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บทที ่1 

บทน า 

พลาสติกสังเคราะห์ท่ีไดจ้ากอุตสาหกรรมปิโตรเคมี เช่น พอลิโพรพิลีน (polypropylene 
หรือ PP)   พอลิเอธิลีน (polyethylene หรือ PE)   พอลิไวนิลคลอไรด ์(polyvinylchloride หรือ PVC) 
เร่ิมมีการใชง้านอยา่งแพร่หลายตั้งแต่กลางศตวรรษท่ี 19  และยงัคงมีความตอ้งการใชเ้พิ่มข้ึนอยา่ง
ต่อเน่ืองจนถึงปัจจุบนั ทั้งน้ีเน่ืองจากพลาสติกมีคุณสมบติัท่ีดีหลายประการเม่ือเทียบกบัวสัดุอ่ืน    
คือ  มีน ้าหนกัเบา  มีความแขง็แรงทนทาน  สามารถทนต่อสารเคมีและความร้อน  กนัน ้าไดดี้   มี
ความสวยงามและสามารถปรับแต่งใหมี้ลกัษณะพิเศษตามท่ีตอ้งการได ้ รวมทั้งใชพ้ลงังานในการ
ผลิตต ่า   จึงท าใหมี้ราคาถูก (Loo และ Sudesh, 2007b) แต่อยา่งไรก็ตาม   พลาสติกสังเคราะห์
เหล่าน้ี  ถือเป็นวสัดุท่ีไม่ยอ่ยสลายหรือตอ้งใชเ้วลานานมากในการยอ่ยสลายตามธรรมชาติ ท าใหไ้ม่
สามารถก าจดัไดท้นั ส่งผลใหข้ยะท่ีเกิดจากผลิตภณัฑพ์ลาสติกท่ีใชง้านแลว้มีปริมาณเพิ่มข้ึนอยา่ง
รวดเร็วและก่อใหเ้กิดปัญหาส่ิงแวดลอ้มตามมา  ดงันั้น  เพื่อลดปัญหาของพลาสติกสังเคราะห์ท่ีเป็น
มลพิษในส่ิงแวดลอ้ม การศึกษาวจิยัและพฒันาเก่ียวกบัการผลิตพลาสติกท่ีสามารถย่อยสลายได้
โดยธรรมชาติเพื่อใชท้ดแทนพลาสติกท่ียอ่ยสลายไม่ได ้  จึงมีความส าคญัและน่าสนใจเป็นอยา่งยิง่  

พอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoates, PHAs) เป็นกลุ่มพอลิเอสเทอร์สาย
ตรง ประกอบดว้ยหน่วยยอ่ยของกรด 3-ไฮดรอกซี (3-hydroxy acid) ถูกสร้างและสะสมอยูภ่ายใน
เซลลจุ์ลินทรียห์ลายชนิดในรูปของแกรนูล เพื่อใชเ้ป็นแหล่งพลงังานและแหล่งคาร์บอนในภาวะท่ี
จ ากดัสารอาหารบางชนิด เช่น ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ซลัเฟอร์ หรือ ออกซิเจน เป็นตน้    ในขณะท่ี
มีแหล่งคาร์บอนมากเกินพอ (Anderson และ Dawes, 1990 ; Luengo และคณะ, 2003)   ส าหรับ
แหล่งคาร์บอนท่ีจุลินทรียใ์ชใ้นกระบวนการหมกั  ส่วนใหญ่มาจากทรัพยากรท่ีสามารถผลิต
ทดแทนใหม่ได ้ (renewable resources) เช่น กากน ้าตาล (Kulpreecha และคณะ, 2009) หางนม
(Koller และคณะ, 2008) น ้ ามนัปาลม์ (Lee และคณะ, 2008) หรือแป้ง (Sheu และคณะ, 2009)     
เป็นตน้ โดยชนิดของ PHAs ท่ีถูกสังเคราะห์และสะสมจะแตกต่างกนัข้ึนอยูก่บัชนิดของจุลินทรีย ์    
แหล่งคาร์บอนและภาวะท่ีใชเ้ล้ียงจุลินทรีย ์ (Savenkova  และคณะ, 2000 ; Sudesh และคณะ, 2000)       
PHAs มีสมบติัเป็นพลาสติกท่ีสามารถถูกยอ่ยสลายไดอ้ยา่งสมบูรณ์ในธรรมชาติดว้ยจุลินทรียท่ี์มี
เอนไซมดี์พอลิเมอร์เรส (depolymerase) และเอสเตอเรส (esterase) ไดเ้ป็นผลิตภณัฑท่ี์ไม่เป็นพิษ
ต่อส่ิงแวดลอ้ม ไดแ้ก่  น ้า   คาร์บอนไดออกไซด ์ และกรดคาร์บอกซิลิก (Lee, 1996)    นอกจากน้ี   
PHAs   ยงัมีสมบติัเป็นเทอร์โมพลาสติกเช่นเดียวกบัพลาสติกสังเคราะห์ในกลุ่ม PP และ PE จึง
สามารถน า PHAs มาข้ึนรูปและน ากลบัมาหลอมเหลวดว้ยความร้อนได ้(Evan และ Sikdar, 1990)   
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PHAs  ชนิดท่ีมีการศึกษากนัอยา่งกวา้งขวาง ไดแ้ก่ พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) [poly(3-
hydroxybutyrate), P(3HB)] และพอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต) [poly(3-
hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate),  P(3HB-co-3HV)  หรือ PHBV]     P(3HB)  เป็นโฮโมพอ
ลิเมอร์ท่ีประกอบดว้ยโมโนเมอร์ของ 3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต (3-hydroxybutyrate, 3HB) เพียงชนิด
เดียวเช่ือมต่อกนัแบบหวัต่อหาง   สังเคราะห์และสะสมโดยจุลินทรียต์ามธรรมชาติ    มีสมบติัคลา้ย
กบั PP    (Dai และคณะ, 2007)   โดยมีอุณหภูมิกลาสทรานสิชนั (Tg) และอุณหภูมิหลอมเหลว (Tm) 
สูง คือมีค่าประมาณ 4 และ 180 องศาเซลเซียส ตามล าดบั และมีระดบัความเป็นผลึก (degree of 
crystallinity) สูงประมาณ 55-80 เปอร์เซ็นต ์  ส าหรับสมบติัเชิงกล พบวา่  มีค่ายงัส์โมดูลสั 
(Young’s modulus)     ค่าการตา้นแรงดึง (tensile strength)   และเปอร์เซ็นตก์ารยดื (% elongation 
to break ) เท่ากบั 3.5 GPa   43 MPa  และ 5 เปอร์เซ็นต ์  ตามล าดบั   ท าให ้P(3HB) มีสมบติัแขง็ 
(stiffness)  เปราะ (brittleness)  ไม่ยดืหยุน่และข้ึนรูปไดย้าก   จึงมีขอ้จ ากดัในการน าไปประยกุตใ์ช้
งานและไม่เหมาะจะใชใ้นเชิงพาณิชย ์  (Sudesh และคณะ, 2000)    ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกบัโคพอลิ
เมอร์ PHBV  พบวา่    มีสมบติัทางกายภาพและเชิงกลท่ีดีกวา่ P(3HB)   เน่ืองจาก  PHBV เป็นโคพอ
ลิเมอร์ท่ีประกอบดว้ยโมโนเมอร์ของ 3-ไฮดรอกซีบิวทิเรตต่อเช่ือมกบั 3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต (3-
hydroxyvalerate, 3HV) ดว้ยพนัธะเอสเทอร์ระหวา่งหมู่คาร์บอกซิลิกกบัหมู่ไฮดรอกซี  โดยมีการ
เรียงตวัของโมโนเมอร์เป็นแบบสุ่ม (Matsusaki และคณะ, 2000)  แสดงลกัษณะเป็นไอโซไดมอร์   
ฟิซึม (isodimorphism) ซ่ึงประกอบดว้ยโมโนเมอร์สองชนิดท่ีมีรูปร่างและขนาดคลา้ยกนัจึงสร้าง
ผลึกร่วม (cocrystallization) ได ้ (Dai และคณะ, 2008)    จากการศึกษาการผลิต  PHBV ใน 
Ralstonia eutropha  ซ่ึงเป็นจุลินทรียท่ี์สามารถสังเคราะห์และสะสมโคพอลิเมอร์ไดใ้นปริมาณสูง   
พบวา่  การมีโมโนเมอร์ 3HV ในสายโคพอลิเมอร์ PHBV มีผลใหร้ะดบัความเป็นผลึก อุณหภูมิ
กลาสทรานสิชนัและอุณหภูมิหลอมเหลวลดลง   โดยเม่ือเพิ่มปริมาณ  3HV  จาก 0 ถึง 20 โมล
เปอร์เซ็นตด์ว้ยการเติมโคสับสเตรต 3HV (3HVcosubstrate) ท่ีเหมาะสม เช่น กรดโพรพิโอนิกหรือ
กรดวาเลอริกลงในอาหารเล้ียงเช้ือ  จะไปลดระดบัความเป็นผลึกลงจาก 63 เป็น 31 เปอร์เซ็นต ์  
อุณหภูมิกลาส ทรานสิชนัลดลงจาก 4 เป็น -1 องศาเซลเซียสและอุณหภูมิหลอมเหลวลดลงจาก 180 
เป็น 145 องศาเซลเซียส ตามล าดบั    รวมทั้งยงัช่วยลดค่ายงัส์โมดูลสัและค่าการตา้นแรงดึง   ขณะ 
ท่ีมีผลไปเพิ่มเปอร์เซ็นตก์ารยดืใหสู้งข้ึน   ท าให ้PHBV ท่ีไดมี้ความแขง็และเปราะลดลง      มีความ
เหนียวและยดืหยุน่มากข้ึน (Sudesh และคณะ, 2000 ; Mallick และคณะ, 2007)  จึงสามารถน า  
PHBV ไปข้ึนรูปไดง่้ายและประยกุตใ์ชง้านไดห้ลากหลายกวา่ P(3HB)       สมบติัทางกายภาพ  เคมี 
และเชิงกลของ PHBV ข้ึนอยูก่บัสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV ท่ีเป็นองคป์ระกอบ     ซ่ึงถูกควบคุม
โดยการปรับชนิดและปริมาณของสับสเตรตในอาหารเล้ียงเช้ือใหเ้หมาะสม (Loo และ Sudesh, 
2007b)   การมีปริมาณ 3HV ในโคพอลิเมอร์ PHBV ปริมาณนอ้ย  จะท าใหพ้อลิเมอร์ท่ีไดมี้ลกัษณะ
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คลา้ย PVC และพอลิสไตรีน (polystyrene หรือ PS) คือ แขง็และเปราะ  แต่ถา้มีปริมาณ 3HV ใน
ปริมาณท่ีเหมาะสมจะมีลกัษณะเหมือนกบั PP ซ่ึงมีความสมดุลของความแขง็และความเหนียว   
ส่วนการมี 3HV ในปริมาณสูง   จะท าใหไ้ดพ้อลิเมอร์ท่ีมีความน่ิมและเหนียวเหมือน PE (Barker 
และคณะ, 1997)  การมี 3HV ใน PHBV ปริมาณสูงเกินไป   คือ ตั้งแต่ 47-100 โมลเปอร์เซ็นต ์   มี
ผลใหอุ้ณหภูมิหลอมเหลวสูงข้ึน ท าใหพ้อลิเมอร์ท่ีไดก้ลบัมามีสมบติัแขง็และเปราะเหมือน P(3HB) 
(Bloembergen และคณะ, 1986) และพบวา่ PHBV ท่ีมีสมบติัเหมาะสมในการน าไปใชป้ระโยชน์
มากท่ีสุด  คือ โคพอลิเมอร์ท่ีมีสัดส่วนของ 3HV อยูใ่นช่วง 20 ถึง 30 โมลเปอร์เซ็นต ์ (Nobes และ
คณะ, 1994 ; Barker และคณะ, 1997 ; Sudesh และคณะ, 2000 ; Volova, 2004 ; Rudnik, 2008 )   
ในปี 1981   บริษทั ICI  ผลิต PHBV  เพื่อใชใ้นเชิงพาณิชยเ์ป็นคร้ังแรก  มีช่ือทางการคา้วา่ Biopol 
โดยผลิต PHBV ท่ีมีสัดส่วนของ 3HV  อยูใ่นช่วง 3-20 โมลเปอร์เซ็นต ์  โดยใชแ้หล่งคาร์บอนเป็น
กลูโคสและกรดโพรพิโอนิกและใชเ้ทคนิคการเล้ียงเช้ือแบบเฟดแบตช ์(Choi และ Lee, 1999) 

 
มูลเหตุจูงใจในการท าวจัิย 

การวจิยัน้ีเป็นการศึกษาการผลิตโคพอลิเมอร PHBV จากเช้ือ Bacillus sp. P-12  ซ่ึงเป็นสาย
พนัธ์ุท่ีคดัแยกไดใ้หม่ในหอ้งปฏิบติัการของคณะผูว้ิจยัโดยศนัสนีย ์ สันติอรรถพนัธ์ุ (2550)  พบวา่  
เป็นสายพนัธ์ุท่ีสามารถสังเคราะห์และสะสม P(3HB) ไดใ้นปริมาณสูง คือไดป้ริมาณ  P(3HB) 
เท่ากบั 44.54 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้  ณ ชัว่โมงท่ี 12 ของการเล้ียงเช้ือในอาหารเหลว
ส าหรับการผลิต Mineral Salt Medium (MSM) ซ่ึงมีน ้าตาลกลูโคส 20.0 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่ง
คาร์บอนและแอมโมเนียมซลัเฟต 1.0 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งไนโตรเจนและบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส  จากเหตุผลดงักล่าวน้ี  จึงสันนิษฐานไดว้า่ หากแบคทีเรีย Bacillus sp. P-12  สามารถ
สังเคราะห์และสะสมโฮโมพอลิเมอร์ P(3HB) ไดใ้นปริมาณสูงก็น่าจะมีแนวโนม้ในการสังเคราะห์
และสะสมโคพอลิเมอร์ PHBV ไดใ้นปริมาณสูงเช่นเดียวกนั (Haywood และคณะ, 1989 ; Ramsay 
และคณะ, 1990) 

จากท่ีกล่าวมาขา้งตน้แลว้วา่ โคพอลิเมอร์ PHBV  มีสมบติัทางกายภาพ เคมีและเชิงกล
ดีกวา่โฮโมพอลิเมอร์ P(3HB)  เน่ืองจากมีอุณหภูมิกลาสทรานสิชนั  อุณหภูมิหลอมเหลวและระดบั
ความเป็นผลึกต ่ากวา่ P(3HB)     ขณะท่ีค่ายงัส์โมดูลสั   ค่าการตา้นแรงดึงและเปอร์เซ็นตก์ารยดืมีค่า
สูงกวา่ P(3HB) จึงท าให ้ PHBV มีความแขง็และเปราะลดลง  มีความเหนียวและยดืหยุน่มากข้ึน 
สามารถน าไปประยกุตใ์ชง้านไดห้ลากหลาย โดยสมบติัดา้นต่างๆของ PHBV ท่ีผลิตไดจ้ะมีความ
แตกต่างกนัข้ึนอยูก่บัสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV ท่ีเป็นองคป์ระกอบในสายพอลิเมอร์    ดงันั้น   
การควบคุมสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV ใหไ้ดต้ามความตอ้งการ   โดยการเลือกใชช้นิดและ
ปริมาณของแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสม รวมไปถึงการศึกษาหาภาวะท่ี
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เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตโคพอลิเมอร์ของ Bacillus sp. P-12   เป็นปัจจยัส าคญัท่ีจะท าให้
สามารถผลิตโคพอลิเมอร์ไดใ้นปริมาณมากข้ึน อนัจะส่งผลใหร้าคาตน้ทุนต่อหน่วยต ่าลง เพื่อให้
สามารถแข่งขนักบัพลาสติกสังเคราะห์ท่ีมีราคาถูกกวา่ได ้
 
วตัถุประสงค์ของการวจัิย 

งานวจิยัน้ีมีจุดมุ่งหมายท่ีจะศึกษาผลของปัจจยัต่างๆ ท่ีมีต่อการผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV 
จาก  Bacillus sp. P-12 สายพนัธ์ุท่ีแยกไดใ้หม่   เน่ืองจากใหป้ริมาณพอลิเมอร์   PHAs    อยูใ่น
เกณฑสู์งเม่ือเปรียบเทียบกบัแบคทีเรียชนิดท่ีศึกษาในหอ้งปฏิบติัการในปัจจุบนั โดยมุ่งศึกษาผล
ของแหล่งคาร์บอน   แหล่งไนโตรเจน   และภาวะการเล้ียงเช้ือท่ีมีผลต่อการเจริญ   การผลิตและ
สะสมโคพอลิเมอร์ PHBV  รวมถึงสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV   เพื่อใหไ้ดผ้ลผลิต PHBV สูงและ
สามารถควบคุมสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV ท่ีเป็นองคป์ระกอบของโคพอลิเมอร์ PHBV ใหไ้ด้
ตามความตอ้งการเพื่อความเหมาะสมในการน าไปประยกุตใ์ชง้านดา้นต่างๆต่อไป  

 
ขั้นตอนการด าเนินการวจัิย 
1. พิสูจน์เอกลกัษณ์ของ Bacillus sp. P-12 ท่ีคดัแยกไดใ้หม่ทางอนุกรมวธิาน 
2. ศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเล้ียงกลา้เช้ือและอายท่ีุเหมาะสมส าหรับเป็นกลา้เช้ือ  
3. ศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนท่ีมีต่อการเจริญ       การผลิตโฮโมพอลิเมอร์ P(3HB) และโคพอลิ 
    เมอร์ PHBV รวมถึงสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV ใน  PHBV 
4. ศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจนท่ีมีต่อการเจริญ       การผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV   และสัดส่วน 
    ของโมโนเมอร์ 3HV ใน PHBV 
5. ศึกษาภาวะการเล้ียงเช้ือท่ีมีผลต่อการเจริญ      การผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV   และสัดส่วนของ 
    โมโนเมอร์ 3HV ใน PHBV 
6.  ผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV ในถงัหมกั ขนาด 5 ลิตร 
7. ศึกษาสมบติัทางเคมีกายภาพบางประการของโคพอลิเมอร์ PHBV ท่ีผลิตจาก Bacillus sp. P-12 
 
ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 
   ทราบถึงผลของปัจจยัต่างๆ ท่ีเหมาะสมต่อการเจริญ  การผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV และ
สัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV ในโคพอลิเมอร์ท่ีผลิตโดย Bacillus sp. P-12 เพื่อให้สามารถเลือก
ภาวะการเล้ียงเช้ือใหไ้ดผ้ลผลิตสูง และมีสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV ท่ีมีสมบติัเหมาะสมในการ
น าไปประยกุตใ์ช ้
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บทที ่2 

ปริทรรศน์วรรณกรรม 

 กวา่ 50 ปีมาแลว้ท่ีพลาสติกสังเคราะห์ท่ีผลิตไดจ้ากอุตสาหกรรมปิโตรเคมี เช่น พอลิเอธิ
ลีน พอลิไวนิลคลอไรด ์ พอลิสไตรีน ไดเ้ขา้มามีบทบาทในชีวติประจ าวนั (Zinn และคณะ, 2001) 
เน่ืองจากมีคุณสมบติัท่ีดีหลายประการเม่ือเทียบกบัวสัดุอ่ืน คือ มีน ้าหนกัเบา มีความแขง็แรง
ทนทาน สามารถทนต่อสารเคมีและความร้อน กนัน ้าไดดี้ ทนต่อการยอ่ยสลายจากจุลินทรีย์
เน่ืองจากมีน ้าหนกัโมเลกุลสูง (Shah และคณะ, 2007) และสามารถปรับแต่งใหมี้ลกัษณะพิเศษ
ตามท่ีตอ้งการได ้   รวมทั้งใชพ้ลงังานในการผลิตต ่า  จึงท าใหมี้ราคาถูก (Loo และ Sudesh, 2007b)     
แต่ปัญหาใหญ่ของพลาสติกท่ีทัว่โลกก าลงัประสบอยูใ่นปัจจุบนัคือขยะพลาสติก เน่ืองจากพลาสติก
สังเคราะห์เป็นวสัดุยอ่ยยากตอ้งใชเ้วลานานมากในการยอ่ยสลายไดห้มด จีงสะสมอยูใ่นส่ิงแวดลอ้ม    
มีการประมาณกนัวา่  ปริมาณการใชพ้ลาสติกทัว่โลกมีมากกวา่ 2 หม่ืนลา้นตนัต่อวนัหรือคิดเป็น
ประมาณ 140 ลา้นตนัต่อปี  (Suriyamongkol และคณะ, 2007)  ประกอบกบัความกงัวลเก่ียวกบั
ความมัน่คงทางวสัดุประเภทพอลิเมอร์ อนัเน่ืองมาจากการลดลงของน ้ามนัดิบส ารองใตพ้ิภพและ
เช้ือเพลิงจากฟอสซิล (fossil fuel) ท่ีถือวา่เป็นแหล่งพอลิเมอร์สังเคราะห์แหล่งใหญ่ท่ีสุดท่ีป้อนเขา้สู่
ระบบอุตสาหกรรม  ซ่ึงมีการประมาณวา่จะหมดไปในอีก 90 ปีขา้งหนา้  อนัจะส่งผลใหว้ตัถุดิบท่ี
ใชใ้นการสังเคราะห์พอลิเมอร์มีแนวโนม้ของราคาสูงข้ึนตามราคาน ้ามนั (Sankhla และคณะ, 2010)  
ดงันั้น  การวจิยัและพฒันาพลาสติกท่ีสามารถถูกยอ่ยสลายหรือสลายตวัโดยวธีิการตามธรรมชาติได ้
(biodegradable plastic) แต่ยงัคงรักษาคุณสมบติัท่ีดีของพลาสติกสังเคราะห์จากปิโตรเคมีท่ีตอ้งการ
เอาไว ้  จึงเป็นอีกแนวทางหน่ึงท่ีน่าสนใจท่ีจะช่วยลดปัญหาขยะพลาสติกได ้

 

2.1 พลาสติกทีย่่อยสลายได้ทางชีวภาพ (biodegradable plastic)  

2.1.1 ความหมายของพลาสติกทีย่่อยสลายได้ทางชีวภาพ   
พลาสติกท่ียอ่ยสลายไดท้างชีวภาพ  หมายถึง  พลาสติกท่ียอ่ยสลายไดโ้ดยการยอ่ยท่ีมีผลมา

จากปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนตามธรรมชาติโดยจุลินทรีย ์  เช่น  แบคทีเรีย  รา  ยสีต ์  สาหร่าย  เป็นตน้  
(Alderete และคณะ, 1993)  ไดผ้ลิตภณัฑเ์ป็นสารประกอบขนาดเล็ก เช่น คาร์บอนไดออกไซดแ์ละ
น ้า   ซ่ึงไม่เป็นพิษต่อส่ิงแวดลอ้ม   
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2.1.2 ประเภทของพลาสติกที่สามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพ 
   พลาสติกท่ีสามารถยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพได ้ สามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 3 ประเภท (Reddy 
และคณะ, 2003) ไดแ้ก่ 

 2.1.2.1    พลาสติกท่ีถูกสลายตวัโดยแสงอลัตราไวโอเลต (UV degradable plastic) 
เน่ืองจากพลาสติกชนิดน้ีมีหมู่คาร์บอนิล (C=O) เป็นองคป์ระกอบ ซ่ึงมีความไวสูงต่อแสง UV     
ท าใหเ้กิดการแตกตวัในสายโซ่ของพอลิเมอร์ พลาสติกจะกรอบและแตกได ้ หรือมีการเติมสารท่ี
เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา (photoactivate) เช่น เหล็ก และทองแดง เป็นตน้ เพื่อเร่งการท าลายสายพอลิเมอร์
เม่ือไดรั้บแสง UV 

  2.1.2.2 พลาสติกท่ีเติมสารเติมแต่งซ่ึงยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพ (biodegradable 
additives-based plastic) อาศยัหลกัการเติมสารเติมแต่งทางธรรมชาติจ าพวกคาร์โบไฮเดรตบางชนิด  
เช่น  ขา้ว  ขา้วโพด แป้ง  และเซลลูโลส  เป็นตน้  มาผสมเขา้กบัพลาสติกสังเคราะห์จ าพวกพอลิเอธิ
ลีน พอลิโพรพิลีน และพอลิสไตรีน   โดยเม่ืออนุภาคของแป้งถูกยอ่ยโดยจุลินทรีย ์  พลาสติกจะ
อ่อนตวัลง  มีความพรุนและมีพื้นท่ีผวิมากข้ึนช่วยในการท าลายร่างแหของพลาสติก  

  2.1.2.3 พลาสติกท่ีสามารถยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพอยา่งสมบูรณ์ (completely 
biodegradable plastic)    เป็นพลาสติกท่ีสลายตวัดว้ยเอนไซมไ์ดอ้ยา่งสมบูรณ์ในธรรมชาติ   ซ่ึงพอ
ลิเมอร์ท่ียอ่ยสลายไดท้างชีวภาพมีอยูห่ลายชนิด  การคน้พบในช่วง 20 กวา่ปีท่ีผา่นมาน้ี ส่วนมาก
พบสายพอลิเมอร์ท่ีมีพนัธะซ่ึงสามารถถูกไฮโดรไลซ์ได ้ เช่น  เอไมด ์ (amide)  เอสเทอร์ (ester)       
ยเูรีย (urea)  ยรีูเทน (urethane) เป็นตน้   อยา่งไรก็ตาม   พอลิเมอร์ท่ีน่าสนใจท่ีสุด   คือ   พอลิเอส
เทอร์สายตรง    เน่ืองจากสามารถยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพ รวมทั้งมีคุณสมบติัทางกายภาพ   เคมีและ
ชีวภาพท่ีเหมาะสมในการน าไปประยกุตใ์ชง้าน (Sudesh และคณะ, 2000)      

 ส าหรับชนิดของกลุ่มพอลิเอสเทอร์สายตรง (aliphatic polyester) ท่ีส าคญั ไดแ้ก่ พอลิไฮ 
ดรอกซีอลัคาโนเอต (polyhydroxyalkanoate, PHAs)  พอลิแลคติกแอซิด (polylactic, PLA) พอลิ
บิวทิลีนซกัซิเนต (polybutylene succinate, PBS) รวมถึงโคพอลิเมอร์และอนุพนัธ์ุผสมของพอลิ
เมอร์เหล่าน้ี (Kulpreecha , 2006)   ซ่ึงเม่ือพิจารณาสมบติัดา้นต่างๆ พบวา่ มีความเป็นไปไดม้ากท่ี
จะน า PHAs มาใชท้ดแทนพลาสติกสังเคราะห์ท่ีไดจ้าก อุตสาหกรรมปิโตรเคมี เน่ืองจากมีสมบติั
เป็นเทอร์โมพลาสติก คือ สามารถน ามาข้ึนรูปและท าใหเ้ป็นแผน่ฟิลม์หรือไฟเบอร์ได ้  (Lee, 1996 
; Khanna และ Srivastava, 2005) 
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2.2 พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoates, PHAs) 

 พอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoates, PHAs)  เป็นพอลิเมอร์ชีวภาพท่ี
ก าลงัไดรั้บความสนใจมากในปัจจุบนั   เน่ืองจากมีสมบติัเป็นเทอร์โมพลาสติกซ่ึงเทียบเคียงไดก้บั
พอลิเมอร์สังเคราะห์ชนิดพอลิโพรพิลีนและพอลิเอธิลีน ทั้งในแง่ของจุดหลอมเหลว น ้าหนกั
โมเลกุล  การตา้นแรงดึง  และความสามารถในการเกิดผลึก   เป็นตน้   นอกจากน้ี PHAs    ยงั
สามารถเบ่ียงเบนระนาบแสงได ้ (optically active)  มีความสม ่าเสมอทางดา้นเคมีสเตอริโอของ
หน่วยซ ้ า (isotactic)  รวมทั้งไม่ละลายน ้า (Brandl และคณะ, 1990 ; Zinn และคณะ, 2001 ; Reddy 
และคณะ, 2003 ; Shahhosseini, 2004)  จึงสามารถน าไปประยกุตใ์ชง้านไดห้ลากหลาย และมีขอ้
ไดเ้ปรียบกวา่พลาสติกสังเคราะห์เน่ืองจาก PHAs เป็นพอลิเมอร์ท่ีสามารถยอ่ยสลายไดด้ว้ย
กระบวนการทางธรรมชาติไดอ้ยา่งสมบูรณ์   จึงเป็นมิตรต่อส่ิงแวดลอ้ม (eco-friendly) (Steinbüchel 
และ Fuchtenbusch, 1998) 

 PHAs เป็นกลุ่มพอลิเมอร์ประเภทพอลิเอสเทอร์ท่ีสังเคราะห์และสะสมไดต้ามธรรมชาติ
โดยจุลินทรียห์ลากหลายชนิดในลกัษณะเมด็แกรนูล (granule) ซ่ึงอยูภ่ายในไซโตพลาสซึมของ
เซลลภ์ายใตส้ภาวะท่ีสารอาหารไม่สมดุล  กล่าวคือ  มีแหล่งคาร์บอนมากเกินพอ   ขณะท่ีมีการ
จ ากดัสารอาหารบางชนิด  เช่น  ไนโตรเจน ออกซิเจน ฟอสฟอรัส ซลัเฟอร์ หรือ trace element อ่ืนๆ 
เช่น แมกนีเซียม แคลเซียม เหล็ก เป็นตน้ (Anderson และ Dawes, 1990)   เพื่อใชเ้ป็นแหล่งพลงังาน
ส ารองและแหล่งคาร์บอนให้แก่เซลล ์ โดยจ านวนและขนาดของแกรนูลในแต่ละเซลล ์ จะแตกต่าง
กนัไปตามชนิดของจุลินทรีย ์เช่น  Ralstonia eutropha  จะมีแกรนูลประมาณ 8-12 แกรนูลต่อเซลล ์
(Ballard และคณะ, 1987) ขณะท่ี Pseudomonas oleovorans จะมีแกรนูลขนาดใหญ่เพียง 1-2 
แกรนูลต่อเซลลเ์ท่านั้น (Klinke และคณะ, 1999) 
 
 
  

 

 

 

รูปท่ี    2.1       ภาพจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแสดงการสะสม PHAs ในรูปของเม็ดแกรนูล 
                       ภายในเซลลข์อง  Pseudomonas aeruginosa 42A2 (Fernández และคณะ, 2005) 
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 นอกจากน้ี PHAs    ยงัสามารถถูกยอ่ยสลายไดใ้นธรรมชาติดว้ยจุลินทรียท่ี์มีเอนไซมดี์พอลิ
เมอเรส (depolymerase)  และเอนไซมเ์อสเทอเรส (esterase)  (Jendrossek, 2001 ; Shah และคณะ, 
2007) โดยจุลินทรียจ์ะปล่อยเอนไซมเ์หล่าน้ีออกมาภายนอกเซลล ์ เพื่อยอ่ยพอลิเมอร์ใหก้ลายเป็น
หน่วยยอ่ยหรือโมโนเมอร์ จากนั้นโมโนเมอร์ท่ีมีขนาดเล็กน้ีจะถูกดูดซึมผา่นเขา้ทางผนงัเซลลข์อง
จุลินทรีย ์ และเกิดปฏิกิริยาเมตาบอไลซ์เปล่ียนไปเป็นสารท่ีจุลินทรียส์ามารถน าไปใชเ้ป็นแหล่ง
อาหารและแหล่งพลงังานได ้   พร้อมทั้งปล่อยน ้า คาร์บอนไดออกไซด์ และกรดคาร์บอกซิลิกออก
มาในภาวะท่ีมีออกซิเจน หรือปล่อยก๊าซมีเทนออกมาภายใตภ้าวะไร้อากาศ ไดเ้ป็นผลิตภณัฑ์
สุดทา้ยของการยอ่ยสลาย (Evan และSikdar, 1990 ; Khanna และ Srivastava, 2005) 

รูปท่ี 2.2  วถีิการยอ่ยสลาย PHAs    (Jendrossek และ Handrick, 2002) 

 
คุณสมบติัของ  PHAs  จะแตกต่างกนัข้ึนอยูก่บัการรวมตวักนัของชนิดและปริมาณของ    

โมโนเมอร์ท่ีเป็นองคป์ระกอบ  (Lee, 1996)    นอกจากน้ี     ชนิดของหมู่ฟังกช์ัน่และระดบัความ
อ่ิมตวัของพนัธะยงัมีผลต่อสมบติัของพอลิเมอร์ดว้ย (Eggink และคณะ, 1995)   โดยทัว่ไป  น ้าหนกั
โมเลกุลของ PHAs  จะอยูใ่นช่วง 105 ถึง 106 ดาลตนั  ข้ึนอยูก่บัชนิดของจุลินทรียแ์ละภาวะในการ
เจริญของเช้ือ  (Sudesh และคณะ, 2000 ; Reddy และคณะ, 2003 ; Fernández และคณะ, 2005) 

 
 
 

PHAs 
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2.2.1 โครงสร้างของ PHAs 
 PHAs  มีโครงสร้างเป็นพอลิเอสเทอร์สายตรงท่ีประกอบดว้ยโมโนเมอร์ในกลุ่มไฮดรอกซี
ท่ีเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะเอสเทอร์ระหวา่งหมู่คาร์บอกซิลิกของโมโนเมอร์ตวัท่ีหน่ึงกบัหมู่ไฮดรอก
ซีของโมโนเมอร์ตวัท่ีสองตรงต าแหน่งบีตา้-คาร์บอน ซ่ึงเป็นไครัลคาร์บอน (chiral carbon) โดย
แสดงโครงสร้างเป็น R-configuration ในรูปของกรดไขมนั R-(3)-hydroxy fatty acid หรือ R-β-
hydroxy fatty acid  ซ่ึงการเช่ือมต่อกนัของโมโนเมอร์เป็นแบบหวัต่อหาง (head-to-tail 
configuration)   เช่นเดียวกบัพอลิโพรพิลีน   (Brandl และคณะ, 1990)     ดงัแสดงในรูปท่ี 2.3 
 
 

 
 

 
 
 

รูปท่ี 2.3   สูตรโครงสร้างทางเคมีของ PHAs (Khanna และ Srivastasa, 2005) 
 

ก าหนดให ้*C แสดงต าแหน่งไครัลคาร์บอน 
เม่ือ n = 1 เม่ือ  R  = ไฮโดรเจน(H) สารน้ีคือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีโพรพิโอเนต) ; P(3HP) 
 เม่ือ  R  = เมทธิล(CH3) สารน้ีคือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต)   ; P(3HB) 
 เม่ือ  R  = เอทธิล(C2H5)  สารน้ีคือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต)     ; P(3HV) 
 เม่ือ  R  = โพรพิล(C3H7) สารน้ีคือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีเฮกซะโนเอต)   ; P(3HHX) 
 เม่ือ  R  = บิวทิล(C4H9) สารน้ีคือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีเฮปตะโนเอต)      ; P(3HHp) 
 เม่ือ  R  = เพนทิล(C5H11) สารน้ีคือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีออกตะโนเอต)    ; P(3HO) 
 เม่ือ  R  = เฮกซิล(C6H13) สารน้ีคือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีโนนาโนเอต)   ; P(3HN) 
 เม่ือ  R  = เฮปทิล(C7H15) สารน้ีคือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีเดกคาโนเอต)   ; P(3HD) 
 เม่ือ  R  = ออกซิล(C8H17) สารน้ีคือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีอนัเดกคาโนเอต)  ; P(3HUD) 
 เม่ือ  R  = โนนิล(C9H19) สารน้ีคือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีโดเดกคาโนเอต)   ; P(3HDD) 
 เม่ือ n = 2 เม่ือ  R  = ไฮโดรเจน(H) สารน้ีคือ    พอลิ(4-ไฮดรอกซีบิวทิเรต)  ; P(4HB) 
 เม่ือ  n = 3 เม่ือ  R  = ไฮโดรเจน(H) สารน้ีคือ    พอลิ(5-ไฮดรอกซีวาเลอเรต)   ; P(5HP) 
(หมายเหตุ    n  มีค่าไดต้ั้งแต่  600 -35,000) 

* 
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 2.2.2 การจัดจ าแนกชนิดของ PHAs  
 2.2.2.1     การจดัจ าแนกชนิดตามจ านวนคาร์บอนอะตอมในหน่วยโมโนเมอร์
(Medison และ Huisman, 1999 ; Zinn  และคณะ, 2001 )       แบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม ดงัน้ี 

  (1)   พอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตสายโซ่สั้น (short-chain-length PHAs หรือ 
scl-PHAs) คือ พอลิเมอร์ท่ีแต่ละหน่วยโมโนเมอร์ ประกอบดว้ยคาร์บอนอะตอม 3-5 อะตอม เช่น 
พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) พอลิ(3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต) เป็นตน้  
  (2) พอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตสายโซ่ปานกลาง (medium-chain-length 
PHAs หรือ mcl-PHAs) คือ พอลิเมอร์ท่ีแต่ละหน่วยโมโนเมอร์ประกอบดว้ยคาร์บอนอะตอม 6-14 
อะตอม เช่น พอลิ(3-ไฮดรอกซีเฮกซะโนเอต)   พอลิ(3-ไฮดรอกซีออกตะโนเอต)  เป็นตน้ 
  (3)   พอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตสายโซ่ยาว (long- chain-length PHAs หรือ 
lcl-PHAs) คือ พอลิเมอร์ท่ีแต่ละหน่วยโมโนเมอร์ ประกอบดว้ยคาร์บอนอะตอมมากกวา่ 14 อะตอม 

 PHAs จะมีสมบติัแตกต่างกนัไปตามความยาวของสายโซ่ เช่น PHAs ท่ีประกอบดว้ยโมโน
เมอร์ท่ีมีความยาวสายโซ่ของหมู่แทนท่ีสั้นจะเป็นเทอร์โมพลาสติก ซ่ึงจะมีคุณสมบติัใกลเ้คียงกบั
พลาสติกสังเคราะห์จากปิโตรเคมีมากท่ีสุด ขณะท่ี PHAs ท่ีประกอบดว้ยโมโนเมอร์ท่ีมีความยาว
สายโซ่ของหมู่แทนท่ีปานกลางจะมีคุณสมบติัเป็นอีลาสโตเมอร์และยาง (rubber) (Gagnon และ
คณะ, 1992) 
  2.2.2.2 การจดัจ าแนกชนิดโดยแบ่งตามชนิดของโมโนเมอร์ท่ีเป็นองคป์ระกอบใน
สายพอลิเมอร์ PHA แบ่งออกไดเ้ป็น 2 ประเภท (Luengo และคณะ, 2003) คือ 
    (1) โฮโมพอลิเมอร์ (homopolymer) เป็นพอลิเมอร์ท่ีประกอบดว้ยโมโนเมอร์
เพียงชนิดเดียวมาต่อรวมกนั ตวัอยา่งเช่น   พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) หรือ P(3HB) 
 (2) เฮทเทอโรพอลิเมอร์ (heteropolymer) เป็นพอลิเมอร์ท่ีประกอบดว้ยโมโน
เมอร์มากกวา่ 1 ชนิดมาต่อรวมกนั โดยเรียกช่ือตามจ านวนโมโนเมอร์ท่ีเป็นองคป์ระกอบ สามารถ
แบ่งไดด้งัน้ี 
   - โคพอลิเมอร์ (copolymer) ประกอบดว้ยโมโนเมอร์ 2 ชนิดมาต่อกนัเป็นสาย         
พอลิเมอร์ เช่น พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต) หรือ P(3HB-co-3HV) หรือ 
PHBV    พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-4-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) หรือ  P(3HB-co-4HB) เป็นตน้ 
       - เทอร์พอลิเมอร์ (terpolymer) ประกอบดว้ยโมโนเมอร์ 3 ชนิดมาต่อกนัเป็น
สายพอลิเมอร์ เช่น พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต-โค-4-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) 
หรือ P(3HB-co-3HV-co-4HB) เป็นตน้ 
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 2.2.3 จุลนิทรีย์ทีส่ามารถสังเคราะห์ PHAs ได้ 
 ในธรรมชาติ มีพืช รา และแบคทีเรียหลายชนิดท่ีสามารถสังเคราห์ PHAs ได ้ แต่กลุ่มท่ี
สามารถสังเคราะห์และสะสม PHAs ไดใ้นปริมาณสูงจะเป็นแบคทีเรีย ในปัจจุบนัคาดวา่ มี
แบคทีเรียมากกวา่ 300 ชนิดท่ีถูกระบุวา่สามารถผลิตและสะสม PHAs ได ้  (Volova และคณะ, 
2007)  แต่อยา่งไรก็ตาม   แบคทีเรียท่ีสามารถผลิตและสะสม PHAs ไดใ้นปริมาณสูงๆ มีเพียงไม่ก่ี
ชนิด   ซ่ึงส่วนใหญ่จะอยูใ่นจีนสั Ralstonia  Alcaligenes  Bacillus  Aeromonas และ  Pseudomonas 
ดงัแสดงในตารางท่ี 2.1 
 
ตารางท่ี 2.1 แบคทีเรียท่ีสามารถสังเคราะห์ PHAs ได ้ 

จุลนิทรีย์ แหล่งคาร์บอน พอลเิมอร์ เอกสารอ้างองิ 
Aeromonas hydrophila Lauric acid , oleic acid mcl-PHAs (Lee และคณะ, 2000; Han 

และคณะ, 2004) 
 
Alcaligenes latus 

Malt, soy waste , milk 
waste, vinegar wastese, 
sesame oil 

 
P(3HB) 

 
(Wong และคณะ, 2005) 

 
Bacillus cereus 

 
Glucose ,e-caprolactone, 
sugarbeet molasses 

 
P(3HB), 

terpolymer 

(Labuzek และ Radecka
คณะ, 2001; Yilmaz และ
Beyatli, 2005; Valappil 
และคณะ, 2007) 

 
 
Bacillus sp. 

 
Nutrient broth, glucose, 
alkanoates,caprolactone,
soy molasses 

 
P(3HB) , 
PHBV, 

copolymer 

(Katircioglu และคณะ, 
2003; Shamala และคณะ, 
2003; Tajima และคณะ, 
2003; Yilmaz และคณะ
,2005; Full และคณะ
,2006) 

 
Burkholderia cepacia 

Palm olein, palm 
stearin, crude palm oil, 
xylose, palm kernel oil, 
oleic acid, evulinic acid 

 
P(3HB) , 
PHBV 

 

(Keenan และคณะ, 2004; 
Nakas และคณะ, 2004; 
AliasและTan, 2005; Celik 
และคณะ, 2005) 
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ตารางท่ี 2.1 แบคทีเรียท่ีสามารถสังเคราะห์ PHAs ได ้(ต่อ) 
จุลนิทรีย์ แหล่งคาร์บอน พอลเิมอร์ เอกสารอ้างองิ 

 
Burkholderia sacchari 
sp. nov. 

Adonitol,arabinose,arabitol,
cellobiose,fructose,fucose, 
lactose,maltose,melibiose, 
raffinose,rhamnose,sorbitol,
sucrose,trehalose,xylitol 

 
P(3HB) , 
PHBV 

 
(Bramer และคณะ, 
2001) 

Pseudomonas 
aeruginosa 

Glucose ,technical oleic 
acid, waste free fatty acid, 
waste free frying oil 

 
mcl-PHAs 

(Hoffmann และ Rehm, 
2004; Fernandez และ
คณะ, 2005) 

Pseudomonas 
oleovorans 

 
Octanoic acid 

 
mcl-PHAs 

(Durner และคณะ, 
2000; Foster และคณะ, 
2005) 

Pseudomonas 
putida 

Glucose , octanoic acid, 
undecenoic acid 

 
mcl-PHAs 

(Tobin และ O’Connor , 
2005; Hartmann และ
คณะ, 2006) 

Pseudomonas putida,  
P. jessenii ,  
P. fluorescens 

 
Glucose , aromatic 
monomers 

 
aromatic 
polymers 

(Tobin และ O’Connor , 
2005; Ward และ 
O’Connor, 2005 ; 
Ward และคณะ, 2005) 

Pseudomonas stutzeri 
 

Glucose ,soybean oil, 
alcohols, alkanoates 

mcl-PHAs (Xu และคณะ, 2005) 

Rhodopseudomonas 
palustris 

Acetate,malate,fumarate, 
succinate, propionate, 
malonate, gluconate, 
butyrate, glycerol, citrate 

 
P(3HB) , 
PHBV 

 
(Mukhopadhyay และ
คณะ, 2005) 

ท่ีมา : Verlinden และคณะ (2007) 
 
 ถึงแมว้า่ปัจจุบนัมีการคน้พบอนุพนัธ์ุพอลิเอสเทอร์ท่ีอยูใ่นกลุ่ม PHAs น้ีมากกวา่ 80 ชนิด 
(Fernández และคณะ, 2005) แต่มีเพียงไม่ก่ีชนิดท่ีเป็นท่ีรู้จกัแพร่หลาย โดยอนุพนัธ์ุพอลิเมอร์ท่ีเป็น
ท่ีรู้จกัมากท่ีสุดไดแ้ก่ พอลี-3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต  
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2.3 พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) [Poly(3-hydroxybutyrate), P(3HB)] 
 

พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) [Poly(3-hydroxybutyrate), P(3HB) หรือ PHB]  ถูกคน้พบ
เป็นคร้ังแรกในเซลลข์องจุลินทรีย ์ Bacillus megaterium ในปี ค.ศ. 1926 โดย Lemoigne 
นกัวทิยาศาสตร์ชาวฝร่ังเศส (Braunegg, 1998) โดย P(3HB) ท่ีถูกสร้างและสะสมข้ึนน้ี  พบวา่มี
ความเก่ียวขอ้งกบัการสร้างสปอร์ เพราะมีการสะสมของกอ้นไขมนั (lipid inclusion) ในช่วงท่ีมีการ
เจริญแบบคงท่ีของแบคทีเรีย (McCool และคณะ, 1996) ส าหรับการตรวจหา PHAs ในเซลลข์อง
จุลินทรียเ์บ้ืองตน้จะใชเ้ทคนิค fat stain ซ่ึงเป็นการยอ้มสีสารประเภทไขมนัท่ีสะสมอยูภ่ายในเซลล์
แบคทีเรียดว้ยสียอ้มไนลบ์ลู เอ (Nile Blue A) หรือสีซูดานแบลค บี (Sudan black B) (รูปท่ี 2.4) 
(López-Cortés และคณะ, 2008)         

    
รูปท่ี 2.4  เซลลท่ี์ยอ้มดว้ยสีไนลบ์ลู เอ (A) และสีซูดานแบลค บี (B) (López-Cortés และคณะ, 2008) 
  
 2.3.1 โครงสร้างของ P(3HB)   
  P(3HB)   เกิดจากการเช่ือมต่อกนัของ 3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต (3-hydroxybutyrate, 3HB)   
ซ่ึงมีหมู่เมธิล (methyl group)  มาต่อกบัสายพอลิเมอร์หลกัตรงต าแหน่งไครัลคาร์บอน (*C) และ    
มีโมโนเมอร์เช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะเอสเทอร์ไดเ้ป็นสารประกอบพอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) (Loo 
และ Sudesh , 2007b)  ดงัแสดงในรูปท่ี 2.5 และ 2.6 ตามล าดบั   
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 2.5  สูตรโครงสร้างทางเคมีของ P(3HB) (Loo และ Sudesh , 2007b) 

 

A 

* 

B 
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รูปท่ี 2.6 การสังเคราะห์ P(3HB) จากโมโนเมอร์ 3HB (Sudesh และคณะ, 2000) 

 
 2.3.2 สมบัติของโฮโมพอลเิมอร์ P(3HB)   
 P(3HB)      มีสมบติัใกลเ้คียงกบัพอลิโพรพิลีน   แต่มีคุณสมบติัทางกายภาพและทางเคมี
บางประการท่ีดีกวา่  กล่าวคือ  มีปริมาณผลึกในโครงสร้างสูง คือ ประมาณ ร้อยละ 50 ถึง 70 จึง  ท า
ใหพ้อลิเมอร์มีความตา้นทานต่อตวัท าละลายต่างๆดีมาก  มีความตา้นทานต่อไขมนัและน ้ามนัปาน
กลางถึงดี     นอกจากน้ียงัมีความตา้นทานต่อรังสี UV ดี   แต่ไม่ทนต่อกรดและด่าง    และจากการท่ี 
P(3HB)   มีการแพร่ผา่นของก๊าซออกซิเจนต ่า  จึงสามารถน าไปใชเ้ป็นบรรจุภณัฑส์ าหรับผลิตภณัฑ์
ท่ีไวต่อออกซิเจนไดดี้ (Grothe และคณ, 1999; Sharma และ Mallick, 2005)  อยา่งไรก็ตาม P(3HB)  
ยงัมีขอ้จ ากดัในการน าไปใชง้านเน่ืองจากมีความแขง็ (stiffness) และเปราะ (brittleness) (Evan และ
Sikdar, 1990 ; Koning และคณะ, 1992 ; Sudesh และคณะ, 2000)  ดงัแสดงในตารางท่ี 2.2 
 
ตารางท่ี 2.2 เปรียบเทียบสมบติัทางกายภาพ เคมีและเชิงกลของ PP และP(3HB) 

สมบัติ PP P(3HB) 
จุดหลอมเหลว (melting temperature) (ºC) 171-186 171-182 
ความสามารถเป็นผลึก (degree of crystallinity) (%) 65-70 65-80 
ความหนาแน่น (density) (g/cm3) 0.94-0.95 1.23-1.25 
น ้าหนกัโมเลกุล (molecular weight) (x105Dalton) 2.2-7 1-8 
การกระจายของน ้าหนกัโมเลกุล  
(molecular weight distribution) 

5-12 2.2-3 

ความแขง็ (flexural modulus) (GPa) 1.7 3.5-4 
ความสามารถในการตา้นแรงดึง 
(tensile strength) (MPa) 

39 40 

ความสามารถในการขยายตวั  
(extension to break) (%) 

400 6-8 

condensation 
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ตารางท่ี 2.2 เปรียบเทียบสมบติัทางกายภาพ เคมีและเชิงกลของ PP และP(3HB) (ต่อ) 
สมบัติ PP P(3HB) 

ความทนทานต่อแสงอลัตราไวโอเลต  
(UV resistance) 

ไม่ดี ดี 

ความทนทานต่อตวัท าละลาย 
(solvent resistance) 

ดี 
 

ไม่ดี 
 

ความสามารถใหอ้อกซิเจนผา่น(oxygen 
permeability) (cm-1m-2atm-1d-1) 

1,700 45 

ท่ีมา: Evan และSikdar (1990) 
 
 2.3.3 วถิีชีวสังเคราะห์ P(3HB) 
 ส าหรับวถีิการสังเคราะห์ P(3HB) มีเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งอยู ่ 3 ชนิด ไดแ้ก่ เอนไซม ์ β-
ketothiolase  เอนไซม ์ acetoacetyl-CoA reductase  และเอนไซม ์ P(3HB) synthase หรือเอนไซม ์
P(3HB) polymerase    ซ่ึงการท างานของเอนไซมใ์นแต่ละขั้นตอนในการสังเคราะห์ P(3HB) นั้น
เกิดจากการแสดงออกของ pha CBA cluster  (Reddy และคณะ, 2003)  ดงัแสดงในรูปท่ี 2.7 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 2.7 โครงสร้างของ pha CBA cluster ซ่ึงควบคุมการสังเคราะห์ P(3HB)  ประกอบดว้ยโปรโม
เตอร์และยนีท่ีควบคุมการสังเคราะห์ ไดแ้ก่ pha C  pha A และ pha B ตามล าดบั (Reddy และคณะ, 
2003) 
 



16 
 

 ปฏิกิริยาของเอนไซมจ์ะมีกลไกการท างานดงัน้ี เร่ิมจาก acetyl-CoA 2 โมเลกุลถูกควบรวม
เป็น acetoacetyl-CoA โดยอาศยัเอนไซม ์ β-ketothiolase จากนั้น acetoacetyl-CoA จะถูกรีดิวซ์ไป
เป็น 3-hydroxybutyryl-CoA  ดว้ยเอนไซม ์acetoacetyl-CoA reductase  จากนั้น 3-hydroxybutyryl-
CoA ซ่ึงเป็นโมโนเมอร์ในปฏิกิริยาพอลิเมอร์ไรเซชนัจะถูกพอลิเมอร์ไรซ์ไปเป็น P(3HB) ดว้ย
เอนไซม ์P(3HB) polymerase  
 แต่เน่ืองจาก  P(3HB) มีความแขง็แต่เปราะ  ไม่ยดืหยุน่และข้ึนรูปไดย้าก   จึงเป็นขอ้จ ากดั
ในการน าไปประยกุตใ์ชง้านและไม่เหมาะจะใชใ้นเชิงพาณิชย ์  ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกบัพอลิ(3-ไฮ  
ดรอกซิบิวทิเรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรตซ่ึงเป็นโคพอลิเมอร์  พบวา่    มีสมบติัทางกายภาพและ
เชิงกลท่ีดีกวา่ P(3HB)   (Sudesh และคณะ, 2000)    
 
2.4 พอล(ิ3-ไฮดรอกซีบิวทเิรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต)   [Poly(3-hydroxybutyrate-co-3-
hydroxyvalerate), P(3HB-co-3HV) หรือ PHBV] 
 
 2.4.1 โครงสร้างของ PHBV  

พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต) [Poly(3-hydroxybutyrate-co-3-
hydroxyvalerate,  P(3HB-co-3HV) หรือ PHBV]   เป็นโคพอลิเมอร์ท่ีประกอบดว้ยโมโนเมอร์ของ 
3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต (3HB) ต่อเช่ือมกบั 3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต (3-hydroxyvalerate, 3HV)  ดว้ย
พนัธะเอสเทอร์ระหวา่งหมู่คาร์บอกซิลิกกบัหมู่ไฮดรอกซี  (Loo และ Sudesh, 2007b)   (แสดงดงัรูป
ท่ี 2.8 และ 2.9)    โดยมีการเรียงตวัของโมโนเมอร์เป็นแบบสุ่ม  (Matsusaki และคณะ, 2000)  (ดงั
รูปท่ี 2.10)   แสดงลกัษณะเป็นไอโซไดมอร์ฟิซึม (isodimorphism)  ซ่ึงประกอบดว้ยโมโนเมอร์สอง
ชนิดท่ีมีรูปร่างและขนาดคลา้ยกนัจึงสร้างผลึกร่วมกนัได ้  (cocrystallization)  (Dai และคณะ, 2008 
; Galego และคณะ, 2000) 
 
 
 
 
 
  
รูปท่ี 2.8 สูตรโครงสร้างทางเคมีของ PHBV ซ่ึงประกอบดว้ยโมโนเมอร์ 3HB และโมโนเมอร์ 3HV 
ต่อเช่ือมกนัดว้ยพนัธะเอสเทอร์ (Loo และ Sudesh, 2007b) 
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รูปท่ี 2.9 การสังเคราะห์ PHBV จากโมโนเมอร์  3HB และ 3HV (Sudesh และคณะ, 2000) 

(เม่ือก าหนดให ้R = CH3: methyl , C2H5  : ethyl ) 
 

 
 
 

 
รูปท่ี 2.10 การเรียงตวัของโมโนเมอร์ 3HB และโมโนเมอร์ 3HV ในสายโคพอลิเมอร์ PHBV แบบ
สุ่ม (Kumar และคณะ, 2001) 
 
 2.4.2 สมบัติของโคพอลเิมอร์ PHBV  
 เน่ืองจากมีหมู่เอธิล (ethyl group) เป็นสายโซ่ดา้นขา้งของโมโนเมอร์ 3HV จึงท าใหส้าย  
โคพอลิเมอร์ PHBV  มีการเรียงตวักนัอยา่งไม่แน่น   ส่งผลใหจุ้ดหลอมเหลว  ระดบัการเกิดผลึก   
ความทนต่อแรงดึง (tensile strength) และ modulus strength มีค่าลดลง   ในขณะท่ีความยดืหยุน่ 
(flexibility)    ความทนต่อการกระแทก (impact strength)   มีค่าเพิ่มข้ึน    และสามารถท าใหเ้ป็น
เส้นหรือแผน่บางได ้   (Du และคณะ, 2001; Chen และ Wang, 2002 ; Khanna และ Srivastava, 
2005; Hori และคณะ, 2009)   นอกจากน้ี   โคพอลิเมอร์ PHBV ยงัมีความเสถียรในน ้า  น ้ามนัและ
แอลกอฮอล์ แต่ไม่ทนหรือทนนอ้ยต่อกรดและด่าง และสามารถยอ่ยสลายไดเ้ร็วกวา่ P(3HB)  
(Akmal และคณะ, 2003)    ส าหรับสมบติัทางกายภาพ  เคมีและเชิงกลของโคพอลิเมอร์ PHBV เม่ือ
เทียบกบั P(3HB) และ PP  แสดงอยูใ่นตารางท่ี 2.3 

 

 

3-hydroxybutyrate 3-hydroxyvalerate PHBV 
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ตารางท่ี 2.3 สมบติัทางกายภาพ   เคมีและเชิงกลของ PHBV เม่ือเทียบกบั P(3HB) และ PP 
สมบัติ P(3HB)a P(3HB-co-20%3HV)b PPa 

ความหนาแน่น (density) (g/cm3) 1.250 N/A 0.905 
ความสามารถเป็นผลึก  
(degree of crystallinity) (%) 

80 56 70 

น ้าหนกัโมเลกุล (molecular weight) 
(x105Dalton) 

5 N/A 2 

อุณหภูมิกลาสทรานสิชนั 
(glass transition temperature) (ºC) 

4 -1 -10 

อุณหภูมิหลอมเหลว  
(melting temperature) (ºC) 

180 145 176 

ความแขง็ (flexural modulus) (GPa) 4.0 1.2 1.7 
ความสามารถในการตา้นแรงดึง 
(tensile strength) (MPa) 

40 32 38 

ความสามารถในการขยายตวั  
(extension to break) (%) 

6 50 400 

ความทนทานต่อแสงอลัตราไวโอเลต  
(UV resistance) 

ดี N/A ไม่ดี 

ความทนทานต่อตวัท าละลาย 
(solvent resistance) 

ไม่ดี N/A ดี 

ท่ีมา : Hocking และ Marchessault (1994) ; Doi (1990) 
หมายเหตุ  N/A : ไมป่รากฏขอ้มูล 
         a : ขอ้มูลอา้งอิงจาก Hocking และ Marchessault (1994) 
         b : ขอ้มูลอา้งอิงจาก Doi (1990)  
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Hocking และ Marchessault (1994) ; Choi และ Lee (1999) ; Du และคณะ (2001) 
Marangoni และคณะ (2002) ; Zakaria และคณะ (2010)  พบวา่  สัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV จะถูก
ควบคุมโดยอตัราส่วนของแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งสารตั้งตน้ส าหรับผลิตเป็นโมโนเมอร์ 3HB 
(3HB-generating carcon source)    ต่อสารตั้งตน้ส าหรับผลิตเป็นโมโนเมอร์ 3HV (3HV-generating 
carcon source)    โดยหากมีอตัราส่วนระหวา่งสารตั้งตน้ส าหรับผลิตเป็นโมโนเมอร์ 3HB ต่อสารตั้ง
ตน้ส าหรับผลิตเป็นโมโนเมอร์ 3HV สูง   จะท าใหไ้ดน้ ้าหนกัเซลลแ์หง้   ความเขม้ขน้และปริมาณ
โคพอลิเมอร์ PHBV สูง    แต่มีโมลเปอร์เซ็นตข์อง 3HV ต ่า   ขณะท่ีหากมีอตัราส่วนระหวา่งสารตั้ง
ตน้ส าหรับผลิตเป็นโมโนเมอร์ 3HB ต่อสารตั้งตน้ส าหรับผลิตเป็นโมโนเมอร์ 3HV ต ่า  จะท าให้    
มีโมลเปอร์เซ็นตข์อง 3HV สูง  แต่น ้าหนกัเซลลแ์หง้   ความเขม้ขน้และปริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV 
ท่ีผลิตไดจ้ะต ่า   จากการท่ีโคพอลิเมอร์ PHBV  มีสัดส่วนของ 3HV ท่ีแตกต่างกนัน้ีเองจึงท าใหมี้
สมบติัทางกายภาพและเชิงกลท่ีแตกต่างกนัข้ึนกบัปริมาณ 3HV ท่ีเป็นองคป์ระกอบภายในโคพอลิ
เมอร์  (ดงัแสดงในตารางท่ี 2.4) 

ตารางท่ี 2.4 สมบติัทางกายภาพและเชิงกลของโคพอลิเมอร์ PHBV ท่ีมีสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV 
ตั้งแต่ 0 จนถึง 25 โมลเปอร์เซ็นต ์ 

สัดส่วนของ 
โมโนเมอร์ 3HV 
(โมลเปอร์เซ็นต์) 

อุณหภูมิ
หลอมเหลว 

(ºC) 

อุณหภูมกิลาส 
ทรานสิชัน 

(ºC) 

ค่ายงัส์
โมดูลัส  
(GPa) 

ความสามารถใน
การต้านแรงดึง 

(MPa) 

ความทนต่อ
การกระแทก  

(J/m) 

0 179 10 3.5 40 50 
3 170 8 2.9 38 60 
9 162 6 1.9 37 95 

14 150 4 1.5 35 120 
20 145 -1 1.2 32 200 
25 137 -6 0.7 30 400 

ท่ีมา : Hocking และ Marchessault , 1994 
 
  2.4.2.1 สมบติัทางอุณหภูมิของโคพอลิเมอร์ PHBV (thermal properties) 
 โคพอลิเมอร์ PHBV ซ่ึงมีโมโนเมอร์ 3HV เป็นองคป์ระกอบ จะมีผลใหล้ดอุณหภูมิต่างๆลง 
ไดแ้ก่ ไดแ้ก่ อุณหภูมิหลอมเหลว  (melting temperature , Tm) อุณหภูมิกลาสทรานสิชนั (glass 
transition temperature , Tg)  ค่าความร้อนของการหลอมเหลว (heat of fusion , Hf)   



20 
 

 Dai และคณะ (2007)  พบวา่   โคพอลิเมอร์ท่ีมีสัดส่วนของ 3HV สูงข้ึน   จะช่วยลด
อุณหภูมิหลอมเหลวลง  กล่าวคือ   โคพอลิเมอร์ท่ีมีสัดส่วนของ 3HV เท่ากบั 40 โมลเปอร์เซ็นต ์  
จะมีผลไปลดอุณหภูมิหลอมเหลวของพอลิเมอร์จาก 180 องศาเซลเซียสในกรณีท่ีเป็นโฮโมพอลิ
เมอร์ P(3HB)  ใหเ้หลือเพียง 75 องศาเซลเซียส    แต่เม่ือเพิ่มสัดส่วนของ 3HV ใหสู้งข้ึน    จนถึง 95
โมลเปอร์เซ็นต์  กลบัพบวา่   มีผลท าใหอุ้ณหภูมิหลอมเหลวเพิ่มข้ึนเป็น 108 องศาเซลเซียส     ซ่ึง
สอดคลอ้งกบัการวิจยัของ Savenkova และคณะ (2000)  ซ่ึงพบวา่ เม่ือเพิ่มสัดส่วนของ 3HV ตั้งแต่ 
0 ไปจนถึง 20โมลเปอร์เซ็นต ์  จะมีผลช่วยลดอุณหภูมิหลอมเหลวจาก 180 องศาเซลเซียสเป็น 123 
องศาเซลเซียส ขณะเดียวกนัก็ยงัไปมีผลใหอุ้ณหภูมิกลาสทรานสิชนัลดลงจาก 3.1 องศาเซลเซียส
เป็น -6.3 องศาเซลเซียส   นอกจากน้ี   การศึกษาของ    Hu และคณะ (1997)  ยงัพบวา่    การเพิ่มข้ึน
ของสัดส่วน 3HV จาก 9 จนถึง 95 โมลเปอร์เซ็นต ์    จะมีผลไปลดอุณหภูมิหลอมเหลวลงตั้งแต่  
178 จนถึง 99 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิกลาสทรานสิชนัก็ลดลงจาก 4 องศาเซลเซียสจนถึง -16 
องศาเซลซียส ตามล าดบั เช่นเดียวกบั   Zakaria และคณะ (2010)  ท่ีไดร้ายงานวา่  อุณหภูมิกลาส 
ทรานสิชนัจะลดลงจาก 0.5 เป็น 0.1 องศาเซลเซียส      เม่ือมีปริมาณ 3HV เพิ่มข้ึนจาก 12  ไปเป็น 
21 โมลเปอร์เซ็นต ์    ส าหรับค่าความร้อนในการหลอมเหลว  พบวา่   มีแนวโนม้ลดลงในลกัษณะ
เดียวกนักบัอุณหภูมิหลอมเหลว  โดยมีค่าต ่าท่ีสุดเม่ือมีสัดส่วนของ 3HV อยูร่ะหวา่ง 20  ถึง  60 
โมลเปอร์เซ็นต์ (Doi ,1990)  

