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บ ทท ึ ่  2

. อ ุ ป ก ร ณ ์ แ ล ะ ว ิ ธ ี ด า  เ น ิ น ก า ร ว ิ จ ั ย

1 <1 เ ค ร ึ ๋ อ ง ม ิ อ ท ึ ๋ ไ ข ้ ใ น ก า ร ว ิ จ ั ย

เ ค ร ึ ๋ อ ง เ ข ย ำ ค ว ฆ ค ุ ม อ ุ ณ ห ภ ู ม ิ  ( p s y c h r o t h e r m  i n c u b a t o r  s h a k e r )

ร ุ น  G - 2 7  ข อ ง บ ร ิ ษ ั ท  N e w  B r u n s w i c k  S c i e n t i f i c  C o .  I n c . ,  N . J ,  U . S . A .

ถ ั ง ห ม ั ก ข น า ด  5  ล ิ ต ร  รุ ่ น M D - 3 0 0  แ ล ะ ช ุ ด ค ว บ ค ุ ม ส ภ า ว ะ  ข อ ง บ ร ิ ษ ั ท

L . E .  M a r u b i s h i ,  T o k y o ,  J a p a n

เ ค ร ึ ๋ อ ง ว ั ด ค ่ า ด ู ด ก ล ื น แ ส ง  ( s p e c t r o p h o t o m e t e r )  ร ุ ่ น  s p e c t r o n i c  2 1  

ข อ ง บ ร ิ ษ ั ท  B o s c h  & L o m b ,  บ . S . A .

เ ค ร ึ ๋ อ ง ว ั ด ค ่ า ด ู ด ก ล ื น แ ส ง ล า แ ส ง ค ู ่  ( d o u b l e  o e a m  s p e c t r o p h o t o m e t e r )

ร ุ น  2 1 0 - 5 7 6 3  ข อ ง บ ร ิ ษ ั ท  H i t a c h i  L t d . ,  T o k y o ,  J a p a n

เ ค ร ึ ๋ อ ง ว ั ด ค ่ า ท ี เ อ ช  ( p h  m e t e r )  ร ุ ่ น  (เ) 7 0  ข อ ง บ ร ิ ษ ั ท  B e c k m a n ,  U . S . A .

ห ม ้ อ อ บ ข ่ า  เ ส ั อ ด ้ ว ย ไ อ น ้ า  ( a u t o c l a v e )  ร ุ ่ น H A - 3 6  ข อ ง บ ร ิ ษ ั ท  H i r a y a m a  

M a n u f a c t u r i n g  C o r p o r a t i o n ,  T o k y o ,  J a p a n

เ ค ร ึ ๋ อ ง ร ะ เ ห ย ส า ร ภ า ย ใ ต ้ ส ภ า ว ะ ภ ู ญ ญ า ก า ศ  ( r o t a r y  v a c u u m  e v a p o r a t o r )

แ ล ะ ค ่ า ง น ้ า ค ว บ ค ุ ม อ ุ ณ ห ภ ู ม ิ  ( w a t e r  b a t h )  ข อ ง บ ร ิ ษ ั ท  T o k y o  R i  k a k i  k a  i  C o . L t d . , J a p a n

เ ค ร ึ ๋ อ ง แ ก ส ใ ค ร ม า โ ต ก ร า ฟ  ( g a s  c h r o m a t o g r a p h )  ร ุ น  1 6 3  ข อ ง บ ร ิ ษ ั ท  

H i t a c h i  L t d . ,  T o k y o ,  J a p a n

เ ค ร ึ ๋ อ ง เ ข ย ำ ส า ห ร ั บ ส ก ั ด แ ย ก ส า ร  ( KM s h a k e r )  ร ุ ่ น V - D N  แ ล ะ ก ร ว ย ส า ห ร ั บ

แ ย ก ส า ร  ( s e p a r a t i n g  f u n n e l )  ข อ ง บ ร ิ ษ ั ท  I w a k i  L t d .  , J a p a n



2. เค ม ีภ ัณ ฑ ์ท ี่ใช ้ใ น ก าร ว ิว ัย

ก ร ด ล ิ โ ท โ ค ล ิ ก  ( l i t h o c h o l i c  a c i d ,  L C A )  ก ร ด ค ี โ น ด ี อ อ ก ม ี โ ค ล ิ ก  

( c h e n o d e o x y c h o l i c  a c i d ,  C D C A )  แ ล ะ ก ร ด ด ี อ อ ก ม ี โ ค อ ิ ก  ( d e o x y c h o l i c  a c i d , D C A )  

ข อ ง บ ร ิ ษ ั ท  S i g m a  C h e m i c a l  C o m p a n y ,  บ . s . A

เ ฮ ก ซ ะ ฟ ล อ อ โ ร ไ อ โ ซ โ ท ร พ า น อ ล  ( 1 , 1 , 1 , 3 , 3 , 3 - h e x a f l u o r o - 2 - p r o p a n o l  

H F I P )  แ ล ะ ก ร ด ไ ต ร ฟ ส ู อ อ โ ร อ ะ ม ี ด ิ ก  แ อ น ไ ฮ ด ร า ย ด ์  ( t r i  f l  u o r o a . c e t i  c  a c i d  a n h y d r i d e  

T F A )  ข อ ง บ ร ิ ษ ั ท  E .  M e r c k  D a m s t a d t ,  G e r m a n y

แ ป ้ ง ม ั น ส า ป ะ ห ล ั ง ช น ิ ด ท ี ่ ม ี ค ุ ณ ภ า พ ส ู ง  ( s u p e r  g r a d e )  ข ี ่ ง เ ป ้ น ผ ล ิ ต ภ ั ณ ฑ ์ ข อ ง บ ร ิ ษ ั ท  

