
อ ุป ก ร ณ ์ เ ค ม ืภ ัณ ฑ ์ แ ล ะ ว ิธ ึด ำ เ น ิน ก า ร ท ด ล อ ง

เ ค ร ื่ธ ง ม ืธ ท ี่ใ ฟ ้น ก า ร ท ด ล อ ง

1 .  เ ค ร ือ ง เ ข ย ่า  ( s h a k e r )  ร ุ่น  G - 1 0  ข อ ง บ ร ิษ ัท  N e w  B r u n s w i c k  S c i e n t i f i c  C o . I n c . ,

บ . ร . A .

2 .  เ ค ร ื่อ ง เ ข ย ่า  ( s h a k e r )  ร ุ่น  G - 3 5  ข อ ง บ ร ิษ ัท  N e w  B r u n s w i c k  S c i e n t i f i c  C o . I n c . , U . S . A .

3 .  เ ค ร ือ ง เ ข ย ่า  ( s h a k e r )  ร ุ่น  I n n o v a  2 1 0 0  ข อ ง บ ร ษ ัท  N e w  B r u n s w i c k  S c i e n t i f i c  C o . I n c .

1U . S . A .

4 .  เ ค ร ือ ง เ ข ย ่า ค ว บ ค ุม อ ุณ ห ภ ูม ิ ( c o n t r o l l e d  e n v i r o n m e n t  i n c u b a t o r  s h a k e r )  ร ุ่น  

R - 8 8  ข อ ง บ ร ษ ัท  N e w  B r u n s w i c k  S c i e n t i f i c  C o .  I n c ,  U . S . A .

5 .  เ ค ร ื่อ ง ป ่น เ ห ว ี่ย ง  ( c e n t r i f u g e )

-  เ ค ร ื่อ ง ป ่น เ ห ว ี่ย ง ช น ิด ค ว บ ค ุม อ ุณ ห ภ ูม ิ ( c e n t r i k o n  T 4 2 k  r e f r i g e r a t o r )  ข อ ง บ ร ิษ ัท  

N a l g e  N u n c  I n t e r n a t i o n a l ,  U . S . A .

-  เ ค ร ื่อ ง ป ่น เ ห ว ี่ย ง ช น ิด ต ัง โ ต ๊ะ  ( b e n c h - t o p  c e n t r i f u g e )  ร ุ่น  H N - S  ข อ ง บ ร ิษ ัท  

D A M O N / I E C ,  J a p a n .

-  เ ค ร ื่อ ง ป ่น เ ห ว ี่ย ง ข น า ด เ ล ็ก  ( m i c r o c e n t r i f u g e )  ร ุ่น  K M - 1 5 2 0 0  ข อ ง บ ร ิษ ัท  

K u b o t a ,  J a p a n .

6 .  เ ค ร ื่อ ง ว ัด ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง  ( s p e c t r o p h o t o m e t e r )  ร ุ่น  S p e c t r o n i c  2 1  ข อ ง บ ร ิษ ัท  

B a u s c h  &  L o m b ,  U . S . A .

7 .  เ ค ร ื่อ ง ว ัด ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง  ( U V / V i s  s p e c t r o p h o t o m e t e r )  ร ุ่น  P R - 1  ข อ ง บ ร ิษ ัท  

S h i m a d z u . ,  J a p a n .

8 .  ก ร ะ ด า ษ ก ร อ ง  ( m i l l i p o r e  m e m b r a n e )  ร ุ่น  G F / A  p o r e  s i z e  0 . 4 5  ไ ม โ ค ร ฒ ต ร  

ข อ ง บ ร ษ ัท  M i l l i p o r e  C o r p o r a t i o n ,  U S A .

9 .  เ ค ร ื่อ ง ว ัด ค ่า ค ว า ม เ ป ็น ก ร ด ด ่า ง  ( p H  m e t e r )  ร ุ่น  C y b e r s c a n  1 0 0 0  ข อ ง บ ร ิษ ัท  

E u t e c h c y b e r s c a n ,  S i n g a p o r e .

1 0 .  เ ค ร ื่อ ง ร ะ เ ห ิด แ ห ้ง  ( f r e e z e  d i y e r )  ร ุ่น  F D - 1  ข อ ง บ ร ิษ ัท  E y e l a ,  J a p a n .

1 1 .  เ ค ร ื่อ ง ก ็า เ น ิด เ ส ีย ง ค ว า ม ถ ี่ส ูง ช น ิด  m i c r o t i p  ( u l t r a s o n i c a t o r )  ร ุ่น  พ - 3 8 5  ข อ ง บ ร ิษ ัท

H e a t  S y s t e m  U l t r a s o n i c s ,  U . S . A .
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1 2 .  เ ค ร ือ ง ถ ่า ย เ ช ือ แ บ บ  l a m i n a r  f l o w  ร ุ่น  B V - 1 2 4  บ ร ิษ ัท  I n t e r n a t i o n a l  S c i e n t i f i c  S u p p l y ,  

T h a i l a n d .

1 3 .  เ ค ร ื่อ ง ผ ส ม ส า ร  ( v o r t e x  m i x e r )  ร ุ่น  V S M - 3  ข อ ง บ ร ิษ ัท  S h e l t o n  s c i e n t i f i c ,  บ . ร . A .

1 4 .  ก ล ้อ ง ช ุล ท ร ร ศ น ์ ร ุ่น  C H - C O 1 - 7 6 4 6 0 4  ข อ ง บ ร ิษ ัท  O l y m p u s ,  J a p a n .

1 5 .  ห ม ้อ อ บ ฆ ่า เ ช ื้อ ล ้ว ย ไ อ น า  ( a u t o c l a v e )  ร ุ่น  S S - 3 5  ข อ ง บ ร ิษ ัท  T o m y  S e i k o  

C o . , L t d . , T o k y o ,  J a p a n .

1 6 .  เ ค ร ื่อ ง ช ั่ง ร ุ่น  L 2 2 0 0 p  แ ล ะ  A 2 0 0 s  ข อ ง บ ร ิษ ัท  S a r t o r i u s ,  U S A .

1 7 .  ต ู้แ ช ่แ ข ็ง ช ุด เ ย ือ ก แ ข ็ง ต ํ่า  ( d e e p  f r e e z e )  อ ุณ ห ภ ูม ิ - 2 0 ° c  ร ุ่น  F 0 5 3 5  ข อ ง บ ร ิษ ัท  S a n y o  

E l e c t r i c .  C o . ,  L t d . ,  J a p a n .

1 8 .  ก า ซ ใ ค ร ม า โ ค ก ร า ร ิ!  ( g a s  c h r o m a t o g r a p h y )  m o d e l  G C - 9 A  s p l i t l e s s  m o d e - F l a m e  

I o n i z a t i o n  D e t e c t o r  ( F I D )  ข อ ง บ ร ิษ ัท  S h i m a d z u  C o r p o r a t i o n ,  J a p a n .

1 9 .  เ ค ร ือ ง  I n t e g r a t o r  m o d e l  C - R 3 A  ข อ ง บ ร ิษ ัท  S h i m a d z u  C o r p o r a t i o n ,  J a p a n .

2 0 .  ค อ ล ัม น ์ช น ิด  c a p i l l a r y  c o l u m n  m o d e l  J & w  D B - 5  ( เ ส ัน ผ ่า น ศ ูน ย ์ก ล า ง ข อ ง ค อ ล ัม น ์ 

เ ท ่า ก ับ  0 . 5 3  ม ิล ล ิเ ม ต ร ,  ค ว า ม ย า ว  3 0  ฌ ต ร )  ข อ ง บ ร ิษ ัท  J & W  S c i e n t i f i c  I n c o r p o r a t e d ,  

U . S . A .

2 1 .  เ ค ร ือ ง ร ะ เ ห ย แ ห ้ง แ บ บ ศ ูญ ญ า ก า ศ  ( V a c u u m  r o t a r y  e v a p o r a t o r )  ข อ ง บ ร ษ ัท  E y e l a ,  

J a p a n .

2 2 .  เ ค ร ือ ง ว ัด ค ่า แ ร ง ต ึง ผ ิว  ( t e x s i o m e t e r )  ร ุ่น  K 6  ข อ ง บ ร ิษ ัท  K r u s s , G e r m a n y .

ช ุด เ ค ร ื่อ ง ม ือ ท ำ อ ะ ก า โ ร ส เ จ ล อ ิเ ล ค โ ท ร โ ฟ ร ิช ิส

2 3 .  เ ค ร ื่อ ง ก ำ เ น ิด ไ ฟ ฟ ้า ร ุ่น  2 3 0 1  ข อ ง บ ร ิษ ัท  L K B ,  S w e d e n .

2 4 .  เ จ ล แ ซ ม เ บ อ ร ์พ ร ้อ ม อ ุป ก ร ณ ์เ ต ร ีย ม อ ะ ก า โ ร ส เ จ ล

2 5 .  เ ค ร ื่อ ง อ ัต โ น ม ัต ิค ว บ ล ุม ป ฎ ิก ิร ิย า  P C R  ร ุ่น  2 4 0 0  ข อ ง บ ร ิษ ัท  P e r k i n - E l m e r ,  U . S . A .

เ อ น ไ ช ม ้แ ล ะ เ ค ม ีก ัณ ฑ ์ท ี่ใ ช ใ น ก ไ ร ท ด ล อ ง

1 .  P y r o b e s t แ ล ะ บ ัฟ เ ฟ อ ร ์ท ี่ใ ช ้ใ น ก า ร ท ำ ป ฏ ิก ิร ิย า ล ูก โ ซ ่พ อ ล ิเ ม อ เ ร ส

2 .  P r i m e r  ส ัง เ ค ร า ะ ห ์โ ด ย  B i o s e r v i c e  U n i t  5 T h a i l a n d

3 .  ช ุด ส ก ัด แ ย ก แ ถ บ ด ีเ อ ็น เ อ อ อ ก จ า ก เ จ ล  G e n C l e a n  K i t ,  B i o l O l ,  U . S . A .

4 .  แ อ ม โ ม เ น ย ม ไ น เ ต ร ท  ( A m m o n i u m  n i t r a t e )  N H 4N O 3 ข อ ง บ ร ษ ัท  E .  M e r c k ,  G e r m a n y .
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5 .  แ บ ค โ ต - เ ป ป โ ต น  ( B a c t o - P e p t o n e )  ข อ ง บ ร ิษ ัท  D i f c o  L a b o r a t o r i e s ,  U S A .

6 .  แ ค ล เ ซ ีย ม ค ล อ ไ ร ด  ( C a l c i u m  c h l o r i d e )  C a C L j  ข อ ง บ ร ิษ ัท  E .  M e r c k ,  G e r m a n y .

7 .  ค ล อ โ ร ฟ อ ร ์ม  ( C h l o r o f o r m )  C H C L , ข อ ง บ ร ิษ ัท  E .  M e r c k ,  G e r m a n y .

8 .  ไ ด โ พ แ ท ส เ ซ ีย ม ไ ฮ โ ด ร เ จ น ฟ อ ส เ ฟ ต  ( D i p o t a s s i u m  h y d r o g e n  p h o s p h a t e )  K 2H P 0 4 ข อ ง  

บ ร ิษ ัท  E .  M e r c k ,  G e r m a n y .

9 .  เ อ ท า น อ ล  ( e t h a n o l )  ข อ ง บ ร ิษ ัท  E .  M e r c k ,  G e r m a n y .

1 0 .  ก ล ีเ ซ อ ร อ ล  ( G l y c e r o l )  C 3H 80 3 ข อ ง บ ร ิษ ัท  E .  M e r c k ,  G e r m a n y .

1 1 .  ก ล ูโ ค ส  ( G l u c o s e  )  ข อ ง บ ร ษ ัฑ  E .  M e r c k ,  G e r m a n y .

1 2 .  ก า ช ฮ ีเ ล ีย ม  ( H e l i u m )  (  9 9 . 9 9 %  )  H e  ข อ ง บ ร ิษ ัท  T I G . , T h a i l a n d .

1 3 .  ก ร ด ไ ฮ โ ด ร ค ล อ ร ิก เ ข ้ม ข ้น  ( H y d r o c h l o r i c  a c i d )  H C l  ข อ ง บ ร ิษ ัท  E . M e r c k ,  G e r m a n y .

1 4 .  ก า ซ ไ ฮ โ ด ร เ จ น  ( H y d r o g e n )  (  9 9 . 9 9 %  )  H 2 ข อ ง บ ร ิษ ัท  T I G . ,  T h a i l a n d .

1 5 .  เ ฟ อ ร ก ค ล อ ไ ร ด  ( I r o n  ( I I I )  c h l o r i d e )  F e C l 3 ข อ ง บ ร ิษ ัท  F l u k a  c h e m i c a l ,  S w i t z e r l a n d .

1 6 .  แ ม ก น ีเ ซ ีย ม ซ ัล เ ฟ ต  ( M a g n e s i u m  s u l f a t e )  M g S 0 4 ข อ ง บ ร ิษ ัท  E .  M e r c k ,  G e r m a n y .

1 7 .  เ ม ท า น อ ล  ( m e t h a n o l )  ข อ ง บ ร ิษ ัท  E .  M e r c k ,  G e r m a n y .

1 8 .  ก า ซ ไ น โ ต ร เ จ น  ( N i t r o g e n )  (  9 9 . 9 9 %  )  N 2 ข อ ง บ ร ิษ ัท  T I G . ,  T h a i l a n d .

1 9 .  อ า ห า ร เ ห ล ว น ิว เ ต ร ีย น ท ์ ( n u t r i e n t  b r o t h )  ข อ ง บ ร ิษ ัท  D i f c o  L a b o r a t o r i e s ,  U S A .

2 0 .  โ พ แ ท ส เ ซ ีย ม ไ ด ไ ฮ โ ด ร เ จ น ฟ อ ส เ ฟ ต  ( P o t a s s i u m  d i h y d r o g e n  p h o s p h a t e )  K H 2P O 4ข อ ง  

บ ร ษ ัท  E .  M e r c k ,  G e r m a n y .

2 1 .  โ พ แ ท ส เ ซ ีย ม ไ น เ ต ร ท  ( P o t a s s i u m  n i t r a t e )  K N O j  ข อ ง บ ร ิษ ัท  E .  M e r c k ,  G e r m a n y .

2 2 .  โ ซ เ ด ีย ม ค ล อ ไ ร ด  ( S o d i u m  c h l o r i d e )  N a C l  ข อ ง บ ร ิษ ัท  E .  M e r c k ,  G e r m a n y .

2 3 .  โ ซ เ ด ีย ม ไ ฮ ด ร อ ก ไ ซ ด ์ ( S o d i u m  h y d r o x i d e )  N a O H  ข อ ง บ ร ิษ ัท  E .  M e r c k ,  G e r m a n y .

2 4 .  โ ซ เ ด ย ม ซ ัล เ ฟ ่ต  ( S o d i u m  s u l p h a t e  a n h y d r o u s )  N a 2ร O 4 ข อ ง บ ร ิษ ัท  E .  M e r c k ,  G e r m a n y .

ไ ฮ โ ด ร ค า ร ์บ อ น

2 5 .  น ำ ม ัน ด บ  T a p i s  ( T a p i s  c r u d e  o i l )  จ า ก  B a n g c h a k  o i l  r e f i n e r y , T h a i l a n d .

2 6 .  1 - อ ิโ ค ซ ีน  ( 1 - E i c o s e n e )  C 20H 40 ข อ ง บ ร ิษ ัท  S i g m a ,  U . S . A .

2 7 .  น อ ร ์ม อ ล เ ฮ ก เ ซ น  ( n - H e x a n e )  C 6H 14ข อ ง บ ร ิษ ัท  S i g m a ,  U . S . A .

2 8 .  น อ ร ์ม อ ล โ ด เ ด ก เ ค น  ( n - D o d e c a n e )  C 12H 26 ข อ ง บ ร ิษ ัท  S i g m a ,  U . S . A .

2 9 .  น อ ร ์ม อ ล เ พ น ต ะ เ ด ก เ ค น  ( n - P e n t a d e c a n e )  C 15H 32 ข อ ง บ ร ิษ ัท  S i g m a ,  U . S . A .

3 0 .  น อ ร ์ม อ ล เ ฮ ก 'ช ะ เ ด ก เ ค น  ( n - H e x a d e c a n e )  C 16H 34 ข อ ง บ ร ิษ ัท  S i g m a ,  U . S . A .



3 1 .  น อ ร ์ม อ ล อ อ ก ต ะ เ ด ก เ ค น  ( n - O c t a d e c a n e )  C lgH 38 ข อ ง บ ร ิษ ัท  S i g m a ,  U . S . A .

