
บททิ 3

อุปกรณ์ และวิธีการวิจัย 

อุปกรณ์ และสารเคมีที่ใล้ในการวิจัย

3.1 อุปกรณ์

- เครื่องเขย่าเลี้ยงเสัอ (shaker) รุ่น GlO-Gyrotory บริษัท New Brunswick Scientific

Co. Inc., บ.ร.A.

- ตู้ถ่ายเลี้อ (larminar flow) บริษัท International Scientific Supply Co. Ltd.,

Thailand.

- เครื่องระเหยแห้งสุญญากาศแบบหมุน (Rotary vacuum evaporator) บริษัท Eyela

Tokyu Rikakikai Co. Ltd., Japan.

-  เครื่องป่นเหวี่ยง (centrifuge) รุ่น Centrikon T-42K บริษัทแบงเทรดติ๋ง

-  ตู้อบระบบสุญญากาศ (vacuum oven) บริษัท Hotpack Corp., Philadelphia.

- เคร่ือง ไฮ เพอร์ฟอร์มานห้ ลิควิดโครมาโตกราพี รุ่น LC-3A บริษัท Shimadzu,

Japan.

U.S.A.

-  ตู้บ่มเสัอควบคุมอุณหภูมิ (incubator) รุ่น อ 0601 model 500 บริษัท Memmert,

-  เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุ่น Novaspec II บริษัท

Pharmacia Biotech, England.

-  ถาดกระจกชนาดกว้าง 19 เซนติเมตร ยาว 31 เซนติเมตร สูง 1.5 เซนติเมตร

- ธีมาซัยโตมิเตอร์ (haemacytometer) ขนาด bright line deep 1 /า  0 มิลลิลิตร 

บริษัท Boeco, West Germany.

- กล้องจุลทรรศน์ (microscope) รุ่น CHS บริษัท Olympus Optical Co. Ltd., Japan.

-  เครื่องช่ังน้ําหนัก รุ่น A200S บริษัท Sartorius, Germany.

- ตู้ดูดอากาศ

- เครื่องผสมสาร (vortex) รุ่น Vortex-2 Genie model G-560E บริษัท Scientific 

Industries, U.S.A.

- เคร่ืองวัดพีเอซ (pH meter) รุ่น Cyberscan 1000 บริษัท Eutech Cyberscan,

Singapore.
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- แทงค์ (tank) สำหรับ TLC บริษัท Shandon Southern TLC Chromathank,

Germany.

- เครื่องเก็บสารลำดับส่วน (fraction collector) รุ่น Frac-200 บริษัท Pharmacia 

Fine Chemical, Sweden.

- เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (UV/vis spectrophotometer) รุ่น PR-1 ของบริษัท 

Shimadzu, Japan.

3.2 สารเคมี
- คานามัยสินเอ ซัลเฟต (kanamycin A sulfate) บริษัทไทยเมจิ ฟาร์มาสูติคอล

- อะสิโตไนไตรสั (acetonitrile) บริษัท Sigma Chemical, บ.ร.A.

-  แอมเบอร์ไลต์ (Amberlite ) IRC-50 บริษัท Sigma Chemical, U.S.A.

- โดเวกซ์ (Dowex) 1X2 บริษัท Sigma Chemical, U.S.A.

-  ไดอะไอออน (Diaion) WA-30 บริษัท Supelco, U.S.A.

- ผงถ่านก้มมันต์ (activated charcoal) บริษัท Riedel-DieHaen

- นินไฮตริน (ninhydrin) บริษัท Riedel-DieHaen

- ไพริดีน (pyridine) บริษัท E. Merck
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วิธีดำเนินการวิจัย

3.3 จุลินทรีย์

3.3.1 Streptomyceร kanamyceticus UUNNK1

3.3.2 Staphylococcus aureus ATCC 6538P

3.4 การเก็บรักษาจุลินทรียู่'

3.4.1 การเตรียมและเก็บรักษาสปอร์จาก Streptomyces kanamyceticus UUNNK1 

ขีด (streak) สปอร์หรีอไมสิเลียมของเพี่อลงบนอาหารจุ้นเอียงเอีมเอส

(MS agar, ภาคผนวก ก หมายเลข ธ) นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเขียส ประมาณ 7-10 วัน 

เติมนั้ากลั่นปราศจากเพี่อ 3-5 มิลลิลิตรไข้ลูป (loop) ขูดเบาๆให้สปอร์หลุด กรองสปอร์ที่แขวนลอย 

อยู่ในนํ้ากลั่นด้วยชุดกรอง นำสปอร์แขวนลอยที่ได้มาป่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที เป็น

เวลา 10 นาที เทส่วนนํ้าใสทิ้ง ป่นล้างด้วยนี้ากลั่นปราศจากเพี่อ 2 คร้ัง แขวนลอยสปอร์ท่ีได้!,น 20 

เปอร์เซนศ์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ของกลีเชอรอลในนํ้ากลั่น โดยไหได้ความเข้มข้นสุดท้ายของสปอร์ 

แขวนลอยเป็น ใ08-109 สปอร์ต่อมิลลิลิตร เก็บรักษาไว้ท่ีดู้แซ่แข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลแ}ยส