ไ ท ย ว า  จ า ก ั ด  ป ร ะ เ ท ศ ไ ท ย

เ ค ม ี ภ ั ณ ฑ ์ ช น ิ ด อ ี ่ น ๆ เ ป ้ น เ ค ม ี ภ ั ณ ฑ ์ ร ะ ด ั บ ว ิ เ ค ร า ะ ห ์  ( a n a l i t i c a l  g r a d e )  จ า ก  

บ ร ิ ษ ั ท ต ่ า ง ๆ อ ี ่ ง น า ม า ใ ช ้ โ ด ย ไ ม ่ ต ้ อ ง ผ ่ า น ก า ร ท า ใ ห ้ บ ร ิ ส ู พ ธ ิ ้ อ ี ก

3 .  ก า ร  เ ก ็ บ แ ล ะ ก า ร เ ล ี ้ ย ง จ ล ม ี ท ท ี ่ ใ ช ้ ใ น ก า ร ว ิ จ ั ย

3 . 1  ก า ร เ ก ็ บ เ ส ั อ  A b s i d i a  s p .  B A  1 6

เ ข ี ่ ย ส ป อ ร ์  ( s p o r e s )  ข อ ง เ ส ั อ  A b s i d i a  s p .  B A  ใ 6  โ ด ย ใ ช ้ เ ข ็ ม เ ข ี ่ ย เ

ล า ก  ( s t r e a k )  ล ง บ น อ า ห า ร แ ข ็ ง เ อ ี ย ง  ( s l a n t  a g a r )  "นิ) เ ต โ ต  เ ด ก ซ ์ โ ต ร ส อ ก า ร ์  

( p o t a t o  d e x t r o s e  a g a r ,  P D A  ภ า ค ผ น ว ก ท ี ่  1 . 1 )  บ ่ ม เ ส ั อ ท ี ่ อ ุ ณ ห ภ ม ี  4 5 ° ซ ,  เ ป ้ น เ ว ล า  

2 - 3  ว ั น  เ ม ื ่ อ เ ส ั อ เ จ ร ิ ญ เ ต ็ ม ห ล อ ด แ ล ้ ว จ ึ ง น า ไ ป เ ก ็ บ ไ ว ้ ใ น ต ้ แ ช ่ แ ข ็ ง  ( d e e p  f r e e z e r )  ค ุ ณ ห ภ ม ิ  

- 7 0 ° ซ .

3 . 2  ก า ร เ ส ั ย ง เ ข ี ่ อ  A b s i d i a  s p .  BA. 1 6  เ พ ี ่ อ เ ด ิ ม ห ย ู ่ ไ ฮ ด ร อ ก ม ี บ น  L C A  

ใ น ข ว ด แ ก ้ ว ท ร ง ก ร ว ย

น า ส ป อ ร ์ แ ข ว น ล อ ย ข อ ง เ ส ั อ ป ร ิ ม า ณ  2 . 4  X 1 0 7 ส ป อ ร ์  ถ ่ า ย ล ง ใ น อ า ห า ร เ ห ล ว  

ส า ห ร ั บ  เ ต ร ี ย ม ห ั ว  เ ข ี ่ อ  ( s a b o u r a u d  d e x t r o s e  b r o t h  ภ า ค ผ น ว ก ท ี ่  1 . 2 )  ป ร ิ ม า ต ร  5 0  ม ล .  

ข ี ่ ง บ ร ร จ ุ อ ย ู ่ ใ น ข ว ด แ ก ้ ว ท ร ง ก ร ว ย ข น า ด  2 5 0  ม ล .  บ ่ ม บ น เ ค ร ื ่ อ ง เ ข ย ่ า ค ว บ ค ุ ม อ ุ ฌ ห ภ ม ี ท ี ่  4 5 ° ช .

ด ้ ว ย ค ว า ม  เ ร ็ ว  2 5 0  ร อ บ / น า ท ี  เ ป ้ น  เ ว ล า  2 4  ซ ม .  ห ล ั ง จ า ก น น น า ห ั ว เ ข ี ่ อ ฆ ึ ๋ ม า  5  ม ล .  ถ ่ า ย ล ง ใ น  

อ า ห า ร เ ห ล ว ส า ห ร บ ก า ร เ ด ิ ม ห ย ู ่ ไ ฮ ด ร อ ก ม ี ฆ น  L C A  ( ภ า ค ผ น ว ก ท ี ่  1 . 3 )  ป ร ิ ม า ต ร  5 0  ม ล .

ข ี ่ ง บ ร ร จ ุ อ ย ู ่ ใ น ข ว ด แ ก ้ ว ท ร ง ก ร ว ย ข น า ด  2 5 0  ม ล .  บ ่ ม บ น เ ค ร ื ่ อ ง เ ข ย ่ า ค ว บ ค ุ ม คุณหภมีที่อุณหภมี 4 5 °ซ  

ค ว า ม เ ร ็ ว  2 5 0  ร อ บ / น า ท ี
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3 . 3  ก า ร เ ล ี ้ ย ง เ ส ั อ  A b s ไ'd i a  s p .  B A  1 6  เ ท ี ่ ฮ ก า ร  เ ต ิ ม ห ย ู ่ ไ ฮ ด ร อ ก ส ื บ น  L C A  

ใ น ถ ั ง พ ม ั ก ฃ น า ด  ร  ล ิ ต ร

น า ส ป อ ร ์ แ ข ว น ล อ ย ข อ ง เ ส ั อ ป ร ิ ม า ณ  2 . 4  X 1 0 7  ส ป อ ร ์  ถ ่ า ย ล ง ใ น อ า ห า ร เ ห ล ว  

