
บทท่ี 4

อ ุป ก ร ณ ์แ ล ะ ว ิธ ีก า ร ด ำ เน ิน ง า น ว ิจ ้ย

4.1 อุปกรณ์

1. เคร่ืองเขย่าควบคุมอุณหภูมิ (Incubator shaker) รุ่น G-FS ของบริษัท Gasells chaftfur 

Labortechnik, Germany.

2. เครืองปันเหวียง (Centrifuge) รุ่น Kubota 5100 ของบริษัท Kubota corporation, Japan.

3. เครืองวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer)

3.1 รุ่น Spectronic 20 Genesys ของบริษัท Spectronic Instruments, USA.

3.2 รุ่น Beckman อบ๐6 Spectrophotometer ของบริษัท Beckman, USA.

4. ตู้ถ่ายเชื้อแบบไหลราบเรียบ (Laminar flow) รุ่น VS-124 ของบริษัท ISSCO, USA.

5. หม้อฆ่าเชื้อด้วย1ไอน้ํา (Autoclave) รุ่น HL24ADY ของบริษัท Hirayama Manufacturing 

corporation, Tokyo, Japan.

6. อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) รุ่น Julabo HC-2/8 ของบริษัท Labortechnik GMBH, 

Germany.

7. ถังหมัก (Fermenter)

7.1 รุ่น MINI-JAR-FERMENTER KMJ ของบริษัท Mituwa, Japan.

7.2 รุ่น Biostat^ED ของบริษัท B.Braun Biotech Internation, Germany.

8. เคร่ืองวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) รุ่น MP220 ของบริษัท Mettler Toledo,

Switzerland.
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9. ปัมรีด (Peristatic pump)

9.1 รุ่น Watson-Marlow 505U ของบริษัท Watson-Marlow Limited, England.

9.2 รุ่น MasterFlex 7518-10 ของบรีษัท Cole Parmer Instrument. Co, USA.

9.3 รุ่น EYELA Micro tube pump MP-3 ของบริษัท Tokyo Rikakikai Co., LTD, 

Japan.

10. ตู้อบควบคุมอุณหภูมิ (Hot air oven) รุ่น ULM 500 ของบริษัท Memmert, Germany.

4.2 สารเคมี

1. กรดซัลฟิวริก [H2S04] ของบริษัท Merck, Germany.

2. กรดไดไนโตรซาลิไซลิก [C7H4N20 7] ของบริษัท Fluka, Switareland.

3. กรดไฮโดรคลอริค [HCI] ของบริษัท Merck, Germany.

4. กลูโคส [C6H120 6] ของบริษัท AJAX CHEMICAL, Australia.

5. คลอโรฟอร์ม [CHCI3] ของบริษัท AJAX CHEMICAL, Australia.

6. คอปเปอร์ซัลเฟต [CuS0 4.5H20] ของบริษัท Carloerba. Italy.

7. แคลเซียมคลอ,ไรด์ [CaCI2.H20] ของบริษัท Merck, Germany.

8. ชิงค์ซัลเฟต [ZnS04.7H20] ของบริษัท AJAX CHEMICAL, Australia.

9. โซเดียมเตตราบอเรต [Na2ES40 7.7H20] ของบริษัท AJAX CHEMICAL, Australia.

10. โซเดียมไนโตรพรัสไซด์ [Sodium nitroprusside] ของบริษัท Fluka, Switzerland.

11. โซเดียมโปแตสเชียมตาร์เตรท [KNaC4H40 6.4H20] ของบริษัทa ja x  c h e m ic a l , 

Australia.

12. โซเดียมไฮดรอกไซด์ [NaOH] ของบริษัท Merck, Germany.

J. 4 ^ 2 ‘ร  2 '-H O
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13. โซเดียมไฮโปคลอไรด์ [NaOCI] ของบริษัท Carloerba. Italy.

14. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต [Na2HP04.12H20] ของบริษัทAJAX CHEMICAL, 

Australia.

15. โปแตลเชียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต [KH2P04] ของบริษัท AJAX CHEMICAL, Australia.

16. ทีเนอล [Phenol] ของบริษัท Merck, Germany.

17. เพ่อรัสซัลเฟต [FeS04.7H20] ของบริษัท AJAX CHEMICAL, Australia.