3.4.2 การเก็บรักษา Staphylococcus aureus ATCC 6538P

เข่ียเพ่ีอ ร. aureus โดยไข้ลูปลากลงบนผิวหน้าอาหารจุ้นเอียงเอีมวัน 

(M1 agar, ภาคผนวก ก หมายเลข 2) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเสิยส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เม่ือ 

เข่ีอเจริญดีแล้ว จึงนำไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเสิยส และทำการถ่ายเพี่อลงบนอาหารเลี้ยงเพี่อ 

ชนิดใหม่ เพี่อเก็บรักษาอีกทุกๆ 1 เดือนโดยวิธีเดียวกันนี้

3.5 การเตรียมเพี่อจุลินทรียู่

3.5.1 การเตรียมสปอร์แขวนลอยของ ร. kanamyceticus UUNNK1

นำ ร. kanamyceticus UUNNK1 อายุ 7-10 วัน ขี่งมีสปอร์เจริญเต็มที่ ที่เพาะ 

เลี้ยงไว้ในอาหารจุ้นเอียงเอ็มเอส เติมสารละลายทวีนเอทตี (tween 80) ปราศจากเพี่อ ความเข้มข้น

0.01% (ปริมาตรต่อปริมาตร) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขี่ยสปอร์ไห้หลุดเป็นสปอร์แขวนลอย นำสปอร์ 

แขวนลอยที่ได้มากรองด้วยชุดกรองโดยวิธีการแบบปลอดเพี่อ หล้ง้จากน้ันนำมาเจึอจางด้วยสารละลาย

นอร์มัลซาลีน (0.85 % NaCI (นั้าหนักต่อปริมาตร)) ปรับจำนวนสปอร์ให้เท่ากับ 1x107 สปอร์ต่อ 
มิลลิลิตร โดยนับด้ายอีมาชัยโตมิเตอร์ (haemacytometer)
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3.5.2 การเตรียมเชลล์แขวนลอย?เอง ร. aureus

นำ ร. aureus อายุ 24 ช่ัวโมง ที่เจริญบนอาหารวุ้นเอียงเอีมวัน มาเติม 

สารละลายนอร์มัลซาลีน 10 มิลลิลิตร เข่ียเขี่อให้หลุดเป็นเซลล์แขวนลอย นำเซลล์แขวนลอยที่ได้ 

ไปวัดค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) ที่ความยาวคลึ่น 530 นาโนเมตร ด้วยเครื่องวัดค่าการ 

ดูดกลืนแสง (spectrophotometer) เจือจางจนวัดค่าการดูดกลืนแสงได้เท่ากับ 0.1

3.6 การเพาะเสยงเพี่อ

3.6.1 การเตรียมหัวเพ่ีอ ร. kanamyceticus UUNNK1

นำสปอร์แขวนลอยของ ร. kanamyceticus UUNNK1 ที่เตรียมได้จากวิธีการ 

ทดลองในข้อ 3.5.1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในอาหารเหลวจืพีวาย (GPY medium, ภาคผนวก ก 

หมายเลข 3) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ขี่งบรรจุอยู่ในขวดทดลองรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask) ขนาด 

250 มิลลิลิตร เพาะเลี้ยงบนเครื่องเขย่าแบบโรตารี (rotary shaker) ด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที 

ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง เพี่อให้สปอร์งอก และใข้เป็นหัวเพ่ีอในการทดลองต่อไป

3.6.2 การเพาะเลี้ยง ร. kanamyceticus UUNNK1 ในอาหารเหลวระดับขวดเขย่าเพี่อ 

ผลิตคานามัยสิน

นำ ร. kanamyceticus UUNNK1 ที่เตรียมได้จากวิธีการทดลองในข้อ 3.6.1 

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใส่ลงในอาหารเหลวเคพีเอ็มบี (KPMB medium, ภาคผนวก ก หมายเลข 4) 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุอยู่ในขวดทดลองรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร เพาะเลี้ยงบนเครื่องเขย่า 

แบบโรตารีด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง (30 ± 3 องศาเซลเสิยส) เป็นเวลา 7 วัน

3.7 การสักษาความสามารถในการผลิตคานามัยสินยอง ร. kanamyceticus UUNNKI

3.7.1 การวิเคราะห์ทางจุลสิววิทยา โดยวิธีการแพร่ (Linton, 1 983)

3.7.1.1 การวัดความสามารถในการผลิตคานามัยสิน ในอาหารเหลว

เคพีเอ็มบี

3.7.1.1.1 การเตรียมอาหารวุ้นทดสอบชั่นที่มีเซลล์แขวนลอยของ

เพ่ีอทดสอบ
นำเข่ีอ ร. aureus ATCC 6538P ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร ที่เตรียมได้จากวิธีการทดลองในข้อ 3.2 ใส่ลงในอาหารวุ้นเอีมไฟว์ (M5 agar, ภาคผนวก ก 

หมายเลข 5) ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ขี่งผ่านการฆ่าเพ่ีอแล้ว ที่อุณหภูมิประมาณ 45 องศาเซลเสิยส
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เขย่าให้เชั่อทดสอบกระจายทั่วอาหารแล้วเทลงบนถาดกระจก เอียงถาดกระจกให้อาหารวุ้นกระจาย

