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ภ า ค ผ น ว ก  ก

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเลี้อ
1. อาหารแข็งนิวเทรียนท์ (Nutrient Agar)

เนือสกัด (beef extract) 3.0 กรัม
แบคโตเปปโตน (bacto peptone) 5.0 กรัม
วุ้นผง (agar) 20.0 กรัม
น้ํากล่ัน 1000 มล.

นึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน

2. อาหารเหลวกำหนดสูตร (Define medium)
นํ้ามันปาล์ม 20.0 มล.
แอมโมเนียมไนเตรท (NH4N03) 4.0 กรัม
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgS04.7H20) 0.4 กรัม
โปตัลเซียมคลอไรด์ (KCI) 0.2 กรัม
แคลเซียมคลอ1ไรด์ (CaCI2.2H20) 0.1 กรัม
กรดพ่อสเพ่อรีก (H3P 04) 0.5 มล.
กรดบอลิก (H3B03) 1.53 มิลลิกรัม
คอปเปอร์ซัลเพ่ต (CuS 04.5H20) 0.284 มิลลิกรัม
แมงกานีสซัลเพ่ต (MnS04.H20) 1.71 มิลลิกรัม
โซเดียมโมลิบเดต (Na2Mo04.2H20) 0.7 มิลลิกรัม
ชิงค์ซัลเพ่ต (ZnS04.7H20) 2.9 มิลลิกรัม
เพ่อรัสซัลเฟต (FeS04.7H20) 4.3 มิลลิกรัม
โคบอลคลอไรด์ (CoCI2.6H20) 0.1 มิลลิกรัม
อีดีทีเอ (EDTA) 200.0 มิลลิกรัม
แคลเซียม-แพนโททีเนต (Calcium Pantothenate) 1.176 มิลลิกรัม
ไบโอทิน (Biotin) 5.88 ไมโครกรัม
กรดโพ่ลิก (Folic acid) 5.88 ไมโครกรัม
อินโนชิทอล (Inositol) 0.588 ไมโครกรัม
ไนอาชิล (Niacin) 1.176 ไมโครกรัม
กรดพาราอะมิโนเบนโซอิก (p-Aminobenzoic acid) 0.588 มิลลิกรัม
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ไพโรดอกชิน-ไฮโดรคลอไรด์ (Pyrodoxine-HCI)
ไรโบพลาวิน (Riboflavin)
ไทอามิน-ไฮโดรคลอไรด์ (Thiamine-HC!)
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HP04.12H20) 
น้ํากล่ัน

1.176 มิลลิกรัม 
0.588 มิลลิกรัม
1.176 มิลลิกรัม 
14.0 กรัม

1000 มล.
ปรับค่าความเป็นกรดเป็นด่างให้ได้ 7.0 แล้วนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน สำหรับ 

สารละลายวิตามินได้แก่ แคลเซียม-แพนโททีเนต ไบโอติน กรดโฟลิก อินโนชิทอล ไนอาชิน กรดพารา 
อะมิโนเบนโซอิก ไพโรดอกชิน-ไฮโดรคลอไรด์ ไรโบฟลาวิน ไทอามิน-ไฮโดรคลอไรด์ ทำไห้ปราศจาก
เช้ือด้วยการกรอง
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สารเคมีท ื่ใชในการทดลอง
1. มอลิสรีเอเจนท์ (Molish reagent)

แอลฟา-แนพ่ทอล (CC-naphtol) 1.575 กรัม
เอทานอล (ethanol) 51.0 มล.
กรด1ซ’ล'ฟูริก (sulphuric acid) 6.5 มล.
น้ํากล่ัน 4.0 มล.
ละลายแอลฟา-แนฟทอลในเอทานอล แล้วเติม,นากล่ัน และ กรดซัลฟูริกตามลำดับ

2. สารละลายทริสไฮโดรคลอไรด์บัm พ่อร์เข้มข้น 1 โมลาร์ ที่ค่าความเป็นกรดเป็นด่างเท่ากับ 8 
(1 M Tris-HCI buffer pH 8)
ทริสมา เบล 12.11 กรัม
นํ้ากลั่น 80 ลิตร
ปรับความเป็นกรดเป็นด่างให้เป็น 8 ด้วยกรดไฮโดรคลอริก แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตร 

ด้วยนํ้ากลั่น ถ้าหากต้องการทริสไฮโดรคลอไรด์บัพเพ่อรัที่ค่าความเป็นกรดเป็นด่างอื่นๆ ก็ให้ใช้กรด 
ไฮโดรคลอริกเข้มข้นปรับให้มีค่าความเป็นกรดเป็นด่างน้ันๆ
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หล้กการการวัดค ่าแรงต ึงผ ิวด ้วยวิธ ึ อน Nouy Ring
การวัดค่าแรงตึงผิวด้วยวิธี ring method หรอ Du Nouy Ring method ค้นคิดโดย Lecomte 

Du Nouy ในปี 1919 ซึ่งวิธีนี้จะพิจารณาวงแวนทองคำขาว (platinum ring) ในแนวระนาบโดยวง 
แวนทองคำขาวจะจมในของเหลว และถูกยกขึ้น แรงสูงสุดท่ีใช้ในการดึงวงแวนทองคำขาวพ้นของ
เหลวคือ ค่าแรงตึงผิว (surface tension) คุณลักษณะของวงแวนทองคำขาวก็คือ ความยาวท่ีถูกทำ 
ให้เปียก (wetted length) ซึ่งรวมท้ังรัศมีด้านในและด้านนอกของวงแวนทองคำขาวท่ีทำให้เปียกโดย 
ของเหลว

