
บทที่ 2

วารสารปริทรรศน์

2.1 ประว้ดการคันพบสารปฏิสิวนะ

การคันคว้าวิจัยเกี่ยวกับสารปฏิสิวนะได้มีการเริ่มด้นมาเป็นเวลานาน กว่า 2500 

ปีมาแล้วซาวจีนพบว่าเขึ้อรา (Fungi) ที่เจริญบนถั่วเหลืองสามารถนำมาใข้รักษาโรคที่เป็นปี และโรค 

ติดเข้ึออื่นๆได้ และต่อมาพบว่าดินและพืซจะเป็นแหล่งซองแบคทีเรีย และราที่ผลิตสารปฏิสีวนะ ในปี 

ค.ศ. 1877 Pasture และ Joubert เป็นยู้ด้นพบจุลินทรียํที่มีความสำคัญทางการแพทยํโดยพบว่า 

โรคแอนแทรกช์ (anthrax) ที่มีสาเหตุจากแบคทีเรียในกลุ่มบาสิลไล (bacilli) จะเจริญอย่างรวดเร็วใน 

ยูรีน (urine) ที่ปราศจากเขึ้อซนิดอ่ืน แต่จะไม่มีการเพิ่มจำนวนและตายอย่างรวดเร็วถ้ามีการปนเฟ้อน 

ของแบคทีเรียในอากาศ ประว้ตซองการด้นพบสารปฏิสิวนะสามารถกล่าวโดยลังเซปได้ดังนี้ (Goodman 

and Gilman, 1975)

ค.ศ. 1881 Tyndall รายงานแบคทีเรียที่เลี้ยงในอาหารที่มีราขึ้นปะปน จะตายหมด 

ค.ศ. 1901 Emmerrich และ Low พบว่า ถ้านำเอาสารแซวนลอย (suspension) ซอง 

Pseudomonas aeruginosa ฉีดเข้ากระต่ายก่อนที่จะฉีด Bacillus anthracis กระต่ายจะไม่เป็นโรค 

แอนแทรกซ์ เขาเรียกสารที่ยับยั้งการเจริญซอง B. anthracis น้ีว่า pycocyanase เพราะคิคว่าสารนี้ 

ทำหน้าท่ีเหมือนเอนไซม์ซอง Bacillus pycocyaneus

ค.ศ. 1929 Alexander Fleming พบว่าเมื่อเลี้ยง Staphylococcus aureus ในจาน 
เพาะเขึ้อสิงมีราขึ้นปะปน จะเกิดบริเวณใสๆ รอบโคโลนีซองราท่ีเจริญ แสดงว่าบริเวณนี้ใม่มีแบคทีเรีย 

เจริญ เนื่องจากราสร้างสารพิษออกมาทำลายแบคทีเรียแต่ยังไม่ทราบ!}อของรา ต่อมาได้คืกษาจนทราบ 

ว่ารานี้คือ Pénicillium notatum  และเรียกสารที่ราสร้างหรือผลิตว่าเพนนิสิลลิน

ค.ศ. 1939 Dubos ได้ตรวจดินจากร้ฐนิวเจอร์สื พบเข้ึอ Bacillus brevis สร้างสาร 

เคมีทำลายแบคทีเรียแกรมบวกได้ สารน้ีได้แก่แกรมมิสิดิน (gramicidin) และท้ยโรสิดิน (tyrocidin) 

และในปีเดียวกันน้ีพบ Pénicillium griseofulvum  สร้างกริสิโอ'ลุ่ลวิน (griseofulvin) ยับยั้งการเจริญ 
ของราได้ตี

ค.ศ. 1944 Waksman ได้พบ Streptomyces griseus ผลิตสารยับยั้งการเจริญซอง 
จุลินฑรีย์ที่ทำให้เกิดโรคต่าง ๆ ได้ดี และเรียกสารนี้ว่าสเตรปโตมัยสิน

ค.ศ. 1945 มีการคันพบ Bacillus licheniform is สร้างแบสิแทรสิน ยับยั้งการเจริญ 
ซองแบคทีเรียแกรมบวกได้ดี
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ค.ศ. 1947 Burkholder ได้ตรวจดินจากเมืองเวเนสูเอลลา พบ Streptomyces sp. 

ผลิตสารเคมีเรียกว่าคลอนรมฟืนิคอล (chloramphenicol) หรีอ คลอโรมัยเซทิน (Chloromycetin) 

ยับยั้งการเจริญซองแบคทีเรียแกรมลนและริคเกตเสิย จึงตั้ง!}อแบคทีเรียนี้ว่า Streptomyces venezuelae 

ค.ศ. 1948 พบ Streptomyces aureofaciens สร้างออรีโอมัยสิน (aureomycin) 

หรือคลอเททราชัยคลิน (chlortetracycline) ยับยั้งการเจริญซองแบคทีเรียหลายชนิดที่ด ึ้อต่อ 

สเตรปโตมัยสิน และ เพนนิสิลลิน

ค.ศ. 1949 พบ Streptomyces fradiae สร้างนีโอมัยสิน ยับย้ังการเจริญซองแบคทีเรีย

แกรมลบได้ดี

ค.ศ. 1950 พบ Streptomyces puniceus สร้างวิโอมัยสิน (viomycin) ยับย้ังการเจริญซอง 

เสัอ'วัณโรค'โต้ดี และพบ Aspergillus tumigatus สร้างฟูมิจิลลิน (ftimigillin) ยับยั้งการเจริญของเสัอบิด 

Entamoeba histolytica ได้ดี

ค.ศ. 1952 พบ Streptomyces erythreus สร้างอีรีโทรมัยสิน (erythromycin) ยับย้ัง 
การเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกได้ดี

ค.ศ. 1953 พบ Streptomyces rimosus สร้างเททราชัยคลิน (tetracycline) ยับยั้ง 

การเจริญซองแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบได้ดี

ค.ศ. 1954 พบ Streptomyces sp. สร้างชัยโคลสิรีน (cycloserine) ยับยั้งการเจริญ 
ซองแบคทีเรียแกรมบวกได้ดี

ค.ศ. 1956 พบ Streptomyces nodusus สร้างแอมโฟเทอริสิน บี (amphotericin B) 

ยับยั้งการเจริญซองราได้ดี และพบ Streptomyces orientalis สร้างแวนโคมัยสิน (vancomycin) ยับยั้ง 

การเจริญซองแบคทีเรียแกรมบวกได้ดี

ค.ศ. 1957 พบ Streptomyces kanamyceticus สร้างคานามัยสิน ยับยั้งการเจริญของ 

แบคทีเรียแกรมลบได้ดี และพบ Streptomyces mediterranei สร้างไรฟามัยสิน (rifamycin) ยับยั้ง 

การเจริญซองมัยโคแบคทีเรีย (mycobacteria) ได้ดี

ค.ศ. 1963 พบ Micromonospora purpurea สร้างเจนทาไมสิน ยับยั้งการเจริญซอง 

แบคทีเรียแกรมลบได้ดี

ปิจจุบันได้มีการด้นพบสารปฏิสีวนะชนิดต่าง ๆ  มากมายและนำมาใชัรักษาโรคอย่าง

แพร่หลาย สำหรับจุลินทรีย์ที่ใชัผลิตสารปฎิสีวนะที่สำคัญได้แก่ แบคทีเรีย รา และ แอคติโนมัยสิฑส์
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2.2 วิธีวิเคราะห์หาบ่ริมาณฝืๆรปฏิสิวนะ

วิธีการสำคัญที่ใข้ในการวิเคราะห์สารปฎิสิวนะ แบ่งได้เป็นประเภทต่างๆ ดังนี้ (Hugo 

and Russel, 1984)

2.2.1 วิธีทางจุลสิววิทยา (Microbiological method) เสิน วิธีแพร่ทางวุ้น (agar diffusion 

method) เป็นด้น

2.2.2 วิธีทางภูมิคุ้มกัน (immunological method) เช่น hemagglutination inhibition

assay เป็นด้น

2.2.3 วิธีทางโครมาโตกราฟ (Chromatography method) เช่น วิธีโฮ เพอร์ฟอร์มานซ์ 

ลิควิด โครมาโตกราฟ เป็นด้น

2.2.4 วิธีทางเอ็นไซม์ (Enzymatic method) เช่น acetylating radioenzyme assay

2.2.5 วิธีทางเคมี (Chemical method) เช่น paper electrophoresis assay

2.2.6 วิธีทางฟลูโอเรศเซนต์ (Fluorescent assay) เช่น fluoreseene quenching

assay

การเสือกใช้วิธีการวิเคราะห์ขึ้นอยู่กับความเหมาะสมของงาน บางครั้งอาจจำเป็นต้อง 

ใช้หลายวิธีร่วมกัน ที่งสิงที่ควรคำนึงถึงคือ ความเข้มข้นของสารปฏิสิ'วนะที่วิเคราะห์ ปริมาตรของสารท่ี 

วิเคราะห์ คุณสมบ้ตของสารที่วิเคราะห์ เช่น มีสารผสมร่วมหลายชนิด เป็นด้น จำนวนสารที่วิเคราะห์ 

ความละเอียดของค่าความแรงของสารที่วิเคราะห์ และความสามารถและความข้านาญของบุคลากรที่

ทำการวิเคราะห์ เช่น นักจุลสิววิทยา นักเคมี เป็นด้น (มาสิน จุลสิริ, 2540)

2.3 สารปฏิสิวนะคานามัยข้น

คานามัยสินเป็นสารปฎิสิวนะในกลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ (aminoglycoside antibiotics) 

ด้นพบคร้ังแรกโดย Umezawa และคณะ ในปี 1957 ที่งสารปฎิสิวนะกลุ่มนี้มีความสำคัญทาง 

การแพทย์ โดยมีประโยซนัIนการรักษาโรคของมนุษย์ สัตว์ และพืช สารปฎิสิวนะชนิดแรกที่ด้นพบคือ 

สเตรปโตมัยสิน ท่ีงใข้ในการรักษาวัณโรคในมนุษย์ ต่อมามีการด้นพบนึโอมัยสิน คานามัยสิน เจนทาไมสิน 

เป็นด้น ที่งออกฤทธึ๋ในการยับยั้งแบคทีเรียได้กว้าง การพัฒนาของสารปฏิสิวนะกลุ่มนี้ยังมีอย่างต่อเนื่อง 

และได้มีการแบ่งกลุ่มตามการสังเคราะห์ทางสิววิทยา (biosynthesis) ที่คล้ายกัน ดังแสดงในตารางท่ี 

1 (Vandamme, 1 984)
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ตารางท่ี 1 สารปฎิสิวนะในกลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์