ทั่วถาด นละมีผิวหน้าเรียบสมํ่าเสมอ ตั้งทิ้งไวให้อาหารวุ้นแข็งตัว

3.7.1.1.2 การเตรียมตัวอย่างทดสอบ

นำ ร. kanamyceticus UUNNK1 ที่เจริญในอาหาร 

เหลวเคพีเอ็มบี ปริมาตร 5 มิลลิล ิตร ที่เตรียมได้จากวิธีการทดลองในข้อ 3.6.2 นำไปป่นแยกเส้นใย 

และตะกอนออกจากส่วนนํ้าใส (supernatant) โดยใข้เคร่ืองป่นเหว่ียง (centrifuge) ที่ความเร็ว 3,000 รอบต่อ 

นาที ที่อุณหภูมิห้อง นำส่วนนาใสที่ได้มาวิเคราะห์หาปริมาณคานามัยสินต่อไป

3.7.1.1.3 การหาปริมาณคานามัยสิน

นำที่เจาะวุ้น (cork borer) เจาะวุ้นที่เตรียมได้จากวิธี 

การทดลองในข้อ 3.7.1.1.1 หยอดตัวอย่างที่เตรียมได้จากวิธีการทดลองในข้อ 3.7.1.1.2 และ

คานามัยสินเอ ซัลเฟต มาตรฐานความเข้มข้นต่างๆ ด้วยไมโครปิเปต (micro-pipette) ให้เต็มหลุมที่ 

เจาะ นำไปบ่มที่อ ุณหภูมิ 37 องศาเซลเสิยส เป ็นเวลา16-18 ชั่วโมง วัดความกว้างซองเส้นผ่าศูนย์

กลางบริเวณยับยั้งการเจริญต่อเลี้อทดสอบรอบหลุมที่เจาะ ตังรูปที่ 7 เพื่อเปรียบเทียบหาปริมาณ 

คานามัยสินกับกราฟมาตรฐานคานามัยสินเอ ซัลเฟต (ภาคผนวก ค หมายเลข 4) (ในการหาปริมาณ 

คานามัยสินในตัวอย่าง ต ้องทำคานามัยสินเอ ซัลเฟตมาตรฐาน ควบศู่ไปด้วยทุกครั้ง)

รูปที่ 7 การวัดปริมาณคานามัยสินด้วยวิธ ีทางจุลสิววิทยาของ ร. kan am yce ticus  UUNNK1 เมื่อเลี้ยง 

ในอาหารเหลวเคพีเอ็มบี
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3.8 โทรฟึทัพ!ทนามัยข้น จากนาหมักราหารเลี้ยงเพ่ีอ

นำนี้าหมักอาหารเลี้ยงเพี่อที่ได้จากข้อ 3.6.2 ปรับพีเอชIท่ากับ 3.0 ด้วยกรดอะเชติค 

10 นอร์มัล แล้วนำไปป่นแยกเสันใยออกจากส่วนนี้าใส โดยไข้เดร่ีองป่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 5,000

รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเชลเข้ยศ แล้วปรับพีเอชของส่3นน้ําใศใท้ท่ากับ 7.0 ด้วย โซเดียมไฮดรอกไชด้ 

10นอร์มัลกรองแยกตะกอนท่ียังเหลืออยู่ไนส่วนน้ําใศด้วยกระดาษกรองวัตแมนเบอร์1

3.9 การทำคานามัยข้นใหับริสุทช๋ึ

3.9.1 การเตรียมคอล้มนํ

นำส่วนนาใศที่เตรียมได้ตามวิธีข้อ 3.8 หรือสารละลายคานามัยข้นที่ด้องการ 

ท่าให้บริสุทธี้ ทดสอบหาปริมาณคานามัยข้น ด้วยวิธีทางจุลข้ววิทยาตามวิธีทดลองข้อ 3.7.1 เพ่ีอไข้ไน 

การคำนวณปริมาตรของเรข้นที่ใข้บรรจุลงคอล้มนํ (ภาคผนวก ค หมายเลช 3) ช้ันตอนในการเตรียม 

คอลัมน์ คือ การเตรียมเรข้น การคำนวณปริมาตรชองเรข้นที่ไข้บรรจุลงคอลัมน์และการท่าเรข้นให้ 

สมตุลยั (equilibrium) (ภาคผนวก ค หมายเลข 1 และ 3)

3.9.2 การหาภาวะที่เหมาะสมในการใข้ผงถ่านกัมมันต์กำจัดสิ

สารละลายคานาม ัยข ้นท ี่ได ้จากการผ ่านส ่วนน ี้าใสลงคอล ัมน ์ท ี่ม ิเรข ้น  

แอมเบอร์ไลด้ IRC-50 1 คร้ัง นำมาหาภาวะที่เหมาะสมในการขจัดสิงปนเป่อน และลืชองสาร 

ละลายคานามัยข้น โดยแปรผันปิจจัยต่างๆ ด้งนี้คือ รูปชองสารละลาย อุณหภูมิ เวลา ปริมาณชอง 

