
บทท่ี 2

อุปกรณ์และวิธีดำเนินการวิจัย

1. อุปกรณ์ และ เคมีภัณฑ

1.1 อ ุปกรณ
อ ุปกรณ บ ร ิษ ัท ผูผลิต, ประเท ศ

เคร ืองเข ยาควบ ค ุม อ ุณ ห ภ ูม ิ (psychotherm shaker) 
รุน G-27 แบบ  rotary

เคร ื่องป,นเหว ี่ยง (centrifuge)
รุ่น K S-3000P

เค ร ื่องป ัน เห ว ี่ยงอ ุณ ห ภ ูม ิต่ํา (refrigerated centrifuge) 

รุ่น J2-21
เคร ืองช ังห ยาบ  (laboratory balance)

รุ่น L2200P
เคร ืองช ังละเอ ียด  (analytical balance)

รุ่น A200S
เคร ื่องว ัด ค าการด ูด กล ืน แส ง  

(UV-V1S spectrophotometer) รุน U V -160
เคร ื่องว ัดค าความ เป ็น กรดดาง (pH meter)

รุ่น 240
ต ูถาย เชอแบ บ  laminar flow

รุ่น B V -124
ต ูอบ แห ง (hot air oven)

รุ่น HL 60
ห มออบฆ าเช ือดวยไอนำ (autoclave)

บร ิษ ัท  New Brunswick Scientific, 
USA.
บร ิษ ัท  Kubota, Japan

บร ิษ ัท  Beckman, USA.

บร ิษ ัท  Sartorius, Germany

บร ิษ ัท  Sartorius, Germany

บริษ ัท  Shimadzu, Japan

บร ิษ ัท  Corning, USA.

บร ิษ ัท  ISSCO, USA.

บร ิษ ัท  Memmert, Germany

บร ิษ ัท  Hirayama Manufacturing

รุน HA-36 Corporation, Japan
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อางน ำค วบ ค ุม อ ุณ ห ภ ูม ิ (water bath) บร ิษ ัท  Memert, Germany
รุ่น พ  760

เค ร ื่องให ค วาม รอน  (stirring hot plate) บร ิษ ัท  DM S, Japan
รุ่น DS 201 HS

เค ร ื่องระ เห ิด แห งระบ บ ส ุญ ญ ากาศ  (lyophillizer) บร ิษ ัท  Tokyo Rikakikai, Japan
รุน Eyela FD-1

เค ร ื่องก ๊าซ โค รม าโต ก ราฟ ิ (Gas Chromatography) บร ิษ ัท  Varian, USA.
ร ุ่น  3 4 0 0  c

เค ร ื่อ งส ำห ร ับ ฉ ีด ต ัวอย างอ ัต โน ม ัต ิ (auto sampler) บร ิษ ัท  Varian.USA.
รุ่น 8200C X

แค ป พ ิล ล าล ีค อ ล ัม น  ชน ิด cabowax-PEG บร ิษ ัท  Restex, USA.
ขนาด 60 m .x 25 mm. ID X 25 pm. df

เค ร ื่องผ ล ิต กาซ ไฮโด รเจ น  (hydrogen generator) บร ิษ ัท  Packard, USA.
รุ่น 9200

เคร ื่องผล ิตกาซ ออกซ ิเจน  (air compressor) บร ิษ ัท  Campbell Hausfeld, USA.
รุน WL 505000AJ

เคร ือง Gel Permeation Chromatography (GPC) บร ิษ ัท  Waters, USA.
รุ่น 60 0E

คอล ัม น ชน ิด  Ultrastyragel บร ิษ ัท  Waters, USA.
ขนาด K)5 Â และ 104 À

เครอง Differential Scanning Calorimeter (DSC) บร ิษ ัท  NETZSCH, Germany 

รุ่น DSC 2000
crucible pan และ cover บร ิษ ัท  NETZSCH, Germany

รุน 100 DSC (A1 25 pi)
เคร ื่องม ือว ัดความ ห น าข องแผ น ฟ ิลม  บร ิษ ัท  M itutoyo, Japan

รุ่น 7301
เคร ือง Universal testing machine บร ิษ ัท  Instron, USA.

รุ่น 5583
เคร ือง X-Ray powder diffractometer บร ิษ ัท  Phillips, Holland

รุน PW 1830/0
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ป ิเปตขนาด 100, 200 และ 1000 (0.1 
เคร ื่องม ือว ัดระด ับ พ ืน ท ี่ 
ชุด soxhlet apparatus ขนาด 1,000 ม ิลลล ิตร  
เครองอ ุป กรณ ห ลอเยน  (circulation Cooler)

บร ิษ ัท  Gilson, France 
บริษ ัท  Magnet, Germany 
บริษ ัท  Brand G M BH, Germany 
บริษ ัท  Marubishi, Japan

.2 เคม ีภ ัณ ฑ
สารเคม ี บ ร ิษ ัท ผ ูผล ิต , ประเทศ

กรดวาเลอร ิก  ( C5H l0O2 ) บร ิษ ัท  Sigm a Chemical, USA.
กรดบ ิวท ิร ิก  ( C4H80 2) บร ิษ ัท  E.Merck Domstadt, Germany
ฟ ร ัก โท ส บร ิษ ัท  E.Merck Domstadt, Germany
1,4-บ ิว เท น ได ออล [HO(CH2)4OH] บร ิษ ัท  Aldrich chem ical, USA.
พ อล ิ(บ ีตา-ไฮดรอก'ซ ีบ ิวท ิเรต) , PHB บริษ ัท  Sigma Chemical, USA.
โซ เด ียม -4 -ไฮด รอกซ ีบ ิวท ิเรต  ( C4H70 ,N a  ) บร ิษ ัท  Sigm a Chemical, USA.
พ อ ล ิ(3-ไฮ ด ร อ ก ซ ีบ ิว ท ิเร ต -โค -20% บริษ ัท  Aldrich Chem ical, USA.
ร -ไฮ ด รอ ก ,ช ีวาเลอ เรค ) P(3H B-co-20% 3H V)
ส ารม าต รฐ าน พ อ ล ิส ไต ร ีน น ำห น ัก โม เล ก ุล  9.1 X 103 บร ิษ ัท  Tosoh, Japan
ส าร ม าต รฐ าน พ อ ล ิส ไต ร ีน น ํ้าห น ัก โม เล ก ุล  1.81x104 บร ิษ ัท  Tosoh, Japan
ส ารม าต รฐ าน พ อ ล ิส ไต ร ีน น ํ้าห น ัก โม เล ก ุล  3.79XK)4 บร ิษ ัท  Tosoh, Japan
ส ารม าต รฐ าน พ อ ล ิส ไต ร ีน น ํ้าห น ัก โม เล ก ุล  9 .64x 1()4 บรษ ัท Tosoh, Japan
ส ารม าต รฐ าน พ อ ล ิส ไต ร ีน น ำห น ัก โม เล ก ุล  1 .9 0 x l0 5 บร ิษ ัท  Tosoh, Japan
ส ารม าต รฐ าน พ อ ล ิส ไต ร ีน น ํ้าห น ัก โม เล ก ุล  3 .55x 10? บร ิษ ัท  Tosoh, Japan
ส ารม าต รฐ าน พ อ ล ิส ไต ร ีน น ํ๋าห น ัก โม เล ก ุล  7 .06x 10s บร ิษ ัท  Tosoh, Japan
ส าร ม าต รฐ าน พ อ ล ิส ไต ร ีน น าห น ัก โม เล ก ุล  1.09x10s บร ิษ ัท  Tosoh, Japan
ส ารม าต รฐ าน พ อ ล ิส ไต ร ีน น ำห น ัก โม เล ก ุล  2.89X106 บริษ ัท  Tosoh, Japan
ส ารม าต รฐ าน พ อ ล ิส ไต ร ีน น ํ้าห น ัก โม เล ก ุล  3.84X106 บร ิษ ัท  Tosoh, Japan
กรดซ ัลฟ ุร ิก เข ้มข ้น บร ิษ ัท  E Merck Domstadt, Germany
ก รด เบ น โซ อ ิก  ( c 7h 6o 2 ) บร ิษ ัท  Nacalai tesque, Japan
แอม โม เน ียม ซ ัล เฟ ต  [ (NH 4)2ร 0 4 ] บร ิษ ัท  E. Merk Damstadt, Germany
ได โซ เด ีย ม ไฮ โด ร เจ น ฟ อ ส เฟ ต ได ไฮ เด รต บริษ ัท  E. Merk Damstadt, Germany

