
บทที ่3 
วธิีด ำเนินกำรวจิัย 

 
3.1  วสัดุ  อุปกรณ์  และสำรเคมี 
 3.1.1 กลอ้งจุลทรรศน์  
 3.1.2 ขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร 
 3.1.3 ขวดปรับปริมาตรขนาด 250 มิลลิลิตร 
 3.1.4 ขวดปรับปริมาตรขนาด 500 มิลลิลิตร 
 3.1.5 ขวดรูปชมพู ่ขนาด 500 มิลลิลิตร 
 3.1.6 เคร่ืองชัง่ 2 และ 4 ต าแหน่ง 
 3.1.7 เคร่ืองป่ันเหวีย่ง  
 3.1.8 เคร่ืองเขยา่ผสมสาร  
 3.1.9 เคร่ืองวดัค่าดูดกลืนแสง  
 3.1.10 ตูแ้ช่เยน็  
 3.1.11 ดูดควนั  
 3.1.12 ตูถ่้ายเช้ือ  
 3.1.13 ตูบ้่มเช้ือแบบเขยา่  
 3.1.14 ตูอ้บแหง้  
 3.1.15 ถงัหมกั ขนาด 5 ลิตร พร้อมอุปกรณ์ประกอบ 
 3.1.16 ไมโครปิเปต ขนาด 1,000 ไมโครลิตร 
 3.1.17 ไมโครปิเปต ขนาด 5,000 ไมโครลิตร 
 3.1.18 หมอ้น่ึงความดนัไอน ้า  
 3.1.19 หลอดทดลอง  
 3.1.20 ห่วงถ่ายเช้ือ  
 3.1.21 แฮนดรี์แฟรกโตมิเตอร์  
 3.1.22 3,5-dinitrosalicylic acid (C7H4N2O7) 
 3.1.23 Agar 
 3.1.24 Ammonium sulphate ((NH4)2SO4) 
 3.1.25 Ammonium molybdate tratahydrate ((NH4)6Mo7O24·4H2O) 
 3.1.26 Borax (Na2B4O7·10H2O) 

http://www.chemindustry.com/chemicals/5406485.html
http://www.chemindustry.com/chemicals/5406485.html
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 3.1.27 Calcium chloride dihydrate (CaCl2·2H2O) 
 3.1.28 Chloroform (CHCl3) 
 3.1.29 Citric acid (C6H8O7) 
 3.1.30 Copper sulphate (Cupric Sulfate) pentahydrate (CuSO4·5H2O) 
 3.1.31 Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) 
 3.1.32 Ferrous sulfate heptahydrate (FeSO4·7H2O) 
 3.2.33 Glucose (C6H12O6) 
 3.1.34 Hydrochloric acid conc. (HCl) 
 3.1.35 Manganese sulphate monohydrate (MnSO4·H2O) 
 3.1.36 Magnesium Sulfate heptahydrate (MgSO4·7H2O) 
 3.1.37 Monopotassium phosphate (KH2PO4) 
 3.1.38 Nutrient broth 
 3.1.39 Paraffin solution 
 3.1.40 Phenol (C6H6O) 
 3.1.41 Poly-β-hydroxybutyrate (C4H8O3)n 
 3.1.42 Potassium sodium tartrate (KNaC4H4O6·4H2O)  
 3.1.43 Sodium chloride (NaCl) 
 3.1.44 Sodium hydroxide (NaOH)  
 3.1.45 Sodium hypochlorite (NaClO) 
 3.1.46 Sulfuric acid conc. (H2SO4) 
 3.1.47 Zinc sulfate heptahydrate (ZnSO4·7H2O) 
 