ผงถ่าน พี่งผลการทดลองที่ได้ จะนำไปไข้ในชั้นตอนการกำจัดลืด้วยผงถ่านกัมมันต์ ในการทดลองหา 

จำนวนครั้งที่ฝานส่วนนี้าไศลงคอลัมน์ที่มีแอมเบอร์ไลต์ IRC-50

3.9.2.1 รูปชองสารละลายคานามัยข้น

เปรียบเทียบสารละลายตานามัยข้นในรูปของยัลเฟต และรูปชองสาร 

ละลายที่ปรับพีเอซเป็นกลางด้วย 10 นอร์มัล ชองกรดอะเซดีค โดยนำสารละลายคานามัยข้นที่ได้จาก 

การผ่านส่วนนี้าใสลงคอลัมน์ที่มิแอมเบอร์ไลต่ IRC-50 1 คร้ัง แบ่งสารละลายคานามัยข้นเป็น 2 ส่วน 

ส่วนท่ี 1 ปรับพีเอชเป็นกลางด้วย 10 นอร์มัล กรดอะเซติค ส่วนท่ี 2 ปรับพีเอชให้เป็นกลางด้วย 5 

นอร์มัล กรดยัล,ส่ริก จะได้สารละลายคานามัยข้นในรูปซัลเฟต นำสารละลายทั้ง 2 ชนิดนี้กำจัดลืด้วย 

ผงถ่านกัมมันต์โดยไข้ผงถ่านในปริมาณ 0.05 และ 0.1 กรัม ต่อ 100 มิลลิลิตร เติมลงในสารละลาย 

ท้ัง 2 ชนิด กวนเบาๆ ด้วยเครื่องกวนที่มิแท่งแม่เหล็กเป็นเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง จากนี้นกรอง 

แยกผงถ่าน นำสารละลายคานามัยข้นที่กำจัดลืแล้ว เปรียบเทียบปริมาณกับสารละลายคานามัยข้น

im w c i
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ก่อนกำจัดสีด้วยวิธีทางจุลสิววิทยา ตามวิธีทดลองช้อ 3.7.1 และผลการทดลองท่ีได้จะนำไปใสิ'เป็นรูป 

ของสารละลายคานามัยสินท่ีเหมาะสมในการสีกษาถึงปิจจัยชองอุณหภูมิ เวลา และปริมาณผงถ่านท่ีเหมาะ 

สมในการกำจัดสีด้วยผงถ่านก้มมันด้

3.9.2.2 อุณหภูมิ

นำสารละลายคานามัยสินซัลเฟต มาขจัดสิงปนเฟ้อนและ สีด้วย 

ผงถ่านกัมมันต์ โดยแปรผันอุณหภูมิที่ 20 25 30 และ 35 องศาเซลเสิยส ไสิ'ระยะเวลาดูดซับ 30 

นาที ปริมาณผงถ่าน 0.1 กรัม ต่อ 100 มิลสิลิตร โดยผลการทดลองที่ได้จะนำไปใซัเป็นอุณหภูมิที่ 

เหมาะสมในการหาภาวะต่างๆ ต่อไป

3.9.2.3 เวลา

นำสารละลายคานามัยสินซัลเฟต มาขจัดสิงปนเฟ้อน และสีด้วย 

ผงถ่านก้มมันต์ โดยแปรผันเวลาที่ 10 20 และ 30 นาที ควบคุมอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเสิยส และใสิ' 

ปริมาณผงถ่าน 0.1 กรัม ต่อ 100 มิลสิลิตร

3.9.2.4 ปริมาณของผงถ่าน

นำสารละลายคานามัยสินซัลเฟต มาขจัดสิงปนเฟ้อน และสีด้วย 

ผงถ่านกัมมันต์โดยแปรผันปริมาณผงถ่านที่ 0.1 0.2 0.3 0.4 และ 0.5 กรัมต่อ 100 มิลลิลิตร 

ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเสิยส เป็นเวลา 30 นาที

3.9.3 หาจำนวนรอบในการผ่านส่วนนํ้าใสลงคอลัมน ์ท ี่ม ีแอมเบอร์โลต์ IRC-50 ต่อการ

เพ ิ่มความบริส ุทธี้ของคานามัยสิน

ทำการทดลองโดยแปรจำนวนครั้ง ท ี่ผ ่านส ่วนน ํ้าใสลงคอล ัมน ์ท ี่ม ีแอมเบอร ์!ลต ์ 

IRC-50 1 2 และ 3 ครั้ง หล ังจากน ั้นกำจ ัดส ีด ้วยผงถ ่านก ัมม ันด ้ และเก็บ'ใน;รูปตะกอนซัลเฟต

3.9.3.1 การทำคานามัยสินให้นริส ุฑธิ้ โดยผ ่านลงคอลัมน ์'ท ี่ม ีแอมเบอร์!ลต ่ IRC-

