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           Abstract
Background: Bacterial endotoxins, the pyrogens derived from gram-negative bacteria, 
are heat-stable and can contaminate vaccine, injectable drug, and medical device 
products for human and veterinary use during manufacturing. The Limulus Amebocyte 
Lysate (LAL) method for analyzing the endotoxin determination uses a lysate of horseshoe 
crab blood, which has a high post-bleeding mortality rate. In accordance with the 3Rs 
principle of animal welfare, there has been a global effort to find a replacement for the 
use of animals. A recombinant factor C (rFC) assay has been developed as a replacement 
for the horseshoe crab lysate assay. Currently, the European and United State Pharma-
copoeias have recognized it as a standard method.

Objectives: To study the validation of the recombinant factor C method for analyzing 
the endotoxin determination for use as a standard method in quality control of biological 
products to cover all analytical methods in European and United Stated pharmacopoeias.
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Methods: This experimental research was conducted from October 2022 to December 
2023 for validation of the endotoxin determination using recombinant factor C method 
in the parameters such as linearity, accuracy and precision (repeatability and reproducibility 
by different days and analyst).

Results: The study found that the method demonstrated a linear relationship between 
the measured values and the concentration of the standard with a correlation coefficient 
of ≥ 0.980. The accuracy was assessed by spiking known concentrations of endotoxin into 
samples, the % recovery was within the acceptance criteria of 50-200%. The precision 
was evaluated by repeatability and intermediate precision studies. The coefficient of 
variation (CV) of % recovery was less than 25%. It could be used as a standard method 
for conducting the endotoxin determination in human vaccine and monoclonal antibody 
products. However, plasma-derived or blood products could not be analyzed due to 
interference from the samples.

Conclusions: The recombinant factor C method, which has been studied for its accuracy, 
is suitable and reliable. It can be used as a standard method for analyzing the quality 
of vaccines and monoclonal antibodies sold in Thailand.

Keywords: bacterial endotoxin, recombinant factor C, vaccine, monoclonal antibody

            บทคัดยอ
ความสําคัญ: Bacterial endotoxin เปนสารกอไขเกิดจากแบคทีเรียแกรมลบซึ่งทนตอความรอนไดดี 

อาจปนเปอนอยูในผลิตภัณฑวัคซีน ยาฉีด เครื่องมือแพทยที่ใชสําหรับมนุษยและสัตวในระหวางการผลิต 

เดิมวิธีที่ใชตรวจวิเคราะหปริมาณเอนโดท็อกซินตองใชสารสกัดจากเลือดแมงดาทะเลซึ่งมีอัตราการตาย

ของแมงดาทะเลหลังการเจาะเลือดสูง ทั่วโลกจึงพยายามหาวิธีทดแทนการใชสัตวตามหลักการ 3Rs 

จงึไดพฒันาวธิกีารวเิคราะหโดยการสงัเคราะห recombinant factor C (rFC) เพือ่ทดแทนการใชสารสกดั

จากเลือดแมงดาทะเล และปจจุบันตํารายายุโรปและอเมริกาใหการยอมรับเปนวิธีมาตรฐานแลว 

วัตถุประสงค: เพื่อศึกษาความถูกตองของวิธีวิเคราะหปริมาณเอนโดท็อกซินดวยวิธี recombinant 

factor C สาํหรบัใชเปนวธิมีาตรฐานในการควบคมุคณุภาพชวีวตัถใุหครอบคลมุทุกวธิกีารตรวจวเิคราะห

ในตํารายายุโรปและอเมริกา

วิธีการวิจัย: เปนการศกึษาเชงิทดลอง (experimental research) ระหวางเดอืนตลุาคม 2565 ถงึเดอืน 

ธนัวาคม 2566 ในการตรวจสอบความถกูตองของวธิวีเิคราะหปรมิาณเอนโดท็อกซนิดวยวิธี recombinant 

factor C ในพารามเิตอร การทดสอบความสมัพนัธเชงิเสน การทดสอบความแมน การทดสอบความเทีย่ง

โดยการวิเคราะหซํ้าภายในวันเดียวกัน วิเคราะหตางวัน และตางนักวิเคราะห 
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บทนํา
 ยาชีววัตถุ (biological products) เปน

ยาแผนปจจบุนัซึง่ผลติจากสิง่มีชีวิตโดยกระบวนการ

เพาะเลี้ยงจุลินทรียหรือเซลลชั้นสูง (eukaryotic 

cells) การสกัดสารจากเนื้อเยื่อสิ่งมีชีวิตทั้งมนุษย 

สัตว และพืช(extraction of substances from 

biological tissues including human, animal, 

and plant tissues(allergens)) เทคนิคดีเอ็นเอ

สายผสม (recombinant DNA or rDNA 

techniques) เทคนคิการผสมตางพันธุ (hybridoma 

techniques) การขยายพันธุจุลินทรียในตัวออน

หรอืในสัตว (propagation of microorganisms 

in embryo or animals) การสกัดหรือแยก

จากเลือดและพลาสมา (derived from blood 

and plasma) หรือกระบวนการอื่นที่รัฐมนตรี

กาํหนดเพิม่เติมโดยประกาศในราชกิจจานเุบกษา1 

ซึ่งยากลุมนี้มีบทบาทในการปองกัน วินิจฉัย และ

รักษาโรค ไดแก วัคซีนและชีววัตถุเพื่อการรักษา

ท่ีเปนผลิตภัณฑเลือด สารกอภูมิแพ ผลิตภัณฑ

เซลลบาํบดั รวมทัง้โปรตนีหรอืเปปไทดทีผ่ลติดวย

เทคโนโลยีชีวภาพ เชน โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

อินเตอรเฟอรอน เปนตน ท้ังนี ้ในกระบวนการผลติ

ชีววัตถุนั้นอาจมีการปนเปอนแบคทีเรียเอนโด

ท็อกซิน (bacterial endotoxin) ซึ่งเปนสารพิษ

หรอืสารกอไขทีอ่ยูบรเิวณผนงัเซลลของแบคทเีรยี

แกรมลบ (gram negative bacteria) สามารถ

กระตุนระบบภมูคิุมกันของรางกายจากการกระตุน

เซลลเม็ดเลือดขาวใหหลั่งสารที่มีผลตอสมองสวน

ไฮโพทาลามัส (hypothalamus) ซึ่งควบคุม

อณุหภมูขิองรางกาย สงผลใหอณุหภมูขิองรางกาย

สูงขึ้น นอกจากนี้อาจทําใหเกิดอาการหนาวส่ัน 

หลอดเลือดผิวหนังหดตัว มานตาขยายใหญ 

การหายใจชาลง ความดันโลหติสงูขึน้ ปวดกลามเนือ้ 

คลื่นไสและออนเพลีย2-3 ซึ่งเอนโดท็อกซินเปนสาร

พวกลโิพพอลแิซ็กคารไรด (lipopolysaccharide) 

