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รูปที ่8  วิถกีารสังเคราะหและวิถกีารยอยสลาย PHB โดย Ralstonia eutropha ( Doi, 1990 ; Lee  
และคณะ, 1999) 
 
 ในระหวางการเจริญเติบโตแบบปกติของจุลินทรีย         เกิดการคาตาบอไลซสารคารโบไฮเดรต 
ผานวิถ ี Entder-Doudoroffไปเปนไพรูเวต ซึ่งสามารถเปลี่ยนเปนอะซิติลโค-เอ โดยปฏิกิริยาดไีฮโดร
จีเนชัน่(dehydrogenation)  ดังนั้นอะซติิลโค-เอจะเขาสู tricarboxylic acid(TCA) ดวยการปลอย 
CoASH และถูกออกซิไดซไดคารบอนไดออกไซดและพลังงานในรูป ATPและ reducing  
equivalents(NADH , NDAPH และ FADH2)   จุลนิทรียจะนาํพลังงานและสารตั้งตน(biosynthetic  
precursors)  ที่ไดไปใชในกระบวนการสังเคราะหโปรตนีตอไป    อัตราที่อะซิติลโค-เอเขาสู TCA cycle 
ข้ึนกับแหลงไนโตรเจน  ฟอสฟอรัส  และแรธาตุอ่ืนๆ  ดังนัน้อัตราการสังเคราะห PHB จะเพิ่มข้ึนเมื่อ
มีอะซิติลโค-เอปริมาณมาก  ซึ่งจะเกิดข้ึนในภาวะทีเ่ซลลขาดแคลนธาตุอาหารจาํเปน  พบวาเชื้อ 
A.eutrophus ที่ขาดแคลนสารอาหารดังนี้  คือ  ไนโตรเจน  ฟอสฟอรัส  ออกซิเจน  แมกนีเซียม  หรือ
ซัลเฟต  กระบวนการสังเคราะหโปรตนีจะสิ้นสุดลง เปนผลให NADH และ NADPH  มีปริมาณสูงขึ้น  
ซึ่งจะไปยับยั้ง citrate  synthase และ isocitrate  dehydrogenase   เปนผลใหเกิด TCA cycle ชาลง 
และอะซิติลโค-เอจะเขาสูการสังเคราะห PHB ไดเพิ่มมากขึ้น (Doi,1990 ; Braunegg, 1998) 
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การผลิต PHB จาก Bacillus sp. 
 

 หลังจาก Lemoigne(1926) ไดตรวจพบ PHB ใน Bacillus megaterium   เปนตนมา มีการทาํ
วิจัยเกีย่วกับการผลิต PHB มากขึ้น     ป 1958 WilliamsonและWilkinson  ทําการสกัดและหาปริมาณ 
PHB ใน Bacillus สปชีสตางๆ  โดยการทําใหเซลลแตกดวยโซเดียมไฮโปคลอไรท  ซึ่งทําใหเซลลเกิด
การยอยสลายและปลอย lipid inclusion ที่อยูภายในออกมา และเมื่อวิเคราะห inclusionของ 
B.cereus  ที่แยกไดและทําใหบริสุทธิ ์ พบวาประกอบดวย PHB 89เปอรเซ็นต และไลปดอื่น ๆ ที่
ละลายในอีเทอรอีก 11 เปอรเซ็นต     ผลการศึกษาของ Wakisakaและคณะ(1982) สรุปไดวา 
Bacillus thuringiensis  จะสราง PHB เมื่อมีความเขมขนของโปแตสเซียมในอาหารเลี้ยงเชื้อตํ่า และ
แอมโมเนยีมซลัเฟตจะกระตุนใหเกิดการสรางแกรนูล PHB ในสายพนัธุ 290-1  เพิ่มข้ึน   ตอมาในป 
1991  Chenและคณะรายงานผลการศึกษาการสรางพอลิ-3-ไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในแบคทีเรียจีนัส  
Bacillus สายพนัธุตางๆ ดังนี ้ B.megaterium DSM90  B.laterosporus DSM335  B.subtilis 
DSM10       B.sphaericus DSM20   B.cereus DSM31   B.amyloliquefaciens DSM7   B. 
lichenifomis DSM394   B.marerans DSM2892   B.circulans DSM1529   B.thuringiensis 
DSM2046  และ  B.mycoides DSM 2048  ใชวิธกีารเพาะเลี้ยงแบบ 2 ขั้นตอน โดยใชกลโูคสเปน
แหลงคารบอน       ข้ันตอนแรกใหจุลินทรียชนิดตางๆเติบโตในอาหารที่มีสารอาหารสมบูรณ (nutrient-
rich medium)   ที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส  ความเรว็ของเครื่องเขยา 120 รอบตอนาที   บมเชือ้เปน
เวลา 30 ชั่วโมง  เก็บเซลลแหงมาลางดวยน้ํา      จากนัน้นาํเซลลลางแลวถายลงในอาหารเหลวไมมี
ไนโตรเจน  (N-free medium)เพื่อกระตุนการสงัเคราะหพอลิเอสเทอร  เมื่อจุลินทรยีเติบโตในอาหารที่
มีสารอาหารสมบูรณ  สายพันธุตางๆ สามารถสะสม PHB ไดในปริมาณเล็กนอย  ซึ่งปริมาณ PHB 
ภายในเซลลภายใตภาวะการเลี้ยงเชื้อดังกลาวอยูที่ 5-20 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง  แตเมื่อ
ควบคุมการหมักใหอยูในภาวะทีม่ีปริมาณคารบอนมากเกินพอและจํากัดปริมาณไนโตรเจน  แบคทีเรีย
สามารถผลิตพอลิเมอรไดเพิ่มมากขึ้น  ซึ่งปริมาณ PHB ที่ผลิตไดแตกตางกนัขึ้นอยูกับสายพนัธุของ
แบคทีเรีย  นอกจากนี้ยงัพบวาอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการเติมอะซีเตต และ 3-ไฮดรอกซีบิวทีเรตลงไป  มี
ผลใหการสงัเคราะห PHB เพิ่มมากขึ้น  ทั้งนี้เนื่องจากสารอาหารที่เติมเพิ่มลงไปทาํใหปริมาณอะซิติล
โค-เอ และ 3-ไฮดรอกซีบิวทริิลโค-เอภายในเซลลเพิ่มมากขึ้น     McCoolและคณะ(1996)ศึกษาการ
สะสมของ PHA ใน Bacillus megaterium พบวามีการสะสม PHAสูงสุดในชวง late exponential 
phase และชวง early stationary phase   ในชวง early stationary phase จะพบ PHA มีปริมาณมาก
ที่สุด     Sabatและคณะ(1998) พบวา Bacillus megaterium BS1 ซึ่งเปนสายพนัธุที่แยกไดสามารถ
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สะสม PHB ได  คิดเปนปริมาณ PHB เทากับ 10 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง  เมื่อเลี้ยงเชื้อในภาวะ
ที่เหมาะสมสามารถผลิต PHB ความเขมขนเทากับ 1.9 กรัมตอลิตร  เมื่อนําแบคทีเรียไปทําใหเกิดการ
กลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลต พบวาในสายพนัธุกลายพันธุ UM10-BS1 มีปริมาณ PHB เพิ่มข้ึน
เล็กนอย คือ ผลิต PHB ความเขมขนเทากับ 2.29 กรัมตอลิตร       Lawและคณะ(2001) ศึกษาการ
ผลิต PHB จากแบคทีเรีย Bacillus spp.ซึ่งแยกไดจาก municipal activated sludge พบวาเมื่อสกัด
เซลลจากสายพันธุ HF-1   แลวนาํไปวเิคราะหดวยลาํดับเบสของดเีอ็นเอสามารถเปรียบเทียบไดกับ 
Bacillus megaterium      LabusekและRadecka(2001) รายงานวา B. cereus UW85 สามารถ
สะสม PHB และเจริญเติบโตในอาหารเหลวที่มกีลูโคสเปนแหลงคารบอน คิดเปนปริมาณ PHB เทากบั 
25 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง    Borahและคณะ(2002)ศึกษาภาวะทีเ่หมาะสมตอการผลิต PHB   
โดย Bacillus  mycoides RLJ B-017 พบวาสามารถผลติ PHB  คิดเปนปริมาณ PHB เทากับ 69.4 ± 
0.4 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง   

 รัตนศิริ  มุทิตากุล(2538)ไดคัดกรองจุลินทรียที่ผลิต PHB จากจุลินทรีย 30 ชนิด   ที่แยกไดจาก 
ตัวอยางตางๆ พบวาแบคทีเรีย Bacillus sp.สายพันธุ BA-019   สามารถสรางและสะสม PHB ได
ปริมาณสูงกวาสายพนัธุอ่ืนๆ      จากนั้นอตพิล  บุญเรอืงถาวร(2543) รายงานการศึกษาการผลติ PHB 
โดยเชื้อเดียวกนัพบวาภาวะการเลี้ยงเชื้อทีเ่หมาะสมในถงัหมกัคือ คาพีเอชเทากับ 6.0     ปริมาณ
ออกซิเจนละลาย 60 เปอรเซ็นตของอากาศอิ่มตัว  อัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 25 โมล
ตอโมล และเมื่อศึกษาการเพาะเลี้ยง Bacillus sp.BA-019 แบบปอนเปนงวด 2 ข้ันตอน ทีม่ีการควบคุม
การปอนสารอาหารดวยเทคนิค pH-stat  พบวาเมื่อใชสารอาหารปอนเขาที่ประกอบดวยแหลงคารบอน 
แหลงไนโตรเจน และแรธาต ุใหผลการเจรญิเติบโตของเซลลอยางรวดเร็ว  และมีการผลิต PHB เพิ่มข้ึน
อยางมากและเมื่อใชกากน้าํตาลที่ความเขมขนของน้าํตาลทัง้หมด 400 กรัมตอลิตร ใชอัตราสวน
คารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 10 โมลตอโมล เปนสารอาหารปอนเขาทําใหการผลิต PHB สูงที่สุด โดย
ไดความเขมขนของเซลลสงูสุดเทากับ 72.57  กรัมตอลิตร    ความเขมขนของ PHB เทากับ 30.52  กรัม
ตอลิตร   คิดเปนปริมาณ PHB เทากับ 42 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง และมีอัตราการผลิต PHB 
เพิ่มข้ึนเปน 1.27 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 
 
ปจจัยที่มีผลตอการผลิต PHB  
   จากสมบัตทิี่สามารถถูกยอยสลายไดโดยธรรมชาติ  และไมเปนพษิตอส่ิงแวดลอม        รวมทั้ง 
สมบัติทางเคมีและกายภาพที่คลายกับพลาสติกที่สงัเคราะหไดจากอตุสาหกรรมปโตรเคมี  ทําให PHB 
ไดรับความสนใจนํามาผลิตเปนพลาสติกเพื่อใชทดแทนพลาสติกบางชนิดที่ใชกนัอยูในปจจุบนั แต
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อุปสรรคที่สําคัญอยางยิง่สาํหรับการประยุกตใช PHB คือตนทุนของการผลิต PHB ยงัสูงกวาพลาสติกที่
สังเคราะหไดจากอุตสาหกรรมปโตรเคมีมาก(Byrom,1987 ; ChoiและLee ,1997)    โดยตนทนุการ
ผลิต PHB เมือ่คํานวณจากพื้นฐานของขอมูลดังนี ้คือ    ผลิตดวยกระบวนการหมกัของเชื้อ Ralstonia  
eutropha ดวยอัตราการผลิต 2.5 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ในถังหมกัแบบ stirred-tank ขนาด 334 
ลูกบาศกเมตร เทากับ 5.58 ดอลลารสหรัฐตอกิโลกรัม   ในขณะทีพ่ลาสติกสังเคราะหเชน PP,PE และ 
PS ราคาขายในปจจุบนัเทากับ 0.62-0.96 ดอลลารสหรัฐตอกิโลกรัม(ChoiและLee ,1997 ; 
Steinbuchel และ Fuchtenbusch, 1998)  เมื่อผลิต PHB โดย recombinant E. coli     สามารถลด
ราคาตนทุนเหลือ 4 ดอลลารสหรัฐตอกิโลกรัมเปนราคาที่ใกลเคียงกับพลาสติกที่สามารถยอยสลาย
ชนิดอื่นได เชน PLA และอลิฟาติกพอลิเอสเทอร      ซึ่งราคาประมาณ 3-5 ดอลลารสหรัฐตอกโิลกรัม 
(Lee, 1996b ; Reddy, 2003)   ดังนัน้นกัวิจัยหลายคณะไดพยายามที่จะขจัดอุปสรรคดังกลาวเพื่อให
สามารถลดตนทนุการผลิต PHB ทางการคา  ซึ่งจะทําใหสามารถแขงขันดานราคากับพลาสติก
สังเคราะหได  วิธกีารที่นาํมาใชในการลดตนทุนการผลิต PHB ไดแก การพัฒนาสายพนัธุแบคทีเรีย  
การพัฒนากระบวนการหมกัและกระบวนการเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑใหมีประสิทธิภาพมากยิง่ขึ้น   อยางไร
ก็ตามการผลิต PHB ใหมีตนทุนต่าํสุดจะประสบผลสําเร็จไดตองพิจารณาถึงการออกแบบและ
กระบวนการทีเ่กี่ยวของอยางเปนระบบ 
 
1.อัตราการผลิต PHB  
   
  นิยามของอัตราการผลิต PHB คือ ความเขมขนของการผลิต PHB ตอหนวยปริมาตร  ในชวง
เวลาหนึง่    การวิเคราะหกระบวนการผลิต PHB โดย Alcaligenes latus    Methylobacterium  
organophilum  และ  recombinant E.  coli  (ChoiและLee ,1999)    แสดงใหเห็นถึงปจจยัตางๆที่
สงผลตอตนทนุการผลิต PHB ดังตารางที่  4  
 เมื่อเปรียบเทยีบกระบวนการผลิต PHB จาก  recombinant E.  coli    โดย 2 กระบวนการทีม่ ี
อัตราการผลิตแตกตางกนั  พบวาเมื่ออัตราการผลิต PHB เพิ่มข้ึนจาก 1.98 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง เปน 
3.2 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง  ตนทนุการผลิต PHB ลดลงจาก 5.37 ดอลลารสหรัฐตอกิโลกรัม เหลือ 4.91 
ดอลลารสหรัฐตอกิโลกรัม  การเพาะเลีย้ง A. latus แบบเฟดแบช โดย WangและLee(1997a) ให
อัตราการผลิต PHB สูงสุด 4.94 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมงทาํใหตนทนุ PHB ต่ําสุดเพียง 2.6 ดอลลาร
สหรัฐตอกิโลกรัม   ดังนัน้ถาอัตราการผลิต PHB สูงขึ้นจะทําใหตนทนุการผลิต PHB ลดลง 
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ตารางที่ 4  เปรียบเทียบตนทนุการผลิต PHB โดยจุลินทรียสายพนัธุตางๆ (ChoiและLee ,1999) 
พารามิเตอร A. latus1 A. latus2 E. coli 3 E. coli 4 M. organophilum 5 

Fermentation 
 Culture time(h)  
 Cell concentration(g/l) 
 PHB concentration(g/l) 
PHB content(%) 
 PHB productivity(g/l-h) 
 PHB yield 
Economic valuation 
Direct-fixed-capital-dependent cost 
Labor dependent cost  
Administration and overhead 
Raw materials cost 
Utilities 
Waste treatment disposal 
Total production cost [US$/Kg PHB] 

 
18 

143 
71.4 
50 

3.97 
0.17 

 
1.42 
0.23 
0.09 
4.94 
0.49 
1.13 
8.3 

 
20 

111.7 
98.7 
88 

4.94 
0.42 

 
0.73 
0.12 
0.05 
1.26 
0.29 
0.15 
2.6 

 
41 

112 
81 

72.3 
1.98 
0.29 

 
1.31 
0.21 
0.09 
2.99 
0.42 
0.35 
5.37 

 
49 

204.3 
157.1 

77 
3.2 

0.27 
 

1.00 
0.16 
0.08 
2.97 
0.36 
0.34 
4.91 

 
70 

250 
130 
52 

1.86 
0.19 

 
1.57 
0.23 
0.11 
3.31 
0.46 
1.01 
6.69 

    1 =งานวิจยัของ Yamaneและคณะ(1996)  
  2 =งานวจิัยของ WangและLee(1997a) 
    3 =งานวิจยัของ LeeและChang(1994) 
  4 =งานวจิัยของ WangและLee(1997b) 

        5 =งานวจิัยของ  Kimและคณะ(1996) 
2. ปริมาณ PHB  

 
  ปริมาณ PHB มีผลตอประสิทธิภาพของกระบวนการเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ     เทาๆกับ PHB 
yield ทีม่ีผลตอแหลงคารบอน    recovery yield และความบริสทุธิ์ของ PHB  มีผลตอปริมาณ PHB    
ใชสารที่ใชสําหรับยอย(digesting agent) ในปริมาณนอยเพื่อแยกแกรนูลของ PHB ออกจากเซลล ทํา
ใหไดปริมาณ PHB ที่สูงขึ้น   เมื่อเปรียบเทียบการวิเคราะหตนทนุการผลิต  PHB จาก A. latus ดวย
การเพาะเลีย้งแบบเฟดแบช(ChoiและLee ,1999) 2 วธิีการ         ซึ่งไดจากผลการทดลองของนักวจิัย 
2 กลุมที่ใชจุลินทรียชนิดเดียวกันดงันี ้  Yamaneและคณะ(1996) รายงานผลการทดลองวาไดปริมาณ 
PHB 50  เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง ผลผลิต PHB เทากับ 0.17 กรัม PHB ตอกรัมน้ําตาลซูโครส  
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มีตนทนุการเกบ็เกี่ยวผลิตภณัฑ เทากับ 4.8 ดอลลารสหรัฐตอกิโลกรัม  และจากการศึกษาของ   
WangและLee(1997a) ไดปริมาณ PHB เพิ่มข้ึนเปน 88 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง  เมื่อใช
ภาวะการเลี้ยงเชื้อโดยจาํกดัปริมาณไนโตรเจน ไดผลผลิตของ PHB สูงถงึ 0.42 กรัม PHB ตอกรัม
น้ําตาลซูโครส   ทําใหตนทนุการเก็บเกีย่วผลิตภัณฑลดลงเหลือเพียง 0.92 ดอลลารสหรัฐตอกิโลกรัม    
แสดงใหเหน็วาตนทุนการเกบ็เกี่ยวผลิตภณัฑลดลงอยางมากเมื่อปริมาณ PHB เพิม่ข้ึน (ChoiและLee 
,1999)  ทัง้นีเ้นื่องจากการผลิต PHB ไดในปริมาณทีต่่ําตองใชสารเคมีในการยอยปริมาณมาก และ
เพิ่มตนทนุดานอุปกรณอีกดวย   
 
3. แหลงคารบอน และ ผลผลิต PHB 

 Yamane(1992,1993)รายงานวาราคาของแหลงคารบอนมีผลตอตนทนุการผลิต PHB อยาง 
มากในบรรดาสารอาหารที่ใชในกระบวนการหมัก  แหลงคารบอนมผีลตอตนทุนการผลิตมากทีสุ่ด ซึ่ง
แหลงคารบอนทีน่ํามาใชมมีากมายหลายชนิดขึ้นอยูกบัความสามารถของจุลินทรียชนิดตางๆ เชน 
คารโบไฮเดรต  น้ํามัน  แอลกอฮอล  ไฮโดรคารบอน เปนตนประสทิธิภาพของการเปลี่ยนสับสเตรทไป
เปน PHB ก็มีความสาํคัญตอตนทนุการผลิตเชนเดียวกนั  ตารางที่ 5 สรุปราคาของแหลงคารบอนและ
ผลผลิต PHB ตามทฤษฎี (theoretical  yield) ซึ่งสงผลตอราคาของ PHB  
 
ตารางที่ 5  ผลของราคาสบัสเตรท และผลผลิต PHB ตอราคา PHB(Lee, 1996b ; Madisonและ
Huisman, 1999 ; Reddyและคณะ ,2003) 
Substrate              Substrate price               P(3HB) yield                  Production cost 
                            (US$ Kg-1)            [(g P(3HB)(g substrate)-1]       (US$ (Kg P(3HB)-1) 
  Glucose                      0.493                                    0.38                                         1.30              
  Sucrose                      0.290                                    0.40                                          0.72 
  Methanol                    0.180                                    0.43                                          0.42 
  Acetic acid                 0.595                                    0.38                                         1.56 
  Ethanol                       0.502                                    0.50                                         1.00 
  Cane molasses          0.220                                    0.42                                          0.52 
  Cheese whey             0.071                                    0.33                                          0.22 
  Hemicellulose            0.069                                    0.20                                          0.34 
  Hydrolysate 
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  เนื่องจากแหลงคารบอนที่เปนวัสดุเหลือใชทางการเกษตร  เชน   กากน้าํตาลจากออย หรือ หัว 
บีท    หางนม(cheese whey)  เซลลูโลส  และเฮมิเซลลูโลส  มีราคาต่าํ    ดงันัน้แหลงคารบอนเหลานี้
จึงเหมาะสมทีจ่ะนาํมาใชในการผลิต PHB(Lee, 1996b ; ChoiและLee ,1997)   แบคทีเรียจํานวน
มากสามารถผลิต PHB ไดจากแหลงคารบอนที่มีราคาต่าํเหลานี ้ แตโดยทั่วไปปริมาณ PHB และอตัรา
การผลิต PHB จะต่ํากวาการใชแหลงคารบอนบริสุทธิ ์     KimและChang(1995)เลี้ยง  recombinant 
E.  coli  ดวยวธิีการเพาะเลี้ยงแบบเฟดแบช ในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีแปงมันที่ผานการยอยเปนแหลง
คารบอนสามารถผลิต PHB ได 61 กรัมตอลิตรและความเขมขนของเซลล 106 กรัมตอลิตร อัตราการ
ผลิต PHB เทากับ 1.03  กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง และไดปริมาณ PHB เทากบั  58 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกั
เซลลแหง         Lee และคณะ(1997) ไดพัฒนา  recombinant  E.  coli  สายพนัธุซึ่งรับยีนสงัเคราะห 
PHB จากเชือ้ Ralstonia  eutropha เพื่อสะสม PHB ปริมาณมากในอาหารทีม่ีหางนมเปน
องคประกอบ        WongและLee(1998) เลี้ยง  recombinant E.  coli  ดวยวธิีการเพาะเลี้ยงแบบเฟด
แบช โดยใชสารละลายหางนมเปนสารอาหารปอนเขา(feeding solution) สามารถผลิต PHB ได 69 
กรัมตอลิตรและความเขมขนของเซลล 87 กรัมตอลิตร อัตราการผลิต PHB 1.4 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 
ซึ่งต่ํากวาการใชแหลงคารบอนบริสุทธิ์และไดปริมาณ PHB สูงถึง 80 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง     
Kim(2000) ศึกษาการผลิต PHB โดยเลี้ยง Azotobacter chroococcum ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแปง
เปนแหลงคารบอน สามารถผลิต PHB ได 25 กรัมตอลิตรและความเขมขนของเซลล 54  กรัมตอลิตร   
อัตราการผลิต PHB เทากับ  0.35 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง และไดปริมาณ  PHB เทากับ 46  เปอรเซ็นต
ตอน้ําหนักเซลลแหง           จากการวิเคราะหตนทนุการผลิต  PHB  ของ ChoiและLee (1997พบวา
ถาเปลี่ยนแหลงคารบอนจากกลูโคสทีม่ีราคา 0.5 ดอลลารสหรัฐตอกิโลกรัม  เปนการใชแปงขาวโพดที่
ยอยแลวซึง่มีราคา 0.22 ดอลลารสหรัฐตอกิโลกรัม   ตนทุนการผลิต PHB จาก recombinant E.coli  
ซึ่งเลี้ยงเชื้อดวยวีธกีารเดียวกันลดลงจาก 4.91 ดอลลารสหรัฐตอกิโลกรัมเหลือ 3.72 ดอลลารสหรัฐตอ
กิโลกรัมหรือตํ่ากวาการใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนเทากับ 1.19 ดอลลารสหรัฐตอกโิลกรัม    
 
 
4. ปจจยัอื่น ๆ  
   
  การใหออกซเิจนอยางเพียงพอเพื่อรักษาสภาพการมีอากาศ(aerobic condition)  จะสงผลตอ 
ตนทนุการผลิต PHB ดวย  การปองกันการจํากัดออกซิเจนโดยทัว่ไปจําเปนตองมภีาชนะที่ทนแรงดัน
ได  มีอัตราการไหลของกาซสูง และมกีารเติมอากาศทีม่ีออกซิเจนมาก ปจจัยเหลานี้ทาํใหตนทนุการ
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ผลิตสูงขึ้นโดยเฉพาะอยางยิง่ในระบบอุตสาหกรรมขนาดใหญ (ChoiและLee ,1999)    ปญหานี้
สามารถแกไขไดถาสามารถคนพบแบคทีเรียที่ซึ่งสามารถผลิต PHB ไดดีในภาวะที่มีออกซเิจนไม
เพียงพอ          WangและLee(1997b) สามารถผลิต PHB ไดในปริมาณมากโดยการเลี้ยง  
recombinant E.  coli ดวยวิธกีารเพาะเลี้ยงแบบเฟดแบช     ในระยะการสังเคราะห PHB ความ
เขมขนของออกซิเจนละลายถูกรักษาระดับที ่1-3 เปอรเซ็นตของอากาศอิ่มตัว   สามารถผลิต PHB ได
สูง 157.1 กรัมตอลิตร  ปริมาณ PHB เทากับ 77  เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง และมีอัตราการผลิต 
PHB สูง  3.2  กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง        Kim(2000) ศึกษาผลของปริมาณอากาศตอการผลิต PHB 
เมื่อเลี้ยงเชื้อ recombinant E.  coli  จากหางนมดวยวิธกีารเลี้ยงเชื้อแบบเฟดแบช ในรูปของความเร็ว
สูงสุดในการกวนใหอากาศจาก stirred tank fermentor  ความเขมขนของเซลลและอัตราการผลิต 
PHB สูงขึ้นเมือ่เพิ่มความเรว็สูงสุดในการกวนใหอากาศ ซึ่งปริมาณ PHB สูงที่สุดเมือ่ใหความเร็วสูงสุด
ในการกวนใหอากาศเทากับ 500 rpm  เมื่อความเรว็สงูสุดในการกวนใหอากาศสงูกวา 700 rpm  ได
ปริมาณ PHB เทากับ 56-58  เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหงเทานั้น   เพราะวากระบวนการผลติหยุด
เนื่องจากปริมาณอาหารเลี้ยงเชื้อทีเ่พิ่มข้ึน    นอกจากนี ้Kim ยังไดศึกษาเปรียบเทียบผลของการจาํกัด
ออกซิเจนในการเลี้ยงเชื้อแบบเฟดแบช พบวาการจํากัดปริมาณออกซิเจนสงผลใหความเขมขนของ 
PHB    ปริมาณ PHB  และอัตราการผลิต PHB  สูงกวาไมจํากัดปริมาณออกซิเจน      Page(1992) 
รายงานวาเมือ่เลี้ยงเชื้อสายพนัธุกลายของ  Azotobacter vinelandii  UWD โดยเติม fish peptone   
yeast extract   cassamino acids  bactopeptone หรือ beef extract อยางใดอยางหนึ่งในอาหาร
เลี้ยงเชื้อปริมาณเล็กนอย    ผลผลิต PHB ตอคารบอนทีถู่กใชไปจะเพิ่มข้ึน แหลงไนโตรเจนเชงิซอน
เหลานี้เพิ่มเฉพาะอัตราการผลิต PHB โดยไมเพิ่มจํานวนเซลล  ถงึแมจะใชไนโตรเจนเชิงซอนใน
ปริมาณเล็กนอย แตคุณภาพของแหลงไนโตรเจนเชิงซอนเหลานีจ้ะเปลี่ยนไปตามชวงระยะเวลาในแต
ละปและสถานที่ผลิต ซึง่อาจสงผลใหผลจากกระบวนการหมกัเปลี่ยนแปลงไปและคุณภาพของพอลิ
เมอรที่ไดไมคงที ่(ChoiและLee ,1999) 
  ราคาการผลิต PHB จะลดลงเมื่อขนาดการผลิตเพิ่มข้ึน (ChoiและLee ,1997 ; ChoiและLee , 
1999) เมื่อขนาดการผลิตเปลี่ยนแปลง ตนทนุการผลิตตางๆจะเปลีย่นแปลงดวย  โดยสัดสวนของ
ตนทนุดานวัตถุดิบเพิ่มข้ึนมากที่สุด  คิดเปนประมาณ 50 เปอรเซ็นตของตนทนุทัง้หมด  ดังนัน้ตนทุน
ดานวัตถุดิบจงึมีความสําคญัตอการผลิต PHB มาก   
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การผลิตในระดับอุตสาหกรรม 

