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งานวิจยันี้มีจุดมุงหมายท่ีจะศึกษาเกณฑและปจจยัท่ีสําคัญตอการขยายสวนการผลิตพอ
ลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) โดย B. megaterium BA-019 โดยใชขอมูลจากการทดลองในถังหมัก
ขนาด 10 ลิตร   โดยศึกษาผลของอัตราการกวน (400 600 และ 800 รอบตอนาที) และอัตราการให
อากาศ (0.5 1.0 และ 1.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที) ท่ีมีตอคา KLa  การเติบโตของ
เซลล และการผลิต PHB ในถังหมักขนาด 10 ลิตร   ผลการทดลองพบวาท่ีอัตราการกวนเดียวกนัคา 
KLa มีคาเพิ่มข้ึนเม่ืออัตราการใหอากาศมากข้ึนและอัตราการกวนมีผลตอคา KLa มากกวาอัตราการ
ใหอากาศ    ความหนาแนนของเซลล ปริมาณ PHB YX/S YP/S และอัตราการผลิต PHB มีคามากท่ีสุด
เม่ืออัตราการกวน 600 รอบตอนาที และ อัตราการใหอากาศ  1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหาร
ตอนาที   ดังน้ันจึงใชอัตรากวน 600 รอบตอนาที และ อัตราการใหอากาศ  1.0 ปริมาตรอากาศตอ
ปริมาตรอาหารตอนาที ในการผลิต PHB แบบ fed-batch โดยการปอนอาหารดวยวธีิ exponential 
feeding ในถังหมักขนาด 10 ลิตร โดยใชคาทางจลนศาสตรท่ีคํานวณไดจากภาวะดังกลาวคํานวณ
อัตราการปอนอาหารเขา จากการศึกษาผลของอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจนในสารอาหาร
ปอนเขา (7 10 และ 25 กรัมน้ําตาลตอกรัมยูเรีย) ท่ีมีตอการเติบโตของเซลลและการผลิต PHB  ใน
ถังหมักขนาด 10 ลิตร พบวาท่ี C/N เทากับ 7 ความหนาแนนของเซลล ความเขมขนของ PHB และ
อัตราการผลิต PHB มีคาเทากับ 90.42 กรัมตอลิตร  35.45 กรัมตอลิตร และ 1.31 กรัมตอลิตรตอ
ช่ัวโมง  ตามลําดับ ท่ีช่ัวโมงที่ 27 ของการเล้ียงเช้ือ    งานวิจยันี้ศึกษาการขยายสวนการผลิต PHB 
จากถังหมักขนาด 10 ลิตร ไปสูถังหมักขนาด 300 ลิตร โดยใชเกณฑคงท่ี ไดแก อัตราสวนของกําลัง
มอเตอรตอปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ ความเร็วรอบปลายใบพัด และคาเรยโนลดนัมเบอร  เม่ือ
พิจารณาเกณฑคงท่ีท้ัง 3 เกณฑพบวาอัตราสวนของกําลังมอเตอรตอปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือเปน
เกณฑท่ีเหมาะสมท่ีสุดสําหรับใชในการขยายสวนการผลิต PHB จากถังหมักขนาด 10 ลิตร มาสูถัง
หมักขนาด 300 ลิตร 
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The research is aimed to investigate the criteria and important factors for scaling up the 

production of polyhydroxybutyrate (PHB) by B. megaterium BA-019 using the data obtained from the 
process in 10-L fermentor. The effect of different agitation speed (400, 600 and 800 rpm) and aeration 
rate (0.5, 1.0 and 1.5 vvm) on KLa value, cell growth and PHB yield were investigated in 10-L 
fermentor. At the same agitation speed, KLa was increased with the increasing aeration rate.  The results 
show that the agitation rate had a stronger influence on KLa than the aeration rate. The highest cell mass, 
PHB production, YX/S, YP/S and PHB productivity were obtained at 600 rpm and 1.0 vvm, respectively. 
Fed-batch fermentation in 10-L fermentor was operated at 600 rpm and 1.0 vvm using an exponential 
feeding strategy. The feed rate during fed-batch culture was calculated from the kinetic data obtained in 
batch culture at 600 rpm and 1.0 vvm in 10-L fermentor. The effect of the different C/N (7, 10 and 25 g 
sugar/g urea) in the feeding solution containing molasses and urea as the carbon and nitrogen sources on 
cell growth and PHB production was investigated. C/N ratio of 7 gave the maximum cell growth and the 
highest PHB production. In fed-batch culture, the highest cell density (90.42 g/l) and PHB concentration 
(35.45 g/l) were obtained at 27 h and PHB productivity was significantly increased up to 1.31 g/l-h. 
Compared with other PHB producing strains, the result in this study suggested that nitrogen limitation was 
not required in PHB synthesis in B. megaterium BA-019. Scale-up process was performed from 10-L to 300-
L fermentor using the constant power input per unit volume (P/V), the constant impeller tip speed and 
the constant Reynolds number as scaling-up criteria. Among the three criteria, it was found that power 
input per unit volume is the most suitable criteria for scaling up of PHB production in 300-L fermentor. 
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ใชกากน้ําตาลท่ีมีความเขมขนของนํ้าตาลท้ังหมด 350 กรัมตอลิตร ยูเรีย (อัตราสวน
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ใชกากน้ําตาลท่ีมีความเขมขนของนํ้าตาลท้ังหมด 350 กรัมตอลิตร ยูเรีย (อัตราสวน
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อัตราอากาศมีคาเทากับ 0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ในถังหมัก 10 
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117 
20 การบันทึกปริมาณออกซิเจนละลายเม่ือปดและเปดการใหอากาศเม่ือทําการเล้ียงเช้ือ B. 

megaterium BA-019 ในช่ัวโมงท่ี 12 โดยใชอัตราการกวน 600 รอบตอนาที และ อัตรา
อากาศมีคาเทากับ (ก) 0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที (ข) 1.0 ปริมาตร
อากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที   (ค) 1.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที 
ในถังหมัก 10 ลิตร………………………………………………………....................... 
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 ฒ 

รูปท่ี                       หนา 
21 การบันทึกปริมาณออกซิเจนละลายเม่ือปดและเปดการใหอากาศเม่ือทําการเล้ียงเช้ือ B. 

megaterium BA-019 ในช่ัวโมงท่ี 12 โดยใชอัตราการกวน 800 รอบตอนาที และ อัตรา
อากาศมีคาเทากับ (ก) 0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที (ข) 1.0 ปริมาตร
อากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที   (ค) 1.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที 
ในถังหมัก 10 ลิตร………………………………………………………....................... 
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 ณ 

คํายอ 
 
ตัวยอ     คําอธิบาย 
DCW     น้ําหนกัเซลลแหง 
g/l     กรัมตอลิตร 
g/l-h     กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 
h     ช่ัวโมง 
OUR     อัตราการใชออกซิเจน 
PHB     พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต 
PHB conc.    ความเขมขนของ PHB 
PHB prod.    อัตราการผลิต PHB 
YX/S                   ผลของเซลลท่ีไดตอหนวยซับสเตรทท่ีใชไป  
YP/S     ผลของผลิตภัณฑท่ีไดตอหนวยซับสเตรทท่ีใชไป 
YP/X       ผลของผลิตภัณฑท่ีไดตอหนึ่งหนวยเซลล 
% by wt.    เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง 

μ     อัตราการเติบโตจําพาะ 
 



 
บทท่ี 1 

 
บทนํา 

 
ผลิตภัณฑพลาสติกเปนผลิตภัณฑท่ีหาไดงาย ราคาถูก สะดวก และทนทาน และผลิตภัณฑ

หลายประเภทถูกออกแบบสําหรับการใชงานคร้ังเดียว ดังนั้นปจจยัเหลานีจ้ึงเรงใหเกิดการท้ิงเปน
ขยะเปนจํานวนมากในแตละปและสงผลกระทบดานการกําจัด ถึงแมวาจะมีการรณรงคท้ังการลด
ปริมาณการใชพลาสติก การนํากลับมาใชใหมและการเรียกกลับคืนเพื่อนํามาใชประโยชน แต
ปญหาดานมาตรการท่ีไมสามารถดําเนินการไดอยางเต็มที่ คาใชจายในการจัดการนํามาใชใหมท่ี
คอนขางสูง ทําใหการรณรงคดานการเก็บรวบรวม การท้ิง และการนาํมาใชใหมไมบรรลุผล จึงทํา
ใหปริมาณขยะพลาสติกของโลกยังคงเพ่ิมข้ึนอยางตอเนื่อง (Reddy และคณะ, 2003) อยางไรกต็าม
ดวยปญหาดานมาตรการท่ีไมสามารถดําเนินการไดอยางเต็มท่ีและคาใชจายในการดําเนินการท่ี
คอนขางสูง ทําใหการรณรงคดานการเก็บรวบรวม การท้ิง และการนาํมาใชใหมไมประสบผลสําเร็จ
เทาท่ีควร  สงผลใหใหปริมาณขยะพลาสติกของโลกยังคงเพ่ิมข้ึนอยางตอเนื่อง  มีการประมาณวา
ขณะนี้ปริมาณการใชพลาสติกท่ัวโลก มีมากกวา 2 หม่ืนลานตันตอวัน และกอใหเกดิขยะพลาสติก
จํานวนมาก โดยขยะพลาสตกิกวา 20% มาจากพลาสติกจาํพวกบรรจภุณัฑตางๆ โดยในประเทศไทย
ในแตละวนัมีขยะพลาสติกมากถึง 15 ลานตัน และเม่ือพิจารณาดานวตัถุดิบ ไดแก น้ํามันปโตรเลียม
หรือเช้ือเพลิงจากฟอสซิล ท่ีมีปริมาณจํากัด และไดมีการประมาณวาจะหมดไปใน 90 ปขางหนา 
ดังนั้นประมาณรอยละ 5 ของปโตรเลียมท่ีนํามาแปรรูปเปนผลิตภัณฑพลาสติกนั้น นอกจากจะมี
แนวโนมของราคาสูงข้ึนตามราคานํ้ามันแลว ยังอาจเกิดวิกฤตดานการขาดแคลนวัตถุดิบดวย  

นอกจากนี้ปญหาดานส่ิงแวดลอม ไมวาจะเปนเร่ืองมลภาวะอากาศ (เชน สภาวะโลกรอน
จากการเพิ่มข้ึนของกาซคารบอนไดออกไซด การลดลงของโอโซน หมอกควันจากการเผาผลาญ
เช้ือเพลิง) ปญหาทรัพยากรน้ํา (เชน แหลงน้ํามีความเปนกรดหรือมีแรธาตุมากเกินไปซ่ึงเปน
อันตรายตอส่ิงมีชีวิตในนํ้า)  ปญหาทรัพยากรดินและน้ํา (เชน การสะสมของพลาสติกท่ีไมยอย
สลาย) จัดวาเปนอีกประเด็นหนึ่งท่ีตองหาแนวทางแกไขเพ่ือใหสงผลกระทบตอส่ิงแวดลอมนอย
ท่ีสุด    ผลกระทบดังกลาวจึงเปนแรงผลักดันในการคนหาแหลงพลังงานท่ีเปนมิตรกับส่ิงแวดลอม
และแหลงวัตถุดิบท่ีทดแทนใหมได (renewable resources)   สําหรับพลาสติกนั้น พลาสติกท่ียอย
สลายไดทางชีวภาพเปนทางเลือกใหมท่ีสามารถนํามาใชเพื่อแกปญหาดังกลาวได   นอกจากนี้ความ
ตองการและเง่ือนไขดานส่ิงแวดลอมเปนแรงผลักดันท่ีดีใหเกิดเทคโนโลยีและนวัตกรรมสูการ
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พลาสติกท่ีสามารถยอยสลายไดโดยชีวภาพสามารถแบงออกได 3 ประเภทคือ (Khanna 
และคณะ, 2005) พลาสติกท่ีสังเคราะหข้ึนโดยวิธีทางเคมี (Chemically synthesized polymers) 
พลาสติกประเภทนี้ ไดแก พอลิไกลคอลลิคเอซิด  พอลิแลคติกเอซิด  พอลิไวนิลแอลกอฮอลล และ 
พอลิเอทิลีนออกไซด     พลาสติกประเภทนี้งายตอการยอยสลายโดยเอนไซม และ จุลินทรีย แต
พลาสติกประเภทนี้มีขอดอยคือมีคุณสมบัติท่ีดอยกวาพลาสติกท่ีไดจากปโตรเคมีจึงไมเปนท่ี
ตองการในทางการคา พลาสติกท่ีมีการเติมแปงเขาไปเปนองคประกอบ (Starch-based 
biodegradable plastics) สําหรับพลาสติกประเภทนี้มีการเติมแปงลงไปเพื่อทําหนาที่เปน filler และ 
cross linking agent เชน starch–polyethylene   อยางไรก็ตามพลาสติกประเภทนี้มีขอเสียคือ เปน
พลาสติกท่ียอยสลายไดเปนบางสวนเทานัน้ โดยเม่ือท้ิงพลาสติกประเภทนี้ลงสูส่ิงแวดลอม             
จุลินทรียในส่ิงแวดลอมจะยอยสลายเฉพาะสวนท่ีเปนแปงเทานั้น สวนท่ีเปนพลาสติกจะไมถูกยอย
สลายและคงอยูในส่ิงแวดลอมเปนเวลานาน   และพลาสติกในกลุมพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต  
(Polyhydroxyalkanoates หรือ PHAs) พลาสติกในกลุมนี้มีขอดคืีอ สามารถยอยสลายไดโดย
สมบูรณและมีสมบัติท่ีคลายกับพลาสติกท่ีไดจากกระบวนการปโตรเคมี เชน พอลิโพรพิลีน  
(polypropylene หรือ PP) และ พอลิเอทิลีน  (polyethylene หรือ PP) พลาสติกประเภทนี้เปนพอลิ
เอสเทอรของไฮดรอกซีอัลคาโนเอตซ่ึงถูกสังเคราะหและสะสมภายในเซลลจุลินทรียหลายชนิด ซ่ึง
ทําหนาท่ีเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานภายในเซลล  
 
PHA 
 ส่ิงมีชีวิตประเภทโปรคาริโอต (Prokaryote) มีการสรางและสะสม  PHA ภายในเซลล จาก
การศึกษาพบวามีจุลินทรียมากกวา 80 ชนิด ดังแสดงในตารางท่ี 1 สามารถสรางและสะสม PHA ใน
สภาวะท่ีถูกจํากัดสารอาหารอ่ืนๆ และมีแหลงคารบอนมากเกินพอเพือ่ใชสําหรับเปนแหลงคารบอน
และพลังงานของเซลล รวมท้ังใชสําหรับการสรางสปอร (sporulation) ใน Bacillus (Williamson 
และ Wilkinson, 1958) และการสรางซีสต (encysment) ใน Azotobactor            (Dawes, 1973) 
เชนเดยีวกับการสะสมแปงในพืชและการสะสมไกลโคลเจนในส่ิงมีชีวิตช้ันสูง (Bloembergen และ 
คณะ, 1986)  PHA จะถูกสะสมอยูในรูปของแกรนูล ขนาดและจํานวนของแกรนูลตอเซลลจะ
แตกตางกันในแตละชนดิของจุลินทรีย เชน Alcaligenes eutrophus มีแกรนูลขนาด 0.24 - 0.50 μm 
จํานวน 8 -13 แกรนูลตอเซลล จุลินทรียท่ีมีการสะสม PHA สามารถตรวจสอบเบ้ืองตนไดโดยการ
ยอมสีซูดานแบล็คบี หรือ ไนลบลู (Byrom, 1994)  
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ตารางท่ี 1 จุลินทรียท่ีสามารถสรางและสะสม PHA (Brandl และคณะ, 1990) 
 

การจําแนกสายพนัธุโดย 
Bergey’s Manual 

จีนัส ปริมาณ PHA สูงสุด 
(% ตอน้ําหนักเซลลแหง) 

แหลงคารบอนสําหรับ 
การผลิต PHA 

Group 1 
Phototrophic bacteria 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Group 2 Gliding bacteria 
 
 
Group 3 Sheathed bacteria 
 
Group 4 Budding and/or 
curved bacteria 
 
 
Group 7 Gram-negative 
aerobic rods and cocci 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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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การจําแนกสายพนัธุโดย 
Bergey’s Manual 

จีนัส ปริมาณ PHA สูงสุด 
(%ตอน้าํหนักเซลลแหง) 

แหลงคารบอนสําหรับ 
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 สูงสุดไมไดทําการวิเคราะห     NS = แหลงคารบอนไมจําเพาะ 
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โครงสรางของ PHAs 
 PHAs มีโครงสรางเปนพอลิเอสเทอรสายตรง (linear polyester) ของโมโนเมอรในกลุมไฮ
ดรอกซีอัลคาโนเอตท่ีเช่ือมตอกันดวยพนัธะเอสเทอรระหวางหมูคารบอกซิลิกของโมโนเมอรตัว
หนึ่งกับหมูไฮดรอกซีของโมโนเมอรอีกตวัหนึ่ง ตรงตําแหนงบีตาคารบอนจะเปนไครัลคารบอน 
(chiral carbon) แสดงโครงรางเปน D(-)configuration (Wang และ Bakken, 1998) และแตละโมโน
เมอรจะเช่ือมตอกันแบบหัวตอหาง (head to tail configuration) เชนเดยีวกับ พอลิโพรพิลีน (Byrom, 
และคณะ, 1994)  
 

    * แสดงตําแหนงบีตาคารบอน 
n = 1 R = ไฮโดรเจน (H) สารนี้คือ พอลิ (3 – ไฮดรอกซีโพรพิโอเนต)  หรือ P(3HP) 
 R = เมทธิล (CH3) สารนี้คือ พอลิ (3 – ไฮดรอกซีบิวทิเรต)   หรือ P(3HB) 
 R = เอทธิล (C2H5) สารนี้คือ พอลิ (3 – ไฮดรอกซีวาเลอเรต)  หรือ P(3HV) 
 R = โพรพิล (C3H9) สารนี้คือ พอลิ (3 – ไฮดรอกซีคาโปรเอต)  หรือ P(3HC) 
 R = บิวทิล (C4H9) สารนี้คือ พอลิ (3 – ไฮดรอกซีเฮบตะโนเอต)  หรือ P(3HH) 
 R = เพนทิล (C5H11) สารนี้คือ พอลิ (3 – ไฮดรอกซีออกตะโนเอต)  หรือ P(3HO)  
 R = โนนิล (C9H19) สารนี้คือ พอลิ (3 – ไฮดรอกซีโดเดคะโนเอต) หรือ P(3HD) 
n = 2 R = ไฮโดรเจน (H) สารนี้คือ พอลิ (4 – ไฮดรอกซีบิวทิเรต)  หรือ P(4HB) 
n = 3 R = ไฮโดรเจน (H) สารนี้คือ พอลิ (5 – ไฮดรอกซีวาเลอเรต)  หรือ P(5HV) 
 

รูปท่ี 1 โครงสรางของโพลีไฮดรอกซีแอลคาโนเอต (Madison และ Huisman, 1999) 
 

การจัดจําแนกชนิดของ PHAs 
 PHAs สามารถแบงเปน 2 กลุมตามชนิดของโมโนเมอรท่ีมาตอกันเปนสายพอลิเมอร ดังน้ี 
 1. โฮโมพอลิเมอร (homopolymer) จะประกอบดวยโมโนเมอรเพียงชนิดเดยีว ไดแก พอลิ

บีตาไฮดรอกซีบิวทิเรต [Poly (β - hydroxybutyrate) หรือ P(3HB)]  
 2. เฮทเทอรโรพอลิเมอร (heteropolymer) จะประกอบดวยโมโนเมอรมากกวา 1 ชนิด 
ตัวอยาง เชน โคพอลิเมอร (copolymer) จะประกอบดวยโมโนเมอร 2 ชนิดไดแก พอลิ(3–ไฮดรอกซี
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 นอกจากน้ี PHAs สามารถแบงเปน 3 กลุมตามจํานวนคารบอนอะตอมในหนวยโมโนเมอร 
(Sun และคณะ, 2007) 
 1 short-chain-length (SCL) PHAs คือ พอลิเมอรท่ีแตละหนวยโมโนเมอรประกอบดวย
คารบอนอะตอม 3-5 อะตอม 
 2  medium-chain-length (MCL) PHAs คือ พอลิเมอรท่ีแตละหนวยโมโนเมอรประกอบ
ดวยคารบอนอะตอม 6-14 อะตอม 
 3 long-chain-length (LCL) PHAs คือ พอลิเมอรท่ีแตละหนวยโมโนเมอรประกอบดวย
คารบอนอะตอมมากกวา 14 อะตอม 
 
พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) หรือ พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต หรือ PHB 
 PHB เปนโฮโมพอลิเมอรของ 3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต สามารถสังเคราะหไดจากจุลินทรีย
หลายชนิด     สูตรเคมีของ PHB คือ (C4H6O2 )n      PHB ท่ีจุลินทรียสังเคราะหข้ึนถูกเก็บไวใน
แกรนูลภายในไซโตพลาสซึมของเซลล    แกรนูล PHB ถูกหุมดวยเยื่อเซลลท่ีมีไขมันและโปรตนี
หนาประมาณ 2 นาโนเมตร โดยแตละแกรนูลมีสายโซพอลิเมอรอยางนอย 1000 โมเลกุล   PHB ท่ี
แยกไดจากเซลลแบคทีเรียมีน้ําหนกัโมเลกลุสูงมากประมาณ 105 – 106 Da และมีระดับความเปน
ผลึกสูง (degree of  crystallinity) มากกวา 50 %  มีอุณหภมิูหลอมเหลวประมาณ 180 องศาเซลเซียส 
ซ่ึงแตกตางจากพอลิเมอรทางชีวภาพอ่ืนๆ เชน โปรตีน และ โพลีแซคคาไรด (Byrom, 1987; Doi, 
1990)   แบคทีเรียและไซยาโนแบคทีเรียบางชนิดสามารถสะสม PHB ได 30-80 % ของความ
หนาแนนของเซลล  เม่ือเติบโตภายใตภาวะท่ีมีแหลงคารบอนมากเกนิพอและมกีารจํากัดปริมาณ
สารอาหารจําเปน (Lee,1996a; Madison และ Huisman, 1999)  
 สาเหตุท่ี PHB ไดรับความสนใจจากนักวิทยาศาสตรเนื่องจากมีคุณสมบัติทางเคมีและ
กายภาพคลายกับ PP และ PE แต PHB สามารถยอยสลายไดอยางสมบูรณโดยชีววิธี   นอกจากน้ียัง
มีสมบัติเปนพโิซอิเลคตริก (piezoelectric) ท่ีเขากับเนื้อเยือ่คนได มีสมบัติเปนเทอรโมพลาสติก และ
สามารถนําไปผสมกับพอลิเมอรอ่ืนๆเพื่อใหมีสมบัติตามตองการได    ดังนั้นจึงสามารถนํา PHB ไป
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โครงสรางและสมบัติของ PHB 

1. โครงสรางผลึก (crystal structure) 
 Cornibert และ Marchessault (1972) (อางถึงใน Dawes และ Senior, 1973; อางถึงใน Doi, 
1990) ทําการศึกษาโครงสรางผลึกของ PHB โดยใชเทคนิค X-ray diffraction พบวาโครงรูป 
(conformation) ของโมเลกุล PHB เปนแบบอัดตัวแนนและแบบเกลียวเวยีนขวา (right-handed 
helix) และมีหนวยซํ้า fiber repeat เทากับ 0.596 นาโนเมตร ดังแสดงในรูปท่ี 2 
 

 
รูปท่ี 2 โครงสรางผลึกของ PHB (Doi, 1990) 
 

2. สมบัติทางกายภาพและความรอน (physical and thermal properties)  
 PHB มีสมบัติเปนเทอรโมพลาสติกโดยมีอุณหภูมิหลอมเหลว (melting temperature) 
ประมาณ 180 องศาเซลเซียส    เม่ือผลึกเย็นตัวอยางชาๆหลังการหลอมเหลวจะไดเปนสเฟยรูไลต 
(spherulites) ขนาดใหญ   PHB มีสถานะเปนของแข็งคลายแกว (glassy state) โดยมีอุณหภูมิกราส 
ทรานซิชันประมาณ 4 องศาเซลเซียส    เม่ือตกตะกอน PHB ดวยสารละลายเจือจางจะไดผลึกเปน
ช้ันบางๆช่ึงความหนาของช้ันผลึกข้ึนกับอุณหภูมิการตกผลึกและน้ําหนักโมเลกุลของ PHB    คา
โมดูลัสของยัง และ Tensile strength ของแผนฟลม PHB มีคาใกลเคียงกับ PP  สมบัติบางประการ
ของ  PHB เปรียบเทียบกัพลาสติกสังเคราะหท่ีไดจากอุตสาหกรรมปโตรเคมีแสดงไดดังตารางท่ี 2  
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ตารางท่ี 2 สมบัติบางประการทางกายภาพและความรอนของพอลิเมอร (Doi, 1990) 
 

 

คุณสมบัติ 
 

 
PP 

 
PHB 

 

จุดหลอมเหลว ( ° C ) 
 

ความสามารถเปนผลึก ( % ) ( crystallinity ) 
 

ความหนาแนน ( g/cm3 ) 
 

น้ําหนกัโมเลกลุ ( x 105 ) 
 
การกระจายของนํ้าหนกัโมเลกุล 
( molecular  weight  distribution ) 
 

ความแข็ง  ( GPa ) ( flexural  modulus ) 
 
ความสามารถในการตานแรงดึง ( MPa ) 
( tensile strength ) 
 
ความสามารถในการขยายตัว ( % ) 
( extension  to  break ) 
 
ความทนทานตอแสงอุลตราไวโอเลต 
( UV  resistance )  
 
ความทนทานตอตัวทําละลาย 
( solvent  resistance ) 
 
ความสามารถใหออกซิเจนผาน ( 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 
 
 

ไมด ี
 
 
ดี 
 
 

1700 

 
171 – 182 

 
65 – 80 

 
1.23 – 1.25 

 
1 – 8 

 
2.2 – 3 

 
3.5 – 4 

 
 

40 
 

6-8 
 
 
ดี 
 
 

ไมด ี
 
 

45 



 9 

 
น้ําหนกัโมเลกลุเปนปจจัยหนึ่งท่ีสงผลตอสมบัติทางกายภาพของพอลิเมอรโดยจะสงผลตอ

อุณหภมิกราสทรานซิชัน  ความสามารถในการละลาย และความหนืด เปนตน    PHB ท่ีผลิตไดจะมี
น้ําหนกัโมเลกลุแตกตางกนัไปท้ังนี้ข้ึนกับปจจัยหลายประการ ไดแก ชนดิของจุลินทรีย และสภาวะ
ท่ีใชในการเล้ียงเช้ือ (Doi, 1990)    Yeom และ Yoo (1995) รายงานศึกษาผลของความเปนกรดดาง
ตอน้ําหนกัโมเลกุลของ PHB ซ่ึงผลิตไดจาก Alcaligenes sp.K-912 พบวาเม่ือใชคาความเปนกรด
ดางในการเล้ียงเช้ือสูงจะได PHB ท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลสูงโดยท่ีคาความเปนกรดดางเทากับ 6.0 6.5 
7.0 และ 8.0 ทําใหได PHB ท่ีมีน้ําหนกัโมเลกุลเทากับ 150,000  250,000  580,000 และ 650,000 Da 
ตามลําดับ 
 
วิถีการสังเคราะห  PHB 

การสังเคราะห PHB และการควบคุมการสังเคราะห PHB  เกิดข้ึนโดยผานกระบวนการเม
ตาบอลิซึม ซ่ึงสารต้ังตนของวิถีการสังเคราะห PHB คือ อะเซติลโคเอ (acetyl-CoA) โดยปฏิกิริยา

ของระบบเอนไซม 3 ตัว ไดแก β-ketothiolase โดยเอนไซมนี้จะเรงปฏิกิริยาการรวมตัวกันของอะ
เซติลโคเอ 2 โมเลกุล ใหเปนอะเซโตอะเซติลโคเอ (acetoacetyl-CoA)  จากนั้นสารดังกลาวจะถูก
รีดิวซเปน     ดี-(-)-3-ไฮดรอกซีบิวทิริลโคเอ (D-(-)-3-hydroxybutyryl CoA) โดยการเรงของ
เอนไซม NADH/NADPH-linked acetoacetyl-CoA reductase  และเกิดปฏิกิริยาพอลิเมอรไรเซชัน 
(polymerization) ไปเปน PHB โดยเอนไซม PHB synthase วิถีการสังเคราะห PHB จากสารต้ังตน
ชนิดตางๆ แสดงในรูปท่ี 3 
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รูปท่ี 3 วิถีการสังเคราะห PHB โดยใชแหลงคารบอนชนิดตางๆ (Luengo และคณะ, 2003) 
 
