
บทท่ี 4

อุปกรณ์และวิธีการดำเนนงานวิจัย

4.1 อ ุปกรณ ์ท ี่ใ,รในการทดลอง

4.1.1 กระบวนการหมัก (Fermentation)

ถ ังหม ัก (Fermenter) รุ่น Biostat® ED, ระบบว ัดและควบค ุม  DCU-system รุ่น 2.30 

ของบ่ร ิษ ํฑ B.Braun biotech international, Germany

เคร ื่องเขย ่าควบค ุมอ ุณ หภ ูม ํ (Incubator shaker) ชองบรษ ้ท Gasells chaft fur 

Labortechnik, Germany

ด ู้อบควบค ุมอ ุณ หภ ูม  (Oven) รุ่น ULM 500 ของบริษ ้ท Memmert GmbH+Co.KG,

Germany

เครื่องป ันเหวึ่ยง (Centrifuge) รุ่น Kubota 5100 ชองบ ่ร ิษท Kubota corporation,

Japan

เครื่องป ันเหวิยง (Centrifuge) รุ่น Kubota 7820 ของบรษ ้ท Kubota corporation,

Japan

เคร ื่องว ัดค ่าการด ูดกลนแลง (Spectrophotometer) รุ่น spectronic 20 Genesys 

ชองบ ่ร ํษ ัท Spectronic Instruments, USA

หม ้ออบฆ ่าเช ื้อด ้วยไอน ํ้า (Autoclave) รุ่น HL24ADY ของบรษ ัท Hirayama

Manufacturing corporation, Tokyo, Japan
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อ ่างควบค ุมอ ุณ หภ ูม ิ (Water bath) รุ่น Julabo HC-2/8 ของบริษ ัท Labartechnik 

GMBH, Germany

เคร ื่องว ้ดความเป ็นกรด-ด ่าง (pH meter) รุ่น MP220 ของบริษ ัท Mettler Toledo,

Switzerland

เครื่องชั่ง 4 ตำแหน่ง ( 4-digits balance) รุ่น AB204 ของบริษ ัท Mettler Toledo,

Switzerland

ป ัมลม  (Air compressor) รุ่น Bebicon ของบริษ ัท Hitachi Ltd,, Japan 

ต ู้ถ ่ายพ ี๋[อแบบ (Laminar flow) รุ่น VS-124 ของบริษ ัท Issco, USA

4.1.2 กระบวนการสก ัด (Extraction)

ชุดเครื่องมิอท ี่'ใช ้ในการสกัด ด ังแสดงในรูปท ี่ 4.1 ประกอบด ้วย

- ก ังกวนแบบแก้ว (glass reactor) ขนาดตามมาตรฐาน ม ีขนาดเด ้นผ ่าศ ูนย ์ 

กลาง 65 ม ิลล ิเมตร ตํด baffles 4 ใบขนาดความกว ้าง 5.42 ม ิลล ิเมตร ดัง 

แสดงในรูปที่ 4.2

- มอเตอริกระแสตรงขนาด 24 โวลท ์ (DC motor)

- เครื่องปรํบระดับแรงดันใฟฟ้า 1.5 ถง 30 โวลท ์ (Voltage regulator)

- ขาต ั้งปร ้บระด ับได ้สำหรบกังกวนแบบแก้ว

- ใบกวนขนาดตามมาตรฐาน ม ีขนาดเส ํนผ ่าศ ูนย ์กลาง 21.67 ม ิลล ิเมตร

กว ้าง 4.33 ม ิลล ิเมตร
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รูปที่ 4.1 แสดงช ุดอ ุปกรณ ์ท ี่ใซ ้ทดลองในกระบวนการสก ัด



รูปที่ 4.2 แสดงช ุดถ ังกวนแบบแก้วพร้อมใบกวน และช ุดขาต ั้ง



โฮโมจํไนเชอf  (Homogenizer) รุ่น Ultra-turrax T25 ชองบริษ ัท !ka®,Germany

เคร ื่องกวนสารละลาย (Mixer stirrer) รุ่น RW 20 DZM ของบริษ ัท Ika®,Germany

เคร ื่องกำเน ิดคล ี่น เหน ีอเส ืยง (Ultrasonic) รุ่น VC50 ชองบริษ ัท Sonics&Materials 

Inc., USA ประกอบด ้วย

- อ ุปกรณ ์กำเน ิดคล ี่น เหน ีอเส ียงความล ี่ 20 kHz ท ี่ก ำล ัง  25 และ 50 ว ัตต ์