 
 การผลิตพอลิเมอรทางชีวภาพในอุตสาหกรรมมีปจจัยทีจ่ํากัด 3 ประการ ไดแก ภาวะในการ
เจริญเติบโตของเชื้อสําหรับการผลิตสาร (โดยปกตแิลวภาวะที่ไมสมดุลของสารอาหารเปนสาเหตุให
เชื้อเจริญเติบโตชา)   วิธกีารสังเคราะหพอลิเมอรจากสารตั้งตนราคาถูก  และ  ประการสุดทาย คือ 
ราคาของกระบวนการเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑที่สงู อยางไรก็ตามปจจุบนัไดมีการนําความรูเกีย่วกับวิถีการ
สังเคราะหและกลไกการควบคุมเพื่อใชในการพัฒนาสายพนัธุจุลนิทรยี     โดยการตัดตอยีน(recombi 
nant organisms)  ทั้งแบคทีเรีย   ยีสต  และพืช   ทาํใหสามารถสังเคราะหพอลิเมอรจากแหลง
คารบอนราคาถูก เชน  กากน้ําตาล  ซูโครส  แล็กโตส   กลีเซอรอล  น้ํามนั  และ กาซมีเทน  แตใน
กระบวนการหมักโดยใชแบคทีเรียที่ตัดตอยนี (recombinant bacteria)  และ พืชที่ตัดตอยีน 
(recombinant plants)เพื่อผลิตพอลิเมอรในระดับอุตสาหกรรมนัน้ยงัคงไมสมบูรณ (Steinbuchelและ
Fuchtenbusch , 1998 ; Luengoและคณะ, 2003) 
 วิธีการผลิต PHB แตกตางกนัขึ้นกับการสงัเคราะหเอนไซมของเซลลเพื่อผลิตพอลิเมอร   การม ี
ความรูเกีย่วกบัระบบเอนไซมทําใหรูถึงความตองการเกีย่วกับพลังงาน เพื่อใชในกระบวนการผลติขนาด
ใหญ และ ทาํใหทราบวธิีการใหมๆ หรือ พัฒนากระบวนการผลิตพอลิเมอรในถังหมัก(LeeและChoi, 
1999 ; Luengoและคณะ, 2003)  
 
การสรางสปอร (Endospore  formation) 

 
  เนื่องจากการวิจัยโดยใชแบคทีเรียสายพนัธุ  Bacillus sp. BA-019 และในแบคทีเรียสายพันธุ
ที่สามารถสรางสปอรไดพบวาระหวางกระบวนการผลิต PHB ปริมาณ PHB จะลดลง อาจเนื่องมาจาก
เซลลนํา PHB ไปใชในกระบวนการสรางสปอร    Benoitและคณะ(1990) ศึกษากระบวนการหมักใน
ระหวางการเจริญเติบโตและการสรางสปอรของ  B. thuringiensis  พบวาสามารถผลิต PHB  และ  
นํา PHB ไปใชในการสราง สปอรและอาจจะใชเปนแหลงพลงังานในกระบวนการเมแทบอลิซมึของ
เซลล       SlepeckyและLaw(1960) รายงานวาเมื่อเลีย้ง Bacillus megaterium ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่
สงเสริมการผลิต PHB โดยเติมกลูโคสและอะซีเตตในภาวะใหอากาศพบวาการสรางสปอรเกิดขึ้น
หลังจากผลิต PHB        ระหวางการสรางสปอรของแบคทีเรียเซลลจะเปลี่ยนไปอยูในภาวะไมมีการ
เติบโต    เกิดโครงสรางทีท่นความรอน  และสรางสปอร  สปอรของแบคทีเรียไมมีเมแทบอลิซึมสามารถ
ทนอยูในสิง่แวดลอมตางๆ ทัง้ความรอน  แสงอัลตราไวโอเลต และ สารเคมี(AtrihและFoster , 2002) 
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ขอแตกตางระหวางเซลลกับสปอรแสดงดังตารางที่ 6        การสรางสปอรของแบคทีเรียไมสามารถ
เกิดขึ้นระยะexponential phase  แตจะสรางขึ้นเมื่อเซลลหยุดเจริญเติบโตเพราะสารอาหารที่จาํเปน
หมด ตวัอยางเชน เมื่อเลีย้งเชื้อใหเจริญเติบโตในอาหารเปนแหลงพลังงานเมื่อกลูโคสในอาหารเลี้ยง
เชื้อหมด เซลลจะหยุดเจรญิเติบโต และตอมาจะพบสปอรเกิดขึ้น  แตถาเติมกลูโคสในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ในชวงทายของการเจริญเตบิโตการสรางสปอรจะถูกยบัยั้ง   กลูโคสสามารถปองกนัการสรางสปอรโดย
กระบวนการ catabolite repression  โดยปองกนัการสังเคราะหเอนไซมที่จาํเพาะเกี่ยวของกับการ
สรางสปอร     กลูโคสสามารถใชเปนแหลงพลงังานและยับยัง้การสรางสปอรได จึงเหน็ไดวาการ
เจริญเติบโตและการสรางสปอรเปนกระบวนการที่เกิดขึ้นในภาวะที่แตกตางกนั (Demainและ
Solomon, 1985) 
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ตารางที ่  6  ขอแตกตางระหวางสปอร(endospore) และเซลล(vegetative cells) (Demainและ
Solomon, 1985) 
 

 Endospore Vegetative cell 
Structure 

 
Microscopic appearance 
Chemical compositions : 
  Calcium 
   Dipicolinic acid 
   PHB 
   Polysaccharide 
   Protein 
   Parasporal crystalline    
   protein(some species) 
   Sulfur  amino acids 
Enzymatic activity 
Metabolism(O2 uptake) 
Macromolecular synthesis 
mRNA 
Heat resistance 
Radiation resistance 
Resistance to chemical and acids 
Stainability by dyes 
Action to lysozyme 

Thick spore cortex, Spore coat, 
Exosporium(some species) 

Refractile 
 

High 
Present 
Absent 
Low 

Higher 
Present 
 

          High 
Low 

Low or absent 
Absent 

Low or absent 
High 
High 

         High 
Stainable only with special method 

Resistant 

Typical Gram-positive 
cell 

Nonrefractile 
 

Low 
Absent 
Present 
High 

Lower 
Absent 

 
Low 
High 
High 

Present 
Present 

Low 
Low 
Low 

         Stainable 
       Sensitive 
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 โครงสรางสปอร 
 

 โครงสรางพื้นฐานของสปอรในระหวางการสรางสปอรดังแสดงในรูปที9่  สปอรจะมีโครงสราง 
ที่ซับซอนมีสวนประกอบที่สําคัญ 3 สวน  

 

 
 

รูปที่ 9  โครงสรางของสปอร B. subtilis ที่ถายดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
(www.bact.wisc.edu/.../bacterialstructure/ Inclusions.html) 

1. Coats   
 

   เปนชัน้ที่อยูนอกสุดมีโครงสรางหลายชัน้หุมสปอรอยูประมาณ 25 พอลิเปปไทดสปชสี   (Driks,  
1999)ในชั้นนีจ้ะชวยใหมีความตานทานตอสารเคมีและเอนไซมตางๆ           ภายใตชั้น coats มีชั้นของ 
เปปติโดไกลแคน  (peptidoglycan) หนามาก            ประมาณ 10 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัแหงของสปอร   
เปปติโดไกลแคนประกอบดวย 2 ชั้น เปนชั้นบางๆ ที่อยูดานใน(primordial cell wall)ซึ่งพบ 2-5 
เปอรเซ็นตของเปปติโดไกลแคนทั้งหมดและ ชั้นนอก(outer cortex)    coats เปนชั้นที่ปองกนัเซลล
หลังจากการงอกและเปนแมแบบ(template) สําหรับการสงัเคราะหเปปติโดไกลแคนระหวางการ
เจริญเติบโต (AtrihและFoster, 2002) 
 
2. Cortex 

 
 โครงสรางชัน้นี้ชวยรักษาจํานวนสปอรที่สรางโดยแบคทเีรีย( AtrihและFoster, 2002)     รวมทัง้ 
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เกิด  δ-lactam ปริมาณมากในทกุตําแหนงที่ม ีmuramic acid และมีการเชื่อมตอสายเกิดขึ้นเพียง 2.9
เปอรเซ็นตของ muramic acid ในสปอรของ B. subtilis     muramic δ-lactam    จําเปนสาํหรบัจดจํา
สับสเตรทสําหรับเอนไซมที่ใชในการยอยแบบจําเพาะในกระบวนการงอก ซึ่งเอนไซมนี้มีความจาํเพาะ
ในการไฮโดรไลซ cortex ระหวางกระบวนการงอกของสปอร   ชั้นนี้มคีวามเกี่ยวของในการรักษาสปอร
แตไมเกี่ยวกับการทนความรอนและความทนทานตอส่ิงแวดลอม(Ellar, 1978 ; Atrihและคณะ, 1996 ; 
AtrihและFoster, 2002) 
 
3. Core 

 
   ชั้นนี้ประกอบดวยสารตางๆที่จําเปนตอเซลล เชน ดีเอ็นเอ  ไรโบโซม เอนไซม     เอนไซมที่อยู
ในชั้นนี้ทาํหนาที่ระหวางการงอกของสปอร และการไดรับน้ํา(rehydration)   นอกจากนี้ยังพบแรธาตุ
ในปริมาณสูงประกอบดวยแคลเซียม (Ca2+)   แมงกานีส (Mn2+)  และ แมกนเีซียม (Mg2+) ซึ่งเกิดขึ้น
เปนองคประกอบจําเพาะรวมกับกรดไดพิโคลินิก(dipicolinic acid)    ภายในชัน้core พบความเขมขน
ของโปรตีนปริมาณสูงมีความสัมพนัธกับสปอร   ดีเอ็นเอ   และเกี่ยวของกับการทนรังสีอัลตราไวโอเลต 
(Setlow, 1994 ; AtrihและFoster, 2002) 
 
วัฏจกัรของสปอร (Spore life cycle) 
 
  การสรางสปอรเกิดขึ้น 7 ข้ันตอน (แสดงในรูปที่ 10)       การเปลีย่นแปลงโครงสรางที่เกิดขึ้น
ในระหวางการสรางสปอรของเซลล  เร่ิมตนจากขัน้แรกเกิดการสรางองคประกอบตางๆภายในเซลล
และแบงองคประกอบเหลานั้นเปน 2 สวน ภายในเซลลแม(mother cell)    ข้ันตอๆไปเปนการสรางชั้น
ตางๆของสปอรมากมายทั้งสปอรและเซลลแมจะพบในขั้นตอนนี้         และในขั้นตอนสุดทายสวนไซโต 
พลาสซึมจะไดรับน้ําและหลุดออกมาจากเซลลแมไดเปนสปอรอิสระ(free spore) 
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รูปที่ 10  ข้ันตอนการสรางสปอร 
(www.bact.wisc.edu/.../bacterialstructure/ Inclusions.html) 

  
  ความสัมพันธของการสรางสปอรและกราฟการเจริญ    ในแบคทีเรียสายพนัธุที่สรางสปอรเชน  
Bacillus แสดงดังรูปที ่11    ในระยะ exponential growth เซลลจะมกีารสะสมกลโูคสในกระบวนการ
หมักและสะสมกรดอินทรียทําใหพีเอชในอาหารเลี้ยงเชือ้ลดลง  เมื่อกลโูคสหมดเซลลจะเปลี่ยน
กระบวนการหมักเปนการเจริญเติบโตแบบ  0xidative growth            และสังเคราะหเอนไซม
สําหรับวัฏจกัร tricarboxylic acid(TCA)กรดอินทรียทีเ่กดิขึ้นถูกนําไปใชเปนแหลงพลังงาน   ที่ภาวะนี้
พบวามีการนาํออกซิเจนไปใชเพิ่มข้ึน และคาพีเอชเพิ่มข้ึนทําใหเกิดการเคลื่อนยายของกรดอินทรยีจาก
อาหารเลี้ยงเชือ้ไปสูเซลล  ขัน้ตอนนี้มีการเริ่มสราง spore septum ขึ้น  ในบริเวณดานนอกของสปอรที่
กําลังพัฒนาพบวามกีารหยดุสรางโปรตีนในไซโตพลาสซึม  กรดอะมิโนที่ถกูปลอยออกมาใชสาํหรับ
สังเคราะหโปรตีนของสปอร และใชเปนแหลงคารบอน(DemainและSolomon, 1985) 
  แหลงพลงังานทั้งหมดของการสรางสปอรตองมาจากแหลงคารบอนภายในเซลลนัน่คือไดมา 
จากโปรตีนและ PHB เนื่องจากแหลงคารบอนในอาหารเลี้ยงเชื้อหมด โมเลกุลของ mRNA ที่สรางขึ้น
ใหมตอบสนองสําหรับการสงัเคราะหเอนไซมของสปอรใหม          โดยสรางผานขั้นตอนการสรางสปอร 



 37

จนกระทั่งไดสปอรที่สมบูรณ  ขั้นตอนทัง้หมดของการสรางสปอรเร่ิมต้ังแตระยะ late exponential 
growthจนกระทั่งไดสปอรหลุดออกมานอกเซลลซึ่งใชระยะเวลาหลายชั่วโมง(DemainและSolomon, 
1985) 

 
รูปที่ 11    ความสัมพันธของการสรางสปอรตอการเจริญ 

(Demain และ Solomon, 1985) 
 
 ปจจัยที่มีผลตอการสรางสปอร 
 
  สปอรมีความเกี่ยวของกับกลไกการอยูรอด     สปอรสามารถทนทานตอภาวะที่ไมเหมาะสมได  
พื้นฐานทางโมเลกุลสําหรับการทนความรอนของสปอรข้ึนอยูกับหลายๆปจจัย  โปรตีนและเอนไซมเปน
เปาหมายหลกัสําหรับความรอนทีท่ําลายสปอร(Belliveauและคณะ , 1992)  โดยทั่วไปเอนไซมที่สกัด
จาก สปอรจะไมทํางาน(inactivate) เมื่ออยูในอุณหภูมทิี่ต่ํากวาอุณหภูมิบริเวณสปอร   อยางไรก็ตาม
ในการสรางสปอรยังคงมีปจจัยหลายอยางที่มีผลตอการสรางสปอร ไดแก 
 
1. การดึงน้ําออก(Dehydration) 
  
  การดึงน้ําออกของชั้น core ที่เกิดขึ้นระหวางกระบวนการสรางสปอร  คิดเปน 0.5 –1 กรัมของ
น้ําตอกรัมของน้ําหนกัแหงเทยีบกับเซลลทีห่นกั 3-4 กรัม         การดึงน้ําออกของบริเวณโปรโตพลาสต 
ของเซลลเกิดขึ้นระหวางการสรางสปอร      และสมัพนัธกับการทนความรอนของสปอร(Nakashioและ 
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Gerhardt , 1985)  ความสาํเร็จในการลดปริมาณน้าํในชั้น core ตองการการสะสมของแรธาตุและการ
พัฒนาชัน้ cortex อยางไรกต็ามยังไมมีผลชัดเจนที่แสดงวา ชัน้ cortex สามารถควบคุมปริมาณน้ําใน
ชั้น core(DriksและSetlow, 1999 ; AtrihและFoster, 2002) 
 
2. โครงสรางของชั้น cortex 
 
  มีการศึกษามานานวาชัน้ cortex ชวยใหสปอรทนตอความรอน ระดับการทนความรอนยัง
สัมพันธกับขนาดของ cortex (MurrellและWarth, 1965)   โครงสรางของเปปติโดไกลแคนในสปอรใน
แบคทีเรียสายพันธุที่สามารถสรางสปอรได อาจจะมีผลตอความคงทนและทนความรอนของสปอร 
(AtrihและFoster, 2001 ; AtrihและFoster, 2002) 
 
3. แรธาตุและกรดไดพิโคลินิก 
 
 สปอรของแบคทีเรียสะสมแรธาตุเพื่อความเสถียรและทนความรอน (SlepeckyและFoster, 
1959)    แคลเซียม (Ca2+)   แมงกานีส (Mn2+)  และ แมกนีเซียม (Mg2+) เปนแรธาตทุี่เปน
องคประกอบมากสุดและพบในชั้นของ core มากสุด     ปริมาณของแรธาตุหลกัในสปอรสามารถแปร
ผันไดโดยการศึกษาในรูปของปริมาณแรธาตุในอาหารเลี้ยงเชื้อ  (SlepeckyและFoster, 1959 ; Atrih
และFoster, 2002) Mn2+ มีผลตอการสรางสปอรของ B.  megaterium   B. subtilis  และ B.  
fastidiosus          AtrihและFoster(2001)ศึกษาการเติม Mn2+    ในอาหารที่ใชสรางสปอรไดผลคือทํา
ใหผลผลิตของสปอร 
(spore yield)เพิ่มมากขึ้น   เพิม่ความทนทาน   ความแข็งแรงของโครงสรางชัน้ cortex และเพิ่มการ
ทนความรอน   Mn2+ยังเกี่ยวของกับเมแทบอลิซึมของคารโบไฮเดรต และเอนไซม  phosphoglycerate 
phosphomutase  ซึ่งตองการภาวะที่เหมาะสมสาํหรบัการสรางสปอรของ B. subtilis  B.cereus  
และ B.  megaterium     Mn2+ ยังคงมีกลไกในการแสดงออกของยีนและกิจกรรมของเอนไซมที่
เกี่ยวของกับการสังเคราะหcortex      นอกจาก Mn2+ แลว แรธาตุอ่ืนไดแก Mg2+  และ Ca2+  ยังมกีลไก
ตอเมแทบอลิซึมของสปอรและความทนทานตางๆ       การใชอัตราสวนของแรธาตุที่พอเหมาะมี
ความสาํคัญตอสมบัติของสปอร (SlepeckyและFoster, 1959 ; AtrihและFoster, 2001) ความเขมขน
ของเกลือที่สูงอาจจะสําคัญตอจํานวนสปอร(SlepeckyและFoster, 1959)     Slepeckyและ
Foster(1959)  รายงานถงึแรธาตุที่อยูในขั้นตอนการสรางสปอรซึ่งแรธาตุหลักที่เกีย่วของคือ แคลเซียม        
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พบวามีความเขมขนของแคลเซียมสูงในสปอรของแบคทีเรียในกลุม Bacillus sp.      ปริมาณ
แคลเซียมที่สูงจําเปนในการสรางสปอร ในภาวะทีข่าดแคลเซียมเปนผลใหการสรางสปอรลดลงและ
การทนความรอนจะลดลง       ปริมาณแคลเซียมที่สงูในสปอรและการปลอยแคลเซียมไดพิโคลิเนต
(caciumdipicolinate)  นาํไปสูการงอกของสปอร      ทําใหเชื่อไดวาแคลเซียมมีความสัมพนัธที่
จําเพาะกบัการทนความรอนใน 
สปอรของแบคทีเรีย     แรธาตุในชัน้ core ที่เพิ่มข้ึนมคีวามสัมพันธกับปริมาณน้าํที่ลดลงในชั้น core 
ดวยเหตนุี้เองอาจทาํใหสปอรทนตอความรอน    ผลของกรดไดพิโคลินิกมกีารศึกษานอยมากไม
เหมือนกับแรธาตุ      Paidhungatและคณะ(2000) ศึกษาการกลายพนัธุของ B.subtilis ซึ่งมียนี 
spoVFA และ spoVFB ซึ่งมีการแสดงออกของ DPA synthease พบวามีผลทําใหน้าํในชัน้ core 
เพิ่มข้ึน และความสามารถในการทนความรอนและทนตอไฮโดนเจนเปอรออกไซดลดลง 
 
4.  ปจจัยอื่นๆ  
 

ภาวะในการสรางสปอร เชน อาหารเลี้ยงเชื้อ  และ อุณหภูมิ              มีผลตอสมบัติของสปอร 
(SlepeckyและFoster, 1959 ; AtrihและFoster, 2001)        SlepeckyและFoster(1960) รายงานการ
เลี้ยง B. megaterium ในอาหารที่สงเสริมการผลิต PHB (Macrae-Wilkinson medium) พบวามีการ
ผลิต PHB และใช PHB โดยปฏิกิริยาของเซลลในระยะ exponential phase   และพบวามสีปอร
เกิดขึ้นนอยกวา1เปอรเซ็นตภายใตภาวะนี ้   แตเมื่อเจริญเติบโตในอาหารที่ไมเหมาะตอการผลิต PHB 
และมีปริมาณอะซิเตตเล็กนอยพบวาการผลิต PHB เกิดขึ้นนอยมาก (1 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลล
แหง) ระหวาง exponential phase และลดลงอยางรวดเร็วในหลายชั่วโมงตอมากอนขั้นตอนการสราง
สปอร(พบสปอร 90 เปอรเซ็นตภายใตภาวะนี้)    เมือ่เติมกลูโคสและอะซิเตตในอาหารเลี้ยงเชือ้เพิ่ม    
ปริมาณอากาศและความเรว็ในการกวนพบวาสามารถผลิต PHB ได10 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง
และไมพบสปอรเกิดขึ้น PHB ถูกใชไปอยางรวดเร็วในชัว่โมงที่ 59 ในขณะที่มีสปอรเกิดขึ้นในอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่เวลานี้ถงึ 90 เปอรเซ็นต         
 เมื่อศึกษาสปอรของแบคทีเรียที่อุณหภูมิตางกนั  พบวาที่อุณหภมูิสูงสปอรทนความรอนได
ดีกวาอุณหภูมติ่ําเนื่องจากระดับของheat shock protein ในเซลลเพิ่มข้ึนเปนผลใหอุณหภูมิในการ
สรางสปอรสูงขึ้น     สปอรของแบคทีเรียในกลุม thermophiles ทนความรอนไดดีกวาแบคทีเรียใน
กลุม mesophiles ซึ่งกลุมนี้ทนความรอนไดดีกวาแบคทีเรียในกลุม psychrophiles(Warth, 1978 ; 
GerhardtและMarquis, 1989)         Kofronovaและคณะ(1994)(อางถึง Strnadovaและคณะ ,1990) 



 40

 
 
รายงานการเลีย้งเชื้อ  B.  megaterium สายพนัธุ 27  เพื่อผลิต PHB พบวาเมื่อเพิ่มอุณหภูมิในการ
เลี้ยงเชื้อถึง 43.5 องศาเซลเซียส     สามารถยับยั้งการสรางสปอรไดเกือบทุกสปชีสและทุกสายพนัธุ
ของ Bacillus                    เมื่อ B. thuringiensis เจริญเติบโตในอาหารเหลวพบวามีความแตกตาง
ของคาพีเอชอยางมาก   ที่คาพเีอชสูงจะพบของการสรางสปอร(รูปที่ 12)     ที่เร่ิมตนของการ
เจริญเติบโตคาพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อตํ่าทาํใหมีสภาพเปนกรด  เนื่องจากเชื้อใชน้ําตาลและสารตั้ง
ตนอื่นในการสรางผลิตภัณฑที่เปนกรดเพื่อใชในการเจรญิเติบโตและการแบงเซลล     ผลิตภัณฑที่เปน
กรดเกิดขึ้นกอนการสรางสปอรและใชในการสรางสปอร  สิง่นีม้ีความสําคัญเพราะวาผลิตภัณฑที่ได
จากกระบวนการหมักมากมายเชน เอนไซมบางชนิด ยาปฏิชีวนะบางชนิด สวนมากสรางขึ้นระหวาง
ชวงทายของ vegetative cell และชวงตนของการสรางสปอร 

 

 
 
รูปที่ 12   รูปแบบการเจริญตามทฤษฎ(ีTheoretical Growth Curves) และคา pH ในอาหาร 

B. thuringiensis ในถังหมัก 
(www.accessexcellence.org/AE/AEPC/Wards/e3ferm/measurements.html) 

 
 Nakata(1963) ศึกษาผลของคาพีเอชตอการสรางสปอรของ B.cereus  เมื่อเลี้ยงเชื้อโดย
ควบคุมคาพีเอชดวยบัฟเฟอรที่คาพีเอชเทากบั  6.4   7.0  และ 7.4    จากการยอมเซลลพบสปอรที่ 10 
และ 11 ชั่วโมงของการเลีย้งเชื้อ  และ ที่ 12-13.5 ชั่วโมงพบการสรางสปอรเกอืบ 100 เปอรเซ็นต   
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เปรียบเทยีบจาํนวนสปอรทีค่าพีเอชตางๆใหผลแตกตางกันเพียงเล็กนอย        Kominekและ
Halvorson(1965) ศึกษาผลของพีเอชตอการสรางสปอรของ B.cereus  โดยนับจาํนวนสปอรหลังจาก
เลี้ยงเชื้อ 24 ชั่วโมงเปรียบเทยีบคาพีเอชเทากับ  5.3   5.8   6.05   6.45  และ  7.9    พบวาที่คาพเีอช
เทากับ 6.45 และ  7.9 เซลลสรางสปอรมากกวา 100 เปอรเซน็ต  และ       ทีค่าพีเอชต่ํากวา 6.0  
เกือบจะยับยั้งการสรางสปอร (ที่คาพีเอชเทากบั 5.3  สรางสปอรเพยีง 0.2 เปอรเซน็ต)    Benoitและ
คณะ(1990) ศึกษากระบวนการหมักระหวางการเติบโตและการสรางสปอรของเชื้อ B. thuringiensis 
HD-1  พบวา  vegetative cell ใชกลูโคสในเจริญการเตบิโตและสรางสปอร  ระหวางการเลีย้งเชื้อคาพี
เอชของอาหารเลี้ยงเชื้อตํ่าลงและเกิดภาวะที่เปนกรดและพบสปอรทีพ่เีอชใกล 7.0     สปอรถูกสราง
ข้ึนในระยะ exponential phase   เมื่อ PHB ถูกสรางขึ้นและถูกใชในการสรางสปอรและอาจจะใชใน
การสรางพลังงานใหกบัเซลล 



บทที่ 3 
 

อุปกรณและวิธีการดําเนินงานวิจัย 
 

3.1  อุปกรณและเคมีภัณฑ 
3.1.1  อุปกรณ  
อุปกรณ                                                                                                   บริษัทผูผลิต,ประเทศ 
กลองจุลทรรศนรุน Labophot II                                                             Nikon, Japan 
กลองดิจิตอล                                                                                           Sony, Japan 
เครื่องกาซโครมาโตกราฟ(gas chromatography)รุน 3004CX                Varian,USA. 
เครื่องไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโตกราฟ                                       Water,USA. 
แคปพิลลารี คอลัมน(capillary column)ชนิด cabowax-PEG                   Packard,USA. 
       เสนผานศูนยกลาง 0.25 มม. ความยาว 60 ม. 
เครื่องผลิตกาซไฮโดรเจน(hydrogen generator) รุน 9002                       Packard,USA. 
เครื่องผลิตอากาศ(air compressor) รุน WL505000AJ                             Campbell Hausfeld,USA. 
เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูม(ิpsychotherm incubator shaker)                   New Brunswick Scientific, 
       รุน G27 แบบหมุน(rotary)                                                                USA. 
เครื่องชั่งละเอียด(analytical balance) รุน A200S                                     Sartorious,Germany 
เครื่องชั่งหยาบ(laboratory balance) รุน L2002P                                     Sartorious,Germany 
เครื่องปนเหวีย่ง(centrifuge) รุน KS-300P                                               Kubota,Japan 
เครื่องปนเหวีย่งอุณหภูมิต่ํา รุนCentrikon T-42k                                     Kontron,Italy 
เครื่องปนเหวีย่งอุณหภูมิต่ํา รุน J2-21                                                      Beckman,USA. 
เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง(VIS spectrophoyometer)รุน                       Pharmacia Biotech,England 
       Novaspec II 
เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง(pH meter) รุน 2000                                 Cyberscan,Singapore 
ตูถายเชื้อแบบ larminar flowรุน BV-124                                                 ISSCO,USA. 
ตูอบฆาเชื้อ(hot air oven) รุนUL-60                                                         Mammert,Germany 
ตูอบแหง(dryer oven) รุนUL-80                                                              Mammert,Germany 
หมออบฆาเชือ้ดวยไอน้ํา(autoclave) รุน SS-325                                     Tomy,Japan 
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3.1.1  อุปกรณ (ตอ) 
อุปกรณ                                                                                        บริษัทผูผลิต,ประเทศ 
อางน้ําควบคมุอุณหภูม(ิwaterbath) รุน W760                                 Mammert,Germany 
เครื่องใหความรอน(stiring hot plate) รุน DS201HS                        DMS,Japan 
   ไมโครปเปตขนาด 100  200 และ 1000 มล.                           Gilson,France 
เครื่องวัดปริมาณอิออน(ion meter)รุน 69                                         ESD,USA. 
          หัววัดแอมโมเนยีมอิออน(ammonium probe) 
           รุน 35-6050          
 
3.1.2  เคมีภัณฑ 
สารเคมี                                                                                          บริษัทผูผลิต,ประเทศ 
กรดซัลฟูริกเขมขน(H2SO40)                                                            E.Merck Damstadt,Germany 
กรดซิตริก(C6H8O7.H2O)                                                                  Reidel,England 
กรดบอริก(H3BO3)                                                                           E.Merck Damstadt,Germany 
กรดเบนโซอิก(C7H6O2)                                                                    Nacalai Tesque,Japan 
คลอโรฟอรม(CH3Cl)                                                                       E.Merck Damstadt,Germany 
คอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรต(CuSO4.5H2O)                                 J.T.Baker,USA. 
แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต(CaCl2.2H2O)                                       E.Merck Damstadt,Germany 
โคบอลตคลอไรดเฮกซะไฮเดรต(CoCl2.6H2O)                                   Carco Erba,Italy 
ซิงคซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต(ZnSO4.7H2O)                                          Carco Erba,Italy 
โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต(NaH2PO)                                           Fluka,Germany 
โซเดียมคลอไรด(NaCl)                                                                   ปรุงทพิย,ไทย 
โซเดียมไฮดรอกไซด(NaOH)                                                            Carco Erba,Italy 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต(Na2HPO4)                                          Fluka,Germany 
ไดโพแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต(K2HPO4)                                      Fluka,Germany 
นิคเกิลคลอไรดเฮกซะไฮเดรต(NiCl2.6H2O)                                       E.Merck Damstadt,Germany 
น้ําตาลทราย                                                                                  มติรผล,ไทย 
แปงมันสาํปะหลัง                                                                            อีซี.ทีซ.ีเอ๊ียบตงจั่น, ไทย 
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3.1.2  เคมีภัณฑ(ตอ) 
สารเคมี                                                                                        บริษัทผูผลิต,ประเทศ 
พอลีเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรต                                                            Sigma Chemical,USA. 
พอลิเปปโตน(polypeptone)                                                          Becton Dickinson,USA. 
โพแตสเซียมคลอไรด(KCl)                                                             Carco Erba,Italy 
โพแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต(KH2PO4)                                    Univar,Australia 
เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเครต(FeSO4.7H2O)                                     Unilab,USA. 
เมทานอล(CH3OH)                                                                       E.Merck Damstadt,Germany 
แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต(MgSO4.7H2O)                             Fluka,Germany 
แมงกานีสคลอไรดเตตะไฮเดรต(MnCl2.4H2O)                                 Fluka,Germany 
ยูเรีย(N2H4CO)                                                                             E.Merck Damstadt,Germany 
สารสกัดจากเนื้อ(beef extract)                                                      Difco,USA. 
สารสกัดจากยสีต(yeast extract)                                                    Difco,USA.  
เอธานอล(C2H5OH)                                                                       E.Merck Damstadt,Germany 
เอนไซมกลูโคอะไมเลส                                                                   อายิโนะโมโตะ,ไทย 
เอนไซมอะไมเลส                                                                           อายิโนะโมโตะ,ไทย 
เอนไซมอินเวอรเทส(grade V EC3.2.1.26)                                      Sigma Chemical,USA. 
เอนไซมยูเรียเอส(urease,EC3.5.1.5)                                              E.Merck Damstadt,Germany 
แอมโมเนยีมซลัเฟต((NH4)2SO4)                                                      May & Baker,England 
แอมโมเนยีมโมลิบเดตเตตระไฮเดรต((NH4)6Mo7O24.4H2O)              J.T.Baker,USA. 
 
