
อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และวิธีดำเนินการทดล'อง

3.1 อุปกรณ์และเคมีภัณฑ์

3.1.1 อุปกรณ์

1. เครื่องเขย่า (Shaker)
2. เครืองเหวียง (Centrifuge) รุ่น Kubota 5100 บริษัท Kubota Corporation, Japan
3. เครืองวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น Spectronic 20 Genesys 

บริษัท Spectronic instrument, USA
4. ตู้ถ่ายเชื้อแบบ Laminar Flow รุ่น VS-124 บริษัท ISSCO, USA
5. หม้อฆ่าเชื้อด้วยไอนํ้า (Autoclave) รุ่น HL24ADY บริษัท 

Hirayama Manufacturing Corporation, Tokyo, Japan
6. ถังปฏิกรณ์หรือถังหมัก ขนาด 10 ลิตร
7. กล้องจุลทรรศน์ (Microscope) รุ่น BH-2 บริษัท Olympus Microscope, Japan
8. เครืองวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) บริษัท Mettler Tolledo, Switzerland
9. ตู้ควบคุมอุณหภูมิ (Hot air oven) รุ่น ULM 500 บริษัท Menmert, Germany
10. ปัมรืด(Peristaltic pump)

10.1 รุ่น Watson-Marlow 505U บริษัท Watson-Marlow Limited, England
10.2 รุ่น MasterFlex 7518-10 บริษัท Cole Parmer Instrument. Co., LTD, USA

11. เครื่องตั้งเวลา (Timer)
12. เครื่องควบคุมอุณหภูมิแบบ PID (PID temperature controller)
13. เครือง Gas Chromatography (CG) Shimadzu รุ่น 7AG

บทที่ 3
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3.1.2 สารเคมี

1. กรดไฮโดรคลอริค [HCI] บริษัท MERCK, Germany18
2. โซเดียมไฮดรอกไซด์ [NaOH] บริษัท CARLO ERBA, ltatyLB
3. แอมโมเนียมซิลเฟต [(NH4)2SOJ บริษัท CARLO ERBA, Italy
4. โซเดียมโปแตลเซียมตาร์เตรท [KNaC4H40 6*4H20] บริษัท CARLO ERBA, Italy18
5. 3, 5 ไดไนโตรซาลิไซลิค แอซิก [C7H4N20 7] บริษัท FLUKA CHEMICAL, 

Switzerland1"8
6. กากนำตาล ได้รับความอนุเคราะห์จากโครงการผลิตแอลกอฮอล์ของโครงการ 

ส่วนพระองค์สวนจิตรลดาCM
7. เอทิลแอลกอฮอล์ แอนไฮดรัล สำหรับ HPLC 99.8 % (v/v) ของบริษัท ITALMAR 

CO., LTD FRANCEal

8. น ํ้ากลั่นAL
9. นํ้ารีเวอร์สออสโมซีส ( R 0)LB
10. โปเตโตเดร็กโทรสเอการ์ (Potato dextrose agar) บริษัท Becton, Dickinson 

and Company, France18
11. สารประกอบโซเดียมไฮเปอร์คลอไรด์CM

หมายเหตุ : ความบริลุทธี๋ฃองสารเคมี AL ระดับ Analytical grade 18 ระดับ Lab grade และ 
CM ระด้บ Commercial grade

3.2 เส ัอจ ุส ินทร ีย ์

ในการทดลองใช้เชือ Saccharomyces cerevisiae M30 ใด้รับความอนุเคราะห์จาก 
รองศาสตราจารย์ ดร.สาวิตริ ลิ่มทอง ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์
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3.3 'อาหารเลี้ยงเสัอ

3.3.1 อาหารสำหรับเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย์
ใช้อาหารโปเตโตเดร็กโทรสเอการ์ แบบแข็งเอียง (Potato Dextrose Agar slant)

3.3.2 อาหารเหลวสำหรับเตรียมหัวเชื้อจุลินทรีย์
อาหารเหลวสำหรับเตรียมทำหัวเชื้อ ในปริมาตร 100 มิลลิลิตร ประกอบด้วย 

กากนำตาล (Assume reducing sugar 50 %) 22 กรัม
แอมโมเนียมซลเฟต 0.05 กรัม

ปรับปริมาตรให้ได้ 100 มิลลิลิตร ด้วย น้ํา RO แล้วปรับค่าความเป็นกรด-ด่างใช้ได้ 5 (pH
5) แล้วนำไปฆ่าเชื้อโดยการนำไปใส่ในหม้อฆ่าเชื้อด้วยไอนํ้า ใช้อุณหภูมิ 121.5 องศาเซลเชียล 
(หรีอที่ความดัน 1.5 บาร์) เป็นเวลา 20 นาที

3.3.3 อาหารเหลวสำหรับเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์
ใช้สูตรอาหารเช่นเดียวกับอาหารเหลวสำหรับเตรียมหัวเชื้อจุลินทรีย์ แต่แตกต่างกันตรง

ความเข้มข้นของนํ้าตาลรีดิวซ์

3.4 วิธืการเก็บรักษาเลี้อจุลินทรีย์

3.4.1 วิธีเก็บรักษาระยะยาว
เก็บเชื้อจุลินทรีย์ด้วยวิธีการแช่เยือกแข็ง (Lyophilization) ทำได้โดยเลี้ยงเชื้อจุลินทรียํให้ 