ถูกปลอยออกมาเม่ือเซลลแบคทีเรยีถูกทําลายหรอื

ผลการศึกษา: จากการศึกษาความถูกตองของวิธี พบวามีความเปนเสนตรงระหวางความสัมพันธของ

คาที่วัดไดและความเขมขนของสารมาตรฐานมากกวาหรือเทากับ 0.980 มีความแมนของวิธีวิเคราะห

จากการเตมิสารมาตรฐานทีค่วามเขมขนตาง ๆ ในตวัอยางอยูในเกณฑกาํหนดท่ี 50-200% วธิกีารทดสอบ

มีความเที่ยงจากการทําซํ้า และจากการเปลี่ยนปจจัยในการวิเคราะหโดยการทดสอบตางวันและตาง

นกัวเิคราะห โดยมคีาสัมประสิทธ์ิของการแปรปรวน (CV) ของ % recovery นอยกวา 25% แสดงใหเหน็

วิธีดังกลาวสามารถนํามาใชเปนวิธีมาตรฐานสําหรับการวิเคราะหปริมาณเอนโดท็อกซินในตัวอยางวัคซีน

และโมโนโคลนอลแอนตบิอดี ในขณะทีต่วัอยางทีผ่ลติจากผลิตภณัฑพลาสมามปีฏิกริยิารบกวนจากตวัอยาง

ทําใหไมสามารถตรวจวิเคราะหได

สรุป: การวิเคราะหปริมาณเอนโดท็อกซินดวยวิธี recombinant factor C ที่ผานการศึกษาความถูกตอง

ของวิธีมีความเหมาะสมและนาเช่ือถือได สามารถใชเปนวิธีมาตรฐานในการควบคุมคุณภาพผลิตภัณฑ

วัคซีนและโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําหนายในประเทศไทยได

คําสําคัญ: เอนโดท็อกซิน recombinant factor C วัคซีน โมโนโคลนอลแอนติบอดี
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ตาย และทนตอความรอนไดดี ดังนั้นในผลิตภัณฑ

วัคซีน ยาฉีด เครื่องมือแพทยที่ใชเปนยาสําหรับ

มนษุยและสตัวจงึตองมกีารตรวจสอบความปลอดภยั

จากสารดังกลาว ซึ่งวิธีที่ใชตรวจวิเคราะหปริมาณ

เอนโดท็อกซินมีหลายวิธีโดยแตละวิธีมีความไว

และใชเครื่องมือในการตรวจวัดที่แตกตางกัน 

โดยจะเกิดปฏิกิริยาจากเอนโดท็อกซินในตัวอยาง

ที่เปล่ียน factor C ในสารสกัดแมงดาทะเลเปน 

activated factor C ซ่ึงกระตุน factor B ใหกลาย

เปน activated factor B ที่ทําให proclotting 

enzyme เปลีย่นเปน clotting enzyme เพือ่ทาํ

ปฏกิริยิากบัสารตัง้ตน โดยสามารถวดัปฏกิริยิาได 

รูปที่ 1 ปฏิกิริยาระหวางวิธี LAL และ Recombinant Factor C5

ก ข

3 วิธี (LAL cascade) คือ (1) gel clot method 

เปนการวัดการแข็งตัวของเจลสามารถสังเกตดวย

ตาเปลา (2) turbidimetric method เปนการวดั

ความขุนของปฏิกิริยา และ (3) chromogenic 

method เปนการวัดความเขมของสีจากปฏกิริยิา 

แตอยางไรก็ตามทั้ง 3 วิธีมีขอจํากัด เนื่องจาก

ผลิตจากสิ่งมีชีวิตจึงมีความแปรปรวนจากการผลิต 

และอาจเกิดผลบวกปลอม (false positive) จาก

ตวัอยางทีม่ ีß-glucan ทีเ่ปลีย่น factor G ใหเปน 

active factor G ที่สามารถกระตุน proclotting 

enzyme ไดเชนเดียวกับ active factor B2,4-5 

ดังรูปที่ 1 (ก)

 ในอุตสาหกรรมยาหรือชีวทางการแพทย 

พบการนําสารสกัดจากเลือดแมงดาทะเลมาใช

ในการตรวจวิเคราะหเอนโดท็อกซินในตัวอยาง

ตั้งแตป ค.ศ. 1970 ทําใหเกิดผลกระทบตอความ

อนุรักษนิยมจากการใชสัตว และในป ค.ศ. 2022 

พบวาชายฝงแอตแลนติกมีการใชแมงดาทะเล

มากถงึ 911,826 ตวั สาํหรบัใชในชวีการทางแพทย 

โดยมี 5 บริษัทใชสารสกัดจากเลือดแมงดาทะเล

ในการตรวจเอนโดทอ็กซนิในตวัอยาง ซึง่มากกวา

ทีพ่บในป ค.ศ. 2021 ถงึรอยละ 20 และถงึแมจะมี

การปลอยแมงดาทะเลคนืสูธรรมชาตหิลงัเจาะเลอืด

แลวก็ตามแตพบวา มีแมงดาทะเลบางสวนตาย

ทั้งระหวางการจับและหลังเจาะเลือดคิดเปน

รอยละ 156-7 ดังน้ัน ทัว่โลกจงึมคีวามพยายามทีจ่ะ

ลดการใชสตัวตามหลกัการ 3Rs คือ (1) Reduction 

คือ การลดจํานวนสัตวทดลองเพื่อใหใชนอยที่สุด
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ทีไ่มสงผลกระทบตอการทดสอบ (2) Refinement 

คือ การลดความเจ็บปวดและความทุกขทรมาน

ของสัตวทดลอง และ (3) Replacement คือ

การทดแทนการใชสัตวทดลองดวยวิธีอื่น ซึ่งในป 

ค.ศ. 1997 Ling Ding Jeak และ Bo How 

ไดสังเคราะห recombinant factor C (rFC) 

