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∫∑§—¥¬àÕ
‰∫‚Õ®’π‘°‡Õ¡’π ‰¥â·°à Œ’ μ“¡’π æ‘«‡∑√ ´’π ·≈–§“√å¥“‡«√’π  “¡“√∂æ∫„πÕ“À“√À≈“¬™π‘¥

‚¥¬‡©æ“–Õ¬à“ß¬‘ËßÕ“À“√∑’Ë¡’‚ª√μ’π Ÿß „πß“π«‘®—¬π’È‰¥â„Àâ§«“¡ π„®μàÕ°“√«‘‡§√“–Àå‰ â°√Õ°æ◊Èπ‡¡◊Õß

¢Õß‰∑¬∑’Ë¡’™◊ËÕ«à“‰ â°√Õ°Õ’ “π ‰ âÕ—Ë« ·≈–À¡Ë” ´÷Ëß‰ â°√Õ°‡À≈à“π’È∑”¡“®“°‡π◊ÈÕ —μ«å‡ªìπÀ≈—°

·≈–ºà“π°√–∫«π°“√À¡—°´÷Ëß‡ªìπ°“√∂πÕ¡Õ“À“√Õ’°«‘∏’Àπ÷Ëß °“√ °—¥ “√‰∫‚Õ®’π‘°‡Õ¡’π∑—Èß 3 ™π‘¥ÕÕ°

®“°μ—«Õ¬à“ß‰ â°√Õ°¥â«¬«‘∏’∑“ß‡§¡’§◊Õ„™âμ—«∑”≈–≈“¬∑’Ë‡À¡“– ¡√à«¡°—∫°“√ °—¥¥â«¬«‘∏’∑“ß°“¬¿“æ ‰¥â·°à

°“√‡¢¬à“¥â«¬‡§√◊ËÕß‚´π‘‡§‡μÕ√å·≈–°“√‡´Áπμ√‘øî«®å  “√‰∫‚Õ®’π‘°‡Õ¡’π‡°‘¥®“°ªØ‘°‘√‘¬“¥’§“√å∫Õ°´‘‡≈™—π

‚¥¬¡’°√¥Õ–¡‘‚π™π‘¥μà“ßÊ ‡ªìπ “√μ—Èßμâπ ß“π«‘®—¬π’È»÷°…“°“√«‘‡§√“–Àå “√‰∫‚Õ®’π‘°‡Õ¡’π∑—Èß 3 ™π‘¥

„πμ—«Õ¬à“ß‰ â°√Õ° ‚¥¬π” “√‰∫‚Õ®’π‘° ‡Õ¡’π∑—Èß “¡¡“∑”ªØ‘°‘√‘¬“°—∫ “√ÕÕ√å‚∑-æ∑“≈‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å

„π “√≈–≈“¬ 0.4 M ∫Õ‡√μ∫—ø‡øÕ√å (pH 9.5) ∑’Ë¡’ 2-‡¡Õ√å·§ª‚μ‡Õ∑“πÕ≈√«¡Õ¬Ÿà¥â«¬æ∫«à“ “√Õπÿæ—π∏å

∑—Èß 3  “¡“√∂‡°‘¥ªØ‘°‘√‘¬“Õ¬à“ß√«¥‡√Á«∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ÀâÕß ∑”°“√·¬° “√Õπÿæ—π∏å¥â«¬‡∑§π‘§√’‡«‘√å ‡ø ‚§√¡“‚∑°√“ø’

¢Õß‡À≈« ¡√√∂π– Ÿß μ√«®«—¥¥â«¬ø≈ŸÕÕ√å‡√ ‡ Á́πμå∑’Ë λ
ex
 335 nm ·≈– λ

em
 460 nm ®“°°“√»÷°…“

 ¿“«–∑’Ë‡À¡“– ¡μàÕ°“√·¬° “√ º≈°“√»÷°…“æ∫«à“ ¿“«–∑’Ë‡À¡“– ¡ ‰¥â·°à °“√„™â«—Ø¿“§‡§≈◊ËÕπª√–°Õ∫¥â«¬

100 mM  ·Õ ‘́‡μμ∫—ø‡øÕ√å (pH 5.8) : Õ– ‘́‚μ‰π‰μ√μå„πÕ—μ√“ à«π 81:19 v/v Õ—μ√“°“√‰À≈ 1.1 ml/min

 “√Õπÿæ—π∏å¥—ß°≈à“«· ¥ß μ”·Àπàßæ’§¢ÕßÕπÿæ—π∏åæ‘«‡∑√  ’́π Œ’ μ“¡’π ·≈–§“√å¥“‡«√’π ÷́Ëß¡’§à“√–¬–‡«≈“

√’‡∑π™—π‡ªìπ 8.51, 11.33 ·≈– 14.41 π“∑’ μ“¡≈”¥—∫ πÕ°®“°π’È‰¥â»÷°…“ “√≈–≈“¬μ—«°≈“ß§◊Õ

‚´‡¥’¬¡‰Œ¥√Õ°‰´¥å ·≈–‡°≈◊Õ‚´‡¥’¬¡§≈Õ‰√¥å æ∫«à“ “√∑—Èß Õß¡’º≈≈¥§à“§«“¡‡¢â¡¢Õß —≠≠“≥

· ßø≈ŸÕÕ‡√ ‡´πμå ‡¡◊ËÕπ”«‘∏’π’È‰ª„π°“√«‘‡§√“–Àåª√‘¡“≥Œ’ μ“¡’π æ‘«‡∑√  ’́π ·≈–§“√å¥“‡«√’π

„πμ—«Õ¬à“ß‰ â°√Õ°æ◊Èπ‡¡◊Õß‰∑¬ æ∫«à“ “¡“√∂μ√«®æ∫ “√‰∫‚Õ®’π‘°‡Õ¡’π∑—Èß “¡™π‘¥‚¥¬æ∫ Œ’ μ“¡’π

2-35 ppm æ‘«‡∑√  ’́π 10-50 ppm ·≈–§“√å¥“‡«√’π 2-3 ppm

§” ”§—≠: ‰∫‚Õ®’π‘°‡Õ¡’π Œ’ μ“¡’π æ‘«‡∑√  ’́π §“√å¥“‡«√’π ÕÕ√å‚∑-æ∑“≈‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å

1-72 m9 7/20/13, 9:32 PM36



37

«“√ “√¡À“«‘∑¬“≈—¬»√’π§√‘π∑√«‘‚√≤ ( “¢“«‘∑¬“»“ μ√å·≈–‡∑§‚π‚≈¬’)           ªï∑’Ë 5 ©∫—∫∑’Ë 10 °√°Æ“§¡ - ∏—π«“§¡ 2556

Abstract
Biogenic amine is a substance that synthesis from decarboxylation reaction of precursors

amino acids. Histamine, putrescine and cadaverine are important biogenic amines which were

found in many foods especially in food containing rich protein. This research work focused on analysis

of those 3 biogenic amines in thai traditional sausages as E-sarn sausage, Mum sausage and

Sai-owe Sausage. The three biogenic amines were extracted from sausage samples by borate buffer

(pH 9.5) with ultrasonication and centrifugation. Then the biogenic amines were pre-derivetised

with O-phthaldialdehyde (OPA) in borate buffer pH 9.5 containing 2-mercaptoethanol and analysed by

reverse phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) with fluorescent detection

at λ
em

 460 nm. The optimization condition in analysis was also studied. The best mobile system

of 100 mM acetate buffer (pH 5.8) : acetonitrite was 81 : 19 v/v with flow rate at 1.1 ml/min

giving good separation. The derivertised products of putrescine, histamine and cadaverine

were eluted at the retention time 8.51, 11.33 and 14.41 min. respectively. The sodium hydroxide

and sodium chloride solutions effect on the fluorescence intensity of derivertised products.

Application of this method to analyse 3 biogenic amines in Thai traditional sasuages

revealed the present amount of histamine, putrescine and cadaverine at 2-35, 10-50

and 2-3 ppm, respectively

Keywords: Biogenic amine, Histamine, Putrescine, Cadaverine, O-phthaldialdehyde

∫∑π”
‰∫‚Õ®’π‘°‡Õ¡’π (Biogenic amines; BAs)

‡ªìπ “√ª√–°Õ∫‰π‚μ√‡®π∑’Ë¡’§ÿ≥ ¡∫—μ‘‡ªìπ‡∫ 

´÷Ëß‡°‘¥®“°ªØ‘°‘√‘¬“¥’§“√å∫Õ°´‘‡≈™—π¢Õß°√¥Õ–¡‘‚π

À√◊ÕªØ‘°‘√‘¬“‡Õ¡‘‡π™—π·≈–ªØ‘°‘√‘¬“∑√“π‡Õ¡‘‡π™—π

¢ÕßÕ—≈¥’‰Œ¥å·≈–§’‚μπ  “√‡À≈à“π’È¡’πÈ”Àπ—°‚¡‡≈°ÿ≈μË”

¡’‚§√ß √â“ß·∫∫Õ–≈‘ø“μ‘° (æ‘«‡∑√ ´’π §“√å¥“‡«√’π

 ‡ªÕ√å¡’π  ‡ªÕ√å¡‘¥’π) ‚§√ß √â“ß·∫∫Õ–‚√¡“μ‘°

(‰∑√“¡’π øïπ‘≈‡Õ∑‘≈≈“¡’π) ·≈–‚§√ß √â“ß·∫∫

‡Œ‡∑Õ‚√‰´§≈‘° (Œ’ μ“¡’π ∑√‘ªμ“¡’π) [1-3]