50 1 ครั้ง

นำส ่วนน ั้าใสท ี่เตร ียมได ้จากข ้อ 3.8 ปร ิมาตร 1000 ม ิลส ิล ิต ร  ผ ่านลง 

คอล ัมน ์'ท ี่ม ีแอมเบอร ์!ลด ้ IRC-50 ในร ูปโซเด ียม พ ิ่งเตร ียมคอล ัมน ์!ด ้ตามว ิธ ีทดลองข ้อ 3.9.1 โดยคำนวณ  

ป ร ิมาณ ซองคาน าม ัยส ิน  ต ่อปร ิมาตรของเรส ินท ี่ใซ ั ม ีอ ัตราการไหลของส ่วนน ั้าใสผ ่านคอล ัมน ์เท ่าก ับ

0.5 ม ิลล ิล ิตรต ่อนาท ี ด ังแสดงในรูปท ี่ 8 คานาม ัยส ินม ีประจ ุบวกจะค ูกด ูดซ ับไว ้โดยเรส ิน  จากน ั้นล ้าง 

คอล ัมน ์ด ้วยน ั้ากล ั่นปร ิมาตร 500 ม ิลล ิล ิตร  ม ีอ ัตราการไหลผ ่านคอล ัมน ์เท ่าก ับ  0.5 ม ิลล ิล ิตรต ่อน าท ี นำ 

ส ่วนนํ้าไหลที่!ม ่ถ ูกดูดสิบไว้โดยเรสิน ตรวจหาคานาม ัยส ิน๓ ยวิธ ีทางจุลส ิวว ิทยาตามวิธ ีทดลองข ้อ 3.7.1 ล้า 

หากเรสินจ้บคานามัยส ินได้!ม ่หมด ต ้องนำส ่วนน ั้าไหลน ั้นมาผ ่านลงคอล ัมน ์ท ี่ม ีเรส ินซน ิดน ี้ส ิาอ ีกคร ั้ง  โดย 

เตร ียมคอล ัมน ์ใหม ่ ล ้า เรส ิน จ ับคาน าม ัยส ิน ได ้ห มด  ข ั้นตอนต ่อไปค ีอ ซะคอล ัมน ์ด ้วย  2 นอร ์ม ัล

แอมโมเน ียมไฮดรอกไซด ์ ม ีอ ัตราการไห ลผ ่าน คอล ัมน ์เท ่าก ับ  0.5 ม ิลล ิล ิต รต ่อน าท ี เก ็บแต ่ละลำด ับ
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ส ่วน  (fraction) ด ้วย เคร ื่อ งเก ็บสารลำด ับส ่วน  (fraction collector) ลำด ับส ่วน ละ 2.5 ม ิลล ิล ิต ร  ท ั้งหมด 

40  ลำด ับส ่วน  ด ังแสดงในร ูปท ี่ 9 น ำแ ต ่ละลำด ับ ส ่วน ว ัด พ ีเอซ ด ้วยก ระด าษ ว ัด พ ีเอซ  และนำไปหา

ป ร ิม าณ ค าน าม ัย ส ิน  ด ้วยว ิธ ีท างจ ุลส ิวว ิท ยา  ตามว ิธ ีทดลองข ้อ  3.7.1 รวมลำด ับส ่วนท ี่ม ีแอคต ิว ิต ี ปร ับ  

พ ีเอชให ้เป ็นกลางด ้วย  5 น อร ์ม ัล  กรดซัลใ5เริก จากน ั้น น ำม ากำจ ัดส ีด ้วยผงถ ่าน ก ัมม ัน ต ์ ส ิงใช ้ภาวะท ี่ 

เหมาะสมท ี่ได ้ทำการส ีกษาในข ้อ  3 9.2 ค ือสารละลายคาน าม ัยส ิน อย ู่ใน ร ูป ช ัล เฟ ต  ท ี่อ ุณ หภ ูม ิ 30

องศาเซ ล เส ิยส  กวนด ้วยเคร ื่องกวนแท ่งแม ่เหล ็ก เป ็น เวลา 30 น าท ี กรองแยกผงถ ่าน  น ำส าร ละล าย

คาน าม ัยส ิน ซ ัล เฟ ตท ี่ก ำจ ัดส ีแล ้ว  ทำให ้เข ้มข ้นด ้วยเคร ื่องระเหยภายใต ้ส ุญ ญ ากาศแบบหม ุนท ี่อ ุณ หภ ูม ิ

40  องศาเซ ลเส ิยส  ใหได ้ปร ิมาตรลดลง 4  เท ่าซองปร ิมาตรต ั้งด ้น  แล ้วเก ็บคานาม ัยส ินให ้อย ู่ในร ูป  

ตะกอนซ ัลเฟต โดยการเต ิม  95 เปอร ์เซนต ์ เม ธาน อลป ร ิม าตรเป ็น  4  เท ่าของสารละลาย  จะได ้ตะกอน 

ของคานาม ัยส ินซ ัล เฟต น ำตะก อน ของคาน าม ัยส ิน ซ ัล เฟ ต  ไปท่าให้แห้ง โดยอบในตู้อบระบบส ุญญากาศ 

(vacuum oven) ท ี่อ ุณหภูม ิ 40 องศาเซลเส ิยส เป ็นเวลา 4  ชั่วโมง แล้วนำไปเก็บในโถแก้วเก ็บสารในระบบ 