Phase 1

A) Force increases R) Force is at its maximum C) Force decreases

ภาพแสดงข ั้นตอนการว ัดค ่าแรงตึงผ ิวด ้วยว ิธ ี Du N ou y  R ing

ว ัดค ่าแรงต ึงผ ิวด ้วยว ิธ ี Du N ouy  R ing  เป ็นว ิธ ีว ัด สารละลายท ี่ม ีสารลดแรงต ึงผ ิว  ด ังน ั้นถ ้าพ ื้น  

ผ ิวให ม ่ถ ูกสร ้างข ึ้น ขณ ะท ำการว ัด ค ่าแรงต ึงผ ิว  เช ่น เม ื่อวงแวนยกต ัวข ึ้นทำให ้ใม ่ร ู้พ ื้นผ ิวอย ่างแน ่นอน  

และค ่าแรงต ึงผ ิวท ี่ว ัด ได ้ก ็เปล ี่ยนไป  

อุปกรณ ์ท ี่ใซในการวัดค ่าแรงตึงผ ิว
ล ักษ ณ ะและองค ์ป ระกอบ ของเคร ื่อ งว ัดค ่าแรงต ึงผ ิว  (T e n s io m e te r )  รุ่น K6 ของบ'ริษ ัท  

KRUSS  ประเทศเยอรม ัน  แสดงด ังร ูป เคร ื่อ งว ัดค ่าแรงต ึงผ ิวน ี้ท ำการว ัดท ี่อ ุณ หภ ูม ิ 2 5 ir  2 °c ตลอด 

ทำการทดลอง

ข ั้นตอนการว ัดค ่าแรงต ึงผ ิวด ้วยเคร ื่อ งว ัดค ่าแรงต ึงผ ิว  ม ีด ังน ี้

1. ปรับ h a n d w h e e l w ith  p o in t (2) ให ้ส เกลม ีค ่าศ ูนย ์
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2. ปรับ zero adjustment (8) โดยหมุนทวนเข็มนาฟิกาให้ balance beam (9) อยู่ในตำแหน่งสมดุล 
กึ่งกลางของ mark (7)

3. ปรับระดับที่วางสารตัวอย่างโดยหมุน (10) แล้วยกข้ึนให้อยู่ในระดับท่ีต้องการ
4. แขวน ring ลงใน balance beam (9) ปรับให้อยู่ในตำแหน่งสมดุลโดยหมุน zero adjustment (8) 

ตามเข็มนาฟิกา
5. ใส่สารตัวอย่างในที่ใส่สารตัวอย่างประมาณ 10 -  15 มล. วางลงบน sample table (6) แล้วหมุน 

micrometer screw (5) ตามเข็มนาฟ้กาเพื่อยกที่ใส่สารตังอย่างขึ้นให้สัมผัสกับ ring โดยให้ ring 
จมอยู่ในตัวอย่างไม่น้อยกว่า 5 มม.

6. เม่ือ ring สัมผัสกับตัวอย่างแล้วอาจต้องปรับ balance beam (9) ให้อยู่ในตำแหน่งสมดุลอีกครั้ง 
โดยหมุน zero adjustment (8) ทวนเข็มนาฟ้กา

7. เร่ิมวัดค่าแรงตึงผิวโดยหมุน micrometer screw (5) ทวนเข็มนาฟิกาอย่างช้าๆ ในขณะเดียวกันก็ 
หมุน pointer (2) ตามเข็มนาฟ้กาอย่างช้าๆ โดยรักษาให้ balance beam (9) อยู่ในตำแหน่งสม 
ดุล

8. เม่ือ ring หลุดออกจากตัวอย่างอ่านค่าแรงตึงผิวตามสเกล (1 ) มีหน่วยเป็น กาผ/ทา
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แสดงองค์ประกอบของเครองวัดค่าแรงตึงผิวรุ่น K6 บรษัท KRUSS ประเทศเยอรมัน
1. Scale in ทาN/m
2. Handwheel with pointer
3. Screws for regulation of the level
4. Box level
5. Micrometer screw
6. Sample table

7. Mark
8. Handwheel for zero-adjust
9. Balance-beam
10. Handwheel for fixing the crossbar
11. Carrier of sample-table
12. Handwheel for fixing the crossbar
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ป ร ิม า ณ แ ร ม โ น ส  ( ไ ม โ ค ร ก ร ัม )

กราฟมาตรฐานของการวิเคราะห์นาตาลแรมโนล

จากกราฟมาตรฐานมี slpoe = 0.089
ปริมาณนํ้าตาลแรมโนล (ไมโครกรัม) = O.D. 396 -  427 / slpoe
แล้วจึงคิดย้อนกลับว่าในหลอดทดลองมีปริมาตรตัวอย่างกี่มล. และถ้า 1 มล.ของตัวอย่างมีนำตาล 
แรมโนลก่ีไมโครกรัม ตัวอย่างเช่น
ปริมาณนํ้าตาลแรมโนส = O.D. 396 -  427/0.089

= 0.363/0.089
= 4.079 JLlg เมื่อมีตัวอย่างปริมาตร0 .2 กา!.