Deoxystreptamine-containing antibiotics

4.5-  disiibstituted

Neomycin, paromomycin, lividomycin, ribostamycin, xylostasin, butirosin and 

related substances

4.6- disubstituted

Kanamycin, nebramycin, seldomycin, gentamicin and related substances 

Monosubstituted

Destomycin, hygromycin B and related substances 

Streptidine (bluensidine)-containing antibiotics 

Streptomycin and related substances

Actinamine-containing antibiotics 

Spectinomycin

Monoaminocyclitol-containing antibiotics

Validamycin, hygromycin A, ทาinosaminomycin, kasugamycin, fbrtimicin 

and related substances

ท่ีมา: Vandamme, 1984

2.3.1 อุลินห.รีย์ที่สร้างคานามัยสิน

คานามัยสินเป็นสารปฎิสิวนะที่ผลิตโดยจุลินทรียํทแยกได้จากดินบริเวณ 

Nagano Prefecture ประเทศญ่ี,ลุ่นคือ Streptomyces kanamyceticus ถูกค้นพบคร้ังแรกโดย Umezawa 

และคณะ ในปี 1957 (บทาezawa et a/., 1960) ต่อมาพบว่านอกจากเสัอด้งกล่าวยังมี Streptomyces 

mikakiensis และ Streptomyces canus ท่ีสามารถผลิตคานามัยสินไค้เสินเคียวกัน แต่ในเสิงอุตสาหกรรม 

ยังผลิตได้น้อย (Abou-Zeid and lssa,1971 )
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2.3.2 ลักษณะบางประการจอง Streptomyces kanamyceticus

โคเลนีของ ร. kanamyceticus เมื่อเจริญบนอาหารวุ้นจะมีลีเหลีอง โดยอาจมี 

ลีเขียวหรีอลีชมพูปนอยู่ด้วย ไมขีเลียมมีความกว้างประมาณ 1 ไมโครเมตร และมีการแตกแขนง 

(branching) ส่วนของไมขีเลียมที่เจริญอยู่ในอากาศเรียกว่า แอเรียล ไมขีเลียม (aerial mycelium) 

จะมีลีขาวถึงลีเหลืองอ่อน ศร้างก้านชูสปอร์ (sporophores) ที่ปลายIสันใย ไม่พบส่วนเสันใยที่ม้วน 

เป็นเกลียว (spiral) หรือก้นหอย (whorl) ไมขีเลียมที่เจริญฝืงลงในอาหารเรียกว่า เวเจตเททีฟ 

ไมขีเลียม (vegetative mycelium) จะใส (hyaline) พบว่าสร้างรงควัตถุลีนํ้าตาลอ่อนในอาหารบาง 

ชนิด ฟน glucose-asparagine agar และสามารถเจริญในอาหารเลี้ยงเชั้อได้หลายชนิด แงลักษณะ 

การเจริญจะแตกต่างกันไปตามแต่ชนิดชองอาหารที่ใสั ฟน Glycerol-Czapek •ร agar, Krainsky 'ร 

glucose, Asparagine agar, Calcium malate agar, starch plate, Potato plug, Carrot plug, Blood 

agar, เป็นด้น (Umezawa eta/., 1957)

2.3.3 การล ัง เคราะห ์คานา ม ัยข ีน

การสังเคราะห์คานามัยขีนทางขีววิทยา จะมีชั้นตอนสรุปดังนี้

Glucose4-
Glucose-6-phosphate4-

myoinosital4-
2-deoxystreptamine-(P) (2DS)

2-deoxystreptamine-(P)(2DS) + NDP-6-amino-6-deoxy-D-glucose (6AG) + 

UDP-3-amino-3-deoxy-D-glucose (3AG);
Kanamycin A
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2-deoxystreptamine-(P) (2DS) + NDP-2,6-diamino-2,6-dideoxy-D-glucose + 

UDP-3-amino-3-deoxy-D-glucose (3AG)

Kanamycin B

2-deoxystreptamine-(P) (2DS) + NDP-glucosamine +

UDP-3-amino-3-deoxy-D-glucose (3AG)4-
Kanamycin c

3AG 2DS และ 6AG สามารถสังเคราะห์ได้จากกลูโคส นอกจากนี้ 6AG 

ยังสามารถสังเคราะห์ได้จากกลูโคซามีน (glucosamine) (Umezawa et al., 1968) สารเร่ิมด้น 

(precursor) ในการสังเคราะห์คานามัยสิน ได้แก่ พาโรมามีน (paromamine) 4-ออกสิ-(อ ัลฟา-

ด-กล ูโคฮาม ็น ีล)-2 -ตีออกสีสเตรปทามีน (4-0-(0t-D-glucosaminyl)-2-deoxystreptamine) 

2-ตีออกสีสเตรปทามีน (2DS) และกลูโคซามีน (Umezawa et a l., 1 957,1 969) ส่วนการ 

สังเคราะห์คานามัยสินแบบก่ีงสังเคราะห์ พบว่าคานามัยสินสิ สามารถสังเคราะห์1ด้โดยเร่ิมจากพาโรมามีน 

หรือสังเคราะห์โต้จากคานามัยสินบี (Umezawa éta l., 1957, 1968, 1969, 1977, 1986)

2.3.4 (Mode of action)

เน่ืองจากคานามัยสินจัดเป็นสารปฏิสิวนะในกลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ ขึ้งมีผลต่อ 

การสังเคราะห์โปรตีนเสินเดียวกันกับนีโอมัยสิน เจนทาไมสิน และสเตรปโตมัยสิน เป็นด้น แต่จะมี 

ปฏิกิริยาในการยับยั้งที่แตกต่างจากสเตรปโตมัยสิน คานามัยสินจะมีผลต่อไรโบโซม โดยทำปฏิกิริยา 

ได้หลายบริเวณ (multiple site) ขณะท่ีสเตรปโตมัยสินจะมีผลต่อไรโบโซมอย่างเฉพาะเจาะจงเพียง 

บริเวณเดียว (single site) (Gale et al., 1981) คานามัยสินมีผลต่อภารสังเคราะห์โปรตีนของ 70S 

ไรโบโซม ไม่มีผลโดยตรงต่อปฏิกิริยา ribosome-bound acetylphe-tRNA แต่จะยับยั้งปฏิกิริยาการ 

กระตุ้นโดยปิจจัย EF-G ที่รวมกับ GTP โดยการออกฤทธี้จะขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของคานามัยสิน เสิน 

ในการร ักษาโรคต ิดเข ึ้อของทางเด ินป ัสสาวะท ี่ปร ิมาณความเข ้มข ้นชองคานาม ัยส ินต ํ่ากว ่า 

2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จะยับยั้งการสังเคราะห์โปรตีน แต่มีผลน้อยต่อการกระตุ้นการอ่านรหัสผิด 

บน ทาRNA (misreading) ที่ความเข้มข้นชองคานามัยสิน 5-50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จะทำให้เกิด 

การอ่านรหัสบน ทาRNA ผิด โดยเฉพาะบริเวณการอ่านรหัสหยุด (terminal sign) เป็นผลให้เกิดการ 

สะสมของสายโพลีเปปไทด์ (polypeptide) ท่ียาวผิดปกติ และคานามัยสินที่ปริมาณความเข้มข้นสูงจะ 

ยับย้ังการสังเคราะห์โปรตีนได้มากขึ้น (Franklin and Snow, 1989)
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2.3.5 โครงสร้างและศมบ้คทางเคมีธองคานามัยสิน

คานามัยสินมีโครงสร้างหลัก 3 ส่วน คือ ร-อะมีโน-ร-ดีออกสี-ดี-กฐโคส 

(3-amino-3-deoxy-D-glucose (3AG)) 2-ดีออกสีสเตรปทามีน (2-deoxystreptamine (2DS) 

และอะมิโนสูการ์ ที่งส่วนที่เป ็นอะมีโนสูการ้จะแตกต่างกันในแต่ละอนุพันธ์ของคานามัยสิน

(Golberg et a l., 1972) โครงศร้างหลักของคานามัยสินแสตงดังรูปที่ 1

Kanamycin A ะ R, = NH2, Rg= OH 

Kanamycin B ะ R, = NHg, R2 = NH2 

Kanamycin c  ะ R, = OH, R2 = NH2

รูปท่ี 1 โครงสร้างหลักชองคานามัยสิน (Korzybski é ta l., 1967)



คานามัยสินมี 3 อนุพันธ์ คือ คานามัยสินเอ (kanamycin A) มีสูตรโมเลกุล 

เป็น C,8H360„N4 มีอะมิโนซูการ์เป็น 6-อะมิโน-ธ-ดีออกสิ-ด ี-กลูโคส (6-amino-6-deoxy-D- 

glucose (6AG)) (R,= NH2, R2= oh) มีจุดหลอมเหลว 263-268 องศาเซลเสียส คานามัยสินบี 

(kanamycin B) มีสูตรโมโลกุลเป็น C18H37010Ns มีอะมิโนซูการ์เป็น 2,ธ-ไดอะมิโน-2.ธ-ไดดีออกสิ

ต-กลูโคส (2,6-diamino-2,6-dideoxy-D-giucose) (R,= NHg, Rg = NH2) มีจุดหลอมเหลวสูงกว่า 

170 องศาเซลเสิยส (Maeda et a l., 1958) คานามัยสินสิ (kanamycin C) มีสูตรโมเลกุลเป็น 

C1 8H3 6° 11N 4  มีอะมิโน'ฐการ์เป็น 2-อะม ิโน-2-ดีออกสิ-ดี-กลูโคส (2-amino-2-deoxy-D-glucose) 

(glucosamine) (R, = OH. R2 = NH2) มีจุดหลอมเหลวประมาณ 270 องศาเซลเสิยส (Golberg et 

al., 1972)

ในการผลิตคานามัยสิน อนุพันธ์คานามัยสินเอ จะเป็นอนุพันธ์หลักที่ผลิตขึ้น 

(Umezawa e t a l., 1 960) คานามัยสินทั้ง 3 อนุพันธ์ มีสมบัติละลายได้ดีในนํ้า ไม่ละลาย 

ในตัวทำละลายอินทรีย์ฟน อะสิโตน (acetone) เอธิลอะสิเตฑ (ethyl acetate) บิวทิลอะสีเตท 

(butyl acetate) อีเทอร์ (ether) เบนสิน (benzene) ป็โตรเลียมอีเทอร์ (petroleum ether) 

(Maeda et al., 1958) ทุกอนุพันธ์ของคานามัยสินจะให้ผลบวกเมื่อทดสอบด้วยปฏิกิริยานินไฮดริน 

