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จักรพรรดิ สุวรรณกูฏ : การผลิตพลาสติกชีวภาพชนิดพอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3-ไฮดรอกซี
วาเลอเรต ) ที่มีสัดส่วนโดยโมลของ  3-ไฮดรอกซีวาเลอเรตที่ เหมาะสม  จาก  Bacillus 
megaterium P-12   ด้วยการเลี้ยงแบบเฟด-แบตช์สองขั้นตอน (PRODUCTION OF POLY (3-
HYDROXYBUTYRATE-co-3-HYDROXYVALERATE),THE BIODEGRADABLE PLASTIC WITH 
SUITABLE 3HV MOLE FRACTION BY Bacillus megaterium P-12 IN TWO STAGE FED-
BATCH CULTIVATION) อ .ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก : ศ . ดร .ส่งศรี กุลปรีชา , อ .ที่ปรึกษา
วิทยานิพนธ์ร่วม: ผศ. ดร.ณัฏฐา ทองจุล, 117 หน้า. 

พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต) หรือ PHBV เป็นโคพอลิเมอร์ที่มีการ
สังเคราะห์และสะสมภายในเซลล์ของจุลินทรีย์หลายชนิดเพื่อใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงาน  
จัดเป็นพอลิเมอร์ที่มีความเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม  เนื่องด้วยสมบัติที่สามารถถูกย่อยสลายได้ใน
ธรรมชาติ  งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV โดยการเลี้ยง Bacillus megaterium P-
12  แบบเฟด-แบตช์สองขั้นตอนในถังหมักขนาด 5 ลิตร  ได้พบว่าความเข้มข้นเริ่มต้นของน้้าตาลใน
กากน้้าตาลเท่ากับ 60 กรัมต่อลิตร  มีความเหมาะสมต่อการเจริญและการสังเคราะห์ P(3HB) ได้ความ
เข้มข้นของเซลล์เท่ากับ 27.52 กรัมต่อลิตร และความเข้มข้นของ P(3HB) เท่ากับ 5.04 กรัมต่อลิตร  คิดเป็น 
23.71% โดยน้้าหนักเซลล์แห้ง ณ ชั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ มีสัมประสิทธิ์ปริมาณเซลล์ต่อสับสเตรตที่ถูก
ใช้ไปสูงสุดเท่ากับ 0.69    ในการเลี้ยงเชื้อแบบเฟด-แบตช์ขั้นตอนแรก การเติมกากน้้าตาลความเข้มข้น 60 
กรัมต่อลิตร และยูเรีย 6 กรัมต่อลิตร  ณ ชั่วโมงที่ 6 ของการเลี้ยงเชื้อ ได้ความเข้มข้นของเซลล์เท่ากับ 
28.02 กรัมต่อลิตร และความเข้มข้นของ P(3HB) เท่ากับ 7.30 กรัมต่อลิตร  คิดเป็น 26.27% โดยน้้าหนัก
เซลล์แห้ง    ในการเลี้ยงเชื้อแบบเฟด-แบตช์ขั้นตอนที่สอง การผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV ถูกกระตุ้นด้วยการ
เติมแหล่งคาร์บอนผสมระหว่างกากน้้าตาลและโซเดียมโพรพิโอเนตในอัตราส่วน  60 กรัมต่อลิตร ต่อ 10 
กรัม  ณ ชั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ พบว่าได้ความเข้มข้นของเซลล์สูงขึ้นเป็น 30.88 กรัมต่อลิตร และ
ความเข้มข้นของ PHBV สูงขึ้นเป็น 9.44 กรัมต่อลิตร หรือคิดเป็นปริมาณ PHBV เท่ากับ 30.56% โดย
น้้าหนักเซลล์แห้ง มีสัดส่วนของมอนอเมอร์ 3HV เท่ากับ 21.67 โมลเปอร์เซ็นต์   
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JAKKAPAT SUWANNAKOOT: PRODUCTION OF POLY (3-HYDROXYBUTYRATE-co-
3-HYDROXYVALERATE),THE BIODEGRADABLE PLASTIC WITH SUITABLE 3HV 
MOLE FRACTION BY Bacillus megaterium P-12 IN TWO STAGE FED-BATCH 
CULTIVATION. ADVISOR: PROF. SONGSRI KULPREECHA, D.Eng., CO-ADVISOR: 
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Poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) or P(3HB-co-3HV) or PHBV is an 
intracellular storage material which is accumulated in many microorganisms as carbon 
and energy storage. It is considered as an environment-friendly material because of its 
biodegradable properties. This work aimed to study the production of PHBV by two 
step fed-batch cultivation. The effect of initial total sugar concentration in sugarcane 
molasses (40, 50, 60 and 70 g/l) on cell growth and P(3HB) production by Bacillus 
megaterium P-12 were investigated in a 5 liter fermenter. The result revealed that the 
initial total sugar concentration of 60 g/l was best suited for growth and P(3HB) 
production resulting in high cell concentration of 27.52 g/l and 5.04 g/l of P(3HB) 
(equivalent to 23.71% of P(3HB) content) at 9 h  cultivation. At this initial sugar 
concentration, the highest biomass yield of 0.69 was obtained. This inferred to the high 
efficiency of substrate consumption. The first step of fed-batch cultivation, feeding 
of molasses (60 g/l) and urea (6 g/l) at 6 h of cultivation was suitable for growth and 
P(3HB) production which 28.02 g/l of DCW and 7.30 g/l of P(3HB) (26.27% content) 
were investigated. PHBV production was induced by the second step of fed-batch 
cultivation, sugarcane molasses (60 g/l)  and sodium propionate (10 g) were fed at 9 h 
of cultivation. The result show that 30.88 g/l of DCW and 9.44 g/l of PHBV were 
obtained (equivalent to 30.56% of PHBV content) with 21.69 % of 3HV mole fraction. 
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บทที่ 1 

บทน า 

ปัจจุบันอุตสาหกรรมพลาสติกมีการเติบโตเป็นอย่างมาก เนื่องจากความต้องการใช้ที่เพิ่ม
สูงขึ้น เพราะพลาสติกเกี่ยวข้องกับชีวิตประจ้าวันของมนุษย์ในหลายๆด้าน เช่น  บรรจุภัณฑ์ ยานยนต์ 
เครื่องใช้ไฟฟ้า เกษตรกรรม และอื่นๆ   โดยพลาสติกดังกล่าวมีสมบัติที่ดีกว่าวัสดุอื่น คือ แข็งแรง  มี
น้้าหนักเบา สีสันสวยงาม และสามารถขึ้นรูปให้มีลักษณะตามที่ต้องการได้  แต่พลาสติกเหล่านี้ได้มา
จากอุตสาหกรรมปิโตรเคมี ไม่สามารถถูกย่อยสลายได้โดยธรรมชาติ  ท้าให้เกิดการสะสมและเป็น
มลพิษต่อสิ่งแวดล้อม    ถึงแม้จะมีการจัดการพลาสติกเหล่านี้โดยหลายวิธี เช่น เผา หรือฝังกลบ  แต่
อย่างไรก็ตาม วิธีการดังกล่าวก็ยังคงเกิดผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม  หรือแม้กระทั่งแนวทางการบริหาร
จัดการมลพิษรูปแบบใหม่ที่เน้นการส่งเสริมและอนุรักษ์ไว้ซึ่งทรัพยากรธรรมชาติโดยมีการประยุกต์
หลักการด้าน 3Rs (Reduce Reuse Recycle) ที่เป็นการลด คัดแยก และน้าขยะพลาสติกกลับมาใช้
ใหม่ ซึ่งถึงแม้จะเป็นนโยบายที่ได้รับการตอบรับดี  แต่ขยะพลาสติกดังกล่าวก็ยังคงสะสมและ
หมุนเวียนในระบบ   วิธีการดังกล่าวจึงยังเป็นวิธีที่ไม่แก้ปัญหาที่จุดเริ่มต้น   ดังนั้น แนวทางหนึ่งใน
การจัดการกับปัญหามลพิษจากพลาสติกสังเคราะห์ คือ การใช้พลาสติกหรือพอลิเมอร์ชีวภาพที่
สามารถถูกย่อยสลายได้ในธรรมชาติ  เช่น พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (polyhydroxyalkanoates) 
หรือ  PHAs   โพลีแลคไทด์  (polylactides)    โพลีแซคคาไรด์  (polysaccharides)  เป็นต้น 
(Patwardhan และ Srivastava, 2004)  ซึ่งมีความส้าคัญและมีความน่าสนใจในการศึกษาวิจัยเพื่อ
เป็นแนวทางในการน้ามาใช้ทดแทนพลาสติกสังเคราะห์จากอุตสาหกรรมปิโตรเคมีและลดผลกระทบที่
เกิดขึ้นกับสิ่งแวดล้อมได้ 
 PHAs  เป็นพอลิ เอสเทอร์สายตรง ประกอบด้วยหน่วยย่อยของกรด 3-ไฮดรอกซี   
(3-hydroxy acid)  สังเคราะห์ขึ้นเพื่อใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงาน อยู่ในรูปแกรนูล 
(granule) ที่ไม่ละลายน้้าภายในไซโทพลาสซึมของเซลล์จุลินทรีย์  (Phillip, 2007)  โดยมีบทบาท
เช่นเดียวกับไขมันที่สะสมในมนุษย์และแป้งที่สะสมในพืช (Patwardhan และ Srivastava, 2004)   
ซึ่งภาวะที่มีการสังเคราะห์ คือ มีแหล่งคาร์บอนมากเกินพอ (excess carbon) และมีการจ้ากัด
สารอาหารบางชนิดหรือภาวะขาดสมดุลของสารอาหาร (unbalanced growth condition) เช่น 
ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส แมกนีเซียม และออกซิเจน เป็นต้น   ซึ่งจุลินทรีย์บางสายพันธุ์สามารถ
สังเคราะห์ PHAs ได้มากถึง  90% ของน้้าหนักเซลล์แห้ง (Madison และ Huisman, 1999;  zarei 
และคณะ, 2013) โดยความแตกต่างขององค์ประกอบและโครงสร้างของ PHAs ขึ้นอยู่กับชนิดของ
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จุลินทรีย์  องค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อและภาวะการเพาะเลี้ยง (Cuellar และคณะ, 2011)   
PHAs  มีสมบัติที่ส้าคัญ คือ สามารถถูกย่อยสลายได้อย่างสมบูรณ์ในธรรมชาติ ได้เป็น  น้้า 
คาร์บอนไดออกไซด์ และกรดคาร์บอกซิลิก  (Lee, 1996)  ซึ่งไม่เป็นมลพิษต่อสิ่งแวดล้อม    ด้วย
สมบัติส้าคัญที่สามารถถูกย่อยสลายทางชีวภาพ (biodegradability) และสมบัติที่เข้ากันได้ทาง
ชีวภาพ (biocompatibility)   ท้าให้สามารถน้า PHAs ไปใช้ประโยชน์ได้หลากหลาย เช่น ทาง
การเกษตร ทางอุตสาหกรรม และทางการแพทย์  เป็นต้น (Bonartsev และคณะ, 2007)  นอกจากนี้
สมบัติอื่นๆบางประการของ PHAs ที่มีความใกล้เคียงกับพลาสติกสังเคราะห์จากปิโตรเคมีซึ่งเป็นเทอร์
โมพลาสติกที่สามารถขึ้นรูปใหม่ได้  เช่น  พอลิพรอพิลีน (polypropylene  หรือ PP)  พอลิเอทิลีน 
(polyethylene หรือ PE) (Ashby และคณะ, 2012)  จึงท้าให้ PHAs มีความน่าสนใจในการน้ามาใช้
งาน และมีการศึกษาอย่างกว้างขวาง    PHAs ชนิดแรกที่มีการศึกษา  คือ  พอล(ิ3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) 
หรือ poly(3-hydroxybutyrate) หรือ P(3HB) เป็นโฮโมพอลิเมอร์ที่ประกอบด้วยมอนอเมอร์ของ  
3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต (3HB)   ถูกค้นพบโดย Lemoigne ในปี ค.ศ. 1927 (Philip และคณะ, 2007)  
ซึ่งต่อมาเป็นที่รู้จักและมีการผลิตในระดับอุตสาหกรรม  แต่อย่างไรก็ตาม P(3HB) ยังมีข้อด้อย เนื่อง
ด้วยสมบัติทางกายภาพและเชิงกลหลายประการ  โดยมีอุณหภูมิกลาสทรานซิชัน (glass transition 
temperature หรือ Tg) เท่ากับ 4 องศาเซลเซียส   อุณหภูมิหลอมเหลว (melting temperature 
หรือ Tm) เท่ากับ 180 องศาเซลเซียส   ค่ายังส์โมดูลัส (Young’s Modulus) เท่ากับ 3.5 GPa    ค่า
ต้านแรงดึง (tensile strength) เท่ากับ 43 MPa   เปอร์เซ็นต์การยืด (% elongation to break) 
เท่ากับ 5 เปอร์เซ็นต์  และระดับความเป็นผลึก (degree of crystalinity) สูง ประมาณ 55-80 
เปอร์เซ็นต์   ท้าให้ P(3HB) มีลักษณะแข็ง (stiffness) และเปราะ (brittleness) (Sudesh และคณะ, 
2000)  จึงมีข้อจ้ากัดในการประยุกต์ใช้กับผลิตภัณฑ์บางชนิดที่ต้องมีความยืดหยุ่น  ดังนั้น จึงมีการ
พัฒนาและปรับปรุงสมบัติของพอลิเมอร์ให้ดีขึ้น เช่น การพัฒนากระบวนการผลิตโดยเพิ่ม
กระบวนการหลอมละลาย (annealing) ซึ่งท้าให้มีค่าการทนต่อแรงดึง (tensile strength) เพิ่มมาก
ขึ้น  (Tanaka และคณะ, 2006) และอีกวิธีที่มีการศึกษาวิจัยและพัฒนาในปัจจุบัน คือ การสังเคราะห์
โคพอลิเมอร์ โดยเป็นการสังเคราะห์มอนอเมอร์ของ 3HB ร่วมกับมอนอเมอร์ชนิดอื่น    ซึ่งสมบัติของ
โคพอลิเมอร์ที่ผลิตได้นั้นจะขึ้นกับสัดส่วนของมอนอเมอร์ชนิดที่เป็นองค์ประกอบ (Rai และคณะ, 
2011) 

พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต)  หรือ P(3HB-co-3HV)  หรือ PHBV 
เป็นโคพอลิเมอร์ชนิดที่มีการศึกษาอย่างกว้างขวาง   ประกอบด้วยมอนอเมอร์ของ 3-ไฮดรอกซี 
บิวทิเรต (3HB) เชื่อมต่อกับมอนอเมอร์ของ 3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต (3HV)  จุลินทรีย์จะสังเคราะห์ 
PHBV ขึ้นเมื่อมีการเติมโคสับสเตรต (co-substrate) หรือแหล่งคาร์บอนที่ให้มอนอเมอร์ 3HV 
(carbon generating 3HV monomer)  ที่เหมาะสม เช่น   กรดวาเลอริค   3-ไฮดรอกซีวาเลอโร 
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ไนไตรล์  กรดลีวูลินิค  โซเดียมโพรพิโอเนต โซเดียมวาเลอเรต เป็นต้น (Tseng และคณะ, 2010)   
PHBV มีสมบัติทางกายภาพและเชิงกลที่ดีกว่าโฮโมพอลิเมอร์ P(3HB)  โดยมอนอเมอร์ 3HV ที่เป็น
องค์ประกอบใน PHBV ท้าให้ระดับความเป็นผลึกของพอลิเมอร์ลดลง   ส่งผลให้อุณหภูมิในการ
หลอมเหลวลดลง และเพิ่มสมบัติความเหนียวและความยืดหยุ่น (Yang และคณะ, 2012)  โดย PHBV 
มีอุณหภูมิหลอมเหลวเท่ากับ 65-170 องศาเซลเซียส ขึ้นกับสัดส่วนของ 3HV  (Inoue, 1998)  ซึ่ง
อุณหภูมิหลอมเหลวที่ต่้าส่งผลดีต่อการขึ้นรูปพอลิเมอร์และลดการเสื่อมสภาพทางความร้อนระหว่าง
กระบวนการ  นอกจากนี้เปอร์เซ็นต์การยืดจะเพิ่มขึ้นตามสัดส่วนของ 3HV โดยสูงถึง 700% เมื่อมี
สัดส่วน 3HV เท่ากับ 28 โมลเปอร์เซ็นต์ (Matsumoto และคณะ, 2011)  โดยโคพอลิเมอร์ที่มีสัดส่วน
ของ 3HV ในช่วง 20 - 30 โมลเปอร์เซ็นต์ จะมีสมบัติด้านต่างๆที่เหมาะสมในการน้าไปประยุกต์ใช้  
(Chen และ Wang, 2002)  ดังนั้น สมบัติที่ดีกว่าของโคพอลิเมอร์ PHBV จึงมีความน่าสนใจในการ
ศึกษาวิจัยการผลิตโคพอลิเมอร์ชนิดดังกล่าว  เพื่อให้สามารถน้าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมได้
หลากหลายตามวัตถุประสงค ์
 การเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์แบบเฟด-แบตช์เป็นวิธีที่ท้าให้สามารถผลิตเซลล์และผลิตภัณฑ์ให้ได้
ปริมาณสูง เพราะสารอาหาร (โดยเฉพาะแหล่งคาร์บอน) สามารถถูกควบคุมให้อยู่ในระดับที่เหมาะสม   
ลดความเป็นพิษที่อาจเกิดขึ้นต่อเซลล์  ท้าให้ได้ผลผลิตสูงและความเข้มข้นผลิตภัณฑ์ต่อเวลาสูง 
(Kanjanachumpol และคณะ, 2013)   นอกจากนี้  การเพาะเลี้ยงแบบ 2 ขั้นตอน  เป็นวิธีที่สามารถ
ผลิต PHAs ให้ได้ความเข้มข้นสูงขึ้นเช่นกัน  โดยในขั้นตอนแรกเป็นการเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่มปริมาณ
เซลล์  และขั้นตอนที่สองเป็นการสังเคราะห์และสะสมพอลิเมอร์ ซึ่งหากมีการควบคุมการเลี้ยงเชื้อทั้ง
สองขั้นตอนให้มีประสิทธิภาพจะท้าให้ได้ความเข้มข้นของผลิตภัณฑ์สูง  (Kim และคณะ, 1997)  

 
มูลเหตุจูงใจในการท าวิจัย 

 ในปัจจุบันการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับพลาสติกที่ย่อยสลายได้ทางชีวภาพก้าลังได้รับความสนใจ
อย่างกว้างขวาง เนื่องจากพลาสติกดังกล่าวสามารถถูกย่อยสลายได้อย่างสมบูรณ์ในธรรมชาติ ไม่
ก่อให้เกิดมลพิษสะสมในสิ่งแวดล้อม ซึ่งตอบสนองต่อวิถีชีวิตของมนุษย์ในยุคปัจจุบันที่หันมาให้ความ
ใส่ใจสิ่งแวดล้อมมากขึ้น  โดย P(3HB)  จัดเป็นพลาสติกที่ย่อยสลายทางชีวภาพชนิดที่มีการศึกษา
อย่างกว้างขวาง เนื่องจากมีสมบัติใกล้เคียงกับพลาสติกสังเคราะห์จากอุตสาหกรรมปิโตรเคมี แต่
อย่างไรก็ตาม P(3HB)  ยังมีข้อจ้ากัดด้านสมบัติของความยืดหยุ่น และอื่นๆ เช่น มีความแข็ง และ
เปราะ ฯลฯ  จึงท้าให้สามารถน้าไปประยุกต์ใช้ประโยชน์ได้ไม่หลากหลาย ดังนั้นจึงมีการศึกษาวิจัย
การผลิตโคพอลิเมอร์ เช่น  PHBV ซึ่งเป็นพลาสติกชีวภาพชนิดที่มีสมบัตดิีกว่าหลายประการ  สามารถ
น้าไปประยุกต์ใช้ประโยชน์ได้หลากหลาย  ศันสนีย์ สันติอรรถพันธุ์ (2550) ได้คัดแยกแบคทีเรีย 
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ไอโซเลต P-12 ซึ่งสามารถสังเคราะห์ P(3HB) ได้ในปริมาณสูง และต่อมาวันกุศล  ชนะสิทธ์ (2553)  
ได้ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา สมบัติทางชีวเคมีและล้าดับเบส 16S rDNA ของไอโซเลตดังกล่าว
และจัดจ้าแนกได้เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ชนิด Bacillus  megaterium  รวมถึงได้ศึกษาภาวะที่
เหมาะสมส้าหรับการผลิต PHBV ของเชื้อดังกล่าว ซึ่งพบว่าสามารถผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV ได้จาก
แหล่งคาร์บอนผสม คือ น้้าอ้อยและโซเดียมโพรพิโอเนต แต่ความเข้มข้นของโคพอลิเมอร์ PHBV ที่
สังเคราะห์ได้ยังค่อนข้างต่้า ยังไม่เหมาะสมที่จะน้าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรม งานวิจัยนี้จึงมี
จุดมุ่งหมายในการศึกษาการผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV  โดยการเลี้ยง B. megaterium P-12 แบบเฟด-
แบตช์สองขั้นตอน ร่วมกับการควบคุมสัดส่วนของโคสับสเตรต เพื่อให้ได้ความเข้มข้นของโคพอลิเมอร์
สูง และมีสัดส่วน 3HV ที่ เหมาะสม อีกทั้งเลือกใช้กากน้้าตาลที่ เป็นผลิตภัณฑ์พลอยได้จาก
อุตสาหกรรมการผลิตน้้าตาล ซึ่งเป็นวัตถุดิบที่มีราคาถูกและสามารถหาทดแทนใหม่ได้มาเป็นแหล่ง
คาร์บอน  ซึ่งท้าให้สามารถลดต้นทุนการผลิตและน้าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมที่เหมาะสมต่อไป 

 
วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

เพื่อผลิตโคพอลิเมอร์ พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต)   โดยการเลี้ยง  
B. megaterium P-12 แบบเฟด-แบตช์สองขั้นตอน 

 
ขั้นตอนการด าเนนิการวิจัย 

1.ศึกษาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิต โฮโมพอลิเมอร์ 
P(3HB) โดย B. megaterium P-12 

2.ศึกษาช่วงเวลาในการเติมแหล่งคาร์บอนในขั้นตอนที่หนึ่งที่เหมาะสมต่อการเจริญและการ
สังเคราะห์โฮโมพอลิเมอร ์P(3HB) โดย B. megaterium P-12 

3.ศึกษาสัดส่วนความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนผสมที่เติมในขั้นตอนที่สองที่เหมาะสมต่อการ
สังเคราะห์โคพอลิเมอร ์PHBV โดย B. megaterium P-12 

 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ทราบสภาวะการเจริญที่เหมาะสมในการสังเคราะหโ์คพอลิเมอร์ P(3HB-co-3HV) โดยการ
เลี้ยง B. megaterium P-12 แบบเฟด-แบตช์สองขั้นตอน



บทที่ 2 

ปริทรรศน์วรรณกรรม 

2.1 พลาสติกที่ย่อยสลายได้ทางชีวภาพ  

2.1.1 ความหมายของพลาสติกที่ย่อยสลายได้ทางชีวภาพ 

 พลาสติกที่ย่อยสลายได้ทางชีวภาพ (biodegradable plastic) หมายถึง พลาสติกที่สามารถ
ถูกย่อยสลายโดยกระบวนการของจุลินทรีย์ที่มีอยู่ ในธรรมชาติ  เช่น แบคทีเรีย และรา โดยผ่าน
ปฏิกิริยาของเอนไซม์ที่จุลินทรีย์บางชนิดผลิตขึ้น ได้เป็นผลิตภัณฑ์ต่างๆ เช่น น้้า คาร์บอนไดออกไซด์ 
มีเทน ชีวมวล เป็นต้น (Shah, 2008) สามารถเกิดขึ้นในสิ่งแวดล้อมทั่วไป เช่น ในดิน บ่อบ้าบัดน้้าเสีย 
แหล่งน้้าจดื หรือในน้้าทะเล เป็นต้น 

 

2.1.2 ปัจจัยที่มีผลต่อกระบวนการย่อยสลาย 

 กระบวนการย่อยสลายพลาสติกที่ย่อยสลายได้ทางชีวภาพสามารถเกิดขึ้นได้ภายใต้สภาวะ
ต่างๆ ซึ่งประสิทธิภาพในการย่อยสลายนั้นขึ้นอยู่กับหลายปัจจัย โดยสามารถแบ่งออกเป็น 3 ปัจจัย 
(Artham และ Doble, 2008) ดังนี้ 

 1. ปัจจัยทางกายภาพ (abiotic factors) เช่น อุณหภูมิ ความเป็นกรด-ด่าง เปอร์เซ็นต์
ความช้ืน รังสียูวี ความเค็ม เป็นต้น 

 2. จุลินทรีย์  (organisms) เช่น จ้านวนและชนิดของจุลินทรีย์ 

 3. คุณลักษณะของพอลิเมอร์ (polymer characteristics) เช่น ลักษณะสัณฐาน ความ
ยืดหยุ่น ความเป็นผลึก น้้าหนักโมเลกุล หมู่ฟังก์ชัน พลาสติไซเซอร์ สารเติมแต่ง ความไม่ชอบน้้า  
เป็นต้น 
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รูปที่ 1 ปัจจัยที่มีผลต่อกระบวนการย่อยสลายพลาสตกิที่ย่อยสลายได้ทางชีวภาพ  

(Artham และ Doble, 2008) 
 

2.1.3 กลไกการย่อยสลายของพลาสติกทีย่่อยสลายได้ทางชีวภาพ 

 หลักการของการย่อยสลาย คือ การท้าให้พันธะเคมีของพอลิเมอร์อ่อนแอหรือแตกหักลง ซึ่ง
จะท้างานโดยเอนไซม์ที่หลั่งจากเซลล์ของจุลินทรีย์   โดยมีทั้งเอนไซม์ที่ท้างานภายในเซลล์  
(endoenzymes) และเอนไซม์ที่ท้างานภายนอกเซลล์ (exoenzymes) ซึ่งเอนไซม์ที่หลั่งออกมานั้น
เป็นโปรตีนที่มีโครงสร้างทางเคมีที่ซับซ้อน ประกอบด้วยหมู่ฟังก์ชันต่างๆ เช่น  หมู่คาร์บอกซิล  
(-COOH) หมู่ไฮดรอกซิล (-OH)  และหมู่อะมิโน (-NH2) ที่มีความสามารถในการเข้ายึดเกาะและ
ท้าลายโครงสร้างต่างๆได้  โดยเมื่อโมเลกุลของพอลิเมอร์มีขนาดเล็กลงจากการย่อยสลายโดยเอนไซม์
จนเกิดเป็นโอลิโกเมอร์หรือมอนอเมอร์ที่มีขนาดเล็กและมีสมบัติที่ละลายน้้า   ท้าให้สามารถถูก 
ขนส่งผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ของจุลินทรีย์และถูกน้าไปใช้เป็นแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน และแหล่ง
พลังงาน ผ่านวิถีเมตาบอลิซึมที่เหมาะสมได้  โดยความสามารถในการย่อยสลายของพอลิเมอร์จะ
ขึ้นอยู่กับระดับการเป็นผลึกและชนิดของพอลิเมอร์ ซึ่งโคพอลิเมอร์มีความสามารถในการถูกย่อย
สลายได้ดีกว่าโฮโมพอลิเมอร์ (Artham และ Doble, 2008; Reddy และคณะ, 2013; Mohan และ 
Srivastava, 2010)   
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รูปที่ 2 กลไกการย่อยสลายพลาสติกชีวภาพด้วยเอนไซม์จากจุลินทรยี ์ 

(Artham และ Doble, 2008) 
 

2.1.4 ชนิดของพลาสติกที่ยอ่ยสลายได้ทางชีวภาพ 

 พลาสติกที่ย่อยสลายได้ทางชีวภาพที่เป็นที่รู้จักกันในปัจจุบันมีอยู่หลายชนิด ซึ่งจะมีความ
แตกต่างกันตามโครงสร้าง กระบวนการผลิต และคุณสมบัติของวัสดุนั้น โดยตัวอย่างของพลาสติกที่
ย่อยสลายได้ทางชีวภาพ มีดังนี ้

 

2.1.4.1 พอลิแลกติกแอซิด (polylactic acid; PLA) 

 พอลิแลกติกแอซิดเป็นพลาสติกที่ย่อยสลายได้ทางชีวภาพชนิดพอลิเอสเตอร์ที่มีสายโซ่ตรง 
(aliphatic polyester) จัดเป็นเทอร์โมพลาสติก (thermoplastic) ผลิตได้จากวัสดุที่หาทดแทนใหม่
ได้ (renewable resources) เช่น ข้าวโพด แป้ง มันส้าปะหลัง และอ้อย  ผ่านกระบวนการหมัก
น้้าตาลให้เป็นกรดแลกติกโดยการท้างานของจุลินทรีย์ในกลุ่มแลกติกแอซิดแบคทีเรีย จากนั้นกรด 
แลกติกที่ผลิตได้จะถูกท้าปฏิกิริยาพอลิเมอร์ไรเซชั่น (polymerization) ได้เป็นพอลิแลกติกแอซิด   
มีลักษณะใส ถ่ายเทความร้อนและความชื้นได้ดี   สามารถทนความร้อนได้ตั้งแต่ 60-120 องศา
เซลเซียส  มีคุณสมบัติคล้ายกับพอลิสไตรีน (polystyrene หรือ PS) และพอลิเอทิลีนเทเรฟแทเลต 
(polyethylene terephthalate หรือ PET)  สามารถขึ้นรูปได้ด้วยความร้อน การอัดขึ้นรูป การ 
อัดรีด และการฉีดขึน้รูป เป็นต้น (อมรรัตน์ เลิศวรสิริกุล, 2554) 
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2.1.4.2 พอลิบิวทิลนีซักซิเนต (polybutylene succinate; PBS) 

 พอลิบิวทิลีนซักซิเนตเป็นพลาสติกที่ย่อยสลายได้ทางชีวภาพชนิดพอลิเอสเตอร์ (polyester) 
อีกชนิดหนึ่ง  โดยผลิตจากมอนอเมอร์หลัก 2 ชนิด คือ กรดซักซินิก (succinic acid) ที่ผลิตจาก
ก ร ะ บ ว น ก า ร ห มั ก โ ด ย จุ ลิ น ท รี ย์ ห ล า ย ช นิ ด  เ ช่ น  Actinobacillus succinogenes  
Anaerobiospirillum succiniciproducens เป็นต้น (Xu และ Guo, 2010 ) และ1,4- Butanediol 
ที่ผลิตจากปิโตรเลียม   PBS มีลักษณะขุ่นและมีคุณสมบัติคล้ายพอลิเอทิลีน (polyethylene) และ 
พอลิโพรพิลิน (polypropylene)  สามารถน้ามาขึ้นรูปได้ด้วยกระบวนการฉีดขึ้นรูปและการเป่า 
ขึ้นรูปฟิล์ม   โดย PBS มีความยืดหยุ่นที่ดีและสามารทนความร้อนได้ต้ังแต่ 80-95 องศาเซลเซียส  

2.2 พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต  

 พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (polyhydroxyalkanoates; PHAs) จัดเป็นพลาสติกที่ย่อยสลาย
ได้ทางชีวภาพชนิดพอลิเอสเทอร์  สังเคราะห์และสะสมในรูปของแกรนูล (granule) ในไซโทพลาสซึม
ของจุลินทรีย์เพื่อใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงาน โดยไม่ท้าให้เกิดความเป็นพิษกับเซลล์  ซึ่ง
จุลินทรีย์จะสะสมมากถึง 90% ของน้้าหนักเซลล์แห้งและสามารถถูกย่อยโดยเอนไซม์ดีพอลิเมอเรส 
(depolymerase) เพื่อน้ามาใช้ในสภาวะขาดแคลนสารอาหาร  จุลินทรีย์สามารถสังเคราะห์และ
สะสม PHAs ได้ภายใต้สภาวะที่มีการจ้ากัดสารอาหารบางชนิด เช่น ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ออกซิเจน 
แมกนีเซียม เป็นต้น แต่มีแหล่งคาร์บอนที่มากเกินพอ   โดยแหล่งคาร์บอนที่จุลินทรีย์สามารถใช้เพื่อ
สังเคราะห์ PHAs มีหลากหลายชนิด เช่น คาร์โบไฮเดรต (กลูโคส  ซูโครส  ฟรักโตส)  ทรัพยากรที่
สามารถหาทดแทนใหม่ได้ (renewable resources) (แป้ง เซลลูโลส)  แอลกอฮอล์  (เมทานอล   
กลีเซอรอล)  อัลเคน (เฮกเซน  โดเดคเคน)  ผลพลอยได้จากกระบวนการอุตสาหกรรม (กากน้้าตาล  
หางนม กลีเซอรอล)  และกรดอินทรีย์ (กรดบิวทิริค  กรดโพรพิโอนิค) เป็นต้น  (Rudnik, 2008) 