3 2 .  ห ร ิส เ ท น  ( 2 , 6 , 1 0 , 1 4 - T e t r a m e t h y l p e n t a d e c a n e )  ( P r i s t a n e )  € 19H 40 ข อ ง บ ร ิษ ัท  S i g m a ,

บ .ร.A.
3 3 .  น อ ร ์ม อ ค เ ต ต ร ะ เ ด ก เ ค น  ( n - T e t r a d e c a n e )  € 14H 30 ข อ ง บ ร ิษ ัท  S i g m a ,  U . S . A .

3 4 .  ร ีเ แ น น ท ร ีน  ( P h e n a n t h r e n e )  C 14H 10 ข อ ง บ ร ิษ ัท  S i g m a ,  U . S . A .
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ว ิธ ืด ำ เ น ิน ง า น ว ิฉ ัย

1.  ก า ร ว ิเ ค ร า ะ ห ์ป ร ิม า ณ ไ ฮ โ ด ร ค า ร ์บ อ น ข 8 ง น ํ้า ม ัน ด ิบ ท ี่เ ห ล ือ ใ น อ า ห า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้ธ

1 . 1  ก า ร ส ก ัด น ํ้า ม ัน ด ิบ อ อ ก จ ไ ก อ า ห า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ

น ำ อ า ห า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ เ ห ล ว  B H  5 0  ม ล .  ท ี่ม ีน ํ๋า ม ัน ด ิบ  0 . 5  เ ป อ ร ์เ ซ ็น ต ์ ( ภ า ค ผ น ว ก  ก )  ท ี่ 

เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ จ น ไ ต ้เ ว ล า ต า ม ต ้อ ง ก า ร  เ ต ิม ส า ร ล ะ ล า ย  1 - อ ิโ ค เ ซ น  ( 1 - E i c o s a n e )  ใ น ค ล อ โ ร ฟ อ ร ์ม  

ค ว า ม เ ข ้ม ข น  1 เ ป อ ร ์เ ซ ็น ต ์โ ด ย น ั้า ห น ัก ต ่อ ป ร ิม า ต ร  ( พ / v )  จ ำ น ว น  1 ม ล . ล ง ใ น อ า ห า ร ก ่อ น  

ส ก ัด เ ห ือ เ ป ็น  i n t e r n a l  s t a n d a r d ( I S )  จ า ก น ัน จ ึงใส ่อ า ห า ร ล ง ใ น  s e p a r a t i n g  f u n n e l  เ ต ิม  

ค ล อ โ ร ฟ อ ร ์ม 8 0  ม ล .  เ ข ย ่า เ ป ็น เ ว ล า  2  น า ท ี แ ล ้ว ต ง ท ิ้ง ไ ว ้ใ ห ้ส า ร ล ะ ล า ย แ ข ก ช ื้น  โ ด ย แ ย ก  

ค ล อ โ ร ฟ อ ร ์ม ท ี่ม ีน ํ้า ม ัน ล ะ ล า ย อ ย ู่ใ น ช ื้น ล า ง  ส ก ัด ท ิ้า ม ัน ท ี่เ ห ล ือ อ ย ู่อ ีก ค ร ั้ง โ ด ย ใ ข ้

ค ล อ โ ร ฟ อ ร ์ม  2 0  ม ล .  ท ำ ก า ร เ ข ย ่า แ ล ะ ต ั้ง ท ิ้ง ไ ว ้เ ช ่น เ ด ิม  แ ล ้ว เ ท ส า ร ล ะ ล า ย น า ม ัน ใ น

ค ล อ โ ร ฟ อ ร ์ม ท ี่ส ก ัด ไ ต ้ฝ า น โ ซ เ ด ีย ม ซ ัล เ ฟ ต  2 0  ก ร ัม บ น ก ร ะ ด า ษ ก ร อ ง  W h a t m a n  N o . 4 0  เ พ ื่อ  

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

ร ะ เ ห ย แ ห ้ง แ บ บ ส ูญ ญ า ก า ศ  ค ว า ม ต ้น อ า ก า ศ  1 6 0  m m H g  ใ น น ั้ใ อ ุณ ห ภ ูม ิ 3 5 ° ซ  จ น ก ร ะ ท ั่ง  

ค ล อ โ ร ฟ อ ร ์ม ร ะ เ ห ย ห ม ด  จ า ก น ั้น น ำ น ํ้า ม ัน ด ิบ ท ี่ไ ต ้ม า เ ต ิม เ ฮ ก เ ซ น  1 0  ม ล .  เ พ ื่อ ล ะ ล า ย น ั้า ม ัน  

ก ร อ ง ด ้ว ย ก ร ะ ด า ษ ก ร อ ง  G F / A  ถ ่า ย เ ก ็บ ไ ว ้ใ น ข ว ด ท ี่ม ีฝ า เ ก ล ีย ว ป ีด ส น ิท น ำ ไ ป เ ก ็บ ไ ว ้ท ี่ - 2 0 ° ซ  

เ พ ื่อ ร อ ก า ร น ำ ไ ป ว ิเ ค ร า ะ ห ์อ ง ค ์ป ร ะ ก อ บ ไ ฮ โ ด ร ค า ร ์บ อ น ใ น น ั้า ม ัน ด ิบ ท ี่เ ห ล ือ ด ้ว ย  

ก า ช โ ค ร ม า โ ต ก ร า ฟ

1 . 2  ก า ร ว ิเ ค ร า ะ ห ์ไ ฮ โ ด ร ค า ร ์บ อ น ใ น น ั้า ม ัน ด ิบ ท ี่ส ก ัด ไ ด ้โ ด ย ใ ข ้ C a p i l l a r y  G a s

C h r o m a t o g r a p h y

น ำ ส า ร ล ะ ล า ย น ั้า ม ัน ด ิบ ใ น เ ฮ ก เ ซ น ท ี่ฝ า น ก ร ะ บ ว น ก า ร จ า ก ข ้อ  1 .1  ป ร ิม า ณ  2  ไ ม โ ค ร ล ิต ร  

ฉ ด ล ง ใ น เ ค ร อ ง  S h i m a d z u  G C - 9 A  s p l i t l e s s  m o d e  ซ ึง ม ี F l a m e  I o n i z a t i o n  D e t e c t o r  ( F I D )  

เ ป ็น ต ัว ต ร ว จ ว ัด แ ล ะ บ ัน ท ึก ค ำ น ว ณ ผ ล ด ้ว ย  S h i m a d z u  C - R 3 A  I n t e g r a t o r  ค อ ล ้ม น ัเ ข ้

c a p i l l a r y  c o l u m n  J & w  D B - 5  ท ี่ม ีเ ล ้น ฝ า น ศ ูน ย ์ก ล า ง ภ า ย ใ น ค อ ล ัม น ์เ ท , า ก ับ  0 . 5 3  ม ม .  

ค ว า ม ย า ว  3 0  เ ม ต ร โ ด ย ม ีก า ร ป ร ับ ต ั้ง ค ่า ต ้ง น ี้ อ ุณ ห ภ ูม ิข อ ง  I n j e c t o r  แ ล ะ  d e t e c t o r  เ ท ่า ก ับ  3 0 0  

° ซ  อ ุณ ห ภ ูม ิเ ร ิ่ม ต ้น ข อ ง ค อ ล ัม น ์เ ท ่า ก ับ  5 0 ° ซ  ร ัก ษ า อ ุณ ห ภ ูม ิใ ห ้ค ง ท ี่เ ป ็น เ ว ล า  5  น า ท ี จ า ก น ั้น  

เ พ ิ่ม อ ุณ ห ภ ูม ิใ ห ้ไ ต ้อ ุณ ห ภ ูม ิส ุด ท ้า ย  3 0 0 ° ซ  โ ด ย ม ีอ ัต ร า ก า ร เ พ ิ่ม อ ุณ ห ภ ูม ิเ ป ็น  3 ° ซ  ต ่อ น า ท ี
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เ ม ื่อ 'ไ ด ้อ ุณ ห ภ ูม ิอ ุ( ด f h ย เ ท ่า ก ับ  3 0 0 ° ซ  ร ัก ษ า อ ุณ ห ภ ูม ิใ ห ้ค ง ท ี่เ ป ็น เ ว ล า  3 5  น า ท ี ใ ช ้ฮ ีเ ล ีย ม  ( H e )  

เ ป ็น  c a r r i e r  g a s  ค ว า ม ด ัน ท ี่ห น ่ว ย ค ว บ ล ุม ก า ร ไ ห ล  ( f l o w  c o n t r o l l e r )  เ ป ็น  6 0  k P a

ค ว า ม ด ัน ฃ อ ง ก ๊า ช ไ ฮ โ ด ร เ จ น แ ล ะ อ า ก า ศ ท ี่ไ ห ล ผ ่า น  F I D  ร ค ว า ม ด ัน เ ป ็น  0 . 5  ต ่อ  0 . 6  k g / c m  ใ ช ้ 

ก ๊า ซ ไ น โ ต ร เ จ น เ ป ็น  m a k e  u p  g a s  โ ด ย ร อ ัต ร า ก า ร ไ ห ล  3 0  ม ล . ต ่อ น า ท ี

1 . 3  ก า ร ต ิด ต า ม ก า ร เ จ ร ิญ

โ ด ย ห า ค ว า ม ส ัม พ ัน ธ ์ร ะ ห ว ่า ง ค ำ ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ค ว า ม ย า ว ค ล ื่น  6 0 0  น า โ น เ ม ต ร  ก ับ ค ำ  

จ ำ น ว น เ ซ ล ล ท ี่ม ิช ีว ิต  ( V i a b l e  C e l l  C o u n t )  ข อ ง เ ช ื้อ ธ ุล ิน ท ร ีย ์ท ี่แ ย ก ไ ด ้ใ น ก า ร ย ่อ ย ส ล า ย  

น า ม ัน ด ิบ

ก .  ก า ร ว ัด ค ำ ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ค ว า ม ย า ว ค ล ื่น  6 0 0  น า โ น เ ม ต ร

น ำ อ ุล ิน ท ร ีย ์ส า ย พ ัน ธ ุท ี่แ ย ก ไ ด ้ม า เ ล ี้ย ง ใ น อ า ห า ร เ ห ล ว  B H  ท ี่ม ีน า ม ัน ด ิบ  0 . 5

เ ป อ ร ์เ ซ ็น ต ์ เ ป ็น แ ห ล ่ง ค า ร ์บ อ น  เ พ ื่อ ต ิด ต า ม ล ัก ษ ณ ะ ก า ร เ จ ร ิญ  บ ่ม เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ เ ป ็น เ ว ล า  2 4  ช ม .  

ท ี่ภ า ว ะ ค ว า ม เ ร ็ว ร อ บ ใ น ก า ร เ ข ย ่า  2 0 0  ร อ บ ต ่อ น า ท ี อ ุณ ห ภ ูม ิ 3 0  ° ซ  โ ด ย เ ก ็บ ต ัว อ ย ่า ง ช ุก  3
V ”  V I  ]  ' l  J  "  4 ' 4

ช ม .  จ า ก น ัน น ำ น ำ เ ล ีย ง เ ช ือ ไ ป ว ัด ค ำ ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ีค ว า ม ย า ว ค ล ืน  6 0 0  น า โ น ฒ ต ร

ถ ้า น ํห ล ี้ย ง เ ช ื้อ ม ิค ว า ม เ ข ้ม ข ้น ม า ก ใ ห ้เ จ ือ จ า ง  1 0  เ ท ่า  ด ้ว ย น า ก ล ั่น ก ่อ น น ำ ไ ป ว ัด ค ำ ก า ร ด ูด ก ล ืน  

แ ส ง

ข .  ก า ร ห า ค ำ จ ำ น ว น จ ล ีน ท ร ีย ์ท ี่ม ิช ีว ิต  ( V i a b l e  C e l l  C o u n t )
O 0* J  7  l  .  1  ไ  7 1 .  A  A

น ำ น ำ เ ล ีย ง เ ช ือ จ า ก ข ้อ  ก .  ม า ท ำ ก า ร เ จ ือ จ า ง ใ ห ้ไ ด ค ำ ท ีเ ห ม า ะ ส ม  น ำ ไ ป เ ก ล ีย บ น

อ า ห า ร อ ุ้น น ิว เ ท ร ีย น ต ์ ( ภ า ค ผ น ว ก  ก )  บ ่ม ท ี่ 3 0  ° ซ  จ น ก ร ะ ท ั่ง เ ห ็น โ ค โ ล น ืช ื้น อ ย ่า ง ช ัด เ จ น

จ า ก น ั้น น ับ โ ค โ ล น ีท ี่ช ื้น โ ด ย ใ น แ ต ่ล ะ เ พ ล ท  ( P l a t e )  จ ะ ด ้อ ง ม ิค ำ อ ย ู่ใ น ช ่ว ง  3 0 - 3 0 0  โ ค โ ล น ี

น ำ ค ำ ท ี่ไ ด ้ม า ค ำ น ว ณ โ ด ย ใ ช ้ส ม ก า ร ข ้า ง ล ่า ง น ี้

V i a b l e  C e l l  C o u n t  =  จ ำ น ว น โ ค โ ล น ีท ี่น ับ ไ ด ้ X  ค ำ ก า ร เ จ ือ จ า ง

( C F U / m l . ) ป ร ิม า ต ร ท ี่เ ก ล ี่ย บ น อ า ห า ร
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1 . 4  ก ! ร ค ํไ น ว ฌ ห ไ ป ร ิม ไ ฌ ไ ฮ โ ด ร ค ไ ร ์บ อ น ฑ ี๋เ ห ล ือ 0 ฮ ไ น ธ ใ ห ไ ร เ ล ี้ฮ ง เ ช ื้อ
ใ, ”  7  “  1 J  x

ง า น ว ิจ ัย น ํจ ะ แ ส ด ง ป ร ิม า ณ ไ ฮ โ ด ร ค า ร ์บ อ น ท ีเ ห ล ือ อ ย ู่ใ น อ า ห า ร เ ล ีย ง เ ช ือ ใ น ร ูป ข อ ง  

เ ป อ ร ์เ ซ ็น ต ์เ พ ื่อ น ำ ม า ใ ช ้ใ น ก า ร ส ิก ษ า ป ร ะ ส ิท ธ ิภ า พ  ซ ึ่ง ค ำ น ว ณ ต า ม ว ิธ ีก า ร ค ำ น ว ณ ท ี่เ ค ย ม ี

ร า ย ง า น ไ ว ้โ ด ย  M u e l l e r  แ ล ะ ค ณ ะ  ( 1 9 9 2 )  ท ำ ก า ร ค ำ น ว ณ จ า ก ส ม ก า ร ช ้า ง ล ่า ง น ี้

เ ป อ ร ์เ ซ ็น ต ์ข อ ง ไ ฮ โ ด ร ค า ร ์บ อ น ท ี่เ ห ล ือ  =  ไ ฮ โ ด ร ค า ร ์บ อ น ท ี่เ ห ล ือ  ณ  ภ า ว ะ ท ี่ท ำ ก า ร เ ล ีย ง เ ช ื้อ  X  1 0 0

ไ ฮ โ ด ร ค า ร ์บ อ น ท ี่เ ห ล ือ  ณ  ว ัน ท ี่ 0  ท ี่ม ีก า ร ค ว บ ค ุม

โ ด ย ท ี่ ไ ฮ โ ด ร ค า ร ์บ อ น ท ี่เ ห ล ือ  ณ  ภ า ว ะ ท ี่เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ  =

ผ ล ร ว ม ข อ ง พ ื้น ท ี่ใ ต ้พ ีค  ( P e a k )  ข อ ง ไ ฮ โ ด ร ค า ร ์บ อ น ใ น โ ค ร ม า โ ต แ ก ร ม ข อ ง จ ีซ ี ( G C )

พ ื้น ท ี่ใ ต ้ท ีค  ( P e a k )  ข อ ง ส า ร ม า ต ร ฐ า น ภ า ย ใ น  ( I n t e r n a l  S t a n d a r d )  ท ี่ว ิเ ค ร า ะ ห ์ต ้ว ย ว ิธ ีเ ด ีย ว ก ัน

ห ม า ย เ ห ล ุ ผ ล ร ว ม ข อ ง ไ ฮ โ ด ร ค า ร ์บ อ น ท ี่เ ห ล ือ ท ั้ง ห ม ด  ค ือ  ส า ร ป ร ะ ก อ บ ท ุก อ ย ่า ง ย ก เ ว ้น  

ต ัว ท ำ ล ะ ล า ย  ( S o l v e n t  ะ h e x a n e )  ส า ร ป น ฟ ้อ น อ ื่น ๆ  ( I m p u r i t y )  แ ล ะ ส า ร ม า ต ร ฐ า น ภ า ย ใ น  

( I n t e r n a l  S t a n d a r d )

แ ล ะ ใ ช ้ไ ฮ โ ด ร ค า ร ์บ อ น ท ี่เ ป ีน อ ัล เ ค น ม า ต ร ซ า น ซ ึ่ง ม ีค า ร ์บ อ น อ ะ ต อ ม  9 - 3 2
ใ  "  ■ "  ■ "  *  7 -  1  Ï  I  1  1