- ห ัวจ ุ่มคล ี่น เหน ีอเส ียง ขนาดเล ันผ ่าศ ูนย ์กลาง 0.64 มลลเมตร

นิวเคสียรินมกเนติกเรโซแนนซ์ลเปกโทรสโกปี (Nuclear magnetic resonance 

spectroscopy) รุ่น JNM-A500 ชองบร ิษ ัท JEOL, Japan

เจลเพอมเอช ันโครมาโทกราป ี (Gel permeation chromatography) รุ่น Waters'! 50- 

CV ของบริษ ัท Millipore, USA

ต ิฟ เฟอเรนเช ียลสแกนน ิงคาลอร ิมเตอร ิ (Differential scanning calorimeter) รุ่น 

DSC 7 ของบริษ ัท Perkin elmer, USA

กล ้องจ ุลทรรศน ์อเล ็กตรอนแบบส ่องกราด (Scanning electron microscope) รุ่น 

JSMï®งบริษ ัท JEOL, Japan
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4.2 สารเคม

กลูโคส [glucose] ของบริษ ัท Ajax Chemical, Australia

แอมโมเน ียมช ัลเฟต [(NH4)2SOJ ของบริษ ัท Ajax Chemical, Australia

แอมโมเน ียมโมสิบเดต [(NH4)6Mo70 2J  ของบริษ ัท Ajax Chemical, Australia

แอมโมเน ียมไฮดรอกไซด์[(NH4)OH] ของบริษ ัท Carlo Erba, Italy

โปแตสเชียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต [KH2POJ ของบริษ ัท Ajax Chemical, Australia

1  ๆค2-3^50 ZL 6



ไดโซเสียมไฮโดรเจนฟอสเฟต [Na2HP04.12H20 ] ของบริษ ัท Ajax Chemical, Australia

แมกนีเซ ียมชัลเฟต [MgS04.7H20 ] ของบริษ ้ท Ajax Chemical, Australia

เฟอรัสชัลเฟต [FeS04.7H20 ] รองบร ิษ ัท  Ajax Chemical, Australia

ซ ิงค์ช ัลเฟต [ZnS04.7H20 ] ของบริษ ัท Ajax Chemical, Australia

คอปเปอร์ซลเฟต [CuS0 4.5H20 ] ของบริษ ัท Carlo Erba, Italy

แมงกาน ีสซ ัลเฟต [MnS04.5H20 ] ของบริษ ัท Ajax Chemical, Australia

แคลเซ ียมคลอ,ไรด์ [CaCI2.H20 ] ของบริษ ัท Merck, Germany

โซเส ียมเตตราบอเรต [Na2B40 7.7H20 ] รองบร ิษ ัท  Ajax Chemical, Australia

โซเสียมไดโตรทเรัลไซด์ [Sodium nitroprusside] รองบร ิษ ัท Fluka, Switzerland

โซเสียมไฮดรอกไซด์ [NaOH] ของบริษ ัท Merck, Germany

โซเส ียมไฮโปคลอไรด ์[NaOCI] Ajax Chemical, Australia

โซเส ียมโปแตลเชยมตาร์เตรท [KNaC4H40 6.4H20 ] ของบริษ ัท Ajax Chemical, Australia

กรด1ไฮโดรคลอร้ค [HCI] ของบริษ ัท BDH Laboratory, England

กรดชัลฟุรํก [แ 2ร 0 4] ของบริษ ัท Merck, Geimany

กรดชตริก [Citric acid] ของบริษ ัท Carlo Erba, Italy

กรดไดไนโตรซาลไชลก [C7H4N20 7] ของบริษ ัท Fluka, Switzerland

ฟนอล [Phenol] ของบริษ ัท Carlo Erba, Italy

อะขิโตน [(CH3)2CO] ของบริษ ัท Ajax Chemical, Australia

เอทานอล 99.8% [C2H60 ] ของบริษ ัท Carlo Erba, Italy

คลอโรฟอร์ม [CHCy ของบริษ ัท Ajax Chemical, Australia

เอกเซน [CHgtCHj^CHg] ของบริษ ัท Mallinckrodt, USA
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4.3 เช ื้อจ ุล ินทร ีย ์

ในการทดลองใช ้เช ึอ A lca lig e n e s  eu trophus  NCIMB 11599 ล ํงช ื้อ1จาก National 

Collections of Industrial, Food and Marine Bacteria ประเทศสก ็อตแลนด ์

4.4 อาหารเล ี้ยงเช ื้อ

4.4.1 อาหารสำหร ับ เก ็บร ักษาเช ื้อจ ุล ินทร ีย ์ใช ้อาหารอ ุดมแบบแข ็งเอยง (nutrient agar slant)

4.4.2 อาหารเหลวลำหร ับ เตร ียมห ้วเช ื้อจ ุลนทร ีย ์ใช ้อาหารอ ุดมแบบเหลว (nutrient broth)

