
ภาคผนวก ก

การเตรียมสารเคมีที่ใชในการวิเคราะห

1. อาหารทีใ่ชคัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
1.1 Blood agar
เตรียม Nutrient agar (NA) ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย

Beef extract 3 กรัม
Peptone 5 กรัม
Agar 15 กรัม
นํ้ ากลั่น 1 ลิตร

ละลายสวนผสมในนํ้ ากลั่นแลวตมใหเดือด  นํ าไปนึ่งฆาเชื้อในหมอนึ่งความดัน (autoclave)
ที ่ 121 องศาเซลเซียส  นาน 15 นาที  สํ าหรบัการเติมเลือดนั้นใหเติมหลังจากการฆาเชื้ออาหาร
แลว โดยปลอยใหอาหารเย็นลงอุณหภูมิประมาณ 45 องศาเซลเซียส แลวคอย ๆ เติมเลือดลงไป    
5 %  จากนัน้เทอาหารลงในจานเพาะเชื้อ

2. อาหาร Mueller-Hinton-Broth (MHB)
เตรียม Mueller-Hinton-Broth (MHB) ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย

Meat 2 กรัม
Casein hydrolysate 17.5 กรัม
Starch 1.5 กรัม
นํ้ ากลั่น 1 ลิตร

ละลายสวนผสมในนํ้ ากลั่นแลวนํ าไปนึ่งฆาเชื้อในหมอนึ่งความดัน (autoclave) ที่ 121 
องศาเซลเซียส  นาน 15 นาที

3. การวิเคราะหองคประกอบของพอลิเมอร
3.1 การวิเคราะหเชิงคุณภาพ

3.1.1 การวเิคราะหหมูอัลฟาอะมิโน โดยปฏิกิริยา Ninhydrin (Plummer, 
1978 อางโดย Dermlim, 1999)
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วัตถุประสงค เพือ่วเิคราะหหาหมูอัลฟาอะมิโน
สารเคมี

1. สารละลายพอลิเมอร  ความเขมขน 1 มิลลิกัมตอมิลลิลิตร
2. สารละลายกรดอะมิโนมาตราฐานของลิวซีน (Leucine) ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร
3. สารละลาย ninhydrin : ละลาย ninhydrin 0.04 กรัม ใน absolute ethanol           

20 มลิลิลิตร (เก็บใหพนแสง)
วธิกีารวิเคราะห

1. เตมิสารละลายของกรดอะมิโนมาตราฐาน / สารละลายพอลิเมอร / นํ้ า  ปริมาตร      
2 มลิลิลิตร ในหลอดทดลอง

2. เติมสารละลาย ninhydrin ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร และผสมใหเขากัน
3. ตมในนํ้ าเดือดนาน 2 นาที
4. สังเกตการเปลี่ยนสีของสารละลาย ถาหากมีองคประกอบของหมูอัลฟาอะมิโนสีของ

สารละลายจะเปลี่ยนเปนสีมวงหรือสีนํ้ าเงิน
การแปลผล

ผลบวก (ninhydrin posistive) : สารละลายเปลี่ยนเปนสีมวงหลังจากการตมในนํ้ าเดือด

3.1.2 การวเิคราะหกรดอะมิโนชนิดอะโรมาติก  โดยปฏิกิริยา Xanthoproteic 
(Plummer, 1978 อางโดย Dermlim, 1999)
วัตถุประสงค เพือ่วเิคราะหกรดอะมิโนชนิดอะโรมาติก
สารเคมี

1. สารละลายพอลิเมอร  ความเขมขน 1 มิลลิกัมตอมิลลิลิตร
2. สารละลายกรดอะมิโนมาตราฐานของทริปโตแฟน (tryptophan) ความเขมขน          

1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
3. กรดไนตริกเขมขน (HNO3)
4. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ความเขมขน 3 โมลาร

วธิกีารวิเคราะห
1. เตมิสารละลายของกรดอะมิโนมาตราฐาน / สารละลายพอลิเมอร / นํ้ า  ปริมาตร      

2 มลิลิลิตร ในหลอดทดลอง
2. เตมิกรดไนตริกเขมขนปริมาตร 3 มิลลิลิตร นํ าไปอุนในนํ้ าเดือด
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3. ท ําใหเย็นและสังเกตการเปลี่ยนแปลงสีในสารละลายกรด
4. เตมิสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  ปริมาตร 3 มิลลิลิตร และสังเกตการเปลี่ยนสีใน