®“°°“√»÷°…“ß“π«‘®—¬∑’Ëºà“π¡“æ∫«à“ “¡“√∂

μ√«®æ∫°“√ªπ‡ªóôÕπæ‘«‡∑√ ´’π §“√å¥“‡«√’π

 ‡ªÕ√å¡’π  ‡ªÕ√å¡‘¥’π ‰∑√“¡’π øïπ‘≈‡Õ∑‘≈≈“¡’π

Œ’ μ“¡’π ·≈–∑√‘ªμ“¡’π¡’°“√ªπ‡ªóôÕπ„πÕ“À“√

·≈–‡§√◊ËÕß¥◊Ë¡ ‰¥â·°à ª≈“·≈–º≈‘μ¿—≥±å®“°ª≈“

‡π◊ÈÕ —μ«å·≈–º≈‘μ¿—≥±å®“°‡π◊ÈÕ —μ«å º≈‘μ¿—≥±åπ¡

·≈–‡π¬ ‰«πå ‡∫’¬√å º—°·≈–º≈‰¡â ™ÁÕ§‚°·≈μ ·≈–∂—Ë«

‡ªìπμâπ [1-2]  “‡Àμÿ¢Õß°“√ªπ‡ªóôÕπ‡°‘¥®“°

°√–∫«π°“√‡¡∑“∫Õ≈‘´÷¡¢Õßæ◊™  —μ«å ·≈–®ÿ≈‘π∑√’¬å

∑’Ë¡’Õ¬Ÿà„π«—μ∂ÿ¥‘∫ ‡™àπ ªπ‡ªóôÕπ®ÿ≈‘π∑√’¬å∑’Ë √â“ß

‡Õπ‰´¡å¥’§“√å∫Õ° ‘́‡≈ ¬àÕ¬ ≈“¬°√¥°√¥Õ–¡‘‚π

„πÕ“À“√‡°‘¥‡ªìπ “√‰∫‚Õ®’π‘°‡Õ¡’π [1-2]

´÷ËßπÕ°®“°ª√‘¡“≥°√¥Õ–¡‘‚π·≈–‚ª√μ’π´÷Ëß‡ªìπ

 “√μ—Èßμâπ·≈â« ¿“«–μà“ßÊ μâÕß¡’§«“¡‡À¡“– ¡

μàÕ°“√∑”ß“π¢Õß®ÿ≈‘π∑√’¬å·≈–‡Õπ‰´¡å¥’§“√å∫Õ°´‘‡≈ 

‡™àπ πÈ” Õ“°“» pH Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ ÕÕ°´‘‡®π ª√–‡¿∑

¢ÕßÕ“À“√ ·≈–™π‘¥¢Õß®ÿ≈‘π∑√’¬å∑’Ëªπ‡ªóôÕπ ‡ªìπμâπ

¿“¬„μâ ¿“«–∑’Ë¡’§«“¡‡À¡“– ¡®ÿ≈‘π∑√’¬å®–‡®√‘≠‡μ‘∫‚μ

·≈–‡æ‘Ë¡®”π«πÕ¬à“ß√«¥‡√Á«·≈â«¬àÕ¬ ≈“¬°√¥Õ–¡‘‚π

„πÕ“À“√‡°‘¥‡ªìπ “√‰∫‚Õ®’π‘°‡Õ¡’π [1]  “√‡Õ¡’π

¡’∫∑∫“∑ ”§—≠μà Õ ‘ ß¡’ ™‘ «‘ μ ‡π◊Ë Õ ß®“° ‡Õ¡’π

‡ªìπ·À≈àß¢Õß‰π‚μ√‡®π„π°“√ —ß‡§√“–ÀåŒÕ√å‚¡π
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Õ—≈§“≈Õ¬¥å °√¥π‘«§≈’Õ‘° ‚ª√μ’π [7] ·≈–‡Õ¡’π

¬— ß¡’§«“¡ ”§—≠μàÕ°“√ ‡°‘¥°≈‘Ë π¢ÕßÕ“À“√

‡ªìπ “√μ—Èßμâπ„π°“√‡°‘¥ “√°àÕ¡–‡√Áß ‡™àπ  “√ª√–°Õ∫

N-‰π‚μ√‚´ [1]

Œ’ μ“¡’π¡’™◊ËÕ·∫∫ IUPAC «à“ 2-(4-

imidazolyl) ethylamine  —ß‡§√“–Àå‰¥â®“°ªØ‘°‘√‘¬“

¥’ § “ √å ∫ Õ ° ´‘ ‡ ≈ ™— π ¢ Õ ß ° √ ¥ Õ – ¡‘ ‚ π Œ’   μ‘ ¥’ π

‚¥¬¡’‡Õπ‰´¡åŒ‘ μ‘¥’π¥’§“√å∫Õ°´‘‡≈  (histidine

decarboxylase) μ“¡ ¡°“√∑’Ë 1 ¡’‚§√ß √â“ß«ß·À«π

Õ‘¡¡‘¥“‚´≈ (imidazole) 1 «ß ·≈–¡’À¡ŸàÕ–¡‘‚π

‡™◊ËÕ¡Õ¬Ÿà°—∫ 2 À¡Ÿà¢Õß‡¡∑∑‘≈’π (methylene) [3] [4]

¿“æ∑’Ë 1 ªØ‘°‘√‘¬“¥’§“√å∫Õ°´‘‡≈™—π¢Õß°√¥Õ–¡‘‚πŒ’ μ‘¥’π

∑’Ë¡“: ¥—¥·ª≈ß®“°  ¡≥±“ «—≤π ‘π∏ÿå. (2549). 107.

Œ’ μ“¡’π‡ªìπ “√∑’Ë¡’Õ¬Ÿà„π√à“ß°“¬∑”Àπâ“∑’Ë

„π°“√μÕ∫ πÕß∑“ß¿Ÿ¡‘§ÿâ¡°—π·≈–°≈‰°°“√Õ—°‡ ∫

¡’∫∑∫“∑μàÕ°≈‰°°“√Õ—°‡ ∫‡©’¬∫æ≈—π‡¡◊ËÕ‡°‘¥

∫“¥·º≈ °“√μÕ∫ πÕßμàÕ¿“«–¿Ÿ¡‘·æâ °“√À≈—Ëß°√¥

„π°√–‡æ“–Õ“À“√ ¡’Àπâ“∑’Ë„π√–∫∫ª√– “∑ à«π°≈“ß

[3-4] °“√√—∫ª√–∑“πÕ“À“√∑’Ë¡’ “√Œ’ μ“¡’πªπ‡ªóôÕπ

„πª√‘¡“≥πâÕ¬®–‰¡à‡ªìπÕ—πμ√“¬·°à√à“ß°“¬ ‡π◊ËÕß®“°

√à“ß°“¬ “¡“√∂¢—∫ “√Œ’ μ“¡’π à«π‡°‘πÕÕ°®“°

√à“ß°“¬∑“ßªí  “«–‚¥¬Õ“»—¬°“√∑”ß“π¢Õß

‡Õπ‰´¡å¡ÕπÕ‡Õ¡’πÕÕ°´‘‡¥ ·≈–‰¥‡Õ¡’πÕÕ°´‘‡¥ 

(mono- and diamineoxidases) [6] ·μà§«“¡‡ªìπæ‘…

¢Õß “√Œ’ μ“¡’π®–‡°‘¥¢÷Èπ‰¥â„π°√≥’∑’Ë¡’°“√√—∫

  “ √ Œ’   μ “ ¡’ π ‡ ¢â “  Ÿà √à “ ß ° “ ¬ Õ ¬à “ ß μà Õ ‡ π◊Ë Õ ß

·≈–‡ªìπ√–¬–‡«≈“π“πμàÕ‡π◊ËÕß®π‡°‘¥°“√ – ¡

„π√à“ß°“¬‡ªìπª√‘¡“≥¡“° °“√· ¥ßÕÕ°¢Õß

§«“¡‡ªìπæ‘…®–·μ°μà“ß°—π„π·μà≈–∫ÿ§§≈ ‰¥â·°à

‡°‘¥º≈μàÕ√–∫∫À—«„®·≈–À≈Õ¥‡≈◊Õ¥ ‡™àπ ∑”„Àâ

Àπâ “·¥ß ‡π◊Ë Õ ß®“°À≈Õ¥‡≈◊ Õ¥ ‡≈Á °¢¬“¬μ— «

·≈–‡æ‘Ë¡°“√¬Õ¡„Àâ “√ºà“π‡¢â“ÕÕ°À≈Õ¥‡≈◊Õ¥·¥ßΩÕ¬

‰ª¬—ß‡π◊ÈÕ‡¬◊ËÕ §«“¡¥—π‡≈◊Õ¥º‘¥ª°μ‘Õ“®‡æ‘Ë¡¢÷Èπ

À√◊Õ≈¥≈ß º≈μàÕ°≈â“¡‡π◊ÈÕ °“√‡ª≈’Ë¬π·ª≈ß

Õÿ≥À¿Ÿ¡‘¢Õß√à“ß°“¬ ª«¥∑âÕß‡π◊ËÕß®“°§«“¡º‘¥ª°μ‘

¢Õß°“√À≈—Ëß°√¥„π°√–‡æ“–Õ“À“√ §≈◊Ëπ‰ â Õ“‡®’¬π

Àπâ“·¥ß º◊Ëπ§—π À◊¥ ≈¡æ‘… πÈ”¡Ÿ°‰À≈ ‰¡‡°√π

·≈–„π°√≥’∑’Ë¡’ “√Œ’ μ“¡’π„π√à“ß°“¬¡“°‡°‘πæÕ

®–∑”„Àâ‡°‘¥¿“«–™ÁÕ° ‡ªìπμâπ [5]

æ‘«‡∑√ ´’π À√◊Õ 1,4-∫‘«‡∑π‰¥‡Õ¡’π

·≈–§“√å¥“‡«√’π À√◊Õ 1,5-‡æπ‡∑π‰¥‡Õ¡’π

‡°‘¥®“°ªØ‘°‘√‘¬“¥’§“√å∫Õ°´‘‡≈™—π¢Õß°√¥Õ–¡‘‚π

ÕÕ√åπ‘∑’π·≈–‰≈´’πμ“¡≈”¥—∫ μ“¡ ¡°“√∑’Ë 2 ·≈– 3
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¿“æ∑’Ë 2 ªØ‘°‘√‘¬“¥’§“√å∫Õ°´‘‡≈™—π¢Õß°√¥Õ–¡‘‚πÕÕ√åπ‘∑’π·≈–‰≈´’π

∑’Ë¡“: ¥—¥·ª≈ß®“°  ¡≥±“ «—≤π ‘π∏ÿå. (2549). 98.