เจริญจนเข้าส่ช่วงที่เริ่มหยุดการเจริญ (stationary phase) หลังจากนั้นนำเชื้อจุลินทรียํไปใส่ใน 
อาหารสำหรับป้องกันเซลล์ โดยส่วนมากจะใช้ 10 % กลีเชอรัล(glycerol)!นนิวเท'รีย-นบรอท 
(nutrient broth,NB) แล้วบรรจุลงแอมพูล นำไปแช่แข็งแล้วทำให้แห้งภายใต้ระบบสุญญากาศ 
จนกระทั้งนํ้าในเซลล์ระเหิดไปหมด จากนั้นจึงปิดแอมพูลให้สนิทแล้วเก็บในตู้เย็น การเก็บเชื้อโดย 
วิธีนี้จะสามารถเก็บเชื้อไวได้นานถึง 10 ปี หรือมากกว่า เมื่อต้องการนำออกมาใช้ จึงถ่ายเชื้อลง 
ในสารละลายเหลวสำเร็จรูป (NB, PDB) เพื่อเพิ่มปริมาณและบำรุงเซลล์ให้แข็งแรง
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3.4.2 วิธีเก็บเชื้อระยะสัน
เขี่ยเซือจุลินทรีย์ที่ได้รับการตรวจสอบแล้วว่าเป็นเชื้อที่บริสุทธิ้ ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 

โปเตโตเดร็กโทรสเอการ์แบบแข็งเอียง (potato dextrose agar slant) ในหลอดฝาเกลียวขนาด 
12 มิลลิลิตร แล้วนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนำไปเก็บที่ 
อุณหภูมิ ไม่เกิน 4 องศาเซลเซียส

3.5 ขนตอนการทดลอง

3.5.1 ขั้นตอนการเตรียมหัวเชื้อจุลินทรีย์ตั้งต้น
นำเชื้อ1จุลิ'นทรียํที่เลี้ยง'ไน PDA slant ในหัวข้อ 3.4.2 มาเขี่ยลง บนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดโป 

เตโตเดร็กโทรสเอการ์แบบแข็งเอียง (ดังรูปที่ 3.1) นำไปบ่มที่ 33 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง จากนันเขี่ยเชือที่1ได้ลง1ในอาหารเลี้ยงเชื้อสำหรับทำหัวเชื้อ (เตรียมตามสัดส่วนจากข้อ
3.3.2) ที่ผ่านการฆ่าเชื้อ 100 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุในขวดแก้วรูปชมพู่ใช้สำหรับเพาะเลี้ยงหัว 
เชื้อจุลินทรีย์ ขนาด 500 มิลลิลิตร ด้วยวิธีการปลอดเชื้อ (ดังรูปที่ 3.2) จากนั้นนำไปบ่มในเครื่อง 
เขย่า ด้วยความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมง

รูปที่ 3.1 แสดงภาพถ่ายเชื้อจุลินทรีย์ที่เจริญบนอาหารโปเตโตเดร็กโทรสเอการ์แบบแข็งเอียง
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ร ูป ท ี่ 3 .2  แ ส ด ง ภ า พ ถ ่า ย ห ัว เช ื้อ จ ุส ิน ท ร ีย ์ต ั้ง ต ้น

3 .5 .2  ก า ร เ พ า ะ เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ ใ น ข ว ด เ ข ย ่า

ใ น ง า น ว ิจ ัย น ี้ท ำ ก า ร เล ี้ย ง เ ช ื้อ ใ น ข ว ด เ ข ย ่า ร ูป ช ม พ ู่ข น า ด  5 0 0  ม ิล ล ิล ิต ร  เพ ื่อ ห า ป ร ิม า ณ  

ส า ร อ า ห า ร  ( ใ น ง า น ว ิจ ัย น ี้ส น ใ จ ป ร ิม า ณ น ํ้า ต า ล ร ีด ิว ซ ์เ ร ิ่ม ต ้น เ ป ็น ห ล ัก )  ท ี่เ ห ม า ะ ล ม ท ี่เ ช ื้อ จ ะ ล า ม า ร ถ  

น ำ ไ ป เพ ื่อ ก า ร เ จ ร ิญ เต ิบ โ ต แ ล ะ ก า ร ผ ล ิต เ อ ท า น อ ล  โ ด ย ว ิธ ีเ พ า ะ เ ล ี้ย ง จ ะ เ ต ร ีย ม อ า ห า ร  ส ำ ห ร ับ เล ี้ย ง  

เช ื้อ ต า ม ล ัด ส ่ว น ต า ม ข ้อ  3 .3 .3  แ ต ก ต ่า ง ต ร ง ท ี่ป ร ิม า ณ ก า ก น ํ้า ต า ล ท ี่ใ ช ้ใ น แ ต ่ล ะ ข ว ด  ป ร ิม า ต ร  2 0 0  

ม ิล ล ิล ิต ร  ( ด ัง แ ส ด ง ร ูป ท ี่3 .3  ) แ ล ้ว ท ำ ก า ร ถ ่า ย เช ื้อ ท ี่ไ ด ้จ า ก ข ้อ  3 .5 .1  ป ร ิม า ต ร  1 0  ม ิล ล ิล ิต ร  ล ง  

อ า ห า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ แ บ บ เ ห ล ว ท ี่เ ต ร ีย ม ไ ว ้ จ า ก น ั้น น ำ ไ ป บ ่ม ใ น เ ค ร ื่อ ง เข ย ่า  ด ้ว ย ค ว า ม เร ็ว  2 5 0  ร อ บ ต ่อ  