   2.4.2.2 สมบติัเชิงกลของโคพอลิเมอร์ PHBV (machanical properties) 
 สมบติัเชิงกลของโคพอลิเมอร์ PHBV จะเปล่ียนแปลงตามสัดส่วนของ 3HV ท่ีเป็น
องคป์ระกอบ กล่าวคือ การเพิ่มข้ึนของ 3HV จะมีผลท าใหพ้อลิเมอร์มีความยดืหยุน่ (flexibility) 
มากข้ึน  โดยดูไดจ้ากค่ายงัส์โมดูลสั (Young’s modulus) ท่ีลดลง และยงัช่วยลดความแขง็ 
(stiffness)  โดยดูจากค่าการทนแรงกระแทก (impact strength) ท่ีเพิ่มข้ึน  นอกจากน้ี     สัดส่วนของ 
3HV ท่ีเพิ่มข้ึนยงัท าใหมี้ค่าการตา้นแรงดึง (tensile strength) และเปอร์เซ็นตก์ารยดื (elongation to 
break) เพิ่มข้ึนดว้ย     ซ่ึงจะมีผลท าใหโ้คพอลิเมอร์ท่ีผลิตไดมี้ความเหนียว (toughness) เพิ่มข้ึน  (Du 
และคณะ, 2001)   
 Savenkova และคณะ (2000) รายงานวา่    การเพิ่มข้ึนของ 3HV จาก 0 ถึง 20โมล
เปอร์เซ็นต ์มีผลช่วยเพิ่มเปอร์เซ็นตก์ารยดืเป็น 180 เปอร์เซ็นต ์  ซ่ึงสอดคลอ้งกบั   งานวจิยัของ Doi 
(1990) และ Hu และคณะ (1997)  ท่ีพบวา่    แผน่ฟิลม์ท่ีมี 3HV เท่ากบั 34 โมลเปอร์เซ็นต ์   จะมีค่า
เปอร์เซ็นตก์ารยดืถึง 970 เปอร์เซ็นต ์ และมีค่าเปอร์เซ็นตก์ารยดืสูงถึง 1200 เปอร์เซ็นต ์ เม่ือมี
สัดส่วนของ  3HV เท่ากบั 55 โมลเปอร์เซ็นต ์ ขณะท่ีหากเพิ่มสัดส่วนของ 3HV ใหสู้งถึง 71 โมล
เปอร์เซ็นต ์จะมีผลท าใหโ้คพอลิเมอร์กลบัมามีสมบติัแขง็แต่เปราะเช่นเดียวกบั P(3HB)  
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  2.4.2.3 ระดบัการเป็นผลึก (degree of crystallinity) 
 Sudesh และคณะ (2000)  พบวา่   ระดบัการเป็นผลึกของโคพอลิเมอร์ PHBV จะลดลงเม่ือ
มีสัดส่วนของ 3HV เพิ่มข้ึน  โดยเม่ือเพิ่มสัดส่วนของ 3HV จาก 0 ไปจนถึง 20 โมลเปอร์เซ็นต ์  จะ
มีผลท าใหร้ะดบัการเป็นผลึกลดลงจาก  63  เป็น 31 เปอร์เซ็นต ์   ซ่ึงการท่ีพอลิเมอร์มีระดบัการเป็น
ผลึกลดลงจะมีขอ้ดีคือช่วยใหพ้ลาสติกมีลกัษณะใสข้ึน (เสาวรจน์ ช่วยจุลจิตน์, 2538) และเม่ือ
วเิคราะห์โคพอลิเมอร์ PHBV ท่ีมี 3HV อยูใ่นช่วง 20 ถึง 40 โมลเปอร์เซ็นตด์ว้ย  NMR   (nuclear 
magnetic resonance) พบวา่ 3HV ท่ีเกิดข้ึนในช่วงแรกจะเกิดพอลิเมอร์ท่ีไม่เป็นระเบียบหรือท่ี
เรียกวา่บริเวณอสัณฐาน (amorphous region) แทรกอยูใ่นบริเวณท่ีเป็นผลึก (crystalline region)  
ของ 3HB ท่ีมีอยูเ่ดิมแบบสุ่ม แต่เม่ือเพิ่มสัดส่วนของ 3HV ใหสู้งข้ึนมากกวา่ 40 โมลเปอร์เซ็นต ์
กลบัพบวา่ จะมีผลไปเพิ่มระดบัการเป็นผลึกใหสู้งข้ึนอีก (Cox, 1994) 

2.4.2.4 การทนสารเคมีและสมบติัในการซึมผา่นของโคพอลิเมอร์ 
Madison และ Huisman (1999) พบวา่ โคพอลิเมอร์ PHBV สามารถทนสารเคมีไดดี้ 

โดยเฉพาะทนสารไฮโดรคาร์บอนและน ้ามนัไดดี้ท่ีสุด มีความเสถียรในสารละลายท่ีมีค่าความเป็น
กรด-ด่างในช่วง 3 ถึง 10 ส าหรับสมบติัการป้องกนัโดยทัว่ไป ไดแ้ก่ สมบติัการซึมผา่นของ
ความช้ืนและออกซิเจน พบวา่ เม่ือสัดส่วนของ 3HV เพิ่มข้ึน อตัราการซึมผา่นของความช้ืนค่อนขา้ง
คงท่ีแต่อตัราการซึมผา่นของออกซิเจนจะเพิ่มข้ึน  
 
 จากการศึกษาสมบติัดา้นต่างๆ ของโคพอลิเมอร์ PHBV สามารถสรุปไดว้า่ สัดส่วนของ
โมเมอร์ 3HV ท่ีแตกต่างกนัจะส่งผลใหโ้คพอลิเมอร์มีสมบติัทางกายภาพ  เคมีและเชิงกลแตกต่าง
กนั   การมีปริมาณ 3HV ในโคพอลิเมอร์ PHBV ปริมาณนอ้ย   จะท าใหพ้อลิเมอร์ท่ีไดมี้ลกัษณะ
คลา้ย PVC และ PS  คือ แขง็และเปราะ    แต่ถา้มีปริมาณ 3HV   ในปริมาณท่ีเหมาะสม  จะมี
ลกัษณะเหมือนกบั PP   ซ่ึงมีความสมดุลของความแข็งและความเหนียว  ส่วนการมี 3HV ใน
ปริมาณสูง  จะท าใหไ้ดพ้อลิเมอร์ท่ีมีความน่ิมและเหนียวเหมือน PE  (Barker และคณะ, 1997)   
โดยการมี 3HV ในสายโคพอลิเมอร์ PHBV  ปริมาณสูงเกินไป  คือ ตั้งแต่ 47 ถึง 100 โมลเปอร์เซ็นต ์   
มีผลใหอุ้ณหภูมิหลอมเหลวและระดบัการเป็นผลึกสูงข้ึน ท าใหพ้อลิเมอร์ท่ีไดก้ลบัมามีสมบติัแขง็
และเปราะเหมือนโฮโมพอลิเมอร์ P(3HB) (Bloembergen และคณะ, 1986)     ซ่ึงโคพอลิเมอร์ 
PHBV ท่ีมีสมบติัเหมาะสมในการน าไปใชป้ระโยชน์มากท่ีสุด คือ โคพอลิเมอร์ท่ีมีสัดส่วนของ 
3HV อยูใ่นช่วงประมาณ 20 ถึง 30 โมลเปอร์เซ็นต ์  (Nobes และคณะ, 1994 ; Barker และคณะ, 
1997 ; Sudesh และคณะ, 2000 ; Volova, 2004 ; Rudnik, 2008 )   โดยพบวา่   เหมาะจะน าไปข้ึนรูป
เป็นแผน่ฟิลม์ท่ีมีความยดืหยุน่ได ้(flexible film) 
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 2.4.3 วถิีชีวสังเคราะห์ PHBV  
ส าหรับกระบวนการสังเคราะห์ PHBV ตอ้งอาศยัสารตวักลางสองชนิด ไดแ้ก่ β-

hydroxybutyryl–CoA  หรือ  3-hydroxybutyryl–CoA  (3HB-CoA)  และ  β-hydroxyvaleryl–CoA 
หรือ 3-hydroxyvaleryl–CoA (3HV-CoA)   โดย 3HV-CoA   ไดม้าจากการปฏิกิริยาควบรวม
ระหวา่ง acetyl-CoA กบั propionyl-CoA  ดว้ยเอนไซม ์β-ketothiolase ไดเ้ป็น  β-ketovaleryl-CoA 
ซ่ึงต่อมาจะถูกรีดิวซ์ดว้ยเอนไซม ์ acetoacetyl-CoA reductase ใหก้ลายเป็น 3HV-CoA    จากนั้น  
3HB-CoA และ 3HV-CoA จะถูกพอลิเมอร์ไรซ์ดว้ยเอนไซม ์ PHA synthase  ไดเ้ป็นโคพอลิเมอร์ 
PHBV  ในท่ีสุด   (Eschenlauer และคณะ, 1996)      ดงัแสดงในรูปท่ี 2.11 

      รูปท่ี 2.11 วถีิชีวสังเคราะห์ PHBV (Eschenlauer และคณะ, 1996) 
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ส าหรับสารตั้งตน้ท่ีสามารถสังเคราะห์ให ้propionyl-CoA ซ่ึงเป็นสารตวักลางในวถีิการ
สังเคราะห์ PHBV แบ่งไดเ้ป็น 6 กลุ่ม  (Steinbüchel และ Eversloh , 2003)  ดงัน้ี   (ดงัรูปท่ี 2.12) 

  2.4.3.1 สังเคราะห์ไดจ้าก propionic acid 
 propionic acid สามารถถูกเปล่ียนไปเป็นไดท้ั้ง 3HV และ pyruvic acid หรือ succinyl- CoA 
ซ่ึงเป็นสารตวักลางของกระบวนการเมตาบอลิซึมหลกั อนัประกอบดว้ย วฏัจกัร methylcitric acid 
cycle (MCC) และ วถีิ methylmalonyl-CoA ตามล าดบั   โดยในสภาวะมีอากาศ  เอนไซม ์2-methyl 
citric acid synthase จะท าหนา้ท่ียอ่ย propionic acid ผา่นวิถี MCC เพื่อใชผ้ลิตเป็น PHBV 
  2.4.3.2 สังเคราะห์ไดจ้าก aliphatic fatty acids อ่ืนๆ 
 กรดไขมนัท่ีมีลกัษณะเป็นสายตรง ซ่ึงมีความยาวของสายคาร์บอนมากและมีจ านวนของ
คาร์บอนอะตอมเป็นเลขค่ี (odd number of carbon atoms)  เช่น valeric acid  heptanoic acid 
nonanoic acid เป็นตน้ สามารถเป็นสารตั้งตน้เพื่อใชใ้นการสังเคราะห์เป็น propionyl-CoA  ได้
เน่ืองจากในขั้นตอนสุดทา้ยของกระบวนการ β-oxidation จะไดผ้ลิตภณัฑเ์ป็น propionyl-CoA  
แทนท่ีจะเป็น acetyl-CoA    
  2.4.3.3 สังเคราะห์ไดจ้าก levulinic acid 
 แบคทีเรียท่ีสามารถสังเคราะห์เอนไซม ์PHAscl synthase levulinic acid (4-ketovaleric acid)
จะสร้างพอลิเอสเทอร์ท่ีมี 4-hydroxyvaleric acid (4HV) เป็นส่วนประกอบ  โดยทัว่ไป PHAs ท่ีถูก
สะสมโดยแบคทีเรียเม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมี levulinic acid เป็นแหล่งคาร์บอน มกัจะประกอบดว้ยโม
โนเมอร์ทั้ง 4HV  3HB และ 3HV   ซ่ึงการมี 3HB และ 3HV   เกิดข้ึนในกระบวนการสังเคราะห์นั้น
แสดงใหเ้ห็นวา่ 3HB และ 3HV  เป็นสารตวักลางท่ีอยูเ่หนือวถีิการยอ่ยสลาย levulinic acid ซ่ึงจะ
ถูกยอ่ยผา่น β-oxidation ใหก้ลายเป็น propionyl-CoA  และ acetyl-CoA ได ้ 
   2.4.3.4 สังเคราะห์ไดจ้าก pentanol 
 แบคทีเรีย facultative methylotrophic Paracoccus denitrificans สามารถสังเคราะห์และ
สะสมโฮโมพอลิเมอร์  P(3HV) ไดเ้ม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมี    n-pentanol  เป็นแหล่งคาร์บอน โดย n-
pentanol จะถูกออกซิไดซ์ผา่น valeraldehyde ไปเป็น valeric acid ซ่ึงต่อมา valeric acid จะสามารถ
ถูกเปล่ียนไปเป็น valeryl-CoA ได ้ 
   2.4.3.5 สังเคราะห์ไดจ้าก amino acid  
 amino acid เป็นอีกแหล่งหน่ึงของสารตั้งตน้ท่ีส าคญัท่ีใชส้ าหรับสร้างเป็น propionyl-CoA  
valine  isoleucine  threonine  และ  methionine  เป็น amino acid ท่ีใชเ้ป็นสารตั้งตน้ส าหรับผลิต
เป็น 3HV  เน่ืองจากสามารถถูกยอ่ยใหก้ลายเป็น propionyl-CoA  ได ้ 
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   2.4.3.6 สังเคราะห์ไดจ้ากวฏัจกัร citric acid ผา่นวถีิ methylmalonyl–CoA 
 วถีิการสังเคราะห์ coenzyme B12-dependent methylmalonyl-CoA เป็นอีกหน่ึงวถีิท่ีส าคญั
ในการสังเคราะห์ propionyl-CoA  จาก propionic acid หรือจากสารตั้งตน้ส าหรับผลิตเป็น 
propionyl-CoA  อ่ืนๆ ไปเป็น succinyl-CoA เน่ืองจากเอนไซมใ์นวถีิการสังเคราะห์น้ีสามารถ
เปล่ียนกลบัไปกลบัมาได ้ (reversible) และคาดวา่วถีิการสังเคราะห์น้ีน่าจะเช่ือมอยูก่บัวฏัจกัร citric 
acid ดว้ย  ส าหรับการสังเคราะห์ PHBV จะเร่ิมจากแบคทีเรียจะยอ่ยกลูโคสผา่นวถีิสังเคราะห์ 2-
keto-3-deoxy-6-phosphogluconate ไดเ้ป็น pyruvate ซ่ึงต่อมาจะถูกเติมคาร์บอน (carboxylate) ให้
กลายเป็น oxaloacetate ซ่ึงจะถูกเปล่ียนเป็น succinyl-CoA ไดด้ว้ยปฏิกิริยายอ้นกลบั (reverse 
reaction) ของวฏัจกัร citric acid จากนั้น  succinyl-CoA จะถูกเปล่ียนเป็น propionyl-CoA  ไดโ้ดย
ผา่น methylmalonyl –CoA   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2.12 แหล่งท่ีมาของ propionyl-CoA ซ่ึงใชเ้ป็นสารตวักลางส าหรับกระบวนการสังเคราะห์ 
PHAs ท่ีมี 3HV เป็นองคป์ระกอบ (Steinbüchel และ Eversloh , 2003) 
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2.5 การสะสม PHAs ในจุลนิทรีย์ 

 Ballard และคณะ (1987) รายงานวา่ เม่ือเล้ียงจุลินทรียใ์นภาวะท่ีเหมาะสมต่อการ
สังเคราะห์ PHAs จ  านวนแกรนูลต่อเซลลจ์ะอยูใ่นช่วง 8-12 แกรนูลและท าใหเ้ซลลมี์เส้นผา่น
ศูนยก์ลางเพิ่มข้ึนจาก 0.24 เป็น 0.50 ไมครอน   รูปร่างของเซลลเ์ม่ือสะสม PHAs    จะเปล่ียนเป็น
ค่อนขา้งกลม และพบวา่   การสะสม PHAs   จะหยดุเม่ือมีปริมาณ PHAs ประมาณ 90 เปอร์เซ็นต์
ต่อน ้าหนกัเซลลแ์หง้   ถึงแมว้า่จะมีเอนไซมแ์ละสารตั้งตน้ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์ PHAs ก็
ตาม  ทั้งน้ี  เน่ืองจากเซลลไ์ม่สามารถเก็บ PHAs ไดม้ากกวา่น้ีภายใตป้ริมาณผนงัเซลลท่ี์จ ากดั 
(Gouda และคณะ, 2001)  โดยภายในแกรนูลจะประกอบดว้ย PHAs  ประมาณ 98 เปอร์เซ็นตโ์ดย
น ้าหนกัและโปรตีน 2 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั ท่ีเหลือเป็นไขมนั จ าพวกกรดฟอสฟาติดิก 
(phosphatidic) และสารประกอบท่ีละลายในอะซิโตนไดอี้กปริมาณเล็กนอ้ย  

 ส าหรับ Bacillus megaterium  พบวา่  แกรนูลมีเส้นผา่นศูนยก์ลางอยูร่ะหวา่ง  0.20-0.50 
ไมครอน  หนาประมาณ 2.0 นาโนเมตร มีปริมาณ PHAs เป็นองคป์ระกอบประมาณ 97.7 
เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั    โปรตีน 1.87 เปอร์เซ็นตแ์ละไขมนัอีก 0.46 เปอร์เซ็นต ์  (Law และคณะ, 
2003) 
 Zinn และคณะ (2001) พบวา่  PHAs   จะถูกสะสมไวภ้ายในแกรนูลท่ีมีขนาดต่างๆ กนั โดย
แกรนูลถูกลอ้มรอบดว้ย phospholipid monolayer และโปรตีน phasin รวมถึงเอนไซม ์polymerase 
และdepolymerase รวมทั้ง unknown protein ต่างๆ    (ดงัแสดงในรูปท่ี 2.13)  

 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
รูปท่ี 2.13 ส่วนประกอบภายในแกรนูลของ PHAs (Zinn และคณะ, 2001) 
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2.6 วฏัจักรการหมุนเวยีนองค์ประกอบอนิทรีย์ของ PHAs  
 
 วฏัจกัรแสดงการหมุนเวยีนองคป์ระกอบอินทรียข์อง PHAs เร่ิมจากการผลิต PHAs ดว้ย
กระบวนการหมกั โดยใชแ้หล่งคาร์บอนซ่ึงส่วนใหญ่ไดม้าจากทรัพยากรท่ีผลิตทดแทนใหม่ได ้
(renewable resource)  เช่น น ้ าตาลซ่ึงผลิตจากออ้ย  ขา้วโพด  แป้ง    หรือวตัถุดิบจากการเกษตรบาง
ชนิด  (Lee และคณะ, 1999 ; Shahhosseini , 2004 ; Tian และคณะ, 2009)    จุลินทรียจ์ะสร้างและ
สะสมแกรนูลของ PHAs โดยอาศยักระบวนการเมตาบอลิซึมของจุลินทรีย ์   จากนั้น จึงสกดัเอา 
PHAs  ออกจากเซลลเ์พื่อน าไปแปรรูปเป็นผลิตภณัฑพ์ลาสติกต่างๆ   ซ่ึงหลงัจากผา่นการใชง้าน
แลว้ PHAs อาจถูกก าจดัเช่นเดียวกบัขยะพลาสติกทัว่ไป  เช่น น าไปฝังกลบในดิน   เม่ือเกิดการยอ่ย
สลายตามธรรมชาติจะไดเ้ป็นปุ๋ยท่ีอุดมไปดว้ยสารอินทรีย ์ และช่วยเพิ่มปริมาณน ้าเพื่อรักษา
สารอาหารในดิน (Lee, 1996)   เน่ืองจากเม่ือ PHAs ถูกยอ่ยสลายโดยสมบูรณ์จะใหผ้ลิตภณัฑ์
สุดทา้ยเป็นคาร์บอนไดออกไซดแ์ละน ้า ซ่ึงพืชสามารถน าไปใชเ้ป็นวตัถุดิบส าหรับกระบวนการ
สังเคราะห์ดว้ยแสงเพื่อการเจริญเติบโตต่อไป  จากนั้น  จึงน าวตัถุดิบจากการเกษตรเหล่าน้ีมาใชเ้ป็น
วตัถุดิบในกระบวนการหมกัเพื่อผลิต PHAs อยา่งเป็นวฏัจกัรต่อเน่ือง  (Reddy และคณะ, 2003 ; 
Khanna และ Srivastava, 2005)  ดงัรูปท่ี 2.14 

 

รูปท่ี 2.14 วฏัจกัรแสดงการหมุนเวยีนองคป์ระกอบอินทรียข์อง PHAs 
(ภาพจาก www.tianan-enmet.com) 

http://www.tianan-enmet.com/
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2.7 การย่อยสลายได้ทางชีวภาพของ PHAs 
 
 ความสามารถในการยอ่ยสลายทางชีวภาพของ PHAs ข้ึนอยูก่บัปัจจยัหลายประการ ไดแ้ก่ 
อุณหภูมิ ความช้ืน ค่าความเป็นกรด-ด่าง ชนิดของจุลินทรีย ์ ความเขม้ขน้ของสารตั้งตน้หรือ
จุลินทรีย ์ คุณสมบติัทางกายภาพและเคมีของตวัอยา่ง  พื้นท่ีผวิสัมผสั  น ้าหนกัโมเลกุลของตวัอยา่ง 
เป็นตน้ (Boopathy, 2000 ; Sang และคณะ, 2000)  

PHAs สามารถถูกยอ่ยสลายไดโ้ดยจุลินทรียห์ลายกลุ่มทั้งแบคทีเรีย แอคติโนมยัซิส 
(actinomycetes)  และราในสภาวะแวดลอ้มท่ีหลากหลาย   เช่น  ในดิน  น ้า  (ทั้งในน ้าจืดและน ้า
ทะเล)   ส่ิงเน่าเป่ือย (compost)   และในสภาวะท่ีมีและไม่มีออกซิเจน ( Shah และคณะ, 2007 ; 
Khanna และ Srivastava, 2005)  หรือมีนอ้ย    เช่น   โรงบ าบดัน ้าเสีย   Lee และ Yu (1997)      
พบวา่  ในสภาวะไร้ออกซิเจนในระบบการบ าบดัน ้าทิ้งชุมชน  สามารถยอ่ยสลาย  PHAs  หนา 1.0 
มิลลิเมตร ไดใ้นระยะเวลา 6 สัปดาห์   ขณะท่ีในสภาวะมีออกซิเจนจะใชเ้วลายอ่ยนานกวา่  
ประมาณ 14 เท่า     สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ  Akmal และคณะ (2003)    ท่ีไดศี้กษาอตัราการยอ่ย
สลายโฮโมพอลิมอร์ P(3HB)  และโคพอลิเมอร์ PHBV ท่ีมี 40 โมลเปอร์เซ็นตข์อง 3HV เป็น
องคป์ระกอบในแหล่งธรรมชาติจ านวน 4 แหล่ง  ไดแ้ก่  แหล่งดิน   น ้าทิ้งจากการบ าบดัดว้ยระบบ
ตะกอนเร่ง (activated sludge)   ทะเลสาบน ้าจืด    และมหาสมุทรอินเดีย     พบวา่    การยอ่ยสลาย
พอลิเมอร์ทั้ง P(3HB) และ PHBV  ใน  activated sludge  เกิดไดเ้ร็วท่ีสุด    คิดเป็น 3.6 เปอร์เซ็นต์
ต่อสัปดาห์   โดย  P(3HB)    ใชเ้วลาในการยอ่ยสลายจนสมบูรณ์นาน 28 สัปดาห์   ขณะท่ีโคพอลิ
เมอร์ PHBV   ใชเ้วลาสั้นกวา่เพียงแค่  6  สัปดาห์  โดยทัว่ไป โคพอลิเมอร์ PHBV ใชเ้วลาในการ
ยอ่ยสลายไดเ้ร็วกวา่โฮโมพอลิเมอร์ P(3HB) เน่ืองจากมีระดบัความเป็นผลึกต ่ากวา่ (Williamson 
และ Wikinson, 1958 ; Reddy และคณะ, 2003) 

Manna และ Pual (2000) รายงานวา่   อุณหภูมิท่ีดีท่ีสุดในการยอ่ยสลาย PHAs โดยทัว่ไป
อยูท่ี่ประมาณ 30 องศาเซลเซียส   และพบวา่   การมีอุณหภูมิสูง    จะช่วยกระตุน้การยอ่ยสลาย 
PHAs ใหเ้กิดไดดี้ขั้น   เน่ืองจากมีผลไปเพิ่มอตัราเมตาบอลิซึมของจุลินทรีย ์   และจากงานวจิยัของ 
Shah และคณะ (2007) ท่ีไดส้กดัแยกเอนไซม ์ PHBV depolymerase จาก Bacillus sp. AF3 เพื่อ
ศึกษากิจกรรมของเอนไซมใ์นการยอ่ยสลายโคพอลิเมอร์ PHBV พบวา่ เอนไซม ์ PHBV 
depolymerase   ท างานไดดี้ท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
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2.8 แนวทางการน า PHA ไปประยุกต์ใช้ประโยชน์ 
 
 PHAs มีสมบติัทางกายภาพและเชิงกลท่ีหลากหลาย จึงสามารถน าไปใชป้ระโยชน์ไดใ้นวง
กวา้ง เร่ิมแรก PHAs ถูกน ามาใชง้านทางดา้นการแพทยเ์ป็นหลกัเน่ืองจากความสามารถในการเขา้
กนัไดก้บัระบบชีวภาพ (biocompatible) ความสามารถถูกดูดซึม (bioresorbable) และยงัสามารถ
ยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพ (biodegradable) (Pouton และ Akhtar, 1996) 

 2.8.1. การประยุกต์ใช้ในทางด้านการแพทย์และเภสัชกรรม (Chen และ Wu, 2005) 
 -วสัดุส้ินเปลืองในงานดา้นศลัยกรรม เช่น ไหมเยบ็แผล ตวัเยบ็แผล วสัดุปิดแผล ผา้ก๊อซ 
เป็นตน้ 
 -วสัดุเพื่อการบ าบดัและรักษาโรค    ไดแ้ก่     แคปซูลบรรจุยาหรือวคัซีนท่ีตอ้งการใหต้วัยา 
ค่อยๆ ถูกปล่อยออกมาในปริมาณนอ้ยๆ เป็นเวลานาน หรือใชท้  าเป็นกระดูกเทียม หรืออุปกรณ์ฝัง
ในร่างกาย โดยอาศยัสมบติัการเป็น piezoelectric ของ PHAs  ซ่ึงคลา้ยกบัสมบติัท่ีมีในกระดูก
ธรรมชาติ (Shahhosseini , 2004)    
 -ดา้นทนัตกรรม จะน า PHAs มาใชเ้ป็นวสัดุตวัน าท่ีท าใหเ้กิดการสร้างเน้ือเยือ่ข้ึนใหม่ใน
โรคดา้นปริทนัต ์(periodontitis) 
 -ใช ้ PHAs   เป็นสารตั้งตน้ในการผลิต R-(-)-3-hydroxybutyric acids     ซ่ึงสารน้ีเป็น
ส่วนประกอบส าคญัท่ีพบในเลือดโดยปกติ (Zinn และคณะ, 2001) และสามารถใชเ้ป็น chiral 
building blocks ส าหรับสังเคราะห์สารเคมีบริสุทธ์ิ เช่น ยาปฏิชีวนะ วติามิน และฟีโรโมน 
(pheromone) (Mandison และ Huisman, 1999; Luengo และคณะ, 2003) 

 2.8.2. การประยุกต์ใช้ในทางด้านเกษตรกรรมและปศุสัตว์  
 -ใชเ้ป็นแคปซูลส าหรับบรรจุยารักษาโรค และวคัซีนต่างๆในสัตวเ์ล้ียง เช่น วคัซีนป้องกนั
โรคระบาด   ยาถ่ายพยาธิ และบรรจุยาประเภทท่ีมีกลไกลการออกฤทธ์ินาน     (Reddy และคณะ, 
2003) 
 -ใชเ้ป็นแคปซูลส าหรับบรรจุปุ๋ย ฮอร์โมน growth factors ยาฆ่าแมลง ยาฆ่าวชัพืช   แคปซูล
จะค่อยๆสลายทีละนอ้ย โดยจุลินทรียท่ี์อยูใ่นดินพร้อมกบัสารท่ีบรรจุขา้งในถูกปล่อยออกมาใหส้าร
ดงักล่าวคงอยูใ่นดินหรือต าแหน่งท่ีตอ้งการใชง้านไดเ้ป็นเวลานาน   นอกจากน้ี   ยงัใชเ้ป็นพลาสติก
คลุมดินรักษาความช้ืน   และใชท้  าถุงใส่ตน้กลา้พืชส าหรับน าไปปลูก ซ่ึงเม่ือหมดเวลาการใชง้านจะ
ค่อย ๆ ถูกสลายไปโดยธรรมชาติ (Lee, 1996) 
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 2.8.3. การประยุกต์ใช้เป็นวสัดุประเภทบรรจุภัณฑ์ เช่น ใชผ้ลิตขวดแชมพท่ีูประกอบดว้ย
ส่วนฝาท่ีตอ้งการความแขง็แรงและปิดไดดี้   ใชท้  าบรรจุภณัฑบ์รรจุอาหารประเภทถุง ภาชนะบรรจุ
อาหารส าเร็จรูป ขวดน ้า ถาด ชอ้น แผน่ฟิลม์ส าหรับหีบห่อ เป็นตน้ (Hocking และ Marchessault, 
1994) 
 2.8.4. การประยุกต์ใช้เป็นวสัดุเส้นใยและแผ่นผ้าแบบ non-woven เช่น ผลิตภณัฑอ์นามยั 
ผา้ออ้มส าเร็จรูป เส้ือผา้และเคร่ืองนุ่งห่ม เส้นใยส าหรับบรรจุในเคร่ืองนอน   โดยถา้ผสม P(3HB) 
ลงในเส้นใยฝ้าย จะช่วยใหส้มบติัในการรับความร้อนและคายความร้อนของเส้นใยชา้ลงและเพิ่ม
ความแขง็แรงใหก้บัเส้นใย เป็นตน้  (Lee, 1996 ; Madison และ Huisman, 1999 ; Luengo และคณะ, 
2003) 

 2.8.5. การประยุกต์ใช้เป็นวัสดุด้านอุปกรณ์อเิลค็ทรอนิกส์และการส่ือสาร เช่น ช้ินส่วน
ประกอบในโทรศพัทเ์คล่ือนท่ี   ช้ินส่วนประกอบในคอมพิวเตอร์   แผน่ซีดี   เป็นตน้ (Khanna และ 
Srivastava, 2005) 

2.9 บริษัทผู้ผลติ PHAs 

 มีบริษทัผูผ้ลิตโฮโมพอลิเมอร์ P(3HB) และโคพอลิเมอร์ PHBV อยูห่ลายบริษทักระจายอยู่
ทัว่โลก   โดยผลิตพอลิเมอร์ภายใตช่ื้อทางการคา้และก าลงัการผลิตแตกต่างกนั (ดงัตารางท่ี 2.5)  

ตารางท่ี 2.5  บริษทัผูผ้ลิต PHAs (Kosior และคณะ, 2006)  

Polymer Trade names Manufacturers Capacity (Tons) 
P(3HB) Biogreen® Mitsubishi Gas Chemical 

Company Inc. (Japan) 
10.000 

P(3HB) Mirel® Telles (US) 50,000 
P(3HB) Biocycle® PHB Industrial Company 

(Brazil) 
50 

PHBV and P(3HB) Biomer ® Biomer Inc. (Germany) 50 
PHBV, PHBV + 

Ecoflex blend 
Enmat® Tianan Biologic,Ningbo  

(China) 
10,000 
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ในปี  ค.ศ.1981  บริษทั  Imperial Chemical Industries Ltd. (ICI)  ประเทศองักฤษ   ได้
พฒันากระบวนการผลิตเพื่อการคา้ของโคพอลิเมอร์ PHBV เป็นคร้ังแรก ภายใตช่ื้อทางการคา้วา่ 
Biopol® โดยผลิตโคพอลิเมอร์ท่ีมีสัดส่วนของ 3HV อยูใ่นช่วงระหวา่ง 3-20 โมลเปอร์เซ็นต ์    โดย
ใชก้ลูโคสและกรดโพรพิโอนิกเป็นแหล่งคาร์บอนและใชเ้ทคนิคการเล้ียงเช้ือแบบเฟดแบตช์ (Choi 
และ Lee, 1999)  

 ส าหรับบริษทัผูผ้ลิตโคพอลิเมอร์ PHBV เพื่อการคา้ในปัจจุบนั  ไดแ้ก่ บริษทั Metabolix, 
Massachusetts ประเทศสหรัฐอเมริกา ผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV โดยใช ้ Cupriavidus necator 
(Sankhla และคณะ, 2010)   บริษทั Biomer ประเทศเยอรมนี และบริษทั Tianan Biologic, Ningbo  
ประเทศจีน (Kosior และคณะ, 2006) 

2.10 ข้อจ ากดัในการน า PHAs ไปประยุกต์ใช้ประโยชน์และแนวทางในการแก้ปัญหา 

 ปัญหาท่ีส าคญัของการผลิตพอลิเมอร์ชีวภาพชนิด PHAs เพี่อใชท้ดแทนพอลิเมอร์
สังเคราะห์จากปิโตรเคมี  คือ  ค่าใชจ่้ายในการผลิต PHAs  ยงัสูงกวา่การผลิตพอลิเมอร์สังเคราะห์อยู่
มาก      เน่ืองจากการผลิต PHAs   จะตอ้งใชก้ระบวนการหมกั   ท าให ้PHAs  ท่ีผลิตทางการคา้มี
ราคาสูงกวา่ประมาณ 5-10 เท่าเม่ือเทียบกบัพลาสติกสังเคราะห์ท่ีผลิตจากปิโตรเลียม  เช่น พอลิ    
โพรพิลีนและพอลิเอธิลีน   ซ่ึงมีราคาเพียงประมาณ 0.25 ถึง 0.5 ดอลลาร์สหรัฐต่อกิโลกรัม (Poirier 
และคณะ, 1995 ; Grothe และคณะ, 1999)     ปัจจยัส าคญัท่ีท าใหก้ารผลิต PHAs มีราคาสูงกวา่ คือ 
แหล่งอาหารส าหรับการหมกัและการเก็บเก่ียวผลิตภณัฑ์    ซ่ึงเสียค่าใชจ่้ายประมาณร้อยละ  40  
และ 26   ของค่าใชจ่้ายในการผลิตทั้งหมด  ตามล าดบั  ( Lee, 1996 ; Choi และ Lee, 1997 ; Hori 
และคณะ, 2009)  

 ดงันั้น แนวทางในการแกปั้ญหา คือ การวจิยัและพฒันาเพื่อหาจุลินทรียส์ายพนัธ์ุใหม่ท่ี
สามารถสังเคราะห์และสะสม PHAs ได ้  โดยจุลินทรียส์ายพนัธ์ุท่ีตอ้งการควรมีคุณสมบติัเด่น 
ไดแ้ก่ มีความสามารถในการเจริญเติบโตไดอ้ยา่งรวดเร็ว มีสามารถในการใชแ้หล่งคาร์บอนท่ีมี
ราคาถูกไดแ้ละควรมีอตัราในการผลิต PHAs ไดป้ริมาณสูง  ส าหรับวธีิในการเลือกหาแบคทีเรียสาย
พนัธ์ุใหม่ท่ีมีคุณสมบติัดงักล่าว สามารถท าไดโ้ดยการคดัแยกจากแหล่งธรรมชาติ หรือใชว้ธีิทาง 
genetics เพื่อสร้างเป็นสายพนัธ์ุผสม  (recombinant strain) (Lee และคณะ, 1999 ; Lopez-Cortes 
และคณะ, 2008)  นอกจากน้ี การปรับปรุงกระบวนการหมกัและการเก็บเก่ียวผลผลิตใหมี้
ประสิทธิภาพ ก็เป็นอีกแนวทางหน่ึงท่ีจะช่วยเพิ่มปริมาณ PHAs ได ้ (Lee, 1996 ; Choi และคณะ, 
1998) 
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2.11 ปัจจัยทีม่ีผลต่อการผลติ PHAs 

 การผลิตพอลิเมอร์โดยใชก้ระบวนการทางชีวภาพนั้น  จะตอ้งค านึงถึงหลาย ๆ ปัจจยัท่ีจะ  
มีผลต่อชนิด  คุณสมบติัและปริมาณของพอลิเมอร์ท่ีผลิตได ้  ปัจจยัส าคญัต่อการสังเคราะห์ PHAs  
มีดงัน้ี 
 2.11.1 ชนิดของจุลนิทรีย์ 
 สายพนัธ์ุจุลินทรียมี์ต่อชนิดหรือกลุ่มของพอลิเมอร์ท่ีตอ้งการผลิต พบวา่ เม่ือใชแ้หล่ง
คาร์บอนชนิดเดียวกนั แต่ใชจุ้ลินทรียต่์างสายพนัธ์ุในการผลิตพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต ส่งผลท า
ใหพ้อลิเมอร์ท่ีผลิตไดแ้ตกต่างกนัออกไปดว้ย กล่าวคือ จุลินทรียบ์างสายพนัธ์ุอาจผลิตพอลิเมอร์ใน
รูปโฮโมพอลิเมอร์  ในขณะเดียวกนัจุลินทรียอี์กชนิดอาจผลิตพอลิเมอร์ท่ีเป็นโคพอลิเมอร์ เช่น   
เม่ือใชฟ้รักโตสเป็นแหล่งคาร์บอนใหแ้ก่ Alcaligenes eutrophus R3 พบวา่ มีการผลิตพอลิเมอร์ใน
รูปโคพอลิเมอร์ของ PHBV แต่เม่ือมีการใชแ้หล่งคาร์บอนเดิมใหแ้ก่ A. eutrophus ATCC17697 
พบวา่ มีการผลิต P(3HB)  ซ่ึงเป็นโฮโมพอลิเมอร์  (Anderson and Wynn ,1995) 
 PHAs สามารถผลิตไดจ้ากจุลินทรียห์ลายชนิด พบวา่ จุลินทรียแ์ต่ละชนิดมีความสามารถ
ในการผลิตพอลิเมอร์ในปริมาณและองคป์ระกอบท่ีแตกต่างกนั (Lee, 1996 ; Lee และคณะ, 1999 ; 
Reddy และคณะ, 2003 ; Khanna และ Srivastava, 2005 ; Tian และคณะ, 2009)  
 นอกจากน้ี ในปัจจุบนัยงัไดมี้การน าเอาเทคโนโลยทีางพนัธุวศิวกรรมมาใชเ้พื่อพฒันา
ศกัยภาพในการผลิตพอลิเมอร์   โดยการ over expression ของยนี Pha ชนิดต่างๆ   เช่น recombinant 
E.coli จากการตดัต่อยนี PhaC ของ Pseudomanas sp. ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการผลิต mcl-PHA synthase 
เพื่อเกิดการสังเคราะห์พอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตสายโซ่กลาง เป็นตน้ (Suriyamongkol และคณะ, 
2007)  
 2.11.2 แหล่งคาร์บอน   

คาร์บอนเป็นธาตุท่ีมีความส าคญัในการสร้างพลงังานและเซลล ์โดยทัว่ไป จุลินทรียท่ี์เจริญ
ในสภาวะท่ีไม่มีอากาศ  จะใชแ้หล่งคาร์บอนประมาณร้อยละ 10 ในการสร้างเซลล ์   ส่วนจุลินทรีย์
ท่ีเจริญในสภาวะท่ีมีอากาศ จะใชแ้หล่งคาร์บอนประมาณร้อยละ 50-55 ในการสร้างเซลล ์ (Nelson 
และ Cox, 2005) 
 ส าหรับสารตั้งตน้ท่ีเป็นแหล่งคาร์บอนซ่ึงสามารถใชใ้นการผลิต PHAs มีหลายประเภท
ข้ึนอยูก่บัผลิตภณัฑท่ี์ตอ้งการ และชนิดของจุลินทรียท่ี์ใช้  โดยสามารถจ าแนกออกเป็น 4 กลุ่ม ดงัน้ี 
(Lee, 1996 ; Lee และคณะ, 1999 ; Fernández และคณะ, 2005) 
 (1) คาร์โบไฮเดรต เช่น กลูโคส ฟรักโตส ซูโครส 
  (2) แอลกอฮอล์ เช่น เมธานอล กลีเซอรอล 
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 (3) อลัเคน (alkane) ไดแ้ก่ สารประกอบอลัเคนท่ีมีคาร์บอนจ านวนตั้งแต่ 6 
อะตอม (hexane)   ไปจนถึงสารประกอบอลัเคนท่ีมีคาร์บอนจ านวน 10 อะตอม (decocane) ซ่ึงส่วน
ใหญ่สารท่ีใชใ้นการผลิต PHAs ในกลุ่มน้ี ไดแ้ก่ สารจ าพวกน ้ามนัพืชชนิดต่างๆ 
 (4) กรดอินทรียแ์ละเกลือของกรดอินทรีย ์ ไดแ้ก่ กรดอินทรียห์รือเกลือของ
กรดอินทรียท่ี์มีจ  านวนคาร์บอนตั้งแต่ 4 อะตอมข้ึนไป 
 
 จากท่ีไดก้ล่าวมาแลว้ขา้งตน้วา่  ปัจจยัส าคญัท่ีท าใหร้าคาของผลิตภณัฑท่ี์ท ามาจาก PHAs 
มีราคาค่อนขา้งสูงเม่ือเทียบกบัพลาสติกสังเคราะห์จากปิโตรเคมี คือ  ค่าใชจ่้ายส าหรับแหล่งอาหาร
ท่ีใชใ้นการผลิต  ซ่ึงไดแ้ก่ แหล่งคาร์บอนเป็นหลกั   Choi และ Lee (1997)   รายงานวา่   ค่าใชจ่้าย
ส าหรับแหล่งคาร์บอน  คิดเป็นประมาณ 50 เปอร์เซ็นตข์องค่าใชจ่้ายในการผลิต  PHAs ทั้งหมด   
 
 ดงันั้น   เพื่อลดตน้ทุนของการผลิต   จึงมีความพยายามในการสังเคราะห์ PHAs  จาก
แหล่งคาร์บอนท่ีมีราคาไม่แพง   เช่น  กากน ้าตาล (Albuquerque และคณะ, 2007) กากถัว่เหลือง  
(Solaiman และคณะ, 2006)  หางนม (Koller และคณะ, 2008)  น ้ามนั (Shang  และคณะ, 2008 ; 
Bhubalan และคณะ, 2008 ; Lee และคณะ, 2008)   กลีเซอรอลดิบ  (Mothes  และคณะ, 2007)     
แป้ง  (Chen และคณะ, 2006 ; Hass และคณะ, 2008)  ชานออ้ย  (Yu และคณะ, 2008)    ของเสียจาก
การสังเคราะห์พลาสติก (Goff และคณะ, 2007)   และน ้าทิ้งจากโรงงานกระดาษ (Bengtsson และ
คณะ, 2008) เป็นตน้  มาใชเ้ป็นส่วนประกอบในอาหารเล้ียงเช้ือ เพื่อลดตน้ทุนในการผลิต PHAs   
ดงัแสดงในตารางท่ี 2.6 
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         ตารางท่ี 2.6 เปรียบเทียบการสังเคราะห์ PHAs จากแหล่งคาร์บอนท่ีมีราคาไม่แพง 
 

Inexpensive carbon sources 
 

Strains 
PHAs 

monomer 
DCW  
(gL-1) 

PHAs 
conc. 
 (gL-1) 

PHAs 
content 

(%DCW) 

 
References 

Hydrolyzed corn oil Pseudomonas putida mcl-PHAs 103 28 27.2 Shang et.al., 2008 
Whey  Pseudomonas hydrogenovora P(3HB) 5 1.27 NR Koller et.al., 2008 
Sugar cane molasses Mixed bacteria PHBV NR NR 30 Albuquerque et.al., 2007 
Soy molasses Pseudomonas corrugata P(HDD-HO-

HTDE) 
3.6 NR 5-17 Solaiman et.al., 2006 

Enzymatic extruded starch Haloferax mediterranei PHBV 39.4 20 50.8 Chen et.al., 2006 
Petrochemical plastic waste Pseudomonas putida CA3 P(3HB) 1.14 0.84 43 Goff et.al., 2007 
Paper mill wastewater Activated sludge PHBV NR NR 48.2 Bengtsson et.al., 2008 
Bagasse hydrolysates Ralstonia eutropha 

 

P(3HB) 11.5 NR 56.5 Yu et.al., 2008 

Waste potato starch Ralstonia eutropha 
NCIMB 11599 

P(3HB) 179 94 55 Haas et.al., 2008 

Crude glycerol Cupriavidus necator JMP 134 P(3HB) 50 NR 48 Mothes et.al., 2007 
Palm kernel oil Cupriavidus necator PHB-4 P(HB-HV-HHx) 7.9 NR 79 Bhubalan et.al., 2008 
Plant oils Cupriavidus necator H16 PHBV 4.4-5.6 6.8 80 Lee et.al., 2008 
ท่ีมา : Tian และคณะ (2009) / หมายเหตุ NR: Not Reported 
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ส าหรับงานวจิยัน้ี มีความสนใจท่ีจะใชน้ ้าออ้ยเป็นแหล่งคาร์บอนเพื่อผลิตเป็นโฮโมพอลิ
เมอร์ P(3HB) และโคพอลิเมอร์  PHBV  เพื่อท าใหต้น้ทุนในการผลิตต ่าลง    เน่ืองจากออ้ยเป็นพืชท่ี
มีการเพาะปลูกมากในประเทศไทย และเป็นพืชท่ีสามารถตดัและเก็บเก่ียวไดห้ลายคร้ัง โดยใน
กระบวนการผลิตน ้าตาลทรายจะใชอ้อ้ยเป็นวตัถุดิบหลกัและมีน ้าออ้ยเกิดข้ึนหลายขั้นตอน ซ่ึงใน
น ้าออ้ยจะประกอบไปดว้ยสารอาหารท่ีจ าเป็นต่อการเจริญเติบโตและการสร้างผลผลิตของจุลินทรีย์
อยูห่ลายชนิด เช่น  ซูโครส  กลูโคส  ฟรักโตส   รวมทั้งวติามินและธาตุอาหารเป็นจ านวนมาก  
(แสดงในตารางท่ี 2.7)    จึงสามารถน ามาใชเ้ล้ียงเช้ือจุลินทรียไ์ด ้     

การใชน้ ้าออ้ยเป็นแหล่งคาร์บอนส าหรับการผลิตสารผลิตภณัฑ ์  มีขอ้ดีคือ  น ้าออ้ยมีความ
บริสุทธ์ิสูง   การเตรียมก่อนเขา้สู่กระบวนการหมกั (pretreatment) มีเพียงเล็กนอ้ย   ท่ีส าคญัคือ  
เป็นส่วนท่ีไดจ้ากตน้กระบวนการของการผลิตน ้าตาลทราย ซ่ึงจดัวา่เป็นการประหยดัพลงังาน 
(energy saving)  ถา้เปรียบเทียบกบัน ้าตาลทราย  และเม่ือส้ินสุดการเล้ียงเช้ือ      การแยกและท า
บริสุทธ์ิของสารผลิตภณัฑท์ าไดง่้าย ใชข้ั้นตอนนอ้ย เน่ืองจากไม่มีสี  รวมทั้งการบ าบดัของเหลือทิ้ง
จากน ้าหมกั (effluent treatment) ก็ท าไดง่้ายและสะดวก 
 
ตารางท่ี 2.7  องคป์ระกอบของน ้าออ้ย (มิตรผลวจิยั, 2551) 

องคป์ระกอบของน ้าออ้ย ของแขง็ท่ีละลายได ้(เปอร์เซ็นต)์ 
น ้าตาล 
     ซูโครส 
     กลโูคส 
     ฟรักโตส 
     โอลิโกแซคคาไรด ์
เกลือในรูปของ 
     กรดอนินทรีย ์
     กรดอินทรีย ์
กรดอินทรีย ์
     กรดคาร์บอกซิลิก 
     กรดอะมิโน 
อินทรียส์ารอ่ืนๆ ท่ีไม่ใช่น ้าตาล 
     โปรตีน 
     แป้ง 
     พอลิแซคคาไรดท่ี์ละลายน ้า 
     แวกซ์ ไขมนั ฟอสฟาไทด ์

75.0 – 94.0 
70.0 – 90.0 
2.0 – 4.0 
2.0 – 4.0 

0.001 – 0.05 
3.0 – 4.5 
1.5-4.5 
1.0-3.0 
1.5 –5.5 
1.1 – 3.0 
0.5 – 2.5 

 
0.5 – 0.6 

0.001 – 0.18 
0.03 – 0.50 
0.04 – 0.15 
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2.11.2.1 กระบวนการผลิตน ้าตาลทราย  
 น ้าตาลทรายดิบเป็นน ้าตาลท่ีมีผลึกเป็นสีน ้าตาลเขม้ มีความช้ืนสูงเน่ืองจากผลึกถูกห่อหุม้
ไปดว้ยกากน ้าตาลท่ีมีความบริสุทธ์ต ่าเป็นจ านวนมาก ไม่ผา่นกรรมวธีิการฟอกสี 
 น ้าตาลทรายขาวมีลกัษณะเป็นผลึกขาว มีโพลาไรเซชนั ประมาณ 99 องศาเซลเซียส ปกติ
ผลิตจากออ้ยโดยตรงส าหรับโรงงานท่ีมีลูกหีบ กระบวนการผลิตในระยะเร่ิมตน้จะเหมือนน ้าตาล
ทรายดิบ จะเร่ิมแตกต่างกนัตั้งแต่กระบวนการท าน ้าออ้ยใหใ้ส 
 (1) การขนถ่าย (cane transportation and unloading) หลงัจากผา่นกระบวนการวเิคราะห์
ปริมาณน ้าตาลในน ้าออ้ยแลว้ ออ้ยจะถูกล าเลียงมายงัลานพกัออ้ย (cane yard) เพื่อท าการชัง่บนัทึก
น ้าหนกัออ้ย ในการปล่อยให้ออ้ยหล่นลงบนสะพานออ้ย (cane carrier) โดยอาศยัเคร่ืองมือช่วยลาก 
เพื่อเตรียมพร้อมเขา้สู่เคร่ืองมือชนิดต่างๆ 
 (2) การเตรียมออ้ยก่อนเขา้ลูกหีบ (cane preparation) คือ การท าใหล้ าออ้ยกลายเป็นช้ิน
ละเอียดก่อนป้อนเขา้ลูกหีบ โดยอาศยัเคร่ืองฉีก (shredder) ฉีกยอ่ยออ้ยใหเ้ป็นฝอยละเอียด โดย
อาศยัการตีของแท่งคอ้นท่ีเหวีย่งตวัหมุนลงมา 
 (3) การบดออ้ย (cane milling) ออ้ยจะถูกล าเลียงไปโดยสะพานป้อนออ้ย เขา้สู่ลูกหีบชุดท่ี 
1 น ้าออ้ยท่ีสกดัได ้ เรียกวา่ น ้าออ้ยท่ีสกดัไดข้ั้นแรกซ่ึงเป็นน ้าออ้ยแท ้ จากนั้นออ้ยจะถูกพน่ดว้ยน ้า
แลว้น าเขา้ลูกหีบชุดต่อไป ท าใหไ้ดน้ ้าออ้ยสกดัขั้นท่ี 2 ส่วนผสมของน ้าออ้ยทั้งสองส่วนน้ีเรียกวา่ 
น ้าออ้ยรวม (mixed juice) ซ่ึงในงานวจิยัน้ีใชน้ ้าออ้ยรวมในการผลิต P(3HB) และ PHBV  
 (4) ขั้นตอนการท าน ้าออ้ยใส (clarification) ขั้นตอนน้ีจะแยกส่ิงสกปรกออกจากน ้าออ้ย
โดยการตกตะกอน เช่น 
 กระบวนการผลิตน ้าตาลทรายดิบ จะใชว้ธีิท่ีเรียกวา่ defecation method โดยน าน ้าออ้ย
รวมเขา้หมอ้อุ่นน ้าออ้ยเม่ืออุณหภูมิถึง 55 องศาเซลเซียส จึงเติมปูนขาวลงไปจนกระทัง่มีค่าความ
เป็นกรดด่าง ประมาณ 7.0-7.2 ระยะเวลาผสมไม่ควรเกิน 3 นาที จากนั้นน าเขา้หมอ้อุ่นใหน้ ้าออ้ยมี
อุณหภูมิ 102-105 องศาเซลเซียส และผสมกบัสารรวมตะกอน (flocculant) ส่ิงสกปรกท่ีตกตะกอน
ลงมาเรียกวา่ ตะกอนตม (mud) ซ่ึงมีประมาณร้อยละ 25 ของน ้าออ้ยใส 
 กระบวนการผลิตน ้าตาลทรายขาว จะท าน ้าออ้ยบริสุทธ์ิโดยเพิ่มกรรมวธีิฟอกสีน ้าออ้ย เช่น
การใชร้ะบบซลัฟิเทชนั (sulphitation) ฟอกสีน ้าออ้ยดว้ยก๊าซซลัเฟอร์ไดออกไซดแ์ละระบบ         
คาร์บอเนชนั (carbonation) ใชก้๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ซ่ึงทั้งสองระบบน้ียงัคงตอ้งใชน้ ้าปูนขาว
และความร้อนในการท าน ้าออ้ยบริสุทธ์ิ ส่วนการแยกตะกอนออกท าใหน้ ้าออ้ยใสนั้น ระบบซลัฟิเท
ชนัยงัคงตอ้งใชถ้งัพกัใส เช่นเดียวกบัการผลิตน ้าตาลทรายดิบ แต่ระบบคาร์บอเนชนัจะใชเ้คร่ือง
กรองแบบมีผา้กรอง 
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 (5) ขั้นตอนการท าน ้าออ้ยใหเ้ป็นน ้าเช่ือม (evaporation) น ้าออ้ยท่ีผา่นการท าใหบ้ริสุทธ์ิ
ตามระบบดงักล่าวขา้งตน้ จะถูกส่งเขา้ชุดหมอ้ตม้ หมอ้ตม้ท่ีใชอ้าจเป็นระบบ 4-6 ชุด หมอ้ตม้
ระเหยเหล่าน้ีตั้งเรียงเป็นแถวติดต่อกนัโดยใชค้วามร้อนจากไอน ้า ส าหรับใบแรกใชค้วามร้อนถึง 
128 องศาเซลเซียส ไอน ้าท่ีเกิดข้ึนในหมอ้ตม้ใบแรกจะถูกน าไปใชต้ม้ระเหยน ้าออ้ยในหมอ้ตม้ใบท่ี
สองและไอน ้าจากหมอ้ตม้ใบท่ีสองจะถูกน าไปใชใ้นหมอ้ตม้ใบท่ีสามเช่นกนั การท างานของหมอ้
ตม้ระเหยจะต่อเน่ืองกนัจนน ้ าเช่ือมมีความเขม้ขน้ 65 บริกซ์ ภายใตภ้าวะสูญญากาศ 
 (6) ขั้นตอนการตม้เค่ียวน ้าเช่ือม (boiling) น ้าเช่ือมจากถงัพกัน ้าเช่ือมจะถูกน าไปตม้เค่ียวซ่ึง
ใชค้วามร้อนต ่าภายใตสู้ญญากาศ (vacuum pan) ความร้อนท่ีใชป้ระมาณ 50-60 องศาเซลเซียส 
สูญญากาศประมาณ 26-28 น้ิวของปรอท น ้าเช่ือมจะถูกเค่ียวจนมีความเขม้ขน้มากข้ึน จนกระทัง่
เกิดผลึก (crystalline mass) เม่ือน ้าเช่ือมอยูใ่นลกัษณะท่ีเต็มไปดว้ยผลึกน ้าตาล เรียกวา่ แมสซิควทิ 
 (7) ขั้นตอนการเล้ียงผลึกน ้าตาลทรายในถงัพกัผลึก (crystallization in crystallizer) เน่ือง
จากแมสซิควทิท่ีปล่อยออกมาจากหมอ้เค่ียว ประกอบดว้ยผลึกน ้าตาลทรายและน ้าเล้ียงผลึก 
(mother liquor) การเล้ียงผลึกน ้าตาลท าได ้2 วธีิคือ 
 การเค่ียวใหเ้กิดผลึกน ้าตาลข้ึนเองจะตอ้งเค่ียวจนกระทัง่ความเขม้ขน้ของน ้าเช่ือมเพิ่มถึง
ภาวะเหนือจุดอ่ิมตวัและลดความเขม้ขน้ลงโดยเติมน ้าหรือน ้าเช่ือม เล้ียงผลึกน ้าตาลท่ีเกิดข้ึนใหโ้ต
ถึงขนาดท่ีตอ้งการ อยา่งไรก็ตามการล้ียงผลึกโดยวธีิน้ี ในปัจจุบนัไม่นิยมเน่ืองจากการควบคุม
ปริมาณขนาดและความสม ่าเสมอของผลึกน ้าตาลท าไดย้าก 
 วธีิกระตุน้ใหเ้กิดแกนผลึกเฉียบพลนั (shock seeding) โดยเค่ียวน ้าเช่ือมใหมี้ความเขม้ขน้
ระดบัหน่ึงตามก าหนด แลว้เติมผงเช้ือน ้าตาลซ่ึงไดจ้ากการบดน ้าตาลทรายขาวท่ีอบแหง้ละเอียด
ขนาด 0.03 มิลลิเมตร ลงไปในหมอ้เค่ียว หลงัจากนั้น 2-3 นาที ความเขม้ขน้ของน ้าตาลสูงถึงระดบั
หน่ึงจะท าใหเ้กิดปฏิกิริยาการกระตุน้อยา่งเฉียบพลนั (shock) น ้าตาลท่ีละลายในน ้าเช่ือมจะแยกตวั
ออกมาเป็นแกนผลึกอยา่งต่อเน่ืองมากมาย เม่ือแกนผลึกมีมากพอแลว้ หยดุปฏิกิริยาโดยเติมน ้าเช่ือม
เขา้หมอ้เค่ียวระดบัหน่ึงจนความเขม้ขน้ลดลงถึงระดบัความเขม้ขน้ท่ีเหมาะในการเล้ียงแกนผลึก
เพื่อใหมี้ขนาดโตตามตอ้งการ 
 วธีิเติมผงเช้ือน ้าตาลตามจ านวนจริง (true seeding) โดยบดน ้าตาลทรายขาวท่ีอบแหง้แลว้
ผสมกบัแอลกอฮอลแ์ลว้เติมลงในน ้าเช่ือมท่ีมีความเขม้ขน้ถึงระดบัท่ีก าหนด ปิดไอน ้าท่ีเขา้หมอ้
เค่ียวจนกระทัง่ผงเช้ือน ้าตาลกระจายตวัทัว่น ้าเช่ือม แลว้จึงเปิดไอน ้าเค่ียวต่อประมาณ 15-30 นาที 
เติมน ้าเช่ือมเขา้ไปอยา่งต่อเน่ือง เล้ียงผลึกท่ีเกิดข้ึนใหมี้ขนาดตามตอ้งการ 
 กระบวนการผลิตน ้าตาลทรายดิบและน ้าตาลรีไฟน์ แสดงดงัรูปท่ี 2.15 และ 2.16 ตามล าดบั 
(มิตรผลวจิยั, 2551) 
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รูปที ่2.15 กระบวนการผลิตน ้าตาลทรายดิบ (มิตรผลวจิยั, 2551) 

รูปที ่2.16 กระบวนการผลิตน ้าตาลรีไฟน์ (มิตรผลวจิยั, 2551) 
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 2.11.2.2 การใชป้ระโยชน์จากออ้ยในอุตสาหกรรม  
ประโยชน์ท่ีส าคญัของออ้ยในอุตสาหกรรม คือ ใชเ้ป็นวตัถุดิบส าหรับอุตสาหกรรมน ้ าตาล       

ในทางเคมี  น ้าตาลส่วนใหญ่ท่ีไดจ้ากออ้ยเป็นน ้าตาลซูโครส นอกจากนั้น จะเป็นน ้ าตาลกลูโคส
และน ้าตาลฟรักโตสซ่ึงทั้งสองชนิดน้ีรวมเรียกวา่น ้าตาลอินเวิร์ต (invert sugar) โดยในทางการคา้ 
น ้าตาลจากออ้ยมีช่ือเรียกต่างๆ กนัตามความบริสุทธ์ิและกรรมวธีิในการผลิต เช่น  น ้าตาลแดงหรือ
น ้าตาลทรายแดง (brown sugar, gur, jaggery, muscovado)  น ้าตาลดิบหรือน ้าตาลทรายดิบ (raw 
sugar)  น ้าตาลทรายขาว (white sugar หรือ plantation white sugar)  น ้าตาลทรายบริสุทธ์ิหรือ
น ้าตาลทรายขาวบริสุทธ์ิ (refined sugar)  

ในการผลิตน ้าตาลทรายจากออ้ยโดยตรงนั้นมีผลพลอยได ้ (by-products) เกิดข้ึนหลายชนิด  
ท่ีส าคญัไดแ้ก่  ชานออ้ย  กากตะกอน (filter mud, filter cake) และกากน ้าตาล (molasses)    ซ่ึงทั้ง
น ้าตาลและผลพลอยไดส้ามารถน ามาใชป้ระโยชน์ไดอ้ยา่งกวา้งขวาง   

2.11.3 แหล่งไนโตรเจน   
จุลินทรียมี์ไนโตรเจนเป็นส่วนประกอบประมาณร้อยละ 8-10 ของน ้าหนกัแหง้ของเซลล ์

(Nelson และ Cox, 2005) ความตอ้งการไนโตรเจนของจุลินทรียแ์ต่ละชนิดจะแตกต่างกนัออกไป  
จุลินทรียบ์างชนิดสามารถเจริญไดใ้นอาหารท่ีมีอนินทรียไ์นโตรเจน แต่บางชนิดตอ้งการไนโตรเจน
จากสารประกอบอินทรีย ์   ส าหรับแหล่งไนโตรเจนท่ีใชส้ าหรับการผลิต PHAs สามารถแบ่งไดเ้ป็น 
2 ประเภท (Annuar และคณะ, 2008)  ดงัน้ี 
  (1) แหล่งอินทรียไ์นโตรเจน   
   แหล่งอินทรียไ์นโตรเจน  อาจใชใ้นรูปของกรดอะมิโน เคซีน เปบโตน ยสีต์
สกดั สารสกดัจากเน้ือ หรือยเูรีย  เป็นตน้  
       (2) แหล่งอนินทรียไ์นโตรเจน  
  แหล่งอนินทรียไ์นโตรเจน  ท่ีนิยมใชใ้นอุตสาหกรรมการหมกั ไดแ้ก่ 
 -   แอมโมเนีย อาจใชใ้นรูปแก๊สหรือสารละลายแอมโมเนีย 
 - ไนเตรตและเกลือแอมโมเนียม เช่น เกลือแอมโมเนียมคลอไรด์ [NH4Cl] เกลือ
แอมโมเนียมซลัเฟต [(NH4)2SO4]    เกลือแอมโมเนียมไนเตรต [NH4NO3]   เกลือแอมโมเนียม
ฟอสเฟต [(NH4)3PO4]    เป็นตน้ โดยเกลือแอมโมเนียมท่ีมีราคาถูกท่ีสุด ไดแ้ก่ แอมโมเนียมซลัเฟต     

  นอกจากแหล่งคาร์บอนแลว้แหล่งไนโตรเจนก็มีผลต่อราคาการผลิต PHAs เช่นกนั โดย
แหล่งไนโตรเจนท่ีนิยมน ามาใชใ้นการผลิต PHAs ไดแ้ก่ NH4Cl  (NH4)2SO4  NH4NO3 (NH4)3PO4    
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โมโนโซเดียมกลูตาเมต และยเูรีย (Groom และคณะ, 1998; Quillaguamán และคณะ, 2008)   โดย
แหล่งไนโตรเจนท่ีกล่าวมาพบวา่ยเูรียมีราคาถูกท่ีสุด  (Lee และคณะ, 2008)  