เพือ่พฒันาวิธีการวิเคราะหเอนโดทอ็กซนิโดยไมตอง

ใชสัตว7 ตอมามีหลายบริษัทไดพัฒนาวิธีนี้เปนวิธี

ทางเลือกทดแทนการตรวจวิเคราะหที่ใชสารสกัด

จากแมงดาทะเล โดยสารที่สังเคราะหน้ีเมื่อทํา

ปฏกิริยิากบัเอนโดทอ็กซนิจะเปลีย่นเปน activated 

rFC และวัดการเกิดปฏิกิริยาจากการทําปฏิกิริยา

การเรอืงแสงกบัสารตัง้ตน (fluorogenic substrate) 

ดังรูปที่ 1 (ข)4-8 ซึ่งปจจุบันหลายประเทศ เชน 

สหรัฐอเมริกา เยอรมนี สาธารณรัฐประชาธิปไตย

ประชาชนจีน มีชุดนํ้ายาทดสอบสําเร็จรูปในการ

ตรวจวิเคราะหปริมาณเอนโดท็อกซิน 

 สถาบนัชวีวตัถใุนฐานะหนวยงานควบคุม

กํากบัภาครฐัทีท่าํหนาทีค่วบคมุคุณภาพการตรวจ

วเิคราะหทางหองปฏบิตักิารของวคัซนีและชวีวตัถุ

ของประเทศ ระบใุหมีวธิตีรวจสอบทีม่ปีระสทิธิภาพ 

เพือ่ใหม่ันใจวาประชาชนไดรับผลติภณัฑทีมี่คณุภาพ

และปลอดภยัตามมาตรฐานสากล ซึง่เดมิวธิมีาตรฐาน

ในการตรวจวิเคราะหดานความปลอดภัยดวยการ

ตรวจหาปริมาณเอนโดท็อกซินที่ระบุในตํารายา

ยโุรปและอเมรกิา (European Pharmacopoeia 

and United Stated Pharmacopoeia) คือ 

วิธี LAL (gel clot method, turbidimetric 

method และ chromogenic method) โดย

สถาบันชีววัตถุใชวิธี turbidimetric method 

เปนวธิทีีใ่ชทดสอบประจํา สําหรับวธิ ีRecombinant 

Factor C เปนวธีิใหมทีม่กีารประกาศใชในตาํรายา

ยุโรปและอเมริกาแลว9-10 ซึ่งวิธีดังกลาวมีแนวโนม

ท่ีผูผลิตจะนํามาใชในการตรวจวิเคราะหและ

มีความสอดคลองตามหลักการสากล 3Rs ดังนั้น

เพือ่ใหทันตอเทคโนโลยท่ีีเปลีย่นแปลง จึงไดศกึษา

ความถูกตองของวิธีดังกลาวขึ้น ซึ่งการเลือกใช

ชุดนํ้ายาทดสอบสําเร็จรูปนั้นมาจากการทบทวน

วรรณกรรม และศึกษาสภาวะเบื้องตน โดยเลือก

ชุดนํ้ายาทดสอบสําเร็จรูปท่ีมีความเหมาะสมท้ัง

คณุภาพ ราคา และทีสํ่าคญัสามารถใชกบัเครือ่งมอื

ท่ีมีอยูในหนวยงาน รวมท้ังมีตัวแทนจําหนายใน

ประเทศไทย

วัตถุประสงค
 1. ศึกษาความถูกตองของวิธีวิเคราะห

ปริมาณเอนโดท็อกซินในชีววัตถุดวยวิธี recom-

binant factor C สําหรับใชเปนวิธีมาตรฐานที่

ทดแทนการใชสารสกัดจากสตัวในการตรวจวิเคราะห 

 2. เพิ่มศักยภาพในการควบคุมคุณภาพ

ชีววัตถุใหครอบคลุมทุกวิธีการตรวจวิเคราะห

ปริมาณเอนโดท็อกซินในตํารายาสากล

ระเบียบวิธีวิจัย
วิธีวิจัย 

 เปนการศกึษาเชงิทดลอง (experimental 

research) ระหวางเดอืนตลุาคม 2565 ถงึธนัวาคม 

2566 เพ่ือตรวจวิเคราะหหาปรมิาณเอนโดท็อกซนิ

ดวยวิธี recombinant factor C โดยการวัดคา

การกระตุนและการเรืองแสงที่ความยาวคลื่น 

(excitation และ emission) 380 และ 440 

นาโนเมตร (nm) ณ เวลา 0 นาที และ 60 นาที 

เพือ่วเิคราะหและคาํนวณหาปรมิาณเอนโดทอ็กซนิ

ในตัวอยางโดยเทียบคาเอนโดท็อกซินในตัวอยาง

กับกราฟมาตรฐาน (standard curve)
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กลุมตัวอยาง

 เลือกตัวอยางชีววัตถุเพื่อเปนตัวแทน

ในกลุมโมโนโคลนอลแอนติบอดี และผลิตภัณฑ

พลาสมาคือ ยี่หอ A และยี่หอ B ตามลําดับ

เครื่องมือ

 1. ชดุทดสอบ Pyrogene® Recombinant 

Factor C (rFC) (Cat. no. 50-658U, Lonza) 

เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 2-8 oC ซึ่งประกอบดวยเอนโด

ท็อกซินมาตรฐาน E. coli O55:B5 Endotoxin 

20 EU/ml, rFC enzyme solution, fluorogenic 

substrate, rFC assay buffer และLimulus 

Amebocyte Lysate (LAL) reagent water 

ทีต่องวางทิง้ไวทีอุ่ณหภมูหิองกอนนาํมาใชอยางนอย 

1 ชั่วโมง

 2. เครื่องมือ เคร่ืองแกว และอุปกรณ 

ไดแก เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสงไมโครเพลท 

รุน SpectraMax iD5 (Molecular devices®, 

USA) ที่มีโปรแกรม SoftMax® Pro version 7, 

หลอดแกวที่ปราศจากไพโรเจน (Cat. no. N207, 

Lonza), เพลทใส 96 หลุม ชนดิปราศจากไพโรเจน 

(Cat. no. 3599, Corning®, USA), LAL reagent 

reservoirs (Cat. no. 00190035, Lonza)