น า ท ี ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 3 3  อ ง ศ า เซ ล เ ซ ีย ส  เป ็น เว ล า  7 2  ช ั่ว โ ม ง  โ ด ย ท ำ ก า ร เ ก ็บ ต ัว อ ย ่า ง ท ุก ๆ  6  ช ั่ว โ ม ง ใ น  

ป ร ิม า ต ร  3  ม ิล ล ิล ิต ร เ พ ื่อ น ำ ไ ป ว ิเ ค ร า ะ ห ์ห า ป ร ิม า ณ เ ซ ล ล ์น ํ้า ต า ล  แ ล ะ  เอ ท า น อ ล  ต ่อ ไ ป
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รูปท่ี 3.3 ภาพถ่ายแสดงการหมักในขวดเขย่ารูปชมพู่ขนาด 500 มิลลิลิตร

3.5.3 การเพาะเล้ียงเช้ือในถังปฏิกรณ์หรือถังหมัก (Fermentor) ขนาด 7 ลิตรแบบไม่ 
ต่อเน่ือง ชนิดไ ข้ันตอน

ถ ัง ห ม ัก ป ร ิม า ต ร ร ว ม  1 0  ล ิต ร  แ ล ะ ม ีป ร ิม า ต ร ใ ช ้ง า น  7 ล ิต ร  ท ำ จ า ก ท ่อ อ ะ ค ร ิล ิก

ท ร ง ก ร ะ บ อ ก  ข น า ด เถ ัน ผ ่า น ศ ูน ย ์ก ล า ง ภ า ย ใ น  19  เซ น ต ิเม ต ร  เถ ัน ผ ่า น ศ ูน ย ์ก ล า ง ภ า ย น อ ก  ข น า ด  

2 0  เซ น ต ิเม ต ร  ส ูง  3 5 .5  เซ น ต ิเม ต ร  ม ีท ่อ ส ำ ห ร ับ เ ก ็บ ต ัว อ ย ่า ง ท ี่ม ีเ ถ ัน ผ ่า น ศ ูน ย ์ก ล า ง ท ่อ ภ า ย ใ น  

ข น า ด  8 ม ิล ล ิเม ต ร  จ ำ น ว น 3 ท ่อ  อ ย ู่ส ูง จ า ก ก ้น ถ ัง  8 ,  1 7 แ ล ะ 2 5  เ ซ น ต ิเ ม ต ร ต า ม ล ำ ต ับ ม ี 

baffle จ ำ น ว น  4  ช ื้น ต ิด อ ย ู่ภ า ย ใ น ถ ัง ห ม ัก  ฝ า ป ิด ท ำ ด ้ว ย แ ผ ่น อ ะ ค ร ิล ิก  ห น า  1เซ น ต ิเม ต ร  ม ีช ่อ ง  

ส ำ ห ร ับ ใ ส ่ล า ร แ ล ะ อ า ก า ศ จ ำ น ว น  3 ช ่อ ง  ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย ช ่อ ง ท ี่ม ีเ ถ ัน ผ ่า น ศ ูน ย ์ก ล า ง ภ า ย ใ น ข น า ด  1 .4  

เซ น ต ิเม ต ร  2 ท ่อ แ ล ะ ข น า ด  1 . 4 เซ น ต ิเม ต ร  1 ท ่อ  ช ุด ป ัน ก ว น ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย ม อ เต อ ร ์แ บ บ ม ีเท ืเ อ ง  

ท ด ท ี่ส า ม า ร ถ ป ร ับ ค ว า ม เ ร ็ว ร อ บ ไ ด ้ ( ไ ฟ ก ร ะ แ ส ต ร ง  2 4  โ ว ล ต ์ ) ใ บ พ ัด ส แ ต น เ ล ส แ บ บ  4-bladed
disk turbine จ ำ น ว น  3  ใ บ พ ัด  ต ิด ต ั้ง ก ับ แ ก น ห ม ุน ท ำ จ า ก ล แ ต น เ ล ล โ ด ย ใ บ พ ัด ห ่า ง จ า ก ก ้น ถ ัง  5  1

1 2 .5  แ ล ะ  2 0  เซ น ต ิเม ต ร  ต า ล ำ ต ับ  ม ีก า ร ค ว บ ค ุม  ค ว า ม เร ็ว ใ น ก า ร ป ัน ก ว น  โ ด ย ก า ร ป ร ับ ค ว า ม ต ่า ง  

ศ ัก ย ์ข อ ง ไ ฟ ฟ ้า ท ี่จ ่า ย เ ช ้า ม อ เ ต อ ร ์ อ ุณ ห ภ ูม ิภ า ย ใ น ถ ัง ถ ูก ค ว บ ค ุม โ ด ย ใ ช ้ช ุด ค ว บ ค ุม อ ุณ ห ภ ูม ิอ ัต โ น ม ัต ิ 

แ บ บ  P ID  (P ID  temperature controller) ท ำ ก า ร ฆ ่า เช ื้อ  โ ด ย ก า ร เ ต ิม ล า ร ล ะ ล า ย โ ซ เ ด ีย ไ ฮ เ ป อ ร ์