ส ุญ ญ ากาศ  (vacuum desiccator) เพ ี่อป ้องก ันความส ัน  นำไปช ั่งหาน ั้าห น ักตะกอนของคาน าม ัยส ิน  

ซ ัลเฟต ด ้วยเคร ื่องช ั่งละเอ ียด

รูปท่ี 8 การผ่านส่วนนั้าใสลงคอลัมน์ที่มีเรสินแอมเบอร์ไลต์ IRC-50
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9 การซะคอลัมน์และเก็บลำดับส่วนของสาร

50 2 คร้ัง

3.9.3.2 การทำคานามัยสินให้ชริสุทธ้ี โดยผ่านลงคอลัมน์ท่ีมีนอมเบอร์โลต์ IRC-

ทำการทดลองเส ิน เด ียวก ับข ้อ  3.9.3.1 โดยเม ึ่อทำถ ึงข ั้นตอนการ 

ผ ่าน ลงคอล ัมน ์ท ี่ม ีแอม เบอร ์ไลต ์ IRC-50 1 ครั้ง ห ล ังจ าก ล ้างค อล ัม น ์ด ้วยน ํ้าก ล ั่น  และซะคอล ัมน ์ด ้วย 

2 น อร์มัล แอมโมเน ียมไฮครอกไซด ์ รวมลำด ับส ่วนท ี่ม ีแอคต ิว ิด ี แ ล ้วปร ับ พ ีเอชสารละลายคาน าม ัยส ิน  

ให้เป ็นกลางด ้วย 10 นอ ร์มัล ของกรดอะเซต ิค หาปร ิมาณ ของสารละลายคานาม ัยส ินด ้วยว ิธ ีทางจ ุลส ิวว ิทยา 

ตามว ิธ ีทดลองข ้อ 3.7.1 เตร ียมคอล ัมน ์ที่มีแอมเบอร ์ไลด ์ IRC-50 ในรูปโซเด ียม ตามว ิธ ีทดลองจ ้อ 3.9.1 

โดยคำนวณปริมาณของคานามัยสิน ต่อปริมาตรเรสินที่ใข ้ ผ ่านสารละลายคานาม ัยส ินลงคอล ัมน ์ท ี่ม ีเรส ิน

ซนิดนี้ครั้งที่ 2 มีอ ัตราการไหลผ่านคอลัมน์เท ่ากับ 0.5 ม ิลล ิล ิตรต ่อนาท ี ล ้างคอล ัมน ์ด ้วยน ี้ากล ั่น ปร ิม าตร 

100 ม ิลล ิล ิต ร  ม ีอ ัตราการไหลผ ่านคอล ัมน ์เท ่าก ับ  0.5 ม ิลล ิล ิตรต ่อนาท ี น ์าส ่วนน ํ้าไหลท ี่ไม ่ถ ูกด ูดซ ับไว ้ 

โดยเรส ิน ตรวจหาคานาม ัยส ินด ้วยว ิธ ีทางจุลส ิวว ิทยา ตามว ิธ ีทดลองข ้อ 3.7.1 ถ ้าหากเรส ินจ ับคานาม ัยส ิน  

ได้ไม่หมด ต ้องนำส ่วนน ํ้าไหลน ี้มาผ ่านลงคอล ัมน ์ซน ิดน ี้ข ั้าอ ีกคร ั้ง โดยเตร ียมคอล ัมน ์ใหม ่ถ ้าเรส ินจ ับ

คาน าม ัยส ิน ไต ้หมด ขั้นตอนต ่อไปค ือซะคอล ัมน ์ด ้วย 2 นอร ์ม ัล  แอมโมเน ียมไฮดรอกไซด ์ ม ีอ ัตราการ
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ไหลผ่านคอลัมน์เท่ากับ 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที เก็บลำดับส่วนละ 2.5 มิลลิลิตร ท้ังหมด 40 ลำดับส่วน 

นำแต่ละลำดับส่วน วัดค่าพีเอซ และหาปริมาณคานามัยสิน ด้วยวิธีทางจุลสิววิทยา ตามวิธีทดลองข้อ 3.7.1 

รวมลำดับส่วนท่ีมีแอคติวิตี นำสารละลายคานามัยสินปรับพีเอซให้เป็นกลางด้วย 5 นอร์มัล ของกรด

ซัลชุ)ริก จะได้สารละลายคานามัยสินซัลเฟต กำจัดสีด้วยผงถ่านกัมมัแต่ ทำให้เข้มข้นด้วยการลด

ปริมาตรลง 4 เท่า เก็บคานามัยสินในรูปตะกอนซัลเฟต และทำให้แห้งเสินเดียวกันกับวิธีทดลองข้อ

3.9.3.1

3.9.3.3 การทำคานามัยสินให้บริสุทธี้ โดยผ่านลงคอลัมน์ท่ีมีแอมเบอร์ไลต์

IRC-50 3 คร้ัง

ทำการทดลองเส ิน เด ียวก ัน ก ับข ้อ  3.9.3.2 โดยเม ื่อทำถ ึงข ั้นตอนการ 

ผ ่าน ลงคอล ัมน ์ท ี่ม ีแอม เบอร ์ไลต ์ IRC -5 0  คร ั้งท ี่ 2 ห ล ังจ าก ล ้างค อล ัม น ์ด ้วยน ํ้าก ล ั่น  และชะคอล ัมน ์ 

