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ภาษาไทย

ทรงสักด พันธุวัฒนะสิงห์. 2540. การปรับปรุงสายพันธุ Streptococcus zooepidemicus เพ่ือเพ่ิม
ประสิทธิภาพการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก. วิทยานิพนธ์ปริญญามหาบัณฑิต จุฬาลงกรณ์ 
มหาวิทยาลัย.
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ภาคผนวก ก

การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ

1. อาหารสำหรับการเตรียมหัว!ช้ือต้ังต้น (Brain Heart Infusion ะ BHI) (Difco)

1.1 อาหารเหลว BHI

ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบด้วย

Calf Brains, Infusion form 200 กรัม
Beef Heart, Infusion from 250 กรัม
Proteose Peptone, Difco 10 กรัม
Bacto Dextrose 2 กรัม
Sodium Chloride 5 กรัม
Sodium Phosphate, Dibasic 2.5 กรัม

วิธีการเตรียมละลายอาหาร 37 กรัม ในนํ้าขจัดไอออน ปริมาตร 1 ลิตร ปรับค่าความเป็น 
กรด -ด่าง ให้เท่ากับ 7.0 ด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเข้มข้น 1.0 โมลาร์ (M) ใส่อาหาร 
เหลว BHI ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร นำไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีความดัน 
15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหถูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที

1.2 อาหารวุ้นแข็งลาดเอียง BHI

เตรียมโดย เติมวุ้นผง 15 กรัม ลงในอาหารเหลว BHI ต้มให้วุ้นละลาย จากน้ัน ปี 
เปตอาหารลงในหลอดทดลองขนาด 16 X  150 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ปิดจุกให้แน่น นำไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ี 
ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที จากน้ัน นำหลอด 
ทดลองมาวางเอียงให้ผิวหน้าของอาหาร มีความยาวประมาณ 12 เซนติเมตร ฌื่อาหารแข็งตัว ต้ังท้ิง 
ไว้ 2 วันก่อนนำไปใช้



ภาคผนวก ข

การเฅรียมสารเคมีที่ใช้ในงาน'วิจัย

1. การเตรียมสารละลายสำหรับการวิเคราะห์ปริมาณนํ้าตาลทั้งหมดที่เหลืออยู่ภายหลังการหมัก

น  สารละลายกรดไดไนโตรซาลิไชลิก (3,5 -  dinitrosalicylic = DNS A reagent)

ละลายกรดไดไนโตรชาลิไซลิก 1.0 กรัม ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
ความเข้มข้น 2.0 โมลาร์ 20 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน และเติมน้ําขจัดไอออน 50 มิลลิลิตร แล้วเติม 
สารโพแทสเซียมทาเทรต (KNaC4H ,06.4H20) ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร ด้วยท้ัาขจัด 
ไอออน และเก็บสารละลายในขวดสีชา

1.2 สารละลายอะชิเตท บัฟเฟอร์ ค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 4.0

ชั่งโซเดียมอะซิเตท (CH3C00Na.3H20) 11.63 กรัม และปิเปตสารละลายกรดอะ 
ซิติก 0.86 มิลลิลิตร เติมทั้าขจัดไอออน และปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง ให้เท่ากับ 4.0 ด้วยสาร 
ละลายกรดอะซิติก ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1 ลิตร ด้วยนํ้าขจัดไอออน และเก็บสารละลายในขวด 
แล้ว สำหรับใช้เป็นบัฟเฟอร์ของเอนไซม์อินเวอร์เทส

1.3 สารละลายเอนไซม์อินเวอร์เทส

ปิเปตสารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร์ ที่ได้จากข้อ 1.2 9.75 มิลลิลิตร จากน้ันเติมสาร 
ละลายเอนไซม์อินเวอร์เทส 0.25 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน และเก็บสารละลายในขวดสีชา เก็บในตู้ 
เย็น ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
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2. การเตรียมสารละลายสำหรับการวิเคราะห์ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกโดยวิธีคาร์บาโซล

2.1 สารละลายบอเรท -  ซัลฟ่รก (Borate -  Sulfuric acid solution) 10 % (w/v)

ชั่งสารไดโซเดียมเตตระบอเรท (Na2B4O7.10H2O) 3.82 กรัม ละลายในน้ําร้อน 10 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน ทิ้งไว้ให้สารละลายเย็น นำไปแช่ในอ่างน้ําแข็ง แล้วค่อยๆ เติมกรดซัลฟูริก 
เข้มข้นที่แช่ไว้ในนํ้าแข็งลงไป 390 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน และเก็บสารละลายในขวดแล้ว

2.2 สารละลายคารบาโซล (Carbazole solution) 1 % (w/v)

ชั่งสารคาร์บาโซล 1.00 มิลลิกรัม ละลายในเอทานอล 100 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน 
และเก็บสารละลายไว้ในขวดสีชา เก็บในตู้เย็น ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (อายุการใช้งาน 3 เดือน)

3. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 6.0

ชั่งสารโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 27.22 กรัม ละลายในน้ําขจัดไอออน 
ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร และชั่งสารไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K,HP04) 34.84 กรัม 
ละลายในนํ้าขจัดไอออน ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร จากน้ัน นำสารละลายโพแทสเซียมไดไฮโดรเจน 
ฟอสเฟต ค่อยๆเติมลงในสารละลายไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต จนกระท่ังได้สารละลายท่ี 
มีค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 6.0 สำหรับใช้เป็นบัฟเฟอร์ของเอนไซม์ปาเปน
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กราฟมาตรฐาน

1. กราฟมาตรฐานของนํ้าตาลซูโครสที่ย่อยด้วยเอนไซม์อินเวอรเทส

0.400
0.350
0.300
0.250
0.200
0.150
0.100
0.050
0.000

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

ความเฃิ,ม'ขน กรัมต่อลิตร)

กราฟมาตรฐานนํ้าตาลซูโครสที่ย่อยด้วยเอนไซม์อินเวอร์เทส ในช่วงความเข้มข้น 0 ถึง 1.0 กรัมต่อลิตร

ปริมาณน้ําตาลท้ังหมดท่ีเหลืออยู่ 
ภายหลังการหมัก (total sugar) (กรัมต่อลิตร)

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร X 
1/ ความชันXความเจือจาง
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2. กราฟมาตรฐานของกรดไฮยาลูโรนิกโดยวิธีคาร์บาโซล

0.800 
J  0.700 
® 0.600 

•’ เ  0.500 
I  0.400 

• |  0.300

I  0.200 
I  0.100

0.000
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

ความเข้มข้^มิลลิกรัมต่อลิตร)

กราฟมาตรฐานกรดไฮยาลูโรนิกโดยวิธีคารํบาโซล ในช่วงความเข้มข้น 0 ถึง 200 มิลลิกรัมต่อลิตร

ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก (บิลลิกรัมต่อลิตร) = ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร X
1/ ความชันXความเจือจาง
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การย่อยแลกติกเคชีนด้วยเอนไซม์

วัตถุดิบและเอนไซม์นี่ใช้

1. แลกติณคชีน ของบริษัทไวท์กรุ๊ป ประเทศไทย จำกัด
2. เอนไซม์ปาเปน ของบริษัท BDH ประเทศอังกฤษ

ขั้นตอนการย่อยแลกติณคซีนด้วยเอนไซม์

1. ชั่งแลกติณคซีน 20 กรัม เติมลงในสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO„) 
ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ 250 มิลลิลิตร นำไปต้มให้สารละลายเป็นเน้ือเดียวกัน ต้ังให้เย็นท่ีอุณหภูมิ 
ห้อง

2. ปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง ให้เท่ากับ 6.0 ด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเข้มข้น
1.0 โมลาร

3. ปรับปริมาตรของสารละลายให้เป็น 500 มิลลิลิตร ด้วยน้ืาขจัดไอออน
4. เติมสารละลายเอนไซม์ปาเปน 5 มิลลิลิตร (ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร)
5. บ่มน่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 ช่ัวโมง นี่ความเร็วรอบในการกวน 150 

รอบต่อนาที
6. ป่นแยกตะกอนของสารน่ีเหลือออก โดยเซนทริฟวจ์ ที่ความเร็วรอบในการกวน 4000 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที เก็บส่วนสารละลายใสนี่ได้ไว้
7. นำไปเตรียมอาหารสูตรสำหรับการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก (ทรงสักด พันธุวัฒนะสิงห์, 

2540) โดยใช้สารละลายที่ได้แทนนื้าขจัดไอออนและเคซีน โดยปรับปริมาตรสารละลายน่ีได้เป็น 
1000 มิลลิลิตร ด้วยนื้าขจัดไอออน (เพื่อให้ได้เป็น 2 % แลกติณคซีน)
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การเตรียมอาหารสูตรสำหรับการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก 

ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบด้วย

สารละลายแลกติณคซีน 1000 มิลลิลิตร
โพแทสเซียมคลอไรด์ (KC1) 3 กรัม
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na,HP04) 2.8 กรัม
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSOa.7HjO) 0.5 กรัม
แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaC1.2H20) 10 มิลลิกรัม
น่ึาตาลซูโครส 3 กรัม

ปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง ให้เท่ากับ 7.0 ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 
0.1 โมลาร์ และนำไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที
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นาย อณุมาศ บัวเขียว เกิดวันท่ี 8 มกราคม พ.ศ. 2519 ท่ีอำเภอเมือง จังหวัด
นครศรีธรรมราช สำเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต (ชีวเคมี) คณะวิทยาศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2540 และได้เข้าศึกษาต่อในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหา 
บัณฑิต หลักสูตรเทคโนโลยีทางชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 
2541
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