ค ล อ ไ ร ด ์ท ี่ม ีค ว า ม เ ข ้ม ข ้น ข อ ง ค ล อ ร ีน  1 0 0 0  ส ่ว น ใ น ล ้า น ส ่ว น  (ppm) จ ำ น ว น  9  ล ิต ร  ป ัน ก ว น ท ี่
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ค ว า ม เร ็ว  3 0 0  ร อ บ ต ่อ น า ท ี 1 5  น า ท ี แ ล ้ว เท ท ิ้ง  เต ิม น ํ้า ร ้อ น  อ ุณ ห ภ ูม ิ 9 0  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส ห ร ือ

ม า ก ก ว ่า  จ ำ น ว น  9  ล ิต ร ป ัน ก ว น ท ี่ค ว า ม เ ร ็ว  3 0 0  ร อ บ ต ่อ น า ท ี 1 5  น า ท ี แ ล ้ว เท ท ิ้ง แ ล ้ว เต ิม น ํ้า ร ้อ น ซ ํ้า  

อ ีก ค ร ั้ง

เต ร ีย ม อ า ห า ร เ ล ีย ง เซ ือ ท ี่ม ีส ัด ส ่ว น ต า ม ข ้อ  3 .3 .3  ( น ํ้า ต า ล ร ีด ิว ซ ์ ร ้อ ย ล ะ  2 2  โ ด ย น ํ้า ห น ัก ต ่อ  

ป ร ิม า ต ร  ) 7  ล ิต ร  แ ล ้ว น ำ ไ ป ฆ ่า เช ื้อ  โ ด ย ก า ร น ำ ไ ป ใ ส ่ใ น ห ม ้อ ฆ ่า เช ื้อ ด ้ว ย ไ อ น ํ้า  ใ ช ้อ ุณ ห ภ ูม ิ

1 2 1 .5  อ ง ศ า เซ ล เ ซ ีย ส  (ห ร ือ ท ี่ค ว า ม ด ัน  1 .5  บ า ร ์)  เป ็น เว ล า  2 0  น า ท ี จ า ก น ั้น ถ ่า ย ล ง ใ น ถ ัง ป ฏ ิก ร ณ ์ 

(ด ัง ร ูป ท ี่ 3 .4 )  ป ร ับ อ ุณ ห ภ ูม ิข อ ง อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ ใ ห ้เป ็น  3 3  อ ง ศ า เซ ล เ ซ ีย ส  โ ด ย ม ีก า ร ก ว น ด ้ว ย  

ค ว า ม เร ็ว ร อ บ  4 0 0  ร อ บ ต ่อ น า ท ี น ำ ห ัว เ ช ื้อ ท ี่เ ต ร ีย ม ไ ว ้ต า ม ข ้อ  3 .5 .1  ป ร ิม า ต ร  3 5 0  ม ิล ล ิล ิต ร  ถ ่า ย ใ ส ่ 

ถ ัง ป ฏ ิก ร ณ ์ใ น ส ภ า พ ป ล อ ด เ ช ื้อ  ท ำ ก า ร เก ็บ ต ัว อ ย ่า ง ท ุก ๆ  6  ช ั่ว โ ม ง ใ น ป ร ิม า ต ร  1 0  ม ิล ล ิล ิต ร เป ็น เว ล า  

7 2  ช ั่ว โ ม ง  ท ำ ก า ร ท ด ล อ ง น ี้อ ีก  1 ค ร ั้ง

ร ป ท ี่ 3 .4  แ ส ด ง ก า ร ห ม ัก แ บ บ ไ ม ่ต ่อ เน ื่อ ง ใ น ถ ัง ห ม ัก ข น า ด  7 ล ิต ร
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3 .5 .4  ก า ร เ พ า ะ เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ แ บ บ ต ่อ เ น ื่อ ง ช น ิด ห น ึ่ง ข ั้น ต อ น ใ น ถ ัง ห ม ัก ข น า ด  7 ล ิต ร  

เต ร ีย ม อ า ห า ร เ ล ี้ย ง เช ื้อ ท ี่ม ีส ัด ส ่ว น ต า ม ข ้อ  3 .3 .3  ( น ํ้า ต า ล ร ีด ิว ซ ์ ร ้อ ย ล ะ  2 2  โ ด ย น ํ้า ห น ัก ต ่อ  

ป ร ิม า ต ร )  ไ ว ้ส ำ ห ร ับ เ ต ิม ข ณ ะ ท ี่ท ำ ก า ร เล ี้ย ง แ บ บ ต ่อ เน ื่อ ง  แ ล ้ว ท ำ ต า ม ข ้อ  3 .5 .3  จ น ก ร ะ ท ั้ง เ ว ล า  

ช ั่ว โ ม ง ท ี่1 5  ห ล ัง จ า ก ก า ร ถ ่า ย ห ัว เ ช ื้อ ล ง ถ ัง ป ฏ ิก ร ณ ์ จ ึง ป ้อ น อ า ห า ร เล ี้ย ง ท ี่เ ต ร ีย ม ไ ว ้ข ้า ง ต ้น  ล ง ไ ป ส ่

ถ ัง ห ม ัก ด ้ว ย ป ัม ร ีด ใ น อ ัต ร า ก า ร ไ ห ล  0 .1 8 4  ล ิต ร ต ่อ ช ั่ว โ ม ง  (อ ัต ร า ก า ร เจ ือ จ า ง เป ็น  1 /3 8  ต ่อ  ช ั่ว โ ม ง )  