4.4.3 อาหารเหลวลำหร ับเล ี้ยงเช ื้อจ ุล ินทร ีย ํในรวดแก ้วทรงกรวย

ใช ้อาหารส ูตรเกลอแร่ (mineral salts medium) ใน สารละลาย 1 ล ิตร ประกอบด ้วย

กลูโคส [glucose] 10 กรัม

แมกนเช ียมช ัลเฟต [MgS04.7H20 ] 0.2 กรัม

แอมโมเนยมชัลเฟต [(NH4)2SOJ 1 กรัม

โปแตสเชียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต [KH-POJ 1.5 กรัม

ใดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต [Na2HP04.12H20 ] 9 กรัม

สารละลายธาต ุเสรม  (trace element) 1 มลล ิล ิตร

ซ ึ่งสารละลายธาต ุเสรม (trace element) ในสารล!ะ:ลาย 1 ล ิตรประกอบด ้วย

- เฟอรัลช ้ลเฟต [FeS04.7H20 ] 10 กรัม

- ช ิงค ์ช ํลเฟต [ZnS04.7H20 ] 2.25 กรัม

- คอปเปอร ์รลเฟต [CuS04.5H20 ] 1 กรัม

- แมงกาน ีสช ัลเฟต [MnS04.5H20 ] 0.5 กรัม

- แคลเช ียมคลอไรด ์ [CaCI2.H20 ] 2 กรัม
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- โซเด ียมเตตราบอเรต [Na2B40 7.7H20 ] 0.23 กรัม

- แอมโมเน ียมโมสิบเดต [(NH4)6Mo70 24] 0.1 กรัม

- กรดไฮโดรคลอรัค 35 % [HCI] 10 มลส ิส ิตร

การเตรียมอาหารส ูตรเกลอนร่น ี้ ต ้องทำการฆ ่าเช ื้อด ้วยความร ้อนจากไอน ํ้าท ี่ความด ัน  1.5 บา? 

เป ็น เวลา 20 นาทํ โดยต ้องแยกกลูโคส และนมกนเซยมช ัลเฟตออกจากก ้น  ก ่อนทำการฆ ่าเช ื้อ  หล ังจาก 

น ั้นจงผสมก ้นด ้วยว ิธ ีแบบปลอดเช ื้อ

4.4.4 อาหารเหลวลำหร ับ เล ี้ยงเช ื้อจ ุลนทร ีย ํในถ ังหม ัก(Fermentor)

ใช ้อาหารส ูตรเกลอแร่ (mineral salts medium) ไนสารละลาย 1 ส ิตร ประกอบด ้วย

กลูโคส [glucose] 20 กรัม

แมกนีเซ ียมช ้ลเฟต [MgS04.7FI20 ] 1.2 กรัม

แอมโมเน ียมช ัลเฟต [(NH4)2SOJ 4 กรัม

โปแตสเชยมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต [KH2POJ 13.3 กรัม

กรดซีตรีก (citric acid) 1.7 กรัม

สารละลายอาหารเสร ีม  (trace element) 10 มลลส ิตร

การเตร ียมอาหารส ูตรเกล ือแร่น ี้ ต ้องทำการฆ ่าเช ื้อด ้วยความร ้อนจากไอน ํ้าท ี่ความด ัน  1.5 บา? 

เป ็น เวลา 20 นาที โดยต ้องแยกกลูโคส และแมกน ีเซ ียมช ัลเฟตออกจากก ้น  ก ่อนทำการฆ ่าเช ื้อ  หล ังจาก 

น ั้นจงผสมก ้นด ้วยว ิธ ีแบบปลอดเช ื้อ  แล ้วปร ับค ่าความเป ็นกรด-ด ่างให ้ได ้ 6.8 ด้วยโซเดยมไฮดรอกไซด์

4.5 ว ิธ ีการทดลอง

4.5.1 กระบวนการหม ัก(Fermentation)

4.5.1.1 การเตร ียมห ัวเช ื้อจ ุล ินทร ีย ์ต ั้งต ้น
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ถ ่าย เช ื้อจ ุล ิน ท ร ีย ์ท ี่เก ็บ ร ักษ าบน อาห ารอ ุดม แบ บ แข ็ง เอ ียงลงใน อาห ารอ ุดม  

แบบเหลวท ิ้วไว ้ 24 ชั่วโมง จากน ั้นจ ึงถ ่ายเช ื้อจ ุล ้นทร ีย ์ลงในอาหารเหลวสำหร ิบ เล ี้ยงเช ื้อจ ุล ้นทร ีย ์ท ี่ผ ่าน  

การฆ ่าเช ื้อแล ้วปร ิมาตร 100 มลลล ิตร ซ ึ่งบรรจุในขวดแก้วทรงกรวยขนาด 500 มลลล ิตร ด ้วยว ้ธ ีการ 

ปลอดเช ื้อ จากน ั้นนำไปเล ี้ยงเช ื้อบนเคร ื่องเขย ่าด ้วยความเร ็วรอบ 180 รอบต ่อนาท ท ี่อ ุณ หภ ูม ิ 30 

