
บทท่ี 2

อุปกรทแเละวสีรำเนินการวิจัฮ

2.1 อุปกรni และเก}เภัทเท

2 .1 .1  อุปกรณ์
เตรี่องเขร่า (shaker) รุ่น G-10 แบบ rotary ของบริษัท New 

Brunswick S c ie n t i f i c  C o., USA.
เกรองช่นแทรง (ce n tr ifu g e ) รุ่น KS-3000P ของบริษัท Kubota ,

Japan
เกรองปินเหว่ีรงอุทเพภูมิรำ (r e fr ig e r a te d  c e n tr ifu g e ) รุ่น J2-21  

ของบริษัท Beckman, USA.
เกรี่องษังหราบ (laboratory  balance) รุ่น L2200 P ของบริษัท 

S a r to r iu s , Germany
เตรี่อง!?งละเอรล (a n a ly t ic a l  balance) รุ่น A200 ร ของบริษัท

S a r to r iu s , Germany
เกรี่องวัตรำการกกกลนแฟ้ง (spectrophotom eter) รุ่น Spectronic  

21 ของบริษัท Bausch &. Lomb, USA.
เตรี่องวักรำการกกกลนแสํง (UV-VIS spectrophotom eter) รุ่น UV- 

160A ของบริษัท shimadzu, Japan
เครี่องวักรำกวา}นป็นกรกรำง (pH meter) รุ่น 240 ของบริษัท

Corning, USA.
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ทู้ถ่ายL̂ อนนบ laminar flow รุ่น BV-124 รองบริษัท ISSCO, USA.
ตู้อบ'ไมโครเวฟ รุ่น ER-562 รองบริษัท Toshiba, Japan 

ตู้อบแห้ง (hot a ir  oven) รองบริษัท Hearson, England 

ตู้บ่มควบอุมอุแเหภุม้ (incubater) รองบริษัท Memmert, Germany 

หม้ออบฆ่าเ?เออ้วa lอนำ (au toclave) รุ่น HA-36 รองบริษัท Hirayama 

Manufacturing Corporation, Japan
เอรองหมัก (ferm entor) รุ่น MD 300 รนาอ รลิตร และtfดอวบอุม๙ภาวะ 

รองบริษัท L.E. Marubishi C o.,L td, Japan
เอรองกาชโครมาโตกราvl (gas chromatography) รุ่น HP5890

S e r ie s II  รองบริษัท Hewlett Packard, USA.
เอรองลิอวลโครมาโตกราตี (high performance liq u id

chromatography ะ HPLC) รุ่น LC-3A รองบริษัท shimadzu, Japan

2 . 1 . 2  เอมภัยเท

โพตีเบต้าไaตรอกริบิวruรท รองบริษัท Sigma chem ical company,

USA.
คลอโรฟอรม รองบริษัท BDH, England 

อะ#โตน รองบริษัท BDH, England 

เอธทนอล รองบริษัท E. Merck Damstadt, Germany 

กรอ#ลฟ่ริก รองบริษัท E. Merck Damstadt, Germany 

ฟ่รุอโตรองบริษัท E. Merck Damstadt, Germany 

แอมโมเนีรม#ลเฟ่ต <<NH4) eSOA) รองบริษัท May L Baker 

laboratory chem ical, England
ไตโชเตีรมไn อรเจนฟ่อสํเฟ่ต (NaEHPOA) รองบริษัท E. Merck

Damstadt, Germany
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แม ก น เร ิอม ร ิล เ ฟ ่ต เ ฮ ป ต ะ ไ ฮเ ด ร ด  (MgS04 . 7 H £0 )  ปิองบริษัท E.

e r b a ,  I t a l y

แ ฮ ม โ ม เ น ีa ม โ ม ล ิบ เล ต เต ต ร ะ ไ ฮ เต ร ต  (<NH4 ) 9 Mo7 0 2 4 . 4H20 )  ปีองบริ ษัท

J . T .  B a k e r ,  USA.

โป แ ด ช เร ิ รม ด ล อ ไร ล  (KC1) ปิองบริ ษัท C a r l o  e r b a ,  I t a l y

โช เต ีร ม ค ล อ ไ ร ด  ( N a C l)  ปีองบริ ษัท E. Merck D a m s t a d t ,  Germany

โช เต ีร ม ไ ฮ ด ร อ ก ไ ช ด  (NaOH) ปีองบริ ษัท E. Merck  D a m s t a d t ,

Merck Damstadt,  Germany

โปแตชเริรมไดไฮโดรเจนฟอชเฟ่ต (KHeP04 ) ปีองบริษัท Carlo

Germany

โช เต ีรม ค าร ีบ อ เน ต  ( N a e CO3 ) ปีองบริ ษัท E. Merck  D a m s t a d t ,

Germany

ร ิ ง ด # ล เ ฟ ต เ ฮ ป ต ะ ไ ฮ เ ด ร ต  ( Z n S 0 4 . 7 H 20 )  ชองบริษัท May &. 

B a k e r  l a b o r a t o r y  c h e m i c a l ,  E n g l a n d

แ ค ล เร ิ ร ม ค ล อ ไ ร ด ไ ล ไ ฮ เ ด ร ต  ( C a d 2 . 2HZ0)  ปีองบริ ษัท E.  Merck  

D a m s t a d t ,  Germany

กรดบอริก (H3BO3 ) ปีองบริ ษัท E. Merck D a m s t a d t ,  Germany  

เฟ อ ร ัช # ล เฟ ต เฮ ป ล ะ ไ ฮ เล ร ต  ( F e S 0 4 .7 H 20 )  ปีองบริษัท C a r l o

e r b a ,  I t a l y

โช เต ีฮ ม ไ ฮ โ ป ค ล อ ไ ร ท  (NaOCl)  ปีองบริ ษัท The c l o r o x  c o m p a ny ,

USA.

สำหรับเดมภัทเท ร ิ ง เป ็นส ์ าร จ ำพ ว ก อ าห าร เล ํ ้ ร งแ ïa ( m e d i a )  อันได้แก่  

ผงรีชตฟ้กัด, ช าร ช ก ัดจ าก เน อ  แล ะเป ปโ ตน  เป็นปีองบริษัท D i f c o ,  USA. ช ่วนโพตี เปปโตน

เป็นปีองบริษัท B e c t o n  D i c k i n s o n ,  USA.

