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บทท่ี 3 

 
วิธีการวิจัย 

 
 

งานวิจัยนี้ไดแบงการดําเนินงานออกเปน  4  ขั้นตอนดังนี้ 
ขั้นตอนที่ 1   ดําเนินการศึกษาผลของคาพีเอชที่เหมาะสมตอการผลิตเสนใยเซลลูโลส

จากเปอรเซ็นตผลได  (%Yield)  ของการเปลี่ยนน้ําตาลเปนเซลลูโลส  รวมทั้งศึกษามวลและความ
หนาของเยื่อบางเซลลูโลส   ขั้นตอนสุดทายทําการตรวจสอบปริมาณน้ําตาลและความหนาแนนของ
แบคทีเรียระหวางการเพาะเลี้ยง 

ขั้นตอนที่ 2   ศึกษาผลการเหนี่ยวนําเซลลดวยไฟฟาที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรีย   ในขั้นตอนนี้จะศึกษาปจจัยที่เกี่ยวของ  คือ เวลา  สนามไฟฟา  และความถี่   ตามลําดับ  
โดยวัดปริมาณน้ําตาลที่เหลือในอาหารเพาะเลี้ยงระหวางการเพาะเลี้ยง  และยืนยันเงื่อนไขที่ไดดวย
ความหนาแนนของแบคทีเรียและปริมาณน้ําตาลในอาหารเพาะเลี้ยงอีกครั้ง 

ขั้นตอนที่  3   ดําเนินการเตรียมเยื่อบางเซลลูโลสดวยเงื่อนไขคาพีเอช  และการ
เหนี่ยวนําเซลลดวยไฟฟาที่เหมาะสมจากขั้นตอนที่ 1  และขั้นตอนที่ 2   ตามลําดับ  โดยทําการ
เพาะเลี้ยงเปนเวลา 3  วัน  

ขั้นตอนที่   4    ทดสอบเยื่อบางเซลลูโลสที่เตรียมได  ซ่ึงแบงเยื่อบางออกเปน 2 ชุด  คือ 
ชุดควบคุม  (CC4S)  และชุดเหนี่ยวนําเซลลดวยไฟฟา  (CE4S) 

โดยทุกขั้นตอนจะมีวัสดุ  อุปกรณ  และวิธีดําเนินการดังนี้ 
 
3.1 วัสดุ 

3.1.1    น้ําตาลซูโครส (Sucrose, มิตรผล) 

3.1.2    เปปโตส  (Peptose, Becton Dickinson) 

3.1.3    Yeast  extract  (Becton Dickinson) . 
3.1.4    Na2HPO4  (Riedel-de Haën) . 
3.1.5    กรดซิตริก  (Citric  acid, วิทยาศรม) 

3.1.6    Agar (Merck) . 
3.1.7    กรดไฮโดรคลอริก (HCl, Merck) 
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3.1.8    โซเดียมโฮดรอกไซด (NaOH, AR Grade, Merck) 

3.1.9    สารละลายเอทธานอล (99.8%, Liquor Distillery Organization) 

3.1.10 สารละลายเมทธานอล  (99.0%,วิทยาศรม) 

3.1.11 Poly Ethylene Glycol (PEG)  น้ําหนักโมเลกุล  20   35  100  และ  200 kDa 

3.1.12 แบเรียมคลอไรค  (BaCl2 , Sharlau) 

3.1.13 ไอโอดีน (I2 , Sharlau) 

3.1.14 โปแตสเซียมไอโอไดด  (KI, Sharlau) 

3.1.15 น้ํากลั่น 

3.1.16 กระดาษฟลอยด 
3.1.17 แผนนิกเกิล 99.0% (Advent, England) 

 
3.2  อุปกรณ 

3.2.1    เครื่องแกวสําหรับการเพาะเลี้ยง เชน จานแกว (petridish)  บีกเกอร  กระบอกตวง 
ขวดแกว  แทงแกวคน  หลอดหยด 

3.2.2    Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

3.2.3    เครื่อง centrifuge  (Denver Instrument, Force7) 

3.2.4    ปเปต  ขนาด  0.5   1  และ 5 มิลลิลิตร 

3.2.5    ไมโครปเปต (Nichiryo, model 50000DG) 

3.2.6    ชอนสําหรับตวง 
3.2.7    พีเอชมิเตอร  (pH  meter; Densor, Model 20) 

3.2.8    เครื่องวัดปรมิาณน้ําตาล (ERMA, REF513) 

3.2.9    เครื่องชั่งระบบดิจิตอลแบบทศนิยม  4  ตําแหนง (Mettler, PL400) 