อ ะ ต อ ม ใ น โ ม เ ล ก ุล เ ท ือ เ ป ร ีย บ เ ท ีย บ ก ับ พ ีค ข อ ง ไ ฮ โ ด ร ค า ร ์บ อ น ท ีม ีอ ย ู่ใ น น ำ ม ัน ด ิบ ท ีใ ช ้ใ น ก า ร  

ท ด ล อ ง

จ า ก น ี้น ท ำ ก า ร เ ป ร ีย บ เ ท ีย บ ห ีค ใ น โ ค ร ม า โ ต แ ก ร ม ข อ ง น ี้า ม ัน ด ิบ ก ับ ไ ฮ โ ด ร ค า ร ์บ อ น ท ี่ม ี 

อ ง ค ์ป ร ะ ก อ บ ใ ก ล ้เ ค ีย ง ก ัน โ ด ย ก า ร พ ิจ า ร ณ า ค ่า  R e t e n t i o n  t i m e  ข อ ง พ ิค น ั้น ๆ  แ ล ะ ใ ห ์ม ีค ่า  

D e v i a t i o n  5  เ ป อ ร ์เ ซ ็น ต ์ เ ม ื่อ เ ท ีย บ ก ับ ค ่า ข อ ง ใ ค ร ม า โ ต แ ก ร ม น ี้า ม ัน ด ิบ ใ น ช ุด ก า ร ท ด ล อ ง  

ค ว บ ค ุม  ซ ึ่ง จ ะ ค ำ น ว ณ ค ่า เ ป อ ร ์เ ซ ็น ต ์ D e v i a t i o n  ต า ม ส ม ก า ร ช ้า ง ล ่า ง น ี้

เ ป อ ร ์เ ซ ็น ต ์ D e v i a t i o n  ข อ ง พ ีค  A  =  (  R T  ใ น ช ุด ค ว บ ค ุม  -  R T  ใ น ต ัว อ ย ่า ง )  X  1 0 0

R T  ใ น ช ุด ค ว บ ค ุม
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แ ล ะ  R T  =  R e l a t i v e  r e t e n t i o n  t i m e  ข อ ง พ ีค ไ ฮ โ ด ร ค า ร บ อ น

=  ( R e t e n t i o n  บ 1ท 6ฃ อ ง ส า ร ม า ต ร ฐ า น ! ร  -  R e t e n t i o n  บ 1ท 6ข อ ง พ ีค

ไ ฮ โ ด ร ค า ร ์บ อ น )

2 .  ก า ร แ อ ณ ! ล ะ ค ัด เ ส ือ ก ช ุล น ท ร ึย ์ท ี่ส า ม า ร ถ ย ่อ ย ส ล า อ น ํ้ใ ม ัน ด ิบ ไ ด ้

2 . 1  ก า ร เ ก ็บ ต ัว อ ย ่า ง

เ ก ็บ ต ัว อ ย ่า ง ด ิน แ ล ะ น า จ า ก ส ถ า น ท ี่ต ่า ง ๆ  ใ น ก ร ุง เ ท พ ฯ  แ ล ะ ป ร ิม ณ ฑ ล ช ิ่ง ค า ด ว ่า จ ะ ม ีก า ร  

ป น เ ป ีอ น ข อ ง น า ม ัน  เ ช ่น  บ ร ิเ ว ณ ท ี่ม ีก า ร ข น ล ่า ย น ํ้า ม ัน  อู,ซ ่อ ม ร ถ  บ ร ิเ ว ณ ท ี่ต ั้ง ถ ัง น ํ้า ม ัน  บ ร ิเ ว ณ  

โ ร ง ซ ่อ ม ห ัว ร ถ จ ัก ร  ป ีม น า ม ัน  ร ว ม ถ ึง ต ัว อ ย ่า ง น ํ้า  ต ะ ก อ น แ ล ะ ส ล ัด จ ์ ( S l u d g e )  จ า ก ร ะ บ บ ป า บ ัด  

น ํ้า เ ส ืย ข อ ง โ ร ง ก ล ั่น น ํ้า ม ัน ต ั้ง ห ม ด  1 1  ต ัว อ ย ่า ง  ต ัง แ ส ด ง ใ น ต า ร า ง ท ี่ 1 น ำ ม า แ ย ก เ ช ื้อ จ ุล ิน ท ร ีย ์ 

ท ัน ท ี ห ร ือ  เ ก ็บ ร ัก ษ า ไ ว ้ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 4  “ซ  แ ด ้ว จ ึง น ำ ม า แ ย ก เ ช ื้อ ช ุล ิน ท ร ีย ์ ( B r a d d o c k  แ ล ะ ค ณ ะ ,  

1 9 9 5 )  ท ี่ส า ม า ร ถ ย ่อ ย ส ล า ย น า ม ัน ด ิบ ไ ด ้โ ด ย ว ิธ ีก า ร เ พ ิ่ม จ ำ น ว น ช ุล ิน ท ร ีย ์ ( E n r i c h m e n t  c u l t u r e )

ต า ร า ง ท ี่ 3 . 1  บ ร ิเ ว ณ ท ี่เ ก ็บ ต ัว อ ย ่า ง ด ิน แ ล ะ น า ท ี่ค า ด ว ่า จ ะ ม ีก า ร ป น เ ป ีอ น ข อ ง น ํ้า ม ัน ด ิบ

ล ำ ด ับ ท ี่ ร ห ัส บ ร ิเ ว ณ ท ี่เ ก ็บ ต ัว อ ย ่า ง

1 A 1 ด ิน ท ี่ป น เ ส ์อ น น ํไ ม ัน ข ้า ง บ ร ิเ ว ณ ล ู่ซ ่อ ม ร ถ ย น ต ์

A 2 ด ิน จ า ก ใ ต ้ต ้น ไ ม ้บ ร ิเ ว ณ ท ี่ม ีก า ร ว า ง ถ ัง น ํ้า ม ัน

2 B 1 ด ิน จ า ก บ ร ิเ ว ณ ค ง ก ด ้ว ย ข ้า ง โ ร ง ซ ่อ ม ห ัว ร ถ จ ัก ร  ส ถ า น ีร ถ ไ ฟ บ า ง ก อ ก น ้อ ย

B 2 ด ิน ท ี่ป น เ ป ีอ น น ํ้า ม ัน ข ้า ง โ ร ง ซ ่อ ม ห ัว ร ถ จ ัก ร  ส ถ า น ีร ถ ไ ฟ บ า ง ก อ ก น ้อ ย

B 3 ด ิน จ า ก ก อ ง ด ิน ท ี่ช ุด ล อ ก จ า ก ท ่อ น า ต ั้ง จ า ก โ ร ง ซ ่อ ม ห ัว ร ถ จ ัก ร

3 C l ด ิน จ า ก บ ร ิเ ว ณ ป ีม น า ม ัน  ป ต ท .  จ . ฉ ะ เ ช ิง เ ท ร า

C 2 น า เ ส ีย จ า ก น า ต ั้ง ข อ ง ป ม น า ม ัน  ป ต ท .  จ . ฉ ะ เ ช ิง เ ท ร า

4 D 1 น า เ ส ีย จ า ก ร ะ บ บ บ ำ บ ัด ต ั้า เ ส ีย ข อ ง โ ร ง ก ล ั่น น า ม ัน บ า ง จ า ก

D 2 ก า ก ต ะ ก อ น จ า ก ร ะ บ บ บ ำ บ ัด น า เ ส ีย ข อ ง โ ร ง ก ล ั่น น ํ้า ม ัน บ า ง จ า ก

5 E l น า ใ น ป อ บ ร ิเ ว ณ ป ีม ต ั้า ม ัน เ อ ส โ ซ ่ ก ร ุง เ ท พ ฯ

E 2 ด ิน ท ี่ม ีน า ม ัน ป น เ ป ีอ น จ า ก บ ร ิเ ว ณ ท ี่ม ีก า ร ด ้า ง ร ถ
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2 . 2  ก ไ ร แ ฮ ก เ ช ื้0 $ ส ิน ท ร ีย ์

ค ัด แ ย ก ธ ุล ีน ท ร ีย ์ท ี่ส า ม า ร ถ ย ่อ ย ส ล า ย น ำ ม ัน ด ิบ จ า ก ต ัว อ ย ่า ง ต ่า ง ๆ  ค ว ย ว ิธ ีก า ร  E n r i c h m e n t  

c u l t u r e  โ ด ย น ำ ต ัว อ ย ่า ง ท ี่เ ก ็บ จ า ก แ ห ล ่ง ต ่า ง ๆ  ป ร ิม า ณ  1 ก ร ัม  ห เ อ  1 ม ล . ข อ ง ต ัว อ ย ่า ง ท ี่เ ป ็น  

ข อ ง เ ห ล ว  เ ต ิม ล ง ใ น อ า ห า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ ส ูต ร  B u s h n e l l  H a a s  B r o t h  (  B H  b r o t h  )  ป ร ิม า ต ร  1 0 0  ม ล .  

( ภ า ค ผ น ว ก  ก )  ใ น  ป ล า ส ก ์ข น า ด  2 5 0  ม ล .  ท ี่ม ี 1 . 0  เ ป อ ร ์เ ซ ็น ต ์'พ า ม ัน ด ิบ  ( c r u d e  o i l )  ( ภ า ค ผ น ว ก  

ก )  น ำ ไ ป เ ล ี้ย ง บ น  r o t a r y  s h a k e r  ด ้ว ย ค ว า ม เ ร ็ว  2 0 0  ร อ บ ต ่อ น า ท ื ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง  ( 3 2  ± 2  ° ซ )  

(  K i y o h a r a  แ ล ะ ค ณ ะ  5 1 9 8 2  )  แ ล ้ว ท ำ ก า ร ถ ่า ย เ ช ื้อ ล ง ใ น อ า ห า ร ใ ห ม ่ท ุก  7  ว ัน ห เ อ จ น ส ัง เ ก ต พ บ  

ก า ร เ จ ร ิฌ ข อ ง ธ ุล ีน ท ร ีย ์ ซ ึ่ง ท ร า บ ไ ด ้จ า ก ก า ร ท ี่อ า ห า ร เ ล ีย ง เ ช ือ ม ีค ว า ม ข ุ่น ม า ก ข ึน  เ ป ็น จ ำ น ว น  3À
2 . 3  ก า ร เ จ ือ จ า ง เ ช ื้อ

นำ c u l t u r e  ใ น  B H  b r o t h  ม า เ จ ือ จ า ง ใ ห ้ม ีป ร ิม า ณ ธ ุล ีน ท ร ีย ์ท ี่เ ห ม า ะ ส ม แ ล ้ว  น ำ ไ ป เ ก ล ี่ย  

( s p r e a d )  บ น  B H  a g a r  ท ี่ม ีน ํ่า ม ัน ด ิบ  0 . 5  เ ป อ ร ์เ ซ ็น ต ์ ( ภ า ค ผ น ว ก  ก )  น ำ ไ ป บ ่ม เ ล ี้ย ง ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง  

( 3 2  ± 2  ° ซ )  จ น ม ีเ ช ื้อ ธ ุล ีน ท ร ีย เ จ ร ิญ ข ึ้น  ( M u e l l e r  แ ล ะ ค ณ ะ  5 1 9 9 2 )  พ บ ธ ุล ีน ท ร ีย ์ใ น ร ูป ข อ ง  

เ ช ื้อ ผ ส ม  ( M i x e d  c u l t u r e )  ส า ม า ร ถ เ จ ร ิญ 'ไ ด ้ด ี,ใ น อ า ห า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ เ ห ล ว  B H  b r o t h  ท ี่ม ีน  ฌ ัน ด ิบ เ ป ็น  

แ ห ล ่ง ค า ร ์บ อ น  ห ล ัง จ า ก ท ำ ก า ร แ ย ก ใ ห ้เ ป ็น เ ช ื้อ บ ร ิส ุท ธ แ ล ้ว ไ ด ้ธ ุล ีน ท ร ีย ์ท ี่ส า ม า ร ถ ย ่อ ย ส ล า ย

น ี้า ม ัน ด ิบ ท ั้ง ห ม ด  2 9  ส า ย พ ัน ธ ุ น ำ ธ ุล ีน ท ร ีย ์ท ี่บ ร ิส ุท ธ ท ี่แ ย ก ไ ด ้ไ ป บ ่ม เ ล ีย ง ใ น อ า ห า ร เ ห ล ว  B H

ป ร ิม า ต ร  5 0  ม ล .  ท ี่ม ีน า ม ัน ด ิบ  0 . 5  เ ป อ ร ์เ ซ ็น ต ์ ใ น ภ า ว ะ เ ช ่น เ ด ีย ว ค ับ ข ้อ  2 . 2  เ พ ื่อ ย ีน ย ัน ค ว า ม

ส า ม า ร ถ ใ น ก า ร ย ่อ ย ส ล า ย น ํ้า ม ัน แ ล ะ ต ิด ต า ม ก า ร เ จ ร ิญ ข อ ง ธ ุล ีน ท ร ีย ์บ ร ิส ุท ธ ด ้ว ย ก า ร ว ัด ค ่า ก า ร  

ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ค ว า ม ย า ว ค ล ื่น  6 0 0  น า โ น เ ม ต ร  เ ป ็น เ ว ล า  2 4  ช ม .  น ำ เ ช ื้อ บ ร ิส ูท ธ ิท แ ย ก ไ ด ้ไ ป เ ก ็บ  

ร ัก ษ า ไ ว ้เ พ ื่อ ท ำ ก า ร ท ด ล อ ง ต ่อ ไ ป

2 . 4  ก า ร ค ัด เ ล ือ ก ธ ุล ีน ท ร ีย ์ก ส ูม ท ี่ม ีค ว า ม ส า ม า ร ล ส ูง ส ูด ใ น ก า ร ย ่อ ย ส ล า ย น า ม ัน ด ิน

ก า ร ท ค ล อ ง ใ น ข ั้น น ี้ เ ป ็น ก า ร น ำ ธ ุล ีน ท ร ีย ์ท ั้ง ห ม ด ท ี่ไ ด ้ 2 9  ส า ย พ ัน ธ ุจ า ก ต ัว อ ย ่า ง ด ิน  น ี้า แ ล ะ  

ต ะ ก อ น ท ี่ไ ด ้ด ำ เ น ิน ก า ร ค ัด เ ล ือ ก จ า ก ข ้อ  2 . 3  ม า ท ำ ก า ร ค ัด เ ล ือ ก อ ีก ค ร ั้ง โ ด ย อ า ศ ัย ห ล ัก ก า ร ค ัด เ ล ือ ก  

ด ้ว ย ว ิธ ีธ ร ร ม ช า ต ิ ( n a t u r a l  s e l e c t i o n )  ใ น อ า ห า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ เ ห ล ว  B H  b r o t h  เ พ ื่อ ห า ก ล ่ม เ ช ื้อ ผ ส ม  

( m i x e d  c u l t u r e )  ท ี่ด ีท ี่ส ุด  ค ือ  ธ ุล ีน ท ร ีย ์ต ัว ใ ด เ จ ร ิญ ไ ด ้เ ร ็ว ก ว ่า ก ็จ ะ ส า ม า ร ถ ใ ช ้น ี้า ม ัน ด ิบ ซ ึ่ง เ ป ็น  

แ ห ล ่ง ค า ร ์บ อ น ไ ด ้เ ร ็ว ก ว ่า  ท ำ ใ ห ้ธ ุล ีน ท ร ีย ์ท ี่เ จ ร ิญ ช ้า ไ ม , ส า ม า ร ถ ใ ช ้แ ห ล ่ง ค า ร ์บ อ น ไ ด ้ แ ล ะ ล ูก

ก ำ จ ัด อ อ ก ไ ป ใ น ท ี่ส ุด  ( V e n k a t e s w a r a n  แ ล ะ ค ณ ะ  ,  1 9 9 5 )
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ว ิธ ีก า ร ค ัด เ ล ือ ก เ ร ิ่ม ต ้น จ า ก ก า ร น ำ เ ช ื้อ ท ี่แ ย ก ไ ด ้จ า ก ต ัว อ ย ่า ง ท ี่ 1 เ ช ื้อ ล ะ  1 โ ค โ ล น ิม า เ ล ี้ย ง  

ร ว ม ค ัน ใ น อ า ห า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ เ ห ล ว  B H  b r o t h  ท ี่ม ี 1 เ ป อ ร ์เ ซ ็น ต ์น า ม ัน ด ิบ  เ พ า ะ เ ล ี้ย ง ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 3 0 ๐ ซ  

ค ว า ม เ ร ็ว ร อ บ ใ น ก า ร เ ข ย ่า  2 0 0  ร อ บ ต ่อ น า ท ี ว ัด ค ่า ค ว า ม ธ ุ่น โ ด ย ใ ช ้ค ว า ม ย า ว ค ล ื่น  6 0 0  น า โ น เ ม ต ร  

