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บทคัดย่Ă 
 กćรผลิตพลćÿติกชีüภćพชนิดพĂลิ 3–ไăดรĂกซีบิüทิเรต (PHB) ในรีคĂมบิแนนท์ E. coli 
โดยกćรใช้ยีนชีüÿĆงเครćąĀ์ที่เกี ่ยüข้ĂงกĆบกćรผลิต PHB โĂเพĂรĂน phaCAB มีข้Ăดีกü่ćÿćยพĆนธุ์

ดĆ้งเดิม เช่น ÿćมćรถเจริญเติบโตได้รüดเร็ü ÿćมćรถใช้ĂćĀćรรćคćถูกได้ มีปรąÿิทธิภćพในกćรผลิต 

PHB ÿูงรüมถึงไม่มีเĂนไซม์ดีพĂลิเมĂไรเซชĆนด้üย โดยปกติแล้üโĂเพĂรĂน phaCAB จąÿćมćรถ

แÿดงĂĂกได้ภćยใต้กćรคüบคุมขĂงโปรโมเตĂร์แลąต ćแĀน่งจĆบกĆบไรโบโซม (RBS) ซึ่งโปรโมเตĂร์ที่

นิยมใช้กĆนนĆ้นมĆกเป็นโปรโมเตĂร์เĀนี่ยüน ćที่ต้Ăงใช้ÿćรเคมี เช่น ไĂโซพรĂพิล บีต้ć ดี Āนึ่ง ไทโĂ      

กćแล็คโตไพแรนโนไซด์ (IPTG) ซึ่งจąเป็นกćรเพิ่มมูลค่ćขĂงต้นทุนกćรผลิต งćนüิจĆยนี้มีจุดปรąÿงค์

เพื่Ăýึกþćกćรใช้โปรโมเตĂร์ที่ÿćมćรถท ćงćนได้แรงĂย่ćงต่Ăเนื่Ăงที่ชื่Ăü่ć BBa_J23100 แทนกćรใช้

โปรโมเตĂร์เĀนี่ยüน ćแลąได้ÿร้ćงไลบรćรีขĂง RBS โดยใช้ไพรเมĂร์ที่มีล ćดĆบนิüคลิโĂไทด์แบบÿุ่มใน

บริเüณต ćแĀน่งÿแตนด์บćย (standby site) แลąบริเüณü่ćง (spacer region) ขĂง RBS จćกนĆ้น

คĆดเลืĂกÿćยพĆนธุ์ E. coli ที่มีกćรดĆดแปลง RBS แลąโĂเพĂรĂน phaCAB .ใĀ้ÿćมćรถผลิต PHB ใน
ปริมćณÿูงได้โดยกรąบüนกćรคĆดเลืĂกนĆ้นจąคĆดเลืĂกบนĂćĀćรเลี้ยงเชื้Ăแข็ง LB แลąจćนเพćąเลี้ยง

เชื้Ăขนćด 96 Āลุมที่มีกลูโคÿเป็นแĀล่งคćร์บĂนแลąไนล์เรดเป็นตĆüตรüจüĆด โดยจąคĆดเลืĂกโคโลนีที่มี

ค่ćฟลูĂĂเรÿเซ็นÿูง 14 โคโลนีไปทดÿĂบกćรผลิต PHB เบื้Ăงต้นด้üยกćรเพćąเลี้ยงรąดĆบขüดเขย่ć 

จćกนĆ้นผู้üิจĆยได้คĆดเลืĂกโคโลนีที่มีĂĆตรćกćรเจริญจ ćเพćąแลąĂĆตรćกćรผลิตÿćรผลิตภĆณฑ์จ ćเพćąที่ÿูง

แลąปćนกลćงไปýึกþćกćรเจริญขĂงรีคĂมบิแนนท์ E. coli ผลจćกกćรทดลĂงพบü่ć โคโลนีที่ 20 
ÿćมćรถผลิต PHB ได้ÿูงที่ÿุดเท่ćกĆบ 60.91% ขĂงน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งคิดเป็นปริมćณ PHB เท่ćกĆบ 4.02 
กรĆมต่Ăลิตร ขณąที่ÿćยพĆนธุ์ที่ใช้เป็นตĆüคüบคุมÿćมćถผลิต PHB ได้เท่ćกĆบ 26.98% ขĂงน ้ćĀนĆกเซลล์

แĀ้งคิดเป็นปริมćณ PHB เท่ćกĆบ 0.054 กรĆมต่Ăลิตร ดĆงนĆ ้นในงćนüิจĆยนี้แÿดงใĀ้เĀ็นถึงกćรใช้         

โปรโมเตĂร์  BBa_J23100 ร ่üมกĆบกćรดĆดแปลง RBS ในร ีคĂมบิแนนท์ E. coli ÿćมćรถเพ่ิม

ปรąÿิทธิภćพขĂงกćรผลิต PHB แลąÿćมćรถน ćไปĀćÿภćüąที่เĀมćąÿมขĂงกćรผลิต PHB ในรąดĆบที่

ÿูงขึ้นในĂนćคตได้ 
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Abstract 
Production of biodegradable plastic poly(3-hydroxybutyrate) (PHB) in E. coli by PHB 
biosynthesis genes, phaCAB operon, has offered advantages over the wild type strains 
such as high growth rate, cheap medium, high productivity including an absence of 
depolymerase enzyme. Typically, phaCAB operon could be expressed under the 
control of promoter and ribosome binding site region (RBS). Normally, the promoter is 
an inducible promoter that has to use inducing agents (i.e. Isopropyl β-d-1-
thiogalactopyranoside; IPTG) that would increase the cost of production. The objective 
of this study was to use strong constitutive promoter BBa_J23100 to replace inducible 
promoter and construct a library of RBS by degenerated primers in standby site and 
spacer region of RBS. Next, the recombinant E. coli harboring modified RBS and phaCAB 
operon were screened for high efficiency of PHB production. The screening process 
was performed using both LB agar plates and 96 well plates containing glucose as a 
carbon source and Nile red as an indicator. We selected 14 colonies with having high 
fluorescence unit for preliminary PHB production in flask cultivation. Then, we selected 
the colonies to have high and moderate specific growth rates and specific production 
rates to characterize the PHB time course production. As a result, the colony namely 
#20 showed the highest PHB production of 60.91 % (w/w) with PHB 4.02 g/L whereas 
the control strain showed PHB production of 26.98% (w/w) with 0.054 g/L. Therefore, 
in combination with BBa_J23100 and modified RBS performed in this study, we 
successfully obtained the recombinant E. coli that showed high efficiency of PHB 
production. The further optimization in large scale production of PHB using these 
recombinants is required. 
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แลąก ćลĆงใจในกćรท ćงćนüิจĆยใĀ้ÿ ćเร็จลุล่üงไปด้üยดี 
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บทที่ 1 
บทน า 

 

1.1 ทีม่าและคüามÿ าคัญ 
ในปัจจุบĆนนี้กćรขยćยตĆüขĂงเมืĂงแลąกćรเติบโตทćงเýรþฐกิจ ในปรąเทýต่ćง ๆ เพิ่มขึ้น

Ăย่ćงรüดเร็üจึงน ćไปÿู ่กćรผลิตแลąกćรĂุปโภคพลćÿติกเพิ ่มขึ้นĂย่ćงมćกทĆ่üโลกแลą กćรขćด         

Ăงค์คüćมรู้ในกćรพĆฒนćเทคโนโลยีกćรรีไซเคิลท ćใĀ้กćรรีไซเคิลขĂงขยąพลćÿติกยĆงคงต ่ćมćกÿ่งผล

ใĀ้พลćÿติกÿ่üนใĀญ่จąถูกชąล้ćงลงÿู ่มĀćÿมุทร ก ćจĆดในĀลุมฝังกลบĀรืĂเผćในเตćเผćขยą            

ซ่ึงพลćÿติกจ ćนüนมĀćýćลเĀล่ćนี้จąก่ĂใĀ้เกิดผลร้ćยตćมมćเช่น มลภćüąกćรปนเปื้ĂนขĂงพลćÿติก

ในĀ่üงโซ่ĂćĀćร กćรเÿียÿมดุลคüćมĀลćกĀลćยทćงชีüภćพแลąรąบบนิเüý (Chow และคณะ, 2017) 

ดĆงนĆ้นเพื่ĂขจĆดปัญĀćข้ćงต้นจึงมีüิธีกćรพĆฒนćเทคโนโลยีแลąนüĆตกรรมต่ćง ๆ เพื่ĂจĆดกćรกĆบขยą

พลćÿติกเĀล่ćนี้ไม่ü่ćจąเป็นกćรĀćüิธีกćรย่ĂยÿลćยพลćÿติกใĀ้รüดเร็üยิ่งขึ ้นĀรืĂกćรลดกćรใช้

พลćÿติก แต่ปัญĀćขยąพลćÿติกเĀล่ćนี้คงจąĀมดไปได้ยćกเนื่Ăงจćกü่ć พลćÿติกได้กลćยเป็นüĆÿดุ

ÿ ćคĆญĂย่ćงĀนึ่งที่ใช้ในกćรด ćเนินกิจกรรมขĂงมนุþย์ไปแล้ü ดĆงนĆ้นกćรแก้ไขปัญĀćนี้Ăย่ćงยĆ ่งยืน

จ ćเป็นที่จąต้ĂงĀćพลćÿติกทดแทนที ่เป ็นมิตรต่Ăÿิ ่งแüดล้Ăมแลąÿćมćรถย่Ăยÿลćยได้เช่น       
พลćÿติกชีüภćพ ซึ่งพลćÿติกชีüภćพก็มีĀลćยชนิด เช่น พĂลิแล็กติกแĂซิด (polylactic acid, PLA) 
พĂล ิไăดรĂกซ ีแĂลคćโนเĂต  (polyhydroxyalkanoates, PHA) แลą พĂล ิบ ิüท ิล ีนซ Ćกซ ิ เนต 
(polybutylenesuccinate, PBS) เป็นต้น (Madison และ Huisman, 1999) โดยĀนึ่งในพลćÿติก

ชีüภćพที่ย่Ăยÿลćยได้ในธรรมชćติชนิดĀนึ่งที่ได้รĆบคüćมÿนใจแลąýึกþćมćĂย่ćงต่Ăเนื่ĂงนĆ่นคืĂ  PHA 
ซึ่งเป็นพĂลิเĂÿเทĂร์ขĂงกรดไăดรĂกซีแĂลคćโนĂิกที่ÿĆงเครćąĀ์ขึ ้นแลąÿąÿมภćยในเซลล์ขĂง

จุลินทรีย์ โดยจุลินทรีย์จąÿąÿม PHA เพ่ืĂใชเ้ป็นแĀล่งคćร์บĂนĀรืĂแĀล่งพลĆงงćนÿ ćรĂงภćยในเซลล์

โดยกรดไăดรĂกซ ีแĂลคćโนĂ ิกน ี ้จąÿร ้ćงพ Ćนธą เĂÿเทĂร์ต ่Ăก Ćนเป ็นÿćยซ ึ ่งแบ่งĂĂกเป็น                     

3 ชนิดตćมคüćมยćüขĂงÿćยได ้แก่ ขนćดÿ Ć ้น กลćงแลąยćü โดยพĂล ิไăดรĂกซ ีบ ิüท ิ เรต 
(polyhydroxybutylate, PHB) จĆดเป็น PHA ÿćยÿĆ้นชนิดĀนึ่งที่ค้นพบเป็นชนิดแรกแลąมีคุณÿมบĆติ

เป็นเทĂร์โมพลćÿติก มีคุณÿมบĆติเชิงกลใกล้เคียงกĆบพĂลิเĂธิลีน (polyethylene, PE) พĂลิโพรพิลีน 

(polypropylene, PP) (Babel และคณะ, 2001) มีโครงÿร้ćงแบบÿเตĂริโĂที่จ ćเพćąแลąมีคุณÿมบĆติ

ย่Ăยÿลćยได้ตćมธรรมชćติดĆงนĆ้นจึงเป็นที่นิยมน ćไปปรąยุกต์ใช้ทĆ้งในทćงกćรแพทย์ เกþตรกรรม แลą
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ĂุตÿćĀกรรม (Singh และคณะ, 2019) แต่Ăย่ćงไรก็ตćม ปัญĀćĀลĆกĂย่ćงĀนึ่งที่ÿ่งผลต่Ăกćรผลิต 

PHB ในเชิงพćณิชย์คืĂ ต้นทุนในกćรผลิตÿูงแลąปรąÿิทธิภćพกćรผลิตต ่ć (McAdam และคณะ, 
2020) โดยมีแบคทีเรียมćกกü่ć 250 ÿปีชีÿ์ที ่ÿćมćรถผลิต PHB ได้แต่มีเพียงไม่กี่ÿปีชีÿ์เท่ćนĆ้น          

ที่ÿćมćรถผลิต PHB เพื่Ăใช้ในรąดĆบĂุตÿćĀกรรมได้เช่น รีคĂมบิแนนท์ E. coli ที่มียีนชีüÿĆงเครćąĀ์ที่

ผลิต PHB ได ้(Hokamura และคณะ, 2015) กćรใช้ E. coli เป็นเจ้ćบ้ćนใน กćรผลิต PHB นĆ้นมีข้Ăดี

กü่ćแบคทีเรียĂื่น คืĂ เจริญเติบโตได้รüดเร็ü ไม่มีเĂนไซม์ PHA ดีพĂลิเมĂเรÿ (PHA depolymerase) 
ที่ÿćมćรถย่Ăย PHB รąĀü่ćงกćรĀมĆกได้ นĂกจćกนี้ ยĆงมีผนĆงเซลล์ที่บćงÿćมćรถท ćใĀ้เซลล์แตกแล้ü

ÿกĆด PHB ĂĂกมćได้โดยง่ćย (Hokamura และคณะ, 2015) โดยมีงćนüิจĆยจ ćนüนมćกที่ได้รćยงćนถึง

กćรÿร้ćงüิถีชีüÿĆงเครćąĀ์ PHB ในรีคĂมบิแนนท์ E. coli เช่น งćนüิจĆยขĂง Napathorn และคณะ 

(2021) ไดเ้ลืĂกใช้โĂเพĂรĂน phaCAB จćก Cupriavipus necator ÿćยพĆนธุ์ A-04 (C. necator A-
04) ซึ่งเป็นÿćยพĆนธุ์ที่มีล ćดĆบนิüคลิโĂไทด์ใกล้เคียงกĆบ Cupriavipus necator ÿćยพĆนธุ์ H16 (C. 
necator H16) ถึง 99% ที่เป็นÿćยพĆนธุ์ที่ใช้ผลิตในรąดĆบĂุตÿćĀกรรม (Heinrich และคณะ, 2012; 
Kaur, 2015) โดยแÿดงĂĂกภćยใต้กćรคüบคุมขĂงโปรโมเตĂร์ araBAD ที่เĀนี่ยüน ćด้üยน ้ćตćล      
ĂąรćบิโนÿในรีคĂมบิแนนท์ E. coli ÿćมćรถผลิต PHB ถึง 91.74% ขĂงน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งภćยในเüลć 

24 ชĆ่üโมง ซ่ึงแÿดงใĀ้เĀ็นü่ćโĂเพĂรĂน phaCAB จćก C. necator A04 มีýĆกยภćพในกćรผลิต PHB 

นĂกจćกนี้ Boontip แลąคณą (2020) ได้ÿร้ćงพลćÿมิดลูกผÿม pColdTF-phaCABA-04 ที่มียีนที่

ÿćมćรถÿĆงเครćąĀ์ PHB จćก C. necator A-04 แÿดงĂĂกภćยใต้โปรโมเตĂร์ cold - shock cspA 
ที่เĀนี ่ยüน ćด้üยÿćร Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) ที่ĂุณĀภูมิต ่ćใน E. coli 
JM109 พบü่ćÿćมćรถผลิต PHB ได้ถึง 90.6% ขĂงน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งภćยในเüลć 24 ชĆ่üโมงซึ่งถืĂได้

ü่ćมีปรąÿิทธิภćพในกćรผลิตที่ÿูงเช่นกĆน แต่Ăย่ćงไรก็ตćม น ้ćตćลĂąรćบิโนÿแลąÿćร IPTG ที่ใช้ใน

กćรเĀนี่ยüน ćโปรโมเตĂร์ดĆงกล่ćüนĆ้นมีรćคćแพงมćกÿ่งผลใĀ้ต้นทุนกćรผลิต PHB ÿูงขึ้นเมื่Ăน ćไปผลิต

ในรąดĆบĂุตÿćĀกรรม ดĆงนĆ้นผู้üิจĆยจึงเลืĂกใช้โปรโมเตĂร์ BBa_J23100 ซึ่งเป็นโปรโมเตĂร์ที่มีคüćม

แรง (strong promoter) ÿćมćรถท ćงćนได้Ăย่ćงต่Ăเนื่Ăง (constitutive promoter) โดยไม่ต้Ăงใช้

ตĆüเĀนี่ยüน ćแลąเป็นโปรโมเตĂร์ที่ĂĂกแบบมćเพ่ืĂใช้กĆบรีคĂมบิแนนท์ E. coli (Damalas และคณะ, 
2020) นĂกจćกคüćมÿ ćคĆญขĂงโปรโมเตĂร์ที่ÿ่งผลต่ĂกรąบüนกćรถĂดรĀĆÿที่มีผลไปถึงกćรแÿดงĂĂก

ขĂงโĂเพĂรĂนแล้üนĆ้น กรąบüนกćรแปลรĀĆÿก็เป็นกรąบüนกćรที่มีคüćมÿ ćคĆญต่ĂกćรแÿดงĂĂกขĂง

โĂเพĂรĂนด้üยเช่นกĆน โดยกćรท ćงćนขĂงกรąบüนกćรแปลรĀĆÿจąÿćมćรถเริ่มต้นขึ้นได้ขึ้นĂยู่ กĆบ

ต ćแĀน่งที ่ไรโบโซมมćจĆบนĆ ่นคืĂ ribosome binding site, RBS ซึ ่งแบ่งย่ĂยĂĂกเป็น ต ćแĀน่ง    



3 
 

ÿแตนด์บćย (standby site) ต  ćแĀน่งจ ĆบกĆบ 16S rRNA (6S rRNA binding site) บริเüณü่ćง 

(spacer region) แลąโคดĂนเริ่มต้น start codon โดยต ćแĀน่งÿแตนด์บćย (standby site) แลą

บริเüณü่ćง (spacer region) เป็นต ćแĀน่งที ่มีคüćมĂนุรĆกþ์ต ่ćแต่กลĆบ มีผลต่Ăปรąÿิทธิภćพใน       
กćรคüบคุมĂงค์ปรąกĂบÿ ćĀรĆบกćรเริ่มต้นกćรแปลรĀĆÿ (translation initiation) ซึ่งเป็นขĆ้นก ćĀนด

ĂĆตรćขĂงกรąบüนกćรแปลรĀĆÿที่จąท ćใĀ้เกิดกćรแÿดงĂĂกขĂงโปรตีนที่ใช้ในกćรÿĆงเครćąĀ์ PHB 

โดยจąÿ่งผลกรąทบต่ĂปฏิÿĆมพĆนธ์ขĂงโมเลกุลĀลćย ๆ โมเลกุลภćยในเซลล์ เช่น กćรจĆบกĆนรąĀü่ćง 

16s rRNA กĆบ RBS tRNAfMET กĆบโคดĂนเริ่มต้น (start codon) รąยąĀ่ćงรąĀü่ćงต ćแĀน่งที่จĆบกĆบ 

16s rRNA กĆบ โคดĂนเริ่มต้น แลąโครงÿร้ćงขĂง RNA ทุติยภูมิ (Salis และคณะ, 2009) ดĆงนĆ้นใน

งćนüิจĆยนี้ผู้üิจĆยต้Ăงกćรÿร้ćงพลćÿมิดลูกผÿมที่มียีนÿ ćĀรĆบกćรผลิต PHB ĀรืĂ โĂเพĂรĂน phaCAB 
จćก C. necator A-04 ที่ÿćมćรถแÿดงĂĂกภćยใต้โปรโมเตĂร์ BBa_J23100 ซึ่งแÿดงĂĂกĂย่ćงแรง

ตลĂดเüลć (strong constitutive promoter) แลąดĆดแปลงต ćแĀน่งÿแตนด์บćย (standby site) 

แลąบริเüณü่ćง (spacer region) ขĂง RBS ที่มีคüćมĂนุรĆกþ์ต ่ćตćมงćนüิจĆยขĂง Seo แลąคณą 

(2013) ด้üยüิธีกćรÿุ่มล ćดĆบนิüคลิโĂไทด์โดยใช้โĂลิโกนิüคลิโĂไทด์ไพร์เมĂร์แบบÿุ่ม (degenerated 
oligonucleotides primer) ในกćรÿร้ćงไลบรćรีขĂงพลćÿมิดลูกผÿม ýึกþćแลąพĆฒนćปรąÿิทธิภćพ

กćรผลิต PHB ในรีคĂมบิแนนท์ E. coli  
 

1.2 üัตถุประÿงค ์
 1). ÿร้ćงไลบรćรีพลćÿมิดลูกผÿมที่มียีนชีüÿĆงเครćąĀ์ PHB ภćยใต้กćรท ćงćนขĂงโปรโมเตĂร์ 

BBa_J23100 แลąกลćยพĆนธุ์ต ćแĀน่งจĆบกĆบไรโบโซมแบบÿุ่ม 
2). เพ่ืĂคĆดเลืĂกÿćยพĆนธุ์ขĂงรีคĂมบิแนนท์ E. coli ที่ผลิต PHB ในปริมćณÿูง 
3). เพ่ืĂผลิต PHB ขĂงÿćยพĆนธุ์ที่คĆดเลืĂก 
 

1.3 üิธดี าเนินงานüิจัย 
 1). กćรÿร้ćงพลćÿมิดลูกผÿม  (recombinant plasmid) เพ่ืĂผลิต Poly[(R)-
3hydroxybutyrate], PHBs 
 2). กćรน ćพลćÿมิดลูกผÿมเข้ćÿู้เซลล์เจ้ćบ้ćน 
 3). กćรคĆดเลืĂกเชื้Ă E. coli ที่มีพลćÿมิดลูกผÿม 

4). กćรทดÿĂบกćรผลิต PHB ขĂง Recombinant E. coli เบื้Ăงต้น 
5). กćรýึกþćกćรเจริญขĂง Recombinant E. coli ที่ผลิต PHBs ในปริมćณÿูง 
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1.4 ประโยชน์ที่คาดü่าจะได้รับ 
1). ด้ćนคüćมรู้แลąปรąÿบกćรณ์  
ท ćใĀ้เข้ćใจกรąบüนกćรÿร้ćงแบคทีเรียÿćยพĆนธุ์รีคĂมบิแนนท์โดยüิธีกćรกลćยพĆนธุ์ตĆ้งแต่

กรąบüนกćรแรกจนถึงกรąบüนกćรÿุดท้ćยแลąเข้ćใจกลไกกćรผลิต PHB นĂกจćกนี้ยĆงÿćมćรถ

üćงแผนแลąพĆฒนćüิธ ีกćรผลิตÿćยพĆนธุ ์ร ีคĂมบิแนนท์ได้ ฝึกคิด üิเครćąĀ์ปัญĀćโดยĂćýĆย

กรąบüนกćรทćงüิทยćýćÿตร์ แลąÿćมćรถนćไปต่ĂยĂดได้ในĂนćคต  
2). คüćมรู้ คüćมเข้ćใจที่น ćไปÿู่กćรแก้ไขปัญĀćขĂงÿĆงคมĀรืĂÿภćพแüดล้Ăม  
ÿćมćรถน ćคüćมรู้ที่ได้ ไปพĆฒนćÿćยพĆนธุ์แบคทีเรียในงćนüิจĆยด้ćนต่ćงๆ รüมไปถึงกćรผลิต

แลąพĆฒนćพลćÿติกชีüภćพ ใĀ้มีปรąÿิทธิภćพดีแลą ÿćมćรถแก้ไขปัญĀćด้ćนมลภćüąจćกขยą

พลćÿติกจćกปิโตรเลียมได ้
3). ได้รีคĂมบิแนนท์ E. coli ที่ÿćมćรถผลิต PHB ในปริมćณÿูงได้ 
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บทที่ 2 
ปริทัýน์üรรณกรรม 

 

2.1 คüามรู้ทั่üไปเกี่ยüกับพลาÿติก 
 พลćÿติก ĀรืĂ พĂลิเมĂร์ เป็นÿćรปรąกĂบที่มีโมเลกุลขนćดใĀญ่  มüลโมเลกุลÿูงแลąมี

ล Ćกþณąเป็นÿćยยćüที ่เก ิดจćกกรąบüนกćรทćงเคมีที ่ช ื ่Ăü ่ćกรąบüนกćรพĂลิเมĂร์ไรเซชĆน 

(polymerization) ซึ่งเป็นกćรน ćÿćรปรąกĂบĀน่üยย่ĂยĀรืĂ โมโนเมĂร์ (monomer) มćเรียงต่ĂกĆน

ด้üยพĆนธąเคมีใĀ้เป็นÿćยยćüท ćใĀ้โมเลกุลมีขนćดใĀญ่ขึ้นแลąÿćมćรถเปลี่ยนÿถćนąจćกขĂงเĀลü

ĀรืĂแก๊ÿไปเป็นขĂงแข็งที่มีคุณÿมบĆติที่เĀมćąแก่กćรน ćไปขึ้นรูปเป็นผลิตภĆณฑ์ต่ćง ๆ ได้ (Ulf, 2015) 
 

2.2 ปัญĀาÿิ่งแüดล้Ăมจากขยะพลาÿติก 
 ผลิตภĆณฑ์พลćÿติกนิยมใช้กĆนĂย่ćงแพร่Āลćยซึ่งผลิตภĆณฑ์เĀล่ćนี้เมื่Ăถูกใช้จนĀมดปรąโยชน์

ĀรืĂเÿื่Ăมÿภćพลงก็จąกลćยเป็นขยąจ ćนüนมĀćýćลท ćใĀ้มีขยąพลćÿติกแลąขยąมูลฝĂยในชุมชน

ปริมćณมćกแลąด้üยกćรเติบโตทćงเýรþฐกิจขĂงÿĆงคมปรąชćกรมนุþย์ท ćใĀ้คüćมต้Ăงกćรใช้

พลćÿติกจึงมีมćกขึ้นตćมไปด้üยĂย่ćงรüดเร็üแลąต่Ăเนื่ĂงโดยเฉพćąĂุปกรณ์ĂิเลกทรĂนิกÿ์ที ่มี         

Ăćยุกćรใช้งćนÿĆ้นแลąมีกćรพĆฒนćผลิตภĆณฑ์Ăยู่ตลĂดเüลćท ćใĀ้ผู้ใช้งćนก็จąเปลี่ยนĂุปกรณ์ĂิเลกทรĂ

นิกÿ์เĀล่ćนĆ้นตćมกćรพĆฒนć โดยจćกćรรćยงćนขĂง UNEP ในปี 2009 รąบุü่ćĂุปกรณ์ไฟฟ้ćแลą

Ăิเล็กทรĂนิกÿ์จćกกćรผลิตทĆ่üโลกĂยู่ที่ปรąมćณ 40 ล้ćนตĆนต่Ăปีแลąคćดü่ćตĆüเลขนี้จąมีจ ćนüนมćก

ขึ้นในĂนćคต (Awasthi และคณะ, 2017) นĂกจćกนี้ก็ยĆงมีขยąมูลฝĂยĂื่น ๆ Ăีกมćกมćยที่ก่ĂใĀ้เกิด

มลพิþต่Ăÿิ่งแüดล้ĂมนĆ้นเช่น ขüดน ้ć ถุงพลćÿติก ĀลĂดดูดน ้ć เป็นต้น ซึ่งผลิตภĆณฑ์เĀล่ćนี้มĆกถูกทิ้ง

ไม่เป็นที่จึงท ćใĀ้ไม่ได้รĆบกćรจĆดกćรต่ĂขยąเĀล่ćนĆ้นĂย่ćงเĀมćąÿมÿ่งผลใĀ้ขยąพลćÿติกเĀล่ćนĆ้น

ปนเปื้ĂนไปกĆบÿิ่งแüดล้Ăมแลąก่ĂใĀ้เกิดĂĆนตรćยต่Ăธรรมชćติแลąÿิ่งมีชีüิตต่ćง ๆ ได้ 
 

2.3 การÿลายตัüขĂงพลาÿติก 
 กćรเปลี่ยนแปลงใดทćงกćยภćพĀรืĂทćงเคมีในพĂลิเมĂร์ĀรืĂพลćÿติกนĆ้นเป็นผลมćจćก

ปัจจĆยด้ćนÿิ่งแüดล้Ăมเช่น แÿง คüćมร้Ăน คüćมชื้น ÿćรเคมี ĀรืĂกิจกรรมทćงชีüภćพ เป็นต้น ซึ่งเป็น

กรąบüนกćรที่ก่ĂใĀ้เกิดกćรเปลี่ยนแปลงคุณÿมบĆติขĂงพĂลิเมĂร์ท ćใĀ้เกิดกćรเÿื่ĂมÿภćพขĂงüĆÿดุนĆ้น

ซึ ่งคุณÿมบĆติขĂงüĆÿดุที ่เปลี ่ยนแปลงไป เช่น ลĆกþณąทćงกล ลĆกþณąทćงแÿง ĀรืĂทćงไฟฟ้ć          
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กćรแตก ÿึกกร่Ăน เปลี ่ยนÿี แยกเฟÿ (phase) ĀรืĂĀลุดลĂก เป็นต้น ซึ ่งปัจจĆยĀลĆกที ่ÿ่งผลต่Ă        