3.2.10 เครื่องชั่งระบบดิจิตอลแบบทศนิยม 3  ตําแหนง (Sartorius, RP310 S) 

3.2.11 ปากคีบปลายแบนและปลายแหลม (forcep) 

3.2.12 ตูอบ (Memert, model 400) 

3.2.13 เครื่องนึ่งความดันสูง (autoclave; Hirayama, H43D) 

3.2.14 ไมโครมิเตอร 
3.2.15 นาฬิกาจับเวลา (casio, HS-5) 

3.2.16 เครื่องกําเนิดสญัญาณไฟฟากระแสสลับ (Function generator, Model DS340) 

3.2.17 เครื่องออสซิสโลสโคป (Oscilloscpoe  รุน ss-7802A 20 MHz, Iwatsu) 
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3.2.18 เครื่องขยายสัญญาณไฟฟา (Differential Amplifier) 

3.2.19 สายโคแอกเชยีล 

3.2.20 ลวดเงินขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.35 มิลลิเมตร 

3.2.21 Calomel electrode 1 คู (Activon, AEP111 single junction reference probes)  
3.2.22 Chamber สําหรับประกอบเยื่อบางเพื่อวัดสมบัติทางไฟฟาของเยื่อบาง 
3.2.23 ระบบทดสอบแบบปดตาย 

3.2.24 เครื่องกวนแบบใหความรอน (Hot plate with stirrer; Heidolph, PL 400) 

3.2.25 เครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร (Spectrophotometers, Spectronic® 20+ series) 

3.2.26 กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (JEOS JSM, Model 5800LV) 

3.2.32 ถาดพลาสติกขนาด 20 × 30 เซนติเมตร 

3.2.33 หลอดไฟยูวี  (Sankyo  Denki Germicidal Lamp) 

 
3.3 วิธีดําเนินการ 

 3.3.1 การเพาะเลี้ยงแบคทเีรีย   

สูตรอาหารที่ใชเพาะเลี้ยงแบคทีเรียดัดแปลงจากสูตรอาหาร  HS ซ่ึงประกอบดวย  4% 

(w/v) sucrose, 0.5%(w/v) peptone, .0.5%(w/v) yeast extract, 0.033%(w/v)  Na2HPO4

และ  0.0115%(w/v)  citric acid โดยปรับคาพีเอชตามที่ตองการดวย  HCl 1.94 N หรือ NaOH 

1.5 N (Dubey V., et al., 2002) จากนั้นนําไปนึ่งในหมอนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน  115 ปอนด
ตารางนิ้ว-1  อุณหภูมิ 1210 C เปนเวลา 15 นาที  (Naritomi T., et al.,1998)  ตั้งทิ้งไวจนเย็น  เท
อาหารเพาะเลี้ยงปริมาตร 50 มิลลิลิตร ลงในจานแกว (petridish)  ขนาดเสนผานศูนยกลาง 90 
มิลลิเมตร ซ่ึงผานการฆาเชื้อดวยวิธีเดียวกัน   แลววางในตูที่เช็ดดวยแอลกอฮอล 70%(v/v)   และ
เปดแสงยูวี (30 Watt, Sankyo  Denki Germicidal Lamp)  นาน 1 ช่ัวโมงกอนการเพาะเลี้ยง   
ทุกการทดลองใชแบคทีเรีย   Acetobacter xylinum  ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร   ที่มีความหนาแนน
เซลล 1 × 106 cfu ml-1  (ดูวิธีการหาความหนาแนนของแบคทีเรียในภาคผนวก ข)   เพาะเลี้ยง
เซลลในตูเปนเวลา  3  วัน  ที่อุณหภูมิ  27.0 ± 2.4  โดยใหแสง  1,000  ลักซ  นาน 12  ช่ัวโมงวัน-1 
 

3.3.2 การหาคาพีเอชที่เหมาะสมตอการผลิตเซลลูโลส 

เพาะเลี้ยงแบคทีเรียตามวิธีการในหัวขอ 3.3.1  โดยผันแปรคาพีเอชระหวาง 3.0-8.0  
เปรียบเทียบเปอรเซ็นตผลได (%Yield)   การใชปริมาณน้ําตาล  มวลและความหนาของแผน
เซลลูโลสที่แบคทีเรียผลิต โดยเก็บเกี่ยวผลผลิตทุก ๆ 3 วันจนกระทั่งอาหารเพาะเลี้ยงแหงหมด  
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เปอรเซ็นตผลไดหาจากอัตราสวนระหวางมวลรวมที่เก็บเกี่ยวไดกับมวลของน้ําตาลเริ่มตน ในที่นี้
คือน้ําตาลซูโครสที่เปนสวนประกอบของอาหารเพาะเลี้ยง  โดยมีมวลรวม 2 กรัมในอาหาร
เพาะเลี้ยง 50 มิลลิลิตร (ดูการคํานวณในภาคผนวก ค)   หลังจากศึกษาในเบื้องตนแลว  ไดเลือกชวง
พีเอชที่แคบลงเพื่อทําการทดลองซ้ําหาคาพีเอชที่เหมาะสมเพียงคาเดียว 