3.2  วธีิกำรทดลอง 
 3.2.1 กำรเกบ็รักษำจุลนิทรีย์ 
 จุลินทรียท่ี์ใชใ้นการศึกษาคือ Alcaligenes eutrophus TISTR 1095 จากสถาบนัวิจยั
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.)โดยมาท าการขีด (streak) ลงบนอาหาร nutrient 
agar (NA)ในหลอดทดลองแบบอาหารเอียง (slant) น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 
24 ชัว่โมง จากนั้นเททบัดว้ยสารละลายพาราฟีน ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือและไล่ความช้ืนแลว้ลงไปให้สูงกว่า
ระดบัของอาหารเล้ียงเช้ือประมาณ 1 เซนติเมตร น าไปเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น stock 
culture โดยท าการ subculture ทุก ๆ 1 เดือน 



20 
 

 

 

 3.2.2 กำรเตรียมอำหำรสูตรผลติPHB   
  อาหารสูตรผลิต PHB 1 ลิตรประกอบดว้ย KH2PO4 13.3 กรัม MgSO4·7H2O 1.2 กรัม 
citric acid 1.7 กรัม และ trace element solution 10 มิลลิลิตร การเตรียม trace element solution 500 
มิลลิลิตร ประกอบไปดว้ย FeSO4·7H2O 5 กรัม   ZnSO4·7H2O 1.125 กรัม CuSO4·5H2O 0.5 กรัม  
MnSO4·H2O 0.17 กรัม CaCl2·2H2O 1 กรัม Na2B4O7·10H2O 0.115 กรัม   (NH4)6Mo7O24·4H2O 0.05 
กรัม, HCl 36% 5 ml (ดดัแปลงจาก Lee et al., 1994) โดยใชแ้อมโมเนียมซลัเฟต และ กลูโคสเป็น
แหล่งไนโตรเจนและแหล่งคาร์บอน ตามล าดบั 
 3.2.3 กำรเพำะเลีย้งกล้ำเช้ือ 
  ถ่ายกลา้เช้ือ A. eutrophus TISTR 1095 ท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร NA อายุ 24 ชัว่โมงจ านวน 
2 ลูป ลงในอาหาร Nutrient broth (NB) ปริมาตร 150 ml น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
อตัราการเขยา่ท่ี 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 ชัว่โมง น าไปใชเ้ป็นกลา้เช้ือในการศึกษาต่อไป 
 3.2.4 กำรศึกษำผลของควำมเข้มข้นน ำ้ตำลกลูโคสต่อกำรผลติ PHB ในอำหำรสังเครำะห์ ด้วย
กำรหมักแบบกะในระดับฟลำสก์ 
  ถ่ายกลา้เช้ือ A. eutrophus TISTR 1095 จากขอ้ 3.2.3 ปริมาตร 15 มิลลิลิตรลงในอาหาร
สูตรผลิต PHB ท่ีแปรผนัความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลูโคสเท่ากบั 10 30 หรือ 50 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 
150 มิลลิลิตร น าไปเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส อตัราการเขยา่ 200 รอบต่อนาที เก็บ
ตวัอย่างทุก 4 ชัว่โมง ตลอดการหมกั น ามาวิเคราะห์ความขุ่นของเซลล์ น ้ าตาลกลูโคส ความเป็น
กรดด่าง ปริมาณของแขง็ท่ีละลายไดท้ั้งหมด และความเขม้ขน้ของ PHB 
 3.2.5 กำรศึกษำ แหล่งไนโตรเจน อุณหภูมิ และอัตรำกำรเขย่ำ ที่เหมำะสมต่อกำรผลิต PHB 
จำกไฮโดรไลเซตของมันส ำปะหลงั 
  ถ่ายกลา้เช้ือ A. eutrophus TISTR 1095 ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ลงในอาหารสูตรผลิต PHB 