แ ล ะ ค ว บ ค ุม ร ะ ด ับ ใ น ถ ัง ห ม ัก ด ้ว ย ร ะ บ บ ไ ห ล ล ้น  (o v e r f lo w )  (ด ัง ร ูป ท ี่ 3 .5 )  ท ำ ก า ร เก ็บ ต ัว อ ย ่า ง ท ุก ๆ  6 

ช ั่ง โ ม ง ใ น ป ร ิม า ต ร  1 0  ม ิล ล ิล ิต ร  แ ล ้ว น ำ ไ ป ว ิเค ร า ะ ห ์ห า ป ร ิม า ณ น ํ้า ต า ล ร ีด ิว ซ ์ท ี่เ ห ล ือ  เม ื่อ ป ร ิม า ณ  

น ํ้า ต า ล ร ีด ิว ซ ์เ ร ิ่ม ค ง ท ี่ ป ล ่อ ย ใ ห ้ป ้อ น อ า ห า ร ด ้ว ย อ ัต ร า เด ิม ต ่อ ไ ป อ ีก อ ีก  1 2  ช ั่ว โ ม ง  แ ล ้ว จ ึง เป ล ี่ย น  

อ ัต ร า ก า ร ป ้อ น อ า ห า ร เป ็น  0 .2 8  ล ิต ร ต ่อ ช ั่ว โ ม ง  ( อ ัต ร า ก า ร เจ ือ จ า ง เป ็น  1 /2 5  ต ่อ ช ั่ว โ ม ง )  ท ำ ก า ร เก ็บ  

ต ัว อ ย ่า ง ท ุก ๆ  6  ช ั่ว โ ม ง ใ น ป ร ิม า ต ร  1 0  ม ิล ล ิล ิต ร เ พ ื่อ น ำ ไ ป ว ิเ ค ร า ะ ห ์ห า ป ร ิม า ณ น ํ้า ต า ล ร ีด ิว ซ ์ 

ป ร ิม า ณ เ ซ ล ล ์ แ ล ะ  เอ ท า น อ ล ต ่อ ไ ป  น ำ ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง ท ี่ไ ด ้ไ ป ว ิเ ค ร า ะ ห ์ห า อ ัต ร า ก า ร ป ้อ น ส า ร อ า ห า ร  

(F e e d  f lo w  r a te , โ ) ท ี่เ ห ม า ะ ล ม เพ ื่อ น ำ ไ ป ใ ช ้ไ น ก า ร ท ด ล อ ง ต ่อ ไ ป

รูปท่ี 3.5 แสดงการหมักแบบต่อเน่ืองชนิดหน่ึงข้ันตอน ในถังหมักขนาด 7 ลิตร
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3.5.5 การเพาะเลียงเชือแบบต่อเน่ืองชนิดลองข้ันตอนและการหมักแบบต่อเน่ืองชนิดสอง 
ข ั้น ตอนท่ีมีการเวียนกลับเชลล์

ทำการทดลองฟนเดียวกับข้อ 3.5.4 เพียงแต่เพ่ิมกังหมักอีก 1 ใบ โดยสารท่ีออกจาก 
ด้านบนของกังหมักใบท่ี 1 จะเป็นสายท่ีป้อนเข้าส่กังหมักท่ี 2 ทางด้านบน (ดังรูปท่ี 3.7) ทำการ 
เลียงเชือด้วยการหมักแบบไม่ต่อเน่ืองท้ัง 2 กังเป็นเวลา 15 ช่ัวโมงจากนั้น เร่ิมป้อนสารอาหารส่กัง 
หมักที่1 จนระบบเข้าส่สภาวะคงท่ี(ประมาณ'ช่ัวโมงท่ี 130) สารที่ไหลล้นออกจากกังหมักใบที่1 
จะไหลเข้าส่กังหมักท่ี 2 ในอัตราเดียวกับอัตราการป้อนอาหารเข้าส่กังหมักท่ี1 ทำการเก็บตัวอย่าง 
ทุก 6-8 ช่ัวโมงในปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากน้ันทำการดึงเซลล์จากก้นของกังหมักใบท่ี 2 ด้วย 
ปัมรีดเพ่ือป้อนกลับส่กังหมักใบท่ี 1 (โดยกังหมักท่ี 2 มีการต้ังโปรแกรมการปันกวนเป็นระยะๆ คือ 
หยุดปันกวน 7 นาที สลับกับมีการปันกวนท่ี 50 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 1 นาที ) เก็บตัวอย่างทุก  ๆ
8 -12  ช่ัวโมงเพ่ือนำไปวิเคราะห์หาการเปล่ียนแปลงของความเข้มข้นน้ําตาลรีดิวช์ ปริมาณเชลล์ 
และ ความเข้มข้นเอทานอล

3.5.6 การเพาะเล้ียงเช้ือต่อเน่ืองชนิดหน่ึงข้ันตอนต่อกับกังตกตะกอนเพ่ือเวียนกลับเชลล์
นำผลวิเคราะห์ท่ีไดจ้ากข้อ 3.5.5 มาปรับปรุงระบบการผลิตโดยทำการเล้ียงเช้ือ โดยหมัก

แ บ บ ไ ม ่ต ่อ เน ื่อ ง ท ั้ง  2  ก ัง เป ็น เว ล า  1 8  ช ั่ว โ ม ง  แ ล ้ว ท ำ ก า ร ห ย ุด ป ัน ก ว น  1 .5  ช ั่ว โ ม ง  เพ ื่อ ใ ห ้เซ ล ล ์ม ี 