18. แมงกานีสชัลเฟต [MnS04.5H20] ของบริษัท AJAX CHEMICAL, Australia.

19. แมกนีเซียมซัลเฟต [MgS04.7H20] ของบริษัท AJAX CHEMICAL, Australia.

20. อะซิโตน ของบริษัท AJAX CHEMICAL, Australia.

21. เอทานอล 99.8%[C2H60] ของบริษัท Carloerba. Italy.

22. แอมโมเนียมซัลเฟต [(NH4)2ร 0 4] ของบริษัท AJAX CHEMICAL, Australia.

23. แอมโมเนียมโมลิบเดต [(NH4)6M o 70 24] ของบริษัท AJAX CHEMICAL, Australia.

4.3 เชื้อจุลินทรีย์

ในการทดลองใช้เชื้อ Alcaligenes eutrophus NCIMB 11599 สั่งช้ือจาก The National 

Collections of Industrial and Marine Bacteria LTD. ประเทศอังกฤษ

4.4 อาหารเลี้ยงเช้ือ

4.4.1 อาหารสำหรับเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย์ใช้อาหารนิวเทริยนเอการ์แบบแข็งเอียง (nutrient

agar slant)
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4.4.2 อาหารเหลวลำหรับเตรียมหัวเชื้อจุลินทรีย์ ใช้อาหารนิวเ,ทรียนบรอทแบบเหลว (nutrient

broth)

4.4.3 อาหารเหลวลำหรับเลี้ยงเชื้อจุลินทรย์ (Kim, B. ร. และ คณะ, 1994)

ใช้อาหารสูตรเกลือแร่ (mineral salts medium : MSM) ในสารละลาย 1 ลิตร ประกอบด้วย

กลูโคส 10 กรัม

ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต [Na2HP04.12H20] 9 กรัม

โปแตลเชียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต [KH2POJ 1.5 กรัม

แมกนีเซียมซ'ลเฟต [MgS04.7H20] 0.2 กรัม

แอมโมเนียมซัลเฟต [(NHJ2SOJ 1 กรัม

สารละลายเกลือ (salt solution) ประกอบด้วย

กรดไฮโดรคลอริค 35 % [HCI] 10 มิลลิลิตร

คอปเปอร์ซัลเฟต [CuS04.5H20] 1 กรัม

แคลเซียมคลอ'ไรด์ [CaCI2.H20] 2 กรัม

ชิงค์ชัลเฟต [ZnS04.7H20] 2.25 กรัม

โซเดียมเตตราบอเรต [Na2B40 7.7H20] 0.23 กรัม

เฟอรัสชัลเฟต [FeS04.7H20] 10 กรัม

แมงกานีส'ซัลเ'ฟต [MnS04.5H20] 0.5 กรัม

แอมโมเนียมโมลิบเดต [(NH4)6Mo70 24] 0.1 กรัม

ในการเตรียมอาหารสูตรเกลือแร่นี้ ต้องทำการฆ่าเชื้อด้วยความร้อนจากไอนํ้าที่ความดัน า .5 

บาร์ เป็นเวลา 20 นาที โดยต้องแยกกลูโคสและแมกนีเซียมซัลเฟตออกจากกันก่อนทำการฆ่าเชื้อ หลัง 

จากนั้นจึงนำสารทั้งหมดมาผสมกันด้วยวิธีแบบปลอดเชื้อ แล้วปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้ได้ 6.8
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4.5 วิธีการเก็บรักษาเชื้อ1จุลิน'ทรีย์

4.5.1 วิธีการเก็บรักษาแบบระยะยาว

เก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย์ด้วยวิธีการแช่เยื่อแข็ง (lyophilization) ซึ่งเป็นการทำให้เซลล์แข็งตัวใน 

สภาพลูญญากาศ เมื่อต้องการนำออกมาใช้จึงนำออกมาถ่ายเชื้อลงในอาหารนิวเทรียนบรอทแบบ

เหลว เพื่อเพิ่มปริมาณและบำรุงเซลลํให้แข็งแรง ระหว่างการเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย์ด้วยวิธีนี้เชื้อจะไม่มี 

การเจริญเติบโตแบ่งตัว ตังนั้นจึงไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงสายพันธุอย่างแน่นอน