ก า กน าต าล  ( m o l a s s e s )  ได้ร ับการชนับชนุนจาก บริษัทชราทิพรี  จำกัด
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2 . 2  จุลนทรีa

ใ ล ้จ ุเนฑร ้ฮลายพันธุท ี ่ ลา มา รก ล ร ้ างแ ละ ล ะล มโ พล ้ เบต ้ าไa ดรอก^บวฑเรก (PHB) รัง 

โต ัต ัด เล อ ก โด ฮ  อรุกเ ลาญifย เล า ว ว ว ั « น  ( 2 5 3 6 )  ตอ A lc a l ig e n e s  s p .  â - 0 4

2 . 3  อ า ห า รเ ล ํ ้ ย ง เน ิ ่อ

2 . 3 . 1  ล ุตร อ า ห า ร l i a งสำ หร ับ เกบร ักษา เลอ ( s t o c k  c u l t u r e  medium) ใ น  1 

เ ต ร  ประกอบตัาย

ล า ร ล ก ัต จ า ก เน อ 3 กรัม

เปปโตน 5 กรัม

วนผง 20 กรม

ปรับ pH เป็น 7 . 0  น ิ ่ งฆ ่า เ ïfอที ่ดวามตัน 15 ปอนต/ตารางน ิ ่ว  อผหภุมิ 121  

° ช เ ป ็น เ ว ล า  15นาที ่  (การน ิ ่ งฆ ่ า เลอแบบมาตรฐาน)

2 . 3 . 2  ล ุตรอาหารเหลวสำหร ับ เล ํ ้ยงกล ้า เน ิ ่อ  ( s e e d  c u l t u r e  medium)

ลุพรท 1 ( n u t r i e n t  b r o t h  ออง D i f c o )  ใน  1 เต ร ประกอบต้วย 

ล า ร ล ก ัตตากเนิ ่อ 3 กรัม

เปปโตน 5 กรัม

ปรับ pH เป็น 7 . 0  และน ิ ่ งฆ ่า เ^อแบบมาตรฐาน  

ลตรที ่  2 ( D o i  แ ล ะคทเะ ,  1 9 8 6 )  ใ น  1 เต ร ประกอบตัวย

ผ ง ลก ัดจากยลตั 10 กรัม

โนล ้ เปปโตน 10 กรัม

ส ์ ารลกัดจากเนิ ่อ 5 กรัม

โ ■ ลเ ด a ม«ลอไรตั 5 กรัม
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ฟรุคโตสํ  10 กรัม

ปรับ pH เป็น 7 . 0  แล ้วน ิ ่งฆ ่าเ ! [อแบบมาตรฐาน (แ ฮก สำร ละ

ล า อ พ า Hโตสํนิ ่ งฆ่าเ^อที ่ ความตัน 10 ปอนต/ตารางน ํ ้ ว  อุณหภม 11 0° ส ํ  เป ็น เว ล า  10 นา?!)

สํต?ที ่  3 ( D o i  และคณะ, 1 9 8 8 )  ใ น  1 ลิตร ประกอบต้วร

ผงสํกัตจากอีสํล 10 กรัม

โพลิ เปป'โตน 10 กรัม

สำรสํก ัตจากเนิ ่อ 5 กรัม

แอม'โมเนอมใ?ลเฟต 5 กรัม

ปรับ pH เป็น 7 . 0  และน ิ ่ งฆ ่า เ^อแบบมาตรฐาน

2 . 3 . 3  ส ํตรอาหารเหลวสำหร ับ เล ํ ้ฮง เ^อจ ุล ินทร ีย  เพอการผลิต PHB

MSM ( M i n e r a l  s a l t  medium) สํตรปรับปรุง (อรุณ สำญสิอเสำวว ิว ั01นิ่ , 

2 5 3 6 '  ใ น  1 ลิตร ประกอบต้วฮ

แอมโมเนอมส ิล เฟ ่ต 0 . 1 กรัม

โปแตส ํ เส ิอมไตไส ํ โตร เจนพอส ํ เฟต 1 . 0 กรัม

ไตโ ส ํ เต ีฮ มไ ฮโ ตร เจน ฟอ ส ํ เฟ ่ต 0 . 3 กรัม

แมกน ื เส ิอมส ิล เฟตเส ํปตะไ!แตรต 0 . 0 5 กรัม

แค ลเส ิอมค ลอารต 2 0 . 0 มก.

ส ิ งคส ิล เพตเ ! [ปตะไ!แตรต 1 . 3 มก.

เฟ ่อร ัส ํส ิลเฟ ่ตเ! (ปตะไ!แตรต 0 . 2 มก.

แ อ ผ โ ม เน ีร ม โ ม ล ิบ เต ต เต ต ร ะ ไ ! แ ต ร ต 0 . 6 มก.

กรตบอรก 0 . 6 ผก.

ผงสํก ัตจากอสํต 0 . 1 กรัม

พรุคโตสํ 1 0 . 0 กรัม
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ปรับ pH เป็น 7 . 0  โ ด ย ใ ช ้ฟ ้ า ร ล ะ ล า a โส ํ เคย ม ไ! [ด ร อก ไส ํด ์ เช ้มau 3 โ ม ล า ร  

แ รก ล ะ ล า ร  เก ล ือ ,แ ม ก น เช ้ยม ช ้ล เ ฟ ต เ ! [ป ต ะ ไ! แ ด ร ต  และ t r a c e  e l e m e n t  เมี ่ อละลายแล้วนำ  

มารวมกัน ล ้วนสำรละลายฟรุคโตสํน ิ ่ งฆ ่ าเส ือที ่ ความดัน 10 ปอน ด ์ /ตารางนว อุณหภุม่ 1 1 0 ๐ช 

เ ป ็น เว ล า  15 นาท

2 . 4  วส ํการ เก ็บร ัก i n  การ เตร ียมห ัว เส ือ  ล ้ าหร ับ เล ํ ้ยงกล ้า เส ือ  และก ารด ัด เล ือกอ าห ารส ำห ร ับ  

เ ล ย ง ก ล ้ า เ ส ือ

2 . 4 . 1  การเก ็บร ักษาเส ือจ ุล ้นทร ีย

นำเส ือจ ุล ้นทร ียมาปล ุกลงบนอาหารแป ิง เอ ียง  ( a g a r  s l a n t )  โ ด ย ใช ้ เป ิม  

เปีย ( n e e d l e )  บ่มเสือที่ อุทเหภุมิ 3 0 ° ช  เป ็น เว ล า  24  สํม. เมอเส ือ เจร ีญดแล ้วจงนำไปเก ็บท ี ่  

อุเนหภุม 4 ° ช  แ ล ะ ท ำ ก า ร ป ล ุก เส ือ ล ง บนอาหารใหม่  ( s u b c u l t u r e )  ทุก ๆ น ล ือ น

2 . 4 . 2  การ เตร ียมห ัว เส ือล ้ าหร ับกล ้า เส ือ

ถ ่ายเส ือจ ุล ้นทรีย วากเส ือท ี ่ เก ็บร ักษาไว ้ตามอ้อ 2 . 4 . 1  ล ง ใ น ส ำ ร ล ะ ล า ย  

เกล ือแกงเช ้มช ้น  0 . 8 5  เปอร ิ ่ เช ็นด ์ ( p h y s i o l o g i c a l  s a l i n e )  น ำ เส ือ ท ี ่ ก ร ะ จ า ย ( r e s u s p e n d )  

ใ น ส ำ ร ล ะ ล า ย เ ก ล ือ  ไปวัดค่ าการตดกลืนแสํงที ่  6 0 0  น า โ น เ ม ต ร  (ODe0 0 ) ให ้ได้ด ่าการค ุดกล ืน  

แส ํงเท ่ าก ับ 0 . 3 5

2 . 4 . 3  ก า ร เ ล ือ ก อ า ห า ร เ ล ย ง เส ือท ี ่ เหม าะส ํมล ้ าห ร ับกา ร เลย งกล ้ า เส ือ  เน ิ ่อให้ได ้เสือ 