สารละลายดาง
การแปลผล

ผลบวก (xanthoproteic posistive) : สีเหลอืง (ในสภาวะที่เปนกรด) และเปลี่ยนเปนสีสม 
(ในสภาวะที่เปนดาง)

3.2 การวิเคราะหเชิงปริมาณ
3.2.1 การวิเคราะหปริมาณนํ้ าตาลที่เปนกลาง โดยปฏิกิริยา Anthrone 

reaction (Trelyan and Harrison, 1952 อางโดย Chaplin and Kennedy, 1986)
วัตถุประสงค เพือ่หาปริมาณนํ้ าตาลที่เปนกลาง
สารเคมี

1. กรดซัลฟวริก (H2SO4) ความเขมขน 75% ปริมาตร/ปริมาตร
2. Anthrone reagent : เตรียมโดยการเติมแอนโทรน 200 มิลลิกรัมในเอทานอล           

5 มลิลิลิตร  ปรับปริมาตรโดยการเติมกรดซัลฟวริก (75% v/v) ใหเปน 100 มิลลิลิตร 
แลวเขยาจนละลาย (รีเอเจนตนี้ควรเตรียมกอนใช)

3. สารละลายกลูโคสมาตราฐาน ความเขมขน 2.5-50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
วธิีการ

1. เตมิสารละลายกลูโคสมาตราฐาน / สารละลายพอลิเมอร / นํ้ า  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
ในหลอดทดลอง

2. น ําหลอดไปแชในอางนํ้ าแข็ง รอจนสารละลายเย็นลง
3. เติม Anthrone reagent ทีแ่ชเยน็ไวลงไป 5 มิลลิลิตร  แลวเขยาใหเขากัน (ขณะเติม

และเขยาตองใหหลอดทดลองอยูในอางนํ้ าแข็งตลอดเวลา)
4. แชไวในอางนํ้ าแข็งจนทุกหลอดเย็นลงจนถึงประมาณ 0 องศาเซลเซียส
5. น ําหลอดไปแชในอางนํ้ าเดือดเปนเวลา 10 นาที แลวทํ าใหเย็นลงในอางนํ้ าแข็งอีกครั้ง
6. น ําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร นํ าคาการดูดกลืนแสงที่

ไดเปรียบเทียบกับกราฟมาตราฐานของกลูโคส
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ภาพภาคผนวกที่ ก1 กราฟมาตราฐานกลูโคส (OD620 nm)
Figure-Appendix A1 Standard curve of glucose (OD620 nm)

3.2.2 การวเิคราะหหาปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมด  โดยปฏิกิริยา Phenol-sulfuric 
method (Dobois et al., 1956)
วัตถุประสงค เพือ่วเิคราะหหาปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมด
สารเคมี

1. สารละลายฟนอล : ละลายฟนอลในนํ้ า ความเขมขน 5 เปอรเซ็นต (นํ้ าหนักโดย
ปริมาตร)

2. กรดซัลฟวริกเขมขน (H2SO4)
3. สารละลายพอลิเมอร  ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
4. สารละลายกลูโคสมาตราฐาน  ความเขมขน 10-100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร

วธิีการ
1. ผสมสารละลายพอลิเมอร / สารละลายกลูโคสมาตราฐาน / นํ้ า  ปริมาตร 600 

ไมโครลิตร และสารละลายฟนอลปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใหเขากัน
2. เตมิกรดซลัฟวริกเขมขนปริมาตร 3 มิลลิลิตร  อยางรวดเร็ว  ระวังอยาใหกรดสัมผัสกับ

บริเวณดานขางหลอดทดลอง
3. ปลอยทิง้ไวนาน 10 นาที  จากนั้นผสมใหเขากันอยางแรง

y = 0.0083x + 0.0041

R2 = 0.9987
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4. ปลอยทิง้ไวนาน 30 นาที  กอนนํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490         
นาโนเมตร นํ าคาการดูดกลืนแสงที่ไดเปรียบเทียบกับกราฟมาตราฐานของกลูโคส

5. เตรยีมกราฟมาตราฐานปริมาณกลูโคส  ความเขมขน 10-100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
โดยใชวิธีการเดียวกันกับขางตน

ภาพภาคผนวกที่ ก2 กราฟมาตราฐานกลูโคส (OD490 nm)
Figure-Appendix A2 Standard curve of glucose (OD490 nm)

3.2.3 การวเิคราะหหาปริมาณกรดยูโรนิค  โดยวิธี Carbozole assay (Bitter 
and Muir, 1962 อางโดย Chaplin and Kennedy, 1986)
วัตถุประสงค เพือ่วเิคราะหหานํ้ าตาลยูโรนิค
สารเคมี