4.5.2 วิธีการเก็บรักษาแบบระยะสั้น

เขี่ยเชื้อจุลินทรีย์ลงบนอาหารนิวเทริยนเอการ์แบบแข็งเอียง (agar slant) ลำหรับเก็บรักษาเช้ือ 

แล้วนำไปบํมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เมื่อเช้ือเจริญดีแล้ว นำไปเก็บท่ี 

อุณหภูมิ4 องศาเซลเซียส วิธีนี้สามารทเก็บรักษาเชื้อได้นานประมาณ 1 เดือน

4.6 ข้ันดอนการทดลอง

4.6.1 การเตรียมหัวเชื้อจุลินทรีย์ต้ังต้น

ถ่ายเช้ือจุลินทรีย์ที่เก็บรักษาอาหารนิวเทรียนเอการ์แบบแข็งเอียง (ตังรูปท่ี 4.1) ลงในอาหาร 

อุดมนิวเทรียนบรอทแบบเหลวที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วปริมาตร 100 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุในขวดแก้วทรง 

กรวยขนาด 500 มิลลิลิตร (ตังรูปท่ี 4.2) ด้วยวิธีการปลอดเช้ือ จากนั้นนำไปเลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขย่า 

ด้วยความเร็วรอบ 180 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 ช่ัวโมง ปริมาณหัวเชื้อจุ 

ลินทรีย์ตั้งต้นที'ใช้ลำหรับการทดลองแต่ละครั้งคือ 10 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร



รูปท่ี 4.1 แสดงเชื้อจุลินทรีย์ท่ีเจริญบนอาหารนิวเทรียนเอการ์แบบแข็งเอียง

V 1>
รปท่ี 4.2 แสดงหัวเชื๋อต้ังต้น ในขวดแก้วทรงกรวยขนาด 500 มิลลิลิตร
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4.6.2 การเพาะเล้ียงเช้ือในถังหมัก

ในการเพาะเลี้ยงเชื้อในถังหมักแบบลองขั้นตอน (ดังรูปท่ี 4.3 - 4.5) เริ่มจากทำการเพาะเลี้ยง 

แบบต่อเนื่องในถังหมักแรก จนกระท่ังมีความเข้มข้นของเซลล์คงท่ี จึงเริ่มการเพาะเลี้ยงแบบกึ่งต่อเนื่อง 

ในถังหมักที่สอง

4.6.2.า การเพาะเล้ียงเชื้อในถังหมักแบบต่อเน่ืองในถังหมักแรก 

ถ่ายเชื้อตั้งต้น (จากข้อ 4.6.1) ปริมาณ 300 มิลลิลิตร ลงในถังหมักที่มีอาหารเหลว 

2,700 มิลลิลิตร เพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 34 องศาเซลเซียส อัตราการกวน 400 รอบต่อนาที อัตรา 

การให้อากาศ 1 ปริมาตรอากาศต่อ!โรมาตรนํ้าหมักต่อนาที ในขั้นตอนนี้ต้องควบคุมค่าความเป็นกรด 

ด่างให้อยู่ระหว่าง 6.7 -  6.9 ด้วยแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 1 โมลาริ

หลังจากเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ 17 ช่ัวโมงแล้ว จะทำการป้อนสารอาหารเข้าล้ถังหมัก 

ด้วยปัมริดและควบคุมระดับในถังหมักด้วยระบบไหลล้น (overflow) โดยปรับอัตราการป้อนสาร

อาหารให้ลอดคล้องถับอัตราการเจือจาง (อ) [อัตราการเจือจาง (dilution rate : D = F / V ) คือ อัตรา 

การป้อนสารอาหาร (F) ต่อปริมาตรของเหลวในถังหมัก (V)] ปรับอัตราการเจือจาง และความเข้มข้น 

ของสารอาหารที่ป้อนจนกระทั่งได้ความเข้มข้นของเชลล์คงที่ ตรวจวัดปริมาณเซลล์ (กรัมต่อลิตร) 

ปริมาณกลูโคส (กรัมต่อลิตร) 1 ปริมาณไนโตรเจน (กรัมต่อลิตร) ปริมาณ PHB (กรัมต่อลิตร)

