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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

ตัวยอ     คําอธิบาย 
DCW     น้ําหนกัเซลลแหง 
g/l     กรัมตอลิตร 
g/l-h     กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 
h     ช่ัวโมง 
PHB / P(3HB)    พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตหรือ พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) 
P(3HB) conc.    ความเขมขนของ P(3HB) 
P(3HB) prod.    อัตราการผลิต P(3HB) 
% DCW    เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง 
μ     อัตราการเติบโตจําพาะ 
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บทที่  1 
บทนํา 

 

ปจจุบันพลาสติกสังเคราะหจากอุตสาหกรรมปโตรเคมีไดเขามามีบทบาทอยางมากใน
ชีวิตประจําวัน  สําหรับการนํามาใชเพื่อเปนวัสดุบรรจภุัณฑทดแทนแกวและกระดาษ  เนื่องดวย
คุณสมบัติท่ีดกีวาของวัสดพุลาสติก  พลาสติกสังเคราะหเปนวัสดุท่ีมีน้ําหนกัเบา มีความคงทน
แข็งแรง มีสีสันสวยงาม และเปนวัสดุท่ีสามารถปรับแตงใหมีลักษณะพเิศษตามตองการได  ในขณะ
ท่ีความนิยมในการนําพลาสติกมาใชงานตางๆ เพิ่มข้ึนอยางตอเนื่อง  กย็ิ่งทําใหขยะพลาสติกเพิ่ม
มากข้ึน  โดยเฉพาะอยางยิ่งบรรจุภณัฑพลาสติกท่ีมีอายุการใชงานส้ันและมีปริมาณการใชอยูเปน
จํานวนมากในสังคมเมือง  เชน ถุงพลาสติก ฟลมหออาหาร และกลองโฟมอาหารเหลานี้ เปนตน  
พลาสติกสังเคราะหสวนใหญเปนผลพลอยไดท่ีไดจากอุตสาหกรรมปโตรเคมี  ซ่ึงอยูในรูปของพอลิ
พรอพิลีน (polypropylene) หรือ PP พอลิเอทิลีน (polyethylene) หรือ PE และพอลิไวนิลคลอไรด  
(polyvinylchloride)  หรือ PVC พลาสติกสังเคราะหเหลานี้กอใหเกิดปญหาของการเปนวัสดุเหลือ
ท้ิงจากชุมชน  และสงผลกระทบโดยตรงตอส่ิงแวดลอมอยางรุนแรง  และเนื่องจากพลาสติกท่ีใช
แลวเหลานี้มีการปนเปอนจากการใชงานคอนขางมากจึงไมคอยนยิมท่ีจะนําไปหมุนเวียนเพ่ือแปร
รูปนํากลับมาใชงานใหม  อีกทั้งการกาํจัดพลาสติกสังเคราะหกระทําไดยาก  และจุลินทรียใน
ธรรมชาติไมสามารถยอยสลายไดงาย  ดังนั้นเพื่อลดปญหาของพลาสติกสังเคราะหท่ีเปนมลพิษใน
ส่ิงแวดลอม  จงึมีความสําคัญในการศึกษาวจิัยเพื่อผลิตพลาสติกท่ียอยสลายได  เชน  พอลิไฮดรอกซี
แอลคาโนเอต (polyhydroxyalkanoate, PHA)  พอลิแลคติกแอซิด (polylactic, PLA)  อลิฟาติกพอลิ
เอสเทอร (aliphatic polyester) พอลิแซคคาไรด (polysaccharides)  รวมถึงโคพอลิเมอรและอนุพันธ
ผสมของพอลิเมอรเหลานี้ (Chen and Wu, 2005)  เพื่อใชทดแทนพลาสติกท่ียอยสลายไมได 

พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต หรือ P(3HB) เปนพอลิเอสเทอรท่ีสรางและสะสมข้ึนภายในเซลล  
จุลินทรียหลายชนิดเพื่อใชเปนแหลงพลังงานและแหลงคารบอน การกระตุนใหจลิุนทรียมีการ
สังเคราะห P(3HB) ทําไดโดยการเล้ียงจุลินทรียภายใตภาวะการเจริญท่ีไมสมดุล (unbalanced 
growth condition) ไดแก ภายใตภาวะท่ีจํากัดหรือขาดแคลนของสารอาหารบางชนิด เชน 
ไนโตรเจน ออกซิเจน ฟอสฟอรัส  ซัลเฟอร  หรือ แรธาตุ แตมีแหลงคารบอนท่ีมากเกินพอ (Chen 
และ Wu, 2005; Pandian และคณะ, 2010; Keshavarz และ Roy, 2010)  P(3HB) ท่ีจุลินทรีย
สังเคราะหข้ึนถูกเก็บไวในแกรนูลภายในไซโตพลาสซึมของเซลล  โดยจํานวนและขนาดของ
แกรนูลในแตละเซลล จะแตกตางกันไปตามชนิดของจลิุนทรีย พลาสติกชนิดนี้ถูกยอยสลายไดอยาง
สมบูรณโดยธรรมชาติ (biodegradable plastics) และจากการยอยสลายจะใหสารท่ีไมเปนอันตราย
ตอส่ิงแวดลอม ไดแก คารบอนไดออกไซด น้ํา และกรดคารบอกซิลิก (Evans และSikdar, 1990; 
Luengo และคณะ, 2003)  
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มูลเหตุจูงใจในการวิจัย 
P(3HB) เปนพลาสติกท่ีถูกยอยสลายไดอยางสมบูรณโดยธรรมชาติ สารท่ีไดจากการยอย

สลาย  ไดแก น้ํา คารบอนไดออกไซด และกรดคารบอกซิลิก  ไมเปนพิษตอส่ิงแวดลอม   P(3HB) มี
สมบัติทางเคมี กายภาพ และเชิงกลที่ใกลเคียงกับพลาสติกสังเคราะหท่ีไดจากอุตสาหกรรมปโตร
เคมี (Lee, 1996)  ทําให P(3HB) ไดรับความสนใจที่จะนํามาผลิตเปนพลาสติกเพื่อใชทดแทน
พลาสติกท่ีใชกันในปจจุบัน นอกจากนีย้ังมีสมบัติท่ีเขากันไดกับเนื้อเยือ่ส่ิงมีชีวิต (biocompatibility)  
มีสมบัติเปนเทอรโมพลาสติก และสามารถนําไปผสมกับพอลิเมอรอ่ืนๆเพื่อใหมีสมบัติตามตองการ
ได  ดังนั้นจึงสามารถนํามาประยุกตใชประโยชนในหลายดาน  ท้ังในดานการแพทยและเภสัชกรรม 
ไดแก การนํามาใชเปนวัสดทุางศัลยกรรม เชน หลอดเลือดเทียม กระดูกเทียม เข็ม ไหมเย็บแผล  
แคปซูลบรรจุยา  เปนตน  หรืออาจนํา P(3HB) มาประยกุตใชในงานดานเกษตรกรรม  เชน เปนวสัดุ
ทําแคปซูลบรรจุยาฆาแมลง  ปุย  และฮอรโมนพืช   ใชทําแหจบัปลาสําหรับใชในนํ้าทะเลและ
สามารถใชเปนวัสดุคลุมดินในการเพาะเล้ียงตนกลาไดเปนตน  นอกจากนี้สามารถนํา P(3HB) มา
ประยุกตใชเปนวัสดุประเภทบรรจุภัณฑหรืออุปกรณใชสอยอ่ืนๆ ไดแก ขวดแชมพ ู บรรจุภัณฑ
สําหรับบรรจุอาหารประเภทถุง ภาชนะบรรจุอาหารสําเร็จรูป แผนฟลมถนอมอาหาร หรืออาจใชทํา
เปนวัสดุท่ีใชคร้ังเดียวท้ิง เชน ผาออม ผาอนามัย ดามมีดโกน เปนตน (Braunegg และคณะ, 1998; 
Steinbuchel และ Fuchtenbusch, 1998)  แตปญหาท่ีสําคัญประการหนึง่ของการประยุกตใช P(3HB) 
คือ ตนทุนในการผลิตยังสูงกวาพลาสติกสังเคราะหท่ีไดจากอุตสาหกรรมปโตรเคมี  ซ่ึงปจจัยท่ี
สงผลตอกระบวนการผลิต P(3HB) ใหมีประสิทธิภาพและมีราคาถูกลงข้ึนกับหลายปจจัย เชน  
พัฒนาสายพนัธุของจุลินทรียท่ีใช  ปรับปรุงกระบวนการหมักและวิธีสกัดแยกผลิตภัณฑ  รวมท้ัง
การเลือกใชแหลงคารบอนท่ีมีราคาถูก (Choi และ Lee, 1999)    งานวิจยันี้มีวัตถุประสงคท่ีจะใช
น้ําออยเปนแหลงคารบอนในการผลิต P(3HB)  เพื่อทําใหตนทุนในการผลิตลดลง  เนื่องจากออย
เปนพืชท่ีมีการเพาะปลูกมากในประเทศไทยและเปนพชืท่ีสามารถตัดและเก็บเกี่ยวไดหลายคร้ัง  
โดยในกระบวนการการผลิตน้ําตาลทรายจะใชออยเปนวตัถุดิบหลักและมีน้ําออยเกิดข้ึนหลาย
ข้ันตอน  ซ่ึงในน้ําออยจะประกอบไปดวยน้ําตาลชนิดตางๆ เชน  ซูโครส กลูโคส ฟรุกโตส  รวมท้ัง
วิตามิน และธาตุอาหารเปนจํานวนมาก (มิตรผลวิจัย, 2551)  
 
วัตถุประสงคของการวิจัย 
  ศึกษาการผลิต  P(3HB)  จาก Bacillus megaterium BA-019  โดยการจํากดัแหลง
ไนโตรเจนและธาตุอาหารทีสํ่าคัญบางชนิด  โดยมีแหลงคารบอนซ่ึงไดแกน้ําออยมากเกินพอ  เพ่ือ
กระตุนใหมีการสังเคราะหและสะสม P(3HB) เพิ่มมากขึ้น 
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ขั้นตอนการดาํเนินการวิจัย 
1. ศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการผลิต P(3HB) จาก Bacillus megaterium BA-019 โดยการเล้ียง

เช้ือในขวดทดลองภายใตภาวะการเจริญท่ีสมดุล (balanced growth condition) 
  2. ศึกษาผลของการจํากัดธาตุอาหารแตมีปริมาณแหลงคารบอนมากเกินพอท่ีมีตอการเจริญ   

การสังเคราะหและสะสม P(3HB)  
3.  ผลิต P(3HB) จาก Bacillus megaterium BA-019 โดยใชภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิต  

P(3HB) ท่ีศึกษาไดจากขอ 2  มาเล้ียงเช้ือในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
 
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
   สามารถใชวัตถุดิบราคาถูกในการผลิตพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตใหไดผลผลิตสูง โดย 
Bacillus megaterium BA-019   ซ่ึงสงผลใหราคาตนทุนการผลิตลดตํ่าลง 
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บทที่ 2 
ปริทัศนวรรณกรรม 

 

2.1  พลาสติกท่ียอยสลายไดทางชีวภาพ  
พลาสติกท่ียอยสลายไดทางชีวภาพ  หมายถึง  พลาสติกท่ียอยสลายไดโดยการยอยท่ีมีผลมา

จากปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนตามธรรมชาติโดยจุลินทรีย  เชน  แบคทีเรีย  รา  ยีสต  สาหราย  เปนตน โดย
พลาสติกท่ีสามารถยอยสลายไดทางชีวภาพนี้  สามารถจัดเปนกลุมได 3 ชนิด คือ 

1. พลาสติกท่ีถูกสลายตัวโดยแสงอัลตราไวโอเลต (UV degradable plastic) เนื่องจาก
พลาสติกชนิดนี้มีหมูคารบอนิล (C=O) เปนองคประกอบ ซ่ึงมีความไวสูงตอแสง UV ทําใหเกิดการ
แตกตัวในสายโซของพอลิเมอร พลาสติกจะกรอบและแตกได หรือมีการเติมสารท่ีเปนตัวเรง
ปฏิกิริยา (photoactivate) เชน เหล็ก และทองแดง เปนตน เพื่อเรงการทําลายสายพอลิเมอรเม่ือไดรับ
แสง UV (Reddy และคณะ, 2003) 
 2. พลาสติกท่ียอยสลายไดบางสวน เชน  พอลิเอทิลีน (polyethylene)  พอลิพรอพิลีน 
(polypropylene) และพอลิสไตรีน (polystyrene)   โดยพลาสติกประเภทนี้เปนพลาสติกสังเคราะหท่ี
ใสสารเติมแตงทางธรรมชาติบางชนิด  เชน  ขาว  ขาวโพด แปง  และเซลลูโลส  เปนตน  เม่ือ
อนุภาคของแปงถูกยอยโดยจุลินทรีย  พลาสติกจะออนตัวลง  มีความพรุนและมีพื้นท่ีผิวมากข้ึนชวย
ในการทําลายรางแหของพลาสติก (Reddy และคณะ, 2003) 
 3. พลาสติกท่ียอยสลายไดทางชีวภาพอยางสมบูรณ   ไดแก พลาสติกชนิดเทอรโมพอลิเอส
เทอร (biodegradable thermoplastic) ผลิตจากกระบวนการทางชีวภาพ  เทอรโมพอลิเอสเทอรนี้ถูก
สรางและสะสมไดภายในเซลลของจุลินทรียบางชนิด  และจัดอยูในกลุมสารท่ีเรียกวา พอลิไฮดรอก
ซีอัลคาโนเอท  (polyhydroxyalkanoates)  หรือ  PHA   ซ่ึง PHA นี้มีคุณสมบัติของเทอรโมพลาสติก 
คือ สามารถนํามาข้ึนรูปและทําใหเปนฟลม  แผน  ไฟเบอรได   และพลาสติกกลุมนี้สามารถถูกยอย
สลายโดยสมบูรณในธรรมชาติ (Evans และ Sikdar, 1990 ;  Brandl และคณะ, 1990 ; Reddy และ
คณะ, 2003) 
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2.2  พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอท (polyhydroxyalkanoate)  
PHA เปนพอลิเอสเทอรท่ีสรางและสะสมโดยจุลินทรียบางชนิดเทานัน้  เพื่อใชเปนแหลง

พลังงานและแหลงคารบอนใหแกเซลล  โดย PHA ถูกสังเคราะหและสะสมในแกรนูล (granule) 
ภายในไซโตพลาสซึมของเซลล เพื่อทําหนาท่ีเปนแหลงสะสมอาหารในภาวะท่ีแหลงคารบอนมาก
เกินพอขณะทีส่ารอาหารบางชนิด เชน ไนโตรเจน ออกซิเจน ฟอสฟอรัส ซัลเฟอร หรือ trace 
element อ่ืนๆ เชน แมกนีเซียม แคลเซียม เหล็ก เปนตน อยูในภาวะท่ีจํากัดหรือขาดแคลน 
(Anderson และ Dawes, 1990; Shrivastav และคณะ, 2010) โดยจํานวนและขนาดของแกรนูลในแต
ละเซลล จะแตกตางกนัไปตามชนิดของจลิุนทรีย  พลาสติกกลุมนี้สามารถถูกยอยสลายไดใน
ธรรมชาติโดยจุลินทรียท่ีมีเอนไซมดีพอลิเมอเรส (depolymerase) และเอนไซมเอสเทอเรส 
(esterase) และจากการยอยสลายจะใหสารท่ีไมเปนอันตรายตอส่ิงแวดลอม ไดแก 
คารบอนไดออกไซด น้ํา และกรดคารบอกซิลิก (Evans และSikdar, 1990) 

   PHA  ชนดิแรกท่ีถูกคนพบ คือ พอลีไฮดรอกซีบิวทิเรต(polyhydroxybutyrate) หรือ 
P(3HB) พบในเซลลของจุลินทรีย Bacillus megaterium โดยนกัวิทยาศาสตรชาวฝร่ังเศสช่ือ 
Lemoigne (Braunegg, 1998; Zinn, 2001)  ซ่ึง P(3HB) ท่ีถูกสรางและสะสมข้ึนนี้ พบวามีความ
เกี่ยวของกับการสรางสปอร (sporulation) เพราะมีการสะสมของกอนไขมัน (lipid inclusion) 
ในชวงท่ีมีการเจริญแบบคงท่ี (stationary phase) ของแบคทีเรีย สําหรับการตรวจหา PHA ในเซลล
ของ       จุลินทรียเบ้ืองตนใชเทคนิค fat stain ซ่ึงเปนการยอมสีสารประเภทไขมันท่ีสะสมอยูภายใน
เซลลแบคทีเรียโดยใชเทคนคิการยอมดวยสีไนลบลู เอ (Nile Blue A) หรือสีซูดานแบลค บี (Sudan 
black B) (รูปท่ี 2.1) (López-Cortés และคณะ,2008)         
 

    
 
รูปท่ี 2.1  เซลลท่ียอมดวยสีไนลบลู เอ (ก) และสีซูดานแบลค บี (ข)  (López-Cortés และคณะ,2008) 
 
 
 
 

ก ข 
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2.3  โครงสรางของ PHA 
 PHA มีโครงสรางเปนพอลิเอสเทอรสายตรง (liner polyester) ท่ีประกอบดวยโมโน
เมอรในกลุมไฮดรอกซีท่ีเช่ือมตอกันโดยพันธะเอสเทอรระหวางหมูคารบอกซิลิกของโมโนเมอรตัว
ท่ีหนึ่งกับหมูไฮดรอกซีของโมโนเมอรตัวท่ีสองตรงตําแหนงบีตา-คารบอน ซ่ึงเปนไครัลคารบอน 
(chiral carbon) ท่ีแสดงโครงสรางเปน R-configuration และการเช่ือมตอกันของโมโนเมอรเปน
แบบหัวตอหาง (isotactic) เชนเดียวกับพอลิพรอพิลีน (Brandl และคณะ, 1990)   
 

 
 

รูปท่ี 2.2 สูตรโครงสรางทางเคมีของ PHA (Brandl และคณะ, 1990) 
 
เม่ือ n = 1 เม่ือ  R  = ไฮโดรเจน(H) สารนี้คือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีโพรพิโอเนต) ; P(3HP) 
 เม่ือ  R  = เมทธิล(CH3) สารนี้คือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต)   ; P(3HB) 
 เม่ือ  R  = เอทธิล(C2H5)  สารนี้คือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต)     ; P(3HV) 
 เม่ือ  R  = โพรพิล(C3H7) สารนี้คือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีเฮกซะโนเอต)   ; P(3HHX) 
 เม่ือ  R  = บิวทิล(C4H9) สารนี้คือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีเฮปตะโนเอต)       ; P(3HHp) 
 เม่ือ  R  = เพนทิล(C5H11) สารนี้คือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีออกตะโนเอต)    ; P(3HO) 
 เม่ือ  R  = เฮกซิล(C6H13) สารนี้คือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีโนนาโนเอต)   ; P(3HN) 
 เม่ือ  R  = เฮปทิล(C7H15) สารนี้คือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีเดกคาโนเอต)   ; P(3HD) 
 เม่ือ  R  = ออกซิล(C8H17) สารนี้คือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีอันเดกคาโนเอต)  ; P(3HUD) 
 เม่ือ  R  = โนนิล(C9H19) สารนี้คือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีโดเดกคาโนเอต)   ; P(3HDD) 
 เม่ือ n = 2 เม่ือ  R  = ไฮโดรเจน(H) สารนี้คือ    พอลิ(4-ไฮดรอกซีบิวทิเรต)  ; P(4HB) 
เม่ือ  n = 3 เม่ือ  R  = ไฮโดรเจน(H) สารนี้คือ    พอลิ(5-ไฮดรอกซีวาเลอเรต)   ; P(5HP) 
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2.4  การจัดจําแนกชนิดของ PHA 
1. การจัดจําแนกชนิดตามจํานวนคารบอนอะตอมในหนวยโมโนเมอร (Keshavarz และ Roy, 2010) 
แบงออกเปน 3 กลุม ดังนี้ 

1.1 short-chain-length (SCL) PHAs  คือ พอลีเมอรท่ีแตละหนวยโมโนเมอร ประกอบดวย
คารบอนอะตอม 3-5 อะตอม เชน พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) พอลิ(3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต) เปนตน 

1.2. medium-chain-length (MCL) PHAs  คือ พอลิเมอรท่ีแตละหนวยโมโนเมอรประกอบ
ดวยคารบอนอะตอม 6-14 อะตอม เชน พอลิ(3-ไฮดรอกซีเฮกซะโนเอต)  พอลิ(3-ไฮดรอกซีออกตะ
โนเอต)  เปนตน 

1.3 long- chain-length (LCL) PHAs คือ พอลิเมอรท่ีแตละหนวยโมโนเมอร ประกอบดวย
คารบอนอะตอมมากกวา 14 อะตอม 
2. การจัดจําแนกชนิดโดยแบงตามชนิดของโมโนเมอรท่ีเปนองคประกอบในสายพอลิเมอร PHA 
แบงออกไดเปน 2 ประเภท คือ 
 2.1 โฮโมพอลิเมอร (homopolymer) เปนพอลิเมอรท่ีประกอบดวยโมโนเมอรเพียงชนิด
เดียวมาตอกัน  ตัวอยางเชน  พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) หรือ P(3HB) 
 2.2  เฮทเทอโรพอลิเมอร (heteropolymer) เปนพอลิเมอรท่ีประกอบดวยโมโนเมอรมากกวา 
1 ชนิดมาตอกัน โดยเรียกช่ือตามจํานวนโมโนเมอรท่ีเปนองคประกอบ ดังน้ี 
 - โคพอลิเมอร (copolymer) ประกอบดวยโมโนเมอร 2 ชนิดมาตอกันเปนสาย         
พอลิเมอร เชน พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต) หรือ P(3HB - co - 3HV)     
พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-4-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) หรือ P(3HB - co - 4HB) เปนตน 
    - เทอรพอลิเมอร (terpolymer) ประกอบดวยโมโนเมอร 3 ชนิดมาตอกันเปนสาย      
พอลิเมอร  เชน  พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต-โค-4-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) 
หรือ P(3HB-co-3HV-co-4HB) เปนตน 
 

2.5  พอลิบีตาไฮดรอกซีบิวทิเรต (poly-β-hydroxybutyrate) 
 พอลิบีตาไฮดรอกซีบิวทิเรต หรือท่ีมีชื่อยอเรียกวา P(3HB) จัดเปนพอลิเมอรประเภท       
อะลิฟาทิกพอลิเอสเทอร (aliphatic polyester) ซ่ึงอยูในกลุม PHA (polyhydroxyalkanoate)   

 P(3HB)  จัดเปน homopolymer ท่ีประกอบดวยโมเลกุลของ  3-hydroxybutyric  acid  (หมู
คารบอนิล  ออกซิเจน  และหมูเมทิล)  ตอกันเปนสายดวยพันธะเอสเทอร  โดยจํานวนโมโนเมอรท่ี
ประกอบกันเปนสาย P(3HB) มีประมาณ 23,000-25,000  ซ่ึงมีสูตรโครงสรางดังรูปท่ี 3 (Byrom, 
1987)  
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รูปท่ี 2.3 สูตรโครงสรางทางเคมีของ P(3HB) (Byrom, 1987)  

 
P(3HB) มีคุณสมบัติทางกายภาพเชนเดียวกันกับเทอรโมพลาสติก  จึงสามารถนํามาทําเปน

ฟลมหอของ  ไฟเบอรหรือนํามาหลอมเปนภาชนะตาง ๆ ได  และจากการศึกษาพบวามีจุลินทรียท่ี
สามารถสังเคราะหและสะสม P(3HB) ไวไดภายในเซลลมีหลายชนิด (ตารางท่ี 2.1) โดย P(3HB) จะ
ถูกสรางและสะสมอยูภายในแกรนูล (granule)   ท่ีมีขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ  0.2-0.5  
ไมโครเมตร และมีเมมเบรนท่ีประกอบดวยไลปดและโปรตีนหุมอยูโดยรอบ หนาประมาณ 2        
นาโนเมตร  ดังรูปท่ี 2.4 (Quillaguamán และคณะ, 2006; Zinn และคณะ, 2001)   

 

  
 
รูปท่ี 2.4   ภาพตัดของเซลล  Halomonas boliviensis  จากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแสดง P(3HB) 
แกรนูลภายในเซลล (ก) (Quillaguamán และคณะ, 2006)  และสวนประกอบของ P(3HB) แกรนูล 
(ข)  (Zinn และคณะ, 2001)   
 
 
 
 
 

ก ข 
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ตารางท่ี 2.1 จลิุนทรียท่ีสามารถสรางและสะสม PHA (Brandl และคณะ, 1990) 
 
การจําแนกสายพันธุโดย 

Bergey’s Manual 
จีนัส ปริมาณ PHA สูงสุด 

(% ตอนํ้าหนักเซลลแหง) 
แหลงคารบอนสําหรับ 

การผลิต PHA 
Group 1 
Phototrophic bacteria 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Group 2 Gliding bacteria 
 
 
Group 3 Sheathed 
bacteria 
 
Group 4 Budding and/or 
curved bacteria 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Chloroflexus 
Chromatium 
Ectothiorhodospira 
Lamprocystis 
Rhodobacter 
Rhodospirium 
Thiocapsa 
Thiocystis 
Thiodictyon 
Thiopedia 
Thiosphaera 
 
Beggiatia 
Leptothrix 
Sphacrotilus 
 
Caulbacter 
Azospirillum 
Oceanospirillum 
Spirillum 
 
Alcaligenes 
Azotobacter 
Beijerinckia 
Derxia 
Methylobacterium 
Methylosinus 
Pseudomonas 
Rhizobium 
Xanthobacter 
Zoogloea 
 

<1 
20 
ND 
ND 
80 
47 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 

 
57 
67 
45 

 
36 
75 
ND 
40 

 
96 
73 
38 
26 
47 
25 
67 
57 
ND 
ND 

yeast extract /glycylglycine 
acetate 

NS 
NS 

acetate 
acetate 

NS 
NS 
NS 
NS 

acetone/CO2 
 

acetate 
pyruvate 

glucose/peptone 
 

glucose/glutamate 
malate 

NS 
lactate 

 
fructose 
glucose 
glucose 
glucose 

methanol 
methanol 
methanol 
methanol 

NS 
yeast extract/casamino 



10 

การจําแนกสายพันธุโดย 
Bergey’s Manual 

จีนัส ปริมาณ PHA สูงสุด 
(% ตอนํ้าหนักเซลลแหง) 

แหลงคารบอนสําหรับ 
การผลิต PHA 

Group 8 Gram-negative 
facultative anaerobic rods 
 
 
 
Group 9 Gram-negative 
anaerobic bacteria 
 
Group 10 Gram- negative 
cocci and cocibacilli 
 
 
Group 12 Gram- negative 
chemolithotrophic 
 
Group 13 Archaebacteria 
 
Group 14 Gram-possitive 
cocci 
 
Group 15 Endospore-
forming rods and cocci 
 
Group 17 Actinomycetes 
 
 
Cyanobacteria 
 
 
 

Chromobacterium 
Escherichia 
Haemophilus 
Photobacterium 
Vibrio 
Syntrophomonas 
 
 
Acinetobacter 
Lampropedia 
Moraxella 
Paracoccus 
Nitrobacter 
Nitrococcus 
Thiobacillus 
Halobacterium 
 
Micrococcus 
 
 
Bacillus 
Clostridium 
 
Mycoplana 
Nocardia 
Streptomyces 
Aphanothece 
Chlorogloea 
Gamphosphaeria 
Microcoleus 
Microcystis 
Spirulina 

37 
ND 
ND 
ND 
ND 
30 

 
 

<1 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
38 

 
28 

 
 

25 
13 

 
ND 
14 
4 

<1 
10 
ND 
<1 
ND 
6 

 glucose/peptone 
tryptone/yeast extract 
yeastextract/glucose 
brain heart infusion 

NS 
gluconate 

 
 

glucose 
NS 
NS 
NS 
NS 
NS 

Glucose 
glucose 

 
peptone/tryptone 

 
 

glucose 
trptone/peptone/glucose 

 
methanol 

butane 
glucose 

NS 
acetate, CO2 

ND 
ND 
ND 
CO2 

 
หมายเหตุ     ND = ปริมาณ PHA สูงสุดไมไดทําการวเิคราะห     NS = แหลงคารบอนไมจําเพาะ 
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2.6  โครงสรางและคุณสมบตัิของ P(3HB) 
1.โครงสรางผลึก(crystal structure) 

              Cornibert และ Marchessault (1972) (อางถึงใน Doi, 1990) ไดทําการศึกษาโครงสราง 
ผลึกของ P(3HB) โดยใชเทคนิค X-ray diffraction พบวาโครงรูป (conformation) ของโมเลกุล 
P(3HB) เปนแบบอัดตัวแนนและแบบเกลียวเวียนขวา (right-handed helix) และมีหนวยซํ้า (fiber 
repeat) เทากับ 0.596 นาโนเมตร ดังแสดงในรูปท่ี 2.5 