ประโยชนของ PHA (Zinn และ Hany, 2005; Madison และ Huisman, 1999 ) 

1 ประโยชนทางดานการเกษตรกรรม  และปศุสัตว 
1.1  ใชเปนแคปซูลสําหรับบรรจุปุย  ฮอรโมน   growth  factors  ยาฆาแมลง  ยาฆาวัชพืช  

แคปซูลจะคอย ๆ สลายทีละนอยโดยจุลินทรียท่ีอยูในดินพรอมกับสารท่ีบรรจุขางในถูกปลอย
ออกมาใหสารดังกลาวคงอยูในดินหรือตําแหนงท่ีตองการใชงานไดเปนเวลานาน  จึงเปนการชวย
ประหยัดเวลา  แรงงาน  และลดตนทุนการผลิต  นอกจากน้ียังใชเปนพลาสติกคลุมดินรักษา
ความช้ืน  ซ่ึงเม่ือหมดเวลาการใชงานจะคอย ๆ ถูกสลายไปโดยธรรมชาติ 

1.2 ใชเปนแคปซูลสําหรับบรรจุยารักษาโรคและวัคซีนตาง ๆ ในสัตวเล้ียง เชน วัคซีน
ปองกันโรคระบาด ยาถายพยาธิ และบรรจุยาประเภทท่ีมีกลไกลการออกฤทธ์ินาน และสามารถ
กําจัดเม่ือเลิกใชโดยท้ิงลงใตทะเลไดเนื่องจากสามารถยอยสลายอยางรวดเร็ว 
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2. ประโยชนทางดานการแพทย   
เนื่องจาก PHB มีสมบัติในการเขากันไดกับเนื้อเยื่อของส่ิงมีชีวิต  (biocompatibility) และ

สามารถยอยสลายไดในส่ิงมีชีวิต  โดยนํามาผลิตเปนผลิตภัณฑตาง ๆ เชน วัสดุส้ินเปลืองในงาน
ดานศัลยกรรม  เชน  ใชทําหลอดเลือดเทียม  เข็มเย็บแผล  ไหมเย็บแผล  ผาซับเลือด  และผาสมาน
แผล  เปนตน   วัสดุเพื่อการบําบัดโรค  ไดแก  แคปซูลบรรจุยาหรือวัคซีนท่ีตองการใหตัวยาคอย ๆ 
ถูกปลอยออกมาปริมาณนอย ๆ เปนเวลานาน  ใชกระดูกเทียมโดยอาศัยสมบัติเปน  piezoelectric  
ของ  PHA  ซ่ึงคลายกับสมบัติท่ีมีในกระดูกธรรมชาติ  จึงใชเปนแผนยึดกระดูกมีผลตอการสราง
กระดูกข้ึนมาทดแทน 

3. การใชเปนวัสดุประเภทบรรจุภัณฑ หรือสวนประกอบของอุปกรณบางประเภท  
ใช PHB เปนวสัดุในการผลิตขวดแชมพู  ใชทําบรรจุภัณฑ   บรรจุอาหารประเภทถุง  

ภาชนะบรรจุอาหารสําเร็จรูป  แผนฟลมถนอมอาหาร  ใชทําหมวกนิรภยัสําหรับจักรยาน  ใชทําวัสดุ
ท่ีใชคร้ังเดียวท้ิง  ใชทําวัสดอ่ืุน ๆ เชน ท่ีวางลูกกอลฟ  วสัดุเสนใย  กาวท่ีละลายดวยความรอน  สาร
เคลือบผิวแผนฟลม  เปนตน 

จากประโยชนตาง ๆ ของ PHA ท่ีกลาวมาแลว  แสดงใหเห็นวา PHA สามารถนํามาใช
ทดแทนพลาสติกจากปโตรเคมีในการใชงานดานตาง ๆ ไดเปนอยางดี  อีกท้ังยังเปนวิธีการ
แกปญหาขยะตกคางในส่ิงแวดลอม  ถึงแมวา PHA  จะมีประโยชนมากทางดานส่ิงแวดลอม  แตยัง
ไมเปนท่ีนิยมแพรหลาย  เนื่องจากตนทุนในการผลิตสูงเม่ือเทียบกับพลาสติกท่ีไดจากปโตรเคมี 
(Byrom, 1987) จึงทําใหพลาสติกชีวภาพมีราคาแพง  ในอนาคตอันใกลนี้ถาสามารถลดตนทุน
คาใชจายในข้ันตอนตาง ๆลงได  ก็จะทําใหพลาสติกยอยสลายไดทางชีวภาพนี้เปนท่ีนิยมของคนท่ัว
โลก  และเปนการลดปญหาส่ิงแวดลอมไดอีกทางหนึ่ง   

PHB ซ่ึงผลิตไดโดย Biomer® บริษัท Biomer มีราคาประมาณ 20 ยูโร/กิโลกรัม และ PHBV 
ซ่ึงผลิตไดโดย Biopol® จากบริษัท Metabolix มีราคาประมาณ 10 - 12 ยูโร/กิโลกรัม2 ซ่ึงแพงกวาพอ
ลิเมอรท่ีมีแปงเปนองคประกอบพื้นฐานหรือพอลิเมอรยอยสลายไดทางชีวภาพชนิดอ่ืนอยูมาก 
เนื่องจากวัตถุดิบมีราคาแพง เปนผลใหราคาตนทุนการผลิตสูง โดยเฉพาะอยางยิ่งการทําใหบริสุทธ์ิ 
(product recovery) และกําลังการผลิตท่ีนอย    ปจจุบันคาใชจายจากวัตถุดิบคิดเปนรอยละ 40 - 50 
ของตนทุนการผลิตท้ังหมด การใชแหลงคารบอนท่ีตนทุนตํ่าชวยทําใหราคาของ PHA ต่ําลงได  
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การผลิต PHB จาก Bacillus sp. 
 หลังจากการคนพบ PHB จาก Bacillus megatarium โดย Lemoigne ในป 1926  เปนตนมา  
มีการวิจยัการผลิต PHB โดยจุลินทรียชนดินี้ แตไมมากเทากับการศึกษาใน Alcaligenes eutrophus  
ในป 1958 Williamson และ Wilkinson ไดแยกและประมาณคา PHB inclusions ของ Bacillus สป
ชีสตางๆ โดยการทําใหเซลลแตกดวยสารละลายอัลคาไลนโซเดียมไฮโปคลอไรท  ซ่ึงทําใหเซลล
เกิดการยอยสลายและปลอย intracellular lipid inclusion ออกมา เม่ือวิเคราะห inclusion ของ B. 
cereus ท่ีแยกไดและทําใหบริสุทธ์ิแลว  พบวาประกอบดวย PHB 89%โดยนํ้าหนกัเซลลแหง และ
ไขมันท่ีละลายไดในอีเทอร 11% โดยปริมาตร   Kominek และ Halvorson (1965) ทําการศึกษาเมตา
บอลิซึมของ PHB และอะซีโตอิน (acetoine) ในเช้ือ B. cereus สายพันธ T พบการสังเคราะห PHB 
เร่ิมตนข้ึนหลังจากเช้ือหยุดการเติบโต และสามารถสะสม PHB ไดสูงสุดกอนเกดิการสรางสปอร  
ซ่ึงในระหวางกระบวนการสรางสปอร PHB จะถูกยอยสลาย     ผลการศึกษาของ Wakisaka และ
คณะ (1982) สรุปไดวา Bacillus thuringiensis จะสราง PHB เมื่อมีความเขมขนของโปแตสเซียมใน
อาหารเล้ียงเช้ือตํ่า และแอมโมเนียมซัลเฟตจะกระตุนใหเกิดการสรางแกรนูล PHB เพิ่มมากข้ึนใน
สายพันธุ 290-1     ตอมา Chen และคณะ (1991) รายงานผลการศึกษาการสรางพอลิ3-ไฮดรอกซีอัล
คาโนเอตในแบคทีเรียจีนัส Bacillus  สายพันธุตาง ๆ ดังนี้ B. megatarium DSM90  B. laterosporus 
DSM335  B. subtilis DSM10  B. sphaericus DSM20  B. cereus DSM31  B. amyloliquifaciens 
DSM7 B. licheniformis DSM394  B. macerans DSM2892  B. circulans DSM1529  B. 
thuringiensis DSM 2046  B. mycoides DSM2048 ใชวิธีการเพาะเล้ียง 2 ข้ันตอน  โดยใชกลูโคส
เปนแหลงคารบอน ข้ันตอนแรกใหจุลินทรียชนิดตางๆเติบโตในในอาหารท่ีมีสารอาหารอุดม
สมบูรณ ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วของเคร่ืองเขยา 120 รอบตอนาที  บมเชื้อเปนเวลา 
30 ช่ัวโมง ทําการเก็บเซลลแหงมาลางดวยน้าํ  จากนั้นนําเซลลท่ีลางแลวถายลงในอาหารท่ีขาด
ไนโตรเจน  เพื่อกระตุนการสังเคราะหพอลิเอสเทอร  เม่ือจุลินทรียเติบโตในอาหารท่ีมีสารอาหาร
สมบูรณ  สายพันธุตาง ๆ สามารถสังเคราะห PHB ไดในประมาณเล็กนอย  ซ่ึงปริมาณ PHB ภายใน
เซลลภายใตสภาวะการเล้ียงเช้ือดังกลาวนี้อยูในชวง 5-20 % ของนํ้าหนักเซลลแหง  แตเม่ือควบคุม
การหมักใหอยูในภาวะท่ีมีปริมาณคารบอนมากเกนิพอและจํากัดปริมาณไนโตรเจน  แบคทีเรีย
สามารถผลิตพอลิเมอรไดเพิม่มากข้ึน  ซ่ึงปริมาณ PHB ท่ีผลิตไดแตกตางกันข้ึนกับสายพันธุของ
แบคทีเรีย  นอกจากนีย้ังพบวาอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีการเตมิอะซีเตตและ 3-ไฮดรอกซีบิวทิเรตลงไปมี
ผลใหการสังเคราะห PHB เพิ่มมากข้ึน  ท้ังนี้เนื่องจากสาอาหารท่ีเติมเพิ่มลงไปทําใหปริมาณของอะ
เซติลโค-เอ และ 3-ไฮดรอกซีบิทิริลโค-เอภายในเซลลเพิม่มากข้ึน 
 รัตนศิริ มุทิตากุล (2538) สามารถคัดแยกจลิุนทรียเพื่อผลิต PHB ชนิดใหมจากจุลินทรีย 30 
ชนิดท่ีแยกไดจากตัวอยางตาง ๆ พบวาแบคทีเรีย Bacillus megaterium BA-019 สามารถสรางและ
สะสม PHB ไดประมาณสูงกวาสายพันธุอ่ืน ๆ จากนัน้ศึกษาหาภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิต PHB 
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ปจจัยท่ีมีผลตอตนทุนการผลิต PHB 

1. อัตราการผลิต PHB   
 อัตราการผลิต PHB คือ ปริมาณ PHB ตอหนึ่งหนวยหนวยปริมาตรตอหนึ่งหนวยเวลา    
สําหรับการผลิต PHB ในปริมาณท่ีเทากนัในอัตราการผลิตตอป พบวาในกระบวนการผลิตท่ีอัตรา
การผลิต PHB ต่ําจะตองใชขนาดถังหมักท่ีใหญข้ึน  ยกตัวอยางเชนถาตองการผลิต PHB ในปริมาณ 
10 ตัน ภายใน 250 ช่ัวโมง สําหรับระบบท่ีสามารถผลิต PHB ได 100 กรัม ในเวลา 50 ช่ัวโมง 
(อัตราการผลิต PHB เทากับ 2 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง) จะตองการถังหมักขนาด 20 ลูกบาศกเมตร แต
ถาระบบผลิต PHB ได 50 กรัม ในเวลา 50 ช่ัวโมง (อัตราการผลิต PHB 1 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง) ถัง
หมักท่ีใชจะตองมีขนาด 40 ลูกบาศกเมตร (Choi และ Lee, 1999) 
 เม่ือเปรียบเทียบกระบวนการผลิต PHB จาก recombinant E.coli โดย 2 กระบวนการท่ีมี
อัตราการผลิต PHB แตกตางกัน พบวาเม่ืออัตราการผลิต PHB เพิ่มข้ึนจาก 1.98 กรัมตอลิตรตอ
ช่ัวโมงเปน 3.2 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง     ตนทุนการผลิต PHB ลดลงจาก 5.37 ดอลลารสหรัฐตอ
กิโลกรัมเหลือ 4.91 ดอลลารสหรัฐตอกิโลกรัม      
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ตารางท่ี 3 เปรียบเทียบการผลิต PHB โดยกระบวนการหมักและตนทุนการผลิตโดยจุลินทรียสาย
พันธุตางๆ (Choi และ Lee, 1999) 

 
2. ปริมาณ PHB ภายในเซลล 

 ปริมาณ PHB สงผลตอประสิทธิภาพของกระบวนการ recovery เชนเดียวกับผลได PHB 
(PHB yield) โดยสงผลตอ recovery yield และความบริสุทธ์ิของ PHB    ปริมาณการใชสารท่ีใช
สําหรับยอยเซลล (digesting agent) เพื่อแยกแกรนูล PHB จากเซลลท่ีมีปริมาณ PHB  สูงจะนอยกวา
เซลลท่ีปริมาณ PHB ต่ํา   Mudliar และคณะ (2007) รายงานวาเม่ือปริมาณ PHB ภายในเซลลมีคา
มากข้ึนพบวาราคาการผลิต PHB (ดอลลารสหรัฐตอกิโลกรัม) มีคาลดลง โดยถาเซลลสามารถสะสม 
PHB ได 44 %ตอน้ําหนักเซลลแหง ราคาการผลิตจะเทากับ 11.806 ดอลลารสหรัฐตอกิโลกรัม แต
ถาเซลลสามารถสะสม PHB ได 70 %ของนํ้าหนักเซลลแหง ราคาการผลิตจะลดลงเหลือ 7.42 
ดอลลารสหรัฐตอกิโลกรัม เม่ือพิจารณาท่ีกําลังการผลิต 100 ลูกบาศกเมตรตอวัน 

3. ราคาแหลงคารบอนและการผลิต  PHB 
 ราคาของแหลงคารบอนมีผลตอตนทุนการผลิต PHB อยางมากในบรรดาสารอาหาร
ท้ังหมดท่ีใชในกระบวนการผลิต PHB (Yamane, 1992, 1993)     แหลงคารบอนสงผลตอตนทุนการ
ผลิตมากท่ีสุด โดยแหลงคารบอนท่ีนํามาใชมีมากมายหลายชนิดข้ึนอยูกับความสามารถของจุลิน 
ทรียชนิดตางๆ เชน คารโบไฮเดรต น้ํามัน แอลกอฮอล ไฮโดรคารบอน เปนตน นอกจากน้ี
ประสิทธิภาพของการเปล่ียนซับสเตรทไปเปน PHB กมี็ความสําคัญตอตนทุนการผลิตเชนเดียวกัน  
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ตารางท่ี 4 ผลของตนทุนซับสเตรทและผลผลิต PHB ท่ีมีตอราคา PHB (Lee, 1996b) 

 
  

เม่ือเปรียบเทียบผลของแหลงคารบอนตอการผลิต PHB พบวาเม้ือใช recombinant E. coli 
(ตารางท่ี 3) ในการผลิต PHB โดยแบคทีเรียดังกลาวสามารถผลิต PHB ได 157.1 กรัมตอลิตร และมี
อัตราการผลิต PHB 3.2 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง เม่ือใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน   ราคาของแหลง
คารบอนจะเทากับ 38 %ของราคาท้ังหมด เม่ือพิจารณาที่ระดับการผลิต 100,000 ตันตอป  แตถา
เปล่ียนแหลงคารบอนเปนไฮโดรไลเซตของแปงขาวโพดราคาการผลิตของ PHB จะลดลงเหลือ 
3.72 ดอลลารสหรัฐตอกิโลกรัม ซ่ึงตํ่ากวาราคาการผลิตเม่ือใชกลูโคส (4.91 ดอลลารสหรัฐตอ
กิโลกรัม)   ตารางท่ี 4 แสดงการสรุปราคาของแหลงคารบอนและผลผลิต PHB ตามทฤษฎี 
(theoretical yield) ซ่ึงสงผลตอราคาของ PHB  

4. ปจจัยอ่ืน ๆ  
4.1 อากาศ 

 เม่ือเล้ียงแบคทีเรียใหไดความหนาแนนของเซลลสูงเพื่อการผลิต PHB พบวาปริมาณ
ออกซิเจนเปนปจจัยท่ีจํากัด    ดังนั้นการใหออกซิเจนอยางเพียงพอตอระบบเพ่ือรักษาสภาพการมี
อากาศ (aerobic condition) จะสงผลตอตนทุนการผลิต PHB ดวย    การปองกันการจาํกัดออกซิเจน
จําเปนตองมีภาชนะท่ีทนแรงดันได ใชพลังงานในการปนกวนท่ีสูง และมีการเติมอากาศท่ีมี
ออกซิเจนมาก    ปจจัยเหลานี้ทําใหตนทุนการผลิตสูงข้ึน โดยเฉพาะอยางยิ่งในระบบอุตสาหกรรม
ขนาดใหญ (Choi และ Lee ,1999)    ปญหานี้แกไขไดถาสามารถคนพบแบคทีเรียซ่ึงสามารถผลิต 
PHB ไดดีในภาวะท่ีมีออกซิเจนนอย     Wang และ Lee (1997b) รายงานวาภาวะท่ีมีปริมาณ
ออกซิเจนไมเพียงพอในถังหมักไมเปนปญหาตอการผลิต PHB โดย recombinant E. coli    ซ่ึง
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4.2 แหลงไนโตรเจน 
 นอกจากแหลงคารบอนแลวแหลงไนโตรเจนก็มีผลตอราคาการผลิต PHB เชนกัน โดย
แหลงไนโตรเจนท่ีนยิมนํามาใชในการผลิต PHB ไดแก NH4Cl  (NH4)2SO4 NH4NO3 (NH4)3PO4    
โมโนโซเดียมกลูตาเมต และยูเรีย (Groom และคณะ, 1998; Quillaguamán และคณะ, 2008)   โดย
ในบรรดาแหลงไนโตรเจนท่ีกลาวมาพบวายูเรียมีราคาถูกท่ีสุด   Loo และ Sudesh (2007) รายงานวา
นอกจากยูเรียเปนแหลงไนโตรเจนท่ีดีสําหรับการผลิต PHB เนื่องจากมีราคาถูกและยังสงเสริมการ
สราง PHB    ดังนั้นถาสามารถหาจุลินทรียท่ีสามารถผลิต PHB โดยใชยเูรียเปนแหลงไนโตรเจนได 
จะทําใหราคาการผลิตลดลงได 

4.3 ขนาดการผลิต 
 ราคาของ PHB จะลดลงเม่ือขนาดการผลิตเพิ่มข้ึนดังแสดงในตารางท่ี 5   และจากตารางท่ี 
5 พบวาเม่ือขนาดการผลิตสูงข้ึนราคาการผลิต PHB จะลดลง เม่ือขนาดการผลิตเปล่ียนแปลงตนทุน
การผลิตตางๆ จะเปล่ียนแปลงไปดวย    โดยราคาของแหลงคารบอนจะเพ่ิมข้ึนมากท่ีสุด คิดเปน
ปริมาณ 50 % ของตนทุนท้ังหมด ดังนั้นตนทุนดานวัตถุดิบจึงมีความสําคัญมากตอการผลิต PHB 
ดังรูปท่ี 4 

 
ตารางท่ี 5 ราคาตนทุนการผลิต PHB เม่ือกาํลังการผลิต และ ผลผลิตของ PHB แตกตางกัน (Mudliar 
และคณะ, 2007) 
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รูปท่ี 4 แสดงตนทุนดานตางๆในการผลิต PHB เม่ือขนาดการผลิต PHB เทากับ 100 – 1,000 
ลูกบาศกเมตรตอวัน (Mudliar และคณะ, 2007) 

4.4 กระบวนการ recovery 
 ภายหลังจากการผลิต PHB โดยการเพาะเล้ียงแบคทีเรียชนิดตางๆ ดวยกระบวนการหมัก  
แบคทีเรียตองถูกแยกออกจากน้ําหมักโดยการ centrifuge  จากนั้นมีการแยก PHB ออกจากเซลล
แบคทีเรีย    วธีิการ recovery และสารเคมีท่ีใชในกระบวนการน้ีสงผลตอสมบัติบางประการและ
ความบริสุทธ์ิของ PHB รวมทั้งยังสงผลตอตนทุนการผลิต PHB อีกดวย    โดยท่ัวไปผูวิจัยสวนใหญ
นิยมใชตวัทําละลายอินทรียในการสกัด PHB ออกจากเซลลแบคทีเรียโดยตัวทําละลายอินทรียท่ีใช
กันไดแก คลอโรฟอรม ไดคลอโรอีเทน ไตรคลอโรเอทิลีน ไดเมทิลฟอรมาไมด เมทิลีนคลอไรด  
อะซิโตน (Terada และ Marchessaut, 1999)  วิธีการสกัดดวยตัวทําละลายอินทรียมีขอดีคือ PHB ท่ี
ไดมีความบริสุทธ์ิสูงเหมาะท่ีจะนําไปใชในทางการแพทย (Chen และ Wu, 2005)  อยางไรก็ตาม
วิธีการสกัดดวยตัวทําละลายอินทรียมีขอเสียคือ ตัวทําละลายอินทรียเปนมลพิษตอส่ิงแวดลอม และ
ตัวทําละลายอินทรียมีราคาสูงทําใหราคาการผลิต PHB สูง นอกจากน้ีหากตองติดตั้งระบบ recovery 
ตัวทําละลายอินทรียก็ทําใหราคา PHB สูงข้ึนอีก  ดังนัน้จึงมีการพัฒนาวิธีการสกัด PHB แบบไมใช
ตัวทําละลายอินทรีย เชน การใชเอนไซมในการสกัด (Kapritchkoff และคณะ. 2006; Lakshman 
และ Shamala, 2006) การใชแอมโมเนีย (Page และ Cornish, 1993) การใช surfactant-hypochlorite 
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กระบวนการผลิต PHB 
 มีการวิจยัจํานวนมากท่ีรายงานถึงการปรับปรุงหรือการพัฒนากระบวนการผลิต PHB ใหมี
ความเหมาะสม  เพิ่มเพิ่มประสิทธิภาพการผลิต  รวมท้ังการใชแหลงคารบอนท่ีมีราคาถูก  และการ
ใชแบคทีเรียชนิดใหม     ท้ังนี้เพื่อใหสามารถลดตนทุนการผลิต PHBใหต่ําสุด  อันจะสงผลตอการ
ผลิต PHB ในระดับอุตสาหกรรม  ซ่ึงทําใหสามารถแขงขันดานราคากบัพลาสติกสังเคราะหท่ีใชใน
ปจจุบันได (Lee, 1996b ; Braunegg และ คณะ, 1998) การเพาะเล้ียงแบบ fed-batch เปน
กระบวนการเล้ียงเช้ือ PHB ไดอยางมีประสิทธิภาพ ซ่ึงหลักการเพาะเล้ียงเช้ือแบบนี้คือ มีการเตมิ
สารอาหารในระหวางการหมัก  มีผลทําใหไดความหนาแนนของเซลลสูง  และไดผลผลิตสูง    
Suzuki และคณะ (1986a) ใชการเพาะเล้ียงแบบ fed-batch 2 ข้ันตอน เล้ียงเช้ือ methylogroph เพื่อ
การผลิต PHB การปอนแหลงคารบอนซ่ึงใชเมทานอลทําใหโดยการใชระบบควบคุมดวย porous 
Teflon tubing sensor ในข้ันตอนแรกของการเล้ียงเช้ือมีการเติมสารอาหารชนิดอ่ืนๆ รวมท้ังแหลง
คารบอน  เพื่อใหเซลลมีการเติบโตสูงสุด จากนัน้จงึหยุดการการเติมสารอาหารชนิดอ่ืนแลวเติม
เฉพาะแหลงคารบอนในข้ันตอนการสะสม PHB ภายในเซลล การเพาะเล้ียงแบบนีไ้ดความ
หนาแนนของเซลลสูงถึง 206 กรัมตอลิตร  ไดความเขมขน PHB เทากับ 136 กรัมตอลิตร คิดเปน
ปริมาณ PHB  66 %ของนํ้าหนักเซลลแหง  แตตองใชระยะเวลานาน 175 ช่ัวโมง    Suzuki และคณะ 
(1986b) ศึกษาผลของอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนในสารอาหารปอนเขา  พบวาอัตราสวน
คารบอนตอไนโตรเจนคงท่ีสงผลควบคุมท้ังปริมาณ PHB และอัตราการผลิต PHB จําเพาะ     การ
ควบคุมอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนแบบอัตโนมัตโิดยใหอัตราสวนเพิ่มข้ึนในชวงการสะสม 
PHB ทําใหการผลิต PHB เกิดไดสูงท่ีสุด   เม่ือเพ่ิมอัตราสวนคารบอนไนโตรเจนท่ีระดับความ
หนาแนนของเซลลเทากับ 70 กรัมตอลิตร  สามารถผลิต PHB ไดความเขมขนสูงถึง 149 กรัมตอ
ลิตร ท่ี 170 ช่ัวโมงของการเล้ียงเชื้อ    Kim และ คณะ (1992) รายงานการผลิต PHB โดยการ
เพาะเล้ียง recombinant E. coli  แบบ fed-batch โดยใชเทคนิค pH-stat ควบคุมการปอนสารอาหาร 
ซ่ึงประกอบดวยกลูโคส yeast extract และ tryptone การเพาะเล้ียงแบคทีเรียชนิดนี้ดวยวิธีการ
ดังกลาวสามารถผลิต PHB ไดความเขนขนเทากับ 88.8 กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณ PHB 76.2 % 
ของนํ้าหนักเซลลแหง    Shimizu และคณะ (1993) ศึกษาการผลิต PHB โดยการเล้ียงเช้ือ A. 
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 กระบวนการหมักจะส้ินสุดเม่ือใดเปนส่ิงสําคัญท่ีตองพิจารณาใหเหมาะสม  บางกรณีการ
หมักควรหยดุเม่ืออัตราการผลิตสูงท่ีสุด  เนื่องจากอาจสามารถเพาะเล้ียงเช้ือใหไดความหนาแนน
ของเซลลสูงกวาเดิม  แตอัตราการผลิตท้ังหมดอาจต่ําลง  กรณีเชนนี้กระบวนการหมักจะมี
ประสิทธิภาพ  ถาปริมาณ PHB ที่ไดเพิ่มข้ึนดวย เพราะมีผลใหกระบวนการ recovery และทําใหพอ
ลิเมอรบริสุทธ์ิทําไดงายข้ึน (Lee, 1996b) 
 