ส า ห ร ั บ  เ ต ร ี ย ม ถ ั ว  เ ส ั อ  ( ภ า ค ผ น ว ก ท ี ่  1 . 2 )  ท ี ่ ง บ ร ร จ ุ อ ย ู ่ ใ น ข ว ด แ ก ้ ว ท ร ง ก ร ว ย ข น า ด  2 5 0  ม ล .  บ ่ ม  

บ น เ ค ร ื ่ อ ง เ ข ย ่ า ค ว บ ค ุ ม อ ุ ณ ห ภ ู ม ิ ท ี ่  3 0 ° ช .  ด ้ ว ย ค ว า ม เ ร ็ ว  2 5 0  ร อ บ / น า ท ี  เ ฟ ้ น เ ว ล า  2 4  ช ม .

เ ต ร ี ย ม ถ ั ว  เ ช ้ อ น ี ้  ใ ห ้ ไ ต ้ ป ร ิ ม า ต ร ร ว ม  3 0 0  ม ล .  ถ ่ า ย ล ง ใ น อ า ห า ร เ ห ล ว ส า ห ร ั บ ก า ร ส ร ้ า ง ผ ล ิ ต ภ ั ผ ท ์  

( ภ า ค ผ น ว ก ท ี ่  1 . 4 )  ป ร ิ ม า ต ร  3  ล ิ ต ร  ท ี ่ ง บ ร ร จ ุ อ ย ู ่ 1ใ น ถ ั ง ห ม ั ก ข น า ด  5  ล ิ ต ร  อ า ห า ร  เ ล ี ้ ย ง เ ช ้ อ น ี ้  

ผ ่ า น ก า ร บ ่ า เ ข ้ อ  2  ค ร ั ้ ง  ค ื อ ค ร ั ้ ง แ ร ก ท ี ่ อ ุ ณ ห ภ ู ม ิ  1 2 1 ° ช .  ค ว า ม ด ั น  1 5  ป อ น ด ์ / ต า ร า ง น ี ้ ว  เ ฟ ้ น เ ว ล า  

2 0  น า ท ี  ก ว น แ ล ะ ใ ห ้ อ า ก า ศ เ ฟ ้ น เ ว ล า ป ร ะ ม า ณ  1 0  ซ ม .  แ ล ะ ค ร ั ้ ง ท ี ่  2  ท ี ่ อ ุ ณหภ ู ม ิ  1 2 1 ° ช .

ค ว า ม ด ั น  1 5  ป อ น ด ์ / ต า ร า ง น ี ้ ว  เ ฟ ้ น เ ว ล า  1 5  น า ท ี  เ ม ื ่ อ ถ ่ า ย ห ั ว  เ ข ้ อ ล ง ใ น อ า ห า ร เ ห ล ว แ ก ้ ว จ ึ ง เ ร ื ่ ม  

ต ้ น ก า ร ห ม ั ก  โ ด ย ใ ช ้ อ ั ต ร า ก า ร ก ว น  ( a g i t a t i o n  s p e e d )  3 0 0  ร อ บ / น า ท ี  อ ั ต ร า ก า ร ใ ห ้ อ า ก า ศ

1 . 2  ล ิ ต ร / 1 ล ิ ต ร ข อ ง ป ร ิ ม า ต ร อ า ห า ร / น า ท ี  แ ล ะ ใ ช ้ น า ม น ส ื ล ิ โ ค น อ ะ ด ี ค า น อ ล ( s i  1 i c ô n e  a d e c a n o l  ) 

เ ฟ ้ น ส า ร ก า จ ั ด ฟ อ ง  ( a n t i f o a m e r )  เ ก ็ บ ต ั ว อ ย ่ า ง ม า ท า ก า ร ว ิ เ ค ร า ะ ห ์ ค ร ั ้ ง ล ะ  4 0 - 5 0  ม ล .  ใ น ช ม .

ที่  1 8  ห ล ั ง ก า ร  เ ต ิ ม ถ ั ว  เ ข ้ อ  แ ล ะ เ ก ็ บ ช า ท ุ ก  6  ช ม . ห ล ั ง จ า ก น ั ้ น จ น ถ ึ ง เ ว ล า  1 0 2  ช ม .  ข อ ง ก า ร ห ม ั ก

3 . 4  ก า ร  เ ต ร ี ย ม เ ช ล ร ะ ย ะ ถ ั ก  ( r e s t i n g  c e l l s )  ข อ ง  A b s  i d i  a  s p .  B A  1 6

เ ล ี ้ ย ง เ ข ้ อ  A b s i d i  a  s p .  B A  1 6  ต า ม ว ิ ธ ี ก า ร ใ น ข ้ อ  3 . 2  ใ น ฮ า ห า ร  เ ห ล ว  

ส า ห ร ั บ ก า ร ส ร ้ า ง ผ ล ิ ต ภ ั ณ ท ์ เ ฟ ้ น เ ว ล า  4 8  ช ม .  ข ้ ง ข ณ ะ น ั ้ น เ ข ้ อ อ ย ู ่ ใ น ร ะ ย ะ ก า ร เ จ ร ิ ญ ช ่ ว ง ป ล า ย ข อ ง ก า ร  

เ จ ร ิ ญ แ บ บ ท ว ิ ค ู ณ  ( l o g  p h a s e )  ก ร อ ง แ ล ะ ก ้ า ง เ ช ล ด ้ ว ย น า ก ล ั ๋ น  2 - 3  ค ร ั ้ ง  น า เ ซ ล เ ธ ี ย ก ท ี ่ ไ ต ้  