 
รูปท่ี 2.5 โครงสรางผลึกของ P(3HB)  (Doi, 1990) 

 
2. สมบัติทางกายภาพและความรอน ( physical และ thermal property) 

            P(3HB)   เปนพอลิเมอรขนาดใหญ   จึงสามารถละลายไดดีในตัวทําละลายอินทรียหลาย 
ชนิด  ไดแก  คลอโรฟอรมไดคลอโรมีเทน ไดคลอโรแอซีเทต  เปนตน  แต P(3HB)  ไมสามารถ
ละลายไดในสารละลายมีข้ัว  ตัวอยางเชน  น้ํา  เมทานอล  เอทานอล (ตารางท่ี 2.2)  สําหรับความ
หนาแนนของ P(3HB)  จะอยูในชวงระหวาง 1.171-1.260 กรัมตอลูกบาศกเซนติเมตร โดย P(3HB)  
ที่มีความหนาแนนตํ่าจะมีรูปรางท่ีไมแนนอน แตถาหากมีความหนาแนนสูงจะสามารถตกผลึกได 
สวนจุดหลอมเหลวจะแปรผันระหวาง 157-188 องศาเซลเซียส   โดยเม่ือผลึกเยน็ลงอยางชาๆ 
หลังจากการหลอมเหลวจะไดเปนสเฟยรูไลต (spherulites) ขนาดใหญ  ทําให P(3HB) มีสถานะเปน
ของแข็งคลายแกว(glass state) ท่ีอุณหภมิูกลาสทรานสิชัน(glass transition) ประมาณ 4 องศา
เซลเซียส  และหากตกตะกอน P(3HB) ดวยสารละลายเจือจางจะไดผลึกเปนช้ันบางๆซ่ึงความ
หนาแนนของช้ันผลึกจะข้ึนกับอุณหภูมิในการเกดิผลึก (crystallization temperature) และนํ้าหนัก
โมเลกุลของ P(3HB)    นอกจากนี้จะเห็นไดวาคา Young’ s modulus และคาความทนแรงดึง(tensile 
strength) ของ P(3HB) จะมีความใกลเคียงกับพอลิโพรพิลีน ซ่ึงเปนพลาสติกสังเคราะหท่ีไดจาก
อุตสาหกรรมปโตรเคมี  (ตารางท่ี 2.3) 
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ตารางท่ี 2.2 สมบัติการละลายของ P(3HB) (Lafferty และคณะ, 1988) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ละลายไดดีมาก ละลายไดด ี ละลายไมได 
คลอโรฟอรม 
ไดคลอโรฟอรม 
ไดคลอโรอะซิเตต 
ทรีโอลีน 
เอทิลีนคารบอเนต 
โพรพิลีนคารบอเนต 
ทรีฟลูโอโรเอทานอล 
แอซิติกแอนไฮไดรด 
โซเดียมไฮดรอกไซด 1 นอรมัล 
ไดเมธิลฟอรมามีน 
เอทิลอะซิโตอะซิเตต 
ได –,ไตร-, เททรา- ,คลอโรอีเทน 
กรดอะซิติก 
แอลกอฮอล(คารบอนมากกวา 3 อะตอม) 

ไดโอเซน 
ออกทานอล 
โทลูอีน 
พิริดีน 

น้ํา 
เมทานอล 
เอทานอล 
1-โพรพานอล 
2-โพรพานอล 
กรดเกลือแรเจอืจาง 
อัลคาไลนไฮเปอรคลอไรด 
ไดเอทิลอีเทอร 
เอทิลีนอะซิเตต 
เอทิลเมธิลคีโตน 
เททราไฮโดรฟูราน 
เอทิลโฟรมีเอต 
บิวทิลอะซิเตต 
เฮกเซน 
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ตารางท่ี 2.3 สมบัติทางกายภาพและความรอนของ P(3HB)  เทียบกับพอลิพรอพิลีน (Doi, 1990) 
 

คุณสมบัติ PP P(3HB) 
จุดหลอมเหลว (° C) 
ความสามารถเปนผลึก (%) (crystallinity) 
ความหนาแนน (g/cm3) 
น้ําหนกัโมเลกลุ (x 105) 
การกระจายของนํ้าหนกัโมเลกุล 
(molecular  weight  distribution) 
ความแข็ง  (GPa) (flexural  modulus) 
ความสามารถในการตานแรงดึง (MPa) 
(tensile strength) 
ความสามารถในการขยายตัว (%) 
(extension  to  break) 
ความทนทานตอแสงอุลตราไวโอเลต 
(UV  resistance) 
ความทนทานตอตัวทําละลาย 
(solvent  resistance) 
ความสามารถใหออกซิเจนผาน (cm3 m-2 atm-1 d-1) 
(oxygen  permeablility) 

171 – 186 
65 – 70 

0.94 – 0.95 
2.2 – 7 
5 – 12 

 
1.7 
39 
 

400 
 

ไมด ี
 
ดี 
 

1700 

171 – 182 
65 – 80 

1.23 – 1.25 
1 – 8 

2.2 – 3 
 

3.5 – 4 
40 
 

6-8 
 

ดี 
 

ไมด ี
 

45 
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2.7  วิถีการสังเคราะห P(3HB) 
ในการผลิต P(3HB) ของจุลินทรียนั้น มีวถีิการสังเคราะหดังแสดงไวในรูปท่ี 2.6 และรูปท่ี 2.7 

(Byrom, 1987; Luengo และคณะ, 2003) โดยจะมีเอนไซมท่ีเกี่ยวของอยู 3 ชนิด ไดแก เอนไซมแอ
ซีทิลโคเอแอซีทิลทรานเฟอเรส (acetyl-CoA acetyltransferase) หรือเอนไซม 3-คีโตไทโอเลส (3-
ketothiolase)  เอนไซมแอซีโตแอซีทิลโคเอรีดักเทส (acetoacetyl-CoA reductase) และเอนไซม 
PHB ซินเทส (PHB synthase) 

โดยท่ัวไปแลวพบวาการสังเคราะหและการสะสม P(3HB) ของจุลินทรียจะเกิดข้ึนสูงหลังจาก
การเติบโตของจุลินทรียเขาสูระยะคงตัว  (stationary phase) และจุลินทรียจะตองอยูภายใตภาวะการ
เติบโตท่ีมีสารอาหารไมสมดุล โดยจากรูป Acetyl-CoA ท่ีเกิดจากกระบวนการ metabolism ของ
แหลงคารบอนจะถูก metabolite เปนสารอ่ืนในวัฏจักรกรดคารบอกซิลิก (TCA cycle) และสามารถ
ใชเปนสารต้ังตนสําหรับการสังเคราะห P(3HB)  เซลลจะเขาสูวัฏจักร TCA โดยเปล่ียน acetyl-CoA 
ใหไดเปนพลังงานออกมาเพื่อใชการเจริญรวมท้ังได CoA อิสระ เม่ือเซลลอยูในภาวะท่ีมีอาหาร
สมดุล  แตถาปริมาณ CoA อิสระมีมากจะมีผลไปยับยั้งการทํางานของacetyl-CoA acetyltransferase 
หรือ 3-ketothiolase ซ่ึงเปนเอนไซมเร่ิมตนท่ีใชในการสังเคราะห P(3HB)  แตเม่ือเซลลอยูในภาวะท่ี
มีสารอาหารไมสมดุล คือ มีปริมาณสารอาหารบางชนิดจํากัดหรือขาดสารอาหารชนิดนั้น เชน 
ออกซิเจน ฟอสฟอรัส ไนโตรเจน ซัลเฟอรหรือ trace elements ( เชน แมกนีเซียม แคลเซียม เหล็ก) 
แตมีแหลงอาหารคารบอนมากเกินพอ  จะมีผลทําใหเกิดการสังเคราะห P(3HB) ข้ึน  และสืบ
เนื่องจากภาวะน้ีจะทําใหกิจกรรมของเอนไซมNADH oxidase ลดลง ทําใหปริมาณ NADH เพิ่มข้ึน 
เนื่องจากปฏิกิริยาออกซิเดช่ันของ NADH ไปเปน NAD+  ท่ีตองอาศัยเอนไซม NADH oxidase 
ลดลง ปริมาณ NADH ท่ีเพิ่มข้ึนนี้จะมีผลไปยับยั้งการทํางานของเอนไซม citrate synthase ซ่ึงเปน
เอนไซมท่ีเกี่ยวของกับการเปล่ียน acetyl-CoA ไปเปน citrate ในวัฏจักร TCA โดยเม่ือเอนไซมนี้ถูก
ยับยั้ง ทําใหปริมาณของ acetyl-CoAเพิ่มข้ึนถึงระดับท่ีทําใหผลการยับยั้งของ CoA อิสระตอ
เอนไซม acetyl-CoA acetyltransferase หรือ 3-ketothiolase หมดไป การสังเคราะห P(3HB) จึง
เกิดข้ึนได (Senior และคณะ, 1972 อางถึงในสงศรี กุลปรีชา, 2536) 
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รูปท่ี 2.6 วิถีการสังเคราะห P(3HB)  (Byrom, 1987) 
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รูปท่ี 2.7 วิถีการสังเคราะห P(3HB) โดยใชแหลงคารบอนชนิดตางๆ (Luengo และคณะ, 2003) 
 
2.8  หนาท่ีของ P(3HB) 

1. เปนแหลงพลังงานหรือแหลงคารบอน (Dawes และ Senior, 1973; Doi, 1990;  
Braunegg และคณะ, 1998) 

 จุลินทรียจะใช P(3HB) เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานในภาวะขาดแคลนสาร  
อาหารเพื่อความอยูรอด Macrae และWikenson (1958) กลาววา Bacillus megaterium ท่ีมีปริมาณ 
P(3HB) สูงจะชวยชะลอการยอยสลายตัวเอง (autolysis) และการตายเนื่องจากขาดไนโตรเจน  
ตอมา Sierra และ Gibbons (1962) ศึกษาบทบาทของ P(3HB)  ตอการหายใจและการอยูรอดของ 
Micrococcus halodenitrificans  ซ่ึงผลจากการทดลองแสดงใหเห็นวาการอยูรอดมีความสัมพันธ
โดยตรงกับปริมาณ P(3HB)  นอกจากนี ้ Stokes และParson(1968) ยังไดพบวา Sphaerotilus 
discophorus  ท่ีมีปริมาณ P(3HB)  สะสมอยูมากจะอยูรอดไดดีกวาเซลลท่ีไมมี P(3HB) หรือมี
ปริมาณนอย เชนเดียวกับผลการทดลองของ Tal และ Oken (1985) ท่ีพบวาเซลล Azospirillum 
brasilense ท่ีมีปริมาณ P(3HB) สูง จะ มีความสามารถในการอยูรอดไดดีกวาเซลลท่ีมี P(3HB)  ต่ํา 
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2. การสรางสปอร (sporulation) และการสรางซีสต (encystment)(Dawes และSenior,1973) 
 P(3HB) เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานสําหรับปฏิกิริยาท่ีเกีย่วของกับการสราง 

สปอรและการสรางซีสต  JuniและHeym (1956) พบวา Bacillus cereus สายพันธุ T นํา P(3HB)  ไป
ใชในการสรางสปอรเม่ือเล้ียงเช้ือในอาหารท่ีมีคาพีเอชสูง ตอมา Kominok และ Halvorson (1965) 
รายงานวา B. cereus สรางและสะสม P(3HB) โดยใชกรดอะซีติกเปนแหลงคารบอน โดยปริมาณ 
P(3HB) สูงสุดจะอยูในชวงท่ีเช้ือมีการเจริญเติบโตแบบทวีคูณ (exponential phase)  หลังจากนัน้
ปริมาณ P(3HB) จะลดลงเนื่องจากการสรางสปอร และยังไดศึกษาเมแทบอลิซึมของ P(3HB) 
และอะซิโตอิน(acetonin) ในเช้ือชนิดเดียวกันนี้พบวาการสังเคราะห P(3HB)  จะเร่ิมตนข้ึนหลังจาก
เช้ือหยุดเจริญเติบโตและสามารถสะสม P(3HB)  ไดสูงสุดกอนเกดิการสรางสปอร เพราะใน
ระหวางกระบวนการสรางสปอร P(3HB)  จะถูกยอยสลาย  นอกจากนี ้Stevenson และ Socolofsky 
(1996) ไดพบวาการสะสม P(3HB)  โดย Azotobacter vinelandii จะเกดิข้ึนในระยะการเจริญเติบโต
ท่ีไมสมดุล โดยเซลลจะใชแหลงคารบอนภายนอกเพื่อใชในการสรางซีสตไดเร็วกวาการตรึง
ไนโตรเจน 

3. เปนแหลงอิเล็กตรอน (electron sink) 
     Jackson และDawes (1976) รายงานวา Azotobacter beijerinckii จะมี activity ของ  

NADH oxidase ต่ําลงเม่ือมีการจํากัดปริมาณออกซิเจน แตอัตราสวน NADH/NAD ภายในเซลลจะ
เพิ่มข้ึนทันทีเม่ือออกซิเจนหมดไป แสดงใหเห็นวาในภาวะท่ีการจํากัดปริมาณออกซิเจนและมี
อิเล็กตรอนมากเกินพอ เซลลจะเกิดการทําลายอิเล็กตรอนท่ีมากเกนิพอโดยนําไปใชในปฏิกิริยา
รีดักชันแทนการหายใจแบบใชออกซิเจน ดังนั้นกรณีท่ีออกซิเจนจํากัดจึงทําใหเกดิการสราง 
P(3HB) ข้ึน 
 

2.9  แนวทางการนํา PHA ไปประยุกตใชประโยชน (Lee, 1996; Steinbuchel, 1998; Anderson และ 
Dawes, 1990) 
 1. การประยกุตใชในทางดานการแพทยและเภสัชกรรม (Chen และ Wu, 2005) 

- วัสดุส้ินเปลืองในงานดานศัลยกรรม เชน ใชทําหลอดเลือดเทียม เข็มเยบ็แผล ไหม 
เย็บแผล ผาซับเลือด และผาสมานแผล เปนตน 

- วัสดุเพื่อการบําบัดและรักษาโรค ไดแก แคปซูลบรรจุยาหรือวัคซีนท่ีตองการใหตวัยา 
คอยๆถูกปลอยออกมาในปริมาณนอยๆ เปนเวลานาน  หรือใชทําเปนกระดูกเทียมโดยอาศัยสมบัติ
การเปน piezoelectric ของ PHA ซ่ึงคลายกับสมบัติท่ีมีในกระดูกธรรมชาติ  จึงใชเปนแผนยึด
กระดูกซ่ึงจะมผีลตอการสรางกระดกูข้ึนมาทดแทน 

-  ดานทันตกรรม จะนํา PHA มาใชเปนวสัดุตัวนําท่ีทําใหเกิดการสรางเนื้อเยื่อข้ึนใหม 
ในโรคดานปริทันต(periodontitis) 
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       -ใช PHA เปนสารต้ังตนในการผลิต R-(-)-3-hydroxybutyric acids ซ่ึงสารนี้เปนสวน 
ประกอบสําคัญท่ีพบในเลือดโดยปกติ มีความเขมขนระหวาง 0.3- และ 1.3 มิลลิโมลาร (Zinn และ
คณะ.2001) โดยสาร R-(-)-3-hydroxybutyric acids สามารถใชเปน chiral building blocks สําหรับ
สังเคราะหสารเคมีบริสุทธ์ิ เชน ยาปฏิชีวนะ วิตามิน และฟโรโมน (pheromone) (Mandison และ 
Huisman, 1999; Luengo และคณะ, 2003) 
  2. การประยกุตใชในทางดานเกษตรกรรมและปศุสัตว 

  - ใชเปนแคปซูลสําหรับบรรจุยารักษาโรคและวัคซีนตางๆในสัตวเล้ียง เชน   
วัคซีนปองกันโรคระบาด  ยาถายพยาธิ  และบรรจุยาประเภทท่ีมีกลไกลการออกฤทธ์ินาน  และ
สามารถกําจัดเม่ือเลิกใชโดยทิ้งลงใตทะเลไดเนื่องจากสามารถยอยสลายอยางรวดเร็ว 

  - ใชเปนแคปซูลสําหรับบรรจุปุย ฮอรโมน growth factors ยาฆาแมลง ยาฆาวัชพืช   
แคปซูลจะคอยๆสลายทีละนอยโดยจุลินทรียท่ีอยูในดนิพรอมกับสารท่ีบรรจุขางในถูกปลอยออกมา
ใหสารดังกลาวคงอยูในดินหรือตําแหนงท่ีตองการใชงานไดเปนเวลานาน จึงเปนการชวย
ประหยดัเวลา  แรงงาน  และลดตนทุนการผลิต  นอกจากนี้ยังใชเปนพลาสติกคลุมดินรักษา
ความช้ืน  ซ่ึงเมื่อหมดเวลาการใชงานจะคอย ๆ ถูกสลายไปโดยธรรมชาติ (Lee, 1996) 

 -ใชทําแหจับปลา สําหรับใชในนํ้าทะเลไดเปนเวลานาน และสามารถกําจัดเม่ือเลิก 
ใชไดโดยท้ิงลงใตทะเล  (คาความถวงจําเพาะ 1.25)  เนื่องจากสามารถยอยสลายไดอยางรวดเร็ว
(Brandl และคณะ,1990) 
 3. การประยุกตใชเปนวัสดุประเภทบรรจุภัณฑ หรือสวนประกอบของอุปกรณบางประเภท 
  - ใชผลิตขวดแชมพูท่ีประกอบดวยสวนฝาที่ตองการความแข็งแรงและปดไดด ี

        - ใชทําบรรจุภัณฑบรรจุอาหารประเภทถุง ภาชนะบรรจุอาหารสําเร็จรูป แผนฟลม 
ถนอมอาหาร 

 - ใชทําหมวกนิรภัยสําหรับจักรยาน รวมทั้งใชทําวัสดท่ีุใชคร้ังเดียวท้ิง เชน ผาออม  
ผาอนามัย ดามมีดโกน เปนตน 

        - ใชทําวสัดุอ่ืนๆ เชน ท่ีวางลูกกอลฟ กาวท่ีละลายดวยความรอน สารเคลือบผิว แผน 
ฟลม บัตรเครดิต วัสดเุสนใย (โดยถาผสม P(3HB) ลงในเสนใยฝาย จะชวยใหสมบัติในการรับความ
รอนและคายความรอนของเสนใยชาลงและเพิ่มความแข็งแรงใหกับเสนใย เปนตน  (Lee, 1996; 
Madison และ Huisman, 1999; Luengo และคณะ, 2003) 
    ในป 2010 มีการใช PHA ในการทาํบรรจุภัณฑใสเคร่ืองสําอางซ่ึงมีช่ือการคาวา 
MirelTM bioplastics เปนการใชทดแทน (replace) พอลิพรอพิลีน   ซ่ึงเปนการเสนอแนวทางทําให
ขยะท่ีจะนําไปกําจัดโดยการฝงกลบ (landfills) ลดลง โดยอายกุารใชงานของ MirelTM bioplastics 
ข้ึนอยูกับขนาดและรูปรางของบรรจุภัณฑท่ีผลิตข้ึน 
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2.10   การผลิต P(3HB) จากจุลินทรียโดยการใชแหลงคารบอนมากเกินพอและจํากัดสารอาหารบาง
ชนิด 
 มีการวิจยัการสังเคราะหและสะสม P(3HB) โดยจุลินทรียหลายชนิด  โดยในป 1982 
Wakisaka และคณะ พบวา Bacillus thuringiensis สราง P(3HB) เม่ือมีความเขมขนของ             
โปแตสเซียมในอาหารเล้ียงเชื้อตํ่า และแอมโมเนียมซัลเฟตกระตุนใหเกิดการสรางแกรนูล P(3HB) 
เพิ่มมากข้ึนในสายพันธุ 290-1     ตอมา Chen และคณะ (1991) รายงานผล  การศึกษาการผลิต PHA 
ใน Bacillus  สายพันธุตาง ๆ ดังนี้ B. megatarium DSM90  B. laterosporus DSM335  B. subtilis 
DSM10  B. sphaericus DSM20  B. cereus DSM31  B. amyloliquifaciens DSM7 B. licheniformis 
DSM394  B. macerans DSM2892  B. circulans DSM1529  B. thuringiensis DSM 2046  B. 
mycoides DSM2048 ใชวิธีการเพาะเล้ียง 2 ข้ันตอน  โดยใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน ข้ันตอนแรก
ใหจุลินทรียชนิดตางๆเติบโตในในอาหารท่ีมีสารอาหารอุดมสมบูรณ ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ความเร็วของเคร่ืองเขยา 120 รอบตอนาที  บมเช้ือเปนเวลา 30 ช่ัวโมง ทําการเก็บเซลลแหงมาลาง
ดวยน้ํา  จากนัน้นําเซลลท่ีลางแลวถายลงในอาหารท่ีขาดไนโตรเจน  เพื่อกระตุนการสังเคราะหพอลิ
เอสเทอร  เม่ือจุลินทรียเติบโตในอาหารท่ีมีสารอาหารสมบูรณ  สายพันธุตาง ๆ สามารถสังเคราะห 
P(3HB) ไดในปริมาณเล็กนอย  ซ่ึงปริมาณ P(3HB) ภายในเซลลภายใตสภาวะการเลี้ยงเช้ือดังกลาว
นี้อยูในชวง 5-20 % ของนํ้าหนกัเซลลแหง  แตเม่ือควบคุมการหมักใหอยูในภาวะท่ีมีปริมาณ
คารบอนมากเกินพอและจํากัดปริมาณไนโตรเจน แบคทีเรียสามารถผลิตพอลิเมอรไดเพิ่มมากข้ึน  
ซ่ึงปริมาณ P(3HB) ท่ีผลิตไดแตกตางกันข้ึนกับสายพันธุของแบคทีเรีย  นอกจากนีย้งัพบวาอาหาร
เล้ียงเช้ือท่ีมีการเติมอะซีเตตและ 3-ไฮดรอกซีบิวทิเรตลงไปมีผลใหการสังเคราะห P(3HB) เพิ่มมาก
ข้ึน  ท้ังนี้เนื่องจากสารอาหารท่ีเติมเพิ่มลงไปทําใหปริมาณของอะเซติลโค-เอ และ 3-ไฮดรอกซีบิทิ
ริลโค-เอภายในเซลลเพิ่มมากข้ึน  

รัตนศิริ มุทิตากุล (2538) ไดคัดแยกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิต P(3HB) ไดจากดนิจํานวน 30 
สายพันธุ  คัดเลือกไดสายพันธุ BA-019  ซ่ึงสามารถผลิต P(3HB) ไดปริมาณสูงกวาสายพันธุอ่ืน
และสามารถจําแนกชนิดเปน Bacillus sp.  เม่ือเปรียบเทียบการใชน้ําตาลชนิดตางๆ และกากน้ําตาล
เปนแหลงคารบอน  พบวา Bacillus sp. ท่ีแยกไดใหมนี้สามารถใชน้ําตาลซูโครสและกากนํ้าตาล
เปนแหลงคารบอนในการผลิต P(3HB) ไดดีกวาการใชน้ําตาลชนิดอ่ืน  และเม่ือเล้ียงในอาหาร 
MSM โดยใชกากนํ้าตาลปริมาณ 4 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร)  สามารถผลิต P(3HB) ได 
31.84 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหงในเวลา 24 ช่ัวโมงของการเล้ียงเช้ือ  โดยใชแอมโมเนยีม
ซัลเฟต (1 กรัมตอลิตร) เปนแหลงไนโตรเจน     
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Gouda และคณะ (2001)  รายงานผล  การศึกษาการผลิต P(3HB) จาก Bacillus megaterium 
ในระดับขวดเขยา  โดยเปรียบเทียบแหลงคารบอนท่ีแตกตางกัน ไดแก  ฟรุกโตส กูลโคส ไซโลส 
แล็คโทส ซูโครส มอลโตส โซเดียมกลูโคเนต และกากน้ําตาล เพื่อท่ีจะคัดเลือกแหลงคารบอนท่ีมี
ประสิทธิภาพและราคาถูก  พบวามอลโตสเปนแหลงคารบอนท่ีดีท่ีสุดสําหรับการเจริญของเซลล ดี
ท่ีสุดสําหรับการผลิต P(3HB) (45.6 เปอรเซนตตอน้ําหนักเซลลแหง) รองมาคือ กากน้ําตาล (44.6 
เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง) กากน้ําตาลสามารถผลิต P(3HB) ไดในปริมาณสูงใกลเคียงกับการ
ใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนและเปนวัตถุดิบท่ีมีราคาถูกทําใหลดคาใชจายในกระบวนการหมัก
ระดับอุตสาหกรรม รวม ท้ังกากน้ําตาลประกอบดวย trace element และวิตามิน เชน thiamine, 
riboflavin,  pyridoxine และ niacinamide  สําหรับใชเปนแหลงของ growth factor  และเม่ือศึกษาผล
ของระดับความเขมขนของกากนํ้าตาล 1-5 เปอรเซนตท่ีเติมลงในอาหารสําหรับการผลิต  พบวา
กากนํ้าตาลความเขมขน 3 เปอรเซนตทําใหการเจริญเติบโตของเซลลไดดีท่ีสุดและกากน้ําตาล 2 
เปอรเซนตเช้ือสามารถผลิต P(3HB) ไดมากท่ีสุด คือ 46.3 เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง 
ตามลําดับ แตพบวาเม่ือมีการเพิ่มความเขมขนของกากน้ําตาลมากข้ึน ทําใหมีการผลิต P(3HB) 
ลดลง  เชนเดียวกนักับผลการทดลองเปรียบเทียบการจํากัดปริมาณไนโตรเจน โดยเล้ียงเช้ือใน
อาหารสําหรับการผลิตท่ีมีความเขมขนของน้ําแชขาวโพด  0.5-7 เปอรเซนต  พบวาน้ําแชขาวโพด
ความเขมขน 3 เปอรเซนตเช้ือสามารถผลิต P(3HB) ไดมากท่ีสุดเทากับ 49.12 เปอรเซนตตอน้ําหนัก
เซลลแหง  แตพบวาเม่ือเพ่ิมความเขมขนของน้ําแชขาวโพดมีผลทําใหความสามารถในการผลิต 
P(3HB) ลดลง   

Quillaguamán และคณะ(2006)  ไดคัดแยกเช้ือ Halomonas boliviensis ซ่ึงจัดอยูในกลุม
ชอบความเค็มปานกลาง (moderate halophile)  จากดนิเค็มในประเทศ Bolivia  พบวาเช้ือสามารถ
สะสม P(3HB)  ไดเม่ือเจริญในภาวะท่ีมีสารอาหารจํากัดและมีปริมาณคารบอนมากเกินจําเปน  
ความเขมขนของโซเดียมคลอไรดในอาหารเล้ียงเชื้อมีผลตอการเจริญ  ขนาดของเซลล  และปริมาณ
ของ P(3HB)   จากผลการศึกษาพบวาสามารถผลิต P(3HB) ไดเทากับ 54 เปอรเซนตตอน้ําหนกั
เซลลแหง  เม่ือเล้ียงในอาหารที่ประกอบดวยโซเดยีมคลอไรด 4.5 เปอรเซนต (น้ําหนักตอปริมาตร) 
โดยมีกรดบิวทิริคและโซเดียมอะซิเตตเปนแหลงคารบอน   และเม่ือเล้ียงเช้ือภายใตการควบคุมคา
ความเปนกรดดางเทากับ 8.0 โดยใหอัตราการกวนท่ี 700 รอบตอนาทีในถังหมักขนาด 2 ลิตร พบวา
ไดปริมาณ P(3HB) เทากับ  88  เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง   