กćรย่ĂยÿลćยขĂงพĂลิเมĂร์พลćÿติกมีดĆงนี้ (Bahl และคณะ, 2021) 
2.3.1 กćรย่Ăยÿลćยด้üยแÿง (Photodegradation) 

คüćมไüขĂงกćรย่ĂยÿลćยขĂงพĂลิเมĂร์ด้üยแÿงเกี่ยüข้ĂงกĆบคüćมÿćมćรถในกćรดูดซĆบรĆงÿี

ที่เป็นĂĆนตรćยจćกดüงĂćทิตย์รüมถึงรĆงÿี UV-B (~ 295– 315 นćโนเมตร) แลąรĆงÿี UV-A (~ 315–

400 นćโนเมตร) ที่ÿ ่งผลต่Ăปฏิก ิร ิยćกćรÿลćยตĆüด ้üยแÿงโดยตรง (photolysis, initiated 
photooxidation) ÿ่üนคลื่นแÿงที่ÿćมćรถมĂงเĀ็นได้ด้üยตćเปล่ćขĂงแÿงแดด (the visible part of 
sunlight) (400–760 นćโนเมตร) จąเร่งกćรย่ĂยÿลćยพĂลิเมĂร์โดยกćรใĀ้คüćมร้Ăน แลąรĆงÿี

Ăินฟรćเรด (Infrared) (760– 2500 นćโนเมตร) จąเร่งปฏิกิริยćĂĂกซิเดชĆนด้üยคüćมร้Ăน (thermal 
oxidation) ด้üยÿćเĀตุนี้จึงÿ่งผลใĀ้เกิดกćรย่ĂยÿลćยขĂงพลćÿติกได้ 
2.3.2 กćรย่Ăยÿลćยด้üยคüćมร้Ăน (Thermal degradation) 

กćรย่ĂยÿลćยพĂลิเมĂร์ด้üยคüćมร้ĂนคืĂ กćรเÿื่ĂมÿภćพขĂงโมเลกุลซึ่งเป็นผลมćจćก   

คüćมร้Ăนที่ÿูงเกินไป ที่ĂุณĀภูมิÿูงÿ่üนปรąกĂบขĂงโซ่ยćüแกนกลćงขĂงพĂลิเมĂร์จąÿćมćรถเริ่ม

แยกตĆüĀรืĂแยกโมเลกุลแลąท ćปฏิกิริยćกĆนเพื่Ăเปลี่ยนคุณÿมบĆติขĂงพĂลิเมĂร์ ปฏิกิริยćทćงเคมี        

ที่เก่ียüข้ĂงกĆบกćรย่Ăยÿลćยด้üยคüćมร้Ăนจąน ćไปÿู่กćรเปลี่ยนแปลงคุณÿมบĆติทćงกćยภćพแลąทćง

แÿงที ่ÿ ĆมพĆนธ์กĆน นĂกจćกนĆ ้นกćรย่Ăยÿลćยด้üยคüćมร้Ăนจąÿ่งผลต่Ăกćรเปลี ่ยนแปลงขĂง        

น ้ćĀนĆกโมเลกุล กćรกรąจćยน ้ćĀนĆกโมเลกุลขĂงพĂลิเมĂร์แลąกćรเปลี่ยนแปลงคุณÿมบĆติทĆ่üไป ได้แก่         

ลดคüćมเĀนียü กćรแตกตĆü กćรเปลี่ยนÿี กćรแตกร้ćüแลąลดคุณÿมบĆติทćงกćยภćพĂื่น ๆ Ăีก      

เป็นต้น 
2.3.3 กรąบüนกćรย่ĂยÿลćยทćงชีüภćพแบบĂĂกโซ (Oxo-biodegradation) 

กรąบüนกćรย่ĂยÿลćยทćงชีüภćพแบบĂĂกโซจąใช้ÿĂงüิธีในกćรเริ ่มต้นกćรย่Ăยÿลćย      

ทćงชีüภćพ คืĂกćรย่Ăยÿลćยด้üยแÿง UV แลąปฏิกิริยćĂĂกซิเดชĆน โดยกćรย่Ăยÿลćยด้üยปฏิกิริยć

ĂĂกซิเดชĆนจąใช้เüลćแลąคüćมร้Ăนในกćรÿลćยพลćÿติกÿ่üนรĆงÿี UV จąใช้ในกćรย่Ăยÿลćย

ผลิตภĆณฑ์ÿุดท้ćย ซึ่งทĆ้งÿĂงüิธีนี้จąช่üยลดน ้ćĀนĆกโมเลกุลขĂงพลćÿติกแลąท ćใĀ้เกิดกćรย่Ăยÿลćย

ทćงชีüภćพต่Ăไปได้ง่ćยขึ้น  
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2.3.4 กćรย่Ăยÿลćยทćงชีüภćพ (Biodegradation) 
กćรย่Ăยÿลćยทćงชีüภćพเป็นกรąบüนกćรที่ÿćรĂินทรีย์ถูกท ćลćยโดยจุลินทรีย์ซึ่งพลćÿติกนี้

ÿćมćรถถูกย่Ăยÿลćยทćงชีüภćพได้โดยจุลินทรีย์ที่ใช้ĂĂกซิเจนในธรรมชćติแลąจุลินทรีย์ที่ไม่ใช้

ĂĂกซิเจนในตąกĂนแลąĀลุมฝังกลบ โดยกćรย่Ăยÿลćยทćงชีüภćพแบบใช้ĂĂกซิเจนจąมีกćรÿร้ćง

แก๊ÿคćร์บĂนไดĂĂกไซด์ (CO2) แลąน ้ć (H2O) ขึ้นเป็นผลิตภĆณฑ์ในขณąที่กćรย่Ăยÿลćยทćงชีüภćพ

แบบไม่ใช้ĂĂกซิเจนจąมีกćรÿร้ćง คćร์บĂนไดĂĂกไซด์ น ้ćแลąมีเทน (CH4) เกิดขึ้นเป็นผลิตภĆณฑ์ ซึ่ง

โดยทĆ ่üไปกćรÿลćยตĆüขĂงพĂลิเมĂร์ที่มีขนćดใĀญ่ไปจนถึงขนćดเล็ก เช่น คćร์บĂนไดĂĂกไซด์ 

จ ćเป็นต้Ăงใช้จุลินทรีย์ที่แตกต่ćงกĆนĀลćยชนิดโดยที่จุลินทรีย์Āนึ่งจąท ćลćยพĂลิเมĂร์Āนึ่งใĀ้เป็น    

โมโนเมĂร์ จćกนĆ้นจุลินทรีย์Ăีกชนิดก็จąÿćมćรถน ćโมโนเมĂร์นĆ้นแลąÿćรĂćĀćรĂ่ืน ๆ ที่จุลินทรีย์ชนิด

ก่ĂนĀน้ćÿร้ćงข้ึนมćใช้ÿร้ćงพลĆงงćนต่Ăไปได ้
 

 

รูปที่ 1 แนüทćงในกćรย่ĂยÿลćยÿลćยพĂลิเมĂร์แบบต่ćง ๆ 

                         (Bahl และคณะ, 2021) 
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2.4 พลาÿติกทีÿ่ามารถย่Ăยÿลายได้ทางชีüภาพ (biodegradable plastics) 
 พลćÿติกที ่ย่Ăยÿลćยได้มีกćรýึกþćĂย่ćงมćกมćยในช่üงไม่กี ่ปีที ่ผ่ćนมćนี ้แลąได้เข้ćÿู่

กรąบüนกćรผลิตเพื่Ăกćรค้ćโดยผลิตเป็นผลิตภĆณฑ์ปรąเภทต่ćง ๆ เช่น ถุงขยą ถุงปุ๋ยĀมĆก ถุงพĂลิ 

แลąฟิล์มคลุมดินทćงกćรเกþตร พลćÿติกที่ย่Ăยÿลćยได้ÿćมćรถย่Ăยÿลćยได้ĀลĆงจćกปนเปื ้Ăน         

ÿู่ÿิ ่งแüดล้ĂมโดยกิจกรรมขĂงจุลินทรีย์แล้üใĀ้ผลิตภĆณฑ์เป็น แก๊ÿคćร์บĂนไดĂĂกไซด์ แลą น ้ć         

ซึ่งพลćÿติกย่Ăยÿลćยได้เĀล่ćนี้ÿćมćรถผลิตได้จćกน ้ćมĆนĀรืĂผลิตภĆณฑ์จćกพืช โดยกรąบüนกćรย่Ăย

ÿลćยพลćÿติกที่ย่Ăยÿลćยได้ทćงชีüภćพนี้จąมีคüćมไüต่Ăแบคทีเรีย เชื้ĂรćĀรืĂÿิ่งมีชีüิตขนćดเล็ก      

Ă่ืน ๆ โดยใช้เป็นĂćĀćรเพ่ืĂกćรด ćรงชีüิต พลćÿติกย่Ăยÿลćยได้จąต้Ăงผ่ćนกćรทดÿĂบกćรย่Ăยÿลćย

ทćงช ีüภćพเพื ่ĂใĀ ้แน ่ใจü ่ćÿćมćรถย่Ăยÿลćยได ้ท Ć ้งĀมด เช ่น พลćÿติกชนิดพĂลิเĂท ิลีน  
(polyethylene, PE) ซึ่งÿćมćรถย่Ăยÿลćยทćงชีüภćพได้เมื่Ăโซ่ÿćยขĂงพĂลิเมĂร์มีน ้ćĀนĆกโมเลกุล

น้Ăยกü่ć 500 ซึ่งน ้ćĀนĆกโมเลกุลพĂลิเมĂร์Ăื่น ๆ ÿ่üนใĀญ่มีคüćมไüต่Ăกćรย่Ăยÿลćยทćงชีüภćพ

ยกเü้นพĂลิเĂÿเตĂร์ (polyester) ซึ่งย่Ăยÿลćยได้ช้ćแต่ü่ćüĆÿดุบรรจุภĆณฑ์ÿ่üนใĀญ่จąผลิตขึ้นจćก   

พĂลิเĂÿเตĂร์เป็นจ ćนüมćก เมื่ĂผลิตภĆณฑ์เĀล่ćนี้ถูกใช้จนĀมดคุณค่ćแล้üจąกลćยเป็นขยąที่ย่Ăย

ÿลćยได้ยćก ด้üยเĀตุนี้จึงท ćใĀ้กćรก ćจĆดขยąไม่ÿćมćรถได้รĆบกćรแก้ไขได้Ăย่ćงแท้จริงท ćใĀ้ใน

ปัจจุบĆนจึงมีผู้ผลิตพลćÿติกจ ćนüนมćกĀĆนมćÿนใจในเรื่Ăงนี้มćกขึ้นแลąได้ผลิตพลćÿติกย่Ăยÿลćยได้

ĀลćกĀลćยชนิดซึ่งÿćมćรถแบ่งĂĂกได้คร่ćü ๆ ดĆงนี้ (Faris และคณะ, 2014) 
 

2.4.1 พลćÿติกท่ีผลิตขึ้นจćกแป้ง (Starch Based Plastics) 
พลćÿติกที่ผลิตจćกแป้งÿ่üนใĀญ่ท ćจćกข้ćüÿćลี มĆนฝรĆ่ง ข้ćüแลąข้ćüโพด ในบรรดćแป้ง      

ทĆ้งÿี ่ชนิดนี้ข้ćüโพดมีรćคćถูกแลąถูกใช้มćกที ่ÿุด พลćÿติกที่ท ćจćกแป้งได้ถูกน ćไปแปรรูปเป็น

ผลิตภĆณฑ์ในกćรรĆบปรąทćนĂćĀćร จćน ถ้üยแลąผลิตภĆณฑ์Ă่ืน ๆ นĂกจćกนี้พลćÿติกย่Ăยÿลćยจćก

แป้งÿćมćรถแปรรูปโดยใช้เทคโนโลยี กćรฉีดขึ้นรูป กćรเป่ćฟิล์ม  กćรĂĆดขึ้นรูป แลąกćรขึ้นรูปด้üย

คüćมร้Ăนได้ ซึ ่งพลćÿติกย่Ăยÿลćยจćกแป้งได้แก่ พĂลิแลคซิไทด์ (polylacitide, PLA) ĀรืĂ           

พĂลิไกลโคลิค (polygloycolic, PGA) ซึ่งทĆ้ง PLA แลą PGA เป็นพĂลิเมĂร์ที่เป็นผลึก แต่ PLA นĆ้นไม่

ชĂบน ้ćมćกกü่ć PGA นĂกจćกนี้ PLA ยĆงมีคüćมเปรćąแตแ่ข็งแรงมćกจึงจ ćเป็นต้Ăงใช้พลćÿติไซเซĂร์

ÿ ćĀรĆบกćรใช้งćนÿ่üนใĀญ่ ÿ่üนคุณÿมบĆติเด่นĂื่น ๆ ขĂงพลćÿติก PLA คืĂมีคüćมเงćแลąคüćมใÿÿูง

กü่ćพลćÿติกชนิดĂ่ืน 
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2.4.2 พลćÿติกที่ผลิตจćกแบคทีเรีย (Bacteria Based Plastics) 
แบคทีเรียเป็นĀนึ่งทćงเลืĂกเพิ ่มเติมที่ใช้ในกćรÿร้ćงพลćÿติกย่Ăยÿลćยได้ĀลćกĀลćย

ปรąเภท เช่นกćรใช้ÿćยโซ่ขĂงพĂลิเมĂร์พĂลิไăดรĂกซีแĂลคćโนเĂต (polyhydroxyalkanoate, 
PHA) ที่ผลิตขึ้นในเซลล์แบคทีเรีย โดยแบคทีเรียจąถูกเลี้ยงใĀ้มีกćรเจริญในปริมćณมćก ๆ จćกนĆ้น     

ก็จąน ćมćÿกĆดพĂลิเมĂร์ PHA แล้üÿร้ćงเป็นพลćÿติกย่Ăยÿลćยได้ ซึ่งคุณÿมบĆติเชิงกลขĂงพĂลิเมĂร์

ÿćมćรถเปลี่ยนแปลงได้ขึ้นĂยู่กĆบคüćมต้ĂงกćรขĂงผลิตภĆณฑ์ PHA ÿćมćรถÿĆงเครćąĀ์ได้มćกกü่ć 

30% ขĂงแบคทีเรียที่พบในดิน นĂกจćกนี้ยĆงพบได้ในตąกĂนในทąเลแลąในÿภćพแüดล้Ăมที่รุนแรง

Ăื่น ๆ PHA จąคุณÿมบĆติที่ดีĀรืĂไม่ขึ้นĂยู่กĆบโครงÿร้ćงขĂงพĂลิเมĂร์ นĂกจćกนี้ชนิดขĂงแบคทีเรีย

แลąÿภćüąกćรเจริญเติบโตก็จąÿ่งต่ĂกćรผลิตโăโมพĂลิเมĂร์ (homopolymers) โคพĂลิเมĂร์      

แบบÿุ่ม (random copolymers) แลąบล็ĂกโคพĂลิเมĂร์ (block copolymers) ขĂง PHA ได้ด้üย 
 

2.4.3 พลćÿติกท่ีผลิตจćกถĆ่üเĀลืĂง (Soy Based Plastics) 
พลćÿติกจćกถĆ ่üเĀลืĂงเป็นกćรใช้ü ĆÿดุทćงเลืĂกĂื ่นที ่ใช้ผลิตพลćÿติกที ่ย ่Ăยÿลćยได้           

ทćงชีüภćพ ซึ่งถĆ่üเĀลืĂงจąปรąกĂบด้üยโปรตีนที่มีไขมĆนแลąน ้ćมĆนโดยรąดĆบโปรตีนในถĆ่üเĀลืĂงĂยู่

ในช่üง 40-55% โปรตีนในปริมćณÿูงนี้ท ćใĀ้ถĆ่üเĀลืĂงÿćมćรถขึ้นรูปเป็นüĆÿดุแลąฟิล์มพลćÿติกได้ 

ฟิล์มที่ผลิตมĆกใช้ÿ ćĀรĆบเคลืĂบĂćĀćร นĂกจćกนี้ยĆงมีกćรพĆฒนćน ćมćใช้ในกćรผลิตขüดพลćÿติกข้ึน 

แลąยĆงÿćมćรถใช้ปรąโยชน์จćกพลćÿติกโปรตีนถĆ่üเĀลืĂงไปใช้กĆบÿ่üนปรąกĂบพลćÿติกในรถยนต์ได้

โดยกćรบีบĂĆดแลąกćรฉีดพลćÿติก 
 

2.4.4 พลćÿติกท่ีผลิตจćกเซลลูโลÿ (Cellulose Based Plastics) 
พลćÿติกที่ผลิตจćกเซลลูโลÿจąดĆดแปลงมćจćกüĆÿดุเซลลูโลÿจćกพืช ตĆüĂย่ćงขĂงแĀล่ง

เซลลูโลÿที่นิยมใช้ ได้แก่ เยื่Ăไม้ป่ćนแลąฝ้ćย เซลลูโลÿถืĂเป็นไบโĂพĂลิเมĂร์ (biopolymer) ที่มีĂยู่

มćกที่ÿุดในโลกแลąมีĂยู่ในĀลćกĀลćยÿćยพĆนธุ์เช่น ÿĆตü์ พืชแลąแบคทีเรีย แต่แม้ü่ćüĆÿดุบรรจภุĆณฑ์

ที่ท ćจćกเซลลูโลÿที่ย่Ăยÿลćยได้ทćงชีüภćพบćงÿ่üนได้ปรćกฏตĆüในตลćดแล้üแต่กćรใช้ก็มีข้Ăจ ćกĆด

เนื่Ăงมćจćกต้นทุนกćรผลิตÿูงที่มćก 
 

2.4.5 พลćÿติกท่ีผลิตจćกลิกนิน (Lignin Based Plastic) 
พลćÿติกที่ท ćจćกลิกนินĀรืĂüĆÿดุจćกพืชลิกโนเซลลูโลÿที่เป็นผลพลĂยได้จćกĂุตÿćĀกรรม

กćรผลิตกรąดćþ ลิกนินถืĂเป็นÿćรทดแทนน ้ćมĆนฟีนĂลิก (oil phenolic) เรซินĂีพ็Ăกซี่ (epoxy 
resins) แลąกćü ( adhesives) กćรเติมลิกนินลงในเมทริกซ์พĂลิเมĂร์ (polyolefin) จąใĀ้ปรąโยชน์
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แก่พลćÿติกนĆ้นคืĂ ท ćใĀ้ทนต่ĂรĆงÿี UV มćกขึ้นแลąมีคüćมÿćมćรถในกćรเพิ่มปรąÿิทธิภćพกćรย่Ăย

ÿลćยทćงชีüภćพมćกขึ้น  
 

2.4.6 พลćÿติกเÿริมใยธรรมชćติ (Natural Fiber Reinforced Plastics) 
เÿ้นใยธรรมชćติเช่นไม้ไผ่ ปĂ ป่ćนýรนćรćยณ์ ปĂแก้ü แลąชćนĂ้Ăยถูกน ćมćใช้เป็นüĆÿดุ

เÿริมแรงเนื่Ăงจćกมีต้นทุนต ่ć มีคüćมแข็งแรงเฉพćą โมดูลĆÿแลąคüćมÿćมćรถในกćรย่Ăยÿลćย      

ทćงชีüภćพĂยู่ในเกณฑ์ที่ยĂมรĆบได้ กćรใช้เÿ้นใยธรรมชćติเป็นตĆüเÿริมแรงในüĆÿดุชีüภćพใĀ้ปรąโยชน์

ต่Ăÿิ่งแüดล้Ăมเนื่ĂงจćกÿćมćรถลดขĂงเÿียที่ถูกทิ้งได้ เÿ้นใยธรรมชćติมีคุณÿมบĆติที ่น่ćÿนใจเช่น 

ต้นทุนต ่ć ย่Ăยÿลćยได้ทćงชีüภćพ คüćมแข็งแรงแลąโมดูลĆÿÿูง คüćมĀนćแน่นต ่ć มีกรąบüนกćรท ć  

ที่ง่ćย เÿ้นใยธรรมชćติÿćมćรถเพิ่มขĂบเขตกćรใช้üĆÿดุเĀล่ćนี้ในÿćขćต่ćง ๆ ได้ เช่น  ĂุตÿćĀกรรม   

ยćนยนต์แลąบรรจุภĆณฑ์ ซึ่งเÿ้นใยธรรมชćติÿćมćรถจ ćแนกได้เป็น 2 ปรąเภทกü้ćง ๆ ได้แก่ เÿ้นใย    

ที ่ไม่ใช่ไม้แลąเÿ้นใยไม้ในĂุตÿćĀกรรมยćนยนต์ กćรใช้เÿ้นใยที ่ไม่ใช่ไม้เช่น ป่ćน ปĂแลąป่ćน

ýรนćรćยณ์พบü่ć ปรąÿบคüćมÿ ćเร ็จในกćรĂĂกแบบüĆÿด ุผÿมชีüภćพขĂงพĂลิพรĂพิลิน 

(polypropylene, PP) กćรเปลี่ยนÿćรพĂลิเมĂร์ที่ใช้ผลิต PP ไปเป็นÿćรไบโĂพĂลิเมĂร์ได้นĆ้นจąเป็น

มิตรกĆบÿิ่งแüดล้Ăมมćกขึ้นซ่ึงเข้ćกĆบนโยบćยกćรใช้งćนชิ้นÿ่üนยćนยนต์ÿีเขียüในýตüรรþที่  21       
Ăีกด้üย นĂกจćกนี้ เÿ้นใยĀญ้ć (grass fiber) ถืĂเป็นเÿ้นใยชีüภćพĂีกปรąเภทĀนึ่งที่ก ćลĆงได้รĆบ    

คüćมÿนใจจćกนĆกüิทยćýćÿตร์มćกขึ้นเรื่Ăย ๆ ในฐćนąที่เป็นเÿ้นใยเÿริมแรงÿ ćĀรĆบกćรใช้งćนใน   

ยćนยนต์ในĂนćคต 
 

2.5 คüามรู้เกี่ยüกับพĂลิไăดรĂกซีแĂลคาโนเĂต (polyhydroxyalkanoate, PHA) 
พĂลิไăดรĂกซีแĂลคćโนเĂตเป็นพĂลิเĂÿเทĂร์ที่แบคทีเรียĀลćยชนิดÿćมćรถÿĆงเครćąĀ์แลą

ÿąÿมไü้ในไซโตพลćÿซึมได้ซึ่งจąไม่ลąลćยน ้ć มีĀน้ćที่เป็นÿćรกĆกเก็บพลĆงงćนแลąคćร์บĂน ÿิ่งเĀล่ćนี้

เรียกü่ćเม็ด PHA (PHA granules) (Byrom, 1991) นĂกจćกพĂลิเĂÿเทĂร์เĀล่ćนี้แล้üพĂลิเĂÿเทĂร์

Ăื่น ๆ ที่มีĂยู่ในเฉพćąÿิ่งมีชีüิตเท่ćนĆ้นคืĂ กรดพĂลิมćลิก (polymalic acid) ซึ่งเป็นพĂลิเĂÿเทĂร์ที่

ลąลćยน ้ćได้ÿร้ćงขึ้นเฉพćąในÿิ่งมีชีüิตที่มีüิüĆฒนćกćรต ่ćกü่ćยูคćริโĂต (Babel และคณะ, 2001)     
กćรÿąÿมขĂง PHAs ในเซลล์แบคทีเรียมĆกเกิดขึ้นเมื่ĂมีแĀล่งคćร์บĂนมćกเกินไปแลąถ้ćÿćรĂćĀćร    
Ăื่น ๆ ที่จ ćเป็นต่ĂกćรเจริญเติบโตĀมดลงĀรืĂĂćจบĂกได้ü่ć Āćกกćรเจริญเติบโตไม่ÿมดุล PHA         
ทีÿ่ĆงเครćąĀข์ึ้นจąถูกใช้เป็นÿćรตĆüกลćง (intermediates) ขĂงกรąบüนเผćผลćญคćร์บĂนต่ĂไปĀรืĂ

ใช้เป็นแĀล่งคćร์บĂนÿ ćĀรĆบกćรเจริญเติบโตขĂงแบคทีเรียต่Ăไป ซึ่งกćรÿĆงเครćąĀ์ PHA ในแบคทีเรีย

ได้นĆ้นจąต้Ăงถูกก ćĀนดขึ้นโดยยีน (gene) ที่Ăยู่ภćยในเซลล์ ซึ่งมีกćรรćยงćนถึงกćรüิเครćąĀ์ในรąดĆบ
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โมเลกุลขĂงกรąบüนกćรÿĆงเครćąĀ์ PHA พบü่ćมียีนที่เกี่ยüข้Ăงได้แก่ PHA synthases เป็นโปรตีน   

ที ่เกี ่ยüข้ĂงกĆบเม็ดแกรนูลแลąเĂนไซม์ที่กรąตุ ้นกćรÿร้ćงไăดรĂกซีĂąซิล-โคเĂไทโĂเĂÿเทĂร์  

(hydroxyacyl-CoA thioesters) รüมทĆ้งยีนÿ ćĀรĆบกćรแÿดงĂĂกขĂงโปรตีนที่คüบคุมกćรÿĆงเครćąĀ์ 

โดยคüćมÿćมćรถในกćรท ćงćนขĂงยีนเĀล่ćนี้แลąคüćมรู้เกี่ยüกĆบชีüเคมีขĂงเĂนไซม์ตลĂดจนโปรตีน

โครงÿร้ćงแลąโปรตีนคüบคุมจąเป็นÿิ่งÿ ćคĆญต่Ăกćรÿร้ćงüิถกีćรÿĆงเครćąĀ์ PHA (PHA biosynthesis 
pathways) ที่ท ćงćนได้ในÿิ่งมีชีüิตที่ไม่ÿćมćรถÿĆงเครćąĀ์ PHA ได้ นĂกจćกนี้ PHA ยĆงÿćมćรถย่Ăย

ÿลćยทćงชีüภćพได้โดยกćรไăโดรไลซ์ด้üยเĂนไซม์ PHA ดีพĂลิเมĂเรÿ (PHA depolymerases) เพ่ืĂ

ใช้เป็นแĀล่งคćร์บĂนแลąพลĆงงćนขĂงจุลินทรีย์ (Jendrossek, 2009) นĂกจćกนี้จุลินทรีย์เĀล่ćนี้    

ยĆงÿćมćรถÿĆงเครćąĀ์พĂลิเมĂร์ต่ćง ๆ ที่มีคุณÿมบĆติที่น่ćÿนใจ เช่น โăโมพĂลิเĂÿเทĂร์ขĂงพĂลิ 3 – 
ไăดรĂกซีบิüทิลเรต (homopolyester poly(3-hydroxybutyrate, poly(3HB)) โคพĂลิเĂÿเทĂร์

ขĂง 3-ไăดรĂกซีบิüทิลเรต แลą 3-ไăดรĂกซีüćเลเรต (poly (3HB-co-3HV)) แลą PHAs ซึ่ง

ปรąกĂบด้üย 3-ไăดรĂกซีĂĂกทćโนเĂต (3-hydroxyoctanoate) 3-ไăดรĂกซีเดคćโนเĂต (3-

hydroxydecanoate) แลą 3- ไăดรĂกซีแĂลคćโนเĂต (3-hydroxyalkanoates) เป็นต้น  
 

2.5.1 โครงÿร้ćงขĂง PHA 
PHA มีโครงÿร้ćงเป็นพĂลิเĂÿเทĂร์ÿćยตรง (linear polyester) ที่มีธćตุคćร์บĂน ไăโดรเจน 

แลąĂĂกซิเจน เป็นĂงค์ปรąกĂบ แลąมีÿูตรโครงÿร้ćงทĆ่üไปดĆงรูปที่ 2 โมโนเมĂร์จąต่ĂกĆนแบบ     

ĀĆüต่ĂĀćงโดยปลćยที ่เป็นĀมู ่ฟ ังก์ช ĆนไăดรĂกซีขĂงโมเลกุลĀนึ ่งจąเชื ่Ăมต่ĂกĆบĀมู ่ฟ ังก์ชĆน               

คćร์บĂกซิลิกขĂงĂีกโมเลกุลĀนึ่งด้üยพĆนธąเĂÿเทĂร์ ซึ ่งตรงต ćแĀน่งบีต้ćคćร์บĂน (β carbon)       
จąเป็นไครĆลคćร์บĂน (chiral carbon) แÿดงเป็น R-configuration (Tan และคณะ, 2014)  
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รูปที่ 2 โครงÿร้ćงทćงเคมีขĂง Polyhydroxyalkanoate (PHA) :รąบบกćรตĆ้งชื่Ăแลąจ ćนüนคćร์บĂน

ĂąตĂมขĂงÿćรปรąกĂบ PHA ขĂงĀมู่ alkyl R แลąเครื่ĂงĀมćยดĂกจĆนĀมćยถึง chiral carbon 
ขĂง PHA ) (Tan และคณะ, 2014) 
 

2.5.2 กćรจ ćแนกชนิดขĂง PHA 
 กćรจ ćแนกชนิดขĂง PHA ÿćมćรถจ ćแนกคร่ćü ๆ ได้ด้üย 2 เกณฑ์ ดĆงนี้ 
 2.5.2.1 กćรจĆดจ ćแนกโดยแบ่งตćมชนิดขĂงโมโนเมĂร์ที่เป็นĂงค์ปรąกĂบในÿćยพĂลิเมĂร์  