 “√∑—Èß Õßπ’È¡’∫∑∫“∑ ”§—≠„π°“√¬—∫¬—Èß

‡Õπ‰´¡å¡ÕπÕ‡Õ¡’πÕÕ°´‘‡¥ ·≈–‰¥‡Õ¡’πÕÕ°´‘‡¥ 

®÷ß™à«¬‡ √‘¡§«“¡‡ªìπæ‘…¢ÕßŒ’ μ“¡’π [6]  “√æ‘«‡∑√  ’́π

·≈–§“√å¥“‡«√’π‡ªìπ “√∑’Ë„™â‡ªìπμ—«∫àß™’È°“√‡πà“‡ ’¬

¢ÕßÕ“À“√ª√–‡¿∑‡π◊ÈÕ —μ«å‡√’¬°«à“ BAI (Biogenic

Amine Index) ´÷Ëß∫àß∫Õ°∂÷ß§ÿ≥¿“æ·≈–§«“¡ ¥„À¡à

¢ÕßÕ“À“√  “√∑—Èß Õß™π‘¥π’È‡ªìπ “√‰¥‡Õ¡’π

∑’Ë “¡“√∂√–‡À¬‰¥âßà“¬·≈– “¡“√∂ àß°≈‘Ëπ‡À¡Áπ

∑’Ë¡’§«“¡‡©æ“–μ—« ‡™àπ æ‘«‡∑√  ’́π®–¡’°≈‘Ëπ‡À¡Áπ‡πà“

·≈–§“√å¥“‡«√’π®–¡’°≈‘Ëπ§≈â“¬´“°»æ πÕ°®“°π’È

 “√æ‘« ‡∑√ ´’π¬— ß ‡ªìπ “√μ—È ßμâπ∑’Ë∑”„Àâ ‡°‘¥

 “√æÕ≈’‡Õ¡’π™π‘¥ ‡ªÕ√å¡‘¥’π·≈– ‡ªÕ√å¡’π‰¥âÕ’°¥â«¬

·≈–∑’Ë¬‘Ëß‰ª°«à“π—Èπ§◊Õæ‘«‡∑√  ’́π ·≈–§“√å¥“‡«√’π

‡ªìπ “√μ—Èßμâπ„π°“√‡°‘¥¢Õß “√‰π‚μ√´“¡’π

(Nitrosamine) ÷́Ëß‡ªìπ “√°àÕ¡–‡√Áß [6]

æ‘«‡∑√  ’́π·≈–§“√å¥“‡«√’π®–‰¡à· ¥ß

§«“¡‡ªìπæ‘…·°à√à“ß°“¬‚¥¬μ√ß·μà “¡“√∂™à«¬

‡ √‘¡§«“¡‡ªìπæ‘…¢ÕßŒ’ μ“¡’π‡π◊ËÕß®“° “¡“√∂

¬—∫¬—Èß°“√∑”ß“π¢Õß‡Õπ‰´¡å¡ÕπÕ‡Õ¡’πÕÕ°´‘‡¥ 

·≈–‰¥‡Õ¡’πÕÕ°´‘‡¥ ∑’Ë∑”Àπâ“∑’Ë„π°“√°”®—¥Œ’ μ“¡’π

ÕÕ°®“°√à“ß°“¬ °√–∫«π°“√¬—∫¬—Èß‡Õπ‰´¡å¥—ß°≈à“«

∑”„Àâ Œ’  μ“¡’π – ¡„π√à “ ß°“¬®π∂÷ ß √–¥—∫

∑’Ë√à“ß°“¬‡°‘¥°“√μÕ∫ πÕß·≈–· ¥ß§«“¡‡ªìπæ‘…

ÕÕ°¡“

«‘ ∏’ °“√∑“ß ‡§¡’ «‘ ‡ §√“–Àå∑’Ë π‘ ¬¡„™â „π

°“√μ√«®À“ª√‘¡“≥ “√‰∫‚Õ®’π‘°‡Õ¡’π„πμ—«Õ¬à“ß

‰¥â·°à ‡∑§π‘§·°Á ‚§√¡“‚∑°√“øï (GC) ‡∑§π‘§

‚§√¡“‚∑°√“øï·ºàπ∫“ß (TLC) ‡∑§π‘§·§ªî≈“√’Ë

Õ‘ ‡≈Á°‚μ√‚ø‡√ ‘́  (CE) ·≈–‚§√¡“‚∑°√“øï

¢Õß‡À≈« ¡√√∂π– Ÿß (HPLC) ‚¥¬‡©æ“–Õ¬à“ß¬‘Ëß

‡∑§π‘§‚§√¡“‚∑°√“øï¢Õß‡À≈« ¡√√∂π– Ÿß

‡ªìπ‡∑§π‘§∑’Ë‰¥â√—∫§«“¡π‘¬¡Õ¬à“ß¡“°„π°“√μ√«®À“

ª√‘ ¡ “≥ “√ ‰∫ ‚Õ®’ π‘ ° „πÕ“À“ √ ‚¥¬Õ“»— ¬

°“√∑”Õπÿæ—π∏å°—∫ ÕÕ√å‚∑-æ∑“≈‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å

(O-phthaldialdehyde; OPA) °àÕπ∑’Ë®–∑”

°“√μ√«®«—¥¥â«¬μ—«μ√«®«—¥·∫∫ø≈ŸÕÕ‡√ ‡ Á́πμå

 “‡Àμÿ‡π◊ËÕß®“°ª√‘¡“≥Œ’ μ“¡’π æ‘«‡∑√ ´’π

·≈–§“√å¥“‡«√’π„πμ—«Õ¬à“ßÕ“À“√¡’ª√‘¡“≥πâÕ¬

√«¡∑—Èß¡’ “√√∫°«πÕ◊ËπÊ ª–ªπÕ¬Ÿà®”π«π¡“°

´÷Ëß®–√∫°«π°“√«‘‡§√“–Àå

ß“π«‘®—¬π’È∑”°“√«‘ ‡§√“–ÀåÀ“ª√‘¡“≥

 “√‰∫‚Õ®’π‘°‡Õ¡’π 3 ™π‘¥ ‰¥â·°à Œ’ μ“¡’π

æ‘«‡∑√  ’́π ·≈–§“√å¥“‡«√’π„π‰ â°√Õ°Õ’ “π ‰ âÕ—Ë«

·≈–À¡Ë”´÷Ëß‡ªìπ‰ â°√Õ°æ◊Èπ‡¡◊Õß¢Õß‰∑¬¥â«¬

‡∑§π‘§‚§√¡“‚∑°√“øï¢Õß‡À≈« ¡√√∂π– Ÿß

‚¥¬Õ“»—¬°“√∑”Õπÿæ—π∏å°—∫ “√ÕÕ√å‚∑-æ∑“≈‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å

´÷Ëß‡ªìπ√’‡Õ‡®πμå∑’Ë “¡“√∂‡°‘¥ªØ‘°‘√‘¬“°—∫°√¥Õ–¡‘‚π

·≈–‡Õ¡’π‰¥â√«¥‡√Á«∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ÀâÕß„π ¿“«–∑’Ë‡ªìπ‡∫ 

1-72 m9 7/20/13, 9:32 PM39



40

«“√ “√¡À“«‘∑¬“≈—¬»√’π§√‘π∑√«‘‚√≤ ( “¢“«‘∑¬“»“ μ√å·≈–‡∑§‚π‚≈¬’)            ªï∑’Ë 5 ©∫—∫∑’Ë 10 °√°Æ“§¡ - ∏—π«“§¡ 2556

‡™àπ ∫Õ‡√μ∫—ø‡øÕ√å (pH 9-11) ·≈–¡’ “√ª√–°Õ∫

‰∑Õ—≈ (Thiols; -SH) ‡™àπ 2-‡¡Õ√å·§ª‚μ‡Õ∑“πÕ≈

∑”Àπâ“∑’Ë‡ªìπ√’¥‘« ‘́ß‡Õ‡®πμå ‚¥¬®–‡μ√’¬¡Õπÿæ—π∏å

°àÕππ” “√Õπÿæ—π∏å∑’Ë‰¥â©’¥‡¢â“§Õ≈—¡πå·¬° “√

(Precolumn Derivatization)  “√Õπÿæ—π∏å∑’Ë‰¥â§◊Õ

‰Õ‚´Õ‘π‚¥≈∑’Ë¡’§ÿ≥ ¡∫—μ‘„π°“√«“«· ß (Fluorescent

Isoindole Derivative) ·≈–μ√«®«—¥¥â«¬μ—«μ√«®«—¥

·∫∫ø≈ŸÕÕ√å‡√ ‡´πμå

¿“æ∑’Ë 3 · ¥ßªØ‘°‘√‘¬“°“√‡°‘¥ “√Õπÿæ—π∏ÿå¢ÕßÕÕ√å‚∑-æ∑“≈‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å°—∫‰∫‚Õ®’π‘°‡Õ¡’π

∑’Ë¡“: ¥—¥·ª≈ß®“° Steed, Rita. (2010). Amino Acid Analysis - Agilent Restricted.

«—μ∂ÿª√– ß§å¢Õß°“√«‘®—¬
1. »÷°…“ ¿“«–∑’Ë ‡À¡“– ¡„π°“√·¬°

Õπÿæ—π∏åŒ’ μ“¡’π æ‘«‡∑√ ´’π ·≈–§“√å¥“‡«√’πæ√âÕ¡°—π

¥â«¬‡§√◊ËÕß‚§√¡“‚∑°√“øï¢Õß‡À≈« ¡√√∂π– Ÿß

1.1 Õß§åª√–°Õ∫¢Õß«—Æ¿“§‡§≈◊ËÕπ∑’Ë

1.2 Õ—μ√“°“√‰À≈¢Õß«—Ø¿“§‡§≈◊ËÕπ∑’Ë

1.3 pH ¢Õß “√≈–≈“¬∫—ø‡øÕ√å∑’Ë„™â

‡ªìπ«—Ø¿“§‡§≈◊ËÕπ∑’Ë

2. »÷°…“ªí®®—¬∑’Ë àßº≈μàÕ°“√«‘‡§√“–Àå

ª√‘¡“≥Œ’ μ“¡’π æ‘«‡∑√  ’́π ·≈–§“√å¥“‡«√’π

2.1 ‚´‡¥’¬¡‰Œ¥√Õ°‰´¥å

2.2 ‚´‡¥’¬¡§≈Õ‰√¥å

3. «‘‡§√“–Àåª√‘¡“≥Œ’ μ“¡’π æ‘«‡∑√ ´’π

·≈–§“√å¥“‡«√’π„π‰ â°√Õ°æ◊Èπ‡¡◊Õß¢Õß‰∑¬

Õÿª°√≥å·≈– “√‡§¡’

Õÿª°√≥å

‡§√◊ËÕß‚§√¡“‚∑°√“øï¢Õß‡À≈« ¡√√∂π– Ÿß

∑’Ë„™âμ—«μ√«®«—¥·∫∫ fluorescence (√ÿàπ HP 1100)

