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 งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงค์เพ่ือศึกษาการผลิตโคพอลิเมอร์ชนิด  พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3-    
ไฮดรอกซีวาเลอเรต) หรือ PHBV  จากการเล้ียง Bacillus megaterium  P-12 แบบสองระยะ พบว่า กลา้เช้ือ B. 
megaterium P-12 ท่ีเหมาะสมคือกลา้เช้ือท่ีเจริญในอาหาร Basal culture medium (BCM) ไดน้ ้ าหนกัเซลลแ์ห้ง
สูงสุดเท่ากบั  5.15  กรัมต่อลิตรในชัว่โมงท่ี 12  และอตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุดเท่ากบั 0.29 ในชัว่โมงท่ี 6  
ของการเล้ียงเช้ือ  การเล้ียง  B. megaterium P-12 ในระดบัถงัหมกัขนาด 5 ลิตรในระยะแรก ใชก้ลา้เช้ืออายุ 6 
ชัว่โมง ใชน้ ้ าออ้ยเป็นแหล่งคาร์บอนและยูเรียเป็นแหล่งไนโตรเจน ผลของปริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้และความ
เขม้ขน้น ้ าตาลในน ้ าออ้ยเร่ิมตน้ต่อการผลิตเซลล ์   พบว่า  เม่ือใช้ปริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้ 10 เปอร์เซ็นต์ต่อ
ปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ ความเขม้ขน้น ้ าตาลเร่ิมตน้เท่ากบั  30  กรัมต่อลิตร เป็นภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับ
ขั้นตอนการผลิตเซลล ์ซ่ึงไดน้ ้ าหนกัเซลลแ์ห้งสูงสุดเท่ากบั  14.79  กรัมต่อลิตร  ณ ชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียง
เช้ือ จากนั้นท าการศึกษาเพ่ือเพ่ิมผลผลิตของเซลล ์   โดยการเพ่ิมปริมาณของแหล่งไนโตรเจน(ยูเรีย)ในอาหาร
เล้ียงเช้ือ   พบวา่ท่ีอตัราส่วนของแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจน  C/N  (โมล/โมล)  เท่ากบั  10  ต่อ 1  ไดน้ ้ าหนกั
เซลลแ์ห้งเพ่ิมข้ึนเป็น  19.07 กรัมต่อลิตร ณ ชัว่โมงท่ี 9 ของการเล้ียงเช้ือ  จากนั้นศึกษาการผลิต  PHBV โดย
เติมแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้ าตาลในน ้าออ้ย (แหล่งคาร์บอนตั้งตน้ของมอนอเมอร์ 3HB) และโซเดียมโพ
รพิโอเนต  (แหล่งคาร์บอนตั้งตน้ของมอนอเมอร์ 3HV)  พบว่า การเติมแหล่งคาร์บอนผสมท่ีประกอบดว้ย
น ้ าตาล  9 กรัมต่อลิตร และโซเดียมโพรพิโอเนต  4.5 กรัมต่อลิตร  ท่ีชัว่โมงท่ี 6  ของการเล้ียงเช้ือ  ไดค้วาม
เขม้ขน้ของ PHBV เท่ากบั 4.67 กรัมต่อลิตร  ปริมาณ PHBV เท่ากบั  23.01   เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้ าหนกัเซลลแ์ห้ง 
และสดัส่วนของ 3HV  เท่ากบั 17 โมลเปอร์เซ็นต ์ ณ ชัว่โมงท่ี 9 ของการเล้ียงเช้ือ โดยความเขม้ขน้ของโคพอ
ลิเมอร์ PHBV ท่ีไดจ้ากงานวิจยัน้ีสูงกว่าการผลิตโดยการเติมโซเดียมโพรพิโอเนตในอาหารเล้ียงเช้ือตั้งแต่
เร่ิมตน้  4  เท่า  โดยไดค้วามเขม้ขน้   PHBV  เท่ากบั 1.27 กรัมต่อลิตร หรือคิดเป็นสัดส่วนโดยโมลของ 3HV 
เท่ากบั 25 โมลเปอร์เซ็นต ์ ณ  ชัว่โมงท่ี 12 ของการเล้ียงเช้ือ  การสกดัและท าบริสุทธ์ิโคพอลิเมอร์ท่ีผลิตได้
เพื่อวิเคราะห์สมบติับางประการ   พบว่า มีอุณหภูมิหลอมเหลว  อุณหภูมิกลาสทรานสิชนั  ความสามารถใน
การตา้นแรงดึง   เปอร์เซ็นตก์ารยืด และมอดูลสัของสภาพยืดหยุ่น เท่ากบั  162 องศาเซลเซียส    -0.9 องศา
เซลเซียส    41 MPa   2.7  เปอร์เซ็นต ์   และ 2.4 GPa  ตามล าดบั 
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# # 5272541623  : MAJOR INDUSTRIAL MICROBIOLOGY 
KEYWORDS  : Bacillus  megaterium P-12/ POLY(3-HYDROXYBUTYRATE-CO-3- 
HYDROXYVALERATE)/TWO-PHASE CULTIVATION 
       WIYANAN  MUANGKAO: PRODUCTION OF POLY(3-HYDROXYBUTYRATE-                     
             CO-3-HYDROXYVALERATE)  BY TWO-PHASE CULTIVATION OF  Bacillus     
             megaterium  P-12  IN A FERMENTOR.    ADVISOR: ASSOC. PROF.  SONGSRI    
    KULPREECHA, Dr.Eng.,       CO-ADVISOR :  NUTTHA   THONGCHUL, Ph.D., 
              160 pp.    

 This work aimed to investigate the production of poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) so 
called PHBV  by the two-phase cultivation of Bacillus  megaterium P-12 in the Basal Culture Medium (BCM) 
in a 5 L fermentor. The maximum dry cell weight (DCW) of 5.15 g/l was obtained at 12 h while the high 
specific growth rate of 0.29 h-1 was observed at 6 h cultivation. The 6 h inoculum culture of B. megaterium P-12 
in the shaken flask was inoculated into the 5 L fermentor containing the culture medium with sugarcane liquor 
and urea as the carbon and nitrogen sources, respectively in the initial phase. The effects of the inoculums size 
and the initial sugar concentration in the sugarcane liquor on cell biomass production were investigated. It was 
found that with 10% (v/v) inoculum and the initial sugar concentration in the culture medium of 30 g/l, the 
highest cell concentration of 14.79 g/l was obtained at 6 h cultivation. Further increasing cell biomass was 
observed when increasing the urea concentration in the medium. At the mole ratio of carbon to nitrogen (C/N 
ratio) of 10:1, the highest cell concentration of 19.07 g/l was achieved at 9 h cultivation. PHBV production was 
induced by an addition of the mixed carbon sources including sugarcane liquor as the 3HB-generating backbone 
and sodium propionate as the 3HV-generating backbone. When the mixed carbon sources containing 9 g/l sugar 
and 4.5 g/l sodium propionate was added into the fermentor after cultivation for 6 h, the highest concentration 
of PHBV of 4.67 g/l corresponded to 23.01% (wt) with the 3HV mole fraction of  17 % (mol) after further 
cultivating for another 9 h was achieved. The copolymer production by this method was about 4 times higher 
than the conventional technique when sodium propionate was added initially (the obtained PHBV concentration 
of 1.27 g/l with the corresponded 3HV mole fraction of 25% at 12 h cultivation). The obtained copolymer was 
subjected to separation and purification before characterization. It was elucidated that the melting temperature, 
the glass temperature, the tensile strength, the % elongation, and the elastic modulus of the extracted copolymer 
were 162 C, -0.9 C, 41 MPa, 2.7 % and 2.4 GPa respectively. 
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 ปริมาตร อาหารเล้ียงเช้ือในถงัหมกั อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ 
  1 vvm   ควบคุม pH เท่ากบั7.0  ……………….....………………..……..…......…...…  61 
4.17      เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้  ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด อตัราผลผลิตของเซลล ์ 
             อตัราการเจริญจ าเพาะ     และสัมประสิทธ์ิปริมาณเซลลต่์อสับสเตรตท่ีถูกใชไ้ป     
             เม่ือเล้ียง  B. megaterium P-12   ท่ีปริมาณน ้าตาลเร่ิมตน้และปริมาณหวัเช้ือ 
             ต่างๆกนั …………………………………………………………………………..…...   62 
4.18      น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ความเขม้ขน้ของ    

P(3HB)   และปริมาณ P(3HB)  เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12  ท่ีอตัราส่วน 
ของแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 5 ต่อ 1 ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร   
อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ 1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 …..……...   64 

4.19 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ความเขม้ขน้ของ    
P(3HB)   และปริมาณ P(3HB)  เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12  ท่ีอตัราส่วน 
ของแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 10 ต่อ 1 ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร   
อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ 1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 ….…..…...  65 

4.20      น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ความเขม้ขน้ของ    
P(3HB)   และปริมาณ P(3HB)  เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12  ท่ีอตัราส่วน 
ของแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 15 ต่อ 1 ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร   

             อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ 1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 ……..….....  66 
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4.21      เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้    ปริมาณ P(3HB)   ความเขม้ขน้ของ   P(3HB)   
อตัราผลผลิตของเซลล ์ อตัราผลผลิตของ P(3HB) และสัมประสิทธ์ิปริมาณ 
เซลลต่์อสับสเตรตท่ีถูกใชไ้ป เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ท่ีอตัราส่วนของ 
แหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจนต่างๆกนั ………………………………………………….  67 

4.22      น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 
โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA  และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:0.25  ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 6  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 3 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    
อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 ……….....  73 

4.23 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 
โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA  และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:0.5  ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 6  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 3 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 ……….....  74 
4.24 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 

โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA  และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:1   ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 6  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 3 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 ……….....  75 
4.25 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 

โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA  และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:0.25   ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 6  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 ……….....  76 
4.26 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 

โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA  และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:0.5   ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 6  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 ……….....  77 
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4.27 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 
โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA  และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:1     ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 6  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 ……….....  78 
4.28 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 

โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA  และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:0.25   ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 9  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 ……….....  79 
4.29 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 

โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA  และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:0.5   ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 9  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 ……….....  80 
4.30 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 

โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA  และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:1     ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 9  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 ……….....  81 
4.31 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 

โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA  และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:0.25   ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 6  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 9 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 ……….....  82 
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4.32 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 
โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA  และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:0.5   ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 6  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 9 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 ……….....  83 
4.33 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 

โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA  และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:1   ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 6  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 9 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 ……….....  84 
4.34 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 

โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA  และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:0.25   ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 9  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 9 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 ……….....  85 
4.35 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 

โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA  และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:0.5   ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 9  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 9 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 ………….. 86 
4.36 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 

โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA  และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:1    ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 9  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 9 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 ………….. 87 
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4.37 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 
โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA  และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:0.25    ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 12  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 9 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0  …….…...  88 
4.38 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 

โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA  และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:0.5    ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 12  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 9 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0  ……..…... 89 
4.39 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 

โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA  และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:1    ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 12  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 9 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0  ………..... 90 
4.40         เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณโซเดียม 
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P(3HB)   และปริมาณ P(3HB)  เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12  ท่ีอตัราส่วน 
ของแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 10 ต่อ 1 ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร   
อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ 1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 ….…..…...  67 
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4.23      น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ความเขม้ขน้ของ    
P(3HB)   และปริมาณ P(3HB)  เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12  ท่ีอตัราส่วน 
ของแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 15 ต่อ 1 ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร   

             อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ 1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 ……..….....  68 
4.24 เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์ห้ง ปริมาณ P(3HB) และความเขม้ขน้ของ   P(3HB)  
             เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12  ท่ีอตัราส่วนของแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจน 
             ต่างๆกนั  ……..……………………………………………….………….……………..  70 
4.25 เปรียบเทียบอตัราผลผลิตของเซลล ์ อตัราผลผลิตของ P(3HB) และสัมประสิทธ์ิ 
             ปริมาณเซลลต่์อสับสเตรตท่ีถูกใชไ้ป เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ท่ีอตัราส่วน 
             ของแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจนต่างๆกนั   …………………..………………………..  70 
4.26      น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 

โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:0.25  ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 6  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 3 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    
อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 ……….....  73 

4.27 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 
โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:0.5  ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 6  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 3 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 ……….....  74 
4.28 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 

โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:1   ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 6  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 3 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 ……….....  75 
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4.29 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 
โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:0.25   ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 6  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 ……….....  76 
4.30 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 

โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:0.5   ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 6  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 ……….....  77 
4.31 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 

โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:1     ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 6  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 ……….....  78 
4.32 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 

โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:0.25   ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 9  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 ……….....  79 
4.33 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 

โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:0.5   ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 9  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 ……….....  80 
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4.34 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 
โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:1     ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 9  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 ……….....  81 
4.35 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 

โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:0.25   ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 6  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 9 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 ……….....  82 
4.36 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 

โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:0.5   ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 6  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 9 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 ……….....  83 
4.37 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 

โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:1   ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 6  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 9 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 ……….....  84 
4.38 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 

โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:0.25   ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 9  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 9 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 ……….....  85 
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4.39 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 
โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:0.5   ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 9  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 9 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 …….….... 86 
4.40 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 

โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:1    ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 9  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 9 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 ………….. 87 
4.41 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 

โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA  และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:0.25    ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 12  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 9 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0  ………...  88 
4.42 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 

โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA  และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:0.5    ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 12  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 9 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0  ……..…... 89 
4.43 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียม 

โพรพิโอเนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA  และสัดส่วนมอนอเมอร์   
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:1    ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   
 12  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 9 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ในถงัหมกั    

              อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0  …..……... 90 
4.44 เปรียบเทียบความเขม้ขน้ของ PHA  สัดส่วนของมอนอเมอร์ 3HV  

และอตัราผลผลิตของ PHA  เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน   
1:0.25   1:0.5  หรือ 1:1  ท่ีชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียง B. megaterium P-12 ………………  95 
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ค าอธิบายสัญลกัษณ์และค าย่อ 
 

ตัวย่อ     ค าอธิบาย 
DCW     น ้าหนกัเซลลแ์หง้ 
g/l     กรัมต่อลิตร 
g/l/h                        กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง 
h     ชัว่โมง 
PHB / P(3HB)    พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตหรือ พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) 
PHBV / P(3HB-co-3HV)   พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) 
P(3HB) conc.    ความเขม้ขน้ของ P(3HB) 
PHA conc.    ความเขม้ขน้ของ PHA 
%  by wt.    เปอร์เซนตโ์ดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้ 
µ อตัราการเติบโตจ าพาะ 
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บทที ่1 

บทน า 

การพฒันาทางอุตสาหกรรมท่ีเพิ่มข้ึนอย่างรวดเร็วในปัจจุบนั ส่งผลให้เกิดปัญหาเร่ือง
มลภาวะส่ิงแวดลอ้มหลายดา้น  โดยเฉพาะปัญหาจากขยะประเภทพลาสติกซ่ึงส่วนใหญ่ไดม้าจาก
อุตสาหกรรมปิโตรเคมี เช่น  พอลิเอทิลีน (polyethylene, PE)  พอลิโพรพิลีน (polypropylene, PP)  
พอลิไวนิลคลอไรด์ (polyvinylchloride, PVC) เป็นตน้ ซ่ึงพลาสติกสังเคราะห์เหล่าน้ีเป็นท่ีนิยมใน
การน าไปใชป้ระโยชน์ในดา้นต่างๆ เน่ืองจากมีคุณสมบติัท่ีเหมาะสมโดยเป็นวสัดุท่ีมีความแข็งแรง 
ทนทาน มีน ้ าหนกัเบาและราคาไม่แพง อยา่งไรก็ตามพลาสติกจากปิโตรเคมีมีขอ้เสีย คือ ยอ่ยสลาย
ไดย้ากในส่ิงแวดลอ้ม (Loo และ Sudesh, 2007) ดงันั้นการก าจดัขยะพลาสติกจึงเป็นปัญหาส าคญั 
เน่ืองจากวิธีการก าจดัส่วนมากใชก้ารฝังดิน และการเผา (Brandl และคณะ, 1994) ซ่ึงส่งผลกระทบ
และก่อให้เกิดปัญหาส่ิงแวดล้อมตามมา อีกทั้งในปัจจุบนัทรัพยากรทางปิโตรเคมีเร่ิมลดน้อยลง 
ดงันั้นในการพฒันากระบวนการผลิตพลาสติกชีวภาพเพื่อน าไปใชท้ดแทนพลาสติกสังเคราะห์ท่ีได้
จากปิโตรเคมีจึงเป็นแนวทางเลือกใหม่ท่ีมีความเป็นไปไดสู้ง 

ตวัอย่างของพลาสติกชีวภาพ (bioplastics) ท่ีรู้จกักนัแพร่หลาย ไดแ้ก่ พอลิแลคติกแอซิด 
(polylactic acid หรือ PLA) พอลิบิวทิลีนซัคซิเนต (polybutylene succinate หรือ PBS) และพอ
ลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต  (polyhydroxyalkanoates หรือ PHAs)   PLA และ PBS เป็นพลาสติก
ชีวภาพซ่ึงไดม้าจากการท าปฏิกิริยาพอลิเมอร์ไรเซชัน่ของมอนอเมอร์ท่ีไดม้าจากกระบวนการหมกั 
โดยกระบวนการผลิตจะแบ่งออกเป็น 2 ขั้นตอนหลกั ไดแ้ก่ การหมกัเพื่อผลิตมอนอเมอร์ และการ
ท าพอลิเมอร์ไรเซชัน่ของมอนอเมอร์ ซ่ึงกระบวนการดงักล่าวจะแตกต่างจากการผลิต PHAs ซ่ึงมี
เพียงขั้นตอนเดียว โดยจุลินทรียส์ามารถสังเคราะห์และสะสม PHAs ในรูปของพอลิเมอร์ไวภ้ายใน
เซลล์จุลินทรียเ์อง นอกจากน้ีแลว้ยงัพบวา่ PHAs ซ่ึงเป็นพอลิเอสเทอร์สายตรง (linear polyester) 
สามารถข้ึนรูปไดด้ว้ยความร้อน ไดเ้ป็นพลาสติกท่ีมีคุณสมบติัใกลเ้คียงกบัพลาสติกสังเคราะห์ท่ีใช้
ทัว่ไปในอุตสาหกรรม (Loo และ Sudesh, 2007)  จากงานวิจยัท่ีผา่นมา พบวา่มีจุลินทรียห์ลายสาย
พนัธ์ุ เช่น Bacillus sp. Pseudomonas sp. เป็นตน้ ท่ีสามารถสร้างและสะสม PHAs ในภาวะท่ีมี
แหล่งคาร์บอนมากเกินพอและมีไนโตรเจน หรือฟอสฟอรัส หรือออกซิเจนในปริมาณจ ากัด 
(Steinbüchel และ Füchtenbusch,1998) ทั้งน้ีภาวะดงักล่าวจะไม่ก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล ์
(Chen และคณะ, 2001) โดยแหล่งคาร์บอนจะถูกเปล่ียนเป็นสารประกอบไฮดรอกซีอลัคาโนเอต ได้
เป็นสายพอลิเมอร์ท่ีสะสมอยูภ่ายในไซโทพลาสซึมของเซลล์ในรูปของแกรนูล ดงันั้น PHAs จึง
เป็นพอลิเมอร์ท่ีประกอบไปดว้ยมอนอเมอร์ของกรดไขมนั (3-hydroxy fatty acid) ท่ีมีความยาวของ
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สายพอลิเมอร์ตั้งแต่ 103 ถึง 104 มอนอเมอร์ (Suriyamongkol และคณะ, 2007) ท่ีผ่านมาพบว่ามี
การศึกษาการผลิตและสังเคราะห์ PHAs จากแหล่งคาร์บอนหลากหลายชนิด รวมถึงการใช้
ทรัพยากรท่ีสามารถผลิตทดแทนใหม่ได ้(renewable resources) เช่น น ้ ามนัพืช (Bhubalan และคณะ
, 2008) กากน ้ าตาล (Albuquerque และคณะ, 2007; Kulpreecha และคณะ, 2009) แป้ง (Chen และ
คณะ, 2006) หางนม (Koller และคณะ, 2008) และกากตะกอนจากอุตสาหกรรม (Bengtsson และ 
Werker, 2008) โดยชนิดของ PHAs ท่ีมีการศึกษากนัโดยทัว่ไปมีทั้งท่ีเป็นโฮโมพอลิเมอร์ ไดแ้ก่ พอ
ลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) [poly(3-hydroxybutyrate)] หรือ P(3HB) หรือ PHB และโคพอลิเมอร์ 
ได้แก่ พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต) [poly(3-hydroxybutyrate-co-3-
hydroxyvalerate)] หรือ P(3HB-co-3HV) หรือ PHBV  ส าหรับพอลิเมอร์ P(3HB) ซ่ึงประกอบดว้ย
มอนอเมอร์ของ 3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต (3HB) พบได้จากการสังเคราะห์โดย Bacillus megaterium 
(Kulpreecha และคณะ, 2009) B. cereus (Suriyamongkol และคณะ, 2007) Ralstonia eutropha (Yu 
และ Heiko, 2008; Haas และคณะ, 2008)  P(3HB) มีคุณสมบติัท่ีดี กล่าวคือ สามารถเขา้กบัเน้ือเยื่อ
ส่ิงมีชีวิตได้ (biocompatibility) ดงันั้น จึงสามารถน ามาประยุกต์ใช้ประโยชน์ทางด้านการแพทย์
และเภสัชกรรม ไดแ้ก่ การน ามาใชเ้ป็นวสัดุทางศลัยกรรม เช่น หลอดเลือดเทียม กระดูกเทียม เข็ม 
ไหมเยบ็แผล แคปซูลบรรจุยา เป็นตน้ หรืออาจน ามาประยกุตใ์ชใ้นงานดา้นเกษตรกรรม โดยใชเ้ป็น
ส่วนห่อหุ้มของปุ๋ยและฮอร์โมนพืช (control release) และใชเ้ป็นวสัดุคลุมดิน (mulch film)ในการ
เพาะเล้ียงตน้กลา้ได ้เป็นตน้ นอกจากน้ีสามารถน ามาประยุกตใ์ชเ้ป็นวสัดุประเภทบรรจุภณัฑ์หรือ
อุปกรณ์ใชส้อยอ่ืนๆ ไดแ้ก่ ขวด ถุงพลาสติก เป็นตน้ (Braunegg และคณะ 1998; Steinbuchel และ 
Fuchtenbusch, 1998) อยา่งไรก็ดี จากการศึกษาคุณสมบติัทางกายภาพของ P(3HB) พบวา่มีอุณหภูมิ
กลาสทรานซิชัน (Tg) และอุณหภูมิหลอมเหลว (Tm) ประมาณ 4 และ 180 องศาเซลเซียส 
ตามล าดบั ค่ายงัส์โมดูลสั (Young’s Modulus) เท่ากบั 3.5 GPa   ค่าตา้นแรงดึง (tensile strength)  
เท่ากบั  43 MPa และเปอร์เซ็นตก์ารยืด (% elongation to break) เท่ากบั 5 เปอร์เซ็นต ์ส่งผลให ้
P(3HB) มีขอ้ดอ้ย คือ แข็ง (stiffness) และเปราะ (brittleness) หรือมีความยืดหยุน่ต ่า (Sudesh และ
คณะ, 2000) ท าใหมี้ขอ้จ ากดัในการน าไปข้ึนรูปเพื่อใชง้านค่อนขา้งมาก  

ต่อมาจึงมีการปรับปรุงคุณสมบติัของพอลิเมอร์กลุ่ม PHAs ใหมี้คุณสมบติัทางกายภาพให้ดี
ข้ึนโดยพฒันาการผลิตให้อยู่ในรูปของโคพอลิเมอร์ เช่น P(3HB-co-3HV) ท่ีประกอบดว้ยมอนอ
เมอร์ของ 3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต (3HB) เช่ือมต่อกบัมอนอเมอร์ของ 3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต (3HV) 
ดว้ยพนัธะเอสเทอร์ระหวา่งหมู่คาร์บอกซิลิกกบัหมู่ไฮดรอกซีและมีการเรียงตวัของมอนอเมอร์เป็น
แบบสุ่ม (Bloembergen และคณะ, 1986) โดยวิถีการสังเคราะห์ตอ้งมีทั้งแหล่งคาร์บอนส าหรับ
มอนอเมอร์ 3HB และจะตอ้งเติมสารตั้งตน้ส าหรับมอนอเมอร์ 3HV เช่น โซเดียมโพรพิโอเนต
(sodium propionate) โดยพบว่าเม่ือเติมโพรพิโอเนตลงในอาหารเล้ียงเช้ือ โพรพิโอเนตถูก
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เปล่ียนเป็นโพรพิโอนิลโคเอ (propionyl-CoA) ซ่ึงโพรพิโอนิลโคเอสามารถถูกเปล่ียนเป็นอะเซทิล
โคเอไดโ้ดยปล่อยคาร์บอนในหมู่คาร์บอนิลออกมา   ดงันั้น 3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต (3HV) ไดม้าจาก
ปฏิกิริยาระหวา่งโพรพิโอนิลโคเอร่วมกบัอะเซทิลโคเอ ส าหรับ 3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต (3HB) จะได้
จากการรวมตวักนัของอะเซทิลโคเอสองโมเลกุล (Doi และคณะ, 1987) ท่ีผ่านมาพบงานวิจยัท่ีมี
การศึกษาการสังเคราะห์โคพอลิเมอร์ใน Ralstonia eutropha (Du และคณะ, 2001; Marangoni และ
คณะ, 2002)  Haloferax mediterranei (Chen และคณะ, 2006) Cupriavidus necator (Lee และคณะ, 
2008) จากการวิเคราะห์คุณสมบติัทางกายภาพพบวา่ P(3HB-co-3HV) มีคุณสมบติัท่ีดีกวา่ P(3HB) 
โดยท่ีสัดส่วนของ 3HV เท่ากบั 20 โมลเปอร์เซ็นต์ พบว่าอุณหภูมิกลาสทรานซิชัน (Tg) และ
อุณหภูมิหลอมเหลว (Tm) มีค่าประมาณ -1 และ 145 องศาเซลเซียส ตามล าดบั ค่ายงัส์โมดูลสั 
(Young’s Modulus) เท่ากบั 1.2 GPa ค่าตา้นแรงดึง (tensile strength) เท่ากบั 32 MPa และ
เปอร์เซ็นตก์ารยืด (% elongation to break) เท่ากบั 50 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงมีแนวโนม้ลดลงตามสัดส่วน
ของ 3HV ท่ีเพิ่มข้ึน จากคุณสมบติัน้ีท าให้ P(3HB-co-3HV) มีความแข็งลดลงและมีผลให้ความ
เหนียว (toughness) เพิ่มข้ึน หรือมีความยืดหยุ่น(flexible) เพิ่มข้ึน (Sudesh และคณะ, 2000; Doi, 
1990) ซ่ึงคุณสมบติัของ P(3HB-co-3HV) ข้ึนอยูก่บัสัดส่วนของ 3HV  โดยโคพอลิเมอร์ท่ีมีสัดส่วน
โดยโมล (mole fraction) ของ 3HV ในช่วง 11-25 โมลเปอร์เซ็นต ์จะมีสมบติัดา้นต่างๆ ท่ีดีกวา่ โดย
มีคุณสมบัติท่ีเหนียวข้ึนคล้ายกับพอลิโพรพิลีน (PP) และมีความเหมาะสมในการน าไปใช้
ประโยชน์ในเชิงพาณิชยไ์ดดี้กวา่ P(3HB) (Chen และ Wang, 2002; Holmes และคณะ, 1985; Doi, 
1990) แต่หากสัดส่วนของมอนอเมอร์ 3HV สูงข้ึนตั้งแต่ 47 ถึง 100 โมลเปอร์เซ็นตจ์ะท าให้โคพอลิ
เมอร์กลับมีสมบติัท่ีแข็งและเปราะเหมือน P(3HB) (Bloembergen และคณะ, 1986) ท าให้ไม่
เหมาะสมท่ีจะน ามาประยุกตใ์ชใ้นเชิงพาณิชย ์ การสังเคราะห์โคพอลิเมอร์ให้ไดส้ัดส่วนของ 3HV 
ท่ีเหมาะสมสามารถท าในขั้นตอนการผลิตโดยมีการควบคุมทั้งชนิดและปริมาณของแหล่งคาร์บอน
ผสมระหวา่งน ้ าตาลกบักรดหรือเกลือของกรดอินทรีย ์เช่น กรดโพรพิโอนิก (propionic acid) หรือ
โซเดียมโพรพิโอเนต และกรดวาเลอริก (valeric acid) หรือโซเดียมวาเลอเรต (sodium valerate) 
(Byrom, 1997)   ระยะเวลาในการเติมสารตั้งตน้ส าหรับการสังเคราะห์ 3HV มีผลต่อปริมาณของโค
พอลิเมอร์น้ี โดยหากเติมกรดหรือเกลือของกรดอินทรียใ์นช่วงตน้ของการเจริญจะส่งผลยบัย ั้งการ
เจริญของเซลล์ ถา้เติมในช่วงหลงัการเจริญของเซลล์ จะส่งผลให้เซลล์สะสม 3HB ในปริมาณมาก
และไดส้ัดส่วนของ 3HV ในปริมาณน้อย ดงันั้น จึงศึกษาการพฒันาวิธีการหมกัท่ีแตกต่างกบัการ
หมกัเพื่อผลิต P(3HB) โดยการเลือกช่วงเวลาส าหรับการเติมสารตั้งตน้ส าหรับการสังเคราะห์ 3HV 
จ าเป็นตอ้งเลือกช่วงเวลาท่ีมีการเจริญของเซลล์เหมาะสม เพื่อให้ไดป้ริมาณเซลล์ความเขม้ขน้สูง  
รวมทั้งมีการสะสมโคพอลิเมอร์ปริมาณสูงและมีสัดส่วนของ 3HV ท่ีเหมาะสมดว้ย (Du และคณะ, 
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2001) นอกจากน้ียงัต้องควบคุมปัจจัยการเล้ียงเช้ืออ่ืนๆ  ซ่ึงข้ึนอยู่กับชนิดของจุลินทรีย์และ
ความสามารถในการน าซบัสเตรตไปใชใ้นการผลิต 3HV (สุดา สุภาชวนิสวสัด์ิ, 2542)  

ศนัสนีย ์ สันติอรรถพนัธ์ุ (2550) ไดค้ดัแยกแบคทีเรียจากแหล่งธรรมชาติจ านวน 20 ไอโซ
เลต พบว่าไอโซเลต P-12 สามารถสังเคราะห์และสะสม P(3HB) ไดใ้นปริมาณสูงเท่ากบั 44.54 
เปอร์เซ็นตข์องน ้ าหนกัเซลล์แห้ง ณ ชัว่โมงท่ี 12 ของการเล้ียงเช้ือในอาหาร Mineral Salt Medium 
(MSM) ซ่ึงมีน ้ าตาลกลูโคส 20 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอนและแอมโมเนียมซลัเฟต 1 กรัมต่อ
ลิตร เป็นแหล่งไนโตรเจน จากการศึกษาต่อมาเก่ียวกบัลกัษณะทางสัณฐานวิทยาและสมบติัทาง
ชีวเคมีของไอโซเลต P-12 ท่ีแยกไดเ้ป็นแบคทีเรียแกรมบวกและชนิดของแบคทีเรีย คือ Bacillus 
megaterium (วนักุศล  ชนะสิทธ์ิ, 2553) รวมทั้งมีการศึกษาเบ้ืองตน้ในการผลิตโคพอลิเมอร์ P(3HB-
co-3HV) โดยใช้แหล่งคาร์บอนผสมเป็นน ้ าออ้ย (sugarcane liquor) และโซเดียมโพรพิโอเนต  
ปริมาณ 20 กรัมต่อลิตรในอตัราส่วน 1 ต่อ 1 และใชแ้หล่งไนโตรเจนเป็นยเูรีย (urea) 1 กรัมต่อลิตร 
พบว่าเม่ือใชโ้ซเดียมโพรพิโอเนต ไดเ้ซลล์แห้งสูงสุดเป็น 3.51 กรัมต่อลิตร สะสมโคพอลิเมอร์ได้
ปริมาณสูงสุดเท่ากบั 36.36 เปอร์เซ็นต์ของน ้ าหนักเซลล์แห้ง ความเขม้ขน้ของโคพอลิเมอร์1.27 
กรัมต่อลิตร และสัดส่วนของ 3HV ประมาณ 25 โมลเปอร์เซ็นต ์ณ ชัว่โมงท่ี 12 ของการเล้ียงเช้ือ ใน
อาหาร Mineral Salt Medium (MSM)  การใชส้ารตั้งตน้มอนอเมอร์ 3HV เป็นโซเดียมโพรพิโอเนต
นั้น ท าใหไ้ดป้ริมาณสัดส่วนของ 3HV ท่ีเหมาะสมแต่ไดน้ ้าหนกัเซลล์แห้งและปริมาณโคพอลิเมอร์
ค่อนขา้งต ่า(งานวจิยัเบ้ืองตน้) 
มูลเหตุจูงใจในการท าวจัิย 
 พอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต (PHAs) เป็นพลาสติกชีวภาพชนิดหน่ึงท่ีก าลังได้รับความ
สนใจอยา่งแพร่หลาย เน่ืองจากมีสมบติัใกลเ้คียงกบัพลาสติกท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากปิโตรเคมี โดยชนิด
ท่ีศึกษากนัอยา่งกวา้งขวาง ไดแ้ก่ โฮโมพอลิเมอร์พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต P(3HB) และโคพอลิเมอร์ 
P(3HB-co-3HV) เน่ืองจาก P(3HB-co-3HV) มีสมบติัเชิงกลท่ีดีกว่า P(3HB) ทั้งในดา้นของความ
แข็งแรง ความเหนียวและความยืดหยุน่ จึงสามารถน าไปประยุกตใ์ชง้านไดห้ลากหลาย คณะผูว้ิจยั
โดยศนัสนีย ์สันติอรรถพนัธ์ุ (2550) และวนักุศล ชนะสิทธ์ิ (2553) ไดค้ดัแยกแบคทีเรียชนิดใหม่ 
Bacillus megaterium P-12 และพบวา่แบคทีเรียสายพนัธ์ุดงักล่าวสามารถผลิตและสะสม P(3HB) 
ไดใ้นปริมาณมาก อีกทั้งยงัสามารถผลิต P(3HB-co-3HV) ไดจ้ากแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งแหล่ง
คาร์บอนท่ีเป็นสารตั้งตน้ของ 3HB เช่น น ้ าตาลชนิดต่างๆ และแหล่งคาร์บอนท่ีเป็นสารตั้งตน้ของ 
3HV เช่น เกลือของกรดโพรพิโอเนต หรือเกลือของกรดวาเลอริก จากการศึกษาเบ้ืองตน้พบวา่เกลือ
โซเดียมโพรพิโอเนตเป็นสารตั้งตน้ของ 3HV ท่ีเหมาะสม ดงันั้น การเลือกใชช้นิดและปริมาณของ
แหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสม รวมไปถึงการศึกษาหาภาวะท่ีเหมาะสมต่อการ
เจริญและการผลิตโคพอลิเมอร์ของ Bacillus sp. P-12   ซ่ึงเป็นปัจจยัส าคญัท่ีจะท าให้สามารถผลิต
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โคพอลิเมอร์ได้ในปริมาณมากข้ึน และราคาตน้ทุนต่อหน่วยต ่าลง เพื่อให้สามารถใช้พลาสติก
ชีวภาพทดแทนพลาสติกสังเคราะห์ท่ีมีราคาถูกกวา่ได ้ และจากการศึกษาท่ีผา่นมาพบวา่ปริมาณโค
พอลิเมอร์ท่ีสังเคราะห์ไดย้งัคงมีปริมาณค่อนขา้งต ่า ดงันั้น ในงานวิจยัน้ีจะพฒันาเทคนิคการหมกั 
โดยแบ่งเป็น 2 ระยะ โดยระยะแรกจะท าการเล้ียงเช้ือเพื่อให้ไดค้วามเขม้ขน้ของเซลล์สูง โดยใช้
น ้ าออ้ยเป็นแหล่งคาร์บอน จากนั้นในระยะท่ี 2 จะกระตุน้ให้เซลล์สะสม 3HB และ 3HV โดยการ
เติมสารตั้งตน้ของ 3HV ลงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีช่วงเวลาเหมาะสม เพื่อให้ไดผ้ลผลิตโคพอลิเมอร์ใน
ปริมาณมาก และมีสัดส่วนของมอนอเมอร์ตามตอ้งการ 

วตัถุประสงค์ของการวจัิย 
งานวิจยัน้ีมีจุดมุ่งหมายท่ีจะเพิ่มอตัราผลผลิตของ P(3HB-co-3HV) ให้สูงข้ึน โดย B. 

megaterium P-12 โดยพฒันาขั้นตอนการเล้ียงเช้ือและการหมกัเพื่อให้ไดค้วามเขม้ขน้ของเซลล์สูง 
รวมทั้งมีการสะสมโคพอลิเมอร์เพิ่มข้ึนและได้องค์ประกอบหรือสัดส่วนของ 3HV ท่ีมีความ
เหมาะสมส าหรับการผลิตโคพอลิเมอร์ท่ีมีคุณสมบติัท่ีสามารถน าไปประยุกต์ใช้งานในดา้นต่างๆ 
ต่อไป 
ขั้นตอนการด าเนินการวจัิย 
1. ศึกษาอายุของกลา้เช้ือ B. megaterium P-12 ในระดบัขวดทดลองท่ีเหมาะสมเพื่อใชเ้ป็นหวัเช้ือ

ส าหรับการผลิตเซลลใ์นระดบัถงัหมกัขนาด 5 ลิตร 
2. เล้ียงเช้ือในถงัหมกัระยะท่ี 1 เพื่อผลิตและเพิ่มปริมาณเซลลข์อง B. megaterium P-12 
3. เล้ียงเช้ือในถงัหมกัระยะท่ี 2 เพื่อการผลิตโคพอลิเมอร์ P(3HB-co-3HV)  โดย B. megaterium   

P-12 
ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 

ทราบถึงภาวะและปัจจยัต่างๆท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและผลิตโคพอลิเมอร์ P(3HB-co-

3HV)  รวมถึงไดผ้ลผลิตของ P(3HB-co-3HV) จาก Bacillus megaterium P-12 เพิ่มข้ึนโดยมี

สัดส่วนของมอนอเมอร์ตามตอ้งการ 
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บทที ่2 