X . i m o l l f
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( Na2H P 0 4.2H20  )
แมกน ีเซ ียม ซ ัล เฟ ตเฮป ตะไฮเดรต  
( M g S 0 4.7H20  )
โป แต ส เซ ีย ม ไฮ โด รเจน ฟ อส เฟ ต
( k h 2p o  4)
แอม โม เน ีย ม โม ล ิบ เด ต เต ต ระไฮ เด รต  
[(NH4) 6 M 0 70 24.4H  2 O]
โป แต ส เซ ีย ม ค ล อ ไรด  (KC1)
โซ เด ียม ค ลอ ไรด  (NaCl)
โซ เด ียม ไฮ ด รอ ก ไซ ด  (NaOH)
โซ เด ียม ค ารบ อเน ต  (Na2CO,)
ซ ิงคช ัล เฟ ต เฮป ต ระไฮเด รต  (Z n S 0 4.7H20 )  
แค ล เซ ีย ม ค ล อ ไรด ได ไฮ เด รต  (CaCl2.2H20 )  
กรดบ อร ิก  (H jPOj)
เฟ อร ัส ซ ัล เฟ ต เฮป ต ระไฮเดรต  (F e S 0 4.7H20 )  
โซ เด ีย ม ไฮ โป ค ล อ ไร ด  (NaOCl)
ค ล อ โรฟ ่อรม เกรด  HPLC 

ค ลอ โรฟ อรม
ได ค ล อ โรม ีเท น เก รด  HPLC
ไอ โซ อ อ ก เท น
อะซ ีโต น
เอท ธาน อล
เม ท ธาน อล
เฮกเชน
ถ ุง เย ็น ช น ิด ค วาม ห น าแน ่น ต ํ่า  ( LDPE)
ถ ุงรอน ชน ิดข ุน  

ถ ุงรอ น ช น ิด ใส
ถ ุงห ูห ิ้วช น ิด ย อ ย ส ล าย ด วยแส งอ ัล ต ราไวโอ เล ต

บร ิษ ัท  E. Merk Damstadt, Germany

บร ิษ ัท  E. Merk Damstadt, Germany

บร ิษ ัท  J.T. Baker, USA

บริษ ัท  Carlo erba, Italy 
บริษ ัท  E. Merk Damstadt, Germany 

บริษ ัท  E. Merk Damstadt, Germany 
บริษ ัท  E. Merk Damstadt, Germany 
บรษ ัท  May&Baker, England 
บริษ ัท  E. Merk Damstadt 1 Germany 
บริษ ัท  E. Merk Damstadt, Germany 
บริษ ัท  Carlo erba, Italy 

บริษ ัท  The Clorox Company, USA. 
บริษ ัท  J.T. Baker, USA.
บร ิษ ัท  J.T. Baker, USA.
บร ิษ ัท  E. Merck Damstadt, Germany 
บริษ ัท  J.T. Baker, USA  
บริษ ัท  BDH  laboratory, England 
บริษ ัท  BDH laboratory, England 
บริษ ัท  BDH laboratory, England 
บริษ ัท  AJAX chem icals, Australia 

โรงงาน ย ูน ิค พ ล าส ต ิก , ป ระเท ศ ไท ย  
หจก. แอล เอ ็ม อ ิน ด ัส ต ร ี่,, ป ระเท ศ ไท ย  

บ ร ิษ ัท ด น ุเด ช เท รด ด ิง , ป ระเท ศ ไท ย  
บ ร ิษ ัท เซ ็น ท ร ัล , ป ระเท ศ ไท ย
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เคม ีภ ัณ ฑ ํป ระเภ ท อาห ารเล ียงเช ื้อ  ( media )
ส ารสก ัดจากย ีส ต
ส ารสก ัดจากเน ือ
เป ป โต น
พ อ ล ิเป ป โต น

บร ิษ ัท  D ifco , USA.
บร ิษ ัท  D ifco , USA.
บร ิษ ัท  D ifco , USA.
บร ิษ ัท  Becton Dickinson , USA

2. จุลินทรีย

จ ุล ิน ท ร ีย ท ี่ใช ค ือ  Alcaligenes sp. A -04 ส าม ารถ ส รางแล ะส ะส ม  พ อล ิบ ีด ้าไฮด รอกซ ี- 
อ ัล ค าโน เอ ต  (PHA) ซ ึ่งค ัด เล ือกโด ย  อรุณ ชาญ ช ัยเชาวว ิว ัฒ น (2536)

3. อาหารเลี้ยงเชื้อ

3.1 ส ูต รอ าห ารแข ็งส ำห ร ับ เก ็บ ร ัก ษ าเช ื้อ  ( stock culture medium ) ใน  1 ล ิตรป ระกอบด ้วย
ส ารส ก ัด จาก เน ึ่อ 3 กรัม
เบ ป โต น 5 กรัม
วุ้นผง 14 กรัม

ปร ับ  pH เป ็น 7.0 น ึ่งฆ าเช ื้อท ี่ความ ด ัน  15 
เวลา 15 นาท ี (การน ึ่งฆ ่า เช ือแบ บ ม าต รฐาน )

ป อนดตอตารางน ิ้ว  อ ุณ ห ภ ูม ิ 121 องศาเซลเซ ียส

3.2 ส ูต รอ าห าร เห ลวส ำห ร ับ เล ี้ยงกล ้า เช ื้อ  (seed culture medium) โดย Doi และคณ ะ (1986)
1 ลิตร ป ระกอบ ดวย