®“°∫√‘…—∑ Hewlett-Packard, §Õ≈—¡πå C18

(5 ‰¡§√Õπ, 3.9x150 mm) ®“°∫√‘…—∑ Waters,

‡§√◊ËÕßø≈ŸÕÕ‡√ ‡´πμå ‡ª°‚μ‚ø‚μ¡‘‡μÕ√å√ÿàπ JASCO

FP-6200, ‡§√◊ËÕßº≈‘μπÈ”ª√“»®“°‰ÕÕÕπ

(√ÿàπ LaboStar) ®“°∫√‘…—∑ SIEMENS,  ‡§√◊ËÕß pH

meter (√ÿàπ Cyberscan 500)

 “√‡§¡’

Œ’ μ“¡’π‰¥‰Œ‚¥√§≈Õ‰√¥å (AR Grade)

®“°∫√‘…—∑ Fluka  æ‘«‡∑√ ´’π‰¥‰Œ‚¥√§≈Õ‰√¥å

(AR Grade) ®“°∫√‘…—∑ Fluka §“√å¥“‡«√’π

‰¥‰Œ‚¥√§≈Õ‰√¥å (AR Grade) ®“°∫√‘…—∑ Sigma

Aldrich Õ– ‘́‚μ‰π‰μ√μå  (HPLC grade) ®“°∫√‘…—∑

MERCK ·Õ¡‚¡‡π’¬¡·Õ´‘‡μμ (AR Grade)

®“°∫√‘…—∑ MERCK ÕÕ√å‚∑-æ∑“≈‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å

(AR Grade) ®“°∫√‘…—∑ ACROS  2-‡¡Õ√å·§ª‚μ

‡Õ∑“πÕ≈ (AR Grade) ®“°∫√‘…—∑ MERCK

°√¥‰Œ‚¥√§≈Õ√‘° (AR Grade) ®“°∫√‘…—∑ MERCK

‚´‡¥’¬¡§≈Õ‰√¥å (AR Grade) ®“°∫√‘…—∑ CARLO

ERBA ‚´‡¥’¬¡‰Œ ¥√Õ°‰´¥å (AR Grade) ®“°∫√‘…—∑

CARLO ERBA ∫Õ·√° (AR Grade) ®“°∫√‘…—∑

APS Finechem

«‘∏’¥”‡π‘π°“√«‘®—¬
μÕπ∑’Ë  1 »÷°…“ ¿“«–∑’Ë ‡À¡“– ¡

„π°“√·¬°Õπÿæ—π∏åŒ’ μ“¡’π æ‘«‡∑√ ´’π

·≈–§“√å¥“‡«√’πæ√âÕ¡°—π¥â«¬‡∑§π‘§‚§√¡“‚∑°√“øï

¢Õß‡À≈« ¡√√∂π– Ÿß
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1. °“√‡μ√’¬¡ “√≈–≈“¬¡“μ√∞“π

1.1 ‡μ√’¬¡ “√≈–≈“¬ OPA ‚¥¬

°“√™—Ëß “√ OPA Àπ—° 25 mg  ≈–≈“¬¥â«¬‡¡∑“πÕ≈

1.0 ml ®“°π—Èπ‡μ‘¡ 2-‡¡Õ√å·§ª‚μ‡Õ∑“πÕ≈ 20 μl

·≈–ª√—∫ª√‘¡“μ√‡ªìπ 5 ml ¥â«¬ 0.4 M ∫Õ‡√μ∫—ø‡øÕ√å

pH 9.5

1.2 ‡μ√’¬¡ “√≈–≈“¬¡“μ√∞“π Stock

solution ¢ÕßŒ’ μ“¡’π æ‘«‡∑√  ’́π ·≈–§“√å¥“‡«√’π

§«“¡‡¢â¡¢âπ 100 ppm ‚¥¬™—Ëß “√¡“μ√∞“πŒ’ μ“¡’π

æ‘«¥∑√  ’́π ·≈–§“√å¥“‡«√’πÕ¬à“ß≈– 100 mg

≈–≈“¬¥â«¬πÈ” DI ®π¡’ª√‘¡“μ√§√∫ 1000 ml

1.3 ‡μ√’¬¡ “√≈–≈“¬¡“μ√∞“πŒ’ μ“¡’π

æ‘«‡∑√ ´’π ·≈–§“√å¥“‡«√’π§«“¡‡¢â¡¢âπ 20 ppm

ª√‘¡“μ√ 100 ml ®“° Stock solution ‚¥¬

°“√ªî‡ªμ “√≈–≈“¬ 100 ppm ¡“ 20 ml

·≈–ª√—∫ª√‘¡“μ√‡ªìπ100 ml ¥â«¬πÈ” DI

2. ªØ‘°‘√‘¬“°“√‡°‘¥ “√Õπÿæ—π∏å√–À«à“ß

ÕÕ√å‚∑-æ∑“≈‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å°—∫ “√Œ’ μ“¡’π

æ‘«‡∑√  ’́π  ·≈–§“√å¥“‡«√’π

2.1 ªî‡ªμ “√≈–≈“¬¡“μ√∞“πŒ’ μ“¡’π

‡¢â¡¢âπ 20 ppm ª√‘¡“μ√ 3 ml „ à„πÀ≈Õ¥∑¥≈Õß

®“°π—Èπ‡μ‘¡ “√≈–≈“¬ OPA ª√‘¡“μ√ 20 μl º ¡

„Àâ‡¢â“°—π¥â«¬‡§√◊ËÕß vortex μ—Èß„Àâ‡°‘¥ªØ‘°‘√‘¬“

„π∑’Ë¡◊¥π“π 1 π“∑’

2.2 π” “√Õπÿæ—π∏åŒ’ μ“¡’π-OPA

‰ª«—¥§à“§«“¡¬“«§≈◊Ëπ°√–μÿâπ (λ
ex
) ·≈–§«“¡¬“«

§≈◊Ëπ¢Õß°“√«“«· ß (λ
em

) ¥â«¬‡§√◊ËÕß ‡ª°‚μ√‚ø

‚μ¡‘‡μÕ√å‰¥â§à“ λ
ex
= 335 nm ·≈– λ

em
= 460 nm

2.3 À“§à“§«“¡¬“«§≈◊Ëπ„π°“√«“«· ß

¢Õßæ‘«‡∑√  ’́π·≈–§“√å¥“‡«√’π¥â«¬«‘∏’°“√‡¥’¬«°—π

°—∫¢âÕ 2.1-2.2

3. »÷°…“À“ ¿“«–∑’Ë‡À¡“– ¡„π°“√·¬°

 “√Õπÿæ—π∏å∑—Èß “¡™π‘¥¥â«¬‡§√◊ËÕß‚§√¡“‚∑°√“øï

¢Õß‡À≈« ¡√√∂π– Ÿß

3.1 °“√»÷°…“Õß§åª√–°Õ∫¢Õß

«—Ø¿“§‡§≈◊ËÕπ∑’Ë

3.1.1 μ—È ß §à “ Õ— μ √ “  à « π ¢ Õ ß

«—Ø¿“§‡§≈◊ËÕπ∑’Ë§◊Õ 100 mM ·Õ´‘‡μμ∫—ø‡øÕ√å

(pH 5.8) : Õ– ‘́‚μ‰π‰μ√μå„πÕ—μ√“ à«πμÕπ‡√‘Ë¡μâπ

‡ªìπ 75:25 v/v ·≈–¡’Õ—μ√“°“√‰À≈§ß∑’Ë∑’Ë

1.1 ml/min ∑”°“√∑¥≈Õß 3 ´È”

3.1.2 ‡ª≈’Ë ¬πÕ— μ √ “ à «π¢Õß

«—Ø¿“§‡§≈◊ËÕπ∑’Ë®“° 75:25 v/v ‡ªìπÕ—μ√“ à«π

77:23, 78:22, 80:20 ·≈– 81:19 v/v μ“¡≈”¥—∫

·≈–¡’Õ—μ√“°“√‰À≈§ß∑’Ë∑’Ë 1.1 ml/min ®–∑”

°“√∑¥≈Õß∑—ÈßÀ¡¥ 3 ´È”μàÕÀπ÷ËßÕ—μ√“ à«π·≈–∫—π∑÷°

‚§√¡“‚∑·°√¡∑’Ë‰¥â®“°°“√«‘‡§√“–Àå

3.2 Õ—μ√“°“√‰À≈¢Õß«—Ø¿“§‡§≈◊ËÕπ∑’Ë

3.2.1 μ—È ß §à “ Õ— μ √ “  à « π ¢ Õ ß

«—Ø¿“§‡§≈◊ËÕπ∑’Ë 100 mM ·Õ´‘‡μμ∫—ø‡øÕ√å pH

(5.8) : Õ– ‘́‚μ‰π‰μ√μå„πÕ—μ√“ à«πμÕπ‡√‘Ë¡μâπ‡ªìπ

81:19 v/v ·≈–¡’Õ—μ√“°“√‰À≈§ß∑’Ë∑’Ë 0.9 ml/min

∑”°“√∑¥≈Õß 3 ´È”

3.2.2 ‡ª≈’Ë¬πÕ—μ√“°“√‰À≈¢Õß

«—Æ¿“§‡§≈◊ËÕπ∑’Ë®“° 0.9 ml/min ‡ªìπ 1.0, 1.1, 1.2

·≈– 1.5 ml/min  ∑”°“√∑¥≈Õß 3 ´È”μàÕÀπ÷Ëß

Õ—μ√“°“√‰À≈·≈–∫—π∑÷°‚§√¡“‚∑·°√¡∑’Ë‰¥â®“°

°“√«‘‡§√“–Àå

3.2.3  √â “ß°√“ø· ¥ß§«“¡

 —¡æ—π∏å√–À«à“ßÕ—μ√“°“√‰À≈ (·°ππÕπ) °—∫‡«≈“

√’‡∑π™—π (·°πμ—Èß)

3.3 °“√»÷°…“ pH ¢Õß·Õ ‘́‡μμ∫—ø‡øÕ√å

3.3.1 μ—È ß §à “ Õ— μ √ “  à « π ¢ Õ ß

«—Ø¿“§‡§≈◊ËÕπ∑’Ë§◊Õ 100 mM ·Õ´‘‡μμ∫—ø‡øÕ√å

pH 4.5 μàÕÕ–´‘‚μ‰π‰μ√μå„πÕ—μ√“ à«πμÕπ‡√‘Ë¡μâπ

‡ªìπ 81:19 v/v ·≈–¡’Õ—μ√“°“√‰À≈§ß∑’Ë

∑’Ë 1.1 ml/min ∑”°“√∑¥≈Õß 3 È́”μàÕÀπ÷Ëß§à“ pH

3.3.2 ‡ª≈’Ë¬π§à“ pH ‡ªìπ 100

mM ·Õ´‘‡μμ∫—ø‡øÕ√å pH 5.0, pH 5.4, pH 5.8

·≈– pH 6.2 μ“¡≈”¥—∫ ‚¥¬„™âÕ—μ√“ à«π√–À«à“ß

·Õ´‘‡μμ∫—ø‡øÕ√åμàÕÕ–´‘‚μ‰π‰μ√μå‡ªìπ 81:19 v/v

·≈–¡’Õ—μ√“°“√‰À≈§ß∑’Ë∑’Ë 1.1 ml/min ·≈–·μà≈–§à“
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pH ®–∑”°“√∑¥≈Õß∑—ÈßÀ¡¥ 3 È́” ∫—π∑÷°‚§√¡“‚∑·°√¡

