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 ในงานวิจยัน้ี ไดศึ้กษาปัจจยัและเกณฑส์าํหรับการขยายส่วนการหมกัพอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) 
หรือ P(3HB) โดย Bacillus megaterium BA-019 เพื่อบรรลุวตัถุประสงค ์กล่าวคือ ไดอ้ตัราการผลิต และ 
Yp/s สูง ขอ้มูลพื้นฐานท่ีไดจ้ากการศึกษาในถงัหมกัขนาด 10 ลิตรถูกนาํมาใชใ้นการทาํนายภาวะท่ีใชใ้น
การหมกัในถงัหมกัขนาด 90 ลิตร โดยมีปัจจยัทางวิศวกรรมท่ีใชใ้นการคาํนวณ ไดแ้ก่ อตัราส่วนของกาํลงั
มอเตอร์ต่อปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ (P/V) ความเร็วรอบปลายใบพดั (Ni) และค่าเรยโ์นลดน์มัเบอร์ (Rei) 
โดยเร่ิมจากการทดลองหมกั P(3HB) ในถงัหมกั 10 ลิตรแบบแบตช ์พบว่า การเล้ียง B. megaterium BA-
019 ในสูตรอาหารท่ีมีกากนํ้ าตาลเป็นองคป์ระกอบทาํให้จาํนวนเซลลเ์พิ่มมากข้ึนและยงัมีการสังเคราะห์ 
P(3HB) ไดใ้นปริมาณมาก โดยแปรความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของนํ้ าตาลทั้งหมดท่ีมีอยู่ในกากนํ้ าตาล ผลการ
ทดลองแสดงให้เห็นว่า เม่ือใชค้วามเขม้ขน้เร่ิมตน้ท่ี 60 กรัมของนํ้ าตาลทั้งหมดในกากนํ้ าตาล จะได้
ปริมาณเซลลสุ์ดสูงท่ี 32.48 กรัมต่อลิตร และปริมาณ P(3HB) สูงสุดท่ี 8.75 กรัมต่อลิตร ท่ีชัว่โมงท่ี 12 ซ่ึง
สอดคลอ้งกบัขอ้มูลอตัราการเติบโตจาํเพาะสูงสุด (0.23 h-1) ค่า Yx/s (0.66) YP(3HB)/s (0.19) และ YP(3HB)/x 
(0.28) เม่ือเล้ียงเช้ือแบบเฟด-แบตช์ พบว่าสามารถเพ่ิมผลผลิตของเซลลแ์ละ P(3HB) ไดม้ากข้ึน และได้
ศึกษาผลของอตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน และเทคนิคการป้อนอาหารท่ีมีต่อการสร้างเซลลแ์ละการ
สะสม P(3HB) ในการหมกัแบบเฟด-แบตช์ดว้ย โดยพบว่าการป้อนอาหารท่ีมีอตัราส่วนของคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจน 12.5 ต่อ 1 (โดยนํ้ าหนกั) แบบ exponential ใหผ้ลผลิตเซลลสู์งสุดท่ี 72.97 กรัมต่อลิตร และ 
P(3HB) 38.56 กรัมต่อลิตรท่ีชัว่โมงท่ี 21 โดยอตัราการผลิต P(3HB) เพิ่มข้ึนเป็น 1.84 กรัมต่อลิตรต่อ
ชัว่โมง เม่ือเทียบกบัการผลิตแบบแบตช ์(0.73 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง) เม่ือเปล่ียนเทคนิคการป้อนอาหาร
เป็นแบบคร้ังคราวโดยใชสู้ตรอาหารเดียวกบัท่ีใชใ้นการป้อนแบบ exponential โดยเร่ิมป้อนท่ีชัว่โมงท่ี 9 
พบว่าไดผ้ลผลิตของเซลลแ์ละ P(3HB) เพิ่มมากข้ึนเป็น 90.71 และ 41.58 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั โดยคิด
เป็นอตัราการผลิต P(3HB) เท่ากบั 1.73 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ภายใน 24 ชัว่โมง การขยายส่วนการผลิตสู่
ถงัหมกั 90 ลิตร อาศยัขอ้มูลพื้นฐานดา้นเทคนิคการหมกัและภาวะการเล้ียงเช้ือทั้งแบบแบตช์และเฟด-
แบตชท่ี์เหมาะสมจากถงัหมกั 10 ลิตร เม่ือเปรียบเทียบผลการทดลองท่ีไดจ้ากการหมกัทั้ง 2 ระดบั พบว่า
ความเร็วรอบปลายใบพดัเป็นปัจจยัทางวิศวกรรมท่ีเหมาะสมท่ีสุดสําหรับใชเ้ป็นเกณฑค์งท่ีในการขยาย
ส่วนการผลิต P(3HB) จากอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีกากนํ้าตาลเป็นองคป์ระกอบ 
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 In this research, the important factors and criteria for scaling up the fermentation of poly(3-
hydroxybutyrate) or P(3HB) were determined in order to achieve high production rate and yield of P(3HB) by 
Bacillus megaterium BA-019.  The preliminary fermentation data obtained from the study in a 10 L stirred 
fermentor were used for the prediction of the process conditions tested in a 90 L stirred fermentor. The related 
engineering parameters used in the calculation include power input per unit volume (P/V), impeller tip speed 
(Ni), and impeller Reynold’s number (Rei). Initially, the fermentation study in the 10 L stirred fermentor was 
carried out. It was observed that high production rate and yield of P(3HB) could be achieved from high cell 
density of B. megaterium BA-019 cultivated in the simple medium containing molasses. Among 4 initial 
concentrations of molasses present in the medium, 60 g/L total sugars initially present in the molasses medium 
gave the maximum cell growth (32.48 g/L) and P(3HB) production (8.75 g/L) at 12 h with the corresponding 
specific growth rate of 0.23 h-1, biomass yield to substrate (Yx/s) of 0.66, P(3HB) yield to substrate (YP(3HB)/s) of 
0.19, and P(3HB) yield to cell (YP(3HB)/x) of 0.28 in batch cultivation. Further increasing cell and P(3HB) 
production were accomplished in fed-batch cultivation. The effects of C/N ratios and feeding techniques on cell 
and P(3HB) production were investigated during fed-batch fermentation. Using exponential feeding, the 
optimal feeding medium with the C/N ratio of 12.5:1 gave maximum cell concentration of 72.97 g/L and 

P(3HB) concentration of 38.56 g/L at 21 h cultivation with the increasing P(3HB) productivity of 1.84 g/L⋅h as 

compared to 0.73 g/L⋅h obtained from batch culture. After batch cultivation for 9 h, feeding the fermentor with 
the molasses medium (C/N of 12.5:1) using rectangular pulse technique yielded the high biomass and P(3HB) 

production of 90.71 g/L and 41.58 g/L, respectively with the corresponding P(3HB) productivity of 1.73 g/L⋅h 
within 24 h. From the optimal operating condition to achieve high biomass and P(3HB) production, the batch 
fermentations in the 90 L stirred bioreactor were tested for determining the well-suited engineering parameter 
for scaling up P(3HB) fermentation. Comparing the results in both batch and fed-batch cultivations in 10 L 
stirred fermentor with those in 90 L stirred fermentation, it was evident that the impeller tip speed is the most 
suitable scaling up criteria for P(3HB) production from the molasses medium. 
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กรัมยเูรีย) เป็นสารอาหารป้อนเขา้ท่ีชัว่โมงท่ี 9 แบบคร้ังคราว…………………………. 

 
 
 
 
87 

4.19 
 
 
 
4.20 
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ใชอ้ตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนในสารอาหารป้อนเขา้เท่ากบั 12.5 ท่ีชัว่โมง
ต่างๆกนั แบบเฟด-แบตช…์……………………………………………………………. 
เปรียบเทียบการผลิต P(3HB) โดยใชจุ้ลินทรียแ์ละเทคนิคการเพาะเล้ียงท่ีแตกต่างกนั... 
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อตัราส่วนระหวา่งกาํลงัมอเตอร์ต่อปริมาตรนํ้าหมกั (P/V) ของถงัหมกั 90 ลิตร และถงั
หมกั 10 ลิตรมีค่าเท่ากนั)..................................................................................................... 
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1.0 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที ในถงัหมกัขนาด 90 ลิตร (กาํหนดให้
ความเร็วรอบของปลายใบพดั (impeller tip speed) ของถงัหมกั 90 ลิตร และถงัหมกั 10 
ลิตรมีค่าเท่ากนั)………………………………………………………………………… 
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4.27 

ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลทั้งหมด ปริมาณยเูรีย และความหนาแน่นของเซลล ์  B. 
megaterium BA-019 เม่ือใหอ้ตัราการกวนท่ี 212 รอบต่อนาที และอตัราการใหอ้ากาศท่ี 
1.0 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที ในถงัหมกัขนาด 90 ลิตร (กาํหนดใหค่้า
เรยโ์นลดน์มัเบอร์ (NRE) ของถงัหมกั 90 ลิตร และถงัหมกั 10 ลิตรมีค่าเท่ากนั)………… 
เปรียบเทียบค่าจลนศาสตร์ เม่ือเล้ียง B. megaterium BA-019 ในถงัหมกัขนาด 90 ลิตร 
เม่ือผลิต P(3HB) ท่ีกาํหนดเกณฑก์ารขยายส่วนคงท่ีเหมือนในถงัหมกัขนาด 10 ลิตร….. 
ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลทั้งหมด ปริมาณยเูรีย และความหนาแน่นของเซลล ์  B. 
megaterium BA-019 ในถงัหมกัขนาด 90 ลิตร เม่ือกาํหนดใหค้วามเร็วรอบของปลาย
ใบพดั (impeller tip speed) ของถงัหมกั 90 ลิตร และถงัหมกั 10 ลิตรมีค่าเท่ากนั โดยเร่ิม
ป้อนกากนํ้าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้าตาลรวม 350 กรัมต่อลิตรและยเูรีย (อตัราส่วน
คาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 12.5 กรัมนํ้าตาลต่อกรัมยเูรีย) ท่ีชัว่โมงท่ี 9 แบบคร้ัง
คราว……………………………………………………………………………………. 
เปรียบเทียบการเจริญและการผลิต P(3HB) ของ B. megaterium BA-019 แบบแบตช ์
และแบบเฟด-แบตช ์ (อตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนในสารอาหารป้อนเขา้เท่ากบั 
12.5 ท่ีชัว่โมงท่ี 9 แบบคร้ังคราว) ในถงัหมกัขนาด 10 ลิตร และ 90 ลิตร โดยใชอ้าหาร 
MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวมเร่ิมตน้ในกากนํ้าตาลเท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร……. 
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หมกั 90 ลิตร และถงัหมกั 10 ลิตรมีค่าเท่ากนั)………………………………………….. 
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4.19 การผลิต P(3HB) โดยเล้ียง B. megaterium BA-019 ในถงัหมกัขนาด 90 ลิตร เม่ือให้
อตัรากวนท่ี 212 รอบต่อนาที และอตัราการใหอ้ากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตร
อาหารต่อนาที (กาํหนดใหค่้าเรยโ์นลดน์มัเบอร์ (NRE) ของถงัหมกั 90 ลิตร และถงัหมกั 
10 ลิตรมีค่าเท่ากนั)……………………………………………………………………... 
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4.20 การผลิต P(3HB) โดยเล้ียง B. megaterium BA-019 ในถงัหมกัขนาด 90 ลิตร เม่ือ
กาํหนดใหค้วามเร็วรอบของปลายใบพดั (impeller tip speed) ของถงัหมกั 90 ลิตร และ
ถงัหมกั 10 ลิตรมีค่าเท่ากนั โดยเร่ิมป้อนกากนํ้าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้าตาลรวม 350 
กรัมต่อลิตรและยเูรีย (อตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 12.5 กรัมนํ้าตาลต่อกรัม
ยเูรีย) ท่ีชัว่โมงท่ี 9 แบบคร้ังคราว………………………………………………………. 
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คาํอธิบายสัญลกัษณ์และคาํย่อ 
 

ตัวย่อ     คาํอธิบาย 
DCW     นํ้าหนกัเซลลแ์หง้ 
g/l     กรัมต่อลิตร 
g/l-h     กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง 
h     ชัว่โมง 
PHB / P(3HB)    พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตหรือ พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) 
P(3HB) conc.    ความเขม้ขน้ของ P(3HB) 
P(3HB) prod.    อตัราการผลิต P(3HB) 
YX/S     ผลของเซลลท่ี์ไดต่้อหน่อยซบัสเตรทท่ีใชไ้ป 
YP/S     ผลของผลิตภณัฑท่ี์ไดต่้อหน่วยซบัสเตรทท่ีใชไ้ป 
YP/X     ผลของผลิตภณัฑท่ี์ไดต่้อหน่ึงหน่วยเซลล ์
% by wt.    เปอร์เซนตต่์อนํ้าหนกัเซลลแ์หง้ 
μ     อตัราการเติบโตจาํเพาะ 
 



บทที ่1 
บทนํา 

 
พลาสติกท่ีใชก้นัอย่างแพร่หลายในปัจจุบนัเป็นวสัดุท่ีมีนํ้ าหนกัเบา มีความคงทนแขง็แรง 

สีสันสวยงาม ราคาถูก และเป็นวสัดุท่ีสามารถปรับแต่งให้มีลกัษณะพิเศษตามตอ้งการได ้จึงถูก
นาํมาใชเ้ป็นวสัดุ อุปกรณ์ เคร่ืองใชต่้างๆเป็นจาํนวนมาก แต่เน่ืองจากพลาสติกเหล่านั้นเป็นพลาสติก
สังเคราะห์ท่ีไดจ้ากอุตสาหกรรมปิโตรเคมี (petroleum based plastic) เช่น พอลิพรอพิลีน 
(polypropylene; PP) พอลิเอทิลีน (polyethylene; PE) และพอลิไวนิลคลอไรด ์(polyvinylchloride; 
PVC) ซ่ึงยอ่ยสลายไดย้ากหรือไม่ยอ่ยสลายเลย จึงทาํใหข้ยะพลาสติกเพิ่มมากข้ึน โดยเฉพาะอยา่งยิง่
บรรจุภณัฑพ์ลาสติกท่ีมีอายกุารใชง้านสั้นและมีปริมาณการใชอ้ยูเ่ป็นจาํนวนมากในสังคมเมือง เช่น 
ถุงพลาสติก ฟิลม์ห่ออาหาร และกล่องโฟมบรรจุอาหาร เป็นตน้ พลาสติกจึงก่อให้เกิดปัญหาขยะ
เหลือท้ิงจากชุมชนและส่งผลกระทบโดยตรงต่อส่ิงแวดลอ้ม เน่ืองจากพลาสติกท่ีใชแ้ลว้เหล่าน้ีมีการ
ปนเป้ือนจากการใช้งานค่อนขา้งมาก จึงไม่ไดรั้บความนิยมท่ีจะนาํไปหมุนเวียนเพื่อแปรรูปนํา
กลบัมาใชง้านใหม่ อีกทั้งการกาํจดัพลาสติกสังเคราะห์น้ีทาํไดย้ากและจุลินทรียใ์นธรรมชาติไม่
สามารถยอ่ยสลายไดง่้าย ดงันั้นเพื่อลดปัญหาของพลาสติกสังเคราะห์ท่ีเป็นมลพิษในส่ิงแวดลอ้ม จึง
จําเป็นต้องทําการวิจัยเพื่อผลิตพลาสติกท่ีย่อยสลายได้ เช่น พอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต 
(polyhydroxyalkanoates; PHAs) พอลิแลคติกแอซิด (polylactic; PLA) พอลิบิวทิลีนซัคซิเนต 
(polybutylene succinate; PBS) รวมถึงโคพอลิเมอร์และอนุพนัธ์ผสมของพอลิเมอร์เหล่าน้ี (Zakaria 
และคณะ, 2010) เพื่อใชท้ดแทนพลาสติกสังเคราะห์จากปิโตรเคมีท่ีย่อยสลายไม่ได ้ซ่ึงพลาสติก
ชีวภาพเหล่าน้ีผลิตไดจ้ากแหล่งวตัถุดิบท่ีสามารถปลูกทดแทนใหม่ได ้เช่น พืชผลทางการเกษตร
จาํพวกแป้งและนํ้าตาล โดย PHAs เป็นกลุ่มพลาสติกท่ียอ่ยสลายไดเ้พียงประเภทเดียวท่ีกระบวนการ
สงัเคราะห์ทั้งหมดเกิดข้ึนในจุลินทรีย ์(microbial polymers) 

พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตหรือพอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) หรือ P(3HB) เป็นพลาสติกท่ียอ่ย
สลายไดท้างชีวภาพชนิดหน่ึงในกลุ่ม PHAs ซ่ึงมีสูตรเคมี คือ [C4H6O2]n เป็นพอลิเอสเทอร์ของ
กรดไฮดรอกซีบิวทิริคท่ีสร้างและสะสมข้ึนภายในเซลล์จุลินทรีย์หลายชนิดเพื่อใช้เป็นแหล่ง
พลงังานและแหล่งคาร์บอน โดยสะสมภายในเซลลใ์นรูปของแกรนูล ซ่ึงมีขนาดและจาํนวนแกรนูล
ต่อเซลลแ์ตกต่างกนัในแต่ละชนิดของจุลินทรีย ์โดยในการสังเคราะห์ P(3HB) เกิดข้ึนในภาวะท่ีมี
แหล่งคาร์บอนมากเกินพอและมีการจํากัดปริมาณหรือขาดแคลนสารอาหารบางชนิด  เช่น 
ไนโตรเจน ออกซิเจน ฟอสฟอรัส ซลัเฟอร์ หรือแร่ธาตุ เป็นตน้ (Lee, 1996; Jiang และคณะ, 2008) 
P(3HB) เป็นเทอร์โมพลาสติกท่ีมีสมบติัทางเคมี กายภาพ และเชิงกลท่ีใกลเ้คียงกับพลาสติก
สังเคราะห์ท่ีไดจ้ากอุตสาหกรรมปิโตรเคมีบางชนิด คือ PP และ PE ซ่ึงเป็นพลาสติกท่ีนิยมใชก้นั
มากท่ีสุดในปัจจุบนั ทั้งค่าจุดหลอมเหลว ความสามารถเป็นผลึก และความสามารถในการตา้นแรง
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ดึง เป็นตน้ ซ่ึง P(3HB) มีความตา้นทานต่อรังสียวูีไดดี้และมีความสามารถใหอ้อกซิเจนแพร่ผา่นได้
ต ํ่ากว่า จึงอาจนาํไปใชเ้ป็นบรรจุภณัฑ์ท่ีไวต่อออกซิเจนไดดี้ แมค้วามสามารถในการขยายตวัของ 
P(3HB) จะตํ่ากวา่ เป็นผลให ้P(3HB) มีความแขง็และเปราะง่าย แต่ P(3HB) ยงัสามารถนาํไปผสมกบั
พอลิเมอร์อ่ืนๆ เพ่ือใหมี้สมบติัตามตอ้งการได ้(Kulpreecha และคณะ, 2009) ดงันั้นจึงสามารถนาํมา
ประยุกตใ์ชป้ระโยชน์ในหลายดา้น ทั้งในดา้นการแพทยแ์ละเภสัชกรรม ไดแ้ก่ การนาํมาใชเ้ป็นวสัดุ
ทางศลัยกรรม เช่น หลอดเลือดเทียม กระดูกเทียม เขม็ ไหมเยบ็แผล แคปซูลบรรจุยา เป็นตน้ เน่ืองจาก 
P(3HB) มีสมบติัท่ีเขา้กนัไดก้บัเน้ือเยื่อส่ิงมีชีวิต (biocompatibility) หรืออาจนาํ P(3HB) มา
ประยุกตใ์ชใ้นงานดา้นเกษตรกรรม เช่น เป็นวสัดุทาํแคปซูลบรรจุยาฆ่าแมลง ปุ๋ย และฮอร์โมนพืช 
ใช้ทาํแหจบัปลาสําหรับใช้ในนํ้ าทะเล และสามารถใช้เป็นวสัดุคลุมดินในการเพาะเล้ียงตน้กลา้ 
(mulch film) เป็นตน้ นอกจากน้ีสามารถนาํ P(3HB) มาประยกุตใ์ชเ้ป็นวสัดุประเภทบรรจุภณัฑห์รือ
อุปกรณ์ใช้สอยอ่ืนๆ ไดแ้ก่ ขวดแชมพู บรรจุภณัฑ์สําหรับบรรจุอาหารประเภทถุง ภาชนะบรรจุ
อาหารสําเร็จรูป แผ่นฟิล์มถนอมอาหาร หรืออาจใช้ทาํเป็นวสัดุท่ีใช้คร้ังเดียวท้ิง เช่น ผา้อ้อม 
ผา้อนามยั ดา้มมีดโกน เป็นตน้ (Braunegg และคณะ 1998; Steinbüchel และ Fuchtenbusch, 1998) 
อีกประการสาํคญัคือ P(3HB) เป็นพลาสติกท่ีสามารถถูกย่อยสลายไดอ้ยา่งสมบูรณ์โดยธรรมชาติ 
(biodegradable plastics) และผลจากการยอ่ยสลายของพลาสติกน้ีไดส้ารท่ีไม่เป็นพิษต่อส่ิงแวดลอ้ม 
ไดแ้ก่ นํ้ า คาร์บอนไดออกไซดแ์ละกรดคาร์บอกซิลิก (Suriyamongkol และคณะ, 2007) ทาํให ้
P(3HB) ไดรั้บความสนใจท่ีจะนาํมาผลิตเป็นพลาสติกเพื่อใชท้ดแทนพลาสติกท่ีใชก้นัในปัจจุบนั 

 
มูลเหตุจูงใจในการวจัิย 

เน่ืองจากปัญหาท่ีสาํคญัประการหน่ึงของการประยุกตใ์ช ้P(3HB) คือ ตน้ทุนในการผลิตท่ี
ยงัสูงกว่าพลาสติกสังเคราะห์ท่ีไดจ้ากอุตสาหกรรมปิโตรเคมี ซ่ึงปัจจยัท่ีส่งผลต่อกระบวนการผลิต 
P(3HB) ท่ีมีประสิทธิภาพและตน้ทุนตํ่ามีหลายปัจจยั เช่น สายพนัธ์ุของจุลินทรียท่ี์ใช ้กระบวนการ
หมกัและวิธีสกดัแยกผลิตภณัฑ์ รวมทั้งการเลือกใชแ้หล่งคาร์บอนท่ีมีราคาถูก (Choi และ Lee, 
1999) เพื่อลดตน้ทุนการผลิต งานวิจยัน้ีจึงมีวตัถุประสงคท่ี์จะใชก้ากนํ้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนใน
การผลิต P(3HB) เน่ืองจากกากนํ้ าตาลเป็นผลพลอยไดท่ี้เกิดข้ึนจากกระบวนการผลิตนํ้ าตาลทราย 
ซ่ึงในกากนํ้ าตาลจะประกอบไปดว้ยปริมาณนํ้ าตาลรวม 45-55% โดยมีนํ้ าตาลซูโครส 30-35% และ
นํ้ าตาลรีดิวซ์ 10-25% (มิตรผล, 2552) จึงสามารถนาํมาเป็นแหล่งคาร์บอนได ้(Beaulieu และคณะ, 
1995) และนอกจากน้ียงัใชก้ารเล้ียง Bacillus megaterium BA-019 แบบเฟด-แบตช์ ซ่ึงเป็น
กระบวนการเล้ียงเช้ือท่ีมีประสิทธิภาพ ซ่ึงหลกัการเพาะเล้ียงเช้ือแบบน้ีคือ มีการเติมสารอาหารใน
ระหว่างกระบวนการหมกั โดยในระดบัอุตสาหกรรมนิยมใชก้ระบวนการหมกัแบบน้ี เน่ืองจากทาํ
ใหไ้ดค้วามหนาแน่นของเซลลแ์ละผลผลิตในปริมาณมาก (Sun และคณะ, 2007) 
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วตัถุประสงค์ของการวจัิย 
เพื่อหาภาวะเหมาะสมในการขยายส่วนการผลิตพอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) โดย Bacillus 

megaterium BA-019 ในถงัหมกัขนาด 90 ลิตร 
 

ขั้นตอนการดาํเนินการวจัิย 
1. หาภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิต P(3HB) จาก Bacillus megaterium BA-019 โดยการ

เล้ียงแบบเฟด-แบตช์ ในถงัหมกัขนาด 10 ลิตร 
2. ผลิต P(3HB) จาก Bacillus megaterium BA-019 โดยใชภ้าวะท่ีเหมาะสมสาํหรับการผลิต 

P(3HB) ท่ีศึกษาไดจ้ากขอ้ 1 โดยการเล้ียงแบบเฟด-แบตช ์ในถงัหมกัขนาด 90 ลิตร 
 
ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 
 ทราบภาวะการผลิต P(3HB) ท่ีเหมาะสมและเกณฑส์าํหรับขยายส่วนการผลิต P(3HB) โดย 
Bacillus megaterium BA-019 ซ่ึงสามารถนาํไปพฒันาสู่การผลิตระดบัอุตสาหกรรมต่อไป 
 
ขอบเขตของงานวจัิย 

การผลิต P(3HB) ใน

ถงัหมกัขนาด 10 ลิตร 

การผลิต P(3HB) ใน

ถงัหมกัขนาด 90 ลิตร 

เล้ียง B. megaterium BA-019 แบบแบตช ์

เล้ียง B. megaterium BA-019 แบบเฟด-แบตช ์

เล้ียง B. megaterium BA-019 แบบแบตช ์

เล้ียง B. megaterium BA-019 แบบเฟด-แบตช ์

ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกากนํ้าตาล 

ป้อนอาหารแบบต่อเน่ือง (exponential feeding) 

อตัราส่วน C/N ในสารอาหารป้อนเขา้ 
เวลาท่ีเร่ิมป้อนสารอาหารเขา้ 

ป้อนอาหารแบบคร้ังคราว 

อายกุลา้เช้ือท่ีเหมาะสม 

เกณฑค์งท่ีสาํหรับการขยายส่วน 

ป้อนอาหารแบบคร้ังคราว 

เปรียบเทียบผล 



 

บทที ่2 
ปริทศัน์วรรณกรรม 

 
2.1 พลาสติก (Plastic) (อรสา อ่อนจนัทร์, 2549) 

“พลาสติก” ตามพจนานุกรมฉบบัราชบณัฑิตยสถาน หมายถึง สารประกอบอินทรียท่ี์
สังเคราะห์ข้ึนใช้แทนวัสดุธรรมชาติ บางชนิดเม่ือเย็นก็แข็งตัว เม่ือถูกความร้อนก็อ่อนตัว 
(Thermoplastic) บางชนิดแขง็ตวัถาวร (Thermoset)  

พลาสติก คือพอลิเมอร์ (polymer) ชนิดหน่ึง ซ่ึงคาํว่า “พอลิเมอร์” มาจากคาํกรีกสองคาํ คือ 
poly แปลว่าหลายๆ หรือมาก และ mer แปลว่าหน่วยหรือส่วน หากเป็นโมเลกุลท่ีมี “เมอร์” เพียง 1 
หน่วยก็จะเรียกว่า “มอนอเมอร์” (Monomer) ซ่ึงเป็นสารตั้งตน้ของพอลิเมอร์ ดงันั้น “พอลิเมอร์” 
คือสารท่ีมีนํ้ าหนกัโมเลกลุสูงโดยมีโครงสร้างทางเคมีท่ีประกอบดว้ยหน่วยยอ่ยซํ้าๆของเมอร์ 

พอลิเมอร์แบ่งตามเกณฑก์ารเกิดออกไดเ้ป็น 2 ประเภท คือ 
1. พอลิเมอร์ธรรมชาติ เป็นพอลิเมอร์ที่เกิดข้ึนเองตามธรรมชาติ เช่น โปรตีน แป้ง 

เซลลูโลส และยางธรรมชาติ 
2.  พอลิเมอร์สงัเคราะห์ เป็นพอลิเมอร์ท่ีเกิดจากการสังเคราะห์ เพื่อใชป้ระโยชน์ต่างๆ เช่น 

พลาสติก ไนลอน ดาครอน และลูไซต ์
พลาสติกแบ่งออกไดเ้ป็น 2 ประเภท คือ 
1.  เทอร์มอพลาสติก (thermoplastics; thermo แปลว่า ความร้อน และ plastic แปลว่า อ่อน

นุ่ม) พลาสติกชนิดน้ี เม่ือไดรั้บความร้อนจะอ่อนตวั และเม่ืออุณหภูมิลดลงจะแขง็ตวั ถา้ใหค้วาม
ร้อนอีกก็จะอ่อนตวั สามารถทาํให้กลบัเป็นรูปเดิมหรือเปล่ียนเป็นรูปอ่ืนได ้ โดยสมบติัของ
พลาสติกเหมือนเดิม พลาสติกประเภทน้ี โครงสร้างโมเลกุล เป็นโซ่ตรงยาว มีการเช่ือมต่อระหว่าง
โซ่พอลิเมอร์น้อยมาก จึงสามารถหลอมเหลว หรือเม่ือผ่านการอดัแรงมากๆ โดยจะไม่ทาํลาย
โครงสร้างเดิม ตวัอย่างของเทอร์มอพลาสติก คือ พอลิเอทิลีน (polyethylene) พอลิโพรพิลีน 
(polypropylene) และพอลิสไตรีน (polysthyrene) ซ่ึงเป็นการเปล่ียนสภาวะทางกายภาพเท่านั้น 
เปรียบเหมือนการเปล่ียนสถานะของนํ้าและนํ้าแขง็ ซ่ึงสามารถเปล่ียนไป-กลบัไดห้ลายคร้ัง 

2.  พลาสติกเทอร์มอเซต (thermosetting plastics หรือ thermoset; thermo แปลว่า ความ
ร้อน และ set แปลว่า ทาํให้แข็ง) พลาสติกชนิดน้ีจะคงรูปภายหลงัจากการผ่านความร้อน หรือ
แรงดนัเพียงคร้ังเดียว เม่ือเยน็ลงจะแขง็ตวั มีความแขง็แรงมาก ทนความร้อนและความดนั ไม่อ่อน
ตวัและเปล่ียนรูปร่างไม่ได ้แต่ถา้อุณหภูมิสูงพอ กจ็ะแตกและไหมเ้ป็นข้ีเถา้สีดาํ พลาสติกประเภทน้ี 
โมเลกุลจะเช่ือมโยงกนัเป็นร่างแหจบักนัแน่น แรงยึดเหน่ียวระหว่างโมเลกุลแขง็แรงมาก จึงไม่
สามารถนาํมาหลอมเหลวได ้ ตวัอยา่งของเทอร์มอเซต คือ เมลามีน พอลิยรีูเทน อิพอกซี (เป็นการ
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เปล่ียนสภาวะทางเคมี เปรียบเหมือนการอบเคก้ ซ่ึงเม่ือให้ความร้อนสารจะเปล่ียนสภาพทางเคมี
และคงรูปอยา่งนั้นไม่สามารถเปล่ียนรูปไดอี้ก) 

 
 

 
 
 
 
 

รูปที ่2.1 เปรียบเทียบรูปร่างของเทอร์มอพลาสติก และเทอร์มอเซต 
 

 2.1.1 พลาสติกท่ียอ่ยสลายไดท้างชีวภาพ  
พลาสติกท่ียอ่ยสลายไดท้างชีวภาพ หมายถึง พลาสติกท่ียอ่ยสลายไดโ้ดยการยอ่ยท่ีมีผลมา

จากปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนตามธรรมชาติโดยจุลินทรีย ์เช่น แบคทีเรีย รา ยีสต์ สาหร่าย เป็นตน้ โดย
พลาสติกท่ีสามารถยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพน้ี สามารถจดัเป็นกลุ่มได ้3 กลุ่ม คือ 

1.  พลาสติกท่ีย่อยสลายไดบ้างส่วน เช่น พอลีเอทิลีน พอลิพรอพิลีน และพอลิสไตรีน 
เน่ืองจากพลาสติกประเภทน้ีเป็นพลาสติกสังเคราะห์ท่ีใส่สารเติมแต่งทางธรรมชาติบางชนิด เช่น 
ขา้ว ขา้วโพด แป้ง และเซลลูโลส เป็นตน้ ทาํใหช้ิ้นส่วนพลาสติกมีขนาดเลก็ลง เม่ืออนุภาคของแป้ง
ถูกย่อยโดยจุลินทรีย ์พลาสติกจะอ่อนตวัลง มีความพรุนและมีพื้นท่ีผิวมากข้ึนซ่ึงจะช่วยในการ
ทาํลายร่างแหของพลาสติก (Reddy และคณะ, 2003) 

2.  พลาสติกท่ีถูกสลายตวัโดยแสงอลัตราไวโอเลต (UV degradable plastic) เน่ืองจาก
พลาสติกชนิดน้ีมีหมู่คาร์บอนิล (C=O) เป็นองคป์ระกอบ ซ่ึงมีความไวสูงต่อแสง UV ทาํใหเ้กิดการ
แตกตวัในสายโซ่ของพอลิเมอร์ เป็นผลให้โมเลกุลของพลาสติกเล็กลง และแบคทีเรียจะเขา้ย่อย
สลายได้ท่ีบริเวณน้ี พลาสติกจึงกรอบและแตกได้ หรืออาจมีการเติมสารท่ีเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา 
(photoactivative) เช่น เหล็ก หรือทองแดง เพื่อเร่งการทาํลายสายพอลิเมอร์เม่ือไดรั้บแสง UV 
(Reddy และคณะ, 2003) 

3.  พลาสติกท่ียอ่ยสลายไดท้างชีวภาพอยา่งสมบูรณ์ ไดแ้ก่ พลาสติกชนิดเทอร์โมพอลิเอส
เทอร์ท่ีผลิตจากกระบวนการทางชีวภาพ (biodegradable thermoplastic) เช่น พอลิแลคติกแอซิด 
(polylactic, PLA) และ พอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต (polyhydroxyalkanoates; PHAs) ซ่ึงเทอร์โม
พอลิเอสเทอร์น้ีมีคุณสมบติัของเทอร์โมพลาสติก และสามารถยอ่ยสลายในธรรมชาติอยา่งสมบูรณ์
ไดเ้ป็นคาร์บอนไดออกไซด ์(CO2) นํ้า (H2O) และกรดคาร์บอกซิลิก (carboxylic acid) ซ่ึงไม่ทาํให้
เกิดปัญหาต่อส่ิงแวดลอ้ม (Lee, 1996; Reddy และคณะ, 2003; Suriyamongkol และคณะ, 2007) 
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พลาสติกชีวภาพ ซ่ึงในปัจจุบนัมีการผลิตไดห้ลายชนิด หากแบ่งตามกลไกการสลายตวั
สามารถจาํแนกไดด้งัน้ี (ปกรณ์ โอภาประกาศิต และมณัทนา โอภาประกาสิต, 2551) 

1.  Biodegradable คือ พอลิเมอร์ท่ีสลายตวัไดโ้ดยการใชเ้อนไซม ์จากจุลินทรียใ์นการ
ตัดสายโซ่ แล้วได้ผลิตผลเป็นสารท่ีมีโมเลกุลเล็กท่ีมีตามธรรมชาติ เช่น  นํ้า แอลกอฮอล์ 
และคาร์บอนไดออกไซด ์เป็นตน้ 

2.  Compostable จัดเป็นพอลิเมอร์ชนิด Biodegradable ซ่ึงการสลายตวัเกิดข้ึนแบบ
จาํเพาะโดยการหมกัท่ีอุณหภูมิสูงกวา่ 50 °C 

3.  Hydro-biodegradable พอลิเมอร์ท่ีสลายตวัไดโ้ดยการสลายพนัธะเม่ือทาํปฏิกิริยากบันํ้ า 
(hydrolysis) 

4.  Photo-biodegradable พอลิเมอร์ท่ีสลายตวัไดเ้ม่ือไดรั้บพลงังานจากแสง 
5.  Bioerodable พอลิเมอร์ท่ีสลายตวัไดโ้ดยไม่ตอ้งพึ่งพาจุลินทรีย ์ โดยจะเก่ียวขอ้งกบั

กระบวนการทางเคมีต่างๆ เช่น ปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ เป็นตน้ 
พลาสติกชีวภาพ 2 ประเภทหลกัในปัจจุบนัท่ีมีการศึกษาวิจยัและนาํมาผลิตใชป้ระโยชน์ 

คือ (ปกรณ์ โอภาประกาศิต และมณัทนา โอภาประกาสิต, 2551) 
1.  พอลิเมอร์ประเภทท่ีมีส่วนผสมของแป้ง (polysaccharide) เกิดจากการผสมพอลิเมอร์

บางชนิด เขา้กบัสายโซ่พอลิเมอร์ของแป้งท่ีเกิดจากการเรียงต่อกนัของนํ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว เช่น
กลูโคส เช่ือมกนัดว้ยพนัธะ glucosidic โดยใช้อตัราส่วนผสมไดต้ั้งแต่ 10-90% ข้ึนอยู่กบั
จุดประสงคใ์นการใชง้าน ซ่ึงหากส่วนผสมของแป้งมากกว่า 60% จะทาํให้พลาสติกผสมสามารถ
ยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพ หากส่วนผสมตํ่ากว่า 60% ส่วนผสมท่ีเป็นแป้งจะทาํหนา้ท่ีเป็นจุดท่ีทาํให้
เกิดการแตกตวัของช้ินส่วนพอลิเมอร์ผสมให้มีขนาดเลก็ลง ตวัอยา่งพอลิเมอร์ท่ีนาํมาผสมกบัแป้ง 
ประกอบดว้ย พอลิไวนีลแอลกอฮอล ์พอลิเอสเทอร์ เป็นตน้ 

2.  พอลิเอสเทอร์ (polyesters) เป็นพอลิเมอร์ท่ียอ่ยสลายไดเ้น่ืองจากประกอบดว้ยพนัธะ
เอสเทอร์อยูใ่นสายโซ่เป็นจาํนวนมาก ซ่ึงพนัธะน้ีมีความแขง็แรงนอ้ย สามารถแตกตวัไดง่้ายโดยทาํ
ปฏิกิริยากบันํ้ า (hydrolysis) ดงันั้นจึงสามารถยอ่ยสลายเป็นสารโมเลกุลเลก็ลงได ้ ซ่ึงพอลิเอสเทอร์
ยงัสามารถจาํแนกตามส่วนประกอบของสายโซ่เป็น 2 ประเภท คือ aliphatic และ aromatic 
polyester ในปัจจุบนัมีการผลิตพอลิเมอร์ยอ่ยสลายไดใ้นกลุ่มน้ีหลายชนิด ซ่ึงส่วนใหญ่เป็นพอลิเมอร์ 
ประเภท aliphatic polyester เพราะสายโซ่มีความเหมาะสมต่อการสลายพนัธะดีกว่า ในส่วนของ 
aromatic polyester จะตอ้งทาํการปรับปรุงโครงสร้างให้เหมาะสมข้ึน โดยอาจต่อสายโซ่กบั 
aliphatic polyester ให้เป็นโคพอลิเมอร์ (aliphatic-aromatic copolyester) ก่อนจึงจะสามารถยอ่ย
สลายได ้ซ่ึงในการน้ีมีการใช ้polyethylene terphthalate (PET) เป็นส่วนประกอบหลกั  

 Aliphatic polyester ประกอบดว้ยพอลิเมอร์ 4 ประเภทใหญ่ คือ polybutylene succinate 
(PBS), polycaprolactone (PCL), polyhydroxyalkanoates (PHA), polylactic acid (PLA) ซ่ึง 2 ชนิด
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แรกตอ้งใชม้อนอเมอร์จากปิโตรเคมี ส่วน PLA ใชว้ตัถุดิบทดแทนแต่ยงัคงอาศยัปฏิกิริยาเคมีใน
การสังเคราะห์สายโซ่ของพอลิเมอร์ในขั้นตอนสุดทา้ย ในขณะท่ี PHA เป็นพอลิเมอร์ประเภท
เดียวท่ีกระบวนการสงัเคราะห์ทั้งหมดเกิดข้ึนในจุลินทรีย ์

 
ตารางที ่2.1 เปรียบเทียบคุณสมบติัของ PHA, PLA และ PBS (Chen, 2010) 
 