ผ งสก ัด จากย ีส ต 10 กรัม
พ อ ล ิเบ ป โต น 10 กรัม
ส ารส ก ัด จาก เน ื้อ 5 กรัม
โซ เด ียม ค ลอ ไรด 5 กรัม

ปร ับ pH เป ็น 7.0 และน ึ่งฆ าเช ื้อ แบ บ ม าต รฐ าน

3.3 ส ูต รอ าห ารเห ลวส ำห ร ับ เล ียงเช ือจ ุล ิน ท ร ีย เพ ื่อการผ ล ิต  PHA 
MSM ( Mineral Salt Medium ) ส ูต รป ร ับ ป ร ุงโด ย  อร ุณ ชาญ ช ัยเชาวว ิว ัฒ น  (2536) 

ใน  1 ล ิตร ป ระกอบดวย



38

แอม โม เน ียม ช ัล เฟ ต 0.1 กรัม
โป แต ส เช ีย ม ได ไฮ โด ร เจ น ฟ อ ส เฟ ต 1.0 กรัม
ได โซ เด ีย ม ไฮ โด รเจน ฟ อส เฟ ต 0.3 กรัม
แม กน ีเซ ียม ช ัล เฟ ต เฮป ต ะไฮเด รต 0.05 กรัม
ผงสก ัด จากย ีส ต 0.1 กรัม

ส ารละลาย trace element 1 ม ิลล ิล ิตร

ะลาย trace element ใน  IM HCl 1 ล ิตรป ระกอบดวย
แคลเซ ียม คลอไรด 20.0 กรัม
ช ิงค ซ ัล เฟ ตเฮป ตะไฮเดรต 1.3 กรัม
เพ ่อรร ัสซ ัล เฟ ตเฮป ตะไฮเดรต 0.2 กรัม
แอ ม โม เน ีย ม โม ล ิบ เด ต 0.6 กรัม
กรดบ อร ิก 0.6 กรัม

แยกละลาย  เกล ือ  , แม กน ีเซ ียม ช ัล เฟ ต เฮบ ต ะไฮเดรต  และ trace elem ent เม ื่อละลายแล ้ว  
จ ึงน ำม ารวม ก ัน  ปร ับ  pH เป ็น 7.0 โด ย ใช ้ส ารล ะล าย โซ เด ีย ม ไฮ ด รอ ก ไซ ด เข ้ม ข ้น  3.0 โม ลาร
น ึ่งฆ ่าเช ือแบ บ ม าต รฐาน

4. วิธีการเก็บรักษาเชื้อและการเตรียมหัวเชื้อสำหรับเลี้ยงเป็นกล้าเชื้อ

4.1 การเก ็บ ร ักษ าเช ือจ ุล ิน ท ร ีย
เข ี่ย เช ือ จ ุล ิน ท ร ีย โด ยใช ล ูป เข ี่ย เช ือ ล าก  (streak) ลงบ น อาห ารแข ็งเอ ียง (agar slant) 

ส ำห ร ับ เก ็บ ร ัก ษ าเช ือ  บ ่ม เช ือท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 30°ซ เป ็น เวลา 24 ช ั่ว โม ง แล ว น ำไป เก ็บ ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 4°ช  

น ำม าเข ี่ยล าก เช ื้อ ล งบ น อ าห ารให ม  (sub culture) ท ุกๆ  1 เด ือน

4.2 การเต ร ียม ห ัว เช ื้อ ส ำห ร ับ เล ี้ยง เป ็น กลาเช ือ
น ำเช ื้อ ท ี่เก ็บ ร ัก ษ าไว ้ม าเข ี่ย ล าก เช ื้อ ล งบ น อ าห ารให ม  บ ม เช ื้อท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 30°ช  เป ็น เวลา  

24 ช ั่ว โม ง เม ื่อ เช ื้อ เต ิบ โต ด ีแล วถ าย เช ือ ล งใน ส ารล ะ ล าย โซ เด ีย ม ค ล อ ไรด เข ม ข น  0.85 เป อรเซ ็น ต 
กระจายเช ือ  (resuspend) น ำไป ว ัด ค าก ารด ูด ก ล ืน แส งท ี่ 600 น าโน เม ต ร ให ได ค าก าร ด ูด ก ล ืน แสง 
อย ู่ใน ชวง 0 .35-0.40
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4.3 การคัดเลือกอายุกลาเชือที่เหมาะสมและการปรับปรุงอาหารสำหรับเลี้ยงเชื้อ เพ ื่อให ้ได ้เช ื้อ 
ท ี่ม ีปริมาณมากและมีประสิทธิภาพในการผลิตสูงขึ้น

ถายหัวเชื้อจากข้อ 4.2 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (2 เปอรเซ็นตตอปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ) 
ลงในอาหารสำหรับเล ียงกลาเชือปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซ ึ่งบรรจ ุอย ู่ในขวดทดลองปริมาตร 250 
มิลลิลิตร ท ี่ทำการแปรผ ันส ัดส ่วนกรดวาเลอริกและฟรักโทสให ้ม ีความเข ้มข ้นรวม 4 กรัมตอลิตร 
เลียงเชือบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ 30°ซ ความเร็ว 200 รอบตอนาที เก็บตัวอยางทุกๆ 4
ช ั่วโมง เป็นเวลา 72 ช ั่วโมง นำมาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร น ํ้าหน ักเซลลแห้ง 
(กรัมตอลิตร) ปริมาณฟรักโทสท ี่เหล ือในอาหาร (กรัมต ่อล ิตร) และปริมาณ PHB ท ี่ผล ิตได ้
(เปอรเซ ็นตตอนำหน ักเซลลแหงและกรัมตอล ิตร) นำผลที่ไดมาเขียนกราฟแสดงการเจริญเติบโต
แลวคัดเลือกอายุกลาเชือที่เหมาะสมในการเตรียมกลาเชือ เพื่อใหไดเชือปริมาณมากและ
ประสิทธ ิภาพในการผล ิตส ูง

5 . การหาการเจริญเติบโฅฃอง Alcaligenes sp. A - 0 4  โดยหาคาความเข้มข้นเซลล ด้วยว ิธ ีวัด 
คาการดูดกลืนแสงที่ 6 0 0  นาโนเมตร วิธีหานํ้าหนักเซลลเปียกแ ล ะนํ้าหนักเซลลแห้ง โดยใช ้การ  

คำนวณจากกราฟมาตรฐานระหวางนํ้าหนักเซลลแ ล ะ คาดูดกลืนแสงที่ 6 0 0  นาโนเมตร

5.1 ว ิธ ีห าห ้าห น ัก เซ ล ลเป ีย ก  โด ย ใข ้การค ำน วณ จากกราฟ ม าต รฐ าน ระห วางห ้าห น ัก เซ ลล  
เป ีย ก แล ะค าก ารด ูด ก ล ืน แส งท ี่ 600 น าโน เม ตร

น ำห ้าห ม ัก ท ี่เก ็บ ได ้ใน แต ล ะ ช ว ง เว ล าม าเจ ือ จ างด ้ว ย ห ้าก ล ั่น ให ้ได ้ค าก ารด ูด ก ล ืน แส งใน  