 Grothe และคณะ (1999) เปรียบเทียบผลของแหล่งไนโตรเจนท่ีมีต่อการเจริญ ผลิตและ
สะสม PHAs ของเช้ือ Alcaligenes latus จ  านวน 4 แหล่ง ไดแ้ก่ แอมโมเนียมซลัเฟต  แอมโมเนียม
คลอไรด ์ แอมโมเนียมไนเตรตและยเูรีย พบวา่ เช้ือสามารถเจริญและสะสมในแหล่งไนโตรเจนท่ี
เป็นแอมโมเนียมซลัเฟตไดดี้ท่ีสุด เน่ืองจากไดน้ ้าหนกัเซลลแ์หง้และความเขม้ขน้ของ PHAs สูงสุด
เท่ากบั 8.0 กรัมต่อลิตร และ 4.5 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั  ขณะท่ีเม่ือเล้ียงในแอมโมเนียมคลอไรด์
และแอมโมเนียมไนเตรตกลบัใหผ้ลิตต ่ากวา่   ส่วนแหล่งไนโตรเจนท่ีเป็นยเูรีย พบวา่ เช้ือ A. latus 
ไม่สามารถเมตาบอไลซ์เพื่อน าไปใชใ้นการเจริญและสะสม PHAs ได ้
 Gouda และคณะ (2001)   ศึกษาผลของการจ ากดัปริมาณไนโตรเจน โดยเล้ียง Bacillus 
megaterium ในอาหารเหลวส าหรับการผลิตท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าแช่ขา้วโพด 0.5-7 เปอร์เซ็นต์
เป็นแหล่งไนโตรเจน พบวา่ B. megaterium สามารถผลิต PHAs ไดม้ากท่ีสุดเท่ากบั 49.12 
เปอร์เซนตต่์อน ้าหนกัเซลลแ์หง้   เม่ือเล้ียงในน ้าแช่ขา้วโพดท่ีมีความเขม้ขน้ 3 เปอร์เซนต ์ ขณะท่ี
เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของน ้าแช่ขา้วโพด กลบัพบวา่มีผลท าใหค้วามสามารถในการผลิต PHAs ลดลง  
 Khanna และ Srivastava (2005) ศึกษาชนิดของแหล่งไนโตรเจนท่ีมีผลต่อการเจริญและ
สะสม P(3HB) ของเช้ือ Ralstonia eutropha ระหวา่งแอมโมเนียมซลัเฟต แอมโมเนียมไนเตรต 
แอมโมเนียมคลอไรดแ์ละยเูรีย พบวา่ เม่ือเล้ียงเช้ือในยเูรีย ไดน้ ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และ
ปริมาณ P(3HB) สูงสุดเท่ากบั 7.92 กรัมต่อลิตร 3.84 กรัมต่อลิตรและ 48.5  เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั
เซลลแ์หง้ ตามล าดบั  ท่ีชัว่โมง 60  ของการเล้ียงเช้ือแบบแบตช์ ขณะท่ีเม่ือเล้ียงในแอมโมเนียมไน
เตรต พบวา่ เช้ือสะสม P(3HB) ไดน้อ้ยมากคือมีปริมาณ PHAs เท่ากบั 0.66 กรัมต่อลิตร คิดเป็น 26 
เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้ 
 Lee และคณะ (2008) ศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจนต่อการสังเคราะห์โคพอลิเมอร์ PHBV 
ระหวา่งแอมโมเนียมคลอไรด ์ แอมโมเนียมไนเตรต โซเดียมไนเตรต ยเูรียและแอมโมเนียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตของเช้ือ Cupriavidus necator H16 พบวา่   เช้ือสามารถเจริญและสังเคราะห์โค
พอลิเมอร์ไดสู้งสุดเม่ือใชแ้อมโมเนียมคลอไรด์เป็นแหล่งไนโตรเจน โดยมีน ้าหนกัเซลลแ์หง้และ
ปริมาณ PHA สูงสุดเท่ากบั 7.5 กรัมต่อลิตรและ 90 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ตามล าดบั 

 2.11.4 แหล่งฟอสฟอรัสและอาหารเสริมเกลอืแร่ 
 การสะสม PHAs จะเกิดข้ึนภายในเซลลเ์ม่ือจุลินทรียอ์ยูใ่นสภาวะท่ีสารอาหารเกลือแร่ขาด
ความสมดุล เช่น ฟอสฟอรัส แมกนีเซียม หรือซลัเฟอร์ ซ่ึงพบวา่ ฟอสฟอรัส แมกนีเซียม 
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และซลัเฟอร์ นั้นจดัเป็นแร่ธาตุหลกัท่ีจุลินทรียต์อ้งการในปริมาณมากพอสมควรโดยเฉพาะอยา่งยิง่
ฟอสฟอรัสและแมกนีเซียม ซ่ึงจ าเป็นมากเน่ืองจากเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาการสร้างและการถ่ายเท
พลงังานส าหรับจุลินทรีย ์(Holmes และคณะ, 1985) 

Ryu และคณะ (1997) ศึกษาการผลิต PHAs ของเช้ือ Alcaligenes eutrophus ในสภาวะก่ึง
กะท่ีมีปริมาณฟอสเฟตจ ากดั เม่ือใชก้ลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน โดยท าการศึกษาท่ีความเขม้ขน้
เร่ิมตน้ของ KH2PO4เท่ากบั 2.2 3.1 4.3 และ 5.5 กรัมต่อลิตร พบวา่   ท่ีความเขม้ขน้ฟอสเฟตเร่ิมตน้
ท่ีสูงข้ึนสามารถผลิตเซลลแ์ละ PHAs สูงข้ึน โดยท่ีความเขม้ขน้ฟอสเฟตเร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 กรัมต่อ
ลิตร ไดค้วามเขม้ขน้ของเซลลแ์ละปริมาณ PHAs สูงท่ีสุด เท่ากบั 281 และ 232 กรัมต่อลิตร 
ตามล าดบั ภายใน 74 ชัว่โมงของการเล้ียงเช้ือ 

Grothe และคณะ (1999) ท าการศึกษาเปรียบเทียบผลของการเติมและไม่เติมธาตุอาหารรอง
ต่อการเจริญและผลิต PHAs ของเช้ือ Alcaligenes latus เม่ือใชซู้โครสเป็นแหล่งคาร์บอน พบวา่  
การเติมธาตุอาหารรอง ไดแ้ก่ ZnSO4 CuSO4 NiSO4 CaCl2 H3BO3 Na2MoO4 CoCl2 MnCl2 และ 
ammonium Fe (III) citrate มีผลท าใหค้วามเขม้ขน้ของเซลลแ์ละปริมาณ PHAs สูงข้ึนเป็น 6.8 และ 
3.2 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั 

Sharma และ Mallick (2005) รายงานวา่ การจ ากดัปริมาณฟอสฟอรัสมีผลต่อการสังเคราะห์ 
PHAs ของ Nostoc muscorum โดยพบวา่   เม่ือมีการจ ากดัฟอสฟอรัสไปพร้อมๆ กบัใหแ้หล่ง
คาร์บอนมากเกินพอ   เซลลจ์ะสะสม PHAs ไดสู้งข้ึน คือมีค่าเท่ากบั 23 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั
เซลลแ์หง้ ขณะท่ีหากท าการเล้ียงเซลลใ์หเ้จริญในแหล่งคาร์บอนก่อนแลว้จึงมีการจ ากดัฟอสฟอรัส 
พบวา่ มีการสะสม PHAs ไดป้ริมาณนอ้ยมาก  

 2.11.5 ค่าความเป็นกรด-ด่าง 
 ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้มีผลต่อการเจริญของจุลินทรียแ์ละการผลิต PHAs พบวา่ หาก
ตอ้งการผลิต  PHAs  ควรท าการควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่างไม่ใหต้  ่ากวา่ 7.0    เพื่อป้องกนัไม่ให้
ค่าค่าความเป็นกรด-ด่างลดลงอยูใ่นสภาวะท่ีเป็นกรดมากเกินไป ซ่ึงไม่เหมาะสมต่อการท างานของ
เอนไซมส์ าคญัท่ีใชใ้นกระบวนการสังเคราะห์ PHAs  (Kinoshita และคณะ, 1991)  
 Khatipov และคณะ (1998) รายงานวา่ การเพิ่มข้ึนของค่าความเป็นกรด-ด่าง ท าใหมี้การ
สะสม PHAs เพิ่มข้ึน   โดยไดท้ดลองเล้ียงเช้ือ Rhodobacter sphaeroides ในแลคเตท     ภายใต้
สภาวะท่ีมีการจ ากดัไนโตรเจน พบวา่ จุลินทรียส์ามารถผลิต PHAs ไดป้ริมาณสูงถึง 30 เปอร์เซ็นต์
โดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้    เม่ือค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารเล้ียงเช้ือเปล่ียนจาก 6.8 เป็น 7.5  

Grothe และคณะ (1999)   ศึกษาการผลิต  PHAs  ใน Alcaligenes latus  พบวา่   ค่าความ
เป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมท่ีสุดต่อการเจริญและผลิต PHAs มีค่าเท่ากบั 6.5 
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โดยเม่ือเล้ียงเช้ือในสภาวะน้ี  จะผลิต PHAs สูงถึง 63 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ภายใน 93 
ชัว่โมงของการเล้ียงเช้ือ  ขณะท่ี Chua และคณะ (2003)  ศีกษาผลของค่าความเป็นกรด-ด่างต่อการ
สะสม PHAs ในน ้าทิ้งจากการบ าบดัดว้ยระบบตะกอนเร่ง (activated sludge) โดยท าการทดลอง
แบบแบตช ์พบวา่   มีปริมาณ PHAs สูงสุดท่ีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 8.0 และ 8.5   ซ่ึงสูง
กวา่ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 7.0 และ 7.5 

Sankhla และคณะ (2010) รายงานวา่ Brevibacillus invocatus MTCC 9039 สามารถ
สังเคราะห์ PHAs ไดสู้งสุดเม่ือเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 7.0 โดยมี
น ้าหนกัเซลลแ์หง้และปริมาณ PHAs สูงสุดเท่ากบั 397 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 11.9 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ซ่ึงคิดเป็น 3.0 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ตามล าดบั  ณ ชัว่โมงท่ี 48 ของการเล้ียงเช้ือ  

2.11.6 อุณหภูมิ 
อุณหภูมิเป็นอีกหน่ึงปัจจยัท่ีมีผลต่อการเจริญ การผลิตและสะสม PHAs ของจุลินทรีย ์ โดย

จุลินทรียแ์ต่ละชนิดจะมีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญและสังเคราะห์ PHAs ไดแ้ตกต่างกนั  
Aslim และคณะ (1998)   ศึกษาการผลิต PHAs ดว้ยจุลินทรียก์ลุ่ม lactic acid bacteria 

พบวา่ อุณหภูมิท่ีจีนสั Lactobacillus sp. สามารถเจริญไดอ้ยูใ่นช่วง 30-40 องศาเซลเซียส   ในขณะ
ท่ีจีนสั Pediococcus sp. เจริญไดดี้ท่ี 37 องศาเซลเซียส    แต่ Streptococcus sp.  เจริญไดดี้ท่ี 40 องศา
เซลเซียส 

Grothe และคณะ (1999) พบวา่ อุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับการเจริญเติบโตและสะสม 
PHAs ของ Alcaligenes latus มีค่าเท่ากบั 33 องศาเซลเซียส เน่ืองจากไดป้ริมาณพอลิเมอร์สูงสุด
เท่ากบั 63 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้  

Krishna และคณะ (1999) ศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการสะสม PHAs ในระบบเอสบีอาร์ 
(SBR: Sequencing Batch Reactor)    ท่ีมีการเติมอะซิเตทเป็นแหล่งคาร์บอน   พบวา่   อตัราการ
สร้างPHAs จะลดลงเม่ืออุณหภูมิสูงข้ึน เน่ืองจากท่ีอุณหภูมิสูงจะไปเพิ่ม anabolic rate ของการ
สังเคราะห์สารประกอบอินทรียท่ี์มีโมเลกุลใหญ่ข้ึนของเซลลแ์ทนท่ีจะมีการสะสม PHAs  

Shi และคณะ (2001)  ศึกษาผลของอุณหภูมิท่ีมีต่อการแสดงออกของยีน pha ใน E.coli 
และผลของรูปแบบของอุณหภูมิต่อการผลิต PHAs โดยการตดัต่อยนี Pha C A และ B รวมทั้ง 
promoter ท่ีควบคุม pha โอเปอรอนลงในพลาสมิด pNDTM 2   จากนั้นจึงยา้ยพลาสมิดท่ีสร้างใหม่
น้ีเขา้สู่ E.coli XL 1-Blue  เพื่อศึกษาการแสดงออกของยนีดงักล่าว  โดยก าหนดรูปแบบของ
อุณหภูมิดงัน้ี ในระหวา่ง 10 ชัว่โมงแรกของการเล้ียงเช้ือจะควบคุมอุณหภูมิไวท่ี้ 34 องศาเซลเซียส
เพื่อใหเ้ซลลส์ามารถเจริญเติบโตได ้   จากนั้นจึงเหน่ียวน าการสังเคราะห์ PHAs โดยการเพิ่ม
อุณหภูมิเป็น 40 องศาเซลเซียส  เรียกวา่กระบวนการ heat shock   หลงัจากนั้น 5 ชัว่โมง      จึงปรับ
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อุณหภูมิใหล้ดลงเป็น 37 องศาเซลเซียสเพื่อลดผลของ heat shock ซ่ึงผลจากกระบวนการ heat 
shock พบวา่ สามารถสร้าง PHAs ได ้   โดยงานวจิยัน้ียงัไปสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Kabia และ 
Shimizu (2001) ท่ีไดร้ายงานวา่ recombinant E.coli สายพนัธ์ุท่ีมี promoter และยนีท่ีใชใ้นการ
สังเคราะห์ P(3HB) สามารถสะสม P(3HB) ไดเ้ม่ือเปล่ียนอุณหภูมิในการบ่มจาก 34 องศาเซลเซียส
เป็นมากกวา่ 37 องศาเซลเซียส 

 2.11.7 ออกซิเจน 
 ปริมาณออกซิเจนมีผลต่อการผลิต PHAs เน่ืองจากสภาวะท่ีมีออกซิเจนจ ากดั เอนไซม ์
citrate synthase และ isocitrate dehydrogenase  จะถูกยบัย ั้งการท างานโดย NADH ท าให ้ acetyl-
CoA ไม่เขา้สู่วฏัจกัร TCA แต่จะเปล่ียนไปเป็น acetoacetyl-CoA    เพื่อเขา้สู่กระบวนการสังเคราะห์ 
PHAs โดยเอนไซม ์β-ketothiolase จึงมีการสะสม PHAs เกิดข้ึน  (Luengo และคณะ, 2003) ซ่ึงการ
ท่ีมีปริมาณออกซิเจนจ ากดัยงัมีผลต่อการลดการท างานของกระบวนการหายใจในขณะท่ี PHAs จะ
ท าหนา้ท่ีเป็นแอ่งเก็บสารท่ีมีอนุภาพรีดิวซ่ิง (reducing power) หรือเป็นหน่วยควบคุมปฏิกิริยา        
รีดอกซ์ (redox regulator) ภายในเซลล ์  ดงันั้น  การจ ากดัปริมาณออกซิเจนจึงช่วยกระตุน้การ
สังเคราะห์ PHAs ได ้ (Steinbüchel และ Schlegel, 1989)   
 Satoh และคณะ (1998)   เล้ียงจุลินทรียใ์นระบบตะกอนเร่ง 2 ระบบ คือ Anaerobic –
Aerobic (AA) Microanaerobic – Aerobic (MA)  แลว้น ากากตะกอน  (sludge)  จากทั้ง  2  ระบบมา
ทดสอบปริมาณ PHAs ในถงัหมกัแบบแบตช์   โดยแบ่งการทดลองเป็น 2 ชุด ไดแ้ก่    ชุดท่ีไม่มีการ
เติมออกซิเจน และชุดท่ีมีการเติมออกซิเจนในปริมาณจ ากดั  พบวา่ sludge จากระบบ AA มีการ
สังเคราะห์ PHAs ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนสูงกวา่ในสภาวะท่ีไม่มีออกซิเจน เท่ากบั 33 และ 22 
เปอร์เซ็นต ์ ตามล าดบั ส่วนใน sludge จากระบบ MA สามารถสังเคราะห์ PHAs ไดสู้งถึง 62 
เปอร์เซ็นต ์ 
 Kulpreecha และคณะ (2009) รายงานวา่ ปริมาณออกซิเจนมีผลโดยตรงต่อการเจริญและ
สังเคราะห์ P(3HB) ของ Bacillus megaterium BA-019 พบวา่  ท่ีปริมาณออกซิเจนละลาย 
(dissolved oxygen , DO)  เท่ากบั 60 เปอร์เซ็นต ์ ไดค้่าน ้าหนกัเซลลแ์หง้และปริมาณ P(3HB) สูงสุด
เท่ากบั 8.78 และ 61.62 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ตามล าดบั   ขณะท่ีท่ีปริมาณออกซิเจน
ละลายเท่ากบั 40 และ 80 เปอร์เซ็นต ์  มีปริมาณ P(3HB) ต  ่ากวา่ โดยมีค่าเท่ากบั 47.02 และ 57.99 
เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ตามล าดบั 
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2.12 การผลติโคพอลเิมอร์ PHBV โดยควบคุมสัดส่วนของ 3HV 

การควบคุมสัดส่วนของ  ใน PHBV  สามารถท าไดใ้นขั้นตอนการผลิต  โดยศึกษาถึงผล
ของการแปรผนัชนิดและปริมาณของสารตั้งตน้หรือสับสเตรตหลกั โดยจุลินทรียแ์ต่ละชนิดจะมี
ความสามารถในการน าสารตั้งตน้ไปใชใ้นการสังเคราะห์ PHBV ไดแ้ตกต่างกนั    ทั้งน้ีการศึกษา
วจิยัการควบคุมสัดส่วนของ 3HV มีรายงานไว ้  ดงัตวัอยา่งต่อไปน้ี  

Chen และคณะ (1991)  ศึกษาผลของชนิดและปริมาณของแหล่งคาร์บอนผสมต่อสัดส่วน
ของ 3HV ในโคพอลิเมอร์ PHBV โดยการเติมกรดหรือเกลือของกรดอินทรียร่์วมกบัน ้ าตาล   เพื่อใช้
เล้ียง Bacillus sp. สายพนัธ์ุต่างๆ ท่ีสามารถสังเคราะห์ PHAs ได ้ ไดแ้ก่  Bacillus megaterium DSM 
90   B. laterosporus DSM 335   B. subtilis DSM 10  B. sphaericus  DSM 28     B. cereus DSM 31  
B. amyloliquefaciens DSM 7  B. licheniformis DSM 394  B .macerans DSM 2832      B. circulans 
DSM 1529  B. thuringiensis DSM 2046 และ  B. mycoides DSM 2048 ในการเล้ียงแบบสอง
ขั้นตอน   โดยขั้นตอนแรกใชอ้าหารสูตรอุดม (rich medium)    จากนั้นน าเซลลม์าลา้งแลว้ยา้ยมาลง
ในอาหารท่ีไม่มีไนโตรเจน   พบวา่   ทุกสายพนัธ์ุสังเคราะห์ไดเ้ฉพาะ P(3HB)    แต่เม่ือเติมกรด   
โพรพิโอนิก  กรดวาเลอริกหรือกรดเฮบตาโนอิกลงในอาหารเหลวส าหรับการผลิต PHAs  จึงจะ
สามารถสังเคราะห์ 3HV ได ้  โดยพบวา่ B. megaterium  สามารถเจริญไดสู้งท่ีสุด คือ มีน ้าหนกั
เซลลแ์หง้เท่ากบั 8.2 และ 7.2 กรัมต่อลิตร   ส่วนปริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV สูงสุดผลิตไดจ้าก B. 
circulans มีค่าเท่ากบั 57.3 และ 56.4 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้เม่ือเล้ียงในกรดโพรพิโอนิก  
และกรดวาเลอริก ตามล าดบั   ส่วนการใชก้รดเฮบตาโนอิกนั้นเช้ือเติบโตไดช้า้มาก  

Lee และคณะ (1995)   ศึกษาการสังเคราะห์และสะสมโคพอลิเมอร์ PHBV ใน Bacillus 
thuringiensis R-510 ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุท่ีสามารถทนต่อความเขม้ขน้ของกรดโพรพิโอนิกสูงๆได ้
พบวา่   เม่ือเติมกรดโพรพิโอนิกตั้งแต่ 0.1-2.0 เปอร์เซ็นต ์  ช่วงการเติบโตระยะพกัตวันานข้ึน  เม่ือ
ความเขม้ขน้ของกรดโพรพิโอนิกเพิ่มข้ึน โดยไดป้ริมาณโคพอลิเมอร์สูงสุดเท่ากบั 44.5 เปอร์เซ็นต์
โดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้  ขณะท่ีมีปริมาณโมโนเมอร์ 3HV เท่ากบั 33 โมลเปอร์เซ็นต ์ เม่ือเติมกรด   
โพรพิโอนิกเท่ากบั 0.1 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั และสูงถึง 80 โมลเปอร์เซ็นต ์ เม่ือเติมกรดโพรพิ
โอนิกเท่ากบั 0.5 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั 

Cho และคณะ (2001)   ศึกษาผลของเกลือของกรดอินทรียช์นิดต่างๆ  ไดแ้ก่   โพรพิโอเนต 
บิวทิเรต วาเลอเรตและเฮกซะโนเอตร่วมกบัการเติมกลูโคสเพื่อผลิตเป็นโคพอลิเมอร์ PHBV ใน 
Azotobacter vinelandii UWD พบวา่ เช้ือสามารถเจริญ ผลิตและสะสม PHBV ไดสู้งสุดในวาเลอ
เรต โดยมีน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV เท่ากบั 6.3 กรัมต่อลิตร 4.0 กรัมต่อ
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ลิตร 64.6 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ตามล าดบั และมีสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV เท่ากบั 22 
โมลเปอร์เซ็นต์ 
 Yu และคณะ (2005) รายงานวา่ เม่ือเล้ียง Ralstonia eutropha ในแหล่งคาร์บอนผสม
ระหวา่งกลูโคสกบัเกลือโซเดียมโพรพิโอเนต ในถงัหมกัท่ีมีการกวนแบบต่อเน่ือง (continuous 
stirred tank reactor) เพื่อผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV พบวา่  เม่ือเติมโซเดียมโพรพิโอเนตท่ีมีความ
เขม้ขน้ 3.0 กรัมต่อลิตรร่วมกบักลูโคสท่ีมีความเขม้ขน้ 10.0 กรัมต่อลิตร  เซลลจ์ะสะสม P(3HB) 
เป็นส่วนใหญ่  โดยมีปริมาณโมโนเมอร์ 3HV อยูน่อ้ยมาก (ปริมาณ PHBV มีค่าระหวา่ง 10-15 
wt%)    แต่เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของโซเดียมโพรพิโอเนตเป็น 5.0 กรัมต่อลิตร  พบวา่ R. eutropha 
จะเร่ิมสะสมโมโนเมอร์ 3HV มากข้ึน  โดยมีสัดส่วนระหวา่ง 3HB : 3HV เท่ากบั 70 : 30   (ปริมาณ 
PHBV เท่ากบั 78 wt %)     และเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของโซเดียมโพรพิโอเนตข้ึนไปเป็น 7.0 กรัม
ต่อลิตร  พบวา่  ใหส้ัดส่วนระหวา่ง 3HB : 3HV  ประมาณ  60 : 40  (ปริมาณ PHBV เท่ากบั 68 wt 
%)   ขณะท่ีเม่ือมีความเขม้ขน้ของโซเดียมโพรพิโอเนตเท่ากบั 15.0 กรัมต่อลิตร  พบวา่   ใหส้ัดส่วน
ระหวา่ง 3HB : 3HV เป็น 40 : 60   จากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่  เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของ
โซเดียมโพรพิโอเนต จะท าใหมี้การสะสมโมโนเมอร์ 3HV ในโคพอลิเมอร์ PHBV เพิ่มข้ึน  แต่
อยา่งไรก็ตาม หากมีความเขม้ขน้ของโซเดียมโพรพิโอเนตมากเกินไป จะไปมีผลท าใหน้ ้าหนกัเซลล์
แหง้และปริมาณ PHBV ลดลง  

Loo และ Sudesh (2007a) พบวา่ เม่ือเล้ียง Delftia acidovorans ในแหล่งคาร์บอนผสม
ระหวา่งเกลือโซเดียมบิวทิเรตกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรต สามารถใหส้ัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV 
ในช่วงท่ีกวา้งกวา่การใชเ้กลือโซเดียมวาเลอเรตเป็นแหล่งคาร์บอนเด่ียว โดยมีปริมาณ 3HV ตั้งแต่ 0 
ถึง 90 โมลเปอร์เซ็นต ์ และยงัไดป้ริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV สูงกวา่คือมีค่าเท่ากบั 37 เปอร์เซ็นต์
โดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้   
 Rocha และคณะ (2008)   ศึกษาการผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV โดยใชซู้โครสและกรดโพรพิ
โอนิกเป็นแหล่งคาร์บอน พบวา่ ปริมาณ ข้ึนอยูก่บัอตัราส่วนระหวา่งซูโครสต่อกรดโพรพิโอนิก 
(s/p) โดยสามารถผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV ท่ีมีสัดส่วนโมโนเมอร์ 3HV ตั้งแต่ 6.5 ถึง 40 โมล
เปอร์เซ็นต ์  เม่ือเล้ียงในแหล่งอาหารท่ีมีอตัราส่วนระหวา่งซูโครสต่อกรดโพรพิโอนิกตั้งแต่ 61.5: 1 
ถึง 10 : 1  

Sheu และคณะ (2009) ผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV จาก Caimonas taiwannensis โดยใชแ้หล่ง
คาร์บอนผสมระหวา่งโซเดียมกลูโคเนตกบัโซเดียมวาเลอเรต พบวา่ เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของ
โซเดียมวาเลอเรตตั้งแต่ 5 ไปจนถึง 80 มิลลิโมลาร์  จะมีสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV เพิ่มข้ีนจาก 
10 ไปจนถึง 95  โมลเปอร์เซ็นต ์  แต่เซลลจ์ะเจริญเติบโตไดน้อ้ยมาก  โดยพบวา่   ท่ีความเขม้ขน้
ของโซเดียมวาเลอเรตเท่ากบั 5 มิลลิโมลาร์ จะมีน ้าหนกัเซลลแ์หง้เพียง 0.8 กรัมต่อลิตร ขณะท่ีความ
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เขม้ขน้ของโซเดียมวาเลอเรตมากกวา่ 20 มิลลิโมลาร์ จะมีผลยบัย ั้งการเจริญและการสะสมโคพอลิ
เมอร์ PHBV  อยา่งเห็นไดช้ดั 

Zakaria และคณะ (2010) ศึกษาการผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV เม่ือเล้ียง Comamonas sp.  
EB172 ในแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งกรดอะซิติกและกรดโพรพิโอนิกในอตัราส่วนต่างๆ ไดแ้ก่ 
5:0 4:1 3:2 2:3 และ 1:4  พบวา่  มีปริมาณ 3HV ไดต้ั้งแต่ 0 ถึง 17 โมลเปอร์เซ็นต ์  ซ่ึงท่ีอตัราส่วน
ระหวา่งกรดอะซิติกและกรดโพรพิโอนิกเท่ากบั 2:3 ไดน้ ้าหนกัเซลลแ์หง้และปริมาณโคพอลิเมอร์ 
PHBV สูงสุด โดยมีค่าเท่ากบั 2.8 กรัมต่อลิตรและ 30 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้  ตามล าดบั  
และมีปริมาณโมโนเมอร์ 3HV เท่ากบั 15 โมลเปอร์เซ็นต ์   

2.13 การเลีย้งเช้ือจุลนิทรีย์  

2.13.1 ระดับขวดเขย่า (shake flask) 

 การเล้ียงเช้ือในระดบัขวดเขยา่เป็นการเล้ียงเช้ือจุลินทรียใ์นอาหารเหลวเพื่อศึกษาปัจจยั
ต่างๆ ท่ีมีผลต่อการเจริญและการผลิตสารผลิตภณัฑท่ี์ตอ้งการ  และสามารถทราบผลของตวัแปรใน
การศึกษาโดยใชเ้วลาสั้น  การศึกษาท าไดส้ะดวก ไม่ยุง่ยาก ส้ินเปลืองค่าใชจ่้ายนอ้ย   ตวัแปรท่ี
ศึกษา  ไดแ้ก่  องคป์ระกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ  ค่าความเป็นกรดด่างเร่ิมตน้  อุณหภูมิในการเล้ียง
เช้ือ    เป็นตน้  ท าใหส้ามารถหาภาวะท่ีเหมาะสมในการเจริญและผลิตผลิตภณัฑไ์ดใ้นการทดลอง
ระดบัน้ี 
 2.13.2 ระดับถังหมักห้องปฏิบัติการ (lab scale fermenter) 
 การเล้ียงเช้ือจุลินทรียใ์นถงัหมกัระดบัหอ้งปฎิบติัการเป็นการเล้ียงเช้ือโดยมีวตัถุประสงค์
เพื่อเพิ่มความหนาแน่นของเซลล ์ เพิ่มปริมาณสารผลิตภณัฑท่ี์ตอ้งการ และอ่ืนๆ ข้ึนอยูก่บัชนิดของ
สารผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากกระบวนการผลิต (production  process) ท่ีตอ้งการ  ขอ้ไดเ้ปรียบของการ
เล้ียงเช้ือในระดบัถงัหมกัมีหลายประการ  ไดแ้ก่  สามารถใหอ้ากาศ (ออกซิเจน) แก่ระบบได้
มากกวา่ระดบัขวดเขยา่  เน่ืองจากมีการใหอ้ากาศและการกวน  ซ่ึงมีผลใหมี้การผสม (mixing) ไดดี้
ระหวา่งเซลล ์ สารอาหาร  และออกซิเจน  ส่งผลใหเ้ซลลมี์การเจริญไดดี้    สามารถควบคุมภาวะใน
การเล้ียงเช้ือจุลินทรียไ์ดม้ากกวา่การเล้ียงเช้ือในระดบัขวดเขยา่  เช่น  ค่าความเป็นกรดด่างและ
อุณหภูมิตลอดการเล้ียงเช้ือ  ค่าออกซิเจนละลาย (dissolved oxygen)  ทราบการเปล่ียนแปลงของ
ค่าตวัแปรเหล่าน้ีไดต้ลอดการศึกษาโดยมีการบนัทึกโดยเคร่ืองอตัโนมติั   สามารถเติมสารอาหาร
ระหวา่งการเล้ียงเช้ือ (fed-batch และ continuous cultivation)  ท  าใหเ้ล้ียงเช้ือไดน้านข้ึน  โดยไม่ตอ้ง
เร่ิมตน้ใหม่  แต่ส่งผลใหไ้ดผ้ลผลิตมากข้ึน  รวมทั้งหลีกเล่ียงการยบัย ั้งการเจริญจากความเขม้ขน้
ของสารเร่ิมตน้ (feed back inhibition) 
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บทที ่3 
อปุกรณ์และวธีิด าเนินการวจิัย 

 
3.1 วสัดุอุปกรณ์ 

3.1.1 เคร่ืองก๊าซโครมาโตกราฟฟี (gas chromatography) รุ่น 3400CX ของบริษทั Varian 
ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3.1.2 เคร่ืองส าหรับฉีดตวัอยา่งอตัโนมติั (auto sampler) รุ่น 8200CX ของบริษทั Varian 
ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3.1.3   แคปพิลลารีคอลมัน์ (capillary column) ชนิด CP-WAX 52 CB เส้นผา่ศูนยก์ลาง 
0.25 มม.  ความยาว 60 ม. ของบริษทั Varian ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3.1.4   เคร่ืองลิควดิโครมาโตกราฟฟี (high performance liquid chromatography) รุ่น LC-
3A ของบริษทั Shimadzu ประเทศญ่ีปุ่น 
3.1.5 เคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิ (psychotherm incubator shaker) รุ่น G27 แบบ rotary 
ของบริษทั New Brunswick Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3.1.6 เคร่ืองชัง่ละเอียด (analytical balance) รุ่น A200S ของบริษทั Sartorious ประเทศ
เยอรมนี 
3.1.7 เคร่ืองชัง่หยาบ (laboratory balance) รุ่น L2200P ของบริษทั Sartorious ประเทศ
เยอรมนี 
3.1.8  เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (centrifuge) รุ่น KS-3000P ของบริษทั Kubota ประเทศญ่ีปุ่น 
3.1.9 เคร่ืองป่ันเหวีย่งอุณหภูมิต ่า (refrigerated centrifuge) รุ่น Centrikon T-42K ของ
บริษทั Kubota ประเทศญ่ีปุ่น 
3.1.10 เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (VIS spectrophotometer) รุ่น Novaspec װ ของบริษทั 
Pharmacia Biotech ประเทศองักฤษ  
3.1.11 เคร่ืองวดัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) รุ่น 2000 ของบริษทั Cyberscan ประเทศ  
สิงคโปร์  

 3.1.12 ตูถ่้ายเช้ือแบบ laminar flow รุ่น BV-124 ของบริษทั ISSCO ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 3.1.13 ตูบ้่มเช้ือ (incubator) รุ่น INE 500 ของบริษทั Memmert ประเทศเยอรมนี 
 3.1.14 ตูอ้บฆ่าเช้ือ (hot air oven) รุ่น UL-60 ของบริษทั Memmert ประเทศเยอรมนี 
 3.1.15 ตูอ้บแหง้ (dryer oven) รุ่น UL-80 ของบริษทั Memmert ประเทศเยอรมนี 
 3.1.16 หมอ้อบฆ่าเช้ือดว้ยไอน ้า (autoclave) รุ่น SS-325 ของบริษทั Tomy ประเทศญ่ีปุ่น 
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3.1.17 อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุ่น W760 ของบริษทั Memmert ประเทศ
เยอรมนี 
3.1.18 ตูแ้ช่แช็งจุดเยอืกแขง็ต ่า (deep freezer) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ของบริษทั 
Sanyo Electric ประเทศญ่ีปุ่น 
3.1.19 ตูแ้ช่แช็งจุดเยอืกแขง็ต ่า (deep freezer) อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ของบริษทั 
Forma Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3.1.20 เคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA thermal cycle) รุ่น 2400 ของบริษทั Perkin Elmer
ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 3.1.21 ชุดเคร่ืองมือท าอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis) 
 ของบริษทั Bio-Rad ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.1.22 อุปกรณ์ส าหรับถ่ายภาพ Gel Documentation และโปรแกรม Quantity One Version 
4.4.1 ของบริษทั Bio-Rad ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 3.1.23 กลอ้งจุลทรรศน์ (microscope) รุ่น CH30RF200 ของบริษทั Olympus ประเทศญ่ีปุ่น 
3.1.24 ไมโครปิเปต ขนาด 100  200 1,000 และ 5,000 มิลลิลิตร ของบริษทั Gilson ประเทศ
ฝร่ังเศส 

 3.1.25 กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 และ 2 ของบริษทั Whatman ประเทศองักฤษ 
 3.1.26 ถงัหมกั (fermentor) ขนาด 5 ลิตร ของบริษทั B.E. Marubishi ประเทศญ่ีปุ่น 
 3.1.27 หลอดทดลองฝาเกลียว (screw-cap tube) ของบริษทั PYREX ประเทศเยอรมนี 

3.1.28 ชุดตรวจส าเร็จรูป API 50 CHB Medium และ API 20 E ของบริษทั bioMérieux  
ประเทศฝร่ังเศส 

 
3.2 เคมีภัณฑ์   

 3.2.1 กรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ (H2SO4) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
 3.2.2 กรดซิตริก (C6H8O7∙H2O) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
 3.2.3 กรดบอริก (H3BO3) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
 3.2.4 กรดเบนโซอิก (C7H6O2) ของบริษทั Nacalai tesque ประเทศญ่ีปุ่น 
 3.2.5 กรดอะซิติก (C2H4O2) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
 3.2.6 กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
 3.2.7 กลีเซอรอล (C3H8O3) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
 3.2.8 กลูโคส [ D(+)glucose : C6H12O6] ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
 3.2.9 ฟรักโตส [ D(-)fructose : C6H12O6] ของบริษทั Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา 
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 3.2.10 ซูโครส (C12H22O11) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
 3.2.11 คลอโรฟอร์ม (CHCl3) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 

3.2.12 คอปเปอร์ซลัเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4∙5H2O) ของบริษทั J.T.Baker ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 

 3.2.13 แคลเซียมคลอไรดไ์ดไฮเดรต (CaCl2∙2H2O) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
3.2.14 โคบอลตค์ลอไรดเ์ฮกซะไฮเดรต (CoCl2∙6H2O) ของบริษทั Carlo Erba ประเทศ
อิตาลี 

 3.2.15 ซิงคซ์ลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4∙7H2O) ของบริษทั Carlo Erba ประเทศอิตาลี 
 3.2.16 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
 3.2.17 โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
 3.2.18 โซเดียมไฮโปคลอไรท ์(NaOCl) ของบริษทั Clorox ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 3.2.19 ไดคลอโรมีเทน (CH2Cl2) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
 3.2.20 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) ของบริษทั Fluka ประเทศเยอรมนี 
 3.2.21 นิกเกิลคลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (NiCl2∙6H2O) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
 3.2.22 โซเดียมโพรพิโอเนต (C3H5O2Na) ของบริษทั Fluka ประเทศเยอรมนี 
 3.2.23 โซเดียมวาเลอเรต (C5H9O2Na) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
 3.2.24 โซเดียมอะซิเตท (CH3COONa) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 

3.2.25 สารมาตรฐานพอลี (3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) [P(3HB)] ของบริษทั Sigma ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 

 3.2.26 สารมาตรฐานพอลี (3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-12%3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต) 
 [P(3HB-co-12%3HV)] ของบริษทั Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 3.2.27 โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
 3.2.28 แมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
 3.2.29 แบคโตทริปโตส (Bacto tryptose) ของบริษทั Difco ประเทศสหรัฐอเมริกา 
  3.2.30 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
 3.2.31 เฟอรัสซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4∙7H2O) ของบริษทั Unilab ประเทศสหรัฐ 
 อเมริกา 
 3.2.32 เมทานอล (CH3OH) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
 3.2.33 เอทานอล (C2H5OH) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 

3.2.34 แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4∙7H2O) ของบริษทั Carlo Erba ประเทศ
อิตาลี 
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3.2.35 แมงกานีสคลอไรด์เฮกซะคลอไรด ์(MnCl2∙6H2O) ของบริษทั Merck ประเทศ
เยอรมนี 

  3.2.36 ยเูรีย (N2H6CO)   ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
 3.2.37 สารสกดัจากเน้ือ (beef extract) ของบริษทั Labscan Asia ประเทศไอร์แลนด์ 
 3.2.38 สารสกดัจากยสีต ์(yeast extract) ของบริษทั Springer ประเทศฝร่ังเศส 
 3.2.39 เปบโตน (peptone) ของบริษทั Difco ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 3.2.40 เอนไซมอิ์นเวอร์เทส (invertase) ของบริษทั Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 3.2.41 เอนไซมย์รีูเอส (urease) ของบริษทั Fluka ประเทศเยอรมนี 

3.2.42 แอมโมเนียมโมลิบเดตเตตระไฮเดรต [(NH4)6Mo7O24∙4H2O] ของบริษทั J.T.Baker 
ประเทศสหรัฐอเมริกา 

  3.2.43 แอมโมเนียมซลัเฟต [(NH4)2SO4] ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
 3.2.44 น ้าออ้ย ของบริษทัมิตรผลวจิยั จ  ากดั ประเทศไทย 
 3.2.45 เฮกเซน (Hexane) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 

3.2.46 สารละลายฟีนอลอ่ิมตวั (equilibrated phenol) ของบริษทั USB ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 

 3.2.47 อะซีโตน (acetone) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
 3.2.48 อะกาโรสเจล (agarose gel) ของบริษทั ABgene ประเทศองักฤษ 
 3.2.49 วุน้ผง (agar) ของบริษทับิกเบน โปรดคัตอรา เดอ อะการ์ เอส. เอ ประเทศชิลี 
 3.2.50 dNTP ของบริษทั Fermentas ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.2.51 EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) (C10H14N2O8Na2·2H2O) ของบริษทั Sigma 
ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 3.2.52 GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder ของบริษทั Fermentas ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 3.3.53 Taq DNA polymerase ของบริษทั BioLabs ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 3.2.54 ก๊าซไฮโดรเจน (H2) ของบริษทั PRAXAIR ประเทศไทย 
 3.2.55 ก๊าซออกซิเจน (O2)   ของบริษทั TIG (Thai Industrial Gas) ประเทศไทย 
 3.2.56 ก๊าซไนโตรเจน (N2) ของบริษทั PRAXAIR ประเทศไทย 
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3.3 วธีิด าเนินการวจัิย 
 

 3.3.1  จุลนิทรีย์ทีใ่ช้ในการศึกษา 
 จุลินทรียท่ี์ใชคื้อ  Bacillus sp. P-12 เป็นสายพนัธ์ุท่ีคดัแยกไดใ้หม่ในหอ้งปฏิบติัการโดย

ศนัสนีย ์ สันติอรรถพนัธ์ุ (2550) สามารถสังเคราะห์และสะสม P(3HB) ไดใ้นปริมาณสูงกวา่สาย
พนัธ์ุอ่ีนท่ีศึกษา คดัแยกไดจ้ากดินบริเวณใกลบ้่อน ้าพุร้อนหนองหญา้ปลอ้ง อ าเภอหนองหญา้ปลอ้ง 
จงัหวดัเพชรบุรี   

3.3.2 อาหารเลีย้งเช้ือ 
3.3.2.1 สูตรอาหารแขง็ส าหรับเก็บรักษาเช้ือ (stock culture medium) ใน 1 ลิตร  

ประกอบดว้ย 
 สารสกดัจากยสีต ์ 3.0 กรัม 
 แบคโตทริปโตส 5.0 กรัม 
 วุน้ผง 15.0  กรัม 
 ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างเป็น 7.0 น่ึงฆ่าเช้ือท่ีความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว  อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที (การน่ึงฆ่าเช้ือแบบมาตรฐาน) 
   3.3.2.2 สูตรอาหารเหลวส าหรับเล้ียงกลา้เช้ือ (seed culture medium) ใชสู้ตรของ 
Doi และคณะ (1986) ซ่ึงศึกษาปรับปรุงโดย สุดา สุภาชวนิสวสัด์ิ (2542) (อา้งถึงใน Kulpreecha 
และคณะ, 2009)   ใน 1 ลิตร ประกอบดว้ย 
 สารสกดัจากยสีต ์ 10.0  กรัม 
   แบคโตทริปโตส  10.0 กรัม 
  สารสกดัจากเน้ือ  5.0  กรัม 
   โซเดียมคลอไรด์  5.0  กรัม 
   น ้าตาลทราย  10.0 กรัม 
 ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างเป็น 7.0 น่ึงฆ่าเช้ือท่ีความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว  อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  แยกสารละลายน ้าตาลน่ึงฆ่าเช้ือท่ีความดนั 10 ปอนด์ต่อ
ตารางน้ิว  อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 15 นาที 
 3.3.2.3 สูตรอาหารเหลวส าหรับเล้ียงเช้ือจุลินทรียเ์พื่อการผลิตและสะสมโฮโมพอ 
ลิเมอร์ P(3HB) และโคพอลิเมอร์ PHBV  คือ อาหาร Mineral Salt Medium (MSM) (อติพล บุญเรือง
ถาวร, 2543) ใน 1 ลิตรประกอบดว้ย 
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  แหล่งคาร์บอน     20.0 กรัม 
   แอมโมเนียมซลัเฟต    1.0  กรัม   
   โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  2.0  กรัม   
   ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต    0.6  กรัม  
   แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต    0.2  กรัม   
   กรดซิตริก      0.75  กรัม   
   สารสกดัจากยสีต ์    0.1 กรัม 
   สารละลาย trace element     1.0 มิลลิลิตร 
 แยกละลายเกลือแมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรตและสารละลาย trace element เม่ือละลาย
แลว้จึงน ามารวมกนั ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างเป็น 7.0 และน่ึงฆ่าเช้ือท่ีความดนั 15 ปอนดต่์อ
ตารางน้ิว  อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที    
 สารละลาย trace element ใน 1 โมลาร์กรดไฮโดรคลอริก 1 ลิตร  ประกอบดว้ย 
    แคลเซียมคลอไรด์    20.0  กรัม 
     ซิงคซ์ลัเฟตเฮปตะไฮเดรต   1.30 กรัม 
     เฟอรัสซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต   0.20 กรัม 
      แอมโมเนียมโมลิบเดตเตตระไฮเดรต  0.60 กรัม 

      กรดบอริก      0.60 กรัม 
     แมงกานีสคลอไรด์เฮกซะคลอไรด์   0.08 กรัม 

โคบอลตค์ลอไรด์เฮกซะไฮเดรต   0.50 กรัม 
    คอปเปอร์ซลัเฟตเพนตะไฮเดรต   0.05 กรัม 
    นิกเกิลคลอไรดเ์ฮกซะไฮเดรต   0.02 กรัม 
 
  3.3.3 การเกบ็รักษาจุลนิทรีย์ 
 3.3.3.1 การเก็บรักษาจุลินทรียใ์นระยะสั้น  
 เข่ียจุลินทรียโ์ดยใชลู้ปเข่ียเช้ือลาก (streak) ลงบนอาหารแขง็เอียง (agar slant) ส าหรับเก็บ
รักษาเช้ือ บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้น าไปเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส น ามาเข่ียลากเช้ือลงบนอาหารใหม่ทุกๆ 3 เดือน 
 3.3.3.2 การเก็บรักษาจุลินทรียใ์นระยะยาว  
 เล้ียงจุลินทรียใ์นอาหารเหลวส าหรับเล้ียงกลา้เช้ือจากขอ้  3.3.2.2 น าไปเล้ียงในตูบ้่มควบคุม
อุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนั้นน ามาป่ัน
แยกเซลลอ์อกจากอาหารเหลว ท่ีความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
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นาที เทส่วนน ้าใสทิ้ง ลา้งเซลลด์ว้ย  0.85% NaCl จากนั้นป่ันแยกเซลลแ์ละท าซ ้ าอีกรอบ กระจาย
เซลลใ์น 10% กลีเซอรอลท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือแลว้  น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 
นาโนเมตรและปรับให้อยูใ่นช่วง 0.8-1.0 (จ านวน 109 CFU/ml) บรรจุลงในหลอดเยือกแขง็ 
(cryotube) ท่ีปลอดเช้ือ จากนั้นน าไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 เดือนหรือ
เก็บท่ี -80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ปี 
 

3.3.4 การพสูิจน์เอกลกัษณ์ของ Bacillus sp. P-12 ทีค่ัดแยกได้ใหม่ทางอนุกรมวธิาน 
 3.3.4.1  ศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยา 
 น า Bacillus sp. P-12 ซ่ึงเล้ียงบนอาหารแขง็ NA อายุ 24 ชัว่โมง มายอ้มสีแบบแกรม
(Gram’s stain)  เพื่อจ าแนกชนิดเบ้ืองตน้    ยอ้มสีซูดาน แบลค บี (Sudan black B) เพื่อดูลกัษณะการ
ติดสีของแกรนูลภายในเซลล ์และยอ้มเอนโดสปอร์ดว้ยสีมาลาไคทก์รีน (Malachite green)  

3.3.4.2 ศึกษาสมบติัทางชีวเคมี 
 ทดสอบโดยใชชุ้ดทดสอบ API 50 CHB Medium และ API 20 E ของบริษทั bioMérieux   
 ส าหรับหลกัการของ API 50 CHB Medium เป็นอาหารพร้อมใชส้ าหรับการศึกษาการหมกั
ของคาร์โบไฮเดรต 49 ชนิด ใน API 50 CHB Strip ในระหวา่งการบ่ม คาร์โบไฮเดรตจะถูกหมกั
กลายเป็นกรด ซ่ึงมีผลให้ค่าความเป็นกรด-ด่างลดลง สังเกตไดจ้ากการเปล่ียนสีของอินดิเคเตอร์ ผล
ชีวเคมีท่ีไดใ้ชน้ ามาวิเคราะห์ชนิดของแบคทีเรีย โดยทัว่ไป ผลการทดสอบ API 50 CHB Medium 
เพียงอยา่งเดียวก็เพียงพอต่อการวเิคราะห์เช้ือ  แต่บางกรณีอาจจ าเป็นตอ้งยนืยนัผลดว้ย API 20 E 
หรือสังเกตจากลกัษณะทางสัณฐานวทิยาร่วมดว้ย 
 การเตรียม Strip 
 Strip ของ API 50 CHB จะประกอบดว้ย 5 แถบดว้ยกนั โดยแต่ละแถบจะประกอบดว้ยช่อง
ท่ีบรรจุสารอาหารชนิดแหง้ไวจ้  านวน 10 ช่อง โดยเรียงล าดบัจาก 0 จนถึง 49 เตรียมกล่องส าหรับ 
incubate โดยเติมน ้ากลัน่ (ปริมาตร ประมาณ 10 มิลลิลิตร) ลงในหลุมทุกหลุมของถาดล่างของ
กล่อง incubate บนัทึก Reference. No ของเช้ือบริเวณพลาสติกท่ียืน่ออกมา (ไม่ควรบนัทึกไวท่ี้ฝา
กล่อง เพราะอาจเกิดการสับสนได)้ น าแถบ Strip 2 แถบใหญ่ คือ 0-19 และ 20-39 ออกจากท่ีบรรจุ 
หลงัจากนั้นแบ่งแถบ Strip ออกเป็น 4 ส่วนเล็กๆ นัน่คือแถบ 0-9, 10-19, 20-29 และ 30-39 น ามา
วางในถาดล่างของกล่อง incubate ซ่ึงเติมน ้าไวแ้ลว้ น า Strip อีกส่วนท่ีเหลือ ไดแ้ก่ แถบ 40-49 
ออกมาวางในถาด incubation จนเตม็ 
 การเตรียม Inoculum  
 (1) เปิดขวดท่ีบรรจุสารละลายโซเดียมคลอไรด ์0.85% (1 ml) 
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(2) เข่ียเช้ือ Bacillus sp. P-12 จากอาหารเล้ียงเช้ือลงในหลอดสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 
0.85% ใหมี้ความเขม้ขน้สูง 
(3) เปิดขวดท่ีบรรจุสารละลายโซเดียมคลอไรด ์0.85% ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ (5 ml) เติม suspension 
จากขอ้ (2) ลงไป ใหมี้ความขุ่นเท่ากบั 2 McFarland บนัทึกจ านวนหยดของ suspension ท่ี
เติมลงไป (n)  

 (หมายเหตุ: Suspension ท่ีมีความขุ่น 2 McFarland ใชส้ าหรับ inoculate API 20 E) 
 (4)  เปิด ampoule ของ API 50 CHB Medium  

(5) เติม suspension เป็นจ านวน 2 เท่าของจ านวนหยด (2n) ในขอ้ (3) ลงใน ampoule ของ 
API 50 CHB Medium 
การหยด Inoculum ลงใน Strip 

 เติม API 50 CHB Medium ลงในหลุม (ไม่ตอ้งเตม็) การเติม Mineral oil จะช่วยใหแ้ยกผล
การทดสอบวา่เป็น Positive หรือ Negative ไดช้ดัเจนยิง่ข้ึน จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส โดยระวงัอยา่ใหเ้กิดฟองก๊าซท่ีกน้หลุม 
 การอ่านผล 
 อ่านผลหลงัจากบ่มท่ี 24  และ 48 ชัว่โมง   โดยผลทดสอบท่ีเป็นบวกเกิดข้ึนเน่ืองจาก 
phenol red ท่ีใส่ในอาหารเกิดการเปล่ียนจากสีแดงเป็นสีเหลืองอนัเน่ืองมาจากสภาพความเป็นกรด
ในอาหาร ส าหรับ Esculin test (หลุมท่ี 25) อาหารจะเปล่ียนจากสีแดงเป็นสีด า บางคร้ังผล Positive 
อาจเปล่ียนเป็น Negative ไดใ้นการอ่านผลคร้ังท่ี 2 เน่ืองจากเกิดการผลิตแอมโมเนียมจากเปบโตน 
ซ่ึงมีผลใหอ้าหารเป็นกลาง ดงันั้น ใหบ้นัทึกผลท่ีไดเ้ป็น Positive 

น าผลท่ีไดม้าท าการแปลผลดว้ย Software APILAB Plus ส่วนการอ่านผลของ API 20 E 
ใหอ่้านตามคู่มือการอ่านผลของ API 20 E ส าหรับการทดสอบปฏิกิริยา NIT ในช่อง GLU test ให้
อ่านผลหลงัสุด 

  3.3.4.3 การวเิคราะห์หาล าดบันิวคลีโอไทดบ์างส่วนของ 16S ribosomal DNA 
(partial 16S rDNA sequencing) ของ Bacillus sp. P-12 
  3.3.4.3.1 การหาล าดบันิวคลีโอไทดบ์างส่วนของ 16S rDNA    
 น า  Bacillus sp. P-12 ท่ีคดัแยกไดใ้นรูปของโคโลนีบริสุทธ์ิ ส่งไปวเิคราะห์หาล าดบันิวคลี
โอไทดบ์างส่วนของ 16S rDNA ท่ีศูนยพ์นัธุวศิวกรรมและเทคโนโลยชีีวภาพแห่งชาติ ส านกังาน
พฒันาวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งชาติ (สวทช.) โดยใชไ้พร์เมอร์ ดงัน้ี 518F (5’-
CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3’) และ 800R (5’-TACCAGGGTATCTAATCC-3’) 
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 เม่ือไดข้อ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดข์องช้ินดีเอน็เอแลว้ น าไปเช่ือมต่อล าดบันิวคลีโอไทดโ์ดย
ใชโ้ปรแกรม BioEdit (http :// www.mbio.ncsu.edu) แลว้น าไปเปรียบเทียบกบัขอ้มูลในฐานขอ้มูล
ของ GenBank โดยใชโ้ปรแกรม BlastN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) ของ National 
Center for Biotechnology Information (NCBI) เพื่อจ าแนกชนิดของแบคทีเรียท่ีคดัแยกได ้
 
 3.3.4.3.2 ตน้ไมว้วิฒันาการ (Phylogenetic tree) 
 น าล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rDNA ท่ีผา่นการวิเคราะห์แลว้และล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 
16S rDNA ของแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไว ้  ท าการปรับแนวของล าดบันิวคลีโอไทด ์ (multiple 
alignment) โดยใชโ้ปรแกรม Clustal X จากนั้นน าขอ้มูลท่ีผา่นการปรับแนว มาค านวณ distance 
matrix สร้าง phylogenetic tree ดว้ยการวเิคราะห์แบบ Neighbor-joining (NJ) และ Bootstrap ดว้ย
โปรแกรม PHYLIP software package version 3.752 c     ซ่ึงประกอบดว้ย       PRODIST.EXE 
NEIGHBOR.EXE SEQBOOT.EXE และ CONSENSE.EXE ตามล าดบั ตน้ไมว้วิฒันาการท่ีถูก
สร้างข้ึน น าเสนอโดยใชโ้ปรแกรม TREEVIEW (Kimura, 1980) 
 
 3.3.5 การศึกษาภาวะทีเ่หมาะสมส าหรับการเลีย้งกล้าเช้ือ Bacillus sp. P-12  
     3.3.5.1 การเตรียมหวัเช้ือส าหรับเป็นกลา้เช้ือ 
 น าเช้ือท่ีเก็บรักษาไวต้ามขอ้ 3.3.3.1 มาเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็เอียงใหม่ บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ  
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นถ่ายเช้ือลงในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ (0.85% 
(w/v))  เพื่อท าใหเ้ป็นเซลลแ์ขวนลอย (cell suspension)  และปรับความเขม้ขน้ใหมี้ค่าการดูดกลืน
แสงท่ี 600 นาโนเมตร  เท่ากบั 0.5  
 3.3.5.2 ชนิดของอาหารเล้ียงกลา้เช้ือท่ีเหมาะสมส าหรับการเจริญของ Bacillus sp. 
P-12  
 ถ่ายหวัเช้ือท่ีไดจ้ากขอ้ 3.3.5.1 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร (OD600= 0.5) ลงในอาหารเหลวส าหรับ
เล้ียงกลา้เช้ือปริมาตร 50 มิลลิลิตร (4% ต่อปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ) ซ่ึงบรรจุอยูใ่นขวดทดลอง
ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ส าหรับชนิดของอาหารเล้ียงกลา้เช้ือท่ีศึกษา ไดแ้ก่  BCM (Kulpreecha และ
คณะ, 2009)    BYPcng (Mitsui และคณะ, 1997)   และ Nutrient Broth (NB)  (ภาคผนวก ก)    
 น าไปเล้ียงเช้ือบนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบต่อนาที 
ค่าความเป็นกรดด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 7.0 เก็บตวัอยา่งทุก 3 ชัว่โมง เป็นเวลา 24 ชัว่โมง น าไปหา
น ้าหนกัเซลลแ์หง้ แลว้น าขอ้มูลท่ีไดม้าเขียนกราฟแสดงการเจริญเติบโตและหาอตัราการเจริญ
จ าเพาะ(µ) จากนั้นจึงเลือกชนิดของอาหารเล้ียงกลา้เช้ือท่ีเหมาะสม เพื่อใหไ้ดก้ลา้เช้ือปริมาณมาก
และมีแอคติวีติในการผลิตสูง  

http://www.mbio.ncsu.edu/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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    3.3.5.3   ภาวะท่ีเหมาะสมในการเล้ียงกลา้เช้ือ Bacillus sp. P -12  
ถ่ายหวัเช้ือท่ีไดจ้ากขอ้ 3.3.5.1 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลวส าหรับเล้ียงกลา้เช้ือ

ชนิดท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากการวจิยั ขอ้ 3.3.5.2  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอยูใ่นขวดทดลอง
ปริมาตร 250 มิลลิลิตร โดยแปรค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเล้ียงกลา้เช้ือเร่ิมตน้และอุณหภูมิท่ี
ใชใ้นการเล้ียงกลา้เช้ือ  ดงัน้ี ค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารส าหรับเล้ียงกลา้เช้ือ เท่ากบั  6.0   7.0   
และ 8.0  และอุณหภูมิท่ีใชเ้ล้ียงกลา้เช้ือ เท่ากบั 25  30  37  45  และ  55 องศาเซลเซียส  
 เล้ียงเช้ือบนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็วรอบเท่ากบั 200 รอบต่อนาที เก็บตวัอยา่งทุก 3 ชัว่โมง 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง น าไปหาน ้าหนกัเซลลแ์หง้ แลว้น าขอ้มูลท่ีไดม้าเขียนกราฟแสดงการ
เจริญเติบโตและหาอตัราการเจริญจ าเพาะ จากนั้นจึงเลือกภาวะท่ีเหมาะสมในการเล้ียงกลา้เช้ือเพื่อ
การศึกษาขั้นต่อไป  
 
 3.3.6 การศึกษาอายุทีเ่หมาะสมส าหรับเป็นกล้าเช้ือของ Bacillus sp. P -12 
 ถ่ายหวัเช้ือท่ีไดจ้ากขอ้ 3.3.5.1 ปริมาตร 2 มิลลิลตร (OD600= 0.5) ลงในอาหารเหลวส าหรับ
เล้ียงกลา้เช้ือท่ีไดจ้ากการศึกษาในขอ้ 3.3.5.2 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร (4% ต่อปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ) 
ซ่ึงบรรจุอยูใ่นขวดทดลองปริมาตร 250 มิลลิลิตร โดยปรับค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหาร
เล้ียงกลา้เช้ือและน าไปเล้ียงเช้ือบนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิตามท่ีไดจ้ากการศึกษาในขอ้ 3.3.5.3. 
ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เก็บตวัอยา่งทุกๆ 2 ชัว่โมง เป็นเวลา 24 ชัว่โมง น ามาหาน ้าหนกัเซลล์
แหง้  ค  านวณอตัราการเจริญจ าเพาะและอตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุด (µmax) เพื่อหาอายขุองกลา้เช้ือ
ท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตพอลิเมอร์ในขั้นตอนต่อไป 
 

3.3.7 การศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนทีม่ีต่อการเจริญ       การผลติโฮโมพอลเิมอร์ P(3HB)
และโคพอลเิมอร์ PHBV รวมถึงสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV ใน PHBV 
  3.3.7.1 ผลของชนิดและปริมาณแหล่งคาร์บอนท่ีใช้เป็นสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 
3HB (3HB-generating carbon source) 
 ผลของชนิดแหล่งคาร์บอน 
 ถ่ายกลา้เช้ือท่ีเหมาะสมซ่ึงไดจ้ากการศึกษาในขอ้ 3.3.5 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงในอาหาร
เหลวส าหรับการผลิต MSM (อติพล บุญเรืองถาวร, 2543) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยใน 1 ลิตร 
ประกอบดว้ยแหล่งคาร์บอน 20.0 กรัม และใชแ้หล่งไนโตรเจนเป็นแอมโมเนียมซลัเฟต 1.0 กรัม 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 2.0 กรัม ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.6 กรัม แมกนีเซียม
ซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต 0.2 กรัม กรดซิตริก 0.75 กรัม สารสกดัจากยสีต ์0.1 กรัมและสารละลาย trace 
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element 1.0 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอยูใ่นขวดทดลองปริมาตร 250 มิลลิลิตร เล้ียงเช้ือบนเคร่ืองเขยา่ 200 
รอบต่อนาที อุณหภูมิและค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ตามผลท่ีไดจ้ากการศึกษาในขอ้ 3.3.6 เก็บ
ตวัอยา่งทุก 6 ชัว่โมง เป็นเวลา 48 ชัว่โมง น าไปวิเคราะห์น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลทั้งหมด 
และปริมาณพอลิเมอร์ท่ีผลิตได ้ส าหรับแหล่งคาร์บอนปริมาณ 20.0 กรัมต่อลิตรท่ีใชใ้นอาหารเหลว
ส าหรับการผลิตขา้งตน้ แบ่งการศึกษาออกเป็น 2 ตอน คือ 
  (1) แหล่งคาร์บอนท่ีเป็นน ้าตาลบางชนิด ไดแ้ก่ กลูโคส ฟรักโตสและซูโครส     
เพื่อเป็นแนวทางในการหาแหล่งคาร์บอนท่ีมีราคาไม่แพงมาทดแทน  
  (2) แหล่งคาร์บอนท่ีมีราคาไม่แพง (inexpensive carbon source) ไดแ้ก่ น ้าออ้ย (ซ่ึง
ไดรั้บความอนุเคราะห์มาจากบริษทั มิตรผลวจิยัและพฒันา จ ากดั) โดยผลท่ีไดจ้ากการศึกษาในขั้น
น้ี จะน าไปใชเ้ป็นสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB ซ่ึงเป็นองคป์ระกอบในโคพอลิเมอร์ PHBV ใน
ขั้นตอนต่อไป 
  ผลของปริมาณแหล่งคาร์บอน 
 แปรความเขม้ขน้ของสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB ท่ีไดจ้ากการศึกษาก่อนหนา้น้ี เท่ากบั 
20.0  30.0  40.0  และ 50.0 กรัมต่อลิตร 
  3.3.7.2 ผลของชนิดและปริมาณแหล่งคาร์บอนผสมเพื่อผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV 
 เปรียบเทียบชนิดและปริมาณของแหล่งคาร์บอนผสมท่ีมีผลต่อการสังเคราะห์และสะสมโค
พอลิเมอร์ โดยถ่ายกลา้เช้ือท่ีเหมาะสมซ่ึงไดจ้ากการศึกษาในขอ้ 3.3.5  ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงใน
อาหารเหลวส าหรับการผลิต ปริมาตร 50 มิลลิลิตรท่ีประกอบดว้ยแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งสาร
ตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB ท่ีไดจ้ากการศึกษาขอ้ 3.3.7.1 กบัเกลือโซเดียมวาเลอเรตหรือเกลือ
โซเดียมโพรพิโอเนต ซ่ึงเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีใชเ้ป็นสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HV (3HV-
generating carbon source) โดยแปรความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอนผสมในสัดส่วนระหว่างสาร
ตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB ต่อเกลือโซเดียมวาเลอเรตเท่ากบั  15:5  10:10  และ  5:15  กรัมต่อลิตร
ต่อกรัมต่อลิตร ตามล าดบั   (ก าหนดใหแ้หล่งคาร์บอนผสมมีความเขม้ขน้รวมเท่ากบั 20.0 กรัมต่อ
ลิตร) และแปรความเขม้ขน้ระหวา่งสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB ต่อเกลือโซเดียมโพรพิโอเนตท่ี
มีปริมาณธาตุคาร์บอนเท่ากบัธาตุคาร์บอนในโซเดียมวาเลอเรตซ่ึงเท่ากบั  15:6.45  10:12.90  และ  
5:19.35  กรัมต่อลิตรต่อกรัมต่อลิตร ตามล าดบั เพื่อเปรียบเทียบความสามารถในการเจริญ ผลิตและ
สะสมโคพอลิเมอร์ PHBV ของ Bacillus sp. P-12 ระหวา่งเกลือโซเดียมวาเลอเรตกบัเกลือโซเดียม
โพรพิโอเนต 
 
 เม่ือไดช้นิดของแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB และสารตั้งตน้
ของโมโนเมอร์ 3HV แลว้ จากนั้นจึงแปรสัดส่วนระหวา่งสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB กบัสารตั้ง
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ตน้ของโมโนเมอร์ 3HV ท่ีไดจ้ากการศึกษาขา้งตน้ เท่ากบั 19:1 18:2 17:3 16:4 15:5 14:6  13:7  
12:8  11:9  10:10  9:11  8:12  7:13  6:14  5:15  4:16  3:17  2:18 และ 1:19  ตามล าดบั       เพื่อ       
หาสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV ในโคพอลิเมอร์ PHBV ตามท่ีตอ้งการ คือ มีปริมาณโมโนเมอร์ 
3HV อยูใ่นช่วงประมาณ 20 ถึง 30 โมลเปอร์เซ็นต ์  เน่ืองจากเป็นสัดส่วนท่ีเหมาะสมต่อการ
น าไปใชป้ระโยชน์มากท่ีสุด โดยพบวา่ สามารถน าไปข้ึนรูปเป็นแผน่ฟิลม์ได ้ (Nobes และคณะ, 
1994 ; Barker และคณะ, 1997 ; Sudesh และคณะ, 2000 ; Volova, 2004 ; Rudnik, 2008 )   

ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารเล้ียงเช้ือ และเล้ียงเช้ือบนเคร่ืองเขยา่ควบคุม
อุณหภูมิตามผลท่ีไดจ้ากการวจิยั 3.3.5 ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เก็บตวัอยา่งทุก 6 ชัว่โมง เป็นเวลา 
24 ชัว่โมง น าไปวิเคราะห์น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB และสารตั้งตน้
ของโมโนเมอร์ 3HV ท่ีเหลือ สัดส่วนของโมโนเมอร์และปริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV ท่ีผลิตได ้
แลว้จึงเลือกสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV ในโคพอลิเมอร์ PHBV ท่ีตอ้งการ ไปวิเคราะห์หาสมบติั
ทางเคมีกายภาพบางประการต่อไป 

 เม่ือไดผ้ลการวจิยัแลว้ น าขอ้มูลท่ีไดม้าศึกษาหาค่าพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ (kinetic 
parameters) ของเช้ือ Bacillus sp. P-12 ไดแ้ก่   ค่าอตัราการผลิต (productivity)   สัมประสิทธ์ิ
ผลผลิตพอลิเมอร์ต่อปริมาณเซลล ์(Yp/x) สัมประสิทธ์ิผลผลิตพอลิเมอร์ต่อสับสเตรตท่ีใชไ้ป (Yp/s) 
และสัมประสิทธ์ิปริมาณเซลลต่์อสับสเตรตท่ีใชไ้ป (Yx/s) โดยค่าพารามิเตอร์เหล่าน้ีหาไดจ้าก
สมการทางคณิตศาสตร์ (ภาคผนวก ข) เพื่อใชเ้ปรียบเทียบความสามารถในการเจริญ ผลิตและ
สะสมพอลิเมอร์ของเช้ือ Bacillus sp. P-12 ในภาวะต่างๆ  
 

3.3.8 การศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจนทีม่ีต่อการเจริญ   การผลติโคพอลเิมอร์ PHBV และ        
สัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV ใน PHBV 
 3.3.8.1 ชนิดของแหล่งไนโตรเจน 

ถ่ายกลา้เช้ือท่ีเหมาะสมซ่ึงไดจ้ากการศึกษาในขอ้ 3.3.5 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงในอาหาร
เหลวส าหรับการผลิต ปริมาตร 50 มิลลิลิตรท่ี ประกอบดว้ยแหล่งคาร์บอนผสมท่ีไดจ้ากผลการวจิยั
ขอ้ 3.3.7.2 ซ่ึงบรรจุอยูใ่นขวดทดลองปริมาตร 250 มิลลิลิตร โดยใชแ้หล่งไนโตรเจนเป็น
แอมโมเนียมซลัเฟต 1.0 กรัมต่อลิตร และยเูรียท่ีมีปริมาณธาตุไนโตรเจนเท่ากบัธาตุไนโตรเจนใน
แอมโมเนียมซลัเฟต ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 0.5 กรัมต่อลิตร เพื่อเปรียบเทียบการผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV 
ระหวา่งแหล่งไนโตรเจนท่ีเป็นสารอินทรียแ์ละอนินทรีย ์ แลว้เลือกแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสม 
เพื่อการศึกษาขั้นต่อไป 
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3.3.8.2  ปริมาณของแหล่งไนโตรเจน 
แปรความเขม้ขน้ของแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมซ่ึงไดจ้ากการศึกษาในขอ้ 3.3.8.1 เท่ากบั 

0.5    1.0    1.5    2.0    2.5  และ   3.0   กรัมต่อลิตร  
ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารเล้ียงเช้ือ และเล้ียงเช้ือบนเคร่ืองเขยา่ควบคุม

อุณหภูมิตามผลท่ีไดจ้ากการวจิยั ขอ้ 3.3.5 ความเร็ว 200 รอบต่อนาที  เก็บตวัอยา่งทุก 6 ชัว่โมง เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง  น าไปวเิคราะห์น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณไนโตรเจนท่ีเหลือ สัดส่วนของโมโน
เมอร์และปริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV ท่ีผลิตได ้  ค่าอตัราการผลิต   Yp/x    Yp/s   และ    Yx/s  
ตามล าดบั  
 

3.3.9 การศึกษาภาวะการเลีย้งเช้ือทีม่ีผลต่อการเจริญ   การผลติโคพอลเิมอร์ PHBV และ
สัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV ใน PHBV 
  น ากลา้เช้ือท่ีเตรียมไดจ้ากการวจิยั ขอ้ 3.3.5 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ถ่ายลงในอาหารส าหรับ
การผลิต ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอยูใ่นขวดทดลองปริมาตร 250 มิลลิลิตร โดยใชส้ารตั้งตน้
จากการวจิยัขอ้ 3.3.7 และ 3.3.8  มาศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมในการเพิ่มปริมาณโคพอลิเมอร์ ซ่ึงไดแ้ก่ 
ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารส าหรับการผลิตและปริมาณอากาศ   

ส าหรับค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารส าหรับการผลิตปรับใหไ้ดเ้ท่ากบั 6.0 7.0 
และ 8.0 ส่วนปริมาณอากาศ จะใหอ้ากาศปริมาณแตกต่างกนั ซ่ึงท าไดโ้ดยโดยการแปรปริมาตรของ
อาหารเล้ียงเช้ือซ่ึงบรรจุในขวดทดลอง ปริมาตร 250 มิลลิลิตร  เท่ากบั  25 50 75 และ 100 มิลลิลิตร  

เล้ียงเช้ือบนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็วรอบเท่ากบั 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิตามท่ีไดจ้าก
ผลการวจิยัขอ้ 3.3.5   เก็บตวัอยา่งทุก 6 ชัว่โมง เป็นเวลา 24 ชัว่โมง น าไปวเิคราะห์น ้าหนกัเซลล์
แหง้ สัดส่วนของโมโนเมอร์และปริมาณโคพอลิเมอร์ท่ีผลิตได ้   ค่าอตัราการผลิต   Yp/x   Yp/s   
และ  Yx/s   ตามล าดบั  

 
 3.3.10 การผลติโคพอลเิมอร์ PHBV จาก Bacillus sp. P-12 โดยใช้ภาวะทีเ่หมาะสมที่ศึกษา
ได้มาเลีย้งเช้ือในถังหมักขนาด 5 ลติร 

ถ่ายหวัเช้ือท่ีไดจ้ากขอ้ 3.3.5.1 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลวส าหรับเล้ียงกลา้เช้ือ
ท่ีไดจ้ากการศึกษาในขอ้ 3.3.5.2 ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  ซ่ึงบรรจุอยูใ่นขวดทดลองปริมาตร  250 
มิลลิลิตร  โดยเล้ียงกลา้เช้ือใหไ้ดป้ริมาตร 250 มิลลิลิตร ภายใตภ้าวะท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากการศึกษา
ในขอ้ 3.3.5.3 (คิดเป็น 10% ต่อปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ) จากนั้นจึงถ่ายกลา้เช้ือท่ีมีอายท่ีุเหมาะสม
ซ่ึงไดจ้ากการศึกษาในขอ้ 3.3.6 ลงในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร   ซ่ึงมีปริมาตรของอาหารเล้ียงเช้ือเร่ิมตน้
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ท่ีไดจ้ากการศึกษาในขอ้ 3.3.7 และ 3.3.8 เท่ากบั 2.5 ลิตร โดยควบคุมอุณหภูมิท่ีไดจ้ากการศึกษา 
ในขอ้ 3.3.5 และภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิต PHBV  ซ่ึงไดจ้ากการศึกษาในขอ้ 3.3.9 ตลอดการ
เล้ียงเช้ือ โดยให้อตัราการกวนท่ี 500 รอบต่อนาที และใหอ้ากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตร
น ้าหมกัต่อนาที  ตามล าดบั 

 เก็บตวัอยา่งทุก  3  ชัว่โมง  เป็นเวลา 36  ชัว่โมง  น ามาวิเคราะห์น ้าหนกัเซลลแ์หง้  ปริมาณ
สารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB และสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HV ท่ีเหลือ ปริมาณไนโตรเจน  
สัดส่วนของโมโนเมอร์และปริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV  ท่ีผลิตได ้ และค านวณหาค่าอตัราการผลิต    
Yp/x      Yp/s     และ     Yx/s     ตามล าดบั 

 
3.3.11 การสกดัโคพอลมิอร์จากเซลล์แห้งและการท าให้บริสุทธ์ิ 

 ใชว้ธีิของ Doi และคณะ (1995) โดยป่ันแยกเซลลอ์อกจากน ้าหมกั ท่ีความเร็ว 8,000 รอบ
ต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง ลา้งเซลลด์ว้ยน ้ากลัน่ 2 คร้ัง     น า
เซลลท์ั้งหมดไปอบท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 24 ชัว่โมงหรือจนกวา่จะแหง้   จากนั้น
บรรจุเซลลแ์หง้ลงในถุงกระดาษกรองเบอร์ 2 เยบ็ปิดดว้ยดา้ยทุกดา้นใหส้นิท น าไปใส่ขวดท่ีมีฝา
ปิดสนิทและสกดัโคพอลิเมอร์ดว้ยคลอโรฟอร์มท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง   
จากนั้นเทใส่ภาชนะ    ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง     เพื่อระเหยคลอโรฟอร์มออกใหห้มด          จะได้
ผลิตภณัฑท่ี์มีลกัษณะเป็นแผน่ฟิลม์ น ามาท าใหบ้ริสุทธ์ิอีกรอบ โดยละลายแผน่ฟิลม์ท่ีไดใ้น
คลอโรฟอร์มท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส   จนเป็นเน้ือเดียวกนัอีกคร้ัง   น ามาตกตะกอนในเฮกเซน
ปริมาตร 4 เท่า   ผสมใหเ้ขา้กนั   และตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ระเหยเฮกเซน 
ออกใหห้มด   จากนั้นจึงเก็บโคพอลิเมอร์ท่ีผลิตไดใ้นเดซิเคเตอร์ 
 
 3.3.12 การศึกษาสมบัติทางเคมีกายภาพ (physicochemical properties) บางประการของ

โคพอลมิอร์ PHBV ทีผ่ลติได้จาก Bacillus sp. P-12 

  3.3.12.1 การวเิคราะห์น ้าหนกัโมเลกุลของสารผลิตภณัฑท่ี์ผลิตไดด้ว้ยเคร่ือง Gel 
Permeation Chromatograghy (GPC) 
 ใชว้ธีิของ Abate และคณะ (1995) โดยละลายพอลิเมอร์ในคลอโรฟอร์มชนิดกรด HPLC 
เขม้ขน้ 1.0 เปอร์เซ็นต ์   กรองดว้ยเมมเบรนขนาด 0.45 ไมครอน   น าไปวเิคราะห์หาน ้าหนกั
โมเลกุลดว้ยเคร่ือง Gel Permeation Chromatograghy ยีห่อ้ Shimadzu รุ่น LC-10A dvp  ท่ีวทิยาลยั
ปิโตรเลียมและปิโตรเคมี  จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั  โดยใชค้อลมัน์ Water Styragel HT 6E  มีตวัพา
เป็นคลอโรฟอร์ม   อตัราการชะ 1.0  มิลลิลิตรต่อนาที  อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส   ค านวณน ้าหนกั
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โมเลกุลของพอลิมอร์ โดยเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของพอลิสไตรีนท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุล
ระหวา่ง  9.1 x 103 - 3.84 x 106     ซ่ึงท าการวเิคราะห์ในสภาวะเดียวกนั  
  3.3.12.2 การวเิคราะห์หาอุณหภูมิหลอมเหลว (melting temperature, Tm) และ
อุณหภูมิกลาสทรานสิชนั (glass transition temperature, Tg) ดว้ยเคร่ือง Differential Scanning 
Calorimeter (DSC) 
 ใชว้ธีิของ Abe และ Doi (1999)  วเิคราะห์หาอุณหภูมิหลอมเหลวและอุณหภูมิกลาสทราน
สิชนั โดยชัง่พอลิเมอร์ใหมี้น ้าหนกั 10 มิลลิกรัม ใส่ในถว้ยอะลูมิเนียม ขนาดปริมาตร 30 
ไมโครลิตร และท าการวเิคราะห์ 2 ขั้นตอน ดว้ยเคร่ือง Differential Scanning Calorimeter ยีห่อ้ 
Perkin-Elmer รุ่น DCS 7  ภายใตส้ภาวะดงัน้ี 
  (1) หาค่า Tm โดยเพิ่มอุณหภูมิจาก 0 องศาเซลเซียส ถึง 200 องศาเซลเซียส ดว้ย
อตัรา 10 องศาเซลเซียสต่อนาที 
  (2) ท าการลดอุณหภูมิอยา่งรวดเร็วจาก 200 องศาเซลเซียส เป็น -150 องศา
เซลเซียส แลว้วเิคราะห์หาค่า Tg ดว้ยการเพิ่มอุณหภูมิจาก -150 องศาเซลเซียสเป็น 200 องศา
เซลเซียส ดว้ยอตัรา 20 องศาเซลเซียสต่อนาที      (ส่งตวัอยา่งไปวเิคราะห์ท่ีวทิยาลยัปิโตรเลียม
และปิโตรเคมี จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั) 
   

 3.4 วธีิวเิคราะห์   

  3.4.1 การหาน า้หนักเซลล์แห้ง 
  น าน ้าหมกัปริมาตร 10 มิลลิลิตร มาป่ันแยกเซลล ์  โดยการเซนตริฟิวส์ท่ีความเร็ว 8,000 
รอบต่อนาที  เป็นเวลา 10 นาที  ป่ันลา้งเซลลด์ว้ยน ้ากลัน่ 2 คร้ัง  จากนั้นน าเซลลท่ี์ไดไ้ปใส่ในถว้ย
อลูมิเนียมท่ีทราบน ้าหนกัท่ีแน่นอนแลว้  อบแหง้ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 16-20  
ชัว่โมง  ชัง่น ้าหนกัถว้ยท่ีมีเซลลอ์บแหง้  ค  านวณหาปริมาณน ้าหนกัเซลลแ์หง้ (ภาคผนวก ข) ใน
หน่วยเป็นกรัมต่อลิตร 

 3.4.2 การวเิคราะห์หาปริมาณน า้ตาลทั้งหมด 
น าสารตวัอยา่งเจือจางดว้ยน ้ากลัน่ใหมี้ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เม่ือใช้

แหล่งคาร์บอนเป็นกลูโคสหรือฟรักโตส จากนั้นน ามาวเิคราะห์หาปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ ดว้ยวธีิของ 
Bernfeld (1955) โดยเติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (dinitrosalicylic acid, DNSA) 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัน าไปตม้ในอ่างน ้าเดือดเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นแช่ในอ่างน ้า
เยน็แลว้เติมน ้ากลัน่ 10 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ืองผสม น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 
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นาโนเมตร น าค่าท่ีไดเ้ปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานระหวา่งน ้าตาลกลูโคสหรือฟรักโตส และค่า
การดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร (ภาคผนวก ค) หน่วยเป็นกรัมต่อลิตร 

ส าหรับกรณีท่ีใชแ้หล่งคาร์บอนเป็นซูโครส จะตอ้งยอ่ยซูโครสใหเ้ป็นน ้าตาลโมเลกุลเด่ียว
ก่อน โดยน าสารตวัอยา่งเจือจางดว้ยน ้ากลัน่ใหมี้ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 
แลว้จึงเติมสารละลายอินเวอร์เทส 1.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ในอ่างน ้า
ควบคุมอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นน ามาวเิคราะห์หาปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ 
เช่นเดียวกบัวธีิขา้งตน้   

 3.4.3 การวเิคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตและยูเรียในน า้หมัก   
ตามวธีิของ Kemper (1974) น าน ้าหมกัท่ีป่ันแยกเซลลอ์อกแลว้ มาเจือจางดว้ยน ้ากลัน่ 

ปลอดประจุใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม ปริมาตร 5 มิลลิลิตรใส่ในหลอดทดลองขนาด 20 x 150 
มิลลิเมตร  เติมสารละลายโพแตสเซียมคลอไรด ์ความเขม้ขน้ 2 โมลาร์ 5 มิลลิลิตร  เติมสารละลาย 
EDTA 1 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั  ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 1 นาที  จากนั้นเติมสารละลายฟีนอลไน
โตรพสัไซด ์2 มิลลิลิตร เติมสารละลายบพัเฟอร์ไฮโปคลอไรด์ 4 มิลลิลิตร  และเติมน ้ากลัน่ปลอด
ประจุ 8 มิลลิลิตร  ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้น าไปอุ่นในอ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ  40 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 30 นาที  น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 636 นาโนเมตร (ในน ้ากลัน่ปลอดประจุเป็นตวั
เปรียบเทียบ) ค านวณหาปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟต โดยเปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐานระหวา่ง
ปริมาณแอมโมเนียม-ไนโตรเจน และค่าการดูดกลืนแสงท่ี 636 นาโนเมตร  (ภาคผนวก ค) หน่วย
เป็นกรัมต่อลิตร 

กรณีแหล่งไนโตรเจนท่ีใชเ้ป็นยเูรีย  จะตอ้งยอ่ยยเูรียดว้ยเอนไซมย์เูรียเอส (urease) ก่อน     
โดยน าน ้าหมกัท่ีป่ันแยกเซลลอ์อกแลว้ มาเจือจางดว้ยน ้ากลัน่ปลอดประจุตามความเหมาะสม 
ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร เติมสารละลายเอนไซมย์เูรียเอส ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้
น าไปอุ่นในอ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน ามาวเิคราะห์หา
ปริมาณยเูรีย   เช่นเดียวกบัวธีิขา้งตน้ 

 3.4.4 การวเิคราะห์สัดส่วนของโมโนเมอร์และปริมาณของพอลเิมอร์โดยวธีิก๊าซโครมาโต
กราฟฟี (Gas Chromatography : GC)   
 ตามวธีิของ  Comeau และ คณะ (1998)  โดยการป่ันแยกเซลลอ์อกจากน ้าหมกัท่ีความเร็ว  
8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที แลว้ลา้งเซลลด์ว้ยน ้ากลัน่ 2 คร้ัง ชัง่เซลลแ์หง้  20 มิลลิกรัม   
ใส่หลอดฝาเกลียวเติมคลอโรฟอร์ม 2  มิลลิลิตร  จากนั้นเติมเมทานอลท่ีท าใหเ้ป็นกรดดว้ยกรด
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ซลัฟิวริกเขม้ขน้ร้อยละ 3 (3 % acidified  methanol) ปริมาตร 2 มิลลิลิตรท่ีมีกรดเบนโซอิกเป็น
สารละลายมาตรฐานภายในความเขม้ขน้เท่ากบัปริมาณ 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  น าไปใหค้วามร้อน
ท่ี 80 องศาเซลเซียส  นาน 3.5 ชัว่โมง  เติมน ้ากลัน่ 2 มิลลิลิตร  เขยา่อยา่งแรง 5 นาที    และน าไป
ป่ันท่ีความเร็ว 3000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 20 นาที  เก็บชั้นคลอโรฟอร์ม (ชั้นล่าง) ซ่ึงมีอนุพนัธ์  
ของเมทิลเอสเทอร์ของโมโนเมอร์ไปสกดัแยกกรดและกากเซลลต์ามวธีิขา้งตน้อีกคร้ัง ถ่ายชั้น
คลอโรฟอร์มใส่หลอดฝาเกลียวส าหรับวเิคราะห์ดว้ยก๊าซโครมาโตกราฟฟี แลว้วเิคราะห์สัดส่วน
ของโมโนเมอร์และปริมาณพอลิเมอร์โดยวธีิก๊าซโครมาโตกราฟฟีภายใตภ้าวะ  ดงัน้ี 
 
ชนิดของคอลมัน์  : แคปพิลลารีคอลมัน์ ชนิด CP wax – 52 CB 
                                       เส้นผา่นศูนยก์ลาง  0.25 มิลลิเมตร ความยาว 60 เมตร 
อุณหภูมิของ injector : 250 องศาเซลเซียส (isothermal) 
อุณหภูมิของคอลมัน์ : 130 องศาเซลเซียส นาน 6 นาที เพิ่มอุณหภูมิเป็น  
                                           180 องศาเซลเซียส ดว้ยอตัรา 5 องศาเซลเซียส 
   ต่อนาที  รักษาอุณหภูมิไวท่ี้ 180 องศาเซลเซียส 
อุณหภูมิของ Detector (FID) : 250 องศาเซลเซียส (isothermal) 
Split ratio  : 50 ต่อ 1 
ก๊าซตวัพา (carrier gas) : ก๊าซไนโตรเจนอตัราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที 
ปริมาตรท่ีฉีด : 1 ไมโครลิตร 
 
 การวเิคราะห์ชนิดของโมโนเมอร์โดยการเปรียบเทียบเวลาท่ีอยูใ่นคอลมัน์ (retention time) ของ
สารตวัอยา่งกบัเวลาท่ีอยูใ่นคอลมัน์ของสารละลายมาตรฐาน P(3HB)  และ  P(3HB -co-12% 3HV) 
(ภาคผนวก ข)  หน่วยเป็นกรัมต่อลิตร 
 การแสดงปริมาณพอลิเมอร์ นิยมแสดงเป็นปริมาณต่อปริมาตรของอาหารท่ีใชเ้ล้ียงเช้ือ (กรัมต่อ
ลิตร)  หรือแสดงเป็นเปอร์เซ็นตข์องปริมาณต่อน ้าหนกัเซลลแ์หง้ (เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั) 
 การค านวณปริมาณโมโนเมอร์ของ  3HB  และ 3HV (กรัมต่อลิตรต่อ dried cell 20 มิลลิกรัม) 
จะใชโ้ปรแกรม Star chromatogram : version 4.02 ซ่ึงจะท าการค านวณปริมาณโมโนเมอร์โดยมีสาร
มาตรฐานภายในเป็นกรดเบนโซอิก 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เปรียบเทียบกบัสารมาตรฐานท่ีท าการ
วเิคราะห์ในภาวะเดียวกนั แสดงกราฟมาตรฐานของสารต่างๆและโครมาโตแกรม ในภาคผนวก ค 
และภาคผนวก ง  ตามล าดบั 
 



63 
 

 3.4.5 การวเิคราะห์หาปริมาณน า้ตาลทีเ่ป็นองค์ประกอบในน า้อ้อยด้วยเคร่ืองไฮเพอร์
ฟอร์แมนซ์ลคิวดิโครมาโตกราฟี (High Performance Liquid Chromatography: HPLC)  
 เตรียมน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวมเท่ากบั 50 ถึง 250 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร น ามา
กรองผา่นกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร น าส่วนท่ีกรองไดไ้ปฉีดเขา้เคร่ือง HPLC เพื่อ
วเิคราะห์หาน ้าตาลกลูโคส ฟรักโตสและซูโครส โดยการเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานระหวา่ง
พื้นท่ีใตพ้ีก (peak area) ของน ้าตาลแต่ละชนิดกบัน ้าตาลทั้ง 3 ชนิด โดยวเิคราะห์ภายใตภ้าวะดงัน้ี 
 
 ชนิดของคอลมัน์  : Phenomenax Spherisorb NH2LCD  
 ชนิดของดีเทคเตอร์  : Refractive Index Detector  
 flow rate  : 2 มิลลิลิตรต่อนาที  
 ก๊าซตวัพา (carrier gas) : 90% อะซีโตไนไตรลใ์นน ้า (ปริมาตรต่อปริมาตร)  
 ปริมาตรท่ีฉีด : 5 ไมโครลิตร     
 
 3.4.6 การวเิคราะห์หาปริมาณของเกลอืโซเดียมโพรพโิอเนตและเกลอืโซเดียมวาเลอเรต 
โดยวธีิก๊าซโครมาโตกราฟฟี  
 ใชว้ธีิของ Ramsay และคณะ (1990) โดยน าน ้าหมกัท่ีป่ันแยกเซลลอ์อกแลว้ 1 มิลลิลิตร   
ใส่ลงในหลอดฝาเกลียว  เติมเมทานอลท่ีท าใหเ้ป็นกรดดว้ยกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ร้อยละ 3 ปริมาตร 
2 มิลลิลิตร ท่ีมีกรดเบนโซอิกเป็นสารละลายมาตรฐานภายในความเขม้ขน้เท่ากบัปริมาณ 2 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  น าไปใหค้วามร้อนท่ี 60 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง เติมน ้ากลัน่และ       
ไดคลอโรมีเทน อยา่งละ 1 มิลลิลิตร เขยา่อยา่งแรงนาน 5 นาที และป่ันท่ีความเร็ว 3,000 รอบต่อ
นาที นาน 10 นาที   เก็บชั้นไดคลอโรมีเทน (ชั้นล่าง) ซ่ึงมีอนุพนัธ์ของเมทิลเอสเทอร์ของโมโน
เมอร์ ใส่หลอดฝาเกลียวน าไปวเิคราะห์ดว้ยก๊าซโครมาโตกราฟฟี  ภายใตส้ภาวะเดียวกบัการ
วเิคราะห์หาชนิดและปริมาณของพอลิเมอร์ 
 ค านวณหาปริมาณเกลือโซเดียมโพรพิโอเนตและโซเดียมวาเลอเรตโดยใชโ้ปรแกรม Star 
chromatogram : version 4.02 ซ่ึงจะท าการค านวณปริมาณโมโนเมอร์โดยมีสารมาตรฐานภายใน
เป็นกรดเบนโซอิก 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เปรียบเทียบกบัสารมาตรฐานท่ีท าการวิเคราะห์ในภาวะ 
เดียวกนั   แสดงกราฟมาตรฐานของสารต่างๆ และโครมาโตแกรม ในภาคผนวก ค และภาคผนวก ง 
ตามล าดบั 
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บทที ่ 4 
ผลการทดลอง 

 

4.1 การพสูิจน์เอกลกัษณ์ของ Bacillus sp. P-12 ทีค่ัดแยกได้ทางอนุกรมวธิาน 

 ศนัสนีย ์ สันติอรรถพนัธ์ุ (2550) ไดค้ดัแยกจุลินทรียท่ี์สามารถผลิตและสะสม P(3HB)    
จากแหล่งดินตามธรรมชาติ บริเวณใกลบ้่อน ้าพุร้อนหนองหญา้ปลอ้ง อ าเภอหนองหญา้ปลอ้ง 
จงัหวดัเพชรบุรี พบวา่ มี 4 ไอโซเลต ท่ีสามารถสังเคราห์และสะสม P(3HB) ไดใ้นปริมาณสูง  โดย
ไอโซเลต P-12 สามารถผลิตและสะสม P(3HB) ไดสู้งสุดเม่ือเทียบกบัไอโซเลตอ่ืน ซ่ึงมีปริมาณ 
P(3HB) เท่ากบั 44.54 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ณ ชัว่โมงท่ี 12 ของการเล้ียงเช้ือ เม่ือเล้ียงใน
อาหารเหลวส าหรับการผลิต MSM ท่ีมีน ้าตาลกลูโคส 20.0 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งคาร์บอนและ
แอมโมเนียมซลัเฟต 1.0 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เม่ือศึกษา
ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาและสมบติัทางชีวเคมีเบ้ืองตน้ พบวา่ ไอโซเลต P-12 ท่ีแยกไดเ้ป็น
แบคทีเรียแกรมบวก มีลกัษณะเป็นรูปแท่งและจดัอยูใ่นสกุล Bacillus sp. 
 
 4.1.1 ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา 
 ลกัษณะโคโลนีท่ีสังเกตไดด้ว้ยตาเปล่า   คือ    มีลกัษณะกลม     ขนาดใหญ่     สีครีมอ่อน         
ผวิเรียบมนัวาว  นูนและทึบแสง  
 

 

รูปท่ี 4.1 ลกัษณะโคโลนีของ Bacillus sp. P-12 เม่ือเล้ียงบนอาหารแขง็ MSM และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37  
องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  
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รูปท่ี 4.2  ลกัษณะการยอ้มติดสีแกรมของ Bacillus sp. P-12 อาย ุ24 ชัว่โมง (ก าลงัขยาย 1,000 เท่า)  
 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.3  ลกัษณะสปอร์ภายในเซลลข์อง Bacillus sp. P-12 ท่ีมีอาย ุ24 ชัว่โมง เม่ือยอ้มเอนโดสปอร์ 
ดว้ยสีมาลาไคทก์รีน (ก าลงัขยาย 1,000 เท่า) 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.4 ลกัษณะแกรนูลท่ียอ้มติดสีด าของซูดาน แบลค บี  ของ Bacillus sp. P-12 เม่ือเล้ียงใน
อาหารเหลวส าหรับการผลิต MSM เป็นเวลา 12 ชัว่โมง (ก าลงัขยาย 1,000 เท่า) 

Spore 

PHAs granule 

4 µm 
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 4.1.2 สมบัติทางชีวเคมี 
 เน่ืองจากแบคทีเรียแต่ละชนิดมีความสามารถในการใชส้ารอาหารไดแ้ตกต่างกนั       จึง
สามารถน าหลกัการน้ีมาใชใ้นการจดัจ าแนกชนิดของแบคทีเรียได ้โดยดูการเปล่ียนแปลงทางชีวเคมี
ท่ีเกิดข้ึน  วธีิท่ีสะดวกในการทดสอบการท างานในแง่เมตาบอลิซึมของแบคทีเรีย คือ การใชอ้าหาร
เล้ียงเช้ือท่ีใส่สารอาหารท่ีตอ้งการจะทดสอบและสารท่ีเป็นอินดิเคเตอร์ลงไป ผลจากกระบวนการ
เมตาบอลิซึมของแบคทีเรีย  จะเปล่ียนสภาพทางเคมีและกายภาพของอาหารท่ีใชเ้ล้ียง เช่น เกิดกรด-
ด่าง  เกิดสารบางชนิด เกิดฟองก๊าซหรือท าใหเ้จลาตินเหลว เป็นตน้  

 ส าหรับการศึกษาลกัษณะทางชีวเคมีในงานวิจยัน้ี ไดท้ดสอบความสามารถในการหมกั
คาร์โบไฮเดรตจ านวน 49 ชนิดและทดสอบความสามารถในการใช ้ active ingredients จ านวน 20 
ชนิดของ Bacillus sp. P-12 ตามระบบจดัจ าแนกชนิดจุลินทรียเ์อพีไอ (API system) (Logan และ 
Berkeley, 1984) ดว้ยชุดทดสอบส าเร็จรูป API 50 CHB และ API 20 E   แสดงผลการทดสอบใน
ตารางท่ี 4.1 และ 4.2 ตามล าดบั 

ตารางท่ี 4.1 ผลการทดสอบทางชีวเคมีของชุดทดสอบ API 50 CHB 

Characteristics Reaction 
24 h 48 h 

Control + + 
Glycerol + + 
Erythritol - - 

D-arabinose - - 
L-arabinose + + 

D-ribose + + 
D-xylose + + 
L-xylose - - 

D-adonitol - - 
Methyl-β-D-xylopyranoside - - 

D-galactose - - 
D-glucose + + 
D-fructose + + 

หมายเหตุ  เคร่ืองหมาย (+) = Positive reaction /  เคร่ืองหมาย (-)  = Negative reaction 
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ตารางท่ี 4.1 ผลการทดสอบทางชีวเคมีของชุดทดสอบ API 50 CHB (ต่อ) 

Characteristics Reaction 
24 h 48 h 

D-mannose - - 
L-sorbose - - 

L-rhamnose - - 
Dulcitol - - 
Inositol - - 

D-mannitol + + 
D-sorbitol - - 

Methyl-α-D-mannopyranoside - - 
Methyl-α-D-glucopyranoside - - 

N-acetylglucosamine + + 
Amygdaline - - 

Arbutine - - 
Esculine ferric citrate + + 

Salicine - - 
D-cellobiose - - 
D-maltose + + 

D-lactose (bovine origin) - - 
D-melibiose + + 

D-saccharose (sucrose) + + 
D-trehalose + + 

Inuline + + 
D-melezitose - - 
D-raffinose + + 

Amidon (starch) + + 
Glycogen + + 

Xylitol - - 
หมายเหตุ  เคร่ืองหมาย (+) = Positive reaction /  เคร่ืองหมาย (-)  = Negative reaction 
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ตารางท่ี 4.1 ผลการทดสอบทางชีวเคมีของชุดทดสอบ API 50 CHB (ต่อ) 

Characteristics Reaction 
24 h 48 h 

Gentiobiose - - 
D-turanose + + 
D-lyxose - - 

D-tagatose - - 
D-fucose - - 
D-arabitol - - 
L-arabitol - - 

Potassium gluconate - - 
Potassium 2-ketogluconate - - 
Potassium 5-ketogluconate - - 

หมายเหตุ  เคร่ืองหมาย (+) = Positive reaction /  เคร่ืองหมาย (-)  = Negative reaction 
 
ตารางท่ี 4.2  ผลการทดสอบทางชีวเคมีของชุดทดสอบ API 20 E 

Active ingredients Result 
2-nitrophynyl-β-D-glucopyranoside - 

L-arginine - 
L-lysine - 

L-ornithine - 
Trisodium citrate - 

Sodium thiosulphate - 
Urea  + 

L-trytophane - 
L-trytophane(Indole production) - 

Sodium pyruvate - 
Gelatin (bovine origin) + 

หมายเหตุ  เคร่ืองหมาย (+) = Positive reaction /  เคร่ืองหมาย (-)  = Negative reaction 
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ตารางท่ี 4.2 ผลการทดสอบทางชีวเคมีของชุดทดสอบ API 20 E (ต่อ) 

Active ingredients Result 
D-glucose + 

D-mannitol - 
Inositol - 

D-sorbitol - 
L-rhamnose - 
D-sucrose + 

D-melibiose - 
Amygdlin - 

L-arabinose - 
หมายเหตุ  เคร่ืองหมาย (+) = Positive reaction /  เคร่ืองหมาย (-)  = Negative reaction 
 

 เม่ือก าหนดให้ (+) สามารถใชไ้ด ้เจริญได ้หรือเกิดปฏิกิริยากบัการทดสอบ 
  (-) ไม่สามารถใชไ้ด ้ไม่เจริญ หรือไม่เกิดปฏิกิริยากบัการทดสอบ 

ผลการศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาเบ้ืองตน้  และผลการวเิคราะห์สมบติัทางชีวเคมีดว้ย
ชุดทดสอบ API 50 CHB  และ API 20 E   พบวา่   ไอโซเลต  P-12   จดัอยูใ่นสกุล  Bacillus   และ
จดัอยูใ่นสปีชีส์ megaterium    

 4.1.3 วเิคราะห์หาล าดับนิวคลโีอไทด์บางส่วนของ 16S rDNA ของ Bacillus sp. P-12  

  4.1.3.1  วเิคราะห์หาล าดบันิวคลีโอไทด์บางส่วนของ 16S rDNA 
 ผลการวเิคราะห์หาล าดบันิวคลีโอไทด์บางส่วนของ 16S rDNA  ของ Bacillus sp. P-12 
ตามวธีิในขอ้ 3.3.4.3 พบวา่   ล าดบันิวคลีโอไทด์ของ 16S rDNA ของ Bacillus sp. P-12   มีความ
ยาว 683 เบส โดยล าดบันิวคลีโอไทดเ์รียงจากปลาย 5’-phosphate ไปยงั 3’-OH   เป็นดงัแสดงในรูป
ท่ี   4.5   
 
BASE COUNT 182 a 146 c 218 g 137 t 
ORIGIN  
   1 GTCGAGCGAA CTGATTAGAA GCTTGCTTCT ATGACGTTAG CGGCGGACGG GTGAGTAACA 

 61 CGTGGGCAAC  CTGCCTGTAA  GACTGGGATA ACTTCGGGAA  ACCGAAGCTA ATACCGGATA 
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121 GGATCTTCTC  CTTCATGGGA  GATGATTGAA AGATGGTTTC  GGCTATCACT TACAGATGGG 

181 CCCGCGGTGC  ATTAGCTAGT  TGGTGAGGTA ACGGCTCACC  AAGGCAACGA TGCATAGCCG 

241 ACCTGAGAGG  GTGATCGGCC  ACACTGGGAC TGAGACACGG  CCCAGACTCC    TACGGGAGGC 

301 AGCAGTAGGG  AATCTTCCGC  AATGGACGAA AGTCTGACGG  AGCAACGCCG CGTGAGTGAT 

361 GAAGGCTTTC  GGGTCGTAAA  ACTCTGTTGT TAGGGAAGAA  CAAGTACAAG AGTAACTGCT 

421 TGTACCTTGA  CGGTACCTAA  CCAGAAAGCC ACGGCTAACT  ACGTGCCAGC AGCCGCGGTA 

481 ATACGTAGGT  GGCAAGCGTT  ATCCGGAATT ATTGGGCGTA  AAGCGCGCGC AGGCGGTTTC 

541 TTAAGTCTGA  TGTGAAAGCC  CACGGCTCAA CCGTGGAGG  TCATTGGAAA CTGGGGAACT 

601 TGAGTGCAGA  AGAGAAAAGC  GGAATTCCAC GTGTAGCGGT  GAAATGCGTA GAAATGTGGA 

661 GGAACACTAG     TGGCGAAGGC     GGC 

 

รูปท่ี  4.5  ล าดบันิวคลีโอไทด์บางส่วนของ 16S rDNA ของ Bacillus sp. P-12 
 

เม่ือท าการเปรียบเทียบระหวา่งล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ 16S rDNA ของ Bacillus sp.    
P-12    กบัล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ 16S rDNA   ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุต่างๆ    ท่ีมีการบนัทึกไว้
ในฐานขอ้มูล Genbank    โดยใชโ้ปรแกรม BLASTn ใน http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast   
พบวา่     ล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของ Bacillus sp. P-12   มีความคลา้ยกบัล าดบันิว 
คลีโอไทดบ์ริเวณ 16S rDNA ของ Bacillus  megaterium  สายพนัธ์ุ  IAM 13418  ท่ีรายงานไว ้  680     
นิวคลีโอไทด ์ คิดเป็น  99.60 %  (ภาคผนวก ง)   แสดงวา่  Bacillus  sp. สายพนัธ์ุ   P-12  สามารถ
จดัจ าแนกไดเ้ป็น Bacillus  megaterium    จากนั้นจึงน าล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ 16S rDNA   ของ 
B. megaterium P-12 ท่ีคดัแยกไดใ้หม่น้ีไปฝาก (deposit) ไวใ้น Genbank ภายใต ้accession number 
HQ 646058  
  

4.1.3.2 ตน้ไมว้วิฒันาการ (Phylogenetic tree) 
 เม่ือน าล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ 16S rDNA ของ Bacillus sp. P-12 และล าดบันิวคลี      
โอไทด์จากฐานขอ้มูล (BLASTn) มาท าการปรับแนวของล าดบันิวคลีโอไทด์ (multiple alignment) 
โดยใชโ้ปรแกรม Clustal X และน าขอ้มูลท่ีไดผ้า่นการปรับแนวมาสร้างตน้ไมว้ิวฒันาการดว้ย
โปรแกรม PHYLIP software package พบวา่ Bacillus sp. P-12 มีความใกลเ้คียงกบั Bacillus  
megaterium สายพนัธ์ุ  IAM 13418     ดงัแสดงในรูปท่ี 4.6 

 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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รูปท่ี 4.6   ตน้ไมว้วิฒันาการของ 16S rDNA ของ Bacillus sp. P-12  (accession number : HQ 646058)   โดยใช ้16S rDNA ของ Lactobacillus plantarum สายพนัธ์ุ 
NRRL B-14768 (AJ965482)   เป็น out-group   และตวัเลขท่ีก่ิงสาขาบอกถึงการนบัท่ีใหผ้ลซ ้ าจากทั้งหมด 1,000 คร้ังดว้ย boostrap (%)

71 

 

71
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4.2 ภาวะทีเ่หมาะสมส าหรับการเลีย้งกล้าเช้ือและอายุทีเ่หมาะสมส าหรับเป็นกล้าเช้ือของ Bacillus 
megaterium P-12  

Grothe และคณะ (1999) ; Du และคณะ (2001) ; Rocha และคณะ (2008) ; Keshavarz และ 
Roy (2010) รายงานวา่  การสังเคราะห์และสะสม PHAs ควรเป็นกระบวนการสองขั้นตอน (two-
phase process) ขั้นตอนแรก จุลินทรียจ์ะมีการเจริญในแหล่งคาร์บอน โดยจุลินทรียจ์ะน าสารอาหาร
นั้นไปสร้างองคป์ระกอบของเซลลแ์ละผลิตเซลลป์ริมาณมาก  แต่ผลิตพอลิเมอร์ไดต้  ่า  เรียกวา่ 
ระยะการเจริญของเซลล ์ (growth phase)  ส่วนในขั้นตอนท่ีสอง  มีการจ ากดัสารอาหารบางชนิด 
เช่น ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส หรือออกซิเจน ขณะท่ีมีแหล่งคาร์บอนมากเกินพอ เพื่อกระตุน้ใหเ้กิด
การสังเคราะห์และสะสม PHAs เรียกวา่ ระยะสะสมผลิตภณัฑ ์ (accumulation phase)  ซ่ึงเซลล์
ปริมาณมากท่ีไดใ้นขั้นตอนแรกก็จะใชส้ารอาหารนั้นเพื่อน าไปผลิตเป็น PHAs  โดยอาจมีการเจริญ
เพิ่มข้ึนเล็กนอ้ยหรืออาจไม่มีการเจริญเพิ่มข้ึน  แต่ขนาดของเซลล ์  จะใหญ่ข้ึนเน่ืองมาจากการ
สังเคราะห์และสะสม PHAs ภายในเซลล ์ ดงันั้น การผลิตกลา้เช้ือใหไ้ดป้ริมาณมากในขั้นตอนแรก 
จะส่งผลท าใหไ้ดป้ริมาณ PHAs  เพิ่มข้ึน  

  4.2.1 ชนิดของอาหารเลีย้งกล้าเช้ือทีเ่หมาะสมส าหรับการเจริญของ B. megaterium P-12 
   จากการศึกษาการเจริญเติบโตของ B. megaterium P-12 ในอาหารเล้ียงกลา้เช้ือชนิดต่างๆ
เปรียบเทียบกนั  ไดแ้ก่ อาหารเล้ียงกลา้เช้ือ BCM   BYPcng  และ  NB   พบวา่  B.megaterium P-12 
เจริญในอาหารเล้ียงกลา้เช้ือ BCM  ไดดี้ท่ีสุด      เน่ืองจากไดน้ ้าหนกัเซลลแ์หง้และอตัราการเจริญ
จ าเพาะสูงกวา่เม่ือเล้ียงในอาหารเล้ียงกลา้เช้ือชนิดอ่ืนๆอยา่งมีนยัส าคญั ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 
เปอร์เซ็นต ์ (เม่ือ P < 0.05 : ANOVA test ภาคผนวก ฉ)  โดยมีค่าสูงสุดเท่ากบั  5.39 กรัมต่อลิตร  
และ 0.0852 ต่อชัว่โมง ตามล าดบั ณ ชัว่โมงท่ี 12 ของการเล้ียงเช้ือ  ดงัแสดงในตารางท่ี 1 
(ภาคผนวก จ)  รูปท่ี 4.7 และ 4.8 
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รูปท่ี 4.7 เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ของ B.megaterium P-12 เม่ือเล้ียงในอาหารเล้ียงกลา้เช้ือ
BCM  BYPcng และ NB (สญัลกัษณ์ ab แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั, P< 0.05 : ANOVA เม่ือใหอ้าหาร BCM เป็นชุดควบคุม)  

รูปท่ี 4.8 เปรียบเทียบอตัราการเจริญจ าเพาะของ B.megaterium P-12 เม่ือเล้ียงในอาหารเล้ียงกลา้เช้ือ  
BCM   BYPcng  และ NB  

a 

b 
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4.2.2  ภาวะทีเ่หมาะสมในการเลีย้งกล้าเช้ือ B. megaterium P -12  
 ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารเล้ียงกลา้เช้ือ และอุณหภูมิในการเล้ียงกลา้เช้ือท่ี
เหมาะสมเป็นอีกปัจจยัส าคญัท่ีมีผลโดยตรงต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์
 

 4.2.2.1 ค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเล้ียงกลา้เช้ือ  
  จากการศึกษาการเจริญเติบโตของ B. megaterium P-12 ในอาหารเล้ียงกลา้เช้ือ BCM         

ท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้  เท่ากบั 6.0  7.0 และ  8.0 เปรียบเทียบกนั  พบวา่  B.megaterium   
P-12  เจริญในอาหารเล้ียงกลา้เช้ือท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 7.0 ไดดี้ท่ีสุด เน่ืองจาก    
มีน ้าหนกัเซลลแ์หง้และอตัราการเจริญจ าเพาะสูงกวา่เม่ือเล้ียงในอาหารเล้ียงกลา้เช้ือท่ีมีค่าความเป็น
กรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 6.0 และ 8.0 อยา่งมีนยัส าคญั   ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์  (เม่ือ      
P < 0.05 : ANOVA test ภาคผนวก ฉ) โดยมีค่าสูงสุดเท่ากบั 5.39 กรัมต่อลิตร และ 0.0852 ต่อ
ชัว่โมง ตามล าดบั  ณ  ชัว่โมงท่ี 12 ของการเล้ียงเช้ือ   ดงัแสดงในตารางท่ี 1 (ภาคผนวก จ)  รูปท่ี 4.9 
และ 4.10 

รูปท่ี 4.9 เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ของ B. megaterium P-12 เม่ือเล้ียงในอาหารเล้ียงกลา้เช้ือท่ีมี
ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 6.0   7.0  และ   8.0   (สญัลกัษณ์ ab แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั, P<  0.05 : 

ANOVA เม่ือใหค้่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหาร BCM เท่ากบั 7.0 เป็นชุดควบคุม) 

a 
b 
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รูปท่ี 4.10 เปรียบเทียบอตัราการเจริญจ าเพาะของ B.megaterium P-12 เม่ือเล้ียงในอาหารเล้ียงกลา้
เช้ือท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 6.0   7.0  และ 8.0 

 

4.2.2.2 อุณหภูมิท่ีใชใ้นการเล้ียงกลา้เช้ือ 
จากการศึกษาการเจริญเติบโตของ B. megaterium P-12  เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิต่างๆ  ไดแ้ก่   25  

30  37  45 และ 55 องศาเซลเซียสเปรียบเทียบกนั  พบวา่  B.megaterium P-12    เจริญท่ีอุณหภูมิ  37 
องศาเซลเซียสไดดี้ท่ีสุด  เน่ืองจากไดน้ ้าหนกัเซลลแ์หง้และอตัราการเจริญจ าเพาะสูงกวา่เม่ือเล้ียงท่ี
อุณหภูมิอ่ืนๆ อยา่งมีนยัส าคญั  ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์  (เม่ือ P < 0.05 : ANOVA test 
ภาคผนวก ฉ)   โดยมีค่าสูงสุดเท่ากบั 6.15 กรัมต่อลิตร และ 0.0893 ต่อชัว่โมง  ตามล าดบั ณ ชัว่โมง
ท่ี 12 ของการเล้ียงเช้ือ    ดงัแสดงในตารางท่ี 1 (ภาคผนวก จ)  รูปท่ี 4.11 และ 4.12 
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รูปท่ี 4.11 เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ของ B.megaterium P-12 เม่ือเล้ียงท่ีอุณหภูมิเท่ากบั 25 30 
37  45 และ55 องศาเซลเซียส (สญัลกัษณ์ abcd แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั,P< 0.05 : ANOVA เม่ือ 37 ºC เป็นชุดควบคุม) 

รูปท่ี 4.12 เปรียบเทียบอตัราการเจริญจ าเพาะของ B. megaterium P-12 เม่ือเล้ียงท่ีอุณหภูมิเท่ากบั 25 
30   37  45  และ 55  องศาเซลเซียส  

a 

b 

d 
c 
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ตารางท่ี 4.3  น ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดและอตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุด เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12
ในภาวะการเล้ียงเช้ือต่างๆกนั ไดแ้ก่ ชนิดของอาหารเล้ียงกลา้เช้ือ ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของ
อาหารเล้ียงกลา้เช้ือและอุณหภูมิท่ีใชใ้นการเล้ียงกลา้เช้ือ 

Growth conditions Maximum DCW (gL-1) µmax (h
-1)** 

Seed culture medium 
BCM* 5.39 ± 0.04 0.0852 
BYPcng 3.63 ± 0.03 0.0471 
NB 0.92 ± 0.06                 - 0.0578 
Initial pH 
6 4.24 ± 0.09 0.0693 
7* 5.39 ± 0.04 0.0852 
8 4.59 ± 0.09 0.0733 
Incubation temperature (ºC) 
25 4.13 ± 0.08 0.0637 
30* 5.39 ± 0.04 0.0852 
37 6.15 ± 0.05 0.0893 
45 3.90 ± 0.09 0.0558 
55 3.51 ± 0.04 0.0508 
 หมายเหตุ (*) : เล้ียงเช้ือในอาหารเล้ียงกลา้เช้ือ BCM ท่ีมีค่า pH เร่ิมตน้ 7.0 บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 º C 
     (**): อตัราการเจริญจ าเพาะ (µ) หาไดจ้ากความชนัของกราฟระหวา่งการเปล่ียนแปลง 
                          ของเซลลก์บัเวลาท่ีใชใ้นการเล้ียงเช้ือตามสมการ lnXt-lnX0= µt  (ภาคผนวก ข) 
 

จากขอ้มูลในตารางท่ี 4.3 สรุปไดว้า่ ภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเล้ียงกลา้เช้ือ B. 
megaterium P-12 คือ เล้ียงในอาหารเล้ียงกลา้เช้ือ BCM ท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 7.0 
และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เน่ืองจากไดน้ ้าหนกัเซลลแ์หง้และอตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุด  
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4.2.3  อายุกล้าเช้ือทีเ่หมาะสมส าหรับเป็นกล้าเช้ือของ B. megaterium P-12  
 เม่ือเล้ียงกลา้เช้ือ  B. megaterium P-12 ในอาหารส าหรับเล้ียงกลา้เช้ือ BCM ท่ีมีค่าความ
เป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 7.0 และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  ซ่ึงถือเป็นภาวะท่ีเหมาะสม
ท่ีสุดส าหรับการเจริญเติบโตของเช้ือ    และติดตามการเจริญเติบโตของ B.megaterium P-12  โดย
การเก็บตวัอยา่งทุก ๆ 2 ชัว่โมง  เป็นเวลา 24 ชัว่โมง    เพื่อหาน ้าหนกัเซลลแ์หง้และอตัราการเจริญ
จ าเพาะ  พบวา่    เซลลอ์ยูใ่นระยะพกัตวั (lag phase) เป็นเวลา 2 ชัว่โมง    จากนั้นจะเขา้สู่ระยะเพิ่ม
จ านวนแบบทวคูีณ (exponential phase)  จนถึงชัว่โมงท่ี 12  และเขา้สู่ระยะคงท่ี  (stationary phase)   
โดยมีน ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดเท่ากบั  6.15 กรัมต่อลิตรในชัว่โมงท่ี 12  ของการเล้ียงเช้ือและเร่ิมเขา้
สู่ระยะลดจ านวน (death phase) ในชัว่โมงท่ี 16 ส าหรับอตัราการเจริญจ าเพาะของ B.megaterium  
P-12  พบวา่  สูงสุดท่ีชัว่โมงท่ี 6  โดยมีค่าเท่ากบั  0.108 ต่อชัว่โมง       ดงัแสดงในตาราง 4.4 และ 
รูปท่ี 4.13 
  
ตารางท่ี 4.4 น ้าหนกัเซลลแ์หง้และอตัราการเจริญจ าเพาะของ B. megaterium P-12 เม่ือเล้ียงใน
อาหารเล้ียงกลา้เช้ือ BCM ซ่ึงมีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 7.0 และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส   เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

Time (h) DCW (gL-1) µ (h-1) 
0 2.15 ± 0.06 0 
2 2.20 ± 0.05 0.029 
4 3.05 ± 0.08 0.087 
6 4.11 ± 0.05 0.108 
8 4.80 ± 0.04 0.096 
10 5.84 ± 0.05 0.094 
12 6.15 ± 0.04 0.089 
14 6.00 ± 0.07 0.073 
16 5.61 ± 0.04 0.060 
18 5.49 ± 0.07 0.052 
20 5.20 ± 0.05 0.044 
22 4.90 ± 0.08 0.037 
24 4.78 ± 0.06 0.033 
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รูปท่ี 4.13 การเจริญเติบโตของ B. megaterium P-12 ในอาหารส าหรับเล้ียงกลา้เช้ือ BCM ซ่ึงมีค่า
ความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 7.0 และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  
 
 
 ดงันั้น จึงเลือกกลา้เช้ือท่ีมีอาย ุ6 ชัว่โมง เพื่อน าไปใชใ้นงานวจิยัส าหรับการผลิตโฮโมพอลิ
เมอร์ P(3HB) และโคพอลิเมอร์ PHBV ในขั้นตอนต่อไป  เน่ืองจากมีค่าอตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุด
เท่ากบั  0.108 ต่อชัว่โมง   
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4.3 ผลของแหล่งคาร์บอนทีม่ีต่อการเจริญ การผลติโคพอลิเมอร์ และสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV 
ใน PHBV 
 4.3.1 ผลของชนิดและปริมาณแหล่งคาร์บอนทีใ่ช้เป็นสารตั้งต้นของโมโนเมอร์ 3HB (3HB-
generating carbon source)  
 แหล่งคาร์บอนมีความส าคญัต่อการผลิต PHAs โดยกระบวนการสังเคราะห์และสะสม 
PHAs จะเพิ่มสูงข้ึนหลงัจากแบคทีเรียเขา้สู่ระยะการเจริญสูงสุด  และภายใตส้ภาวะท่ีมีสารอาหาร
ไม่สมดุล กล่าวคือ เม่ือมีแหล่งคาร์บอนมากเกินพอ แต่มีการจ ากดัสารอาหารบางชนิด เช่น 
ออกซิเจน ไนโตรเจน โพแทสเซียม แมกนีเซียม หรือ ฟอสฟอรัส เป็นตน้ (Salehizadeh และ 
Loosdrecht, 2004) 
 ในธรรมชาติ มีจุลินทรียห์ลายชนิดท่ีสามารถสังเคราะห์ PHAs ไดแ้ละใชแ้หล่งคาร์บอน
แตกต่างกนั โดยแหล่งคาร์บอนท่ีส าคญัท่ีแบคทีเรียน ามาใชส้ังเคราะห์ PHAs มีหลายชนิด ไดแ้ก่ 
กลูโคส ฟรักโตส ซูโครส กรดซิตริก อะซิเตท โพรพิโอเนต บิวทิเรต วาเลอเรต แลคเตท เป็นตน้ 
คาร์บอนแต่ละชนิดท่ีใชมี้ผลต่อองคป์ระกอบของพอลิเมอร์ท่ีผลิตได ้ ดงันั้น การศึกษาถึงชนิดและ
ความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสม จะท าใหก้ารผลิตพอลิเมอร์เกิดไดดี้ข้ึน (Ganzeveld และ
คณะ, 1999) 
  4.3.1.1 ผลของชนิดแหล่งคาร์บอน 
  (1) แหล่งคาร์บอนท่ีเป็นน ้าตาลบางชนิด 
 ศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนท่ีใชเ้ป็นสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB ท่ีเป็นน ้าตาลบางชนิด 
ไดแ้ก่ ซูโครส กลูโคส และฟรักโตส   ท่ีมีต่อการเจริญและสังเคราะห์ P(3HB) ของ B. megaterium 
P-12   เน่ืองจากจุลินทรียโ์ดยทัว่ไป   สามารถเจริญในน ้ าตาลเหล่าน้ีไดเ้กือบทุกชนิด  และยงัเป็น
แหล่งคาร์บอนท่ีหาไดง่้าย  (Champagne และ Li, 2009)  เพื่อเป็นแนวทางในการใชแ้หล่งคาร์บอนท่ี
มีราคาไม่แพงมาทดแทน     จากการศึกษา  พบวา่ B.megaterium P-12  สามารถใชซู้โครสในการ
เจริญเติบโต  ผลิตและสะสม P(3HB) ไดดี้ท่ีสุดเม่ือเทียบกบักลูโคสและฟรักโตสท่ีมีความเขม้ขน้
เท่ากบั 20.0 กรัมต่อลิตรเท่ากนั  เน่ืองจากไดน้ ้าหนกัเซลลแ์หง้  ความเขม้ขน้ของ P(3HB) และ
ปริมาณ P(3HB) สูงกวา่อยา่งมีนยัส าคญั    ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์ (เม่ือ     P < 0.05 : 
ANOVA test  ภาคผนวก ฉ)   โดยมีค่าเท่ากบั  3.26   กรัมต่อลิตร  1.85 กรัมต่อลิตร และ 56.64 
เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้  ตามล าดบั  ณ ชัว่โมงท่ี 18  ของการเล้ียงเช้ือ     ดงัแสดงในตาราง
ท่ี 2 (ภาคผนวก จ)  รูปท่ี 4.14  และ 4.15 
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รูปท่ี 4.14  เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้  ความเขม้ขน้และปริมาณ P(3HB)  เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12  ในอาหาร MSM ท่ีมีซูโครส  กลูโคส และฟรักโตส            
ท่ีมีความเขม้ขน้เท่ากบั 20.0  กรัมต่อลิตรเป็นสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB  (สญัลกัษณ์ ab แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั เม่ือ P<  0.05 : ANOVA test  เม่ือก าหนดใหซู้โครส
เป็นชุดควบคุม) 
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รูปท่ี 4.15 (A-C)  น ้าหนกัเซลลแ์หง้   ความเขม้ขน้และปริมาณ P(3HB)  ปริมาณน ้าตาลทั้งหมด 
และปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟต เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ท่ีมีซูโครส กลูโคส
และฟรักโตสท่ีมีความเขม้ขน้ 20.0 กรัมต่อลิตรเป็นสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB   ตามล าดบั 

(A) 

(B) 

(C) 
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เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ท่ีมีซูโครส 20.0 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่ง
คาร์บอนซ่ึงใชเ้ป็นสารตั้งตน้ส าหรับผลิตเป็นโมโนเมอร์ 3HB พบวา่ ไดค้่าอตัราการผลิต P(3HB)  
Yp/x   Yp/s  และ  Yx/s   สูงสุด  เท่ากบั  0.087  กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง   0.959    0.222   และ   0.232  
ตามล าดบั     ซ่ึงสูงกวา่เม่ือเล้ียงในกลูโคส และฟรักโตส       ดงัแสดงในรูปท่ี 4.16  

รูปท่ี 4.16 เปรียบเทียบค่าอตัราการผลิต P(3HB)  Yp/x   Yp/s   และ Yx/s  เม่ือเล้ียง B. megaterium 
P-12 ในอาหาร MSM ท่ีมีสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB  เป็นน ้าตาลชนิดต่างๆ 

 จากการท่ี B.megaterium P-12 สามารถใชซู้โครสเป็นแหล่งคาร์บอนซ่ึงใชเ้ป็นสารตั้งตน้
ส าหรับการผลิตโมโนเมอร์ 3HB   ในการเจริญ   ผลิตและสะสมพอลิเมอร์ P(3HB) ไดดี้ท่ีสุด  จึง
เป็นแนวทางในการน าแหล่งคาร์บอนท่ีมีราคาไม่แพงจากออ้ยมาใชท้ดแทนซูโครส เพื่อช่วยลด
ตน้ทุนการผลิต PHAs ต่อหน่วยใหต้ ่าลง ซ่ึงจะท าใหส้ามารถแข่งขนักบัพอลิเมอร์สังเคราะห์อ่ืนๆได ้ 
 
   (2) แหล่งคาร์บอนท่ีมีราคาไม่แพง  
 ส าหรับงานวจิยัน้ีไดใ้ชน้ ้าออ้ยเป็นแหล่งคาร์บอนเพื่อผลิต P(3HB) แทนซูโครส  เน่ืองจาก
ออ้ยเป็นพืชท่ีมีการเพาะปลูกมากในประเทศไทยและเป็นพืชท่ีสามารถตดัและเก็บเก่ียวไดห้ลายคร้ัง 
โดยในกระบวนการการผลิตน ้าตาลทราย จะใชอ้อ้ยเป็นวตัถุดิบหลกัและมีน ้าออ้ยเกิดข้ึนหลาย
ขั้นตอน ซ่ึงในน ้าออ้ยจะประกอบไปดว้ยสารอาหารท่ีจ าเป็นต่อการเจริญเติบโตและการสร้าง
ผลผลิตของจุลินทรียอ์ยูห่ลายชนิด ไดแ้ก่ น ้าตาลชนิดต่างๆ โดยมีน ้าตาลซูโครสเป็นองคป์ระกอบ
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หลกัเฉล่ียประมาณ 95.39 เปอร์เซ็นต ์   กลูโคสเฉล่ียประมาณ 4.27 เปอร์เซ็นต ์ และฟรักโตสเฉล่ีย
ประมาณ 0.84  เปอร์เซ็นต ์ (วเิคราะห์โดย HPLC ภาคผนวก ค และภาคผนวก ง)  รวมทั้งมีวติามิน
และธาตุอาหารเป็นจ านวนมาก (มิตรผลวจิยั, 2551)   จึงสามารถน ามาใชเ้ล้ียงเช้ือจุลินทรียเ์พื่อ
ทดแทนการใชซู้โครสได ้ 

เม่ือใชซู้โครสกบัน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวมเท่ากบั 20.0 กรัมต่อลิตรเท่ากนั
เป็นสารตั้งตน้ส าหรับผลิตเป็นโมโนเมอร์ 3HB  พบวา่ B. megaterium P-12  ท่ีเล้ียงในอาหาร  
MSM ท่ีมีน ้าออ้ยเป็นแหล่งคาร์บอน   สามารถเจริญและผลิต P(3HB) ไดสู้งกวา่เม่ือเล้ียงในซูโครส
อยา่งมีนยัส าคญั  ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์ (เม่ือ P < 0.05 : ANOVA test ภาคผนวก ฉ)  
โดยมีน ้าหนกัเซลลแ์หง้และความเขม้ขน้ของ P(3HB) เท่ากบั 9.22 กรัมต่อลิตร และ 5.21 กรัมต่อ
ลิตร ตามล าดบั ณ ชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียงเช้ือ  ขณะท่ีมีปริมาณ P(3HB) ใกลเ้คียงกบัเม่ือเล้ียงใน
ซูโครส  คือมีค่าเท่ากบั 56.46 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้  กล่าวคือ ปริมาณ P(3HB) ท่ีผลิตได้
ไม่วา่จะใชซู้โครสหรือน ้าออ้ยเป็นแหล่งคาร์บอนไม่แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั  ท่ีระดบั
ความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์ (P > 0.05 : ANOVA test ภาคผนวก ฉ)   ดงัแสดงในตารางท่ี 3 
(ภาคผนวก จ) และรูปท่ี 4.17 

รูปท่ี 4.17 เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้  ความเขม้ขน้ของ P(3HB) และปริมาณ P(3HB) สูงสุด  
เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ท่ีมีซูโครสและน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาล
รวมเท่ากบั 20.0 กรัมต่อลิตรเท่ากนัเป็นสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB     
(สญัลกัษณ์ ab แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั เม่ือ P< 0.05 : ANOVA test) 
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 ส าหรับความสามารถในการเจริญ  ผลิตและสะสม P(3HB) ของ B.megaterium P-12 เม่ือ
ใชซู้โครสและน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวมเท่ากบั 20.0 กรัมต่อลิตรเท่ากนัเป็นแหล่ง
คาร์บอน     แสดงในตารางท่ี 3 (ภาคผนวก จ) รูปท่ี 4.18 และ 4.19  ตามล าดบั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.18 น ้าหนกัเซลลแ์หง้  ความเขม้ขน้และปริมาณ P(3HB)  ปริมาณน ้าตาลทั้งหมด และปริมาณ
แอมโมเนียมซลัเฟต เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ท่ีมีซูโครส 20.0 กรัมต่อลิตร
เป็นสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.19 น ้าหนกัเซลลแ์หง้  ความเขม้ขน้และปริมาณ P(3HB)  ปริมาณน ้าตาลทั้งหมด และปริมาณ
แอมโมเนียมซลัเฟต เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ท่ีมีน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของ
น ้าตาลรวมเท่ากบั 20.0 กรัมต่อลิตรเป็นสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB  
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 ค่าอตัราการผลิต   Yp/s  และ   Yx/s   มีค่าสูงสุดเท่ากบั   0.188 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง    
0.357 และ 0.364 ตามล าดบั    เม่ือใชน้ ้าออ้ยเป็นแหล่งคาร์บอนส าหรับผลิตเป็นโมโนเมอร์  3HB 
แต่ใหค้่า Yp/x   ต ่ากวา่เม่ือใชซู้โครส   คือมีค่าเท่ากบั 0.914  ทั้งน้ีเน่ืองมาจากท่ีปริมาณ P(3HB) 
ใกลเ้คียงกนั  เม่ือเล้ียง B.megaterium P-12 ในน ้าออ้ย   จะไดน้ ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงกวา่เม่ือเล้ียงใน
ซูโครส    ดงัแสดงในรูปท่ี 4.20 
 