องศาเซลเชยส เป ็นเวลา 24 ชั่วโมง จะได ้ห ัวเช ื้อจ ุล ้นทร ็ย ์ต ั้งต ้น 100 ม ิลล ้ล ้ตร

4.5.1.2 ว ิธ ีการหม ัก

ทำการเพาะเล ี้ยงจ ุล ้นทร ็ย ์แบบก ึ่งต ่อเน ื่องในถ ังหม ักขนาด 10 ล ้ตร โดยใช ้ 

ปร ิมาตรเร ื่มต ้น 5 ล ้ตร ความเช ้มข ้นของน ํ้าตาลกล ูโคสเร ื่มต ้นเท,าถ ับ  20 กร ัมต ่อล ้ตร ทำให ้ปลอดเช ื้อ  

ด ้วย1ไอ-นํ้าร้อน (steam sterilization) จากน ั้นถ ่ายเช ื้อท ี่เตร ียมไว ้ลงในถ ังหม ักโดยใช ้ห ัวเช ื้อจ ุล ้นทรีย ์ต ั้ง 

ต้น 10% ของปริมาตรการหม ัก ควบค ุมอ ุณ หภ ูม ิท ี่ 30 องศาเซลเชยล ควบค ุมค ่าความเป ็นกรด-ด ่างท ี่

6.8 ด ้วยแอมโมเน ียมไฮดรอกไซด์ 1 โมลาร ั จนถงช ่วงจำก ัดไนโตรเจนจึงเปล ี่ยนมาใช ้โซเดยมไฮดรอก 

ไซด ์ 1 โมลาร์แทน และใช ้อ ัตราการกวนท ี่ 400 รอบต ่อนาท ํ อ ัตราการให ้อากาศ 1 ปร ิมาตรอากาศต ่อ  

ปร ิมาตรน ั้าหม ักต ่อนาท ี และควบค ุมความเข ้มข ้นของน ํ้าตาลกล ูโคสในช ่วง 10-20 กร ัมต ่อล ิตร เก ็บต ัว 

อย ่างท ุก  4 ช ั่วโมงเพ ี่อนำไปว ๊เคราะห ์หาความเข ้มข ้นของน ั้าตาลและความเข ้มข ้นของเชลล ์ ทำการ 

หม ักจนกระท ั่งความเข ้มข ้นของเชลล ์คงท ี่ จ ึงทำการถ ่ายเช ื้อออกจากถ ังหม ักด ้วยว ิธ ีปลอดเช ื้อ  (aseptic 

technic) เพ ี่อนำไปใช ้ทดลองเร ื่องการสถ ัดต ่อไป

4.5.2 การว ัดการเจร ิญของเช ื้อ

4.5.2.1 การหาน ั้าหน ักเซลล์แห ้ง

ป ิเปตน ั้าหม ัก 5 ม ิลล ิล ิตร  ป ่นแยกและล ้างเชลล ์ด ้วยน ั้ากล ั่น  2 ครั้ง ด ้วย

เครื่องป่นเหวี่ยง (centrifuge) ที่ความเร็วรอบ 3,000 รอบต่อนาที นาน 30 นาที ถ่ายเซลล์ลงในถ้วย
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อะล ูม ิเน ียมท ี่อบแห ้งและทราบน ํ้าหน ักแล ้ว จากน ั้นนำไปอบท ี่ 80 องศาเซลเช ียล จนเซลล์แห้งแล้วนำ 

มาใส ่ในโถด ูดความช ื้น ช ั่งน ั้าหน ักอกครั้ง ทำซ ํ้าจนกระท ั่งได ้น ั้าหน ักเซลล ์คงท ี่

4.5.2.2 การว ัดค ่าความข ุ่น

ป ันแยกเชลล ์จากน ั้าหม ัก  5 ม ิลล ิล ิต ร  ด ้วยเคร ื่องป ันเหว ี่ยง ท ี่ความเร ็วรอบ

3,000 รอบต ่อ นาทํ นาน 30 นาท ํ จากน ั้นกระจายเซลล ์ท ี่ได ้ในน ํ้ากล ั่น  ว ัดค ่าการด ูดกลนแสงท ี่ความ 

ยางคล ื่น  600 นาโนเมตร ด ้วยเครื่องสเปคโตรโฟโตม ิเตอร์ นำค ่าท ี่ได ้หาปร ็มาณ น ั้าหน ักเชลล ์แห ้งจาก 

กราฟมาตรฐาน

4.5.3 การหาปร ิมาณ น ั้าตาลกล ูโคส

ใซ้วธีของ Bernfeld (Ashwell, 1966) โดยป ิเปตน ั้าหม ักท ี่ได ้หล ังจากการป ันแยกเชลล ์ 