ขนาดและจ้านวนของแกรนูลขึ้นอยู่กับชนิดของจุลินทรีย์ โดยทั่วไปมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 
0.2±0.5 ไมโครเมตร และพบได้ 8-12 แกรนูลต่อเซลล์  ซึ่งมอนอเมอร์ประกอบด้วยหน่วยย่อย
เชื่อมต่อกัน 103-104 มอนอเมอร์ มีน้้าหนักโมเลกุลอยู่ระหว่าง 2×105-3×106 ดาลตัน ขึ้นอยู่กับชนิด
ของจุลินทรีย์และสภาวะในการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ ซึ่งองค์ประกอบโดยส่วนใหญ่เป็นพอลิ  
เอสเทอร ์97.7% ที่เหลือเป็นโปรตีน 1.87% (PHA synthase  depolymerase  structural protein 
และ regulator protein) และลิปิดหรือฟอสโฟลิปิด 0.46%  ดังแสดงในรูปที่ 4  โดยในปัจจุบัน 
มี การศึ กษาและจ้ าแนก  PHAs มากถึ ง  150 ชนิด   ซึ่ ง ร วมทั้ ง ชนิ ด โฮ โมพอลิ เมอร์ และ 
โคพอลิเมอร์ (Reddy และคณะ, 2003; Ojumu และคณะ, 2004; Khana และ Srivastava, 2005) 
(Loo และ Suddesha, 2007; Suriyamongkol และคณะ, 2007; Bernerd และคณะ, 2014) 
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รูปที่ 3 แกรนูล PHAs ที่สะสมภายในเซลล์ Pseudomonas putida CA-3  
(Ward และคณะ, 2005) 

 

 
รูปที่ 4 องค์ประกอบของแกรนูล PHAs  (Rehm, 2003) 
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2.3 โครงสร้างทางเคมีของพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต 

 PHAs เป็นพอลิเอสเทอร์ที่ประกอบด้วยมอนอเมอร์ของ 3-hydroxy fatty acid ที่มีหน่วยซ้้า
ตั้งแต่ 100-3000 หน่วย  เชื่อมต่อกันด้วยพันธะเอสเทอร์ระหว่างหมู่คาร์บอกซิลิกของมอนอเมอร์ 
ตัวที่หนึ่งกับหมู่ไฮดรอกซีของมอนอเมอร์ตัวที่สอง ตรงต้าแหน่งบีต้าคาร์บอน ซึ่งเป็นไครัลคาร์บอน 
(chiral carbon) โดยมอนอเมอร์มีการเรียงตัวต่อกันเป็นสายตรงแบบหัวต่อหาง (head to tail) 
(Brandl และคณะ, 1990; Shrivastav และคณะ, 2013) โครงสร้างทางเคมีของ PHAs ดังแสดงใน 
รูปที ่5  

 
รูปที่ 5 สูตรโครงสร้างทางเคมีของ PHAs (Ojumu และคณะ, 2004) 

 

เมื่อ n=1   เมื่อ R เป็น   ไฮโดรเจน(H) สารนี้คือ พอลิ(3-ไฮดรอกซีโพรพิโอเนต) ;P(3HP) 

     เมื่อ R เป็น   เมทธิล (CH3) สารนี้คือ พอล(ิ3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต)  ;P(3HB) 

     เมื่อ R เป็น   เอทธิล (C2H5) สารนี้ คือ พอลิ(3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต) ;P(3HV) 

     เมื่อ R เป็น   โพรพิล (C3H7) สารนี้ คือ พอลิ(3-ไฮดรอกซีเฮกซะโนเอต) ;P(3HHX) 

     เมื่อ R เป็น   บิวทลิ (C4H9) สารนี้ คือ พอลิ(3-ไฮดรอกซีเฮปตะโนเอต) ;P(3HHp) 

     เมื่อ R เป็น   เพนทลิ (C5H11) สารนี้ คือ พอลิ(3-ไฮดรอกซีออกตะโนเอต) ;P(3HO) 

     เมื่อ R เป็น   เฮกซิล (C6H13) สารนี้ คือ พอลิ(3-ไฮดรอกซีโนนาโนเอต) ;P(3HN) 

     เมื่อ R เป็น   เฮปทลิ (C7H15) สารนี้ คือ พอลิ(3-ไฮดรอกซีเดกคาโนเอต) ;P(3HD) 

     เมื่อ R เป็น   ออกซิล (C8H17) สารนี้ คือ พอลิ(3-ไฮดรอกซีอันเดกคาโนเอต);P(3HUD) 

     เมื่อ R เป็น   โนนิล (C9H19) สารนี้ คือ พอลิ(3-ไฮดรอกซีโดเดกคาโนเอต);P(3HDD) 

เมื่อ n=2   เมื่อ R เป็น   ไฮโดรเจน (H) สารนี้ คือ พอลิ(4-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) ;P(3HB) 

เมื่อ n=3   เมื่อ R เป็น   ไฮโดรเจน (H) สารนี้ คือพอลิ(5-ไฮดรอกซีวาเลอเรต) ;P(5HP) 
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2.4 การจัดจ าแนกชนิดของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

 2.4.1 การจัดจ าแนกตามจ านวนอะตอมของคาร์บอน  สามารถแบ่งได้เป็น 3 ประเภท
(Suriyamongkol และคณะ, 2007) คือ 

  2.4.1.1 พอลิ ไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสายสั้น  (short chain length PHAs;  
scl-PHAs) ประกอบด้วยคาร์บอน 3-5 อะตอมในหน่วยมอนอเมอร์ เช่น พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต)   
พอลิ(3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต) เป็นต้น  ซึ่งพบว่า scl-PHAs มีคุณสมบัติใกล้เคียงกับพลาสติกสังเคราะห์
จากอุตสาหกรรมปิโตรเคม ี

  2.4.1.2 พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสายปานกลาง (medium chain length; 
mcl-PHAs) ประกอบด้วยคาร์บอน 6-14 อะตอมในหน่วยมอนอเมอร์ เช่น พอลิ(3-ไฮดรอกซีเฮกซะ
โนเอต)  พอลิ(3-ไฮดรอกซีออกตะโนเอต) โดยพอลิเมอร์ในกลุ่มนี้จะมีสมบัติยืดหยุ่นใกล้เคียงกับวัสดุ
จ้าพวกยาง  

  2.4.1.3 พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสายยาว (long chain length; lcl-PHAs) 
ประกอบด้วยคาร์บอนมากกว่า 14 อะตอมในหน่วยมอนอเมอร ์

 

 2.4.2 การจัดจ าแนกตามองค์ประกอบของพอลิเมอร์ สามารถแบ่งได้เป็น 2 ประเภท คือ 

  2.4.2.1 โฮโมพอลิ เมอร์  (Homopolymer) ในหน่วยซ้้ าของสายพอลิ เมอร์ 
ประกอบด้วยมอนอเมอร์เพียงชนิดเดียวต่อกัน  เช่น พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทีเรต) หรือ P(3HB) 

  2.4.2.2 เฮทเทอโรพอลิเมอร์ (Heteropolymer) ในหน่วยซ้้าของสายพอลิเมอร์ 
ประกอบด้วยมอนอเมอร์มากกว่า 1 ชนิดมาต่อกัน  โดยเรียกชื่อตามจ้านวนมอนอเมอร์ที่เป็น
องค์ประกอบ คือ 

  -โคพอลิเมอร์ (copolymer) ประกอบด้วยมอนอเมอร์จ้านวน 2 ชนิดต่อกันเป็น
หน่วยซ้้าในสายพอลิเมอร์ เช่น พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทีเรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต) หรือ P(3HB-co-
3HV)   พอล(ิ3-ไฮ ดรอกซีบิวทีเรต-โค-3-ไฮดรอกเฮกซะโนเอต) หรือ P(3HB-co-3HHx) เป็นต้น 

  -เทอร์พอลิเมอร์ (terpolymer) ประกอบด้วยมอนอเมอร์จ้านวน 3 ชนิดต่อกัน
เป็นหน่วยซ้้าในสายพอลิเมอร์   เช่น พอลิ (3-ไฮดรอกซีบิวทีเรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต-โค-4- 
ไฮดรอกซีบิวทีเรต) P(3HB-co-3HV-co-4HB)    
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2.5 จุลินทรียท์ี่สามารถสังเคราะห์พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต  

 PHAs สามารถสังเคราะห์และสะสมภายในเซลล์ของแบคทีเรียหลายชนิด โดยพบทั้งใน
แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบมากกกว่า 300 สปีชีส์ เช่น Pseudomonas sp., Bacillus sp. และ 
Methylobacterium sp. หรือแม้แต่ในแบคทีเรียกลุ่ม archaea ในสปีชีส์ haloarchaeal เช่น 
Haloferax, Halalkalicoccus, Haloarcula, Halobacterium เป็นต้น   ในปัจจุบันแบคที เรีย 
แกรมลบเป็นกลุ่มของจุลินทรีย์ที่มีการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับการสังเคราะห์ PHAs มากที่สุด  เพราะ
สามารถสังเคราะห์และสะสม PHAs ได้สูงถึง 50-88% โดยน้้าหนักเซลล์แห้ง  ในขณะที่แบคทีเรีย 
แกรมบวกสามารถสังเคราะห์ได้ในปริมาณที่ต้่ากว่าเพียงไม่เกิน 50% โดยน้้าหนักเซลล์แห้ง  แต ่PHAs 
ที่สังเคราะห์จากแบคทีเรียแกรมลบมีข้อจ้ากัดคือ จะพบการปนเปื้อนของลิโพโพลีแซคคาไรด์เอนโด 
ท็อกซิน [lipopolysaccharide (LPS) endotoxin] ซึ่งท้าให้เกิดอาการอักเสบ จึงอาจไม่เหมาะกับ
การประยุกต์ใช้ PHAs ในทางการแพทย์ แต่ก็สามารถก้าจัดได้โดยการท้าปฏิกิริยากับตัวออกกซิไดซ์ 
(oxidizing agents) บางชนิด เช่น โซเดียมไฮโปคลอไรต์   โซเดียมไฮดรอกไซด์  ไฮโดรเจน 
เปอร์ออกไซด์ เป็นต้น แต่อย่างไรก็ตามก็เป็นการท้าให้ต้นทุนของการผลิต PHAs จากแบคทีเรีย 
แกรมลบเพิ่มสูงขึ้นและอาจส่งผลต่อคุณสมบัติของพอลิเมอร์ด้วย (Keshavarz และ Roy, 2010; Tan 
และคณะ, 2014)  ตัวอย่างของจุลินทรีย์ที่สามารถสังเคราะห์ PHAs ได้ ดังแสดงในตาราง ที่ 1  
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2.6 วิถชีีวสังเคราะห์ของพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต 

PHAs มีบทบาทส้าคัญต่อการอยู่รอดของจุลินทรีย์ในสภาวะที่สารอาหารไม่เหมาะสมต่อการ
เจริญเติบโต โดยจุลินทรีย์จะสังเคราะห์และสะสมไว้ใช้เป็นแหล่งของสารอาหารและพลังงานในสภาวะ
ดังกล่าว  ซึ่งวิถีในการสังเคราะห์ PHAs ของจุลินทรีย์นั้นจะสัมพันธ์กับวิถีเมตาบอลิกกลางของ
จุลินทรีย์ เช่น ไกลโคไลซิส  วัฏจักรเครปส์  บีตา-ออกซิเดชัน  การสังเคราะห์กรดไขมัน  การ
สังเคราะห์กรดอะมิโน  วัฏจักรคัลวิน และวิถีเซอรีน เป็นต้น   ซึ่งตัวกลาง (intermediates) หลายตัว 
โดยเฉพาะอย่างยิ่ง acetyl-CoA ในวิถีการสังเคราะห์ PHAs จะเชื่อมโยงกับวิถีต่างๆที่กล่าวในข้างต้น  
โดยในสภาวะที่สารอาหารมีปริมาณมาก โคเอนไซม์ เอ (coenzyme A) จากวัฏจักรเครปส์จะถูกสร้าง
ในปริมาณมากซึ่งจะไปขัดขวางการสังเคราะห์ PHAs โดยการยับยั้งเอนไซม์ 3-ketothiolase (PhaA) 
ซึ่งจะท้าให้ acetyl-CoA ผ่านเข้าสู่วัฏจักรเครปส์เพื่อน้าไปสร้างเป็นพลังงานส้าหรับการเจริญเติบโต
ของจุลินทรีย์  ในทางกลับกันในสภาวะที่สารอาหารไม่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโต หรือมีการจ้ากัด
สารอาหารบางชนิด เช่น  ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส แต่มีแหล่งคาร์บอนมากเกินพอ  ปริมาณของ 
โคเอนไซม์ เอ จะไม่ยับยั้งการสังเคราะห์ PHAs ซึ่งจะท้าให้ acetyl-CoA ผ่านเข้าสู่วิถีการสังเคราะห์
และเกิดการสะสม PHAs ขึ้น โดยตัวอย่างวิถีชีวสังเคราะห์ของ PHAs (Tan และคณะ, 2014) ดัง
แสดงในตัวอย่าง คือ 

วิถีการสังเคราะห์แบบที่ 1 (วิถี B) ประกอบด้วยการท้างานของเอนไซม์ 3 ชนิดร่วมกัน คือ 

β-ketothiolase (PhaA), Acetoacetyl-CoA reductase (PhaB) และ PHA synthase (PhaC) โดย

ขั้นแรกเอนไซม์ β-ketothiolase จะควบรวม acetyl-CoA ที่ได้จาก วิถี tricarboxylic acid (TCA) 
จ้านวน 2 โมเลกุลรวมเป็น acetoacetyl-CoA จากนั้นเอนไซม์ acetoacetyl-CoA reductase จะ
รีดิวซ์  acetoacetyl-CoA ไปเป็น 3-hydroxybutyryl-CoA และขั้นตอนสุดท้าย เกิดปฏิกิริยา 
polymerization ของ  3-hydroxybutyryl-CoA โดยการท้างานของเอนไซม์ PHA synthase ได้เป็น 
PHAs  วิถีการสังเคราะห์แบบที่ 1 นี้ พบได้ใน R. eutrophus, P. oleovorans และ Aeromonas 
hydrophila เป็นต้น  

วิถีการสังเคราะห์แบบที่ 2 (วิถี J) เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์กรดไขมัน (fatty acid) โดย

ผ่านวิถีบีต้า-ออกซิเดชัน (β-oxidation) เช่น ใน A. caviae   เอนไซม์ (R)-specific enoyl-CoA 
hydratase จะเปลี่ยน enoyl-CoA ไปเป็น (R)-3-hydroxyacyl-CoA ซึ่งเป็นสารตั้งต้นเพื่อเข้าสู่วิถี
การสังเคราะห์ PHAs ต่อไป   โดยวิถีการสังเคราะห์แบบที่ 2 นี้ พบได้ใน P. aeruginosa และ P. 
putida เป็นต้น 
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 วิถีการสังเคราะห์แบบที่ 3 (วิถี K) เกิดขึ้นร่วมกันระหว่างการใช้แหล่งคาร์บอนที่เป็นน้้าตาล
กับวิถีการสังเคราะห์กรดไขมัน โดย acyl carrier protein (ACP) จะถูกเปลี่ยนเป็น 3-hydroxyacyl-
ACP  แล้วเป็น (R)-3-hydroxyacyl-CoA โดยเอนไซม์ PhaG (acyl-ACP-CoA transacylase) 

 รูปที่ 6 แสดงวิถีในการสังเคราะห์ PHAs (วิถี A-J ส้าหรับ PHAs ชนิด scl และวิถี J-M 
ส้าหรับ PHAs ชนิด mcl) และตารางที่ 2 แสดงเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องในวิถีชีวสังเคราะห์ PHAs 
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ตารางที ่2 เอนไซม์ที่เกี่ยวขอ้งในวิถีชีวสังเคราะห์ PHAs (Tan และคณะ, 2014) 
 

หมายเลข เอนไซม์ ตัวย่อ สปีชีส์ 

1 
Glyceraldehyde-3-

phosphatedehydrogenase 
- C. necator 

2 Pyruvate dehydrogenase complex - 
C. necator และ 

B. cepacia 

3 3-Ketothiolase PhaA C. necator 

4 
NADPH-dependentacetoacetyl-CoA 

reductase 
PhaB C. necator 

5 PHA synthase PhaC C. necator และอื่นๆ 
6 Acetyl-CoA carboxylase ACC E. coli K-12 MG1655 

7 Malonyl-CoA:ACPtransacylase FabD E. coli K-12 MG1655 

8 3-Ketoacyl carrier protein synthase FabH E. coli K-12 MG1655 

9 
NADPH-dependent 3-

Ketoacylreductase 
FabG P. aeruginosa 

10 Succinic semialdehydedehydrogenase SucD Clostridium kluyveri 
11 4-Hydroxybutyrate dehydrogenase 4HbD Clostridium kluyveri 

12 4-Hydroxybutyrate-CoA:CoAtransferase OrfZ Clostridium kluyveri 

13 Alcohol dehydrogenase - 
Aeromonas hydrophila 

4AK4 

14 Hydroxyacyl-CoA synthase, - 
Mutants และ

recombinants of  
C. necator 

15 Methylmalonyl-CoA mutase Sbm E. coli W3110 

16 Methylmalonyl-CoA racemase - N. corallina 

17 Methylmalonyl-CoA decarboxylase YgfG E. coli W3110 
18 Ketothiolase - - 

19 3-Ketothiolase BktB C. necator 

20 Ketothiolase - - 
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ตารางที่ 2 (ต่อ) เอนไซม์ที่เก่ียวข้องในวิถชีีวสังเคราะห์ PHAs (Tan และคณะ, 2014) 

 
หมายเลข เอนไซม์ ตัวย่อ สปีชีส์ 

21 
NADPH-dependent acetoacetyl-CoA 

reductase 
- 

Rhizobium (Cicer) sp. CC 
1192 

22 Acyl-CoA synthetase FadD 
P. putida CA-3 และ 

E. coli MG1655 

23 Acyl-CoA oxidase - - 
24 Enoyl-CoA hydratase I - - 

25 (R)-Enoyl-CoA hydratase PhaJ P. putida KT2440 

26 Epidermase - - 

27 3-Ketoacyl-CoA thiolase FadA P. putida KT2442 

28 3-Hydroxyacyl-ACP:CoAtransacylase PhaG P. mendocina 

29 Cyclohexanol dehydrogenase ChnA 
Acinetobacter sp. SE19 

และ Brevibacterium 
epidermidis HCU 

30 Cyclohexanonemonooxygenases ChnB 
Acinetobacter sp. SE19 

และ Brevibacterium 
epidermidis HCU 

31 Caprolactone hydrolase ChnC 
Acinetobacter sp. SE19 

และ Brevibacterium 
epidermidis HCU 

32 6-Hydroxyhexanoate dehydrogenase ChnD 
Acinetobactersp. SE19 
และ Brevibacterium 

epidermidis HCU 

33 6-Oxohexanoate dehydrogenase ChnE 
Acinetobactersp. SE19 
และ Brevibacterium 

epidermidis HCU 

34 Semialdehyde dehydrogenase - - 

35 6-hydroxyhexanoate dehydrogenase - - 

36 Hydroxyacyl-CoA synthase - - 

37 Lactonase - 
Mutants และ 

recombinants of 
C. necator 
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2.7 เทคนิคในการตรวจสอบการสังเคราะหพ์อลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต  

 การตรวจสอบ PHAs ที่สังเคราะห์ภายในเซลล์ของจุลินทรีย์สามารถท้าได้หลากหลายวิธี               
ซึ่งมีรายละเอียดดังนี้ (Tan และคณะ, 2014) 

2.7.1 ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส (polymerase chain reaction; PCR) 

 วิธีการนี้ใช้หลักการตรวจสอบยีน phaC  ซึ่งถูกเข้ารหัสเป็นเอนไซม์ PHA synthase ที่ใช้ใน
กระบวนการสังเคราะห์ PHAs  ข้อดี คือ ใช้สารตัวอย่างในปริมาณน้อย มีความไว ความจ้าเพาะและ
อัตราเร็วของปฏิกิริยาสูง  แต่มีข้อจ้ากัด คือ ไพรเมอร์ที่ใช้มีไม่เพียงพอส้าหรับการตรวจสอบยีน phaC 
ทุกยีน  และมีแนวโน้มที่จะมีข้อผิดพลาดในการตรวจสอบ 

2.7.2 ก า ร ย้ อ มด้ ว ย สี  Nile red แล ะ  Nile blue A (Nile red and Nile blue A 
staining) 

 วิธีการนี้ใช้หลักการตรวจสอบแกรนูลของ PHAs ภายในเซลล์ โดยการย้อมสีแบคทีเรียด้วยสี 
Nile blue A แล้วตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์  ข้อดี คือ สามารถตรวจสอบได้โดยตรงด้วย
จุลินทรีย์ที่ยังมีชีวิต  ใช้ตัวอย่างปริมาณน้อย ใช้เวลาสั้น  แต่มีข้อเสีย คือ ไม่สามารถแยกความ
แตกต่างระหว่างไขมันและ PHAs ได้  

2.7.3 การตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (transmission 
electron microscopy; TEM) 

 วิธีการนี้ใช้ตรวจสอบแกรนูลของ PHAs ภายในเซลล์เช่นเดียวกัน โดยมีข้อดี คือ  สามารถ
ส่องภาพให้เห็นแกรนูลขนาดใหญ่และสามารถวัดขนาดของแกรนูลได้ แต่มีข้อเสียคือ มีขั้นตอนที่
ซับซ้อนในการเตรียมตัวอย่าง และอาจเกิดอันตรายจากสารเคมีและสารกัมมันตรังสี 

2.7.4 การตรวจสอบด้วยเทคนิค Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) 

 ใช้หลักการตรวจสอบความหนาแน่นของ PHAs ภายในเซลล์ โดยการวัดผ่านสเปคตรัม  มี
ข้อดี คือ ใช้ตัวอย่างในปริมาณน้อย ใช้เวลาสั้น รายงานผลในเชิงปริมาณได้  แต่มีข้อเสีย คือ ไม่
สามารถจ้าแนกชนิดมอนอเมอร์ของ PHAs ได้ มีความไวต่้า สามารถรายงานผลเชิงปริมาณได้เฉพาะ 
PHAs ชนิด scl 
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2.7.5 การตรวจสอบด้วยเทคนิค liquid chromatography (LC) 
 ใช้หลักการตรวจสอบความหนาแน่นของ PHAs ภายในเซลล์โดยการสกัดตัวอย่างด้วย
สารเคมี แล้ววิเคราะห์ด้วยเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High performance liquid 
chromatography; HPLC) มีข้อดี คือ ไม่จ้าเป็นต้องใช้เซลล์ที่ผ่านการท้าให้แห้ง  ใช้ตัวอย่างใน
ปริมาณน้อย  ใช้เวลาเตรียมตัวอย่างสั้น  สามารถตรวจสอบ PHAs ได้ทั้งเชิงคุณภาพและปริมาณ
ข้อจ้ากัด คือ สามารถวิเคราะห์ได้เฉพาะ PHAs ชนิด scl และไม่สามารถจ้าแนกโฮโมพอลิเมอร์และ 
โคพอลิเมอร์ได ้

2.7.6 การตรวจสอบด้วยเทคนิค gas chromatography (GC) 
 ใช้ตรวจสอบความหนาแน่นของ PHAs ภายในเซลล์เช่นเดียวกัน โดยท้าการสกัดเซลล์ที่ผ่าน
การท้าให้แห้งแล้ว  โดยใช้เมทานอลที่ท้าให้เป็นกรดด้วยกรดซัลฟูริกในสภาวะที่มีอุณหภูมิสูง 80-100 
องศาเซลเซียส  เรียกขั้นตอนนี้ว่า  methanolysis ซึ่งจะได้อนุพันธุ์ของเมธิลเอสเทอร์ของมอนอเมอร์ 
แล้วน้าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟี (GC) โดยมี flamed ionization detector (FID) 
เป็นตัวตรวจสอบ  ข้อดีของวิธีนี้ คือ มีความจ้าเพาะสูง สามารถจ้าแนกได้ทั้งเชิงคุณภาพและปริมาณ  
ข้อเสีย คือ ต้องใช้เซลล์ที่ผ่านการท้าให้แห้ง และใช้เวลาในการเตรียมตัวอย่ างนาน ใช้สารเคมีที่มี
ความอันตรายและระเหยง่าย  
 

2.8 การประยกุต์ใช้ประโยชน์จากพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต  
PHAs สามารถน้าไปประยุกต์ใช้ในด้านต่างๆ ดังนี้ (Phiilip และคณะ, 2007) (Chen, 2010) 
1. ด้านการแพทย์  พลาสติกที่ย่อยสลายได้ทางชีวภาพมีสมบัติในการเข้ากันได้กับเนื้อเยื่อ

ของสิ่งมีชีวิต (biocompatibility) จึงถูกน้ามาประยุกต์ใช้ทางด้านการแพทย์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งชนิด 
(3HB)  P(3HB-3HV)  P(4HB)  P(3HO) และ P(3HB-3HHx) ถูกน้ามาใช้ในด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อ  
โดยเป็นกระบวนการสร้างเนื้อเยื่อเพื่อทดแทน ซ่อมแซม หรือปรับปรุงการท้างานของเนื้อเยื่อหรือ
อวัยวะที่สูญเสียหรือบาดเจ็บ  เช่น ใช้เป็นกระดูกเทียม วัสดุเชื่อมกระดูก และวัสดุในการผ่าตัด  
นอกจากนี้ยังสามารถใช้เป็นวัสดุห่อหุ้มยาหรือฮอร์โมนที่มีสมบัติชะลอการปลดปล่อยตัวยา 

2. ด้านการเกษตร  ตัวอย่างการใช้ประโยชน์ของ PHAs ในด้านการเกษตร คือ การผลิตวัสดุ 
คลุมต้นอ่อนพืช (mulch film) โดยในปัจจุบันมีการผลิตในชื่อการค้า NodaxTM ซึ่งเป็นโคพอลิเมอร์ที่
มี 3(HB) เป็นองค์ประกอบหลักเชื่อมด้วยมอนอเมอร์ของ PHAs สายปานกลางชนิดอื่นๆในปริมาณ
เล็กน้อย นอกจากนี้ยังถูกน้ามาใช้เป็นวัสดุห่อหุ้มปุ๋ย ยาก้าจัดวัชพืช ยาก้าจัดศัตรูพืชเพื่อชะลอการ
ปลดปล่อยตัวยาออกสูส่ิ่งแวดล้อม 
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3. ด้านวัสดุบรรจุภัณฑ์  บรรจุภัณฑ์หลายชนิดถูกผลิตจากพลาสติกที่ย่อยสลายได้ทาง
ชีวภาพ เพื่อลดปัญหาการสะสมของพลาสติกในสิ่งแวดล้อม ตัวอย่างของบรรจุภัณฑ์ที่น้า  PHAs มา
ประยุกต์ใช้ คือ ขวดแชมพู ถุงสินค้า ภาชนะบรรจุกระดาษ มีดโกน ผ้าอ้อม ผลิตภัณฑ์สุ ขอนามัย
ส้าหรับสตรี เครื่องส้าอาง ถ้วยจาน เป็นต้น  

ในปัจจุบัน PHAs สามารถผลิตได้ในระดับอุตสาหกรรม โดยมีตัวอย่างของเครื่องหมายการค้า
หลายชนิด ยกตัวอย่างดังแสดงในตารางที่ 3 (Philip และคณะ, 2007) 
 BIOPOL® เริ่มมีการผลิตโดย Imperial Chemical Industries (ICI) ตั้งแต่ปี 1980 และใน
ปัจจุบันผลิตโดยบริษัท Metabolix (Cambridge, MA, USA). โดยผลิตเป็นโคพอลิเมอร์ชนิด PHBV 
ที่มีสมบัติเป็นเทอร์โมพลาสติก มีจุดหลอมเหลวเท่ากับ 140-180 องศาเซลเซียส  ซึ่งเมื่อปริมาณ
มอนอเมอร์ของ 3HV เพิ่มมากขึ้นจะท้าให้ระดับความเป็นผลึกลดลงและพอลิเมอร์มีความยืดหยุ่นมาก
ขึ้น   BIOPOL® ถูกน้ามาใช้เป็นวัสดุเคลือบกระดาษและท้ากระดาษแข็ง มีความเหมาะสมในการเป่า
ขึ้นรูปเป็นผลิตภัณฑ์ประเภทฟิล์ม  มีสมบัติป้องกันไฟฟ้าสถิต  สามารถใช้ประโยชน์กับผลิตภัณฑ์ด้าน
ไฟฟ้าและบรรจุภัณฑ์อิเล็กทรอนิกส์  นอกจากนี้บริษัท Fluka และ Toray ได้ท้าการพัฒนา BIOPOL® 
เพื่อใช้ประโยชน์ในด้านการแพทย์  และถูกน้ามาผลิตเป็นเส้นเอ็น เส้นเชือก หรือตาข่ายดักปลา ซึ่งมี
ความแข็งแรงและมีสมบัติที่ย่อยสลายได้ทางชีวภาพในแหล่งน้้า  อีกทั้งใช้ผลิตเป็นขวดแชมพู ขวด
บรรจุน้้ามันเครื่อง และมีดโกนแบบใช้แล้วทิ้ง เป็นต้น 
 NodaxTM จัดเป็นโคพอลิเมอร์ชนิดที่มีการผลิตไม่นานมานี้ โดยโครงสร้างประกอบด้วย 
P(3HB) เชื่อมต่อกับ PHAs สายปานกลาง เช่น 3-ไฮดรอกซีเฮกซะโนเอต  3-ไฮดรอกซีออกตะโนเอต 
และ 3-ไฮดรอกซีเดคะโนเอตในปริมาณเล็กน้อย การจ้าแนกประเภทของ NodaxTM ขึ้นอยู่กับน้้าหนัก
โมเลกุลของพอลิเมอร์  ความยาวของสายโซ่ข้างของมอนอเมอร์  ข้อดีของการมี PHAs สายปานกลาง
เชื่อมต่อกับโครงสร้างของ P(3HB) คือ ท้าให้พอลิเมอร์มีระดับความเป็นผลึกและจุดหลอมเหลวลด
ต่้าลง  ซึ่งท้าให้มีความเหนียวและความนุ่ม ซึ่งท้าให้ประยุกต์ใช้ได้หลากหลาย  โดยมีรายงานว่าความ
ยืดหยุ่นของพอลิเมอร์จะขึ้นอยู่กับความยาวของสายโซ่ข้างของ PHAs สายปานกลาง  มีการพัฒนา
โดยบริษัท Procter และ Gamble เกี่ยวกับความสามารถในการย่อยสลายทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจน
และไม่มีออกซิเจน  และสมบัติทางกลอื่นๆเพื่อให้เหมาะสมต่อการน้าไปใช้งาน  ปัจจุบัน NodaxTM 
ถูกผลิตเป็นเม็ดโฟม เส้นใย เสื้อผ้า พรม ผ้าใยสังเคราะห์ แผ่นฟิล์ม และผลิตภัณฑ์ในกลุ่มน้้ายาง  
ผลิตภัณฑ์เช็ดท้าความสะอาด ส้าลี และอุปกรณ์ทางสุขอนามัยที่สามารถย่อยสลายได้   
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รูปที่ 7 ตัวอยา่งผลิตภัณฑพ์ลาสติกที่ย่อยสลายได้ทางชีวภาพเครื่องหมายการค้า  NodaxTM  

(Poliakoff และ Noda, 2004) 
 

ตารางที่ 3 บริษัทที่มีการผลติ PHAs ในระดับอุตสาหกรรม 
บริษัท ประเทศ ชื่อทางการค้า ชนิดของ PHAs ระดับการผลิต 