 
รูปท่ี 4.20  เปรียบเทียบค่าอตัราการผลิต P(3HB)   Yp/x   Yp/s  และ  Yx/s   เม่ือเล้ียง B. megaterium 
P-12 ในอาหาร MSM ท่ีมีสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB เป็นน ้าตาลซูโครส 20.0 กรัมต่อลิตรเทียบ
กบัน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวม 20.0  กรัมต่อลิตรเท่ากนั 
 
 จากผลการทดลอง  แสดงใหเ้ห็นวา่   เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM  ท่ีมี
สารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB เป็นน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวม 20.0 กรัมต่อลิตร จะมี
น ้าหนกัเซลลแ์หง้มากกวา่เม่ือเล้ียงในซูโครสมากถึง 3 เท่า  และมีค่าอตัราการผลิตสูงกวา่ถึง 2 เท่า   
เน่ืองจาก B. megaterium P-12  สามารถเจริญ   ผลิตและสะสม P(3HB)  ไดสู้งสุดตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 6 
ของการเล้ียงเช้ือ  ดงันั้น จึงสรุปไดว้า่ น ้าออ้ยเหมาะสมท่ีจะใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนเพื่อการผลิตสาร
ตั้งตน้ส าหรับโมโนเมอร์ 3HB  ในขั้นตอนต่อไป 
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 4.3.1.2 ผลของปริมาณแหล่งคาร์บอน 
 ปริมาณของแหล่งคาร์บอนท่ีจะใชเ้ป็นสารตั้งตน้ส าหรับผลิตเป็นโมโนเมอร์ 3HB เป็นอีก
ปัจจยัหน่ึงท่ีมีความส าคญัต่อการผลิต PHAs      เน่ืองจากโดยทัว่ไป   จุลินทรียจ์ะสามารถมีชีวติรอด
อยูใ่นแหล่งคาร์บอน ณ ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมค่าหน่ึงเท่านั้น (critical concentration)  (Lin และ
คณะ, 2008) ดงันั้น จึงตอ้งหาความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอนท่ีจะใชเ้ป็นสารตั้งตน้ส าหรับผลิตเป็น
โมโนเมอร์ 3HB ท่ีเหมาะสมเพื่อให้ B. megaterium P-12  สามารถเจริญ ผลิตและสะสมพอลิเมอร์
ไดสู้งสุด 

ผลการศึกษา  พบวา่  เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของน ้าออ้ยใหสู้งข้ึน  B. megaterium P-12 
สามารถเจริญเติบโตไดดี้ข้ึน   แต่สังเคราะห์และสะสมโฮโมพอลิเมอร์ P(3HB) ไดน้อ้ยลง    โดยเช้ือ
เจริญไดดี้ท่ีสุดในอาหาร MSM ซ่ึงมีน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวมเท่ากบั 50.0 กรัมต่อลิตร
เป็นแหล่งคาร์บอน  เน่ืองจากไดน้ ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดเท่ากบั 13.05 กรัมต่อลิตร  ซ่ึงสูงกวา่ท่ี
ความเขม้ขน้อ่ืนๆอยา่งมีนยัส าคญั  ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์ (เม่ือ P < 0.05 : ANOVA 
test ภาคผนวก ฉ)  ขณะท่ีมีความเขม้ขน้และปริมาณ P(3HB) สูงสุดเม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 
ในอาหาร MSM ซ่ึงมีน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวมเท่ากบั 20.0 กรัมต่อลิตร  โดยมีค่า
เท่ากบั 5.21 กรัมต่อลิตร และ 56.46 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้  ตามล าดบั  ณ ชัว่โมงท่ี 6 
ของการเล้ียงเช้ือ  ซ่ึงสูงกวา่เม่ือเล้ียงในน ้าออ้ยท่ีความเขม้ขน้อ่ืนๆ อยา่งมีนยัส าคญั  ท่ีระดบัความ
เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์  (เม่ือ P < 0.05 : ANOVA test ภาคผนวก ฉ)   ดงัแสดงในตาราง ท่ี 4 
(ภาคผนวก จ)  รูปท่ี  4.21 และ 4.22 
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รูปท่ี 4.21 เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้  ความเขม้ขน้และปริมาณ P(3HB)  เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM  ซ่ึงมีน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวม
เท่ากบั 20.0  30.0  40.0 และ 50.0  กรัมต่อลิตรเป็นสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB  (สญัลกัษณ์ abc แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั เม่ือ P< 0.05 : ANOVA test   เม่ือก าหนดให้
น ้ าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรวมเท่ากบั 20.0  กรัมต่อลิตรเป็นชุดควบคุม)  *ยกเวน้ในกรณีน ้าหนกัเซลลแ์ห้ง  ก าหนดให้น ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวมเท่ากบั  50.0  กรัมต่อลิตรเป็นชุดควบคุม 
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รูปท่ี 4.22 (A-D)  น ้าหนกัเซลลแ์หง้  ความเขม้ขน้และปริมาณ P(3HB)  ปริมาณน ้าตาลทั้งหมดและ
ปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟต  เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM  ท่ีมีน ้าออ้ยท่ีมีความ
เขม้ขน้ของน ้าตาลรวมเท่ากบั 20.0  30.0  40.0 และ  50.0  กรัมต่อลิตร  เป็นสารตั้งตน้ของโมโน
เมอร์ 3HB   ตามล าดบั 

(A) (B) 

(C) (D) 
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 เม่ือเล้ียง  B. megaterium P-12  ในอาหาร   MSM   ซ่ึงมีน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาล
รวมเท่ากบั 20.0 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งคาร์บอนเพื่อผลิตเป็นสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB  พบวา่   
ไดค้่าอตัราการผลิต P(3HB)   Yp/x   Yp/s  และ  Yx/s     สูงสุดเท่ากบั  0.188  กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง  
0.914   0.357  และ 0.364  ตามล าดบั    ซ่ึงสูงกวา่เม่ือเล้ียงในน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวม
เท่ากบั 30.0  40.0  และ  50.0   กรัมต่อลิตร      ดงัแสดงในรูปท่ี 4.23 

 

รูปท่ี 4.23  เปรียบเทียบค่าอตัราการผลิต P(3HB)   Yp/x    Yp/s  และ  Yx/s  เม่ือเล้ียง  B.megaterium 
P-12 ในอาหาร MSM ซ่ึงมีน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรวมเท่ากบั 20.0  30.0  40.0  และ  
50.0    กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งคาร์บอนเพื่อผลิตเป็นสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB 

 ดงันั้น จึงเลือกใชน้ ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวมเท่ากบั 20.0 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่ง
คาร์บอนเพื่อใชเ้ป็นสารตั้งตน้ส าหรับผลิตเป็นโมโนเมอร์ 3HB ในขั้นตอนต่อไป เน่ืองจาก            
B. megaterium P-12    สามารถผลิตและสะสม P(3HB) ไดสู้งสุดท่ีความเขม้ขน้น้ี 
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 โดยทัว่ไป   จุลินทรียท่ี์สามารถผลิตและสะสมโฮโมพอลิเมอร์ P(3HB) ไดใ้นปริมาณสูงมกั
มีแนวโนม้ท่ีจะสามารถผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV ไดป้ริมาณสูงเช่นกนั (Haywood และคณะ, 1989 ; 
Ramsay และคณะ, 1990) ซ่ึงจากผลการทดลองท่ีผา่นมา  แสดงใหเ้ห็นวา่ B.megaterium P-12  ท่ีคดั
แยกไดใ้หม่น้ี   สามารถผลิตและสะสม P(3HB) ไดใ้นปริมาณสูง    โดยมีความเขม้ขน้และปริมาณ 
P(3HB)  สูงสุดเท่ากบั 5.21  กรัมต่อลิตรและ 56.46 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้  ตามล าดบั    
ณ ชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียงเช้ือ   เม่ือเล้ียงในอาหาร MSM  ซ่ึงมีน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาล
รวมเท่ากบั 20.0 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งคาร์บอนและมีแอมโมเนียมซลัเฟต 1.0 กรัมต่อลิตรเป็น
แหล่งไนโตรเจน  จึงคาดวา่ B. megaterium P-12  น่าจะมีความสามารถในการผลิตและสะสมโคพอ
ลิเมอร์ PHBV ไดใ้นปริมาณสูงเช่นเดียวกนั 

 ส าหรับการผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV สามารถท าไดโ้ดยการเติมโคสับสเตรตท่ีเหมาะสมท่ี
จะใชผ้ลิตเป็นสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HV (3HV cosubstrate) ลงในอาหารเหลวส าหรับการผลิต 
MSM โดยแหล่งคาร์บอนท่ีใชเ้พื่อผลิตเป็นโมโนเมอร์ 3HV ท่ีนิยมใชส่้วนใหญ่  ไดแ้ก่  กรดอินทรีย์
หรือเกลือของกรดอินทรีย ์  เช่น  กรดวาเลอริกหรือเกลือโซเดียมวาเลอเรต  กรดโพรพิโอนิกหรือ
เกลือโซเดียมโพรพิโอเนต เป็นตน้ (Ramsay และคณะ, 1990 ; Ganzeveld และคณะ, 1999)  
 โดยในงานวิจยัน้ี ไดเ้ลือกใชเ้กลือโซเดียมวาเลอเรตและเกลือโซเดียมโพรพิโอเนตเป็น
แหล่งคาร์บอนส าหรับผลิตเป็นโมโนเมอร์ 3HV (3HV-generating carbon source) เน่ืองจากแหล่ง
คาร์บอนในรูปเกลือของกรดอินทรียมี์ความเป็นพิษต่อเซลลน์อ้ยกวา่ในรูปกรด Loo และ Sudesh 
(2007b)  พบวา่    สารประกอบในรูปเกลือของกรดอินทรียจ์ะช่วยลดการเกิดโปรตอนอิสระ (free 
H+) ในไซโตพลาสซึมของเซลล ์  ท าใหไ้ม่มีการสะสมของกรดในอาหารเล้ียงเช้ือ  จึงช่วยใหรั้กษา
ระดบัค่าความเป็นกรด-ด่างได ้ 
 
 4.3.2 ผลของชนิดและปริมาณแหล่งคาร์บอนผสมเพือ่ผลติเป็นโคพอลเิมอร์ PHBV 
 ศึกษาการผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV จากแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยซ่ึงใชเ้ป็นสารตั้ง
ตน้ของโมโนเมอร์ 3HB    กบัเกลือโซเดียมวาเลอเรตหรือเกลือโซเดียมโพรพิโอเนตซ่ึงใชเ้ป็นแหล่ง
คาร์บอนท่ีใชเ้ป็นสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HV  โดยก าหนดใหแ้หล่งคาร์บอนผสมมีความเขม้ขน้
รวมเท่ากบั 20.0 กรัมต่อลิตร   เน่ืองจากจากผลการทดลองก่อนหนา้  พบวา่    ท่ีความเขม้ขน้ของ
แหล่งคาร์บอนเท่ากบั 20.0 กรัมต่อลิตร  ไดค้วามเขม้ขน้ของ P(3HB) และปริมาณ P(3HB) สูงสุด     
ดงันั้น    จึงแปรอตัราส่วนระหวา่งสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB ต่อสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 
3HV เท่ากบั 15:5 10:10 และ 5:15  กรัมต่อลิตรต่อกรัมต่อลิตร  ตามล าดบั  เพื่อเปรียบเทียบการ
เจริญ    การผลิตและสะสมโคพอลิเมอร์ PHBV  ของ  B. megaterium P-12   
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  4.3.2.1 อตัราส่วนระหวา่งสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB ต่อสารตั้งตน้ของโมโน
เมอร์ 3HV เท่ากบั 15.0 กรัมต่อลิตรต่อ 5.0 กรัมต่อลิตร   
 เปรียบเทียบการเจริญ  ผลิตและสะสมโคพอลิเมอร์  PHBV ของเช้ือ B.megaterium     P-12 
ระหวา่งการใชแ้หล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวม 15.0 กรัมต่อลิตร
กบัเกลือโซเดียมวาเลอเรต 5.0 กรัมต่อลิตร (V15,5) กบัแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยท่ีมีความ
เขม้ขน้ของน ้าตาลรวม 15.0 กรัมต่อลิตรกบัเกลือโซเดียมโพรพิโอเนต 5.0 กรัมต่อลิตร  (P15,5) 
พบวา่ B. megaterium P-12  สามารถเจริญ  ผลิตและสะสม PHBV เม่ือใชแ้หล่งคาร์บอนผสม
ระหวา่งน ้าออ้ยกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรตเป็นสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB และ 3HV ไดดี้กวา่
เม่ือใชแ้หล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยกบัเกลือโซเดียมโพรพิโอเนต  เน่ืองจากไดน้ ้าหนกัเซลล์
แหง้  ความเขม้ขน้ของ PHBV และปริมาณพอลิเมอร์ PHBV สูงกวา่อยา่งมีนยัส าคญั  ท่ีระดบัความ
เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์(เม่ือ P < 0.05 : ANOVA test ภาคผนวก ฉ)   โดยมีค่าเท่ากบั  4.39  กรัมต่อ
ลิตร  1.77 กรัมต่อลิตร และ 40.24  เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้  ตามล าดบั ณ ชัว่โมงท่ี 6 ของ
การเล้ียงเช้ือ   ดงัแสดงในตารางท่ี 5 (ภาคผนวก จ)   และรูปท่ี 4.24 
 

รูปท่ี 4.24 เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้  ความเขม้ขน้ของและปริมาณ PHBV สูงสุด เม่ือเล้ียง      
B. megaterium P-12 ในแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวม 15.0 
กรัมต่อลิตรกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรตหรือเกลือโซเดียมโพรพิโอเนต 5.0 กรัมต่อลิตร  
(สญัลกัษณ์ abc แสดงความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญั เม่ือ P< 0.05 : ANOVA test) 

 

a 
b 

c 
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 เม่ือเล้ียง B.megaterium P-12  ในอาหาร MSM ท่ีมีแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยท่ีมี
ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวม 15.0 กรัมต่อลิตรกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรต 5.0 กรัมต่อลิตรเป็นสารตั้ง
ตน้ส าหรับผลิตเป็นโคพอลิเมอร์ PHBV  มีค่าอตัราการผลิต  PHBV   Yp/x   Yp/s  และ  Yx/s  
เท่ากบั  0.080 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง  0.543  0.109   และ   0.201   ตามล าดบั    ซ่ึงสูงกวา่เม่ือเล้ียง
ในแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวม 15.0 กรัมต่อลิตรกบัเกลือ
โซเดียมโพรพิโอเนต 5.0 กรัมต่อลิตร   ดงัแสดงในรูปท่ี 4.25 
 

รูปท่ี 4.25 เปรียบเทียบค่าอตัราการผลิต  PHBV   Yp/x    Yp/s  และ  Yx/s เม่ือเล้ียง B. megaterium 
P-12 ในอาหาร MSM ท่ีมีแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวม 15.0 
กรัมต่อลิตรกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรตหรือเกลือโซเดียมโพรพิโอเนต 5.0 กรัมต่อลิตร  
 
  4.3.2.2 อตัราส่วนระหวา่งสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB ต่อสารตั้งตน้ของโมโน
เมอร์ 3HV เท่ากบั 10.0 กรัมต่อลิตรต่อ 10.0 กรัมต่อลิตร   
 เปรียบเทียบการเจริญ    ผลิตและสะสมโคพอลิเมอร์ PHBV ของเช้ือ B. megaterium  P-12   
ระหวา่งการใชแ้หล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวม 10.0  กรัมต่อลิตร
กบัเกลือโซเดียมวาเลอเรต 10.0 กรัมต่อลิตร (V10,10) กบัแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยท่ีมี
ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวม 10.0 กรัมต่อลิตรกบัเกลือโซเดียมโพรพิโอเนต 10.0 กรัมต่อลิตร 
(P10,10)  พบวา่   B. megaterium P-12  สามารถเจริญ    ผลิตและสะสม PHBV  เม่ือใชแ้หล่ง
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คาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรตเป็นสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB และ 
3HV ไดดี้กวา่เม่ือใชแ้หล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยกบัเกลือโซเดียมโพรพิโอเนต     เน่ืองจาก
ไดน้ ้าหนกัเซลลแ์หง้   ความเขม้ขน้ของ PHBV และปริมาณพอลิเมอร์ PHBV   สูงกวา่อยา่งมี
นยัส าคญั    ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์(เม่ือ P < 0.05 : ANOVA test  ภาคผนวก ฉ)   โดยมี
ค่าเท่ากบั 3.19 กรัมต่อลิตร  0.95 กรัมต่อลิตร  และ 29.78 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้  
ตามล าดบั ณ ชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียงเช้ือ   ดงัแสดงในตารางท่ี 6 (ภาคผนวก จ)  และรูปท่ี 4.26 
 

รูปท่ี 4.26 เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้  ความเขม้ขน้ของและปริมาณ PHBV สูงสุด เม่ือเล้ียง      
B.megaterium P-12 ในแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวม 10.0 
กรัมต่อลิตรกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรตหรือเกลือโซเดียมโพรพิโอเนต 10.0 กรัมต่อลิตร   
(สญัลกัษณ์ abc แสดงความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญั เม่ือ P< 0.05 : ANOVA test) 
 

 เม่ือเล้ียง B.megaterium P-12 ในอาหาร MSM ท่ีมีแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยท่ีมี
ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวม 10.0 กรัมต่อลิตรกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรต 10.0 กรัมต่อลิตรเป็นสาร
ตั้งตน้ส าหรับผลิตเป็นโคพอลิเมอร์ PHBV  มีค่าอตัราการผลิต  PHBV   Yp/x   Yp/s  และ  Yx/s  
เท่ากบั  0.049 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง   0.446   0.104  และ   0.094  ตามล าดบั    ซ่ึงสูงกวา่เม่ือเล้ียง
ในแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวม 10.0 กรัมต่อลิตรกบัเกลือ
โซเดียมโพรพิโอเนต 10.0  กรัมต่อลิตร   ดงัแสดงในรูปท่ี 4.27 

a 
b 

c 
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รูปท่ี 4.27  เปรียบเทียบค่าอตัราการผลิต  PHBV  Yp/x    Yp/s  และ  Yx/s  เม่ือเล้ียง B. megaterium     
P-12 ในอาหาร MSM ท่ีมีแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวม 10.0 
กรัมต่อลิตรกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรตหรือเกลือโซเดียมโพรพิโอเนต 10.0  กรัมต่อลิตร  
 
  4.3.2.3 อตัราส่วนระหวา่งสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB ต่อสารตั้งตน้ของโมโน
เมอร์ 3HV เท่ากบั 5.0 กรัมต่อลิตรต่อ 15.0 กรัมต่อลิตร   
 เปรียบเทียบการเจริญ   ผลิตและสะสมโคพอลิเมอร์ PHBV ของเช้ือ B. megaterium  P-12 
ระหวา่งการใชแ้หล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวม 5.0 กรัมต่อลิตร
กบัเกลือโซเดียมวาเลอเรต 15.0 กรัมต่อลิตร (V5,15) กบัแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยท่ีมี
ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวม 5.0 กรัมต่อลิตรกบัเกลือโซเดียมโพรพิโอเนต 15.0 กรัมต่อลิตร 
(P5,15)   พบวา่ B. megaterium P-12  สามารถเจริญ   ผลิตและสะสม PHBV    เม่ือใชแ้หล่ง
คาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรตเป็นสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB และ 
3HV   ไดดี้กวา่เม่ือใชแ้หล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยกบัเกลือโซเดียมโพรพิโอเนต     เน่ืองจาก
ไดน้ ้าหนกัเซลลแ์หง้  ความเขม้ขน้ของ PHBV และปริมาณพอลิเมอร์ PHBV สูงกวา่อยา่งมี
นยัส าคญั    ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์(เม่ือ P < 0.05 : ANOVA test  ภาคผนวก ฉ)   โดย 
มีค่าเท่ากบั 2.34 กรัมต่อลิตร  0.49 กรัมต่อลิตร และ 21.08 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้ 
ตามล าดบั ณ ชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียงเช้ือ   ดงัแสดงในตารางท่ี 7 (ภาคผนวก จ)    และรูปท่ี 4.28 
 



96 
 

 
รูปท่ี 4.28    เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้  ความเขม้ขน้ของและปริมาณ PHBV สูงสุด       เม่ือเล้ียง 
B. megaterium P-12  ในแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรวม 5.0  
กรัมต่อลิตรกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรตหรือเกลือโซเดียมโพรพิโอเนต 15.0 กรัมต่อลิตร    
(สญัลกัษณ์ abc แสดงความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญั เม่ือ P< 0.05 : ANOVA test) 
 
 เม่ือเล้ียง B.megaterium P-12 ในอาหาร MSM ท่ีมีแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยท่ีมี
ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวม 5.0 กรัมต่อลิตรกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรต 15.0 กรัมต่อลิตรเป็นสารตั้ง
ตน้ส าหรับผลิตเป็นโคพอลิเมอร์ PHBV    มีค่าอตัราการผลิต  PHBV   Yp/x   Yp/s  และ  Yx/s  
เท่ากบั  0.033 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง   0.404   0.061  และ   0.055   ตามล าดบั       ซ่ึงสูงกวา่เม่ือเล้ียง
ในแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวม 5.0 กรัมต่อลิตรกบัเกลือ
โซเดียมโพรพิโอเนต 15.0  กรัมต่อลิตร    ดงัแสดงในรูปท่ี 4.29 

a 

b 

c 
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รูปท่ี 4.29 เปรียบเทียบค่าอตัราการผลิต PHBV   Yp/x    Yp/s  และ  Yx/s    เม่ือเล้ียง B. megaterium 
P-12 ในอาหาร MSM ท่ีมีแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรวม 5.0 
กรัมต่อลิตรกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรตหรือเกลือโซเดียมโพรพิโอเนต 15.0 กรัมต่อลิตร 
 

จากผลการทดลองขา้งตน้  สรุปไดว้า่  Bacillus megaterium P-12  สามารถเจริญ    ผลิตและ
สะสมโคพอลิเมอร์ PHBV ในแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรตได้
ดีกวา่ในแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยกบัเกลือโซเดียมโพรพิโอเนตในทุกอตัราส่วน (15:5 
10:10 และ 5:15 กรัมต่อลิตรต่อกรัมต่อลิตร)   เน่ืองจากไดน้ ้าหนกัเซลลแ์หง้  ความเขน้ขน้และ
ปริมาณโคพอลิเมอร์  PHBV สูงกวา่ (ดงัแสดงในรูปท่ี 4.30)    รวมทั้งยงัมีค่าอตัราการผลิต PHBV   
Yp/x    Yp/s   และ  Yx/s     สูงกวา่ในทุกอตัราส่วนของแหล่งคาร์บอนผสม      ดงันั้น     จึงเลือกใช้
เกลือโซเดียมวาเลอเรตเป็นสารตั้งตน้ส าหรับผลิตเป็นโมโนเมอร์ 3HV  ในขั้นตอนต่อไป 
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รูปท่ี 4.30 (A-F)  น ้าหนกัเซลลแ์หง้  ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV  ปริมาณน ้าตาลทั้งหมด  ปริมาณโซเดียมวาเลอเรตหรือโซเดียมโพรพิโอเนตและปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟต 
เม่ือเล้ียง B.megaterium P-12 ในแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรตและน ้าออ้ยกบัเกลือโซเดียมโพรพิโอเนตท่ีอตัราส่วน 15:5 10:10 5:15 ตามล าดบั

(A) (B) (C) 

(D) (E) (F) 
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 นอกจากน้ี   ยงัไดศึ้กษาสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV ท่ีเป็นองคป์ระกอบภายในโคพอลิ
เมอร์  PHBV   เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12  ในอาหาร MSM  ท่ีมีแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่ง
น ้าออ้ยกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรต เปรียบเทียบกบัแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยกบัเกลือ
โซเดียมโพรพิโอเนตท่ีอตัราส่วนเท่ากบั  15:5 10:10 และ 5:15  กรัมต่อลิตรต่อกรัมต่อลิตร    พบวา่  
ในแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวม 15.0 กรัมต่อลิตรกบัเกลือ
โซเดียมวาเลอเรต 5.0 กรัมต่อลิตร  ไดป้ริมาณพอลิเมอร์ PHBV สูงสุด  เท่ากบั 40.24 เปอร์เซ็นต์
โดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ณ ชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียงเช้ือ   โดยมีปริมาณโมโนเมอร์ 3HV เท่ากบั 14 
โมลเปอร์เซ็นต ์   ขณะท่ีในแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวม  5.0  
กรัมต่อลิตรกบัเกลือโซเดียมโพรพิโอเนต 15.0 กรัมต่อลิตร  ไดป้ริมาณพอลิเมอร์ PHBV ต ่าสุด 
เท่ากบั 16.77 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ณ ชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียงเช้ือ โดยมีปริมาณโมโน
เมอร์ 3HV เท่ากบั 26 โมลเปอร์เซ็นต ์      แสดงในตารางท่ี 4.5 และรูปท่ี 4.31 
 
ตารางท่ี 4.5 น ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดและปริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV ท่ีผลิตไดสู้งสุด  รวมทั้ง
สัดส่วนโมลเปอร์เซ็นตข์องโมโนเมอร์ 3HB และ 3HV ในโคพอลิเมอร์  เม่ือเล้ียง B.megaterium   
P-12 ในอาหาร MSM ท่ีมีแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรตและน ้าออ้ย
กบัเกลือโซเดียมโพรพิโอเนตในอตัราส่วนต่างๆ 

 
3HB-generating carbon source (gL-1): 
3HV-generating carbon source (gL-1) 

maximum 
DCW 
(gL-1) 

maximum 
PHA 

content 
(% DCW) 

PHA 
composition 

(mol%) 

3HB 3HV 
sugarcane liquor : sodium valerate = 15:5 4.39±0.04 40.24±0.27 86 14 

sugarcane liquor : sodium valerate = 10:10 3.19±0.04 29.78±0.20 79 21 

sugarcane liquor : sodium valerate = 5:15 2.34±0.05 21.08±0.16 72 28 

sugarcane liquor : sodium propionate = 15:5 3.98±0.04 36.25±0.23 89 11 

sugarcane liquor : sodium propionate = 10:10 2.93±0.04 24.42±0.24 82 18 

sugarcane liquor : sodium propionate = 5:15 2.15±0.05 16.77±0.25 74 26 
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รูปท่ี 4.31  น ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดและปริมาณโคพอลิเมอร์  PHBV สูงสุดท่ีผลิตได ้  รวมถึงสัดส่วน
ของโมโนเมอร์ 3HV  ใน PHBV   เม่ือเล้ียง B. megaterium  P-12  ใน  
(A) แหล่งคาร์บอนผสมระหว่างน ้าออ้ยกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรตในอตัราส่วน 15:5 10:10 และ 5:15 
กรัมต่อลิตรต่อกรัมต่อลิตร  
(B) แหล่งคาร์บอนผสมระหว่างน ้าออ้ยกบัเกลือโซเดียมโพรพิโอเนตในอตัราส่วน 15:5 10:10 และ 
5:15 กรัมต่อลิตรต่อกรัมต่อลิตร 

(A) 

(A) 

(B) 
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ต่อมา  จึงแปรสัดส่วนของแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยซ่ึงใชเ้ป็นสารตั้งตน้ของโม
โนเมอร์ 3HB กบัเกลือโซเดียมวาเลอเรตซ่ึงใชเ้ป็นสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HV โดยก าหนดใหมี้
ความเขม้ขน้รวมของแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรตเท่ากบั 20.0 กรัม
ต่อลิตร   แปรอตัราส่วนของน ้าออ้ยต่อเกลือโซเดียมวาเลอเรต  ดงัน้ี  19:1  18:2  17:3  16:4          
15:5  14:6  13:7  12:8  11:9  10:10  9:11  8:12  7:13  6:14  5:15  4:16  3:17  2:18  และ  1:19             
กรัมต่อลิตรต่อกรัมต่อลิตร ตามล าดบั  เพื่อติดตามดูการเจริญ  การผลิตและสะสม PHBV รวมถึง
สัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV  ในโคพอลิเมอร์ของ B. megaterium P-12  ดงัแสดงในตารางท่ี  8  ถึง 
12  (ภาคผนวก จ)   และรูปท่ี 4.32  ถึง  4.36 
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รูปท่ี 4.32  (A-D)   น ้าหนกัเซลลแ์หง้   ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV   ปริมาณน ้าตาลทั้งหมด  
ปริมาณเกลือโซเดียมวาเลอเรต และปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟต เม่ือเล้ียง  B. megaterium   P-12  
ในอาหาร  MSM  ท่ีมีแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยต่อเกลือโซเดียมวาเลอเรตในอตัราส่วน 
20:0   ถึง   17:3   ตามล าดบั

105 

 

(A) (B) 

(C) (D) 

(E) 
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รูปท่ี 4.33   (E-H)   น ้าหนกัเซลลแ์หง้   ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV  ปริมาณน ้าตาลทั้งหมด  
ปริมาณเกลือโซเดียมวาเลอเรต และปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟต เม่ือเล้ียง  B. megaterium   P-12  
ในอาหาร MSM ท่ีมีแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยต่อเกลือโซเดียมวาเลอเรตในอตัราส่วน 
16:4   ถึง   13:7   ตามล าดบั

 

(O) 

(E) (F) 

(G) (H) 
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รูปท่ี 4.34  (I-L)    น ้าหนกัเซลลแ์หง้   ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV  ปริมาณน ้าตาลทั้งหมด  
ปริมาณเกลือโซเดียมวาเลอเรต และปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟต เม่ือเล้ียง  B. megaterium   P-12  
ในอาหาร MSM ท่ีมีแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยต่อเกลือโซเดียมวาเลอเรตในอตัราส่วน 
12:8   ถึง   9:11   ตามล าดบั 

106 

(I) (J) 

(K) (L) 
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รูปท่ี 4.35  (M-P)   น ้าหนกัเซลลแ์หง้    ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV  ปริมาณน ้าตาลทั้งหมด  
ปริมาณเกลือโซเดียมวาเลอเรต และปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟต เม่ือเล้ียง  B. megaterium   P-12  
ในอาหาร MSM ท่ีมีแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยต่อเกลือโซเดียมวาเลอเรตในอตัราส่วน 
8:12   ถึง    5:15    ตามล าดบั

(M) (N) 

(O) (P) 
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รูปท่ี 4.36   (Q-T)   น ้าหนกัเซลลแ์หง้   ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV  ปริมาณน ้าตาลทั้งหมด  
ปริมาณเกลือโซเดียมวาเลอเรต และปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟต เม่ือเล้ียง  B. megaterium   P-12  
ในอาหาร MSM ท่ีมีแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยต่อเกลือโซเดียมวาเลอเรตในอตัราส่วน 
4:16   ถึง   1:19   ตามล าดบั

(T) 

(Q) (R) 

(S) 

(Q) 
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 ชนิดและปริมาณของแหล่งคาร์บอนมีผลโดยตรงต่อสัดส่วนโมโนเมอร์ 3HV ท่ีเป็น
องคป์ระกอบภายในโคพอลิเมอร์  PHBV  ซ่ึงโดยทัว่ไป  เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของโคสับเสรต 3HV 
ลงในอาหารเหลวส าหรับการผลิตโคพอลิเมอร์  เช่น    กรดโพรพิโอนิกหรือเกลือโซเดียมโพรพิโอ
เนต  กรดวาเลอริกหรือเกลือโซเดียมวาเลอเรต  เป็นตน้    จะมีผลท าใหโ้มลเปอร์เซ็นตข์อง 3HV 
เพิ่มข้ึน  (Rhee และคณะ, 1993)   สอดคลอ้งกบัผลการทดลองในงานวิจยัน้ี  โดยพบวา่ เม่ือเพิ่ม
ความเขม้ขน้ของโคสับเสรต 3HV (ในท่ีน้ีคือ เกลือโซเดียมวาเลอเรต)  สัดส่วนโมลเปอร์เซ็นตข์อง
โมโนเมอร์ 3HV ในโคพอลิเมอร์  จะเพิ่มข้ึนตามล าดบั     ดงัแสดงในตารางท่ี 4.6 และรูปท่ี 4.37 
 
 Nobes และคณะ (1994) ; Barker และคณะ (1997) ; Sudesh และคณะ (2000) ; Volova, 
(2004) ; Rudnik (2008)  รายงานวา่   โคพอลิเมอร์ PHBV   ท่ีมีสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV   อยู่
ในช่วงระหวา่ง 20 ถึง 30 โมลเปอร์เซ็นต ์  เป็นโคพอลิเมอร์ท่ีมีสมบติัเหมาะสมในการน าไปใช้
ประโยชน์มากท่ีสุด   โดยพบวา่  สามารถน าไปข้ึนรูปเป็นแผน่ฟิลม์ท่ีมีความยดืหยุน่ได ้     ซ่ึงจาก
ผลการทดลอง  พบวา่   เม่ือเล้ียง  B. megaterium P-12  ในอาหาร MSM  ท่ีมีความเขม้ขน้ของแหล่ง
คาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยซ่ึงมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวมเท่ากบั 10.0 กรัมต่อลิตรต่อเกลือ
โซเดียมวาเลอเรต 10.0 กรัมต่อลิตร และมีแอมโมเนียมซลัเฟต 1.0 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งไนโตรเจน 
สามารถใหส้ัดส่วนโมลเปอร์เซ็นตข์องโมโนเมอร์ 3HV อยูใ่นช่วงท่ีตอ้งการ คือ มีปริมาณโมโน
เมอร์ 3HV เท่ากบั 21 โมลเปอร์เซ็นต ์   
 
 ส าหรับเกณฑท่ี์ใชใ้นการพิจารณาเลือกอตัราส่วนของแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ย
กบัเกลือโซเดียมวาเลอเรตซ่ึงใชเ้ป็นสารตั้งตน้ส าหรับผลิตเป็นโมโนเมอร์ 3HB และ 3HV ไดแ้ก่ 
น ้าหนกัเซลลแ์หง้   ความเขม้ขน้และปริมาณโคพอลิเมอร์  PHBV  รวมทั้งสัดส่วนของโมโนเมอร์ 
3HV ท่ีเป็นองคป์ระกอบภายในโคพอลิเมอร์   ซ่ึงท่ีความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่ง
น ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรวมเท่ากบั 10.0 กรัมต่อลิตรต่อเกลือโซเดียมวาเลอเรต 10.0 กรัม
ต่อลิตร   มีสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV เท่ากบั 21 โมลเปอร์เซ็นต ์ (ดงัตารางท่ี 4.6) ซ่ึงเป็นค่าท่ีอยู่
ในช่วงท่ีตอ้งการ คือ  มีปริมาณ 3HV ตั้งแต่ 20 ถึง 30 โมลเปอร์เซ็นต ์   และขณะเดียวกนัก็ยงัให้
น ้าหนกัเซลลแ์หง้และปริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV สูงสุดเม่ือเทียบกบัการใชแ้หล่งคาร์บอนผสมท่ี
อตัราส่วนอ่ืนๆ (9:11 8:12 7:13 6:14 5:15 และ4:16)    จึงเลือกความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอนผสม
ระหวา่งน ้าออ้ยกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรตท่ีอตัราส่วนน้ีเพื่อการศึกษาในขั้นตอนต่อไป 
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ตารางท่ี 4.6  น ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดและปริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV ท่ีผลิตไดสู้งสุด  รวมทั้ง
สัดส่วนโมลเปอร์เซ็นตข์องโมโนเมอร์ 3HB และ 3HV ท่ีเป็นองคป์ระกอบในโคพอลิเมอร์  เม่ือ
เล้ียง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ท่ีมีแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยกบัเกลือโซเดียม
วาเลอเรตในอตัราส่วนต่างๆ 

 
sugarcane liquor 

(gL-1) 
: sodium valerate 

(gL-1) 
 

 
maximum 

DCW 
(gL-1) 

 

 
maximum 

PHA content 
(% DCW) 

 
PHA composition  

(mol %) 

 
3HB 

 
3HV 

20:0 9.22±0.03 56.46±0.38 100 0 
19:1 6.68±0.03 50.20±0.29 97 3 
18:2 6.45±0.05 49.15±0.34 93 7 
17:3 5.42±0.03 45.25±0.23 92 8 
16:4 5.08±0.04 44.32±0.28 88 12 
15:5 4.39±0.04 40.24±0.27 86 14 
14:6 4.15±0.03 39.32±0.31 85 15 
13:7 3.85±0.05 36.71±0.52 84 16 
12:8 3.72±0.03 35.45±0.51 82 18 
11:9 3.43±0.03 32.65±0.31 81 19 

10:10 3.19±0.04 29.78±0.20 79 21 
9:11 2.86±0.04 27.75±0.39 77 23 
8:12 2.73±0.03 25.87±0.39 76 24 
7:13 2.62±0.03 24.45±0.58 74 26 
6:14 2.58±0.05 23.36±0.35 73 27 
5:15 2.34±0.05 21.08±0.16 72 28 
4:16 2.24±0.05 19.95±0.19 70 30 
3:17 2.18±0.03 18.53±0.31 68 32 
2:18 2.09±0.06 16.56±0.22 65 35 
1:19 1.94±0.05 13.93±0.16 64 36 
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รูปท่ี 4.37  เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดและปริมาณพอลิเมอร์ PHBV ท่ีผลิตไดสู้งสุด รวมทั้งสัดส่วนโมลเปอร์เซ็นตข์องโมโนเมอร์ 3HB และ 3HV ท่ีเป็น
องคป์ระกอบในโคพอลิเมอร์  เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM  ท่ีมีแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยต่อเกลือโซเดียมวาเลอเรตในอตัราส่วนต่างๆ
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 แต่เน่ืองจากท่ีความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยซ่ึงมีความเขม้ขน้ของ
น ้าตาลรวมเท่ากบั 10.0 กรัมต่อลิตรต่อเกลือโซเดียมวาเลอเรต 10.0 กรัมต่อลิตร ยงัมีน ้าหนกัเซลล์
แหง้และปริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV ต ่าอยู ่    ดงันั้น     จึงตอ้งหาแนวทางในการเพิ่มผลผลิตให้
สูงข้ึน   ซ่ึงทางหน่ึงก็คือ การเพิ่มความเขม้ขน้ของเซลล ์   ซ่ึงท าไดโ้ดยการหาแหล่งไนโตรเจน
แหล่งใหม่ท่ีช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของเช้ือ B. megaterium P-12 ทดแทนการใชแ้อมโมเนียม
ซลัเฟต 

4.4 ผลของแหล่งไนโตรเจนทีม่ีต่อการเจริญ   การผลติโคพอลเิมอร์ PHBV และสัดส่วนของโมโน
เมอร์ 3HV ใน PHBV   

 4.4.1 ผลของชนิดแหล่งไนโตรเจน  
 จุลินทรียส์ามารถใชไ้นโตรเจนทั้งท่ีอยูใ่นรูปสารประกอบอินทรีย ์  เช่น กรดอะมิโน เคซีน 
เปบโตน  ยเูรีย และยสีตส์กดั  รวมถึงสามารถใชใ้นรูปสารประกอบอนินทรียไ์นโตรเจน ไดแ้ก่ 
เกลือแอมโมเนียมต่างๆ   เช่น แอมโมเนียมซลัเฟต  แอมโมเนียมคลอไรด ์  แอมโมเนียมไนเตรต    
เป็นตน้  (Bormann และคณะ, 1998) 
 จุลินทรียโ์ดยทัว่ไป สามารถผลิตและสะสม PHAs ไดเ้ม่ือมีการจ ากดัสารอาหารบางชนิด 
เช่น ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ออกซิเจน เป็นตน้  ขณะท่ีมีแหล่งคาร์บอนมากเกินพอ โดย Annuar 
และคณะ (2003) รายงายไวว้า่  การจ ากดัปริมาณไนโตรเจนมีผลต่อการสังเคราะห์ PHAs มากกวา่
การจ ากดัธาตุอาหารชนิดอ่ืน  
 
 จากผลการทดลองก่อนหนา้ในงานวจิยัน้ี พบวา่ การใชแ้อมโมเนียมซลัเฟตซ่ึงเป็นอนิน 
ทรียไ์นโตรเจนเป็นแหล่งไนโตรเจน  ยงัไดน้ ้าหนกัเซลลแ์หง้   ความเขม้ขน้และปริมาณโคพอลิ
เมอร์ PHBV ต  ่าอยู ่  จึงไดศึ้กษาการใชแ้หล่งอินทรียไ์นโตรเจนซ่ึงไดแ้ก่  ยเูรีย เป็นแหล่งไนโตรเจน
เพื่อใชใ้นการผลิต PHBV แทนแอมโมเนียมซลัเฟต     เน่ืองจาก  Loo และ Sudesh (2007b)   พบวา่  
ยเูรียเป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีดีส าหรับการผลิต PHAs   เน่ืองจากช่วยส่งเสริมการสร้าง PHAs และยงั
มีราคาถูกเม่ือเทียบกบัแหล่งไนโตรเจนอ่ืนๆ และในงานวจิยัของคณะผูว้ิจยัเอง ก็ไดมี้การใชย้เูรีย
เป็นแหล่งไนโตรเจนในการผลิต P(3HB)  ดงันั้น  ในการทดลองขั้นต่อไป    จึงเลือกใชย้เูรียเป็น
แหล่งอินทรียไ์นโตรเจนแทนการใชแ้อมโมเนียมซลัเฟตซ่ึงเป็นอนินทรียไ์นโตรเจน ซ่ึงคาดวา่น่าจะ
ไดค้วามเขม้ขน้ของเซลลแ์ละปริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV  สูงข้ีนได ้
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 เม่ือเล้ียง B.megaterium P-12 ในอาหาร MSM ซ่ึงมีน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวม 
10.0 กรัมต่อลิตรต่อเกลือโซเดียมวาเลอเรต 10.0 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งคาร์บอน และมีแอมโมเนียม
ซลัเฟต  1.0 กรัมต่อลิตรกบัยเูรียท่ีมีโมลของไนโตรเจนเท่ากบัแอมโมเนียมซลัเฟตซ่ึงคิดเป็น 0.5 
กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งไนโตรเจน   พบวา่ B. megaterium P-12 สามารถเจริญ    ผลิตและสะสมโค
พอลิเมอร์ PHBV  เม่ือเล้ียงในแอมโมเนียมซลัเฟตไดสู้งกวา่เม่ือเล้ียงในยเูรีย   เน่ืองจากไดน้ ้าหนกั
เซลลแ์หง้   ความเขม้ขน้และปริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV สูงกวา่อยา่งมีนยัส าคญั  ท่ีระดบัความ
เช่ือมัน่ 95  เปอร์เซ็นต ์ (เม่ือ P < 0.05 : ANOVA test ภาคผนวก ฉ)   โดยมีค่าเท่ากบั 3.19 กรัมต่อ
ลิตร  0.95 กรัมต่อลิตร  และ 29.78  เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้  ตามล าดบั   ณ ชัว่โมงท่ี 6 
ของการเล้ียงเช้ือ    ดงัแสดงในตารางท่ี 13  (ภาคผนวก จ) และรูปท่ี 4.38 
 

รูปท่ี 4.38  เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้    ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV สูงสุด      เม่ือเล้ียง     
B. megaterium P-12  ในแหล่งไนโตรเจนท่ีเป็นแอมโมเนียมซลัเฟตซ่ึงมีความเขม้ขน้ 1.0 กรัมต่อ
ลิตรกบัยเูรียท่ีมีโมลของไนโตรเจนเท่ากบัแอมโมเนียมซลัเฟต ซ่ึงคิดเป็น 0.5 กรัมต่อลิตร  
(สญัลกัษณ์ abc แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั เม่ือ P< 0.05 : ANOVA test) 
 
 ส าหรับความสามารถในการเจริญ    ผลิตและสะสม PHBV ของ B.megaterium  P-12  
รวมถึงความสามารถในการใชแ้หล่งไนโตรเจนท่ีอยูใ่นรูปของสารประกอบอนินทรีย ์ (แอมโมเนียม
ซลัเฟต) และสารประกอบอินทรีย ์(ยเูรีย)    ดงัแสดงในรูปท่ี  4.39 และ 4.40  ตามล าดบั 

a 

c 

b 
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รูปท่ี 4.39 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV ปริมาณน ้าตาลทั้งหมด ปริมาณเกลือ
โซเดียมวาเลอเรต และปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟต เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM 
ท่ีมีแอมโมเนียมซลัเฟต 1.0 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งไนโตรเจน 

รูปท่ี 4.40 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV ปริมาณน ้าตาลทั้งหมด ปริมาณเกลือ
โซเดียมวาเลอเรต และปริมาณยเูรีย เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ท่ีมียเูรียท่ีมี     
โมลของไนโตรเจนเท่ากบัแอมโมเนียมซลัเฟต ซ่ึงคิดเป็น 0.5 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งไนโตรเจน 



113 
 

เม่ือเล้ียง B.megaterium P-12 ในอาหาร MSM   ท่ีมียเูรียเป็นแหล่งไนโตรเจน     มีค่าอตัรา
การผลิต  PHBV  และ  Yx/s   สูงกวา่เม่ือเล้ียงในแอมโมเนียมซลัเฟต      โดยมีค่าเท่ากบั  0.067  
กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง  และ  0.121   ตามล าดบั     แต่ใหค้่า Yp/x ใกลเ้คียงกนัและใหค้่า  Yp/s  ต ่า
กวา่   (แสดงในรูปท่ี 4.40)     ทั้งน้ีเน่ืองจาก   B.megaterium P-12    สามารถเจริญ       ผลิตและ
สะสม PHBV ไดสู้งเฉพาะช่วงแรกของการเล้ียงเช้ือเม่ือใชแ้อมโมเนียมซลัเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจน    
แต่หลงัจากชัว่โมงท่ี 12  ของการเล้ียงเช้ือไปแลว้  พบวา่  ปริมาณ PHBV  และน ้าหนกัเซลลแ์หง้
ลดลงอยา่งรวดเร็ว   ขณะท่ีเม่ือเล้ียง B.megaterium P-12  ในยเูรีย  พบวา่  จุลินทรียย์งัสามารถเจริญ 
ผลิตและสะสม PHBV ไดสู้งตลอดระยะเวลาการเล้ียงเช้ือ  โดยมีน ้าหนกัเซลลแ์หง้    ความเขม้ขน้
และปริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV สูงสุดท่ีชัว่โมง 12 ของการเล้ียงเช้ือ   ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 2.91 กรัมต่อ
ลิตร  0.80 กรัมต่อลิตร และ 27.66 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้  ตามล าดบั     และเม่ือส้ินสุด
การเล้ียงเช้ือ  พบวา่  น ้าหนกัเซลลแ์หง้   ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV  เม่ือใชย้เูรียเป็นแหล่ง
ไนโตรเจนมีค่าสูงกวา่เม่ือใชแ้อมโมเนียมซลัเฟตถึง 2  เท่า   ดงัแสดงในตารางท่ี 13 (ภาคผนวก จ)
และ รูปท่ี 4.41  
 

รูปท่ี 4.41  เปรียบเทียบค่าอตัราการผลิต PHBV   Yp/x  Yp/s  และ  Yx/s  เม่ือเล้ียง   B. megaterium 
P-12  ในอาหาร MSM   ท่ีมีแอมโมเนียมซลัเฟต  1.0 กรัมต่อลิตรกบัยเูรียท่ีมีโมลของไนโตรเจน
เท่ากบัแอมโมเนียมซลัเฟต  ซ่ึงคิดเป็น 0.5 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งไนโตรเจน 
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 จากผลการทดลองขา้งตน้ แสดงใหเ้ห็นวา่ยเูรียเหมาะท่ีจะใชเ้ป็นแหล่งไนโตรเจนในอาหาร
เหลวส าหรับการผลิต MSM       เพื่อใชใ้นการผลิตเป็นโคพอลิเมอร์ PHBV เน่ืองจากใหค้่าอตัราการ
ผลิต PHBV  และ  Yx/s สูงกวา่การใชแ้อมโมเนียมซลัเฟต   รวมทั้งยงัมีราคาถูกกวา่แอมโมเนียม
ซลัเฟต    ซ่ึงช่วยท าใหร้าคาตน้ทุนการผลิต PHBV  ในระดบัอุตสาหกรรมต ่าลงได ้
  
 4.4.2 ผลของปริมาณแหล่งไนโตรเจน 
 นอกจากชนิดของแหล่งไนโตรเจนแลว้ปริมาณหรือความเขม้ขน้ของแหล่งไนโตรเจนก็ยงั
เป็นอีกหน่ึงปัจจยัส าคญัท่ีมีผลต่อการเจริญ ผลิตและสะสมโคพอลิเมอร์ PHBV เน่ืองจากการ          
มีแหล่งไนโตรเจนปริมาณมากเกินไป มีผลท าใหแ้บคทีเรียน าไปใชใ้นการเจริญมากกวา่ จนไม่ผลิต
หรือผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV ไดน้อ้ย      ดงันั้น การสังเคราะห์ PHBV จะเกิดข้ึนสูงสุด ณ ความ
เขม้ขน้ของไนโตรเจนท่ีเหมาะสมค่าหน่ึงเท่านั้น (critical concentration) (Ramsay และคณะ, 1992 ;  
Beaulieu และคณะ, 1995)   

  ผลการศึกษา   พบวา่    เม่ือมีความเขม้ขน้ของยเูรียเพิ่มข้ึน   B. megaterium P-12    
สามารถเจริญเติบโตไดดี้ข้ึน   แต่สังเคราะห์และสะสมโคพอลิเมอร์ไดน้อ้ยลง  โดยเช้ือเจริญไดดี้
ท่ีสุดในอาหาร MSM  ท่ีมีความเขม้ขน้ของยเูรียเท่ากบั 3.0   กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งไนโตรเจน        
เน่ืองจากไดน้ ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดเท่ากบั 4.1 กรัมต่อลิตร    ซ่ึงสูงกวา่ท่ีความเขม้ขน้อ่ืนๆอยา่งมี
นยัส าคญั   ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95   เปอร์เซ็นต ์   (เม่ือ P < 0.05 : ANOVA test ภาคผนวก ฉ)  
ขณะท่ีไดค้วามเขม้ขน้และปริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV สูงสุดเม่ือเล้ียง  B. megaterium P-12   ใน
อาหาร MSM   ท่ีมีความเขม้ขน้ของยเูรียเท่ากบั  1.0 กรัมต่อลิตร    โดยมีค่าเท่ากบั 1.40  กรัมต่อลิตร   
และ 37.06  เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้ าหนกัเซลลแ์หง้   ตามล าดบั ณ  ชัว่โมงท่ี 12  ของการเล้ียงเช้ือ      ซ่ึง
สูงกวา่เม่ือเล้ียงในยเูรียท่ีความเขม้ขน้อ่ืนๆอยา่งมีนยัส าคญั   ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์   
(เม่ือ P< 0.05 : ANOVA test ภาคผนวก ฉ)    ดงัแสดงในตารางท่ี  14 ถึง 15  (ภาคผนวก จ)   และรูป
ท่ี 4.42  ถึง 4.43  ตามล าดบั 

 เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12  ในอาหาร  MSM  ท่ีมียเูรีย 1.0  กรัมต่อลิตรเป็นแหล่ง
ไนโตรเจน   พบวา่   มีค่าอตัราการผลิต    Yp/x   Yp/s  และ Yx/s  สูงสุด   เท่ากบั 0.117  กรัมต่อ
ลิตรต่อชัว่โมง  0.533   0.086  และ  0.160   ตามล าดบั     ซ่ึงสูงกวา่เม่ือเล้ียงท่ียเูรียความเขม้ขน้อ่ืนๆ
ดงัแสดงในรูปท่ี4.44
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รูปท่ี 4.42 เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของยเูรียเท่ากบั  0.5   1.0   1.5    
2.0    2.5    และ  3.0   กรัมต่อลิตร (สญัลกัษณ์  abcde  แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั เม่ือ P<  0.05 : ANOVA test  เม่ือก าหนดใหย้เูรียท่ีมีความเขม้ขน้เท่ากบั  1.0 กรัมต่อลิตรเป็นชุด
ควบคุม) *ยกเวน้ในกรณีน ้าหนกัเซลลแ์ห้ง  ก าหนดให้ยเูรียท่ีมีความเขม้ขน้เท่ากบั  3.0 กรัมต่อลิตรเป็นชุดควบคุม
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รูปท่ี  4.43  (A-F)   น ้าหนกัเซลลแ์หง้     ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV  ปริมาณน ้าตาลทั้งหมด  ปริมาณเกลือโซเดียมวาเลอเรต และปริมาณยเูรีย  เม่ือเล้ียง                
B. megaterium P-12  ในอาหาร MSM ซ่ึงมียเูรียท่ีมีความเขม้ขน้เท่ากบั   0.5  1.0  1.5  2.0  2.5  และ  3.0    กรัมต่อลิตร  ตามล าดบั  เป็นแหล่งไนโตรเจน
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รูปท่ี 4.44   เปรียบเทียบค่าอตัราการผลิต  PHBV  Yp/x  Yp/s  และ Yx/s  เม่ือเล้ียง B.megaterium P-12  ในอาหาร MSM  ซ่ึงมียเูรียท่ีมีความเขม้ขน้เท่ากบั  0.5  1.0  1.5  
2.0  2.5  และ 3.0 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งไนโตรเจน  
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 จากการศึกษาสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV ท่ีเป็นองคป์ระกอบภายในโคพอลิเมอร์ PHBV  
เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12   ในอาหาร MSM  ท่ีมียเูรียเป็นแหล่งไนโตรเจน     พบวา่      ท่ีความ
เขม้ขน้ของยเูรียเท่ากบั  1.0 กรัมต่อลิตร  ไดป้ริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV สูงสุด  เท่ากบั 37.06 
เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้  โดยมีปริมาณโมโนเมอร์ 3HV  เท่ากบั 21  โมลเปอร์เซ็นต ์   
ขณะท่ีความเขม้ขน้ของยเูรียเท่ากบั 3.0 กรัมต่อลิตร  ไดป้ริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV ต  ่าสุด เท่ากบั 
16.13 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้ โดยมีปริมาณโมโนเมอร์ 3HV เท่ากบั 35 โมลเปอร์เซ็นต ์  
ดงันั้น   จากการทดลองน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่  ความเขม้ขน้ของยเูรียมีผลโดยตรงต่อสัดส่วนของโมโน
เมอร์ 3HV เน่ืองจากเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของยเูรียใหสู้งข้ึน  จะมีผลท าใหป้ริมาณโมโนเมอร์ 3HV 
ท่ีเป็นองคป์ระกอบภายในโคพอลิเมอร์ PHBV  เพิ่มข้ึน      ดงัแสดงในรูปท่ี 4.45 

รูปท่ี 4.45  น ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดและปริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV ท่ีผลิตไดสู้งสุด รวมทั้งสัดส่วน
โมลเปอร์เซ็นตข์องโมโนเมอร์ 3HB และ 3HV ท่ีเป็นองคป์ระกอบในโคพอลิเมอร์ PHBV เม่ือเล้ียง 
B.megaterium P-12 ในยเูรียท่ีมีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 0.5 ถึง 3.0 กรัมต่อลิตร 
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 จากผลการทดลองขา้งตน้   จึงสามารถสรุปไดว้า่   ยเูรียท่ีมีความเขม้ขน้เท่ากบั  1.0    กรัม
ต่อลิตรเป็นความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมท่ีสุดท่ีจะใชเ้ป็นแหล่งไนโตรเจนส าหรับการเจริญ การผลิตและ
สะสมโคพอลิเมอร์ PHBV ของ B.megaterium P-12   
 นอกจากแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนซ่ึงถือเป็นปัจจยัหลกัท่ีมีผลต่อการเจริญ  การ
ผลิตและสะสมโคพอลิเมอร์ PHBV   รวมทั้งสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV ใน PHBV แลว้  
ภาวะการเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตโคพอลิเมอร์ ไดแ้ก่ ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของ
อาหารส าหรับการผลิต MSM และปริมาณอากาศ ก็ยงัเป็นอีกปัจจยัส าคญัท่ีมีผลต่อการเจริญและ
การสังเคราะห์พอลิเมอร์ 

4.5 ภาวะการเลีย้งเช้ือทีม่ีผลต่อการเจริญ     การผลติโคพอลเิมอร์ PHBV และสัดส่วนของโมโน
เมอร์ 3HV ใน PHBV 

 4.5.1 ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมต้นของอาหารเหลวส าหรับการผลติ 
 ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารเล้ียงเช้ือมีผลต่อการเจริญของจุลินทรียแ์ละการผลิต 
PHAs   Kinoshita และคณะ (1991)  พบวา่   หากตอ้งการผลิต PHAs ควรท าการควบคุมค่าความ
เป็นกรด-ด่างไม่ใหต้  ่ากวา่ 7.0   เพื่อป้องกนัไม่ใหค้่าความเป็นกรด-ด่างลดลงอยูใ่นภาวะท่ีเป็นกรด
มากเกินไป    
 

เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12  ในอาหารเหลวส าหรับการผลิต MSM  ท่ีมีค่าความเป็นกรด-
ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 7.0  พบวา่  B. megaterium P-12  เจริญและผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV ไดสู้งกวา่
เม่ือเล้ียงในอาหารเหลว MSM ท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 6.0 และ 8.0 อยา่งมีนยัส าคญั 
ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์  (เม่ือ P < 0.05 : ANOVA test ภาคผนวก ฉ)   โดยมีน ้าหนกั
เซลลแ์หง้  ความเขม้ขน้ของ  PHBV  และปริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV เท่ากบั 3.78 กรัมต่อลิตร  
1.40  กรัมต่อลิตร และ  37.06 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้  ตามล าดบั  ณ  ชัว่โมงท่ี 12  ของ
การเล้ียงเช้ือ   แสดงในตารางท่ี 16  (ภาคผนวก จ)  รูปท่ี  4.46 และ 4.47 
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รูปท่ี 4.46 เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้    ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV   เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM    ท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 
6.0  7.0 และ 8.0 (สญัลกัษณ์ ab  แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั เม่ือ P< 0.05 : ANOVA test  เม่ือก าหนดใหค้่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารเหลวส าหรับการผลิต MSM  เท่ากบั 
7.0  เป็นชุดควบคุม)  
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รูปท่ี 4.47 (A-C) น ้าหนกัเซลลแ์หง้  ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด 
ปริมาณเกลือโซเดียมวาเลอเรต และปริมาณยเูรีย  เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM    
ท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 6.0  7.0  และ  8.0  ตามล าดบั 
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เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM  ท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 7.0   
พบวา่   มีค่าอตัราการผลิต  Yp/x   Yp/s  และ Yx/s   สูงสุดเท่ากบั  0.117  กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง   
0.533   0.086  และ  0.160  ตามล าดบั  ซ่ึงสูงกวา่เม่ือเล้ียงในอาหาร  MSM   ท่ีมีค่าความเป็นกรด-
ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั  6.0 และ 8.0       ดงัแสดงในรูปท่ี 4.48 
 

รูปท่ี 4.48  เปรียบเทียบค่าอตัราการผลิต P(3HB)  Yp/x  Yp/s  และ Yx/s  เม่ือเล้ียง B. megaterium   
P-12 ในอาหาร  MSM  ซ่ึงมีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั  6.0   7.0   และ  8.0  
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 จากการศึกษาสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV ท่ีเป็นองคป์ระกอบภายในโคพอลิเมอร์ PHBV   
เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12   ในอาหารเหลวส าหรับการผลิต MSM  ท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่าง
เร่ิมตน้เท่ากบั 6.0  7.0  และ  8.0    พบวา่   ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารเล้ียงเช้ือเท่ากบั 
7.0   ไดป้ริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV สูงสุด  ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 37.06 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้    
โดยมีปริมาณโมโนเมอร์ 3HV เท่ากบั 21 โมลเปอร์เซ็นต ์    ขณะท่ีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของ
อาหารเล้ียงเช้ือเท่ากบั 6.0   ไดป้ริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV ต ่าสุด   ซ่ึงมีค่าเทา่กบั 15.23 เปอร์เซ็นต์
โดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้    โดยมีปริมาณโมโนเมอร์ 3HV  เท่ากบั 18 โมลเปอร์เซ็นต ์      ดงันั้น     จาก
การทดลองน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่   ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารเหลวส าหรับการผลิต MSM  
มีผลโดยตรงต่อสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV ท่ีเป็นองคป์ระกอบภายใน PHBV โดยพบวา่ ท่ีค่า
ความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารเล้ียงเช้ือสูงข้ึน  ท าใหมี้ปริมาณโมโนเมอร์ 3HV เพิ่มข้ึน        
ดงัแสดงในรูปท่ี 4.49 

รูปท่ี 4.49  น ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดและปริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV ท่ีผลิตไดสู้งสุด รวมทั้งสัดส่วน
โมลเปอร์เซ็นตข์องโมโนเมอร์ 3HB และ 3HV ท่ีเป็นองคป์ระกอบในโคพอลิเมอร์ PHBV เม่ือเล้ียง 
B. megaterium P-12 ในอาหารเหลวส าหรับการผลิต MSM ท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 
6.0  7.0  และ  8.0 
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 จากผลการทดลองดงักล่าว สรุปไดว้า่ ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารเหลว
ส าหรับการผลิต MSM  เท่ากบั 7.0     B.megaterium P-12    สามารถเจริญ     ผลิตและสะสมโคพอลิ
เมอร์ PHBV ไดสู้งสุด  โดยมีปริมาณโมโนเมอร์ 3HV เท่ากบั 21 โมลเปอร์เซ็นตเ์ป็นองคป์ระกอบ
ภายในโคพอลิเมอร์ 
 

4.5.2 ปริมาณอากาศ  
 โดยทัว่ไป การสังเคราะห์พอลิเมอร์ PHAs จะเกิดข้ึนได ้ จะตอ้งมีการจ ากดัปริมาณอากาศ
หรือออกซิเจนให้อยูใ่นระดบัท่ีเหมาะสม คือตอ้งเพียงพอส าหรับใชใ้นการสร้างพลงังานและการ
หายใจระดบัเซลล ์    แต่จะตอ้งไม่มากเกินไปจนเซลลน์ าไปใชใ้นการเจริญเติบโต แต่ไม่สะสม 
PHAs (Pozo และคณะ, 2002) 
 
 ส าหรับการศึกษาปริมาณอากาศท่ีเหมาะสม เพื่อให้เกิดการสังเคราะห์และสะสมโคพอลิ
เมอร์ PHBV ไดสู้งสุดในงานวจิยัน้ี  ท าไดโ้ดยการแปรปริมาตรของอาหารเล้ียงเช้ือซ่ึงบรรจุในขวด
ทดลองปริมาตร 250  มิลลิลิตร  เท่ากบั    25   50   75  และ   100  มิลลิลิตร   
 ผลการศึกษา   พบวา่    B. megaterium  P-12   ท่ีเล้ียงในขวดทดลองปริมาตร 250 มิลลิลิตร
ท่ีมีปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ MSM เท่ากบั 50 มิลลิลิตร     สามารถเจริญและผลิตโคพอลิเมอร์ 
PHBV  ไดสู้งกวา่เม่ือเล้ียงในขวดทดลองท่ีมีปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ MSM  เท่ากบั 25  75 และ  
100   มิลลิลิตร  อยา่งมีนยัส าคญั   ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์   (เม่ือ P < 0.05 : ANOVA 
test ภาคผนวก ฉ)   โดยมีน ้าหนกัเซลลแ์หง้    ความเขม้ขน้และปริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV เท่ากบั   
3.78 กรัมต่อลิตร  1.40 กรัมต่อลิตร และ 37.06 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ตามล าดบั  ณ  
ชัว่โมงท่ี 12  ของการเล้ียงเช้ือ   แสดงในตารางท่ี 17 (ภาคผนวก จ)  และรูปท่ี 4.50 ถึง 4.51 
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รูปท่ี 4.50 เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้   ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV   เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12  ในปริมาณอากาศแตกต่างกนั  ซ่ึงท าไดโ้ดยการแปรปริมาตร
ของอาหารเหลวส าหรับการผลิต MSM เท่ากบั  25 50 75 และ100 มิลลิลิตรในขวดทดลองปริมาตร 250 มิลลิลิตร (สญัลกัษณ์ abc แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั เม่ือ        
P < 0.05 : ANOVA test   เม่ือก าหนดใหข้วดทดลองท่ีมีปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ MSM เท่ากบั 50 มิลลิลิตรเป็นชุดควบคุม) 

cultivation time (h) 
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รูปท่ี 4.51 (A-D) น ้าหนกัเซลลแ์หง้  ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด 
ปริมาณเกลือโซเดียมวาเลอเรต และปริมาณยเูรีย  เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในขวดทดลองท่ีมี
ปริมาตรของอาหารเหลวส าหรับการผลิต MSM  เท่ากบั  25  50  75 และ  100 มิลลิลิตร  ตามล าดบั 
 