ตัวอย่างปริมาตร 1 มล. มีน้ําตาลแรมโนส = 4.079 (Ig  / 0.2 ml.
= 20.395 jLXg/ml
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1. หล'กการของ'ใฮ เพอร์ฟอร์มานช์ ลิควิด โครมาโทกราฟ (High Performance Liquid 
Chromatography, HPLC)

ไฮ เพอร์ฟอร์มานซ์ ลิควิด โครมาโทกราฟ จะอาศัยหลักการพื้นฐานเดียวกับลิควิดโครมาโท 
กราฟคือ คุณสมบัติของสารแต่ละชนิดจะมีความสามารถในการดูดซับและถูกทำให้หลุดออกจากการ 
ดูดซับต่อสารซึ่งเป็นเฟสคงท่ีไม่เท่ากัน และเมื่อพัฒนาวิธีการโดยใช้เฟสคงที่ และคอลัมนท์ ี่ม ีฃ นาดเล็ก 
มากท่ัวไป ไฮ เพอร์ฟอร์มานซ์ ลิควิด โครมาโทกราฟ มีขนาดเล้นผ่านศูนย์กลางเฟสคงที่ประมาณ 5 -  
10 [แทา และคอลัมน์มีขนาดประมาณ 2 -  6 mm ดังนั้นเพื่อที่จะให้สารละลายชะตัวอย่างที่จะแยกออก 
จากคอลัมน์จึงเกิดความดันสูงมากคือประมาณ 1 0 0 -2 0 0  atm (ขึ้นกับชนิดของคอลัมน์)ข้อดีฃองไฮ 
เพอร์ฟอร์มานซ์ ลิควิด โครมาโทกราฟคือ ประสิทธิไาาพของคอลัมน์เพ่ิมข้ึนกว่าลิควิด โครมาโทกราฟ 
เป็น 1 0 -1 0 0  เท่า และใช้เวลาในการแยกท่ีสั้นกว่า

ไฮ เพอร์ฟอร์มานซ์ ลิควิด โครมาโทกราฟแบ่งเป็น 2 ประ๓ ทตามเทคนิค ซึ่งข้ึนอยู่กับสภาพ 
ข้ัวสัมพัทธ์ คือ
1. Normal-Phase Bonded Phase Chromatography คือเฟสคงทีมีสภาพมีซัวมากกว่าเฟสเคลือนที 
โดยท่ัวไปจะใช้ silica gel บรรจุในคอลัมน์ ถ้าในตัวอย่างท่ีใช้แยกเป็นสารประกอบท่ีไม่มีขั้วและชอบ 
ละลายในเฟสเคลื่อนที่มากกว่าดูดซับกับเฟสคงที่คงที่มีขั้ว จึงเป็นสารประกอบที่ออกมาก่อน เทคนิค 
Normal-Phase Bonded Phase Chromatography เหมาะสำหรับการแยกสารประเภท alkane, 
lipids, saccharide, steroids, ไวตามินท่ีละลายได้ในไขมัน เช่น A, D และ E นอกจากนั้นยังเหมาะ 
กับสารประกอบที่ไม่เสถียรเมื่อละลายอยู่ในนํ้า
2. Reverse-Phase Bonded Phase Chromatography คือ เมือเฟสคงทีเป็นพวกไม่มีซัวโดยทัวไปจะ 
เป็นหมู่ octadecyl หรือ octyl silane functional group และเฟสเคลือนทีเป็นพวกมีซัว เช่น นำผสม 
กับตัวทำละลายอินทรืย์ท่ีละลายน้ําได้ เช่น เมทานอล หรืออะซิโตไนไทรล์ ลำดับการชะล้างตัวถูก 
ละลายจะมีลักษณะตรงข้ามกับทีเกิดฃึนใน Normal -Phase Bonded Phase Chromatography ดัง 
น้ันสารประกอบท่ีมีข้ัวจะถูกชะล้างออกมาก่อน เน่ืองจากตัวอย่างท่ีแยกชอบท่ีจะละลายในเฟสเคล่ือน 
ท่ี และสารประกอบท่ีไม่มีข้ัวจะถูกยึดอยู่ในคอลัมน์ทำให้ถูกชะล้างออกมาทีหลัง ซ่ึงเทคนิคน้ีจะเหมาะ 
สมอย่างมากกับลาประกอบท่ีไม่ละลาย หรือละลาย1ได้เล็กน้อย1ในน้ํา แต่สามารถละลายได้ใน 
แอลกอฮอล์หรือตัวทำละลายอินทรืย์ตัวอ่ืน  ๆ ที,ละลายน้ํา1ได้ดี เน่ืองจากสารประกอบอินทรืย์เป็น 
จำนวนมากมีพฤติกรรมของการละลายในลักษณะน้ี ดังน้ัน Reverse-Phase Bonded Phase 
Chromatography จึงเป็นท่ีนิยมใช้อย่างมากใน HPLC