Biomatera แคนาดา Biomatera PHBV 
น้าร่อง

อุตสาหกรรม 

Biomer เยอรมัน Biomer PHB, PHBV 
น้าร่อง

อุตสาหกรรม 

Bio-On อิตาลี Minerv PHA PHB, PHBV 
น้าร่อง

อุตสาหกรรม 

Kaneka ญึ่ปุ่น Kaneka PHBHx 
น้าร่อง

อุตสาหกรรม 

Meridian สหรัฐอเมริกา  โคพอลิเมอร์ อุตสาหกรรม 
Metabolix สหรัฐอเมริกา Mirel โคพอลิเมอร์ อุตสาหกรรม 

PHB Industrial/ 
Copersucar 

บราซิล Biocycle PHB, PHBV 
น้าร่อง

อุตสาหกรรม 

PolyFerm Canada แคนาดา VersaMer PHA PHBV 
น้าร่อง

อุตสาหกรรม 

Tianan จีน Enmat PHBV อุตสาหกรรม 

Tianjin & DSM จีน GreenBio โคพอลิเมอร์ 
น้าร่อง

อุตสาหกรรม 

Tianzhu จีน Tianzhu PHBHx 
น้าร่อง

อุตสาหกรรม 
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2.9 พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) 

 พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) หรือ poly(3-hydroxybutyrate) หรือ P(3HB) เป็น PHAs ชนิด
ที่มีการศึกษาและจัดจ้าแนกมากที่สุดในแบคทีเรีย (Karbasi และคณะ , 2011) โดยในปี 1926 
Lemoigne นักวิทยาศาสตร์ชาวฝรั่งเศส ได้ค้นพบครั้งแรกภายในเซลล์ของ Bacillus megaterium 
ท้าหน้าที่เป็นแหล่งสะสมสารอาหารและพลังงานในสภาวะการเจริญที่ไม่สมดุล  สามารถตรวจสอบ
การสังเคราะห์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์โดยการย้อมด้วยสีซูดาน แบล็คบี (Sudan Black B) และสี
ไนล์บลู เอ (Nile Blue A)  ซึ่งสีไนล์บลู เอ จะมีความจ้าเพาะกว่าสี ซูดาน แบล็คบีซึ่งย้อมไกลโคเจน
และพอลิฟอสเฟตด้วย แต่สีทั้งสองชนิดก็สามารถย้อมติดสีแกรนูลของ PHAs ที่เป็นสารจ้าพวกไขมัน
ได้ (Loo และ Suddesha, 2007) 

 

 
 

รูปที่ 8 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์แสดงแกรนูลของ P(3HB) 
(A) การย้อม B. megaterium MSBN04 ด้วยสีซูดาน แบล็คบ ี 

(Sathiyanarayanan และคณะ, 2013) 

(B) การยอ้มแบคทีเรียสายพันธ์ุ Bacillus ด้วยสีไนล์บลู เอ  

โดยตรวจสอบภายใต้แสงฟลูออเรสเซนต์  (Maaloul และคณะ, 2013) 

 

 

 

 

A B 
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2.10 โครงสรา้งทางเคมีของพอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) 

 โ ค ร งส ร้ า ง ข อ ง  P(3HB) ป ร ะกอบด้ ว ยมอนอ เมอ ร์ ข อ ง  3-ไ ฮ ด รอกซี บิ ว ที เ ร ต  
(3-hydroxybuttyrate) เชื่อมต่อกันด้วยพันธะเอสเทอร์  โดยหมู่เมทธิล (methyl group) จะเชื่อม
กับสายพอลิเมอร์หลักในต้าแหน่งไครัลคาร์บอน ได้เป็นสารประกอบพอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) ซึ่ง
จากการศึกษาโครงสร้างโมเลกุลของ P(3HB) ด้วยเทคนิค X-ray พบว่ามีลักษณะอัดตัวแน่นและเป็น
เกลียวเวียนขวา (right-handed helix) มีความยาวหน่ึงรอบเกลียว (fiber repeat) เท่ากับ 0.6 นาโน
เมตร น้้าหนักโมเลกุลอยู่ในช่วง 103-106 ดาลตัล (Waser และคณะ, 2001)  

 
รูปที่ 9 โครงสร้างทางเคมีของพอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) (Sudesh และ Doi, 2000) 

 

2.11 สมบัตขิองพอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) 

P(3HB) เป็นพอลิเมอร์ชีวภาพที่มีระดับความเป็นผลึก (degree of crystallinity) สูง  ท้าให้
มีความแข็งแรงและมีความต้านทานต่อตัวท้าละลายต่างๆ ทนต่อรังสียูวี มีสมบัติไม่ละลายน้้า ทนต่อ
ความชื้น ความสามารถในการซึมผ่านของออกซิเจน น้้าและคาร์บอนไดออกไซด์ต่้า  โดยสมบัติของ 
P(3HB) มีความใกล้เคียงกับพลาสติกที่สังเคราะห์ได้จากอุตสาหกรรมปิโตรเคมี ชนิดพอลิพรอพิลีน 
(polypropylene  หรือ PP)  (Ashby และคณะ, 2012)  โดยมีอุณหภูมิกลาสทรานซิชัน (glass 
transition temperature หรือ Tg) เท่ากับ 15 องศาเซลเซียส   อุณหภูมิหลอมเหลว (melting 
temperature หรือ Tm) เท่ากับ 175 องศาเซลเซียส   ค่ายังส์โมดูลัส (Young’s Modulus) เท่ากับ 
3.5 GPa    ค่าต้านแรงดึง (tensile strength) เท่ากับ 40 MPa  เปอร์เซ็นต์การยืด (% elongation 
to break) เท่ากับ 6 เปอร์เซ็นต์  และระดับความเป็นผลึก (degree of crystalinity) สูง ประมาณ 
55-80% (Sudesh และคณะ, 2000)  แต่อย่างไรก็ตามด้วยสมบัติทางกายภาพและเคมีดังกล่าวท้าให้ 
P(3HB) มีลักษณะแข็ง (stiffness) และเปราะ (brittleness) จึงมีข้อจ้ากัดในการน้าไปประยุกต์ได้ไม่
หลากหลาย (Ray และ Bousmina, 2005) 
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ตารางที่ 4 สมบัติทางกายภาพและเชิงกลของพอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) และพอลิพรอพลิีน 
(Ojumu และคณะ, 2004) 

สมบัต ิ P(3HB)  (PP) 
ความหนาแน่น (density; g/cm3) 0.95 1.25 

จุดหลอมเหลว (melting point; 0C) 175 176 
อุณหภูม ิTg (glass-transition temp; 0C) 15 -10 

ระดับความเป็นผลึก (crystalline; %) 80 70 
มอดลูัสของยัง(Young’s modulus; Pa) 3.5 1.7 

ความสามารถในการต้านแรงดึง (tensile strength; MPa) 40 34.5 
ความสามารถในการขยายตัว (elongation to Break; %) 6 400 

ความต้านทานแรงกระแทก (impact strength (v/m) 50 45 
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2.12 พอล(ิ3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3ไฮดรอกซีวาเลอเรต)  

 พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3ไฮดรอกซีวาเลอเรต) [poly(3-hydroxybutyrate-co-3-
hydroxyvalerate)] หรือ P(3HB-co-3HV) หรือ PHBV เป็นโคพอลิเมอร์ชนิดหนึ่งที่มีการศึกษากัน
อย่างกว้างขวาง โดยประกอบด้วยมอนอเมอร์ของ 3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต (3HB) และ 3-ไฮดรอกซี 
วาเลอเรต (3HV) เชื่อมต่อกันด้วยพันธะเอสเทอร์ โดยมีการเรียงตัวของมอนอเมอร์เป็นแบบสุ่ม 
(Inoue, 1998)   PHBV จัดเป็นโคพอลิเมอร์ชนิดที่มีสมบัติที่ดีกว่าโฮโมพอลิเมอร์ P(3HB) เนื่องจากมี
สมบัติทางกายภาพและเชิงกลที่ดีกว่า    มีจุดเด่นในด้านสมบัติความแข็งแรง ความเหนียว และความ
ยืดหยุ่น ท้าให้สามารถน้าไปประยุกต์ใช้ได้หลากหลาย (Lee และคณะ, 2008)  โดยมีการผลิตในระดับ
อุตสาหกรรมจาก R. eutropha ตั้งแต่ปี ค.ศ. 1980 โดย Imperial Chemical Industries (ICI) 
(Ariffin และคณะ, 2011)  โครงสร้างทางเคมีของ PHBV แสดงดังรูปที ่10 

 
รูปที่ 10 โครงสร้างทางเคมขีองพอล(ิ3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3ไฮดรอกซีวาเลอเรต)  

(Sudesh และ Doi, 2000) 
 

 

 

 มอนอเมอร ์3HB        มอนอเมอร์ 3HV 

รูปที่ 11 การเรียงตัวแบบสุม่ของมอนอเมอร์ 3HB และ 3HV ในสายโคพอลิเมอร์ PHBV 
(Kumar และคณะ, 2001) 
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2.13 สมบัตขิองพอล(ิ3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3ไฮดรอกซีวาเลอเรต) 

สมบัติทางกายภาพและเชิงกลของโฮโมพอลิเมอร์ P(3HB) ได้มีการพัฒนาและปรับปรุงให้มี
สมบัติที่ดีขึ้นโดยการสังเคราะห์มอนอเมอร์ของ 3HV ร่วมเป็นโคพอลิเมอร์ PHBV โดยสัดส่วนของ
มอนอเมอร์ของ 3HV จะมีผลต่อสมบัติของโคพอลิเมอร์ ดังแสดงในตารางที่ 5  โดยเมื่อสัดส่วนมอนอ
เมอร์ของ 3HV มีค่าประมาณ 20 โมลเปอร์เซ็นต์ จะท้าให้โคพอลิเมอร์ PHBV มีความแข็งแรงและ
ความยืดหยุ่นที่ดีที่สุด และง่ายต่อการขึ้นรูปในกระบวนการผลิตวัสดุระดับนาโนและการประยุกต์ใช้
ในทางการแพทย์ (Zhang และคณะ, 2015)  ซึ่งโคพอลิเมอร์ PHBV จะมีสมบัติที่แข็งแรงขึ้น (มีการ
เพิ่มขึ้นของค่าต้านทานแรงกระแทก) และมีความยืดหยุ่นเพ่ิมมากขึ้น (มีค่ามอดลูัสของยังสล์ดลง) เมื่อ
มีสัดส่วนของมอนอเมอร์ของ 3HV เพิ่มมากขึ้น  นอกจากนี้ได้มีรายงานถึงค่าเปอร์เซ็นต์การยืดตัวก่อน
ขาด (elongation at break) ก็เพิ่มมากขึ้นตามสัดส่วนของมอนอเมอร์ของ 3HV ด้วย โดยมีค่าสูงถึง 
700 เปอร์เซ็นต์ เมื่อมีสัดส่วนมอนอเมอร์ของ 3HV เท่ากับ 28 โมลเปอร์เซ็นต์ (Inoue และ Yoshie, 
1992)  อีกทั้งอุณหภูมิในการหลอมเหลวก็จะลดลงตามการเพิ่มขึ้นของมอนอเมอร์ของ  3HV โดย
อุณหภูมิหลอมเหลวของ PHBV จะมีค่าระหว่าง 65-170 องศาเซลเซียสขึ้นอยู่กับสัดส่วนของ 3HV มอ
นอเมอร์ ซึ่งอุณหภูมิหลอมเหลวที่ต่้ามีข้อดีในกระบวนการขึ้นรูปของพอลิเมอร์และลดการย่อยสลาย
โดยความร้อนในระหว่างกระบวนการ (Inoue, 1998)  นอกจากนี้ยังพบว่าสมบัติการย่อยสลายได้ใน
ธรรมชาติของ PHBV ขึ้นกับสัดส่วนของมอนอเมอร์ 3HV โดยความสามารถในการย่อยสลายจะลดลง
เมื่อมีสัดส่วนของ 3HV ที่เพิ่มมากขึ้น และจะสามารถย่อยสลายได้ดีเมื่อมีระดับความเป็นผลึกต่้า 
(Mitomo และคณะ, 1999)  ภาพแสดงการย่อยสลายของโคพอลิเมอร์ PHBV ดังแสดงในรูปที่ 12 

 
รูปที่ 12 แผ่นฟิล์มโคพอลิเมอร์ PHBV ที่ผ่านกระบวนการย่อยสลายในธรรมชาต ิ
a ก่อนการฝังดิน และ b หลังการฝังดิน เป็นเวลา 120 วัน (Shah และคณะ, 2010) 
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Savenkova และคณะ  (2000)  ศึ กษาสมบั ติ ขอ ง โคพอลิ เ มอร์  PHBV ที่ ผ ลิ ตจ าก 
Azotobacter chroococcum ซึ่งมีสัดส่วนของมอนอเมอร์ 3HV ตั้งแต่ 0-20 เปอร์เซ็นต์  พบว่า 
ระดับความเป็นผลึกของโคพอลิเมอร์ PHBV มีค่าต่้ากว่าโฮโมพอลิเมอร์ P(3HB) และมีค่าลดลงจาก 
63-31 เปอร์เซ็นต์ เมื่อสัดส่วนมอนอเมอร์ของ 3HV เพิ่มขึ้นจาก 0-20 เปอร์เซ็นต์  เช่นเดียวกันกับ
อุณหภูมิการเปลี่ยนสถานะคล้ายแก้ว (glass-transition temperature) ก็มีค่าลดลงจาก 4 ถึง -6 
องศาเซลเซียส  ในขณะที่ อุณหภูมิหลอมเหลวก็ลดลงจาก 180-123 องศาเซลเซียส  เมื่อสัดส่วน
มอนอเมอร์ของ 3HV เพิ่มขึ้น  ในส่วนการศึกษาสมบัติเชิงกลของโคพอลิเมอร์ PHBV ได้มีการบ่ม 
พอลิเมอร์ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10, 28 และ 224 วัน ซึ่งพบว่าท้าให้พอลิเมอร์มีความเปราะมากขึ้น 
นอกจากนี้สมบัติด้านความยืดหยุ่นของโคพอลิเมอร์มีค่ามากกว่าโฮโมพอลิเมอร์ โดยมีค่าเพิ่มขึ้นเมื่อ
สัดส่วนของมอนอเมอร์ 3HV มีค่าสูงขึ้น ในขณะเดียวกันก็มีระดับความเป็นผลึกลดลงด้วย 
 
ตารางที่ 5 สมบัติของโคพอลิเมอร์ PHBV ที่มีสัดส่วนของมอนอเมอร์ของ 3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต 
ต่างกัน (Loo และ Sudesha, 2007) 

สมบัติ 
สัดส่วนของมอนอเมอร์ของ 3HV (โมล%) 

0 3 9 14 20 25 

อุณหภูมิหลอมเหลว  
(melting temperature; oC) 

170 170 162 150 145 137 

อุณหภูมิ TG 
(glass-transition temperature; 0C) 

10 8 6 4 -1 -6 

มอดูลัสของยังส์  
(Young’s modulus; GPa) 

3.5 2.9 1.9 1.5 1.2 0.7 

ความสามารถในการต้านแรงดึง  
(tensile strength; MPa) 

40 38 37 35 32 30 
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2.14 วิถีชีวสังเคราะห(์3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3ไฮดรอกซีวาเลอเรต)  

กระบวนการสังเคราะห์โคพอลิเมอร์ PHBV ประกอบด้วยสารตั้งต้น 2 ชนิด คือ 3-hydroxy 
butyryl CoA (3HB-CoA) และ 3-hydroxy valeryl CoA (3HV-CoA)    ซึ่ ง โดยทั่ วไป 3HV-CoA 
ได้มาจากการใช้แหล่งคาร์บอนส้าหรับสังเคราะห์มอนอเมอร์ 3HV เช่น กรดโพรพิโอนิค และกรด 
วาเลอริค   โดยเมื่อใช้กรดโพรพิโอนิคเป็นแหล่งคาร์บอนส้าหรับสังเคราะห์มอนอเมอร์ 3HV  จะ
เกิดปฏิกิริยาควบรวมระหว่าง propionyl-CoA และ acetyl-CoA โดยเอนไซม์ 3-ketothiolase ได้
เป็น 3-ketovaleryl-CoA   ในขณะที่เมื่อใช้กรดวาเลอริคเป็นแหล่งคาร์บอนส้าหรับสังเคราะห์มอนอ
เมอร์ 3HV  กรดวาเลอริคถูกเปลี่ยนเป็น valeryl-CoA โดยเอนไซม์ Acyl-CoA synthase  จากนั้น 
เอนไซม์ Acyl-CoA dehydrogenase ท้าการเปลี่ยน valeryl-CoA เป็น pentenoyl-CoA แล้ว
เอนไซม์ 3-hydroxyacyl-CoA hydrolase เปลี่ยน pentenoyl-CoA เป็น 3-hydroxy valeryl  และ
เปลี่ยนเป็น 3-ketovaleryl-CoA โดยเอนไซม์ 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase   จากนั้น
เอนไซม์ acetoacetyl-CoA reductase จะเปลี่ยน 3-ketovaleryl-CoA ที่ ได้มาจากกรดโพรพิ 
โอนิคหรือกรดวาเลอริค เป็น 3HV-CoA  จากนั้นจึงเกิดปฏิกิริยาพอลิเมอร์ไรซ์ระหว่าง 3HB-CoA และ 
3HV-CoA ได้เป็นโคพอลิเมอร์ PHBV โดยวิถีชีวสังเคราะห์โคพอลิเมอร์ PHBV จากกลูโคสและกรดโพ
รพิโอนิคหรือกรดวาเลอริค แสดงในรูปที่ 13 
 โดยทั่วไปในกระบวนการสังเคราะห์ PHBV จะต้องใช้แหล่งคาร์บอนผสม เช่น กลูโคสกับ
โซเดียมโพรพิโอเนต  กลูโคสกับโซเดียมวาเลอเรต  เมทานอลกับเอมิล-แอลกอฮอล์  ซูโครสกับโซเดียม
วาเลอเรต  โซเดียมบิวทิเรตกับโซเดียมวาเลอเรต เป็นต้น (Shang และคณะ, 2004)   โดยโซเดียม 
โพรพิโอเนตมีความเหมาะสมในการใช้เป็นสารตั้งต้นส้าหรับสังเคราะห์เป็นโคพอลิเมอร์ PHBV 
มากกว่าสารตั้งต้นชนิดอื่น เช่น โซเดียมวาเลอเรต (Lee และคณะ, 2008) เนื่องจากให้ความเข้มข้น
ของพอลิเมอร์ PHBV ในปริมาณสูที่สูงกว่า  แต่หากต้องการมอนอเมอร์ของ 3-HV ในปริมาณสูง 
สามารถใช้โซเดียมวาเลอเรตเป็นสารตั้งต้นได้ (Shang และคณะ, 2004)   โดยกรดโพรพิโอนิคหรือ
เกลือโซเดียมโพรพิโอเนตที่ถูกใช้เป็นสารตั้งต้นส้าหรับสังเคราะห์โคพอลิเมอร์ PHBV ไม่ได้ถูกน้าไป
สังเคราะห์เป็นมอนอเมอร์ของ 3HV โดยตรง แต่ส่วนหนึ่งจะถูกเปลี่ยนเป็น acetyl-CoA และสามารถ
เป็นสารตั้งต้นส้าหรับการสังเคราะห์มอนอเมอร์ 3HB ด้วย ซึ่งแสดงให้เห็นว่ามอนอเมอร์ของทั้ง 3HB 
และ 3HV สามารถถูกสังเคราะห์ขึ้นเมื่อใช้กรดโพรพิโอนิคเป็นสารตั้งต้น  และ การใช้กรดโพพิโอนิค
ในปริมาณสูงจะท้าให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์และท้าให้เซลล์ตาย  ดังนั้น จึงต้องมีการควบคุมการ
เติมกรดโพพิโอนิคให้มีความเข้มข้นต่้าและไม่ท้าให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ (Loo และ sudesha, 
2007)  
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รูปที่ 13 วิถีชวีสังเคราะห ์PHBV จากกลูโคส กรดโพรพโิอนิคและกรดวาเลอริค 
(Bhati และ Mallick, 2015) 
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2.15 การผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV โดยการควบคุมสัดสว่นของมอนอเมอร์ 3HV 

PHBV มีการผลิตในระดับอุตสาหกรรมภายใต้ชื่อทางการค้า BIOPOL® และมีการศึกษาวิจัย
เกี่ยวกับการผลิต PHBV ที่มีสัดส่วนมอนอเมอร์ของ 3HV สูง  ในจุลินทรีย์หลายชนิด เช่น 
Burkholderia sp. , Chromobacterium violaceum และ Azotobacter salinestris  (Loo และ 
Sudesh, 2007)  ซึ่งสัดส่วนมอนอเมอร์ของ 3HV มีความส้าคัญต่อสมบัติของโคพอลิเมอร์ที่ผลิตได้  
โดยสมบัติต่างๆของโคพอลิเมอร์สามารถควบคุมโดยการปรับสัดส่วนมอนอเมอร์ของ 3HV ในระหว่าง
กระบวนการหมัก  เลือกใช้แหล่งคาร์บอนที่สังเคราะห์มอนอเมอร์ 3HV ให้เหมาะสม พร้อมทั้งควบคุม
สัดส่วนระหว่างแหล่งคาร์บอนผสมที่เป็นแหล่งคาร์บอนที่สังเคราะห์มอนอเมอร์ 3HB และมอนอเมอร์ 
3HV (Ojumu และคณะ, 2004)   

ดังมีรายงานของ Mitomo และคณะ (1999) ที่ศึกษาการผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV โดย 
Burkholderia cepacia D1 พบว่า โคพอลิเมอร์ PHBV ที่ผลิตได้มีค่าสัดส่วนของมอนอเมอร์ 3HV 
ในช่วง 49-90% เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของกรดวาเลอริคในอาหารเลี้ยงเชื้อจาก 4-20 กรัมต่อลิตร  

กิติพงศ์  ปวรางกูร (2545)   เปรียบเทียบการผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV โดยใช้โซเดียมโพรพิ 
โอเนตและโซเดียมวาเลอเรตเป็นแหล่งคาร์บอนส้าหรับสังเคราะห์มอนอเมอร์ 3HV  โดย Bacillus sp. 
BA-019  รายงานว่าการใช้โซเดียมโพรพิโอเนตความเข้มข้น 2.5  5  7.5 และ 10 กรัมต่อลิตร ส่งผล
ให้ได้สัดส่วนมอนอเมอร์ 3HV ในช่วง  14-24 โมลเปอร์เซ็นต์  ในขณะที่เมื่อใช้โซเดียมวาเลอเรตที่
ความเข้มข้นเดียวกัน  ส่งผลให้ได้สัดส่วนมอนอเมอร์ 3HV ในช่วง  34-40 โมลเปอร์เซ็นต์  ซึ่งพบว่า
การใช้โซเดียมวาเลอเรตส่งผลให้ได้สัดส่วนมอนอเมอร์ของ 3HV  สูงกว่าการใช้โซเดียมโพรพิโอเนต 
แต่ท้าให้ได้ความเข้มข้นของเซลล์และความเข้มข้นโคพอลิเมอร์ต้่ากว่า   

Loo และ Sudeshb (2007) ศึกษาการผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV โดย Delftia acidovorans  
โดยใช้กลูโคสและโซเดียมวาเลอเรตเป็นแหล่งคาร์บอนผสมส้าหรับสังเคราะห์มอนอเมอร์ 3HV พบว่า 
การเพิ่มความเข้มข้นของโซเดียมวาเลอเรตจาก 2-10 กรัมต่อลิตร ส่งผลให้ได้สัดส่วนมอนอเมอร์ของ 
3HV ในช่วง 18-90 โมลเปอร์เซ็นต์ 
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Yu และคณะ (2005) ศึกษาการผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV โดย R. eutropha ในถังหมักที่มี
การกวนแบบต่อเนื่อง (continuous stirred tank reactor)  โดยแปรความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน
ผสม คือ กลูโคส 10 กรัมต่อลิตร และโซเดียมโพรพิโอเนต 3  5  7  และ 15 กรัมต่อลิตร  พบว่า เมื่อ
ใช้กลูโคส 10 กรัมต่อลิตรและโซเดียมโพรพิโอเนต 3 กรัมต่อลิตร  ส่งผลให้มีการสังเคราะห์ P(3HB) 
เป็นส่วนใหญ่  พบการสังเคราะห์ PHBV ในปริมาณเล็กน้อย  ในขณะที่เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของ
โซเดียมโพรพิโอเนตเป็น 5 กรัมต่อลิตร  ส่งผลให้ได้สัดส่วนมอนอเมอร์ 3HB ต่อ 3HV เท่ากับ 70 ต่อ 
30  โมลเปอร์เซ็นต์  และเมื่อเพิ่มความเข้มข้นของโซเดียมโพรพิโอเนตเป็น 7 กรัมต่อลิตร ส่งผลให้ได้
สัดส่วนมอนอเมอร์ 3HB ต่อ 3HV เท่ากับ 60 ต่อ 40  โมลเปอร์เซ็นต์ ขณะที่เมื่อความเข้มข้นของ
โซเดียมโพรพิโอเนตถูกเพิ่มขึ้นเป็น 15 กรัมต่อลิตร พบว่าได้สัดส่วน 3HB ต่อ 3HV เท่ากับ 40 ต่อ 60  
โมลเปอร์เซ็นต์  ซึ่งจากผลการทดลองสรุปได้ว่าความเข้มข้นของโซเดียมโพรพิโอเนตที่เพิ่มมากขึ้นจะ
ส่งผลให้ได้สัดส่วนของมอนอเมอร์ 3HV ที่สูงขึ้นด้วย  แต่ในขณะเดียวกันความเข้มข้นของโพรพิโอเนต
ที่สูงเกินไปก็จะยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์และท้าให้ได้ความเข้มข้นของเซลล์และความเข้มข้นของ 
PHBV ต่้า 

2.16 การเพาะเลีย้งจุลินทรยี์แบบเฟด-แบตช์  

 การเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตช์ (fed-batch cultivation) เป็นการเพาะเลี้ยงที่มีการเติม
สารอาหารใหม่เพื่อให้จุลินทรีย์มีการเจริญอย่างต่อเนื่อง มีวัตถุประสงค์เพื่อเพิ่มความหนาแน่นของ
เซลล์โดยการควบคุมการเติมสารอาหาร เพื่อลดความเป็นพิษของสารอาหารที่มีต่อเซลล์  สารอาหาร
ที่เติมลงไปควรมีความเข้มข้นที่สูงเพื่อลดการเจือจางของสารอาหารในระบบและลดข้อจ้ากัดเรื่อง
ขนาดของถังหมัก  โดยรูปแบบการเติมสารอาหารมีทั้งวิธี exponential feeding   pH stat feeding 
และ pulse feeding เป็นต้น (Gerdhar และคณะ, 2013)  กระบวนการเริ่มจากการเพาะเลี้ยงแบบ
แบตช์ที่มีสารอาหารและชีวมวลในปริมาณเล็กน้อย จากนั้นสารอาหารใหม่จะถูกเติมเข้าสู่ระบบเมื่อ
สารอาหารเดิมที่มีอยู่ถูกใช้ไป ซึ่งท้าให้สามารถควบคุมความเข้มข้นของสารอาหารให้อยู่ในระดับที่
ต้องการ ท้าให้สามารถเลี้ยงเชื้อได้ความเข้มข้นของเซลล์และผลผลิตในปริมาณสูง ซึ่งอัตราการ
เจริญเติบโตสามารถควบคุมโดยความเข้มข้นของสารอาหารเพื่อป้องกันการยับยั้งการเจริญจากความ
เข้มข้นของสารอาหาร (catabolite repression) 
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Du และคณะ (2001) ศึกษาการผลิต PHBV โดยการเพาะเลี้ยง R.  eutropha แบบเฟด-
แบตช์  ควบคุมการเติมสารอาหารด้วยวิธี exponential feeding ซึ่งมีกลูโคสและกรดโพรพิโอนิคเป็น
แหล่งคาร์บอนส้าหรับสังเคราะห์โคพอลิเมอร์  พบว่าได้ความเข้มข้นของเซลล์ ความเข้มข้นของ PHBV 
ปริมาณของ PHBV และโมลเปอร์เซ็นต์ของ 3HV เท่ากับ 52.1 กรัมต่อลิตร  40.8 กรัมต่อลิตร 78.3 
เปอร์เซ็นต์ และ 16.2 โมลเปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ  ซึ่งมีอัตราการผลิตสูงถึง 0.74 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง  
นอกจากนี้พบว่าอัตราส่วนของกรดโพรพิโอนิคต่อกลูโคสที่มีค่าต่้า  ส่งผลให้มีความเข้มข้นของเซลล์ 
ปริมาณของ PHBV และอัตราการผลิตสูง แต่มีสัดส่วนโมลเปอร์เซ็นต์ของ 3HV ต่้า  ในขณะที่เมื่อ
อัตราส่วนของกรดโพรพิโอนิคต่อกลูโคสที่มีค่าสูง  ส่งผลให้มีสัดส่วนโมลเปอร์เซ็นต์ของ 3HV สูงแต่มี
ปริมาณของ PHBV และอัตราการผลิตต่้า 
 Marangoni และคณะ (2002) ศึกษาการผลิต PHBV ด้วยหางนม น้้าตาลอินเวิร์ท (inverted 
sugar) และกรดโพรพิโอนิคด้วย R. eutropha  โดยศึกษารูปแบบการเติมสารอาหาร 2 วิธี คือ การ
เติมอาหารตามการควบคุมความเป็นกรด-ด่าง (pH regulation) และการเติมแบบเป็นจังหวะ (pulse) 
ทุก 1.5 ชั่วโมง พบว่า การเติมด้วยวิธีการควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่าง ไม่เหมาะสมกับงานวิจัยนี้
เนื่องจากสับสเตรตมีสมบัติควบคุมค่าความเป็นกรดด่างให้คงที่ (buffering activity) ดังนั้น การเติม
สารอาหารแบบกะจึงให้ผลที่ดีกว่า คือ ได้ความเข้มข้นของ 3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต 1.46 กรัมต่อ 
พอลิเมอร์ 3.93 กรัม ซึ่งคิดเป็น 37 เปอร์เซ็นต์ ของปริมาณพอลิเมอร์ 

Shang และคณะ (2004) ศึกษาการเพาะเลี้ยง R. eutropha  แบบเฟด-แบตช์ เพื่อผลิต 
โคพอลิเมอร์ PHBV จากกลูโคสและโซเดียมวาเลอเรตโดยให้มีสัดส่วนของมอนอเมอร์ 3HV สูง โดย
ศึกษาวิธีการเติมสารอาหารทั้งแบบการเติมเป็นล้าดับ (sequential feeding ) และแบบการเติมใน
ครั้งเดียว  (simultaneous feeding) พบว่าการเติมสารอาหารแบบต่อเนื่องได้ความเข้มข้นของเซลล์
สูงถึง 110 กรัมต่อลิตร มีมอนอเมอร์ของ 3HV 62.7 โมลเปอร์เซ็นต์ และมีอัตราการผลิต 0.56 กรัม
ต่อลิตรต่อช่ัวโมง 

ปวุฒิ  กาญจนชุมพล (2010) ศึกษาการขยายส่วนการผลิต P(3HB) โดยการเลี้ ยง  
B. megaterium BA-019 แบบเฟด-แบตช์  โดยใช้กากน้้าตาลและยูเรียเป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่ง
ไนโตรเจน ตามล้าดับ  การทดลองได้ศึกษาวิธีการป้อนสารอาหารแบบ exponential feeding และ
การป้อนแบบครั้งคราว (rectangular pulse feeding) ที่แบ่งอาหารเติมลงในถังหมักทุก 0.5 ชั่วโมง 
โดยเริ่มเติมอาหารที่ชั่วโมงที่ 9 และหยุดเติมเมื่อปริมาตรในถังหมักเท่ากับ 6 ลิตร  พบว่าการป้อน
อาหารแบบครั้งคราวที่มีอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 12.5 ต่อ 1  ได้ผลผลิตของเซลล์และ 
P(3HB) เท่ากับ 90.71 กรัมต่อลิตรและ 41.58 กรัมต่อลิตร  ซึ่งมากกว่าการป้อนแบบ exponential 
feeding ที่ได้ผลผลิตเซลล์เพียง 72.97 กรัมต่อลิตรและ P(3HB) เท่ากับ 38.56 กรัมต่อลิตร  จึงได้
เลือกการเติมอาหารแบบครั้งคราวในการศึกษาการผลิตในถังหมักขนาด 90 ลิตร 
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การเลี้ยงเชื้อแบบสองระยะเป็นรูปแบบการเลี้ยงเชื้อที่มีการเติมสารอาหารใหม่เข้าสู่ระบบ 2 
ครั้ง ซึ่งมีความแตกต่างกันขององค์ประกอบในสารอาหารที่เติม  ในระยะแรกจุลินทรีย์เจริญจากแหล่ง
คาร์บอนที่ไม่ซับซ้อน เช่น กลูโคส ฟรักโตส และอื่นๆ เพื่อให้เซลล์มีอัตราการเจริญเติบโตที่สูงและได้
ชีวมวลสูง  ส่วนในระยะที่สองจึงเติมสารอาหารที่จ้าเป็นส้าหรับการสร้างผลิตภัณฑ์เพื่อกระตุ้นการ
สังเคราะห์และสะสมผลิตภัณฑ ์