เริ ่มด้นปรีมาท!มาก

นำห ัวเส ือจากอ ้อ 2 . 4 . 2  จำนวน 0 . 5  มล.  ใล ้ล ง ใ น อ า ห า ร ล ้ า ห ร ับ เล อ ง ก ล ้ า  

เสือ ส์ตรที่  1 2 และร  ปรีมาตร 50 มล. ที ่บรรจุ ในปิวดทดลองปีนาด 250  มล. คดเป ็น 1 

เปอริ ่ เช ็นด์  โดยปร ีมาตร เ ล ย ง เส ือ บ น เค ร ิ ่อง เป ีย ่ าด ้วย ค วา ม เร ็ว  200  รอบ/นาท ท่ีอุท!หภุมิ 30  

°โร เป ็น เ ว ล า  30 สํม. โดย เก ็บต ัวอ ย ่ างจา กช ้วโม งท ี ่  1 8 , 2 4  และ 30 สํม. ม า ห า ด ่ า ก า ร
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สูดกล้นแซงที ่  6 0 0  น า โ น เ ม ต ร  และนำหนักเซ'ลลแห้ง จากนัน นำอาหารซตรที ่ ให ้ค ่ าการตดกล ้น  

แซงที ่  6 0 0 น า โ น เ ม ต ร  และนั ้ าหนักเซลล้แห้ งซงท่ีสํต มาทำการเล ํ ้ ฮงอกคร ั ้ งหน ิ ่ งท ี ่ซภาวะเต ิม เนิ ่น 

เ ว ล า  48  ซม. เ ก บตัวอร ่างก ุก 6 ซม. น ำ ต ัว อ ร ่ า ง ม า ห า ค ่ าก า ร สูตกล้นแซงที ่  6 0 0  น า โ น เม ต ร  

และนำหนักเซลลแห ้ง  นำผลท ี ่ ไต ้มาเซอนกราฟแซตงการเต ิบโต เน ิ ่ อหาเวลาที ่ เหมาะซมที ่จะาซ้สำ  

หร ับการ เตร ียมก ล ้ า เส ือต ่อไป

2 . 5  การ เตร ียมห ัว เส ือสำหร ับการผลต PHB หรอ ก า ร เต ร ีร ม ก ล ้ า เอ อ

นำห ัวเส ือจากอ ้อ 2 . 4 . 2  บรีมาตร 0 . 5  มล. ใซ ่ลงาน อาห ารส ำห ร ับ เลอง กล ้ า เส ือท ี ่  

เหมะซม สิงต ัตไต ้จากอ ้อ 2 . 4 . 3  เ ส ือ ง เ Î[ อ บ น เต ร อ ง เอ ร ่ าต ้ว อ ด ว า ม เร ็ว  200  รอบ/นาท ี  อุณ 

หภูมิ 3 0 ° ซ  โต อ าซ ้ เวล าใน กา ร เส ือง เส ือท ี ่ เห ม าะ ซม ท ี ่ส ืกษ าไ ต ้จาก อ ้อ  2 . 4 . 3  นำกล ้าน[อที ่ ไต ้  

ม า ป ีน แ อ ก เอ า ซ ่ าน อ า ห า ร เส ือ ง เส ือ อ อ ก  แ ล ้ว ก ร ะ จ า อ เส ือต ้วอ อ าห าร เส ือ ง เ ส ือ เ น ิ ่ อก าร ผ ล ต  PHB 

จากอ ้อ 2 . 3 . 3  แล ้วถ ่ าฮเส ือลงในถ ังหม ัก

2 . 6  ก า ร เป ร ีย บ เท ีย บ ก า ร เ ล อ ง แ บ บ  2 อั ้นตอน เม อ ใซ ้อ าห า ร  MSM แล ะ อ า ห า รส ำห ร ับ เล อ ง  

ก ล ้ า เ ส ือ ซุตรท ี ่ เลอกไว ้จากอ ้อ  2 . 4 . 3  เน ิ ่น อ าพ า ? เล อ งก ล ้ า เส ือ

2 . 6 . 1  เป ร ียบ เท ียบ ก าร เต ิบ โ ต แ ล ะ ก า ร ผ ล ต  PHB โตอ A lc a l ig e n e s  s p .  A - 0 4  

เม อ ใ ซ ้อ า ห า ร เล อ ง ก ล ้ า เส ือ ต ่ า ง ถ ัน  เส ืองในป ีวตเซ ร ่ า

นำห ัวเส ือจากอ ้อ 2 . 4 . 2  ปริมาณ 0 . 5  ม ล . ใ ซ ่ล ง ใ น อ า ห า ร ส ำ ห ร ับ เล อ ง ก ล ้ า  

เส ือซตรท ี ่ ไต ้ เล ้อกไว ้จากอ ้อ  2 . 4 . 3  แ ล ะ อ า ห า ร  MSM ปริมาตร 50 มล. ที ่บรรจุ ในซวดฑตลอง 

ซนาต 25 0  ม ล . เ ส ือ ง เส ือ บ น เค ร ็อ ง เ ซ ร ่ า ต ้ว อ ด ว า ม เ ร ็ว  200  รอบ/นาท ี  ท่ีอุณหภูมิ 30 °ซ  ใ ซ ้ เ ว ล า  

ที ่ เหมาะซมจากอ ้อ 2 . 4 . 3  จากนั ้นถ ่ าอเส ือจากกล ้า เส ือท ั ้ งซองซนัตลงในปีวตฑลลองปีนาต 25 0  มล.  

ที ่มิอาหาร MSM อร่ 50  ม ล . เ ล อ ง เ ส ือ บ น เ ด ร ึ ๋ อ ง เ ซ ร ่ า ต ้ว อ ด ว า ม เร ็ว ร อ บ  200 รอบ/นาท ี  อุณหภูมิ 

3 0 ° ซ  เกบต ัวอร ่ างฑก 12 ส ิวโมง จนถังสิวโมงที ่  60  นำแต ่ละต ัวอร ่ างมาหานั ้ าหน ักเซลล ้แห ้งและ
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ปริผาท! PHB

2 . 6 . 2  เปร ิอบ เท ่อบ กา ร เส ิบโ ต แล ะ กา ร ผ ล ิต  PHB โต ร  A lc a l ig e a e s  s p .  A - 0 4  

เ ม อ ใ ร ัอ า ห า ร I ล อ ง ก ล ้ า เ $ อ ต ่ าง ก ัน  Iลํ ้ ฮงในกั งหมัก

นำห ัว l î f a จากจ ้อ 2 . 4 . 2  ปริผาท! 0 . 5  มล.  ใ ช ่ล ง ใน อ า ห า ร ส ำ ห ร ับ เล ํ ้องกล้า 

เแ[อช ุตรท ี ่ โต ้ เล ้อกโว ้จากจ ้อ 2 . 4 . 3  แ ล ะ อ า ห า ร  MSM ปริมาตร 50 มล.  ท่ีบรรจุ ในปีวตทตลอง  

ปีนาต 25 0  มล.  เ ล ํ ้ อ ง ^ อ บ น เ ค ร อ ง เ ป ีอ ่ า ต ้ว อ ค ว า ม เร ็ว  200  รอบ/นาท ท่ีอุท!หภุมั 3 0 ° ช  โ ต อ 