ชวง 0.2-0.8 น ำค าท ี่ได ้ม าเป ร ียบ เท ีย บ ก ับ ก ราฟ ม าต รฐ าน ระห ว ่างห ้าห น ัก เซ ล ลเป ีย กและค าก าร
ด ูด กล ืน แส งท ี่ 600 น าโน เม ต ร (ภาคผนวก ข) ห น วยเป ็นกร ัม ตอล ิตร

5.2 ว ิธ ีห าห ้าห น ัก เซ ล ลแห ง โด ย ใช การค ำน วณ จาก กราฟ ม าต รฐ าน ระห วางน ำห น ัก เซ ลล แห ง  

แล ะค าการด ูด กล ืน  แส งท ี่ 600 น าโน เม ตร
น ำห ้าห ม ัก ท ี่เก ็บ ได ้ใน แ ต ล ะ ช ว ง เว ล าม าเจ ือ จ างด ้ว ย ห ้าก ล ั่น ให ้ได ้ค าก ารด ูด ก ล ืน แ ส งใน  

ชวง 0.2-0.8 น ำค าท ี่ได ม าเป ร ียบ เท ีย บ ก ับ ก ราฟ ม าต รฐ าน ระห วางน ำห น ัก เซ ลลแห งและค าการ
ด ูด กล ืน แส งท ี่ 600 น าโน เม ต ร (ภาคผน วก ข) ห น วยเป ็นกร ัม ตอล ิตร

6. การศึกษาหาปริมาณฟรักโทสและแอมโมเนียมที่เหมาะสมในอาหาร MSM เพ่ือเพ่ิม

ปริมาณเซลล์ (ขั้นตอนที่ 1) ซึ่งเป็นวิธีการเลี้ยง Alcaligenes sp. A -04 ในอาหารเพื่อการผลิต

แบบ 2 ขั้นตอน เพื่อผลิตเทอรพอลิเมอร
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ถ า ย ก ล า เ ช ือ ท ี่ท ำ ก า ร ค ัด เ ล ือ ก อ า ย ุใ น ช ว ง ต า ง ๆ จ า ก ข ้อ  4 . 3  ป ร ิม า ต ร  1 ม ิล ล ิล ิต ร  
( 2  เ ป อ ร เ ซ ็น ต ต อ ป ร ิม า ต ร อ า ห า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ )  ล ง ใ น อ า ห า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ เ พ ื่อ ก า ร ผ ล ิต  ท ำ ก า ร แ ป ร ผ ัน ป ร ิม า ณ  

ฟ ร ัก โ ท ส ใ น ช ว ง  0 - 1 0  ก ร ัม ต อ ล ิต ร  แ ล ะ ป ร ิม า ณ ไ น โ ต ร เ จ น ใ น ช ว ง  0 . 1 - 0 . 3  ก ร ัม ต อ ล ิต ร  เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ บ น  
เ ค ร ื่อ ง เ ข ย า ค ว บ ค ุม อ ุณ ห ภ ูม ิ 3 0 ° ช  ค ว า ม เ ร ็ว  2 0 0  ร อ บ ต อ น า ท ี เ ก ็บ ต ัว อ ย า ง ท ุก ๆ  1 2  ช ั่ว โ ม ง  เ ป ็น เ ว ล า  
7 2  ช ั่ว โ ม ง  น ำ ม า ว ัด ค า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ 6 0 0  น า โ น เ ม ต ร  น ํ้า ห น ัก เ ซ ล ล แ ห ้ง  ป ร ิม า ณ ฟ ร ัก โ ท ส
ท ี่เ ห ล ือ  เ ป ร ีย บ เ ท ีย บ ป ร ะ ส ิท ธ ิภ า พ ใ น ก า ร ผ ล ิต  P H B  ข อ ง ก ล ี้า เ ช ื้อ อ า ย ุเ ช ื้อ ต า ง ก ัน เ ม ื่อ เ ล ี้ย ง ใ น อ า ห า ร  
เ ล ีย ง ก ห ้า เ ช ื้อ ส ูต ร ต า ง ๆ  เ พ ื่อ ค ัด เ ล ือ ก อ า ย ุเ ช ื้อ ท ี่ส า ม า ร ถ เ จ ร ิญ เ ต ิบ โ ต ใ น อ า ห า ร  M S M  ไ ห ้ส ูง  โ ด ย
ไ ม ่ต อ ง ใ ช ก ล า เ ช ือ เ ร ิ่ม ต น ป ร ิม า ณ ม า ก แ ล ะ ม ีป ร ะ ส ิท ธ ิภ า พ ใ น ก า ร ผ ล ิต ส ูง ท ี่ส ุด  ห า ร ะ ย ะ เ ว ล า ท ี่

ฟ ร ัก โ ท ส ถ ูก ใ ช จ น ห ม ด ก อ น ถ ึง ร ะ ย ะ ก า ร ผ ล ิต  เ พ ื่อ เ ต ิม แ ห ล ง ค า ร บ อ น อ ื่น ส ำ ห ร ับ ก า ร ผ ล ิต
เ ท อ ร พ อ ล ิเ ม อ ร ช น ิด ต า ง ๆ ต อ ไ ป

7. การศึกษาชนิด ปริมาณของแหลงคาร์บอน และระยะเวลาที่เหมาะสมในการเ ล ี้ย ง

Alcaligenes sp. A-04 เพ่ือผลิตเทอรพอลิเมอร

น ำ ก ล า เ ช ือ ท ี่เ ต ร ีย ม จ า ก 1ข อ  4 . 3  น ำ ห น ัก เ ซ ล ล เ ป ีย ก เ ท า ก ับ  0 . 6  ก ร ัม ต อ อ า ห า ร เ ล ีย ง เ ช ื้อ  
5 0  ม ิล ล ิล ิต ร  โ ด ย ใ ช ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น เ ป ร ีย บ เ ท ีย บ ร ะ ห ว า ง ค า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ 6 0 0  น า โ น เ ม ต ร แ ล ะ  
ห ้า ห น ัก เ ซ ล ล เ ป ีย ก  ( ภ า ค ผ น ว ก  ข )  ถ า ย ก ห ้า เ ช ื้อ ล ง ใ น อ า ห า ร  M S M  ท ี่ท ำ ก า ร แ ป ร ผ ัน ป ร ิม า ณ แ ห ล ง  
ค า ร บ อ น ส ำ ห ร ับ ก า ร ผ ล ิต เ ท อ ร พ อ ล ิเ ม อ ร ท ั้ง  3  ช น ิด  เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ บ น เ ค ร ื่อ ง เ ข ย า ค ว บ ค ุม อ ุณ ห ภ ูม ิ 3 0 ° ซ  
ค ว า ม เ ร ็ว ร อ บ  2 0 0  ร อ บ ต อ น า ท ี เ ก ็บ ต ัว อ ย า ง ท ุก ๆ  1 2  ช ั่ว โ ม ง  เ ป ็น เ ว ล า  7 2  ช ั่ว โ ม ง  น ำ ม า ว ัด ค า
ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ 6 0 0  น า โ น เ ม ต ร  ห ้า ห น ัก เ ซ ล ล แ ห ้ง  ป ร ิม า ณ เ ท อ ร พ อ ล ิเ ม อ ร  แ ล ะ ส ัด ส ว น ข อ ง