ปริทรรศน์วรรณกรรม 

ปัจจุบนัการเพิ่มข้ึนของจ านวนประชากรและความกา้วหน้าทางเทคโนโลยีท่ีพฒันาอย่าง
รวดเร็ว ส่งผลให้การด ารงชีวิตของมนุษยเ์ปล่ียนแปลงไปโดยมีความตอ้งการการใช้ทรัพยากรทาง
ธรรมชาติท่ีเพิ่มสูงข้ึนตามไปด้วย เป็นผลให้เกิดมลภาวะต่อส่ิงแวดล้อมอนัเป็นสาเหตุท าให้เกิด
ปัญหาต่างๆ ตามมา โดยเฉพาะปัญหาใหญ่ท่ีเกิดข้ึน คือ ภาวะโลกร้อน เน่ืองมาจากชั้นบรรยากาศท่ี
ถูกท าลายโดยสารพิษต่างๆ ท่ีถูกปล่อยมาจากโรงงานอุตสาหกรรมและจากกิจกรรมต่างๆของมนุษย ์
ท่ีตอ้งใช้ทรัพยากรต่างๆอยู่ตลอดเวลา  เม่ือมีการใช้ทรัพยากรจ านวนมาก ปัญหาหน่ึงท่ีเกิดข้ึน
ตามมา คือ ปัญหาการก าจดัขยะ โดยเฉพาะขยะประเภทพลาสติก ซ่ึงส่วนมากใชว้ิธีการเผาหรือฝัง
กลบ  ในกระบวนการก าจดัขยะโดยการเผาส่งผลให้เกิดก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) ซ่ึงเป็นพิษ
ต่อมนุษยแ์ละท าลายชั้นบรรยากาศ  ส่วนวธีิการฝังกลบ ก็ใชร้ะยะเวลาในการยอ่ยสลายนานหรือไม่
ย่อยสลายเลยรวมถึงท าให้เกิดการสะสมของสารพิษในดินและไหลลงสู่ทะเล (Keshavarz และ 
Roy., 2010) เป็นผลท าให้ปริมาณขยะประเภทพลาสติกมีจ านวนเพิ่มข้ึนมากและยากต่อการก าจดั 
แนวทางแกไ้ขปัญหาเหล่าน้ีท าไดโ้ดยการลดการใชถุ้งพลาสติกหรือการใชซ้ ้ า ซ่ึงช่วยแกปั้ญหาได้
บา้ง อีกวิธีหน่ึงคือการน ามาผ่านกระบวนการรีไซเคิล (recycle) แต่มีขอ้จ ากดัตรงท่ีสมบติัหลาย
อย่างเสียไป (Loo และ Sudesh, 2007) ท าให้ไม่เหมาะต่อการน ากลบัมาใชง้าน แต่เน่ืองจากยงัมี
ความจ าเป็นท่ีตอ้งใช้พลาสติกในอุตสาหกรรมต่างๆ อยู่มาก จึงมีแนวคิดเร่ืองการผลิตพลาสติกท่ี
สามารถใช้ทดแทนพลาสติกท่ีได้จากอุตสาหรรมปิโตรเคมี  คือ การผลิตพลาสติกชีวภาพ  ซ่ึง
สามารถยอ่ยสลายไดใ้นส่ิงแวดลอ้มโดยใชร้ะยะเวลาไม่นาน รวมทั้งมีสมบติัใกลเ้คียงกบัพลาสติก
สังเคราะห์จากอุตสาหกรรมปิโตรเคมีดว้ย               จากนั้นจึงมีการศึกษาวิจยัเร่ืองการผลิตพลาสติก
ชีวภาพ ซ่ึงเน้นให้มีสมบติัทางเคมีและกายภาพเหมือนหรือใกล้เคียงกบัพลาสติกสังเคราะห์จาก
อุตสาหกรรมปิโตรเคมี แต่มีขอ้ดีตรงท่ีสามารถยอ่ยสลายไดโ้ดยจุลินทรียห์ลายชนิดในส่ิงแวดลอ้ม 
(biodegradable)  (Steinbüchel และคณะ., 1988) 
 มีการศึกษาวิจยัและค้นพบสารกลุ่มพอลิเอสเทอร์ คือ พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) หรือ 
P(3HB) สะสมเป็นแกรนูลอยู่ภายในเซลล์ของแบคทีเรียแกรมบวกชนิด Bacillus megaterium 
(Lemoigne, 1926) ท าให้พลาสติกชนิด พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) เป็นพลาสติกชีวภาพชนิดแรก
และพบมากท่ีสุดในพลาสติกกลุ่มพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoates, PHAs) 
(Keshavarz และ Roy, 2010) จากนั้นในอีกหลายปีต่อมาจึงพบ PHA ชนิดท่ีประกอบดว้ยมอนอ
เมอร์ 2 ชนิด คือ มอนอเมอร์ของ 3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต (3HB) และ 3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต (3HV) ใน
กากตะกอนของเสีย (Wallen และคณะ, 2000) 
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 Polyhydroxyalkanoates (PHAs) เป็นพลาสติกชนิดพอลิเอสเทอร์ (polyester) ท่ีสามารถข้ึน
รูปไดด้ว้ยความร้อน (thermoplastic) สามารถสังเคราะห์ไดจ้ากจุลินทรีย์ทั้งแกรมบวกและแกรมลบ
หลายชนิดท่ีอยูใ่นดิน (Wu และคณะ, 2000) รวมไปถึงจุลินทรียอ่ื์นท่ีอยูใ่นกากตะกอน ทะเล หรือ
ในภาวะท่ีไม่เหมาะสม (extreme environments)  เค็มจดั หรือ อุณหภูมิสูง (Chen., 2010) เช่น  
Bacillus megaterium (Kulpreecha และคณะ, 2009)  B. cereus (Suriyamongkol และคณะ, 2007) 
Ralstonia eutropha (Haas และคณะ, 2008) เป็นตน้โดยสะสมเป็นแกรนูลอยูภ่ายในเซลล์จุลินทรีย ์
เพื่อใชเ้ป็นแหล่งพลงังานและแหล่งคาร์บอนใหแ้ก่เซลล ์โดย PHA ถูกสังเคราะห์โดยเอนไซมพ์ีเอส
เอซินเทส(PHA synthase) และสะสมภายในแกรนูล (granule)  ท าหน้าท่ีเป็นแหล่งสะสมอาหาร 
(แหล่งคาร์บอน) ในภาวะท่ีแหล่งคาร์บอนมากเกินพอและในภาวะท่ีจ ากดัหรือขาดแคลนสารอาหาร
บางชนิด  เช่น ไนโตรเจน ออกซิเจน ฟอสฟอรัส  ซัลเฟอร์  หรือ  trace  elements (แมกนีเซียม  
แคลเซียม  เหล็ก)  (Anderson และ Dawes, 1990;  Lee, 1996) พลาสติกกลุ่มน้ีสามารถถูกยอ่ยสลาย
ไดใ้นธรรมชาติโดยจุลินทรียท่ี์มีเอนไซมดี์พอลิเมอเรส (depolymerase)  และเอนไซมเ์อสเตอเรส 
(esterase)   และจากการยอ่ยสลายจะให้สารท่ีไม่เป็นอนัตราย  เช่น  คาร์บอนไดออกไซด์  น ้ า  และ
กรดคาร์บอกซิลิก  (Evans และ Sikdar, 1990)  โดยชนิดท่ีพบมากท่ีสุดคือ พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต  
หรือ  P(3HB) ซ่ึงเป็นพอลิเมอร์ท่ีประกอบดว้ยมอนอเมอร์ คือ 3-hydroxybutyrate หรือ (3HB)  
มากกวา่ 140 โมโนเมอร์ สมบติัของ PHB มีความแตกต่างกนัข้ึนอยูก่บัปัจจยัหลายอยา่ง เช่น ความ
หลากหลายของวตัถุดิบหรือแหล่งคาร์บอนท่ีใชใ้นการผลิตซ่ึงส่งผลต่อองคป์ระกอบของพอลิเมอร์ 
(Steinbüchel และ Valentin, 1995)  โครงสร้างหลกัของ PHAs  ประกอบดว้ยมอนอเมอร์ของ R-
hydroxyalkanoic acid (HA) (ดงัแสดงในภาพท่ี 2.1) 
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  ภาพท่ี 2.1 โครงสร้างของพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต R1 และ R2 คือ alkyl groups (C1-C13)  
               (Keshavarz และคณะ., 2010) 
X = 1 เม่ือ  R  = ไฮโดรเจน(H) สารน้ีคือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีโพรพิโอเนต) ; P(3HP) 
 เม่ือ  R  = เมทธิล(CH3) สารน้ีคือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต)   ; P(3HB) 
 เม่ือ  R  = เอทธิล(C2H5)  สารน้ีคือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต)     ; P(3HV) 
 เม่ือ  R  = โพรพิล(C3H7) สารน้ีคือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีเฮกซะโนเอต)   ; P(3HHX) 
 เม่ือ  R  = บิวทิล(C4H9) สารน้ีคือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีเฮปตะโนเอต)      ; P(3HHp) 
 เม่ือ  R  = เพนทิล(C5H11) สารน้ีคือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีออกตะโนเอต)    ; P(3HO) 
 เม่ือ  R  = เฮกซิล(C6H13) สารน้ีคือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีโนนาโนเอต)   ; P(3HN) 
 เม่ือ  R  = เฮปทิล(C7H15) สารน้ีคือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีเดกคาโนเอต)   ; P(3HD) 
 เม่ือ  R  = ออกซิล(C8H17) สารน้ีคือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีอนัเดกคาโนเอต)  ; P(3HUD) 
 เม่ือ  R  = โนนิล(C9H19) สารน้ีคือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีโดเดกคาโนเอต)   ; P(3HDD) 
X = 2 เม่ือ  R  = ไฮโดรเจน(H) สารน้ีคือ    พอลิ(4-ไฮดรอกซีบิวทิเรต)  ; P(4HB) 
X = 3 เม่ือ  R  = ไฮโดรเจน(H) สารน้ีคือ    พอลิ(5-ไฮดรอกซีวาเลอเรต)   ; P(5HP) 
 
 
2.1 การจ าแนกชนิดของ PHAs 
 สามารถจ าแนกได้จากหลายเกณฑ์ เช่น ลกัษณะการสังเคราะห์ทางชีวภาพหรือทางเคมี  
ขนาดของมอนอเมอร์   จ  านวนชนิดของมอนอเมอร์ และชนิดของพอลิเอสเทอร์ท่ีสะสมในเซลล์
จุลินทรีย ์(ดงัแสดงในตารางท่ี 2.1) 
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ตารางท่ี 2.1 การจ าแนกชนิดของพลาสติกชีวภาพ (Luengo และคณะ, 2003) 
 
Classification of microbial bioplastics according to different criteria. 
Biosynthetic origin 
 
 
 
 
 
 
Chemical nature of the monomers 
 
 
 
 
 
 
Monomer size 
 
 
 
Number of monomers in the 
polyesters 
 
Type of polyesters accumulated by 
the microbe 

Natural bioplastics: those produced by microorganisms from general metabolites (i.e. PHBs 
and aliphatic PHAs).  
Semisynthetic bioplastics: those that require the addition to the culture broth of some 
precursors that cannot be synthesised by the microbe (i.e. PHAs containing aromatic 
monomers)  
Synthetic bioplastics: those polyesters that resemble the natural ones but that can only be 
obtained by chemical synthesis (i.e. synthetic thermoplastic polymers) 
Bioplastic containing aliphatic fatty acid derivatives: saturated or unsaturated (with double 
or triple bonds) monomers; linear or branched monomers; substituted or not (with functional 
groups in the monomers). 
Bioplastics containing aromatic fatty acid derivatives 
Bioplastics containing both aliphatic and aromatic fatty acid derivatives 
Bioplastics containing other different compounds (e.g. poly-g-glutamic acid, poly-e-L-
lysine, poly-b-L-malic acid, polyglycolic acid, cianophicin) 
Bioplastics containing a short-chain length (sclPHB and derivatives sclPHAs; C3–C5 
monomers) 
Bioplastics containing a medium-chain length (mclPHAs; C6–C14) 
Bioplastics containing a long-chain length (lclPHAs; >C14) 
Homopolymeric bioplastic: a single monomer is present in the bioplastic 
Heteropolymeric bioplastic (copolymer): more than one monomer is present in the 
bioplastic 
Unique (a single bioplastic) 
More than one (mixed bioplastics) 

 
 
ชนิดของมอนอเมอร์   

จ  าแนกตามจ านวนคาร์บอน  แบ่งออกเป็น 2 ประเภท 
1. Short Chain Length (SCL)  มีจ  านวนคาร์บอน 3-5 อะตอม  เช่น  พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิว

ทิเรต) พอลิ(3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต)  เป็นตน้ 
2.  Medium Chain Length (MCL)  มีจ านวนคาร์บอน 6-16 อะตอม  เช่น พอลิ(3-ไฮดรอก

ซีเฮกซะโนเอต)  พอลิ(3-ไฮดรอกซีออกตะโนเอต)  เป็นตน้ 
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ชนิดของพอลิเมอร์    
จ  าแนกตามจ านวนชนิดของมอนอเมอร์ท่ีเป็นองค์ประกอบในสาย PHA แบ่งออกเป็น 2 

ประเภท  
 1.  โฮโมพอลิเมอร์ (homopolymer) เป็นพอลิเมอร์ท่ีประกอบดว้ยมอนอเมอร์เพียงชนิด
เดียวมาต่อกนั  ตวัอยา่งเช่น  พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) หรือ PHB 
 2.  เฮทเทอโรพอลิเมอร์ (heteropolymer)  เป็นพอลิเมอร์ท่ีประกอบดว้ยมอนอเมอร์มากกวา่ 
1 ชนิดมาต่อกนั  โดยเรียกช่ือตามจ านวนมอนอเมอร์ท่ีเป็นองคป์ระกอบ  ดงัน้ี 
 -  โคพอลิเมอร์ (copolymer)  ประกอบดว้ยมอนอเมอร์ 2 ชนิดมาต่อกนัเป็นสายพอลิเมอร์  
เช่นพอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต) หรือ P(3HB - co - 3HV) หรือ PHBV 
 -   เทอร์พอลิเมอร์ (terpolymer)  ประกอบดว้ยมอนอเมอร์ 3 ชนิดมาต่อกนัเป็นสายพอลิ
เมอร์  เช่น  พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต-โค-3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) หรือ 
P(3HB-3HV - 4HB) 
 
2.2  การสังเคราะห์ PHA โดยส่ิงมีชีวติ 
 การสังเคราะห์ PHA ท าได้โดยกระบวนการทางเคมีหรือจากกระบวนการทางชีวภาพ
(Kemnitzer และคณะ, 1993 ; He และคณะ, 1999) พบวา่การสังเคราะห์จากกระบวนการทางชีวภาพ 
(biosynthesis) ไดส้ารท่ีน ้ าหนกัโมเลกุลสูงกว่าการใชว้ิธีทางเคมี แต่ไม่สามารถควบคุมโครงสร้าง
ของมอนอเมอร์ในสายพอลิเมอร์ของ PHA ได้ เน่ืองจากความจ าเพาะของเอนไซม์ท่ีใช้ในการ
สังเคราะห์ คือ PHA polymerase หรือ PHA synthase  การสังเคราะห์ PHA โดยจุลินทรียส์ามารถท า
ได้ในภาวะท่ีเหมาะสม โดยใช้แหล่งคาร์บอนหรือสารอาหารท่ีมีอยู่มาก เช่น แป้ง  น ้ าตาล กรด
ไขมนั รวมทั้งสามารถใช้สารอาหารในน ้ าทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมได้  ดงันั้นการสังเคราะห์ 
PHA จึงเป็นกระบวนการท่ีเป็นมิตรต่อส่ิงแวดลอ้ม และมีความย ัง่ยืนสามารถใชท้ดแทนพลาสติกท่ี
มีผลิตจากอุตสาหกรรมปิโตรเคมีซ่ึงมีแนวโนม้การใชล้ดลงในอนาคตดว้ย 
 
2.3  ลกัษณะทางชีวโมเลกุลและชีวเคมีของการสังเคราะห์ PHA 
 จากการศึกษาการสังเคราะห์ทางชีวภาพของ PHA ในหลายปีท่ีผ่านมาพบว่า β -

hydroxyalkanoyl-CoA เป็นสารตั้งตน้หลกัส าหรับการสังเคราะห์เอนไซม ์PHA synthase โดยท่ี β-

hydroxyalkanoyl-CoA ได้มาจาก Acetyl-CoA หรือได้จากกระบวนการบีตาออกซิเดชัน (β-

oxidation) ของกรดไขมนั นอกจากน้ียงัมียนีหลายๆ ยนี ท่ีควบคุมการสังเคราะห์เอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้ง
กบัการสังเคราะห์ PHA หลายชนิด แตกต่างกนัไปตามชนิดของจุลินทรีย ์(ดงัแสดงในตารางท่ี 2.1) 
โดยท่ีกระบวนการสังเคราะห์ทางชีวภาพสามารถเกิดข้ึนไดจ้ากหลายกระบวนการ (ดงัแสดงในภาพ
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ท่ี 2.1  ตารางท่ี 2.1) กระบวนการสังเคราะห์แบบท่ี 1 เก่ียวขอ้งกบัเอนไซมห์ลกั 3 ชนิด คือ  β-
ketothiolase, NADPH-dependent acetoacetyl-CoA reductase และ acetoacetyl-CoA reductase โดย
ท่ี PHA synthase ควบคุมโดยยีน  phaA, phaB และ phaC  กระบวนการน้ีพบใน Ralstonia  
eutropha  ในขณะเดียวกนัพบกระบวนการท่ีเกิดข้ึนคู่ขนานกนั คือ กระบวนการยอ่ยสลายของ PHA  
(PHA degradation) ซ่ึงควบคุมโดยเอนไซม์ PHA depolymerase, dimer hydrolase, 3-
hydroxybutyrate dehydrogenase, และ  acetoacetyl-CoA synthase  กระบวนการน้ีพบใน 
Aeromonas hydrophila, Pseudomonas stutzeri, R. eutropha, และPseudomonas  oleovorans 
(Sudesh และคณะ, 2000) 
 กระบวนการสังเคราะห์แบบท่ี 2 เก่ียวขอ้งกบัการใชก้รดไขมนั (fatty acid) ของจุลินทรีย์
ผา่นกระบวนการบีตาออกซิเดชนั (β-oxidation) โดยหลงัจากเกิดกระบวนการน้ีจะไดผ้ลิตภณัฑ์เป็น
สารตั้งตน้ของการสังเคราะห์ PHA  คือ 3-hydroxyacyl-CoA และมีการสังเคราะห์ PHA โดยใช้
เอนไซม ์ 3-ketoacyl-CoA reductase, epimerase, (R)-enoyl-CoA hydratase/enoyl-CoA hydratase I, 
acyl-CoA oxidase (putative), and enoyl-CoA hydratase I (putative) กระบวนการสังเคราะห์แบบน้ี 
พบในการสังเคราะห์ medium chain length (mcl) หรือโคพอลิเมอร์ เช่น (R)-3-hydroxybutyrate 
(R3HB) และ (R)-3-hydroxyhexanoate (PHBHHx) ของ  Pseudomonas putida, Pesudomonas 
aeruginosa, และ A. hydrophila 
 กระบวนการสังเคราะห์แบบท่ี 3 มีการสร้าง PHA monomer 3-hydroxyacyl-CoA จาก 3-
hydroxyacyl-ACP โดยใชเ้อนไซม ์3-hydroxyacyl-ACP-CoA transferase (PhaG) และ malonyl- 
CoA-ACP transacylase (FabD) จากนั้นควบคุมการสังเคราะห์ PHA โดย PHA synthase (Sudesh 
และคณะ, 2000; Zheng และคณะ, 2005; Taguchi และคณะ, 1999) 
 กระบวนการสังเคราะห์แบบท่ี 4 เอนไซม์ NADH-dependent acetoacetyl-CoA reductase 
เปล่ียน (S)-(+)-3-hydroxybutyryl-CoA เป็น acetoacetyl-CoA จากนั้นจึงสังเคราะห์เป็น poly[(R)-3-
hydroxybutyrate] (PHB) พบใน Rhizobium (Cicer) sp. strain CC 1192  (Chohan และ Copeland 
1998) 
 กระบวนการสังเคราะห์แบบท่ี 5 สังเคราะห์ 4-hydroxybutyrate จาก 4-hydroxybutyryl-
CoA โดยใชเ้อนไซม ์ succinic semialdehyde dehydrogenase (SucD) พบใน Clostridium kluyveri 
(Valentin และ Dennis 1997). 
 
 
 



12 
 

  กระบวนการสังเคราะห์แบบท่ี 6 เอนไซม์ lactonase และ hydroxyacyl-CoA synthase 
เปล่ียน 4,5-alkanolactone เป็น 4,5-hydroxyacyl-CoA ซ่ึงเป็นสารตั้งตน้ส าหรับการสังเคราะห์ PHA 
(Valentin และ Steinbüchel 1995) 
 กระบวนการสังเคราะห์แบบท่ี 7 1,4-butanediol ออกซิไดส์เป็น 4-hydroxybutyrate โดย
เอนไซม ์alcohol dehydrogenase จากนั้นเปล่ียนเป็น  4-hydroxybutyryl-CoA และมีการสังเคราะห์ 
PHA พบใน A. hydrophila 4AK4 (Xie และ Chen 2008)  
 กระบวนการสังเคราะห์แบบท่ี 8 ใช้เอนไซม์ทั้งหมด 8 ชนิด ในการเปล่ียน cyclohexanol 
เป็น 6-hydroxyhexanoate และ PHA เช่น  Cyclohexanol dehydrogenase   6-Hydroxyhexanoate 
dehydrogenase  Hydroxyacyl-CoA synthase,putative   เป็นตน้    (ดงัแสดงในตารางท่ี 2.2) 
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         ภาพท่ี 2.2 กระบวนการสังเคราะห์ PHA 
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No. 

 
Pathway 

 
Abbreviation 

 
Enzyme 

 
Species 

 
Reference 

 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 

 
 

14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 

 
Pathway I 

 
 

Associated 
Way 

 
 

Pathway II 
 
 
 

 
Pathway III 

 
 

Pathway IV 
 

Pathway V 
 

Pathway VI 
 

Pathway VII 
Pathway VIII 

 
PhaA 
PhaB 
PhaC 
PhaZ 

 
 
 

FabG 
 

PhaJ 
 
 

PhaG 
FabD 

 
 

SucD 
4hbD 
OrfZ 

 
 
 

ChnA 
ChnB 
ChnC 
ChnD 
ChnE 

 

 
Beta-Ketothiolase 
NADPH dependent acetoacetyl-CoA reductase 
PHA synthase 
PHA depolymerase 
Dimer hydrolase 
(R)-3-Hydroxybutyrate dehydrogenase 
Acetoacetyl-CoA synthetase 
3-Ketoacyl-CoA reductase 
Epimerase 
(R)-Enoyl-CoA hydratase/enoyl-CoA hydratase I Acyl-
CoA oxidase, putative 
Enoyl-CoA hydratase I, putative 
3-Hydroxyacyl-ACP-CoA transferaseMalonyl- 
    CoA-ACP tranacylase 
 
NADH-dependent acetoacetyl-CoA reductase 
Succinic semialdehyde dehydrogenase 
4-Hydroxybutyrate dehydrogenase 
4-Hydroxybutyrate-CoA:CoA transferase 
Lactonase, putative 
Hydroxyacyl-CoA, putative 
Alcohol dehydrogenase, putative 
Cyclohexanol dehydrogenase 
Cyclohexanone monooxygenases 
Caprolactone hydrolase 
6-Hydroxyhexanoate dehydrogenase 
6-Oxohexanoate dehydrogenase 
Semialdehyde dehydrogenase, putative 
6-Hydroxyhexanoate dehydrogenase, putative 
Hydroxyacyl-CoA synthase,putative 

 
Ralatonia  eutropha 
 
 
Aeromonas  hydrophila  4AK4 
Pseudomonas  stutzeri 1317 
R.  eutropha 
Pseudomonas  oleovorans 
Pseudomonas  putida  KT2442, 
      A.  hydrophila  4AK4, 
      Pseudomonas  aeruginosa 
 
 
Pseudomonas  mendocina, 
     Recombinant  Escherichia  coli 
 
Rhizobium (Cicer) sp. CC 1192 
Clostridium  kluyveri 
 
 
Mutants  and  recombinant  of   
      Alcaligenes  eutrophus 
A.  hydrophila  4AK4 
Acinetobacter  sp.  SE19, 
     Brevibacterium  epidermidis 
     HCU 

 
Sudesh  และคณะ, 2000 

 
 

Sudesh  และคณะ, 2000 
 

 
 
Sudesh  และคณะ, 2000 
       Mittendorf และคณะ, 1998 
 
 
 
Sudesh  และคณะ, 2000; Zheng   
      และคณะ, 2005; Taguchi     
      และคณะ, 1999 
Chohan และ Copeland, 1998 
Valentin  และ Dennis, 1997 
 
 
Valentin  และ Steinbüchel, 1995 
 
Xie และ Chen, 2008 
Brzostowicz และคณะ, 2002 
 
 

ตารางท่ี 2.2  เอนไซมแ์ละยนีท่ีเก่ียวขอ้งในกระบวนการสังเคราะห์ 

PHA 

14 
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2.4 พลาสติกชีวภาพกลุ่ม SCL-PHAs 
 ชนิดของพลาสติกชีวภาพท่ีมีการศึกษากนัส่วนใหญ่อยู่ในกลุ่มของ Short Chain Length 
(SCL)  เ น่ืองจากมีสมบัติทางฟิ สิกส์และสมบัติ เ ชิงกลท่ีใกล้เ คียงกับพลาสติก ท่ีได้จาก
อุตสาหกรรมปิโตรเคมี และสามารถยอ่ยสลายไดส้มบูรณ์ในส่ิงแวดลอ้ม (Nanthini และคณะ, 2006) 
PHAs ในกลุ่มน้ี เช่น P(3HB), P(3HB-co-3HV),  P(3HB-co-4HB) และ P(3HB-co-3HHx) 
 2.4.1 โฮโมพอลเิมอร์  
 P(3HB)  เป็นพอลิเมอร์ชนิดแรกท่ีพบวา่สร้างและสะสมภายในเซลล์จุลินทรียเ์พื่อใชเ้ป็น
แหล่งพลงังาน เม่ือเซลล์อยู่ในภาวะขาดแคลนสารอาหารหรือในภาวะท่ีไม่เหมาะสมต่อเซลล ์
(Dawes และ Senior, 1973)  โดยมีการศึกษากระบวนการเมแทบอลิกและการควบคุมการสังเคราะห์ 
P(3HB) ในเซลล์จุลินทรียห์ลายชนิด เช่น การสังเคราะห์  P(3HB)  ใน Wautersia eutropha 
ประกอบดว้ย 3 ขั้นตอน (ดงัแสดงในภาพท่ี 2.3)  และมี β – ketothiolase เป็นเอนไซม์หลกัท่ี
ควบคุมการสังเคราะห์ P(3HB)  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี  2.3  ภาวะการท างานของเอนไซมส์ าหรับการสังเคราะห์ PHA 

ภาวะการเจริญไม่สมดุล (imbalanced  growth  conditions) 
 เอนไซม ์citrate synthase  ถูกยบัย ั้งจากภาวะท่ีเซลลข์าดสารอาหาร ท าให้ระดบัของ NADH  
และ  acetyl-CoA  เพิ่มข้ึน  ส่งผลต่อความเขม้ขน้ของ  coenzyme A  ลดลง  ท าให้  3-ketothiolase  
ไม่ถูกยบัย ั้งโดย  coenzyme A   และเกิดการสังเคราะห์  P(3HB) 
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ภาวะสมดุล (balanced  growth  conditions) 
 acetyl-CoA  ท่ีไดจ้าก  TCA cycle  ลดลง  ส่งผลให้  3-ketothiolase  ถูกยบัย ั้งจาก  
coenzyme A  ท่ีเพิ่มสูงข้ึน และหยดุการสังเคราะห์  P(3HB) 
 
สมบัติทางกายภาพของ  P(3HB)   
 มีการศึกษาสมบติัทางกายภาพของ  P(3HB)     เปรียบเทียบกบัพลาสติกจากอุตสาหกรรมปิ
โตรเคมี  พบวา่ สมบติัทางกายภาพของ  P(3HB) เช่น  tensile  strength เท่ากบั 43  MPa  มีค่า
ใกลเ้คียงกบั  polypropylene (PP)    ซ่ึงเท่ากบั 38 MPa  แต่อยา่งไรก็ตาม  P(3HB)    มี % elongation  
เท่ากบั  5 %  ซ่ึงต ่ากวา่  PP (400%)        ท าให้  P(3HB)    มีความแข็งและเปราะมากกวา่เม่ือเทียบ
กบั  PP   

 2.4.2  โคพอลเิมอร์   
 การสังเคราะห์โคพอลิเมอร์   โดยส่วนใหญ่ประกอบไปดว้ย  C3  และ  C5  เช่น  poly[(R)- 
3-hydroxypropionate-co-(R)-3-hydroxybutyrate]  นอกจากน้ีใน  Pseudomonas  spp.  ยงัมีการ
สะสมของ  mcl  PHA  ท่ีประกอบดว้ย  C6 - C12  เช่น  poly[(R)-3-hydroxyhexanoate-co - (R)-3-
hydroxyoctanoate-co-(R)-3-hydroxydecanoate]   และ  poly[(R)-3-hydroxyhexanoate-co-(R)-3-
hydroxyl-octanoate-co-(R)-3-hydroxydecanoate-(R)-3-hydroxydodecanoate]   (Lageveen และ
คณะ, 1988)   โดยทั้ง  scl copolymer  และ  mcl  copolymer  มีสมบติัท่ีมีความเหมาะสมท่ีจะน ามา
พฒันาและใช้งานในรูปแบบต่างๆ  มากกว่าโฮโมพอลิเมอร์  ซ่ึงไดมี้การพฒันาโคพอลิเมอร์ชนิด  
Poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) หรือ [P(3HB-co-3HV)] หรือ PHBV ซ่ึงมีสมบติัท่ี
ดีกว่า  P(3HB)    คือ  มีความยืดหยุ่นและแข็งแรงมากข้ึน  รวมทั้ งมีความเป็นผลึกและจุด
หลอมเหลวลดลงท าใหง่้ายต่อกระบวนการข้ึนรูป (Suriyamongkol และคณะ, 2007) 
 

  
 
 
 
 
 

ภาพท่ี  2.4  โครงสร้างทางเคมีของ  P(3HB-co-3HV) 
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2.4.2.1 การสังเคราะห์  P(3HB-co-3HV) 
การสังเคราะห์  P(3HB-co-3HV)  (ดงัแสดงในภาพท่ี 2.4)  ตอ้งการสารตั้งตน้  2  ชนิด  คือ  

3HB-CoA  และ  3HV-CoA  แลว้จึงพอลิเมอไรซ์ (polymerize)  เป็น  scl PHA  โดยเอนไซม ์ PHA  
synthase  (Steinbüchel และคณะ, 2003)  โดยท่ี  3HV-CoA  ไดจ้าก  propionyl-CoA  รวมกบั  
acetyl-CoA  ไดเ้ป็น  3-ketovaleryl-CoA  และสุดทา้ยไดเ้ป็น  3HV-CoA  (ดงัแสดงในภาพท่ี 2.5  
ภาพท่ี  2.6   ภาพท่ี  2.7)   

 
 
ภาพท่ี  2.5  กระบวนการสังเคราะห์  P(3HB-co-3HV)  จากกรดโพร พิโอนิกและกรดไขมนัต่างๆ ท่ี
มีจ านวนคาร์บอนเป็นเลขค่ี  โดยใชเ้อนไซม ์ 1, 3-ketothiolase; 2, NADPH-dependent acetoacetyl-
CoA reductase; 3, PHA  synthase 



18 
 

การสังเคราะห์  P(3HB-co-3HV)  สามารถสังเคราะห์ไดจ้ากสารตั้งตน้หลายชนิดเช่น กรด
ไขมนัอะลิฟาติก ท่ีมีจ  านวนคาร์บอนเป็นเลขค่ี   เช่น  propionic valeric  heptanoic  และ  nonanoic  
acids  เพราะสารตั้งตน้เหล่าน้ีจะเกิดกระบวนการบีตาออกซิเดชัน  (β - oxidation)  และได้
ผลิตภณัฑ์สุดทา้ยเป็น  acetyl-CoA   จากนั้นรวมกบั  propionyl-CoA  ท่ีไดจ้ากกรดโพรพิโอนิกได้
เป็นมอนอเมอร์ของ  3HVนอกจากน้ีการศึกษาการสังเคราะห์ P(3HB-CO-3HV)  จากสารตั้งตน้
อ่ืนๆ  เช่น  4-ketovaleric  acid  (Valentin และ  Steinbüchel, 1995)    n-pentanol  (Yamane  และ
คณะ, 1996)  และกรดไขมนัต่างๆ เช่น   valine    isoleucine    threonine  และ  methionine  
(Steinbüchel และ Lütke-Eversloh,  2003)   

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี  2.6    กระบวนการสังเคราะห์  P(3HB-co-3HV)    จากกลูโคสและกรดโพรพิโอนิก               
โดย  R. eutropha 
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ภาพท่ี  2.7  กระบวนการสังเคราะห์  P(3HB-co-3HV)     จากกลูโคสและโพรพิโอเนต                  
โดย  R. eutropha 

 
ดงันั้นการเติมสารตั้งตน้ของ 3HV  จึงจ าเป็นส าหรับการสร้าง  3HV-CoA  ซ่ึงในอุตสาหกรรมไดมี้
การพฒันาการผลิตโคพอลิเมอร์  PHBV  ให้มีองคป์ระกอบของมอนอเมอร์  3HV  ตั้งแต่  0 – 30  
โมลเปอร์เซ็นต ์ โดย  Imperial  Chemical  Industries (ICI)  ท่ีพฒันาการผลิตโดยการเติมกรดโพรพิ
โอนิกและกลูโคส  ซ่ึงเป็นสารตั้งตน้ของ  3HV   และ  3HB  ตามล าดบั  (Byrom, 1992 ; Holmes 
และคณะ, 1985)  การใชก้รดโพรพิโอนิกมีขอ้ดอ้ยอยู่  2  ประการ  คือ กรดโพรพิโอนิกไม่สร้าง
มอนอเมอร์ของ 3HV  โดยตรง  แต่เปล่ียนเป็น  acetyl-CoA  ซ่ึงเป็นสารตวักลางของมอนอเมอร์  
3HB  (Doi  และคณะ, 1987)  หมายความวา่การใชก้รดโพรพิโอนิกเป็นแหล่งคาร์บอนเพียงชนิด
เดียว  ก็สามารถสร้างและสะสมไดท้ั้งมอนอเมอร์ของ  3HB  และ  3HV  รวมถึงสัดส่วนของ  3HV  
ข้ึนอยูก่บัสัดส่วนของสารตั้งตน้  3HV  ต่อสารตั้งตน้ของ  3HB  ดว้ย  (Doi  และคณะ, 1987 ; Doi, 
1990)  (ดงัแสดงในตารางท่ี 2.4)   ขอ้เสียเปรียบอีกประการ  คือ  การใช้กรดโพรพิโอนิกท่ีความ
เขม้ขน้สูงเกินไปท าใหเ้กิดพิษต่อเซลล์และท าให้เซลล์ตายได ้ (Yu  และคณะ, 2002)   ดงันั้นการใช้
กรดโพรพิโอนิกเป็นสารตั้งตน้  จึงตอ้งมีการติดตามและเติมในความเขม้ขน้ต ่า  เพื่อป้องกนัการเกิด
พิษต่อเซลลแ์ละยบัย ั้งการเจริญของเซลล ์
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2.4.2.2  ผลของสัดส่วนมอนอเมอร์ 3HV ต่อสมบัติด้านต่างๆ   
 สมบติัทางกายภาพของ  P(3HB-co-3HV)  ข้ึนอยูก่บัสัดส่วนของมอนอเมอร์  3HV  (ดงั
แสดงในตารางท่ี 2.3)  โดยค่า Young’s  Modulus  ลดลง เม่ือสัดส่วนของ  3HV  เพิ่มข้ึนตั้งแต่  0-25  
โมลเปอร์เซ็นต ์ ส่งผลให ้ P(3HB-co-3HV)  มีความเหนียวและยืดหยุน่เพิ่มข้ึน  ท าให้ทนต่อแรงได้
มากข้ึน  และโดยทัว่ไปแลว้  tensile  strength  จะลดลงเม่ือสัดส่วนของ  3HV  เพิ่มมากข้ึน 

ตารางท่ี  2.3  สมบติัทางกายภาพและอุณหภูมิของ  P(3HB-co-3HV) เปรียบเทียบกบั PP  (Holmes 
และคณะ, 1985 ; Doi, 1990) 

Properties P(3HB-co-3HV)  [3HV  composition  (mol%)] PP 
0 3 9 11 14 20 25 28 34 

Melting  temperature, Tm 
Glass  transition  
temperature, Tg 

Young,s  Modulus (GPa) 
Tensile  strength (MPa) 

179 
10 

 
3.5 
40 

170 
8 
 

2.9 
38 

162 
6 
 

1.9 
37 

157 
9 
 

3.8 
45 

150 
4 
 

1.5 
35 

145 
-1 
 

1.2 
32 

137 
-6 
 

0.7 
30 

102 
-8 
 

1.5 
21 

97 
-9 
 

1.2 
18 

178 
- 
 

1.7 
39 

 
2.4.2.3   การสร้างและสะสม  P(3HB-co-3HV)  โดยจุลนิทรีย์บางชนิด 

 มีรายงานการศึกษาการสร้างและสะสม  P(3HB-co-3HV)   จากแบคทีเรียหลายชนิด  โดย
ใชแ้หล่งคาร์บอนท่ีแตกต่างกนั (ดงัแสดงในตารางท่ี  2.4) 
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ตารางท่ี  2.4  แบคทีเรียท่ีสร้างและสะสม P(3HB-co-3HV)  จากแหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ 

ชนิดของจุลนิทรีย์ แหล่งคาร์บอน อ้างองิ 
Alcaligenes  eutrophus 
Pseudomonas  cepacia 
Methylobacterium  extorqueus 
Chromobacterium violaceum 
Bacillus sp.  ชนิดต่างๆ 
Bacillus  amyloliquefaciens 
Bacillus  mycoids 
Bacillus  sphaericus 
Bacillus  subtilis 
Bacillus  thuringiensis 
Bacillus  megaterium 
Bacillus  cereus 
Bacillus  circulans 

กรดโพรพิโอนิก 
ฟรุกโตสและกรดโพรพิโอนิก 
เมธานอลและโซเดียมวาเลอเรต 
กรดวาเลอริก 
 
กลูโคสและกรดโพรพิโอนิก 
กลูโคสและกรดวาเลอริก 

Holmes, 1985  
Ramsay และคณะ, 1990 
Bourgue และคณะ, 1992 
Steinbüchel และคณะ, 1992 
 
Chen  และคณะ, 1991 

 
2.4.2.4   แหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนทีใ่ช้ในการผลิต  P(3HB-co-3HV)  
แหล่งคาร์บอน  

 ปัจจุบนัราคาของพลาสติกชีวภาพท่ีผลิตได้จากจุลินทรีย์ยงัมีราคาสูง (กิโลกรัมละ 16 
ดอลลาร์สหรัฐ) เม่ือเปรียบเทียบกบัพลาสติกจากปิโตรเคมี (Byrom, 1994) เน่ืองจากกระบวนการ
สกดัแยกและท าให้บริสุทธ์ิซ่ึงเป็นส่วนท่ีมีค่าใชจ่้ายสูง (Ramsay และคณะ, 1990)  ดงันั้นการเลือก
แหล่งคาร์บอนซ่ึงเป็นองคป์ระกอบส่วนใหญ่ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมและมีราคาถูก  จึงเป็น
ทางเลือกในการช่วยลดตน้ทุนการผลิตรวมทั้งสามารถผลิต P(3HB-co-3HV)  ท่ีมีสมบติัท่ีเหมาะสม
ด้วย  จึงมีงานวิจัยท่ีศึกษาการเล้ียงเช้ือเพื่อการผลิต P(3HB-co-3HV)  โดยการเลือกใช้แหล่ง
คาร์บอน(ดงัแสดงในตารางท่ี 2.5) ท่ีมีราคาถูก   
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ตารางท่ี  2.5  ชนิดของแหล่งคาร์บอนราคาถูกท่ีใชใ้นการผลิต  P(3HB-co-3HV) โดยจุลินทรียช์นิด
ต่างๆ   

แหล่งคาร์บอน ชนิดของจุลนิทรีย์ อ้างองิ 
Hydrolyzed corn oil 
Sugar cane molasses 
Enzymatic extruded starch 
Paper mill wastewater 
Plant oils 

Pseudomonas putida  
Mixed bacteria 
Haloferax mediterranei 
Activated sludge 
Cupriavidus necator H16 

Shang  และคณะ, 2008 
Albuquerque และคณะ, 2007 
Chen และคณะ, 2006 
Bengtsson  และคณะ, 2008 
Lee และคณะ, 2008 