Jiang และคณะ (2008) รายงานวา Pseudomonas fluorescens A2a5  สามารถใชน้ําออยเปน
แหลงคารบอนและใชโมโนโซเดียมกลูตาเมตเปนแหลงไนโตรเจนในการสังเคราะหและสะสม 
P(3HB) ในระดับถังหมักขนาด 5 ลิตร  ความหนาแนนของเซลลและความเขมขนของ P(3HB) 
เพิ่มข้ึน ขณะท่ีน้ําตาลซูโครสซ่ึงเปนองคประกอบหลักในน้ําออยและปริมาณโมโนโซเดียมกลูตา  
เมตลดลง เนื่องจากถูกนําไปใชในการสรางเปนองคประกอบชองเซลลและใชในการสะสม P(3HB)  
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โดยจากการทดลองเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ  25  องศาเซสเซียส  พบวาไดความหนาแนนของเซลลเทากับ 
32 กรัมตอลิตร  ความเขมขนของ P(3HB) เทากับ 22 กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณเทากับ 70  
เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหงท่ีเวลา 96  ช่ัวโมง   และคาอัตราการผลิตเทากับ  0.23  กรัมตอลิตร
ตอช่ัวโมงซ่ึงจัดวา P.  fluorescens A2a5 สามารถสะสม P(3HB)  ไดในปริมาณมากเม่ือเทียบกับ 
Pseudomonas  fluorescens สายพันธุอ่ืนๆท่ีสามารถสะสม P(3HB) ไดเพยีง 1-2 เปอรเซนตตอ
น้ําหนกัเซลลแหง จากการศึกษานี ้ Jiang และคณะจึงสรุปวา P.  fluorescens A2a5 สามารถผลิต 
P(3HB) ไดในปริมาณสูงในสภาวะการเล้ียงเช้ือท่ีมีแหลงคารบอนมากเกินพอ โดยนําน้ําออยมาใช
เปนแหลงคารบอนหลักเนื่องจากมีขอดีคือมีราคาถูกและหาไดงาย จึงชวยลดตนทุนในการผลิต 
P(3HB) ได 
     Kulpreecha และคณะ(2009) ศึกษาการผลิต P(3HB) เพื่อเพ่ิมการผลิต P(3HB) และเพิ่ม
ความหนาแนนของเซลลโดย Bacillus megaterium BA-019 ใชกากนํ้าตาลและยเูรียซ่ึงเปนแหลง
คารบอนและแหลงไนโตรเจนท่ีมีราคาถูกในถังหมักขนาด 5 ลิตร  โดยใชอัตราสวนของคารบอน
ตอไนโตรเจนของอาหารเล้ียงเช้ือเทากับ 25 โมลตอโมล  ไดศึกษาการเล้ียงเช้ือโดยวิธี fed-batch 
เพื่อใหไดท้ังความหนาแนนของเซลลและอัตราการผลิต P(3HB) สูงข้ึน  จากการศึกษาการเล้ียงเช้ือ 
B. megaterium BA-019  แบบ fed-batch ท่ีมีการควบคุมการปอนสารอาหารดวยวิธี pH-stat  พบวา
เม่ือใชสารอาหารปอนเขาท่ีประกอบดวยแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน และแรธาตุใหผลการ
เติบโตของเซลลอยางรวดเร็วและมีการผลิต P(3HB) เพิ่มข้ึนอยางชัดเจน  โดยผลการศึกษาพบวา
ดีกวาการใชสารอาหารปอนเขาท่ีประกอบดวยแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจน  หรือใชแหลง
คารบอนเพียงอยางเดยีว  พบวาการใชกากนํ้าตาลท่ีมีความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 400 กรัม
ตอลิตร  และอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 10 โมลตอโมลในสารปอนเขา  มีผลใหเพิม่
การผลิต P(3HB)  และความหนาแนนของเซลล  โดยใหความเขมขนของเซลลปริมาณสูงข้ึนมาก
โดยไดเทากับ 72.57 กรัมตอลิตร  ไดปริมาณของ P(3HB)  เทากับ 30.52 กรัมตอลิตรคิดเปนปริมาณ
เทากับ 42  เปอรเซนตตอน้ําหนักเซลลแหงท่ีเวลา 24  ช่ัวโมง   และมีอัตราการผลิต P(3HB) สูงข้ึน
เปน 1.27 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 
 
2.11  แหลงคารบอน   

คารบอนเปนธาตุท่ีมีความสําคัญในการสรางพลังงานและเซลล โดยท่ัวไปจุลินทรียท่ีเจริญ
ในสภาวะท่ีไมมีอากาศ จะใชแหลงคารบอนประมาณรอยละ 10 ในการสรางเซลล สวนจุลินทรียท่ี
เจริญในสภาวะท่ีมีอากาศ จะใชแหลงคารบอนประมาณรอยละ 50-55 ในการสรางเซลล สําหรับ
แหลงคารบอนท่ีนิยมใชในอุตสาหกรรมการหมัก ไดแก 
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-น้ํามันพืช เชน น้ํามันมะกอก น้ํามันขาวโพด น้ํามันเมล็ดฝาย น้ํามันถ่ัวเหลือง เปนตน ซ่ึง 
การใสน้ํามันพืชในอาหารเลี้ยงเช้ืออาจมีจดุประสงคเพื่อใชเปนแหลงคารบอน โดยเฉพาะเปนแหลง
ของกรดโอลิอิก กรดลิโนลิอิกและกรดลิโนลินิก หรืออาจใชเพื่อใหทําหนาท่ีเปนสารกําจัดฟองก็ได 

-กากถ่ัวเหลือง (soy bean meal) นิยมใชเปนแหลงไนโตรเจนและสามารถใชเปนแหลง 
คารบอนไดดวย เนื่องจากมีคารโบไฮเดรตเปนสวนประกอบในปริมาณสูง 

-กากนํ้าตาล (Molasses) โดยท่ัวไปแบงไดเปน 2 ชนิดตามแหลงท่ีมา คือ กากนํ้าตาลออย 
(sugar cane molasses) และกากน้ําตาลบีท (beat molasses) ซ่ึงการจะเลือกใชกากนํ้าตาลชนิดใดเปน
วัตถุดิบนั้น ข้ึนอยูกับสภาพภูมิอากาศของแตละประเทศ   

  กากน้ําตาล (Solaiman และคณะ, 2006) เปนแหลงคารบอนท่ีนิยมนํามาใชในการผลิต 
P(3HB)  เนื่องจากเปนวัตถุดิบท่ีมีปริมาณมาก หาไดงายและมีราคาถูก  นอกจากนัน้ยังมีการนําหาง
นม (Koller และคณะ, 2008)  ขาวสาลี (Van-Thuoc และคณะ, 2008)  รําขาว (Huang และคณะ, 
2006)  แปง (Quillaguáman และคณะ, 2005 ; Halami, 2008)  กากตะกอนของน้ําเสีย (Yan และ
คณะ, 2006)  และนํ้าท้ิงจากโรงงานอุตสาหกรรมน้ํามันมะกอก (Pozo และคณะ, 2002 ; Ribera และ
คณะ, 2001)  มาใชเปนสวนประกอบในอาหารเล้ียงเช้ือ เพื่อลดตนทุนในการผลิต P(3HB)   

ปจจัยท่ีมีอิทธิพลตอการเลือกใชแหลงคารบอน 
- ผลผลิตท่ีตองการ การเลือกใชชนิดของแหลงคารบอนในกระบวนการหมัก อาจพิจารณา

จากผลผลิตหลักท่ีตองการ โดยเฉพาะในกรณีท่ีผลผลิตนั้นเกดิจากการสลายตัวของแหลงคารบอน
โดยตรง 

-ราคา กระบวนการหมักโดยสวนใหญตนทุนการผลิตหลักคือคาวัตถุดิบท่ีใชเปนสับสเตรต  
ดังนั้นราคาของผลผลิตท่ีไดจึงข้ึนกับราคาของแหลงคารบอน จึงควรเลือกใชแหลงคารบอนราคาถูก 

-ความบริสุทธ์ิ กระบวนการผลิตสารบางประเภท วัตถุดบิท่ีใชผลิตตองไมมีการเจือปน 
ไอออนของโลหะหนัก จึงควรเลือกใชแหลงคารบอนท่ีมีความบริสุทธ์ิสูง เชน น้ําตาลบริสุทธ์ิ 

-กฎหมาย เชน ประเทศในกลุมตลาดรวมยโุรป จะมีการสงเสริมการใชน้ําตาลหรือ 
กากนํ้าตาลจากหัวบีท โดยมีการควบคุมราคาตํ่าสุดของน้ําตาลบีทและควบคุมปริมาณการนําเขา
น้ําตาลหรือกากน้ําตาลออยอยางเขมงวด รวมท้ังมีการควบคุมราคาไมใหแขงขันกับน้าํตาลบีทได 

-วิธีการสเตอริไลสอาหารเล้ียงเช้ือ เนือ่งจากการสเตอริไลสอาหารเล้ียงเช้ือโดยใชความ
รอนภายใตความดันสูงจะมีผลตอแหลงคารบอน เชน ถาใชน้ําตาลเปนแหลงคารบอน ควรสเตอริ
ไลสน้ําตาลแยกจากสวนประกอบอ่ืนๆ เพราะท่ีพีเอชเปนกลางและอุณหภูมิสูงน้ําตาลจะทําปฏิกิริยา
กับกรดอะมิโนไดเปนสารประกอบไนโตรเจน ทําใหอาหารมีสีน้ําตาลเขมและอาจมีผลยับยั้งการ
เจริญของจุลินทรียไดบางสวนหรือหากใชแปงเปนแหลงคารบอนมักจะมีปญหาเม่ือใชความรอนใน
การฆาเช้ือเนื่องจากแปงจะเกดิเปนเจลทําใหมีความหนืดสูง 
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สําหรับงานวิจยันี้มีความสนใจท่ีจะใชน้ําออยเปนแหลงคารบอนในการผลิต P(3HB) เพื่อ
ทําใหตนทุนในการผลิตลดลง เนื่องจากออยเปนพืชท่ีมีการเพาะปลูกมากในประเทศไทยและเปน
พืชท่ีสามารถตัดและเก็บเกีย่วไดหลายคร้ัง  โดยในกระบวนการผลิตนํ้าตาลทรายจะใชออยเปน
วัตถุดิบหลักและมีน้ําออยเกดิข้ึนหลายข้ันตอน ซ่ึงในน้าํออยจะประกอบไปดวยสารอาหารท่ีจําเปน
ตอการเจริญเติบโตและการสรางผลผลิตของจุลินทรียอยูหลายชนิด เชน น้ําตาลซูโครส น้ําตาล
กลูโคส น้ําตาลฟรุกโตส รวมท้ังวิตามินและธาตุอาหารเปนจํานวนมาก (ตารางท่ี 2.4)  จึงสามารถ
นํามาใชเล้ียงเชื้อจุลินทรียได  การใชน้าํออยเปนแหลงคารบอนสําหรับการผลิตสารผลิตภัณฑ มี
ขอดีคือ น้ําออยมีความบริสุทธ์ิสูง  การเตรียมกอนเขาสูกระบวนการหมัก (pretreatment) มีเพียง
เล็กนอย ท่ีสําคัญคือเปนสวนท่ีไดจากตนกระบวนการของการผลิตน้ําตาลทราย ซ่ึงจัดวาเปนการ
ประหยดัพลังงาน (energy saving) ถาเปรียบเทียบกับน้ําตาลทราย (รูปท่ี 2.8) และเม่ือส้ินสุดการ
เล้ียงเช้ือ การแยกและทําบริสุทธ์ิของสารผลิตภัณฑทําไดงาย ใชข้ันตอนนอย เนื่องจากไมมีสี  
รวมท้ังการบําบัดของเหลือท้ิงจากน้ําหมัก (effluent treatment) ก็ทําไดงายและสะดวก 

 

ตารางท่ี 2.4   องคประกอบของน้ําออย (มิตรผลวิจัย, 2551) 
     

องคประกอบของน้ําออย ของแข็งท่ีละลายได (เปอรเซ็นต) 
น้ําตาล 
     ซูโครส 
     กลูโคส 
     ฟรุกโตส 
     โอลิโกแซคคาไรด 
เกลือในรูปของ 
     กรดอนินทรีย 
     กรดอินทรีย 
กรดอินทรีย 
     กรดคารบอกซิลิก 
     กรดอะมิโน 
อินทรียสารอ่ืนๆ ท่ีไมใชน้ําตาล 
     โปรตีน 
     แปง 
     พอลิแซคคาไรดท่ีละลายน้ํา 
     แวกซ ไขมัน ฟอสฟาไทด 

          75.0 – 94.0 
                    70.0 – 90.0 
                    2.0 – 4.0 
                    2.0 – 4.0 
                    0.001 – 0.05 
          3.0 – 4.5 
                    1.5-4.5 
                    1.0-3.0 
          1.5 –5.5 
                    1.1 – 3.0 
                    0.5 – 2.5 
 
                    0.5 – 0.6 
                    0.001 – 0.18 
                    0.03 – 0.50 
                    0.04 – 0.15 
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2.12  กระบวนการผลิตน้ําตาลทราย  
 น้ําตาลทรายดิบเปนน้ําตาลท่ีมีผลึกเปนสีน้ําตาลเขม มีความช้ืนสูงเนื่องจากผลึกถูกหอหุม
ไปดวยกากน้ําตาลท่ีมีความบริสุทธต่ําเปนจํานวนมาก ไมผานกรรมวิธีการฟอกสี 
 น้ําตาลทรายขาวมีลักษณะเปนผลึกขาว มีโพลาไรเซชัน ประมาณ 99 องศาเซลเซียส ปกติ
ผลิตจากออยโดยตรงสําหรับโรงงานท่ีมีลูกหีบ กระบวนการผลิตในระยะเร่ิมตนจะเหมือนน้ําตาล
ทรายดิบ จะเร่ิมแตกตางกันต้ังแตกระบวนการทําน้ําออยใหใส 
 1. การขนถาย (cane transportation and unloading) หลังจากผานกระบวนการวิเคราะห
ปริมาณนํ้าตาลในนํ้าออย หรือคา C.C.S. แลว ออยจะถูกลําเลียงมายังลานพักออย (cane yard) เพื่อ
ทําการช่ังบันทึกน้ําหนักออย ในการปลอยใหออยหลนลงบนสะพานออย (cane carrier) โดยอาศัย
เคร่ืองมือชวยลาก เพื่อเตรียมพรอมเขาสูเคร่ืองมือชนิดตางๆ 
 2. การเตรียมออยกอนเขาลุกหีบ (cane preparation) คือ การทําใหลําออยกลายเปนช้ิน
ละเอียดกอนปอนเขาลูกหีบ โดยอาศัยเคร่ืองฉีก (shredder) ฉีกยอยออยใหเปนฝอยละเอียด โดย
อาศัยการตีของแทงคอนท่ีเหวี่ยงตัวหมุนลงมา 
 3. การบดออย (cane milling) ออยจะถูกลําเลียงไปโดยสะพานปอนออย เขาสูลูกหีบชุดท่ี1 
น้ําออยท่ีสกัดได เรียกวา น้ําออยท่ีสกัดไดข้ันแรกซ่ึงเปนน้ําออยแท จากนั้นออยจะถูกพนดวยน้ํา
แลวนําเขาลูกหีบชุดตอไป ทําใหไดน้ําออยสกัดข้ันท่ี 2 สวนผสมของน้ําออยท้ังสองสวนนี้เรียกวา 
น้ําออยรวม (mixed juice) ซ่ึงในงานวิจัยนี้ใชน้ําออยรวมในการผลิต P(3HB) 
 4. ข้ันตอนการทําน้ําออยใส (clarification) ข้ันตอนนี้จะแยกส่ิงสกปรกออกจากนํ้าออยโดย
การตกตะกอน เชน 
 กระบวนการผลิตน้ําตาลทรายดิบ จะใชวิธีท่ีเรียกวา defecation method โดยนําน้ําออย
รวมเขาหมออุนน้ําออยเม่ืออุณหภูมิถึง 55 องศาเซลเซียส จึงเติมปูนขาวลงไปจนกระท่ังมีคาความ
เปนกรดดาง ประมาณ 7.0-7.2 ระยะเวลาผสมไมควรเกิน 3 นาที จากน้ันนําเขาหมออุนใหน้ําออยมี
อุณหภูมิ 102-105 องศาเซลเซียส และผสมกับสารรวมตะกอน (flocculant) ส่ิงสกปรกท่ีตกตะกอน
ลงมาเรียกวา ตะกอนตม (mud) ซ่ึงมีประมาณรอยละ 25 ของนํ้าออยใส 
 กระบวนการผลิตน้ําตาลทรายขาว จะทําน้ําออยบริสุทธ์ิโดยเพิ่มกรรมวิธีฟอกสีน้ําออย เชน
การใชระบบซัลฟเทชัน (sulphitation) ฟอกสีน้ําออยดวยกาซซัลเฟอรไดออกไซดและระบบ         
คารบอเนชัน (carbonation) ใชกาซคารบอนไดออกไซด ซ่ึงท้ังสองระบบนี้ยังคงตองใชน้ําปูนขาว
และความรอนในการทําน้ําออยบริสุทธ์ิ สวนการแยกตะกอนออกทําใหน้ําออยใสนั้น ระบบซัลฟเท
ชันยังคงตองใชถังพักใส เชนเดียวกับการผลิตน้ําตาลทรายดิบ แตระบบคารบอเนชันจะใชเคร่ือง
กรองแบบมีผากรอง 
 5. ข้ันตอนการทําน้ําออยใหเปนน้ําเช่ือม (evaporation) น้ําออยท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิตาม
ระบบดังกลาวขางตน จะถูกสงเขาชุดหมอตม หมอตมท่ีใชอาจเปนระบบ 4-6 ชุด หมอตมระเหย
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เหลานี้ตั้งเรียงเปนแถวติดตอกันโดยใชความรอนจากไอน้ํา สําหรับใบแรกใชความรอนถึง 128 
องศาเซลเซียส ไอน้ําท่ีเกิดข้ึนในหมอตมใบแรกจะถูกนําไปใชตมระเหยน้ําออยในหมอตมใบท่ีสอง
และไอน้ําจากหมอตมใบท่ีสองจะถูกนําไปใชในหมอตมใบท่ีสามเชนกัน การทํางานของหมอตม
ระเหยจะตอเนื่องกันจนน้ําเช่ือมมีความเขมขน 65 บริกซ ภายใตภาวะสูญญากาศ 
 6. ข้ันตอนการตมเค่ียวน้ําเช่ือม (boiling) น้ําเช่ือมจากถังพักน้ําเช่ือมจะถูกนําไปตมเค่ียวซ่ึง
ใชความรอนตํ่าภายใตสูญญากาศ (vacuum pan) ความรอนท่ีใชประมาณ 50-60 องศาเซลเซียส 
สูญญากาศประมาณ 26-28 นิ้วของปรอท น้ําเช่ือมจะถูกเค่ียวจนมีความเขมขนมากข้ึน จนกระทั่ง
เกิดผลึก (crystalline mass) เม่ือน้ําเช่ือมอยูในลักษณะท่ีเต็มไปดวยผลึกน้ําตาล เรียกวา แมสซิควิท 
 7. ข้ันตอนการเล้ียงผลึกน้ําตาลทรายในถังพักผลึก (crystallization in crystallizer) เนื่องจาก
แมสซิควิทท่ีปลอยออกมาจากหมอเค่ียว ประกอบดวยผลึกน้ําตาลทรายและนํ้าเล้ียงผลึก (mother 
liquor) การเล้ียงผลึกน้ําตาลทําได 2 วิธีคือ 
 การเค่ียวใหเกิดผลึกน้ําตาลข้ึนเองจะตองเค่ียวจนกระทั่งความเขมขนของนํ้าเช่ือมเพ่ิมถึง
ภาวะเหนือจุดอ่ิมตัวและลดความเขมขนลงโดยเติมน้ําหรือน้ําเช่ือม เล้ียงผลึกน้ําตาลท่ีเกิดข้ึนใหโต
ถึงขนาดท่ีตองการ อยางไรก็ตามการล้ียงผลึกโดยวิธีนี้ ในปจจุบันไมนิยมเนื่องจากการควบคุม
ปริมาณขนาดและความสม่ําเสมอของผลึกน้ําตาลทําไดยาก 
 วิธีกระตุนใหเกิดแกนผลึกเฉียบพลัน (shock seeding) โดยเค่ียวน้ําเช่ือมใหมีความเขมขน
ระดับหนึ่งตามกําหนด แลวเติมผงเช้ือน้ําตาลซ่ึงไดจากการบดนํ้าตาลทรายขาวท่ีอบแหงละเอียด
ขนาด 0.03 มิลลิเมตร ลงไปในหมอเค่ียว หลังจากนั้น 2-3 นาที ความเขมขนของน้ําตาลสูงถึงระดับ
หนึ่งจะทําใหเกิดปฏิกิริยาการกระตุนอยางเฉียบพลัน (shock) น้ําตาลท่ีละลายในน้ําเช่ือมจะแยกตัว
ออกมาเปนแกนผลึกอยางตอเนื่องมากมาย เม่ือแกนผลึกมีมากพอแลว หยุดปฏิกิริยาโดยเติมน้ําเช่ือม
เขาหมอเค่ียวระดับหนึ่งจนความเขมขนลดลงถึงระดับความเขมขนท่ีเหมาะในการเล้ียงแกนผลึก
เพื่อใหมีขนาดโตตามตองการ 
 วิธีเติมผงเช้ือน้ําตาลตามจํานวนจริง (true seeding) โดยบดนํ้าตาลทรายขาวท่ีอบแหงแลว
ผสมกับแอลกอฮอลแลวเติมลงในน้ําเช่ือมท่ีมีความเขมขนถึงระดับท่ีกําหนด ปดไอนํ้าท่ีเขาหมอ
เค่ียวจนกระท่ังผงเช้ือน้ําตาลกระจายตัวท่ัวน้ําเช่ือม แลวจึงเปดไอน้ําเค่ียวตอประมาณ 15-30 นาที 
เติมน้ําเช่ือมเขาไปอยางตอเนื่อง เล้ียงผลึกท่ีเกิดข้ึนใหมีขนาดตามตองการ 
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ฝายผลติฝายผลติ
ผงักระบวนการผลิตผงักระบวนการผลิต  ––  น้ําตาลทรายดิบน้ําตาลทรายดิบ

หมอเคี่ยว เอ หมอเคี่ยว บี หมอเคี่ยว ซี

รางกวน เอ รางกวน บี  รางกวน ซี

หมอตมดิบ

น้ําตาล บี น้ําตาล ซีน้ําตาล เอ หมออบ
 น้ําตาลดิบ

โกดังเก็บน้ําตาลดิบ ถังเก็บโมลาสสุดทาย

ดั้มออย

เครือ่งกําเนิดกระแสไฟฟา

หมอไอน้ํา
ชุดลูกหีบ

สายพานลําเลียงชานออยน้ําออยรวมสะพานลําเลียงออย
ชุดฆอน

ชุดมีด

 น้ําเช่ือมดิบ
 เครือ่งทําความรอน

ถังน้ําปูน
ถังพักใส

 เครือ่งทําความรอน

หมอกรองสูญญากาศ
สุ ไรออย

โคลน กากหมอกรอง

สู กระบวนการผลิต
น้ําตาลรไีฟน

น้ําตาล เอ  สงไปสูกระบวนการผลิตน้ําตาลรไีฟน แม็กมา บี แม็กมา ซี

 หมอปน ซี หมอปน บีหมอปน เอ

 
 

ฝายผลติฝายผลติ
ผงักระบวนการผลิตผงักระบวนการผลิต  ––  น้ําตาลรีไฟนน้ําตาลรีไฟน

น้ําปูน

กาซคารบอนไดออกไซด

ถังผสม

น้ํารอนน้ําตาลทรายดิบ

หมอกรองแบบความดัน

ระบบการลดคาสี

เรซิน่

หมอตมรไีฟน

น้ําเช่ือมใส

หมอปนรไีฟน

หมออบน้ําตาล
ซปุเปอรรไีฟน 

คอนดิชั่นนิ่ง ไซโล

การบรรจนํุ้าตาล
รไีฟน

รางกวน รางกวน รางกวน

หมอเค่ียวรไีฟน 

W

หมออบน้ําตาลรไีฟน

โมลาส

กระบวนการ
เค่ียวดิบ

คลังสินคา

หมอเค่ียวซปุเปอรรไีฟน หมอเค่ียวน้ําตาลทรายขาว

 
 

รูปท่ี 2.8 กระบวนการผลิตน้ําตาลทรายดบิ (ก) และนํ้าตาลรีไฟน (ข) (มิตรผลวิจัย, 2551) 
 
 
 
 

ก 

ข 
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2.13  ประโยชนจากออย 
1.  การใชประโยชนโดยตรง  

     1.1 ใชเปนอาหารมนุษย สวนของลําตนท่ีเก็บน้ําตาลสามารถนํามาเปนอาหารของมนุษย
ไดหรือบีบเอาน้ําออยเพื่อบริโภคโดยตรง นอกจากนี้ยังใชลําตนประกอบอาหารหรือนํามาใชเปนยา
รักษาโรค 
     1.2 ใชเปนอาหารสัตว ใบ ยอด และสวนของลําตนท่ียังออนใชเปนอาหารสัตว แตถา
ตองการให ไดผลดีควรใชวิธีหมักกอนใหสัตวกิน 
    1.3 ใชเปนเช้ือเพลิง ในอนาคตเม่ือเช้ือเพลิงท่ีใหจากไมหายาก อาจนําใบออยแหง 
(trash) มาใชเปนแหลงของพลังงานและเช้ือเพลิงท่ีสําคัญได เพราะใบออยแหงใหพลังงานคอนขาง
สูงมาก  
     1.4 ใชเปนวตัถุคลุมดินหรือบํารุงดิน ใบออยแหงเม่ือใชคลุมดินจะชวยรักษาความช้ืน 
ปองกันวัชพืช และเปนอาหารของจุลินทรียตางๆ ซ่ึงจุลินทรียบางพวกสามารถตรึงไนโตรเจนจาก
อากาศได ทําใหไนโตรเจนในดินเพิ่มข้ึน สําหรับรากและเหงาของออยท่ีอยูในดินเม่ือเนาเปอยผุพัง
ก็จะเปนปุยแกดิน 

2.  การใชประโยชนในอุตสาหกรรม  
 ประโยชนท่ีสําคัญของออยก็คือ เปนวัตถุดิบสําหรับอุตสาหกรรมน้ําตาล ในทางเคมี 

น้ําตาลสวนใหญท่ีไดจากออยเปนน้ําตาลซูโครส นอกจากนั้นก็มีน้ําตาลกลูโคสและน้ําตาล
ฟรักโทสอยูดวย ซ่ึงท้ังสองชนิดนี้รวมเรียกวาน้ําตาลอินเวิรต (invert sugar) โดยในทางการคา 
น้ําตาลจากออยมีช่ือเรียกตางๆ กัน ตามความบริสุทธ์ิและกรรมวิธีในการผลิต เชน น้ําตาลแดงหรือ
น้ําตาลทรายแดง (brown sugar, gur, jaggery, muscovado) น้ําตาลดิบหรือน้ําตาลทรายดิบ (raw 
sugar) น้ําตาลทรายขาว (white sugar หรือ plantation white sugar) น้ําตาลทรายบริสุทธ์ิ หรือน้ําตาล
ทรายขาวบริสุทธ์ิ (refined sugar)  
 ในการผลิตน้ําตาลทรายจากออยโดยตรงนัน้มีผลพลอยได (by-products) เกิดข้ึนหลาย
อยาง ท่ีสําคัญไดแก ชานออย กากตะกอน (filter mud, filter cake) และกากน้ําตาล (molasses) ท้ัง
น้ําตาลและผลพลอยไดสามารถนํามาใชประโยชนไดอยางกวางขวาง   
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2.14  แหลงไนโตรเจน   
จุลินทรียมีไนโตรเจนเปนสวนประกอบประมาณรอยละ 8-10 ของนํ้าหนกัแหงของเซลล 

ความตองการไนโตรเจนของจุลินทรียแตละชนิดจะแตกตางกันออกไป จุลินทรียบางชนิดสามารถ
เจริญไดในอาหารที่มีอนินทรียไนโตรเจน แตบางชนิดตองการไนโตรเจนจากสารประกอบอินทรีย 
 แหลงอนินทรียไนโตรเจน  ท่ีนิยมใชในอุตสาหกรรมการหมัก  ไดแก 
 -  แอมโมเนีย อาจใชในรูปแกสหรือสารละลายแอมโมเนียความเขมขนรอยละ 25 การใช
แอมโมเนียเปนแหลงไนโตรเจนจะตองระวังในการเก็บรักษา เนื่องจากแอมโมเนียระเหยงาย จึงตอง
เก็บในภาชนะบรรจุท่ีปองกันการระเหยและทนตอการกัดกรอนได 
 -  ไนเตรตและเกลือแอมโมเนียม โดยเกลือแอมโมเนียมท่ีมีราคาถูกท่ีสุด ไดแก เแอมโม
เนียมซัลเฟต     

แหลงอินทรียไนโตรเจน  อาจใชในรูปกรดอะมิโน โปรตีน หรือยูเรียก็ได โดยท่ัวไป          
จุลินทรียจะเจริญในอาหารท่ีมีอินทรียไนโตรเจนไดเร็วกวาอาหารที่มีอนินทรียไนโตรเจน จุลินทรีย
บางชนิดโดยเฉพาะมิวแตนทท่ีใชในกระบวนการผลิตกรดอะมิโน  จะเจริญไดเฉพาะในอาหารท่ีมี
กรดอะมิโนชนิดท่ีมันตองการอยูดวยเทานั้น  แตเนื่องจากกรดอะมิโนบริสุทธ์ิมีราคาแพง  ดังนั้นจึง
นิยมใชกรดอะมิโนจากสารประกอบเชิงซอน  เชน  การผลิตไลซีน  จะใช soya bean hydrolysate  
เปนแหลงเมทไธโอนีนและทรีโอนีน  เปนตน  นอกจากนั้นยังมีวัตถุดิบอ่ืน ๆ ท่ีนิยมใชเปนแหลง
ไนโตรเจนในอุตสาหกรรมการหมัก  ไดแก 