∑’Ë‰¥â®“°°“√«‘‡§√“–Àå

3.3.3   √â “ ß ° √ “ ø ·   ¥ ß

§«“¡ —¡æ—π∏å√–À«à“ß§à“ pH (·°ππÕπ) °—∫æ◊Èπ∑’Ëæ’§

(·°πμ—Èß)

μÕπ∑’Ë  2 »÷°…“ªí®®—¬∑’Ë àßº≈μàÕ

°“√«‘‡§√“–Àåª√‘¡“≥Œ’ μ“¡’π æ‘«‡∑√  ’́π

·≈–§“√å¥“‡«√’π

‚´‡¥’¬¡‰Œ¥√Õ°‰´¥å ·≈–‚´‡¥’¬¡§≈Õ‰√¥å §◊Õ

ªí®®—¬∑’ËÕ“®®– àßº≈μàÕ°“√‡°‘¥ªØ‘°‘√‘¬“√–À«à“ß

 “√‰∫‚Õ®’π‘°‡Õ¡’π∑—Èß 3 ™π‘¥ ‡π◊ËÕß®“°ªØ‘°‘√‘¬“

μâÕß‡°‘¥„π ¿“«–∑’Ë‡ªìπ‡∫ ·≈–‡ªìπªØ‘°‘√‘¬“∑’Ë¡’

§«“¡®”‡æ“–∑“ß¥â“π§à“  pH ß“π«‘®—¬π’È®÷ß‰¥â

∑”°“√»÷°…“°“√‡°‘¥ªØ‘°‘√‘¬“√–À«à“ß‰∫‚Õ®’π‘°‡Õ¡’π

°—∫ “√≈–≈“¬ OPA „π “√≈–≈“¬μ—«°≈“ß 2 ™π‘¥

‰¥â·°à ‚´‡¥’¬¡‰Œ¥√Õ°‰´¥å·≈–‡°≈◊Õ‚´‡¥’¬¡§≈Õ‰√¥å

μ“¡≈”¥—∫´÷Ë ß∑”‰¥â‚¥¬°“√‡μ√’¬¡ “√≈–≈“¬

¡“μ√∞“πŒ’ μ“¡’π æ‘«‡∑√ ´’π ·≈–§“√å¥“‡«√’π

§«“¡‡¢â¡¢âπÕ¬à“ß≈– 20 ppm

2.1 »÷ ° … “ ° “ √ ‡ °‘ ¥ ª Ø‘ °‘ √‘ ¬ “ „ π

 “√≈–≈“¬‚´‡¥’¬¡‰Œ¥√Õ°‰´¥å∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπ

0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 ·≈– 1.0 M μ“¡≈”¥—∫

∑”‰¥â‚¥¬ªî‡ªμ “√≈–≈“¬¡“μ√∞“π‰∫‚Õ®’π‘°‡Õ¡’π

·μà≈–™π‘¥§«“¡‡¢â¡¢âπ 20 ppm  ª√‘¡“μ√ 3 ml

„ à„πÀ≈Õ¥∑¥≈Õß·≈â«‡μ‘¡ “√≈–≈“¬‚´‡¥’¬¡

‰Œ¥√Õ°‰´¥å∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπμà“ßÊ ª√‘¡“μ√ 3 ml

º ¡„Àâ‡¢â“°—π¥â«¬‡§√◊ËÕßÀ¡ÿπ«ππ“π 1 π“∑’

μ—Èß„Àâ‡°‘¥ªØ‘°‘√‘¬“„π∑’Ë¡◊¥π“π 1 π“∑’®“°π—Èπ

‡μ‘¡ “√≈–≈“¬ OPA  ª√‘¡“μ√ 20 μl º ¡„Àâ‡¢â“

°—π¥â«¬‡§√◊ËÕßÀ¡ÿπ«πμ—Èß„Àâ‡°‘¥ªØ‘°‘√‘¬“„π∑’Ë¡◊¥π“π

1 π“∑’∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ÀâÕß °√Õß “√Õπÿæ—π∏å∑’Ë‰¥â¥â«¬

Syringe  Filters  PTFE  membrane ¢π“¥ 0.45 μm

°àÕπ®–π” “√Õπÿæ—π∏å∑’Ë ‰¥â ‰ª«‘ ‡§√“–Àå¥â «¬

‡§√◊Ë Õß‚§√¡“‚∑°√“øï¢Õß‡À≈« ¡√√∂π– Ÿß

‚¥¬μ‘¥μ“¡°“√‡ª≈’Ë¬π·ª≈ß —≠≠“≥¢Õßμ—«μ√«®«—¥

™π‘¥ø≈ŸÕÕ‡√ ‡ Á́πμå∑’Ë§«“¡¬“«§≈◊Ëπ°√–μÿâπ 335 nm

·≈–§«“¡¬“«§≈◊Ëπ¢Õß°“√«“«· ß 460 nm

∫—π∑÷°‚§√¡“‚∑·°√¡∑’Ë‰¥â‡æ◊ËÕ‡ª√’¬∫‡∑’¬∫æ◊Èπ∑’Ë

„μâæ’°·≈–§«“¡ Ÿß¢Õßæ’°

2.2 »÷ ° … “ ° “ √ ‡ °‘ ¥ ª Ø‘ °‘ √‘ ¬ “

„π “√≈–≈“¬‡°≈◊Õ‚´‡¥’¬¡§≈Õ‰√¥å∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπ

0, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0 ·≈– 10.0 %w/v μ“¡≈”¥—∫

®“°π—Èπ∑”°“√»÷°…“μ“¡¢—ÈπμÕπ∑’Ë„™â„π°“√»÷°…“

°“√‡°‘¥ªØ‘°‘√‘¬“„π “√≈–≈“¬°√¥ æ√âÕ¡∑—Èß∫—π∑÷°

‚§√¡“‚∑·°√¡∑’Ë‰¥â‡æ◊ËÕ‡ª√’¬∫‡∑’¬∫æ◊Èπ∑’Ë„μâæ’°

·≈–§«“¡ Ÿß¢Õßæ’°

μÕπ∑’Ë 3 «‘‡§√“–Àåª√‘¡“≥Œ’ μ“¡’π

æ‘«‡∑√ ´’π ·≈–§“√å¥“‡«√’π„π‰ â°√Õ°æ◊Èπ‡¡◊Õß

¢Õß‰∑¬

3.1 ™—Ëßμ—«Õ¬à“ß‰ â°√Õ°Õ’ “π∑’Ë∫¥≈–‡Õ’¬¥

¥â«¬‡§√◊ËÕßªíòπÕ“À“√„ à≈ß„π∫’°‡°Õ√å¢π“¥ 25 ml

®”π«π 12 ∫’°‡°Õ√å‚¥¬·μà≈–∫’°‡°Õ√å®–¡’μ—«Õ¬à“ß

‰ â°√Õ°Àπ—° 5.00 + 0.05 g ®“°π—Èπ‡μ‘¡ “√≈–≈“¬

0.1 M ∫Õ‡√μ∫—ø‡øÕ√å (pH 9.5) ª√‘¡“μ√ 10 ml

·≈â«ªíòπ¥â«¬‡§√◊ËÕß stirrer π“π 2-3 π“∑’ √–À«à“ßπ’È

„ à “√≈–≈“¬ 0.1 M ∫Õ‡√μ∫—ø‡øÕ√å (pH 9.5)

≈ß‰ªÕ’° 10 ml π” “√μ—«Õ¬à“ß∑’Ë‰¥â‰ª»÷°…“

ª√– ‘∑∏‘¿“æ¢Õß°“√ °—¥¥â«¬ 0.1 M ∫Õ‡√μ∫—ø‡øÕ√å

(pH 9.5) √à«¡°—∫°“√ °—¥¥â«¬«‘∏’∑“ß°“¬¿“æ

‰¥â·°à°“√‡¢¬à“¥â«¬‡§√◊ËÕß‚´π‘‡§‡μÕ√å ·≈–°“√‡ Á́πμ√‘øî«®å

®”π«π 12 √–∫∫°“√∑¥≈Õß ‰¥â·°à
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√–∫∫∑’Ë 1 §◊Õ ‡¢¬à“ 5 π“∑’/‡´Áπμ√‘øî«®å 5 π“∑’ √–∫∫∑’Ë 7 §◊Õ ‡¢¬à“ 10 π“∑’/‡´Áπμ√‘øî«®å 15 π“∑’

√–∫∫∑’Ë 2 §◊Õ ‡¢¬à“ 5 π“∑’/‡´Áπμ√‘øî«®å 10 π“∑’ √–∫∫∑’Ë 8 §◊Õ ‡¢¬à“ 10 π“∑’/‡´Áπμ√‘øî«®å 20 π“∑’

√–∫∫∑’Ë 3 §◊Õ ‡¢¬à“ 5 π“∑’/‡´Áπμ√‘øî«®å 15 π“∑’ √–∫∫∑’Ë 9 §◊Õ ‡¢¬à“ 15 π“∑’/‡´Áπμ√‘øî«®å 5 π“∑’

√–∫∫∑’Ë 4 §◊Õ ‡¢¬à“ 5 π“∑’/‡´Áπμ√‘øî«®å 20 π“∑’ √–∫∫∑’Ë 10 §◊Õ ‡¢¬à“ 15 π“∑’/‡´Áπμ√‘øî«®å 10 π“∑’

√–∫∫∑’Ë 5 §◊Õ ‡¢¬à“ 10 π“∑’/‡´Áπμ√‘øî«®å 5 π“∑’ √–∫∫∑’Ë 11 §◊Õ ‡¢¬à“ 15 π“∑’/‡´Áπμ√‘øî«®å 15 π“∑’