(Babel และคณะ, 2001) 
ก. โăโมพĂลิเมĂร์ (homopolymer) เป็นพĂลิเมĂร์ที่มีโมโนเมĂร์เพียงชนิดเดียüกĆน

มćต่ĂกĆนเป็นÿćยยćü เช่น พĂลิ 3 - ไăดรĂกซีบิüทิเรต (poly-3-hydroxybutyrate) แลą 

พĂลิ 3 – ไăดรĂกซีüćเลเรต (poly-3-hydroxyvarelate) เป็นต้น 
ข. เăเทĂโรพĂลิเมĂร์ (heteropolymer) เป็นพĂลิเมĂร์ที่ปรąกĂบด้üยโมโนเมĂร์

มćกกü่ć 1 ชนิดมćต่ĂกĆน โดยเรียกชื ่Ăตćมจ ćนüนขĂงโมโนเมĂร์ที ่เป็นĂงค์ปรąกĂบ 

ตĆüĂย่ćงเช่น โคพĂลิเมĂร์ (copolymer) จąปรąกĂบด้üยโมโนเมĂร์ 2 ชนิดมćต่ĂกĆนเป็นÿćย

พĂลิเมĂร์ เทĂร์พĂลิเมĂร์ (terpolymer) จąปรąกĂบด้üยโมโนเมĂร์ 3 ชนิดมćต่ĂกĆน      
เป็นต้น 
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 2.5.2.2 กćรจĆดจ ćแนกตćมจ ćนüนคćร์บĂนในĀน่üยโมโนเมĂร์ (Yee, 2012) 
ก. PHA ÿćยÿĆ ้น (short chain length, scl-PHA) เป็น PHA มีคćร์บĂนจ ćนüน     

3-5 ĂąตĂม 
ข . PHA ÿćยกลćง (medium chain length, mcl-PHA) เป ็น PHA มีคćร ์บĂน

จ ćนüน 6-14 ĂąตĂม 
ค. PHA ÿćยกลćง (long chain length, lcl-PHA) เป็น PHA มีจ ćนüนคćร์บĂน

ตĆ้งแต่ 14 ĂąตĂมข้ึนไป 
 

2.5.3 üิถีชีüÿĆงเครćąĀ์ 
 PHA มีบทบćทÿ ćคĆญต่ĂกćรĂยู่รĂดขĂงจุลินทรีย์ในÿภćüąที่มีคüćมเครียด โดย PHA จąช่üย

ใĀ้แบคทีเรียÿćมćรถĂยู ่รĂดได้ในรąยąยćüภćยใต้ÿภćüąที่ขćดแคลนÿćรĂćĀćรโดยท ćĀน้ćที่         

เป็นแĀล่งคćร์บĂนแลąแĀล่งพลĆงงćนÿ ćรĂง นĂกจćกนี้แบคทีเรียที่มีคüćมÿćมćรถในกćรผลิตแลą

ÿąÿม PHA ได้น Ć ้นยĆงแÿดงใĀ้เĀ็นถ ึงคüćมÿćมćรถในกćรทนต่Ăคüćมเครียดที ่ เพิ ่มขึ ้นจćก              

กćรถูกท ćลćยจćกÿิ ่งแüดล้Ăม เช่น กćรฉćยรĆงÿีĂĆลตรćไüโĂเลต (UV) คüćมร้Ăนแลąกćรช็Ăค        

จćกแรงดĆนĂĂÿโมติก (osmotic shock) (Shrivastav และคณะ, 2013) üิถีกćรÿĆงเครćąĀ์ PHA นĆ้น

จąเชื ่ĂมโยงกĆนĂย่ćงซĆบซ้ĂนกĆบüิถีกćรเผćผลćญÿ่üนกลćงขĂงแบคทีเรีย (central metabolic 
pathways) ไม่ü ่ćจąเป็นกรąบüนกćรไกลโคไลซิÿ (glycolysis) üĆฏจĆกรเครบÿ์ (Krebs’ Cycle) 
กรąบüนกćรบีต้ć-ĂĂกซิเดชĆน (β-oxidation) กćรÿĆงเครćąĀ์กรดไขมĆนผ่ćนüิถีเดĂโนโü (de novo 
fatty acids synthesis) กćรÿลćยกรดĂąมิโน üĆฏจĆกรคĆลüิน (Calvin Cycle) แลąüิถีÿĆงเครćąĀ์ซีรีน 

(serine pathway) ซึ่งüิถีÿĆงเครćąĀ์ PHA จąใช้ÿćรตĆüกลćง (intermediates) มćกมćยĀลćยชนิด

ร่üมกĆนกĆบกรąบüนกćรต่ćง ๆ เĀล่ćนี้ โดยเฉพćąĂย่ćงยิ่ง ÿćรตĆüกลćงĂąซิทิล โคเĂ (acetyl-CoA) ซ่ึง

ในจุล ินทรีย ์ท ี ่ÿร ้ćง PHA บćงชนิด เช ่น Cupriavidus necator, Chromatium vinosum แลą 

Pseudomonas aeruginosa ฟลĆกซ์ (flux) ขĂงกćรเปลี่ยน acetyl-CoA ไปเป็น PHA นĆ้นจąขึ้นĂยู่

กĆบÿภćüąขĂงÿćรĂćĀćรĂย่ćงมีนĆยÿ ćคĆญโดยภćยใต้ÿภćüąที่Ăุดมด้üยÿćรĂćĀćรมćกมćยจąÿ่งผลใĀ้

มีกćรผลิตโคเĂนไซม์ เĂ (coenzyme A) ในปริมćณทีÿู่งซ่ึงจąไปขĆดขüćงกรąบüนกćรÿĆงเครćąĀ์ PHA 
โดยจąไปยĆบยĆ ้งกćรท ćงćนขĂงเĂนไซม์ 3 - คีโตไทโĂเรต (3-ketothiolase ,PhaA) ÿ่งผลใĀ้ÿćร

ตĆüกลćง acetyl-CoA เปลี่ยนüิถีไปยĆงüĆฏจĆกรเครบÿ์ (Krebs’ Cycle) เพื่Ăน ćไปผลิตพลĆงงćนเพื่Ăกćร

เจริญเติบโตขĂงเซลล์ แต่ในทćงกลĆบกĆนในÿภćüąที่ธćตุĂćĀćรไม่ÿมดุลเช่น เมื่ĂÿćรĂćĀćรที่จ ćเป็น 

เช่น ไนโตรเจนแลąฟĂÿฟĂรĆÿ ถูกใช้ไปจนĀมดแต่ü่ćยĆงมีคćร์บĂนปริมćณทีม่ćกเกินพĂĀรืĂกล่ćüได้ü่ć 
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มีĂĆตรćÿ่üนรąĀü่ćงคćร์บĂนต่Ăไนโตรเจนÿูง จąท ćใĀ้รąดĆบโคเĂนไซม์ เĂ (coenzyme A)จąยĆง       

ไม่ÿูงพĂที่จąท ćใĀ้ acetyl-CoA เปลี่ยนüิถีไปยĆงüĆฏจĆกรเครบÿ์ได้ ด้üยเĀตุนี้ acetyl-CoA จึงยĆงคง     

มีกćรด ćเน ินü ิถีไปÿู่กćรÿĆงเครćąĀ์ PHA แลąÿąÿมไü ้ภćยในเซลล์ได้  ซึ ่งกลไกกćรคüบคุม              

กćรเผćผลćญนี้จąช่üยใĀ้จุลินทรีย์ÿćมćรถปรĆบตĆüใĀ้เข้ćกĆบÿภćพแüดล้Ăมได้ (Tan และคณะ, 2014) 

 นĂกจćกนี ้ Tan แลąคณą (2014) ยĆงได้ค้นคü้ćข้Ăมูลเกี ่ยüกĆบüิถีกćรเผćผลćญเพ่ืĂ           

กćรÿĆงเครćąĀ์ scl-PHA แลą mcl-PHA จนได้รĆบคüćมรู้คüćมเข้ćใจĂย่ćงมćกแลąÿćมćรถÿรุปเป็น

แผนภćพได้ดĆงรูปที่ 3 ที่แÿดงüิถีต่ćง ๆ ขĂงกćรÿĆงเครćąĀ์ scl-PHA (เÿ้นทćง A ถึง J) แลąกćร

ÿĆงเครćąĀ์ mcl-PHA (เÿ้นทćง J ถึง M) แลąตćรćงท่ี 1 แÿดงข้ĂมูลÿรุปขĂงเĂนไซม์ที่เกี่ยüข้Ăง แลą 

Āน้ćที่ขĂงเĂนไซม์นĆ้น ๆ (Sagong และคณะ, 2018) แต่Ăย่ćงไรก็ตćมคüćมรู้ในปัจจุบĆนเกี่ยüกĆบüิถี

กćรÿĆงเครćąĀ์ทćงชีüภćพÿ่üนใĀญ่ถูกจ ćกĆดĂยู่ที่ Ăćร์ ไăดรĂกซีแĂลคิล โคเĂ ((R)-hydroxyalkyl-
CoA, (R) -3-HA-CoA) แลąยĆงไม่ค้นพบÿćรตĆ้งต้นแลąโมโนเมĂร์ที่มีคüćมĀลćกĀลćยทćงเคมีที่จą

ÿćมćรถน ćมćÿĆงเครćąĀ์ lcl-PHA ได้ แต่ Tan แลąคณą (2014) คćดü่ćจąมีกćรýึกþćเพิ่มเติมเพ่ืĂ

ตรüจÿĂบüิถีกćรÿĆงเครćąĀ์ตลĂดจนค้นĀćüิถีกćรÿĆงเครćąĀ์ทćงชีüภćพใĀม่เพื่ĂĂ ćนüยคüćมÿąดüก

ในกćรÿร้ćงüĆÿดุ PHA ที่ÿćมćรถปรĆบแต่งใĀ้เĀมćąกĆบคüćมต้Ăงกćรใช้งćนเฉพćąต่Ăไปได้
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รูปที่ 3 üิถีกćรÿĆงเครćąĀ์ PHA :เÿ้นปรąแทน putative pathways ตĆüเลขแทนเĂนไซม์ที่เก่ียüข้Ăง (Tan และคณะ, 2014)
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ตćรćงที่ 1 เĂนไซม์ที่เก่ียüข้ĂงในüิถีÿĆงเครćąĀ์ PHA ในรูปที่ 5 (Tan แลąคณą, 2014) 

 

 
 

No. Enzyme Abbreviation Species 

1 
Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase 

- Cupriavidus necator 

2 Pyruvate dehydrogenase complex - 
Cupriavidus necator and 
Burkholderia cepacia 

3 3-Ketothiolase PhaA Cupriavidus necator 

4 
NADPH-dependent acetoacetyl-CoA 
reductase 

PhaB Cupriavidus necator 

5 PHA synthase PhaC Cupriavidus necator and various 
6 Acetyl-CoA carboxylase ACC Escherichia coli K-12 MG1655 
7 Malonyl-CoA:ACP transacylase FabD Escherichia coli K-12 MG1656 
8 3-Ketoacyl carrier protein synthase FabH Escherichia coli K-12 MG1657 

9 
NADPH-dependent 3-Ketoacyl 
reductase 

FabG Pseudomonas aeruginosa 

10 
Succinic semialdehyde 
dehydrogenase 

SucD Clostridium kluyveri 

11 4-Hydroxybutyrate dehydrogenase 4HbD Clostridium kluyveri 

12 
4-Hydroxybutyrate-CoA: CoA 
transferase 

OrfZ Clostridium kluyveri 

13 Alcohol dehydrogenase, putative - Aeromonas hydrophila 4AK4 

14 Hydroxyacyl-CoA synthase, putative - 
Mutants and recombinants of 
Cupriavidus necator 

15 Methylmalonyl-CoA mutase Sbm Escherichia coli W3110 
16 Methylmalonyl-CoA racemase - Nocardia corallina 
17 Methylmalonyl-CoA decarboxylase YgfG Escherichia coli W3110 
18 Ketothiolase, putative - - 
19 3-Ketothiolase BktB Cupriavidus necator 
20 Ketothiolase, putative - - 
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ตćรćงที ่1 (ต่Ă) เĂนไซม์ที่เกี่ยüข้ĂงในüิถีÿĆงเครćąĀ์ PHA ในรูปที่ 5  

 
 
 

No. Enzyme Abbreviation Species 

21 
NADPH-dependent acetoacetyl-
CoA reductase 

- Rhizobium (Cicer) sp. CC 1192 

22 Acyl-CoA synthetase FadD 
Pseudomonas putida CA-3 and 

Escherichia coli MG1655 
23 Acyl-CoA oxidase, putative - - 
24 Enoyl-CoA hydratase I, putative - - 
25 (R)-Enoyl-CoA hydratase PhaJ Pseudomonas putida KT2440 
26 Epidermase - - 
27 3-Ketoacyl-CoA thiolase FadA Pseudomonas putida KT2442 

28 
3-Hydroxyacyl-ACP: CoA 
transacylase 

PhaG Pseudomonas mendocina 

29 Cyclohexanol dehydrogenase ChnA 
Acinetobacter sp. SE19 and 

Brevibacterium epidermidis HCU 

30 Cyclohexanone monooxygenases ChnB 
Acinetobacter sp. SE19 and 

Brevibacterium epidermidis HCU 

31 Caprolactone hydrolase ChnC 
Acinetobacter sp. SE19 and 

Brevibacterium epidermidis HCU 

32 
6-Hydroxyhexanoate 
dehydrogenase 

ChnD 
Acinetobacter sp. SE19 and 

Brevibacterium epidermidis HCU 

33 6-Oxohexanoate dehydrogenase ChnE 
Acinetobacter sp. SE19 and 

Brevibacterium epidermidis HCU 

34 
Semialdehyde dehydrogenase, 
putative 

- - 

35 
6-hydroxyhexanoate 
dehydrogenase, putative 

- - 

36 
Hydroxyacyl-CoA synthase, 
putative 

- - 

37 Lactonase, putative - 
Mutants and recombinants of 

Cupriavidus necator 
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2.6. คüามรู้พื้นฐานเกี่ยüกับ PHB 
Poly-3-hydroxybutyrate ĀรืĂ PHB ถืĂเป็นตĆüĂย่ćงขĂงกćรพĆฒนćทćงเทคโนโลยีชีüภćพ

ในกćรผลิตüĆÿดุใĀม่ เกิดจćกกćรÿĆงเครćąĀ์ทćงชีüภćพ มีคุณÿมบĆติมćกมćยที่น่ćÿนใจเช่นÿ ćĀรĆบกćร

ใช้งćนด้ćนชีüกćรแพทย์ เป็นพĂลิไกลโคไลด์ (polyglycolide) ที่มีลĆกþณąคล้ćยกĆบพĂลิเĂÿเทĂร์ 

(polyester) แลąยĆงÿćมćรถย่Ăยÿลćยได้ภćยในร่ćงกćย โครงÿร้ćงขĂง PHB แÿดงได้ดĆงรูป 4 

นĂกจćกนี้ด้üยüิธรกćรÿĆงเครćąĀ์ PHB เป็นกćรÿĆงเครćąĀ์ทćงชีüภćพโดยใช้จุลินทรีย์เป็นตĆüผลิตจึง

ท ćใĀ้ไĂโซเมĂร์ขĂง PHB มีเพียงไĂโซเมĂร์เดียü ด้üยเĀตุจึงท ćใĀ้ PHB มีค่ćรąดĆบคüćมเป็นผลึก 

(degrees of crystallinity) มćกกü่ć 95% มีโครงÿร้ćงภćยในที่ยืดĀยุ่นได้ มีจุดĀลĂมเĀลüปรąมćณ 

180 Ăงýćเซลเซียÿ ซึ่งน ้ćĀนĆกโมเลกุลขĂง PHB จąแตกต่ćงกĆนตćมชนิดขĂงจุลินทรีย์ üิธีกćรÿกĆด 

ช่üงกćรเจริญขĂงเซลล์ที่น ćมćÿกĆด แลąÿภćüąที่ใช้เลี้ยงเซลล์ เช่น ค่ć  pH ĂุณĀภูมิ ปริมćณÿćรที่

จ ćเป็น เป็นต้น (Hill, 2005) 
 

 
 
 

รูปที่ 4 โครงÿร้ćงทćงเคมีขĂง poly(-3-hydroxybutyrate) 

เครื่ĂงĀมćยดĂกจĆนคืĂ ต ćแĀน่งไครĆลคćร์บĂน (Hill, 2005) 
 

2.6.1 üิถีชีüÿĆงเครćąĀ์ PHB 

กćรÿĆงเครćąĀ์ PHB จćก acetyl-CoA ปรąกĂบด้üยÿćมขĆ ้นตĂนแลąเĂนไซม์ÿćมตĆü            
ที่เก่ียüข้Ăง คืĂ (Babel และคณะ, 2001) 

- กćรท ćปฏิกิริยćเชื่Ăมต่Ă acetyl-CoA 2 โมเลกุลเข้ćด้üยกĆนเพ่ืĂÿร้ćง acetoacetyl- 
CoA ในกรąบüนกćร Claisen-condensation โดยเĂนไซม์ 3-ketothiolase (PhaA) 

- กćรเปลี่ยน acetoacetyl-CoA เป็น D - (-) - 3-hydroxybutyryl-CoA ด้üยเĂนไซม์ 

acetoacetyl-CoA reductase (PhaB) 
- กćรพĂลิเมĂไรเซชĆนด้üยเĂนไซม์ PHA synthase (PhaC)
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รูปที ่ 5 ü ิถ ีกćรเผćผลćญÿ ćĀรĆบกćรÿĆงเครćąĀ์แลąกćรย่Ăยÿลćย PHB. :(1) β-ketothiolase (PhaA); (2)  acetoacetyl-CoA reductase (PhaB); (3) 
poly(3HB) synthase; (4) PHB depolymerases (PhaZ); (5). acyl-CoA dehydrogenase (FadE) (6) enoyl-CoA hydratase (multifunctional FadB); (7) 
3-hydroxyacyl–CoA dehydrogenase (multifunctional enzyme FadB); (8) 3-ketoacyl–CoA thiolase (FadA) (Eggers และ Steinbuchel, 2013)
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Sagong แลąคณą (2018) ได้ĂธิบćยรćยลąเĂียดเกี่ยüกĆบüิถีชีüÿĆงเครćąĀ์ PHB ในแต่ลą

ขĆ้นตĂน ดĆงต่Ăไปนี้  
ก. กćรคüบแน่นขĂงโมเลกุล Acetyl-CoA ÿĂงโมเลกุลโดย PhaA  

(Condensation of Two Acetyl-CoA Molecules by PhaA) 
PhaA เร่งปฏิกิริยćในขĆ้นตĂนแรกขĂงกćรÿĆงเครćąĀ์ PHB โดยกćรคüบแน่นขĂง acetyl-

CoA ÿĂงโมเลกุลใĀ้เป็น acetoacetyl-CoA แต่ü่ćที่น่ćÿนใจคืĂในแบคทีเรีย Cupriavidus necator 
(C. necator) ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่รู้จĆกกĆนดีที่ÿุดÿ ćĀรĆบกćรÿĆงเครćąĀ์ด้üย PHA มี Ăąซิทิล โคเĂ Ăą

ซ ิท ิลทรćนÿ  - ฟĂเรÿ (acetyl- CoA acetyltransferases)  2 ต Ćüค ืĂ 3 - ค ี โตไทโĂเรÿ (3-
ketothiolase, CnPhaA) แลą บีต ้ć-คีโตไทโĂเรÿ (β-ketothiolase B, CnBktB) แม้ü ่ćเĂนไซม์      
ทĆ้งÿĂงจąเป็นÿื่Ăกลćงในกćรเร่งปฏิกิริยćเดียüกĆนในกćรÿĆงเครćąĀ์ PHA แต่ก็มีคüćมจ ćเพćąขĂงÿćร

ตĆ้งต้นที่แตกต่ćงกĆนกล่ćüคืĂ CnPhaA ÿćมćรถเร่งปฏิกิริยćกćรคüบแน่นขĂงโมเลกุล acetyl-CoA 
ÿĂงโมเลกุลเท่ćนĆ้น แต่ CnBktB ÿćมćรถเร่งปฏิกิริยćกćรคüบแน่นขĂง acetyl- CoA แลą acyl-
CoAs ที่มีคüćมยćüคćร์บĂนต่ćงกĆน เช่น acetyl-CoA, propionyl-CoA แลą butyryl-CoA เนื่Ăงจćก

คüćมจ ćเพćąขĂงÿćรตĆ้งต้นขĂง CnBktB ที่มีคüćมĀลćกĀลćยมćกกü่ćจึงถูกน ćมćใช้ในกćรผลิต 

PHAs ที่มีคćร์บĂนโมโนเมĂร์ที่ยćüกü่ćกรด 3 – ไăดรĂกซีบิüทิริก (3 -hydroxybutyric) ไดเ้ช่น กรด 

3 - ไăดรĂกซีüćเลร ิก  (3 - hydroxyvaleric acid) แลąกรด 3 - ไăดรĂกซีเăกซąโนĂิก (3 - 

hydroxyhexanoic acid)  
 

ข. ปฏิกิริยćรีดĆกชĆนขĂง 3 - คีโตĂąซิทิลโคเĂด้üย PhaB 
(Reduction of 3 - Ketoacyl-CoA by PhaB) 
ในขĆ้นตĂนที่ÿĂงขĂงกćรÿĆงเครćąĀ์ PHB acetoacetyl-CoA จąถูกรีดิüซ์ไปเป็น (R) -3-HB-

CoA โดย PhaB แลąมี NADPH เป็นปัจจĆยร่üม นĂกจćกนี้ยĆงพบü่ćนĂกจćกกćรเร่งปฏิกิริยćขĂง 

PhaB ในแบคทีเรีย C. necator (CnPhaB)     ที่จąเปลี่ยน acetoacetyl-CoA ไปเป็น (R) -3-HB-
CoA แล ้ü acetoacetyl-CoA ÿćมćรถถ ูกร ีด ิüซ ์ ไปเป ็น (S) -3-HB-CoA ได ้ โดย C. necator 
hydroxybutyryl- CoA dehydrogenase (CnPaaHI) ซ ึ ่ งม ีÿ ่üนเก ี ่ยüข ้Ăงในกćรเก ิดปฏ ิก ิร ิยć

ย้ĂนกลĆบขĂง β-oxidation ถึงแม้ü่ćทĆ ้ง CnPhaB แลą CnPaaHI จąใช้ acetoacetyl-CoA เป็น     
ÿćรตĆ ้งต ้นในกćรผลิต 3-HB-CoA แต่คุณÿมบĆติขĂงไĂโซเมĂร์ĀรืĂไครĆลคćร์บĂน (chirality)            
ขĂงผลิตภĆณฑ์ขĆ้นÿุดท้ćยขĂงเĂนไซม์ทĆ้งÿĂงนี้แตกต่ćงกĆนคืĂ รูปแบบ R แลąรูปแบบ S ตćมล ćดĆบ     
แต่ที่ÿ ćคĆญคืĂ จąมีเพียง (R) -3-HB-CoA ที่ÿćมćรถใช้เป็นโมโนเมĂร์ขĂงกćรÿĆงเครćąĀ์ PHA ได้   
ÿ่üน(S) -3-HB-CoA ไม่ÿćมćรถใช้ได้ ดĆงนĆ้น  จึงต้Ăงมีคüćมเข้ćใจÿเตĂริโĂเคมี (stereochemistry) 
ขĂงเĂนไซม์ reductase เพ่ืĂกćรผลิต PHA ที่เพ่ิมข้ึนได ้
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ค. กćรพĂลิเมĂไรเซชĆน PHB โดย PhaC (PHB Polymerization by PhaC) 
PhaC เป ็นเĂนไซม์ท ี ่ÿ  ćค Ćญท ี ่ÿ ุดในกćรÿ ĆงเครćąĀ์ PHA แลąเร ่งปฏิก ิร ิยćกćรเกิด                 

พĂลิเมĂไรเซช ĆนขĂง CoA thioesters ขĂง HAs ต่ćง ๆ เน ื ่Ăงจćก PhaC มีบทบćทÿ ćคĆญ              
ในกćรก ćĀนดลĆกþณąทĆ่üไปขĂง PHAs ที่ผลิตขึ้นรüมถึงน ้ćĀนĆกโมเลกุล Ăงค์ปรąกĂบ โมโนเมĂร์ 

คüćมแตกต่ćงแลąผลผลิต โดยพĂลิเมĂไรเซชĆนPHB เริ่มต้นเมื่ĂÿćรตĆ้งต้นตĆüแรก (R) -3-HB-CoA 
เข้ćÿู่ต ćแĀน่งบริเüณเร่งขĂงเĂนไซม์ ต ćแĀน่ง Cys319 ขĂงเĂนไซม์ซึ่งจąท ćลćยพĆนธą thioester 
ขĂงÿćรตĆ้งต้น (R) -3-HB-CoA ท ćใĀ้ coA ĀลุดĂĂกไปกลćยเป็น (R) -3-HB จćกนĆ้นÿćรตĆ้งต้น

โมเลกุลที่ÿĂง (R) -3-HB-CoA เข้ćÿู่บริเüณเร่งขĂงเĂนไซม์ จćกนĆ้นเชื่ĂมพĆนธąรąĀü่ćง HB-CoA 

โมเลกุลแรกกĆบ (R) -3-HB-CoA ขĂงโมเลกุลที่ÿĂงโดยจąเกิดปฏิกิริยćต่ĂกĆนเช่นนี้ไปเรื่Ăย ๆ จนกü่ć

เĂนไซม์จąไม่ÿćมćรถท ćงćนต่Ăได้ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 6 กลไกกćรเกิดพĂลิเมĂไรเซชĆนด้üย phaC (PHA Polymerization Mechanism by PhaC) 

(Sagong และคณะ, 2018) 
 

2.6.2 กćรตรüจÿĂบจุลินทรีย์ที่ÿćมćรถÿĆงเครćąĀ์ PHB ในธรรมชćติ 
แกรนูลขĂง PHA ที่ÿąÿมĂยู่ภćยในเซลล์ขĂงจุลินทรีย์เป็นÿćรปรąเภทไขมĆนชนิดĀนึ่ง ดĆงนĆ้น

กćรตรüจÿĂบเบื ้Ăงต้นÿćมćรถใช้üิธีกćรย้ĂมÿีขĂงÿćรปรąเภทไขมĆนที ่Ăยู ่ภćยในเซลล์ได้ เช่น       
กćรย้Ăมÿีด้üยซูดćน แบลค บี (zudan black B), ไนล์บูล (nile blue), ไนล์เรด (nile red) โดยที่      
ÿีเĀล่ćนี้จąเข้ćไปติดที่แกรนูล แต่Ăย่ćงไรก็ตćมüิธีกćรย้ĂมÿีเĀล่ćนี้ไม่ได้มีคüćมจ ćเพćąต่ĂแกรนูลขĂง 

PHA เพียงĂย่ćงเดียüเท่ćนĆ้นแต่ÿćมćรถย้ĂมไขมĆนĂื่น ๆ ได้ ดĆงนĆ้นกćรรćยงćนกćรตรüจพบ PHA 
จąต้Ăงใช้üิธีกćรĂื่น ๆ ยืนยĆนด้üย (Spiekermann และคณะ, 1999) 
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มีรćยงćนกćรýึกþćกćรüĆดปริมćณÿąÿมĂย่ćงรüดเร็ü (rapid quantitative)ขĂง PHA โดย

กćรüĆดคüćมเข้มขĂงกćรเรืĂงแÿงขĂงÿีย้Ăมเซลล์ไนล์เรดโดยมีช่üงคüćมยćüคลื ่นที ่ดีที ่ÿุด คืĂ       
คüćมยćüคลื ่นกรąตุ ้น 535 นćโนเมตรแลąปลดปล่Ăยคüćมยćüคลื ่น 605 นćโนเมตรĂĂกมć                    
แต่กćรüิเครćąĀ์เชิงปริมćณด้üยÿีย้Ăมเช่นนี้ใช้เพียงเพื่ĂตรüจÿĂบเบื้Ăงต้นแบบเร็ü ๆ ไม่ÿćมćรถรąบุ

ปริมćณĂย่ćงแม่นย ćได ้(Zuriani และคณะ, 2013) 

2.7 ภาพรüมขĂงการผลิต PHB ใน รีคĂมบิแนนท์ E. coli (Overview of PHB 
production in recombinant E. coli) 

Poly-3-hydroxybutyrate, PHB เป็นพĂลิเĂÿเทĂร์ปรąเภทเทĂร์โมพลćÿติกที่ย่Ăยÿลćยได้

ทćงชีüภćพที่ผลิตจćกแĀล่งคćร์บĂนĀมุนเüียนจćกแบคทีเรียจ ćนüนมćก แต่Ăย่ćงไรก็ตćมกćรผลิ ต

ด้üยüิธีนี้ ต้นทุนกćรผลิตยĆงคงÿูงĂยู่มćก แลąĀนึ่งในกลยุทธ์ที่มุ ่งลดต้นทุนคืĂกćรพĆฒนćÿćยพĆนธุ์        
รีคĂมบิแนนท์ใĀ้ÿćมćรถใช้แĀล่งคćร์บĂนที่แตกต่ćงกĆน นĂกจćกนี้แบคทีเรียที่มีกćรÿąÿม PHB ใน
ธรรมชćติมĆกจąมีเüลćในกćรเจริญเติบโตที่ยćüนćน ĂุณĀภูมิกćรเจริญเติบโตที่เĀมćąÿมค่Ăนข้ćงต ่ć 