ไ ป ใ ช ้ ใ น ก า ร ท ด ล อ ง ต ่ อ ไ ป

4 .  ว ิ ธ ี ก า ร ว ิ  เ ค ร า ะ ห ์

4 . 1  ก า ร ว ิ เ ค ร า ะ ห ์ ป ร ิ ม า ณ ข อ ง ผ ล ิ ต ภ ั ณ ท ์  ( 3 0 C ,  1 5 P - D H C )  ท ี ่ เ ท ิ ด จ า ก ก า ร เ ต ิ ม ห ย ู ่  

ไ ฮ ด ร อ ก ส ื น ฆ  L C A

4 . 1 . 1  ก า ร ว ิ เ ค ร า ะ ห ์ ป ร ิ ม า ณ ข อ ง ผ ล ิ ต ภ ั ณ ห ้ ห ล ั ง จ า ก ก า ร ห ม ั ก

ป ร ั บ ค ว า ม เ ฟ ้ น ก ร ด ด ่ า ง ข อ ง ต ั ว อ ย ่ า ง ป ร ิ ม า ต ร  5  ม ล .  ใ ห ้ ม ี ท ี เ อ ช เ ป ็ น  2 - 3  ด ้ ว ย  

ก ร ด เ ก ล ึ อ เ ช ้ ม ช ้ น  3  โ ม ล า ร ์  เ ต ิ ม ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น  D C A  เ ข ้ ม ข ้ น  1 , 6 0 0  ม ก / ม ล .

2 5 0  ไม โค รล ิต ร  สก ัดของผสมทงหมดด ้วย เอท ิลอะส ืเต ท  ( e t h y l  a c e t a t e )  2 5  ม ล . ใน กรวย



1 7

แ ย ก ส า ร ข น า ด  2 0 0  ม ล .  บ น  เ ค ร ื ่ อ ง  เ ข ย า ส า ห ร ั บ ส ก ั ด แ ย ก ส า ร เ ฟ ้ น  เ ว ล า  3 0  น า ท ี  น า ซ ั ๊ น ข อ ง  

เ อ ท ิ ล อ ะ ร ั เ ต ท ท ี ่ ไ ค ้ จ า ก ก า ร ส ก ั ด ม า ข จ ั ด น า ,โ ด ย ใ ช ้ โ ซ เ ด ี ย ม ร ั ล  . ฟ ต  ( s o d i u m  ร u l f a t e j N a ^ j S o ^ )

น 0า ช ้ น ข อ ง  เ อ ท ิ ล อ ะ ร ั เ ต ท ท ี ่ ข จ ั ด น า อ อ ก แ ล ้ ว น ื ้ ม า  1 0  ม ล .  ร ะ เ ห ย ใ ห ้ แ ห ้ ง ท ี ่ อ ุ ณ ห ภ ู ม ิ  5 0 ° ช . โ ด ย ใ ช ้  

เ ค ร ื ่ อ ง ร ะ เ ห ย ส า ร ภ า ย ใ ค ้ ส ภ า ว ะ ส ู ญ ญ า ก า ศ  เ ต ร ี ย ม ก ร ด น า ด ี ท ี ่ ส ก ั ด ไ ด ้ น ใ ห ้ อ ภ ู ่ ใ น ■ เ ป เ อ ส เ ท อ ร ์  โ ด ย  

ก า ร เ ต ิ ม  H F I P  แ ล ะ  T F A  1 0 0  แ ล ะ  2 0 0  ไ ม โ ค ร ล ิ ต ร  ต า ม ล า ด ั บ  ล ง ใ น ก ร ด น า ด ี ท ี ่ ส ก ั ด ไ ค ้  

แ ล ะ ท า ใ ห ้ แ ห ้ ง แ ล ้ ว  บ ่ ม ข อ ง ผ ส ม พ ื ้ ท ี ่ อ ุ ณ ห ภ ู ม ิ  3 7 °  -  4 0 ° ช .  เ ฟ ้ น เ ว ล า  1 ช ม .  ร ะ เ ห ย ใ ห ้ แ ห ้ ง  

ภ า ย ใ ต ้ ส ภ า ว ะ ส ู ญ ญ า ก า ศ  น า ไ ป ว ิ  เ ค ร า ะ ห ์ ป ร ิ ม า ณ ข อ ง ก ร ด น า ด ี โ ด ย ว ิ ธ ี แ ก ส โ ค ร ม า โ ต ก ร า ฟ ท ี  ( 1 7 )

ด า ม ว ิ ธ ี ก า ร ต ั ง ต ่ อ ไ ป พ ื ้

ล ะ ล า ย อ น ุ พ ั น ธ ์ ข อ ง ก ร ด น 0า ต ี ท ี ่  เ ด ร ี ย ม ไ ว ้ ด ้ ว ย อ ะ ร ั โ ต ไ น ไ ต ร ล ้  ( a c e t o n i  t r i  l e )

3 0 0  ไ ม โ ค ร ล ิ ต ร  ฉ ี ด ส า ร ล ะ ล า ย น ื ้  1 ไ ม โ ค ร ล ิ ต ร เ ช ้ า เ ค ร ื ่ อ ง แ ก ส โ ค ร ม า โ ต ก ร า ฟ  ( H i t a c h i  1 6 3 )

ท ี ่ ง ป ร ะ ก อ บ ด ้ ว ย ค อ ล ั ม น ์ แ ก ้ ว ข น า ด  3  ม ม .  X1 ม .  ท ี ่ บ ร ร จ ุ ภ ู น ิ พ อ ร ์ ท  ( u n i p o r t )  HP 8 0 / 1 0 0  เ ม ช  