Ramsay และคณะ (1990) ศึกษาการผลิตโคพอลิ เมอร์  PHBV ด้วยการเพาะเลี้ ยง  
A. eutrophus และ A. latus แบบเฟด-แบตช์ 2 ระยะ โดยเริ่มต้นอาหารเลี้ยงเชื้อมีส่วนประกอบ
ของกลูโคส 30 กรัมต่อลิตรและแอมโมเนียมซัลเฟต 9 กรัมต่อลิตร เมื่อจุลินทรีย์มีการใช้อาหารใกล้
หมดจึงมีการเติมอาหารในระยะที่หนึ่งซึ่งเป็นสารละลายกลูโคส 500 กรัมต่อลิตร เพื่อคงความเข้มข้น
ของกลูโคสและแอมโมเนียมซัลเฟตให้ได้ 30 กรัมต่อลิตรและ 3 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ  ในระยะที่
สองอาหารเติมอาหารที่ประกอบด้วยกลูโคส 132 กรัมต่อลิตร และกรดโพรพินิค 18 กรัมต่อลิตร ด้วย
อัตรา 35 มิลลิลิตรต่อชั่วโมง เพื่อกระตุ้นการสังเคราะห์และสะสม PHBV  โดยผลการทดลองพบว่า  
A. eutrophus สังเคราะห์ PHBV ได้เท่ากับ 17 กรัมต่อลิตร มีสัดส่วนมอนอเมอร์ของ 3HV เท่ากับ 5 
โมลเปอร์เซ็นต์ ในขณะที่ A. latus สังเคราะห์ PHBV ได้ 58 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนักเซลล์แห้ง และมี
สัดส่วนมอนอเมอร์ของ 3HV เท่ากับ 11 โมลเปอร์เซ็นต ์

Kim และคณะ (1997) ศึกษาการเพิ่มปริมาณผลผลิต PHAs ชนิด mcl โดยการเพาะเลี้ยง  
P. putida แบบเฟด-แบตช์สองระยะ โดยมีกลูโคสและโซเดียมออกตะโนเอตเป็นแหล่งคาร์บอนผสม  
ซึ่งในระยะแรกของการเจริญ กลูโคสถูกใช้เป็นแหล่งคาร์บอนเพื่อการเจริญของเซลล์  และในระยะที่
สองใช้โซเดียมออกตะโนเอตเป็นแหล่งคาร์บอนหลัก พร้อมการจ้ากัดปริมาณไนโตรเจนและออกซิเจน
เพื่อกระตุ้นการสังเคราะห์พอลิเมอร์  ผลการทดลองพบว่าได้ความเข้มข้นและปริมาณ PHAs เท่ากับ 
35.9 กรัมต่อลิตรและ 65.6% โดยน้้าหนัก เมื่อเวลาผ่านไป 39 ชั่วโมง  
 Sun และคณะ (2007) ศึกษาการผลิต PHAs ชนิด mcl  โดยการเพาะเลี้ยง P. putida KT 
2440 แบบเฟด-แบตช์สองระยะ โดยมีกลูโคสและกรดโนนาโนอิคเป็นแหล่งคาร์บอนผสม ในระยะแรก
ใช้กลูโคสเพื่อการเจริญของเซลล์  จากนั้นในระยะที่สอง มีการจ้ากัดปริมาณไนโตรเจนโดย 
แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์จะถูกเติมแทนที่ด้วยโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์เพื่อลดปริมาณไนโตรเจน 
พร้อมทั้งการเติมกรดโนนาโนอิค 3 กรัมต่อลิตรเพื่อกระตุ้นการสังเคราะห์พอลิเมอร์  พบว่าได้ความ
เข้มข้นของเซลล์ 70 กรัมต่อลิตร  ปริมาณพอลิเมอร์ 75 เปอร์เซ็นต ์
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วิยะนันท์  เมืองเก่า  (2554) ศึกษาการผลิต PHBV โดยการเลี้ยง B. megaterium P12 แบบ
สองระยะในถังหมัก โดยใช้แหล่งคาร์บอนผสมระหว่างน้้าอ้อยและโซเดียมโพรพิโอเนต พบว่าการเติม
แหล่งคาร์บอนผสมที่ประกอบด้วยน้้าตาล 9 กรัมต่อลิตร และโซเดียมโพรพิโอเนต 4.5 กรัมต่อลิตร ที่
ชั่วโมงที่ 6 ของการเลี้ยงเชื้อได้ความเข้มข้นของ PHBV สูงสุดเท่ากับ 4.67 กรัมต่อลิตร มีสัดส่วนของ
มอนอเมอร ์3HV เท่ากับ 17 โมลเปอร์เซ็นต์  

ดังนั้น  ในงานวิจัยน้ี  จึงมีแนวคิดในการผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV โดยการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-
แบตช์สองขั้นตอน  โดยแบ่งการเติมอาหารใหม่เป็น 2 ขั้นตอน คือ ในขั้นตอนแรกเพื่อเพิ่มความ
เข้มข้นของเซลล์ และในขั้นที่สองเพื่อกระตุ้นการสังเคราะห์โคพอลิเมอร์ PHBV  ซึ่งใช้รูปแบบการเติม
อาหารแบบครั้งคราว   โดยใช้กากน้้าตาลและโซเดียมโพรพิโอเนตเป็นแหล่งคาร์บอนผสมร่วมกับการ
ควบคุมอัตราส่วนของโซเดียมโพรพิโอเนต  ซึ่งคาดว่าจะสามารถผลิตโคพอลิเมอร์ได้ในปริมาณสูงและ
มีสัดส่วนมอนอเมอร์ 3HV ในช่วงที่เหมาะสม 

 
 



บทที่ 3 

อุปกรณ์และวิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 วัสดุอุปกรณ ์

3.1.1 ถังหมัก (fermenter) ขนาด 5 ลิตร  ของบริษัท  B.E. Marubishi ประเทศญี่ปุ่น 
3.1.2 เครื่องก๊าซโครมาโทกราฟฟ ี(gas chromatography) รุ่น 3400CX ของบริษัท 

Varian ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3.1.3 เครื่องส้าหรับฉีดตัวอย่างอัตโนมัติ (auto sampler) รุ่น 8200CX ของบริษัท 

Varian ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3.1.4 แคปพิลลารีคอลัมน์ (capillary column) ชนิด CP-WAX 52 CB เส้นผ่าศูนย์กลาง 

0.25 มม.  ความยาว  60 ม.  ของบริษัท Varian ประเทศสหรัฐอเมริกา  
3.1.5 เครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ (psychroterm incubator shaker) รุ่น G27 แบบ 

rotary ของบริษัท New Brunswick Scientific  ประเทศสหรัฐอเมริกา  
3.1.6 เครื่องชั่งละเอียด (analytical balance) รุ่น A200S ของบริษัท Satorious 

ประเทศเยอรมนี 
3.1.7 เครื่องชั่งหยาบ (laboratory balance) รุ่น L2200P ของบริษัท Satorious

ประเทศเยอรมนี 
3.1.8 เครื่องปั่นเหว่ียง (centrifuge) รุ่น KS-3000P ของบริษัท Kubota  ประเทศญี่ปุ่น 
3.1.9 เครื่องปั่นเหว่ียงอุณหภูมิต่้า  (refrigerated centrifuge) รุ่น Centrikon T-42K 

ของบริษัท Kubota  ประเทศญี่ปุ่น 
3.1.10 เครือ่งวัดค่าการดูดกลืนแสง (VIS spectrophotometer) รุ่น Novaspec II ของ

บริษัท Pharmacia Biotech ประเทศอังกฤษ 
3.1.11 เครื่องวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) รุ่น 2000 ของบริษัท Cyberscan

ประเทศสิงคโปร์ 
3.1.12 ตู้ถ่ายเชื้อแบบ laminar flow รุ่น BV-124 ของบริษัท ISSCO ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 
3.1.13 ตู้บ่มเช้ือ (incubator) รุ่น INE 500 ของบริษัท Memmert ประเทศเยอรมน ี

3.1.14 ตู้อบฆ่าเช้ือ (hot air oven) รุ่น UL-60 ของบริษัท Memmert ประเทศเยอรมน ี
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3.1.15 ตู้อบแห้ง (dryer oven) รุ่น UL-80 ของบริษัท Memmert ประเทศเยอรมน ี
3.1.16 หม้ออบฆ่าเชื้อด้วยไอน้้า (autoclave) รุ่น SS-325 ของบริษัท Tommy ประเทศ

ญี่ปุ่น 
3.1.17 อ่างน้้าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุ่น W760 ของบริษัท Memmert ประเทศ

เยอรมน ี
3.1.18 ตู้แช่แข็งจุดเยือกแข็งต้่า (deep freezer) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ของบริษัท 

Sanyo Electric ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3.1.19 ตู้แช่แข็งจุดเยือกแข็งต้่า (deep freezer) อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ของบริษัท 

Forma Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3.1.20 กล้องจุลทรรศน์ (microscope) รุ่น CH30RF200 ของบริษัท Olympus ประเทศ

ญี่ปุ่น 
3.1.21 ไมโครปิเปต ขนาด 100 200 1,000 5,000 และ 10,000 มิลลิลิตร ของบริษัท 

Gilson ประเทศฝรั่งเศส 
3.1.22 กระดาษกรอง Whatmanเบอร์ 1 และ 2 ของบริษัท Whatman ประเทศอังกฤษ 
3.1.23 หลอดทดลองฝาเกลียว (screw-cap tube) ของบริษัท PYREX ประเทศเยอรมน ี
3.1.24 เครื่องกลั่นส้าหรับวิเคราะห์ไนโตรเจน  รุ่น K-350 ของบริษัท BUCHI 

 

3.2 เคมีภัณฑ ์

 3.2.1 กรดซัลฟิวริกเข้มข้น (H2SO4) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 
3.2.2 กรดซิตริก (C6H8O7H2O) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 
3.2.3 กรดบอริก (H3BO3) ของบริษทั Merck ประเทศเยอรมน ี
3.2.4 กรดเบนโซอิก (C7H6O12) ของบริษัท Nacalaitesque ประเทศญี่ปุ่น 
3.2.5 กรดอะซิติก (C2H4O2) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมน ี
3.2.6 กรดไฮโดรคลอรอก (HCl) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 
3.2.7 กลีเซอรอล (C3H8O3) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมน ี
3.2.8 ซูโครส (C12H22O11) ของบรษิัท Merck ประเทศเยอรมนี 
2.2.9 คลอโรฟอร์ม (CHCl3) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมน ี
3.2.10 คอปเปอร์ซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO45H2O) ของบริษทั J.T.Baker ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 
3.2.11 แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl22H2O) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมน ี
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3.2.12 โคบอลต์คลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (CaCl26H2O) ของบริษัท Carlo Erba ประเทศ
อิตาลี 

3.2.13 ซิงค์ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO47H2O) ของบริษัท Carlo Erba ประเทศอิตาล ี
3.2.14 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 
3.2.15 โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 
3.2.16 โซเดียมไฮโปคลอไรด์ (NaOCl) ของบริษัท Clorox ประเทศสหรฐัอเมรกิา 
3.2.17 ไดคลอโรมีเทน (CH2Cl2) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 
3.2.18 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) ของบริษัท Fluka ประเทศเยอรมน ี
3.2.19 นิกเกิลคลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (NiCl26H2O) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมน ี
3.2.20 โซเดียมโพรพิเนต (C3H5O2Na) ของบริษัท Fluka ประเทศเยอรมน ี
3.2.21 โซเดียมอะซิเตต (CH3COONa) ของบริษัท Fluka ประเทศเยอรมน ี
3.2.22 สารมาตรฐานพอลิ (3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) [P(3HB)] ของบริษัท Sigma ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 
3.2.23 สารมาตรฐานพอลิ (3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-12% 3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต) [P(3HB-

co-12% 3HV)] ของบริษัท Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3.2.24 โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 
3.2.25 แมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 
3.2.26 แบคโททริปโทส(Bactotryptose) ของบริษัท Difco ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3.2.27 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมน ี
3.2.28 เฟอรัสซัล เฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO47H2O)  ของบริษัท Unilab ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 
3.2.29 เมทานอล (CH3OH) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 
3.2.30 เอทานอล (C2H5OH) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 
3.2.31 แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (Mg2SO47H2O) ของบริษัท Carlo Erba ประเทศ

อิตาลี 
3.2.32 แมงกานีสคลอไรด์เฮกซะคลอไรด์ (MnCl26H2O) ของบริษัท Carlo Erba ประเทศ

อิตาลี 
3.2.33 ยูเรีย (N2H6CO) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมน ี
3.2.24 สารสกัดจากเนื้อ (beef extract) ของบริษัท Labscan Asia ประเทศไอร์แลนด์ 
3.2.25 สารสกัดจากยีสต์ (yeast extract) ของบริษัท Springer ประเทศฝรั่งเศส 
3.2.26 เปบโทน (peptone) ของบริษัท Difco ประเทศสหรัฐอเมริกา 
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3.2.27 แอมโมเนียมโมลิบเดตเตตระไฮเดรต [(NH4)6Mo74H2O] ของบริษัท J.T.Baker
ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.2.28 กากน้้าตาล ของบริษัทมิตรผลวิจัย จ้ากัด ประเทศไทย 
3.2.29 วุ้นผง (agar) ของบริษัท บิกเบนโปรดัคตอรา เดออะการ์เอส. เอ ประเทศชิลี 
3.2.30 ก๊าซไฮโดรเจน (H2)  ของบริษัท PRAXAIR ประเทศไทย 
3.2.31 ก๊าซออกซิเจน (O2) ของบริษัท TIG (Thai Industrial Gas) ประเทศไทย 
3.2.32 ก๊าซไนโตรเจน (N2) ของบริษัท PRAXAIR ประเทศไทย 

 

 

3.3 วิธีด าเนนิการวิจัย 

3.3.1 จุลินทรีย์ที่ใช้ในการศึกษา 

จุลินทรีย์ที่ใช้ คือ B.  megaterium  P-12 เป็นสายพันธุ์ที่คัดแยกได้ในห้องปฏิบัติการโดย
ศันสนีย์  สันติอรรถพันธุ์ (2550) คัดแยกได้จากดินบริเวณใกล้บ่อน้้าพุร้อนหนองหญ้าปล้อง อ้าเภอ
หนองหญ้าปล้อง  จังหวัดเพชรบุรี  สามารถสังเคราะห์และสะสม P(3HB) ได้ในปริมาณสูง 

 

3.3.2 อาหารเลี้ยงเชื้อ 

3.2.2.1 สูตรอาหารแข็งส าหรับเก็บรักษาเชื้อ (stock culture medium) ใน 1 ลิตร ประกอบด้วย 

  สารสกัดจากยีสต์  3.0 กรัม 
  แบคโททริปโทส  5.0 กรัม 
  วุ้นผง   15.0 กรัม 

ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างเป็น 7.0  นึ่งฆ่าเชื้อที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  15  นาที  (การนึ่งฆ่าเชื้อแบบมาตรฐาน) 
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 3.2.2.2 สูตรอาหารเหลวส าหรับเลี้ยงกล้าเชื้อ (seed culture medium) ใช้สูตรของ 
Doi และคณะ (1986) ซึ่งศึกษาปรับปรุงโดย สุดา สุภาชวินสวัสดิ์ (2542)   ใน 1 ลิตร ประกอบด้วย 

  สารสกัดจากยีสต์  10.0 กรัม 
  แบคโททริปโทส  10.0 กรัม 
  สารสกัดจากเนื้อ  5.0 กรัม 
  โซเดียมคลอไรด์  5.0 กรัม 
  น้้าตาลทราย  10.0 กรัม 

ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างเป็น 7.0  นึ่งฆ่าเชื้อที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  15  นาที  แยกสารละลายน้้าตาลนึ่งฆ่าเชื้อที่ความดัน 10 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  10  นาที 

 

 3.2.2.3 สูตรอาหารเหลวส าหรับเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์เพื่อการสังเคราะห์และสะสมโฮโม 
พอลิเมอร์ PHB และโคพอลิเมอร์ PHBV คือ อาหาร Mineral Salt Medium (MSM)   (อติพล บุญ
เรืองถาวร, 2543) ใน 1 ลิตรประกอบด้วย 

  แหล่งคาร์บอน (กากน้้าตาล)  60.0 กรัม 
  ยูเรีย     6.0 กรัม 
  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  2.0 กรัม 
  ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  0.6 กรัม 
  แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต  0.2 กรัม 
  กรดซิตริก    0.75 กรัม 
  สารสกัดจากยีสต์    0.1 กรัม 
  สารละลาย trace element  1.0 มิลลิลิตร 

แยกละลายเกลือแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต และสารละลาย trace element เมื่อ
ละลายแล้วจึงน้ามารวมกัน  ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างเป็น 7.0  และนึ่งฆ่าเชื้อที่ความดัน 15 ปอนด์
ต่อตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  15  นาที   
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 สารละลาย trace element ใน 1 โมลาร์กรดไฮโดรคลอริก 1 ลิตร  ประกอบด้วย 
แคลเซียมคลอไรด์   20.0 กรัม 
ซิงค์ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต   1.30 กรัม 
เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต  0.20 กรัม 
แอมโมเนียมโมลิบเดตเตตระไฮเดรต 0.60 กรัม 
กรดบอริก     0.60 กรัม 
แมงกานีสคลอไรด์เฮกซะคลอไรด ์  0.08 กรัม 
โคบอลต์คลอไรด์เฮกซะไฮเดรต  0.50 กรัม 
คอปเปอร์ซัลเฟตเพนตะไฮเดรต  0.05 กรัม 
นิกเกิลคลอไรด์เฮกซะไฮเดรต  0.02 กรัม 

 

3.3.2.4 การเตรียมกากน้ าตาลส าหรับใช้เป็นแหล่งคาร์บอน 

1. น้ากากน้้าตาลเข้มข้นจากโรงงานมาเจือจางด้วยน้้าต้มสุกในอัตราส่วน 1 ต่อ 1 

2. น้ากากน้้าตาลที่ผ่านการเจือจางแล้ว มาปั่นแยกตะกอนที่ความเร็ว 20,000 รอบต่อนาที  
ด้วยเครื่อง Tubular bowl centrifuge  

3. น้ากากน้้าตาลที่ผ่านการปั่นแยกตะกอนออกแล้วมาวิเคราะห์ปริมาณน้้าตาลทั้งหมดและ
เจือจางให้ได้ความเข้มข้นที่เหมาะสม 

 

3.3.3 การเก็บรักษาจุลินทรีย์ 

 3.3.3.1 การเก็บรักษาจุลินทรีย์ในระยะสั้น 

เขี่ยจุลินทรีย์โดยใช้ลูปเขี่ยเช้ือ ลาก (streak) ลงบนอาหารแข็งเอียง (agar slant) ส้าหรับเก็บ
รักษาเชื้อ  บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  แล้วน้าไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส  น้ามาเขี่ยลากเช้ือลงบนอาหารใหม่ทุกๆ 1 เดือน 
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3.3.3.2 การเก็บรักษาจุลินทรีย์ในระยะยาว 

เลี้ยงจุลินทรีย์ในอาหารเหลวส้าหรับเลี้ยงกล้าเชื้อจากข้อ 3.3.2.2  ในตู้บ่มควบคุมอุณหภูมิที่ 
30  องศาเซลเซียส  ความเร็ว 200 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน้ามาปั่นแยกเซลล์ออก
จากอาหารเหลว  ที่ความเร็ว  8,000 รอบต่อนาที  อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 20 นาที  เท
ส่วนน้้าใสทิ้ง  ล้างเซลล์ด้วย 0.85% โซเดียมคลอไรด์ จากนั้นปั่นแยกเซลล์และท้าซ้้าอีกรอบ กระจาย
เซลล์ใน 10% กลีเซอรอลที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อแล้ว  น้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600  
นาโนเมตร และปรับให้อยู่ในช่วง 0.8-1.0  (จ้านวน 109 CFU/ml) บรรจุลงในหลอดเยือกแข็ง 
(cryotube) ที่ปลอดเชื้อ  จากนั้นน้าไปเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 เดือน หรือเก็บ
ที่ อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ปี 

  

3.3.4 การเตรียมกล้าเชื้อ 

 เพาะ B. megaterium P-12 บนอาหารแข็งเอียง   บ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 24 ชั่วโมง   จากนั้นถ่ายเชื้อลงในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85% (w/v)  เพื่อเตรียมเป็น
เซลล์แขวนลอยของแบคทีเรีย   โดยปรับความขุ่นของเซลล์แขวนลอยให้มีค่าการดูดกลืนแสงที่ 600 
นาโนเมตร  เท่ากับ 0.5    จากนั้นถ่ายกล้าเชื้อปริมาตร 3 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลวส้าหรับเลี้ยง 
กล้าเชื้อปริมาตร 50 มิลลิลิตร  ซึ่งบรรจุอยู่ในขวดทดลองปริมาตร 250 มิลลิลิตร ค่าความเป็นกรด-
ด่างเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อเท่ากับ 7.0    น้าไปเลี้ยงบนเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส  ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 6 ชั่วโมง   ซึ่งเป็นอายุกล้าเชื้อที่เหมาะสม (วันกุศล  
ชนะสิทธิ,์ 2553) 
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3.3.5 การศึกษาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตโฮโม 
พอลิเมอร ์P(3HB) โดย B. megaterium P-12 

น้ากล้าเชื้อจากข้อ 3.3.4 ปริมาตร 300 มิลลิลิตร (10 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร) เพาะลงในถัง
หมักขนาด 5 ลิตร  ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด MSM ปริมาตร 3 ลิตร  ซึ่งมีกากน้้าตาลเป็นแหล่ง
คาร์บอนโดย  โดยแปรความเข้มข้นของปริมาณน้้าตาลทั้งหมดในกากน้้าตาลเท่ากับ 40 50 60 และ 
70 กรัมต่อลิตร  และใช้ยูเรียเป็นแหล่งไนโตรเจน (อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 10)  
เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยมีอัตราการกวน  600 รอบต่อนาที  
อัตราการให้อากาศ 1.0 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน้้าหมักต่อนาที   

เก็บตัวอย่างทุกๆ 3 ชั่วโมง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อน้าไปวิเคราะห์หาน้้าหนักเซลล์แห้ง  
ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน (ในรูปของน้้าตาลและยูเรียที่เหลือ) ปริมาณ P(3HB) ที่
แบคทีเรียสังเคราะห์ขึ้น 

 

3.3.6 การศึกษาช่วงเวลาในการเติมแหล่งคาร์บอนในขั้นตอนที่หนึ่งที่เหมาะสมต่อการเจริญและ
การผลิตโฮโมพอลิเมอร ์P(3HB) โดย B. megaterium P-12 

น้ากล้าเชื้อจากข้อ 3.3.4 ปริมาตร 300 มิลลิลิตร (10% โดยปริมาตร) เพาะลงในถังหมัก
ขนาด 5 ลิตร  ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด MSM ปริมาตร 3 ลิตร  ซึ่งมีความเข้มข้นของปริมาณน้้าตาล
ทั้งหมดในกากน้้าตาลที่เหมาะสมที่ได้ศึกษาในข้อ 3.3.5  เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยมีอัตราการกวน  600 รอบต่อนาที  อัตราการให้อากาศ 1.0 ปริมาตรอากาศ
ต่อปริมาตรน้้าหมักต่อนาที  จากนั้นท้าการเติมสารอาหารใหม่ในขั้นที่หนึ่ง  โดยแปรช่วงเวลาในการ
เติมสารอาหารใหม่ คือ ชั่วโมงที่   6   7.5  และ  9  ซึ่งอยู่ในช่วงกลางของระยะการเจริญแบบคงที่ 
(เติมสารอาหารใหม่แบบครั้งเดียว ณ ชั่วโมงใดๆ  โดยสารอาหารใหม่ประกอบด้วยกากน้้าตาลและ
ยูเรียที่มีความเข้มข้นที่เหมาะสมที่ศึกษาได้จากข้อ 3.3.5 ปริมาตร 150 มิลลิลิตร  ซึ่งเท่ากับปริมาตร
น้้าหมักที่ถูกเก็บตัวอย่างออกจากถังหมัก ณ ชั่วโมงที่ 6  ท้าให้หลังการเติมอาหารใหม่ ในถังหมักมี 
น้้าหมักปริมาตรรวมเท่ากับ 3 ลิตร)  

เก็บตัวอย่างทุกๆ 3 ชั่วโมงเป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อน้าไปวิเคราะห์หาน้้าหนักเซลล์แห้ง  
ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน (ในรูปของน้้าตาลและยูเรียที่เหลือ) ปริมาณ P(3HB) ที่
แบคทีเรียสังเคราะห์ขึ้น 
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3.3.7 การศึกษาสัดส่วนความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนผสมที่เติมในขั้นที่สองที่เหมาะสมต่อการ
ผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV โดย B. megaterium P-12 

น้ากล้าเชื้อจากข้อ 3.3.4 ปริมาตร 300 มิลลิลิตร (10%โดยปริมาตร) เพาะลงในถังหมักขนาด 
5 ลิตร  ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด MSM ปริมาตร 3 ลิตร  ซึ่งมีความเข้มข้นของปริมาณน้้าตาลทั้งหมด
ในกากน้้าตาลที่เหมาะสมที่ได้ศึกษาในข้อ 3.3.5  เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการ
กวน  600 รอบต่อนาที  อัตราการให้อากาศ 1.0 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน้้าหมักต่อนาที  จากนั้น    
ท้าการเติมสารอาหารใหม่ในขั้นที่หนึ่ง ในช่วงเวลาที่เหมาะสมที่ได้ศึกษาในข้อ 3.3.6 (สารอาหารใหม่
ที่เติมประกอบด้วยกากน้้าตาลและยูเรียที่มีความเข้มข้นที่เหมาะสมที่ศึกษาได้จากข้อ 3.3.5 ปริมาตร 
150 มิลลิลิตร) 

จากนั้นท้าการเติมสารอาหารใหม่ในขั้นที่สอง โดยแปรสัดส่วนแหล่งคาร์บอนผสม 
(กากน้้าตาลและโซเดียมโพรพิโอเนต) ที่มีความเข้มข้นของกากน้้าตาล (กรัมต่อลิตร) และโซเดียม  
โพรพิโอเนต (กรัม)  เท่ากับ 60 ต่อ 5   60 ต่อ 10  และ 60 ต่อ 15 ตามล้าดับ ร่วมกับยูเรีย 
(อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 10) เติมสารอาหารใหม่แบบครั้งเดียว ณ ชั่วโมงใดๆ  โดยสาร
อาหารใหม่มีปริมาตรเท่ากับ 150 มิลลิลิตร 

เก็บตัวอย่างทุกๆ 3 ชั่วโมงเป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อน้าไปวิเคราะห์หาน้้าหนักเซลล์แห้ง  
ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน (ในรูปของน้้าตาลและยูเรียที่เหลือ) ปริมาณ PHBV ที่
แบคทีเรียสังเคราะห์ขึ้น 

 
3.4 วิธีวิเคราะห ์

3.4.1 การวิเคราะห์หาน้ าหนักเซลล์แห้ง 

 น้าสารตัวอย่างปริมาตร 10 มิลลิลิตร มาปั่นแยกที่ความเร็ว 8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 
นาที  ปั่นล้างเซลล์ด้วยน้้ากลั่น 2 ครั้ง จากนั้นน้าเซลล์ที่ได้ไปใส่ในถ้วยอะลูมิเนียมที่ทราบน้้าหนักที่
แน่นอน  แล้วอบแห้งที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-20  ชั่วโมงจนกระทั่งน้้าหนักคงที่ 
ค้านวณหาน้้าหนักเซลล์แห้งหน่วยเป็นกรัมต่อลิตรจากสมการดังต่อไปนี ้  

น้้าหนักเซลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร)  =  น้้าหนักถ้วยอลูมิเนียมที่มีเซลล์  –  น้้าหนักถ้วยเปล่า   X  1,000   

         30 
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3.4.2 การวิเคราะห์หาปริมาณน้ าตาล 

วิเคราะห์ปริมาณน้้าตาลทั้งหมดโดยวิธีฟีนอล-ซัลฟูริก  โดยเจือจางสารตัวอย่างด้วยน้้ากลั่น
ให้มีความเข้มข้นที่เหมาะสมปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร  แล้วจึงเติมสารละลายฟีนอล 5 เปอร์เซ็นต์
ปริมาตร 0.5  มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน  จากนั้นเติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 97 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 3 
มิลลิลิตร  เขย่าให้เข้ากัน  ตั้งทิ้งไว้ให้เย็นเป็นเวลา 30 นาที  น้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโน
เมตร  น้าค่าที่ได้เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานระหว่างน้้าตาลซูโครส แล้วค้านวณความเข้มข้นของ
ปริมาณน้้าตาลทั้งหมดในหน่วยกรัมต่อลิตร 

3.4.3 การวิเคราะห์หาปริมาณยูเรียในน้ าหมัก 

 โดยวิธีของ  Kjeldahl ( A.O.A.C., 1975) น้าตัวอย่างน้้าหมักปริมาตร 1 มิลลิลิตรใส่ในขวด
กลั่นขนาด 300 มิลลิลิตร  เติมเกลือผสมช่วยเร่งปฏิกิริยาซึ่งประกอบด้วยโพแทสเซียมซัลเฟตและ
คอปเปอร์ซัลเฟตอัตราส่วน 95:5 ลงไป 7 กรัม  จากนั้นเติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 15 มิลลิลิตร  น้าไป
ย่อยบนเตาหลุมจนสารละลายใสเป็นเวลา 45 นาที  ทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้องแล้วเติมน้้ากลั่น 50 
มิลลิลิตร  จากนั้นน้าไปประกอบเข้ากับเครื่องกลั่นไนโตรเจนและเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์
เข้มข้น 32 เปอร์เซ็นต์ (น้้าหนักต่อปริมาตร) ปริมาตร 50-60 มิลลิลิตรหรือจนสารละลายเป็นสีด้า  
แล้วกลั่นจับก๊าซแอมโมเนียที่เกิดขึ้นโดยใช้สารละลายบอริกเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์ (น้้าหนักต่อปริมาตร) 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตรที่เติมอินดิเคเตอร์เป็นเมทิลเรดเมทิลีนบลู (methyl red methylene blue) 
ปริมาณ 2 หยด   กลั่นจนสารละลายบอริกมีปริมาตร 150 มิลลิลิตร  แล้วน้าสารละลายที่กลั่นได้มา
ไทเทรตกับสารละลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอริกที่ทราบความเข้มข้นที่แน่นอน  บันทึกปริมาตรกรด
ที่ใช้ไทเทรต  แล้วค้านวณหาปริมาณยูเรีย 
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3.4.4 การวิ เ คราะห์หาสั ดส่ วนของมอนอเมอร์ และปริมาณของพอลิ เมอร์ โดยวิ ธี 
ก๊าซโครมาโทกราฟฟี (Gas Chromatography : GC) 

 โดยวิธีของ Comeau และคณะ (1988) โดยการปั่นแยกเซลล์ออกจากน้้าหมักที่ความเร็ว 
8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที  แล้วล้างเซลล์ด้วยน้้ากลั่น 2 ครั้ง  น้าเซลล์ไปอบแห้งประมาณ
10-12 ชั่วโมง แล้วชั่งเซลล์แห้ง 20 มิลลิกรัมใส่หลอดฝาเกลียว  แล้วเติมคลอโรฟอร์ม  2 มิลลิลิตร  
จากนั้นเติมเมทานอลที่ท้าให้เป็นกรดด้วยกรดซัลฟิวริกเข้มข้นร้อยละ 3 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ที่มีกรด
เบนโซอิกเป็นสารละลายมาตรฐานภายในความเข้มข้นเท่ากับ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร น้าไปให้ความ
ร้อนที่ 80 องศาเซลเซียสนาน 3.5 ชั่วโมง  เติมน้้ากลั่น 1 มิลลิลิตร เขย่าอย่างแรงนาน 5 นาที  
จากนั้นน้าไปปั่นที่ความเร็ว 3000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที เก็บชั้นคลอโรฟอร์ม (ชั้นล่าง) ซึ่งมี
อนุพันธ์ของเมทิลเอสเทอร์ของมอนอเมอร์ใส่ในหลอดฝาเกลียวแล้วน้าไปวิเคราะห์สัดส่วนของมอนอ
เมอร์และปริมาณพอลิเมอร์โดยวิธีก๊าซโครมาโทกราฟฟีภายใต้ภาวะ ดังนี ้