(A) 

(B) 

(C) (D) 

(A) 
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เม่ือเล้ียง B.megaterium P-12 ในอาหาร MSM  ท่ีมีปริมาณอากาศแตกต่างกนั โดยแปร
ปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือซ่ึงบรรจุในขวดทดลองปริมาตร 250  มิลลิลิตร เท่ากบั 25 50 75 และ 100 
มิลลิลิตร  พบวา่  ท่ีปริมาตรของอาหารเหลวส าหรับการผลิต MSM เท่ากบั 50 มิลลิลิตร   มีค่าอตัรา
การผลิต   Yp/x    Yp/s  และ  Yx/s  สูงสุด   เท่ากบั  0.117  กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง    0.533    0.086  
และ  0.160  ตามล าดบั    ซ่ึงสูงกวา่ท่ีปริมาตรของอาหาร MSM  เท่ากบั   25  75 และ 100 มิลลิลิตร   
แสดงในรูปท่ี 4.52 
 

รูปท่ี 4.52 เปรียบเทียบค่าอตัราการผลิต  PHBV  Yp/x  Yp/s  และ Yx/s  เม่ือเล้ียง B. megaterium     
P-12 ในขวดทดลองปริมาตร 250 มิลลิลิตรซ่ึงมีปริมาตรของอาหารเหลวส าหรับการผลิต MSM 
เท่ากบั 25 50 75 และ 100 มิลลิลิตร  
 
 
 



128 
 

 ผลการศึกษาสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV ท่ีเป็นองคป์ระกอบภายในโคพอลิเมอร์ PHBV  
เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12  ในปริมาณอากาศแตกต่างกนั  พบวา่  ท่ีปริมาตรของอาหารเหลว
ส าหรับการผลิต MSM  เท่ากบั 50  มิลลิลิตร   ไดป้ริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV สูงสุด   ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 
37.06 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้ โดยมีปริมาณโมโนเมอร์ 3HV เท่ากบั 21 โมลเปอร์เซ็นต ์   
ขณะท่ีปริมาตรของอาหารเหลวส าหรับการผลิต MSM เท่ากบั  100 มิลลิลิตร  ไดป้ริมาณโคพอลิ
เมอร์ PHBV ต ่าสุด  ซ่ึงมีคา่เท่ากบั 15.23 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้  โดยมีปริมาณโมโน
เมอร์ 3HV เท่ากบั  21 โมลเปอร์เซ็นตเ์ช่นเดียวกนั    ดงันั้น    จากการทดลองน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่  
ปริมาณอากาศไม่มีผลต่อสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV  ในโคพอลิเมอร์ PHBV  เน่ืองจากในทุก
ปริมาตรของอาหารเหลวส าหรับการผลิต MSM  ไดส้ัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV เท่ากนั   คือมีค่า
เท่ากบั 21 โมลเปอร์เซ็นต ์   ดงัแสดงในรูปท่ี 4.53 

รูปท่ี 4.53  น ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดและปริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV ท่ีผลิตไดสู้งสุด รวมทั้งสัดส่วน
โมลเปอร์เซ็นตข์องโมโนเมอร์ 3HB และ 3HV ท่ีเป็นองคป์ระกอบในโคพอลิเมอร์ PHBV เม่ือเล้ียง 
B. megaterium P-12   ในขวดทดลองปริมาตร 250 มิลลิลิตรท่ีมีปริมาตรของอาหารเหลวส าหรับการ
ผลิต MSM เท่ากบั 25  50  75  และ 100 มิลลิลิตร 
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 สรุปไดว้า่  ท่ีปริมาตรของอาหารเหลวส าหรับการผลิต MSM เท่ากบั 50 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุ
ในขวดทดลองปริมาตร 250 มิลลิลิตร  B.megaterium P-12  สามารถเจริญ   ผลิตและสะสมโคพอลิ
เมอร์ PHBV ไดสู้งสุด  โดยมีปริมาณโมโนเมอร์ 3HV เท่ากบั 21 โมลเปอร์เซ็นต ์ 

4.6 การผลติโคพอลเิมอร์ PHBV จาก Bacillus megaterium P-12 ในถังหมักขนาด 5 ลติร 
 ศึกษาการผลิตโคพอลิเมอร์  PHBV จาก B. megaterium P-12 ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร เม่ือ
ใชแ้หล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวม 10.0 กรัมต่อลิตรต่อเกลือ
โซเดียมวาเลอเรต 10.0 กรัมต่อลิตรและมียเูรียท่ีมีความเขม้ขน้ 1.0 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งไนโตรเจน 
โดยควบคุมภาวะการเล้ียงเช้ือตามท่ีไดจ้ากการศึกษา ไดแ้ก่ ควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหาร
ส าหรับการผลิต MSM  เท่ากบั 7.0  อุณหภูมิท่ีใชใ้นการเล้ียงเช้ือเท่ากบั 37 องศาเซลเซียส  อตัรา
การกวน 500 รอบต่อนาที และใหอ้ากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน ้าหมกัต่อนาที  พบวา่   
เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12  ในถงัหมกั ขนาด 5 ลิตร  B. megaterium P-12 สามารถเจริญ     ผลิต
และสะสมโคพอลิเมอร์ PHBV ไดสู้งกวา่เม่ือเล้ียงในระดบัขวดเขยา่อยา่งมีนยัส าคญั ท่ีระดบัความ
เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์  (เม่ือ P< 0.05 : ANOVA test ภาคผนวก ฉ)   แสดงในตารางท่ี 18  
(ภาคผนวก จ)  และรูปท่ี 4.54 

รูปท่ี 4.54  น ้าหนกัเซลลแ์หง้  ความเขม้ขน้ของและปริมาณ PHBV สูงสุด   เม่ือเล้ียง B. megaterium 
P-12  ในระดบัขวดเขยา่เปรียบเทียบกบัเม่ือเล้ียงในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร  
(สญัลกัษณ์ abc แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั เม่ือ P< 0.05 : ANOVA test) 

a 
b 

c 
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 เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12  ในถงัหมกั  ขนาด 5 ลิตร  พบวา่   เซลลมี์การเจริญเติบโต
ไปพร้อมกบัการสะสมโคพอลิเมอร์ PHBV   โดยเจริญและสังเคราะห์ PHBV   ไดสู้งสุดท่ีชัว่โมงท่ี 
12  ของการเล้ียงเช้ือ    ซ่ึงไดน้ ้าหนกัเซลลแ์หง้เท่ากบั  4.89 กรัมต่อลิตร   ความเขม้ขน้ของ PHBV 
เท่ากบั 1.76  กรัมต่อลิตร   และปริมาณ  PHBV  เท่ากบั 41.36   เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้  
ตามล าดบั  โดยพบวา่ แหล่งคาร์บอนผสมจะลดลงอยา่งรวดเร็วในช่วงแรกของการเล้ียงเช้ือ  แต่
หลงัจากชัว่โมง ท่ี 12 ไปแลว้พบวา่  อตัราการใชแ้หล่งคาร์บอนจะชา้ลงตามล าดบั  ขณะท่ียเูรียได้
ถูกใชจ้นหมดตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 12  ของการเล้ียงเช้ือ     ดงัแสดงในรูปท่ี 4.55 

 

รูปท่ี 4.55 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV ปริมาณน ้าตาลทั้งหมด ปริมาณเกลือ
โซเดียมวาเลอเรต และปริมาณยเูรีย เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 เป็นเวลา 36 ชัว่โมง ในแหล่ง
คาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวม 10.0 กรัมต่อลิตรต่อเกลือโซเดียมวา
เลอเรต 10.0  กรัมต่อลิตรและมียเูรีย 1.0 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งไนโตรเจน โดยใหอ้ตัราการกวนท่ี 
500 รอบต่อนาที และใหอ้ากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน ้าหมกัต่อนาที  ในถงัหมกัขนาด 5 
ลิตร 
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ผลการศึกษาการเจริญ ปริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV ท่ีผลิตไดแ้ละสัดส่วนของโมโนเมอร์ 
3HV   ท่ีเป็นองคป์ระกอบภายใน PHBV  เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12   ในถงัหมกัขนาด 5  ลิตร  
เป็นเวลา 36 ชัว่โมง  พบวา่   B. megaterium P-12   จะค่อย ๆเจริญและสะสมโคพอลิเมอร์ PHBV  
เพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ืองจนถึงชัว่โมงท่ี  12      ของการเล้ียงเช้ือ  ซ่ึง B. megaterium P-12 สามารถเจริญ
และผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV ไดสู้งสุด  โดยมีน ้าหนกัเซลลแ์หง้และปริมาณ PHBV เท่ากบั  4.89  
กรัมต่อลิตร และ  41.36  เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้  ตามล าดบั  และมีปริมาณโมโนเมอร์ 
3HV เท่ากบั 21 โมลเปอร์เซ็นต ์    จากนั้น   เซลลจ์ะเจริญและสะสมโคพอลิเมอร์ลดลงตามล าดบั
เม่ือเวลาผา่นไป   ขณะท่ีสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV ในโคพอลิเมอร์ จะเพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ืองจนถึง 
83 โมลเปอร์เซ็นตเ์ม่ือส้ินสุดการเล้ียงเช้ือ  แสดงในตารางท่ี 4.7 และรูปท่ี 4.56 

 
ตารางท่ี 4.7  น ้าหนกัเซลลแ์หง้  ปริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV  ท่ีผลิตไดแ้ละสัดส่วนโมลเปอร์เซ็นต์
ของโมโนเมอร์ 3HB และ 3HV ท่ีเป็นองคป์ระกอบในโคพอลิเมอร์ PHBV เม่ือเล้ียง B.megaterium 
P-12 ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร เป็นเวลา 36 ชัว่โมง  

Time (h) DCW 
(gL-1) 

PHA content 
(%DCW) 

PHA composition (mol %) 

3HB 3HV 
0 1.32±0.10   0.00±0.00 0 0 

3 2.58±0.07 14.94±0.29 93 7 

6 3.81±0.05 30.71±0.37 89 11 

9 4.42±0.06 37.08±0.48 84 16 

12 4.89±0.06 41.36±0.31 79 21 

15 4.52±0.07 39.24±0.28 75 25 

18 4.33±0.05 36.03±0.55 71 29 

21 4.25±0.04 32.93±0.60 67 33 

24 4.08±0.07 29.05±0.78 61 39 

27 3.80±0.08 27.06±0.53 52 48 

30 3.54±0.05 25.27±0.46 43 57 

33 3.22±0.03 24.61±0.53 28 72 

36 3.12±0.04 22.97±0.71 17 83 
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รูปท่ี 4.56  น ้าหนกัเซลลแ์หง้   ปริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV และสัดส่วนโมลเปอร์เซ็นตข์องโมโนเมอร์ 3HB และ 3HV ท่ีเป็นองคป์ระกอบในโคพอลิเมอร์ PHBV เม่ือ
เล้ียง B.megaterium P-12 เป็นเวลา 36 ชัว่โมง ในแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวม 10.0 กรัมต่อลิตรต่อเกลือโซเดียมวาเลอเรต 10.0  
กรัมต่อลิตรและมียเูรีย 1.0 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งไนโตรเจน โดยใหอ้ตัราการกวนท่ี 500 รอบต่อนาที และใหอ้ากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน ้าหมกัต่อนาที ใน
ถงัหมกัขนาด 5 ลิตร 

132 
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 เม่ือเล้ียง   B.megaterium P-12   ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร    พบวา่  มีค่าอตัราการผลิต  
PHBV  Yp/x   Yp/s  และ Yx/s  สูงกวา่การเล้ียงเช้ือในระดบัขวดเขยา่   โดยมีค่าเท่ากบั  0.147   กรัม
ต่อลิตรต่อชัว่โมง    1.785    0.359    และ   0.793   ตามล าดบั      ดงัแสดงในรูปท่ี 4.57 

รูปท่ี 4.57 เปรียบเทียบค่าอตัราการผลิต PHBV  Yp/x  Yp/s  และ Yx/s  เม่ือเล้ียง B.megaterium     
P-12   ในระดบัขวดเขยา่กบัเม่ือเล้ียงในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร   
 
 จากผลการทดลองขา้งตน้  แสดงใหเ้ห็นวา่   การเล้ียงเช้ือ B. megaterium P-12    ในถงัหมกั
ขนาด 5 ลิตร   ไดน้ ้าหนกัเซลลแ์หง้    ความเขม้ขน้และปริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV  สูงกวา่การเล้ียง
เช้ือในระดบัขวดเขยา่  คิดเป็นเปอร์เซ็นตท่ี์เพิ่มข้ึนเท่ากบั 29.37 25.71 และ 11.60 เปอร์เซ็นต ์ 
ตามล าดบั    เน่ืองจากสามารถจดัภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเล้ียงเช้ือได ้  เช่น  มีการควบคุมค่าความ
เป็นกรด-ด่างไดต้ามตอ้งการ   มีการป่ันกวนดว้ยใบกวนท าใหเ้กิดการผสมไดดี้    เซลลจึ์งสามารถ
เจริญและสังเคราะห์พอลิเมอร์ไดดี้กวา่     ซ่ึงสัมพนัธ์กบัค่าอตัราการผลิต  โดยพบวา่   ค่าอตัราการ
ผลิตเม่ือเล้ียง B.megaterium P-12 ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร  เพิ่มข้ึนเป็น 0.147 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง 
คิดเป็น 25.64     เปอร์เซ็นตเ์ม่ือเทียบกบัการเล้ียงเช้ือในระดบัขวดเขยา่   ดงัสรุปไวใ้นตารางท่ี 4.8 
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ตารางท่ี 4.8 เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV สูงสุด รวมทั้งค่าอตัรา
การผลิตระหวา่งการเล้ียง B.megaterium P-12 ในระดบัขวดเขยา่กบัการเล้ียงในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร  

 
Culture mode 

maximum 
DCW 
(gL-1) 

maximum 
PHA conc. 

(gL-1) 

maximum 
PHA content 

(%DCW) 

PHA 
productivity 

(gL-1 h-1) 
shake flask 3.78±0.03 1.40±0.02 37.06±0.26 0.117 

5L fermenter 4.89±0.06 1.76±0.04 41.36±0.31 0.147 

Increasing percentage (%) 29.37 25.71 11.60 25.64 

 

4.7 สมบัติทางเคมีกายภาพบางประการของโคพอลเิมอร์ PHBV ทีผ่ลติได้จาก B. megaterium P-12   

 สมบติัทางเคมีกายภาพของโคพอลิเมอร์ PHBV ข้ึนอยูก่บัปริมาณโมโนเมอร์ 3HV ท่ีเป็น
องคป์ระกอบภายในโคพอลิเมอร์  PHBV (Hocking และ Marchessault, 1994)     ซ่ึงในงานวจิยั     
น้ีสามารถผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV ท่ีมีปริมาณ 3HV ไดห้ลากหลายข้ึนอยูก่บัปริมาณของแหล่ง
คาร์บอนท่ีใชเ้ป็นสารตั้งตน้ส าหรับผลิตเป็นโมโนเมอร์ 3HB และ 3HV ตามล าดบั (ดงัแสดงใน
ตารางท่ี 4.6 และรูปท่ี 4.37)  แต่ผูว้จิยัไดเ้ลือกการผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV ท่ีประกอบดว้ยโมโน
เมอร์ 3HV เท่ากบั 21 โมลเปอร์เซ็นต ์ เน่ืองจากเป็นค่าท่ีอยูใ่นช่วงท่ีมีรายงานวา่   ส่งผลใหพ้ลาสติก
มีสมบติัเหมาะสมในการน าไปประยกุตใ์ชง้าน (Nobes และคณะ, 1994 ; Barker และคณะ, 1997 ; 
Sudesh และคณะ, 2000 ; Volova, 2004 และ Rudnik, 2008)     
 
 เม่ือวิเคราะห์สมบติัทางอุณหภูมิ  พบวา่  โคพอลิเมอร์ PHBV  ท่ีผลิตจาก B. megaterium  
P-12  มีอุณหภูมิหลอมเหลว (Tm) และอุณหภูมิกลาสทรานสิชนั (Tg)  เท่ากบั 143.44 และ -17.09 
องศาเซลเซียส   ตามล าดบั  (ดงัแสดงในตารางท่ี 4.9 และรูปท่ี 1 ภาคผนวก จ)    ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบ
สมบติัทางอุณหภูมิของ PHBV ท่ีผลิตไดก้บังานวจิยัของ Zakaria และคณะ  (2010)   ท่ีไดศึ้กษา
สมบติัทางกายภาพของ PHBV ท่ีผลิตไดจ้าก Comamonas sp. EB172 ซ่ึงมีสัดส่วนของโมโนเมอร์ 
3HV เท่ากบั 21 โมลเปอร์เซ็นตเ์ท่ากนั   พบวา่   โคพอลิเมอร์ PHBV ท่ีผลิตไดมี้อุณหภูมิ
หลอมเหลวใกลเ้คียงกนั  ขณะท่ีมีอุณหภูมิกลาสทรานสิชนัค่อนขา้งแตกต่างกนัมาก  ทั้งน้ีอาจ
เน่ืองจากมีส่ิงเจือปน (impurity) อยูใ่นตวัอยา่งท่ีทดสอบ  สังเกตไดจ้ากมีจุดสูงสุดของกราฟมากกวา่ 
1 จุด  (ดงัรูปท่ี 1 ภาคผนวก จ)  
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 ส าหรับน ้าหนกัโมเลกุลเฉล่ีย พบวา่ โคพอลิเมอร์ PHBV ท่ีผลิตไดใ้นงานวจิยัน้ีมีน ้าหนกั
โมเลกุลเฉล่ียโดยจ านวนและน ้าหนกัโมเลกุลเฉล่ียโดยน ้าหนกัเท่ากบั 598 x 105 และ 653 x 105 Da 
ตามล าดบั  คิดเป็นค่าดชันีการกระจายของน ้าหนกัโมเลกุล (Polydispersity  Index , PDI) เท่ากบั 
1.09    (ดงัแสดงในตารางท่ี 4.9 และรูปท่ี 2 ภาคผนวก จ)   จะเห็นไดว้า่โคพอลิเมอร์ PHBV ท่ีผลิต
ไดจ้าก  B.megaterium  P-12  (มีปริมาณ 3HV เท่ากบั 21 โมลเปอร์เซ็นต)์  มีค่า  PDI ใกลเ้คียง 1.0  
แสดงวา่โคพอลิเมอร์มีการกระจายของโมเลกุลค่อนขา้งสม ่าเสมอ กล่าวคือ มีขนาดโมเลกุลของสาย
พอลิเมอร์ใกลเ้คียงกนั   ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกบังานวจิยัของ Zakaria และคณะ (2010) พบวา่  โคพอลิ
เมอร์ PHBV ท่ีผลิตไดใ้นงานวจิยัน้ี  มีน ้าหนกัโมเลกุลเฉล่ียโดยจ านวนสูงกวา่  ขณะท่ีมีค่าดชันีการ
กระจายของน ้าหนกัโมเลกุลต ่ากวา่  จึงสามารถสรุปไดว้า่ โคพอลิเมอร์ PHBV ท่ีผลิตไดใ้นงานวจิยั
น้ี    น่าจะมีสมบติัทางเคมีกายภาพดีกวา่ในงานวจิยัของ Zakaria และคณะ (2010)  ทั้งน้ีเน่ืองจาก 
พอลิเมอร์ท่ีมีน ้าหนกัโมเลกุลสูงกวา่ จะมีความแขง็แรงและทนความร้อนไดดี้กวา่พอลิเมอร์ชนิด
เดียวกนัท่ีมีน ้าหนกัโมเลกุลต ่ากวา่ และการมีค่าดชันีการกระจายของน ้าหนกัโมเลกุลท่ีต ่ากวา่ ยงั
แสดงวา่ใหเ้ห็นวา่ ขนาดโมเลกุลในสายโคพอลิเมอร์ท่ีผลิตไดมี้ความใกลเ้คียงกนัมากกวา่ ซ่ึงเป็น
สมบติัท่ีดีของพอลิเมอร์  (เสาวรจน์ ช่วยจุลจิตน์, 2538)   
 
ตารางท่ี 4.9 สมบติัทางเคมีกายภาพบางประการของ PHBV ท่ีผลิตไดจ้าก B.megaterium  P-12 
เปรียบเทียบกบังานวิจยัอ่ืน 

อุณหภูมิ
หลอมเหลว

(ºC) 

อุณหภูมิ
กลาส 

ทรานสิชัน 
(ºC) 

น า้หนักโมเลกลุ (Da) ค่าดชันีการ
กระจายของ
น า้หนัก
โมเลกลุ

(Mw/Mn) 

 
 

แหล่งอ้างองิ 

น ้าหนกั 
โมเลกลุเฉล่ีย
โดยจ านวน 

(Mn) 

น ้าหนกั 
โมเลกลุเฉล่ีย
โดยน ้ าหนกั

(Mw) 

143.44 -17.09 598,000 653,000 1.09 งานวจิยัน้ี 

138.5 -0.1 174,000 NR 2.2 Zakaria et.al., 2010 

หมายเหตุ NR : Not Reported 
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สรุปผลการทดลอง 
1. เม่ือพิสูจน์เอกลกัษณ์ของ Bacillus sp. P-12 ท่ีคดัแยกไดใ้หม่ทางอนุกรมวธิาน สามารถจดั
จ าแนกสปีชีส์ไดเ้ป็น Bacillus megaterium P-12  
2. B. megaterium P-12 สามารถเจริญไดดี้ท่ีสุดในอาหารเล้ียงกลา้เช้ือ BCM ท่ีมีค่าความเป็นกรด-
ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 7.0 และบม่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส   เน่ืองจากไดน้ ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุด   
โดยมีค่าเท่ากบั 6.15 กรัมต่อลิตร ณ ชัว่โมงท่ี 12 ของการเล้ียงเช้ือ 
3. อายขุองกลา้เช้ือท่ีเหมาะสมส าหรับใชเ้ป็นหวัเช้ือเพื่อการผลิต P(3HB) และ PHBV คือ กลา้เช้ือท่ี
มีอาย ุ6 ชัว่โมง เน่ืองจากไดค้่าอตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุด  โดยมีค่าเท่ากบั 0.108 ต่อชัว่โมง  
4. B. megaterium P-12 สามารถเจริญ  ผลิตและสะสม P(3HB) ไดสู้งสุด   เม่ือเล้ียงในอาหารเหลว
ส าหรับการผลิต MSM ซ่ึงมีซูโครสท่ีมีความเขม้ขน้ 20.0 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งคาร์บอน โดยมี
น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ P(3HB) เท่ากบั 3.26 กรัมต่อลิตร 1.85 กรัมต่อลิตรและ 
56.64 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ตามล าดบั ณ ชัว่โมงท่ี 18 ของการเล้ียงเช้ือ  และมีค่าอตัรา
การผลิต  P(3HB)   Yp/x   Yp/s  และ Yx/s  เท่ากบั  0.087  กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง  0.959    0.222   
และ   0.232  ตามล าดบั 
5. B. megaterium P-12 สามารถผลิตและสะสม P(3HB) ไดสู้งสุด  เม่ือเล้ียงในอาหารเหลวส าหรับ
การผลิต MSM ท่ีมีน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวมเท่ากบั 20.0 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่ง
คาร์บอน  โดยมีความเขม้ขน้และปริมาณ P(3HB) เท่ากบั 5.21 กรัมต่อลิตรและ 56.46 เปอร์เซ็นต์
โดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้  ตามล าดบั ณ ชัว่โมงท่ี  6  ของการเล้ียงเช้ือ   และมีค่าอตัราการผลิต  P(3HB)    
Yp/x    Yp/s   และ   Yx/s    เท่ากบั   0.188   กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง  0.914   0.357   และ  0.364   
ตามล าดบั ขณะท่ีไดน้ ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดเท่ากบั 13.05 กรัมต่อลิตรเม่ือเล้ียงในน ้าออ้ยท่ีมีความ
เขม้ขน้ของน ้าตาลรวมเท่ากบั 50.0 กรัมต่อลิตร   
6. เปรียบเทียบความสามารถในการเจริญ   ผลิตและสะสมโคพอลิเมอร์ PHBV ของ B. megaterium 
P-12 ในแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรตและน ้าออ้ยกบัเกลือโซเดียม
โพรพิโอเนต   พบวา่ B. megaterium P-12 เจริญและสังเคราะห์ PHBV ในแหล่งคาร์บอนผสม
ระหวา่งน ้าออ้ยกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรตไดดี้กวา่ในน ้าออ้ยกบัเกลือโซเดียมโพรพิโอเนต เน่ืองจาก
ไดน้ ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV สูงกวา่ในทุกอตัราส่วนท่ีท าการทดลอง (15:5   
10:10   และ   5:15   กรัมต่อลิตรต่อกรัมต่อลิตร) 
7. B. megaterium P-12    สามารถใหส้ัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV อยูใ่นช่วงท่ีตอ้งการ คือ มี
ปริมาณ 3HV เท่ากบั 21 โมลเปอร์เซ็นต ์ เม่ือเล้ียงในแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยท่ีมีความ
เขม้ขน้ของน ้าตาลรวมเท่ากบั 10.0 กรัมต่อลิตรกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรต 10.0 กรัมต่อลิตร โดยมี
แอมโมเนียมซลัเฟต 1.0 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งไนโตรเจน  โดยมีน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้

PHBV 

PHBV 
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และปริมาณ  PHBV เท่ากบั 3.19 กรัมต่อลิตร 0.95 กรัมต่อลิตร และ 29.78 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั
เซลลแหง้   ตามล าดบั ณ ชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียงเช้ือ  และมีค่าอตัราการผลิต  PHBV   Yp/x    Yp/s   
และ  Yx/s  เท่ากบั   0.049  กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง   0.446    0.104   และ   0.094   ตามล าดบั 
8. เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในอาหารเหลวส าหรับการผลิต  MSM ท่ีมียเูรีย 1.0 กรัมต่อลิตร
เป็นแหล่งไนโตรเจนและมีน ้ าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวมเท่ากบั 10.0 กรัมต่อลิตรกบัเกลือ
โซเดียมวาเลอเรต 10.0 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งคาร์บอน  พบวา่  B. megaterium P-12 สามารถผลิต
และสะสม PHBV ไดสู้งกวา่ยเูรียท่ีความเขม้ขน้อ่ืนๆ โดยมีความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV สูงสุด
เท่ากบั 1.40 กรัมต่อลิตร และ 37.06 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแหง้  ตามล าดบั ณ ชัว่โมงท่ี 12 
ของการเล้ียงเช้ือ  และมีค่าอตัราการผลิต  PHBV   Yp/x    Yp/s   และ  Yx/s   เท่ากบั   0.117  กรัม
ต่อลิตรต่อชัว่โมง  0.533   0.086      และ  0.160   ตามล าดบั   ขณะท่ีไดน้ ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุด
เท่ากบั 4.10 กรัมต่อลิตรเม่ือเล้ียงในยเูรียท่ีมีความเขม้ขน้เท่ากบั 3.0 กรัมต่อลิตร   
9. เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในอาหารเหลวส าหรับการผลิต  MSM ท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่าง
เร่ิมตน้เท่ากบั 7.0  และมีปริมาตรของอาหารเล้ียงเช้ือเท่ากบั 50 มิลลิลิตร  พบวา่ B. megaterium     
P-12 สามารถเจริญ  ผลิตและสะสม PHBV ไดสู้งกวา่เม่ือเล้ียงในภาวะการเล้ียงเช้ืออ่ืน  โดยมี
น ้าหนกัเซลลแ์หง้     ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV สูงสุด   เท่ากบั 3.78 กรัมต่อลิตร  1.40   กรัม
ต่อลิตร และ 37.06 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแหง้ ตามล าดบั ณ ชัว่โมงท่ี 12 ของการเล้ียงเช้ือ  
และมีค่าอตัราการผลิต  PHBV  Yp/x  Yp/s  และ  Yx/s  เท่ากบั  0.117  กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง  
0.533   0.086   และ  0.160  ตามล าดบั 
10. เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12  ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร  ภายใตส้ภาวะท่ีไดจ้ากการศึกษาใน
ระดบัขวดเขยา่  พบวา่  ไดน้ ้าหนกัเซลลแ์หง้  ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV สูงกวา่การเล้ียง        
ในระดบัขวดเขยา่   โดยมีค่าเท่ากบั 4.89  กรัมต่อลิตร  1.76  กรัมต่อลิตร  และ 41.36  เปอร์เซ็นต์
โดยน ้าหนกัเซลลแหง้  ตามล าดบั  ณ ชัว่โมงท่ี 12 ของการเล้ียงเช้ือ  และมีค่าอตัราการผลิต PHBV  
Yp/x   Yp/s   และ  Yx/s   เท่ากบั 0.147 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง  1.785   0.359   0.793  ตามล าดบั   
ซ่ึงคิดเป็นเปอร์เซ็นตท่ี์เพิ่มข้ึนจากระดบัขวดเขยา่ เท่ากบั  25.64  29.37  25.71  และ  11.60 
เปอร์เซ็นต ์ ตามล าดบั 
11. เม่ือศึกษาสมบติัทางเคมีกายภาพบางประการ รวมทั้งน ้ าหนกัโมเลกุลของโคพอลิเมอร์ PHBV ท่ี
ผลิต  ไดจ้าก B. megaterium P-12   ซ่ึงมีปริมาณโมโนเมอร์ 3HV เท่ากบั 21 โมลเปอร์เซ็นต ์   พบวา่        
มีอุณหภูมิหลอมเหลวและอุณหภูมิกลาสทรานสิชนัเท่ากบั 143.44 และ -17.09 องศาเซลเซียส  
ตามล าดบั  และมีน ้าหนกัโมเลกุลเฉล่ียโดยน ้าหนกัและน ้าหนกัโมเลกุลเฉล่ียโดยจ านวน เท่ากบั 
6.53 x 105 และ 5.98 x 105 ดาลตนั  ตามล าดบั  ซ่ึงคิดเป็นค่าดชันีการกระจายของน ้ าหนกัโมเลกุล
เท่ากบั 1.09  แสดงวา่มีการกระจายขนาดโมเลกุลของสายพอลิเมอร์ใกลเ้คียงกนั   
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บทที ่5 

สรุปและวจิารณ์ผลการทดลอง 

งานวจิยัน้ีเป็นการศึกษาการผลิตโคพอลิเมอร์  PHBV  จาก Bacillus megaterium  P-12    
ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุท่ีคดัแยกไดใ้หม่ในหอ้งปฎิบติัการของคณะผูว้จิยั โดยไดศึ้กษาภาวะท่ีเหมาะสม
ส าหรับการเล้ียงกลา้เช้ือและอายท่ีุเหมาะสมส าหรับเป็นกลา้เช้ือของ  B. megaterium  P-12  เพื่อใช้
ในการเตรียมเป็นหวัเช้ือส าหรับผลิตเป็นโฮโมพอลิเมอร์ P(3HB) และโคพอลิเมอร์ PHBV  และได้
ศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อการเจริญ  การสังเคราะห์และสะสม PHBV ในการเล้ียงเช้ือระดบัขวดเขยา่  
โดยศึกษาผลของแหล่งคาร์บอน   แหล่งไนโตรเจน  และภาวะในการเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมต่อการ
ผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV และสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV ในโคพอลิเมอร์  ตามล าดบั    พบวา่      
B. megaterium   P-12  เจริญเติบโตไปพร้อมกบัการสังเคราะห์ PHBV  โดยมีน ้าหนกัเซลลแ์หง้  
ความเขม้ขน้ของ PHBV และปริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV สูงสุดเม่ือเล้ียงในแหล่งคาร์บอนผสม
ระหวา่งน ้าออ้ยกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรตท่ีมียเูรียเป็นแหล่งไนโตรเจน    จากนั้น  จึงไดข้ยายส่วน
การผลิตจากการเล้ียงเช้ือในระดบัขวดเขยา่ไปในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร  โดยควบคุมภาวะการเล้ียง
เช้ือตามท่ีไดจ้ากการศึกษาในระดบัขวดเขยา่  พบวา่  น ้าหนกัเซลลแ์หง้  ความเขม้ขน้และปริมาณ 
PHBV ท่ีผลิตได ้ รวมทั้งค่าอตัราการผลิต PHBV  เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12  ในถงัหมกัมีค่าสูง
กวา่เม่ือเล้ียงในระดบัขวดเขยา่  
 

5.1 การจัดจ าแนกแบคทเีรีย Bacillus sp. P-12 สายพนัธ์ุที่คัดแยกได้ใหม่ 
 จากการศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยา   ลกัษณะทางชีวเคมีและอาศยัเทคนิคทางอณู
ชีววทิยาโดยการวิเคราะห์หาล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rDNA  สามารถจดัจ าแนก Bacillus sp.    
P-12 ไดเ้ป็น Bacillus megaterium P-12   

Law และคณะ (2003)   รายงานวา่   แบคทีเรียในสกุล   Bacillus sp.  มีขอ้ดีกวา่แบคทีเรีย
ในสกุลอ่ืนอยูห่ลายประการ ไดแ้ก่ สามารถแบ่งตวัไดร้วดเร็ว ไม่ผลิตสารเอนโดทอ็กซิน 
(endotoxins)   เจริญไดดี้ในแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนท่ีมีราคาถูก  และยงัสามารถผลิต
เอนไซมช์นิดต่างๆออกมาไดใ้นปริมาณมาก   นอกจากน้ี  Omar และคณะ (2001) ยงัพบวา่   
Bacillus megaterium   สามารถเจริญและสังเคราะห์ PHAs ไดใ้นแหล่งคาร์บอนท่ีหลากหลาย ไดแ้ก่  
ซูโครส  ฟรักโตส กลูโคส แลคโตส  น ้าเช่ือมจากพุทรา และ กากน ้าตาลจากหวับีท  เป็นตน้  และ
สามารถสังเคราะห์ PHAs ไดใ้นปริมาณสูงเม่ือเทียบกบัสปีชีส์อ่ืน เน่ืองจากเซลลมี์ขนาดใหญ่ ท าให้
มีพื้นท่ีในการเก็บสะสม PHAs ท่ีผลิตไดม้าก  
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5.2 ภาวะทีเ่หมาะสมส าหรับการเลีย้งกล้าเช้ือและอายุที่เหมาะสมส าหรับเป็นกล้าเช้ือของ Bacillus 
megaterium P-12  

Grothe และคณะ (1999) ; Du และคณะ (2001) ; Rocha และคณะ (2008) ; Keshavarz และ 
Roy (2010) รายงานวา่  การสังเคราะห์และสะสม PHAs  ควรเป็นกระบวนการสองขั้นตอน (two-
phase process) ขั้นตอนแรก จุลินทรียจ์ะมีการเจริญในแหล่งคาร์บอน โดยจุลินทรียจ์ะน าสารอาหาร
นั้นไปสร้างองคป์ระกอบของเซลลแ์ละผลิตเซลลป์ริมาณมาก  แต่ผลิตพอลิเมอร์ไดต้  ่า  เรียกวา่ 
ระยะการเจริญของเซลล ์ (growth phase)  ส่วนในขั้นตอนท่ีสอง  มีการจ ากดัสารอาหารบางชนิด 
เช่น ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส หรือออกซิเจน ขณะท่ีมีแหล่งคาร์บอนมากเกินพอ  เพื่อกระตุน้ให้เกิด
การสังเคราะห์และสะสม PHAs เรียกวา่ ระยะสะสมผลิตภณัฑ ์ (accumulation phase)  ซ่ึงเซลล์
ปริมาณมากท่ีไดใ้นขั้นตอนแรกก็จะใชส้ารอาหารนั้นเพื่อน าไปผลิตเป็น PHAs  โดยอาจมีการเจริญ
เพิ่มข้ึนเล็กนอ้ยหรืออาจไม่มีการเจริญเพิ่มข้ึน  แต่ขนาดของเซลล ์  จะใหญ่ข้ึนเน่ืองมาจากการ
สังเคราะห์และสะสม PHAs ภายในเซลล ์ ดงันั้น การผลิตกลา้เช้ือใหไ้ดป้ริมาณมากในขั้นตอนแรก 
จะส่งผลท าใหไ้ดป้ริมาณ PHAs  เพิ่มข้ึน  

ในงานวจิยัน้ีไดศึ้กษาภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเล้ียงกลา้เช้ือ ซ่ึงไดแ้ก่  ชนิดของอาหาร
เล้ียงกลา้เช้ือ  ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารเล้ียงกลา้เช้ือ และอุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับ
การเจริญเติบโตของกลา้เช้ือ  เพื่อผลิตเซลลใ์หไ้ดป้ริมาณมากในขั้นตอนแรก พบวา่  B. megaterium 
P-12  เจริญในอาหารเล้ียงกลา้เช้ือ BCM  ท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 7.0  และบ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสไดดี้ท่ีสุด โดยไดน้ ้าหนกัเซลลแ์หง้และอตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุด  
เท่ากบั  6.15 กรัมต่อลิตรและ 0.0893 ต่อชัว่โมง  ตามล าดบั     ส่วนอายท่ีุเหมาะสมส าหรับเป็นกลา้
เช้ือของ B. megaterium    P-12   เพื่อใชใ้นการเตรียมเป็นหวัเช้ือส าหรับการผลิตโฮโมพอลิเมอร์ 
P(3HB) และโคพอลิเมอร์  PHBV  คือ  กลา้เช้ือท่ีมีอาย ุ  6 ชัว่โมง   เน่ืองจากมีค่าอตัราการเจริญ
จ าเพาะสูงสุดเท่ากบั  0.108  ต่อชัว่โมง  

5.3 ผลของแหล่งคาร์บอนทีม่ีต่อการเจริญ      การผลติโฮโมพอลเิมอร์ P(3HB) และโคพอลเิมอร์ 
PHBV  รวมถึงสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV ใน PHBV 

 5.3.1 ผลของชนิดและปริมาณแหล่งคาร์บอนทีใ่ช้เป็นสารตั้งต้นของโมโนเมอร์ 3HB  
  5.3.1.1 ผลของชนิดแหล่งคาร์บอนท่ีใชเ้ป็นสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB 
 B.megaterium P-12  เจริญเติบโต   ผลิตและสะสมพอลิเมอร์ P(3HB) ไดดี้ท่ีสุดเม่ือเล้ียง  
ในซูโครส   โดยไดน้ ้าหนกัเซลลแ์หง้    ความเขม้ขน้ของ P(3HB)    ปริมาณพอลิเมอร์ P(3HB)  และ
ค่าอตัราการผลิตสูงสุด   โดยมีค่าเท่ากบั 3.26 กรัมต่อลิตร  1.85 กรัมต่อลิตร  56.64  เปอร์เซ็นตโ์ดย
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น ้าหนกัเซลลแ์หง้  และ  0.087 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง   ตามล าดบั   ณ ชัว่โมงท่ี 18 ของการเล้ียงเช้ือ     
ซ่ึงเป็นไปในทางเดียวกนักบังานวจิยัของ รัตนศิริ มุทิตากุล (2538) ท่ีพบวา่  B.megaterium BA-019 
สามารถเจริญและผลิต P(3HB) ไดดี้เม่ือเล้ียงในซูโครส โดยมีน ้าหนกัเซลลแ์หง้และปริมาณ 
P(3HB) สูงสุดเท่ากบั  2.65  กรัมต่อลิตรและ 47 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้  ตามล าดบั 
 จากการท่ี B.megaterium P-12 เจริญและสะสมพอลิเมอร์ P(3HB) ไดดี้ในซูโครส  จึงมี
ความสนใจในการน าแหล่งคาร์บอนท่ีมีราคาไม่แพงมาใชท้ดแทนการใชซู้โครส ซ่ึงในงานวจิยัน้ีได้
เลือกใชน้ ้าออ้ยเป็นแหล่งคาร์บอนส าหรับผลิตเป็นโมโนเมอร์ 3HB แทนการใชซู้โครส เน่ืองจาก 
ในน ้าออ้ยมีซูโครสเป็นองคป์ระกอบหลกั (วเิคราะห์โดย HPLC ภาคผนวก ค) เพื่อเป็นการช่วยลด
ราคาตน้ทุนของแหล่งคาร์บอนในการผลิต PHAs   

  5.3.1.2 ผลของปริมาณแหล่งคาร์บอนท่ีใชเ้ป็นสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB 
 เม่ือมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวมเพิ่มข้ึน   B.megaterium P-12  สามารถเจริญเติบโตไดดี้
ข้ึน   แต่มีการสังเคราะห์และสะสม P(3HB) ไดล้ดลง    โดยในน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาล
รวมเท่ากบั 50.0 กรัมต่อลิตร   B.megaterium P-12  สามารถเจริญไดสู้งสุดโดยมีน ้าหนกัเซลลแ์หง้
เท่ากบั 13.05 กรัมต่อลิตร   ขณะท่ีเม่ือเล้ียงในน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวมเท่ากบั 20.0 
กรัมต่อลิตร   ไดค้วามเขม้ขน้และปริมาณ P(3HB) สูงสุด   โดยมีค่าเท่ากบั  5.21 กรัมต่อลิตร และ 
56.64 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้   ตามล าดบั  ณ  ชัว่โมงท่ี 6   ของการเล้ียงเช้ือ  ทั้งน้ี
เน่ืองมาจากการมีสารอาหารท่ีสมบูรณ์มากกวา่ ส่งผลใหจุ้ลินทรียน์ าสารอาหารท่ีมีอยูอ่ยา่งสมบูรณ์
ไปใชใ้นการสร้างเซลลแ์ละเพิ่มจ านวนมากกวา่จะน าไปสังเคราะห์และสะสม P(3HB)     ซ่ึงท า
หนา้ท่ีเป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลงังานท่ีเก็บไวใ้ชใ้นยามขาดแคลนสารอาหารท่ีจ าเป็น (Evan 
และ Sikdar, 1990)   ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยัของศริญญา แกว้ประดบั (2553) ท่ีไดร้ายงานไวว้า่ 
Bacillus megaterium  BA-019  สามารถสังเคราะห์และสะสม P(3HB)   ไดสู้งสุดในน ้าออ้ยท่ีมี
ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวมเท่ากบั 30.0 กรัมต่อลิตร   โดยมีความเขม้ขน้และปริมาณ P(3HB) 
เท่ากบั  3.85    กรัมต่อลิตร และ 43.16 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้ าหนกัเซลลแ์หง้   ตามล าดบั   ณ ชัว่โมงท่ี 
12  ของการเล้ียงเช้ือ   ขณะท่ีมีน ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดเท่ากบั  12.44  กรัมต่อลิตร  เม่ือเล้ียงใน
น ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรวมเท่ากบั 50.0  กรัมต่อลิตร และยงัสนบัสนุนไดด้ว้ยงานวจิยั
ของ Sirisansaneeyakul และคณะ (2003) ท่ีไดร้ายงานวา่ Alcaligenes eutrophus DSM 545 ผลิตและ
สะสม P(3HB) ไดป้ริมาณมากเม่ือเล้ียงในซูโครสท่ีมีความเขม้ขน้เท่ากบั 20.0 กรัมต่อลิตร โดย
พบวา่ สังเคราะห์ P(3HB)   ไดสู้งสุดเท่ากบั 69  เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้   เม่ือใกลจ้ะ
ส้ินสุดระยะการเจริญแบบทวีคูณ ขณะท่ีความเขม้ขน้ของกลูโคสเท่ากบั 40.0 กรัมต่อลิตร  พบวา่  
จะไปมีผลยบัย ั้งการผลิต P(3HB)     ดงันั้น   ปริมาณหรือความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอนส าหรับ
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ผลิตเป็นโมโนเมอร์ 3HB จะมีค่าท่ีเหมาะสมอยูค่่าหน่ึงเท่านั้น (critical concentration) ถา้หากมี
ปริมาณแหล่งคาร์บอนมากเกินไป จะไปมีผลยบัย ั้งการเจริญและการสังเคราะห์ P(3HB) ของ
จุลินทรีย ์ (Ahmed และ Holland , 1995) 
 เม่ือพิจารณาความสามารถในการเจริญและสังเคราะห์ P(3HB) ระหวา่ง B. megaterium    
P-12 สายพนัธ์ุท่ีคดัแยกไดใ้หม่ในงานวจิยัน้ีกบั B.megaterium BA-019 สายพนัธ์ุท่ีใชใ้น
หอ้งปฏิบติัการปัจจุบนั  พบวา่   B.megaterium P-12  มีความสามารถในการผลิต P(3HB) ไดดี้กวา่
ใน B. megaterium BA-019  เน่ืองจากไดค้่าอตัราการผลิตสูงกวา่โดยมีค่าเท่ากบั 0.188 กรัมต่อลิตร
ต่อชัว่โมง ขณะท่ี B.megaterium BA-019  มีค่าอตัราการผลิตเท่ากบั 0.145 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง 
(ศริญญา แกว้ประดบั, 2553)   เม่ือท าการทดลองภายใตภ้าวะการเล้ียงเช้ือเดียวกนั 
  
 5.3.2 ผลของชนิดและปริมาณแหล่งคาร์บอนผสมเพือ่ผลิตโคพอลเิมอร์ PHBV 
  5.3.2.1 ผลของชนิดแหล่งคาร์บอนผสมเพื่อผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV 

B.megaterium P-12 สามารถเจริญ  ผลิตและสะสม PHBV ในแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่ง
น ้าออ้ยกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรตไดดี้กวา่ในน ้าออ้ยกบัเกลือโซเดียมโพรพิโอเนต เน่ืองจากมี
น ้าหนกัเซลลแ์หง้    ความเขม้ขน้และปริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV สูงกวา่ในทุกอตัราส่วน (15:5 
10:10 และ 5:15 กรัมต่อลิตรต่อกรัมต่อลิตร)  ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ  Loo และ Sudesh 
(2007a) ท่ีรายงานวา่ กรดวาเลอริกหรือเกลือโซเดียมวาเลอเรตเป็นแหล่งคาร์บอนส าหรับผลิตโคพอ
ลิเมอร์ PHBV ใน Delftia acidovorans ไดดี้กวา่กรดโพรพิโอนิกหรือเกลือโซเดียมโพรพิโอเนต  
โดยไดป้ริมาณโคพอลิเมอร์สูงสุดเท่ากบั 33 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้  ทั้งน้ีเน่ืองจากกรด 
โพรพิโอนิกเป็นกรดคาร์บอกซิลิกท่ีมีสายโซ่ของหมู่อลัคิล (n-alkyl chain) สั้นและมีค่า pKa เท่ากบั 
4.87  ซ่ึงสูงกวา่กรดวาเลอริกท่ีมีค่า pKa เท่ากบั 4.75 ซ่ึงจากการท่ีกรดโพรพิโอนิกมีค่า pKa สูงกวา่
น้ี  จะมีความสามารถในการแตกตวัไดดี้กวา่  จึงแสดงความเป็นกรดไดม้ากกวา่ และเพื่อตอบสนอง
ต่อการสะสมของโปรตอน (H+) เซลลจึ์งตอ้งปล่อยพลงังานอิสระ (free energy) ออกมาเพื่อขบั H+ 
ท่ีมีมากเกินพอออกจากเซลลเ์พื่อรักษาระดบั H+ gradient ภายในเซลลใ์หค้งท่ี  ซ่ึงจากการท่ีตอ้ง    
ดึงพลงังานออกมาใชม้ากน้ีเอง จะมีผลไปลดกิจกรรมของเซลล ์ อนัจะส่งผลใหผ้ลผลิต PHAs 
นอ้ยลงตามไปดว้ย  โดยผลของการยบัย ั้ง (Inhibitory effect) ของสารตั้งตน้ส าหรับผลิตเป็นโมโน
เมอร์ 3HV เรียงล าดบัจากนอ้ยไปมากไดด้งัน้ี เกลือโซเดียมวาเลอเรต< กรดวาเลอริก< เกลือโซเดียม
โพรพิโอเนต< กรดโพรพิโอนิก  และจากงานวจิยัของ Sheu และคณะ (2009)  ท่ีไดเ้ปรียบเทียบการ
ใชแ้หล่งคาร์บอนผสมระหวา่งเกลือโซเดียมกลูโคเนตกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรตกบัแหล่งคาร์บอน
ผสมระหวา่งเกลือโซเดียมกลูโคเนตกบัเกลือโซเดียมโพรพิโอเนตเพื่อผลิตเป็นโคพอลิเมอร์ PHBV 
ใน Caldimonas taiwannensis  ผลการศีกษา พบวา่ C. taiwannensis  สะสมโคพอลิเมอร์ PHBV ได้
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สูงสุดเท่ากบั 74 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้  เม่ือเล้ียงในแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งเกลือ
โซเดียมกลูโคเนตกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรต   โดยไดป้ริมาณ 3HV ตั้งแต่ 10 ถึง 95 โมลเปอร์เซ็นต ์ 
เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมวาเลอเรตตั้งแต่ 0.1 ถึง 0.6 เปอร์เซ็นต ์    ขณะท่ีเม่ือเล้ียง      
ในแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งเกลือโซเดียมกลูโคเนตกบัเกลือโซเดียมโพรพิโอเนต  พบวา่  เซลล์
หยดุการเจริญและการสังเคราะห์โคพอลิเมอร์ PHBV  เม่ือมีความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมโพรพิโอ
เนตมากกวา่  0.2 เปอร์เซ็นต ์  จากผลการทดลอง แสดงใหเ้ห็นวา่ C. taiwannensis  สามารถใชเ้กลือ
โซเดียมวาเลอเรตเพื่อผลิตเป็นโคพอลิเมอร์ PHBV ไดดี้กวา่การใชเ้กลือโซเดียมโพรพิโอเนตและ
เม่ือเปรียบเทียบปริมาณ 3HV ท่ีผลิตไดร้ะหวา่งการใชเ้กลือโซเดียมวาเลอเรตและเกลือโซเดียม    
โพรพิโอเนต  พบวา่   เม่ือใชเ้กลือโซเดียมวาเลอเรตกบัน ้าออ้ย  ไดส้ัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV    
สูงกวา่การใชเ้กลือโซเดียมโพรพิโอเนต  ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Ramsay และคณะ (1990) ท่ี
ไดร้ายงานไวว้า่ เม่ือเล้ียง Alcaligenes latus ในแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งซูโครสกบักรดโพรพิ
โอนิกท่ีมีความเขม้ขน้ 3.0 กรัมต่อลิตร พบวา่ ไดป้ริมาณ PHBV ท่ีมีสัดส่วนโมโนเมอร์ 3HV 
เท่ากบั 15 โมลเปอร์เซ็นต ์  ซ่ึงต ่ากวา่เม่ือเล้ียงในแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งซูโครสกบักรดวาเลอ
ริก (ท่ีความเขม้ขน้เท่ากนั) ท่ีไดป้ริมาณ 3HV สูงถึง 38 โมลเปอร์เซ็นต ์    ทั้งน้ีเน่ืองจากเกลือ
โซเดียมโพรพิโอเนตไม่สามารถเปล่ียนไปเป็นโมโนเมอร์ 3HV ไดท้ั้งหมด โดยส่วนหน่ึงจะถูก
เปล่ียนเป็นอะซิติลโคเอ ซ่ึงเป็นสารตวักลางส าหรับการผลิตเป็นโมโนเมอร์ 3HB เห็นไดจ้ากเม่ือใช้
เกลือโซเดียมโพรพิโอเนตเป็นแหล่งคาร์บอนเด่ียว จะสามารถสังเคราะห์ไดเ้ป็นโมโนเมอร์ทั้ง 3HB 
และ 3HV ขณะท่ีเม่ือใชเ้กลือโซเดียมวาเลอเรตเป็นแหล่งคาร์บอน   พบวา่   จะไดโ้พรพิโอนิลโคเอ 
(propionyl-CoA)    ซ่ึงเป็นสารตวักลางของกระบวนการสังเคราะห์โมโนเมอร์ 3HV เป็นผลิตภณัฑ์
สุดทา้ยของกระบวนการ β-oxidation แทนท่ีจะเป็นอะซิติลโคเอ  (Doi และคณะ, 1987) 

  5.3.2.2  ผลของปริมาณแหล่งคาร์บอนผสมเพื่อผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV 
เม่ือเล้ียง B.megaterium P-12  ในน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวม 10.0 กรัมต่อลิตร

กบัเกลือโซเดียมวาเลอเรต 10.0 กรัมต่อลิตร  (ซ่ึงมีแอมโมเนียมซลัเฟตความเขม้ขน้ 1.0 กรัมต่อลิตร
เป็นแหล่งไนโตรเจน)    พบวา่   สามารถผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV ท่ีมีสัดส่วนของ 3HV อยูใ่นช่วง 
ท่ีตอ้งการ คือ มีปริมาณโมโนเมอร์ 3HV เท่ากบั 21 โมลเปอร์เซ็นต ์   แต่ยงัมีน ้าหนกัเซลลแ์หง้    
ความเขม้ขน้และปริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV ต ่า  โดยมีค่าเท่ากบั 3.19 กรัมต่อลิตร  0.95 กรัมต่อ
ลิตร และ  29.78 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้   ตามล าดบั ณ ชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียงเช้ือ       
ซ่ึงเม่ือเพิ่มปริมาณสารตั้งตน้ส าหรับผลิตเป็นโมโนเมอร์ 3HV ใหสู้งข้ึน    มีผลไปลดน ้าหนกัเซลล์
แหง้และปริมาณ PHBV ใหต้ ่าลง   ทั้งน้ีเน่ืองจากการเติมกรดอินทรียห์รือเกลือของกรดอินทรีย ์ ซ่ึง
ในการทดลองน้ีไดแ้ก่ เกลือโซเดียมวาเลอเรต ท่ีมีความเขม้ขน้สูงลงในอาหารเล้ียงเช้ือ อาจมีผลไป
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เพิ่มความเป็นพิษต่อเซลล ์ ท าใหเ้ซลลเ์จริญเติบโตไดไ้ม่ดีและสะสมโคพอลิเมอร์ไดน้อ้ย  (Ramsay 
และคณะ, 1990 ; Rhee และคณะ, 1993 ; Yu และคณะ, 2005)   ดงันั้น    จึงตอ้งหาแนวทางในการ
เพิ่มความเขม้ขน้ของเซลลแ์ละปริมาณโคพอลิเมอร์ใหสู้งข้ึน ซ่ึงวธีิการหน่ึงก็คือการหาแหล่ง
ไนโตรเจนแหล่งใหม่มาทดแทนการใชแ้อมโมเนียมซลัเฟตเพื่อช่วยเพิ่มผลผลิต  

สรุปไดว้า่ ปริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV และสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV ใน PHBV 
สามารถถูกควบคุมไดด้ว้ยชนิดและปริมาณของแหล่งคาร์บอนหลกัและโคสับเสตรตท่ีใชเ้ป็นสาร
ตั้งตน้ส าหรับผลิตเป็นโมโนเมอร์ 3HV (Ramasy และคณะ, 1990 ; Yu และคณะ, 2005) 

 
5.4 ผลของแหล่งไนโตรเจนทีม่ีต่อการเจริญ   การผลติโคพอลเิมอร์ PHBV และสัดส่วนของโมโน
เมอร์ 3HV ใน PHBV 
 5.4.1 ผลของชนิดแหล่งไนโตรเจน 

เม่ือเล้ียง B.megaterium P-12  ในอาหาร MSM ท่ีมียเูรียเป็นแหล่งไนโตรเจน  ใหค้่าอตัรา
การผลิต PHBV   และ  Yx/s   สูงกวา่เม่ือเล้ียงในแอมโมเนียมซลัเฟต         โดยมีค่าเท่ากบั  0.067  
และ  0.121 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง  ตามล าดบั   แมว้า่จะมีน ้าหนกัเซลลแ์หง้  ความเขม้ขน้และ
ปริมาณ PHBV ต ่ากวา่เม่ือเล้ียงในแอมโมเนียมซลัเฟต     ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากแอมโมเนียมซลัเฟต
สามารถแตกตวัและละลายน ้าไดเ้ร็วกวา่  (Sakami และ Harrington, 1963)  เซลลจึ์งน าไปใชใ้นการ
เจริญและสังเคราะห์โคพอลิเมอร์ PHBV ไดเ้ร็วกวา่ยเูรียในช่วงแรกของการเล้ียงเช้ือ   แต่เม่ือ
พิจารณาโดยตลอดการเล้ียงเช้ือ พบวา่  การใชย้เูรียเป็นแหล่งไนโตรเจน   สามารถสังเคราะห์โคพอ
ลิเมอร์ PHBV ไดดี้กวา่    นอกจากน้ี   ยเูรียยงัมีขอ้ไดเ้ปรียบกวา่แอมโมเนียมซลัเฟตในดา้นของ
ราคา    โดย Loo และ Sudesh (2007b)  รายงานวา่  ยเูรียเป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีดีส าหรับการผลิต 
PHAs   เน่ืองจากมีราคาถูกและช่วยส่งเสริมการผลิตพอลิเมอร์ PHAs ได ้ 

สุดา สุภาชวนิสวสัด์ิ (2542) รายงานวา่ B.megaterium BA-019 สามารถใชย้เูรียเป็น
สับสเตรตไดแ้ละใหป้ริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV สูงกวา่การใชแ้อมโมเนียมซลัเฟต แอมโมเนียม
คลอไรดแ์ละสารสกดัจากยสีต ์   โดยไดส้ัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV และปริมาณ PHBV  สูงสุด
เท่ากบั 24 โมลเปอร์เซ็นตแ์ละ 50.44  เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้  ตามล าดบั  เม่ือเล้ียงเช้ือใน
อาหารท่ีมีปริมาณยเูรียต ่าคือ อตัราส่วนระหวา่งคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 500 โมลต่อโมล  

Lee และคณะ (2008)   เปรียบเทียบการใชแ้หล่งไนโตรเจนของ Cupriavidus necator H16  
ระหวา่งแอมโมเนียมคลอไรด ์ แอมโมเนียมไนเตรต  โซเดียมไนเตรตและยเูรีย  พบวา่  เม่ือใชย้เูรีย
และแอมโมเนียมซลัเฟต  C. necator H16  สามารถเจริญและสะสมโคพอลิเมอร์ PHBV ไดใ้กลเ้คียง
กนั โดยพบวา่    มีน ้าหนกัเซลลแ์หง้และปริมาณ PHBV เท่ากบั 6.8 กรัมต่อลิตร และ 90 เปอร์เซ็นต์
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โดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ตามล าดบั   เม่ือเล้ียงในแอมโมเนียมซลัเฟต  ขณะท่ีเม่ือเล้ียงใน ยเูรีย พบวา่  
มีน ้าหนกัเซลลแ์หง้  และปริมาณ PHBV ต  ่ากวา่เล็กนอ้ย   คือมีค่าเท่ากบั เท่ากบั 6.3 กรัมต่อลิตร 
และ 89 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ตามล าดบั  ซ่ึงทางคณะผูว้จิยัไดเ้ลือกใชย้เูรียเป็นแหล่ง
ไนโตรเจนเน่ืองจากมีราคาถูกกวา่แอมโมเนียมซลัเฟต 

 5.4.2 ผลของปริมาณแหล่งไนโตรเจน 
เม่ือมีความเขม้ขน้ของยเูรียเพิ่มข้ึน B. megaterium   P-12 เจริญไดดี้ข้ึน  แต่ผลิตและสะสม

โคพอลิเมอร์ PHBV ลดลง โดยมีน ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดเท่ากบั 4.10 กรัมต่อลิตรเม่ือเล้ียงเช้ือ        
ในอาหาร MSM  ซ่ึงมียเูรียท่ีมีความเขม้ขน้ 3.0 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งไนโตรเจน  ขณะท่ีไดค้วาม
เขม้ขน้และปริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV สูงสุดเม่ือเล้ียงเช้ือในยเูรียท่ีมีความเขม้ขน้เท่ากบั 1.0 กรัม
ต่อลิตร  โดยมีค่าเท่ากบั   1.40  กรัมต่อลิตร และ 37.06 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ตามล าดบั 
ณ ชัว่โมงท่ี 12 ของการเล้ียงเช้ือ   และมีสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV ใน PHBV เท่ากบั 21 โมล
เปอร์เซ็นต ์     ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Rhee และคณะ (1993) ท่ีไดร้ายงานไวว้า่  อตัราส่วน
ของคาร์บอนต่อไนโตรเจนระหวา่งกลูโคสกบัเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต เท่ากบั 23.1 ไดป้ริมาณ 
PHBV สูงสุด เท่ากบั 57 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้ และมีน ้าหนกัเซลลแ์หง้เท่ากบั 62 กรัม
ต่อลิตร  เม่ือเทียบกบัอตัราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 4.3 พบวา่  ไดน้ ้าหนกัเซลลแ์หง้
สูงกวา่  คือมีค่าเท่ากบั 77 กรัมต่อลิตร  แต่มีปริมาณ PHBV เพียง 30 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลล์
แหง้   ซ่ึงต ่ากวา่อตัราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 23.1  เกือบ 2 เท่า  แสดงใหเ้ห็นวา่  
เม่ือมีอตัราส่วนระหวา่งคาร์บอนต่อไนโตรเจนนอ้ยลง กล่าวคือ มีความเขม้ขน้ของแหล่งไนโตรเจน
เพิ่มข้ึน จุลินทรียจ์ะเจริญเติบโตไดดี้ข้ึน  แต่มีการสะสมโคพอลิเมอร์ลดลง  ซ่ึงสอดคลอ้งกบั
งานวจิยัของ Lee และคณะ (2008)  ท่ีมีรายงานวา่   เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของยเูรียให้สูงข้ึน  มีผลต่อ
การสังเคราะห์และสะสม PHBV ของ Cupriavidus necator H16  โดยพบวา่  ท่ีความเขม้ขน้ของ
ยเูรียเท่ากบั 30 mM  C.necator H16 สามารถผลิตโคพอลิเมอร์ไดเ้พียง 29 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั
เซลลแ์หง้  ขณะท่ีความเขม้ขน้ของยเูรียเท่ากบั 10 mM  เช้ือสามารถผลิต PHBV ไดสู้งถึง 79 
เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้   ทั้งน้ีเน่ืองมาจากการมีปริมาณแหล่งไนโตรเจนมากเกินพอ   มีผล
ท าให ้ acetyl-CoA เปล่ียนวถีิไปเขา้วฏัจกัร TCA เพื่อสร้างพลงังานและกรดอะมิโนแทนท่ี             
จะสังเคราะห์เป็น  PHAs  จึงท าใหมี้ CoA อิสระมากข้ึน  แต่ acetoacetyl-CoA ลดลง  ขณะท่ีถา้มี
การจ ากดัปริมาณไนโตรเจน  จะมีการใช ้ NADPH นอ้ยลง   ซ่ึงจะมีผลไปยบัย ั้งวถีิการสังเคราะห์
กรดอะมิโน  โดยเฉพาะปฏิกิริยาการเปล่ียนอลัฟา-คีโตกลูตาเรต (α-ketoglutarate) ไปเป็นกลูตาเมต 
(glutamate)  ท าใหเ้กิดการสะสม NADPH ภายในเซลลม์ากข้ึน   ซ่ึง NADPH น้ีเองจะไปกระตุน้
การสังเคราะห์ PHAs  ใหเ้กิดข้ึนได ้(Lee และคณะ, 1999 ; Sankhla และคณะ, 2010)    ดงันั้น   การ
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จ ากดัแหล่งไนโตรเจนจึงมีค่าท่ีเหมาะสมอยูค่่าหน่ึง (critical concentration) ซ่ึงหากมีปริมาณ
ไนโตรเจนมากเกินไป เซลลจ์ะเจริญเติบโตมากกวา่ท่ีจะเกิดการสังเคราะห์และสะสมโคพอลิเมอร์ 
แต่หากมีปริมาณไนโตรเจนนอ้ยเกินไป จะท าใหเ้ซลลไ์ม่เจริญหรือเจริญไดน้อ้ยอนัจะส่งผลใหมี้
ปริมาณโคพอลิเมอร์นอ้ยลงตามไปดว้ย (Annuar และคณะ, 2003) 