แลąมĆกจąÿลćยตĆüได้ง่ćย ด้üยÿćเĀตุเĀล่ćนี้จึงน ćไปÿู่กćรพĆฒนć PHB รีคĂมบิแนนท์แบคทีเรียที่มี

คüćมÿćมćรถในกćรÿąÿม PHB ÿูงแลą / ĀรืĂไม่มีกćรย่Ăยÿลćย PHB เลย (Thirumala และ 

Reddy, 2012)  

ในกćรÿร้ćงüิถีชีüÿĆงเครćąĀ์ PHB ในรีคĂมบิแนนท์แบคทีเรียนĆ้น Ăงค์ปรąกĂบĀลĆกที่มีÿ่üน

ÿ ćคĆญ ได้แก่ ยีน (gene) โปรโมเตĂร์ (promoter) แลą ต ćแĀน่งที ่ไรโบโซมมćจĆบ (ribosome 
binding site) ซึ่งมีงćนüิจĆยจ ćนüนมćกที่กล่ćüถึงĂงค์ปรąกĂบเĀล่ćนี้แลąพยćยćมที่จąดĆดแปลงĀรืĂ

พĆฒนćเพื่Ăน ćไปใช้ในกćรผลิต ดĆงนี้ 
2.7.1 ยีน (gene) 
 Kaur (2015) ได้กล่ćüถึงกลยุทธ์ที ่ใช้ผลิต PHB ในรąดĆบĂุตÿćĀกรรมพบü่ćชนิดขĂง

แบคทีเรียĀรืĂยีนขĂงแบคทีเรียนĆ้นจąเป็นปัจจĆยĀนึ่งที่ÿ่งผลต่Ăกćรผลิต PHB ปริมćณÿูงด้üย โดยจćก

งćนüิจĆยนี้ได้กล่ćüถึงกćรผลิต PHB จćกแบคทีเรียĀลćกĀลćยÿปีชีÿ์พบü่ćมีปรąÿิทธิภćพในกćรผลิต 

PHB ได ้แตกต่ćงกĆน Āนึ ่งในÿปีช ีÿ ์ท ี ่ÿćมćรถผลิต PHB ได ้ในปร ิมćณมćกนĆ ้นค ืĂแบคทีเรีย 

Cupriavidus necator (C. necator) เมื่Ăใช้เýþĂćĀćรเĀลืĂทิ้งเป็นซĆบÿเตรตÿćมćรถผลิต PHB ได้

ถึง 87% ขĂงน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้ง ซึ่งแÿดงใĀ้เĀ็นถึงýĆกยภćพกćรผลิต PHB ขĂง C. necator 
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 Heinrich แลąคณą (2012) ได้กล่ćüถึงกćรใช้ Cupriavidus necator ÿćยพĆนธุ ์ H16        

(C. necator H16) ในกćรผล ิต PHB ในถ Ć งĀม Ćกขนćด 400 ล ิตรแลąใช ้ โซเด ียมกล ู โคเนต                  

เป็นซĆบÿเตรต พบü่ćÿćมćรถผลิต PHB ได้ถึง 87.03 % ขĂงน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้ง ซึ ่งจąเĀ็นได้ü่ć         

ยีนขĂง C. necator H16 มีคüćมÿćมćรถในกćรผลิต PHB ในปริมćณÿูงได้ 
 

2.7.2 โปรโมเตĂร์ (promoter) 
 Wei แลąคณą (2009) ได้ÿร้ćงพลćÿมิดลูกผÿม pBHR68 ที่มียีนที่ÿćมćรถผลิต PHB จćก    

C. necator H16 แÿดงĂĂกภćยใต ้ โปรโมเตĂร ์ด Ć ้ ง เด ิม (native promoter) ขĂงย ีนน Ć ้น ใน                  

รีคĂมบิแนนท์ E. coli ÿćยพĆนธุ์ JM109 (E. coli JM109) พบü่ćÿćมćรถผลิต PHB ได้เพียง 29.7% 

ขĂงน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งภćยในเüลć 48 ชĆ่üโมง ซึ่งแÿดงใĀ้เĀ็นได้ü่ć โปรโมเตĂร์ดĆ้งเดิมนี้มีปรąÿิทธิภćพ

ในกćรผลิต PHB ได้ต ่ć 
 Napathorn แลąคณą (2021) ได้ÿร้ćงพลćÿมิดลูกผÿมที ่ÿćมćรถผลิต PHB ได้โดยใช้        

โĂเพĂรĂน phaCAB C. necator A04 ซึ่งเป็นÿćยพĆนธุ์ใกล้เคียงกĆบ C. necator H16 ที่เป็นÿćย

พĆนธุ์ที ่ใช้ผลิต PHB ในรąดĆบĂุตÿćĀกรรม แÿดงĂĂกภćยใต้กćรคüบคุมขĂงโปรโมเตĂร์ araBAD        
ที่เĀนี่ยüน ćด้üยน ้ćตćลĂąรćบิโนÿพบü่ćÿćมćรถผลิต PHB ได้ปริมćณ 91.74 %ขĂงĀนĆกเซลล์แĀ้ง    

ที่เüลć 24 ชĆ่üโมง แต่ทü่ćกćรใช้น ้ćตćลĂąรćบิโนÿที่มีรćคćแพงมćกเพื่ĂเĀนี่ยüน ćกćรผลิต PHB นĆ้น

จąÿ่งผลต้นทุนกćรผลิตÿูงขึ้นแลąยĆงไม่คุ้มค่ćกĆบกćรผลิตในรąดĆบĂุตÿćĀกรรม 
 Boontip แลąคณą (2020) ได้ÿร ้ćงพลćÿมิดลูกผÿม pColdTF-phaCABA-04 ที่ มีย ีนที่

ÿćมćรถÿĆงเครćąĀ์ PHB จćก C. necator A04 แÿดงĂĂกภćยใต้โปรโมเตĂร์ cold - shock cspA 
ใน E. coli JM109 พบü่ćÿćมćรถผลิต PHB ได้ถึง 90.6% ขĂงน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้ง ภćยในเüลć          

24 ชĆ่üโมงซึ่งถืĂได้ü่ćมีปรąÿิทธิภćพในกćรผลิตที่ÿูงแต่เนื่Ăงจćกü่ć พลćÿมิดลูกผÿมนี้จąผลิต PHB ได้

ต ้ Ăง เĀน ี ่ ยüน  ćด ้ üยÿćร  IPTG (Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) ท ี ่ Ă ุณĀภ ูม ิ ต  ่ ć               

เมื่Ăค ćนึงถึงกćรผลิตในรąดĆบĂุตÿćĀกรรมแล้üกćรใช้ÿćรเĀนี่ยüน ćที่มีรćคćแพงแลąใช้ĂุณĀภูมิต ่ć    

ในกćรเĀนี่ยüน ćกćรผลิตนĆ้นถืĂเป็นกćรเพ่ิมต้นทุนกćรผลิตĂย่ćงมćก 
Ko แลąคณą (2020) ได้ÿร้ćงพลćÿมิดลูกผÿมเพื่ĂผลิตกรดĂąคริลิก (acrylic acid) ใน        

E. coli โดยยีนผลิตกรดĂąคริลิกจąแÿดงĂĂกภćยใต้กćรคüบคุมขĂงโปรโมเตĂร์ BBa_J23100 ซึ่ง

เป็นโปรโมเตĂร์ที่แÿดงĂĂกได้ตลĂดเüลćพบü่ćÿćมćรถผลิตกรดĂąคริลิกได้ถึง 55.7 มิลลิกรĆมต่Ăลิตร

ในขณąที่ยีนผลิตกรดĂąคริลิกจąแÿดงĂĂกภćยใต้กćรคüบคุมขĂงโปรโมเตĂร์ดĆ้งเดิมขĂงยีนจąผลิต     

ได้เพียง 37.7 มิลลิล ิกร Ćมต่Ăลิตรเท่ćนĆ ้นซึ ่งจćกงćนüิจ Ćยนี ้น Ć ้นแÿดงใĀ้เĀ็นได้ü ่ćโปรโมเตĂร์ 
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BBa_J23100 นĆ้นถืĂเป็นโปรโมเตĂร์ที่ÿćมćรถแÿดงĂĂกได้แรงตลĂดเüลćไม่ต้Ăงใช้ตĆüเĀนี่ยüน ć     

กćรผลิตแลąÿćมćรถผลิตÿćรผลิตภĆณฑ์ได้ในปริมćณมćก ซึ่งจąÿćมćรถลดต้นทุนกćรผลิตเนื่Ăงจćก

กćรใช้ตĆüเĀนี่ยüน ćได้ ดĆงนĆ้นผู้üิจĆยจึงได้เลืĂกใช้โปรโมเตĂร์ BBa_J23100 มćýึกþćในงćนüิจĆยนี้ 
2.7.3 ต ćแĀน่งจĆบขĂงไรโบโซม (ribosome binding site, RBS) 

Li แลąคณą (2016) ได้ÿร้ćงไลบรćรีขĂงกćรผลิต PHB จćกยีน phbC phbA แลą phbB 
จćก C. necator H16 ใน E. coli โดยจąมีกćรดĆดแปลงล ćดĆบนิüคลิโĂไทด์บริเüณ RBS ขĂงแต่ลąยีน

จ ćนüน 10 นิüคลิโĂไทด์ พบü่ćüิธีกćรนี้ÿćมćรถคĆดเลืĂกÿćยพĆนธุ์รีคĂมบิแนนท์ E. coli ที่มีÿćมćรถ

ผลิต PHB ในปริมćณÿูงได้ โดยจćกงćนüิจĆยพบü่ćÿูงได้ถึง 92% ขĂงน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้ง ภćยในเüลć 

24 ชĆ่üโมง จćกงćนüิจĆยนี้แÿดงใĀ้เĀ็นกćรÿร้ćงไลบรćรีขĂงกćรผลิต PHB โดยมีกćรดĆดแปลงล ćดĆบ

นิüคลิโĂไทด์บริเüณ RBS ÿćมćรถเพ่ิมปรąÿิทธิภćพกćรผลิต PHB ได ้
 Seo แลąคณą (2013) ได้น  ćเÿนĂกćรดĆดแปลงล ćดĆบนิüคลิโĂไทด์ขĂง RBS บริเüณ       

ÿแตนด์บćย (standby) แลąบริเüณü่ćง (spacer region) ซึ่งทĆ้งÿĂงบริเüณนี้จąÿ่งผลต่Ăปรąÿิทธิภćพ

กćรท ćงćนขĂงไร่โบโซมซึ่งจąÿ่งผลไปถึงกćรแÿดงĂĂกขĂงเĂนไซม์ท่ีÿĆงเครćąĀ์ÿćรผลิตภĆณฑ์ได้  
 จćกงćนüิจĆยดĆงกล่ćüข้ćงต้นท ćใĀ้ผู้üิจĆยได้ÿร้ćงไลบรćรีที่มีกćรผลิต PHB โดยมียีนที่เกี่ยüข้Ăง

กĆบกćรผลิต PHB จćก C. necator A-04 (phaCABA-04 operon) ที่แÿดงĂĂกภćยใต้กćรท ćงćนขĂง

โปรโมเตĂร์ BBa_J23100 ซึ่งเป็นโปรโมเตĂร์ที่ÿćมćรถแÿดงĂĂกได้Ăย่ćงแรงตลĂดเüลćเพื่Ăลดต้นทุน

กćรใช้ÿćรเĀนี่ยüน ćโปรโมเตĂร์แลąผู้üิจĆยได้ดĆดแปลงล ćดĆบนิüคลิโĂไทด์บริเüณ RBS ขĂงโĂเพĂรĂน

ตćมงćนüิจĆยขĂง Seo แลąคณą (2013) เพ่ืĂใĀ้กćรผลิต PHB มีปรąÿิทธิภćพมćกยิ่งขึ้น 

2.8 Ribosome binding site (RBS) และการแปลรĀัÿขĂงแบคทีเรีย (bacterial 
translation) 
 Salis (2011) แลą Salis แลąคณą (2009) ได้ĂธิบćยรćยลąเĂียดขĂงกćรแปลรĀĆÿ แลą

คüćมÿ ćคĆญขĂง RBS ได้ดĆงนี้  
2.8.1 กćรเริ่มต้นกćรแปลเป็นขĆ้นก ćĀนดĂĆตรć (Translation initiation as a rate-limiting 

step) 
กćรแปลรĀĆÿเป็นกรąบüนกćรที่ไรโบโซม (ribosome) จĆบกĆบล ćดĆบนิüคลิโĂไทด์ขĂง mRNA 

แลąÿร้ćงโปรตีนที ่ÿĂดคล้ĂงกĆบรĀĆÿพĆนธุกรรม กรąบüนกćรนี้มีÿćมขĆ ้นตĂน ได้แก่ กćรเริ ่มต้น         

กćรแปล (initiation) กćรขยćยกćรแปล (elongation) แลąกćรÿิ้นÿุดกćรแปล (termination) โดย

กćรเริ่มต้นกćรแปลรĀĆÿจąเป็นขĆ้นก ćĀนดĂĆตรćที่ÿ ćคĆญ ซึ่งจąเป็นตĆüคüบคุมจ ćนüนไรโบโซมที่เริ่ม

กรąบüนกćรขยćยตĆüกćรแปลĀรืĂ elongation แลąจ ćนüนไรโบโซมที่ÿćมćรถแปลรĀĆÿจนเÿร็จÿิ้น
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เพื่ĂใĀ้ได้กćรผลิตโปรตีนÿูงที่ÿุด ซึ่งทĆ้งĂĆตรćกćรเริ่มต้นกćรแปลแลąĂĆตรćกćรขยćยตĆüคüรจąต้Ăงมี    

ค่ćมćกท่ีÿุด ซึ่งüิธีที่ใช้กĆนทĆ่üไปในกćรเพ่ิมĂĆตรćกćรยืดขยćยตĆüขĂงกćรแปล คืĂกćรเพ่ิมปรąÿิทธิภćพ

โคดĂน (Codon) ขĂงโปรตีนที่ถูกแปลรĀĆÿ (coding sequence, CDS) แต่ในทćงกลĆบกĆน Āćกมี    

กćรลดลงขĂงĂĆตรćกćรเร ิ ่มต้นกćรแปลก็จąน ćไปÿู ่กćรผลิตโปรตีนลดลงได้ ด ĆงนĆ ้นกćรเพ่ิม

ปรąÿิทธิภćพขĂง codon ขĂงโปรตีน CDS แลąกćรปรĆบเปลี่ยนĂĆตรćกćรเริ่มต้นกćรแปลจąท ćใĀ้

ÿćมćรถคüบคุมĂĆตรćกćรผลิตขĂงโปรตีนได้Ăย่ćงÿมบูรณ์ในช่üงกćรแปลนĆ้นได้ 
 

2.8.2 ĂĆตรćกćรเริ่มต้นกćรแปลถูกก ćĀนดโดยÿĂงปัจจĆยĀลĆก 
กćรเผćผลćญขĂงเซลล์แลąล ćดĆบนิüคลิโĂไทด์ขĂง mRNA เฉพćąที่Ăยู่รĂบ ๆ โคดĂนเริ่มต้น 

จąเป็นÿĂงปัจจĆยĀลĆกในกćรก ćĀนดĂĆตรćกćรเริ่มต้นกćรแปล เมื่ĂแบคทีเรียเจริญเติบโตในĂćĀćร      

ที่Ăุดมด้üยÿćรĂćĀćร จ ćนüนไรโบโซมที่มีĂยู่จąจ ćลĂงตĆüเĂงเพิ่มขึ้นเพื่ĂรĂงรĆบĂĆตรćกćรผลิตโปรตีน   

ที่เร็üขึ้น ในทćงกลĆบกĆนในĂćĀćรที่มีÿćรĂćĀćรไม่มćกĀรืĂเมื่Ăกćรผลิตโปรตีนเกินเกณฑ์üิกฤต

แบคทีเรียจąลดĂĆตรćกćรผลิตโปรตีนโดยรüมเพื่ĂรĆกþćทรĆพยćกรโดยกćรตĂบÿนĂงต่Ăคüćมเครียด      

ที่เกิดขึ้นĂย่ćงเข้มงüดซึ่งกćรเปลี่ยนแปลงเĀล่ćนี้เกิดขึ้นทĆ่üทĆ้งเซลล์ ไม่ใช่เฉพćąบริเüณใดบริเüณĀนึ่ง

ในเซลล์ เพรćąü่ćมĆนจąมีผลต่ĂกćรแปลรĀĆÿ mRNA ทĆ้งĀมดภćยในเซลล์ นĂกจćกนี้กćรคüบคุมกćร

แปลรĀĆÿ mRNA ขĂงแบคทีเรียแต่ลąชนิดก็จąแตกต่ćงกĆนตćมล ćดĆบขĂง RBS ซึ่งเป็นชิ้นÿ่üนทćง

พĆนธุกรรมที่Ăยู่ต้นน ้ćĀรืĂต้นÿćยขĂง CDS  
 

2.8.3 ปฏิÿĆมพĆนธ์รąĀü่ćงโมเลกุลในขĆ้นก ćĀนดĂĆตรćขĂงกćรเริ่มต้นกćรแปลรĀĆÿ 
กćรเริ่มต้นกćรแปลรĀĆÿในแบคทีเรียจ ćเป็นต้ĂงมีกćรปรąกĂบกĆนขĂงไรโบโซมคĂมเพล็กซ์ 

30S เข้ćกĆบ RBS ก่Ăนถึงต ćแĀน่งขĂงโคดĂนเริ่มต้นขĂง CDS ซึ่งโครงÿร้ćงนี้เรียกü่ć preinitiation 
complex มีโปรตีนที่เป็นĂงค์ปรąกĂบที่ÿ ćคĆญขĂงโครงÿร้ćงนี้ได้แก่ translation initiation factors 
ทĆ้ง 3 Āน่üย คืĂ IF1, IF2 แลą IF3 แลąตĆüเริ่มต้น tRNAfMet (initiator tRNAfMet) แต่กรąบüนนี้จąเริ่ม

ท ćงćนได้ต้Ăงใช้ GTP เป็นแĀล่งพลĆงงćน เมื่ĂไรโบโซมมćจĆบกĆบ mRNA แล้üไรโบโซมจąปกป้Ăง

mRNA บริเüณนĆ้นจćกĂนุมูลĂิÿรąไăดรĂกซิล (hydroxyl radical) ซึ่งปรąกĂบด้üยนิüคลีโĂไทด์

ปรąมćณ 35 นิüคลีโĂไทด์ก่Ăนถึงต ćแĀน่งโคดĂนเริ่มต้นกćรแปลแลąขยćยไปถึง 19–22 นิüคลีโĂไทด์

ĀลĆงจćกโคดĂนเริ่มต้น ซึ่งต ćแĀน่ง RBS แบ่งย่ĂยĂĂกเป็น ต ćแĀน่งÿแตนด์บćย (standby site) 

ต ćแĀน่งจĆบกĆบ 16S rRNA (6S rRNA binding site) บริเüณü่ćง (spacer region) แลąโคดĂนเริ่มต้น 

start codon (รูปที่ 7) ในขĆ้นต้นĀน่üยย่Ăย 30S ขĂงไรโบโซมจąจĆบกĆบกĆบต ćแĀน่งÿแตนด์บćยซึ่งเป็น

บริเüณแบบเกลียüเดียü (single-stranded region) ที่Ăยู่Ā่ćงจćกต ćแĀน่งขĂงโคดĂนเริ่มต้น เมื่ĂจĆบ

กĆนไü้แล้üĀน่üยย่Ăย 30S จąเลื ่Ăนลงด้ćนล่ćงจćกต ćแĀน่ง RBS จćกนĆ้นมีโปรตีนมćปรąกĂบ         
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เป็นโครงÿร้ćง preinitiation complex แลąเริ่มกćรแปลรĀĆÿ กćรมีĂยู่ขĂงต ćแĀน่งÿแตนด์บćยนĆ้น

ไดมี้กćรตĆ้งÿมมติฐćนแลąกćรทดลĂงไü้ü่ćเพ่ืĂแก้ปัญĀćคüćมขĆดแย้งขĂงĀน่üยย่Ăย 30S ขĂงไรโบโซม

ในไซโตพลćÿซึมที่แพร่กรąจćยĂย่ćงĂิÿรąใĀ้มีเüลćเพียงพĂที่จąมćจĆบกĆบ RBS ที่ถูกแยกจćก

โครงÿร้ćงทุติยภูมิขĂง mRNA ในขณąที่โครงÿร้ćงขĂง mRNA คลćยĂĂก (unfolds) แล้üม้üนพĆบ

ใĀม่ (refolds) Ăย่ćงต่Ăเนื ่Ăง (dynamic) ในช่üงเüลćĀน่üยไมโครüินćที ในช่üงเüลćÿĆ ้น ๆ นี้        
Āน่üยย่Ăย 30S จąต้ĂงกรąจćยไปยĆง mRNA แลąจĆบกĆบ mRNA นĆ้น ซึ่งจąต้Ăงมีค่ćคงที่กćรจĆบกĆน     
มีค่ćเท่ćกĆบ1010 [Ms] -1 ĀรืĂมćกกü่ćนĆ้น แต่Ăย่ćงไรก็ตćมค่ćคงที่กćรจĆบกĆนที่แท้จริงĂยู่ที่ปรąมćณ 

107 [Ms] -1 ดĆงนĆ้นกćรมีต ćแĀน่งÿแตนด์บćยจąช่üยขจĆดปัญĀćนี้ได้ แลąกćรจĆบกĆนขĂงĀน่üยย่Ăย 

30S ที่ RBS ขĂง mRNA ที่มีต ćแĀน่งÿแตนด์บćยแบบเกลียüเดียüแลąต ćแĀน่งที่จĆบกĆบ 16S rRNA 
แบบแยกกĆนแบบนี ้จąÿćมćรถท ćใĀ้เกิดกćรแปลรĀĆÿได้Ăย่ćงมีปรąÿิทธิภćพ Ăย่ćงไรก็ตćม           
Āćกต ćแĀน่งÿแตนด์บćยถูกแยกĂĂกจćกโครงÿร้ćงทุติยภูมิขĂง mRNA ปรąÿิทธิภćพกćรเริ ่มต้น     
กćรแปลรĀĆÿขĂง mRNA จąลดลง แลąเมื่Ăโครงÿร้ćงขĂง 30S เลื่Ăนข้ćมต ćแĀน่งจĆบกĆบ mRNA ไป
ยĆงต ćแĀน่งก่Ăนเร ิ ่มต้นกćรแปลรĀĆÿพĆนธąที ่ ไม ่ใช่พĆนธąโคüćเลนต์ (noncovalent bonds)         
จ ćนüนมćกจąถูกÿร้ćงขึ้นแลąแตกĂĂก จćกนĆ้น คüćมเÿถียรขĂง preinitiation complex แลą  
Ă Ćตรćกćรเร ิ ่มต ้นกćรแปลรĀ Ćÿจąถ ูกก  ćĀนดโดยพล Ćง งćนขĂงพ ĆนธąเĀล ่ćนี้ท ี ่ แตกĂĂก                    
ĂĆตรćกćรปรąกĂบโครงÿร้ćงก็จąลดลงโดยกćรคลćยโครงÿร้ćง mRNA ที่จĆบกĆบต ćแĀน่ง 16S rRNA 
binding, spacer region, ĀรืĂ start codon ซ่ึงโครงÿร้ćง mRNA เĀล่ćนี้ปรąกĂบด้üยกćรจĆบคู่เบÿ

ขĂงนิüคลีโĂไทด์ภćยในโมเลกุล (intramolecular nucleotide base pairings, hydrogen bonds) 
ที่มีโครงÿร้ćงเป็นเกลียü (helices) น๊Ăต (knots) ลูป (loops) แลąÿ่üนนูน (bulges) ซึ่งกćรไม่มี

โครงÿร้ćงขĂง mRNA เĀล่ćนี้จąเพิ่มĂĆตรćกćรเริ่มต้นกćรแปลรĀĆÿ ที่ÿ ćคĆญทĆ้ง RBS แลąโปรตีน     
ขĂง CDS ÿćมćรถมีÿ่üนร่üมที่ท ćใĀ้ mRNA เกิดโครงÿร้ćงเĀล่ćนี้ได้ ซึ่งจąÿ่งผลใĀ้ preinitiation 
complex Ăćจแยกชิ้นÿ่üนก่Ăนที่จąเริ่มกćรแปล เพื่Ăที่จąไม่ได้เกิดเĀตุกćรณ์เĀล่ćนี้เซลล์จąต้Ăง      
มีกćรตĂบÿนĂงโดย (ก) ไăบริไดเซชĆนรąĀü่ćง mRNA แลąนิüคลีโĂไทด์เก้ćตĆüÿุดท้ćยขĂง 16S rRNA 
ขĂง 30S complex ซึ ่งเรียกü่ć the anti-Shine–Dalgarno sequence (ASD) (ข) ไăบริไดเซชĆน

รąĀü่ćงแĂนติโคดĂน tRNAfMet แลąโคดĂนเริ ่มต้น (start codon) แลą (ค) ปฏิÿĆมพĆนธ์รąĀü่ćง 

mRNA แลąไรโบโซม ในทćงกลĆบกĆน ĀćกmRNA ถูกบĆงคĆบใĀ้ยืดขยćยĀรืĂบีบĂĆดตĆüเĂงเพื่ĂใĀ้ RBS 
Ăยู่ในต ćแĀน่งที่ต้Ăงกćรจąÿ่งผลใĀ้ preinitiation complex ไม่เÿถียรได ้
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รูปที่ 7 กรąบüนกćรแปลรĀĆÿ 

(Salis และคณะ, 2009) 
a. ไรโบโซมแปล mRNA แลąÿร้ćงโปรตีนในĀลćยขĆ้นตĂน:กćรปรąกĂบขĂงคĂมเพล็กซ์ 

30S (กล่Ăง) กćรเริ่มต้นกćรยืดตĆü กćรÿิ้นÿุดแลąกćรĀมุนเüียนขĂงĀน่üยย่Ăยไรโบโซม

แลąปัจจĆยĂื่น ๆ  
b. กćรเปลี่ยนแปลงพลĆงงćนĂิÿรąทćงĂุณĀพลýćÿตร์ในรąĀü่ćงกćรปรąกĂบที่ซĆบซ้ĂนขĂง 

30S ถูกก ćĀนดโดยปฏิกิริยćรąĀü่ćงโมเลกุล 5 ชนิดที่เข้ćร่üมในÿถćนąเริ่มต้นแลą

ÿถćนąÿุดท้ćยขĂงรąบบ  
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บทที่ 3 
Ăุปกรณ์และüิธีการด าเนินการทดลĂง 

 