 
3.2  จุลินทรยี 
 
    จุลินทรียที่ใชคือ Bacillus sp.BA-019 ซึ่งแยกและคัดกรองโดยรัตนศริิ  มุทิตากุล(2538) 
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3.3  อาหารเลี้ยงเชื้อ 
    3.3.1  สูตรอาหารแข็งสําหรบัเก็บรักษาเชือ้(stock culture medium) ใน 1 ลิตร ประกอบดวย 
     สารสกัดจากเนื้อ                                    3                     กรัม 
     พอลิเปปโตน                                          5                    กรัม 
     วุนผง                                                   15                    กรัม 
     ปรับพีเอชเปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 15 นาที(การนึ่งฆาเชื้อแบบมาตรฐาน) 
    3.3.2  สูตรอาหารเหลวสาํหรับเลี้ยงกลาเชือ้(seed culture medium) ใชสูตรของDoi และ
คณะ (1986) ซึ่งศึกษาปรับปรุงโดย สุดา สุภาชวินสวัสด์ิ(2542) ใน 1 ลิตร ประกอบดวย 
     สารสกัดจากยสีต   10                 กรัม 
     พอลิเปปโตน                                       10                 กรัม 
     สารสกัดจากเนื้อ                                    5                  กรัม 
                 โซเดียมคลอไรด                                    5                  กรัม 
                        น้ําตาลทราย                                           10                  กรัม 
         ปรับพีเอชเปน 7.0 และนึ่งฆาเชื้อแบบมาตรฐาน แยกสารละลายน้าํตาลนึ่งฆาเชื้อความดัน 10 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภมูิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ี
 
    3.3.3  สูตรอาหารเหลวสาํหรับเลี้ยงเชื้อจุลนิทรียเพื่อการสรางและสะสม PHB คือ อาหาร
MSM(mineral salt medium) ซึ่งปรับปรุงโดยอติพล บญุเรืองถาวร(2543) ใน 1 ลิตร ประกอบดวย 
     น้ําตาลทราย                                           15                 กรัม 
     แอมโมเนยีมซลัเฟต                                  2.0                กรัม 
     โพแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต          2.0                กรัม 
     ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต                  0.6                กรัม 
     แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต              0.2                กรัม 
     สารสกัดจากยสีต               0.1                กรัม 
     กรดซิตริก                                               0.75              กรัม 
     สารละลาย trace element                      1.0                มิลลิลิตร 
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แยกละลายเกลือแมกนีเซยีมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตและ trace element เมื่อละลายแลวจึงนํามารวมกัน 
ปรับพีเอชเปน 6.0 และนึ่งฆาเชื้อแบบมาตรฐาน    สวนของสารละลายน้ําตาลแยกฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 
110 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 10 นาท ี
   สารละลาย trace element ใน 1 โมลารกรดไฮโดรคลอริก 1 ลิตร ประกอบดวย 
     แคลเซียมคลอไรด                        20                 กรัม 
     ซิงคซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต            1.3                กรัม 
     เฟอรรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต       0.2                กรัม 
     แอมโมเนยีมโมลิบเดต                    0.6                กรัม 
     กรดบอริก                                       0.6                กรัม 
 
3.4 วิธีการเก็บรกัษาเชื้อและเตรียมหัวเชือ้สําหรับเลี้ยงกลาเชื้อ 
        
      3.4.1   การเตรียมกลาเชื้อ 

นําเชื้อ Bacillus sp. BA-019 มาเพาะเลีย้งบนอาหารแข็งเอียง บมเชือ้ที่อุณหภูม ิ 30 องศา
เซลเซียสเปนเวลา24 ชั่วโมง จากนัน้ถายเชื้อลงในสารละลายโซเดียมคลอไรด (0.85% w/v) เพื่อเปน
เซลลแขวนลอยปรับความเขมขนใหมีคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร เทากับ 0.5  ถายเชื้อจาก
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลวสาํหรับเลี้ยงกลาเชื้อปริมาตร 50 มิลลิลิตร (4% ตอปริมาตร
อาหารเลี้ยงเชือ้) ซึ่งบรรจุในขวดทดลองปริมาตร 250 มิลลิลิตร เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุม
อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซยีส   
 

3.4.2 การเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิต PHB  
 
    เลี้ยงกลาเชื้อตามขอ 3.4.1 จากนัน้ถายเชื้อปริมาตร 2 มิลลิลิตร    ลงในอาหารเหลวเพื่อการ
ผลิต PHB ซึ่งบรรจุในขวดทดลองปริมาตร 250 มิลลิลิตร ซึ่งแหลงคารบอน และ ไนโตรเจนเปลี่ยน
ตามที่ระบุไวในแตละการทดลอง เลี้ยงเชือ้บนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  ความเรว็ 
200 รอบตอนาท ี คาพีเอชเริ่มตน 6.0 (อติพล  บุญเรืองถาวร,2543) เก็บตัวอยางชัว่โมงที่ 12   24  36 
และ 48 ของการเลี้ยงเชื้อ นาํตัวอยางที่ไดไปวิเคราะหหาน้าํหนักเซลลแหง  ปริมาณ PHB ที่ผลิตไดโดย
วิธีของ Comeau  และคณะ(1988) 
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3.5 ศึกษาผลของชนิดและปริมาณแหลงคารบอนตอการผลิต PHB 
 
    เลี้ยงเชื้อ Bacillus sp.BA-019 ตามขอ 3.4.2 โดยมีแหลงคารบอนไดแก  น้าํตาลทราย   
กลูโคส    ฟรักโตส  และ แปงที่ผานการยอย (hydrolyzed starch)  ที่มีความเขมขน 10  15  และ  20  
กรัมตอลิตร โดยมีแอมโมเนยีมซัลเฟตปรมิาณ 2 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน   เก็บตัวอยางชัว่โมง
ที่ 12   24  36 และ 48 ของการเลี้ยงเชื้อ     นําตัวอยางที่ไดไปวิเคราะหหาน้าํหนักเซลลแหง   ปริมาณ 
PHB ที่ผลิตไดโดยวิธีกาซโครมาโตกราฟของ Comeau และคณะ (1988)  และหาจํานวนสปอรโดยวิธี
ของ Kominek และคณะ (1965) โดยนําตัวอยางที่ไดไปทํา serial dilution ตมที่อุณหภูมิ 80 องศา
เซลเซียส นาน 20 นาท ี แลวจึงนาํมากระจายบนจานเลี้ยงเชื้อ(spread plate)และนับจํานวนโคโลน ี
 
3.6  ศึกษาผลของชนิดและปริมาณแหลงแหลงไนโตรเจนตอการผลิต PHB 
 
    เลี้ยงเชื้อ Bacillus sp.BA-019 ตามขอ 3.4.2   ใชแหลงคารบอนที่เปนผลจากการศึกษาขอ 
3.5  ที่ใชเลี้ยง Bacillus sp.BA-019 แลวไดปริมาณ PHB สูงที่สุด และสรางสปอรนอย   แปรชนิดและ
ปริมาณไนโตรเจน ไ ดแก ยูเรีย    และ แอมโมเนยีมซัลเฟต ปริมาณเทากับ 2 และ 3  กรัมตอลิตร   เก็บ
ตัวอยางชั่วโมงที ่12   24  36 และ 48  ของการเลีย้งเชื้อ    นําตวัอยางที่ไดไปวิเคราะหหาน้าํหนักเซลล
แหง   ปริมาณ PHB ที่ผลิตไดโดยวิธีกาซโครมาโตกราฟของ Comeau และคณะ(1988)  และ หา
จํานวนสปอรโดยวิธีของ Kominek  และคณะ(1965)   
 
3.7  ศึกษาผลของแรธาตุตอการผลิตPHB และการสรางสปอร 
 
    เลี้ยงเชื้อ Bacillus sp.BA-019 ตามขอ 3.4.2 ใชแหลงคารบอนทีเ่ปนผลจากการศึกษาขอ 3.5   
แหลงไนโตรเจนที่เปนผลจากขอ 3.6   โดยแปรชนิด และ ปริมาณแรธาตุในอาหารเลี้ยงเชื้อ ไดแก 
แมกนีเซยีม แคลเซียม และ แมงกานีส ในรูปของเกลือแคลเซียมคลอไรด  แมกนีเซียมซัลเฟต และ
แมงกานีสคลอไรด ตามลําดับ  เก็บตัวอยางชั่วโมงที่ 12   24  36 และ 48    ของการเลีย้งเชือ้  นํา
ตัวอยางที่ไดไปวิเคราะหหาน้ําหนกัเซลลแหง  ปริมาณ PHB ที่ผลิตไดโดยวิธีกาซโครมาโตกราฟของ 
Comeau และคณะ(1988)  และ หาจํานวนสปอรโดยวธิขีอง  Kominek  และคณะ(1965)   
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3.8  ศึกษาภาวะแวดลอม ไดแก อุณหภูม ิ  ปริมาณอากาศ และ คาพีเอช ที่มีผลตอการผลติ
PHB และการสรางสปอร 
 
    3.8.1   ผลของอุณหภูม ิ 
           เลี้ยงเชื้อ Bacillus sp.BA-019 ตามขอ 3.4.2 ใชแหลงคารบอนทีเ่ปนผลจากการศึกษาขอ 3.5   
แหลงไนโตรเจนจากผลการศกึษาขอ 3.6  แรธาตุที่เปนผลการศึกษาจากขอ 3.7  เลี้ยงเชื้อบนเครื่อง
เขยาโดยแปรอุณหภูมิที ่ 25 30 40  และ 45 องศาเซลเซียส  ที่ความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอนาที    
คาพีเอชเริ่มตนเทากับ 6.0  เก็บตัวอยางชัว่โมงที ่12   24  36 และ 48   ของการเลี้ยงเชื้อ  นําตวัอยางที่
ไดไปวิเคราะหหาน้ําหนกัเซลลแหง   ปริมาณ PHB ที่ผลิตไดโดยวิธีกาซโครมาโตกราฟของ Comeau 
และคณะ(1988)และหาจํานวนสปอรโดยวธิีของ Kominek  และคณะ(1965)   
 
     3.8.2  ผลของปริมาณอากาศ 
 
    เลี้ยงเชื้อ Bacillus sp.BA-019 ตามขอ 3.4.2 ใชแหลงคารบอนทีเ่ปนผลจากการศึกษาขอ 3.5 
แหลงไนโตรเจนที่เปนผลจากขอ 3.6  แรธาตุที่เปนผลการศึกษาจากขอ 3.7   เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยา
ควบคุมอุณหภูมิที่เหมาะสมที่เปนผลการศึกษาจากขอ 3.8.1  โดย 
    ก. แปรปริมาณอาหารเลีย้งเชื้อเทากับ   25  50  และ  75 มิลลิลิตร  เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยา
โดยคงที่ความเร็วรอบของการเขยาเทากับ 200 รอบตอนาท ี
    ข. เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาโดยใชปริมาณอาหารเลี้ยงเชือ้เทากับ 50 มิลลิลิตร และ ความเร็ว
รอบในการเลีย้งเชื้อเทากับ  100  200  และ  300  รอบตอนาท ี
    เก็บตัวอยางชัว่โมงที ่ 12   24  36 และ 48 ของการเลีย้งเชื้อ  นําตัวอยางที่ไดไปวิเคราะหหา
น้ําหนกัเซลลแหง   ปริมาณ PHB ที่ผลิตไดโดยวิธีกาซโครมาโตกราฟของ Comeau และคณะ(1988)  
และ หาจํานวนสปอรโดยวธิขีอง Kominek  และคณะ(1965)   
 
          3.8.3  ผลของคาพีเอช 
 
    เลี้ยงเชื้อ Bacillus sp.BA-019 ตามขอ 3.4.2  ใชแหลงคารบอนที่เปนผลจากการศึกษาขอ 
3.5  แหลงไนโตรเจนที่เปนผลจากขอ 3.6  แรธาตุที่เปนผลการศึกษาจากขอ 3.7   เลี้ยงเชื้อบนเครื่อง
เขยาควบคุมอุณหภูมิที่เหมาะสมที่เปนผลการศึกษาจากขอ 3.8.1      ความเร็วรอบที่เปนผลจากขอ 
3.8.2   แปรคาพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อทีเ่ทากับ  5.0   6.0   7.0  และ  8.0  ในการควบคุมคาพีเอช
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ใสอะซิเตตบัฟเฟอร(acetate buffer) สาํหรับที่คาพีเอชเทากับ 5.0 ฟอสเฟตบฟัเฟอร(phosphate 
buffer)   ที่คาพีเอชเทากับ 6.0 และ 7.0     ทริสบัฟเฟอร(Tris buffer )  ที่คาพีเอชเทากับ  8.0  เก็บ
ตัวอยางชั่วโมงที ่12   24  36 และ 48  ของการเลี้ยงเชื้อ นาํตัวอยางที่ไดไปวิเคราะหหาน้ําหนกัเซลล
แหง ปริมาณ PHBที่ผลิตไดโดยวิธกีาซโครมาโตกราฟของ Comeau และคณะ(1988)  และหาจาํนวน
สปอรโดยวิธีของ  Kominek  และคณะ(1965)   
 
3.9 การวิเคราะห  
 
         3.9.1  การหาน้ําหนกัเซลลแหง 
 
    นําน้ําหมักปริมาตร 10 มิลลิลิตรมาปนแยกเซลล โดยการปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3000 รอบตอ
นาที เปนเวลา15-20 นาท ีปนลางเซลลดวยน้ํากลั่น 1 คร้ัง  จากนัน้นาํเซลลที่ไดไปใสในถวยอลูมิเนียม
ที่ทราบน้าํหนกัที่แนนอนแลว อบแหงที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 18-20 ชั่วโมง  ชั่ง
น้ําหนกัถวยทีม่ีเซลลอบแหง  คํานวณหาปริมาณน้าํหนกัเซลลแหง(ภาคผนวก ข ) หนวยเปนกรัมตอ
ลิตร 
 

3.9.2 การวิเคราะหหาปริมาณ PHB โดยวิธีกาซโครมาโตกราฟ(Gas Chromatography 
:GC) 
  ตามวิธีของ Comeau และคณะ(1988)   โดยทาํการปนแยกเซลลออกจากน้ําหมักทีค่วามเร็ว 
3000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที  ลางเซลลดวยน้าํกลั่น 2 คร้ัง  นําเซลลมาละลายในน้าํกลัน่  2 
มิลลิลิตร เทใสถวยพลาสตกิ จากนัน้นาํไปอบแหงที่ตูอบอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 12-24 
ชั่วโมง  ชั่งเซลลแหงน้ําหนกั 10 มิลลิกรัม ใสหลอดฝาเกลียว เติมคลอโรฟอรม 2 มิลลิลิตร  เตมิเมธา
นอลทีท่ําใหเปนกรดดวยซัลฟูริกเขมขนรอยละ 3(3% acidified methanol) 2 มิลลิลิตรที่มีกรดเบนโซ
อิกเปนสารมาตรฐานภายในปริมาณ 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  นําไปใหความรอนที่ 80 องศาเซลเซียส 
นาน 3.5 ชั่วโมง  เติมน้ํากลัน่ 1 มิลลิลิตร เขยาอยางแรง 5 นาที แลวนาํไปปนที่ความเร็ว 3000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 10 นาที เก็บชั้นคลอโรฟอรม(ชั้นลาง)  ซึ่งมีอนพุันธของเมทิลเอสเทอรของโมโนเมอร  
ไปสกัดแยกกรดและกากเซลลดวยน้าํกลัน่ตามวิธีขางตนอีกครั้ง  ถายชัน้คลอโรฟอรมใสหลอดฝา
เกลียวสาํหรับวิเคราะหดวยกาซโครมาโตกราฟ วิเคราะหปริมาณ PHB โดยวิธ ีGC ภายใตภาวะดงันี ้
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     ชนิดของคอลัมน           : แคปพิลลารีคอลัมน  ชนิด carbowax-PEG  
                                                            เสนผานศูนยกลาง 0.25 มิลลิเมตร  ความยาว 60 เมตร 
     อุณหภูมิของ injector          : 250 องศาเซลเซยีส(isothermal) 
     อุณหภูมิของ column          : 130 องศาเซลเซยีส นาน 6 นาท ี เพิ่มอุณหภูมิเปน  
                                  180 องศาเซลเซียส ดวยอัตรา 5 องศาเซลเซียสตอนาท ี
                                                รักษาอุณหภูมิไวที ่ 180 องศาเซลเซียส 
     อุณหภูมิของ detector(FID)      : 250 องศาเซลเซยีส(isothermal) 
     split ratio            : 50 ตอ 1 
     กาซตัวพา           : กาซไนโตรเจนอัตราการไหล 2 มิลลิลิตรตอนาท ี
     ปริมาตรที่ฉดี           : 1 ไมโครลิตร  
 

3.9.3 การหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมดในรูปน้าํตาลรีดิวซ 
 
    นําน้ําหมักที่ปนแยกเซลลแลวมาเจือจางดวยน้าํกลัน่ตามความเหมาะสมปริมาตร 1 มิลลิลิตร  
(ถาเปนน้าํหมกัที่ใชเลี้ยงเชื้อดวยน้าํตาลทราย ใหนาํน้ําหมักที่ปนแยกเซลลแลวมาเจือจางตามความ
เหมาะสมปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร  เติมสารละลายเอนไซมอินเวอรเทส 1.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ปรับคาพีเอชเทากบั 4.5 บมในอางน้ําควบคมุอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส เปน
เวลา 20 นาที)  จากนัน้นําไปวิเคราะหหาปริมาณน้าํตาลรีดิวซโดยวิธขีอง Bernfeld(1955)      โดยการ
เติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก(dinitrosalicylic acid, DNSA ภาคผนวก  ก ) ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัแลวนาํไปตมในอางน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที ทิง้ไวใหเย็นแลวเติมน้าํกลัน่ 10 
มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั   นาํไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่  540  นาโนเมตร  นําคาที่ไดไปเปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐานระหวางน้าํตาลกลูโคสและคาการดูดกลนืแสงที่ 540 นาโนเมตร (ภาคผนวก ค)  หนวย
เปนกรัมตอลิตร 
 

3.9.4 การวิเคราะหหาปริมาณน้าํตาลดวยเครื่องไฮเพอรฟอรแมนซลคิวิดโครมาโต- 
กราฟ  (High Performance Liquid Chromatography : HPLC) 
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    เตรียมน้ําตาลที่มีความเขมขนเทากับ 10-50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  นาํมากรองผานกระดาษ
กรองขนาด  0.2 ไมครอน  นําสวนทีก่รองไดไปฉีดเขาเครื่อง HPLC  เพื่อวิเคราะหหาปริมาณน้าํตาล
กลูโคสโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานระหวางพืน้ที่ใตพีก(peak area) ของน้ําตาลกลูโคส  โดย
วิเคราะหภายใตภาวะดังนี ้
     ชนิดของคอลัมน  : carbohydrate column  
     ชนิดของดีเทคเตอร  : Refractive Index Detector 
     Flow rate  : 1.4  มิลลิลิตรตอนาท ี
     Mobile phase  : 70% อะซีโตไนไตรลในน้ํา(ปริมาตรตอปริมาตร) 
     ปริมาตรสารตัวอยาง  : 100 ไมโครลิตร 
 
    3.9.5 การวิเคราะหหาปรมิาณแอมโมเนียมซัลเฟตในน้ําหมกั 
 
    ใชวิธีของKemper(1974)    โดยนําน้าํหมักทีท่ําการปนแยกเซลลออกแลวมาเจือจางดวยน้าํ
กลั่นดวยน้าํกลั่นปลอดประจุใหไดความเขมขนที่เหมาะสม  ปริมาตร 5 มิลลิลิตรใสในหลอดทดลอง
ขนาด 20 x 150 มิลลิลิตร  เติมโพแตสเซยีมคลอไรด(ภาคผนวก ก)  ความเขมขน 2 โมลารปริมาตร  5 
มิลลิลิตร  และสารละลาย EDTA (ภาคผนวก ก)  1 มลิลิลิตรผสมใหเขากนั ตัง้ทิง้ไว 1 นาที  จากนั้น
เติมฟนอลไนโตรพัสซายดรีเอเจนต (ภาคผนวก ก)  ปริมาตร 2 มิลลิลติร       เติมบัฟเฟอรไฮโปคลอไรด 
รีเอเจนต  (ภาคผนวก ก)  4 มิลลิลิตร  และเติมน้าํกลัน่ปลอดประจุ  8 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากนั นําไป
อุนในอางน้ําควบคุมอุณหภมูิ 40 องศาเซลเซียสเปนเวลา  30 นาที  นาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงที ่ 636  
นาโนเมตร แลวนําคาที่ไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานระหวางปริมาณแอมโมเนยีม-ไนโตรเจน 
และคาการดูดกลืนแสงที่  636  นาโนเมตร  (ภาคผนวก ค )  หนวยเปนกรัมตอลิตร 
  

3.9.6  การหาปริมาณแอมโมเนยีมในน้าํหมกัโดยเครื่องวดัปริมาณแอมโมเนียมอิออน 
(ammonium probe) 
 
    นําน้ําหมักที่ปนแยกเซลลแลวประมาณ 2 มิลลิลิตร วัดปริมาณแอมโมเนยีมอิออนที่เกิดขึ้น
ดวยเครื่องวัดปริมาณแอมโมเนียมอิออน นาํคาที่ไดมาเปรียบเทยีบกับกราฟมาตรฐาน คํานวณ
ปริมาณแอมโมเนียมเปนกรมัตอลิตร(ภาคผนวก  ข) 
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    3.9.7  การหาปริมาณยูเรยีในน้ําหมัก 
 
    นําน้ําหมักที่ปนแยกเซลลแลวประมาณ 1 มิลลิลิตร เติมสารละลายเอนไซมยูเรียเอส
(ภาคผนวก ข) 1 มิลลิลิตร  บมที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส  นาน 10 นาท ี วัดปริมาณแอมโมเนยีมอิ
ออนที่เกิดขึ้นดวยเครื่องวัดปริมาณแอมโมเนียมอิออน นําคาที่ไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
คํานวณปริมาณยูเรียเปนกรัมตอลิตร(ภาคผนวก  ข) 
 
 
    3.9.8  วิธีการยอยแปงโดยใชเอนไซม 
 

ชั่งแปงปริมาณ 300 กรัม(30%  w/v) เติมน้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร  ปรับพีเอชเทากับ 6.0 เติม
เอนไซมอะไมเลสปริมาณ  0.18 มิลลิลิตร (0.6  มิลลิลิตรตอแปง 1 กิโลกรัม)  กวนผสมใหเขากัน
ตลอดเวลาในอางน้ําควบคมุอุณหภูมิ  70-80  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  30 นาที   นําไปใหความรอน
ที่ 110 องศาเซลเซียส  เปนเวลา  10 นาที  รอใหเย็น  จากนั้นปรับคาพีเอชเทากบั 4.5  เติมเอนไซม
กลูโคอะไมเลสปริมาณ  0.138 มิลลิลิตร    (0.46  มลิลิลิตรตอแปง 1 กิโลกรัม)  กวนผสมใหเขากัน
ตลอดเวลาในอางน้ําควบคมุอุณหภูมิ  60  องศาเซลเซยีส  เปนเวลา  48 ชั่วโมง   นําไปใหความรอนที ่
110 องศาเซลเซียส  เปนเวลา  10 นาท ี รอใหเยน็  นําไปปนเหวี่ยง เกบ็สวนใสไวใชตอไป  นาํสวนใสที่
ไดไปวิเคราะหปริมาณน้าํตาลโดย HPLC  ตามวธิีขอ 3.9.4  เพื่อวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลกลโูคส
โดยเปรียบเทยีบกับกราฟมาตรฐานระหวางพื้นที่ใตพีก(peak area) ของน้ําตาลกลโูคส    (ภาคผนวก 
ค) 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
           
4.1 การศึกษาการเจริญเติบโตของ Bacillus sp. BA-019  ในอาหารสาํหรับเลี้ยงกลาเชื้อ 
 

เลี้ยงเชื้อ Bacillus sp. BA-019 ในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับเลี้ยงกลาเชือ้ ตามวิธกีารทดลองขอ 
3.4.1    ติดตามการเติบโตเจริญเติบโตของเชื้อ Bacillus sp. BA-019  ทุกๆ 2 ชั่วโมง  โดยการหา
น้ําหนกัเซลลแหงและคํานวณอัตราการเจริญจําเพาะ ( µ ) ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 7 และรูปที่ 
13       พบวาเชื้อ Bacillus sp. BA-019 มีการเจริญเติบโตจนถงึชั่วโมงที ่18    จากนัน้จํานวนเซลล
คอนขางคงที่และลดลงเล็กนอยเมื่อส้ินสุดการเลี้ยงเชื้อทีเ่วลา 24 ชัว่โมง    เมื่อคํานวณอัตราการเจริญ
จําเพาะ  พบวากลาเชื้ออายุที ่  6 ชั่วโมงใหอัตราการเจริญจําเพาะสงูสุดเทากับ   0.52  ตอช่ัวโมง  
ดังนัน้จึงเลือกกลาเชื้ออายุ 6 ชั่วโมง นาํไปใชในการวิจัยข้ันตอไป 
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ตารางทึ่ 7   การเจริญเติบโตของ Bacillus sp. BA-019 ในอาหารสําหรับเลี้ยงกลาเชื้อ 
 

เวลา (h) DCW(g/l) อัตราการเจรญิจําเพาะ (h-1) 
0 
2 
4 
6 
8 
10 
12 
14 
16 
18 
20 
22 
24 