นอกจากน้ี ยงัพบวา่ เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของยเูรียใหสู้งข้ึน สัดส่วนโมลเปอร์เซ็นตข์องโม
โนเมอร์ 3HV จะสูงข้ึนตามล าดบั   โดยท่ีความเขม้ขน้ของยเูรียเท่ากบั 0.5  กรัมต่อลิตร  จะมี
ปริมาณโมโนเมอร์ 3HV เท่ากบั 20  โมลเปอร์เซ็นต ์ ขณะท่ีความเขม้ขน้ของยเูรียเท่ากบั 3.0 กรัมต่อ
ลิตร   จะมีปริมาณโมโนเมอร์ 3HV เท่ากบั 35 โมลเปอร์เซ็นต ์    ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Lee 
และคณะ (2008)  ท่ีไดร้ายงานวา่   เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของยเูรียตั้งแต่ 10 จนถึง 30 mM จะไปมีผล
ต่อสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV ของเช้ือ C. necator H16   โดยพบวา่   สัดส่วนของโมโนเมอร์ 
3HV  จะมีค่าตั้งแต่ 5  ถึง 23 โมลเปอร์เซ็นต ์  ข้ึนอยูก่บัความเขม้ขน้ของยเูรียท่ีเพิ่มข้ึน  ซ่ึงเป็นไป
ในทางเดียวกนักบังานวิจยัของ Rhee และคณะ (1993) ท่ีไดร้ายงานไวว้า่  อตัราส่วนระหวา่ง
คาร์บอนต่อไนโตรเจนมีผลโดยตรงต่อสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV ในโคพอลิเมอร์ PHBV พบวา่ 
เม่ืออตัราส่วนระหวา่งคาร์บอนต่อไนโตรเจนลดลง   จะมีโมโนเมอร์ 3HV เพิ่มข้ึนตามระยะเวลาใน
การเล้ียงเช้ือ  โดยมีค่าอยูร่ะหวา่ง 5.1 ถึง 6.3 โมลเปอร์เซ็นต ์   สรุปไดว้า่ ปริมาณ PHBV และ
สัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV ในโคพอลิเมอร์ PHBV สามารถถูกควบคุมไดด้ว้ยปริมาณของแหล่ง
ไนโตรเจน (Kim และคณะ, 1992) 

   
5.5 ภาวะการเลีย้งเช้ือทีม่ีผลต่อการเจริญ    การผลติโคพอลเิมอร์ PHBV และสัดส่วนของโมโนเมอร์ 
3HV ใน PHBV 

5.5.1 ค่าความเป็นกรด-ด่าง 
B. megaterium P-12   ท่ีเล้ียงในอาหาร MSM ท่ีมีค่าความเป็น กรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 7.0   

สามารถเจริญและผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV  ไดสู้งสุดโดยมีค่าเท่ากบั 3.78 กรัมต่อลิตร  1.40  กรัม
ต่อลิตร และ  37.06 ตามล าดบั ณ ชัว่โมงท่ี 12 ของการเล้ียงเช้ือ     ซ่ึงสูงกวา่เม่ือเล้ียงในอาหาร 
MSM    ท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 6.0 และ 8.0    สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Kinoshita 
และคณะ (1991)  ท่ีไดร้ายงานไวว้า่   ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้มีผลต่อการเจริญของจุลินทรีย์
และการผลิต PHAs พบวา่ ควรท าการควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่างไม่ใหต้  ่ากวา่ 7.0  เพื่อป้องกนั
ไม่ใหค้่าค่าความเป็นกรด-ด่างลดลงอยูใ่นสภาวะท่ีเป็นกรดมากเกินไป เน่ืองจากเอนไซมส์ าคญัท่ีใช้
ในการสังเคราะห์ PHAs  สามารถท างานไดดี้ท่ีสุดท่ีค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 7.0   
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 Loo และ Sudesh (2007a) รายงานวา่ Delftia acidovorans   ผลิตและสะสมโคพอลิเมอร์ 
PHBV ไดสู้งสุดเม่ือเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 7.0 โดย           
ไดป้ริมาณโคพอลิเมอร์เท่ากบั 37 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้  ซ่ึงสนบัสนุนไดด้ว้ยงานวจิยั
ของ Lee และคณะ (2008) ท่ีไดศึ้กษาผลของค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารเหลวส าหรับ
การผลิตพอลิเมอร์ท่ีมีต่อปริมาณ PHBV พบวา่ ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ส าหรับการสังเคราะห์ 
PHBV ของ Cupriavidus necator H16 ท่ีเหมาะสมท่ีสุด มีค่าเท่ากบั 7.0 โดยสามารถสะสมโคพอลิ
เมอร์ไดสู้งถึง 90 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้    ซ่ึงหากเพิ่มค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของ
อาหารเล้ียงเช้ือใหสู้งกวา่น้ี  จะไปมีผลท าใหมี้การสะสม PHBV ลดลงเหลือเพียง 63  เปอร์เซ็นต์
โดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้    เม่ือเล้ียง C. necator H16 ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 8.5  ขณะท่ีเม่ือ
เล้ียงเช้ือในสภาวะท่ีเป็นกรด คือมีค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 5.0-5.5 เซลลส์ะสมแต่โฮโมพอลิ
เมอร์ P(3HB) แต่ไม่สะสมโคพอลิเมอร์ PHBV  เช่นเดียวกบัในงานวจิยัของ Zakaria และคณะ 
(2010) ท่ีไดร้ายงานวา่   ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้มีผลต่อการเจริญของ Comamonas sp. EB172 
พบวา่ เช้ือสามารถเจริญไดสู้งสุดในอาหารท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่มตน้เท่ากบั 7.5 โดยมีน ้าหนกั
เซลลแ์หง้เท่ากบั 2.1 กรัมต่อลิตร ขณะท่ีไดป้ริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV  สูงสุดเท่ากบั 59 
เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้ เม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่มตน้เท่ากบั 7.0   
ทั้งน้ีเน่ืองมาจากในภาวะท่ีค่าความเป็นกรด-ด่างต ่า จะขาดความสมดุลระหวา่งปริมาณไอออนของ
ไฮโดรเจนและไฮดรอกไซด์ ส่งผลต่อการผา่นเขา้ออกของสารอาหารและเซลลไ์ม่สามารถน า
สารอาหารเขา้สู่เซลลไ์ด ้ นอกจากน้ี ยงัท าใหเ้กิดความเป็นพิษเน่ืองจากมีปริมาณกรดในระบบมาก
เกินไป (Luli and Strohl , 1990)    โดยการปรับค่าความเป็นกรด-ด่างเป็น 7.0   เป็นการปรับปริมาณ
ไฮโดรเจนอิสระท่ีแสดงประจุเป็นบวกใหล้ดลงดว้ยไฮดรอกไซดซ่ึ์งมีประจุเป็นลบ ท าใหไ้ฮโดรเจน
ไอออนไม่สามารถส่งผลกระทบโดยตรงต่อเซลล ์ (Du และคณะ, 2001) นอกจากน้ี  ยงัพบวา่ เม่ือ
เพิ่มมีค่าความเป็นกรด-ด่างเพิ่มข้ึน ท าใหส้ัดส่วนโมลเปอร์เซ็นตข์องโมโนเมอร์ 3HV สูงข้ึน
ตามล าดบั   โดยท่ีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารเหลวส าหรับการผลิตเท่ากบั 6.0  7.0  และ 
8.0   จะมีปริมาณโมโนเมอร์ 3HV เท่ากบั  18  21 และ 24  โมลเปอร์เซ็นต ์  ตามล าดบั   ซ่ึง
สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Lee และคณะ (2008) ท่ีไดศึ้กษาผลของค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของ
อาหารเหลวส าหรับการผลิตพอลิเมอร์ท่ีมีต่อองคป์ระกอบของโมโนเมอร์ 3HV ภายในโคพอลิเมอร์ 
PHBV  ใน  C. necator H16  พบวา่  ปริมาณโมโนเมอร์  3HV ในโคพอลิเมอร์ PHBV จะสูงข้ีน  
เม่ือมีค่าความเป็นกรด-ด่างเพิ่มข้ึน  โดยมีค่าเฉล่ียประมาณ 12 ถึง 14 โมลเปอร์เซ็นตท่ี์ค่าความเป็น
กรด-ด่างระหวา่ง 7.5-8.5 เช่นเดียวกบัในงานวิจยัของ Zakaria และคณะ (2010) ท่ีไดร้ายงานวา่     
ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารส าหรับการผลิต มีผลต่อสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV ใน 
Comamonas sp. EB172  โดยเม่ือค่าความเป็นกรด-ด่างเพิ่มข้ึนตั้งแต่ 6.5 จนถึง 8.0 จะส่งผลใหมี้
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ปริมาณ 3HV เพิ่มข้ึนจาก 45 ไปจนถึง 86 โมลเปอร์เซ็นต ์  สรุปไดว้า่ ทั้งภาวะท่ีเป็นกรดและด่าง  
ไม่เหมาะสมต่อการสังเคราะห์โคพอลิเมอร์ PHBV ภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดต่อการผลิตและสะสมโค
พอลิเมอร์คือสภาวะท่ีเป็นกลาง ซ่ึงมีค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 7.0  

5.5.2 ออกซิเจน  
เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในขวดทดลองท่ีมีปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ MSM  เท่ากบั 50 

มิลลิลิตร  สามารถเจริญและสังเคราะห์โคพอลิเมอร์ PHBV ไดสู้งสุด โดยมีค่าเท่ากบั 3.78 กรัมต่อ
ลิตร 1.40 กรัมต่อลิตร และ 37.06 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ตามล าดบั ณ ชัว่โมงท่ี 12     
ของการเล้ียงเช้ือซ่ึงสูงกวา่เม่ือเล้ียงในขวดทดลองท่ีมีปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ MSM  เท่ากบั 25 75 
และ 100 มิลลิลิตร    ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Rhee และคณะ (1993) ท่ีไดร้ายงานไวว้า่        
เม่ือเล้ียง  Alcaligenes sp. SH-69  ท่ีค่า dissolved oxygen (DO) มากกวา่ 50 เปอร์เซ็นต ์    มีผลไป
เพิ่มน ้าหนกัเซลลแ์หง้จาก 35 กรัมต่อลิตรเป็น 66 กรัมต่อลิตร   แต่สะสม PHBV ไดล้ดลงเหลือเพียง 
45 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้   ซ่ีงเม่ือเปรียบเทียบกบัการมี DO ประมาณ 20 เปอร์เซ็นต ์
พบวา่ ไดป้ริมาณ PHBV สูงกวา่โดยมีค่าเท่ากบั 56 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้     ทั้งน้ี
เน่ืองจากปริมาณออกซิเจนมีผลโดยตรงต่อการผลิต PHAs โดยในสภาวะท่ีมีปริมาณออกซิเจนจ ากดั   
เอนไซม ์ citrate synthase และเอนไซม ์ isocitrate dehydrogenase  จะถูกยบัย ั้งการท างานโดย 
NADH ท าให ้ acetyl-CoA ไม่เขา้สู่วฏัจกัร TCA  แต่จะเปล่ียนไปเป็น acetoacetyl-CoA เพื่อเขา้สู่
กระบวนการสังเคราะห์และสะสม PHAs โดยเอนไซม ์ β-ketothiolase  (Luengo และคณะ, 2003)  
ขณะท่ีการมีปริมาณออกซิเจนมากเกินไป   จะไปมีผลไปเพิ่ม NAD(P)H2  ในปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ 
ซ่ึงท าใหเ้กิดการสังเคราะห์  PHBV ลดลง (Anderson และ Dawes, 1990)     นอกจากน้ี ยงัพบวา่ 
ปริมาณออกซิเจน ไม่มีผลต่อสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV ในโคพอลิเมอร์ PHBV  เน่ืองจากโคพอ
ลิเมอร์ท่ีผลิตไดย้งัมีปริมาณโมโนเมอร์ 3HV คงท่ี คือมีค่าเท่ากบั 21 โมลเปอร์เซ็นตเ์ท่ากนั   ซ่ึง
สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Rhee และคณะ (1993)  ท่ีพบวา่ การเพิ่มข้ึนของออกซิเจนละลาย 
(dissolved oxygen, DO) ตั้งแต่ 2 จนถึง 50 เปอร์เซ็นต ์  ไม่ไดท้  าใหส้ัดส่วนของโมโนเมอร์  3HV 
เปล่ียนแปลง โดยยงัมีปริมาณ 3HV คงท่ีอยูท่ี่ประมาณ 2 ถึง 3โมลเปอร์เซ็นต ์  สรุปไดว้า่  ปริมาณ 
PHBV และสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV ในโคพอลิเมอร์ PHBV ข้ึนอยูก่บัภาวะท่ีใชใ้นการหมกั 
(Rhee และคณะ, 1993) 

5.6 ผลติโคพอลเิมอร์ PHBV จาก Bacillus megaterium P-12 ในถังหมักขนาด 5 ลติร 
 เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12  ในถงัหมกั ขนาด 5 ลิตร  พบวา่  เช้ือสามารถเจริญ     ผลิต
และสะสมโคพอลิเมอร์ PHBV ไดสู้งกวา่เม่ือเล้ียงในระดบัขวดเขยา่  โดยมีน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความ
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เขม้ขน้และปริมาณ PHBV สูงสุดเท่ากบั  4.89 กรัมต่อลิตร  1.76  กรัมต่อลิตร และ 41.36  
เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้  ตามล าดบั  ณ ชัว่โมงท่ี 12 ของการเล้ียงเช้ือ   โดยมีสัดส่วนของ
โมโนเมอร์ 3HV เป็นองคป์ระกอบภายใน PHBV เท่ากบั 21 โมลเปอร์เซ็นต ์    คิดเป็นเปอร์เซ็นต์
น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV ท่ีเพิ่มข้ึนจากการเล้ียงเช้ือในระดบัขวดเขยา่
เท่ากบั   29.37    25.71   และ  11.60   เปอร์เซ็นต ์   ตามล าดบั  และมีค่าอตัราการผลิต PHBV  
เพิ่มข้ึนจากเดิม  25.64 เปอรเซ็นต ์  ทั้งน้ีเน่ืองจากการเล้ียงเช้ือในถงัหมกัสามารถจดัสภาวะต่างๆได้
ดีกวา่ในระดบัขวดเขยา่ เช่น สามารถควบคุมอุณหภูมิและค่าความเป็นกรด-ด่างไดต้ลอดการเล้ียง
เช้ือ   มีการกวนและการให้อากาศซ่ึงจะช่วยใหเ้กิดการผสมไดดี้ข้ึน เซลลจึ์งสามารถน าสารอาหาร
ไปใชไ้ดดี้   และยงัสามารถควบคุมปริมาณอากาศท่ีจะเขา้สู่ถงัหมกัไดต้ามตอ้งการ  เป็นตน้  

5.7 สมบัติทางเคมีกายภาพบางประการของโคพอลเิมอร์ PHBV ทีผ่ลติได้จาก B. megaterium P-12   

 สมบติัทางเคมีกายภาพของโคพอลิเมอร์ PHBV ข้ึนอยูก่บัปริมาณโมโนเมอร์ 3HV ใน 
PHBV  (Hocking และ Marchessault, 1994) และน ้าหนกัโมเลกุลของโคพอลิเมอร์ (เสาวรจน์ ช่วย
จุลจิตน์, 2538)   ซ่ึงในการวจิยัน้ี   สามารถผลิต  PHBV ท่ีมีปริมาณ 3HV หลากหลายข้ึนกบัปริมาณ
ของแหล่งคาร์บอนท่ีใชผ้ลิตเป็นสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB และ 3HV  แต่ผูว้จิยัไดเ้ลือกศึกษา   
สมบติัทางเคมีกายภาพของ PHBV ท่ีมีปริมาณโมโนเมอร์  3HV  เท่ากบั 21 โมลเปอร์เซ็นต ์ 
เน่ืองจากเป็นสัดส่วนท่ีเหมาะสมต่อการน าไปใชง้าน ซ่ึงเม่ือวิเคราะห์สมบติัทางกายภาพบาง
ประการ  พบวา่   PHBV  ท่ีผลิตไดจ้าก  B.megaterium  P-12  มีอุณหภูมิหลอมเหลวและอุณหภูมิ
กลาสทรานสิชนัเท่ากบั 143.44 และ -17.09  องศาเซลเซียส ตามล าดบั  ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกบั
งานวจิยัของ Zakaria และคณะ (2010) ท่ีไดศึ้กษาสมบติัทางกายภาพของ PHBV ท่ีผลิตไดจ้าก 
Comamonas sp. EB 172 ซ่ึงมีสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV เท่ากบั 21 โมลเปอร์เซ็นตเ์ท่ากนั   พบวา่ 
PHBV ท่ีผลิตไดมี้อุณหภูมิหลอมเหลวใกลเ้คียงกนั ขณะท่ีมีอุณหภูมิกลาสทรานสิชนัค่อนขา้ง
แตกต่างกนัมาก ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากการมีส่ิงเจือปน (impurity) อยูใ่นตวัอยา่งพอลิเมอร์ท่ีทดสอบ  
 ส าหรับน ้าหนกัโมเลกุลโดยเฉล่ีย พบวา่ PHBV ท่ีผลิตไดใ้นงานวจิยัน้ีมีน ้าหนกัโมเลกุล
เฉล่ียโดยจ านวนและน ้าหนกัโมเลกุลเฉล่ียโดยน ้าหนกัเท่ากบั 598 x 105 Da และ 653 x 105 Da  
ตามล าดบั  ซ่ึงสูงกวา่ในงานวจิยัของ Zakaria และคณะ แสดงวา่โคพอลิเมอร์ PHBV ท่ีผลิตไดจ้าก 
B.megaterium  P-12  มีความแขง็แรงและทนความร้อนไดดี้กวา่  นอกจากน้ี  ยงัมีค่าดชันีการ
กระจายของน ้าหนกัโมเลกุลใกลเ้คียง 1.0  คือมีค่าเท่ากบั 1.09   แสดงวา่มีการกระจายขนาดโมเลกุล
สม ่าเสมอและมีขนาดโมเลกุลในสายโคพอลิเมอร์ PHBV ใกลเ้คียงกนั ซ่ึงเป็นสมบติัของพอลิเมอร์
ท่ีดี (เสาวรจน์ ช่วยจุลจิตน์, 2538)   
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    ตารางท่ี 5.1  เปรียบเทียบการผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV โดยใชจุ้ลินทรีย ์   แหล่งคาร์บอนและเทคนิคการเล้ียงเช้ือท่ีแตกต่างกนั 
 

Strains 
 

3HB / 3HV-generating 
carbon sources 

 
Culture 
mode 

 
DCW 
 (gL-1) 

 
PHA conc. 

 (gL-1) 

PHA 
content 

(%DCW) 

PHA 
productivity 

(gL-1h-1) 

 
References 

Bacillus megaterium 
 P-12 

sugarcane liquor 
/sodium valerate 

 

 
batch 

 

 
4.89 

 
1.76 

 
41.36 

 
0.15 

 
This research 

 
Alcaligenes sp. A-04 

 
fructose/valeric acid batch 

 
10.91 5.94 54 0.17 พิสิษฐ คงก าเนิด, 2540 

 
Ralstonia eutropha 

 

whey and inverted 
sugar/propionic acid 

 

 
fed-batch 

 

 
4.75 

 
0.98 

 
37.00 

 
0.17 

 
Marangoni et.al., 2002 

 
Ralstonia eutropha 

 
glucose/propionic acid 

 
fed-batch 

 
52.10 40.80 78.30 0.74 Du et.al., 2001 

 
 

Ralstonia eutropha 
 

glucose 
/sodium propionate 

 

continuous  
(pH -stat) 

 

 
3.45 

 
2.71 

 
78.00 

 
0.25 

 
Yu et.al., 2005 

 
recombinant E.coli 

 
glucose/propionic acid 

 
fed-batch 

 
141.90 88.10 62.10 1.73 Choi and Lee , 1999 

 
Azotobacter vinelandii UWD swine wastewater 

 
batch 

 
5.80 3.73 64.00 0.08 Cho et.al., 2001 
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 งานวจิยัน้ี ถือวา่เป็นงานวจิยัแรกท่ีไดผ้ลิตโคพอลิเมอร์ PHBV โดยใชน้ ้าออ้ยซ่ึงเป็น
วตัถุดิบท่ีมีราคาไม่แพงเป็นแหล่งคาร์บอนหลกัร่วมกบัการเติมโคสับสเตรต 3HV ซ่ึงในท่ีน้ีคือ 
เกลือโซเดียมวาเลอเรตและมีแหล่งไนโตรเจนเป็นยเูรียจาก  B. megaterium P-12   ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุ
ท่ีคดัแยกไดใ้หม่ พบวา่  B. megaterium P-12 สามารถเจริญเติบโต  สังเคราะห์และสะสมโคพอลิ
เมอร์ PHBV อยูใ่นเกณฑป์านกลางเม่ือเทียบกบังานวิจยัอ่ืน (แสดงในตารางท่ี 5.1)  ทั้งน้ีเน่ืองจาก
การเล้ียงเช้ือแบบแบตช์ (batch cultivation)   มีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษารูปแบบการเจริญและสะสม
พอลิเมอร์ของจุลินทรียเ์บ้ืองตน้เท่านั้น  จึงไม่สามารถผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV ปริมาณมากได ้
(Ramasy และคณะ, 1990 ; Zinn และคณะ, 2001)   ดงันั้น  ในอนาคตอนัใกล ้   อาจจะตอ้ง
ท าการศึกษาการเล้ียง  B. megaterium P-12  ในการหมกัแบบเฟดแบตช์ (Fed-batch cultivation) 
เพื่อใหส้ามารถควบคุมเวลาและปริมาณในการเติมสารอาหาร  โดยเฉพาะกรดอินทรียห์รือเกลือของ
กรดอินทรีย ์ เช่น กรดวาเลอริกหรือเกลือโซเดียมวาเลอเรต  กรดโพรพิโอนิกหรือเกลือโซเดียม     
โพรพิโอเนต ซ่ึงเป็นพิษต่อเซลลเ์ม่ือใชท่ี้ความเขม้ขน้สูง  เพื่อช่วยใหมี้ความเขม้ขน้ของเซลล์
เพิ่มข้ึน (high cell density)  ซ่ึงจะท าใหไ้ดผ้ลผลิตและอตัราการผลิตสูงข้ึนได ้ (Lee, 1996 ; Khanna 
และ Srivastava, 2005)    อยา่งไรก็ตาม   ขอ้ไดเ้ปรียบของงานวจิยัน้ีคือ   มีการใชแ้หล่งคาร์บอน
และแหล่งไนโตรเจนราคาถูกในการผลิตโคพอลิเมอร์  ไดแ้ก่ น ้าออ้ยและยเูรีย  ซ่ึงถือเป็นตน้ทุน
หลกัในการผลิต PHBV ช่วยใหร้าคา PHBV ต  ่าลงและสามารถแข่งขนักบัพลาสติกสังเคราะห์ได ้   
นอกจากน้ี  ยงัพบวา่   พลาสติกท่ีผลิตไดจ้าก  B. megaterium P-12   ในงานวิจยัน้ี    มีคุณสมบติัทาง
เคมีกายภาพบางประการท่ีดี เน่ืองจากมีสัดส่วนของโมโนเมอร์ 3HV อยูใ่นช่วงท่ีเหมาะสมต่อการ
น าไปประยกุตใ์ชง้านและมีน ้ าหนกัโมเลกุลค่อนขา้งสูง ท าใหพ้ลาสติกท่ีผลิตไดมี้ความแขง็แรงและ
ทนต่อความร้อนไดดี้ 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวธีิการเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 
1. อาหารเลีย้งกล้าเช้ือ Basal Culture Medium (BCM) (Kulpreecha และคณะ, 2009) 
 

ใน 1 ลิตร ประกอบดว้ย 
 เบคโตทริปโตส (Bacto tryptose)  10.0  กรัม 
 สารสกดัจากยสีต ์(Yeast extract)   10.0  กรัม 
 สารสกดัจากเน้ือ (Beef extract)    5.0  กรัม 
 น ้าตาลทราย     10.0  กรัม 
 โซเดียมคลอไรด ์(NaCl)     5.0  กรัม 
 
 ปรับ pH เป็น 7.0 น่ึงฆ่าเช้ือท่ีความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที แยกสารละลายน ้าตาลน่ึงฆ่าเช้ือท่ีความดนั 10 ปอนดต่์อตารางน้ิว อุณหภูมิ 110 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
2. อาหารเลีย้งกล้าเช้ือ BYPcng (Mitsui และคณะ, 1997) 
 

ใน 1 ลิตร ประกอบดว้ย 
 สารสกดัจากยสีต ์(Yeast extract)    5.0  กรัม 
 สารสกดัจากเน้ือ (Beef extract)    5.0  กรัม 
 เบคโตเปบโตน (Bacto peptone)    5.0  กรัม 
 Casamino acids      2.0  กรัม 
 กลูโคส (Glucose)     4.0  กรัม 
 โซเดียมคลอไรด ์(NaCl)     1.0  กรัม 
 

ปรับ pH เป็น 7.0 น่ึงฆ่าเช้ือท่ีความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที แยกสารละลายน ้าตาลน่ึงฆ่าเช้ือท่ีความดนั 10 ปอนดต่์อตารางน้ิว อุณหภูมิ 110 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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3. อาหารเหลว Nutrient Broth (NB) 
  

ใน 1 ลิตร ประกอบดว้ย 
สารสกดัจากเน้ือ (Beef extract)   3.0  กรัม 

 เบคโตทริปโตส (Bacto tryptose)  5.0 กรัม 
 

ปรับ pH เป็น 7.0 น่ึงฆ่าเช้ือท่ีความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที 
 

การเตรียมวตัถุดิบและสารทีใ่ช้ในการวจัิย 
1. การเตรียมน า้อ้อย  
 1.1 น าน ้าออ้ยมากรองผา่นตะแกรงกรองแบบละเอียด (fine sieve) เพื่อก าจดัเศษดินและเศษ
ชานออ้ยท่ีมาจากกระบวนการหีบออ้ย 
 1.2 น าน ้าออ้ยท่ีผา่นการกรองแลว้ ใส่ในหลอดเซนตริฟิวส์และป่ันแยกตะกอนท่ีความเร็ว 
8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที (ท าซ ้ า จ  านวน 2 รอบ) 
 1.3 น าน ้าออ้ยท่ีผา่นการป่ันแยกตะกอนออกแลว้มาวเิคราะห์ปริมาณน ้าตาลทั้งหมดและเจือ
จางใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

น า้อ้อย 

ตะกอน 
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2. การเตรียมสารละลายเอนไซม์อนิเวอร์เทส (invertase) 
2.1 สารละลายอะซิเตตบฟัเฟอร์  

 เตรียมจากการละลายโซเดียมอะซิเตต 9.10 กรัม ในน ้ากลัน่ 800 มิลลิลิตร เติมกรดอะซิติก 
1.9 มิลลิลิตร ปรับ pH เป็น 4.5 แลว้ปรับปริมาตรให้เป็น 1 ลิตร ดว้ยน ้ากลัน่ 
 2.2 สารละลายเอนไซมอิ์นเวอร์เทส 

เตรียมจากการละลายเอนไซมอิ์นเวอร์เทส 0.15 กรัม ในสารละลายอะซิเตตบฟัเฟอร์ 100 
มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้กรองดว้ยกระดาษกรองเบอร์ 1 

 
3. การเตรียมสารละลายกรดไดไนโตรซาลไิซลกิ (DNSA reagent) 
 สารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก เตรียมจากการละลายกรดไนโตรซาลิไซลิก 1.0 กรัม 
ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์ 2 โมลาร์ ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้เติมน ้ากลัน่
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เติมโปแตสเซียมโซเดียมตาร์เตรต 30 กรัม ปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตร 
เก็บในขวดสีชา 
 
4. การเตรียมสารละลายทีใ่ช้ในการวเิคราะห์ปริมาณไนโตรเจนในแอมโมเนียมซัลเฟตและยูเรีย 
 4.1 สารละลายโปแตสเซียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ 2 โมลาร์  
 เตรียมจากการละลายโปแตสเซียมคลอไรดป์ริมาณ 150 กรัม ในน ้ากลัน่ปลอดประจุ
ปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหเ้ป็น 1 ลิตรดว้ยน ้ ากลัน่ปลอดประจุ 
 4.2 สารละลายฟีนอลไนโตรพสัซายด ์   
 เตรียมจากการละลายฟีนอล 7 กรัม   และโซเดียมไนโตรพสัซายดป์ริมาณ 34 มิลลิกรัม ใน
น ้ากลัน่ปลอดประจุ 80 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหเ้ป็น 100 มิลลิลิตรดว้ยน ้ากลัน่ปลอดประจุ เก็บไว้
ในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซสเซียส 
 4.3 สารละลายบฟัเฟอร์ไฮเปอร์คลอไรด ์   
 เตรียมจากการละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์ 1.48 กรัมในน ้ากลัน่ปลอดประจุปริมาตร 70 
มิลลิลิตร   เติมโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 4.98 กรัม   และสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรด ์(คลอ
รอกซ์ 5-5.25 เปอร์เซ็นต)์ ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหอ้ยูใ่นช่วง 11.4-12.2   ดว้ยโซเดียมไฮ
ดรอกไซด ์1 นอร์มอล ปรับปริมาตรใหเ้ป็น 100 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ากลัน่ปลอดประจุ 

4.4 สารละลาย EDTA  
เตรียมจากการละลาย EDTA ไดโซเดียมซอลทป์ริมาณ 6 กรัม ในน ้ากลัน่ปลอดประจุ

ปริมาตร 80 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหเ้ป็น 7 ปรับปริมาตรใหเ้ป็น 100 มิลลิลิตรดว้ยน ้ากลัน่ปลอดประจุ 
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สูตรค านวณ 
1. การค านวณน า้หนักเซลล์แห้ง (กรัมต่อลติร) 
น ้าหนกัเซลลแ์หง้ (กรัมต่อลิตร) = น ้าหนกัถว้ยท่ีมีเซลล ์-น ้าหนกัถว้ยเปล่า  x 1000 

                                                                        10             
2. การค านวณปริมาณโมโนเมอร์ (กรัมต่อลติร) จากการวเิคราะห์ด้วยวธีิก๊าซโครมาโตกราฟฟี 
 การค านวณปริมาณโมโนเมอร์ของ 3HB และ 3HV   (กรัมต่อลิตรต่อ เซลลแ์หง้ 0.02 กรัม) 
ท าการประมวลผลโดยใชโ้ปรแกรมส าเร็จรูป Star chromatogram : version 4.02 ซ่ึงจะท าการ
ค านวณปริมาณ โมโนเมอร์ (กรัมต่อลิตร) เปรียบเทียบกบัสารมาตรฐานท่ีท าการวเิคราะห์ในสภาวะ
เดียวกนั 
การค านวณปริมาณ โมโนเมอร์แต่ละชนิด (กรัมต่อลิตร) 
สูตร ปริมาณโมโนเมอร์ =  ค่าจากการวเิคราะห์(กรัมต่อลิตร)xน ้าหนกัเซลลแ์หง้(กรัมต่อลิตร) 
                                                                                             20  
3. การค านวณสัดส่วน (โมลเปอร์เซ็นต์) ของแต่ละโมโนเมอร์ จากการวเิคราะห์ด้วยวธีิก๊าซโครมาโต
กราฟฟี 
 การค านวณสัดส่วนองคป์ระกอบของโมโนเมอร์ในโคพอลิเมอร์ (mole fraction) 
3.1 ค านวณหาปริมาณของแต่ละโมโนเมอร์ (กรัมต่อลิตร) 
3.2 ค านวณหาจ านวนโมลของแต่ละโมโนเมอร์ โดยการหารดว้ยน ้าหนกัโมเลกุลของแต่ละโม

โนเมอร์ (น ้าหนกัโมเลกุลของ 3HB และ 3HV = 86 และ 100 ตามล าดบั) 
3.3 ค านวณหาสัดส่วนของแต่ละโมโนเมอร์ (โมลเปอร์เซ็นต)์ 
สูตร โมลเปอร์เซ็นตข์องแต่ละโมโนเมอร์ =              จ  านวนโมลของโมโนเมอร์ x 100 
                                           ผลรวมของจ านวนโมลของโมโนเมอร์ทั้งหมด 
 
4. การค านวณปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ในน า้หมัก (กรัมต่อลติร) 
ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ (กรัมต่อลิตร) = OD540 x   ความชนั-1 x ค่าการเจือจาง 
 
5. การหาปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตหรือยูเรียในน า้หมัก (กรัมต่อลติร) 
ปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟต (กรัมต่อลิตร) = OD636 x   ความชนั-1 x ค่าการเจือจาง x (132/28) 
ปริมาณยเูรีย (กรัมต่อลิตร) = OD636 x   ความชนั-1 x ค่าการเจือจาง x (60/28) 
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หมายเหตุ 132 คือ น ้าหนกัโมเลกุลของแอมโมเนียมซลัเฟต 
   60 คือ น ้าหนกัโมเลกุลของยเูรีย 
   28 คือ น ้าหนกัโมเลกุลของธาตุไนโตรเจนในแอมโมเนียมซลัเฟตและยเูรีย 
 
6. การค านวณหาค่าพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์  

 µ = lnXt – lnX0 

                        t 
  
 Yp/x =     Pt – P0 

    Xt – X0 
 

Yp/s =     Pt – P0 
       S0–St 
 
 Yx/s =     Xt – X0 

      S0–St 
 
 Productivity  =                Pt – P0 
                            t 
 
เม่ือ  µ คือ       อตัราการเจริญจ าเพาะ (ต่อชัว่โมง) 
 Yp/x  คือ       สัมประสิทธ์ิผลผลิตพอลิเมอร์ต่อปริมาณเซลล ์
 Yp/s  คือ       สัมประสิทธ์ิผลผลิตพอลิเมอร์ต่อสับสเตรตท่ีถูกใชไ้ป 
 Yx/s  คือ       สัมประสิทธ์ิปริมาณเซลลต่์อสับสเตรตท่ีถูกใชไ้ป 
             Productivity  คือ       ค่าอตัราการผลิต (กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง) 
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ก าหนดให ้ X0     =  น ้าหนกัเซลลแ์หง้เร่ิมตน้ (กรัมต่อลิตร) 

 Xt  = น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ณ เวลาใดๆ (กรัมต่อลิตร) 
 P0 =  ปริมาณพอลิเมอร์เร่ิมตน้ (กรัมต่อลิตร) 

 Pt  =  ปริมาณพอลิเมอร์ท่ีผลิตได ้ณ เวลาใดๆ (กรัมต่อลิตร) 

 S0 =  ปริมาณสับสเตรตเร่ิมตน้ (กรัมต่อลิตร) 

 St  = ปริมาณสับสเตรตท่ีถูกใชไ้ป ณ เวลาใดๆ (กรัมต่อลิตร) 
  t = เวลาท่ีใชใ้นการเล้ียงเช้ือ (ชัว่โมง) 
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กราฟมาตรฐาน 

1. กราฟมาตรฐานของน า้ตาลซูโครส ในน า้อ้อย  วเิคราะห์โดย HPLC 

 
 
2. กราฟมาตรฐานของน า้ตาลกลูโคส ในน า้อ้อย วเิคราะห์โดย HPLC 

 
 
3. กราฟมาตรฐานของน า้ตาลฟรักโตสในน า้อ้อย วเิคราะห์โดย HPLC 
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4. กราฟมาตรฐานของน า้ตาลรีดิวซ์ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
กราฟมาตรฐานของน ้าตาลซูโครสในช่วง 0-1.0 กรัมต่อลิตร มีค่าความชนัเท่ากบั  0.3305 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
กราฟมาตรฐานของน ้าตาลกลูโคสในช่วง 0-1.0 กรัมต่อลิตร มีค่าความชนัเท่ากบั  0.5065 
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กราฟมาตรฐานของน ้าตาลฟรักโตสในช่วง 0-1.0 กรัมต่อลิตร มีค่าความชนัเท่ากบั  0.5422 

 
 
5. กราฟมาตรฐานของแอมโมเนียมซัลเฟต 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

กราฟมาตรฐานของแอมโมเนียมซลัเฟต  ในช่วง 0-2.5  กรัมต่อลิตร 
มีค่าความชนัเท่ากบั  0.0928 
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6. กราฟมาตรฐานของยูเรีย 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

กราฟมาตรฐานของยเูรีย ในช่วง 0-2.5  กรัมต่อลิตร มีค่าความชนัเท่ากบั  0.0882 
 

7. กราฟมาตรฐานของโซเดียมโพรพโิอเนต 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

กราฟมาตรฐานของโซเดียมโพรพิโอเนต ความเขม้ขน้ 0-1.0 กรัมต่อลิตร    
มีค่าความชนัเท่ากบั 0.0015 
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8. กราฟมาตรฐานของโซเดียมวาเลอเรต 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

กราฟมาตรฐานของโซเดียมวาเลอเรต ความเขม้ขน้ 0-1.0 กรัมต่อลิตร    
มีค่าความชนัเท่ากบั 0.0093 

 
9. กราฟมาตรฐานของโฮโมพอลเิมอร์ P(3HB) วเิคราะห์ด้วยวธีิ GC 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

กราฟมาตรฐานของ P(3HB) ความเขม้ขน้ 0-5 กรัมต่อลิตร   มีค่าความชนัเท่ากบั 0.1235 
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10. กราฟมาตรฐานของโคพอลเิมอร์ PHBV  วเิคราะห์ด้วยวธีิ GC 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
กราฟมาตรฐานของโมโนเมอร์ 3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต ความเขม้ขน้ 0-5 กรัมต่อลิตร 

มีค่าความชนัเท่ากบั 0.0996 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
กราฟมาตรฐานของโมโนเมอร์ 3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต ความเขม้ขน้ 0-5 กรัมต่อลิตร 

มีค่าความชนัเท่ากบั 0.0165 
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โครมาโตแกรม 
1. โครมาโตแกรมแสดงชนิดของน า้ตาลทีเ่ป็นองค์ประกอบในน า้อ้อยด้วยเคร่ืองไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์
ลคิวดิโครมาโตกราฟี 

 
น ้าออ้ย  มีซูโครสเป็นองคป์ระกอบหลกัเฉล่ียประมาณ 95.39 เปอร์เซ็นต ์   กลูโคสเฉล่ียประมาณ 
4.27 เปอร์เซ็นต ์ และฟรักโตสเฉล่ียประมาณ 0.84  เปอร์เซ็นต ์  (ค านวณไดจ้ากปริมาณน ้าตาล
ทั้งหมดในน ้าออ้ยซ่ึงมีค่าเท่ากบั 198.86  กรัมต่อลิตร  ประกอบดว้ยซูโครส 188.69 กรัมต่อลิตร 
กลูโคส 8.50 กรัมต่อลิตรและฟรักโตส 1.67 กรัมต่อลิตร) 
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2. โครมาโตแกรมวเิคราะห์ปริมาณ P(3HB) โดยวธีิก๊าซโครมาโตกราฟฟี 
 

 
 

โครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน 3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต [P(3HB)]  ซ่ึงวเิคราะห์ดว้ยวธีิ GC โดยใช้
กรดเบนโซอิกเป็นสารมาตรฐานภายใน 
 
 

 
 
ตวัอยา่งโครมาโตแกรมของโฮโมพอลิเมอร์ 3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต [P(3HB)]  ซ่ึงผลิตไดจ้าก Bacillus 
megaterium P-12   เม่ือเล้ียงในอาหาร MSM ท่ีประกอบดว้ยน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวม
เท่ากบั 20.0 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งคาร์บอนและมีแอมโมเนียมซลัเฟต 1.0 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่ง
ไนโตรเจน  (วเิคราะห์ดว้ยวธีิ GC โดยใชก้รดเบนโซอิกเป็นสารมาตรฐานภายใน) 

P(3HB) 

Benzoic acid 

P(3HB) 

Benzoic acid 
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3. โครมาโตแกรมวเิคราะห์ปริมาณ PHBV   โดยวธีิก๊าซโครมาโตกราฟฟี 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

โครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน 3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-12% 3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต [P(3HB-co-
12% 3HV)]  ซ่ึงวเิคราะห์ดว้ยวธีิ GC โดยใชก้รดเบนโซอิกเป็นสารมาตรฐานภายใน 
 
 
 

3HB 

3HV 

Benzoic acid 
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ตวัอยา่งโครมาโตแกรมของโคพอลิเมอร์ 3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต (PHBV)   
ซ่ึงผลิตไดจ้าก Bacillus megaterium P-12 เม่ือเล้ียงในอาหาร MSM ท่ีประกอบดว้ยน ้ าออ้ยท่ีมีความ
เขม้ขน้ของน ้าตาลรวม 10.0 กรัมต่อลิตรกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรต 10.0 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่ง
คาร์บอนและมียเูรีย 1.0 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งไนโตรเจน (วเิคราะห์ดว้ยวธีิ GC โดยใชก้รดเบนโซ
อิกเป็นสารมาตรฐานภายใน) 

3HB 

3HV 

Benzoic acid 
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ภาคผนวก จ 
ผลการทดลอง 

 

ผลการศึกษาเปรียบเทียบล าดับนิวคลโีอไทด์ของ 16S rDNA ของ Bacillus sp.สายพนัธ์ุ P-12 กบั
ฐานข้อมูลใน GenBank 
 
>lcl|60189 Bacillus  megaterium strain  IAM 13418 16S ribosomal RNA gene 
Length=683 

 

 Score = 1245 bits (674),  Expect = 0.0 

 Identities = 680/683 (99%), Gaps = 0/683 (0%) 

 Strand=Plus/Plus 

 

Query  1    

GTCGAGCGAACTGATTAGAAGCTTGCTTCTATGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACA  60 

            

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1    

GTCGAGCGAACTGATTAGAAGCTTGCTTCTATGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACA  60 

 

Query  61   

CGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCGGATA  120 

          ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

|||||||||||||| 

Sbjct  61   

CGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGAGGCTAATACCGGATA  120 

 

Query  121  

GGATCTTCTCCTTCATGGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGG  180 

            

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  121  

GGATCTTCTCCTTCATGGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGG  180 

 

Query  181  

CCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCG  240 

            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

|||||| 

Sbjct  181  

CCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCG  240 

 

Query  241  

ACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGC  300 

            

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  241  

ACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGC  300 

 

Query  301  

AGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAT  360 

            

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
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Sbjct  301  

AGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAT  360 

 

Query  361  

GAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACAAGAGTAACTGCT  420 

            

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  361  

GAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACAAGAGTAACTGCT  420 

 

Query  421  

TGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA  480 

            

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  421  

TGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA  480 

 

Query  481  

ATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTC  540 

            

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  481  

ATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTC  540 

 

Query  541  

TTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACT  600 

            

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  541  

TTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACT  600 

 

Query  601  

TGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGA  660 

            

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  601  

TGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGA  660 

 

Query  661  GGAACACTAGTGGCGAAGGCGGC  683 

            ||||||| ||||||||||||||| 

Sbjct  661  GGAACACCAGTGGCGAAGGCGGC  683 
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DCW (gL
-1

) 

0 3 6 9 12 15 18 21 24 

 

 

Seed culture 

medium 

BCM 2.10±0.10 2.54±0.09 3.69±0.04 4.97±0.03 5.39±0.04 4.85±0.09 4.64±0.05 4.25±0.05 3.98±0.04 

BYPcng 1.95±0.09 2.09±0.08 2.24±0.07 3.20±0.05 3.43±0.06 3.63±0.03 3.00±0.05 2.45±0.09 2.10±0.05 

NB 1.89±0.10 0.49±0.04 0.54±0.09 0.58±0.08 0.73±0.09 0.92±0.06 0.88±0.08 0.83±0.11 0.70±0.07 

 

 

Initial pH 

6.0 1.98±0.08 2.13±0.06 3.30±0.10 3.71±0.07 4.24±0.09 4.09±0.08 3.77±0.11 3.52±0.05 3.38±0.06 

7.0 2.10±0.10 2.54±0.09 3.69±0.04 4.97±0.03 5.39±0.04 4.85±0.09 4.64±0.05 4.25±0.05 3.98±0.04 

8.0 1.99±0.11 2.31±0.08 3.44±0.05 3.91±0.08 4.59±0.09 4.28±0.08 4.15±0.10 3.71±0.09 3.62±011 

 

 

 

 

Temperature 

(ºC) 

25 1.96±0.04 2.23±0.08 2.67±0.07 3.40±0.05 4.13±0.08 4.03±0.10 3.88±0.03 3.73±0.07 3.57±0.11 

30 2.10±0.10 2.54±0.09 3.69±0.04 4.97±0.03 5.39±0.04 4.85±0.09 4.64±0.05 4.25±0.05 3.98±0.04 

37 2.15±0.05 3.00±0.08 4.11±0.10 5.35±0.05 6.15±0.05 5.63±0.07 5.49±0.04 5.13±0.08 4.78±0.03 

45 2.00±0.05 2.15±0.06 2.48±0.08 3.02±0.11 3.90±0.09 3.75±0.04 3.56±0.07 3.48±0.06 3.11±0.10 

55 1.88±0.11 2.09±0.07 2.32±0.04 2.75±0.06 3.51±0.04 3.47±0.03 3.24±0.07 3.13±0.10 2.90±0.09 

ตารางท่ี 1 เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในภาวะการเล้ียงเช้ือต่างๆ  เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
 
 

Time (h) 

Growth conditions 
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3HB-generating 

carbon source 

(sugar) 

 

Time (h) 

 

DCW (gL
-1

) 

P(3HB) 

concentration 

(gL
-1

) 

P(3HB) 

content 

(% DCW) 

total sugar 

concentration 

(gL
-1

) 

ammonium sulphate 

concentration 

(gL
-1

) 

 

 

 

sucrose 

 

0 1.35±0.09 0.00±0.00   0.00±0.00 20.11±0.10 1.10±0.05 

6 2.34±0.07 0.80±0.11 35.36±0.31 16.27±0.03 0.79±0.04 

12 2.71±0.05 1.23±0.09 45.25±0.90 13.42±0.09 0.39±0.03 

18 3.26±0.04 1.85±0.06 56.64±0.45 12.58±0.03 0.05±0.01 

24 2.91±0.05 1.42±0.08 48.93±0.81 11.89±0.02 0.02±0.01 

36 2.43±0.06 0.90±0.05 36.96±0.56 10.24±0.08 0.00±0.00 

48 2.11±0.03 0.69±0.06 32.72±0.75   8.42±0.10 0.00±0.00 

 

 

 

glucose 

0 1.27±0.06 0.00±0.00   0.00±0.00 20.50±0.02 1.07±0.10 

6 2.30±0.08 0.79±0.04 34.49±0.82 16.58±0.08 0.88±0.05 

12 2.61±0.08 0.98±0.06 37.75±0.66 15.40±0.05 0.52±0.04 

18 3.01±0.04 1.42±0.05 47.13±0.78 13.92±0.06 0.08±0.05 

24 2.72±0.11 1.17±0.05 43.02±0.53 12.17±0.07 0.03±0.02 

36 2.28±0.03 0.79±0.04 36.14±0.43 11.32±0.06 0.00±0.00 

48 2.02±0.08 0.62±0.09 30.54±0.83   9.33±0.08 0.00±0.00 

 

 

 

fructose 

0 1.10±0.09 0.00±0.00   0.00±0.00 20.29±0.10 1.05±0.04 

6 2.20±0.10 0.72±0.09 32.85±0.96 17.34±0.08 0.90±0.03 

12 2.49±0.05 0.87±0.08 34.83±0.75 15.70±0.09 0.66±0.03 

18 2.96±0.06 1.25±0.06 42.18±0.50 14.91±0.07 0.09±0.04 

24 2.33±0.05 0.85±0.10 36.37±0.97 13.13±0.06 0.05±0.02 

36 2.14±0.08 0.56±0.09 26.22±0.88 12.24±0.07 0.01±0.01 

48 1.75±0.09 0.40±0.05 23.08±0.38 10.64±0.09 0.00±0.00 

ตารางท่ี 2 เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้   ความเขม้ขน้และปริมาณ P(3HB)  ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด ปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟต เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ใน
อาหาร MSM ท่ีมีซูโครส กลูโคส และฟรักโตส 20.0 กรัมต่อลิตรเป็นสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB
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3HB-generating 

carbon source 

(gL
-1

) 

 

Time (h) 

 

DCW (gL
-1

)  

P(3HB) 

concentration  

(gL
-1

) 

P(3HB) 

content 

(% DCW) 

total sugar 

concentration 

 (gL
-1

) 

ammonium sulphate  

concentration 

(gL
-1

) 

 

 

 

sucrose 

20 gL
-1

 

0 1.35±0.09 0.00±0.00   0.00±0.00 20.11±0.10 1.10±0.05 

6 2.34±0.07 0.80±0.11 35.36±0.31 16.27±0.03 0.79±0.04 

12 2.71±0.05 1.23±0.09 45.25±0.90 13.42±0.09 0.39±0.03 

18 3.26±0.04 1.85±0.06 56.64±0.45 12.58±0.03 0.05±0.01 

24 2.91±0.05 1.42±0.08 48.93±0.81 11.89±0.02 0.02±0.01 

36 2.43±0.06 0.90±0.05 36.96±0.56 10.24±0.08 0.00±0.00 

48 2.11±0.03 0.69±0.06 32.72±0.75   8.42±0.10 0.00±0.00 

 

 

sugarcane 

liquor  

20 gL
-1

 

0 1.25±0.05 0.00±0.00   0.00±0.00 20.59±0.06 1.01±0.02 

6 9.22±0.03 5.21±0.04 56.46±0.38 11.28±0.03 0.05±0.01 

12 7.66±0.05 3.70±0.06 48.38±0.44 6.83±0.08 0.01±0.01 

18 6.74±0.08 2.95±0.05 43.78±0.63 5.05±0.09 0.01±0.01 

24 6.33±0.07 2.55±0.04 40.31±0.43 3.27±0.06 0.00±0.00 

36 5.86±0.04 1.70±0.08 28.93±0.24 2.26±0.04 0.00±0.00 

48 5.58±0.07 1.09±0.06 19.48±0.52   1.11±0.07 0.00±0.00 

 
ตารางท่ี 3 เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ P(3HB)  ปริมาณน ้าตาลทั้งหมด ปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟต เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ใน  
อาหาร MSM ท่ีมีน ้าตาลซูโครส 20.0 กรัมต่อลิตรและน ้ าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวมเท่ากบั 20.0 กรัมต่อลิตรเท่ากนัเป็นแหล่งคาร์บอนเพื่อใชส้ าหรับการผลิต
สารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB   
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sugarcane liquor 

concentration (gL
-1

) 

 

Time (h) 

 

DCW (gL
-1

)  

P(3HB) 

conc. (gL
-1

) 

P(3HB) 

content (%DCW) 

total sugar 

conc. (gL
-1

) 

ammonium sulphate 

conc. (gL
-1

) 

 

 

 

20.0 

0 1.25±0.05 0.00±0.00   0.00±0.00 20.59±0.06 1.01±0.02 

6 9.22±0.06 5.21±0.04 56.46±0.38 11.28±0.03 0.05±0.01 

12 7.66±0.05 3.70±0.06 48.38±0.44 6.83±0.08 0.01±0.01 

18 6.74±0.08 2.95±0.05 43.78±0.63 5.05±0.09 0.01±0.01 

24 6.33±0.07 2.55±0.04 40.31±0.43 3.27±0.06 0.00±0.00 

36 5.86±0.04 1.70±0.08 28.93±0.24 2.26±0.04 0.00±0.00 

48 5.58±0.07 1.09±0.06 19.48±0.52 1.11±0.07 0.00±0.00 

 

 

 

30.0 

0 1.32±0.08 0.00±0.00   0.00±0.00 30.12±0.08 1.02±0.02 

6 10.64±0.05 4.03±0.06 48.94±0.34 19.44±0.06 0.05±0.01 

12 9.49±0.06 3.32±0.03 45.90±0.58 18.15±0.07 0.03±0.01 

18 8.04±0.05 2.68±0.06 41.90±0.46 14.25±0.09 0.02±0.01 

24 7.64±0.05 2.32±0.09 38.10±0.66 11.13±0.04 0.01±0.00 

36 6.35±0.09 1.36±0.05 26.48±0.53 7.85±0.05 0.00±0.00 

48 5.86±0.04 0.84±0.04 17.20±0.61 6.22±0.03 0.00±0.00 

 

 

40.0 

 

0 1.44±0.04 0.00±0.00   0.00±0.00 39.92±0.08 1.03±0.05 

6 12.15±0.05 2.97±0.03 41.03±0.51 28.64±0.05 0.05±0.01 

12 10.85±0.07 2.60±0.06 40.53±0.46 26.71±0.03 0.03±0.01 

18 9.15±0.04 2.15±0.05 38.58±0.65 24.49±0.07 0.03±0.01 

24 8.32±0.05 1.76±0.07 33.30±0.26 20.18±0.08 0.01±0.01 

36 7.24±0.04 1.03±0.09 24.49±0.63 13.73±0.10 0.00±0.00 

48 6.68±0.08 0.60±0.05 15.11±0.54 13.05±0.05 0.00±0.00 

 

 

 

50.0 

0 1.52±0.03 0.00±0.00 0.00±0.00 50.68±0.07 0.98±0.03 

6 13.05±0.08 1.98±0.05 32.54±0.57 37.25±0.05 0.08±0.01 

12 11.42±0.06 1.88±0.03 31.26±0.72 33.24±0.06 0.06±0.01 

18 10.20±0.05 1.50±0.07 28.84±0.37 29.98±0.04 0.05±0.01 

24 8.96±0.06 1.12±0.08 22.39±0.55 27.90±0.10 0.02±0.01 

36 7.51±0.08 0.58±0.08 17.20±0.66 19.81±0.03 0.01±0.00 

48 6.93±0.04 0.38±0.04 13.49±0.62 16.31±0.08 0.00±0.00 

 ตารางท่ี 4  เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ P(3HB)  ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด ปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟต เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในอาหาร 
MSM ซ่ึงมีน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวมเท่ากบั  20.0   30.0   40.0   และ 50.0  กรัมต่อลิตรเป็นสารตั้งตน้ของโมโนเมอร์ 3HB  
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3HB-generating 

carbon source (gL
-1

) 
: 3HV-generating 

carbon source 

(gL
-1

) 

 

 

 

 

Time 

(h) 

 

 

 

DCW 

(gL
-1

) 

 

 

PHA 

concentration 

(gL
-1

) 

 

 

PHA content 

(%DCW) 

 

PHA composition 

(mol %) 

 

3HB-generating 

carbon source 

concentration 

(gL
-1

) 

 

3HV-generating 

carbon source 

concentration 

(gL
-1

) 

 

ammonium 

sulphate 

concentration 

(gL
-1

) 
 

3HB 

 

3HV 

 

 

sugarcane liquor : 

sodium valerate 

= 15 : 5 

0 1.15±0.02 0.00±0.00  0.00±0.00 0 0     15.05±0.03 5.12±0.05 1.00±0.02 

6 4.39±0.04 1.77±0.03 40.24±0.27 86 14 4.18±0.05 3.44±0.04 0.08±0.02 

12 4.05±0.05 1.56±0.07 38.59±0.52 86 14 2.07±0.04 2.05±0.04 0.04±0.01 

18 3.51±0.07 0.94±0.04 26.87±0.41 85 15 1.45±0.05 1.50±0.06 0.01±0.01 

24 2.93±0.04 0.38±0.05 12.98±0.74 83 17 1.22±0.07 1.02±0.03 0.00±0.00 

36 2.78±0.04 0.26±0.04 9.33±0.36 83 17 1.02±0.04 0.69±0.04 0.00±0.00 

48 2.65±0.05 0.20±0.03 7.43±0.48 79 21 0.08±0.05 0.03±0.01 0.00±0.00 

 

 

 

sugarcane liquor : 

sodium propionate 

= 15 : 5 

 

 

0 1.14±0.05 0.00±0.00   0.00±0.00 0 0     15.01±0.06 5.08±0.04 1.00±0.02 

6 3.98±0.04 1.44±0.05 36.25±0.23 89 11 5.53±0.04 4.03±0.03 0.17±0.02 

12 3.71±0.06 1.25±0.04 33.65±0.50 88 12 3.47±0.05 2.14±0.06 0.10±0.01 

18 3.15±0.04 0.74±0.03 23.34±0.58 86 14 2.75±0.04 1.75±0.05 0.07±0.01 

24 2.75±0.08 0.28±0.05 10.01±0.20 84 16 1.94±0.04 1.20±0.05 0.02±0.01 

36 2.50±0.05 0.18±0.06 7.02±0.52 83 17 1.18±0.05 0.95±0.04 0.00±0.00 

48 2.31±0.04 0.13±0.04 5.59±0.73 80 20 0.11±0.03 0.04±0.03 0.00±0.00 

ตารางท่ี 5 เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ซ่ึงมีแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยท่ีมี
ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวม  15.0 กรัมต่อลิตรกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรตหรือเกลือโซเดียมโพรพิโอเนต 5.0 กรัมต่อลิตร  
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3HB-generating 

carbon source (gL
1
) 

: 3HV- 

generating carbon 

source (gL
-1

) 

 

 

 

 

Time 

(h) 

 

 

 

DCW 

(gL
-1

) 

 

 

PHA 

concentration 

(gL
-1

) 

 

 

PHA content 

(%DCW) 

 

PHA composition 

(mol %) 

 

3HB-generating 

carbon source 

concentration 

(gL
-1

) 

 

3HV-generating 

carbon source 

concentration 

(gL
-1

) 

 

ammonium 

sulphate 

concentration 

(gL
-1

) 
 

3HB 

 

3HV 

 

 

sugarcane liquor : 

sodium valerate  

= 10 : 10 

0 1.15±0.02 0.00±0.00   0.00±0.00 0 0   10.35±0.03 10.14±0.04 1.00±0.02 

6 3.19±0.04 0.95±0.04 29.78±0.20 79 21 3.58±0.05 6.65±0.08 0.15±0.02 

12 2.84±0.07 0.68±0.03 23.99±0.36 78 22 2.05±0.04 4.75±0.03 0.08±0.02 

18 2.68±0.08 0.36±0.07 13.39±0.55 77 23 1.02±0.03 3.25±0.04 0.03±0.01 

24 2.49±0.06 0.16±0.02 6.57±0.40 76 24 0.84±0.06 2.40±0.05 0.01±0.01 

36 2.39±0.04 0.11±0.03 4.65±0.33 74 26 0.52±0.06 1.05±0.04 0.00±0.00 

48 2.12±0.05 0.08±0.05 3.78±0.25 70 30 0.02±0.02 0.01±0.01 0.00±0.00 

 

 

 

sugarcane liquor : 

sodium propionate 

= 10 : 10 

 

 

0 1.15±0.03 0.00±0.00   0.00±0.00 0 0 10.21±0.05  10.06±0.04 1.02±0.02 

6 2.93±0.04 0.71±0.04 24.42±0.24 82 18 4.74±0.05 7.24±0.04 0.24±0.02 

12 2.65±0.04 0.57±0.06 21.35±0.15 81 19 2.95±0.04 5.05±0.03 0.16±0.02 

18 2.42±0.03 0.27±0.03 11.06±0.44 78 22 1.92±0.06 3.96±0.05 0.09±0.02 

24 2.25±0.06 0.09±0.02 4.17±0.19 76 24 0.98±0.05 2.82±0.03 0.05±0.01 

36 1.75±0.05 0.06±0.02 3.41±0.32 73 27 0.64±0.03 1.15±0.03 0.01±0.01 

48 1.51±0.08 0.04±0.02 2.91±0.21 70 30 0.05±0.03 0.01±0.01 0.00±0.00 

ตารางท่ี 6 เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ซ่ึงมีแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยท่ีมี
ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวม 10.0 กรัมต่อลิตรกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรตหรือเกลือโซเดียมโพรพิโอเนต 10.0 กรัมต่อลิตร 
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3HB-generating 

carbon source (gL
-1

) 

: 3HV-generating 

carbon source 

(gL
-1

) 

 

 

 

Time (h) 

 

 

DCW 

(gL
-1

) 

 

 

PHA 

concentration 

(gL
-1

) 

 

 

PHA content 

(%DCW) 

 

PHA 

composition 

(mol %) 

 

3HB-generating 

carbon source 

concentration 

(gL
-1

) 

 

3HV-generating 

carbon source 

concentration 

(gL
-1

) 

 

ammonium 

sulphate 

concentration 

(gL
-1

)  

3HB 

 

3HV 

 

 

sugarcane liquor : 

sodium valerate  

= 5: 15 

0 1.12±0.03 0.00±0.00   0.00±0.00 0 0 5.00±0.06 15.02±0.05 1.00±0.03 

6 2.34±0.05 0.49±0.04 21.08±0.16 72 28 2.56±0.04 11.05±0.06 0.30±0.02 

12 2.12±0.08 0.17±0.04 7.88±0.20 70 30 0.85±0.04 7.48±0.05 0.11±0.02 

18 1.95±0.06 0.10±0.05 4.98±0.19 68 32 0.71±0.05 6.40±0.06 0.05±0.01 

24 1.53±0.09 0.03±0.02 2.03±0.26 63 37 0.52±0.07 4.74±0.04 0.02±0.01 

36 1.41±0.05 0.03±0.02 1.86±0.20 61 39 0.33±0.04 3.06±0.05 0.01±0.01 

48 1.30±0.06 0.02±0.01 1.45±0.12 60 40 0.02±0.01 1.12±0.04 0.00±0.00 

 

 

 

sugarcane liquor : 

sodium propionate 

= 5 : 15 

 

 

0 1.13±0.04 0.00±0.00   0.00±0.00 0 0 5.03±0.04 15.04±0.05 1.05±0.02 

6 2.15±0.05 0.36±0.02 16.77±0.25 74 26 3.22±0.03 12.38±0.04 0.41±0.02 

12 1.93±0.04 0.10±0.04 5.32±0.28 71 29 1.41±0.04 8.12±0.03 0.22±0.02 

18 1.72±0.03 0.07±0.03 3.98±0.22 70 30 0.89±0.06 7.05±0.04 0.10±0.02 

24 1.51±0.06 0.02±0.01 1.64±0.20 69 31 0.65±0.03 4.98±0.05 0.06±0.01 

36 1.35±0.04 0.02±0.01 1.42±0.33 61 39 0.48±0.05 3.72±0.05 0.03±0.01 

48 1.12±0.05 0.01±0.01 1.09±0.30 60 40 0.03±0.02 1.40±0.06 0.01±0.01 

ตารางท่ี 7  เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ซ่ึงมีแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยท่ีมี
ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวม 5.0 กรัมต่อลิตรกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรตหรือเกลือโซเดียมโพรพิโอเนต 15.0 กรัมต่อลิตร  
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sugarcane liquor 

(gL
-1

) : 

sodium  

valerate (gL
-1

) 

 

Time 

(h) 

 

DCW  

(gL
-1

)  

 

PHA 

concentration 

(gL
-1

) 

 

PHA 

content 

 (%DCW) 

PHA composition 

(mol %) 

 

total sugar 

conc. 

 (gL
-1

) 

 

sodium 

valerate 

conc.(gL
-1

) 

 

(NH4)2SO4 

conc.  

(gL
-1

) 
3HB 3HV 

 

20:0 

 

0 1.25±0.05 0.00±0.00 0.00±0.00 0 0 20.59±0.06 0.00±0.00 1.01±0.02 

6 9.22±0.03 5.21±0.04 56.46±0.38 0 0 11.28±0.03 0.00±0.00 0.05±0.01 

12 7.66±0.05 3.70±0.06 48.38±0.44 0 0 6.83±0.08 0.00±0.00 0.01±0.01 

18 6.74±0.08 2.95±0.05 43.78±0.63 0 0 5.05±0.09 0.00±0.00 0.01±0.01 

24 6.33±0.07 2.55±0.04 40.31±0.43 0 0 3.27±0.06 0.00±0.00 0.00±0.00 

 

19:1 

 

 

0 1.15±0.02 0.00±0.00 0.00±0.00 0 0  19.20±0.04 1.05±0.03 1.00±0.02 

6 6.68±0.03 3.35±0.05 50.20±0.29 97 3 4.97±0.03 0.84±0.05 0.03±0.01 

12 6.15±0.05 2.77±0.07 45.04±0.64 96 4 3.44±0.05 0.66±0.04 0.01±0.01 

18 5.54±0.04 1.80±0.06 32.57±0.50 95 5 2.53±0.03 0.49±0.03 0.00±0.00 

24 4.73±0.08 0.85±0.05 17.99±0.71 94 6 1.50±0.05 0.25±0.05 0.00±0.00 

 

18:2 

0 1.15±0.03 0.00±0.00   0.00±0.00 0 0 18.14±0.06 2.04±0.03 1.02±0.02 

6 6.45±0.05 3.17±0.03 49.15±0.34 93 7 4.28±0.03 1.36±0.02 0.05±0.02 

12 5.38±0.03 2.28±0.04 42.38±0.41 93 7 3.20±0.05 0.93±0.03 0.02±0.01 

18 4.97±0.07 1.56±0.03 31.47±0.65 92 8 2.46±0.04 0.65±0.05 0.00±0.00 

24 4.30±0.04 0.71±0.08 16.58±0.20 92 8 1.42±0.03 0.42±0.04 0.00±0.00 

 

17:3 

 

 

0 1.11±0.02 0.00±0.00   0.00±0.00 0 0 17.25±0.05 3.18±0.05 1.05±0.02 

6 5.42±0.03 2.45±0.05 45.25±0.23 92 8 4.05±0.05 2.32±0.03 0.06±0.02 

12 4.99±0.04 2.01±0.04 40.38±0.64 92 8 2.95±0.06 1.42±0.05 0.03±0.02 

18 3.50±0.05 0.98±0.09 28.14±0.53 90 10 2.04±0.04 1.09±0.04 0.00±0.00 

24 3.09±0.04 0.49±0.06 15.71±0.34 86 14 1.52±0.05 0.68±0.06 0.00±0.00 

ตารางท่ี 8 เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV  สัดส่วนโมลเปอร์เซ็นตข์องโมโนเมอร์ 3HB และ 3HV ในโคพอลิเมอร์ ปริมาณน ้าตาลรวม
ทั้งหมด ปริมาณเกลือโซเดียมวาเลอเรต และปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟต เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ท่ีมีแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยต่อเกลือ
โซเดียมวาเลอเรตในอตัราส่วน  20:0 ถึง 17:3 ตามล าดบั 
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sugarcane liquor 

(gL
-1

) : 

sodium  

valerate (gL
-1

) 

 

Time 

(h) 

 

DCW  

(gL
-1

)  

 

PHA 

concentration  

(gL
-1

) 

 

PHA 

content 

 (%DCW) 

PHA composition 

(mol %) 

 

total sugar 

conc. 