ซ่ึงใช้ไฮโดรไลเซตของมนัส าปะหลงัเป็นแหล่งคาร์บอนและใช้แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) 
หรือสารสกดัจากยีสต ์(yeast extract) เป็นแหล่งไนโตรเจน ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ท าการหมกัท่ี
อุณหภูมิ 25 30 หรือ 35 องศาเซลเซียส อตัราการเขยา่ 100 150 หรือ 200 รอบต่อนาที เก็บตวัอยา่ง
ทุก 4 ชัว่โมง ตลอดการหมกั น ามาวเิคราะห์เช่นเดียวกบัขอ้ท่ี 3.2.4  
 3.2.6 กำรศึกษำกำรผลิต PHB จำกไฮโดรไลเซตของมันส ำปะหลังด้วยกำรหมักแบบกะในถัง
หมักขนำด 5 ลติร   
 ถ่ายกลา้เช้ือ A. eutrophus จากขอ้ 3.2.3 ปริมาตร 150 มิลลิลิตรลงในอาหารสูตรผลิต 
PHB ซ่ึงใชไ้ฮโดรไลเซตของมนัส าปะหลงัเป็นแหล่งคาร์บอนปริมาตร 3,000 มิลลิลิตร ท่ีมีการเติม
แหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสม จากการทดลอง 3.2.5 ท าการเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิและอตัราการกวนท่ี
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เหมาะสมจากการทดลอง 3.2.5 เก็บตวัอย่างเป็นช่วงๆ ตลอดการหมกั น ามาวิเคราะห์เช่นเดียวกบั
การทดลองท่ี 3.2.4 
 3.2.7 กำรศึกษำกำรผลิต PHB จำกไฮโดรไลเซตของมันส ำปะหลังด้วยกำรหมักแบบกึ่งกะใน
ระดับฟลำสก์  
 ถ่ายกลา้เช้ือ A. eutrophus จากขอ้ 3.2.3 ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ลงในอาหารสูตรผลิต 
PHB เช่นเดียวกบัการทดลองท่ี 3.2.6 โดยแปรผนัปริมาตรอาหารเร่ิมตน้เท่ากบั 25 50 หรือ 75 
เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรท างาน (1/4 2/4 หรือ 3/4) ท าการหมกัในสภาวะท่ีเหมาะสมจากการทดลอง 
3.2.5 เม่ือน ้ าตาลทั้งหมดใกลจ้ะหมด ท าการเติมอาหารสูตรผลิต PHB (เช่นเดียวกบัการเติมอาหาร
เร่ิมตน้) ลงไปใน ฟลาสก ์คร้ังละ 25 เปอร์เซ็นต ์(1/4) จนครบปริมาตรท างาน (working volume) ท า
การหมกัท่ีอุณหภูมิและอตัราการกวนท่ีเหมาะสมตลอดการทดลอง เก็บตวัอยา่งเป็นช่วงๆตลอดการ
หมกั น ามาวเิคราะห์เช่นเดียวกบัการทดลองท่ี 3.2.4 
 3.2.8 กำรศึกษำกำรผลิต PHB จำกไฮโดรไลเซตของมันส ำปะหลังด้วยกำรหมักแบบกึ่งกะใน
ถังหมักขนำด 5 ลติร 
 เพาะเล้ียง A. eutrophus TISTR 1095 ในอาหารสูตรผลิต PHB ซ่ึงใชไ้ฮโดรไลเซตของ
มนัส าปะหลงัเป็นแหล่งคาร์บอนเช่นเดียวกบัสภาวะท่ีเหมาะสมในการทดลอง 3.2.7 โดยปริมาตร
ท างานเท่ากบั 3,000 มิลลิลิตร ท าการหมกัในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร เก็บตวัอยา่งเป็นช่วงๆ ตลอดการ
หมกั น ามาวเิคราะห์เช่นเดียวกบัการทดลองท่ี 3.2.4 
3.3 กำรวเิครำะห์  
 3.3.1  กำรวเิครำะห์ควำมเข้มข้นของน ำ้ตำลรีดิวซ์ด้วยวธีิดีเอน็เอส (DNS method) 

 3.3.1.1 ปิเปตสารละลายตวัอยา่ง (ท่ีผ่านการแยกเซลล์ออกแลว้) หรือสารละลายกลูโคส
มาตรฐาน (แต่ละความเขม้ขน้) ท่ีตอ้งการวเิคราะห์ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 