ออกแล ้ว 1 ม ิลล ิล ิตรลงในหลอดทดลอง เต ิมสารละลายกรดไนโตรซาล ิไซล ิกรเอเจนต ์ (dinitrosalicylic 

acid reagent: DNS reagent) ลงไป 1 ม ิลล ิล ิตร  ผสมให ้เข ้าก ัน นำไปต ้มในน ํ้าเดอดเป ็นเวลา 5 นาที 

ท ิ้งไว้ให ้เย ็นในนั้าแข็ง 5 นาท ี เต ิมน ํ้ากล ั่น  10 ม ิลล ิล ิตร ผสมให ้เข ้าก ัน นำไปว ัดค ่าการด ูดกล ินแสงท ี่ 

540 นาโนเมตร แล ้วหาปร ็มาณ น ํ้าตาลจากกราฟมาตรฐาน

การเตร ียมสารละลายกรดไนโตรซาล ิไชล ิกร ีเอเจนต ์ (dinitrosalicylic acid reagent: 

DNS reagent) ทำได ้โดยละลายกรดไนโตรซาลิไซลิก 1 กรัม ในสารละลายโซเด ียมไฮดรอกไซด ์ 2 

โมลาร ์ ปร ิมาณ  20 ม ิลล ิล ิต ร  เติม'โซเดียม'โปแตสเชียมตาร์เตรท 30 กรัม แล ้วปร ันปร ็มาตรเป ็น 100 

ม ิลล ิล ิตร ผสมให ้เข ้าก ัน บรรจุ1ไว้ใน'ขวดสืซา เก ็บไว ้ท ี่อ ุณหภ ูม ิห ้อง

4.5.4 กระบวนการย ่อยเซลล ์ (Cell disruption)

4.5.4.1 การย ่อยเชลล ์โดยใช ้สารละลายโซเด ียมไฮโปคลอไรด ์ก ่อนการสก ัด

เชลล ์เป ียก 5 กร ัมถ ูกกวนในสารละลายโซเด ียมไฮโปคลอไรด ์ 100 ม ิลล ิล ิตร 

ท ี่ความเข ้มข ้น 15, 20, 25, 30, และ 35 เปอร์เซ ็นต ์ปร ีมาตรต ่อปริมาตร ท ี่เวลา 2, 5, 10, 20, 30, 40,
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4.5.4.2 การย่อยเซลลโดยใช้เฮโมจิในเชอร์ก่อนการสกัด

เชลล์เปียก 5 กรัมใน,นากล่ัน 100 มลลิลิตรถูกกวนด้วยโฮโมจิในเชอร์ท่ี 

ความเร็วรอบ 8000, 9500, 13500, 20500, และ24000 รอบต่อนาท พ่ีเวลา 5, 10, 20, 30, 40, และ 

60 นาท ดงตัวอย่างออกมา 10 มํลลิลิตรตามเวลา นำไปใส่ในขวดแก้วรูปทรงกรวยขนาด 50 มลลิลิตร 

พ่ีมคลอโรฟอร์มอยู่ ในอัตราส่วน 1:1 แล้วนำไปเขย่าพ่ีอุณหภูมห้องเพ่ีอทำการสกัด

4.5.4.3 การย่อยเชลล์โดยใช้คล่ืนเหนํอเสืยงก่อนการสกัด

เชลล์เปียก 5 กรัมในน้ํากล่ัน 100 มลลิลิตร นำ 10 มํลลิลิตรของสารละลาย 

ใส่ในขวดเก็บตัวอย่างทรงสูง จากน้ันใช้คล่ืนเหนํอเสืยงพ่ีกำอัง 25 และ 50 วัตต์ เป็นเวลา 5, 10, 20, 

30, 40, และ 60 นาทีตามลำตับ นำตัวอย่างพ่ีใด้ใปใส่ในขวดแก้วรูปทรงกรวยขนาด 50 มลลิลิตร พ่ีม 

คลอโรฟอร์มอยู่ในอัตราส่วน 1:1 แล้วนำไปเขย่าพ่ีอุณหภูมํห้องเพ่ีอทำการสกัด

4.5.4.4 เปรียบเทียบผลการย่อยเชลล์เพ่ีอหาภาวะพ่ีเหมาะลมโดยวํเคราะห์จาก 

ปรีมาณพอลิ-ปีตา-ใฮดรอกชีปิวทีเรตพ่ีสกัดได้

4.5.5 กระบวนการสกัดพอลิ-ปีตา-ใฮดรอกชีปิวทีเรตจากกังกวนแบบไม่ต่อเน่ือง

4.5.5.1 การหาอัตราส่วนระหว่างวัฎภาคพ่ีเหมาะสมในการสกัดพอลิ-บตา-ไฮดรอกชี 

ปิวทีเรต1จากกังกวนแบบ'ไม,ต่อเน่ือง

เซลล์เปียก 2.5 กรัม ในสารละลาย 50 มิลลิลิตร จากภาวะพ่ีเหมาะลมจากข้อ

4.5.4 ถูกนำใปกวนกับคลอโรฟอร์ม ด้วยอัตราส่วนระหว่างคลอโรฟอร์มต่อสารละลายเป็น 0.6, 0.8,