3.1 Ăุปกรณ์ที่ใช้ในงานüิจัย 
1.  กรąบĂกตüง (cylinder) บริþĆท PYREX, USA 
2.  กล้Ăงจุลทรรýน์ใช้แÿง (light microscope) รุ่น CH3ORF200 บริþĆท Olympus Optical Co.,  
     Ltd., Japan 
3.  ขüดเก็บÿćรพร้Ăมฝćเกลียü ขนćด 500 มิลลิลิตร แลą 1000 มิลลิลิตร (Duran Laboratory  
     bottle 1000 mL) บริþĆท Shcott AG, Germany  
4.  ขüดรูปชมพู่ขนćด 250 มิลลิลิตร (Erlenmeyer flask 250 mL) บริþĆท PYREX, USA  
5.  ขüดÿ ćĀรĆบปั่นเĀüี่ยงขนćด 250 มิลลิลิตร บริþĆท Thermo Fisher Scientific, USA  
6.  เครื่Ăงเขย่ćคüบคุมĂุณĀภูมิ (Shaker) รุ่น Innova 4300 บริþĆท New Brunwick Scientific Co.,  
    Ltd., Edison, N.J., USA  
7.  เครื่ĂงชĆ่งแบบลąเĂียด (analytical balance) รุ่น AG 204 แลąรุ่น AG 285 บริþĆท Metter  
    Toledo Co, Ltd., Switzerland  
8.  เครื่ĂงชĆ่งแบบĀยćบ (laboratory balance) รุ่น PG-2002-S, รุ่น ME 3200 บริþĆท Metter  
    Toledo Co, Ltd., Switzerland  
9.  เครื่Ăงท ćน ้ćบริÿุทธิ์ปรąเภทที่ 1 (Barnstead Type I ultra micropure system) บริþĆท  
    Thermo Fisher Scientific, USA  
10.  เครื่Ăงท ćปฏิกิริยćลูกโซ่พĂลิเมĂเรÿ (T100PM Thermal Cycler) รุ่น No 186-1096 บริþĆท  
      Bio-Rad Laboratories, Inc., USA  
11.  เครื่Ăงนึ่งฆ่ćเชื้Ăจุลินทรีย์ด้üยไĂน ้ć (autoclave) รุ่น SS-325 แลąรุ่น ES-315 บริþĆท Tomy  
      Seiko Ltd.,Japan, รุ่น MLS 3020 บริþĆท Sanyo Co., Ltd., Japan  
12.  เครื่Ăงปั่นเĀüี่ยงชนิดคüบคุมĂุณĀภูมิ (refrigerated centrifuge) รุ่น 1920, รุ่น 5922 แลą รุ่น  
      6500 บริþĆท Kubota, Japan  
13.  เครื่ĂงĂ่ćนไมโครเพลท (microplate reader) บริþĆท PerkinElmer, lnc., USA 
14.  เครื่Ăงผÿมÿćร (Vortex mixer) รุ่น G-650E บริþĆท Science industries, USA 
15.  เครื่Ăงผ่ćนกรąแÿไฟฟ้ćÿ่üนÿ ćĀรĆบพćกรดนิüคลิĂิก (Horizontal electrophoresis system)  
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      บริþĆท Blo-rad Laboratories, Inc., USA 
16.  เครื่ĂงüĆดค่ćกćรดูดกลืนแÿง (spectrophotometer) รุ่น Perkin Elmer instrument Lamda  
      25 UV/VIS Spectrophotometer บริþĆท Elmer, Inc., USA  
17.  จćนเพćąเชื้Ă (petri dish) บริþĆท PYREX, USA 
18.  ช้ĂนตĆกÿćร (spatula) บริþĆท Ladd research industries Inc., USA  
19.  ชุดĀĆüกรĂงขนćด 0.2 ไมครĂน รุ่น Minisart syrine filter บริþĆท Sartorius stedim ปรąเทý 
      เยĂรมนีแลąกรąบĂกฉีดยć ขนćด 10 มิลลิลิตร บริþĆท Nipro (Thailand) Co., Ltd., 
20.  ตู้ถ่ćยเชื้Ă (Laminar flow) บริþĆท Thermo Fisher Scientific, USA  
21.  ตู้แช่แข็งจุดเยืĂกแข็งต ่ć (deep freezer) ĂุณĀภูมิ -20 Ăงýćเซลเซียÿ บริþĆท Sanyo  
      Electronic, Japan แลąĂุณĀภูมิ -80 Ăงýćเซลเซียÿ บริþĆท Thermo Fisher Scientific, USA  
22.  ตู้บ่มเชื้Ă (incubator) รุ่น INE 500 บริþĆท Memmert Co., Ltd., Germany 23.  ตู้Ăบฆ่ćเชื้Ă  
      (hot air oven) บริþĆท Memmert Co., Ltd., Germany  
24.  ถćดเรืĂงแÿงแĂลĂีดี (LED blue/white light transilluminator) รุ่น BluPAD บริþĆท Bio- 
      helix Co., Ltd., Taiwan  
25.  ทิปÿ ćĀรĆบไมโครปิเปตขนćด 10 ไมโครลิตร ขนćด 200 ไมโครลิตร แลąขนćด 1000 ไมโครลิตร           
      บริþĆท Ward Medic Co. Ltd., Thailand  
26.  แท่งแก้üกรąจćยเชื้Ă (Spreader) บริþĆท PYREX, USA  
27.  บีกเกĂร์ (beaker) บริþĆท PYREX, USA  
28.  ไมโครปิเปตต์ (micropipette) รุ่น P P20 P200 P1000 บริþĆท Gilson, France  
29.  รูปเขี่ยเชื้Ă (Loop) บริþĆท Ladd research industries Inc., USA  
30.  ĀลĂดทดลĂงมีฝćปิด (Screw cap tube) บริþĆท PYREX, USA  
31.  ĀลĂดÿ ćĀรĆบท ćปฏิกิริยćลูกโซ่พĂลิเมĂเรÿ (PCR tube) บริþĆท Ward Medic Co., Ltd.,  
      Thailand  
32.  ĀลĂดปั่นเĀüี่ยงขนćด 1.5 มิลลิลิตร (microcentrifuge tube) บริþĆท Axygen, Inc., USA 

3.2 ÿารเคมี  
1.  กลีเซĂรĂล (glycerol) บริþĆท Merck, Germany  
2.  กลูโคÿ (glucose) บริþĆท Sigma Chemical Co., USA 
3.  แคลเซียมคลĂไรด์ (CaCl2) บริþĆท Merck, Germany  
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4.  ชุดÿćรเคมีท ćบริÿุทธิ์ผลผลิตจćกปฏิกิริยćลูกโซ่พĂลิเมĂเรÿแลąÿกĆดüุ่น (PCR clean-up & get  
    extraction kit) บริþĆท Bio-helix Co., Ltd., Taiwan  
5.  ชุดÿćรเคมีÿ ćĀรĆบท ćปฏิกิริยćเชื่Ăมต่Ăชิ้นดีเĂ็นเĂเข้ćÿู่เüกเตĂร์ (T4 DNA ligation kit) บริþĆท  
     Thermo Fisher Scientific, USA  
6.  ชุดÿćรเคมีÿ ćĀรĆบท ćปฏิกิริยćลูกโซ่พĂลิเมĂเรÿ (Taq DNA polymerase reaction kit) บริþĆท 
    apsalagen, Thailand (Q5 High-Fidelity DNA polymerase reaction kit) บริþĆท New  
    England Biolab Inc., USA  
7.  ชุดÿćรเคมีÿ ćĀรĆบÿกĆดพลćÿมิดจćกเซลล์จุลินทรีย์ (FavorPrep Plasmid Extraction Mini kit)  
    บริþĆท Favorgen Biotech Corp., Taiwan  
8.  โซเดียมคลĂไรด์ (NaCl) บริþĆท Merck, Germany  
9.  ไดเมทธิลซĆลฟĂกไซด์ (dimethyl sulfoxide, DMSO)  
10.  ทริปโตน (tryptone) บริþĆท BD, Thailand 
11.  ทริÿĂąซีเตต (Tris-acetate) บริþĆท Merck, Germany  
12.  น ้ćกลĆ่นบริÿุทธิ์ (nuclease free - water) บริþĆท Thermo Fisher Scientific, USA  
13.  พĂลิเĂทธีลีนไกลคĂล (polyethylene glycol, PEG) บริþĆท Merck, Germany  
14.  โพแทÿเซียมคลĂไรด์ (KCl) บริþĆท Merck, Germany  
15.  แมกนีเซียมคลĂไรด์ (MgCl2) บริþĆท Merck, Germany  
16.  ÿีไนล์เรด (nile red) บริþĆท Thermo Fisher Scientific, USA  
17.  ยćปฏิชีüนąแĂมพลิซิลิน (Amplicilin) บริþĆท Thermo Fisher Scientific, USA  
18.  üุ้นผง (agar) บริþĆท Productora de agar S.A., Chile  
19.  üุ้นĂąกćโรÿผง (agarose gel) บริþĆท Vivantis Technologies Sdn., Malaysia  
20.  ÿćรÿกĆดจćกยีÿต์ (yeast extract) บริþĆท Springer, France  
21.  ÿีย้ĂมดีเĂ็นเĂ (Novel juice supplied in 6x Loading dye) บริþĆท GeneDireX, Inc., USA  
22. เĂทธีลีน ไดเĂมีน เตตรąĂąซิติก แĂซิด (ethylene diarmine tetraacetic acid, EDTA) บริþĆท    
     Merck, Germany  
23.  เĂทćนĂล (ethanol) บริþĆท Biotech and Scientific Co. Ltd., Thailand 
24.  3,5-Dinitrosalicylic acid บริþĆท Merck, Germany  
25.  เĂนไซม์ KOD Hot Start DNA Polymerase บริþĆท Merck, Germany 
ĀมćยเĀตุ ÿćรเคมีที่ใช้ทุกชนิดเป็นเกรดเพ่ืĂกćรüิเครćąĀ์ (analytical grade) 
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3.3 จลุินทรีย์ พลาÿมิดและไพรเมĂร์ 
ตćรćงที่ 2 จุลินทรีย์ พลćÿมิดแลąไพรเมĂร์ที่ใช้ทดลĂง 
จุลินทรีย์/พลćÿมิด/

ไพรเมĂร์ 
ลĆกþณąÿมบĆติ เĂกÿćรĂ้ćงĂิง 

จุลินทรีย์ 
E. coli ÿćยพĆนธ์ุ JM109 

 
recA1, endA1, gyrA96, thi, hsdR17, supE44, relA1, 
λ-, Δ(lac-proAB), [F' traD36, proAB, lacIqZΔM15] 

 
บริþĆท Promega, 

Madison, WI 
พลćÿมิด 

pUC19 
 

pColdI-phaCABA-04 

 
lacZ, Ampr 

 
colE ori, lacl, Ampr ;pColdI derivertive, 
carrying phaCAB operon from c. necator 
strain A-04 

 
บริþĆท Invitrogen, USA 

 
(Boontip แลąคณą, 2020) 

ไพรเมĂร์ 
Deg-RBS-F 

 
 
 

 
Ter- CAB-R 

 
 
 

CAB-F 
 

L-pUC19-F 
 
 

L-pUC19-R 
 
 

Verify-F 
 

Verify-R 

 
5' AGGAATTCCCCGGGTTGACGGCTAGCTCA 
GTCCTAGGTACAGTGCTAGCNNNNNNNNNNA
AAGGAGNNNNNNNNATGGCGACCGGCAAA 3' 
(79.6 °C) 
 
5' TTCTCGAGCCCGGGAAAAAAAACCCCGCC 
CTGTCAGGGGCGGGGTTTTTTTTTCTAGACTG
CAGGTCGAC 3' (78.8 °C) 
 
5' ATGGCGACCGGCAAAG 3' (57.8 °C) 
 
5' GTCAACCCGGGGAATTCCTGACCGTCTCC 
GGGA 3' (63.6 °C) 
 
5' TTTTTTCCCGGGCTCGAGAACGCTCTTCC 
GCTTC 3' (70.5°C) 
 
5' GGTGATGACGGTGAA 3' (49 °C) 
 
5' AGTCAGTGAGCGAG 3' (47.9 °C) 

 
ÿร้ćงในกćรทดลĂงนี้ 

 
 

 
 

ÿร้ćงในกćรทดลĂงนี้ 
 
 

 
ÿร้ćงในกćรทดลĂงนี้ 

 
ÿร้ćงในกćรทดลĂงนี้ 

 
 

ÿร้ćงในกćรทดลĂงนี้ 
 
 

ÿร้ćงในกćรทดลĂงนี้ 
 

ÿร้ćงในกćรทดลĂงนี้ 
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3.4 การเก็บรักþาจุลินทรยี์ 
 3.4.1 กćรเก็บรĆกþćจุลินทรีย์รąยąÿĆ้น 

ใช้ลูปเขี ่ยเชื ้Ăจุลินทรีย์บนĂćĀćรแข็ง LB ที่มีแĂมพิซิลลิน 100 ไมโครกรĆมต่Ă

มิลลิลิตร เลี้ยงที่ĂุณĀภูมิ 30 Ăงýćเซลเซียÿ เป็นเüลć 16-18 ชĆ่üโมง แล้üน ćไปเก็บรĆกþćที่

ĂุณĀภูมิ 4 Ăงýćเซลเซียÿ จนกü่ćจąน ćมćใช้ใĀม่แลąถ่ćยเชื้ĂงลงบนĂćĀćรใĀม่ทุก 1 เดืĂน 
 3.4.2 กćรเก็บรĆกþćจุลินทรีย์รąยąยćü 

เลี้ยงเชื้Ăจุลินทรีย์ในĂćĀćรเลี้ยงเชื้ĂเĀลü LB มีแĂมพิซิลลิน 100 ไมโครกรĆมต่Ă

มิลลิลิตร แล้üน ćไปบ่มในตู้บ่มเชื้Ăแบบเขย่ćที่คüćมเร็ü 200 รĂบต่Ăนćที ĂุณĀภูมิ 30 Ăงýć

เซลเซียÿ เป็นเüลć 16-18 ชĆ ่üโมง ĀลĆงจćกนĆ ้นน ćมćปั ่นแยกเซลล์ĂĂกจćกĂćĀćรด้üย     
เครื ่Ăงปั ่นเĀüี ่ยงที่คüćมเร็ü 4000 รĂบต่Ăนćที เป็นเüลć 15 นćที ที ่ĂุณĀภูมิ 4 Ăงýć

เซลเซียÿ เก็บตąกĂนเซลล์ ล้ćงเซลล์ด้üยÿćรลąลćยโซเดียมคลĂไรด์ 0.85% จćกนĆ้นปั่นแยก

เซลล์ แล้üกรąจćยเซลล์ในกลีเซĂรĂล 15% น ćไปüĆดค่ćกćรดูดกลืนแÿงที่ 600 นćโนเมตร 

แลąปรĆบใĀ้Ăยู ่ในช่üง 0.8-1.0 บรรจุลงĀลĂดเก็บเยืĂกแข็ง (cyotube) ที ่ฆ่ćเชื ้Ăแล้ü         
เก็บรĆกþćที่ĂุณĀภูมิ -20 Ăงýćเซลเซียÿ เป็นเüลć 6 เดืĂนĀรืĂเก็บที่ĂุณĀภูมิ -80 Ăงýć

เซลเซียÿ เป็นเüลć 1 ป ี
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3.5 การÿร้างพลาÿมิดลูกผÿม (recombinant plasmid) เพ่ืĂผลิต PHB (Poly[(R)-
3hydroxybutyrate)  
3.5.1 กćรĂĂกแบบไพร์เมĂร์โดยใช้üิธีทćงชีüÿćรÿนเทý (Bioinformatics design)  

ĂĂกแบบไพร์เมĂร์ที่มีคüćมจ ćเพćąต่Ăล ćดĆบนิüคลิโĂไทด์ขĂงยีน phaA, phaB, แลą phaC  
เพ่ืĂโคลนยีนดĆงกล่ćüใÿ่เข้ćไปในพลćÿมิด pUC19 โดยไพร์เมĂร์ที่ใช้ดĆงรูปที่ 8  

 

รูปที่ 8 ไพร์เมĂร์ที่ถูกĂĂกแบบขึ้นโดยบริเüณท่ีขีดเÿ้นใต้คืĂต ćแĀน่งเข้ćคู่กĆน (complementary) 
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3.5.2 กćรÿร้ćงไลบรćรีขĂงพลćÿมิดลูกผÿมเพ่ืĂผลิต PHB 
 เพ่ิมจ ćนüนชิ้นÿ่üน phaCABA-04 (phaC, phaA, phaB) จćกพลćÿมิด pColdI-phaCABA-04 
โดยใช้ไพรเมĂร์ CAB-F แลą Ter - CAB-R ที่ĂĂกแบบไü้ซึ่งมีล ćดĆบนิüคลิโĂไทด์ดĆงตćรćงที่  2 โดยใช้

ปฏิกิริยćลูกโซ่พĂลิเมĂเรÿ (polymerase chain reaction, PCR) โดยใช้ high fidelity Taq DNA 
polymerase KOD (Takara, Japan) จćกนĆ้นตรüจÿĂบผลิตภĆณฑ์ชิ ้นÿ่üนดีเĂ็นเĂด้üยüิธีĂąกćโรÿ

เจลĂิเล็กโทรโฟลิซิÿ (agarose gel electrophoresis) แลąÿกĆดชิ ้นÿ่üนดีเĂ็นเĂนี ้ĂĂกจćกเจล        
Ăąกćโรÿ ซึ่งชิ้นÿ่üนที่ได้จćกปฏิกิริยćนี้ใĀ้ชื่Ăü่ć F1 จćกนĆ้นน ćชิ้นÿ่üนดีเĂ็นเĂ F1 เชื่Ăมต่Ăเข้ćกĆบ

ชิ ้นÿ่üนโĂลิโกนิüคลิโĂไทด์ Deg - RBS - F ที ่มีโปรโมเตĂร์ BBa_BJ23100 แลą RBS ที่มีล ćดĆบ     

นิüคลิโĂไทด์แบบÿุ่มโดยชิ้นÿ่üนดีเĂ็นเĂที่ได้จćกปฏิกิริยćนี้ใĀ้ชื่Ăü่ć F2 จćกนĆ้นเตรียมชิ้นÿ่üนดีเĂ็นเĂ

เüกเตĂร์โดยใช้ไพรเมĂร์ L - pUC19-F แลą L - pUC19-R แลąใช้เüกเตĂร์ pUC 19 เป็นดีเĂ็นเĂ

แม่แบบใĀ้ชื ่Ăü่ć F3 จćกนĆ้นเชื ่Ăมต่Ăชิ ้นÿ่üนดีเĂ็นเĂ F2 แลą F3 เข้ćด้üยกĆนด้üยüิธี circular 
polymerase extension cloning (CPEC-PCR) จąได ้พลćÿม ิดล ูกผÿม pUC19-23100CABA-04 

จćกนĆ้นตรüจÿĂบคüćมถูกต้ĂงขĂงผลิตภĆณฑ์ที ่ÿร้ćงขึ ้นโดยใช้เĂนไซม์ตĆดจ ćเพćą HindIII แล้ü

ตรüจÿĂบขนćดด้üยüิธีĂąกćโรÿเจลĂิเล็กโทรโฟลิซิÿ 
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รูปที่ 9 แผนผĆงแÿดงกćรÿร้ćงพลćÿมิดดลูกผÿม pUC19-23100CABA-04  
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3.6 การน าพลาÿมิดลูกผÿมเข้าÿู้เซลล์เจ้าบ้าน 
3.6.1 จุลินทรีย์ 

แบคทีเร ีย Escherichia coli ÿćยพĆนธุ์ JM109 ใช ้เป็นเซลล์เจ ้ćบ้ćนในกćรโคลนแลą

แÿดงĂĂกขĂงยีน 
 

3.6.2 กćรเตรียมเชื้Ă E. coli ใĀ้เป็นเซลล์ที่พร้ĂมรĆบพลćÿมิดลูกผÿม (competent cells) 
1)  กćรเตรียมกล้ćเชื้Ă E. coli 
ใช้ลูปเขี่ยเชื้Ă E .coli มć 1 โคโลนี ใÿ่ลงในĂćĀćร Luria-Bertani broth (LB broth) จ ćนüน 

3 มิลลิลิตร จćกนĆ้นน ćไปบ่มในตู้บ่มเชื้Ăแบบเขย่ć ĂุณĀภูมิ 37 Ăงýćเซลเซียÿ คüćมเร็ü 200 รĂบต่Ă

นćท ีเป็นเüลć 18 ชĆ่üโมง  
 2)  กćรเพ่ิมจ ćนüนเซลล์ E. coli 

น ćกล้ćเชื ้Ăที ่ได ้จćกข้Ă 1) มćใÿ่ลงĂćĀćรเลี ้ยงเชื ้Ă Luria-Bertani broth (LB broth)        
50 มิลลิลิตร โดยใช้กล้ćเชื้Ă 2.5 มิลลิลิตร( 5 % inoculum ) แล้üน ćไปบ่มในตู้บ่มเชื้Ăแบบเขย่ć      

ทีĂุ่ณĀภูมิ 37 Ăงýćเซลเซียÿ คüćมเร็ü 200 รĂบต่Ăนćที จนมีค่ćคüćมขุ่น (OD) เท่ćกĆบ 0.2-0.5 
3)  กćรท ćใĀ้เชื้Ă E. coli เป็นเซลล์ที่พร้ĂมรĆบพลćÿมิดลูกผÿม (competent cells) 
น ćเชื ้Ă E. coli จćกข้Ă 2) มćแช่ในน ้ćแข็งปรąมćณ 10 นćที แล้üน ćไปปั ่นเĀüี ่ยงด้üย

คüćมเร็ü 3000 รĂบต่Ăนćที เป็นเüลć 10 นćที ที่ĂุณĀภูมิต ่ć แล้üเทÿ่üนน ้ćใÿทิ้งไปเĀลืĂตąกĂนไü้

แล้üเติมÿćรลąลćยบĆฟเฟĂร์ TSS ไป 10 % ขĂงĂćĀćรที่ใช้เลี้ยงเชื้Ă จćกนĆ้นแบ่งใÿ่ĀลĂดเซนตริฟิüจ์

ขนćด 1.5 มิลลิลิตรเก็บไü้ที่ -80 Ăงýćเซลเซียÿ 
 

3.6.3 กćรÿ่งถ่ćยพลćÿมิดลูกผÿมเข้ćÿู่ competent cells ด้üยüิธี Transformation 
น ćพลćÿมิดที่ได้จćกข้Ă 3.7.2 ผÿมกĆบน ้ćกลĆ่น ( ddH2O ) แลąÿćรลąลćยบĆฟเฟĂร์ KCM      

( 5X ) จćกนĆ้น ปิเปตใÿ่ลงใน ĀลĂดเซนตริฟิüจ์ที่มี competent cells แล้üแช่ในน ้ćแข็ง 30 นćที 

จćกนĆ้นน ćมćüćงไü้ที่ĂุณĀภูมิĀ้Ăง 10 นćที เมื่Ăครบเüลćแล้üปิเปตĂćĀćรเลี้ยงเชื้Ă LB broth ลงไป 

600 ไมโครลิตร แล้üน ćไปบ่มในตู้บ่มแบบเขย่ćที่ĂุณĀภูมิ 37 Ăงýćเซลเซียÿ คüćมเร็ü 200 รĂบต่Ă

นćที เป็นเüลć 40 นćที 
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3.6.4 กćรเพćąเลี้ยงเชื้Ă E. coli ที่มีพลćÿมิดลูกผÿม (Recombinant E. coli)  
น ćเชื้Ă E. coli ที่ได้มีกćรÿ่งถ่ćยพลćÿมิด จćกข้Ă 3.2.3 มć ÿเปรดลงบนĂćĀćรเลี้ยงเชื้Ăแข็ง 

LB ที่มีกลูโคÿ (glucose) แĂมพิซิลิน (ampicillin) แลą ไนล์เรด (nile red) แล้üบ่มในตู ้บ่มเชื้Ă        

ที่ĂุณĀภูมิ 37 Ăงýćเซลเซียÿ เป็นเüลć 18 ชĆ่üโมง 
 

3.7 การคัดเลืĂกเชื้Ă E. coli ที่มีพลาÿมิดลูกผÿม 
 กćรคĆดเลืĂกรีคĂมบิแนนท์ E. coli ที่ต้ĂงกćรนĆ้นÿćมćรถท ćได้โดยน ćเพลตจćกข้Ă 3.6.4     
มćÿ่Ăงดูคüćมเข้มขĂงแÿงภćยใต้แÿงÿีน ้ćเงิน โดยจąเลืĂกโคโลนีที่มีขนćดใĀญ่แลąมีคüćมÿü่ćงÿูง       
มćจ ćนüน 89 โคโลนี แลąเลืĂกโคลนที่มีคüćมÿü่ćงต ่ć 4 โคโลนี มćขีดบนĂćĀćรเลี้ยงเชื้Ăเพ่ืĂเก็บเป็น

คลĆงเชื้Ăแลąใÿ่ลงในไมโครเพลทขนćด 96 Āลุมโดยใช้ĂćĀćร LB ที่มีกลูโคÿ แĂมพิซิลลินแลą ไนล์เรด 
แล้üบ่มในเครื่Ăงบ่มเชื้Ăแบบเขย่ćที่ 30 Ăงýćเซลเซียÿ เป็นเüลć 12 ชĆ่üโมง แล้üüĆดค่ćฟลูĂĂเรÿเซนÿ์

ด้üยเครื่ĂงไมโครเพลทรีเดĂร์ (microplate reader) โดยตรüจüĆดที่คüćมยćüคลื่นกรąตุ้น (excitation 
wavelength) เท่ćกĆบ 535 นćโนเมตร แลąคüćมยćüคลื่นที่คćยพลĆงงćน (emission wavelength) 
เท่ćกĆบ 605 นćโนเมตรตćมงćนüิจ ĆยขĂง Zuriani แลąคณą (2013) แล้üเล ืĂกโคโลนีที ่มีค่ć           
ฟลูĂĂเรÿเซนÿ์ÿูง 14 โคโลนี แลąโคลนที่มีค่ćฟลูĂĂเรÿเซนÿ์ต ่ćจ ćนüน 2 โคโลนี รüมทĆ้งĀมด 16 
โคโลนี เพ่ืĂน ćมćทดÿĂบกćรผลิต PHB เบื้Ăงต้น  
 

3.8 การทดÿĂบการผลิต PHB ขĂง Recombinant E. coli เบื้Ăงต้น 
3.8.1 กćรüิเครćąĀ์น ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้ง 

เล ี ้ยงเช ื ้Ă E. coli ทĆ ้ง 16 โคโลนีจćกข้Ă 3.7 ในĂćĀćรเล ี ้ยงเช ื ้ĂเĀลü LB ปร ิมćตร                
50 มิลลิลิตร ที่มีแĂมพิซิลินแลąกลูโคÿ 20 กรĆมต่Ăลิตรในตู้บ่มเชื้Ăแบบเขย่ćคüćมเร็ü 200 รĂบต่Ă

นćท ีที่ĂุณĀภูมิ 30 Ăงýćเซลเซียÿ เป็นเüลć 24 แลą 48 ชĆ่üโมง โดยเก็บใÿ่ĀลĂดเซนตริฟิüจ์ที่ฆ่ćเชื้Ă

แล้üขนćด 15 มิลลิลิตร เมื่Ăครบแล้üน ćไปปั่นเĀüี่ยงแยกĂćĀćรเลี้ยงเชื้ĂĂĂกจćกเซลล์ ด้üยเครื่Ăง     

ปั่นเĀüี่ยงที่ 4000 รĂบต่Ăนćที เป็นเüลć 15 นćที จćกนĆ้นน ćตąกĂนเซลล์ที่ได้ไปĂบที่ตู ้ĂบแĀ้ง

ĂุณĀภูมิ 80 Ăงýćเซลเซียÿเป็นเüลć 24-48 ชĆ่üโมง จćกนĆ้นน ćมćชĆ่งน ้ćĀนĆกด้üยเครื่ĂงชĆ่งแบบลąเĂียด 
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3.8.2 กćรüิเครćąĀ์ปริมćณ PHB ด้üยüิธีแก๊ÿโครมćโทกรćฟี (Gas Chromatography, GC)  
       ดü้ยüิธีกćรขĂง (Comeau และคณะ, 1988) 

ชĆ่งเซลล์ที่ĂบแĀ้งแล้üจćกข้Ă 3.8.1 ปรąมćณ 20 มิลลิกรĆมด้üยเครื่ĂงชĆ่งแบบลąเĂียดใÿ่ลงใน

ĀลĂดฝćเกลียü จćกนĆ้นเติมคลĂโรฟĂร์ม 2 มิลลิลิตรแลąเติมÿćรลąลćยกรดซĆลฟิüริก 15 เปĂร์เซ็นต์

ในเมทćนĂลที่มีกรดเบนโซĂิก 0.5 กรĆมต่Ăลิตร ปริมćตร 2 มิลลิลิตร ปิดฝćเกลียüใĀ้แน่น แล้üน ćไป

ต้มผ่ćนน ้ćที ่ĂุณĀภูมิ 80 Ăงýćเซลเซียÿเป็นเüลć 3 ชĆ ่üโมง 30 นćที โดยเขย่ćทุก ๆ 30 นćที            

เมื่Ăครบเüลćแล้üทิ้งไü้ใĀ้เย็นแล้üเติมน ้ćกลĆ่นลงไปภćยĀลĂด ĀลĂดลą 1 มิลลิลิตร เขย่ćใĀ้เข้ćกĆน

แล้üตĆ้งทิ้งไü้ใĀ้ÿćรลąลćยแยกชĆ้นดูดÿćรลąลćยÿ่üนใÿชĆ้นล่ćงซึ่งเป็นÿ่üนขĂงคลĂโรฟĂร์มเĂćไü้ใน

ขüดฝćเกลียüขนćดเล็กปิดฝćใĀ้ÿนิทแล้üน ćไปüิเครćąĀ์ปริมćณ PHB ด้üยüิธีแก๊ÿโครมćโทกรćฟี     

ÿ่üนกćรüิเครćąĀ์ปริมćณ PHB ด้üยüิธีแก๊ÿโครมćโทกรćฟีนĆ้นจąใช้กćรค ćนüณตćมüิธีขĂงÿุชćดć 

จĆนทร์ปรąทีป (2539) ภćยใต้ÿภćüąดĆงต่Ăไปนี้ 
ชนดิขĂง                                        คĂลĆมน ์                                                       :แคปปิลลćรีคĂลĆมน์ชนิด CP–wax 

                                                                          ขนćด 30m × 25mm ID× 25μm Df 
         ĂุณĀภูมิขĂงĂินเจคเตĂร์ ( injector )   :250 Ăงýćเซลเซียÿ ( ไĂโซเทĂร์มĂล )  
         ĂุณĀภูมิขĂงคĂลĆมน์     :140 Ăงýćเซลเซียÿ ( ไĂโซเทĂร์มĂล )  
         ĂุณĀภูมิขĂงดีเทคเตĂร์ชนิด  
         flame ionization detector    :250 Ăงýćเซลเซียÿ ( ไĂโซเทĂร์มĂล )  
        ĂĆตรćÿ่üนกćรÿพลิท ( split ratio )    :50 ต่Ă 1 
        ก๊ćซตĆüพć      :N2 ĂĆตรćกćรไĀล 2 มิลลิลิตรต่Ăนćที  
       : O2 ĂĆตรćกćรไĀล 2 มิลลิลิตรต่Ăนćที  
       : H2 ĂĆตรćกćรไĀล 2 มิลลิลิตรต่Ăนćที  
       ปริมćตรฉีด      :1 ไมโครลิตร 
       (ค ćนüณปริมćตรขĂงมĂนĂเมĂร์ที่มีÿćรมćตรฐćนภćยในเป็นกรดเบนโซĂิก (benzoic acid)   
       คüćมเข้มข้น 2 มิลลิกรĆมต่Ăมิลลิลิตร เปรียบเทียบกĆบÿćรมćตรฐćนที่üิเครćąĀ์ในภćüąเดียüกĆน) 
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เมื่Ăได้ข้ĂมูลจćกกćรüิเครćąĀ์ในกćรทดลĂงขĆ้นที่ 3.8 แล้üน ćไปค ćนüณĀćĂĆตรćกćรเจริญ