4.6.2.2 การเพาะเล้ียงเชื้อในถังหมักแบบก่ึงต่อเนื่องในถังท่ีลอง 

จากข้อ 4.6.2.1 หลังจากได้อัตราการเจือจางและความเข้มข้นของสารอาหารป้อนที่ 

เหมาะสมแล้ว เพาะเลี้ยงเชลล์จนกระท่ังได้ความเข้มข้นเชลล์คงที่ จึงป้อนนํ้าหมักเข้าส่ถังหมักที่ 2 

เปลี่ยนให้เชื้อจุลินทรีย์เข้าส่ภาวะการสร้าง PFIB โดยใช้สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 1 โมลาริ 

ปรับค่าความเป็นกรดด่างแทนแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ 1 โมลาริ ควบคุมสภาวะการเพาะเล้ียงอ่ืนๆ

เหมือนในถังหมักแรก ควบคุมความเข้มข้นของกลูโคสให้อยู่ระหว่าง 10-20 กรัมต่อลิตร ด้วยสาร
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รปท่ี 4.3 ภาพถ่ายแสดงการหมักแบบต่อเน่ืองขนตอนเดียว



4 2

รูปที, 4.4 ภาพถ่ายแสดงการผลิตพอลิ-บีตา-ไฮดรอกซีบิวทิเรตในการหมักแบบสองขั้นตอน



ถังหมักที่ลอง

รูปท่ี 4.5 แผนภาพแลดงการผลิต PHB ในการหมักแบบสองขั้นตอน (1. ระบบควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่าง)
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ละลายกลูโคสความเข้มข้น 500 กรัม/ลิตร โดยปัมรีดเมื่อปริมาตรของนํ้าหมักครบ 7 ลิตร จะหยุดการ 

ป๋อนนํ้าหมักจากกังหมักแรก ทำการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์แบบกึ่งต่อเน่ืองอีก 20 ช่ัวโมง ยังคงควบคุม 

ความเข้มข้นของกลูโคสให้อยู่ระหว่าง 10-20 กรัมต่อลิตร เก็บตัวอย่างทุก 2-4 ช่ัวโมง เพ่ือวิเคราะห์หา 

ปริมาณเซลล์, กลูโคส, ไนโตรเจนและ PHB

4.7 การวิ'ดการเจริญของเช้ือ

4.7.1 การหาน้ําหมักเชลล์แห้ง

ปิเปตนํ้าหมัก 5 มิลลิลิตร มาทำการปันแยกและล้างเซลล์ด้วยนํ้ากลั่น 2 คร้ัง ด้วยเคร่ือง

ปันเหว่ียง ท่ีความเร็วรอบ 3,000 รอบต่อนาที นาน 30 นาที ถ่ายเซลล์ลงในถ้วยอะลูมิเนียมท่ีอบแห้ง 

และ,ทราบนํ้าหมักแล้ว จากนั้นนำไปอบที่ 80 องศาเซลเซียส จนเซลล์แห้งแล้วนำมาใส่ในโถดูด 

ความช้ืน ช่ังน้ําหมักอีกครั้ง ทำซํ้าจนกระทั่งได้นํ้าหมักเซลล์คงที่

4.7.2 การวัดค่าความขุ่น

ปันแยกเซลล์จากนํ้าหมัก 5 มิลลิลิตร ด้วยเครื่องปันเหว่ียง ท่ีความเร็วรอบ 3,000 รอบต่อนาที 

นาน 30 นาที จากนั้นกระจายเซลล์ที่ได้ในนํ้ากลั่น วัดค่าการดูดกลืนแลงที่ความยางคลื่น 600 นาโน 

เมตร ด้วยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์นำค่าที่ได้หาปริมาณนํ้าหมักเซลล์แห้งจากกราฟมาตรฐาน

4.8 การหาปริมาณนั้าตาลกลูโคส (Ashwell, 1966)

ปิเปตนั้าหมักที่ได้จากการปันแยกเซลล์ออกแล้ว 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง เติมสาร 

ละลายกรดไนโตรซาลิไซลิกรีเอเจนต์ (Dinitrosalicylic acid reagent : DNSA Reagent) ลงไป 1 

มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน นำไปต้มในน้ําเดือดเป็นเวลา 5 นาที ท้ิง'ไว้ให้เย็น'ใน'น้ัาแข็ง 5 นาที เติมน้ํากล่ัน
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10 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน นำไปกัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร แล้วหาปริมาณน้ําตาลจาก 