กระบวนการหมักแบบ batch 
 กระบวนการหมักแบบ batch เปนกระบวนการเพาะเล้ียงจุลินทรียใหเติบโตในระบบปด ซ่ึง
สวนใหญทําในขวดเขยาหรือถังหมักท่ีมีสารอาหารเหมาะสมตอการเติบโต และเล้ียงเช้ือภายใต
ภาวะท่ีเหมาะสม กระบวนการหมักแบบนี้ไมมีการเตมิสารอาหาร   เซลลจะเติบโตจนกระท่ัง
องคประกอบของสารอาหารท่ีจําเปนหมดไป  หรือเกดิการเปล่ียนแปลงสภาพแวดลอม เนื่องจาก
สะสมสารพิษหรือ pH เปล่ียนแปลง เปนตน   การเติบโตของเซลลเม่ือเพาะเล้ียงแบบ batch แบง
ออกไดเปน 4 ระยะ ดังนี ้
 1. ระยะฟกตัว (lag phase) ระยะน้ีเร่ิมตนเม่ือใสจุลินทรียลงในอาหารเล้ียงเช้ือ  เปนระยะท่ี
เซลลยังไมมีการเติบโต  เนื่องจากเปนระยะท่ีจุลินทรียกําลังปรับตัว เพื่อใหสามารถเติบโตไดใน
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 2. ระยะการเติบโตแบบทวีคูณ (log หรือ exponential phase) เปนระยะท่ีเซลลมีการเติบโต
เพิ่มข้ึนตามลําดับจนกระท่ังคงท่ี  ระยะนี้เซลลมีอัตราการเติบโตแบบทวีคูณ 
 3. ระยะการเติบโตคงท่ี (stationary phase) เม้ือส้ินสุดระยะการเติบโตแบบทวีคูณ อัตราการ
เติบโตจะลดลงจนกระท่ังเปนศูนย   ระยะนี้ความหนาแนนของเซลลคอนขางคงท่ี และไมมีการ
เติบโตของเซลล ซ่ึงถึงแมวาเซลลจะมีการเติบโต แตอัตราการเติบโตเทากับอัตราการตาย การท่ี
เซลลหยุดการเติบโตเน่ืองจากสารอาหารจําเปนหมดไป การสะสมสารพิษ  หรือสภาพแวดลอมใน
การเล้ียงเชื้อเปลี่ยนแปลง เชน คา pH   เซลลท่ีดํารงชีพไดระยะนี้ เนื่องจากเหตุผลหลายประการ คือ 
ภายในเซลลมีพอลิเมอรบางประเภทสะสมอยู ซ่ึงเชลลสามารถนํามาใชเปนซับสเตรทได หรือมีการ
พัฒนารูปแบบเซลลใหทนตอส่ิงแวดลอมท่ีเปล่ียนแปลงไป เชน การสรางสปอร 
 4. ระยะการเติบโตแบบลดลง (decline หรือ death phase) เปนระยะท่ีจุลินทรียมีอัตราการ
ตายมากกวาอัตราการเติบโต (Scragg,1991; Snape และคณะ,1995; Asenjo และ Merchuk,1995) 
 การเติบโตของจุลินทรียในระยะ log phase สามารถเขียนเปนสมการไดดังน้ี 
  เซลลท่ีสะสม = เซลลเติบโต-เซลลออก-เซลลตาย 

   dX/dt =  μX – (F/V)X – aX   (1) 

  เม่ือเซลลไมถูกนําออกจากระบบ และ a นอยกวา μ มาก เขียนสมการ (1) ใหมได 

   dX/dt =  μX     (2) 
   เม่ือ X = ความเขมขนมวลชีวภาพ (g/l) 

t  =  เวลา (h) 

μ = อัตราการเติบโตจําเพาะ (specific growth rate) (h-1) 
F = อัตราการปอนอาหารเขา (l/h) 
V =  ปริมาตรของอาหารเล้ียงเช้ือ (l) 
a = อัตราการตายจําเพาะ (h-1) 

เม่ืออินทิเกรตสมการ (2) จะได 

Xt = Xoe
μt     (3) 

เม่ือ Xo = ความเขมขนมวลชีวภาพเร่ิมตน (g/l) 
Xt  = ความเขมขนมวลชีวภาพหลังการเพาะเล้ียงเช้ือ ณ เวลา t ช่ัวโมง (g/l) 
e   =  ฐานของ natural logarithm 

เม่ือใส natural logarithm ในสมการ (3) จะได 
μ = [ln (Xt/Xo)]/t    (4) 
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Yp/s คือผลผลิตผลิตภัณฑท่ีไดตอซับสเตรทท่ีใชไป เปนพารามิเตอรสําคัญท่ีแสดง
ถึงประสิทธิภาพการเปล่ียนซับสเตรทไปเปนผลิตภัณฑ  Yp/s สามารถคํานวณไดจากสมการ 

Yp/s = ΔP/ΔS 

เม่ือ ΔP = ผลตางของผลิตภัณฑ 

       ΔS = ผลตางของซับสเตรทท่ีถูกใชไป 
อัตราการผลิต (productivity) ของกระบวนการหมักแบบ batch แสดงคาในเทอม

ของกรัมผลิตภัณฑท่ีสรางข้ึนตอหนวยปรมิาตรตอหนวยเวลา หรือ กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 
 
กระบวนการหมักแบบ fed-batch 
 กระบวนการหมักแบบ fed-batch คือกระบวนการเพาะเล้ียงจุลินทรีย  โดยมีการเติม
สารอาหาร 1 คร้ัง  หรือมากกวาลงภาชนะท่ีใชในการหมักในระหวางการเพาะเล้ียงเช้ือ  แตไมมีการ
นําของเหลวท่ีไดจากการเล้ียงเช้ือออกจากระบบจนส้ินสุดการหมัก   ปริมาตรของของเหลวใน
กระบวนการหมักแบบนี้จะเพ่ิมข้ึน     ในระดับอุตสาหกรรมนิยมใชกระบวนการหมักแบบนี้ความ
เขมขนของสารอาหารปอนเขาในอาหารเล้ียงเช้ือสามารถควบคุมไดโดยการเปล่ียนอัตราการ
ปอนเขา    ดังน้ันกระบวนการหมักแบบ fed-batch จึงไดเปรียบกวากระบวนการหมักแบบ batch 
เนื่องจากเม่ือความเขมขนของสารอาหารเปล่ียนแปลง  มีผลทําใหผลผลิตท่ีได หรือ อัตราการผลิต
ของเมตาโบไลทท่ีตองการใหเพิ่มสูงข้ึน (Asenjo และ Merchuk, 1995) 
 
ปจจัยท่ีสงผลใหกระบวนการหมักแบบ fed-batch มีประสทิธิภาพมากกวาการเพาะเลี้ยงแบบ batch 

1.  สามารถใชสาร เชน เมทานอล เอทานอล กรดอะซีติก และสารประกอบอะโรมาติก ซ่ึง
ยับยั้งการเติบโตของจุลินทรยแมวาใชท่ีความเขมขนตํ่าเปนสารอาหารเล้ียงเช้ือได กระบวนการหมัก
แบบ fed-batch สามารถลดผลการยับยั้งไดโดยการเติบสารอาหารดังกลาวคร้ังละนอยๆ ซ่ึงทําให
ความเขมขนของสารอาหารไมสูงเกินไป 

2.  สามารถเพาะเล้ียงแบบใหความหนาแนนของเซลลสูง  เนื่องจากการเพาะเล้ียงแบบ 
batch ท่ีมีความเขมขนของซับสเตรทสูง  อาจจะไปยับยั้งการเติบโตของเซลล  ทําใหไดความเขมขน
เซลลต่ํา    

3.  เม่ือเล้ียงจุลินทรียดวยแหลงคารบอนท่ีใหพลังงานอยางรวดเร็ว เชน กลูโคส อาจจะเกดิ
การยับยั้งกระบวนการสังเคราะหเอนไซม  เปนสาเหตุใหเมตาบอลิซึมของแหลงพลังงานเกิดข้ึนได
ชาลง  ซ่ึงเรียกวาการยับยั้งแบบนี้วา catabolite repression ดังนั้นกระบวนการหมักแบบ fed-batch 
สามารถควบคุมความเขมขนของสารอาหารใหต่ําไดโดยการควบคุมการปอนเขา  มีผลให
กระบวนการสังเคราะหเอนไซมไมถูกยับยัง้ 
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4.   สามารถเพาะเล้ียงจุลินทรยสายพันธุกลายไมสามารถสังเคราะหสารจําเปนบางชนิดได 
(autotrophic mutants) ใหเตบิโตภายใตการควบคุมการปอนสารอาหารท่ีจําเปน  เพื่อใหสามารถ
สะสมเมตาบอไลทท่ีตองการในปริมาณมากได  ในการเพาะเล้ียงจุลินทรียดังกลาววนี้  การให
สารอาหารท่ีจําเปนในปริมาณมากเกินไปสงผลใหมีการเติบโตสูงแตการสะสมผลิตภัณฑต่ํา  
เนื่องจากการยบัยั้งแบบ feedback inhibition และ /หรือ end-product repression 

5.  สามารถเพาะเล้ียงจุลินทรยเพื่อผลิตสารท่ีตองการเม่ือเปล่ียนภาวะการเล้ียงเช้ือไดอยางมี
ประสิทธิภาพโดยใชกระบวนการหมักแบบ fed-batch 2 ข้ันตอน 
 
การจัดจําแนกกระบวนการหมักแบบ fed-batch โดยอาศัยเทคนิคการปอนสารอาหาร 
 จุดประสงคหลักของการเพาะเล้ียงแบบ fed-batch คือการควบคุมความเขมขนของ
สารอาหารในอาหารเล้ียงเช้ือ  ดังนั้นวิธีการปอนสารอาหารใหเหมาะสมจะมีผลตอประสิทธิภาพ
การเพาะเล้ียงสามารถแบงกระบวนการหมักแบบนี้ออกเปน 2 ประเภท คือแบบ with feedback 
control และ without feedback control  

1. แบบ without feedback control  
 กระบวนการหมักแบบนี้อัตราการปอนเขาจะเปล่ียนแปลงระหวางการเพาะเล้ียงตามขอมูล
ท่ีไดมีการศึกษามากอน  สวนใหญการเพาะเล้ียงแบบนี้ในยุคเร่ิมตนจะมีการปอนสารอาหารเปน
ชวง ๆ เนื่องจากเปนวิธีการงาย  การปอนสารอาหารเปนชวงท่ีมีความถ่ีใหผลท่ีมีลักษณะใกลเคียง
กับการปอนสารอาหารแบบตอเน่ือง 

2.  แบบ with feedback control 
 กระบวนการหมักแบบ fed-bacth ท่ีใชเทคนิคแบบนี้ แบงไดเปน 2 ประเภท ดังนี ้
 2.1 with indirect feedback control 
  กระบวนการหมักแบบนี้  ใชพารามิเตอรท่ีสามารถสังเกตไดซ่ึงมีความสัมพันธ
อยางใกลชิดกบัลักษณะของปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนจากจุลินทรีย    พารามิเตอรท่ีใชเชน คาออกซิเจน
ละลาย  คา pH  ความเขมขนเมตาบอไลท  และความขุนของอาหารเล้ียงเช้ือ เปนตน  ในกรณีของ 
pH แบงออกไดเปน 2  วิธีการคือ low limit เม่ือ pH มีแนวโนมลดลงระหวางการเพาะเล้ียงและ high 
limit เม่ือ pH มีแนวโนมสูงข้ึนในระหวางการหมัก จะมีการปอนสารอาหารเขาสูระบบ 
 2.2 with direct feedback control 
 ความเขมาขนของสารอาหารปอนเขาในอาหารเล้ียเงชื้อจะถูกวัดแบบตอเนื่องหรือแบบเปน
ชวง ๆ ซ่ึงขอมูลท่ีไดใชเปน feedback parameter โดยตรง กระบวนการหมักแบบนี้จําเปนตองมีการ
ตรวจวดัความเขมขนของสารปอนเขาท่ีมีอยูในอาหารเล้ียงเช้ือดวยระบบการวัดดวยเซนเซอร 
(sensor detector system) ซ่ึงมีการวิจยัและคิดคนไบโอเซนเซอรหลายชนิดเพื่อนํามาประยุกตใชกับ



 25 

 กระบวนการหมักแบบ fed-batch ระดับอุตสาหกรรมจะประยุกตใชการปอนสารอาหาร
แบบตาง ๆ ตารางท่ี 6 สรุปการประยุกตใชเทคนิคแบบตาง ๆ ท่ีใชสําหรับการควบคุมการปอนเขา 
 
ตารางท่ี 6 การประยุกตใชดัชนีควบคุมสําหรับกระบวนการหมักแบบ fed-batch 

    Single Complex Single Complex 

  C source (nonvolatile) (nonvolatile) (volatile) (volatile) 

      Organic N   
Organic 

N 

Index N source NH4
+ (+NH4

+) NH4
+ (+NH4

+) 

DO   A B A B 

Turbidity method   D D A A 

pH (low limit)   C D C D 

pH (high limit)   B A B A 

Turbidity method   A A A A 
            

A = excellent; B = good; C = not bad; D =  inapplicable (Asenjo และ Merchuk, 1995)   
 
ความสัมพันธระหวางอัตราการเจือจางกับความหนาแนนของเซลล 
 สําหรับเซลล : 
   เซลลท่ีสะสม = เซลลท่ีเจริญ  ท่ี dt  ใดๆ 

   VdX = μVX    (5) 
หารดวย Vdt ตลอด: 

   dX/dt = (μ-F/V)X   (6) 

   dX/dt = (μ--D)X    (7) 
 เม่ือ F = อัตราการไหลของสารอาหารท่ีปอนเขา (l/h) 
       V = ปริมาตรของน้ําหมักในเคร่ืองปฏิกรณ (l) 
       X = ความหนาแนนของเซลลในเคร่ืองปฏิกรณ (g/l) 

      μ  = อัตราการเติบโตจําเพาะ (h-1) 
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 ณ จุดท่ี อัตราการเจือจาง (D) นอยกวา μmax สารอาหารท่ีเติมลงไปถูกใชจนสมบูรณสวน

การเปล่ียนแปลงทางชีวภาพคงที่ (dX/dt = 0) ทําให μ = D แตเม่ือเวลาผานไปปริมาตรของนํ้าหมัก
จะเพิ่มข้ึน เพราไมมีการดึงน้าํหมักออกจากระบบ ทําใหอัตราการเจือจางลดลง เนื่องจาก D = F/V 
และเม่ือเวลาผานไป V = V+Ft 
 ความสัมพันธระหวางอัตราการเจือจางกบัความเขมขนของสารอาหาร 
 สําหรับสารอาหาร: 
 สารอาหารท่ีสะสม = สารอาหารท่ีเติม – สารอาหารท่ีถูกใชไป 
ท่ี dt  ใด ๆ: 

   Vds = F. SR – Vμ xYx/s dt     (8) 
หารดวย Vdt ตลอด  

 dS/dt = F.SR – μX/Yx/s      (9) 
 11เม่ือ 
 S = ความเขมขนของสารอาหารเร่ิมตนในถังหมัก (g/l) 
 SR = ความเขมขนของสารอาหารท่ีเติมลงไป (g/l) 
 Yx/s  = สัมประสิทธ์ิผลผลิตมวลชีวภาพเมื่อเทียบกับสารอาหารท่ีใช 
 (Biomass yield coefficient) (g cell/g substrate) 
 เม่ือสารอาหารที่ใชเติมหมด (dS/dt = 0) จะได 

 F.SR = μ X/ Yx/s          (10) 
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การผลิต PHA ในระดับอุตสาหกรรม 
 ป 1976  บริษัท Imperial Chemical Industries (ICI) ประเทศอังกฤษเร่ิมใหความสนใจการ
วิจัยเกีย่วกับ PHB เนื่องจากสมบัติของ PHB ท่ีสามารถยอยสลายไดโดยธรรมชาติและมี
ความสามารถเขากันไดกับส่ิงมีชีวิต    การพัฒนาการผลิตเกิดข้ึนอยางตอเน่ืองจนมกีารจดสิทธิบัตร
การผลิต PHB ชวงตนของทศวรรษท่ี 80 (Braunegg และคณะ, 1988)    บริษัท ZENCA Bio 
Products ซ่ึงเปนบริษัทในเครือ ICI ผลิต PHB และ PHBV ทางการคาโดยการเพาะเล้ียง A. 
eutrophus แบบ fed-batch 
 หนวยวิจัยทางเทคโนโลยีชีวภาพของ Biotechnology Forschungsgesellschaft (btf,Austria) 
ไดพัฒนากระบวนการผลิต PHB ปริมาณ 1 ตัน ภายในเวลา 1 สัปดาห  ในถังหมักขนาด 15 
ลูกบาศกเมตร (Lee, 1996b) โดยการเพาะเลี้ยง A. latus   
 บริษัท Chemie Linz ประเทศออสเตรียผลิต PHB ทางการคาโดยการเพาะเล้ียง A. latus ซ่ึง
เปนแบคทีเรียท่ีเจริญเติบโตไดรวดเร็วและสามารถสังเคราะห PHB ไดปริมาณสูงในระหวางการ
เติบโตตามปกติ (Lee, 1996b; Braunegg และคณะ, 1998) 

บริษัท Metabolix ผลิต Biopol® ในโรงหมักขนาด 50 ลูกบาศกเมตร ดวยกรรมวิธีท่ี
ประหยดัเวลาหมัก (เวลาในการหมักนอยกวา 40 ช่ัวโมง และมีความเขมขนสุดทาย 100 กรัม/ลิตร) 
ซ่ึงเปนท่ียอมรับไดสําหรับประสิทธิภาพของแบคทีเรีย และใหกําลังการผลิตประมาณ 1,100 ตัน/ป  
และเพื่อจะผลักดันให Biopol® อยูในตลาดการคาได Metabolix ไดรับเงินทุนจาก Department of 
Commerce’s Advance Technology Program ประเทศสหรัฐอเมริกา โดยมีโครงการ Reengineering 
the Central Metabolism ของ E. coli ใหมีประสิทธิภาพการเปล่ียนน้ําตาลไปเปน PHAs ใหเพิ่มมาก
ข้ึน   ป ค.ศ. 2001 บริษัท Metabolix เร่ิมโครงการรวมกับกระทรวงพลังงาน สหรัฐอเมริกา ดวย
เงินทุนสนับสนุน 15 ลานเหรียญสหรัฐในเวลา 5 ปในการศึกษาวจิัยการผลิต PHAs ในเนื้อเยื่อของ
พืช  เชน ยาสูบ  Alfalfa  Swtichgrass   สัญลักษณท่ีแสดงถึงพลาสติกท่ียอยสลายไดแสดงไดดัง    
รูปท่ี 5 
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ตารางท่ี 7 ผูผลิต PHA ในระดับอุตสาหกรรม จุลินทรีย และวัตถุดิบท่ีใชในการผลิต PHA (Reddy 
และคณะ, 2003) 

 
 

รูปท่ี 5 สัญลักษณท่ีบงถึงพลาสติกยอยสลายไดทางชีวภาพและมาตรฐานรับรองการยอยสลายได
ทางชีวภาพ (Reddy และคณะ, 2003) 
 

สัญลักษณ สถาบันรับรอง/ประเทศ มาตรฐานรับรอง 
OK Compost 

 

AIB-Vincotte International 
(AVI)  

ผลิตภัณฑตองผานสมบัติตามมาตรฐาน  

เบลเยียม 
EN 13432:2000 

Compostable  

 

DIN CERTCO ผลิตภัณฑตองผานสมบัติตามมาตรฐาน  
เยอรมนี ASTM 6400 DIN EN 13432 

Compostable 

 

BPI (Biodegradable 
Product Institute) 

ผลิตภัณฑตองผานสมบัติตามมาตรฐาน  

สหรัฐอเมริกา 
ASTM 6400 ASTM 6868 

GreenPla 

 

PBS (Biodegradable 
Plastics Society)  
ญี่ปุน 

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



 29 

การขยายสวนการผลิต (scale-up of production scale) 
 เนื่องจากปจจบัุนความตองการสารทางชีวภาพมีมากข้ึน   ทําใหตองมีการเพิ่มผลผลิตซ่ึงทํา
ไดโดยการขยายสวนกําลังการผลิตการผลิตท่ีไดจากกระบวนการหมัก   ในการขยายสวนกําลังการ
ผลิตตองอาศัยความรู เทคนิค และขอมูลจากการทํางานในระดับหองปฏิบัติการท่ีไดผลผลิตใน
ระดับท่ีนาพอใจ   อยางไรก็ตามการนําขอมูลจากหองปฏิบัติการไปใชในการขยายสวนการผลิตน้ัน
พบวาเกิดปญหาหลายอยาง   แตปญหาหนึ่งท่ีสําคัญคือ ผลผลิตท่ีไดในระดับขยายสวนนั้นมักไมดี
เทากับในระดับหองปฏิบัติการ (Van Brunt, 1985)   ซ่ึงสาเหตุเกิดจากความแตกตางในดานตางๆ
ไดแก เทคนคิการใหอากาศและการกวน การทําใหอาหารปลอดเช้ือ การเตรียมหวัเช้ือ การกําจดั
ฟอง ชนิดของวัสดุ และวัตถุดิบท่ีใช โดยปจจยัท่ีมีผลตอการขยายสวนมี 3 ปจจยั คือ ปจจยัทาง
กายภาพ ปจจยัทางเคมี และปจจัยทางชวีภาพ  
 ปจจัยทางกายภาพ ไดแก ลักษณะทางเรขาคณิตของถังหมัก การใหอากาศ การปนกวน การ
ทําใหอาหารปลอดเช้ือ การควบคุมอุณหภมิู   ปจจยัทางเคมี ไดแก สารเคมีท่ีใชในการควบคุม pH 
(ชนิดและความเขมขนของกรดและเบส)  คุณภาพของอาหารและนํ้าท่ีใช  ปจจยัทางชีวภาพ ไดแก 
การเตรียมกลาเช้ือ (inoculum development) เนื่องจากในระดับการผลิตขนาดใหญมีข้ันตอนการ
เตรียมกลาเช้ือหลายขั้นจึงอาจเกิดความเส่ียงตอการปนเปอนดวยจุลินทรียชนิดอ่ืน และการกลาย
พันธุ 
 โดยท่ัวไปแลวลําดับข้ันในการขยายขนาดควรจะนอยท่ีสุดเทาท่ีเปนไปได อยางไรกต็ามถา
ทําเชนนี้จะเปนการขยายขนาดโดยท่ีปริมาตรตางกันมากเกินไปซ่ึงอาจทําใหการขยายสวนการผลิต
ผิดพลาดไดมาก โดยท่ัวไปแลวจํานวนลําดับข้ันท่ีเหมาะสมควรเปน 4 ข้ันตอนดังนี้ ขวดเขยา 
(shake flask) ปริมาตรระหวาง 50-1000 มิลลิลิตร ถังหมักแบบกวนในระดับหองปฏิบัติการ (Lab 
stirred fermentor) ปริมาตรระหวาง 5-20 ลิตร   ถังหมักขนาดตนแบบ (Pilot-scale fermentor)  
ปริมาตรระหวาง 50-5000 ลิตร  ถังหมักขนาดเพื่อการผลิต (Production fermentor)   ปริมาตร
ระหวาง 25-1000 ลิตร ลูกบาศกเมตร โดยจะตองทําการขยายขนาดจากระดับหองปฏิบัติการไปสู
ระดับเพื่อการผลิตเพียง 3 คร้ังเทานั้น ไดแก (Wiseman, 1983 ) 
 1. ขวดเขยา (shake flask) 
 ในการเร่ิมตนงานวิจยัจะเร่ิมจากขวดเขยาเสมอเพราะจะสามารถทราบตัวแปรในการ
ทดลองมากมายในเวลาอันส้ัน   โดยส้ินเปลืองคาใชจายนอยและสามารถหาภาวะท่ีเหมาะสมในการ
ผลิตผลิตภัณฑไดในการทดลองระดับนี ้
 2. ถังหมักแบบกวนในระดับหองปฏิบัติการ (lab stirred fermentor) 
 การขยายขนาดการผลิตจากระดับขวดเขยาไปสูระดับโรงงานตนแบบหรือระดับเพื่อการ
ผลิตโดยตรงในข้ันตอนเดียวนั้นไมเปนท่ียอมรับเนื่องจากมีความแตกตางกันมากเกินไปในสวน
ของ กลาเช้ือ การฆาเช้ืออาหาร การใหอากาศ และการกวน   และมีเหตุผล 2 อยางท่ีสนับสนุนการ
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 3. ถังหมักระดับโรงงานตนแบบ (pilot-scale fermentor) 
 การทดลองในถังหมักระดับนี้เปนข้ันตอนหนึ่งในกระบวนการขยายขนาด  ในข้ันตอนนี้จะ
ศึกษาการเตรียมกลาเช้ือท่ีเหมาสม และหาภาวะในการฆาเช้ือใหมท่ีพอเหมาะกอนท่ีจะเร่ิมทําการ
หมักในระดับตนแบบเพื่อการผลิตตอไป 
 
เกณฑทางกายภาพท่ีเปนพารามิเตอรท่ีมีประโยชนในการขยายสวน 
  เกณฑทางกายภาพท่ีนิยมใชกําหนดการขยายสวนของถังหมัก ไดแก อัตราสวนระหวาง
กําลังมอเตอรตอปริมาตรน้ําหมัก (P/V) สัมประสิทธ์ิการถายเทออกซิเจนเชิงปริมาตร (KLa)  

ความเร็วรอบของปลายใบพดั (πnDi)  คาเรยโนลด (Reynolds number; NRE) และอัตราการไหลของ
ของเหลวภายในถังหมัก (liquid circulation rate) 

1. อัตราสวนระหวางกําลังมอเตอรตอปริมาตรน้ําหมัก (P/V) 
นิยมใชในระบบท่ีมีการกวนเพื่อใหระบบท่ีขยายสวนการผลิตนั้นมีอัตราการถายเท

ออกซิเจน (oxygen transfer rate) เทากับระบบตนแบบ โดยท่ัวไปคา P/V ท่ีใชในการขยายขนาดจะ
มีคาอยูในชวง 1.5-2.0 กิโลวัตตตอลูกบาศกเมตร สําหรับการขยายสวนโดยการกําหนดให
อัตราสวนระหวางกําลังมอเตอรตอปริมาตรน้ําหมักคงท่ีโดยท่ีภายในถังหมักมีการไหลแบบ
ปนปวน (turbulent flow) สามารถแสดงไดดังสมการ  

P ∝ n3 Di
5      (11) 

V ∝ Di
3      (12) 

ดังนั้น  P/V ∝ n3 Di
2      (13) 

และเม่ือใหอัตราสวนระหวางกําลังมอเตอรตอปริมาตรน้ําหมักคงท่ีจะได 
  n2 = n1 (Di1/Di2)

2/3     (14) 
 เม่ือ n = ความเร็วรอบของการกวน (s-1) 
  Di = เสนผาศูนยกลางของใบพัด (m) 
  P = กําลังของมอเตอรท่ีใชในการปนกวน (W) 
  V = ปริมาตรในถังหมัก (m3) 
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2. สัมประสิทธ์ิการถายเทออกซิเจนเชิงปริมาตร (KLa) 
สําหรับการหมักโดยใชจุลินทรียท่ีตองการอากาศปญหาที่สําคัญ คือ การละลายของ

ออกซิเจนในอาหารเล้ียงเช้ือเปนปจจยัสําคัญท่ีตองควบคุม   เนื่องจากจุลินทรียตองการออกซิเจนใน
กระบวนการเมทาบอลิซึมสําหรับการสรางพลังงาน   ซ่ึงประสิทธิภาพของการถายเทออกซิเจนของ
ถังหมักนั้นสามารถแสดงไดดังสมการ 

 OTR = KLa (CL
*-CL)     (15) 

 เม่ือ OTR = อัตราการถายเทออกซิเจน (mmol/l-h)  
  KLa = สัมประสิทธ์ิการถายเทออกซิเจนเชิงปริมาตร (h-1) 
  CL

* = ความเขมขนของออกซิเจนละลายท่ีสมดุลย (mmol/l) 
  CL = ความเขมขนของออกซิเจนละลายในน้าํหมัก (mmol/l) 
 เนื่องจากรูปแบบและขนาดของถังหมักมีความสัมพันธกับการกําหนดสัมประสิทธ์ิการ
ถายเทออกซิเจนเชิงปริมาตร ซ่ึงแสดงความสัมพันธไดดังสมการ 
  KLa = f ([Pg/DQ

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

0.3)     (16) 
 เม่ือ Pg = กําลังท่ีใชในการกวน (hp) 
  Vs = ความเร็วของอากาศ (m/s) 
  Di = เสนผาศูนยกลางของใบพัด (m) 
  B = จํานวนใบพัด 
  J = ความกวางของครีบ (baffle) (m) 
  DQ

3 = ปริมาตรในถังหมัก (m3) 
 สําหรับการขยายสวนการกําหนดใหลักษณะทางเรขาคณิตของถังหมักมีลักษณะเหมือนกัน
จะไดความสัมพันธใหมเปน 
  KLa = f ([Pg/DQ

3]a [Vs]
b )      (17)  