√–∫∫∑’Ë 6 §◊Õ ‡¢¬à“ 10 π“∑’/‡´Áπμ√‘øî«®å 10 π“∑’ √–∫∫∑’Ë 12 §◊Õ ‡¢¬à“ 15 π“∑’/‡´Áπμ√‘øî«®å 20 π“∑’

‡°Á∫ à«π¢Õß “√≈–≈“¬‚¥¬°“√°√Õß¥â«¬°√–¥“…«Õ∑·¡π‡∫Õ√å 1 ·≈–π”μ–°Õπ∑’Ë‡À≈◊Õ‰ª °—¥Õ’°

2 §√—Èß¥â«¬√–∫∫∑’Ë∑”°“√»÷°…“π’È

3.2 °“√ °—¥μ—«Õ¬à“ß‰ âÕ—Ë«·≈–À¡Ë”∑”μ“¡«‘∏’„π¢âÕ 3.1

º≈°“√«‘®—¬
μÕπ∑’Ë  1 »÷°…“ ¿“«–∑’Ë ‡À¡“– ¡

„π°“√·¬°Õπÿæ—π∏åŒ’ μ“¡’π æ‘«‡∑√ ´’π

·≈–§“√å¥“‡«√’π   æ√âÕ¡°—π¥â«¬‡∑§π‘§‚§√¡“‚∑°√“øï

¢Õß‡À≈« ¡√√∂π– Ÿß

ªØ‘°‘√‘¬“√–À«à“ßÀ¡ŸàÕ–¡‘‚π°—∫ “√≈–≈“¬

OPA ·≈â«‡°‘¥‡ªìπ “√Õπÿæ—π∏å∑’Ë¡’§ÿ≥ ¡∫—μ‘„π

°“√«“«· ß‡ªìπ«‘∏’°“√∑’Ëπ‘¬¡„™â„π°“√«‘‡§√“–Àå

ª√‘¡“≥°√¥Õ–¡‘‚π·≈–/À√◊Õ‡Õ¡’π„πμ—«Õ¬à“ßμà“ßÊ

∑’Ë¡’ “√√∫°«π®”π«π¡“° ®“°°“√«—¥§à“§«“¡¬“«§≈◊Ëπ

¢Õß°“√°√–μÿâπ·≈–§«“¡¬“«§≈◊Ëπ¢Õß°“√«“«· ß

¢Õß “√Õπÿæ—π∏å∑’Ë ‡°‘¥¢÷Èπ®“°ªØ‘°‘√‘¬“√–À«à“ß

‰∫‚Õ®’π‘°‡Õ¡’π∑—Èß 3 ™π‘¥ °—∫ “√≈–≈“¬ OPA

„π “√≈–≈“¬μ— «°≈“ ß∑’Ë ‡ ªì ππÈ”¥â « ¬ ‡§ √◊Ë Õ ß

 ‡ª°‚μ√ø≈ŸÕÕ‚√¡‘‡μÕ√åæ∫«à“¡’§à“§«“¡¬“«§≈◊Ëπ

°√–μÿâπ∑’Ë 335 nm (λ
ex
= 335 nm) §«“¡¬“«§≈◊Ëπ

¢Õß°“√«“«· ß∑’Ë460 nm (λ
em

= 460 nm)

¥—ß· ¥ß„π¿“æ∑’Ë 4

¿“æ∑’Ë 4  ‡ª°μ√—¡¢Õß “√Õπÿæ—π∏åŒ’ μ“¡’π∑’Ëºà“π°“√∑”ªØ‘°‘√‘¬“°—∫ “√≈–≈“¬ OPA
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1.1 Õß§åª√–°Õ∫¢Õß«—Æ¿“§‡§≈◊ËÕπ∑’Ë

°“√»÷°…“Õß§åª√–°Õ∫¢Õß«—Ø¿“§‡§≈◊ËÕπ∑’Ë

∑’Ë àßº≈μàÕ‡«≈“√’‡∑π™—π¢ÕßÕπÿæ—π∏å √Ÿª√à“ß≈—°…≥–

¢Õßæ’§∑’Ëª√“°Ø„π‚§√¡“‚∑·°√¡ ÷́Ëß„™â ¿“«–

‡∫◊ÈÕßμâπ„π°“√·¬° “√¥â«¬‡§√◊ËÕß‚§√¡“‚∑°√“øï

¢Õß‡À≈« ¡√√∂π– Ÿß (100 mM ·Õ ‘́‡μμ∫—ø‡øÕ√å

(pH 5.8), Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ÀâÕß, Õ—μ√“°“√‰À≈ 1.1 ml/min)

®“°º≈°“√»÷°…“æ∫«à“Õß§åª√–°Õ∫¢Õß«—Ø¿“§‡§≈◊ËÕπ∑’Ë

 àßº≈μàÕ°“√·¬°™—¥¢Õßæ’° “√Õπÿæ—π∏ÿå∑—Èß “¡

Õ¬à“ß™—¥‡®π √«¡∑—Èß àßº≈μàÕ√Ÿª√à“ß≈—°…≥–¢Õßæ’°

√–¬–‡«≈“√’‡∑π™—π ·≈–°“√μÕ∫ πÕßμàÕ —≠≠“≥

¢Õßμ—«μ√«®«—¥·∫∫ø≈ŸÕÕ‡√ ‡ Á́πμå ‡¡◊ËÕ°”Àπ¥„Àâ

Õß§åª√–°Õ∫¢Õß«—Ø¿“§‡§≈◊ËÕπ∑’Ë¡’ —¥ à«π¢Õß

Õ–´‘‚μ‰π‰μ√μå‡ªìπ 75:25, 77:23, 78:22

·≈– 80:20 v/v μ“¡≈”¥—∫ æ∫«à“ “√Õπÿæ—π∏å∑—Èß 3

¡’§à“§«“¡‡¢â¡· ß„π°“√μÕ∫ πÕßμàÕ —≠≠“≥ Ÿß

¡’√–¬–‡«≈“√’‡∑π™—ππâÕ¬ ·μàæ’§∑—Èß “¡‰¡à “¡“√∂

·¬°®“°°—πÕ¬à“ß™—¥‡®π®÷ß∑”„Àâ‰¡à “¡“√∂√–∫∫

§ÿ≥≈—°…≥–‡©æ“–μ—«¢Õßæ’§‰¥â ·μà‡¡◊ËÕ≈¥Õß§åª√–°Õ∫

¢Õß«—Ø¿“§‡§≈◊Ë Õπ∑’Ë ‚¥¬≈¥‡ªÕ√å ‡´Áπμå¢Õß

Õ–´‘‚μ‰π‰μ√μå„ÀâπâÕ¬≈ßæ∫«à“ “√Õπÿæ—π∏ÿå∑—Èß 3

·¬°®“°°—π‰¥â¥’Õ¬à“ß™—¥‡®π®π “¡“√∂√–∫ÿ

§ÿ≥≈—°…≥–‡©æ“–μ—«¢Õß·μà≈–æ’§‰¥â ‚¥¬‚§√¡“‚∑·°√¡

· ¥ß¥—ß¿“æ∑’Ë 5

¿“æ∑’Ë  5 ‚§√¡“‚∑·°√¡°“√∑’Ë‰¥â®“°°“√·¬°Õπÿæ—π∏å¢Õß “√¡“μ√∞“π‰∫‚Õ®’π‘°‡Õ¡’π 3 ™π‘¥¥â«¬

1 ·∑π  æ’§¢Õß “√Õπÿæ—π∏å  OPA - æ‘«‡∑√  ’́π

2 ·∑π  æ’§¢Õß “√Õπÿæ—π∏å  OPA › Œ’ μ“¡’π

3 ·∑π  æ’§¢Õß “√Õπÿæ—π∏å  OPA › §“√å¥“‡«√’π

®“°°“√»÷°…“æ∫«à“ ¿“«–∑’Ë ‡À¡“– ¡

„π°“√·¬°Õπÿæ—π∏å¢Õß “√¡“μ√∞“π‰∫‚Õ®’π‘°‡Õ¡’π

∑—Èß 3 ™π‘¥„Àâ “¡“√∂·¬°®“°°—πÕ¬à“ß™—¥‡®π §◊Õ

‡≈◊Õ°„™âÕß§åª√–°Õ∫¢Õß«—Ø¿“§‡§≈◊ËÕπ∑’Ë„π —¥ à«π

¢Õßμ—«∑”≈–≈“¬∑’Ë‡ªìπ 100 mM ·Õ ‘́‡μμ∫—ø‡øÕ√å

(pH 5.8) μàÕÕ–´‘‚μ‰π‰μ√μå‡∑à“°—∫ 81:19  v/v

·≈–„™âÕ—μ√“°“√‰À≈‡∑à“°—∫ 1.1  ml/min

´÷Ëßæ‘«‡∑√ ´’π¡’§à“√–¬–‡«≈“√’‡∑π™—π‡∑à“°—∫ 9.207 π“∑’

Œ’ μ“¡’π¡’√–¬–‡«≈“√’‡∑π™—π‡∑à“°—∫ 13.304  π“∑’

·≈–§“√å¥“‡«√’π¡’√–¬–‡«≈“√’‡∑π™—π‡∑à“°—∫ 15.629 π“∑’

¥—ß· ¥ß„π¿“æ∑’Ë 5

1.2 Õ—μ√“°“√‰À≈¢Õß«—Ø¿“§‡§≈◊ËÕπ∑’Ë

°“√»÷°…“Õ—μ√“°“√‰À≈¢Õß«—Ø¿“§

‡§≈◊ËÕπ∑’Ë‰¥â∑”»÷°…“Õ—μ√“°“√‰À≈∑’Ë 0.9 ®π∂÷ß 1.5

ml/min ·≈–¡’Õß§åª√–°Õ∫¢Õß«—Ø¿“§‡§≈◊ËÕπ∑’Ë §◊Õ

100 mM ·Õ´‘‡μμ∫—ø‡øÕ√å (pH 5.8) : Õ–´‘‚μ‰π‰μ√μå

 —¥ à«π 81:19 v/v ‰¥âº≈μ“¡¿“æ∑’Ë 6
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¿“æ∑’Ë  6 º≈¢ÕßÕ—μ√“°“√‰À≈¢Õß«—Ø¿“§‡§≈◊ËÕπ∑’Ë