(ninhydrin) ที่ละลายในไพริมิดีน สิงเป็นปฏิกิริยาที่ทดสอบสารที่มีหม่เอมีน (Scott, 1969) ให้ผลลบ 

เมื่อทดสอบด้วยปฏิกิริยา Tollens สิงเป็นปฏิกิริยาที่ทดสอบนํ้าตาลรีดิวซ์ (Umezawa et al., 1960)

อนึ่งแต่ละอนุพันธ์ของคานามัยสินสามารถทำให้อยู่ได้หลายรูปแบบ โดยแต่ละ 

รูปแบบ จะมีลักษณะแตกต่างกันออกไป ฟน คานามัยสินไฮโดรคลอไรด้ (kanamycin hydrochloride) 

มีลักษณะเป็นผงลีชาวรูปร่างไม่แน่นอน ละลายได้ดีในนํ้า เมธานอล (methanol) ละลายได้เล็กน้อย 

ในเอธานอล (ethanol) แต่ไม่ละลายในตัวทำละลายอินทรีย์ตัวอื่นๆ ฟน อะสิโตน เอธิลอะสีเตท 

อีเทอร์

คานามัยสินซัลเฟต (kanamycin sulfate) มีลักษณะเป็นผงลีขาวแต่จะเปลี่ยน 

เป็นลีเหลีองที่อุณหภูมิ 253 องศาเซลเสียส และเป็นลีดำที่อุณหภูมิ 276 องศาเซลเสียส ละลายได้ดี 

ใน'น้ํา แต่ไม่ละลายในเมธานอล เอธานอล รวมท้ังตัวทำละลายอินทรีย์อื่นๆ เสิน อะสิโตน เอธิลอะสีเตท 

อีเทอร์

คานามัยสินเบส (kanamycin base) ละลายได้ดีในน้ํา และเมธานอล แต่ไม่

ละลายในตัวทำละลายอินทรีย์อื่นๆ เสิน เอธิลอะสีเตฑ อีเทอร์ จากสมบัติการละลายและไม่ละลาย 

ในเมธานอล จึงสามารถเปลี่ยนรูปของคานามัยสินไฮโดรคลอไรด์ และคานามัยสินเบส เป็นตะกอน 

ของคานามัยสินซัลเฟต (Umezawa é ta l; 1960)
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คานามยสินเอ ไม่ดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลต แต่เมื่อทำปฏิกิริยากับกรด 

ซัลฟูริกเข้มชัน จะดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 275-280 นาโนเมตร มี?}อเรียกทางการค้า เ?เน 

Kantrex Enterokanamycin Kanamycin A sulfate Kantrexil Resistomycin Kanabristol 

เป็นต้น

คานามัยสินบี ไม่ดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลต แต่เมื่อทำการไฮโดรไลซํใน 

กรดไฮโดรคลอริก 6 นอร์มัล เป็นเวลา 40 นาที จะดูดกลืนแสงไต้เล็กน้อยที่ความยาวคลื่น 275 

นาโนเมตร สามารถละลายได1นนี้าและฟอร์มามีด (fbrmamide) ละลายใต้เล็กน้อยในคลอโรฟอร์ม 

และไอโซโพรพิลแอลกอฮอล์ แต่จะไม่ละลายในตัวทำละลายอินทรีย์ตัวอื่นๆ

เมื่อทำการย่อยสลายคานามัยสินบีในกรดไฮโดรคลอริก 6 นอร์มัล โดยให้ 

ความร้อนเป็นเวลา 30 นาที พบว่าจะไต้ degradation product ท่ีมีแอคติวิตีเหลืออยู่ 20 เปอร์เซนต้ 

ย่ืงในภาวะเดียวกันน้ีคานามัยสินเอ จะไม่มีแอคติวิตีเหลืออยู่ คานามัยสินบีมี?}อทางการค้า เซ่น Bekamycin 

Aminodeoxykanamycin และ NK1006

คานามัยสินสิ ไม่ดูดกลืนแสงอุลตราไวโอเลต สามารถละลายในนี้า ละลายไต้ 

เล็กน้อยในฟอร์มามีด แต่จะไม่ละลายในเมธานอล เอธานอล ไอโซโพรพานอล เอ็น-บิวทานอล

(n-butanol) ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (isoamyl alcohol) เมธิลเอธิลดีโตน อะสิโตน คลอโรฟอร์ม 

คาร์บอนเตตระคลอไรต้ เบนสิน โทสูอีน ปีโตรเลียมอีเทอร์ เอสเทอร์ และไคออกเซน คานามัยสินสิ 

เมื่อทำปฏิกิริยากับกรดไฮโดรคลอริก 6 นอร์มัล เป็นเวลา 10 นาที จะสูญเลียแอคติวิตีถึง 40 

เปอร์เซนต้ และจะสูญเลียแลคติวิตีที่1งหมดเมื่อทำปฏิกิริยานาน 30 นาที

คานามัยสินสิ จัดเป็นไอโซเมอร์ (isomer) ซองคานามัยสินเอ สามารถออก 

ฤทธี้คล้ายคลึงกับคานามัยสินเอ แต่กรณีซองแบคทีเรียแอสิดฟาสต้ คานามัยสินสิจะออกฤทธึ๋ไต้น้อย 

กว่าเมื่อเทียบกับคานามัยสินเอ นอกจากนี้คานามัยสินสิยังถูกผลิตออกมาในปริมาณน้อยมาก

(Budavari, 1989; Korzybski et ai., 1967; Schmitz et a l., 1958; Umezawa et al., 1968; 

Umezawa et a l., 1969)

2.3.6 การใข้คานามัยสินในการรักษาโรค

คานามัยสินใข้รักษาโรคเกี่ยวกับทางเดินหายใจ เซ่น โรคปอด ทอนสิลอักเสบ 

หลอดลมอักเสบ โรคที่เกิดจากอาการอักเสบซองทางเดินปิสสาวะ เซ่น ท่อปิสสาวะอักเสบ โรคติดเยื่อ 

ซองผิวหนัง เยื่อบุอ่อน ต่อมนํ้าเหลือง กระดูก อาการไอกรน วัณโรคปอด และวัณโรคซองอวัยวะอ่ืนๆ 

(ไทยเมจิ ฟาร์มาซูติคอล, 2538)
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ผลิตภัณฑ์คานามัยสินจะอยูในรูปของคานามัยสินซัลเฟต (CiaH360ฑ N4.XH2S04)

เข่น คานามัยสินโมโนซัลIฟต ในรูปแบบแคปซูล (capsule) ยาฉีดในรูปสารละลาย (solution) และ 

ครีม (ointment) (Umezawa, 1986) ปริมาณและวิธีการใช้ในผู้ใหญ่ให้วันละ 1-2 กรัม ในเด็กวันละ 

30-35 มิลลิกรัม โดยการฉีดเช้ากล้ามเนื้อ การฉีดเช้าเล้นเลือด (Intravenous) ถ้าใช้รักษาอาการ 

อักเสบของระบบทางเดินหายใจให้พ่นเช้าช้องจมูกด้วยเคร่ืองพ่นจมูก (ไทยเมจิ ฟาร์มาซูติคอล, 2538)

คานามัยสินให้ผลช้างเคียง ต่อระบบประสาทหู (ototoxicity) ทำให้หูอี้อ 

หูหนวก ทำให้อวัยวะรูปหอยโข่งของหูส่วนใน และ restibular portion ในหูของระบบประสาทรับเสียง 

ถูกทำลาย เกิดอาการวิงเวียน ทรงตัวลำบาก เพราะเกิดจากการถูกกดของเล้นประสาทสมองดู่ที่ 8 

นอกจากนื้ยังทำให้เกิดอาการแพ้ยา เป็นใช้ มีผ่ึนข้ึนตามผิวหนัง มีผลช้างเคียงต่อไต (nephrotoxicity) 

เข่นเดียวภับสเตรปโตมัยสิน นอกจากนื้ยังทำให้เกิด อาการสิอค อาการขัดในข่องอก หายใจขัด 

การบีบของหัวใจเร็วผิดปกติ ความตันโลหิตตํ่า เกิดอาการชาดวิตามินเค เข่น ปริมาณโปรทรอมบิน 

(prothrombin) ในเลือดตํ่า มีแนวโน้มที่เกิดการไหลออกของเลือด เกิดการชาดวิตามินบี เข่น

ล้ินอักเสบ เยื่อบุเมีอกในปากอักเสบ เบื่ออาหาร เส้นประสาทอักเสบ ยื่งจะพบเป็นส่วนน้อยอีกด้วย

(Goodman and Gilman, 1975)

2.3.7 บิจจัยที่เกี่ยวช้องกับการสังเคราะห์สารปฏิสิวนะ

2.3.7.1 สารพ้นธุกรรม

มีการสืกษาพบว่าการสังเคราะห์สารปฎิสิวนะจะเกี่ยวช้องกับพลาสมิต 

โดยยีน (gene) ที่ทำหน้าที่สังเคราะห์มักจะอยู่บนโครโมโซม และยีนทควบคุมการแสดงออกให้เกิด 

การสังเคราะห์อาจจะอยู่บนพลาสมิด (Baltz, 1980; Hopwood et al., 1977) เซลล์ที่ไม่มีพลาสมิล 

มีแต่โครโมโซมอาจจะไม่สามารถสังเคราะห์สารปฎิสิวนะได้ (Okanishi and Umezawa, 1978) 

ยีนที่ควบคุมการสังเคราะห์มักจะจัดเรียงกันอยู่เป็นกลุ่ม (cluster) บนโครโมโซม และอาจจะมีอยู่ 

หลายกลุ่ม มักจะมียีนที่ควบคุมการทำให้เขึ้อด้านทานต่อสารปฏิสิวนะที่สังเคราะห์ได้นั้น อยู่ต่อกับยีนที่ 

ควบคุมการสังเคราะห์หรีออาจจะอยู่ในกลุ่มยีนที่ควบคุมการสังเคราะห์เลยก็ได้ แต่ยีนที่ควบคุม 

การสังเคราะห์ และยีนที่ควบคุมการด้านทานจะไม่ถูกควบคุมด้วยโปรโมเตอร์ (promoter) เดียวกัน 

(Goodfellow é ta l., 1988) และการหายไปของพลาสมิตที่เกิดจากการถ่ายเขึ้อ หรีอการเก็บรักษาเขึ้อ 

จะทำให้จุลินทรีย์สูญเสียความสามารถในการสังเคราะห์สารปฎิสิวนะ (Okanishi é ta l., 1970)
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2.3.7.2 สารอาหาร