( m e s h )  เ ฟ ้ น ต ั ว ด ู ด ร ั บ  ( a d s o r b e n t )  ท ี ่ ง เ ค ล ื อ บ ด ้ ว ย  2 % ร ั ล ิ โ ค น  D C - Q F - l  โ ด ย ค ว บ ค ุ ม  

อ ุ ณ ห ภ ู ม ิ ข อ ง ค อ ล ั ม น ์  ( c o l u m n  t e m p e r a t u r e )  แ ล ะ อ ุ ณ ห ภ ู ม ิ ข อ ง ต า แ ห น ,ง ท ี ่ ฉ ี ด ต ั ว อ ย ่ า ง  

( i n j e c t i o n  t e m p e r a t u r e )  เ ฟ ้ น  2 2 0 °  แ ล ะ  2 4 0 ° ช .  ต า ม ล า ด ั บ  ใ ช ้ แ ก ส ไ น โ ต ร 1.จน■ เฟ้ น 

ต ั ว พ า  ( c a r r i e r  g a s )  ด ้ ว ย ค ว า ม ต ั น  1 . อ ก ก . / ซ ม . 2  ต ร ว จ ว ั ด ป ร ิ ม า ณ ข อ ง ก ร ด น า ด ี ด ้ ว ย เ ค ร ื ่ อ ง  

ต ร ว จ ว ั ด แ บ บ เ ฟ อ ม ไ อ อ อ ไ น เ ซ ร ั น ( f l a m e  i o n i z a t i o n  d e t e c t o r )  ว ั ด ป ร ิ ม า ณ ข อ ง ก ร ด น า ด  

โ ด ย ค า น ว ณ จ า ก อ ั ต ร า ส ่ ว น พ ื ้ น ท ี ่ ใ ด ้ ท ี ค  ( p e a k  a r e a )  ข อ ง ภ ร ต น า ด ท ี ่ เ ฟ ้ น ผ ล ิ ต ก ั ณ ห ้ จ า ก ก า ร เ ต ิ ม ห ภ ู ่  

ไ ฮ ด ร อ ก ร ั บ น  L C A  ก ั บ พ ื ้ น ท ี ่ ใ ด ้ ท ี ค ข อ ง ก ร ด น า ด ี ม า ต ร ฐ า น  D C A  เ ท ี ย บ ก ั บ ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น  โ ด ย ท ี ่  

ก ร ด น า ด ี แ ต ่ ล ะ ซ น ิ ด ม ิ ร ิ เ ท น ร ั น ไ ท น ์  ( r e t e n t i o n  t i m e )  ด ั ง น ด ี อ  L C A  3 . 5  น า ท ี  D C A  6 . 5  น า ท ี  

C D C A  แ ล ะ  3 0 C ,  I 5 p - D H C  8  น า ท ี

ท า ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น โ ด ย ใ ช ้  C D C A  เ ฟ ้ น ม า ต ร ฐ า น เ ป ร ี ย บ เ ท ี ย บ  ( e x t e r n a l  s t a n d a r d )

โ ด ย เ ต ร ี ย ม  C D C A  ป ร ิ ม า ณ  8 0 0 - 6 , 4 0 0  ไ ม โ ค ร ก ร ั ม  เ ต ิ ม ก ร ด น า ด ม า ต ร ฐ า น  D C A  ต ั ว อ ย ่ า ง ล ะ  

8 0 0  ไ ม โ ค ร ก ร ั ม  น า ไ ป ผ ่ า น ข บ ว น ก า ร เ ต ร ี ย ม อ น ุ พ ั น ธ ์ แ ล ะ ฉ ี ด เ ช ้ า เ ค ร ื ่ อ ง แ ก ฝ ็ โ ค ร ม า โ ต ก ร า ฟ ต า ม ว ิ ธ ี  

ท ี ่ ก ล ่ า ว ม า แ ล ้ ว  เ ข ี ย น ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น ร ะ ห ว ่ า ง อ ั ต ร า ส ่ ว น โ ด ย น ฆ .  ข อ ง  C D C A  แ ล ะ  D C A  ก ั บ  

อ ั ต ร า ส ่ ว น พ ื ้ น ท ี ่ ใ ด ้ พ ี ค ข อ ง ! C D C A  แ ล ะ  D C A

ส า ห ร ั บ ก า ร ว ั ด ป ร ิ ม า ณ ข อ ง  L C A  ท า ไ ด ้ โ ด ย ใ ช ้  L C A  เ ฟ ้ น ม า ต ร ฐ า น เ ป ร ี ย บ เ ท ี ย บ
ร .  .

โ ด ย เ ต ร ี ย ม  L C A  ป ร ิ ม า ณ  2 0 0 - 4 , 0 0 0  ไ ม โ ค ร ก ร ั ม  เ ต ิ ม ก ร ด น า ด ม า ต ร ฐ า น  D C A  ต ั ว อ ย ่ า ง ล ะ



4 . 1  . 2  ก า ร ว ิ เ ค ร า ะ ห ป ร ิ ม า ณ ข อ ง ผ ล ิ ต ภ ั ณ ฑ ์  ( 3 0 C ,  1 5 f 3 - D H C )  เ ม ี ่ อ ใ ช ้ เ ซ ล  

ร ะ ย ะ พ ั ก

เ ต ร ี ย ม เ ซ ล ร ะ ย ะ พ ั ก ต า ม ว ิ ธ ี ก า ร ใ น ข ้ อ  3 . 4  ข ้ ง เ ซ ล เ ฮ ย ก  1 ก ร ั ม ม า ก ร ะ จ า ย  

( s u s p e n d )  ใ น ส า ร ล ะ ล า ย ท ร ิ ส ไ ฮ โ ด ร ค ล อ ไ ร ต ้ บ ั ฟ เ ฟ อ ร ์  ( t r i s - h y d r o c h l o r i d e  b u f f e r )

เ ข ้ ม ข ้ น  0 . 1  โ ม ล า ร ์  พ ี เ อ ช  8 . 0  ป ร ิ ม า ต ร  2 0  ม ล .  ท ี ่ ง บ ร ร จ ุ ใ น ข ว ด แ ก ้ ว ท ร ง ก ร ว ย ข น า ด  1 2 5  ม ล .  

