
วิ'ลตุและวิธีวิจัอ

รัรคุ
1. ตัวอย่าง

1.1 ยาบำรุงเสิอดแผนโบราทเ ส่มเอจากร้านขายยาในกรุงเทนมหานคร
และนครราชสืมา 19 เอการค้า  ๆ ละ 3 ตัวอย่าง (ดารางทื ่  15)

1 .2  สมุน'ไVIรบำรุงIลีอด เอจากร้านขายยาในกรุง เทนมหานคร 3 ร้าน
ร้านละ 30 ชนิด เล็นชนิดฑื ่ นิยมใร้ เล็นส่วนประกอบในอาบำรุงเสิอดแผนโบราทแงรวบรวมโดย 
กองวิจัยทางแนทย กรมวิทยาศาลตร์การแนทอ กระทรวงลาธารทเสุข แลตงในภาคผนวก
(กองวิจัยทางแนทย์» 2529) (ตารางfi 13)

2. ลารเคมีส่าหรับการวิ Iคราะหปริมา[แธาตุเหล็ก
2 .1  ลารละลายมาตรฐานเหล็กส่าหรับ Atomic absorption

spectrophotom etry, Fe 1.000 มก./มล. ของ F arm italia  Carlo Erba
2 .2  H ydrochloric acid  37%, A.R. ของ E. Merle
2 .3  N itr ic  acid  70%, A.R. ของ B r it ish  Drug House

3. ลารเ คมีส่าหรับการวิ เ คราะห์ปริมาทเกรดโฟ่สิก
3.1 A scorbic a c id , A.R. ของ E. Merk
3 .2  Chicken Pancreas ของ D ifco Laboratories
3 .3  Concentrated s u lfu r ic  a c id , Lab. grade
3 .4  Disodium hydrogen phosphate (NaaHP04) ,  A.R.
3 .5  Ethanol
3 .6  P teroy lg lu tam ic acid  No. F-7876 (Sigma Chemical Co.)
3 .7  Lysol
3 .8  Potassium dichrom ate, Lab. grade
3 .9  Sodium dihydrogen phosphate d ihydrate (NaHaP04.

2Ha0 ) , A.R.
3 .10  Sodium hydroxide, A.R.
3.11 Tween 80
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3 .12  Gardinol Type Detergents (Teepol)

4. แ อ  L a c t o b a c i  t h i s  cas e i ,  ATCC (American Type Culture 
C o lle c tio n ) No. 7469, จาก The American Type C o lle c tio n , 2112 M. 
S tr e e t ,  Washington, D .c.

5. อาหารเส ิยงเรัอ (Bacto Micro Inoculum Broth) ของ D ifco  
L aboratories

6. อาหารเสืยงแอสำหรับการวิเครา!รหกรดโฟ่สิก (F o lic  acid Casei
Medium) ของ D ifco  Laboratories

7. เครื ่องรอทื ่ ใรั ในการวิ เครา!)หธาตุ เหล็ก
7.1  เครื่องรังของ M ett1er H 311
7 .2  Atomic absorption  spectrophotom eter ของ Shimadzu 

AA-650
7 .3  เตาเผ า (M uffle furnace) ของ G alien Kamp
7 .4  เครื่องอังนํ้า ของ Herreus
7 .5  เต าไฬ า

8. เครื ่องรอfiใรั ในการวิ เคราะหกรดโ'ฝสิก
8 .1  เครื่องรัง ของ M ett1er H 16
8 .2  หรอน่ิงอัดไอ ( P restig e )
8 .3  Automatic syringe
8 .4  เคร็องหมุนเหวียง ของ In tern ation al Portable R efrigerated  

C en trifu ge, Model PR-2
8 .5  รุเย็นและตุ้แรัแข็ง
8 .6  สํบ่)นรัอของ Thelco, Model 6M
8.7  รุอบ ของ Thelco, Model 17
8 .8  M icrop ip ettin g  system ของ Eppendorf
8 .9  เครัองผสม ของ Vortex-Genie S c ie n t i f ic  In d u str ies  

Sup plies
8 .10  Nephelometer ของ Bausch & Lomb.
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8.11 pH meter ของ Beckman