จ น พ บ ว ่า เ ช ื้อ เ ร ิ่ม เ จ ร ิญ เ ช ้า ส ู่ร ะ ย ะ  e a r l y  s t a t i o n a r y  จ ึง น ำ เ ช ื้อ ผ ส ม ท ี่ไ ต ้จ า ก ต ัว อ ย ่า ง ท ี่ 1 ไ ป ผ ส ม ค ับ  

เ ช ื้อ ผ ส ม จ า ก ต ัว อ ย ่า ง แ ห ล , ง ท ี่ 2  ซ ึ่ง เ ต ร ีย ม ด ้ว ย ว ิธ ีเ ด ีย ว ค ัน  ผ ส ม ด ้ว ย ป ร ิม า ต ร เ ท ่า ๆ  ก ัน แ ล ้ว น ำ  1 

เ ป อ ร ์เ ซ ็น ต ์ข อ ง เ ช ื้อ ท ี่ผ ส ม แ ล ้ว ถ ่า ย ล ง ส ู่อ า ห า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ เ ห ล ว  B H  b r o t h  ท ี่ม ีน า ม ัน ด ิบ  1 เ ป อ ร ์เ ซ ็น ต ์ 

เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ ท ี่ภ า ว ะ เ ด ิม  จ น เ ช ื้อ เ จ ร ิญ เ ช ้า ส ู่ร ะ ย ะ  e a r l y  s t a t i o n a r y  จ ึง น ำ ไ ป ผ ส ม ค ับ เ ช ื้อ ผ ส ม จ า ก  

ต ัว อ ย ่า ง แ ห ล ่ง อ ื่น ๆ  ต ่อ จ น ก ร ะ ท ั่ง ไ ด ้เ ช ือ ผ ส ม ก ส ู่ม ต ุ[ ด ท ้า ย  น ำ ม า เ ก ล ี่ย บ น อ า ห า ร แ ข ็ง น ิว เ ท ร ีย น ท ์ 

บ ่ม เ ช ื้อ ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 3 0 ° ซ  เ พ ื่อ แ ย ก ใ ห ้ไ ด ้เ ช ื้อ บ ร ิส ุท ธ ท ี่เ ห ล ือ จ า ก ก า ร ค ัด เ ล ือ ก ต า ม ธ ร ร ม ช า ต ิ โ ด ย ไ ด ้ 

จ า ก โ ค โ ล น ิเ ด ี่ย ว ๆ  ท ี่เ จ ร ิญ บ น อ า ห า ร แ ข ็ง น ิว เ ท ร ีย น ต ์ ( ภ า ค ผ น ว ก  ก )  เ ก ็บ ร ัก ษ า เ ช ื้อ ไ ว ้เ พ ื่อ ท ำ ก า ร  

ท ด ล อ ง ต ่อ ไ ป

3 .  ก า ร จ ัด จ ำ แ น ก ส อ ุล ข อ ง ธ ุล ีน ท ร ีย ์ส ใ ย พ ัน ธ ุ B 3 - 1  C 1 - 2  แ ล ะ D 2 - 1  ท า ง อ น ุก ร ม ว ิธ า น

น ำ ธ ุล ีน ท ร ีย ์ส า ย พ ัน ธ ุ B 3 - 1  C 1 - 2  แ ล ะ D 2 - 1  ซ ึ่ง เ ป ีน จ ุล ิน ท ร ีย ์ท ี่ม ีค ว า ม ส า ม า ร ถ ใ น ก า ร  

ย ่อ ย ส ล า ย น ํ้า ม ัน ด ิบ ไ ด ้ด ี ม า ศ ึก ษ า ล ัก ษ ณ ะ ก า ร เ จ ร ิญ  ( c u l t u r a l  c h a r a c t e r i s t i c s )  บ น อ า ห า ร ท ี่ 

เ พ า ะ เ ล ีย ง  ล ัก ษ ณ ะ ท า ง ส ัณ ฐ า น ว ิท ย า  ( m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s )  แ ล ะ ล ัก ษ ณ ะ ท า ง ส ร ีร ว ิท ย า  

แ ล ะ ช ีว เ ค ม ี ( p h y s i o l o g i c a l  a n d  b i o c h e m i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s )  ใ น อ า ห า ร เ ล ีย ง เ ช ือ ช น ิด ต ่า ง ๆ  เ พ ือ  

เ ป ีน แ น ว ท า ง ใ น ก า ร จ ัด จ ำ แ น ก ท า ง อ น ุก ร ม ว ิธ า น ต า ม ห น ัง ส ือ  B e r g e y  ‘ ร  M a n u a l  o f  D e t e r m i n a t i v e  

B a c t e r i o l o g y - ฉ บ ับ 'พ ิม ต ์ค ร ัง ท ี่ 9  ( H o l t  แ ล ะ ค ณ ะ , 1 9 9 4 )  ต ล อ ด จ น ก า ร ว ิเ ค ร า ะ ห ์ล ำ ต ับ เ บ ส ข อ ง จ ีน  

ท ี่ส ัง เ ค ร า ะ ห ์ 1 6 S  r R N A  ข อ ง ธ ุล ีน ท ร ีย ์ส า ย พ ัน ธ ุ B 3 - 1

3 . 1  ศ ึก ษ า ล ัก ษ ณ ะ ค ไ ร เ จ ร ิญ ข อ ง ธ ุล ีน ท ร ีย ์ส า ย พ ัน ธ ุ B 3 - 1  0 - 2  แ ล ะ D 2 - 1  ท ี่เ จ ร ิญ บ น  

อ า ห า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ แ ข ็ง นวิเ ท ร ิย น ต ์

น ำ ช ุล ิน ท ร ีย ์ส า ย พ ัน ธ ุ B 3 - 1  0 - 2 แ ล ะ  D 2 - 1  ท ี่เ จ ร ิญ บ น อ า ห า ร จ ุ้น น ิว เ ต ร ีย น ต ์ ( ภ า ค ผ น ว ก  

ก )  ม า ศ ึก ษ า ร ูป ร ่า ง  ข น า ด  ค ว า ม โ ป ร ่ง ใ ส ห ร ีอ ค ว า ม ท ึบ แ ส ง ข อ ง โ ค โ ล น ิบ น อ า ห า ร เ ล ีย ง เ ช ือ จ ุ้น  

น ิว เ ท ร ีย น ต ์

3 . 1 . 1  น ำ เ ช ีอ ช ุล ิน ท ร ีย ์ท ี่แ ย ก ไ ด ้ม า ล า ก เ ป ีน เ ล ้น ต ร ง  ( s t r e a k )  บ น อ า ห า ร จ ุ้น

น ิว เ ท ร ีย น ต ์
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ห
3 . 1 . 2  บ ่ม เ ช ื้อ ท ี่ 3 0 ๐ ซ  เ ป ็น เ ว ล า  2 4  ช ั่ว โ ม ง  ด ล ัก ษ ณ ะ ก า ร ช ื้น ข อ ง เ ช ื้อ แ ล ะ บ ัน ท ึก

3 . 2  ศ ึก ษ า ล ัก ษ ณ ะ ฑ ใ ง ส ัณ ฐ า น ว ิท อ ใ

3 . 2 . 1  ก า ร ต ิด ส ี» ก ร ม  ใ ช ้ธ ุล ีน ท ร ีย ์ท ี่เ จ ร ิญ บ น อ า ห า ร f น น ิว เ ท ร ีย น ท ์เ ป ็น เ ว ล า  2 4  

ช ม .  ม า ย ้อ ม ส ีแ ก ร ม  ( ต า ม ว ิธ ีใ น ภ า ค ผ น ว ก  ค )

3 . 2 . 2  ก า ร ว ัด ข น า ด  ( ต า ม ว ิธ ีใ น ภ า ค ผ น ว ก  ค )

3 . 2 . 3  ก า ร ย ้อ ม พ า ร า ส ป อ ร อ ล  -  ค ร ีส ต ัล  ( p a r a s p o r a l  c r y s t a l )  ( ต า ม ว ิธ ีใ น ภ า ค

ผ น ว ก  ค )

3 . 2 . 4  ศ ึก ษ า ก า ร เ ค ล ื่อ น ท ี่ โ ด ย น ำ เ ช ื้อ ธ ุล ีน ท ร ีย ์ม า จ ิ้ม  ( s t a b  i n o c u l a t i o n )  ล ง ใ น  

อ า ห า ร ก ึ่ง แ ข ็ง  ( S e m i  -  s o l i d  m e d i a  , ภ า ค ผ น ว ก  ก )  จ น ถ ึง ก ้น ห ล อ ด เ พ า ะ เ ช ื้อ บ ่ม ท ี่ 3 0 ° ซ  เ ป ็น เ ว ล า  

2 4  ช ม .  ส ัง เ ก ต ก า ร เ จ ร ิญ แ ล ะ ก า ร เ ค ล ื่อ น ท ี่ ก ้า เ ช ื้อ เ จ ร ิญ อ อ ก น อ ก ร อ ย ท ี่ป ล ูก เ ช ื้อ แ ส ด ง ว ่า  เ ช ื้อ  

เ ค ล ื่อ น ท ี่ไ ค ้

3 . 2 . 5  การย้อมส เิอนโ ด สปอร ์ ( E n d o s p o r e  s t a i n i n g )  ใ น ก ร ณ ีข อ ง ธ ุล ีน ท ร ีย ์ท ี่เ ป ็น  

ร ูป แ ท ่ง แ ล ะ ต ิค ส ีแ ก ร ม บ ว ก ค ว ร ต ร ว จ ล ูเ อ น ใ ด ส ป อ ร ์ด ้ว ย ห ย ด น ั้ๅ ท ี่อ บ ฆ ่า เ ช ื้อ แ ก ้ว ล ง ใ น ห ล อ ด  

ท ด ล อ ง  5  ห ย ด  ใ ส ่เ ช ื้อ ธ ุล ีน ท ร ีย ์ท ี่เ ล ี้ย ง ใ น อ า ห า ร ธ ุ้น น ิว เ ท ร ีย น ท ์ ( N A  s l a n t )  ท ี่ม ีอ า ย ู 7  ว ัน ล ง ไ ป  

ใ น ห ล อ ด แ ก ้ว ผ ส ม ใ ห ้เ ช ้า ก ัน โ ด ย ใ ห ้ม ีค ว า ม เ ช ้ม ช ้น ข อ ง เ ช ือ ม า ก ๆ  จ า ก น ั้น ห ย ด ส ิ Z i e h l  c a r b o l  

f u c h s i n  ล ง ใ น ห ล อ ด แ ก ้ว ด ้ว ย ป ร ิม า ณ ท ี่เ ท ่า ก ับ น ำ ท ี่ห ย ด ล ง ไ ป  น ำ ห ล อ ด ไ ป แ ช ่น ำ เ ด ือ ด ป ร ะ ม า ณ  

1 0  น า ท ึ น ำ ส ่ว น ผ ส ม น ี้ไ ป ย ้อ ม ส ีโ ด ย ว ิธ ี N e g a t i v e  s t a i n  ด ้ว ย ส ี N i g r o s i n  ต ร ว จ ด ูด ้ว ย ก ก ้อ ง  

ช ุล ท ร ร ศ น ์ ก ำ ล ัง ข ย า ย  1 0 0 0  เ ท ่า

3 . 2 . 6  ก า ร ย ้อ ม ส ีล ูแ ค ป 1เ ล  ( C a p s u l e  s t a i n i n g )  ต า ม ว ิธ ีท ี่แ ส ด ง ใ น ภ า ค ผ น ว ก  ค

3 . 2 . 7  ก า ร ต ิค ส ี a c i d  -  f a s t  ใ ช ้ธ ุล ีน ท ร ีย ์ท ี่เ ล ี้ย ง ใ น อ า ห า ร เ ล ีย ง เ ช ื้อ เ ห ล ว  ( N u t r i e n t  

b r o t h  ,  ภ า ค ผ น ว ก  ก )  ท ี่ม ีอ า ย ู 2 - 3  ว ัน ม า ก ร ะ จ า ย บ น แ ผ ่น ส ไ ล ด ์ท ี่ส ะ อ า ด  ท ิ้ง ไ ว ้ใ ห ้แ ห ้ง  ห ย ด ส ี 

Z i e h l  N e l s o n ' s  c a r b o l  f u c h s i n  ใ ห ้ท ่ว ม บ ร ิเ ว ณ ท ี่ก ร ะ จ า ย ไ ว ้ ล น ไ ฟ อ ่อ น ๆ  ใ ด ้แ ผ ่น ส ไ ล ด ์ พ อ ใ ห ้ม ี 

ค ว ัน ร ะ เ ห ย อ อ ก ม า เ ล ็ก น ้อ ย  เ ป ็น เ ว ล า  5  น า ท ี ร ะ ห ว ่า ง น ั้น ค อ ย เ ต ิม ส ีล ง ไ ป อ ย ่า ใ ห ้ส ีแ ห ้ง  น ำ ไ ป ล ้า ง
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น า แ ล ะ ! ,า ง ส ีอ อ ก ด ้ว ย  a c i d  a l c o h o l  แ ล ้ว ด ้า ง น ี้า อ ีก ค ร ั้ง  ย ้อ ม ส ี m e t h y l e n e  b l u e  5 - 1 0  น า ท ี ด ้า ง แ ล ะ  

ซ ับ น ี้] ใ ห ้แ ห ้ง  น ำ ไ ป ล ูใ ด ้ก ล ้อ ง อ ุล ท ร ร ศ น ์ ด ้า เ ช ล ล ์ต ิด ส ีแ ด ง  แ ส ด ง ว ่า  เ ช ื้อ น ี้เ ป ีน เ ช ื้อ ท ี่ท น ต ่อ ก ร ด  

ห เ อ  เ ป ีน  a c i d - f a s t  แ ล ะ ถ ้า เ ซ ล ล ์ต ิด ส ีฟ ้า  แ ส ด ง ว ่า  เ ช ื้อ เ ป ็น  n o n  a c i d - f a s t

3 . 2 . 8  ก า ร ด ้อ ม  P o l y - p - h y d r o x y b u t y r a t e  ก ร ะ จ า ย เ ช ื้อ ล ง บ น แ ผ ่น ส ไ ล ด ์ท ี่

ส ะ อ า ด  ท ิ้ง ไ ด ้ใ ห ้แ ห ้ง  แ ด ้ว น ำ ม า ผ ่า น เ ป ล ว ไ ฟ  ห ย ด ด ้ว ย ส ี S u d a n  b l a c k  B  ใ ห ้ท ่ว ม บ ร ิเ ว ณ ท ี่ก ร ะ จ า ย  

เ ช ื้อ ท ิ้ง ไ ด ้ป ร ะ ม า ณ  1 0 - 1 5  น า ท ี เ ท ส ีอ อ ก แ ล ้ว ซ ับ ใ ห ้แ ห ้ง  เ อ ีย ง ส ไ ล ด ์ค ่อ ย ๆ  ห ย ด ไ ซ ล อ ล ล ง ไ ป เ พ ื่อ  

ไ ล ่ส ี S u d a n  b l a c k  B ท ี่ม า ก เ ก ิน ไ ป อ อ ก  ซ ับ ใ ห ้แ ห ้ง อ ีก ค ร ั้ง  ย ้อ ม ท ับ ด ้ว ย ส ี S a f r a n i n  O  1 5  ว ิน า ท ี 

ไ ม ่ค ว ร น า น เ ก ิน ไ ป  ด ้า ง ส ีอ อ ก ซ ับ ใ ห ้แ ห ้ง  น ำ ไ ป ส ่อ ง ด ูด ้ว ย ก ล ้อ ง อ ุล ท ร ร ส น  เ ซ ล ล ์จ ะ ต ิด ส ีแ ด ง  

ส ่ว น ไ ข ม ัน จ ะ ต ิด ส ีด ำ

3 . 3 ศ ึก ษ า ล ัก ษ ณ ะ เ ฉ พ า ะ ท า ง ส ร ีร ว ิท ย า แ ล ะ ช ีว เ ค ม ี

น ำ อ ุอ ิน ท ร ีย ์ท ี่เ จ ร ิญ บ น อ า ห า ร f น น ิว เ ต ร ีย น ท ์ ( N u t r i e n t  a g a r )  เ ป ีน เ ว ล า  2 4  ช ม .  ม า  

ท ด ส อ บ ป ฏ ิก ิร ิย า ต ่า ง ๆ  ท า ง ช ีว เ ค ม ีด ัง น ี้

3 . 3 . 1  ก า ร ท ด ส อ บ ค ว า ม ส า ม า ร ล ใ น ก า ร ใ ช ้ค า ร ์ใ บ ไ ฮ เ ด ร ต  ( c a r b o h y d r a t e

m e t a b o l i s m )  ป ล ูก อ ุอ ิน ท ร ีย ์ล ง ใ น อ า ห า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ  p h e n o l  r e d  a g a r  b a s e  ( ภ า ค ผ น ว ก  ก )  

ค า ร ์โ บ ไ ฮ เ ด ร ต ท ี่ใ ช ้ท ด ส อ บ  ไ ด ้แ ท ่ ก ล ูโ ค ส  แ ล ค ใ ต ส  แ ล ะ แ ม น น ิท อ ล โ ด ย เ ต ิม ล ง ไ ป  1 เ ป อ ร ์เ ซ ็น ต ์ 

ส ัง เ ก ต ก า ร ส ร ้า ง ก ร ด  ล ้า อ ุอ ิน ท ร ีย ์ใ ช ้ค า ร ์โ บ ไ ฮ เ ด ร ต ไ ด ้จ ะ ส ร ้า ง ก ร ด ช ื้น ม า ท ำ ใ ห ้อ า ห า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ ท ี่ 

ม ีฟ ้น อ ล เ ร ด เ ป ล ี่ย น ส ีจ า ก ส ิแ ด ง เ ป ็น ส ีเ ห ล ือ ง  โ ด ย ก า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ ไ น  F e r m e n t a t i o n  b r o t h  ท ั้ง  3  ช น ิด  

บ ่ม ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 3 7  ° ช  เ ป ็น เ ว ล า  2 4  ช ม .