1.0, 1.2, และ 1.4 ตามลำตับ ในกังกวนแบบไม่ต่อเน่ืองพ่ีอัตราการกวน 450 รอบต่อนาที ที1เวลา 5 

นาที เปรียบเทียบผลการทดลองโดยวิเคราะห์จากปรมาณพอลิ-ปีตา-ใฮดรอกชีบวทิเรตพ่ีสกัดได้

และ 60 นาท ดงตัวอย่างออกมา 10 มลลิลิตรตามเวลา นำไปใส่ในขวดแก้วรูปทรงกรวยชนาด 50

มิลลิลิตรพ่ีมีคลอโรฟอร์มอยู่ ในอัตราส่วน 1:1 แล้วนำไปเขย่าพ่ีอุณหภูมห้องเพ่ีอทำการสกัด
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4.5.5.2 การหาอัตราการกวน และเวลา ท่ีเหมาะสมในการสกัดพอส ิ- ป ีตา-ไฮดรอกชี 

ปิวทีเรตจากกังกวนแบบไม่ต่อเน่ือง

เชลล์เปียก 2.5 กรัม ในสารละลาย 50 มลสิสิตร จากภาวะท่ีเหมาะสมจากข้อ

4.5.4 ถูกนำไปกวนกับคลอโรฟอร์มด้วยอัตราส่วนระหว่างวัฏภาคท่ีเหมาะสมในกังกวนแบบไม่ต่อเน่ือง 

ท่ีอัตราการกวน 350, 450, 550, 650, และ 750 รอบต่อนาท ท่ีเวลา 5, 10, และ 20 นาทตามลำดับ 

เปรียบเทียบผลการทดลองโดยวิเคราะห์จากปริมาณพอสิ-ปีตา-ไฮดรอกชีปิวทิเรตที,สกัดได้

4.5.5.3 การหาปริมาณรองเซลล์ในสารละลายท่ีเหมาะสมในการสกัดพอสิ-ปีตา- 

ไฮดรอกชีบวทีเรตจากกังกวนแบบไม่ต่อเน่ือง

นำเชลล์เปียกมา 11 2.5, 5.0, และ 7.5 กรัมตามลำดับ ใส่ในสารละลาย 50 

มิลสิลิตร (คิดเป็นความเข้มข้นเชลล์เท่ากับ 20, 50, 100 และ 150 กรัมต่อสิตร ตามลำดับ) จากภาวะท่ี 

เหมาะสมจากข้อ 4.5.4 และถูกกวนกับคลอโรฟอร์มด้วยอัตราส่วนระหว่าง กัฎภาคท่ีเหมาะลม ท่ีอัตรา 

การกวน 350, 450, 550, 650, และ 750 รอบต่อนาทีตามลำดับ ท่ีระยะเวลาท่ีเหมาะสมจากข้อ

4.5.5.2 ในกังกวนแบบไม่ต่อเน่ือง เปรียบเทียบผลการทดลองโดยวิเคราะห์จากปริมาณพอสิ-ปีตา- 

ไฮดรอกชีบวทีเรตท่ีสกัดได้

4.5.6 การเตรียมตัวอย่างเพ่ือวิเคราะห์ปริมาณพอสิ-ปีตา-ไฮดรอกชีบวทีเรต และการวิเคราะห์ 

ปริมาณพอสิ-ปีตา-ไฮดรอกชีบวทีเรต

4.5.6.1 การนำเซลล์ไปวิเคราะห์ปริมาณพอสิ-ปีตา-ไฮดรอกชีบวทีเรต (ส่งศรี, 1995)

นำเซลล์ 5 กรัมละลายน้ํา 100 มิลสิสิตร ดึงตัวอย่างปริมาตร 5 มิลสิสิตร ใส่ 

ในหลอดแก้วท่ีปีฝาเกลียวปิดขนาด 10 มลลสิตร ปันที'ความเร็ว 3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที 

เก็บส่วนของเซลล์ไว้แล้วเติมสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรต์ หรือคลอรอกข้ (clorox) 1 มลสิสิตร ท้ิง 

ไว้ 1 ช่ัวโมงท่ี 30 องศาเซลเชียส เติมน้ํากล่ันลงไป 4 มิลสิลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วนำไปปันท่ีความเร็ว
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3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที เก็บส่วนท่ีเป็นตะกอนมาล้างด้วยอะซีโตน 5 มลลลิตร ปันท่ี 

ความเร็วและเวลาเท่าเดิม นำส่วนของตะกอนมาล้างด้วยเอทธานอลบร็สุทธิ' 99.8 % 5 มิลลิลิตร จาก 