- น้ําแชขาวโพด ถ่ัวเหลือง กากถ่ัวเหลือง กากถ่ัวลิสง ฟารมามีเดีย Distiller’s soluble, 
casein hydrolysate, fish meal, yeast extract เปนตน 

ปจจัยท่ีมีอิทธิพลตอการเลือกใชแหลงไนโตรเจน 
- ชนิดของจุลินทรีย 
- ราคาของแหลงไนโตรเจน 
- ประสิทธิภาพในการสรางผลผลิต 
นอกจากแหลงคารบอนแลวแหลงไนโตรเจนก็มีผลตอราคาการผลิต P(3HB) เชนกนั โดย

แหลงไนโตรเจนท่ีนยิมนํามาใชในการผลิต P(3HB)  ไดแก NH4Cl  (NH4)2SO4  NH4NO3 
(NH4)3PO4    โมโนโซเดียมกลูตาเมต และยูเรีย (Groom และคณะ, 1998; Quillaguamán และคณะ, 
2008)   โดยแหลงไนโตรเจนท่ีกลาวมาพบวายูเรียมีราคาถูกท่ีสุด   Loo และ Sudesh (2007) รายงาน
วานอกจากยูเรียเปนแหลงไนโตรเจนท่ีดีสําหรับการผลิต P(3HB)  เนื่องจากมีราคาถูกและยงั
สงเสริมการสราง P(3HB) ดังนั้นถาสามารถหาจุลินทรียท่ีสามารถผลิต P(3HB) โดยใชยูเรียเปน
แหลงไนโตรเจนได จะทําใหราคาการผลิตลดลงได 
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2.15  กระบวนการหมักแบบ batch  
 กระบวนการหมักแบบ batch เปนกระบวนการเพาะเล้ียงจุลินทรียใหเติบโตในระบบปด ซ่ึง
สวนใหญทําในขวดเขยาหรือถังหมักท่ีมีสารอาหารเหมาะสมตอการเติบโต และเล้ียงเช้ือภายใต
ภาวะท่ีเหมาะสม กระบวนการหมักแบบนี้ไมมีการเตมิสารอาหาร   เซลลจะเติบโตจนกระท่ัง
องคประกอบของสารอาหารท่ีจําเปนหมดไป  หรือเกดิการเปล่ียนแปลงสภาพแวดลอม เนื่องจาก
สะสมสารพิษหรือ pH เปล่ียนแปลง เปนตน   การเติบโตของเซลลเม่ือเพาะเล้ียงแบบ batch แบง
ออกไดเปน 4 ระยะ ดังนี ้
 1. ระยะฟกตวั (lag phase) ระยะนี้เร่ิมตนเม่ือใสจุลินทรียลงในอาหารเล้ียงเช้ือ  เปนระยะท่ี
เซลลยังไมมีการเติบโต  เนื่องจากเปนระยะท่ีจุลินทรียกําลังปรับตัว เพื่อใหสามารถเติบโตไดใน
ส่ิงแวดลอมใหม ระยะนีจ้ะใชเวลานานเทาใดข้ึนกับลักษณะการเติบโตของกลาเช้ือ ในอุตสาหกรรม
ตองทําใหส้ันที่สุดเพื่อลดตนทุนการผลิต 
 2. ระยะการเติบโตแบบทวีคูณ (log หรือ exponential phase) เปนระยะท่ีเซลลมีการเติบโต
เพิ่มข้ึนตามลําดับจนกระท่ังคงท่ี  ระยะนี้เซลลมีอัตราการเติบโตแบบทวีคูณ 
 3. ระยะการเติบโตคงท่ี (stationary phase) เม้ือส้ินสุดระยะการเติบโตแบบทวีคูณ อัตราการ
เติบโตจะลดลงจนกระท่ังเปนศูนย   ระยะน้ีความหนาแนนของเซลลคอนขางคงท่ี และไมมีการ
เติบโตของเซลล ซ่ึงถึงแมวาเซลลจะมีการเติบโต แตอัตราการเติบโตเทากับอัตราการตาย การท่ี
เซลลหยุดการเติบโตเนื่องจากสารอาหารจําเปนหมดไป การสะสมสารพิษ  หรือสภาพแวดลอมใน
การเล้ียงเชื้อเปลี่ยนแปลง เชน คา pH   เซลลท่ีดํารงชีพไดระยะนี้ เนื่องจากเหตุผลหลายประการ คือ 
ภายในเซลลมีพอลิเมอรบางประเภทสะสมอยู ซ่ึงเชลลสามารถนํามาใชเปนซับสเตรทได หรือมีการ
พัฒนารูปแบบเซลลใหทนตอส่ิงแวดลอมท่ีเปล่ียนแปลงไป เชน การสรางสปอร 
 4. ระยะการเติบโตแบบลดลง (decline หรือ death phase) เปนระยะท่ีจุลินทรียมีอัตราการ
ตายมากกวาอัตราการเติบโต (Scragg, 1991; Snape และคณะ, 1995; Asenjo และ Merchuk, 1995) 

การเติบโตของจุลินทรียในระยะ log phase สามารถเขียนเปนสมการไดดังนี ้
  เซลลท่ีสะสม = เซลลเติบโต-เซลลออก-เซลลตาย 
   dX/dt =  μX – (F/V)X – aX   (1) 
  เม่ือเซลลไมถูกนําออกจากระบบ และ a นอยกวา μ  มาก เขียนสมการ (1) ใหมได 
   dX/dt =  μX     (2) 

เม่ือ X = ความเขมขนมวลชีวภาพ (g/l)     
 t  =  เวลา (h) 

                                   μ = อัตราการเติบโตจําเพาะ (specific growth rate) (h-1) 
F = อัตราการปอนอาหารเขา (l/h) 
V =  ปริมาตรของอาหารเล้ียงเช้ือ (l) 
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a = อัตราการตายจําเพาะ (h-1) 
เม่ืออินทิเกรตสมการ (2) จะได 

Xt = Xoe
μt     (3) 

เม่ือ Xo = ความเขมขนมวลชีวภาพเร่ิมตน (g/l) 
                                  Xt = ความเขมขนมวลชีวภาพหลังการเพาะเล้ียงเชื้อ ณ เวลา t ช่ัวโมง (g/l) 

e   =  ฐานของ natural logarithm 
0Bเม่ือใส natural logarithm ในสมการ (3) จะได 

μ = [ln (Xt/Xo)]/t    (4) 
อัตราการผลิต (productivity) ของกระบวนการหมักแบบ batch แสดงคาในเทอม 

ของกรัมผลิตภัณฑท่ีสรางขึน้ตอหนวยปรมิาตรตอหนวยเวลา หรือ กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 
 

2.16  การเล้ียงเชื้อจุลินทรีย  
 1. ระดับขวดเขยา (shake flask) 
      การเล้ียงเชือ้ในระดับขวดเขยาเปนการเล้ียงเช้ือจุลินทรียในอาหารเหลวเพื่อศึกษาปจจัย
ตางๆ ท่ีมีผลตอการเจริญและการผลิตสารผลิตภัณฑท่ีตองการ  และสามารถทราบผลของตัวแปรใน
การศึกษาโดยใชเวลาส้ัน  การศึกษาทําไดสะดวก ไมยุงยาก ส้ินเปลืองคาใชจายนอย   ตัวแปรท่ี
ศึกษา  ไดแก  องคประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ  คาความเปนกรดดางเร่ิมตน  อุณหภูมิในการเล้ียง
เช้ือ    เปนตน  ทําใหสามารถหาภาวะท่ีเหมาะสมในการเจริญและผลิตผลิตภัณฑไดในการทดลอง
ระดับนี ้
 2. ระดับถังหมักหองปฏิบัติการ (lab scale fermenter) 
 การเล้ียงเชื้อจลิุนทรียในถังหมักระดับหองปฎิบัติการเปนการเล้ียงเช้ือโดยมี
วัตถุประสงคเพื่อเพ่ิมความหนาแนนของเซลล  เพิ่มปริมาณสารผลิตภัณฑท่ีตองการ และอ่ืนๆ 
ข้ึนอยูกับชนดิของสารผลิตภัณฑท่ีไดจากกระบวนการผลิต (production  process) ท่ีตองการ  ขอ
ไดเปรียบของการเล้ียงเช้ือในระดับถังหมักมีหลายประการ  ไดแก  สามารถใหอากาศ (ออกซิเจน) 
แกระบบไดมากกวาระดับขวดเขยา  เนื่องจากมีการใหอากาศและการกวน  ซ่ึงมีผลใหมีการผสม 
(mixing) ไดดรีะหวางเซลล  สารอาหาร  และออกซิเจน  สงผลใหเซลลมีการเจริญไดดี    สามารถ
ควบคุมภาวะในการเล้ียงเช้ือจุลินทรียไดมากกวาการเล้ียงเช้ือในระดับขวดเขยา  เชน  คาความเปน
กรดดางและอุณหภูมิตลอดการเล้ียงเช้ือ  คาออกซิเจนละลาย (dissolved oxygen)  ทราบการ
เปล่ียนแปลงของคาตัวแปรเหลานี้ไดตลอดการศึกษาโดยมีการบันทึกโดยเคร่ืองอัตโนมัติ   สามารถ
เติมสารอาหารระหวางการเล้ียงเช้ือ (fed-batch และ continuous cultivation) ทําใหการเล้ียงเช้ือได
นานข้ึน  โดยไมตองเร่ิมตนใหม  แตสงผลใหไดผลผลิตมากข้ึน  รวมท้ังหลีกเล่ียงการยับยั้งการ
เจริญจากความเขมขนของสารเร่ิมตน (feed back inhibition) 
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บทที่ 3 
อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1   วัสดุอุปกรณ 

3.1.1   เคร่ืองกาซโครมาโทกราฟฟ (gas chromatography) รุน 3400CX ของบริษัท Varian 
ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.1.2 แคปพิลลารี คอลัมน (capillary column) ชนิด CP-WAX 52 CB เสนผาศูนยกลาง 
0.25 มม. ความยาว 60 ม.ของบริษัท Varian ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.1.3 เคร่ืองผลิตกาซไฮโดรเจน (hydrogen generator) รุน 9200 ของบริษัท Packard 
ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.1.4  เคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิ (psychotherm incubator shaker) รุน G27 แบบ rotary 
ของบริษัท New Brunswick Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 3.1.5  เคร่ืองช่ังละเอียด (analytical balance) รุน A200S ของบริษัท Sartorious ประเทศ  
เยอรมณ ี

 3.1.6  เคร่ืองช่ังหยาบ (laboratory balance) รุน L2200P ของบริษัท Sartorious ประเทศ    
เยอรมณ ี

3.1.7 เคร่ืองปนเหวีย่ง (centrifuge) รุน KS-3000P ของบริษัท Kubota ประเทศญ่ีปุน 
3.1.8 เคร่ืองปนเหวีย่งอุณหภูมิต่ํา รุน Centrikon T-42Kของบริษัท Kubota ประเทศญ่ีปุน 
3.1.9 เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (VIS spectrophotometer) รุน Novaspec װ  ของบริษัท 

Pharmacia Biotech ประเทศอังกฤษ  และหลอดใสตัวอยาง (cuvette) 
3.1.10 เคร่ืองวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน 2000 ของบริษัท Cyberscan ประเทศ

สิงคโปร  
3.1.11 ตูถายเช้ือแบบ laminar flow รุน BV-124ของบริษัท ISSCO ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 3.1.12  ตูอบฆาเช้ือ (hot air oven) รุน UL-60 ของบริษัท Memmert ประเทศเยอรมณี 
3.1.13     ตูอบแหง (dryer oven) รุน UL-80 ของบริษัท Memmert ประเทศเยอรมณ ี
3.1.14 หมออบฆาเช้ือดวยไอน้ํา (autoclave) รุน SS-325 ของบริษัท Tomy ประเทศญ่ีปุน 

 3.1.15   อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน W760 ของบริษัท Memmert ประเทศ      
เยอรมณ ี

3.1.16  ไมโครปเปตและทิปขนาด 100  200 1,000 และ 5,000 มล. 
3.1.17   ถังหมัก (fermentor) ขนาด 5 ลิตร ของบริษัท B.E. Marubishi ประเทศญ่ีปุน 
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3.2  เคมีภัณฑ   
 3.2.1  กรดซัลฟวริกเขมขน (H2SO4) 
 3.2.2  กรดซิตริก (C6H8O7·H2O) 
 3.2.3  กรดบอริก (H3BO3) 
 3.2.4  กรดเบนโซอิก (C7H6O2) 
 3.2.5 คลอโรฟอรม (CHCl3) 
 3.2.6  คอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4·5H2O) 
 3.2.7  แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2·2H2O) 
 3.2.8  โคบอลตคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (CoCl2·6H2O) 
 3.2.9  ซิงคซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4·7H2O) 
 3.2.10  โซเดียมคลอไรด (NaCl) 
 3.2.11  โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 
 3.2.12  โซเดียมไฮโปคลอไรท (NaOCl) 
 3.2.13  ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 
 3.2.14  นิกเกิลคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (NiCl2·6H2O) 
 3.2.15  น้ําตาลทราย   
 3.2.16  น้ําออย 
  3.2.17 แบคโตทริปโตส (Bacto tryptose) 
  3.2.18 ผงวุน 
  3.2.19 โพแทสเซียมคลอไรด (KCl) 
 3.2.20  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 
 3.2.21  เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4·7H2O) 
 3.2.22  เมทานอล (CH3OH) 
 3.2.23  แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4·7H2O) 
 3.2.24  แมงกานีสคลอไรดเฮกซะคลอไรด (MnCl2·6H2O) 
 3.2.25  ยูเรีย (N2H6CO)     
 3.2.26  สารมาตราฐานพอลีเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรต 
 3.2.27  สารสกัดจากเนื้อ (beef extract)   
 3.2.28  สารสกัดจากยสีต (yeast extract) 
 3.2.29  เอนไซมอินเวอรเทส 
 3.2.30  เอนไซมยูรีเอส 
 3.2.31  แอมโมเนียมโมลิบเดตเตตระไฮเดรต [(NH4)6Mo7O24·4H2O] 
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3.3 วิธีการดําเนินการวิจัย 
  3.3.1 จุลินทรียท่ีใชในการศึกษา 
 จุลินทรียท่ีใชคือ  Bacillus megaterium BA-019 ซ่ึงเปนสายพันธุท่ีคัดแยกไดใน
หองปฏิบัติการโดยรัตนศิริ มุทิตากุล (2538) และจัดจําแนกสปชีสโดยการหาลําดับนิวคลีโอไทด 
16S rDNA โดยกุสุมา กมลจรัสโสภา (2547) 

 

 
 

รูปท่ี 3.1  Bacillus megaterium BA-019 เม่ือยอมสีแกรม  กําลังขยาย 1,000 เทา 
 

 
 

รูปท่ี 3.2  Bacillus megaterium BA-019 เม่ือยอมสีซูดาน แบลค บี  กําลังขยาย 1,000 เทา 
 

3.3.2 อาหารเล้ียงเชือ้ 
3.3.2.1 สูตรอาหารแข็งสําหรับเก็บรักษาเช้ือ (stock culture medium) ใน 1 ลิตร  

ประกอบดวย 
   beef extract  3 กรัม 
   bacto tryptose  5 กรัม 
   วุนผง   15  กรัม 
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 ปรับ pH เปน 7.0 นึ่งฆาเช้ือท่ีความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว  อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที (การนึ่งฆาเช้ือแบบมาตรฐาน) 
  3.3.2.2 สูตรอาหารเหลวสําหรับเล้ียงกลาเช้ือ (seed culture medium) ใชสูตรของ 
Doi และคณะ (1986) ซ่ึงศึกษาปรับปรุงโดย สุดา สุภาชวนิสวัสดิ์ (2542) ใน 1 ลิตร ประกอบดวย 

  yeast extract  10  กรัม 
  bacto tryptose  10 กรัม 
 beef extract   5  กรัม 
  โซเดียมคลอไรด  5  กรัม 
  น้ําตาลทราย  10 กรัม 

 ปรับ pH เปน 7.0 นึ่งฆาเช้ือท่ีความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว  อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  แยกสารละลายนํ้าตาลนึ่งฆาเช้ือท่ีความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว  
อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 10 นาที 

3.3.2.3    สูตรอาหารเหลวสําหรับเล้ียงเช้ือจุลินทรียเพื่อการสรางและสะสม 
P(3HB) คือ อาหาร MSM (Mineral salt medium) ใน 1 ลิตรประกอบดวย 
  น้ําออยท่ีมีปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด (total sugar) 20 กรัม 
   ยูเรีย       0.8  กรัม   
   โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  2.0  กรัม   
   ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต    0.6  กรัม  
   แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต    0.2  กรัม   
   กรดซิตริก      0.75  กรัม   
   สารสกัดจากยสีต     0.1 กรัม 
   สารละลาย trace element     1.0 มิลลิลิตร 
 แยกละลายเกลือแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตและสารละลาย trace element เม่ือ
ละลายแลวจึงนํามารวมกนั ปรับ pH เปน 7.0 และนึ่งฆาเช้ือท่ีความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  สวนของสารละลายนํ้าตาลแยกนึ่งฆาเช้ือท่ี  ความ
ดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 10 นาที 
 สารละลาย trace element ใน 1 โมลารกรดไฮโดรคลอริก 1 ลิตร  ประกอบดวย 
    แคลเซียมคลอไรด    20.0  กรัม 
     ซิงคซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต   1.30 กรัม 
     เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต   0.20 กรัม 
      แอมโมเนียมโมลิบเดตเตตระไฮเดรต  0.60 กรัม 

      กรดบอริก      0.60 กรัม 
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     แมงกานีสคลอไรดเฮกซะคลอไรด   0.08 กรัม 
โคบอลตคลอไรดเฮกซะไฮเดรต   0.50 กรัม 

    คอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรต   0.05 กรัม 
    นิกเกิลคลอไรดเฮกซะไฮเดรต   0.02 กรัม 

3.3.3 การเก็บรักษาจุลินทรีย 
3.3.3.1 การเก็บรักษาแบคทีเรีย 

เข่ียแบคทีเรียมาเล้ียงบนอาหารแข็งเอียง (agar slant)  แลวนําไปบมท่ี 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวเททบัดวย 15% กลีเซอรอลท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือ
แลว   จากน้ันนําไปเกบ็ไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

3.3.4 ศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการผลิต P(3HB) จาก Bacillus megaterium BA-019 โดย 
การเล้ียงเชื้อในขวดทดลองภายใตภาวะการเจริญท่ีสมดุล (balanced growth condition) 
    3.3.4.1 การเตรียมหัวเชื้อสําหรับเปนกลาเชื้อ 
    นําเช้ือท่ีเก็บรักษาไวตามขอ 3.3.3.1 มาเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งเอียงใหม  
บมเช้ือท่ีอุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  จากนั้นถายเช้ือลงในสารละลายโซเดียม
คลอไรด (0.85 %)  เพื่อทําใหเปนเซลลแขวนลอย (cell suspension)  และปรับความเขมขนใหมีคา
การดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร  เทากบั 0.4   

 3.3.4.2 การศึกษาอายุกลาเชื้อท่ีเหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโต  
    ถายหัวเช้ือท่ีไดจากขอ 3.3.4.1 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร (OD600= 0.4) ลงใน
อาหารเหลวสําหรับเล้ียงกลาเช้ือปริมาตร 50 มิลลิลิตร (4% ตอปริมาตรอาหารเล้ียงเชื้อ) ซ่ึงบรรจุอยู
ในขวดทดลองปริมาตร 250 มิลลิลิตร นําไปเล้ียงเช้ือบนเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภมิู 30 องศา
เซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอนาที เก็บตัวอยางทุก 2 ช่ัวโมง เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นํามาหาน้ําหนัก
เซลลแหง และคํานวณอัตราการเติบโตจําเพาะ (μ) 

3.3.4.3 การผลิต P(3HB) จาก Bacillus megaterium BA-019 โดยการเลี้ยงเชือ้ใน 
ขวดทดลองภายใตภาวะการเจริญท่ีสมดุล  
    เล้ียงเช้ือ Bacillus megaterium BA-019  ตามขอ 3.3.4.2 เปนเวลา 6 ช่ัวโมง  
จากนั้นถายเช้ือปริมาตร 2 มิลลิลิตรลงในอาหาร MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอยูในขวด
ทดลอง 250 มิลลิลิตร เปรียบเทียบการผลิต P(3HB) เม่ือใชน้ําออยท่ีมีความเขมขนของน้ําตาลรวมท่ี
ระดับความเขมขนเทากับ 20 กรัมตอลิตร  เล้ียงเช้ือบนเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิ 30  องศา
เซลเซียส  ความเร็ว  200  รอบตอนาที  เก็บตัวอยางทุก  6  ช่ัวโมง  เปนเวลา  48  ช่ัวโมง  นํามา
วิเคราะหน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย  และปริมาณ  P(3HB)  ท่ีผลิตได  
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 3.3.5 ศึกษาผลของการจํากัดธาตุอาหารแตมีปริมาณแหลงคารบอนมากเกินพอท่ีมีตอ
การเจริญ การสังเคราะหและสะสม P(3HB)   
  3.3.5.1 การศึกษาผลของความเขมขนของน้ําออยท่ีใชเปนแหลงคารบอนตอการผลิต 
P(3HB) 
    เล้ียงเช้ือ Bacillus megaterium BA-019  ตามขอ 3.3.4.2 เปนเวลา 6 ช่ัวโมง  
จากนั้นถายเช้ือปริมาตร 2 มิลลิลิตรลงในอาหาร MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอยูในขวด
ทดลอง 250 มิลลิลิตร เปรียบเทียบการผลิต P(3HB) เม่ือใชน้ําออยท่ีมีความเขมขนของน้ําตาลรวม
แตกตางกนัโดยใชท่ีระดับความเขมขนเทากับ  30  40 และ 50  กรัมตอลิตร  เล้ียงเช้ือบนเคร่ืองเขยา
ควบคุมอุณหภมิู 30  องศาเซลเซียส  ความเร็ว  200  รอบตอนาที  เก็บตัวอยางทุก  6  ช่ัวโมง  เปน
เวลา  48  ช่ัวโมง  นํามาวิเคราะหน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย  และ
ปริมาณ  P(3HB)  ท่ีผลิตได  

3.3.5.2 การศึกษาผลของการจํากัดธาตุอาหารจําเปนบางชนิดตอการผลิต P(3HB)   
    เล้ียงเช้ือ  Bacillus megaterium BA-019  ตามขอ 3.3.4.2 เปนเวลา 6 ช่ัวโมง  
จากนั้นถายกลาเช้ือปริมาตร  2  มิลลิลิตรลงในอาหารเหลว MSM ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  ซ่ึงบรรจุ
อยูในขวดทดลองปริมาตร  250 มิลลิลิตร   โดยมีการจํากดัธาตุอาหารบางชนิด  ไดแก    
    ก. จํากัดปริมาณไนโตรเจน  โดยใชยูเรียความเขมขน  0  0.2  0.4  0.6  0.8  
1.0  และ  1.2  กรัมตอลิตร โดยใชปริมาณคารบอนท่ีไดจากขอ 3.3.5.1 สวนสารอ่ืนใชในปริมาณเทา
เดิม (สูตรอาหาร MSM) 
      ข. จํากัดปริมาณแมกนีเซียม  โดยใชแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความ
เขมขน  0  0.1  และ  0.2  กรัมตอลิตร โดยใชปริมาณไนโตรเจนท่ีไดจากขอ 3.3.5.2 (ก) สวนสารอ่ืน
ใชในปริมาณเทาเดิม 
    ค. ผลรวมระหวางโพแทสเซียมและฟอสเฟต  โดยใชโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน  0  0.5  1.0  1.5  2.0 กรัมตอลิตรและไมมีการเตมิโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟต  โดยใชปริมาณไนโตรเจนท่ีไดจากขอ 3.3.5.2 (ก)  และใชปริมาณแมกนีเซียมท่ี
ไดจากขอ 3.3.5.2 (ข)  สวนสารอ่ืนใชในปริมาณเทาเดมิ 
    เล้ียงเช้ือบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  ความเร็ว  200  
รอบตอนาที  เก็บตัวอยางทุก  6  ช่ัวโมง  เปนเวลา  48  ช่ัวโมง  นํามาวิเคราะหน้ําหนักเซลลแหง   
ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย  และปริมาณ P(3HB) ท่ีผลิตได 
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3.3.6 การผลิต P(3HB) จาก Bacillus megaterium BA-019 โดยใชภาวะท่ีเหมาะสมตอ 
การผลิต  P(3HB) ท่ีศึกษาไดจากขอ 3.3.5.2 มาเลี้ยงเชื้อในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
 3.3.6.1 การผลิต P(3HB) จากน้ําออย 
    เล้ียงเช้ือ Bacillus megaterium BA-019 ตามขอ 3.3.4.2 เปนเวลา 6 ช่ัวโมง  
จากนั้นถายกลาเช้ือปริมาตร  2  มิลลิลิตรลงในอาหารเหลว MSM ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  ซ่ึงบรรจุ
อยูในขวดทดลองปริมาตร  250 มิลลิลิตร  โดยเล้ียงกลาเช้ือใหไดปริมาตร 300 มิลลิลิตร (คิดเปน 
10% ตอปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ) จากนัน้ถายกลาเช้ือลงในถังหมักขนาด 5 ลิตร ซ่ึงมีปริมาตรของ
อาหารเล้ียงเช้ือเร่ิมตน 3 ลิตร โดยเลือกภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิต P(3HB) จากขอ 3.3.5.2   
ควบคุมอุณหภมิูท่ี 30 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดางเทากับ 7.0 ตลอดการเล้ียงเช้ือ โดยให
อัตราการกวนที่ 600 รอบตอนาที และใหอากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรน้ําหมักตอนาที 
ตามลําดับ(อติพล บุญเรืองถาวร, 2543)  เก็บตัวอยางทุก  3  ช่ัวโมง  เปนเวลา  24  ช่ัวโมง  นํามา
วิเคราะหน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย  ปริมาณ P(3HB) ท่ีผลิตได  และ
คํานวณหาคาอัตราการผลิต (productivity)    
 3.3.6.2 การผลิต P(3HB) จากกากน้ําตาล 
                เล้ียงเชื้อ Bacillus megaterium BA-019  ในถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยใช
ภาวะเชนเดียวกับขอ 3.3.6.1  แตใชกากนํ้าตาลแทนนํ้าออย  เก็บตัวอยางทุก  3  ช่ัวโมง  เปนเวลา  24  
ช่ัวโมง  นํามาวิเคราะหน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย  ปริมาณ  P(3HB) ท่ี
ผลิตได  และคํานวณหาคาอัตราการผลิต (productivity)  เปรียบเทียบกบัขอมูลท่ีไดในขอ 3.3.6.1 
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3.4 วิธีวิเคราะห 
 3.4.1 การหานํ้าหนักเซลลแหง 
  นําน้ําหมักปริมาตร 10 มิลลิลิตร มาปนแยกเซลล  โดยการเซนตริฟวสท่ีความเร็ว 8000 
รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที  ปนลางเซลลดวยน้ํากล่ัน 2 คร้ัง  จากนั้นนําเซลลท่ีไดไปใสในถวย
อลูมิเนียมท่ีทราบน้ําหนักท่ีแนนอนแลว  อบแหงท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24  ช่ัวโมง  
ช่ังน้ําหนกัถวยท่ีมีเซลลอบแหง  คํานวณหาปริมาณนํ้าหนักเซลลแหง (ภาคผนวก ข) ในหนวยเปน
กรัมตอลิตร 
 3.4.2 การวิเคราะหหาปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด 
               นําน้ําหมักท่ีปนแยกเซลลแลวมาเจือจางดวยน้ํากล่ันใหมีความเขมขนท่ีเหมาะสม
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติมสารละลายอินเวอรเทส 1.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 
ในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที จากนั้นนํามาวิเคราะหหาปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซ ดวยวิธีของ Bernfeld (1955) โดยเติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก
(dinitrosalicylic acid, DNSA) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนันําไปตมในอางน้ําเดือด  เปนเวลา 
10 นาที จากน้ันแชในอางน้ําเย็นแลวเติมน้ํากล่ัน 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปวดัคาการ
ดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร นําคาท่ีไดเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานระหวางน้ําตาลซูโครส และ
คาการดูดกลืนแสงท่ี  540 นาโนเมตร  หนวยเปนกรัมตอลิตร 
 3.4.3 การวิเคราะหปริมาณยูเรีย 