0.65 
0.71 
0.90 
2.53 
3.75 
4.49 
5.59 
6.26 
6.84 
7.11 
7.10 
7.01 
6.81 

- 
0.04 
0.12 
0.52 
0.20 
0.09 
0.11 
0.06 
0.04 
0.02 

-0.001 
-0.01 
-0.01 
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รูปที่  13  การเจริญเติบโตของ Bacillus sp. BA-019 ในอาหารสําหรบัเลี้ยงกลาเชือ้ 
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4.2  การศึกษาผลของแหลงคารบอนตอการเจรญิเติบโตและการผลิต PHB ของ Bacillus sp. 
BA-019 
 
  การศึกษาผลของแหลงคารบอน โดยเลือกแหลงคารบอนที่มีราคาถกูและเชื้อมีการผลิต PHB 
ปริมาณมาก เพื่อลดตนทนุการผลิต  โดยไมพบวามีรายงานการวิจยัวาแหลงคารบอนมีผลตอการสราง
สปอร  แหลงคารบอนที่ใชการผลิต  PHB  มีผลตอตนทุนการผลิต PHB อยางมาก       ในการผลิต 
PHB พบวา 40 เปอรเซ็นตของราคาการผลิตทั้งหมด คือ ราคาของวตัถุดิบที่ใชในการเลี้ยงเชื้อ    ดังที่
ไดกลาวมาแลวขางตน    การเลือกใชแหลงคารบอนในการผลิต  PHB จะตางกนัออกไปขึ้นกับ
ความสามารถของชนิดของจลุินทรียชนิดตางๆ ดงันัน้ถาสามารถคัดเลอืกจุลินทรียทีม่ีความสามารถใน
การใชแหลงคารบอนทีเ่ปนวสัดุเหลือใชทางการเกษตร เชน แปงมนัสาํปะหลงั   กากน้าํตาล  หางนม  
เซลลูโลส  และเฮมิเซลลูโลส  เปนตน หรือใชของเสีย และน้ําทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมตางๆ เพื่อ
นํามาประยกุตใชในการผลติ PHB จะเปนแนวทางหนึง่ที่สามารถลดตนทนุการผลิต PHB       Sabat 
และคณะ (1998)  ศึกษาการผลิต PHB  จาก wheat bran โดย Bacillus megaterium BS1 สามารถ
ผลิต PHB ได 1.9 กรัมตอลิตร  คิดเปนปริมาณ PHB ประมาณ 10 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง     
Yu(2001) ศึกษาการผลิต PHA จากน้าํทิง้โรงงานผลิตแปงโดยเชื้อ A.eutrophus พบวาสามารถผลิต 
PHB คิดเปนปริมาณเทากบั 48 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง และผลิต PHBV คิดเปนปริมาณ
เทากับ  53  เปอรเซ็นตตอน้าํหนักเซลลแหง   
  อติพล  บุญเรืองถาวร(2543) ศึกษาเปรยีบเทยีบการผลิต PHB จาก Bacillus sp.BA-019 
โดยใชกากน้าํตาล และ น้าํตาลทรายที่มปีริมาณน้าํตาลรวมเทากับ 20 กรัมตอลิตร  และพบวาเมื่อใช
กากน้ําตาลเปนแหลงคารบอนการเจริญเติบโตของเซลล และ การผลิต PHB สูงกวาการใชน้ําตาล
ทรายเปนแหลงคารบอน  และการใชกากน้ําตาลยงัทําใหลดตนทนุการผลิต แตเนื่องจากการใช
กากน้ําตาลยงัคงมีปญหาเรือ่งเซลลสามารถดูดซึมสีของกากน้าํตาล ถาจะนํา PHB ไปใชผลิต R-3-HB 
เพื่อประโยชนในทางการแพทยแลวควรจะเลี่ยงปญหาในเรื่องนี้ เนื่องจากตองการผลิตภัณฑที่มคีวาม
บริสุทธิ์สูง 

ดังนัน้งานวิจัยนี้จึงตองการหาแหลงคารบอนที่มีราคาถกูเพื่อลดตนทนุการผลิต โดยเลือกใช
แปงเปนแหลงคารบอน แตเนื่องจากจุลนิทรียที่ใชในงานวิจยันี้ไมสามารถใชแปงไดโดยตรง ผูวจิัยจึงใช
แปงที่ผานการยอยเปรียบเทยีบกับการใชน้าํตาลชนิดตางๆ ไดแก  กลูโคส ฟรักโตส และ  น้าํตาลทราย  
(ที่มีปริมาณน้าํตาลรวมเทากับ 15 กรัมตอลิตร)  
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จากผลการวิจยัการเลี้ยงเชื้อ Bacillus sp.BA-019 ตามวิธีการทดลองในขอ 3.5      เลี้ยงเชื้อ
บนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส  ความเร็ว 200 รอบตอนาที  คาพีเอชเริ่มตนเทากบั 
6.0 เก็บตัวอยางชัว่โมงที ่12  24  36  และ  48 นําตวัอยางที่ไดไปวิเคราะหหาน้ําหนักเซลลแหง และ
ปริมาณ PHB ที่ผลิตได    ผลการวิจยัแสดงดังตารางที ่ 8 และ ตารางที ่ 9  พบวาเมื่อใชกลูโคสเปน
แหลงคารบอน  การผลิต PHB ไมแตกตางกับการใชแปงที่ผานการยอยเปนแหลงคารบอนไดแก 49.69 
และ 49.64 เปอรเซ็นตตอน้าํหนักเซลลแหง หรือคิดเปน 1.54 และ 1.60 กรัมตอลิตร ที่เวลา 12 ชัว่โมง
ของการเลี้ยงเชื้อ ตามลําดับ  สวนในดานการเจริญเติบโต ผลการทดลองแสดงวา  น้ําหนกัเซลลแหงที่
ไดจากการเลีย้งเชื้อดวยกลโูคสสูงกวาการเลี้ยงเชื้อดวยแปงที่ผานการยอยเล็กนอย โดยไดน้าํหนัก
เซลลแหงสงูทีสุ่ดเทากับ 4.49 และ 3.11 กรัมตอลิตรที่เวลา 48 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ ตามลําดับ     
แตพิจารณาในดานของราคาแลว แปงทีผ่านการยอยมีราคาถูกกวามาก ดังนั้นจงึเลือกใชแปงที่ผาน
การยอยเปนแหลงคารบอนในการศึกษาข้ันตอไป   
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ตารางที่ 8  การเจริญเติบโตและการผลิต PHBโดย Bacillus sp.BA-019 เมื่อใชแหลงคารบอนไดแก 
กลูโคส ฟรักโตส น้ําตาลทราย 15 กรัมตอลิตร และ แปงที่ผานการยอย  ที่มีปริมาณน้ําตาลรวม 15 
กรัมตอลิตร 
 

แหลงคารบอน เวลา 
(h) 

DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

PHB conc. 
(g/l) 

Total sugar 
(g/l) 

กลูโคส 0 
12 
24 
36 
48 

0.64 
2.97 
3.10 
4.07 
4.49 

- 
49.69 
47.82 
34.22 
29.16 

- 
1.54 
1.48 
1.39 
1.31 

14.23 
11.40 
7.79 
7.50 
7.07 

แปงที่ผานการยอย 0 
12 
24 
36 
48 

0.63 
2.67 
2.76 
2.86 
3.11 

- 
49.64 
38.25 
26.12 
20.48 

- 
1.60 
1.33 
0.75 
0.64 

15.03 
11.50 
8.10 
7.40 
7.06 

ฟรักโตส 0 
12 
24 
36 
48 

0.64 
2.04 
2.36 
2.30 
2.40 

- 
41.10 
35.59 
21.37 
11.68 

- 
0.84 
0.84 
0.49 
0.28 

15.02 
13.67 
19.87 
8.79 
7.20 

น้ําตาลทราย 0 
12 
24 
36 
48 

0.64 
2.62 
2.23 
2.55 
3.26 

- 
48.62 
42.96 
32.87 
31.93 

- 
1.12 
1.08 
0.84 
1.04 

15.21 
12.36 
10.52 
10.34 
8.45 
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ตารางที่ 9   เปรียบเทยีบการผลิต PHB ที่ไดสูงสุดเมื่อเลี้ยงเชื้อ Bacillus sp.BA-019   โดยแหลง
คารบอนไดแก กลูโคส ฟรักโตส น้ําตาลทราย 15 กรัมตอลิตร และ แปงที่ผานการยอย   ทีม่ีปริมาณ
น้ําตาลรวม 15 กรัมตอลิตร ที่เวลา 12 ชั่วโมง 

 
แหลงคารบอน DCW (g/l) PHB content (% by wt ) PHB conc.(g/l) 

กลูโคส 2.97 49.69 1.54 
แปงที่ผานการยอย 2.67 49.64 1.33 

ฟรักโตส 2.04 41.1 0.84 
น้ําตาลทราย 2.62 48.62 1.08 
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4.3 การศึกษาผลของชนิด และปริมาณ แหลงไนโตรเจนตอการเจริญเติบโต และการผลิต  
PHB ของ Bacillus sp. BA-019 
 

แหลงไนโตรเจนเปนสารอาหารที่สําคัญตอการเติบโตของจุลินทรียเชนเดียวกับแหลงคารบอน  
สําหรับการผลิต PHB โดยจุลินทรียชนิดตางๆ  มีรายงานจํานวนมากที่ไดศึกษาผลของแหลงไนโตรเจน
ตอการเติบโตและการสังเคราะห PHB แตไมพบวามีรายงานการวิจยัวาแหลงไนโตรเจนมีผลตอการ
สรางสปอร   โดยแหลงไนโตรเจนที่ใชในการผลิต PHB ไดแก เกลือแอมโมเนยีมโดยสวนใหญคือ 
แอมโมเนยีมซลัเฟต  ทั้งนี้ขึ้นกับความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจนของจุลินทรีย      Beaulieu 
และคณะ(1995)ศึกษาผลของเกลือแอมโมเนียมตอการเจริญเติบโตและการผลิต PHB จากเชื้อ 
Alcaligenes eutrophus  โดยเปรียบเทียบระหวางเกลือแอมโมเนยีม 4 ชนิดคือซัลเฟต  ไนเตรต  
ฟอสเฟต  และคลอไรด พบวาแอมโมเนยีมซัลเฟตมีผลทําใหการเจรญิเติบโตของเซลล ปริมาณ PHB 
และอัตราการผลิต PHB สูงกวาการใชเกลอืแอมโมเนียมชนิดอื่นเปนแหลงไนโตรเจน       Grotheและ
คณะ(1999)พบวาเชื้อ A.latus ไมสามารถใชยูเรียเปนแหลงไนโตรเจนสําหรับการเจริญเติบโตและการ
ผลิต PHB ได   และการใชแอมโมเนยีมซลัเฟตโดยแบคทีเรียชนิดนีท้ําใหเชื้อมีการเจริญเติบโตและการ
ผลิต PHB สูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับแหลงไนโตรเจนอืน่ ๆ        

รัตนศิริ   มุทติากุล(2538)ไดศึกษาการผลิต PHB จาก Bacillus sp.BA-019  โดยใชซูโครส
เปนแหลงคารบอน  เปรียบเทียบผลของแหลงไนโตรเจนระหวางอนิทรยีไนโตรเจนชนิดตางๆ และเกลือ
แอมโมเนยีมหลายชนิด  พบวาการใชแอมโมเนยีมซัลเฟตในปริมาณ 1 กรัมตอลิตร ทาํให  Bacillus 
sp.BA-019 สามารถสงัเคราะหและสะสม PHB ไดดีกวาการใชแหลงไนโตรเจนชนิดอ่ืน โดยไดปริมาณ 
PHB  เพิ่มข้ึนจาก 22.07 เปน 31.73 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง มีผูศึกษามากอนในกลุมเดยีวกับ
ผูวิจัย ไดแก สุดา  สุภาชวินสวัสด์ิ(2542) ศึกษาการผลิต PHBV โดยจุลินทรยีสายพันธุนี ้ พบวา
สามารถใชยูเรียเปนแหลงไนโตรเจนไดดีใกลเคียงกับแอมโมเนยีมซัลเฟต และยูเรียยังมีราคาถกูกวา  
อติพล บุญเรืองถาวร(2543) ศึกษาการผลิต PHB ในถังหมกัและพบวาสามารถใชยูเรียเปนแหลง
ไนโตรเจนได   ดงันัน้ในงานวิจยัขั้นตอนนี้จึงศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนโดยการใชอนินทรยี
ไนโตรเจน คอื แอมโมเนยีมซัลเฟตและยูเรียซึง่เปนอนิทรียไนโตรเจนทีห่าไดงายและราคาถกู โดยมี
ราคาถูกกวาแอมโมเนยีมซัลเฟตประมาณ 4 เทา  และศึกษาปริมาณของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม
ในการผลิต PHB โดย  Bacillus sp.BA-019 

จากการเลี้ยง Bacillus sp.BA-019 เพื่อเปรียบเทียบผลของแหลงไนโตรเจนทัง้สองชนิด  คอื 
แอมโมเนยีมซลัเฟต และยเูรีย  โดยปริมาณสารประกอบทัง้สองชนิดที่ใชมธีาตุไนโตรเจนปรมิาณ
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เทากันกับเมื่อใชแอมโมเนียมซัลเฟต 2 กรัมตอลิตร มีแปงที่ผานการยอยความเขมขน 15 กรัมตอลิตร
เปนแหลงคารบอน(ตามวธิีการทดลองขอ 3.6)   เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส  ความเร็ว 200 รอบตอนาท ี   พีเอชเริ่มตนเทากบั 6.0   เก็บตัวอยางทกุ 12 ชั่วโมงเปนเวลา 
48  ชั่วโมง    ไดผลดังแสดงในตารางที่ 10   พบวาเมื่อเลีย้งเชื้อโดยใชแหลงไนโตรเจนเปนแอมโมเนยีม
ซัลเฟต  Bacillus sp. BA-019 สามารถผลิต PHB ไดสูงกวาการใชยูเรียเปนแหลงไนโตรเจนคดิเปน
ปริมาณ PHB สูงสุดเทากับ 49.64 และ 23.64 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง ตามลําดับ   ที่เวลา  12 
ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ      ตารางที่ 11  แสดงผลการวจิัยเมื่อไดผลวาแอมโมเนียมซัลเฟตใหผลดกีวา
ยูเรีย จึงแปรปริมาณไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนยีมซัลเฟต โดยใชปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตเทากับ   
2 และ 3 กรัมตอลิตร [กอนหนานี้ผูวิจัยไดทดลองเลี้ยงเชื้อมีปริมาณแอมโมเนยีมซลัเฟตเทากับ 1 กรัม
ตอลิตร พบวาไดปริมาณ PHB นอยกวา (31.47 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง) เมื่อใชแอมโมเนียม
ซัลเฟตเทากับ 2 กรัมตอลิตร]  พบวาเมื่อเพิ่มปริมาณแอมโมเนยีมซัลเฟตเปน 3 กรัมตอลิตร   Bacillus 
sp. BA-019 สามารถผลติ PHB ไดสูงกวาการใชแอมโมเนยีมซัลเฟตปริมาณ 2 กรัมตอลิตร คือได
ปริมาณ PHB สูงสุดเทากับ  53.42 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหงที1่2 ชั่วโมงของการเลีย้งเชื้อ   
น้ําหนกัเซลลแหงสงูสุดที่ไดเทากบั 3.39 กรัมตอลิตร หรือเทากับ 1.41 กรัมตอลิตร   ปริมาณน้าํตาล
ทั้งหมด และปริมาณไนโตรเจนลดลงตามระยะเวลาการเลี้ยงเชื้อโดยเหลือประมาณ 6-7 กรัมตอลิตรที่
เวลา 48 ชั่วโมง 
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ตารางที่  10   การเจริญเตบิโต   ปริมาณ PHB  ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด ของ Bacillus sp. BA-019 
 เมื่อใชแอมโมเนียมซัลเฟต และยูเรียเปนแหลงไนโตรเจน 
 
แหลงไนโตรเจน เวลา 

(h) 
DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

PHB conc. 
(g/l) 

Total 
sugar 
(g/l) 

Ammonium sulfate
 or urea (g/l) 

 
 

แอมโมเนยีมซลัเฟต 

0 
12 
24 
36 
48 

0.63 
2.67 
2.76 
2.86 
3.11 

- 
49.64 
38.25 
26.12 
20.48 

- 
1.33 
1.60 
0.75 
0.64 

15.03 
11.50 
8.10 
7.40 
7.06 

1.99 
1.67 
1.43 
0.86 
0.41 

 
 

ยูเรีย 

0 
12 
24 
36 
48 

0.71 
2.74 
3.59 
4.74 
5.01 

- 
23.64 
14.43 
11.57 
9.16 

- 
0.68 
0.52 
0.55 
0.45 

14.22 
12.01 
8.70 
6.97 
6.20 

1.91 
1.33 
1.21 
1.02 
0.86 
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ตารางที่ 11  เปรียบเทยีบการผลิต PHB และการเจริญเติบโตเมื่อเลี้ยง Bacillus sp. BA-019  โดยใช
แอมโมเนยีมซลัเฟตเทากับ 2 และ 3 กรัมตอลิตร 
 

ปริมาณแอมโมเนียม 
ซัลเฟต (g/l) 

เวลา 
(h) 

DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

PHB conc. 
(g/l) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate(g/l) 

 
 

2 

0 
12 
24 
36 
48 

0.93 
2.67 
2.76 
2.86 
3.11 

- 
49.6 

38.25 
26.12 
20.48 

- 
1.33 
1.60 
0.75 
0.64 

14.22 
12.01 
8.70 
6.97 
6.20 

1.99 
1.67 
1.43 
0.86 
0.41 

 
 

3 

0 
12 
24 
36 
48 

0.93 
2.46 
2.95 
3.36 
3.39 

- 
53.42 
47.87 
29.00 
26.40 

- 
1.32 
1.41 
0.97 
0.90 

15.01 
11.98 
8.30 
6.20 
5.70 

2.97 
1.31 
1.24 
1.02 
0.86 
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4.4 ศึกษาผลของแรธาตุตอการผลิต PHB และการสรางสปอรโดย Bacillus sp. BA-019 
 
 แรธาตุบางชนดิไดแก   แมกนีเซียม  แคลเซียม  และแมงกานีส      มผีลตอการผลิต PHB และ
การสรางสปอร        Danielและคณะ(1992) รายงานถงึความสาํคัญของการจาํกัดปริมาณแมกนเีซียม
ตอการผลิต PHB ใน Pseudomonas sp.สายพนัธุ 135 ไดพบวา ภาวะการเลี้ยงเชื้อที่ไมมีการเติม
แมกนีเซยีมในรูปของแมกนีเซียมซัลเฟต    เชื้อผลิต PHB ไดปริมาณมากกวาการเติมแมกนีเซยีม โดย
ผลิต PHB ปริมาณสูงสุดเทากับ  42.50 เปอรเซ็นตตอน้าํหนักเซลลแหง       Atrihและ Foster(2002) 
รายงานวาแบคทีเรียที่สามารถสรางสปอรได  มีการใชแรธาตุบางชนิดในการสรางความเสถียร และ
การทนความรอนของสปอร    โดยรายงานวาแมกนีเซียม แคลเซียม และแมงกานสีเปนแรธาตทุีม่ีผล
มากที่สุด และพบในชัน้ core ของสปอร    
  

4.4.1 ผลของแมกนีเซียม 
 

เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-019 ตามวิธีการทดลองขอ3.7       ซึง่ควบคุมอุณหภูมิเทากบั 30 
องศาเซลเซยีส  ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาท ี โดยใหแมกนีเซียมในรูปแมกนเีซียมซัลเฟตในอาหาร
เลี้ยงเชื้อปริมาณเทากับ     200(ชุดควบคุม)    400 มิลลิกรัมตอลิตร และไมเติม      เก็บตัวอยางทุก 
12 ชั่วโมง  เปนระยะเวลา 48 ชั่วโมง     ผลการผลิต PHB เมื่อไมเติมแมกนีเซียมซัลเฟตในอาหารเลี้ยง
เชื้อดังแสดงในตารางที ่ 12     พบวาทีเ่วลา 12 และ 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ เซลลที่ไดมีปริมาณ
นอยมากไมสามารถวิเคราะหปริมาณPHBได ความเขมขนของน้าํตาลทัง้หมดและปริมาณ
แอมโมเนยีมซลัเฟตลดลงเพยีงเล็กนอย    เมื่อเลี้ยงเชื้อโดยเติมแมกนเีซียมซัลเฟตปริมาณเทากับ 200 
มิลลิกรัมตอลิตร(ชุดควบคุม)ดังตารางที่ 14 รูปที่ 14      เชื้อสามารถเจริญเติบโตและผลิต PHB ได
สูงสุดเทากับ 56.48 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหงที่เวลา 12 ชั่วโมงของการเลีย้งเชื้อ  ความเขมขน
ของน้ําตาลทัง้หมดและปริมาณแอมโมเนยีมซัลเฟตลดลงตลอดระยะเวลาในการเลีย้งเชื้อ         และ
เมื่อเพิ่มปริมาณแมกนีเซยีมซัลเฟตเปน  400 มิลลิกรัมตอลิตรแสดงดังตารางที่ 16    คิดเปนปริมาณ 
PHB เทากับ 24.75  เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหงที่ 12 ชั่วโมงของการเลี้ยง      ดังนัน้ในการทดลอง
ขั้นตอไปจึงใสแมกนีเซยีมในรูปของแมกนีเซียมซัลเฟตปริมาณเทากับ 200 มิลลิกรัมตอลิตร  

การนับจาํนวนสปอรโดยเกบ็ตัวอยางน้าํหมักที่เวลา ตางๆ ไดแก  12  18  24  30  36  42 และ   
48  ชั่วโมง นาํไปนับจํานวนเซลล และ นบัจํานวนสปอรตามวิธีของ  Kominekและคณะ (1965) ใหผล
การทดลองในตารางที่ 18 รูปที่ 14              จํานวนสปอรที่นับไดเพิม่ข้ึนเรื่อยๆเมือ่เร่ิมเลี้ยงเชื้อและมี
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จํานวนสปอรมากที่สุดที่เวลา 24 ชั่วโมงของการเลีย้งเชือ้ จากนั้นคอยๆ ลดลง ในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่ไม
เติมแมกนีเซยีมซัลเฟต นับจํานวนสปอรได  2.1 x 103  CFU/ml. เมื่อเติมแมกนีเซยีมซัลเฟตปรมิาณ
เทากับ 200 มิลลิกรัมตอลิตร(ชุดควบคุม) มีจํานวนสปอรเทากับ 7 x 103  CFU/ml.  และเมื่อเพิ่ม
ปริมาณแมกนเีซียมเปน 400 มิลลิกรัมตอลิตร  มีผลใหจํานวนสปอรเพิ่มมากขึ้นเปน   12  x 103  
CFU/ml ที่เวลา 24 ชั่วโมงของการเลีย้งเชือ้              
 ไดนํารูปแบบการผลิต PHB  การเจริญเติบโต และการสรางสปอรในอาหารเลีย้งเชื้อที่มี
แมกนีเซยีมซลัเฟตปริมาณ 200 มิลลิกรัมตอลิตรซึ่งเชื้อ Bacillus sp.BA-019 ผลิต PHB ไดปริมาณ
สูงสุดมาแสดงสรุปดังรูปที่ 14      โดยจะเห็นไดวาการผลิต PHB สูงสุด (56.48 เปอรเซ็นตตอน้ําหนัก
เซลลแหง) ทีเ่วลา 12 ชั่วโมง  แลวคอยๆลดลงตามเวลาการเลีย้งเชื้อ  และจํานวนสปอรสูงสุดที่เวลา 
24 ชั่วโมง (7 x 103  CFU/ml.) น้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ  7.76 กรัมตอลิตรที่เวลา 36 ชั่วโมง  สวน
ปริมาณน้าํตาลทั้งหมดและแอมโมเนยีมซลัเฟตคอยๆลดลงเมื่อเซลลมีการเจริญเตบิโต 
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รูปที่  14     รูปแบบการผลิต PHB  การเจริญเติบโต  และการสรางสปอร โดย  Bacillus sp.BA-019 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีแมกนเีซียมซัลเฟตปริมาณเทากับ 200 มิลลิกรัมตอลิตร(ชุดควบคุม) 
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ตารางที ่12   ปริมาณ PHB  การเจริญเติบโต  ปริมาณน้ําตาลทัง้หมด  และปริมาณแอมโมเนียม
ซัลเฟต  เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-019 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมเติมแมกนีเซยีมซัลเฟต 
 

เวลา 
(h) 

pH DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate (g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

7.0 
5.87 
6.28 
6.49 
6.52 

1.58 
1.76 
2.01 
2.10 
1.95 

- 
ND 
ND 

13.06 
3.38 

14.22 
13.67 
13.26 
12.94 
12.62 

2.86 
2.54 
2.39 
2.24 
1.86 

            ND = มีเซลลปริมาณนอยมากไมสามารถนาํมาวิเคราะหได 
              -  = ไมไดวิเคราะห 
 
ตารางที่ 13  จํานวนสปอร และ จํานวน Vegetative cells เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-019 ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่ไมเติมแมกนีเซยีมซัลเฟต 
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
1.6 
1.9 
2.1 
0.8 
0.6 
0.4 
0.1 

- 
13 
23 
27 
30 
38 
16 
12 

                             -  = ไมไดวิเคราะห 
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ตารางที ่14    ปริมาณ PHB    การเจริญเติบโต  ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด  และปริมาณแอมโมเนยีม
ซัลเฟต   เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-019 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแมกนีเซียมซัลเฟตปริมาณเทากับ 200 
มิลลิกรัมตอลิตร(ชุดควบคุม) ควบคุมคาพเีอชตลอดการทดลองที่ 7.0 

  
เวลา 
(h) 

pH DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate(g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

7.0 
6.54 
6.25 
6.64 
6.75 

1.35 
4.74 
7.10 
7.76 
7.31 

- 
56.48 
43.25 
30.28 
19.12 

14.65 
3.53 
1.84 
1.58 
1.29 

3.00 
2.20 
1.35 
0.97 
0.43 

          -  = ไมไดวิเคราะห 
 
ตารางที่ 15  จํานวนสปอร และจํานวน Vegetative cells เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-019 ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่มีแมกนีเซียมซัลเฟตปริมาณเทากับ 200 มิลลิกรัมตอลิตร(ในชุดควบคุม) 
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
1.2 
3.0  
7.0  
1.0 
1.0  
0.9  
0.2  

- 
23 
53  
67  
60 
58  
36 
22  

                       -  = ไมไดวิเคราะห 
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ตารางที่  16  ปริมาณ PHB  การเจริญเติบโต  ปริมาณน้ําตาลทัง้หมด  และปริมาณแอมโมเนียม
ซัลเฟต   เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-019 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแมกนีเซียมซัลเฟตปริมาณเทากับ 400 
มิลลิกรัมตอลิตร ควบคุมคาพีเอชตลอดการทดลองที ่7.0 
 

เวลา 
(h) 

pH DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate (g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

7.0 
6.25 
5.79 
5.77 
5.75 

1.52 
3.73 
4.04 
3.49 
3.36 

- 
24.75 
21.18 
19.94 
13.44 

14.22 
9.92 
8.65 
7.39 
6.22 

2.62 
1.90 
1.32 
1.09 
0.93 

 
 
 
ตารางที่  17   จํานวนสปอร และจํานวน Vegetative cells เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-019 ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่มีแมกนีเซียมซัลเฟตปริมาณเทากับ 400 มิลลิกรัมตอลิตร 

 
เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
6.2 
8.0 
12.0 
6.0 
6.0 
5.1 
4.3 

- 
11 
18 
21 
23 
30 
22 
18 
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 เมื่อนําผลการวิจัยดังกลาวมาเปรียบเทียบกันสรุปผลดังตารางที่ 18   พบวาเมื่อเลี้ยง Bacillus 
sp.BA-019   ในอาหารเลีย้งเชื้อที่ไมเตมิแมกนีเซยีมซัลเฟตไดเซลลปริมาณนอยมากทําใหไมสามารถ
วิเคราะหปริมาณ PHB ได   ในอาหารเลีย้งเชื้อทีม่ีแมกนเีซียมซัลเฟตปริมาณ 200 มลิลิกรัมตอลิตร(ชุด
ควบคุม)ไดปริมาณ PHB สูงที่สุดเทากับ 56.48 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลล และเมื่อเพิม่ปริมาณ
แมกนีเซยีมซลัเฟตเปน 400 มิลลิกรัมตอลิตรไดปริมาณ PHB ลดลงเหลือเทากับ 24.75 เปอรเซ็นตตอ
น้ําหนกัเซลล และพบวาปริมาณแมกนีเซยีมที่เพิ่มข้ึนมผีลใหจํานวนสปอรเพิ่มมากขึ้นจาก 7 x 103 เปน 
12 x 103 CFU/ml. แตถาไมเติมแมกนเีซยีมซัลเฟตพบจํานวนสปอรนอยกวาเมื่อมแีมกนีเซยีมซลัเฟต
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ(2.1x 103 CFU/ml.)        เมื่อพิจารณาการผลิต PHB เปนหลัก  ปริมาณแมกนเีซียม
ซัลเฟตในอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 200 มิลลิกรัมตอลิตรเหมาะสมสําหรับการผลิต PHB  

 
 

 
ตารางที ่18  เปรียบเทียบสรปุ การผลิต PHB และการสรางสปอรที่ไดสูงสุดเมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-
019  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแมกนีเซียมซัลเฟตปริมาณตางกนั 
 
 

แมกนีเซียมซัลเฟต 
(มิลลกิรัมตอลิตร) 

PHB content * 
(% by wt.) 