จ ćเพćą (specific growth rate) แลąĂĆตรćกćรผลิตจ ćเพćą (specific production rate) แล้üÿร้ćง

กรćฟคüćมÿĆมพĆนธ์รąĀü่ćงค่ćจลนÿćÿตร์ทĆ้งÿĂงค่ćข้ćงต้นแล้üคĆดเลืĂกโคโลนีที่ใĀ้ค่ćจลนÿćÿตร์ทĆ้ ง

ÿĂงค่ćนĆ้นÿูงมćทดลĂงในขĆ้นต่Ăไป 
 

3.9. การýึกþาการเจริญขĂงเชื้Ă (time course) 
 น ćĀĆüเชื้ĂรีคĂมบิแนนท์ E. coli ที่มีพลćÿมิดลูกผÿม pUC19-23100CABA-04 ที่ได้คĆดเลืĂก

จćกข้Ă 3.8 ใÿ่ลงในĂćĀćรเลี้ยงเชื้ĂเĀลü LB ปริมćตร 50 มิลลิลิตรที่มแีĂมพิซิลินแลąกลูโคÿ 20 กรĆม

ต่Ăลิตรในตู้บ่มเชื้Ăแบบเขย่ćคüćมเร็ü 200 รĂบต่Ăนćทีที่ĂุณĀภูมิ 30 Ăงýćเซลเซียÿแลąเก็บตĆüĂย่ćง

ที ่ เüลć 6 9 24 33 แลą 48 ชĆ ่üโมง จćกนĆ ้นü ิเครćąĀ์น ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้ง ปริมćณ PHB ที ่ผลิต 

เช่นเดียüกĆนกĆบกćรทดลĂงที่ 3.8 แลąปริมćณน ้ćตćลกลูโคÿที่เĀลืĂตćมüิธีทćงชีüเคมีด้üยÿćร DNSA  
 

3.10 การĀาล าดับนิüคลิโĂไทด ์
 เมื ่ĂพิจćรณćผลกćรทดลĂงตĂนที ่ 4.3 แลą 4.4 (กćรทดลĂงขĆ ้น 3.8 แลą 3.9) ผู ้ü ิจĆย          
ได้คĆดเลืĂกรีคĂมบิแนนท์ E. coli ที่มีพลćÿมิดลูกผÿม pUC19-23100CABA-04 จ ćนüน 5 ÿćยพĆนธุ์

ได้แก่ ÿćยพĆนธุ์ที่ 6 14 20 39 แลą 93 มćÿกĆดพลćÿมิดโดยใช้ชุดÿกĆดพลćÿมิดจćกเซลล์จุลินทรีย์ 

จćกนĆ้นÿ่งüิเครćąĀ์ล ćดĆบนิüคลิโĂไทด์แบบแซงเกĂร์ (sanger sequencing) โดยใช้ไพร์เมĂร์ verify – 
F จćกนĆ้นน ćล ćดĆบนิüคลิโĂไทด์มćÿร้ćงแผนภูมิกćรĂนุรĆกþ์ขĂงล ćดĆบนิüคลิโĂไทด์ĀรืĂ sequence 
logo โดยใช้ĂĆลกĂริทึมที ่ชื ่Ăü่ć WebLogo (https://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi) (Crooks 
และคณะ, 2004)  
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บทที่ 4 
ผลการทดลĂง 

 
4.1 การÿร้างพลาÿมิดลูกผÿม (recombinant plasmid) เพ่ืĂผลิต PHB (Poly[(R)-
3hydroxybutyrate)  
 จćกกćรทดลĂงกćรÿร้ćงพลćÿมิดลูกผÿมจąได้ผลกćรทดลĂงดĆงรูปที่ 10 โดยที่ F3 คืĂ

เüกเตĂร์ pUC19 ที่เป็นเÿ้นตรง มีขนćด 2000 bp แลą F2 คืĂ โĂเพĂรĂน phaCAB ที่มีโปรโมเตĂร์ 

BBa_J23100 แลą RBS ที่มีล ćดĆบนิüคลิโĂไทด์แบบÿุ ่มขนćด 5000 bp จćกนĆ้นน ć F2 แลą F3       
มćเชื่ĂมกĆนดĆงแผนผĆงรูปที่ 9 ได้เป็นพลćÿมิดลูกผÿม pUC19-23100CABA-04 จćกนĆ้นÿ่งพลćÿมิดนี้

เข้ćÿู่ E. coli ÿćยพĆนธุ์ JM109 เพื่Ăÿร้ćงเป็นไลบรćรีขĂงรีคĂมบิแนนท์ E. coli ที่มีเป็นพลćÿมิดลูก

ผÿม pUC19-23100CABA-04 
 

รูปที่ 10 รูปถ่ćยจćกกćรท ćĂąกćโรÿเจลĂิเล็กโทรโฟลิซิÿในÿร้ćงในพลćÿมิดลูกผÿม 

4.2 ไลบรารีขĂงรีคĂมบิแนนท์ E. coli ทีม่ีพลาÿมดิลูกผÿม pUC19-23100CABA-04 
 ĀลĆงจćกน ćÿ่งพลćÿมิดลูกผÿม pUC19-23100CABA-04 เข้ćÿู่รีคĂมบิแนนท์ E. coli ÿćยพĆนธุ์ 

JM109 แล้üจąได้ไลบรćรีขĂงรีคĂมบิแนนท์ E. coli ที่มีพลćÿมิดลูกผÿม pUC19-23100CABA-04 ดĆง    
รูปที่ 11 ซึ่งเป็นไลบรćรีขĂงรีคĂมบิแนนท์ E. coli ที่มีพลćÿมิดลูกผÿมที่เพćąเลี้ยงบนĂćĀćรเลี้ยงเชื้Ă

แข็ง LB ที่มีแĂมพลิซิลิน กลูโคÿ 20 กรĆมต่Ăลิตร แลąไนล์เรด ซึ ่งป็นÿีที ่ผู ้ü ิจĆยน ćมćใช้ย้Ăมดู          

แกรนูลขĂง PHB เพื่ĂตรüจĀćแลąคĆดเลืĂกโคโลนีที่มีกćรผลิต PHB ในเบื้Ăงต้น โดยเมื่Ăน ćไปÿ่Ăง

ภćยใต้แÿงÿีน ้ćเงิน พบü่ćมีโคโลนีเจริญขึ ้นมćกกü่ć 100 โคโลนีซึ ่งแต่ลąโคโลนีมีคüćมเข้มขĂง        

กćรเรืĂงแÿงที่แตกต่ćงกĆนดĆงรูปที่ 11 จćกนĆ้นผู้üิจĆยคĆดเลืĂกโคโลนีที่มีคüćมÿü่ćงÿูง 89 โคโลนีแลą

โคโลนีที่มีคüćมÿü่ćงต ่ć 4 โคโลนีมćทดลĂงในขĆ้นต่Ăไป 
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                            รูปที่ 11 ไลบรćรีขĂงเชื้Ă E. coli ที่มีพลćÿมิดลูกผÿม 
 

4.3 การคัดเลืĂกรีคĂมบิแนนท์ E. coli ทีม่ีพลาÿมดิลูกผÿม pUC19-23100CABA-04 
 จćกกćรทดลĂงกćรคĆดเลืĂกรีคĂมบิแนนท์ E. coli ที่มีพลćÿมิดลูกผÿมโดยเลี ้ยงเชื้Ăใน        

ไมโครเพลทขนćด 96 Āลุม ในĂćĀćรเลี้ยงเชื้Ă LB ที่มีแĂมพลิซิลิน ไนล์เรดแลąกลูโคÿ 20 กรĆมต่Ă

ลิตรดĆงรูปที่ 16 บ่มที่ 30 Ăงýćเซลเซียÿ เป็นเüลć 12 ชĆ่üโมง จćกนĆ้นüĆดค่ćคüćมÿü่ćงขĂงแÿง     

ฟลูĂĂเรÿเซ็นด้üยเครื่ĂงไมโครเพลทรีเดĂร์ ซึ่งใĀ้ผลกćรทดลĂงดĆงรูปที ่12  
 

 
 

รูปที่ 12 รีคĂมบิแนนท์ E. coli ในไมโครเพลทขนćด 96 Āลุมที่ÿ่Ăงดูภćยใต้แÿงÿีน ้ćเงิน. 

 
 

Control 
Control 
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จćกรูปที่ 13 แลąตćรćงที่ 3 แÿดงคüćมÿĆมพĆนธ์รąĀü่ćงรีคĂมบิแนนท์ E. coli ที่คĆดเลืĂก

แลąค่ćคüćมÿü่ćงขĂงฟลูĂĂเรÿเซ็น  พบü่ćแต่ลąโคโลนีĀรืĂมีค่ćฟลูĂĂเรÿเซ็นที ่แตกต่ćงกĆน          
โดยที่โคโลนีที่มีค่ćฟลูĂĂเรÿเซ็นÿูงÿุดคืĂโคโลนีที่ 59 มีค่ćใกล้ 6 × 106 ซึ่งเป็นค่ćที่มีคüćมÿü่ćงÿูง 

จćกนĆ้นผู้üิจĆยได้คĆดเลืĂกโคโลนีที่มีค่ćฟลูĂĂเรÿเซ็นที่ÿูงกü่ć 3.5 × 106 ซึ่งมีทĆ้งĀมด 14 โคโลนี 
 
รูปที ่ 13 กรćฟแÿดงคüćมÿĆมพĆนธ์รąĀü่ćงโคโลนีขĂงรีคĂมบิแนนท์ E. coli ที ่ค Ćดเล ืĂกแลą               

ค่ćคüćมÿü่ćงขĂงฟลูĂĂเรÿเซ็น 
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ตćรćงที่ 3 แÿดงค่ćฟลูĂĂเรÿเซ็นที่üĆดได้ขĂงแต่ลąโคโลนีขĂง E. coli ที่มีพลćÿมิดลูกผÿม 

 

No. well No.clone FI 

1A 1 1503294 
1B 2 347320 
1C 3 3881994 

1D 4 657131 

1E 5 589672 

1F 6 3907935 

1G 7 389820 

1H 8 2700962 

2A 9 4922400 

2B 10 5464065 

2C 11 3484982 

2D 12 3310063 

2E 13 1048928 

2F 14 3526871 

2G 15 2436830 

2H 16 1692935 

3A 17 3129979 

3B 18 1377612 

3C 19 100607 

3D 20 3892285 

3E 21 208980 

3F 22 1494355 

3G 23 1933763 

3H 24 3047741 

No. 
well 

No.clone FI 

4A 25 1401645 

4B 26 182529 

4C 27 2073321 

4D 28 3058477 

4E 29 2521807 

4F 30 2221818 

4G 31 1651520 

4H 32 2297349 

5A 33 3420935 

5B 34 570620 

5C 35 1022908 

5D 36 2195896 

5E 37 3652354 

5F 38 174932 

5G 39 4427062 

5H 40 3317827 

6A 41 159297 

6B 42 4030928 

6C 43 3404556 

6D 44 701924 

6E 45 3222748 

6F 46 2121348 

6G 47 205382 

6H 48 2672925 
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ตćรćงที ่3 (ต่Ă) แÿดงค่ćฟลูĂĂเรÿเซ็นที่üĆดได้แต่ลąโคลนขĂง E. coli ที่มีพลćÿมิดลูกผÿม

 

No. well No.clone FI 

7A 49 3602773 

7B 50 4508592 

7C 51 1322790 

7D 52 201549 

7E 53 1845643 

7F 54 1720917 

7G 55 3442567 

7H 56 1377549 

8A 57 2922288 

8B 58 1191315 

8C 59 5681363 

8D 60 3775913 

8E 61 686207 

8F 62 3816945 

8G 63 830677 

8H 64 592936 

9A 65 1049306 

9B 66 3361962 

9C 67 4355547 

9D 68 1505061 

9E 69 455763 

9F 70 412099 

9G 71 1592302 

9H 72 1539336 

No. well No.clone FI 

10A 73 1974122 

10B 74 1402315 

10C 75 1457300 

10D 76 3119138 

10E 77 183958 

10F 78 272646 

10G 79 1434174 

10H 80 1892081 

11A 81 223336 

11B 82 340366 

11C 83 2192640 

11D 84 74475 

11E 85 379122 

11F 86 2573088 

11G 87 1558907 

11H 88 2902321 

12A 89 140509 

12B 90 605264 

12C 91 114602 

12D 92 181525 

12E 93 51311 

12F 94 45621 

12G  
(blank media) 

95 19846 

12H  
(empty vector) 

96 58876 
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4.4 การทดÿĂบการผลิต PHB เบื้Ăงต้นขĂงรีคĂมบแินนท์ E. coli  
ตćรćงที่ 4 กćรทดÿĂบกćรผลิต PHB เบื้Ăงต้น : แÿดงค่ćน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้ง (Cell Dry Weight ,CDW, 
(g/L)) ปริมćณ PHB (g/L) ÿĆดÿ่üน PHB ต่Ăเซลล์แĀ้ง (%) แลą ค่ćน ้ćĀนĆกเซลล์ที่แท้จริง (residual 
biomass, (g/L)) เมื ่Ăเล ี ้ยงร ีคĂมบิแนนท์ E. coli ที ่ม ีพลćÿมิดลูกผÿม pUC19-23100CABA-04             

เป็นเüลć 48 ชĆ่üโมง  
(n-RBS เป ็นร ีคĂมบ ิแนนท์ E. coli ที ่ม ี โĂเพĂรĂน phaCAB แÿดงĂĂกภćยใต ้โปรโมเตĂร์  

BBa_J23100 แลą RBS ดĆ้งเดิมขĂงโĂเพĂรĂน) 

Nn      No.  
CDW (g/L) PHB (%w/w) PHA (g/L) R.B (g/L) 

12 h 24 h 12 h 24 h 12 h 24 h 12 h 24 h 
n-RBS 1.01 1.05 8.39 13.15 0.1 0.1 0.92 0.91 
59 1.03 0.97 12.35 12.17 0.1 0.1 0.90 0.85 
10 1.09 0.91 11.47 10.82 0.1 0.1 0.97 0.81 
9 2.55 2.76 54.14 52.73 1.4 1.5 1.17 1.30 
50 2.01 1.99 28.19 46.13 0.6 0.9 1.44 1.07 
39 5.53 6.62 63.93 53.28 3.5 3.5 2.00 3.09 
67 3.69 3.87 53.70 57.83 2.0 2.2 1.71 1.63 
42 2.07 1.98 35.36 45.71 0.7 0.9 1.34 1.07 
6 8.50 9.53 68.72 67.23 5.8 6.4 2.66 3.12 
20 6.79 6.79 55.33 68.43 3.8 4.6 3.03 2.14 
3 4.67 5.44 63.63 58.13 3.0 3.2 1.70 2.28 
62 4.29 4.17 47.67 41.33 2.0 1.7 2.25 2.45 
60 1.57 1.45 27.14 28.46 0.4 0.4 1.15 1.03 
37 1.91 1.80 29.19 37.56 0.6 0.7 1.35 1.12 
49 5.21 4.67 61.84 44.10 3.2 2.1 1.99 2.61 
14 5.46 4.71 64.87 59.08 3.5 2.8 1.92 1.93 
11 2.21 2.46 37.32 52.57 0.8 1.3 1.38 1.17 
93 0.88 0.76 1.85 1.86 0.0 0.0 0.86 0.75 
94 0.88 0.77 3.27 1.65 0.0 0.0 0.85 0.76 
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ตćรćงที่ 5 แÿดงค่ćĂĆตรćกćรเจริญจ ćเพćą (specific growth rate) แลąĂĆตรćกćรผลิตผลิตภĆณฑ์

จ ćเพćą (specific production rate) ขĂงรีคĂมบิแนนท์ E. coli ที ่มีพลćÿมิดลูกผÿม pUC19-
23100CABA-04 ที่ถูกคĆดเลืĂก  
(n-RBS เป ็นร ีคĂมบ ิแนนท์ E. coli ที ่ม ี โĂเพĂรĂน phaCAB แÿดงĂĂกภćยใต ้โปรโมเตĂร์  

BBa_J23100 แลą RBS ดĆ้งเดิมขĂงโĂเพĂรĂน) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

No. 
specific 
growth 

rate 

specific 
production 

rate 
n-RBS 0.0000 0.0039 

59 0.0000 0.0031 
10 0.0000 0.0025 
9 0.0055 0.0285 
50 0.0015 0.0185 
39 0.0235 0.0333 
67 0.0102 0.0328 
42 0.0015 0.0184 
6 0.0237 0.0544 
20 0.0159 0.0436 
3 0.0172 0.0389 
62 0.0187 0.0167 
60 0.0007 0.0089 
37 0.0024 0.0134 
49 0.0200 0.0266 
14 0.0137 0.0321 
11 0.0032 0.0259 
93 0.0000 0.0004 
94 0.0000 0.0001 



52 
 

 

 

รูปที ่ 14 กรćฟแÿดงคüćมÿĆมพĆนธ์รąĀü่ćงĂĆตรćกćรเจริญจ ćเพćą (specific growth rate) แลą     

ĂĆตรćกćรผลิตผลิตภĆณฑ์จ ćเพćą (specific production ration) ขĂงรีคĂมบิแนนท์ E. coli ที่มี   

พลćÿมิดลูกผÿม pUC19-23100CABA-04 ที่ถูกคĆดเลืĂก 

 จćกรูปที่ 14 เป็นกćรทดลĂงกćรผลิต PHB เบื ้Ăงต้นโดยในกรćฟจąแÿดงคüćมÿĆมพĆนธ์

รąĀü่ćงĂĆตรćกćรเจริญจ ćเพćąแลąĂĆตรćกćรผลิตจ ćเพćąขĂงรีคĂมบิแนนท์ E. coli แต่ลąÿćยพĆนธุ์ที่

ถูกคĆดเลืĂกโดยจąพบü่ć ÿćยพĆนธุ์ที่ 6 มีĂĆตรćกćรเจริญแลąผลิตจ ćเพćąÿูงที่ÿุด นĆ่นคืĂ 0.0237 แลą 

0.0544 ตćมล ćดĆบ แลąเมื่Ăพิจćรณćจćกกรćฟจąพบü่ćยĆงมีโคลนĂื่น ๆ ที่มีĂĆตรćกćรเจริญแลąผลิต

จ ćเพćąที่ÿูงคüรที่จąน ćไปýึกþćกćรเจริญขĂงเชื้Ăต่Ăไป ได้แก่ ÿćยพĆนธุ์ที่ 39 14 แลą 20 โดยมีĂĆตรć

กćรเจริญจ ćเพćąเท่ćกĆบ 0.0235 0.0137 แลą 0.0159 ตćมล ćดĆบ แลą มีĂĆตรćกćรผลิตจ ćเพćą

เทć่กĆบ 0.0333 0.0321 แลą 0.0436 ตćมล ćดĆบ  
 

4.5 การýึกþาการเจริญขĂงรีคĂมบิแนนท์ E. coli ที่มีพลาÿมิดลกูผÿม  
จćกรูปที่ 15 เป็นผลกćรทดลĂงกćรเลี้ยงรีคĂมบิแนนท์ E. coli ÿćยพĆนธุ์ที่ 6 ในĂćĀćรเลี้ยง

เชื้ĂเĀลü LB ที่มีแĂมพิซิลลินแลąกลูโคÿ 20 กรĆมต่Ăลิตรเป็นเüลć 48 ชĆ่üโมง พบü่ć ภćยในเüลć 48 
ชĆ่üโมง รีคĂมบิแนนท์ E. coli ÿćยพĆนธุ์ที่ 6 ÿćมćรถผลิต PHB ได้ 28.94 % ต่Ăน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งซึ่ง

ÿćมćรถคิดปริมćณ PHB เท่ćกĆบ 0.73 กรĆมต่Ăลิตร ปริมćณเซลล์ที่แท้จริง 1.79 กรĆมต่Ăลิตร ขณąที่ใช้

ปริมćณกลูโคÿไปเพียง 6.2 กรĆมต่Ăลิตร 
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รูปที่ 15 กรćฟกćรเจริญขĂงรีคĂมบิแนนท์ E. coli ÿćยพĆนธุ์ที่ 6: แÿดงกćรเปรียบเทียบค่ćน ้ćĀนĆก

เซลล์แĀ้ง (CDW) ปริมćณ PHB ÿĆดÿ่üน PHB ต่Ăน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้ง ปริมćณกลูโคÿที่มีĂยู่ในรąบบแลą

น ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งจริง (RB) ที่ช่üงเüลćต่ćง ๆ 
 

ตćรćงที่ 6 แÿดงกćรเปรียบเทียบค่ćน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้ง (CDW) ปริมćณ PHB ÿĆดÿ่üน PHB ต่Ăน ้ćĀนĆก

เซลล์แĀ้ง ปริมćณกลูโคÿที่ใช้แลąน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งจริง (RB) ที่เüลćต่ćง ๆ ขĂงÿćยพĆนธุ์ที่ 6 
 

 

  
 
 
 
 

Time (hr) CDW (g/L) 
PHB 

(%w/w) 
PHB  
(g/L) 

glucose 
(g/L) 

RB  
(g/L) 

0 1.18 8.57 0.101 20.0 1.08 
6 1.39 11.16 0.155 18.6 1.24 
9 1.72 16.92 0.291 17.3 1.43 
24 2.24 25.20 0.565 15.3 1.68 
33 2.37 28.04 0.665 14.2 1.71 
48 2.52 28.94 0.730 13.8 1.79 
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จćกรูปที่ 16 ซึ่งเป็นผลกćรทดลĂงกćรเลี้ยงรีคĂมบิแนนท์ E. coli ÿćยพĆนธุ์ที่ 39 ในĂćĀćร

เลี้ยงเชื้ĂเĀลü LB ที่มีแĂมพิซิลลินแลąกลูโคÿ 20 กรĆมต่Ăลิตรเป็นเüลć 48 ชĆ่üโมง พบü่ćที่เüลć 33 
ชĆ่üโมง ÿćมćรถผลิต PHB ได้ÿูงที่ÿุดคืĂ 44.91% ต่Ăน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้ง คิดเป็นปริมćณ PHB เท่ćกĆบ 

2.542 กรĆมต่Ăลิตร แลąปริมćณเซลล์ที่แท้จริง 3.12 กรĆมต่Ăลิตร ขณąที่มีน ้ćตćลกลูโคÿเĀลืĂĂยู่

ภćยในรąบบเท่ćกĆบ 7.2 กรĆมต่Ăลิตร แลąเม่ืĂผ่ćนชĆ่üโมงที่ 33 ไปปริมćณ PHB ที่ผลิตได้จąลดลงโดย

ที่เมื่Ăเüลćผ่ćน 48 ชĆ่üโมง จąมีผลิตเท่ćกĆบ 40.61% ต่Ăน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งซึ่งคิดเป็นปริมćณ PHB 
เท่ćกĆบ 2.430 กรĆมต่Ăลิตร แลąปริมćณเซลล์ที่แท้จริง 3.55 กรĆมต่Ăลิตร ขณąที่มีน ้ćตćลกลูโคÿ

เĀลืĂĂยู่ภćยในรąบบเท่ćกĆบ 5.3 กรĆมต่Ăลิตร ซึ่งĀมćยคüćมü่ćเชื้ĂÿćยพĆนธุ์ที่ 39 ใช้น ้ćตćลกลูโคÿไป 

14.7 กรĆมต่Ăลิตรภćยในเüลć 48 ชĆ่üโมง 

 

รูปที่ 16 กรćฟกćรเจริญขĂงรีคĂมบิแนนท์ E. coli ÿćยพĆนธุ์ที่ 39: แÿดงกćรเปรียบเทียบค่ćน ้ćĀนĆก

เซลล์แĀ้ง (CDW) ปริมćณ PHB ÿĆดÿ่üน PHB ต่Ăน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้ง ปริมćณกลูโคÿที่มีĂยู่ในรąบบแลą

น ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งจริง (RB) ที่ช่üงเüลćต่ćง ๆ 
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กราฟการเจริญของรีคอมบิแนนท์ E.coli ÿายพันธุ์ที่ 39

CDW (g/L) PHB (g/L) RB (g/L) PHB (%w/w) glucose (g/L)
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ตćรćงที่ 7 แÿดงกćรเปรียบเทียบค่ćน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้ง (CDW) ปริมćณ PHB ÿĆดÿ่üน PHB ต่Ăน ้ćĀนĆก

เซลล์แĀ้ง ปริมćณกลูโคÿที่ใช้แลąน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งจริง (RB) ที่เüลćต่ćง ๆ ขĂงÿćยพĆนธุ์ที่ 39 

 

จćกรูปที่ 17 ซึ่งเป็นผลกćรทดลĂงกćรเลี้ยงรีคĂมบิแนนท์ E. coli ÿćยพĆนธุ์ที่ 14 ในĂćĀćร

เลี้ยงเชื้ĂเĀลü LB ที่มีแĂมพิซิลลินแลąกลูโคÿ 20 กรĆมต่Ăลิตรเป็นเüลć 48 ชĆ่üโมง พบü่ć ภćยในเüลć 

48 ชĆ่üโมงรีคĂมบิแนนท์ E. coli โคลนที่ 14 ÿćมćรถผลิต PHB ได้ 38.46 % ต่Ăน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งซึ่ง

ÿćมćรถคิดปริมćณ PHB เท่ćกĆบ 1.55 กรĆมต่Ăลิตร ปริมćณเซลล์ที่แท้จริง 2.47 กรĆมต่Ăลิตร แลąมี

ปริมćณกลูโคÿเĀลืĂĂยู่ในรąบบเท่ćกĆบ 8.6 กรĆมต่Ăลิตร ซึ่งĀมćยคüćมü่ćÿćยพĆนธุ์ที่ 14 ใช้กลูโคÿไป

ทĆ้งĀมดเท่ćกĆบ 11.4 กรĆมต่Ăลิตร 

 

รูปที่ 17 กรćฟกćรเจริญขĂงรีคĂมบิแนนท์ E. coli ÿćยพĆนธุ์ที่ 14: แÿดงกćรเปรียบเทียบค่ćน ้ćĀนĆก

เซลล์แĀ้ง (CDW) ปริมćณ PHB ÿĆดÿ่üน PHB ต่Ăน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้ง ปริมćณกลูโคÿที่มีĂยู่ในรąบบแลą

น ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งจริง (RB) ที่ช่üงเüลćต่ćง ๆ 

Time (hr) CDW (g/L) PHB (%w/w) PHB (g/L) 
glucose 

(g/L) 
RB (g/L) 

0 1.33 5.76 0.076 20.0 1.25 
6 1.68 22.32 0.375 17.9 1.31 
9 2.67 32.84 0.876 15.6 1.79 
24 4.94 43.10 2.129 8.9 2.81 
33 5.66 44.91 2.542 7.2 3.12 
48 5.98 40.61 2.430 5.3 3.55 
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กราฟการเจริญของรีคอมบิแนนท์ E.coli ÿายพันธุ์ที่ 14

CDW (g/L) PHB (g/L) RB (g/L) PHB (%w/w) glucose (g/L)
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ตćรćงที่ 8 แÿดงกćรเปรียบเทียบค่ćน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้ง (CDW) ปริมćณ PHB ÿĆดÿ่üน PHB ต่Ăน ้ćĀนĆก

เซลล์แĀ้ง ปริมćณกลูโคÿที่ใช้แลąน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งจริง (RB) ที่เüลćต่ćง ๆ ขĂงÿćยพĆนธุ์ที่ 14 

 
จćกรูปที ่18 ซึ่งเป็นผลกćรทดลĂงกćรเลี้ยงรีคĂมบิแนนท์ E. coli ÿćยพĆนธุ์ที่ 20 แบบแบชต์

ในĂćĀćรเลี้ยงเชื้ĂเĀลü LB ที่มีแĂมพิซิลลินแลąกลูโคÿ 20 กรĆมต่Ăลิตรเป็นเüลć 48 ชĆ่üโมง พบü่ćที่

เüลć 24 ชĆ่üโมง ÿćมćรถผลิต PHB ได้ÿูงที่ÿุดคืĂ 60.01% ต่Ăน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้ง คิดเป็นปริมćณ PHB 
เท่ćกĆบ 3.354 กรĆมต่Ăลิตร แลąปริมćณเซลล์ที่แท้จริง 2.44 กรĆมต่Ăลิตร ขณąที่มีน ้ćตćลกลูโคÿ

เĀลืĂĂยู่ภćยในรąบบเท่ćกĆบ 3.4 กรĆมต่Ăลิตร แลąเมื่Ăพ้นชĆ่üโมงที่ 24 ไปปริมćณ PHB ที่ผลิตได้จą

ลดลงโดยที่เมื ่Ăเüลćผ่ćน 48 ชĆ่üโมง จąมี PHB เท่ćกĆบ 47.97% ต่Ăน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งซึ่งคิดเป็น

ปริมćณ PHB   รüมเท่ćกĆบ 4.020 กรĆมต่Ăลิตร แลąปริมćณเซลล์ที่แท้จริง 4.36 กรĆมต่Ăลิตร ขณąที่มี