แหล่งคาร์บอน (carbon source) ชนิดและปริมาณของแหล่งคาร์บอน 
ที่เหมาะสมที่จุลินทรีย์สามารถนำไปใข้ลังเคราะห์สารปฏิชีวนะได้นั้น ขึ้นอยู่กับชนิดชองสารปฏิชีวนะ

ในการผลิตคานามัยสินโดย Streptomyœs kanamyceticus K2-J ในอาหารเล้ียงเข้ึอท่ีประกอบด้วย

0.75 % สารสกัดจากเน๋ึอ (meat extract) 0.75 % เปปโตน (peptone) 0.3 % โซเดียมคลอไรต์ (Nad) 

และ 1% ชองแหล่งคาร์บอนชนิดต่าง  ๆพบว่า แป้ง (starch) ใพ้ลผลิตชองคานามัยสินสูงสุด กลูโคส (glucose) 

มอลโตส (maltose) จะให้ผลผลิตคานามัยสินรองลงมา และแลคโตส (lactose) จะให้ผลผลิตต่ําที่สุด 

(Umezawa et al., I960) และจากรายงานชอง อรอนงค์ พริ้งศุลกะ (2540) ในการผลิตสาร 

ปฎิสีวนะโดย ร. kanamyceticus UUNNK1 แหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมในการผลิตสารปฏิชีวนะคีอ 

แป้งในปริมาณ า 5 กรัมต่อลิตร

แหล่งไนโตรเจน (nitrogen source) ในการผลิตคานามัยสิน 

สามารถไข้แหล่งไนโตรเจนได้หลายชนิด เชีน กากถั่วเหลือง (soybean meal) กากเมล็ดป้าย (cotton 

seed meal) กากถ่ัว (peanut meal) สารสกัดจากเนี้อ (meat extract) เปปโตน (peptone)

คอร์นสดีพลิเคอร์ (corn steep liquor) สารสกัดจากยีสต์ (yeast extract) โซเดียมไนเตรท (NaNOg) 

จากการเพาะเลี้ยง ร. kanamyceticus K2-J (Umezawa et al., 1960) ในอาหารเลี้ยงเขึ้อที่ประกอบ 

ด้วย 0.05 % โปแตสเชียมคลอไรต์ (KCI) 0.05 % แมกนิเชียมซัลเฟต (MgS04.7H20) 0.5 % 

โซเดียมคลอไรต์ (NaCl) และ 2 % ของแหล่งไนโตรเจนซนิตต่างๆ พบว่ากากถั่วเหลืองเปีนแหล่ง 

ไนโตรเจนท่ีดีท่ีสุดในการผลิตคานามัยสิน และการเติมคอร์นสดีพลิเคอร์ เปปโตน สารสกัดจากยีสต์ หรือ 

ไนเตรท เป็นด้น ในปริมาณเล็กน้อยลงในอาหารเลี้ยงเขึ้อ ที่มีกากถั่วเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจนหลัก 

จะชีวยเพิ่มผลผลิตชองคานามัยสิน (Umezawa et a l., 1957) มีรายงานการผลิตสารปฏิชีวนะโดย 

ร. kanamyceticus UUNNK1 พบว่ากากถั่วเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจนหลัก และเปบโทนเป็น

แหล่งไนโตรเจนรองที่ปริมาณ 8 และ ใ กรัมต่อลิตร ตามล่าดับ จะให้ผลผลิตชองสารปฏิชีวนะสูงสุด 

(อรอนงค์ พริ้งคุลกะ, 2540) นอกจากน้ียังมีรายงานว่าอาหารเล้ียงเข้ึอพวกอนินทรีณ์กร (synthetic media) 

จะให้ชริมาณการผลิตคานามัยสินต่ํา หรือไม่มีการผลิตเลย (Umezawa et al., 1960)

แร่ธาตุ (Mineral) ชนิดและปริมาณของแร่ธาตุมีผลต่อการลังเคราะห์ 

คานามัยสิน จากการเพาะเลี้ยง ร. kanamyceticus ATCC 12853 ในอาหารเลี้ยงเขึ้ออนินทรืย์สาร 

ต้องการแมกนิเชียมซัลเฟต (MgS04.7H20) และไดโปแตสเชียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (KgHPOj

ที่ความเข้มชัน 0.4 และ 1.0 กรัมต่อลิตร ตามล่าดับ ความเข้มข้นชองเหล็ก (Fe) และลังกะลื 

(Zn) ที่เหมาะสมในการผลิตคานามัยสินคือ 0.25 และ 0.575 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล่าดับ 

โมลิบดีนัม (Mo) ที่ความเข้มข้น 0.04 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จะเหมาะสมต่อการเจริญและการผลิต 

คานามัยสิน แมงกานีส (Mn) และ แคลเสิยม (Ca) ไม่มีผลต่อการผลิต แต่ทองแดง (Cu) 

โคบอลต์ (Co) นิเกิล (Ni) และวานาเดียม (V) มีผลต่อการยับยั้งการลังเคราะห์คานามัยสิน
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(Basak and Majumdar, 1975) และมีรายงานว่าการเติมแมกนีเซียมขัลเฟต และสิงค์ซัลเฟต 

(ZnS04.7H20) จะเพิ่มปริมาณการผลิตคานามัยสิน (Umezawa é ta l; I960)

2.3.7.3 สารเริ่มต้น (precursor)

การสร้างสารปฏิสีวนะเมื่อเติมสารเคมีบางชนิดลงไปในอาหารเลี้ยง 

เขึ้อจะทำหน้าที่เป็นส่วนประกอบของสารที่ต้องการผลิตได้โดยตรง ทำให้สังเคราะห์สารปฏิสีวนะได้.ร็ว

และมากข้ึน สารเริ่มต้นของการสร้างคานามัยสิน ไต้แก่ พาโรมามีน 4-ออกสิ-(อัลฟา-ดี-กสูโคขามีนิล- 

2-ดีออกสีสเตรปทามีน) 2-ดีออกสิสเตรปทามีน (2DS) และ กสูโคซามีน (Umezawa é ta l; 1960; 

Golets et a l; 1995)

มีการเติมสารที่เรียกว่า ไบโอเรคกฐเลเตอร้ (bioregulator) ข้ึงไมใช่

สารเร่ิมต้น เช่น เอ-แฟคเตอร์ (A-factor) (2-isocapryioyol-3R-hydroxymethyl-Y-butyroiactone) ในการ 

สังเคราะห์สเตรปโตมัยสิน (Khokhlov and Tovaruva, 1979)

2.3.7.4 การให้อากาศ (aeration) และการกวน (agitation)

การผลิตคานามัยสินเป็นการหมักแบบใช้ออกสิเจน มีการกวนเพ่ีอ 

เพ่ิมการละลายของออกสิเจน พบวา่การใหอ้อกสิเจนท่ีมากเกินไปจะไม่มีผลต่อการสังเคราะห์คานามัยสิน

แต่การลดการให้ออกสิเจนและอัตราการกวน จะส่งผลให้การสังเคราะห์ลดลง (Brinbery é t a l;  1970) 

ในการหมักสารที่ใช้ลดการเกิดฟองคีอ พาราฟนเหลว (liquid paraffin) นํ้ามันถั่วเหลือง (soybean

oil) และสิลิโคน (silicone) เป็นต้น (Umezawa et a l; 1960)

2.3.7.5 อุณหภูมิ

ร. kanam yceticus จะสามารถสังเคราะห์คานามัยสินได้ในช่วง 

อุณหภูมิท่ีกว้างคอ 25-35 องศาเซลเสิยส แต่ช่วงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีสุดคือ 27-29 องศาเซลเซียส 

(Umezawa et a l; 1960)

2.3.7.6 ค่าพีเอซ

ค่าพีเอขมีความสำคญัต่อการผลิตสารปฏิซีวนะมาก พบว่าท่ีพีเอซตํ่า 

กว่า 7.0 จะไม่มีการผลิตนิโอมัยสิน (Majumdar and Majumdar, 1971) และพีเอซที่เหมาะสมใน 

การผลิตคานามัยสิน จะอยู่ในช่วงที่เป็นด่างคือ 8.0-8.6 (Basak and Majumdar, 1973) และ 

จากรายงานของ อรอนงค์ พริ้งศุลกะ (2540) ในการผลิตสารปฏิซีวนะโดย ร. kanamyceticus 

UUNNK1 พีเอขเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเขึ้อที่เหมาะสมคือ 8.0-8.6 จะมีการผลิตสารปฏิซีวนะไต้สูงสุด
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2.3.7.7 เอนไซม์ (Enzyme)

ในการผลิตคานามัยสินเอนไซม์ท่ีมีความสำคัญ คีอ อัลคาไลน์พ่อสฟาเตส 

(alkaline phosphatase) เซ่นเดียวกันกับการผลิตนีโอมัยสิน และสเตรปโตมัยสิน โดยการศร้างคานามัยสิน 

จะมีผลโดยตรงกับแอคติวิดีของเอนไซม์ เอนไซม์ซนิดนี้จะถูกยับยั้งท่ีพีเอซของอาหารเลี้ยงเข้ึอตํ่ากว่า

7.0 การเติมแคลเสืยม และแมกนีเสิยมในอาหารเลี้ยงเขึ้อจะเพิ่มการสร้างเอนไซม์และคานามัยสิน 

แต่แหล่ง'ไนโตรเจนท่ีเป็นสารอนินทรีย์ และ EDTA จะยับยั้งการสร้างเอนไซม์และคานามัยสิน (Basak 

and Majumdar, 1978)

2.3.8 การสกัดและการทำคานามัยสินให้มรีสุฑธี้

2.3.8.1 การสกัด (extraction)

จากการเพาะเลี้ยง ร. kanamyceticus เพี่อผลิตคานามัยสิน

ในส่วนของนี้าหมักอาหารเลี้ยงเขึ้อ (fermentation broth) จะพบคานามัยสินในส่วนนี้าใส (filtrate) 

แต่จะไม1พบในส่วนของเสํนใย ขึ้งส่วนนํ้าใสเมื่อสกัดด้วยสารละลายอินทรีย์ เซ่น บิวทานอล 

เอธิลอะสิเตท อีเธอร์ คลอโรฟอร์ม เบนสิน ท่ีค่าพีเอซ 2-9 พบว่าสารที่สกัดได้จะไม่สามารถยับยั้ง 

เขึ้อจุลินทรีย์ที่ทดสอบคือ M ycobacterium  sp. 607 แต่สารสกัดด้วยบิวทานอลจะสามารถยับยั้ง 

Bacillus subtilis ได้ (Umezawa et al., 1960)