3 . 3 . 2  ก า ร ท ด ส อ บ ก า ร ย ่อ ย แ ป ้ง  ( S t a r c h  h y d r o l y s i s )  ท ำ ก า ร ป ล ูก อ ุอ ิน ท ร ีย ์แ บ บ  

อ ุด ล ง บ น อ า ห า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ ท ี่ใ ช ้ท ด ส อ บ ก า ร ย ่อ ย แ ป ้ง  ( ภ า ค ผ น ว ก  ก )  ใ น จ า น เ พ า ะ เ ช ื้อ  เ ป ็น เ ว ล า  2 - 3  

ว ัน  ต ร ว จ ด ูก า ร ย ่อ ย แ ป ้ง โ ด ย ร า ด ส า ร ล ะ ล า ย ไ อ โ อ ด ีน  ( ภ า ค ผ น ว ก  ข )  ไ ห ้ท ั่ว จ า น เ พ า ะ เ ช ื้อ  ล ้า เ ก ิด  

บ ร ิเ ว ณ ใ ส ร อ บ โ ค โ ล น ี แ ส ด ง ว ่า เ ช ื้อ ส า ม า ร ถ ส ร ้า ง เ อ น ไ ซ ม ์ย ่อ ย แ ป ้ง ไ ด ้ บ ัน ท ึก ผ ล เ ป ็น บ ว ก

3 . 3 . 3  ก า ร ท ด ส อ บ ค ว า ม ส า ม า ร ล ใ น ก า ร ใ ช ้ไ ข ม ัน  ( L i p i d  m e t a b o l i s m )  เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ

โ ด ย ก า ร ป ล ูก เ ช ื้อ เ ป ็น เ ด ้น ต ร ง ล ง บ น อ า ห า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ แ ข ็ง  B H  a g a r  ท ี่ม ี 1 เ ป อ ร ์เ ซ ็น ต ์ไ ข ม ัน  แ ล ะ  

n e u t r a l  r e d  เ พ า ะ เ ช ื้อ ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง  ( 3 2  ± 2 ° ซ )  เ ป ็น เ ว ล า  2 4  ช ั่ว โ ม ง  จ า ก น ี้น ล ูผ ล ก า ร ท ด ล อ ง
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โ ด ย ก า ร ส ัง เ ก ต เ ม ็ด ก ล ม ส ีแ ด ง ท ี่เ ก ิด ข ึ้น ใ ต ้โ ค โ ล น ีต ้า ม ีแ ส ด ง ว ่า เ ช ื้อ ส า ม า ร ถ ย ่อ ย ส ล า ย ไ ข ม ัน ไ ต ้ 

บ ัน ท ึก ผ ล เ ป ็น บ ว ก

3 . 3 . 4  ก า ร ส ร ้า ง เ อ น ไ ซ ม ์ค า ต า เ ล ส  ห ย ด ส า ร ล ะ ล า ย ไ ฮ โ ด ร เ จ น เ ป อ ร ์อ อ ก ไ ซ ด ์ท ี่ม ี 

ค ว า ม เ ข ้ม ข ้น  3  เ ป อ ร ์เ ซ ็น ต ์ ( ภ า ค ผ น ว ก  ข )  ล ง บ น โ ค โ ล น ีข อ ง ช ุล ิน ท ร ีย  ต ้า ม ีฟ ่อ ง อ า ก า ศ เ ก ิด ข ึ้น  

แ ส ด ง ว ่า  เ ช ื้อ ส า ม า ร ถ ส ร ์า ง เ อ น ไ ซ ม ์ใ ต ้ใ ห ้บ ัน ท ึก ผ ล เ ป ็น บ ว ก  แ ต ่ต ้า ไ ม ่ม ีฟ ่อ ง ก า ซ เ ก ิด ข ึ้น แ ส ด ง ว ่า  

เ ช ื้อ ไ ม ่ส ร ้า ง เ อ น ไ ซ ม ์ใ ห ้บ ัน ท ึก ผ ล เ ป ็น ล บ

3 . 3 . 5  ก า ร ส ร ้า ง เ อ น ไ ซ ม ์เ จ ล า ต ิเ น ส  ท ำ ก า ร ป ล ูก เ ช ื้อ แ บ บ แ ท ง ใ น  g e l a t i n  d e e p  จ น  

ถ ึง ต ้น ห ล อ ด  เ พ า ะ เ ช ื้อ ท ี่อ ุณ ห ล ูม ิ 3 7  ° ซ  เ ป ็น เ ว ล า  2 4  ช ม .  ล ูผ ล โ ด ย ก า ร แ ช ่ใ น น ั้น เ ข ็ง  ต ้า เ จ ล า ต ิน ม ี 

ล ัก ษ ณ ะ เ ห ล ว ไ ม ่แ ข ็ง ต ัว แ ส ด ง ว ่า เ ช ื้อ ส า ม า ร ถ ผ ล ิต เ อ น ไ ซ ม ์ไ ต ้

3 3 . 6  ก า ร ท ด ส อ บ เ ม ธ ิล ค า ร ์บ ิน อ ล  ( V o g e s - P r o s k a u e r  t e s t )  ท ำ ก า ร ป ล ูก เ ช ื้อ ล ง  

ใ น อ า ห า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ เ ห ล ว  M R - V P  ( ภ า ค ผ น ว ก  ก )  เ ป ็น เ ว ล า  2 - 3  ว ัน  โ ด ย แ บ ่ง อ า ห า ร ม า ป ร ะ ม า ณ  2 - 3  

ม ล .  เ ต ิม น า ย า ท ด ส อ บ ส า ร ล ะ ล า ย  ก .  แ ล ะ ส า ร ล ะ ล า ย  ข .  ( ภ า ค ผ น ว ก  ข )  ล ง ไ ป อ ย ่า ง ล ะ  2 - 3  ห ย ด  ต ้า  

อ า ห า ร ม ีส ีช ม ช ุเ ก ิด ข ึ้น ภ า ย ใ น  1 0  น า ท ี แ ส ด ง ว ่า เ ช ื้อ ม ีก า ร ส ร ้า ง ฒ ธ ิล ค า ร ์บ ิน อ ล  บ ัน ท ึก ผ ล เ ป ็น บ ว ก  

ส ่ว น ห ล อ ด ท ี่ไ ม ่เ ก ิด ส ืช ม ช ุใ ห ้ต ั้ง ท ิ้ง ไ ว ัท ี่อ ุณ ห ค ูบ ิห ้อ ง  ( 3 2  ± 2 ° ซ )  เ พ ื่อ ล ูผ ล ภ า ย ใ น  2 4  ช ม .  ถ า ย ัง ไ ม ่ 

เ ก ิด ส ีช ม ช ุ บ ัน ท ึก ผ ล เ ป ็น ล บ

3 . 4  ว ิธ « ไ ร ท ั่ว ไ ป ส ำ ห ร ับ ก า ร ศ ึก ษ า ท า ง ต ้า น พ ัน ธ ุค า ส ต ร ์ร ะ ด ับ โ ม เ ล ธ ุล

3 . 4 . 1  ก า ร ส ค ัด แ ย ก โ ค ร โ ม โ ซ ม อ ล ด เ อ น เ อ จ า ก แ บ ค ท ีเ ร ีย

เ ล ี้ย ง เ ช ล ล ์แ บ ค ท ีเ ร ีย ท ี่ต ้อ ง ก า ร แ ย ก โ ค ร โ ม โ ซ ม ต ้า ง ค ืน ใ น อ า ห า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ  L B  b r o t h

( ภ า ค ผ น ว ก  ก )  5  ม ล .  ป ีน เ ก ็บ เ ช ล ล ์ใ น ห ล อ ด  E p p e n d o r f  ท ี่ 1 0 0 0 0  ร อ บ ต ่อ น า ท ี 2  น า ท ี ท ิ้ง ส ่ว น  

S u p e r n a t a n t  ใ ห ้ห ม ด  ก ร ะ จ า ย เ ซ ล ล ์ใ น บ ัฟ เ ฟ ่อ ร ์ T A E  ( ภ า ค ผ น ว ก  ข )  ป ร ิม า ต ร  5 6 7  ไ ม โ ค ร ล ิต ร  

แ ต ้ว เ ต ิม  L y s o z y m e  2  ม ก . /  ม ล . ก ับ  1 0  เ ป อ ร ์เ ซ ็น ต ์ S D S  ป ร ิม า ต ร  3 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร  แ ล ะ  2 0  ม ก . /  ม ล .  

P r o t e i n a s e  K  ป ร ิม า ต ร  3  ไ ม โ ค ร ล ิต ร  ผ ส ม ใ ห ้เ ข ้า ก ัน  บ ่ม ท ี่อ ุณ ห ค ูม ิ 3 7  ° ช  เ ป ็น เ ว ล า  1 ช ั่ว โ ม ง  นำ 

ม า เ ต ิม  5 M  โ ซ เ ด ืย ม ค ล อ ไ ร ต ์ป ร ิม า ต ร  1 0 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร  ผ ส ม ใ ห ้เ ข ้า ก ัน  จ า ก น ั้น เ ต ิม ส า ร ล ะ ล า ย  

C T A B / N a C Î  ป ร ิม า ต ร  8 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร  ผ ส ม แ ต ้ว น ำ ไ ป บ ่ม ท ี่อ ุฌ ห ค ูบ ิ 6 5 ° ช  เ ป ็น เ ว ล า  1 0  น า ท ี เ ต ิม
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ส า ร ล ะ ล า ย ค ล อ โ ร ฟ อ ฑ ์า / ไ อ โ ซ เ อ ม ีล แ อ ล ก อ ฮ อ ล ์ป ร ิม า ต ร เ ท ่า ต ัว ล ง ไ ป  น ำ ไ ป ป ่น ท ี่ 8 0 0 0  ร อ บ ต , อ  

น า ท ีเ ป ็น เ ว ล า  5  น า ท ี ถ ่า ย เ อ า ส ่ว น น ํ้า ใ ส ไ ป ใ ส ่ใ น ห ล อ ด ใ ห ม ่แ ล ้ว เ ต ิม ส า ร ล ะ ล า ย ฟ น อ ล /

ค ล อ โ ร ฟ อ ร ์ม / ไ อ โ ซ เ อ ม ีล แ อ ล ก อ ฮ อ ล ใ ห ้เ ท ่า ก ับ ป ร ิม า ต ร ส ่ว น น ํ้า ใ ส  น ำ ไ ป ป ่น อ ีก ค ร ั้ง  ด ูด ส ่ว น ใ ส  

ซ ึ่ง จ ะ ม ีต ิเ อ ็น เ อ อ ย ู่น ำ ไ ป ใ ส ่ห ล อ ด ใ ห ม ่ แ ล ะ ต ก ต ะ ก อ น ต ิเ อ ็น เ อ ต ัว ย ไ อ โ ซ โ พ ห า น อ ล  ( I s o p r o p a n o l )  

ป ร ิม า ต ร  0 . 6  เ ท ่า  จ ะ เ ห ็น ต ิเ อ ็น เ อ เ ป ็น เ ล ้น ใ ส ๆ  น ำ ม า ล ้า ง ต ัว ย  7 0  เ ป อ ร ์เ ซ ็น ต ์เ อ ท า น อ ล  ท ำ ใ ห ้แ ห ้ง  

แ ล ะ ล ะ ล า ย ใ น  T A E  1 0 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร

3 . 4 . 2 ก า ร ว ิเ ค ร า ะ ห ์ข น า ด ข © ง ส ีเ © น เ © โ ด ย ว ิธ ีอ ะ ก ใ โ ร ส ! จ ล & เ ล ค โ ท ร โ ฟ ร ีช ิส

เ ต ร ีย ม อ ะ ก า โ ร ส เ จ ล  1 . 0 %  ซ ึ่ง ห ล อ ม ใ น ส า ร ล ะ ล า ย บ ัฟ เ ฟ อ ร ์ T A E  ( ภ า ค ผ น ว ก  ข )  

ล ง ใ น แ บ บ พ ิม พ ์ซ ึ่ง ม ีห ว ี ( c o m b )  เ ส ีย บ อ ย ู่ ป ล ่อ ย ใ ห ้เ จ ล แ ข ็ง ต ัว  ผ ส ม ส า ร ล ะ ล า ย ต ิเ อ ็น เ อ ก ับ ส ี 

ต ิด ต า ม  ( t r a c k i n g  d y e  5 ภ า ค ผ น ว ก  ข )  ใ น อ ัต ร า ส ่ว น  1 : 5  ห ย อ ด ต ัว อ ย ่า ง ล ง ใ น ห ล ุม บ น  

อ ะ ก า โ ร ส เ จ ล  จ า ก น ั้น น ำ ไ ป ท ำ อ ีเ ล ค โ ท ร โ ฟ ร ิซ ิส ใ น เจล แ ช ม เ บ อ ร ์ โ ด ย ใ ข ้ค ว า ม ต ่า ง ส ัก ย ์ 1 0 0

โ ว ล ต ์ จ น ก ร ะ ท ั่ง ส ีน ั้า เ ง ิน ข อ ง บ ร อ ม ร ีเ น อ ล บ ล ูเ ค ล ื่อ น ท ี่ม า ถ ึง ข อ บ เ จ ล อ ีก ต ัา น ห น ึ่ง  ย ้อ ม

อ ะ ก า โ ร ส เ จ ล ต ัว ย เ อ ธิเติย ม โ บ ร ไ ม ต ์ 2 . 5  ไ ม โ ค ร ก ร ัม ต ่อ ม ล .  เ ป ็น เ ว ล า  5 - 1 0  น า ท ี ต ร ว จ ด ูก า ร เ ร ือ ง  

แ ส ง ข อ ง แ ถ บ ต ิเ อ ็น เ อ ต ัว ย แ ส ง อ ัล ต ร า ไ ว โ อ เ ล ต  เ ป ร ีย บ เ ท ีย บ ข น า ด ข อ ง ต ิเ อ ็น เ อ ก ับ ต ิเ อ ็น เ อ

ม า ต ร า ฐ า น  ค ือ  แ ล ม ป ็ด า ต ิเ อ ็น เ อ ท ี่ต ัด ด ้ว ย เ อ น ไ ซ ม ์ต ัด จ า เ พ า ะ  HitidlU  ( À , D N A / Hindlù)

3 . 4 . 3  ก า ร เ พ ิ่ม จ ำ น ว น ส ี! © น ! อ ท ี่เ ป ็น ร ห ัส ข อ ง  1 6 S  r R N A

ข ั้น ต อ น แ ร ก ท ำ ก า ร เ พ ิ่ม จ ำ น ว น ด ีเ อ ็น เ อ ท ี่ต ัอ ง ก า ร ว ิเ ค ร า ะ ห ์ ต ัว ย ป ฏ ิก ิร ิย า ล ูก โ ซ ่ 

พ อ ล ิเ ม อ เ ร ส  ซ ึ่ง จ ะ ป ร ะ ก อ บ ไ ป ด ้ว ย โ ค ร โ ม โ ซ ม อ ล ต ิเ อ ็น เ อ ท ี่ค ว า ม เ ข ้ม ข ้น  0 . 4  - 1 . 0  ไ ม โ ค ร ก ร ัม  

เ ป ็น แ ม ่แ บ บ  ใ น ส ่ว น ผ ส ม ใ ห ้เ ก ิด ป ฏ ิก ิร ิย า  2 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร  ท ี่ป ร ะ ก อ บ ต ัว ย  น ั้า ก ล ั่น ป ล อ ด เ ช ื้อ  1 0 . 3  

ไ ม โ ค ร ล ต ร  บ ัฟ เ ฟ ่อ ร  2  ไ ม โ ค ร ล ต ร  d N T P  1 . 6  ไ ม โ ค ร ล ฅ ร  f o r w a r d  p r i m e r  แ ล ะ  r e v e r s e  p r i m e r  