1. Reagent A : ผสม sodium tetraborate decahydrate 0.95 กรัม, นํ้ า 2 มิลลิลิตร 
และกรดซัลฟวริก 98 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันและแชในอางนํ้ าแข็ง

2. Reagent B : ผสม carbazole 125 มลิลิกรัม และabsolute ethanol ปริมาตร 100 
มิลลิลิตรใหเขากัน

3. สารละลายพอลิเมอรความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
4. สารละลายมาตราฐาน glucuronic acid lactone ความเขมขน 2.5-50 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร

y = 0.0101x - 0.0059

R2 = 0.9838
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วธิีการ
1. สารละลายพอลิเมอร / สารละลายมาตราฐาน glucuronic acid lactone / นํ้ า  

ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร
2. เติม reagent A ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร  เขยาใหเขากันและแชเย็นทันที
3. ตมในนํ ้าเดือด 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที
4. น ําไปแชเย็นทันที
5. เติม reagent B ปริมาตร 0.05 มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน
6. ตมในนํ ้าเดือด 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที
6. ปลอยใหเยน็ลง กอนนํ าไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 525 นาโนเมตร

ภาพภาคผนวกที่ ก3 กราฟมาตราฐาน Glucuronic acid lactone  (OD525 nm)
Figure-Appendix A3 Standard curve of glucuronic acid lactone  (OD525 nm)

3.2.4 การวเิคราะหหาปริมาณเอสเทอรซัลเฟต  โดยวิธี Turbidimetrically 
(Dodgson and Price, 1962)
วัตถุประสงค เพือ่วเิคราะหหาปริมาณเอสเทอรซัลเฟต
สารเคมี

1. Barium chloride-gelatin reagent : เตรยีมโดยละลายเจลลาติน 2 กรัมในนํ้ าเดือด
อุณหภูมิ 60-70 องศาเซลเซียสปริมาตร 400 มิลลิลิตร  เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศา

y = 0.0132x + 0.0858

R2 = 0.9676
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เซลเซยีสเปนเวลา 6  ชั่วโมง  หลังจากนั้นเติม BaCl2 2 กรัม  และตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ
หองเปนเวลา 2-3 ชั่วโมงกอนนํ าไปใช

2. Trichloroacetic acid ความเขมขน 3 % w/v
3. สารละลายมาตราฐาน Potassium chromium (III) sulfate dodecahydrate ความ

เขมขน 1000-5000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
วธิีการ

1. ยอยพอลิเมอร 2-4 มิลลิกรัมดวยกรด HCl ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร  ที่อุณหภูมิ       
105-110 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 ชั่วโมง

2. ทิง้ไวใหเย็น  เขยากอนเปดฝา
3. เติม 3 % trichloroacetic acid ปริมาตร 3.8 มิลลิลิตร
4. เขยาใหเขากัน และเติม barium chloride-gelatin reagent ปริมาตร 1 มิลลิลิตร
5. ต้ังทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง  เปนเวลา 15-20 นาที
6. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 360 นาโนเมตร นํ าคาการดูดกลืนแสงที่ได

เปรียบเทียบกับกราฟมาตราฐานของ Potassium chromium (III) sulfate 
dodecahydrate
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ภาพภาคผนวกที่ ก4 กราฟมาตราฐาน Potassium chromium (III) sulfate dodecahydrate
(OD360 nm)

Figure-Appendix A4 Standard curve of Potassium chromium (III) sulfate
dodecahydrate (OD360 nm)

3.2.5 การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนที่ละลายได  โดยปฏิกิริยา Lowry 
(Lowry et al., 1951)
วัตถุประสงค เพือ่วเิคราะหหาปริมาณโปรตีนที่ละลายได
สารเคมี

A = สารละลายโซเดียมไบคารบอเนตรอยละ 2 ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด
(NaOH) 0.1 นอรมอล

B = สารละลายคอปเปอรซัลเฟต (CuSO4) รอยละ 0.5
C = สารละลายโซเดียมโพแทสเซียมทารเทตรอยละ 1
D = สารผสมระหวาง A:B:C ในอัตราสวน 98:1:1
E = สารผสมระหวาง Folin-ciocateau reagent และนํ้ าในอัตราสวน 1:1 (ผสมกอนใช)

y = 0.0001x + 0.0047

R2 = 0.9955

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000

CrKO8S2.12H2O concentration (µg/ml)