 (gL
-1

) 

 

sodium 

valerate conc. 

(gL
-1

) 

 

(NH4)2SO4 

conc.  

(gL
-1

) 
3HB 3HV 

 

16:4 

 

0 1.16±0.03 0.00±0.00   0.00±0.00 0 0 16.06±0.06 4.05±0.03 1.02±0.02 

6 5.08±0.04 2.25±0.05 44.32±0.28 88 12 4.00±0.05 3.23±0.03 0.05±0.02 

12 4.41±0.08 1.76±0.03 39.94±0.48 88 12 2.84±0.03 2.02±0.04 0.02±0.01 

18 3.91±0.05 1.06±0.05 27.13±0.33 87 13 1.95±0.04 1.46±0.06 0.00±0.00 

24 3.05±0.09 0.45±0.04 14.85±0.54 83 17 1.34±0.08 0.75±0.05 0.00±0.00 

 

15:5 

 

 

0 1.15±0.02 0.00±0.00 0.00±0.00 0 0 15.05±0.03 5.12±0.05 1.00±0.02 

6 4.39±0.04 1.77±0.03 40.24±0.27 86 14 4.18±0.05 3.44±0.04 0.08±0.02 

12 4.05±0.05 1.56±0.07 38.59±0.52 86 14 2.07±0.04 2.05±0.04 0.04±0.01 

18 3.51±0.07 0.94±0.04 26.87±0.41 85 15 1.45±0.05 1.50±0.06 0.01±0.01 

24 2.93±0.04 0.38±0.05 12.98±0.74 83 17 1.22±0.07 1.02±0.03 0.00±0.00 

 

14:6 

0 1.12±0.03 0.00±0.00 0.00±0.00 0 0 13.98±0.06 6.10±0.04 1.05±0.02 

6 4.15±0.03 1.63±0.04 39.32±0.31 85 15 3.96±0.03 4.24±0.05 0.09±0.02 

12 3.57±0.07 1.25±0.05 34.92±0.65 85 15 2.02±0.05 2.35±0.05 0.04±0.01 

18 3.06±0.05 0.78±0.03 25.63±0.48 83 17 1.14±0.04 1.78±0.03 0.01±0.01 

24 2.77±0.08 0.34±0.04 12.37±0.71 82 18 0.98±0.05 1.18±0.08 0.00±0.00 

 

13:7 

 

 

0 1.18±0.03 0.00±0.00 0.00±0.00 0 0 13.02±0.08 7.04±0.04 1.00±0.02 

6 3.85±0.05 1.41±0.04 36.71±0.52 84 16 3.84±0.07 4.35±0.06 0.10±0.01 

12 3.43±0.07 1.08±0.08 31.49±0.28 84 16 2.00±0.05 3.18±0.05 0.04±0.02 

18 2.91±0.05 0.61±0.07 21.11±0.67 83 17 1.08±0.05 1.95±0.04 0.01±0.01 

24 2.76±0.04 0.30±0.05 10.73±0.86 82 18 0.95±0.06 1.36±0.05 0.00±0.00 

ตารางท่ี 9 เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV  สัดส่วนโมลเปอร์เซ็นตข์องโมโนเมอร์ 3HB และ 3HV ในโคพอลิเมอร์ ปริมาณน ้าตาลรวม
ทั้งหมด ปริมาณเกลือโซเดียมวาเลอเรต และปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟต เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ท่ีมีแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยต่อเกลือ
โซเดียมวาเลอเรตในอตัราส่วน  16:4  และ 13:7 ตามล าดบั 
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sugarcane liquor 

(gL
-1

) : 

sodium  

valerate (gL
-1

) 

 

Time 

(h) 

 

DCW  

(gL
-1

)  

 

PHA 

concentration  

(gL
-1

) 

 

PHA 

content 

 (%DCW) 

PHA composition 

(mol %) 

 

total sugar 

conc. 

 (gL
-1

) 

 

sodium 

valerate conc. 

(gL
-1

) 

 

(NH4)2SO4 

conc.  

(gL
-1

) 
3HB 3HV 

 

12:8 

 

0 1.14±0.02 0.00±0.00 0.00±0.00 0 0 12.00±0.05 8.02±0.03 1.04±0.02 

6 3.72±0.03 1.32±0.04 35.45±0.51 82 18 3.80±0.03 5.14±0.04 0.10±0.02 

12 3.10±0.04 0.79±0.05 25.63±0.36 82 18 2.12±0.06 3.25±0.05 0.05±0.01 

18 2.84±0.04 0.54±0.07 18.96±0.74 82 18 1.02±0.04 2.00±0.05 0.02±0.01 

24 2.68±0.09 0.25±0.05 9.32±0.49 81 19 0.88±0.06 1.42±0.08 0.00±0.00 

 

11:9 

 

 

0 1.16±0.02 0.00±0.00 0.00±0.00 0 0 11.26±0.04 9.11±0.04 1.02±0.02 

6 3.43±0.03 1.12±0.03 32.65±0.31 81 19 3.75±0.08 6.02±0.03 0.11±0.02 

12 2.93±0.08 0.72±0.03 24.48±0.53 81 19 2.14±0.05 4.64±0.04 0.06±0.02 

18 2.72±0.04 0.49±0.07 17.87±0.63 80 20 1.05±0.06 2.95±0.07 0.02±0.01 

24 2.55±0.05 0.18±0.02 7.11±0.35 80 20 0.85±0.05 2.38±0.06 0.00±0.00 

 

10:10 

0 1.15±0.02 0.00±0.00   0.00±0.00 0 0 10.35±0.03 10.14±0.04 1.00±0.02 

6 3.19±0.04 0.95±0.04 29.78±0.20 79 21 3.58±0.05 6.65±0.08 0.15±0.02 

12 2.84±0.07 0.68±0.03 23.99±0.36 78 22 2.05±0.04 4.75±0.03 0.08±0.02 

18 2.68±0.08 0.36±0.07 13.39±0.55 77 23 1.02±0.03 3.25±0.04 0.03±0.01 

24 2.49±0.06 0.16±0.02 6.57±0.40 76 34 0.84±0.06 2.40±0.05 0.01±0.01 

 

9:11 

 

 

0 1.18±0.03 0.00±0.00 0.00±0.00 0 0 9.28±0.05 11.20±0.04 1.01±0.02 

6 2.86±0.04 0.79±0.03 27.75±0.39 77 23 3.45±0.04 7.25±0.03 0.18±0.02 

12 2.66±0.04 0.53±0.06 20.01±0.55 77 23 2.02±0.06 5.08±0.05 0.08±0.02 

18 2.50±0.05 0.29±0.04 11.71±0.46 75 25 1.00±0.03 3.64±0.07 0.03±0.01 

24 2.31±0.08 0.14±0.05 6.06±0.60 74 26 0.76±0.05 2.62±0.05 0.01±0.01 

ตารางท่ี 10 เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV  สัดส่วนโมลเปอร์เซ็นตข์องโมโนเมอร์ 3HB และ 3HV ในโคพอลิเมอร์ ปริมาณน ้าตาลรวม
ทั้งหมด ปริมาณเกลือโซเดียมวาเลอเรต และปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟต เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ท่ีมีแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยต่อเกลือ
โซเดียมวาเลอเรตในอตัราส่วน  12:8 ถึง 9:11 ตามล าดบั 
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sugarcane liquor 

(gL
-1

) : 

sodium  

valerate (gL
-1

) 

 

Time 

(h) 

 

DCW  

(gL
-1

)  

 

PHA 

concentration  

(gL
-1

) 

 

PHA 

content 

 (%DCW) 

PHA composition 

(mol %) 

 

total sugar 

conc. 

 (gL
-1

) 

 

sodium 

valerate conc. 

(gL
-1

) 

 

(NH4)2SO4 

conc.  

(gL
-1

) 
3HB 3HV 

 

8:12 

 

0 1.14±0.03 0.00±0.00 0.00±0.00 0 0 8.05±0.05 12.15±0.04 1.05±0.02 

6 2.73±0.03 0.71±0.04 25.87±0.44 76 24 3.24±0.03 8.75±0.04 0.22±0.02 

12 2.61±0.06 0.50±0.04 19.06±0.65 76 24 2.00±0.04 5.40±0.05 0.09±0.02 

18 2.46±0.04 0.24±0.06 9.93±0.72 75 25 0.96±0.05 3.78±0.09 0.03±0.01 

24 2.27±0.08 0.10±0.05 4.38±0.39 73 27 0.78±0.06 2.88±0.05 0.02±0.01 

 

7:13 

 

 

0 1.12±0.02 0.00±0.00   0.00±0.00 0 0 6.98±0.03 13.01±0.04 1.02±0.03 

6 2.62±0.03 0.64±0.05 24.45±0.58 74 26 3.20±0.06 9.70±0.05 0.25±0.03 

12 2.51±0.09 0.28±0.07 11.36±0.66 74 26 2.00±0.04 5.66±0.06 0.09±0.02 

18 2.41±0.04 0.20±0.06 8.46±0.47 73 27 0.89±0.07 4.27±0.04 0.04±0.01 

24 2.20±0.10 0.07±0.05 3.33±0.29 71 29 0.75±0.05 3.21±0.03 0.02±0.01 

 

6:14 

0 1.15±0.04 0.00±0.00   0.00±0.00 0 0 6.08±0.05 14.05±0.03 1.00±0.03 

6 2.58±0.05 0.60±0.04 23.36±0.35 73 27 3.09±0.04 10.08±0.04 0.28±0.03 

12 2.48±0.07 0.23±0.03 9.23±0.22 72 28 1.99±0.05 6.85±0.03 0.11±0.02 

18 2.34±0.06 0.14±0.05 6.15±0.42 70 30 0.74±0.03 4.50±0.06 0.05±0.01 

24 2.05±0.08 0.05±0.04 2.26±0.16 68 32 0.67±0.08 3.65±0.05 0.02±0.01 

 

5:15 

 

 

0 1.12±0.03 0.00±0.00   0.00±0.00 0 0 5.00±0.06 15.02±0.05 1.00±0.03 

6 2.34±0.05 0.49±0.04 21.08±0.16 72 28 2.56±0.04 11.05±0.06 0.30±0.02 

12 2.12±0.08 0.17±0.04 7.88±0.20 70 30 0.85±0.04 7.48±0.05 0.11±0.02 

18 1.95±0.06 0.10±0.05 4.98±0.19 68 32 0.71±0.05 6.40±0.06 0.05±0.01 

24 1.53±0.09 0.03±0.02 2.03±0.26 63 37 0.52±0.07 4.74±0.04 0.02±0.01 

ตารางท่ี 11 เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV  สัดส่วนโมลเปอร์เซ็นตข์องโมโนเมอร์ 3HB และ 3HV ในโคพอลิเมอร์ ปริมาณน ้าตาลรวม
ทั้งหมด ปริมาณเกลือโซเดียมวาเลอเรต และปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟต เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ท่ีมีแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยต่อเกลือ
โซเดียมวาเลอเรตในอตัราส่วน  8:12 ถึง 5:15 ตามล าดบั 
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sugarcane liquor 

(gL
-1

) : 

sodium  

valerate (gL
-1

) 

 

Time 

(h) 

 

DCW  

(gL
-1

)  

 

PHA 

concentration  

(gL
-1

) 

 

PHA 

content 

 (%DCW) 

PHA composition 

(mol %) 

 

total sugar 

conc. 

 (gL
-1

) 

 

sodium 

valerate conc. 

(gL
-1

) 

 

(NH4)2SO4 

conc. (gL
-1

) 
3HB 3HV 

 

4:16 

 

0 1.18±0.04 0.00±0.00   0.00±0.00 0 0 4.02±0.05 16.05±0.04 1.04±0.03 

6 2.24±0.05 0.45±0.03 19.95±0.19 70 30 1.96±0.04 13.54±0.05 0.34±0.03 

12 2.02±0.04 0.13±0.02 6.43±0.30 69 31 0.68±0.03 9.35±0.06 0.19±0.02 

18 1.79±0.04 0.05±0.02 3.05±0.25 68 32 0.64±0.04 8.12±0.05 0.08±0.01 

24 1.33±0.06 0.02±0.02 1.20±0.28 67 33 0.50±0.05 6.85±0.05 0.03±0.01 

 

3:17 

 

 

0 1.15±0.03 0.00±0.00   0.00±0.00 0 0 3.10±0.04 17.18±0.05 1.02±0.02 

6 2.18±0.03 0.40±0.02 18.53±0.31 68 32 1.25±0.05 13.65±0.08 0.39±0.02 

12 1.96±0.04 0.09±0.02 4.80±0.39 65 35 0.60±0.04 10.23±0.04 0.21±0.02 

18 1.54±0.04 0.03±0.02 2.11±0.45 64 36 0.52±0.03 8.25±0.03 0.09±0.01 

24 1.23±0.03 0.01±0.01 1.17±0.36 62 38 0.46±0.03 7.50±0.04 0.03±0.01 

 

2:18 

0 1.16±0.03 0.00±0.00 0.00±0.00 0 0 2.20±0.06 18.04±0.05 1.01±0.02 

6 2.09±0.06 0.35±0.05 16.56±0.22 65 35 0.54±0.04 14.05±0.04 0.44±0.02 

12 1.73±0.05 0.05±0.03 3.16±0.34 63 37 0.32±0.03 11.44±0.07 0.25±0.01 

18 1.61±0.03 0.03±0.01 1.70±0.29 59 41 0.29±0.03 10.45±0.03 0.10±0.01 

24 1.12±0.05 0.01±0.01 1.25±0.30 58 42 0.18±0.03 9.28±0.05 0.05±0.01 

 

1:19 

 

 

0 1.12±0.04 0.00±0.00 0.00±0.00 0 0 1.05±0.03 19.25±0.05 1.00±0.02 

6 1.94±0.05 0.27±0.05 13.93±0.16 64 36 0.48±0.02 14.25±0.04 0.50±0.02 

12 1.65±0.03 0.05±0.02 2.77±0.19 60 40 0.30±0.03 12.30±0.05 0.29±0.01 

18 1.46±0.05 0.02±0.01 1.34±0.20 56 44 0.20±0.03 10.85±0.06 0.10±0.01 

24 1.25±0.05 0.01±0.01 0.70±0.24 53 47 0.12±0.02 9.64±0.04 0.05±0.01 

ตารางท่ี 12 เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV  สัดส่วนโมลเปอร์เซ็นตข์องโมโนเมอร์ 3HB และ 3HV ในโคพอลิเมอร์ ปริมาณน ้าตาลรวม
ทั้งหมด ปริมาณเกลือโซเดียมวาเลอเรต และปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟต เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ท่ีมีแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้าออ้ยต่อเกลือ
โซเดียมวาเลอเรตในอตัราส่วน 4:16 ถึง 1:19 ตามล าดบั 
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Nitrogen source 

 

 

Time 

(h) 

 

 

DCW 

(gL
-1

) 

 

PHA 

concentration 

(gL
-1

) 

 

PHA 

content 

(%DCW) 

 

PHA composition 

(mol %) 

 

total sugar 

concentration 

 (gL
-1

) 

 

sodium valerate 

concentration 

(gL
-1

) 

 

nitrogen 

concentration 

(gL
-1

)  

3HB 

 

3HV 

 

 

 

 

ammonium 

sulphate 
1.0 gL

-1
 

0 1.15±0.02 0.00±0.00   0.00±0.00 0 0   10.35±0.03 10.14±0.04 1.00±0.02 

6 3.19±0.04 0.95±0.04 29.78±0.20 79 21 3.58±0.05 6.65±0.08 0.15±0.02 

12 2.84±0.07 0.68±0.03 23.99±0.36 78 22 2.05±0.04 4.75±0.03 0.08±0.02 

18 2.68±0.08 0.36±0.07 13.39±0.55 77 23 1.02±0.03 3.25±0.04 0.03±0.01 

24 2.49±0.06 0.16±0.02 6.57±0.40 76 24 0.84±0.06 2.40±0.05 0.01±0.01 

 

 

 

 

urea 
0.5 gL

-1
 

0 1.12±0.02 0.00±0.00   0.00±0.00 0 0   10.12±0.05  10.02±0.06 0.51±0.02 

6 2.19±0.03 0.44±0.04 20.05±0.35 82 18 7.08±0.06 6.52±0.04 0.25±0.02 

12 2.91±0.05 0.80±0.05 27.66±0.43 80 20 0.75±0.03 4.74±0.03 0.03±0.01 

18 2.63±0.04 0.67±0.03 25.71±0.26 70 30 0.48±0.04 3.15±0.05 0.00±0.00 

24 2.52±0.03 0.29±0.04 11.36±0.72 66 34 0.34±0.05 1.82±0.08 0.00±0.00 

ตารางท่ี 13 เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV   สัดส่วนโมลเปอร์เซ็นตข์องโมโนเมอร์ 3HB และ 3HV ในโคพอลิเมอร์  ปริมาณน ้าตาลรวม
ทั้งหมด ปริมาณเกลือโซเดียมวาเลอเรต และปริมาณไนโตรเจน เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ท่ีมีแอมโมเนียมซลัเฟต 1.0 กรัมต่อลิตรกบัยเูรียท่ีโมลของไน
โตรเจนเท่ากบัแอมโมเนียมซัลเฟตซ่ึงคิดเป็น 0.5 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งไนโตรเจน  และมีน ้าออ้ยต่อเกลือโซเดียมวาเลอเรตในอตัราส่วน 10:10  เป็นแหล่งคาร์บอน 
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Urea conc. 

(gL
-1

) 

 

 

Time 

(h) 

 

DCW  

(gL
-1

)  

 

PHA 

concentration  

(gL
-1

) 

 

PHA 

content 

 (%DCW) 

PHA composition 

(mol %) 

 

total sugar 

concentraion 

 (gL
-1

) 

 

sodium valerate 

concentration 

(gL
-1

) 

 

urea 

concentration 

(gL
-1

) 
3HB 3HV 

 

0.5 

 

0 1.12±0.02 0.00±0.00   0.00±0.00 0 0 10.12±0.05 10.02±0.06 0.51±0.02 

6 2.19±0.03 0.44±0.04 20.05±0.35 82 18 7.08±0.06 6.52±0.04 0.25±0.02 

12 2.91±0.05 0.80±0.05 27.66±0.43 80 20 0.75±0.03 4.74±0.03 0.03±0.01 

18 2.63±0.04 0.67±0.03 25.71±0.26 70 30 0.48±0.04 3.15±0.05 0.00±0.00 

24 2.52±0.03 0.29±0.04 11.36±0.72 66 34 0.34±0.05 1.82±0.08 0.00±0.00 

 

1.0 

 

 

0 1.15±0.04 0.00±0.00 0.00±0.00 0 0 10.06±0.04 10.04±0.03 1.05±0.02 

6 2.49±0.03 0.67±0.03 27.02±0.20 79 21 6.32±0.03 5.80±0.02 0.32±0.01 

12 3.78±0.03 1.40±0.02 37.06±0.26 79 21 0.08±0.03 3.67±0.04 0.05±0.01 

18 3.34±0.04 0.64±0.02 19.27±0.32 67 33 0.00±0.00 1.98±0.06 0.00±0.00 

24 3.27±0.02 0.23±0.03 6.94±0.23 64 36 0.00±0.00 0.74±0.05 0.00±0.00 

 

1.5 

0 1.14±0.04 0.00±0.00   0.00±0.00 0 0   10.02±0.04 10.06±0.03 1.54±0.03 

6 2.50±0.05 0.64±0.05 25.43±0.22 79 21  6.45±0.05 5.96±0.04 0.44±0.03 

12 3.80±0.05 1.21±0.04 31.86±0.31 76 24 0.23±0.03 3.82±0.05 0.10±0.01 

18 3.35±0.03 0.62±0.05 18.50±0.24 65 35 0.19±0.02 2.08±0.04 0.01±0.01 

24 3.30±0.03 0.20±0.03 5.96±0.36 63 37 0.09±0.03 0.95±0.03 0.00±0.00 

ตารางท่ี 14  เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้  ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV  สัดส่วนโมลเปอร์เซ็นตข์องโมโนเมอร์ 3HB และ 3HV ในโคพอลิเมอร์  ปริมาณน ้าตาลรวม
ทั้งหมด ปริมาณเกลือโซเดียมวาเลอเรต และปริมาณยเูรีย เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ท่ีมีน ้าออ้ยต่อเกลือโซเดียมวาเลอเรตในอตัราส่วน 10:10  เป็นแหล่ง
คาร์บอนและมียเูรีย  0.5  ถึง 1.5 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั  เป็นแหล่งไนโตรเจน 
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Urea conc. 

 (gL
-1

) 

 

 

Time 

(h) 

 

DCW  

(gL
-1

)  

 

PHA 

concentration  

(gL
-1

) 

 

PHA 

content 

 (%DCW) 

PHA composition 

(mol %) 

 

total sugar 

concentraion 

 (gL
-1

) 

 

sodium valerate 

concentration 

(gL
-1

) 

 

urea 

concentration 

(gL
-1

) 
3HB 3HV 

 

2.0 

 

0 1.16±0.03 0.00±0.00 0.00±0.00 0 0 10.15±0.05 10.02±0.04 2.04±0.02 

6 2.55±0.04 0.54±0.04 21.34±0.20 75 25 6.63±0.03 6.15±0.03 0.56±0.02 

12 3.82±0.03 1.16±0.03 30.32±0.37 74 26 0.51±0.05 4.04±0.05 0.17±0.01 

18 3.49±0.04 0.31±0.04 8.97±0.22 63 37 0.36±0.03 2.36±0.03 0.04±0.01 

24 3.32±0.02 0.11±0.05 3.20±0.33 61 39 0.14±0.03 1.22±0.04 0.01±0.01 

 

2.5 

 

 

0 1.18±0.03 0.00±0.00   0.00±0.00 0 0 10.03 ±0.05 10.05±0.04 2.50±0.02 

6 2.65±0.06 0.53±0.03 19.89±0.35 72 28 6.98±0.04 6.32±0.05 0.64±0.02 

12 3.88±0.02 1.09±0.03 28.05±0.43 70 30 0.57±0.03 4.45±0.03 0.22±0.02 

18 3.55±0.03 0.24±0.04 6.76±0.25 61 39 0.38±0.06 2.84±0.04 0.10±0.01 

24 3.43±0.03 0.10±0.02 2.86±0.15 60 40 0.21±0.04 1.56±0.03 0.02±0.01 

 

3.0 

0 1.15±0.02 0.00±0.00 0.00±0.00 0 0 10.15±0.05 10.00±0.05 3.05±0.03 

6 2.94±0.03 0.43±0.03 14.57±0.12 70 30 7.50±0.05 7.35±0.04 0.72±0.03 

12 4.10±0.05 0.66±0.03 16.13±0.15 65 35 1.28±0.03 5.65±0.07 0.30±0.02 

18 3.96±0.02 0.12±0.02 2.98±0.12 60 40 0.96±0.04 4.24±0.03 0.19±0.04 

24 3.75±0.03 0.07±0.02 1.84±0.16 58 42 0.55±0.03 2.39±0.05 0.09±0.03 

ตารางท่ี 15 เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV  สัดส่วนโมลเปอร์เซ็นตข์องโมโนเมอร์ 3HB และ 3HV ในโคพอลิเมอร์  ปริมาณน ้าตาลรวม
ทั้งหมด ปริมาณเกลือโซเดียมวาเลอเรต และปริมาณยเูรีย เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ท่ีมีน ้าออ้ยต่อเกลือโซเดียมวาเลอเรตในอตัราส่วน 10:10  เป็นแหล่ง
คาร์บอนและมียเูรีย  2.0  ถึง 3.0 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั เป็นแหล่งไนโตรเจน 
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Initial pH 

 

Time 

(h) 

 

DCW  

(gL
-1

)  

 

PHA 

concentration  

(gL
-1

) 

 

PHA 

content 

 (%DCW) 

PHA composition 

(mol %) 

 

total sugar 

concentraion 

 (gL
-1

) 

 

sodium valerate 

concentration 

(gL
-1

) 

 

urea 

concentration 

(gL
-1

) 
3HB 3HV 

 

6.0 

 

0 1.16±0.03 0.00±0.00 0.00±0.00 0 0 10.12±0.05 10.01±0.04 1.02±0.03 

6 1.22±0.04 0.13±0.05 10.64±0.32 84 16 9.12±0.04 7.48±0.04 0.66±0.03 

12 2.02±0.03 0.31±0.03 15.23±0.28 82 18 7.45±0.03 5.75±0.03 0.35±0.02 

18 1.81±0.03 0.21±0.04 11.59±0.36 76 24 6.40±0.02 4.42±0.03 0.21±0.02 

24 1.55±0.05 0.06±0.03 3.70±0.23 69 31 6.32±0.03 2.46±0.06 0.14±0.02 

 

7.0 

 

 

0 1.15±0.04 0.00±0.00 0.00±0.00 0 0 10.06±0.04 10.04±0.03 1.05±0.02 

6 2.49±0.03 0.67±0.03 27.02±0.20 79 21 6.32±0.03 5.80±0.02 0.32±0.01 

12 3.78±0.03 1.40±0.02 37.06±0.26 79 21 0.08±0.03 3.67±0.04 0.05±0.01 

18 3.34±0.04 0.64±0.02 19.27±0.32 67 33 0.00±0.00 1.98±0.06 0.00±0.00 

24 3.27±0.02 0.23±0.03 6.94±0.23 64 36 0.00±0.00 0.74±0.05 0.00±0.00 

 

8.0 

0 1.15±0.04 0.00±0.00 0.00±0.00 0 0 10.15±0.04 10.12±0.03 1.00±0.03 

6 2.32±0.03 0.58±0.02 24.86±0.22 79 21 6.01±0.05 6.56±0.05 0.48±0.02 

12 3.57±0.04 0.98±0.03 27.43±0.35 76 24 3.32±0.04 4.72±0.03 0.21±0.02 

18 3.15±0.03 0.52±0.03 16.47±0.50 64 36 1.14±0.03 3.21±0.03 0.09±0.01 

24 3.05±0.03 0.13±0.03 4.39±0.20 62 38 0.65±0.06 1.75±0.08 0.03±0.01 

ตารางท่ี 16 เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV สัดส่วนโมลเปอร์เซ็นตข์อง 3HB และ 3HV ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณเกลือโซเดียมวา
เลอเรต และปริมาณยเูรีย เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหาร MSM  เท่ากบั  6.0 7.0 และ 8.0 ตามล าดบั โดยมีน ้าออ้ย
ต่อเกลือโซเดียมวาเลอเรตในอตัราส่วน 10:10  เป็นแหล่งคาร์บอนและมียเูรีย 1.0 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งไนโตรเจน   
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MSM medium 

volume (mL) 

 

Time 

(h) 

 

DCW  

(gL
-1

)  

 

PHA 

concentration  

(gL
-1

) 

 

PHA 

content 

 (%DCW) 

PHA composition 

(mol %) 

 

total sugar 

conc. 

 (gL
-1

) 

 

sodium 

valerate conc. 

(gL
-1

) 

 

(NH4)2SO4 

conc. (gL
-1

) 
3HB 3HV 

 

25 

 

0 1.16±0.05 0.00±0.00 0.00±0.00 0 0 10.05±0.06 10.00±0.05 1.00±0.02 

6 2.14±0.04 0.55±0.03 25.61±0.35 80 20 6.84±0.04 6.05±0.05 0.48±0.02 

12 3.20±0.03 1.01±0.05 31.42±0.42 79 21 1.43±0.05 3.96±0.04 0.12±0.02 

18 3.02±0.03 0.52±0.06 17.26±0.23 74 26 0.24±0.05 2.20±0.06 0.06±0.01 

24 1.97±0.07 0.12±0.03 6.05±0.58 70 30 0.05±0.04 1.16±0.03 0.02±0.01 

 

50 

 

 

0 1.15±0.04 0.00±0.00   0.00±0.00 0 0 10.06±0.04 10.04±0.03 1.05±0.02 

6 2.49±0.03 0.67±0.03 27.02±0.20 79 21 6.32±0.03 5.80±0.02 0.32±0.01 

12 3.78±0.03 1.40±0.02 37.06±0.26 79 21 0.08±0.03 3.67±0.04 0.05±0.01 

18 3.34±0.04 0.64±0.02 19.27±0.32 67 33 0.00±0.00 1.98±0.06 0.00±0.00 

24 3.27±0.02 0.23±0.03 6.94±0.23 64 36 0.00±0.00 0.74±0.05 0.00±0.00 

 

75 

0 1.15±0.05 0.00±0.00   0.00±0.00 0 0 10.12±0.05 10.02±0.04 1.02±0.03 

6 2.02±0.06 0.47±0.03 23.45±0.22 80 20 7.12±0.08 6.22±0.04 0.56±0.03 

12 3.34±0.04 1.01±0.03 30.22±0.25 79 21 1.95±0.04 4.15±0.05 0.21±0.02 

18 3.26±0.03 0.53±0.03 16.39±0.15 70 30 0.66±0.05 2.53±0.08 0.15±0.02 

24 3.17±0.03 0.16±0.04 4.95±0.30 66 34 0.12±0.04 1.34±0.05 0.07±0.01 

 

100 

 

 

0 1.18±0.03 0.00±0.00   0.00±0.00 0 0 10.20±0.05 10.06±0.08 1.08±0.03 

6 1.91±0.06 0.44±0.05 23.13±0.28 81 19 7.80±0.04 6.30±0.06 0.63±0.03 

12 3.25±0.04 0.95±0.05 29.37±0.25 79 21 2.45±0.05 4.25±0.05 0.29±0.03 

18 3.20±0.06 0.41±0.07 12.87±0.51 72 28 1.16±0.04 2.66±0.04 0.20±0.02 

24 3.03±0.05 0.11±0.04 3.73±0.36 67 33 0.88±0.06 1.45±0.05 0.11±0.01 

ตารางท่ี 17  เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV   สัดส่วนโมลเปอร์เซ็นตข์อง 3HB และ 3HV ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณเกลือโซเดียมวา
เลอเรต และปริมาณยเูรีย เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ท่ีมีน ้าออ้ยต่อเกลือโซเดียมวาเลอเรตในอตัราส่วน 10:10  เป็นแหล่งคาร์บอน  มียเูรีย 1.0 กรัมต่อลิตร
เป็นแหล่งไนโตรเจนและมีค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารเท่ากบั 7.0  โดยบรรจุปริมาตรของอาหาร MSM เท่ากบั 25  ถึง 100 มิลลิลิตร ตามล าดบั 

 

 

199 

199



200 
 

 

Time (h) 

 

DCW  

(gL
-1

) 

 

PHA conc. 

(gL
-1

) 

 

PHA content 

 (%DCW) 

 

PHA composition (mol %) 

 

total sugar 
conc.(gL

-1
) 

 

sodium valerate 

conc. (gL
-1

) 

 

urea conc. 

(gL
-1

)  

3HB 

 

3HV 

0 1.32±0.10 0.00±0.00   0.00±0.00 0 0 10.20±0.04 10.15±0.05 1.08±0.10 

3 2.58±0.07 0.44±0.05 14.94±0.29 93 7 7.45±0.10 7.68±0.04 0.45±0.09 

6 3.81±0.05 1.02±0.08 30.71±0.37 89 11 5.15±0.05 5.35±0.07 0.26±0.04 

9 4.42±0.06 1.32±0.03 37.08±0.48 84 16 4.02±0.08 4.35±0.05 0.11±0.05 

12 4.89±0.06 1.76±0.04 41.36±0.31 79 21 2.85±0.05 3.32±0.08 0.05±0.04 

15 4.52±0.07 1.54±0.06 39.24±0.28 75 25 2.45±0.05 2.68±0.05 0.00±0.00 

18 4.33±0.05 1.36±0.04 36.03±0.55 71 29 2.05±0.06 2.34±0.07 0.00±0.00 

21 4.25±0.04 1.21±0.08 32.93±0.60 67 33 1.85±0.07 2.18±0.05 0.00±0.00 

24 4.08±0.07 1.03±0.06 29.05±0.78 61 39 1.55±0.09 1.74±0.07 0.00±0.00 

27 3.80±0.08 0.93±0.09 27.06±0.53 52 48 1.42±0.09 1.62±0.10 0.00±0.00 

30 3.54±0.05 0.85±0.07 25.27±0.46 43 57 1.34±0.07 1.55±0.06 0.00±0.00 

33 3.22±0.03 0.77±0.06 24.61±0.53 28 72 1.25±0.10 1.42±0.06 0.00±0.00 

36 3.12±0.04 0.66±0.05 22.97±0.71 17 83 1.12±0.09 1.33±0.08 0.00±0.00 

ตารางท่ี 18 น ้าหนกัเซลลแ์หง้  ความเขม้ขน้และปริมาณ PHBV  สัดส่วนโมลเปอร์เซ็นตข์อง 3HB และ 3HV   ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด     ปริมาณเกลือโซเดียมวาเลอ
เรตและปริมาณยเูรีย    เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร เป็นเวลา 36 ชัว่โมง 
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รูปท่ี 1 โครมาโตแกรมแสดงผลการวเิคราะห์อุณหภูมิหลอมเหลวและอุณหภูมิกลาสทรานสิชนัของโคพอลิเมอร์ PHBV ท่ีผลิตไดจ้าก B.megaterium  P-12 

PHBV 

PHBV 

PHBV 

201 

 

201
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รูปท่ี 2 โครมาโตแกรมแสดงผลการวเิคราะห์น ้าหนกัโมเลกุลเฉล่ียโดยน ้าหนกั (Mw)    และน ้าหนกั
โมเลกุลเฉล่ียโดยจ านวน  (Mn)  ของโคพอลิเมอร์   PHBV     รวมทั้งค่าดชันีการกระจายของน ้าหนกั
โมเลกุล (PDI) ของโคพอลิเมอร์ท่ีผลิตไดจ้าก B.megaterium P-12
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ภาคผนวก ฉ 
ผลการทดสอบทางสถิต ิ

 
1. เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดระหวา่งอาหารเล้ียงกลา้เช้ือ BCM   BYPcng และ NB 
 
One way 

Test of Homogeneity of Variances 

DCW 
   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

.609 2 6 .575 

 

ANOVA 

DCW Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 30.423 2 15.211 8.149E3 .000 

Within Groups .011 6 .002   

Total 30.434 8    

 
Post Hoc Tests 

Multiple Comparisons 

Tukey 

HSD 

      

(I) seed 

medium 

(J) seed 

medium 

Mean Difference 

(I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

1 2 1.76000* .03528 .000 1.6518 1.8682 

3 4.47000* .03528 .000 4.3618 4.5782 

2 1 -1.76000* .03528 .000 -1.8682 -1.6518 

3 2.71000* .03528 .000 2.6018 2.8182 

3 1 -4.47000* .03528 .000 -4.5782 -4.3618 

2 -2.71000* .03528 .000 -2.8182 -2.6018 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.    

(เม่ือ 1: อาหารเล้ียงกลา้เช้ือ BCM/2: BYPcng และ /3: NB) 
 

2. เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดระหวา่งค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารเล้ียงกลา้เช้ือ
เท่ากบั   6.0   7.0   และ   8.0 
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One way 

Test of Homogeneity of Variances 

DCW 
   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

1.016 2 5 .426 

 

ANOVA 

DCW Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 2.089 2 1.045 235.258 .000 

Within Groups .022 5 .004   

Total 2.111 7    

 

Post Hoc Tests 

Multiple Comparisons 

Tukey HSD 
    

(I) pH (J) pH 

Mean Difference (I-

J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

1 2 -1.15000* .05441 .000 -1.3270 -.9730 

3 -.31000* .06083 .009 -.5079 -.1121 

2 1 1.15000* .05441 .000 .9730 1.3270 

3 .84000* .06083 .000 .6421 1.0379 

3 1 .31000* .06083 .009 .1121 .5079 

2 -.84000* .06083 .000 -1.0379 -.6421 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.  

(เม่ือ 1: ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารเล้ียงกลา้เช้ือเท่ากบั 6.0 /2: 7.0 และ /3: 8.0) 
 

3. เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดระหวา่งอุณหภูมิท่ีใชใ้นการเล้ียงเช้ือเท่ากบั   25   30   37   45   
และ   55   องศาเซลเซียส 
 
One way 

Test of Homogeneity of Variances 

DCW 
   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

1.612 4 10 .246 
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ANOVA 

DCW Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 14.773 4 3.693 956.798 .000 

Within Groups .039 10 .004   

Total 14.812 14    

 
Post Hoc Tests 

Multiple Comparisons 

Tukey 

 HSD 

     

(I) Temp (J) Temp 

Mean Difference (I-

J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

1 2 -1.26000* .05073 .000 -1.4270 -1.0930 

3 -2.02000* .05073 .000 -2.1870 -1.8530 

4 .23000* .05073 .007 .0630 .3970 

5 .62000* .05073 .000 .4530 .7870 

2 1 1.26000* .05073 .000 1.0930 1.4270 

3 -.76000* .05073 .000 -.9270 -.5930 

4 1.49000* .05073 .000 1.3230 1.6570 

5 1.88000* .05073 .000 1.7130 2.0470 

3 1 2.02000* .05073 .000 1.8530 2.1870 

2 .76000* .05073 .000 .5930 .9270 

4 2.25000* .05073 .000 2.0830 2.4170 

5 2.64000* .05073 .000 2.4730 2.8070 

4 1 -.23000* .05073 .007 -.3970 -.0630 

2 -1.49000* .05073 .000 -1.6570 -1.3230 

3 -2.25000* .05073 .000 -2.4170 -2.0830 

5 .39000* .05073 .000 .2230 .5570 

5 1 -.62000* .05073 .000 -.7870 -.4530 

2 -1.88000* .05073 .000 -2.0470 -1.7130 

3 -2.64000* .05073 .000 -2.8070 -2.4730 

4 -.39000* .05073 .000 -.5570 -.2230 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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(เม่ือ 1: อุณหภูมิท่ีใชใ้นการเล้ียงกลา้เช้ือเท่ากบั 25 องศาเซลเซียส /2: 30 องศาเซลเซียส /3: 37 องศาเซลเซียส /4: 
45 องศาเซลเซียส และ /5: 55 องศาเซลเซียส) 

 

4. เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ PHA สูงสุดระหวา่งซูโครส กลูโคส 
และฟรักโตส 
One way 

Test of Homogeneity of Variances 

 Levene Statistic df1 df2 Sig. 

DCW .509 2 6 .625 
PHAconc .148 2 6 .865 
PHAcontent .937 2 5 .451 

 
 

ANOVA 

  Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

DCW Between 
Groups .157 2 .079 37.866 .000 

Within 
Groups .012 6 .002   

Total .170 8    

PHAconc Between 
Groups .572 2 .286 99.015 .000 

Within 
Groups .017 6 .003   

Total .589 8    

PHAcontent Between 
Groups 271.178 2 135.589 357.242 .000 

Within 
Groups 1.898 5 .380   

Total 273.075 7    

 
Post Hoc Tests 

Multiple Comparisons 
Tukey HSD        

Dependent 
Variable 

(I) pure 
sugar 

(J) pure 
sugar 

Mean 
Difference (I-

J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

DCW 1 2 .25000* .03722 .001 .1358 .3642 

3 .30333* .03722 .000 .1891 .4175 

2 1 -.25000* .03722 .001 -.3642 -.1358 

3 .05333 .03722 .384 -.0609 .1675 

3 1 -.30333* .03722 .000 -.4175 -.1891 

2 -.05333 .03722 .384 -.1675 .0609 
PHAconc 1 2 .42667* .04389 .000 .2920 .5613 

3 .60000* .04389 .000 .4653 .7347 
2 1 -.42667* .04389 .000 -.5613 -.2920 

3 .17333* .04389 .018 .0387 .3080 
3 1 -.60000* .04389 .000 -.7347 -.4653 

2 -.17333* .04389 .018 -.3080 -.0387 
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PHAcontent 1 2 9.50667* .50302 .000 7.8699 11.1434 

3 14.26167* .56239 .000 12.4317 16.0916 
2 1 -9.50667* .50302 .000 -11.1434 -7.8699 

3 4.75500* .56239 .001 2.9250 6.5850 
3 1 -14.26167* .56239 .000 -16.0916 -12.4317 

2 -4.75500* .56239 .001 -6.5850 -2.9250 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.    

(เม่ือ 1: ซูโครส/2: กลูโคส และ/3: ฟรักโตส) 
 

5. เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ PHA สูงสุดระหวา่งซูโครสกบัน ้าออ้ยท่ี
มีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวมเท่ากบั 20.0 กรัมต่อลิตรเท่ากนั 
One way 

Test of Homogeneity of Variances 

 Levene Statistic df1 df2 Sig. 

DCW .400 1 4 .561 
PHAconc .630 1 4 .472 
PHAcontent 2.349 1 3 .223 
 

 
ANOVA 

  Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

DCW Between 
Groups 53.282 1 53.282 5.328E4 .000 

Within Groups .004 4 .001   

Total 53.286 5    

PHAconc Between 
Groups 16.934 1 16.934 6.311E3 .000 

Within Groups .011 4 .003   

Total 16.945 5    

PHAcontent Between 
Groups .000 1 .000 .003 .962 

Within Groups .453 3 .151   

Total .454 4    

 

6. เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ PHA สูงสุดระหวา่งน ้าออ้ยท่ีมีความ
เขม้ขน้ของน ้าตาลรวมเท่ากบั 20.0   30.0   40.0 และ 50.0 กรัมต่อลิตร 
Oneway 

 

Test of Homogeneity of Variances 

 
Levene Statistic df1 df2 Sig. 

DCW .815 3 8 .521 

PHAconc 1.172 3 8 .379 

PHAcontent 1.319 3 7 .342 
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ANOVA 

  
Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

DCW Between 

Groups 
25.626 3 8.542 2.373E3 .000 

Within Groups .029 8 .004   

Total 25.655 11    

PHAconc Between 

Groups 
17.339 3 5.780 2.989E3 .000 

Within Groups .015 8 .002   

Total 17.354 11    

PHAcontent Between 

Groups 
794.963 3 264.988 1.122E3 .000 

Within Groups 1.654 7 .236   

Total 796.617 10    

 

 
Post Hoc Tests 

Multiple Comparisons 

Tukey HSD 
       

Dependent 

Variable 

(I)   Sugar 

conc 

(J) 

Sugar 

conc 

Mean 

Difference   (I-

J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

DCW 1 2 -1.42000* .04899 .000 -1.5769 -1.2631 

3 -2.93000* .04899 .000 -3.0869 -2.7731 

4 -3.83000* .04899 .000 -3.9869 -3.6731 

2 1 1.42000* .04899 .000 1.2631 1.5769 

3 -1.51000* .04899 .000 -1.6669 -1.3531 

4 -2.41000* .04899 .000 -2.5669 -2.2531 

3 1 2.93000* .04899 .000 2.7731 3.0869 

2 1.51000* .04899 .000 1.3531 1.6669 

4 -.90000* .04899 .000 -1.0569 -.7431 

4 1 3.83000* .04899 .000 3.6731 3.9869 

2 2.41000* .04899 .000 2.2531 2.5669 

3 .90000* .04899 .000 .7431 1.0569 
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PHAconc 1 2 1.18000* .03590 .000 1.0650 1.2950 

3 2.23333* .03590 .000 2.1184 2.3483 

4 3.23000* .03590 .000 3.1150 3.3450 

2 1 -1.18000* .03590 .000 -1.2950 -1.0650 

3 1.05333* .03590 .000 .9384 1.1683 

4 2.05000* .03590 .000 1.9350 2.1650 

3 1 -2.23333* .03590 .000 -2.3483 -2.1184 

2 -1.05333* .03590 .000 -1.1683 -.9384 

4 .99667* .03590 .000 .8817 1.1116 

4 1 -3.23000* .03590 .000 -3.3450 -3.1150 

2 -2.05000* .03590 .000 -2.1650 -1.9350 

3 -.99667* .03590 .000 -1.1116 -.8817 

PHAcontent 1 2 7.51667* .39688 .000 6.2029 8.8304 

3 15.42667* .39688 .000 14.1129 16.7404 

4 24.00667* .44372 .000 22.5379 25.4755 

2 1 -7.51667* .39688 .000 -8.8304 -6.2029 

3 7.91000* .39688 .000 6.5963 9.2237 

4 16.49000* .44372 .000 15.0212 17.9588 

3 1 -15.42667* .39688 .000 -16.7404 -14.1129 

2 -7.91000* .39688 .000 -9.2237 -6.5963 

4 8.58000* .44372 .000 7.1112 10.0488 

4 1 -24.00667* .44372 .000 -25.4755 -22.5379 

2 -16.49000* .44372 .000 -17.9588 -15.0212 

3 -8.58000* .44372 .000 -10.0488 -7.1112 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 

 (เม่ือ 1: น ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวม 20 กรัมต่อลิตร/2: 30 กรัมต่อลิตร/3: 40 กรัมต่อลิตร 
และ/4: 50 กรัมต่อลิตร) 
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7. เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ PHA สูงสุดระหวา่งน ้าออ้ยท่ีมีความ
เขม้ขน้ของน ้าตาลรวมเท่ากบั 15.0 กรัมต่อลิตรกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรต 5.0 กรัมต่อลิตรกบั
น ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรวมเท่ากบั 15.0 กรัมต่อลิตรกบัเกลือโซเดียมโพรพิโอเนต 5.0 
กรัมต่อลิตร 
 
One way 

 
Test of Homogeneity of Variances 

 Levene Statistic df1 df2 Sig. 

DCW .036 1 4 .859 
PHAconc 2.415 1 4 .195 
PHAcontent .022 1 4 .890 

 
ANOVA 

  Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

DCW Between Groups .256 1 .256 187.512 .000 

Within Groups .005 4 .001   

Total .262 5    

PHAconc Between Groups .160 1 .160 90.604 .001 
Within Groups .007 4 .002   

Total .167 5    

PHAcontent Between Groups 23.840 1 23.840 389.759 .000 
Within Groups .245 4 .061   

Total 24.085 5    

 
 
8. เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ PHA สูงสุดระหวา่งน ้าออ้ยท่ีมีความ
เขม้ขน้ของน ้าตาลรวมเท่ากบั 10.0 กรัมต่อลิตรกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรต 10.0 กรัมต่อลิตรกบั
น ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรวมเท่ากบั 10.0 กรัมต่อลิตรเกลือโซเดียมโพรพิโอเนต 10.0 กรัม
ต่อลิตร 
 
One way 

Test of Homogeneity of Variances 

 Levene Statistic df1 df2 Sig. 

DCW .036 1 4 .859 
PHAconc .029 1 4 .874 
PHAcontent .186 1 4 .689 
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ANOVA 

  Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

DCW Between Groups .104 1 .104 76.110 .001 

Within Groups .005 4 .001   

Total .109 5    

PHAconc Between Groups .084 1 .084 46.248 .002 
Within Groups .007 4 .002   

Total .091 5    

PHAcontent Between Groups 43.202 1 43.202 893.828 .000 
Within Groups .193 4 .048   

Total 43.395 5    

 
9. เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ PHA สูงสุดระหวา่งน ้าออ้ยท่ีมีความ
เขม้ขน้ของน ้าตาลรวมเท่ากบั 5.0 กรัมต่อลิตรกบัเกลือโซเดียมวาเลอเรต 15.0 กรัมต่อลิตรกบั
น ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรวมเท่ากบั 5.0 กรัมต่อลิตรเกลือโซเดียมโพรพิโอเนต 15.0 กรัม
ต่อลิตร 
 
One way 

Test of Homogeneity of Variances 

 Levene Statistic df1 df2 Sig. 

DCW .000 1 4 1.000 
PHAconc 1.410 1 4 .301 
PHAcontent .684 1 3 .469 

 

ANOVA 

  Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

DCW Between Groups .054 1 .054 23.543 .008 

Within Groups .009 4 .002   

Total .063 5    

PHAconc Between Groups .027 1 .027 26.230 .007 
Within Groups .004 4 .001   

Total .031 5    

PHAcontent Between Groups 23.056 1 23.056 471.607 .000 
Within Groups .147 3 .049   

Total 23.203 4    

 
 
10. เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ PHA สูงสุดระหวา่งแอมโมเนียม
ซลัเฟต 1.0 กรัมต่อลิตรกบัยเูรียท่ีมีโมลของธาตุไนโตรเจนเท่ากบัแอมโมเนียมซลัเฟตซ่ึงคิดเป็น 0.5 
กรัมต่อลิตร  
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One way 
Test of Homogeneity of Variances 

 Levene Statistic df1 df2 Sig. 

DCW .352 1 4 .585 
PHAconc 3.150 1 4 .151 
PHAcontent 1.166 1 4 .341 

 
 

ANOVA 

  Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

DCW Between Groups 1.135 1 1.135 558.369 .000 

Within Groups .008 4 .002   

Total 1.143 5    

PHAconc Between Groups .534 1 .534 405.582 .000 
Within Groups .005 4 .001   

Total .539 5    

PHAcontent Between Groups 132.540 1 132.540 1.054E3 .000 
Within Groups .503 4 .126   

Total 133.043 5    

 
11. เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ PHA สูงสุดระหวา่งความเขม้ขน้ของ
ยเูรียเท่ากบั 0.5 1.0   1.5   2.0   2.5 และ   3.0 กรัมต่อลิตร  
 
One way 

 
Test of Homogeneity of Variances 

 Levene Statistic df1 df2 Sig. 

DCW .606 5 12 .697 
PHAconc .952 5 12 .483 
PHAcontent .606 5 11 .697 

 
ANOVA 

  Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

DCW Between Groups 2.538 5 .508 281.983 .000 

Within Groups .022 12 .002   

Total 2.559 17    

PHAconc Between Groups 1.121 5 .224 206.984 .000 
Within Groups .013 12 .001   

Total 1.134 17    

PHAcontent Between Groups 559.132 5 111.826 900.296 .000 
Within Groups 1.366 11 .124   

Total 560.498 16    
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Post Hoc Tests 

 
Multiple Comparisons 

Tukey HSD 
 

 

      

Dependent 
Variable (I) urea (J) urea 

Mean 
Difference (I-

J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

DCW 1 2 -.87000* .03464 .000 -.9864 -.7536 

3 -.89000* .03464 .000 -1.0064 -.7736 

4 -.91000* .03464 .000 -1.0264 -.7936 

5 -.97000* .03464 .000 -1.0864 -.8536 

6 -1.19000* .03464 .000 -1.3064 -1.0736 

2 1 .87000* .03464 .000 .7536 .9864 

3 -.02000 .03464 .991 -.1364 .0964 

4 -.04000 .03464 .849 -.1564 .0764 

5 -.10000 .03464 .109 -.2164 .0164 

6 -.32000* .03464 .000 -.4364 -.2036 

3 1 .89000* .03464 .000 .7736 1.0064 

2 .02000 .03464 .991 -.0964 .1364 

4 -.02000 .03464 .991 -.1364 .0964 

5 -.08000 .03464 .262 -.1964 .0364 

6 -.30000* .03464 .000 -.4164 -.1836 

4 1 .91000* .03464 .000 .7936 1.0264 

2 .04000 .03464 .849 -.0764 .1564 

3 .02000 .03464 .991 -.0964 .1364 

5 -.06000 .03464 .538 -.1764 .0564 

6 -.28000* .03464 .000 -.3964 -.1636 

5 1 .97000* .03464 .000 .8536 1.0864 

2 .10000 .03464 .109 -.0164 .2164 

3 .08000 .03464 .262 -.0364 .1964 

4 .06000 .03464 .538 -.0564 .1764 

6 -.22000* .03464 .000 -.3364 -.1036 

 
 
 
6 

 
1 

 
      1.19000* 

 
.03464 

 
.000 

 
1.0736 

 
1.3064 

2 .32000* .03464 .000 .2036 .4364 

3 .30000* .03464 .000 .1836 .4164 

4 .28000* .03464 .000 .1636 .3964 

5 .22000* .03464 .000 .1036 .3364 
PHAconc 1 2 -.59667* .02687 .000 -.6869 -.5064 

3 -.40667* .02687 .000 -.4969 -.3164 
4 -.35333* .02687 .000 -.4436 -.2631 
5 -.28333* .02687 .000 -.3736 -.1931 
6 .14333* .02687 .002 .0531 .2336 

2 1 .59667* .02687 .000 .5064 .6869 
3 .19000* .02687 .000 .0997 .2803 
4 .24333* .02687 .000 .1531 .3336 
5 .31333* .02687 .000 .2231 .4036 
6 .74000* .02687 .000 .6497 .8303 
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3 

 
 
 
1 

 
 
 

.40667* 

 
 
 

.02687 

 
 
 

.000 

 
 
 

.3164 

 
 
 

.4969 
2 -.19000* .02687 .000 -.2803 -.0997 
4 .05333 .02687 .403 -.0369 .1436 
5 .12333* .02687 .006 .0331 .2136 
6 .55000* .02687 .000 .4597 .6403 

4 1 .35333* .02687 .000 .2631 .4436 
2 -.24333* .02687 .000 -.3336 -.1531 
3 -.05333 .02687 .403 -.1436 .0369 
5 .07000 .02687 .169 -.0203 .1603 
6 .49667* .02687 .000 .4064 .5869 

5 1 .28333* .02687 .000 .1931 .3736 
2 -.31333* .02687 .000 -.4036 -.2231 
3 -.12333* .02687 .006 -.2136 -.0331 
4 -.07000 .02687 .169 -.1603 .0203 
6 .42667* .02687 .000 .3364 .5169 

6 1 -.14333* .02687 .002 -.2336 -.0531 
2 -.74000* .02687 .000 -.8303 -.6497 
3 -.55000* .02687 .000 -.6403 -.4597 
4 -.49667* .02687 .000 -.5869 -.4064 
5 -.42667* .02687 .000 -.5169 -.3364 

PHAcontent 1 2 -9.40000* .27860 .000 -10.3358 -8.4642 
3 -4.20000* .27860 .000 -5.1358 -3.2642 
4 -2.66000* .27860 .000 -3.5958 -1.7242 
5 -.38667 .27860 .733 -1.3225 .5491 
6 11.52667* .27860 .000 10.5909 12.4625 

2 1 9.40000* .27860 .000 8.4642 10.3358 
3 5.20000* .27860 .000 4.2642 6.1358 
4 6.74000* .27860 .000 5.8042 7.6758 
5 9.01333* .27860 .000 8.0775 9.9491 
6 20.92667* .27860 .000 19.9909 21.8625 

3 1 4.20000* .27860 .000 3.2642 5.1358 
2 -5.20000* .27860 .000 -6.1358 -4.2642 
4 1.54000* .27860 .001 .6042 2.4758 
5 3.81333* .27860 .000 2.8775 4.7491 
6 15.72667* .27860 .000 14.7909 16.6625 

4 1 2.66000* .27860 .000 1.7242 3.5958 
2 -6.74000* .27860 .000 -7.6758 -5.8042 
3 -1.54000* .27860 .001 -2.4758 -.6042 
5 2.27333* .27860 .000 1.3375 3.2091 
6 14.18667* .27860 .000 13.2509 15.1225 

5 1 .38667 .27860 .733 -.5491 1.3225 
2 -9.01333* .27860 .000 -9.9491 -8.0775 
3 -3.81333* .27860 .000 -4.7491 -2.8775 
4 -2.27333* .27860 .000 -3.2091 -1.3375 
6 11.91333* .27860 .000 10.9775 12.8491 
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6 

 
 
 
 
1 

 
 
 

-11.52667* 

 
 
 

.27860 

 
 
 

.000 

 
 
 

-12.4625 

 
 
 

-10.5909 

2 -20.92667* .27860 .000 -21.8625 -19.9909 
3 -15.72667* .27860 .000 -16.6625 -14.7909 
4 -14.18667* .27860 .000 -15.1225 -13.2509 
5 -11.91333* .27860 .000 -12.8491 -10.9775 

*. The mean difference is significant at the 0.05    level.    

(เม่ือ 1: ยเูรียท่ีมีความเขม้ขน้ 0.5 กรัมต่อลิตร/2: 1.0 กรัมต่อลิตร/3: 1.5 กรัมต่อลิตร/4: 2.0 กรัมต่อลิตร/5: 2.5 กรัม
ต่อลิตร และ/6: 3.0 กรัมต่อลิตร) 
 

12. เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ PHA สูงสุดระหวา่งค่าความเป็นกรด-
ด่างเร่ิมตน้ของอาหารเหลวส าหรับการผลิต MSM เท่ากบั 6.0 7.0 และ 8.0 
 
One way 

Test of Homogeneity of Variances 

 
Levene Statistic df1 df2 Sig. 

DCW .542 2 6 .608 

PHAconc .760 2 6 .508 

PHHAcontent .220 2 5 .810 
 

ANOVA 

  
Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

DCW Between 

Groups 
5.553 2 2.777 2.474E3 .000 

Within Groups .007 6 .001 
  

Total 5.560 8 
   

PHAconc Between 

Groups 
1.825 2 .913 1.283E3 .000 

Within Groups .004 6 .001 
  

Total 1.829 8 
   

PHAcontent Between 

Groups 
718.335 2 359.167 5.407E3 .000 

Within Groups .332 5 .066 
  

Total 718.667 7 
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Post Hoc Tests 
 

Multiple Comparisons 

Tukey HSD 
       

Dependent 

Variable (I) pH (J) pH 

Mean Difference 

(I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

DCW 1 2 -1.76000* .02735 .000 -1.8439 -1.6761 

3 -1.55333* .02735 .000 -1.6373 -1.4694 

2 1 1.76000* .02735 .000 1.6761 1.8439 

3 .20667* .02735 .001 .1227 .2906 

3 1 1.55333* .02735 .000 1.4694 1.6373 

2 -.20667* .02735 .001 -.2906 -.1227 

PHAconc 1 2 -1.09333* .02177 .000 -1.1601 -1.0265 

3 -.67333* .02177 .000 -.7401 -.6065 

2 1 1.09333* .02177 .000 1.0265 1.1601 

3 .42000* .02177 .000 .3532 .4868 

3 1 .67333* .02177 .000 .6065 .7401 

2 -.42000* .02177 .000 -.4868 -.3532 

PHHcontent 1 2 -21.83333* .21043 .000 -22.5181 -21.1486 

3 -12.39833* .23527 .000 -13.1639 -11.6328 

2 1 21.83333* .21043 .000 21.1486 22.5181 

3 9.43500* .23527 .000 8.6694 10.2006 

3 1 12.39833* .23527 .000 11.6328 13.1639 

2 -9.43500* .23527 .000 -10.2006 -8.6694 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.    

(เม่ือ 1: ค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้ของอาหารเหลวส าหรับการผลิต MSM เท่ากบั 6.0 6 /2: 7.0 และ/3: 8.0) 
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13. เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ PHA สูงสุดระหวา่งการใหป้ริมาณ
อากาศแตกต่างกนัโดยแปรปริมาตรของอาหารเล้ียงเช้ือ MSM เท่ากบั 25 50 75 และ 100 มิลลิลิตร 
 
One way 

Test of Homogeneity of Variances 

 
Levene Statistic df1 df2 Sig. 

DCW .324 3 8 .808 

PHAconc 1.521 3 8 .282 

PHAcontent .879 3 7 .496 

ANOVA 

  
Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

DCW Between Groups .627 3 .209 163.922 .000 

Within Groups .010 8 .001 
  

Total .637 11 
   

PHAconc Between Groups .386 3 .129 83.004 .000 

Within Groups .012 8 .002 
  

Total .398 11 
   

PHAcontent Between Groups 98.893 3 32.964 360.473 .000 

Within Groups .640 7 .091 
  

Total 99.533 10 
   

 
 
Post Hoc Tests 
 

Multiple Comparisons 

Tukey HSD 
       

Dependent 

Variable 

(I) 

mediumv

olumn 

(J) 

mediumv

olumn 

Mean 

Difference (I-

J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

DCW 1 2 -.57667* .02915 .000 -.6700 -.4833 

3 -.13667* .02915 .007 -.2300 -.0433 

4 -.04667 .02915 .430 -.1400 .0467 

2 1 .57667* .02915 .000 .4833 .6700 

3 .44000* .02915 .000 .3466 .5334 

4 .53000* .02915 .000 .4366 .6234 
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3 1 .13667* .02915 .007 .0433 .2300 

2 -.44000* .02915 .000 -.5334 -.3466 

4 .09000 .02915 .059 -.0034 .1834 

4 1 .04667 .02915 .430 -.0467 .1400 

2 -.53000* .02915 .000 -.6234 -.4366 

3 -.09000 .02915 .059 -.1834 .0034 

PHAconc 1 2 -.39333* .03215 .000 -.4963 -.2904 

3 .00000 .03215 1.000 -.1029 .1029 

4 .05333 .03215 .402 -.0496 .1563 

2 1 .39333* .03215 .000 .2904 .4963 

3 .39333* .03215 .000 .2904 .4963 

4 .44667* .03215 .000 .3437 .5496 

3 1 .00000 .03215 1.000 -.1029 .1029 

2 -.39333* .03215 .000 -.4963 -.2904 

4 .05333 .03215 .402 -.0496 .1563 

4 1 -.05333 .03215 .402 -.1563 .0496 

2 -.44667* .03215 .000 -.5496 -.3437 

3 -.05333 .03215 .402 -.1563 .0496 

PHAcontent 1 2 -5.63667* .24691 .000 -6.4540 -4.8194 

3 1.20000* .24691 .008 .3827 2.0173 

4 1.92333* .27605 .001 1.0095 2.8371 

2 1 5.63667* .24691 .000 4.8194 6.4540 

3 6.83667* .24691 .000 6.0194 7.6540 

4 7.56000* .27605 .000 6.6462 8.4738 

3 1 -1.20000* .24691 .008 -2.0173 -.3827 

2 -6.83667* .24691 .000 -7.6540 -6.0194 

4 .72333 .27605 .123 -.1905 1.6371 

4 1 -1.92333* .27605 .001 -2.8371 -1.0095 

2 -7.56000* .27605 .000 -8.4738 -6.6462 

3 -.72333 .27605 .123 -1.6371 .1905 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.    

(เม่ือ 1: ปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ 25 มิลลิลิตร /2: 50 มิลลิลิตร /3: 75 มิลลิลิตร และ/4: 100 มิลลิลิตร) 
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14. เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้และปริมาณ PHA สูงสุดระหวา่งการเล้ียง               
B. megaterium P-12 ในระดบัขวดเขยา่กบัการเล้ียงเช้ือในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร 
 
One way 

Test of Homogeneity of Variances 

 
Levene Statistic df1 df2 Sig. 

DCW 1.542 1 4 .282 

PHAconc 1.410 1 4 .301 

PHAcontent .437 1 3 .556 
 

ANOVA 

  
Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

DCW Between 

Groups 
1.859 1 1.859 724.390 .000 

Within Groups .010 4 .003   

Total 1.870 5    

PHAconc Between 

Groups 
.191 1 .191 187.689 .000 

Within Groups .004 4 .001   

Total .195 5    

PHAcontent Between 

Groups 
21.067 1 21.067 240.678 .001 

Within Groups .263 3 .088   

Total 21.330 4    
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ประวตัิผู้เขยีนวทิยานิพนธ์ 
 

นางสาววนักุศล ชนะสิทธ์ิ เกิดวนัท่ี 11 สิงหาคม 2527 ท่ีจงัหวดัสงขลา ส าเร็จการศึกษา 
ระดบัปริญญาวทิยาศาสตรบณัฑิต ภาควชิาชีววทิยา คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัมหิดล  เม่ือปี
การศึกษา 2549  และไดเ้ขา้ศึกษาต่อในระดบับณัฑิตศึกษา หลกัสูตรจุลชีววทิยาทางอุตสาหกรรม 
คณะวทิยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั ในปีการศึกษา 2550  

 
ในระหวา่งการศึกษาไดเ้ขา้ร่วมเสนอผลงานบางส่วนในงาน The 22th Annual Meeting of 

the Thai Society for Biotechnology (TSB 2010) ณ มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ วทิยาเขตตรัง  
ระหวา่งวนัท่ี 20-22 ตุลาคม 2553 ในหวัขอ้ Production of Poly(3-hydroxybutyrate) by the newly 
isolated Bacillus megaterium P-12 from sugarcane liquor โดยไดรั้บรางวลั Outstanding Poster 
Presentation ในงานประชุมคร้ังน้ีดว้ย 
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