 
ผลของแหล่งคาร์บอนต่อสัดส่วนของ 3HV 

โดยในการศึกษาวิจยัมีทั้งการใชแ้หล่งคาร์บอนเพียงชนิดเดียวและแหล่งคาร์บอนผสม ซ่ึง
การศึกษาของ สุดา  สุภาชวินสวสัด์ิ (2542)  พบวา่ เม่ือใชโ้พรพิโอเนตเป็นแหล่งคาร์บอนเด่ียว  ได้
สัดส่วนของ 3HV เพียง 2 โมลเปอร์เซ็นต์  นอกจากน้ี  Doi  และคณะ (1987)  ท่ีศึกษาการผลิต 
P(3HB-co-3HV) โดยเช้ือ  Alcaligenes  eutropha  รายงานวา่  เม่ือใชก้รดโพรพิโอนิกเป็นแหล่ง
คาร์บอนเพียงชนิดเดียว  โพรพิโอนิกถูกน าไปใช้สังเคราะห์มอนอเมอร์  3HB  มากกว่า  3HV  
เน่ืองจากโพรพิโอนิลโคเอภายในเซลล์  จะถูกสลายเป็นอะเซทิลโคเอ  ซ่ึงเป็นสารตั้งตน้ของ  3HB  
เช่นเดียวกบั  Lee  และคณะ (1994)  พบวา่  เม่ือใชก้รดโพรพิโอนิกเพียงอยา่งเดียว  พบการสะสม
ของไพรูเวท (pyruvate)  ในปริมาณสูง  เช่นเดียวกับในอาหารท่ีมีปริมาณกลูโคสสูง  ซ่ึงอาจ
เน่ืองมาจากกระบวนการกลูโคนีโอเจเนซิส (gluconeogenesis)  ของอะเซทิลโคเอ  จึงท าให้มีการ
ผลิตมอนอเมอร์ของ 3HB  ซ่ึงใชอ้ะเซทิลโคเอเป็นสารตั้งตน้ไดสู้งกวา่การผลิต  3HV  จะเห็นไดว้า่
การใชแ้หล่งคาร์บอนเด่ียวท าให้ไดส้ัดส่วนของ  3HV  ต ่า   ดงันั้นการใชแ้หล่งคาร์บอนผสมเพื่อ
การผลิตโคพอลิเมอร์จึงเหมาะสมมากกวา่  

การผลิต  P(3HB-co-3HV)  ท าไดโ้ดยการเติมกรดหรือเกลือของกรดอินทรียช์นิดต่างๆ  
เช่น กรดโพรพิโอนิก  กรดวาเลอริก  โซเดียมโพรพิโอเนต  หรือโซเดียมวาเลอเรต ร่วมกบัแหล่ง
คาร์บอนท่ีเป็นน ้ าตาล  โดยการศึกษาของ Park  และคณะ (1997)  ได้รายงานว่า  Bacillus  
thuringiensis  R-510  สามารถผลิต  P(3HB-co-3HV) ไดสู้ง       จากการใชซ้บัสเตรตเป็นโซเดียม
โพรพิโอเนตกบักลูโคส  นอกจากน้ี  Obruca  และคณะ (2010)  ศึกษาการเล้ียงเช้ือ  Cupriavidus  
necator  โดยใชโ้พรพิโอเนตและวาเลอเรต พบวา่  การใชว้าเลอเรตให้สัดส่วนของ  3HV  สูงกวา่  
แต่ไดค้วามเขม้ขน้เซลล ์และ P(3HB-co-3HV) ต ่ากวา่การใชโ้พรพิโอเนต   Lee และคณะ, 2008  
ศึกษาการเปรียบเทียบการผลิต   P(3HB-co-3HV)  จากการเล้ียงเช้ือ Cupriavidus necator  H16 
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พบวา่การใชแ้หล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้ ามนัพืชกบัโซเดียมโพรพิโอเนต ได ้P(3HB-co-3HV) สูง
กวา่การใชก้บัโซเดียมวาเลอเรต  และ สุดา  สุภาชวินสวสัด์ิ  (2542)  ศึกษาการผลิต   P(3HB-co-
3HV)  โดยใชแ้หล่งคาร์บอนผสมในการเล้ียงเช้ือ  Bacillus  sp. BA-019  พบวา่การใชโ้พรพิโอเนต
ในรูปของเกลือโซเดียม  ท าใหไ้ดโ้คพอลิเมอร์สูงกวา่การใชก้รดโพรพิโอนิกและกรดวาเลอริก 

ส าหรับงานวจิยัน้ี เลือกใชน้ ้าออ้ยเป็นแหล่งคาร์บอนและน ้าตาลในน ้าออ้ยเป็นสารตั้งตน้
ของมอนอเมอร์ 3HB เพื่อผลิตโคพอลิเมอร์  P(3HB-co-3HV)  เน่ืองจากออ้ยเป็นพืชท่ีมีการ
เพาะปลูกมากในประเทศไทย และเป็นพืชท่ีสามารถตดัและเก็บเก่ียวไดห้ลายคร้ัง ซ่ึงในน ้าออ้ยจะ
ประกอบไปดว้ยสารอาหารท่ีจ าเป็นต่อการเจริญเติบโตและการสร้างผลผลิตของจุลินทรียอ์ยูห่ลาย
ชนิด เช่น  ซูโครส  กลูโคส  ฟรักโตส   รวมทั้งวติามินและธาตุอาหารเป็นจ านวนมาก  (ดงัแสดงใน
ตารางท่ี 2.6)    จึงสามารถน ามาใชเ้ล้ียงเช้ือจุลินทรียไ์ด ้     

          ตารางท่ี 2.6  องคป์ระกอบของน ้าออ้ย (มิตรผลวจิยั, 2551) 
องคป์ระกอบของน ้าออ้ย ของแขง็ท่ีละลายได ้(เปอร์เซ็นต)์ 

น ้าตาล 
     ซูโครส 
     กลโูคส 
     ฟรักโตส 
     โอลิโกแซคคาไรด ์
เกลือในรูปของ 
     กรดอนินทรีย ์
     กรดอินทรีย ์
กรดอินทรีย ์
     กรดคาร์บอกซิลิก 
     กรดอะมิโน 
อินทรียส์ารอ่ืนๆ ท่ีไม่ใช่น ้าตาล 
     โปรตีน 
     แป้ง 
     พอลิแซคคาไรดท่ี์ละลายน ้า 
     แวกซ์ ไขมนั ฟอสฟาไทด ์

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

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

 
0.5 – 0.6 

0.001 – 0.18 
0.03 – 0.50 
0.04 – 0.15 

  
 การใช้น ้ าออ้ยเป็นแหล่งคาร์บอนส าหรับการผลิต  P(3HB-co-3HV)  มีขอ้ดีคือ มีขั้นตอน
การเตรียมก่อนเขา้สู่กระบวนการหมกั (pretreatment) เพียงเล็กนอ้ย   และไดจ้ากขั้นตอนแรกของ
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กระบวนการผลิตน ้ าตาลทราย ซ่ึงถือว่าประหยดัพลงังาน รวมทั้งการแยกและท าบริสุทธ์ิของสาร
ผลิตภณัฑ์ท าไดง่้ายมากกว่าเม่ือเทียบกบัการใช้น ้ าตาลทรายหรือกากน ้ าตาล   และการบ าบดัของ
เหลือทิ้งจากน ้าหมกั (effluent treatment) ก็ท  าไดง่้ายและสะดวก 
 เลือกใชโ้ซเดียมโพรพิโอเนต เป็นสารตั้งตน้ของมอนอเมอร์ 3HV เน่ืองจากสามารถผลิตได ้ 
P(3HB-CO-3HV)  ไดส้ัดส่วนของ  3HV ท่ีเหมาะสม  และมีราคาถูกกวา่โซเดียมวาเลอเรต  2  เท่า 

แหล่งไนโตรเจน 
จุลินทรียมี์ไนโตรเจนเป็นส่วนประกอบประมาณร้อยละ 8-10 ของน ้ าหนกัแห้งของเซลล ์

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

 แหล่งไนโตรเจนท่ีนิยมน ามาใชใ้นการผลิต PHAs และมีราคาถูก ไดแ้ก่ NH4Cl  (NH4)2SO4  
NH4NO3    (NH4)3PO4    โมโนโซเดียมกลูตาเมต และยูเรีย (Groom และคณะ, 1998; Quillaguamán 
และคณะ, 2008)   โดยแหล่งไนโตรเจนท่ีกล่าวมาพบวา่ยเูรียมีราคาถูกท่ีสุด  (Lee และคณะ, 2008)  
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2.5 การเลีย้งเช้ือจุลนิทรีย์เพือ่การผลติ PHA 
2.5.1 ระดับขวดเขย่า (shake flask) 

 การเล้ียงเช้ือในระดบัขวดเขย่าเป็นการเล้ียงเช้ือจุลินทรียใ์นอาหารเหลวเพื่อศึกษาปัจจยั
ต่างๆ ท่ีมีผลต่อการเจริญและการผลิตสารผลิตภณัฑท่ี์ตอ้งการ  และสามารถทราบผลของตวัแปรใน
การศึกษาโดยใช้เวลาสั้ น  การศึกษาท าได้สะดวก ไม่ยุ่งยาก ส้ินเปลืองค่าใช้จ่ายน้อย   ตวัแปรท่ี
ศึกษา  ไดแ้ก่  องคป์ระกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ  ค่าความเป็นกรดด่างเร่ิมตน้  อุณหภูมิในการเล้ียง
เช้ือ    เป็นตน้  ท าให้สามารถหาภาวะท่ีเหมาะสมในการเจริญและผลิตผลิตภณัฑ์ไดใ้นการทดลอง
ระดบัน้ี 
 2.5.2 ระดับถังหมักห้องปฏิบัติการ (lab scale fermenter) 
 การเล้ียงเช้ือจุลินทรียใ์นถงัหมกัระดบัห้องปฎิบติัการเป็นการเล้ียงเช้ือโดยมีวตัถุประสงค์
เพื่อเพิ่มความหนาแน่นของเซลล ์ เพิ่มปริมาณสารผลิตภณัฑท่ี์ตอ้งการ และอ่ืนๆ ข้ึนอยูก่บัชนิดของ
สารผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ากกระบวนการผลิต (production  process) ท่ีตอ้งการ  ขอ้ไดเ้ปรียบของการ
เล้ียงเช้ือในระดบัถังหมกัมีหลายประการ  ได้แก่  สามารถให้อากาศ (ออกซิเจน) แก่ระบบได้
มากกวา่ระดบัขวดเขยา่  เน่ืองจากมีการให้อากาศและการกวน  ซ่ึงมีผลให้มีการผสม (mixing) ไดดี้
ระหวา่งเซลล ์ สารอาหาร  และออกซิเจน  ส่งผลใหเ้ซลลมี์การเจริญไดดี้    สามารถควบคุมภาวะใน
การเล้ียงเช้ือจุลินทรียไ์ด้มากกว่าการเล้ียงเช้ือในระดบัขวดเขย่า  เช่น  ค่าความเป็นกรดด่างและ
อุณหภูมิตลอดการเล้ียงเช้ือ  ค่าออกซิเจนละลาย (dissolved oxygen)  ทราบการเปล่ียนแปลงของ
ค่าตวัแปรเหล่าน้ีไดต้ลอดการศึกษาโดยมีการบนัทึกโดยเคร่ืองอตัโนมติั   สามารถเติมสารอาหาร
ระหวา่งการเล้ียงเช้ือ (fed-batch และ continuous cultivation)  ท าใหเ้ล้ียงเช้ือไดน้านข้ึน  โดยไม่ตอ้ง
เร่ิมตน้ใหม่  แต่ส่งผลให้ไดผ้ลผลิตมากข้ึน  รวมทั้งหลีกเล่ียงการยบัย ั้งการเจริญจากความเขม้ขน้
ของสารเร่ิมตน้ (substrate inhibition) 
  2.5.2.1 กระบวนการหมกัแบบแบช (Batch cultivation) 
 เป็นกระบวนการหมกัท่ีท าโดยการเพาะเล้ียงเช้ือจุลินทรียภ์ายในระบบปิด โดยเลือกใช้
สารอาหารและภาวะต่างๆ เช่น  อุณหภูมิ  ความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและการผลิต
สารผลิตภัณฑ์ของเซลล์  สารอาหารท่ีใช้ในระบบปิดมีปริมาณจ ากัด เน่ืองจากไม่มีการเติม
สารอาหารเพิ่มลงไป  เม่ือสารอาหารถูกใช้หมด  อาจท าให้ภาวะภายในถงัหมกัเปล่ียนแปลง เช่น 
ความเป็นกรดด่างเปล่ียนไป  มีการสะสมสารพิษ  เป็นตน้  โดยท่ีรูปแบบการเจริญหรือวฏัจกัรการ
เจริญ (growth cycle) ในกระบวนการหมกัแบบแบช แบ่งไดด้งัน้ี (Aiba และคณะ, 1973; Scragg, 
1991) 

1. ระยะการพกัตวั (lag phase) หลงัจากการถ่ายเช้ือสู่อาหารใหม่  ระยะน้ีจะไม่ค่อยเห็นการ 



26 
 

เปล่ียนแปลงของการเจริญของเซลล ์ โดยข้ึนกบัเช้ือวา่มีความสามารถในการปรับตวัเม่ือเจริญอยูใ่น
สภาพแวดลอ้มใหม่ไดม้ากน้อยเพียงใด   ดงันั้นถา้อาหารและส่ิงแวดลอ้มมีความเหมาะสมส าหรับ
การเจริญของเซลล์  ช่วงเวลาการพกัตวัก็จะสั้นหรือไม่มีเลย  โดยช่วงพกัตวัอาจมีระยะยาวนานถา้
องคป์ระกอบของอาหารแตกต่างจากอาหารท่ีใชเ้ล้ียงกลา้เช้ือมาก 

2. ระยะการเจริญแบบทวคูีณ  (exponential  หรือ  log phase)  หลงัจากระยะการพกัตวัแลว้  
อตัราการเจริญจะเพิ่มข้ึนจนกระทัง่เร่ิมคงท่ี  โดยท่ีภายใตภ้าวะน้ีการสังเคราะห์ส่วนประกอบของ
เซลลเ์พิ่มข้ึนแบบทวคูีณ  และต่อเน่ืองอยูช่่วงหน่ึง อยา่งไรก็ตามแมว้า่ช่วงน้ีจะมีการเจริญท่ีสมดุลย์
แต่เกิดการเปล่ียนแปลงสภาวะท่ีต่อเน่ืองเช่นกนั  เน่ืองจากมีการใชส้ารอาหาร  และการสะสมสาร
ผลิตภณัฑค์วบคู่ไปดว้ย 

3. ระยะการเจริญแบบคงท่ี  (stationary phase)  เป็นช่วงสุดทา้ยของการเจริญแบบทวคูีณ   
ซ่ึงอตัราการเจริญลดลงจนกระทัง่ถึงศูนย ์ โดยน ้ าหนกัเซลล์แห้งเร่ิมคงท่ี โดยอาจมีการเจริญบา้งแต่
มีใกลเ้คียงกบัการตายของเซลล์  สาเหตุท่ีเซลล์หยุดการเจริญเน่ืองจากสารอาหารท่ีจ าเป็นส าหรับ
การเจริญหมดลง  เกิดการสะสมสารพิษตลอดจนการเปล่ียนแปลงส่ิงแวดลอ้ม  แต่การท่ีเซลล์ยงัมี
ชีวติอยูไ่ด ้เน่ืองจากมีการใชส้ารท่ีเก็บสะสมในเซลลป็์นแหล่งอาหาร 

4. ระยะการตาย (death phase)  เป็นระยะหลงัจากการเจริญแบบคงท่ี  ซ่ึงมีอตัราการตาย 
เพิ่มมากกวา่อตัราการเจริญ   

 2.5.2.1 กระบวนการหมกัแบบเฟดแบช (Fed batch cultivation) 
 เป็นกระบวนการหมกัแบบเติมสารอาหารท่ีจ าเป็นอยา่งต่อเน่ืองแลว้หยุด  หรือใส่เป็นคร้ัง
คราว  โดยไม่มีการดึงเอาน ้ าหมกัออกจากระบบจนกว่าจะส้ินสุดการหมกั (Yoshida และคณะ, 
1984)  กระบวนการน้ีไดถู้กพฒันาข้ึนส าหรับควบคุมการเจริญของ  Saccharomyces  cereviseae   
ในการเล้ียงแบบแบชโดยใชม้อลทเ์ป็นสับสเตรต เน่ืองจากมีปัญหาอยู ่ 2  ประการ คือ ความเขม้ขน้
ของมอลท์ท่ีสูงเกินไปท าให้ได้เอทานอลเกิดข้ึนแทนการผลิตเป็นมวลชีวภาพ  แต่ถ้าควบคุมให้
มอลทมี์ความเขม้ขน้ต ่า การเจริญของยีสต์ก็จะถูกจ ากดั ดงันั้นจึงใช้วิธีการเล้ียงแบบเฟดแบชแทน 
โดยค่อยๆ เติมมอลทล์งไปในระหวา่งการเล้ียงเช้ือ 
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2.6  การผลติ P(3HB-co-3HV)  โดยการเติมสารอาหาร 
 การศึกษาการผลิต P(3HB-co-3HV)   ส่วนใหญ่เป็นการเติมสารอาหารแบบต่อเน่ือง 
(exponential feeding) ในการหมกัแบบเฟดแบช ซ่ึงสามารถเพิ่มผลผลิตได ้ และมีบางงานวิจยัท่ี
ไม่ไดเ้ติมสารอาหารแบบต่อเน่ืองแต่ใชก้ารเติมสารอาหารเป็นระยะ  
 Du และคณะ (2001) ศึกษาการผลิต  P(3HB-co-3HV)  จาก  Ralstonia  eutropha  DSM 
545  โดยใชก้ลูโคสและกรดโพรพิโอนิกเป็นแหล่งคาร์บอน ใชว้ิธีการเล้ียงเช้ือแบบ pulse feeding  
คือ การเติมกรดโพรพิโอนิกคร้ังละเท่าๆ กนั นาน 24 ชัว่โมงโดยเติมเป็นระยะทุก 8 ชัว่โมง แปร
ปัจจยัคือ ช่วงเวลาท่ีเร่ิมเติมกรดโพรพิโอนิก (early growth phase, mid-phase และlate phase) และ
ปริมาณกรดโพรพิโอนิกท่ีเติมในแต่ละคร้ัง (1, 2, 3 และ 4 กรัมต่อลิตร)   จากผลการทดลอง พบวา่
การเติมกรดโพรพิโอนิกช่วงระยะ mid-phase ให้ความเขม้ขน้ของ  P(3HB-co-3HV)  สูงสุด โดยถา้
เติมกรดโพรพิโอนิกความเขม้ขน้สูง ไดส้ัดส่วนของ 3HV สูง และความเขม้ขน้ของ PHA ต ่า แต่ถา้
เติมกรดโพรพิโอนิกความเขม้ขน้ต ่า ไดค้วามเขม้ขน้ของ PHA สูง และสัดส่วนของ 3HV  ต ่า 
 Marangoni และคณะ (2002) ศึกษาการผลิต  P(3HB-co-3HV)   จาก  Ralstonia  eutropha  
โดยใช้น ้ าตาลและหางนมเป็นแหล่งคาร์บอน จากนั้นเติมโพรพิโอเนตเป็นระยะทุก  1.5 ชัว่โมง  
โดยควบคุมความเขม้ขน้ของโพรพิโอเนตให้มีปริมาณท่ี 1 กรัมต่อลิตร ในอาหารเล้ียงเช้ือ จากผล
การทดลองไดค้วามเขม้ขน้ของ  PHA  เท่ากบั 3.93  กรัมต่อลิตร  และสัดส่วนของมอนอเมอร์  3HV 
เท่ากบั 38 โมลเปอร์เซ็นต ์
 การใชว้ิธีเติมสารตั้งตน้ของมอนอเมอร์ 3HV  เป็นระยะ สามารถช่วยเพิ่มผลผลิต PHA ได้
ปริมาณหน่ึง  ดงันั้นการเลือกใชว้ิธีการเติมท่ีช่วงเวลาต่างๆ แทนการเติมสารอาหารอยา่งต่อเน่ือง
อาจช่วยลดขั้นตอนหรือช่วยประหยดัพลงังานในการเล้ียงเช้ือไดด้ว้ย      ส าหรับงานวิจยัน้ีเลือกการ
เติมสารอาหารเพียงคร้ังเดียว เน่ืองจากการศึกษาเบ้ืองตน้ว่าเป็นเช้ือท่ีใช้สารอาหารในการเจริญได้
เร็ว  และมีอายุการเจริญอยู่ในช่วง 3 ถึง 9 ชัว่โมง  ดงันั้นการเล้ียงเช้ือแบบแบชและมีการเติม
สารอาหารทั้งหมดลงเพียงคร้ังเดียว (two-phase cultivation) น่าจะเหมาะสมท่ีจะช่วยให้เช้ือสามารถ
น าอาหารไปใชไ้ดอ้ยา่งเพียงพอ  อีกทั้งยงัลดขั้นตอนและความยุง่ยากในการเล้ียงเช้ืออีกดว้ย ซ่ึงเป็น
ขอ้ไดเ้ปรียบมากกวา่การเล้ียงเช้ือแบบเฟดแบช 
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2.7  แนวทางการประยุกต์ใช้  PHA  (Chen, 2010b ; Bian และคณะ, 2009) 

1.  การประโยชน์ทางด้านเกษตรกรรมและปศุสัตว์ 
 1.1  ใชเ้ป็นแคปซูลส าหรับบรรจุปุ๋ย   ฮอร์โมน  growth  favtors  ยาฆ่าแมลง   ยาฆ่าวชัพืช  โดย
แคปซูลจะค่อยๆ  สลายทีละนอ้ย  ท าให้สารท่ีบรรจุขา้งในถูกปล่อยออกมาให้สารคงอยูใ่นดินหรือ
ต าแหน่งท่ีตอ้งการใชง้านไดเ้ป็นเวลานาน  จึงเป็นการช่วยประหยดัแรงงาน  เวลา  และลดตน้ทุน
การผลิต  นอกจากน้ียงัใชท้  าเป็นผา้พลาสติกคลุมดินรักษาความช้ืน  ซ่ึงเม่ือหมดเวลาการใชง้านจะ
ค่อยๆ ถูกยอ่ยสลายไปโดยธรรมชาติ 
 1.2  ใชเ้ป็นแคปซูลส าหรับบรรจุยารักษาโรคและวคัซีนต่างๆ ในสัตวเ์ล้ียง  เช่น  วคัซีนป้องกนั
โรคระบาด  ยาถ่ายพยาธิ  และบรรจุยาประเภทท่ีมีกลไกการออกฤทธ์ินาน  เป็นตน้ 

2.  การใช้ประโยชน์ทางด้านการแพทย์ 
 PHAs ถูกน ามาใช้งานทางด้านการแพทย์เน่ืองจากความสามารถเข้ากับได้กับเน้ือเยื่อของ
ส่ิงมีชีวิตได ้ (biocompatibility) ความสามารถถูกดูดซึม (bioresorbable) และยงัสามารถยอ่ยสลาย
ทางชีวภาพ (biodegradable) 
 2.1  วสัดุส้ินเปลืองในงานดา้นศลัยกรรม  เช่น  ใชท้  าหลอดเลือดเทียม  เข็มเยบ็แผล  ไหมเยบ็
แผล  ผา้ซบัเลือด  และผา้สมานแผล  เป็นตน้ 
 2.2   วสัดุเพื่อการบ าบดัรักษาโรค  ไดแ้ก่  แคปซูลบรรจุยา  หรือวคัซีนท่ีตอ้งการให้ตวัยาค่อย ๆ 
ถูกปล่อยออกมาทีละน้อย  เป็นระยะเวลานาน  ใช้ท ากระดูกเทียมโดยอาศยัสมบติัเป็น  piezo-
electric  ของ  PHA  ซ่ึงคลา้ยกบัสมบติัท่ีมีในกระดูกธรรมชาติ  จึงใชเ้ป็นแผน่ยึดกระดูก  มีผลต่อ
การสร้างกระดูกใหม่ข้ึนทดแทน 

3.  การใช้เป็นวสัดุประเภทบรรจุภัณฑ์  หรือส่วนประกอบของอุปกรณ์บางประเภท 
 ผลิตภณัฑท่ี์ผลิตจาก  PHA  เช่น  ผา้อนามยั  ผา้ออ้มส าเร็จรูป  ดา้มมีดโกน  ขวดแชมพู  ขวดใส่
น ้ามนัเคร่ืองรถยนต ์ ภาชนะบรรจุอาหารส าเร็จรูป  และแผน่ฟิลม์ถนอมอาหาร   เป็นตน้ 
 
2.8  การผลติ  PHA  ในระดับอุตสาหกรรม 
 ปัจจุบนัมีการพฒันาการผลิตพลาสติกชีวภาพ PHA   ในระดบัอุตสาหกรรมอยา่งกวา้งขวางโดย
ชนิดของพลาสติกชีวภาพท่ีสามารถผลิตไดมี้หลายชนิดแตกต่างกนัในแต่ละบริษทั     (ดงัแสดงใน
ตารางท่ี 2.7) 
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ตารางท่ี  2.7  บริษทัท่ีมีการพฒันาการผลิตพลาสติกชีวภาพชนิด PHA (Chen, 2010a) 

Company Types of PHA Production  scale (tons/year) Period Applications 
ICI, UK 
Chemie Linz, Austria 
BTF, Austria 
Biomers, Germany 
BASF, Germany 
Metabolix, USA 
Tepha, USA 
ADM, USA (with metabolix) 
P&G, USA 
Monsanto, USA 
Meredian, USA 
Kaneka, Japan (with P&G) 
Mitsubishi, Japan 
Biocycles, Brazil 
Bio-On, Italy 
Zhejiang Tian An, China 
Jiangmen Biotech Center, China 
Yikeman, Shandong, China 
Tianjin Northern Food, China 
Shantou Lianyi Biotech, China 
Jiangsu Nan Tian, China 
Shenzhen O’Bioer, China 
Tianjin Green Bioscience (+DSM) 
Shandong Lukang, China 

PHBV 
PHB 
PHB 
PHB 
PHB, PHBV 
Several PHA 
Several PHA 
Several PHA 
Several PHA 
PHB, PHBV 
Several PHA 
Several PHA 
PHB 
PHB 
PHA (Unclear) 
PHBV 
PHBHHx 
PHA (Unclear) 
PHB 
Several PHA 
PHB 
Several PHA 
P3HB4HB 
Several PHA 

300 
20 – 100 
20 – 100 
Unknown 
Pilot scale 
Unknown 
PHA medical implants 
50,000 
Contract manufacture 
Plant PHA production 
10,000 
Unknown 
10 
100 
10,000 
2,000 
Unknown 
3,000 
Pilot scale 
Pilot scale 
Pilot scale 
Unknown 
10,000 
Pilot scale 

1980-1990 
1980s 
1990s 
1990s to present 
1980-2005 
1980 to present 
1990 to present 
2005 to present 
1980-2005 
1990s 
2007 to present 
1990 to present 
1990s 
1990 to present 
2008 to present 
1990 to present 
1990s 
2008 to present 
1990s 
1990-2005 
1990 to present 
2004 to present 
2004 to present 
2005 to present 

Packaging 
Packaging and drug derivery 
Packaging and drug derivery 
Packaging and drug derivery 
Blending with Ecoflex 
Packaging  
Medical bioimplants 
Raw materials 
Packaging  
Raw materials 
Raw materials 
Packaging  
Packaging  
Raw materials 
Raw materials 
Raw materials 
Raw materials 
Raw materials 
Raw materials 
Packaging and medicals 
Raw materials 
Unclear 
Raw materials and Packaging  
Raw materials and medicals 

PHBV  Poly[(R)-3-hydroxybutyrate-co-(R)-3-hydroxyvalerate], PHB  Poly[(R)-3-hydroxybutyrate], PHBHHx  Poly[(R)-3-hydroxybutyrate-co-(R)-3-hydroxyhexanoate], P3HB4HB  Poly[(R)-3-hydroxybutyrate-co-4-hydroxyvalerate], 

29 



30 
 

การผลติ PHBV ในอุตสาหกรรม 
 ในอุตสาหกรรมมีการผลิต PHBV โดยเล้ียงเช้ือจุลินทรียใ์นอาหารท่ีมีแหล่งคาร์บอนป็น  
กลูโคส โดยไดค้วามเขม้ขน้ของ PHBV เท่ากบั  70-80  กรัมต่อลิตร ณ ชัว่โมงท่ี 70  ของการเล้ียง
เช้ือ (Byrom, 1992)  ซ่ึง PHBV ท่ีผลิตไดน้ ามาข้ึนรูปท าเป็นบรรจุภณัฑ์ คือ ขวดใส่แชมพู ในนาม
ของบริษทั Biopol  ซ่ึงวางขายในตลาดของยุโรป  จากนั้นมีการขายลิขสิทธ์ิการผลิต PHBV ให้กบั
บริษทั Monsanto และต่อมาขายใหก้บับริษทั  metabolix 
 ต่อมาบริษทั  Ningbo TianAn  ของประเทศจีน  ได้ร่วมมือกบัห้องปฏิบติัการทางจุล
ชีววิทยาของมหาวิทยาลยัในประเทศจีน เพื่อปรับปรุงกระบวนการผลิตให้มีประสิทธิภาพสูงข้ึน 
โดยเล้ียงเช้ือ  R. eutropha  ในถงัหมกัขนาด 1,000 ลิตร  ไดค้วามหนาแน่นเซลล์  160  กรัมต่อลิตร 
สะสม PHBV 80%  และอตัราผลผลิตเท่ากบั  2.5 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง  ท่ีชัว่โมงท่ี 48 ของการ
เล้ียงเช้ือ  และมีองคป์ระกอบของมอนอเมอร์ 3HV อยูใ่นช่วง 8-10 โมลเปอร์เซ็นต ์ ซ่ึงวิธีการน้ีช่วย
ใหร้าคาตน้ทุนการผลิตลดลงมากกวา่เดิม  ดงันั้น  PHBV จึงเป็นทางเลือกหน่ึงท่ีจะน ามาใชท้ดแทน
พลาสติกท่ีไดจ้ากปิโตรเคมีไดใ้นอนาคต 
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บทที ่3 
อปุกรณ์และวธีิด าเนินการวจิัย 

 
3.1 วสัดุอุปกรณ์ 

3.1.1 ถงัหมกั (fermentor) ขนาด 5 ลิตร ของบริษทั B.E. Marubishi ประเทศญ่ีปุ่น 
3.1.2 เคร่ืองก๊าซโครมาโทกราฟฟี (gas chromatography) รุ่น 3400CX ของบริษทั Varian    
          ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3.1.3 เคร่ืองส าหรับฉีดตวัอยา่งอตัโนมติั (auto sampler) รุ่น 8200CX ของบริษทั Varian   
         ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3.1.4  แคปพิลลารีคอลมัน์ (capillary column) ชนิด CP-WAX 52 CB เส้นผา่ศูนยก์ลาง  
          0.25 มม.  ความยาว 60 ม. ของบริษทั Varian ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3.1.5  เคร่ืองลิควดิโครมาโทกราฟฟี (high performance liquid chromatography) รุ่น LC- 
          3A ของบริษทั Shimadzu ประเทศญ่ีปุ่น 
3.1.6  เคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิ (psychotherm incubator shaker) รุ่น G27 แบบ rotary  
          ของบริษทั New Brunswick Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3.1.7 เคร่ืองชัง่ละเอียด (analytical balance) รุ่น A200S ของบริษทั Sartorious  
          ประเทศเยอรมนี 
3.1.8 เคร่ืองชัง่หยาบ (laboratory balance) รุ่น L2200P ของบริษทั Sartorious  
         ประเทศเยอรมนี 
3.1.9  เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (centrifuge) รุ่น KS-3000P ของบริษทั Kubota ประเทศญ่ีปุ่น 
3.1.10 เคร่ืองป่ันเหวีย่งอุณหภูมิต ่า (refrigerated centrifuge) รุ่น Centrikon T-42K ของ 
           บริษทั Kubota ประเทศญ่ีปุ่น 
3.1.11 เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (VIS spectrophotometer) รุ่น Novaspec װ ของบริษทั  
           Pharmacia Biotech ประเทศองักฤษ  
3.1.12 เคร่ืองวดัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) รุ่น 2000 ของบริษทั Cyberscan ประเทศ   
           สิงคโปร์  

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

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

 3.1.25 กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 และ 2 ของบริษทั Whatman ประเทศองักฤษ 
 3.1.27 หลอดทดลองฝาเกลียว (screw-cap tube) ของบริษทั PYREX ประเทศเยอรมนี 

3.1.28 เคร่ืองกลัน่ส าหรับวเิคราะห์ไนโตรเจน รุ่น K-350 ของบริษทั BUCHI 
 

3.2 เคมีภัณฑ์   
 3.2.1 กรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ (H2SO4) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
 3.2.2 กรดซิตริก (C6H8O7∙H2O) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
 3.2.3 กรดบอริก (H3BO3) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
 3.2.4 กรดเบนโซอิก (C7H6O2) ของบริษทั Nacalai tesque ประเทศญ่ีปุ่น 
 3.2.5 กรดอะซิติก (C2H4O2) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
 3.2.6 กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
 3.2.7 กลีเซอรอล (C3H8O3) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
 3.2.10 ซูโครส (C12H22O11) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
 3.2.11 คลอโรฟอร์ม (CHCl3) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 

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

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

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

 3.2.20 โซเดียมซลัเฟต (Na2SO3) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
 3.2.19 ไดคลอโรมีเทน (CH2Cl2) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
 3.2.20 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) ของบริษทั Fluka ประเทศเยอรมนี 
 3.2.21 นิกเกิลคลอไรดเ์ฮกซะไฮเดรต (NiCl2∙6H2O) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
 3.2.22 โซเดียมโพรพิโอเนต (C3H5O2Na) ของบริษทั Fluka ประเทศเยอรมนี 
 3.2.23 โซเดียมอะซิเตท (CH3COONa) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 

3.2.24 สารมาตรฐานพอลิ (3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) [P(3HB)] ของบริษทั Sigma ประเทศ 
           สหรัฐอเมริกา 

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

3.2.33 แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4∙7H2O) ของบริษทั Carlo Erba                
           ประเทศอิตาลี 
3.2.34 แมงกานีสคลอไรดเ์ฮกซะคลอไรด ์(MnCl2∙6H2O) ของบริษทั Merck  
           ประเทศเยอรมนี 

  3.2.35 ยเูรีย (N2H6CO)   ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
 3.2.36 สารสกดัจากเน้ือ (beef extract) ของบริษทั Labscan Asia ประเทศไอร์แลนด ์
 3.2.37 สารสกดัจากยสีต ์(yeast extract) ของบริษทั Springer ประเทศฝร่ังเศส 
 3.2.38 เปบโทน (peptone) ของบริษทั Difco ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 3.2.39 เอนไซมอิ์นเวอร์เทส (invertase) ของบริษทั Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา 
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 3.2.40 แอมโมเนียมโมลิบเดตเตตระไฮเดรต [(NH4)6Mo7O24∙4H2O] ของบริษทั J.T.Baker  
           ประเทศสหรัฐอเมริกา 

  3.2.41 แอมโมเนียมซลัเฟต [(NH4)2SO4] ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมนี 
 3.2.42 น ้าออ้ย ของบริษทัมิตรผลวจิยั จ  ากดั ประเทศไทย 
 3.2.43 วุน้ผง (agar) ของบริษทับิกเบน โปรดคัตอรา เดอ อะการ์ เอส. เอ ประเทศชิลี 
 3.2.44 ก๊าซไฮโดรเจน (H2) ของบริษทั PRAXAIR ประเทศไทย 
 3.2.45 ก๊าซออกซิเจน (O2)   ของบริษทั TIG (Thai Industrial Gas) ประเทศไทย 
 3.2.46 ก๊าซไนโตรเจน (N2) ของบริษทั PRAXAIR ประเทศไทย 
 
3.3 วธีิด าเนินการวจัิย 
 

 3.3.1  จุลนิทรีย์ทีใ่ช้ในการศึกษา 
 จุลินทรีย์ท่ีใช้คือ  Bacillus megaterium P-12 เป็นสายพันธ์ุท่ีคัดแยกได้ใหม่ใน

หอ้งปฏิบติัการโดยศนัสนีย ์สันติอรรถพนัธ์ุ (2550) และวรรณกุศล ชนะสิทธ์ิ (2553) คดัแยกไดจ้าก
ดินบริเวณใกล้บ่อน ้ าพุร้อนหนองหญ้าปล้อง อ าเภอหนองหญ้าปล้อง จงัหวดัเพชรบุรี สามารถ
สังเคราะห์และสะสม P(3HB) ไดใ้นปริมาณสูงกวา่สายพนัธ์ุอ่ีนท่ีศึกษา   

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

ประกอบดว้ย 
 สารสกดัจากยสีต ์ 3.0 กรัม 
 แบคโททริปโทส 5.0 กรัม 
 วุน้ผง 15.0  กรัม 
 ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างเป็น 7.0 น่ึงฆ่าเช้ือท่ีความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว  อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที (การน่ึงฆ่าเช้ือแบบมาตรฐาน) 
   3.3.2.2 สูตรอาหารเหลวส าหรับเล้ียงกลา้เช้ือ (seed culture medium) ใชสู้ตรของ 
Doi และคณะ (1986) ซ่ึงศึกษาปรับปรุงโดย สุดา สุภาชวนิสวสัด์ิ (2542) 1 ลิตร ประกอบดว้ย 
 สารสกดัจากยสีต ์ 10.0  กรัม 
   แบคโททริปโทส  10.0 กรัม 
  สารสกดัจากเน้ือ  5.0  กรัม 
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   โซเดียมคลอไรด ์ 5.0  กรัม 
   น ้าตาลทราย  10.0 กรัม 
 ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างเป็น 7.0 น่ึงฆ่าเช้ือท่ีความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว  อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  แยกสารละลายน ้ าตาลน่ึงฆ่าเช้ือท่ีความดนั 10 ปอนด์ต่อ
ตารางน้ิว  อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 15 นาที 
 3.3.2.3 สูตรอาหารเหลวส าหรับเล้ียงเช้ือจุลินทรียเ์พื่อการผลิตและสะสมโฮโมพอ 
ลิเมอร์ PHB และโคพอลิเมอร์ PHBV  คือ อาหาร Mineral Salt Medium (MSM) (อติพล บุญเรือง
ถาวร, 2543) ใน 1 ลิตรประกอบดว้ย 
  แหล่งคาร์บอน(น ้าออ้ย)   30.0 กรัม  
   ยเูรีย     1.0  กรัม   
   โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 2.0  กรัม   
   ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต   0.6  กรัม  
   แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต   0.2  กรัม   
   กรดซิตริก     0.75  กรัม   
   สารสกดัจากยสีต ์   0.1 กรัม  
   สารละลาย trace element    1.0 มิลลิลิตร 

 แยกละลายเกลือแมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรตและสารละลาย trace element เม่ือละลาย
แล้วจึงน ามารวมกนั ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างเป็น 7.0 และน่ึงฆ่าเช้ือท่ีความดนั 15 ปอนด์ต่อ
ตารางน้ิว  อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที    

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

      กรดบอริก     0.60 กรัม 
     แมงกานีสคลอไรดเ์ฮกซะคลอไรด์  0.08 กรัม 

โคบอลตค์ลอไรดเ์ฮกซะไฮเดรต  0.50 กรัม 
    คอปเปอร์ซลัเฟตเพนตะไฮเดรต  0.05 กรัม 
    นิกเกิลคลอไรดเ์ฮกซะไฮเดรต  0.02 กรัม 
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  3.3.2.4   การเตรียมน ้าออ้ยส าหรับใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอน 
           1. น าน ้ าออ้ยมากรองผา่นตะแกรงกรองแบบละเอียด (fine sieve) เพื่อก าจดั
เศษดินและเศษชานออ้ยท่ีมาจากกระบวนการหีบออ้ย 
                        2.น าน ้าออ้ยท่ีผา่นการกรองแลว้ ใส่ในหลอดเซนตริฟิวส์และป่ันแยกตะกอน 
ท่ีความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที (ท าซ ้ า จ  านวน 2 รอบ) 
                       3.น าน ้ าออ้ยท่ีผ่านการป่ันแยกตะกอนออกแล้วมาวิเคราะห์ปริมาณน ้ าตาล
ทั้งหมดและเจือจางใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม 
 