ค ว า ม เ ข ้ม ข ้น  2  ไ ม โ ค ร โ ม ล า ร ์ ป ร ิม า ต ร  4  ไ ม โ ค ร ล ิต ร  P y r o b e s t  เ ข ้ม ข ้น  5  บ / ไ ม โ ค ร ล ิต ร  ห ล ัง  

ป ร ับ ป ร ิม า ต ร ต ัว ย น ั้า ก ล ั่น ป ล อ ด เ ช ื้อ แ ล ้ว  จ า ก น ั้น น ำ ไ ป เ พ ิ่ม จ ำ น ว น ต ิเ อ ็น เ อ ต ัว ย ป ฏ ิก ิร ิย า ล ูก โ ซ ่

พ อ ล ิเ ม อ เ ร ส ท ี่ค ว บ ล ุม อ ุณ ห ภ ูม ิต ัง แ ส ด ง ใ น เ ป ท ี่ 3 . 1
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•  เ พ ิ่ม อ ุณ ห ภ ูม ิจ น ถ ึง  9 6  ° ช

•  ท ำ ป ฏ ิก ิร ิย า ท ี่ 9 6  ° ซ  เ ป ็น เ ว ล า  1 น า ท ี

•  ท ำ ป ฏ ิก ิร ิย า ท ี่ 9 6  ° ซ  เ ป ็น เ ว ล า  3 0  ว ิน า ท ี

•  ท ำ ป ฏ ิก ิร ิย า ท ี่5 0  ° ซ  เ ป ็น เ ว ล า 3 0  ว ิน า ท ี

•  ท ำ ป ฏ ิก ิร ิย า ท ี่ 6 0  ° ซ  เ ป ็น เ ว ล า  1 น า ท ี

•  ท ำ ป ฏ ิก ิร ิย า ท ี่ 4  ° ช  เ ป ็น เ ว ล า  7  น า ท ี

•  ค ง อ ุณ ห ภ ูม ิไ ว ิท ี่ 4  ° ซ  จ น ห อ ุด ป ฏ ิก ิร ิย า

- ► 3 0  c y c l e s

ร ูป ท ี่3 . 1  ก า ร ค ว บ ค ุม อ ุณ ห ภ ูม ิข อ ง ป ฏ ิก ิร ิย า ล ูก โ ซ ่พ อ ล ิฒ อ เ ร ส ส ำ ห ร ับ ก า ร เ พ ิ่ม จ ำ น ว น ด ีเ อ ็น เ อ เ พ ื่อ

ต ้อ ง ก า ร ว ิเ ค ร า ะ ท ํส ำ ด ับ เ บ ส

ภ า ย ห ล ัง ก า ร ท ำ ป ฏ ิก ิร ิย า ล ูกโ ซ ่พ อ ล เิ ม อ เ ร ส แ ต ้ว นำส า ร ล ะ ล า ย ด ีเ อ ็น เ อ ท ีไ่ ต ้ม า ต ก ต ะ ก อ น  

ด ีเ อ ็น เ อ ต ้ว ย ก า ร เ ต ิม  3 M  โ ซ เ ด ีย ม อ ะ ซ ิเ ต ท  p H  5 . 2  ป ร ิม า ต ร  2  ไ ม โ ค ร ล ิต ร  แ ล ะ  9 5  เ ป อ ร ์เ ซ ็น ต ์ 

เ อ ท า น อ ล  ป ร ิม า ต ร  5 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร  บ ่ม ใ น อ ่า ง น ํ้า แ ข ึง เ ป ็น เ ว ล า  1 0  น า ท ี น ำ ไ ป ป ีน ท ี่ค ว า ม เ ร ็ว

1 5 , 0 0 0  ร อ บ ต , อ น า ท ี อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง  เ ป ็น เ ว ล า  2 0  น า ท ี ต ้า ง ต ะ ก อ น ท ี่ไ ต ้ต ้ว ย  7 0 % เ อ ท า น อ ล  ท ำ ใ ห ้ 

แ ห ้ง  ล ะ ล า ย ต ะ ก อ น ด ีเ อ ็น เ อ ท ี่ไ ต ้ต ้ว ย  t e m p l a t e  s u p p r e s s i o n  r e a g e n t  ป ร ิม า ต ร  2 5  ไ ม โ ค ร ล ิต ร  บ ่ม  

ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 9 5 ° c  เ ป ็น เ ว ล า  2  น า ท ี แ ล ะ บ ่ม ใ น อ ่า ง น ํ้า แ ข ึง ท ัน ท ีเ ป ็น เ ว ล า  1 น า ท ี น ำ ต ัว อ ย ่า ง ท ี่เ ต ร ีย ม  

ไ ต ้ไ ป ว ิเ ค ร า ะ ห ์ส ำ ด ับ เ บ ส ต ้ว ย เ ค ร ื่อ ง อ ัต โ น ม ัต ิว ิเ ค ร า ะ ห ์ส ำ ด ับ เ บ ส ข อ ง ด ีเ อ ็น เ อ  A B I  P r i s m ™

( P e r k i n - E l m e r  บ . ร . A . )  ว ิเ ค ร า ะ ห ์ช ้อ ภ ูล ท ี่ไ ต ้ต ้ว ย โ ป ร แ ก ร ม  C l u s t a l X  แ ล ะ  G e n e d o c

3 . 5  ก า ร ว ิเ ค ร า ะ ห ์ล ำ ด ับ เ บ ส ข อ ง ร น ท ี่! ป ีน ร ห ัส ข อ ง  1 6 S  r R N A  ( โ ด ย ใ ช ้บ ร ิก า ร ท ี่ 

B i o s e r v i c e  u n i t )

ก า ร จ ัด จ ำ แ น ก แ บ ค ท ีเ ร ีย ต ้ว ย ก า ร ว ิเ ค ร า ะ ห ์ส ำ ด ับ เ บ ส ท ี่เ ป ็น ร ห ัส ข อ ง  1 6 S  r R N A  โ ด ย ก า ร  

อ อ ก แ บ บ ไ ห ร ์ม เ ม อ ร ์ ( p r i m e r s )  ซ ึ่ง ใ ช ้ช ้อ ภ ูล ข อ ง ส ำ ด ับ เ บ ส ท ี่เ ป ็น ร ห ัส ข อ ง  1 6 S  r R N A  ข อ ง  

B acillus circulons X 6 0 6 1 3  B acillus cereus A F 2 0 6 3 2 6  B acillus thuringiem is A F 1 6 0 2 2 1  

ส า ย พ ัน ธ ุต ่า ง ๆ  จ า ก  G e n  B a n k  ม า ใ ช ้ใ น ก า ร อ อ ก แ บ บ ไ พ ร ์ม เ ม อ ร ์ เ พ ื่อ ใ ช ้ใ น ก ร ะ บ ว น ก า ร เ พ ิ่ม  

ป ร ิม า ณ ด ีเ อ ็น เ อ ต ้ว ย ป ฏ ิก ิร ิย า ล ูก โ ซ ่ห อ ล ิฌ อ เ ร ส  โ ด ย ใ ช ้โ ค ร โ ม โ ซ ม อ ล ด ีเ อ ็น เ อ ข อ ง  B acillus

ส า ย พ ัน ธ ุ B 3 - 1  ท ี่ค ัด แ ย ก ไ ต ้เ ป ็น แ ม ่แ บ บ  ( T e m p l a t e )  ท ำ ก า ร เ พ ิ่ม จ ำ น ว น ด ีเ อ ็น เ อ ท ี่เ ป ็น ร ห ัส ข อ ง  

1 6 S  r R N A  ต ้ว ย ป ฏ ิก ิร ิย า ล ูก โ ซ ่ห อ ล ิเ ม อ เ ร ส โ ด ย ใ ช ้โ ค ร โ ม โ ซ ม ข อ ง ธ ุล ิน ฑ ร ีย ์ส า ย พ ัน ธ ุ B 3 - 1  ท ี่
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ส ก ัด ด ้ว ย ว ิธ ีข อ ง  M e a d e  แ ล ะ ค ณ ะ  ( 1 9 8 4 )  ต า ม ว ิธ ีใ น ข ้อ  3 . 4 . 1  เ ป ็น แ ม ่แ บ บ ใ น ส ่ว น ผ ส ม ท ี่ฟ ้า ใ ห ้ 

เ ก ิด ป ฏ ิก ิร ิย า ป ร ิม า ต ร  1 0 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร  ท ี่ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย  d N T P  m i x t u r e  ,  P y r o b e s t  แ ล ะ ส า ร  

ล ะ ล า ย  บ ัฟ เ ฟ อ ร ์โ ด ย ม ี

f o r w o r d  p r i m e r  B s p .  0 8 1 6  (  5 ’ -  G A T  A C C  C T G  G T A  G T C  C A C  G C  -  3 ’ )  แ ล ะ  

r e v e r s e  p r i m e r  B s p .  1 5 1 0  (  5 ’ -  T T C  A C C  G C G  G C A  T G C  T G A  T C  - 3 ’ )  เ ป ็น  p r i m e r

ช ึ๋ง ส ่ว น ผ ส ม ท ี่ฟ ้า ใ ห ้เ ก ิด ป ฏ ิก ิร ิย า แ ส ด ง ใ น ต า ร า ง ท ี่ 3 . 2

ต า ร า ง ท ี่ 3 . 2  ส ่ว น ผ ส ม ข อ ง ร ีเ อ เ จ น ต ์ต ่า ง ๆ  ใ น ป ฏ ิก ิร ิย า  P C R  เ พ ื่อ ก า ร เ พ ิ่ม จ ำ น ว น ด ีเ อ ็น เ อ ท ี่

ต อ ง ก า ร

ร ีเ อ เ จ น ต ์ ป ร ิม า ต ร ท ี่เ ต ิม  ( ไ ม โ ค ร ล ิต ร )

น ำ ก ล ั่น บ ร ิส ุท ธ 5 1 . 5

1 0  X  P C R  บ ัฟ เ ฟ อ ร ์ 1 0

ส า ร ผ ส ม  d N T P  ( d N T P  m i x t u r e ) 8

P r i m e r l  ( f o r w a r d )  2  ไ ม โ ค ร โ ม ล า ร ์ 1 0

P r i m e r  2  ( r e v e r s e )  2  ไ ม โ ฅ ร โ ม ล า ร ์ 1 0

P y r o b e s t  ( 5  บ / ไ ม โ ค ร ล ิต ร ) 0 . 5

T e m p l a t e 1 0

ป ฏ ิก ิร ิย า ล ูก โ ซ ่พ อ ล ิเ ม อ เ ร ส ค ว บ ค ุม อ ุฌ ห ฎ ม ิแ ส ด ง ด ัง ร ูป ท ี่ 3 . 2
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•  เ พ ิ่ม อ ุณ ห ภ ูม ิจ น ถ ึง  9 6  ° ซ

•  P r e d e n a t u r e  ท ี่ 9 6  ° ซ  เ ป ็น เ ว ล า  1 น า ท ี

•  D e n a t u r e  ท ี่ 9 4  ° ช  เ ป ็น เ ว ล า  3 0  ว ิน า ท ี

•  A n n e a l i n g  ท ี่ 5 5  ° ซ  เ ป ็น เ ว ล า  3 0  ว ิน า ท ี

•  E x t e n t i o n  ท ี่ 7 2  ° ซ  เ ป ็น เ ว ล า  1 น า ท ี

•  C o o l  ท ี่ 4  ° ซ  เ ป ็น เ ว ล า  7  น า ท ี

•  ค ง อ ุณ ห ภ ูม ิไ ล ้ท ี่ 4  ° ซ  จ น ห ย ูค ป ฏ ิก ิร ิย า

3 0  C y c l e s

ร ูป ท ี่3 . 2  ก า ร ค ว บ ค ุม อ ุณ ห ภ ูม ิข อ ง ป ฏ ิก ิร ิย า ล ูก โ ซ ่พ อ ณ ิม อ เ ร ส ส ำ ห ร ับ ก า ร เ พ ิ่ม จ ำ น ว น ด ีเ อ ็น เ อ ท ี่ 

เ ป ็น ร ห ัส ข อ ง  1 6 S r R N A

แ ย ก ช ื้น ย ีน ท ี่ม ิข น า ด ป ร ะ ม า ณ  5 0 0  เ บ ส  ด ้ว ย ว ิธ ีอ ะ ก า โ ร ส เ จ ล อ ิเ ล ค โ ท ร โ ฟ ร ิซ ิส  ต า ม ว ิธ ีใ น  

ข ้อ  3 . 4 . 2  แ ล ะ แ ย ก ด ีเ อ ็น เ อ อ อ ก จ า ก เ จ ล ด ้ว ย ช ุด แ ย ก แ ถ บ ด ีเ อ ็น เ อ  ( G e n e C l e a n  K i t )  ท ำ ก า ร ว ิเ ค ร า ะ ห ์ 

ล ำ ด ับ เ บ ส ข อ ง ย ีน ท ี่เ ป ็น ร ห ัส ข อ ง  1 6 S  r R N A  โ ด ย ใ ข ้บ ร ิก า ร ข อ ง  B i o s e r v i c e  u n i t  แ ล ้ว น ำ ข ้อ ม ูล ท ี่ 

ไ ด ้ม า เ ป ร ีย บ เ ท ีย บ เ ป อ ร ์เ ซ ็น ต ์ค ว า ม เ ห ม ือ น ข อ ง ล ำ ด ับ เ บ ส ด ้ว ย โ ป ร แ ก ร ม  B L A S T

4 .  ศ ึก น ไ ป ร ะ ส ิท ธ ิภ า พ ใ น ก า ร ย ่อ ย ส ล า ย น ํ้า ม ัน แ ล ะ อ ม ูพ ัน ธ ์ค ่า ง ๆ  ข อ ง น ํ้า ม ัน โ ด ย ช ุล ิน ฑ ร ึย ่

บ ร ีส ุฑ ธ ิ๋แ ล ะ ก ล ุ่ม ข อ ง อ ุล ิน ท ร ีอ ์ (  N a k a m u r a  แ ล ะ ค ณ ะ ,  1 9 9 6  )

4 . 1  ท ด ส อ บ ค ุณ ส ม ฃ ้ต ิท ี่ส ำ ค ัญ บ า ง ป ร ะ ก า ร

4 . 1 . 1  ท ด ส อ บ  d i o x y g e n a s e  a c t i v i t y  ห ร ีอ  a r o m a t i c  r i n g  c l e a v a g e  e n z y m e

ซ ึ่ง เ ป ็น เ อ น ไ ซ ม ์ท ี่ค า ด ว ่า จ ะ ม ิส ่ว น ช ่ว ย เ พ ิ่ม ป ร ะ ส ิท ธ ิภ า พ ใ น ก า ร ย ่อ ย ส ล า ย น า ม ัน  

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

ก า ร เ ต ิม อ อ ก ซ ิเ จ น เ ข ้า ไ ป  ท ำ ใ ห ัจ ก ิน ท ร ีย ์ส า ม า ร ถ ท ี่จ ะ น ำ ไ ป ใ ข ้เ ป ็น แ ห ล ่ง พ ล ัง ง า น แ ล ะ แ ห ล ่ง

ค า ร ์บ อ น ไ ด ้ด ีข ืน เ ช ่น ล ัน  แ ล ะ พ บ ว ่า อ ง ค ์ป ร ะ ก อ บ ส ่ว น ใ ห ญ ่ใ น น า ม ัน จ ะ ป ร ะ ก อ บ ไ ป ด ้ว ย ว ง

อ ะ โ ร ม า ต ิค เ ส ม อ  ด ัง ร า ย ง า น ก า ร ว ิจ ัย ข อ ง  H a r a y a m a  แ ล ะ ค ณ ะ  ( 1 9 8 9 )  ท ำ ก า ร ท ด ส อ บ โ ด ย ก า ร  

ป ล ูก เ ช ื้อ ท ี่ด ้อ ง ก า ร ท ด ส อ บ ล ง บ น อ า ห า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ  ฑ ร ิป โ ด เ ฟ น  ( t r y p t o p h a n  m e d i u m  ,  ภ า ค ผ น ว ก  

ก )  บ ่ม เ ช ื้อ ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 3 7 ° ซ  ใ น ท ี่ม ืด เ ป ็น เ ว ล า ป ร ะ ม า ณ  4 8 - 7 2  ช ม .  ส ัง เ ก ต ล ัก ษ ณ ะ ข อ ง โ ค ใ ล น ี
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แ ล ะ อ า ห า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ บ ร ิเ ว ณ ร อ บ ๆ  โ ค โ ล น ี ซ ึ่ง ล ้า ม ีส ืน ั้า เ ง ิน  ( B l u e  p i g m e n t )  เ ก ิด ช ื้น บ ร ิเ ว ณ ร อ บ ๆ  