Properties PHA PLA PBS 
Biosynthesized monomers Hydroxyalkanoates D,L-Lactic acids Succinic acid 
Polymerization approach Biological Chemical Chemical 
Mw x 104 10-1000 5-50 3-20 
Polydispersity 1.2-6.0 1.8-2.6 2.0-6.3 
Tm (°C) 60-177 175 115.8-146.5 
Tg (°C) -50-4 60 -36.6 to -33 
Td(5%) (°C) 227-256 339 353 
Young’s modulus (MPa) Flexible 384-481 268.0 
Elongation at break (%) 2-1000 5.2-2.4 175.2 
Tensile strength (MPa) 17-104 49.6-61.6 24.8 
Mw molecular weight measured by gel permeation chromatography, Td(5%) temperature at 5% 
weight loss determined by thermogravimetric analysis, Tg glass transition temperature, Tm melting 
temperature 
 

 ในปัจจุบันมีการนําพอลิเมอร์เหล่าน้ีมาใช้ทางการค้าซ่ึงจะมีสัญลักษณ์บ่งบอกถึง
พลาสติกท่ียอ่ยสลายไดด้งัตารางท่ี 2.2โดยมีผลิตภณัฑอ์อกสู่ตลาดบา้งแลว้คือ PLA ท่ีสามารถนาํไป
ทดแทนพลาสติกประเภทบรรจุภณัฑ ์เช่น ขวด PET ถุงพลาสติก เป็นตน้ โดยพอลิเมอร์ชนิดน้ี
สงัเคราะห์ไดจ้ากวตัถุดิบท่ีเป็นแป้ง เช่น ขา้วโพด มนัสาํปะหลงั เป็นวตัถุดิบ โดยตอ้งนาํแป้งมาผา่น
กระบวนการหมกัดว้ยจุลินทรีย ์เพื่อใหไ้ด ้lactic acid monomer จากนั้นจึงนาํไปผา่นกระบวนการ
สังเคราะห์เป็นพอลิเมอร์ แต่ขอ้จาํกดัของ PLA คือไม่คงรูปเม่ือไดรั้บความร้อน ส่วนอีกชนิดคือ 
PHA ท่ีมีสมบติัทางกลดีกว่า เหมาะกบัการข้ึนรูปดว้ยความร้อน (thermal forming) โดยพอลิเมอร์ช
นิดน้ีมีอนุพนัธ์ุหลายชนิดดว้ยกนั เช่น P(3HB) ส่วนใหญ่สามารถสังเคราะห์ไดโ้ดยตรงโดยจาก
สารจาํพวกแป้ง และนํ้ าตาล แลว้ไดเ้ป็นสายโซ่ยาวของพอลิเมอร์ โดยการใชจุ้ลินทรียต์ลอด
กระบวนการ จึงเรียกพอลิเมอร์ประเภทน้ีวา่ microbial polymers 
 



 8 

ตารางที่ 2.2 สัญลกัษณ์ท่ีบ่งถึงพลาสติกยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพและมาตรฐานรับรองการยอ่ยสลาย
ไดท้างชีวภาพ (Reddy และคณะ, 2003) 
 

สญัลกัษณ์ สถาบนัรับรอง/ประเทศ มาตรฐานรับรอง 

OK Compost 

 

AIB-Vincotte International 
(AVI)  

เบลเยยีม 

ผลิตภณัฑต์อ้งผา่นสมบติัตามมาตรฐาน  

EN 13432:2000 

Compostable  

 

DIN CERTCO 

เยอรมนี 
ผลิตภณัฑต์อ้งผา่นสมบติัตามมาตรฐาน  
ASTM 6400 DIN EN 13432 

Compostable 

 

BPI (Biodegradable 
Product Institute) 

สหรัฐอเมริกา 

ผลิตภณัฑต์อ้งผา่นสมบติัตามมาตรฐาน  
ASTM 6400 ASTM 6868 

GreenPla 

 

PBS (Biodegradable 
Plastics Society)  
ญ่ีปุ่น 

ผลิตภณัฑต์อ้งผา่นสมบติัตามมาตรฐาน 

OECD301C JIS K 6950 (ISO 14851) JIS K 
6951 (ISO 14852) JIS K 6953 (ISO 14855) 

 
2.2 พอลไิฮดรอกซีอลัคาโนเอท (polyhydroxyalkanoate; PHA)  

พอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอท (polyhydroxyalkanoates) หรือท่ีมีช่ือยอ่เรียกว่า PHA เป็นกลุ่ม
พอลิเมอร์ท่ีเก็บสะสมพลงังาน และแหล่งคาร์บอนท่ีผลิตจากจุลินทรียห์ลายชนิด โดยจะนาํมาใช้
เพื่อตอบสนองต่อสภาวะเครียดต่อส่ิงแวดลอ้ม หรือสภาวะท่ีขาดความสมดุลคือในสภาพท่ีมีแหล่ง
คาร์บอนหรือพลงังานมากเกินพอ ในขณะท่ีมีการจาํกดัสารอาหารหรือปัจจยัท่ีมีความจาํเป็นต่อการ
เจริญอ่ืนๆ มกัจะพบอยูใ่นรูปแกรนูล (granule) ภายในเซลลไ์ซโตพลาสซึมของเซลล ์(Anderson และ 
Dawes, 1990; Shrivastav และคณะ, 2010) โดยจาํนวนและขนาดของแกรนูลในแต่ละเซลล ์จะ
แตกต่างกนัไปตามชนิดของจุลินทรียด์งัแสดงในรูปท่ี 2.2 
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พลาสติกกลุ่มน้ีสามารถถูกย่อยสลายไดใ้นธรรมชาติโดยจุลินทรียซ่ึ์งมีเอนไซมดี์พอลิเมอ
เรส (depolymerase) และเอนไซมเ์อสเทอเรส (esterase) และผลผลิตจากการยอ่ยสลายจะใหส้ารท่ี
ไม่เป็นอนัตรายต่อส่ิงแวดลอ้ม ไดแ้ก่ คาร์บอนไดออกไซด ์นํ้า และกรดคาร์บอกซิลิก (Evans และ 
Sikdar, 1990) 

PHA ท่ีถูกคน้พบเป็นชนิดแรกไดแ้ก่ พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (polyhydroxybutyrate; PHB) 
ท่ีถูกสร้างข้ึนและสะสมใน Bacillus megaterium โดยนักวิทยาศาสตร์ชาวฝร่ังเศสช่ือ Lemoigne 
(Braunegg, 1998; Zinn, 2001) ซ่ึง PHB ท่ีถูกสร้างและสะสมข้ึนน้ี พบว่ามีความเก่ียวขอ้งกบัการ
สร้างสปอร์ (sporulation) ซ่ึงมีการสะสมของกอ้นไขมนั (lipid inclusion) ในช่วงท่ีมีการเจริญแบบ
คงท่ี (stationary phase) ของแบคทีเรีย สาํหรับการตรวจหา PHA ในจุลินทรียจ์ะอาศยัเทคนิค fat 
stain ซ่ึงเป็นการยอ้มสีสารประเภทไขมนัท่ีสะสมอยูภ่ายในเซลลแ์บคทีเรียโดยใชเ้ทคนิคการยอ้ม
ดว้ยสีซูดานแบลค บี (Sudan black B) หรือไนลบ์ลู เอ (Nile Blue A) (López-Cortés และคณะ, 2008) 
 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.2 PHA แกรนูลท่ีสะสมภายในเซลลข์อง filamentous bacteria (ก) (Bengtsson และ
คณะ, 2008) และ Bacillus megaterium (ข) (Gouda และคณะ, 2001)  
 
 2.2.1 โครงสร้างของ PHA 

PHA มีโครงสร้างเป็นพอลิเอสเทอร์สายตรง (aliphatic polyester) ท่ีประกอบดว้ยมอนอ
เมอร์ในกลุ่มไฮดรอกซีท่ีเช่ือมต่อกนัโดยพนัธะเอสเทอร์ระหวา่งหมู่คาร์บอกซิลิกของมอนอเมอร์ตวั
หน่ึงกบัหมู่ไฮดรอกซีของมอนอเมอร์อีกตวัหน่ึงตรงตาํแหน่งบีตา้-คาร์บอน ซ่ึงเป็นไครัลคาร์บอน 
(chiral carbon) ท่ีแสดงโครงสร้างเป็น R-configuration และการเช่ือมต่อกนัของแต่ละมอนอเมอร์
จะเป็นแบบหวัต่อหาง (isotactic) เช่นเดียวกบัพอลิพรอพิลีน (Brandl และคณะ, 1990) สาํหรับหมู่ 
alkyl (R) อาจจะเป็นแบบพนัธะไม่อ่ิมตวั (unsaturated) แบบอะโรมาติก (aromatic) แบบฮาโลจิเนต 
(halogenate) หรือแบบแตกก่ิงกา้นกไ็ด ้(branched) (Madison และ Huisman, 1999) 
 
 

ก ข 
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 รูปที ่2.3 สูตรโครงสร้างทางเคมีของ PHA (Brandl และคณะ, 1990) 
 
เม่ือ x = 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 x = 2 เม่ือ  R  = ไฮโดรเจน(H) สารน้ีคือ    พอลิ(4-ไฮดรอกซีบิวทิเรต)  ; P(4HB) 
 เม่ือ x = 3 เม่ือ  R  = ไฮโดรเจน(H) สารน้ีคือ    พอลิ(5-ไฮดรอกซีวาเลอเรต)   ; P(5HV) 
 
 2.2.2 การจดัจาํแนกชนิดของ PHA 

 การจดัจาํแนกชนิดตามองคป์ระกอบทางเคมีของมอนอเมอร์ (Luengo และคณะ, 2003) 
1.  พอลิเมอร์ท่ีประกอบดว้ยมอนอเมอร์ท่ีมีอนุพนัธ์ของกรดไขมนัแบบอะโรมาติก (aromatic) 
2.  พอลิเมอร์ท่ีประกอบด้วยมอนอเมอร์ท่ีมีอนุพนัธ์ของกรดไขมันทั้ งแบบอะลิฟาติก 

(aliphatic) และแบบอะโรมาติก (aromatic) 

3.  พอลิเมอร์ท่ีประกอบดว้ยมอนอเมอร์ท่ีมีสารประกอบอ่ืน เช่น poly-γ-glutamic acid 
 การจดัจาํแนกชนิดตามจาํนวนคาร์บอนอะตอมในหน่วยมอนอเมอร์ (Keshavarz และ 

Roy, 2010) สามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 3 กลุ่ม ดงัน้ี 
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1.  short-chain-length (SCL) PHAs คือ พอลิเมอร์ท่ีแต่ละหน่วยมอนอเมอร์ ประกอบดว้ย
คาร์บอนอะตอม 3-5 อะตอม เช่น พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) พอลิ(3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต) เป็นตน้ 

2.  medium-chain-length (MCL) PHAs คือ พอลิเมอร์ท่ีแต่ละหน่วยมอนอเมอร์ประกอบ
ดว้ยคาร์บอนอะตอม 6-14 อะตอม เช่น พอลิ(3-ไฮดรอกซีเฮกซะโนเอต) พอลิ(3-ไฮดรอกซีออกตะ
โนเอต)  เป็นตน้ 

3.  long-chain-length (LCL) PHAs คือ พอลิเมอร์ท่ีแต่ละหน่วยมอนอเมอร์ ประกอบดว้ย
คาร์บอนอะตอมมากกวา่ 14 อะตอม 

 การจดัจาํแนกชนิดโดยแบ่งตามชนิดของมอนอเมอร์ที่เป็นองคป์ระกอบในสายพอลิ
เมอร์ แบ่งออกไดเ้ป็น 2 ประเภท คือ 

1.  โฮโมพอลิเมอร์ (homopolymer) เป็นพอลิเมอร์ท่ีประกอบด้วยมอนอเมอร์เพียงชนิด
เดียวมาต่อกนั ตวัอยา่งเช่น พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) หรือ P(3HB) 

2.  เฮทเทอโรพอลิเมอร์ (heteropolymer) เป็นพอลิเมอร์ท่ีประกอบดว้ยมอนอเมอร์มากกว่า 
1 ชนิดมาต่อกนั โดยเรียกช่ือตามจาํนวนมอนอเมอร์ท่ีเป็นองคป์ระกอบ ดงัน้ี 
 -  โคพอลิเมอร์ (copolymer) ประกอบดว้ยมอนอเมอร์ 2 ชนิดมาต่อกนัเป็นสายพอลิเมอร์ 
เช่น พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต) หรือ P(3HB-co-3HV) พอลิ(3-ไฮดรอก
ซีบิวทิเรต-โค-4-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) หรือ P(3HB-co-4HB) เป็นตน้ 
 - เทอร์พอลิเมอร์ (terpolymer) ประกอบดว้ยมอนอเมอร์ 3 ชนิดมาต่อกนัเป็นสายพอลิ
เมอร์ เช่น พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต-โค-4-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) หรือ 
P(3HB-co-3HV-co-4HB) เป็นตน้ 
 
 2.2.3 ประโยชน์ของ PHA 
 1.  การประยกุตใ์ชใ้นทางดา้นการแพทยแ์ละเภสชักรรม (Chen และ Wu, 2005) 
  เน่ืองจาก PHA มีสมบติัในการเขา้กนัไดก้บัเน้ือเยื่อของส่ิงมีชีวิต (biocompatibility) 
และสามารถยอ่ยสลายไดใ้นส่ิงมีชีวิต โดยสามารถนาํมาผลิตเป็นผลิตภณัฑต่์างๆ เช่น 

1.1 วสัดุส้ินเปลืองในงานดา้นศลัยกรรม เช่น ใชท้าํหลอดเลือดเทียม เขม็เยบ็แผล ไหม
เยบ็แผล ผา้ซบัเลือด และผา้สมานแผล เป็นตน้ 

1.2  วสัดุเพื่อการบาํบดัและรักษาโรค ไดแ้ก่ แคปซูลบรรจุยาหรือวคัซีนท่ีตอ้งการใหต้วั
ยาค่อยๆถูกปล่อยออกมาในปริมาณนอ้ยๆเป็นเวลานาน หรือใชท้าํเป็นกระดูกเทียมโดยอาศยัสมบติั
การเป็น piezoelectric ของ PHA ซ่ึงคลา้ยกบัสมบติัท่ีมีในกระดูกธรรมชาติ จึงใชเ้ป็นแผน่ยดึกระดูก
ซ่ึงจะมีผลต่อการสร้างกระดูกข้ึนมาทดแทน 

1.3  ดา้นทนัตกรรม จะนาํ PHA มาใชเ้ป็นวสัดุตวันาํท่ีทาํให้เกิดการสร้างเน้ือเยื่อข้ึน
ใหม่ในโรคดา้นปริทนัต ์(periodontitis) 
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      1.4  ใช ้PHA เป็นสารตั้งตน้ในการผลิต R-(-)-3-hydroxybutyric acids ซ่ึงสารน้ีเป็น
ส่วนประกอบสาํคญัท่ีพบในเลือดโดยปกติ มีความเขม้ขน้ระหว่าง 0.3-1.3 มิลลิโมลาร์ (Zinn และ
คณะ, 2001) โดยสาร R-(-)-3-hydroxybutyric acids สามารถใชเ้ป็น chiral building blocks สาํหรับ
สังเคราะห์สารเคมีบริสุทธ์ิ เช่น ยาปฏิชีวนะ วิตามิน และฟีโรโมน (pheromone) (Mandison และ 
Huisman, 1999; Luengo และคณะ, 2003) 
  2.  การประยกุตใ์ชใ้นทางดา้นเกษตรกรรมและปศุสตัว ์(Steinbuchel และ Fuchtenbush, 1998) 

 2.1  ใชเ้ป็นแคปซูลสาํหรับบรรจุยารักษาโรคและวคัซีนต่างๆในสัตวเ์ล้ียง เช่น วคัซีน
ป้องกนัโรคระบาด ยาถ่ายพยาธิ และบรรจุยาประเภทท่ีมีกลไกลการออกฤทธ์ินาน และสามารถ
กาํจดัเม่ือเลิกใชโ้ดยท้ิงลงใตท้ะเลไดเ้น่ืองจากสามารถยอ่ยสลายอยา่งรวดเร็ว 

 2.2  ใชเ้ป็นแคปซูลสาํหรับบรรจุปุ๋ย ฮอร์โมน growth factors ยาฆ่าแมลง ยาฆ่าวชัพืช 
แคปซูลจะค่อยๆสลายทีละนอ้ย โดยจุลินทรียที์่อยู่ในดินพร้อมกับสารท่ีบรรจุขา้งในถูกปล่อย
ออกมาให้สารดงักล่าวคงอยู่ในดินหรือตาํแหน่งท่ีตอ้งการใชง้านไดเ้ป็นเวลานาน จึงเป็นการช่วย
ประหยดัเวลา แรงงาน และลดตน้ทุนการผลิต นอกจากน้ียงัใชเ้ป็นพลาสติกคลุมดินรักษาความช้ืน 
ซ่ึงเม่ือหมดเวลาการใชง้านจะค่อยๆ ถูกสลายไปโดยธรรมชาติ (Lee, 1996) 

2.3  ใชท้าํแหจบัปลา สาํหรับใชใ้นนํ้ าทะเลไดเ้ป็นเวลานาน และสามารถกาํจดัเม่ือเลิก
ใชไ้ดโ้ดยท้ิงลงใตท้ะเล (ค่าความถ่วงจาํเพาะ 1.25) เน่ืองจากสามารถย่อยสลายไดอ้ย่างรวดเร็ว 
(Brandl และคณะ, 1990) 
 3. การประยกุตใ์ชเ้ป็นวสัดุประเภทบรรจุภณัฑ ์หรือส่วนประกอบของอุปกรณ์บางประเภท

3.1  ใชผ้ลิตขวดแชมพท่ีูประกอบดว้ยส่วนฝาท่ีตอ้งการความแขง็แรงและปิดไดดี้ 
3.2  ใชท้าํบรรจุภณัฑบ์รรจุอาหารประเภทถุง ภาชนะบรรจุอาหารสาํเร็จรูป แผ่นฟิล์ม

ถนอมอาหาร 
3.3  ใชท้าํหมวกนิรภยัสาํหรับจกัรยาน รวมทั้งใชท้าํวสัดุท่ีใชค้ร้ังเดียวท้ิง เช่น ผา้ออ้ม 

ผา้อนามยั ดา้มมีดโกน เป็นตน้ 
3.4  ใช้ทาํวสัดุอ่ืนๆ เช่น ท่ีวางลูกกอล์ฟ กาวท่ีละลายด้วยความร้อน สารเคลือบผิว 

แผน่ฟิลม์ บตัรเครดิต วสัดุเส้นใย โดยถา้ผสม P(3HB) ลงในเส้นใยฝ้าย จะช่วยให้สมบติัในการรับ
ความร้อนและคายความร้อนของเส้นใยชา้ลงและเพ่ิมความแขง็แรงใหก้บัเส้นใย เป็นตน้ (Lee, 1996; 
Madison และ Huisman, 1999; Luengo และคณะ, 2003) 
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 จากประโยชน์ต่างๆ ของ PHA ท่ีกล่าวมาแลว้  แสดงใหเ้ห็นว่า PHA สามารถนาํมาใช้
ทดแทนพลาสติกจากปิโตรเคมีในการใชง้านดา้นต่างๆไดเ้ป็นอยา่งดี อีกทั้งยงัเป็นวิธีการแกปั้ญหา
ขยะตกคา้งในส่ิงแวดลอ้ม ถึงแมว้่า PHA จะมีประโยชน์มากทางดา้นส่ิงแวดลอ้ม แต่ยงัไม่เป็นท่ี
นิยมแพร่หลาย เน่ืองจากตน้ทุนในการผลิตสูงเม่ือเทียบกบัพลาสติกท่ีไดจ้ากปิโตรเคมี (Byrom, 
1987) จึงทาํให้พลาสติกชีวภาพมีราคาแพง ถา้สามารถลดตน้ทุนค่าใชจ่้ายในขั้นตอนต่างๆลงได ้ก็
จะทาํให้พลาสติกย่อยสลายได้ทางชีวภาพน้ีเป็นท่ีนิยมของคนทัว่โลก  และเป็นการลดปัญหา
ส่ิงแวดลอ้มไดอี้กทางหน่ึง 

 
2.3 พอลบิีตาไฮดรอกซีบิวทเิรต (poly-β-hydroxybutyrate) 
 พอลิบีตาไฮดรอกซีบิวทิเรต หรือท่ีมีช่ือย่อเรียกว่า P(3HB) จดัเป็นพอลิเมอร์ประเภทอะลิ
ฟาทิกพอลิเอสเทอร์ (aliphatic polyester) ซ่ึงอยูใ่นกลุ่ม PHA 
 P(3HB) จดัเป็น homopolymer ท่ีประกอบดว้ยโมเลกุลของ 3-hydroxybutyric acid (หมู่คาร์
บอนิล ออกซิเจน และหมู่เมทิล) ต่อกันเป็นสายด้วยพนัธะเอสเทอร์ โดยจาํนวนมอนอเมอร์ท่ี
ประกอบกนัเป็นสาย P(3HB) มีประมาณ 23,000-25,000  ซ่ึงมีสูตรโครงสร้างดงัรูปท่ี 2.4 (Byrom, 
1987)  
 

 
รูปที ่2.4 สูตรโครงสร้างทางเคมีของ P(3HB) (Byrom, 1987) 
 
P(3HB) มีคุณสมบติัทางกายภาพเช่นเดียวกนักบัเทอร์โมพลาสติก จึงสามารถนาํมาทาํเป็น

ฟิลม์ห่อของ ไฟเบอร์หรือนาํมาหลอมเป็นภาชนะต่าง ๆ ได ้และจากการศึกษาพบว่ามีจุลินทรียท่ี์
สามารถสงัเคราะห์และสะสม P(3HB) ไวไ้ดภ้ายในเซลลมี์หลายชนิด (ตารางท่ี 2.3) โดย P(3HB) จะ
ถูกสร้างและสะสมอยู่ภายในแกรนูล (granule) ท่ีมีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ  0.2-0.5 
ไมโครเมตร และมีเมมเบรนท่ีประกอบดว้ยไลปิดและโปรตีนหุม้อยูโ่ดยรอบ หนาประมาณ 2 นาโน
เมตร ดงัรูปท่ี 2.5 (Zinn และคณะ, 2001; Jiang และคณะ, 2008) 
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รูปที่ 2.5 ภาพตดัของเซลล์ Pseudomonas fluorescens A2a5 จากกลอ้งจุลทรรศน์

อิเลก็ตรอนแสดง P(3HB) แกรนูลภายในเซลล ์(ก) (Jiang และคณะ, 2008) และส่วนประกอบของ 
P(3HB) แกรนูล (ข) (Zinn และคณะ, 2001) 
 
 2.3.1 โครงสร้างและคุณสมบติัของ P(3HB) 

1. โครงสร้างผลึก (crystal structure) 
Cornibert และ Marchessault (1972) (อา้งถึงใน Doi, 1990) ไดศึ้กษาโครงสร้างผลึกของ 

P(3HB) โดยใชเ้ทคนิค X-ray diffraction พบว่าโครงรูป (conformation) ของโมเลกุล P(3HB) เป็น
แบบอดัตวัแน่นและแบบเกลียวเวียนขวา (right-handed helix) และมีหน่วยซํ้ า (fiber repeat) เท่ากบั 
0.596 นาโนเมตร ดงัแสดงในรูปท่ี 2.6 

 
รูปที ่2.6 โครงสร้างผลึกของ P(3HB)  (Doi, 1990) 
 
 

 

ก ข 



 15 

ตารางที ่2.3 จุลินทรียท่ี์สามารถสร้างและสะสม PHA (Brandl และคณะ, 1990) 
 
การจาํแนกสายพนัธ์ุโดย 

Bergey’s Manual 
จีนสั ปริมาณ PHA สูงสุด 

(% ต่อนํ้าหนกัเซลลแ์หง้) 
แหล่งคาร์บอนสาํหรับ 

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

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

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

 
57 
67 
45 

 
36 
75 
ND 
40 

 
96 
73 
38 
26 
47 
25 
67 
57 
ND 
ND 

yeast extract /glycylglycine 
acetate 

NS 
NS 

acetate 
acetate 

NS 
NS 
NS 
NS 

acetone/CO2 
 

acetate 
pyruvate 

glucose/peptone 
 

glucose/glutamate 
malate 

NS 
lactate 

 
fructose 
glucose 
glucose 
glucose 

methanol 
methanol 
methanol 
methanol 

NS 
yeast extract/casamino 
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การจาํแนกสายพนัธ์ุโดย 
Bergey’s Manual 

จีนสั ปริมาณ PHA สูงสุด 
(% ต่อนํ้าหนกัเซลลแ์หง้) 

แหล่งคาร์บอนสาํหรับ 
การผลิต PHA 

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

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

37 
ND 
ND 
ND 
ND 
30 

 
 

<1 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
38 

 
28 

 
 

25 
13 

 
ND 
14 
4 

<1 
10 
ND 
<1 
ND 
6 

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

NS 
gluconate 

 
 

glucose 
NS 
NS 
NS 
NS 
NS 

Glucose 
glucose 

 
peptone/tryptone 

 
 

glucose 
trptone/peptone/glucose 

 
methanol 

butane 
glucose 

NS 
acetate, CO2 

ND 
ND 
ND 
CO2 

 
หมายเหตุ     ND = ปริมาณ PHA สูงสุดไม่ไดท้าํการวเิคราะห์     NS = แหล่งคาร์บอนไม่จาํเพาะ 
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 2. สมบติัทางกายภาพและความร้อน (physical และ thermal property) 
 P(3HB) เป็นพอลิเมอร์ขนาดใหญ่ จึงสามารถละลายไดดี้ในตวัทาํละลายอินทรียห์ลาย
ชนิด ไดแ้ก่ คลอโรฟอร์มไดคลอโรมีเทน ไดคลอโรแอซีเทต เป็นตน้ แต่ P(3HB) ไม่สามารถละลาย
ไดใ้นสารละลายมีขั้ว ตวัอยา่งเช่น นํ้า เมทานอล เอทานอล (ตารางท่ี 2.4) 
 สาํหรับความหนาแน่นของ P(3HB) จะอยูใ่นช่วงระหว่าง 1.171-1.260 กรัมต่อลูกบาศก์
เซนติเมตร โดย P(3HB) ท่ีมีความหนาแน่นตํ่าจะมีรูปร่างท่ีไม่แน่นอน แต่ถา้หากมีความหนาแน่น
สูงจะสามารถตกผลึกได ้ส่วนจุดหลอมเหลวจะแปรผนัระหว่าง 157-188 องศาเซลเซียส โดยเม่ือ
ผลึกเยน็ลงอยา่งชา้ๆ หลงัจากการหลอมเหลวจะไดเ้ป็นสเฟียรูไลต ์(spherulites) ขนาดใหญ่ ทาํให ้
P(3HB) มีสถานะเป็นของแขง็คลา้ยแกว้ (glass state) ท่ีอุณหภูมิกลาสทรานสิชนั (glass transition) 
ประมาณ 4 องศาเซลเซียส และหากตกตะกอน P(3HB) ดว้ยสารละลายเจือจางจะไดผ้ลึกเป็นชั้น
บางๆ ซ่ึงความหนาแน่นของชั้นผลึกจะข้ึนกบัอุณหภูมิในการเกิดผลึก (crystallization temperature) 
และนํ้าหนกัโมเลกลุของ P(3HB) นอกจากน้ีจะเห็นไดว้่าค่า Young ’s modulus และค่าความทนแรง
ดึง (tensile strength) ของ P(3HB) จะมีความใกลเ้คียงกบัพอลิพรอพิลีน ซ่ึงเป็นพลาสติกสังเคราะห์
ท่ีไดจ้ากอุตสาหกรรมปิโตรเคมี (ตารางท่ี 2.5) 
 
ตารางที ่2.4 สมบติัการละลายของ P(3HB) (Lafferty และคณะ, 1988) 

ละลายได้ดีมาก ละลายได้ด ี ละลายไม่ได้ 
คลอโรฟอร์ม 
ไดคลอโรฟอร์ม 
ไดคลอโรอะซิเตต 
ทรีโอลีน 
เอทิลีนคาร์บอเนต 
โพรพิลีนคาร์บอเนต 
ทรีฟลูโอโรเอทานอล 
แอซิติกแอนไฮไดรด ์
โซเดียมไฮดรอกไซด ์1 นอร์มลั 
ไดเมธิลฟอร์มามีน 
เอทิลอะซิโตอะซิเตต 
ได –,ไตร-, เททรา- ,คลอโรอีเทน 
กรดอะซิติก 
แอลกอฮอล(์คาร์บอนมากกวา่ 3 อะตอม) 

ไดโอเซน 
ออกทานอล 
โทลูอีน 
พิริดีน 

นํ้า 
เมทานอล 
เอทานอล 
1-โพรพานอล 
2-โพรพานอล 
กรดเกลือแร่เจือจาง 
อลัคาไลน์ไฮเปอร์คลอไรด ์
ไดเอทิลอีเทอร์ 
เอทิลีนอะซิเตต 
เอทิลเมธิลคีโตน 
เททราไฮโดรฟรูาน 
เอทิลโฟร์มีเอต 
บิวทิลอะซิเตต 
เฮกเซน 
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ตารางที ่2.5 สมบติัทางกายภาพและความร้อนของ P(3HB) เทียบกบัพอลิพรอพิลีน (Doi, 1990) 
 

คุณสมบติั PP P(3HB) 
จุดหลอมเหลว (° C) 
ความสามารถเป็นผลึก (%) (crystallinity) 
ความหนาแน่น (g/cm3) 
นํ้าหนกัโมเลกลุ (x 105) 
การกระจายของนํ้าหนกัโมเลกลุ 
(molecular  weight  distribution) 
ความแขง็  (GPa) (flexural  modulus) 
ความสามารถในการตา้นแรงดึง (MPa) 
(tensile strength) 
ความสามารถในการขยายตวั (%) 
(extension  to  break) 
ความทนทานต่อแสงอุลตราไวโอเลต 
(UV  resistance) 
ความทนทานต่อตวัทาํละลาย 
(solvent  resistance) 
ความสามารถใหอ้อกซิเจนผา่น (cm3 m-2 atm-1 d-1) 
(oxygen  permeablility) 

171 – 186 
65 – 70 

0.94 – 0.95 
2.2 – 7 
5 – 12 

 
1.7 
39 
 

400 
 

ไม่ดี 
 
ดี 
 

1700 

171 – 182 
65 – 80 

1.23 – 1.25 
1 – 8 

2.2 – 3 
 

3.5 – 4 
40 
 

6-8 
 

ดี 
 

ไม่ดี 
 

45 
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 2.3.2 วิถีเมแทบอลิซึมเพื่อผลิต P(3HB) 
การสังเคราะห์ P(3HB) และการควบคุมการสังเคราะห์ P(3HB) เกิดข้ึนโดยผ่าน

กระบวนการเมแทบอลิซึม ซ่ึงสารตั้งตน้ของวิถีการสังเคราะห์ P(3HB) คือ อะเซทิลโคเอ (acetyl-
CoA) โดยปฏิกิริยาของระบบเอนไซม ์3 ตวั ไดแ้ก่ เอนไซมแ์อซีทิลโคเอแอซีทิลทรานเฟอเรส 
(acetyl-CoA acetyltransferase) หรือเอนไซม ์3-คีโตไทโอเลส (3-ketothiolase)โดยเอนไซมน้ี์จะเร่ง
ปฏิกิริยาการรวมตวักันของอะเซทิลโคเอ 2 โมเลกุล ให้เป็นอะเซโตอะเซทิลโคเอ (acetoacetyl-
CoA) จากนั้นสารดงักล่าวจะถูกรีดิวซ์เป็น ดี-(-)-3-ไฮดรอกซีบิวทิริลโคเอ (D-(-)-3-hydroxybutyryl 
CoA) โดยการเร่งของเอนไซม ์เอนไซมแ์อซีโทแอซีทิลโคเอรีดกัเทส (acetoacetyl-CoA reductase) 
และเกิดปฏิกิริยาพอลิเมอร์ไรเซชนั (polymerization) ไปเป็น P(3HB) โดยเอนไซม ์PHB ซินเทส 
(PHB synthase) วิถีการสังเคราะห์ PHB จากสารตั้งตน้ชนิดต่างๆ แสดงในรูปท่ี 2.7 และรูปท่ี 2.8 
(Byrom, 1987; Luengo และคณะ, 2003) 

โดยทัว่ไปแลว้พบว่าการสังเคราะห์และการสะสม P(3HB) ของจุลินทรียจ์ะเกิดข้ึนสูง
หลงัจากการเติบโตของจุลินทรียเ์ขา้สู่ระยะคงตวั (stationary phase) และจุลินทรียจ์ะตอ้งอยูภ่ายใต้
สภาวะการเติบโตท่ีมีสารอาหารไม่สมดุล โดยจากรูป Acetyl-CoA ท่ีเกิดจากกระบวนการเมแทบอลิ
ซึมของแหล่งคาร์บอนจะถูกเมแทบอไลทเ์ป็นสารอ่ืนในวฏัจกัรกรดคาร์บอกซิลิก (TCA cycle) และ
สามารถใชเ้ป็นสารตั้งตน้สําหรับการสังเคราะห์ P(3HB) เซลลจ์ะเขา้สู่วฏัจกัร TCA โดยเปล่ียน 
acetyl-CoA ใหไ้ดเ้ป็นพลงังานออกมาเพ่ือใชก้ารเจริญรวมทั้งได ้CoA อิสระ เม่ือเซลลอ์ยูใ่นภาวะท่ี
มีอาหารสมดุล แต่ถ้าปริมาณ CoA อิสระมีมากจะมีผลไปยับย ั้ งการทํางานของ  acetyl-CoA 
acetyltransferase หรือ 3-ketothiolase ซ่ึงเป็นเอนไซมเ์ร่ิมตน้ท่ีใชใ้นการสังเคราะห์ P(3HB) แต่เม่ือ
เซลลอ์ยูใ่นภาวะท่ีมีสารอาหารไม่สมดุล คือ มีปริมาณสารอาหารบางชนิดจาํกดัหรือขาดสารอาหาร
ชนิดนั้น เช่น ออกซิเจน ฟอสฟอรัส ไนโตรเจน ซลัเฟอร์ หรือ trace elements (เช่น แมกนีเซียม 
แคลเซียม เหลก็) แต่มีแหล่งอาหารคาร์บอนมากเกินพอ จะมีผลทาํใหเ้กิดการสงัเคราะห์ P(3HB) ข้ึน 
และสืบเน่ืองจากภาวะน้ีจะทาํให้กิจกรรม (activity) ของเอนไซม ์NADH oxidase ลดลง ทาํให้
ปริมาณ NADH เพ่ิมข้ึน เน่ืองจากปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ของ NADH ไปเป็น NAD+ ท่ีตอ้งอาศยั
เอนไซม ์NADH oxidase ลดลง ปริมาณ NADH ท่ีเพิ่มข้ึนน้ีจะมีผลไปยบัย ั้งการทาํงานของเอนไซม ์
citrate synthase ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบัการเปล่ียน acetyl-CoA ไปเป็น citrate ในวฏัจกัร 
TCA โดยเม่ือเอนไซม์น้ีถูกยบัย ั้ง ทาํให้ปริมาณของ acetyl-CoA เพิ่มข้ึนถึงระดบัท่ีทาํให้ผลการ
ยบัย ั้งของ CoA อิสระต่อเอนไซม ์acetyl-CoA acetyltransferase หรือ 3-ketothiolase หมดไป การ
สงัเคราะห์ P(3HB) จึงเกิดข้ึนได ้(Senior และคณะ, 1972 อา้งถึงในส่งศรี กลุปรีชา, 2536) 
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รูปที่ 2.7 สภาวะการเติบโตของเซลลท่ี์มีสารอาหารสมดุลและไม่สมดุล (a) และวิถีการ

สงัเคราะห์ P(3HB) (b) (Byrom, 1987) 
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 รูปที่ 2.8 วิถีการสังเคราะห์ P(3HB) โดยใชแ้หล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ (Luengo และคณะ, 
2003) 
 
 2.3.3 หนา้ท่ีของ P(3HB) ในจุลินทรีย ์
 1.  เป็นแหล่งพลงังานหรือแหล่งคาร์บอน (Dawes และ Senior, 1973; Doi, 1990; 
Braunegg และคณะ, 1998) 

 จุลินทรียจ์ะใช ้ P(3HB) เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลงังานในภาวะขาดแคลนสาร 
อาหารเพื่อความอยูร่อด Macrae และ Wikenson (1958) กล่าววา่ B. megaterium ท่ีมีปริมาณ P(3HB) 
สูงจะช่วยชะลอการย่อยสลายตวัเอง (autolysis) และการตายเน่ืองจากการขาดไนโตรเจน ต่อมา 
Sierra และ Gibbons (1962) ศึกษาบทบาทของ P(3HB) ต่อการหายใจและการอยู่รอดของ 
Micrococcus halodenitrificans ซ่ึงผลจากการทดลองแสดงให้เห็นว่าการอยูร่อดมีความสัมพนัธ์
โดยตรงกบัปริมาณ P(3HB) นอกจากน้ี Stokes และ Parson (1968) ยงัไดพ้บว่า Sphaerotilus 
discophorus ท่ีมีปริมาณ P(3HB) สะสมอยู่มากจะอยู่รอดไดดี้กว่าเซลลท่ี์ไม่มี P(3HB) หรือมี
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ปริมาณนอ้ย เช่นเดียวกบัผลการทดลองของ Tal และ Oken (1985) ท่ีพบว่าเซลล ์Azospirillum 
brasilense ท่ีมีปริมาณ P(3HB) สูง จะมีความสามารถในการอยูร่อดไดดี้กวา่เซลลท่ี์มี P(3HB) ตํ่า 

2.  การสร้างสปอร์ (sporulation) และการสร้างซีสต ์(encystment) (Dawes และ Senior, 1973) 
 P(3HB) เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลงังานสาํหรับปฏิกิริยาท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้าง

สปอร์และการสร้างซีสต ์Juni และ Heym (1956) พบว่า B. cereus สายพนัธ์ุ T นาํ P(3HB) ไปใชใ้น
การสร้างสปอร์เม่ือเล้ียงเช้ือในอาหารท่ีมีค่าพีเอชสูง ต่อมา Kominok และ Halvorson (1965) 
รายงานว่า B. cereus สร้างและสะสม P(3HB) โดยใชก้รดอะซีติกเป็นแหล่งคาร์บอน โดยปริมาณ 
P(3HB) สูงสุดจะอยูใ่นช่วงท่ีเช้ือมีการเจริญเติบโตแบบทวีคูณ (exponential phase) หลงัจากนั้น
ปริมาณ P(3HB) จะลดลงเน่ืองจากการสร้างสปอร์ และยงัไดศึ้กษาเมแทบอลิซึมของ P(3HB) 
และอะซิโตอิน (acetonin) ในเช้ือชนิดเดียวกนัน้ีพบวา่การสังเคราะห์ P(3HB) จะเร่ิมตน้ข้ึนหลงัจาก
เช้ือหยดุเจริญเติบโตและสามารถสะสม P(3HB) ไดสู้งสุดก่อนเกิดการสร้างสปอร์ เพราะในระหว่าง
กระบวนการสร้างสปอร์ P(3HB) จะถูกยอ่ยสลาย นอกจากน้ี Stevenson และ Socolofsky (1996) ได้
พบวา่การสะสม P(3HB) โดย Azotobacter vinelandii จะเกิดข้ึนในระยะการเจริญเติบโตท่ีไม่สมดุล 
โดยเซลลจ์ะใชแ้หล่งคาร์บอนภายนอกเพ่ือใชใ้นการสร้างซีสตไ์ดเ้ร็วกวา่การตรึงไนโตรเจน 

3.  เป็นแหล่งอิเลก็ตรอน (electron sink) 
 Jackson และ Dawes (1976) รายงานว่า Azotobacter beijerinckii จะมี activity ของ 
NADH oxidase ตํ่าลงเม่ือมีการจาํกดัปริมาณออกซิเจน แต่อตัราส่วน NADH/NAD ภายในเซลลจ์ะ
เพิ่มข้ึนทนัทีเม่ือออกซิเจนหมดไป แสดงให้เห็นว่าในภาวะท่ีการจาํกัดปริมาณออกซิเจนและมี
อิเล็กตรอนมากเกินพอ เซลลจ์ะเกิดการทาํลายอิเล็กตรอนท่ีมากเกินพอโดยนาํไปใชใ้นปฏิกิริยา
รีดกัชนัแทนการหายใจแบบใช้ออกซิเจน ดังนั้นกรณีที่ออกซิเจนจาํกัดจึงทาํให้เกิดการสร้าง 
P(3HB) ข้ึน 
 