ภ า ค ผ น ว ก  จ
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ความนิยมของ Reverse-Phase Bonded Phase Chromatography เนืองจาก 
า . ลามารถนำมาใช้แยกพวก nonionic, ionic และสารประกอบท่ีแตกตัวเป็นไอออนได้ บางครั้ง 
ลามารถแยกสารประกอบประเภทนี้พร้อมๆ กันโดยใช้คอลัมน์และเฟสเคลื่อนที่อย่างเดียวกัน
2. bonded -  phase คอลัมน์ค่อนช้างเสถียร แต่ควรจะต้องระวังเกี่ยวกับการควบคุม pH ของ 
เฟสเคล่ือนท่ี
3. เฟสเคลื่อนที่ท่ีที่นิยมใช้ เซ่น นํ้าซึ่งมีราคาถูกและหาง่ายและ ตัวทำละลายอินทรืย์ที่ค่อนข้างนิยมใช้ 
กันมาก คือ เมทานอล ซ่ึงมีราคาไม่แพงนักและ มีความบริสุทธ้ีค่อน'ข้างสูง
4. สามารถทำนายลำดับของการที่สารถูกชะออกมาจากคอลัมน์ เพราะว่า retention time จะเพ่ิมขึ้น 
ตามสมบัติของสารประกอบท่ีไม่ชอบน้ํา
5. สมดุลที่เกิดข้ึนในคอลัมน์เกิดข้ึนเร็ว ทำให้เหมาะแก่การนำเอาไปใช้ใน gradient elution

องค์ประกอบของเครอง HPLC มีดังน้ี
1. ภาชนะท่ีบรรจุเฟสเคล่ือนที่ (mobil phase reservoir) ขวดท่ีใส่เฟสเคลื่อนท่ีจะมีอุปกรณ์ท่ีใช้
ไล่อากาศที่ละลายอยู่ เพื่อกำจัดก๊าซออกซิเจนซึ่งอาจจะทำปฏิกิริยากับเฟสเคลื่อนที่บางชนิด หริอเฟส 
คงที่ที่อยู่ในคอลัมน์และบังลดโอกาสที่จะทำให้เกิดฟองอากาศในเครื่องตรวจหา (detector) ขณะทำ 
การทดลองอยู่
2. ระบบของบัม (pumping system) ใน HPLC มีความต้านทานการไหลของเฟสเคลื่อนที่ท่ีจะไหล 
ผ่านคอลัมน์ซึ่งมีอนุภาคขนาดเล็กบรรจุอยู่ ความต้านทานการไหลที่ว่านี้จะมากเมื่อใช้อนุภาคเล็กๆ 
และคอลัมน์มีขนาดเล็กอีกด้วย จึงจำเป็นที่จะต้องใช้ความดันสูงดันเฟสเคลื่อนที่ให้ไหลไป ปัมท่ีใช้ 
แบ่งออกได้เป็น 2 ชนิดคือ

1 ) mechanical pump เป็นปัมที่ควบคุมให้อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนท่ีมีค่าคงที่
2) pneumatic pump เป็นปัมที่ควบคุมให้ความดันของการไหลของเฟสเคล่ือนที่มีค่าคงที่

3. อุปกรณ์ที่ใช้ตรวจวัดความดันที่ใช้ตรวจวัดความดัน (Pressure Monitoring Devices) โดยจะบอก 
ความดันของเฟสเคลื่อนที่ก่อนเข้าส่คอลัมน์ ค่าความดันจะบอกได้ว่ามีสิ่งอุดตันหรือไม่ และปัมบัง 
ทำงานได้ดีหรือไม่ นอกจากนั้นการทราบความดันของเครื่องจะช่วยทำให้การปรับพารามิเตอร์ต่างๆ 
เป็นไปอย่างเหมาะสมที,สุด
4. อุปกรณ์สำหรับทำ Gradient Elution เนื่องจากสารประกอบบางชนิดไม่ลามารถแยกได้เมื่อใช้ 
isocratic elution การเปล่ียนแปลงส่วนประกอบของเฟสเคล่ือนท่ีระหว่างท่ีทำ gradient elution น้ัน 
สามารถทำได้โดยการต้ังโปรแกรมเป็นแบบเลันตรง (linear) เล็นโค้ง หรือแบบเป็นข้ัน (stepwise) 
ลามารถแบ่งอุปกรณ์สำหรับทำ Gradient Elution เป็น 2 แบบ

1 ) แบบ low pressure gradient เป็นแบบที,ใช้วิธีการผสมตัวทำละลายที่ความดันของ 
บรรยากาศ และต่อจากนั้นก็จะถูกปัมต่อไปด้วยความดันสูงเข้าส่คอลัมน์
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2) แบบ high pressure gradient เป็นแบบที่ตัวทำละลายที่ใช้!น gradient elution จะถูก 
ปัมผ่าน high pressure  pum p เข้าสู่ low volume mixing cham ber ก่อนจะเข้าสู่คอลัมน์
5. Sam ple Introduction Devices เพื่อให้ตัวอย่างที่ผ่านเข้าสู่คอลัมน์ควรอยู่ในลักษณะที่เป็นแถบที่ 
แคบมากที่สุดเท่าที่ทำได้ ดังนั้นจึงใช้ microsampling value หรือใช้การฉีดสารตัวอย่างผ่าน septum  
ด้วย microsyringe และควรต้องระมัดระวังเนื่องจากความดันภายในสูง
6. Microsampling Valve สารตัวอย่างที่ผ่านเข้าไปจะอยู่ภายนอกที่ต ่อเข้ากับ valve ปัจจุบัน micro 
valve สามารถนำมาใช้ได้กับสารตัวอย่างที่มีฃนาดตั้งแต่ 0.5 fil ถึงหลายมิลลิลิตร (แล้วแต่ขนาดของ 
loop ภายใน) valve ซึ่งมีท่ออยู่ภายนอกยอมให้ฉีกสารตัวอย่างเข้าไปได้ในปริมาณมาก นอกจากนั้น 
valve ประ๓ ทนี้ยังลามารถใช้งานได้ที่ความดันสูงถึง 5,000-6,000 psi โดยที่ไม่เกิดการรั่วไหล
7. เครองตรวจวัด (Detector) มีหลายชนิดขึ้นกับตัวอย่างสารที่แยก เช่น