  3.3.3 การเกบ็รักษาจุลนิทรีย์ 
 3.3.3.1 การเก็บรักษาจุลินทรียใ์นระยะสั้น  
 เข่ียจุลินทรียโ์ดยใชลู้ปเข่ียเช้ือลาก (streak) ลงบนอาหารแข็งเอียง (agar slant) ส าหรับเก็บ
รักษาเช้ือ บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้น าไปเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส น ามาเข่ียลากเช้ือลงบนอาหารใหม่ทุก 1 เดือน 
 3.3.3.2 การเก็บรักษาจุลินทรียใ์นระยะยาว  
 เล้ียงจุลินทรียใ์นอาหารเหลวส าหรับเล้ียงกลา้เช้ือจากขอ้  3.3.2.2 น าไปเล้ียงในตูบ้่มควบคุม
อุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนั้นน ามาป่ัน
แยกเซลล์ออกจากอาหารเหลว ท่ีความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที  อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
10 นาที เทส่วนน ้าใสทิ้ง ลา้งเซลลด์ว้ย  0.85% NaCl จากนั้นป่ันแยกเซลลแ์ละท าซ ้ าอีกรอบ กระจาย
เซลลใ์น 10% กลีเซอรอลท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือแลว้  น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 
นาโนเมตรและปรับให้อยู่ในช่วง 0.8-1.0 (จ านวน 109 CFU/ml) บรรจุลงในหลอดเยือกแข็ง 
(cryotube) ท่ีปลอดเช้ือ จากนั้นน าไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 เดือนหรือ
เก็บท่ี -80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ปี 
 
 3.3.4  การศึกษาอายุของกล้าเช้ือ B. megaterium P-12 ในระดับขวดทดลองที่เหมาะสมเพื่อ
ใช้เป็นหัวเช้ือส าหรับการผลติเซลล์ในระดับถังหมัก 

เตรียมกลา้เช้ือโดยเข่ีย B. megaterium P-12 มาเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งเอียง nutrient 
agar (NA) จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ถ่ายเช้ือลงใน
สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85% (w/v) เพื่อเตรียมเป็นเซลล์แขวนลอย วดัและปรับความขุ่นของ
เซลล์แขวนลอยให้มีค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร เท่ากบั 0.5 จากนั้นถ่ายกลา้เช้ือ (เซลล์
แขวนลอย) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลวส าหรับเล้ียงกลา้เช้ือปริมาตร 50 มิลลิลิตร (6 



37 
 

เปอร์เซ็นตต่์อปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ) ซ่ึงบรรจุอยูใ่นขวดทดลองปริมาตร 250 มิลลิลิตร น าไปเล้ียง
เช้ือบนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ค่าพีเอชเร่ิมตน้ 7.0 
นาน 24 ชัว่โมง เก็บตวัอยา่งทุก 3 ชัว่โมงเพื่อน าไปวิเคราะห์หาน ้ าหนกัแห้ง และค่าการดูดกลืนแสง
ท่ี 600 นาโนเมตร น าค่าน ้ าหนักแห้งไปค านวณหาความเขม้ขน้ของเซลล์แลว้น ามาวาดกราฟการ
เจริญเพื่อประเมินศึกษาอายุของกล้าเช้ือท่ีมีความเหมาะสม กล่าวคือ มีลักษณะทางสรีรวิทยา 
(physiologically active culture) ท่ีจะเจริญไดดี้ในอาหารเล้ียงเช้ือเพื่อการเจริญโดยอาศยัอตัราการ
เจริญจ าเพาะ (µ) เป็นตวับ่งช้ี 
 

3.3.5  การเพาะเลีย้ง B. megaterium P-12 ในระดับถังหมักระยะที่ 1 เพื่อผลิตและเพิ่ม
ปริมาณเซลล์ 

น ากล้าเช้ือท่ีมีอายุเหมาะสม (จากการทดลองท่ี 3.3.4) เพาะลงในถงัหมกัขนาด 5 
ลิตร ท่ีบรรจุอาหารเล้ียงเช้ือชนิด MSM (อติพล บุญเรืองถาวร, 2543) โดยงานวิจยัน้ีใชน้ ้ าออ้ยเป็น
แหล่งคาร์บอน โดยปริมาตรสุทธิของน ้ าหมกัเท่ากบั 3 ลิตร เล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
อตัราการกวน 600 รอบต่อนาที อตัราการให้อากาศ 1.0 ปริมาตรต่อปริมาตรต่อนาที และควบคุมค่า
พีเอชท่ี 7.0 เก็บตวัอยา่งทุก 3 ชัว่โมงเพื่อน าไปวเิคราะห์หาน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ความเขม้ขน้ของแหล่ง
คาร์บอน (ในรูปของน ้าตาลท่ีเหลือและไนโตรเจนท่ีเหลือ ปริมาณ 3HB ท่ีเช้ือสร้างข้ึน เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง) โดยแปรปัจจยัต่างๆ ดงัน้ี  
 3.3.5.1 แปรผนัปริมาณของกลา้เช้ือจากขวดเขยา่เท่ากบั 5 10 และ 15 เปอร์เซ็นตต่์อ
ปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ    และแปรผนัความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของน ้ าตาลในน ้ าออ้ยเท่ากบั 10   20  30 
50 และ 70 กรัมต่อลิตร 

3.3.5.2  เลือกภาวะ(ปริมาณกลา้เช้ือจากขวดเขยา่และความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของน ้ าตาล
ในน ้าออ้ย) ท่ีเหมาะสมจากการทดลองท่ี 3.3.5.1  เพื่อเล้ียงเช้ือโดยท าการแปรผนัอตัราส่วนระหวา่ง
แหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจน (โดยโมล)  เป็น 5 ต่อ 1     10 ต่อ 1   และ 15 ต่อ 1 

เก็บตวัอยา่งทุก  3  ชัว่โมง  เป็นเวลา 24  ชัว่โมง  น ามาวิเคราะห์น ้ าหนกัเซลล์แห้ง  อตัรา
การเจริญจ าเพาะ ความเขม้ขน้ของน ้ าตาล ปริมาณไนโตรเจน  ปริมาณพอลิเมอร์ PHB  ท่ีผลิตได ้
ค านวณหาค่าอตัราการผลิต (productivity) และสัมประสิทธ์ิปริมาณเซลล์ต่อสับสเตรตท่ีใช้ไป  
(Yx/s)     ตามล าดบั โดยค่าพารามิเตอร์เหล่าน้ีหาไดจ้ากสมการทางคณิตศาสตร์ (ภาคผนวก ข) เพื่อ
ใช้เปรียบเทียบความสามารถในการเจริญ   การสังเคราะห์และสะสมพอลิเมอร์ของเช้ือ B. 
megaterium P-12  
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3.3.6  การเพาะเลีย้ง B. megaterium P-12 ในระดับถังหมักระยะที่ 2 เพื่อการผลิตโคพอลิ
เมอร์ P(3HB-co-3HV)  

 เล้ียงเช้ือดว้ยสภาวะท่ีเหมาะสมจากการทดลองท่ี 3.3.5 จากนั้นเติมอาหารท่ีเป็น
แหล่งคาร์บอนผสมประกอบดว้ยน ้าตาลในน ้าออ้ยและเกลือโซเดียมโพรพิโอเนต โดยแปรผนัปัจจยั
ต่างๆ ดงัน้ี  

 3.3.6.1 ช่วงเวลาในการเติมแหล่งคาร์บอนผสม คือ ชัว่โมงท่ี  3  6  และ 9 
3.3.6.2 สัดส่วนของแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งความเขม้ขน้ของน ้าตาลในน ้าออ้ย 

ท่ีเติมลงในถงัหมกักบัปริมาณเกลือโซเดียมโพรพิโอเนต เป็น 1:0.25  1:0.5   และ 1:1 
3.3.6.3 ความเขม้ขน้ของน ้าตาลในน ้าออ้ย(ในแหล่งคาร์บอนผสม)เร่ิมตน้ท่ีเติมลง 

ในถงัหมกัเป็น 6  9  และ  12 กรัมต่อลิตร (ไม่รวมความเขม้ขน้ของน ้ าตาลท่ีเหลือในถงัหมกัก่อน
เติมแหล่งคาร์บอนผสม) 

เก็บตวัอย่างทุก  3  ชัว่โมง  เป็นเวลา 24  ชัว่โมง  น ามาวิเคราะห์น ้ าหนกัเซลล์แห้ง  ความ
เขม้ขน้ของน ้าตาลและเกลือโซเดียมโพรพิโอเนต  ปริมาณไนโตรเจน  สัดส่วนของมอนอเมอร์ 3HB
และ 3HV  ปริมาณโคพอลิเมอร์ PHBV  ท่ีผลิตได ้  ค  านวณหาค่าอตัราการผลิต    และ    Yx/s     
ตามล าดบั 

 
3.3.7 การสกดัโคพอลมิอร์จากเซลล์แห้งและการท าให้บริสุทธ์ิ 

 ใชว้ิธีของ Doi และคณะ (1995) โดยป่ันแยกเซลล์ออกจากน ้ าหมกั ท่ีความเร็ว 8,000 รอบ
ต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง ลา้งเซลล์ดว้ยน ้ ากลัน่ 2 คร้ัง     
แลว้น าเซลล์ทั้งหมดไปอบท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 24 ชัว่โมงหรือจนกวา่จะแห้ง   
จากนั้นบรรจุเซลล์แห้งลงในถุงกระดาษกรองเบอร์ 2 เยบ็ปิดดว้ยดา้ยทุกดา้นให้สนิท น าไปใส่ขวด
ท่ีมีฝาปิดสนิทและสกดัโคพอลิเมอร์ดว้ยคลอโรฟอร์มท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 
ชัว่โมง   จากนั้นเทใส่ภาชนะ    ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง     เพื่อระเหยคลอโรฟอร์มออกให้หมด          
จะไดผ้ลิตภณัฑ์ท่ีมีลกัษณะเป็นแผน่ฟิล์ม น ามาท าให้บริสุทธ์ิอีกรอบ โดยละลายแผน่ฟิล์มท่ีไดใ้น
คลอโรฟอร์มท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส   จนเป็นเน้ือเดียวกนัอีกคร้ัง   น ามาตกตะกอนในเฮกเซน
ปริมาตร 4 เท่า   ผสมให้เขา้กนั   และตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ระเหยเฮกเซน 
ออกใหห้มด   จากนั้นจึงเก็บโคพอลิเมอร์ท่ีผลิตไดใ้นเดซิเคเตอร์ 
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3.3.8 การศึกษาสมบัติทางกายภาพและอุณหภูมิ (mechanical and thermal properties) บาง

ประการของโคพอลมิอร์ PHBV ทีผ่ลติได้จาก Bacillus sp. P-12  

  3.3.8.1 การวิเคราะห์หาอุณหภูมิหลอมเหลว (melting temperature, Tm) และ
อุณหภูมิกลาสทรานสิชนั (glass transition temperature, Tg) ดว้ยเคร่ือง Differential Scanning 
Calorimeter (DSC) 
 ใชว้ิธีของ Abe และ Doi (1999)  วิเคราะห์หาอุณหภูมิหลอมเหลวและอุณหภูมิกลาสทราน
สิชัน โดยชั่งพอลิเมอร์ให้มีน ้ าหนัก 10 มิลลิกรัม ใส่ในถ้วยอะลูมิเนียม ขนาดปริมาตร 30 
ไมโครลิตร และท าการวิเคราะห์ 2 ขั้นตอน ดว้ยเคร่ือง Differential Scanning Calorimeter ยี่ห้อ 
Perkin-Elmer รุ่น DCS 7  ภายใตส้ภาวะดงัน้ี 
  (1) หาค่า Tm โดยเพิ่มอุณหภูมิจาก 0 องศาเซลเซียส ถึง 200 องศาเซลเซียส ดว้ย
อตัรา 10 องศาเซลเซียสต่อนาที 
  (2) ท าการลดอุณหภูมิอย่างรวดเร็วจาก 200 องศาเซลเซียส เป็น -100 องศา
เซลเซียส แลว้วิเคราะห์หาค่า Tg ด้วยการเพิ่มอุณหภูมิจาก -100 องศาเซลเซียสเป็น 200 องศา
เซลเซียส ดว้ยอตัรา 10 องศาเซลเซียสต่อนาที       
(ส่งตวัอยา่งไปวเิคราะห์ท่ีศูนยเ์คร่ืองมือวจิยัวทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ีจุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั) 

  3.3.8.2 การวเิคราะห์หาสมบติัทางกายภาพบางประการ 
 เตรียมตวัอยา่งโดยใช ้ PHBV 0.5 กรัม ละลายในคลอโรฟอร์ม และท าเป็นแผน่ฟิล์ม ขนาด 
10 x 10 เซนติเมตร ทดสอบสมบติัเชิงกลดว้ยเคร่ือง Universal  Testing Machine ยี่ห้อ Hounsfield 
รุ่น H 10 KM  ตามมาตรฐานของ ASTM D 3500 และค านวณหาค่า  tensile stress    elastic 
modulus  และ % elongation    
(ส่งตวัอยา่งไปวเิคราะห์ท่ีศูนยเ์คร่ืองมือวจิยัวทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ีจุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั) 
 
 3.4 วธีิวเิคราะห์   

  3.4.1 การหาน า้หนักเซลล์แห้ง (ความเขม้ขน้ของเซลล)์ 
น าสารตวัอยา่งปริมาตร 10 มิลลิลิตร มาป่ันแยกท่ีความเร็ว 8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 

นาที ป่ันลา้งเซลล์ดว้ยน ้ ากลัน่ 2 คร้ัง จากนั้นน าเซลล์ท่ีไดไ้ปใส่ในถว้ยอลูมิเนียมท่ีทราบน ้ าหนกัท่ี
แน่นอนแลว้ อบแห้งท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-20 ชัว่โมง จนกระทัง่น ้ าหนกัคงท่ี 
ค  านวณหาปริมาณน ้าหนกัเซลลแ์หง้ หน่วยเป็นกรัมต่อลิตร จากสมการดงัต่อไปน้ี 
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น ้าหนกัเซลลแ์หง้ (กรัมต่อลิตร)  =  น ้าหนกัถว้ยอลูมิเนียมท่ีมีเซลล ์ –  น ้าหนกัถว้ยเปล่า   X  1,000   
            10 

 3.4.2 การวเิคราะห์หาปริมาณน า้ตาลทั้งหมด 
น าสารตวัอยา่งเจือจางดว้ยน ้ ากลัน่ให้มีความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร แลว้

จึงเติมสารละลายอินเวอร์เทส 1.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวเ้พื่อท า
ปฏิกิริยา 20 นาที จากนั้นน ามาวิเคราะห์หาปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ดว้ยวิธีของ Bernfeld (1995) โดย
เติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (dinitrosalicylic acid, DNSA) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ผสม
ให้เขา้กนัน าไปตม้ในอ่างน ้ าเดือดเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นแช่ในอ่างน ้ าเยน็แลว้เติมน ้ ากลัน่ 10 
มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนัดว้ยเคร่ืองผสม น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร น าค่าท่ีได้
เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานระหวา่งน ้ าตาลซูโครส (ภาคผนวก ค) และค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 
นาโนเมตร หน่วยเป็นกรัมต่อลิตร 

 3.4.3 การวเิคราะห์ปริมาณยูเรียในน า้หมัก   
โดยวิธีของ Kjeldahl ( A.O.A.C., 1975) น าตวัอยา่งน ้ าหมกัปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในขวด

กลัน่ขนาด 300 มิลลิลิตร เติมเกลือผสมช่วยเร่งปฏิกิริยาซ่ึงประกอบดว้ยโพแทสเซียมซลัเฟตและ
คอปเปอร์ซลัเฟต อตัราส่วน 95:5 ลงไป 7 กรัม  จากนั้นเติมกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ 15 มิลลิลิตร น าไป
ยอ่ยบนเตาหลุมจนสารละลายใส เป็นเวลา 45 นาที ทิ้งไวใ้ห้เยน็ท่ีอุณหภูมิห้องแลว้เติมน ้ ากลัน่ 50 
มิลลิลิตร จากนั้นน าไปประกอบเขา้กบัเคร่ืองกลัน่ไนโตรเจนและเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอก
ไซดเ์ขม้ขน้ 32 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร) ปริมาตร 50-60 มิลลิลิตร หรือจนสารละลายเป็นสี
ด า แลว้กลัน่จบัก๊าซแอมโมเนียท่ีเกิดข้ึนโดยใชส้ารละลายบอริกเขม้ขน้ 4 เปอร์เซ็นต ์(น ้ าหนกัต่อ
ปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตรท่ีเติมอินดิเคเตอร์เป็นเมทิลเรดเมทิลีนบลู (methyl red methylene 
blue) ปริมาณ 2 หยด กลัน่จนสารละลายบอริกมีปริมาตร 150 มิลลิลิตร แลว้น าสารละลายท่ีกลัน่
ได้มาไทเทรตกบัสารละลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอริกท่ีทราบความเขม้ขน้ท่ีแน่นอน บนัทึก
ปริมาตรกรดท่ีใชไ้ทเทรตแลว้ค านวณหาปริมาณไนโตรเจน 

 3.4.4 การวิเคราะห์สัดส่วนของมอนอเมอร์และปริมาณของพอลิเมอร์โดยวิธีก๊าซโครมาโท
กราฟฟี (Gas Chromatography : GC)   

โดยวิธีของ Comeau และคณะ (1988) โดยการป่ันแยกเซลล์ออกจากน ้ าหมกัท่ีความเร็ว 
8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที แลว้ลา้งเซลล์ดว้ยน ้ ากลัน่ 2 คร้ัง น าเซลล์ไปอบแห้งประมาณ 
10-12 ชัว่โมง แลว้ชัง่เซลล์แห้ง 20 มิลลิกรัม ใส่หลอดฝาเกลียว แลว้เติมคลอโรฟอร์ม 2 มิลลิลิตร 
จากนั้นเติมเมทานอลท่ีท าให้เป็นกรดดว้ยกรดซัลฟิวริกเขม้ขน้ร้อยละ 3 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ท่ีมี
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กรดเบนโซอิกเป็นสารละลายมาตรฐานภายใน ความเขม้ขน้เท่ากบั 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร น าไปให้
ความร้อนท่ี 80 องศาเซลเซียสนาน  3.5  ชัว่โมง เติมน ้ ากลัน่ 1 มิลลิลิตร เขยา่อยา่งแรงนาน 5 นาที 
จากนั้นน าไปป่ันท่ีความเร็ว 3000 รอบต่อนาที  นาน 10 นาที เก็บชั้นคลอโรฟอร์ม (ชั้นล่าง) ซ่ึงมี
อนุพนัธ์ของเมทิลเอสเทอร์ของมอนอเมอร์ไปสกดัแยกกรดและการเซลล์ตามวิธีขา้งตน้อีกคร้ัง เก็บ
ชั้นคลอโรฟอร์มใส่ในหลอดฝาเกลียวแลว้น าไปวิเคราะห์สัดส่วนของมอนอเมอร์และปริมาณพอลิ
เมอร์โดยวธีิก๊าซโครมาโทกราฟฟีภายใตภ้าวะ  ดงัน้ี 
 
ชนิดของคอลมัน์  : แคปพิลลารีคอลมัน์ ชนิด CP wax – 52 CB 
                                       เส้นผา่นศูนยก์ลาง  0.25 มิลลิเมตร ความยาว 60 เมตร 
อุณหภูมิของ injector : 250 องศาเซลเซียส (isothermal) 
อุณหภูมิของคอลมัน์ : 130 องศาเซลเซียส นาน 6 นาที เพิ่มอุณหภูมิเป็น  
                                           180 องศาเซลเซียส ดว้ยอตัรา 5 องศาเซลเซียส 
   ต่อนาที  รักษาอุณหภูมิไวท่ี้ 180 องศาเซลเซียส 
อุณหภูมิของ Detector (FID) : 250 องศาเซลเซียส (isothermal) 
Split ratio  : 50 ต่อ 1 
ก๊าซตวัพา (carrier gas) : ก๊าซไนโตรเจนอตัราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที 
ปริมาตรท่ีฉีด : 1 ไมโครลิตร 
 
 การวเิคราะห์ชนิดของมอนอเมอร์โดยการเปรียบเทียบเวลาท่ีอยูใ่นคอลมัน์ (retention time) ของ
สารตวัอยา่งกบัเวลาท่ีอยูใ่นคอลมัน์ของสารละลายมาตรฐาน P(3HB)  และ  P(3HB -co-12% 3HV) 
แล้วค านวณปริมาณพอลิเมอร์แสดงเป็นปริมาณต่อปริมาตรของอาหารท่ีใช้เล้ียงเช้ือ (กรัมต่อลิตร)  
และแสดงเป็นเปอร์เซ็นตข์องปริมาณต่อน ้ าหนกัเซลล์แห้ง (เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้ าหนกั) เปรียบเทียบกบั
สารมาตรฐานท่ีท าการวิเคราะห์ในภาวะเดียวกนั   แสดงกราฟมาตรฐานของสารต่างๆและโครมาโท
แกรม ในภาคผนวก ค และภาคผนวก ง  ตามล าดบั 
  การค านวณปริมาณมอนอเมอร์ของ  3HB  และ 3HV (กรัมต่อลิตรต่อ dried cell 20 
มิลลิกรัม) จะใชโ้ปรแกรม Star chromatogram : version 4.02 ซ่ึงจะท าการค านวณปริมาณมอนอเมอร์
โดยมีสารมาตรฐานภายในเป็นกรดเบนโซอิก 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  
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 3.4.5 การวิเคราะห์หาปริมาณน ้าตาลที่เป็นองค์ประกอบในน ้าอ้อยด้วยเคร่ืองไฮเพอร์
ฟอร์แมนซ์ลคิวดิโครมาโทกราฟี (High Performance Liquid Chromatography: HPLC)  
 เตรียมน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรวมเท่ากบั 50 ถึง 250 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร น ามา
กรองผ่านกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร น าส่วนท่ีกรองได้ไปฉีดเข้าเคร่ือง HPLC เพื่อ
วิเคราะห์หาน ้ าตาลกลูโคส ฟรักโตสและซูโครส โดยการเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานระหว่าง
พื้นท่ีใตก้ราฟ (peak area) ของน ้าตาลแต่ละชนิดกบัน ้าตาลทั้ง 3 ชนิด โดยวเิคราะห์ภายใตภ้าวะดงัน้ี 

 ชนิดของคอลมัน์  : Phenomenax Spherisorb NH2LCD  
 ชนิดของดีเทคเตอร์  : Refractive Index Detector  
 flow rate  : 2 มิลลิลิตรต่อนาที  
 ก๊าซตวัพา (carrier gas) : 90% อะซีโตไนไตรลใ์นน ้า (ปริมาตรต่อปริมาตร)  
 ปริมาตรท่ีฉีด : 5 ไมโครลิตร     

 3.4.6 การวเิคราะห์หาปริมาณของเกลอืโซเดียมโพรพโิอเนต โดยวธีิก๊าซโครมาโทกราฟฟี  
        โดยวิธีของ Ramsay และคณะ (1990) โดยน าน ้ าหมกัท่ีป่ันแยกเซลล์ออกแล้ว 1 

มิลลิลิตร ใส่ในหลอดฝาเกลียว เติมเมทานอลท่ีท าให้เป็นกรดด้วยกรดซัลฟิวริกเขม้ขน้ร้อยละ 3 
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ท่ีมีกรดเบนโซอิกเป็นสารละลายมาตรฐานภายใน ความเขม้ขน้เท่ากบั 1 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร น าไปใหค้วามร้อนท่ี 60 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง เติมน ้ากลัน่และไดคลอ
โรมีเทนอยา่งละ 1 มิลลิลิตร เขยา่อยา่งแรงนาน 5 นาที จากนั้นน าไปป่ันท่ีความเร็ว 3000 รอบต่อ
นาที นาน 10 นาที เก็บชั้นไดคลอโรมีเทน (ชั้นล่าง) ซ่ึงมีอนุพนัธ์ของเมทิลเอสเทอร์ของมอนอเมอร์
ใส่ในหลอดฝาเกลียวแลว้น าไปวิเคราะห์ด้วยวิธีก๊าซโครมาโทกราฟฟี ภายใตส้ภาวะเดียวกบัการ
วเิคราะห์หาชนิดและปริมาณของพอลิเมอร์ 
 ค  านวณหาปริมาณเกลือโซเดียมโพรพิโอเนตและโซเดียมวาเลอเรตโดยใชโ้ปรแกรม Star 
chromatogram : version 4.02 ซ่ึงจะท าการค านวณปริมาณมอนอเมอร์โดยมีสารมาตรฐานภายใน
เป็นกรดเบนโซอิก 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เปรียบเทียบกบัสารมาตรฐานท่ีท าการวิเคราะห์ในภาวะ 
เดียวกนั   แสดงกราฟมาตรฐานของสารต่างๆ และโครมาโทแกรม ในภาคผนวก ค และภาคผนวก ง 
ตามล าดบั 
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บทที ่ 4 
ผลการทดลอง 

 
4.1  การหาปริมาณกล้าเช้ือ B. megaterium P-12 ในระดับขวดทดลองที่เหมาะสมเพื่อใช้

เป็นหัวเช้ือส าหรับการผลติเซลล์ในระดับถังหมัก 
สรีรวิทยาของจุลินทรียใ์นแต่ละช่วงอายุท่ีมีความแตกต่างกนั  ส่งผลต่อกิจกรรมต่างๆท่ี

เกิดข้ึนภายในเซลล์ รวมถึงการผลิตสารผลิตภณัฑ์  โดยช่วงอายุกล้าเช้ือท่ีเหมาะสมนั้น เซลล์มี
กิจกรรมภายในเซลล์ท่ีดี ใช้สารอาหารในการเจริญไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ ท าให้สามารถเจริญได้
เร็วเม่ือถ่ายกล้าเช้ือลงสู่อาหารเล้ียงเช้ือใหม่   จึงส่งผลให้เกิดการสังเคราะห์และสะสมสาร
ผลิตภณัฑ์ได้ดีข้ึนด้วย  (สุดา สุภาชวินสวสัด์ิ, 2542; อดิศกัด์ิ หิรัญรัตนากร, 2541) ดังนั้นจึง
จ าเป็นตอ้งพฒันากลา้เช้ือท่ีเหมาะสมส าหรับเป็นหวัเช้ือในการผลิตสารผลิตภณัฑ์ เพื่อให้เซลล์ท่ีใช้
ในกระบวนการหมกัเป็นเซลลท่ี์มีลกัษณะทางสรีรวทิยาในการผลิตสารผลิตภณัฑไ์ดสู้งสุด 
 การศึกษากลา้เช้ือของ   B. megaterium  P-12  ในอาหารเล้ียงกลา้เช้ือ BCM  ท่ีมีค่าความ
เป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เท่ากบั 7.0 และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  ซ่ึงเป็นภาวะท่ีเหมาะสม
ส าหรับการเจริญเติบโตของเช้ือเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ติดตามการเจริญและเก็บตวัอยา่งทุกๆ 3 ชัว่โมง  
พบวา่เซลล์อยูใ่นระยะพกัตวั (lag phase)  3 ชัว่โมง    จากนั้นจะเขา้สู่ระยะเพิ่มจ านวนแบบทวีคูณ 
(exponential phase)  จนถึงชัว่โมงท่ี 12  ซ่ึงมีน ้ าหนกัเซลล์แห้งสูงสุดเท่ากบั  5.15 กรัมต่อลิตรและ
เร่ิมเขา้สู่ระยะลดจ านวน (death phase) ในชัว่โมงท่ี 15     ส่วนอตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุดท่ีชัว่โมง
ท่ี 6  เท่ากบั 0.29 (ดงัแสดงในตารางท่ี 4.1   ภาพท่ี 4.1) ดงันั้นจึงเลือกกลา้เช้ืออายุ 6 ชัว่โมง ส าหรับ
การศึกษาในขั้นต่อไป 
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ตารางท่ี 4.1 น ้าหนกัเซลลแ์ห้งและอตัราการเจริญจ าเพาะเม่ือเล้ียง  B. megaterium P-12 ในอาหาร
เล้ียงกลา้เช้ือ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
 
ชัว่โมง น ้าหนกัเซลลแ์หง้ 

(กรัมต่อลิตร) 
ค่าการดูดกลืนแสง 

600 นาโนเมตร 
อตัราการเจริญจ าเพาะ         

(ต่อชัว่โมง) 
0 0.95 ± 0.10 0.01±0.00 - 
3 1.51 ± 0.13 0.09±0.01 0.15 
6 3.57 ± 0.11 1.21±0.00 0.29 
9 4.62 ± 0.12 1.47±0.02 0.09 

12 5.15 ± 0.11 1.70±0.03 0.04 
15 4.92 ± 0.10 1.86±0.01 -0.02 
18 4.46 ± 0.10 1.95±0.03 -0.03 
21 3.98 ± 0.09 1.98±0.05 -0.04 
24 3.41 ± 0.07 2.00±0.04 -0.05 

หมายเหตุ : ± SD  ค่าเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซ ้ า 
 

 

ภาพท่ี 4.1 รูปแบบการเจริญและอตัราการเจริญจ าเพาะของ เม่ือเล้ียง  B. megaterium P-12 ในอาหาร
เล้ียงกลา้เช้ือ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
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4.2 การเพาะเลีย้ง B. megaterium P-12  ในระดับถังหมักระยะที ่1 เพือ่ผลติและเพิม่ 
ปริมาณเซลล์ 
 เซลล์แบคทีเรียสามารถเจริญไดดี้ในอาหารท่ีมีองค์ประกอบเหมาะสม ซ่ึงเซลล์สามารถ
น าเอาสารอาหารเหล่านั้นไปใช้เพื่อการเจริญ  สังเคราะห์สารต่างๆ และใช้ในกิจกรรมต่างๆ ของ
เซลล์ โดยในการเล้ียงเช้ือในอาหารเพื่อเพิ่มผลผลิตของเซลล์จ  าเป็นตอ้งมีความเหมาะสมของ
สัดส่วนระหวา่งปริมาณกลา้เช้ือและปริมาณขององคป์ระกอบในอาหารเล้ียงเช้ือเร่ิมตน้ เพราะช่วย
ท าให้เซลล์ไดรั้บสารอาหารในปริมาณท่ีเหมาะสมต่อการเจริญ   รวมทั้งความเขม้ขน้หรือปริมาณ
ของแหล่งคาร์บอนท่ีใช้ตอ้งไม่มากเกินไป จนยบัย ั้งการเจริญของเซลล์จุลินทรีย ์ (Yamane และ
คณะ, 1996; Matsumoto และคณะ, 2011)  ดงันั้นการแปรผนัปริมาณกลา้เช้ือเพื่อให้ไดป้ริมาณกลา้
เช้ือท่ีเหมาะสมกบัปริมาณสารอาหารท่ีมีในอาหารเล้ียงเช้ือ  และความเหมาะสมของปริมาณแหล่ง
คาร์บอน จึงช่วยใหเ้ซลลเ์จริญไดดี้เพิ่มข้ึน 

4.2.1 แปรผนัปริมาณของกลา้เช้ือจากขวดเขยา่เท่ากบั 5 10 และ 15 เปอร์เซ็นตต่์อปริมาตร
อาหารเล้ียงเช้ือ    และแปรผนัความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของน ้ าตาลในน ้ าออ้ยเท่ากบั 10    20  30 50 และ 
70 กรัมต่อลิตร  
 น ากลา้เช้ืออาย ุ6 ชัว่โมง เพาะลงในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร ท่ีบรรจุอาหารเล้ียงเช้ือชนิด MSM 
ปริมาตรเท่ากบั 3 ลิตร เล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อตัราการกวน 600 รอบต่อนาที อตัรา
การให้อากาศ 1.0 ปริมาตรต่อปริมาตรต่อนาที และควบคุมค่าพีเอชท่ี 7.0 เก็บตวัอยา่งทุก 3 ชัว่โมง   
น าไปวิเคราะห์หาน ้ าหนักเซลล์แห้ง  ปริมาณน ้ าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยูเรีย ความเขม้ขน้ของ 
P(3HB) และปริมาณ P(3HB) 
 จากผลการศึกษาพบว่าการเจริญของเซลล์เม่ือใช้ความเขม้ข้นน ้ าตาลในน ้ าอ้อยเร่ิมต้น  
เท่ากบั 10   20  30 และ 50  กรัมต่อลิตร  แนวโนม้การเจริญเพิ่มข้ึนตามระยะเวลาการเล้ียงเช้ือ โดย
ไดค้วามเขม้ขน้เซลล์สูงสุด ณ ชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียงเช้ือและเซลล์มีอตัราการเจริญสูงสุดในช่วง
การเจริญชัว่โมงท่ี 3 ถึงชัว่โมงท่ี  6  จากนั้นเซลล์เขา้สู่ระยะ death phase ซ่ึงการเจริญสอดคลอ้งกบั
การใช้น ้ าตาลของเซลล์ท่ีลดลงอย่างรวดเร็วในชั่วโมงท่ี 3 ถึงชั่วโมงท่ี  6  ของการเล้ียงเช้ือ
เช่นเดียวกนั (ดงัแสดงในตารางท่ี 4.2  ภาพท่ี 4.2     ตารางท่ี 4.3  ภาพท่ี 4.3   ตารางท่ี 4.4  ภาพท่ี 4.4   
ตารางท่ี 4.5  ภาพท่ี 4.5   ตารางท่ี 4.6  ภาพท่ี 4.6    ตารางท่ี 4.7  ภาพท่ี 4.7     ตารางท่ี 4.8  ภาพท่ี 
4.8  ตารางท่ี 4.9  ภาพท่ี 4.9    ตารางท่ี 4.10  ภาพท่ี 4.10   ตารางท่ี 4.11  ภาพท่ี 4.11    ตารางท่ี 4.12  
ภาพท่ี 4.12    ตารางท่ี 4.13  ภาพท่ี 4.13)   ผลการเจริญของเซลล์ท่ีความเขม้ขน้น ้ าตาล  70 กรัมต่อ
ลิตร ไดค้วามเขม้ขน้เซลลสู์งสุด ณ ชัว่โมงท่ี 9 ของการเล้ียงเช้ือ  แต่การใชน้ ้ าตาลของเซลล์ท่ีลดลง
อยา่งรวดเร็วในชัว่โมงท่ี 3 ถึงชัว่โมงท่ี  6  เช่นเดียวกนั  (ดงัแสดงในตารางท่ี 4.14  ภาพท่ี 4.14    
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ตารางท่ี 4.15  ภาพท่ี 4.15    ตารางท่ี 4.16  ภาพท่ี 4.16)    การใชแ้หล่งไนโตรเจน  คือ ยเูรีย  มี
แนวโนม้ลดลงตามระยะเวลาการเล้ียงเช้ือโดยมีช่วงท่ีเซลลเ์ขา้สู่ระยะ death phase  ความเขม้ขน้ของ
ยเูรียคงท่ี  การสะสมของ P(3HB) ในระหวา่งการเจริญของเซลล์  ส่วนใหญ่ไดค้วามเขม้ขน้ P(3HB)  
และปริมาณ P(3HB)  สูงสุด  ณ ชั่วโมงท่ี 6  หรือ 9 ซ่ึงเป็นชัว่โมงเดียวกบัท่ีมีการเจริญสูงสุด
เช่นเดียวกนั (ดงัแสดงในตารางท่ี 4.2  ภาพท่ี 4.2     ตารางท่ี 4.3  ภาพท่ี 4.3   ตารางท่ี 4.4  ภาพท่ี 4.4   
ตารางท่ี 4.5  ภาพท่ี 4.5   ตารางท่ี 4.6  ภาพท่ี 4.6    ตารางท่ี 4.7  ภาพท่ี 4.7     ตารางท่ี 4.8  ภาพท่ี 
4.8  ตารางท่ี 4.9  ภาพท่ี 4.9    ตารางท่ี 4.10  ภาพท่ี 4.10    ตารางท่ี 4.12  ภาพท่ี 4.12    ตารางท่ี 4.13  
ภาพท่ี 4.13    ตารางท่ี 4.16  ภาพท่ี 4.16)  แต่ท่ีการเล้ียงเช้ือในภาวะความเขม้ขน้น ้ าตาล  50  กรัมต่อ
ลิตร  ปริมาณกลา้เช้ือ  5  เปอร์เซ็นตต่์อปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ   ท่ีความเขม้ขน้น ้ าตาล  70  กรัมต่อ
ลิตร  ปริมาณกลา้เช้ือ  5  เปอร์เซ็นตต่์อปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ  และท่ีความเขม้ขน้น ้ าตาล  70  กรัม
ต่อลิตร  ปริมาณกลา้เช้ือ  10  เปอร์เซ็นตต่์อปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ  พบความเขม้ขน้ของ P(3HB)  
สูงสุด ณ ชัว่โมงท่ี  6 แต่การเจริญสูงสุด ณ  ชัว่โมงท่ี 9 ของการเล้ียงเช้ือ (ดงัแสดงในตารางท่ี 4.11  
ภาพท่ี 4.11    ตารางท่ี 4.14  ภาพท่ี 4.14    ตารางท่ี 4.15  ภาพท่ี 4.15)   ปริมาณของ P(3HB)  เพิ่ม
สูงสุดในช่วงชัว่โมงท่ี 3 ถึงชัว่โมงท่ี 6  หลงัจากนั้นมีแนวโนม้ลดลงสอดคลอ้ง ความเขม้ขน้ของ 
P(3HB)  และน ้าหนกัเซลลแ์หง้ท่ีลดลง  
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ตารางท่ี 4.2  น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย  ความเขม้ขน้ของ   P(3HB)      
และปริมาณ P(3HB) เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในภาวะปริมาณน ้าตาลในน ้าออ้ยเร่ิมตน้  10  
กรัมต่อลิตร  และปริมาณหวัเช้ือ 5 เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือในถงัหมกั อตัราการกวน 
600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ 1 vvm   ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 

Time 
(h) 

DCW 
 (g/l) 

Total  sugar 
(g/l) 

Urea 
(g/l) 

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

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

0 0.79±0.03 10.77±0.04 1.62±0.01 - - 
3 2.33±0.05 7.48±0.06 1.41±0.03 0.52 22.16 
6 7.23±0.01 0.49±0.09 1.19±0.03 1.96 27.14 
9 6.31±0.08 0.47±0.08 1.12±0.01 1.47 23.24 

12 4.56±0.05 0.45±0.08 0.89±0.00 0.51 11.13 
15 2.46±0.11 0.38±0.04 0.89±0.00 0.27 11.08 
18 2.00±0.04 0.35±0.05 0.89±0.00 0.16 8.01 
21 1.97±0.08 0.33±0.03 0.89±0.00 0.15 7.73 
24 1.61±0.10 0.32±0.07 0.89±0.00 0.11 6.76 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.2    น ้าหนกัเซลลแ์ห้ง ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย  ความเขม้ขน้ของ   P(3HB)      
และปริมาณ P(3HB)  เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในภาวะปริมาณน ้าตาลในน ้าออ้ยเร่ิมตน้  10  
กรัมต่อลิตร  และปริมาณหวัเช้ือ 5 เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือในถงัหมกั อตัราการกวน 
600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ 1 vvm   ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 
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ตารางท่ี 4.3  น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย  ความเขม้ขน้ของ   P(3HB)     
และปริมาณ P(3HB)  เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในภาวะปริมาณน ้าตาลในน ้าออ้ยเร่ิมตน้  10   
กรัมต่อลิตร  และปริมาณหวัเช้ือ 10 เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือในถงัหมกั อตัราการ
กวน 600 rpm  อตัราการให้อากาศ 1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 
 

Time 
(h) 

DCW 
 (g/l) 

Total  sugar 
(g/l) 

Urea 
(g/l) 