Spores ** 
( x 103 CFU/ml) 

0 
200(ชุดควบคุม) 

400 

ND 
56.48 
24.75 

2.1 
7 
12 

 
 

        ND  หมายถงึ    มีเซลลจํานวนนอยมากไมสามารถนํามาวิเคราะหได 
         *     หมายถงึ    ที่เวลา  12   ชัว่โมงของการเลี้ยงเชื้อ 
       **   หมายถงึ    ที่เวลา  24   ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ 
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4.4.2  ผลของแคลเซียม 
 

 เลี้ยง Bacillus sp.BA-019 ตามวิธกีารทดลองขอ 3.7               ซึ่งควบคุมอุณหภูมิเทากบั 30 
องศาเซลเซยีส    ความเร็วรอบของการเขยาเทากับ 200 รอบตอนาที  โดยมีแคลเซียมในรูปของ
แคลเซียมคลอไรดปริมาณเทากับ   20 (ชุดควบคุม)  และ  40 มิลลิกรัมตอลิตร และไมเติม     เก็บ
ตัวอยางทกุ12 ชั่วโมง เปนระยะเวลา 48 ชั่วโมง      ผลการทดลองดงัตารางที ่19 พบวาการทดลองที่
ไมเติมแคลเซียมไดปริมาณ PHB เทากับ 26.96 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหงที่เวลา 12 ชั่วโมงของ
การเลี้ยงเชื้อ    ความเขมขนของน้าํตาลทั้งหมดและปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตลดลงเพียงเล็กนอย    
แตเมื่อเลี้ยงเชือ้โดยเพิ่มแคลเซียมเปน 40 มิลลิกรัมตอลิตรแสดงดังตารางที่ 23    พบวา Bacillus 
sp.BA-019 ผลิต PHB ไดลดลงคิดเปนปริมาณ PHB เทากับ 29.31 เปอรเซ็นตตอน้าํหนักเซลลแหงที่ 
12 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ    เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีปริมาณแคลเซียมเทากบั 20 มิลลิกรัม
ตอลิตร(ชุดควบคุม) ดังแสดงในตารางที่ 21   เชื้อสามารถเจริญเติบโต และผลิต PHBไดสูงสุดเทากับ  
56.42เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหงที่เวลา 12  ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ     ความเขมขนของน้าํตาล
ทั้งหมดและปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตลดลงตลอดระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อ       ดังนัน้ในการ
ทดลองขั้นตอไปจึงใสแคลเซียมในรูปแคลเซียมคลอไรดปริมาณเทากบั  20 มิลลิกรัมตอลิตร 

การนับจาํนวนสปอรโดยเกบ็ตัวอยางน้าํหมักที่เวลา ตางๆ ไดแก  12  18  24  30  36  42 และ  
48  ชั่วโมง นาํไปนับจํานวนเซลล และ นบัจํานวนสปอรตามวิธีของ  Kominekและคณะ (1965) ใหผล
การทดลองในตารางที่ 25      จาํนวนสปอรที่นับไดเพิ่มข้ึนเมื่อเร่ิมเลีย้งเชื้อและพบวาจํานวนสปอรมาก
ที่สุดที ่ 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อจากนั้นคอยๆ ลดลง  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมเติมแคลเซียมนับ
จํานวนสปอรไดเทากับ 1.9 x 103  CFU/ml.  เมื่อเติมแคลเซียมในอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาณเทากบั 20 
มิลลิกรัมตอลิตรมีจํานวนสปอรเทากับ 7.6 x 103  CFU/ml. ที่เวลา 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ    และ
เมื่อเพิ่มปริมาณแคลเซียมเปน 40 มิลลิกรัมตอลิตร  มีผลใหจํานวนสปอรเพิ่มมากขึ้นเทากับ   12.1  x 
103  CFU/ml.   
  ไดนําผลการศกึษารูปแบบการผลิต PHB  การเจริญเตบิโต และการสรางสปอรของ Bacillus 
sp. BA 019 มาแสดงเฉพาะการทดลองทีไ่ดปริมาณ PHB สูงที่สุด (รูปที่ 15)   โดยจะเหน็ไดวาการ
ผลิต PHB สูงสุด (56.42 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง) ที่เวลา 12 ชั่วโมง  แลวคอยๆลดลงตามเวลา
การเลี้ยงเชื้อ  และจํานวนสปอรสูงสุดที่เวลา 24 ชั่วโมง (7.6 x 103  CFU/ml.) น้ําหนกัเซลลแหงสูงสุด
เทากับ  7.76 กรัมตอลิตรที่เวลา 36 ชั่วโมง  สวนปริมาณน้ําตาลทั้งหมดและแอมโมเนียมซัลเฟตคอยๆ
ลดลงเมื่อเซลลมีการเจริญเติบโต 
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รูปที่  15   รูปแบบการผลิต PHB  การเจรญิเติบโต  และการสรางสปอร โดย  Bacillus sp.BA-019 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีแคลเซียมคลอไรดปริมาณเทากบั 20 มิลลิกรัมตอลิตร(ชุดควบคุม) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 72

ตารางที ่19  ปริมาณ PHB  การเจริญเติบโต   ปริมาณน้าํตาลทัง้หมด  และปริมาณแอมโมเนยีม
ซัลเฟต  เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-019 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมเติมแคลเซียมคลอไรด ควบคุมคาพีเอช
ตลอดการทดลองที ่7.0 

 
เวลา 
(h) 

pH 
 

DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate (g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

7.0 
5.98 
5.67 
5.67 
5.62 

1.56 
4.60 
4.61 
4.28 
4.19 

- 
26.96 
24.92 
21.00 
10.57 

14.22 
11.40 
7.79 
6.50 
6.07 

2.99 
2.40 
1.75 
1.18 
0.96 

           -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
 
ตารางที่ 20   จํานวนสปอร และ จํานวน Vegetative cells ที่สรางโดย Bacillus sp.BA-019 ใน
อาหารเลี้ยงเชือ้ที่ไมเติมแคลเซียมคลอไรด 
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
(  x 106 CFU/ml ) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
0.69 
1.20 
1.90 
0.81 
0.64 
0.21 
0.11 

- 
7.0 
11.4 
13.5 
8.6 
8.9 
7.3 
6.8 

                        -  = ไมไดวิเคราะห 
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ตารางที ่ 21    ปริมาณ PHB  การเจริญเติบโต  ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด  และปริมาณแอมโมเนยีม
ซัลเฟต  เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-019   ในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีแคลเซียมคลอไรดปริมาณเทากบั     
20 มิลลิกรัมตอลิตร (ชุดควบคุม)  ควบคุมคาพีเอชตลอดการทดลองที่ 7.0 
  

เวลา 
(h) 

pH DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate(g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

7.0 
6.54 
6.25 
6.64 
6.75 

1.35 
4.74 
7.10 
7.76 
7.31 

- 
56.42 
43.25 
30.28 
19.12 

14.65 
3.53 
1.84 
1.58 
1.29 

3.00 
2.20 
1.35 
0.97 
0.43 

          -  = ไมไดวิเคราะห 
 
ตารางที่ 22  จํานวนสปอร และจํานวน Vegetative cells ที่สรางโดย Bacillus sp.BA-019 เมื่อมี
แคลเซียมคลอไรดปริมาณเทากับ 20 มิลลิกรัมตอลิตร(ชุดควบคุม)   
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

-  
1.2 
3.0  
7.6  
1.0  
1.0  
0.9  
0.2  

- 
23 
53  
67  
60 
58  
36 
22  

                   -  = ไมไดวิเคราะห 
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ตารางที ่ 23   ปริมาณ PHB  การเจริญเติบโต  ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด  และปริมาณแอมโมเนยีม
ซัลเฟต  เมื่อเลี้ยง Bacillus sp. BA-019 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณแคลเซียมคลอไรดเทากับ     40 
มิลลิกรัมตอลิตร  คบขคุมคาพีเอชตลอดการทดลองที่ 7.0 
                      

เวลา 
   (h) 

pH DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate (g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

7.0 
5.57 
5.67 
5.61 
5.56 

1.23 
3.68 
4.69 
4.39 
4.36 

- 
29.31 
23.81 
18.51 
15.67 

15.03 
9.97 
7.93 
6.33 
5.86 

2.98 
2.43 
1.56 
1.31 
0.96 

            -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
 
ตารางที่  24  จํานวนสปอร และ Vegetative cells ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณแคลเซียมคลอไรด 
เทากับ 40 มิลลิกรัมตอลิตร 

 
เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
4.00 
8.00 
12.10 
2.10 
1.90 
1.70 
0.32 

- 
12.2 
17 
19 

20.4 
20 
17 

15.9 
                      -  = ไมไดวิเคราะห 
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เมื่อนําผลการวิจัยดังกลาวมาเปรียบเทียบกันสรุปผลดังตารางที่ 25   พบวาธาตแุคลเซียมมี

ผลสําหรับการผลิต PHB เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-019 ในอาหารที่มีแคลเซียมคลอไรดปริมาณ
เทากับ 20 มลิลิกรัมตอลิตร(ชุดควบคุม) เหมาะสมที่สดุสําหรับการผลิต PHB    ไดปริมาณ PHB 
สูงสุดเทากับ 56.42 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง   เมื่อปริมาณแคลเซียมคลอไรดเพิ่มข้ึนเปน 40  
มิลลิกรัมตอลิตร   มีผลทําให PHB ลดลงเหลือเทากับ 29.31 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหงที่เวลา 12 
ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ  และพบวาถงึแมไมเติมปริมาณแคลเซียมคลอไรดในอาหารเลี้ยงเชื้อ Bacillus 
sp.BA-019 สามารถการผลติ PHB ไดแตไดปริมาณต่ําลงโดยไดเทากบั 26.96 เปอรเซ็นตตอน้ําหนัก
เซลลแหง     พบวาปริมาณแคลเซียมคลอไรดที่เพิ่มข้ึนมผีลใหจํานวนสปอรเพิ่มมากขึ้นจาก 7.6 x 103 
เปน 12.1 x 103 CFU/ml.         แตถาไมเติมปริมาณแคลเซียมคลอไรดในอาหารเลีย้งเชื้อพบวาจาํนวน 
สปอรที่นับไดนอยกวาเมื่อมแีคลเซียมคลอไรดในอาหารเลี้ยงเชื้อ(1.9 x 103 CFU/ml.)       เมื่อ
พิจารณาการผลิต PHB เปนหลกั  ปริมาณแคลเซียมคลอไรดในอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 20 มิลลิกรัมตอ
ลิตรเหมาะสมสําหรับการผลิต PHB  
 
 

 
ตารางที ่ 25  เปรียบเทียบสรุป การผลิต PHB และการสรางสปอร ที่ไดสูงสุดเมื่อเลีย้ง Bacillus 
sp.BA-019  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ปริมาณแคลเซียมคลอไรดตางกัน 
 
 

แคลเซียมคลอไรด 
(มิลลกิรัมตอลิตร) 

PHB content * 
(% by wt.) 

Spores ** 
( x 103 CFU/ml) 

0 
20(ชุดควบคุม) 

40 

26.96 
56.42 
29.31 

1.9 
7.6 
12.1 

 
 
              *     หมายถงึ    ที่เวลา  12   ชั่วโมงของการเลีย้งเชื้อ 
           **   หมายถงึ    ที่เวลา  24   ชั่วโมงของการเลีย้งเชื้อ 
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  4.4.3 ผลของแมงกานสี 

 
เลี้ยง Bacillus sp.BA-019 ตามวิธกีารทดลองขอ 3.7        ซึ่งควบคุมอุณหภูมิเทากบั 30 

องศาเซลเซยีส  ความเรว็รอบของการเขยาเทากับ 200 รอบตอนาที โดยมีแมงกานีสในรูปของ
แมงกานีสคลอไรดปริมาณเทากบั  0.08   0.16  มิลลิกรัมตอลิตรและไมเติม(ชุดควบคุม)      เก็บ
ตัวอยางทกุ 12 ชั่วโมงเปนระยะเวลา 48 ชั่วโมง  ผลการทดลองดังตารางที ่26    พบวาในการทดลองที่
ไมเติมแมงกานีสคลอไรด(ชุดควบคุม)ไดปริมาณ PHB เทากบั  47.04  เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง
ที่เวลา 12 ชั่วโมงของการเลีย้งเชื้อ  ความเขมขนของน้าํตาลทั้งหมดและปริมาณแอมโมเนยีมซัลเฟตล
ดลงตลอดระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อ         เมื่อเลี้ยงเชื้อโดยเพิ่มปริมาณแมงกานีสคลอไรดเปน  0.08  
มิลลิกรัมตอลิตรแสดงดังตารางที ่28    เชือ้สามารถผลติ PHBไดปริมาณเทากับ 56.68  เปอรเซ็นตตอ
น้ําหนกัเซลลแหงที่เวลา 12 ชั่วโมงของการเลีย้ง  ความเขมขนของน้าํตาลทั้งหมดและปริมาณ
แอมโมเนยีมซลัเฟตลดลงตลอดระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อ     และจากตารางที่ 30  เมื่อเพิม่ปริมาณ
แมงกานีสคลอไรดเปน  0.16 มิลลิกรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณ PHB เทากับ 48.81  เปอรเซน็ตตอ
น้ําหนกัเซลลแหงที่เวลา 12 ชั่วโมงของการเลี้ยง  เมื่อมแีมงกานีสคลอไรดเพิ่มข้ึนปริมาณ PHB ที่ผลิต
ไดลดลงเล็กนอย     ดังนัน้ในการทดลองที่เติมแมงกานสีคลอไรดปริมาณเทากับ 0.08 มิลลิกรัมตอลิตร
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ ทําใหไดปริมาณ PHB สูงที่สุดจงึเปนปริมาณที่เหมาะสมสาํหรับการผลิต PHB  

การนับจาํนวนสปอรโดยเกบ็ตัวอยางน้าํหมักที่เวลา ตางๆ ไดแก  12  18  24  30  36  42 และ  
48  ชั่วโมง นาํไปนับจํานวนเซลล และ นบัจํานวนสปอรตามวิธีของ  Kominekและคณะ (1965) ใหผล
การทดลองในตารางที่ 32               จํานวนสปอรทีน่ับไดเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ เมื่อเร่ิมเลี้ยงเชื้อ และไดจาํนวน 
สปอรมากที่สดุที่เวลา 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อจากนัน้คอยๆ ลดลง   ในการทดลองที่ไมเติม
แมงกานีสคลอไรดในอาหารเลี้ยงเชื้อนับจํานวนสปอรไดเทากับ  5.6  x 103  CFU/ml.  เมื่อเติม
แมงกานีสคลอไรดปริมาณเทากบั 0.08  มิลลิกรัมตอลิตรไดจํานวนสปอรเทากับ 7.1  x 103  CFU/ml  
และเมื่อเพิ่มปริมาณแมงกานีสคลอไรดเปน 0.16 มิลลิกรัมตอลิตร      มีผลใหจํานวนสปอรเพิ่มมากขึ้น  
เทากับ 12.9 x 103  CFU/ml.        
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 ไดนําผลการศกึษารูปแบบการผลิต PHB  การเจริญเตบิโต และการสรางสปอรของ Bacillus 
sp. BA 019 มาแสดงเฉพาะการทดลองทีไ่ดปริมาณ PHB สูงที่สุด (รูปที่ 16 )   โดยจะเหน็ไดวาการ
ผลิต PHB สูงสุด (56.68 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง) ที่เวลา 12 ชั่วโมง  แลวคอยๆลดลงตามเวลา
การเลี้ยงเชื้อ  และจํานวนสปอรสูงสุดที่เวลา 24 ชั่วโมง (7.1 x 103  CFU/ml.) น้ําหนกัเซลลแหงสูงสุด
เทากับ  6.69 กรัมตอลิตรที่เวลา 36 ชั่วโมง  สวนปริมาณน้ําตาลทั้งหมดและแอมโมเนียมซัลเฟตคอยๆ
ลดลงเมื่อเซลลมีการเจริญเติบโต 
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รูปที่  16    รูปแบบการผลิต PHB   การเจริญเติบโต  และการสรางสปอร โดย  Bacillus sp.BA-019 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีแมงกานีสคลอไรดปริมาณเทากับ 0.08 มิลลิกรัมตอลิตร 
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ตารางที ่ 26   ปริมาณ PHB  การเจริญเติบโต  ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด  และปริมาณแอมโมเนยีม
ซัลเฟต  เมื่อเลี้ยง Bacillus sp. BA-019 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมเติมแมงกานีสคลอไรด(ชุดควบคุม) 
ควบคุมคาพีเอชตลอดการทดลองที่ 7.0 
 

เวลา 
(h.) 

pH DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate (g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

7.0 
6.54 
6.25 
6.64 
6.75 

1.35 
4.74 
7.10 
7.76 
7.31 

- 
47.04 
33.25 
25.28 
19.12 

14.65 
3.53 
1.84 
1.58 
1.29 

3.00 
2.20 
1.35 
0.97 
0.43 

            -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
ตารางที่  27  จํานวนสปอร และ จาํนวน Vegetative cells เมื่อเลี้ยง Bacillus sp. BA-019 ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่ไมเติมแมงกานีสคลอไรด(ชุดควบคุม) 
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

-  
1.2 
3.0  
5.6 
1.6  
1.0  
0.9  
0.2  

- 
19 
53  
67  
60 
58  
36 
22  

                             -  = ไมไดวิเคราะห 
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ตารางที ่28  ปริมาณ PHB  การเจริญเติบโต  ปริมาณน้าํตาลทัง้หมด  และปริมาณแอมโมเนยีม
ซัลเฟต  เมื่อเลี้ยง Bacillus sp. BA-019 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณแมงกานีสคลอไรดเทากับ 0.08 
มิลลิกรัมตอลิตร  ควบคุมคาพีเอชตลอดการทดลองที่ 7.0 
 

เวลา 
(h) 

pH DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate (g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

7.0 
6.37 
6.91 
6.86 
6.83 

1.35 
5.52 
5.71 
6.69 
6.05 

- 
56.68 
40.01 
38.72 
26.13 

14.79 
2.94 
1.89 
0.89 
0.72 

2.96 
2.26 
1.67 
1.13 
0.79 

   -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
 
ตารางที่  29  จํานวนสปอร และ จาํนวน Vegetative cells ในชุดควบคุม  เมื่อเลีย้ง Bacillus sp. 
BA-019 ในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีปริมาณแมงกานีสคลอไรดเทากับ 0.08 มิลลิกรัมตอลิตร 

 
เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x  106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
4.00 
4.10 
7.10 
1.24 
1.09 
1.00 
0.59 

- 
23.0 
56.6 
64.0 
68.5 
89.0 
61.0 
60.0 

                     -  = ไมไดวิเคราะห 
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ตารางที่ 30  ปริมาณ PHB  การเจริญเติบโต  ปริมาณน้าํตาลทัง้หมด  และปริมาณแอมโมเนยีม
ซัลเฟต  เมื่อเลี้ยง Bacillus sp. BA-019 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณแมงกานีสคลอไรดเทากับ  0.16 
มิลลิกรัมตอลิตร ควบคุมคาพีเอชตลอดการทดลองเทากบั 7.0 
 

เวลา 
(h) 

pH DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate (g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

7.0 
6.68 
6.71 
6.70 
6.60 

1.10 
4.99 
4.46 
4.37 
4.88 

- 
48.81 
39.61 
27.81 
15.35 

14.34 
7.94 
6.46 
5.37 
4.08 

3.00 
2.66 
1.99 
1.35 
0.97 

      -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
 
ตารางที่ 31  จํานวนสปอร และจํานวน Vegetative cells เมื่อเลี้ยง Bacillus sp. BA-019ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณแมงกานีสคลอไรดเทากับ 0.16  มลิลิกรัมตอลิตร 

 
เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106  CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
4.2 
4.8 
12.9 
2.6 
1.9 
1.6 
1.2 

- 
21 
46 
54 
59 
78 
52 
49 

                     -  = ไมไดวิเคราะห 
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เมื่อนําผลการวิจัยดังกลาวมาเปรียบเทียบกันสรุปผลดังตารางที่ 32      พบวาเลี้ยง Bacillus 
sp.BA-019 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมเติมแมงกานีสคลอไรดไดปริมาณ PHB เทากับ 47.04  เปอรเซ็นต
ตอน้ําหนักเซลลแหง   เมือ่เติมแมงกานสีคลอไรดปริมาณเทากับ 0.08 มิลลิกรัมตอลิตรไดปริมาณ 
PHB เทากับ 56.68 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหงที่เวลา  12 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ     และเมือ่เพิ่ม
ปริมาณแมงกานีสคลอไรดเปน 0.16 มิลลิกรัมตอลิตรไดปริมาณ PHB ลดลงเล็กนอยโดยไดปริมาณ 
PHB เทากับ 48.81 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง  และพบวาในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่มีแมงกานสีคลอ
ไรดปริมาณเทากับ 0.08 มลิลิกรัมตอลิตรนับจํานวนสปอรไดเทากับ 7.1 x 103 CFU/ml.  ปริมาณ
แมงกานีสคลอไรดที่เพิ่มข้ึนเปน 0.16 มิลลิกรัมตอลิตรมีผลใหจํานวนสปอรเพิ่มมากขึ้นเทากับ 12.9  x 
103  CFU/ml.ที่เวลา 24  ชั่วโมงของการเลีย้งเชื้อ           แตถาไมเติมแมงกานีสคลอไรดในอาหารเลี้ยง
เชื้อพบจํานวนสปอรที่นับไดนอยกวาเมื่อมแีมงกานีสคลอไรดในอาหารเลี้ยงเชื้อ (5.6x103CFU/ml.)  
พิจารณาการผลิต PHB เปนหลกั  ปริมาณแมงกานีสคลอไรดเทากับ 0.08 มิลลิกรัมตอลิตร  เหมาะสม
สําหรับการผลิต PHB  
 
ตารางที ่32  เปรียบเทียบสรปุ การผลิต PHB และการสรางสปอรที่ไดสูงสุด เมื่อเลีย้ง Bacillus 
sp.BA-019  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณแมงกานีสคลอไรดตางกัน 

 
แมงกานสีคลอไรด 
(มิลลกิรัมตอลิตร) 

PHB content * 
(% by wt.) 

Spores ** 
( x 103 CFU/ml) 

0(ชุดควบคุม) 
0.08 
0.16 

47.04 
56.68 
48.81 

5.6 
7.1 
12.9 

 
*     หมายถงึ    ที่เวลา  12   ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ 

          **   หมายถงึ    ที่เวลา  24   ชั่วโมงของการเลีย้งเชื้อ 
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4.5  การศึกษาผลของภาวะแวดลอมในการเลี้ยงเชื้อ ไดแก อุณหภมูิ  ปริมาณอากาศ และ คา 
พีเอช  ตอการผลิต PHB และการสรางสปอรโดย Bacillus sp.BA-019  
 
 การวิจยัขั้นตอนนี้เปนการศึกษาภาวะแวดลอมในการเลีย้งเชื้อ ไดแก อุณหภูม ิ  ปริมาณ
อากาศ และ คาพีเอช ซึง่มตีอการผลิต PHB และการสรางสปอรของ Bacillus sp.BA-019 ในระดับ
ขวดเขยา   เนื่องจากผลการวิจัยของผูวิจยัในคณะวิจยั(สุดา สุภาชวนิสวัสด์ิ ,2542 และอติพล บุญ
เรืองถาวร ,2543)ที่ไดศึกษาการผลิตสาร PHA จาก Bacillus sp.BA-019 สังเกตพบวาเมื่อไดปริมาณ 
PHA (PHB และ โคพอลิเมอร PHBV)สูงสุดแลว มีการลดลงของสารผลิตภัณฑอยางรวดเร็วและลดลง
เร่ือยๆตามระยะเวลาการเลีย้งเชื้อ จึงสนันิษฐานวาอาจจะเนื่องมาจาก Bacillus sp.BA-019 เปน
แบคทีเรียที่มกีารสรางสปอร   เมื่อเชื้อมีการสรางสปอรจึงอาจนํา PHB ไปใชในกระบวนการสรางสปอร   
 
  4.5.1 ผลของอุณหภูม ิ
 
 อุณหภูมิของในการเลีย้งเชื้อมีผลตอการผลิต PHB เชนเดียวกับผลิตภณัฑอ่ืนๆ        แบคทีเรีย 
แตละสายพนัธุจะมีความสามารถในการเจริญเติบโต และการผลิต PHB ที่อุณหภูมิตางกนัไป        Wu
และคณะ(2001) ศึกษาการผลิต PHB โดย Bacillus sp.JMa5   ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกากน้ําตาลเปน
แหลงคารบอน  พบวาเชื้อสามารถเจริญเติบโตไดที่อุณหภูมิสูงถงึ  45 องศาเซลเซยีส  และอุณหภูมทิี่
เหมาะสมในการเติบโตคือ  35-37 องศาเซลเซียส  โดยสามารถผลิต PHB ไดเทากบั 25-35 เปอรเซ็นต
ตอน้ําหนักเซลลแหงและเมื่ออยูในภาวะทีม่ีปริมาณออกซิเจนละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อตํ่า เปนผลให
เกิดกระบวนการสรางสปอรซึ่งทาํใหปริมาณ PHB ลดลง       Borahและคณะ(2002)ศึกษาผลของ
สารอาหารและภาวะแวดลอมที่เหมาะสมตอการผลิต PHBจาก Bacillus mycoides RLJ B-017    
พบวาอุณหภมูิมีผลตอการผลิต PHB และอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดสาํหรับการผลิต PHB คือ 30 องศา
เซลเซียส          
  ในงานวิจัยนี้จากการศึกษาถงึผลของอุณหภูมิที่ใชการเลีย้ง  Bacillus sp. BA-019 ที่มีตอการ 
ผลิต PHBโดยเลี้ยงเชื้อตามวิธีการทดลองขอ 3.8.1                 บนเครือ่งเขยาควบคุมอุณหภูมิโดยแปร 
อุณหภูมิเทากบั  25  30  40  และ  45 องศาเซลเซียส        ความเรว็รอบของการเขยาเทากบั 200 รอบ 
ตอนาท ี  คาพเีอชเริ่มตนเทากับ 6.0    เก็บตัวอยางทกุ 12 ชั่วโมงเปนเวลา 48 ชั่วโมง    ผลการทดลอง 
แสดงในตารางที ่33-40      พบวาอุณหภมูิมีผลตอการเจริญเติบโต การผลิต PHB และการสรางสปอร     
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 Bacillus sp. BA-019  มกีารผลิต PHB สูงสุดที่อุณหภูมิ 30   องศาเซลเซียส       โดยไดปริมาณ 
PHB เทากับ 53.42 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหงที่เวลา 12 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ            สวนที่
อุณหภูมิ 25  40   และ 45  องศาเซลเซียส   แบคทีเรียจะสรางและสะสม PHB ไดในปริมาณที่ต่ํากวา
คือเทากับ   23.37   38.02   และ 18.11  เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหงที่เวลา 12 ชั่วโมงตามลาํดับ  
ที่อุณหภูมิ 30 และ 25  องศาเซลเซยีส    Bacillus sp. BA-019มีการเจริญเตบิโตใกลเคียงกัน(ได
น้ําหนกัเซลลแหงสงูสุดเทากบั 3.39 และ 3.21 กรัมตอลิตรที่เวลา 48 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ     
รูปแบบของปริมาณน้ําตาลทั้งหมด และปริมาณแอมโมเนยีมซัลเฟตที่มีในน้ําหมกัของทกุภาวะพบวา
เปนรูปแบบเดียวกนั คือความเขมขนของน้ําตาลทัง้หมดลดลงตามระยะเวลาการเลีย้งเชื้อ  ปริมาณ
แอมโมเนยีมซลัเฟตถูกใชไปอยางรวดเร็วภายในระยะเวลา 12  ชั่วโมงของการเลีย้งเชือ้  
 และจากการนบัจํานวนสปอรโดยเก็บตัวอยางน้าํหมกัทีเ่วลาตางๆ ไดแก  12  18  24  30  36  
42 และ 48 ชั่วโมง นาํไปนบัจํานวนเซลล และ นับจํานวนสปอรตามวิธีของ Kominekและคณะ (1965) 
สรุปผลการทดลองในตารางที ่41         จํานวนสปอรที่นับไดเพิม่ข้ึนเรื่อย ๆ หลงัจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 
12 ชั่วโมง และพบวาจาํนวนสปอรมากที่สุดที ่ 24 ชั่วโมง จากนัน้คอยๆ ลดลง อุณหภูมิมีผลตอการ
สรางสปอรพบวาที่อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียสมีจํานวนสปอรมากที่สุดเทากับ 7 x 103  CFU/ml. ที่
เวลา 24 ชั่วโมงของการเลีย้งเชื้อ และเมือ่อุณหภูมิเพิ่มข้ึนจํานวนสปอรที่ไดลดลง เทากบั 0.19 x 103 
CFU/ml. ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสที่เวลา 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ      
 ไดนําผลการศกึษารูปแบบการผลิต PHB การเจริญเติบโต และการสรางสปอรของ Bacillus 
sp. BA 019 มาแสดงเฉพาะการทดลองทีไ่ดปริมาณ PHB สูงที่สุด (รูปที่ 17)  โดยจะเหน็ไดวาการผลิต 
PHB สูงสุด (53.42 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง) ที่เวลา 12 ชั่วโมง  แลวคอยๆลดลงตามเวลาการ
เลี้ยงเชื้อ  และจํานวนสปอรสูงสุดที่เวลา 24 ชั่วโมง (7 x 103  CFU/ml.) น้ําหนักเซลลแหงสงูสดุเทากับ  
3.39 กรัมตอลิตรที่เวลา 48 ชั่วโมง  สวนปริมาณน้าํตาลทั้งหมดและแอมโมเนยีมซัลเฟตคอยๆลดลง
เมื่อเซลลมีการเจริญเติบโต 
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รูปที่ 17   รูปแบบการผลิต PHB  การสรางสปอร และการเจริญเติบโต ของ  Bacillus sp.BA-019 เมื่อ
เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิเทากับ  30  องศาเซลเซียส 
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ตารางที่ 33   ปริมาณ PHB  น้าํหนักเซลลแหง ปริมาณน้ําตาลทัง้หมด  และ ปริมาณแอมโมเนียม
ซัลเฟต เมื่อเลีย้ง  Bacillus sp. BA-019 ที่อุณหภูมิเทากับ  25  องศาเซลเซียส 
  