ตามวิธีของ Kemper (1974) นําน้ําหมักท่ีปนแยกเซลลออกแลว มาเจือจางดวยน้ํา 
กล่ันปลอดประจุตามความเหมาะสมปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร  เติมสารละลายเอนไซมยูเรียเอส 
(urease) ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากันแลวนําไปอุนในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ  30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  เติมสารละลายโปแตสเซียมคลอไรด ความเขมขน 5 โมลาร 5 มิลลิลิตร  
เติมสารละลาย EDTA 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน  ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภมิูหอง 1 นาท ี  จากนั้นเติม
สารละลายฟนอลไนโตรพัสไซด 2 มิลลิลิตร เติมสารละลายบัพเฟอรไฮโปคลอไรด 4 มิลลิลิตร  
และเติมน้ํากล่ันปลอดประจุ 8 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากันแลวนําไปอุนในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ  40 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 นาที  นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงท่ี 636 นาโนเมตร (ในน้ํากล่ันปลอด
ประจุเปนตัวเปรียบเทียบ)   คํานวณหาปริมาณยูเรีย (หนวยเปนกรัมตอลิตร)  โดยเปรียบเทียบจาก
กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณยูเรีย และคาการดูดกลืนแสงท่ี 636 นาโนเมตร 
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 3.4.4 การวิเคราะหปริมาณ P(3HB) โดยวิธีแกสโครมาโตกราฟฟ (Gas Chromatography : 
GC)   

 ตามวิธีของ  Comeau และ คณะ (1988)  โดยการปนแยกเซลลออกจากนํ้าหมักท่ี 
ความเร็ว  8000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที แลวลางเซลลดวยน้ํากล่ัน 2 คร้ัง ช่ังเซลลแหง  20 
มิลลิกรัม  ใสหลอดฝาเกลียวเติมคลอโรฟอรม 2  มิลลิลิตร  จากนั้นเติมเมทานอลท่ีทําใหเปนกรด
ดวยกรดซัลฟวริกเขมขนรอยละ 3 (3 % acidified  methanol) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร  ท่ีมีกรดเบนโซ
อิกเปนสารละลายมาตรฐานภายในความเขมขนเทากับปริมาณ 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  นําไปให
ความรอนท่ี 80 องศาเซลเซียส  นาน 3.5 ช่ัวโมง  เติมน้ํากล่ัน 2 มิลลิลิตร  เขยาอยางแรง 5 นาที  และ
นําไปปนท่ีความเร็ว 3000 รอบตอนาทีเปนเวลา 20 นาที  เก็บช้ันคลอโรฟอรม (ช้ันลาง) ซ่ึงมี
อนุพันธของเมทิลเอสเทอรของโมโนเมอรไปสกัดแยกกรดและกากเซลลตามวิธีขางตนอีกคร้ัง  ถาย
ช้ันคลอโรฟอรมใสหลอดฝาเกลียวสําหรับวิเคราะหดวยกาซโครมาโตกราฟฟ แลววิเคราะหปริมาณ  
P(3HB) โดยวธีิ GC ภายใตภาวะ  ดงันี ้

ชนิดของคอลัมน  : แคปพิลลารีคอลัมน ชนิด CP wax – 52 CB 
                                       เสนผานศูนยกลาง  0.25 มิลลิเมตร ความยาว 60 เมตร 
อุณหภูมิของ injector : 250 องศาเซลเซียส (isothermal) 
อุณหภูมิของคอลัมน : 130 องศาเซลเซียส นาน 6 นาที เพิ่มอุณหภูมิเปน  
 180 องศาเซลเซียส ดวยอัตรา 5 องศาเซลเซียส 

   ตอนาที  รักษาอุณหภูมิไวท่ี 180 องศาเซลเซียส 
อุณหภูมิของ Detector (FID) : 250 องศาเซลเซียส (isothermal) 
Split ratio : 50 ตอ 1 
กาซตัวพา (carrier gas) : กาซไนโตรเจนอัตราการไหล  1 มิลลิลิตรตอนาที 
ปริมาตรท่ีฉีด : 1 ไมโครลิตร 

 3.4.5 การวิเคราะหหาปริมาณน้าํตาลท่ีเปนองคประกอบในน้ําออยดวยเคร่ือง ไฮเพอร
ฟอรแมนซลิควิดโครมาโตกราฟ (High Performance Liquid Chromatography: HPLC)  
 นําน้ําออยมากรองผานกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร นําสวนท่ีกรองไดไปฉีด
เขาเคร่ือง HPLC เพื่อวิเคราะหหาน้ําตาลกลูโคส ฟรักโตสและซูโครส โดยการเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานระหวางพื้นท่ีใตพกี (peak area) ของนํ้าตาลท้ัง 3 ชนิด โดยวิเคราะหภายใตภาวะดังนี ้
 ชนิดของคอลัมน  : Phenomenax Spherisorb NH2LCD  
 ชนิดของดีเทคเตอร  : Refractive Index Detector  
 flow rate  : 2 มิลลิลิตรตอนาที  
 กาซตัวพา (carrier gas) : 90% อะซีโตไนไตรลในน้ํา (ปริมาตรตอปริมาตร)  
 ปริมาตรท่ีฉีด : 5 ไมโครลิตร      
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บทที่  4  
ผลการทดลอง 

 
4.1 การศึกษาอายกุลาเชื้อท่ีเหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโต  

Keshavarz  และ Roy (2010)  พบวา  การสังเคราะหและสะสม P(3HB) ท่ีเหมาะสมนั้น  
ควรเปนกระบวนการตอเนื่อง (serial process)  ซ่ึงประกอบดวย 2 ข้ันตอน  คือ  ข้ันตอนแรก            
จุลินทรียจะมีการเจริญในแหลงคารบอนท่ีทําใหมีการผลิตเซลลปริมาณมาก  สวนในข้ันตอนท่ีสอง 
มีการเติมสารอาหารเพื่อใชในการสังเคราะหและสะสม P(3HB)  เซลลปริมาณมากท่ีไดในข้ันตอน
แรกก็จะใชสารอาหารนั้น  เพื่อนําไปสังเคราะหและสะสม P(3HB)   

สุกฤตยา วีระนนท (2539)  เล้ียงเช้ือ Alcaligenes sp. A-04 เพื่อเพ่ิมการผลิต P(3HB)  โดย
ในข้ันตอนแรกเปนการเล้ียงเช้ือเพ่ือใหไดปริมาณเซลลมากในอาหารสูตรอุดม (Rich medium)  แลว
จึงถายเซลลมาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีเหมาะสมตอการสังเคราะหและสะสม P(3HB) (อาหาร 
MSM)  ทําใหปริมาณ P(3HB) เพิ่มข้ึน   
  ในงานวิจยันี้จงึไดทําการศึกษาอายุกลาเช้ือท่ีเหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโต  โดยเล้ียง
เช้ือ Bacillus megaterium BA-019 ในอาหารเล้ียงเช้ือสําหรับเล้ียงกลาเช้ือ ตามวิธีการทดลองขอ 
3.3.4.2 จากนัน้ติดตามการเจริญเติบโตของ B.megaterium BA-019 โดยเก็บตัวอยางทุกๆ 2 ช่ัวโมง 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นํามาหาความหนาแนนของเซลลและคํานวณอัตราการเติบโตจําเพาะ (μ)   
ผลการวิจัยแสดงดังตารางท่ี 4.1 และรูปท่ี 4.1  พบวาเซลลมีการเติบโตจนถึงช่ัวโมงท่ี 14 จากนั้น
ปริมาณเซลลคอนขางคงท่ีและลดลงจนส้ินสุดการทดลอง  โดยมีความหนาแนนของเซลลสูงสุด
เทากับ   13.82  กรัมตอลิตรในช่ัวโมงท่ี 14  เม่ือคํานวณอัตราการเจริญจาํเพาะ(μ)  พบวากลาเช้ืออายุ 
6 ช่ัวโมงใหอัตราการเจริญจาํเพาะสูงสุด เทากับ 0.759 ตอช่ัวโมง  ดังนั้นจึงเลือกกลาเช้ืออายุ 6 
ช่ัวโมง นําไปใชในงานวิจยัข้ันตอไป 
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ตารางท่ี 4.1 การเติบโตของ B. megaterium BA-019 ในอาหารสําหรับเล้ียงกลาเช้ือ 
  

time 
(h) 

DCW 
(g/l) 

 μ 
(h-1) 

0 0.65 - 
2 0.79 0.098 
4 0.85 0.037 
6 3.88 0.759 
8 7.21 0.310 
10 10.33 0.180 
12 12.98 0.114 
14 13.82 0.031 
16 13.51 -0.011 
18 13.25 -0.010 
20 10.95 -0.095 
22 10.12 -0.039 

24 9.98 -0.007 
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รูปท่ี 4.1  การเติบโตของ B. megaterium BA-019 ในอาหารสําหรับเล้ียงกลาเช้ือท่ีระยะเวลาตางๆ 
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4.2  การผลิต P(3HB) จาก Bacillus megaterium BA-019 โดยการเลี้ยงเชื้อในขวดทดลองภายใต    
ภาวะการเจริญท่ีสมดุล  
  รัตนศิริ มุทิตากุล(2538) ไดคัดแยกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิต P(3HB) ไดจากแหลงธรรมชาติ
จํานวน 30 สายพันธุ  คัดเลือกไดสายพันธุ BA-019  ซ่ึงสามารถผลิต P(3HB) ไดปริมาณสูงกวาสาย
พันธุอ่ืนและสามารถจําแนกชนิดเปน  Bacillus sp.   เม่ือเปรียบเทียบการใชน้ําตาลชนิดตางๆ และ
กากนํ้าตาลเปนแหลงคารบอน  พบวา Bacillus sp. ท่ีแยกไดใหมนี้สามารถใชน้ําตาลซูโครสและ
กากนํ้าตาลเปนแหลงคารบอนในการผลิต P(3HB) ไดดกีวาการใชน้ําตาลชนิดอ่ืน  และเม่ือเล้ียงใน
อาหาร MSM โดยใชกากนํ้าตาลปริมาณ 4 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร)  สามารถผลิต P(3HB) 
ได 31.84 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหงในเวลา 24 ช่ัวโมงของการเล้ียงเช้ือ  โดยใชแอมโมเนียม
ซัลเฟต (1 กรัมตอลิตร) เปนแหลงไนโตรเจน     
  อติพล บุญเรืองถาวร(2543) ไดศึกษาการเพิ่มความหนาแนนของเซลลและการผลิต P(3HB) 
โดยศึกษาองคประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ (แหลงคารบอน,แหลงไนโตรเจน  และแรธาตุ)  และ
ภาวะการเล้ียงเช้ือ  พบวา Bacillus sp. BA-019 สามารถผลิต P(3HB) ไดดี  โดยใชกากนํ้าตาลและ
ยูเรียซ่ึงเปนแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนท่ีมีราคาถูก  เม่ือเปรียบเทียบระหวางการใช
กากนํ้าตาลและนํ้าตาลทรายเปนแหลงคารบอน  โดยใชกากนํ้าตาลและนํ้าตาลทรายท่ีมีปริมาณ
น้ําตาลรวม 20 กรัมตอลิตร  กากนํ้าตาลใหผลการเติบโตของเซลลและความเขมขนของ P(3HB) 
ดีกวาน้ําตาลทรายเทากับ 2.5 และ 4.0 เทาตามลําดับ  พบวา Bacillus sp. BA-019 สามารถใชยูเรีย
เพื่อการเติบโตของเซลลและการผลิต P(3HB) ไดดีกวาการใชแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลง
ไนโตรเจน  ดงันั้นในงานวจิยันี้สนใจท่ีจะใชน้ําออยเปนแหลงคารบอนในการผลิต P(3HB)  เพื่อทํา
ใหตนทุนในการผลิตลดลง  เนื่องจากออยเปนพืชท่ีมีการเพาะปลูกมากในประเทศไทยและเปนพืชท่ี
สามารถตัดและเก็บเกี่ยวไดหลายคร้ัง  โดยในกระบวนการการผลิตน้ําตาลทรายจะใชออยเปน
วัตถุดิบหลักและมีน้ําออยเกดิข้ึนหลายข้ันตอน  ซ่ึงในน้ําออยจะประกอบไปดวยน้าํตาลชนิดตางๆ 
เชน  ซูโครส กลูโคส ฟรุกโตส (วิเคราะหโดย HPLC) รวมท้ังวิตามิน และธาตุอาหารเปนจํานวน
มาก (มิตรผลวิจัย, 2551)  สวนแหลงไนโตรเจนเลือกใชยเูรีย  เนือ่งจากมีราคาถูกและใหผลผลิต
ดีกวาการใชแอมโมเนียมซัลเฟต (อติพล บุญเรืองถาวร, 2543) 
  งานวิจยันีจ้ึงสนใจท่ีจะใชน้ําออยเปนแหลงคารบอน  โดยใชปริมาณนํ้าตาลรวม 20 กรัมตอ
ลิตร (เทียบเทากับการใชกากนํ้าตาล) เพื่อศึกษาการผลิต P(3HB) ในภาวะการเจริญท่ีสมดุล  จาก
ผลการวิจัยการเล้ียงเช้ือ B. megaterium BA-019  ตามขอ 3.3.4.2 เปนเวลา 6 ช่ัวโมง  จากนัน้ถายเช้ือ
ปริมาตร 2 มิลลิลิตรลงในอาหาร MSM ท่ีมีน้ําออยเปนแหลงคารบอน โดยมีความเขมขนของ
น้ําตาลรวมเทากับ 20 กรัมตอลิตร เล้ียงเช้ือบนเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส  
ความเร็ว  200  รอบตอนาที  เก็บตัวอยางทุก  6  ช่ัวโมง  เปนเวลา  48  ช่ัวโมง  นํามาวิเคราะหความ
หนาแนนของเซลล  ปริมาณน้ําตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย  และปริมาณ  P(3HB)  ท่ีผลิตได   
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ผลการวิจัยแสดงดังตารางท่ี 4.2 และรูปท่ี 4.2  พบวาเม่ือใชน้ําออยเปนแหลงคารบอนโดยมีความ
เขมขนของน้ําตาลรวมเทากบั 20 กรัมตอลิตรเช้ือสามารถเจริญเติบโตไดดี  โดยไดความหนาแนน
ของเซลลเทากับ 7.23 กรัมตอลิตร  ความเขมขนของ P(3HB) เทากับ 2.94  กรัมตอลิตร คิดเปน
ปริมาณ P(3HB) เทากับ 40.69 เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง  ท่ีเวลา 18 ช่ัวโมง  โดยความเขมขน
ของยูเรียคอยๆลดลงและหมดท่ีช่ัวโมงท่ี 18 ของการเล้ียงเช้ือ 
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ตารางท่ี 4.2 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีน้ําออยความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 20 
กรัมตอลิตร (อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 23 กรัมคารบอนตอกรัมไนโตรเจน) 

 
time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

P(3HB) conc. 
(g/l) 

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

21.52±0.34 
17.78±0.27 
10.12±0.12 
6.43±0.09 
5.54±0.11 
3.32±0.05 
2.37±0.07 

0.83±0.06 
0.51±0.05 
0.03±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.64±0.03 
4.74±0.05 
5.83±0.05 
7.23±0.05 
6.38±0.04 
5.32±0.06 
4.17±0.03  

0.00 
1.20±0.04 
1.94±0.04 
2.94±0.04 
2.10±0.04 
1.22±0.04 
0.75±0.03 

0.00 
25.41±0.24 
33.23±0.26 
40.69±0.35 
32.87±0.24 
23.02±0.23 
17.95±0.22 
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รูปท่ี 4.2 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีน้ําออยความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 20 
กรัมตอลิตร (อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 23 กรัมคารบอนตอกรัมไนโตรเจน) 
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4.3 ศึกษาผลของการจํากัดธาตุอาหารแตมีปริมาณแหลงคารบอนมากเกินพอท่ีมีตอการเจริญ  
การสังเคราะหและสะสม P(3HB) 
 4.3.1   การศึกษาผลของความเขมขนของน้ําออยท่ีใชเปนแหลงคารบอนตอการผลิต P(3HB) 
   Bosco และ Chiampo (2010)  รายงานวา การผลิต P(3HB) ใหไดประสิทธิภาพและมี
ราคาถูกลงข้ึนกับหลายปจจยั  เชน  การเลือกใชแหลงคารบอนท่ีมีราคาถูก  ปรับปรุงกระบวนการ
หมัก  วิธีการ recovery   และข้ันตอนการทําสารใหบริสุทธ์ิ  รวมถึงการใชจุลินทรียสายพันธุท่ี
สามารถสังเคราะหและสะสม P(3HB) ไดในปริมาณสูง    
  งานวิจยัในข้ันตอนนี้ไดศึกษาความเขมขนของน้ําออยท่ีใชเปนแหลงคารบอนสําหรับการ
ผลิต P(3HB)  โดยการเล้ียงเช้ือ B. megaterium BA-019  ตามขอ 3.3.4.2  เปนเวลา 6 ช่ัวโมง  
จากนั้นถายกลาเช้ือปริมาตร 2 มิลลิลิตรลงในอาหาร MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอยูใน
ขวดทดลอง 250 มิลลิลิตร เปรียบเทียบการผลิต P(3HB) เม่ือใชน้ําออยท่ีมีความเขมขนของน้ําตาล
รวมแตกตางกนัโดยใชท่ีระดบัความเขมขนเทากับ  30  40 และ 50  กรัมตอลิตร  เล้ียงเช้ือบนเคร่ือง
เขยาควบคุมอุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส  ความเร็ว  200  รอบตอนาที  เก็บตัวอยางทุก  6  ช่ัวโมง  
เปนเวลา  48  ช่ัวโมง  นํามาวิเคราะหความหนาแนนของเซลล  ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย  
และปริมาณ  P(3HB)  ท่ีผลิตไดผลการวิจยัแสดงดังตารางท่ี 4.3-4.5 และรูปท่ี 4.3-4.5  พบวาเม่ือใช
น้ําออยเปนแหลงคารบอนโดยมีความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 30 กรัมตอลิตรเช้ือสามารถ
สังเคราะหและสะสมP(3HB) ไดสูงสุด โดยไดความหนาแนนของเซลลเทากับ 8.92 กรัมตอลิตร  
ความเขมขนของ P(3HB) เทากับ 3.85  กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณเทากับ 43.16  เปอรเซนตตอ
น้ําหนกัเซลลแหง  ท่ีเวลา 12  ช่ัวโมง  โดยความเขมขนของยูเรียคอยๆลดลงและหมดท่ีช่ัวโมงท่ี 18 
ของการเล้ียงเชื้อโดยไดผลดกีวาภาวะการเจริญท่ีสมดุล  และเม่ือมีความเขมขนของน้ําตาลรวม
เพิ่มข้ึนเปน 40 และ 50 กรัมตอลิตร  พบวาเช้ือสามารถเจริญเติบโตไดดีข้ึนแตสามารถสังเคราะห
และสะสม P(3HB) ไดลดลง  โดยไดความหนาแนนของเซลลเทากับ 11.09 กรัมตอลิตร  ความ
เขมขนของ P(3HB) เทากับ 3.78  กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณ P(3HB) เทากับ 34.12  เปอรเซนตตอ
น้ําหนกัเซลลแหง  ท่ี 12 ช่ัวโมง (40 กรัมตอลิตร)  และไดความหนาแนนของเซลลเทากับ 13.31 
กรัมตอลิตร  ความเขมขนของ P(3HB) เทากับ 1.56  กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณ P(3HB) เทากับ 
11.70  เปอรเซนตตอน้ําหนักเซลลแหง ท่ี 18 ช่ัวโมง (50  กรัมตอลิตร) ตามลําดับ (รูปท่ี 4.6) ดังนั้น
จึงพิจารณาเลือกน้ําออยท่ีมีความเขมขนของน้ําตาลรวม 30 กรัมตอลิตรใชในการทดลองข้ันตอไป  
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ตารางท่ี 4.3 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีน้ําออยความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 30 
กรัมตอลิตร (อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 34 กรัมคารบอนตอกรัมไนโตรเจน) 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

P(3HB) conc. 
(g/l) 

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

30.59±0.38 
19.90±0.27 
17.45±0.25 
14.39±0.24 
13.99±0.24 
13.63±0.22 
12.95±0.18 

0.84±0.05 
0.49±0.05 
0.03±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.68±0.03 
5.12±0.05 
8.92±0.04 
8.09±0.06 
7.59±0.07 
5.29±0.06 
4.26±0.05 

0.00 
1.38±0.03 
3.85±0.02 
3.03±0.04 
2.31±0.04 
1.13±0.03 
0.76±0.03 

0.00 
26.95±0.21 
43.16±0.39 
37.43±0.34 
30.39±0.30 
23.38±0.21 
17.80±0.22 
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รูปท่ี 4.3 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีน้ําออยความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 30 
กรัมตอลิตร (อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 34 กรัมคารบอนตอกรัมไนโตรเจน) 
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ตารางท่ี 4.4 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีน้ําออยความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 40 
กรัมตอลิตร (อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 45 กรัมคารบอนตอกรัมไนโตรเจน) 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

P(3HB) conc. 
(g/l) 

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

40.85±0.45 
35.56±0.36 
23.62±0.33 
21.44±0.29 
20.98±0.23 
20.60±0.23 
20.33±0.25 

0.82±0.07 
0.29±0.05 
0.01±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.69±0.03 
6.61±0.04 

11.09±0.04 
12.44±0.07 
10.12±0.04 
8.90±0.04 
5.70±0.04 

0.00 
1.85±0.03 
3.78±0.04 
3.50±0.04 
2.55±0.04 
0.92±0.03 
0.55±0.03 

0.00 
27.94±0.23 
34.12±0.34 
28.15±0.22 
25.16±0.24 
10.38±0.18 
9.62±0.16 
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รูปท่ี 4.4 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีน้ําออยความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 40 
กรัมตอลิตร (อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 45 กรัมคารบอนตอกรัมไนโตรเจน) 
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ตารางท่ี 4.5 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีน้ําออยความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 50 
กรัมตอลิตร (อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 57 กรัมคารบอนตอกรัมไนโตรเจน) 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

P(3HB) conc. 
(g/l) 

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

48.99±0.47 
38.58±0.38 
34.60±0.33 
31.23±0.33 
30.62±0.29 
27.86±0.27 
24.70±0.25 

0.82±0.06 
0.39±0.03 
0.03±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.75±0.04 
8.25±0.04 

15.48±0.03 
13.31±0.04 
9.89±0.03 
7.79±0.04 
6.23±0.05 

0.00 
0.53±0.04 
1.41±0.04 
1.56±0.03 
0.90±0.04 
0.39±0.04 
0.21±0.03 

0.00 
6.42±0.11 
9.10±0.22 

11.70±0.26 
9.08±0.21 
5.04±0.18 
3.30±0.15 
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รูปท่ี 4.5 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีน้ําออยความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 50 
กรัมตอลิตร (อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 57 กรัมคารบอนตอกรัมไนโตรเจน) 
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รูปท่ี 4.6 ความหนาแนนของเซลล และปริมาณ P(3HB) สูงสุด เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ใน
อาหาร MSM ท่ีมีน้ําออยความเขมขนของน้ําตาลรวมแตกตางกันท่ีระดบัความเขมขนเทากับ  20  30  
40 และ 50  กรัมตอลิตร   
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 4.3.2   การศึกษาผลของการจํากัดปริมาณไนโตรเจน 
  Pandian และคณะ(2010)  ศึกษาการเพิ่มผลผลิตของ P(3HB) โดยการกระตุนใหเซลล
ของแบคทีเรียสังเคราะหและสะสม P(3HB) ไดเพิ่มข้ึน  โดยการใหอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีแหลง
คารบอนมากเกินพอ  และจาํกัดธาตุอาหารบางชนิด เชน ไนโตรเจน  ฟอสฟอรัส แมกนีเซียมหรือ
โพแทสเซียม   
  Suzuki และคณะ(1986) รายงานวา ชนิดของเกลือแอมโมเนียมไมมีผลตอการผลิต 
P(3HB)  โดยปริมาณท่ีไดมีคาไมแตกตางกันมาก โดยใชเช้ือ Pseudomonas sp. K ซ่ึงเล้ียงในระดับ
ขวดเขยาและใชเกลือแอมโมเนียมท้ังหมด 6 ชนิด ไดแก  แอมโมเนียมคลอไรด (NH4Cl)  โซเดียม
แอมโมเนียมโมโนไฮโดรฟอสเฟตเตตระไฮเดรต (NaNH4HPO4·4H2O) แอมโมเนียมไดไฮโดร
ฟอสเฟต (NH4H2PO4)  แอมโมเนียมไฮโดรคารบอเนต (NH4HCO3)  ไดแอมโมเนียมไดไฮโดร
ฟอสเฟต [(NH4)2HPO4]   แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3)  และศึกษาถึงผลของการจํากัดปริมาณ
ไนโตรเจนในรูปแอมโมเนียมซัลเฟต [(NH4)2SO4] ในเช้ือเดียวกันโดยเล้ียงแบบ fed-batch พบวา  
การจํากัดปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตเทากบั 1.0 มิลลิกัมกรัมตอมิลลิลิตรเปนปริมาณท่ีเหมาะสมตอ
การผลิต P(3HB)  โดยไดปริมาณเพิ่มข้ึนจาก 52 เปน 57 เปอรเซ็นตอน้ําหนักแหง 
  Daniel และคณะ(1992)  รายงานวา  การจาํกัดปริมาณแอมโมเนียมมีผลตอการสังเคราะห
และสะสม P(3HB)  ในเช้ือ Pseudomonas 135 ในการเล้ียงแบบ fed-batch โดยไดปริมาณ P(3HB)  
เพิ่มข้ึนจาก 37 เปนเทากับ 55 เปอรเซ็นตอน้ําหนกัแหง  และศึกษาผลของชนิดเกลือแอมโมเนียม  
ไดแก  แอมโมเนียมคลอไรด (NH4Cl) แอมโมเนยีมไฮโดรคารบอเนต (NH4HCO3) และ 
แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) ตอการสังเคราะหและสะสม P(3HB)  ในเช้ือเดยีวกัน  พบวาได
ปริมาณ P(3HB) ไมแตกตางกัน 
  อรุณ  ชาญชัยเชาวววิัฒน (2536)  รายงานวา  การศึกษาการสังเคราะหและสะสม P(3HB)  
ในเช้ือ Alcaligenes sp. A-04 ในการเล้ียงระดับขวดเขยา  พบวา  การจํากัดปริมาณแอมโมเนียม
ซัลเฟตเทากับ 1.0 กรัมตอลิตรเปนปริมาณท่ีเหมาะสมตอการผลิต P(3HB)  โดยไดปริมาณเพิ่มข้ึน
จาก 19.20 เปน 46.98  เปอรเซ็นตอน้ําหนกัแหง 
  ดังนั้นงานวิจยันี้จึงไดศึกษาผลของการจํากัดปริมาณไนโตรเจนในรูปของยูเรียในอาหาร 
MSM ท่ีมีผลตอการผลิต P(3HB)  โดยการเล้ียงเช้ือ B. megaterium BA-019  ตามขอ 3.3.4.2  เปน
เวลา 6 ช่ัวโมง  จากนั้นถายเช้ือปริมาตร 2 มิลลิลิตรลงในอาหาร MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซ่ึง
บรรจุอยูในขวดทดลอง 250 มิลลิลิตร เปรียบเทียบการผลิต P(3HB) เม่ือใชยูเรียความเขมขนเทากบั  
0.2  0.4  0.6  0.8  1.0  1.2  กรัมตอลิตรและไมมีการเติมยูเรีย (N-free medium)  โดยใชปริมาณ
คารบอนท่ีไดจากการทดลองขางตน  คือ 30 กรัมตอลิตรสวนสารอ่ืนใชในปริมาณเทาเดิม (สูตร
อาหาร MSM)  เล้ียงเช้ือบนเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส  ความเร็ว  200  รอบตอ
นาที  เก็บตัวอยางทุก  6  ช่ัวโมง  เปนเวลา  48  ช่ัวโมง  นํามาวิเคราะหความหนาแนนของเซลล  
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ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย  และปริมาณ  P(3HB)  ท่ีผลิตไดผลการวิจัยแสดงดังตารางท่ี 
4.6-4.12 และรูปท่ี 4.7-4.13  พบวาเม่ือใชยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตรเช้ือสามารถ
สังเคราะหและสะสม P(3HB) ไดสูงสุด โดยไดความหนาแนนของเซลลเทากับ 8.88 กรัมตอลิตร  
ความเขมขนของ P(3HB) เทากับ 3.87 กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณ P(3HB) เทากับ 43.25  
เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง  ท่ีเวลา 12  ช่ัวโมง โดยความเขมขนของยูเรียคอยๆลดลงและหมด
ท่ีช่ัวโมงท่ี 18 ของการเล้ียงเชื้อ  เม่ือใชยูเรียความเขมขนลดลง คือ 0.6  0. 4  0.2 และไมมีการเตมิ    
ยูเรีย  พบวาทําใหเซลลมีการเจริญเติบโตลดลงอยางชัดเจน  โดยไดปริมาณ P(3HB) เทากับ 32.63  
38.06  38.71  และ 41.11  เปอรเซนตตอน้ําหนักเซลลแหง  ตามลําดับ  และเม่ือใชยูเรียความเขมขน 
1.0 และ 1.2 กรัมตอลิตร พบวาไดปริมาณ P(3HB) ใกลเคียงกัน คือ เทากับ 39.01 และ 38.91  
เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง ตามลําดบั (รูปท่ี 4.14) ดังน้ันจึงพิจารณาเลือกใชยูเรียความเขมขน
เทากับ  0.8 กรัมตอลิตรในการทดลองข้ันตอไป 
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ตารางท่ี 4.6 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีไมมีการเติมยูเรีย (แมกนเีซียมซัลเฟตเฮปตะไฮ
เดรตความเขมขนเทากับ 0.2 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน
เทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 

 
time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

P(3HB) conc. 
(g/l) 