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

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

0 1.05±0.07 10.92±0.04 2.06±0.02 - - 
3 4.68±0.06 5.08±0.06 1.32±0.01 0.75 16.06 
6 7.41±0.04 0.50±0.08 1.03±0.03 1.46 19.72 
9 7.29±0.11 0.43±0.04 0.88±0.03 0.94 12.95 

12 6.66±0.04 0.42±0.09 0.73±0.00 0.55 8.32 
15 5.08±0.03 0.38±0.10 0.73±0.00 0.25 4.95 
18 4.06±0.10 0.38±0.07 0.73±0.00 0.15 3.61 
21 3.53±0.08 0.34±0.06 0.73±0.00 0.07 1.96 
24 3.52±0.05 0.30±0.06 0.73±0.00 0.04 1.02 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.3    น ้าหนกัเซลลแ์ห้ง ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย  ความเขม้ขน้ของ   P(3HB)     
และปริมาณ P(3HB)  เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในภาวะปริมาณน ้าตาลในน ้าออ้ยเร่ิมตน้  10   
กรัมต่อลิตร  และปริมาณหวัเช้ือ 10 เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือในถงัหมกั อตัราการ
กวน 600 rpm  อตัราการให้อากาศ 1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 
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ตารางท่ี 4.4  น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย  ความเขม้ขน้ของ   P(3HB)     
และปริมาณ P(3HB)  เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในภาวะปริมาณน ้าตาลในน ้าออ้ยเร่ิมตน้  10   
กรัมต่อลิตร  และปริมาณหวัเช้ือ 15 เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือในถงัหมกั อตัราการ
กวน 600 rpm  อตัราการให้อากาศ 1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 
 

Time 
(h) 

DCW 
 (g/l) 

Total  sugar 
(g/l) 

Urea 
(g/l) 

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

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

0 1.20±0.10 11.35±0.03 2.16±0.04 - - 
3 4.92±0.09 4.31±0.07 1.71±0.02 1.39 28.18 
6 7.77±0.08 0.46±0.06 0.89±0.02 1.68 21.66 
9 7.01±0.06 0.43±0.11 0.74±0.00 0.94 13.37 

12 4.94±0.04 0.41±0.10 0.59±0.00 0.32 6.43 
15 3.97±0.07 0.40±0.09 0.59±0.00 0.24 6.07 
18 3.46±0.03 0.39±0.12 0.59±0.00 0.15 4.35 
21 2.99±0.05 0.37±0.08 0.59±0.00 0.11 3.76 
24 2.91±0.08 0.36±0.07 0.59±0.00 0.11 3.63 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.4    น ้าหนกัเซลลแ์ห้ง ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย  ความเขม้ขน้ของ   P(3HB)     
และปริมาณ P(3HB)  เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในภาวะปริมาณน ้าตาลในน ้าออ้ยเร่ิมตน้  10   
กรัมต่อลิตร  และปริมาณหวัเช้ือ 15 เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือในถงัหมกั อตัราการ
กวน 600 rpm  อตัราการให้อากาศ 1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 
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ตารางท่ี 4.5  น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย  ความเขม้ขน้ของ   P(3HB)     
และปริมาณ P(3HB)  เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในภาวะปริมาณน ้าตาลในน ้าออ้ยเร่ิมตน้  20   
กรัมต่อลิตร  และปริมาณหวัเช้ือ  5 เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือในถงัหมกั อตัราการกวน 
600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ 1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 
 

Time 
(h) 

DCW 
 (g/l) 

Total  sugar 
(g/l) 

Urea 
(g/l) 

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

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

0 0.89±0.07 20.75±0.09 1.99±0.05 - - 
3 2.34±0.04 15.96±0.04 1.55±0.04 0.41 17.66 
6 9.09±0.06 2.63±0.03 0.96±0.01 2.25 25.29 
9 8.19±0.10 2.21±0.04 0.81±0.00 1.10 13.39 

12 6.37±0.05 1.90±0.09 0.81±0.00 0.76 11.86 
15 7.15±0.05 1.80±0.05 0.81±0.00 0.66 9.22 
18 6.24±0.07 1.73±0.05 0.81±0.00 0.47 7.48 
21 4.72±0.04 1.69±0.04 0.81±0.00 0.34 7.16 
24 4.18±0.08 1.65±0.07 0.81±0.00 0.36 8.59 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.5    น ้าหนกัเซลลแ์ห้ง ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย  ความเขม้ขน้ของ   P(3HB)     
และปริมาณ P(3HB)  เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในภาวะปริมาณน ้าตาลในน ้าออ้ยเร่ิมตน้  20   
กรัมต่อลิตร  และปริมาณหวัเช้ือ  5 เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือในถงัหมกั อตัราการกวน 
600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ 1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 
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ตารางท่ี 4.6  น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย  ความเขม้ขน้ของ   P(3HB)     
และปริมาณ P(3HB)  เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในภาวะปริมาณน ้าตาลในน ้าออ้ยเร่ิมตน้  20   
กรัมต่อลิตร  และปริมาณหวัเช้ือ  10 เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือในถงัหมกั อตัราการ
กวน 600 rpm  อตัราการให้อากาศ 1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 
 

Time 
(h) 

DCW 
 (g/l) 

Total  sugar 
(g/l) 

Urea 
(g/l) 

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

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

0 1.12±0.07 21.34±0.05 2.14±0.07 - - 
3 4.15±0.09 14.68±0.04 1.84±0.03 0.73 17.68 
6 11.89±0.06 1.83±0.06 0.88±0.02 2.15 18.12 
9 11.27±0.04 1.42±0.09 0.74±0.00 1.74 15.42 

12 9.67±0.07 1.38±0.08 0.74±0.00 1.46 15.09 
15 8.96±0.09 1.28±0.08 0.74±0.00 1.30 14.47 
18 6.76±0.04 1.21±0.05 0.74±0.00 0.95 13.98 
21 6.04±0.05 1.16±0.09 0.74±0.00 0.82 13.56 
24 6.00±0.08 1.02±0.05 0.74±0.00 0.68 11.28 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.6    น ้าหนกัเซลลแ์ห้ง ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย  ความเขม้ขน้ของ   P(3HB)     
และปริมาณ P(3HB)  เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในภาวะปริมาณน ้าตาลในน ้าออ้ยเร่ิมตน้  20   
กรัมต่อลิตร  และปริมาณหวัเช้ือ  10 เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือในถงัหมกั อตัราการ
กวน 600 rpm  อตัราการให้อากาศ 1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 
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ตารางท่ี 4.7  น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย  ความเขม้ขน้ของ   P(3HB)     
และปริมาณ P(3HB)  เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในภาวะปริมาณน ้าตาลในน ้าออ้ยเร่ิมตน้  20   
กรัมต่อลิตร  และปริมาณหวัเช้ือ  15 เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือในถงัหมกั อตัราการ
กวน 600 rpm  อตัราการให้อากาศ 1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 
 

Time 
(h) 

DCW 
 (g/l) 

Total  sugar 
(g/l) 

Urea 
(g/l) 

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

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

0 1.46±0.04 22.73±0.03 2.21±0.05 - - 
3 5.39±0.08 12.79±0.05 1.69±0.06 1.25 23.24 
6 12.65±0.08 1.53±0.05 0.81±0.04 3.11 24.58 
9 12.32±0.11 1.17±0.02 0.59±0.00 2.22 17.98 

12 10.93±0.09 1.15±0.08 0.59±0.00 1.85 16.94 
15 9.44±0.03 1.05±0.07 0.59±0.00 1.22 12.96 
18 7.63±0.10 0.99±0.09 0.59±0.00 0.98 12.89 
21 6.11±0.11 0.97±0.04 0.59±0.00 0.62 11.12 
24 5.98±0.09 0.96±0.06 0.59±0.00 0.68 10.34 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.7    น ้าหนกัเซลลแ์ห้ง ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย  ความเขม้ขน้ของ   P(3HB)     
และปริมาณ P(3HB)  เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในภาวะปริมาณน ้าตาลในน ้าออ้ยเร่ิมตน้  20   
กรัมต่อลิตร  และปริมาณหวัเช้ือ  15 เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือในถงัหมกั อตัราการ
กวน 600 rpm  อตัราการให้อากาศ 1 vvm  ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 
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ตารางท่ี 4.8  น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย  ความเขม้ขน้ของ   P(3HB)     
และปริมาณ P(3HB) เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในภาวะปริมาณน ้าตาลในน ้าออ้ยเร่ิมตน้ 30  
กรัมต่อลิตร และปริมาณหวัเช้ือ 5 เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือในถงัหมกั อตัราการกวน  
600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ 1 vvm   ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 
 

Time 
(h) 

DCW 
 (g/l) 

Total  sugar 
(g/l) 

Urea 
(g/l) 

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

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

0 1.03±0.09 30.23±0.03 1.86±0.02 - - 
3 4.73±0.12 22.02±0.08 1.47±0.01 1.10 23.27 
6 13.22±0.08 9.30±0.07 0.88±0.01 3.27 24.74 
9 13.00±0.07 7.39±0.09 0.73±0.00 2.63 20.21 

12 11.61±0.11 6.15±0.06 0.73±0.00 1.59 15.79 
15 10.73±0.06 4.77±0.10 0.73±0.00 1.49 15.29 
18 9.46±0.03 4.23±0.10 0.73±0.00 1.43 13.84 
21 9.29±0.07 2.95±0.04 0.73±0.00 1.33 13.65 
24 8.71±0.02 2.29±0.03 0.73±0.00 1.29 13.35 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.8    น ้าหนกัเซลลแ์ห้ง ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย  ความเขม้ขน้ของ   P(3HB)     
และปริมาณ P(3HB)เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในภาวะปริมาณน ้าตาลในน ้าออ้ยเร่ิมตน้ 30 กรัม 
ต่อลิตร และปริมาณหวัเช้ือ 5 เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือในถงัหมกั อตัราการกวน 600  
rpm  อตัราการใหอ้ากาศ 1 vvm   ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 
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ตารางท่ี 4.9  น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย  ความเขม้ขน้ของ   P(3HB)     
และปริมาณ P(3HB)    เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในภาวะปริมาณน ้าตาลในน ้าออ้ยเร่ิมตน้ 30  
กรัมต่อลิตร และปริมาณหวัเช้ือ 10 เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือในถงัหมกั อตัราการกวน  
600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ 1 vvm   ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 
  

Time 
(h) 

DCW 
 (g/l) 

Total  sugar 
(g/l) 

Urea 
(g/l) 

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

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

0 1.11±0.09 31.04±0.10 2.14±0.02 - - 
3 6.23±0.04 22.77±0.05 1.40±0.03 1.36 21.80 
6 14.79±0.04 7.98±0.03 0.81±0.01 3.45 23.32 
9 14.01±0.07 6.04±0.09 0.66±0.00 3.22 23.00 

12 12.24±0.09 4.95±0.08 0.66±0.00 2.15 17.54 
15 11.41±0.08 3.78±0.08 0.66±0.00 1.97 17.29 
18 11.29±0.11 2.79±0.05 0.66±0.00 1.87 16.53 
21 10.79±0.03 2.33±0.11 0.66±0.00 1.73 16.08 
24 9.74±0.12 2.09±0.03 0.66±0.00 1.32 13.58 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.9    น ้าหนกัเซลลแ์ห้ง ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย  ความเขม้ขน้ของ   P(3HB)     
และปริมาณ P(3HB) เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในภาวะปริมาณน ้าตาลในน ้าออ้ยเร่ิมตน้ 30  
กรัมต่อลิตร และปริมาณหวัเช้ือ 10 เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือในถงัหมกั อตัราการกวน  
600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ 1 vvm   ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 
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ตารางท่ี 4.10    น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย  ความเขม้ขน้ของ    
P(3HB) และปริมาณ P(3HB) เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในภาวะปริมาณน ้าตาลในน ้าออ้ย 
เร่ิมตน้ 30 กรัมต่อลิตร และปริมาณหวัเช้ือ 15 เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือในถงัหมกั  
อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ 1 vvm   ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 
  

Time 
(h) 

DCW 
 (g/l) 

Total  sugar 
(g/l) 

Urea 
(g/l) 

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

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

0 1.28±0.06 31.37±0.09 2.21±0.01 - - 
3 8.43±0.06 18.98±0.09 1.77±0.02 2.01 23.84 
6 15.63±0.08 5.03±0.11 0.88±0.02 4.21 26.47 
9 15.08±0.04 2.45±0.05 0.59±0.00 3.29 21.80 

12 12.43±0.11 2.11±0.07 0.59±0.00 2.02 16.23 
15 10.62±0.03 2.07±0.12 0.59±0.00 1.43 13.47 
18 9.38±0.08 2.01±0.08 0.59±0.00 1.03 10.98 
21 8.04±0.11 1.82±0.08 0.59±0.00 0.79 9.83 
24 6.94±0.09 1.26±0.04 0.59±0.00 0.51 7.36 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.10    น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย  ความเขม้ขน้ของ    
P(3HB) และปริมาณ P(3HB) เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในภาวะปริมาณน ้าตาลในน ้าออ้ย 
เร่ิมตน้ 30 กรัมต่อลิตร และปริมาณหวัเช้ือ 15 เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือในถงัหมกั  
อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ 1 vvm   ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 
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ตารางท่ี 4.11 น ้าหนกัเซลลแ์หง้   ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด    ปริมาณยเูรีย   ความเขม้ขน้ของ    
P(3HB)  และปริมาณ P(3HB)  เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในภาวะปริมาณน ้าตาลในน ้าออ้ย 
เร่ิมตน้ 50 กรัมต่อลิตร และปริมาณหวัเช้ือ 5 เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือในถงัหมกั  
อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ 1 vvm   ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 
  

Time 
(h) 

DCW 
 (g/l) 

Total  sugar 
(g/l) 

Urea 
(g/l) 

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

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

0 0.88±0.11 53.72±0.09 1.94±0.03 - - 
3 7.37±0.09 40.43±0.07 1.86±0.03 0.92 12.48 
6 11.07±0.08 25.71±0.05 0.97±0.02 2.89 26.14 
9 13.74±0.05 21.65±0.06 0.74±0.01 2.42 17.62 

12 11.07±0.06 17.71±0.04 0.67±0.01 1.64 14.84 
15 10.46±0.04 16.77±0.03 0.59±0.00 1.20 11.47 
18 10.42±0.06 14.88±0.06 0.59±0.00 1.07 10.23 
21 10.12±0.02 14.24±0.11 0.59±0.00 0.97 9.58 
24 9.86±0.03 12.57±0.09 0.59±0.00 0.91 9.27 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.11    น ้าหนกัเซลลแ์หง้   ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด   ปริมาณยเูรีย    ความเขม้ขน้ของ    
P(3HB)   และปริมาณ P(3HB)  เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในภาวะปริมาณน ้าตาลในน ้าออ้ย 
เร่ิมตน้ 50 กรัมต่อลิตร และปริมาณหวัเช้ือ  5 เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือในถงัหมกั 
อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ 1 vvm   ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 
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ตารางท่ี 4.12   น ้าหนกัเซลลแ์หง้   ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด    ปริมาณยเูรีย   ความเขม้ขน้ของ    
P(3HB)  และปริมาณ P(3HB)  เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12  ในภาวะปริมาณน ้าตาลในน ้าออ้ย 
เร่ิมตน้ 50 กรัมต่อลิตร และปริมาณหวัเช้ือ  10 เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือในถงัหมกั 
อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ 1 vvm   ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 
  

Time 
(h) 

DCW 
 (g/l) 

Total  sugar 
(g/l) 

Urea 
(g/l) 

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

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

0 0.98±0.04 51.73±0.05 2.06±0.03 - - 
3 9.16±0.08 36.06±0.09 1.69±0.01 2.13 23.26 
6 16.51±0.07 27.27±0.10 0.81±0.02 3.60 20.54 
9 16.18±0.06 22.68±0.11 0.74±0.05 2.79 16.50 

12 13.93±0.05 21.92±0.08 0.66±0.00 1.85 13.25 
15 12.91±0.03 21.28±0.05 0.66±0.00 1.46 11.32 
18 11.55±0.09 17.84±0.06 0.66±0.00 1.54 13.36 
21 10.48±0.11 17.20±0.07 0.66±0.00 1.38 13.18 
24 10.01±0.10 15.16±0.08 0.66±0.00 1.29 12.91 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.12    น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย  ความเขม้ขน้ของ    
P(3HB) และปริมาณ P(3HB) เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในภาวะปริมาณน ้าตาลในน ้าออ้ย 
เร่ิมตน้ 50 กรัมต่อลิตร และปริมาณหวัเช้ือ  10 เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือในถงัหมกั 
อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ 1 vvm   ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 
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ตารางท่ี 4.13   น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย  ความเขม้ขน้ของ    
P(3HB) และปริมาณ P(3HB) เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในภาวะปริมาณน ้าตาลในน ้าออ้ย 
เร่ิมตน้ 50 กรัมต่อลิตร และปริมาณหวัเช้ือ  15 เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือในถงัหมกั 
อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ 1 vvm   ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 
  

Time 
(h) 

DCW 
 (g/l) 

Total  sugar 
(g/l) 

Urea 
(g/l) 

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

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

0 1.17±0.06 53.72±0.09 2.83±0.01 - - 
3 9.56±0.06 40.43±0.06 2.01±0.04 1.75 18.31 
6 16.98±0.08 25.71±0.10 1.12±0.03 3.63 21.39 
9 16.94±0.04 24.65±0.11 1.04±0.02 3.02 17.83 

12 15.73±0.11 17.71±0.06 0.89±0.00 2.04 12.97 
15 14.45±0.03 16.77±0.12 0.89±0.00 1.66 11.46 
18 12.72±0.08 14.88±0.08 0.89±0.00 1.28 10.07 
21 12.47±0.08 14.24±0.03 0.89±0.00 1.40 11.20 
24 12.06±0.07 12.57±0.02 0.89±0.00 0.97 8.03 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.13    น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย  ความเขม้ขน้ของ    
P(3HB) และปริมาณ P(3HB) เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในภาวะปริมาณน ้าตาลในน ้าออ้ย 
เร่ิมตน้ 50 กรัมต่อลิตร และปริมาณหวัเช้ือ  15 เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือในถงัหมกั 
อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ 1 vvm   ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 
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ตารางท่ี 4.14   น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย  ความเขม้ขน้ของ    
P(3HB) และปริมาณ P(3HB) เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในภาวะปริมาณน ้าตาลในน ้าออ้ย 
เร่ิมตน้ 70 กรัมต่อลิตร และปริมาณหวัเช้ือ  5 เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือในถงัหมกั 
อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ 1 vvm   ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 
  

Time 
(h) 

DCW 
 (g/l) 

Total  sugar 
(g/l) 

Urea 
(g/l) 

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

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

0 0.65±0.08 71.66±0.09 2.08±0.02 - - 
3 7.77±0.08 56.03±0.05 1.94±0.02 1.37 17.70 
6 17.24±0.05 44.63±0.04 1.79±0.03 3.79 22.00 
9 17.33±0.11 38.76±0.10 0.74±0.01 2.86 16.53 

12 15.7±0.06 37.21±0.12 0.67±0.00 2.40 15.27 
15 14.82±0.03 34.85±0.06 0.59±0.00 1.85 12.50 
18 14.79±0.03 31.76±0.04 0.59±0.00 1.34 9.05 
21 14.01±0.07 27.93±0.09 0.59±0.00 1.20 8.60 
24 12.79±0.05 26.79±0.09 0.59±0.00 0.95 7.46 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.14    น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย  ความเขม้ขน้ของ    
P(3HB) และปริมาณ P(3HB) เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในภาวะปริมาณน ้าตาลในน ้าออ้ย 
เร่ิมตน้ 70 กรัมต่อลิตร และปริมาณหวัเช้ือ  5 เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือในถงัหมกั 
อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ 1 vvm   ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 
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ตารางท่ี 4.15   น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย  ความเขม้ขน้ของ    
P(3HB) และปริมาณ P(3HB) เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในภาวะปริมาณน ้าตาลในน ้าออ้ย 
เร่ิมตน้ 70 กรัมต่อลิตร และปริมาณหวัเช้ือ  10  เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือในถงัหมกั 
อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ 1 vvm   ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 
  

Time 
(h) 

DCW 
 (g/l) 

Total  sugar 
(g/l) 

Urea 
(g/l) 

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

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

0 1.06±0.06 72.12±0.08 2.29±0.01 - - 
3 7.40±0.06 64.68±0.04 1.84±0.01 0.78 10.54 
6 17.83±0.08 57.34±0.04 1.33±0.03 3.66 20.54 
9 19.01±0.04 52.78±0.09 1.03±0.00 3.05 16.07 

12 17.35±0.10 49.60±0.06 0.81±0.00 2.60 14.96 
15 15.51±0.11 47.22±0.10 0.74±0.00 1.90 12.28 
18 14.46±0.09 43.65±0.11 0.74±0.00 1.00 6.94 
21 14.21±0.05 40.08±0.11 0.74±0.00 1.03 7.26 
24 13.88±0.08 36.11±0.09 0.74±0.00 0.95 6.85 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.15    น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย  ความเขม้ขน้ของ    
P(3HB) และปริมาณ P(3HB) เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในภาวะปริมาณน ้าตาลในน ้าออ้ย 
เร่ิมตน้ 70 กรัมต่อลิตร และปริมาณหวัเช้ือ  10  เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือในถงัหมกั 
อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ 1 vvm   ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 
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ตารางท่ี 4.16   น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย  ความเขม้ขน้ของ    
P(3HB) และปริมาณ P(3HB) เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในภาวะปริมาณน ้าตาลในน ้าออ้ย 
เร่ิมตน้ 70 กรัมต่อลิตร และปริมาณหวัเช้ือ  15  เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือในถงัหมกั 
อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ 1 vvm   ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 
  

Time 
(h) 

DCW 
 (g/l) 

Total  sugar 
(g/l) 

Urea 
(g/l) 

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

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

0 1.56±0.08 72.88±0.05 2.90±0.04 - - 
3 1.69±0.10 71.45±0.04 2.08±0.02 0.08 6.91 
6 14.27±0.05 54.84±0.09 1.49±0.02 3.11 21.80 
9 22.27±0.05 43.6±0.09 1.19±0.01 4.06 18.25 

12 18.33±0.08 42.46±0.10 1.04±0.00 2.92 15.92 
15 17.7±0.03 39.78±0.08 0.89±0.00 2.22 12.55 
18 16.08±0.07 37.37±0.06 0.89±0.00 1.92 11.93 
21 13.03±0.02 36.08±0.10 0.89±0.00 1.98 15.19 
24 11.95±0.11 31.12±0.04 0.89±0.00 1.87 15.62 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.16    น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย  ความเขม้ขน้ของ    
P(3HB) และปริมาณ P(3HB) เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ในภาวะปริมาณน ้าตาลในน ้าออ้ย 
เร่ิมตน้ 70 กรัมต่อลิตร และปริมาณหวัเช้ือ  15  เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือในถงัหมกั 
อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ 1 vvm   ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 
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ตารางท่ี 4.17 เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้  ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด อตัราผลผลิตของเซลล ์ 
อตัราการเจริญจ าเพาะ  และสัมประสิทธ์ิปริมาณเซลลต่์อสับสเตรตท่ีถูกใชไ้ป เม่ือเล้ียง B. 
megaterium P-12 ท่ีปริมาณน ้ าตาลเร่ิมตน้และปริมาณหวัเช้ือต่างๆกนั  

เม่ือเปรียบเทียบน ้ าหนกัเซลล์แห้งของ B. megaterium P-12 ในแต่ละสภาวะท่ีเล้ียงเช้ือ พบว่า
น ้ าหนักเซลล์แห้งเพิ่มข้ึนเม่ือใช้ปริมาณน ้ าตาลเร่ิมต้นเพิ่มข้ึน และสูงสุดเม่ือใช้กล้าเช้ือ 15 
เปอร์เซ็นตต่์อปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ (ดงัแสดงในภาพท่ี 4.17)  แต่เม่ือใชน้ ้ าตาลเร่ิมตน้เท่ากบั 50 
และ 70 กรัมต่อลิตร มีน ้ าตาลท่ีเหลือปริมาณสูง ท าให้เปอร์เซ็นตผ์ลผลิตต ่าประมาณ 30 เปอร์เซ็นต์
หลงัจากส้ินสุดการเล้ียงเช้ือ เม่ือเทียบกบัปริมาณน ้ าตาลเร่ิมตน้ 10  20  และ 30 กรัมต่อลิตร ท่ีเซลล์

initial sugar 
(g/l) 

% 
inoculum 

Time 
(h) 

DCW 
(g/l) 

residual 
sugar 
(g/l) 

cell 
productivity 

(g/l/h) 

µ 
(h-1) 

Yx/s 
overall 

10 

5 6 7.23±0.01 0.49±0.09 1.07 0.37 0.63 

10 6 7.41±0.04 0.50±0.08 1.06 0.33 0.61 

15 6 7.77±0.08 0.46±0.06 1.10 0.31 0.60 

20 

5 6 9.09±0.06 2.63±0.03 1.37 0.39 0.45 

10 6 11.89±0.06 1.83±0.06 1.80 0.39 0.55 

15 6 12.65±0.08 1.53±0.05 1.87 0.36 0.53 

30 

5 6 13.22±0.08 9.30±0.07 2.03 0.43 0.58 

10 6 14.79±0.04 7.98±0.03 2.28 0.43 0.59 

15 6 15.63±0.08 5.03±0.11 2.34 0.41 0.54 

50 

5 9 13.74±0.05 24.65±0.06 1.43 0.31 0.40 

10 6 16.51±0.07 27.27±0.10 2.59 0.47 0.63 

15 6 16.98±0.08 25.71±0.10 2.64 0.45 0.56 

70 

5 9 17.33±0.11 38.76±0.10 1.85 0.36 0.51 

10 9 19.01±0.04 52.78±0.09 1.99 0.32 0.93 

15 9 22.27±0.05 43.60±0.09 2.30 0.30 0.71 
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เจริญไดดี้และใชน้ ้าตาลไดเ้กือบหมดและเปอร์เซ็นตผ์ลผลิตสูง (ดงัแสดงในภาพท่ี 4.18) โดยเม่ือใช้
น ้าตาลเร่ิมตน้ 30 กรัมต่อลิตร พบวา่มีอตัราผลผลิตของเซลลเ์ฉล่ียสูงสุด ซ่ึงท่ีปริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้
เท่ากบั 5 เปอร์เซ็นต์ มีผลผลิตของเซลล์ต ่าสุด คือ 2.03 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ท่ีปริมาณกลา้เช้ือ
เร่ิมตน้ 10 และ 15 เปอร์เซ็นต ์ไดค้่าผลผลิตของเซลลใ์กลเ้คียงกนั คือ 2.28 และ 2.34 กรัมต่อลิตรต่อ
ชัว่โมง ตามล าดบั(ดงัแสดงในภาพท่ี 4.19)  แต่การใชป้ริมาณกลา้เช้ือเท่ากบั 10 เปอร์เซ็นต์ ค่าอตัรา
การเจริญจ าเพาะและสัมประสิทธ์ิปริมาณเซลล์ต่อสับสเตรตท่ีถูกใช้ไป มีค่าสูงสุด คือ 0.43 และ 
0.59  กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ตามล าดบั (ดงัแสดงในตารางท่ี 4.17) ดงันั้นจึงเลือกใชภ้าวะท่ีปริมาณ
น ้าตาลเร่ิมตน้เท่ากบั 30 กรัมต่อลิตรและใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้เท่ากบั 10 เปอร์เซ็นตต่์อปริมาตร
อาหารเล้ียงเช้ือ ในการวจิยัขั้นต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.17    น ้ าหนกัเซลล์แห้ง เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ท่ีภาวะความเขม้ขน้น ้ าตาลและ
ปริมาณกลา้เช้ือต่างกนั 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.18    เปอร์เซ็นตผ์ลผลิตของเซลล ์เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ท่ีภาวะความเขม้ขน้น ้ าตาล
และปริมาณกลา้เช้ือต่างกนั 
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ภาพท่ี 4.19    อตัราผลผลิตของเซลล์ เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ท่ีภาวะความเขม้ขน้น ้ าตาลและ
ปริมาณกลา้เช้ือต่างกนั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.20    อตัราการเจริญจ าเพาะของเซลล์ เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ท่ีภาวะความเขม้ขน้
น ้าตาลและปริมาณกลา้เช้ือต่างกนั 
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  4.2.2 แปรผนัอตัราส่วนระหว่างแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจน (โดยโมล)  
เท่ากบั 5 ต่อ 1 10 ต่อ 1 และ 15 ต่อ 1 
  การเพิ่มการเจริญของเซลล์อยา่งมีประสิทธิภาพนั้น เซลล์ตอ้งไดรั้บสารอาหารทั้ง
แหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนท่ีมีปริมาณและสัดส่วนเหมาะสมเพื่อให้เซลล์เจริญไดดี้เพิ่มข้ึน 
(Ramsay และคณะ, 1992) ซ่ึงจากการเล้ียงเช้ือท่ีปริมาณน ้ าตาลเร่ิมตน้ 30 กรัมต่อลิตรและใช้
ปริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้ 10 เปอร์เซ็นตต่์อปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ ณ ชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียงเช้ือได้
ความเขม้ขน้เซลลสู์งสุด  ปริมาณน ้ าตาลยงัคงเหลืออยู ่ แต่ปริมาณของไนโตรเจนเหลือนอ้ยมากซ่ึง
อาจจะเป็นผลให้ขาดแหล่งไนโตรเจนและเซลล์ไม่สามารถเจริญต่อไปได ้  ดงันั้นถา้เพิ่มปริมาณ
ของไนโตรเจนในอาหารเล้ียงเช้ือ โดยเพิ่มในปริมาณท่ีมีสัดส่วนระหวา่งแหล่งคาร์บอนและแหล่ง
ไนโตรเจนท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของเซลล ์จะช่วยเพิ่มผลผลิตของเซลลใ์หม้ากข้ึนจากเดิมได ้
  ท าการศึกษาโดย ถ่ายกลา้เช้ืออายุ 6 ชัว่โมง ปริมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ต่อปริมาตร
อาหารเล้ียงเช้ือในถงัหมกั ลงในถงัหมกัท่ีมีอาหาร MSM  ปริมาณน ้ าตาลเร่ิมตน้ 30 กรัมต่อลิตร 
และใช้ยูเรียเป็นแหล่งไนโตรเจน   โดยแปรผนัอตัราส่วน(โดยโมล)ของ C/N   เท่ากบั     5 ต่อ 1    
10 ต่อ 1   และ 15 ต่อ 1 
 ผลการศึกษาพบวา่ เม่ือเพิ่มปริมาณไนโตรเจน เซลลมี์การเจริญเพิ่มข้ึนสอดคลอ้งกบัการใช้
น ้าตาล โดยไดก้ารเจริญของเซลล์สูงสุด ณ  ชัว่โมงท่ี 9 ของการเล้ียงเช้ือโดยท่ี C/N เท่ากบั 10 ต่อ 1  
ไดน้ ้าหนกัเซลล์แห้งสูงสุดเท่ากบั 19.07 กรัมต่อลิตร รองลงมา คือ  C/N เท่ากบั 5 ต่อ 1 และ 15 ต่อ 
1  ไดน้ ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดเท่ากบั 18.02 และ 17.01  กรัมต่อลิตร ตามล าดบั  แนวโนม้การใชย้เูรีย
ลดลงและคงท่ีในเซลล์เขา้สู่ระยะ death phase เช่นเดียวกบัการทดลองท่ีผา่นมา  ความเขม้ขน้ของ 
P(3HB)และปริมาณ P(3HB) ท่ีสะสมระหวา่งการเจริญของเซลล์ แตกต่างกนัโดยท่ี  C/N เท่ากบั 10 
ต่อ 1  ไดค้วามเขม้ขน้ของ P(3HB) สูงสุดเท่ากบั  4.97 กรัมต่อลิตร รองลงมา คือ  C/N เท่ากบั 5 ต่อ 
1  และ 15 ต่อ 1  ซ่ึงไดค้วามเขม้ขน้ของ P(3HB)  เท่ากบั  4.54 และ 4.15 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ดงั
แสดงในตารางท่ี 4.18  ภาพท่ี 4.17    ตารางท่ี 4.19  ภาพท่ี 4.18    ตารางท่ี 4.20  ภาพท่ี 4.19     
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ตารางท่ี 4.18 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ความเขม้ขน้ของ   P(3HB)    
และปริมาณ P(3HB)  เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12  ท่ีอตัราส่วนของแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจน 
เท่ากบั   5 ต่อ 1   ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร      อตัราการกวน 600 rpm       อตัราการให้อากาศ 1 vvm    
ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 4.21    น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ความเขม้ขน้ของ   P(3HB)    
และปริมาณ P(3HB)  เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12  ท่ีอตัราส่วนของแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจน 
เท่ากบั   5 ต่อ 1   ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร      อตัราการกวน 600 rpm       อตัราการให้อากาศ 1 vvm    
ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 

Time 
(h) 

DCW 
 (g/l) 

Total  sugar 
(g/l) 

Urea 
(g/l) 

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

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

0 1.07±0.04 31.03±0.09 4.88±0.02 - - 
3 5.76±0.05 19.98±0.07 4.27±0.02 1.94 33.71 
6 15.89±0.07 3.80±0.07 2.90±0.03 4.54 28.55 
9 18.02±0.07 1.06±0.03 1.93±0.01 3.86 21.40 

12 16.08±0.08 1.02±0.07 1.66±0.01 2.84 17.69 
15 13.86±0.10 0.99±0.09 1.52±0.00 1.99 14.38 
18 13.56±0.12 0.94±0.03 1.30±0.00 1.17 8.62 
21 13.22±0.09 0.93±0.03 1.30±0.00 1.10 8.33 
24 12.89±0.10 0.92±0.06 1.30±0.00 0.53 4.09 
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ตารางท่ี 4.19 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ความเขม้ขน้ของ   P(3HB)    
และปริมาณ P(3HB)  เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12  ท่ีอตัราส่วนของแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจน 
เท่ากบั   10 ต่อ 1   ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร      อตัราการกวน 600 rpm      อตัราการให้อากาศ 1 vvm    
ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 

Time 
(h) 

DCW 
 (g/l) 

Total  sugar 
(g/l) 

Urea 
(g/l) 

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

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

0 0.94±0.02 31.8±0.04 3.96±0.02 - - 
3 5.49±0.04 24.61±0.03 3.19±0.03 2.00 36.42 
6 13.54±0.07 8.37±0.07 2.41±0.03 3.91 28.91 
9 19.07±0.08 1.68±0.02 1.49±0.02 4.97 26.08 

12 18.66±0.06 1.40±0.04 1.30±0.00 4.34 23.28 
15 17.31±0.02 1.33±0.05 1.08±0.00 3.92 22.67 
18 15.19±0.03 1.09±0.03 1.01±0.00 2.25 14.82 
21 12.02±0.05 1.08±0.13 1.01±0.00 1.40 11.66 
24 10.94±0.10 1.02±0.08 1.01±0.00 0.68 6.23 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 4.22    น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ความเขม้ขน้ของ   P(3HB)    
และปริมาณ P(3HB)  เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12  ท่ีอตัราส่วนของแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจน 
เท่ากบั   10 ต่อ 1   ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร      อตัราการกวน 600 rpm       อตัราการให้อากาศ 1 vvm    
ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 
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ตารางท่ี 4.20 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ความเขม้ขน้ของ   P(3HB)    
และปริมาณ P(3HB)  เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12  ท่ีอตัราส่วนของแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจน 
เท่ากบั  15 ต่อ 1   ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร      อตัราการกวน 600 rpm      อตัราการให้อากาศ 1 vvm    
ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 
  

Time 
(h) 

DCW 
 (g/l) 

Total  sugar 
(g/l) 

Urea 
(g/l) 

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

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

0 1.13±0.11 31.01±0.03 2.99±0.01 - - 
3 4.49±0.09 22.36±0.05 2.46±0.01 0.70 15.49 
6 14.70±0.04 4.48±0.06 1.01±0.02 3.43 23.36 
9 17.01±0.08 1.73±0.05 0.91±0.03 4.15 24.43 

12 16.59±0.08 1.37±0.07 0.87±0.00 3.81 22.97 
15 15.29±0.06 1.24±0.09 0.79±0.00 3.47 22.71 
18 13.68±0.03 1.05±0.04 0.72±0.00 2.44 17.84 
21 10.77±0.02 0.94±0.03 0.72±0.00 1.09 10.11 
24 10.03±0.02 0.90±0.07 0.72±0.00 0.44 4.42 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 4.23    น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ความเขม้ขน้ของ   P(3HB)    
และปริมาณ P(3HB)  เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12  ท่ีอตัราส่วนของแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจน 
เท่ากบั   15 ต่อ 1   ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร     อตัราการกวน 600 rpm     อตัราการให้อากาศ 1 vvm    
ควบคุม pH เท่ากบั 7.0 
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ตารางท่ี 4.21   เปรียบเทียบน ้ าหนกัเซลลแ์หง้    ปริมาณ P(3HB)   ความเขม้ขน้ของ   P(3HB)  อตัรา 
ผลผลิตของเซลล ์ อตัราผลผลิตของ P(3HB)  และสัมประสิทธ์ิปริมาณเซลลต่์อสับสเตรตท่ีถูกใชไ้ป 
เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ท่ีอตัราส่วนของแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจนต่างๆกนั 
 

C/N 
ratio 

time 
(h) 

DCW 
(g/l) 

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

P(3HB) 
content     

(% by wt.) 