วิธีคำl นินทารวิจัย
1. การวิเคราะห์ปริมาถเธาตุ1ห!ก (Clegg- et a l . ,  1981;

Wattanapenpaiboon, 1986)
นั้าที่'ใช่ตลอดการวิIคราะห์ เย็นชนิดท่ีกำจัดไอออนและกล่ัน 2 คร้ัง เครื่อง 

แก้วและภาชนะใส่ตัวอย่างจะต้องผ่านการแช่ใน 10% ของกรดไฮโดรคลอริกด้างคีนและล้าง 
นลาย  ๆ ครั้งด้วยน้ําที่ปราคจากไอออนและกลั่น 2 คร้ัง เท่ีอไม่'ให้มีธาตุเหล็กปนเปีอน

1.1 ต้วอย่างที่เย็นผงแห้ง
ช่งผงยาที่บดละเอียดแล้ว ให้ไต้น้ําหนักแน่นอน ประมาทเ 2 กรัมใล่ 

ในก้วยกระIบิ้อง นำไปเผาบนเตาไห้ฟ้าจนหมดควัน หลังจากนั้นนำไปเผาต่อในเตาเผา
อุณหภูมิ 500 องคาเขลเช่ยล จนได้เก้าสิเทา (ใช่เวลาประมาทเ 12 ช่วโมง) เก้าท่ีได้นำ 
มาละลายด้วยกรดไฮโดรคลอริก 10% 5 มล. แล้วกรองผ่านกระดาษกรองชนิดไม่มีเก้า
(Whatman # 42) ลงในขวดวัดปริมาตร (volum etric f la sk )  ขนาด 50 มล. เติมน้ํา 
จนครบ 50 มล. เก็บสารละลายในขวดโนลืเอทิสืน (p o lyeth y len e) แล้วนำไปวัดหา
ปริมาทเธาตุเหล็กด้วยเคริอง Atomic absorption  spectrophotom eter

1 .2  ตัวอย่างที่เล็นยานํ้า
นิเปตต์ตัวอย่างที่เขย่าให้นํ้ายาเช่ากันดืแล้ว 50 มล. ใส่'ในบีกเกอรื่ 

นำไประเหยจนแห้งบนเครื่องอังนํ้า เติมกรดไนตริกเช่มช่นลงในตัวอย่างที่แห้งแล้ว 4 มล.
ท้ิงไว้ท่ีอุทเหภมีห้อง 12 ช่วโมงหลังจากนั้นนำไปตุ่นบนเคร่ืองอังน้ํา 4 ช่วโมง แล้วทิ้งให้เย็น 
นำลารละลายที่ได้ ใส่ในขวดวัดปริมาตรขนาด 50 มล. เติมน้ําจนครบ 50 มล. ก้าสารละ 
ลายข่นก็กรองด้วยกระดาษกรองชนิดไม่มีเก้า (Whatman # 42) เก็บสารละลายในขวดโนสิ 
เอติสืน นำไปวัดหาปริมาทเธาตุเหล็กด้วยเคริอง Atomic absorption  spectrophotom eter

1.3 สารละลายมาตรฐานของธาตุเหล็ก
เตรียมจากสารละลายสต๊อกของสารละลายเหล็กเข้มข้น 1000 ส่วน 

ในล้านส่วนใน 10% ของกรดไนตริก ค่าการดุตกสินแสงของสารละลายมาตรฐาน ตรวจวัค 
โดยเครีอง Atomic absorption  spectrophotom eter ภายใต้สภาวะดังนื

8 mA.
248.3 nm.