เวลา 
(h) 

DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium  
sulfate(g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

0.95 
1.53 
2.34 
2.39 
3.21 

- 
23.37 
22.91 
21.67 
19.53 

14.51 
12.19 
11.52 
9.25 
8.49 

2.95 
2.21 
1.97 
1.07 
0.98 

            -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
 
ตารางที ่34  จํานวนสปอร และ จํานวน vegetative cells  เมื่อเลี้ยง Bacillus sp. BA-019 ที่อุณหภูมิ
เทากับ  25  องศาเซลเซยีส 
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
1.1 
1.9 
2.4 
1.4 
1.1 
1.0 
0.8 

- 
20 
42 
50 
46 
50 
32 
17 

                 -  = ไมไดวิเคราะห 
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ตารางที่ 35   ปริมาณ PHB  น้าํหนักเซลลแหง ปริมาณน้ําตาลทัง้หมด  และ ปริมาณแอมโมเนียม
ซัลเฟต เมื่อเลีย้ง  Bacillus sp. BA-019 ที่อุณหภูมิเทากับ  30  องศาเซลเซียส 
 

เวลา 
(h) 

DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate (g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

0.93 
2.46 
2.95 
3.36 
3.39 

- 
53.42 
47.87 
29.00 
26.40 

15.01 
11.98 
8.30 
6.20 
5.70 

2.97 
1.31 
1.24 
1.02 
0.86 

           -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
 
ตารางที ่36  จํานวนสปอร และ จํานวน vegetative cells  เมื่อเลี้ยง Bacillus sp. BA-019 ที่อุณหภูมิ
เทากับ  30  องศาเซลเซยีส 
  

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cell 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

-  
1.2 
3.0  
7.0 
1.0 
1.0 
0.9  
0.2  

- 
23 
53  
67  
60 
58  
36 
22  

                             -  = ไมไดวิเคราะห 
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ตารางที่  37  ปริมาณ PHB  น้าํหนักเซลลแหง ปริมาณน้ําตาลทัง้หมด  และ ปริมาณแอมโมเนียม
ซัลเฟตเมื่อเลีย้ง  Bacillus sp. BA-019 ที่อุณหภูมิเทากับ40 องศาเซลเซียส 
 

เวลา 
(h) 

DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate(g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

0.97 
2.01 
2.31 
2.44 
2.73 

- 
38.02 
33.42 
27.15 
21.84 

14.83 
13.93 
11.08 
8.75 
7.49 

3.01 
2.10 
1.63 
1.07 
0.99 

           -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
 
ตารางที ่38  จํานวนสปอร และ จํานวน vegetative cells  เมื่อเลี้ยง Bacillus sp. BA-019 ที่อุณหภูมิ
เทากับ 40 องศาเซลเซียส 
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
1.1 
2.4  
6.0 
0.6  
0.7  
0.3 
0.1 

- 
23  
42  
56 
60 
54  
32 
17  

                                 -  = ไมไดวิเคราะห 
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ตารางที ่  39   ปริมาณ PHB  น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณน้ําตาลทัง้หมด  และ ปริมาณแอมโมเนียม
ซัลเฟต เมื่อเลีย้ง  Bacillus sp. BA-019 ที่อุณหภูมิเทากับ 45 องศาเซลเซียส 
 

เวลา 
(h) 

DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate (g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

0.95 
1.29 
1.40 
1.43 
1.55 

- 
18.11 
17.09 
16.35 
14.88 

14.74 
14.31 
12.16 
11.86 
9.60 

3.00 
1.73 
1.69 
1.49 
1.36 

            -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
 
ตารางที ่40  จํานวนสปอร และ จํานวน vegetative cells  เมื่อเลี้ยง Bacillus sp. BA-019 ที่อุณหภูมิ
เทากับ 45 องศาเซลเซียส 
 

Time 
(h.) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
0.12 
0.19 
0.24 
0.16   
0.13 
0.10 
0.06 

- 
12 
32  
45  
46 
56 
32 
14  

                         -  = ไมไดวิเคราะห 
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เมื่อนําผลการทดลองทั้ง 4 การทดลองมาเปรียบเทยีบกนัดังแสดงในตารางที่ 41     พบวาที่
ทุกอุณหภูมิของการเลีย้งเชือ้  ไดปริมาณ PHB สูงสุดอยางรวดเร็วทีเ่วลาเพียง 12 ชั่วโมงของการเลี้ยง
เชื้อและปริมาณลดลงเรื่อยๆ จนส้ินสุดระยะการเลี้ยงเชือ้   และหลงัจาก  12 ชั่วโมง มีจาํนวนสปอร
เพิ่มมากขึ้นและสูงที่สุดที่  24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ  จึงมีความเปนไปไดที่เซลลจะนํา PHB ไปใชใน
กระบวนการสรางสปอรทาํใหมีสปอรเพิม่มากขึ้น    โดยที่อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส Bacillus sp. 
BA-019 ผลิต PHB สูงที่สุดเทากบั 53.42 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง  เมื่ออุณหภูมิในการเลีย้งเชื้อ 
สูงหรือตํ่ากวา 30  องศาเซลเซียส ปริมาณ PHB ที่ผลิตไดต่ํากวา  ตัวอยางเชน  ที่อุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส  ปริมาณ PHB ทีไ่ดเพียง 18.11  เปอรเซน็ตตอน้ําหนักเซลลแหงที่เวลา 12 ชั่วโมงของการ
เลี้ยงเชื้อ  จาํนวนสปอรจะลดลงเหลือ 0.19 X 103 CFU/ml.ที่เวลา 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ   

 
 
 

 
ตารางที ่41   สรุปผลการผลิต PHB และการจํานวนสปอร ที่ไดสูงสุด เมื่อเลี้ยงเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 25  30  
40  และ 45  องศาเซลเซยีส 

 
       อุณหภมูิ 
(องศาเซลเซยีส) 

     PHB content* 
       (% by wt.) 

         Spores** 
   ( x 103 CFU/ml) 

25 
30 
40 
45 

23.37 
53.42 
38.02 
18.11 

  1.9 
   7 
    6 
 0.19 

 
      *     หมายถึง    ทีเ่วลา  12   ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ 
   **   หมายถงึ    ทีเ่วลา  24   ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ 
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4.5.2  ผลของปริมาณอากาศ 
 
 Lee และคณะ(1995) ศึกษาภาวะการใหอากาศตอการผลิต PHB โดยแปรปริมาตรอาหาร
เทากับ 50  100 150  200  และ  250   มิลลิลิตรตอขวดขนาด 500 มิลลิลิตร  เขยาที ่150 รอบตอนาท ี     
Kim(2000)ศึกษาการผลิต PHB จาก Azotobacter chroococcum    ในระดับขวดเขยาโดยแปร
ปริมาตรอาหารเทากับ  50 ถึง 250   มิลลิลิตรตอขวดขนาด 500 มิลลิลิตร  เขยาที่ 100 รอบตอนาที
พบวาปริมาตรอากาศมีผลตอการเติบโตและการผลิต PHB   เมื่อเพิ่มปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อมีผลทํา
ใหการเติบโตลดลง แตปริมาณ PHB เพิม่มากขึน้สูงสดุเทากับ 74  เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง ใน
อาหารปริมาตร250 มิลลิลิตร เนื่องมาจากเมื่อปริมาตรอาหารเพิ่มข้ึน ทําใหปริมาณอากาศนอยลงมี
ผลตอการเติบโตของเซลลลดลง   แตปริมาณอากาศที่จาํกัดสงผลใหผลิต PHB เพิ่มสูงขึ้น     
Savenkovaและคณะ(1999) ศึกษาการผลิต PHB จาก Azotobacter chroococcum  โดยใชปริมาตร
อาหารเลี้ยงเชือ้เทากับ 50 และ 100 มิลลิลิตรตอขวดขนาด 750  มิลลิลิตร     เขยาที ่190 รอบตอนาที 
ซึ่งแสดงใหเหน็วาการแปรปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อในขวดทดลองมีผลตอปริมาณอากาศ                  

การวิจยัขั้นตอนนี้เปนการศึกษาผลของภาวะการใหอากาศ ตอการเจริญเติบโตและการสราง 
สปอรของ  Bacillus sp. BA-019 ดวยการแปรผันปริมาตรอาหาร  โดยคงที่ขนาดของขวดทดลองและ
รอบการเขยา  ซึ่งเปนวิธีการหนึง่ในการแปรผันปริมาตรของอากาศในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับการศึกษา
ในระดับขวดเขยาตามวิธีการทดลองขอ 3.8.2    โดยแปรปริมาตรอาหารเทากบั 25  50   และ  75   
มิลลิลิตรตอขวดขนาด 250 มิลลิลิตร  เขยาที่ 200 รอบตอนาท ี  ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เก็บ
ตัวอยางทกุ 12 ชั่วโมงเปนเวลา 48 ชั่วโมง    ผลการวิจัยดังแสดงในตารางที ่ 42  44  และ 46        
พบวาเมื่อเลี้ยงเชื้อโดยมีปริมาตรอาหารเทากบั 50 มิลลิลิตร  มีการผลิต PHB สูงสุดเทากับ  53.81 
เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหงที่เวลา 12 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ(ตารางที่ 44)  และเมื่อปริมาตร
อาหารเทากับ  25 และ  75  มิลลิลิตร ใหผลการทดลองใกลเคียงกัน คอื ปริมาณ PHB เทากับ 30 และ 
32.69 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหงที่เวลา 12 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ  ดังแสดงในตารางที่ 42 และ
ตารางที่ 46  ตามลําดับ   รูปแบบของปริมาณน้ําตาลทั้งหมด และปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหลือ
ในน้าํหมกัของทุกการทดลอง ในการวิจยันีพ้บวาเปนรูปแบบเดียวกนั คือความเขมขนของน้าํตาล
ทั้งหมดลดลงตามระยะเวลาการเลีย้งเชื้อ  ปริมาณแอมโมเนยีมซลัเฟตถูกใชไปอยางรวดเร็วภายใน
ระยะเวลา 12 ชั่วโมง   สวนการเจริญเติบโตพบวาใกลเคียงกนัในทั้ง 3 การทดลอง 

จากการนับจาํนวนสปอรโดยเก็บตัวอยางน้าํหมกัที่เวลา ตางๆ ไดแก  12  18  24  30  36  42 
และ  48  ชั่วโมง นําไปนบัจาํนวนเซลล และ นับจาํนวนสปอรตามวิธีของ  Kominekและคณะ (1965)        
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ผลการทดลองแสดงในตารางที ่43  45 และ 47   จํานวนสปอรทีน่ับไดคอยๆ เพิ่มข้ึนหลงัจากเลีย้งเชื้อ
เปนเวลา 12 ชั่วโมง และพบวาจาํนวนสปอรมากที่สุดที่ 24 ชั่วโมง จากนั้นคอยๆลดลง ผลของปริมาตร
อาหารเลี้ยงเชือ้ตอการสรางสปอรพบวาทีป่ริมาตรอาหารเทากับ 25 มิลลิลิตร(มีปริมาณอากาศมาก
ที่สุด) มีจาํนวนสปอรนอยทีสุ่ดเทากับ 6 x 103  CFU/ml.  ที่เวลา 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ และเมื่อ
ปริมาตรอาหารเพิ่มข้ึน (ปริมาณอากาศนอยลง)  เปน 50 และ  75  มิลลิลิตร        จาํนวนสปอรที่ได
เพิ่มข้ึนเปน  7 x 103 CFU/ml. และ  8 x 103 CFU/ml.  ที่เวลา 24 ชั่วโมงของการเลีย้งเชื้อ     ดังแสดง
ในตารางที ่48           
 ไดนําผลการศกึษารูปแบบการผลิต PHB การเจริญเติบโต และการสรางสปอรของ Bacillus 
sp. BA 019 มาแสดงเฉพาะการทดลองทีไ่ดปริมาณ PHB สูงที่สุด(รูปที่ 18)    โดยจะเหน็ไดวาการ
ผลิต PHB สูงสุด (53.81 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง) ที่เวลา 12 ชั่วโมง  แลวคอยๆลดลงตามเวลา
การเลี้ยงเชื้อ  และจํานวนสปอรสูงสุดที่เวลา 24 ชั่วโมง (7 x 103  CFU/ml.) น้าํหนักเซลลแหงสงูสุด
เทากับ  3.32 กรัมตอลิตรที่เวลา 36 ชั่วโมง  สวนปริมาณน้ําตาลทั้งหมดและแอมโมเนียมซัลเฟตคอยๆ
ลดลงเมื่อเซลลมีการเจริญเติบโต 
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รูปที่ 18   รูปแบบการผลิต PHB   การสรางสปอร  และการเจริญเติบโตของ  Bacillus sp.BA-019 
เมื่อเลี้ยงเชื้อโดยใชปริมาตรอาหารเลี้ยงเชือ้เทากับ 50 มิลลิลิตรตอขวดขนาด 250 มิลลิลิตร   
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ตารางที่  42 ปริมาณ PHB  ปริมาณน้าํตาลทัง้หมด  และน้ําหนักเซลลแหง เมื่อเลี้ยง Bacillus sp. 
BA 019  โดยใชปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อเทากบั 25 มิลลิลิตรตอขวดขนาด 250 มิลลิลิตร   
 

เวลา 
(h) 

DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate (g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

1.04 
2.82 
3.07 
3.76 
2.81 

- 
30.00 
27.34 
26.17 
23.79 

15.12 
12.16 
11.40 
11.31 
11.22 

3.05 
1.41 
1.24 
1.18 
0.76 

               -  = ไมไดวิเคราะห 
 
ตารางที่  43  จํานวนสปอร และจํานวน vegetative cells เมื่อเลี้ยงเชือ้โดยใชปริมาตรอาหารเลี้ยง 
Bacillus sp. BA 019  เทากับ 25 มิลลิลติรตอขวดขนาด 250 มิลลิลิตร   
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
1.00 
2.00 
6.00 
0.80 
0.60 
0.20 
0.10 

- 
20 
31 
40 
41 
46 
25 
21 

                             -  = ไมไดวิเคราะห 
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ตารางที่  44  ปริมาณ PHB  ปริมาณน้าํตาลทั้งหมด  และน้ําหนกัเซลลแหง เมื่อเลีย้ง Bacillus sp. 
BA 019  โดยใชปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อเทากบั 50 มิลลิลิตรตอขวดขนาด 250 มิลลิลิตร   
 

เวลา 
(h) 

DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate(g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

1.03 
2.69 
2.81 
3.32 
2.69 

- 
53.81 
47.53 
34.85 
28.75 

15.11 
11.69 
9.34 
8.73 
7.21 

2.95 
1.21 
1.04 
0.98 
0.56 

               -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
ตารางที ่ 45   จํานวนสปอร และ จํานวน vegetative cells  เมื่อเลี้ยง Bacillus sp. BA 019 โดยใช
ปริมาตรอาหารเลี้ยงเทากับ 50 มิลลิลิตรตอขวดขนาด 250 มิลลิลิตร   
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

-  
1.2 
3.0  
7.0  
1.0  
1.0  
0.9  
0.2  

- 
23 
53  
67  
60 
58  
36 
22  

                      -  = ไมไดวิเคราะห 
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ตารางที่  46  ปริมาณ PHB  ปริมาณน้าํตาลทั้งหมด  และน้ําหนกัเซลลแหง เมื่อเลีย้ง Bacillus 
sp.BA-019 โดยใชปริมาตรอาหารเลี้ยงเชือ้เทากับ 75 มิลลิลิตรตอขวดขนาด 250 มิลลิลิตร   
 

เวลา 
(h) 

DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate(g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

1.01 
2.28 
2.47 
3.36 
2.18 

- 
36.29 
31.76 
29.07 
24.03 

15.08 
12.42 
11.42 
10.89 
10.85 

2.97 
1.50 
1.35 
1.18 
1.05 

                -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
 
ตารางที ่ 47    จาํนวนสปอรและ จํานวน vegetative cells  เมื่อเลีย้ง Bacillus sp.BA-019 โดยใช
ปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 75 มิลลิลิตรตอขวดขนาด 250 มิลลิลิตร   
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
1.3 
4.0 
8.0 
1.2 
1.2 
1.0 
0.7 

- 
24 
51 
57 
60 
48 
42 
21 

                           -  = ไมไดวิเคราะห 
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เมื่อนําผลการวิจัยดังกลาวมาเปรียบเทียบกันสรุปผลดังตารางที ่ 48   พบวาถาเลี้ยง Bacillus 
sp.BA-019 ในอาหารทีป่ริมาณเพิม่ข้ึน (ปริมาณอากาศลดนอยลง) มีผลทําใหการผลิต PHB ลดลง
จาก 48.42 เหลือ 36.29 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง          แตเห็นไดวาปริมาณอากาศที่ลดลงนัน้
ทําใหจํานวนสปอรเพิ่มมากขึน้จาก 6 x 103 เปน 8 x 103 CFU/ml.  สําหรับการเลี้ยงเชื้อ Bacillus 
sp.BA-019 เพื่อผลิต PHB ในระดับขวดเขยานัน้    เมื่อคํานงึถงึปริมาณ PHB เปนหลกั ปริมาตร
อาหาร 50 มิลลิลิตร ทําใหมีการผลิต PHB สูงที่สุดจงึเลือกใชปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ  50 มิลลิลิตร
บรรจุในขวดขนาด 250 มิลลิลิตร ในการศึกษาขั้นตอไป 
 
 
 

 
 
 

ตารางที ่48  เปรียบเทียบ การผลิต PHB และการสรางสปอร ที่ไดสูงสุด เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-
019  ในอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตรตางกนั 
 

ปริมาตรอาหารเลีย้งเชื้อ 
(มิลลลิิตร) 

PHB content* 
(% by wt.) 

Spores** 
( x 103 CFU/ml) 

25 
50 
75 

30.00 
53.81 
36.29 

6 
7 
8 

  
      *     หมายถึง    ทีเ่วลา  12   ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ 
    **   หมายถงึ    ทีเ่วลา  24   ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ 
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 Kim(2000)ศึกษาการผลิต PHB โดยกระบวนการหมกัแบบ fed-batch culture  จากเชื้อ 
recombinant Escherichia coli  พบวา เมื่อเลี้ยงเชื้อโดยแปรผันความเร็วรอบของเครื่องเขยาเทากบั  
300  600  900 และ 1200 รอบตอนาที  พบวาน้ําหนกัเซลลแหงและอัตราการผลติ PHB เพิ่มข้ึนเมื่อ
เพิ่มการกวนใหอากาศ  ซึง่ปริมาณ PHB สูงสุดเทากับ 80 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง  ที่การกวน
ใหอากาศเทากับ 500 รอบตอนาที  เมื่อเพิ่มการกวนใหอากาศสงูกวา 700  รอบตอนาทพีบวาได
ปริมาณ PHB เพียง 56-58  เปอรเซ็นตตอน้าํหนักเซลลแหง        

การวิจยันี้เพื่อศึกษาผลของปริมาณอากาศ โดยการแปรความเร็วรอบของการเขยา  เพื่อการ
ผลิต PHB โดยเลี้ยงเชื้อ Bacillus sp. BA-019 บนเครือ่งเขยาความเร็วรอบของการเขยาเทากับ 100  
200  และ 300  รอบตอนาที  โดยมีปริมาณอาหารเลีย้งเชื้อคงที่เทากบั 50 มิลลิลิตร บรรจุในขวดขนาด 
250 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เกบ็ตัวอยางทกุ 12 ชั่วโมงเปนเวลา 48 ชั่วโมง    
ผลการวิจยัดังตารางที ่49  51 และ 53     พบวาเมื่อเลีย้งเชื้อโดยใหความเร็วรอบของการเขยาเทากบั  
200 รอบตอนาที  ใหปริมาณ PHB สูงสุดเทากับ  53.81 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง  ที่เวลา 12 
ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ(ตารางที ่ 51)  เมื่อใชความเรว็รอบของการเขยาสูงกวาหรือตํ่ากวาพบวา 
Bacillus sp. BA 019 ผลิต PHB ไดต่ํากวาที่ความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอนาที  กลาวคอืเมื่อ
ความเร็วรอบของการเขยาเทากบั 100 รอบตอนาที     ไดปริมาณ PHB เทากับ 32.69 เปอรเซ็นตตอ
น้ําหนกัเซลลแหงที่เวลา 12 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ(ตารางที่ 49)       เมื่อเพิม่ความเร็วรอบของการ
เขยาเปน 300 รอบตอนาทีใหปริมาณ PHB เทากับ 39.33  เปอรเซน็ตตอน้ําหนักเซลลแหงที่เวลา 12 
ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ(ตารางที ่53 )     รูปแบบของปริมาณน้ําตาลทั้งหมด และปริมาณแอมโมเนียม
ซัลเฟตที่เหลือในน้าํหมกัของทุกการทดลองพบวาเปนรูปแบบเดียวกนัคอืความเขมขนของน้ําตาล
ทั้งหมดลดลงตามระยะเวลาการเลีย้งเชื้อ  ปริมาณแอมโมเนยีมซลัเฟตถูกใชไปอยางรวดเร็วภายใน
ระยะเวลา 12 ชั่วโมง    

ในสวนของการสรางสปอร  จากการนบัจํานวนสปอรโดยเก็บตัวอยางน้าํหมักทีเ่วลา ตางๆ 
ไดแก  12  18  24  30  36  42 และ  48  ชั่วโมง นาํไปนับจํานวนเซลล และ นับจํานวนสปอรตามวิธี
ของ  Kominekและคณะ (1965) ใหผลการทดลองแสดงในตารางที่ 50  52 และ 54     จาํนวนสปอรที่
นับไดคอยๆเพิม่ข้ึนหลงัจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 12 ชั่วโมง และพบวาจํานวนสปอรมากที่สุดที ่24 ชั่วโมง 
จากนั้นคอยๆ ลดลง   ผลของความเรว็รอบของการเขยาตอการสรางสปอรพบวาที่ความเร็วรอบของ
การเขยาเทากบั  300 รอบตอนาท ี    มจีํานวนสปอรนอยที่สุดเทากับ 4 x 103  CFU/ml.  ที่เวลา 24 
ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ(ตารางที ่54)  และเมื่อความเร็วรอบของการเขยาลดลง(ปริมาณอากาศลดลง)  
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เปน 200 และ 100 รอบตอนาที  จาํนวนสปอรที่ไดเพิม่ข้ึนเปน  7 x 103 CFU/ml. และ 7.2  x 103 
CFU/ml. ตามลําดับที่เวลา 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ    
 ไดนําผลการศกึษารูปแบบการผลิต PHB การเจริญเติบโต และการสรางสปอรของ Bacillus 
sp. BA 019 มาแสดงเฉพาะการทดลองทีไ่ดปริมาณ PHB สูงที่สุด(รูปที่ 19)    โดยจะเหน็ไดวาการ
ผลิต PHB สูงสุด (53.81 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง) ที่เวลา 12 ชั่วโมง  แลวคอยๆลดลงตามเวลา
การเลี้ยงเชื้อ  และจํานวนสปอรสูงสุดที่เวลา 24 ชั่วโมง (7 x 103  CFU/ml.) น้าํหนักเซลลแหงสงูสุด
เทากับ  3.32 กรัมตอลิตรที่เวลา 36 ชั่วโมง  สวนปริมาณน้ําตาลทั้งหมดและแอมโมเนียมซัลเฟตคอยๆ
ลดลงเมื่อเซลลมีการเจริญเติบโต 
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รูปที่ 19   รูปแบบการผลิต PHB   การสรางสปอร   และการเจริญเติบโตของ  Bacillus sp.BA-019 
เมื่อเลี้ยงเชื้อโดยใชความเรว็รอบของการเขยาเทากับ 200 รอบตอนาที   
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ตาราง 49  ปริมาณ PHB  ปริมาณน้าํตาลทั้งหมด  และน้ําหนักเซลลแหง เมื่อเลีย้ง Bacillus sp.BA-
019  โดยใชความเรว็รอบของการเขยาเทากับ 100 รอบตอนาท ี  
 

เวลา 
(h) 

DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate(g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

1.03 
2.26 
2.71 
2.92 
2.16 

- 
32.69 
31.92 
28.20 
26.75 

15.01 
12.79 
12.42 
11.98 
10.73 

3.01 
1.73 
1.69 
1.47 
1.07 

               -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
 
ตารางที ่50   จํานวนสปอร และ จํานวน vegetative cells  เมื่อเลีย้ง Bacillus sp.BA-019  โดยใช
ความเร็วรอบของการเขยาเทากบั 100 รอบตอนาที   
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
2.1 
3.2 
7.2 
1.7 
1.4 
1.2 
0.9 

- 
21 
51  
60  
51 
51  
30 
19 
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                         -  = ไมไดวิเคราะห 
ตาราง 51  ปริมาณ PHB  ปริมาณน้าํตาลทั้งหมด  และน้ําหนักเซลลแหง เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-
019  โดยใชความเรว็รอบของการเขยาเทากับ 200 รอบตอนาท ี  
 

เวลา 
(h) 

DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate(g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

1.03 
2.69 
2.81 
3.32 
2.69 

- 
53.81 
47.53 
34.85 
28.75 

15.11 
11.69 
9.34 
8.73 
7.21 

2.95 
1.21 
1.04 
0.98 
0.56 

               -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
 
ตารางที ่52   จํานวนสปอรและจํานวน vegetative cells  เมื่อเลีย้ง Bacillus sp.BA-019  โดยใช
ความเร็วรอบของการเขยาเทากบั 200 รอบตอนาที   
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

-  
1.2 
3.0  
7.0 
1.0  
1.0  
0.9  
0.2  

- 
23 
53  
67  
60 
58  
36 
22  

                         -  = ไมไดวิเคราะห 
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ตาราง 53  ปริมาณ PHB  ปริมาณน้าํตาลทั้งหมด  และน้ําหนักเซลลแหง เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-
019  โดยใชความเรว็รอบของการเขยาเทากับ 300 รอบตอนาท ี  
 

เวลา 
(h) 

DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate(g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

1.01 
2.65 
2.74 
3.07 
2.68 

- 
39.33 
34.55 
29.17 
22.03 

14.97 
12.42 
10.49 
10.12 
9.97 

3.00 
1.69 
1.43 
1.37 
1.29 

               -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
ตารางที ่ 54   จํานวนสปอร และจํานวน vegetative cells เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-019  โดยใช
ความเร็วรอบของการเขยาเทากบั 300 รอบตอนาที   
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
1.5 
2.0 
4.0 
0.9 
0.7 
0.2 
0.1 

- 
22 
48  
52  
62 
59  
42 
33 

              -  = ไมไดวิเคราะห 
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เมื่อนําผลการวิจัยดังกลาวมาสรุปผลดังตารางที ่55       พบวาถาเลี้ยง Bacillus sp.BA-019 
โดยเมื่อเพิม่หรือลดความเร็วรอบของการเขยา(ปริมาณอากาศเพิ่มข้ึนหรือลดลง) มผีลทําใหไดปริมาณ 
PHB นอยกวาที่ความเรว็รอบของการเขยาเทากบั 200 รอบตอนาท ีคือจาก 53.81 ลดลงเปน 39.33 
และ 32.69 เปอรเซ็นตตอน้าํหนักเซลลแหงตามลาํดับ      พบวาเมื่อปริมาณอากาศเพิ่มข้ึน(ที่ความเร็ว
รอบของการเขยาเทากับ 300 รอบตอนาที )ทําใหจํานวนสปอรลดลงจาก 7.2  x 10 3     เหลือ 4 x 10 3  

CFU/ml.    สวนที่ปริมาณอากาศนอยลง(ความเร็วรอบของการเขยาเทากับ 100 รอบตอนาที)พบวา
จํานวนสปอรที่สรางใกลเคยีงกับเมื่อใชความเรว็รอบของการเขยาเทากับ 200 รอบตอนาที(7.2  x 10 3               
และ 7.0 x 10 3 CFU/ml.ตามลําดับ)  จะเห็นไดวาสําหรบัการเลี้ยงเชื้อ Bacillus sp.BA-019 เพื่อผลิต 
PHB ในระดับขวดเขยานัน้    เมื่อคํานงึถึงปริมาณ PHB เปนหลกัพบวาที่ความเร็วรอบในการเขยา 
200 rpm.  ทาํใหไดปริมาณ PHB สูงที่สุด  

 
 
 
 
 

ตารางที ่ 55  เปรียบเทยีบ การผลิต PHB และการสรางสปอรที่ไดสูงสุด เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-
019 ที่ความเร็วรอบของการเขยาตางกัน 
 

ความเรว็รอบของการเขยา 
(รอบตอนาที) 

PHB content* 
(% by wt.) 