æ∫«à“ °“√‡æ‘Ë¡Õ—μ√“°“√‰À≈¢Õß«—Ø¿“§

‡§≈◊ËÕπ∑’Ë®–∑”„Àâ™– “√ÕÕ°®“°§Õ≈—¡πå‰¥â‡√Á«¢÷Èπ

∑”„Àâ„™â‡«≈“„π°“√«‘‡§√“–ÀåπâÕ¬≈ß ·μà°“√„™âÕ—μ√“

°“√‰À≈¢Õß«—Ø¿“§‡§≈◊ËÕπ∑’Ë Ÿß®–∑”„ÀâÕπÿ¿“§¢Õß

 “√‡°‘¥°“√∂à“¬‚Õπ¡«≈ “√√–À«à“ß«—Ø¿“§π‘Ëß

°—∫«—Ø¿“§‡§≈◊ËÕπ∑’Ë≈¥≈ß ∑”„Àâ ¡¥ÿ≈¢ÕßÕ—πμ√°‘√‘¬“

°“√°√–®“¬μ—« (Partition Coefficient; K) √–À«à“ß

‚¡‡≈°ÿ≈¢Õß “√°—∫«—Ø¿“§π‘Ëß·≈–«—Ø¿“§‡§≈◊ËÕπ∑’Ë≈¥≈ß

 àßº≈∑”„Àâ§à“°“√‡≈◊Õ°‡©æ“–≈¥≈ß (selectivity)

·≈–§à“°“√·¬° (resolution) °Á≈¥μË”≈ß¥â«¬ [10]

·≈–®“°°“√»÷°…“æ∫«à “Õ—μ√“°“√‰À≈¢Õß

«—Ø¿“§‡§≈◊ËÕπ∑’Ë∑’Ë‡À¡“– ¡ §◊Õ 1.1 ml/min

1.3 pH ¢Õß “√≈–≈“¬∫—ø‡øÕ√å∑’Ë„™â

‡ªìπ«—Ø¿“§‡§≈◊ËÕπ∑’Ë

°“√»÷°…“º≈¢Õß pH ∑’Ë„™â„π°“√·¬°

®–∑”°“√∑¥ Õ∫‚¥¬°“√‡μ√’¬¡ “√≈–≈“¬ 100 mM

·Õ´‘‡μμ∫—ø‡øÕ√å pH 4.5, 5.0, 5.4, 5.8 ·≈– 6.2

‚¥¬„™âÕ—μ√“ à«π 81:19 v/v  ·≈–π” “√≈–≈“¬ 100

mM ·Õ´‘‡μμ∫—ø‡øÕ√å∑’Ë‡μ√’¬¡„Àâ¡’§à“ pH ¥—ß°≈à“«

¢â“ßμâπ¡“„™â‡ªìπÕß§åª√–°Õ∫¢Õß«—Ø¿“§‡§≈◊ËÕπ∑’Ë

∫—π∑÷°§à“æ◊Èπ∑’Ë„μâæ’°¢Õß —≠≠“≥¥—ß¿“æ∑’Ë 7

¿“æ∑’Ë 7 º≈¢Õß pH ¢Õß·Õ ‘́‡μμ∫—ø‡øÕ√å∑’Ë„™â‡ªìπ«—Ø¿“§‡§≈◊ËÕπ∑’Ë
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º≈°“√∑¥≈Õßæ∫«à “ ‡¡◊Ë Õ  100 mM

·Õ´‘‡μμ∫—ø‡øÕ√å¡’§à“ pH ‡æ‘Ë¡¢÷Èπ®– “¡“√∂

·¬° “√Õπÿæ—π∏ÿå∑—Èß 3 ™π‘¥‰¥â¥’¢÷Èπ‚¥¬‡©æ“–Õ¬à“ß

¬‘Ëß∑’Ë§à“ pH 6.2  “√∑—Èß 3  “¡“√∂·¬°ÕÕ°®“°°—π

‰¥â¥’¢÷Èπ‡π◊ËÕß®“°¡’æ◊Èπ∑’Ë„μâæ’° Ÿß ÿ¥ ·μà¡’ reproducibility

μË”‡π◊ËÕß®“°æ’§¢Õß “√Õπÿæ—π∏å∑—Èß “¡¡’§à“√’‡∑π™—π

‰∑¡å‡ª≈’Ë¬π·ª≈ß®“°‡¥‘¡ (shift)  ·μà∑’Ë§à“ pH 5.8

æ∫«à“¡’§«“¡ reproducibility ¡“°«à“∑’Ë pH 6.2 ∑—Èßπ’È

‡π◊ËÕß®“°·Õ´‘ ‡μμ∫—ø‡øÕ√å¡’§«“¡®ÿ∫—ø‡øÕ√å

(buffer capacity) Õ¬Ÿà√–À«à“ß pH 3.8-5.8

·≈–®“°°√“øæ∫«à“°“√‡ª≈’Ë¬π·ª≈ß§à“ pH

π—Èπ‰¡à àßº≈μàÕ°“√·¬° “√Œ’ μ“¡’π‡π◊ËÕß®“°°√“ø

¡’§«“¡™—ππâÕ¬ ·μà°“√‡ª≈’Ë¬π·ª≈ß§à“ pH

 àßº≈μàÕÕπÿæ—π∏åæ‘«‡∑√ ´’π·≈–§“√å¥“‡«√’π

‡ªìπÕ¬à“ß¡“°‡π◊ËÕß®“°°√“ø¡’§«“¡™—π¡“°

·≈–‡¡◊ËÕæ‘®“√≥“‚§√ß √â“ß¢Õß‰∫‚Õ®’π‘°‡Õ¡’π

·≈–Õπÿæ—π∏å¢Õß “√∑—Èß “¡ ∑’Ë§à“ pH μË”Ê Õ“®‡°‘¥°“√

protonat ion ∑’Ë ‰π‚μ√‡®πÕ–μÕ¡„π‚¡‡≈°ÿ≈

‚¥¬‡©æ“–æ‘«‡∑√  ’́π·≈–§“√å¥“‡«√’π ®÷ß∑”„Àâ

§à“√’‡∑π™—π‰∑¡å‡ª≈’Ë¬π·ª≈ß¡“°°«à“Œ’ μ“¡’π

∑’Ë¡’‚§√ß √â“ß·∫∫‡Œ‡∑Õ‚√‰´§≈‘°

μÕπ∑’Ë  2 »÷°…“ªí®®—¬∑’Ë àßº≈μàÕ

°“√«‘‡§√“–Àåª√‘¡“≥Œ’ μ“¡’π æ‘«‡∑√  ’́π

·≈–§“√å¥“‡«√’π

ªØ‘°‘√‘¬“°“√‡°‘¥ “√Õπÿæ—π∏ÿå√–À«à“ßŒ’ μ“¡’π

æ‘«‡∑√ ´’π ·≈–§“√å¥“‡«√’π°—∫ OPA ∑’Ë»÷°…“

„πß“π«‘®—¬π’È‡ªìπªØ‘°‘√‘¬“„πÀ≈Õ¥∑¥≈Õß §à“ pH ¢Õß

 “√≈–≈“¬μ—«°≈“ßÕ“®®– àßº≈μàÕª√– ‘∑∏‘¿“æ

„π°“√‡°‘¥ “√Õπÿæ—π∏ÿå °“√»÷°…“°“√‡°‘¥ªØ‘°‘√‘¬“

∑”‰¥â‚¥¬°“√‡≈◊Õ°„™â “√≈–≈“¬μ—«°≈“ß 2 ™π‘¥§◊Õ

‚´‡¥’¬¡‰Œ¥√Õ°‰´¥å ·≈–‡°≈◊Õ‚´‡¥’¬¡§≈Õ‰√¥å

º≈°“√»÷°…“· ¥ß¥—ß¿“æ∑’Ë 8

¿“æ∑’Ë 8 º≈¢Õß “√≈–≈“¬μ—«°≈“ß∑’Ë àßº≈μàÕ§«“¡‡ ∂’¬√¢Õß “√Õπÿæ—π∏å

°  ·∑π  „π “√≈–≈“¬‡∫ ‚´‡¥’¬¡‰Œ¥√Õ°‰´¥å

¢  ·∑π  „π “√≈–≈“¬‡°≈◊Õ‚´‡¥’¬¡§≈Õ‰√¥å

®“°¿“æ∑’Ë 8 (°) æ∫«à“‡¡◊ËÕ„Àâ “√‰∫‚Õ®’π‘°‡Õ¡’π

∑—Èß “¡™π‘¥∑”ªØ‘°‘√‘¬“°—∫ OPA „π “√≈–≈“¬

∑’Ë ‡ªìπ ‡∫ §◊Õ‚´‡¥’¬¡‰Œ¥√Õ°‰´¥åπ—È π à ßº≈

Õ¬à“ß¡“°μàÕ°“√‡°‘¥ªØ‘°‘√‘¬“¢Õß “√æ‘«‡∑√ ´’π

·≈–§“√å ¥ “ ‡ « √’ π ‡π◊Ë Õ ß®“°¡’ §à “§«“¡ Ÿ ßæ’ °

À√◊Õ§«“¡‡¢â¡‡¢â¡· ß≈¥≈ß¡“° ·μà ”À√—∫ “√Œ’ μ“¡’π

®–¡’º≈°√–∑∫πâÕ¬°«à“·¡â«à“§«“¡ Ÿßæ’°À√◊Õ

§«“¡‡¢â¡· ß®–¡’§à“§àÕ¬Ê ≈¥≈ß  à«π°“√»÷°…“

°“√‡°‘¥ªØ‘°‘√‘¬“„π “√≈–≈“¬μ—«°≈“ß∑’Ë ‡ªìπ

‡°≈◊Õ‚´‡¥’¬¡§≈Õ‰√¥åæ∫«à“ àßº≈μàÕ°“√‡°‘¥

ªØ‘°‘√‘¬“√–À«à“ß‰∫‚Õ®’π‘°°—∫ “√≈–≈“¬ OPA

‡æ’¬ß‡≈Á°πâÕ¬‡∑à“π—Èπ
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μÕπ∑’Ë 3 «‘‡§√“–Àåª√‘¡“≥Œ’ μ“¡’π æ‘«‡∑√  ’́π ·≈–§“√å¥“‡«√’π„π‰ â°√Õ°æ◊Èπ‡¡◊Õß

¢Õß‰∑¬

„π°“√∑¥≈Õßπ’È‰¥â»÷°…“º≈°“√‡μ√’¬¡μ—«Õ¬à“ß¥â«¬°“√„™â “√≈–≈“¬∫Õ‡√μ∫—ø‡øÕ√å∑”°“√ °—¥

 “√‰∫‚Õ®’π‘§‡Õ¡’π∑—Èß “¡™π‘¥ ¥â«¬¢∫«π°“√‚´π‘‡§™—π √à«¡°—∫°“√‡´πμ√‘øî«®å ∑—Èßπ’È‰¥â·ª√º—π‡«≈“