Lamp Fe Current 
Wavelength 
S pectral band pass 0 .2  nm.
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Ai r /A c ety 1ene 10 L/min/2 L/min
Burner height 2 mm.
Flame stoich iom etry ox i d i z ing

สร้างกราฟ่ขาดรฐานแสดงความล้มฟ้นธ-ระหว่างความIข้มข้นของIหล็ก 
ในสารละลายและค่าการดุดกสินแสง แล้วหาความเข้มข้นของลารละลายเหล็กตัวอย่างโดย
อาคัยกราฟ่มาตรฐานนี้

2. การวิเคราะห์ปริมาสเกรดโฟ่ลิก (สุวิทอ์ อารีกุล, 2529;
J a n su itt iv e c h a k u l, 1979)

นี้าทิ้ใข้ตลอดการวิเคราะห์เย็นชนิดทิ้ปราคจากไอออน และกล่ัน 2 คร้ัง
เครื่องแก้วกุกชนิดทิ้ใข้ในการวิเคราะห์ จะต้องผ่านการต้มในสารละลายของสารเกฟ่อก
(T eepol) 1ะ2๐๐ นาน 30 นาที แล้วแย่ในสารละลายคลีนย่ง (c lea n sin g
so lu t ion) ค้างคีน ล้างหลาย  ๆ ครั้งด้วยน้ําท่ืปราคจากไอออนและกล่ัน 2 คร้ัง เหอให้
ปราศจากโฟ่เลต และโลหะหนัก ลั่งอาจมีผลต่อการเก้ดออกนิเตลั่นของกรดแอลคฮนิกในสาร
ละลายปัฟ่เฟ่อรื่

2 .1  การเตรียมอาหารเลี้ยงเย่อ (Maintenance medium)
ละลายอาหารเลี้ยงเย่อ 18.5 ก. ในน้ํา 500 มล. โดยอุ่นเล็กน้อย 

กรองผ่านกระดาษกรอง นิเปตต่สารละลายน้ีใล้ในหลอดฑ่ืมีฝานิด 50 หลอด  ๆ ลK 10 มล. 
นิดฝาหลอด แล้วนำไปน่ิงภาย'ใต้ความด้น 15 ปอนด์/น้ิว" อุณหภมิ 121°ช นาน 5 นาที 
ทิ้งให้เย็น นิดฝาให้แน่นนำไปปมในดุ้ปมแอ 37°ช ค้างค้น ตรวจดุตอนเข้าวันรุ่งฃี้นถ้าสาร
ละลายใสแสดงว่าไม่มีแบคทีเรียปนเนิฮนนำไปเก็บในต้เย็น <4๐ช)

2 .2  การเตรียมลต๊อกคัลเจอร์ (Stock cu ltu re)
เหาะเล ียง L a c l o b a c i  l i a s  c a se i ATCC No. 7469 ในอาหาร 

เล ี้ยงแอและเก ็บในดุ้เย ็น (4°ช) ทำการถ่ายแอ (su b cu ltu re) กุก 2 ล้ปดาห์ โดย 
ใข้เทคนิคปลอดเย่อ (a s e p t ic  technique) เติมเย่อตังต้น ( l iq u id  cu ltu re ) 1 
หยดลงในอาหารเลี้ยงเย่อใหม่ นำไปบ่มท่ือุสเหภมี 37°ช นาน 18 ลั่วโมง แล้วเก็บในต้เย็น



2 .3  การเตรียมอินนอกคุล้ม (in n o cu lu m )
เตรียมในตอนบ่ายก่อนวันวิเครา»ห์ 1 วัน โดยเติมสต๊อกคัลเจอร์ 1 

หยดลงในอาหารเล ี้ยงเข ้อ 10 มล. บ่มเข้อฑ่ื 37°ซ นาน 18 วัวโมง ใข้เข้อฑื่บ่ม 18 
วัวโมงนี้ 0 .5  มล. เต ิมลงในอาหารเล ี้ยงเข ้อ 10 มล. บ่มท่ื 37°*!) นาน 6 วัวโมง 
อินนอกคุล้มฑื่ใข้ในการวิเครา»ห์ เร ียกว ่า " L .c ."  ( L a c t o b a c  j I t u s  c a s e / )  จะเตรียม 
โดยเต ิม 0 .0 5  มล. ของเข้อทื่บ่ม 6 ว ัวโมงลงในอาหารเล ี้ยงเข ้อท ื่ใข ้ว ิเครา»ห ( b a s a l  
medium) 18 มล. ใวัอินนอกคุล้มครั้งล» 1 หยด เติมในแต่ล»ขวดฑื่ใข้วิเคราะห์

2 .4  การเตรียมลารล»ลายบัฟ่เฟ่อรื่ที่มืกรดแอลคอยิก
ลารล»ลายนี้จ»ต้องเตรียมขํ่นใหม่  ๆ ทุกครั้ง ทำโดยล»ลายกรด

แอสคอยิก 150 มก. ในลารล»ลายบัฟ่เฟ่อร์ หีเอช 6 .1  100 มล.

