง
เชน bovine serum albumin (BSA)/ซโูครส (20/80) 
อณุหภมูกิอนวิเคลยีสผลกึมคีวามแตกตาง 6 ºC ระหวาง
การวดัทีเ่หมอืนกนัสองครัง้ แตอณุหภมูทิีเ่กดิการยบุตวัที ่
-29.2 และ -29.5 ºC ตามลําดับ ในทางตรงกันขาม
สวนผสมของ Human serum albumin (HSA)/
ทรีฮาโลส (50/50) อุณหภูมิกอนิวเคลียสผลึกเกือบ
เทากันสําหรับการทดลองซํ้า แตอุณหภูมิที่เกิดการ
ยบุตวักลบัแตกตางกนัมากกวา 2 ºC16 อยางไรกต็าม

ในการทําแหงแบบเยือกแข็งจะตองทําใหตัวอยาง
อยูในสถานะของแขง็อยางสมบรูณ1 โดยผูวิจยักาํหนด
อุณหภูมิที่ใชในขั้นตอนทําใหเยือกแข็งที่อุณหภูมิ 
-50 ºC ซึ่งตํ่ากวาอุณหภูมิกอนิวเคลียสผลึกของทุก
สตูรตาํรบัเพือ่ใหวคัซนีไวรัสอางองิมาตรฐานมสีถานะ
ของแข็งอยางสมบูรณทุกขวด การทดสอบวัคซีน
ทั้งสองรุนการผลิตพบวาลักษณะทางกายภาพเมื่อ
สังเกตดวยตาเปลามีลักษณะที่ดี ไมเกิดการยุบตัว 
มีปริมาณนํ้าตอนํ้าหนัก และมีระยะเวลาการละลาย
อยูในเกณฑกาํหนด เนือ่งไดกาํหนดใหอณุหภูมทิาํแหง
ขั้นตนตํ่ากวาอุณหภูมิที่เกิดการยุบตัว สอดคลองกับ
การศกึษากอนหนาคอือณุหภมูขิองผลติภณัฑในขัน้ตอน
การทาํแหงแบบเยอืกแข็งขัน้ตนสงผลตอลกัษณะและ
คุณภาพของผลิตภัณฑ หากอุณหภูมิสูงเกินกวา
อณุหภูมทิีเ่กิดการยุบตัว ทาํใหเกิดการหดตัวหรอืยุบตวั
ของผลติภณัฑอยางรนุแรง และพบวามรีะดบัปรมิาณนํา้
ตอนํ้าหนักสูงข้ึน รวมถึงระยะเวลาในการละลาย
เพิ่มขึ้นและมีผลิตภัณฑบางสวนที่จะไมละลายอยูใน
สารละลาย17-18 การทดสอบความแรงท่ีลดลงจาก
การทาํแหงแบบเยือกแข็งคอืมากทีส่ดุ 0.18 log PFU/
0.5 ml อยูในระดับใกลเคียงกับรายงานการศึกษา
กอนหนานีก้ารทาํแหงไวรสัโรตาซโีรทยัปเดีย่ว สาํหรบั
การประเมินความคงตัวในสภาวะเรง พบวามีการ
สญูเสยีความแรงสงูสดุเทากับ 1.54 log PFU/0.5 ml 
ซึง่เปนผลจากการเกบ็ไวทีอ่ณุหภมูสิงูทีไ่มใชอณุหภมูิ
จัดเก็บ (-20 ºC) โดยปจจุบันยังไมมีเกณฑกําหนดนี้
จากองคการอนามัยโลก19-20 สําหรับการผลิตวัคซีน
ไวรสัอางองิมาตรฐาน ความคงตวัเปนปจจยัทีส่าํคญัใน

ตารางที่ 4 ผลการตรวจคาความแรงของวัคซีนไวรัสอางอิงมาตรฐาน

สูตรตํารับที่ 4สูตรตํารับที่ 3สูตรตํารับที่ 2

คาความแรง log PUF/0.5 ml

สูตรตํารับที่ 1
ขั้นตอน

6.28
6.11 (0.17)
4.76 (1.35) 

6.30
6.12 (0.18)
4.75 (1.37)

6.23
6.21 (0.02)
4.72 (1.49)

6.19
6.17 (0.02)
4.63 (1.54)

กอนทําแหง
หลังทําแหง (ลดลง)
ความคงตัว (ลดลง)
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การพิจารณาเนื่องจากความใชไดของวัคซีนไวรัส
อางองิมาตรฐานจะขึน้อยูกับคาความแรงอยูในเกณฑ
กําหนดตลอดอายุการใชงาน ซึ่งจากผลการทดสอบ
ความคงตัวพบวาความแรงที่ลดลงจากการเก็บที่
อณุหภูมิ 37 ºC เปนเวลา 7 วนั แปรผกผนักับปรมิาณ
นํา้ตาลแลคโตสในสูตรตํารบักลาวคอืมปีรมิาตรนํา้ตาล
แลคโตสมากทาํใหความคงตวัสูง ดงันัน้สตูรตาํรบัท่ี 4 
จึงเปนสูตรตํารับที่เหมาะสมในการจัดเตรียมวัคซีน
ไวรัสอางอิงมาตรฐานตอไป

สรุปผล
 วิธีการหาคาปจจัยท่ีสําคัญของการทําแหง
แบบเยอืกแขง็ สาํหรบัวคัซนีไวรสัอางอิงมาตรฐานดวย
กลองจุลทรรศนควบคุมอุณหภูมิ มีความเหมาะสม
ในกาํหนดอณุหภมูทิาํแหงขัน้ตน คอือณุหภมูไิมสงูเกนิ
จนกระทั่งตัวอยางเกิดการยุบตัว และไมตํ่าเกินไป
ท่ีทาํใหระยะเวลาในการทาํแหงแบบเยอืกแขง็เพิม่ขึน้ 
ชวยลดเวลาและปรมิาณตวัอยางทีใ่ชในการหาสตูรตาํรบั
และสภาวะท่ีเหมาะสม ซึ่งเปนการตอบวัตถุประสงค
ของงานวิจัย และมีความเหมาะสมท่ีกําหนดเปน
มาตรฐานวิธีการหาคาปจจัยที่สําคัญของการทําแหง
แบบเยือกแข็ง สําหรับวัคซีนไวรัสอางอิงมาตรฐาน
ดวยกลองจุลทรรศนควบคุมอุณหภูมิ

ขอเสนอแนะ
 สตูรตํารบัของวัคซีนปองกนัโรคไวรสัไขสมอง
อกัเสบทีเ่ปนตวัอยางของการศึกษาน้ี อาจตองพจิารณา
ทําการศึกษาวิจัยเพื่อปรับสูตรตํารับใหมีความคงตัว 
สําหรับใชกรณีการขนสงท่ีอุณหภูมิท่ีสูงกวาอุณหภูมิ
ที่ใชในการจัดเก็บ 
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