1 ) ย วู ี- ว ิสิเบิล ด ีเทคเตอร์(บV-VIS Detectors) คือ อาศัยการดูกลืนแสงยูวีของสารตัวอย่าง 
เป็นเครองตรวจวัดที่นิยมใช้กับ HPLC เพราะไม่ไวต่อการเปลี่ยนแปลงของการไหลและอุณหภูมิ แต่จะ 
ไวกับสารประกอบอินทรีย์เป็นส่วนใหญ่

2) เครื่องดิฟเฟอเรนเชียลรืแฟรกโตมิเตอร์ (Differential Refractometers) โดยใช้ตรวจลอบ 
ดรรชนีหักเห (refractive index,IR) อย่างต่อเนื่อง ระหว่างเฟสเคลื่อนที่กับเฟสเคลื่อนที่ที่มีสาร 
ประกอบของตัวถูกละลายอยู่ขณะผ่านออกจากคอลัมน์ เนื่อง1จากดีเทคเตอร์ชนิดนีจัดอยู่,ในแบบ bulk 
property หรือ general detector ดังนั้นมันจึงให้ลัญญาณกับตัวทำละลายได้ทั้งหมด ตราบที่ตัวถูก 
ละลายมีค่าดรรชนีหักเหต่างจากเฟสเคลื่อนที่
2. หล ักการของแมสสเปกโทรเมตรึ (Mass Spectrometry)

แมสสเปกโทรเมตรีเป็นเทคนิคทางเคมีวิเคราะห์ที่ใช้หาข้อมูลของโครงสร้างและมวลโมเลกุล 
ของสาร เมื่อทำให้โมเลกุลแตกตัวเป็นไอออนด้วยการให้โมเลกุลรับพลังงานที่มากพอจนทำให้
โมเลกุลนั้นเกิดการแตกตัวเป็นไอออน ซึ่งพลังงานที,ใช้จะอยู่ในช่วง 5-70 eV (1 eV = 23.06 
Kcal/mole) จากนั้นทำการแยกและตรวจสอบไอออนที่เกิดขึ้นนั้นอีกครั้งหนึ่ง แมสสเปกตรัม จะบ่ง 
บอกถึงลักษณะการแตกตัวของโมเลกุลไอออน หรือรวมรูปแบบของการแตกตัวของแต่ละไอออนทั้ง 
หมดเข้าด้วยกันแล้ว ก็จะได้รูปแบบการแตกตัว (fragmentation pattern) ของโมเลกุล ขึ้นกับสารแต่ 
ละชนิด พลังงานที่ใช้ โครงสร้างของโมเลกุล เวลาระหว่างเกิด และการตรวจพบไอออนจึงกล่าวได้ว่า 
แมสสเปกตรัมเป็นรูปแบบของการแตกตัวของสารที่อยู่ในสภาวะมีพลังงานและช่วงเวลาที่กำหนด
3. หลักการของอินฟราเรดสเปกโทรสโกป ี (Infrared Spectroscopy)

อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี เป ็น เทคน ิคท ี่ใช ้ว ิเคราะห ์โมเลก ุลของสารโดยอาศ ัยการล ัน  
(vibration) และการหมุน (rotation) เมื่อโมเลกุลสารดูดกลืนรังสีอินฟราเรด อินฟราเรดเป็นช่วงหนึ่ง
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ของสเปกตรัมของการแผ่รังสีแม่เหล็กไฟฟ้าซึ่งมี wave num ber อยู่ในช่วง 12,800 -  10 cm '1 หรอมี 
ช่วงความยาวคลื่น 0.78 -  1,000 |im  เพื่อง่ายและสะดวกจะแบ่งอินฟราเรดสเปกตรัมเป็น 3 ช่วงคือ
1. ช่วงใกล้อินฟราเรด (near IR region) หรอ over region มีความยาวคลื่น 0.78 -  2.5 เแทา มี wave 
num ber ตั้งแต่ 1 2 ,8 0 0 -4 ,0 0 0  cm '1 เป็นช่วงที่อยู่ใกล้ช่วงวิสิเบิล ซึ่งเกิดจากการรวมกันของ IR ที่อยู่ 
ในช่วงกลาง หรือช่วงที่ตํ่ากว่า 2.5 เแทา และมักจะพบว่า absorption band ที่ได้ค่อนข้างตํ่า (weak 
overtone absorption) มีประโยชน์ในการวิเคราะห์สารพวก arom atic com pounds หรือพวก 
aromatic substitution
2. ช่วงกลางอินฟราเรด (middle IR region) หรือ fundamental region และยังแบ่งเป็น

1 ) group -  frequency region มี wave num ber 4,000 -  13,000 cm '1 หรือ 2.5 -  8 |1ทา 
ซึงสเปกตรัมทีได้ในช่วงนีส่วนใหญ่ได้จากพวก functional groups แต่ไม่ให้ com plete structure