2 .5  การเตรียมลารล»ลายฟ่อลเฟ่ตบัฟ่เฟ ่อร์ หืเอซ 6 .1
2 .5 .1  ลารล»ลายกรด 0 .2  โมล เตรียมโดยล»ลายโซเด ียม- 

ไดไฮโดรเจน ฟ่อลเฟ่ต ไดไรทดรต (NaH2PO 4 . 2H30) 3 1 .2  ก. ในนํ้าแล้วใ!รับปริมาตร 
ด้วยนํ้าจนครบ 1 ล.

2 .5 .2  ลารล»ลายต่าง 0 .2  โมล เตรียมโดยล»ลายไดโซเดียม 
ไฮโดรเจนฟ่อลเฟ่ต <Na2HP04 ) 2 8 .4  ก. ในนํ้าแล้วปรับปริมาตรด้วยนํ้าจนครบ 1 ล.

นำลารล»ลายข้อ 2 .5 .1  มา 2 1 2 .5  มล. ผลมกับลารล»ลาย 
ข้อ 2 .5 .2  3 7 .5  มล. แล้วปรับปริมาตรให้ครบ 1 ล. ด้ายนา ลารล»ลายควรร
นีเอช 6 .1  เก็บลารล»ลายน้ีฑ่ือุ[นหภุมิห้อง

2 .6  การเตรียมคอนจุเกล ( c o n ju g a se )
ใข้ตับอ่อนของไก่ทืแห้งลนิท ( d e s ic c a te d  c h ic k e n  p a n c re a s )  

ของ "Difco" 300 มก. ล»ลายในนํ้า 100 มล. นำไปป่นในเครื่องหมนเหวี่ยง 2 ,5 0 0  
รอบ/นาที นาน 10 นาที เก ็บเอาเฉหา»ล้วนใสื

2 .7  การเตรียมลารล»ลายคลีนข้ง
ใข้โหแทลเข้ยมไดโครเมต 10 ก. ล»ลาย'ในนา 75 มล. แล»เติม 

กรดวัลฟ่ริกเข้มข้น 25 มล. ลงข้า  ๆ ผลมให้เข้ากัน
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2 .8  การIตร ีย  il ตัวอย่าง
2 .8 .1  ตัวอย่างที่เข ็นยานํ้า

ปีเปตตตัวอย่างที่เขย่าให้นํ้าอาเข้ากันดีแล้ว 2 แล. มา(.จีอ 
จางด้วยลารละลายใ'เอล๗ ตปัฟ่๗ อรื่ที่มีกรดแอลคอปีก จนได้ปริมาตร 20 มล. นำไปน่ิง
ฆ่าเข้อภายใต้ความตัน 15 ปอนด์/นิ้ว3 อุณหภูมิ 121°ซ นาน 5 นาที นำไปปันในเครื่องหมุน 
เหวิ่ยงที่ 2 ,5 0 0  รอบ/นาทีนาน 10 นาที เก็บเอาเฉ'นาะตัวนใลมา 5 มล. เริยกว่าต ัวน 
"อ'* (อีส'ระ) นำไปแข้แข็งจนกว่าจะใข้วิเคราะห์ ตัวนใลอีก 9 มล. นำมาเติมคอน'จุเกล
1 มล. และโทลูอีน 0 .5  มล. เนอป็ดฝาหนำของลารละลาย นาไปบ่มฑ่ือุณหภูมิ 37"ซ
นาน 16 ชม. แล้วนำมาด้มบนเครื่องอังนํ้า นาน 10 นาที และปัน 2 ,5 0 0  รอบ/นาที 
นาน 10 นาที เก็บเฉนาะตัวนใลมานข้แข็งจนกว่าจะใข้วิเคราะห์ เรียกตัวนนี้,ว่า "ล"(ต ังย ุค) 
ในการวิเคราะห ์