ขั้นตอนการศึกษา

 1. การเตรียมสารและตัวอยาง

    1.1 เตรียมเอนโดท็อกซินมาตรฐาน 

E. coli O55:B5 Endotoxin 20 EU/ml โดยใช

ปริมาตรตามที่กําหนดในใบรับรองของชุดทดสอบ

แตละรุน แลวนํามาเจือจางดวย LAL reagent 

water ในหลอดแกวที่ปราศจากไพโรเจนใหได

ความเขมขน 0.005, 0.05, 0.5 และ 5.0 EU/ml 

เพื่อใชเปนกราฟมาตรฐานสําหรับเทียบคาของ

ตัวอยาง โดยมีเกณฑยอมรับของกราฟมาตรฐาน

คือ คาสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ (correlation 

coefficient: r) ตองมากกวาหรือเทากับ 0.98011 

คา slope ตองอยูระหวาง 0.500 ถึง 1.110 คา 

Y-intercept ตองอยูระหวาง 6.250 ถึง 8.750 

คาสัมประสิทธิ์ของการแปรปรวน (CV) ของการ

ทําซํ้าตองไมเกิน 25% 

    1.2 เตรยีมตวัอยางโดยทาํการเจอืจาง

ตวัอยางดวย LAL reagent water ใหมคีวามเขมขน

ไดไมเกินกวาคาความเจือจางสูงสุดของตัวอยาง

ท่ียงัใหความถูกตอง (Maximum Valid Dilution:

MVD)9-11 โดยตองมีการทดสอบสภาวะเบื้องตน

เพื่อใหไดคาเจือจางที่เหมาะสมสําหรับนําไปใช

ในการทดสอบความถูกตองของวิธีตอไป โดยมี

สูตรคํานวณ ดังนี้

    1.3 เตรียม positive product control 

โดยใชเอนโดท็อกซินมาตรฐานที่ความเขมขน 

5.0 EU/ml สําหรับเติมในตัวอยาง (spike) เพ่ือ

ทดสอบวาในตัวอยางมีกลไกการขัดขวางหรือเพิ่ม

ปฏิกิริยาระหวาง recombinant factor C และ

เอนโดท็อกซินหรือไม โดยการคํานวณเทียบกัน

ระหวางปรมิาณเอนโดทอ็กซนิทีว่ดัไดจากการเตมิ

เอนโดทอ็กซนิมาตรฐานทีท่ราบคา และในตัวอยาง

ที่ไมไดเติมเอนโดท็อกซินมาตรฐาน 

 2. วธิกีารวเิคราะหปรมิาณเอนโดทอ็กซนิ 

โดยนาํ LAL reagent water (สาํหรบัใชเปน blank) 

และสารมาตรฐานที่ความเขมขน 0.005 – 5.0 

EU/ml มาใสลงเพลทใส 96 หลุม ชนิดปราศจาก

ไพโรเจน ความเขมขนละ 100 ไมโครลิตร (µl) 

          MVD  =   เกณฑกําหนดของตัวอยาง x ความเขมขนของตัวอยาง     เทา 

                 ความไวของนํ้ายาที่ใช
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จํานวน 3 ซ้ํา สําหรับการ spike จะใสตัวอยาง 

100 µl จํานวน 3 ซํ้า และใส positive product 

control 11 µl เพื่อใหไดความเขมขนสุดทาย

ของเอนโดท็อกซินในตัวอยางเทากับ 0.5 EU/ml 

นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 ± 1 oC เปนเวลา 10 นาที 

และเติม working reagent ที่มีองคประกอบของ 

fluorogenic substrate, rFC assay buffer และ 

rFC enzyme solution ในอัตราสวน 5 : 4 : 1 

ตามลําดับ โดย recombinant factor C ในชุด

ทดสอบจะถกูกระตุนดวยเอนโดท็อกซินในตวัอยาง 

แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 ± 1 oC เปนเวลา 60 

นาที และวัดคาการกระตุนและการเรืองแสงที่

ความยาวคลืน่ 380 และ 440 nm ณ เวลา 0 นาท ี

และ 60 นาที11    

 3. การหาคาการเจือจางที่เหมาะสมของ

ตัวอยาง จะเลือกคาเจือจางที่นอยที่สุดที่มีคา % 

recovery อยู ในชวง 70 -160 % ซึ่งเปนชวงคา

ที่มีความคงตัวและเหมาะสมสําหรับใชในการ

ทดสอบความถูกตองของวิธี12 และตองมีคา CV 

จากการทําซํ้าไมเกิน 25%

 4. การศกึษาความถูกตองของวธิวีเิคราะห

    4.1 การทดสอบความสัมพันธเชิงเสน 

(linearity) โดยใชเอนโดท็อกซินมาตรฐานที่ความ

เขมขน 0.005, 0.05, 0.5 และ 5.0 EU/ml โดยทํา

การทดสอบอยางนอย 3 ครั้ง คา correlation 

coefficient ของกราฟสารมาตรฐานตองมีคา

มากกวาหรอืเทากับ 0.980 และ CV ของการทําซํา้

ตองไมเกิน 25%11 

    4.2 การทดสอบความแมน (accuracy) 

โดยเติมเอนโดท็อกซินมาตรฐานที่ความเขมขน 

0.05, 0.5 และ 2.0 EU/ml ลงในตัวอยาง และ

ทําการทดสอบตัวอยางละ 3 ซ้ํา และคํานวณ 

คา % recovery ของการทดสอบในแตละความ

เขมขน 

    4.3 การทดสอบความเท่ียง (precision) 