 3.3.1.2 เติมสารละลาย DNS ลงไป 0.5 มิลลิลิตร 
 3.3.1.3 น าไปตม้ในน ้ าเดือดเป็นเวลา 5 นาที และแช่หลอดทดลองในน ้ าเยน็จนกระทัง่

ตวัอยา่งเยน็ 
 3.3.1.4 เติมน ้ ากลัน่ลงไป 5 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนัแลว้น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคล่ืน 520 นาโนเมตรโดยใชน้ ้ากลัน่เป็นblank 
 3.3.1.5 น าค่าการดูดกลืนแสงไปเทียบกบักราฟมาตรฐาน เพื่อหาความเขม้ขน้ของน ้ าตาล

รีดิวซ์ในสารละลาย หรือค านวณจากสมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน 
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       3.3.2 กำรวิเครำะห์ควำมเข้มข้นของน ้ำตำลทั้งหมดด้วยวิธีฟีนอลซัลฟูริก (phenol-sulfuric 
acid method) 
 3.3.2.1 ปิเปตสารละลายตวัอย่างหรือสารละลายกลูโคสมาตรฐาน (แต่ละความเขม้ขน้) 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองค่อย ๆ เติมสารละลายฟีนอลความเขม้ขน้ 5 เปอร์เซ็นต์
โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร (%w/v) 0.5 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ท่ากนั  
 3.3.2.2 เติมกรดซัลฟูริกปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ลงไปอย่างช้า โดยค่อย ๆ ปล่อยกรด       
ซลัฟูริกลงด้านขา้งหลอด เขย่าให้เขา้กนัระวงัความร้อนท่ีเกิดข้ึน 
 3.3.2.3 ตั้งหลอดทดลองทิ้งไว ้10 นาที จากนั้นเขยา่อีกคร้ัง ตั้งทิ้งไวอี้ก 20 นาที 
 3.3.2.4 น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 490 นาโนเมตร โดยใชน้ ้ ากลัน่เป็น 
Blank 
 3.3.2.5 น าค่าการดูดกลืนแสงไปเทียบกบักราฟมาตรฐาน เพื่อหาความเขม้ขน้น ้ าตาล
ทั้งหมดในสารละลาย หรือค านวณจากสมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน 
 3.3.3  กำรวดัค่ำควำมขุ่นของเซลล์ (optical density) 

 ปิเปตสารละลายเซลลล์งในคิวเวท (cuvette) น าไปวดัค่าความขุ่นของเซลล์ท่ี 650 นาโน
เมตร โดยใชน้ ้ากลัน่เป็น blank  

 3.3.4  กำรวเิครำะห์ควำมเข้มข้นของ PHB 
 3.3.4.1 ปิเปตสารละลายเซลลป์ริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง  

 3.3.4.2 เติมสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรด์ความเข้มข้น 6.25 เปอร์เซนต์โดย

ปริมาตรลงไป 1 มิลลิลิตร 

 3.3.4.1 บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

 3.3.4.2  น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นค่อยๆ รินส่วน

ใสทิ้ง  

 3.3.4.3 ปิเปตน ้ากลัน่ลงไปและน าไปป่ันเหวีย่งเช่นเดียวกบัการทดลองท่ี 4.4.4 อีกคร้ัง 

 3.3.4.4 ละลายตะกอนลงในน ้ากลัน่ปริมาตร 3 มิลลิลิตรแลว้ถ่ายลงในหลอดทดลอง 

 3.3.4.5 เติมสารละลายคลอโรฟอร์มร้อนปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนัเป็นเวลา 1 

นาที 

 3.3.4.6 ปิเปตสารละลายชั้นของคลอโรฟอร์ม (ชั้นล่างสุดในหลอดทดลอง) น าไปแช่

ในอ่างน ้าร้อน 
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 3.3.4.7 เม่ือสังเกตเห็นตะกอนเป็นสีขาวท่ีก้นของหลอดทดลอง ให้เติมกรดซัลฟูริก