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

29.66±0.33 
26.60±0.32 
26.56±0.35 
26.16±0.34 
25.29±0.29 
23.29±0.33 
22.20±0.36 

0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.71±0.03 
4.04±0.03 
3.62±0.04 
3.50±0.04 
3.42±0.04 
3.33±0.03 
3.13±0.04 

0.00 
1.29±0.04 
1.18±0.03 
0.92±0.03 
0.67±0.03 
0.36±0.03 
0.29±0.03 

0.00 
31.83±0.30 
32.63±0.26 
26.17±0.24 
19.60±0.22 
10.95±0.17 
9.27±0.14 
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รูปท่ี 4.7 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีไมมีการเติมยูเรีย (แมกนเีซียมซัลเฟตเฮปตะไฮ
เดรตความเขมขนเทากับ 0.2 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน
เทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
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ตารางท่ี 4.7 ปริมาณ P(3HB)  ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล 
เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019  ในอาหาร MSM ท่ีมียูเรียความเขมขนเทากับ 0.2 กรัมตอลิตร
(แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขนเทากับ 0.2 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

P(3HB) conc. 
(g/l) 

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

30.68±0.37 
27.37±0.33 
26.36±0.29 
25.43±0.30 
23.62±0.27 
22.96±0.27 
19.87±0.22 

0.21±0.03 
0.01±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.65±0.04 
4.51±0.04 
4.64±0.03 
4.37±0.04 
3.46±0.04 
3.36±0.04 
3.06±0.03 

0.00 
0.90±0.04 
1.77±0.03 
1.58±0.04 
0.57±0.03 
0.48±0.03 
0.34±0.03 

0.00 
20.06±0.18 
38.06±0.38 
36.25±0.27 
16.55±0.22 
14.16±0.17 
11.15±0.16 
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รูปท่ี 4.8 ปริมาณ P(3HB)  ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมียูเรียความเขมขนเทากับ 0.2 กรัมตอลิตร
(แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขนเทากับ 0.2 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
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ตารางท่ี 4.8 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมียูเรียความเขมขนเทากับ 0.4 กรัมตอลิตร
(แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขนเทากับ 0.2 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

P(3HB) conc. 
(g/l) 

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

30.91±0.41 
25.19±0.32 
24.24±0.29 
23.40±0.30 
21.63±0.27 
21.41±0.26 
19.20±0.22 

0.41±0.05 
0.18±0.02 
0.02±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.69±0.03 
5.14±0.03 
6.24±0.04 
5.26±0.04 
4.67±0.03 
4.22±0.04 
3.83±0.04 

0.00 
0.99±0.03 
2.42±0.03 
1.86±0.03 
1.19±0.04 
0.86±0.03 
0.52±0.04 

0.00 
19.30±0.23 
38.71±0.31 
35.39±0.32 
25.44±0.24 
20.42±0.23 
13.46±0.17 
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รูปท่ี 4.9 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมียูเรียความเขมขนเทากับ 0.4 กรัมตอลิตร
(แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขนเทากับ 0.2 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
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ตารางท่ี 4.9 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมียูเรียความเขมขนเทากับ 0.6 กรัมตอลิตร
(แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขนเทากับ 0.2 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

P(3HB) conc. 
(g/l) 

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

30.46±0.33 
26.05±0.31 
22.87±0.29 
22.03±0.25 
17.00±0.22 
16.11±0.19 
13.47±0.15 

0.62±0.05 
0.29±0.03 
0.03±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.73±0.03 
5.25±0.04 
7.17±0.04 
5.97±0.04 
5.69±0.03 
4.29±0.04 
3.94±0.04 

0.00 
1.31±0.03 
2.95±0.04 
2.16±0.03 
1.85±0.03 
0.81±0.04 
0.74±0.03 

0.00 
24.99±0.25 
41.11±0.46 
36.10±0.33 
32.10±0.26 
19.00±0.21 
18.69±0.19 
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รูปท่ี 4.10 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมียูเรียความเขมขนเทากับ 0.6 กรัมตอลิตร
(แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขนเทากับ 0.2 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
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ตารางท่ี 4.10 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณน้ําตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล 
เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมียูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร 
(แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขนเทากับ 0.2 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

P(3HB) conc. 
(g/l) 

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

30.72±0.39 
20.05±0.33 
18.22±0.33 
15.51±0.28 
13.82±0.25 
12.98±0.22 
11.21±0.17 

0.82±0.07 
0.45±0.03 
0.04±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.66±0.03 
5.11±0.04 
8.88±0.03 
8.13±0.05 
7.51±0.03 
5.22±0.06 
4.31±0.04 

0.00 
1.37±0.03 
3.87±0.05 
3.08±0.04 
2.27±0.04 
1.16±0.03 
0.72±0.04 

0.00 
26.70±0.25 
43.25±0.37 
37.13±0.33 
30.05±0.29 
23.15±0.25 
17.70±0.19 
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รูปท่ี 4.11 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมียูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร 
(แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขนเทากับ 0.2 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
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ตารางท่ี 4.11 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล 
เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมียูเรียความเขมขนเทากับ 1.0 กรัมตอลิตร
(แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขนเทากับ 0.2 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

P(3HB) conc. 
(g/l) 

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

30.28±0.33 
26.61±0.31 
12.54±0.23 
9.17±0.11 
8.56±0.11 
3.88±0.06 
3.39±0.07 

1.03±0.08 
0.68±0.06 
0.22±0.04 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.77±0.03 
4.58±0.04 
9.85±0.03 
9.29±0.04 
8.87±0.04 
5.88±0.04 
4.41±0.03 

0.00 
1.35±0.04 
3.84±0.03 
2.88±0.03 
2.59±0.04 
1.64±0.03 
1.10±0.03 

0.00 
29.43±0.24 
39.01±0.32 
31.01±0.25 
29.25±0.22 
27.91±0.23 
24.88±0.25 
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รูปท่ี 4.12 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมียูเรียความเขมขนเทากับ 1.0 กรัมตอลิตร
(แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขนเทากับ 0.2 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
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ตารางท่ี 4.12 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล 
เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมียูเรียความเขมขนเทากับ 1.2  กรัมตอลิตร
(แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขนเทากับ 0.2 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

P(3HB) conc. 
(g/l) 

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

30.31±0.39 
24.16±0.33 
9.79±0.14 
6.12±0.11 
5.81±0.09 
1.62±0.03 
1.13±0.04 

1.18±0.07 
0.77±0.07 
0.39±0.03 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.73±0.04 
4.24±0.04 
9.30±0.04 

11.31±0.04 
8.13±0.04 
5.55±0.04 
4.05±0.04 

0.00 
1.25±0.03 
3.62±0.04 
3.50±0.04 
2.35±0.03 
1.52±0.03 
0.98±0.03 

0.00 
29.58±0.25 
38.91±0.31 
30.97±0.24 
28.90±0.27 
27.37±0.25 
24.18±0.26 
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รูปท่ี 4.13 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมียูเรียความเขมขนเทากับ 1.2  กรัมตอลิตร
(แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขนเทากับ 0.2 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
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รูปท่ี 4.14  ความหนาแนนของเซลลและปริมาณ P(3HB) สูงสุด เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019  
ในอาหาร MSM ท่ีมียูเรียความเขมขนเทากับ 0.2  0.4  0.6  0.8  1.0  1.2  กรัมตอลิตรและไมมีการ
เติมยูเรีย  
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 4.3.3 การศึกษาผลของการจํากัดปริมาณแมกนีเซียม 
 Daniel และคณะ(1992) รายงานวา การจํากดัปริมาณแมกนีเซียมมีผลตอการ
สังเคราะหและสะสม P(3HB) โดยเช้ือ Pseudomonas 135 พบวาเม่ือไมมีการเติมแมกนีเซียมในรูป
ของแมกนีเซียมซัลเฟต  ปริมาณ P(3HB) มีคาเทากับ 42.50 เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง  ซ่ึงมีผล
มากกวาการจํากัดปริมาณแอมโมเนียม (37 เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง)   และฟอสเฟต (34.5 
เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง) 
  อรุณ  ชาญชัยเชาวววิัฒน (2536) รายงานวา ผลของการจํากัดแมกนีเซียมในรูป
แมกนีเซียมซัลเฟตตอการสังเคราะหและสะสม P(3HB) โดยเช้ือ Alcaligenes sp. A-04 ตอมา
ภายหลังจัดจําแนกสปชีสเปน Alcaligenes eutropha และเปน Ralstonia eutropha  และในปจจุบัน 
คือ Cupriavidus  necator  พบวา  อาหารที่ไมมีการเติมแมกนีเซียมซัลเฟตจะทําใหปริมาณ P(3HB) 
เพิ่มข้ึนจาก 19.86 เปอรเซนตตอน้ําหนักเซลลแหง  เม่ือเทียบกับอาหารสูตรท่ีมีการเติมแมกนีเซียม
ซัลเฟตเทากับ  0.2 กรัมตอลิตร จะสามารถสังเคราะหและสะสม P(3HB) ไดเทากับ  37.70  
เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง 
   ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงไดศึกษาผลของการจํากัดปริมาณแมกนีเซียมในรูปของ
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4·7H2O) ตอการผลิต P(3HB) โดยการเล้ียงเช้ือ B. 
megaterium BA-019  ตามขอ 3.3.4.2  เปนเวลา 6 ช่ัวโมง  จากนั้นถายเชื้อปริมาตร 2 มิลลิลิตรลงใน
อาหาร MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอยูในขวดทดลอง 250 มิลลิลิตร เปรียบเทียบการผลิต 
P(3HB) เม่ือใชแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขนเทากับ  0.1  0.2  กรัมตอลิตรและไมมี
การเติมแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต  โดยใชปริมาณคารบอนและยูเรียท่ีไดจากการทดลอง
ขางตน  คือ 30  และ 0.8  กรัมตอลิตรตามลําดับ  สวนสารอ่ืนใชในปริมาณเทาเดิม (สูตรอาหาร 
MSM)  เล้ียงเช้ือบนเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส  ความเร็ว  200  รอบตอนาที  
เก็บตัวอยางทุก  6  ช่ัวโมง  เปนเวลา  48  ช่ัวโมง  นํามาวิเคราะหความหนาแนนของเซลล  ปริมาณ
น้ําตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย  และปริมาณ  P(3HB)  ท่ีผลิตไดผลการวิจัยแสดงดังตารางท่ี 4.13-4.15   
และรูปท่ี 4.15-4.18  พบวาเม่ือใชอาหาร MSM ท่ีมีแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขน 
0.1 และ 0.2 กรัมตอลิตร ไดปริมาณ P(3HB) เทากับ  47.26  และ 43.50  เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลล
แหง ตามลําดบั  สวนในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไมมีการเติมแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต เช้ือสามารถ
สังเคราะหและสะสม P(3HB) ไดสูงสุด โดยไดความหนาแนนของเซลลเทากับ 9.23 กรัมตอลิตร  
ความเขมขนของ P(3HB) เทากับ 4.60  กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณ P(3HB) เทากับ 49.96  
เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง  ท่ีเวลา 12  ช่ัวโมง  โดยความเขมขนของยูเรียคอยๆลดลงและหมด
ท่ีช่ัวโมงท่ี 18 ของการเล้ียงเชื้อ   
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ตารางท่ี 4.13 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณน้ําตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล 
เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีไมมีการเติมแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต 
(ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน
เทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

P(3HB) conc. 
(g/l) 

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

30.18±0.42 
21.53±0.35 
16.78±0.31 
13.82±0.22 
12.98±0.21 
11.53±0.15 
10.89±0.17 

0.82±0.05 
0.48±0.05 
0.04±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.75±0.03 
5.15±0.04 
9.23±0.05 
8.61±0.05 
6.75±0.04 
5.89±0.04 
5.17±0.03 

0.00 
1.89±0.03 
4.60±0.03 
3.56±0.05 
1.67±0.04 
1.11±0.03 
0.71±0.03 

0.00 
36.20±0.28 
49.96±0.30 
41.35±0.30 
24.50±0.25 
18.40±0.23 
12.97±0.15 
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รูปท่ี 4.15 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีไมมีการเติมแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต 
(ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน
เทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
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ตารางท่ี 4.14 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล 
เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีแมกนเีซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความ
เขมขนเทากับ  0.1 กรัมตอลิตร (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

P(3HB) conc. 
(g/l) 

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

32.47±0.39 
25.97±0.27 
14.97±0.22 
13.37±0.25 
12.01±0.21 
9.92±0.11 
7.22±0.12 

0.82±0.05 
0.43±0.03 
0.03±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.77±0.04 
4.23±0.04 
9.26±0.03 
8.91±0.03 
6.12±0.03 
5.24±0.04 
5.03±0.03 

0.00 
1.24±0.04 
4.38±0.05 
3.49±0.04 
2.29±0.03 
1.62±0.04 
0.78±0.03 

0.00 
29.21±0.27 
47.26±0.30 
39.21±0.29 
37.47±0.31 
30.97±0.24 
15.47±0.15 
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รูปท่ี 4.16 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขน
เทากับ  0.1 กรัมตอลิตร (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟตความเขมขนเทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
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ตารางท่ี 4.15 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณน้ําตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล 
เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีแมกนเีซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความ
เขมขนเทากับ  0.2  กรัมตอลิตร (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

P(3HB) conc. 
(g/l) 

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

30.81±0.42 
19.98±0.27 
17.95±0.25 
14.59±0.23 
13.77±0.24 
12.55±0.24 
10.95±0.22 

0.82±0.07 
0.42±0.05 
0.07±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.67±0.03 
5.17±0.03 
8.95±0.04 
8.02±0.05 
7.62±0.04 
5.33±0.05 
4.22±0.05 

0.00 
1.41±0.04 
3.83±0.04 
3.01±0.04 
2.35±0.03 
1.10±0.04 
0.78±0.03 

0.00 
27.10±0.23 
43.50±0.34 
37.80±0.31 
30.50±0.30 
23.55±0.22 
18.05±0.22 
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รูปท่ี 4.17 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขน
เทากับ  0.2  กรัมตอลิตร (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟตความเขมขนเทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
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รูปท่ี 4.18 ความหนาแนนของเซลลและปริมาณ P(3HB) สูงสุด เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 
ในอาหาร MSM ท่ีมีแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขนเทากับ 0.1 0.2 กรัมตอลิตร  และ
ไมมีการเติมแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต 
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 4.3.4  การศึกษาผลรวมของการจํากัดโพแทสเซียมและฟอสเฟต 
 Daniel และคณะ(1992)  รายงานวา  ศึกษาการจํากัดปริมาณฟอสเฟตมีผลตอการ
สังเคราะหและสะสม P(3HB) โดยเช้ือ Alcaligenes eutrophus Z-I  ในระดับถังหมัก  พบวาเม่ือ
จํากัดปริมาณฟอสเฟตในอาหารเล้ียงเช้ือ  โดยมีปริมาณเพียง 45 เปอรเซ็นตของปริมาณฟอสเฟตใน
สูตรอาหารเดิม  ปริมาณ P(3HB) จะเพิ่มข้ึนจาก 9.9  เปนเทากับ 23 เปอรเซนตตอน้ําหนักเซลลแหง   
            ดังน้ันในงานวจิัยนี้จึงไดศึกษาผลของการจํากัดโพแทสเซียมและฟอสเฟตในรูปของ
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ตอการผลิต P(3HB)  โดยการเล้ียงเช้ือ B. 
megaterium BA-019  ตามขอ 3.3.4.2  เปนเวลา 6 ช่ัวโมง  จากนั้นถายเชื้อปริมาตร 2 มิลลิลิตรลงใน
อาหาร MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอยูในขวดทดลอง 250 มิลลิลิตร เปรียบเทียบการผลิต 
P(3HB) เม่ือใชโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากบั  0.5  1.0  1.5  2.0  2.5  3.0 
กรัมตอลิตรและไมมีการเตมิโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต โดยใชปริมาณคารบอน  ยูเรียและ
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตท่ีไดจากการทดลองขางตน  คือ 30  0.8  กรัมตอลิตรและไมมีการ
เติมแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต ตามลําดับ  สวนสารอ่ืนใชในปริมาณเทาเดิม (สูตรอาหาร 
MSM)  เล้ียงเช้ือบนเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส  ความเร็ว  200  รอบตอนาที  
เก็บตัวอยางทุก  6  ช่ัวโมง  เปนเวลา  48  ช่ัวโมง  นํามาวิเคราะหความหนาแนนของเซลล  ปริมาณ
น้ําตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย  และปริมาณ  P(3HB)  ท่ีผลิตไดผลการวิจัยแสดงดังตารางท่ี 4.16-4.22   
และรูปท่ี 4.19-4.25  พบวาเม่ือใชโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ  2.0 กรัม
ตอลิตร เช้ือสามารถสังเคราะหและสะสม P(3HB) ไดสูงสุด โดยไดความหนาแนนของเซลลเทากับ 
9.21 กรัมตอลิตร  ความเขมขนของ P(3HB) เทากับ 4.62  กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณ P(3HB)  
เทากับ 50.12 เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง  ท่ีเวลา 12  ช่ัวโมง   โดยความเขมขนของยูเรียคอยๆ
ลดลงและหมดท่ีช่ัวโมงท่ี 18 ของการเล้ียงเช้ือ เม่ือใชโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความ
เขมขนลดลง  คือ 1.5  1.0  0.5  กรัมตอลิตรและไมมีการเติมโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  
พบวาไดปริมาณ P(3HB) เทากับ  46.60  41.48  39.81  และ 42.59  เปอรเซนตตอน้ําหนักเซลลแหง 
ตามลําดับ  และเม่ือใชโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเพิ่มข้ึน  คือ 2.5 และ  3.0 
กรัมตอลิตร  พบวาไดปริมาณ P(3HB) เทากับ  44.45 และ 38.36  เปอรเซนตตอน้ําหนักเซลลแหง 
(รูปท่ี 4.26)  ดังนั้นจึงพิจารณาเลือกใชโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ  2.0  
กรัมตอลิตรในการทดลองข้ันตอไป 
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ตารางท่ี 4.16 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณน้ําตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล 
เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีไมมีการเตมิโพแทสเซียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟต (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และไมมีการเตมิแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮ
เดรต) 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

P(3HB) conc. 
(g/l) 

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

30.15±0.37 
25.20±0.26 
23.54±0.23 
16.11±0.22 
13.42±0.19 
10.74±0.21 
10.16±0.17 

0.81±0.05 
0.63±0.04 
0.33±0.03 
0.05±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.74±0.04 
2.35±0.04 
2.44±0.04 
3.76±0.03 
6.67±0.03 
5.23±0.04 
4.85±0.04 

0.00 
0.81±0.04 
1.04±0.04 
1.37±0.05 
2.26±0.04 
1.08±0.04 
0.70±0.03 

0.00 
34.56±0.24 
42.59±0.34 
36.34±0.31 
33.94±0.25 
20.60±0.21 
14.40±0.19 
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รูปท่ี 4.19 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีไมมีการเติมโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
(ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และไมมีการเติมแมกนเีซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต) 
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ตารางท่ี 4.17 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณน้ําตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล 
เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความ
เขมขนเทากับ 0.5 กรัมตอลิตร (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และไมมีการเติม
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต) 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

P(3HB) conc. 
(g/l) 

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

30.29±0.35 
28.32±0.33 
17.92±0.29 
16.54±0.25 
15.59±0.23 
14.34±0.25 
11.47±0.17 

0.83±0.06 
0.56±0.05 
0.05±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.69±0.04 
3.96±0.03 
8.82±0.03 
8.14±0.04 
6.87±0.04 
4.95±0.05 
4.15±0.03 

0.00 
1.46±0.04 
3.51±0.03 
2.38±0.04 
1.69±0.04 
0.80±0.04 
0.57±0.04 

0.00 
36.94±0.29 
39.81±0.36 
29.22±0.22 
24.57±0.21 
16.26±0.18 
13.78±0.16 
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รูปท่ี 4.20 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน
เทากับ 0.5 กรัมตอลิตร (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และไมมีการเติมแมกนีเซียม
ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต) 
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ตารางท่ี 4.18 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล 
เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความ
เขมขนเทากับ 1.0  กรัมตอลิตร  (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และไมมีการเตมิ
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต) 
 

Time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

P(3HB) conc. 
(g/l) 

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

31.23±0.37 
24.80±0.32 
13.64±0.22 
12.16±0.19 
12.09±0.19 
11.02±0.17 
10.10±0.013 

0.83±0.07 
0.56±0.05 
0.05±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.78±0.03 
4.28±0.04 
8.95±0.05 
8.58±0.04 
6.73±0.05 
5.48±0.03 
4.41±0.03 

0.00 
1.59±0.05 
3.79±0.02 
2.80±0.04 
2.04±0.04 
1.11±0.04 
0.66±0.03 

0.00 
37.24±0.29 
41.48±0.33 
32.62±0.24 
30.24±0.26 
20.28±0.16 
15.03±0.15 
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รูปท่ี 4.21 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน
เทากับ 1.0  กรัมตอลิตร  (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และไมมีการเติมแมกนเีซียม
ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต) 
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ตารางท่ี 4.19 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล 
เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความ
เขมขนเทากับ 1.5  กรัมตอลิตร (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และไมมีการเติม
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต) 
 

Time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

P(3HB) conc. 
(g/l) 

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

31.54±0.43 
23.88±0.28 
16.23±0.22 
13.78±0.21 
13.17±0.17 
12.84±0.17 
12.77±0.21 

0.81±0.04 
0.51±0.03 
0.04±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.81±0.03 
5.35±0.04 
9.09±0.04 
8.63±0.04 
7.11±0.04 
5.72±0.04 
5.07±0.03 

0.00 
1.76±0.03 
4.24±0.03 
2.73±0.03 
1.95±0.03 
1.01±0.03 
0.68±0.03 

0.00 
32.99±0.23 
46.60±0.30 
31.60±0.22 
27.37±0.25 
17.72±0.20 
13.46±0.20 
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รูปท่ี 4.22 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน
เทากับ 1.5  กรัมตอลิตร (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และไมมีการเติมแมกนเีซียม
ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต) 
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ตารางท่ี 4.20 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล 
เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความ
เขมขนเทากับ 2.0  กรัมตอลิตร (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และไมมีการเติม
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต) 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

P(3HB) conc. 
(g/l) 

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

30.77±0.39 
22.66±0.31 
17.15±0.28 
14.54±0.26 
13.32±0.23 
12.86±0.19 
11.07±0.15 

0.81±0.06 
0.45±0.05 
0.01±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.75±0.04 
5.14±0.03 
9.21±0.04 
8.58±0.03 
6.78±0.03 
5.88±0.04 
5.21±0.04 

0.00 
1.88±0.04 
4.62±0.04 
3.58±0.04 
1.68±0.03 
1.09±0.04 
0.69±0.04 

0.00 
36.56±0.31 
50.12±0.34 
41.71±0.31 
24.77±0.25 
18.56±0.21 
13.17±0.18 
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รูปท่ี 4.23 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน
เทากับ 2.0  กรัมตอลิตร (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และไมมีการเติมแมกนเีซียม
ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต) 
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ตารางท่ี 4.21 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณน้ําตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล 
เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความ
เขมขนเทากับ 2.5  กรัมตอลิตร (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และไมมีการเติม
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต) 
 

Time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

P(3HB) conc. 
(g/l) 

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

30.58±0.34 
24.16±0.23 
13.76±0.22 
11.93±0.18 
9.48±0.11 
8.32±0.11 
7.09±0.09 

0.81±0.07 
0.49±0.06 
0.04±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.75±0.03 
5.12±0.04 
9.04±0.04 
8.92±0.03 
7.68±0.03 
5.09±0.04 
4.96±0.03 

0.00 
1.59±0.04 
4.02±0.04 
2.98±0.03 
2.30±0.04 
1.22±0.03 
1.06±0.04 

0.00 
31.09±0.24 
44.45±0.33 
33.38±0.23 
29.99±0.24 
23.88±0.24 
21.34±0.24 
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รูปท่ี 4.24 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน
เทากับ 2.5  กรัมตอลิตร (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และไมมีการเติมแมกนเีซียม
ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต) 
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ตารางท่ี 4.22 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณน้ําตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล 
เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความ
เขมขนเทากับ 3.0 กรัมตอลิตร (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และไมมีการเติม
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต) 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

P(3HB) conc. 
(g/l) 

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

30.24±0.42 
26.37±0.25 
20.39±0.25 
17.23±0.22 
13.01±0.13 
10.37±0.11 
9.25±0.09 

0.83±0.06 
0.42±0.04 
0.03±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.71±0.04 
5.56±0.04 
8.67±0.04 
7.53±0.04 
6.68±0.04 
5.21±0.04 
4.87±0.04 

0.00 
1.76±0.03 
3.33±0.03 
2.32±0.03 
1.98±0.04 
1.04±0.04 
0.77±0.04 

0.00 
31.62±0.28 
38.36±0.30 
30.77±0.29 
29.63±0.28 
20.01±0.20 
15.89±0.15 
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รูปท่ี 4.25 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน
เทากับ 3.0 กรัมตอลิตร (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และไมมีการเติมแมกนีเซียม
ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต) 
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รูปท่ี 4.26  ความหนาแนนของเซลล และปริมาณ P(3HB) สูงสุด เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019  
ในอาหาร MSM ท่ีมีโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ  0.5  1.0  1.5  2.0  2.5  
3.0  กรัมตอลิตร  และไมมีการเติมโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
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4.4  การผลิต P(3HB) จาก Bacillus megaterium BA-019 โดยใชภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิต 
P(3HB) ท่ีศึกษาไดในถังหมักขนาด 5 ลิตร 

 4.4.1  การผลิต P(3HB) จากน้ําออย 
     Jiang และคณะ(2008) รายงานวา Pseudomonas fluorescens A2a5  สามารถใช
น้ําออยเปนแหลงคารบอนในการสังเคราะหและสะสม P(3HB) และใชโมโนโซเดียมกลูตาเมตเปน
แหลงไนโตรเจนในถังหมักขนาด 5 ลิตร  พบวาไดความหนาแนนของเซลลเทากับ 32 กรัมตอลิตร  
ความเขมขนของ P(3HB) เทากับ 22 กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณเทากับ 70  เปอรเซนตตอน้ําหนัก
เซลลแหงท่ีเวลา 96  ช่ัวโมง   และคาอัตราการผลิตเทากับ  0.23  กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 
  งานวิจยันี้ศึกษาผลการผลิต P(3HB) จากการใชน้ําออยเปนแหลงคารบอน โดยใช
ภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิต P(3HB) ท่ีศึกษาไดจากขางตนและควบคุมภาวะการเล้ียงเช้ือในถังหมัก
ขนาด 5 ลิตร  โดยเล้ียงเช้ือ Bacillus megaterium BA-019 ตามขอ 3.3.4.2 เปนเวลา 6 ช่ัวโมง  
จากนั้นถายกลาเช้ือปริมาตร  2  มิลลิลิตรลงในอาหารเหลว MSM ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  ซ่ึงบรรจุ
อยูในขวดทดลองปริมาตร  250 มิลลิลิตร  โดยเล้ียงกลาเช้ือใหไดปริมาตร 300 มิลลิลิตร (คิดเปน 
10% ตอปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ) จากนัน้ถายกลาเช้ือลงในถังหมักขนาด 5 ลิตร ซ่ึงมีปริมาตรของ
อาหารเล้ียงเช้ือเร่ิมตน 3 ลิตร โดยเลือกภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิต P(3HB) จากการทดลองขางตน 
ควบคุมอุณหภมิูท่ี 30 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดางเทากับ 7.0 ตลอดการเล้ียงเช้ือ โดยให
อัตราการกวนที่ 600 รอบตอนาที และใหอากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรน้ําหมักตอนาที 
ตามลําดับ(อติพล บุญเรืองถาวร, 2543)  เก็บตัวอยางทุก  3  ช่ัวโมง  เปนเวลา  24  ช่ัวโมง  นํามา
วิเคราะหน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย  ปริมาณ P(3HB) ท่ีผลิตได 
ผลการวิจัยแสดงดังตารางท่ี 4.23 และรูปท่ี 4.27   และคํานวณหาคาอัตราการผลิต (productivity) 
(ตารางท่ี 4.25) โดยไดความหนาแนนของเซลลสูงสุดเทากับ 9.61 กรัมตอลิตร  ความเขมขนของ 
P(3HB) เทากบั 3.07 กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณเทากับ 42.52  เปอรเซนตตอน้ําหนักเซลลแหงท่ี
เวลา 6  ช่ัวโมง  โดยความเขมขนของยูเรียคอยๆลดลงและหมดท่ีช่ัวโมงท่ี 12 ของการเล้ียงเช้ือ 
  4.4.2  การผลิต P(3HB) จากกากน้ําตาล 
   Kulpreecha และคณะ(2009)  ศึกษาเพือ่เพ่ิมความหนาแนนของเซลลและเพิ่มการ
ผลิต P(3HB) โดย Bacillus megaterium BA-019  ใชกากนํ้าตาลและยเูรียซ่ึงเปนแหลงคารบอนและ
แหลงไนโตรเจนท่ีมีราคาถูก  โดยใชอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจนของอาหารเล้ียงเช้ือ
เทากับ 25 โมลตอโมล  ไดศึกษาการเล้ียงเช้ือโดยวธีิ fed-batch เพื่อใหไดท้ังความหนาแนนของ
เซลลและอัตราการผลิต P(3HB) สูงข้ึน  จากการศึกษาการเล้ียงเช้ือ B. megaterium BA-019  แบบ 
fed-batch ท่ีมีการควบคุมการปอนสารอาหารดวยวิธี pH-stat  พบวาเม่ือใชสารอาหารปอนเขาท่ี
ประกอบดวยแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน และแรธาตุใหผลการเติบโตของเซลลอยางรวดเร็ว
และมีการผลิต P(3HB) เพิ่มข้ึนอยางชัดเจน  โดยผลการทดลองท่ีไดดกีวาการใชสารอาหารปอนเขา