การแยกเสํนใยออกจากนี้าหมักอาหารเลี้ยง จะใยัการปีนเหวี่ยง

(centrifuge) ขึ้งการปรับพีเอซชองนํ้าหมักอาหารเลี้ยงเขึ้อเท่ากับ 4.5-5.0 ด้วยกรดซัลายู่ริก (แ2ร04) 

จะทำให้แยกส่วนของเสันใยออกจากส่วนน้ีาใสได้ดีขึ้น หรีอการกรองจะง่ายขึ้นโดยตั้งนี้าหมักทิ้งไว้เป็น 

เวลา 1 2 ย้ัวโมง ที่อุณหภูมิห้อง หรีอท่ี 50 องศาเซลเสืยส เป็นเวลา 30 นาที (Umezawa et al., 

1960)

2.3.8.2 การทำคานามัยสินให้บริสุทธิ้

วิธีโครมาโตกราพีแบบแลกเปลี่ยนประจุ (Scott, 1971) เป็นวิธี 

การแยกโดยอาศัยแรงดึงดูดของประจุตรงข้าม ระหว่างประจุบนโมเลกุลของสารที่จะแยกกับประจุ 

บนอนุภาคของเรสิน (resin) ขึ้งเป็นส่วนคงท่ี โมเลกุลของสารใดที่ไม่มีประจุหรีอประจุซนิดเดียวกันกับ 

อนุกาคเรสินก็จะผ่านไปและถูกซะออกจากคอลัมน์ท่อนด้วยบัฟเฟอร์ และเมื่อเพิ่มความเข้มข้นหรือ 

เปล่ียนพีเอซของบัฟเฟอร์ท่ีใซ่ก็จะสามารถซะสารท่ีเกาะอยู่กับเรสินออกได้ อนุภาคเรสินแบ่งออกเป็น 2 

ประเภทคือ ตัวแลกเปลี่ยนประจุบวก (cation exchanger) มีอนุภาคเรสินเป็นประจุลบ และตัว 

แลกเปลี่ยนประจุลบ (anion exchanger) มีอนุภาคเรสินเป็นประจุบวก ตังแสดงในรูปท่ี 2
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ธรรมชาติของสารท่ีนำมาใช้เป็นเรสิน ได้แก่ สารพวกโพสีสไตรีน

(polystyrene) ท่ีเติมหยู่แอสิดิคเสิน -SOjH -COOH หรือหยู่เบสิคเสิน — NR3 -NH3+ ด้งแสดงในตารางท่ี 2 

ตัวเลขตามหลัง?เอเรสินจะบอก degree ๙  cross-linkage เสิน โดเวกช์ 50-X8 หมายถึงมีการใส่สาร 

divinyl benzene ในชณะท่ีหำการลังเคราะห์โพลีเมอร์น้ีลงไป 8 เปอร์เซนต์ หรือโดเวกซ์ 50-X2 โดเวกช์ 

50-X12 เป็นด้น โพลีเมอรื!คท่ีปริมาณร่างแหสูงจะหำให้โมเลกุลสารผ่านไปได้ช ้า  ตังน้ัน,เรสินพวกน้ีจึงไม่ 

เหมาะท่ีจะใช้แยกสารโมเลกุลใหญ่  ๆ ส่จนมากจะใช้!นการแยกสารโมเลกุลเล็กท่ีมีประจุเสิน เปป!ทด้ ห่รีอ

น้ัาตาลท่ีมีฟอสเฟตเป็นด้น และสารอีกประ๓ ทคีอ สารพวกโพลีนชคคาไรด์ท่ีใช้มากคือ เชลสูโลส และ 

เซฟาเดกสิ (sephadex) ที่เติมหยู่ diethyl ami noethyl (DEAE) หยู่ carboxymethyl (CM) หยู่,ฟอสเฟต หรือ 

เติมหยู่ benzoyl ated-DEAE (B-DEAE) หยู่เหล่าน้ีจะเพ่ิมความสามารถในการดูดซับโดยเฉพาะเหมาะสา่หร้บ 

ใช้!เยกสารโมเลกุลใหญ่ท่ีมีประจุเสินโปรตีน กรดนิวคลีอิค ด้งแสดงในรูปท่ี 3
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ตารางที่ 2 ชนิดชอง!.รสินท่ีใช้ในโครมาโตกราฟิ

ชนิด สีอ หมู่ปฏิกิริยา 

(functional group)

Strongly acidic 

Cation exchanger

Dowex 50 

Amberlite IR-120 

Duolite C-20 

Aminex A -  6

-S03V

Weakly acidic 

Cation exchanger

Amberlite IRC- 50 

Duolite c c  -  3 
Dowex 3

-COO’Na*

Weakly basic anion 

Exchanger

Amberlite IR-45 

Duolite A-2

-N+H (R)2c r

Strongly basic anion 

exchanger

Dowex 1x2 

Amberlite IRA-400 

Duolite A-101

-CH2N+ (ch3)3 c r

ที่มา: Scott, 1971
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Anion exchanger 
F ixed  ions 

M o b ile  counterions

๏

Cation exchanger 
F ixed ions —

M obile  counterions ( + )๐
รูปที่ 2 ประเภทชองเรสิน (Plummer, 1987)

/ M a t r i x /'////A —  N H ,

Louver pH  be low  6

Uncharged at high pH

Start
N H / - - OH-

A d d  m ix tu re  to  be 
separated X "  and V "

A d so rp tio n

E lute w ith  Cl -

F u lly  charged at low  pH  values 
w ith  weakly associated O H ‘ 
as counterions

Binds mobile ion X '  more 
than y-

E lu tio n

Regenerate w ith  
al kali

X "  displaced by  cr fro m  
high salt so lu tion

Regeneration

Resin regenerated w ith  a lka li

รูปท่ี 3 ชั้นตอนการแลกเปลี่ยนประจุ (Plummer, 1 987)
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วิธีโครผาโตกราพีแบบแลกเปลี่ยนประจุ เป็นวิธีท่ีนิยมนำมาใช่ในการ 

หำคานามัยสินให้บริสุทธิ้ เนื่องจากคานามัยสินมีสมบ้ตเป็นประจุบวก จึงถูกดูดซับไว้ในคอลัมน์ท่ีมีเรสิน 

ชนิดแลกเปลี่ยนประจุบวก เรสินท่ีใซัคือ แอมเบอร์ไลต์ (Amberlite) IRC-50 จัดเป็นประ๓ ทแลก 

เปลี่ยนประจุบวกแบบกรดอย่างอ่อน (Weakly acidic cation exchanger) จะมีหมู่ที่หำปฏิกิริยา

(functional group) เป็นคาร์บอกสิลิค ดังแสดงในตารางท่ี 2 พบว่ามีการใซัเรสินแอมเบอร์ใลต์

IRC-50 ในการหำสารปฏิสิวนะในกลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ให้บริสุทธึ๋ได้ เสิน ฟอร์ติไมสิน (fbrtimicin) 

(Okachi et a l., 1977) อิโนสามัยสิน (inosamycin) (Tsunakawa et a l., 1985) สปอราไรสิน

(sporaricin) (Deushi et al., 1979) เซลโดมัยสิน (seWorrycin) (Sato et al., 1977) ซอร์นิสทิน (sorbistin) 

(Tsukura é ta l; 1976) อิสทามัยสิน (Istamrycin) (Okani et al., 1979) โบฮอลมัยสิน (Boholmycin) 

(Saitoh et al., 1988) เป็นต้น

เรสินชนิดนี้จะใช่ในขั้นตอนแรกของการหำคานามัยสินให้บริสุทธี้ 

โดยเม่ือผ่านส่านน้ําใสลงคอลัมน์ท่ีมีเรสินแอผเบอร์ไลต์ IRC-50 คานามัยสินจะถูกดูดซับโดยเรสิน แล้วล้าง 

คอลัมน์ด้วยนํ้ากลั่น หล้ง์จากน้ันเม่ือซะคอลัมน์ด้วยกรดไฮโดรคลอริก (HCl) กรดซัลมู่ริก (HgSOj หรือ 

แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ (NH4OH) จะได้สารละลายของคานามัยสินไฮโดรคลอไรด์ คานามัยสิน 

ซัลเฟต หรือ คานามัยสินเบส ตามลำดับ

ปิจจัยท่ีเก่ียวช้องกับการทำคานามัยสินให้นริสุฑธ้ีเม่ือใซัเรสินแอมเบอร์ไลด์ 

IRC-50 คือ อัตราการไหลผ่านคอลัมน์ ขนาดของเลันผ่านสูนย์กลาง และความสูงของคอลัมน์ ขนาดของ 

อนุภาคเรสินท่ีใซั เช่น เรสินอนุภาคขนาด 200-400 เผซ (mesh) จะมีความละเอียดในการแยกดีกว่าใซั 

เรสินอนุภาคขนาด 50-100 เมซ และพีเอซของส่วนน้ัาใสก่อนลงคอลัมน์ควรจะมีค่าเท่ากับพีเอซของ 

เรสินในคอลัมน์ ขึ้งจะส้มพนํธ์กับสารละลายท่ีใซัซะคอลัมน์ เช่น ล้าใซัสารละลายแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ 

ควรปรับพีเอซของส่วนน้ําใสก่อนลงคอลัมน์ไห้ได้เท่ากับ ธ.ร-ธ.5 จึงจะเหมาะสม และการผ่านสารละลาย 

คานามัยสินลงคอลัมน์ที่มีเรสินแอมเบอร์ไลด์ IRC-50 ป้าอีกหลายครั้ง จะหำให้คานามัยสินมีความ 

บริสุทธี้มากขึ้น (Umezawa et a l., 1957; Umezawa et a l., 1 960)

จากรายงานของ Umezawa และคณะ (i9 6 0 ) ที่ว่าความ 

สามารถ (capacity) ของเรสินแอมเบอร์ไลด์ IRC-50 ในการจับประจุซองคานามัยสิน ขึ้นอยู่ 

กับความบริสุทธี้ของคานามัยสินที่ผ ่านลงคอลัมน์ คือเมื่อผ่านส่วนนั้าใสที่ได้จากนั้าหมักอๆหารเลี้ยง 

เขึ้อลงคอลัมน์ที่มีเรสินชนดินี้ ประสิทธิภาพของเรสิน 1 มีลสิลิตร จะจับคานามัยสินได้เท่ากับ 5- 

10 มิลลิกรัม หลังจากน้ันนำสารละลายคานามัยสินท่ีได้น้ีผ่านลงคอลัมน์ท่ีมีเรสินชนิดน้ีคร้ังท่ี 2 ประสิทธิภาพ 