 
3.3.3 วิธีการเหนี่ยวนําเซลลดวยไฟฟา 

ประกอบอุปกรณเพื่อการเหนี่ยวนําเซลลทํานองเดียวกับวิธีการของอมรรัตน (2546)   

แตขยายใหใหญขึ้นเปน   1.4 × 9.5 × 4.5 เซนติเมตร  ซ่ึงสามารถบรรจุแบคทีเรียไดปริมาตร 50 

มิลลิลิตร   สวนขั้วไฟฟาทําดวยนิกเกิล 99.0 % (Advent, England)  หนา 0.25 มิลลิเมตรมี
ลักษณะเปนแผนระนาบจํานวน  2  แผนวางขนานกัน    ใหมีระยะหางระหวางแผนขนาน 1.4  
เซนติเมตร    แลวตอขั้วไฟฟาแผนขนานเขากับตนกําเนิดสัญญาณไฟฟากระแสสลับที่ผันแปร
ศักยไฟฟาและความถี่สัญญานไฟฟาได    การทดลองนี้ไดใชออสซิลโลสโคปตรวจสัญญาณไฟฟาที่
ใหแกเซลลตลอดชวงการเหนี่ยวนํา   ภาพประกอบที่  3.1  แสดงการตออุปกรณเพื่อการเหนี่ยวนํา
เซลล 

 

 
ภาพประกอบที่  3.1  การตออุปกรณทางไฟฟาเพื่อการเหนี่ยวนําเซลล 

 

 

Oscilloscope

 

Function   
Generator 

ขั้วไฟฟา 
4.5 cm 

9.5 cm 
1.4 cm 

ลวดทองแดง 
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3.3.4  การหาเงื่อนไขเวลา   สนามไฟฟา    และความถี่ของสัญญาณไฟฟาที่เหมาะสมตอการ 
ผลิตเซลลูโลส 

ทําการเหนี่ยวนําแบคทีเรียตามวิธีการในหัวขอ 3.3.3 ในอาหารเพาะเลี้ยงที่มีคาพีเอชที่
เลือกจากผลที่ไดจากวิธีการในหัวขอ  3.3.2   โดยขั้นตนไดใชคาศักยไฟฟาที่  7.5 Vp-p    เทากับที่
พบในเซลลยีสต  (อมรรัตน, 2546)   ที่ทําใหเซลลยีสตมีการใชน้ําตาลในปริมาณมาก    ใชความถี่
คงที่   0.5 MHz   และผันแปรเวลาที่ใชในการเหนี่ยวนําเซลลระหวาง 1-10 นาทีกอนการเพาะเลี้ยง   
นําเซลลที่เหนี่ยวนําแลวไปเพาะเลี้ยงตามวิธีการในหัวขอ 3.3.1   ศึกษาผลที่ไดโดยการวัดปริมาณ
น้ําตาลที่เหลือในอาหารเพาะเลี้ยง       โดยคาดวาปริมาณน้ําตาลที่ลดลงจะสัมพันธกับการผลิต
เซลลูโลสของเซลล     เมื่อไดเวลาเหมาะสมที่ทําใหน้ําตาลลดลงเร็วที่สุดแลว  จึงศึกษาปจจัย
ทางดานสนามไฟฟาและความถี่ดวยวิธีเดียวกันกับเวลา   โดยคาศักยไฟฟาผันแปรระหวาง  1-7.5 

Vp-p     และคาความถี่ผันแปรระหวาง   102-106  Hz    นอกจากจะศึกษาโดยใชปริมาณน้ําตาลที่
ลดลงเปนตัวบงชี้แลว  ไดวิเคราะหหาความหนาแนนเซลลเพื่อเปนการตรวจสอบอีกทางหนึ่ง  
 

3.3.5 การเตรียมเยื่อบาง   
หลังจากศึกษาไดเงื่อนไขที่เหมาะสมของคาพีเอชตามหัวขอ  3.3.2  และเงื่อนไขการ