 2.3.4 ปัจจยัท่ีมีผลต่อตน้ทุนการผลิต P(3HB) 

1.  อตัราการผลิต P(3HB) 
 อตัราการผลิต P(3HB) คือ ปริมาณ P(3HB) ต่อหน่ึงหน่วยหน่วยปริมาตรต่อหน่ึงหน่วย
เวลา สาํหรับการผลิต P(3HB) ในปริมาณท่ีเท่ากนัในอตัราการผลิตต่อปี พบว่าในกระบวนการ
ผลิตท่ีอตัราการผลิต P(3HB) ตํ่าจะตอ้งใชข้นาดถงัหมกัท่ีใหญ่ข้ึน ยกตวัอย่างเช่นถา้ตอ้งการผลิต 
P(3HB) ในปริมาณ 10 ตนั ภายใน 250 ชัว่โมง สาํหรับระบบท่ีสามารถผลิต P(3HB) ได ้100 กรัม 
ในเวลา 50 ชัว่โมง (อตัราการผลิต P(3HB) เท่ากบั 2 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง) จะตอ้งการถงัหมกั
ขนาด 20 ลูกบาศก์เมตร แต่ถา้ระบบผลิต P(3HB) ได ้50 กรัม ในเวลา 50 ชัว่โมง (อตัราการผลิต 
PHB 1 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง) ถงัหมกัท่ีใชจ้ะตอ้งมีขนาด 40 ลูกบาศกเ์มตร (Choi และ Lee, 1999) 
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 เม่ือเปรียบเทียบกระบวนการผลิต P(3HB) จาก recombinant E. coli โดย 2 กระบวนการ
ท่ีมีอตัราการผลิต P(3HB) แตกต่างกนั พบว่าเม่ืออตัราการผลิต P(3HB) เพิ่มข้ึนจาก 1.98 กรัมต่อ
ลิตรต่อชัว่โมงเป็น 3.2 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ตน้ทุนการผลิต PHB ลดลงจาก 5.37 ดอลลาร์สหรัฐ
ต่อกิโลกรัมเหลือ 4.91 ดอลลาร์สหรัฐต่อกิโลกรัม 

2.  ปริมาณ P(3HB) ภายในเซลล ์
 ปริมาณ P(3HB) ส่งผลต่อประสิทธิภาพของกระบวนการ recovery เช่นเดียวกบัผลได ้
P(3HB) (P(3HB) yield) โดยส่งผลต่อ recovery yield และความบริสุทธ์ิของ P(3HB) ปริมาณการใช้
สารท่ีใชส้าํหรับยอ่ยเซลล ์(digesting agent) เพื่อแยกแกรนูล P(3HB) จากเซลลท่ี์มีปริมาณ P(3HB) 
สูงจะนอ้ยกว่าเซลลท่ี์ปริมาณ P(3HB) ตํ่า Mudliar และคณะ (2007) รายงานว่าเม่ือปริมาณ P(3HB) 
ภายในเซลลมี์ค่ามากข้ึนพบวา่ราคาการผลิต P(3HB) (ดอลลาร์สหรัฐต่อกิโลกรัม) มีค่าลดลง โดยถา้
เซลลส์ามารถสะสม P(3HB) ได ้44% ต่อนํ้าหนกัเซลลแ์หง้ ราคาการผลิตจะเท่ากบั 11.806 ดอลลาร์
สหรัฐต่อกิโลกรัม แต่ถา้เซลลส์ามารถสะสม P(3HB) ได ้70% ของนํ้ าหนกัเซลลแ์หง้ ราคาการผลิต
จะลดลงเหลือ 7.42 ดอลลาร์สหรัฐต่อกิโลกรัม เม่ือพิจารณาท่ีกาํลงัการผลิต 100 ลูกบาศกเ์มตรต่อวนั 

3.  ราคาแหล่งคาร์บอนและการผลิต P(3HB) 
P(3HB) ซ่ึงผลิตไดโ้ดย Biomer® บริษทั Biomer มีราคาประมาณ 20 ยโูร/กิโลกรัม และ 

PHBV ซ่ึงผลิตไดโ้ดย Biopol® จากบริษทั Metabolix มีราคาประมาณ 10-12 ยโูร/กิโลกรัม ซ่ึงแพง
กว่าพอลิเมอร์ท่ีมีแป้งเป็นองคป์ระกอบพื้นฐาน หรือพอลิเมอร์ย่อยสลายได้ทางชีวภาพชนิดอื่น
อยู่มากเน่ืองจากวตัถุดิบมีราคาแพง เป็นผลให้ราคาตน้ทุนการผลิตสูง โดยเฉพาะอยา่งยิ่งการทาํให้
บริสุทธ์ิ (product recovery) และกาํลงัการผลิตท่ีนอ้ย ปัจจุบนัค่าใชจ่้ายจากวตัถุดิบคิดเป็นร้อยละ 
40-50 ของตน้ทุนการผลิตทั้งหมด การใชแ้หล่งคาร์บอนท่ีตน้ทุนตํ่าช่วยทาํใหร้าคาของ P(3HB) ตํ่าลง 

บริษทั Imperial Chemical Industries (ICI) ขององักฤษ ผลิต P(3HB) จากแบคทีเรียท่ี 
ช่ือว่า Alcaligenes eutrophus เม่ือเล้ียงแบคทีเรียน้ีในถงัหมกัท่ีมีกลูโคสและสารอาหารอ่ืนๆ อีกทั้ง
ถา้เติมกรดอินทรียบ์างชนิดลงไปในขั้นตอนการผลิต นกัวิทยาศาสตร์สามารถปรับเปล่ียนคุณสมบติั
ของ P(3HB) ใหเ้หมาะสมกบัการใชง้านต่างๆได ้แต่พบว่าการใชป้ระโยชน์จากพลาสติกชีวภาพยงั
ไม่เป็นท่ีนิยมอย่างกวา้งขวาง เน่ืองจากตน้ทุนการผลิต P(3HB) ยงัสูงอยู่มาก จึงทาํให้พลาสติก
ชีวภาพแข่งขนัตลาดกบัพลาสติกสังเคราะห์ไม่ได ้หลายปีก่อนการผลิต P(3HB) ออกมาจาํหน่าย
ในทางการคา้ โดยมีราคากิโลกรัมละ 4-8 เหรียญสหรัฐ ส่วนพลาสติกสังเคราะห์มีราคาเพียง
กิโลกรัมละ 0.6-0.9 เหรียญสหรัฐ (Schubert และคณะ, 1991) จึงควรมีงานทดลองเพ่ือขยายส่วนการ
ผลิต P(3HB) และหาวตัถุดิบท่ีราคาถูกลงใชใ้นกระบวนการผลิต 

โรงงานตน้แบบพลาสติกชีวภาพในบราซิลนั้นเป็นพลาสติกประเภท PHA ท่ีมีออ้ย
เป็นวตัถุดิบ โดย ศ. เจอราร์ท เบอเนกก ์(Prof. Gerhart Braunegg) จากมหาวิทยาลยัเทคโนโลยกีราซ 
(Graz University of Technology) ประเทศออสเตรีย ร่วมพฒันาการผลิตพลาสติกชีวภาพใหไ้ด้
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สัดส่วนของพลาสติกต่อปริมาณนํ้าตาลท่ีใช้เล้ียงเช้ือให้สูงข้ึน รวมทั้งไดพ้ฒันาเทคนิคการแยก
พลาสติกออกจากผนังเซลล์แบคทีเรียให้มีความบริสุทธ์ิมากข้ึนดว้ย อีกทั้งท่ีออสเตรียยงัทดลอง
เปล่ียนของเสียจากโรงงานชีสท่ีมีนํ้ าตาลเป็นส่วนประกอบให้เป็นพลาสติกชีวภาพได้ ซ่ึงเป็น
แนวทางหน่ึงในการจาํกดันํ้ าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม ในขณะท่ีประเทศไทยเองปัจจุบนัมีการ
พฒันาเทคโนโลยเีองแต่ยงัอยูใ่นระดบัหอ้งปฏิบติัการเท่านั้น (ผูจ้ดัการออนไลน์, 2550) 

ราคาของแหล่งคาร์บอนมีผลต่อตน้ทุนการผลิต P(3HB) อยา่งมากในบรรดาสารอาหาร
ทั้งหมดท่ีใชใ้นกระบวนการผลิต P(3HB) (Yamanè, 1993) แหล่งคาร์บอนส่งผลต่อตน้ทุนการผลิต
มากท่ีสุด โดยแหล่งคาร์บอนท่ีนาํมาใชมี้มากมายหลายชนิดข้ึนอยู่กบัความสามารถของจุลินทรีย์
ชนิดต่างๆ เช่น คาร์โบไฮเดรต นํ้ามนั แอลกอฮอล ์ไฮโดรคาร์บอน เป็นตน้ นอกจากน้ีประสิทธิภาพ
ของการเปล่ียนซบัสเตรทไปเป็น P(3HB) กมี็ความสาํคญัต่อตน้ทุนการผลิตเช่นเดียวกนั  

คาร์บอนเป็นธาตุท่ีมีความสําคญัในการสร้างพลงังานและเซลล ์โดยทัว่ไปจุลินทรียท่ี์
เจริญในสภาวะท่ีไม่มีอากาศ จะใช้แหล่งคาร์บอนประมาณร้อยละ 10 ในการสร้างเซลล์ ส่วน
จุลินทรียท่ี์เจริญในสภาวะท่ีมีอากาศ จะใชแ้หล่งคาร์บอนประมาณร้อยละ 50-55 ในการสร้างเซลล ์
สาํหรับแหล่งคาร์บอนท่ีนิยมใชใ้นอุตสาหกรรมการหมกั ไดแ้ก่ 
 - ผลผลิตจากการเกษตรท่ีให้แป้ง เช่น ขา้วจา้ว มนัสําปะหลงั และขา้วโพด เม่ือผ่าน
กระบวนการทางเทคโนโลยชีีวภาพแลว้จะเปล่ียนแป้งเป็นพอลิเมอร์ประเภทต่างๆ 

 -  กากนํ้ าตาล (molasses) โดยทัว่ไปแบ่งไดเ้ป็น 2 ชนิดตามแหล่งท่ีมา คือ กากนํ้ าตาล
ออ้ย (sugar cane molasses) และกากนํ้ าตาลบีท (beet molasses) ซ่ึงการจะเลือกใชก้ากนํ้ าตาลชนิด
ใดเป็นวตัถุดิบนั้ น ข้ึนอยู่กับสภาพภูมิอากาศของแต่ละประเทศ สําหรับประเทศไทยมีสภาพ
ภูมิอากาศร้อนช้ืน ส่วนใหญ่จึงมีการปลูกออ้ยและมีโรงงานผลิตนํ้ าตาลทรายจากออ้ยเป็นจาํนวนมาก 
กากนํ้าตาลออ้ยท่ีไดจ้ากกระบวนการผลิตนํ้ าตาลทรายจึงมีปริมาณมาก หาง่าย และราคาถูก สามารถ
นาํมาเป็นวตัถุดิบในการผลิต P(3HB) ได ้(Solaiman และคณะ, 2006) 

กากนํ้ าตาลเป็นผลิตผลพลอยไดจ้ากการผลิตนํ้ าตาลทรายมีลกัษณะเป็นของเหลวขน้
เหนียวสีนํ้ าตาลปนดาํเป็นของเหลวที่เหลือจากการแยกเอาผลึกนํ้ าตาลออก โดยทัว่ไปแบ่งตาม
กรรมวิธีการผลิตนํ้าตาลจะสามารถแบ่งกากนํ้าตาลไดเ้ป็น 3 ชนิด คือ 

 - blackstrap molasses หรือ final molasses คือ กากนํ้ าตาลที่ไดจ้ากการผลิตนํ้ าตาล
ทรายขาว มีปริมาณนํ้ าตาลประมาณ 50-60 % ซ่ึงในอุตสาหกรรมการหมกัจะใชน้ํ้ าตาลชนิดน้ีเป็น
วตัถุดิบ 

 -  refinery molasses คือ กากนํ้ าตาลท่ีไดจ้ากการผลิตนํ้ าตาลทรายขาวบริสุทธ์ิ (refine sugar) 
มีนํ้ าตาลเป็นองคป์ระกอบประมาณ 48% 

 -  highest molasses หรือ invert molasses จะผลิตโดยนาํนํ้ าออ้ยมาแปรรูปเป็นนํ้ าตาลโดย
เอนไซมอิ์นเวอร์เทส ทาํให้ไดน้ํ้ าตาลกลูโคสและฟรุกโตส แลว้ระเหยให้ขน้เป็นนํ้ าเช่ือม ดงันั้น 
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highest molasses จึงไม่ใช่กากนํ้ าตาลท่ีไดจ้ากกระบวนการผลิตนํ้ าตาล เป็นการผลิตกากนํ้ าตาล
โดยตรง (สนัทดั ศิริอนนัตไ์พบูลย,์ 2550) ซ่ึงมีนํ้ าตาลเป็นองคป์ระกอบประมาณ 77% 

กากนํ้ าตาลมีองคป์ระกอบซับซ้อนเน่ืองจากประกอบดว้ยส่วนท่ีเป็นนํ้ าตาลชนิดต่างๆ 
เช่น ซูโครส กลูโคส ฟรุกโตส ราฟฟิโนส และเกลือแร่ต่างๆ ส่วนท่ีเหลือจะประกอบด้วย
สารประกอบอินทรียท่ี์ไม่ใช่นํ้ าตาลซ่ึงละลายไดใ้นด่าง (alkali soluble nonsugar ingradient) 
สารประกอบอนินทรียแ์ละนํ้ า  กากนํ้ าตาลต่างชนิดก็จะมีส่วนประกอบที่แตกต่างก ันตาม
ลกัษณะพนัธุ์ออ้ย ฤดูกาล สภาพดิน การเก็บรักษาและกรรมวิธีการผลิตของโรงงาน รวมทั้งสารท่ี
เติมในกระบวนการผลิตนํ้าตาลกมี็ผลทาํใหอ้งคป์ระกอบของกากนํ้าตาลมีความแตกต่างกนั 

องคป์ระกอบของกากนํ้ าตาลแสดงในตารางท่ี 2.6 โดยค่าท่ีไดเ้ป็นค่าท่ีพบในกากนํ้ าตาล
ของหลายประเทศท่ีมีการผลิตนํ้ าตาล องค์ประกอบหลกัของกากนํ้ าตาลท่ีเป็นผลพลอยได้จาก
อุตสาหกรรมนํ้าตาล คือคาร์โบไฮเดรต ไดแ้ก่ นํ้าตาลซูโครส กลูโคส และฟรุกโตส กากนํ้าตาลบีทจะมี
นํ้าตาลซูโครสและฟรุกโตสในปริมาณนอ้ย แต่จะมีนํ้ าตาลราฟฟิโนสเป็นองคป์ระกอบหลกัซ่ึงต่าง
จากกากนํ้ าตาลออ้ย กากนํ้ าตาลออ้ยและนํ้ าตาลบีทมีส่วนท่ีเป็นสารประกอบอนินทรียใ์นปริมาณ
สูง วิตามินและสารที่จาํเป็นสําหรับการเจริญ (growth factors) ในปริมาณที่ต่างกนั รวมทั้ง
สารประกอบไนโตรเจนและสารประกอบอินทรียอ่ื์นๆอีกหลายชนิด เช่น chlorogenic, caffeic 
acids, uronic acids, sugar, alcohol, oganic acids, amino acids, nucleotides, sterols, tannins, plant 
pigments, gums, waxes และ lipids โดยเฉพาะกากนํ้ าตาลบีทจะมีสารประกอบพวก non amino 
acids nitrogen-containing substances อยูใ่นปริมาณท่ีสูง เช่น betaine และ polyamine ชนิดต่างๆ 
(ปริษฎางค ์วงศป์ราชญ,์ 2547) 

ปัจจยัท่ีมีอิทธิพลต่อการเลือกใชแ้หล่งคาร์บอน 
 -  ผลผลิตท่ีตอ้งการ การเลือกใช้ชนิดของแหล่งคาร์บอนในกระบวนการหมกั อาจ
พิจารณา จากผลผลิตหลกัท่ีตอ้งการ โดยเฉพาะในกรณีท่ีผลผลิตนั้นเกิดจากการสลายตวัของแหล่ง
คาร์บอนโดยตรง 

 -  ราคา กระบวนการหมักโดยส่วนใหญ่ต้นทุนการผลิตหลักคือค่าวัตถุดิบท่ีใช้เป็น
สับสเตรต ดังนั้นราคาของผลผลิตท่ีได้จึงข้ึนกับราคาของแหล่งคาร์บอน จึงควรเลือกใช้แหล่ง
คาร์บอนราคาถูก 

 -  กฎหมาย เช่น ประเทศในกลุ่มตลาดร่วมยุโรป จะมีการส่งเสริมการใชน้ํ้ าตาลหรือ
กากนํ้ าตาลจากหัวบีท โดยมีการควบคุมราคาตํ่าสุดของนํ้ าตาลบีทและควบคุมปริมาณการนาํเขา้
นํ้ าตาลหรือกากนํ้าตาลออ้ยอยา่งเขม้งวด รวมทั้งมีการควบคุมราคาไม่ใหแ้ข่งขนักบันํ้าตาลบีทได ้

 -  วิธีการสเตอริไลส์อาหารเล้ียงเช้ือ เน่ืองจากการสเตอริไลส์อาหารเล้ียงเช้ือโดยใชค้วาม
ร้อนภายใตค้วามดนัสูงจะมีผลต่อแหล่งคาร์บอน เช่น ถา้ใชน้ํ้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอน ควรสเตอริ
ไลส์นํ้าตาลแยกจากส่วนประกอบอ่ืนๆ เพราะท่ีพีเอชเป็นกลางและอุณหภูมิสูงนํ้ าตาลจะทาํปฏิกิริยา
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กบักรดอะมิโนไดเ้ป็นสารประกอบไนโตรเจน ทาํให้อาหารมีสีนํ้ าตาลเขม้และอาจมีผลยบัย ั้งการ
เจริญของจุลินทรียไ์ดบ้างส่วนหรือหากใชแ้ป้งเป็นแหล่งคาร์บอนมกัจะมีปัญหาเม่ือใชค้วามร้อนใน
การฆ่าเช้ือเน่ืองจากแป้งจะเกิดเป็นเจลทาํใหมี้ความหนืดสูง 
 

ตารางที ่2.6 ส่วนประกอบส่วนใหญ่ของกากนํ้าตาลในประเทศไทย 
 

ส่วนประกอบ ร้อยละ 
นํ้า (water) 
นํ้าตาลซูโครส (sucrose) 
นํ้าตาลอินเวิร์ท (invert sugar) 
เถา้ (ash) 
สารอินทรียซ่ึ์งมิใช่นํ้ าตาล 
    นอกจากน้ียงัมีแร่ธาตุต่างๆอีก คือ 
           ไนโตรเจน 
           ฟอสฟอรัส 
           โพแทสเซียม 
            แคลเซียม 
            เหลก็ 
            ทองแดง 
            โซเดียม 

17-25 
30-40 
10-25 
7-15 

10-20 
 

0.86 
0.18 
3.00 
0.50 

0.045 
0.45 
0.38 

 
4. ปัจจยัอ่ืนๆ 
 4.1 แหล่งไนโตรเจน 

นอกจากแหล่งคาร์บอนแลว้แหล่งไนโตรเจนก็มีผลต่อราคาการผลิต P(3HB) เช่นกนั 
โดยแหล่งไนโตรเจนท่ีนิยมนาํมาใชใ้นการผลิต P(3HB) ไดแ้ก่ NH4Cl (NH4)2SO4 NH4NO3 
(NH4)3PO4 โมโนโซเดียมกลูตาเมต และยเูรีย (Groom และคณะ, 1998; Quillaguamán และคณะ, 
2008) โดยในบรรดาแหล่งไนโตรเจนท่ีกล่าวมา พบว่ายเูรียมีราคาถูกท่ีสุด Loo และ Sudesh (2007) 
รายงานวา่นอกจากยเูรียเป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีดีสาํหรับการผลิต P(3HB) เน่ืองจากมีราคาถูกและยงั
ส่งเสริมการสร้าง P(3HB) ดงันั้นถา้สามารถหาจุลินทรียท่ี์สามารถผลิต P(3HB) โดยใชย้เูรียเป็น
แหล่งไนโตรเจนได ้จะทาํใหร้าคาการผลิตลดลงได ้ 
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จุลินทรียมี์ไนโตรเจนเป็นส่วนประกอบประมาณร้อยละ 8-10 ของนํ้ าหนกัแหง้ของ
เซลล ์ความตอ้งการไนโตรเจนของจุลินทรียแ์ต่ละชนิดจะแตกต่างกนัออกไป จุลินทรียบ์างชนิด
สามารถเจริญไดใ้นอาหารท่ีมีอนินทรียไ์นโตรเจน แต่บางชนิดตอ้งการไนโตรเจนจากสารประกอบ
อินทรีย ์

แหล่งอนินทรียไ์นโตรเจน ท่ีนิยมใชใ้นอุตสาหกรรมการหมกั ไดแ้ก่ 
-  แอมโมเนีย อาจใชใ้นรูปแก๊สหรือสารละลายแอมโมเนียความเขม้ขน้ร้อยละ 25 

การใชแ้อมโมเนียเป็นแหล่งไนโตรเจนจะตอ้งระวงัในการเก็บรักษา เน่ืองจากแอมโมเนียระเหยง่าย 
จึงตอ้งเกบ็ในภาชนะบรรจุท่ีป้องกนัการระเหยและทนต่อการกดักร่อนได ้

-  ไนเตรตและเกลือแอมโมเนียม โดยเกลือแอมโมเนียมท่ีมีราคาถูกท่ีสุด ได้แก่ 
แอมโมเนียมซลัเฟต 

แหล่งอินทรียไ์นโตรเจน อาจใชใ้นรูปกรดอะมิโน โปรตีน หรือยเูรียก็ได ้โดยทัว่ไป
จุลินทรียจ์ะเจริญในอาหารท่ีมีอินทรียไ์นโตรเจนไดเ้ร็วกวา่อาหารท่ีมีอนินทรียไ์นโตรเจน จุลินทรีย์
บางชนิดโดยเฉพาะมิวแตนทท่ี์ใชใ้นกระบวนการผลิตกรดอะมิโน จะเจริญไดเ้ฉพาะในอาหารท่ีมี
กรดอะมิโนชนิดท่ีมนัตอ้งการอยูด่ว้ยเท่านั้น แต่เน่ืองจากกรดอะมิโนบริสุทธ์ิมีราคาแพง ดงันั้นจึง
นิยมใชก้รดอะมิโนจากสารประกอบเชิงซอ้น เช่น การผลิตไลซีน จะใช ้soya bean hydrolysate เป็น
แหล่งเมทไธโอนีนและทรีโอนีน เป็นต้น นอกจากนั้ นยงัมีวตัถุดิบอ่ืนๆ ท่ีนิยมใช้เป็นแหล่ง
ไนโตรเจนในอุตสาหกรรมการหมกั ไดแ้ก่ นํ้าแช่ขา้วโพด ถัว่เหลือง กากถัว่เหลือง กากถัว่ลิสง ฟาร์
มามีเดีย Distiller’s soluble, casein hydrolysate, fish meal, yeast extract เป็นตน้ 

ปัจจยัท่ีมีอิทธิพลต่อการเลือกใชแ้หล่งไนโตรเจน 
-  ชนิดของจุลินทรีย ์
-  ราคาของแหล่งไนโตรเจน 
-  ประสิทธิภาพในการสร้างผลผลิต 

 
 4.2 ขนาดการผลิต 

ราคาของ P(3HB) จะลดลงเม่ือขนาดการผลิตเพิ่มข้ึนดงัแสดงในตารางท่ี 2.7 พบว่า
เม่ือขนาดการผลิตสูงข้ึนราคาการผลิต P(3HB) จะลดลง เม่ือขนาดการผลิตเปล่ียนแปลงตน้ทุนการ
ผลิตต่างๆ จะเปล่ียนแปลงไปดว้ย โดยราคาของแหล่งคาร์บอนจะมีผลต่อตน้ทุนการผลิตมากท่ีสุด 
คิดเป็นปริมาณ 50% ของตน้ทุนทั้งหมด ดงันั้นตน้ทุนดา้นวตัถุดิบจึงมีความสาํคญัมากต่อการผลิต 
P(3HB) ดงัตารางท่ี 2.8 
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ตารางที ่2.7 ราคาตน้ทุนการผลิต P(3HB) เม่ือกาํลงัการผลิต และผลผลิตของ P(3HB) แตกต่างกนั 
(Mudliar และคณะ, 2007) 
 

 
 
 
ตารางที ่2.8 ผลของตน้ทุนซบัสเตรทและผลผลิต P(3HB) ท่ีมีต่อราคา P(3HB) (Lee, 1996) 
 
Substrate Approximate price 

(US $ kg-1) 
P(3HB) yield 
[g P(3HB) (g substrate)-1] 

Substrate cost 
{US $ [kg P(3HB)]-1} 

Glucose 0.493a 
 (0.220c) 

0.38b 1.30 
 (0.58) 

Sucrose 0.290d 0.40 0.72 
Methanol 0.180e 0.43 0.42 
Acetate 0.595e 0.38 1.56 
Ethanol 0.502a 0.50 1.00 
Cane molasses 0.220a 0.42 0.52 
Cheese whey 0.071a 0.33 0.22 
Hemicellulose 
    hydrolysate 

0.069a 0.20 0.34 
a Data taken from Hocking and Marchessault (1994) 
b Calculated by multiplying the theoretical yield by 0.8 (assuming 80% polymer accumulation) 
(Yamanae 1992, 1993) 
c Estimate of the value of hydrolyzed corn starch 
d International market price of raw sugar 
e International market price from Chemical Journal (Korea) 
 
 
 

Serial no. Plant capacity 
(fermentation  
capacity m3/day) 

Production cost US$/kg 
% PHB yield 
44 50 60 70 

1 100 11.806 10.388 8.658 7.420 
2 200 10.510 9.249 7.708 6.606 
3 300 9.906 8.716 7.264 6.226 
4 400 9.548 8.402 7.002 6.002 
5 500 9.290 8.176 6.814 5.840 
6 600 9.086 7.996 6.663 5.711 
7 700 8.929 7.858 6.548 5.612 
8 800 8.772 7.720 6.433 5.514 
9 900 8.656 7.617 6.348 5.441 
10 1,000 8.560 7.534 6.278 5.380 
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 4.3 กระบวนการ recovery 
ภายหลงัจากการผลิต P(3HB) โดยการเพาะเล้ียงแบคทีเรียชนิดต่างๆดว้ยกระบวน การ

หมกั แบคทีเรียตอ้งถูกแยกออกจากนํ้ าหมกัโดยการ centrifuge  จากนั้นมีการแยก P(3HB) ออกจาก
เซลลแ์บคทีเรีย วิธีการ recovery และสารเคมีท่ีใชใ้นกระบวนการน้ีส่งผลต่อสมบติับางประการและ
ความบริสุทธ์ิของ P(3HB) รวมทั้งยงัส่งผลต่อตน้ทุนการผลิต P(3HB) อีกดว้ย โดยทัว่ไปผูว้ิจยัส่วน
ใหญ่นิยมใชต้วัทาํละลายอินทรียใ์นการสกดั P(3HB) ออกจากเซลลแ์บคทีเรียโดยตวัทาํละลาย
อินทรียท่ี์ใชก้นัไดแ้ก่ คลอโรฟอร์ม ไดคลอโรอีเทน ไตรคลอโรเอทิลีน ไดเมทิลฟอร์มาไมด ์เมทิลีน
คลอไรด ์อะซิโตน (Terada และ Marchessaut, 1999) วิธีการสกดัดว้ยตวัทาํละลายอินทรียมี์ขอ้ดีคือ 
P(3HB) ท่ีไดมี้ความบริสุทธ์ิสูง เหมาะท่ีจะนาํไปใชใ้นทางการแพทย ์(Chen และ Wu, 2005) 
อยา่งไรกต็ามวิธีการสกดัดว้ยตวัทาํละลายอินทรียมี์ขอ้เสียคือ ตวัทาํละลายอินทรียมี์ความเป็นมลพิษ
ต่อส่ิงแวดลอ้ม และตวัทาํละลายอินทรียมี์ราคาสูงทาํให้ราคาการผลิต P(3HB) สูงตามไปดว้ย 
นอกจากน้ีหากตอ้งติดตั้งระบบ recovery ตวัทาํละลายอินทรียก์็ทาํใหร้าคา P(3HB) สูงข้ึนอีก ดงันั้น
จึงมีการพฒันาวิธีการสกดั P(3HB) แบบไม่ใชต้วัทาํละลายอินทรีย ์เช่น การใชเ้อนไซมใ์นการสกดั 
(Kapritchkoff และคณะ, 2006; Lakshman และ Shamala, 2006) การใชแ้อมโมเนีย (Page และ 
Cornish, 1993) การใช ้surfactant-hypochlorite (Ryu และคณะ, 2000) ซ่ึงวิธีน้ีมีขอ้เสียคือทาํใหม้วล
โมเลกุลของ P(3HB) ลดลง การยอ่ยดว้ยด่าง (Choi และ Lee, 1997) วิธี super critical fluid 
extraction (Hejazi และคณะ, 2003; Khosravi-Darani และคณะ, 2004) วิธี dissolved-air flotation 
(Van Hee และคณะ, 2006) และวิธี selective dissolution of cell mass (Yu และ Chen, 2006) 
 
2.4 การผลติ P(3HB) จากจุลนิทรีย์ 
 2.4.1  กระบวนการหมกัแบบแบตช ์(batch fermentation) 

กระบวนการหมกัแบบแบตช ์เป็นกระบวนการเพาะเล้ียงจุลินทรียใ์หเ้ติบโตในระบบปิด ซ่ึง
ส่วนใหญ่ทาํในขวดเขย่าหรือถงัหมกัท่ีมีสารอาหารเหมาะสมต่อการเติบโต และเล้ียงเช้ือภายใต้
ภาวะท่ีเหมาะสม กระบวนการหมักแบบน้ีไม่มีการเติมสารอาหาร เซลล์จะเติบโตจนกระทั่ง
องคป์ระกอบของสารอาหารท่ีจาํเป็นหมดไปหรือเกิดการเปล่ียนแปลงสภาพแวดลอ้ม เน่ืองจาก
สะสมสารพิษหรือ pH เปล่ียนแปลง เป็นตน้ 
 2.4.2  กระบวนการหมกัแบบเฟด-แบตช ์(fed-batch fermentation) 

กระบวนการหมักแบบเฟด-แบตช์ คือกระบวนการเพาะเล้ียงจุลินทรีย์ โดยมีการเติม
สารอาหารลงภาชนะท่ีใชใ้นการหมกัในระหว่างการเพาะเล้ียงเช้ือ แต่ไม่มีการนาํของเหลวท่ีไดจ้าก
การเล้ียงเช้ือออกจากระบบจนส้ินสุดการหมกั ทาํให้ปริมาตรของของเหลวในกระบวนการหมกั
แบบน้ีจะเพิ่มข้ึน ในระดบัอุตสาหกรรมนิยมใชก้ระบวนการหมกัแบบน้ีเพื่อเพิ่มความหนาแน่นของ
เซลลแ์ละทาํใหไ้ดผ้ลผลิตท่ีสูง (Sun และคณะ, 2007) ความเขม้ขน้ของสารอาหารป้อนเขา้ในอาหาร
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เล้ียงเช้ือสามารถควบคุมไดโ้ดยการเปล่ียนอตัราการป้อนเขา้ ดงันั้นกระบวนการหมกัแบบเฟด-
แบตช์ จึงไดเ้ปรียบกว่ากระบวนการหมกัแบบแบตช์ เน่ืองจากเม่ือความเขม้ขน้ของสารอาหาร
เปล่ียนแปลง มีผลทาํให้ผลผลิตท่ีได ้หรืออตัราการผลิตของเมแทบอไลทท่ี์ตอ้งการให้เพิ่มสูงข้ึน 
(Asenjo และ Merchuk, 1995) 

ปัจจยัท่ีส่งผลให้กระบวนการหมกัแบบเฟด-แบตช์ มีประสิทธิภาพมากกว่าการเพาะเล้ียง
แบบแบตช ์

1.  สามารถใชส้าร เช่น เมทานอล เอทานอล กรดอะซีติก และสารประกอบอะโรมาติก ซ่ึง
ยบัย ั้งการเติบโตของจุลินทรยแ์มว้า่ใชท่ี้ความเขม้ขน้ตํ่าเป็นสารอาหารเล้ียงเช้ือได ้กระบวนการหมกั
แบบเฟด-แบตช์ สามารถลดผลการยบัย ั้งไดโ้ดยการเติบสารอาหารดงักล่าวคร้ังละนอ้ยๆ ซ่ึงทาํให้
ความเขม้ขน้ของสารอาหารไม่สูงเกินไป 

2.  สามารถเพาะเล้ียงแบบใหค้วามหนาแน่นของเซลลสู์ง เน่ืองจากการเพาะเล้ียงแบบแบตชท่ี์
มีความเขม้ขน้ของซบัสเตรทสูง อาจจะไปยบัย ั้งการเติบโตของเซลล ์ทาํใหไ้ดค้วามเขม้ขน้เซลลต์ ํ่า 

3.  เม่ือเล้ียงจุลินทรียด์ว้ยแหล่งคาร์บอนท่ีใหพ้ลงังานอยา่งรวดเร็ว เช่น กลูโคส อาจจะเกิด
การยบัย ั้งกระบวนการสังเคราะห์เอนไซม ์เป็นสาเหตุใหเ้มแทบอลิซึมของแหล่งพลงังานเกิดข้ึนได้
ชา้ลง ซ่ึงเรียกว่าการยบัย ั้งแบบน้ีว่า catabolite repression ดงันั้นกระบวนการหมกัแบบเฟด-แบตช ์
สามารถควบคุมความเขม้ขน้ของสารอาหารให้ตํ่าได้โดยการควบคุมการป้อนเขา้ มีผลให้
กระบวนการสงัเคราะห์เอนไซมไ์ม่ถูกยบัย ั้ง 

4.  สามารถเพาะเล้ียงจุลินทรยส์ายพนัธ์ุกลายท่ีไม่สามารถสงัเคราะห์สารจาํเป็นบางชนิดได ้
(autotrophic mutants) ให้เติบโตภายใตก้ารควบคุมการป้อนสารอาหารท่ีจาํเป็น เพ่ือให้สามารถ
สะสมเมแทบอไลท์ท่ีต้องการในปริมาณมากได้ ในการเพาะเล้ียงจุลินทรีย์ดังกล่าวน้ี การให้
สารอาหารท่ีจาํเป็นในปริมาณมากเกินไปส่งผลให้มีการเติบโตสูงแต่การสะสมผลิตภณัฑ์ตํ่า
เน่ืองจากการยบัย ั้งแบบ feedback inhibition หรือ end-product repression 

5.  สามารถเพาะเล้ียงจุลินทรียเ์พื่อผลิตสารท่ีตอ้งการเม่ือเปล่ียนภาวะการเล้ียงเช้ือไดอ้ยา่งมี
ประสิทธิภาพโดยใชก้ระบวนการหมกัแบบเฟด-แบตช ์2 ขั้นตอน 

การจดัจาํแนกกระบวนการหมกัแบบเฟด-แบตช ์โดยอาศยัเทคนิคการป้อนสารอาหาร 
จุดประสงค์หลักของการเพาะเล้ียงแบบเฟด-แบตช์ คือการควบคุมความเข้มข้นของ

สารอาหารในอาหารเล้ียงเช้ือ ดงันั้นวิธีการป้อนสารอาหารใหเ้หมาะสมจะมีผลต่อประสิทธิภาพการ
เพาะเล้ียงสามารถแบ่งกระบวนการหมกัแบบน้ีออกเป็น 2 ประเภท คือแบบ with feedback control 
และ without feedback control  

1.  แบบ without feedback control  
กระบวนการหมกัแบบน้ีอตัราการป้อนเขา้จะเปล่ียนแปลงระหว่างการเพาะเล้ียงตาม

ขอ้มูลท่ีไดมี้การศึกษามาก่อน ส่วนใหญ่การเพาะเล้ียงแบบน้ีในยุคเร่ิมตน้จะมีการป้อนสารอาหาร
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เป็นช่วงๆ เน่ืองจากเป็นวิธีการง่าย การป้อนสารอาหารเป็นช่วงท่ีมีความถ่ีให้ผลท่ีมีลักษณะ
ใกลเ้คียงกบัการป้อนสารอาหารแบบต่อเน่ือง 

2.  แบบ with feedback control 
กระบวนการหมกัแบบเฟด-แบตช ์ท่ีใชเ้ทคนิคแบบน้ี แบ่งไดเ้ป็น 2 ประเภท (รูปท่ี 2.9) 

 2.1 with indirect feedback control 
กระบวนการหมกัแบบน้ี ใชพ้ารามิเตอร์ท่ีสามารถสังเกตไดซ่ึ้งมีความสัมพนัธ์อยา่ง

ใกลชิ้ดกบัลกัษณะของปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนจากจุลินทรีย ์พารามิเตอร์ท่ีใชเ้ช่น ค่าการละลายออกซิเจน  
ค่า pH ความเขม้ขน้เมตาบอไลท ์และความขุ่นของอาหารเล้ียงเช้ือ เป็นตน้ ในกรณีของ pH แบ่ง
ออกไดเ้ป็น 2 วิธีการคือ low limit เม่ือ pH มีแนวโนม้ลดลงระหว่างการเพาะเล้ียงและ high limit 
เม่ือ pH มีแนวโนม้สูงข้ึนในระหวา่งการหมกั จะมีการป้อนสารอาหารเขา้สู่ระบบ 
 2.2 with direct feedback control 

ความเขม้ขน้ของสารอาหารป้อนเขา้ในอาหารเล้ียงเช้ือจะถูกวดัแบบต่อเน่ืองหรือ
แบบเป็นช่วงๆ ซ่ึงขอ้มูลท่ีไดใ้ชเ้ป็น feedback parameter โดยตรง กระบวนการหมกัแบบน้ี
จาํเป็นตอ้งมีการตรวจวดัความเขม้ขน้ของสารป้อนเขา้ท่ีมีอยู่ในอาหารเล้ียงเช้ือดว้ยระบบการวดั
ดว้ยเซนเซอร์ (sensor detector system) ซ่ึงมีการวิจยัและคิดคน้ไบโอเซนเซอร์หลายชนิดเพ่ือนาํมา
ประยุกตใ์ชก้บัระบบดงักล่าว ถา้สารอาหารท่ีใชเ้ป็นสารป้อนเขา้เป็นสารระเหย เช่น แอลกอฮอล ์
สามารถใช ้tubing sensor ไดดี้ 

 

 
  