75 

ท่ีประกอบดวยแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจน  หรือใชแหลงคารบอนเพียงอยางเดยีว  ผล
การศึกษาพบวาการใชกากน้าํตาลท่ีมีความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากบั 400 กรัมตอลิตร  และ
อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 10 โมลตอโมลในสารปอนเขา  มีผลใหเพิ่มการผลิต 
P(3HB)  และความหนาแนนของเซลล  โดยใหความเขมขนของเซลลปริมาณสูงข้ึนมาก (72.57 กรัม
ตอลิตร)  ไดปริมาณของ P(3HB)  เทากบั 30.52 กรัมตอลิตรคิดเปนปริมาณ P(3HB) เทากับ 42  
เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหงท่ีเวลา 24  ช่ัวโมง   และมีอัตราการผลิต P(3HB) เพิ่มข้ึนเปน 1.27 
กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 
  งานวิจยันี้ศึกษาผลการผลิต P(3HB) จากการใชกากน้ําตาลเปนแหลงคารบอน โดย
ใชภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิต P(3HB) ท่ีศึกษาไดจากขางตนและควบคุมภาวะการเล้ียงเช้ือในถัง
หมักขนาด 5 ลิตร  โดยเล้ียงเช้ือ Bacillus megaterium BA-019 ตามขอ 3.3.4.2 เปนเวลา 6 ช่ัวโมง  
จากนั้นถายกลาเช้ือปริมาตร  2  มิลลิลิตรลงในอาหารเหลว MSM ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  ซ่ึงบรรจุ
อยูในขวดทดลองปริมาตร  250 มิลลิลิตร  โดยเล้ียงกลาเช้ือใหไดปริมาตร 300 มิลลิลิตร (คิดเปน 
10% ตอปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ) จากนัน้ถายกลาเช้ือลงในถังหมักขนาด 5 ลิตร ซ่ึงมีปริมาตรของ
อาหารเล้ียงเช้ือเร่ิมตน 3 ลิตร โดยเลือกภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิต P(3HB) จากการทดลองขางตน 
ควบคุมอุณหภมิูท่ี 30 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดางเทากับ 7.0 ตลอดการเล้ียงเช้ือ โดยให
อัตราการกวนที่ 600 รอบตอนาที และใหอากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรน้ําหมักตอนาที 
ตามลําดับ(อติพล บุญเรืองถาวร, 2543)  เก็บตัวอยางทุก  3  ช่ัวโมง  เปนเวลา  24  ช่ัวโมง  นํามา
วิเคราะหน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย  ปริมาณ P(3HB) ท่ีผลิตได  
ผลการวิจัยแสดงดังตารางท่ี 4.24 และรูปท่ี 4.28  และคํานวณหาคาอัตราการผลิต (productivity) 
(ตารางท่ี 4.25)โดยไดความหนาแนนของเซลลเทากับ 9.97 กรัมตอลิตร  ความเขมขนของ P(3HB) 
เทากับ 3.31 กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณ P(3HB) เทากับ 33.23  เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง  ท่ี
เวลา 15  ช่ัวโมง   ความเขมขนของยูเรียคอยๆลดลงและหมดท่ีชั่วโมงท่ี 15 ของการเล้ียงเช้ือ 
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ตารางท่ี 4.23 ปริมาณ P(3HB)  ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล 
เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีน้าํออยความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 30 
กรัมตอลิตร โดยใหอัตราการกวนท่ี 600 รอบตอนาที และใหอากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศตอ
ปริมาตรน้ําหมักตอนาทีในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
  

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

P(3HB) conc. 
(g/l) 

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
3 
6 
9 

12 
15 
18 
21 
24 

30.71±0.33 
27.75±0.34 
19.37±0.23 
16.42±0.21 
14.29±0.22 
13.63±0.15 
12.15±0.11 
11.00±0.09 
9.08±0.09 

0.82±0.06 
0.64±0.05 
0.26±0.01 
0.05±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.74±0.03 
2.53±0.03 
7.22±0.04 
9.61±0.04 
8.82±0.04 
8.20±0.04 
7.09±0.03 
5.22±0.04 
5.02±0.03 

0.00 
1.02±0.04 
3.07±0.04 
3.61±0.04 
2.83±0.04 
2.37±0.03 
1.95±0.03 
1.40±0.04 
1.18±0.03 

0.00 
40.29±0.27 
42.52±0.26 
37.62±0.23 
32.05±0.22 
28.89±0.23 
27.48±0.20 
26.84±0.21 
23.44±0.21 
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รูปท่ี 4.27 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีน้ําออยความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 30 
กรัมตอลิตร โดยใหอัตราการกวนท่ี 600 รอบตอนาที และใหอากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศตอ
ปริมาตรน้ําหมักตอนาทีในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
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ตารางท่ี 4.24 ปริมาณ P(3HB)  ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล 
เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีกากน้ําตาลความเขมขนของน้ําตาลรวม
เทากับ 30 กรัมตอลิตร โดยใหอัตราการกวนท่ี 600 รอบตอนาที และใหอากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศ
ตอปริมาตรน้ําหมักตอนาทีในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

P(3HB) conc. 
(g/l) 

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
3 
6 
9 

12 
15 
18 
21 
24 

32.64±0.37 
29.93±0.35 
24.09±0.31 
19.10±0.024 
17.96±0.22 
14.53±0.19 
13.11±0.17 
12.73±0.15 
11.97±0.11 

0.81±0.05 
0.68±0.05 
0.42±0.02 
0.18±0.01 
0.04±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.69±0.03 
1.49±0.04 
5.72±0.03 
8.59±0.04 
8.67±0.03 
9.97±0.04 
7.90±0.03 
6.97±0.04 
6.82±0.03 

0.00 
0.04±0.03 
1.26±0.04 
2.68±0.03 
2.86±0.03 
3.31±0.04 
2.17±0.04 
1.52±0.03 
1.49±0.04 

0.00 
2.79±0.22 

21.95±0.22 
31.22±0.26 
32.97±0.24 
33.23±0.25 
27.50±0.25 
21.87±0.23 
21.79±0.22 
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รูปท่ี 4.28 ปริมาณ P(3HB)  ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีกากน้ําตาลความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 30 
กรัมตอลิตร โดยใหอัตราการกวนท่ี 600 รอบตอนาที และใหอากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศตอ
ปริมาตรน้ําหมักตอนาทีในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
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ตารางท่ี 4.25 คาอัตราการผลิต เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีน้ําออยและ
กากนํ้าตาลความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 30 กรัมตอลิตร โดยใหอัตราการกวนท่ี 600 รอบตอ
นาที และใหอากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรน้ําหมักตอนาทีในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
 

Sugarcane liquor Molasses time 
(h) P(3HB)  productivity 

(g/l-h) 
P(3HB)  productivity 

(g/l-h) 
0 
3 
6 
9 
12 
15 
18 
21 
24 

0.00 
0.34 
0.51 
0.40 
0.24 
0.16 
0.11 
0.07 
0.05 

0.00 
0.01 
0.21 
0.30 
0.24 
0.22 
0.12 
0.07 
0.06 
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รูปท่ี 4.29 ความหนาแนนของเซลล ปริมาณ P(3HB) และคาอัตราการผลิตสูงสุด เม่ือเล้ียง 
B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีน้ําออยและกากน้ําตาลความเขมขนของน้ําตาลรวม
เทากับ 30 กรัมตอลิตร โดยใหอัตราการกวนท่ี 600 รอบตอนาที และใหอากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศ
ตอปริมาตรน้ําหมักตอนาทีในถังหมักขนาด 5 ลิตร 

x 10-1 
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บทที่ 5 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

 
งานวิจัยนี้เปนการศึกษาการผลิต  P(3HB)  จาก Bacillus megaterium BA-019  สายพันธุท่ี

แยกไดในหองปฎิบัติการของคณะผูวิจัย  โดยศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการผลิต P(3HB) จากการเล้ียง
เช้ือในขวดเขยา    โดยศึกษาผลของความเขมขนของนํ้าออยและยูเรียท่ีใชเปนแหลงคารบอนเปน
แหลงไนโตรเจน  ตามลําดับ  โดยศึกษาผลของการจํากัดธาตุอาหารจําเปนบางชนิดท่ีมีตอการเจริญ 
การสังเคราะหและสะสม P(3HB) ไดแก  ความเขมขนของไนโตรเจน   (ยูเรีย)   ความเขมขนของ
แมกนีเซียม (แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต)   และผลรวมระหวางโพแทสเซียมและฟอสเฟต 
(โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต)  เพ่ือกระตุนใหมีการสังเคราะหและสะสม P(3HB) เพิ่มมาก
ขึ้น  ผลการวิจัยพบวา B. megaterium BA-019 สามารถเจริญพรอมกับการผลิต P(3HB) ไดดีโดยใช
น้ําออยและยูเรียเปนแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนซ่ึงมีราคาถูก  โดยเช้ือสามารถเจริญและ
ผลิต P(3HB) ไดดีข้ึนในภาวะการเจริญท่ีไมสมดุล (unbalanced growth condition)    ศึกษาการผลิต 
P(3HB) ในถังหมักโดยใชภาวะท่ีไดจากการเล้ียงเช้ือในขวดเขยาไปเล้ียงเช้ือในถังหมักขนาด 5 ลิตร   
เม่ือผลิต P(3HB) ในถังหมักโดยใชน้ําออยเปนแหลงคารบอน พบวาปริมาณ P(3HB) สูงสุดท่ีผลิต
ไดต่ํากวาเม่ือเล้ียง B. megaterium BA-019 ในขวดเขยา   แตความหนาแนนของเซลลและอัตราการ
ผลิต P(3HB)  เม่ือเล้ียงเช้ือในถังหมักสูงกวาเม่ือเล้ียงเช้ือในขวดเขยา 

 
5.1 การศึกษาอายกุลาเชื้อที่เหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโต  

Keshavarz และ Roy (2010) รายงานวา การสังเคราะหและสะสม P(3HB) ควรเปน
กระบวนการตอเนื่อง (serial process) ซ่ึงประกอบดวย 2 ข้ันตอน  คือ ข้ันตอนแรก จุลินทรียจะมี
การเจริญในแหลงคารบอนโดยการนําสารอาหารนั้นไปสรางองคประกอบของเซลลและผลิตเซลล
ปริมาณมาก สวนในข้ันตอนท่ีสอง มีการเติมสารอาหารเพื่อใชในการสังเคราะหและสะสม P(3HB)  
เซลลปริมาณมากท่ีไดในข้ันตอนแรกก็จะใชสารอาหารนั้นเพื่อนําไปสังเคราะหและสะสม P(3HB)  
โดยอาจมีการเจริญเพิ่มข้ึนเล็กนอยหรืออาจไมมีการเจริญเพ่ิมข้ึน  แตขนาดของเซลลจะใหญข้ึน
เนื่องมาจากการสังเคราะหและสะสม P(3HB) ภายในเซลล  ดังนั้นในการทําใหเชื้อมีการผลิตเซลล
ปริมาณมากในข้ันตอนแรกจะสงผลทําใหไดปริมาณ P(3HB) เพิ่มข้ึนเชนกัน โดยในงานวจิัยนี้ได
ศึกษาอายกุลาเช้ือท่ีเหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโต โดยเล้ียงเช้ือ B. megaterium BA-019 ใน
อาหารเล้ียงเช้ือสําหรับเล้ียงกลาเช้ือเพ่ือผลิตเซลลใหไดปริมาณมากในข้ันตอนแรก  พบวาเซลลมี
อัตราการเจริญจําเพาะ(μ) สูงสุดท่ีช่ัวโมงท่ี 6 เทากับ 0.759 ตอช่ัวโมง  ดังนั้นจึงเลือกกลาเช้ืออายุ 6 
ช่ัวโมงสําหรับการเล้ียงเช้ือ B. megaterium BA-019 ในอาหารเพื่อการสรางและสะสม P(3HB) 
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5.2  การผลิต P(3HB) จาก Bacillus megaterium BA-019 โดยการเลี้ยงเชื้อในขวดทดลองภายใต    
ภาวะการเจริญท่ีสมดุล  
  Choi และ Lee (1999)  รายงานวา  ปจจัยท่ีสําคัญประการหนึ่งท่ีมีผลตอตนทุนการผลิต 
P(3HB)  คือ ราคาของแหลงคารบอนท่ีใชโดยคิดเปน 70-80 เปอรเซนตของตนทุนวัตถุดิบท้ังหมด  
ดังนั้นถาสามารถเลือกใชแหลงคารบอนท่ีมีราคาถูกในการผลิต P(3HB) ก็จะมีผลทําใหตนทุนของ
การผลิต P(3HB)  ลดลงไดมาก  ซ่ึงอาจเปนไปไดในการแขงขันดานราคากับพลาสติกท่ีสังเคราะห
จากอุตสาหกรรมปโตรเคมี  เชน  พอลิเอทธิลีน  และพอลิโพรไพลีนได  
  Liu และคณะ (1998)  รายงานวา  recombinant Escherichia coli สายพันธุ 
HMS174/pTZ18u-PHB  สามารถสังเคราะหและสะสม P(3HB) โดยการใชกากนํ้าตาลบีทเปนแหลง
คารบอนแทนน้ําตาลกลูโคส ทําใหลดตนทุนในการผลิต P(3HB) ได  เนื่องจากกากน้ําตาลบีทเปน
วัตถุดิบท่ีมีราคาถูกและหาไดงาย  จากการศึกษาการเล้ียงเช้ือ recombinant Escherichia coli  สาย
พันธุ HMS174/pTZ18u-PHB แบบ fed-batch ท่ีมีการควบคุมการปอนสารอาหารดวยวิธี pH-stat  
ในถังหมักขนาด 5 ลิตร  พบวา ไดความหนาแนนของเซลลเทากับ 39.5 กรัมตอลิตร  ผลิต P(3HB) 
ไดเทากับ 80  เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง  และคาอัตราการผลิตเทากับ  1 กรัมตอลิตรตอ
ช่ัวโมง  
  ดังนั้นในงานวจิัยนี้สนใจท่ีจะใชน้ําออยเปนแหลงคารบอนในการผลิต P(3HB)  เพื่อทําให
ตนทุนในการผลิตลดลง  เนื่องจากออยเปนพืชท่ีมีการเพาะปลูกมากในประเทศไทยและเปนพชืท่ี
สามารถตัดและเก็บเกี่ยวไดหลายคร้ัง  โดยในกระบวนการการผลิตน้ําตาลทรายจะใชออยเปน
วัตถุดิบหลักและมีน้ําออยเกดิข้ึนหลายข้ันตอน  ซ่ึงในน้ําออยจะประกอบไปดวยน้าํตาลชนิดตางๆ 
โดยมีน้ําตาลซูโครสเปนองคประกอบหลักเฉล่ียประมาณ 93.22 เปอรเซนต กลูโคสเฉล่ียประมาณ 
4.55 เปอรเซนต  ฟรุกโตสเฉล่ียประมาณ 1.40  เปอรเซนต (วิเคราะหโดย HPLC) รวมท้ังวิตามิน 
และธาตุอาหารเปนจํานวนมาก (มิตรผลวิจยั, 2551)  ซ่ึงน้ําออยในแตละคร้ังจะมีปริมาณนํ้าตาลเฉล่ีย
แตกตางกนัตามลักษณะพันธุออย  ฤดูกาล  สภาพดิน  การเก็บรักษา  และกรรมวิธีการผลิตของ
โรงงาน      และอีกประการหนึ่ง คือ เช้ือ B. megaterium BA-019 สามารถใชน้ําตาลซูโครสไดดีกวา
การใชน้ําตาลกลูโคส และฟรุกโตสในการผลิต P(3HB) (รัตนศิริ  มุทิตากุล, 2538)   สวนแหลง
ไนโตรเจนเลือกใชยเูรีย  เนือ่งจากมีราคาถูกและใหผลผลิตดีกวาการใชแอมโมเนยีมซัลเฟต (อติพล 
บุญเรืองถาวร, 2543)  โดยในงานวิจยันี้ตองการศึกษาการผลิต P(3HB) ในภาวะการเจริญท่ีสมดุล 
(balanced growth condition) โดยเล้ียงเช้ือ B. megaterium BA-019 ในอาหารเพ่ือการสรางและการ
สะสม P(3HB) (MSM)    ผลการวิจัยนีพ้บวาเม่ือใชน้าํออยเปนแหลงคารบอนโดยมีความเขมขน
ของนํ้าตาลรวมเทากับ 20 กรัมตอลิตร  เช้ือสามารถเจริญเติบโตไดด ี  โดยไดความหนาแนนของ
เซลลเทากับ 7.23 กรัมตอลิตร  ความเขมขนของ P(3HB) เทากับ 2.94  กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณ
เทากับ 40.69  เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหงท่ีเวลา 18 ช่ัวโมง  
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5.3  ศึกษาผลของการจํากัดธาตุอาหารแตมีปริมาณแหลงคารบอนมากเกินพอท่ีมีตอการเจริญ  
การสังเคราะหและสะสม P(3HB) 
 5.3.1  การศึกษาผลของความเขมขนของน้ําออยท่ีใชเปนแหลงคารบอนตอการผลิต P(3HB) 
      Liu และคณะ (1998)  ศึกษาเปรียบเทียบการผลิต P(3HB) เม่ือใชกากน้ําตาลบีทท่ีมีความ
เขมขนแตกตางกันโดยใชท่ีระดับความเขมขนเทากับ  20  40 และ  60  กรัมตอลิตร   พบวาเม่ือใช
กากนํ้าตาลเปนแหลงคารบอนโดยมีความเขมขนเทากับ 60 กรัมตอลิตร  recombinant Escherichia 
coli  สายพันธุ HMS174/pTZ18u-PHB  สามารถสังเคราะหและสะสม P(3HB) ไดสูงสุด โดยได
ความหนาแนนของเซลลเทากับ 16.7 กรัมตอลิตรและผลิต P(3HB) ไดเทากับ 85 เปอรเซนตตอ
น้ําหนกัเซลลแหง  และท่ีระดับความเขมขนเทากับ  20  และ 40 กรัมตอลิตร   สามารถผลิต P(3HB) 
ไดเทากับ 68  และ 77 เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง  ตามลําดับ 
   Gouda และคณะ (2001) ศึกษาผลของระดับความเขมขนของกากนํ้าตาล 1-5 เปอรเซนต
ท่ีเติมลงในอาหารสําหรับการผลิต   พบวากากน้ําตาลความเขมขน 3 เปอรเซนตทําให Bacillus 
megaterium เจริญไดดีท่ีสุดและกากนํ้าตาล 2 เปอรเซนตเช้ือสามารถผลิต P(3HB) ไดมากท่ีสุด คือ 
46.3 เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง แตพบวาเม่ือมีการเพิ่มความเขมขนของกากนํ้าตาลมากข้ึน ทํา
ใหมีการผลิต P(3HB) ลดลง  
   งานวิจยัในข้ันตอนนี้ไดศึกษาความเขมขนของน้ําออยท่ีใชเปนแหลงคารบอนตอการผลิต 
P(3HB)  โดยเปรียบเทียบการผลิต P(3HB) เม่ือใชน้าํออยท่ีมีความเขมขนของน้ําตาลรวมแตกตาง
กันโดยใชท่ีระดับความเขมขนเทากับ  30  40 และ 50  กรัมตอลิตร  พบวาเม่ือใชน้ําออยเปนแหลง
คารบอนโดยมีความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 30 กรัมตอลิตร  B. megaterium BA-019 สามารถ
สังเคราะหและสะสมP(3HB) ไดสูงสุด โดยไดความหนาแนนของเซลลเทากับ 8.92 กรัมตอลิตร  
ความเขมขนของ P(3HB) เทากับ 3.85  กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณเทากับ 43.16  เปอรเซนตตอ
น้ําหนกัเซลลแหงท่ีเวลา 12 ช่ัวโมงโดยไดผลดีกวาภาวะการเจริญท่ีระดับความเขมขนของน้ําตาล
รวมเทากับ 20 กรัมตอลิตร  และเม่ือมีความเขมขนของน้ําตาลรวมเพ่ิมข้ึนพบวาเช้ือสามารถ
เจริญเติบโตไดดีข้ึนแตสามารถสังเคราะหและสะสม P(3HB) ไดลดลง  ท้ังนี้อาจเปนเพราะ
สารอาหารที่สมบูรณมากกวาสงผลใหจุลินทรียนําสารอาหารท่ีมีอยูอยางสมบูรณไปใชในการสราง
เซลลและเพิ่มจํานวนมากกวาจะนําไปสังเคราะหและสะสมP(3HB)  ซ่ึงทําหนาท่ีเปนแหลงคารบอน
และแหลงพลังงานท่ีเก็บไวใชในยามขาดแคลนสารอาหารท่ีจําเปนสําหรับการเจริญ (Evan และ
คณะ, 1990)  โดยไดความหนาแนนของเซลลเทากับ 11.09 กรัมตอลิตร  ความเขมขนของ P(3HB) 
เทากับ 3.78  กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณเทากับ 34.12  เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหงท่ีระดับ
ความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 40 กรัมตอลิตรเทากับ  และไดความหนาแนนของเซลลเทากับ 
13.31 กรัมตอลิตร  ความเขมขนของ P(3HB) เทากับ 1.56  กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณ P(3HB) 
เทากับ 11.70  เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหงท่ีระดับความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 50  กรัม
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ตอลิตร  ซ่ึงแสดงใหเห็นวาปริมาณความเขมขนของแหลงคารบอนท่ีมากเกินพอจะมีคาเหมาะสมอยู
คาหนึ่ง คือ มีอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 23 กรัมคารบอนตอกรัมไนโตรเจน แตถามาก
เกินไปจะสงผลใหการสังเคราะหและสะสม P(3HB) ลดลง  ดังนั้นจึงพิจารณาเลือกน้ําออยท่ีมีความ
เขมขนของน้ําตาลรวม 30 กรัมตอลิตร 
 
 5.3.2   การศึกษาผลของการจํากัดปริมาณไนโตรเจน 
  นอกจากการใหอาหารเล้ียงเชื้อท่ีมีแหลงคารบอนมากเกนิพอมีผลตอการสังเคราะหและ
สะสม P(3HB) การจํากดัสารอาหารบางชนิด เชน ไนโตรเจน  ฟอสฟอรัส แมกนีเซียม หรือ
โพแทสเซียม  ก็มีผลตอการกระตุนใหเซลลสังเคราะหและสะสม P(3HB)  ไดเพิ่มข้ึน (Pandian และ
คณะ,2010)  โดย  Beaulieu และคณะ, 1995 รายงานวา ไนโตรเจนเปนธาตุท่ีจลิุนทรียตองการ
ในชวงการเจริญเพื่อเพ่ิมปริมาณของเซลล  แตในชวงท่ีมีการสังเคราะหและสะสม P(3HB)  การ
จํากัดปริมาณไนโตรเจนมีสวนกระตุนใหเกดิการสังเคราะหและสะสม P(3HB) เพิ่มข้ึน  
  Gouda และคณะ (2001)   ศึกษาผลของการจํากัดปริมาณไนโตรเจน โดยเล้ียงให Bacillus 
megaterium ในอาหารสําหรับการผลิตท่ีมีความเขมขนของน้ําแชขาวโพด 0.5-7 เปอรเซนต พบวา
น้ําแชขาวโพดความเขมขน 3 เปอรเซนต เช้ือสามารถผลิต P(3HB) ไดมากท่ีสุดเทากับ 49.12 
เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง  แตพบวาเม่ือเพ่ิมความเขมขนของน้ําแชขาวโพดมีผลทําให
ความสามารถในการผลิต P(3HB) ลดลง  
  งานวิจยัในข้ันตอนนี้ศึกษาผลของการจํากัดปริมาณไนโตรเจนในรูปของยูเรียในอาหาร 
MSM ท่ีมีผลตอการผลิต P(3HB)  โดยเปรียบเทียบการผลิต P(3HB) เม่ือใชยูเรียความเขมขนเทากบั  
0.2  0.4  0.6  0.8  1.0  1.2  กรัมตอลิตรและไมมีการเติมยูเรีย (N-free medium)  โดยใชปริมาณ
คารบอนท่ีไดจากการทดลองขางตน  คือ 30 กรัมตอลิตรสวนสารอ่ืนใชในปริมาณเทาเดิม (สูตร
อาหาร MSM)  พบวาเม่ือใชยูเรียความเขมขนเทากับ  0.8 กรัมตอลิตร  B. megaterium BA-019 
สามารถสังเคราะหและสะสม P(3HB) ไดสูงสุด โดยไดความหนาแนนของเซลลเทากับ 8.88 กรัม
ตอลิตร  ความเขมขนของ P(3HB) เทากับ 3.87  กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณ P(3HB) เทากับ 43.25  
เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหงท่ีเวลา 12  ช่ัวโมง   เม่ือใชยูเรียความเขมขนลดลง คือ 0.6  0. 4  0.2 
และไมมีการเติมยูเรีย  พบวาทําใหเซลลมีการเจริญเติบโตลดลงอยางชัดเจน  โดยได P(3HB) เทากบั  
32.63  38.06  38.71  และ 41.11  เปอรเซนตตอน้ําหนักเซลลแหง  ตามลําดับ  และเม่ือใชยูเรียความ
เขมขน 1.0 และ 1.2 กรัมตอลิตร พบวาไดปริมาณ P(3HB) ใกลเคียงกัน คือ เทากับ  39.01 และ 
38.91  เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง ตามลําดับ  จากการที่แหลงไนโตรเจนมีความสําคัญสําหรับ
การเจริญเติบโต คือ เปนสารสําคัญในการสังเคราะหโปรตีน  ดงันั้นถามีแหลงไนโตรเจนนอย
หรือไมมีเลยยอมทําใหเซลลเจริญไดนอย  ดังนัน้การจํากัดแหลงไนโตรเจนจึงมีคาท่ีเหมาะสมอยู  
คือ มีอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 23 กรัมคารบอนตอกรัมไนโตรเจน ซ่ึงถานอยเกินไป
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หรือไมมีเลยจึงไมมีการเจริญหรือการเจริญลดลง ดังนั้นจึงพิจารณาเลือกใชยูเรียความเขมขนเทากับ  
0.8 กรัมตอลิตร 
  