น้ันนำไปปันท่ีความเร็วและเวลาเท่าเดิม เก็บส่วนของตะกอนไว้ เดิมคลอโรฟอร์ม 5 มลลิลิตร ต้มไนน้ัา 

เดอด 30 วินาที ท้ิงไว้ให้เย็นนำไปปันเก็บส่วนใสไว้นำส่วนท่ีเป็นตะกอนไปสกัดพอลิ-ปีตา-ไฮดรอกขีปิว 

ทีเรตอกคร้ัง รวมส่วนใสท่ีได้ กรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 โดยมหลอดท่ีมขีดบอกปริมาตร 10 

มลลิลิตรรองรับ เดิมคลอโรฟอร์มลงในหลอดแก้วจนปร๊มาตรครบ 10 มลลิลิตร พอลิ-ปีตา-ไฮดรอกขีบว 

ทีเรตจะละลายอยู่ในคลอโรฟอร์ม เก็บส่วนน ี้ไปทำการวิเคราะห์ปริมาณพอล ิ- ป ีตา-ไฮดรอกชบวทีเรต

ต่อไป

4.5.6.2 การนำสารแขวนลอยของเชลล์ท่ีทำปฏกัร็ยาแล้วไปวิเคราะห์ปริมาณพอลิ­

บตา-ไฮดรอกขีบวทีเรต

นำสารแขวนลอยของเชลล์ที่ทำปฎํกัริยาแล้วมาปันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 

3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที ท่ี 25 องศาเชลเชยส จะได้สารละลายแบ่งเป็น 3 ช้ัน โดยช้ันบน 

เป็นช้ันของสารละลาย ช้ันกลางเป็นเชลล์บางส่วนท่ีไม,ถูกย่อย ส่วนช้ันล่างเป็นคลอโรฟอร์มท่ีมพอลิ- 

บตา-ไฮดรอกขีบวทีเรตละลายอยู่ โดยจะนำเอาส่วนของช้ันล่างไปทำการวิเคราะห์ปริมาณพอลิ-ปีตา- 

ไฮดรอกชปิวทีเรตต่อไป

4.5.6.3 การวิเคราะห์ปริมาณพอลิ-ปีตา-ไฮดรอกชปิวทีเรต (ส่งศร, 1995)

นำส่วนของพอลิ-ปีตา-ไฮดรอกซบวทีเรตท่ีละลายอยู่ในคลอโรฟอร์ม เจือจาง 

ด้วยคลอโรฟอร์มในอัตราส่วนท่ีเหมาะลมใส่ในหลอดแก้วปลายเปิด อบ'ไห้แห้ง'ไนคู้'อบ 80 องศา 

เชลเขียส 10 นาที เพ่ือให้ส่วนของคลอโรฟอร์มระเหยหมด นำส่วนของพอลิ-ปีตา-ไฮดรอกขีบวทีเรตท่ี 

อยู่ในหลอดมาเดิมด้วยกรดชัลฟุริกเข้มข้น 3 มลลิลิตร ต้มในอ่างน้ัาเดอด 10 นาที ท้ิงให้เย็นในน้ําเย็น 

10 นาที แล้วนำตัวอย่างไปวัดค่าการดูดกลืนแลงท่ี 235 นาโนเมตร นำค่าการดูดกลืนแลงท่ีได้มา
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คำนวณหาปริมาณพอลิ-บีตา-ไฮดรอกซีบีวทีเรต โดยเปรยบเทียบกับกราฟความล้มพันธ์ระหว่างค่าการ 

ดูดกลืนแสงท่ี 235 นาโนเมตร กับค่าความเข้มข้นของพอลิ-บีตา-ไฮดรอกซีบิวทีเรตมาตรฐาน

(กรัมต่อลิตร)

4.5.7 การวิเคราะห์ความบริสุทธ้ิของพอลิ-บีตา-ไฮดรอกซีบีวทีเรตท่ีลกัดได้

นำต้วอย่างที่บีพอลิ-บีตา-ไฮดรอกซีบีวทีเรตละลายอยู่ในคลอโรฟอร์มส่วนหนึ่งไป 

วิเคราะห์ปริมาณด้วยเคร่ืองลเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (จากข้อ 4.5.6.3) และอกส่วนหน่ึงนำไปตกตะกอน 

ด้วยเฮกเชน แล้วกรองจะได้ตะกอนของพอลิ-บีตา-ไฮดรอกซีบีวทีเรต จากน้ันนำไปอบให้แห้งท่ี 80 

องศาเซลเซียส จึงนำไปช่ัง และความบริสุทธของพอลิ-บีตา-ไฮดรอกซีบิวทีเรตท่ีได้หาได้จากความ 