รูปที่ 2.9 เทคนิคการป้อนสารอาหารในการเล้ียงเช้ือแบบเฟด-แบตช์ (Asenjo และ 
Merchuk, 1995) 
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การศึกษาวิจยัการสังเคราะห์และสะสม P(3HB) โดยจุลินทรียม์ากมายหลายชนิด หลงัจาก 
Lemoigne คน้พบ P(3HB) จาก B. megaterium ในปี 1926 เป็นตน้มา Wakisaka และคณะ (1982) 
พบว่า B. thuringiensis สร้าง P(3HB) เม่ือมีความเขม้ขน้ของโปแตสเซียมในอาหารเล้ียงเช้ือตํ่า และ
แอมโมเนียมซัลเฟตกระตุน้ให้เกิดการสร้างแกรนูล P(3HB) เพ่ิมมากข้ึนในสายพนัธ์ุ 290-1 Chen 
และคณะ (1991) รายงานผลการศึกษาการผลิต P(3HB) ใน Bacillus สายพนัธ์ุต่างๆ ดงัน้ี B. 
megatarium DSM90 B. laterosporus DSM335 B. subtilis DSM10 B. sphaericus DSM20 B. 
cereus DSM31 B. amyloliquifaciens DSM7 B. licheniformis DSM394 B. macerans DSM2892  B. 
circulans DSM1529 B. thuringiensis DSM 2046 และ B. mycoides DSM2048 โดยใชว้ิธีการ
เพาะเล้ียง 2 ขั้นตอน ซ่ึงใชก้ลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน ในขั้นตอนแรกใหจุ้ลินทรียช์นิดต่างๆเติบโต
ในอาหารท่ีมีสารอาหารอุดมสมบูรณ์ ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส ความเร็วของเคร่ืองเขยา่ 
120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 ชัว่โมง ขั้นตอนท่ี 2 เก็บเซลลม์าลา้งดว้ยนํ้ า จากนั้นนาํเซลลท่ี์ลา้งแลว้
ถ่ายลงในอาหารท่ีขาดไนโตรเจน เพื่อกระตุน้การสังเคราะห์พอลิเอสเทอร์ พบว่าเม่ือจุลินทรีย์
เติบโตในอาหารท่ีมีสารอาหารสมบูรณ์ Bacillus สายพนัธ์ุต่างๆ สามารถสังเคราะห์ P(3HB) ไดใ้น
ปริมาณเลก็นอ้ย ซ่ึงปริมาณ P(3HB) ภายในเซลลอ์ยู่ในช่วง 5-20% ของนํ้ าหนกัเซลลแ์ห้ง แต่เม่ือ
ควบคุมการหมกัให้อยู่ในภาวะท่ีมีปริมาณคาร์บอนมากเกินพอและมีการจาํกดัปริมาณไนโตรเจน 
แบคทีเรียสามารถผลิต P(3HB) ไดเ้พิ่มมากข้ึน นอกจากน้ียงัพบว่าอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีการเติมอะซี
เตตและ 3-ไฮดรอกซีบิวทิเรตลงไปมีผลทาํให้การสังเคราะห์ P(3HB) เพิ่มมากข้ึน ทั้งน้ีเน่ืองจาก
สารอาหารท่ีเติมเพิ่มลงไปทาํให้ปริมาณของอะเซติลโค-เอ และ 3-ไฮดรอกซีบิทิริลโค-เอภายใน
เซลลเ์พิ่มมากข้ึน 

Kim และคณะ (1992) รายงานการผลิต P(3HB) โดยการเพาะเล้ียง recombinant E. coli 
แบบเฟด-แบตช ์โดยใชเ้ทคนิค pH-stat ควบคุมการป้อนสารอาหาร ซ่ึงประกอบดว้ยกลูโคส yeast 
extract และ tryptone การเพาะเล้ียงแบคทีเรียชนิดน้ีดว้ยวิธีการดงักล่าวสามารถผลิต P(3HB) ได้
ความเขม้ขน้เท่ากบั 88.8 กรัมต่อลิตร คิดเป็นปริมาณ P(3HB) 76.2% ของนํ้ าหนักเซลล์แห้ง 
Shimizu และคณะ (1993) ศึกษาการผลิต P(3HB) โดยการเล้ียงเช้ือ A. eutrophus H-16 แบบเฟด-
แบตช์ โดยใชก้รดบิวทิริกเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าการป้อนกรดบิวทิริกแบบคงท่ีเพื่อให้มีความ
เขน้ขน้ของกรดเท่ากบั 3 กรัมต่อลิตร และควบคุม pH เท่ากบั 8.0 ไดอ้ตัราการผลิต P(3HB) จาํเพาะ 
ผลผลิต P(3HB) และปริมาณ P(3HB) ภายในเซลลสู์งท่ีสุด 

Tanaka และคณะ (1995) รายงานการผลิต P(3HB) โดยการเล้ียงเช้ือ Lactococcus lactis IO-
1 และ A. eutrophus แบบ 2 ขั้นตอน ขั้นตอนแรกเล้ียงเช้ือ L. lactis IO-1 ใหผ้ลิตกรดแลคติกจาก
นํ้าตาลไซโลส จากนั้นมีการแยกแบคทีเรียดงักล่าวออก แลว้เติมเซลล ์A. eutrophus ลงไปในอาหาร
เล้ียงเช้ือเพ่ือใหเ้กิดการผลิต P(3HB) พบวา่การเพาะเล้ียงแบบเฟด-แบตชท่ี์มีการเติมกรดแลคติกเพื่อ
รักษาความเขม้ขน้ของกรดให้อยูท่ี่ 3 กรัมต่อลิตร ทาํให้ไดค้วามหนาแน่นของเซลลเ์ท่ากบั 41 กรัม
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ต่อลิตร และสามารถผลิต P(3HB) ไดเ้ท่ากบั 28.7 กรัมต่อลิตรภายในเวลา 17 ชัว่โมงของการเล้ียง
เช้ือ ซ่ึงการเพาะเล้ียงแบบเฟด-แบตช์ ช่วยลดผลการยบัย ั้งการเติบโตจากความเป็นพิษของกรด       
แลคติกต่อเซลล ์ Liu และคณะ (1998) ผลิต P(3HB) โดยการเล้ียง recombinant E. coli แบบเฟด-
แบตช์ ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร โดยใชก้ากนํ้ าตาลจากหัวบีทเป็นแหล่งคาร์บอน ใชก้ลา้เช้ือ 10% 
ของปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ ควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส pH เท่ากบั 6.8 และรักษาระดบั
ของค่าออกซิเจนละลายใหสู้งกว่า 20% ของอากาศอ่ิมตวั ใช ้pH-DO-stat เป็น feedback parameter 
สารอาหารป้อนเขา้ประกอบดว้ยกากนํ้ าตาลและแอมโมเนียมซัลเฟต พบว่าเม่ือส้ินสุดการหมกัท่ี 
31.5 ชัว่โมง ไดค้วามหนาแน่นของเซลลเ์ท่ากบั 39.5 กรัมต่อลิตร ปริมาณ P(3HB) เท่ากบั 80% ต่อ
ความหนาแน่นของเซลลแ์ละอตัราการผลิต P(3HB) เท่ากบั 1 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง Tsuage และ
คณะ (1999) ศึกษาการเติมกรดแลคติกท่ีเหมาะสมต่อการผลิต P(3HB) โดยการเล้ียง A. eutrophus 
แบบเฟด-แบตช์ พบว่าการใชอ้ตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 10 โมลต่อโมล เหมาะสมใน
การเติบโตของจุลินทรีย  ์จากนั้นเพิ่มอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 23 โมลต่อโมล 
ระหว่างการสะสม P(3HB) สามารถผลิตเซลล์ไดเ้ท่ากบั 103 กรัมต่อลิตร โดยมีปริมาณ P(3HB) 
เท่ากบั 57.6% ของนํ้าหนกัเซลลแ์หง้ ซ่ึงการผลิต P(3HB) ใหมี้ประสิทธิภาพยงัข้ึนกบัปัจจยัอ่ืนๆ อีก 
เช่น ภาวะท่ีใชใ้นการเล้ียงเช้ือ องคป์ระกอบของสารป้อนเขา้ และอตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 
เป็นตน้ 

Gouda และคณะ (2001) รายงานผล การศึกษาการผลิต P(3HB) จาก B. megaterium ใน
ระดบัขวดเขยา่ โดยใช ้ฟรุกโตส กลูโคส ไซโลส แลค็โทส ซูโครส มอลโตส โซเดียมกลูโคเนต 
และกากนํ้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนในอาหารเล้ียงเช้ือ พบว่ากากนํ้ าตาลสามารถผลิต P(3HB) ไดใ้น
ปริมาณสูงใกลเ้คียงกบัการใชก้ลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน และเม่ือศึกษาผลของระดบัความเขม้ขน้
ของกากนํ้ าตาล 1-5 เปอร์เซนตท่ี์เติมลงในอาหารสาํหรับการผลิต พบว่ากากนํ้ าตาลความเขม้ขน้ 3 
เปอร์เซนตท์าํให้การเจริญเติบโตของเซลลดี์ท่ีสุดและกากนํ้ าตาล 2 เปอร์เซนตเ์ช้ือสามารถผลิต 
P(3HB) ไดม้ากท่ีสุด คือ 46.3 เปอร์เซนตต่์อนํ้ าหนักเซลลแ์ห้ง แต่เม่ือมีเพิ่มความเขม้ขน้ของ
กากนํ้าตาลมากข้ึน ทาํใหก้ารผลิต P(3HB) ลดลง 

Valappil และคณะ (2007) ใช ้B. cereus SPV ในการผลิต P(3HB) ในระดบัขวดเขยา่ท่ี
อุณหภูมิ 30°C บนเคร่ืองเขยา่ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที ใหค่้าความเขม้ขน้ของ P(3HB) สูงสุด 
38% ของนํ้ าหนกัเซลลแ์ห้ง ท่ีเวลา 60 ชัว่โมงของการเล้ียงเซลล ์โดยใชก้ลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน
และพบว่าสภาพอาหารท่ีเป็นกรดสามารถยบัย ั้งการสร้างสปอร์ ซ่ึงการเกิดสปอร์นั้นมีผลทาํให้การ
สร้าง P(3HB) ตํ่าลงได ้ต่อมาศึกษาการผลิต P(3HB) ในถงัหมกัขนาด 20 ลิตร แบบแบตช์ พบว่า 
P(3HB) จะเร่ิมสร้างเม่ือเขา้สู่ระยะ log phase และมีค่าสูงสุด 29% ของนํ้ าหนักเซลลแ์หง้ ท่ี
เวลา 48 ชัว่โมงและไม่พบการสร้างสปอร์เช่นกนั ส่วนการผลิต P(3HB) ในถงัหมกัขนาด 20 ลิตร
แบบเฟด-แบตช ์พบว่าเซลลเ์ขา้สู่ระยะ stationary phase และมวลเซลลมี์ค่ามากสุดท่ีเวลา 24 ชัว่โมง 
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pH ของอาหารเล้ียงเช้ือลดลงตํ่าสุดอยูท่ี่ 5.2 และสามารถผลิต P(3HB) ได ้38% ของนํ้ าหนกัเซลล์
แหง้ แสดงใหเ้ห็นวา่การเล้ียงแบบเฟด-แบตช ์ท่ีมีการเติมกลูโคสลงไป ทาํใหส้ามารถเพ่ิมค่า overall 
volumetric yield ไดถึ้ง 31% เม่ือเปรียบเทียบกบัการเล้ียงแบบแบตช ์

Nath และคณะ (2008) ไดแ้ยกเช้ือ Methylobacterium sp. ZP24 มาเล้ียงดว้ยอาหาร MM1 ท่ี
เติม cheese whey และ ammonium sulfate เล้ียงในถงัหมกัขนาด 2 ลิตร พบว่าการเล้ียงแบบแบตช ์
ใหค่้า P(3HB) สูงสุด 2.07 กรัมต่อลิตร คิดเป็น 62% ของนํ้ าหนกัแหง้ และประสิทธิภาพการผลิต 
P(3HB) 0.06 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ในขณะท่ีการเล้ียงแบบเฟด-แบตช ์มีการเติม cheese whey เม่ือ
เล้ียงไป 30 ชัว่โมง พบว่าสามารถผลิต P(3HB) ได ้3.54 กรัมต่อลิตร (64% ของนํ้ าหนกัเซลลแ์หง้) 
และประสิทธิภาพการผลิต P(3HB) 0.09 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ค่ามากกว่าการเล้ียงแบบแบตชถึ์ง 
1.7 เท่า หรือมากกว่า 4.58 เท่า เม่ือเทียบกบัการเล้ียงแบบ shake flask โดยอาหาร MM1 ท่ีมีการเติม 
pure lactose จนถึงการเล้ียงแบบเฟด-แบตชท่ี์มีการเติม cheese whey ในถงัหมกัระดบั 2 ลิตร  

Jiang และคณะ (2008) รายงานว่า Pseudomonas fluorescens A2a5 สามารถใชน้ํ้ าออ้ยเป็น
แหล่งคาร์บอนและใชโ้มโนโซเดียมกลูตาเมตเป็นแหล่งไนโตรเจนในการสังเคราะห์และสะสม 
P(3HB) ในระดบัถงัหมกัขนาด 5 ลิตร โดยจากการทดลองเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซสเซียส 
พบว่าไดค้วามหนาแน่นของเซลลเ์ท่ากบั 32 กรัมต่อลิตร ความเขม้ขน้ของ P(3HB) เท่ากบั 22 กรัม
ต่อลิตร คิดเป็นปริมาณเท่ากบั 70 เปอร์เซนตต่์อนํ้าหนกัเซลลแ์หง้ท่ีเวลา 96 ชัว่โมง และค่าอตัราการ
ผลิตเท่ากบั 0.23 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง 

Pandian และคณะ (2010) ไดค้ดัแยกแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SRKP-3 จากนํ้ ากร่อย โดยจาก
ลกัษณะสณัฐานวิทยาและการจดัจาํแนกสปีชีส์โดยการหาลาํดบันิวคลีโอไทด ์16S rDNA พบว่า คือ 
B. megaterium จากนั้นศึกษาเปรียบเทียบความเขม้ขน้ของนํ้ าเสียจากโรงนม และนํ้ าทะเล ท่ีใชเ้ป็น
แหล่งของสารอาหารและค่าความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและการสะสม P(3HB) พบว่า
เม่ือใชน้ํ้ าเสียจากโรงนมเป็นแหล่งของสารอาหารท่ีค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 9 เช้ือสามารถเจริญ
ไดสู้งสุด โดยไดค้วามหนาแน่นของเซลล ์6.37 กรัมต่อลิตรในระดบัขวดเขยา่ และเม่ือทดลองเล้ียง
ในถงัหมกัขนาด 3 ลิตร ดว้ยวิธีการเล้ียงเช้ือแบบเฟด-แบตช ์โดยเติมนํ้ าเสียจากการทาํนมท่ีชัว่โมงท่ี 
0 12 และ 24 ของการเล้ียงเช้ือ เก็บตวัอยา่งทุก 3 ชัว่โมง พบว่าเช้ือสามารถเจริญไดเ้พ่ิมข้ึนเป็น 
11.32 กรัมต่อลิตร ท่ี 36 ชัว่โมงของการเล้ียงเช้ือ 

รัตนศิริ มุทิตากุล (2538) คดัแยกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิต P(3HB) ไดจ้ากแหล่งธรรมชาติ
จาํนวน 30 สายพนัธ์ุ ซ่ึงคดัเลือกไดส้ายพนัธ์ุ BA-019 สามารถผลิต P(3HB) ไดป้ริมาณสูงกว่าสาย
พนัธ์ุอ่ืน และสามารถจาํแนกชนิดเป็น Bacillus sp. เม่ือเปรียบเทียบการใชน้ํ้ าตาลชนิดต่างๆ และ
กากนํ้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่า Bacillus sp. ท่ีแยกไดใ้หม่น้ีสามารถใชน้ํ้ าตาลซูโครสและ
กากนํ้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิต P(3HB) ไดดี้กว่าการใชน้ํ้ าตาลชนิดอ่ืน และเม่ือเล้ียงใน
อาหาร MSM โดยใชก้ากนํ้ าตาลปริมาณ 4 เปอร์เซ็นต ์(นํ้าหนกัต่อปริมาตร) สามารถผลิต P(3HB) 
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ได ้31.84 เปอร์เซ็นตต่์อนํ้ าหนกัเซลลแ์ห้งในเวลา 24 ชัว่โมงของการเล้ียงเช้ือ โดยใชแ้อมโมเนียม
ซลัเฟต (1 กรัมต่อลิตร) เป็นแหล่งไนโตรเจน อติพล บุญเรืองถาวร (2543) ไดศึ้กษาการเพิ่มความ
หนาแน่นของเซลล์และการผลิต P(3HB) โดยศึกษาองคป์ระกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ (แหล่ง
คาร์บอน แหล่งไนโตรเจน และแร่ธาตุ) และภาวะการเล้ียงเช้ือ พบว่า Bacillus sp. BA-019 สามารถ
ผลิต P(3HB) ไดดี้ โดยใชก้ากนํ้าตาลและยเูรีย ซ่ึงเป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนท่ีมีราคา
ถูก เม่ือใชก้ากนํ้าตาลและนํ้าตาลทรายท่ีมีปริมาณนํ้าตาลรวม 20 กรัมต่อลิตร กากนํ้ าตาลใหผ้ลการ
เติบโตของเซลลแ์ละความเขม้ขน้ของ P(3HB) ดีกว่านํ้ าตาลทรายเท่ากบั 2.5 และ 4.0 เท่าตามลาํดบั 
พบว่า Bacillus sp. BA-019 สามารถใชย้เูรียเพื่อการเติบโตของเซลลแ์ละการผลิต P(3HB) ไดดี้กว่า
การใชแ้อมโมเนียมซลัเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจน และเม่ือเล้ียง Bacillus sp. BA-019 แบบเฟด-แบตช์
ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตรท่ีมีการควบคุมการป้อนสารอาหารดว้ยวิธี pH-stat โดยใชก้ากนํ้ าตาลซ่ึงมี
ความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวมเท่ากบั 400 กรัมต่อลิตร และอตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 
10 โมลต่อโมลในสารป้อนเขา้ โดยเร่ิมมีการป้อนสารอาหารชัว่โมงท่ี 7.5 ไดน้ํ้ าหนักเซลลแ์ห้ง 
72.57 กรัมต่อลิตร ปริมาณ P(3HB) เท่ากบั 30.52 กรัมต่อลิตรคิดเป็น 42.06% โดยนํ้ าหนกัท่ีเวลา 24 
ชัว่โมง และมีอตัราการผลิต P(3HB) (productivity) 1.27 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง กุสุมา กมลจรัส
โสภา (2547) ไดจ้ดัจาํแนกสปีชีส์ของ Bacillus sp. สายพนัธ์ุ BA-019 พบว่า คือ B. megaterium 

ต่อมาบุญฤทธ์ิ เมฆศิริพร (2551) ไดศึ้กษาเกณฑ์และปัจจยัท่ีสําคญัต่อการขยายส่วนการผลิต 
P(3HB) โดย B. megaterium BA-019 จากการศึกษาในถงัหมกัขนาด 10 ลิตร พบว่าความหนาแน่น
ของเซลล ์ปริมาณ P(3HB) ผลไดข้องเซลลต่์อซบัสเตรทท่ีใชไ้ป (YX/S) ผลไดข้องผลิตภณัฑต่์อซบัส
เตรทท่ีใชไ้ป (YP/S) และอตัราการผลิต P(3HB) มีค่ามากท่ีสุดเม่ือใหอ้ตัราการกวนเท่ากบั 600 รอบ
ต่อนาทีและอตัราการให้อากาศเท่ากบั 1.0 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที จึงใชภ้าวะ
ดงักล่าวในการผลิต P(3HB) แบบเฟด-แบตช ์โดยการป้อนอาหารดว้ยวิธี exponential feeding ในถงั
หมกัขนาด 10 ลิตร โดยใชก้ากนํ้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนและยูเรียเป็นแหล่งไนโตรเจน ความ
หนาแน่นของเซลล ์ความเขม้ขน้ของ P(3HB) และอตัราการผลิต P(3HB) มีค่าเท่ากบั 90.42 กรัมต่อ
ลิตร 35.45 กรัมต่อลิตร และ 1.31 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ตามลาํดบั ท่ีชัว่โมงท่ี 27 ของการเล้ียงเช้ือ 
และศึกษาการขยายส่วนการผลิต P(3HB) จากถงัหมกั 10 ลิตร ไปสู่ถงัหมกัขนาด 300 ลิตร โดยใช้
เกณฑค์งท่ีไดแ้ก่ อตัราส่วนของกาํลงัมอเตอร์ต่อปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ (P/V) ความเร็วรอบปลาย

ใบพดั (πnDi) และค่าเรยโ์นลดน์มัเบอร์ (NRE) พบว่าอตัราส่วนของกาํลงัมอเตอร์ต่อปริมาตรอาหาร
เล้ียงเช้ือเป็นเกณฑท่ี์เหมาะสมท่ีสุดสาํหรับใชใ้นการขยายส่วน 

 
2.5 การผลติ P(3HB) ในระดับอุตสาหกรรม 
 ปี 1976 บริษทั ICI ของประเทศองักฤษเร่ิมใหค้วามสนใจการวิจยัเก่ียวกบั P(3HB) เน่ืองจาก
สมบติัของ P(3HB) ท่ีสามารถยอ่ยสลายไดโ้ดยธรรมชาติและมีความสามารถเขา้กนัไดก้บัส่ิงมีชีวิต 
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การพฒันาการผลิตเกิดข้ึนอยา่งต่อเน่ืองจนมีการจดสิทธิบตัรการผลิต P(3HB) ช่วงตน้ของทศวรรษ
ท่ี 80 (Braunegg และคณะ, 1998) บริษทั ZENCA Bio Products ซ่ึงเป็นบริษทัในเครือ ICI ผลิต 
P(3HB) และ PHBV ทางการคา้โดยการเพาะเล้ียง A. eutrophus แบบเฟด-แบตช ์
 หน่วยวิจยัทางเทคโนโลยชีีวภาพของ Biotechnology Forschungsgesellschaft (BtF, Austria) 
ไดพ้ฒันากระบวนการผลิต P(3HB) ปริมาณ 1 ตนั ภายในเวลา 1 สัปดาห์ ในถงัหมกัขนาด 15 
ลูกบาศกเ์มตร (Lee, 1996) โดยการเพาะเล้ียง A. latus 
 บริษทั Chemie Linz ประเทศออสเตรียผลิต P(3HB) ทางการคา้โดยการเพาะเล้ียง A. latus ซ่ึง
เป็นแบคทีเรียท่ีเจริญเติบโตไดร้วดเร็วและสามารถสังเคราะห์ P(3HB) ไดป้ริมาณสูงในระหว่างการ
เติบโตตามปกติ (Lee, 1996; Braunegg และคณะ, 1998) 

บริษัท  Metabolix ผลิต  Biopol® ในโรงหมักขนาด  50 ลูกบาศก์เมตร  ด้วยกรรมวิ ธี ท่ี
ประหยดัเวลาหมกั (เวลาในการหมกัน้อยกว่า 40 ชัว่โมง และมีความเขม้ขน้สุดทา้ย 100 กรัมต่อ
ลิตร) ซ่ึงเป็นท่ียอมรับไดส้าํหรับประสิทธิภาพของแบคทีเรีย และให้กาํลงัการผลิตประมาณ 1,100 
ตันต่อปี  และเพื่อจะผลักดันให้ Biopol® อยู่ในตลาดการค้าได้ Metabolix ได้รับเงินทุนจาก 
Department of Commerce’s Advance Technology Program ประเทศสหรัฐอเมริกา โดยมีโครงการ 
Reengineering the Central Metabolism ของ E. coli ใหมี้ประสิทธิภาพการเปล่ียนนํ้ าตาลไปเป็น 
PHAs ให้เพิ่มมากข้ึน ปี ค.ศ. 2001 บริษทั Metabolix เร่ิมโครงการร่วมกบักระทรวงพลงังานของ
สหรัฐอเมริกา ดว้ยเงินทุนสนับสนุน 15 ลา้นเหรียญสหรัฐในเวลา 5 ปีในการศึกษาวิจยัการผลิต 
PHAs ในเน้ือเยือ่ของพืช เช่น ยาสูบ Alfalfa Swtichgrass เป็นตน้ 
 
 2.5.1 การขยายส่วนการผลิต (scale-up of production scale) 

เน่ืองจากปัจจุบนัความตอ้งการสารทางชีวภาพมีมากข้ึน ทาํให้ตอ้งมีการเพิ่มผลผลิตซ่ึงทาํ
ไดโ้ดยการขยายส่วนกาํลงัการผลิตการผลิตท่ีไดจ้ากกระบวนการหมกั ในการขยายส่วนกาํลงัการ
ผลิตตอ้งอาศยัความรู้ เทคนิค และขอ้มูลจากการทาํงานในระดบัห้องปฏิบติัการท่ีไดผ้ลผลิตใน
ระดบัท่ีน่าพอใจ อย่างไรก็ตามการนาํขอ้มูลจากห้องปฏิบติัการไปใชใ้นการขยายส่วนการผลิตนั้น
พบว่าเกิดปัญหาหลายอย่าง แต่ปัญหาหน่ึงท่ีสําคญัคือ ผลผลิตท่ีไดใ้นระดบัขยายส่วนนั้นมกัไม่ดี
เท่ากบัในระดบัห้องปฏิบติัการ ซ่ึงสาเหตุเกิดจากความแตกต่างในดา้นต่างๆ ไดแ้ก่ เทคนิคการให้
อากาศและการกวน การทาํใหอ้าหารปลอดเช้ือ การเตรียมหวัเช้ือ การกาํจดัฟอง ชนิดของวสัดุ และ
วตัถุดิบท่ีใช ้โดยปัจจยัท่ีมีผลต่อการขยายส่วนมี 3 ปัจจยั คือ ปัจจยัทางกายภาพ ปัจจยัทางเคมี และ
ปัจจยัทางชีวภาพ 

ปัจจยัทางกายภาพ ไดแ้ก่ ลกัษณะทางเรขาคณิตของถงัหมกั การใหอ้ากาศ การป่ันกวน การ
ทาํให้อาหารปลอดเช้ือ การควบคุมอุณหภูมิ ปัจจยัทางเคมี ไดแ้ก่ สารเคมีท่ีใชใ้นการควบคุม pH 
(ชนิดและความเขม้ขน้ของกรดและเบส) คุณภาพของอาหารและนํ้ าท่ีใช ้ปัจจยัทางชีวภาพ ไดแ้ก่ 
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การเตรียมกลา้เช้ือ (inoculum development) เน่ืองจากในระดบัการผลิตขนาดใหญ่มีขั้นตอนการ
เตรียมกลา้เช้ือหลายขั้นจึงอาจเกิดความเส่ียงต่อการปนเป้ือนดว้ยจุลินทรียช์นิดอ่ืน และการกลายพนัธ์ุ 

โดยทัว่ไปแลว้ลาํดบัขั้นในการขยายขนาดควรจะนอ้ยท่ีสุดเท่าท่ีเป็นไปได ้อยา่งไรก็ตามถา้
ทาํเช่นนั้นจะเป็นการขยายขนาดโดยท่ีปริมาตรต่างกนัมากเกินไปซ่ึงอาจทาํให้การขยายส่วนการ
ผลิตผิดพลาดไดม้าก โดยทัว่ไปแลว้จาํนวนลาํดบัขั้นท่ีเหมาะสมควรเป็น 4 ขั้นตอนดงัน้ี ขวดเขยา่ 
(shake flask) ปริมาตรระหว่าง 50-1000 มิลลิลิตร ถงัหมกัแบบกวนในระดบัหอ้งปฏิบติัการ (lab 
stirred fermentor) ปริมาตรระหว่าง 5-20 ลิตร ถงัหมกัขนาดตน้แบบ (pilot-scale fermentor) 
ปริมาตรระหว่าง 50-5000 ลิตร ถงัหมกัขนาดเพื่อการผลิต (production fermentor) ปริมาตรระหว่าง 
25-1000 ลิตร ลูกบาศกเ์มตร โดยจะตอ้งทาํการขยายขนาดจากระดบัหอ้งปฏิบติัการไปสู่ระดบัเพื่อ
การผลิตเพียง 3 คร้ังเท่านั้น ไดแ้ก่ (Wiseman, 1983) 

1.  ขวดเขยา่ (shake flask) 
 การเล้ียงเช้ือในระดบัขวดเขยา่เป็นการเล้ียงเช้ือจุลินทรียใ์นอาหารเหลวเพ่ือศึกษาปัจจยั
ต่างๆ ท่ีมีผลต่อการเจริญและการผลิตสารผลิตภณัฑท่ี์ตอ้งการ และสามารถทราบผลของตวัแปรใน
การศึกษาโดยใชเ้วลาสั้น การศึกษาทาํไดส้ะดวก ส้ินเปลืองค่าใชจ่้ายนอ้ย โดยตวัแปรท่ีศึกษา ไดแ้ก่ 
องคป์ระกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ ค่าความเป็นกรดด่างเร่ิมตน้ อุณหภูมิในการเล้ียงเช้ือ เป็นตน้ ทาํ
ใหส้ามารถหาภาวะท่ีเหมาะสมในการเจริญและผลิตผลิตภณัฑไ์ดใ้นการทดลองระดบัน้ี 

2.  ถงัหมกัแบบกวนในระดบัหอ้งปฏิบติัการ (lab stirred fermentor) 
 การเล้ียงเช้ือจุลินทรียใ์นถงัหมกัระดบัหอ้งปฏิบติัการเป็นการเล้ียงเช้ือโดยมีวตัถุประสงค ์
เพื่อเพิ่มความหนาแน่นของเซลล ์เพิ่มปริมาณสารผลิตภณัฑท่ี์ตอ้งการ และอ่ืนๆ ข้ึนอยูก่บัชนิดของ
สารผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากกระบวนการผลิต (production process) ท่ีตอ้งการ ขอ้ไดเ้ปรียบของการเล้ียง
เช้ือในระดบัถงัหมกัมีหลายประการ ไดแ้ก่ สามารถให้อากาศ (ออกซิเจน) แก่ระบบไดม้ากกว่า
ระดบัขวดเขยา่ เน่ืองจากมีการให้อากาศและการกวน ซ่ึงมีผลให้มีการผสม (mixing) ไดดี้ระหว่าง
เซลล ์ สารอาหาร และออกซิเจน ส่งผลให้เซลลมี์การเจริญไดดี้ สามารถควบคุมภาวะในการเล้ียง
เช้ือจุลินทรียไ์ดม้ากกวา่การเล้ียงเช้ือในระดบัขวดเขยา่ เช่น ค่าความเป็นกรดด่างและอุณหภูมิตลอด
การเล้ียงเช้ือ ค่าออกซิเจนละลาย (dissolved oxygen) ทราบการเปล่ียนแปลงของค่าตวัแปรเหล่าน้ีได้
ตลอดการศึกษาโดยมีการบนัทึกโดยเคร่ืองอตัโนมติั สามารถเติมสารอาหารระหว่างการเล้ียงเช้ือ 
(fed-batch และ continuous cultivation) ทาํใหก้ารเล้ียงเช้ือไดน้านข้ึน โดยไม่ตอ้งเร่ิมตน้ใหม่ แต่
ส่งผลให้ไดผ้ลผลิตมากข้ึน รวมทั้งหลีกเล่ียงการยบัย ั้งการเจริญจากความเขม้ขน้ของสารเร่ิมตน้ 
(feed back inhibition) 
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3.  ถงัหมกัระดบัโรงงานตน้แบบ (pilot-scale fermentor) 
 การทดลองในถงัหมกัระดบัน้ีเป็นขั้นตอนหน่ึงในกระบวนการขยายขนาด ในขั้นตอนน้ี
จะศึกษาการเตรียมกลา้เช้ือท่ีเหมาสม และหาภาวะในการฆ่าเช้ือใหม่ท่ีพอเหมาะก่อนท่ีจะเร่ิมทาํการ
หมกัในระดบัตน้แบบเพื่อการผลิตต่อไป 
 
 2.5.2 เกณฑท์างกายภาพท่ีเป็นพารามิเตอร์ท่ีมีประโยชน์ในการขยายส่วน 

เกณฑ์ทางกายภาพท่ีนิยมใชก้าํหนดการขยายส่วนของถงัหมกั ไดแ้ก่ อตัราส่วนระหว่าง
กาํลงัมอเตอร์ต่อปริมาตรนํ้ าหมกั (P/V) สัมประสิทธ์ิการถ่ายเทออกซิเจนเชิงปริมาตร (KLa) 

ความเร็วรอบของปลายใบพดั (πnDi) ค่าเรยโ์นลด ์(Reynolds number; NRE) และอตัราการไหลของ
ของเหลวภายในถงัหมกั (liquid circulation rate) 

1.  อตัราส่วนระหวา่งกาํลงัมอเตอร์ต่อปริมาตรนํ้าหมกั (P/V) 
 นิยมใช้ในระบบท่ีมีการกวนเพื่อให้ระบบท่ีขยายส่วนการผลิตนั้นมีอตัราการถ่ายเท

ออกซิเจน (oxygen transfer rate) เท่ากบัระบบตน้แบบ โดยทัว่ไปค่า P/V ท่ีใชใ้นการขยายขนาดจะ
มีค่าอยู่ในช่วง 1.5-2.0 กิโลวตัต์ต่อลูกบาศก์เมตร สําหรับการขยายส่วนโดยการกาํหนดให้
อัตราส่วนระหว่างกาํลังมอเตอร์ต่อปริมาตรนํ้ าหมักคงท่ีโดยท่ีภายในถังหมักมีการไหลแบบ
ป่ันป่วน (turbulent flow) สามารถแสดงไดด้งัสมการ  

 P  ∝   n3 Di
5   (1) 

 V  ∝  Di
3    (2) 

 ดงันั้น P/V  ∝  n3 Di
2   (3) 

 เม่ือใหอ้ตัราส่วนระหวา่งกาํลงัมอเตอร์ต่อปริมาตรนํ้าหมกัคงท่ีจะได ้
 n2  =  n1 (Di1/Di2)

2/3  (4) 
 เม่ือ n  =  ความเร็วรอบของการกวน (s-1) 
 Di  =  เสน้ผา่ศูนยก์ลางของใบพดั (m) 
 P  =  กาํลงัของมอเตอร์ท่ีใชใ้นการป่ันกวน (W) 
 V  =  ปริมาตรในถงัหมกั (m3) 
 2.  สมัประสิทธ์ิการถ่ายเทออกซิเจนเชิงปริมาตร (KLa) 

 สําหรับการหมกัโดยใช้จุลินทรียท่ี์ตอ้งการอากาศปัญหาท่ีสําคญั คือ การละลายของ
ออกซิเจนในอาหารเล้ียงเช้ือเป็นปัจจยัสาํคญัท่ีตอ้งควบคุม เน่ืองจากจุลินทรียต์อ้งการออกซิเจนใน
กระบวนการเมทาบอลิซึมสาํหรับการสร้างพลงังาน ซ่ึงประสิทธิภาพของการถ่ายเทออกซิเจนของ
ถงัหมกันั้นสามารถแสดงไดด้งัสมการ 

 OTR  =  KLa (CL
*-CL)  (5) 
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เม่ือ OTR  =  อตัราการถ่ายเทออกซิเจน (mmol/l-h)  
 KLa =  สมัประสิทธ์ิการถ่ายเทออกซิเจนเชิงปริมาตร (h-1) 
 CL

*  =  ความเขม้ขน้ของออกซิเจนละลายท่ีสมดุลย ์(mmol/l) 
 CL  =  ความเขม้ขน้ของออกซิเจนละลายในนํ้าหมกั (mmol/l) 

เน่ืองจากรูปแบบและขนาดของถงัหมกัมีความสัมพนัธ์กบัการกาํหนดสัมประสิทธ์ิการ
ถ่ายเทออกซิเจนเชิงปริมาตร ซ่ึงแสดงความสมัพนัธ์ไดด้งัสมการ 
 KLa  =  f ([Pg/DQ

3]a [Vs]
b [B/6]0.8 [J/Di]

0.3)    (6) 
 เม่ือ Pg  =  กาํลงัท่ีใชใ้นการกวน (hp) 
 Vs  =  ความเร็วของอากาศ (m/s) 
 Di  =  เสน้ผา่ศูนยก์ลางของใบพดั (m) 
 B  =  จาํนวนใบพดั 
 J  =  ความกวา้งของครีบ (baffle) (m) 
 DQ

3  =  ปริมาตรในถงัหมกั (m3) 
สาํหรับการขยายส่วนการกาํหนดใหล้กัษณะทางเรขาคณิตของถงัหมกัมีลกัษณะเหมือนกนั

จะไดค้วามสมัพนัธ์ใหม่เป็น 
 KLa  =  f ([Pg/DQ

3]a [Vs]
b )      (7)  

จากสมการน้ีค่า a และ b นั้นจะเปล่ียนตามขนาดของถงัหมกัและลกัษณะทางเรขาคณิต 
KLa นิยมใชใ้นกระบวนการหมกัท่ีมีการใหอ้ากาศแก่เช้ือจุลินทรียใ์นอาหารเล้ียงเช้ือเพื่อให้

ระบบท่ีทาํการขยายขนาดมีอตัราการถ่ายเทออกซิเจนเท่ากบัระบบตน้แบบเช่นเดียวกบัการใชค่้า P/V 
ซ่ึงสามารถทาํไดโ้ดยหาภาวะอตัราการกวนและอตัราการใหอ้ากาศในถงัหมกัแต่ละขนาดท่ีเหมาะสม
และใหค่้า KLa ท่ีตอ้งการ จากสมการท่ี 7 พบว่าค่า KLa มีความสัมพนัธ์กบั P/V ดงันั้นจึงสามารถใช้
แทนกนัไดใ้นการขยายขนาดเน่ืองจากทั้ง 2 เกณฑต่์างมีผลโดยตรงกบัอตัราการถ่ายเทออกซิเจน
เหมือนกนั (Aiba และคณะ, 1973) 

3.  ความเร็วรอบของปลายใบพดั (πnDi) 
 เคร่ืองหมกัแบบถงักวนจะเกิดแรงเฉือนข้ึนภายใน ซ่ึงแรงเฉือนน้ีมีผลต่อการละลายของ
ออกซิเจน การกระจายของสารอาหารและเซลล ์โดยเฉพาะอยา่งยิ่งมีผลกระทบต่อเซลลเ์ป็นอยา่ง
มาก เน่ืองจากแรงเฉือนอาจทาํอนัตรายต่อเซลลไ์ดโ้ดยเฉพาะเซลลส์ัตวแ์ละเซลลข์องจุลินทรียท่ี์มี
สายใย เช่น รา Streptomyces sp. ซ่ึงอนัตรายท่ีเกิดจากแรงเฉือนนั้นจะเกิดท่ีบริเวณปลายใบพดั ซ่ึง
สามารถแสดงไดด้งัสมการ (Aiba และคณะ, 1973) 

 Tip speed    ∝     nDi   (8) 
เม่ือ n   =  ความเร็วรอบของการกวน (s-1) 

 Di  =  เสน้ผา่ศูนยก์ลางของใบพดั (m)  
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ซ่ึงสมการน้ีเกิดข้ึนในกรณีท่ีถงัหมกัมีขนาดเลก็ โดยมีค่า NRE อยูใ่นช่วง 104-105 ส่วนในถงั
หมกัขนาดใหญ่ท่ีมีค่า NRE สูงกว่า 105 คือมีลกัษณะการกวนเป็นแบบป่ันป่วน (turbulent) จะได้
ความสมัพนัธ์เป็น 
 Turbulent head  =  (nDi

2)        (9)  
ซ่ึงการขยายส่วนการผลิตท่ีกาํหนดให้ความเร็วรอบของปลายใบพดัมีค่าคงท่ีนั้นเน่ืองจาก

คาํนึงถึงอนัตรายท่ีจะเกิดข้ึนกบัเซลลโ์ดยเฉพาะเช้ือราท่ีมีความไวต่อแรงเฉือนมาก 
4.  ค่าเรยโ์นลด ์(Reynolds number; NRE) 

 ค่าเรยโ์นลดเ์ป็นค่าท่ีแสดงถึงความรุนแรงในการกวน โดยท่ีค่าเรยโ์นลดแ์สดงในสมการ
ท่ี 10 สาํหรับการขยายส่วนการผลิตท่ีกาํหนดให้ค่าเรยโ์นลด์คงท่ีในการผลิตท่ีมีขนาดแตกต่างกนั 
แสดงไดด้งัสมการท่ี 11 

 Reynolds number   =  Inertial force/Viscous force 

 =  Di
2nρ/μ    (10) 

เม่ือ Di  =  เสน้ผา่ศูนยก์ลางของใบพดั (m) 
 n    =  ความเร็วรอบของการกวน (sec-1) 

 ρ  =  ความหนาแน่นของนํ้าหมกั (kg/m3)   

 μ  =  ความหนืดของนํ้าหมกั (Pa s) 

 Reynolds number    ∝     nDi2     
 n1Di1

2 =  n2Di2
2   (11) 

5.  อตัราการไหลของของเหลวภายในถงัหมกั (liquid circulation rate) 
 การขยายส่วนการผลิตโดยใชอ้ตัราการไหลของของเหลวภายในถงัหมกัคงท่ีแสดงได้
ดงัสมการท่ี 12 อตัราการไหลของของเหลวจะใชใ้นการขยายส่วนการผลิตเม่ือตอ้งการให้เวลาใน
การกวนผสมของทั้งระบบตน้แบบและระบบท่ีขยายขนาดเท่ากนั ซ่ึงจะทาํให้ทั้งสองระบบมีระดบั
การผสมท่ีเท่ากนั 