2 .8 .2  ตัวอย่างทื่เข็นผงแห้ง
นำตัวอย่างมาบคให้ละเอียดใเงตัวอย่างให้ทราบนํ้าหนักแน่นอน 

ประมาณ 2 ก. เจ ีอจางด ้วยน ํ้า 20 มล. นำไปปันในเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ 2 ,5 0 0  รอบ/นาที 
นาน 10 นาที ปีเปตด์ตัวนใลมา 2 มล. แล้วคำเนินการต่อไปเข้นเดียวกับการเตรียมตัว 
อย่างที่เข ็นยานํ้า

2 .9  การเตรียมอาหารเล ี้ยงเข ้อท ี่ใข ้ในการวิเคราะห ์กรดโใ'เลิก (เข ้มข้น
เข็น 2 เท ่า)

นำอาห ารเล ียงเข ้อ  F o l ic  Acid C asei Medium 9 .4  ก. มา 
ละลายในนํ้า 100 มล. เติม Twee-n 80 1 หยด (เน ื่อลดแรงติงผิวของลารละลาย) อุ่น
ลารละลายนาน 1 นาที แล้วปล่อย,ให้เยนเท่าอุณหภุมีห้อง เติมกรดแอลคอรก 50 มก.
คนให้ละลาย แล้วกรองผ่านกระดาษกรอง ใข้ a u to m a tic  s y r in g e  แบ ่งอาหารเล ี้ยงเข ้อ 
นี้ลง'ในพลอตที่ใข้'วิเคราะห์ หลอดละ 3 มล.

2 .1 0  การเตรียมลารละลายกรดโVเลิกมาตรฐาน <1.0 X 1 0 'ธ ก ./ม ล .)  
ข้งกรคโใ'เลิกมาตรฐาน 100 มก. นำมาละลายในนํ้า 20 มล. แล้ว

ค่อย  ๆ เติมสารละลายโซเดียมไอครอกไซด์ลงไปข้า  ๆ จนได้สารละลายลีเหลองใล ปรับ
ปริมาตรด้วยนํ้าเข็น 100 มล. จะได้ลารละลายเข้มข้น 1 .0  X 1 0 '3 ก ./ม ล . นำลาร 
ละลายนี้มา 1 มล. ใตัในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มล. ปรับปริมาตรด้วยเอ§ลแอลกอออล 
20% ให้เข ็น 100 มล. จะได้ลารละลายที่มีความเข้มข้น 1 .0  X 1 0 '5 ก ./ม ล .
แบ่งลารละลายนี้ใตัหลอดเล็ก  ๆ 60 หลอด เก็บท่ี -20°ซ
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2.11  การเตรียมลารละลายกรดโฝลิกมาตรฐาน 1.0  X 10"3 ก . /ม ล .
นละ 1.0 X 1 0 ' 1๐ ก . /ม ล .  (ลารละลายนี ้ต้องเตรียมขี ้นใหม่   ๆ ก่อนใ*Ï)

นำลารละลายกรดÎ1ฝลิกมาตรฐาน <1.0 X 1 0 ' ธ ก . / ม ล . )  fiแซ่ 
แข็งไว้ เมอปล่อยให้ละลายแล้ว ill ปตด์มา 1 มล. ใล่ในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มล. 
เติมนี้าให้ครบ 100 มล. จะไต้ลารละลายที ่มีความเข้มข้น 1.0  X 1 0 ' 7 ก . /ม ล .

ลารละลายกรดโใ-เลิกเข้มข้น 1.0  X 1 0 ' 3 ก . /ม ล .  เตรียม
โดยในปตด์ลารละลายกรดโใ-เลิกเข้มข้น 1.0  X 1 0 ' T ก . /ม ล .  1 มล. ไล่ในขวดปรับ 
ปริมาตรขนาด 100 มล. เติมนี้าให้ครบ 100 มล. แล้วป็เปตด์สารละลายที ่ มี 
ความเข้มข้น 1.0  X 10~3 ก . /ม ล .  น้ีมา 10 มล. เติมนํ้าให้ครบ 100 มล. ในขวด
ปรับปริมาตร จะไต้ลารละลายที ่มืความเข้มข้น 1 .0  X 1 0 ' 1๐ ก . /ม ล .