โ ม โ น เมอ ร  เ พ ื่อ ค ัด เ ล ือ ก เ ว ล า ท ี่เ ห ม า ะ ส ม ใ น ก า ร ผ ล ิต เ ท อ ร พ อ ล ิเ ม อ ร

8. การทดลองเปลี่ยนชนิดแหล่งคารบอน เพื่อลดต้นทุนและเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิต

แ ห ล ง ค า ร บ อ น ท ี่ศ ึก ษ า ใ น ง า น ว ิจ ัย น ี้ค ือ  ก า ร เ ส ร ิม ห ร ือ ไ ม เ ส ร ิม แ ห ล ง ค า ร บ อ น ส ำ ห ร ับ

3 H B  โ ม โ น เ ม อ ร  โ ด ย แ ห ล ่ง ค า ร บ อ น ท ี่ใ ช เ ส ร ิม ค ือ ฟ ร ัก โ ท ส ห ร ือ ก ร ด บ ิว ท ิร ิก  แ ล ะ ก า ร น ำ  1 , 4 -
บ ิว เ ท น ไ ด อ อ ล แ ท น โ ซ เ ด ีย ม - 4 - ไ ฮ ด ร อ ก ซ ีบ ิว ท ิเ ร ต  เ พ ื่อ เ ป ็น แ ห ล ง ค า ร บ อ น ส ำ ห ร ับ  4 H B  โ ม โ น เ ม อ ร  
แ ห ล ง ค า ร บ อ น ส ำ ห ร ับ  3 H V  โ ม โ น เ ม อ ร ใ ข ้ก ร ด ว า เ ล อ ร ิก เ ช ่น เ ต ิม  แ ป ร ส ัด ส ว น ข อ ง แ ห ล ง ค า ร บ อ น
ท ั้ง  3  ช น ิด ใ ห ้ม ีค ว า ม เ ข ้ม ข ้น ข อ ง แ ห ล ง ค า ร บ อ น ร ว ม  2 0  ก ร ัม ต อ ล ิต ร  เ ล ีย ง เ ช ือ บ น เ ค ร ื่อ ง เ ข ย า ค ว บ ค ุม  
อ ุณ ห ภ ูม ิ 3 0 ° ซ  ค ว า ม เ ร ็ว  2 0 0  ร อ บ ต อ น า ท ี เ ก ็บ ต ัว อ ย า ง ท ุก ๆ  1 2  ช ั่ว โ ม ง  เ ป ็น เ ว ล า  7 2  ช ั่ว โ ม ง  น ำ ม า  
ว ัด ค า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ 6 0 0  น า โ น เ ม ต ร  ว ิเ ค ร า ะ ห น ำ ห น ัก เ ซ ล ล แ ห ง  ป ร ิม า ณ เ ท อ ร พ อ ล ิเ ม อ ร
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แ ล ะ ส ัด ส ว น ข อ ง โม โน เม อ ร  (โม ล เป อรเซ ็น ต ) เป ร ียบ เท ีย บ ค วาม ส าม ารถ ใน ก ารใช แห ล ่งค ารบ อ น แต  
และช น ิด เพ ื่อ เล ือ ก แห ล ่งค ารบ อ น ท ี่ม ีราค าถ ูก แล ะย ังค งให ้ผ ล ผ ล ิต ป ร ิม าณ ส ูง

9. วิธีหาปริมาณฟรักโทสในห้าหมัก
ใช ว ิธ ีข อง Bernfeld (1955) โด ยน ำห ้าห ม ัก ท ี่ป ัน แย ก เซ ล ล อ อ ก แห ้ว  มาเจ ือจางห ้วย

น ำก ล ั่น ต าม ค วาม เห ม าะส ม เพ ื่อ ให ้ไห ้ค าก ารด ูด ก ล ืน แส งท ี่ 540 น าโน เม ต รอ ย ู่ใน ช วง  0.2 ถึง 0.8 

จาก น ั้น ใช ้ป ร ิม าต ร 1 ม ิลล ิล ิตร ม าเต ิม ส าร ล ะ ล าย ก รด ได ไน โต รซ าล ิไซ ล ิก  (dinitrosalicylic acid 
หรือ D N SA  reagent, ภาคผนวก ข) ปร ิมาตร 1 ม ิลล ิล ิตร ผ ส ม ให ้เช ้าก ัน  แห ้วน ำไป ต ้ม ใน อางห ้า  
เด ือดเฟ ้น เวลา 10 นาท ี ท ิ้งไห ้ให ้เย ็น แห ้ว เต ิม ห ้ากล ั่น  10 ม ิลล ิล ิตร ผ ส ม ให ้เช ้าก ัน  น ำไป ว ัด ค าการด ด

ห ้ไ  _ ' V 0 . ไ ' ,  ■ ^ ยู่ 1 ' ”
ก ล ืน แ ล งท ี 540 น าโน เม ต ร แล วน ำค าท ีได ม าเป ร ียบ เท ียบ ก ับ ก ราฟ ม าต รฐ าน ระห วางฟ ร ัก โท ส แล ะ  
ค าการด ูด ก ล ืน แส งท ี่ 540 น าโน เม ต ร (ภาคผน วก ค) ห น วยเป ็นกร ัม ตอล ิตร

10. วิธีหาปริมาณของแอมโมเนียมในนํ้าหมัก
ไชว ิธ ีข อง Kemper (1974) โด ย น ำน ำห ม ัก ท ี่ท ำก ารป ัน แ ย ก เซ ล ล อ อ ก แล ว  ม าเจ ือ จ างให ้ 

ได ความ เข ม ข น ท ี่เห ม าะส ม  น ำน ำห ม ักท ี่เจ ือจางแลวป ร ิม าณ  5 ม ิลล ิล ิตร เต ิม โป แต ส เช ีย ม ค ล อ ไรด  

(ภาคผนวก ข) ความเช ้มข ้น  2 โม ล าร  5 ม ิลล ิล ิตร เต ิม สารละลาย EDTA (ภาคผนวก ข)
1 ม ิลล ิล ิตร ผ ส ม ให เข าก ัน แ ล ว ว างท ิงไว  1 นาท ี จากน ัน เต ิม ฟ ิน อ ลไน โต รพ ัส ไซ ด รเอ เจน ท
(ภาคผน วก ข) 2 ม ิลล ิล ิตร เต ิม ป ัพ เฟ อ รไฮโป ค ลอ ไรด รเอ เจน ต  (ภาคผนวก ข) 4 ม ิลล ิล ิตร และเต ิม  
น ำก ล ั่น ป ลอด ป ระจ ุ 8 ม ิลล ิล ิตร ผ ส ม ให เข าก ัน น ำไป อ ุน ใน อ ่างน ำค ว บ ค ุม อ ุณ ห ภ ูม ิ 40° ซ เป ็น เวลา  
30 นาท ี น ำไป ว ัด ค าก ารด ูด ก ล ืน แส งท ี่ 636 น าโน เม ต ร แห ้วน ำคาท ี่ไห ้ม าเป ร ียบ เท ียบ ก ับ กราฟ ม าตร  
ฐ าน ระห วางป ร ิม าณ แอม โม เน ีย ม -ไน เต รเจน  (NH 4+-N) แ ล ะ ค าก ารด ูด ก ล ืน แส งท ี่ 636 น าโน เม ตร  
(ภาคผน วก ค) คำน วณ ห าป ร ิม าณ แอม โม เน ียม ซ ัล เฟ ต ห น วยเป ็น กร ัม ต อล ิต ร  11