 F/V   ∝  n    (12) 
 เม่ือ n    =  ความเร็วรอบของการกวน (s-1)  
 

เม่ือขยายขนาดโดยควบคุมใหค่้า F/V คงท่ี จะทาํใหอ้ตัราการกวนคงท่ี แต่จะมีค่า P/V และ
ความตอ้งการกาํลงังาน (P) สูงมาก ซ่ึงเป็นการส้ินเปลืองค่าใชจ่้ายมากเกินไปจึงไม่เหมาะในการ
ผลิตในระดบัอุตสาหกรรม สาํหรับการขยายขนาดโดยควบคุมให้ค่าความเร็วรอบของปลายใบพดั 
(nDi) คงท่ี จะทาํใหอ้ตัราการกวนและค่า P/V ลดลง และค่า F/V จะลดลงมากซ่ึงจะก่อใหเ้กิดปัญหา
ในการขยายขนาดได ้ส่วนการขยายขนาดโดยการควบคุมใหค่้าค่าเรยโ์นลดค์งท่ีในทั้งสองระบบนั้น 
พบว่าค่า P/V ลดลงอยา่งมาก ซ่ึงหมายถึงระบบท่ีทาํการขยายขนาดตอ้งการกาํลงังานใหก้บัใบกวน
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น้อยมาก ทาํให้พารามิเตอร์เกือบทุกชนิดมีค่าลดลงด้วย ซ่ึงเป็นการขยายขนาดท่ีไม่ประสบ
ความสาํเร็จและไม่เหมาะท่ีจะนาํมาใชใ้นการปฏิบติัจริง 

จะเห็นไดว้่าการขยายขนาดโดยเลือกพารามิเตอร์ท่ีมาเหมาะสมให้มีค่าคงท่ีระหว่างระบบ
ตน้แบบและระบบท่ีขยายขนาดจะทาํให้พารามิเตอร์บางชนิดเกิดการเปล่ียนแปลงเกินกว่าท่ีจะ
สามารถยอมรับได้และไม่สามารถนาํมาใช้ได้จริงในระดับอุตสาหกรรม ดงันั้นการจะเลือก
พารามิเตอร์ใดในการขยายขนาดนั้นตอ้งพิจารณาอย่างรอบคอบเพื่อให้ผลท่ีไดจ้ากการขยายขนาด
ตรงกบัวตัถุประสงคท่ี์ตอ้งการ 



 
 

บทที ่3 
อุปกรณ์และวธีิดาํเนินการวจิยั 

 
3.1 วสัดุอุปกรณ์ 

อุปกรณ์ บริษทัผูผ้ลิต, ประเทศ 
เคร่ืองก๊าซโครมาโทกราฟฟี (gas chromatography) รุ่น 3400CX 
แคปพิลลารี คอลมัน์ (capillary column) ชนิด CP-WAX 52CB 
                 เสน้ผา่ศูนยก์ลาง 0.25 มม. ความยาว 60 ม. 
เคร่ืองผลิตก๊าซไฮโดรเจน (hydrogen generator) รุ่น 9200 
เคร่ืองกลัน่ (Distillation Unit) รุ่น K-350 
เคร่ืองยอ่ย (Digester) รุ่น K-424 
เคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิ (psychotherm incubator shaker) 
                 รุ่น G27 แบบหมุน (rotary) 
เคร่ืองชัง่ละเอียด (analytical balance) รุ่น A200S 
เคร่ืองชัง่หยาบ (laboratory balance) รุ่น L2200P 
เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (centrifuge) รุ่น KS-3000P 
เคร่ืองป่ันเหวีย่งอุณหภูมิตํ่า รุ่น Centrikon T-42K 
เคร่ืองระเหิดแหง้ (lyophilizer) รุ่น Eyela FD1 
เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (VIS spectrophotometer)  
                รุ่น Novaspec II 
เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) รุ่น 2000 
ตูถ่้ายเช้ือแบบ laminar flow รุ่น BV-124 
ตูอ้บฆ่าเช้ือ (hot air oven) รุ่น UL-60 
ตูอ้บแหง้ (dryer oven) รุ่น UL-80 
หมอ้อบฆ่าเช้ือดว้ยไอนํ้า (autoclave) รุ่น SS-325 
อ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุ่น W760 
ถงัหมกั (fermentor) ขนาด 10 ลิตร และ 90 ลิตร 

Varian, USA 
Varian, USA 
 
Packard, USA 
Buchi, Switzerland 
Buchi, Switzerland 
New Brunswick Scientific, 
USA 
Sartorious, Germany 
Sartorious, Germany 
Kubota, Japan 
Kubota, Japan 
Tokyo Rikakikai, Japan 
Pharmacia Biotech, 
England 
Cyberscan, Singapore 
ISSCO, USA 
Memmert, Germany 
Memmert, Germany 
Tomy, Japan 
Memmert, Germany 
B.E. Marubishi, Japan 
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3.2 เคมีภัณฑ์ 
สารเคมี บริษทัผูผ้ลิต, ประเทศ 
กรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ (H2SO4) 
กรดซิตริก (C6H8O7.H2O) 
กรดบอริก (H3BO3) 
กรดบิวทิริก (C5H10O2) 
กากนํ้าตาล 
กรดเบนโซอิก (C7H6O2) 
คลอโรฟอร์ม (CHCl3) 
คอปเปอร์ซลัเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O) 
แคลเซียมคลอไรดไ์ดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) 
โคบอลตค์ลอไรดเ์ฮกซะไฮเดรต (CoCl2.6H2O) 
ซิงคซ์ลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4.7H2O) 
โซเดียมคลอไรด ์(NaCl) 
โซเดียมอะซีเตต (CH3COONa)   
โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 
นิกเกิลคลอไรดเ์ฮกซะไฮเดรต (NiCl2.6H2O) 
นํ้าตาลทราย   
แบคโตทริปโตส (Bacto tryptose) 
โพแทสเซียมคลอไรด ์(KCl) 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 
เฟอรัสซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O) 
เมทานอล (CH3OH) 
แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) 
แมงกานีสคลอไรดเ์ฮกซะคลอไรด ์(MnCl2.6H2O) 
ยเูรีย (N2H6CO) 
สารมาตราฐานพอลีเบตา้ไฮดรอกซีบิวทิเรต 
สารสกดัจากเน้ือ (beef extract)  
สารสกดัจากยสีต ์(yeast extract) 
แอมโมเนียมโมลิบเดตเตตระไฮเดรต [(NH4)6Mo7O24·4H2O] 

Reidel, England 
E. Merck Damstadt, Germany 
E. Merck Damstadt, Germany 
E. Merck Damstadt, Germany 
มิตรผล, ไทย 
Nacalai Tesque, Japan 
E. Merck Damstadt, Germany 
J.T. Baker, USA 
E. Merck Damstadt, Germany 
Carlo Erba, Italy 
Carlo Erba, Italy 
E. Merck Damstadt, Germany 
Carlo Erba, Italy 
Carlo Erba, Italy 
Fluka, Germany 
E. Merck Damstadt, Germany 
มิตรผล, ไทย 
Difco, USA 
Carlo Erba, Italy 
Univar, Australia 
Unilab, USA 
E. Merck Damstadt, Germany 
Carlo Erba, Italy 
Unilab, USA 
E. Merck Damstadt, Germany 
Sigma Chemical, USA 
Difco, USA 
Difco, USA 
J.T. Baker, USA 
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3.3 วธีิการดําเนินการวจัิย 
  3.3.1 จุลนิทรีย์ทีใ่ช้ในการศึกษา 

 จุลินทรียท่ี์ใชคื้อ Bacillus megaterium BA-019 ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุท่ีคดัแยกไดโ้ดย
รัตนศิริ มุทิตากลุ (2538) และจดัจาํแนกสปีชีส์โดยการหาลาํดบันิวคลีโอไทด ์16S rDNA โดยกุสุมา 
กมลจรัสโสภา (2547) 

 

 
 รูปที ่3.1 B. megaterium BA-019 เม่ือยอ้มสีแกรม กาํลงัขยาย 1,000 เท่า 

 

 
 รูปที ่3.2 B. megaterium BA-019 เม่ือยอ้มสีซูดาน แบลค บี กาํลงัขยาย 1,000 เท่า 

 

 
 รูปที ่3.3 B. megaterium BA-019 เม่ือเจริญบนอาหารแขง็ (Nutrient agar) 
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 3.3.2 อาหารเลีย้งเช้ือ 
 3.3.2.1 สูตรอาหารแขง็สาํหรับเก็บรักษาเช้ือ (stock culture medium) ใน 1 ลิตร 

ประกอบดว้ย 
   beef extract  3 กรัม 
   bacto tryptose  5 กรัม 
   วุน้ผง   15  กรัม 

 ปรับ pH เป็น 7.0 น่ึงฆ่าเช้ือท่ีความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที (การน่ึงฆ่าเช้ือแบบมาตรฐาน) 

 3.3.2.2  สูตรอาหารเหลวสาํหรับเล้ียงกลา้เช้ือ (seed culture medium) ใชสู้ตรของ Doi 
และคณะ (1986) ซ่ึงศึกษาปรับปรุงโดย สุดา สุภาชวินสวสัด์ิ (2542) ใน 1 ลิตร ประกอบดว้ย 

  yeast extract  10  กรัม 
  bacto tryptose  10 กรัม 
 beef extract   5  กรัม 
  โซเดียมคลอไรด ์ 5  กรัม 
  นํ้าตาลทราย  10 กรัม 

 ปรับ pH เป็น 7.0 น่ึงฆ่าเช้ือท่ีความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แยกสารละลายนํ้ าตาลน่ึงฆ่าเช้ือท่ีความดนั 10 ปอนด์ต่อตารางน้ิว 
อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 3.3.2.3  สูตรอาหารเหลวสาํหรับเล้ียงเช้ือจุลินทรียเ์พื่อการสร้างและสะสม P(3HB) คือ 
อาหาร MSM (Mineral salt medium) ใน 1 ลิตรประกอบดว้ย 
  กากนํ้าตาลท่ีมีปริมาณนํ้าตาลทั้งหมด (total sugar) 20.0 กรัม 
   ยเูรีย       0.8  กรัม   
   โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  2.0  กรัม   
   ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต    0.6  กรัม  
   แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต    0.2  กรัม   
   กรดซิตริก      0.75  กรัม 
   โซเดียมอะซีเตต     2.0 กรัม   
   สารสกดัจากยสีต ์    0.1 กรัม 
   กรดบิวทิริก     0.8 มิลลิลิตร 
   สารละลาย trace element     1.0 มิลลิลิตร 

 แยกละลายเกลือแมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรตและสารละลาย trace element เม่ือ
ละลายแลว้จึงนาํมารวมกนั ปรับ pH เป็น 7.0 และน่ึงฆ่าเช้ือท่ีความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว 
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อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  ส่วนของสารละลายนํ้ าตาลแยกน่ึงฆ่าเช้ือท่ี  ความ
ดนั 10 ปอนดต่์อตารางน้ิว  อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 15 นาที 

 สารละลาย trace element ใน 1 โมลาร์กรดไฮโดรคลอริก 1 ลิตร  ประกอบดว้ย 
    แคลเซียมคลอไรด ์    20.0  กรัม 
     ซิงคซ์ลัเฟตเฮปตะไฮเดรต   1.30 กรัม 
     เฟอรัสซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต   0.20 กรัม 
      แอมโมเนียมโมลิบเดตเตตระไฮเดรต  0.60 กรัม 

      กรดบอริก      0.60 กรัม 
     แมงกานีสคลอไรดเ์ฮกซะคลอไรด ์  0.08 กรัม 

โคบอลตค์ลอไรดเ์ฮกซะไฮเดรต   0.50 กรัม 
    คอปเปอร์ซลัเฟตเพนตะไฮเดรต   0.05 กรัม 
    นิกเกิลคลอไรดเ์ฮกซะไฮเดรต   0.02 กรัม 
 3.3.3 การเกบ็รักษาจุลนิทรีย์ 

3.3.3.1 การเกบ็รักษาแบคทเีรีย 
เข่ียแบคทีเรียมาเล้ียงบนอาหารแขง็เอียง (agar slant) แลว้นาํไปบ่มท่ี อุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้เททบัดว้ย 15% กลีเซอรอลท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ 
จากนั้นนาํไปเกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 3.3.4 หาภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิต P(3HB) จาก B. megaterium BA-019 โดยการเลีย้ง
แบบเฟด-แบตช์  ในถังหมักขนาด 10 ลติร 

3.3.4.1 การเตรียมกล้าเช้ือและเลีย้งเช้ือเพือ่ผลติ P(3HB) 
นาํเช้ือท่ีเก็บรักษาไวต้ามขอ้ 3.3.3.1 มาเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็เอียงใหม่ บ่ม

เช้ือท่ีอุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นถ่ายเช้ือลงในสารละลายโซเดียมคลอ
ไรด ์(0.85%)  เพื่อทาํให้เป็นเซลลแ์ขวนลอย (cell suspension)  และปรับความเขม้ขน้ให้มีค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร เท่ากบั 0.5 จากนั้นถ่ายหวัเช้ือปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลว
สาํหรับเล้ียงกลา้เช้ือปริมาตร 50 มิลลิลิตร (4% ต่อปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ) ซ่ึงบรรจุอยูใ่นขวดรูป
ชมพู่ปริมาตร 250 มิลลิลิตร  นาํไปเล้ียงบนเคร่ืองเขย่าท่ีควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 6 ชัว่โมง (อติพล บุญเรืองถาวร, 2543) จากนั้นถ่ายกลา้เช้ือท่ี
เล้ียงไวป้ริมาตร 500 มิลลิลิตร (คิดเป็น 10% ต่อปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ) ลงในถงัหมกัขนาด 10 
ลิตร ซ่ึงมีอาหารเหลว MSM ปริมาตรเร่ิมตน้ 5 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิเท่ากบั 30 องศาเซลเซียส pH 
เท่ากบั  7±0.1 โดยให้อตัราการกวนเท่ากบั 600 รอบต่อนาทีและอตัราการให้อากาศเท่ากบั 1.0 
ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรนํ้าหมกัต่อนาที (บุญฤทธ์ิ เมฆศิริพร, 2551) 
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3.3.4.2 เลีย้ง B. megaterium BA-019 แบบแบตช์ เพือ่ศึกษาจลนศาสตร์ (kinetics) ของ
การเจริญและการผลติ P(3HB) 

เล้ียง B. megaterium BA-019 ตามวิธีในขอ้ 3.3.4.1 เปรียบเทียบการผลิต 
P(3HB) และการเจริญเติบโต เม่ือใชก้ากนํ้าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวมแตกต่างกนัโดยใชท่ี้
ระดบัความเขม้ขน้เท่ากบั 20 40 60 และ 80 กรัมต่อลิตร (เพิ่มปริมาณยูเรียในอตัราส่วนเดียวกนั) 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เก็บตวัอยา่งทุก 3 ชัว่โมง นาํมาวิเคราะห์นํ้ าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณ P(3HB) ท่ี
ผลิตได ้ปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมดและปริมาณยเูรียท่ีมีในนํ้ าหมกั นาํขอ้มูลท่ีไดม้าคาํนวณหาค่า YX/S 

YP/S และค่าอตัราการเจริญจาํเพาะ (μ) 

3.3.4.3 ผลติ P(3HB) จาก B. megaterium BA-019 แบบเฟด-แบตช์ โดยการป้อนแบบ 
exponential feeding 

เล้ียง B. megaterium BA-019 ตามวิธีการในขอ้ 3.3.4.1 โดยถ่ายกลา้เช้ือท่ีเล้ียง
ไวป้ริมาตร 400 มิลลิลิตร (คิดเป็น 10% ต่อปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ) ลงในถงัหมกัขนาด 10 ลิตร ซ่ึง
มีอาหารเหลว MSM ปริมาตรเร่ิมตน้ 4 ลิตร โดยใชค้วามเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวมในกากนํ้ าตาล
เร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมท่ีศึกษาไดจ้ากในขอ้ 3.3.4.2 ควบคุมอุณหภูมิเท่ากบั 30 องศาเซลเซียส pH เท่ากบั 
7±0.1 ใหอ้ตัราการกวนเท่ากบั 600 รอบต่อนาทีและอตัราการใหอ้ากาศเท่ากบั 1.0 ปริมาตรอากาศ
ต่อปริมาตรนํ้ าหมกัต่อนาที และพิจารณาเวลาท่ีเร่ิมป้อนอาหารเขา้จากเวลาท่ีไดค่้าปริมาณความ
เขม้ขน้ของเซลลสู์งสุด หรือค่าอตัราการเติบโตจาํเพาะสูงสุดโดยอาศยัขอ้มูลจากขอ้ 3.3.4.2 ป้อน
สารอาหารเขา้ดว้ยวิธี exponential feeding เพื่อศึกษาจลนศาสตร์ของการเจริญและการผลิต P(3HB) 
โดยหยดุป้อนสารอาหารเม่ือปริมาตรในถงัหมกัเท่ากบั 6 ลิตร เกบ็ตวัอยา่งทุก 3 ชัว่โมง เป็นเวลา 36 
ชัว่โมง นาํมาวิเคราะห์นํ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลทั้งหมด และปริมาณยเูรียท่ี
มีในนํ้าหมกั โดยศึกษาผลของการป้อนอาหารในสภาวะต่างกนั ดงัน้ี 

ก.  ป้อนกากนํา้ตาลซ่ึงเป็นแหล่งคาร์บอนเพยีงอย่างเดียว 
ข. อัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนในสารอาหารป้อนเข้า โดยใช้

อตัราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนในสารอาหารป้อนเขา้ คือ 5 10 12.5 15 และ 20 กรัมนํ้ าตาล
ต่อกรัมยเูรีย 

ค.  เวลาที่เร่ิมป้อนอาหารเข้า โดยใชอ้ตัราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนใน
สารอาหารป้อนเขา้ท่ีเหมาะสมท่ีศึกษาไดจ้ากขอ้ 3.3.4.3 (ข) และพิจารณาเวลาท่ีเร่ิมป้อนอาหารเขา้
ในเวลาท่ีต่างกนั คือ 9 9.5 และ 15 ชัว่โมง 

อตัราการป้อนอาหารดว้ยวิธี exponential feeding คาํนวณโดยกาํหนดใหก้าร
เจริญของเซลลแ์ละการสะสม P(3HB) ข้ึนอยูก่บัแหล่งคาร์บอนเท่านั้น (limiting substrate) ซ่ึง
ดดัแปลงมาจาก Yamanè และ Shimizu (1984) ดงัสมการ 
   F(t)  =  [1/YX/S+ YP/X /YP/S] (Vo μ Xo e μt)/SF 
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เม่ือ   F(t)  =  อตัราการป้อนอาหารท่ีชัว่โมงใดๆ (l/h) 
          YX/S =  ผลของเซลลท่ี์ไดต่้อหน่วยซบัสเตรทท่ีใชไ้ป  
          YP/S =  ผลของผลิตภณัฑท่ี์ไดต่้อหน่วยซบัสเตรทท่ีใชไ้ป 
          YP/X  =  ผลของผลิตภณัฑท่ี์ไดต่้อหน่ึงหน่วยเซลล ์
   Vo  =  ปริมาตรเร่ิมตน้ของอาหารเล้ียงเช้ือ (l) 
          μ     =  อตัราการเติบโตจาํเพาะ (h-1) 
          X0    =  ความเขม้ขน้ของเซลลเ์ร่ิมตน้ (g/l) 
          SF      =  ความเขม้ขน้ของนํ้าตาลในสารอาหารป้อนเขา้ (g/l) 
          t       =  เวลา (h) 

3.3.4.4 ผลิต P(3HB) จาก B. megaterium BA-019 แบบเฟด-แบตช์ โดยการป้อน
กากนํา้ตาลและยูเรียแบบคร้ังคราว (rectangular pulse feeding) 

ผลิต P(3HB) จาก B. megaterium BA-019 และพิจารณาเวลาท่ีเร่ิมป้อนอาหาร
เขา้ตามขอ้มูลท่ีศึกษาในขอ้ 3.3.4.3 ใช้กากนํ้ าตาลร่วมกับการป้อนยูเรียแบบคร้ังคราว โดยแบ่ง
ปริมาตรของอาหารท่ีตอ้งป้อนเขา้ทั้งหมด (2 ลิตร) เป็นส่วนๆท่ีเท่ากนัโดยใชอ้ตัราส่วนของ
คาร์บอนต่อไนโตรเจนในสารอาหารป้อนเขา้ตามท่ีศึกษาไดใ้นขอ้ 3.3.4.3 (ข) เทอาหารลงในถงั
หมกัทุก 0.5 ชัว่โมงและหยดุป้อนอาหารเม่ือปริมาตรในถงัหมกัเท่ากบั 6 ลิตร เก็บตวัอย่างทุก 3 
ชัว่โมง เป็นเวลา 36 ชัว่โมง นาํมาวิเคราะห์นํ้ าหนักเซลลแ์ห้ง ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้ าตาล
ทั้งหมด และปริมาณยเูรียท่ีมีในนํ้าหมกั 
 3.3.5 ผลติ P(3HB) จาก B. megaterium BA-019 โดยใช้ภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลติ 
P(3HB) ทีศึ่กษาได้จากข้อ 3.3.4 โดยการเลีย้งแบบเฟด-แบตช์ ในถังหมักขนาด 90 ลติร 

3.3.5.1 การศึกษาอายุกล้าเช้ือทีเ่หมาะสมสําหรับการเจริญเติบโต 
เตรียมกลา้เช้ือในอาหารสาํหรับเล้ียงกลา้เช้ือตามวิธีขอ้ 3.3.4.1 ในถงัหมกัขนาด 

10 ลิตร โดยนาํเช้ือท่ีเก็บรักษาไวต้ามขอ้ 3.3.3.1 มาเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็เอียงใหม่ บ่มเช้ือท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นถ่ายเช้ือลงในสารละลายโซเดียมคลอไรด ์
(0.85%) เพ่ือทาํให้เป็นเซลลแ์ขวนลอยและปรับความเขม้ขน้ให้มีค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโน
เมตร เท่ากบั 0.5 จากนั้นถ่ายหัวเช้ือปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลวสําหรับเล้ียงกลา้เช้ือ
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร (4% ต่อปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ) ซ่ึงบรรจุอยูใ่นขวดรูปชมพู่ปริมาตร 250 
มิลลิลิตร นาํไปเล้ียงบนเคร่ืองเขยา่ท่ีควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 6 ชัว่โมง จากนั้นถ่ายกลา้เช้ือท่ีเล้ียงไวป้ริมาตร 500 มิลลิลิตร (คิดเป็น 10% ต่อปริมาตร
อาหารเล้ียงเช้ือ) ลงในถงัหมกัขนาด 10 ลิตร ซ่ึงมีอาหารเหลวสาํหรับเล้ียงกลา้เช้ือปริมาตรเร่ิมตน้ 5 
ลิตร ควบคุมอุณหภูมิเท่ากบั 30 องศาเซลเซียส pH เท่ากบั  7±0.1 โดยใหอ้ตัราการกวนเท่ากบั 600 
รอบต่อนาทีและอตัราการให้อากาศเท่ากบั 1.0 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรนํ้ าหมกัต่อนาที เก็บ
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ตวัอย่างทุก 3 ชัว่โมง เป็นเวลา 24 ชัว่โมง นาํมาหานํ้ าหนกัเซลลแ์ห้ง นบัจาํนวนเซลลแ์บคทีเรีย 
(plate count) และคาํนวณอตัราการเติบโตจาํเพาะ พิจารณาอายกุลา้เช้ือท่ีเหมาะสมโดยดูจากเวลาท่ี
ให้ค่าอตัราการเติบโตจาํเพาะสูงสุด เปรียบเทียบความหนาแน่นของเซลล์ ปริมาณนํ้ าตาล และ
ปริมาณไนโตรเจนท่ีเหลือกบัค่าท่ีไดจ้ากการเล้ียงกลา้เช้ือเป็นเวลา 6 ชัว่โมงในขวดรูปชมพู่ขนาด 
250 มิลลิลิตร 

3.3.5.2 หาเกณฑ์คงที่ที่เหมาะสมสําหรับการขยายส่วนการผลิต P(3HB) จากถัง
หมักขนาด 10 ลิตร ไปสู่ถังหมักขนาด 90 ลิตร 

ก. การผลิต P(3HB) โดยกําหนดให้อัตราส่วนระหว่างกําลังมอเตอร์ต่อ
ปริมาตรนํา้หมัก (P/V) ของถังหมักขนาด 90 ลิตร และถังหมักขนาด 10 ลิตร มีค่าเท่ากัน 

เตรียมกลา้เช้ือในอาหารสําหรับเล้ียงกลา้เช้ือในวิธีขอ้ 3.3.5.1 ตามเวลาท่ี
เหมาะสมท่ีศึกษาได ้ปริมาตร 5 ลิตร (คิดเป็น 10% ต่อปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ) ในถงัหมกัขนาด 10 
ลิตร จากนั้นถ่ายกลา้เช้ือท่ีเตรียมไวล้งในถงัหมกัขนาด 90 ลิตรท่ีมีอาหารเหลวท่ีใชใ้นการผลิต 
P(3HB) ปริมาตรเท่ากบั 50 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส pH เท่ากบั 7.0 อตัราการให้
อากาศเท่ากบั 1.0 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรนํ้ าหมกัต่อนาที อตัราการกวน 424 รอบต่อนาที (จาก
การคาํนวณตามภาคผนวก จ) เล้ียงเช้ือเป็นเวลา 24 ชัว่โมง เก็บตวัอยา่งทุก 3 ชัว่โมง นาํตวัอยา่งมา
วิเคราะห์นํ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณ P(3HB) ท่ีผลิตได ้และปริมาณนํ้าตาลทั้งหมด 

ข.  การผลิต P(3HB) โดยกําหนดให้ค่าความเร็วรอบของปลายใบกวน 
(impeller tip speed) ของถังหมักขนาด 90 ลิตร และถังหมักขนาด 10 ลิตร มีค่าเท่ากัน 

เล้ียง B. megaterium BA-019 เช่นเดียวกบัวิธีการในขอ้ 3.3.5.2 (ก) แต่ใช้
อตัราการกวนในถงัหมกัเท่ากบั 357 รอบต่อนาที (จากการคาํนวณตามภาคผนวก จ) 

ค.  การผลิต P(3HB) โดยกาํหนดให้ค่าเรย์โนลด์ของถังหมักขนาด 90 ลิตร 
และถังหมักขนาด 10 ลิตร มีค่าเท่ากัน 

เล้ียง B. megaterium BA-019 เช่นเดียวกบัวิธีการในขอ้ 3.3.5.2 (ก) แต่ใช้
อตัราการกวนในถงัหมกัเท่ากบั 212 รอบต่อนาที (จากการคาํนวณตามภาคผนวก จ) 

พิจารณาค่าเกณฑค์งท่ีท่ีเหมาะสมโดยเปรียบเทียบค่า YP/X YP/S YX/S และ
อตัราการผลิต P(3HB) กบัค่า  YP/X YP/S YX/S และอตัราการผลิต P(3HB)  ท่ีไดจ้ากการคาํนวณในถงั
หมกัขนาด 10 ลิตร 

3.3.5.3 ผลติ P(3HB) จาก B. megaterium BA-019 โดยการเลีย้งแบบเฟด-แบตช์ 
เล้ียง B. megaterium BA-019 ตามภาวะท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากขอ้ 3.3.5.2 โดยถ่าย

กลา้เช้ือท่ีเล้ียงไวป้ริมาตร 4 ลิตร (คิดเป็น 10% ต่อปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ) ลงในถงัหมกัขนาด 90 
ลิตร ซ่ึงมีอาหารเหลว MSM ปริมาตรเร่ิมตน้ 40 ลิตร โดยใชเ้กณฑค์งท่ีท่ีเหมาะสมและป้อนอาหาร
เขา้ตามภาวะท่ีเหมาะสมท่ีศึกษาไดจ้ากขอ้ 3.3.4 ในการเล้ียงแบบเฟด-แบตช ์ และหยดุป้อนอาหาร
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เม่ือปริมาตรในถงัหมกัเท่ากบั 60 ลิตร เล้ียงเช้ือเป็นเวลา 36 ชัว่โมง เก็บตวัอยา่งทุก 3 ชัว่โมง นาํ
ตวัอย่างไปวิเคราะห์นํ้ าหนกัเซลลแ์ห้ง ปริมาณ P(3HB) และปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมด จากนั้นนาํ
ขอ้มูลท่ีไดม้าคาํนวณหาค่า YP/X YP/S YX/S และอตัราการผลิต P(3HB) 
 
3.4 วธีิวเิคราะห์ 
 3.4.1 การหานํา้หนักเซลล์แห้ง 

นาํนํ้าหมกัปริมาตร 10 มิลลิลิตร มาป่ันแยกเซลล ์ โดยการเซนตริฟิวส์ท่ีความเร็ว 8000 
รอบต่อนาที  เป็นเวลา 10 นาที  ป่ันลา้งเซลลด์ว้ยนํ้ ากลัน่ 2 คร้ัง  จากนั้นนาํเซลลท่ี์ไดไ้ปใส่ในถว้ย
อลูมิเนียมท่ีทราบนํ้าหนกัท่ีแน่นอนแลว้  อบแหง้ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 24  ชัว่โมง  
ชัง่นํ้ าหนกัถว้ยท่ีมีเซลลอ์บแห้ง  คาํนวณหาปริมาณนํ้ าหนกัเซลลแ์ห้ง (ภาคผนวก ข) ในหน่วยเป็น
กรัมต่อลิตร 
 3.4.2  การวเิคราะห์หาปริมาณนํา้ตาลทั้งหมด 

นํานํ้ าหมกัท่ีป่ันแยกเซลล์แลว้มาเจือจางด้วยนํ้ ากลัน่ให้มีความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร นาํมาวิเคราะห์หาปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมด ดว้ยวิธี Phenol-sulfuric acid ของ 
Dubois และคณะ (1956) โดยเติมสารละลายฟีนอล 5 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และเติม
กรดซลัฟริูกเขม้ขน้ 3 มิลลิลิตร ท้ิงไวป้ระมาณ 30 นาที ผสมใหเ้ขา้กนั นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 
490 นาโนเมตร นาํค่าท่ีไดเ้ปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานระหว่างนํ้ าตาลซูโครสและค่าการดูดกลืน
แสงท่ี 490 นาโนเมตร หน่วยเป็นกรัมต่อลิตร 
 3.4.3 การวเิคราะห์ปริมาณไนโตรเจนโดยวธีิเจลดาห์ล (Kjeldahl protein) 

ตามวิธีของ A.O.A.C. (1975) โดยนาํนํ้ าหมกัปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในขวดกลัน่ขนาด 
500 มิลลิลิตร เติมเกลือผสมช่วยเร่งปฏิกิริยา ซ่ึงประกอบดว้ยโพแทสเซียมซัลเฟตและคอปเปอร์
ซลัเฟตอตัราส่วน 95:5 ลงไปนํ้ าหนกั 7 กรัม จากนั้นเติมกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ 15 มิลลิลิตร นาํไป
ยอ่ยบนเตาหลุมจนสารละลายใส เป็นเวลา 40 นาที ท้ิงไวใ้หเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิห้อง แลว้เติมนํ้ ากลัน่ 50 
มิลลิลิตร จากนั้นนาํไปประกอบเขา้กบัเคร่ืองกลัน่ไนโตรเจน และเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอก
ไซดเ์ขม้ขน้ 32 เปอร์เซ็นต ์(นํ้าหนกัต่อปริมาตร) ปริมาตร 50-60 มิลลิลิตร หรือจนสารละลายเป็นสี
ดาํ แลว้กลัน่จบัก๊าซแอมโมเนียท่ีเกิดข้ึนโดยใชส้ารละลายบอริกเขม้ขน้ 4 เปอร์เซ็นต ์(นํ้ าหนกัต่อ
ปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีเติมอินดิเคเตอร์ 2 หยด ซ่ึงเป็นเมทิลเรดเมทิลลีนบลู (methyl red 
methylene blue) กลัน่จนสารละลายบอริกมีปริมาตร 150 มิลลิลิตร แลว้นาํสารละลายท่ีกลัน่ไดม้า
ไทเทรตกบัสารละลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอริกท่ีทราบความเขม้ขน้ท่ีแน่นอน บนัทึกปริมาตร
กรดท่ีใชไ้ทเทรต แลว้คาํนวณหาปริมาณไนโตรเจน 
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 3.4.4  การวเิคราะห์ปริมาณ P(3HB) โดยวธีิแก๊สโครมาโทกราฟี (Gas Chromatography; GC)   
ตามวิธีของ Comeau และคณะ (1988) โดยการป่ันแยกเซลลอ์อกจากนํ้าหมกัท่ีความเร็ว 

8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที แลว้ลา้งเซลลด์ว้ยนํ้ ากลัน่ 2 คร้ัง นาํเซลลม์าละลายในนํ้ ากลัน่ 
เทใส่ขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร นาํไประเหิดแหง้ภายใตสุ้ญญากาศ ชัง่เซลลแ์หง้ 20 มิลลิกรัม 
ใส่หลอดฝาเกลียวเติมคลอโรฟอร์ม 2 มิลลิลิตร จากนั้นเติมเมทานอลท่ีทาํให้เป็นกรดดว้ยกรด
ซลัฟิวริกเขม้ขน้ร้อยละ 3 (3% acidified  methanol) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ท่ีมีกรดเบนโซอิกเป็น
สารละลายมาตรฐานภายใน ความเขม้ขน้เท่ากบัปริมาณ 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร นาํไปใหค้วามร้อน
ท่ี 80 องศาเซลเซียส นาน 3.5 ชัว่โมง เติมนํ้ ากลัน่ 1 มิลลิลิตร เขยา่อยา่งแรง 5 นาที และนาํไปป่ันท่ี
ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 20 นาที เกบ็ชั้นคลอโรฟอร์ม (ชั้นล่าง) ซ่ึงมีอนุพนัธ์ของเมทิล
เอสเทอร์ของโมโนเมอร์ไปสก ัดแยกกรดและกากเซลล์ตามวิธีข า้งตน้อีกคร้ัง  ถ่ายชั้น
คลอโรฟอร์มใส่หลอดฝาเกลียวสาํหรับวิเคราะห์ดว้ยวิธีก๊าซโครมาโทกราฟี แลว้วิเคราะห์ปริมาณ 
P(3HB) โดยวิธี GC ภายใตภ้าวะ ดงัน้ี 

 ชนิดของคอลมัน์  : แคปพิลลารีคอลมัน์ ชนิด CP-WAX 52CB 
                                        เสน้ผา่นศูนยก์ลาง  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 2 มิลลิลิตรต่อนาที 
 ปริมาตรท่ีฉีด : 1 ไมโครลิตร  



 
 

บทที ่4  
ผลและวจิารณ์ผลการทดลอง 

 

4.1 หาภาวะทีเ่หมาะสมต่อการผลิต P(3HB) จาก B. megaterium BA-019 โดยการเลีย้งแบบเฟด-
แบตช์ ในถังหมักขนาด 10 ลติร 

 4.1.1 เลีย้ง B. megaterium BA-019 แบบแบตช์ เพือ่ศึกษาจลนศาสตร์ (kinetics) ของการเจริญ
และการผลติ P(3HB) 

จากการศึกษาของ อติพล บุญเรืองถาวร (2543) ซ่ึงศึกษาองคป์ระกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ
ในการเล้ียง B. megaterium BA-019 โดยใชอ้าหารสูตร MSM พบว่าการใชก้ากนํ้ าตาลเป็นแหล่ง
คาร์บอนท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวม 20 กรัมต่อลิตรและการใชยู้เรียเป็นแหล่งไนโตรเจน ท่ีมี
ราคาถูกทาํใหไ้ดป้ริมาณ P(3HB) และความหนาแน่นของเซลลสู์งท่ีสุด 

ในงานวิจยัน้ีจึงเล้ียง B. megaterium BA-019 เพ่ือศึกษาจลนศาสตร์ของการเจริญและ
การผลิต P(3HB) ตามวิธีในขอ้ 3.3.4.2 จากผลเม่ือใชก้ากนํ้ าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวม
เท่ากบั 20 กรัมต่อลิตร (ตารางและรูปท่ี 4.1) พบว่าความหนาแน่นของเซลลแ์ละความเขม้ขน้ของ 
P(3HB) สูงสุดท่ีชัว่โมงท่ี 12 คือ 10.86 และ 2.87 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั เม่ือวิเคราะห์ปริมาณ
นํ้ าตาลและยเูรียท่ีชัว่โมงเร่ิมตน้ พบว่า อตัราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนอยูท่ี่ประมาณ 10 กรัม
นํ้ าตาลต่อกรัมยเูรีย จึงศึกษาต่อโดยเปรียบเทียบการเจริญและการผลิต P(3HB) ของ B. megaterium 
BA-019 เม่ือใชก้ากนํ้ าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวมแตกต่างกนัคือท่ีระดบัความเขม้ขน้
เท่ากับ 40 60 และ 80 กรัมต่อลิตรในอาหารเล้ียงเช้ือ และเพิ่มปริมาณยูเรียในอาหารให้เป็น
อตัราส่วนเดียวกบัในอาหารสูตร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของกากนํ้ าตาลเท่ากบั 20 กรัมต่อลิตร ทั้งน้ี
เพื่อหาความเขม้ขน้ของกากนํ้ าตาลท่ีเหมาะสมในการเพ่ิมปริมาณของเซลล ์ดงัแสดงผลการวิจยัใน
ตารางและรูปท่ี 4.2-4.4 พบว่าเม่ือใชก้ากนํ้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนโดยมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาล
รวมเท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร เซลลมี์ความหนาแน่นสูงสุดเท่ากบั 32.48 กรัมต่อลิตรและความเขม้ขน้
ของ P(3HB) สูงสุดเท่ากบั 8.75 กรัมต่อลิตรท่ีชัว่โมงท่ี 12 และเม่ือเปรียบเทียบกบัการเล้ียงใน
อาหารท่ีมีปริมาณนํ้ าตาลรวม 20 และ 40 กรัมต่อลิตร พบว่าการเล้ียงในอาหารท่ีมีปริมาณนํ้ าตาล
รวม 60 และ 80 กรัมต่อลิตร ใหค่้าความหนาแน่นของเซลลแ์ละอตัราการผลิต P(3HB) ท่ีสูงกว่าการ
เล้ียงในอาหารท่ีมีปริมาณนํ้าตาลรวม 20 และ 40 กรัมต่อลิตร (ตารางท่ี 4.5) แมว้่าการเล้ียงในอาหาร
ท่ีมีปริมาณนํ้ าตาลรวมเร่ิมตน้ 80 กรัมต่อลิตร จะมีการเจริญและปริมาณ P(3HB) ท่ีมากกว่า แต่ท่ี
ความเขม้ขน้น้ีมีผลทาํใหก้ารเจริญของ B. megaterium BA-019 มีช่วง lag phase ท่ียาวนานข้ึน อีกทั้ง
เม่ือพิจารณาค่าอตัราการเจริญจาํเพาะและอตัราการผลิต P(3HB) ของการเล้ียงในอาหารท่ีมีปริมาณ
นํ้ าตาลรวมเร่ิมตน้เท่ากบั 80 กรัมต่อลิตร มีค่าเพียง 0.10 ต่อชัว่โมงและ 0.67 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง 
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ตามลาํดบั ซ่ึงยงัมีค่าตํ่ากว่าเม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมีปริมาณนํ้ าตาลรวมเร่ิมตน้ 60 กรัมต่อลิตร ซ่ึงจาก
การศึกษาของ Sun และคณะ (2007) ทราบว่าเม่ือเพิ่มอตัราการเติบโตจาํเพาะของ Pseudomonas 
putida KT2440 จาก 0.15 ต่อชัว่โมงเป็น 0.25 ต่อชัว่โมง ในการเล้ียงแบบเฟด-แบตชท่ี์ป้อนอาหาร
เขา้ดว้ยวิธี exponential feeding มีผลทาํใหเ้ช้ือมีการเจริญและการสะสม P(3HB) ไดเ้ร็วข้ึน โดยการ
ทดลองน้ีถือเป็นการผลิต P(3HB) แบบแบตช์ไดใ้นปริมาณท่ีสูง เช่น การศึกษาของ ศริญญา แกว้
ประดบั (2553) เม่ือผลิต P(3HB) จาก B. megaterium BA-019 ท่ีใชน้ํ้ าออ้ยความเขม้ขน้ 30 กรัมต่อ
ลิตรเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าความหนาแน่นของเซลลแ์ละความเขม้ขน้ของ P(3HB) สูงสุดเท่ากบั 
9.97 และ 3.31 กรัมต่อลิตร ท่ีชัว่โมงท่ี 15 ของการเล้ียง ตามลาํดบั ส่วน Gouda และคณะ (2001) 
ผลิต P(3HB) จาก B. megaterium พบว่าเม่ือใชก้ากนํ้ าตาลความเขม้ขน้ 20 กรัมต่อลิตร ทาํให้การ
เจริญเติบโตของเซลลสู์งท่ีสุดเท่ากบั 3.60 กรัมต่อลิตร และสามารถผลิต P(3HB) ไดม้ากสุดเท่ากบั 
2.14 กรัมต่อลิตร ท่ีชัว่โมงท่ี 48 ของการเล้ียงเช้ือ และพบวา่เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของกากนํ้าตาลมาก
ข้ึน มีผลทาํให้ปริมาณการผลิต P(3HB) ลดลง แต่จากผลการทดลองน้ีทราบว่าเม่ือยิ่งเพ่ิมความ
เขม้ขน้ของกากนํ้ าตาลในอาหารมากข้ึน ทาํให้ปริมาณความหนาแน่นของเซลลสู์งข้ึนตามไปดว้ย 
โดยความหนาแน่นของเซลล์สูงสุดจะมีค่าเป็นประมาณคร่ึงหน่ึงของปริมาณความเขม้ขน้ของ
กากนํ้ าตาลเร่ิมตน้ในอาหาร และการผลิต P(3HB) จะอยู่ประมาณ 27-32 เปอร์เซ็นตข์องนํ้ าหนกั
เซลลแ์ห้งในทุกการทดลอง เป็นผลมาจากการท่ีไม่ไดเ้ปล่ียนแปลงอตัราส่วนกากนํ้ าตาลต่อยเูรียใน
อาหาร ซ่ึงแสดงถึงความสาํคญัของอตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนในอาหารต่อการผลิต P(3HB) 
(Lee, 1996; Jiang และคณะ, 2008; Pandian และคณะ, 2010) 

งานวิจยัน้ีจึงพิจารณาเลือกการผลิต P(3HB) โดยใชอ้าหารท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาล
รวมในกากนํ้ าตาล 60 กรัมต่อลิตร ซ่ึงให้ค่าจลนศาสตร์ต่างๆ ดงัน้ี YX/S เท่ากบั 0.66 กรัมเซลลต่์อ
กรัมนํ้ าตาล YP/S เท่ากบั 0.19 กรัม P(3HB) ต่อกรัมนํ้ าตาล YP/X เท่ากบั 0.28 กรัม P(3HB) ต่อกรัม
เซลล ์และค่าอตัราการเจริญจาํเพาะเท่ากบั 0.23 ต่อชัว่โมงท่ีชัว่โมงท่ี 12 ซ่ึงเป็นชัว่โมงท่ีไดค่้าความ
หนาแน่นของเซลลแ์ละความเขม้ขน้ของ P(3HB) สูงสุด ไปใชใ้นการเล้ียงแบบเฟด-แบตชต่์อไป  
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ตารางที่ 4.1 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยเูรีย และความหนาแน่นของเซลล ์เม่ือ
เล้ียง B. megaterium BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวมในกากนํ้ าตาลเท่ากบั 
20 กรัมต่อลิตร 
 
Time  
(h) 

DCW  
(g/l) 

Total sugar  
(g/l) 

Urea conc.  
(g/l) 

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

P(3HB) content  
(% by wt.) 