ของเรสิน1 มีลลิลิตร จะจับคานามัยสินได้เท่ากับ 10-30 มีลลิกรัม

จากขั้นตอนการหำคานามัยสินให้บริส ุทธี้ โดยการใซัเรสิน

แอมเบอร์ไลด์ IRC-50 พนว่าสารละลายคานามัยสินท่ีได้จะมีสิเหลีอง ข้ึงลีคือส่วน'ท่ีไม่บริสุทธ้ิ (impurity) 

การกำจัดลีหำได้โดยใซัผงถ่านกัมมันด์ (activated charcoal) (Umezawa et a l., 1 960)
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แต่การใช้ผงถ่านกัมมันต์มีข้อควรระวังคือ ผงถ่านกัมมันด์สามารถดูดขับสารชนิดอื่นๆ ได้ดีเช่นเดียวกับ 

สีชองสารละลายจึงไม่ควรใช้ในปริมาณมาก เพราะจะทำให้สารสูญเสียแอคติวิดี (Fessenden and 

Fessenden, 1983)

เมื่อผ่านชบวนการทำคานามัยสินให้บริสุทธี้ จะต้องเก็บคานามัยสินให้ 

อยูในรูปชองตะกอนคานามัยสินเบส ตะกอนคานามัยสินไฮโดรคลอไรด้ หรือตะกอนคานามัยสินขัลเฟต ช่ัง 

ในทางการค้าคานามัยสินจะอยู่ในรูปคานามัยสินขัลเฟต การเปล่ียนรูปชองคานามัยสินใช้สมบ้ติการละลาย 

และไม่ละลายในตัวทำละลายอินทรีย์ เช่น เมธานอล ชั่งคานามัยสินไฮโดรคลอไรด์ และคานามัยสินเบส 

ละลายได้ด ีในเมธานอล แต่คานามัยสินขัลเฟต จะไม1ละลายในเมธานอลตังนั้นจึงสามารถ

เปลี่ยนรูปชองคานามัยสินไฮโดรคลอไรด้เป็นคานามัยสินขัลเฟต โดยนำสารละลายชองคานามัยสิน 

ไฮโดรคลอไรล์ละลายด้วย 50-90 เปอร์เชนต์ เมธานอล แล้วเติมสารละลายแอมโมเนียมขัลเฟต 

((NH4)2ร04) ที่อิ่มตัวด้วย 50-90 เปอร์เซนด์ เมธานอล จะใต้ตะกอนชองคานามัยสินขัลเฟต 

( บ ท nezawa et al., 1960)

สารละลายคานามัยสินเบสที่ได้จากการซะคอลัมน์ด้วยสารละลาย 

แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ จะสามารถเปลี่ยนให้อยู่ในรูปของตะกอนคานามัยสินขัลเฟตไดโดยปรับพีเอซ 

ให้เท่ากับ 7.0 ด้วยกรดขัล,̂ ริก จากนั้นเติม 95 เปอร์เซนด์ ของเมธานอลปริมาตร 4 เท่าลงใน 

สารละลายคานามัยสิน จะได้ตะกอนชองคานามัยสินขัลเฟต (Umezawa et al., 1960)

การทำคานามัยสินให้นริสุทธ้ี โดยวิธีชอง Umezawa และคณะ (1960) 

นำส่วนน้ัาหมักท่ีได้จากการเพาะเล้ียง ร. kanamyæticus K2-J เป็นเวลา 65 ช่ัวโมง มีปริมาณคานามัยสิน 
220 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร กรองแยกส่วนชองเล้นใย ส่วนนํ้าใสที่ได้มีปริมาณคานามัยสิน 210 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นำส่วนน้ัาใสผ่านลงคอลัมน์ท่ีมีเรสินแอมเบอร์ไลด์ IRC-50 ในรูปโซเดียม (Na+ 

form) คานามัยสินจะถูกดูดขับไว้โดยเรสิน ล้างคอลัมน์ด้วยน้ัากล่ัน จากน้ันซะคอลัมน์ด้วยกรดไฮโดรคลอริก 

1 นอร์มัล รวมลำตับส่วนที่มีแอคติวิดี แล้วเจือจางสารละลายคานามัยสินไฮโดรคลอไรด์ที่ได้ด้วย

น้ัากล่ัน'ปริมาตร 5 เท่า จากนั้นนำสารละลายคานามัยสินที่ได้โดยวิธีตังกล่าวช้างตันผ่านลงคอลัมน์ที่มี 

เรสินแอมเบอร์ไลด์ IRC-50 ในรูปโซเดียม คานามัยสินจะถูกดูดขับไวัไนเรสิน ล้างคอลัมน์ด้วยน้ํากล่ัน

จากน้ันซะคอลัมน์ด้วยกรดไฮโดรคลอริก 1 นอร์มัล รวมส่วนนั้าไหลที่มีแอคติวิตีปรับพีเอซให้เป็นกลาง 

ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ 10 เปอร์เซนด์ แล้วนำไปทำให้เข้มข้นโดยการระเหยภายใต้สุญญากาศ 

(vacuum evaporation) ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเสืยส จนได้ปริมาตรลดลง 5 เท่'! จากนั้นเก็บคานามัยสิน 

ในรูปตะกอนคานามัยสินไฮโดรคลอไรด์ โดยเติมเมธานอล กรองเอาส่วนใส กำจัดส่วนท่ีไม่ละลายแล้วเติม 

อะสิโตน จะได้ตะกอนคานามัยสินไฮโดรคลอไรด์ มีลักษณะเป็นผงสีนั้าตาลอ่อน มีประสีทธิภาพ

(potency) 350 ไมโครกรัมต่อมิลลิกรัม ชั่งตรวจสอบโดยวิธีทางจุลสิววิทยา
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การเปล่ียนรูปชองคานามัยสินไฮโดรคลอไรดํให้เป็นคานามัยสินซัลเฟต 

ทำไดโดยนำตะกอนคานามัยสินท่ีได้จาmoดังกล่าวช้างต้น ละลายใน 60 เปอร์เซนด์ เมธานอล กรองส่วน 

ใสเพื่อกำจัดส่วนที่ไม่ละลายแล้วเติม 60 เปอร์เซนต์ เมธานอลที่อิ่มตัวด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต จะได้ 

ตะกอนของคานามัยสินซัลเฟต ล้างตะกอนด้วย 80 เปอร์เซนต์ เมธานอล ทำให้แห้งจะได้คานามัยสิน 

ซัลเฟต มีลักษณะเป็นผงสินั้าตาลอ่อน มีประสิทธิภาพชองคานามัยสิน 370 ไมโครกรัมต่อมิลลิกรัม 

(Umezawa é ta l  ̂ 1960)

จากการทำคานามัยสินให้บริสุฑธิ้ โดยใช้'เรสินนอมเบอร์ไลต์ IRC-50 

ตามวิธีดังกล่าวข้างต้นไม่สามารถแยกอนุพันธ์ของคานามัยสินเอ บี และ สิ ออกจากกันได้

มีรายงานการแยกคานามัยสินเอ และ บี (Weinstein and Wagman, 

1978) โดยหลังจากผ่านส่วนนํ้าใสลงคอลัมน์ที่มีเรสินแอมเบอร์ไลต์ IRC-50 ล้างคอลัมน์ด้วยนํ้ากลั่น 

แล้วซะคอลัมน์ด้วยแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ รวมลำดับส่วนที่มีแอคติวิตี ปรับพีเอซเท่ากับ 6.0 แล้วจึง 

นำสารละลายคานามัยสินที่ได้ ทำใท้ช้มช้นด้วยการระเหยภายใต้สุญญากาศ จากน้ันเติม 7.0 กรัม

ของโซเดียมโดเดสิลเบนสินซัลโฟเนท (sodium dodecyl benzenesulfbnate) ต่อสารละลายคานามัยสิน 

70 มิลสิลิตร ข้ังข้ันตอนน้ีคานามัยสินเอจะไม่ตกตะกอน จะเกิดการตกตะกอนของคานามัยสินบี 

โดเดสิลเบนสินซัลโฟเนท กรองตะกอนด้วยสารสิวยกรองคือไดโคไลด์ (Dicolite) แล้วละลายตะกอน 

ด้วย เมธานอลปริมาตร 100 มิลลิลิตร เป็นเวลา 1 ข้ัวโมง ตกตะกอนคานามัยสินบีข้า โดยเติม 

กรดซัลฟูริกเจีอจางจนไม่มีการตกตะกอนอีก แล้วกรองเก็บตะกอน นำตะกอนของคานามัยสินที่ได้ 

ละลายนั้า แล้วผ่านลงคอลัมน์ที่มีเรสินแอมเบอร์ไลด์ IRC-50 ล้างคอลัมน์ด้วยนั้ากลั่น แล้วซะ 

คอลัมน์ด้วยแอมโมเนียมไฮตรอกไซด์ รวมลำดับส่วนที่มีแอคติวิตี ทำสารละลายคานามัยสินเบส 

ที่ได้ให้เข้มข้นด้วยการระเหยภาย1ใต้สุญญากาศ แล้วเติมเมธานอลปริมาตรเป็น 7 เท่า ของสารละลาย 

เพื่อกำจัดตะกอนท่ีปนเรื่เอนทิ้งไป แล้วเติมอะสิโตนปริมาตร 5 เท่า ของสารละลาย กรองแยกเก็บ

ตะกอนชองคานามัยสินบีเบส การทำข้าในข้ันตอนการตกตะกอนด้วยโซเดียมโดเดสิลเบนสินซัลโฟเนท กรอง 

ตะกอน ละลายตะกอนด้วยเมธานอล และเติมกรดซัลฟูริก จะทำให้ได้คานามัยสินบีบริสุทธี้มากขั้น

2.3.9 การตรวจ ส อบคาน าม ัยส ินโดยว ิธ ีท าง เคมี

มีดังน้ีคือ

การไข้เทคนิคและเคร่ืองมีอทางโครมาโตกราพี ในการตรวจสอบคานามัยสิน

2.3.9.1 Paper Chromatography (PC)

เทคนิคข้ันท้ินฐานของ PC มีหลักการที่ง่าย โดยกระดาษกรองข้ังเป็น 

พวกเซลลูโลส เสิน กระดาษกรองวัตแมน ( Whatman) เบอร์ 1 ใข้เป็นตัวกลางในการแยกสำหรับ PC
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มิติเคียว (one dimensional PC) กระดาษกรองจะถูกตัดให้มิขนาด ความกว้าง 5 เซนติเมตร ยาว 