Spores** 
( x 103 CFU/ml) 

100 
200 
300 

32.69 
53.81 
39.33 

7.2 
7 
4 

 
 
*     หมายถงึ    ที่เวลา  12   ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ 
**   หมายถึง    ที่เวลา  24   ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ 
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4.4.3  ผลของคาพีเอช 
 

พีเอชเปนปจจยัหนึ่งซึง่มีผลตอการผลิต PHB    โดยทั่วไปการเลี้ยงเชื้อในระดับขวดเขยาพบวา
ควบคุมคาพีเอชไดยาก  สามารถควบคุมคาพีเอชโดยใสบัฟเฟอรในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อควบคมุคาพี
เอชใหคงที่ตลอดระยะเวลาการเลี้ยงเชื้อ     Juniและ Heym(1956) รายงานการสรางและสะสม PHB 
ของเชื้อ Bacillus  cereus T พบวา  เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารทีม่ีคาพีเอชสูง    จะมีการนํา PHB ไปใชใน
การสรางสปอร  สวนในอาหารทีม่ีคาพีเอชตํ่าจะมีการยบัยั้งการนํา PHB ไปใชระหวางการสรางสปอร    
Nagata (1963) รายงานถึงพีเอชทีม่ีผลตอการผลิต PHB ในเซลล ระหวางชวงแรกของการเกิดสปอร
โดยพบวา B. cereus T  สรางและสะสมพอลิเมอรระหวางชวงคาพีเอช เทากับ 6.2 ถึง 6.4        
Chungและคณะ(1997)ศึกษาการผลิต PHBV โดยใชคาพีเอชเริ่มตนของอาหารเลีย้งเชื้อเทากับ  6.5  
7.0  และ 7.5  พบวาเมื่อปรับคาพีเอชสงูขึ้นทาํใหไดน้าํหนักเซลลแหงและปริมาณ PHBV สูงขึ้นเทากับ 
3 กรัมตอลิตร และ 28.9 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง 

ผลการวิจยันี้เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-019 ตามวิธกีารทดลองขอ 3.8.3          ซึ่งควบคุม
อุณหภูมิเทากบั 30 องศาเซลเซียส  ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาท ีโดยควบคุมคาพีเอชที ่5.0    6.0  
7.0  และ 8.0    การควบคุมคาพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อตลอดการทดลองโดยใชบัฟเฟอร เก็บตัวอยาง
ทุก 12 ชั่วโมง  เปนระยะเวลา 48 ชั่วโมง  การควบคุมคาพีเอชเทากับ 5.0 โดยใชอะซิเตตบัฟเฟอร 
ใหผลการทดลองดังแสดงในตารางที ่ 56     พบวาเชื้อเจริญเติบโตไดนอยมากไดน้ําหนกัเซลลแหง
สูงสุดเทากับ 1.74 กรัมตอลิตรที่เวลา 36 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อและคาพีเอชเกือบจะไมเปลี่ยนแปลง
ตลอดระยะเวลาการเลีย้งเชือ้     ทาํใหไมสามารถวเิคราะหหาปรมิาณ PHB ไดเนื่องจากไดเซลล
ปริมาณนอยมาก  ปริมาณน้าํตาลทัง้หมดและปริมาณแอมโมเนยีมซัลเฟตลดลงเพียงเล็กนอย     เมื่อ
เลี้ยงเชื้อโดยควบคุมคาพเีอชของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากบั 6.0 และ 7.0   โดยใชฟอสเฟตบัฟเฟอร    
พบวาที่คาพีเอชเทากับ 7.0 ( ดงัแสดงในตารางที่ 60 )        เชื้อสามารถเติบโต และผลิต PHB ไดดีกวา
เมื่อเลี้ยงที่คาพีเอชอื่นโดยไดปริมาณ PHB เทากับ 54.65 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหงที่เวลา 12 
ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ  และไดน้ําหนักเซลลแหงเทากบั 7.67 กรัมตอลิตร ที่เวลา 36 ชั่วโมงของการ
เลี้ยงเชื้อ     สวนที่คาพีเอชเทากับ 6.0 แสดงดังตารางที ่ 58   ที่คาพีเอชนี้ไดปริมาณ PHB เทากบั 
50.17 เปอรเซ็นตตอน้าํหนักเซลลแหงทีเ่วลา 12 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อและไดน้ําหนักเซลลแหง
เทากับ 4.52 กรัมตอลิตร ทีเ่วลา36 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ     ที่คาพีเอชเทากับ 6.0 และ 7.0 เชื้อ
สามารถเจริญเติบโตไดดีและปริมาณน้าํตาลทัง้หมดลดลงอยางรวดเรว็จนสิน้สุดระยะเวลาในการเลี้ยง
เชื้อ           ตารางที ่  62 แสดงผลของคาพเีอชเทากับ 8.0 โดยใสทริสบัฟเฟอรในการคุมคาพเีอช  
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พบวาเชื้อเจริญเติบโตและผลิต PHB ไดเทากับ  47.04  เปอรเซน็ตตอน้ําหนกัเซลลแหงที่เวลา 12 
ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ 

และจากการนบัจํานวนสปอรโดยเก็บตัวอยางน้าํหมกัทีเ่วลา ตางๆ ไดแก  12  18  24  30  36  
42 และ 48  ชั่วโมง  นําไปนบัจํานวนเซลลและนับจํานวนสปอรตามวธิีของ Kominekและคณะ (1965) 
ใหผลการทดลองในตารางที่ 64   จํานวนสปอรที่นับไดเพิม่ข้ึนเรื่อย ๆ เมื่อเร่ิมเลี้ยงเชือ้ และพบจํานวน
สปอรมากที่สุดที่เวลา 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อจากนั้นจาํนวนสปอรลดลง  และที่คาพีเอชเทากบั 
5.0  มีจํานวนสปอรนอยทีสุ่ดเทากับ  8  x 103  CFU/ml    เมื่อเพิ่มคาพีเอชในการเลี้ยงเชื้อพบวามี
จํานวนสปอรมากขึ้น และมากที่สุดเทากับ 21 x 103  CFU/ml. ที่คาพีเอชเทากับ 8.0        
  ไดนําผลการศกึษารูปแบบการผลิต PHB การเจริญเติบโต และการสรางสปอรของ Bacillus 
sp. BA 019 มาแสดงเฉพาะการทดลองทีไ่ดปริมาณ PHB สูงที่สุด (รูปที่ 20)  โดยจะเหน็ไดวาการผลิต 
PHB สูงสุด (54.65 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง) ที่เวลา 12 ชั่วโมง  แลวคอยๆลดลงตามเวลาการ
เลี้ยงเชื้อ  และจํานวนสปอรสูงสุดที่เวลา 24 ชั่วโมง (18 x 103  CFU/ml.) น้ําหนักเซลลแหงสงูสุด
เทากับ  7.67 กรัมตอลิตรที่เวลา 36 ชั่วโมง  สวนปริมาณน้ําตาลทั้งหมดและแอมโมเนียมซัลเฟตคอยๆ
ลดลงเมื่อเซลลมีการเจริญเติบโต 
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รูปที่ 20    รูปแบบการผลิต PHB   การเจริญเติบโต  และการสรางสปอร โดย  Bacillus sp.BA-019 
เมื่อควบคุมพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากบั 7.0 โดยใชฟอสเฟตบฟัเฟอร 
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ตารางที่ 56   ปริมาณ PHB  ปริมาณน้าํตาลทัง้หมด และน้ําหนักเซลลแหง เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-
019  โดยควบคุมคาพีเอชเทากับ 5.0 ดวยอะซิเตตบัฟเฟอร 
 

เวลา 
(h) 

pH DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate(g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

5.0 
4.79 
4.75 
4.72 
4.74 

1.01 
1.07 
1.39 
1.74 
1.38 

ND 
ND 
ND 
ND 
ND 

15.27 
15.21 
14.21 
13.75 
13.12 

3.00 
2.26 
2.21 
1.52 
1.41 

 
หมายเหต ุ ND หมายถงึ  มเีซลลจํานวนนอยมากไมสามารถนาํมาวิเคราะหได 

 
ตารางที่  57   จํานวนสปอร และจํานวน Vegetative cells เมื่อเลีย้ง Bacillus sp.BA-019  โดย
ควบคุมคาพีเอชเทากับ 5.0 ดวยอะซเิตตบัฟเฟอร 
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
3.0 
5.0 
8.0 
1.1 
0.06 
0.03 
0.01 

- 
15 
16 
21 
24 
26 
21 
18 

                                -  = ไมไดวิเคราะห 



 108

ตารางที่ 58  ปริมาณ PHB  ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด  และน้ําหนกัเซลลแหง เมื่อเลี้ยง Bacillus 
sp.BA-019  โดยควบคุมคาพีเอชเทากับ 6.0 ดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร 
 

เวลา 
(h) 

pH DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate (g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

6.0 
5.57 
5.42 
4.60 
4.48 

1.01 
3.24 
3.99 
4.52 
4.40 

- 
50.17 
44.17 
31.44 
26.30 

15.21 
4.39 
3.53 
2.35 
1.04 

3.01 
1.77 
1.28 
1.08 
0.89 

  -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
ตารางที่ 59   จํานวนสปอร และ จาํนวน Vegetative cells เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-019  โดย
ควบคุมคาพีเอชเทากับ 6.0 ดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร 
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
6.3 
7.5 
10.0 
5.2 
4.2 
3.2 
1.9 

- 
31 
47 
53 
71 
88 
78 
58 

                                  -  = ไมไดวิเคราะห 
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ตารางที ่ 60   ปริมาณ PHB  ปริมาณน้ําตาลทัง้หมด และน้าํหนกัเซลลแหง  เมื่อเลี้ยง Bacillus 
sp.BA-019  โดยควบคุมคาพีเอชเทากับ 7.0 ดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร 
 

เวลา 
(h) 

pH DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate (g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

7.0 
6.55 
6.63 
6.21 
6.34 

1.02 
6.75 
7.57 
7.67 
7.53 

- 
54.65 
43.75 
35.28 
21.64 

15.23 
4.33 
2.82 
0.61 
0.44 

2.99 
1.57 
1.19 
0.98 
0.71 

       -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
 
ตารางที่ 61  จํานวนสปอร และจํานวน Vegetative cells เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-019 โดยควบคุม
คาพีเอชเทากบั 7.0 ดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร 
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
10 
11 
18 
9 
6 
4 

2.3 

- 
56 
66 
82 

166 
182 
136 
64 

                   -  = ไมไดวิเคราะห 
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ตารางที ่ 62 ปริมาณ PHB  ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด  และน้าํหนักเซลลแหง เมื่อเมื่อเลี้ยง Bacillus 
sp.BA-019  โดยควบคุมคาพีเอชเทากับ 8.0 ดวยทริสบัฟเฟอร 

 
เวลา 
(h) 

pH DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate (g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

8.0 
7.39 
7.42 
7.24 
7.43 

1.05 
3.09 
3.90 
4.06 
6.06 

- 
47.04 
33.98 
20.68 
16.73 

15.14 
9.71 
9.16 
8.61 
8.17 

3.03 
1.43 
1.38 
1.30 
1.01 

         -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
 
 
ตารางที ่ 63  จํานวนสปอร และจํานวน Vegetative cells เมื่อเมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-019  โดย
ควบคุมคาพีเอชเทากับ 8.0 ดวยทริสบัฟเฟอร 
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
11 
17 
21 
7.3 
6.2 
4.1 
2.7 

- 
49 
53 
72 

112 
135 
94 
66 

                 -  = ไมไดวิเคราะห 
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สรุปผลการเปรียบเทียบผลของคาพีเอชดังตารางที่ 64   พบวาคาพเีอชของอาหารเลี้ยงเชื้อ

เทากับ 7.0 เปนคาที่เหมาะสมสําหรับการผลิต PHB และพบวาเมื่อคาพีเอชเปนกรด(พีเอช 5.0) เชื้อ
เจริญเติบโตนอยมากจนไมสามารถวิเคราะห PHB ได   สวนที่คาพเีอชเทากับ 6.0 เชื้อสามารถผลิต 
PHB ไดดีกวาที่คาพเีอชเทากับ 8.0   ผลของพีเอชตอการสรางสปอรพบวาที่คาพีเอชสูงเชื้อสรางสปอร
ไดจํานวนมากกวาที่คาพีเอชต่ําโดยจํานวนสปอรสูงสุดเทากับ 21 x 103 CFU/ml.เมื่อเลี้ยงเชื้อทีค่าพี
เอชเทากับ 8.0      เชื้อมีการสรางสปอรไดจํานวนมากเมื่อคาพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อเพิ่มข้ึน 

 
 
 

ตารางที ่ 64  เปรียบเทียบ การผลิต PHB และการสรางสปอรที่ไดสงูสุด เมื่อเลีย้ง Bacillus sp.BA-
019  ที่คาพีเอชตางกนั 
 

คาพีเอชของ 
อาหารเลี้ยงเชื้อ 

PHB content* 
(% by wt.) 

Spores** 
( x 103 CFU/ml) 

5.0 
6.0 
7.0 
8.0 

ND 
50.17 
54.65 
47.04 

8 
10 
18 
21 

  
 
 หมายเหต ุ  ND  หมายถึง    มีเซลลจาํนวนนอยมากไมสามารถนํามาวิเคราะหได 

      *     หมายถึง    ที่เวลา  12   ชัว่โมงของการเลีย้งเชือ้ 
       **   หมายถงึ    ที่เวลา  24   ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ 
 

 
 ในการศึกษาภาวะที่ใชเลี้ยงเชื้อพบวา Bacillus sp.BA-019 ผลิต PHB ไดสูงสุดที่เวลา 12 ชั่ว 

โมงของการเลีย้งเชื้อแลวลดลง    และสรางสปอรไดจํานวนมากที่สุดทีเ่วลา 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ
และลดลงตามเวลาของการเลี้ยงเชื้อ  ในทุกปจจยัที่ศึกษา 



บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

งานวิจยันี้เปนการศึกษาถึงปจจัยทีม่ีผลตอการผลิต PHB และการสรางสปอร โดย Bacillus 
sp. BA-019ในระดับขวดเขยา   โดยใชเกณฑการพิจารณาจากภาวะที่เซลลผลิต PHB ไดปริมาณมาก
ที่สุด และพิจารณาถงึจํานวนสปอรที่สรางขึ้นดวย แลวพิจารณาความสัมพนัธระหวางปริมาณ PHB 
และจํานวนสปอรที่สรางอนัเปนผลของปจจัยที่ศึกษา  โดยพบวาการผลิต PHB สูงสุดที่เวลา 12 ชั่วโมง
แลวลดลงตามระยะเวลาของการเลีย้งเชือ้ สวนการสรางสปอรพบวาสปอรเพิ่มข้ึนเมื่อเร่ิมเลี้ยงเชือ้และ
ไดจํานวนมากที่สุดที่เวลา 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ      รวมถึงการลดตนทนุในการผลิตโดยการใช
แหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนทีม่ีราคาถูกบางชนดิสําหรับการผลิต PHB ดวย 

 
5.1  การศกึษาผลของแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนทีม่ตีอการผลิต PHB 

 
ผลการวิจยัเมือ่เลี้ยง Bacillus sp.BA-019 ในอาหารสําหรับเลี้ยงกลาเชื้อ  พบวามีอัตราการ

เจริญเติบโตจําเพาะสงูสุดทีเ่วลา 6 ชั่วโมง  จึงเลือกใชกลาเชื้ออาย ุ6 ชั่วโมง  สาํหรบัเลี้ยงเชื้อ Bacillus 
sp.BA-019 ในอาหารเพื่อการผลิต PHB  

 
เมื่อเปรียบเทยีบการใชน้ําตาล 4 ชนิดเปนแหลงคารบอน ไดแก กลโูคส  แปงที่ผานการยอย  

ซูโครส   และ ฟรักโตส  พบวาการใชแปงที่ผานการยอยในการผลิต PHB โดย Bacillus sp. BA-019 
ไดปริมาณ PHB ใกลเคียงกับการใชน้ําตาลกลูโคสซึง่เปนแหลงคารบอนบริสุทธิ ์  คือได ปริมาณ PHB 
เทากับ 49.64 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง และ 49.69 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง ตามลําดับ 
และเมื่อเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิต PHB โดยใชภาวะทีเ่หมาะสมที่ไดจากงานวจิัยนี้ปริมาณ PHB ที่ไดเทากับ 
56.68 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง   แปงที่ผานการยอยดวยเอนไซมโดยสมบูรณแลวไดเปนน้าํตาล
กลูโคส ซึ่งเมือ่เปรียบเทียบกับกลูโคสบรสุิทธิ์แลวมีราคาถูกกวามาก   มีรายงานจากผูวิจยัหลายคณะ
ไดรายงานการใชแปงจากแหลงตางๆ ทั้งทีไ่มผานการยอยและที่ผานการยอยสําหรับเปนแหลง
คารบอนราคาถูกไดแก LilloและValera(1990) ศึกษาการผลิต PHB โดยเชื้อ Haloferax mediterranei  
ใชแปงเปนแหลงคารบอน พบวาสามารถผลิต PHB ไดเทากับ 60 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง       
Kim และChang(1995)ศึกษาการผลิต PHBโดยใชแปงมันที่ผานการยอยเปนแหลงคารบอนจากเชื้อ 
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Ralstonia eutropha  ดวยกระบวนการหมักแบบเฟดแบช  ไดความเขมขนของเซลล   ปริมาณ PHB 
และอัตราการผลิต PHB เทากับ  106 กรัมตอลิตร   58 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง   และ 1.03 
กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ตามลําดับ      Martinezและคณะ(1995)ศึกษาการผลิต PHBจากแปงโดยเชื้อ  
Azotobacter  chroococcum H23  พบวาสามารถผลิต PHB ไดในปริมาณ 74.2 เปอรเซ็นตตอ
น้ําหนกัเซลลแหง        Kim และChang(1998) ศึกษาการผลิต PHB จากแปงโดยเชื้อ  Azotobacter  
chroococcum  พบวาสามารถผลิต PHB ไดในปริมาณ 46  เปอรเซน็ตตอน้ําหนกัเซลลแหง         
Kim(2000)  ศึกษาการผลติ PHB จากสบัสเตรทที่ราคาถูก ไดแก แปง โดยกระบวนการหมักแบบแบช 
จากเชื้อ Azotobacter chroococcum สามารถผลิต PHB ไดเทากับ 73.9 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลล
แหง         Hassanและคณะ(2001) ศึกษาการผลิต PHA จากน้ําทิ้งโรงงานผลติแปงสาคูทีน่าํมาผาน
การยอยดวยเอนไซมโดยเชือ้ Rhodobacter  sphaeroides IFO12203  โดยไดผลผลิตของ PHA 
สูงสุดเทากับ 0.18-0.26 (g.g-1)       จากรายงานของ Choi และLee ในป 1997 และ 1999 ซึ่งกลาวไว
วาปจจยัที่สําคัญปจจัยหนึ่งที่มีผลตอตนทนุการผลิต PHB คือราคาของสับสเตรทที่นาํมาใชในการผลิต 
PHB ซึ่งแหลงคารบอนมีผลตอราคาสับสเตรทคิดเปนประมาณ 80 เปอรเซ็นตของราคาวัตถุดิบทัง้หมด  
จากการวิเคราะหตนทนุของการผลิต PHBของ  ChoiและLee(1999) พบวาถาเปลี่ยนแหลงคารบอน
จากกลโูคสเปนการใชแปงขาวโพดทีย่อยแลว   ราคาแหลงคารบอนถูกลงจากการใชกลูโคสซึ่งมรีาคา
เทากับ  0.5 ดอลลารสหรัฐตอกิโลกรัมเหลือเพียง 0.22 ดอลลารสหรัฐตอกิโลกรัม  ถาสามารถใชแหลง
คารบอนที่มีราคาถกูนาํมาผลิต PHB จะชวยใหตนทนุการผลิตลดลงไดมาก           ทั้งนี้ข้ึนอยูกับ
ความสามารถของจุลินทรียในการใชแหลงคารบอนราคาถูกดวยซึ่งความสามารถของจุลินทรียแตละ
ชนิดในการใชแหลงคารบอนมีความแตกตางกนั ในการทดลองนี้เลือกใชแปงมนัสําปะหลงัทีผ่านการ
ยอยเปนแหลงคารบอนราคาถูกในการผลิต PHB และขอดีของการเลือกใชแปงมนัสําปะหลงัเปนแหลง
คารบอนคือเปนวัตถุดิบที่หาไดงาย และมีปริมาณมากในประเทศไทย  ซึง่จัดเปนการนําผลผลิต
ทางการเกษตรมาเพิ่มมูลคาและเปนวัตถุดิบที่สามารถสรางขึ้นทดแทนไดใหม(renewable resource) 
ดังนัน้จึงเลือกใชแปงที่ผานการยอยเปนแหลงคารบอนสําหรับการศึกษาตอไป 

 
เมื่อพิจารณาถึงแหลงไนโตรเจน  เปรียบเทียบระหวางแอมโมเนยีมซัลเฟตและยูเรีย  สวนใหญ

มีรายงานวาเกลือแอมโมเนยีมเปนแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมสาํหรบัการผลิต PHB โดยเชื้อแบคทีเรีย
หลายชนิด  พบวาเมื่อเลี้ยง Bacillus sp. BA-019 ในอาหารเพื่อการผลิต PHB ที่มีแอมโมเนยีมซัลเฟต
เปนแหลงไนโตรเจน  เซลลสามารถเจริญเติบโตและผลิต PHB ไดดีกวาการใชยูเรียเปนแหลงไนโตรเจน
ไดปริมาณ PHB สูงสุดเทากับ 53.42 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง และเมื่อผลิต PHB ในภาวะที่
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เหมาะสมไดปริมาณ PHB เทากบั 56.68 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง             Beaulieuและคณะ
(1995)ศึกษาการผลิต PHB จากเชื้อ Ralstonia eutropha โดยใชเกลือแอมโมเนยีมทีอ่ยูในรูป
แอมโมเนยีมซลัเฟตเปนแหลงไนโตรเจน   พบวาเชื้อมีการเจริญเติบโตและมีการผลติ PHB ไดปริมาณ
สูงสุดเทากับ 48 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง     รัตนศิริ  มุทิตากุล(2538)รายงานการสรางและ
สะสม PHB ของ Bacillus sp. BA-019 พบวาเชื้อใชแอมโมเนยีมซลัเฟตเปนแหลงไนโตรเจนในการ
เจริญเติบโตและการผลิต PHB   ซึง่กลไกที่แหลงไนโตรเจนมีผลตอการสราง และสะสม  PHB ยังไม
ทราบแนชัด  

 
5.2  ผลของแรธาตุบางชนิด ไดแก แมกนีเซียม   แคลเซียม  และ แมงกานสี  ที่มีตอการผลิต 
PHB และการสรางสปอร 
 
      การศึกษาผลของแรธาตุตอการผลิต PHB โดยเชื้อ Bacillus sp. BA-019 พบวาเมื่อเลี้ยงเชื้อใน
อาหารเลี้ยงเชือ้ที่มีปริมาณแมกนีเซียมเทากับ 200 มิลลิกรัมตอลิตรใหปริมาณ PHB สูงที่สุด(56.48  
เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง)  เมื่อไมเติมแมกนีเซยีมในอาหารเลีย้งเชื้อเซลลมกีารเจริญเติบโตนอย
มากและผลิต PHB ไดปริมาณนอยมาก  สอดคลองกับงานวิจัยของรัตนศิริ มุทิตากุล(2538)ซึ่งรายงาน
วาในอาหารเลีย้งเชื้อที่ไมเตมิแมกนีเซยีมปริมาณ PHB มีปริมาณนอยที่สุด     แสดงวาแมกนีเซียมมี
ผลตอการเจริญเติบโตและการผลิต PHB       ผลของปริมาณแมกนีเซยีมตอการสรางสปอรโดย  
Bacillus sp. BA-019   เมื่อเพิ่มปริมาณแมกนีเซียมพบวาจาํนวนสปอรเพิ่มมากขึ้นและมีจํานวนสปอร 
มากที่สุดเมื่อมีปริมาณแมกนีเซียมเทากับ 400 มิลลิกรัมตอลิตรในอาหารเลี้ยงเชือ้    เนื่องจาก
แมกนีเซยีมเปนแรธาตุทีพ่บมากในโครงสรางชั้น core ของสปอร  เมือ่เพิ่มปริมาณแมกนีเซยีม  มีผลให
จํานวนสปอรเพิ่มมากขึ้นและยังมีผลตอเมแทบอลิซึมของสปอรและความทนทานตางๆ   การใช
อัตราสวนของแรธาตุที่พอเหมาะมีความสาํคัญตอสมบัติของสปอร(SlepeckyและFoster, 1959 ; 
AtrihและFoster, 2001) ความเขมขนของเกลือทีสู่งอาจจะสาํคญัตอจํานวนสปอร(Slepeckyและ
Foster, 1959)            
       
       ผลของแคลเซียมตอการผลิต PHB โดย Bacillus sp. BA-019 พบวาเมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณแคลเซียมเทากับ 20 มิลลิกรัมตอลิตรไดปริมาณ PHB สูงที่สุด(เทากับ  56.42 
เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง)        สวนจํานวนสปอรพบวาเมื่อเพิม่ปริมาณแคลเซียมเปน 2 เทา(40 
มิลลิกรัมตอลิตร )ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  พบจํานวนสปอรมากที่สุด( 12.1 x 103 CFU/ml.)     งานวิจัย
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ของ SlepeckyและFoster(1959)รายงานวาพบแคลเซยีมปริมาณมากในขั้นตอนการสรางสปอรของ 
Bacillus sp. เมื่อจํากัดปริมาณแคลเซียมมีผลใหจํานวนสปอรลดลงและความสามารถในการทนความ
รอนลดลง   นอกจากนี้ยงัพบวาแคลเซียมมีความเกี่ยวของกับการทนความรอนของสปอร   
 
 สวนผลของแมงกานีสตอการผลิต PHB โดย  Bacillus sp. BA-019 ในอาหารเลีย้งเชื้อที่เติม
แมงกานีสปริมาณ 0.08 มลิลิกรัมตอลิตรไดปริมาณ PHB สูงที่สุดเทากับ 56.68 เปอรเซ็นตตอน้าํหนัก
เซลลแหง      Grotheและคณะ(1999) รายงานวาการเติมแรธาตุในปริมาณที่เหมาะสม ทาํใหอัตรา
ผลิต PHB และผลผลิต PHB สูง   อยางไรก็ตามถาความเขมขนต่ําหรือสูงเกินไปจะทาํใหอัตราการ
ผลิต PHB ลดลง                      ผลของปรมิาณแมงกานสีตอการสรางสปอรเมื่อเติมแมงกานีสปริมาณ 
เทากับ 0.08 มิลลิกรัมตอลิตรในอาหารเลี้ยงเชื้อ พบจาํนวนสปอรเทากับ 7.1 x 103 CFU/ml.     และ
จํานวนสปอรเพิ่มมากขึ้นโดยมีจํานวนมากที่สุดเมื่อเพิ่มแมงกานีสในอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 2 เทา( 12.9 
x 103 CFU/ml.)    สปอรของแบคทีเรียสะสมแรธาตุเพือ่ความเสถยีรและทนความรอน(Slepeckyและ
Foster, 1959)  แคลเซียม (Ca2+)  แมงกานีส (Mn2+)  และแมกนีเซยีม(Mg2+) เปนแรธาตทุี่เปน
องคประกอบมากสุดและพบในชั้นของ core มากสุด(SlepeckyและFoster, 1959 ; AtrihและFoster, 
2002)       Foster(2001)ศึกษาการเติมแมงกานีสในอาหารที่ใชสรางสปอรมีผลคือทําใหผลผลิตของ
สปอร(spore yield)  เพิ่มมากขึ้น   เพิม่ความทนทาน   ความแข็งแรงของโครงสรางชัน้ cortex และ
เพิ่มการทนความรอน               แมงกานีสยังเกีย่วของกบัเมแทบอลิซมึของคารโบไฮเดรต และเอนไซม 
phosphoglycerate phosphomutase  ซึ่งตองการภาวะที่เหมาะสมสําหรับการสรางสปอรของ B. 
subtilis  B.cereus  และ   B.  megaterium   และแมงกานีสยังมีบทบาทในการแสดงออกของยนีและ
กิจกรรมของเอนไซมที่เกี่ยวของกบัการสงัเคราะหโครงสรางชั้น cortex ของสปอรดวย  
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5.3  การศึกษาผลของภาวะแวดลอม ไดแก อุณหภูมิ  ปริมาณอากาศ และ คาพเีอช  ที่มีตอ 
การผลิต PHB และการสรางสปอร 