จากสมการน้ีคา a และ b นั้นจะเปล่ียนตามขนาดของถังหมักและลักษณะทางเรขาคณิตซ่ึง 
Bartholomew (1960) แสดงใหเห็นคาของ  a และ b เม่ือมีการเปล่ียนแปลงขนาดของถังหมัก 
  

Vessel size (l) a b 

5 0.95 0.667 

500 0.6-0.7 0.667 

50,000 0.4-0.5 0.5 
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KLa นิยมใชในกระบวนการหมักที่มีการใหอากาศแกเช้ือจุลินทรียในอาหารเล้ียงเช้ือเพ่ือให
ระบบท่ีทําการขยายขนาดมีอัตราการถายเทออกซิเจนเทากับระบบตนแบบเชนเดยีวกบัการใชคา 
P/V ซ่ึงสามารถทําไดโดยหาภาวะอัตราการกวนและอัตราการใหอากาศในถังหมักแตละขนาดท่ี
เหมาะสมและใหคา KLa ท่ีตองการ    จากสมการท่ี 17 พบวาคา KLa มีความสัมพันธกับ P/V ดังนั้น
จึงสามารถใชแทนกนัไดในการขยายขนาดเน่ืองจากท้ัง 2 เกณฑตางมีผลโดยตรงกับอัตราการถายเท
ออกซิเจนเหมือนกัน (Aiba และคณะ, 1973)  

3. ความเร็วรอบของปลายใบพัด (πnDi)  
 เคร่ืองหมักแบบถังกวนจะเกดิแรงเฉือนข้ึนภายใน ซ่ึงแรงเฉือนนี้มีผลตอการละลายของ
ออกซิเจน  การกระจายของสารอาหารและเซลล   โดยเฉพาะอยางยิ่งมีผลกระทบตอเซลลเปนอยาง
มาก   เนื่องจากแรงเฉือนอาจทําอันตรายตอเซลลไดโดยเฉพาะเซลลสัตวและเซลลของจุลินทรียท่ีมี
สายใย เชน รา streptomyces sp.   ซ่ึงอันตรายท่ีเกิดจากแรงเฉือนนั้นจะเกิดท่ีบริเวณปลายใบพัด ซ่ึง
สามารถแสดงไดดังสมการ  (Aiba และคณะ, 1973)  

  Tip speed   ∝    nDi     (18) 
 เม่ือ 
  n  = ความเร็วรอบของการกวน (s-1) 
  Di = เสนผาศูนยกลางของใบพัด (m)  
 ซ่ึงสมการนี้เกดิข้ึนในกรณีท่ีถังหมักมีขนาดเล็ก โดยมีคา NRE   อยูในชวง 104 - 105    สวน
ในถังหมักขนาดใหญท่ีมีคา NRE  สูงกวา    105  คือมีลักษณะการกวนเปนแบบปนปวน (turbulent) 
จะไดความสัมพันธเปน 
  Turbulent head = (nDi

2)         (19)  
 ซ่ึงการขยายสวนการผลิตท่ีกําหนดใหความเร็วรอบของปลายใบพัดมีคาคงท่ีนั้นเนื่องจาก
คํานึงถึงอันตรายท่ีจะเกิดข้ึนกับเซลลโดยเฉพาะเช้ือราท่ีมีความไวตอแรงเฉือนมาก 

4. คาเรยโนลด (Reynolds number; NRE) 
 คาเรยโนลด เปน คาท่ีแสดงถึงความรุนแรงในการกวน โดยท่ีคาเรยโนลด แสดงในสมการ
ท่ี 23   สําหรับการขยายสวนการผลิตท่ีกําหนดใหคาเรยโนลดคงท่ีในการผลิตท่ีมีขนาดแตกตางกนั 
แสดงไดดังสมการท่ี 24 

Reynolds number  = Inertial force/Viscous force 

               = Di
2nρ/μ    (20) 

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

  ρ = ความหนาแนนของนํ้าหมัก (kg/m3)   

  μ = ความหนดืของนํ้าหมัก (Pa s) 
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Reynolds number   ∝    nDi2     
   n1Di1

2 = n2Di2
2     (21) 

5. อัตราการไหลของของเหลวภายในถังหมัก (liquid circulation rate) 
 การขยายสวนการผลิตโดยใชอัตราการไหลของของเหลวภายในถังหมักคงท่ีแสดงไดดัง
สมการท่ี 25   อัตราการไหลของของเหลวจะใชในการขยายสวนการผลิตเม่ือตองการใหเวลาในการ
กวนผสมของท้ังระบบตนแบบและระบบท่ีขยายขนาดเทากัน ซ่ึงจะทําใหท้ังสองระบบมีระดับการ
ผสมท่ีเทากัน 

   F/V  ∝ n     (22) 
  เม่ือ n   = ความเร็วรอบของการกวน (s-1)  
 
ตารางท่ี 8 ความสัมพันธของพารามิเตอรเม่ือขยายสวนการผลิต (Charles, 1965) 

 
พารามิเตอร ถังหมักขนาดเล็ก 

(80 ลิตร) 
ถังหมักขนาดใหญ 

(10,000 ลิตร) 
P 

P/V 
n 
Di 
F 

F/V 
nDi 

nDi
2ρ/μ 

1.0 
1.0 
1.0 
1.0 
1.0 
1.0 
1.0 
1.0 

125       3125          25            0.2 
1.0        25              0.2           0.0016 
0.34      1.0             0.2           0.04 
5.0         5.0            5.0           5.0 
42.5       125           25            5.0 
0.34       1.0            0.2           0.04 
1.7         5.0            1.0           0.2 
8.5         25             5.0           1.0 

 
จากตารางท่ี 8 แสดงใหเห็นถึงความสัมพันธของพารามิเตอรสําหรับการขยายขนาดของถัง

หมัก 80 ลิตร ไปสูถังหมักขนาด 10,000 ลิตร   โดยมีอัตราสวนในการขยายขนาดของเสนผาศูนย 
กลางเปน 5 เทา หรือมีอัตราสวนการขยายขนาดของปริมาตรเปน 125 เทา    

ถาขยายขนาดโดยใหกําลังมอเตอรตอหนึ่งหนวยปริมาตรน้ําหมักคงท่ีความเร็วปลายใบพัด
จะเพิ่มข้ึน   ขณะท่ี F/V หรืออัตราเฉือน (shear rate) ของของเหลวจะลดลง และการลดลงของคา 
F/V   ทําใหเวลาในการผสม (mixing time) เพิ่มข้ึน     

 
เม่ือทําการขยายขนาดโดยควบคุมใหคา F/V คงท่ี จะทําใหอัตราการกวนคงท่ี แตจะมีคา 

P/V และความตองการกําลังงาน (P) สูงมาก ซ่ึงเปนการส้ินเปลืองคาใชจายมากเกนิไปจึงไมเหมาะ
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สวนการขยายขนาดโดยการควบคุมใหคาคาเรยโนลดคงท่ีในท้ังสองระบบนั้น พบวาคา 
P/V ลดลงอยางมาก ซ่ึงหมายถึงระบบท่ีทําการขยายขนาดตองการกําลังงานใหกับใบกวนนอยมาก  
ทําใหพารามิเตอรเกือบทุกชนิดมีคาลดลงดวย ซ่ึงเปนการขยายขนาดท่ีไมประสบความสําเร็จและ
ไมเหมาะท่ีจะนํามาใชในการปฏิบัติจริง 
 จะเห็นไดวาการขยายขนาดโดยเลือกพารามิเตอรท่ีมาเหมาะสมใหมีคาคงท่ีระหวางระบบ
ตนแบบและระบบท่ีขยายขนาดจะทําใหพารามิเตอรบางชนิดเกดิการเปล่ียนแปลงเกนิกวาท่ีจะ
สามารถยอมรับไดและมาสามารถนํามาใชไดจริงในระดับอุตสาหกรรม    ดังน้ันการจะเลือก
พารามิเตอรใดในการขยายขนาดน้ันตองพจิารณาอยางรอบคอบเพื่อใหผลท่ีไดจากการขยายขนาด
ตรงกับวัตถุประสงคท่ีตองการ 
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งานวิจยันี้มีจุดมุงหมายท่ีจะขยายสวนการผลิต PHB จากถังหมัก 10 ลิตร ไปสูถังหมักขนาด 
300 ลิตร โดยศึกษาหาภาวะของอัตราการกวนและอัตราการใหอากาศที่มีตอคาสัมประสิทธ์ิการ
ถายเทออกซิเจนเชิงปริมาตร (KLa) และการผลิต PHB จาก Bacillus megaterium BA-019 ในถัง
หมักขนาด 10 ลิตร ตอจากนัน้นําขอมูลท่ีไดจากการศึกษาในถังหมักขนาด 10 ลิตร ไปผลิต PHB ใน
ถังหมัก 10 ลิตร โดยวิธี fed-batch ตอจากนั้นนําขอมูลท่ีศึกษาไดนําไปขยายสวนการผลิต PHB ใน
ถังหมัก 300 ลิตร เพื่อใหได PHB ปริมาณมากสําหรับนําไปศึกษาสมบัติทางกายภาพ และปรับปรุง
สมบัติทางเคมีตอไป 

 
 
 



บทท่ี 2 
อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 

1. อุปกรณและเคมีภัณฑ 
1.1 อุปกรณ 

อุปกรณ       บริษัทผูผลิต,ประเทศ 

เคร่ืองกาซโครมาโทกราฟฟ (gas chromatography) รุน 3400CX  Varian, USA 

แคปพิลลารีคอลัมน (capillary column) ชนิด CP-WAX 52CB  Varian, USA 

 เสนผาศูนยกลาง 0.25 มม. ความยาว 60 ม.     

เคร่ืองผลิตกาซไฮโดรเจน (hydrogen generator) รุน 9200   Packard, USA 

เคร่ืองผลิตอากาศ (air compressor) รุน WL505000AJ   Campbell Hausfeld, USA 

เคร่ืองเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิ (psychotherm incubator shaker)  New Brunswick Scientific, 

 รุน G27 แบบหมุน (rotary)    USA  

เคร่ืองช่ังละเอียด (analytical balance) รุนA200S   Sartorious, Germany 

เคร่ืองช่ังหยาบ (laboratory balance) รุน L2200P    Sartorious, Germany 

เคร่ืองปนเหวีย่ง (centrifuge) รุน KS-3000P    Kubota, Japan 

เคร่ืองปนเหวีย่งอุณหภูมิต่ํา รุน Centrikon T-42K   Kubota, Japan 

เคร่ืองระเหิดแหง (lyophilizer) รุน Eyela FD1    Tokyo Rikakikai, Japan 

เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (VIS spectrophotometer) รุน Novaspec II   Pharmacia Biotech, England 

เคร่ืองวัดคาความเปนกรดดาง (pH meter) รุน 2000   Cyberscan, Singapore 

ตูถายเช้ือแบบ laminar flow รุน BV-124    ISSCO,USA 

ตูอบฆาเช้ือ (hot air oven) รุน UL-60    Memmert, Germany 

ตูอบแหง (dryer oven) รุน UL-80     Memmert, Germany 

หมออบฆาเช้ือดวยไอน้ํา (autoclave) รุน SS-325   Tomy, Japan 

อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน W760    Memmert, Germany 

เคร่ืองใหความรอน (hot plate stirrer) รุน DS201HS   DMS, Japan 

 
ถังหมัก (fermentor) ขนาด 10 ลิตร และ 300 ลิตร     B.E. Marubishi, Japan 
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 1.2  เคมีภัณฑ        

สารเคมี       บริษัทผูผลิต,ประเทศ  

กรดบิวทิริก [C5H10O2]      E.Merck Damstadt, Germany 

กรดซัลฟูริกเขมขน [H2SO4]     Reidel, England  

กรดซิตริก [C6H8O7.H20]     E.Merck Damstadt, Germany 

กรดบอริก [H3BO3]      E.Merck Damstadt, Germany 

กรดเบนโซอิก [C7H6O2]     Nacalai Tesque, Japan 

กากนํ้าตาล      มิตรผล,ไทย  

คลอโรฟอรม [CHCl3]      E.Merck Damstadt, Germany 

คอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรต [CuSO4.5H2O]   J.T.Baker, USA  

แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต [CaCl2.2H2O]    E.Merck Damstadt, Germany 

โคบอลตคลอไรดเฮกซะไฮเดรต [CoCl2.6H2O]    Carlo Erba, Italy  

ซิงคซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต [ZnSO4.7H20]    Carlo Erba, Italy  

น้ําตาลทราย      มิตรผล,ไทย  

โซเดีมคลอไรด [NaCl]      ปรุงทิพย,ไทย  

โซเดียมไฮดรอกไซด [NaOH]     Carlo Erba, Italy  

โซเดียมไฮโปคลอไรท [NaOCl]     Clorox, USA  

ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต [Na2HPO4]    Fluka, Germany  

นิกเกิลคลอไรดเฮกซะไฮเดรต [NiCl2.6H2O]     E.Merck Damstadt, Germany 

พอลีบีตาไฮดรอกซีบิวทิเรต     Siama Chemical, USA 

แบคโตทริปโตส (bactotryptose)     Difco, USA  

โพแทสเซียมคลอไรด [KCl]     Carlo Erba, Italy  

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต [KH2PO4]   Univar, Australia  

เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต [FeSO4.7H2O] 
 

   Unilab, USA  
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        1.2   เคมีภัณฑ (ตอ) 

สารเคมี       บริษัทผูผลิต,ประเทศ  

เมทานอล [CH3OH]      E.Merck Damstadt,Germany 

ยูเรีย [N2H6CO]      E.Merck Damstadt,Germany 

สารสกัดจากเนื้อ (beef extract)     Difco,USA  

สารสกัดจากยสีต (yeast extract)     Difco,USA  

เอทานอล [C2H5OH]      E.Merck Damstadt,Germany 

แอมโมเนียมโมลิบเดตเตตระไฮเดรต [(NH4)6Mo7O24.4H20]    J.T. Baker,USA 

เอนไซมอินเวอรเทส (EC3.2.1.26 grade V)    Siama Chemical,USA 
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2. จุลินทรีย 
 จุลินทรียท่ีใชคือ Bacillus megaterium BA-019 ซ่ึงคัดเลือกโดยรัตนศิริ มุทิตากุล (2538)   
เก็บรักษาเช้ือโดยถายเช้ือจุลินทรียมาเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งเอียง (agar slant) สําหรับเก็บรักษาเช้ือ 
บมเชื้อท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เทกลีเซอรอลความเขมขน 20 %  โดย
ปริมาตร บนอาหารแข็งเอียง  นําไปเก็บท่ีอุณหภูมิ -20  องศาเซลเซียส  
 
3. อาหารเล้ียงเชื้อ 
 3.1 สูตรอาหารแข็งสําหรับเก็บรักษาเช้ือ (stock culture medium) ใน 1 ลิตร ประกอบดวย 

beef  extract  3   กรัม 
bactotryptose  5   กรัม 
วุนผง   15 กรัม 

ปรับ pH เปน 7.0 นึ่งฆาเช้ือท่ีความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที (การนึ่งฆาเช้ือแบบมาตรฐาน) 

3.2 สูตรอาหารเหลวสําหรับเล้ียงกลาเช้ือ (seed culture medium) ใชสูตรของ Doi และคณะ 
(1986) ซ่ึงศึกษาปรับปรุงโดย สุดา สุภาชวนิสวัสดิ์ (2542) ใน 1  ลิตร ประกอบดวย 

yeast extract  10  กรัม 
bactotryptose  10  กรัม 
beef extract  5    กรัม 
โซเดียมคลอไรด  5    กรัม 
น้ําตาลทราย  10  กรัม 

ปรับ pH เปน 7.0 นึ่งฆาเช้ือท่ีความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว อุณหภมิู 121 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 15 นาที  แยกสารละลายนํ้าตาลนึง่ฆาเช้ือท่ีความดัน  10 ปอนดตอตารางน้ิว  อุณหภูมิ 110 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 

3.3 สูตรอาหารเหลวสําหรับเล้ียงเช้ือจุลินทรียเพื่อการสรางและสะสม PHB  
คืออาหาร MSM (Mineral salt medium) ใน 1 ลิตร ประกอบดวย 

กากนํ้าตาลท่ีมีปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด (total sugar)  20.0 กรัม 
    ยูเรีย       0.8 กรัม 
    โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต   2.0 กรัม 
    ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต    0.6 กรัม 
    แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต    0.2 กรัม 
    กรดซิตริก      0.75 กรัม 
    โซเดียมอะซีเตต      2.0 กรัม 
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    yeast extract      0.1 กรัม 
    กรดบิวทิริก      0.8 มิลลิลิตร 
  สารละลาย trace element     1.0 มิลลิลิตร
 แยกละลายเกลือแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตและ  สารละลาย trace element เม่ือ
ละลายแลวจึงนํามารวมกนั ปรับ pH 7.0 และน่ึงฆาเช้ือแบบมาตรฐาน สวนของสารละลายนํ้าตาล
แยกฆาเช้ือท่ีความดัน  10 ปอนดตอตารางน้ิว  อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 
 สารละลาย trace element ใน 1 โมลารกรดไฮโดรคลอริก 1 ลิตร ประกอบดวย 
  แคลเซียมคลอไรด     20.0 กรัม 
    ซิงคซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต    1.30 กรัม  
    เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต    0.20 กรัม 
    แอมโมเนียมโมลิบเดตเตตระไฮเดรต   0.60 กรัม 
    กรดบอริก      0.60 กรัม 
    แมงกานีสคลอไรดเทตระคลอไรด    0.08 กรัม 
    โคบอลตคลอไรดเฮกซะคลอไรด    0.50 กรัม 
    คอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรต    0.05 กรัม 
    นิเกิลคลอไรดเฮกซะคลอไรด    0.02 กรัม 
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4. การผลิต PHB ในถังหมัก 10 ลิตร โดย  B. megaterium BA-019  
 4.1 การเตรียมหัวเช้ือสําหรับทําเปนกลาเช้ือ 
 นําเช้ือท่ีเก็บรักษาไวตามขอ 2 มาเพาะเล้ียงลงบนอาหารใหม บมเชื้อท่ีอุณหภูมิ 30   องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง   จากนัน้ถายเช้ือลงในสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85 % โดย
ปริมาตร เพื่อทําเปนเซลลแขวนลอย  ปรับความเขมขนใหมีคาดดูกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร ให
เทากับ 0.5 

4.2  การศึกษาอายุกลาเช้ือท่ีเหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโต  
 ถายเซลลแขวนลอย จากขอ 4.1 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลวสําหรับเล้ียงกลาเช้ือ
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร (4 % ตอปริมาตอาหารเล้ียงเช้ือ) ซ่ึงบรรจุในขวดรูปชมพูปริมาตร 250 
มิลลิลิตร เล้ียงเชื้อบนเคร่ืองเขยาโดยควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอนาที 
เก็บตัวอยางทุก 2 ช่ัวโมง เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นํามาหานํ้าหนกัเซลลแหง และคํานวณอัตราการ

เติบโตจําเพาะ (μ)     
4.3 การหาคาสัมประสิทธ์ิการถายเทออกซิเจนเชิงปริมาตร (Volumetric oxygen transfer 

coefficient) โดยวิธี Dynamic gassing out ในถังหมัก 10 ลิตร 
 เล้ียงกลาเช้ือตามขอ 4.2 ใหไดปริมาตร 500 มิลลิลิตร (คิดเปน 10 % ตอปริมาตรอาหาร
เล้ียงเช้ือ) จากนั้นนํามาปนแยกเซลล โดยการ เซนตริฟวจท่ีความเร็ว 8000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 
นาที  จากนั้นถายกลาเช้ือลงในถังหมักขนาด 10 ลิตร ซ่ึงมีอาหารเล้ียงเช้ือเร่ิมตน 5 ลิตร 
ประกอบดวยสารอาหารตามขอ 3.3 ควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส pH 7±0.1 โดยแปรคาอัตรา
การกวนท่ี 400 600 และ 800 รอบตอนาที และแปรอัตราการใหอากาศที่ 0.5 1.0 และ 1.5 ปริมาตร
อากาศตอปริมาตรน้ําหมักตอนาที ตามลําดับ เก็บตัวอยางแตละชวงเวลาเปนเวลา 24 ช่ัวโมง นําไป
วิเคราะหหาน้าํหนักเซลลแหง ความเขมขนของ PHB  ปริมาณยูเรีย และ ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด   
เม่ือทําการเล้ียงจนถึงช่ัวโมงท่ี 12 ปดการใหอากาศ และลดอัตราการกวนใหเทากบั 80  รอบตอนาที 
บันทึกปริมาณออกซิเจนละลายโดยใชหวัวดัออกซิเจน (dissolved oxygen probe) จากนั้นเปดให
อากาศอีกคร้ัง โดยเพ่ิมอัตราการกวนใหเทากับตอนเร่ิมตน (400 600 และ 800 รอบตอนาที และ
อัตราการใหอากาศเทากับ 0.5 1.0 และ 1.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรน้ําหมักตอนาที) บันทึก
ปริมาณออกซิเจนละลายท่ีเพ่ิมข้ึนจนคงที่   จากนัน้นําคาออกซิเจนละลายท่ีบันทึกไดไปคํานวณ
คาสัมประสิทธการถายเทออกซิเจนเชิงปริมาตร (ภาคผนวก ง) ท่ีภาวะการกวนและการใหอากาศ
ตางๆ  
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5. การผลิต PHB ในถังหมักขนาด 10 ลิตร โดยการเพาะเลี้ยงแบบ fed-batch ท่ีมีการเติมแหลง
คารบอน และแหลงไนโตรเจน เปนสารอาหารปอนเขา 
 เล้ียงกลาเช้ือตามขอ 4.2 ใหไดปริมาตร 400 มิลลิลิตร (คิดเปน 10% ตอปริมาตรอาหารเล้ียง
เช้ือ) จากนัน้นาํมาปนแยกเซลล โดยการ เซนตริฟวจท่ีความเร็ว 8000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที  
จากนั้นถายกลาเช้ือลงในถังหมักขนาด 10 ลิตร ซ่ึงมีปริมาตรของอาหารเล้ียงเช้ือเร่ิมตน 4 ลิตร 
ประกอบดวยสารอาหารตามขอ 3.3 ควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส pH 7±0.1 โดยใหอัตราการ
กวนท่ี 600 รอบตอนาที และใหอากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรน้ําหมักตอนาที ตามลําดับ 
(ภาวะท่ีเหมาะสมท่ีไดจากการศึกษาในหวัขอท่ี 4.3)   เล้ียงแบบ batch เปนเวลา 12 ช่ัวโมง จากนั้น
จึงเร่ิมมีการปอนอาหารเขาและหยุดปอนอาหารเม่ือปริมาตรในถังหมักเทากับ 6 ลิตร ซ่ึงตรงกับ
ช่ัวโมงท่ี 21 ของการเล้ียงเชื้อ โดยแปรอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจนในสารอาหารปอนเขา 
3 คา คือ 7 10 และ 25 กรัมน้าํตาลตอกรัมยูเรีย   อัตราการปอนอาหารคํานวณไดจากสมการคือ 

  F(t) = [1/YX/S+ YP/X /YP/S] (Voμ Xo e
μt)/SF 

  เม่ือ F(t) = อัตราการปอนอาหารที่ช่ัวโมงใดๆ (l/h) 
         YX/S  = ผลของเซลลท่ีไดตอหนวยซับสเตรทท่ีใชไป  
         YP/S  = ผลของผลิตภัณฑท่ีไดตอหนวยซับสเตรทท่ีใชไป 
         YP/X = ผลของผลิตภัณฑท่ีไดตอหนึง่หนวยเซลล 
         Vo   = ปริมาตรเร่ิมตนของอาหารเล้ียงเช้ือ (l) 

         μ    = อัตราการเติบโตจาํเพาะ (h-1) 
         Xo   = ความเขมขนของเซลลเร่ิมตน (g/l 
         SF     = ความเขมขนของนํ้าตาลในสารอาหารปอนเขา (g/l) 
         t      = เวลา (h) 

 คา YX/S YP/S  YP/X  Vo  μ  Xo  และ SF มีคาเทากับ 0.98 0.45 0.44  4 ลิตร  0.27 ช่ัวโมง-1 
15.38 กรัมตอลิตร และ 350 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 
  
6. การผลิต PHB ในถังหมัก 300 ลิตร โดย B. megaterium BA-019 

6.1 การหาอายุของกลาเช้ือ B. megaterium BA-019 ในถังหมักขนาด 10 ลิตร สําหรับการ
ผลิต PHB ในถังหมักขนาด 300 ลิตร โดยใชอาหารเล้ียงกลาเช้ือท่ีแตกตางกัน 
 หาอายุของกลาเช้ือท่ีเหมาะสมในถังหมัก 10 ลิตร โดยเตรียมเซลลแขวนลอยตามหวัขอ 4.1 
ใหไดปริมาตร 600 มิลลิลิตร (10 % ตอปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ)  จากน้ันถายเซลลแขวนลอยลง
อาหารเหลวสําหรับเล้ียงกลาเช้ือ ซ่ึงในการทดลองนี้ใชอาหาร 3 ชนิดคือ สูตรอาหาร  rich medium 
(หัวขอ 3.2) สูตรอาหาร rich medium ท่ีมีการลดองคประกอบลงคร่ึงหนึ่ง (หอขอ 3.2)  และอาหาร
เหลว MSM ท่ีใชในการผลิต PHB เตรียมอาหารเล้ียงกลาเช้ือแตละสูตรปริมาตรอาหารเทากับ 6 
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  6.2 การผลิต PHB จาก B. megaterium BA-019 ในถังหมักขนาด 10 ลิตร โดยใชปริมาณ
กลาเช้ือ 5% ตอปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ  

  ถายกลาเช้ือท่ีไดจากหัวขอ 6.1 ปริมาตร 250 มิลลิลิตร (5 % ตอปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ)   
ลงในอาหารเหลวท่ีใชในการผลิต PHB ซ่ึงบรรจุในถังหมัก 10 ลิตร ท่ีมีปริมาตรอาหารเทากับ 5 
ลิตร  ควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส pH 7±0.1   ใหอากาศ 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรน้ํา
หมักตอนาที อัตราการกวน 600 รอบตอนาที เก็บตัวอยางแตละชวงเวลาเปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
นําไปวิเคราะหหาน้ําหนกัเซลลแหง ความเขมขนของ PHB ปริมาณยูเรีย และ ปริมาณนํ้าตาล
ท้ังหมด     

6.3 การผลิต PHB จาก B. megaterium BA-019 ในถังหมักขนาด 300 ลิตร  
6.3.1 การผลิต PHB เม่ือกําหนดใหอัตราสวนระหวางกําลังมอเตอรตอปริมาตรน้ําหมัก 

(P/V) ของถังหมักขนาด 300 ลิตร และถังหมัก 10 ลิตร มีคาเทากัน  
  ถายกลาเช้ือท่ีไดจากหัวขอ 6.1 ปริมาตร 8 ลิตร (5 % ตอปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ)   
ลงในอาหารเหลวท่ีใชในการผลิต PHB ซ่ึงบรรจุในถังหมัก 300 ลิตร ท่ีมีปริมาตรอาหารเทากับ 
160 ลิตร  ควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส pH 7.0   ทําการใหอากาศ 1.0 ปริมาตรอากาศตอ
ปริมาตรนํ้าหมักตอนาที อัตราการกวน 280 รอบตอนาที (ไดจากการคํานวณตามภาคผนวก จ) 
เก็บตัวอยางแตละชวงเวลาจนถึง 24 ช่ัวโมง และวเิคราะหหาน้ําหนกัเซลลแหง ปริมาณนํ้าตาล 
ปริมาณยูเรีย และปริมาณ PHB 
 6.3.2 การผลิต PHB เม่ือกําหนดใหคาความเร็วรอบของปลายใบกวน (impeller tip speed) 
ของถังหมักขนาด 300 ลิตร และถังหมัก 10 ลิตร มีคาเทากัน 
  ทําการศึกษาชนเดียวกับการศึกษาในขอท่ี 6.3.1 แตอัตราการกวนมีคาเทากับ 190 
รอบตอนาที (ไดจากการคํานวณตามภาคผนวก จ) 
 6.3.3 การผลิต PHB เม่ือกําหนดใหคาเรยโนลดของถังหมักขนาด 300 ลิตร และถัง    