 

ชนิดคอลัมน์ แคปพิลลารีคอลัมน์  ชนิด CP wax-52 CB เส้นผ่าศูนย์กลาง  0.25 
มิลลิเมตร  ความยาว  60  เมตร 

อุณหภูมิของ injector 250 องศาเซลเซียส (isothermal) 

อุณหภูมิของคอลัมน ์ 130 องศาเซลเซียส นาน 6 นาที  เพิ่มอุณหภูมิเป็น 180 องศาเซลเซียส 
ด้วยอัตรา 5 องศาเซลเซียสต่อนาที  รักษาอุณหภูมิไว้ที่ 180 องศาเซลเซียส 

Split ratio  50 ต่อ 1 

ก๊าซตัวพา (carrier gas) ก๊าซไนโตรเจนอัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที 

ปริมาตรที่ฉีด  1 ไมโครลิตร 
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การวิเคราะห์ชนิดมอนอเมอร์โดยการเปรียบเทียบเวลาที่อยู่ในคอลัมน์ (retention time) 
ของสารตัวอย่างกับเวลาที่อยู่ในคอลัมน์ของสารละลายมาตรฐาน P(3HB) และ P(3HB-co-12% 3HV) 
แล้วค้านวณปริมาณพอลิเมอร์แสดงเป็นปริมาณต่อปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ (กรัมต่อลิตร)  
และแสดงเป็นเปอร์เซ็นต์ต่อปริมาณน้้าหนักเซลล์แห้ง  (เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนัก)  เปรียบเทียบกับสาร
มาตรฐานที่ท้าการวิเคราะห์ในภาวะเดียวกัน  แสดงกราฟมาตรฐานของสารต่างๆและโครมาโทแกรม 
ในภาคผนวก   

การค้านวณปริมาณมอนอเมอร์ของ 3HB และ 3HV (กรัมต่อลิตรต่อน้้าหนักเซลล์แห้ง 20 
มิลลิกรัม) จะใช้โปรแกรม Star chromatogram : version 4.02 ซึ่งจะท้าการค้านวณปริมาณมอนอ
เมอร์โดยมีสารมาตรฐานภายในเป็นกรดเบนโซอิก 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

 

3.4.5 การวิเคราะห์หาปริมาณของโซเดียมโพรพิโอเนตโดยวิธีก๊าซโครมาโทกราฟฟี 

โดยวิธีของ Ramsay และคณะ (1990) โดยน้าน้้าหมักที่ปั่นแยกเซลล์ออกแล้ว 1 มิลลิลิตร ใส่
ในหลอดฝาเกลียว   เติมเมทานอลที่ท้าให้เป็นกรดด้วยกรดซัลฟิวริกเข้มข้นร้อยละ  3 ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร ที่มีกรดเบนโซอิกเป็นสารละลายมาตรฐานภายในความเข้มข้นเท่ากับ  1 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร   น้าไปให้ความร้อน 60 องศาเซลเซียสนาน 1 ชั่วโมง   เติมน้้ากลั่นและไดคลอโรมีเทนอย่าง
ละ 1 มิลลิลิตร   เขย่าอย่างแรงนาน 5 นาที  จากนั้นน้าไปปั่นที่ความเร็ว 3000 รอบต่อนาที นาน 10 
นาที   เก็บชั้นไดคลอโรมีเทน (ชั้นล่าง) ซึ่งมีอนุพันธ์ของเมทิลเอสเทอร์ของมอนอเมอร์ใส่ในหลอดฝา
เกลียว แล้วน้าไปวิเคราะห์ด้วยวิธีก๊าซโครมาโทกราฟฟีภายใต้ภาวะเดียวกับการวิเคราะห์หาชนิดและ
ปริมาณพอลิเมอร ์

การค้านวณปริมาณเกลือโซเดียมโพรพิโอเนตโดยใช้โปรแกรม Star chromatogram : 
version 4.02 ซึ่งจะท้าการค้านวณปริมาณเกลือโซเดียมโพรพิโอเนตโดยมีสารมาตรฐานภายในเป็น
กรดเบนโซอิก 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  เปรียบเทียบกับสารมาตรฐานที่ท้าการวิเคราะห์ในภาวะ
เดียวกัน  แสดงกราฟมาตรฐานของสารต่างๆและโครมาโทแกรม ในภาคผนวก  



บทที่ 4 

ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 

4.1 การศึกษาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตโฮโมพอลิเมอร ์
P(3HB) โดย B. megaterium P-12 

โคพอลิเมอร์ PHBV ประกอบด้วยมอนอเมอร์หลัก 2 ชนิด คือ 3HB มอนอเมอร์ และ 3HV 
มอนอเมอร์ โดย 3HB มอนอเมอร์ สามารถสังเคราะห์ได้จากแหล่งคาร์บอนที่เป็นน้้าตาลทั่วไปและ 
3HV มอนอเมอร์ สามารถสังเคราะห์ได้จากกรดและเกลือของกรดอินทรีย์บางชนิด  ซึ่งในขั้นนี้เป็น
การศึกษาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตโฮโมพอลิเมอร์ P(3HB) 
เพื่อเป็นข้อมูลเบื้องต้นในการศึกษาการผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV ในขั้นต่อไป 

การศึกษาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนมีวัตถุประสงค์เพื่อหาความเข้มข้นที่เหมาะสมที่
ส่งเสริมการเจริญและการสร้างผลิตภัณฑ์  เนื่องจากแหล่งคาร์บอนเป็นองค์ประกอบส้าคัญในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ  ที่จุลินทรีย์จะน้าไปสร้างเป็นพลังงานและเซลล์เพื่อการเจริญเติบโตและสร้างผลิตภัณฑ์   
โดยคาร์บอนเป็นองค์ประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความเข้มข้นมากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับ
องค์ประกอบอื่นๆในอาหารเลี้ยงเช้ือจุลินทรีย ์ 

มีการศึกษาการผลิต PHAs จากแหล่งคาร์บอนที่มีราคาถูกที่มีองค์ประกอบหลักเป็นซูโครส
เช่น น้้าอ้อยและกากน้้าตาลเปรียบเทียบกับการใช้น้้าตาลบริสุทธิ์  ซึ่งพบว่าสามารถผลิต PHAs ได้
ความเข้มข้นที่สูงและเป็นส่วนหนึ่งในการลดต้นทุนการผลิตได้   Suwannasing และคณะ (2015) 
ศึกษาการผลิต PHA จากจุลินทรีย์สายพันธุ์ Bacillus โดยใช้แหล่งคาร์บอนที่มีราคาถูกเพ่ือเป็นการลด
ต้นทุนการผลิต ซึ่งประกอบด้วย น้้าตาลกลูโคส น้้าตาลซูโครส  และน้้าอ้อย ท้าการแปรองค์ประกอบ
ของอาหารเลี้ยงเชื้อจ้านวน 11 สูตร  เมื่อเปรียบเทียบแหล่งคาร์บอนระหว่างน้้าตาลกลูโคส น้้าตาล
ซูโครส  และน้้าอ้อย พบว่าการใช้น้้าอ้อยเป็นแหล่งคาร์บอนสามารถผลิต PHAs ได้สูงสุดเท่ากับ 
1.525 กรัมต่อลิตร โดยมีน้้าหนักเซลล์แห้งเท่ากับ 3.40 กรัมต่อลิตร คิดเป็น 44.85 เปอร์เซ็นต์โดย
น้้าหนักเซลล์แห้ง รองลงมาคือการใช้น้้าตาลซูโครสและน้้าตาลกลูโคสที่ได้ความเข้มข้นของ PHAs 
เท่ากับ 0.115 และ 0.111 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ  ซึ่งอาจมีสาเหตุมาจากในน้้าอ้อยมีธาตุอาหารอื่นๆ
ที่ส่งเสริมการเจริญของจุลินทรีย์ ซึ่งไม่พบในน้้าตาลกลูโคสและน้้าตาลซูโครสที่เป็นน้้าตาลบริสุทธิ์ 
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เช่นเดียวกับ ศริญญา แก้วประดับ (2000) ศึกษาการผลิต P(3HB) จาก B. megaterium 
BA-019 โดยใช้น้้าอ้อยเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าได้ความเข้มข้นของเซลล์สูงสุดเท่ากับ 9.21 กรัมต่อ
ลิตร และความเข้มข้นของ P(3HB) เท่ากับ 4.62 กรัมต่อลิตร คิดเป็น 50.12 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนัก
เซลล์แห้ง เมื่อใช้แหล่งคาร์บอนเป็นน้้าอ้อยที่มีความเข้มข้นของน้้าตาลรวมเท่ากับ 30 กรัมต่อลิตร 
และใช้ยูเรียความเข้มข้นเท่ากับ 0.8 กรัมตอลิตรเป็นแหลงไนโตรเจน   ซึ่งถึงแม้น้้าอ้อยสามารถใช้เป็น
แหล่งคาร์บอนส้าหรับผลิต PHAs ได้ดี แต่อย่างไรก็ตามอาจมีข้อจ้ากัดในด้านของการแข่งขันกับ
อุตสาหกรรมอาหาร  เนื่องจากน้้าอ้อยเป็นวัตถุดิบหลักในการผลิตน้้าตาลและอุตสาหกรรมอาหาร
อื่นๆ   โดยที่ในปัจจุบันวัตถุดิบอีกชนิดหนึ่งได้รับความนิยมในการใช้เป็นแหล่งคาร์บอนส้าหรับการ
เลี้ยงจุลินทรีย์ คือ กากน้้าตาล เนื่องจากมีราคาถูกและมีสารอาหารที่จ้าเป็นต่อการเจริญของจุลินทรีย์   

วันกุศล  ชนะสิทธิ์ (2553) ศึกษาผลของชนิดแหล่งคาร์บอนที่เป็นน้้าตาล ได้แก่ กลูโคส 
ซูโครส และฟรักโตส  ได้พบว่าซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการเจริญและผลิต P(3HB) 
มากกว่าน้้าตาลชนิดอื่น  งานวิจัยนี้จึงเลือกใช้กากน้้าตาลซึ่งมีองค์ประกอบหลักเป็นซูโครส  และ
องค์ประกอบอื่นๆ คือ ฟรักโตส และกลูโคส รวมทั้งวิตามินและธาตุอาหารอื่นๆ  โดยกากน้้าตาลเป็น
ผลพลอยได้จากอุตสาหกรรมการผลิตน้้าตาล  เป็นแหล่งคาร์บอนที่มีราคาถูกและหาได้ง่ายในประเทศ
ไทย 

เติมกล้าเชื้อ B. megaterium P-12 ปริมาตร 300 มิลลิลิตร (10 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร
อาหารเลี้ยงเชื้อ) ลงในถังหมักขนาด 5 ลิตร ที่มีอาหาร MSM ปริมาตร 3 ลิตร  โดยแปรความเข้มข้น
เริ่มต้นของน้้าตาลรวมในกากน้้าตาลเท่ากับ 40 50 60 และ 70 กรัมต่อลิตร ซึ่งมียูเรียที่มีอัตราส่วน
คาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 10   เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการกวนเท่ากับ 600 
rpm อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1 vvm เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  เก็บตัวอย่างทุก 3 ชั่วโมงเพื่อน้ามา
วิเคราะห์น้้าหนักเซลล์แห้งและความเข้มข้นของ P(3HB) ที่จุลินทรีย์สังเคราะห์ขึ้น 
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ตารางที่ 6 น้ าหนักเซลล์แห้ง ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยูเรีย ความเข้มข้นของ P(3HB) และ
ปริมาณ P(3HB) เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ที่มีปริมาณน้ าตาลรวมใน
กากน้ าตาลเท่ากับ 40 กรัมต่อลิตร 

 

Time 
(h) 

DCW 
(g/l) 

Total sugar 
(g/l) 

Urea 
(g/l) 

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

P(3HB) content 
(% by weight) 

0 0.99±0.00 39.65±0.00 4.12±0.01 0.00 0.00 
3 1.91±0.00 31.34±0.00 3.67±0.00 0.33 17.51 
6 13.05±0.01 9.52±0.00 1.93±0.01 2.97 22.79 
9 17.37±0.01 6.36±0.00 1.03±0.00 3.14 19.67 
12 15.45±0.00 5.15±0.01 1.02±0.00 2.58 16.73 
15 14.79±0.04 5.15±0.00 1.02±0.00 1.10 7.45 
18 12.67±0.01 5.21±0.00 1.02±0.00 0.61 4.81 
21 11.61±0.03 4.89±0.00 1.02±0.00 0.54 4.66 
24 10.82±0.04 4.84±0.00 1.02±0.00 0.15 1.35 
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เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ที่มีน้้าตาลรวมในการกากน้้าตาลเท่ากับ 

40 กรัมต่อลิตร ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 6 และรูปที่ 14  ความเข้มข้นของเซลล์เพิ่มขึ้นอย่าง

ต่อเนื่อง ณ ชั่วโมงที่ 3-9 สัมพันธ์กับความเข้มข้นของ P(3HB)  โดยความเข้มข้นของเซลล์และ P(3HB) 

มีค่าสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ ซึ่งมีค่าเท่ากับ 17.37 กรัมต่อลิตร และ 3.14 กรัมต่อลิตร 

ตามล้าดับ โดยปริมาณ P(3HB) สูงสุดเท่ากับ 22.79 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนักเซลล์แห้ง  จากนั้นความ

เข้มข้นของเซลล์เริ่มลดลงอย่างช้าๆ และปริมาณ P(3HB) ลดลงอย่างเห็นได้ชัดหลังชั่วโมงที่ 9 จนถึง

ชั่วโมงที่ 24 ของการเลี้ยงเชื้อ  ปริมาณน้้าตาลและยูเรียลดลงสัมพันธ์กับการเจริญและการสังเคราะห์

ผลิตภัณฑ์ โดยมีค่าคงที่หลังช่ัวโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ   

 
 

รูปที่ 14 น้ าหนักเซลล์แห้ง ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยูเรีย ความเข้มข้นของ P(3HB)  
และปริมาณ P(3HB) เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM  

ที่มีปริมาณน้ าตาลรวมในกากน้ าตาลเท่ากบั 40 กรัมต่อลิตร 
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ตารางที่ 7 น้ าหนักเซลล์แห้ง ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยูเรีย ความเข้มข้นของ P(3HB) และ
ปริมาณ P(3HB) เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ที่มีปริมาณน้ าตาลรวมใน
กากน้ าตาลเท่ากับ 50 กรัมต่อลิตร 
 

Time 
(h) 

DCW 
(g/l) 

Total sugar 
(g/l) 

Urea 
(g/l) 

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

P(3HB) 
content 

(% by weight) 
0 0.97±0.00 49.80±0.02 5.01±0.01 0.00 0.00 
3 1.91±0.00 41.33±0.01 4.82±0.04 0.17 12.01 
6 12.60±0.06 14.78±0.00 2.45±0.00 3.32 26.31 
9 20.35±0.02 4.36±0.00 1.12±0.01 4.28 21.05 
12 20.35±0.01 3.68±0.00 1.03±0.00 2.70 13.25 
15 18.70±0.00 3.73±0.00 1.03±0.00 1.63 8.73 
18 17.26±0.00 3.58±0.00 1.02±0.00 1.17 6.76 
21 16.10±0.00 3.47±0.00 1.02±0.00 1.05 6.53 
24 15.99±0.01 3.47±0.00 1.02±0.00 0.81 5.08 
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เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ที่มีน้้าตาลรวมในการกากน้้าตาลเท่ากับ 

50 กรัมต่อลิตร ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 7 และรูปที่ 15  ความเข้มข้นของเซลล์เพิ่มขึ้นอย่าง

ต่อเนื่อง ณ ชั่วโมงที่ 3-9 สัมพันธ์กับความเข้มข้นของ P(3HB)  โดยความเข้มข้นของเซลล์และ P(3HB) 

มีค่าสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ ซึ่งมีค่าเท่ากับ 20.35 กรัมต่อลิตร และ 4.28 กรัมต่อลิตร 

ตามล้าดับ โดยปริมาณ P(3HB) สูงสุดเท่ากับ 26.31 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนักเซลล์แห้ง  จากนั้นความ

เข้มข้นของเซลล์เริ่มลดลงอย่างช้าๆ และปริมาณ P(3HB) ลดลงอย่างเห็นได้ชัดหลังชั่วโมงที่ 9 จนถึง

ชั่วโมงที่ 24 ของการเลี้ยงเชื้อ  ปริมาณน้้าตาลและยูเรียลดลงสัมพันธ์กับการเจริญและการสังเคราะห์

ผลิตภัณฑ ์โดยมีค่าคงที่หลังช่ัวโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ   

 
 

รูปที่ 15 น้ าหนักเซลล์แห้ง ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยูเรีย ความเข้มข้นของ P(3HB)  
และปริมาณ P(3HB) เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM  

ที่มีปริมาณน้ าตาลรวมในกากน้ าตาลเท่ากบั 50 กรัมต่อลิตร 
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ตารางที่ 8 น้ าหนักเซลล์แห้ง ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยูเรีย ความเข้มข้นของ P(3HB) และ
ปริมาณ P(3HB) เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ที่มีปริมาณน้ าตาลรวมใน
กากน้ าตาลเท่ากับ 60 กรัมต่อลิตร 
 

Time 
(h) 

DCW 
(g/l) 

Total sugar 
(g/l) 

Urea 
(g/l) 

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

P(3HB) 
content 

(% by weight) 
0 0.98±0.00 60.37±0.01 6.08±0.03 0.00 0.00 
3 1.84±0.01 50.95±0.00 5.83±0.05 0.02 4.65 
6 8.26±0.00 33.02±0.01 4.41±0.04 1.96 23.71 
9 27.52±0.07 12.57±0.01 1.13±0.00 5.04 18.30 
12 25.61±0.02 10.62±0.00 1.13±0.00 4.48 17.48 
15 24.60±0.04 10.36±0.00 1.13±0.00 4.32 18.74 
18 22.95±0.03 9.83±0.00 1.12±0.00 4.15 18.08 
21 21.55±0.02 8.89±0.01 1.12±0.00 2.99 13.89 
24 21.22±0.00 8.73±0.00 1.12±0.00 2.95 13.63 
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เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ที่มีน้้าตาลรวมในการกากน้้าตาลเท่ากับ 

60 กรัมต่อลิตร ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 8 และรูปที่ 16  ความเข้มข้นของเซลล์เพิ่มขึ้นอย่าง

ต่อเนื่อง ณ ชั่วโมงที่ 3-9 สัมพันธ์กับความเข้มข้นของ P(3HB)  โดยความเข้มข้นของเซลล์และ P(3HB) 

มีค่าสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ ซึ่งมีค่าเท่ากับ 27.52 กรัมต่อลิตร และ 5.04 กรัมต่อลิตร 

ตามล้าดับ โดยปริมาณ P(3HB) สูงสุดเท่ากับ 23.71 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนักเซลล์แห้ง  จากนั้นความ

เข้มข้นของเซลล์เริ่มลดลงอย่างช้าๆ และปริมาณ P(3HB) ลดลงอย่างเห็นได้ชัดหลังชั่วโมงที่ 9 จนถึง

ชั่วโมงที่ 24 ของการเลี้ยงเชื้อ  ปริมาณน้้าตาลและยูเรียลดลงสัมพันธ์กับการเจริญและการสังเคราะห์

ผลิตภัณฑ ์โดยมีค่าคงที่หลังช่ัวโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ   

 
 

รูปที่ 16 น้ าหนักเซลล์แหง้ ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยูเรีย ความเข้มข้นของ P(3HB)  
และปริมาณ P(3HB) เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM  

ที่มีปริมาณน้ าตาลรวมในกากน้ าตาลเท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร 
 

 

 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

0

10

20

30

40

50

60

70

80

0 3 6 9 1 2 1 5 1 8 2 1 2 4

DCW (g/l) Total sugar (g/l) P(3HB) content (%) Urea (g/l) P(3HB) conc. (g/l)

Cultivation time (h)

D
C

W
 (

g/
l)

, T
o

ta
l s

u
ga

r 
(g
/l

) 
, P

(3
H

B
) 

co
n

te
n

t 
(%

) 
  

U
re

a
(g

/l)
, P

(3
H

B
) 

co
n

c.
(g

/l)



 57 

ตารางที่ 9 น้ าหนักเซลล์แห้ง ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยูเรีย ความเข้มข้นของ P(3HB) และ
ปริมาณ P(3HB) เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ที่มีปริมาณน้ าตาลรวมใน
กากน้ าตาลเท่ากับ 70 กรัมต่อลิตร 
 

Time 
(h) 

DCW 
(g/l) 

Total sugar 
(g/l) 

Urea 
(g/l) 

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

P(3HB) 
content 

(% by weight) 
0 0.96±0.01 70.67±0.01 7.02±0.04 0.00 0.00 
3 1.64±0.01 65.41±0.01 6.14±0.03 0.03 1.95 
6 6.70±0.01 46.27±0.00 4.12±0.04 1.67 24.92 
9 21.72±0.01 23.40±0.00 2.45±0.01 4.84 22.26 
12 27.75±0.01 14.04±0.00 1.09±0.03 5.39 19.43 
15 24.00±0.00 12.04±0.00 1.07±0.00 3.64 15.15 
18 21.15±0.09 11.46±0.00 1.05±0.00 3.18 15.06 
21 18.34±0.01 11.57±0.00 1.05±0.00 2.47 13.49 
24 17.25±0.03 10.83±0.00 1.05±0.00 1.95 11.32 
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เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ที่มีน้้าตาลรวมในการกากน้้าตาลเท่ากับ 

70 กรัมต่อลิตร ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 9 และรูปที่ 17  ความเข้มข้นของเซลล์เพิ่มขึ้นอย่าง

ต่อเนื่อง ณ ชั่วโมงที่ 3-12 สัมพันธ์กับความเข้มข้นของ P(3HB)  โดยความเข้มข้นของเซลล์และ 

P(3HB) มีค่าสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 12 ของการเลี้ยงเชื้อ ซึ่งมีค่าเท่ากับ 27.75 กรัมต่อลิตร และ 5.39 กรัม

ต่อลิตร ตามล้าดับ โดยปริมาณ P(3HB) สูงสุดเท่ากับ 24.92 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนักเซลล์แห้ง  จากนั้น

ความเข้มข้นของเซลล์เริ่มลดลงอย่างช้าๆ และปริมาณ P(3HB) ลดลงอย่างเห็นได้ชัดหลังชั่วโมงที่ 12 

จนถึงชั่วโมงที่ 24 ของการเลี้ยงเชื้อ  ปริมาณน้้าตาลและยูเรียลดลงสัมพันธ์กับการเจริญและการ

สังเคราะห์ผลิตภัณฑ์ โดยมีค่าคงที่หลังช่ัวโมงที่ 12 ของการเลี้ยงเชื้อ   

 
 

รูปที ่17 น้ าหนักเซลล์แห้ง ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยูเรีย ความเข้มข้นของ P(3HB)  
และปริมาณ P(3HB) เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM  

ที่มีปริมาณน้ าตาลรวมในกากน้ าตาลเท่ากบั 70 กรัมต่อลิตร 
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ตารางที่ 10 เปรียบเทียบค่าน้ าหนักเซลล์แห้ง ความเข้มข้นของ P(3HB) และปริมาณ P(3HB)  
ที่สูงสุด  เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ที่มีปริมาณน้ าตาลรวมในกากน้ าตาล
ต่างๆกัน เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
 

 Initial total sugar (g/l) 
 40 50 60 70 
DCW (g/l) 17.37 20.35 27.52 27.75 
P(3HB) conc. (g/l) 2.97 4.28 5.04 5.39 
P(3HB) content (%) 22.79 26.31 23.71 22.26 

 

 
 

รูปที่ 18 เปรียบเทียบค่าน้ าหนักเซลล์แหง้ ความเข้มขน้ของ P(3HB) และปริมาณ P(3HB)  
ค่าที่สูงที่สุด เม่ือเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ที่มีปริมาณน้ าตาลรวม 

ในกากน้ าตาลต่างๆกัน  เปน็เวลา 24 ชั่วโมง 
หมายเหตุ: สัญลักษณ์ตัวอักษร A-D หมายถึง ค่าเฉลี่ยน้้าหนักเซลล์แห้ง  สัญลักษณ์ตัวอักษร a-d หมายถึง ค่าเฉลี่ยความเข้มข้นของ 
P(3HB)  และสัญลักษณ์ตัวอักษร W-Z หมายถึง ค่าเฉลี่ยปริมาณ P(3HB) ของตัวอย่างที่มีความแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส้าคัญทางสถิติ
ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05) (n=3) เมื่อวิเคราะห์ด้วยวิธี Duncan test โดยตัวอักษรที่เหมือนกันแสดงค่าเฉลี่ยของตัวอย่างที่มี
ความแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส้าคัญ 
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จากผลการทดลองการเปรียบเทียบการเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ที่มี
น้้าตาลรวมในการกากน้้าตาลความเข้มข้นต่างๆกัน ดังแสดงในตารางที่ 10 และรูปที่ 18 พบว่าความ
เข้มข้นของเซลล์และความเข้มข้นของ P(3HB) มีแนวโน้มเพิ่มขึ้นตามความเข้มข้นของน้้าตาลที่เพิ่มขึ้น  
โดยเมื่อใช้ความเข้มข้นเริ่มต้นของน้้าตาลรวมในกากน้้าตาลเท่ากับ 70 กรัมต่อลิตรมีผลให้ได้ความ
เข้มข้นของเซลล์และความเข้มข้นของ P(3HB) สูงสุดเท่ากับ 27.75 กรัมต่อลิตรและ 5.39 กรัมต่อลิตร 
ตามล้าดับ ณ ชั่วโมงที่ 12 ของการเลี้ยงเชื้อ  ซึ่งใกล้เคียงกับความเข้มข้นของน้้าตาลรวมในกากน้้าตาล
เท่ากับ 60 กรัมต่อลิตร  ที่ได้ความเข้มข้นของเซลล์และความเข้มข้นของ P(3HB) เท่ากับ 27.52 กรัม
ต่อลิตร และ 5.04 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ ณ ชั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ ปริมาณ P(3HB) ของแต่ละ
ความเข้มข้นของน้้าตาลรวมมีค่าอยู่ในช่วง 22.26-26.31 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนักเซลล์แห้ง  และ
ปริมาณน้้าตาลและยูเรียที่เหลือสอดคล้องกับการเจริญของเซลล์ในทุกความเข้มข้นของน้้าตาลรวมที่
ใช ้
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ตารางที่ 11 เปรียบเทียบค่าอัตราผลผลิตของเซลล์  อัตราผลผลิตของ P(3HB) และสัมประสิทธิ์
ปริมาณเซลล์ต่อสับสเตรตที่ถูกใช้ไปค่าที่สูงที่สุด เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร 
MSM ที่มีปริมาณน้ าตาลรวมในกากน้ าตาลต่างๆกันเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
 

 Initial total sugar (g/l) 
 40 50 60 70 
cell productivity (g/l/h) 2.17 2.26 3.06 2.41 
P(3HB) productivity (g/l/h) 0.50 0.55 0.56 0.54 
Yx/s 0.49 0.52 0.69 0.50 

 

 
 

รูปที่ 19 เปรียบเทียบค่าอัตราผลผลิตของเซลล์  อัตราผลผลิตของ P(3HB) และสัมประสิทธิ์
ปริมาณเซลลต์่อสับสเตรตทีถู่กใช้ไปค่าที่สูงที่สุด เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12  

ในอาหาร MSM ที่มีปริมาณน้ าตาลรวมในกากน้ าตาลต่างๆกัน  เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
หมายเหตุ: สัญลักษณ์ตัวอักษร A-D หมายถึง ค่าเฉลี่ยอัตราผลผลิตของเซลล์  สัญลักษณ์ตัวอักษร a-d หมายถึง ค่าเฉลี่ยอัตราผลผลิต
ของ P(3HB)  และสัญลักษณ์ตัวอักษร W-Z หมายถึง ค่าเฉลี่ยสัมประสิทธิ์ปริมาณเซลล์ต่อสับสเตรตที่ถูกใช้ ของตัวอย่างที่มีความ
แตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05) (n=3) เมื่อวิเคราะห์ด้วยวิธี Duncan test โดยตัวอักษรที่
เหมือนกันแสดงค่าเฉล่ียของตัวอย่างที่มีความแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส้าคัญ 

 

0.00

0.50

1.00

1.50

2.00

2.50

3.00

3.50

cell productivity (g/l/h)  P(3HB) productivity (g/l/h) Yx/s

40 (g/l)

50 (g/l)

60 (g/l)