Cell 
productivity 

(g/l/h) 

P(3HB) 
Productivity 

(g/l/h) 

Yx/s 

5 : 1 9 18.02±0.07 3.86 21.40 1.88 0.43 0.57 
10 : 1 9 19.07±0.08 4.97 26.08 2.01 0.55 0.60 
15 : 1 9 17.01±0.08 4.15 24.43 1.76 0.46 0.54 
27: 1* 6 14.79±0.04 3.45 23.32 2.28 0.57 0.59 
* ชุดควบคุม (ภาวะท่ีเหมาะสมจากขอ้ 4.2.1 คือ น ้ าตาล 30 g/l  ปริมาณกลา้เช้ือ 10 % และ ยเูรีย 1  g/l)  

 
ตารางท่ี 4.21 เปรียบเทียบน ้ าหนกัเซลล์แห้งของ B. megaterium P-12   ความเขม้ขน้ของ 

P(3HB)   P(3HB) content  อตัราผลผลิตของเซลล์  อตัราผลผลิตของ P(3HB) และสัมประสิทธ์ิ
ปริมาณเซลลต่์อสับสเตรตท่ีถูกใชไ้ป (Yx/s)  ท่ีอตัราส่วนของแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจนต่างๆกนั 
พบวา่ ท่ีอตัราส่วนของ C/N เท่ากบั 10 ต่อ 1 ไดน้ ้ าหนกัเซลล์แห้งเท่ากบั  19.07 กรัมต่อลิตร  ความ
เขม้ขน้ของ P(3HB) เท่ากบั 4.97 กรัมต่อลิตร    ปริมาณ P(3HB)  เท่ากบั 26.08 เปอร์เซ็นต ์  และ
สัมประสิทธ์ิปริมาณเซลล์ต่อสับสเตรตท่ีถูกใช้ไปเท่ากบั  0.60  (ดงัแสดงในภาพท่ี 4.20  ภาพท่ี 
4.21) ซ่ึงมีค่าสูงสุดเม่ือเทียบกบัท่ี C/N ต่างๆ ส่วนอตัราผลผลิตของเซลล์ และ อตัราผลผลิตของ 
P(3HB) ลดลงจากชุดควบคุมเล็กนอ้ย  (ดงัแสดงในภาพท่ี 4.21)  เน่ืองจากระยะเวลาท่ีเซลล์เจริญ
สูงสุดเพิ่มข้ึนจาก 6 ชัว่โมงเป็น 9 ชัว่โมง 
 ดงันั้นจึงเลือกใชสู้ตรอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีอตัราส่วนของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจน
(น ้าตาลในน ้าออ้ยต่อยเูรีย) เท่ากบั 10 ต่อ 1 เพื่อการศึกษาในขั้นตอนต่อไป 
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ภาพท่ี 4.24 เปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณ P(3HB) และความเขม้ขน้ของ   P(3HB)  เม่ือ
เล้ียง B. megaterium P-12  ท่ีอตัราส่วนของแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจนต่างๆกนั 
 

 
ภาพท่ี 4.25 เปรียบเทียบอตัราผลผลิตของเซลล ์ อตัราผลผลิตของ P(3HB) และสัมประสิทธ์ิปริมาณ
เซลลต่์อสับสเตรตท่ีถูกใชไ้ป เม่ือเล้ียง B. megaterium P-12 ท่ีอตัราส่วนของแหล่งคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจนต่างๆกนั 
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4.3 การเพาะเลีย้ง  B. megaterium P-12  ในระดับถังหมักระยะที ่2  เพือ่การผลติโคพอล ิ
เมอร์  P(3HB-co-3HV)        
 การเล้ียงเช้ือเพื่อการผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV  ตอ้งมีการเติมสารตั้งตน้ของมอนอเมอร์ 
3HV ซ่ึงจากงานวจิยัน้ีคือ โซเดียมโพรพิโอเนต    โดยถา้เติมโซเดียมโพรพิโอเนตในช่วงเร่ิมตน้การ
เล้ียงเช้ือ ท าใหค้วามเขม้ขน้ของโซเดียมโพรพิโอเนตท่ีสูงเกินไปเกิดพิษต่อเซลลแ์ละท าให้เซลล์ตาย
ได ้ (Yu  และคณะ, 2002) ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงพฒันาวิธีการผลิตเป็น 2 ขั้นตอน ในขั้นตอนแรกเป็น
การเพิ่มความเขม้ขน้เซลล์ให้ไดเ้พียงพอก่อนแลว้จึงเติมโซเดียมโพรพิโอเนต    โดยเติมในรูปแบบ
ของแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้ าตาลและโซเดียมโพรพิโอเนต    เน่ืองจากไดโ้คพอลิเมอร์ท่ีมี
สัดส่วนของ 3HV  สูงกวา่การใชแ้หล่งคาร์บอนเพียงชนิดเดียวท่ีไดม้อนอเมอร์ของ 3HB สูง  (Doi  
และคณะ, 1987 ; Lee  และคณะ , 1994)  

เล้ียงเช้ือโดยใช้ภาวะท่ีเหมาะสมจากการศึกษาในขั้นตน้ คือ ถ่ายกลา้เช้ืออายุ  6 ชัว่โมง 

ปริมาณ 10 เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ ลงในถงัหมกัท่ีมีอาหาร MSM 3 ลิตร โดยใส่

น ้ าออ้ยท่ีมีน ้ าตาลเร่ิมตน้ 30 กรัมต่อลิตร  และอตัราส่วนของ C/N เท่ากบั 10 ต่อ 1 (น ้ าตาลใน

น ้าออ้ย 30 กรัมต่อลิตร และยเูรีย 8.12 กรัมต่อลิตร)  จากนั้นเติมแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้ าตาล

ในน ้าออ้ย ซ่ึงจะเป็นสารตั้งตน้ส าหรับสังเคราะห์มอนอเมอร์ 3HB (3HB-generating carbon source) 

และเกลือโซเดียมโพรพิโอเนต ซ่ึงจะเป็นสารตั้งตน้ส าหรับสังเคราะห์มอนอเมอร์ 3HV (3HV-

generating carbon source) ในปริมาณท่ีท าให้ปริมาตรอาหารในถงัหมกัเป็น 3 ลิตร โดยแปรปัจจยั

ต่างๆ ดงัน้ี 

4.3.1 ช่วงเวลาในการเติมแหล่งคาร์บอนผสม คือ ชัว่โมงท่ี  3  6  และ 9 
4.3.2 สัดส่วนของแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งความเขม้ขน้ของน ้าตาลในน ้าออ้ยท่ี 
         เติมลงในถงัหมกักบัปริมาณเกลือโซเดียมโพรพิโอเนต เท่ากบั 1:0.25  1:0.5   
         และ 1:1 
4.3.3 ความเขม้ขน้ของน ้าตาลในน ้าออ้ย(ในแหล่งคาร์บอนผสม) ท่ีเติมลงใน 

                     ถงัหมกัเป็น 6  9  และ  12 กรัมต่อลิตร (ไม่รวมความเขม้ขน้ของน ้าตาลท่ี 
         เหลือในถงัหมกัก่อนเติมแหล่งคาร์บอนผสม) 
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ผลการศึกษาพบวา่เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมมีการเจริญของเซลล์เพิ่มข้ึน  ระยะเวลาการ
เจริญของเซลล์สูงสุดเพิ่มข้ึนจากชัว่โมงท่ี 9 เป็นชัว่โมงท่ี 12 โดยเม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมท่ี
ชัว่โมงท่ี 3 และชัว่โมงท่ี 6  ความเขม้ขน้ของ PHA ค่อยๆเพิ่มข้ึนจากระยะเวลาท่ีเร่ิมเล้ียงเช้ือ และ
สูงสุดท่ีชัว่โมงท่ี 9 ของการเล้ียงเช้ือ ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลและยเูรียลดลงตามระยะเวลาการเล้ียง
เช้ือเช่นเดียวกบัการทดลองท่ีผ่านมา   การใชโ้ซเดียมโพรพิโอเนตพบว่าความเขม้ขน้ของโซเดียม
โพรพิโอเนตลดลงและให้สัดส่วนของ 3HV เพิ่มข้ึนตามระยะเวลาการเล้ียงเช้ือ  การสะสมของ 
PHBV  แตกต่างกนัตามช่วงเวลาท่ีเติมแหล่งคาร์บอนผสม  (ดงัแสดงในตารางท่ี 4.22  ภาพท่ี 4.22    
ตารางท่ี 4.23  ภาพท่ี 4.23   ตารางท่ี 4.24  ภาพท่ี 4.24    ตารางท่ี 4.25  ภาพท่ี 4.25    ตารางท่ี 4.26  
ภาพท่ี 4.26    ตารางท่ี 4.27  ภาพท่ี 4.27    ตารางท่ี 4.28  ภาพท่ี 4.28   ตารางท่ี 4.29  ภาพท่ี 4.29    
ตารางท่ี 4.30  ภาพท่ี 4.30)  และการเติมแหล่งคาร์บอนผสมท่ีชัว่โมงท่ี 9  ท าให้ความเขม้ขน้ของ 
PHBV  สูงสุดท่ีชัว่โมงท่ี 12    (ดงัแสดงในตารางท่ี 4.31  ภาพท่ี 4.31   ตารางท่ี 4.32  ภาพท่ี 4.32    
ตารางท่ี 4.33  ภาพท่ี 4.33    ตารางท่ี 4.34  ภาพท่ี 4.34    ตารางท่ี 4.35  ภาพท่ี 4.35   ตารางท่ี 4.36  
ภาพท่ี 4.36    ตารางท่ี 4.37  ภาพท่ี 4.37   ตารางท่ี 4.38  ภาพท่ี 4.38   ตารางท่ี 4.39  ภาพท่ี 4.39)  
และปริมาณของ PHA (เปอร์เซ็นต์ต่อน ้ าหนกัเซลล์แห้ง) มีแนวโนม้ลดลงตามระยะเวลาการเล้ียง
เช้ือในทุกภาวะการทดลอง  
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ตารางท่ี 4.22 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA   และสัดส่วนมอนอเมอร์  เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน  1:0.25         ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   6  กรัมต่อลิตร      ท่ีชัว่โมงท่ี 3 ของการเล้ียง  
B. megaterium P-12 ในถงัหมกั   อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการให้อากาศ    1 vvm  ควบคุม pH  
เท่ากบั 7.0 
Time 

(h) 
DCW 
 (g/l) 

Total  
sugar  
(g/l) 

Sodium 
propionate 

(g/l) 

Urea 
(g/l) 

PHA 
conc. 
(g/l) 

PHA 
content  

(% by wt.) 

Momomer fraction 
(%) 

3HB 3HV 

0 1.34±0.04 31.28±0.02 - 3.85±0.02 - - - - 
3 7.12±0.08 28.21±0.03 1.68±0.15 3.55±0.03 2.12 29.78 100 0 
6 12.56±0.03 19.12±0.05 1.26±0.18 2.47±0.03 3.48 27.71 98 2 
9 18.44±0.04 13.86±0.05 0.98±0.21 1.08±0.01 3.96 21.48 95 5 

12 19.36±0.05 8.74±0.04 0.74±0.14 0.93±0.01 1.74 8.99 94 6 
15 18.82±0.06 6.56±0.03 0.51±0.25 0.77±0.00 1.25 6.64 91 9 
18 17.75±0.04 5.49±0.04 0.26±0.31 0.62±0.00 1.14 6.42 93 7 
21 16.64±0.03 4.08±0.03 0.00±0.00 0.62±0.00 1.02 6.13 94 6 
24 15.43±0.07 3.87±0.03 0.00±0.00 0.62±0.00 0.97 6.29 94 6 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.26  น ้าหนกัเซลลแ์ห้ง ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต  ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA   และสัดส่วนมอนอเมอร์  เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน  1:0.25     ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั  6  กรัมต่อลิตร     ท่ีชัว่โมงท่ี 3 ของการเล้ียง B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ    1 vvm  ควบคุม pH  
เท่ากบั 7.0 (      หมายถึง ชัว่โมงท่ีเติมแหล่งคาร์บอนผสม ) 
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ตารางท่ี 4.23 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA   และสัดส่วนมอนอเมอร์  เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน    1:0.5    ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั  6  กรัมต่อลิตร  ท่ีชัว่โมงท่ี 3 ของการเล้ียง B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ    1 vvm  ควบคุม pH  
เท่ากบั 7.0 
Time 
(h) 

DCW 
 (g/l) 

Total  
sugar 
 (g/l) 

Sodium 
propionate 

(g/l) 

Urea 
(g/l) 

PHA 
conc. 
(g/l) 

PHA 
content  

(% by wt.) 

Momomer fraction 
(%) 

3HB 3HV 

0 1.56±0.05 31.41±0.06 - 3.77±0.09 - - - - 
3 6.87±0.05 29.48±0.06 3.35±0.35 2.90±0.05 2.06 30.03 100 0 
6 11.70±0.03 19.47±0.05 2.65±0.36 2.46±0.03 3.11 26.55 97 3 
9 17.23±0.09 14.77±0.08 1.84±0.23 1.45±0.02 3.71 21.54 93 7 

12 19.82±0.11 9.06±0.03 1.01±0.24 1.01±0.02 1.36 6.85 81 19 
15 19.04±0.10 6.06±0.07 0.78±0.19 0.87±0.00 1.20 6.30 83 17 
18 18.52±0.09 3.93±0.02 0.43±0.29 0.72±0.00 0.54 2.92 85 15 
21 17.21±0.07 2.98±0.09 0.00±0.00 0.72±0.00 0.39 2.26 86 14 
24 16.57±0.07 2.72±0.04 0.00±0.00 0.72±0.00 0.82 4.96 87 13 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.27  น ้าหนกัเซลลแ์ห้ง ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ  PHA  ปริมาณ PHA   และสัดส่วนมอนอเมอร์  เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน    1:0.5     ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั  6  กรัมต่อลิตร   ท่ีชัว่โมงท่ี 3 ของการเล้ียง B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ    1 vvm  ควบคุม pH  
เท่ากบั 7.0  (       หมายถึง ชัว่โมงท่ีเติมแหล่งคาร์บอนผสม ) 
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ตารางท่ี 4.24 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ   PHA  ปริมาณ PHA   และสัดส่วนมอนอเมอร์  เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน   1:1      ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   6   กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 3 ของการเล้ียง B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ    1 vvm   ควบคุม pH  
เท่ากบั 7.0 
Time 

(h) 
DCW 
 (g/l) 

Total  
sugar 
 (g/l) 

Sodium 
propionate 

(g/l) 

Urea 
(g/l) 

PHA 
conc. 
(g/l) 

PHA 
content  

(% by wt.) 

Momomer fraction 
(mol %) 

3HB 3HV 

0 1.13±0.06 31.16±0.06 - 3.62±0.06 - - - - 

3 6.25±0.05 28.33±0.06 6.10±0.26 3.33±0.05 2.07 33.19 100 0 

6 12.65±0.09 15.32±0.09 5.96±0.29 2.61±0.04 2.75 21.72 93 7 

9 16.17±0.12 9.91±0.03 4.33±0.34 1.45±0.04 2.98 18.42 89 11 

12 19.69±0.11 5.28±0.08 3.43±0.31 0.87±0.03 2.75 13.96 83 17 

15 18.41±0.04 3.80±0.05 1.76±0.25 0.72±0.00 1.70 9.26 82 18 

18 17.73±0.05 3.23±0.04 1.21±0.27 0.72±0.00 1.74 9.84 83 17 

21 17.38±0.05 3.20±0.08 0.80±0.31 0.72±0.00 1.05 6.06 85 15 

24 16.22±0.07 3.04±0.04 0.21±0.37 0.72±0.00 0.80 4.91 86 14 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.28 น ้าหนกัเซลลแ์ห้ง ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ   PHA  ปริมาณ PHA และสัดส่วนมอนอเมอร์  เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน   1:1        ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั   6   กรัมต่อลิตร   ท่ีชัว่โมงท่ี 3 ของการเล้ียง  B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ    1 vvm   ควบคุม pH  
เท่ากบั 7.0  (        หมายถึง ชัว่โมงท่ีเติมแหล่งคาร์บอนผสม ) 
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ตารางท่ี 4.25 น ้าหนกัเซลลแ์หง้  ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด  ปริมาณยเูรีย  ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ   PHA  ปริมาณ PHA     และสัดส่วนมอนอเมอร์   เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน   1:0.25       ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั  6  กรัมต่อลิตร ท่ีชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียง B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั  อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ    1 vvm   ควบคุม pH  
เท่ากบั 7.0 
Time 

(h) 
DCW 
 (g/l) 

Total  
sugar 
 (g/l) 

Sodium 
propionate 

(g/l) 

Urea 
(g/l) 

PHA 
conc. 
(g/l) 

PHA 
content  

(% by wt.) 

Momomer fraction 
(mol %) 

3HB 3HV 

0 1.76±0.06 31.26±0.07 - 4.01±0.05 - - - - 

3 7.12±0.05 22.68±0.04 - 3.70±0.04 2.29 32.22 100 0 

6 14.15±0.08 14.60±0.05 1.62±0.35 2.93±0.04 4.34 30.69 100 0 

9 20.79±0.09 7.69±0.09 1.18±0.28 1.08±0.02 5.62 27.02 96 4 

12 21.18±0.04 2.07±0.05 0.56±0.32 0.93±0.01 3.91 18.47 92 8 

15 19.03±0.03 1.94±0.07 0.24±0.26 0.77±0.00 2.10 11.03 89 11 

18 18.49±0.10 1.84±0.02 0.00±0.00 0.62±0.00 1.67 9.01 91 9 

21 16.29±0.09 1.66±0.03 0.00±0.00 0.62±0.00 1.48 9.10 92 8 

24 15.56±0.08 1.61±0.08 0.00±0.00 0.62±0.00 1.52 9.76 93 7 

 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพท่ี 4.29 น ้าหนกัเซลลแ์ห้ง  ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด  ปริมาณยเูรีย  ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ   PHA  ปริมาณ PHA   และสัดส่วนมอนอเมอร์   เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน   1:0.25       ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเร่ิมตน้  6  กรัมต่อลิตร ท่ีชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียง B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั  อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ    1 vvm   ควบคุม pH 
เท่ากบั 7.0  (       หมายถึง ชัว่โมงท่ีเติมแหล่งคาร์บอนผสม ) 
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ตารางท่ี 4.26 น ้าหนกัเซลลแ์หง้  ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด  ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ   PHA  ปริมาณ PHA    และสัดส่วนมอนอเมอร์   เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน    1:0.5     ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั  6  กรัมต่อลิตร ท่ีชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียง B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั  อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm   ควบคุม pH  
เท่ากบั 7.0 
Time 
(h) 

DCW 
 (g/l) 

Total  
sugar  
(g/l) 

Sodium 
propionate 

(g/l) 

Urea 
(g/l) 

PHA 
conc. 
(g/l) 

PHA 
content  

(% by wt.) 

Momomer fraction 
(mol %) 

3HB 3HV 

0 1.34±0.06 31.16±0.04 - 3.91±0.05 - - - - 

3 6.37±0.06 25.18±0.01 - 3.48±0.03 1.97 30.91 100 0 

6 16.11±0.10 16.98±0.03 3.14±0.29 2.32±0.01 4.56 28.32 100 0 

9 19.92±0.11 9.47±0.03 2.22±0.37 1.01±0.01 5.96 29.90 89 11 

12 20.56±0.09 6.07±0.06 1.25±0.25 0.87±0.00 4.50 21.87 87 13 

15 19.52±0.04 4.82±0.07 0.86±0.27 0.72±0.00 1.95 9.98 88 12 

18 17.29±0.06 3.46±0.03 0.49±0.35 0.72±0.00 1.25 7.25 91 9 

21 16.48±0.08 3.09±0.05 0.23±0.34 0.72±0.00 1.20 7.28 93 7 

24 15.04±0.08 2.59±0.05 0.15±0.23 0.72±0.00 1.18 7.86 92 8 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 4.30 น ้าหนกัเซลลแ์ห้ง  ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด  ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ   PHA  ปริมาณ PH  และสัดส่วนมอนอเมอร์   เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน    1:0.5       ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั  6  กรัมต่อลิตร ท่ีชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียง B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั  อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm   ควบคุม pH  
เท่ากบั 7.0   (        หมายถึง ชัว่โมงท่ีเติมแหล่งคาร์บอนผสม ) 
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ตารางท่ี 4.27 น ้าหนกัเซลลแ์หง้  ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด  ปริมาณยเูรีย  ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ   PHA  ปริมาณ PHA      และสัดส่วนมอนอเมอร์  เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน    1:1           ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั  6  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียง B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั    อตัราการกวน 600 rpm   อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm   ควบคุม pH  
เท่ากบั 7.0 
Time 

(h) 
DCW 
 (g/l) 

Total  
sugar  
(g/l) 

Sodium 
propionate 

(g/l) 

Urea 
(g/l) 

PHA 
conc. 
(g/l) 

PHA 
content  

(% by wt.) 

Momomer fraction 
(mol %) 

3HB 3HV 

0 1.27±0.05 31.06±0.04 - 3.77±0.04 - - - - 

3 6.05±0.05 22.44±0.06 - 3.33±0.04 2.29 37.88 100 0 

6 14.88±0.03 14.37±0.03 6.28±0.38 2.46±0.03 5.99 40.23 100 0 

9 19.86±0.08 5.21±0.03 4.72±0.26 1.16±0.02 5.13 25.81 94 6 

12 21.65±0.09 2.42±0.09 3.46±0.29 1.01±0.00 4.51 20.83 86 14 

15 19.59±0.11 2.13±0.05 1.84±0.34 0.87±0.00 2.80 14.28 80 20 

18 17.59±0.11 2.11±0.06 0.94±0.23 0.87±0.00 1.61 9.14 83 17 

21 14.52±0.03 2.07±0.02 0.38±0.27 0.87±0.00 1.03 7.09 91 9 

24 12.32±0.06 2.03±0.07 0.00±0.00 0.87±0.00 0.59 4.78 96 4 

 
 
 
 
 
               
 
 
 
ภาพท่ี 4.31 น ้าหนกัเซลลแ์ห้ง  ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด  ปริมาณยเูรีย  ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ   PHA   ปริมาณ PHA  และสัดส่วนมอนอเมอร์  เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน    1:1           ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั  6  กรัมต่อลิตร  ท่ีชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียง B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั   อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการให้อากาศ  1 vvm   ควบคุม pH  
เท่ากบั 7.0    (        หมายถึง ชัว่โมงท่ีเติมแหล่งคาร์บอนผสม ) 
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ตารางท่ี 4.28 น ้าหนกัเซลลแ์หง้  ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด  ปริมาณยเูรีย  ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ   PHA  ปริมาณ PHA     และสัดส่วนมอนอเมอร์   เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน    1:0.25      ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั  9  กรัมต่อลิตร   ท่ีชัว่โมงท่ี 6  ของการเล้ียง B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั   อตัราการกวน 600 rpm    อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm   ควบคุม pH  
เท่ากบั 7.0 
Time 

(h) 
DCW 
 (g/l) 

Total  
sugar  
(g/l) 

Sodium 
propionate 

(g/l) 

Urea 
(g/l) 

PHA 
conc. 
(g/l) 

PHA 
content  

(% by wt.) 

Momomer fraction 
(mol %) 

3HB 3HV 

0 1.64±0.11 31.33±0.04 - 3.85±0.04 - - - - 

3 6.60±0.13 24.68±0.03 - 3.55±0.03 1.65 25.04 100 0 

6 15.40±0.09 21.79±0.06 1.71±0.41 2.31±0.03 4.30 27.93 100 0 

9 20.47±0.07 13.88±0.07 1.34±0.27 0.93±0.02 4.82 23.55 92 8 

12 22.69±0.04 7.86±0.09 0.98±0.38 0.77±0.01 4.05 17.87 88 12 

15 19.31±0.06 3.92±0.05 0.35±0.29 0.62±0.00 2.67 13.82 87 13 

18 16.24±0.05 3.23±0.07 0.13±0.26 0.47±0.00 2.07 12.75 86 14 

21 15.30±0.05 2.84±0.05 0.00±0.00 0.47±0.00 1.51 9.90 89 11 

24 14.20±0.09 2.40±0.08 0.00±0.00 0.47±0.00 0.76 5.34 90 10 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.32 น ้าหนกัเซลลแ์ห้ง  ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด  ปริมาณยเูรีย  ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ   PHA  ปริมาณ PHA   และสัดส่วนมอนอเมอร์   เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน    1:0.25     ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั  9  กรัมต่อลิตร   ท่ีชัว่โมงท่ี 6  ของการเล้ียง B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั   อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการให้อากาศ  1 vvm   ควบคุม pH  
เท่ากบั 7.0  (       หมายถึง ชัว่โมงท่ีเติมแหล่งคาร์บอนผสม )   
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ตารางท่ี 4.29 น ้าหนกัเซลลแ์หง้  ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด  ปริมาณยเูรีย  ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ   PHA   ปริมาณ PHA     และสัดส่วนมอนอเมอร์  เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน    1:0.5        ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั  9  กรัมต่อลิตร ท่ีชัว่โมงท่ี  6  ของการเล้ียง B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั   อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการให้อากาศ  1 vvm   ควบคุม pH  
เท่ากบั 7.0 
Time 

(h) 
DCW 
 (g/l) 

Total  
sugar  
(g/l) 

Sodium 
propionate 

(g/l) 

Urea 
(g/l) 

PHA 
conc. 
(g/l) 

PHA 
content  

(% by wt.) 

Momomer fraction 
(mol %) 

3HB 3HV 

0 1.52±0.06 31.09±0.03 - 3.77±0.05 - - - - 

3 7.87±0.12 24.96±0.02 - 3.48±0.03 1.32 16.79 100 0 

6 13.19±0.09 20.79±0.05 4.54±0.28 2.17±0.03 5.43 41.20 100 0 

9 20.31±0.08 13.02±0.05 4.22±0.35 1.16±0.02 4.67 23.01 83 17 

12 22.50±0.06 9.11±0.06 2.60±0.40 0.72±0.00 4.19 18.63 81 19 

15 18.32±0.07 7.77±0.04 1.71±0.31 0.58±0.00 3.05 16.63 79 21 

18 16.77±0.07 6.42±0.09 0.83±0.26 0.58±0.00 1.47 8.75 77 23 

21 15.34±0.03 5.67±0.04 0.69±0.29 0.58±0.00 0.99 7.39 81 19 

24 14.13±0.04 5.29±0.03 0.46±0.26 0.58±0.00 0.37 7.03 83 17 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.33 น ้าหนกัเซลลแ์ห้ง  ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด  ปริมาณยเูรีย  ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ   PHA   ปริมาณ PHA     และสัดส่วนมอนอเมอร์  เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน    1:0.5        ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั  9  กรัมต่อลิตร ท่ีชัว่โมงท่ี  6  ของการเล้ียง B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั   อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการให้อากาศ  1 vvm   ควบคุม pH  
เท่ากบั 7.0   (       หมายถึง ชัว่โมงท่ีเติมแหล่งคาร์บอนผสม ) 
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ตารางท่ี 4.30  น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ  PHA    ปริมาณ PHA    และสัดส่วนมอนอเมอร์  เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน    1:1          ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั  9  กรัมต่อลิตร    ท่ีชัว่โมงท่ี 6  ของการเล้ียง B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั   อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการให้อากาศ  1 vvm   ควบคุม pH  
เท่ากบั 7.0 
Time 

(h) 
DCW 
 (g/l) 

Total  
sugar 
 (g/l) 

Sodium 
propionate 

(g/l) 

Urea 
(g/l) 

PHA 
conc. 
(g/l) 

PHA 
content  

(% by wt.) 

Momomer fraction 
(mol %) 

3HB 3HV 

0 1.56±0.06 31.33±0.05 - 3.91±0.02 - - - - 

3 8.74±0.06 24.83±0.07 - 3.33±0.01 2.43 27.80 100 0 

6 15.80±0.12 21.77±0.08 9.76±0.35 2.32±0.03 4.22 26.71 100 0 

9 20.78±0.09 13.54±0.03 9.07±0.24 1.45±0.02 2.62 13.96 90 10 

12 21.36±0.04 8.22±0.04 8.91±0.38 1.16±0.00 1.59 8.39 85 15 

15 20.99±0.05 4.09±0.07 7.50±0.29 0.58±0.00 1.99 10.27 81 19 

18 18.93±0.08 3.48±0.05 6.75±0.41 0.58±0.00 1.68 9.67 76 24 

21 17.80±0.07 3.21±0.05 3.43±0.26 0.58±0.00 1.27 8.01 77 23 

24 15.91±0.10 3.04±0.09 2.82±0.36 0.58±0.00 1.21 7.60 80 20 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.34  น ้าหนกัเซลลแ์ห้ง ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ  PHA    ปริมาณ PHA    และสัดส่วนมอนอเมอร์  เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน    1:1          ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั  9  กรัมต่อลิตร   ท่ีชัว่โมงท่ี 6  ของการเล้ียง B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั   อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการให้อากาศ  1 vvm   ควบคุม pH  
เท่ากบั 7.0   (       หมายถึง ชัว่โมงท่ีเติมแหล่งคาร์บอนผสม ) 
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ตารางท่ี 4.31 น ้าหนกัเซลลแ์หง้  ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด  ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ   PHA  ปริมาณ PHA     และสัดส่วนมอนอเมอร์   เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน  1:0.25    ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั  6  กรัมต่อลิตร     ท่ีชัว่โมงท่ี  9  ของการเล้ียง B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั      อตัราการกวน 600 rpm   อตัราการให้อากาศ  1 vvm  ควบคุม  pH  
เท่ากบั 7.0    
Time 

(h) 
DCW 
 (g/l) 

Total  
sugar  
(g/l) 

Sodium 
propionate 

(g/l) 

Urea 
(g/l) 

PHA 
conc. 
(g/l) 

PHA 
content  

(% by wt.) 

Momomer fraction 
(mol %) 

3HB 3HV 

0 1.56±0.02 32.03±0.04 - 3.85±0.05 - - - - 

3 7.95±0.11 23.51±0.05 - 3.70±0.04 2.23 28.05 100 0 

6 15.28±0.05 9.56±0.03 - 2.47±0.04 3.18 20.81 100 0 

9 21.34±0.04 8.46±0.04 1.68±0.39 0.93±0.03 3.58 16.78 100 0 

12 19.26±0.03 7.68±0.03 1.34±0.25 0.77±0.02 2.69 13.97 97 3 

15 18.15±0.03 7.21±0.02 1.12±0.36 0.62±0.00 2.11 10.95 91 9 

18 17.97±0.04 6.95±0.02 0.97±0.25 0.31±0.00 1.49 8.31 88 12 

21 16.54±0.03 6.12±0.07 0.76±0.37 0.31±0.00 1.36 8.22 90 10 

24 15.87±0.08 6.08±0.05 0.51±0.28 0.31±0.00 0.79 4.98 92 8 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 4.35 น ้าหนกัเซลลแ์ห้ง  ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด  ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ   PHA  ปริมาณ PHA     และสัดส่วนมอนอเมอร์   เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน  1:0.25     ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั  6  กรัมต่อลิตร ท่ีชัว่โมงท่ี  9  ของการเล้ียง  B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั   อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการให้อากาศ  1 vvm   ควบคุม pH  
เท่ากบั 7.0   (        หมายถึง ชัว่โมงท่ีเติมแหล่งคาร์บอนผสม )   
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ตารางท่ี 4.32  น ้าหนกัเซลลแ์หง้  ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ   PHA   ปริมาณ PHA   และสัดส่วนมอนอเมอร์  เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน    1:0.5       ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั  6  กรัมต่อลิตร  ท่ีชัว่โมงท่ี 9  ของการเล้ียง B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั   อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการให้อากาศ  1 vvm   ควบคุม pH  
เท่ากบั 7.0    
Time 

(h) 
DCW 
 (g/l) 

Total  
sugar  
(g/l) 

Sodium 
propionate 

(g/l) 

Urea 
(g/l) 

PHA 
conc. 
(g/l) 

PHA 
content  

(% by wt.) 

Momomer fraction 
(mol %) 

3HB 3HV 

0 1.18±0.05 31.21±0.06 - 3.91±0.05 - - - - 

3 7.32±0.06 22.98±0.04 - 3.48±0.05 2.02 27.54 100 0 

6 15.63±0.03 8.95±0.05 - 2.17±0.02 3.51 22.45 100 0 

9 20.23±0.12 8.23±0.03 3.17±0.43 1.74±0.01 3.63 20.80 100 0 

12 18.58±0.04 7.64±0.04 2.57±0.38 1.30±0.00 2.45 13.19 93 7 

15 17.19±0.06 7.25±0.02 2.35±0.29 1.16±0.00 1.97 11.48 83 17 

18 16.85±0.11 6.98±0.08 1.97±0.31 0.87±0.00 1.53 9.09 81 19 

21 16.68±0.10 6.52±0.06 1.55±0.37 0.87±0.00 1.33 7.95 82 18 

24 15.93±0.09 6.41±0.09 1.14±0.40 0.87±0.00 0.65 4.11 83 17 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.36  น ้าหนกัเซลลแ์ห้ง  ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ   PHA  ปริมาณ PHA  และสัดส่วนมอนอเมอร์  เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน    1:0.5       ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั  6  กรัมต่อลิตร ท่ีชัว่โมงท่ี 9  ของการเล้ียง B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั   อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการให้อากาศ  1 vvm   ควบคุม pH  
เท่ากบั 7.0      (        หมายถึง ชัว่โมงท่ีเติมแหล่งคาร์บอนผสม ) 
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ตารางท่ี 4.33  น ้าหนกัเซลลแ์หง้  ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด  ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ   PHA   ปริมาณ PHA    และสัดส่วนมอนอเมอร์   เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน   1:1           ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั  6  กรัมต่อลิตร   ท่ีชัว่โมงท่ี 9  ของการเล้ียง  B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั    อตัราการกวน 600 rpm    อตัราการใหอ้ากาศ  1 vvm   ควบคุม pH  
เท่ากบั 7.0    
Time 

(h) 
DCW 
 (g/l) 

Total  
sugar (g/l) 

Sodium 
propionate 

(g/l) 

Urea 
(g/l) 

PHA 
conc. 
(g/l) 

PHA 
content  

(% by wt.) 

Momomer fraction 
(mol %) 

3HB 3HV 

0 1.29±0.05 31.05±0.04 - 3.91±0.04 - - - - 

3 6.29±0.03 24.50±0.03 - 3.33±0.03 1.28 20.40 100 0 

6 14.27±0.09 12.21±0.04 - 2.17±0.03 2.87 20.11 100 0 

9 19.12±0.13 7.68±0.05 6.28±0.41 1.59±0.02 3.22 16.83 100 0 

12 16.70±0.11 7.18±0.05 5.35±0.29 1.45±0.00 2.48 14.84 89 11 

15 16.67±0.09 7.16±0.03 4.81±0.34 1.30±0.00 1.61 9.69 86 14 

18 16.35±0.07 7.12±0.02 4.10±0.25 1.01±0.00 1.71 10.46 80 20 

21 16.13±0.10 7.09±0.07 3.41±0.32 1.01±0.00 1.00 6.23 83 17 

24 16.01±0.05 7.04±0.06 2.96±0.37 1.01±0.00 0.78 4.87 82 18 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.37  น ้าหนกัเซลลแ์ห้ง  ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด  ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ   PHA   ปริมาณ PHA  และสัดส่วนมอนอเมอร์  เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน   1:1            ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั  6  กรัมต่อลิตร ท่ีชัว่โมงท่ี 9  ของการเล้ียง  B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั    อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการให้อากาศ  1 vvm   ควบคุม pH  
เท่ากบั 7.0   (         หมายถึง ชัว่โมงท่ีเติมแหล่งคาร์บอนผสม ) 
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ตารางท่ี 4.34 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด  ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ   PHA  ปริมาณ PHA   และสัดส่วนมอนอเมอร์   เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน   1:0.25     ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั  9  กรัมต่อลิตร   ท่ีชัว่โมงท่ี 9 ของการเล้ียง  B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั   อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการให้อากาศ  1 vvm   ควบคุม pH  
เท่ากบั 7.0    
Time 

(h) 
DCW 
 (g/l) 

Total  
sugar  
(g/l) 

Sodium 
propionate 

(g/l) 

Urea 
(g/l) 

PHA 
conc. 
(g/l) 

PHA 
content  

(% by wt.) 

Momomer fraction 
(mol %) 

3HB 3HV 

0 1.43±0.07 31.46±0.05 - 3.85±0.03 - - - - 

3 7.45±0.09 25.98±0.07 - 3.55±0.04 1.52 20.40 100 0 

6 15.12±0.06 12.35±0.08 - 2.62±0.02 3.15 20.83 100 0 

9 21.08±0.11 17.59±0.04 2.41±0.34 1.08±0.01 3.39 16.08 100 0 

12 20.48±0.05 12.42±0.03 2.04±0.46 0.77±0.00 2.45 11.96 95 5 

15 19.21±0.12 9.73±0.09 1.55±0.26 0.47±0.00 2.27 11.82 90 10 

18 18.47±0.09 9.28±0.05 1.32±0.29 0.47±0.00 2.01 10.88 86 14 

21 17.95±0.04 8.23±0.06 1.06±0.37 0.47±0.00 1.74 9.69 87 13 

24 17.72±0.06 8.14±0.03 0.89±0.34 0.47±0.00 1.02 5.76 87 13 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.38 น ้าหนกัเซลลแ์ห้ง ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด  ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ   PHA  ปริมาณ PHA และสัดส่วนมอนอเมอร์   เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน   1:0.25     ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั  9  กรัมต่อลิตร ท่ีชัว่โมงท่ี 9  ของการเล้ียง  B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั   อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการให้อากาศ  1 vvm   ควบคุม pH  
เท่ากบั 7.0     (        หมายถึง ชัว่โมงท่ีเติมแหล่งคาร์บอนผสม ) 
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ตารางท่ี 4.35  น ้าหนกัเซลลแ์หง้  ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ   PHA   ปริมาณ PHA    และสัดส่วนมอนอเมอร์  เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน   1:0.5        ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั  9  กรัมต่อลิตร ท่ีชัว่โมงท่ี 9  ของการเล้ียง  B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั   อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการให้อากาศ  1 vvm   ควบคุม pH  
เท่ากบั 7.0    
Time 

(h) 
DCW 
 (g/l) 

Total  
sugar  
(g/l) 

Sodium 
propionate 

(g/l) 

Urea 
(g/l) 

PHA 
conc. 
(g/l) 

PHA 
content  

(% by wt.) 

Momomer fraction 
(mol %) 

3HB 3HV 

0 1.28±0.11 31.40±0.06 - 3.91±0.05 - - - - 

3 7.26±0.09 26.38±0.04 - 3.48±0.03 1.51 20.76 100 0 

6 14.87±0.09 14.26±0.07 - 2.17±0.01 3.09 20.78 100 0 

9 20.71±0.05 18.50±0.05 4.69±0.42 1.74±0.01 3.45 16.68 100 0 

12 19.25±0.06 12.79±0.05 4.02±0.38 1.30±0.01 2.32 12.45 90 10 

15 18.51±0.03 10.96±0.09 3.18±0.29 1.16±0.00 2.28 12.32 82 18 

18 17.22±0.08 10.03±0.03 2.67±0.25 0.87±0.00 1.91 11.10 80 20 

21 16.49±0.07 9.40±0.04 2.13±0.32 0.87±0.00 1.24 7.50 83 17 

24 16.32±0.02 8.90±0.08 1.72±0.38 0.87±0.00 0.50 3.08 83 17 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.39  น ้าหนกัเซลลแ์ห้ง  ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ   PHA  ปริมาณ PHA  และสัดส่วนมอนอเมอร์  เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน   1:0.5        ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั  9  กรัมต่อลิตร  ท่ีชัว่โมงท่ี 9  ของการเล้ียง  B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั   อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการให้อากาศ  1 vvm   ควบคุม pH  
เท่ากบั 7.0   (        หมายถึง ชัว่โมงท่ีเติมแหล่งคาร์บอนผสม ) 
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ตารางท่ี 4.36  น ้าหนกัเซลลแ์หง้  ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด  ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ   PHA   ปริมาณ PHA    และสัดส่วนมอนอเมอร์   เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน    1:1           ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั  9  กรัมต่อลิตร   ท่ีชัว่โมงท่ี 9  ของการเล้ียง  B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั     อตัราการกวน 600 rpm    อตัราการให้อากาศ  1 vvm   ควบคุม pH  
เท่ากบั 7.0    
Time 

(h) 
DCW 
 (g/l) 

Total  
sugar  
(g/l) 

Sodium 
propionate 

(g/l) 

Urea 
(g/l) 

PHA 
conc. 
(g/l) 

PHA 
content  

(% by wt.) 

Momomer fraction 
(mol %) 

3HB 3HV 

0 1.34±0.09 31.31±0.08 - 3.91±0.05 - - - - 

3 6.43±0.05 27.84±0.07 - 3.48±0.03 1.90 29.62 100 0 

6 13.97±0.05 15.51±0.05 - 1.88±0.01 3.19 22.86 100 0 

9 20.45±0.07 17.63±0.05 9.53±0.27 1.45±0.01 3.30 16.14 100 0 

12 18.73±0.10 11.85±0.03 8.36±0.29 1.01±0.00 2.19 11.69 92 8 

15 18.25±0.09 10.26±0.04 6.96±0.34 0.87±0.00 1.92 10.50 77 23 

18 16.43±0.12 9.88±0.08 5.30±0.42 0.87±0.00 1.84 11.21 81 19 

21 16.18±0.11 9.29±0.02 4.90±0.36 0.87±0.00 1.57 9.70 82 18 

24 15.15±0.04 8.58±0.06 3.20±0.35 0.87±0.00 0.84 5.56 82 18 

 
 
 

 

 

 

 
ภาพท่ี 4.40  น ้าหนกัเซลลแ์ห้ง  ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด  ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ   PHA   ปริมาณ PHA    และสัดส่วนมอนอเมอร์   เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน    1:1           ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั  9  กรัมต่อลิตร ท่ีชัว่โมงท่ี 9  ของการเล้ียง  B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั   อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการให้อากาศ  1 vvm   ควบคุม pH  
เท่ากบั 7.0   (        หมายถึง ชัว่โมงท่ีเติมแหล่งคาร์บอนผสม ) 
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ตารางท่ี 4.37 น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ   PHA  ปริมาณ PHA   และสัดส่วนมอนอเมอร์   เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน  1:0.25     ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั 12 กรัมต่อลิตร ท่ีชัว่โมงท่ี 9  ของการเล้ียง  B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั   อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการให้อากาศ  1 vvm   ควบคุม pH  
เท่ากบั 7.0    
Time 

(h) 
DCW 
 (g/l) 

Total  
sugar  
(g/l) 

Sodium 
propionate 

(g/l) 

Urea 
(g/l) 

PHA 
conc. 
(g/l) 

PHA 
content  

(% by wt.) 