   หมัก 10 ลิตร มีคาเทากัน 
  ทําการทดลองเชนเดยีวกับการทดลองท่ี 6.3.1 แตอัตราการกวนมีคาเทากับ 60 รอบ
ตอนาที (ไดจากการคํานวณตามภาคผนวก จ) 
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7. วิธีการวิเคราะห 
7.1 การหาน้ําหนักเซลลแหง 

 นําน้ําหมักปริมาตร 10 มิลลิลิตร มาปนแยกเซลล โดยการเซนตริฟวจท่ีความเรว็ 8000    
รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ปนลางเซลลดวยน้ํากล่ัน 2 คร้ัง  จากนั้นนําเซลลท่ีไดไปใสในถวย
อลูมิเนียมท่ีทราบน้ําหนักแนนอนแลว  อบแหงท่ีอุณหภูมิ 80  องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
ช่ังน้ําหนกัถวยท่ีมีเซลลอบแหง   คํานวณปริมาณนํ้าหนักเซลลแหง (ภาคผนวก ข) ในหนวยเปน
กรัมตอลิตร 

7.2 การหาปริมาณน้ําตาลท้ังหมดในรูปน้ําตาลรีดิวซ 
นําน้ําหมักท่ีปนแยกเซลลแลวมาเจือจางดวยน้ํากล่ันตามความเหมาะสมปริมาตร 0.5 

มิลลิลิตร เติมสารละลายเอนไซมอินเวอรเทส 1.5 มิลลิกรัมตอมิลลิตร ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร บม
ในองน้ําควบคุมอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที จากนั้นนาํมาวิเคราะหปริมาณนํ้าตาล
รีดิวซโดยวิธีของ Bernfeld (1955)   โดยเติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (dinitrosalicylic 
acid, DNSA) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวนําไปตมในอางน้าํเดือด เปนเวลา 10 นาที ท้ิง
ไวใหเย็นแลวเติมน้ํากล่ัน 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั นาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร 
นําคาท่ีไดไปเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานระหวางน้ําตาลซูโครสและคาการดูดกลืนแสงท่ี 540 นา
โนเมตร หนวยเปนกรัมตอลิตร 

7.3 การหาปริมาณยูเรียในน้าํหมัก 
 ตามวิธีของ AOAC (1995)  โดยนําน้ําหมักท่ีทําการปนแยกเซลลออกแลวมาเจือจางดวย
ฟอสเฟตบัฟเฟอรใหไดความเขมขนท่ีเหมาะสมปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลองขนาด 25 
มิลลิลิตร   เติมสารละลายพาราไดเอธิลอะมิโนเบนซัลดีไฮด (DMAB) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงใน
สวนใสปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ีไดจากการปนน้ําหมักท่ีใสในหลอดทดลอง   นําไปบมในอางน้ํา
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 420 นาโนเมตร   แลว
นําคาท่ีไดมาเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานระหวางปริมาณยูเรียกับคาการดูดกลืนแสง หนวยเปน 
กรัมตอลิตร 

7.4 การวิเคราะหปริมาณ PHB โดยวิธีกาซโครมาโทกราฟฟ (Gas Chromatography: GC)  
ตามวิธีของ (Comeau และคณะ, 1988) โดยการปนเซลลออกจากน้ําหมักท่ีความเร็ว 8000 

รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ลางเซลลดวยน้ํากล่ัน 2 คร้ัง   นําเซลลมาละลายในน้ํากล่ัน  10 
มิลลิลิตร เทใสขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร จากนั้นนําไประเหิดแหงภายใตสุญญากาศ   ช่ังเซลล
แหง 20 มิลลิกรัม ใสหลอดฝาเกลียวเติมคลอโรฟอรม 2  มิลลิลิตร จากนั้นเติมเมทานอลท่ีทําใหเปน
กรดดวยซัลฟริูกเขมขนรอยละ 3 (3% กรดซัลฟูริก)  2 มิลลิลิตร ท่ีมีกรดเบนโซอิกเปนสาร
มาตรฐานภายใน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร   นําไปใหความรอนท่ี 80 องศาเซลเซียส นาน 3.5 ช่ังโมง 
เติมน้ํากล่ัน 1 มิลลิลิตร เขยาอยางแรง 5 นาที แลวนําไปปนท่ีความเร็ว 3000 รอบตอนาที เปนเวลา 
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ชนิดของคอลัมน   : แคปพิลลารีคอลัมน ชนิด CP WAX 52-CB  
      เสนผาศูนยกลาง 0.25 มิลลิเมตร ความยาว 60 เมตร 
อุณหภูมิของ injector  : 250 องศาเซลเซียส (isothermal) 
อุณหภูมิของคอลัมน  : 130 องศาเซลเซียส นาน 6 นาที เพิ่มอุณหภูมิเปน 
      180 องศาเซลเซียส ดวยอัตรา 5 องศาเซลเซียสตอนาที 
      รักษาอุณหภมิูไวท่ี 180 องศาเซลเซียส 
 อุณหภูมิของ detector (FID) :  250  องศาเซลเซียส (isothermal) 
Split ratio   :  50 ตอ 1 
กาซตัวพา   :  กาซไนโตรเจนอัตราการไหล 2 มิลลิลิตรตอนาที 
ปริมาณท่ีฉีด  :  1ไมโครลิตร      
 



บทท่ี 3 
ผลการทดลอง 

 

3.1 การผลิต PHB ในถังหมัก 10 ลิตร โดย B. megaterium BA-019 
3.1.1 การศึกษาอายุกลาเชื้อท่ีเหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโตในระดับขวดเขยา 
 จากการเล้ียงเช้ือ B. megaterium BA-019 ในอาหารเล้ียงสําหรับเล้ียงกลาเช้ือตามวิธีการ
ทดลองในบทที่ 2  จากน้ันติดตามการเจริญเติบโตของ B. megaterium BA-019 โดยการเก็บตัวอยาง

ทุกๆ 2 ช่ัวโมง โดยการหาความหนาแนนของเซลลและคํานวณอัตราการเติบโตจําเพาะ (μ) ผลการ
ทดลองสามารถแสดงไดดังตารางท่ี 9 และรูปท่ี 6 พบวาเซลลอยูใน lag phase เปนเวลา 4 ช่ัวโมง   
จากน้ันเขาสู exponential phase จนถึงช่ัวโมงท่ี  12 และเขาสู  stationary  phase   โดยมีคาน้ําหนัก
เซลลแหงสูงสุดเทากับ  13.71  กรัมตอลิตร  ในช่ัวโมงท่ี  14  และเร่ิมเขาสู death phase   ในช่ัวโมง

ท่ี 18   เช้ือมีอัตราการเติบโตจําเพาะ (μ) สูงสุดท่ีเวลา 6 ช่ัวโมง  โดยมีคาเทากับ 0.743 ช่ัวโมง-1  
ดังนั้นจึงเลือกกลาเช้ืออายุ 6 ช่ัวโมง นําไปใชในงานวจิัยในการผลิต PHB ในถังหมัก 10 ลิตร ตอไป  
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ตารางท่ี 9 การเติบโตของ B. megaterium BA-019 ในอาหารสําหรับเล้ียงกลาเช้ือ 
  

time 
(h) 

DCW 
(g/l) 

μ  
(h-1) 

0 0.61 - 
2 0.81 0.139 
4 0.83 0.012 
6 3.67 0.743 
8 6.21 0.263 
10 10.23 0.125 
12 13.10 0.124 
14 13.71 0.023 
16 13.44 -0.009 
18 13.24 -0.007 
20 11.55 -0.074 
22 10.64 -0.041 
24 10.20 -0.021 
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รูปท่ี 6 การเจริญเติบโตของ B. megaterium BA-019 ในอาหารสําหรับเล้ียงกลาเช้ือ   
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3.1.2 การหาคาสัมประสิทธ์ิการถายเทออกซิเจนเชิงปริมาตร (Volumetric oxygen transfer 
coefficient) โดยวิธี Dynamic gassing out ในถังหมัก 10 ลิตร 
 การวิจยัข้ันตอนนี้ไดศึกษาผลของคาการถายเทออกซิเจนเชิงปริมาตร (Volumetric oxygen 
transfer coefficient) ตอการเติบโตและการผลิต PHB โดยการเล้ียงเช้ือ B. megaterium BA-019 ใน
ถังหมักขนาด 10 ลิตร ใชอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 25 ควบคุมอุณหภมิูท่ี 30 องศา
เซลเซียส ควบคุม pH เทากับ 7.0 โดยแปรคาอัตราการปนกวนเทากบั 400 600 และ 800 รอบตอ
นาที และแปรคาอัตราการใหอากาศ 0.5 1 1.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที และหาคา 
KLa ท่ีช่ัวโมงที่ 12 โดยทําการหยุดการใหอากาศแลววัดคาปริมาณออกซิเจนละลายท่ีลดลงเมื่อ
ปริมาณออกซิเจนลดลงจนถึงระดับหนึ่งจึงมีการใหอากาศอีกคร้ังวัดคาปริมาณออกซิเจนท่ีเพิ่มข้ึน 
(ผลท่ีไดแสดงในภาคผนวก ง)    ผลการเล้ียงเช้ือ B. megaterium BA-019 โดยควบคุมอัตราการกวน
ท่ี 400 รอบตอนาที และแปรอัตราการใหอากาศ 0.5 1.0 และ 1.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหาร
ตอนาทีตามลําดับ แสดงในตารางท่ี 10 11 และ 12 และรูปท่ี 7 พบวาเซลลมีการเติบโตเพ่ิมข้ึนเม่ือ
อัตราการใหอากาศสูงข้ึน โดยท่ีอัตราการกวนท่ี 400 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศ 0.5    1.0 
และ 1.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที  ไดความหนาแนนของเซลลและ PHB สูงสุดท่ี 
20 12 และ 16 ช่ัวโมงของการเล้ียงเช้ือ ตามลําดับ    ความหนาแนนของเซลลและปริมาณ PHB มี
คาสูงสุดเทากับ 11.24 กรัมตอลิตร และ 4.36 กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณ 42.21 % ตอน้ําหนกัเซลล
แหง ท่ีอัตราการกวนท่ี 400 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศ 1.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตร
อาหารตอนาที    เนื่องจากเซลลมีการเติบโตเร็วดังนัน้การใชน้ําตาลและยูเรียโดย B. megaterium 
BA-019 จึงสูง โดยปริมาณยูเรียหมดท่ีช่ัวโมงท่ี 12  
 ตารางท่ี 13 14 และ 15 และรูปท่ี 8 เม่ือเพ่ิมความเร็วรอบในการกวนเปน 600 รอบตอนาที 
และแปรอัตราการใหอากาศ 0.5 1.0 และ 1.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที พบวาเซลล
มีการเติบโตมากกวาเดิม  โดยปริมาณเซลลและปริมาณ PHB เทากับ 15.38 กรัมตอลิตร และ 6.22 
ตามลําดับ ท่ี 600 รอบตอนาที 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ท่ี 12 ช่ัวโมงของการ
เล้ียงเช้ือ เม่ืออัตราการใหอากาศเปน 1.5  ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที พบวาปริมาณ
เซลลและปริมาณ PHB เร่ิมมีคาลดลง   เมื่อเพ่ิมความความเร็วรอบในการกวนเปน 800 รอบตอนาที 
และแปรอัตราการใหอากาศ 0.5 1.0 และ 1.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ดังตารางท่ี 
16 17 และ 18 และรูปท่ี 9 ผลปรากฏวาปริมาณเซลลและปริมาณ PHB มีคาลดลงจากเดิมท่ีใหอัตรา
กวนเปน 600 รอบตอนาที  โดยท่ีอัตราการกวนเทากับ 800 รอบตอนาที 0.5  ปรมิาตรอากาศตอ
ปริมาตรอาหารตอนาที ไดปริมาณ PHB เทากับ 4.57 กรัมตอลิตร คิดเปน 53.64 % ตอน้ําหนกัเซลล
แหง 
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ดังนั้นการควบคุมอัตราการกวนท่ี 600 รอบตอนาที และ อัตราการใหอากาศท่ี 1.0 ปริมาตร

อากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ในการเล้ียงเช้ือ B. megaterium BA-019 เพื่อผลิต PHB ทําใหได
ความหนาแนนของเซลลสูงสุดเทากับ 15.38 กรัมตอลิตร ความเขมขนของ PHB 6.22 กรัมตอลิตร 
คิดเปนปริมาณ PHB 40.44 % ตอน้ําหนักเซลลแหง   สวนการใหความเร็วรอบ 800 รอบตอนาที ทํา
ใหปริมาณเซลลและ PHB ลดลงท้ังนี้อาจเนื่องมาจากเกดิ shear rate ท่ีสูงจนเกิดอันตรายตอเซลล 
หรืออาจเกิดจากภาวะ oxidative stress เนื่องจากระบบมีปริมาณออกซิเจนละลายมากเกินไป 
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ตารางท่ี 10 ปริมาณ PHB ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือให
อัตราการกวนที่ 400 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศที่ 0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหาร
ตอนาที เม่ือเล้ียง B. megaterium BA-019 ในถังหมักขนาด 10 ลิตร แบบ batch 
 

time  
(h) 

total sugar 
 (g/l) 

urea conc.  
(g/l) 

DCW  
(g/l) 

PHB conc. 
(g/l) 

PHB content 
 (% by wt.) 

0 20.40 0.82 0.20 0.00 0.00 

6 16.37 0.25 1.22 0.23 18.85 

9 10.58 0.05 5.25 1.52 28.95 

12 7.81 0.01 7.94 2.60 32.75 

16 5.73 0.00 7.98 2.71 33.98 

20 4.97 0.00 8.41 2.60 30.91 

24 4.84 0.00 7.21 1.89 26.21 
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ตารางท่ี 11 ปริมาณ PHB ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือให
อัตราการกวนที่ 400 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศที่ 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหาร
ตอนาที เม่ือเล้ียง B. megaterium BA-019 ในถังหมักขนาด 10 ลิตร  
 

time  
(h) 

total sugar  
(g/l) 

urea conc. 
 (g/l) 

DCW 
 (g/l) 

PHB conc. 
(g/l) 

PHB content  
(% by wt.) 

0 19.55 0.81 0.20 0.00 0.00 

6 18.21 0.31 0.67 0.07 10.15 

9 5.89 0.05 7.94 2.48 31.23 

12 3.46 0.00 9.30 4.23 45.48 

16 2.93 0.00 8.20 3.64 44.39 

20 2.79 0.00 7.34 2.06 28.07 

24 2.60 0.00 6.21 1.12 18.04 
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ตารางท่ี 12 ปริมาณ PHB ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือให
อัตราการกวนที่ 400 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศที่ 1.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหาร
ตอนาที เม่ือเล้ียง B. megaterium BA-019 ในถังหมักขนาด 10 ลิตร  
 

time  
(h) 

total sugar  
(g/l) 

urea conc.  
(g/l) 

DCW 
 (g/l) 

PHB conc. 
(g/l) 

PHB content  
(% by wt.) 

0 20.40 0.80 0.34 0.00 0.00 

6 16.37 0.25 4.14 1.04 25.13 

9 10.58 0.04 7.07 2.26 31.97 

12 7.81 0.00 10.33 4.36 42.21 

16 5.73 0.00 11.24 4.52 40.21 

20 4.97 0.00 11.05 4.23 38.28 

24 4.84 0.00 9.43 2.16 22.91 
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รูปท่ี 7 การผลิต PHB โดย B. megaterium BA-019  ในถังหมัก 10 ลิตรเม่ือใชอัตราการกวนท่ี 400 
รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศ (ก) 0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที (ข) 1.0 
ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที (ค) 1.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที    

ก  

ค. 

ข. 
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time  
(h) 

total sugar  
(g/l) 

urea conc.  
(g/l) 

DCW 
 (g/l) 

PHB conc. 
(g/l) 

PHB content  
(% by wt.) 

0 18.89 0.78 0.34 0 0 

6 12.59 0.34 3.89 0.69 17.74 

9 7.81 0.01 10.94 3.98 36.38 

12 7.05 0.00 11.57 4.54 39.24 

16 6.29 0.00 11.23 4.24 37.76 

20 5.03 0.00 10.78 3.76 34.88 

24 4.84 0.00 10.04 2.01 20.02 
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ตารางท่ี 14 ปริมาณ PHB ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือให
อัตราการกวนที่ 600 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศที่ 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหาร
ตอนาที เม่ือเล้ียง B. megaterium BA-019 ในถังหมักขนาด 10 ลิตร แบบ 
 

time  
(h) 

total sugar 
 (g/l) 

urea conc.  
(g/l) 

DCW  
(g/l) 

PHB conc. 
(g/l) 

PHB content  
(% by wt.) 

0 20.65 0.79 0.45 0.00 0.00 

6 17.63 0.36 3.04 0.79 25.99 

9 7.97 0.01 10.04 4.33 43.13 

12 6.85 0.00 15.38 6.22 40.44 

16 6.03 0.00 14.32 4.71 32.89 

20 3.32 0.00 11.74 3.13 26.66 

24 2.96 0.00 8.58 2.17 25.29 
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ตารางท่ี 15 ปริมาณ PHB ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือให
อัตราการกวนที่ 600 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศที่ 1.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหาร
ตอนาที เม่ือเล้ียง B. megaterium BA-019 ในถังหมักขนาด 10 ลิตร  
 

time  
(h) 

total sugar  
(g/l) 

urea conc. 
 (g/l) 

DCW  
(g/l) 

PHB conc. 
(g/l) 

PHB content  
(% by wt.) 

0 18.89 0.78 0.33 0.00 0.00 

6 17.63 0.37 4.40 0.84 19.09 

9 11.59 0.07 9.22 2.91 31.56 

12 9.44 0.02 10.99 3.54 32.21 

16 8.69 0.00 10.35 3.40 32.85 

20 7.51 0.00 9.94 3.23 32.49 

24 5.23 0.00 9.88 3.31 33.50 
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รูปท่ี 8 การผลิต PHB โดย B. megaterium BA-019 ในถังหมัก 10 ลิตร เม่ือใชอัตราการกวนท่ี 600 
รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศ (ก) 0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที (ข) 1.0 
ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที (ค) 1.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที    

ข. 

ก. 

ค  

 



   58 

 

 
time  
(h) 

total sugar  
(g/l) 

urea conc.  
(g/l) 

DCW  
(g/l) 

PHB conc. 
(g/l) 

PHB content  
(% by wt.) 

0 21.77 0.82 0.31 0.00 0.00 

6 17.12 0.29 3.23 1.31 40.56 

9 9.89 0.03 7.72 3.92 50.78 

12 7.19 0.00 8.52 4.57 53.64 

16 5.83 0.00 8.98 4.30 47.88 

20 4.55 0.00 8.43 3.74 44.37 

24 3.35 0.00 8.07 3.20 39.65 
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ตารางท่ี 17 ปริมาณ PHB ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือให
อัตราการกวนที่ 800 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศที่ 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหาร
ตอนาที เม่ือเล้ียง B. megaterium BA-019 ในถังหมักขนาด 10 ลิตร  
 

time  
(h) 

total sugar  
(g/l) 

urea conc.  
(g/l) 

DCW  
(g/l) 

PHB conc. 
(g/l) 

PHB content  
(% by wt.) 

0 20.14 0.78 0.32 0.00 0.00 

6 17.58 0.38 2.63 0.82 31.18 

9 10.22 0.08 6.45 2.46 38.14 

12 6.19 0.02 9.35 3.98 42.57 

16 4.96 0.00 7.91 3.19 40.33 

20 3.55 0.00 7.82 3.05 39.00 

24 3.20 0.00 6.77 2.14 31.61 
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ตารางท่ี 18 ปริมาณ PHB ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือให
อัตราการกวนที่ 800 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศที่ 1.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหาร
ตอนาที เม่ือเล้ียง B. megaterium BA-019 ในถังหมักขนาด 10 ลิตร  
 

time  
(h) 

total sugar  
(g/l) 

urea conc.  
(g/l) 

DCW  
(g/l) 

PHB conc. 
(g/l) 

PHB content  
(% by wt.) 

0 19.88 0.83 0.30 0.00 0.00 

6 17.12 0.35 2.67 0.77 28.84 

9 9.89 0.09 6.74 2.40 35.60 

12 7.19 0.04 8.51 3.51 41.25 

16 5.83 0.00 8.69 3.75 43.15 

20 4.55 0.00 8.78 3.54 40.32 

24 3.35 0.00 8.11 2.53 31.20 
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รูปท่ี 9 การผลิต PHB โดย B. megaterium BA-019  ในถังหมัก 10 ลิตร เม่ือใชอัตราการกวนท่ี 800 
รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศ (ก) 0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที (ข) 1.0 
ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที (ค) 1.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที    

ค. 

ข. 

ก. 
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ตารางท่ี 19 เปรียบเทียบการผลิต PHB เม่ือเล้ียง B. megaterium BA-019 ในถังหมัก 10 ลิตร เม่ือ
แปรคาอัตราการกวน และอัตราการใหอากาศ 
 

agitation 
rate 

 (rpm) 

aeration 
 rate  

(vvm) 
KLa  
(s-1) 

OUR  
(mM/s) 

PHB 
conc. 
 (g/l) 

PHB  
productivity 

 (g/l-h) 
YX/S 

 
YP/S 

 
PHB content  
(% by wt.) 

400 0.5 0.0376 0.032 2.71 0.17 0.61 0.21 33.98 

  1.0 0.0387 0.032 4.23 0.35 0.57 0.26 45.48 

  1.5 0.0404 0.038 4.52 0.28 0.79 0.35 42.21 

600 0.5 0.0458 0.021 4.54 0.38 0.95 0.34 39.23 

  1.0 0.0503 0.019 6.22 0.52 1.10 0.46 40.44 

  1.5 0.0509 0.023 3.54 0.30 0.93 0.33 32.85 

800 0.5 0.0514 0.025 4.57 0.38 0.88 0.40 53.64 

  1.0 0.0637 0.026 3.98 0.33 0.63 0.46 54.36 

  1.5 0.0676 0.028 3.74 0.17 0.62 0.20 31.19 
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3.2 การผลิต PHB โดยการเตมิสารอาหารระหวางการเพาะเล้ียง 
 การผลิตสารผลิตภัณฑในระดับอุตสาหกรรมใชเทคนิคการเพาะเล้ียงจลิุนทรียแบบมีการ
เติมสารอาหารเปนสวนใหญ ท้ังนี้เนื่องมาจากการเพาะเล้ียงจุลินทรียดวยเทคนิคดังกลาวนี้ ทําใหได
ความหนาแนนของเซลลสูง และมีอัตราการผลิตสารผลิตภัณฑสูงกวาการเพาะเลี้ยงแบบไมเติม
สารอาหาร   นอกจากนีย้ังเส่ียงตอการปนเปอนของจุลินทรียและความไมเสถียรของสายพันธุนอย
กวาการเพาะเลี้ยงจุลินทรียแบบตอเน่ือง   การเพาะเล้ียงแบบนี้ยังมีขอดีหลายประการ เชน สามารถ
ประยุกตใชกบัสารอาหารท่ีมีความเปนพษิตอเซลล ปองกันการยับยั้งการเติบโตจากผลของการใช
สารท่ีมีความเขมขนสูง เปนตน   การพัฒนากระบวนการเล้ียงเช้ือดวยเทคนิคการปอนสารอาหาร
แบบตางๆเพ่ือการผลิต PHB ไดมีการศึกษาโดยผูวิจยัคณะตางๆมาอยางตอเนื่อง 

 3.2.1 การศึกษาการเพาะเลี้ยง B. megaterium BA-019 โดยใชอัตราสวนคารบอนตอ
ไนโตรเจนในสารอาหารปอนเขาเทากับ 25 กรัมตอกรัม 
 เล้ียงเช้ือ B. megaterium BA-019 ในถังหมักขนาด 10 ลิตร ท่ีมีปริมาตรอาหารเร่ิมตน
เทากับ 4 ลิตร โดยใชอาหาร MSM โดยมีกากนํ้าตาลท่ีมีน้าํตาลท้ังหมดเทากับ 20 กรัมตอลิตร เปน
แหลงคารบอน ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส  pH เทากับ 7.0 ใชกากน้ําตาลท่ีมีความเขมขน
ของนํ้าตาลท้ังหมดเทากับ 350 กรัมตอลิตร  และยูเรียเปนสารปอนเขา โดยมีอัตราสวนคารบอนตอ
ไนโตรเจนในสารอาหารปอนเขาเทากับ 25 กรัมตอกรัม  ควบคุมอัตราการกวนท่ี 600 รอบตอนาที 
และอัตราการใหอากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที  ซ่ึงเปนภาวะที่ใหคา KLa ท่ี
เหมาะสมตอการเติบโตและการสราง PHB ไดดีท่ีสุด   เร่ิมมีการปอนอาหารเขาท่ีช่ัวโมงท่ี 12 
เนื่องจากเปนชวงท่ีความเขมขนของนํ้าตาลและยูเรียในอาหารเล้ียงเช้ือลดลงอยางมาก และเปน
ชวงเวลาที่คา YX/S และอัตราการเติบโตจําเพาะสูงท่ีสุด   มีการปอนอาหารเขาทุกคร่ึงช่ัวโมงโดยใช
การปอนอาหารแบบ  exponential โดยควบคุมอัตราการปอนอาหารเขาตามสมการในหัวขอท่ี 5 ซ่ึง
สมการดังกลาวมีสมมติฐานวาอาหารท่ีปอนเขาไปจะถูกนําไปใชในการสรางเซลลและผลิตภัณฑ
เทานั้น  ผลการวิจัยแสดงไดดังตารางท่ี 20 และรูปท่ี 10  พบวา  B. megaterium BA-019 จะมีการ
เติบโตเพ่ิมสูงข้ึนอยางรวดเร็วนับต้ังแตเร่ิมมีการเติมสารอาหารปอนเขาท่ีช่ัวโมงท่ี 12 ของการเล้ียง
เช้ือ คือความหนาแนนเซลลเพิ่มข้ึนจาก 12.74 กรัมตอลิตร ท่ีช่ัวโมงท่ี 12 เปน 20.53 กรัมตอลิตร ท่ี
ช่ัวโมงท่ี 15 จากน้ันเซลลมีการเติบโตเพ่ิมขึ้นเร่ือยจนไดความหนาแนนของเซลลสูงสุดท่ี 24 ช่ัวโมง 
เทากับ 58.47 กรัมตอลิตร  จากผลการทดลองพบวาการผลิต PHB เกิดข้ึนพรอมกับการเติบโตของ
เซลล   ดังนั้นรูปแบบการผลิต PHB จึงเพิม่ข้ึนในรูปแบบเดียวกับการเติบโตของเซลล  โดยไดความ
เขมขนของ PHB เทากับ 29.40 กรัมตอลิตร คิดเปน 50.28 % ตอน้ําหนกัเซลลแหง     เม่ือพิจารณา
ความเขมขนของน้ําตาลท้ังหมดพบวาน้ําตาลเร่ิมมีการสะสมในอาหารเล้ียงเช้ือในปริมาณท่ีสูง โดย
สูงถึง 67.89 กรัมตอลิตร ท่ีช่ัวโมงท่ี 21 ของการเล้ียงเช้ือ เม่ือพิจารณาปริมาณยูเรียพบวา                
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ตารางท่ี 20 ปริมาณ PHB ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือใช
กากนํ้าตาลท่ีมีความเขมขนของน้ําตาลท้ังหมด 350 กรัมตอลิตร ยูเรีย (อัตราสวนคารบอนตอ
ไนโตรเจนในสารอาหารปอนเขาเทากับ 25 กรัมตอกรัม) เปนสารอาหารปอนเขา 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc.  
(g/l) 

DCW  
(g/l) 

PHB conc.  
(g/l) 

PHB content 
(% by wt) 

PHB productivity 
(g/l-h) 