0 0.49 21.16 1.94 0.00 0.00 
3 1.19 19.90 1.73 0.06 4.76 
6 4.27 16.74 1.25 1.02 23.83 
9 9.85 9.77 0.56 2.80 28.39 
12 10.86 7.17 0.53 2.87 26.45 
15 10.74 5.76 0.43 2.85 26.59 
18 9.24 5.10 0.56 1.61 17.47 
21 8.07 4.61 0.49 1.47 18.17 
24 7.80 4.31 0.49 1.06 13.55 

 
 

 
 
รูปที่ 4.1 การผลิต P(3HB) โดยเล้ียง B. megaterium BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของ
นํ้าตาลรวมในกากนํ้าตาลเท่ากบั 20 กรัมต่อลิตร 
 

0.00

5.00

10.00

15.00

20.00

25.00

30.00

0.00

5.00

10.00

15.00

20.00

25.00

0 10 20 30

P(
3H

B)
 co

nte
nt 

(%
 by

 w
t.)

To
tal

 su
ga

r, D
CW

, P
(3H

B)
,

ure
a (

x 1
0-1 ) c

on
ce

ntr
ati

on
  (g

/l)

Time (h)

DCW

P(3HB) conc.

Total sugar

Urea

P(3HB) content



55 

 

ตารางที่ 4.2 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยเูรีย และความหนาแน่นของเซลล ์เม่ือ
เล้ียง B. megaterium BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวมในกากนํ้ าตาลเท่ากบั 
40 กรัมต่อลิตร 
 
Time  
(h) 

DCW  
(g/l) 

Total sugar  
(g/l) 

Urea conc.  
(g/l) 

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

P(3HB) content  
(% by wt.) 

0 0.72 40.39 4.31 0.00 0.00 
3 2.45 39.09 3.77 0.05 2.02 
6 6.10 33.49 3.46 1.10 18.07 
9 14.42 23.50 2.39 4.64 32.19 
12 23.08 12.72 2.00 7.41 32.12 
15 24.10 8.97 1.08 7.27 30.17 
18 20.40 8.01 1.08 5.79 28.41 
21 18.11 7.90 1.08 3.40 18.77 
24 16.75 7.73 1.08 1.69 10.10 

 
 

 
 
รูปที่ 4.2 การผลิต P(3HB) โดยเล้ียง B. megaterium BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของ
นํ้าตาลรวมในกากนํ้าตาลเท่ากบั 40 กรัมต่อลิตร 
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ตารางที่ 4.3 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยเูรีย และความหนาแน่นของเซลล ์เม่ือ
เล้ียง B. megaterium BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวมในกากนํ้ าตาลเท่ากบั 
60 กรัมต่อลิตร 
 
Time  
(h) 

DCW  
(g/l) 

Total sugar  
(g/l) 

Urea conc.  
(g/l) 

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

P(3HB) content  
(% by wt.) 

0 0.78 62.48 6.31 0.00 0.00 
3 2.94 54.89 5.85 0.02 0.58 
6 6.41 50.14 5.54 0.55 8.64 
9 16.22 40.02 4.46 4.17 25.70 
12 32.48 15.50 1.85 8.75 26.93 
15 31.53 15.34 1.69 8.49 26.94 
18 28.54 15.02 1.54 6.85 24.01 
21 25.70 14.86 1.54 4.57 17.78 
24 22.04 14.71 1.54 2.27 10.31 

 
 

 
 
รูปที่ 4.3 การผลิต P(3HB) โดยเล้ียง B. megaterium BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของ
นํ้าตาลรวมในกากนํ้าตาลเท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร 
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ตารางที่ 4.4 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยเูรีย และความหนาแน่นของเซลล ์เม่ือ
เล้ียง B. megaterium BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวมในกากนํ้ าตาลเท่ากบั 
80 กรัมต่อลิตร 
 
Time  
(h) 

DCW  
(g/l) 

Total sugar  
(g/l) 

Urea conc.  
(g/l) 

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

P(3HB) content  
(% by wt.) 

0 0.61 77.82 8.24 0.00 0.00 
3 2.95 75.45 8.08 0.00 0.11 
6 4.05 64.85 7.77 0.09 2.32 
9 12.48 57.89 6.47 2.69 21.52 
12 29.54 32.27 4.31 7.80 26.41 
15 39.56 18.51 2.00 10.19 25.77 
18 38.34 18.19 1.85 8.85 23.09 
21 33.11 17.87 1.85 6.17 18.63 
24 30.30 17.24 1.85 3.35 11.06 

 
 

 
 
รูปที่ 4.4 การผลิต P(3HB) โดยเล้ียง B. megaterium BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของ
นํ้าตาลรวมในกากนํ้าตาลเท่ากบั 80 กรัมต่อลิตร 
 

0.00

5.00

10.00

15.00

20.00

25.00

30.00

0.00

20.00

40.00

60.00

80.00

100.00

0 10 20 30

P(
3H

B)
 co

nte
nt 

(%
 by

 w
t.)

To
tal

 su
ga

r, D
CW

, P
(3H

B)
,

ure
a (

x 1
0-1 ) c

on
ce

ntr
ati

on
  (g

/l)

Time (h)

DCW

P(3HB) conc.

Total sugar

Urea

P(3HB) content



58 

 

ตารางที ่4.5 เปรียบเทียบการเจริญและการผลิต P(3HB) ของ B. megaterium BA-019 ในอาหาร MSM 
ท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้าตาลรวมในกากนํ้าตาลต่างกนั 
 

Initial sugar conc. 
(g/l) 

Culture time 
(h) 

DCW 
(g/l) 

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

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

20 12 10.86 2.87 0.24 
40 15 24.10 7.27 0.48 
60 12 32.48 8.75 0.73 
80 15 39.56 10.19 0.67 
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 4.1.2 ผลิต P(3HB) จาก B. megaterium BA-019 แบบเฟด-แบตช์ โดยการป้อนด้วยวิธี 
exponential feeding 

  4.1.2.1 ผลติ P(3HB) จาก B. megaterium BA-019 โดยป้อนกากนํ้าตาลซ่ึงเป็นแหล่ง
คาร์บอนเพยีงอย่างเดียว 
  งานวิจยัในขั้นตอนน้ีผลิต P(3HB) โดย B. megaterium BA-019 ตามวิธีการในขอ้ 
3.3.4.3 ในอาหารสูตร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวมในกากนํ้ าตาลเท่ากบั 20 กรัมต่อลิตร 
ซ่ึงเป็นสูตรอาหารท่ีมีการศึกษามาก่อนหนา้น้ีวา่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิต P(3HB) (อติพล 
บุญเรืองถาวร, 2543) โดยป้อนเพียงกากนํ้าตาลท่ีชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียงเช้ือ ซ่ึงเป็นชัว่โมงท่ีค่าการ
เติบโตจาํเพาะสูงสุด คือ 0.43 ต่อชัว่โมงและใชค่้าจลนศาสตร์ต่างๆ ดงัน้ี YX/S เท่ากบั 0.97 กรัมเซลล์
ต่อกรัมนํ้ าตาล YP/S เท่ากบั 0.30 กรัม P(3HB) ต่อกรัมนํ้ าตาลและ YP/X เท่ากบั 0.31 กรัม P(3HB) ต่อ
กรัมเซลล ์ป้อนกากนํ้ าตาลเขา้ดว้ยวิธี exponential feeding ไดผ้ลดงัตารางท่ี 4.6 และรูปท่ี 4.5 พบว่า
การเจริญและการผลิต P(3HB) ไม่สูงมากนกั อาจเน่ืองจากปริมาณของเซลลเ์ร่ิมตน้ก่อนท่ีจะเร่ิม
ป้อนอาหารเข้ามีความหนาแน่นของเซลล์เพียงเล็กน้อย (5.13 กรัมต่อลิตร) และไม่มีแหล่ง
ไนโตรเจนเพียงพอในการเจริญของเซลล์ ซ่ึงการสังเคราะห์และสะสม P(3HB) ควรเป็น
กระบวนการต่อเน่ือง ท่ีประกอบดว้ย 2 ขั้นตอน คือ ขั้นตอนแรกจุลินทรียจ์ะมีการเจริญในแหล่ง
คาร์บอนโดยการนาํสารอาหารนั้นไปสร้างองคป์ระกอบของเซลล ์ส่วนในขั้นตอนท่ีสอง มีการเติม
สารอาหารเพื่อใชใ้นการสังเคราะห์และสะสม P(3HB) เซลลท่ี์เจริญข้ึนในขั้นตอนแรกก็จะใช้
สารอาหารนั้นเพื่อนาํไปสังเคราะห์และสะสม P(3HB) โดยอาจจะมีการเจริญเพิ่มข้ึนเลก็นอ้ยหรือ
อาจไม่เจริญข้ึน แต่ขนาดของเซลลจ์ะใหญ่ข้ึน เน่ืองจากการสังเคราะห์และสะสม P(3HB) ภายใน
เซลล์ เพราะฉะนั้นการเพ่ิมปริมาณของเซลล์ในขั้นตอนแรกจะส่งผลทาํให้ได้ปริมาณ P(3HB) 
เพิ่มข้ึนเช่นกนั (Keshavarz และ Roy, 2010) จึงทดลองผลิต P(3HB) B. megaterium BA-019 ตาม
วิธีการเดียวกัน โดยใช้ความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวมในกากนํ้ าตาลเร่ิมตน้ 60 กรัมต่อลิตร โดย
พิจารณาเร่ิมป้อนกากนํ้ าตาลเพียงอย่างเดียวเขา้ท่ีชั่วโมงท่ี 12 ซ่ึงเป็นเวลาท่ีได้ค่าปริมาณความ
เขม้ขน้ของเซลลสู์งสุด ไดผ้ลดงัตารางท่ี 4.7 และรูปท่ี 4.6 แสดงให้เห็นว่าเซลลมี์การเจริญเพิ่ม
สูงข้ึนหลงัการป้อนกากนํ้ าตาลเขา้ท่ีชั่วโมงท่ี 12 ของการเล้ียงเช้ือ คือความหนาแน่นของเซลล์
เพิ่มข้ึนจาก 29.24 กรัมต่อลิตรท่ีชัว่โมงท่ี 12 เป็น 43.13 กรัมต่อลิตรท่ีชัว่โมงท่ี 15 จากนั้นเซลลมี์
การเติบโตเพ่ิมข้ึนเร่ือยๆจนไดค้วามหนาแน่นของเซลลสู์งสุดท่ี 30 ชัว่โมง เท่ากบั 53.54 กรัมต่อ
ลิตรและไดค้วามเขม้ขน้ของ P(3HB) เท่ากบั 22.59 กรัมต่อลิตร คิดเป็น 42.19 เปอร์เซ็นตข์อง
นํ้ าหนกัเซลลแ์ห้ง เม่ือพิจารณาความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลทั้งหมด พบว่านํ้ าตาลมีการสะสมในอาหาร
เล้ียงเช้ือในปริมาณท่ีสูงมาก โดยสูงถึง 117.98 กรัมต่อลิตรท่ีชัว่โมงท่ี 18 ของการเล้ียงเช้ือ และเม่ือ
พิจารณาปริมาณยเูรียพบว่า ปริมาณยเูรียค่อนขา้งคงท่ีหรือเร่ิมถูกใชห้มดไปหลงัชัว่โมงท่ี 18 ทาํให้
เกิดการสะสมของนํ้าตาลในอาหารเล้ียงเช้ือปริมาณมากและความเขม้ขน้ของนํ้าตาลอาจส่งผลใหไ้ป
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ยบัย ั้งการเจริญของเซลล ์ดงันั้นปริมาณยูเรียจึงเป็นสารท่ีจาํกดัการเติบโตของเซลลแ์ละการสร้าง 
P(3HB) จึงควรเพ่ิมปริมาณยเูรียในสารอาหารป้อนเขา้ให้มากข้ึน เพื่อให้เพียงพอต่อการนาํไปใช้
สร้างเซลลแ์ละเพ่ือผลิต P(3HB) ทั้งน้ีจากผลพบว่าปริมาณนํ้ าตาลยงัคงลดลง เน่ืองจากถูกเซลล์
นาํไปใชใ้นการสังเคราะห์ P(3HB) ภายใตส้ภาวะท่ีมีแหล่งคาร์บอนมากเกินพอและมีการจาํกดั
ปริมาณไนโตรเจน จึงเป็นผลทาํใหป้ริมาณ P(3HB) ยงัเพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ืองจนส้ินสุดการเล้ียงเช้ือท่ี
ชัว่โมงท่ี 36 (รูปท่ี 4.6) 
 จากผลการผลิต P(3HB) จาก B. megaterium BA-019 แบบเฟด-แบตช ์โดยใชค้วาม
เขม้ขน้นํ้ าตาลรวมเร่ิมตน้ในกากนํ้ าตาล 60 กรัมต่อลิตร และป้อนเพียงกากนํ้ าตาลซ่ึงเป็นแหล่ง
คาร์บอนท่ีชัว่โมงท่ี 12 เปรียบเทียบกบัการผลิต P(3HB) จาก B. megaterium BA-019 แบบเฟด-
แบตช์ โดยเล้ียงในอาหารท่ีใชค้วามเขม้ขน้นํ้ าตาลรวมเร่ิมตน้ในกากนํ้ าตาลเท่ากบั 20 กรัมต่อลิตร 
และป้อนกากนํ้ าตาลซ่ึงเป็นแหล่งคาร์บอนเพียงอย่างเดียวท่ีชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียงเช้ือ (ตารางท่ี 
4.6 และรูปท่ี 4.5) พบว่า ไดผ้ลในแนวโน้มเดียวกบัการเล้ียงเช้ือแบบเฟด-แบตช์ท่ีใชค้วามเขม้ขน้
นํ้ าตาลรวมเร่ิมตน้เท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร แต่ปริมาณ P(3HB) และความหนาแน่นของเซลลต์ ํ่ากว่า
มาก คือ ความเขม้ขน้ของ P(3HB) สูงสุด เท่ากบั 5.07 กรัมต่อลิตรและมีความหนาแน่นของเซลล์
เท่ากบั 28.19 กรัมต่อลิตรท่ีชัว่โมงท่ี 21 ซ่ึงมีปริมาณ P(3HB) เพียง 17.99 เปอร์เซ็นตข์องนํ้ าหนกั
เซลลแ์ห้ง ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากปริมาณเซลลก่์อนท่ีจะเร่ิมป้อนกากนํ้ าตาลมีเพียง 5.13 กรัมต่อลิตร 
ในขณะท่ีไม่มีปริมาณยเูรียเพียงพอต่อการเจริญเติบโตของเซลล ์อีกทั้งความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวม
ในนํ้ าหมกัท่ีเพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็วจากการป้อนกากนํ้ าตาลเขา้อยา่งต่อเน่ือง อาจเป็นเหตุใหย้บัย ั้งการ
เจริญเติบโตของเซลลแ์ละสังเคราะห์ P(3HB) ไดใ้นปริมาณนอ้ย จากผลการทดลองน้ีแสดงใหเ้ห็น
ว่าปริมาณเซลลเ์ร่ิมตน้ก่อนเร่ิมป้อนอาหารเขา้และปริมาณยเูรียในอาหาร มีผลต่อการเจริญและการ
สร้าง P(3HB) ของเซลลเ์ป็นอยา่งมาก จึงเลือกใชก้ารเล้ียง B. megaterium BA-019 ในอาหารท่ีมี
ความเขม้ขน้นํ้ าตาลรวมเร่ิมตน้ในกากนํ้ าตาลเท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร ซ่ึงมีความเขม้ขน้ของเซลล์
เร่ิมตน้ก่อนเร่ิมป้อนอาหารท่ีสูง (32.48 กรัมต่อลิตร) และมีอตัราการเติบโตจาํเพาะท่ีเหมาะสม 
(0.23 ต่อชัว่โมง) ท่ีชัว่โมงท่ี 12 มาศึกษาการเล้ียงเช้ือแบบเฟด-แบตช์ โดยป้อนกากนํ้ าตาลร่วมกบั
ยเูรียในอตัราส่วนท่ีแตกต่างกนัในการทดลองขั้นต่อไป เพ่ือหาอตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนท่ี
เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิต P(3HB) จาก B. megaterium BA-019 
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ตารางที่ 4.6 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยเูรีย และความหนาแน่นของเซลล ์เม่ือ
เล้ียง B. megaterium BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวมเร่ิมตน้ในกากนํ้ าตาล
เท่ากบั 20 กรัมต่อลิตร โดยใชก้ากนํ้ าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวม 350 กรัมต่อลิตรเป็น
สารอาหารป้อนเขา้ท่ีชัว่โมงท่ี 6 
 
Time  
(h) 

DCW  
(g/l) 

Total sugar  
(g/l) 

Urea conc.  
(g/l) 

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

P(3HB) content  
(% by wt.) 

0 0.46 24.91 1.79 0.00 0.00 
3 1.52 21.37 1.58 0.14 8.87 
6 5.13 19.75 1.37 1.03 19.98 
9 10.59 14.89 0.82 3.60 33.96 
12 19.76 60.58 1.37 4.40 22.27 
15 29.17 105.10 2.20 4.67 16.01 
18 27.69 104.66 2.06 4.25 15.34 
21 28.19 105.40 2.61 5.07 17.99 
24 27.10 102.00 2.47 4.38 16.14 
27 26.46 101.12 2.33 4.30 16.23 
30 26.83 98.32 2.20 4.29 15.97 
33 26.24 96.26 2.06 4.03 15.35 
36 26.44 92.57 2.06 4.01 15.15 
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รูปที่ 4.5 การผลิต P(3HB) โดยเล้ียง B. megaterium BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของ
นํ้าตาลรวมเร่ิมตน้ในกากนํ้าตาลเท่ากบั 20 กรัมต่อลิตร โดยใชก้ากนํ้ าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาล
รวม 350 กรัมต่อลิตรเป็นสารอาหารป้อนเขา้ท่ีชัว่โมงท่ี 6 
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ตารางที่ 4.7 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยเูรีย และความหนาแน่นของเซลล ์เม่ือ
เล้ียง B. megaterium BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวมเร่ิมตน้ในกากนํ้ าตาล
เท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร โดยใชก้ากนํ้ าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวม 350 กรัมต่อลิตรเป็น
สารอาหารป้อนเขา้ท่ีชัว่โมงท่ี 12 
 
Time  
(h) 

DCW  
(g/l) 

Total sugar  
(g/l) 

Urea conc.  
(g/l) 

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

P(3HB) content  
(% by wt.) 

0 0.81 63.93 5.98 0.00 0.00 
3 2.19 58.78 5.67 0.01 0.23 
6 5.06 52.34 5.24 0.41 8.16 
9 13.82 43.46 4.50 3.71 26.88 
12 29.24 25.17 2.49 9.39 32.11 
15 43.13 67.15 2.56 14.06 32.61 
18 53.40 117.98 3.38 17.03 31.89 
21 49.43 113.11 3.26 18.66 37.74 
24 48.57 107.98 3.26 19.55 40.26 
27 49.52 102.15 3.22 21.26 42.94 
30 53.54 95.17 3.18 22.59 42.19 
33 50.83 86.47 3.18 22.62 44.50 
36 49.37 77.70 3.15 22.44 45.47 
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รูปที่ 4.6 การผลิต P(3HB) โดยเล้ียง B. megaterium BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของ
นํ้าตาลรวมเร่ิมตน้ในกากนํ้าตาลเท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร โดยใชก้ากนํ้ าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาล
รวม 350 กรัมต่อลิตรเป็นสารอาหารป้อนเขา้ท่ีชัว่โมงท่ี 12 
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  4.1.2.2 ผลิต P(3HB) จาก B. megaterium BA-019 โดยใช้อัตราส่วนคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจนในสารอาหารป้อนเข้า คอื 5 10 12.5 15 และ 20 กรัมนํา้ตาลต่อกรัมยูเรีย 
  การผลิต P(3HB) จาก B. megaterium BA-019 ตามวิธีการในขอ้ 3.3.4.3 (ข) โดยใช้
อาหารเหลว MSM ท่ีมีนํ้ าตาลรวมเร่ิมตน้ในกากนํ้ าตาลเท่ากบั 60 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งคาร์บอน 
ใชก้ากนํ้ าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลทั้งหมดเท่ากบั 350 กรัมต่อลิตรและยเูรียเป็นสารอาหาร
ป้อนเขา้ดว้ยวิธี exponential feeding ท่ีชัว่โมงท่ี 12 เพ่ือเพิ่มปริมาณความหนาแน่นของเซลลแ์ละ
ความเขม้ขน้ของ P(3HB) ซ่ึงผลการวิจยัแสดงไดด้งัตารางท่ี 4.8-4.12 และรูปท่ี 4.7-4.11 พบว่า เม่ือ
ใชอ้ตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนในสารอาหารป้อนเขา้เท่ากบั 5 กรัมนํ้ าตาลต่อกรัมยูเรีย ได้
ความหนาแน่นของเซลลสู์งสุดเท่ากบั 76.38 กรัมต่อลิตรและความเขม้ขน้ของ P(3HB) เท่ากบั 
20.65 กรัมต่อลิตรท่ีชัว่โมงท่ี 24 ของการเล้ียงเช้ือ (ตารางท่ี 4.8 และรูปท่ี 4.7) มีค่าอตัราการผลิต 
P(3HB) เท่ากบั 0.86 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และยงัพบวา่ไดผ้ลการศึกษาไปในแนวโนม้เดียวกบัการ
ใชก้ากนํ้ าตาลป้อนเขา้ร่วมกบัยเูรียในอตัราส่วน 10 กรัมนํ้ าตาลต่อกรัมยเูรีย (ตารางท่ี 4.9 และรูปท่ี 
4.8) คือไดค้วามหนาแน่นของเซลลสู์งสุดและความเขม้ขน้ของ P(3HB) เท่ากบั 78.12 กรัมต่อลิตร
และ 25.70 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั ท่ีชัว่โมงท่ี 21 ของการเล้ียงเช้ือ ไดอ้ตัราการผลิต P(3HB) เท่ากบั 
1.22 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และเม่ือทดลองให้อตัราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนในสารอาหาร
ป้อนเขา้เท่ากบั 12.5 กรัมนํ้ าตาลต่อกรัมยเูรีย (ตารางท่ี 4.10 และรูปท่ี 4.9) พบว่าไดค้วามหนาแน่น
ของเซลลเ์ท่ากบั 72.45 กรัมต่อลิตร และความเขม้ขน้ของ P(3HB) สูงสุดเท่ากบั 32.77 กรัมต่อลิตร 
คิดเป็น 45.24 เปอร์เซ็นตข์องนํ้ าหนกัเซลลแ์ห้ง ท่ีชัว่โมงท่ี 21 ของการเล้ียงเช้ือ ส่วนการศึกษาต่อ
โดยเพิ่มอตัราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนในสารอาหารป้อนเขา้เป็น 15 และ 20 กรัมนํ้ าตาลต่อ
กรัมยเูรีย พบว่าการศึกษาโดยใชอ้ตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนในสารอาหารป้อนเขา้เท่ากบั 20 
กรัมนํ้ าตาลต่อกรัมยเูรีย (ตารางท่ี 4.12 และรูปท่ี 4.11) สามารถเพ่ิมปริมาณ P(3HB) ไดถึ้ง 50.73 
เปอร์เซ็นตข์องนํ้าหนกัเซลลแ์หง้ท่ีชัว่โมงท่ี 33 ของการเล้ียงเช้ือ ความหนาแน่นของเซลล ์และอตัรา
การผลิต P(3HB) เท่ากบั 59.83 กรัมต่อลิตร และ 0.92 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ตามลาํดบั ส่วนท่ี
อตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนในสารอาหารป้อนเขา้เท่ากบั 15 กรัมนํ้ าตาลต่อกรัมยูเรีย ให้ค่า
ความหนาแน่นของเซลลเ์ท่ากบั 66.33 กรัมต่อลิตรและความเขม้ขน้ของ P(3HB) เท่ากบั 22.00 กรัม
ต่อลิตรท่ีชัว่โมงท่ี 24 ของการเล้ียงเช้ือ (ตารางท่ี 4.11 และรูปท่ี 4.10) 
  จากผลการทดลองทั้งหมดน้ีสามารถสรุปไดด้งัตารางท่ี 4.13 พบว่า ความหนาแน่นของ
เซลลท่ี์ไดมี้ค่าลดลงเม่ือใหอ้ตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนในสารอาหารป้อนเขา้มากข้ึน โดยเม่ือ
ยิง่มีอตัราส่วนของคาร์บอนในสารอาหารป้อนเขา้สูงข้ึน มีผลทาํใหก้ารผลิต P(3HB) ไดใ้นปริมาณ
ท่ีสูงข้ึนดว้ย โดยสังเกตจากปริมาณ P(3HB) ท่ีเพิ่มข้ึนจาก 27.24 เปอร์เซ็นตข์องนํ้ าหนกัเซลลแ์ห้ง 
เม่ือใชอ้ตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนในสารอาหารป้อนเขา้เท่ากบั 5 กรัมนํ้าตาลต่อกรัมยเูรีย เป็น 
50.73 เปอร์เซ็นต์ของนํ้ าหนักเซลล์แห้ง เม่ือใช้อตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนในสารอาหาร
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ป้อนเขา้เท่ากบั 20 กรัมนํ้ าตาลต่อกรัมยเูรีย แต่สาํหรับผลการป้อนกากนํ้ าตาลซ่ึงเป็นแหล่งคาร์บอน
เพียงอยา่งเดียว ไดป้ริมาณ P(3HB) เท่ากบั 42.19 เปอร์เซ็นตข์องนํ้ าหนกัเซลลแ์ห้ง ซ่ึงมีค่าตํ่ากว่า
เม่ือใชอ้ตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนในสารอาหารป้อนเขา้เท่ากบั 20 กรัมนํ้าตาลต่อกรัมยเูรียนั้น 
อาจเน่ืองจากการผลิต P(3HB) โดยป้อนกากนํ้ าตาลเพียงอยา่งเดียวน้ี พบว่ามีแหล่งไนโตรเจนไม่
เพียงพอ ซ่ึงสามารถสังเกตไดจ้ากรูปแบบการเปล่ียนแปลงของปริมาณนํ้ าตาลรวมและปริมาณยเูรีย
ในนํ้ าหมกัของการทดลองท่ีป้อนกากนํ้ าตาลเขา้เพียงอยา่งเดียว (รูปท่ี 4.6) และการป้อนกากนํ้ าตาล
ร่วมกบัยเูรีย (รูปท่ี 4.7-4.11) แตกต่างกนัอยา่งเห็นไดช้ดัว่าการป้อนเพียงกากนํ้ าตาลนั้น มีปริมาณ
ไนโตรเจนไม่เพียงพอต่อการนาํไปใชเ้พิ่มจาํนวนเซลล์ มีผลทาํให้ปริมาณนํ้ าตาลรวมสะสมเพ่ิม
สูงข้ึนมากในนํ้ าหมกั เซลลจึ์งนาํแหล่งคาร์บอนท่ีมีอยู่ไปใชใ้นการสร้างพลงังานเพื่อให้สามารถ
ดาํรงชีวิตอยู่ได ้และหลงัจากเซลล์ตอบสนองต่อภาวะท่ีมีการจาํกดัแหล่งไนโตรเจนในขณะท่ีมี
แหล่งคาร์บอนมากเกินพอ จึงเปล่ียนวิถีไปเพื่อการสะสม P(3HB) แทน (Lee, 1996; Jiang และคณะ, 
2008) แต่อย่างไรก็ตามเน่ืองจากการป้อนกากนํ้ าตาลเพียงอย่างเดียวมีผลทาํให้ปริมาณเซลล์น้อย
ท่ีสุด จึงส่งผลต่อปริมาณความเขม้ขน้ของ P(3HB) ให้ไม่สูงมากนกั และท่ีอตัราส่วนคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจนในสารอาหารป้อนเขา้เท่ากบั 20 กรัมนํ้ าตาลต่อกรัมยเูรียนั้น พบว่าไดค้วามเขม้ขน้ของ 
P(3HB) สูงถึง 30.35 กรัมต่อลิตร แต่ค่าอตัราการผลิต P(3HB) และความเขม้ขน้ของ P(3HB) ยงัตํ่า
กว่าค่าท่ีไดจ้ากอตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนในสารอาหารป้อนเขา้เท่ากบั 12.5 กรัมนํ้ าตาลต่อ
กรัมยเูรีย ซ่ึงมีค่ามากท่ีสุด คือ 1.56 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และ 32.77 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั จึงใช้
การป้อนสารอาหารโดยใหอ้ตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนในสารอาหารป้อนเขา้เท่ากบั 12.5 กรัม
นํ้ าตาลต่อกรัมยูเรียเป็นอตัราส่วนท่ีเหมาะสมสําหรับการเจริญและการผลิต P(3HB) ของ B. 
megaterium BA-019 ไปใชใ้นการทดลองขั้นต่อไป 
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ตารางที่ 4.8 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยเูรีย และความหนาแน่นของเซลล ์เม่ือ
เล้ียง B. megaterium BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวมเร่ิมตน้ในกากนํ้ าตาล
เท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร โดยใชก้ากนํ้ าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวม 350 กรัมต่อลิตรและยเูรีย 
(อตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 5 กรัมนํ้ าตาลต่อกรัมยเูรีย) เป็นสารอาหารป้อนเขา้ท่ีชัว่โมง
ท่ี 12 
 
Time  
(h) 

DCW  
(g/l) 

Total sugar  
(g/l) 

Urea conc.  
(g/l) 

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

P(3HB) content  
(% by wt.) 

0 0.61 62.15 6.21 0.00 0.00 
3 1.52 56.42 5.90 0.01 0.45 
6 4.08 46.37 5.44 0.36 8.83 
9 13.71 37.57 4.04 3.41 24.90 
12 29.47 14.66 1.71 8.81 29.91 
15 46.39 30.03 10.64 11.75 25.32 
18 65.96 49.16 19.02 14.55 22.07 
21 72.07 31.98 17.24 19.13 26.54 
24 76.38 27.23 16.00 20.65 27.03 
27 73.03 26.54 15.22 20.67 28.30 
30 71.35 25.28 15.06 19.16 26.85 
33 69.34 25.00 14.91 17.94 25.87 
36 67.32 24.30 14.91 17.37 25.80 
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รูปที่ 4.7 การผลิต P(3HB) โดยเล้ียง B. megaterium BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของ
นํ้าตาลรวมเร่ิมตน้ในกากนํ้าตาลเท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร โดยใชก้ากนํ้ าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาล
รวม 350 กรัมต่อลิตรและยเูรีย (อตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 5 กรัมนํ้ าตาลต่อกรัมยเูรีย) 
เป็นสารอาหารป้อนเขา้ท่ีชัว่โมงท่ี 12 
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ตารางที่ 4.9 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยเูรีย และความหนาแน่นของเซลล ์เม่ือ
เล้ียง B. megaterium BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวมเร่ิมตน้ในกากนํ้ าตาล
เท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร โดยใชก้ากนํ้ าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวม 350 กรัมต่อลิตรและยเูรีย 
(อตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 10 กรัมนํ้ าตาลต่อกรัมยูเรีย) เป็นสารอาหารป้อนเขา้ท่ี
ชัว่โมงท่ี 12 
 
Time  
(h) 

DCW  
(g/l) 

Total sugar  
(g/l) 

Urea conc.  
(g/l) 

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

P(3HB) content  
(% by wt.) 

0 0.77 62.29 6.21 0.00 0.00 
3 2.05 55.31 5.90 0.03 1.60 
6 5.60 49.02 5.28 0.86 15.42 
9 17.93 37.71 3.88 4.73 26.40 
12 31.12 20.81 1.40 12.01 38.58 
15 47.91 33.94 4.58 14.88 31.05 
18 60.52 56.56 8.00 17.98 29.71 
21 78.12 42.60 6.91 25.70 32.90 
24 75.72 34.36 5.75 25.42 33.57 
27 75.27 32.26 5.13 25.48 33.86 
30 74.96 30.17 4.66 25.87 34.52 
33 72.78 29.19 4.04 22.03 30.27 
36 70.13 28.49 4.04 18.80 26.81 
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รูปที่ 4.8 การผลิต P(3HB) โดยเล้ียง B. megaterium BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของ
นํ้าตาลรวมเร่ิมตน้ในกากนํ้าตาลเท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร โดยใชก้ากนํ้ าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาล
รวม 350 กรัมต่อลิตรและยเูรีย (อตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 10 กรัมนํ้ าตาลต่อกรัมยเูรีย) 
เป็นสารอาหารป้อนเขา้ท่ีชัว่โมงท่ี 12 
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ตารางที ่4.10 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยเูรีย และความหนาแน่นของเซลล ์เม่ือ
เล้ียง B. megaterium BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวมเร่ิมตน้ในกากนํ้ าตาล
เท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร โดยใชก้ากนํ้ าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวม 350 กรัมต่อลิตรและยเูรีย 
(อตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 12.5 กรัมนํ้ าตาลต่อกรัมยูเรีย) เป็นสารอาหารป้อนเขา้ท่ี
ชัว่โมงท่ี 12 
 
Time  
(h) 

DCW  
(g/l) 

Total sugar  
(g/l) 

Urea conc.  
(g/l) 

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

P(3HB) content  
(% by wt.) 

0 0.80 58.47 5.90 0.00 0.00 
3 2.13 55.19 5.75 0.03 1.36 
6 4.97 52.36 5.28 0.99 19.87 
9 14.76 36.43 4.19 4.18 28.30 
12 29.13 14.54 1.75 9.55 32.78 
15 48.28 38.25 3.46 16.88 34.96 
18 63.22 63.92 5.75 22.73 35.96 
21 72.45 41.81 4.35 32.77 45.24 
24 73.02 33.67 3.88 31.31 42.88 
27 73.33 31.70 3.88 31.11 42.43 
30 74.81 31.34 3.88 25.63 34.26 
33 79.41 30.47 3.84 22.71 28.60 
36 78.99 29.60 3.77 15.86 20.07 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



72 

 

 

 
 
รูปที่ 4.9 การผลิต P(3HB) โดยเล้ียง B. megaterium BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของ
นํ้าตาลรวมเร่ิมตน้ในกากนํ้าตาลเท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร โดยใชก้ากนํ้ าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาล
รวม 350 กรัมต่อลิตรและยเูรีย (อตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 12.5 กรัมนํ้ าตาลต่อกรัมยู
เรีย) เป็นสารอาหารป้อนเขา้ท่ีชัว่โมงท่ี 12 
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ตารางที ่4.11 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยเูรีย และความหนาแน่นของเซลล ์เม่ือ
เล้ียง B. megaterium BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวมเร่ิมตน้ในกากนํ้ าตาล
เท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร โดยใชก้ากนํ้ าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวม 350 กรัมต่อลิตรและยเูรีย 
(อตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 15 กรัมนํ้ าตาลต่อกรัมยูเรีย) เป็นสารอาหารป้อนเขา้ท่ี
ชัว่โมงท่ี 12 
 
Time  
(h) 

DCW  
(g/l) 

Total sugar  
(g/l) 

Urea conc.  
(g/l) 

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

P(3HB) content  
(% by wt.) 

0 0.72 63.27 5.90 0.00 0.00 
3 2.31 58.39 5.75 0.01 0.34 
6 5.44 50.38 5.44 0.26 4.77 
9 15.35 39.06 4.35 2.51 16.36 
12 32.03 18.26 2.17 7.22 22.53 
15 42.79 39.31 3.34 9.86 23.04 
18 60.26 61.47 4.66 14.71 24.42 
21 66.05 40.89 3.88 21.28 32.21 
24 66.33 35.72 3.81 22.00 33.17 
27 65.92 34.29 3.73 22.27 33.78 
30 65.89 33.00 3.65 19.05 28.92 
33 73.88 32.14 3.42 17.91 24.24 
36 69.71 31.85 3.34 14.42 20.69 
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รูปที่ 4.10 การผลิต P(3HB) โดยเล้ียง B. megaterium BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของ
นํ้าตาลรวมเร่ิมตน้ในกากนํ้าตาลเท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร โดยใชก้ากนํ้ าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาล
รวม 350 กรัมต่อลิตรและยเูรีย (อตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 15 กรัมนํ้ าตาลต่อกรัมยเูรีย) 
เป็นสารอาหารป้อนเขา้ท่ีชัว่โมงท่ี 12 
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ตารางที ่4.12 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยเูรีย และความหนาแน่นของเซลล ์เม่ือ
เล้ียง B. megaterium BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวมเร่ิมตน้ในกากนํ้ าตาล
เท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร โดยใชก้ากนํ้ าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวม 350 กรัมต่อลิตรและยเูรีย 
(อตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 20 กรัมนํ้ าตาลต่อกรัมยูเรีย) เป็นสารอาหารป้อนเขา้ท่ี
ชัว่โมงท่ี 12 
 
Time  
(h) 

DCW  
(g/l) 

Total sugar  
(g/l) 

Urea conc.  
(g/l) 

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

P(3HB) content  
(% by wt.) 