 5.3.3  การศึกษาผลของการจํากัดปริมาณแมกนีเซียม 
 อรุณ  ชาญชัยเชาววิวัฒน (2536) รายงานวา ผลของการจํากัดแมกนีเซียมในรูป
แมกนีเซียมซัลเฟตตอการสังเคราะหและสะสม P(3HB) โดยเช้ือ Alcaligenes sp. A-04 ตอมา
ภายหลังจัดจําแนกสปชีสเปน Alcaligenes eutropha และเปน Ralstonia eutropha  และในปจจุบัน 
คือ Cupriavidus  necator  พบวา  อาหารที่ไมมีการเติมแมกนีเซียมซัลเฟตจะทําใหปริมาณ P(3HB) 
เพิ่มข้ึนจาก 19.86 เปอรเซนตตอน้ําหนักเซลลแหง  เม่ือเทียบกับอาหารสูตรท่ีมีการเติมแมกนีเซียม
ซัลเฟตเทากับ  0.2 กรัมตอลิตร จะสามารถสังเคราะหและสะสม P(3HB) ไดเทากับ  37.70  
เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง 
   งานวิจยัในข้ันตอนนี้ศึกษาผลของการจํากัดปริมาณแมกนีเซียมในรูปของแมกนีเซียม
ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4·7H2O) ตอการผลิต P(3HB)  โดยเปรียบเทียบการผลิต P(3HB) เม่ือ
ใชแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขนเทากับ  0.1  0.2  กรัมตอลิตรและไมมีการเตมิ
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต  โดยใชปริมาณคารบอนและยูเรียท่ีไดจากการทดลองขางตน  คือ 
30  และ 0.8  กรัมตอลิตรตามลําดับ  สวนสารอ่ืนใชในปริมาณเทาเดมิ (สูตรอาหาร MSM)  พบวา
เม่ือใชอาหาร MSM ท่ีมีแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขน 0.1 และ 0.2 กรัมตอลิตร ได
ปริมาณ P(3HB) เทากับ  47.26  และ 43.50  เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง ตามลําดับ  สวนใน
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีไมมีการเตมิแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต เช้ือสามารถสังเคราะหและสะสม 
P(3HB) ไดสูงสุด โดยไดความหนาแนนของเซลลเทากับ 9.23 กรัมตอลิตร  ความเขมขนของ 
P(3HB) เทากับ 4.60  กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณ P(3HB) เทากับ 49.96  เปอรเซนตตอน้ําหนัก
เซลลแหงท่ีเวลา 12  ช่ัวโมง  ท้ังนี้อาจเปนเพราะสารอาหารท่ีจําเปนในการเจริญอาจมีปริมาณไม
เพียงพอสําหรับการเจริญไดตามปกติ  เม่ือเซลลอยูในภาวะเชนนี้อาจถือไดวาอยูในภาวะท่ีมี
สารอาหารไมสมดุล  จึงกระตุนใหเซลลสรางสารท่ีสามารถเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน
ไดเพื่อใหเซลลมีชีวิตอยูรอด  ซ่ึงสอดคลองกับผลงานวจิัยของ อรุณ  ชาญชัยเชาวววิัฒน (2536)  แต
เช้ือจุลินทรียเปนเช้ือตางชนดิกัน   ดังนั้นจึงพิจารณาใหไมมีการเตมิแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮ
เดรตในการทดลองข้ันตอไป 
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5.3.4 การศึกษาผลรวมของการจํากัดโพแทสเซียมและฟอสเฟต    
 Daniel และคณะ(1992)  รายงานวา  การศึกษาการจํากัดปริมาณฟอสเฟตมีผลตอการ
สังเคราะหและสะสม P(3HB) โดยเช้ือ Alcaligenes eutrophus Z-I  ในระดับถังหมัก  พบวาเม่ือ
จํากัดปริมาณฟอสเฟตในอาหารเล้ียงเช้ือ  โดยมีปริมาณเพียง 45 เปอรเซ็นตของปริมาณฟอสเฟตใน
สูตรอาหารเดิม  ปริมาณ P(3HB) จะเพิ่มข้ึนจาก 9.9  เปนเทากับ 23 เปอรเซนตตอน้ําหนักเซลลแหง   
 Sharma และ Mallick (2005)  รายงานวา  การจํากัดปริมาณฟอสเฟตมีผลตอการ
สังเคราะหและสะสม P(3HB)  โดยเช้ือ Nostoc muscorum ซ่ึงเปนไซยาโนแบคทีเรีย  พบวาในภาวะ
ท่ีขาดแคลนฟอสเฟตและมีแหลงคารบอนจากภายนอกเซลล  คือ อะซิเตต  กลูโคส  มอลโตส     
ฟรุกโตสและเอทานอลจะทําใหมีการสังเคราะหและสะสม P(3HB) เพิ่มสูงข้ึน  และจากผลการวิจยั
พบวาเม่ือเติมอะซิเตต 0.2 เปอรเซนต Nostoc muscorum สามารถผลิต P(3HB) เพิ่มสูงข้ึนเทากับ 35 
เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง  ท่ีเวลา 7 วัน    
  งานวิจยัในข้ันตอนนี้ศึกษาผลของการจํากัดโพแทสเซียมและฟอสเฟตในรูปของ
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ตอการผลิต P(3HB)  โดยเปรียบเทียบการผลิต 
P(3HB) เม่ือใชโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากบั  0.5  1.0  1.5  2.0  2.5  3.0 
กรัมตอลิตรและไมมีการเตมิโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต โดยใชปริมาณคารบอน  ยูเรียและ
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตท่ีไดจากการศึกษาขางตน  คือ 30  0.8  กรัมตอลิตรและไมมีการ
เติมแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต ตามลําดับ  สวนสารอ่ืนใชในปริมาณเทาเดิม (สูตรอาหาร 
MSM)  พบวาเม่ือใชโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ  2.0 กรัมตอลิตร  
 B. megaterium BA-019 สามารถสังเคราะหและสะสม P(3HB) ไดสูงสุด โดยไดความหนาแนน
ของเซลลเทากับ 9.21 กรัมตอลิตร  ความเขมขนของ P(3HB) เทากับ 4.62  กรัมตอลิตร คิดเปน
ปริมาณ P(3HB) เทากับ 50.12  เปอรเซนตตอน้ําหนักเซลลแหง  ท่ีเวลา 12  ช่ัวโมง   เม่ือใช
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนลดลง  คือ 1.5  1.0  0.5  กรัมตอลิตรและไมมีการ
เติมโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  พบวาไดปริมาณ P(3HB) เทากับ  46.60  41.48  39.81  
และ 42.59  เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง ตามลําดับ  และเม่ือใชโพแทสเซียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟตความเขมขนเพิ่มข้ึน  คือ 2.5 และ  3.0 กรัมตอลิตร  พบวาไดปริมาณ P(3HB) เทากับ  
44.45 และ 38.36  เปอรเซนตตอน้ําหนักเซลลแหง  ตามลําดับ ดังนัน้จึงเลือกใชโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ  2.0  กรัมตอลิตรสําหรับการศึกษาตอไป 
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5.4  การผลิต P(3HB) จาก Bacillus megaterium BA-019 โดยใชภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิต 
P(3HB) ท่ีศึกษาไดในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
 5.4.1  การผลิต P(3HB) จากน้ําออย 
        งานวิจยันี้ศึกษาผลของการผลิต P(3HB) จากการใชน้ําออยเปนแหลงคารบอน โดย
ใชภาวะท่ีไดจากการเล้ียงเช้ือในขวดเขยาไปเล้ียงเช้ือในถังหมักขนาด 5 ลิตร พบวา ไดความ
หนาแนนของเซลลเทากับ 9.61 กรัมตอลิตร  ความเขมขนของ P(3HB) เทากับ 3.07 กรัมตอลิตร คิด
เปนปริมาณ P(3HB) เทากับ 42.52  เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหงท่ีเวลา 6  ช่ัวโมง   จึงเห็นไดวา
การเล้ียงเชื้อในถังหมักซ่ึงสามารถจัดภาวะตางๆไดดกีวาในระดับขวดเขยา เชน  ใหปริมาณอากาศ
ไดสูงกวา  มีการปนกวนดวยใบกวนทําใหมีการผสมไดดี ทําใหเซลลสามารถเจริญคอนขางดีกวา 
แตปริมาณ P(3HB) ใกลเคียงกัน  ซ่ึงถามีการศึกษาวิจยัตอก็ควรจะมีการศึกษาปจจยับางประการท่ี
อาจมีผลตอการสังเคราะหและสะสม P(3HB)  เชน  การควบคุมคาความเปนกรดดางตลอด
ระยะเวลาการเล้ียงเช้ือ  คาปริมาณออกซิเจนละลาย  รวมท้ังการเลี้ยงเช้ือแบบกึง่กะ(fed-batch 
cultivation)  โดยมีการเติมสารอาหาร เชน  แหลงคารบอน  แหลงไนโตรเจน  ในชวงการเล้ียงเช้ือท่ี
เหมาะสม  เปนตน  สวนผลการเล้ียงเช้ือในถังหมักท่ีดีกวาการเล้ียงเช้ือในขวดเขยาในการศึกษานี้ 
คือ การสังเคราะหและสะสม P(3HB) ไดสูงสุดใชเวลาส้ันกวาการเล้ียงเช้ือในขวดเขยา โดยพบวาท่ี
ช่ัวโมงท่ี 6 ของการเล้ียงเช้ือ  ใหคาอัตราการผลิตในถังหมักมีคาเทากบั 0.51 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง  
ซ่ึงสูงกวาในระดับขวดเขยาท่ีมีคาเทากับ 0.38  กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง  
  5.4.2  การผลิต P(3HB) จากกากน้ําตาล 
   งานวิจยันี้ศึกษาผลของการผลิต P(3HB) ในถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยใชภาวะ
เชนเดยีวกับขอ 5.4.1  แตใชกากนํ้าตาลแทนนํ้าออย  พบวา ไดความหนาแนนของเซลลเทากับ 9.97 
กรัมตอลิตรซ่ึงสูงกวาเม่ือใชน้ําออยเปนแหลงคารบอน   แตไดคาความเขมขนของ P(3HB) เทากบั 
3.31 กรัมตอลิตร ซ่ึงคิดเปนปริมาณ P(3HB) เทากับ 33.23  เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหงท่ีเวลา 
15  ช่ัวโมง  ซ่ึงตํ่ากวาการใชน้ําออยเปนแหลงคารบอนและเวลาท่ีได P(3HB)  สูงสุดชากวาเม่ือใช
น้ําออยเปนแหลงคารบอน 
   จากผลการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิต P(3HB) จากการใชน้ําออยและ
กากนํ้าตาลเปนแหลงคารบอนในถังหมักขนาด 5 ลิตร สรุปวาเม่ือใชน้ําออยเปนแหลงคารบอน 
พบวาไดปริมาณ P(3HB) และคาอัตราการผลิต (productivity) สูงกวาเม่ือใชกากน้ําตาลเปนแหลง
คารบอน   ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากกากนํ้าตาลเปนของเหลือท่ีไดจากการผลิตน้ําตาลทราย  อาจจะมี
ส่ิงเจือปน (impurity) ท่ีมีผลตอการเจริญของเซลล  ทําใหจุลินทรียนํามาใชไดยากกวาน้ําออยท่ีมี
ความบริสุทธ์ิมากกวา  นอกจากนีใ้นองคประกอบของกากน้ําตาลมีโลหะหนักอยูหลายชนิด (Teclu 
และคณะ, 2009) ซ่ึงอาจเปนสารยับยั้งการทํางานของเอนไซมในกระบวนการสังเคราะหและสะสม 
P(3HB) 
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                        การใชน้ําออยเปนแหลงคารบอนสําหรับการผลิตสารผลิตภัณฑ มีขอดคืีอ น้ําออย 
มีความบริสุทธ์ิสูง   การเตรียมกอนเขาสูกระบวนการหมัก (pretreatment) มีเพียงเล็กนอย ท่ีสําคัญ
คือเปนสวนท่ีไดจากตนกระบวนการของการผลิตน้ําตาลทราย ซ่ึงจดัวาเปนการประหยดัพลังงาน 
(energy saving) ถาเปรียบเทียบกับน้ําตาลทราย (รูปท่ี 2.8) และเม่ือส้ินสุดการเล้ียงเช้ือ การแยกและ
ทําบริสุทธ์ิของสารผลิตภัณฑทําไดงาย ใชข้ันตอนนอยกวาเนื่องจากไมมีสี รวมท้ังการบําบัดของ
เหลือท้ิงจากน้าํหมัก (effluent treatment) ก็ทําไดงายและสะดวก  และในกรณกีารใชกากน้ําตาลแม
จะพิจารณาวามีราคาถูก  แตในปจจุบันอุตสาหกรรมอาหารมีความตองการกากน้ําตาลเปนปริมาณ
มากข้ึนตามลําดับ ดังนั้น  ราคาจึงสูงข้ึนกวาแตกอน นอกจากนี้ เม่ือพิจารณาปจจยัอ่ืนๆ พบวามี
ขอดอยกวา ไดแก กอนนํามาใชเปนอาหารเล้ียงเช้ือจุลินทรีย จะตองมีข้ันตอนทําบริสุทธ์ิหลาย
ข้ันตอน (ข้ึนอยูกับชนดิของผลิตภัณฑ) ไดแก การทําใหเจือจาง ตามดวยการแยกสวนกากตะกอนท่ี
เปนของแข็ง (solid particles)   การบําบัดสี (decolorization)  ถาจําเปนในบางกระบวนการ รวมทัง้
การกําจัดโลหะหนกั เชน  อะลูมิเนียม อะซินิค  คอปเปอร  เหล็ก แมงกานีส สังกะสี  เปนตน (ซ่ึง
อาจจําเปนในการผลิตผลิตภัณฑบางชนดิ)  เนื่องจากโลหะหนกับางชนิด อาจเปนสารยับยั้งการ
ทํางานของเอนไซมในกระบวนการผลิต แตท้ังนีข้ึ้นอยูกับชนดิของจุลินทรียและชนิดของสาร
ผลิตภัณฑดวย  ซ่ึงกระบวนการเหลานี้ทําใหกากนํ้าตาลซ่ึงจัดวามีราคาตํ่า  มีราคาตนทุนสูงข้ึน 
นอกจากนี้ การทําผลิตภัณฑท่ีไดใหบริสุทธ์ิ ถาผลิตภัณฑอยูในน้ําหมักก็จะทําไดยากกวา เนื่องจาก
การมีสารปนเปอนในกากนํ้าตาล รวมถึงการบําบัดของเหลือท้ิง เม่ือส้ินสุดกระบวนการจะทําไดยาก
กวา 
 คณะผูวจิัยไดใชวัตถุดิบหลายชนิดเปนแหลงคารบอนในการผลิต P(3HB)  จาก  
B. megaterium BA-019 มากอนการศึกษานี้แลว รวมทัง้กําลังศึกษาวจิัยอยู  โดยรัตนศิริ มุทิตากุล
(2538)  เปรียบเทียบการใชน้ําตาลซูโครส น้ําตาลทรายขาว และนํ้าตาลทรายแดงเปนแหลงคารบอน  
และใชแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน  พบวา B. megaterium BA-019 สามารถผลิต 
P(3HB) ไดสูงสุด 14.24  15.11  19.12 เปอรเซนตตอน้ําหนักเซลลแหง ตามลําดับ  และเม่ือเล้ียงเช้ือ
ในอาหาร MSM โดยใชกากน้ําตาลปริมาณ 4 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน  
และใชแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน    สามารถผลิต P(3HB) ไดดีกวาการใชน้ําตาล
ชนิดอ่ืน โดยสามารถผลิต P(3HB) ไดสูงสุด 31.84 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหงท่ีเวลา 24  
ช่ัวโมง  และพบวาเม่ือมีการเติมสารทวีน 80  ซ่ึงเปนสาร dissociating agent ปริมาณ 2.5 เปอรเซนต 
(ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหาร MSM มีผลทําให  B. megaterium BA-019 มีการสราง P(3HB) 
เพิ่มมากข้ึนถึง 47.48  เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหงท่ีเวลา 36 ช่ัวโมง   และตอมาไดมีการวจิัยโดย
ใชกากน้ําตาลเปนแหลงคารบอนและใชยูเรียเปนแหลงไนโตรเจนในการผลิต P(3HB) จาก   
B. megaterium BA-019   อติพล  บุญเรืองถาวร (2543) รายงานวา B. megaterium BA-019 สามารถ
สังเคราะหและสะสม P(3HB) ไดสูงสุด  โดยไดความหนาแนนของเซลลเทากบั 8.51 กรัมตอลิตร  
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ความเขมขนของ P(3HB) เทากับ 5.14 กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณเทากับ 60.40 เปอรเซนตตอ
น้ําหนกัเซลลแหงท่ีเวลา 36  ช่ัวโมง คาอัตราการผลิตเทากับ 0.14 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง  โดย
ท้ังหมดทําการวิจัยในระดับขวดเขยาและพบวาปริมาณ P(3HB) ท่ีผลิตไดมีปริมาณแตกตางกัน  
ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากองคประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ  กากน้ําตาลท่ีใชในการผลิต เปนตน ซ่ึง
กากนํ้าตาลในแตละคร้ังมีความแตกตางกนัข้ึนกับหลายปจจัย  ไดแก  ฤดูกาล  สภาพดิน  การเกบ็
รักษาและกรรมวิธีการผลิตของโรงงาน เปนตน แตในขอบเขตของงานวิจยันี้เปนการเล้ียงเช้ือ B. 
megaterium BA-019 โดยใชน้ําออยซ่ึงยงัไมเคยมีการศกึษามากอนหนานี้โดยคณะผูวิจัย  และจาก
เหตุผลดังท่ีกลาวมาจึงตองการศึกษาการใชน้ําออยในการเปนแหลงคารบอนสําหรับผลิต P(3HB)  
เพื่อใหไดขอมูลในดานตางๆ  จึงศึกษาในระดับขวดเขยาซ่ึงเปนการทดลองท่ีทําไดสะดวก  ไม
ยุงยาก  และศึกษาปจจยัท่ีจําเปนไดหลายประการ  ไดแก  การเจริญของจุลินทรีย B. megaterium 
BA-019   องคประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ  ปริมาณ P(3HB) ท่ีผลิตได  และอัตราการผลิต  ซ่ึงจะได
นํามาพิจารณาในการศึกษาการเล้ียงเช้ือระดับขยายสวนตอไป   โดยในการวิจยัตอไปควรเปนการ
เล้ียงเช้ือในถังหมักโดยใชแหลงคารบอนเปนน้ําออยและแหลงไนโตรเจนเปนยูเรีย  โดยจํากดัธาตุ
อาหารที่มีผลตอการสังเคราะหและสะสม P(3HB) โดย B. megaterium BA-019 ท่ีศึกษาไดจาก
งานวิจยันี้  และอาจมีการเติมสารอาหารเปนคร้ังคราว (fed-batch  cultivation) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ  
ซ่ึงมีความเปนไปไดท่ีจะทําใหไดปริมาณ P(3HB) สูงเพิ่มข้ึนอีก 
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ตารางที่ 5.1    เปรียบเทียบการผลิต P(3HB) โดยใชจุลินทรียและเทคนคิการเพาะเลี้ยงที่แตกตางกนั 
 

Strain 
 

Carbon  
substrate 

cultivation 
time (h) 

Culture mode DCW  
(g/l) 

P(3HB) conc. 
(g/l) 

P(3HB) content  
  (% DCW) 

productivity 
(g/l-h) 

Reference 
 

B. megaterium BA-019 Sugarcane liquor 12 Batch (Shake flask) 9.21 4.62 50.12 0.38 งานวิจัยนี้ 

B. megaterium BA-019 Sugarcane liquor 6 Batch(Fermenter) 9.61 3.07 42.52 0.51 งานวิจัยนี้ 

B. megaterium BA-019 Molasses 15 Batch (Fermenter) 9.97 3.31 33.23 0.22 งานวิจัยนี้ 

B. megaterium BA-019 Molasses 24 Batch (Shake flask) 5.75 2.73 47.48 0.08 รัตนศิริ มุทิตากุล, 2538 

B. megaterium BA-019 Molasses 36 Batch (Shake flask) 8.51 5.14 60.40 0.14 อติพล บุญเรืองถาวร, 2543 

B. megaterium Molasses 48 Batch (Fermenter) 3.60 2.20 59.40 0.08 Gouda et al. (2001) 

Pseudomonas  cepacia  Lactose 120 Batch (Fermenter) 3.57 2.00 56.00 0.02 Young et al. (1994) 

Azotobacter  chroococcum  Starch 58 Batch (Fermenter) 1.17 0.86 73.90 0.01 Kim (2000) 

Pseudomonas fluorescens A2a5 Sugarcane liquor 96 Batch (Fermenter) 32.00 22.00 70.00 0.23         Jiang et al. (2008) 
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ภาคผนวก ก 
 

การเตรียมวัตถุดิบและสารท่ีใชในการวิจัย 
1. การเตรียมน้ําออย 
 1.1 นําน้ําออยใสในหลอดเซนตริฟวสและปนแยกตะกอนท่ีความเร็ว 8,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 10 นาที  
 1.2 นําน้ําออยท่ีผานการปนแยกตะกอนออกแลวมาวิเคราะหปริมาณน้ําตาลท้ังหมด และ
เจือจางใหไดความเขมขนท่ีเหมาะสม 

 

 
 

น้ําออยท่ีผานการปนแยกตะกอน 
 
2. การเตรียมสารละลายเอนไซมอินเวอรเทส (invertase) 

2.1 สารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร  
เตรียมจากการละลายโซเดียมอะซิเตต 9.10 กรัม ในน้ํากล่ัน 800 มิลลิลิตร เติมกรดอะซิติก 

1.9 มิลลิลิตร ปรับ pH เปน 4.5 แลวปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร ดวยนํ้ากล่ัน 
  2.2 สารละลายเอนไซมอินเวอรเทส 

เตรียมจากการละลายเอนไซมอินเวอรเทส 0.15 กรัม ในสารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร 100 
มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัแลวกรองดวยกระดาษกรองเบอร 1 
 

 



 97 

3. การเตรียมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (DNSA reagent) 
 สารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก เตรียมจากการละลายกรดไนโตรซาลิไซลิก 1.0 กรัม 
ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 2 โมลาร ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวเติมน้ํากล่ัน
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เติมโปแตสเซียมโซเดียมตารเตรต 30 กรัม ปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร 
เก็บในขวดสีชา 
 
4. การเตรียมสารละลายท่ีใชในการวิเคราะหปริมาณยูเรีย 
 4.1 สารละลายโปแตสเซียมคลอไรดความเขมขน 2 โมลาร เตรียมจากการละลายโปแต
สเซียมคลอไรดปริมาณ 150 กรัมในน้ํากล่ันปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหเปน 
1 ลิตรดวยน้ํากล่ันปลอดประจุ 
 4.2 สารละลายฟนอลไนโตรพัสซายด   เตรียมจากการละลายฟนอล 7 กรัม   และโซเดียม
ไนโตรพัสซายดปริมาณ 34 มิลลิกรัม ในน้ํากล่ันปลอดประจุ 80 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหเปน 100 
มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ันปลอดประจุ เก็บไวในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซสเซียส 
 4.3 สารละลายบัฟเฟอรไฮเปอรคลอไรด   เตรียมจากการละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 1.48 
กรัมในน้ํากล่ันปลอดประจุปริมาตร 70 มิลลิลิตร   เติมโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 4.98 กรัม   และ
สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรด (คลอรอกซ 5-5.25 เปอรเซ็นต) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ปรับ pH 
ใหอยูในชวง 11.4-12.2   ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด 1 นอรมอล ปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร 
ดวยน้ํากล่ันปลอดประจุ 

4.4 สารละลาย EDTA เตรียมจากการละลาย EDTA ไดโซเดียมซอลทปริมาณ 6 กรัม ในน้ํา
กล่ันปลอดประจุปริมาตร 80 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหเปน 7 ปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํา
กล่ันปลอดประจุ 
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ภาคผนวก ข 

 
สูตรคํานวณ 
1. การคํานวณน้ําหนักเซลลแหง 

น้ําหนกัเซลลแหง (กรัมตอลิตร) = น้ําหนกัถวยท่ีมีเซลล -น้ําหนักถวยเปลา  x 1000 
                                                                        10             

2. การคํานวณปริมาณ PHB จากการวิเคราะหดวยวิธีกาซโครมาโทกราฟฟ 
การคํานวณปริมาณ P(3HB) (กรัมตอลิตร ตอ เซลลแหง 20 มิลลิกรัม) 
ปริมาณ P(3HB) (กรัมตอลิตร) = คาจากการวิเคราะห(กรัมตอลิตร)xน้ําหนักเซลลแหง(กรัมตอลิตร) 
                                                                                                      20 
3. การคํานวณปริมาณน้าํตาลรีดิวซในน้ําหมัก 
ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ (กรัมตอลิตร) = OD540 x   ความชัน-1 x คาการเจอืจาง 
 
4. การหาปริมาณยูเรียในน้ําหมัก 
ปริมาณยูเรีย (กรัมตอลิตร) = OD636 x   ความชัน-1 x คาการเจือจาง 
 
5. การคํานวณอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน 
ยูเรีย        
     มวลโมเลกุลของยูเรียเทากับ       60      มีธาตุไนโตรเจนเทากับ 28 
     ถาใชความเขมขนของยูเรียเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร มีธาตุไนโตรเจนเทากับ 0.37 กรัมไนโตรเจน 
น้ําออย(น้ําตาลซูโครส)  
     มวลโมเลกุลของซูโครสเทากับ    342                        มีธาตุคารบอนเทากับ 144   
     ถาใชความเขมขนของซูโครสเทากับ 20 กรัมตอลิตร มีธาตุคารบอนเทากับ 8.42 กรัมคารบอน 
     ดังนั้นอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน  8.42 : 0.37  =  23 กรัมคารบอนตอกรัมไนโตรเจน 

6. การคํานวณหา μ    และ Productivity         

   μ   = lnXt – lnXo 
                                    t 
     Productivity  =               Pt  - P0 
                           t 
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ภาคผนวก ค 

 
กราฟมาตรฐาน 
1. กราฟมาตรฐานของนํ้าตาลซูโครส ในน้าํออยวิเคราะหโดย HPLC 
 

 
 
2. กราฟมาตรฐานของนํ้าตาลกูลโคส ในน้ําออยวิเคราะหโดย HPLC 
 

 
 
3. กราฟมาตรฐานของนํ้าตาลฟรุกโตสในนํ้าออยวิเคราะหโดย HPLC 
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4. กราฟมาตรฐานของนํ้าตาลรีดิวซ 

y = 0.3391x
R2 = 0.9986
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กราฟมาตรฐานของน้ําตาลรีดิวซในชวง 0-1.0 กรัมตอลิตร มีคาความชันเทากับ  0.3391 

 
5. กราฟมาตรฐานยูเรีย 

 

y = 0.017x
R2 = 0.9977
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กราฟมาตรฐานของยูเรียในชวง 0-1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีคาความชันเทากับ  0.017 
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6. กราฟมาตรฐาน P(3HB) วิเคราะหดวยวิธี GC 
 

y = 0.1265x
R2 = 0.9992
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กราฟมาตรฐานของ P(3HB) ความเขมขน 0-5 กรัมตอลิตร   มีคาความชันเทากับ 0.1265 
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ภาคผนวก ง 
 

โครมาโทแกรม 

1. โครมาโทแกรมแสดงชนดิของน้ําตาลท่ีเปนองคประกอบในน้ําออยดวยเคร่ืองไฮเพอรฟอรแมนซ
ลิควิดโครมาโตกราฟ 
 

 
 

2. โครมาโทแกรมวิเคราะหปริมาณ P(3HB) โดยวิธีแกสโครมาโตกราฟฟ 
 

 
โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน 3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต P(3HB)  ซ่ึงวิเคราะหดวยวิธี GC โดยใช
กรดเบนโซอิกเปนสารมาตรฐานภายใน 

P(3HB) 

Benzoic acid 
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โครมาโทแกรมของ P(3HB)  จาก Bacillus megaterium BA-019  ซ่ึงวิเคราะหดวยวิธี GC โดยใช
กรดเบนโซอิกเปนสารมาตรฐานภายใน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

P(3HB) 

Benzoic acid 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาวศริญญา  แกวประดับ เกดิวันท่ี 29 มกราคม 2527 ท่ีจังหวัดยะลา สําเร็จการศึกษา 
ระดับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต ภาควชิาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลา 
นครินทร   เม่ือปการศึกษา 2548   และไดเขาศึกษาตอในระดับบัณฑติศึกษา หลักสูตรจุลชีววิทยา
ทางอุตสาหกรรม คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศกึษา 2549  

ในระหวางการศึกษาไดรับทุน 90 ปจุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย  และเขารวมเสนอผลงานใน
งาน 13th Biological Sciences Graduate Congress  ณ National University of Singapore ประเทศ
สิงคโปร ระหวางวนัท่ี 15 ถึง 17 ธันวาคม 2551   และงาน The 19th Annual Meeting of the Thai 
Society for Biotechnology (TSB 2009) ณ ศูนยประชุมแหงชาติสิริกิตต  ระหวางวันท่ี 24-25 
กันยายน 2552 ในหวัขอ Production of biodegradable plastic, poly(3-hydroxybutyrate), by 
Bacillus megaterium BA-019 from sugarcane liquor. 
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