11. การวิเคราะหปริมาณ PHB โดยวิธีรัดคาการดูดกลืนแสงที่ 235 นาโนเมตร
ใช ้ว ิธ ีข อ ง Brivonese และ Sutherland (1989) ซ ึ่งป ร ับ ป ร ุงโด ย  อรุณ

ชาญ ช ัยเซาวว ิว ัฒ น (2536) น ำน ำห ม ักป ร ิม าตร 5 ม ิลล ิล ิตร ใส ่ใน ห ล อ ด ฝ าเก ล ีย ว ข น าด  10
ม ิลล ิล ิตร ป ัน แยก เซ ล ล อ อ ก จ าก ห ้าห ม ัก ท ี่ 3 ,000 รอบ ตอน าท ี นาน 20 นาท ี เก ็บ ส วน ข องเซ ลล
ม าเต ิม ส าร ล ะ ล าย โซ เด ีย ม ไฮ โป ค ล อ ไร ท  1 ม ิลล ิล ิตร ท ิ้งไห ้ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 37° ซ นาน 1 ช ั่ว โม ง เพื่อ
ให ้เซ ล ล แ ต ก  จากน ั้น เต ิม ห ้ากล ั่น  4 ม ิลล ิล ิตร ผ ส ม ให ้เช ้าก ัน  นำไป'ป ันท ี่ 3 ,000 รอบ ต อน าท ีเป ็น เวลา  
20 นาท ี เก ็บ ส ่วน ท ี่เป ็น ต ะกอ น ม าห ้างห ้วย อะช ีโต น  5 ม ิลล ิล ิตร ป ัน ห ้างตะกอน ห ้วยอ ัตราเร ็ว
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เทาเด ิม จากน ิ'น น ำส ่วน ท ี่เป ็น ต ะกอน ม าล ้างด ้วยเอท ธาน อลบ ร ิส ุท ธ ”ิ' 99 .80 เปอรเซ ็นต 5 ม ิลล ิล ิตร  
ป ัน ลางต ะกอน ด วยอ ัต ราเร ็ว เท าเด ิม  เก ็บ ส วน ต ะกอน ม าเต ิม ค ล อโรฟ อรม  5 ม ิลล ิล ิตร ต ้ม ใน น าเด ือด  
30 ว ินาท ี ท ีงไว ให เย ็น  น ำไป ป ัน ด ว ย อ ัต ราเร ็ว เท ่า เด ิม เก ็บ ส ่ว น ใส ไว  น ำส วน ท ี่เป ็น ต ะก อ น ไป ส ก ัด  
PHB อ ีกคร ัง  ร ว ม ส ว น ใส ท ี่ไต ้ กรองต ้วยกระดาษ กรองเบ อร 1 ป ร ับ ป ร ิม าต ร ข อ งส ่ว น ใส ท ี่ก ร อ งไต  ้
ให ค รบ  10 ม ิลล ิล ิตร น ำม าเจ ือจางด วย ค ลอ โรฟ อรม ใน อ ัต ราส ่วน ท ี่เห ม าะส ม  แบ ่งม า 0.1 ม ิลล ิล ิตร  
ใส ใน ห ล อ ด ท ด ล อ ง  อ บ ให ้แ ห ้ง ใน ต ้อ บ  80° ช  เด ิมกรดซ ัลฟ ุร ิก เข ้มต ้น  3 ม ิลล ิล ิตร ต ้ม ใน อางน ํ้ๅ  
เด ือด 10 นาท ี ท ิงไว ให เย ็น  แลวน ำต ัวอ ย ่างไป ว ัด ค าก ารด ูด ก ล ืน แส งท ี่ 235 น าโน เม ตร นำคา
ก ารด ูด กล ืน แส งท ี่ได ม าค ำน วณ ห าป ร ิม าณ  PHB โดยเป ร ียบ เท ียบ ก ับ กราฟ ม าต รฐาน ระห ว ่างป ร ิม าณ  

PHB แ ล ะ ค าก ารด ูด ก ล ืน แส งท ี่ 235 น าโน เม ตร (ภาคผนวก ค) คำน วณ ห าป ร ิม าณ  PHB หนวยเป ็น  
กร ัมตอล ิตร

12. การวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของเทอร้พอสิเมอร์โดยวิธีกาซ โครมาโฅรกรๅฟิ

ใต ้ว ิธ ีข อง Comean และค ณ ะ (1988) โด ย ท ำก ารแย ก เซ ล ล อ อ ก จ าก ห ้าห ม ัก  โด ยป ัน ท ี่
8 ,000 รอบ ต อน าท ี นาน 10 นาท ี ข ้างต ้วยห ้ากล ั่น  2 ครั้ง น ำเซ ล ล ม าล ะล าย ใน ห ้าก ล ั่น  10 ม ิลล ิล ิตร  
เท ใส ข วด ท ด ล อ งข น าด  250 ม ิลล ิล ิตร น ำไป ระ เห ิด แห งภ ายใต ส ุญ ญ าก าศ  ช ั่ง เซ ลลแห ง 20 ม ิลล ิกร ัม  

ใส ห ล อ ด ฝ าเก ล ีย ว  เต ิม คลอโรฟ ่อรม  2 ม ิลล ิล ิตร เต ิม เมทธาน อล 2 ม ิลล ิล ิต รท ี่ม ีก รด เบ น โซ อ ิก เป ็น  
ส ารม าต รฐาน ภ ายใน ป ร ิม าณ  2,000 ไม โค รก ร ัม ต อ ม ิล ล ิล ิต ร  น ำไป ให ้ค วาม ร ้อ น ท ี่ 80° ซ นาน 3.5 
ช ั่ว โม ง เต ิม ห ้ากล ั่น  1 ม ิลล ิล ิตร เขยาอยางแรงน าน  5 นาท ี และ'ป ันท ี่ความเร ็ว 3 ,000 รอบตอนาท ี 
นาน 10 นาท ี เก ็บ ช ัน ค ล อ โรฟ ่อ รม  (ช ัน ลาง) ซ ึ่งม ีอ น ุพ ัน ธ เม ท ธ ิล เอ ส เท อ รข อ งโม โน เม อ รไป ส ก ัด  