2) finger print region เป็นช่วงที่อยู่ระหว่าง 13,000 -  650 cm '1 สเปกตรัมที่ได้ในช่วงนี้ส่วน 
ใหญ่เกิดจากโครงสร้างของโมเลกุลที่สมบูรณ์ ดังนั้นสเปกตรัมที่ได้ค่อนข้างยุ่งยาก การวิเคราะห์จึง 
ต้องใช้วิธีเปรียบเทียบกับสเปกตรัมของสารที่ทราบโครงสร้างแล้ว

ช่วง IR ที่ใช้ประโยชน์ในการวิเคราะห์นั้นเป็นช่วงกลางอินฟราเรดเป็นส่วนใหญ่ คือ 4,000 -  
400 cm '1 หรือ 2 .5 - 2 5  [.เทา
3. ช่วงไกลอินฟราเรด (far IR region) ช่วงน้ีไม,ค่อยจะใช้ในการวิเคราะห์เนื่องจากสเปกตรัมช่วงนี้มัก 
จะเกิดจากการสันของโครงสร้าง (molecular structure) หรือเกิดจกการหมุนของโมเลกุล

เทคนิคทางอินฟราเรดสเปกโทรสโกปีสามารถวิเคราะห์สารได้ทั้งที่เป็น ก๊าซ ของแข็ง หรือของ
เหลว คือ
1. การวิเคราะห์สารตัวอย่างที่เป็นก๊าซ (G aseous Sample) ต้องมีเซลล์สำหรับใส่ก๊าซโดยที่ไปกว้าง
ประมาณ 1 0 ซม. ความดันของก๊าซภายในเซลล์อาจเป็น2 มม. ถึงหลายบรรยากาศก็ได้ขึ้นอยู่ก ับก๊าซ
นั้นดดกลืนอินฟราเรดดี หรือไม่ สำหรับเซลล์มาตรฐานจะมีขนาดเป็นปริมาตรของสารตัวอย่างต่อ «บ่ ฬํ

ความหนาของสารตัวอย่างเป็น 20:1 (ในหน่วยเซนติเมตร) ในกรณีที่ต้องการให้ระยะทางที่แสงผ่าน 
มากๆ อาจใช้ multireflection cell แทน
2. การวิเคราะห์สารตัวอย่างที่เป็นของเหลว (Liquid and Solution Sample) หากตัวอย่างเป็นเซลล์ 
หรือสารละลายอยู่แล้วสามารถนำมาใส่เซลล์ได้เลย ซึ่งเซลล์ที่ใช้สำหรับของเหลวมี 3 ชนิด

1) sealed  cell ที่มีความหนาคงที่
2) dem ountab le cell ซ ึ่งสามารถปรับความหนาของสารตัวอย่างได้ โดยใช้ sp a c e rs  

ระหว่าง windows ทังสอง
3) variable thickness cell สามารถปรับความหนาของสารตัวอย่างได้
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ในกรณีที่ต ้องการทำเพียงคุณภาพวิเคราะห์ หรือสารตัวอย่างเป็นของเหลวข้น อาจจะทำได้ 
ง่ายๆ โดยหยดของเหลวลงไปบนแผ่น window แล้วประกบแผ่น window อีกแผ่นลงไปแล้วไปใส่เซลล์ 
holder นำไปวัดในเครองอินฟราเรดสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ สามารถหาสเปกตรัมได้เลยซึ่งสะดวก แต่ถ้า 
ต้องการหาปริมาณด้วย จำเป็นต้องใช้เซลล์อย่างใดอย่างหนึ่งใน 3 ชนิดข้างบน โดยทั่วไปความหนา 
ของเซลล์ที่ใช้วิเคราะห์จะน้อยกว่า1 มม. หรือถ้าสารบ'ริสุทธี้มัก'จะ'ใช้ความหนา 0.01 - 0 .0 2 5 มม.
3. การวิเคราะห์สารตัวอย่างที่เป็นของแข็ง (Solid Sample) สามารถทำได้หลายวิธี ซึ่งเลือกใ'ซวิธีใดขึ้น 
กับสมปติทางกายภาพของสารนั้นด้วย

1) วิธีอัดและรีดให้เป็นแผ่นบางๆ ด้วยโลหะบนแผ่นโลหะเรียบ แผ่นพลาสติก หรือแผ่น 
โลหะที่ฉาบด้วยพอลิเมอร์ที่ทนความร้อน เมื่อนำสารตัวอย่างไปอัดและรีดจนได้แผ่นบางๆ หรืออาจให้ 
ความร้อนในขณะอัดและรีดด้วยก็ได้ เทคนิคนี้เหมาะกับสารตัวอย่างที่เป็นพลาสติก ถ้าสารตัวอย่างไม่ 
แข็งมากนักอาจใช้ windows 2 แผ่นรีดสารตัวอย่างก็ได้ แต่ต้องระวัง windows แตกด้วย

2) วิธีหลอม นำสารตัวอย่างที่หลอมเหลวเทลงบนแผ่นโลหะเรียบ หรือเทระหว่าง window 
แผ่นประกบกัน แล้วทิ้งไว่ให้เย็น

3) วิธีตัดให้เป็นแผ่นบางๆ ด้วยไมโครโทม ใช้วิธีนี้กับพวกสารชีวภาพ พลาสติก หรือ'ข้ีผ้ึง โดย 
ทำให้อยู่ในรูปก้อน หรือแท่ง แล้วตัดให้เป็นแผ่นบางๆ ด้วยไมโครโทม