OD
36

0 
nm



100

วธิีการ
1. นํ าสารละลายตัวอยางที่เจือจางอยางเหมาะสม 0.2 มิลลิลิตร เติมสารผสม D        

2.1 มลิลิลิตร  ผสมใหเขากัน
2. ต้ังทิง้ไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที เติมสารผสม E 0.2 มลิลิลิตร ผสมใหเขากัน

ต้ังทิง้ไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที
3. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร นํ าคาการดูดกลืนแสงที่ได

เปรียบเทียบกับกราฟมาตราฐานของ BSA
การเตรียมกราฟมาตราฐาน

1. ชั่งสาร BSA 100 มลิลิกรัม  ปรับปริมาตรดวยนํ้ ากลั่น 10 มิลลิลิตร สารละลายที่ไดคือ 
สารละลาย BSA เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เกบ็ไวเปน stock solution

2. เจอืจางสารละลาย BSA ใหอยูในชวง 2-20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
3. น ําไปหาปริมาณโปรตีนที่ละลายไดโดยวิธีการของ Lowry และคณะ (1951)
4. เขยีนกราฟแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของ BSA กบัคาการดูดกลืนแสง

ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร

ภาพภาคผนวกที่ ก5 กราฟมาตราฐาน BSA (OD750 nm)
Figure-Appendix A5 Standard curve of BSA (OD750 nm)
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3.2.6 การวเิคราะหหาปริมาณแรธาตุหลัก ดวยเครื่อง CHNS-O Analyzer
วัตถุประสงค เพือ่วเิคราะหหาปริมาณธาตุคารบอน  ไฮโดรเจน  ออกซเิจน ไนโตรเจน และ        

ซัลเฟอร
สารเคมี

1. ตัวอยางสารชีวภาพที่ผานการทํ าบริสุทธิ์ 2-3 มิลลิกรัม
2. กรดอะมิโนเมไธโอนีน เปนสารมาตราฐาน

วธิีการ
1. เตรยีมตวัอยางนํ้ าหนัก 2-3 มิลลิกรัม  บรรจุในถวยดีบุก (tin cup) ชัง่นํ ้าหนักของสาร

ตัวอยางอีกครั้ง
2. น ําไปเผาในเตาเผา ซึ่งภายในมีขดลวดใหความรอนและมีกาซออกซิเจน (99.999 %) 

ชวยในการเรงปฏิกิริยาการเผาไหม อุณหภูมิที่ใชในการเผาไหมสํ าหรับการหาปริมาณ
คารบอน  ไฮโดรเจน  ไนโตรเจน และซัลเฟอร (CHNS-mode) คือ 900 องศาเซลเซียส 
สํ าหรับอุณหภูมิที่ใชในการเผาไหมเพื่อการหาปริมาณออกซิเจน (O2-mode) คือ 
1,060 องศาเซลเซียส

3. กาซที่เกิดขึ้นจะถูกแยกโดยคอลัมน (Muti-seperator column) กอนผานเขาสูเครื่อง    
ดีเทคเตอร

4. สัญญาณที่เกิดขึ้นจะถูกสงตอไปยังคอมพิวเตอรเพื่อการประมวลผล

3.2.7 การวเิคราะหหานํ้ าหนักโมเลกุลของพอลิเมอร โดยเครื่อง
Gel Permeation Chromatography : (GPC)
วัตถุประสงค เพือ่หาคานํ้ าหนักโมเลกุลของสารชีวภาพ
สารเคมี

1. ตัวอยางสารชีวภาพ ความเขมขน 0.2 เปอรเซ็นต
2. นํ ้าทีผ่านการกํ าจัดอิออน (deionized water)
3. พอลแูลนเปนสารมาตราฐาน

วธิีการ
1. ตัวอยางสารชีวภาพความเขมขน 0.2 เปอรเซ็นต กรองสารละลายสารชีวภาพโดยใช

กระดาษกรอง (Millpore Filter) ขนาด 0.45 ไมโครเมตร
2. ฉีดสารละลายสารชีวภาพที่ผานการกรองแลวเขาเครื่อง GPC (PL-GPC 110, 

Polymerlab) สภาวะของเครื่องที่ใชในการทดลอง คือ ใชอัตราในการเคลื่อนที่ของสาร 
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(flow rate) 0.6 มลิลิลิตรตอนาที  ใชนํ้ าที่ผานการกํ าจัดอิออน (deionized water) 
เปนตวัท ําละลายเคลื่อนที่  โดยฉีดสารละลายสารชีวภาพปริมาตร 20 ไมโครลิตร  
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส

3. น ําชวงเวลาที่สารเคลื่อนที่ไดเปรียบเทียบกับกราฟมาตราฐานของพอลูแลน
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