แย ก ก รด แล ะกาก เซ ลลด วย น ำกล ั่น ต าม ว ิธ ีข างต น  ทำชำ 2 ครัง ถ าย ช ัน ค ล อ โร ฟ ่อ ร ม ใส ใน ห ล อ ด ฝ า  
เกล ียวขน าด 2 ม ิลล ิล ิตร ร ะ เห ย ค ล อ โรฟ ่อ รม อ อ ก ให ห ม ด  เต ิม ไอ โซ อ อ ก เท น  1 ม ิลล ิล ิตร แลวน ำม า  

ว ิเค ราะ ห ห าช น ิด แ ล ะ ป ร ิม าณ ข อ งโม โน เม อ ร ด ้ว ย ว ิธ ีก ๊าซ โค รม าโต ร ก ร าฟ ืภ าย ใต ้ส ภ าว ะ ต ังน ี้

ชน ิด'ของคอลัมน : แค ป พ ิลลาร ีค อล ัม น  ชน ิด cabowax-PEG
ขนาด 60 m.x 25 mm. ID X 25 (4m. df 

อ ุณ ห ภ ูมของ injector : 250°ซ  (isothermal)
อ ุณ ห ภ ูม ิของ column : 130°ซ นาน 6 นาท ี เพ ิ่ม อ ุณ ห ภ ูม ิเป ็น 180°ช  ต้วย

อ ัตรา 5°ซ ตอน าท ี ร ักษ าอ ุณ ห ภ ูม ิไวท ี่ 180°ช
อ ุณ ห ภ ูม ิของ detector (FID) : 250 °ซ (isothermal) 

split ratio : 50 ตอ 1
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กาซต ัวพ า (carrier gas) : He อ ัต ราการไห ล 2 ม ิลล ิล ิตรตอน าท ี
ปร ิมาตรฉ ีด  : 1 ไม โค รล ิต ร
ก ารว ิเค ราะ ห ช น ิด ข อ งโม โน เม อ รโด ย ก าร เป ร ีย บ เท ีย บ เว ล าท ี่อ ย ู่ใน ค อ ล ัม น  (retention 

time) ข อ งส ารต ัวอย ่างก ับ เวลาท ี่อ ย ู่ใน ค อล ัม น ข องส ารม าต รฐ าน  PHB P(3HB-CO-20%3HV) และ  
Na-4HB (ภาคผน วก ค)

การค ำน วณ ป ร ิม าณ โม โน เม อ รข อ ง 3HB 3HV แ ล ะ 4HB (กร ัมตอล ิตรตอ lyophilized  
cell 20 ม ิลล ิกร ัม ) โด ย ใช โป ร แ ก ร ม  Star chromatogram : Version 4.02 ซ ึ่งจะท ำการคำนวณ  
ป ร ิม าณ โม โน เม อ ร  (โด ยม ีส ารม าต รฐ าน ภ าย ใน เป ็น ก รด เบ น โซ อ ิก  2 ม ิลล ิก ร ัม ต อม ิล ล ิล ิต ร) เปรียบ  
เท ีย บ ก ับ ส ารม าต รฐ าน ท ี่ท ำก ารว ิเค ราะห ใน ส ภ าวะเด ีย วก ัน

13. การสกัดเทอรพอลิเมอรและการทำให้บริสุทธิ

ใช ว ิธ ีข อง Doi และค ณ ะ (1995) โด ย ท ำก ารป ัน แย ก เซ ล ล อ อ ก จ าก น าห ม ัก  โดยป ัน ท ี่
8 ,000 รอบ ต อน าท ี นาน 10 นาท ี ลางเซ ลลด ้วยน ากล ั่น  2 ครั้ง น ำเซ ล ล ท ั้งห ม ด ไป ระ เห ิด แห ้งภ าย ใด ้ 
ส ุญ ญ ากาศ บ รรจ ุเซ ลลระเห ิด แห ้งลงใน ถ ุงกระด าษ กรองเบ อร 2 เย ็บ ป ิด ด ้วยด ้ายท ุกด ้าน ให ้ส น ิท
น ำไ ป ใส ใน ส ่ว น  extraction ของเคร ื่อง Soxhlet apparatus ส ก ัด เท อรพ อล ิเม อรด วยค ลอโรพ ่อรม ท ี่ 
อ ุณ ห ภ ูม ิ 60°ซ  นาน 36 ช ั่ว โม ง น ำไป ระ เห ย ค ล อ โรพ ่อ รม ใน ด ูอ บ แ ห งท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 70°ช  แช ่แผ ่น ฟ ิลม  
ดวยเฮกเซ นป ร ิมาตร 4 เทานาน 24 ช ั่ว โม ง น ำแ ผ น ฟ ิล ม ม าล ะ ล าย ใน ค ล อ โรพ ่อ ร ม แล ้ว ท ำให ้บ ร ิส ุท ธ ิ 
โด ย การต กต ะกอน ด ้วย เฮก เซ น ป ร ิม าต ร 5 เทา อย ่างช ้าๆท ำซ า 3 ครั้ง อบ ผ งเท อรพ อล ิเม อรให ้แห ้ง  
เก ็บ ร ักษ าใน เด ซ ิเค เต อร 14

14. การเตรียมแผนฟิล์มสำหรับการทดสอบคุณสมป๋ต๊เชิงกลและคุณสมบัติทางกายภาพ

ใช ้ว ิธ ีข อ ง Yoshie และค ณ ะ (1995) โด ย ล ะล าย เท อ รพ อ ล ิเม อ รด ้วยค ล อ โรพ ่อ รม ให ้ม ี 
ความเขมขน 1 เปอรเซ ็นต (น ำห น ักต อป ร ิม าต ร) เต ร ียม แผ ่น ฟ ิลม โด ยว ิธ ีก ารเท ส ารละล าย
เท อรพ อล ิเม อ รล งใน แม ่พ ิม พ  ท ี่ป ร ับ ระด ับ ให เท าก ัน ท ุก ด าน  ป ร ิม าต รข องส ารละลายเท อรพ อล ิเม อร  
ข ึน อ ย ู่ก ับ 1ขนาด'ของแม ่พ ิมพ โด ย ค วรให ได แผ ่น ฟ ิล ม ห น าป ระม าณ  0 .050 ม ิลล ิเมตร (ไม ควรห น า  
ต ํ่ากวา 0.025 ม ิลล ิเม ตร) ท ิง ให ค ล อ โรพ ่อ รม ระ เห ย ใน ล ูค ว ัน ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห อ ง  น ำไป อ บ แ ห งใน ต ู
อบ แห ้งท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 60 °ช นาน 48 ช ั่ว โม ง แล ้วท ิ้ง ให ้แผ ่น ฟ ิล ม ต ก ผ ล ึก ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ งน าน  12 ชั่ว 
โม ง จ ึงท ำก ารแก ะอ อ ก จ าก แม ่ท ิม พ  ก ่อ น น ำแผ น ฟ ิล ม ไป ท ำก ารท ด ส อ บ จ ะด ้อ งม ีก ารต ก ผ ล ึก
อย างส ม บ ูรณ เป ็น เวล าไม ต ํ่ากว ่า  7 วัน ว ัด ค วาม ห น า1ของแผนฟ ิลม (ม ิลล ิเมตร) ด้วย