0 20.22 0.77 0.38 0.00 0.00 0.00 
6 10.78 0.24 3.99 1.32 33.08 0.22 
12  4.98 0.05 12.74 4.36 34.21 0.36 
15 39.69 0.15 20.53 5.86 28.55 0.39 
18 42.13 0.09 29.13 9.03 31.00 0.50 
21  67.89 0.04 52.07 22.00 42.25 1.05 
24 50.23 0.00 58.47 29.40 50.28 1.22 
27 49.85 0.00 55.30 24.92 45.06 0.92 
30 44.69 0.00 48.62 15.08 31.02 0.50 
33 36.33 0.00 32.05 9.75 30.41 0.30 
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รูปท่ี 10 การผลิต PHB โดย B. megaterium BA-019 เม่ือใชแหลงคารบอน และแหลงไนโตรเจน
เปนสารอาหารปอนเขา (อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนในสารอาหารปอนเขาเทากบั 25 กรัมตอ
กรัม) 
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 3.2.2 การศึกษาการเพาะเล้ียง B. megaterium BA-019 โดยใชอัตราสวนคารบอนตอ
ไนโตรเจนในสารอาหารปอนเขาเทากับ 10 กรัมตอกรัม 

เล้ียงเช้ือ B. megaterium BA-019 ในถังหมักขนาด 10 ลิตร ท่ีมีปริมาตรอาหารเร่ิมตน
เทากับ 4 ลิตร โดยใชอาหารเหลว MSM โดยมีกากนํ้าตาลท่ีมีน้ําตาลท้ังหมดเทากับ 20 กรัมตอลิตร 
เปนแหลงคารบอน ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส  pH เทากบั 7.0 ใชกากน้ําตาลท่ีมีความ
เขมขนของนํ้าตาลท้ังหมดเทากับ 350 กรัมตอลิตร  และยูเรียเปนสารปอนเขา โดยมีอัตราสวน
คารบอนตอไนโตรเจนในสารอาหารปอนเขาเทากับ 10 กรัมตอกรัม  ควบคุมอัตราการกวนท่ี 600 
รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที  ซ่ึงเปนภาวะท่ี
ใหคา KLa ท่ีเหมาะสมตอการเติบโตและการสราง PHB ไดดีท่ีสุด   เร่ิมมีการปอนอาหารเขาท่ี
ช่ัวโมงท่ี 12 เนื่องจากเปนชวงท่ีความเขมขนของนํ้าตาลและยูเรียในอาหารเล้ียงเช้ือลดลงอยางมาก 
และเปนชวงเวลาที่คา YX/S และอัตราการเติบโตจําเพาะสูงท่ีสุด ควบคุมการปอนสารอาหารโดยใช
เทคนิค exponential feeding     ผลการวิจยัแสดงไดดังตารางท่ี 21 และรูปท่ี 11   เม่ือเพ่ิมปริมาณ
ยูเรียโดยลดอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนในสารอาหารปอนเขาจาก 25 กรัมตอกรัม เปน 10 
กรัมตอกรัม  พบวา B. megaterium BA-019 มีการเติบโตอยางรวดเร็ว จนกระท่ังไดความหนาแนน
ของเซลลสูงสุดเทากับ 81.68 กรัมตอลิตร และไดความเขมขนของ PHB เทากับ 33.72 กรัมตอลิตร 
ซ่ึงคิดเปน 41.28 % ตอน้าํหนักเซลลแหง   ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมดในอาหารเล้ียงเช้ือถูกใชไป
มากกวาการใชอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนในสารอาหารปอนเขาเทากับ 25 กรัมตอกรัม ใน
สารอาหารปอนเขา ท้ังนี้เนือ่งมาจากการทดลองน้ี B. megaterium BA-019 มีการเติบโตมากกวา  
เม่ือพิจารณาถึงการใชยูเรียของเซลลพบวาปริมาณของยูเรียลดลงเหลือ 0 ท่ีช่ัวโมงท่ี 24 ของการเล้ียง
เช้ือ โดยในการทดลองนี้ปริมาณออกซิเจนละลายลงลงจนถึง 0 % ของอากาศอ่ิมตัวต้ังแตช่ัวโมงท่ี 
21 ของการเล้ียงเช้ือ  จากการทดลองน้ีพบวาเม่ือเพ่ิมปริมาณยูเรียในอาหารปอนเขาแลวทําใหได
ความหนาแนนเซลลมากข้ึน   ดังน้ันความหนาแนนของเซลลจึงแปรตามปริมาณยูเรียท่ีใช 
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ตารางท่ี 21 ปริมาณ PHB ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือใช
กากนํ้าตาลท่ีมีความเขมขนของน้ําตาลท้ังหมด 350 กรัมตอลิตร ยูเรีย (อัตราสวนคารบอนตอ
ไนโตรเจนในสารอาหารปอนเขาเทากับ 10 กรัมตอกรัม) เปนสารอาหารปอนเขา 
 

time 
 (h) 

total sugar  
(g/l) 

urea conc.  
(g/l) 

DCW  
(g/l) 

PHB conc.  
(g/l) 

PHB content  
(% by wt.) 

PHB productivity 
(g/l-h) 

0 20.18 0.81 0.41 0.00 0.00 0.00 
6 10.78 0.24 4.20 1.28 30.47 0.21 
12  4.98 0.05 12.74 4.22 33.12 0.35 
15 32.11 4.12 27.64 9.69 35.07 0.65 
18 31.02 5.27 50.06 13.64 27.25 0.76 
21  49.03 8.69 67.44 24.54 36.39 1.17 
24 23.98 0.11 78.84 30.34 38.48 1.26 
27 8.47 0.00 81.68 33.72 41.28 1.25 
30 5.74 0.00 79.94 24.80 31.02 0.83 
33 2.16 0.00 76.63 17.34 22.63 0.53 
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รูปท่ี 11 การผลิต PHB โดย B. megaterium BA-019 เม่ือใชแหลงคารบอน และแหลงไนโตรเจน
เปนสารอาหารปอนเขา (อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนในสารอาหารปอนเขาเทากบั 10 กรัมตอ
กรัม)  
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3.2.3 การศึกษาการเพาะเล้ียง B. megaterium BA-019 โดยใชอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนใน
สารอาหารปอนเขาเทากับ 7 กรัมตอกรัม 

เล้ียงเช้ือ B. megaterium BA-019 ในถังหมักขนาด 10 ลิตร ท่ีมีปริมาตรอาหารเร่ิมตน
เทากับ 4 ลิตร โดยใชอาหาร MSM โดยมีกากนํ้าตาลท่ีมีน้าํตาลท้ังหมดเทากับ 20 กรัมตอลิตร เปน
แหลงคารบอน ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส  pH เทากับ 7.0 ใชกากน้ําตาลท่ีมีความเขมขน
ของนํ้าตาลท้ังหมดเทากับ 350 กรัมตอลิตร  และยูเรียเปนสารปอนเขา จากการทดลองท่ีแลวพบวา
ความหนาแนนของเซลลแปรตามปริมาณยเูรียท่ีใช  ดังนัน้เพื่อเพ่ิมปริมาณของเซลลและ PHB ให
สูงข้ึนจากการทดลองที่ใชอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนในสารอาหารปอนเขาเทากับ 10 กรัมตอ
กรัม   จึงไดมีการเพิ่มปริมาณยูเรียในสารอาหารปอนเขา  โดยใชสารอาหารปอนเขาท่ีมีอัตราสวน
คารบอนตอไนโตรเจนในสารอาหารปอนเขาเทากับ 7 กรัมตอกรัม   ผลการวิจัยแสดงไดดังตารางท่ี 
22 และรูปท่ี 12  พบวาความเขมขนของเซลลเพิ่มสูงข้ึนจากเดิม 81.68  กรัมตอลิตร เปน 90.42 กรัม
ตอลิตร ท่ีช่ัวโมงท่ี 27 ของการเล้ียงเช้ือ  ปริมาณ PHB เทากับ 34.45  กรัมตอลิตร ซ่ึงคิดเปน 38.10 
% ตอน้ําหนักเซลลแหง  การทดลองน้ีแสดงใหเห็นวาการจํากัดปริมาณไนไตรเจนไมจําเปนตอการ
ผลิต PHB สําหรับ  B. megaterium BA-019  เนื่องจากวาแมปริมาณยูเรียจะเพิ่มข้ึนแตเซลลยัง
สามารถสราง PHB ได 
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time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

PHB conc.  
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

PHB productivity 
(g/l-h) 

0 20.86 0.82 0.38 0.00 0.00 0.00 
6 11.82 0.42 3.43 1.32 38.48 0.22 
12  5.21 0.09 9.36 3.21 34.29 0.27 
15 19.53 2.69 18.44 4.23 22.94 0.28 
18 39.84 4.38 43.16 12.65 29.31 0.70 
21  46.52 6.89 69.26 23.54 33.99 1.12 
24 21.34 1.06 82.84 31.26 37.74 1.30 
27 7.45 0.01 90.42 35.45 39.21 1.31 
30 5.91 0.00 72.62 28.67 39.48 0.96 
33 3.08 0.00 70.72 28.01 39.61 0.85 
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รูปท่ี 12 การผลิต PHB โดย B. megaterium BA-019 เม่ือใชแหลงคารบอน และแหลงไนโตรเจน
เปนสารอาหารปอนเขา (อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนในสารอาหารปอนเขาเทากับ 7 กรัมตอ
กรัม) 

 



   71 

 
เม่ือนําผลการวิจัยการเพาะเลี้ยง B. megaterium BA-019 ท่ีใชอัตราสวนคารบอนตอ

ไนโตรเจนในสารอาหารปอนเขาท่ีแตกตางกัน มาคํานวณหาอัตราการผลิต PHB  และนํามา
เปรียบเทียบกนัแสดงดังตารางท่ี 23  พบวาการใชอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนในสารอาหาร
ปอนเขาเทากบั 7 กรัมตอกรัม ใหผลของความหนาแนนเซลลและปริมาณ PHB สูงกวาการใช
อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนในสารอาหารปอนเขาเทากับ 10 และ 25 กรัมตอกรัม เนื่องจากมี
ปริมาณแหลงไนโตรเจนท่ีมากข้ึนเพยีงพอตอการเติบโตของ B. megaterium BA-019 โดยมีอัตรา
การผลิต PHB เพิ่มสูงข้ึนเปน 1.31 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง  อยางไรกต็ามแมความหนาแนนของเซลล
จะเพิ่มสูงข้ึนแตปริมาณ PHB ท่ีผลิตไดมีคาเพิ่มข้ึนไมมากนักเม่ือเทียกับการเพิ่มของเซลล และ
ปริมาณ PHB content ลดลงเม่ือปริมาณยูเรียเพ่ิมข้ึน     

 
ตารางท่ี 23 เปรียบเทียบการผลิต PHB เม่ือใชอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนในสารอาหาร
ปอนเขาตางกนั 

 
C/N  ratio 

(g sugar/ g urea) 
time 
(h) 

DCW 
 (g/l) 

PHB conc.  
(g/l) 

PHB content 
 (% by wt.) 

PHB productivity 
(g/l-h) 

7 27 90.42 35.45 39.21 1.31 
10 27 81.68 33.72 41.28 1.25 
25 24 58.47 29.40 50.28 1.22 
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3.3 การผลิต PHB ในถังหมัก 300 ลิตร โดย B. megaterium BA-019 
3.3.1 การหาอายุของกลาเชื้อในถังหมักขนาด 10 ลิตร สําหรับการผลิต PHB ในถังหมักขนาด 300 

ลิตร   ของเชื้อ B. megaterium BA-019 โดยใชอาหารเล้ียงกลาเชื้อท่ีแตกตางกัน 
การทดลองนี้ศึกษาหาอายุของกลาเช้ือท่ีจะนําไปใชเปนกลาเช้ือ ในถังหมัก 300  ลิตร ใน

การทดลอง  ทําการทดลองโดยใชถังหมกัขนาด 10 ลิตร ใหอัตราการกวนท่ี 600 รอบตอนาที อัตรา
การใหอากาศเทากับ 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที โดยใชสูตรอาหารท่ีแตกตาง
ตางกัน 3 ชนดิ ไดแก สูตรอาหาร rich medium (หอขอ 3.2) สูตรอาหาร rich medium ท่ีมีการลด
องคประกอบลงคร่ึงหนึ่ง (หัวขอ 3.2)  และอาหารเหลว MSM  ท่ีใชในการผลิต PHB  ผลท่ีไดแสดง
ดังรูปท่ี 13 และรูปท่ี 14  พบวาสูตรอาหาร rich medium และสูตรอาหาร rich medium ท่ีมีการลด
องคประกอบของแหลงไนโตรเจนลงคร่ึงหนึ่ง เซลลมีอัตราการเติบโตจําเพาะสูงสุดท่ีช่ัวโมงท่ี 6 
ของการเล้ียงเชื้อ โดยมีความหนาแนนของเซลลเทากับ 4.66 กรัมตอลิตร และ 2.32 กรัมตอลิตร 
ตามลําดับ  ขณะท่ีในอาหารเหลว MSM เซลลมีอัตราการเติบโตจําเพาะสูงสุดท่ีช่ัวโมงท่ี 12 ของการ
เล้ียงเช้ือ โดยมีความหนาแนนของเซลลเทากับ 3.11 กรัมตอลิตร   จากผลการศึกษาพบวาอาหารท่ี
เหมาะสมท่ีจะนําไปใชเปนอาหารเล้ียงกลาเช้ือคือ อาหาร rich medium เนื่องจากใชเวลาส้ันในการ
เล้ียงกลาเช้ือและใหความหนาแนนของเซลลสูง    แตเม่ือพิจารณาราคาของอาหารเล้ียงกลาเช้ือ
พบวาอาหารเหลว MSM มีราคาถูกท่ีสุด และใหความหนาแนนเซลลในปริมาณท่ีแตกตางจาก
อาหาร rich medium ไมมากนัก   ดังน้ันจึงเลือกใชอาหารชนิดนี้เปนอาหารเล้ียงกลาเช้ือสําหรับการ
ผลิต PHB ในถังหมักขนาด 300 ลิตร
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รูปท่ี 13 การเจริญเติบโตของ B. megaterium BA-019 ในอาหารเหลว MSM   Rich medium และ  
Rich medium (x1/2) 
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รูปท่ี 14 อัตราการเติบโตจําเพาะของ  B. megaterium BA-019 ในอาหารเหลว MSM  Rich medium  
และ  Rich medium (x1/2)   
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3.3.2 การศึกษาผลิต PHB ในถังหมัก 10 ลิตร โดยลดปริมาณกลาเชื้อ 

เนื่องจากราคาการผลิต PHB สวนหนึ่งข้ึนอยูกับปริมาณของกลาเช้ือท่ีจะนําไปใชใน
ข้ันตอนการผลิต ถาใชกลาเช้ือปริมาณมากจะสงผลใหราคาการผลิต PHB สูงข้ึนตามไปดวย 
เนื่องจากตองใชปริมาณอาหารในการเล้ียงกลาเช้ือมากข้ึน ตองใชถังหมักจํานวนมาก ซ่ึงเหตุ
ดังกลาวทําใหราคาการผลิตสูงข้ึน ดังนั้นถาลดปริมาณกลาเช้ือท่ีใชไดจะทําใหตนทุนในการผลิต
ต่ําลง และในอุตสาหกรรมเทคโนโลยีชีวภาพสวนใหญมักใชปริมาณกลาเช้ือเพียง 5 % ของปริมาตร
อาหารเล้ียงเช้ือ  ดังน้ันในการทดลองน้ีจึงทดลองใชปริมาณกลาเช้ือ 5 % ของปริมาตรอาหารเล้ียง
เช้ือ ในการผลิต PHB ในถังหมัก 10 ลิตร เพื่อทดสอบวาเกิดการเปล่ียนแปลงอยางไรในแงของ 
ปริมาณเซลล และการผลิต PHB  ผลท่ีไดแสดงดังตารางท่ี  24 และรูปท่ี 15     ผลการทดลองพบวา
ความหนาแนนของเซลลและความเขมขน PHB มีปริมาณสูงสุดท่ีช่ัวโมงท่ี 15 ของการเล้ียงเช้ือ โดย
มีน้ําหนกัเซลลแหงและปริมาณ PHB เทากับ 11.22 กรัมตอลิตร และ 4.50 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 
ซ่ึงเม่ือปรียบเทียบกับการผลิตเม่ือใชปริมาณกลาเช้ือ 10 % ของปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ พบวา
ปริมาณเซลล และ PHB มีปริมาณลดลงไมมากนัก   
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ตารางท่ี 24 ปริมาณ PHB ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือใช
ปริมาณกลาเช้ือเร่ิมตน 5 % ของปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือเร่ิมตน ใหอัตราการกวนท่ี 600 รอบตอนาที 
และอัตราการใหอากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที เม่ือเล้ียง B. megaterium 
BA-019 ในถังหมักขนาด 10 ลิตร แบบ batch 
 

time  
(h) 

total sugar  
(g/l) 

urea conc. 
 (g/l) 

DCW 
 (g/l) 

PHB conc. 
 (g/l) 

PHB content  
(% by wt.) 

0 20.54 0.82 0.18 0.00 0.00 

6 18.02 0.54 1.50 0.29 19.15 

9 13.79 0.21 3.44 0.91 26.87 

12 7.02 0.07 10.93 4.21 38.56 

15 5.03 0.00 11.22 4.50 40.13 

18 3.96 0.00 10.28 3.47 33.72 

21 3.51 0.00 8.43 2.03 24.11 
24 2.64 0.00 7.67 1.97 25.65 
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รูปท่ี 15 การผลิต PHB โดย B. megaterium BA-019 เม่ือใชปริมาณกลาเช้ือเร่ิมตน 5% ของปริมาตร
อาหารเล้ียงเช้ือเร่ิมตน ใหอัตราการกวนท่ี 600 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศที่ 1.0 ปริมาตร
อากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที 
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3.3.3 การขยายสวนการผลิต PHB เม่ือกําหนดเกณฑการขยายสวนใหคงท่ีในถังหมักขนาด 300 
ลิตร 

สําหรับการพิจารณาการขยายสวนนั้นจะมีเกณฑคงท่ีท่ีใชในการขยายสวนถังหมักแบบถัง
กวนในการทดลองนี้ ไดแก อัตราสวนระหวางกําลังมอเตอรตอปริมาตรน้ําหมัก (P/V) ความเร็วรอบ
ของปลายใบพดั (impeller tip speed) และคาเรยโนลดนมัเบอร (NRE) 
 3..3.2.1 การขยายสวนการผลิต PHB เม่ือกําหนดใหอัตราสวนระหวางกําลังมอเตอรตอ
ปริมาตรน้ําหมัก (P/V) ของถังหมัก 300 ลิตร และถังหมัก 10 ลิตรมีคาเทากัน 
 การทดลองนีทํ้าการทดลองตามวิธีท่ี 6.2.1 ซ่ึงการกําหนดใหอัตราสวนระหวางกําลัง
มอเตอรตอปริมาตรน้ําหมัก (P/V) มีคาเทากัน ทําการคํานวณใหอยูในรูปของอัตราการกวน โดยใช
อัตราการกวน 280 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศเทากับ 1 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหาร
ตอนาที ทําการเล้ียงเช้ือท่ี 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

 จากตารางท่ี 25 และรูปท่ี 16 พบวาน้ําหนักเซลลแหงและปริมาณ PHB สูงสุด
เทากับ 9.03 กรัมตอลิตร และ 2.71 กรัมตอลิตร คิดเปน 30.01 % ตอน้ําหนักเซลลแหง ท่ีช่ัวโมงท่ี 14 
ของการเล้ียงเชื้อ  เม่ือพิจารณาปริมาณออกซิเจนละลายพบวามีคาลดลงต้ังแตเร่ิมเล้ียงเช้ือจนถึง
ช่ัวโมงท่ี 8 ของการเล้ียงเช้ือ เนื่องจากเซลลมีการนําออกซิเจนไปใชในการเจริญของเซลล และใน
การทํากิจกรรมตางๆ    หลังจากช่ัวโมงท่ี 8 ของการเล้ียงเช้ือเซลลเร่ิมเขาสูระยะ late log phase ซ่ึง
ในระยะนี้เซลลมีกิจกรรมนอยลงเม่ือเทียบกับ mid log phase ทําใหตองการออกซิเจนนอยลงสงผล
ใหปริมาณออกซิเจนละลายในระบบมีคาเพิ่มข้ึน   อยางไรก็ตามท่ีช่ัวโมงท่ี 12 และช่ัวโมงท่ี 20 ของ
การเล้ียงเชื้อ ปริมาณออกซิเจนละลายลดลงเหลือ 23 % ของอากาศอ่ิมตัว และ 20 % ของอากาศ
อ่ิมตัว เนื่องจากระบบไมสามารถควบคุมอุณหภูมิไดทําใหอุณหภูมิในระบบสูงข้ึนถึง 40 องศา
เซลเซียส สงผลใหปริมาณออกซิเจนละลายลดลงอยางมากท้ังน้ีเนือ่งมาจากออกซิเจนละลายในน้ํา
นอยลงเม่ืออุณหภูมิสูงข้ึน  

เม่ือเทียบกับการผลิต PHB ในถังหมัก 10 ลิตร ท่ีมีการใชปริมาณกลาเช้ือเร่ิมตน 5 % ของ
ปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ พบวาปริมาณเซลลและปริมาณ PHB ลดลงแตไมมากนกั ซ่ึงการท่ีได
ปริมาณเซลลและปริมาณ PHB นอยลงน้ันอาจเกิดจากเทคนิคการเตรียมอาหารและการทําปลอดเช้ือ
ในถังหมัก 300 ลิตร เนื่องจากพบวาท่ีช่ัวโมงท่ี 0 นั้น ความเขมขนของนํ้าตาลและยเูรียมีคาเทากับ 
16.12 กรัมตอลิตร และ 0.63 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซ่ึงลดลงจากปริมาณท่ีตองการคือ 20 กรัมตอ
ลิตร และ 0.8 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 
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ตารางท่ี 25 ปริมาณ PHB ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือให
อัตราการกวนที่ 280 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศที่ 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหาร
ตอนาที เม่ือเล้ียง B. megaterium BA-019 ในถังหมักขนาด 300 ลิตร (กาํหนดใหอัตราสวนระหวาง
กําลังมอเตอรตอปริมาตรน้ําหมัก (P/V) ของถังหมัก 300 ลิตร และถังหมัก 10 ลิตรมีคาเทากัน) 
 

time  
(h) 

DCW  
(g/l) 

total sugar  
(g/l) 

urea conc. 
 (g/l) 

PHB conc. 
 (g/l) 

PHB content  
(% by wt.) 

DO 
(% saturation) 

0 0.00 16.12 0.63 0.00 0.00 84 

3 1.71 15.16 0.55 0.27 15.79 85 

6 3.16 14.19 0.39 0.84 26.58 41 

8 3.56 11.29 0.21 1.21 33.99 24 

10 7.62 6.58 0.10 1.99 26.12 44 

12 8.29 4.84 0.09 1.92 23.16 23 

14 9.03 4.19 0.01 2.71 30.01 51 

17 8.74 3.87 0.00 2.09 23.91 55 

20 7.67 3.35 0.00 1.92 25.03 12 

22 7.46 2.71 0.00 1.59 21.31 68 

24 5.52 2.68 0.00 1.44 26.09 72 
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รูปท่ี 16 การผลิต PHB โดย B. megaterium BA-019 เม่ือใหอัตราการกวนท่ี 280 รอบตอนาที และ
อัตราการใหอากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ในถังหมักขนาด 300 ลิตร 
(กําหนดใหอัตราสวนระหวางกําลังมอเตอรตอปริมาตรน้ําหมัก (P/V) ของถังหมัก 300 ลิตร และถัง
หมัก 10 ลิตรมีคาเทากัน) 
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3.3.2.2 การขยายสวนการผลิต PHB เม่ือกําหนดใหความเร็วรอบของปลายใบพดั (impeller tip 
speed) ของถังหมัก 300 ลิตร และถังหมัก 10 ลิตรมีคาเทากัน 
 การทดลองนีทํ้าการทดลองเหมือนในหวัขอ 6.2.2 ซ่ึงการกําหนดใหความเร็วรอบของ
ปลายใบพัด (impeller tip speed) มีคาเทากนั จึงทําการคํานวณใหอยูในรูปของอัตราการกวน โดยใช
อัตราการกวน 190 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศเทากับ 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตร
อาหารตอนาที ทําการเล้ียงเช้ือท่ี 30 องศาเซลเซียส ควบคุม pH 7.0 เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

 จากตารางท่ี 26 และรูปท่ี 17 พบวาน้ําหนักเซลลแหง สูงสุดเทากับ 9.50 กรัมตอ
ลิตร ท่ีช่ัวโมงท่ี 12 ของการเล้ียงเช้ือ ขณะท่ีปริมาณ PHB สูงสุดท่ี 1.91 กรัมตอลิตร ท่ีช่ัวโมงท่ี 10 
ของการเล้ียงเชื้อ คิดเปน 20.72 % ตอน้ําหนักเซลลแหง ซ่ึงลดลงเม่ือเทียบกับการผลิต PHB ในถัง
หมัก 300 ลิตร ในกรณีท่ีใชอัตราสวนระหวางกําลังมอเตอรตอปริมาตรนํ้าหมักเปนเกณฑคงท่ี   เม่ือ
พิจารณาปริมาณออกซิเจนละลายพบวามีคาลดลงต้ังแตเร่ิมเล้ียงเช้ือจนถึงช่ัวโมงท่ี 8 ของการเล้ียง
เช้ือ เนื่องจากเซลลมีการนําออกซิเจนไปใชในการเจริญของเซลล   หลังจากช่ัวโมงท่ี 8 ของการเล้ียง
เช้ือเซลลเร่ิมเขาสูระยะ late log phase ซ่ึงในระยะนี้เซลลมีกิจกรรมนอยลงเม่ือเทียบกับระยะ mid 
log phase ทําใหตองการออกซิเจนนอยลงสงผลใหปริมาณออกซิเจนละลายในระบบมีคาเพิ่มข้ึน   
อยางไรก็ตามที่ช่ัวโมงท่ี 17 ของการเล้ียงเชื้อ ปริมาณออกซิเจนละลายลดลงเหลือ 1 % ของอากาศ
อ่ิมตัว แมวาเซลลจะเขาสูระยะ stationary phase แลวก็ตาม  ท้ังนี้เนื่องจากระบบไมสามารถควบคุม
อุณหภูมิไดทําใหอุณหภมิูในระบบสูงข้ึนถึง 45 องศาเซลเซียส สงผลใหปริมาณออกซิเจนละลาย
ลดลงอยางมาก 

จากผลการทดลองสามารถสรุปการใชความเร็วรอบของปลายใบพัด (impeller tip speed) 
ใหคงท่ีไมสามารถใชเปนเกณฑในการการขยายสวนการผลิต PHB ในถังหมัก 300 ลิตร ซ่ึงการ
ทดลองตอไปจะกําหนดใหคาเรยโนลดนมัเบอร (NRE) มีคาคงท่ีเปนเกณฑในการขยายสวนตอไป 
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ตารางท่ี 26 ปริมาณ PHB ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือให
อัตราการกวนที่ 190 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศที่ 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหาร
ตอนาที เม่ือเล้ียง B. megaterium BA-019 ในถังหมักขนาด 300 ลิตร (กาํหนดใหความเร็วรอบของ
ปลายใบพัด (impeller tip speed) ของถังหมัก 300 ลิตร และถังหมัก 10 ลิตรมีคาเทากัน) 
 
time  
(h) 

DCW 
 (g/l) 

sugar conc 
 (g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

PHB conc. 
(g/l) 

PHB content 
 (% by wt.) 