0 0.66 63.65 6.06 0.00 0.00 
3 1.90 58.71 5.90 0.03 1.44 
6 3.28 50.86 5.44 0.51 15.57 
9 13.34 42.45 5.20 3.60 26.96 
12 30.57 22.23 2.02 10.11 33.08 
15 50.36 68.30 3.03 15.84 31.46 
18 62.91 95.62 3.88 21.78 34.62 
21 61.76 86.61 3.84 26.06 42.19 
24 60.69 86.17 3.81 25.61 42.20 
27 59.77 79.27 3.81 23.55 39.40 
30 60.34 64.81 3.81 26.64 44.15 
33 59.83 61.32 3.65 30.35 50.73 
36 61.94 55.66 3.57 29.16 47.09 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



76 

 

 

 
 
รูปที่ 4.11 การผลิต P(3HB) โดยเล้ียง B. megaterium BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของ
นํ้าตาลรวมเร่ิมตน้ในกากนํ้าตาลเท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร โดยใชก้ากนํ้ าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาล
รวม 350 กรัมต่อลิตรและยเูรีย (อตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 20 กรัมนํ้ าตาลต่อกรัมยเูรีย) 
เป็นสารอาหารป้อนเขา้ท่ีชัว่โมงท่ี 12 
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ตารางที่ 4.13 เปรียบเทียบการเจริญและการผลิต P(3HB) ของ B. megaterium BA-019 ในอาหาร 
MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวมเร่ิมตน้ในกากนํ้ าตาลเท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร โดยใชอ้ตัราส่วน
คาร์บอนต่อไนโตรเจนในสารอาหารป้อนเขา้ต่างกนัท่ีชัว่โมงท่ี 12 
 
C/N weight ratio 
(g sugar/g urea) 

Culture time 
(h) 

DCW 
(g/l) 

PHB conc. 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

PHB productivity 
(g/l-h) 

5:1 24 76.38 20.65 27.03 0.86 
10:1 21 78.12 25.70 32.90 1.22 

12.5:1 21 72.45 32.77 45.24 1.56 
15:1 24 66.33 22.00 33.17 0.92 
20:1 33 59.83 30.35 50.73 0.92 

Only molasses 30 53.54 22.59 42.19 0.75 
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  4.1.2.3 ผลิต P(3HB) จาก B. megaterium BA-019 โดยใช้อัตราส่วนคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจนในสารอาหารป้อนเข้าเท่ากบั 12.5 กรัมนํ้าตาลต่อกรัมยูเรีย ที่ช่ัวโมงที่ 9 และ 15 ของการ
เลีย้ง 

การทดลองในหวัขอ้น้ี ใชก้ารผลิต P(3HB) จาก B. megaterium BA-019 ตามวิธีการใน
ขอ้ 3.3.4.3 (ค) ใช้กากนํ้ าตาลความเขม้ขน้เท่ากับ 60 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่ง โดยใช้อตัราส่วน
คาร์บอนต่อไนโตรเจนในสารอาหารป้อนเขา้เท่ากบั 12.5 กรัมนํ้ าตาลต่อกรัมยเูรีย ซ่ึงเป็นอตัราส่วน
ท่ีเหมาะสมต่อการผลิต P(3HB) และการเจริญของ B. megaterium BA-019 ท่ีศึกษาได ้โดยทดลอง
ใชก้ากนํ้ าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลทั้งหมดเท่ากบั 350 กรัมต่อลิตรและยเูรียเป็นสารอาหาร
ป้อนเขา้ท่ีชัว่โมงท่ี 9 และ 15 ของการเล้ียงเช้ือ ใชค่้าจลนศาสตร์ของการเจริญและการผลิต P(3HB) 
ของการเล้ียง B. megaterium BA-019 แบบแบตช ์ในอาหารท่ีมีปริมาณนํ้ าตาลรวมเร่ิมตน้ 60 กรัมต่อ
ลิตร ดงัตารางท่ี 4.14 ในการคาํนวณอตัราการป้อนสารอาหารเขา้ดว้ยวิธี exponential feeding 

การเร่ิมป้อนสารอาหารเขา้ท่ีชัว่โมงท่ี 9 ซ่ึงเป็นชัว่โมงท่ีให้ค่าการเติบโตจาํเพาะเท่ากบั 
0.31 ต่อชัว่โมง และมีค่าสูงกว่าค่าการเติบโตจาํเพาะท่ีชัว่โมงท่ี 12 (0.23 ต่อชัว่โมง) รวมถึงค่า YX/S 
YP/S และ YP/X (0.97 0.36 และ 0.37 กรัมต่อกรัม ตามลาํดบั) สูงกว่าชัว่โมงอ่ืน (ตารางท่ี 4.14) จาก
การศึกษาพบว่า ความหนาแน่นของเซลลสู์งสุดและความเขม้ขน้ของ P(3HB) สูงสุดเท่ากบั 74.49 
กรัมต่อลิตรและ 34.96 กรัมต่อลิตร (คิดเป็น 46.93 เปอร์เซ็นต์ของนํ้ าหนักเซลล์แห้ง) ตามลาํดบั 
(ตารางท่ี 4.15 และรูปท่ี 4.12) แต่เม่ือเล้ียงแบบเฟด-แบตช์ โดยเร่ิมป้อนสารอาหารเขา้ท่ีชัว่โมงท่ี 15 
ซ่ึงเป็นชั่วโมงท่ีให้ค่าการเติบโตจาํเพาะเท่ากับ 0.11 ต่อชั่วโมง พบว่า ความเขม้ขน้ของ P(3HB) 
สูงสุดเท่ากบั 27.55 กรัมต่อลิตร และความหนาแน่นของเซลลเ์ท่ากบั 67.79 กรัมต่อลิตรท่ีชัว่โมงท่ี 30 
ของการเล้ียงเช้ือ (ตารางท่ี 4.16 และรูปท่ี 4.13) คิดเป็นค่าอตัราการผลิต P(3HB) ไดเ้ท่ากบั 0.92 กรัม
ต่อลิตรต่อชัว่โมง จากผลการทดลองน้ีเม่ือเปรียบเทียบระหว่างการป้อนอาหารเขา้ท่ีชัว่โมงท่ี 12 และ 
15 เม่ือค่า YX/S YP/S YP/X และความหนาแน่นของเซลลก่์อนเร่ิมป้อนอาหารเขา้ของท่ีชัว่โมงทั้ง 2 มีค่า
ใกลเ้คียงกนั (ตารางท่ี 4.14) แสดงให้เห็นว่าอตัราการเติบโตจาํเพาะมีผลต่อการเจริญและการผลิต 
P(3HB) ของ B. megaterium BA-019 กล่าวคือเม่ือเพิ่มค่าการเติบโตจาํเพาะเท่ากบั 0.11 ต่อชัว่โมง 
(ท่ีชัว่โมงท่ี 15) เป็น 0.23 ต่อชัว่โมง (ท่ีชัว่โมงท่ี 12) มีผลทาํใหเ้ม่ือเร่ิมป้อนอาหารเขา้ท่ีชัว่โมงท่ี 12 
มีค่าการเจริญของเซลลแ์ละปริมาณของ P(3HB) (72.45 และ 32.77 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั) ท่ีสูง
กว่าเม่ือเร่ิมป้อนอาหารเขา้ท่ีชัว่โมงท่ี 15 (67.79 และ 27.55 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั) และเม่ือ
เปรียบเทียบระหว่างการป้อนอาหารเขา้ท่ีชัว่โมงท่ี 9 และ 12 พบว่าการป้อนอาหารเขา้ท่ีชัว่โมงท่ี 9 มี
ผลทาํให้ค่าอตัราการผลิต P(3HB) เพิ่มสูงข้ึน คือ จาก 1.56 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมงเป็น 1.66 กรัมต่อ
ลิตรต่อชัว่โมง 

เน่ืองจากการป้อนสารอาหารเขา้ท่ีชัว่โมงท่ี 9 มีค่าการเติบโตจาํเพาะท่ีสูงกว่าชัว่โมงอ่ืน 
และการเจริญยงัอยูใ่นช่วง log phase ต่างจากการป้อนอาหารเขา้ท่ีชัว่โมงท่ี 15 ซ่ึงเป็นชัว่โมงท่ีมีค่า
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การเติบโตจาํเพาะเพียง 0.11 ต่อชัว่โมงและการเจริญของเซลลย์งัอยูใ่นช่วง stationary phase ทาํให้
ความหนาแน่นของเซลล ์ความเขม้ขน้ของ P(3HB) และอตัราการผลิต P(3HB) มีค่าตํ่ากว่าการป้อน
อาหารเขา้ท่ีชั่วโมงท่ี 9 และ 12 แสดงถึงอตัราการเติบโตจาํเพาะมีผลต่อการเจริญและการผลิต 
P(3HB) (Sun และคณะ, 2007) 
  จากการศึกษาผลิต P(3HB) จาก B. megaterium BA-019 โดยใชอ้ตัราส่วนคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจนในสารอาหารป้อนเขา้เท่ากบั 12.5 กรัมนํ้ าตาลต่อกรัมยเูรียท่ีชัว่โมงท่ี 9 ของการเล้ียงเช้ือ 
พบวา่ ปริมาณนํ้าตาลและปริมาณยเูรียในนํ้ าหมกัมีการสะสมสูงข้ึนหลงัชัว่โมงท่ี 12 ถึงชัว่โมงท่ี 15 
ซ่ึงยงัเป็นช่วงท่ีมีการป้อนอาหารเขา้ดว้ยวิธี exponential feeding ดงัรูปท่ี 4.12 แสดงใหเ้ห็นว่าการ
ป้อนอาหารเขา้อยูใ่นอตัราท่ีเกินกวา่ท่ีเซลลจ์ะนาํไปใชไ้ดท้นั จึงทดลองแกปั้ญหาน้ีดว้ยการใชอ้ตัรา
การป้อนอาหารเขา้เดียวกบัค่าท่ีใชใ้นการป้อนอาหารเขา้ท่ีชัว่โมงท่ี 9 แต่เร่ิมป้อนอาหารเขา้ท่ีชัว่โมง
ท่ี 9.5 โดยใชอ้ตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนในสารอาหารป้อนเขา้เท่ากบั 12.5 กรัมนํ้ าตาลต่อ
กรัมยเูรีย พบวา่ ความเขม้ขน้ของ P(3HB) เพิ่มข้ึนจากเดิม 34.96 กรัมต่อลิตร (ป้อนเขา้ท่ีชัว่โมงท่ี 9) 
เป็น 38.56 กรัมต่อลิตร (คิดเป็น 52.85 เปอร์เซ็นตต่์อนํ้ าหนกัเซลลแ์หง้) ท่ีชัว่โมงท่ี 21 ของการเล้ียง
เช้ือ อีกทั้งอตัราการผลิต P(3HB) ยงัเพิ่มข้ึนจากเดิม (1.66 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง) เป็น 1.84 กรัมต่อ
ลิตรต่อชัว่โมง จากผลการทดลองน้ีทาํใหท้ราบว่าเม่ือป้อนอาหารเขา้ชา้กว่าเดิมไปคร่ึงชัว่โมง มีผล
ทาํให้ความเขม้ขน้และอตัราการผลิต P(3HB) เพ่ิมข้ึนจากเดิม แต่เม่ือพิจารณาปริมาณนํ้ าตาลและ
ยูเรียท่ีเหลือในนํ้ าหมกั (ตารางท่ี 4.17 และรูปท่ี 4.14) เห็นว่ายงัคงมีปริมาณของนํ้ าตาลและยูเรีย
สะสมสูงข้ึนในนํ้ าหมกัหลงัชัว่โมงท่ี 12 ถึงชัว่โมงท่ี 15 ซ่ึงเป็นช่วงท่ีมีการป้อนอาหารเขา้ดว้ยวิธี 
exponential feeding เช่นเดียวกบัผลการทดลองท่ีเร่ิมป้อนอาหารเขา้ท่ีชัว่โมงท่ี 9 แสดงใหเ้ห็นถึง
การป้อนอาหารดว้ยวิธีน้ีอาจยงัไม่เหมาะสม เน่ืองจากการเจริญของ B. megaterium BA-019 มีการ
เปล่ียนแปลงตามเวลาและภาวะอย่างรวดเร็วเม่ือเปรียบเทียบกบัเวลาท่ีใชใ้นการผลิต P(3HB) กบั
จุลินทรียช์นิดอ่ืน (ตารางท่ี 4.20) ดว้ยเหตุน้ีเพ่ือแกปั้ญหาดงักล่าวจึงทดลองผลิต P(3HB) จาก B. 
megaterium BA-019 แบบเฟด-แบตช ์โดยการป้อนอาหารเขา้แบบคร้ังคราวในการทดลองขั้นต่อไป 
 
ตารางที่ 4.14 ค่าจลนศาสตร์ของการเจริญและการผลิต P(3HB) ของการเล้ียง B. megaterium BA-019 
แบบแบตช ์ในอาหารท่ีมีปริมาณนํ้าตาลรวมเร่ิมตน้ 60 กรัมต่อลิตร 
 
Time 
(h) 

DCW 
(g/l) 

Total sugar 
(g/l) 

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

P(3HB) content 
(% by wt.) 

YX/S YP/S YP/X μ  
(h-1) 

9 16.215 40.02 4.167 25.699 0.97 0.36 0.37 0.31 
12 32.480 15.50 8.748 26.934 0.66 0.19 0.28 0.23 
15 31.530 15.34 8.493 26.935 0.62 0.18 0.28 0.11 
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ตารางที ่4.15 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยเูรีย และความหนาแน่นของเซลล ์เม่ือ
เล้ียง B. megaterium BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวมเร่ิมตน้ในกากนํ้ าตาล
เท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร โดยใชก้ากนํ้ าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวม 350 กรัมต่อลิตรและยเูรีย 
(อตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 12.5 กรัมนํ้ าตาลต่อกรัมยูเรีย) เป็นสารอาหารป้อนเขา้ท่ี
ชัว่โมงท่ี 9 
 
Time  
(h) 

DCW  
(g/l) 

Total sugar  
(g/l) 

Urea conc.  
(g/l) 

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

P(3HB) content  
(% by wt.) 

0 0.67 61.08 6.00 0.00 0.00 
3 1.39 58.83 5.81 0.01 0.68 
6 3.16 55.19 5.55 0.53 16.84 
9 11.76 46.66 4.50 3.52 29.94 
12 30.54 35.22 3.15 10.30 33.74 
15 53.67 67.13 5.40 20.29 37.80 
18 67.39 56.93 5.25 29.30 43.47 
21 74.49 39.86 4.05 34.96 46.93 
24 71.84 36.46 4.05 34.03 47.37 
27 68.03 34.31 3.75 29.66 43.59 
30 65.70 33.73 3.68 25.74 39.17 
33 62.43 32.40 3.68 21.30 34.12 
36 56.79 31.16 3.60 15.13 26.65 
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รูปที่ 4.12 การผลิต P(3HB) โดยเล้ียง B. megaterium BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของ
นํ้าตาลรวมเร่ิมตน้ในกากนํ้าตาลเท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร โดยใชก้ากนํ้ าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาล
รวม 350 กรัมต่อลิตรและยเูรีย (อตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 12.5 กรัมนํ้ าตาลต่อกรัมยู
เรีย) เป็นสารอาหารป้อนเขา้ท่ีชัว่โมงท่ี 9 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

0.00

10.00

20.00

30.00

40.00

50.00

0.00

20.00

40.00

60.00

80.00

0 10 20 30 40

P(
3H

B)
 co

nte
nt 

(%
 by

 w
t.)

To
tal

 su
ga

r, D
CW

, P
(3H

B)
,

ure
a (

x 1
0-1 ) c

on
ce

ntr
ati

on
  (g

/l)

Time (h)

DCW

P(3HB) conc.

Total sugar

Urea

P(3HB) content



82 

 

ตารางที ่4.16 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยเูรีย และความหนาแน่นของเซลล ์เม่ือ
เล้ียง B. megaterium BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวมเร่ิมตน้ในกากนํ้ าตาล
เท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร โดยใชก้ากนํ้ าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวม 350 กรัมต่อลิตรและยเูรีย 
(อตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 12.5 กรัมนํ้ าตาลต่อกรัมยูเรีย) เป็นสารอาหารป้อนเขา้ท่ี
ชัว่โมงท่ี 15 
 
Time  
(h) 

DCW  
(g/l) 

Total sugar  
(g/l) 

Urea conc.  
(g/l) 

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

P(3HB) content  
(% by wt.) 

0 0.63 63.66 6.00 0.00 0.00 
3 1.84 60.43 5.70 0.01 0.63 
6 4.19 53.05 5.48 0.60 14.24 
9 15.78 40.36 4.95 4.62 29.27 
12 30.01 17.60 2.18 8.63 28.76 
15 29.53 15.61 1.65 8.80 29.81 
18 34.98 20.61 1.95 10.04 28.70 
21 45.69 30.75 2.70 13.45 29.45 
24 58.20 45.60 3.75 19.98 34.33 
27 68.72 41.52 4.20 26.23 38.18 
30 67.79 34.83 4.13 27.55 40.65 
33 66.64 33.60 3.90 24.91 37.38 
36 73.21 32.68 3.68 24.25 33.13 
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รูปที่ 4.13 การผลิต P(3HB) โดยเล้ียง B. megaterium BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของ
นํ้าตาลรวมเร่ิมตน้ในกากนํ้าตาลเท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร โดยใชก้ากนํ้ าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาล
รวม 350 กรัมต่อลิตรและยเูรีย (อตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 12.5 กรัมนํ้ าตาลต่อกรัมยู
เรีย) เป็นสารอาหารป้อนเขา้ท่ีชัว่โมงท่ี 15 
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ตารางที ่4.17 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยเูรีย และความหนาแน่นของเซลล ์เม่ือ
เล้ียง B. megaterium BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวมเร่ิมตน้ในกากนํ้ าตาล
เท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร โดยใชก้ากนํ้ าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวม 350 กรัมต่อลิตรและยเูรีย 
(อตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 12.5 กรัมนํ้ าตาลต่อกรัมยูเรีย) เป็นสารอาหารป้อนเขา้ท่ี
ชัว่โมงท่ี 9.5 
 
Time  
(h) 

DCW  
(g/l) 

Total sugar  
(g/l) 

Urea conc.  
(g/l) 

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

P(3HB) content  
(% by wt.) 

0 0.56 61.92 5.93 0.00 0.00 
3 1.39 58.72 5.78 0.00 0.20 
6 3.05 52.44 5.63 0.15 4.95 
9 10.16 44.35 4.88 2.57 25.27 
12 26.89 32.68 2.93 7.08 26.32 
15 49.94 65.06 5.03 19.52 39.09 
18 64.93 60.60 4.13 27.98 43.09 
21 72.97 42.75 3.98 38.56 52.85 
24 75.36 35.70 3.68 35.97 47.74 
27 72.24 34.31 3.68 28.24 39.09 
30 69.12 33.61 3.64 26.49 38.32 
33 66.07 31.25 3.60 19.88 30.09 
36 62.21 29.99 3.59 17.94 28.84 
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รูปที่ 4.14 การผลิต P(3HB) โดยเล้ียง B. megaterium BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของ
นํ้าตาลรวมเร่ิมตน้ในกากนํ้าตาลเท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร โดยใชก้ากนํ้ าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาล
รวม 350 กรัมต่อลิตรและยเูรีย (อตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 12.5 กรัมนํ้ าตาลต่อกรัมยู
เรีย) เป็นสารอาหารป้อนเขา้ท่ีชัว่โมงท่ี 9.5 
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 4.1.3 ผลติ P(3HB) จาก B. megaterium BA-019 แบบเฟด-แบตช์ โดยการป้อนกากนํ้าตาล
และยูเรียแบบคร้ังคราว (rectangular pulse feeding) 

 การทดลองในขั้นน้ี ผลิต P(3HB) จาก B. megaterium BA-019 ตามวิธีการในหวัขอ้ 
3.3.4.4 โดยใชอ้าหารเหลว MSM ท่ีมีนํ้ าตาลรวมในกากนํ้ าตาลเท่ากบั 60 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่ง
คาร์บอน พิจารณาเวลาท่ีเร่ิมป้อนอาหารเขา้จากขอ้มูลท่ีศึกษาไดจ้ากการเล้ียง B. megaterium BA-
019 โดยใชอ้ตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนในสารอาหารป้อนเขา้เท่ากบั 12.5 กรัมนํ้ าตาลต่อกรัม
ยเูรียท่ีชัว่โมงท่ี 9.5 ของการเล้ียงดว้ยวิธี exponential feeding (ตารางท่ี 4.17 และรูปท่ี 4.14) พบว่า
จากผลการทดลองดงักล่าว เซลลมี์การเจริญและมีการสะสม P(3HB) เพิ่มข้ึนอย่างต่อเน่ืองตั้งแต่
ชัว่โมงท่ี 9 จนถึงชัว่โมงท่ี 24 ของการเล้ียงเช้ือ จึงแบ่งปริมาตรของอาหารท่ีตอ้งป้อนเขา้ทั้งหมดคือ 
2 ลิตร เป็นส่วนๆท่ีเท่ากนัคือ 30 ส่วน (ป้อนอาหารเขา้ทุก 0.5 ชัว่โมงตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 9 ถึงชัว่โมงท่ี 
23.5) โดยใชอ้ตัราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนในสารอาหารป้อนเขา้เท่ากบั 12.5 กรัมนํ้ าตาลต่อ
กรัมยเูรีย เทอาหารท่ีแบ่งเป็นส่วนๆลงในถงัหมกัทุก 0.5 ชัว่โมงและหยุดป้อนอาหารเม่ือปริมาตร
ในถงัหมกัเท่ากบั 6 ลิตร เก็บตวัอยา่งทุก 3 ชัว่โมง เป็นเวลา 36 ชัว่โมง นาํมาวิเคราะห์นํ้ าหนกัเซลล์
แหง้ ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลทั้งหมด และปริมาณยเูรียท่ีมีในนํ้าหมกั 
  จากการทดลองน้ีแสดงผลในตารางท่ี 4.18 และรูปท่ี 4.15 พบว่า ความหนาแน่นของ
เซลลแ์ละความเขม้ขน้ของ P(3HB) สูงสุดเท่ากบั 90.71 กรัมต่อลิตรและ 41.58 กรัมต่อลิตร (คิดเป็น 
45.84 เปอร์เซ็นตข์องนํ้ าหนกัเซลลแ์ห้ง) ตามลาํดบั ท่ีชัว่โมงท่ี 24 ของการเล้ียงเช้ือ ซ่ึงเป็นชัว่โมง
หลงัจากหยดุการเทอาหารลงในถงัหมกัพอดี (หยดุท่ีชัว่โมงท่ี 23.5) แสดงถึงการเจริญของเซลลแ์ละ
การผลิต P(3HB) มีความสัมพนัธ์กบัการเติมอาหารลงไปในถงัหมกัท่ีเติมลงไปอยา่งต่อเน่ือง อีกทั้ง
ความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลและยเูรียท่ีเหลืออยูใ่นนํ้ าหมกัค่อนขา้งคงท่ีตลอดการเล้ียงแบบเฟด-แบตช์
ในขณะท่ีเซลลส์ามารถนาํนํ้ าตาลและยเูรียท่ีป้อนเขา้ไปใชใ้นการเจริญและการสะสม P(3HB) ได้
เพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ือง ซ่ึงบ่งบอกถึงประสิทธิภาพท่ีดีของการป้อนอาหารเขา้ดว้ยวิธีน้ี โดยอตัราการ
ผลิต P(3HB) ดว้ยวิธีน้ี (1.73 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง) จะตํ่ากว่ากบัการเล้ียง B. megaterium BA-019 
ท่ีป้อนอาหารเขา้ท่ีชัว่โมงท่ี 9.5 ดว้ยวิธี exponential feeding เลก็นอ้ย (1.84 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง) 
ซ่ึงแสดงผลเปรียบเทียบดงัในตารางท่ี 4.19 แต่เม่ือพิจารณาทั้งการเจริญ การผลิต P(3HB) รวมถึง
ปริมาณนํ้าตาลและยเูรียท่ีสะสมในนํ้าหมกั การป้อนอาหารเขา้ดว้ยวิธีน้ีน่าจะเหมาะสมกว่าการป้อน
อาหารเขา้ดว้ยวิธี exponential feeding จึงเลือกศึกษาใชก้ารป้อนอาหารเขา้แบบคร้ังคราวน้ีทุก 0.5 
ชัว่โมง ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 9 จนถึงชัว่โมงท่ี 23.5 โดยใชอ้ตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 12.5 
กรัมนํ้ าตาลต่อกรัมยเูรีย ในการผลิต P(3HB) จาก B. megaterium BA-019 แบบเฟด-แบตช์ในถงั
หมกัขนาด 90 ลิตรต่อไป ซ่ึงสามารถเปรียบเทียบงานวิจยัน้ีกบังานวิจยัอ่ืนไดด้งัตารางท่ี 4.20 
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ตารางที ่4.18 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยเูรีย และความหนาแน่นของเซลล ์เม่ือ
เล้ียง B. megaterium BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวมเร่ิมตน้ในกากนํ้ าตาล
เท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร โดยใชก้ากนํ้ าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวม 350 กรัมต่อลิตรและยเูรีย 
(อตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 12.5 กรัมนํ้ าตาลต่อกรัมยูเรีย) เป็นสารอาหารป้อนเขา้ท่ี
ชัว่โมงท่ี 9 แบบคร้ังคราว 
 
Time  
(h) 

DCW  
(g/l) 

Total sugar  
(g/l) 

Urea conc.  
(g/l) 

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

P(3HB) content  
(% by wt.) 

0 0.32 62.03 6.15 0.00 0.00 
3 0.93 58.64 6.00 0.01 0.67 
6 2.18 52.37 5.40 0.34 15.58 
9 10.77 45.12 4.80 3.25 30.20 
12 29.00 47.54 4.28 9.01 31.06 
15 49.01 42.97 3.83 17.77 36.27 
18 65.29 43.75 3.83 25.38 38.88 
21 77.99 41.40 4.28 33.22 42.60 
24 90.71 42.05 4.88 41.58 45.84 
27 83.21 35.00 4.73 39.37 47.32 
30 80.51 32.39 4.58 36.85 45.77 
33 79.63 31.87 4.43 33.85 42.52 
36 78.79 28.86 4.13 28.44 36.10 
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รูปที่ 4.15 การผลิต P(3HB) โดยเล้ียง B. megaterium BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของ
นํ้าตาลรวมเร่ิมตน้ในกากนํ้าตาลเท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร โดยใชก้ากนํ้ าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาล
รวม 350 กรัมต่อลิตรและยเูรีย (อตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 12.5 กรัมนํ้ าตาลต่อกรัมยู
เรีย) เป็นสารอาหารป้อนเขา้ท่ีชัว่โมงท่ี 9 แบบคร้ังคราว 
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ตารางที่ 4.19 เปรียบเทียบการเจริญและการผลิต P(3HB) ของ B. megaterium BA-019 ในอาหาร 
MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวมเร่ิมตน้ในกากนํ้ าตาลเท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร โดยใชอ้ตัราส่วน
คาร์บอนต่อไนโตรเจนในสารอาหารป้อนเขา้เท่ากบั 12.5 ท่ีชัว่โมงต่างๆกนั แบบเฟด-แบตช ์
 

Feeding strategy Time feeding 
started (h) 

Culture time 
(h) 

DCW 
(g/l) 

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

P(3HB) 
productivity 

(g/l-h) 
Exponential 9 21 74.49 34.96 1.66 

 12 21 72.45 32.77 1.56 
 15 30 67.79 27.55 0.92 
 9.5 21 72.97 38.56 1.84 

Rectangular pulse 9 24 90.71 41.58 1.73 
 



 
 

 

 
ตารางที ่4.20 เปรียบเทียบการผลิต P(3HB) โดยใชจุ้ลินทรียแ์ละเทคนิคการเพาะเลี้ยงที่แตกต่างกนั 

 
Strain 
 

Carbon  
substrate (initial conc.) 

Cultivation 
time (h) 

Culture mode DCW  
(g/l) 

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

P(3HB) content  
  (% DCW) 

Productivity 
(g/l-h) 

Reference 
 

B. megaterium BA-019 Molasses (60 g/l) 12 Batch 32.48 8.75 26.93 0.73 งานวจิยันี้ 
B. megaterium BA-019 Molasses (60 g/l) 24 Rectangular pulse 90.71 41.58 46.94 1.73 งานวจิยันี้ 

B. megaterium BA-019 Molasses (20 g/l) 27 Exponential feeding 90.42 35.45 39.21 1.31 บุญฤทธิ์ เมฆศิริพร, 2551 

B. megaterium BA-019 Molasses (20 g/l) 24 pH-stat fed-batch 72.60 30.52 42.10 1.27 อติพล บุญเรืองถาวร, 2543 

B. megaterium BA-019 Molasses (30 g/l) 15 Batch 9.97 3.31 33.23 0.22 ศริญญา แกว้ประดบั, 2553 

B. megaterium Molasses (20 g/l) 48 Batch  3.60 2.14 59.40 0.04 Gouda et al. (2001) 

Pseudomonas fluorescens A2a5 Sugarcane (20 g/l) 96 Batch  32.00 22.00 70.00 0.23 Jiang et al. (2008) 

Alcaligenes eutrophus Tapioca (20 g/l) 59 Fed-batch 106.00 61.50 58.00 1.04 Kim et al. (1995) 

recombinant E. coli Molasses (26.5 g/l) 31.5 pH -DO-stat fed-batch 39.50 31.60 80.00 1.00 Liu et al. (1998) 

Wautersia eutropha Fructose (40 g/l) 48 Fed-batch 22.60 8.20 36.28 0.17 Patwardhan and Srivastava (2008) 

Zobellella denitrificans MW1 Glycerol (15 g/l) 50 Fed-batch 81.20 54.32 66.90 1.09 Ibrahim and Steinbüchel (2009) 

90 
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4.2 ผลติ P(3HB) จาก B. megaterium BA-019 โดยใช้ภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลติ P(3HB) 
โดยการเลีย้งแบบเฟด-แบตช์ ในถังหมักขนาด 90 ลติร 
 4.2.1 การศึกษาอายุกล้าเช้ือทีเ่หมาะสมสําหรับการเจริญเติบโต 
 เน่ืองจากการเล้ียงกลา้เช้ือของ B. megaterium BA-019 ในระดบัขวดเขยา่เป็นเวลา 6 
ชัว่โมง (อติพล บุญเรืองถาวร, 2543) ก่อนท่ีจะนาํกลา้เช้ือมาถ่ายลงในถงัหมกั จะตอ้งใชข้วดเขยา่
เป็นจาํนวนมากในการเล้ียงกลา้เช้ือใหไ้ดป้ริมาตร 5 ลิตร เพ่ือนาํไปใชใ้นการผลิต P(3HB) จาก B. 
megaterium BA-019 ในถงัหมกัขนาด 90 ลิตร และโดยส่วนใหญ่การเล้ียงกลา้เช้ือเพื่อนาํไปใช้
สาํหรับการขยายส่วนการผลิต มกัใชก้ารเล้ียงกลา้เช้ืออยา่งเป็นลาํดบัขั้น (seed train protocol) เพื่อ
เพิ่มปริมาณของเซลล์ท่ีมีชีวิตและมีความต่ืนตวั (active) ให้มากข้ึนก่อนถูกใช้เป็นกลา้เช้ือท่ีได้
ปริมาณเพียงพอ การทดลองน้ีจึงเร่ิมศึกษาอายกุลา้เช้ือท่ีเหมาะสมสาํหรับการเจริญเติบโตในถงัหมกั
ขนาด 10 ลิตร โดยเล้ียง B. megaterium BA-019 ตามวิธีในขอ้ 3.3.5.1 
  จากผลการศึกษาแสดงในตารางท่ี 4.21 และรูปท่ี 4.16 พบว่าเซลลมี์นํ้ าหนกัเซลลแ์ห้ง
เพิ่มข้ึนข้ึนเร่ือยๆจนถึง 6.36 กรัมต่อลิตรท่ีชัว่โมงท่ี 24 ของการเล้ียงเช้ือ แต่เม่ือพิจารณาจากจาํนวน
เซลลท่ี์มีชีวิตจากการนบัจาํนวนดว้ยวิธี plate count พบว่าเซลลเ์ร่ิมตายลงตั้งแต่หลงัชัว่โมงท่ี 9 ของ
การเล้ียงเช้ือ ซ่ึงการหานํ้ าหนกัเซลลแ์ห้งจะเป็นการรวมถึงเซลลท่ี์ยงัมีชีวิตและไม่มีชีวิตดว้ย ส่วน
การทาํ plate count เป็นการบ่งบอกถึงปริมาณของเซลลท่ี์มีชีวิตเพียงอยา่งเดียว โดยในการเล้ียงกลา้
เช้ือท่ีเหมาะสมน้ีตอ้งการเซลลท่ี์มีชีวิตเท่านั้น และเม่ือคาํนวณหาอตัราการเติบโตจาํเพาะของเซลล์
ก่อนชัว่โมงท่ี 9 พบว่าท่ีชัว่โมงท่ี 3 ของการเล้ียงเช้ือให้ค่าอตัราการเติบโตจาํเพาะสูงท่ีสุด คือ 0.36 
ต่อชั่วโมง โดยมีความหนาแน่นของเซลล์เท่ากับ 2.47 กรัมต่อลิตร จึงเลือกใช้การเล้ียง B. 
megaterium BA-019 ในอาหารสาํหรับเล้ียงกลา้เช้ือ เป็นเวลา 3 ชัว่โมง ในถงัหมกัขนาด 10 ลิตร 
เป็นกลา้เช้ือสาํหรับการเจริญและการผลิต P(3HB) ในถงัหมกัขนาด 90 ลิตร 
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ตารางที่ 4.21 การเติบโตของ B. megaterium BA-019 ในอาหารสาํหรับเล้ียงกลา้เช้ือ ในถงัหมกัขนาด 
10 ลิตร 
 
Time  
(h) 

DCW  
(g/l) 

Total sugar  
(g/l) 

%N CFU/ml 
(x107)  

μ 
(h-1) 

0 0.85 10.85 0.34 0.76 - 
3 2.47 8.56 0.32 11.40 0.36 
6 3.31 7.16 0.32 18.60 0.10 
9 4.29 6.19 0.30 27.00 0.09 
12 5.17 5.17 0.30 7.30 0.06 
15 5.62 4.79 0.30 5.40 0.03 
18 5.93 4.72 0.29 4.60 0.02 
21 6.17 4.33 0.29 8.80 0.01 
24 6.36 3.57 0.29 6.90 0.01 

 
 

 
 
รูปที่ 4.16 การเติบโตของ B. megaterium BA-019 ในอาหารสาํหรับเล้ียงกลา้เช้ือ ในถงัหมกัขนาด 10 
ลิตร 
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 4.2.2 หาเกณฑ์คงที่ที่เหมาะสมสําหรับการขยายส่วนการผลิต P(3HB) จากถังหมัก
ขนาด 10 ลิตร ไปสู่ถังหมักขนาด 90 ลิตร 
  สาํหรับการพิจารณาการขยายส่วนนั้นจะมีเกณฑค์งท่ีท่ีใชใ้นการขยายส่วนถงัหมกัแบบ
กวนในการทดลองน้ี คือ อตัราส่วนระหวา่งกาํลงัมอเตอร์ต่อปริมาตรนํ้ าหมกั (P/V) ความเร็วรอบของ
ปลายใบพดั (impeller tip speed) และค่าเรยโ์นลดน์มัเบอร์ (NRE) 