โ ค โ ล น ี แ ส ด ง ว ่า เ ช ื้อ น ั้น น ่า จ ะ ผ ล ิต เ อ น ไ ซ ม ์ d i o x y g e n a s e  แ ล ะ ม ีเ อ น ไ ซ ม ์ t r y p t o p h a n a s e  ล ้ว ย  

เ น ื่อ ง จ า ก  เ อ น ไ ซ ม ์ t r y p t o p h a n a s e  จ ะ ย ่อ ย  t r y p t o p h a n  ใ น อ า ห า ร เ ล ีย ง เ ช ือ ไ ป เ ป ็น  i n d o l e  จ า ก น ,น  

จ ะ ถ ูก ย ่อ ย ส ล า ย ต ่อ ไ ป ด ้ว ย เ อ น ไ ซ ม ์ d i o x y g e n a s e  ไ ป เ ป ็น  i n d i g o  ซ ึ่ง จ ะ ใ ห ้ส ีน ั้า เ ง ิน

ร ูป ท ี่ 3 . 3  แ ส ด ง ล ัก ษ ณ ะ ข อ ง โ ค โ ล น ีท ี่เ จ ร ิญ บ น อ า ห า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ ท ร ิป โ ต เ ฟ น

4 . 1 . 2  ท ด ส อ บ ค ว า ม ส า ม า ร ล ใ น ก า ร ผ ล ิต ส า ร ล ด แ ร ง ต ึง ผ ิว ช ีว # ท พ  ( b i o s u r f a c t a n t )  ข อ ง

เ ช ื้อ อ ุล ิน ท ร ืฮ ์ท ี่แ ข ก ไ ด ้

โ ด ย ก า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ บ น อ า ห า ร แ ข ็ง ท ี่ป ก ค ล ุม ด ้ว ย น ั้า ม ัน ด ิบ  แ ล ะ ด ้ว ย ว ิธ ีก า ร ว ัด ค ่า แ ร ง ต ึง ผ ิว  

( s u r f a c e  t e n s i o n )  ต า ม ว ิธ ีข อ ง  M o r i k a w a  แ ล ะ ค ณ ะ  ( 1 9 9 3 )
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■ ก า ร ท ด ส อ บ ว ่า เ ช ื้อ ส า ม า ร ถ ผ ล ิต ส า ร ล ด แ ร ง ต ึง ผ ิว ไ ด ้ 

โ ด ย ท ำ ก า ร เ ข ี่ย เ ช ื้อ ท ี่ร อ า ย ู 2 4  ช ม .  ล ง บ น อ า ห า ร ' เ น น ิว เ ท ร ีย น ท  ( N u t r i e n t  a g a r )  ท ี่ 

ป ก ค ล ุม ด ้ว ย น ั้า ม ัน ด ิบ  2 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร  บ น จ า น เ พ า ะ เ ช ื้อ  น ำ ไ ป บ ่ม ท ี่อ ุณ ห ด ูม ิห ้อ ง  เ ป ็น เ ว ล า  1 - 7  ว ัน  

ล ้า ส ัง เ ก ต เ ห ็น บ ร ิเ ว ณ ใ ส ไ ม ม น ั้า ม ัน ด ิบ บ น ผ ิว ห น ้า ข อ ง อ า ห า ร ร อ บ ๆ โ ค โ ล น ี แ ส ด ง ว ่า เ ช ื้อ น ้น

ส า ม า ร ถ ผ ล ิต ส า ร ล ด แ ร ง ต ึง ผ ิว ไ ด ้ ( M o r i k a w a  แ ล ะ ค ณ ะ , 1 9 9 3 )

-  ก า ร ว ัด ค ่า แ ร ง ต ึง ผ ิว  (  J a i n  แ ล ะ ค ณ ะ , 1 9 9 1 )

น ำ น ํ้า เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ ม า ป ่น แ ย ก เ ซ ล ล ์อ อ ก  โ ด ย ใ ช ้เ ค ร ื่อ ง ป ่น เ ห ว ี่ย ง ค ว บ ค ุม ล ุณ ห ฎ ร  4 ° ซ  

ค ว า ม เ ร ็ว ร อ บ  8 , 0 0 0  ร อ บ ต ่อ น า ท ี เ ป ็น เ ว ล า  2 0  น า ท ี จ า ก น ั้น น ำ ส ่ว น ใ ส ไ ป ว ัด ค ่า แ ร ง ต ึง ผ ิว ด ้ว ย  

เ ค ร ือ ง ว ัด แ ร ง ต ึง ผ ว  ( R i n g  t e n s i o m e t e r  K 6  , K r u s s , G e r i i i a n y )

4 , 2  ศ ึก ษ า ป ร ะ ส ิท ธ ิภ า พ ใ น ค ใ ร ย ่อ ย ส ล า ย อ น ุพ ัน ธ ์ข อ ง ช ุล ิน ท ร ีย ์

4 . 2 . 1  ก ไ ร เ ต ร ีย ม ห ัว เ ช ื้อ  ( I n o c u l u m )

ท ำ โ ด ย เ ข ี่ย เ ช ื้อ ช ุล ิน ท ร ีย ์จ า ก ห ล อ ด อ า ห า ร เ อ ีย ง  ( N u t r i e n t  a g a r  s l a n t )  อ า ย ู 2 4  ช ม .  ล ง ใ น  

อ า ห า ร เ ห ล ว  B H  b r o t h  ( ภ า ค ผ น ว ก  ก )  ป ร ิม า ต ร  5 0  ม ล .  ท ี่ม ี 0 . 5  เ ป อ ร ์เ ซ ็น ต ์น ั้า ม ัน ด ิบ  บ ร ร ช ุอ ย ู่ใ น  

ข ว ด แ ล ้ว ท ร ง ก ร ว ย ข น า ด  2 5 0  ม ล .  บ ่ม เ ช ื้อ บ น เ ค ร ื่อ ง เ ข ย ่า ด ้ว ย อ ัต ร า เ ร ็ว  2 0 0  ร อ บ ต ่อ น า ท ี ท ี่ 

ค ุณ ห ถ ูม ิห ้อ ง  (32 ± 2  ° ซ )  เ ป ็น เ ว ล า ป ร ะ ม า ณ  2 4  ช ม . จ น ไ ด ้ค ว า ม ห น า แ น ่น ข อ ง เ ช ื้อ ท ี่ด ้อ ง ก า ร  โ ด ย  

เ ม ื่อ น ำ ไ ป ว ัด ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ค ว า ม ย า ว ค ล ื่น  6 0 0  น า โ น เ ม ต ร  ( O D g 00)  ไ ด ้อ ย ู่ใ น ช ่ว ง  1 - 2  จ ึง น ำ  

ม า ใ ช ้เ ป ็น ห ัว เ ช ื้อ ป ร ิม า ต ร  2  เ ป อ ร ์เ ซ ็น ต ์ ( ป ร ิม า ต ร / ป ร ิม า ต ร )  ใ น ก า ร ศ ึก ษ า ป ร ะ ส ิท ธ ิภ า พ ใ น ก า ร  

ย ่อ ย ส ล า ย น ั้า ม ัน โ ค ย ช ุล ิน ท ร ีย ์ท ี่แ ย ก ไ ด ้ ร ว ม ท ั้ง ภ า ว ะ ท ี่เ ห ม า ะ ส ม ใ น ก า ร ย ่อ ย ส ล า อ น ั้า ม ัน ด ิบ ข อ ง  

ก ล ุ่ม ช ุล ิน ท ร ีย ์ท ี่ส ร ้า ง ข ึ้น

4 . 2 . 2  ภ า ว ะ ท ึ๋ใ ช ้ใ น ก า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ เ พ อ ก า ร ศ ึก ษ า ป ร ะ ส ิท ธ ิภ า พ ใ น ก า ร ย ่อ ย ส ล า ย น ั้ใ ห ัน แ ล ะ  

อ น ุพ ัน ธ ์บ า ง ช น ิด ท ี่ม ีอ ย ูใ น น ํ้า ม ัน ข อ ง อ ุล ิน ท ร ีอ ์

ถ ่า ย ห ัว เ ช ื้อ ท ี่เ ต ร ีย ม ต า ม ช ้อ  4 . 2 . 1  ป ร ิม า ต ร  2  เ ป อ ร ์เ ซ ็น ต ์ ( ป ร ิม า ต ร / ป ร ิม า ต ร )  ล ง ใ น  

อ า ห า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ  B H  b r o t h  ป ร ิม า ต ร  5 0  ม ล .  ท ี่ม ี 0 . 5  เ ป อ ร ์เ ซ ็น ต ์แ ห ล ่ง ค า ร ์บ อ น ช น ิด ต ่า ง ๆ  ไ ด ้แ ก ่ 

น ำ ม ัน ด ิบ  เ ต ต ร ะ เ ด ก เ ค น  พ ร ิส เ ท น  แ ล ะ ร ีเ แ น น ท ร ีน  ซ ึ่ง บ ร ร จ ุอ ย ู่ใ น ข ว ด แ ล ้ว ร ูป ท ร ง ก ร ว ย ข น า ด



59

2 5 0  ม ล .  เ ล ี้ย ง เ ช ี้อ ใ น ภ า ว ะ อ ัต ร า เ ร ็ว  2 0 0  ร อ บ ต ่อ น า ท ี ท ี่อ ุณ ห ถ ูม ิห ้อ ง  ( 3 2  ±  2 ° C )  เ ป ็น เ ว ล า  2 4  

ช ม .  ห ร ือ ต า ม เ ว ล า ท ี่ต ้อ ง ก า ร ศ ึก ษ า

4 . 2 . 3  ก า ร ว ัค ก า ร เ พ ิ่ม จ ำ น ว น ข อ ง เ ช อ ช ุส ิน ฑ ร ีล ์ ( ก ร ณ ีท ี่ใ ช ้เ พ ิ่อ น ำ ม ใ ฑ ํใ ห ัว เ ช ื้อ )

โ ด ย ก า ร ว ัด ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง  น ำ น ํ้า เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ ไ ป ว ัด ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ค ว า ม ย า ว ค ล ื่น
V ไ, V  \  I  ไ, . ”  1

6 0 0  น า โ น ฌ ต ร  อ ัา น ำ เ ล ย ง เ ช อ ม ีค ว า ม เ ข ้ม ช ้น ม า ก ใ ห ้เ จ ือ จ า ง  1 0  เ ท ่า ต ้ว ย น ำ ก ล ัน ค ่อ น น ำ ไ ป ว ัค ค ่า

ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง

4 . 2 . 4  ศ ึก ษ า ป ร ะ ส ิท ธ ิภ า พ ใ น ก า ร อ ่อ ย ส อ ใ ย อ น ุพ ัน ธ ์บ า ง ช น ิด ข อ ง น า ม ัน ด ิบ โ ด ย ช ุล ิน ท ร ีช ์ 

บ ร ิส ุฑ ธ ิ๋ท ี่เ พ ก ไ ต ้

เ ต ิม ห ัว เ ช ื้อ ข อ ง เ ช ื้อ ช ุล ิน ท ร ีย ์บ ร ิส ุท ธ ิท แ ย ก ไ ต ้แ ต ่ล ะ ช น ิด  โ ด ย เ ข ี่ย เ ช ื้อ ช ุล ิน ท ร ีย จ์ า ก

ห ล อ ด อ า ห า ร เ อ ีย ง  ( n u t r i e n t  a g a r  s l a n t )  อ า ย ู 2 4  ช ม .  ล ง ใ น อ า ห า ร เ ห ล ว น ิว เ ท ร ีย น ท ์ ( ภ า ค ผ น ว ก  ก )  

ป ร ิม า ต ร  5 0  ม ล .  ท ี่บ ร ร ช ุอ ย ู่ใ น ข ว ด แ ต ้ว ท ร ง ก ร ว ย ข น า ด  2 5 0  ม ล .  บ ่ม เ ช ื้อ บ น เ ค ร ื่อ ง เ ข ย ่า ต ้ว ย อ ัต ร า  

เ ร ็ว  2 0 0  ร อ บ ต ่อ น า ท ี ท ี่อ ุฌ ห ถ ูม ิห ้อ ง  ( 3 2  ± 2 ° ช )  เ ป ็น เ ว ล า ป ร ะ ม า ณ  2 4  ช ม . จ น ไ ต ้ค ว า ม ห น า

แ น ่น ข อ ง เ ช ื้อ ท ี่ต ้อ ง ก า ร  โ ด ย เ ม ื่อ น ำ ไ ป ว ัด ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ค ว า ม ย า ว ค ล ื่น  6 0 0  น า โ น ฌ ต ร  

( O D g 00)  ไ ต ้อ ย ู่ใ น ช ่ว ง  1 - 2  จ ึง น ำ ม า ใ ช ้เ ป ็น ห ัว เ ช ื้อ  ป ร ิม า ต ร  2  เ ป อ ร ์เ ซ ็น ต ์ ( ป ร ิม า ต ร / ป ร ิม า ต ร )  

ล ง ใ น อ า ห า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ  B H  b r o t h  ป ร ิม า ต ร  5 0  ม ล .  ท ี่ม ีก า ร เ ต ิม อ น ุพ ัน ธ ์บ า ง ช น ิด ท ี่ม ีอ ย ู่ใ น น ํ้า ม ัน ด ิบ  

( N a k a m u r a  แ ล ะ ค ณ ะ  ,  1 9 9 6 )  เ ป ็น แ ห ล ่ง ค า ร ์บ อ น  ไ ต ้แ ก ่ เ ต ต ร ะ เ ด ก เ ค น  พ ร ิส เ ท น  ร ีเ แ น น ท ร ีน  

ท ีล ะ อ ย ่า ง  บ ่ม เ ล ี้ย ง ท ี่อ ุณ ห ภ ม ิห ้อ ง  ( 3 2  ±  2 ° C )  ค ว า ม เ ร ็ว ร อ บ ใ น ก า ร เ ข ย ่า  2 0 0  ร อ บ ต ่อ น า ท ี เ ป ็น  

ร ะ ย ะ เ ว ล า  0 - 7  ว ัน  แ ล ะ ท ำ ก า ร เ ก ็บ ต ัว อ ย ่า ง ใ น ว ัน ท ี่ 0  1 3  5  7  ว ัน โ ด ย เ ก ็บ ต ัว อ ย ่า ง ว ัน ล ะ  1 

ฟ ล า ส ก ์ เ ท ี่อ ท ำ ก า ร ต ร ว จ ส อ บ ป ร ิม า ณ เ ช ื้อ โ ด ย ก า ร ว ัด ค ่า จ ำ น ว น เ ซ ล ล ์ท ี่ม ีช ีว ิต  ( v i a b l e  c e l l  c o u n t )  

ว ัด ก า ร เ ป ล ี่ย น แ ป ล ง ข อ ง ค ่า ค ว า ม เ ป ็น ก ร ด - ด ่า ง แ ล ะ ว ิเ ค ร า ะ ห ์ป ร ิม า ณ ไ ฮ โ ด ร ค า ร ์บ อ น ท ี่ล ด ล ง โ ด ย  

ใ ช ้ก ๊า ซ โ ค ร ม า โ ต ก ร า ร ีเ  ( g a s  c h r o m a t o g r a p h y )  เ ป ร ีย บ เ ท ีย บ ก ับ ช ุด ค ว บ ค ุม ท ี่ไ ม ่ไ ต ้ใ ส ่เ ช ื้อ  แ ต ่ท ำ  

ก า ร เ ต ิม อ น ุพ ัน ธ ์ต ่า ง ๆ  ป ร ิม า ณ เ ท ่า ก ัน ใ น อ า ห า ร ช น ิด เ ด ีย ว ก ัน  แ ล ะ บ ่ม เ ล ี้ย ง ท ี่ภ า ว ะ เ ด ีย ว ก ัน  โ ด ย ใ ช ้ 

เ ว ล า เ ท ่า ก ัน ร า ย ล ะ เ อ ีย ด ว ิธ ีก า ร ส ก ัด อ น ุพ ัน ธ ์อ อ ก จ า ก อ า ห า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ แ ล ะ ว ิธ ีว ิเ ค ร า ะ ห ์ป ร ิม า ณ  

ไ ฮ โ ด ร ค า ร ์บ อ น ท ี่เ ห ล ือ โ ด ย ก า ช โ ค ร ม า โ ต ก ร า ร ีเ  ท ำ เ ช ่น เ ด ีย ว ก ัน ก ับ ว ิธ ีก า ร ส ก ัด น ั้า ม ัน แ ล ะ

ว ิเ ค ร า ะ ห ์ไ ฮ โ ด ร ค า ร ์บ อ น ท ี่แ ส ด ง ใ น ข ้อ  1 จ า ก น ั้น น ำ ข ้อ ม ล ท ี่ไ ต ้ม า  เ ป ร ีย บ เ ท ีย บ เ พ ื่อ ห า
r i  ไ  . 1 . 4  « ไ !  1,  !  1  r ,  I  "

