
บททิ 2

วิธีการทคลอง

2. 1 อุปกรท่[และลา?เคมีทิ่ใซ้ในการทคลอง

2 .1 .1  อปกรณ ' V
Iครองเขย่าควบคมอณหภมีใค Psycrotherin incubator shaker

model 6-27 New Brunswick S c i e n t i f i c  C o .In c ., N .J . ,  U .S.A .
ถังหมักขนาค 5 ลิคร model MD-300 และชคควบคมฝ็ภาวะ บริษัท L.E. 

M arubishi, Tokyo, Japan.
เครืองอบฆ่าเชึอจลินทรืย์ (A utoclave) model HA-26 บริษัท 

Hirayama Manufacturing' Cooporation, Tokyo, Japan.
เครืองกวนแท่งแม่เหลก (M agnetic s t i r r e r )  Laboratory Hot 

P la te  PC-101 Corning G lass Works, Corning, N.Y. 14880, U.S.A.
เครื่องเขย่าลำหรับลกัคแยกลาร (E x tra c tin g  machine) model V- 

0N บริษัท Iwaki, Japan.
เคร่ืองระเหยภายใต้สูท)ทุกกาคแบบ'หมุน (Rotary vacuum

evap orator) model N บริษัท Tokyo RikBkikai  C o .L td ., Japan.
เครืองไอเปอรื่ปอแม็นชลิควิคใครมาโคกราป (High Performance

Liquid Chromatograph) model LC-3A บริษัท Shimadzu, Japan.



2 .1 .2  ลารเคมิ

a Û พ เ, £ะ>ลารเคมิ บริษัทผ์ผลิต

1 เ ,พนิชิลสีน จิ Merk sharp 8f Dohme ( Tha i 1 and)
( p e n ic i l l in  G Sodium) Ltd.

2 กรดมินิลอะชิคีก E. Merck Damstadt, Germany.
( phenylB cetic ac id )

3 เอมิลอะชิเตด BDH Lim ited, England.
( amy1 a c e ta te )

4 โชเคียมไบคาร์บอเนต E. Merck Damstadt, Germany.
(sodium bicarbonate)

5 บิวทานอล E. Merck Damstadt, Germany.
( butano1)

ลารเคมีอื่นๆ ที่ใช้นอกจากที่กล่าวนี้ ล่ังชิอจากบริษัท B.D. H ประเทคอังกฤษ
บริษัท Fîuka ประเทคลวิลเชอร์นลนค ล่วนกลโคล และนี้ามันถั่วเหลีอง ที่ใช้เข็นอา
หารเลยงเชอใช ้เกรดทางการค้า (commercial grade)

2 .2  การเสียงเชอ P é n ic illiu m  chrysogenum A 88

d> tj2 .2 .1  การl กบรกหาเชอ P é n ic illiu m  chrysogenum A 88 
à < aเชียลปอร (sp ore) ชองเชีอ P é n ic illiu m  chrysogenuro 

A 88 โดย'ใช้เข็มเขิ่ยลากเชี้อ (s tr e a k ) ลงบนอาหารแข็งเอียง ( s la n t  agar) 
โหเฅโคเด็กช้โตรสือาการ (p o ta to  d ex trose  agar, PDA)(ภาคผนวกท่ี 1 .1 ) บ่ม 
ทีอทเหภูมิ 25 ° ช. เข็นเวลา 7-10 วัน เมิ่อลร้างลปฮร์เด็มที่แล้วจิงน็าไปเก็บไว้ใน 
ตนช่นขง (deep freeze ) อถเหภมิ -70  ° ช.
V จ 11



2 .2 .2  การเล ียงเช ็อ P é n ic illiu m  chrysogenum A 88
2 .2 .2 .1  การเตรียมสปอร์

เชียสปอร์ขอ0Iชิอ P é n ic illiu m  chrysogenum  
A 88 จากเชีอฑิ่เก็บรักษาไว้ตามข้อ 2 .2 .1  ลงในสารละลาย 0.1% โนลีเปปโตน เมิอ 
ทำให้เใ]นสารแขวนลอย (spore su sp en sion ) ปริมาตร 2 มล. เขย่าให้เข้ากันนำ 
ไปกระจายลงบนผิวหน้าของอาหารแข็งTv เตโตIตกช'โต'รสอาการ'ในขวตแก้ว ขนาค
10 X 15 X 4 ชม .3 บ่มท่ีอุถเหภูมิ 25 ° ช. นาน 7 วัน หลังจากนันถ่ายลปอรออก
จากขวคด้วยการล้างด้วยสารละลาย 0.1% โหลืเปปโตน ปริมาตร 30 มล. นลัวกรอง 
ผ่านผ้าขาวบาง นับจำนวนสปอร์โคยใชั haemacytometer