เ ต ิ ม  L C A  2 0  ม ก .  บ ่ ม บ น เ ค ร ื ่ อ ง เ ข ย ่ า ค ว บ ค ุ ม อ ุ ณ ห ภ ู ม ิ ท ี ่  4 5 % J  ค ว า ม เ ร ็ ว  1 5 0  ร อ บ / น า ท ี  

เ ฟ ้ น เ ว ล า  6  ช ม .  น า ต ิ ว อ ย ่ า ง ม า  1 ม ล .  ป ร ั บ พ ี เ อ ช เ ฟ ้ น  2 - 3  ด ้ ว ย ก ร ด เ ก ล ึ อ เ ข ้ ม ข ้ น  3  โ ม ล า ร ์  

เ ต ิ ม  D C A  เ ข ้ ม ข ้ น  1 , 6 0 0  ไ ม โ ค ร ก ร ั ม / ม ล .  2 0 0  ไ ม โ ค ร ล ิ ต ร  ส ก ั ด ข อ ง ผ ส ม น ี ้ ด ้ ว ย เ อ ท ิ ล อ ะ ข ี เ ต ท  

5  ม ล .  น า ข ้ น ข อ ง เ อ ท ิ ล อ ะ ข ี เ ต ห ม า ข จ ั ด น า ,โ ด ย ใ ช ้ โ ซ เ ด ี ย ม บ ั ล เ ฟ ต  น า ข ้ น ข อ ง  เ อ ท ิ ล อ ะ บ ั เ ต ท ท ี ่ ข จ ั ด น า  

อ อ ก แ ล ้ ว น ม า  3  ม ล .  ร ะ เ ห ย ใ ห ้ แ ห ้ ง ท ี ่ อ ุ ณ ห ภ ู ม ิ  5 0 ° ช .  โ ด ย ใ ช ้ เ ค ร ื ่ อ ง ร ะ เ ห ย ส า ร ภ า ย ใ ต ้ ส ภ า ว ะ  

สูญญ า ก า ค  ว ิ  เ ค ร า ะ ห ์ ป ร ิ ม า ณ ข อ ง ก ร ด น า ด ี โ ด ย ก า ร  เ ต ร ี ย ม ก ร ด น " า ด ี ท ี ่ ส ก ั ด ไ ด ้ แ ล ะ ท า ใ ห ้ แ ห ้ ง แ ล ้ ว น  

ใ ห ้ อ ย ู ่ ใ น ร ู ป ข อ ง เ อ ส เ ท อ ร ์  ฉ ี ด เ ช ้ า เ ค ร ื ่ อ ง แ ก ส โ ค ร ม า โ ต ก ร า ฟ ต า ม ว ิ ธ ี ท ี ่ ก ล ่ า ว ไ ว ้ ใ น ข ้ อ  4 . 1  . 1

4 . 2  ก า ร ห า ม ว ล ข อ ง เ ซ ล โ ด ย ว ิ ธ ี ห า น . น .  เ ซ ล แ ห ้ ง

น า ต ั ว อ ย ่ า ง ป ร ิ ม า ต ร  3 0  ม ล .  ม า ก ร อ ง เ พ ี ่ อ แ ย ก ส ่ ว น ท ี ่ เ ฟ ้ น เ ซ ล อ อ ก จ า ก ส ่ ว น น า ใ ส  

ล ้ า ง เ ซ ล ด ้ ว ย น า ก ล ั ๋ น  2 - 3  ค ร ั ้ ง  แ ล ้ ว น า ไ ป อ บ แ ห ้ ง ท ี ่ อ ุ ณ ห ภ ู ม ิ  8 0 <:ช . เ ฟ ้ น เ ว ล า  1 2  ช ม .  ข ้ ง น . น .

เ ซ ล แ ห ้ ง

4 . 3  ก า ร ว ั ด ค ่ า ท ี เ อ ป ้

โ ด ย ใ ช ้เค ร ื่อ ง ว ัด ค ่า ท ีเอ ช

4 . 4  ก ารว ิเค ราะห ์ป ร ิม าณ ข อ งแ ข ็งท ี่ล ะ ล ายได ้พ งห ม ด  ( t o t a l  s o l u b l e  s o l i d )

โ ด ย ก า ร อ บ ถ ้ ว ย เ ห ล ็ ก ท ี ่ อ ุ ณ ห ภ ู ม ิ  1 0 0 ° ช .  เ ฟ ้ น เ ว ล า  3  ช ม .  ท ี ่ ง ใ ห ้ เ ย ็ น ใ น  

เ ด ข ี เ ค เ ต อ ร ์  ( d e s i c a t o r )  ข ้ ง น . น . ล ะ เ อ ี ย ด ล ง  0 . 1  ม ก .  น า ส ่ ว น น า ใ ส ท ี ่ ไ ด ้ จ า ก ก า ร ก ร อ ง เ ซ ล  

ม า  5  ม ล .  ใ ส ่ ล ง ใ น ถ ้ ว ย เ ห ล ็ ก ท ี ่ ท ร า บ น . น . แ น ่ น อ น แ ล ้ ว  น า ไ ป อ บ แ ห ้ ง ท ี ่ อ ุ ณ ห ภ ู ม ิ  1 0 0 ° ช .  เ ฟ ้ น เ ว ล า  

5  ช ม .  ท ี ่ ง ใ ห ้ เ ย ็ น ใ น เ ด ข ี เ ค เ ต อ ร ์  ข ้ ง น . น .