 
อุณหภูมิของอาหารเลี้ยงเชื้อมีผลตอการผลิต PHB เชนเดียวกับผลติภัณฑอ่ืนๆ   เชื้อ

แบคทีเรียแตละสายพันธุจะมีความสามารถในการเจริญเติบโต และการผลิต PHB ไดดีที่อุณหภูมิ
ตางกนั   การวิจัยนี้พบวาทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส Bacillus sp. BA-019  ผลิต PHB ไดปริมาณ
สูงที่สุดเทากับ 53.42 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลล     การสังเคราะห PHB ซึ่งเปนกรดไขมันไมอ่ิมตัว 
เมื่ออุณหภูมิในการเลีย้งเชื้อเพิ่มข้ึน  ปริมาณไขมันที่ผลิตไดจะลดลง (Asselineau, 1966) ดังจะเหน็ได
จากปริมาณน้าํหนักเซลลแหงที่ลดลง   เมื่ออุณหภูมิเพิม่ข้ึนจาก 30 องศาเซลเซยีสเปน 40 องศา
เซลเซียส และ 45 องศาเซลเซียสที่เวลา 12 ชั่วโมงของการเลีย้งเชือ้และพบวาปริมาณ  PHB ลดลง
เหลือ 38.02 และ 18.11 เปอรเซ็นตตอน้าํหนักเซลลแหงตามลาํดับ     Borahและคณะ(2002)ศึกษา
ผลของสารอาหารและภาวะแวดลอมที่เหมาะสมตอการผลิต PHB จากเชื้อ Bacillus mycoides RLJ 
B-017 พบวาอุณหภูมิมีผลตอการผลิต PHB และอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดสําหรับการผลิต PHB คือ 
30 องศาเซลเซียส     ซึ่งรายงานการวิจยัตางๆทีก่ลาวสอดคลองกับงานวิจัยนี ้

จากการศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีตอการสรางสปอรของ Bacillus sp.BA-019  อุณหภูมิที่
ศึกษาคือ 25  30  40  และ  45 องศาเซลเซียส   พบวาเมื่ออุณหภูมิของอาหารเลี้ยงเชื้อเพิม่ข้ึนจาํนวน
สปอรลดลงและที่อุณหภูมิเทากบั 45 องศาเซลเซียสมจีํานวนสปอรนอยที่สุด( 0.19 x 103 CFU/ml.)        
โดยไดจํานวนสปอรมากที่สุดเมื่อเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิเทากับ  30 องศาเซลเซียส  (7x103  
CFU/ml.)ที่เวลา 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ  หลังจาก 24 ชั่วโมงจํานวนสปอรลดลงตามระยะเวลา
ของการเลี้ยงเชื้อ  ซึ่งอาจเนือ่งจากสปอรงอกและเจริญไปเปน vegetative cell     ผลการวิจยัเปนไปใน
แนวทางเดียวกับผลงานของ  Kofronova และคณะ(1994) ซึ่งรายงานถึงการเพิ่มอุณหภูมิในการเลี้ยง
เชื้อ Bacillus  megaterium สูงเทากับ 43.5 องศาเซลเซยีส มีผลยบัยั้งการสรางสปอรและเพิ่มปริมาณ
การผลิต PHB โดยเพิ่มจากเดิม 40.1 เปน 53  เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง      

 
การศึกษาผลของปริมาณอากาศที่มีตอการผลิต PHB พบวา Bacillus sp. BA-019 

เจริญเติบโตและผลิต PHB ไดปริมาณมากที่สุดเทากับ 53.81 เปอรเซ็นตตอน้าํหนักเซลลแหง  เมื่อ
เลี้ยงเชื้อโดยใชปริมาตรอาหารเทากับ 50 มิลลิลิตรตอขวดขนาด 250 มิลลิลิตร และความเรว็รอบของ
การเขยาเทากบั 200 รอบตอนาที  เมื่อเพิม่และลดปริมาตรอาหาร(ปริมาณอากาศนอยลงหรือมากขึ้น
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ตามลําดับ) ปริมาณ PHB ที่ผลิตไดลดลง(36.29 และ 30.00เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง
ตามลําดับ)   ทั้งนี้อาจเปนไปไดวาเมื่อมีอากาศปริมาณมากเกินไปหรือนอยเกนิไปไมเหมาะสมสาํหรับ
การผลิต PHB   เนื่องมาจากเมื่อปริมาตรอาหารเพิ่มข้ึนทําใหปริมาณอากาศในอาหารเลี้ยงเชื้อลดลง  
เชื้อสามารถใชอากาศในการเจริญและผลิต PHB ไดลดลงสอดคลองกับงานวิจัยของKim(2000)ศึกษา
การผลิต PHB จากเชื้อ   Azotobacter chroococcum  ในระดับขวดเขยาโดยแปรปริมาตรอาหาร
เทากับ  50 ถงึ 250 มิลลิลิตรตอขวดขนาด 500 มิลลิลิตร  เขยาที่ 100 รอบตอนาที   พบวาปรมิาณ
อากาศมีผลตอการเจริญเติบโตและการผลิตโดยได PHB ปริมาณสูงสุดเทากับ 74 เปอรเซ็นตตอ
น้ําหนกัเซลลแหงเมื่อเลี้ยงเชือ้ในอาหารปริมาตร 250 มิลลิลิตร      สุดา  สุภาชวนิสวัสด์ิ(2542) ศึกษา
การผลิต PHBV  โดยเชื้อ Bacillus sp. BA-019 พบวาเมือ่แปรปริมาตรอาหารเลี้ยงเชือ้เทากับ  25   50   
75 และ 100 มิลลิลิตร   ปริมาณ PHBV ไดสูงที่สุดเทากับ 44.23 เปอรเซ็นตตอน้าํหนักเซลลแหงเมื่อ
เลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 75 มิลลิลิตร   นอกจากนีก้ารที่จุลินทรียสามารถผลิต PHB ไดมาก
หรือนอยนั้น        สวนหนึ่งเปนผลมาจากชนิดของจลุินทรียบางชนิดตองการอากาศนอย  บางชนิด
ตองการอากาศมาก     จากการศึกษาผลของปริมาณอากาศตอการสรางสปอรของ Bacillus sp.BA-
019 พบวาเมือ่เลี้ยงเชื้อในภาวะที่มีอากาศปริมาณนอย(ปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อเพิ่มข้ึน)    ทาํให
จํานวนสปอรเพิ่มมากขึ้นโดยพบการสรางสปอรมากที่สดุในอาหารเลีย้งเชื้อปริมาตร 75 มิลลิลิตร ( 8 x 
103 CFU/ml.)  อาจเปนไปไดวาเนื่องจากเมื่อมีปริมาณอากาศนอยอาจมีผลใหเซลลสรางสปอรมากขึ้น
เพื่อความอยูรอดของเซลล 

 
การเลี้ยง  Bacillus sp. BA-019  โดยควบคุมคาพีเอชเทากบั 7.0 มีผลใหเซลลมี

ความสามารถในการเจริญเติบโตและการผลิต PHB ไดดีที่สุด ทัง้นี้อาจเปนไปไดวาในระหวางการ
เจริญเติบโตของเชื้อมีการสรางสารเมตาบอไลตจึงทําใหคาพเีอชเปลีย่นแปลงไป   ในการทดลองที่ไม
ควบคุมคาพีเอชพบวาอาหารเลี้ยงเชื้อมีภาวะเปนกรดมากขึ้น ซึง่เปนภาวะที่ไมเหมาะสมตอการเจริญ
และการผลิต PHB เนื่องจากคาพีเอชมีผลตอการทํางานของเอนไซม     ดังนัน้การควบคุมคาพีเอชให
คงที่ตลอดการเลี้ยงเชื้อที่คาพีเอชทีเ่หมาะสมเซลลจึงสามารถเจริญเตบิโตและผลิต PHB ไดปริมาณ
มาก      Nakata(1962) รายงานวาในระหวางการเลี้ยงเชื้อ  Bacillus cereus  เพื่อผลิต PHB ปริมาณ
ของ PHB ที่สรางขึ้นภายในเซลลข้ึนอยูกบัคาพีเอชของอาหารเลี้ยงเชือ้     Nakata(1963)รายงานผล
ของคาพีเอชตอการผลิต PHB ในการเลี้ยงเชื้อ Bacillus cereus  พบวาเซลลสะสม PHB ไดสูงที่สุด
เมื่อควบคุมคาพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากบั 6.2 ถึง 6.4       Suzukiและคณะ(1986) ศึกษาการ
ผลิต PHB โดยเชื้อ Pseudomonas sp. K พบวาคาพีเอชที่เหมาะสมตอการผลิต PHB เทากบั 7.0  ทัง้



 118

ในการศึกษาระดับขวดเขยาและระดับถังหมัก      Grotheและคณะ(1999)รายงานผลของพีเอชเริม่ตน
ตอการเจริญเติบโตและการผลิต PHB พบวาถาคาพีเอชเปลี่ยนแปลงไปเพียงเล็กนอย  มีผลทาํใหการ
เจริญของเชื้อลดลง     ทั้งนี้อาจเนื่องมากจากคาพีเอชบางคามีผลตอการนําแรธาตุบางตัวไปใชเพื่อ
กิจกรรมตางๆภายในเซลล                   เมื่อพิจารณาถงึผลของคาพีเอชตอการสรางสปอรของ 
Bacillus sp. BA-019 พบวาคาพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อมีผลตอการสรางสปอร โดยจํานวนสปอรจะ
มากที่สุดเมื่อคาพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 8.0 ( 21 x 103 CFU/ml.)สอดคลองกับการศึกษา
กราฟการเจรญิของแบคทีเรียสายพันธุ Bacillus ในถังหมักพบวาเมื่อคาพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อ
สูงขึ้นจะพบจาํนวนสปอรเพิม่มากขึน้โดยพบจํานวนสปอรสูงสุดที่คาพีเอชมากกวา8.0 
(www.accessexcellence.org/AE/ 
AEPC/Wards/e3ferm/Measurement.html) 
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สรุปผลงานวิจัย 
 

1. Bacillus sp. BA-019 สามารถผลิต PHB ไดโดยใชแหลงคารบอนราคาถกู คือ     แปงที ่
ผานการยอยโดยความเขมขนที่ใชคือ ความเขมขนของน้าํตาลรวมเทากับ 15 กรัมตอลิตร  สามารถ
ผลิต PHB ไดเทากบั  49.64 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง  

2. แหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิต PHB คือ แอมโมเนยีมซัลเฟตโดยเมื่อใชปริมาณ 
แอมโมเนยีมซลัเฟตเทากับ 3 กรัมตอลิตร   Bacillus sp. BA-019 ผลิต PHB ไดสูงสุดเทากับ 53.42 
เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง 
  3. ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มปีริมาณแมกนีเซียมเทากบั 200 มิลลิกรัมตอลิตร(ชุดควบคุม) 
Bacillus sp. BA-019  ผลิต PHB ไดสูงสุดเทากับ 56.48 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง และมจีํานวน
สปอรเทากับ 7 x 103 CFU/ml.    ในชุดการทดลองที่ไมเติมแมกนีเซยีมในอาหารเลีย้งเชื้อพบวาเซลลมี
ปริมาณนอยมากทาํใหไมสามารถวิเคราะหปริมาณ PHB ได และที่ภาวะนี้ไดจํานวนสปอรนอยที่สุด
เทากับ 2.1 x 103 CFU/ml. 

3. ผลของแคลเซียมตอการผลิต PHB และการสรางสปอร       พบวา Bacillus sp. BA-019 
ผลิต PHBสูงที่สุดเทากับ 56.42 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณ
แคลเซียมเทากับ 20 มิลลิกรัมตอลิตร(ชุดควบคุม)  และไดจํานวนสปอรเทากับ 7.6  x 103 CFU/ml.  
เชื้อผลิต PHB ไดปริมาณต่ําที่สุดเทากับ 29.31 เปอรเซน็ตตอน้ําหนกัเซลลแหงในชดุการทดลองที่เติม
แคลเซียมในอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 2 เทา  และไดจํานวนสปอรนอยที่สุดเทากับ 1.9 x 103 CFU/ml.ใน
อาหารเลี้ยงเชือ้ที่ไมเติมแคลเซียม 

5. เมื่อเลี้ยงเชื้อ Bacillus sp. BA-019 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติมแมงกานสีปริมาณเทากับ 
0.08 มิลลิกรัมตอลิตรพบวาไดปริมาณ PHB สูงที่สุดเทากับ 56.68 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง   
และมีจํานวนสปอรเทากับ 7.1 x 103 CFU/ml. ในการทดลองที่ไมเติมแมงกานสีในอาหารเลีย้งเชื้อ
พบวาไดปริมาณ PHB ต่ําทีสุ่ดเทากับ 47.04 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง   และไดจํานวนสปอร
นอยที่สุดเทากับ 5.6 x 103 CFU/ml. 
  6. พบวาอุณหภูมิในการเลีย้งเชื้อเปนปจจัยหนึ่งมีผลตอการผลิต PHB และการสรางสปอร 
ของ Bacillus sp. BA-019 โดยอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนอุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิต PHB 
ไดปริมาณ PHB มากที่สุดเทากบั  53.42 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหงและมีจาํนวนสปอรเทากับ 7 
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x 103 CFU/ml.   ที่อุณหภูมิ  45 องศาเซลเซียสมีการผลิต PHB ไดปริมาณต่ําสุด( 18.11 เปอรเซ็นตตอ
น้ําหนกัเซลลแหง) และไดจาํนวนสปอรนอยที่สุดคือ 0.19 x 103 CFU/ml.  
  7.   ปริมาณอากาศมีผลตอการผลิต PHB และการสรางสปอร          เมื่อเลีย้งเชื้อในภาวะที่ม ี
ปริมาณอากาศมากนอยตางกนัโดยการใชปริมาตรอาหาร และความเร็วรอบของการเขยาตางๆกนั   
            เมื่อใชปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อเทากบั 50 มิลลิลิตร  Bacillus sp. BA-019 ผลิต PHB ได
สูงสุดเทากับ 53.81 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง และมีจํานวนสปอรเทากับ 7 x 103 CFU/ml.    
เมื่อใชปริมาตรอาหารเลีย้งเชื้อเทากับ 25 มิลลิลิตรมีการผลิต PHB ไดปริมาณต่ําที่สุดเทากับ 30.00 
เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง และไดจํานวนสปอรนอยที่สุดคือ 6 x 103 CFU/ml. 
 เมื่อเลี้ยง Bacillus sp. BA-019  ในอาหารเลี้ยงเชื้อโดยใหความเร็วรอบของการเขยา
เทากับ  200 รอบตอนาท ี  พบวาไดปริมาณ PHB สูงทีสุ่ดเทากับ 53.81 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลล
แหงและมีจาํนวนสปอรเทากับ 7 x 103 CFU/ml.       และมกีารผลิต PHB ไดปริมาณต่ําที่สุดเทากับ 
32.69  เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหงเมือ่เลี้ยงเชื้อโดยใชความเร็วรอบของการเขยาเทากับ 100 รอบ
ตอนาทีและจาํนวนสปอรเพิม่ข้ึนเทากับ 7.2 x 103 CFU/ml.  

8.  เมื่อควบคมุคาพีเอชทีเ่หมาะสมสําหรับการผลิต PHB คือที่คาพีเอชเทากับ 7.0 ไดปริมาณ 
PHB สูงที่สุดเทากับ  54.65  เปอรเซน็ตตอน้ําหนกัเซลลแหงและมีจํานวนสปอรเทากับ 18 x 103 
CFU/ml.   ทีค่าพีเอชเทากบั  5.0 เชื้อมปีริมาณนอยมากทาํใหไมสามารถวิเคราะหปริมาณ PHB ได 
และที่คาพีเอชนี้เชื้อสรางสปอรนอยที่สุดเทากับ  8 x 103 CFU/ml 
   

ขอเสนอแนะ 
 
 ในภาวะที่มกีารผลิต PHB สูงพบวาน้ําตาลลดลงมาก  เพื่อใหมกีารผลิต PHB ไดเพิ่มข้ึนตอไป 
ควรมีการศึกษาการเติมแหลงคารบอน 



รายการอางอิง 
 
ภาษาไทย 
 
รัตนศิริ   มุทิตากุล .2538.การผลิตพอลิบีตาไฮดรอกซีบิวทิเรต  โดยแบคทีเรียสายพันธุ Bacillus  
            sp. BA-019ที่แยกได. วิทยานิพนธ  ปริญญามหาบัณฑิต  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 
ศศิพร  โกมลเกษรักษ.2545.การผลิตและการศึกษาลักษณะสมบัติของเทอรพอลิเมอร พอลิ(3- 

ไฮดรอกซีบิวทิเรต- โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต-โค-4-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) จาก Bacillus sp.  
BA-019. วิทยานิพนธ  ปริญญามหาบัณฑิต  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 

สุดา   สุภาชวินสวัสด์ิ .2542.ผลของซับสเตรทตอสัดสวนของ 3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต ในพอลิ(3- 
ไฮดรอกซีบิวทิเรต- โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต)ซึ่งผลิตจาก Bacillus sp. BA-019. วิทยา  
นิพนธ  ปริญญามหาบัณฑิต  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 

อติพล   บุญเรืองถาวร .2543.การผลิตพอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต)โดยการเลี้ยงเชื้อ Bacillus 
sp.BA-019 แบบปอนเปนงวด 2 ขั้นตอน ภายใตการจํากัดปริมาณไนโตรเจน.วิทยา 
นิพนธปริญญามหาบัณฑิต  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 
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ภาคผนวก  ก 
 

  การเตรียมสารที่ใชในงานวิจัย 
 
1.  การเตรียมสารละลายเอนไซมอินเวอรเทส(invertase) 

1.1 สารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร  เตรียมจากการละลายโซเดียมอะซิเตตปริมาณ 9.10 กรัม  
ในน้ํากลั่น 800 มิลลิลิตร  เติมกรดอะซิติก 1.9 มิลลิลิตร  ปรับพีเอชเปน 4.5 ปรับปริมาตรใหเปน 1 
ลิตรดวยน้ํากลั่น 

1.2 สารละลายเอนไซมอินเวอรเทส  เตรียมจากการละลายเอนไซมอินเวอรเทสปริมาณ 0.15 
กรัม ในสารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร 100 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากันแลวกรองดวยกระดาษกรองเบอร 1 
 
2.  การเตรียมสารละลายเอนไซมยูเรียเอส(urease) 

 2.1สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเตรียมจากการละลายโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตไดไฮ
เดรตปริมาณ 3.28 กรัม และไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตปริมาณ 0.57 กรัม  ในน้ํากลั่น 200 
มิลลิลิตร ปรับพีเอชเปน 6.1 ปรับปริมาตรใหเปน 250 มิลลิลิตร 

 2.2  สารละลายเอนไซมยูเรียเอส เตรียมจาการละลายเอนไซมยูเรียเอสปริมาณ 1.75 กรัม ใน
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 250 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวกรองดวยกระดาษกรองเบอร 1 
 
3.  การเตรียมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (DNSA reagent) 

สารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก  เตรียมจากสารละลายกรดไนโตรซาลิไซลิกปริมาณ 1.0 
กรัมในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 2 โมลารปริมาตร 20 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากันแลวเติมน้ํากลั่น
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เติมโปแตสเซียมโซเดียมตารเตรต  30 กรัม ปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร 
เก็บไวในขวดสีชา 

 
4.  การเตรียมสารละลายที่ใชในการวิเคราะหปริมาณแอมโมเนียม 

4.1  สารละลายโปแตสเซียมคลอไรดความเขมขน 2 โมลาร  เตรียมจากการละลายโป 
แตสเซียมคลอไรดปริมาณ 150 กรัมในน้ํากลั่นปลอดประจุ 800 มิลลิลิตร   ปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร
ดวยน้ํากลั่นปลอดประจุ 
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4.2  สารละลายฟนอลไนโตรพัสซายด  เตรียมจากสารละลายฟนอล 7 กรัม  และโซเดียมไน
โตรพัสซายด  ปริมาณ 34 มิลลิกรัม ในน้ํากลั่นปลอดประจุ 80 มิลลิลิตร  ปรับปริมาตรใหเปน 100 
มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่นปลอดประจุ เก็บไวในขวดสีชา เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

4.3  สารละลายบัฟเฟอรไฮโปคลอไรด  เตียมจากสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 1.48 กรัม 
ในน้ํากลั่นปลอดประจุ 70 มิลลิลิตร  เติมโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 4.98 กรัม และสารละลายโซเดียม
ไฮโปคลอไรด(คลอรอกซ 5-5.25) ปริมาตร 20  มิลลิลิตร  ปรับพีเอชใหอยูในชวง 11.4-12.2  ดวย
โซเดียมไฮดรอกไซด 1 นอรมอล ปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่นปลอดประจุ 

4.4  สารละลาย EDTA เตรียมจากการละลาย EDTA ไดโซเดียมซอลทปริมาณ 6 กรัม  ในน้ํา
กลั่นปลอดประจุ 80 มิลลิลิตร  ปรับพีเอชใหเปน 7  ปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น
ปลอดประจุ 
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ภาคผนวก  ข 

 
สูตรคํานวณ 

  
1.  การคํานวณน้ําหนักเซลลแหง 
        สูตร   น้ําหนักเซลลแหง ( กรัมตอลิตร)  =  น้ําหนักถวยที่มีเซลล –น้ําหนักถวยเปลา x 1000 
                                                                                                   10 
2.  การคํานวณ PHB จากการวิเคราะหดวยวิธีกาซโครมาโตกราฟฟ 
     การคํานวณปริมาณ PHB (กรัมตอลิตรตอเซลลแหง 10 มิลลิกรัม) ทําการประมวลผลโดยใช
โปรแกรมสําเร็จรูป star chromatogram: version 4.02 ซ่ึงจะคํานวณปริมาณ PHB เปรียบเทียบกับ
สารมาตรฐานที่ทําการวิเคราะหในสภาวะเดียวกัน 
     การคํานวณปริมาณ PHB (กรัมตอลิตร) 
         สูตร    ปริมาณ PHB = คาจากการวิเคราะห (กรัมตอลิตร) x น้ําหนักเซลลแหง (กรัมตอลิตร)  
                                                                             10(ปริมาณเซลลที่ช่ังได) 
3.  การคํานวณปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
 สูตร    ปริมาณน้ําตาลรีดิวซิ่ง(กรัมตอลิตร) = OD540 x ความชัน x คาการเจือจาง 
 
4. การคํานวณปริมาณน้ําตาลกลูโคส(วิเคราะหดวยHPLC) 
         สูตร    ปริมาณน้ําตาลกลูโคส(กรัมตอลิตร) = ratio x( 1 /ความชัน ) x คาการเจือจาง 
                                                                                                                          
5.   การหาปริมาณแอมโมเนียม-ไนโตรเจนและยูเรียในน้ําหมัก 
       สูตร    ปริมาณยูเรีย (กรัมตอลิตร)  =  OD636 x ความชัน x คาการเจือจาง x  60  x 10-3     
                                                                                                                        28 
                  ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต  =  OD636 x ความชัน x คาการเจือจาง x   132  x 10-3     
                                                                                                                           28 
                 หมายเหตุ   132   คือ  น้ําหนักโมเลกุลของแอมโมเนียมซัลเฟต 
                                    60    คือ  น้ําหนักโมเลกุลของยูเรีย 

28 คือ  น้ําหนักโมเลกุลของธาตุไนโตรเจนไนแอมโมเนียมซัลเฟตและยูเรีย 
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6.   การหาปริมาณยูเรียในน้ําหมัก 
     ปริมาณยูเรีย (กรัมตอลิตร)  =  คาศักยไฟฟา(มิลลิโวลท) x ความชัน x คาการเจือจาง 
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ภาคผนวก  ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
1.  กราฟมาตรฐานของน้ําตาลรีดิวซ่ิง 

y = 1.454x
R2 = 0.9995
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          กราฟมาตรฐานของน้ําตาลรีดิวซิ่งในชวงความเขมขน 0-1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
          ความชันเทากับ  1.454 
 
2.  กราฟมาตรฐานของน้ําตาลกลูโคสวิเคราะหโดย HPLC 

y = 0.1032x
R2 = 0.9972
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           กราฟมาตรฐานของน้ําตาลกลูโคสในชวงความเขมขน 10-50 กรัมตอมิลลิลิตร                  
           ความชันเทากับ 0.103 
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3.  กราฟมาตรฐานของยูเรีย 
 

 
 

  กราฟมาตรฐานของยูเรียในชวงความเขมขน 0-2.5  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ความชัน 
  เทากับ 4.26        

 
 
4.  กราฟมาตรฐานของแอมโมเนียม-ไนโตรเจน 
 

 
 

กราฟมาตรฐานของแอมโมเนียม-ไนโตรเจน ในชวงความเขมขน 0-2.5  ไมโครกรัม                 
            ตอมิลลิลิตร  ความชันเทากับ 3.98    
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5.  กราฟมาตรฐานของยูเรีย(โดยแอมโมเนียมอิเล็กโทรด) 
 

 
 

กราฟมาตรฐานของยูเรียในชวงความเขมขน 0-2.5  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  ความชันเทา
กับ  113.57         

 
 
6.  กราฟมาตรฐานของโมโนเมอร 3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต(3HB) 

 

y = 0.1675x - 0.1667
R2 = 0.9999

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0 2 4
Amout / Amt.Std.

Pea
k S

ize
 / P

S S
td

 
กราฟมาตรฐานของโมโนเมอร 3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต ในชวงความเขมขน 0-6 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร  ความชันเทากับ 0.17    
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ตัวอยางโครมาโตแกรม 
 

 
 
 

 
-  ที่ retention time  3.56 คือ glucose standard 
-  ที่ retention time  5.99 คือ internal  standard 

          
 

โครมาโตแกรมของน้ําตาลกลูโคส  ความเขมขน   25  กรัมตอมิลลิลิตร  ซ่ึงวิเคราะหดวย HPLC 
 
 
 

 
 

 
 
      -  ที่ retention time  3.56 คือ glucose standard 
        -   ที่ retention time  5.99 คือ internal  standard 
 
 
   โครมาโตแกรมของแปงที่ผานการยอย  ซ่ึงวิเคราะหดวย HPLC 
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ตัวอยางโครมาโตแกรม 
 

 

 
 

 
โครมาโตแกรมสารมาตรฐาน 3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต(3HB) ซ่ึงวิเคราะหดวย GC 

 
 

                      
 
 

ตัวอยางโครมาโตแกรมของ PHB จาก  Bacillus sp. BA-019 ซ่ึงวิเคราะหดวย GC 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นายสุปริญญา  สุขผลพลา  เกิดวันที่ 9 กันยายน พ.ศ. 2520 ที่จังหวัดนครปฐม  สําเร็จการ
ศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต  สาขาวิชาจุลชีววิทยา ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร   
มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ  ประสานมิตร ปการศึกษา 2541 จากนั้นเขาทํางานที่ภาควิชาชีววิทยา 
คณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี  สถาบันราชภัฏสวนสุนันทา และไดเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยา
ระดับบัณฑิตศึกษา หลักสูตรจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม  คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2543 
 

 
 
 
 
 
 


	ปกภาษาไทย
	ปกภาษาอังกฤษ
	หน้าอนุมัติ
	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	บทที่ 1 บทนำ
	บทที่ 2 วารสารปริทัศน์
	บทที่ 3 อุปกรณ์และวิธีดำเนินการวิจัย
	บทที่ 4 ผลการวิจัย
	บทที่ 5 สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง
	รายการอ้างอิง
	ภาคผนวก
	ประวัติผู้เขียน