Momomer fraction 
(mol %) 

3HB 3HV 

0 1.35±0.08 30.97±0.05 - 4.01±0.04 - - - - 

3 8.14±0.11 25.64±0.05 - 3.70±0.02 1.68 20.64 100 0 

6 15.95±0.09 16.42±0.04 - 2.62±0.01 3.41 21.38 100 0 

9 22.06±0.05 22.59±0.07 3.49±0.39 1.24±0.01 3.62 16.41 100 0 

12 21.38±0.03 15.36±0.08 3.12±0.25 0.93±0.01 2.44 11.41 90 10 

15 20.26±0.07 14.73±0.02 2.58±0.31 0.77±0.00 2.12 10.46 82 18 

18 19.54±0.06 14.12±0.03 2.06±0.26 0.62±0.00 1.85 9.47 80 20 

21 18.63±0.06 13.98±0.07 1.83±0.29 0.62±0.00 1.67 8.96 81 19 

24 17.98±0.09 13.75±0.04 1.64±0.35 0.62±0.00 1.08 6.01 82 18 

 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 4.41 น ้าหนกัเซลลแ์ห้ง ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ   PHA  ปริมาณ PHA  และสัดส่วนมอนอเมอร์  เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน  1:0.25     ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั 12 กรัมต่อลิตร ท่ีชัว่โมงท่ี 9  ของการเล้ียง  B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั   อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการให้อากาศ  1 vvm   ควบคุม pH  
เท่ากบั 7.0   (        หมายถึง ชัว่โมงท่ีเติมแหล่งคาร์บอนผสม ) 
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ตารางท่ี 4.38  น ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด  ปริมาณยเูรีย  ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ   PHA   ปริมาณ PHA    และสัดส่วนมอนอเมอร์   เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน  1:0.5        ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั  12  กรัมต่อลิตร ท่ีชัว่โมงท่ี 9   ของการเล้ียง  B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั   อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการให้อากาศ  1 vvm   ควบคุม pH  
เท่ากบั 7.0    
Time 

(h) 
DCW 
 (g/l) 

Total  
sugar  
(g/l) 

Sodium 
propionate 

(g/l) 

Urea 
(g/l) 

PHA 
conc. 
(g/l) 

PHA 
content  

(% by wt.) 

Momomer fraction 
(mol %) 

3HB 3HV 

0 1.38±0.11 31.56±0.05 - 3.77±0.04 - - - - 

3 7.86±0.04 26.88±0.03 - 3.48±0.03 1.49 18.99 100 0 

6 15.13±0.12 15.23±0.07 - 2.03±0.01 2.98 19.71 100 0 

9 21.65±0.07 23.49±0.04 6.85±0.38 1.88±0.01 3.15 14.56 100 0 

12 19.87±0.08 16.14±0.04 6.11±0.41 1.45±0.00 2.23 12.69 89 11 

15 17.98±0.04 14.55±0.09 5.23±0.25 1.01±0.00 2.07 11.51 81 19 

18 17.10±0.09 13.04±0.02 4.22±0.32 1.01±0.00 1.72 10.64 77 23 

21 15.79±0.03 12.68±0.06 4.09±0.37 1.01±0.00 1.09 8.64 80 20 

24 15.34±0.03 12.17±0.07 3.41±0.43 1.01±0.00 0.51 4.12 82 18 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพท่ี 4.42  น ้าหนกัเซลลแ์ห้ง ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด  ปริมาณยเูรีย  ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ   PHA   ปริมาณ PHA    และสัดส่วนมอนอเมอร์   เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน  1:0.5        ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั  12  กรัมต่อลิตร ท่ีชัว่โมงท่ี 9    ของการเล้ียง  B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั   อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการให้อากาศ  1 vvm   ควบคุม pH  
เท่ากบั 7.0   (       หมายถึง ชัว่โมงท่ีเติมแหล่งคาร์บอนผสม ) 
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ตารางท่ี 4.39  น ้าหนกัเซลลแ์หง้  ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด  ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ  PHA    ปริมาณ PHA     และสัดส่วนมอนอเมอร์  เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน   1:1          ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั  12  กรัมต่อลิตร  ท่ีชัว่โมงท่ี 9  ของการเล้ียง  B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั   อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการให้อากาศ  1 vvm    ควบคุม  pH  
เท่ากบั 7.0    
Time 

(h) 
DCW 
 (g/l) 

Total  
sugar (g/l) 

Sodium 
propionate 

(g/l) 

Urea 
(g/l) 

PHA 
conc. 
(g/l) 

PHA 
content  

(% by wt.) 

Momomer fraction 
(mol %) 

3HB 3HV 

0 1.86±0.11 31.11±0.05 - 3.91±0.03 - - - - 

3 7.98±0.05 26.71±0.06 - 3.48±0.02 1.90 29.62 100 0 

6 15.34±0.08 14.87±0.03 - 2.17±0.02 3.19 22.86 100 0 

9 21.32±0.08 21.46±0.08 12.74±0.32 2.03±0.01 3.30 16.14 100 0 

12 17.45±0.04 15.12±0.06 11.96±0.41 1.59±0.01 2.19 11.69 87 13 

15 17.14±0.09 14.23±0.05 10.31±0.28 1.16±0.00 1.92 10.50 78 22 

18 16.24±0.06 12.84±0.09 8.62±0.24 1.16±0.00 1.84 11.21 75 25 

21 15.21±0.03 12.17±0.03 7.55±0.35 1.16±0.00 1.57 9.70 78 22 

24 14.28±0.07 11.76±0.02 6.21±0.38 1.16±0.00 0.84 5.56 79 21 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพท่ี 4.43  น ้าหนกัเซลลแ์ห้ง  ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด  ปริมาณยเูรีย ปริมาณโซเดียมโพรพิโอ 
เนต ความเขม้ขน้ของ  PHA    ปริมาณ PHA     และสัดส่วนมอนอเมอร์  เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
อตัราส่วน   1:1          ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลเท่ากบั  12  กรัมต่อลิตร ท่ีชัว่โมงท่ี 9  ของการเล้ียง  B.  
megaterium P-12 ในถงัหมกั   อตัราการกวน 600 rpm  อตัราการให้อากาศ  1 vvm   ควบคุม pH  
เท่ากบั 7.0   (       หมายถึง ชัว่โมงท่ีเติมแหล่งคาร์บอนผสม ) 
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เม่ือเปรียบเทียบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณโซเดียมโพรพิโอเนต  
ปริมาณ  PHBV   ความเขม้ขน้ของ   PHBV  สัดส่วนมอนอเมอร์ และอตัราผลผลิตของ  PHBV    
เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมของน ้ าตาลในน ้ าออ้ยและโซเดียมโพรพิโอเนตอตัราส่วน   1:0.25  ท่ี
ชัว่โมงและปริมาณน ้าตาลเร่ิมตน้ ไดภ้าวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน 
1:0.25  คือ เติมแหล่งคาร์บอนผสมท่ีชัว่โมงท่ี  6   เติมน ้าตาลเขม้ขน้  9  กรัมต่อลิตร ไดค้วามเขม้ขน้
ของ PHBV  ปริมาณ PHBV  และอตัราผลผลิตของ PHBV  เท่ากบั  4.05 กรัมต่อลิตร   17.87  
เปอร์เซ็นต์ และ  0.34 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ตามล าดบั และสัดส่วนของ 3HV สูงสุดท่ี 12 โมล
เปอร์เซ็นต ์ ณ ชัว่โมงท่ี  12  (ดงัแสดงในตารางท่ี 4.40) 
 ภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน 1:0.5  คือ เติมแหล่ง
คาร์บอนผสมท่ีชัว่โมงท่ี  6   เติมน ้าตาลเขม้ขน้  9  กรัมต่อลิตร ไดค้วามเขม้ขน้ของ PHBV  ปริมาณ 
PHBV  และอตัราผลผลิตของ PHBV  เท่ากบั  4.67 กรัมต่อลิตร   23.01  เปอร์เซ็นตต่์อน ้ าหนกัเซลล์
แหง้ และ  0.52 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ตามล าดบั และสัดส่วนของ 3HV สูงสุดท่ี 17 โมลเปอร์เซ็นต ์ 
ณ ชัว่โมงท่ี  9  (ดงัแสดงในตารางท่ี 4.41) 
 ภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน 1:1  คือ เติมแหล่งคาร์บอน
ผสมท่ีชัว่โมงท่ี  6     เติมน ้ าตาลเขม้ขน้  6  กรัมต่อลิตร    ไดค้วามเขม้ขน้ของ PHBV     ปริมาณ 
PHBV  และอตัราผลผลิตของ PHBV  เท่ากบั  4.51 กรัมต่อลิตร   20.83  เปอร์เซ็นต์ต่อน ้ าหนกัเซลล์
แหง้ และ  0.38 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ตามล าดบั และสัดส่วนของ 3HV สูงสุดท่ี 14  โมลเปอร์เซ็นต ์ 
ณ ชัว่โมงท่ี  12  (ดงัแสดงในตารางท่ี 4.42) 
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ตารางท่ี 4.40   เปรียบเทียบน ้ าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้ าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณโซเดียมโพรพิโอเนต ความเขม้ขน้ของ   PHBV  สดัส่วนมอนอเมอร์ อตัราผลผลิตของเซลลแ์ละอตัราผลผลิต 
ของ PHBV  เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมของน ้ าตาลในน ้ าออ้ยและโซเดียมโพรพิโอเนตอตัราส่วน  1:0.25   ท่ีชัว่โมงและความเขม้ขน้น ้ าตาลต่างกนั 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

*ชัว่โมงท่ีเติมแหล่งคาร์บอนผสม 

 **ความเขม้ขน้น ้าตาลท่ีเติมลงในถงัหมกั (ไม่รวมความเขม้ขน้น ้าตาลท่ีเหลือในถงัหมกัก่อนเติม ) 
 

Time* 
(h) 

Fed sugar** 
(g/l) 

Cultivation  
time (h)  

DCW (g/l) PHBV conc. 
(g/l) 

Monomer 
fraction (mol %) 

cell productivity 
(g/l/h) 

PHBV productivity 
(g/l/h) 

3HB 3HV  

3 6 
6 12.56±0.03 3.48 95 5 2.09 0.44 
9 18.44±0.04 3.96 94 6 2.05 0.15 

6 6 
9 20.79±0.09 5.62 96 4 2.31 0.62 
12 21.18±0.04 3.91 92 8 1.77 0.33 

6 9 
9 20.47±0.07 3.82 92 8 2.27 0.42 
12 22.69±0.04 4.05 88 12 1.89 0.34 

9 6 
12 19.26±0.03 2.69 97 3 1.61 0.22 
15 18.15±0.03 2.11 91 9 1.21 0.14 

9 9 
12 20.48±0.05 2.45 95 5 1.71 0.20 
15 19.21±0.12 2.27 95 10 1.28 0.15 

9 12 
12 21.38±0.03 2.44 90 10 1.78 0.20 
15 20.26±0.07 2.12 82 18 1.35 0.14 
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ตารางท่ี 4.41   เปรียบเทียบน ้ าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้ าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณโซเดียมโพรพิโอเนต ความเขม้ขน้ของ   PHBV  สดัส่วนมอนอเมอร์ อตัราผลผลิตของเซลลแ์ละอตัราผลผลิต 
ของ PHBV  เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมของน ้ าตาลในน ้ าออ้ยและโซเดียมโพรพิโอเนตอตัราส่วน  1:0.5   ท่ีชัว่โมงและความเขม้ขน้น ้าตาลต่างกนั 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

*ชัว่โมงท่ีเติมแหล่งคาร์บอนผสม 

 **ความเขม้ขน้น ้าตาลท่ีเติมลงในถงัหมกั (ไม่รวมความเขม้ขน้น ้าตาลท่ีเหลือในถงัหมกัก่อนเติม ) 

Time* 
(h) 

Fed sugar** 
(g/l) 

Cultivation  
time (h)  

DCW (g/l) PHBV conc. 
(g/l) 

Monomer 
fraction (mol %) 

cell productivity 
(g/l/h) 

PHBV productivity 
(g/l/h) 

3HB 3HV  

3 6 
6 11.70±0.03 3.11 97 3 1.95 0.52 
9 17.23±0.09 3.71 93 7 1.91 0.41 

6 6 
9 19.92±0.11 5.96 89 11 2.21 0.66 
12 20.56±0.09 4.50 87 13 1.71 0.37 

6 9 
9 20.31±0.08 4.67 83 17 2.26 0.52 
12 22.50±0.06 4.19 81 19 1.88 0.35 

9 6 
12 18.58±0.04 2.45 93 7 1.55 0.20 
15 17.19±0.06 1.97 83 17 1.15 0.16 

9 9 
12 19.25±0.06 2.32 90 10 1.60 0.19 
15 18.51±0.03 2.28 82 18 1.23 0.18 

9 12 
12 19.87±0.08 2.23 89 11 1.66 0.19 
15 17.98±0.04 2.07 81 19 1.20 0.17 
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ตารางท่ี 4.42   เปรียบเทียบน ้ าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณน ้ าตาลรวมทั้งหมด ปริมาณโซเดียมโพรพิโอเนต ความเขม้ขน้ของ   PHBV  สดัส่วนมอนอเมอร์ อตัราผลผลิตของเซลลแ์ละอตัราผลผลิต 
ของ PHBV เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมของน ้ าตาลในน ้ าออ้ยและโซเดียมโพรพิโอเนตอตัราส่วน  1:1  ท่ีชัว่โมงและความเขม้ขน้น ้ าตาลต่างกนั 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

*ชัว่โมงท่ีเติมแหล่งคาร์บอนผสม 
**ความเขม้ขน้น ้าตาลท่ีเติมลงในถงัหมกั (ไม่รวมความเขม้ขน้น ้าตาลท่ีเหลือในถงัหมกัก่อนเติม ) 

Time* 
(h) 

Fed sugar** 
(g/l) 

Cultivation  
time (h)  

DCW (g/l) PHBV conc. 
(g/l) 

Monomer 
fraction (mol %) 

cell productivity 
(g/l/h) 

PHBV productivity 
(g/l/h) 

3HB 3HV  

3 6 
6 12.65±0.09 2.75 93 7 2.11 0.31 
9 16.17±0.12 2.98 89 11 1.80 0.33 

6 6 
9 19.86±0.08 5.13 94 6 2.21 0.57 
12 21.65±0.09 4.51 86 14 1.80 0.38 

6 9 
9 20.78±0.09 2.62 90 10 2.31 0.29 
12 21.36±0.04 1.59 85 15 1.78 0.13 

9 6 
12 16.70±0.11 2.48 89 11 1.39 0.21 
15 16.67±0.09 1.61 86 14 1.11 0.13 

9 9 
12 18.73±0.10 2.19 92 8 1.56 0.18 
15 18.25±0.09 1.92 77 23 1.22 0.16 

9 12 
12 17.45±0.04 2.05 87 13 1.45 0.17 
15 17.14±0.09 1.84 78 22 1.14 0.15 
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เม่ือเปรียบเทียบภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเล้ียงเช้ือเม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมท่ีช่วงเวลา
ต่างกนั พบวา่เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมในอตัราส่วน 1:0.25  1:0.5 และ 1:1   ท่ีชัว่โมงท่ี 6 ได้
ความเขม้ขน้ PHA  ปริมาณ PHA และอตัราผลผลิตของ PHA สูงสุด  โดยท่ีไดส้ัดส่วน  3HV อยู่
ในช่วงท่ีเหมาะสม  โดยภาวะท่ีเหมาะสมของการเติมแหล่งคาร์บอนผสมในแต่ละอตัราส่วน มีดงัน้ี 
ท่ีอตัราส่วนแหล่งคาร์บอนผสม 1:0.25 เติมน ้ าตาลความเขม้ขน้ 9 กรัมต่อลิตรไดค้่าท่ีเหมาะสม ณ 
ชัว่โมงท่ี 12 ของการเล้ียงเช้ือ  ท่ีอตัราส่วนแหล่งคาร์บอนผสม 1:0.5 เติมน ้ าตาลความเขม้ขน้ 9 กรัม
ต่อลิตรไดค้่าท่ีเหมาะสม ณ ชัว่โมงท่ี  9  ของการเล้ียงเช้ือ  และท่ีอตัราส่วนแหล่งคาร์บอนผสม 1:1 
เติมน ้ าตาลความเขม้ขน้ 6 กรัมต่อลิตรไดค้่าท่ีเหมาะสม ณ ชัว่โมงท่ี 12 ของการเล้ียงเช้ือ(ดงัแสดง
ในภาพท่ี 4.40)  ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบภาวะการเล้ียงเช้ือจากทั้ง  3  ภาวะ พบว่าภาวะท่ีเหมาะสม
ส าหรับการเล้ียงเช้ือ คือ เติมน ้าตาลในน ้าออ้ยเพิ่มในถงัหมกัเท่ากบั 9 กรัมต่อลิตร  และสัดส่วนของ
แหล่งคาร์บอนผสมเท่ากบั  1:0.5  โดยไดค้วามเขม้ขน้ของเซลล์เท่ากบั  20.31  กรัมต่อลิตร  ความ
เขม้ขน้ PHA เท่ากบั 4.67  กรัมต่อลิตร    ปริมาณ PHA เท่ากบั 23.01  เปอร์เซ็นต ์    สัดส่วนของ
มอนอเมอร์  3HV  เท่ากบั 17 โมลเปอร์เซ็นต ์ อตัราผลผลิตของ PHA เท่ากบั 0.52 กรัมต่อลิตรต่อ
ชัว่โมง และอตัราผลผลิตของเซลล ์เท่ากบั 2.26 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง (ดงัแสดงในภาพท่ี 4.40)   

 

 

ภาพท่ี 4.44  เปรียบเทียบความเขม้ขน้ของ PHA  สัดส่วนของมอนอเมอร์ 3HV และอตัราผลผลิต
ของ PHA  เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนผสมอตัราส่วน  1:0.25   1:0.5  หรือ 1:1  ท่ีชัว่โมงท่ี 6 ของการ
เล้ียง B.megaterium P-12 
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4.4   สมบัติทางกายภาพและอุณหภูมิของโคพอลเิมอร์ PHBV ทีผ่ลติได้จาก B. megaterium P-12   
งานวิจยัน้ีสามารถผลิต  PHBV ท่ีมีสัดส่วนมอนอเมอร์ของ 3HV ท่ีแตกต่างกันข้ึนกับ

ปริมาณของแหล่งคาร์บอนท่ีใชเ้ป็นสารตั้งตน้ของมอนอเมอร์ 3HB และ 3HV  และเวลาท่ีเติมแหล่ง
คาร์บอนผสม โดยผูว้ิจยัไดศึ้กษา  สมบติัทางกายภาพและสมบติัทางอุณหภูมิของ PHBV ท่ีไดจ้าก
การเล้ียง B. megaterium P-12 ในภาวะท่ีเหมาะสมโดยมีปริมาณมอนอเมอร์  3HV  เท่ากบั 17 โมล
เปอร์เซ็นต์  เน่ืองจากเป็นสัดส่วนท่ีเหมาะสมต่อการน าไปใช้งาน (Sudesh และคณะ, 2000 ; 
Volova, 2004 และ Rudnik, 2008)     พบว่าสมบติัทางอุณหภูมิ  ของ   PHBV  มีอุณหภูมิ
หลอมเหลว (Tm) และอุณหภูมิกลาสทรานสิชนั (Tg) เท่ากบั  162.2  และ -0.9  องศาเซลเซียส 
ตามล าดบั สมบติัเชิงกล พบวา่  tensile strength เท่ากบั 41  MPa     elastic modulus  เท่ากบั  2.4  
GPa และ % elongation  เท่ากบั  2.7 เปอร์เซ็นต ์ (ภาคผนวก ง)    
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     บทที ่5 

สรุปและวจิารณ์ผลการทดลอง 

การเล้ียง  Bacillus megaterium P-12  ในถงัหมกัในระยะแรกเพื่อให้ไดค้วามเขม้ขน้ของ
เซลล์สูง และมีการเติมแหล่งคาร์บอนผสมระหว่างน ้ าตาลในน ้ าออ้ยและโซเดียมโพรพิโอเนตใน
ระยะท่ี 2 เพื่อการผลิต  PHBV มีวตัถุประสงค์เพื่อเพิ่มอตัราผลผลิตของโคพอลิเมอร์ให้สูงข้ึน 
เน่ืองจาก  PHBV ถูกผลิตข้ึนอยูภ่ายในเซลล์ (intracellular) ดงันั้น  การท าให้เซลล์มีปริมาณมาก จึง
เป็นวิธีท่ีเพิ่มการผลิตโคพอลิเมอร์ให้ไดม้ากข้ึนด้วย  วิธีการเล้ียงเช้ือโดยเติมแหล่งคาร์บอนผสม
ภายหลัง จึงเป็นวิธีซ่ึงสามารถเล้ียงเช้ือให้ได้ความเข้มข้นของเซลล์สูง โดยข้ึนกับปัจจยัหลาย
ประการท่ีศึกษาในงานวจิยัและสรุปผลไดด้งัน้ี 
 

5.1  อายุของกล้าเช้ือ Bacillus megaterium P-12  ในระดับขวดทดลองทีเ่หมาะสมเพื่อใช้เป็นหัวเช้ือ
ส าหรับการผลติเซลล์ในระดับถังหมัก 
 เน่ืองจากจุลินทรีย์มีการเจริญในแต่ละช่วงเวลาท่ีแตกต่างกัน  ส่งผลให้ลักษณะทาง
สรีรวทิยาท่ีเกิดข้ึนในเซลลร์วมถึงการผลิตสารผลิตภณัฑ ์มีความแตกต่างกนัดว้ย  โดยจุลินทรียท่ี์อยู่
ในช่วงการเจริญแบบทวคูีณ จะมีกิจกรรมภายในเซลล์ท่ีดีกวา่การเจริญในช่วงเวลาอ่ืน  รูปแบบการ
เจริญของ  B.  megaterium P-12  ในอาหารส าหรับเล้ียงกลา้เช้ือ พบวา่เซลล์อยูใ่นระยะพกัตวัใน 3 
ชัว่โมงแรก  เป็นช่วงท่ีเช้ืออยูใ่นระยะปรับตวัเพื่อให้เขา้กบัสภาพแวดลอ้มใหม่  หลงัจากนั้นเซลล์มี
การเจริญแบบทวีคูณตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 3  จนถึงชัว่โมงท่ี 12 จึงเขา้สู่ระยะลดจ านวน ในชัว่โมงท่ี 12  
ถึงชัว่โมงท่ี 24   ความเขม้ขน้เซลล์ท่ีไดสู้งสุดเท่ากบั 5.15 กรัมต่อลิตร ท่ีชัว่โมงท่ี 12 ของการเล้ียง
เช้ือ  แต่เม่ือพิจารณารูปแบบการเจริญและค านวณอตัราการเจริญจ าเพาะ พบว่า เซลล์มีอตัราการ
เจริญจ าเพาะสูงสุดเท่ากบั 0.29 ท่ีชัว่โมงท่ี 6  รวมทั้งเป็นช่วงกลางในระยะการเจริญแบบทวีคูณดว้ย  
ดงันั้น จึงเลือกอายุกลา้เช้ือท่ี 6 ชัว่โมง  ส าหรับการใชเ้ป็นหวัเช้ือในการผลิตเซลล์และโคพอลิเมอร์
ในระดบัถงัหมกั 
 
5.2 การเลีย้งเช้ือในระดับถังหมักระยะที ่1 เพือ่ผลติและเพิ่มปริมาณเซลล์ของ Bacillus megaterium 
P-12  
 การศึกษาการผลิตพอลิเมอร์ของ  B.  megaterium P-12  ในเบ้ืองตน้พบวา่มีการผลิตพอลิ
เมอร์สัมพนัธ์กบัการเจริญของเซลล์ คือ จุลินทรียจ์ะมีการสะสมพอลิเมอร์ในระหว่างการเจริญ 
(growth-associated  product formation)  และจากการศึกษาเบ้ืองต้นท่ีศึกษาการเล้ียงเช้ือ B.  
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megaterium P-12  ในถงัหมกัเพื่อการผลิต  PHBV  และใชโ้ซเดียมโพรพิโอเนตเป็นสารตั้งตน้ของ
มอนอเมอร์  3HV  เติมลงในอาหารเล้ียงเช้ือตั้งแต่เวลาเร่ิมตน้ของการเล้ียงเช้ือ พบวา่ ไดน้ ้ าหนกั
เซลล์แห้งสูงสุด  3.51 กรัมต่อลิตร  ความเขม้ขน้ของโคพอลิเมอร์ 1.27  กรัมต่อลิตร  และอตัรา
ผลผลิตเท่ากบั  0.11  กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง  ซ่ึงมีค่าต ่า  เพราะโซเดียมโพรพิโอเนตยบัย ั้งการเจริญ
ของเซลล์ (Du  และคณะ, 2000) ดงันั้น เม่ือตอ้งการผลิตโคพอลิเมอร์ โดยมีการเติมโซเดียมโพรพิ
โอเนตซ่ึงเป็นสารตั้งตน้ของมอนอเมอร์ 3HV  ตอ้งค านึงถึงปัจจยัหลายประการ เพราะถ้าเติม
โซเดียมโพรพิโอเนต  ตั้งแต่เร่ิมตน้การเล้ียงเช้ือ ท าให้เซลล์เจริญไดน้้อย และไดป้ริมาณโคพอลิ
เมอร์ต ่า ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงปรับปรุงวิธีการผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV โดยเล้ียงเซลล์ให้ได้ความ
เขม้ขน้สูง ก่อนท่ีจะเติมสารตั้งตน้ของมอนอเมอร์ 3HV  โดยศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อการเพิ่มการเจริญ
ของเซลล ์ดงัน้ี 

 5.2.1 แปรผันปริมาณกล้าเช้ือจากขวดเขย่าเป็น  5  10  และ 15 เปอร์เซ็นต์ต่อปริมาตร
อาหารเลีย้งเช้ือ และแปรผันความเข้มข้นน ้าตาลในน ้าอ้อยเร่ิมต้นเป็น  10  20  30 50 และ 70 กรัม
ต่อลติร 
 การเจริญของเซลล์และการใชแ้หล่งคาร์บอน(น ้ าตาลในน ้ าออ้ย) มีความสอดคลอ้งกนั คือ 
ในช่วงการเจริญสูงสุด เซลล์น าน ้ าตาลไปใชอ้ยา่งรวดเร็ว  ในส่วนของการเจริญมีความแตกต่างกนั
โดยท่ีน ้าตาลความเขม้ขน้เท่ากบั 70 กรัมต่อลิตร เซลลเ์จริญสูงสุดชา้กวา่ท่ีความเขม้ขน้อ่ืนๆ คือ จาก
ชัว่โมงท่ี 6 เป็นชัว่โมงท่ี 9  อาจเป็นเพราะความเขม้ขน้น ้ าตาลท่ีสูงเกินไปเป็นพิษต่อเซลล์ (Gouda 
และคณะ, 2001) ท าให้เซลล์เจริญไดช้้าลง การใช้แหล่งไนโตรเจน(ยูเรีย)  ในช่วงทา้ยท่ีมีค่าคงท่ี 
อาจเป็นเพราะเซลล์เขา้สู่ระยะ death phase เซลล์จึงไม่มีการน าเอาไนโตรเจนไปใช้ หรืออาจเป็น
เพราะไนโตรเจนท่ีเหลือ  อยูใ่นภาพท่ีเซลล์ไม่สามารถน าไปใชไ้ด ้  ส่วนของความเขม้ขน้ P(3HB)  
และปริมาณ P(3HB)  ท่ีไดส่้วนใหญ่สอดคลอ้งกบัชัว่โมงท่ีมีการเจริญสูงสุด โดยการเล้ียงเช้ือใน
ภาวะท่ีมีความเข้มขน้ของน ้ าตาลสูง  แต่ใช้ปริมาณกล้าเช้ือต ่า ได้การเจริญของเซลล์ กับ ความ
เขม้ขน้ P(3HB)  สูงสุด ท่ีชัว่โมงแตกต่างกนั อาจเป็นเพราะน ้าตาลเขม้ขน้สูงโดยท่ีมีปริมาณกลา้เช้ือ
ต ่า จึงเกิดพิษต่อเซลล์ได้มาก  แต่อย่างไรก็ตามแหล่งคาร์บอนท่ีมีมากเกินพอท าให้เซลล์สะสม 
P(3HB)  ไดต้ามระยะเวลาการเล้ียงเช้ือ ในขณะท่ีเซลล์ท่ีเจริญเพิ่มข้ึนในชัว่โมงท่ี 6 ถึงชัว่โมงท่ี 9 
นั้น เพิ่มข้ึนเพียงเล็กนอ้ย ดงันั้น ความเขม้ขน้ P(3HB)  จึงสูงสุดท่ีชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียงเช้ือ 
 การศึกษาผลของปริมาณกล้าเช้ือและความเขม้ขน้น ้ าตาลเร่ิมตน้ต่อการเจริญของเซลล์มี
ความส าคญั เน่ืองจากปริมาณกลา้เช้ือและความเขม้ขน้ น ้าตาลเร่ิมตน้ท่ีเหมาะสม  ท าให้เช้ือสามารถ
เจริญไดใ้นเวลารวดเร็ว  รวมถึงความเขม้ขน้ของน ้ าตาลไม่ส่งผลยบัย ั้งการเจริญของเซลล์ดว้ย  การ
ทดลองน้ีจึงแปรผนั 2 ปัจจยัน้ี โดยเปรียบเทียบผลการทดลอง  ณ  เวลาท่ีไดค้วามเขม้ขน้เซลล์สูงสุด
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ของการเล้ียงเช้ือ  พบวา่ ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆของน ้าตาลในน ้าออ้ย  ณ ชัว่โมงท่ี 6 ของการเล้ียงเช้ือท่ี
ไดค้วามเขม้ขน้เซลลสู์งสุด เม่ือใชค้วามเขม้ขน้น ้าตาลเร่ิมตน้ 10 และ 20 กรัมต่อลิตร  เซลล์สามารถ
ใช้น ้ าตาลในการเจริญได้เกือบหมด  ส่วนท่ีความเขม้ขน้น ้ าตาล 30  กรัมต่อลิตร  มีน ้ าตาลเหลือ
เล็กนอ้ย  แต่ท่ีน ้ าตาลเขม้ขน้  50  และ  70  กรัมต่อลิตร  ไดค้วามเขม้ขน้เซลล์สูงสุดท่ีชัว่โมงท่ี  9  
และมีปริมาณน ้ าตาลท่ีเหลือมากกว่า  50  เปอร์เซ็นต์ของความเขม้ขน้น ้ าตาลเร่ิมตน้ แสดงถึง
ความสามารถของเซลลท่ี์ใชแ้ละทนต่อน ้าตาลในช่วงความเขม้ขน้  10 – 30  กรัมต่อลิตรโดยท่ีความ
เขม้ขน้น ้าตาลเร่ิมตน้  30  กรัมต่อลิตร มีอตัราผลผลิตของเซลลสู์งสุดดว้ย 

การทดลองท่ีปริมาณกลา้เช้ือ 5  10 และ 15 เปอร์เซ็นตต่์อปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ  ในทุก
ความเขม้ขน้ของน ้ าตาล ให้ความเขม้ขน้ของเซลล์เพิ่มข้ึนตามล าดบัโดยท่ีปริมาณกลา้เช้ือ 10 และ 
15 เปอร์เซ็นตต่์อปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ  ไดค้วามเขม้ขน้ของเซลล์เคียงใกลก้นั และ ท่ีปริมาณกลา้
เช้ือ 15 เปอร์เซ็นต์ต่อปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ ไม่ไดค้วามเขม้ขน้เซลล์สูงกว่าท่ี 10 เปอร์เซ็นต์ต่อ
ปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือมากนกั   แต่ถา้ใชป้ริมาณกลา้เช้ือ 5  เปอร์เซ็นตต่์อปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ 
ไดค้วามเขม้ขน้เซลล์ต ่าท่ีสุด  อาจเป็นเพราะปริมาณกลา้เช้ือท่ีน้อยเกินไปท าให้เช้ือเจริญไดช้้าลง  
ดงันั้นปริมาณกลา้เช้ือท่ีเหมาะสมคือ  10  เปอร์เซ็นตต่์อปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ เน่ืองจากการเจริญ
ของเซลลท่ี์ดี ควรมีปริมาณเซลลพ์อเหมาะกบัปริมาณองคป์ระกอบของอาหารเล้ียงเช้ือเร่ิมตน้ 
 โดยท่ีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลในน ้ าออ้ย  30  กรัมต่อลิตร  และใช้ปริมาณหัวเช้ือ 10  
เปอร์เซ็นต์ต่อปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ เป็นภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเล้ียงเช้ือ เน่ืองจาก เซลล์
สามารถใชใ้นน ้ าตาลในการเจริญไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ อตัราการเจริญจ าเพาะ  อตัราผลผลิตของ
เซลล์ และสัมประสิทธ์ิปริมาณเซลล์ต่อสับสเตรตท่ีใชไ้ปมีค่าสูงดว้ย โดยท่ีภาวะน้ีไดค้วามเขม้ขน้
เซลล ์ 14.79  กรัมต่อลิตร   และอตัราผลผลิตของเซลล์เท่ากบั  2.28  กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง  สรุปได้
ว่า  ทั้งปริมาณกลา้เช้ือและความเขม้ขน้ของน ้ าตาลเร่ิมตน้มีผลต่อการเจริญของเซลล์ท่ีจะใช้เป็น
เซลลส์ าหรับการผลิต PHBV 

 5.2.2 แปรผนัอตัราส่วนระหว่างแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจน (โดยโมล)  เป็น  5 ต่อ 1   
10 ต่อ 1  และ 15 ต่อ 1   
 จากการศึกษาการเล้ียงเช้ือเพื่อเพิ่มปริมาณเซลล์จากปริมาณกลา้เช้ือและความเขม้ขน้ของ
น ้ าตาลเร่ิมตน้  พบว่าภาวะท่ีเหมาะสม คือ ใช้ปริมาณกล้าเช้ือ  10  เปอร์เซ็นต์ต่อปริมาตรอาหาร
เล้ียงเช้ือ  และความเขม้ขน้ของน ้าตาลเร่ิมตน้  30  กรัมต่อลิตร  ซ่ึงจากผลการทดลองพบวา่ ปริมาณ
ของยเูรียซ่ึงใชเ้ป็นแหล่งไนโตรเจนในอาหารเล้ียงเช้ือ และเป็นสารส าคญัในการสังเคราะห์โปรตีน
เพื่อการเจริญของเซลล์ เหลืออยูป่ริมาณนอ้ยมาก คือ 0.81  กรัมต่อลิตร  ท่ีชัว่โมงท่ี 6  ของการเล้ียง
เช้ือ  จากนั้นลดลงเหลือ  0.66  ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 9  ถึงชัว่โมงท่ี  24  แสดงว่าปริมาณของแหล่ง