ใช ้เ ว ล า ท ี ่ เห ม า ะ ส ํม จ า กจ้อ2 . 4 . 3 จ า ก น ั ้น ถ ่ าฮ เ^ อ จ า ก ก ล ้ า เ f อแต่ละชนิตลงในก ังหมักที ่ม ัอาหารMSM 

อยู่  2 . 5  ลิตร เ ล ้อง เ ^ อ โ ต อปร ับอ ัตราการกวนเท ่ าก ับ  6 0 0  รอบ/นาท อ ัต ร า ก า ร ใ ห ้อ า ก า ๙ เท่ากับ

1 . 8  vvm ( M u l c h a n d a n i  และตท!ะ, 1 9 8 9 )  โ ค อปรับ pH (ค ่ าคว าม เป ็นก รล ด ่ าง )  เร ิ ่มต้นเท่ า  

กับ 7 . 0  เก ็บตัวออ่ างทุก 12 ร ัว โมง เป ็น เ ว ล า  60 ร ัว โ ม ง  นำแต่ละตัวออ ่างมาหานั ้ าหนักเชลล  

แห้งและปริมาท! PHB

จากนันนำผลที ่ โต ้จากจ้อ 2 . 6 . 1  และ 2 . 6 . 2  ม า เป ร ิอบ เท ่อบ กา ร เส ิบโต แล ะก ารผ ล ิต  

PHE เมอใช ้อาห ารส ์ตรท ี ่ เล ้ อกจากจ ้อ  2 . 4 . 3  แ ล ะ ร า ห า ร  MSM เป ็น อ า ห า ร เล ํ ้ ฮ ง ก ล ้ า เ^ อ  โล อ  

เปร ิอบเท ่อบท ั ้ ง ในป ีวลเป ีอ ่ าและก ั งหม ัก

2 . 7  ก า ร ห า ส ํภ า ว ะ ท ี ่ เ ห ม า ะ ส ํม ใ น ก า ร เ ล ย ง เ îfaในก ังหมักจนาค 5 ลิตร โ ต อ ก า ร เ ล อ ง แ บ บ

B a t c h  c u l t i v a t i o n

เต ร ิอ ม ก ล ้ า l î เอ A lc a l ig e n e s  s p .  A - 0 4  ต ้ว อ อ า ห า ร เ ล ํ ้ อ ง เ Îเอชุตรที ่ เหมาะสํมและ  

เว ล า ก า ร เ ล อ ง เ แ อ ท ี ่ เห ม า ะ ช ม ท ี ่ ไ ต ้จ า ก จ ้อ  2 . 4 . 3  เก ็บ เช ล ล ้ โต อ ใช ้ เค ร อ ง ป ิน เห ว ี ่อ ง  แล ้วกระ  

จ า อ เ ช ล ล ้ ใ น อ า ห า ร  MSM ชุตรปรับปรุง แล้วถ่ าฮลงช่ก ั งหมัก ควบคุผอุท!หภุมิที่  3 0 ๐ช อัตรา 

กา รก วน  6 0 0  รอน/นาท ่  แ ล ะ อ ัต ร า ก า ร ใ ห ้อ า ก า ช  1 . 8  vvm จากนันจงสิกษาผลปีองต ัวแปรต่าง ๆ 

ที ่มัต่อการเพิ ่มปริมาท!เชลล้นละปริมาท! PHB
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2 .7 .1  การติ’กษาผลปิอง pH ระหว่างการเล ํ้ยงเÎเอ
เลยงเชอ A lc a l ig e n e s  sp . A-04 เปรยบเท่รบระหว่างชภาวะ

ควบกุม pH ท่ี 7 .0  ตลอดการทดลอง โดยเติม 3M NaOH และ 1.5M HES04 (Mulchandani 
และคณะ , 1989) และชภาวะท่ีไม'ควบกุม pH ตลอดการทดลอง โดยปรับค่า pH เร่ิมต้นท่ี 7 .0  

เมอใต้ปริมาณฟรุคโตชเริ่มต้น 10.0 กรัม/ลิตร และแปรผันความเต้มต้นปีองแอมโมเนียมต้ลเฟต 

เป็น 0 .1  0 .5  และ 1 .0  กรัม/ลิตร เก็บตัวอย่างทุก 12 ชั่วโมง ต้ังแต่ช่ัวโมงท่ี 0 กง 60 นำ 
ตัวอย่างมาหาความเต้มต้นปีองเชลลิ โดฮรินีวัดค่าการดูดกลินแชงท่ี 600 นาโนเมตร หานำหนัก 

แห้งปีองเชลลิ ปริมาณฟรุตโตช (B ernfeld , 1955) ปริมาณแอมโมเนียมต้ล๗ ต (Kempers, 
1974) ปริมาณโปรติน (Lowry และคณะ,1951; Mulchandani และคณะ, 1989) และปริมาณ 

PHB (อรุณ ชาฤเต้ยเชาวริวั«ฆนี , 2536 ;B rivonese และ Sutherland, 1989)

2 .7 .2  การควบกุมปริมาณออกชิเจนท่ีละลายในนาหมัก ระหว่างการเล ํ้ยงเÎเอ
เลํ้ยงเแเอ  A lca lig e n e s  sp . A-04 โดยควบกุมอุณหภูมิเท่ากับ 30๐ช 

และใต้ค่า pH ท่ีเหมาะชม ท่ีไต้จากต้อ 2 .7 .1  แปรค่ากัตราการกวน และอัตราการให้อากาช 

เนอให้ค่าการละลายปีองออกชิเจนานนำหมักแตกต่างกัน โดยเปรียบเท่ฮบค่าการละลายปีองออกชิ 
เจนในนาหมักเท่ากับ 100 เปอริ่เช็นต ตลอดการทดลอง กับค่าการละลายปีองออกชิเจนานนำหมัก 

เท่ากับ 80 50 เปอรีเชนต และค่าการละลายปิองออกชิเจนานนาหมักเท่ากับ 70 เปอรีเช็นต ท่ี 

ชั่วโมงท่ี 0 และปรับค่าการละลายปีองออกชิเจนในนาหมักเท่ากับ 50 เปอรีเช็นต ท่ีช่ัวโมงท่ี 12 

เก็บตัวอย่างทุก 12 ชั่วโมง เป็นเวลา 60 ชั่วโมง นำตัวอย่างมาหาความเปีมต้นปีองเชลลิ โดย 

ริสีวัดค่าการดุดกลนแส์งท่ี 600 นาโนเมตร นาหนักแห้งปีองเชลลิ ปริมาณฟรุคโตส์ ปริมาณแอมโม 

เนียมชิลเฟต ปริมาณโปรตินและปริมาณ PHB

2 .7 .3  การหาปริมาณปีองฟรุคโตช (อาหารแหล่งคารีบอน) ที่เหมาะชมในอาหารเลํ้ยง 

เ^อล่าหรับการผลิต PHB
เลยงเ?เอ A lc a l ig e n e s  sp . A-04 โดยควบกุมอุณหภูมิเท่ากับ 30°ช
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และใช้ชภาวะที่เหมาะชมที่ไต้จากปีอ 2 .7 .1  และ 2 .7 .2  แปรผันปริมาทเฟรุ«โตชเร่ิมต้นต้อ 5 .0
10.0 และ 20.0 กรัม/ลิตร ■ โตฮใช้แอมโมเนียมรัลน»เตเท่ากับ 0 .1  กรัม/ลิตร เก็บตัวอร่างทุก 