4) วิธีทำให้เป็นสารละลาย โดยให้สารตัวอย่างละลายในตัวทำละลายที่ระเหยได้ง่ายๆ แล้ว 
นำสารละลายนั้นเทลงบนแผ่นกระจก แผ่นโลหะที่ขัดมัน หรือแผ่นพลาสติก หลังจากตัวทำละลาย 
ระเหยออกไปแล้ว ใช้มีดตัดแผ่นฟิล์มออกมา ถ้าสารนั้นไม่ละลายนั้า ให้นำแผ่นฟิล์มจุ่มลงไปในนํ้า 
หลังจากนั้นทำให้แห้งแล้วสังเกตเห็นว่าแผ่นฟิล์มตรงกลางจะบางกว่าที่ขอบ เนื่องจากความเข้มข้น 
ของสารละลายไม่เป็นเนื้อเดียวกัน ซึ่งสามารถแกไขได้โดยใช้สารละลายให้มีความเข้มข้นมากที่สุดเท่า 
ที่จะทำได้ อย่างไรก็ตามวิธีนี้ยังคงมีตัวทำละลายหลงเหลืออยู่อ ีกบ้างเล็กน้อย

5) วิธี mull technique เป็นวิธีที่ได้รับความนิยมมากสำหรับตัวอย่างที่เป็นของแข็ง อุปกรณ์ที่ 
ใช ้ คือ โกร่งอะเกต (agate mortar) ที่สะอาด และ mineral oil หรือ nujol หรือพาราฟินเหลว หรือ 
hexachlcrobutadiene หรือ fluorolube เป็นต้น วิธีเตรียมตัวอย่างทำโดยใช้สารตัวอย่าง 2 -  3  มก. 
บดละเอียดด้วยโกร่งอะเกต แล้วหยด nujol ลงไป 2 -3  หยด แล้วบดเป็นเนื้อเดียวกัน แล้วนำสารตัว 
อย่างที่บดได้ใส่ลงบน NaCI windows หรือ windows อย่างอื่นเพียงเล็กน้อยแล้วประกบอีกแผ่น ถูไป 
มาจนทั่ว นำไปใส่ sample holder เพื่อวิเคราะห์ด้วยเครื่องอินฟราเรดสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ nujol ท่ี 
ใช้ดูดกลืนแสงอินฟราเรดมากที่ 3 ,0 0 0  -  2 ,8 0 0  cm 1 ดูดกลืนปานกลางที่ 1 ,4 6 0  cm'1 และดูดกลืนเล็ก 
น้อยที่ 7 2 0  cm'1
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6) วิธี KBr-pellet technique คือ ใช้สารพวกอัลคาไลด์ เช่น KBr ที่เป็นของแข็งผสมกับสาร 
ตัวอย่าง บดให้เข้ากันในโกร่งอะเกตแล้วนำไปอัดจะได้สารเป็นแผ่นใส สามารถนำไปวิเคราะห์ด้วย 
เครื่องอินฟราเรดลเปกโทรโฟโตมิเตอร์ได้เลย

ตารางแสดงรายการของ wave num ber และ ฟังก์ชั่นนอลกรุ๊ปที่ดูดกลืนแสงอินฟราเรด1ได้ 
ปานกลางและดีมาก

Wave num ber range (cm"1) Functional group
3 7 0 0 -3 6 0 0 OH (H20 , ROH, PhOH) (dilution solution)
3530 -  3400 NH2 (2 bands), NH (1 band) (dilution solution)
3500 -  3250 OH (polymers) (solids and liquid)
3500 -  3060 NH (amine, am ides)
3 3 2 0 -3 2 5 0 -C=.C-H (sharp)
3300 -  2400 COOH (broad)
3 1 1 0 -3 0 0 0 C-H (C=C-H, Ph-H, CH3-X, CH2-X)
3000 -  2800 C-H (-CH2-, -CH3)
2 8 3 5 -2 8 1 5 o c h 3
2 7 5 0 -2 7 0 0 CHO
2 2 6 0 -2 1 0 0 -c=c-
2 1 9 0 -2 1 3 0 CNS, C=N
2 0 0 0 -  1650 C-H (phenyl)
1 9 8 0 -  1950 -c=c=c-
1 9 5 0 -  1600 ๐II๐

1 7 1 5 -1 6 3 0 r c o n h 2, r c o n h r

1 7 1 0 -1 5 3 0 -COO- (broad)
1 6 8 0 -  1630 c = c  (nonconjugated, noncyclic), C=N
1 6 8 0 -1 5 6 0 c = c  (cyclic, conjugated)
1 6 5 0 -  1590 RONO, r o n o 2
1 6 5 0 -  1475 r c o n h 2, r c o n h r