ก า ร ต ก ต ะ ก อ น  จ า ก น้ันท ำ ก า ร ด ึง ส ่ว น ใ ส ่ด ้า น บ น อ อ ก ร ้อ ย ล ะ  7 0  ข อ ง ป ร ิม า ต ร ท ั้ง ห ม ด ท ั้ง  2  ก ัง  

ต ่อ จ า ก น ั้น  เต ิม อ า ห า ร ท ี่ท ำ ก า ร ฆ ่า เช ื้อ แ ล ้ว ล ง ไ ป ใ ห ้ไ ด ้ป ร ิม า ต ร เ ท ่า ก ับ ด ึง อ อ ก ม า  ท ำ ก า ร เล ี้ย ง แ บ บ  

ไ ม ่ต ่อ เ น ื่อ ง อ ีก  1 5  ช ั่ว โ ม ง จ ึง เ ป ล ี่ย น เป ็น ก า ร เล ี้ย ง แ บ บ ต ่อ เน ื่อ ง โ ด ย ก า ร ป ้อ น อ า ห า ร เ ข ้า ส ่ก ัง ห ม ัก ท ี่ 1 

ด ้ว ย อ ัต ร า ก า ร ป ้อ น  0 .1 8 4  ล ิต ร ต ่อ ช ั่ว โ ม ง  ( อ ัต ร า ก า ร เจ ือ จ า ง เป ็น  1 /3 8  ต ่อ  ช ั่ว โ ม ง )  พ ร ้อ ม ก ับ ท ำ ก า ร  

ด ึง เ ช ล ล ์จ า ก บ ร ิเ ว ณ ส ่ว น ก ้น ข อ ง ก ัง ห ม ัก ท ี่ 2  ก ล ับ ส ่ก ัง ห ม ัก ท ี่ 1 ด ้ว ย ก า ร อ ัต ร า ก า ร เ ว ีย น ก ล ับ เ ป ็น

0 .0 3 1  ล ิต ร ต ่อ ช ั่ว โ ม ง  (1 ใ น  6  เท ่า ข อ ง อ ัต ร า ก า ร ป ้อ น อ า ห า ร  เข ้า ส ่ก ัง ห ม ัก ท ี่ 1 ) ท ำ เก ็บ ต ัว อ ย ่า ง ท ุก  

8 - 1 2  ช ั่ว โ ม ง ใ น ป ร ิม า ต ร  1 0  ม ิล ล ิล ิต ร จ น ก ร ะ ท ั้ง ร ะ บ บ เข ้า ส ่ส ภ า ว ะ ค ง ท ี่ ( ป ร ะ ม า ณ  1 3 0  ช ั่ว โ ม ง ห ล ัง  

ก า ร เ ร ิ่ม ม ีก า ร ด ึง เ ซ ล ล ์ ) ท ำ ก า ร ป ร ับ เ ป ล ี่ย น อ ัต ร า ก า ร เ ว ีย น ก ล ับ ใ ห ้เป ็น  0 .0 6 2  ล ิต ร ต ่อ ช ั่ว โ ม ง  (1 ใ น  3 

เ ท ่า ข อ ง ก า ร ป ้อ น อ า ห า ร  เข ้า ส ่ก ัง ห ม ัก  1) ท ำ ก า ร เก ็บ ต ัว อ ย ่า ง ท ุก ๆ  1 2  ช ั่ว โ ม ง ใ น ป ร ิม า ต ร  1 0  

ม ิล ล ิล ิต ร  ใ น ก ัง ห ม ัก ท ี่ 1 จ ะ ม ีก า ร ป ัน ก ว น ท ี่ค ว า ม เ ร ็ว  4 0 0  ร อ บ ต ่อ น า ท ีต ล อ ด เว ล า  ข ณ ะ ท ี่ก ัง ห ม ัก ท ี่ 2  

จ ะ ท ำ ก า ร ป ัน ก ว น ท ี่ค ว า ม เ ร ็ว  5 0  ร อ บ ต ่อ น า ท ี เป ็น เว ล า ท ุก ๆ  1 5  น า ท ีส ล ับ ก ับ ห ย ุด ป ัน ก ว น  7 5  น า ท ี 

โ ด ย จ ะ เ ร ิ่ม ต ั้ง แ ต ่ม ีก า ร ป ้อ น อ า ห า ร เ ข ้า ก ัง ห ม ัก ท ี่ 1 พ ร ้อ ม ก ับ ม ีก า ร เว ีย น ก ล ับ เซ ล ล ์จ า ก ก ัง ห ม ัก ท ี่ 2 

ก ล ับ ส ่ก ัง ห ม ัก ท ี่ 1
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ร ูป ท ี่ 3 .6  แ ส ด ง ก า ร ห ม ัก ต ่อ เน ื่อ ง ใ น ถ ัง ห ม ัก ข น า ด  7 ล ิต ร  แ บ บ ส อ ง ข ั้น ต อ น

ร ูป ท ี่ 3 .7  แ ส ด ง ก า ร ห ม ัก ต ่อ เน ื่อ ง ใ น ถ ัง ห ม ัก ข น า ด  7 ล ิต ร  แ บ บ ส อ ง ข ั้น ต อ น  แ ล ะ ม ีก า ร เว ีย น ก ล ับ  

เซ ล ล ์

X  i l 'I.'.ธ'กิ,"7'ใ ป4
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3.6 การวัดการเจริญเติบโตข'องเชื้อจุลินทริย์