12 รัวโมง เป็นเวลา 60รัวโมง แล้วนำแต่ละตัวอร่างมาหาตวามเปีมซ้นชองเชลล โดอวสีวัตค่า 

การตุดกลินแส์งท่ี 600นาโนเมตร นาหนักแห้งปีองเชลล ปริมากเฟรุคโตสํ ปริมากเแอมโมเนีฮมชัล 

เฟต ปริมากเโปรตันและปริมาก! PHB

2 .7 .4  การหาปริมากเปิองแอมโมเนีฮมรัลเฟต (อาหารแหล่งไนโตรเจน) ท่ีเหมาะชม 

ในอาหารเลํ้ยงเ^อล่าหรับการผลิต PHB
เลํ้รงเ^อช lca lig en essp .A .-O A  โดยใช้ชภาวะที่เหมาะชมที่ไต้จากปิอ

2 .7 .1  2 .7 .2  และ 2 .7 .3  แปรผันปริมาทแเอมโมเนียมรัลเฟตเร่ิมต้นคอ 0 .1  0 .3  0 .5
1 .0  1 .5  และ 2 .0  กรัม/ลิตร โตรให้ปริมาทเฟรุคโตชเริ่มต้นเท่ากับ!0 .0 กรัม/ลิตร จากน้ันจง 

เพ่ิมปริมาทฟรุคโตชเป็น 20.0 และ 3 0 .0ภรัม/ลิตร เพิ่อให้เพรงหอล่าหรับ A lc a l ig e n e s  sp. 
A-04 ที่จะใช้เมอเพิ่มปริมาทเแอมโมเนีรมรัลเฟตเก็บตัวอร่างทุก!2รัวโมงเป็นเวลา 60 รัวโมง 

นำแค่ละตัวอร่างมาหาความเปิมปีนปีองเชลลโลรวสีวัตค่าการตลกลนแชงที่ 600 นาโนเมตร น้ัา 
หนักแห้งปีองเชลล ปริมาก!ฟรุตโตช ปริมากแเอมโมเนีรมชัลเฟต ปริมากเโปรตันและปริมาก! PHB

2.8  ตักษาการใช้แหล่งคารนอนราคากุก ไต้แก่กากนาตาลเพิ่อลดต้นทุนในการผลิต

2 .8 .1  การเลอกปริมาทเปิองกากนั้าตาลที่เหมาะชม เพิ่อใช้เป็นอาหารแหล่งคาริ่บอน 

ล่าหรับการเลรง A lc a l ig e n e s  sp. A-04 เพ่ิอผลิต PHB
เลํ้รงเ^อ A lc a l ig e n e s  sp . A-04 ต้วฮอาหารเลยงเ^อที่เหมาะชมที่ไต ้

จากช้อ 2 .4 .3  เป็นเวลา 30 รัวโมง กันแฮกเชลลและกระจารเชลล ในชารละลาฮเกลอแกง 

0 .85  เปอริ่เช็นตั นำมา 1 มล. ถ่ารลงในอาหาร MSM ชตรปรับปรุง รังมีกากนั้าตาล 10 20 

และ 30 เปอริ่เช็นตั (นั้าหนัก/ปริมาตร) เป็นอาหารแหล่งคาร่ิบอน ปริมาตร 50 มล. บรรจุอยู่ 

ในปีวลทดลองปีนาด 250 มล. เล ร ง เîfอบนเคริ่องเปีร่าความเร็วรอบ 200 รอบ/นาท่ ท่ีอุก!หภุมี
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30°ซ เก็บตัวอร่างทุก 24 รัวโบง เป็นเวลา 120 รัวโมง นำมาริเคราะหหานาหนักเซลลิ 
แห้งและปริมาท! PHB

2 .8 .2  การหาปริมาท!!เองนอมโมเนัรมซัลเฟด ในอาหารเลํ้ฮงเ^อที่เหมาะฝาหรับ 

การผลิต PHB
2 .8 .2 .1  ใ ๙กากนำตาล 20 เปอริเป็นตเป็นอาหารแหล่งคาริบอน

Iลฮงเ^อ A lc a l ig e n e s  sp . A-04 โคaควบคมอุทเหภูมิเท่ากับ 

30๐ซ และใซัซภาวะท่ีเหมาะส์มท่ีไค้จากซัอ 2 .7 .1  และ 2 .7 .2  แปรผันปริมาเาแเอมโมเนัรม 

ใ?ลเฟ่ตเร่ิมค้นค้อ 0 .1  0 .5  และ 1.0 กรัม/ลิตร เก็บตัวอร่างทุก 12 รัวโมง เป็นเวลา 84
รัวโมง นำแต่ละตัวอร่างมาหา นาหนักเซลลิแห้ง ปริมาทเนาตาล (กลุโคซ ฟรุคโตส์ และซูโครซ) 
ปริมาทIแอมโมเนียมรัลเฟต ปริมาทเโปรตนและปริมาท! PHB

2 .8 .2 .2  ใรักากนาตาล 30 เปฮริเป็นตเป็นอาหารแหล่งคาริบอน
เลํ้รงเ^อ A lc a l ig e n e s  sp . A-04 โดรควบคุมอุทเหภูมเท่ากับ 

30°ซ และใซัซภาวะท่ีเหมาะซมท่ีไค้จากซัอ 2 .7 .1  และ 2 .7 .2  ใซัปริมาทแเอมโมเนัรมรัล 

เฟตเริ่มค้น 1 .5  กรัม/ลิตร เก็บตัวอย่างทุก 12 รัวโมง เป็นเวลา 84 รัวโมง นำแต่ละตัวอย่าง 

มาหา นาหนักเซลลิแห้ง ปริมาทเนาตาล (กลุโลซ ฟรุตโตซ และซุโครซ) ปริมาท!แอมโมเนัรม 

ซัลเฟต ปริมาณโปรตนและปริมาท! PHB
2 .8 .2 .3  ใซักลุโคซ ฟรุคโตซ และซโครซ ท่ีบริซุฑธเป็นอาหารแหล่งคาริ

บอน
เลํ้รงเสือ A lc a l ig e n e s  sp . A-04 โดฮควบคุมอุทเหภูมิเท่ากับ 

30°ซ และใซัซภาวะที่เหมาะซมที่ไค้จาก 2 .7 .1  และ 2 .7 .2  แปรผันปริมาทแเอมโมเนัรม 

รัลเฟตเริ่มค้น 0 .1  และ 0 .5  กรัม/ลิตร ให้ปริมาทเกลุโคซ ฟรุคโตซ และซโครซ เท่ากับปริมาทเ 
ปีองกลุโคสํ ฟรุคโตฟ้ และซโครซ ในกากนาตาล 20% หลังจากใซ่ในกังหมัก เก็บตัวอย่างทุก 12 