20 เซนติเมตร แต่สำหรับ PC 2 มิติ (two dimensional PC) จะให้กระดาษกรองขนาด 

กว้าง 20 เซนติเมตร ยาว 20 เซนติเมตร กระดาษกรองที่ให้จะมิรูพรุนต่างๆกัน ที่งมิทั้งละเอียด 

ปานกลาง และหยาบ ความพรุนของกระดาษกรองจะเป็นตัวกำหนดการเคลื่อนที่ของตัวทำละลาย

กระดาษที่มิความพรุนน้อยหรือละเอียดมาก จะทำให้การเคล่ือนท่ีชองตัวทำละลายห้า แต่จะทำให้เกิด

การแยกท่ีคี ถ้ากระดาษที่ให้หนาจะทำให้ความจุของสารตัวอย่างเพิ่มขึ้นที่งเหมาะในการให้งานค้าน 

ขยายส่วน (แม้น อมรสิทธี้ และ อมร เพซรสม, 2539)

มิรายงานการตรวจสอบคานามัยสิน โดยนํไส่วนน้ัาใสท่ีแยกจากน้ีาหมัก 

มาตรวจสอบตัวยวิธี PC ข้ึงมิระบบของตัวทำละลาย (solvent system) คือ 2 เปอร์เซนต์โทถูอีนซัลโฟนิก 

แอสิต (toluene sulfonic acid) นา และเอ็น-บิวทานอล ตรวจสอบแถบด้วยสีย้อม สามารถแยกสารออก 

เป็น 3 แถบ โดยแถบที่มิค่า R, เท่ากับ 0 เป็นคานามัยสินสิ แถบท่ีมิค่า Rf เท่ากับ 0.21-0.26 เป็น 

คานามัยสินเอ และแถบท่ีมิค่า R, เท่ากับ0.3 เป็นคานามัยสินบี (Cron ๙ a/., 1958)

2.3.9.2 ทินเลเยอรั[ครมาโตกราฟ (Thin-Layer Chromatography, TLC)

TLC มิลักษณะคล้ายกับ PC แต่แทนท่ีจะให้กระดาษกรองก็ให้แผ่นกระจก 

หรืออะสูมิเนียม หรือแผ่นพลาสติก เป็นแบบ open bed ข้ึงมิขนาดไม่เหมือนกับชอง PC โดยเคสิอบด้วยผง 

ของแข็งท่ีมิรูพรุน และมีขนาดเสันผ่านศูนย์กลางประมาณ 5-40 ไมโครเมตร เฟสคงท่ี (stationary 

phase) ท่ีนิยมให้กันมาก คือ สิลิกาเจล (silica gel) อฐมินา (alumina) เซลฐโลส (cellulose) และ 

โพลีเอไมด์ (polyamides) การท่ีจะทำให้เฟสคงท่ียึดกับแผ่นและมิ mechanical strength ดี จะต้องเติมตัวยึด 

(binder) เซ่น เติมแคลเสิยมซัลเฟต (CaS04) 5-10 เปอร์เซนตํโดยน้ีาหนัก

การตรวจหา (detection) เนื่องจากสารที่เคลือบ TLC เป็นพวกสิลิกา 

และอถูมินา ข้ึงเฉ่ือย (inert) มากกว่ากระดาษ ตังนั้นสารละลายที่ไวต่อปฏิกิริยามากสามารถน้ามาให้ 

ในการบอกตำแหน่งของสารที่แยกออกจากกันได้ กรดซัลพ่ริกเข้มข้นสามารถนำมาพ่นให้เป็นฝอยลงบน 

แผ่นสิลิกาได้ และทำให้สารอินทรีย์เกิดเป็นสีตำ (charred) ท่ีงมองเห็นไค้ซัดหลังจากให้ความร้อนกับ 

แผ่น TLC นอกจากนี้ยังสามารถให้สารเคมีที่ทำให้เกิดสี เซ่น ไอโอดีน ไค้อีกด้วย หรืออาจ'ให้วิธีส่องแผ่น 

TLC ด้วยแสงยูวี สารท่ีให้ฟสูออเรสเซนส์ (fluorescence) จะมองเห็นได้ บางคร้ังอาจผสมสารฟถูออเรศเซนส์ 

เข้าไปกับสารเคลือบแผ่น TLC และเม่ือส่องด้วยแสงยูวีจะเห็นสารเป็นจุดสีตำบนพึ๋นของฟถูออเรสเซนส์ 

อย่างน้ีเรียกว่าเกิด quenching effect

ใน TLC และ PC ลำดับของการยึดเหนี่ยวสาร คือค่า R, ที่งค่านี้[ห้ 

นิยามว่าเป็นอัตราส่วนชองระยะทางที่ตัวถูกละลายเคลื่อนที่ต่อระยะทางที่ตัวทำละลายเคลื่อนที่การ 

คำนวณหาค่า R, โดยปกติแล้วการคำนวณหาระยะทางให้วัดจากจุดก่ีงกลางชองแถบท่ีปรากฏ
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การที่จะทำค่า R, ให้ไต้เท่ากันทุกคร้ังใน TLC นั้นยากกว่าใน PC 

เพราะว่า TLC มีตัวแปรจากการทดลองมาก ค่า R, จะสันอยู่กับบีจจัยตังต่อไปนี้

1. ธรรมชาติชองตัวดูดซับ ได้แก่ ธรรมชาติทางเคมี ชนาด 

อนุภาค พนท่ีผิว และตัวยึด (binder) เป็นต้น

2. ธรรมชาติชองเฟสเคล่ือนท่ี ไต้แก่ ความบริสุฑธี้ ความถูกต้อง 

ชองการผสม ปริมาณความุสันและการระเหย เป็นต้น

3. แอคติวิตีฃองตัวดูดซับ ความหนา และความสมํ่าเสมอ

4. อุณหภูมิชองเคร่ืองมือ

5. ปริมาณชองสารตัวอย่างที่ใซั

ธ. สมดุลความตันไอ (vapor pressure equilibrium) ระหว่าง 

แผ่น TLC กับบรรยากาศในกังท่ีใซั (แม้น อมรสิทธิ้ และ อมร 

เพชรสม , 2539)

ในการตรวจสอบคานามัยสิน ด้วยวิธี TLC มีสิลิกาเจลเป็นตัวดูดซับ 

(adsorbent) ใซัการตรวจสอบด้วยวิธีไบโอออโทกราฟ (bioautograph) มีเสัอทดสอบคือ Bacillus 

subtilis พ  4273 ใช้ระบบ๓ ทำละลาย 3 ระบบ โดยระบบตัวทำละลายท่ี I คือ 10 เปอร์เชนต์ ชอง

แอมโมเนียมอะสิเภท (CH3C00NH4) ต่อ เมธานอล เท่ากับ 1 ะ า (ปริมาตร ต่อ ปริมาตร) ไต้แถบท่ีมี 

ค่า R, เท่ากบั 0.75 0.82 และ 0.84 เป็นคานามัยสินเอ บี และ สิ ตามลำตับ ระบบตัวทำละลายที่ 

II ประกอบด้วย เอ็น-บี'วทานอล ต่อ เอธานอล ต่อ คลอโรฟอร์ม ต่อ แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ เท่ากับ

4 : 5 : 2 : 5  (ปริมาตร ต่อปริมาตร) จะให้แถบที่มีค่า Rf เท่ากับ 0.25 0.16 และ 0.17 เป็น 

คานามัยสินเอ บี และ สิ ตามลำดับ และระบบตัวทำละลายที่ HI ประกอบด้วย คลอโรฟอร์ม ต่อ 

เมธานอล ต่อ 17 เปอร์เซนต้ ชองแอมโมเนียมไฮตรอกไซด์ เท่ากับ 2 :1  ะ 1(ปริมาตรต่อ 

ปริมาตร) ในการทดสอบใช้'ส่วนบนของตัวทำละลาย จะให้แถบท่ีมีค่า R, เท่กก้บ 0.77 0.80 และ 0.84 

เป็นคานามัยสินเอ บี และสิ ตามลำดับ (Sato eta/, 1977)

2.3.9.3 วิธีไฮ เพอร์ฟอร์มานซ์ ลิควิด โครมาโตกราฟ (HPLC)

เทคนิค HPLC สารละลายตัวพา (mobile phase) ท่ีเป็นของเหลว 

จะถูกปิมผ่านคอลัมน์แยกสาร ที่เป็นท่อบรรจุด้วยอนุภาคของแข็งสังทำหน้าที่เป็นเฟสคงที่ (stationary 

phase) เมื่อตัวอย่างสังเป็นองค์ประกอบหลายชนิดละลายอยู่ในรูปของเหลว ถูกน้าเช้ายู่ระบบปกติโดย 

การฉีดด้วยปริมาตรจำกัดที่จุดฉีด (injector) ก่อนเช้ายู่คอลัมน์ และแพร่กระจายเช้ายู่ระบบการไหล 

หน้าที่ชองสารละลายตัวพาคือ ล้างตัวอย่างในขณะไหลผ่านคอลัมน์ ทำให้เกิดการแยกองค์ประกอบแต่ 

ละชนิดออกจากกัน อันเนื่องมาจากความแตกต่างของแรงที่เกิดเนื่องด้วยอันตรกิริยา (interaction)
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ชององค์ประกอบกับเฟสคงท่ี และสารละลายตัวพา แต่ละองค์ประกอบจะใชัเวสาต้ังแต่เร่ิมฉีดจนกระต้ังออก 

จากปลายคอลัมน์ ท่ีงเวลาส่วนใหญ่ซองการเดินทาง เป็นล่วงเวลาที่เป็นสมบิตเฉพาะตัว (retention time) 

ชองแต่ละสาร แต่ต้องระวังว่าภายได้ภาวะซองการแยกน้ัน สารบางชนิดที่มีคุณสมบัติไกลัเคียงกัน อาจจะ 

ใชัเวลาแยกใกล้เคียงกันจนเกิดการทับชัอนกันได้

กฎโดยท่ัว์ไปเก่ียวกับการแยกสาร คีอ องค์ประกอบใคท่ีสามารถเกิด 

อ้นดรกิริยา หรือสามารถกระจายต้วอยูในช้ันชองเฟสคงท่ีโด้ตีกว่า กิจะใ&วลาอยูในคอลัมน์โต้นานกว่า และไน 

ทางตรงกันฟ้1ม สารใดท่ีมีอันตรกิริยากิบสารละลายตัวพาดีกว่ากิจะถูกซะ (elute) ออกจากคอลัมน์โต้เร็ว 