3 .6 .1  ก า ร ห า จ า ก น ํ้า ห น ัก เซ ล ล ์แ ห ้ง

น ำ ห น ัก เ ช ล ล ์แ ห ้ง  เป ็น ค ่า ท ี่ส ำ ค ัญ ใ น ก า ร ค ำ น ว ณ ห า ค ่า ท ีเ ก ี่ย ว ข ้อ ง ก ับ ก า ร เ จ ร ิญ เต ิบ โ ต ข อ ง  

เ ร ือ ค ่า อ ื่น ๆ ท ี่ส ำ ค ัญ  เช ่น  P r o d u c t iv i t y  แ ล ะ  y ie ld  เน ื่อ ง จ า ก เป ็น ค ่า ท ี่ใ ข ้แ ส ด ง ค ว า ม ส ัม พ ัน ธ ์โ ด ย ต ร ง  

ก ับ อ ง ค ์ป ร ะ ก อ บ ข อ ง เ ซ ล ล ์ (c e ll c o m p o s it io n )  โ ด ย ป ก ต ิ เ ซ ล ล ์ข อ ง จ ุล ิน ท ร ีย ์ก ็เ ห ม ือ น ก ับ เ ซ ล ล ์ 

ล ิ่ง ม ืช ีว ิต อ ื่น ๆ ค ือ ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย น ํ้า ( in t r a c e l lu la r  w a te r )  ป ร ะ ม า ณ  8 0 - 9 0  เ ป อ ร ์เ ซ ็น ต ์ ป ร ิม า ณ น ํ้า  

ภ า ย ใ น เซ ล ล ์แ ต ก ต ่า ง ก ัน ม า ก  ข ึ้น อ ย ู่ก ับ ช น ิด ข อ ง เ ช ล ล ์ แ ล ะ ร ะ ย ะ ต ่า ง ๆ ข อ ง ก า ร เ จ ร ิญ เ ต ิบ โ ต  ใ น ข ณ ะ  

ท ี่น ำ ภ า ย น อ ก เ ซ ล ล ์( in te r c e l lu la r  w a te r )  ข ึ้น อ ย ู่ก ับ ว ิธ ีก า ร ท ี่ใ ข ้ใ น ก า ร แ ย ก เซ ล ล ์อ อ ก จ า ก อ า ห า ร เล ี้ย ง  

เช ื้อ  ค ุณ ส ม บ ัต ิข อ ง อ า ห า ร แ ล ะ ค ุณ ส ม บ ัต ิฃ อ ง เ ช ื้อ  ก า ร ห า น ํ้า ห น ัก แ ห ้ง  เป ็น ก า ร เอ า น ํ้า อ อ ก จ า ก ท ั้ง  

ภ า ย ใ น แ ล ะ ภ า ย น อ ก เ ซ ล ล ์ใ ห ้ห ม ด  ค ง เห ล ือ ไ ว ้แ ต ่ส า ร  ป ร ะ ก อ บ  เช ่น  ค า ร ์โ บ ไ ฮ เด ร ต  ไ ข ม ัน  โ ป ร ต ีน  

แ ล ะ ก ร ด น ิว ค ล ือ ิค  เ ป ็น ต ้น ว ิธ ีก า ร ห า ป ร ม า ณ น ํ้า ห น ัก เ ช ล ล ์แ ส ด ง ไ ว ้ใ น ภ า ค ผ น ว ก  ค 1.1

3 .6 .2  ก า ร ว ัด ค ่า ค ว า ม ข ุ่น

โ ด ย ใ ช ้เค ร ือ ง  S p e c t r o p h o to m e te r  ต ร ว จ ว ัด ก า ร ก ร ะ จ า ย ข อ ง แ ส ง  ( l ig h t  s c a t te r in g )  ท ี 

ค ว า ม ย า ว ช ่ว ง ค ล ื่น ข อ ง แ ส ง เ ท ่า ก ับ  6 6 0  น า โ น เม ต ร  ซ ึ่ง ป ก ต ิใ ช ้ก ับ ย ีส ต ์ ข ้อ ค ว ร ร ะ ว ัง ค ือ  ค ่า  O D  ท ี่ 

อ ่า น ไ ด ้ ม ีช ่ว ง จ ำ ก ัด ท ี่เ ป ็น ส ัด ส ่ว น โ ด ย ต ร ง ก ับ ป ร ิม า ณ จ ำ น ว น ข อ ง เช ื้อ  เพ ร า ะ ฉ ะ น ั้น  ถ ้า  O D  ม ืค ่า ส ูง  

เก ิน ไ ป  จ ะ ต ้อ ง ท ำ  d i lu t io n  ใ ช ้จ ำ น ว น เช ื้อ เ จ ือ จ า ง ล ง ก ่อ น  จ ึง จ ะ ท ำ ก า ร ว ัด ไ ด ้ถ ูก ต ้อ ง  โ ด ย ใ ช ้ m e d iu m  

ห ร ือ น ํ้า ก ล ั่น เ ป ็น  b la n k ว ิธ ีว ัด ค ่า ค ว า ม ข ุ่น แ ส ด ง ใ น ภ า ค ผ น ว ก  ค 1 .2