°“√∑¥≈Õß‰¥âº≈μ“¡¿“æ∑’Ë 9

¿“æ∑’Ë 9 °√“ø· ¥ßª√‘¡“≥ “√‰∫‚Õ®’π‘°‡Õ¡’π∑’Ë‰¥â®“°°“√ °—¥μ—«Õ¬à“ß¥â«¬ 0.1 M ∫Õ‡√μ

° ·∑π ª√‘¡“≥Œ‘ μ“¡’π„πμ—«Õ¬à“ß

¢ ·∑π ª√‘¡“≥æ‘«‡∑√  ’́π„πμ—«Õ¬à“ß

§ ·∑π ª√‘¡“≥§“√å¥“‡«√’π„πμ—«Õ¬à“ß

°”Àπ¥„Àâ·°π  x

S1 §◊Õ ‡¢¬à“ 5 π“∑’/‡´Áπμ√‘øî«®å 5 π“∑’ S7 §◊Õ ‡¢¬à“ 10 π“∑’/‡´Áπμ√‘øî«®å 15 π“∑’

S2 §◊Õ ‡¢¬à“ 5 π“∑’/‡´Áπμ√‘øî«®å 10 π“∑’ S8 §◊Õ ‡¢¬à“ 10 π“∑’/‡´Áπμ√‘øî«®å 20 π“∑’

S3 §◊Õ ‡¢¬à“ 5 π“∑’/‡´Áπμ√‘øî«®å 15 π“∑’ S9 §◊Õ ‡¢¬à“ 15 π“∑’/‡´Áπμ√‘øî«®å 5 π“∑’

S4 §◊Õ ‡¢¬à“ 5 π“∑’/‡´Áπμ√‘øî«®å 20 π“∑’ S10 §◊Õ ‡¢¬à“ 15 π“∑’/‡´Áπμ√‘øî«®å 10 π“∑’

S5 §◊Õ ‡¢¬à“ 10 π“∑’/‡´Áπμ√‘øî«®å 5 π“∑’ S11 §◊Õ ‡¢¬à“ 15 π“∑’/‡´Áπμ√‘øî«®å 15 π“∑’

S6 §◊Õ ‡¢¬à“ 10 π“∑’/‡´Áπμ√‘øî«®å 10 π“∑’ S12 §◊Õ ‡¢¬à“ 15 π“∑’/‡´Áπμ√‘øî«®å 20 π“∑’
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®“°º≈°“√ °— ¥ “√ ‰∫ ‚Õ®’ π‘ ° ‡ Õ¡’ π

„πμ—«Õ¬à“ß„ â°√Õ°æ◊Èπ‡¡◊Õß∑—Èß 3 ™π‘¥  “¡“√∂μ√«®æ∫

 “√‡Õ¡’π∑—Èß 3 ™π‘¥„πμ—«Õ¬à“ß ·μà¢âÕ∑’Ëπà“ —ß‡°μ§◊Õ

°“√ °—¥·≈–ºà“π¢∫«π°“√‡¢¬à“·∫∫Õ—≈μ√“‚´π‘§

·≈–‡´πμ√‘øî«®å¥â«¬‡«≈“π“πμà“ßÊ °—π ¡’º≈μàÕ

ª√‘¡“≥ “√∑’Ëμ√«®æ∫‡ªìπÕ¬à“ß¡“° ·μàÕ¬à“ß‰√°Áμ“¡

°“√ °—¥∑’Ë„™â‡«≈“‡¢¬à“¥â«¬‡∑§π‘§Õ—≈μ√“‚´π‘§

‡æ’¬ß 5 π“∑’ πà“®–‡ªìπ‡«≈“π“π∑’Ë‡À¡“– ¡∑’Ë ÿ¥  ‡π◊ËÕß®“°

 “¡“√∂μ√«®«—¥ª√‘¡“≥‡Õ¡’π∑—Èß 3 ‰¥â¡“°∑’Ë ÿ¥

´÷Ëßº≈∑’Ë‡ªìπ‡™àππ’È‡ªìπº≈®“°°“√„™â‡∑§π‘§Õ—≈μ√“‚´π‘§

‡ªìπ‡«≈“π“πÕ“®∑”„Àâ‡´≈≈å “√Õ“À“√μà“ßÊ

∂Ÿ°∑”≈“¬‰¥â¡“° ®π‰¥â “√∑’Ë‡ªìπÕß§åª√–°Õ∫Õ◊ËπÊ

∑’Ë¡’„π„ â°√Õ°æ◊Èπ‡¡◊Õß≈–≈“¬ÕÕ°¡“‡®◊Õªπ¡“°¢÷Èπ

Õ“® àßº≈„Àâ∫¥ªíß À√◊Õ¡’º≈√∫°«π —≠≠“≥

°“√«‘‡§√“–Àå

º≈°“√∑¥≈Õß °—¥μ—«Õ¬à“ß‰ â°√Õ°Õ’ “π

‰ âÕ—Ë« ·≈–À¡Ë”  “¡“√∂μ√«®æ∫ª√‘¡“≥ “√Œ’ μ“¡’π

æ‘«‡∑√  ’́π ·≈–§“√å¥“‡«√’π¥—ß· ¥ß„πμ“√“ß∑’Ë 1

μ“√“ß∑’Ë 1  ª√‘¡“≥ “√‰∫‚Õ®’π‘°‡Õ¡’π∑’Ëμ√«®æ∫„π‰ â°√Õ°Õ’ “π ‰ âÕ—Ë« ·≈–À¡Ë”

μ—«Õ¬à“ß ‰∫‚Õ®’π‘°‡Õ¡’π ª√‘¡“≥∑’Ëæ∫„π‰ â°√Õ° %°“√§◊π°≈—∫

Œ’ μ“¡’π 15 72.51

‰ â°√Õ° æ‘«‡∑√  ’́π 15 98.30

§“√å¥“‡«√’π 2 92.55

Œ’ μ“¡’π 50 85.30

À¡Ë” æ‘«‡∑√  ’́π 9 86.20

§“√å¥“‡«√’π 3 82.80

Œ’ μ“¡’π 35 85.60

‰ âÕ—Ë« æ‘«‡∑√  ’́π 10 99.05

§“√å¥“‡«√’π 3 101.90

 √ÿª·≈–Õ¿‘ª√“¬º≈
°“√»÷°…“ª√‘¡“≥ “√Œ’ μ“¡’π æ‘«‡∑√ ´’π

·≈–§“√å¥“ ‡«√’π´÷Ë ß ‡ªìπ “√‰∫‚Õ®’π‘° ‡Õ¡’π

‚¥¬Õ“»—¬°“√∑”Õπÿæ—π∏å°—∫ “√≈–≈“¬ÕÕ√å‚∑-æ∑“≈

‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å„π “√≈–≈“¬∫Õ‡√μ∫—ø‡øÕ√å (pH 9.5)

·≈–¡’ 2-‡¡Õ√å·§ª‚μ‡Õ∑“πÕ≈√«¡Õ¬Ÿà¥â«¬

·μàÕ¬à“ß‰√°Áμ“¡ª√‘¡“≥∑’Ëμ√«®æ∫°Á¬—ß‰¡à Ÿß

„π√–¥—∫∑’Ë‡ªìπÕ—μ√“¬·≈–¡’§à“μË”°«à“∑’Ëμ√«®æ∫

 “√‰∫‚Õ®’π‘°‡Õ¡’π„π‰ â°√Õ°¢Õßμà“ßª√–‡∑»

°“√æ∫ “√‚¥¬‡©æ“–æ‘«‡∑√ ´’π·≈–§“√å¥“‡«√’π

´÷Ëß∫àß™’È∂÷ß§«“¡ ¥¢Õßº≈‘μ¿—≥±å‡π◊ÈÕ‚¥¬‡©æ“–

„πª√‘¡“≥∑’Ë· ¥ß«à“«—μ∂ÿ¥‘∫∑’Ë„™âª√–°Õ∫°“√·ª√√Ÿª

‡ªìπ„ â°√Õ°æ◊Èπ‡¡◊Õß®‡ªìπ«—μ∂ÿ¥‘∫∑’Ë¡’§ÿ≥¿“æ

·≈–«‘‡§√“–ÀåÀ“ª√‘¡“≥¥â«¬‡∑§π‘§‚§√¡“‚∑°√“øï

¢Õß‡À≈« ¡√√∂π– Ÿß∑’Ë¡’μ—«μ√«®«—¥·∫∫ø≈ŸÕÕ‡√ ‡´πμå

æ∫«à“ “√Õπÿæ—π∏å¢ÕßŒ’ μ“¡’π æ‘«‡∑√  ’́π

·≈–§“√å¥“‡«√’π ·¬°®“°°—π‰¥â¥’‡¡◊ËÕ„™â«—Ø¿“§‡§≈◊ËÕπ∑’Ë

‡ªìπ 100 mM ·Õ´‘‡μμ∫—ø‡øÕ√å (pH 5.8)

μàÕÕ– ‘́‚μ‰π‰μ√μå (81:19, v/v) ‡ªìπ°“√™–·∫∫

‰Õ‚´ ‡§√μ‘° ·≈–√–¬–‡«≈“„π°“√«‘‡§√“–Àå 15 π“∑’

¥—ßπ—Èπ‡∑§π‘§π’È®÷ß‡À¡“– ¡¡“°∑’Ë®–π”¡“»÷°…“

ª√‘¡“≥ “√‰∫‚Õ®’π‘°‡Õ¡’π ‡æ√“–¢—ÈπμÕπ

„π°“√‡μ√’¬¡μ—«Õ¬à“ß·≈–«‘ ‡§√“–Àå‰¡à¬ÿà ß¬“°

®“°°“√μ√«® Õ∫‰ â°√Õ°Õ’ “π ‰ âÕ—Ë« ·≈–À¡Ë”

æ∫«à“¡’ “√∑—Èß “¡™π‘¥‚¥¬∑’Ë‰ âÕ—Ë«¡’Œ’ μ“¡’π

·≈–§“√å¥“‡«√’π¡“° ÿ¥ 35 ppm ·≈– 3 ppm

μ“¡≈”¥—∫ À¡Ë”¡’æ‘«‡∑√  ’́π¡“° ÿ¥ 50 ppm
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