ป ร ะ ส ิท ธ ิภ า พ ใ น ก า ร ย ่อ ย ส ล า ย อ น ุพ ัน ธ ์บ า ง ช น ิด ท ีม ีอ ย ู่ใ น น ำ ม ัน ข อ ง ช ุล ิน ท ร ีย แ ต ่ล ะ ช น ิด ฌ ือ บ ่ม  

เ ล ี้ย ง ท ี่ภ า ว ะ เ ด ีย ว ก ัน
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4.3 ศึกษาประสิทธิภไพในกไรย่©ยสลใยใ!ามันดิบข©งชุสินทรีอ์

4.3.1 ศึกษใประสิทธิภาพในการย่©อสลใยนํ้ไมันดิบข©งเชื้©ฃริสุทธิ๋ที่แอกได้

เ ต ิม ห ัว เ ช ื้อ ข อ ง เ ช ื้อ ช ุล ิน ท ร ีย ์บ ร ิส ุท ธ ิท แ ย ก ไ ด ้แ ต ่ล ะ ช น ิด โ ด ย เ ต ร ีย ม ต า ม ว ิธ ีข ้อ  4 . 2 . 1

ป ร ิม า ต ร  2  เ ป อ ร ์เ ซ ็น ต ์ ( ป ร ิม า ต ร / ป ร ิม า ต ร )  ล ง ใ น อ า ห า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ ป ร ิม า ต ร  5 0  ม ล .  ท ี่ม ี 0 . 5  

เ ป อ ร ์เ ซ ็น ต ์น ํ้า ม ัน ด ิบ  เ ป ็น แ ห ล ่ง ค า ร ์บ อ น  ซ ึ๋ง บ ร ร ช ุอ ย ู่ใ น ข ว ด แ ก ้ว ร ูป ท ร ง ก ร ว ย ข น า ด  2 5 0  ม ล .  บ ่ม  

เ ล ี้ย ง ท ี่ค ุณ ห ม ูม ิห ัอ ง  ( 3 2  ± 2 ° ซ )  ค ว า ม เ ร ็ว ร อ บ ใ น ก า ร เ ข ย ่า  2 0 0  ร อ บ ต ่อ น า ท ี เ ป ็น ร ะ ย ะ เ ว ล า  0 - 7  

ว ัน  แ ล ะ ท ำ ก า ร เ ก ็บ ต ัว อ ย ่า ง ใ น ว ัน ท ี่ 0 , 1  ,  3 , 5 , 7  ว ัน โ ด ย เ ก ็บ ต ัว อ ย ่า ง ว ัน ล ะ  1 ฟ ล า ส ต ์ เพ ื่อ ท ำ  

ก า ร ต ร ว จ ส อ บ ป ร ิม า ณ เ ช ื้อ โ ด ย ก า ร ว ัด ค ่า จ ำ น ว น เ ซ ล ล ์ท ี่ม ีช ีว ิต  ( V i a b l e  c e l l  c o u n t )  ว ัด ก า ร  

เ ป ล ี่ย น แ ป ล ง ข อ ง ค ่า ค ว า ม เ ป ็น ก ร ด - ค ่า ง แ ล ะ ว ิเ ค ร า ะ ห ์ป ร ิม า ณ ไ ฮ โ ด ร ค า ร ์บ อ น ท ี่ล ด ล ง โ ด ย ใ ช ้ 

ก ๊า ซ โ ค ร ม า โ ต ก ร า ร ีเ  เ ป ร ีย บ เ ท ีย บ ก ับ ช ุด ค ว บ ค ุม ท ี่ไ ม ่ไ ด ้ใ ส ่เ ช ื้อ  แ ต ่ท ำ ก า ร เ ต ิม น ํ้า ม ัน ป ร ิม า ณ เ ท ่า ก ัน  

ใ น อ า ห า ร ช น ิด เ ด ีย ว ก ัน  แ ล ะ บ ่ม เ ล ี้ย ง ท ี่ภ า ว ะ เ ด ีย ว ก ัน  โ ด ย ใ ช ้เ ว ล า เ ท ่า ก ัน  ร า ย ล ะ เ อ ีย ด ว ิธ ีก า ร ส ก ัด  

น า ม ัน อ อ ก จ า ก อ า ห า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ แ ล ะ ว ิธ ีว ิเ ค ร า ะ ห ์ป ร ิม า ณ ไ ฮ โ ด ร ค า ร ์บ อ น ท ี่เ ห ล ือ โ ด ย  

ก ๊า ซ โ ค ร ม า ใ ต ก ร า ร ีเ  แ ส ด ง ใ น ช ้อ  1 จ า ก น ั้น น ำ ช ้อ ม ูล ท ี่ไ ด ้ม า เ ป ร ีย บ เ ท ีย บ เ พ ื่อ ห า ป ร ะ ส ิท ธ ิภ า พ ใ น  

ก า ร ย ่อ ย ส ล า ย น ั้า ม ัน ด ิบ ข อ ง จ ุส ิน ท ร ีย ์แ ต ่ล ะ ช น ิด เ ม ื่อ บ ่ม เ ล ี้ย ง ท ี่ภ า ว ะ เ ด ีย ว ก ัน

4.3.2 ศึกษาประสิทธิภาพในการย่อยสลาอนํ้ามันดิบข©งเชื้©ผสม
เตรียมหัวเชื้อของเชื้อบริสุทธิแต่ละชนิดโดยแยกกันเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ BH broth 

ที่มี 0.5 เปอร์เซ็นต์นั้ามันดิบ เลี้ยงเช้ือในภาวะเดียวกับข้อ 4.2.1 จนได้ปริมาณเชื้อมากที่สุด (โดย 
การวัดค่าการดูดกลืนแสง) จากนั้นนำเชื้อทั้ง 3 สายพันธุผสมกันด้วยจำนวนเซลล์เริ่มด้นเท่ากับ 
1 X 10® CFU/มล. แล้วนำไปเลี้ยงในอาหารชนิดเดิม (อาหารเหลว BH broth ที่มี 0.5 เปอร์เซ็นต ์
นั้ามันดิบ) ดำเนินการทดลองตามขั้นตอนและวิเคราะห์ผลเช่นเดียวกับข้อ 4.3.1

5. การหาภาวะที่»หมาะสมในการย่อยสลาอนํ้ามันข©งกสุ่มอุสินทรีอ์ที่สร้างขี้น (Dibble และ 
คฌะ, 1979 )
เลึยงเช้ือท้ัง 3 สายพันธุผสมกันตามวิธีข้อ 4.2.1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BH broth ในภาวะ 

ตามวิธีข้อ 4.2.2 แต่เปลี่ยนแปลงภาวะในการเลี้ยงเชื้อต่างบางประการตังนี้
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5.1 กไรหใค่ไควไมเป็นกรดเป็นด่างของอไหไรเลื้องเชื้อที่เหมไะสม

โ ด ย ก า ร เ ต ร ีย ม อ า ห า ร ท ี่ม ีบ ัฟ เ ฟ อ ร ์ท ี่ค ่า ค ว า ม เ ป ็น ก ร ด - ด ่า ง ต ่า ง ๆ  โ ด ย ท ี่ค ่า ค ว า ม เ ป ็น ก ร ด -  

ด ่า ง  4 . 0  ใ ช ้ 0 . 1  โ ม ล า ร ์อ ะ ซ ิเ ต ต บ ัฟ เ ฟ อ ร ์ ท ี่ค ว า ม เ ป ็น ก ร ด - ด ่า ง  7 . 0  ใ ช ้ 0 . 1  โ ม ล า ร ์ฟ อ ส เ ฟ ต  

บ ัฟ เ ฟ อ ร ์ แ ล ะ  ค ว า ม เ ป ็น ก ร ด - ด ่า ง  8 . 0  ใ ช ้ 0 . 1  โ ม ล า ร ์ ท ? ส - ไ ฮ โ ด ร ค ล อ ร ิก บ ัฟ เ ฟ อ ร ์ เ ป ็น ต ัว  

ค ว บ ค ุม ค ่า ค ว า ม เ ป ็น ก ร ด - ด ่า ง  ต า ม ล ำ ด ับ  เ ป ร ีย บ เ ท ีย บ ก ับ อ า ห า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ ท ี่ไ ม , ม ีก า ร ค ว บ ค ุม ค ว า ม  

เ ป ็น ก ร ด - ด ่า ง ซ ื่ง ม ีค ่า ค ว า ม เ ป ็น ก ร ด - ด ่า ง เ ร ิ่ม ต ัน  เ ท ้า ก ับ  7 . 0  โ ด ย เ ต ร ีย ม ห ัว เ ช ื้อ ท ี่เ ห ม า ะ ส ม ต า ม ว ิธ ี 

ช ้อ  4 . 2 . 1  เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ ใ น ภ า ว ะ ต า ม ว ิธ ีใ น ช ้อ  4 . 2 . 2  แ ล ้ว ต ร ว จ ส อ บ ค ว า ม ส า ม า ร ล ฃ อ ง เ ช ื้อ ผ ส ม ใ น ก า ร  

ย ่อ ย ส ล า ย น ั้า ม ัน ต า ม ว ิธ ีใ น ข ้อ  1

5.2 ควไมเร็วรอบของเคริ่องเขอ่ไให้อไกใศ
ท ำ ก า ร เ ต ร ีย ม ห ัว เ ช ื้อ ท ี่เ ห ม า ะ ส ม ต า ม ว ิธ ีใ น ข ้อ  4 . 2 . 1  แ ล ้ว เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ ใ น ภ า ว ะ ต า ม ว ิธ ีข ้อ  4 . 2 . 2  

แ ด ่ม ีเ ป ล ี่ย น แ ป ล ง ค ว า ม เ ร ็ว ร อ บ ข อ ง เ ค ร ื่อ ง เ ข ย ่า เ ป ็น  1 0 0 , 2 0 0  แ ล ะ  2 5 0  ร อ บ ต ่อ น า ท ี ต า ม ล ำ ด ับ  

แ ล ้ว ต ร ว จ ส อ บ ค ว า ม ส า ม า ร ถ ข อ ง เ ช ื้อ ผ ส ม ใ น ก า ร ย ่อ ย ส ล า ย น ํ้า ม ัน ต า ม ว ิธ ีใ น ข ้อ  1

5.3 คุณหแมิ
ท ำ ก า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ ค ุล ิน ท ร ีย ์ผ ส ม ใ น อ า ห า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ เ ห ล ว  B H  b r o t h  โ ด ย เ ต ร ีย ม ห ัว เ ช ื้อ ต า ม ว ิธ ี 

ข ้อ  4 . 2 . 1  แ ล ้ว เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ ใ น ภ า ว ะ ต า ม ว ิธ ีข ้อ  4 . 2 . 2  โ ด ย ม ีก า ร แ ป ร อ ุฌ ห ด ูม ิใ น ก า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ ร ะ ห ว ่า ง  

2 0  3 0  แ ล ะ  4 0  อ ง ศ า เ ซ ล เ ซ ีย ส  ต า ม ล ำ ด ับ  แ ล ้ว น ำ ม า ต ร ว จ ส อ บ ค ว า ม ส า ม า ร ถ ข อ ง เ ช ื้อ ผ ส ม ใ น ก า ร  

ย ่อ ย ส ล า ย น ั้า ม ัน ต า ม ว ิธ ีใ น ข ้อ  1

5.4 อัดรใส่วนที่เหมใะสมระหววิงเชื้อที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภไพ( biosurfactant ) 
กับเชื้อผสมที่แซกได้

เ น ื่อ ง จ า ก  R o c h a  แ ล ะ ค ณ ะ  ( 1 9 9 7 )  ร า ย ง า น ว ่า  ส า ร ล ด แ ร ง ต ึง ผ ิว ช ีว ภ า พ  ( b i o s u r f a c t a n t )  

ม ีส ่ว น ช ่ว ย เ พ ิ่ม ป ร ะ ส ิท ธ ิภ า พ ใ น ก า ร ย ่อ ย ส ล า ย น ํ้า ม ัน ข อ ง ธ ุล ิน ท ร ีย ใ ด ้ส ูง ช ื้น  จ ึง ไ ด ้ท ำ ก า ร ส ืก ษ า

โ ด ย ก า ร เ ต ร ีย ม ห ัว เ ช ื้อ ข อ ง ช ุล ิน ท ร ีย ์บ ร ิส ุท ธ ิแ ด ่ล ะ ช น ิด โ ด ย ก า ร เ ล ี้ย ง แ ย ก ก ัน ใ น อ า ห า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ  B H  

b r o t h  ท ี่ม ี 0 . 5  เ ป อ ร ์เ ซ ็น ต ์'น ั้า ม ันด ิบ  เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ ใ น ภ า ว ะ เ ด ีย ว ก ับ ข ้อ  4 . 2 . 4  จ น ไ ด ้ป ร ิม า ณ เ ช ื้อ ม า ก ท ี่ส ุด  

( โ ด ย ก า ร ว ัด ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง )  จ า ก น ั้น น ำ เ ช ื้อ ท ั้ง ห ม ด ม า ผ ส ม ก ัน ใ น อ ัต ร า ส ่ว น ต ่า ง ๆ  โ ด ย ใ ห ้ม ี 

อ ัต ร า ส ่ว น ร ะ ห ว ่า ง เ ช ื้อ ท ี่ผ ล ิต ส า ร ล ด แ ร ง ต ึง ผ ิว ช ีว ภ า พ  ( b i o s u r f a c t a n t )  ต ่อ เ ช ื้อ ค ุล ิน ท ร ีย ์ท ี่แ ย ก ไ ด ้ 

ใ น อ ัต ร า ส ่ว น  0  : 1  ,  1 : 1 , 2  : 1  แ ล ะ  4  ะ1 ต า ม ล ำ ด ับ  แ ล ้ว น ำ ไ ป เ ล ี้ย ง ใ น อ า ห า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ ช น ิด เ ด ิม  

ด ำ เ น ิน ก า ร ท ด ล อ ง ต า ม ข ั้น ต อ น แ ล ะ ว ิเ ค ร า ะ ห ์ผ ล เ ช ่น เ ด ีย ว ก ับ ข ้อ  5 . 3
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ห า ร ะ ย ะ เ ว ล า ใ น ก า ร เ ห า ะ เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ ใ น ภ า ว ะ ท ี่เ ห ม า ะ ส ม ท ี่ท ำ ใ ห ้เ ก ิด ก า ร ย ่อ ย ส ล า ย ส ูง ส ุด  

โ ด ย ก า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ ใ น ภ า ว ะ ต า ม ข ้อ  5.1 , 5 .2 ,5 .3 แ ล ะ  5.4 ซ ึ๋ง เ ป ีน ภ า ว ะ ที่เ ห ม า ะ ส ม  เ ป ีน เ ว ล า  7 ว ัน  

โ ด ย เ ต ร ีย ม ห ัว เ ช ื้อ ต า ม ว ิธ ีข ้อ  4.2.1 เ ก ็บ ต ัว อ ย ่า ง ท ุก  0 , 1 , 3 , 5 แ ล ะ  7 ว ัน ต า ม ลำต ับ  แ ก ัว น ำ ม า  

ต ร ว จ ส อ บ ค ว า ม ส า ม า ร ถ ข อ ง เ ช ื้อ ผ ส ม ใ น ก า ร ย ่อ ย ส ล า ย น า ม ัน ต า ม ว ิธ ีใ น ข ้อ  1 เ พ ื่อ จ ะ ไ ต ัท ร า บ  

ร ะ ย ะ เ ว ล า ใ น ก า ร เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ ท ี่เ ก ิด ก า ร ย ่อ ย ส ล า ย ส ูง ส ุด

6. เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการย่อยสลายนามันของกลุ่มชุลินทรีอ์พื่สร้างชื้นกับชุลนทรีอ ์
แต่ละชนิด

น ำ ข ้อ ม ูล ท ัง ห ม ด เ ก ี่ย ว ก ับ ป ร ะ ส ิท ธ ิภ า พ ใ น ก า ร ย ่อ ย ส ล า ย น า ม ัน แ ล ะ อ น ุพ ัน ธ ์ต ่า ง ๆ  ข อ ง น ํ้า ม ัน  

โ ด ย ช ุส ิน ท ร ีย ์บ ร ิส ุท ธ แ ล ะ ก ล ุ่ม ข อ ง ช ุส ิน ท ร ีย ์ ร ว ม ท ี่ง ภ า ว ะ ท ี่เ ห ม า ะ ส ม ใ น ก า ร ย ่อ ย ส ล า ย น า ม ัน ข อ ง  

ก ล ุ่ม ช ุส ิน ท ร ีย ์ท ี่ส ร ้า ง ช ื้น  ม า เ ป ร ีย บ เ ท ีย บ ก ัน เ พ ื่อ น ำ ไ ป ใ ข ้ป ร ะ โ ย ช น ์ต ่อ ไ ป
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