 เล้ียง B. megaterium BA-019 ในอาหารสาํหรับเล้ียงกลา้เช้ือปริมาตร 5 ลิตร (คิดเป็น 
10% ต่อปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ) เป็นเวลา 3 ชัว่โมง ในถงัหมกัขนาด 10 ลิตร จากนั้นถ่ายกลา้เช้ือท่ี
เตรียมไวล้งในถงัหมกัขนาด 90 ลิตรท่ีมีอาหารเหลวท่ีใชใ้นการผลิต P(3HB) ปริมาตรเท่ากบั 50 
ลิตร ควบคุมอุณหภูมิเท่ากบั 30 องศาเซลเซียส pH เท่ากบั 7.0 อตัราการให้อากาศเท่ากบั 1.0 
ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรนํ้ าหมกัต่อนาที โดยใหอ้ตัราการกวน 424 รอบต่อนาทีสาํหรับการศึกษา
เกณฑค์งท่ี P/V อตัราการกวน 357 รอบต่อนาทีสาํหรับการศึกษาเกณฑค์งท่ี impeller tip speed และ
อตัราการกวน 212 รอบต่อนาทีสาํหรับการศึกษาเกณฑค์งท่ี impeller tip speed เล้ียงเช้ือเป็นเวลา 24 
ชัว่โมง เก็บตวัอยา่งทุก 3 ชัว่โมง นาํตวัอยา่งมาวิเคราะห์นํ้ าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณ P(3HB) ท่ีผลิต
ได ้และปริมาณนํ้าตาลทั้งหมด 
  จากผลการศึกษาแสดงในตารางท่ี 4.22-4.24 และรูปท่ี 4.17-4.19 พบว่าผลจากการผลิต 
P(3HB) จาก B. megaterium BA-019 เม่ือกาํหนดใหอ้ตัราส่วนระหว่างกาํลงัมอเตอร์ต่อปริมาตรนํ้ า
หมกัของถงัหมกั ขนาด 90 ลิตร และถงัหมกัขนาด 10 ลิตรมีค่าเท่ากนั ไดค่้านํ้ าหนกัเซลลแ์ห้งและ
ปริมาณ P(3HB) สูงสุดเท่ากบั 27.02 กรัมต่อลิตรและ 8.97 กรัมต่อลิตร (คิดเป็น 33.21 เปอร์เซ็นต์
ของนํ้ าหนักเซลลแ์ห้ง) ตามลาํดบั ท่ีชัว่โมงท่ี 12 ของการเล้ียงเช้ือ (ตารางท่ี 4.22 และรูปท่ี 4.17) 
ส่วนผลจากการเล้ียง B. megaterium BA-019 เม่ือกาํหนดให้ค่าความเร็วรอบของปลายใบกวน
ของถงัหมกัขนาด 90 ลิตร และถงัหมกัขนาด 10 ลิตรมีค่าเท่ากัน ไดค่้าความหนาแน่นของเซลล์
สูงสุดเท่ากบั 35.60 กรัมต่อลิตรและความเขม้ขน้ของ P(3HB) สูงสุดเท่ากบั 9.54 กรัมต่อลิตรท่ี
ชัว่โมงท่ี 12 ของการเล้ียงเช้ือ (ตารางท่ี 4.23 และรูปท่ี 4.18) และเม่ือกาํหนดให้ค่าเรยโ์นลด์ของ
ถงัหมกัขนาด 90 ลิตรและถงัหมกัขนาด 10 ลิตรมีค่าเท่ากัน พบว่า เซลลมี์การเจริญในช่วง lag 
phase ท่ียาวนานมาก ความหนาแน่นของเซลลแ์ละปริมาณ P(3HB) ท่ีผลิตไดล้ดลงอยา่งมากเม่ือ
เทียบกบัเม่ือใชอ้ตัราส่วนระหว่างกาํลงัมอเตอร์ต่อปริมาตรนํ้ าหมกั และความเร็วรอบของปลายใบ
กวน โดยความเขม้ขน้ของ P(3HB) สูงสุดเท่ากบั 4.04 กรัมต่อลิตรและความหนาแน่นของเซลล์
เท่ากบั 13.87 กรัมต่อลิตรท่ีชัว่โมงท่ี 15 ของการเล้ียงเช้ือ (ตารางท่ี 4.24 และรูปท่ี 4.19) ทั้งน้ีอาจ
เน่ืองจากการใชอ้ตัราการกวนเพียง 212 รอบต่อนาที ทาํให้ปริมาณออกซิเจนละลายไม่เพียงพอต่อ
การนาํไปใชใ้นการเจริญและการสร้าง P(3HB) ให้เพิ่มข้ึนได ้สอดคลอ้งกบั Einsele (1978) ท่ี
รายงานไว้ว่าการขยายส่วนโดยใช้ค่าเรย์โนลด์นัมเบอร์เป็นเกณฑ์คงท่ี มักไม่ค่อยประสบ
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ความสาํเร็จ ซ่ึงเม่ือจะพิจารณาเกณฑค์งท่ีเหมาะสมสาํหรับการขยายส่วนการผลิต P(3HB) จาก
ถงัหมกัขนาด 10 ลิตรมาสู่ถงัหมกัขนาด 90 ลิตร สามารถสรุปได้ดังตารางท่ี 4.25 
  เม่ือนาํผลท่ีไดจ้ากการขยายส่วนโดยใชอ้ตัราส่วนระหว่างกาํลงัมอเตอร์ต่อปริมาตรนํ้ า
หมกั ความเร็วรอบปลายใบพดั และค่าเรยโ์นลดน์มัเบอร์ เป็นเกณฑค์งท่ี มาเปรียบเทียบกบัการผลิต 
P(3HB) ในถงัหมกัขนาด 10 ลิตร สามารถสรุปไดด้งัในตารางท่ี 4.25 ซ่ึงพบว่าค่าทางจลนศาสตร์ 
ไดแ้ก่ค่า YX/S YP/S YP/X และอตัราการผลิต P(3HB) ของเกณฑค์งท่ีความเร็วรอบปลายใบพดั (ให้
อัตราการกวนท่ี 357 รอบต่อนาที) มีค่าใกล้เคียงกับค่า YX/S YP/S และ YP/X ของการเล้ียง B. 
megaterium BA-019 ในถงัหมกัขนาด 10 ลิตรมากท่ีสุด อีกทั้งยงัให้ค่าอตัราการผลิต P(3HB) ท่ี
สูงข้ึนจากเดิม 0.73 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง เป็น 0.80 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมงอีกด้วย ซ่ึงหาก
เปรียบเทียบการใชค้วามเร็วรอบของปลายใบพดักบัอตัราส่วนระหว่างกาํลงัมอเตอร์ต่อปริมาตรนํ้ า
หมกัเป็นเกณฑค์งท่ี การใชอ้ตัราส่วนระหว่างกาํลงัมอเตอร์ต่อปริมาตรนํ้ าหมกัเป็นเกณฑค์งท่ี ตอ้ง
ใชอ้ตัราการกวนถึง 424 รอบต่อนาที ยอ่มเปลืองพลงังานมากกว่าการให้อตัราการกวนท่ี 357 รอบ
ต่อนาที อีกทั้งการใหอ้ตัราการกวนสูงถึง 424 รอบต่อนาทีในระหว่างเล้ียง B. megaterium BA-019 
โดยใชก้ากนํ้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอน มีผลทาํให้เกิดฟองในถงัหมกัเป็นปริมาณมาก ซ่ึงน่าจะเป็น
ปัญหาต่อการเล้ียง B. megaterium BA-019 แบบเฟด-แบตช์ อีกทั้งการป้อนสารลดฟองแบบ
อตัโนมติัในปริมาณท่ีมากข้ึนจึงอาจมีผลต่อการไดรั้บออกซิเจนเขา้ไปในเซลล์น้อยลง ทาํให้ B. 
megaterium BA-019 ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีมีการหายใจแบบใชอ้อกซิเจน (aerobic bacteria) มีกิจกรรม
ภายในเซลล์ลดตํ่าลง จึงเลือกใช้เกณฑ์คงท่ีความเร็วรอบปลายใบพดัในการขยายส่วนการผลิต 
P(3HB) จากถงัหมกัขนาด 10 ลิตร ไปสู่ถงัหมกัขนาด 90 ลิตร โดยการเล้ียงแบบเฟด-แบตช์ 
ป้อนกากนํ้ าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวม 350 กรัมต่อลิตรและยูเรีย (อตัราส่วนคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจนเท่ากบั 12.5 กรัมนํ้ าตาลต่อกรัมยเูรีย) ท่ีชัว่โมงท่ี 9 แบบคร้ังคราว ในการศึกษาขั้นต่อไป 
และเม่ือเปรียบเทียบงานวิจยัน้ีกบับุญฤทธ์ิ เมฆศิริพร (2551) ท่ีมีการขยายส่วนการผลิต P(3HB) จาก
ถงัหมกัขนาด 10 ลิตรไปสู่ถงัหมกัขนาด 300 ลิตรแบบแบตช ์ยงัไม่ประสบความสาํเร็จมากนกั อาจ
เน่ืองมาจากยงัขาดการศึกษาการเตรียมกลา้เช้ืออยา่งเป็นลาํดบัขั้นท่ีเหมาะสม คือเล้ียง B. megaterium 
BA-019 จากบนอาหารแขง็เอียง บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ถ่ายเช้ือลงใน
สารละลายโซเดียมคลอไรด์ (0.85%) แลว้เทเซลลแ์ขวนลอยลงในอาหารซ่ึงบรรจุอยู่ในถงัหมกั
ขนาด 10 ลิตร (ขาดการเล้ียงกลา้เช้ือในระดบัขวดเขยา่) อีกทั้งเม่ือขยายส่วนการผลิต P(3HB) มีการ
ลดปริมาณกลา้เช้ือจาก 10% เป็น 5% ต่อปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ เน่ืองดว้ยขีดจาํกดัของขนาดถงัหมกั
ท่ีมีอยูใ่นห้องปฏิบติัการในการเตรียมกลา้เช้ือ และเป็นการขยายส่วนการผลิต P(3HB) ท่ีมีปริมาตร
แตกต่างกนัมากเกินไป ทาํใหมี้โอกาสเกิดขอ้ผดิพลาดในการขยายส่วนการผลิตได ้(Wiseman, 1983) 
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ตารางท่ี 4.22 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยเูรีย และความหนาแน่นของเซลล ์B. 
megaterium BA-019 เม่ือใหอ้ตัราการกวนท่ี 424 รอบต่อนาที และอตัราการใหอ้ากาศท่ี 1.0 ปริมาตร
อากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที ในถงัหมกัขนาด 90 ลิตร (กาํหนดให้อตัราส่วนระหว่างกาํลงั
มอเตอร์ต่อปริมาตรนํ้าหมกั (P/V) ของถงัหมกั 90 ลิตร และถงัหมกั 10 ลิตรมีค่าเท่ากนั) 
 
Time  
(h) 

DCW  
(g/l) 

Total sugar  
(g/l) 

Urea conc.  
(g/l) 

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

P(3HB) content  
(% by wt.) 

0 0.28 63.19 6.15 0.00 0.00 
3 0.90 58.39 5.85 0.01 0.57 
6 4.58 46.91 5.03 0.72 15.76 
9 18.35 26.54 3.60 5.72 31.19 
12 27.02 9.76 1.80 8.97 33.21 
15 26.66 8.89 1.73 8.24 30.92 
18 24.01 8.61 1.69 6.74 28.08 
21 19.77 8.18 1.65 4.17 21.09 
24 18.71 7.89 1.65 2.71 14.46 
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รูปที่ 4.17 การผลิต P(3HB) โดยเล้ียง B. megaterium BA-019 ในถงัหมกัขนาด 90 ลิตร เม่ือใหอ้ตัรา
กวนท่ี 424 รอบต่อนาที และอตัราการให้อากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที 
(กาํหนดให้อตัราส่วนระหว่างกาํลงัมอเตอร์ต่อปริมาตรนํ้ าหมกั (P/V) ของถงัหมกั 90 ลิตร และถงั
หมกั 10 ลิตรมีค่าเท่ากนั) 
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ตารางท่ี 4.23 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยเูรีย และความหนาแน่นของเซลล ์B. 
megaterium BA-019 เม่ือใหอ้ตัราการกวนท่ี 357 รอบต่อนาที และอตัราการใหอ้ากาศท่ี 1.0 ปริมาตร
อากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที ในถงัหมกัขนาด 90 ลิตร (กาํหนดใหค้วามเร็วรอบของปลายใบพดั 
(impeller tip speed) ของถงัหมกั 90 ลิตร และถงัหมกั 10 ลิตรมีค่าเท่ากนั) 
 
Time  
(h) 

DCW  
(g/l) 

Total sugar  
(g/l) 

Urea conc.  
(g/l) 

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

P(3HB) content  
(% by wt.) 

0 0.39 61.40 6.30 0.00 0.00 
3 3.29 59.97 6.00 0.03 1.05 
6 8.70 51.29 5.10 1.14 13.13 
9 28.24 39.52 3.30 7.37 26.08 
12 35.60 12.77 1.73 9.54 26.81 
15 35.20 10.83 1.65 8.17 23.22 
18 32.88 10.19 1.54 6.40 19.45 
21 28.87 8.75 1.50 4.79 16.60 
24 26.76 8.03 1.43 2.97 11.10 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



98 

 

 

 
 
รูปที่ 4.18 การผลิต P(3HB) โดยเล้ียง B. megaterium BA-019 ในถงัหมกัขนาด 90 ลิตร เม่ือใหอ้ตัรา
กวนท่ี 357 รอบต่อนาที และอตัราการให้อากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที 
(กาํหนดใหค้วามเร็วรอบของปลายใบพดั (impeller tip speed) ของถงัหมกั 90 ลิตร และถงัหมกั 10 
ลิตรมีค่าเท่ากนั) 
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ตารางที่ 4.24 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยเูรีย และความหนาแน่นของเซลล ์ B. 
megaterium BA-019 เม่ือใหอ้ตัราการกวนท่ี 212 รอบต่อนาที และอตัราการใหอ้ากาศท่ี 1.0 ปริมาตร
อากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที ในถงัหมกัขนาด 90 ลิตร (กาํหนดให้ค่าเรยโ์นลด์นัมเบอร์ (NRE) 
ของถงัหมกั 90 ลิตร และถงัหมกั 10 ลิตรมีค่าเท่ากนั) 
 
Time  
(h) 

DCW  
(g/l) 

Total sugar  
(g/l) 

Urea conc.  
(g/l) 

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

P(3HB) content  
(% by wt.) 

0 0.31 58.10 5.93 0.00 0.00 
3 0.94 54.16 5.81 0.00 0.49 
6 2.84 51.53 5.18 0.31 10.76 
9 8.39 47.30 4.88 1.69 20.20 
12 11.42 39.20 4.50 2.75 24.07 
15 13.87 33.50 4.05 4.04 29.15 
18 13.89 20.44 3.86 3.69 26.57 
21 13.40 14.09 3.60 3.40 25.34 
24 14.11 11.61 3.41 3.91 27.69 
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รูปที่ 4.19 การผลิต P(3HB) โดยเล้ียง B. megaterium BA-019 ในถงัหมกัขนาด 90 ลิตร เม่ือใหอ้ตัรา
กวนท่ี 212 รอบต่อนาที และอตัราการให้อากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที 
(กาํหนดใหค่้าเรยโ์นลดน์มัเบอร์ (NRE) ของถงัหมกั 90 ลิตร และถงัหมกั 10 ลิตรมีค่าเท่ากนั) 
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ตารางที่ 4.25 เปรียบเทียบค่าจลนศาสตร์ เม่ือเล้ียง B. megaterium BA-019 ในถงัหมกัขนาด 90 ลิตร 
เม่ือผลิต P(3HB) ท่ีกาํหนดเกณฑก์ารขยายส่วนคงท่ีเหมือนในถงัหมกัขนาด 10 ลิตร 
 

Fermentor 
(l) 

Agitation rate 
(rpm) 

YX/S YP/S YP/X P(3HB) productivity 
(g/l-h) 

10 600 0.66 0.19 0.28 0.73 
90 424a 0.50 0.17 0.34 0.75 

 357b 0.72 0.20 0.27 0.80 
 212c 0.55 0.16 0.30 0.27 

 
a คือ  ความเร็วรอบของใบกวนเม่ือกาํหนดใหอ้ตัราส่วนระหวา่งกาํลงัมอเตอร์ต่อปริมาตรนํ้าหมกั

(P/V) ของถงัหมกัขนาด 90 ลิตรและถงัหมกัขนาด 10 ลิตรมีค่าเท่ากนั 
b คือ ความเร็วรอบของใบกวนเม่ือกาํหนดใหค้วามเร็วรอบของปลายใบพดั (impeller tip speed) 

ของถงัหมกัขนาด 90 ลิตรและถงัหมกัขนาด 10 ลิตรมีค่าเท่ากนั 
c คือ  ความเร็วรอบของใบกวนเม่ือกาํหนดใหค่้าเรยโ์นลดน์มัเบอร์ (NRE) ของถงัหมกัขนาด 90  
 ลิตรและถงัหมกัขนาด 10 ลิตรมีค่าเท่ากนั 
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 4.2.3 ผลติ P(3HB) จาก B. megaterium BA-019 โดยการเลีย้งแบบเฟด-แบตช์ 
 เล้ียง B. megaterium BA-019 ตามวิธีการในขอ้ 3.3.5.3 ในอาหารสาํหรับเล้ียงกลา้เช้ือ 
เป็นเวลา 3 ชัว่โมง ในถงัหมกัขนาด 10 ลิตร จากนั้นถ่ายกลา้เช้ือท่ีเตรียมไวล้งในถงัหมกัขนาด 90 
ลิตรท่ีมีอาหารเหลวท่ีใชใ้นการผลิต P(3HB) ปริมาตรเท่ากบั 40 ลิตร โดยให้อตัราการกวน 357 
รอบต่อนาที (เกณฑค์งท่ี impeller tip speed ท่ีศึกษาได)้ ในการเล้ียงแบบเฟด-แบตช์ โดยแบ่ง
ปริมาตรของอาหารท่ีตอ้งป้อนเขา้ทั้งหมดคือ 20 ลิตร เป็นส่วนๆท่ีเท่ากนัคือ 30 ส่วน (ป้อนอาหาร
เขา้และเก็บตวัอยา่งเพื่อวิเคราะห์ปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมดและปริมาณยเูรียในนํ้ าหมกัทุก 0.5 ชัว่โมง
ตั้งแต่ชั่วโมงท่ี 9 ถึงชั่วโมงท่ี 23.5) โดยใช้อตัราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนในสารอาหาร
ป้อนเขา้เท่ากบั 12.5 กรัมนํ้ าตาลต่อกรัมยเูรีย เทอาหารท่ีแบ่งเป็นส่วนๆลงในถงัหมกัทุก 0.5 ชัว่โมง
และหยดุป้อนอาหารเม่ือปริมาตรในถงัหมกัเท่ากบั 60 
  การทดลองน้ีแสดงผลไดด้งัตารางท่ี 4.26 และรูปท่ี 4.20 พบวา่ ความหนาแน่นของเซลล์
และความเขม้ขน้ของ P(3HB) สูงสุดเท่ากบั 85.33 กรัมต่อลิตรและ 40.06 กรัมต่อลิตร (คิดเป็น 
46.94 เปอร์เซ็นตข์องนํ้ าหนกัเซลลแ์หง้) ตามลาํดบั ท่ีชัว่โมงท่ี 24 ของการเล้ียงเช้ือ ปริมาณนํ้ าตาล
ทั้งหมดและปริมาณยเูรียท่ีเหลือในนํ้ าหมกัค่อนขา้งคงท่ีตลอดการเล้ียงแบบเฟด-แบตช์ ในขณะท่ี
จากผลการทดลองพบว่า เซลลย์งัมีการเจริญและการสะสม P(3HB) ท่ีเพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ือง สัมพนัธ์
กบัการเติมอาหารลงไปในถงัหมกั เช่นเดียวกบัการเล้ียงเช้ือแบบเฟด-แบตช์ ท่ีมีการป้อนอาหาร
แบบคร้ังคราว ในถงัหมกัขนาด 10 ลิตร (ตารางท่ี 4.18 และรูปท่ี 4.15) ซ่ึงช้ีให้เห็นถึงอตัราส่วน
คาร์บอนต่อไนโตรเจนในสารอาหารป้อนเขา้ วิธีการป้อนอาหาร และเกณฑค์งท่ีท่ีเหมาะสมสาํหรับ
การขยายส่วนการเล้ียง B. megaterium BA-019 จากถงัหมกัขนาด 10 ลิตรไปสู่ถงัหมกัขนาด 90 
ลิตร ส่งผลให้การเจริญของเซลล ์ปริมาณ P(3HB) และอตัราการผลิต P(3HB) ในถงัหมกัทั้ง 2 
ขนาดมีค่าใกลเ้คียงกนั โดยสามารถเปรียบเทียบผลการเล้ียง B. megaterium BA-019 ในถงัหมกั
ขนาด 10 ลิตรและ 90 ลิตร แบบแบตชแ์ละแบบเฟด-แบตช ์ไดด้งัตารางท่ี 4.27 
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ตารางท่ี 4.26 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยเูรีย และความหนาแน่นของเซลล ์B. 
megaterium BA-019 ในถงัหมกัขนาด 90 ลิตร เม่ือกาํหนดใหค้วามเร็วรอบของปลายใบพดั (impeller 
tip speed) ของถงัหมกั 90 ลิตร และถงัหมกั 10 ลิตรมีค่าเท่ากนั โดยเร่ิมป้อนกากนํ้ าตาลท่ีมีความ
เขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวม 350 กรัมต่อลิตรและยเูรีย (อตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 12.5 กรัม
นํ้าตาลต่อกรัมยเูรีย) ท่ีชัว่โมงท่ี 9 แบบคร้ังคราว 
 
Time  
(h) 

DCW  
(g/l) 

Total sugar  
(g/l) 

Urea conc.  
(g/l) 

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

P(3HB) content  
(% by wt.) 

0 0.42 60.83 6.08 0.00 0.00 
3 4.29 56.67 5.99 0.05 1.24 
6 11.63 47.20 5.10 2.99 25.69 
9 22.59 33.28 3.98 7.38 32.68 
12 42.20 30.84 3.75 14.00 33.17 
15 55.60 32.28 3.45 19.76 35.54 
18 64.60 31.99 3.90 26.40 40.87 
21 74.22 37.01 4.35 31.20 42.04 
24 85.33 42.03 5.18 40.06 46.94 
27 77.23 36.01 4.80 36.08 46.72 
30 75.74 33.57 4.35 34.50 45.55 
33 75.69 31.99 4.20 29.10 38.45 
36 73.66 24.53 4.13 26.93 36.56 
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รูปที่ 4.20 การผลิต P(3HB) โดยเล้ียง B. megaterium BA-019 ในถงัหมกัขนาด 90 ลิตร เม่ือ
กาํหนดให้ความเร็วรอบของปลายใบพดั (impeller tip speed) ของถงัหมกั 90 ลิตร และถงัหมกั 10 
ลิตรมีค่าเท่ากนั โดยเร่ิมป้อนกากนํ้ าตาลท่ีมีความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวม 350 กรัมต่อลิตรและยูเรีย 
(อตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 12.5 กรัมนํ้าตาลต่อกรัมยเูรีย) ท่ีชัว่โมงท่ี 9 แบบคร้ังคราว 
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ตารางที่ 4.27 เปรียบเทียบการเจริญและการผลิต P(3HB) ของ B. megaterium BA-019 แบบแบตช ์
และแบบเฟด-แบตช ์(อตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนในสารอาหารป้อนเขา้เท่ากบั 12.5 ท่ีชัว่โมงท่ี 
9 แบบคร้ังคราว) ในถงัหมกัขนาด 10 ลิตร และ 90 ลิตร โดยใชอ้าหาร MSM ท่ีมีความเขม้ขน้ของ
นํ้าตาลรวมเร่ิมตน้ในกากนํ้าตาลเท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร 
 
Fermentor 

(l) 
Culture 
mode 

Culture time 
(h) 

DCW 
(g/l) 

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

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

10a Batch 12 32.48 8.75 0.73 
 Fed-batch 24 90.71 41.58 1.73 

90b Batch 12 35.60 9.54 0.80 
 Fed-batch 24 85.33 40.06 1.67 
 
a คือ  ใหค้วามเร็วรอบของใบกวนเท่ากบั 600 รอบต่อนาที และอตัราการใหอ้ากาศเท่ากบั 1.0 

ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที 
b คือ ใหค้วามเร็วรอบของใบกวนเท่ากบั 357 รอบต่อนาที และอตัราการใหอ้ากาศเท่ากบั 1.0 

ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที (เม่ือกาํหนดใหค้วามเร็วรอบของปลายใบพดัของ
ถงัหมกัขนาด 90 ลิตรและถงัหมกัขนาด 10 ลิตรมีค่าเท่ากนั) 

 
 
 



บทที ่5 
สรุปผลการทดลอง 

 
งานวิจยัน้ีเป็นการศึกษาหาภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและการผลิต P(3HB) จาก B. 

megaterium BA-019 ในระดบัห้องปฏิบติัการไปสู่ระดบันาํร่อง โดยการเล้ียงแบบเฟด-แบตช์ท่ีใช้
กากนํ้ าตาลและยูเรีย เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนท่ีมีราคาถูก จากการศึกษาในถงัหมกั
ขนาด 10 ลิตรแบบแบตช์ ท่ีเพิ่มความเขม้ขน้ของกากนํ้ าตาลและเพิ่มปริมาณยเูรียตามอตัราส่วนเดิม
ในสูตรอาหารท่ีใชใ้นห้องปฏิบติัการของคณะผูว้ิจยั เพ่ือเพิ่มปริมาณของเซลลเ์ร่ิมตน้ก่อนท่ีจะเร่ิม
ป้อนอาหารเขา้ในการเล้ียงแบบเฟด-แบตชใ์หม้ากข้ึน พบวา่ การผลิต P(3HB) โดยใชอ้าหารท่ีมีความ
เขม้ขน้ของนํ้ าตาลรวมเร่ิมต้นในกากนํ้ าตาลเท่ากับ 60 กรัมต่อลิตรเหมาะสมท่ีสุดต่อการผลิต 
P(3HB) แบบเฟด-แบตช์ โดยการป้อนอาหารเขา้แบบคร้ังคราวและใช้อตัราส่วนคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจนในสารอาหารป้อนเขา้เท่ากบั 12.5 กรัมนํ้ าตาลต่อกรัมยเูรีย เร่ิมป้อนอาหารเขา้ท่ีชัว่โมงท่ี 
9 ของการเล้ียง ควบคุมอตัราการกวน 600 รอบต่อนาที อตัราการใหอ้ากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศต่อ
ปริมาตรอาหารต่อนาที มีผลทาํใหไ้ดค้วามหนาแน่นของเซลล ์ความเขม้ขน้ของ P(3HB) และอตัรา
การผลิต P(3HB) เพิ่มข้ึนอยา่งมากเม่ือเปรียบเทียบกบัการหมกัแบบไม่มีการป้อนสารอาหาร คือได้
ปริมาณเซลลเ์พ่ิมข้ึนจาก 32.48 กรัมต่อลิตรในการเล้ียงแบบแบตช์ เป็น 90.71 กรัมต่อลิตร และได้
ปริมาณ P(3HB) เพิ่มข้ึนจาก 8.75 กรัมต่อลิตรในการเล้ียงแบบแบตช ์เป็น 41.58 กรัมต่อลิตร จึงใช้
การป้อนอาหารแบบคร้ังคราวน้ีไปใช้ในการขยายส่วนการผลิต P(3HB) แบบเฟด-แบตช์ โดย
การศึกษาเกณฑค์งท่ีท่ีเหมาะสม 3 ค่า สําหรับการขยายส่วนจากถงัหมกัขนาด 10 ลิตรไปสู่ถงัหมกั
ขนาด 90 ลิตร ไดแ้ก่ อตัราส่วนระหว่างกาํลงัมอเตอร์ต่อปริมาตรนํ้ าหมกั ความเร็วรอบของปลาย
ใบพดั และค่าเรยโ์นลดน์มัเบอร์ พบว่า การขยายส่วนการผลิต P(3HB) โดย B. megaterium BA-019 
จากถงัหมกัขนาด 10 ลิตรไปสู่ถงัหมกัขนาด 90 ลิตร ในการเล้ียงแบบเฟด-แบตช์ของงานวิจยัน้ี 
ประสบความสาํเร็จ เม่ือใชค้วามเร็วรอบปลายใบกวนเป็นเกณฑค์งท่ีในการขยายส่วนโดยใหอ้ตัรา
การกวนเท่ากบั 357 รอบต่อนาที อตัราการให้อากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อ
นาที และเม่ือเปรียบเทียบผลการผลิต P(3HB) กบังานวิจยัอ่ืนๆ ซ่ึงช้ีใหเ้ห็นว่าการผลิต P(3HB) จาก 
B. megaterium BA-019 ในงานวิจยัน้ี มีค่าอตัราการผลิต P(3HB) ท่ีสูงกว่า จึงเป็นขอ้ไดเ้ปรียบและ
เหมาะสม อาจนาํไปสู่ความเป็นไปไดใ้นการผลิต P(3HB) ในระดบัอุตสาหกรรมต่อไป 

โดยอาจมีปัจจยัอ่ืนท่ีตอ้งพิจารณา เช่น ขีดจาํกดัในการป่ันกวนของถงัหมกัและขนาดของ
มอเตอร์ท่ีใชใ้นแต่ละเคร่ือง (Junker, 2004) อีกทั้งองคป์ระกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ เช่น กากนํ้ าตาล
ท่ีใช ้ซ่ึงในการผลิตแต่ละคร้ังมีความแตกต่างกนัข้ึนกบัหลายปัจจยั ไดแ้ก่ ฤดูกาล สภาพดิน การเก็บ
รักษาและกรรมวิธีการผลิตของโรงงาน โดยงานวิจยัในขั้นต่อไปอาจเป็นการศึกษาถึงการสกัด 
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P(3HB) ออกจากเซลลแ์ละทาํ P(3HB) ใหบ้ริสุทธ์ิ โดยศึกษาหาวิธีท่ีมีประสิทธิภาพและมีราคาถูก 
เพื่อใหไ้ด ้P(3HB) เป็นพลาสติกท่ียอ่ยสลายไดท้างชีวภาพท่ีมีคุณสมบติัเหมาะสม สามารถนาํไปข้ึน
รูปเป็นผลิตภณัฑไ์ดต้ามตอ้งการ ซ่ึงหลงัจากการแยกเอาตวัเซลลท่ี์มีการสะสม P(3HB) ออกจากนํ้ า
หมกัแลว้ อาจนาํนํ้ าหมกัท่ีมีปริมาณนํ้ าตาลรวมในกากนํ้ าตาลเหลืออยู ่(ประมาณ 30 กรัมต่อลิตร) ไป
ใชป้ระโยชน์ดา้นอ่ืนๆ เช่น การทาํนํ้ าหมกัชีวภาพ (Effective Microorganisms; EM) หรืออาจนาํไป
ทาํปุ๋ยไดอี้กดว้ย 
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การเตรียมวตัถุดิบและสารทีใ่ช้ในการวจัิย 
1.  การเตรียมกากนํา้ตาล 
 1.1  เจือจางกากนํ้าตาลดว้ยนํ้าประปาในอตัราส่วน 1 ต่อ 1 
 1.2  นาํกากนํ้าตาลท่ีเจือจางแลว้มาป่ันแยกตะกอนออกท่ีความเร็ว 20,000 รอบต่อนาที ดว้ย
เคร่ือง Tubular bowl centrifuge 
 1.3  นาํกากนํ้ าตาลท่ีผ่านการป่ันแยกตะกอนออกแลว้มาวิเคราะห์ปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมด 
และเจือจางใหไ้ดต้ามความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เคร่ือง Tubular bowl centrifuge 
 
2.  การเตรียมสารทีใ่ช้ในการวเิคราะห์นํา้ตาล 
 2.1  สารละลายฟีนอล 5% (นํ้าหนกัต่อปริมาตร) 

เตรียมจากการละลายฟีนอล 25 กรัม ในนํ้ ากลัน่ 400 มิลลิลิตร แลว้ปรับปริมาตรเป็น 
500 มิลลิลิตร ดว้ยนํ้ากลัน่ 
 
3.  การเตรียมสารทีใ่ช้ในการวเิคราะห์ปริมาณยูเรีย 
  3.1  สารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด ์0.1 N 
 เตรียมจากการละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์4 กรัม ในนํ้ ากลัน่ 800 มิลลิลิตร แลว้ปรับ
ปริมาตรใหเ้ป็น 1 ลิตร ดว้ยนํ้ากลัน่ 
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 3.2  สารละลาย Potassium hydrogen phthalate (KHP) 
  เตรียมจากการละลาย KHP 20.4 กรัม ในนํ้ ากลัน่ 800 มิลลิลิตร แลว้ปรับปริมาตรให้
เป็น 1 ลิตร ดว้ยนํ้ากลัน่ (หรือหากตอ้งการเตรียมสารละลาย KHP 25 มิลลิลิตร ตอ้งละลายสาร KHP 
0.51 กรัม) 
 3.3  หาความเขม้ขน้ท่ีแน่นอนของสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด ์
  นาํสารละลาย KHP ท่ีเตรียมไดจ้ากขอ้ 3.2 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดรูปชมพู่
ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมอินดิเคเตอร์ฟีนอฟทาลีนลงไป 2 หยด จากนั้นนาํมาไทเทรตกบัสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดท่ี์เตรียมไดจ้ากขอ้ 3.1 เม่ือถึงจุดยติุ สารละลายจะเปล่ียนจากไม่มีสีเป็นสีชมพ ู
บนัทึกปริมาตรโซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ีใช่ไทเทรต แลว้คาํนวณหาความเขม้ขน้ท่ีแน่นอนของ
สารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด ์ดงัน้ี 
 N ของ NaOH   =   (ปริมาตรของ KHP x 1000)/M.W. x ปริมาตรของ NaOH ท่ีใชไ้ทเทรต 
 3.4  สารละลายมาตรฐานไฮโดรคลอริก 0.1 N 
  เตรียมจากการปิเปตกรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ 37% (นํ้าหนกัต่อนํ้ าหนกั) มาปริมาตร 
8.1762 มิลลิลิตร ลงในนํ้ากลัน่ 800 มิลลิลิตร แลว้ปรับปริมาตรใหเ้ป็น 1 ลิตร ดว้ยนํ้ากลัน่ 
 3.5  หาความเขม้ขน้ท่ีแน่นอนของสารละลายมาตรฐานไฮโดรคลอริก 
  นาํสารละลายสารละลายมาตรฐานไฮโดรคลอริกท่ีเตรียมไดจ้ากขอ้ 3.4 ปริมาตร 25 
มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร มาไทเทตรกบัสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮ
ดรอกไซดท่ี์ทราบความเขม้ขน้ท่ีแน่นอนจากขอ้ 3.3 โดยใชฟี้นอฟทาลีนเป็นอินดิเคเตอร์ เม่ือถึงจุด
ยุติ สารละลายจะเปล่ียนจากไม่มีสีเป็นสีชมพู โดยคาํนวณหาความเขม้ท่ีแน่นอนของสารละลาย
มาตรฐานไฮโดรคลอริก ดงัน้ี 

N1V1 = N2V2 
 N1 = ความเขม้ขน้ท่ีแน่นอนของ NaOH 
 V1 = ปริมาตรของ NaOH ท่ีใชไ้ทเทรต 
 N2 = ความเขม้ขน้ของ HCl ท่ีตอ้งการทราบ 
 V2 = ปริมาตรของ HCl ท่ีนาํมาไทเทรต 
 3.6  สารละลายกรดบอริก 4% (นํ้าหนกัต่อปริมาตร) 
 เตรียมจากการละลายกรดบอริก 40 กรัม ในนํ้ ากลัน่ 800 มิลลิลิตร แลว้ปรับปริมาตร
เป็น 1 ลิตร ดว้ยนํ้ากลัน่ 
 3.7  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์32% (นํ้าหนกัต่อปริมาตร) 
 เตรียมจากการละลายกรดบอริก 32 กรัม ในนํ้ ากลัน่ 800 มิลลิลิตร แลว้ปรับปริมาตร
เป็น 1 ลิตร ดว้ยนํ้ากลัน่ 
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ภาคผนวก ข 

 
สูตรคาํนวณ 
1.  การคาํนวณนํา้หนักเซลล์แห้ง 
 นํ้าหนกัเซลลแ์หง้ (กรัมต่อลิตร) = นํ้าหนกัถว้ยท่ีมีเซลล ์-นํ้าหนกัถว้ยเปล่า  x 1000 

                                                                           10             
2.  การคาํนวณปริมาณ P(3HB) จากการวเิคราะห์ด้วยวธีิก๊าซโครมาโทกราฟฟี 
 การคาํนวณปริมาณ P(3HB) (กรัมต่อลิตร ต่อ lyophilized cell 20 มิลลิกรัม) 
 ปริมาณ P(3HB) (กรัมต่อลิตร) = ค่าจากการวิเคราะห์ (กรัมต่อลิตร) x นํ้าหนกัเซลลแ์หง้ (กรัมต่อลิตร) 
                                                                                                       20 
3.  การคาํนวณปริมาณนํา้ตาลรวมในนํา้หมัก 
 ปริมาณนํ้าตาลรวม (กรัมต่อลิตร) = OD490 x ความชนั-1 x ค่าการเจือจาง 
 
4.  การหาปริมาณยูเรียในนํา้หมัก 
 เปอร์เซ็นตไ์นโตรเจน = ปริมาตรกรดเกลือ x ความเขม้ขน้กรดเกลือ x 1.4 
      ปริมาตรนํ้าหมกั 
 ปริมาณยเูรีย  = ความเขม้ขน้ของยเูรีย 1 กรัมต่อลิตร x เปอร์เซ็นตไ์นโตรเจน 
      เปอร์เซ็นตไ์นโตรเจนในยเูรีย 1 กรัมต่อลิตร 
6.  การคาํนวณหา μ  YX/S YP/S และอตัราการผลติ P(3HB)  

  μ           = lnXt – lnXo 
                                   t 
   YX/S   =    Xt  - X0 
                      S0 - St             
     YP/S   =    Pt  - P0 
                      S0 - St             

YP/X   =    Pt  - P0 
                     Xt – X0            
    Productivity  =              Pt  - P0 
                          t 
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐาน 

1.  กราฟมาตรฐานของนํา้ตาลรวม 

 
 กราฟมาตรฐานของนํ้าตาลรวมในช่วง 0-0.1 กรัมต่อลิตร มีค่าความชนัเท่ากบั 6.8759 
 
2.  กราฟมาตรฐาน P(3HB) วเิคราะห์ด้วยวธีิ GC 

 
 กราฟมาตรฐานของ P(3HB) ความเขม้ขน้ 0-5 กรัมต่อลิตร มีค่าความชนัเท่ากบั 0.1528 
 

y = 6.8759x
R² = 0.9999
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ภาคผนวก ง 
 

โครมาโทแกรม 

1.  โครมาโทแกรมวเิคราะห์ปริมาณ P(3HB) โดยวธีิแก๊สโครมาโตกราฟฟี 
 

 
โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน 3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต (3HB) ซ่ึงวิเคราะห์ดว้ยวิธี GC 

โดยใชก้รดเบนโซอิกเป็นสารมาตรฐานภายใน 
 

 
โครมาโทแกรมของ P(3HB) จาก Bacillus megaterium BA-019 ซ่ึงวิเคราะห์ดว้ยวิธี GC 

โดยใชก้รดเบนโซอิกเป็นสารมาตรฐานภายใน 
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ภาคผนวก จ 
 

การคาํนวณค่าความเร็วรอบของการกวนเม่ือใช้เกณฑ์คงทีใ่นการกาํหนดการขยายส่วนของถังหมัก 
1.  สัดส่วนของถังหมักมาตรฐาน 
 1.1  ถงัหมกัขนาด 10 ลิตร 

- เสน้ผา่ศูนยก์ลางถงัหมกั (DT)  0.190  เมตร 
- เสน้ผา่ศูนยก์ลางใบพดั (Di)  0.095 เมตร 

1.2  ถงัหมกัขนาด 90 ลิตร 
- เสน้ผา่ศูนยก์ลางถงัหมกั (DT)  0.400  เมตร 
- เสน้ผา่ศูนยก์ลางใบพดั (Di)  0.160  เมตร  

2.  การคาํนวณความเร็วรอบในการกวน  
2.1  อตัราส่วนระหว่างกาํลงัมอเตอร์ต่อปริมาตรนํ้ าหมกั (P/V) ของถงัหมกั 10 ลิตร และ 

90 ลิตรมีค่าเท่ากนั 
จากสมการ    

 n2  =  n1 (Di1/Di2)
2/3     

 เม่ือ   n2  =  ความเร็วรอบของการกวนในถงัหมกั 90 ลิตร 
         n1  =  ความเร็วรอบของการกวนในถงัหมกั 10 ลิตร 
         Di2  =  เสน้ผา่ศูนยก์ลางใบพดัของถงัหมกั 90 ลิตร 
         Di1 =  เสน้ผา่ศูนยก์ลางใบพดัของถงัหมกั 10 ลิตร 

 n2  =  600 x (0.095/0.160)2/3     =  423.86  รอบต่อนาที 
ดงันั้นความเร็วรอบของการกวนของถงัหมกั 90 ลิตร จะใชป้ระมาณ 424 รอบต่อนาที 
 

2.2  ความเร็วรอบของปลายใบพดั (πnDi) ของถงัหมกั 10 ลิตร และ 90 ลิตร มีค่าเท่ากนั 
 จากสมการ  

 Tip speed    ∝ nDi 

ความสมัพนัธ์ท่ีเกิดข้ึนเม่ือความเร็วรอบของปลายใบพดั (πnDi) ของถงัหมกัมีค่าเท่ากนัคือ 
 n2Di2  =  n1Di1 
 n2  =  600 x (0.095/0.160)  =  356.25  รอบต่อนาที 
ดงันั้นความเร็วรอบของการกวนของถงัหมกั 90 ลิตร จะใชป้ระมาณ 357 รอบต่อนาที 
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2.3  ค่าเรยโ์นลดน์มัเบอร์ (NRE) ของถงัหมกั 10 ลิตร และ 90 ลิตร มีค่าเท่ากนั 
 จากสมการ 

 Reynolds number    ∝ nDi2     
 n1Di1

2  =  n2Di2
2 

 n2  =  600 x (0.095/0.160)2  =  211.52  รอบต่อนาที  
ดงันั้นความเร็วรอบของการกวนของถงัหมกั 90 ลิตร จะใชป้ระมาณ 212 รอบต่อนาที 
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ประวตัผู้ิเขยีนวทิยานิพนธ์ 
 

นายปวุติ กาญจนชุมพล เกิดเม่ือวนัท่ี 30 กรกฎาคม พ.ศ. 2527 ท่ีจงัหวดัชุมพร สาํเร็จ
การศึกษาระด ับปริญญาวิทยาศาสตรบณัฑิต  ภาควิชาพฤกษศาสตร์  คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ บางเขน เม่ือปีการศึกษา 2549 และไดเ้ขา้ศึกษาต่อในระดบับณัฑิตศึกษา 
หลกัสูตรจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ในปีการศึกษา 
2550 

ในระหว่างการศึกษาไดเ้ขา้ร่วมเสนอผลงานทางวิชาการในงาน The 20th Annual Meeting 
of the Thai Society for Biotechnology (TSB 2008) “Biotechnology for Global Care” ณ โรงแรม
ตกัสิลา มหาสารคาม ระหว่างวนัท่ี 14-17 ตุลาคม พ.ศ. 2551 ในหัวขอ้ Enhanced Production of 
Poly(3-Hydroxybutyrate) by High Cell Density Fed-Batch Cultivation of Bacillus megaterium 
BA-019 with Different C/N ratio in Feeding Solution และงาน The 22nd Annual Meeting of the 
Thai Society for Biotechnology (TSB 2010) “International Conference on Biotechnology for 
Healthy Living” ณ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ วิทยาเขตตรัง ระหว่างวนัท่ี 20-22 ตุลาคม พ.ศ. 
2553 ในหวัขอ้ Increased Poly(3-Hydroxybutyrate) Production by High-Cell-Density Fed-Batch 
Fermentation of Bacillus megaterium BA-019 from Sugarcane Molasses และไดรั้บรางวลั The 
Outstanding Poster Presentation Award ในหมวด Bioprocess and Fermentation 
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