70 (g/l)

ce
ll

p
ro

d
u

ct
iv

it
y 

(g
/l/

h
),

 P
(3

H
B

) 
p

ro
d

u
ct

iv
it

y 
(g

/l/
h

),
 Y

x/
s

A

B
CD

a b
abc

W
XY Z



 62 

เมื่อพิจารณาอัตราผลผลิตของเซลล์  อัตราผลผลิตของ P(3HB) และสัมประสิทธิ์ปริมาณเซลล์
ต่อสับสเตรตที่ถูกใช้ไปของแต่ละความเข้มข้นเริ่มต้นของน้้าตาลรวมในกากน้้าตาล ดังแสดงในตารางที่ 
11 และรูปที่ 19 พบว่าความเข้มข้นเริ่มต้นของน้้าตาลรวมในกากน้้าตาล 60 กรัมต่อลิตร มีค่าอัตรา
ผลผลิตของเซลล์  ค่าอัตราผลผลิตของ P(3HB) และค่าสัมประสิทธิ์ปริมาณเซลล์ต่อสับสเตรตที่ถูกใช้
สูงที่สุดเท่ากับ 3.06 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง   0.56 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง และ 0.69 ตามล้าดับ  ซึ่งค่า
อัตราผลผลิตของเซลล์และอัตราผลผลิตของ P(3HB) บ่งบอกถึงความสามารถในการเจริญของเซลล์
และการผลิต P(3HB) เทียบกับเวลา โดยที่ความเข้มข้นของน้้าตาลรวมเท่ากับ 60 กรัมต่อลิตรมีค่า
อัตราผลผลิตของเซลล์และอัตราผลผลิตของ P(3HB) สูงที่สุด แสดงให้เห็นว่าที่ความเข้มข้นของ
น้้าตาลดังกล่าว สามารถเพิ่มความเข้มข้นของเซลล์และความเข้มข้นของ P(3HB) ได้สูงกว่าที่ความ
เข้มข้นของน้้าตาลรวมอื่นๆ  อีกทั้งมีค่าสัมประสิทธิ์ปริมาณเซลล์ต่อสับสเตรตที่สูงที่สุด แสดงถึง 
ที่ความเข้มข้นของน้้าตาลรวมดังกล่าว เซลล์สามารถน้าน้้าตาลไปใช้เพื่อการเจริญและสร้างเซลล์ได้
อย่างเหมาะสมและมีประสิทธิภาพ   จึงสามารถสรุปได้ว่า ที่ความเข้มข้นของน้้าตาลรวมใน
กากน้้าตาลเท่ากับ 60 กรัมต่อลิตร มีความเหมาะสมต่อการเจริญและการสร้างผลิตภัณฑ์  เนื่องจาก
สารตั้งต้นถูกน้าไปใช้สร้างเซลล์และสังเคราะห์ P(3HB) ได้อย่างมีประสิทธิภาพ   ดังนั้น จึงเลือกความ
เข้มข้นเริ่มต้นของน้้าตาลรวมในกากน้้าตาลเท่ากับ 60 กรัมต่อลิตร เป็นความเข้มข้นที่เหมาะสมต่อ
การเจริญและสร้างผลิตภัณฑ์เพื่อใช้ในศึกษาขั้นต่อไป  สอดคล้องกับปวุฒิ กาญจนชุมพล (2553) ที่
ศึกษาการขยายส่วนการผลิตพลาสติกที่ย่อยสลายได้ทางชีวภาพชนิด P(3HB) โดย B. megaterium 
BA-019 ซึ่งงานวิจัยในขั้นต้นพบว่า  การใช้น้้าตาลเริ่มต้นในกากน้้าตาลเท่ากับ 60 กรัมต่อลิตร ได้
ความเข้มข้นของเซลล์และความเข้มข้นของ P(3HB) สูงสุดเท่ากับ 32.48 กรัมต่อลิตร และ 8.75 กรัม
ต่อลิตร ที่ชั่วโมงที่ 12 ของการเลี้ยงเชื้อ  โดยความเข้มข้นของเซลล์และ P(3HB) ที่ผลิตได้มีค่า
ใกล้ เคียง กับงานวิจัยของ Contrerus และคณะ  (2013) ซึ่ งศึกษาการผลิต  P(3HB) จาก B. 
megaterium  พบว่าได้ความเข้มข้นของเซลล์เท่ากับ 28.59 กรัมต่อลิตรและความเข้มข้นของ 
P(3HB) เท่ากับ 8.50 กรัมต่อลิตร เมื่อเลี้ยง B. megaterium uyuni S29 ในอาหาร mineral 
medium ที่มีกลูโคสเท่ากับ 10 กรัมต่อลิตร  เช่นเดียวกันกับ Nair และคณะ (2014) ที่ศึกษาการใช้
กากน้้าตาลเพื่อลดต้นทุนการผลิต PHA โดย Bacillus  subtilis  โดยแปรความเข้มข้นของน้้าตาลใน
กากน้้าตาลเท่ากับ 10-100 เปอร์เซ็นต์  พบว่า การใช้น้้าตาลรวมในกากน้้าตาลเท่ากับ 10 เปอร์เซ็นต์
มีความเหมาะสมต่อการเจริญและผลิต PHA ที่สุด ซึ่งมีค่าความเข้มข้นของเซลล์สูงสุดเท่ากับ 20.9 
กรัมต่อลิตรและมีความเข้มข้นของ PHA เท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร  คิดเป็น 75.5 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนัก
เซลล์แห้ง   
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 การใช้กากน้้าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนส้าหรับการเจริญและการสังเคราะห์ P(3HB) ในงานวิจัย
น้ี พบว่าสามารถส่งเสริมการเจริญและการสังเคราะห์ผลิตภัณฑ์ได้ในปริมาณสูง เช่นเดียวกับ  
Kulpreecha และคณะ (2003) ที่ได้ศึกษาการผลิต P(3HB) โดย B. megaterium BA-019 โดยใช้
กากน้้าตาลและยูเรียซึ่งเป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนที่มีราคาถูก พบว่า การเลี้ยงเชื้อแบบเฟด -
แบตช์ที่มีการเติมกากน้้าตาลที่มีความเข้มข้นของน้้าตาลรวมเท่ากับ 400 กรัมต่อลิตร ได้ความเข้มข้น
ของเซลล์และ P(3HB) สูงถึง 72.6 กรัมต่อลิตรและ 30.5 กรัมต่อลิตรตามล้าดับ คิดเป็น 42.10 
เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนักเซลล์แห้ง  เช่นเดียวกันกับ Naheed และJamil (2014) ซึ่งได้ศึกษาการผลิต  
P(3HB) โดย Enterobacter sp. SEL2 โดยใช้กากน้้าตาลเป็นแหล่งคาร์บอน ได้พบว่าเมื่อใช้
กากน้้าตาลความเข้มข้นเท่ากับ 2 เปอร์เซ็นต์ ได้ปริมาณ PHA เท่ากับ 47.36 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนัก
เซลล์แห้ง   

จากการศึกษาที่มีรายงานไว้ดังที่กล่าวมา จึงเห็นได้ว่าสามารถใช้กากน้้าตาลเป็นแหล่ง
คาร์บอนเพื่อการสังเคราะห์ P(3HB) ได้ในปริมาณสูง  ซึ่งความเข้มข้นของเซลล์และปริมาณพอลิเมอร์
ที่ผลิตได้ขึ้นกับชนิดของจุลินทรีย์และความเข้มข้นของกากน้้าตาลที่ใช้  ทั้งนี้การใช้กากน้้าตาลเป็น
แหล่งคาร์บอนสามารถส่งเสริมการเจริญและการสังเคราะห์ P(3HB) ได้ดีเพราะในกากน้้าตาลมี
องค์ประกอบหลักเป็นน้้าตาลซูโครส กลูโคส และฟรักโตส อีกทั้งประกอบด้วยวิตามิน แร่ธาตุชนิด
ต่างๆ เช่น ไทเอมีน  ไรโบฟลาวิน  ไบโอติน  โพแทสเซียม ฟอสเฟต แคลเซียม แมกนีเซียม คอปเปอร์
และเหล็ก เป็นต้น ซึ่งสารดังกล่าวสามารถส่งเสริมการเจริญและการสร้างผลิตภัณฑ์ของเซลล์ (Koller 
และคณะ, 2012)  

ได้พบว่าปริมาณ P(3HB) ที่ผลิตได้ภายหลังชั่วโมงที่ได้ค่าสูงที่สุดลดลงอย่างรวดเร็ว ดังแสดง
ในกราฟผลการทดลอง เป็นผลมาจากเมื่อเซลล์มีการสังเคราะห์พอลิเมอร์จนถึงค่าหนึ่งที่มีความเข้มข้น
สูงสุดแล้ว รวมทั้งสารอาหารในระบบถูกใช้จนลดน้อยลง ภายในเซลล์จะเกิดปฏิกิริยาดีพอลิเมอร์ไรซ์
โดยเอนไซม์ดีพอลิเมอร์เรส  น้าพอลิเมอร์ที่สังเคราะห์ได้มาใช้เพื่อการอยู่รอด   ซึ่งสอดคล้องกับ 
Kedia และคณะ (2014) ที่รายงานว่าปริมาณ P(3HB) ที่ผลิตโดย C. necator ภายหลังชั่วโมงที่ได้
ค่าสูงสุดจะลดลงอย่างรวดเร็ว  เป็นผลมาจากการย่อยสลาย P(3HB) ที่สังเคราะห์ภายในเซลล์เพื่อ
น้ามาใช้ในการเจริญและการอยู่รอดของเซลล์ 
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4.2 การศึกษาช่วงเวลาในการเติมแหล่งคาร์บอนในขั้นตอนแรกเพื่อเพิ่มการเจริญและการผลิต 
โฮโมพอลิเมอร ์P(3HB) โดย B. megaterium P-12 

การเติมสารอาหารใหม่ลงไปในถังหมักมีวัตถุประสงค์เพื่อท้าให้ปริมาณเซลล์และผลผลิตของ
ผลิตภัณฑ์เพิ่มสูงขึ้น เพราะหากใช้ความเข้มข้นของสารอาหารที่สูง ณ เวลาเริ่มต้นของการ 
เลี้ยงเช้ือ  ความเข้มข้นที่สูงของสารอาหารอาจเกิดการยับยั้งการเจริญและการสร้างผลิตภัณฑ์ได้ 

จากผลการศึกษาการเติมสารอาหารในช่วงเวลาต่างๆกัน พบว่าสามารถเพิ่มความเข้มข้นของ
เซลล์และความเข้มข้นของ P(3HB) ได้  โดยการเติมอาหารใหม่ ณ ชั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ
สามารถเพิ่มความเข้มข้นของเซลล์และความเข้มข้นของ P(3HB) ได้สูงสุดเท่ากับ เท่ากับ 34.99 กรัม
ต่อลิตรและ 9.09 กรัมต่อลิตร  ซึ่งมากกว่าการเลี้ยงเชื้อแบบไม่เติมสารอาหารโดยได้ความเข้มข้นของ
เซลล์และความเข้มข้นของ P(3HB) เท่ากับ  27.52 กรัมต่อลิตรและ 5.04 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ 
เช่นเดียวกับ Wang และคณะ (2013) ได้ศึกษาการผลิต P(3HB) จาก A. latus โดยใช้น้้าตาลจากหัว
บีทเป็นแหล่งคาร์บอนและมีการเติมสารอาหารใหม่ที่มีองค์ประกอบต่างๆกันที่ชั่วโมงที่ 16  ได้
รายงานว่าการเติมสารอาหารใหม่สามารถเพิ่มความเข้มข้นของเซลล์ได้เป็น 10.30 กรัมต่อลิตร  ความ
เข้มข้นของ P(3HB) เท่ากับ 4.01 กรัมต่อลิตร คิดเป็น 38.66 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนักเซลล์แห้ง  ซึ่ง
มากกว่าการเลี้ยงเชื้อโดยไม่เติมสารอาหารที่ได้ความเข้มข้นของเซลล์เท่ากับ 9.23 ณ ชั่วโมงที่ 28 
ของการเลี้ยงเชื้อ     Sayed และคณะ (2009)  ได้รายงานการผลิต P(3HB) โดย A. latus ซึ่งใช้
กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน  และมีการเติมอาหารใหม่ที่มีการจ้ากัดปริมาณไนโตรเจน พบว่าการเลี้ยง  
A. latus เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นท้าการเก็บเซลล์และเติมอาหารใหม่ที่มีการจ้ากัดไนโตรเจน  
พบว่าได้ความเข้มข้นของเซลล์และ P(3HB) เท่ากับ 12.56 และ 7.04 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ ซึ่ง
มากกว่าการเลี้ยงเชื้อเพียงขั้นตอนเดียวที่ไม่มีการเติมสารอาหารซึ่งได้ความเข้มข้นของเซลล์และ 
P(3HB) เท่ากับ 7.01 และ 0.66 กรัมต่อลิตร  ตามล้าดับ 

การศึกษาในขั้นนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อเพิ่มความเข้มข้นของเซลล์ให้สูงขึ้น โดยการเติม
สารอาหารใหม่ที่ประกอบด้วยกากน้้าตาลและยูเรีย เพื่อส่งเสริมการเจริญของเซลล์ให้มีความเข้มข้นที่
สูงขึ้น  ซึ่งหากได้ความเข้มข้นของเซลล์สูง ก็จะท้าให้ได้ความเข้มข้นของ P(3HB) สูงขึ้นด้วย  
โดยแปรช่วงเวลาในการเติมสารอาหารใหม่ในขั้นตอนแรก  ซึ่งจากผลการทดลองในข้อที่ 4.1 เซลล์มี
ช่วงระยะเวลาการเจริญแบบคงที่ (exponential growth phase) อยู่ในช่วงระหว่าง 6 – 9 ชั่วโมง 
เป็นช่วงเวลาที่เซลล์มีอัตราการเจริญจ้าเพาะสูงสุด ซึ่งหากมีการเติมสารอาหารใหม่ เข้าสู่ระบบใน
ช่วงเวลาดังกล่าว อาจสามารถเพิ่มความเข้มข้นของเซลล์ให้สูงขึ้นอย่างต่อเนื่องได้ เนื่องจากเซลล์
สามารถน้าสารอาหารใหม่ที่เติมลงไปใช้เพื่อการเจริญได้อย่างต่อเนื่องและมีประสิทธิภาพ เพราะหาก
เติมสารอาหารก่อนหรือหลังช่วงดังกล่าวอาจไม่ส่งเสริมการเจริญ โดยหากเติมสารอาหารในช่วงเวลาที่
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เร็วเกินไป ในช่วงเวลาก่อนชั่วโมงที่ 6 สารอาหารเดิมในระบบยังมีความเข้มข้นที่สูงอยู่ อาจเกิดการ
ยับยั้งการท้างานของเซลล์ท้าให้ได้ความเข้มข้นของเซลล์ต่้า  และหากเติมในช่วงเวลาที่ช้าเกินไป คือ 
หลังจากชั่วโมงที่ 9  เซลล์เริ่มมีอัตราการเจริญเท่ากับอัตราการตาย การเติมสารอาหารใหม่จึงอาจไม่
ส่งเสริมการเจริญและไม่สามารถเพิ่มความเข้มข้นของเซลล์ให้สูงขึ้นได้  ดังนั้น จึงแปรช่วงเวลาในการ
เติมสารอาหารใหม่ ณ ชั่วโมงที่ 6  7.5  และ 9   โดยสารอาหารที่เติมประกอบด้วยกากน้้าตาลและ
ยูเรียที่มีความเข้มข้นที่เหมาะสมที่ได้จากผลการศึกษาในข้อ 4.1   ซึ่งมีความเข้มข้นของน้้าตาลรวม
เท่ากับ 60 กรัมต่อลิตรและยูเรียที่มีความเข้มข้น 6 กรัมต่อลิตร คิดเป็นอัตราส่วนคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจนเท่ากับ 10  เติมกากน้้าตาลและยูเรีย ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ซึ่งเท่ากับปริมาตรที่ถูกเก็บ
ตัวอย่างออกไป ณ ชั่วโมงที่ 6 โดยจะท้าให้ปริมาตรรวมภายในถังเท่ากับ 3 ลิตร 

ปวุฒิ  กาญจนชุมพล (2010) ศึกษาการขยายส่วนการผลิต P(3HB) โดยการเลี้ ยง  
B. megaterium BA-019 แบบเฟด-แบตช์  โดยใช้กากน้้าตาลและยูเรียเป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่ง
ไนโตรเจน ตามล้าดับ  การทดลองได้ศึกษาวิธีการป้อนสารอาหารแบบ exponential feeding และ
การป้อนแบบครั้งคราว (rectangular pulse feeding) พบว่าการป้อนอาหารแบบครั้งคราวได้ค่า
ความเข้มข้นของเซลล์และ P(3HB) สูงกว่าการป้อนอาหารแบบ exponential feeding  ดังนั้นใน
งานวิจัยนี้จึงได้เลือกการเติมอาหารแบบครั้งคราวเป็นรูปแบบในการเติมสารอาหารใหม่เพื่อเพิ่มความ
เข้มข้นของเซลล์และ P(3HB) 
 เติมกล้าเชื้อปริมาตร 300 มิลลิลิตร (10 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ) ลงในถัง
หมักขนาด 5 ลิตรที่มีอาหาร MSM ปริมาตร 3 ลิตร ซึ่งมีปริมาณน้้าตาลเริ่มต้นในกากน้้าตาลเท่ากับ 
60 กรัมต่อลิตร  เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการกวน 600 rpm อัตราการให้อากาศ 
1 vvm เป็นเวลา 24 ชั่วโมง   ณ ชั่วโมงที่  6  7.5  หรือ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ  ท้าการเติมสารอาหาร
ใหม่ในขั้นตอนแรกที่มีความเข้มข้นของน้้าตาลรวมเท่ากับ 60 กรัมต่อลิตรและยูเรียที่มีความเข้มข้น 6 
กรัมต่อลิตร ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ลงไปในถังหมัก  เก็บตัวอย่างทุก 3 ชั่วโมงเพื่อน้ามาวิเคราะห์
น้้าหนักเซลล์แห้งและความเข้มข้นของ P(3HB) ที่จุลินทรีย์สังเคราะห์ขึ้น 



ตารางที่ 12 น้ าหนักเซลล์แห้ง ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยูเรีย ความเข้มข้นของ P(3HB) 
และปริมาณ P(3HB) เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ที่มีปริมาณน้ าตาลรวม
ในกากน้ าตาลเท่ากับ 60 กรัมต่อลิตร โดยเติมกากน้ าตาลและยูเรียที่ชั่วโมงที่ 6 ของการเลี้ยงเชื้อ 
 

Time 
(h) 

DCW 
(g/l) 

Total sugar 
(g/l) 

Urea 
(g/l) 

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

P(3HB) 
content 

(% by weight) 
0 0.73±0.00 60.73±0.01 6.12±0.03 0 0 
3 1.69±0.00 57.32±0.01 5.83±0.05 0.01 1.96 

6ก่อน 10.84±0.00 42.70±0.04 4.41±0.04 3.18 29.32 
6หลัง 10.84±0.01 45.12±0.00 4.52±0.02 3.18 29.32 
9 22.02±0.01 18.67±0.00 2.12±0.01 5.74 26.07 
12 28.02±0.00 13.93±0.00 1.08±0.01 7.30 26.27 
15 25.40±0.01 13.20±0.00 1.08±0.00 3.90 15.37 
18 18.46±0.00 12.88±0.00 1.07±0.00 1.08 5.86 
21 16.73±0.01 12.78±0.00 1.07±0.00 0.28 1.67 
24 16.59±0.01 12.41±0.00 1.07±0.00 0.27 1.61 
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เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ที่มีน้้าตาลรวมในการกากน้้าตาลเท่ากับ 

60 กรัมต่อลิตรและเติมอาหารใหม่ขั้นตอนแรกในชั่วโมงที่ 6 ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 12 

และรูปที่ 20  ความเข้มข้นของเซลล์เพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่อง ณ ชั่วโมงที่ 3-12 สัมพันธ์กับความเข้มข้น

ของ P(3HB)  โดยความเข้มข้นของเซลล์และ P(3HB) มีค่าสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 12 ของการเลี้ยงเชื้อ ซึ่งมี

ค่าเท่ากับ 28.02 กรัมต่อลิตร และ 7.30 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ ซึ่งเพิ่มขึ้นจากการเลี้ยงโดยไม่เติม

สารอาหารใหม่  ที่ได้ความเข้มข้นของเซลล์และความเข้มข้นของ P(3HB) เท่ากับ 27.52 กรัมต่อลิตร

และ 5.04 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ ณ ชั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ โดยปริมาณ P(3HB) สูงสุดเท่ากับ 

29.32 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนักเซลล์แห้ง  จากนั้นความเข้มข้นของเซลล์เริ่มลดลงอย่างช้าๆ และ

ปริมาณ P(3HB) ลดลงอย่างเห็นได้ชัดหลังชั่วโมงที่ 12 จนถึงชั่วโมงที่ 24 ของการเลี้ยงเชื้อ  ปริมาณ

น้้าตาลและยูเรียลดลงสัมพันธ์กับการเจริญและการสังเคราะห์ผลิตภัณฑ์ โดยมีค่าคงที่หลังชั่วโมงที่ 12 

ของการเลี้ยงเชื้อ   

 
 

รูปที่ 20 น้ าหนักเซลล์แห้ง ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยูเรีย ความเข้มข้นของ P(3HB) และ
ปริมาณ P(3HB) เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ที่มีปริมาณน้ าตาลรวมใน
กากน้ าตาลเทา่กับ 60 กรัมต่อลิตร โดยเติมกากน้ าตาลและยูเรียที่ชั่วโมงที่ 6 ของการเลี้ยงเชื้อ 
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ตารางที่ 13 น้ าหนักเซลล์แห้ง ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยูเรีย ความเข้มข้นของ P(3HB) 
และปริมาณ P(3HB) เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ที่มีปริมาณน้ าตาลรวม
ในกากน้ าตาลเท่ากับ 60 กรัมต่อลิตร โดยเติมกากน้ าตาลและยูเรียที่ชั่วโมงที่ 7.5 ของการ 
เลี้ยงเชื้อ 
 

Time 
(h) 

DCW 
(g/l) 

Total sugar 
(g/l) 

Urea 
(g/l) 

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

P(3HB) 
content 

(% by weight) 
0 0.80±0.01 60.52±0.02 6.04±0.03 0 0 
3 1.78±0.00 54.84±0.01 5.73±0.00 0.01 1.94 
6 9.33±0.05 42.33±0.01 4.41±0.00 2.43 26.10 

7.5ก่อน 17.14±0.00 31.76±0.00 3.78±0.04 5.13 30.67 
7.5หลัง 17.14±0.01 34.50±0.00 3.89±0.01 5.13 30.67 

9 24.97±0.00 15.41±0.00 2.17±0.00 8.81 35.29 
12 30.92±0.00 13.93±0.01 1.34±0.00 7.89 25.39 
15 28.77±0.01 11.78±0.00 1.20±0.00 4.92 17.12 
18 23.07±0.01 11.62±0.00 1.12±0.00 1.70 7.38 
21 19.29±0.01 11.36±0.00 1.12±0.00 0.74 3.83 
24 18.62±0.00 10.99±0.02 1.12±0.00 0.60 3.24 
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เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ที่มีน้้าตาลรวมในการกากน้้าตาลเท่ากับ 

60 กรัมต่อลิตรและเติมอาหารใหม่ขั้นตอนแรกในชั่วโมงที่ 7.5  ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 13 

และรูปที่ 21  ความเข้มข้นของเซลล์เพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่อง ณ ชั่วโมงที่ 3-12 และมีค่าสูงสุดเท่ากับ

30.92 กรัมต่อลิตร ณ ชั่วโมงที่12 ของการเลี้ยงเชื้อ  และความเข้มข้นของ P(3HB) เพิ่มขึ้นอย่าง

ต่อเนื่อง ณ ชั่วโมงที่ 3-9 มีค่าสูงสุดเท่ากับ 8.81 กรัมต่อลิตร ณ ชั่วโมงที่9 ของการเลี้ยงเชื้อ  ซึ่ง

เพิ่มขึ้นจากการเลี้ยงโดยไม่เติมสารอาหารใหม่  ที่ได้ความเข้มข้นของเซลล์และความเข้มข้นของ 

P(3HB) เท่ากับ 27.52 กรัมต่อลิตรและ 5.04 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ ณ ชั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ 

โดยปริมาณ P(3HB) สูงสุดเท่ากับ 35.29 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนักเซลล์แห้ง  จากนั้นความเข้มข้นของ

เซลล์เริ่มลดลงอย่างช้าๆ และปริมาณ P(3HB) ลดลงอย่างเห็นได้ชัดหลังชั่วโมงที่   12 และ 9 

ตามล้าดับ จนถึงชั่วโมงที่ 24 ของการเลี้ยงเชื้อ  ปริมาณน้้าตาลและยูเรียลดลงสัมพันธ์กับการเจริญ

และการสังเคราะห์ผลิตภัณฑ์ โดยมีค่าคงที่หลังช่ัวโมงที่ 12 ของการเลี้ยงเชื้อ   

 
 

รูปที่ 21 น้ าหนักเซลล์แห้ง ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยูเรีย ความเข้มข้นของ P(3HB) และ
ปริมาณ P(3HB) เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ที่มีปริมาณน้ าตาลรวมใน

กากน้ าตาลเทา่กับ 60 กรัมต่อลิตร โดยเติมกากน้ าตาลและยูเรียที่ชั่วโมงที่ 7.5 ของการเลี้ยงเชื้อ 
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ตารางที่ 14 น้ าหนักเซลล์แห้ง ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยูเรีย ความเข้มข้นของ P(3HB) 
และปริมาณ P(3HB) เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ที่มีปริมาณน้ าตาลรวม
ในกากน้ าตาลเท่ากับ 60 กรัมต่อลิตร โดยเติมกากน้ าตาลและยูเรียที่ชั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ 
 

Time 
(h) 

DCW 
(g/l) 

Total sugar 
(g/l) 

Urea 
(g/l) 

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

P(3HB) 
content 

(% by weight) 
0 0.84±0.01 60.47±0.00 6.15±0.00 0.00 0.00 
3 1.60±0.00 57.89±0.00 5.93±0.02 0.00 0.19 
6 3.96±0.01 52.69±0.02 4.10±0.00 0.63 19.13 

9ก่อน 20.09±0.01 25.40±0.01 2.52±0.01 6.62 32.97 
9หลัง 20.09±0.01 29.92±0.00 2.63±0.04 6.62 32.97 
12 31.42±0.03 15.46±0.01 1.43±0.03 9.09 28.92 
15 34.99±0.05 11.73±0.00 1.05±0.00 7.88 22.54 
18 29.46±0.01 11.78±0.00 1.05±0.00 4.55 15.45 
21 17.81±0.00 9.83±0.00 1.04±0.00 1.14 6.37 
24 16.22±0.01 9.85±0.00 1.04±0.00 0.87 5.37 
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เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ที่มีน้้าตาลรวมในการกากน้้าตาลเท่ากับ 

60 กรัมต่อลิตรและเติมอาหารใหม่ขั้นตอนแรกในชั่วโมงที่ 9  ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 14 

และรูปที่ 22  ความเข้มข้นของเซลล์เพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่อง ณ ชั่วโมงที่ 6-15 และมีค่าสูงสุดเท่ากับ

34.99 กรัมต่อลิตร ณ ชั่วโมงที่15 ของการเลี้ยงเชื้อ  และความเข้มข้นของ P(3HB) เพิ่มขึ้นอย่าง

ต่อเนื่อง ณ ชั่วโมงที่ 6-12 มีค่าสูงสุดเท่ากับ 9.09 กรัมต่อลิตร ณ ชั่วโมงที่ 12 ของการเลี้ยงเชื้อ  ซึ่ง

เพิ่มขึ้นจากการเลี้ยงโดยไม่เติมสารอาหารใหม่  ที่ได้ความเข้มข้นของเซลล์และความเข้มข้นของ 

P(3HB) เท่ากับ 27.52 กรัมต่อลิตรและ 5.04 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ ณ ชั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ 

โดยปริมาณ P(3HB) สูงสุดเท่ากับ 32.97 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนักเซลล์แห้ง  จากนั้นความเข้มข้นของ

เซลล์เริ่มลดลงอย่างช้าๆ และปริมาณ P(3HB) ลดลงอย่างเห็นได้ชัดหลังชั่วโมงที่   15 และ 12 

ตามล้าดับ จนถึงชั่วโมงที่ 24 ของการเลี้ยงเชื้อ  ปริมาณน้้าตาลและยูเรียลดลงสัมพันธ์กับการเจริญ

และการสังเคราะห์ผลิตภัณฑ์ โดยมีค่าคงที่หลังช่ัวโมงที่ 15 ของการเลี้ยงเชื้อ   

 
 

รูปที่ 22 น้ าหนักเซลล์แห้ง ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยูเรีย ความเข้มข้นของ P(3HB) และ
ปริมาณ P(3HB) เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ที่มีปริมาณน้ าตาลรวมใน
กากน้ าตาลเทา่กับ 60 กรัมต่อลิตร โดยเติมกากน้ าตาลและยูเรียที่ชั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ 
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ตารางที่ 15 เปรียบเทียบน้ าหนักเซลล์แห้ง ความเข้มข้นของ P(3HB) และปริมาณ P(3HB) ค่าที่
สูงที่สุด เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ที่มีปริมาณน้ าตาลรวมในกากน้ าตาล 
60 กรัมต่อลิตรและเติมสารอาหารใหม่ ณ เวลาที่ต่างกัน 
 

 feeding time (h) 
 6 h 7.5 h 9 h 
DCW (g/l) 28.02 30.92 34.99 
P(3HB) conc. (g/l) 7.30 8.81 9.09 
P(3HB) content (%) 29.32 35.29 32.97 

 

 
 

รูปที่ 23 เปรียบเทียบน้ าหนกัเซลล์แห้ง  ความเข้มข้นของ P(3HB) และปริมาณ P(3HB)  
ค่าที่สูงที่สุด เม่ือเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ที่มีปริมาณน้ าตาลรวม 

ในกากน้ าตาล 60 กรัมต่อลิตรและเติมสารอาหารใหม่ ณ เวลาที่ต่างกัน 
หมายเหตุ: สัญลักษณ์ตัวอักษร A-D หมายถึง ค่าเฉลี่ยน้้าหนักเซลล์แห้ง  สัญลักษณ์ตัวอักษร a-d หมายถึง ค่าเฉลี่ยความเข้มข้นของ 
P(3HB)  และสัญลักษณ์ตัวอักษร W-Z หมายถึง ค่าเฉลี่ยปริมาณ P(3HB) ของตัวอย่างที่มีความแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส้าคัญทางสถิติ
ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05) (n=3) เมื่อวิเคราะห์ด้วยวิธี Duncan test โดยตัวอักษรที่เหมือนกันแสดงค่าเฉลี่ยของตัวอย่างที่มี
ความแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส้าคัญ 
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ตารางที่  16 เปรียบเทียบอัตราผลผลิตของเซลล์  อัตราผลผลิตของ P(3HB) และสัมประสิทธิ์
ปริมาณเซลล์ต่อสับสเตรตที่ถูกใช้ไปค่าที่สูงที่สุด เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร 
MSM ที่มีปริมาณน้ าตาลรวมในกากน้ าตาล 60 กรัมต่อลิตรและเติมสารอาหารใหม่ ณ เวลา 
ทีต่่างกัน 

 

 feeding time (h) 
 6 h 7.5 h 9 h 
cell productivity (g/l/h) 2.45 2.62 2.77 
P(3HB) productivity (g/l/h) 0.64 0.76 0.98 
Yx/s 0.67 0.67 0.76 

 

 
 

รูปที่ 24 เปรียบเทียบอัตราผลผลิตของเซลล์  อัตราผลผลิตของ P(3HB) และสัมประสิทธิ์ปริมาณ
เซลล์ต่อสับสเตรตที่ถูกใช้ไปค่าที่สูงที่สุด เม่ือเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ที่มี

ปริมาณน้ าตาลรวมในกากน้ าตาล 60 กรัมต่อลิตรและเตมิสารอาหารใหม่ ณ เวลาทีต่่างกัน 
หมายเหตุ: สัญลักษณ์ตัวอักษร A-D หมายถึง ค่าเฉลี่ยอัตราผลผลิตของเซลล์  สัญลักษณ์ตัวอักษร a-d หมายถึง ค่าเฉลี่ยอัตราผลผลิต
ของ P(3HB)  และสัญลักษณ์ตัวอักษร W-Z หมายถึง ค่าเฉลี่ยสัมประสิทธิ์ปริมาณเซลล์ต่อสับสเตรตที่ถูกใช้ ของตัวอย่างที่มีความ
แตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p<0.05) (n=3) เมื่อวิเคราะห์ด้วยวิธี Duncan test โดยตัวอักษรที่
เหมือนกันแสดงค่าเฉล่ียของตัวอย่างที่มีความแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส้าคัญ 
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เมื่อพิจารณาความเข้มข้นของเซลล์   ความเข้มข้นของ P(3HB)   ปริมาณ P(3HB)   อัตรา
ผลผลิตของเซลล์   อัตราผลผลิตของ P(3HB) และสัมประสิทธิ์ปริมาณเซลล์ต่อสับสเตรตที่ถูกใช้ไป
ค่าที่สูงที่สุดของแต่ละช่วงเวลาที่เติมสารอาหารใหม่ลงไปในถังหมัก ดังแสดงในตารางที่ 15-16 และ
รูปที่ 23-24  พบว่า ณ ชั่วโมงที่ 9 เป็นช่วงเวลาที่เหมาะสมในการเติมสารอาหารใหม่มากที่สุด 
เนื่องจากมีค่าความเข้มข้นของเซลล์เท่ากับ 34.99 กรัมต่อลิตร  ความเข้มข้นของ P(3HB) เท่ากับ 
9.09 กรัมต่อลิตร  ปริมาณ P(3HB) 32.97 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนักเซลล์แห้ง   อัตราผลผลิตของเซลล์
เท่ากับ 2.77 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง    ค่าอัตราผลผลิตของ P(3HB) เท่ากับ 0.98 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง  
และค่าสัมประสิทธิ์ปริมาณเซลล์ต่อสับสเตรตที่ถูกใช้ไปสูงที่สุดเท่ากับ 0.76 

ดังนั้น จึงเลือกช่วงเวลาในการเติมสารอาหารใหม่ในขั้นตอนแรก ณ ชั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยง
เชื้อ ซึ่งอยู่ในช่วงปลายของระยะการเจริญแบบคงที่ (late log phase)  เป็นช่วงเวลาที่เหมาะสมต่อ
การเจริญและสังเคราะห์ P(3HB) เพื่อใช้ในการศึกษาขั้นต่อไป  ซึ่งสอดคล้องกับ Nath และคณะ 
(2008)  ศึกษาการเพิ่มปริมาณผลผลิต P(3HB) ด้วยการเลี้ยง Methylobacterium sp. ZP24 แบบ
เฟด-แบตช์ โดยใช้หางนมจากการผลิตชีสเป็นแหล่งคาร์บอน โดยเริ่มการเติมสารอาหารใหม่ในช่วง
ปลายของระยะการเจริญแบบคงที่ ณ ชั่วโมงที่ 30 ของการเลี้ยงเชื้อ พบว่าการเติมหางนมและ
แอมโมเนียมซัลเฟตในช่วงเวลาดังกล่าวสามารถเพิ่มความเข้มข้นของ P(3HB) ได้สูงขึ้นจากการเลี้ยง
โดยไม่เติมสารอาหารถึง 2.5 เท่า  
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4.3 การศึกษาอัตราส่วนความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนผสมที่เติมในขั้นที่สอง ที่เหมาะสมต่อการ
ผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV โดย B. megaterium P-12 