เหนี่ยวนําเซลล  (เวลา  ศักยไฟฟา  และความถี่)  ตามหัวขอ 3.3.4  ไดเพาะเลี้ยงแบคทีเรียตามวิธีการ
ในหัวขอ 3.3.1 นําแผนเซลลูโลสที่แบคทีเรียผลิตได 3 วัน ไปตมในน้ํากลั่นที่อุณภูมิ 90 oC  เพื่อให
แบคทีเรียตาย  (Evans B.R., et al., 2003)    แลวแชในสารละลาย  NaOH 1.5 N   เปนเวลา 48 
ช่ัวโมงที่อุณหภูมิหองเฉลี่ย 27 oC  เพื่อขจัดเซลลในแผนเซลลูโลสตามวิธีการของ Toda K., et al. 

(1997) หลังจากนั้นนําแผนเซลลูโลสที่ไดลางในน้ํากลั่น  จนกระทั่งน้ําลางมีคาพีเอชเทากับน้ํากลั่น 
(พีเอช 6.7)   นําไปแชใน  HCl 1.94 N  นาน 1 ช่ัวโมงเพื่อปรับสภาพของแผนเซลลูโลส     แลวนํา
แผนเซลลูโลสไปอบใหแหงที่อุณหภูมิ  37oC   เปนเวลา  48 ช่ัวโมง  ในการนี้น้ําหนักของแผน
เซลลูโลสหายไป 99.0 %  จะเรียกเยื่อบางที่ผลิตไดจากเงื่อนไขพีเอชที่เหมาะสมในหัวขอ 3.3.2  
วาเยื่อบางชุดควบคุม  (CC4S)    และเรียกเยื่อบางที่ผลิตไดจากเงื่อนไขการเหนี่ยวนําเซลลในหัวขอ  
3.3.4   วาเยื่อบางชุดเหนี่ยวนํา  (CE4S) 

  
3.3.6 การศึกษาขนาดรูและความพรุนของเยื่อบาง 

เยื่อบางชุดควบคุม (CC4S)  และเยื่อบางชุดที่เซลลถูกเหนี่ยวนําดวยไฟฟา (CE4S)   
ถูกนําไปศึกษาขนาดรู   โดยใชโปรแกรมคารนอย (Carnoy Software)   วิเคราะหหาขนาดรูของ
เยื่อบางบนพื้นที่ของภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (Scanning Electron 
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Microscope, SEM)  โดยจะปอนขนาดของพื้นที่ใหโปรแกรมทําการวิเคราะหขนาดรู  โดยอาศัย
จุดดําบนภาพ  จากนั้นก็จะคํานวณพื้นที่ทั้งหมดของรู   โปรแกรมนี้สามารถปรับสีของภาพเพื่อให
จุดดําตางจากสีของพื้นที่เยื่อบางอยางชัดเจน   นําคาที่ไดไปเขียนกราฟระหวางความถี่ของจํานวนรู
และขนาดรู     จะไดภาพการกระจายของรูบนเยื่อบางในพื้นที่ที่เลือก     สวนความพรุนหาไดจาก
สมการที่ 3.1  เพื่อใหไดขอมูลที่ถูกตองยิ่งขึ้น  ควรถายภาพที่มีกําลังขยายไมสูงจนเกินไป  เพื่อได
ภาพถายที่มีพื้นที่มากพอ   ซ่ึงในงานวิจัยนี้ไดใชกําลังขยายที่  30,000 X 

   
                                          Porosity  =  ( Ap / Am ) × 100                                        ( 3.1 ) 
 
เมื่อ    Ap     คือ    พื้นที่รูพรุนของเยื่อบาง 
         Am     คือ   พื้นที่ทั้งหมดของเยื่อบาง  ซ่ึงการทดลองนี้ใชคาคงที่  14.3 µm2 

 
3.3.7 การหาเปอรเซน็ตการบวมน้าํของเยื่อบาง 

ตัดเยื่อบางเปนแผนสี่เหล่ียมขนาด 1×1 เซนติเมตร   นําไปชั่งน้ําหนักของเยื่อบางขณะ
แหงแตละแผนแลวบันทึกผล  แลวแชเยื่อบางในน้ํากลั่น  สุมตัวอยางเยื่อบางทุก ๆ  1 นาทีซับน้ํา
ดวยกระดาษกรอง    นําไปชั่งหามวลของเยื่อบางแลวบันทึกผล   ผลตางระหวางมวลทั้งสองคา
นําไปหาเปอรเซ็นตการบวมน้ําจากสมการ  2.1 