DO 
(% saturation) 

0 0.00 19.35 0.67 0.00 0.00 95 

2 1.99 18.06 0.57 - - 94 

4 2.29 16.12 0.53 0.13 5.68 87 

6 2.87 15.8 0.40 0.25 8.71 54 

8 5.21 12.9 0.23 0.8 15.36 16 

10 9.22 8.8 0.13 1.91 20.72 22 

12 9.50 6.61 0.00 1.77 18.63 30 

14 9.40 6.29 0.00 1.74 18.51 34 

17 9.16 4.93 0.00 0.53 5.79 1 

20 7.71 4.56 0.00 2.26 29.31 59 

24 5.78 3.99 0.00 0.21 3.63 68 
 
- หมายถึง ไมไดทําการทดลอง
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รูปท่ี 17 การผลิต PHB โดย B. megaterium BA-019 เม่ือใหอัตราการกวนท่ี 190 รอบตอนาที และ
อัตราการใหอากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ในถังหมักขนาด 300 ลิตร 
(กําหนดใหความเร็วรอบของปลายใบพัด (impeller tip speed) ของถังหมัก 300 ลิตร และถังหมัก 10 
ลิตรมีคาเทากัน) 
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3.3.2.2 การขยายสวนการผลิต PHB เม่ือกําหนดใหคาเรยโนลดนัมเบอร (NRE) ของถังหมัก 300 
ลิตร และถังหมัก 10 ลิตรมีคาเทากัน 

การทดลองนีทํ้าการทดลองเหมือนในหวัขอ 6.3.3 ซ่ึงการกําหนดใหคาเรยโนลดนัมเบอร 
(NRE) มีคาเทากัน จึงทําการคํานวณใหอยูในรูปของอัตราการกวน โดยใชอัตราการกวน 60 รอบตอ
นาที และอัตราการใหอากาศเทากับ 1 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ทําการเล้ียงเช้ือท่ี 
30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

จากตารางท่ี 27 และรูปท่ี 18 พบวาเซลลและ PHB ท่ีไดมีปริมาณลดลงอยางมากเม่ือเทียบ 
กับเมื่อใชอัตราสวนระหวางกําลังมอเตอรตอปริมาตรน้ําหมัก (P/V) และความเร็วรอบของปลาย
ใบพัด (impeller tip speed) เปนเกณฑคงท่ี   โดยปริมาณเซลลและ PHB มีคาเทากับ 3.46 กรัมตอ
ลิตร และ 1.11 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ท้ังนี้เนื่องมาจากใชอัตราการกวนเพยีงแค 60 รอบตอนาที ทํา
ใหปริมาณออกซิเจนละลายในระบบมีคาตํ่าดังแสดงในตารางท่ี 35 สงผลใหไมเพียงพอตอการ
นําไปใชในการเติบโตและสราง PHB   จากการทดลองนี้สามารสรุปไดวาคาเรยโนลดนัมเบอร 
(NRE) ไมเหมาะสมท่ีจะนําไปใชเปนเกณฑคงท่ีในการขยายสวนการผลิต PHB ในถังหมัก 300 ลิตร 
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ตารางท่ี 27 ปริมาณ PHB ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือให
อัตราการกวนที่ 60 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศที่ 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอ
นาที เม่ือเล้ียง B. megaterium BA-019 ในถังหมักขนาด 300 ลิตร (กําหนดใหคาเรยโนลดนัมเบอร 
(NRE) ของถังหมัก 300 ลิตร และถังหมัก 10 ลิตรมีคาเทากัน) 
 
time  
(h) 

DCW 
(g/l) 

sugar conc.  
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

PHB conc. 
(g/l) 

PHB content  
(% by wt.) 

DO 
(% saturation) 

0 0.00 15.67 0.57 0.00 0.00 50 

2 0.20 15.86 0.56 0.00 1.56 8 

4 0.25 13.54 0.29 0.01 2.03 9 

6 0.87 12.19 0.16 0.02 2.56 10 

8 1.26 9.67 0.11 0.11 8.95 9 

10 1.62 5.80 0.06 0.21 12.69 10 

12 1.70 2.32 0.02 0.40 23.33 9 

14 3.46 0.00 0.00 1.11 32.02 7 

17 3.32 0.00 0.00 0.72 21.59 6 

20 2.90 0.00 0.00 0.30 10.21 5 

24 1.68 0.00 0.00 0.04 2.35 6 
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รูปท่ี 18 การผลิต PHB โดย B. megaterium BA-019 เม่ือใหอัตราการกวนท่ี 60 รอบตอนาที และ
อัตราการใหอากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ในถังหมักขนาด 300 ลิตร 
(กําหนดใหคาเรยโนลดนัมเบอร (NRE) ของถังหมัก 300 ลิตร และถังหมัก 10 ลิตรมีคาเทากัน) 
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เม่ือนําผลที่ไดจากการขยายสวนโดยใชอัตราสวนระหวางกําลังมอเตอรตอปริมาตรน้ําหมัก 

(P/V) ความเร็วรอบของปลายใบพดั (impeller tip speed) และคาเรยโนลดนัมเบอร (NRE) เปนเกณท
คงท่ี มาเปรียบเทียบกับการผลิต PHB ในถังหมักขนาด 10 ลิตร สามารถสรุปไดในตารางท่ี 28  ซ่ึง
พบวาคาทางจลนศาสตร ไดแก YX/S  YP/S  และ PHB productivity มีคาลดลงเม่ือเทียบกับการผลิต 
PHB ในถังหมักขนาด 10 ลิตร ในกรณท่ีีใชปริมาณกลาเช้ือเร่ิมตน 10 % ของปริมาตรอาหารเล้ียง
เช้ือ ท่ีอัตราการกวน 600 รอบตอนาที และ 1.0 ปริมาตรอากาสตอปริมาตรอาหารตอนาที   แตเม่ือ
เทียบกับกรณท่ีีใชปริมาณกลาเช้ือเร่ิมตน 5 %ของปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ พบวาคาทางจลนศาสตร
เม่ือใชอัตราสวนระหวางกําลังมอเตอรตอปริมาตรน้ําหมัก (P/V) มีคาใกลเคียงกบัคาท่ีไดจากการ
ผลิต PHB ในถังหมัก 10 ลิตร มากท่ีสุด   ดังนั้นสามารถสรุปไดวาอัตราสวนระหวางกําลังมอเตอร
ตอปริมาตรน้ําหมัก (P/V) เหมาะสมมากที่สุดท่ีจะนําไปใชเปนเกณฑคงท่ีในการขยายสวนการผลิต 
PHB ในถังหมัก 300 ลิตร 
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ตารางท่ี 28 การเปรียบเทียบคาทางจลนศาสตร เม่ือเล้ียงเช้ือ B. megaterium BA-019 ในถังหมัก 300 
ลิตร เพื่อผลิต PHB เม่ือทําการผลิตท่ีกําหนดเกณฑการขยายสวนคงท่ีเหมือนในถังหมักขนาด 10 
ลิตร 
 

fermentor 
(l) 

culture  
medium 

 

inoculum  
size 

(% v/v) 

agitation  
rate 

 (rpm) 
YX/S 

 
YP/S 

 

cell  
productivity 

(g/l-h) 

PHB 
productivity 

(g/l-h) 

10 Rich medium 10 600 1.10 0.46 1.28 0.52 

 MSM 5 600 0.71 0.29 0.75 0.30 

300 MSM 5 280a 0.76 0.23 0.65 0.19 

 MSM 5 190b 0.75 0.18 0.79 0.19 

 MSM 5 60c 0.21 0.07 0.25 0.08 

 
a คือ ความเร็วรอบของใบกวนเม่ือกําหนดใหอัตราสวนระหวางกําลังมอเตอรตอปริมาตรน้ําหมัก 
(P/V) ของถังหมัก 300 ลิตร และถังหมัก 10 ลิตรมีคาเทากัน 
b คือ ความเร็วรอบของใบกวนเม่ือกําหนดใหความเร็วรอบของปลายใบพัด (impeller tip speed) 
ของถังหมัก 300 ลิตร และถังหมัก 10 ลิตรมีคาเทากัน 
c คือ ความเร็วรอบของใบกวนเม่ือกําหนดใหคาเรยโนลดนัมเบอร (NRE) ของถังหมัก 300 ลิตร และ
ถังหมัก 10 ลิตรมีคาเทากัน
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บทท่ี 4 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

 
 งานวิจยันี้ไดทําการศึกษาหาภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิต PHB ในถังหมักขนาด 10 ลิตร 
โดยแปรคาอัตราการกวนท่ี 400 600 และ 800 รอบตอนาที และแปรอัตราการใหอากาศท่ี 0.5 1.0 
และ 1.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที โดยใชแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนท่ีมี
ราคาถูกคือ กากนํ้าตาล และ ยูเรียตามลําดับ   จากนั้นนําภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิต PHB มาใชใน
การผลิต PHB แบบ fed-batch ในถังหมักขนาด 10 ลิตร โดยแปรคาอัตราสวนคารบอนตอ
ไนโตรเจนในสารอาหารปอนเขา คือ 7 10 และ 25 โดยใชการปอนอาหารแบบ exponential feeding 
และนํามาใชในการขยายสวนการผลิต PHB ในถังหมัก 300 ลิตร โดยใชเกณฑคงท่ี 3 คา ไดแก 
อัตราสวนระหวางกําลังมอเตอรตอปริมาตรน้ําหมัก (P/V) ความเร็วรอบของปลายใบพัด (impeller 
tip speed) และคาเรยโนลดนัมเบอร (NRE)   ผลปรากฏวาในการเพาะเล้ียงแบบ fed-batch สามารถ
เพิ่มความหนาแนนของเซลลไดสูงข้ึนเปนอยางมาก แตปริมาณ PHB คอนขางคงท่ี และอัตราการ
ผลิต PHB มีคาไมคอยแตกตางกัน ขณะท่ีการขยายสวนการผลิต PHB ในถังหมัก 300 ลิตร โดยการ
เพาะเล้ียงแบบ batch โดยใชเกณฑคงท่ีท่ีกลาวมาขางตน พบวา ปริมาณเซลล ปริมาณ PHB และคา
ทางจลนศาสตร มีคาลดลง เม่ือเทียบกับการผลิต PHB ในถังหมักขนาด 10 ลิตร ในกรณีท่ีใชปริมาณ 
5 % ของปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากเทคนิคการเตรียมอาหาร และเทคนิคการฆา
เช้ือ 
 
4.1 การศึกษาการผลิต PHB ในถังหมัก 10 ลิตร โดยแปรคาอัตราการกวน และอัตราการใหอากาศ 

ผลการวิจัยพบวาเม่ือเล้ียงเช้ือ B. megaterium BA-019 ในอาหารสําหรับเล้ียงกลาเช้ือใน
ระดับขวดเขยา   แบคทีเรียดงักลาวมีอัตราการเติบโตจําเพาะสูงสุดท่ี 6 ช่ัวโมง ดังนัน้จึงเลือกใชกลา
เช้ืออายุ 6 ช่ัวโมง สําหรับการศึกษาการเล้ียงเช้ือ B. megaterium BA-019 ในอาหารเพื่อการผลิต 
PHB ในถังหมักขนาด 10 ลิตร  
 การศึกษาเปรียบเทียบการผลิต PHB โดยใชอัตราการกวน และอัตราการใหอากาศท่ี
แตกตางกันในถังหมัก 10 ลิตร พบวา เม่ือพจิารณาท่ีอัตราการกวน 400 รอบตอนาที และแปรคา
อัตราการใหอากาศท่ีแตกตางกัน คือ 0.5 1.0 และ 1.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที 
พบวา ความหนาแนนของเซลล ปริมาณ PHB  และคาทางจลนศาสตร ไดแก  YX/S  และ YP/S มี
คาสูงสุดท่ีอัตราการใหอากาศท่ี 1.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที   และเม่ือพิจารณาคา 
KLa  พบวามีคามากข้ึนเม่ืออัตราการใหอากาศสูงข้ึน  ซ่ึงคา KLa เปนคาท่ีบอกถึงอัตราการถายเท
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 เม่ือพิจารณาท่ีอัตราการกวน 600 รอบตอนาที และแปรคาอัตรการใหอากาศ  0.5 1.0 และ 
1.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที พบวาคา KLa มีคามากข้ึนเม่ือเทียบกับอัตราการกวนท่ี 
400 รอบตอนาที ทุกๆอัตราการใหอากาศ   และท่ีอัตราการกวน 600 รอบตอนาที ทุกอัตราการให
อากาศพบวา ความหนาแนนของเซลล ปริมาณ PHB มีคามากข้ึนเม่ือเทียบกับอัตราการกวนท่ี 400 
รอบตอนาที ทุกอัตราการใหอากาศ   ท้ังนี้เนื่องมาจากคา KLa สูงข้ึน ทําใหในระบบมีปริมาณ
ออกซิเจนท่ีเพยีงพอตอการนําไปใชในการสรางเซลล และการสังเคราะห PHB   โดยพบวาท่ีอัตรา
การกวนท่ี 600 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศ 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที 
ความหนาแนนของเซลล ปริมาณ PHB และคาทางจลนศาสตร ไดแก YX/S YP/S  และ  PHB 
productivity มีคาสูงท่ีสุด 
 และเม่ือเพ่ิมอัตราการกวนเปน 800 รอบตอนาที และแปรอัตราการใหอากาศ 0.5 1.0 และ 
1.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที  พบวา KLa มีคาสูงข้ึนตามลําดับ และมีคาสูงกวาการ
ทดลองท่ีใหอัตราการกวน 400 และ 600 รอบตอนาที ทุกอัตราการใหอากาศ แตอยางไรก็ตาม
ปริมาณเซลล ปริมาณ PHB และคาทางจลนศาสตรมีคาลดลงท้ังท่ี KLa มีคาเพิ่มข้ึน   ท้ังนี้อาจ
เนื่องมาจากท่ีอัตราการกวน 800 รอบตอนาที เปนภาวะที่รุนแรงเกินไปสําหรับ B. megaterium BA-
019 ทําใหเกิดภาวะความกดดันข้ึนตอเซลล เชน ภาวะท่ีมีแรงเฉือนมากเกินไปทําใหเกิดอันตรายตอ
ตัวเซลล (shear stress)  และภาวะ Oxidative stress ซ่ึงเกิดจากในระบบมีปริมาณออกซิเจนละลาย
มากเกินไปทําใหเกิดอนุมูลอิสระของออกซิเจน (reactive oxygen species) ซ่ึงสามารถกอใหเกดิ
อันตรายตอเซลลได   Junker (2004) รายงานวาเม่ือความเร็วรอบปลายใบพัดมีคาเกนิ 3.2 เมตรตอ
วนิาที จะเกดิอันตรายตอเซลลได ซ่ึงในงานวิจยันี้ท่ีอัตราการกวน 800 รอบตอนาที มีคาความเร็ว
รอบปลายใบพัดเทากับ 3.95 เมตรตอวินาที   งานวิจัยของ Belo และคณะ (2005) รายงานวาเม่ือให
ปริมาณออกซิเจนในถังหมักมากข้ึนโดยการเพิ่มความดนัในระบบ 1.5 MPa  ทําใหเกิดการยับยั้ง
ระบบเมแทบอลิซึม และทําใหเซลลมีปริมาณลดลง 
 สรุปไดวาภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิต PHB โดย  B. megaterium BA-019 ในระดับถัง
หมักขนาด 10 ลิตร คือ อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนในอาหารเล้ียงเช้ือเร่ิมตนเทากับ 25  โดย
ใหแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจน คือ กากนํ้าตาล และ ยเูรีย ตามลําดับ  อุณหภูมิควบคุมท่ี 30 
องศาเซลเซียส ควบคุม pH เทากับ 7.0  และควบคุมอัตราการกวนและอัตราการใหอากาศท่ี 600 
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4.2  การศึกษาการผลิต PHB โดยการเลี้ยง B. megaterium BA-019 แบบมีการปอนสารอาหาร 
จากการทดลองท่ีแลวพบวาท่ีอัตราการกวนท่ี 600 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศท่ี 

1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ใหคา KLa ท่ีเหมาะสมตอการผลิต PHB มากท่ีสุด 
ดังนั้นจึงเลือกภาวะนี้มาใชในการศึกษาการผลิต PHB โดยการเล้ียง B. megaterium BA-019 แบบมี
การปอนสารอาหารในถังหมัก 10 ลิตร โดยใชเทคนิค exponential feeding   ผลการทดลองพบวา
เม่ือคาอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนในสารอาหารปอนเขาเทากับ 25 เซลลมีการเติบโตท่ีมากข้ึน 
และมีการสราง PHB มากข้ึนเม่ือเทียบกับการเพาะเล้ียงแบบไมมีการเติมอาหารเขาไปในระบบ  โดย
ไดความหนาแนนของเซลลเทากับ 58.47 กรัมตอลิตร  ปริมาณ PHB 29.40 กรัมตอลิตร คิดเปน 
50.28 % ตอน้ําหนกัเซลลแหง  อยางไรก็ตามเม่ือพิจารณารูปแบบการใชน้ําตาลพบวา น้ําตาล
ปริมาณมากสะสมในอาหารเล้ียงเช้ือ ขณะท่ีปริมาณของยูเรียหมดลงอยางรวดเร็วจึงเปนสาเหตุให
เกิดการสะสมน้ําตาลในระบบเปนปริมาณมาก ดังนัน้จึงไดมีการเพิ่มปริมาณยูเรียในสารอาหาร
ปอนเขาเพื่อใหเพียงพอตอการเติบโตของเซลลและการสราง PHB โดยใชสารอาหารปอนเขาท่ีมี
อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 10   พบวาความหนาแนนของเซลลเพิ่มมากข้ึน สงผลให
ปริมาณ PHB เพิ่มมากข้ึน  โดยไดความหนาแนนเซลลเทากับ 81.68 กรัมตอลิตร ปริมาณ PHB 
33.72 กรัมตอลิตร คิดเปน 41.28  % ตอน้ําหนกัเซลลแหง  จากผลการทดลองน้ีแสดงใหเห็นวา
ปริมาณเซลล และปริมาณ PHB เพิ่มมากข้ึนเม่ือมีการใชปริมาณยูเรียมากข้ึน    จากการทดลองท่ีใช
คาอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนในสารอาหารปอนเขาเทากับ 10  แสดงใหเห็นวาปริมาณเซลล 
และปริมาณ PHB แปรผันโดยตรงกับปริมาณยูเรียท่ีใช   ดังนั้นเพื่อเพ่ิมปริมาณ PHB จึงเพิ่มปริมาณ
ยูเรียในสารอาหารอาหารปอนเขาโดยลดอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนในสารอาหารปอนเขา
เปน 7  ผลที่ไดคือความหนาแนนของเซลลสูงข้ึนกวาเดิมโดยเทากบั 90.42 กรัมตอลิตร ความ
เขมขนของ PHB 35.45 กรัมตอลิตร คิดเปน 39.21 % ตอน้ําหนกัเซลลแหง และมีอัตราการผลิต 
PHB เทากับ 1.31 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง   ผลท่ีไดสามารถสรุปวา   B. megaterium BA-019 
จําเปนตองไดสารอาหารครบถวนเพื่อใชในการเติบโตและการผลิต PHB  เนื่องจากผลการวิจัยท่ีได
พบวา B. megaterium BA-019 เปนจุลินทรียท่ีมีการผลิต PHB ไปพรอมกับขณะท่ีเซลลมีการเติบโต
โดยไมจําเปนตองมีการจํากดัสารอาหาร  ดังนั้นในการเพาะเล้ียงจุลินทรียดังกลาวแบบ fed-batch จึง
ไมจําเปนตองใชการเพาะเล้ียงแบบ 2 ข้ันตอนเหมือนจุลินทรียท่ีจําเปนตองมีการจาํกัดสารอาหาร
บางชนิดและมีแหลงคารบอนมากเกนิพอ จึงจะเกิดการสะสม PHB ในปริมาณมาก   ผลการวิจัยท่ี
ไดสอดคลองกับงานวจิัยของ อติพล บุญเรืองถาวร (2543)  ผูวิจัยดงักลาวไดทําการเพาะเล้ียง B. 
megaterium BA-019 โดยทําการเพาะเล้ียงแบบ fed-batch ท่ีมีการใชเทคนิค pH-stat ควบคุมการ
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สรุปไดวาการเพาะเล้ียงจุลินทรีย B. megaterium BA-019 โดยวิธี fed-batch ท่ีมีการปอน
อาหารเขาโดยใชเทคนิค exponential feeding  และใชกากนํ้าตาลและยูเรีย ซ่ึงเปนแหลงคารบอน
และแหลงไนโตรเจนท่ีราคาถูกเปนสารอาหารหลัก  โดยควบคุมอัตราการกวนและอัตราการให
อากาศท่ี 600 รอบตอนาที และ 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที และใชอัตราสวน
คารบอนตอไนโตรเจนในสารอาหารปอนเขา 7 เปนผลใหไดความหนาแนนของเซลล ความเขมขน 
PHB และอัตราการผลิต PHB เพิ่มข้ึนอยางมากเมื่อเปรียบเทียบกับการหมักแบบไมมีการปอน
สารอาหาร คือไดปริมาณเซลลเพิ่มข้ึนจาก 15.38 กรัมตอลิตร ในการเพาะเล้ียงแบบไมมีการเติม
สารอาหารในถังหมัก 10 ลิตร เปน 90.42 กรัมตอลิตร และไดปริมาณ PHB เพิ่มข้ึนจาก 6.22 กรัมตอ
ลิตร จากการเพาะเล้ียงแบบไมมีการปอนสารอาหาร เปน 35.45 กรัมตอลิตร 
 
4.3 การขยายสวนการผลิต PHB ในถังหมัก 300 ลิตร โดยใชเกณฑคงท่ีเชนเดียวกับในถังหมัก 10 
ลิตร 
 เนื่องจากปจจยัท่ีสําคัญปจจยัหนึ่งท่ีสงผลตอราคาการผลิตในระดับการขยายสวน คือ ราคา
ของแหลงคารบอน ดังนั้นในการทดลองข้ันนี้จึงศึกษาสูตรอาหารเล้ียงกลาเช้ือท่ีเหมาะสมสําหรับใช
เล้ียงกลาเช้ือเพื่อนําไปใชในการผลิต PHB ในถังหมักขนาด 300 ลิตร โดยในข้ันตอนนีใ้ชสูตร
อาหารเล้ียงกลาเช้ือ 3 ชนิด คือ สูตรอาหาร rich medium สูตรอาหาร rich medium ท่ีมีการลด
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 จากการทดลองท่ีใชอัตราสวนระหวางกําลังมอเตอรตอปริมาตรน้ําหมัก (P/V) เปนเกณฑ
คงท่ี โดยใชอัตราการกวนเทากับ 280 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศ 1.0 ปริมาตรอากาศตอ
ปริมาตรอาหารตอนาที พบวาเซลลมีการเติบโตสูงสุดท่ี 14 ช่ัวโมงของการเล้ียงเชื้อ และมีความ
หนาแนนเซลลเทากับ 9.03 กรัมตอลิตร ปริมาณ PHB 2.71 กรัมตอลิตร คิดเปน 30.01 % ตอน้ําหนกั
เซลลแหง    เม่ือพิจารณาการใชความเร็วรอบปลายใบพดั (impeller tip speed) เปนเกณฑคงท่ีพบวา
ปริมาณ PHB ลดลงจากเดมิท่ีใชอัตราสวนระหวางกําลังมอเตอรตอปริมาตรน้ําหมัก (P/V) โดย
ปริมาณ PHB ลดลงเหลือเพียง 1.91 กรัมตอลิตร จึงสรุปไดวาความเร็วรอบปลายใบพัด (impeller tip 
speed) ไมเหมาะสมท่ีจะใชเปนเกณฑในการผลิต PHB ในถังหมัก 300 ลิตร โดย B. megaterium 
BA-019  ท้ังนี้อาจเปนเพราะการใชความเร็วรอบปลายใบพัดเปนเกณฑคงท่ีมีขอเสียคือจะทําให
ประสิทธิภาพการใหอากาศมีคาลดลงซ่ึงอาจแกปญหาโดยการเพิ่มจํานวนใบพัดในถังหมัก (Brown, 
1982)     และเม่ือใชคาเรยโนลดนัมเบอร (NRE) เปนเกณฑคงท่ีในการผลิต PHB ปริมาณเซลลและ
ปริมาณ PHB ลดลงอยางมาก โดยเทากบั 3.46 กรัมตอลิตร และ 1.11 กรัมตอลิตร ตามลําดับ   
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 เม่ือนําคาทางจลนศาสตรจากการผลิต PHB ในถังหมัก 300 ลิตร มาเปรียบเทียบกับการผลิต 
PHB ในถังหมัก 10 ลิตร ดังตารางท่ี 28 พบวาในกรณท่ีีใชปริมาณกลาเช้ือเทากัน คา YX/S YP/S และ 
อัตราการผลิต PHB มีคาลดลงจากเดิม ท้ังนี้อาจมีสาเหตุมาจากเทคนิคการใหอากาศและการกวน 
และการทําใหอาหารปลอดเช้ือโดยในการฆาเช้ือในถังหมัก 300 ลิตร ใชวิธีการอัดไอน้ํา (steam 
injection)  เขาไปในถังหมัก เปนเวลา 30 นาที  ขณะท่ีถังหมักขนาด 10 ลิตร ฆาเช้ือในหมออบฆา
เช้ือดวยไอนํ้าโดยใชเวลาเพียง 15 นาที การฆาเช้ือโดยวธีิการอัดไอน้ําทําใหองคประกอบในอาหาร
เล้ียงเช้ือเกดิการเจือจาง และการฆาเช้ือเปนเวลานานถึง 30 นาที อาจทําใหองคประกอบในอาหาร
เล้ียงเช้ือบางอยางเส่ือมคุณภาพไดจึงสงผลใหการ ผลิต PHB ลดลง    เมื่อพิจารณาเกณฑการขยาย
สวนท้ัง 3 เกณฑพบวาอัตราสวนระหวางกําลังมอเตอรตอปริมาตรน้ําหมัก (P/V)  ใหผลการผลิต 
PHB ดีท่ีสุด เนื่องจากท่ีภาวะนี้คา YP/S YX/S และอัตราการผลิต PHB มีคาใกลเคียงกบัคาท่ีไดจากการ
ผลิต PHB ในถังหมัก 10 ลิตร ในกรณีท่ีใชปริมาณกลาเช้ือเร่ิมตนเทากนั    

ดังนั้นจึงสามารถสรุปไดวาอัตราสวนระหวางกําลังมอเตอรตอปริมาตรน้ําหมัก (P/V) 
เหมาะสมท่ีจะนํามาใชเปนเกณฑคงท่ีในการผลิต PHB ในถังหมัก 300 ลิตร โดย  B. megaterium 
BA-019   อยางไรก็ตามถาตองการขยายสวนการผลิต PHB ข้ึนไปจากถังหมัก 300 ลิตร ไปสูถังหมัก
ขนาดใหญข้ึน เชน ถังหมัก 1000 ลิตร หรือ 5000 ลิตร การใชอัตราสวนระหวางกาํลังมอเตอรตอ
ปริมาตรนํ้าหมัก (P/V)  เปนเกณฑคงท่ีในการขยายสวนมีขอจํากัดหลายประการ คือ ตองใชกําลัง
งานมอเตอร และกําลังปอนเขาตอปริมาตรนํ้าหมักคอนขางสูง ดังแสดงในตารางท่ี 8 พบวาการขยาย
ขนาดของถังหมัก 80 ลิตร ไปสูถังหมักขนาด 10,000 ลิตร โดยใชอัตราสวนระหวางกําลังมอเตอร
ตอปริมาตรน้ําหมัก (P/V) เปนเกณฑคงท่ี พบวากําลังงานมอเตอร และกําลังมอเตอรปอนเขาตอ
ปริมาตรนํ้าหมัก มีคาสูงข้ึน 3,125 เทา และ 25 เทา ตามลําดับ    นอกจากขอจํากดัดงักลาวแลวยังมี
ส่ิงท่ีตองพิจารณา คือ ขีดจาํกัดของการปนกวนของถังหมัก และขนาดของมอเตอรท่ีใช (Junker, 
2004) 
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การเตรียมสารที่ใชในงานวิจัย 
 
1. การเตรียมสารละลายเอนไซมอินเวอรเทส (invertase) 

สารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร  1.1 
เตรียมจากการละลายโซเดียมอะซิเตต 9.10 กรัม ในนํ้ากล่ัน 800 มิลลิลิตร  

เติมกรดอะซิตกิ 1.9 มิลลิลิตร ปรับ pH เปน 4.5 แลวปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร ดวยน้ํากล่ัน 
  1.2 สารละลายเอนไซมอินเวอรเทส 

เตรียมจากการละลายเอนไซมอินเวอรเทส 0.15 กรัม ในสารละลายอะซิเตต 
บัฟเฟอร 100 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวกรองดวยกระดาษกรองเบอร 1 
 
การเตรียมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (DNSA reagent) 2. 

 สารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก เตรียมจากการละลายกรดไนโตรซาลิไซลิก 1.0 กรัม 
ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 2 โมลาร ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวเติมน้ํากล่ัน
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เติมโปแตสเซียมโซเดียมตารเตรต 30 กรัม ปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร 
เก็บในขวดสีชา 
 
การเตรียมสารละลายท่ีใชในการวิเคราะหปริมาณยูเรีย 3. 