น ้ćตćลกลูโคÿเĀลืĂĂยู่ภćยในรąบบเท่ćกĆบ 0.80 กรĆมต่Ăลิตร ซึ่งĀมćยคüćมü่ćเชื้ĂÿćยพĆนธุ์ที่ 20 ใช้

น ้ćตćลกลูโคÿไป 19.2 กรĆมต่Ăลิตรภćยในเüลć 48 ชĆ่üโมง 
 

 

 

 

 

 

 

Time (hr) CDW (g/L) 
PHB 

(%w/w) 
PHB 
(g/L) 

Glucose 
(g/L) 

RB  
(g/L) 

0 1.23 6.41 0.079 20.0 1.15 
6 1.53 22.55 0.344 17.9 1.18 
9 2.30 27.51 0.633 15.3 1.67 
24 3.42 36.48 1.248 10.9 2.17 
33 3.44 35.77 1.230 10.2 2.21 
48 4.02 38.46 1.550 8.6 2.47 
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รูปที่ 18 กรćฟกćรเจริญขĂงรีคĂมบิแนนท์ E. coli ÿćยพĆนธุ์ที่ 20 แบบแบตช์: แÿดงกćรเปรียบเทียบ

ค่ćน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้ง (CDW) ปริมćณ PHB ÿĆดÿ่üน PHB ต่Ăน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้ง ปริมćณกลูโคÿที่มีĂยู่

ในรąบบแลąน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งจริง (RB) ที่ช่üงเüลćต่ćง ๆ 
 

ตćรćงที่ 9 แÿดงกćรเปรียบเทียบค่ćน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้ง (CDW) ปริมćณ PHB ÿĆดÿ่üน PHB ต่Ăน ้ćĀนĆก

เซลล์แĀ้ง ปริมćณกลูโคÿที่ใช้แลąน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งจริง (RB) ที ่เüลćต่ćง ๆ ขĂงÿćยพĆนธุ์ที ่ 20        
แบบแบชต์ 

Time (hr) CDW (g/L) PHB (%w/w) PHB (g/L) 
glucose 

(g/L) 
RB (g/L) 

0 1.35 7.84 0.106 20.0 1.25 
6 1.96 24.39 0.478 16.4 1.48 
9 2.75 32.00 0.881 14.4 1.87 
24 5.79 60.01 3.354 3.4 2.44 
33 7.28 49.11 3.577 1.1 3.71 
48 8.38 47.97 4.020 0.8 4.36 
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กราฟการเจริญของรีคอมบิแนนท์ E.coli ÿายพันธุ์ที่ 20 แบบแบชต์

CDW (g/L) PHB (g/L) RB (g/L) PHB (%w/w) glucose (g/L)
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จćกรูปที่ 19 ซึ ่งเป็นผลกćรทดลĂงกćรเลี ้ยงรีคĂมบิแนนท์ E. coli ÿćยพĆนธุ ์ที ่ 20 แบบ       

เฟดแบชต์ในĂćĀćรเลี้ยงเชื้ĂเĀลü LB ที่มีแĂมพิซิลลินแลąกลูโคÿ 20 กรĆมต่Ăลิตรเป็นเüลć 54 ชĆ่üโมง

แลąมีกćรเติมน ้ćตćลกลูโคÿ 20 กรĆมต่ĂลิตรลงไปĂีกท่ีเüลć 24 ชĆ่üโมง ซึ่งจćกกćรทดลĂงพบü่ćที่เüลć 

24 ชĆ่üโมง ÿćมćรถผลิต PHB ได้ÿูงที่ÿุดคืĂ 60.11% ต่Ăน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้ง คิดเป็นปริมćณ PHB 
เท่ćกĆบ 3.469 กรĆมต่Ăลิตร แลąปริมćณเซลล์ที่แท้จริง 2.30 กรĆมต่Ăลิตร ขณąที่มีน ้ćตćลกลูโคÿ

เĀลืĂĂยู่ภćยในรąบบเท่ćกĆบ 3.4 กรĆมต่Ăลิตร แลąเมื่Ăเติมกลูโคÿ 20 กรĆมต่Ăลิตร ที่เüลć 24 ชĆ่üโมง

พบü่ć ที่เüลć 28 ชĆ่üโมง เชื้Ăผลิต PHB ลดลงเĀลืĂ 31.71% ต่Ăน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งเท่ćนĆ้น จćกนĆ้นเมื่Ă

ถึงเüลćที่ 33 ชĆ่üโมง เชื้ĂÿćมćรถกลĆบมćผลิต PHB ÿูงขึ้นĂีกครĆ้ง โดยผลิตได้เท่ćกĆบ 51.74% ต่Ă

น ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งเท่ćนĆ้น แล้üĀลĆงจćกนĆ้นก็ผลิตได้ลดลงตลĂดกćรทดลĂงโดย ที่เüลć 54 ชĆ่üโมงซึ่ง

เป็นช่üงÿุดท้ćยขĂงกćรเก็บตĆüĂย่ćงพบü่ćเชื้Ăÿćมćรถผลิต PHB ได้เท่ćกĆบ 48.91% ต่Ăน ้ćĀนĆกเซลล์

แĀ้ง คิดเป็นปริมćณ PHB เท่ćกĆบ 3.830 กรĆมต่Ăลิตร แลąปริมćณเซลล์ที่แท้จริง 4.01 กรĆมต่Ăลิตร 

ขณąที่มีน ้ćตćลกลูโคÿเĀลืĂĂยู่ภćยในรąบบเท่ćกĆบ 3.830 กรĆมต่Ăลิตร ซึ่งĀมćยคüćมü่ćเชื้ĂÿćยพĆนธุ์

ที่ 20 ที่เลี้ยงแบบเฟดแบตช์ ใช้น ้ćตćลกลูโคÿไป 36.80 กรĆมต่Ăลิตรภćยในเüลć 54 ชĆ่üโมง 

 

ร ูปที ่  19 กรćฟกćรเจร ิญขĂงร ีคĂมบิแนนท์ E. coli ÿćยพĆนธ ุ ์ท ี ่  20 แบบเฟดแบชต์ : แÿดง                 
กćรเปรียบเทียบค่ćน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้ง (CDW) ปริมćณ PHB ÿĆดÿ่üน PHB ต่Ăน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้ง 

ปริมćณกลูโคÿที่มีĂยู่ในรąบบแลąน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งจริง (RB) ที่ช่üงเüลćต่ćง ๆ 
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กราฟการเจริญของรีคอมบิแนนท์ E.coli ÿายพันธุ์ที่ 20 แบบเฟดแบชต์

CDW (g/L) PHB (g/L) RB (g/L) PHB (%w/w) glucose (g/L)
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ตćรćงที ่ 10 แÿดงกćรเปรียบเทียบค่ćน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้ง (CDW) ปริมćณ PHB ÿĆดÿ่üน PHB ต่Ă

น ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้ง ปริมćณกลูโคÿที่ใช้แลąน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งจริง (RB) ที่เüลćต่ćง ๆ ขĂงÿćยพĆนธุ์ที่ 20 
แบบเฟดแบชต์ 
 

 
จćกรูปที ่20 ซึ่งเป็นผลกćรทดลĂงกćรเลี้ยงรีคĂมบิแนนท์ E. coli ÿćยพĆนธุ์ n-RBS ในĂćĀćรเลี้ยงเชื้Ă

เĀลü LB ที่มีแĂมพิซิลลินแลąกลูโคÿ 20 กรĆมต่Ăลิตรเป็นเüลć 48 ชĆ่üโมง พบü่ćที่เüลć 34 ชĆ่üโมง 

ÿćมćรถผลิต PHB ได้ÿูงที่ÿุดคืĂ 26.98% ต่Ăน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้ง คิดเป็นปริมćณ PHB เท่ćกĆบ 0.054 
กรĆมต่Ăลิตร แลąปริมćณเซลล์ที่แท้จริง 3.71 กรĆมต่Ăลิตร ขณąที่มีน ้ćตćลกลูโคÿเĀลืĂĂยู่ภćยในรąบบ

เท่ćกĆบ 15.14 กรĆมต่Ăลิตร แลąเมื่Ăพ้นชĆ่üโมงที่ 34 ไปปริมćณ PHB ที่ผลิตได้จąลดลงโดยที่เมื่Ăเüลć

ผ่ćน 48 ชĆ่üโมง จąมี PHB เพียง 4.96% ต่Ăน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งซึ่งคิดเป็นปริมćณ PHB รüมเท่ćกĆบ 

2.027 กรĆมต่Ăลิตร แลąปริมćณเซลล์ที่แท้จริง 4.36 กรĆมต่Ăลิตร ขณąที่มีน ้ćตćลกลูโคÿเĀลืĂĂยู่

ภćยในรąบบเท่ćกĆบ 14.87 กรĆมต่Ăลิตร ซึ่งĀมćยคüćมü่ćÿćยพĆนธุ์ที่เป็นÿćยพĆนธุ์ดĆ ้งเดิมก่Ăนกćร

ดĆดแปลง ใช้น ้ćตćลกลูโคÿไป 5.13 กรĆมต่Ăลิตรภćยในเüลć 48 ชĆ่üโมง 

Time (hr) CDW (g/L) 
PHB 

(%w/w cdw) 
PHB 
(g/L) 

glucose 
(g/L) 

RB 
(g/L) 

0 1.35 7.84 0.106 20.0 1.25 
6 1.9 25.20 0.479 15.8 1.42 
9 2.77 32.70 0.907 13.6 1.87 

24 (feed) 5.77 60.11 3.469 3.4 2.30 
28 6.02 31.71 3.181 3.6 2.84 
33 4.26 51.74 2.204 2.4 2.06 
48 8.64 47.53 4.106 1.2 4.53 
54 7.84 48.91 3.830 1.4 4.01 
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รูปที่ 20 กรćฟกćรเจริญขĂงรีคĂมบิแนนท์ E. coli ÿćยพĆนธุ์ n-RBS: แÿดงกćรเปรียบเทียบค่ćน ้ćĀนĆก

เซลล์แĀ้ง (CDW) ปริมćณ PHB ÿĆดÿ่üน PHB ต่Ăน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้ง ปริมćณกลูโคÿที่มีĂยู่ในรąบบแลą

น ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งจริง (RB) ที่ช่üงเüลćต่ćง ๆ 

ตćรćงที ่ 11 แÿดงกćรเปรียบเทียบค่ćน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้ง (CDW) ปริมćณ PHB ÿĆดÿ่üน PHB ต่Ă

น ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้ง ปริมćณกลูโคÿที่ใช้แลąน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งจริง (RB) ที่เüลćต่ćง ๆ ขĂงÿćยพĆนธุ์        
n-RBS (ตĆüต้นแบบ) 

 
 
 
 

Time (hr) CDW (g/L) PHB (%w/w) PHB (g/L) 
glucose 

(g/L) 
RB (g/L) 

0 1.17 1.65 0.015 20.00 1.15 
6 0.59 1.77 0.005 16.20 0.58 
10 0.59 3.41 0.014 16.18 0.58 
24 0.62 2.61 0.010 15.89 0.61 
34 0.80 26.98 0.054 15.14 0.75 
48 0.62 4.96 0.027 14.87 0.59 
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CDW(g/L) PHB (g/L) RB(g/L) PHB (%w/w) glucose(g/L)
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 จćกรูปที ่ 21 เป็นกรćฟกćรเจริญขĂงรีคĂมบิแนนท์ E. coli ÿćยพĆนธุ ์ต ่ćง ๆ ซึ ่งแÿดง           

กćรเปรียบเทียบค่ć ก. น ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้ง (CDW) ข. ÿĆดÿ่üน PHB ต่Ăน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้ง ค. ปริมćณ 

PHB ง. ปริมćณกลูโคÿที่มีĂยู่ในรąบบแลą จ. น ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งจริง (RB) ที่ช่üงเüลćต่ćง ๆ เมื่Ă

พิจćรณćในกรćฟ ก จąพบü่ć ค่ćน ้ćĀนĆกเซลล์ขĂงทุก ๆ ÿćยพĆนธุ์ จąมีค่ćมćกกü่ćÿćยพĆนธุ์ n-RBS    
ที่เป็นÿćยพĆนธุ์ดĆ ้งเดิมที่ใช้ในกćรดĆดแปลงบบริเüณ RBS ในทุก ๆ ชĆ่üโมงขĂงกćรตรüจüĆด โดยที่       

ÿćยพĆนธุ์ที่ 20 มีค่ćน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งÿูงกü่ćÿćยพĆนธุ์ Ăื่น ๆ ทĆ้งกćรเลี้ยงแบบแบตช์แลąเฟดแบตช์  

แลąเม่ืĂพิจćรณćในกรćฟ ข แลą ค ซึ่งเป็นกรćฟขĂง ÿĆดÿ่üน PHB ต่Ăน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้ง แลąปริมćณ 

PHB ตćมล ćดĆบ ใĀ้ผลกćรทดลĂงเช่นกĆบกรćฟ ก คืĂ ÿćยพĆนธุ์Ă่ืน ๆ จąมีค่ćมćกกü่ćÿćยพĆนธุ์ n-RBS 
ที่เป็นÿćยพĆนธุ์ดĆ้งเดิม ในทุก ๆ ชĆ่üโมงขĂงกćรตรüจüĆด แลąÿćยพĆนธุ์ที่ 20 มีค่ćÿูงกü่ćÿćยพĆนธุ์Ăื่น ๆ 

ในทุกปัจจĆยที่ýึกþć เมื่Ăพิจćรณćในกรćฟ ง ซึ่งเป็นกćรตรüจüĆดปริมćณน ้ćตćลที่คงเĀลืĂĂยู่ในรąบบ

ที่ชĆ่üโมงต่ćง ๆ พบü่ćÿćยพĆนธุ์ n-RBS เป็นÿćยพĆนธุ์ที่มีปริมćณกลูโคÿคงเĀลืĂĂยู่ในรąบบมćกที่ÿุดใน

ขณąที่ ÿćยพĆนธุ์ที ่ 20 มีปริมćณกลูโคÿคงเĀลืĂĂยู่ในรąบบน้Ăยที่ÿุดซึ่งĀมćยคüćมü่ć ÿćยพĆนธุ์       

n-RBS มีคüćมÿćมćรถในกćรใช้น ้ćตćลกลูโคÿเป็นซĆบÿเตรตในกćรผลิตได้ต ่ćที่ÿุด ขณąที่ÿćยพĆนธุ์     

ที่ 20 มีคüćมÿćมćรถในกćรใช้น ้ćตćลกลูโคÿเป็นซĆบÿเตรตÿูงที่ÿุด แลąเมื่Ăพิจćรณćในกรćฟ จ ซึ่ง

เป็นแÿดงค่ćกćรüĆดน ้ćĀนĆกเซลล์ที่แท้จริงพบü่ć ที่ชĆ่üโมงÿุดท้ćยขĂงกćรตรüจพบü่ć ÿćยพĆนธุ์ที่ 20     

มีปริมćณเซลล์ที่แท้จริงมćกท่ีÿุดแลąขณąเดียüกĆนÿćยพĆนธุ์ n-RBS ก็มีปริมćณเซลล์ที่แท้จริงน้Ăยที่ÿุด 

ดĆงนĆ้น กล่ćüโดยÿรุปแล้ü ÿćยพĆนธุ์ที่ 20 เป็นÿćยพĆนธุ์ที่มีคüćมÿćมćรถในกćรใช้น ้ćตćลกลูโคÿเพ่ืĂ

ผลิต PHB ได้ดีที่ÿุด แลąทุก ๆ ÿćยพĆนธุ์ที่คĆดเลืĂกมćทดลĂงนĆ้นมีคüćมÿćมćรถในกćรผลิต PHB       
ได้ดีกü่ć ÿćยพĆนธุ์ n-RBS ที่เป็นÿćยพĆนธุ์ดĆ้งเดิมท่ีใช้เป็นต้นแบบในกćรดĆดแปลงทĆ้งÿิ้น



62 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ร ูปท ี ่  21  ก . DCW ข . PHB (%w/w) ค . PHB (g/L)       
ง. Glucose (g/L) จ. RB (g/L) ที่เวลาต่าง ๆ ของเชื้อ 
แต่ละสายพันธุ์ 

0.00

2.00

4.00

6.00

8.00

10.00

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54

CD
W 

(g/
L)

Time (h)
no.20 no.20 feed no.39
no.14 no.6 n-RBS

0.00

10.00

20.00

30.00

40.00

50.00

60.00

70.00

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54

PH
B (

%
w/

w)

Time (h)
no.20 no.20 feed no.39
no.14 no.6 n-RBS

0.00

1.00

2.00

3.00

4.00

5.00

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54

PH
B (

g/L
)

Time (h)
no.20 no.20 feed no.39
no.14 no.6 n-RBS

0.0

5.0

10.0

15.0

20.0

25.0

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54

glu
co

se
 (g

/L)

Time (h)
no.20 no.20 feed no.39
no.14 no.6 n-RBS

0.00

1.00

2.00

3.00

4.00

5.00

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54

RB
 (g

/L)

Time (h)

no.20 no.20 feed no.39
no.14 no.6 n-RBS

ก ข 

ค ง 

จ 



63 
 

 

 จćกตćรćงที ่12 เป็นตćรćงแÿดงค่ćจลนýćÿตร์ขĂงรีคĂมบิแนนท์ E. coli ÿćยพĆนธุ์ต่ćง ๆ ที่

ýึกþć โดยจąพบü่ćÿćยพĆนธุ์ที่มีกćรผลิต PHB ที่มีคüćมเข้มข้นÿูงที่ÿุดคืĂ ÿćยพĆนธุ์ที่ 20 ทĆ้งที่มีกćร

เลี้ยงแบบเฟดแบตช์แลąแบตช์ โดยมีคüćมเข้มข้นเท่ćกĆบ 4.11 กรĆมต่Ăลิตร แลą 4.02 กรĆมต่Ăลิตร 

ตćมล ćดĆบ รĂงลงมćคืĂÿćยพĆนธุ์ 39 14 6 แลąÿćยพĆนธุ์ n-RBS ตćมล ćดĆบโดยจąมีคüćมเข้มข้น

เท่ćกĆบ 2.54 1.55 0.73 แลą 0.054 กรĆมต่Ăลิตรตćมล ćดĆบ ซึ่งจąเĀ็นü่ćÿćยพĆนธุ์ที่ได้คĆดเลืĂกมć

ทดลĂงนĆ้นมีคüćมÿćมćรถในกćรผลิต PHB ได้คüćมเข้มข้นมćกกü่ć ÿćยพĆนธุ์ n-RBS ที่เป็นÿćยพĆนธุ์

ต้นแบบทĆ้งÿิ ้น เมื ่Ăพิจćรณćน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งแลąÿĆดÿ่üน  PHB ต่Ăน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้ง จąพบü่ć      

ใĀ้ผลเช่นเดียüกĆบคüćมเข้มข้นขĂง PHB โดย ÿćยพĆนธุ์ที ่ 20 มีค่ćมćกกü่ćÿćยพĆนธุ์Ăื ่น ๆ ทĆ้งใน      

กćรเลี้ยงแบบเฟดแบตช์แลąแบตช์ โดยจąมีค่ćน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งเท่ćกĆบ 8.64 แลą 8.38 กรĆมต่Ăลิตร 

ตćมล ćดĆบ แลąมีÿĆดÿ่üน PHB ต่Ăน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งเท่ćกĆบ 60.11% แลą 60.01% ตćมล ćดĆบ

รĂงลงมć ÿćยพĆนธุ์ 39 14 6 แลąÿćยพĆนธุ์ n-RBS โดยจąมีน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งเท่ćกĆบ 5.98 4.02 2.52 
แลą 0.80 กรĆมต่Ăลิตร ตćมล ćดĆบ แลąมีÿĆดÿ่üน PHB ต่Ăน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งเท่ćกĆบ 44.91% 38.46% 
28.94% แลą 26.98% ตćมล ćดĆบ เมื ่ĂพิจćรณćĂĆตรćกćรเจริญจ ćขĂงแต่ลąÿćยพĆนธุ ์จąพบü่ć        

ÿćยพĆนธุ์ที่ 20 ที่มีกćรเพćąเลี้ยงแบบแบตช์ ÿćยพĆนธุ์ที่ 39 แลąÿćยพĆนธุ์ต้นแบบ n-RBS มีĂĆตรć     

กćรเจริญจ ćเพćąเท่ćกĆนคืĂ 0.03 1/ชĆ่üโมง แลąÿćยพĆนธุ์ที่ 20 ที่มีกćรเพćąเลี้ยงแบบเฟดแบตช์แลą

ÿćยพĆนธุ์ที่ 14 มีĂĆตรćกćรเจริญจ ćเพćąเท่ćกĆนคืĂ 0.02 1/ชĆ่üโมง ÿ่üนÿćยพĆนธุ์ที ่ 6 จąมีĂĆตรć       

กćรเจริญจ ćเพćąเท่ćกĆบ 0.01 1/ชĆ่üโมง เมื่ĂพิจćรณćĂĆตรćกćรใช้ซĆบÿเตรตĀรืĂกลูโคÿจ ćเพćąนĆ้น    

จąพบü่ć ÿćยพĆนธุ์ที่มีĂĆตรćกćรใช้ซĆบÿเตรตจ ćเพćąÿูงที่ÿุดคืĂÿćยพĆนธุ์ที่ 20 โดยที่กćรเพćąเลี้ยง   

แบบแบตช์จąมีĂĆตรćกćรใช้ซĆบÿเตรตจ ćเพćąที่ÿูงกü่ćกćรเพćąเลี้ยงแบบเฟดแบตช์ซึ่งจąมีค่ćเท่ćกĆบ 

0.42 แลą 0.18 กรĆมขĂงกลูโคÿต่ĂกรĆมขĂงน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งต่ĂชĆ ่üโมงตćมล ćดĆบ แลąĂĆตรć           

กćรใช้ซĆบÿเตรตจ ćเพćąรĂงลงมćได้แก่ ÿćยพĆนธุ ์ที ่ 39 14 6 แลą n-RBS โดยจąมีĂĆตรćกćรใช้       

ซĆบÿเตรตจ ćเพćąเท่ćกĆบ 0.15 0.15 0.10 แลą 0.01 กรĆมขĂงกลูโคÿต่ĂกรĆมขĂงน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งต่Ă

ชĆ่üโมงตćมล ćดĆบ เมื่ĂพิจćรณćĂĆตรćกćรผลิตผลิตภĆณฑ์ PHB จ ćเพćąขĂงแต่ลąÿćยพĆนธุ์พบü่ć     

ใĀ้ผลกćรทดลĂงเช่นเดียüกĆนกĆบĂĆตรćกćรใช้ซĆบเÿตรตจ ćเพćą คืĂÿćยพĆนธุ์ที่ 20 มีĂĆตรćกćรผลิต 

PHB จ ćเพćąÿูงกü่ćÿćยพĆนธุ์Ăื่น ๆ แลąกćรเพćąเลี้ยงแบบแบตช์ก็จąมีĂĆตรćกćรผลิต PHB จ ćเพćą

ÿูงกü่ćกćรเพćąเลี้ยงแบบเฟดแบตช์โดยจąมีค่ćเท่ćกĆบ 0.08 กรĆมขĂง PHB ต่ĂกรĆมขĂงน ้ćĀนĆกเซลล์

แĀ้งต่ĂชĆ่üโมงในขณąที่กćรเพćąเลี้ยงแบบเฟดแบตช์จąมีค่ćเท่ćกĆบ 0.03 กรĆมขĂง PHB ต่ĂกรĆมขĂง

น ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งต่ĂชĆ่üโมงแลąĂĆตรćกćรผลิต PHB จ ćเพćąรĂงลงมćได้แก่ ÿćยพĆนธุ์ที่ 39 14 6 แลą 

n-RBS โดยจąมีĂĆตรćกćรผลิต PHB จ ćเพćąเท่ćกĆบ 0.03 0.02 0.01 แลą 0.0006 กรĆมขĂง PHB ต่Ă

กรĆมขĂงน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งต่ĂชĆ ่üโมงตćมล ćดĆบ แลąเมื ่Ăพิจćรณć ผลผลิตเซลล์แĀ้งต่Ăกลูโคÿ       
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ผลผลิต PHB ต่Ăกลูโคÿ แลąผลผลิต PHBต่ĂเüลćในĀน่üยชĆ ่üโมง พบü่ćในÿćยพĆนธุ ์ที ่ 20 ที่มี        

กćรเพćąเลี้ยงแบบแบตช์จąมีผลผลิตเซลล์แĀ้งต่Ăกลูโคÿเท่ćกĆบ 0.12  ผลผลิต PHB ต่Ăกลูโคÿเท่ćกĆบ 
0.19 แลąผลผลิต PHBต่Ăเüลćเท่ćกĆบ 0.10 กรĆมต่Ăลิตร ชĆ่üโมง ในÿćยพĆนธุ์ที่ 20 ที่มีกćรเพćąเลี้ยง

แบบเฟดแบชต์จąมีผลผลิตเซลล์แĀ้งต่Ăกลูโคÿเท่ćกĆบ  0.11  ผลผลิต PHB ต่Ăกลูโคÿเท่ćกĆบ 0.18 
แลąผลผลิต PHB ต่Ăเüลćเท่ćกĆบ 0.08 กรĆมต่Ăลิตร ชĆ่üโมง ในÿćยพĆนธุ์ที่ 39 จąมีผลผลิตเซลล์แĀ้ง    

ต่Ăกลูโคÿเท่ćกĆบ 0.17  ผลผลิต PHB ต่Ăกลูโคÿเท่ćกĆบ 0.18 แลąผลผลิต PHB ต่Ăเüลćเท่ćกĆบ 0.06 
กรĆมต่Ăลิตร ชĆ่üโมง ในÿćยพĆนธุ์ที่ 14 จąมีผลผลิตเซลล์แĀ้งต่Ăกลูโคÿเท่ćกĆบ 0.11  ผลผลิต PHB      

ต่Ăกลูโคÿเท่ćกĆบ 0.12 แลąผลผลิต PHBต่Ăเüลćเท่ćกĆบ 0.04 กรĆมต่Ăลิตร ชĆ่üโมง ในÿćยพĆนธุ์ที่ 6    
จąมีผลผลิตเซลล์แĀ้งต่Ăกลูโคÿเท่ćกĆบ 0.12  ผลผลิต PHB ต่Ăกลูโคÿเท่ćกĆบ 0.12 แลąผลผลิต PHB
ต่Ăเüลćเท่ćกĆบ 0.02 กรĆมต่Ăลิตร ชĆ่üโมง แลąในÿćยพĆนธุ์ n-RBS จąมีผลผลิตเซลล์แĀ้งต่Ăกลูโคÿ

เท่ćกĆบ 0.38 ผลผลิต PHB ต่Ăกลูโคÿเท่ćกĆบ 0.02 แลąผลผลิต PHB ต่Ăเüลćเท่ćกĆบ 0.01 กรĆมต่Ă

ลิตร ชĆ่üโมง ดĆงนĆ้นจćกกćรพิจćรณćค่ćจลนýćÿตร์ที่ค ćนüณได้ในตćรćงที่ 14 นี้จąพบü่ćÿćยพĆนธุ์ที่ 

20 มีปรąÿิทธิภćพในกćรผลิต PHB ดีที่ÿุดในÿćยพĆนธุ์ที ่คĆดเลืĂกแต่เมื่ĂเปรียบเทียบกĆนรąĀü่ćง          
กćรเพćąเลี้ยงงแบบแบตช์แลąเฟดแบชต์นĆ้นยĆงไม่ÿćมćรถĂธิบćยได้จ ćเป็นต้ĂงมีกćรทดลĂงเพิ่มเติม

เนื่Ăงจćกü่ćกćรเพćąเลี้ยงแบบเฟดแบชต์มีกćรเติมน ้ćตćลกลูโคÿรąĀü่ćงกćรเพćąเลี้ยงเพียงครĆ้งเดียü 
ซึ่งไม่ใช้กćรเพćąเลี้ยงแบบเฟดแบชต์ตćมทฤþฎีจึงท ćใĀ้กćรทดลĂงคลćดเคลื่Ăนได้ 
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ตćรćงที่ 12 เปรียบเทียบค่ćจลนýćÿตร์ขĂงรีคĂมบิแนนท์ E. coli ÿćยพĆนธุ์ต่ćง ๆ  

 
 

Kinetic parameter 
strain 

n-RBS No. 20 
No. 20 
feed 

No. 39 No. 14 No. 6 

Maximum PHB 
concentration (g/L) 

0.054 4.02 4.11 2.54 1.55 0.73 

Maximum CDW (g/L) 0.80 8.38 8.64 5.98 4.02 2.52 
Maximum PHB content 
(%wt) 

26.98 60.01 60.11 44.91 38.46 28.94 

Specific growth rate (1/h) 0.03 0.03 0.02 0.03 0.02 0.01 
Specific consumption rate  
(g-glucose/g-CDW/h) 

0.01 0.42 0.18 0.15 0.15 0.10 

Specific production rate  
(g-PHB/g-CDW/h) 

0.0006 0.08 0.03 0.03 0.02 0.01 

YX/S (g-CDW/g-glucose) 0.38 0.12 0.11 0.17 0.11 0.12 
YP/S (g-PHB/g-glucose) 0.02 0.19 0.18 0.18 0.12 0.12 
Productivity (g/L h) 0.01 0.10 0.08 0.06 0.04 0.02 
Time (h) 48 48 54 48 48 48 
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4.6 การüิเคราะĀ์ล าดับนิüคลิโĂไทด ์

 