 การทดลองนี้เป็นการเติมสารอาหารในขั้นที่สอง โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อผลิตโคพอลิเมอร์ 
PHBV โดยการเติมสารอาหารใหม่ที่ประกอบด้วยแหล่งคาร์บอนผสมเพื่อการสังเคราะห์และสะสมโค
พอลิเมอร์ PHBV  ได้มีการรายงานถึงการใช้โซเดียมโพรพิโอเนตและโซเดียมวาเลอเรตเป็นแหล่ง
คาร์บอนส้าหรับสังเคราะหโ์คพอลิเมอร์ PHBV   ซึ่ง Lee และคณะ (2008) ศึกษาการผลิต PHBV โดย 
C. necator จากน้้ามันจากพืชชนิดต่างๆ เปรียบเทียบการเติมแหล่งคาร์บอนผสมระหว่างโซเดียมโพ
รพิโอเนตและโซเดียมวาเลอเรต ซึ่ งพบว่าการใช้น้้ ามันจากพืชชนิดต่างๆร่วมกับโซเดียม 
โพรพิโอเนตเป็นแหล่งคาร์บอนผสมได้ค่าน้้าหนักเซลล์แห้งและปริมาณ PHBV สูงกว่าการใช้โซเดียมวา
เลอเรต  ในทางกลับกันหากต้องการได้สัดส่วนมอนอเมอร์ 3HV สูง  การใช้โซเดียมวาเลอเรตจะให้ผล
ที่ดีกว่าโดยได้สัดส่วนมอนอเมอร์ 3HV เท่ากับ 14 โมลเปอร์เซ็นต์ซึ่งมากกว่าการใช้โซเดียมโพรพิ 
โอเนตที่ได้สัดส่วนมอนอเมอร์ 3HV เท่ากับ 8 โมลเปอร์เซ็นต์ 

กิติพงศ์  ปวรางกูร (2554) ศึกษาการผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV ที่มีสัดส่วนโดยโมลของ 3HV 
สูง โดยการเลี้ยง B. megaterium BA-019 แบบเฟด-แบตช์ เปรียบเทียบการใช้โซเดียมวาเลอเรต
และโซเดียมโพรพิโอเนตเป็นแหล่งคาร์บอนส้าหรับสังเคราะห์มอนอเมอร์ 3HV  พบว่าการใช้โซเดียม
วาเลอเรตมีผลท้าให้ได้สัดส่วนโดยโมลของ 3HV สูง ซึ่งมีค่ามากถึง 40 เปอร์เซ็นต์ แต่ท้าให้การเจริญ
และปริมาณพอลิเมอร์ที่ผลิตได้มีค่าต่้ากว่าการใช้โซเดียมโพรพิโอเนต ซึ่งให้ค่าสัดส่วนมอนอเมอร์ 3HV 
ประมาณ 20 โมลเปอร์เซ็นต์ แต่เซลล์มีการเจริญมากกว่าการใช้โซเดียมวาเลอเรต  ซึ่งอาจมาจาก
โซเดียมโพรพิโอเนตมีความเป็นพิษต่อเซลล์น้อยกว่าโซเดียมวาเลอเรต 

ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงได้เลือกใช้โซเดียมโพรพิโอเนตเป็นแหล่งคาร์บอนส้าหรับสังเคราะห์มอนอ
เมอร์ 3HV โดยใช้กากน้้าตาลและโซเดียมโพรพิโอเนตเป็นแหล่งคาร์บอนผสมในการสังเคราะห์โคพอลิ
เมอร์ PHBV ในการเลี้ยงเชื้อแบบเฟด-แบตช์สองขั้นตอน  จากการทดลองในข้อ 4.2 การเติมอาหาร
ใหม่ในขั้นแรก ณ ชั่วโมงที่ 9 เป็นช่วงเวลาที่เหมาะสมต่อการเจริญและการสะสม P(3HB)   การเติม
สารอาหารในขั้นตอนที่สอง จึงท้าการเติม ณ ชั่วโมงที่ 12 ของการเลี้ยงเชื้อ โดยแปรอัตราส่วนแหล่ง
คาร์บอนผสม คือ ปริมาณน้้าตาลรวมในกากน้้าตาล (กรัมต่อลิตร) และโซเดียมโพรพิเนต (กรัม) ใน
อัตราส่วน  60 ต่อ 5   60 ต่อ 10  และ  60 ต่อ 15   
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เติมกล้าเชื้อปริมาตร 300 มิลลิลิตร (10 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ) ลงในถัง
หมักขนาด 5 ลิตรที่มีอาหาร MSM ปริมาตร 3 ลิตร ซึ่งมีปริมาณน้้าตาลเริ่มต้นในกากน้้าตาลเท่ากับ 
60 กรัมต่อลิตร  เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการกวน 600 rpm อัตราการให้อากาศ 
1 vvm เป็นเวลา 24 ชั่วโมง   ณ ชั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ  เติมสารอาหารใหม่ในขั้นตอนแรกที่มี
ความเข้มข้นของน้้าตาลรวมเท่ากับ 60 กรัมต่อลิตรและยูเรียที่มีความเข้มข้น 6 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 
150 มิลลิลิตร ลงไปในถังหมัก  จากนั้น ณ ชั่วโมงที่ 12 ของการเลี้ยงเชื้อ เติมสารอาหารใหม่ในขั้นที่
สองซึ่งประกอบด้วยแหล่งคาร์บอนผสม  เก็บตัวอย่างทุก 3 ชั่วโมงเพื่อน้ามาวิเคราะห์น้้าหนักเซลล์
แห้งและความเข้มข้นของ PHBV ที่จุลินทรีย์สังเคราะห์ขึ้น   
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ตารางที่  17 น้ าหนักเซลล์แห้ง ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยูเรีย ปริมาณโซเดียม -  
โพรพิโอเนต  ความเข้มข้นของ P(3HB) และปริมาณ P(3HB)   เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 
ในอาหาร MSM ที่มีปริมาณน้ าตาลรวมในกากน้ าตาลเท่ากับ 60 กรัมต่อลิตร โดยเติมกากน้ าตาล
และยูเรียที่ชั่วโมงที่ 9 และเติมแหล่งคาร์บอนผสมที่มีอัตราส่วนน้ าตาลรวมต่อโซเดียมโพรพิโอเนต
เท่ากับ 60 : 5 ที่ชั่วโมงที่ 12 ของการเลี้ยงเชื้อ 
 

Time 
(h) 

DCW 
(g/l) 

Total sugar 
(g/l) 

Urea 
(g/l) 

Sodium 
propionate 

(g/l) 

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

P(3HB)   
content 
(% by 
weight) 

0 0.40±0.00 60.05±0.04 6.04±0.00 - 0.00 0.00 
3 0.93±0.03 56.84±0.04 5.46±0.01 - 0.00 0.13 

6 4.36±0.00 47.90±0.00 4.23±0.00 - 0.52 16.48 

   9ก่อน 19.23±0.04 15.67±0.02 4.04±0.00 - 6.80 16.48 

   9หลัง 19.23±0.00 20.93±0.01 4.17±0.03 - 6.80 37.06 

  12ก่อน 30.78±0.04 11.73±0.00 2.20±0.00 5.02±0.02 9.32 37.06 

  12หลัง 30.78±0.01 18.19±0.00 2.37±0.02 4.97±0.04 9.32 38.17 

15 29.35±0.07 14.62±0.00 1.05±0.00 4.92±0.02 5.83 25.42 

18 24.87±0.00 11.57±0.01 1.04±0.00 4.46±0.00 3.04 13.30 

21 20.73±0.02 10.83±0.00 1.04±0.00 4.21±0.00 2.33 8.38 

24 17.88±0.00 9.99±0.00 1.04±0.00 4.13±0.00 0.71 3.66 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 78 

 
 

รูปที่ 25 น้ าหนักเซลล์แห้ง ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยูเรีย ปริมาณโซเดียมโพรพิโอเนต 
ความเข้มข้นของ P(3HB) และปริมาณ P(3HB) เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร 

MSM ที่มีปริมาณน้ าตาลรวมในกากน้ าตาลเทา่กับ 60 กรัมต่อลิตร โดยเติมกากน้ าตาลและยูเรีย 
ที่ชั่วโมงที่ 9 และเติมแหล่งคารบ์อนผสมที่มีอัตราส่วนน้ าตาลรวมต่อโซเดียมโพรพโิอเนต 

เท่ากับ 60 : 5 ที่ชั่วโมงที่ 12 ของการเลี้ยงเชื้อ 
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จากผลการศึกษาการเติมกากน้้าตาลและยูเรียที่ชั่วโมงที่ 9 และเติมแหล่งคาร์บอนผสมที่มี
อัตราส่วนน้้าตาลรวมต่อโซเดียมโพรพิโอเนตเท่ากับ 60 : 5 ที่ชั่วโมงที่ 12 ของการเลี้ยงเชื้อ ดังแสดง
ในตารางที่ 17 และรูปที่ 25  พบว่าความเข้มข้นของเซลล์เพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่อง ณ ชั่วโมงที่ 3-12 
สัมพันธ์กับความเข้มข้นของ P(3HB)  โดยความเข้มข้นของเซลล์และ P(3HB) มีค่าสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 12 
ของการเลี้ยงเชื้อ ซึ่งมีค่าเท่ากับ 30.78 กรัมต่อลิตร และ 9.32 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ โดยปริมาณ 
P(3HB) สูงสุดเท่ากับ 38.17 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนักเซลล์แห้ง  จากนั้นความเข้มข้นของเซลล์เริ่มลดลง
อย่างช้าๆ และปริมาณ P(3HB) ลดลงอย่างเห็นได้ชัดหลังชั่วโมงที่ 12 จนถึงชั่วโมงที่ 24 ของการเลี้ยง
เชื้อ  ปริมาณน้้าตาลและยูเรียลดลงสัมพันธ์กับการเจริญและการสังเคราะห์ผลิตภัณฑ์ โดยมีค่าคงที่
หลังชั่วโมงที่ 15 ของการเลี้ยงเชื้อ   

  ซึ่งพบว่าพอลิเมอร์ที่ผลิตได้นั้นพบเฉพาะโฮโมพอลิเมอร์ P(3HB) โดยไม่พบการสังเคราะห์
โคพอลิเมอร์ PHBV  อีกทั้งปริมาณโซเดียมโพรพิโอเนตยังถูกใช้ไปในปริมาณเล็กน้อย  ทั้งนี้อาจมี
สาเหตุเนื่องมาจากการเติมสารอาหารใหม่ในขั้นที่สองซึ่ งเป็นแหล่งคาร์บอนผสมที่ประกอบด้วย
กากน้้าตาลและโซเดียมโพรพิโอเนตใน ณ ชั่วโมงที่ 12 ของการเพาะเลี้ยงเป็นช่วงเวลาในการเติมที่ช้า
ไป  เนื่องจากจุลินทรีย์อาจน้ากากน้้าตาลเริ่มต้นที่มีอยู่ในถังหมักและจากการเติมในช่วงที่หนึ่งไปสร้าง
เป็นโฮโมพอลิเมอร์ P(3HB) โดยส่วนใหญ่หรือเกือบทั้งหมด จึงท้าให้ไม่มีการสังเคราะห์หรือมีการ
สังเคราะห์โคพอลิเมอร์ในปริมาณเพียงเล็กน้อยเท่านั้น  การเติมสารอาหารใหม่ในช่วงที่สอง ณ ชั่วโมง
ที่ 12 ของการเพาะเลี้ยงนั้น จึงยังไม่เหมาะสมต่อการสังเคราะห์โคพอลิเมอร์ PHBV  

Du และคณะ (2001) ได้ศึกษาการผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV จากกลูโคสและกรดโพรพิโอนิค

โดย R. eutropha  ได้แปรช่วงเวลาในการเติมอาหารใหม่ในช่วงเริ่มการเจริญ (early growth 

phase)  ระยะกลางการเจริญ (mid-phase) และระยะปลายการเจริญ (late phase) พบว่าการเติม

กรดโพรพิโอนิคในช่วงระยะกลางการเจริญ ให้ความเข้มข้นของ PHBV สูงกว่าการเติมในช่วงเวลาอื่นๆ  

เพราะการเติมกรดโพรพิโอนิคเร็วเกินไปในช่วงเริ่มการเจริญ อาจท้าให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ หรือ

หากเติมช้าเกินไปในช่วงระยะปลายการเจริญ โดยเติมในชั่วโมงที่ 25 จากการเพาะเลี้ยงทั้งหมด 55 

ชั่วโมง  ซึ่งเซลล์มีการสังเคราะห์และสะสม P(3HB) อยู่แล้วในปริมาณมาก  ซึ่งท้าให้ความสามารถใน

การใช้กรดโพรพิโอนิคเพื่อสังเคราะห์มอนอเมอร์ 3HV ลดลง  จึงท้าให้ไม่พบการสังเคราะห์มอนอเมอร์ 

3HV หรือพบได้ในปริมาณต้่า เช่นเดียวกับวิยะนันท์  เมืองเก่า (2553) ทีแ่ปรช่วงเวลาในการเติมแหล่ง

คาร์บอนผสม ณ ชั่วโมงที่ 3  6 และ 9 ซึ่งพบว่าการเติมแหล่งคาร์บอนผสมที่ประกอบด้วยน้้าอ้อยและ

โซเดียมโพรพิโอเนตในอัตราส่วนน้้าตาล 9 กรัมต่อลิตร และโซเดียมโพรพิโอเนต  4.5 กรัม 
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ต่อลิตร ที่ชั่วโมงที่ 6 ของการเลี้ยงเชื้อ ซึ่งอยู่ในช่วงกลางของระยะการเจริญแบบคงที่ ได้ความเข้มข้น

ของ PHBV เท่ากับ 4.67 กรัมต่อลิตร ปริมาณ PHBV เท่ากับ 23.01 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนักเซลล์แห้ง

และสัดส่วนของ 3HV เท่ากับ 17 โมลเปอร์เซ็นต์ ณ ชั่วโมงที ่9 ของการเลี้ยงเชื้อ 

ดังนั้นจึงเลือกการเติมสารอาหารใหม่ในขั้นแรกเป็นชั่วโมงที่ 6 และเติมสารอาหารใหม่ในขั้น
ที่สองเป็นชั่วโมงที่ 9 ซึ่งเร็วขึ้นจากการเติมในรูปแบบเดิม  ซึ่งคาดว่าอาจท้าให้จุลินทรีย์มีการ
สังเคราะห์โคพอลิเมอร์ PHBV ขึ้นได้   
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ตารางที่  18 น้ าหนักเซลล์แห้ง ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยูเรีย ปริมาณโซเดียม - 
โพรพิโอเนต  ความเข้มข้นของ PHBV เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ที่มี
ปริมาณน้ าตาลรวมในกากน้ าตาลเท่ากับ 60 กรัมต่อลิตร โดยเติมกากน้ าตาลและยูเรียที่ชั่วโมงที่ 
6 และเติมแหล่งคาร์บอนผสมที่มีอัตราส่วนน้ าตาลรวมต่อโซเดียมโพรพิโอเนตเท่ากับ 60 : 5 ที่
ชั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ 
 

Time 
(h) 

DCW 
(g/l) 

Total sugar 
(g/l) 

Urea 
(g/l) 

Sodium 
propionate 

(g/l) 

PHA conc. 
(g/l) 

P(3HB) PHBV 

0 0.44±0.00 59.47±0.05 6.15±0.00 - 0.00 - 

3 0.94±0.00 57.00±0.02 5.77±0.00 - 0.00 - 

   6ก่อน 2.13±0.02 50.53±0.00 4.49±0.00 - 0.35 - 

   6หลัง 2.13±0.02 53.32±0.01 4.53±0.02 - 0.35 - 

   9ก่อน 13.50±0.06 25.56±0.00 2.11±0.02 - 5.00 - 

   9หลัง 13.50±0.06 30.18±0.00 2.18±0.03 5.08±0.01 5.00 - 

12 26.02±0.01 14.51±0.00 1.14±0.01 5.08±0.03 - 9.76 

15 28.23±0.05 12.67±0.00 1.01±0.02 3.26±0.00 - 7.25 
18 23.58±0.04 12.20±0.00 1.01±0.03 2.20±0.00 - 3.22 

21 20.56±0.01 11.88±0.00 1.01±0.03 1.44±0.00 - 1.72 

24 20.52±0.00 11.88±0.00 1.01±0.00 1.41±0.00 - 0.75 
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จากผลการศึกษาการเปลี่ยนช่วงเวลาในการเติมสารอาหารใหม่ โดยเติมกากน้้าตาลและยูเรีย
ที่ชั่วโมงที่ 6 และเติมแหล่งคาร์บอนผสมที่มีอัตราส่วนน้้าตาลรวมต่อโซเดียมโพรพิโอเนตเท่ากับ 60 
ต่อ 5 ที่ชั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ ดังแสดงในตารางที่ 18 และรูปที่ 26  พบว่าความเข้มข้นของ
เซลล์เพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่อง ณ ชั่วโมงที่ 6-15 มีค่าสูงสุดเท่ากับ 28.23 กรัมต่อลิตร ที่ชั่วโมงที่ 15 ของ
การเลี้ยงเชื้อ และในชั่วโมงที่ 3-9 พอลิเมอร์ที่สังเคราะห์ได้เป็นชนิด P(3HB) และหลังจากการเติม
แหล่งคาร์บอนผสม ณ ชั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ พบการสังเคราะห์โคพอลิเมอร์ PHBV ซึ่งมี
ค่าสูงสุดเท่ากับ 9.76 กรัมต่อลิตร ที่ชั่วโมงที่ 12 ของการเลี้ยงเชื้อ  จากนั้นความเข้มข้นของเซลล์เริ่ม
ลดลงอย่างช้าๆ และปริมาณ PHBV ลดลงอย่างเห็นได้ชัดหลังชั่วโมงที่ 15 และ 12 ตามล้าดับ จนถึง
ชั่วโมงที่ 24 ของการเลี้ยงเชื้อ  ปริมาณน้้าตาลและยูเรียลดลงสัมพันธ์กับการเจริญและปริมาณโพรพิ
โอเนตลดลงจนมคี่าคงที่หลังช่ัวโมงที่ 18 ของการเลี้ยงเชื้อ   
 

 
รูปที่ 26 น้ าหนักเซลล์แห้ง ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยูเรีย ปริมาณโซเดียมโพรพิโอเนต 

ความเข้มข้นของ PHBV เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ที่มีปริมาณน้ าตาล
รวมในกากน้ าตาลเท่ากับ 60 กรัมต่อลิตร โดยเติมกากน้ าตาลและยูเรียที่ชั่วโมงที่ 6 และเติม 

แหล่งคาร์บอนผสมที่มีอัตราส่วนน้ าตาลรวมต่อโซเดียมโพรพิโอเนตเท่ากับ 60 : 5 
ที่ชั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ 
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ตารางที่ 19 สัดส่วนมอนอเมอร์ของ 3HB และ 3HV  เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร 
MSM ที่มีปริมาณน้ าตาลรวมในกากน้ าตาลเท่ากับ 60 กรัมต่อลิตร โดยเติมกากน้ าตาลและยูเรียที่
ชั่วโมงที่ 6 และเติมแหล่งคาร์บอนผสมที่มีอัตราส่วนน้ าตาลรวมต่อโซเดียมโพรพิโอเนตเท่ากับ  
60 : 5 ที่ชั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ 
 

Time 
(h) 

Monomer fraction (mole %) 

3HB 3HV 

0 - - 

3 100.00 0.00 

6 100.00 0.00 
9 100.00 0.00 

12 90.84 9.16 

15 89.79 10.21 

18 86.42 13.58 

21 89.45 10.55 

24 90.34 9.66 
 

 
 

รูปที่ 27 สัดสว่นมอนอเมอรข์อง 3HB และ 3HV   เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร 
MSM ที่มีปริมาณน้ าตาลรวมในกากน้ าตาลเทา่กับ 60 กรัมต่อลิตร โดยเติมกากน้ าตาลและยูเรีย 
ที่ชั่วโมงที่ 6 และเติมแหลง่คารบ์อนผสมที่มีอัตราส่วนน้ าตาลรวมต่อโซเดียมโพรพโิอเนตเท่ากับ  

60 : 5 ที่ชั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ 
 

100.00 100.00 100.00 90.84 89.79 86.42 89.45 90.34

9.16 10.21 13.58 10.55 9.66
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สัดส่วนมอนอเมอร์ของ 3HB และ 3HV  เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM 
ที่มีปริมาณน้้าตาลรวมในกากน้้าตาลเท่ากับ 60 กรัมต่อลิตร โดยเติมกากน้้าตาลและยูเรียที่ชั่วโมงที่ 6 
และเติ มแหล่ งคาร์ บอนผสมที่ มี อั ตราส่ วนน้้ าตาลรวมต่ อ โซ เดี ยม โพรพิ โอ เนต เท่ ากั บ  
60 ต่อ 5 ที่ชั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ ดังแสดงในตารางที่ 19 และรูปที่ 27  พบว่าชั่วโมงที่ 3-9  
พอลิเมอร์ที่สังเคราะห์ได้ คือ P(3HB) และหลังจากการเติมแหล่งคาร์บอนผสมในชั่วโมงที่ 9 ของการ
เลี้ยงเชื้อ  เซลล์เริ่มมีการสังเคราะห์โคพอลิเมอร์ PHBV ในชั่วโมงที่ 12 โดยมีสัดส่วนมอนอเมอร์ 3HV 
เพิ่มขึ้นจาก 9.16 โมลเปอร์เซ็นต์ เป็น 15.58 โมลเปอร์เซ็นต์ซึ่งเป็นค่าสูงสุด ณ ชั่วโมงที่ 18 ของการ
เลี้ยงเชื้อ  จากนั้นสัดส่วนมอนอเมอร์ของ 3HV เริ่มลดลงอย่างช้าๆจนถึงชั่วโมงที่ 24  ของการเลี้ยง
เชื้อ   
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ตารางที่  20 น้ าหนักเซลล์แห้ง ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยูเรีย ปริมาณโซเดียม - 
โพรพิโอเนต ความเข้มข้นของ PHBV เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ที่มี
ปริมาณน้ าตาลรวมในกากน้ าตาลเท่ากับ 60 กรัมต่อลิตร โดยเติมกากน้ าตาลและยูเรียที่ชั่วโมงที่ 
6 และเติมแหล่งคาร์บอนผสมที่มีอัตราส่วนน้ าตาลรวมต่อโซเดียมโพรพิโอเนตเท่ากับ 60 : 10 ที่
ชั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ 
 

Time 
(h) 

DCW 
(g/l) 

Total sugar 
(g/l) 

Urea 
(g/l) 

Sodium 
propionate 

(g/l) 

PHA conc. 
(g/l) 

P(3HB) PHBV 

0 0.46±0.01 60.89±0.00 6.19±0.00 - 0.00 - 

3 0.83±0.01 56.95±0.01 5.74±0.01 - 0.00 - 

6ก่อน 1.28±0.00 54.95±0.01 4.46±0.04 - 0.08 - 

6หลัง 1.28±0.00 57.53±0.01 4.53±0.03 - 0.08 - 

9ก่อน 9.25±0.02 34.60±0.00 2.13±0.00 - 2.56 - 

9หลัง 9.25±0.02 37.60±0.00 2.18±0.00 10.65±0.04 2.56 - 

12 21.67±0.02 17.93±0.00 1.17±0.03 9.13±0.02 - 5.13 

15 30.88±0.09 13.15±0.00 1.11±0.04 5.52±0.00 - 9.44 
18 27.83±0.02 12.15±0.00 1.09±0.04 4.17±0.03 - 6.68 

21 27.37±0.03 11.94±0.00 1.09±0.00 3.89±0.02 - 3.97 

24 22.65±0.09 11.73±0.00 1.09±0.00 3.49±0.01 - 1.52 
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จากผลการศึกษาการเติมกากน้้าตาลและยูเรียที่ชั่วโมงที่ 6 และเติมแหล่งคาร์บอนผสมที่มี
อัตราส่วนน้้าตาลรวมต่อโซเดียมโพรพิโอเนตเท่ากับ 60 ต่อ 10 ที่ชั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ ดัง
แสดงในตารางที่ 20 และรูปที่ 28  พบว่าความเข้มข้นของเซลล์เพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่อง ณ ชั่วโมงที่ 
6-15 มีค่าสูงสุดเท่ากับ 30.88 กรัมต่อลิตร ที่ชั่วโมงที่ 15 ของการเลี้ยงเชื้อ และในชั่วโมงที่ 3-9  
พอลิเมอร์ที่สังเคราะห์ได้เป็นชนิด P(3HB) และหลังจากการเติมแหล่งคาร์บอนผสม ณ ชั่วโมงที่ 9 ของ
การเลี้ยงเชื้อ พบการสังเคราะห์โคพอลิเมอร์ซึ่งมีค่าสูงสุดเท่ากับ 9.44 กรัมต่อลิตร ที่ชั่วโมงที่ 15 ของ
การเลี้ยงเชื้อ  จากนั้นความเข้มข้นของเซลล์เริ่มลดลงอย่างช้าๆ และปริมาณ PHBV ลดลงอย่างเห็นได้
ชัดหลังชั่วโมงที่ 15 จนถึงชั่วโมงที่ 24 ของการเลี้ยงเชื้อ  ปริมาณน้้าตาลและยูเรียลดลงสัมพันธ์กับ
การเจริญและปริมาณโพรพิโอเนตลดลงจนถึงชั่วโมงที่ 24 ของการเลี้ยงเชื้อ   

 
รูปที่ 28 น้ าหนักเซลล์แห้ง ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยูเรีย ปริมาณโซเดียมโพรพิโอเนต 

ความเข้มข้นของ PHBV เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ที่มีปริมาณน้ าตาล
รวมในกากน้ าตาลเท่ากับ 60 กรัมต่อลิตร โดยเติมกากน้ าตาลและยูเรียที่ชั่วโมงที่ 6 และเติมแหล่ง

คารบ์อนผสมที่มีอัตราส่วนน้ าตาลรวมต่อโซเดียมโพรพโิอเนตเท่ากับ 60 : 10  
ที่ชั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ 
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ตารางที่ 21 สัดส่วนมอนอเมอร์ของ 3HB และ 3HV   เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร 
MSM ที่มีปริมาณน้ าตาลรวมในกากน้ าตาลเท่ากับ 60 กรัมต่อลิตร โดยเติมกากน้ าตาลและยูเรียที่
ชั่วโมงที่ 6 และเติมแหล่งคาร์บอนผสมที่มีอัตราส่วนน้ าตาลรวมต่อโซเดียมโพรพิโอเนตเท่ากับ 60 
: 10 ที่ชั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ 
 

Time 
(h) 

Monomer fraction (mole %) 
3HB 3HV 

0 - - 

3 100.00 0.00 

6 100.00 0.00 

9 100.00 0.00 

12 83.97 16.03 

15 80.91 19.09 

18 78.31 21.69 

21 88.29 11.71 

24 88.73 11.27 
 

 
 

รูปที่ 29 สัดสว่นมอนอเมอรข์อง 3HB และ 3HV  เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร 
MSM ที่มีปริมาณน้ าตาลรวมในกากน้ าตาลเทา่กับ 60 กรัมต่อลิตร โดยเติมกากน้ าตาลและยูเรีย 
ที่ชั่วโมงที่ 6 และเติมแหลง่คารบ์อนผสมที่มีอัตราส่วนน้ าตาลรวมต่อโซเดียมโพรพโิอเนตเท่ากับ  

60 : 10 ที่ชั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ 

100.00 100.00 100.00 83.97 80.91 78.31 88.29 88.73

16.03 19.09 21.69
11.71 11.27
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สัดส่วนมอนอเมอร์ของ 3HB และ 3HV  เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM 
ที่มีปริมาณน้้าตาลรวมในกากน้้าตาลเท่ากับ 60 กรัมต่อลิตร โดยเติมกากน้้าตาลและยูเรียที่ชั่วโมงที่ 6 
และเติ มแหล่ งคาร์ บอนผสมที่ มี อั ตราส่ วนน้้ าตาลรวมต่ อ โซ เดี ยม โพรพิ โอ เนต เท่ ากั บ  
60 ต่อ 10 ที่ชั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ ดังแสดงในตารางที่ 21 และรูปที่ 29  พบว่าชั่วโมงที่ 3-9  
พอลิเมอร์ที่สังเคราะห์ได้ คือ P(3HB) และหลังจากการเติมแหล่งคาร์บอนผสมในชั่วโมงที่ 9 ของการ
เลี้ยงเช้ือ  เซลล์เริ่มมีการสังเคราะห์โคพอลิเมอร์ PHBV ในชั่วโมงที่ 12  โดยมีสัดส่วนมอนอเมอร์ 3HV 
เพิ่มขึ้นจาก 16.03 โมลเปอร์เซ็นต์ เป็น 21.69 โมลเปอร์เซ็นต์ซึ่งเป็นค่าสูงสุด ณ ช่ัวโมงที่ 18 ของการ
เลี้ยงเชื้อ  จากนั้นสัดส่วนมอนอเมอร์ของ 3HV เริ่มลดลงอย่างช้าๆจนถึงชั่วโมงที่ 24  ของการเลี้ยง
เชื้อ   
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ตารางที่  22 น้ าหนักเซลล์แห้ง ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด ปริมาณยูเรีย ปริมาณโซเดียม - 
โพรพิโอเนต ความเข้มข้นของ PHBV  เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ที่มี
ปริมาณน้ าตาลรวมในกากน้ าตาลเท่ากับ 60 กรัมต่อลิตร โดยเติมกากน้ าตาลและยูเรียที่ชั่วโมงที่ 
6 และเติมแหล่งคาร์บอนผสมที่มีอัตราส่วนน้ าตาลรวมต่อโซเดียมโพรพิโอเนตเท่ากับ 60 : 15 ที่
ชั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ 
 

Time 
(h) 

DCW 
(g/l) 

Total sugar 
(g/l) 

Urea 
(g/l) 

Sodium 
propionate 

(g/l) 

PHA conc. 
(g/l) 

P(3HB) PHBV 

0 0.46±0.00 60.94±0.01 6.14±0.00 - 0.00 - 

3 0.88±0.01 58.84±0.02 5.78±0.04 - 0.01 - 

6ก่อน 9.60±0.00 49.01±0.03 4.43±0.05 - 2.69 - 

6หลัง 9.60±0.00 53.48±0.01 4.55±0.06 - 2.69 - 

9ก่อน 23.56±0.01 16.51±0.01 2.15±0.04 - 9.33 - 

9หลัง 23.56±0.01 21.24±0.00 2.20±0.00 15.69±0.03 9.33 - 

12 30.90±0.01 10.88±0.00 1.07±0.02 12.81±0.03 - 10.29 

15 32.08±0.01 10.41±0.00 1.05±0.01 10.75±0.00 - 10.04 
18 26.65±0.00 9.20±0.00 1.04±0.01 7.39±0.00 - 7.76 

21 23.87±0.01 9.31±0.00 1.04±0.00 6.34±0.00 - 5.29 

24 23.30±0.00 8.83±0.00 1.04±0.00 6.01±0.00 - 3.63 
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จากผลการศึกษาการเติมกากน้้าตาลและยูเรียที่ชั่วโมงที่ 6 และเติมแหล่งคาร์บอนผสมที่มี
อัตราส่วนน้้าตาลรวมต่อโซเดียมโพรพิโอเนตเท่ากับ 60 ต่อ 15 ที่ชั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ ดัง
แสดงในตารางที่ 22 และรูปที่ 30  พบว่าความเข้มข้นของเซลล์เพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่อง ณ ชั่วโมงที่ 
3-15 มีค่าสูงสุดเท่ากับ 32.08 กรัมต่อลิตร ที่ชั่วโมงที่ 15 ของการเลี้ยงเชื้อ และในชั่วโมงที่ 3-9  
พอลิเมอร์ที่สังเคราะห์ได้เป็นชนิด P(3HB) และหลังจากการเติมแหล่งคาร์บอนผสม ณ ชั่วโมงที่ 9 ของ
การเลี้ยงเชื้อ พบการสังเคราะห์โคพอลิเมอร์ซึ่งมีค่าสูงสุดเท่ากับ 10.29 กรัมต่อลิตร ที่ชั่วโมงที่ 12 
ของการเลี้ยงเชื้อ จากนั้นความเข้มข้นของเซลล์เริ่มลดลงอย่างช้าๆ และปริมาณ PHBV ลดลงอย่าง
เห็นได้ชัดหลังชั่วโมงที่ 15 จนถึงช่ัวโมงที่ 24 ของการเลี้ยงเชื้อ  ปริมาณน้้าตาลและยูเรียลดลงสัมพันธ์
กับการเจริญและปริมาณโพรพิโอเนตลดลงจนถึงชั่วโมงที่ 24 ของการเลี้ยงเชื้อ   