V V2 .2 .2 .2  การเล ียงเช ีอ P é n ic illiu m  chrysogenum
A 88 เมื่อเที่นหัวเชื้อสำหรับผลิตเ,พนิชิลลิน จี ในถังหมักขนาค 5 ลิตร

ถ่าย 1 มล.ของสารละลายนขวนลอยของสปอร์ที 
มิความเข้มข้น 2 .5  X 107 สปอร์ค่อมล. ที่เตรียมได้ตามข้อ 2 .2 .1  ลงใน 50 มล. 
ของอาหารสำหรับเตรียมหัวเชีอ (ภาคผนวกที 1 .2 ) ชิงบรรจุอยู่ในขวครูปชมภู่ ขนาค 
250 มล. นำไปเขย่าบนเครองควบคมอุถเหภูมินบบ psycrotherm incubater shaker  
ท่ีอทเหภมิ 25 ° ช. ด้วยความเร็ว 300 รอบต่อนาที เใ]นเวลา 36 ชม.

2 .2 .2 .3  การเล ียงเช ีอ P é n ic illiu m  chrysogenum
A 88 เม่ือผลิตIVนิชิลลิน จี ในกังหมักขนาค 5 ลิตร

เตรียมหัวเชื้อตามวิธีข้อ 2 .2 .2  ให้ได้ปริมาตรรวม 
300 มล. ถ่ายลงในอาหารเหลวสำหรับผลิตIVนิชิลลิน จี (ภาคผนวกท่ี 1 .3 ) ปริมาตร
2 .7  ลิตร ช่ิงบรรจอย่ในกังหมักขนาค 5 ลิตร เมื่อถ่ายเชื้อลงในอาหารเหลวแล้วจีง
เริมด้นการหมัก โคยใข้อัตราการให้อากาค 1 ลิตรต่อ 1 ลิตรของปริมาตรอาหารต่อ 
นาที ใช้นำมันชิลิโคนอะคืคานฮล ( s i l i c o n e  adecanol) เใ]นสารกำจัดน่อง
(an tifoam er) ควบคมอนเหภูมิ 25 ° ช. ตลอดการหมัก ควบคุมระคับความเท่ีน 
กรดต่างให้อยู่ระหว่าง 5 .8 -7 .1  โคยใช้กรคชัลน่ริกเข้มข้น 10% (ปริมาตรต่อปริ
มาตร) เมื่อเชื้อมิอาย 24 ชม. เติมสารละลายกรดมินิลอะชิติกที่ละลายในนํ้า เข้มข้น

V v บ่ . '  „ บ่ ๔1.5% (นำหนักต่อปริมาตร) ปริมาตร 100 มล. หมักเป็นเวลา 144 ชม.



2 .3  การวิเคราะห้ปริมาทแนนิชิลลิน จี โคยใช้ HP LC (High Performance
Liquid Chromatography)

นำคัวอย่างมาเจีอจางด้วยนํ้ากลั่นที่ผ่านการกลัน 2 ครัง (double
d i s t i l l e d  w ater) ฉีคสารละลายคัวอย่าง 10 ไมโครลิตร เช้าIครีอง HP LC 
Shimadzu APLC, LC-3A) โคยมีลภาวะด้งนิ

คอลัมน์
สารละลายคัว'พา 
อัตราการไหล 
ความคัน 
อทเหภมิ
เคริ่องตรวจวัค

ะ Sorbex C-18 25 X 0 .4 6  เชนติเมตร ID.
ร 13% เมทานอล 
ะ 1 มิลลิลตรต่อนาที
i 120-180 กิโลกรัมต่อลูกบาคกเชนติเมตร 
Î 25 ° ช.
: ความยาวคลื่นช่วงอุลคราไวโอเลต 240 นาโน- 

เมตร

ด้วยสภาวะคังกล่าว เวลาท่ิอยู่'ในคอลัมน์ (r e te n t io n  tim e) ของ 
เนนิชิลลิน จี เท่ากับ 4 นาที ทำกราปมาตรจานโคย'ใช้เ■ พนชิลลิน จี โชเคียม เข้มข้น
0 .5 - 3 .0  ไมโครกรัม แล้วฉีคเช้าเครื่อง HP LC คามวิธีที่กล่าวมาแล้ว เขียนกราน่ 
มาตรฐานระหว่างอัตราล่ว* พ้ืนท่ีใต้กรา'ฝของเนนิชิลลิน จี ต่อ เนนิชิลลิน วิ กับความเข้ม 
ข้นของเนนิชิลลิน จี (ภาคผนวกท่ี 3) โคยใข้เ'พนิชิลลิน วิ เย็นสารมาตรฐานเปรียบเทียบ 
ลักษทเะโครมาโคแกรมที่ได้ ด้งภาคผนวกท่ี 2

2 .4  การลกัคแยกและกา?ทำให้เนนิชิลลิน จี บ?ฟิทล้ี
2 .4 .1  การหาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัคแยกเนนิชิลลิน จี ออกจาก