         4.3.1 วเิคราะหซํา้ภายในวนัเดยีวกัน 

(repeatability) วิเคราะหปริมาณเอนโดท็อกซิน

ในตัวอยางซํ้าภายในวันเดียวกันจํานวน 6 ครั้ง 

และนําผลการวิเคราะหมาคํานวณคา CV ของ 

% recovery โดยตองมคีาอยูในเกณฑไมเกนิ 25%

         4.3.2 วิเคราะหตางวันและตาง

นกัวิเคราะห (intermediate precision) วิเคราะห

ปริมาณเอนโดท็อกซินในตัวอยางโดยวิเคราะห

ตางวันจํานวน 3 วัน และผูวิเคราะห 2 คนๆ ละ 

3 ครั้ง นําผลการวิเคราะหมาคํานวณคา CV ของ 

% recovery โดยตองมคีาอยูในเกณฑไมเกนิ 25% 

การวิเคราะหขอมูล 

 1. วเิคราะหความสมัพนัธของ log ความ

เขมขนของสารมาตรฐาน กับ log ของคาเฉลี่ย

ความแตกตางของคาที่วัดได ณ เวลา 0 และ 60 

นาที (∆RFU) เพื่อหา correlation coefficient 

โดยใชฟงกชัน CORREL slope โดยใชฟงกชัน 

SLOPE และ Y-Intercept โดยใชฟงกชนั INTERCEPT 

ซึ่งมีเกณฑกําหนดตองไดคาที่มากกวาหรือเทากับ 

0.980, 0.500 ถึง 1.110 และ 6.250 ถึง 8.750 

ตามลาํดับ โดยเกณฑดงักลาวกําหนดจากการศกึษา

สภาวะที่เหมาะสมเบ้ืองตนของการใชชุดทดสอบ

และเครื่องมือกอนหนานี้

 2. วิเคราะหปรมิาณเอนโดท็อกซิน โดยใช

สมการจาก  the 4th order polynomial ระหวาง 

log ความเขมขนของสารมาตรฐานกับ log ของ

คาเฉลี่ยความแตกตางของคาท่ีวัดได13 ณ เวลา 0 

และ 60 นาที (∆RFU) และเทียบคาเอนโดท็อกซิน

ในตัวอยางกับกราฟมาตรฐาน ดังรูปที่ 2
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รูปที่ 2 ความสัมพันธระหวาง log ความเขมขนของสารมาตรฐานกับ log ของคาเฉลี่ยความแตกตาง

ของคาที่วัดได ณ เวลา 0 และ 60 นาที (∆RFU)

 จากกราฟ คา R² = 1 เปนคาท่ีคาํนวณโดย

ใชวธิกีารประมาณคาแบบ 4th order polynomial 

วธิกีารนีม้คีวามเหมาะสมกับขอมูล linear regres-

sion โดยเฉพาะอยางยิง่เมือ่ใชวธิกีารประมาณคา

แบบ polynomial ที่มีลําดับสูงขึ้น สําหรับ

งานวิจัยนี้เลือกใชที่ลําดับที่ 4 ประกอบกับขอมูล

ชดุวเิคราะหมแีนวโนมเขาใกลเสนตรง สมการ 4th 

order polynomial นีส้ามารถสรางกราฟเสนโคง

ที่แนบกระชับกับขอมูลไดดีกวาเมื่อเปรียบเทียบ

กับวิธี linear regression นอกจากนี้ยังมีการใช

ความเขมขนของสารมาตรฐาน 4 ความเขมขน 

ซึ่งชวยใหกราฟเสนโคงสามารถตัดผานจุดขอมูล

ทั้ง 4 จุด สงผลใหคา R² มีโอกาสเทากับ 1

 3. คํานวณคารอยละการคืนกลับ (% 

recovery) ของการทดสอบโดยมีเกณฑอยูในชวง 

50-200%9-11 จากสมการ

 % recovery = C1- C2 x 100
    C3

เมื่อ   C1 คือ ปริมาณเอนโดท็อกซินที่วัดไดใน

ตัวอยางที่เติมสารมาตรฐาน 

       C2 คือ ปริมาณเอนโดท็อกซินที่วัดไดใน

ตัวอยางที่ไมไดเติมสารมาตรฐาน

       C3 คือ ปริมาณเอนโดท็อกซินมาตรฐาน

ที่ทราบคาที่เติมในตัวอยาง

ผลการศึกษา
1. การหาคาการเจอืจางทีเ่หมาะสมของตวัอยาง

ที่ใชทดสอบ 

 จากการหาคาการเจือจางท่ีเหมาะสม

ของตัวอยางท่ีใชทดสอบ โดยเลอืกชวงการเจือจาง

จากประสบการณในการตรวจวิเคราะหปริมาณ

เอนโดท็อกซนิโดยวิธี turbidimetric ซ่ึงเปนวิธีการ

ทดสอบประจํา (routine test) ของหนวยงาน 

สําหรับตัวอยาง A ซึ่งเปนผลิตภัณฑในกลุมโมโน

โคลนอลแอนติบอดี จะทดสอบที่คาการเจือจาง 

1:10, 1:20 และ 1:50 ซึ่งพบวาคาการเจือจาง

ที่อยูในชวงเกณฑกําหนดคือ 1 : 20 และ 1 : 50 

จงึเลอืกคาการเจอืจางทีน่อยทีส่ดุทีม่คีา % recovery 

อยูในเกณฑคือคาการเจือจางท่ี 1:20 เปนคาการ

เจือจางที่ใชสําหรับการศึกษาความถูกตองของวิธี 

โดยมีคา CV ของ % recovery เทากับ 12.45% 

สาํหรับตัวอยางย่ีหอ B ซึง่เปนตัวอยางในผลติภณัฑ

พลาสมาโดยเจือจางที่ 1:5, 1:10, 1:50, 1:100, 

1:200, 1:300 และ 1:400 พบวาทกุคาการเจอืจาง

ไมสามารถวเิคราะห % recovery ได แมจะเจอืจาง

มากกวา MVD ท่ี 300 เทาแลวก็ตาม ซึ่งแสดงให

เห็นวามีสารบางอยางในตัวอยางรบกวนการเกิด

ปฏิกิริยา ดังนั้นจึงแกปญหาโดยอางอิงจากวิธีการ

ทดสอบหาปริมาณเอนโดท็อกซินในตัวอยางเลือด
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และผลิตภัณฑจากเลือดโดยวิธี turbidimetric 

และ chromogenic คอื วธีิที ่1 เตมิ pyrosperse 

ซึ่งเปนสารที่ใชจับกับตัวที่ยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา

ในผลิตภัณฑดังกลาวปริมาตร 0.025 ml ตอ

ตัวอยาง 5 ml14 และวิธีที่ 2 การใหความรอน 

(heat-inactivate) ในตัวอยาง โดยการเจือจาง

ตัวอยาง 1:10 นําไปแชในอางน้ํารอนที่อุณหภูมิ 

70 oC เปนเวลา 15 นาที15 และทําการเจือจางที่ 

1:100, 1:200, 1:300 และ 1:400 ผลการทดสอบ

พบวาทัง้ 2 วธิยีงัใหผล % recovery อยูนอกเกณฑ

กาํหนด ดงัตารางท่ี 1 ซึง่แสดงใหเห็นวาวิธีดงักลาว

ไมสามารถใชไดกับผลิตภัณฑเลือดและผลิตภัณฑ

ที่มาจากเลือดได ดังน้ันในการศึกษาความถูกตอง

ของวิธีวิเคราะหปริมาณเอนโดท็อกซินดวยวิธี 

recombinant factor C จะดําเนินการทดสอบ

เฉพาะตัวอยาง A ซ่ึงเปนตัวแทนของผลิตภัณฑ

ในกลุมโมโนโคลนอลแอนติบอดีเทานั้น

2. การตรวจสอบความถูกตองของวิธี

 ผลการทดสอบความสัมพันธเชิงเสนของ

เอนโดท็อกซินมาตรฐานที่ความเขมขน 0.005, 

0.05, 0.5 และ 5.0 EU/ml จากการทดสอบ 16 ครัง้ 

ที่เปนอิสระตอกัน และในแตละครั้งทดสอบ 3 ซํ้า

พบวาคา correlation coefficient (r) ของกราฟ

สารมาตรฐานมีคาอยูในชวง 0.980 – 1.000 และ

คา CV ของการทําซํ้าไมเกิน 25% ดังตารางที่ 2

ตารางที ่1  ผลของ % recovery ในตวัอยางผลิตภัณฑพลาสมาท่ีมีการปรับสภาพตัวอยางกอนการวเิคราะห

หมายเหตุ  invalid หมายถึง เครื่องไมสามารถอานคาไดเนื่องจากมีสารรบกวนปฏิกิริยา

  * หมายถึง คา MVD ของตัวอยางที่ไดจากการคํานวณ

ไมไดผาน

การปรับสภาพ

ตัวอยาง 

ผานการปรับ

สภาพตัวอยาง

ดวยการเติม 

pyrosperse

1:5

1:10

1:50

1:100

1:200

1:300*

1:400

1:100

1:200

1:300*

1:400

1:100

1:200

1:300*

1:400

Invalid

Invalid

Invalid

3.08

4.66

5.66

Invalid

0.67

21.81

28.04

41.33

42.26

 

3.79

6.77

6.32

Invalid

9.31

2.76

Invalid

31.80

46.66

57.22

65.30

 

8.27

2.55

4.14

6.78

Invalid

9.10

7.68

6.79

26.94

43.38

38.42

62.13

 

-

-

-

-

-

8.02

-

-

26.65

39.36

45.66

56.56

 

-

-

-

-

-

2.05

-

-

5.00

9.94

10.12

12.49

 

-

-

-

-

-

25.54

-

-

18.61

25.25

22.16

22.08

ผานการปรับ

สภาพตัวอยาง

ดวยการใช

ความรอน

ครั้งที่ 1
คาการเจือจาง

การเตรียม

ตัวอยาง ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3
คาเฉลี่ย SD %CV

% recovery
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ตารางที่ 2  ผลการทดสอบความสัมพันธเชิงเสนของกราฟมาตรฐาน

Correlation  coefficientครั้งที่Correlation  coefficientครั้งที่

1.0000

1.0000

0.9990

1.0000

0.9990

0.9990

0.9990

0.9990

9

10

11

12

13

14

15

16

0.9990

0.9990

0.9970

0.9990

1.0000

1.0000

0.9970

0.9980

1

2

3

4

5

6

7

8

ตารางที่ 3  ผลการทดสอบความแมนจากการใสเอนโดท็อกซินมาตรฐานที่ความเขมขนตาง ๆ

 ผลการทดสอบความแมนจากการเติมเอนโดท็อกซินมาตรฐานที่ความเขมขน 0.05, 0.5 และ 

2.0 EU/ml ลงในตัวอยางเทียบกับตัวอยางที่ไมไดเติมสารมาตรฐาน และทําการทดสอบจํานวน 3 คร้ัง 

พบวาคา % recovery ในแตละความเขมขนผานเกณฑกําหนดที่ 50-200% ดังตารางที่ 3

 ผลการทดสอบความเที่ยง (1) วิเคราะหซ้ําภายในวันเดียวจํานวน 6 คร้ัง พบวามีคา CV ของ 

% recovery เทากับ 9.28% (2) ผลการวิเคราะหตางวันและตางนักวิเคราะห พบวามีคา CV ของ 

% recovery เทากับ 7.25-11.35% และ 8.82% ตามลําดับ ซึ่งนอยกวา 25% ดังตารางที่ 4 และ 5

0.05

0.5

2

112.78

95.71

131.76

106.94

90.38

93.41

99.51

92.97

101.03

106.41

93.02

108.73

6.65

2.67

20.30

6.25

2.87

18.67

ความเขมขนเอนโดท็อกซิน
มาตรฐานที่เติมในตัวอยาง 

(EU/ml) ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 คาเฉลี่ย SD %CV

% recovery

ตารางที่ 4  ผลการทดสอบจากการทําซํ้าภายในวันเดียว

116.11 92.85 114.20118.81 122.58 116.88 113.57 10.54 9.28

ครั้งที่ 4 ครั้งที่ 5 ครั้งที่ 6ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3
คาเฉลี่ย SD %CV

% recovery
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 นอกจากนี้ผูวิจัยไดขยายผลโดยใชวิธี