รัวโมง เป็นเวลา 84 รัวโมง นำแต่ละตัวอย่างมาหา นาหนักเซลลิแห้ง ปริมาทเนาตาล (ทัง 3 
ซนัด) ปริมาท!แอมโมเนัฮมซัลเฟต ปริมาทเโปรตนและปริมาทเ PHB
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2.9  การปรับปรุงวิธการเลยงเtfa เพอเพ่ิมปริมาณเชลaและเพ่ิมการผลิต PHB โตaก า?เล8งแบบ 

Fed-batch c u lt iv a t io n

เลีองเ^อ A lc a l ig e n e s  sp. A-04 ใช้ฟภาวะที่เหมาะชมจากอ้อ 2 .7  โตอแปรผัน 

ปริมาก!แอมโมเนีaมช้ลเฟตจนกงระตับท่ีปริผาก!ฟรุตโตช (ในฟภาวะตาบตม 10.0 กรัม/ลิตร) ไม่ 

เพีรงนอที่จะใช้ในการเติบโตตลอตระ8ะเวลาเลํ้รงเ![อ จงได้ทตลองเติมแหล่งอาหารท่ีสำตัฤเลง 

ในอาหารเลํ้รงเ^อ เนอเพิ่มการเติบโต และการผลิต PHB

2 .9 .1  การเพิ่มการเติบโตและการผลิต PHB โตaการเติมฟรุตโตล'
ก .) เลอง A lc a l ig e n e s  sp . A-04 โตฮใช้แอมโผเนฮมริ/ลเฟตเริ่มต้น

0 .5  กรัม/ลิตร ฟรุตโตล 10.0 กรัม/ลิตร ลภาวะในการเลํ้รงเ^อ เช่นเตีรวกับอ้อ 2 .7  ท่ี 

ช้วโมงท่ี 42 เติมฟรุตโตฟให้ไต้ตวามเช้มช้นเท่ากับตวามเช้มช้นเริ่มต้น เก็บตัวอท่างทุก 12 ช้วโมง 

เก็นเวลา 84 ช้วโผง รวมทั้งช่วงเวลาก่อนและหลังเติมฟรุตโตล น่ามาหาตวามเอ้มอ้นอองเชลล 

โตaว{ทตต่าการตุตกลันแลงท่ี 600 นาโนเมตร นาหนักแห้งอองเชลล ปริผากฟรุตโตล' ปริมาทเ 
แอมโมเนัaมช้ลเฟต ปริผาก!โปรตีนและปริผากเ PHB

อ.) เลอง A lc a l ig e n e s  sp . A-04 โตรใช้แอมโมเนัรมอ้ลเฟตเริ่มต้น
1.0  กรัม/ลิตร ฟรุตโตลเร่ิมต้น 10.0 กรัม/ลิตร และสํภาวะท่ีเหมาะชม เช่นเตี8วกับช้อ 2 .7  

ท่ีช้วโมงท่ี 18 เติมฟรุตโตส์ให้ไต้ตวามเอ้มอ้นเท่ากับตวามเอ้มอนเริ่มต้น เก็บตัวอท่างทุก 12 ช้ว 

โมง เก็นเวลา 84 ช้วโผง รวมฑ้ังท่ีเวลาก่อนเติมและหลังเติมฟรุตโตช น่ามาหาตวามเอ้มอ้นออง 

เชลล โตฮวธีวัตต่าการตตกลินนส์งท่ี 600 นาโนเมตร นาหนักแห้งอองเชลล ปริมาก!ฟรุตโต๙ 

ปริผาก!แฮมโมเนัรมช้ลเฟต ปริมาก!โปรตีนและปริมาก! PHB
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2 .9 .2  การเพ«การเตบโตและการผลิR PHB โคยการเติมฟรุคโตฟและแอมโมเนียม
รัลเฟต

ก .) เลยงเ^อ A lc a l ig e n e s  sp. A-04 โคยใย้แอมโมเนียมรัลเฟต 

เริมต้น 1 .0  กรัม/ลิตร ฟรุตโตลเริมต้น 10.0 กรัม/ลิตร และฟภาวะท่ีเหมาะลม เย่นเติฮวกับย้อ
2 .7  ท่ีรัวโมงท 18 เติมฟรุตโตฟให้ไต้ความเย้มย้นานกังหมักเท่ากับ 20.0 กรัม/ลิตร และเติม 

แอมโมเนียมรัลเฟตให้ไต้ตวามเย้มย้นานกังหมักเท่ากับ 1.0 กรัม/ลิตร เก็บตัวอย่างทุก 12 รัวโมง 

เปนเวลา 84 รัวโมง รวมทังย่วงเวลาก่อนเติมและหลังเติม ฟรุตโตฟและแอมโมเนียมรัลเฟต 

นำมาหาความเย้มย้นปิองเฟลล โคฮวสวัคค่าการคคกลันแฟงท่ี 600 นาโนเมตร นาหนักเชลลแห้ง 

ปริมาณฟรุตโตฟ ปริมาณแอมโมเนียมรัลเฟต ปริมาณโปรตินและปริมาณ PHB
ปี.) เล ํ้ย ง เUfa A lc a l ig e n e s  sp. A-04 โคยใย้แอมโมเนียมรัลเฟต

เร่ิมต้น 1 .0  กรัม/ลิตร ฟรุตโตฟเร่ิมต้น 10.0 กรัม/ลิตร และฟภาวะท่ีเหมาะฟมเย่นเคยวกับย้อ
2 .7  ท่ีรัวโมงท่ี 18 เติมฟรุตโตฟาห้ไต้ความเย้มย้นในกังหมักเท่ากับ 20.0 กรัม/ลิตร และเติม 

แอมโมเนียมรัลเฟตให้ไต้ตวามเย้มย้นในกังหมักเท่ากับ 1.5 กรัม/ลิตร เก็บตัวอย่างทุก 12 รัวโมง 

เป็นเวลา 84 รัวโมง รวมทังย่วงเวลาก่อนเติมและหลังเติม ฟรุตโตฟและแอมโมเนียมรัลเฟต นำ 
มาหาตวามเย้มย้นปีองเชลล โคยวธวัคค่าการคคกลนแฟงท่ี 600 นาโนเมตร นาหนักเชลลแห้ง 

ปริมาณฟรุตโตฟ ปริมาณแอมโมเนียมรัลเฟต ปริมาณโปรติน และปริมาณ PHB
2 .9 .3  การเพิ่มการเติบโต และการผลิต PHB โคยการเติมแอมโมเนียมรัลเฟต

เล ํ้ย ง เ$อ A lc a l ig e n e s  sp . A-04 โคยใย้แอมโมเนียมรัลเฟตเริ่ม 

ต้น 1 .5  กรัม/ลิตร ฟรุตโตส์เร่ิมต้น 30.0 กรัม/ลิตร และฟภาวะท่ีเหมาะฟม เย่นเติยวกับย้อ
2 .7  ท่ีรัวโมงท่ี 24 เติมแอมโมเนียมรัลเฟตให้ไต้ความเย้มย้น 1.0  กรัม/ลิตร เก็บตัวอย่างทุก 