รูปที่ 22 ล ćดĆบนิüคลิโĂไทด์บริเüณ RBS ขĂงรีคĂมบิแนนท์ E. coli ÿćยพĆนธุ์ n-RBS No.6 No.14 
No20 No.39 แลąNo.93 

 เมื่ĂพิจćรณćผลกćรทดลĂงตĂนที่ 4.3 แลą 4.4 ผู้üิจĆยได้คĆดเลืĂกรีคĂมบิแนนท์ E. coli ที่มี  

พลćÿมิดลูกผÿม pUC19-23100CABA-04 น ćไปÿ่งüิเครćąĀ์ล ćดĆบนิüคลิโĂไทด์เพื ่Ăýึกþćล ćดĆบ       

นิüคลิโĂไทด์ที่ต ćแĀน่ง RBS ซึ่งใĀ้ผลกćรทดลĂงดĆงรูปที่ 22 จąเĀ็นได้ü่ćล ćดĆบนิüคลิโĂไทด์ขĂงทĆ้ง        

6 ÿćยพĆนธุ ์มีคüćมแตกต่ćงกĆนในบริเüณที่ýึกþć นĂกจćกนี้ยĆงพบü่ćในÿćยพĆนธุ ์ที ่ 39 แลą 93          
ที่บริเüณÿแตนด์บćย (standby) มีกćรเติมกรดนิüคลิĂิกเพิ่มมćĂีก 1 ตĆüด้üย จćกนĆ้นผู้üิจĆยน ćล ćดĆบ

น ิüคล ิไทด ์ท ี ่ต  ćแĀน่ง RBS ไปÿร ้ćงเป ็นแผนภูม ิกćรĂน ุร Ćกþ ์ขĂงล  ćด Ćบนิüคล ีโĂไทด์ĀรืĂ          

sequence logo โดยใช้ĂĆลกĂริทึมที่ชื่Ăü่ć WebLogo (Crooks และคณะ, 2004) ซึ่งใĀ้ผลดĆงรูปที่ 

23 ซึ่งคüćมÿูงโดยรüมขĂงÿแต็ก (stack) จąบ่งบĂกถึงกćรĂนุรĆกþ์ล ćดĆบที่ต ćแĀน่งนĆ้น ๆ ในขณąที่

คüćมÿูงขĂงÿĆญลĆกþณ์ภćยในÿแต็กจąรąบุคüćมถี่ÿĆมพĆทธ์ขĂงกรดนิüคลีĂิกแต่ลąตĆüที่ต ćแĀน่งนĆ้น                    

แต่ในกćรทดลĂงนี้ผู้ได้ใช้ข้Ăมูลเพียง 6 ชุดซึ่งĂćจจąน้Ăยเกินไปÿ ćĀรĆบกćรพิจćรณćกćรĂนุรĆกþ์ล ćดĆบ

ĀรืĂกćรเปลี ่ยนแปลงขĂงกรดนิüคลิĂิกในแต่ลąต ćแĀน่งได้ แต่ก็เพียงพĂที่จąเĀ็นภćพรüมü่ć             

มีกćรเปลี่ยนแปลงขĂงล ćดĆบนิüคลิไทด์ขĂงรีคĂมบิแนนท์ E. coli ÿćยพĆนธุ์ต่ćง ๆ ที่พิจćรณć แต่

ÿ ćĀรĆบในกćรทดลĂงขĆ้นนี้ผู้üิจĆยไม่ÿćมćรถĂธิบćยได้ü่ćล ćดĆบนิüคลิโĂไทด์ที่แตกต่ćงกĆนเĀล่ćนี้ÿ่งผล

ต่ĂกćรแÿดงĂĂกขĂงยีนได้Ăย่ćงไรบ้ćง เนื่Ăงจćกü่ćมีปัจจĆยภćยนĂกĂื่น ๆ ที่ÿ่งผลต่Ăโครงÿร้ćงแลą

กรąบüนกćรแปลรĀĆÿรüมถึงกćรแÿดงĂĂกขĂงโปรตีนด้üย (Sherwood และ Henkin, 2016) 
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   รูปที่ 23 ภćพรüมขĂงล ćดĆบนิüคลิโĂไทด์ในแต่ลąต ćแĀน่งขĂงรีคĂมบิแนนท์ E. coli ที่พิจćรณć 
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บทที่ 5 
ÿรุปและüิจารณ์ผลการทดลĂง 

 

 จćกกćรท ćไลบรćรีขĂงรีคĂมบิแนนท์ E. coli ที่มีพลćÿมิดลูกผÿม pUC19-23100CABA-04 

ซึ่งเป็นพลćÿมิดที่มีกćรใช้เทคนิคกćรÿุ่มล ćดĆบนิüคลิโĂไทด์บริเüณต ćแĀน่งÿแตนด์บćย (standby 
site) แลąบริเüณü่ćง (spacer region) ขĂง RBS ขĂงโĂเพĂรĂน phaCAB ซึ่งเป็นโĂเพĂรĂนที่มี   

กćรผลิตเĂนไซม์ที่เกี่ยüข้ĂงกĆบกćรÿĆงเครćąĀ์ PHB พบü่ć ไลบรćรีนี้มีคüćมĀลćกĀลćยขĂงÿćยพĆนธุ์  

รีคĂมบิแนนท์ E. coli โดยÿĆงเกตได้จćกเมื่Ăน ćไลบรćรีไปเพćąเลี้ยงบนĂćĀćรเลี้ยงเชื้Ăแข็ง LB ที่มี 

กลูโคÿ 20 กรĆมต่Ăลิตรเป็นซĆบÿเตรตแลąไนล์เรดเป็นตĆüตรüจüĆดปริมćณ PHB เมื่Ăน ćไปÿ่Ăงภćยใต้

แÿงÿีน ้ćเงินพบü่ć มีโคโลนีขĂงเชื ้Ăที่เจริญขึ้นเป็นจ ćนüนมćกแลąแต่ลąโคโลนีมีคüćมเข้มขĂง        
กćรเรืĂงแÿงที ่แตกต่ćงกĆน จćกนĆ ้นผู ้ü ิจĆยได้คĆดเลืĂกโคโลนีจćกกćรÿĆงเกตโดยเลืĂกโคโลนีที ่มี         
คüćมÿü่ćงÿูง 89 โคโลนีแลąเลืĂกโคลนที่มีคüćมÿü่ćงต ่ć 4 โคลนมćเพćąเลี้ยงในจćนเพćąเลี้ยงเชื้Ă

ขนćด 96 Āลุมที่มีĂćĀćรเลี้ยงเชื้ĂเĀลü LB ที่มกีลูโคÿคüćมเข้มข้น 20 กรĆมต่Ăลิตรเป็นซĆบÿเตรตแลą

ไนล์เรดเป็นตĆüตรüจüĆดปริมćณ PHB ที่ĂุณĀภูมิ 30 Ăงýćเซลเซียÿเป็นเüลć 12 ชĆ่üโมงÿćเĀตุที่ใช้

เüลćเพียง 12 ชĆ่üโมงนĆ้นเนื่Ăงจćกคüćมเข้มข้นเซลล์เพียงพĂต่ĂกćรตรüจüĆดแล้üĀćกเพćąเลี้ยงนćน

กü่ćนี้เซลล์ขĂงรีคĂมบิแนนท์ E. coli จ ćนüนมćกจąไปบดบĆงกćรเรืĂงแÿงขĂงไนล์เรดแลąรีคĂม

บิแนนท์ E. coli ก่ĂตĆüเป็นไบโĂฟิล์มบริเüณพื้นผิüขĂงĀลุมÿ่งผลใĀ้ไม่มีคüćมเป็นเนื้ĂเดียüกĆนขĂงน ้ć

เลี้ยงเชื้Ă จćกนĆ้นน ćไปüĆดค่ćกćรเรืĂงแÿงด้üยเครื่ĂงไมโครเพลทรีเดĂร์พบü่ć แต่ลąโคโลนีมีค่ć       

กćรเรืĂงแÿงฟลูĂĂเรÿเซ็นที่แตกต่ćงกĆน ซึ่งüิธีกćรนี้เป็นกćรคĆดเลืĂกีคĂมบิแนนท์ E. coli เบื้Ăงต้น 

(Zuriani และคณะ, 2013) ซึ่งจąช่üยใĀ้ÿćมćรถคĆดเลืĂกรีคĂมบิแนนท์ E. coli ที่Ăćจมีกćรผลิต PHB 
ในปริมćณท่ีÿูงได้ จćกนĆ้นผู้üิจĆยได้คĆดเลืĂกโคโลนีที่ใĀ้ค่ćกćรเรืĂงแÿงฟลูĂĂเรÿเซ็นÿูงซึ่งมีทĆ้งĀมด 14 
โคลน แลąเพื่Ăเป็นกćรýึกþćยืนยĆนüิธีกćรทดลĂงกćรคĆดเลืĂกเบื้Ăงต้น ผู้üิจĆยได้เลืĂกโคโลนีที่มีค่ć     

กćรเรืĂงแÿงฟลูĂĂเรÿเซ็นต ่ćมćจ ćนüน 2 โคโลนีเพ่ืĂน ćไปทดÿĂบผลิต PHB เบื้Ăงต้นต่Ăไป 
 จćกกćรทดลĂงกćรผลิต PHB เบื้Ăงต้นในĂćĀćรเลี้ยงเชื้Ă LB ปริมćตร 50 มิลลิลิตรที่มี          

แĂมพลิซิลินแลąกลูโคÿคüćมเข้มข้น 20 กรĆมต่Ăลิตรที่ĂุณĀภูมิ 30 Ăงýćเซลเซียÿเป็นเüลć 48 ชĆ่üโมง 

เมื่Ăน ćไปüิเครćąĀ์น ้ćĀนĆกเซลล์แลąปริมćณ PHB ที่ผลิตได้แล้üน ćไปค ćนüณĀćค่ćĂĆตรćกćรเจริญ

จ ćเพćąแลąĂĆตรćกćรผลิตจ ćเพćąจąเĀ็นü่ćมีค่ćที่แตกต่ćงกĆนดĆงรูปที่ 14 จćกนĆ้นผู้üิจĆยได้คĆดเลืĂก

คĆดเลืĂกโคโลนีเĀล่ćนี้ýึกþćกćรเจริญต่ĂโดยคĆดเลืĂกโคโลนีที่มีĂĆตรćกćรเจริญจ ćเพćąแลąĂĆตรćกćร

ผลิตจ ćเพćąÿูงจ ćนüน 2 โคโลนีคืĂ โคโลนีที ่ 6 แลą 20 โคโลนีที ่มีĂĆตรćกćรเจริญจ ćเพćąแลą      
ĂĆตรćกćรผลิตจ ćเพćąปćนกลćงจ ćนüน 2 โคโลนีคืĂ โคโลนีที่ 14 แลą 39 ÿ่üนโคโลนีที่มีĂĆตรćกćร
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เจริญจ ćเพćąแลąĂĆตรćกćรผลิตจ ćเพćąต ่ćจąไม่น ćมćýึกþćต่ĂในรąดĆบกćรเจริญขĂงเชื้Ă ทĆ้งนี้จąเĀ็น

ได้ü่ćผลกćรทดลĂงกćรผลิต PHB เบื้Ăงต้นนĆ้นใĀ้ผลที่แตกต่ćงจćกผลกćรทดลĂงในขĆ้นกćรคĆดเลืĂก

โคโลนีเบื้Ăงต้นในไมโครเพลท ÿćเĀตุเนื่Ăงมćจćกü่ćกćรจĆดเรียงขĂงแกรนูล PHB ภćยในเซลล์เĂงก็

ÿćมćรถÿ่งผลต่ĂกćรเรืĂงแÿงขĂงไนล์เรดที่แตกต่ćงกĆนได้Ăีกด้üยซึ่งÿĂดคล้ĂงกĆบงćนüิจĆยขĂง 

(Zuriani และคณะ, 2013) ที่Ăธิบćยü่ćค่ćกćรเรืĂงแÿงฟลูĂĂเรÿเซ็นขĂงไนล์เรดนĆ้นขึ้นกĆบพื้นที่ผิü

แลąรูปทรงขĂงแกรนูล ĀćกแกรนูลเกิดกćรรüมกĆนจนมีขนćดใĀญ่ขึ้นจąท ćใĀ้พื้นที่ผิüโดยรüมขĂง

แกรนูลลดลงเมื่ĂเทียบตĂนแรก ÿ่งผลใĀ้ค่ćกćรเรืĂงแÿงฟลูĂĂเรÿเซ็นขĂงÿีไนล์เรดลดลงด้üยจึงเป็น

ÿćเĀตุใĀ้มีกćรýึกþćกćรผลิต PHB เบื้Ăงต้นด้üย 
เมื่Ăน ćโคโลนีที่คĆดเลืĂกจćกćรผลิต PHB เบื้Ăงต้นมćýึกþćกćรเจริญในĂćĀćรเลี้ยงเชื้Ă LB 

ปริมćตร 50 มิลลิลิตรที่มีแĂมพลิซิลิน แลą กลูโคÿคüćมเข้มข้น 20 กรĆมต่Ăลิตร ที่ĂุณĀภูมิ 30 Ăงýć

เซลเซียÿพบü่ć โคโลนีĀรืĂÿćยพĆนธุ์ที ่ 20 มีปรąÿิทธิภćพในกćรผลิต PHB ดีที ่ÿุดในÿćยพĆนธุ์             

ที่คĆดเลืĂกรĂงลงมćคืĂ ÿćยพĆนธุ์ที่ 39 14 แลą 6 ตćมล ćดĆบซึ่งทĆ้ง 4 ÿćยพĆนธุ์นี้ใĀ้ปรąÿิทธิภćพใน   

กćรผลิต PHB ที่ดีกü่ćในÿćยพĆนธุ์ต้นแบบ (n-RBS) แลąÿćยพĆนธุ์ที่ใช้โปรโมเตĂร์ดĆ้งเดิมในงćนüิจĆย

ขĂง Wei แลąคณą (2009) ทĆ้งÿิ้น แต่ทü่ćเมื่ĂพิจćรณćผลกćรทดลĂงขĂงแต่ลąÿćยพĆนธุ์จąพบü่ć     

รีคĂมบิแนนท์ E. coli จąมีคüćมÿćมćรถในกćรผลิต PHB ในปริมćณที่ÿูงขึ้นในช่üงรąยąเüลลćĀนึ่ง 

จćกนĆ้นเมื่Ăน ้ćตćลกลูโคÿซึ่งเป็นแĀล่งพลĆงงćนใกล้ĀมดรีคĂมบิแนนท์ E. coli เĀล่ćนี้จąมีÿĆดÿ่üนขĂง 

PHB ต่Ăน ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งที่มีค่ćลดลง โดยผู้üิจĆยได้คćดกćรณ์ü่ćÿćเĀตุน่ćจąมćจćกคüćมเÿถียรขĂง

เüกเตĂร์พลćÿมิดที่ใช้นĆ้นมีคüćมเÿถียรต ่ćจึงÿ่งผลใĀ้เกิดเĀตุกćรณ์ดĆงข้ćงต้นได้ ซึ่งในงćนüิจĆยขĂง 

Silva แลąคณą (2012) ได้ĂธิบćยถึงผลขĂงเมตćบĂลิกเบĂเด็น (metabolic burden) ĀรืĂปริมćณ

ขĂงแĀล่งพลĆงงćนที่เซลล์ใĀ้ในกćรรĆกþćÿภćพกćรท ćงćนขĂงรีคĂมบิแนนท์พลćÿมิดแลąกćรเพ่ิม

จ ćนüน โดยกล่ćüü่ćในÿภćüąที ่เซลล์มีกćรใช้แĀล่งĂćĀćรในปริมćณที ่ÿ ูงเพื ่Ăน ćไปผลิตเป็น           

ÿćรผลิตภĆณฑ์แลąเพิ่มจ ćนüน พลćÿมิดนĆ้นจąท ćใĀ้เซลล์มีÿภćüąเครียดเนื่Ăงจćกกćร เผćผลćญ

พลĆงงćนในปริมćณÿูงจึงÿ่งผลต่ĂคüćมเÿถียรขĂงพลćÿมิดที่ลดลงรüมถึงพลćÿมิดไม่ÿćมćรถท ćงćนได้

ซึ่งก็จąÿ่งผลต่Ăกćรผลิต PHB ด้üย ดĆงนĆ้นÿิ่งนี้จึงเป็นĂีกปัจจĆยĀนึ่งที่ĂธิบćยถึงÿĆดÿ่üนขĂง PHB ต่Ă

น ้ćĀนĆกเซลล์แĀ้งที่ลดลงในช่üงท้ćยขĂงกćรทดลĂง นĂกจćกนี้ผลกćรทดลĂงในขĆ้นตĂนกćรýึกþć   

กćรเจริญนี้นĆ้นจąเĀ็นได้ü่ćÿćยพĆนธุ์ที่มีปรąÿิทธิภćพกćรผลิต PHB ที่ดีที่ÿุดนĆ้นไม่ใช่ÿćยพĆนธุ์ที่ 6 
เช่นเดียüกĆบผลกćรทดลĂงกćรผลิต PHB เบื้Ăงต้นซึ่งผู้üิจĆยคćดกćรณ์ü่ćเป็นผลมćจćกกćรเก็บตĆüĂย่ćง

ในขĆ้นกćรผลิต PHB เบื้Ăงต้นจ ćนüนน้Ăยเกินไปจึงท ćใĀ้ได้ข้Ăมูลที่คลćดเคลื่Ăนเมื่ĂเทียบกĆบกćรýึกþć

กćรเจริญขĂง รีคĂมบิแนนท์ E. coli ในแต่ลąÿćยพĆนธุ์  
เมื ่Ăน ćผลกćรทดลĂงจćกกćรทดลĂงกćรผลิต PHB เบื ้Ăงต้นแลąกćรýึกþćเจริญขĂง          

รีคĂมบิแนนท์ E. coli มćพิจćรณćผู ้üิจĆยได้คĆดเลืĂกรีคĂมบิแนนท์ E. coli ที่มีพลćÿมิดลูกผÿม 
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pUC19-23100CABA-04 ได้แก่ÿćยพĆนธุ์ที่ 6 14 20 39 แลą 93 น ćไปÿ่งüิเครćąĀ์ล ćดĆบนิüคลิโĂไทด์

เพื่Ăýึกþćล ćดĆบนิüคลิโĂไทด์ที่ต ćแĀน่ง RBS ซึ่งจćกกćรÿ่งüิเครćąĀ์พบü่ćล ćดĆบนิüคลิโĂไทด์ขĂง      

รีคĂมบิแนนท์ E. coli แต่ลąÿćยพĆนธุ์นĆ้นมีคüćมแตกต่ćงกĆนในต ćแĀน่งÿแตนด์บćย (standby site) 
แลąบริเüณü่ćง (spacer region) ขĂง RBS ซ่ึงเป็นต ćแĀน่งที ่มีกćรýึกþćแÿดงใĀ้เĀ็นü่ćทĆ ้งÿĂง

บริเüณที่มีกćรýึกþćÿ่งผลต่Ăกćรผลิต PHB แต่Ăย่ćงไรก็ตćมผู้üิจĆยไม่ÿćมćรถĂธิบćยคüćมÿĆมพĆนธ์

ขĂงล ćดĆบนิüคลิโĂไทด์ที่แตกต่ćงกĆนเĀล่ćนี้กĆบกรąบüนกćรผลิต PHB เนื่Ăงจćกü่ćมีปัจจĆยภćยนĂก  

Ăื่น ๆ ที่ÿ่งผลต่Ăโครงÿร้ćง กรąบüนกćรแปลรĀĆÿ กćรแÿดงĂĂกขĂงโปรตีนแลąกćรÿĆงเครćąĀ์ PHB 
ด้üย (Bedard และคณะ, 2020; Sherwood และ Henkin, 2016) 

 จćกกćรทดลĂงนี้แÿดงใĀ้เĀ็นü่ćกćรใช้โปรโมเตĂร์ที่มีกćรแÿดงĂĂกตลĂดเüลćร่üมกĆบกćรท ć

ไลบรćรีขĂง RBS โดยใช้üิธีกćรกลćยพĆนธุ์ล ćดĆบนิüคลิโĂไทด์แบบÿุ่มÿćมćรถพĆฒนćปรąÿิทธิภćพขĂง

กćรผลิต PHB ในรีคĂมบิแนนท์ E. coli ได้ นĂกจćกนี้ RBS ที่ได้จćกกćรท ćไลบรćรีนี ้ยĆงÿćมćรถ

น ćไปใช้เป็นเครื่ĂงมืĂทćงพĆนธุüิýüกรรมเพ่ืĂกćรผลิตพลćÿติกชีüภćพในĂนćคตได้ 
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ภาคผนüก ก 

ÿูตรและüิธีเตรียมĂาĀารเลี้ยงเชื้Ă 
1. ĂćĀćรเลี้ยงเชื้ĂเĀลü Luria-Bertani (LB broth) 

ÿćรÿกĆดจćกยีÿต์ (yeast extract)   5   กรĆม 
ทริปโตน (tryptone)    10 กรĆม 
โซเดียมคลĂไรด์ (sodium chloride)  10 กรĆม 

 ลąลćยÿćรทĆ ้ง 3 ชนิดในน ้ćกลĆ ่น ใĀ้เป็นเนื ้ĂเดียüกĆนแล้üปรĆบปริมćตรใĀ้เท่ćกĆบ 1000 
มิลลิลิตร น ćไปนึงฆ่ćเชื้Ăที่ĂุณĀภูมิ 121 Ăงýćเซลเซียÿ คüćมดĆน 15 ปĂนด์ต่Ăตćรćงนิ้ü เป็นเüลć 15 
นćท ี

2. ĂćĀćรเลี้ยงเชื้Ăแข็ง Luria-Bertani (LB agar) 
ÿćรÿกĆดจćกยีÿต์ (yeast extract)   5   กรĆม 
ทริปโตน (tryptone)    10 กรĆม 
โซเดียมคลĂไรด์ (sodium chloride)  10 กรĆม 
üุ้นผง (agar)     15 กรĆม 

 ลąลćยÿćรทĆ ้ง 4 ชนิดในน ้ćกลĆ ่น ใĀ้เป็นเนื ้ĂเดียüกĆนแล้üปรĆบปริมćตรใĀ้เท่ćกĆบ 1000 
มิลลิลิตร น ćไปนึงฆ่ćเชื้Ăที่ĂุณĀภูมิ 121 Ăงýćเซลเซียÿ คüćมดĆน 15 ปĂนด์ต่Ăตćรćงนิ้ü เป็นเüลć 15 
นćทีก่Ăนน ćมćเทลงจćนเพćąเลี้ยงเชื้Ăที่ÿąĂćดแลąปลĂดเชื้Ă ทิ้งไü้ใĀ้ĂćĀćรแข็งตĆüแลąแĀ้งไม่มี      

ไĂน ้ćเกćą 
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ภาคผนüก ข  

ÿารเคมีและĂุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลĂง 
1. แĂมพิซิลลิน (ampicillin)  

ลąลćยแĂมพิซิลลิน 100 มิลลิกรĆม ในน ้ćปลĂดปรąจุปริมćตร 1 มิลลิลิตร ท ćใĀ้      

ปลĂดเชื้ĂโดยกćรกรĂงÿćรลąลćยผ่ćนชุดกรĂงÿ ćเร็จรูปชนิดเซลลูโลÿĂąซีเตทที่มีรูพรุนขนćด 

0.20 ไมครĂน 
2. บĆฟเฟĂร์ TE pH 8.0 

Tris-HCl     10       มิลลิโมลćร ์
EDTA      1         มิลลิโมลćร ์
ผÿมÿćรลąลćย Tris-HCl เข้มข้น 1.0 โมลćร์ pH 8.0 ปริมćตร 10 มิลลิลิตร เข้ćกĆบ

ÿćรลąลćย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลćร์ pH 8.0 ปริมćตร 2 มิลลิลิตร แล้üเติมน ้ćปลĂดปรąจุ

จนมีปริมćตรเป็น 1000 มิลลิลิตร น ćไปนึงฆ่ćเชื้Ăด้üยคüćมดĆนไĂ 15 ปĂนด์ต่Ăตćรćงนิ้ü 

ĂุณĀภูมิ 121 Ăงýćเซลเซียÿ เป็นเüลć 15 นćท ี
3. บĆฟเฟĂร์ 25x Tris-acetate (TAE) 

Tris base      121     กรĆม 
กรดĂąซิติกเข้มข้น    28.55   กรĆม 
ÿćรลąลćย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลćร์  50       มิลลิลิตร 
ลąลćยÿ่üนผÿมทĆ้งĀมดในน ้ćปลĂดปรąจุปริมćตร 300 มิลลิลิตร จćกน ้ćเติม        

น ้ćปลĂดปรąจุปรĆบปริมćตรเป็น 1000 มิลลิลิตร น ćไปนึงฆ่ćเชื้Ăด้üยคüćมดĆนไĂ 15 ปĂนด์

ต่Ăตćรćงนิ้ü ĂุณĀภูมิ 121 Ăงýćเซลเซียÿ เป็นเüลć 15 นćท ี
4. บĆฟเฟĂร์เคซีเĂ็ม (5x KCM buffer) 

แคลเซียมคลĂไรด์ (CaCl2)   150     มิลลิโมลćร์ 
แมกนีเซียมคลĂไรด์ (MgCl2)   250     มิลลิโมลćร์ 
โพแทÿเซียมคลĂไรด์ (KCl)   500     มิลลิโมลćร์ 
ลąลćยÿćรทĆ้ง 3 ชนิดในน ้ćกลĆ่น 100 มิลลิลิตร ใĀ้เข้ćกĆนแล้üน ćไปกรĂงด้üยชุด

กรĂงÿ ćเร็จรูปชนิดเซลลูโลÿĂąซีเตทท่ีมีรูพรุนกรĂงขนćด 0.20 ไมครĂน 
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5. บĆฟเฟĂร์ÿ ćĀรĆบเก็บเซลล์ท ćทรćนฟĂร์เมชĆน (Transformation storage buffer, TSB 
buffer) 

Luria-Bertani (LB) broth    100   มิลลิลิตร 
พĂลิเĂทธิลีนไกลคĂล (polyethylene glycol, PEG) 10    กรĆม 
ไดเมธิลซĆลฟĂกไซด์ (dimethyl sulfoxide, DMSO)  5     มิลลิลิตร 
1 โมลćร์แมกนีเซียมซĆลเฟต (MgSO4)   0.1   มิลลิลิตร 
แมกนีเซียมคลĂไรด์ (MgCl2)    0.1   มิลลิลิตร 
ผÿมÿćรทĆ้งĀมดลąลćยเข้ćด้üยกĆน จćกนĆ้นท ćใĀ้ปลĂดเชื้Ăโดยน ćไปกรĂงด้üยชุด

กรĂงÿ ćเร็จรูปชนิดเซลลูโลÿĂąซีเตทที่มีรูพรุนกรĂงขนćด 0.20 ไมครĂน จćกนĆ้นน ćไปเก็บที่

ĂุณĀภูมิ 4 Ăงýćเซียÿเซียÿ 
6. ไนล์เรด (Nile red) 

ลąลćยไนล์เรด 0.8 มิลลิตรกรĆมใน DMSO 10 มิลลิลิตรแล้üกรĆมในขüดÿีชć 
7. ÿćรลąลćยกลูโคÿÿ ćĀรĆบกćรทดลĂงเฟดแบชต์ 

เตรียมÿćรลąลćยกลูโคÿคüćมเข้มข้น 700 กรĆมต่Ăลิตรปริมćตร 10 มิลลิลิตรน ćไปนึงฆ่ć

เชื้Ăด้üยคüćมดĆนไĂ 15 ปĂนด์ต่Ăตćรćงนิ้ü ĂุณĀภูมิ 110 Ăงýćเซลเซียÿ เป็นเüลć 15 นćท ี
8. ÿćรลąลćยกรดไดไนโตรซćลิไซลิก (DNSA) 

กรดไดไนโตรซćลิไซลิก      1     กรĆม 
โซดียมไăดรĂกไซด์เข้มข้น      2     โมลćร์ 
โพแทÿเซียมทćร์เทต      30   กรĆม 
ลąลćยกรดไดไนโตรซćลิไซลิก 1 กรĆมในÿćรลąลćยโซดียมไăดรĂกไซด์เข้มข้น 2    

โมลćร์ปริมćตร 20 มิลลิลิตร ผÿมใĀ้เข้ćกĆนเติมน ้ćกลĆ่น 50 มิลลิลิตร ลąลćยบนเครื่Ăงกüน

ÿćรแบบใĀ้คüćมร้Ăน (hotplate stirrer) เติมโพแทÿเซียมทćร์เทต 30 กรĆม จćกนĆ้นปรĆบ

ปริมćตรÿุดท้ćยเป็น 100 มิลลิลิตรด้üยน ้ćกลĆ่นปลĂดปรąจุเก็บไü้ในขüดÿีชć 
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ภาคผนüก ค 

เüกเตĂร์และโครมาโตแกรม 
1. เüกเตĂร์ pUC 19 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. โคมćโทแกรมขĂงÿćรมćตรฐćน PHB 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปโครมาโตแกรมของสารละลายมาตรฐาน PHB ปริมาณ 2 4 5 กรัมต่อลิตร แสดงดังรูป ก ข ค 

ตามลำดับ 

1.128 

1.535 

PHB Benzoic 

1.130 

1.540 

PHB Benzoic 

1.131 

1.538 

PHB Benzoic 

ก ข 

ค 
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