ที่ผานการทดสอบความถูกตองของวิธีนี้แลวใน

ผลิตภัณฑวัคซีนและชีววัตถุที่มีการสงตรวจเพื่อ

ตรวจวิเคราะหในสถาบันและมีการตรวจวิเคราะห

ในผลติภณัฑสดุทายตามทีข่ึน้ทะเบยีนไวท่ีสาํนกังาน

คณะกรรมการอาหารและยา ไดแก ผลิตภัณฑ

โมโนโคลนอลแอนติบอดีจํานวน 10 ยี่หอๆ ละ 

1 รุนการผลิต วัคซีนปองกันไขสมองอักเสบเจอี

จาํนวน 1 ยีห่อ ๆ ละ 3 รุนการผลติ วัคซีนปองกัน

โรคไวรัสตับอักเสบบีจํานวน 2 ยี่หอ ๆ ละ 2 รุน

การผลติ พบวาวธิดีงักลาวสามารถตรวจหาปรมิาณ

เอนโดทอ็กซนิในตัวอยางโมโนโคลนอลแอนตบิอดี

ไดนอยกวา 0.25 EU/ml และมี % recovery 

เทากับ 57.33 – 98.87 ในขณะที่ตัวอยางวัคซีน 

พบวาวัคซีนปองกันไขสมองอักเสบเจอี จํานวน 

1 ยี่หอ 3 รุนการผลิต มีปริมาณเอนโดท็อกซินได

นอยกวา 0.05 EU/ml และม ี% recovery เทากบั 

94.93 – 106.27 วคัซนีปองกนัโรคไวรสัตับอักเสบบี

จํานวน 2 ย่ีหอๆ ละ 2 รุนการผลิต พบปริมาณ

เอนโดท็อกซินไดนอยกวา 8 EU/ml และมี % 

recovery เทากบั 64.25 – 104.88 วคัซีนปองกนั

โรคไอกรน 2 ยีห่อๆ ละ 2-3 รุนการผลติ พบปรมิาณ

เอนโดท็อกซินไดนอยกวา 25-150 EU/ml และ

มี % recovery เทากับ 70.09 – 128.76 และ

วัคซีนปองกนัโรคคอตบีจาํนวน 1 ยีห่อ 1 รุนการผลติ 

พบปรมิาณเอนโดทอ็กซนิไดนอยกวา 150 EU/ml 

และมี % recovery เทากบั 106.87 ซึง่ทุกผลติภัณฑ

มผีลการทดสอบอยูในเกณฑกาํหนดที ่% recovery 

50-200% และเกณฑขอกําหนดของผลิตภัณฑ 

ดงัตารางที ่6 ซึง่แสดงใหเหน็วาวธิดีงักลาวสามารถ

ตรวจวิเคราะหไดในผลิตภัณฑวัคซีนและโมโน

โคลนอลแอนติบอดี

ตารางที่ 5  ผลการทดสอบตางนักวิเคราะหและตางวัน

110.83

90.38

92.97

105.15

94.41

108.72

A 100.41 8.86 8.82

98.06

11.13

11.35

102.76

7.45

7.25

Mean

SD

% CV

นักวิเคราะหคนที่ 1 นักวิเคราะหคนที่ 2
ตัวอยาง คาเฉลี่ย SD %CV

ผลการทดสอบ
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ตารางที ่6  การตรวจวเิคราะหปรมิาณเอนโดท็อกซนิในผลติภณัฑตาง ๆ

รอยละการคืนกลับ (%)

(เกณฑ 50-200%)

ชื่อสามัญ ปริมาณเอนโดท็อกซินที่ตรวจพบ 

(เกณฑกําหนดของผลิตภัณฑ)

Tecilstamab

Revulizumab

Eptinezumab

Anifrolumab

Tremelimumab

Aflibercept

Tezepelumab

Adalimumab

Infliximab

Pertuzumab

Japanese encephalitis vaccine 1

Japanese encephalitis vaccine 2

Japanese encephalitis vaccine 3

hepatitis B, purified antigen 1

hepatitis B, purified antigen 2

hepatitis B, purified antigen 3

hepatitis B, purified antigen 4

pertussis, purified antigen 1

pertussis, purified antigen 2

pertussis, purified antigen 3

Acellular pertussis 1

Acellular pertussis 2

Diphtheria and Tetanus Vaccine Adsorbed

< 0.05 EU/ml (≤ 16.66 EU/ml)

< 0.25 EU/ml (≤ 2.5 EU/ml)

< 0.25 EU/ml (≤ 30.4 EU/ml)

< 0.25 EU/ml (≤ 27 EU/ml)

< 0.25 EU/ml (≤ 3.5 EU/ml)

< 0.05 EU/ml (< 0.4 EU/ml)

< 0.0.5 EU/ml (≤18.7 EU/ml)

< 0.05 EU/ml (≤5 EU/ml)

< 0.25 EU/ml (≤ 2 EU/ml)

< 0.05 EU/ml (≤ 8 EU/ml)

< 0.05 EU/ml (≤ 10 EU/ml)

< 0.05 EU/ml (≤10 EU/ml)

< 0.05 EU/ml (≤ 10 EU/ml)

< 8 EU/ml (< 30 EU/ml)

< 8 EU/ml (< 30 EU/ml)

< 8 EU/ml (< 12.50 EU/ml)

< 8 EU/ml (< 12.50 EU/ml)

< 150 EU/ml (< 200 EU/ml)

< 100 EU/ml (< 200 EU/ml)

< 100 EU/ml (< 200 EU/ml)

< 50 EU/ml (< 200 EU/ml)

< 25 EU/ml (< 200 EU/ml)

< 150 EU/ml (< 200 EU/ml)

57.78

80.05

83.12

86.58

72.31

57.33

86.29

66.97

59.92

98.87

94.93

104.21

106.27

71.54

85.33

104.88

64.25

109.17

98.30

70.09

120.58

128.76

106.87

อภิปรายผล
 การทดสอบหาคาการเจอืจางทีเ่หมาะสม

ของตัวอยางกอนการศึกษาความถูกตองของวิธี 

พบวาตัวอยาง A ซ่ึงเปนตัวแทนของตัวอยางใน

กลุมโมโนโคลนอลแอนติบอดี สามารถคัดเลือก

คาการเจือจางท่ีมี % recovery อยูในเกณฑ

กําหนดได ในขณะที่ตัวอยาง B ซึ่งเปนตัวอยาง

ในกลุมผลิตภัณฑพลาสมา พบวาแมจะเจือจาง

ตัวอยางมากกวาคา MVD ท่ี 300 เทาแลว 

ผลการทดสอบ % recovery ยงัอยูนอกชวงเกณฑ

กาํหนด และเมือ่ดาํเนนิการเตรียมตวัอยางเพิม่เตมิ

ท้ังการเติม pyrosperse และการเตรียมตัวอยาง

โดยการใหความรอน14-15 เพื่อจัดการสารที่รบกวน

การเกิดปฏิกิริยาแลวก็ตาม พบวา % recovery 

ยงัอยูนอกเกณฑกาํหนดอาจเปนไปไดวาเลอืดหรอื

ผลิตภัณฑที่มาจากเลือดของมนุษยมีผลตอการวัด
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ปริมาณเอนโดท็อกซินในการทดสอบ ซึ่งมีงานวิจัย