กว่า หรือใชัเวลาในคอลัมน์น้อยกว่านั้นเอง

เคร่ิองตรวจวัดชอง HPLC อาจจำแนกไต้เป็น 2 ชนิดใหญ่คือ

เคร่ืองตรวจวัคท่ีมีความจำเพาะต่อตัวถูกละลาย (solute specific detector) ไต้แก่ ยูวี วิลีเบิล (IV visible) 

ฟฐออเรสเช'นส์ (fluorescence) และอิเลคโตรเคมิคอล (eiectrtxhemical) ท่ีงตรวจวัดสมบ้ตีซองโมเลคุลสาร 

และเครื่องตรวจวัตที่มีความจำเพาะต่อมวล (mass specific detector) ได้แก่ Refractive Index (RI) 

และคอนตัคติวิดี (Conductivity) ส์งเปีนเครื่องตรวจวัดที่ไวต่อสมบัต ิซองสารละลายตัวพา

เคร่ืองตรวจวัดเหล่าน่ืได้รับการพัฒนาโดยยู่งเน้นไนเรื่องความไว (sensitivity) การตอบสนองท่ีรวดเร็ว 

และลดการชยายชองแถบ (band spreading)

เครื่องตรวจวัคชนิดยูวี วิสิเบิล มีประโยชน์ส่าหรับการวิเคราะห์ 

สารอินทรีย์เป็นส่วนใหญ่ เครื่องตรวจวัดชนิดนี้มีตั้งแบบความยาวคลื่นเดี่ยวมักจะไชัที่ 254 นาโนเมตร 

และแบบที่เปลี่ยนความยาวคลื่นไต้ไนล่วง 190-325 นาโนเมตร การดูดกลีนแสงยูวิ เป็นสมบิตซอง 

โมเลๆล ตังน้ันในแตล่ะสารประกอบจึงมีการดูดกลีนแสงที่จำเพาะชองตัวเอง เคร่ืองตรวจวัคชนิดน้ีจัต 

เป็นชนิดที่มีความไวสูง สามารถตรวจวัดสารได้หลายประเภท ในปริมาณตํ่าถีงระตับนาโนกรัม

(nanogram level)

เครื่องตรวจวัดชนิด RI ไล่ในการตรวจวัดสารที่มีหยู่ฟังก์ชัน

(functional group) ที่ไม่เหมาะสมต่อการตรวจวัดด้วยยูวี เคร่ืองตรวจวัดชนิด RI จะมีการตอบสนอง 

เนื่องจากการเปลี่ยนแปลงชองมวลต่อหน่วยปริมาตร (mass specific response) เคร่ืองตรวจวัดชนิด 

น่ืใด้ถูกประยุกค์ไฟ้อ!ทงแพร่หลายไนการวิเคราะห์คารโบไmดรทและในการหาปริมาณน้ัาตาล ท่ีงสามารถ

ตรวจวัดสารปริมาณต่ําถงระต้บไมโครกรัม

เครื่องตรวจวัดชนิดฟสูออเรสเชนส์ และชนิดอิเลคโตรเคมิคยล

เป็นเคร่ืองตรวจวัดท่ีมีความไวและความจํไเพาะสูงสามารถใฟ้ตรวจวัดสารปริมาณต่ําระตับพิโคกรัม (ptccgam) 

(วิริยะ มีดํริ, 2537)
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การ,ใชัวิธี HPLC วิเคราะห์สารปฏิสิวนะพบว่าชนิดชองเครื่องตรวจ 

วัดท่ีใชัมาก คือ ยูวี วิลิเบิล เช่น ใช่ในการวิเคราะห์เพนนิสิลลิน เซฟาโลสปอริน ควิโนโลน

(quinolone) กลุ่มไกลโคเปปไทด์ (glycopeptide) เป็นต้น แต่มีช้อยกเว้นในกลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ 

เพราะสารปฏิสิวนะในกลุ่มน้ีIม่มีสมบิติในการดูดกลืนแสงท่ีงชนิดชองเคร่ืองตรวจวัดท่ีนิยมใช่'คือฟลูออเรสเซนส์ 

ยกเว้น นิโอมัยสิน และ โนโวใบโอสิน (novobiocin) จะใช่เคร่ืองตรวจวัดชนิดยูวี วิสิเบิล (Jehl et al., 

1990)

การตรวจสอบคานามัยสินโดยวิธี HPLC พบว่ามีการใช่'เคร่ืองตรวจ 

วัดแบบ RI โดยวิธี Reverse phase ion-pair chromatography โดยมีระบบดังนี้คือชนาดคอลัมน์ที่ 

ใช่'ยาว 15 เซนติเมตร มีซนาดของเลันผ่านดูนย์กลางกว้าง 4.6 มิลลิเมตร ชนิดของคอลัมน์ คือ 

c,8 Reverse phase Lichrosorb มีสารละลายตัวพา (mobile phase) คือ 60 เปอร์เปีนด์ ของ

เมธานอล ต่อ 40 ฟอร์เซนด์ ของ 0.05 โมลาร์ กรดแคมโฟซัลโฟนิค (camphosulfonic acid) 

ท ี่พ ีเอช 1.7 อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที จะพบพีคซองคานามัยสินที่เวลา 4.1 นาที 

ดังแสดงในรูปที่ 4 สารที่ใช่'เป็น ion pairing คือ กรดแคมโฟซัลโฟนิค ที่งการตรวจสอบด้วย 

วิธีนี้ม ีข้อดีคือใช่'เวลาในการวิเคราะห์น้อย แสดงพีคได้ชัดเจน แต่มีชัอเสียคือ ไม่สามารถวิเคราะห์ 

สารไดในระดับต่ํากว่าไมโครกรัม (White and Zarembo, 1981 )



รูปท่ี 4 โครมาโตแกรม?เองคานามัยสิน โดยวิธี HPLC ใสิ'เครื่อง 
(White and Zarembo, 1981)
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ผีรายงานการใช้เครื่องตรวจวัดชนิด RI สามารถแยก

คานามัยสินเอ และ บี ออกจากกันได้ โดยใสิ'คอลัมน์ Zipac SCX (37-44 ไมครอน) ขนาด 

คอลัมน์สูง 1 เมตร ผีเส้นผ่านศูนย์กลางกว้าง 2 มิลลิเมตร ผีสารละลายตัวพา คือ แอมโมเนียม 

ฟอสเฟต ((NHjgPOj 0.01 โมลาร์ พีเอช 9.1 แต่'วิธี'น้ีผีชัอเสียคือ ผีสัญญาณรบกวน และไม่ 

สามารถตรวจสอบสารที่ปริมาณความเข้มช้นตํ่าได้ (Mavs eta/., 1976)

จากการไข้เคร่ืองตรวจวัดชนิด RI แล้วไม่สามารถตรวจวัดสารที่ผี 

ปริมาณความเข้มข้นต่ําได้ ตังน้ันจึงผีการไข้เคร่ืองตรวจวัดชนิดยูวี วิลิเบิล เนื่องจากคานามัยสินไม่ผี 

สมบิตในการ ดูดกลีนแสง จึงต้องผีการทำปฏิกิริยาให้เกิดลีก่อนโดยการทำ pre-column derivatized 

ก่อนท่ีจะนำไปตรวจวัค

ผีรายงานการใข้เครื่องตรวจวัดชนิดยูวี วิล ิเบ ิล ในการ

วิเคราะห์คานามัยสิน เจนทาไมสิน ลิโสมัยสิน (sisomycin) โทบรามัยสิน (tobramycin) และ 

อะมิคาสิน (amikacin) โดยใข้คอลัมน์ Cg reverse phase ขนาดคอลัมน์สูง 25

เซนติเมตร ผีเส ้นผ่านศูนย์กลางกว้าง 0.46 มิลลิเมตร ผีการทำปฏิกิริยา pre column 

derivatized ด้วยกรดไตรไนโตรเบนสินซัลโฟนิค (2,4,6-trinitrobenzenesulphonic acid)

ที่ค ่าการดูดกลืนแสง 350 นาโนเมตร ผีสารละลายต้วพาคือ 0.02 โมลาร์ โปแตสเสิยมฟอสเฟต 

บิฟเฟอร์ พีเอซ 7.5 ต่อ อะสิโตไนไตรล์ (Acetonitrile) ต่อ เมธานอล เท่ากับ 40 : 46 : 15 (ปริมาตรต่อ 

ปริมาตรต่อปริมาตร)สิวงความเข้มข้นของสารที่สามารถตรวจวัดได้คือ 0.01-0.15 เปอร์เซนด้

(นั้าหนักต่อปริมาตร) ปริมาตรท่ีใข้ตรวจ'วัดคือ 25 ไมโครลิตร สำหรับสารปฏิสิวนะทุกชนิดดังได้ 

กล่าวข้างตัน ยกเว้นเจนทาไมสินใข้ปริมาตร 35 ไมโครลิตร จะพบพีคชองคานามัยสินเอ (A) 

คานามัยสินบี (B) คานามัยสินสิ (C) ตังแสดง'ในรูปที่ 5 (Gambardella é ta l., 1985)

การตรวจสอบคานามัยสินโดยวิธี HPLC ใช้เคร่ืองตรวจวัดชนิด

ฟสูออเรสเซนส์ โดยใช้ Post-column fluori metric detection ผีระบบดั3น้ีคือ ใช้คอลัมน์ HS Pellionex 

SCX ใช้ fluorescene-o-PTH เป็นตัวตรวจวัด excitation wavelength 375 นาโนเมตร และ emission 

wavelength 480 นาโนเมตร ผีสารละลายตัวพาคือ K+ EDTA 0.01 โมลาร์ พีเอซ 9.5 จะสามารถ 

แยกอนุพันธ์ชองคานามัยสินเอ (A) และคานามัยสินบี (ธ) ท่ีงแสดงพีคท่ีแยกได้ชัดเจนตังแสดงในรูปท่ี 

6 ท่ีงข้อดีของวิธีน้ีคือ ให้ผลถูกต้อง แม่นยำ รวดเร็ว โดยใช้เวลาวิเคราะห์ไม่เกิน 15 นาที และ 

สามารถวิเคราะห์คานามัยสินในปริมาณความเข้มข้นตํ่าในระดับนาโนกรัม (Mays éta l., 1976)
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รูปที่ 5 โครมาโตนกรมของคานามัยสินเอ บี และสิ โดยวิธี HPLQ ใสิ'เตร่ืองตรวจวัดชนิดยู 

วิสิเบิล (Gambardella et al., 1 985)

รูปท่ี ธ โครมาโดแกรมชองคานามัยสินเอ และบี โดยวิธี HPLC ใส์'เคร่ืองตรวจวัด 

ชนิดฟสูออเรสเชนส์ (Mays et al., 1976)

U
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