12 รัวโมง เป็นเวลา 84 รัวโมง รวมทั้งที่เวลาก่อนเติมและหลังเติม แอมโมเนียมรัลเฟต นำ 
มาหาความเย้มย้นปีองเชลลโลรวนีวัคค่าการลุคกลินแฟงที่ 600 นาโนเมตร นาหนักเฟลลแห้ง ปริ 

มาณฟรุตโตฟ ปริมาณแอมโมเนียมรัลเฟ่ต ปริมาณโปรตินและปริมาณ PHB
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2 .10  วิธีหาค่าความเช้มปีนปีa งIชลล โดยวิธีวัดร่ากา?ดฺดทล้นแสํงที ่  600 นาโนเมตร วิธีพา

นาพนักเจ'ลลแห้ง และกราฟมาตราฐานระหว่าง นาหนักเชลลแห้งและความเช้มช้นปีองเชลล

2 .1 0 .1  วิธีหาร่าความเช้มช้นปีองเชลลั่โดยวัดร่าการดุดกล้นแสํงที่ 600 นาโนเมตร 

นำนำหมักที่เก็บจากถังหมักในแต่ละช่วงเวลามาเจอจางด้วยนั้ากลั่นให้ได้ร่า 

OD600 (ร่าการดุดกลนแชงที่ 600 นาโนเมตร อฮ่ในช่วง 0 .1  กง 0 .5  แล้วบันทกร่าไว้ นำร่า 

ที่ได้มาเปริฮบเทยบกับ กราฟมาตรฐานระหว่าง นาหนักเชลล่ัแห้งและ ODe00 (ภาดผนวกท่ี 1ก. 
และ 1ปิ.) จากน้ันนำมาหาน้ัาหนักเชลล้แห้งโดยใช้สํตรดังนั้

น้ัาหนักเชลล้แห้ง (ม ก ./ม ล .) ะะ (1/ดวามช้น) X ODe00 X ร่าการเจอจาง (d ilu tio n )

2.11 วิธีหาปริมาท!ฟรคโตสํในน้ัาหมัก

ใช้วิธีซอง B ernfeld( 1955) โดยนำนำหมักท่ีฑ่าการบ่ันแฮกเชลล่ัออกแล้ว ปริมาท! 1 

มล. เติมสำรละลายกรดไดไนโตรชาติไชล้ก (D in it r o s a l ic y l ic  acid  ะ DNSA reagent) 

(ภาดผนวกท่ี 2) 1 มล. ผสํมให้เช้าถัน แล้วนำไปล้มในอ่างนั้าเดอดเป็นเวลา 10 นาท ทงไว้ให้ 
เฮน แล้วเติมนั้ากลั่น 10 มล.ผสํมให้เช้าถัน นำไปวัดร่าการลูดกล้นแสํงที่ 540 นาโนเมตร แล้ว 

นำร่าที่ได้มาเปริฮบเทฮบกับกราฟมาตรฐานระหว่าง ฟรุคโตสํและร่าการดุดกล้นแสํงท่ี 540 นาโน 

เมตร (ภาflผนวกท่ี 5) จากน้ันนำมาหาปริมาท!ฟรุดโดสํโดยใช้สํตรดังน้ั

ปริมาท!ฟรุดโตสํ (ม ก ./ม ล .) = (1/ดวามช้น) X 0ว540 X ร ่าการ เจอจาง

2.12 วิธีหาปริมาท! resid u a l biomass (ช้วมวลสํวนท่ีเหล้อ)

หาได้จาก นำปริมาท! PHB ลบออกจาก น้ัาหนักเชลล้แห้ง มัหน่วยเป็น กรัม/ติตร
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2.13 วิgviๆปริมาณโiJรตีนaองIจ,ลล (c e l lu la r  p rotein )

ใช้ริธปีอง Lowry และ«ผะ (1951) และ Mulchandani และ«ผะ (1989) โ«รนำ 

นำหมักปริมาผ 5 มล. มาช่นแ8กฟ้วนนำใฟ้ออก แล้วเต ิมโชเต ี8มไชตรอกไชตเช้มช้น 1 N จำนวน 

5 มล. นำไปอุ่นท 90๐ช เป็นเวลา 10 นาท ที่งไว้ให้เป็น นำมาเจอจางให้ได้«วามเช้มช้นที ่
เหมาะชมนำฟ้ารละลาaโปรตีนที่เจอจางแล้วปริมาผ 1 มล. เติมฟ้ารละลา8 Lowry C (ภา«ผนวก 

ท่ี 3) 5 มล. ผฟ้มให้เช้ากันตั้งทํ้งไว้ 15 นาท่ี แล้วเติมฟ้ารละลาa Lowry D (ภา«ผนวกท่ี 3) 
0 .5  มล.ผฟ้มให้เช้ากันตังที่งไว้ 30 นาท่ี นำไปวัตต่าการ««กล้นแฟ้งท่ี 660 นาโนเมตร แล้วนำ 
«าที่ได้มาเปริ8บเท่ี8บกับกราฟมาตรฐานระหว่าง ปริมาผโปรตีน (BSA, bovine serum
albumin) และต่าการตุตกล้นแฟ้งท่ี 660 นาโนเมตร (/เาตผนวกท่ี 6) จากน้ันนำมาหาปริมาผ 

โปรตีนโตaาช้ฟ้ตรลังน้ั

ปริมาผโปรตีน (ม ก ./ม ล .)  = (1/ตวามช้น) X ( 1/1000) X ODe80 X ตาการเจอจาง

2.14 ริธืหาปริมาผแอมโมเนaมช้ลเฟตานน้ัาหมัก

ใช้วธปีอง Kempers (1974) โต8นำน้ัาหมักท่ีทำการปินแaกเชลล้ออกแล้ว มาเจอ 

จางให้ได้«วามเช้มช้นที่เหมาะฟ้ม นำนั้าหมักที่เจอจางแล้วปริมาผ 5 มล. เติมโปแตฟ้เช้aม«ลอ 

ไรต (ภา«ผนวกท่ี 4) เช้มช้น 2 โมลาริ 5 มล. เติมฟ้ารละลาa EDTA (ภา«ผนวกท่ี 4) 1 มล. 
ผฟ้มให้ เช้ากันแล้ววางทํ้งไว้ 1 นาท่ี จากนั้นเติมตีนอลไนโตรพัฟ้ชา8ล้ริเอเจนท่ี (ภา«ผนวกท่ี 4)
2 มล. เติมบัฟเฟอริไชโป«ลอไรที่ริเอเจนที่ (ภา«ผนวกท่ี 4) 4 มล. และเติมน้ัากล่ันปลอตประจุ 

8 มล. ผฟ้มให้เช้ากัน นำไปอุ่น'ในอ่างน้ัา«วบ«มอุผหภุมั 40°ช เป็นเวลา 30 นาท่ี นำไปวัตต่า 

การตุตกล้นแฟ้งท่ี 636 นาโนเมตร แล้วนำต่าที่ได้^าเปริaบเที่8บกับกราฟมาตรฐานระหว่างปริมาผ 

แอมโมเน8ม-ไนโตรเจน (NH4+-N) และต่าการตุตกล้นแฟ้งท่ี 636 นาโนเมตร (ภา«ผนวกท่ี 7) 
จากน้ันนำมาหาปริมาผแอมโมเน8มช้ลเฟ่ต โต8ใช้ฟ้ตรดังน้ั
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ปริมาณแอมโมเนัรม#ลเฟ่ด (ม ก./มล.) = 0De 36 X ( โ/ความ^น) X (1/1000)