ที่พบวาสิ่งสงตรวจ จากมนุษย เชน พลาสมา ซีรั่ม 

และ whole blood สามารถยบัยัง้การทาํปฏกิิรยิา

ของการทดสอบ LAL test ทําใหผลการทดสอบ

คลาดเคลือ่นได จงึไมสามารถนาํมาใชกบัการทดสอบ 

LAL ไดโดยตรง ตองมกีารเตรยีมตัวอยางกอน เชน 

การใหความรอนหลังการเจือจาง การใชสารเคมี 

เชน คลอโรฟอรม กรดอะซิติก กรดเปอรคลอริก 

กรดไนตริก โพแทสเซียมไฮดรอกไซด และสารลด

แรงตงึผวิ เพ่ือลดการรบกวนของสารประกอบอืน่ ๆ 

ในเลือดและทําใหผลการทดสอบแมนยําขึ้น16 

แตอยางไรก็ตามพบวาการเตรียมตัวอยางดวยการ

เตมิ pyrosperse และการใหความรอนไมสามารถ

ยบัยัง้สารรบกวนปฏกิริยิาโดยวิธี rFC ได แตพบวา

การใหความรอนมีแนวโนมในการยับย้ังสารที่

รบกวนปฏิกิริยาไดดีกวา โดยเมื่อมีการเจือจาง

มากขึน้ % recovery จะมีคามากข้ึน แตไมสามารถ

นํามาใชในการทดสอบตอในพารามิเตอรของการ

ทดสอบความถกูตองของวิธีได เน่ืองจากมกีารเจอืจาง

มากกวาคา MVD ซึ่งเปนความเสี่ยงที่ทําใหการ

ตรวจวิเคราะหปริมาณเอนโด ท็อกซินไมถูกตอง

จากการเจือจางมากกวาเกณฑกําหนด

 จากการศึกษาความถูกตองของวิธี โดย

การวิเคราะหสารมาตรฐานเอนโดท็อกซิน พบวา

มคีาสมัประสทิธิส์หสมัพันธของกราฟสารมาตรฐาน

อยูในชวงกําหนดคือมากกวาหรือเทากับ 0.980 

แสดงใหเหน็ถงึความเปนเสนตรงระหวางความสมัพันธ

ของคาที่วัดไดและความเขมขนของสารมาตรฐาน 

สําหรับความแมนของวิธีวิเคราะห เพ่ือแสดงคา 

% recovery จากการเติมสารมาตรฐานเอนโด

ทอ็กซนิ (spike) ทีค่วามเขมขนตาง ๆ ในตวัอยาง 

พบวามีคาอยูในเกณฑกําหนดของการทดสอบ

ประจําท่ี 50-200% แสดงใหเหน็วาวิธมีคีวามแมน 

แตอยางไรก็ตามในการ spike ในการทดสอบ

ประจาํยงัคงใชคา spike ทีค่วามเขมขน 0.5 EU/ml 

เพื่อใชในการควบคุมคุณภาพการทดสอบ และ

จากการทดสอบความเที่ยงโดยการทําซํ้าภายใน

วันเดียว การทดสอบตางวันและตางนักวิเคราะห 

พบวามีคา CV ของ % recovery นอยกวา 25% 

แสดงวาวิธีการทดสอบมีความเที่ยงจากการทําซํ้า 

และจากการเปลีย่นปจจยัในการวเิคราะหจากการ

ทดสอบตางวันและตางนักวิเคราะห แสดงใหเห็น

วธิดีงักลาวสามารถนาํมาใชเปนวิธมีาตรฐานสาํหรับ

การวิเคราะหปรมิาณเอนโดท็อกซนิในตัวอยางวัคซนี

และโมโนโคลนอลแอนติบอดี ซึ่งวิธีน้ีมีแนวโนม

ทีจ่ะไดรบัความนยิมมากขึน้ในอนาคตจากแนวคดิ

อนุรักษนิยมไมใชสัตวในการทดสอบ เพื่อเปนไป

ตามหลัก 3Rs (Replacement, Reduction, 

Refinement) ที่องคการอนามัยโลกพยายาม

รณรงคใหหนวยงานควบคุมกํากับภาครัฐพัฒนา

วิธีการในการควบคุมคุณภาพชีววัตถุ17 ทั้งนี้วิธี 

recombinant factor C อาจเขามาแทนที่วิธี 

LAL test ที่ใชกันอยูในปจจุบัน เนื่องจากเปนการ

สงัเคราะหสารเพือ่ใชแทนสารสกดัจากแมงดาทะเล

จึงมีความจําเพาะสูงและมีความแปรปรวนของ

แตละรุนการผลิตนอยกวาสารสกัดจากสิ่งมีชีวิต 

รวมท้ังลดขอจํากัดจากตัวอยางท่ีมี ß-glucan 

ที่จะไปสงเสริมการเกิดปฏิกิริยาทําใหเกิดผลบวก

ปลอมได6-7,16 ดังนั้น ผลการศึกษานี้จึงสนับสนุน

ใหใชวิธี recombinant factor C เปนวิธีมาตรฐาน

ในการวัดปริมาณเอนโดท็อกซินในชีววัตถุ เพื่อ

ความปลอดภัยของผูบริโภค
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สรุปผล
 ผลการทดสอบความถูกตองของวธิวีเิคราะห

หาปริมาณเอนโดท็อกซินดวยวิธี recombinant 

factor C ผานเกณฑขอกําหนดทุกพารามิเตอร 

สามารถนํามาใชเปนวิธีมาตรฐานสําหรบัการตรวจ

วิเคราะหหาปริมาณเอนโดท็อกซินในตัวอยาง

โมโนโคลนอลแอนตบิอดแีละวคัซนีได แตไมเหมาะ

กับการทดสอบในตัวอยางจากผลิตภัณฑพลาสมา

ซึง่ยงัคงตองใชวธิมีาตรฐาน turbidimetric method 

ที่หนวยงานใชในการวิเคราะหประจําตอไป

ขอเสนอแนะ
 ควรมกีารศกึษาเพิม่เติมในตัวอยางพลาสมา

ที่ตองมีการปรับสภาพตัวอยางกอนการวิเคราะห 

ตองมีการทวนสอบคาการเจือจางที่เหมาะสมกอน

การทดสอบ และกรณีพบสารรบกวนปฏิกิริยา

ตองมีการปรับสภาพของตัวอยางเบื้องตน
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