ด ้วย 2 นอร ์ม ัล  แอมโมเน ียมไฮครอกไซด ์ รวมลำด ับส ่วนท ี่ม ีแอคต ิว ิต ี แล ้วปร ับพ ีเอซซองสารละลาย

คานาม ัยส ินให ้เป ็นกลางด ้วย 10 นอร์มัล ของกรดอะเซติค หาปริมาณของสารละลายคานาม ัยส ินด ้วยว ิธ ี

ทางจ ุลส ิวว ิทยาตามวิธ ีทดลองข้อ 3.7.1 เตรียมคอลัมน์'ที่ม ีเ'รสินแอมเบอร์’โลด์ IRC-50 ตามวิธีทดลองข้อ

3.9.1 โดยคำน วณ หาปร ิมาณ ของคาน าม ัยส ิน  ต ่อปร ิมาตรของเรส ินท ี่ใข ้ ผ ่าน สารละลายค าน าม ัยส ิน ลง 

คอล ัมน ์ท ี่ม ีเรส ินชน ิดน ี้คร ั้งท ี่ 3 ม ีอ ัตราการไห ลผ ่าน คอล ัมน ์เท ่าก ับ  0.5 ม ิลล ิล ิต รต ่อน าท ี ล ้างค อล ัม น ์ 

ด ้วยน ํ้ากล ั่น ปร ิม าตร 100 ม ิลล ิล ิต ร  ม ีอ ัตราการไหลผ ่านคอล ัมน ์เท ่าก ับ  0.5 ม ิลล ิล ิตรต ่อนาท ี นำส ่วน  

น ํ้าไหลท ี่ไม ่ถ ูกด ูดซ ับไว้โดยเรสิน ตรวจหาคานาม ัยส ิน  ด ้วยว ิธ ีทางจ ุลส ิวว ิทยา ตามว ิธ ีทดลองข ้อ 3.7.1 ถ้า 

หากเรส ินจ ับคานาม ัยส ินได ้ไม ่หมด ต ้องนำส ่วนน ํ้าไหลน ี้ผ ่านลงคอลัมน ์ชน ิดน ี้ข ั้าอ ีกคร ั้ง โดยเตร ียม

คอล ัมน ์!หม ่ ถ ้าเรส ินจ ับคานาม ัยส ินไต ้หมด ข ั้นตอนต ่อไปค ือชะคอล ัมน ์ด ้วย 2 นอร ์ม ัล แอมโมเน ียม

ไฮดรอกไซด์ ม ีอ ัตราการไหลผ ่านคอล ัมน ์เท ่าก ับ  0.5 ม ิลล ิล ิตรต ่อนาท ี เก ็บลำด ับส ่วนละ 2.5 ม ิลล ิล ิต ร  

ท ั้งห ม ด  40 ล ำด ับ ส ่ว น  น ำแ ต ่ล ะล ำด ับ ส ่วน  ว ัดค ่าพ ีเอซ  แ ละห าป ร ิม าณ ค าน าม ัย ส ิน  ด ้วยว ิธ ีท าง

จ ุลส ิวว ิทยา ตามว ิธ ีทดลองข ้อ  3.7.1 รวมลำด ับส ่วนท ี่ม ีแอคต ิว ิต ี น ำสารละลายค าน าม ัยส ิน ท ี่ได ้ป ร ับ  

พ ีเอซให ้เป ็นกลางด ้วย 5 นอร ์ม ัล  ของกรดซ ัลฟ ูร ิก จะได ้สารละลายค าน าม ัยส ิน ซ ัล เฟ ต  กำจ ัดล ิด ้วย

ผงถ ่านก ัมม ันด ์ ทำให ้เข ้มข ้นด ้วยการลดปร ิมาตรลง 4 เท ่า  เก ็บคาน าม ัยส ิน ใน ร ูปตะกอน ซ ัล เฟ ต และ 

ทำให ้แห ้งเส ิน เด ียวก ันก ับว ิธ ีทดลองข ้อ  3.9.3.1

3.10 การตรวจสอบคานามัยสิน ด้วยวิธีทางจุลสิววิทยา

ตะกอนซองคานามัยสินซัลเฟตที่ได้จากข้อ 3.9.3.1 ข้อ 3.9.3.2 และข้อ 3.9.3.3 นำ 

มาทดสอบหาปริมาณคานามัยสินด้วยวิธีทางจุลสิววิทยา ตามวิธีทดลองข้อ 3.7.1
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3.11 การตรวจสอบคานามัยสิน ด้วยวิธีทางเคมี

ตะกอนของคานามัยสินซัลเฟตที่ได้จากข้อ 3.9.3.1 ข้อ 3.9.3.2 และข้อ 3.9.3.3 

นำมาตรวจสอบด้วยวิธีทางเคมี โดยเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานคานามัยสินเอ ซัลเฟต ของบริษัทไทยเมจิ 