 3.1 สารละลายพาราไดเมธิลอะมิโนเบนซัลดีไฮด 
 เตรียมจากการละลายพาราไดเมธิลอะมิโนเบนซัลดีไฮดปริมาณ 16.00 กรัม ในเมทานอล 1 
ลิตร เติมกรดไฮโดรคลอริก 100 มิลลิลิตร เก็บไวไดนาน 1 เดือน 
 3.2 สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 
 เตรียมจากการละลายโพแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตแอนไฮดรัส 3.403 กรัม ในน้ํา
กล่ันปลอดประจุ 100 มิลลิลิตร และละลายไดโพแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟตแอนไฮดรัส 4.355
กรัม ในน้ํากล่ันปลอดประจุ 100 มิลลิลิตร  จากน้ันนําสารละลายท้ังสองรวมกันแลวปรับปริมาตร
ใหเปน 1 ลิตร ดวยนํ้ากล่ันปลอดประจุ 
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ภาคผนวก ข 
 

สูตรคํานวณ 
1. การคํานวณน้ําหนักเซลลแหง 
น้ําหนกัเซลลแหง (กรัมตอลิตร) = น้ําหนกัถวยท่ีมีเซลล -น้ําหนักถวยเปลา  x 1000 

                                                                        10             
 

2. การคํานวณปริมาณ PHB จากการวิเคราะหดวยวิธีกาซโครมาโทกราฟฟ 
การคํานวณปริมาณ PHB (กรัมตอลิตร ตอ lyophilized cell 20 มิลลิกรัม) 
ปริมาณ PHB (กรัมตอลิตร) = คาจากการวิเคราะห (กรัมตอลิตร) x น้ําหนักเซลลแหง (กรัมตอลิตร) 
                                                                              20 
 
3. การคํานวณปริมาณน้าํตาลรีดิวซในน้ําหมัก 
ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ (กรัมตอลิตร) = OD540 x   ความชัน-1 x คาการเจอืจาง 
 
4. การหาปริมาณยูเรียในน้าํหมัก 
ปริมาณยูเรีย (กรัมตอลิตร) = OD420 x   ความชัน-1 x คาการเจือจาง 
 

การคํานวณหา μ  YX/S YP/S  และ Productivity         5. 

   μ           = lnX  – lnXo t
                                    t 
    YX/S   =    Xt  - X0 
                       S0 - St             
      YP/S   =    Pt  - P0 
                       S0 - St             
     Productivity  =               Pt  - P0 
                           t 
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
 
กราฟมาตรฐานของนํ้าตาลรีดิวซ 1. 

y = 0.3101x
R2 = 0.9965
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กราฟมาตรฐานของน้ําตาลรีดิวซในชวง 0  - 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีคาความชันเทากับ  0.2529 

 
2. กราฟมาตรฐานยูเรีย 

  

y = 1.419x
R2 = 0.9986
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3. กราฟมาตรฐาน PHB วิเคราะหดวยวิธี GC 
 

y = 0.1149x
R2 = 0.9931
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กราฟมาตรฐาน PHB ความเขมขน 0 - 5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ความชันเทากับ 0.0914 
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ตัวอยางโครมาโทแกรม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ตัวอยางโครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน PHB วิเคราะหดวยวิธี GC โดยใชกรดเบนโซอิกเปนสาร
มาตรฐานภายใน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ตัวอยางโครมาโทแกรมของ PHB จาก B.  megaterium  BA-019 วิเคราะหดวยวิธี GC โดยใชกรด
เบนโซอิกเปนสารมาตรฐานภายใน 
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ภาคผนวก ง 
 
การคํานวณคาสัมประสิทธการถายเทออกซิเจน (KLa) โดยวิธี Dynamic gassing-out 
 
อัตราการถายเทออกซิเจน สามารถอธิบายไดโดยใชสมการดังนี ้

dCL/dt  = KLa (CL
*-CL) - OUR     (26) 

 เม่ือ OTR =    อัตราการถายเทออกซิเจน 
  OUR =    อัตราการใชออกซิเจนของเซลล  
  KLa =  สัมประสิทธ์ิการถายเทออกซิเจนเชิงปริมาตร (h-1) 
  CL

* =  ความเขมขนของออกซิเจนละลายท่ีสมดุลย (mmol/l) 
  CL =  ความเขมขนของออกซิเจนละลายในน้ําหมัก (mmol/l) 
จากสมการท่ี 26 สามารถจัดรูปแบบไดดังนี้ 
  dCL/dt + OUR  =  KLaCL

*-KLaCL     (27) 
จากสมการท่ี 27 ถาเขีนนกราฟระหวาง dCL/dt + OUR และCL โดยให dCL/dt + OUR เปนแกนตั้ง 
และ CL เปนแกนนอน ดังรูป 
  จะไดความชัน  =  -KLa 
  จุดตัดแกน Y  =  KLaCL

* 

y = -0.0387x + 0.0092
R2 = 0.8893
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จากรูปไดคา KLa  =  0.0387 s-1 
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ตารางท่ี 30 การละลายของออกซิเจน (มิลลิโมลตอลิตร) ท่ีอัตราการกวน 400 รอบตอนาที เม่ืออัตรา
อากาศมีคาเทากับ 0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ในถังหมัก 10 ลิตร 
 

time 
 (s) 

DO 
 (%) 

CL 

(mM) 
dCL/dt  
(mM/s) 

dCL/dt+OUR  
(mM/s) 

0 (ปดอากาศ) 66 0.160776   
5 64 0.155904 0.0009744  
10 60 0.14616 0.0019488  
15 53 0.129108 0.0034104  
20 45 0.10962 0.0038976  
25 38 0.092568 0.0034104  
30 29 0.070644 0.0043848  
35 22 0.053592 0.0034104  
40 16 0.038976 0.0029232  
45 12 0.029232 0.0019488  
60 6 0.014616 0.0009744 0.0041744 

70 (เปดอากาศ) 4 0.009744 0.0004872 0.0036872 
80 6 0.014616 0.0009744 0.0041744 
85 9 0.021924 0.0014616 0.0046616 
90 14 0.034104 0.002436 0.005636 
95 20 0.04872 0.0029232 0.0061232 
100 26 0.063336 0.0029232 0.0061232 
105 32 0.077952 0.0029232 0.0061232 
110 38 0.092568 0.0029232 0.0061232 
115 42 0.102312 0.0019488 0.0051488 
120 45 0.10962 0.0014616 0.0046616 
125 47 0.114492 0.0009744 0.0041744 
130 49 0.119364 0.0009744 0.0041744 
135 50 0.1218 0.0004872 0.0036872 
140 52 0.126672 0.0009744 0.0041744 
145 53 0.129108 0.0004872 0.0036872 
155 54 0.131544 0.0002436 0.0034436 
160 55 0.13398 0.0004872 0.0036872 
165 56 0.136416 0.0004872 0.0036872 
175 57 0.138852 0.0002436 0.0034436 
180 58 0.141288 0.0004872 0.0036872 
190 59 0.143724 0.0002436 0.0034436 
205 60 0.14616 0.0001624 0.0033624 
225 61 0.148596 0.0001218 0.0033218 
270 63 0.153468 8.12E-05 0.0032812 
285 64 0.155904 0.0001624 0.0033624 
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ตารางท่ี 31 การละลายของออกซิเจน (มิลลิโมลตอลิตร) ท่ีอัตราการกวน 400 รอบตอนาที เม่ืออัตรา
อากาศมีคาเทากับ 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ในถังหมัก 10 ลิตร 
 

time 
(s) 

DO 
(%) 

CL 
(mM) 

dCL/dt  
(mM/s) 

dCL/dt+OUR 
(mM/s) 

0 (ปดอากาศ) 68 0.159528   
5 67 0.157182 0.0004692  
10 65 0.15249 0.0009384  
15 58 0.136068 0.0032844  
20 54 0.126684 0.0018768  
25 47 0.110262 0.0032844  
30 37 0.086802 0.004692  
35 29 0.068034 0.0037536  
40 20 0.04692 0.0042228  
45 15 0.03519 0.002346 0.005546 
50 10 0.02346 0.002346 0.005546 

75(เปดอากาศ) 1 0.002346 0.00084456 0.00404456 
90 6 0.014076 0.0009384 0.0041384 
95 9 0.021114 0.0014076 0.0046076 

100 14 0.032844 0.002346 0.005546 
105 20 0.04692 0.0028152 0.0060152 
110 26 0.060996 0.0028152 0.0060152 
115 32 0.075072 0.0028152 0.0060152 
120 38 0.089148 0.0028152 0.0060152 
125 42 0.098532 0.0018768 0.0050768 
130 45 0.10557 0.0014076 0.0046076 
135 48 0.112608 0.0014076 0.0046076 
140 50 0.1173 0.0009384 0.0041384 
145 52 0.121992 0.0009384 0.0041384 
150 53 0.124338 0.0004692 0.0036692 
155 54 0.126684 0.0004692 0.0036692 
160 55 0.12903 0.0004692 0.0036692 
165 56 0.131376 0.0004692 0.0036692 
180 57 0.133722 0.0001564 0.0033564 
190 58 0.136068 0.0002346 0.0034346 
195 59 0.138414 0.0004692 0.0036692 
215 60 0.14076 0.0001173 0.0033173 
230 61 0.143106 0.0001564 0.0033564 
240 62 0.145452 0.0002346 0.0034346 
270 63 0.147798 7.82E-05 0.0032782 
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ตารางท่ี 32 การละลายของออกซิเจน (มิลลิโมลตอลิตร) ท่ีอัตราการกวน 400 รอบตอนาที เม่ืออัตรา
อากาศมีคาเทากับ 1.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ในถังหมัก 10 ลิตร 
 

time 
(s) 

DO 
(%) 

CL 
(mM) 

dCL/dt  
(mM/s) 

dCL/dt+OUR  
(mM/s) 

0 (ปดอากาศ) 68 0.159528   
5 67 0.157182 0.0004692  
10 65 0.15249 0.0009384  
15 58 0.136068 0.0032844  
20 54 0.126684 0.0018768  
25 47 0.110262 0.0032844  
30 37 0.086802 0.004692  
35 29 0.068034 0.0037536  
40 20 0.04692 0.0042228  
45 15 0.03519 0.002346 0.005546 
50 10 0.02346 0.002346 0.005546 

75 (เปดอากาศ) 1 0.002346 0.00084456 0.00404456 
85 4 0.009384 0.0009384 0.0041384 
90 6 0.014076 0.0009384 0.0041384 
95 9 0.021114 0.0014076 0.0046076 
100 14 0.032844 0.002346 0.005546 
105 20 0.04692 0.0028152 0.0060152 
110 26 0.060996 0.0028152 0.0060152 
115 32 0.075072 0.0028152 0.0060152 
120 38 0.089148 0.0028152 0.0060152 
125 42 0.098532 0.0018768 0.0050768 
130 45 0.10557 0.0014076 0.0046076 
135 48 0.112608 0.0014076 0.0046076 
140 50 0.1173 0.0009384 0.0041384 
145 52 0.121992 0.0009384 0.0041384 
150 53 0.124338 0.0004692 0.0036692 
155 54 0.126684 0.0004692 0.0036692 
160 55 0.12903 0.0004692 0.0036692 
165 56 0.131376 0.0004692 0.0036692 
180 57 0.133722 0.0001564 0.0033564 
190 58 0.136068 0.0002346 0.0034346 
195 59 0.138414 0.0004692 0.0036692 
215 60 0.14076 0.0001173 0.0033173 
230 61 0.143106 0.0001564 0.0033564 
240 62 0.145452 0.0002346 0.0034346 
270 63 0.147798 7.82E-05 0.0032782 
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ตารางท่ี 33 การละลายของออกซิเจน (มิลลิโมลตอลิตร) ท่ีอัตราการกวน 600 รอบตอนาที เม่ืออัตรา
อากาศมีคาเทากับ 0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ในถังหมัก 10 ลิตร 

 

time 
(s) 

DO 
(%) 

CL 

(mM) 
dCL/dt 
(mM/s) 

dCL/dt+OUR 
(mM/s) 

0 (ปดอากาศ) 80 0.19488   
5 79 0.192444 0.000487  
10 77 0.187572 0.000974  
15 77 0.187572 0  
20 75 0.1827 0.000974  
25 73 0.177828 0.000974  
30 70 0.17052 0.001462  
35 67 0.163212 0.001462  
40 62 0.151032 0.002436  
45 57 0.138852 0.002436  
50 52 0.126672 0.002436  
55 46 0.112056 0.002923  
60 40 0.09744 0.002923  
65 34 0.082824 0.002923  
70 28 0.068208 0.002923  
75 23 0.056028 0.002436  
80 20 0.04872 0.001462  

120(เปดอากาศ) 12 0.029232 0.000487 0.002987 
125 21 0.051156 0.004385 0.006885 
130 31 0.075516 0.004872 0.007372 
135 39 0.095004 0.003898 0.006398 
140 46 0.112056 0.00341 0.00591 
145 51 0.124236 0.002436 0.004936 
150 55 0.13398 0.001949 0.004449 
155 59 0.143724 0.001949 0.004449 
160 62 0.151032 0.001462 0.003962 
165 63 0.153468 0.000487 0.002987 
170 65 0.15834 0.000974 0.003474 
175 66 0.160776 0.000487 0.002987 
180 67 0.163212 0.000487 0.002987 
185 68 0.165648 0.000487 0.002987 
195 69 0.168084 0.000244 0.002744 
200 70 0.17052 0.000487 0.002987 
210 71 0.172956 0.000244 0.002744 
225 72 0.175392 0.000162 0.002662 
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ตารางท่ี 34 การละลายของออกซิเจน (มิลลิโมลตอลิตร) ท่ีอัตราการกวน 600 รอบตอนาที เม่ืออัตรา
อากาศมีคาเทากับ 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ในถังหมัก 10 ลิตร 
 

time 
(s) 

DO 
(%) 

CL 
(mM) 

dCL/dt 
(mM/s) 

dCL/dt+OUR 
(mM/s) 

0 (ปดอากาศ) 79 0.192444   
5 78 0.190008 0.000487  
10 77 0.187572 0.000487  
15 75 0.1827 0.000974  
20 71 0.172956 0.001949  
25 67 0.163212 0.001949  
30 63 0.153468 0.001949  
35 57 0.138852 0.002923  
40 51 0.124236 0.002923  
45 45 0.10962 0.002923  
50 37 0.090132 0.003898  
55 28 0.068208 0.004385  
60 19 0.046284 0.004385  
65 12 0.029232 0.00341  

85(เปดอากาศ) 2 0.004872 0.001218  
90 2 0.004872 0 0.0033 
95 4 0.009744 0.000974 0.004274 
100 9 0.021924 0.002436 0.005736 
105 18 0.043848 0.004385 0.007685 
110 30 0.07308 0.005846 0.009146 
115 41 0.099876 0.005359 0.008659 
120 50 0.1218 0.004385 0.007685 
125 58 0.141288 0.003898 0.007198 
130 62 0.151032 0.001949 0.005249 
135 64 0.155904 0.000974 0.004274 
140 66 0.160776 0.000974 0.004274 
145 68 0.165648 0.000974 0.004274 
150 69 0.168084 0.000487 0.003787 
155 70 0.17052 0.000487 0.003787 
160 71 0.172956 0.000487 0.003787 
165 72 0.175392 0.000487 0.003787 
180 73 0.177828 0.000162 0.003462 
215 74 0.180264 6.96E-05 0.00337 
290 75 0.1827 3.25E-05 0.003332 
305 76 0.185136 0.000162 0.003462 
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ตารางท่ี 35 การละลายของออกซิเจน (มิลลิโมลตอลิตร) ท่ีอัตราการกวน 600 รอบตอนาที เม่ืออัตรา
อากาศมีคาเทากับ 1.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ในถังหมัก 10 ลิตร 
 

time  
(s) 

DO 
(%) 

CL 
(mM) 

dCL/dt 
(mM/s) 

dCL/dt+OUR 
(mM/s) 

0 (ปดอากาศ) 81 0.197316   
5 80 0.19488 0.000487  
10 78 0.190008 0.000974  
15 75 0.1827 0.001462  
20 73 0.177828 0.000974  
25 70 0.17052 0.001462  
30 66 0.160776 0.001949  
35 61 0.148596 0.002436  
40 56 0.136416 0.002436  
45 51 0.124236 0.002436  
50 45 0.10962 0.002923  
55 37 0.090132 0.003898  
60 28 0.068208 0.004385  
65 18 0.043848 0.004872  
70 13 0.031668 0.002436  

90 (เปดอากาศ) 2 0.004872 0.00134  
105 5 0.01218 0.000974 0.003974 
110 8 0.019488 0.001462 0.004462 
115 17 0.041412 0.004385 0.007385 
120 28 0.068208 0.005359 0.008359 
125 40 0.09744 0.005846 0.008846 
130 49 0.119364 0.004385 0.007385 
135 57 0.138852 0.003898 0.006898 
140 61 0.148596 0.001949 0.004949 
145 64 0.155904 0.001462 0.004462 
150 66 0.160776 0.000974 0.003974 
155 68 0.165648 0.000974 0.003974 
160 69 0.168084 0.000487 0.003487 
165 70 0.17052 0.000487 0.003487 
170 71 0.172956 0.000487 0.003487 
180 72 0.175392 0.000244 0.003244 
185 73 0.177828 0.000487 0.003487 
190 74 0.180264 0.000487 0.003487 
195 75 0.1827 0.000487 0.003487 
215 77 0.187572 0.000244 0.003244 
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ตารางท่ี 36 การละลายของออกซิเจน (มิลลิโมลตอลิตร) ท่ีอัตราการกวน 800 รอบตอนาที เม่ืออัตรา
อากาศมีคาเทากับ 0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ในถังหมัก 10 ลิตร 
 

time  
(s) DO (%) 

CL  
(mM) 

dCL/dt  
(mM/s) 

dCL/dt+OUR 
(mM/s) 

0 (ปดอากาศ) 82 0.199752   
5 81 0.197316 0.0004872  

15 80 0.19488 0.0004872  
20 79 0.192444 0.0004872  
30 78 0.190008 0.0004872  
40 76 0.185136 0.0004872  
45 75 0.1827 0.0004872  
50 74 0.180264 0.0004872  
55 72 0.175392 0.0009744  
60 69 0.168084 0.0014616  
65 66 0.160776 0.0014616  
70 63 0.153468 0.0014616  
75 59 0.143724 0.0019488  
80 54 0.131544 0.002436  
85 50 0.1218 0.0019488  
90 43 0.104748 0.0034104  
95 37 0.090132 0.0029232  
100 29 0.070644 0.0038976  
105 23 0.056028 0.0029232  
110 16 0.038976 0.0034104  

135 (เปดอากาศ) 4 0.009744 0.0008526 0.0033526 
140 7 0.017052 0.0014616 0.0039616 
145 16 0.038976 0.0043848 0.0068848 
150 28 0.068208 0.0058464 0.0083464 
155 39 0.095004 0.0053592 0.0078592 
160 49 0.119364 0.004872 0.007372 
165 55 0.13398 0.0029232 0.0054232 
170 59 0.143724 0.0019488 0.0044488 
175 62 0.151032 0.0014616 0.0039616 
180 65 0.15834 0.0014616 0.0039616 
185 67 0.163212 0.0009744 0.0034744 
190 68 0.165648 0.0004872 0.0029872 
195 69 0.168084 0.0004872 0.0029872 
200 70 0.17052 0.0004872 0.0029872 
205 71 0.172956 0.0004872 0.0029872 
215 72 0.175392 0.0002436 0.0027436 
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ตารางท่ี 37 การละลายของออกซิเจน (มิลลิโมลตอลิตร) ท่ีอัตราการกวน 800 รอบตอนาที เม่ืออัตรา
อากาศมีคาเทากับ 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ในถังหมัก 10 ลิตร 
 

time 
(s) 

DO 
(%) 

CL 

(mM) 
dCL/dt 
(mM/s) 

dCL/dt + OUR 
(mM/s) 

0 (ปดอากาศ) 80 0.19488   
5 79 0.192444 0.0004872  
15 78 0.190008 0.0004872  
20 76 0.185136 0.0009744  
30 73 0.177828 0.0009744  
35 72 0.175392 0.0004872  
40 70 0.17052 0.0009744  
45 68 0.165648 0.0009744  
50 67 0.163212 0.0004872  
55 64 0.155904 0.0014616  
60 61 0.148596 0.0014616  
65 57 0.138852 0.0019488  
70 53 0.129108 0.0019488  
75 48 0.116928 0.002436  
80 43 0.104748 0.002436  
85 35 0.08526 0.0038976  
90 28 0.068208 0.0034104  
95 22 0.053592 0.0029232  

115 (เปดอากาศ) 4 0.009744 0.0021924 0.0046924 
120 5 0.01218 0.0004872 0.0029872 
125 11 0.026796 0.0029232 0.0054232 
130 19 0.046284 0.0038976 0.0063976 
135 29 0.070644 0.004872 0.007372 
140 40 0.09744 0.0053592 0.0078592 
145 48 0.116928 0.0038976 0.0063976 
150 54 0.131544 0.0029232 0.0054232 
155 60 0.14616 0.0029232 0.0054232 
160 63 0.153468 0.0014616 0.0039616 
165 65 0.15834 0.0009744 0.0034744 
170 67 0.163212 0.0009744 0.0034744 
175 68 0.165648 0.0004872 0.0029872 
180 70 0.17052 0.0009744 0.0034744 
185 71 0.172956 0.0004872 0.0029872 
190 72 0.175392 0.0004872 0.0029872 
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ตารางท่ี 38 การละลายของออกซิเจน (มิลลิโมลตอลิตร) ท่ีอัตราการกวน 800 รอบตอนาที เม่ืออัตรา
อากาศมีคาเทากับ 1.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ในถังหมัก 10 ลิตร 

 
time  
(s) 

DO 
 (%) 

CL  
(mM) 

dCL/dt  
(mM/s) 

dCL/dt + OUR  
(mM/s) 

0 (ปดอากาศ) 84 0.204624   
5 83 0.202188 0.0004872  
10 81 0.197316 0.0009744  
20 79 0.192444 0.0004872  
25 77 0.187572 0.0009744  
30 76 0.185136 0.0004872  
35 73 0.177828 0.0014616  
45 69 0.168084 0.0009744  
50 67 0.163212 0.0009744  
55 64 0.155904 0.0014616  
60 61 0.148596 0.0014616  
65 56 0.136416 0.002436  
70 52 0.126672 0.0019488  
75 46 0.112056 0.0029232  
80 41 0.099876 0.002436  
85 34 0.082824 0.0034104  
90 27 0.065772 0.0034104  
95 19 0.046284 0.0038976  

115 (เปดอากาศ) 1 0.002436 0.0021924 0.0048924 
120 3 0.007308 0.0009744 0.0036744 
125 7 0.017052 0.0019488 0.0046488 
130 16 0.038976 0.0043848 0.0070848 
135 27 0.065772 0.0053592 0.0080592 
140 39 0.095004 0.0058464 0.0085464 
145 50 0.1218 0.0053592 0.0080592 
150 57 0.138852 0.0034104 0.0061104 
155 63 0.153468 0.0029232 0.0056232 
160 66 0.160776 0.0014616 0.0041616 
165 69 0.168084 0.0014616 0.0041616 
170 72 0.175392 0.0014616 0.0041616 
175 73 0.177828 0.0004872 0.0031872 
180 75 0.1827 0.0009744 0.0036744 
185 76 0.185136 0.0004872 0.0031872 
190 77 0.187572 0.0004872 0.0031872 
195 78 0.190008 0.0004872 0.0031872 
210 80 0.19488 0.0003248 0.0030248 
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รูปท่ี 19 การบันทึกปริมาณออกซิเจนละลายเม่ือปดและเปดการใหอากาศเม่ือทําการเลี้ยงเช้ือ B. 
megaterium BA-019 ในช่ัวโมงท่ี 12 โดยใชอัตราการกวน 400 รอบตอนาที และ อัตราอากาศมีคา
เทากับ (ก) 0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที (ข) 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหาร
ตอนาที   (ค) 1.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ในถังหมัก 10 ลิตร 

ก. 

ค. 

ข. 
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รูปท่ี 20 การบันทึกปริมาณออกซิเจนละลายเม่ือปดและเปดการใหอากาศเม่ือทําการเลี้ยงเช้ือ B. 
megaterium BA-019 ในช่ัวโมงท่ี 12 โดยใชอัตราการกวน 600 รอบตอนาที และ อัตราอากาศมีคา
เทากับ (ก) 0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที (ข) 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหาร
ตอนาที   (ค) 1.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ในถังหมัก 10 ลิตร 

ก. 

ค. 

ข. 
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รูปท่ี 21 การบันทึกปริมาณออกซิเจนละลายเม่ือปดและเปดการใหอากาศเม่ือทําการเลี้ยงเช้ือ B. 
megaterium BA-019 ในช่ัวโมงท่ี 12 โดยใชอัตราการกวน 800 รอบตอนาที และ อัตราอากาศมีคา
เทากับ (ก) 0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที (ข) 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหาร
ตอนาที   (ค) 1.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ในถังหมัก 10 ลิตร 

ก. 

ค. 

ข. 
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ภาคผนวก จ 
 

การคํานวณคาความเร็วรอบของการกวนเม่ือใชเกณฑทางกายภาพ 
ในการกําหนดการขยายสวนของถังหมัก 

1. สัดสวนของถังหมักมาตรฐาน 
 1.1 ถังหมักขนาด 10 ลิตร 

- เสนผาศูนยกลางถังหมัก (DT)  0.094 เมตร 
- เสนผาศูนยกลางใบพัด (Di)  0.190 เมตร 

1.1 ถังหมักขนาด 300 ลิตร 
- เสนผาศูนยกลางถังหมัก (DT)  0.650 เมตร 
- เสนผาศูนยกลางใบพัด (Di)  0.296 เมตร  

2. การคํานวณความเร็วรอบในการกวน  
2.1 อัตราสวนระหวางกําลังมอเตอรตอปริมาตรน้ําหมัก (P/V) ของถังหมัก 10 ลิตร และ 

300 ลิตร มีคาเทากัน 
จากสมการท่ี 14    

n2 = n1 (Di1/Di2)
2/3     

เม่ือ  n2 = ความเร็วรอบของการกวนในถังหมัก 300 ลิตร 
        n1 = ความเร็วรอบของการกวนในถังหมัก 10 ลิตร 
        Di2 = เสนผาศูนยกลางใบพัดของถังหมัก 300 ลิตร 
        Di1 = เสนผาศูนยกลางใบพัดของถังหมัก 10 ลิตร 

     n2 = 600 x (0.190/0.296)2/3    = 279.28 รอบตอนาที 
ดังนั้นความเร็วรอบของการกวนของถังหมัก 300 ลิตร จะใชประมาณ 280 รอบตอนาที 

ความเร็วรอบของปลายใบพัด (πnDi) ของถังหมัก 10 ลิตร และ 300 ลิตร มีคาเทากัน 2.2 
จากสมการท่ี 21   

 Tip speed   ∝    nDi 

ความสัมพันธท่ีเกิดขึ้นเม่ือความเร็วรอบของปลายใบพัด (πnDi) ของถังหมักมีคาเทากันคือ 
n2Di2 = n1Di1 
n2 = 600 x (0.190/0.296) = 190.54 รอบตอนาที 

ดังนั้นความเร็วรอบของการกวนของถังหมัก 300 ลิตร จะใชประมาณ 190 รอบตอนาที 
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2.3 คาเรยโนลดนัมเบอร (NRE) ของถังหมัก 10 ลิตร และ 300 ลิตร มีคาเทากัน 
จากสมการท่ี 24 

Reynolds number   ∝    nDi2     
                 n1Di1

2 = n2Di2
2 

n2 = 600 x (0.190/0.296)2 = 60.51 รอบตอนาที   
ดังนั้นความเร็วรอบของการกวนของถังหมัก 300 ลิตร จะใชประมาณ 60 รอบตอนาที 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นายบุญฤทธ์ิ เมฆศิริพร เกิดวันท่ี 19 ตุลาคม 2525 ท่ีจังหวดักรุงเทพมหานคร สําเร็จ
การศึกษาระดบัปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑติ ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย เม่ือปการศึกษา 2547 และไดเขาศึกษาตอในระดับบัณฑติศึกษา หลักสูตรจุลชีววิทยา
ทางอุตสาหกรรม คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศกึษา 2551 
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