44

เคร ื่องม ือว ัด ความ ห น าข องแผ น พ อล ิเม อร รุ่น 7301 ของบ ร ิษ ัท  Mitutoya ประเทศญ ี่ป ุ่น  
(เคร ื่องม ือท ี่ภ าคว ิชาว ัส ด ุศ าส ต ร คณ ะว ิท ยาศาสตร จ ุฬ าลงกรณ มหาว ิท ยาล ัย)

15 . ก ารห าส ม บ ฅ ท างกาย ภ าพ  และเช ิงกลข องเท อรพ อล ิเม อร
15.1 การว ิเค ราะ ห ห ้าห น ัก โม เล ก ุล ข อ งส ารผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์โด ย เค ร ื่อ ง  Gel Permeation

Chromatography (GPC)
ใช ว ิธ ีข อง Abate และค ณ ะ (1995) โด ย ล ะล าย เท อ รพ อ ล ิเม อ รใน ค ล อ โรฟ ่อ รม  

ชน ิด เกรด HPLC เข ้มข ้น 1 เปอรเซ ็นต กรองด ้วยเมมเบรน ขน าด 0.45 ไม ครอน  น ำไป ว ิเค ราะห ห า  
น ำห น ัก โม เล ก ุล ด วย ว ิธ  Gel Permeation Chromatography

detector : Differential Refractometry (RI)
คอล ัมน : Ultrastyragel 10 Â ตอดวย 10 À
อ ุณ หภ ูม ิ : อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อง
สารละลายต ัวพ า : ค ลอ โรฟ ่อรม ช น ิด เกรด  HPLC
อ ัต ราการชะ : 1 ม ิลล ิล ิตรต ่อน าท ี
ปร ิมาตรฉ ีด : 60 ไม โค รล ิต ร

ค ำน วณ น ํ้าห น ัก โม เล ก ุล ข อ งเท อ รพ อ ล ิเม อ ร  โด ยเป ร ียบ เท ียบ ก ับ กราฟ ม าต รฐาน  
ของ พ อ ล ิส ไต ร ีน ท ี่ม ีห ้าห น ัก โม เล ก ุล ใน ช ว ง  9 .1X103 ถึง 3.84X106 ซ ึ่งท ำการว ิเค ราะห ใน ส ภ าวะ  
เด ียวก ัน (ภาคผนวก ค)

15.2 การว ิเค ราะห อ ุณ ห ภ ูม ิห ลอม เห ลว (melting temperature, Tm) คาความรอน
ข องการห ลอ ม เห ล ว (heat o f  fusion) และอ ุณ ห ภ ูม ิกลาส ท ราน ซ ิช ัน  (glass transition temperature, 
Tg) โด ยเครอง Differential Scanning Calorimeter (DSC)

ใช ้ว ิธ ีข อง Shi และค ณ ะ (1996) โด ย ช ั่ง เท อ รพ อ ล ิเม อ ร ให ้ม ีห ้าห น ัก ใน ช ว ง 5-10  

ม ิลล ิกร ัม  ตอช ิ้น  ใส ใน ด ้วย ช น ิด อ ะล ูม ิเน ีย ม  (aluminium crucible) ปร ิมาตร 25 ไม โค รล ิต ร  ทำ 
ก ารว ิเค ราะ ห ภ ายใต ส ภ าวะไน โต ร เจ น  โด ย ท ำการว ิเค ราะห เป ็น  2 ข ันตอนต ังน ี

1. ห าค าอ ุณ ห ภ ูม ิห ลอม เห ลวและค าค วาม รอน ข องการห ลอม เห ลว  โดยเพ ิ่ม  

อ ุณ ห ภ ูม ิจาก 30 “ซ ถึง 180 °ซ ด ้วยอ ัตรา 10 °ช ตอนาท ี
2. ลดอ ุณ ห ภ ูม ิอยางรวดเร ็วจาก 180 “ซ ถึง -80 ๐ซ แลวว ิเค ราะห ห าค า Tg โดย  

เพ ิ่มอ ุณ ห ภ ูม ิจาก -80 ๐ช ถึง 180 “ซ ดวยอ ัตรา 10 ๐ซ ตอนาท ี ภ าย ใต ส ภ าวะไน โต ร เจ น
โด ย ม ีส ารม าต รฐาน เป ร ียบ เท ียบ ค ือ  A lzO,
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15.3 การท ด ส อ บ ส ม บ ัต ิเช ิงกลข อ งแผ น ฟ ิลม โด ยเค ร ื่อง  Universal testing machine
เตร ียม แผ ่นฟ ิลม ตาม ว ิธ ีม าตรฐาน  ASTM  D882-91 (annual book o f ASTM  

standard, V 08.01) ซ ึ่งก ำห น ด ให ้แผ น ฟ ิลม ม ีค วาม ห น าไม ต ํ่ากวา 0.025 ม ิลล ิเมตร กวาง 50  
ม ิลล ิเมตร ยาว 150 ม ิลล ิเมตร โด ย เป ็น ระยะท ด ส อบ  100 ม ิลล ิเมตร ท ี่เห ล ือ ด ้าน ละ 25 ม ิลล ิเมตร  
เป ็น ระยะย ึดข องเข ียวจ ับ ส ำห ร ับ เคร ื่อง  Instron testing machine ด ึงด ้วยอ ัตรา 10 ม ิลล ิเม ตรตอน าท  ี
จนช ินต ัวอยาง (specim en) ขาด ท ังน ีต องท ำก ารท ด ส อบ  5 ชำต อ 1 ต ัวอยาง ค าท ด ส อ บ ท ี่ได ้ค ือ  

Load at M ax.Load (N), Displacem ent at Max.Load (mm.), Stress at Max.Load (MPa), 
%Strain at M ax.Load (%), Toughness (MPa), Modulus (MPa) น ำค าท ด ส อบ ท ีได เป ร ีย บ  
เท ีย บ ก ับ ค าท ด ส อ บ ข อ งพ ล าส ต ิก จ าก ป ิโต รเค ม ีซ ึ่งท ำก ารท ด ส อ บ ใน ส ภ าวะ เด ีย วก ัน

15.4 การว ิเค ราะห เพ ื่อ เป ร ียบ เท ียบ ระด ับ ค วาม เป ็น ผ ล ึกข องแผ น ฟ ิลม โด ยเค ร ื่อ ง  X-Ray 
powder Diffractometer (XRD)

ใช ้ว ิธ ีข อ ง  Bluhm และคณ ะ (1986) โด ยต ัด แผ น ฟ ิลม ท ี่ม ีค วาม ห น าไม ต ํ่ากวา  
0.05 ม ิล ล ิเม ต รวางบ น แผ น ส ไล ด ให ้ห างจ าก ข อ บ  1.5 เซ ็นต ิเมตร ท ำก าร ว ิเค ร าะ ห โด ย ใช ้ nickel
fillrated Cu Koc เป ็น แห ลงกำเน ิด  radiation (A. = 0 .1542 น าโน เม ต ร, 2 6 =  4-80°, 40  kV, 30 mA)
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