8 0 0  ไ ม โ ค ร ก ร ัม  น า ไ ป ผ ่า น ข บ ว น ก าร  เต ร ียม อ น ุพ ัน ธ ์แ ล ะ ฉ ีด  เข ้า  เค ร ี่อ ง แ ก ส โ ค ร ม า โ ต ก ร า ฟ ต า ม ว ิธ ี

ท ี่ก ล ่า ว ม า แ ล ้ว  เข ีย น ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น ร ะ ห ว ่า ง อ ัต ร า ส ่ว น โ ด ย น .น .ข อ ง  LCA แ ล ะ DCA กับ

อ ัต ร าส ่ว น พ ึ้น ท ี่ใด ้ท ีค ข อ ง  LCA แล ะ DCA
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4 . 5  ก า ร ว ิ เ ค ร า ะ ห ว ่ 1ๆ ป ร ิ ม า ณ ฆ า ต า ล ร ิ ค ิ ว ส ์  ( r e d u c i n g  s u g a r )

โ ด ย ว ิ ธ ี ก า ร ข อ ง  B e r n f e l d  ( i s )  ต ั ง น  เ ด ร ิ ย ม ส า ร ล ะ ล า ย ก ร ด ไ ด ไ น โ ต ร ช า ล ิ ไ ช ล ิ ก  

( d i n i t r o s a l i c y l i c  a c i d ,  D N S A ) T ด ย ล ะ ล า ย  1 ก ร ั ม ข อ ง ก ร ด ไ ค ไ น โ ต ร ช า ล ิ ก ใ น ส า ร ล ะ ล า ย  

โ ช เ ด ี ย ม ไ ฮ ด ร อ ก ไ ซ ด ์  ( s o d i u m h y d r o x i d e ,  N a O M )  เ ข ้ ม ข ้ น  2  โ ม ล า ร ์ ป ร ี ม า ต ร  2 0  ม ล .

เ ต ิ ม น า ก ล ั ๋ น  5 0  ม ล .  แ ล ะ เ ต ิ ม โ ป แ ต ส เ ร ี ย ม โ ช เ ด ี ย ม ต า เ ต ร ท  ( p o t a s s i u m s o d i u m t a r t r a t e ,  

C ^ H ^ K N a O g  '  4 H 2 O )  3 0  ก ร ั ม  ท า ป ร ิ ม า ต ร ส ุ ด ท ้ า ย เ ป ็ น  1 0 0  ม ล .  ด ้ ว ย น า ก ล ั ๋ น  เ ต ิ ม ส า ร ล ะ ล า ย น  

1 ม ล .  ล ง ใ น ต ิ ' ว อ ย ่ า ง  1 ม ล .  ต ้ ม ใ น อ ่ า ง น า เ ด ี อ ด เ ป ็ น เ ว ล า  5  น า ท ี  ท ี ๋ ง ใ ห ้ เ ย ็ น  เ ต ิ ม น า ก ล ี ๋ น  1 0  ม ล .  

เ ข ย ่ า ใ ท ้ เ ข ้ า ก ั น  น า ไ ป ว ั ด ค ่ า ก า ร ด ู ด ก ล ื น แ ส ง ท ี ่ ค ว า ม ย า ว ค ล ี ่ น  5 4 0  น า โ น  เ ม ต ร

ท า ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น โ ด ย ใ ช ้ ส า ร ล ะ ล า ย ก ล ู โ ค ส ม า ต ร ฐ า น เ ข ้ ม ข ้ น  0 . 1  -  1 . 0  ม ก . / ม ล .  

ใ ช ้ น า ก ล ึ ๋ น เ ป ็ น ต ั ว เ ท ี ย บ  เ ข ี ย น ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น ร ะ ห ว ่ า ง ป ร ิ ม า ณ น ,า ต า ล ก ล ู โ ค ส ก ั บ ค ่ า ด ู ด ก ล ื น แ ส ง

4 . 6  ก า ร ว ิ เ ค ร า ะ ห ์ ห า ป ร ิ ม า ณ แ ป ้ ง ท ี ่ เ ห ล ื อ

โ ด ย ก า ร ย ่ อ ย ส ล า ย ด ้ ว ย ก ร ด  ( a c i d  h y d r o l y s i s )  ( 1 9 ) ต า ม ว ิ ธ ี ก า ร ด ั ง น ี ้  น า ส ่ ว น  

น า ใ ส ท ี ่ ไ ด ้ จ า ก ก า ร ก ร อ ง เ ช ล ม า  5  ม ล .  ใ ส ่ ล ง ใ น ข ว ด แ ก ้ ว ท ร ง ก ร ว ย ข น า ด  2 5 0  ม ล .  เ ต ิ ม ก ร ด เ ก ล ื อ  

เ ข ้ ม ข ้ น ร ้ อ ย ล ะ  2 5  ป ร ิ ม า ต ร  1 0  ม ล .  แ ล ะ น ’า ก ล ี ๋ น  8 5  ม ล .  ป ิ ด ข ว ด ด ้ ว ย จ ุ ก ไ ม ้ ค อ ร ้ ก ย ่ อ ย ส ล า ย ใ น  