X (อ ่าการเจอจาง/ร) X ( 132/28)

28 คอ นั้าหนักโมเลกุลจองสาตุไนโตรเจน ในนอมโมเนัรม#ลเฟต 

132 คอ นั้าหนักโมเลกุลปีองแอมโมเนัฮม#ลเฟต

2.15 วิธการฟเตแรก PHB จากเชลลั่

การสํกัตแอก PHB (เป็นวิธการท่ีปรับปรุงจากวิสปีอง Brivoneseilละ Sutherland, 
1989 โคร อรุณ สำญธ้10๗าววิวัเนน , 2536) โตรนำนาหมักปริมาตร 5 มล. โล้ในหลอลแก้วมี 

ฝาเกลรวlift ปีนาค 10 มล. นำไปมันแรกท่ี 3,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 25 นาที เก็บล้วนปีอง 

เชลลั่ไว้ แล ้ว เติมสำรละลายโใ(เลียมไฮโปคลอไ ร ที หริอ คลอรอกช (clorox; 1 มล. ท้ํงไว้ท่ี 

อุณหภูมิ 37๐สํ เป็นเวลา 1 สํม. จากน้ันเติมนากล่ัน 4 มล. ผสํมให้เจ้ากันนำไปมันท่ี 3,000 

รอบ/นาที เป็นเวลา 20 นาที เก็บล้วนท่ีเป็นตะกอนมาล้างตัวออะ#โตน 5 มล. แล้วมันล้างเอา 

อะ!ริโตนออก จากนันเอาล้วนท่ีเป็นตะกอนมาล้างต้วยเอทฮานอลบริสํทธิ 99.80% 5 มล. แล้วมัน
ล้างค้วออัตราเร็วเท่าเติม เอาเอทสานอลออกเก็บล้วนปีองตะกอนไว้ เติมคลอโรฟ่อริม 5 มล. 
ต้มในนั้าเลีอต 30 วินาที ทีงไว้ให้เอ็นนำไปมันเก็บล้วนใสํไว้ นำล้วนท่ีเป็นตะกอนไปสํกัต PHB 

อีกคร้ัง รวมล้วนใสํที่ไต้กรองต้วรกระตาษกรองเบอริ 1 ปรับปริมาตรปีองล้วนใสํท่ีกรองไต้ให้ครบ 

10 มล. PHB จะละลายอยู่ในคลอโรฟ่อริมเก็บล้วนน (stock  ปีอง PHB) นำล้วนน้ํไปวิเคราะห
ปริมาณ PHB ต่อไป
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2.16 การวิเคราะห้ปริมาฅเ PHB ?!สํกัคแอกไค้

นำสำรละลาฮ PHB ฑสํกัดไค้ในล้อ 2.15 มาเจอจาง ค้ไอคลอโรฟ่อรมในอัตราสำน?! 
เหมาะสํม แล้วแบ่งมา 0 .1  มล. ใสํในหลอดทดลอง อบให้แห้งในค้อม 80°ช 10 นา?! เฬอให้ 

สํวนปีองคลอโรฟ่อริมระเหอหมด นำสํวนปีอง PHB ท่ีออ่านหลอดมาเตมค้วอกรดล้ลฟ่ริกเล้มล้น 3 
มล. ต้มในอ่างนาเดอด 10 นา?! ทํ้งไว้ให้เอ็น แล้วนำตัาออ่างไปวัดค่าการดดกล้นแสํง?! 235 

นาโนเมตร นำค่าการดุดกล้นแสํง?!ไค้มาคำนวนหาปรมาทเ PHB โดaIนรอบเทอบกับดวามล้มพันส 

ระหว่างปริมาเน PHB มาตรฐานความเล้มล้นต่าง  ๆ (ไมโครกรัม/มลล้ลตร) กับค่าการดุดกล้นแสํง 

?! 235 นาโนเมตร ร่งคำนวนเป็นกรัมปีอง PHB ไค้โดฮใล้สํมการล้างล่างดังนํ้

PHB (กรัม/นาหมัก 1 ล้ตร) = ODe35 X 1 /s lo p e  X 3 ------------ PHB เป็นไมโครกรัมใน
กรดล้ลฟ่ริก 3 มล.หริอ 

ใน คลอโรฟ่อริม?!เจอ 

จาง 0 .1  มล. (1)

= (1) X 1 /0 .1  X d ilu t io n  X 1 0 ------------  (2)
PHB เป็นไมโครกรัมใน 

stock  ปีอง?HB 10มล.

= (2) X 1/108 -----------------------PHB เป็นกรัมใน stock
ปีอง PHB 10 มล. หริอ 

ปริมาทเ PHB จากนาหมัก

0

5 มล. (3)
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= (3) X 1/5 X 1000 ----------------ปริมาณaอง PHB คดเป็น
กรัม/ลิตร (ปีองน้ัาหมัก)

โดรท่ี 1 /s lo p e  โค้ดากกราฟความล้มพันสระหว่างปริมาทเ PHB มาตรฐาน และค่า 

การดดกลินแลงท่ี 235 นาโนเมตร (ภาคผนวกท 8)

2.17 การวิเคราะหหาปริมาทเนำตาลในกากนาตาล ต้วรเครองลิควิดโครมาโตรกราปี

เมอเกบตัวอร่างแต่ละล่วงเวลามาแล้ว นำโปปีนแรกเอาเร(ลล้ออกท่ี 3000 รอบ/นาฑื 

เป็นเวลา 20 นาท่ี จากนันเอาต่วนนาใ๙ท่ี'โต้ โปกรองผ่านกระดาษกรองปีนาด 0.22 โมครอน 

จากนั้นนำล้วนที่กรองโต้ไปฉดเปีาเครอง HPLC เพึ๋อวิเคราะหหานั้าตาลกลุโคล ฟรุคโตลและชุ 

โครส์ โดรเปริรบเฑรบหาปริมาทเน่าตาลทัง3ลนํด กับกราฟมาตรฐานระหว่างปีนาดปีอง peak 

(peak area) และปริมาทเน้ัาตาลแต่ละลนค (ภาคผนวกท่ี 9ก. 9ปี. และ 9ค.) พร้อมกันน้ัโต้ 

แลดงโครมาโลนกรมปีองนาตาลกลโคล ฟ่รุคโตล และชุโครล จากกากนาตาล เปรรบเทัรนกับ 

โครมาโตแกรมปีองนั้าตาลกลโคล ฟรุตโตล แระชุโครล มาตรฐาน (ภาคผนวกท่ี 10)
ในการวิเคราะหต้วรเครอง HPLC มีอุปกรทเ และลภาวะต่าง  ๆ ดังน

Phenomenax Spherisorb NHคอลัมน้ั
D etector ะ 

flow rate ะ
Mobile phase 

ปริมาทเลารตัวอร่าง 

อทเหภมี

R efractive index d etector  

2 มล./นาก
75% a c e to n it r i le  in HeO 

20 โมโครลิตร 

อ«เหภมัห้อง
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