แตกต่างของปริมาณท่ีได้จากการวัดท้ังลองแบบน้ี

4.5.8 การสืกษๆลมป้ตของพอลิเมอร์โดยใช้เคร่ือง NMR, GPC, DSC และ SEM

4.5.8.1 การสืกษาหมู่องค์ประกอบของพอลิ-บีตา-ไฮดรอกซีบิวทีเรตโดยไข้เคร่ือง 

นํวเคลืยร์แมกเนตํกเรโซแนนซี'สเปกโทรลโกปี (NMR)

เตริยมสารละลายพอลิ-บีตา-ไฮดรอกซีบีวทีเรตโดยไข้ CDCIg และสเปกตรัม 

ของแสงจะถูกบันทึกท่ีอุณหภูม 27 องศาเซลเซียส ท่ีจ้งหวะเวลาซ้ําๆทุก 2.5 วินาที เพ่ือวิเคราะห์หมู่ 

องค์ประกอบของพอลิ-บีตา-ไฮดรอกซีบีวทีเรต

4.5.8.2 การสืกษาน้ําหนักโมเลกุลของพอลิ-บีตา-ไฮดรอกซีบีวทีเรตโดยไข้เคร่ือง 

เจลเพอมิเอชันโครมาโทกราทีเ (GPC)

ละลายพอลิ-บีตา-ไฮดรอกซีบิวทีเรต 0.015 กรัมในคลอโรฟอร์ม 5 มิลลิลิตร 

จากน้ันกรองด้วยเย่ือแผ่นขนาด 0.45 ไมโครเมตร ก่อนนำไปฉดเข้าเคร่ืองในปริมาณ 100 ไมโครลิตร ท่ี

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เพ่ือหาน้ําหนักโมเลกุลของพอลิ-บีตา-ไฮดรอกซีบิวทีเรต
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4.5.8.3 การคืกษๆอุณหภูมิหลอมตัวผลึก (โ,11), อุณหภูมิแข็งตัวชองผลก (Tc) และ 

พลังงานความร้อนท่ีใซ้หลอมตัวผลก (AH) ของพอสิ-ปตีา-ไอดรอกซีบิวทํเรตโดยใช้เคร่ืองดํฟเฟอเรน 

เซยลสแกนนงคาลอรมิเตอร์ (DSC)

ในการทดลองโดยใช้พอสิ-ปีตา-ไอดรอกซีบวทํเรตประมาณ 10-20 มิลสิกรัม 

ใช้อุณหภูมิเร่ืมต้นท่ี -20 องศาเซลเชยลจนถึง 200 องศาเซลเซยล ท่ีอัตราการเพมอุณหภูมิ 25 องศา 

เซลเซียสต่อนาท และไล่อากาศด้วยก๊าซไนโตรเจนท่ี 20 มิลสิสิตรต่อนาท เพ่ีอหาอุณหภูมิหลอมตัว 

ผลึก (■ โ,11), อุณหภูมิแข็งตัวของผลึก (โc)1 และพลังงานความร้อนท่ีใช้หลอมตัวผลึก(AH)

4.5.8.4 การคืกษาลักษณะพ้ืนผวของแผ่นฟิล์มพอสิ-ปีตา-ไอดรอกซีป็วทิเรตโดยใช้ 

กล้องจุลทรรศน์อเล็กตรอนแบบล่องกราด (SEM)

ทำให้พอสิ-ปีตา-ไอดรอกซีบวทเรตอยู่ในรูปของฟิล์มโดยการระเหย 

คลอโรฟอร์ม จากน้ันใช้กล้องจุลทรรศน์อเลกตรอนไมโครสโคปล่องกราดลงบนพ้ืนผวฃองแผ่นฟิล์ม

พอสิ-ปีตา-ไอดรอกซีบวทํเรต ด้วยกำลังขยาย 1000 เท่า เพ่ีอดูลักษณะพ้ืนผว และถ่ายรูปไว้

4.5.8.5 การคืกษาการสลายตัวในสิงแวดล้อมต่างๆของพอสิ-ปีตา-ไอดรอกซีบวทํเรต 

ทำให้พอสิ-ป ีตา-ไอดรอกซีบวทํเรตอลู่ในรูปของฟิล์มโดยการระเหย

คลอโรฟอร์มออก จะได้น้ัาหนักฟิล์มประมาณ 0.15 กรัม เล้นผ่าศูนย์กลางเท่ากับ 90 มิลสิเมตร และ 

ความหนาประมาณ 0.033 มิลสิเมตร จากน้ันนำไปไว้ในสิงแวดล้อมท่ีต่างกันคือ ด๊น น้ํา และอากาศ 

เพ่ีอดูการสลายตัวของพอสิ-ปีตา-ไอดรอกซีบวทํเรต โดยเก็บตัวอย่างมาช่ังน้ัาหนักเป็นระยะๆ และ

ถ่ายรูปไว้
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