2 . 1 2  วิธีการวิเคราะห์ปริมาทเกรดโใ-เลิก
2.12.1 เตรียมขวดล้าหรับวิ เคราะห์ลารละลายกรดโใ-เลิกมาตรฐาน 

โดยให้หมายเลขและเตรียมลารละลายมาตรฐานความเข้มข้นต่าง  ๆ ด้วยการเติมน้า เติมลาร 
ละลายมาตรฐานเข้มข้น 1 .0  X 1 0 ' 3 ก . /ม ล .  และ 1.0  X 10"‘ ° ก . /ม ล .  ตาม
ปริมาตรฑื่แลดงในตารางที ่  6

2 . 1 2 . 2  ให้หมายเลขขวดที ่ ใข้วิ เคราะห์ลารละลายตัวอย่าง และ 
เติมนี ้าตามปริมาตรที่แลดงในตาราง ท่ี 7

2 .1 2 .3  เต ิมอาหารเล ี้ยงเน ี้อท ี่ใข ้ในการวิเคราะห ์ (ดข้อ 2 .9 )
โดยใข้ a u to m a tic  s y r in g e  ขวดละ 3 มล.

2 .1 2 .4  เตรียมหลอดลารละลายเนี้อ โดยใข้หลอดขนาด 25 มล. 
เติมนา 9 มล. และอาหารเลี้ยงเน ี้อท ี่เข ้มข้น 2 เท ่า อีก 9 มล. ท ่าเครื่องหมาย ML. C. ”

2 .1 2 .5  นิดฝาขวดที่ใข้วิเคราะห์ทั้งหมด รวมทั้งหลอด "L .C ."
นำไปนี้งในหม้อนิ่งอัดไอ ภายใต้ความตัน 15 ปอนด์/นิ้ว3 อุณหภูมิ 121°ซ นาน 5 นาที
ปล่อยให้เย็น นิดฝาให้แน่น

2 .1 2 .6  นิเปตด์ลารละลายตัวอย่างที่แซ่แข็งไว้ แล้วปล่อยให้
ละลายท่ีอุทเหภูมิห้อง ด้วยไมโครนิเปตด์ เต ิมลงในขวดที่ใข้วิเคราะห์โดยใข้เทคนิคปลอดแอ

2 .1 2 .7  เตรียมอินนอกดุลัมโดยใข้เนี้อที่บ่มนาน 6 ขม. (ดุข้อ
2 .3 )  เติมลงในขวด " L. C."  ใข้อินนอกดุลัมนี้เติมลงในขวดที่ใข้วิเคราะห์ขวดละ 1 หยด 
ยกเว้นขวดควบคุมโดยใข้เทคนิคปลอดเนี้อ แล้วนำไปบ่มในต้บ่มเน้ีออุถเหดุมิ 37°ช นาน 
40-48 ขม.
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ตารางที ่  6 ปริมาตรสารละลายในขวดริ เคราะห์มาตรฐาน

หมายเลข จำนวนขวด ความเข้มข้น 
สุดท้าย 

นิโคกรัม/มล.

ลารละลายมาตรฐ'านกรตโนิลิก (มล.) ปริมาตรนํ้า 

มล.1.0 X 1010 ก . / มล. 1.0 X 10"3 ก . / มล.

ควบคุม 1 0 - - 3 .0
0 3 0 - - 3 . 0
1 3 5 0 .3 - 2 .7
2 3 10 0 .6 - 2 . 4
3 3 20 1.2 - 1 .8
4 3 40 2 .4 - CO๐

5 3 70 0 .2 0 .4 2 . 4
6 3 100 - 0 .6 2 . 4
7 3 150 - 0 . 9 2. 1
8 3 200 - 1.2 1.8
9 3 400 - 2 . 4 0 .6
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