1 6 1 5 -1 5 9 0 Phenyl
1 6 1 5 -1 5 6 5 Pyridines (doublet)
1 6 1 0 -1 5 6 0 COO M* M : Metal
1 5 5 0 -  1490 PhN 02
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Wave num ber range (cm"1) Functional group
1 5 1 5 -1 4 8 5 Phenyl
1 4 7 5 -  1450 c h 2,c h 3
1 4 4 0 -  1400 COOH
1 4 3 0 -  1400 c o -c h 2
1 4 2 0 -  1400 c o -n h 2
1 4 0 0 -  1360 (CH3)3C (2 band)
1 4 0 0 -  1310 CO O M ' (abroad) M : Metal
1 3 8 0 -1 3 7 0 c h 3
1 3 8 0 -  1360 CH(CH3)2 (2 band)
1 3 7 0 -  1300 c -n o 2
1 3 3 0 -  1310 Ph-CH3
1 3 0 0 -  1000 CF
1 2 8 0 -  1250 SiCH3
1 2 8 0 -  1180 C-N- (aromatic)
1 2 8 0 -  1150 -c-o-c-
1 2 5 5 -  1240 (CH3)3c-
1275 -  1070 -c-o-c-
1 2 3 0 -  1100 -C-N-
1 1 6 0 -1 1 0 0 o II cท

1 2 0 0 -  1000 COH
1 1 2 0 -  1030 c -n h 2
1 0 9 5 -  1015 Si-O-Si, Si-O-C
1 0 0 0 -9 7 0 CH=CH2
980 -  690 C=C-H
8 7 0 -6 7 0 Aromatic ring
8 6 0 -7 6 0 R-NFI2 (broad)
835 -  800 CFI=C (out of plane)
7 6 0 -5 1 0 CCI
7 3 0 -6 7 5 CH=CFI (cis isomer)
700 - 550 CBr
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4. ห ล ีกการของน ิว เคล ีย ร ์แม ก เน ต ิก เรโซแน น ซ ์ส เป ก โท รส โกป ี (N uc lea r Magnetic  
Resonance Spectroscopy, NMR)

NMR เป็นเทคนิคที่เกี่ยวข้องกับการวัดระดับพลังงานที่แตกต่างกับของนิวเคลียสที,อยู่ภายใต ้ 
อิทธิพลของสนามแม่เหล็ก ซึ่งเป็นประโยชน์มากในการหาสูตรโครงสร้างของสารทั้งสารอินทรีย์และ 
อนินทรีย์ นอกจากใช้หาสูตรโครงสร้างแล้วยังใช้วิเคราะห์ปริมาณสาร สามารถวิเคราะห์ที,อยู่ในรูป 
ของก๊าซ ของแข็ง หรีอของเหลวซึ่งนิยมมากที่ลุดโดยทำให้อยู่ในรูปของสารละลาย หลักการวิเคราะห์ 
ของนิวเคลียแมกเนติกเรโซแนนช์สเปกโทรสโกปี คือ นิวคลีไอ (nuclei) ของธาตุบางชนิดมีสม'ยัติฃอง 
แม่เหล็ก เนื่องจากมีประจุและประพฤติตัวเหมือนกับหมุนอยู่ตลอดเวลา จึงสามารถคืกษาการเปลี่ยน 
แปลงลมบ้ติทางแม่เหล็กของนิวคลีไอได้เมื่อนำนิวคลีไอไปวางในสนามแม่เหล็ก ตัวอย่างนิวคลีไอที่มี 
สมปติแม่เหล็ก 1H, 13c, 14N, 15N, 170 , 19F, 3,p เป็นต้น ท่ีนิยมใช้ไนการวิเคราะห์คือ 1H และ 13c ถ้า 
หากนำตัวอย่างที่มีนิวคลีไอ 1H ไปวางในสนามแม่เหล็กแล้วให้พลังงานในช่วงความถี่ของคลื่นวิทยุที่ 
เหมาะลม จะเกิดการเปลี่ยนแปลงของนิวคลีไอ โดยนิวคลีไอในระดับพลังงานตํ่าจะดูดกลืนพลังงาน 
แล้วขึ้นไปอยู่ในระดับพลังงานสูง (จัดตัวในทิศทางตรงข้ามกับสนามแม่เหล็ก) นิวคลีไอในระดับพลัง 
งานสูงบางตัวจะถูกกระตุ้นให้คายพลังงานออกมาแล้วลงไปอยู่ในระดับพลังงานที่ต ํ่า (จัดเรียงตัวใน 
ทิศทางเดียวกับสนามแม่เหล็ก) การเปลี่ยนแปลงเหล่านี้เรียกว่า เรโซแนนช์ เนื่องจากนิวคลีไอของ !แ 
แต่ละตัว ' h ในสารตัวอย่างอยู่ในสภาวะแวดล้อมแตกต่างกัน (อยู่ในตำแหน่งที่ต่างกันในโครงสร้าง) 
จึงทำให้มีความหนาแน่นของอิเล็กตรอนแตกต่างกัน การเกิดเรโซแนนซ์ฃองโปรตรอนแต่ละตัวจึงแตก 
ต่างออกไปที่ความถี่วิทยุหนึ่งๆ เรียกปรากฏการณ์นี้ว่า chemical shift ซึ่งเป็นค่าที่ใช้จำแนกตำแหน่ง 
และชนิดของโปรตรอน
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ประว้ติผู้เขียนวิทยานิพนธ์

นางสาว นพรัตน์ วานิซสุขสมบัติ เกิดวันที่ 15 พฤศจิกายน พ.ศ. 2519 จังหวัด 
กรุงเทพมหานคร สำเร็จการศึกษาปรญญาบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยา 
ศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2541 และเข้าศึกษาต่อในหลักสูตรวิทยาศาสตร์ 
มหาบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์ 
มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2542
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