น้ําหมัก
นำนาหมักที่ได้จากการเนาะเลี้ยงเชอ P en iciIliu m

chyrsogenum A 88 คามวิธีในข้อ 2 .2 .3  แช่เย็นทีอถเหภมิ 0-1 ° ช. เติมชิติลไตร
เมตทีรแอมโมเนียมโบรไม^ (c e ty l tr im eth y l ammonium bromide) ปรับความ
เย็นกรคค่างคามต้องการด้วยกรคน่อส'ฝอริค ความเข้มข้น 10% (ปริมาตรต่อปริมาตร) 
ลกัคแยกด้วยเอมิลอะชิเคฅด้วยเคร็องเขย่าลำหรับลกัคแยกสาร แยกชันเอมิลอะชิเคตออก 
จากชัน'นา นำชั้นเอมิลอะชิเตฅมากำจัคนํ้าออกด้วยการเติมโชเคียมชัล๗ คแอนไรครัส แล้ว 
ระเหยเอมิลอะชิเตตออกจนแห้งโคยใข้เคริองระเหยภายใด้ลทเท!ากาคแบบหมน นำไปวิ-



เคราะห์หาปริมากแพนิชิลสิน จี ตามวิธีข้อ 2 .3
2 .4 .2  การหาสภาวะที่เหมาะสมในการขจัดสิ่งปนเมิอนด้วยผงถ่านก่อน

การตกผลีก
นำน้ําหมักทได้คาม'วิธี'ในข้อ 2 .2 .3  สกัดแยกเพนิชิสลีน จี

ออกจากนำหมักด้วยเอมิลอะชิเตตตามวิธีในข้อ 4 .1  นำชันของเอมิลอะชิเตตมาเติม
ผงถ่าน ( a c t i v a t e d  c h a r co a l )  ในปริมากเที่เหมาะสม กวนด้วยเครืองกวนแท่งแม ่
เหล็ก ( magnet i c  s t i r r e r )  ท่ีอุกแหภูมิ 30 ° ช. กรองผงถ่านออก นำสารชิงละ 
ลายในIอมิลอะชิIตตมาระ เหย I อาIอมิลอะชิIคดออกจนแห้ง โดยใข้เครองระเหยภายใต  ้
สa m กาคแบนหมุน นำไปวิเคราะห์หาปริมากแพนิชิสสิน จี คามวิธีข้อ 2 .3

2 .4 .3  การหาชนิดและปริมาทเของ เกลีอโชIดียมฑิ่Iหมาะสมในการตกผลีก 
นำชั้นเอมิลอะชิเตคฑิผ่านการขจัดลิงปนIปีอนด้วยผงถ่านตาม,วิธี,ใน

ข้อ 2 .4 .2  มาระเหยเอมิสอะชิเตคออกด้วยเคริ่องระเหยภายใด้สูกุ!ฌากาคแบบหมุนที
อทเหภมิ 30 ° ช. ให้ปริมากแพนิชิลสิน จี ที่อย่ใน เอมิลอะชิเตฅมิความเข้มข้นสง นำ ๆ « . 1 V " ^  • *
มาแช่ในอ่างนำแข็งให้มิอุกเหภูมิ 0-1 ° ช.

หยดสารละลายทิ่มิโชเดียมเล็นองค์ประกอบอย่างช้าๆ เช่น สารละสายโชเคียม
ไรครอกไชค์ < NbOH) สารระสายโชเคียมอะชิเตต ( CH^COONa) แสะสารสะลาย
โชเคียมไบคารบอเนต (NaHCOj1) ในปริมากเฑ่ืเหมาะสมลงไปพร้อมกับการกวนด้วย
แท่งแม่เหล็กอย่างสมาเสมอ จนกระท่ัง pH ภายหลังจากเติมสารละสายฑิ่มิโชเคียมเล็น
องค์ประกอบเท่ากับ 7 .0  แยกชันชิงมิIกลีอโชเคียมของเพนิชิลสิน จี อย่ออกจาก?  ̂ _ Iเอมิลอะชิเตต นำมาระเหยนาออกจากเพนิชิลสิน จี โชเคียม ให้มิความเข้มข้นประ
มาถเ 1 .2  กรัมต่อ 1 มิลลีลิตร เพ่ิอตกผลีก ต้ังทีงไว้ท่ีอุกเหภูมิ 4 ° ช. ประมากเ
24 ชั่วโมง หากยังไม่เกิดการตกผลีกก็เติมบิวทีวแอลกอรอล (b u ty l a lco h o l) ทีสะ
หยดเขย่าให้เข้ากันจนกระทั่งสารละลายเริ่มข่น นำไปต้ังท้ิงไว้ท่ีอุกเหภูมิ 4 ° ช. ต่ออีก
24 ชั่วโมง เมอได้ผลีกแลัวนำมากรองและล้างด้วยบิวทีวแอลกอรอสจนผลีกขาว
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