เขม้ขน้ปริมาตร 10 มิลลิลิตรใส่ลงในหลอดทดลอง น าไปแช่ในอ่างน ้าเดือดเป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

 3.3.4.8  ท าใหเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้นน ามาวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 235 นาโนเมตร 

โดยใชก้รดซลัฟูริกเขม้ขน้เป็น blank 

3.3.5  กรำฟมำตรฐำนของ PHB 

3.3.5.1 ละลาย PHB 0.5 กรัมลงในกรดซัลฟูริกเขม้ขน้ ปรับปริมาตรในขวดปรับ

ปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลาย PHB ความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

3.3.5.2 ดูดสารละลายจากขอ้ 4.5.1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในกรดซลัฟูริกเขม้ขน้ ปรับ

ปริมาตรในขวดปรับปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร จะได้สารละลาย PHB ความเข้มข้น 200 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

3.3.5.3 น าสารละลายจากขอ้ 4.5.2 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงในกรดซัลฟูริกเขม้ขน้

ปริมาตร 18 มิลลิลิตร จะไดค้วามเขม้ขน้ 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

3.3.5.4 น าสารละลายจากขอ้ 4.5.3 มาเจือจางกบักรดซลัฟูริกเขม้ขน้ ให้ไดค้วามเขม้ขน้ 

1 2 4 6 8 และ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

3.3.5.5 น าสารละลาย PHB แต่ละความเขม้ขน้มาแช่ในอ่างน ้าเดือดเป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

3.3.5.6 ทิ้งใหเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง น ามาวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 235 นาโนเมตร 

3.3.5.7 น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดม้าสร้างกราฟความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าความเขม้ขน้

ของ PHB กบัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 235 นาโนเมตร 

 3.3.6  กำรค ำนวณ 

 3.3.6.1 ผลได้ของPHB (yield of PHB; YP/S) 

YP/S =   

 [P] = ความเขม้ขน้ของ PHB ท่ีถูกผลิตข้ึน (กรัมต่อลิตร) 
 [S] = ความเขม้ขน้ของน ้าตาลทั้งหมดท่ีถูกใชไ้ป (กรัมต่อลิตร) 
 3.3.6.2 ผลได้ของPHB ต่อหน่วยของเซลล์ (YP/X) 

YP/X =   

 [P] = ความเขม้ขน้ของ PHB ท่ีถูกผลิตข้ึน (กรัมต่อลิตร) 
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 [x] = ความเขม้ขน้ของมวลเซลลท่ี์เจริญเติบโตข้ึน (กรัมต่อลิตร) 
 3.3.6.3 เปอร์เซ็นต์กำรสะสม PHB ภำยในเซลล์ (%PHB content) 

% PHB content = × 100 

 [P] = ความเขม้ขน้ของ PHB ท่ีถูกผลิตข้ึน (กรัมต่อลิตร) 
 [x] = ความเขม้ขน้ของมวลเซลลท่ี์เจริญเติบโตข้ึน (กรัมต่อลิตร) 

 3.3.6.4 อตัรำกำรผลติ PHB ทั้งหมด Total PHB productivity; QP 

QP (g/h) =   × v 

 [P max] = ความเขม้ขน้ของ PHB ท่ีถูกสร้างข้ึนสูงสุด (กรัมต่อลิตร) 
 h  = เวลาท่ีจุลินทรียใ์ชใ้นการผลิต PHB ไดสู้งสุด (ชัว่โมง) 
 v = ปริมาตรท างาน (ลิตร) (working volume) 
3.4  สถำนทีท่ ำกำรทดลอง 

 สาขาชีววทิยา  คณะวทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ี มหาวทิยาลยัเทคโนโลยีราชมงคลธญับุรี 