กราฟมาตรฐาน

หมายเหตุวิธีเตรียมสารละลายกรดไนโตรชาลิไซลิกรีเอเจนต์

เตรียมโดยละลายกรดไนโตรชาลิไซลิก 1 กรัม ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 2 โม 

ลาร์ ปริมาณ 20 มิลลิลิตร เติม,โซเดียมโปแตสเชียมตาร์เตรท 30 กรัม แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 100 

มิลลิลิตรด้วยนํ้ากลั่น ผสมให้เข้ากัน บรรจุในขวดสีชา เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง

4.9 การหาปริมาณไนโตรเจน (พeatherburn, 1967)

ปิเปตนํ้าหมักที่ได้จากการปันแยกเซลล์ออกแล้ว 1 มิลลิลิตร แล้วเติมสารละลายเอ 5 มิลลิลิตร 

เขย่าให้เข้ากัน จากนั้นเติมสารละลาย บี 5 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน นำไปแช่ในอ่างควบคุมอุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที จึงนำไปกัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 625 นาโนเมตร แล้วหาปริมาณ 

ไนโตรเจนจากกราฟมาตรฐานของสารละลายแอมโมเนียมซลเฟต 

หมายเหตุ วิธีเตรียมสารละลายเอ และบี

สารละลายเอ ประกอบด้วยทีเนอล 10 กรัมต่อลิตร และโซเดียมไนโตรพรัสไซด์ 50 มิลลิกรัมต่อ 

ลิตร บรรจุในขวดสีชา เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง

สารละลายบี ประกอบด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ 5 กรัมต่อลิตร และโซเดียมไฮโปคลอไรด์ 8.4 

มิลลิลิตรต่อลิตร บรรจุในขวดลีชา เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง



4.10 วิธี'หาปริมาณ PHB (ส่งศรี กุลปรีชา, 2536)

4.10.1 วิธีการสกัดแยก PHB

ป่นแยกเซลล์จากนํ้าหมัก 5 มิลลิลิตร ด้วยเครื่องป่นเหว่ียง ที่ความเร็วรอบ 3,000 รอบต่อนาที 

นาน 30 นาที เก็บส่วน'ของเซลลํใว้ แล้วเติมสารละลายโซเดียมไฮโปรคลอไรด์ 1 มิลลิลิตร จากนั้นนำไป 

แช'ในอ่างควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง เติมน้ํากล่ันลงไป 4 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้า 

กัน นำไปป่นเหวี่ยง ท่ีความเร็วรอบ 3,000 รอบต่อนาที 15 นาที เก็บส่วนที่เป็นตะกอนมาล้างด้วยอะซี 

โตน 5 มิลลิลิตร ป่นท่ีความเร็วเท่าเดิม ล้างตะกอนอีกครั้งด้วยเอทธานอลบริสุทธิ้ 99.80% 5 มิลลิลิตร 

ป่นที่ความเร็วเท่าเดิม เก็บส่วนชองตะกอนไว้ เติมคลอโรฟอร์ม 5 มิลลิลิตร ต้ม'ใน’น้ําเดือด 30 วินาที ท้ิง 

ไว้ให้เย็น นำไปป่นเก็บส่วนใสไว้ นำส่วนที่เป็นตะกอนไปสกัด PHB อีกคร้ัง รวมส่วนใสที่ได้ กรองด้วย 

กระดาษกรองเบอร์ 1 โดยมีหลอดที่มีขีดบอกป!มาตร 10 มิดลิลิตรรองรับ เติมคลอโรฟอร์มจนครบ 

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร PHB จะอยู่ในคลอโรฟอร์ม เก็บส่วนนี้ไววิเคราะห์ป!มาณ PHB ต่อไป

4.10.2 การวิเคราะห์หาปริมาณ PHB ที่สกัดแยกได้

นำสารละลาย PHB ที่สกัดได้จากข้อ 4.10.1 มา 1 มิลลิลิตร อบให้แห้งท่ี 80 องศาเซลเซียส 

เติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 3 มิลลิลิตร ต้มในอ่างน้ําเดือด 10 นาที ทิ้งให้เย็น จึงนำไปวัดค่าการดูดกลืน 

แสงท่ี 235 นาโนเมตร แล้วหาปริมาณ PHB จากกราฟมาตรฐาน
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