 
3.3.8 การหาสภาพใหซึมผานของน้ํา  (Hydraulic permeability) 

ใชวิธีเดียวกันกับ Wanichapichart P.  และคณะ (2002)  กลาวคือ แชเยื่อบางขนาด
เสนผานศูนยกลาง  4.7  เซนติเมตรในน้ํากลั่น    จนกระทั่งเยื่อบางบวมน้ําสูงสุด   (ตามขอมูลจาก
หัวขอ  3.3.7)  แลวจัดเยื่อบางลงในอุปกรณทดสอบแบบปดตาย  ดังภาพประกอบที่ 3.2  คอย ๆ 
เพิ่มความดันจาก  50 - 250 kPa   แตละความดันบันทึกมวลน้ําที่ผานเยื่อบางทุก ๆ 3 นาที  คํานวณ
คาเพอมิเอทฟลักซในหนวย  L m-2 h-1   เขียนกราฟความสัมพันธระหวางเพอมิเอทฟลักซ (J) กับ
ความดัน (P)  ความชันของกราฟคือคาสภาพใหซึมผานของน้ํา (Lp)  ตามที่กลาวไวในสมการ  2.2 
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ภาพประกอบที่  3.2   แสดงอุปกรณชุดทดสอบการกรองแบบปดตาย   
 

3.3.9 การหา  MWCO  ของเยื่อบางเซลลูโลส 

งานวิจัยนี้ใช  PEG  ทดสอบการกักกันเพื่อหาคา MWCO  โดยกรองสารละลาย  PEG   
ที่ความเขมขน  50 ppm.  (Sabde A.D., et al., 1997)  น้ําหนักโมเลกุล  20   35   100  และ   
200 kDa    ใชความดันคงที่ 100 kPa (Sabde A.D., et al., 1997)    ในระบบการกรองแบบปด
ตาย  (หัวขอ 3.3.8)  แลว หาความเขมขนของ PEG  ในเพอมิเอทดวยวิธี   Spectrophotometry   

ที่ความยาวคลื่น  535 nm  (ดูรายละเอียดในภาคผนวก ง)   นําคามาคํานวณเปอรเซ็นตการกักกัน  
PEG  โดยอาศัยสมการ 2.3 
 

3.3.10 การศึกษาดวยวิธีอิมพีแดนซสเปคโตรสโคป 
จัดเยื่อบางขนาดเสนผานศูนยกลาง 4.7 เซนติเมตรในอุปกรณดังภาพประกอบที่ 3.3   

เติมสารละลายโปแตสเซียมคลอไรดเขมขน 1 mM  ลงในชองทั้งสองดาน  ตอปลายทั้งสองของ 
Calomel electrode (Hg2Cl2) เขากับ Differential Amplifier  เพื่อวัดศกัยไฟฟาของเยื่อบางใน
สารละลายดังกลาว โดยมีตวัตานทาน (R=12 kΩ)  ตออนุกรมกับระบบวัด  เพื่อสามารถคํานวณ
กระแสของวงจรไดและใช Ag/AgCl เปนตัวจายสัญญาณไฟฟาใหแกระบบวดั ปอนสัญญาณ 
ไฟฟาที่ความถี่ระหวาง 50 Hz-100 kHz  จาก Function Generator  แลววัดคาศักยไฟฟา VR    

Vm  และผลตางมุมเฟส (∆φ) ระหวางศักยไฟฟาทั้งสองจากชองสัญญาณที่ 1 และชองสัญญาณที่ 2 
ของOscilloscope   คํานวณคาอิมพีแดนซ (Z)  สภาพนําไฟฟา (Geff)  และความจทุางไฟฟา (Ceff)   

Feed 

Permeate 
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ของเยื่อบางจากสมการ 2.5 และ 2.6     แลวนําขอมูลที่ไดไปเขยีนกราฟแสดงความสัมพันธระหวาง   
Z    Geff    Ceff   กับความถี่  (f)   ของสัญญาณปอน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

ภาพประกอบที่  3.3  การจัดวางอุปกรณการวัดคาอิมพีแดนซ (Z)   สภาพนําไฟฟา (Geff)   
                                           และความจุทางไฟฟา   (Ceff)  ของเยื่อบางโดยใชกระแสไฟฟาสลับ 
 
 
 

R
Membrane

R 

Differential 
Amplifier 

Oscilloscope 

VR

VZ

  KCl 1 mM        KCl 1 mM 

Ag/AgCl 

Calomel electrode

50 Hz – 100 kHz

= 12 kΩ