100 
 

ไนโตรเจนท่ีเหลือนั้น  เซลลไ์ม่สามารถน าไปใชไ้ด ้ หรือถูกจ ากดัดว้ยปริมาณไนโตรเจน  ดงันั้นจึง
แปรผนัอตัราส่วนของแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจนในอาหารเล้ียงเช้ือ เพื่อเพิ่มปริมาณไนโตรเจน 
พบวา่ท่ีอตัราส่วนของ C/N  เท่ากบั  15 ต่อ 1  ท่ีชัว่โมงท่ี  9  ของการเล้ียงเช้ือ  ไดค้วามเขม้ขน้เซลล์
สูงสุด  17.01  กรัมต่อลิตร  ความเขม้ขน้ของพอลิเมอร์  4.15  กรัมต่อลิตร และมีปริมาณยูเรีย
เหลืออยูเ่พียง  0.91  กรัมต่อลิตร  แสดงใหเ้ห็นวา่ปริมาณยเูรียอาจยงัไม่เพียงพอต่อการเจริญและการ
ผลิตพอลิเมอร์ของเซลล์   ท่ีอตัราส่วน  10 ต่อ 1  ไดค้วามเขม้ขน้ของเซลล์สูงสุดท่ี  19.07  กรัมต่อ
ลิตร  ความเขม้ขน้ของพอลิเมอร์  4.97  กรัมต่อลิตร และปริมาณพอลิเมอร์  26.08  เปอร์เซ็นตต่์อ
น ้ าหนกัเซลล์แห้ง  และอตัราส่วน  5 ต่อ 1  ซ่ึงมีปริมาณแหล่งไนโตรเจนสูงสุด  พบวา่ ไดค้วาม
เขม้ขน้เซลล์  18.02  กรัมต่อลิตร และความเขม้ขน้ของพอลิเมอร์  3.86  กรัมต่อลิตร  ซ่ึงไดป้ริมาณ
ผลผลิตต ่ากวา่ท่ีอตัราส่วน  10 ต่อ 1  แสดงให้เห็นวา่ปริมาณของไนโตรเจนท่ีสูงเกินไปไม่ไดท้  าให้
ความเขม้ขน้ของเซลล์และพอลิเมอร์เพิ่มข้ึน  อาจเป็นเพราะปริมาณไนโตรเจนท่ีมากเกินไปจะไป
ยบัย ั้งกิจกรรมต่างๆของเซลล ์ รวมถึงยบัย ั้งการสังเคราะห์พอลิเมอร์ ตามรายงานผลการทดลองของ  
Ramsay และคณะ (1992) และ Suzuki และคณะ (1996)  หรือท่ีสัดส่วน C/N  เท่ากบั  10 ต่อ 1  เป็น
ปริมาณท่ีไม่เกินส่วนประกอบของธาตุภายในเซลล์  ท าให้เซลล์สามารถน าแหล่งไนโตรเจนไป
ใชไ้ดดี้กวา่ตามการศึกษาของ  Yamane และคณะ (1996)  ท่ีไดศึ้กษาปริมาณธาตุท่ีประกอบอยูใ่น
เซลล์ของ Alcaligenes  latus  เพื่อเป็นขอ้มูลพื้นฐานส าหรับการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือให้มี
องค์ประกอบของแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน  ให้สัดส่วนใกล้เคียงกับธาตุท่ีเป็น
องค์ประกอบของเซลล์  ท าให้เซลล์สามารถน าธาตุอาหารไปใช้ได้ดีกว่าและเป็นการประหยดั
ตน้ทุนในอีกทางหน่ึง เพราะไม่ตอ้งใช้องค์ประกอบในอาหารในปริมาณท่ีสูงเกินไป  สรุปไดว้่า  
C/N เท่ากบั  10 ต่อ 1  เป็นสัดส่วนของแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจนท่ีเหมาะสมส าหรับการเจริญ
และการผลิตพอลิเมอร์ของเซลล์ 
5.3 การเลีย้งเช้ือในระดับถังหมักระยะที่ 2 เพื่อการผลิตโคพอลิเมอร์ P(3HB-co-3HV) โดย Bacillus 

megaterium P-12  
 จากการทดลองในระยะท่ี  1  เพื่อเพิ่มผลผลิตของเซลล์พบวา่ภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการ
ผลิตเซลล์ คือ ใช้ปริมาณกล้าเช้ือ  10  เปอร์เซ็นต์ต่อปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ  ความเขม้ขน้ของ
น ้าตาลในน ้าออ้ยเร่ิมตน้  30  กรัมต่อลิตร  และอตัราส่วนของ  C/N  เท่ากบั 10 ต่อ 1  จากนั้นท าการ
ทดลองต่อในขั้นของการผลิตโคพอลิเมอร์  PHBV โดยการเติมแหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้ าตาล
ในน ้าออ้ย และโซเดียมโพรพิโอเนต โดยแปรผนัปัจจยัต่างๆ คือ 
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 5.3.1  ช่ัวโมงทีเ่ติมแหล่งคาร์บอนผสม  คือ  ช่ัวโมงที ่3   ช่ัวโมงที ่6   และช่ัวโมงที ่ 9 
 เม่ือเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของน ้าหนกัเซลลแ์หง้  และความเขม้ขน้ของ PHBV ณ ชัว่โมงท่ีได้
ค่าสูงสุดในแต่ละสภาวะ พบวา่  การเติมแหล่งคาร์บอนผสมชัว่โมงท่ี  6  ให้ค่าเฉล่ียสูงสุด เพราะ
ชัว่โมงท่ี  6  เป็นช่วงเวลาท่ีเหมาะสม คือ เป็นช่วงกลางของการเจริญแบบทวีคูณของเซลล์   ท่ีเซลล์
จะมีกิจกรรมต่างๆ รวมทั้งการสังเคราะห์  PHBV  ไดสู้งท่ีสุดดว้ย  ส่วนการเติมชัว่โมงท่ี 3  ความ
เขม้ขน้เซลล์  และ PHBV  ต ่ากวา่เล็กนอ้ย  และการเติมท่ีชัว่โมงท่ี  9  ไดเ้ซลล์เพิ่มข้ึนเล็กนอ้ย  แต่
ไดค้วามเขม้ขน้ของ  PHBV  ปริมาณ  PHBV  ลดลง รวมทั้งอตัราผลผลิตลดลงมากดว้ย  สอดคลอ้ง
กบัการศึกษาของ  Du  และคณะ (2001)  ท่ีศึกษาการผลิต PHBV  จาก  Ralstonia  eutropha  โดย
การเติมกรดโพรพิโอนิก ใน  3  ช่วงเวลา  คือ  early  growth phase     mid-log phase  และ late  
phase   พบวา่ การเติมกรดโพรพิโอนิกท่ีช่วง mid-log phase  ไดค้วามเขม้ขน้เซลล์และ PHBV 
สูงสุด  เป็นเพราะการเติมกรดโพรพิโอนิกเร็วเกินไปจะส่งผลยบัย ั้งการเจริญของเซลล์และการ
สะสมพอลิเมอร์  แต่ถา้เติมชา้เกินไปจะท าให้เซลล์สังเคราะห์ P(3HB) สะสมในเซลล์สูง  ท าให้ได้
สัดส่วนของ  3HV  ต ่า 
 5.3.2  เติมแหล่งคาร์บอนผสมที่มีสัดส่วนระหว่างความเข้มข้นของน ้าตาลในน ้าอ้อยกับ
ปริมาณโซเดียมโพรพิโอเนต เป็น  1:0.25     1:0.5  และ 1:1  โดยปรับความเข้มข้นของน ้าตาลใน
น ้าอ้อย  ณ  เวลาที่เติมเป็น  6   9  และ 12  กรัมต่อลิตร  ปริมาตรเร่ิมต้นของอาหารเลีย้งเช้ือในถัง
หมักเท่ากบั  3 ลติร   
 เม่ือมีการเติมแหล่งคาร์บอนผสมท่ีมีโซเดียมโพรพิโอเนตเป็นสารตั้งตน้ของมอนอเมอร์  
3HV  ในแต่ละช่วงเวลา และพิจารณาประสิทธิภาพการน าโซเดียมโพรพิโอเนตไปใช้ในการ
สังเคราะห์ 3HV พบวา่ ถา้เติมท่ีชัว่โมงท่ี 3  ก็จะมีการสะสมมอนอเมอร์ 3HV สูงสุดเท่ากบั 18-19 
โมลเปอร์เซ็นต์  ท่ีชัว่โมงท่ี  12  หรือ 15  ของการเล้ียงเช้ือ  ส่วนการเติมท่ีชัว่โมงท่ี 6 ได ้3HV 
สูงสุดเท่ากบั 23-24  โมลเปอร์เซ็นต ์  ณ ชัว่โมงท่ี  18 ของการเล้ียงเช้ือ   และถา้เติมชัว่โมงท่ี  9  ได ้
3HV  สูงสุดเท่ากบั 25 โมลเปอร์เซ็นต ์ ณ ชัว่โมงท่ี  18 ของการเล้ียงเช้ือ   เช่นเดียวกนั  อาจเป็น
เพราะการเติมท่ีชัว่โมงท่ี 9 เซลล์เร่ิมลดการเจริญ  ท าให้การน าโซเดียมโพรพิโอเนตไปใชใ้นการ
เจริญและสะสม PHBV  ไดน้อ้ย  จึงไดส้ัดส่วนของ 3HV  ใกลเ้คียงกนัทั้งการเติมท่ีชัว่โมงท่ี 6 และ 
9   ดงันั้นการเติมแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสม  คือ การเติมในช่วงการเจริญแบบทวีคูณของเซลล ์ 
เพราะเซลลส์ามารถน าสารตั้งตน้ไปใชใ้นการสังเคราะห์ 3HV ไดดี้ท่ีสุด  สอดคลอ้งกบัรายงานของ  
Slater และคณะ (1992) ท่ีศึกษาการผลิต  P(3HB-co-3HV)  โดย  recombinant  E. coli  โดยใชโ้พรพิ
โอเนตเป็นสารตั้งตน้ของ  3HV  พบวา่สามารถเพิ่มสัดส่วนของ  3HV ไดโ้ดยการเติมกลูโคสและ
โพรพิโอเนตในช่วง  log phase   



102 
 

 จากการศึกษาน้ีสามารถสรุปไดว้า่  เวลาท่ี B. megaterium P-12 ผลิต PHBV ไดส้ัดส่วนของ 
3HV สูงสุด  กบัเวลาท่ีไดค้วามเขม้ขน้ของ PHBV สูงสุด แตกต่างกนั 
 การสะสมมอนอเมอร์ของ 3HV ใน 12 ชัว่โมงแรก ท่ีมีการเติมแหล่งคาร์บอนผสม  เซลล์มี
การสร้างและสะสมมอนอเมอร์ 3HV อย่างรวดเร็ว  ในช่วงท่ีมีความเขม้ขน้ของโซเดียมโพรพิโอ
เนตสูง  หลงัจากนั้นเม่ือความเขม้ขน้ของโซเดียมโพรพิโอเนตลดลง  สัดส่วนของ 3HV ก็ลดลงดว้ย  
สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Slater และคณะ (1992)  ท่ีแสดงให้เห็นวา่มีการสะสมของ 3HV ใน  
recombinant  E. coli   สูงในช่วงแรกท่ีมีความเขม้ขน้ของกลูโคสและโซเดียมโพรพิโอเนตสูง  
เช่นเดียวกบั   Park  และคณะ (1997)     Ramsay และคณะ (1990)   Kim  และคณะ (1992)   และ 
Cho และคณะ (1997)   ท่ีรายงานวา่สัดส่วนของ 3HV  สูงข้ึนตามระยะเวลาการเล้ียงเช้ือ เช่นกนั  
โดยช่วงท่ีมีการสะสมไดค้วามเขม้ขน้ของ PHBV สูง และมีสัดส่วนของ 3HV ท่ีเหมาะสม  อยู่
ในช่วง  3 ชัว่โมงหลงัการเติมแหล่งคาร์บอนผสม  หลงัจากนั้นมีการสังเคราะห์และสะสมมอนอ
เมอร์ของ 3HV เพิ่มข้ึน  แต่ความเขม้ขน้ของเซลลแ์ละ PHBV ลดลง  อาจเป็นเพราะเม่ือเซลล์ลดการ
เจริญและเร่ิมตายลง มีการสลายของพอลิเมอร์แต่เซลล์ยงัใชโ้ซเดียมโพรพิโอเนตในการสังเคราะห์ 
3HV อยู ่ซ่ึงจากผลการทดลองน้ี แสดงให้เห็นวา่การสังเคราะห์และการยอ่ยสลายพอลิเมอร์ภายใน
เซลลน์ั้นเกิดข้ึนอยูต่ลอดเวลา  ดงันั้นจึงตอ้งพิจารณาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีท าให้ไดค้วามเขม้ขน้ของ 
PHBV สูง รวมทั้งไดส้ัดส่วนของ 3HV ท่ีเหมาะสมดว้ย   

เม่ือพิจารณาจากช่วงเวลาเติมแหล่งคาร์บอนผสม พบวา่การเติมท่ีชัว่โมงท่ี 6  ให้ผลผลิตทั้ง
เซลลแ์ละ PHBV สูงสุด จากนั้นพิจารณาต่อวา่การเติมแหล่งคาร์บอนผสมท่ีความเขม้ขน้ของน ้ าตาล
เร่ิมตน้  และสัดส่วนของแหล่งคาร์บอนผสมเป็นเท่าใด  จึงจะให้ผลผลิตสูงสุด  และไดส้ัดส่วนของ
มอนอเมอร์ 3HV  ท่ีเหมาะสม 

จากการทดลองท่ีมีการเติมแหล่งคาร์บอนผสมท่ีชัว่โมงท่ี  6  มีการเติมแหล่งคาร์บอนผสม
ระหวา่งน ้ าตาลในน ้ าออ้ยและโซเดียมโพรพิโอเนตในอตัราส่วน  เป็น  1:0.25     1:0.5  และ 1:1  
โดยเติมน ้าตาลในน ้าออ้ยลงถงัหมกัเท่ากบั  6  หรือ  9 กรัมต่อลิตร  (ดงัแสดงในตารางท่ี 5.1)  พบวา่  
ภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเล้ียงเช้ือ คือ เติมน ้ าตาลในน ้ าออ้ยลงถงัหมกัเท่ากบั  9 กรัมต่อลิตร  
และสัดส่วนของแหล่งคาร์บอนผสมเป็น  1:0.5  โดยไดค้วามเขม้ขน้ของเซลล์  20.31  กรัมต่อลิตร  
ความเขม้ขน้ PHBV  4.67  กรัมต่อลิตร    ปริมาณ PHBV 23  เปอร์เซ็นต ์    สัดส่วนของมอนอเมอร์  
3HV  เท่ากบั  17 โมลเปอร์เซ็นต ์ และอตัราผลผลิตของ PHBV เท่ากบั 0.52 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง 
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ตารางท่ี 5.1  น ้าหนกัเซลลแ์หง้    ความเขม้ขน้ PHBV     ปริมาณ PHBV     อตัราผลผลิต PHBV  
และสัดส่วนมอนอเมอร์ 3HV  จากการเล้ียง B. megaterium  P-12   จากการเติมแหล่งคาร์บอนผสม
ท่ีชัว่โมงท่ี  6  และเติมน ้าตาลในน ้าออ้ย เท่ากบั  6  และ  9  กรัมต่อลิตร 
 

ratio 1:0.25 1:0.5 1:1 

Sugar concentration (g/l) 9 9 6 
DCW (g/l) 
PHBV  concentration (g/l) 
cell  productivity (g/l/h) 
PHBV  productivity (g/l/h) 
3HV unit (mol%) 

22.69 
4.05 
1.89 
0.34 
12 

20.31 
4.67 
2.26 
0.52 
17 

21.65 
4.51 
1.80 
0.38 
14 

 
 สัดส่วนของแหล่งคาร์บอนผสมเท่ากบั 1:0.5 และความเขม้ขน้ของน ้ าตาลเร้ิมตน้ในน ้ าออ้ย
เท่ากบั  9  กรัมต่อลิตร  เป็นสัดส่วนระหวา่ง  3HB - generating  carbon source  และ  3HV -   
generating  carbon  source  ท่ีเหมาะสมส าหรับเซลล์  B. megaterium  P-12  ท่ีสามารถน าไปใชไ้ด้
อยา่งมีประสิทธิภาพ  ท าใหไ้ด ้ PHBV   ท่ีมีสัดส่วนของ  3HV  ท่ีเหมาะสมส าหรับการน าไปใชง้าน 
 เม่ือเปรียบเทียบการผลิต PHBV กบังานวิจยัอ่ืน พบว่ามีความแตกต่างของเช้ือจุลินทรีย์
แหล่งคาร์บอนท่ีใช ้และวิธีการเล้ียงเช้ือ อย่างไรก็ตามงานวิจยัน้ียงัมีอตัราผลผลิตของ PHBV สูง
กวา่ในหลายงานวจิยั (ดงัแสดงในตารางท่ี 5.2)  
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ตารางท่ี 5.2  เปรียบเทียบการผลิตโคพอลิเมอร์  PHBV  โดยใชจุ้ลินทรีย ์  แหล่งคาร์บอนและเทคนิคการเล้ียงเช้ือท่ีแตกต่างกนั 

ND  หมายถึง  ไม่มีรายงานขอ้มูล 

Strains 3HB/3HV-generating  
 carbon  source 

Culture  
mode 

PHBV 
conc. 
(g/l) 

PHBV 
content 

(% by wt.) 

PHBV 
productivity 

(g/l) 

Monomer 
3HV 

References 

Bacillus  megaterium  P-12 
 
Bacillus  megaterium  P-12 
 
Bacillus  megaterium  BA-019 
Cupriavidus  necator 
Caldimonas  taiwanesis 
Corynebacterium  glutamicum 
Burkholderia  sacchari 
 
Ralstonia  eutropha 
Ralstonia  eutropha 
 
Ralstonia  eutropha 
Ralstonia  eutropha 

sugarcane-liquor/sodium 
propionate 
sugarcane-liquor/sodium 
propionate 
sucrose/ sodium propionate 
waste rapeseed oil/propionate 
gluconate/propionate 
glucose/propionate 
sucrose/propionic acid 
 
glucose/sodium propionate 
whey,invert   sugar/propionic 
acid 
glucose/ propionic acid 
glucose/ propionic acid 

batch 
(two-phase) 

batch 
 

batch  
batch 
batch 

fed-batch 
fed-batch 
(pH-stat) 
fed-batch 
fed-batch 

 
pulse feeding 

feeding 

4.67 
 

0.71 
 

1.54 
7.30 
1.04 
6.00 
ND 

 
2.71 
3.93 

 
44.1 
8.40 

23 
 

24 
 

32 
52 
52 
47 
60 

 
40 
37 

 
80 
28 

0.52 
 

0.08 
 

ND 
 0.09 
ND 
ND 
1.00 

 
0.25 
0.17 

 
0.82 
0.28 

17 
 

18 
 

20 
13 
12 
28 
10 

 
40 
38 

 
10 
10 

งานวจิยัน้ี 
 
วรรณกศุล ชนะสิทธ์ิ,  2553 
 
สุดา  สุภาชวนิสวสัด์ิ, 2542 
Obruca  และคณะ, 2010 
Sheu และคณะ, 2009 
Matsumoto และคณะ, 2011 
Rocha  และคณะ, 2008 
 
Yu  และคณะ, 2005 
Marangoni และคณะ, 2002 
 
Du  และคณะ, 2001 
Marangoni และคณะ, 2000 
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5.4 สมบัติทางกายภาพและอุณหภูมิของโคพอลเิมอร์ PHBV ทีผ่ลติได้จาก B. megaterium P-12   

 สมบติัเชิงกลและอุณหภูมิของโคพอลิเมอร์ PHBV ข้ึนอยู่กบัสัดส่วนมอนอเมอร์ 3HV ใน 
PHBV  (Loo และ Sudesh, 2007) จากการศึกษาและวเิคราะห์  PHBV  ท่ีมีสัดส่วนของ 3HV  เท่ากบั  
17 โมลเปอร์เซ็นต์ โดยเปรียบเทียบกบัสมบติัของ  PHBV  ท่ีสัดส่วน 3HV  ต่างๆ (ดงัแสดงใน
ตารางท่ี 5.3) พบวา่ อุณหภูมิหลอมเหลว   อุณหภูมิกลาสทรานซิชนั  มีค่าใกลเ้คียงกบั  PHBV  ท่ีมี
สัดส่วนของ 3HV ใกลเ้คียงกนั  ส่วนสมบติัเชิงกล คือ tensile stress  และ % elongation มีค่า
แตกต่างกนั โดยค่า % elongation มีค่าค่อนขา้งต ่า แสดงวา่มีความยืดหยุ่นนอ้ย   อาจเป็นเพราะว่า 
PHBV  ท่ีสกดัไดมี้ส่ิงเจือปนอยู ่ท  าใหส้มบติัท่ีไดแ้ตกต่างจากงานวิจยัอ่ืนๆ  จึงสรุปไดว้า่ PHBV  ท่ี
ผลิตไดมี้สมบติัทางอุณหภูมิท่ีเหมาะสม ส่วนสมบติัทางกายภาพพบวา่มีความยดืหยุน่ไม่สูงมากนกั   

ตารางท่ี  5.3  เปรียบเทียบสมบติัทางกายภาพและอุณหภูมิของ PHAและ polypropylene  ท่ีสัดส่วน 
3HV ต่างกนั  (Holmes และคณะ, 1985 ; Doi, 1990) 

Types Composition 
Mol % HV 

Melting 
Temperature 

(ºC) 

Glass  
transition 

Temperature 
(ºC) 

Tensile 
Strength 

(MPa) 

Elongation 
(%) 

Elastic 
modulus 

(GPa) 

PP 
PHB 
PHBV 

- 
- 
3 
9 

11 
14 

17* 
20 
25 
28 
34 

176 
179 
170 
162 
157 
150 
162 
145 
137 
102 
97 

-10 
10 
8 
6 
2 
4 

-0.9 
-1 
-6 
-8 
-9 

38 
40 
38 
37 
38 
35 
41 
32 
30 
21 
18 

400 
4 

ND 
ND 
5 

ND 
2.7 
27 
ND 
700 
970 

3.5 
3.8 
ND 
ND 
3.7 
ND 
2.4 
1.9 
ND 
1.5 
1.2 

*งานวจิยัน้ี        
ND   หมายถึง  ไม่มีรายงานขอ้มูล 
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อาจเป็นเพราะในขั้นตอนการสกัดท าให้ได้สายพอลิเมอร์ท่ีมีสัดส่วนของ 3HV ต ่า เน่ืองจาก
ตกตะกอนไดง่้ายกว่าสายพอลิเมอร์ท่ีมี 3HV สูง  จึงส่งผลให้พอลิเมอร์ท่ีไดมี้สมบติัไปทาง PHB 
ดงันั้นถา้ปรับปรุงการสกดัเพื่อให้ไดส้ายพอลิเมอร์ท่ีมีสัดส่วนของ 3HV สูง  มาจ านวนมากพอ ก็
ส่งผลใหพ้อลิเมอร์ท่ีสกดัไดมี้ความยดืหยุน่ท่ีดีข้ึน และสามารถน าไปใชง้านไดจ้ริง 

งานวิจยัน้ีเป็นงานวิจยัท่ีผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV โดยเติมแหล่งคาร์บอนผสมระหว่าง
น ้ าตาลในน ้ าออ้ยกบัโซเดียมโพรพิโอเนตในช่วงท่ีเซลล์มีการเจริญเต็มท่ี (Two-phase cultivation)  
ซ่ึงถือเป็นวธีิการเล้ียงเช้ือวธีิหน่ึง  ท่ีสามารถผลิตเซลลแ์ละโคพอลิเมอร์ไดดี้กวา่วธีิการเล้ียงเช้ือแบบ
แบช (batch cultivation)  อยา่งไรก็ตามเม่ือเทียบผลผลิตกบังานวิจยัอ่ืน พบวา่อยูใ่นระดบัปานกลาง 
(ดังแสดงในตารางท่ี 5.2)    ดังนั้ นในอนาคตอาจต้องมีการปรับปรุงวิธีการผลิตเพิ่มเติม  เช่น 
ปรับปรุงวิธีการเติมสารอาหารหรือสารตั้งตน้ของ 3HV โดยการเล้ียงเช้ือแบบเฟดแบช (fed-batch 
cultivation) เพื่อให้สามารถควบคุมสารอาหารท่ีเติมลงไปไดดี้ข้ึน ป้องกนัการสะสมของสารตั้งตน้
ของมอนอเมอร์ 3HV ท่ีจะส่งให้เกิดพิษต่อเซลล ์ (Lee, 1996 ; Khanna และ Srivastava, 2005)     
หรือศึกษาถึงการควบคุมเอนไซมห์ลกัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างและสลาย PHBV โดยวิธีการทางเมตา
บอลิกเอนจิเนียร่ิง (metabolic enginerring)  เพื่อควบคุมให้เช้ือจุลินทรียส์ามารถผลิตและสะสม  
PHBV ไดเ้พิ่มข้ึน    รวมทั้งตอ้งมีการปรับปรุงวิธีการเพื่อลดตน้ทุนในการผลิตดว้ย  อยา่งไรก็ตาม 
ขอ้ไดเ้ปรียบของงานวิจยัน้ี คือ การใช้แหล่งคาร์บอนผสมระหวา่งน ้ าตาลในน ้ าออ้ยกบัโซเดียมโพ
รพิโอเนต  และแหล่งไนโตรเจน คือ ยเูรีย ท่ีมีราคาไม่แพง  และเช้ือ B. megaterium P-12 ท่ีเลือกใช ้
เป็นเช้ือท่ีเจริญไดเ้ร็ว จึงสามารถสังเคราะห์และสะสมโคพอลิเมอร์ไดเ้ร็วดว้ย  ซ่ึงเป็นการลดตน้ทุน
การผลิตในแง่ของ ราคาวตัถุดิบ  ระยะเวลาและพลงังานท่ีตอ้งใช้ในการผลิต  รวมถึงสมบติัทาง
กายภาพของ PHBV ท่ีสามารถน าไปประยุกตใ์ชไ้ดต้ามความเหมาะสมของวสัดุท่ีตอ้งการผลิต  จึง
ช่วยให ้PHBV  สามารถแข่งขนักบัพลาสติกสังเคราะห์ได ้    
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ภาคผนวก ก 
 

การเตรียมวตัถุดิบและสารทีใ่ช้ในการวจัิย 
 
1. การเตรียมสารละลายเอนไซม์อนิเวอร์เทส (invertase) 

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

เตรียมจากการละลายเอนไซมอิ์นเวอร์เทส 0.15 กรัม ในสารละลายอะซิเตตบฟัเฟอร์ 100 
มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้กรองดว้ยกระดาษกรองเบอร์ 1 

 
2. การเตรียมสารละลายกรดไดไนโตรซาลไิซลกิ (DNSA reagent) 
 สารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก เตรียมจากการละลายกรดไนโตรซาลิไซลิก 1.0 กรัม 
ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์ 2 โมลาร์ ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้เติมน ้ากลัน่
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เติมโปแตสเซียมโซเดียมตาร์เตรต 30 กรัม ปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตร 
เก็บในขวดสีชา 
 
4. การเตรียมสารละลายทีใ่ช้ในการวเิคราะห์ปริมาณไนโตรเจนในยูเรีย 
 4.1 สารละลายบอริกความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร) 
 เตรียมจากการละลายกรดบอริกปริมาณ 40 กรัม ในน ้ ากลัน่ปลอดประจุปริมาตร 1000 
มิลลิลิตร ประจุ เก็บไวใ้นขวดสีชาท่ีอุณหภูมิ 
 4.2 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเ์ขม้ขน้ 32 เปอร์เซ็นต ์ (น ้าหนกัต่อปริมาตร) 
 เตรียมจากการละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์  320 กรัม   ในน ้ากลัน่ปลอดประจุ 800 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตรดว้ยน ้ากลัน่ปลอด 
 4.3 สารโพแทสเซียมซลัเฟตและคอปเปอร์ซลัเฟต 
 เตรียมโพแทสเซียมซลัเฟต  95 กรัม  และคอปเปอร์ซลัเฟต   5 กรัม   ผสมรวมกนั 
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การค านวณการเตรียมแหล่งคาร์บอนผสม 
วธีิการค านวณปริมาณน ้าออ้ยและโซเดียมโพรพิโอเนตท่ีเติมลงในถงัหมกั ณ เวลาต่างๆ

ของการเล้ียงเช้ือ 

คิดจากความเขม้ขน้รวมของน ้าตาลในน ้าออ้ย  120  กรัมต่อลิตร 
ช่ัวโมง 
ทีเ่ติม 

ความเข้มข้น
น า้ตาลทีเ่ติม 
(กรัมต่อลติร) 

สัดส่วนน า้ตาลใน
น า้อ้อยต่อโซเดียม   
โพรพโิอเนต 

ส่วนประกอบของแหล่งคาร์บอนผสมทีเ่ติม 
ลงในถังหมัก* 

ปริมาตร
น า้อ้อย 

(มิลลลิติร) 

น า้กลัน่ 
(มิลลลิติร) 

โซเดียม 
โพรพโิอเนต 

(กรัม) 

3 6 
1:0.25 
1:0.5 
1:1 

150 
150 
150 

0 
0 
0 

1.5 
3 
6 

6 

6 
1:0.25 
1:0.5 
1:1 

150 
150 
150 

75 
75 
75 

1.5 
3 
6 

9 
1:0.25 
1:0.5 
1:1 

225 
225 
225 

0 
0 
0 

2.25 
4.5 
9 

9 

6 
1:0.25 
1:0.5 
1:1 

150 
150 
150 

150 
150 
150 

1.5 
3 
6 

9 
1:0.25 
1:0.5 
1:1 

225 
225 
225 

75 
75 
75 

2.25 
4.5 
9 

12 
1:0.25 
1:0.5 
1:1 

300 
300 
300 

0 
0 
0 

3 
6 

12 
*ปริมาตรรวมของแหล่งคาร์บอนผสมท่ีสามารถเติมไดสู้งสุด เท่ากบัปริมาตรท่ีถูกเก็บตวัอยา่ง
ออกมา (หลงัจากเติมแหล่งคาร์บอนผสมแลว้จะไดป้ริมาตรรวมเร่ิมตน้เท่ากบั 3 ลิตร) 
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ภาคผนวก ข 
 

สูตรค านวณ 
1. การค านวณน า้หนักเซลล์แห้ง (กรัมต่อลติร) 
น ้าหนกัเซลลแ์หง้ (กรัมต่อลิตร) = น ้าหนกัถว้ยท่ีมีเซลล ์-น ้าหนกัถว้ยเปล่า  x 1000 

                                                                        10             
2. การค านวณปริมาณมอนอเมอร์ (กรัมต่อลติร) จากการวเิคราะห์ด้วยวธีิก๊าซโครมาโทกราฟฟี 
 การค านวณปริมาณมอนอเมอร์ของ 3HB และ 3HV   (กรัมต่อลิตรต่อ เซลลแ์หง้ 0.02 กรัม) 
ท าการประมวลผลโดยใชโ้ปรแกรมส าเร็จรูป Star chromatogram : version 4.02 ซ่ึงจะท าการ
ค านวณปริมาณ มอนอเมอร์ (กรัมต่อลิตร) เปรียบเทียบกบัสารมาตรฐานท่ีท าการวเิคราะห์ในสภาวะ
เดียวกนั 
การค านวณปริมาณ มอนอเมอร์แต่ละชนิด (กรัมต่อลิตร) 
สูตร ปริมาณมอนอเมอร์ =  ค่าจากการวเิคราะห์(กรัมต่อลิตร)xน ้าหนกัเซลลแ์หง้(กรัมต่อลิตร) 
                                                                                             20  
3. การค านวณสัดส่วน (โมลเปอร์เซ็นต์) ของแต่ละมอนอเมอร์ จากการวเิคราะห์ด้วยวธีิก๊าซโครมา
โทกราฟฟี 
 การค านวณสัดส่วนองคป์ระกอบของมอนอเมอร์ในโคพอลิเมอร์ (mole fraction) 
3.1 ค านวณหาปริมาณของแต่ละมอนอเมอร์ (กรัมต่อลิตร) 
3.2 ค านวณหาจ านวนโมลของแต่ละมอนอเมอร์ โดยการหารดว้ยน ้าหนกัโมเลกุลของแต่ละ

มอนอเมอร์ (น ้าหนกัโมเลกุลของ 3HB และ 3HV = 86 และ 100 ตามล าดบั) 
3.3 ค านวณหาสัดส่วนของแต่ละมอนอเมอร์ (โมลเปอร์เซ็นต)์ 
สูตร โมลเปอร์เซ็นตข์องแต่ละมอนอเมอร์ =              จ  านวนโมลของมอนอเมอร์ x 100 
                                           ผลรวมของจ านวนโมลของมอนอเมอร์ทั้งหมด 
 
4. การค านวณปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ในน า้หมัก (กรัมต่อลติร) 
ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ (กรัมต่อลิตร) = OD540 x   ความชนั-1 x ค่าการเจือจาง 
 
5. การหาปริมาณยูเรียในน า้หมัก (กรัมต่อลติร) 
เปอร์เซ็นตไ์นโตรเจน       = (ความเขม้ขน้ของกรดไฮโดรคลอริก x  ปริมาตรกรดท่ีใช ้x 1.4) /   
                                             ปริมาตรน ้าหมกั 
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ปริมาณยเูรีย (กรัมต่อลิตร) = (ความเขม้ขน้ของกรดไฮโดรคลอริก x  ปริมาตรกรดท่ีใช ้x 1.4) /  
                                               0.047 เปอร์เซ็นตไ์นโตรเจน 
หมายเหตุ   60 คือ น ้าหนกัโมเลกุลของยเูรีย 
   28 คือ น ้าหนกัโมเลกุลของธาตุไนโตรเจนในยเูรีย 
 
6. การค านวณหาค่าพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์  

 µ = lnXt – lnX0 

                        t 
 
 Yx/s =     Xt – X0 

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

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

 Pt  =  ปริมาณพอลิเมอร์ท่ีผลิตได ้ณ เวลาใดๆ (กรัมต่อลิตร) 

 S0 =  ปริมาณสับสเตรตเร่ิมตน้ (กรัมต่อลิตร) 

 St  = ปริมาณสับสเตรตท่ีถูกใชไ้ป ณ เวลาใดๆ (กรัมต่อลิตร) 
  t = เวลาท่ีใชใ้นการเล้ียงเช้ือ (ชัว่โมง) 
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ภาคผนวก ค 

 
กราฟมาตรฐาน 

1.กราฟมาตรฐานของน า้ตาลซูโครส  วเิคราะห์โดย HPLC 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2. กราฟมาตรฐานของน า้ตาลกลูโคส   วเิคราะห์โดย HPLC 
 
 
 
 
 
 
 

 
3. กราฟมาตรฐานของน า้ตาลฟรักโตส  วเิคราะห์โดย HPLC 
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4. กราฟมาตรฐานของน า้ตาลรีดิวซ์ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
กราฟมาตรฐานของน ้าตาลซูโครสในช่วง 0-1.0 กรัมต่อลิตร มีค่าความชนัเท่ากบั  0.285 

 
 

5. กราฟมาตรฐานของโซเดียมโพรพโิอเนต 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         กราฟมาตรฐานของโซเดียมโพรพิโอเนต ความเขม้ขน้ 0-10 กรัมต่อลิตร    
        มีค่าความชนัเท่ากบั 0.002 
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6. กราฟมาตรฐานของโฮโมพอลเิมอร์ P(3HB) วเิคราะห์ด้วยวธีิ GC 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

กราฟมาตรฐานของ P(3HB) ความเขม้ขน้ 0-5 กรัมต่อลิตร   มีค่าความชนัเท่ากบั 0.167 
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7. กราฟมาตรฐานของโคพอลเิมอร์ PHBV  วเิคราะห์ด้วยวธีิ GC 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
              กราฟมาตรฐานของมอนอเมอร์ 3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต ความเขม้ขน้ 0-5 กรัมต่อลิตร 
              มีค่าความชนัเท่ากบั 0.087 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
                กราฟมาตรฐานของมอนอเมอร์ 3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต ความเขม้ขน้ 0-5 กรัมต่อลิตร 
                มีค่าความชนัเท่ากบั 0.0165 
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ภาคผนวก ง 
โครมาโทแกรมและกราฟ 

โครมาโทแกรม 
1. โครมาโทแกรมแสดงชนิดของน า้ตาลทีเ่ป็นองค์ประกอบในน า้อ้อยด้วยเคร่ืองไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์
ลคิวดิโครมาโทกราฟี 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานน ้าตาลฟรุกโตส  กลูโคส  และ  ซูโครส 
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น ้าออ้ย  มีซูโครสเป็นองคป์ระกอบหลกัเฉล่ียประมาณ 86.91  เปอร์เซ็นต ์   กลูโคสเฉล่ียประมาณ 
9.55 เปอร์เซ็นต ์ และฟรักโตสเฉล่ียประมาณ 3.67  เปอร์เซ็นต ์  (ค านวณไดจ้ากปริมาณน ้าตาล
ทั้งหมดในน ้าออ้ยซ่ึงมีค่าเท่ากบั 209.28  กรัมต่อลิตร  ประกอบดว้ยซูโครส 181.64 กรัมต่อลิตร 
กลูโคส 19.96  กรัมต่อลิตรและฟรักโตส 7.68 กรัมต่อลิตร) 
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2. โครมาโทแกรมวเิคราะห์ปริมาณ P(3HB) โดยวธีิก๊าซโครมาโทกราฟฟี 
 

 
 

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

 
 
ตวัอยา่งโครมาโทแกรมของโฮโมพอลิเมอร์ 3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต [P(3HB)]  ซ่ึงผลิตไดจ้าก 
Bacillus megaterium P-12   เม่ือเล้ียงในอาหาร MSM ท่ีประกอบดว้ยน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของ
น ้าตาลรวมเท่ากบั 30.0 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งคาร์บอนและมียเูรีย 1.0 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่ง
ไนโตรเจน  (วเิคราะห์ดว้ยวธีิ GC โดยใชก้รดเบนโซอิกเป็นสารมาตรฐานภายใน) 
3. โครมาโทแกรมวเิคราะห์ปริมาณ PHBV   โดยวธีิก๊าซโครมาโทกราฟฟี 

P(3HB) 

Benzoic acid 

P(3HB) 

Benzoic acid 
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โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน 3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-12% 3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต [P(3HB-
co-12% 3HV)]  (วเิคราะห์ดว้ยวธีิ GC โดยใชก้รดเบนโซอิกเป็นสารมาตรฐานภายใน) 
 
 
 

3HB 

3HV 

Benzoic acid 
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ตวัอยา่งโครมาโทแกรมของโคพอลิเมอร์ 3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต (PHBV)   
ซ่ึงผลิตไดจ้าก Bacillus megaterium P-12 เม่ือเล้ียงในอาหาร MSM ท่ีประกอบดว้ยน ้ าออ้ยท่ีมีความ
เขม้ขน้ของน ้าตาลรวม 30.0 กรัมต่อลิตร สัดส่วน C/N เท่ากบั 10:1 และเติมแหล่งคาร์บอนผสมท่ีมี
น ้าตาลเร่ิมตน้ 9 กรัมต่อลิตร สัดส่วนของแหล่งคาร์บอนผสมเป็น 1:0.5 (วเิคราะห์ดว้ยวธีิ GC โดย
ใชก้รดเบนโซอิกเป็นสารมาตรฐานภายใน) 

3HB 

3HV 

Benzoic acid 
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       ภาพท่ี 1 โครมาโทแกรมแสดงผลการวิเคราะห์อุณหภูมิหลอมเหลวและอุณหภูมิกลาสทรานสิชนัของโคพอลิเมอร์ PHBV ท่ีผลิตไดจ้าก B.megaterium  P-12

201 

 
129 
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       ภาพท่ี 2  กราฟแสดงผลการวเิคราะห์สมบติัทางกายภาพดา้นความสามารถในการตา้นแรงดึง 

(Tensile strength) ของโคพอลิเมอร์ท่ีผลิตไดจ้าก B.megaterium P-12 

 

 

 

 

 

 

 



133 
 

ประวตัิผู้เขยีนวทิยานิพนธ์ 
 

นางสาววยินนัท ์  เมืองเก่า เกิดวนัท่ี 15 พฤศจิกายน 2528 ท่ีจงัหวดักาญจนบุรี ส าเร็จ
การศึกษา ระดบัปริญญาวิทยาศาสตรบณัฑิต สาขาวิทยาศาสตร์ทางทะเล คณะวทิยาศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั  เม่ือปีการศึกษา 2551  และไดเ้ขา้ศึกษาต่อในระดบับณัฑิตศึกษา หลกัสูตร
จุลชีววทิยาทางอุตสาหกรรม คณะวทิยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั ในปีการศึกษา 2552 

 
ในระหวา่งการศึกษาไดเ้ขา้ร่วมเสนอผลงานบางส่วนในงาน The 23th Annual Meeting of 

the Thai Society for Biotechnology (TSB 2011) จดัโดยมหาวทิยาลยัมหิดล   ณ โรงแรมอิมพีเรียล 
ควนีส์ปาร์ค  กรุงเทพ ระหวา่งวนัท่ี 1-2 กุมภาพนัธ์ 2555 ในหวัขอ้ The bioplastic, poly(3-
hydroxybutyrate) production by batch cultivation  of Bacillus megaterium P-12 from sugarcane 
liquor with different C/N ratio  โดยไดรั้บรางวลั   Poster  Award  Winner ในงานประชุมคร้ังน้ีดว้ย 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


	ปกภาษาไทย
	ปกภาษาอังกฤษ
	หน้าอนุมัติ
	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	รายการคำย่อ
	บทที่ 1  บทนำ
	มูลเหตุจูงใจในการทำวิจัย
	วัตถุประสงค์ของการวิจัย
	ขั้นตอนการดำเนินการวิจัย
	ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ

	บทที่ 2  ปริทรรศน์วรรณกรรม
	2.1 การจำแนกชนิดของ PHAs
	2.2 การสังเคราะห์ PHA โดยสิ่งมีชีวิต
	2.3 ลักษณะทางชีวโมเลกุลและชีวเคมีของการสังเคราะห์ PHA
	2.4 พลาสติกชีวภาพกลุ่ม SCL-PHAs
	2.5 การเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์เพื่อการผลิต PHA
	2.6 การผลิต P(3HB-co-3HV) โดยการเติมสารอาหาร
	2.7 แนวทางการประยุกต์ใช้ PHA
	2.8 การผลิต PHA ในระดับอุตสาหกรรม

	บทที่ 3  อุปกรณ์และวิธีดำเนินการวิจัย
	3.1 วัสดุอุปกรณ์
	3.2 เคมีภัณฑ์
	3.3 วิธีดำเนินการวิจัย
	3.4 วิธีวิเคราะห์

	บทที่ 4  ผลการทดลอง
	4.1 การหาปริมาณกล้าเชื้อ B. megaterium P-12 ในระดับขวดทดลองที่เหมาะสมเพื่อใช้เป็นหัวเชื้อสำหรับการผลิตเซลล์ในระดับถังหมัก
	4.2 การเพาะเลี้ยง B. megaterium P-12 ในระดับถังหมักระยะที่ 1เพื่อผลิตและเพิ่มปริมาณเซลล์
	4.3 การเพาะเลี้ยง B. megaterium P-12ในระดับถังหมักระยะที่ 2 เพื่อการผลิตโคพอลิเมอร์ P(3HB-co-3HV)
	4.4 สมบัติทางกายภาพและอุณหภูมิของโคพอลิเมอร์ PHBV ที่ผลิตได้ จาก B. megaterium P-12

	บทที่ 5  สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง
	5.1 อายุของกล้าเชื้อ Bacillus megaterium P-12 ในระดับขวดทดลองที่เหมาะสมเพื่อใช้เป็นหัวเชื้อสำหรับการผลิตเซลล์ในระดับถังหมัก
	5.2 การเลี้ยงเชื้อในระดับถังหมักระยะที่ 1 เพื่อผลิตและเพิ่มปริมาณเซลล์ของ Bacillus megaterium P-12
	5.3 การเลี้ยงเชื้อในระดับถังหมักระยะที่ 2 เพื่อการผลิตโคพอลิเมอร์ P(3HB-co-3HV) โดย Bacillus megaterium P-12
	5.4 สมบัติทางกายภาพและอุณหภูมิของโคพอลิเมอร์ PHBV ที่ผลิตได้จาก B. megaterium P-12

	รายการอ้างอิง
	ภาคผนวก
	ประวัติผู้เขียน