อ ่ า ง น า เ ด ี ฮ ค เ ป ็ น เ ว ล า  2  ช ม .  3 0  น า ท ี  ท ี ่ ง ใ ห ้ เ ย ็ น  เ ต ิ ม บ ร อ ม ไ ท ม อ ล บ ล ู  ( b r o m t h y m o l  b l u e )

2 - 3  ห ย ด  แ ล ะ เ ต ิ ม ส า ร ล ะ ล า ย โ ช เ ด ี ย ม ไ ฮ ด ร อ ก ไ ช ด ้ เ ข ้ ม ข ้ น  4  โ ม ล า ร ์  2 0  ม ล .  ท า ใ ห ้ เ ป ็ น ก ล า ง  

( n e u t r a l i z a t i o n )  โ ด ย ก า ร ต ิ เ ต ร ท  ( t i t r a t e )  ก ั บ ส า ร ล ะ ล า ย โ ช เ ด ี ย ม ไ ฮ ด ร อ ก ไ ช ด ้ เ ข ้ ม ข ้ น  

1 โ ม ล า ร ้  โ ด ย ท ี ่ จ ุ ด ย ุ ต ิ ส า ร ล ะ ล า ย จ ะ เ ป ล ี ่ ย น ล ื จ า ก ล ื เ ห ล ื อ ง เ ป ็ น ล ื ฟ ้ า อ ม เ ข ี ย ว  ( g r e e n i s h  b l u e )

ว ั ด ป ร ิ ม า ต ร ส ุ ด ท ้ า ย  น า ไ ป ห า ป ร ิ ม า ณ ฆ า ต า ล ร ิ ด ี ว ช ์ ต า ม ว ิ ธ ี ก า ร ข อ ง  B e r n f e l d  เ ม ื ่ อ น า ป ร ิ ม า ณ น า ต า ล

ร ิ ด ี ว ช ์ ท ี ่ ไ ด ้ ล บ ก ั บ ป ร ิ ม า ณ น 0ร ้ ต า ล ร ิ ต ิ ว ซ ์ ค ่ อ น ก า ร ย ่ อ ย แ ป ้ ง ด ้ ว ย ก ร ด  ก ็ จ ะ ท ร า บ ป ร ิ ม า ณ ข อ ง น า ’ต า ล ร ิ ด ิ ว ช ์  

ที่  เ ก ิ ด ข ้ น จ า ก แ ป ้ ง ใ น อ า ห า ร

ห า ก า ร ย ่ อ ย ส ล า ย แ ป ้ ง ม ั น ส า ป ะ ห ล ั ง ท ี ่ ใ ช ้ ใ น ก า ร  เ ด ร ิ ย ม อ า ห า ร ด ้ ว ย ก ร ด โ ด ย ว ิ ธ ี ต ั ง ก ล ่ า ว  

ข ้ า ง ด ้ น เ ข ี ย น ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น ร ะ ห ว ่ า ง ป ร ิ ม า ณ แ ป ้ ง ม ั น ฮ า ป ะ ห ล ั ง ก ั บ ป ร ิ ม า ณ น า ,ต า ล ร ิ ด ิ ว ช ์ ท ี ่ ไ ด ้ ใ ช ้ เ ป ็ น  

ม า ต ร ฐ า น  เ ป ร ี ย บ เ ท ี ย บ

4 . 7  ก า ร ว ิ เ ค ร า ะ ห ์ ป ร ิ ม า ณ โ ซ เ ด ี ย ม ไ น เ ต ร ท

โ ด ย ว ิ ธ ี ก า ร ข อ ง  B h a t t y  แ ล ะ  T o w n s h e n d  ( 2 0 )  ต ั ง ม ื ่  น า ส า ร ล ะ ล า ย ต ั ว อ ย ่ า ง



ม า  5  ม ล .  ใ ส , ล ง ใ น ข ว ด ว ั ค ป ร ิ ม า ต ร  ( v o l u m e t r i c  f l a s k ]  ข น า ด  2 5  ม ล .  เ ต ิ ม โ ท ด ู ! ) น  

( t o l u e n e )  5  ม ล .  แ ล ะ ส า ร ล ะ ล า ย ก ร ด ร ั ล ^ ร ิ ก : น า  ( s u l f u r i c  ะ พ 2 0 ) ( 3 : ไ } . 1 ร ม ล .  

อ ด จ ุ ก แ ล ้ ว เ ข ย ่ า เ ฟ ้ น เ ว ล า  5  น า ท ี  ท ึ ้ ง ใ ห ้ เ ย ็ น  น า ช ้ น ข อ ง โ ท ด ู อ น ไ ป ว ั ด ค ่ า ด ู ด ก ล ี น แ ส ง ท ี ่ ค ว า ม ย า ว  

ค ล ื ่ น  2 8 4  น า โ น เ ม ต ร

ท า ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น โ ด ย ใ ช ้ ส า ร ล ะ ล า ย โ ซ เ ด ี ย ม ไ น เ ต ร ท ม า ต ร ฐ า น  เ ข ้ ม ข ้ น  5 - 2 5  

ไ ม โ ค ร ก ร ั ม y ม ล .  แ ล ะ ใ ช ้ น า ก ก ั น เ ฟ ้ น ต ั ว เ ท ี ย บ  เ ข ี ย น ก ร า ท ี ร ะ ห ว า ง ป ร ิ ม า ณ ข อ ง โ ซ เ ค ี ย ม ไ น เ ต ร ท  

ก ั บ ค ่ า ด ู ด ก ล ี น แ ส ง
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