ฟาร์มาซูติคอล ด้วยวิธีต่อไปน้ี

3.11.1 วิธีไฮ เพอร์ฟอร์มานซ์ลิควิดโครมาโตกราฟ (Gambardella et al., 1985)

3.11.1.1 การเตรียมตัวอย่าง

นำตะกอนของคานามัยสินซัลเฟตท่ี!ด้งากก'ไรทดลอง และคานามัยสินเอ

ซัลเฟต มาตรฐานมาละลายพ้ํให้!ต้าวามเข้มข้นท่ีสามารถตรวจวัดได้คือ 0.01-0.15 เปอร์เซนด้ (น้ีาหนักต่อ 

ปริมาตร) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร มาเตรียมเป็นอนุพันธ์ที่ดูดกลีนแสงได้ที่ 350 นาโนเมตร โดย 

เติมกรดไตรไนโตรเบนสินซัลโฟนิก เข้มข้น 0.5 เปอร์เซนต์ (นี้าหนักต่อปริมาตร) ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร และเติมไพริดิน (pyridine) ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร นำไปให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 70

องศาเซลเสิยส เป็นเวลา 15 นาที ทำไห้เย็นด้วยนี้าประปา แล้วเติมอะสิโตไนไตรล์ (acetonitrile) 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน นำตัวอย่างที่ผสมกันตังกล่าวปริมาตร 25 ไมโครลิตร ไปวิเคราะห์ 

หาปริมาณคานามัยสินด้วยเครื่อง HPLC

3.11.1.2 ภาวะที่ใข้ในการวิเคราะห์

คอลัมน์ ะ Lichrocarp C,8 reverse phase ขนาดเส้นผ่านคูนธ์กลาง 

วงใน 0.4 เซนติเมตร ยาว 12.5 เซนติเมตร

สารละลายตัวพา : 0.02 โมลาร์ โปแตสเสิยมฟอสเฟตบัฟเฟอร์

พีเอช 7.5 (ภาคผนวก ข หมายเลข 2) ต่อ อะสิโตไนไตรล์ต่อเมธานอล เท่ากับ 40:46:15 (ปริมาตร 

ต่อ ปริมาตร ต่อ ปริมาตร)

อัตราการไหล : 1.5 มิลลิลิตรต่อนาที

อุณหภูมิ : 45 องศาเซลเสิยส

ตรวจวัต : เคร่ืองตรวจวัดซนิดยูวี วิลิเบิล ที่ความยาวคลื่น 350

นาโนเมตร

3.11.2 วิธีทีนเลเยอร์โครมาโตกราฟ

เตรียมตัวอย่างโดยนำตะกอนของคานามัยสินซัลเฟต ที่ได้จาก

การทดลองและสารมาตรฐานคานามัยสินเอ ซัลเฟต ละลายในน้ีากล่ันให้!ด้ความเข้มข้น 2000

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากน้ันนำไปหยด (spot) บนแผ่นสิลิกาขนาดกว้าง 10 เซนติเมตร ยาว 20
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เชนติเมตร จุดละ 5 ไมโครลิตร นำไปอบในถังโครมาโตกราyเที่อิ่มตัวด้วยสารผสมชองตัวทำละลาย 

สารละลายที่ใสัคือ

ท. คลอโรฟอร์ม ต่อ แอมโมเนียมไรดรอกไชด้ ต่อ เมธานอล (ใสัส่วน 

บน)เท ่าก ับ 2:1:1 (ปริมาตรต1อปริมาตรต่อปริมาตร)

ช. 10 เปอร์เชนต์ แอมโมเนียมอะยีเตท ต่อ เมธานอล เท่ากับ 1:1

(ปริมาตร ต่อ ปริมาตร)

ค. เอ็น-บิวทานอล ต่อ เอธานอล ต่อ คลอโรฟอร์ม ต่อ แอมโมเนียม 

ไรตรอกไซด์ เท่ากับ 4:ธ:2:5 (ปริมาตร ต่อ ปริมาตร)

เมื่อตัวท่าละลายยีมมาถึงตำแหน่งที่ห่างจากปลายบนประมาณ 2.0

เซนติเมตร ปล่อยให้แห้งแล้วตรวจแถบที่สารเคลื่อนที่ โดยพ่น 0.2 เปอร์เซนด์ชองนีนไรดรินที่ละลาย 

ในบิวทานอลที่อิ่มตัวด้วยนํ้า ลงบนแผ่น TLC แล้วนำไปให้ความร้อนที่ 100 องศาเซลเยียส เป็นเวลา 

15 นาที จะเกิดจุดสืนํ้าตาลม่วง วัดค่า R, คือระยะทางที่สารเคลื่อนที่ต่อระยะทางที่ตัวท่าละลายเคลื่อน 

ท่ี (Umezawa, 1986)

3.11.3 วิธีอินฟราเรด สเปกโตรสโกปี (Infrared spectroscopy, IR)

ส่งตัวอย่างวิเคราะห์ที่สูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย

NMR)

3.11.4 วิธีนิวเคลียร์ แมกเนติค เรโซแนนซ์ (Nuclear magnetic resonance, 

ส่งตัวอย่างวิเคราะห์ที่สูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย
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