3 .6 .3  ก า ร น ับ จ ำ น ว น เ ซ ล ล ์

เป ็น ว ิธ ีท ี่ร ว ด เ ร ็ว ใ น ก า ร ต ิด ต า ม ก า ร เจ ร ิญ เต ิบ โ ต ข อ ง เช ื้อ โ ด ย ก า ร เ พ ิ่ม จ ำ น ว น  แ ล ะ ส า ม า ร ถ  

ต ร ว จ ห า เ ช ื้อ ป ะ ป น ไ ด ้ด ้ว ย  ถ ้า อ า ห า ร เล ี้ย ง 1ไ ม ่ม ืส ีเข ้ม  ห ร ือ ท ึบ เก ิน ไ ป  แ ต ่ว ิธ ีน ี้ไ ม ่ส า ม า ร ถ แ ย ก ร ะ ห ว ่า ง  

เซ ล ล ์ท ี่ม ืช ีว ิต ล ะ เ ช ล ล ์ท ี่ต า ย แ ล ้ว ไ ด ้ใ น ก ร ณ ีข อ ง ย ีส ต ์ส า ม า ร ถ ใ ช ้ล ื M e th y le n e  B lu e  ย ้อ ม ช ่ว ย ใ น ก า ร  

แ บ ่ง แ ย ก ไ ด ้ เพ ร า ะ ย ีส ต ์ท ี่ม ืช ีว ิต  จ ะ ม ืก ล ไ ก ล ใ น ก า ร ก ำ จ ัด ล ืฟ ้า ข อ ง  M e th y le n e  B lu e  อ อ ก ไ ด ้ ว ิธ ีก า ร  

น ับ จ ำ น ว น เ ซ ล ส ํโ ด ย ใ ช ้ h e m a c y to m e te r  แ ส ด ง ใ น ภ า ค ผ น ว ก  ค 1 .3  ด ัง น ั้น ค ว ร ห า ค ่า ค ว า ม ส ัม พ ัน ธ ์ 

ร ะ ห ว ่า ง  O D  ก ับ  T o ta l  c e l l  c o u n t  แ ล ะ ร ะ ห ว ่า ง  T o ta l c e ll c o u n t  ก ับ  D ry  C e ll W e ig h t  ไ ว ้ เพ ือ  

น ำ ไ ป ว า ด ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น ท ี่แ ส ด ง ไ ว ้ใ น ภ า ค ผ น ว ก  ก . ใ น ง า น ว ิจ ัย น ี้เ ร า จ ะ น ับ จ ำ น ว น เ ซ ล ล ์

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

D in i t r o s a l ic y l ic  A c id  M e th o d  (D N S )  (M il le r ,  1 9 5 9 )  ท ำ ไ ด ้โ ด ย น ำ ส า ร ต ัว อ ย ่า ง ม า ท ำ ก า ร ย ่อ ย  

ส ล า ย ด ้ว ย ก ร ด เ ก ล ือ ก ่อ น  ต ่อ จ า ก น ั้น น ำ ส า ร ท ี่ไ ด ้ไ ป ว ิเค ร า ะ ห ์ห า ป ร ิม า ณ น ํ้า ต า ล ร ีด ิว ช ์ด ้ว ย  ว ิธ ี D N S  

ต ัง แ ส ด ง ใ น ภ า ค ผ น ว ก  ค 2

3.8 การหาปริมาณเอทานอล

ป ร ิม า ณ แ อ ล ก อ ฮ อ ล ์ท ี่เ ก ิด ข ึ้น  ล า ม า ร ถ ว ัด ไ ด โ ด ย ใ ช ้ G a s  C h r o m a to g r a p h y  (G C )

S h im a d z u  ร ุ่น  7 A G  ม ี d e te c to r  เป ็น แ บ บ  f la m e  io n iz a t io n  ( F ID )  ท ี่ใ ช ้ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย ค อ ล ัม น ์ท ี่ท ำ  

จ า ก ส แ ต น เ ล ส  ข น า ด เล ัน ผ ่า ศ ูน ย ์ก ล า ง ภ า ย ใ น  0 .1 2 5  น ิ้ว  ย า ว  2  เม ต ร  (บ ร ร จ ุด ้ว ย  P o ra p a c k  Q  8 0 -  

1 0 0  m e s h )  ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 1 9 0  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  ใ ช ้ไ น โ ต ร เ จ น  เป ็น  c a r r ie r  g a s  ม ีอ ัต ร า ก า ร ไ ห ล  5 0  

ม ิล ล ิล ิต ร ต ่อ น า ท ี ฉ ีด ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 2 5 0  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  ว ัด ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 2 5 0  อ ง ศ า เซ ล เ ซ ีย ส  โ ด ย เค ร ื่อ ง  

จ ะ ด ูด ซ ับ แ อ ล ก อ ฮ อ ล ์ แ ล ะ ก ร ด อ ิน ท ร ีย ์อ ื่น ๆ ไ ว ้แ ล ้ว ป ล ่อ ย อ อ ก ม า เ ป ็น ล ำ ด ับ  จ า ก น ั้น น ำ พ ื้น ท ี่ใ ต ้ก ร า ฟ  

ท ี่ไ ด ้ไ ป แ ป ร ผ ล โ ด ย เ ท ีย บ ก ับ ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น แ ส ด ง ใ น ภ า ค ผ น ว ก  ก . (ต ัง ร ูป ท ี่ ก 5 .)  แ ล ะ ว ิธ ีก า ร เต ร ีย ม  

ต ัว อ ย ่า ง แ ส ด ง ใ น ภ า ค ผ น ว ก  ค 3
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