 
รูปที่ 30 น้ าหนักเซลล์แห้ง  ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด  ปริมาณยูเรีย  ปริมาณโซเดียมโพรพิโอเนต  
ความเข้มข้นของ PHBV เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM ที่มีปริมาณน้ าตาล

รวมในกากน้ าตาลเท่ากับ 60 กรัมต่อลิตร โดยเติมกากน้ าตาลและยูเรียที่ชั่วโมงที่ 6 และเติมแหล่ง
คารบ์อนผสมที่มีอัตราส่วนน้ าตาลรวมต่อโซเดียมโพรพโิอเนตเท่ากับ 60 : 15  

ที่ชั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ 
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ตารางที่ 23 สัดส่วนมอนอเมอร์ของ 3HB และ 3HV เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร 
MSM ที่มีปริมาณน้ าตาลรวมในกากน้ าตาลเท่ากับ 60 กรัมต่อลิตร โดยเติมกากน้ าตาลและยูเรียที่
ชั่วโมงที่ 6 และเติมแหล่งคาร์บอนผสมที่มีอัตราส่วนน้ าตาลรวมต่อโซเดียมโพรพิโอเนตเท่ากับ  
60 : 15 ทีช่ั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ 
 

Time 
(h) 

Monomer fraction (mol%) 
3HB 3HV 

0 - - 

3 100.00 0.00 

6 100.00 0.00 

9 100.00 0.00 

12 92.44 7.56 

15 80.28 19.72 

18 78.54 21.46 

21 84.72 15.28 

24 89.97 10.03 
 

 
 

รูปที่ 31 สัดสว่นมอนอเมอรข์อง 3HB และ 3HV เมื่อเลีย้ง B. megaterium P-12 ในอาหาร 
MSM ที่มีปริมาณน้ าตาลรวมในกากน้ าตาลเทา่กับ 60 กรัมต่อลิตร โดยเติมกากน้ าตาลและยูเรีย 
ที่ชั่วโมงที่ 6 และเติมแหลง่คารบ์อนผสมที่มีอัตราส่วนน้ าตาลรวมต่อโซเดียมโพรพโิอเนตเท่ากับ  

60 : 15 ที่ชั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ 
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สัดส่วนมอนอเมอร์ของ 3HB และ 3HV  เมื่อเลี้ยง B. megaterium P-12 ในอาหาร MSM 
ที่มีปริมาณน้้าตาลรวมในกากน้้าตาลเท่ากับ 60 กรัมต่อลิตร โดยเติมกากน้้าตาลและยูเรียที่ชั่วโมงที่ 6 
และเติ มแหล่ งคาร์ บอนผสมที่ มี อั ตราส่ วนน้้ าตาลรวมต่ อ โซ เดี ยม โพรพิ โอ เนต เท่ ากั บ  
60 ต่อ 15 ที่ชั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อ ดังแสดงในตารางที่ 23 และรูปที่ 31  พบว่าชั่วโมงที่ 3-9  
พอลิเมอร์ที่สังเคราะห์ได้ คือ P(3HB) และหลังจากการเติมแหล่งคาร์บอนผสมในชั่วโมงที่ 9 ของการ
เลี้ยงเช้ือ  เซลล์เริ่มมีการสังเคราะห์โคพอลิเมอร์ PHBV ในชั่วโมงที่ 12  โดยมีสัดส่วนมอนอเมอร์ 3HV 
เพิ่มขึ้นจาก 7.56 โมลเปอร์เซ็นต์ เป็น 21.46 โมลเปอร์เซ็นต์ซึ่งเป็นค่าสูงสุด ณ ชั่วโมงที่ 18 ของการ
เลี้ยงเชื้อ  จากนั้นสัดส่วนมอนอเมอร์ของ 3HV เริ่มลดลงอย่างช้าๆจนถึงชั่วโมงที่ 24  ของการเลี้ยง
เชื้อ   
 ซึ่งเมื่อพิจารณาความเข้มข้นของ PHBV และสัดส่วนมอนอเมอร์ 3HV ของทั้งอัตราส่วน
น้้าตาลรวมต่อโซเดียมโพรพิโอเนตทั้ง 3 อัตราส่วนที่ศึกษา พบว่าการใช้อัตราส่วนน้้าตาลรวมต่อ
โซเดียมโพรพิโอเนตเท่ากับ 60 ต่อ 5 ส่งผลให้มีค่าความเข้มข้นของ PHBV และสัดส่วนมอนอเมอร์ 
3HV ต่้ากว่าที่อัตรา 60 ต่อ 10 และ 60 ต่อ 15  ซึ่งทั้งสองอัตราส่วนนี้มีค่าความเข้มข้นของ PHBV 
3HV ที่ใกล้เคียงกัน คือ 9.44 กรัมต่อลิตร และ 10.29 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ  และมีสัดส่วนมอนอ
เมอร์ที่ใกล้เคียงกัน คือ 21.69 โมลเปอร์เซ็นต์และ 21.46 โมลเปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ  ซึ่งการเพิ่ม
อัตราส่วนน้้าตาลรวมต่อโซเดียมโพรพิโอเนตจาก 60 ต่อ 10 เป็น 60 ต่อ 15  ท้าให้ได้ความเข้มข้น
เพิ่มขึ้นในปริมาณเพียงเล็กน้อยและมีสัดส่วนมอนอเมอร์ 3HV ที่ใกล้เคียงกัน อีกทั้งที่อัตราส่วน  
60 ต่อ 15 ปริมาณโซเดียมโพรพิโอเนตที่เหลือ ณ ชั่วโมงที่ 24 ยังพบสูงกว่าที่อัตราส่วน 60 ต่อ 10    
ซึ่งแสดงให้เห็นว่าอัตราส่วน 60 ต่อ 10 เซลล์สามารถน้าโซเดียมโพรพิโอเนตไปใช้ได้มีประสิทธิภาพ
กว่า  ดังนั้น ในการทดลองขั้นนี้ อัตราส่วนแหล่งคาร์บอนผสมที่ประกอบด้วยกากน้้าตาลและโซเดียม
โพรพิโอเนตในอัตราส่วน 60 ต่อ 10 จึงมีความเหมาะสมที่สุดในการสังเคราะห์โคพอลิเมอร์ PHBV 
โดยสัดส่วนมอนอเมอร์ 3HV เพิ่มขึ้นตามความเข้มข้นของโซเดียมโพรพิโอเนตที่เพิ่มมากขึ้น  ซึ่ง
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Liu และคณะ (2009) ที่ศึกษาการผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV จากรีคอม
บิแนนท์ E. coli โดยใช้โซเดียมโพรพิโอเนตได้พบว่ามอนอเมอร์ของ 3HV เพิ่มขึ้นจาก 5.6-14.3 โมล
เปอร์เซ็นต ์เมื่อความเข้มข้นของโซเดียมโพรพิโอเนตเพ่ิมขึ้นจาก 0.5-1.5 กรัมต่อลิตร   
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลอง 

 งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาการผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV จาก B. megaterium P12 โดยการ
เลี้ยงเชื้อแบบเฟด-แบตช์สองขั้นตอน  ใช้กากน้้าตาลซึ่งเป็นผลพลอยได้จากอุตสาหกรรมการผลิต
น้้าตาล ซึ่งประกอบด้วยน้้าตาลซูโครสเป็นหลัก รองลงมาคือ ฟรักโตส และกลูโคส และธาตุอาหาร
อื่นๆที่ส่งเสริมการเจริญของจุลินทรีย์   โดยกากน้้าตาลจัดเป็นแหล่งคาร์บอนที่มีราคาถูกและหาได้ง่าย 
เนื่องจากน้้าตาลผลิตได้จากอ้อยซึ่งเป็นพืชเศรษฐกิจที่สามารถเพาะปลูกได้ดีในประเทศไทย  การเลี้ยง
เชื้อแบบเฟด-แบตช์สามารถเพิ่มปริมาณเซลล์และผลผลิตให้สูงขึ้นได้ เนื่องจากมีการเติมสารอาหาร
ใหม่เข้าสู่ระบบ  โดยในงานวิจัยนี้พัฒนาการเลี้ยง B. megaterium P12 แบบเฟด-แบตช์สองขั้นตอน 
ซึ่งในขั้นตอนแรกมีวัตถุประสงค์เพื่อเพิ่มความเข้มข้นของเซลล์และความเข้มข้น P(3HB) ให้สูงขึ้นโดย
การเติมกากน้้าตาลและยูเรีย และในขั้นที่สองเป็นการเติมสารอาหารใหม่ที่เป็นแหล่งคาร์บอนผสมที่
ประกอบด้วยกากน้้าตาลเพื่อเป็นแหล่งคาร์บอนส้าหรับสังเคราะห์มอนอเมอร์ 3HB (carbon 
generating 3HB monomer) และโซเดียมโพรพิโอเนตเพื่อเป็นแหล่งคาร์บอนส้าหรับสังเคราะห์
มอนอเมอร์ 3HV (carbon generating 3HV monomer)  เพื่อให้เกิดการสังเคราะห์โคพอลิเมอร์ 
PHBV ขึ้น  โดยมีการศึกษาช่วงเวลาในการเติม  และอัตราส่วนของแหล่งคาร์บอนผสมเพื่อให้มีความ
เข้มข้นของ PHBV และสัดส่วนมอนอเมอร์ของ 3HV เป็นสัดส่วนที่เหมาะสมส้าหรับการน้าไปใช้งาน
ตามความต้องการ 
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1. การศึกษาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการเจรญิและการผลิตโฮโมพอลิเมอร์ 
P(3HB) โดย B. megaterium P-12 

 ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนมีความส้าคัญต่อการเจริญของจุลินทรีย์เนื่องจากความเข้มข้น
ที่สูงเกินไปจะยับยั้งการเจริญและการสร้างผลิตภัณฑ์ของจุลินทรีย์ได้  งานวิจัยในขั้นนี้ศึกษาความ
เข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการเจริญและการสังเคราะห์ P(3HB)   พบว่าเมื่อใช้ความ
เข้มข้นเริ่มต้นของน้้าตาลในกากน้้าตาลเท่ากับ 60 กรัมต่อลิตร มีความเหมาะสมต่อการเจริญและการ
สังเคราะห์ P(3HB) เนื่องจากเซลล์สามารถน้าน้้าตาลในกากน้้าตาลไปใช้ในการเจริญและสังเคราะห์ 
P(3HB) ได้ดีกว่าเมื่อใช้ความเข้มข้นอื่นๆ  โดยได้ความเข้มข้นของเซลล์และความเข้มข้นของ P(3HB) 
สูงสุดเท่ากับ 27.52 และ 5.04 กรัมต่อลิตรตามล้าดับ  โดยงานวิจัยนี้เลือกใช้กากน้้าตาลเป็นแหล่ง
คาร์บอน ซึ่งแตกต่างจากงานวิจัยก่อนหน้าที่เลือกใช้น้้าอ้อยเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าการใช้น้้าอ้อย
และกากน้้าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนสามารถส่งเสริมการเจริญของเซลล์และการสร้างผลิตภัณฑ์ได้ดี 
เนื่องจากในกากน้้าตาลและน้้าอ้อยมีองค์ประกอบของธาตุอาหารอื่นๆที่จ้าเป็นต่อการเจริญของ
จุลินทรีย์  ซึ่งไม่พบในน้้าตาลทรายบริสุทธิ์ จึงท้าให้เซลล์สามารถเจริญในแหล่งคาร์บอนดังกล่าวได้ดี  
แต่อย่างไรก็ตามกากน้้าตาลจัดเป็นแหล่งคาร์บอนที่มีราคาถูกกว่าและเป็นผลพลอยได้จาก
อุตสาหกรรมการผลิตน้้าตาล ซึ่งถือว่ามีความคุ้มค่ามากกว่าการใช้น้้าอ้อย เนื่องจากการใช้น้้าอ้อยอาจ
มีข้อจ้ากัดในด้านการแข่งขันกับการน้าไปใช้ในอุตสาหกรรมอาหารอ่ืนๆ   
 
2. การศึกษาชว่งเวลาในการเติมแหล่งคาร์บอนในขั้นที่หนึ่ง ที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิต
โฮโมพอลิเมอร์ P(3HB) โดย B. megaterium P-12 

 การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อเพ่ิมความเข้มข้นของเซลล์และ P(3HB) โดยการเติมสารอาหาร
ใหม่ลงไปในถังหมัก ณ ชั่วโมงต่างกัน  ซึ่งการเติมสารอาหารใหม่สามารถลดข้อจ้ากัดเรื่องความเข้มข้น
ของสารตั้งต้นที่มากเกินไปที่จะยับยั้งการเจริญและการสร้างผลิตภัณฑ์ของเซลล์   

จากการศึกษาการแปรช่วงเวลาในการเติมสารอาหารใหม่ในขั้นตอนแรกเป็น 6  7.5  และ 9  
ชั่วโมง  พบว่าค่าความเข้มข้นของเซลล์ ความเข้มข้นของ P(3HB) เพิ่มขึ้นตามชั่วโมงในการเติมอาหาร
ใหม่   การเติมสารอาหารใหม่ ณ ชั่วโมงที่ 9 ส่งผลให้ได้ความเข้มข้นของเซลล์ ความเข้มข้นของ 
P(3HB) สูงที่สุด โดยได้ความเข้มข้นของเซลล์เท่ากับ 34.99 กรัมต่อลิตรและความเข้มข้นของ P(3HB) 
เท่ากับ 9.09 กรัมต่อลิตร  ทั้งนี้อาจเป็นเพราะการเติมที่ชั่วโมงก่อนหน้า คือ ที่ชั่วโมงที่ 6 และชั่วโมงที่ 
7.5   สารอาหารเดิมในถังหมักยังคงมีปริมาณเพียงพอต่อการเจริญอยู่  อีกทั้งความเข้มข้นของเซลล์ 
ณ ชั่วโมงดังกล่าวยังคงมีน้อย การเติมสารอาหารใหม่ ณ ชั่วโมงดังกล่าวจึงส่งเสริมการเจริญและการ
สร้างผลิตภัณฑ์ไม่มากนัก  แต่การเติมสารอาหารใหม่ ณ ชั่วโมงที่ 9  ซึ่งอยู่ในช่วงที่เซลล์ก้าลังเจริญ
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สงูสุด ท้าให้เซลล์สามารถน้าอาหารไปใช้ได้อย่างทันทีและมีประสิทธิภาพ ท้าให้ได้ค่าความเข้มข้นของ
เซลล์และ P(3HB) สูงกว่าการเติมอาหารใหม่ ณ เวลาที่ 6 และ 7.5 ชั่วโมง  อย่างไรก็ตาม การเติม
กากน้้าตาลที่มีน้้าตาลรวมความเข้มข้นเท่ากับ 60 กรัมต่อลิตร ลงไปในถังหมัก ณ ชั่วโมงต่างๆกัน
ส่งผลให้ได้ความเข้มข้นของเซลล์และความเข้มข้นของ P(3HB) เพิ่มขึ้นในปริมาณที่ยังไม่สูงมากนัก 
เนื่องจากความเข้มข้นน้้าตาลรวม 60 กรัมต่อลิตรที่เติมลงไปในน้้าหมักปริมาตร 3 ลิตร ท้าให้เกิดการ
เจือจางและความเข้มข้นของน้้าตาลรวมทั้งหมดเพิ่มขึ้นเพียงเล็กน้อยเท่านั้น จึงส่งผลให้สามารถเพิ่ม
ความเข้มข้นของเซลล์และความเข้มข้นของ P(3HB) เพิ่มขึ้นในปริมาณเพียงเล็กน้อยเท่านั้น  ซึ่งหากมี
การศึกษาวิจัยต่อเนื่อง อาจมีการเพิ่มความเข้มข้นของน้้าตาลรวมในกากน้้าตาลที่เติมให้สูงขึ้น เพื่อให้
สามารถเพิ่มความเข้มข้นของของเซลล์และความเข้มข้นของ P(3HB) ให้สูงขึ้นอีก อีกทั้งอาจมีการแบ่ง
การเติมสารอาหารใหม่ให้ถี่ขึ้น เพื่อศึกษาผลของรูปแบบการเติมสารอาหารต่อการเจริญของเซลล์และ
การการสร้างผลิตภัณฑ์ด้วย 

3. การศึกษาอัตราส่วนความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนผสมที่เติมในขั้นที่สองที่เหมาะสมต่อการ
ผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV โดย B. megaterium P-12 

 การเติมสารอาหารใหม่ในขั้นที่สอง  มีวัตถุประสงค์เพ่ือให้มีการสังเคราะห์โคพอลิเมอร์ PHBV 
โดยการเติมสารอาหารใหม่ที่เป็นแหล่งคาร์บอนผสมที่ประกอบด้วยกากน้้าตาลและโซเดียมโพรพิ 
โอเนต    Loo และ Sudesh (2007) ได้รายงานว่าแหล่งคาร์บอนในรูปเกลือของกรดอินทรีย์ เช่น 
โซเดียมโพรพิโอเนต มีความเป็นพิษน้อยกว่าแหล่งคาร์บอนที่อยู่ในรูปกรด เช่น กรดโพรพิโอนิค  
เพราะสารประกอบในรูปเกลือจะช่วยลดการเกิดโปรตอนอิสระ (H+) ในไซโทพลาสซึมของเซลล์ ท้าให้
ไม่มีการสะสมของกรดในอาหารเลี้ยงเช้ือ ช่วยรักษาระดับค่าความเป็นกรดด่างของอาหารเลี้ยงเช้ือ ได ้

ผลการทดลองการเติมสารอาหารใหม่ขั้นที่หนึ่ง ณ ชั่วโมงที่ 9  และการเติมสารอาหารใหม่ใน
ขั้นที่สอง ณ ชั่วโมงที่ 12 ของการเลี้ยงเชื้อ  ไม่พบการสังเคราะห์และสะสมโคพอลิเมอร์ PHBV  
พบเพียงการสังเคราะห์โฮโมพอลิเมอร์ P(3HB)   ซึ่งอาจมีสาเหตุเนื่องมาจากการเติมอาหารใหม่ในขั้น
ที่สอง ณ ชั่วโมงที่ 12 ของการเลี้ยงเชื้อเป็นช่วงเวลาที่ช้าไปในการสังเคราะห์โคพอลิเมอร์ PHBV จึง
ท้าเซลล์มีการสังเคราะห์โฮโมพอลิเมอร์ P(3HB) เพียงอย่างเดียว และอาจเนื่องจากในชั่วโมงที่ 12 
ของการเลี้ยงเชื้อ  เซลล์เริ่มเข้าสู่ระยะอัตราการเจริญคงที่ (stationary phase) และระยะเซลล์ตาย 
(death phase) เซลล์จึงไม่สามารถน้าโซเดียมโพรพิโอเนตไปใช้เพ่ือการสังเคราะห์มอนอเมอร์ 3HV    
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ดังนั้น จึงเปลี่ยนเวลาการเติมสารอาหารใหม่ในขั้นตอนที่หนึ่ง จาก ณ ชั่วโมงที่ 9 เป็นชั่วโมง
ที่ 6 และเติมสารอาหารใหม่ในขั้นตอนที่สองเป็น ชั่วโมงที่ 9 จากเดิมเติมที่ชั่วโมงที่ 12 ซึ่งอยู่ในช่วง
กลางของระยะการเจริญคงที่  จึงท้าให้เซลล์สามารถสังเคราะห์โคพอลิเมอร์ PHBV ได้  ซึ่งพบว่าที่
อัตราส่วนกากน้้าตาลและโซเดียมโพรพิโอเนตเท่ากับ 60  ต่อ  10  ท้าให้ได้ความเข้มข้นของ PHBV 
และสัดส่วนของมอนอเมอร์ 3HV ในปริมาณที่เหมาะสมเท่ากับ 9.44  กรัมต่อลิตร และ 21.69 โมล
เปอร์เซ็นต์  ตามล้าดับ  ซึ่งได้ความเข้มข้นของโคพอลิเมอร์ PHBV ที่ผลิตได้มีค่าสูงกว่า วิยะนันท์  
เมืองเก่า (2553) ที่ศึกษาการผลิต PHBV โดยการเลี้ยง B. megaterium P12 แบบสองระยะในถัง
หมัก โดยใช้แหล่งคาร์บอนผสมระหว่างน้้าอ้อยและโซเดียมโพรพิโอเนต พบว่าได้ความเข้มข้นของ 
PHBV สูงสุดเท่ากับ 4.67 กรัมต่อลิตร มีสัดส่วนของมอนอเมอร ์3HV เท่ากับ 17 โมลเปอร์เซ็นต์ 

  โดยโคพอลิเมอร์ PHBV ที่ผลิตได้ในงานวิจัยนี้มีค่าสัดส่วนโมลเปอร์เซ็นต์ของมอนอเมอร์ 
3HV อยู่ระหว่าง 13.58-21.69 โมลเปอร์เซ็นต์  ซึ่งอยู่ในช่วงที่เหมาะสมในการน้าไปประยุกต์ใช้ใน
อุตสาหกรรม  สอดคล้องกับ  Sudesh และคณะ (2000) ที่รายงานว่าโคพอลิเมอร์ PHBV ที่มีสัดส่วน
มอนอเมอร์ 3HV ในช่วง 20-30 โมลเปอร์เซ็นต์ มีสมบัติที่เหมาะในการน้าไปประยุกต์ใช้มากที่สุด 
เนื่องจากสามารถน้าไปขึ้นรูปเป็นแผ่นฟิล์มที่มีความยืดหยุ่นได้     Ariffin และคณะ (2011) รายงาน
ว่า Imperial Chemical Industries (ICI) มีการผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV ที่สัดส่วนมอนอเมอร์ 3HV มี
ค่าไม่เกิน 30 โมลเปอร์เซ็นต์เพื่อน้าไปใช้งานในระดับอุตสาหกรรม  การเปรียบเทียบการผลิตโคพอลิ
เมอร์ PHBV ที่ผลิตได้ในงานวิจัยน้ีกับงานวิจัยอื่นๆ ได้แสดงในตารางที่ 24 
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งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาการผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV จาก B. megaterium P-12  โดยใช้
กากน้้าตาลซึ่งเป็นแหล่งคาร์บอนที่มีราคาถูกร่วมกับโซเดียมโพรพิโอเนต เพื่อใช้เป็นแหล่งคาร์บอน
ผสมในการสังเคราะห์โคพอลิเมอร์ PHBV   โดยการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบตช์  แบ่งการเติมอาหาร
ใหม่เป็น 2 ขั้นตอน ในขั้นตอนแรกเพื่อเพิ่มความเข้มข้นของเซลล์ และในขั้นที่สองเพื่อกระตุ้นการ
สังเคราะห์โคพอลิเมอร์ PHBV  โดยรูปแบบการเติมอาหารแบบ 2 ขั้นตอนนี้ท้าให้ได้ความเข้มข้นของ
เซลล์และความเข้มข้นของ PHBV ในปริมาณที่สูงขึ้น เนื่องจากได้เซลล์ความเข้มข้นเพิ่มขึ้นจากการ
เติมอาหารทั้งในขั้นตอนที่หนึ่งและขั้นตอนที่สอง  ช่วงเวลาในการเติมแหล่งคาร์บอนผสมในงานวิจัย
ยังมีข้อจ้ากัดในเรื่องช่วงเวลาที่ได้จากการศึกษาอาจยังไม่เหมาะสมนัก ซึ่งหากมีการศึกษาวิจัยต่อเนื่อง
ให้ช่วงเวลาในการเติมสารอาหารมีความเหมาะสมมากขึ้น  อาจท้าให้เพิ่มปริมาณความเข้มข้นของ 
โคพอลิเมอร์ PHBV ให้สูงขึ้นได้อีก  แต่อย่างไรก็ดีงานศึกษาวิจัยนี้สามารถผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV ได้
อยู่ในระดับปานกลางเมื่อเทียบกับงานวิจัยอื่นๆ และมีสัดส่วนมอนอเมอร์ของ 3HV อยู่ในระดับที่
เหมาะสมในการประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรม รวมทั้งงานวิจัยนี้ใช้กากน้้าตาลซึ่งเป็นแหล่งคาร์บอนที่มี
ราคาถูก หาได้ง่ายในประเทศไทย  แบคทีเรียสามารถใช้เพื่อการเจริญเติบโตและการสังเคราะห์
ผลิตภัณฑ์ได้ดี  จึงท้าให้เป็นส่วนหนึ่งในการช่วยลดต้นทุนการผลิตด้วย 
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ภาคผนวก ก 

วิธีการเตรียมสารเคม ี

 

1.การเตรียมสารละลายฟีนอล 5 เปอร์เซน็ต ์

 เตรียมจากการละลายฟีนอล 5.0 กรัม  ในน้า้กลั่น 80 มิลลิลิตร ละลายให้เข้ากันแล้วปรับ

ปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลติร  เก็บในขวดสีชา 

 

2.การเตรียมสารละลายที่ใชใ้นการวิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจนในยูเรีย 

 2.1 สารละลายบอริกความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต ์ (น้้าหนักต่อปริมาตร)   

 เตรียมจากการละลายกรดบอริกปริมาณ 40 กรัม ในน้้ากลั่นปลอดประจุปริมาตร 1000 

มิลลิลิตร  เก็บไว้ในขวดสีชา 

 2.2 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 32 เปอร์เซ็นต์  (น้้าหนักต่อปริมาตร) 

 เตรียมจากการละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 320 กรัม ในน้้ากลั่นปลอดประจุปริมาตร 800 

มิลลิลิตร ปรับปริมาตรให้เป็น 1000 มิลลิลิตร ด้วยน้้ากลั่นปลอดประจุ 

 2.3 สารโพแทสเซียมซัลเฟตและคอปเปอร์ซัลเฟต 

 เตรียมโพแทสเซียมซัลเฟต 95 กรัม และคอปเปอร์ซัลเฟต 5 กรัมผสมรวมกัน 
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ภาคผนวก ข 

สูตรค านวณ 

 

1.การค านวณน้ าหนักเซลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร) 

น้้าหนักเซลลแ์ห้ง (กรัมต่อลิตร) =   น้้าหนักถ้วยที่มีเซลล–์น้้าหนักถ้วยเปล่า x 1000 

             30 

 

2.การค านวณปริมาณมอนอเมอร์ (กรัมต่อลิตร) จากการวิเคราะห์ด้วยวิธีก๊าซโครมาโทกราฟฟี 

 การค้านวณปริมาณมอนอเมอร์ของ 3HB และ 3HV (กรัมต่อลิตรต่อเซลล์แห้ง 0.02 กรัม)  ท้า

การประมวลผลโดยใช้โปรแกรมส้าเร็จรูป Star chromatogram : version 4.02 ซึ่งจ้าท้าการค้านวณ

ปริมาณมอนอเมอร์ (กรัมต่อลติร) เปรียบเทยีบกับสารมาตรฐานที่ท้าการวิเคราะห์ในสภาวะเดียวกัน 

การค้านวณปริมาณมอนอเมอร์  
ปริมาณมอนอเมอร์ (กรัมต่อลิตร) =         ค่าจากการวิเคราะห์ (กรัมต่อลิตร) x น้้าหนักเซลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร) 

                  20 

 

3.การค านวณสัดส่วน(โมลเปอร์เซน็ต์) ของแต่ละมอนอเมอร์จากการวิเคราะห์ด้วยวิธีก๊าซโครมา

โทกราฟฟ ี

การค านวณองค์ประกอบขององค์ประกอบของมอนอเมอร์ในโคพอลิเมอร์ (mole fraction) 

3.1 ค้านวณหาปริมาณของแต่ละมอนอเมอร์ (กรัมต่อลิตร) 

3.2 ค้านวณหาจ้านวนโมลของแต่ละมอนอเมอร์ โดยการหารด้วยน้้าหนักโมเลกุลของแต่ละมอนอ

เมอร์ (น้้าหนักโมเลกุลของ 3HB และ 3HV = 86 และ 100 ตามล้าดับ) 

3.3 ค้านวณหาสัดส่วนของแต่ละมอนอเมอร์ (โมลเปอร์เซ็นต์) 

 สูตร โมลเปอรเ์ซ็นต์ของแต่ละมอนอเมอร ์=       จ้านวนโมลของมอนอเมอร ์x 100 

         ผลรวมของจ้านวนโมลของมอนอเมอร์ทั้งหมด 
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4.การค านวณปริมาณน้ าตาลทั้งหมดในน้ าหมัก (กรัมต่อลิตร) 
ปริมาณน้้าตาลทั้งหมด (กรัมต่อลิตร) =          ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร x ค่าการเจือจาง 

      ความชันของกราฟมาตรฐานน้้าตาลซูโครส 

 

5.การค านวณปริมาณยเูรียในน้ าหมัก (กรมัต่อลิตร) 
เปอร์เซ็นต์ไนโตรเจน   = (ความเข้มข้นของกรดไฮโดรคลอริก x ปริมาตรกรดที่ใช้ x 1.4) 

      ปริมาตรน้้าหมัก 

ปริมาณยูเรีย (กรัมติอลิตร)  =            (ความเข้มข้นของกรดไฮโดรคลอริก x ปริมาตรกรดที่ใช้ x 1.4) 

      0.047 เปอร์เซ็นต์ไนโตรเจน 
 

6.การค านวณหาคา่พารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร ์

 อัตราการเจริญจ้าเพาะ(ต่อชั่วโมง) (µ) = lnXt - lnXo 

              t 

 

 สัมประสิทธิ์ปรมิาณเซลล์ต่อสับสเตรตที่ถูกใช้ไป     (Yx/s) = Xt - Xo 

         So - St 

 

 ค่าอัตราการผลิต (กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง) (Productivity) = Pt - Po 

             t 

เมื่อ  Xo คือ น้้าหนักเซลลแ์ห้งเริ่มต้น (กรมัต่อลิตร)   

  Xt คือ น้้าหนักเซลลแ์ห้ง ณ เวลาใดๆ (กรัมต่อลิตร)   

  Po คือ ปริมาณพอลิเมอร์เริ่มต้น (กรมัต่อลิตร)   

  Pt คือ ปริมาณพอลิเมอร์ที่ผลิตได้ ณ เวลาใดๆ (กรมัต่อลิตร)   

  So คือ ปริมาณสับสเตรตเริ่มต้น (กรัมต่อลิตร)   

  St คือ ปริมาณสับสเตรตที่ถูกใช้ไป ณ เวลาใดๆ (กรมัต่อลิตร)   

  T คือ เวลาที่ใช้ในการเลี้ยงเช้ือ (ชั่วโมง) 
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ภาคผนวก ค 

กราฟมาตรฐาน 

 

1.กราฟมาตรฐานน้ าตาลซูโครส วิเคราะห์ด้วยวิธีฟีนอล-ซัลฟูริก 

 

 

กราฟมาตรฐานน้้าตาลซูโครสที่มีความเข้มข้น 0-1.0 กรัมต่อลิตร  ค่าความชันเท่ากับ 6.3391 

 

2.กราฟมาตรฐานของโฮโมพอลิเมอร์ P(3HB) วิเคราะห์ด้วยวิธี GC 

 

 
 

กราฟมาตรฐานของ P(3HB) ที่มีความเข้มข้น 0-5.0 กรัมต่อลิตร  ค่าความชันเท่ากับ 0.1413 

y = 0.1413x

R² = 0.9961
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3.กราฟมาตรฐานของโคพอลิเมอร์ PHBV วิเคราะห์ด้วยวิธี GC 

 

 
กราฟมาตรฐานของมอนอเมอร ์3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต 

ที่มีความเข้มขน้ 0-5.0 กรัมตอ่ลิตร  ค่าความชันเท่ากับ 0.1413 

 

 
กราฟมาตรฐานของมอนอเมอร ์3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต 

ที่มีความเข้มขน้ 0-5.0 กรัมตอ่ลิตร  ค่าความชันเท่ากับ 0.0027 

 

y = 0.0827x

R² = 0.9893
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ภาคผนวก ง 

โครมาโทแกรม 

 

1.โครมาโทแกรมวิเคราะห์ปริมาณ P(3HB) โดยวิธีก๊าซโครมาโทกราฟฟี 

 

 
 

ตัวอย่างโครมาโทแกรมของโฮโมพอลิเมอร์ 3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต ซึ่งผลิตได้จาก Bacillus 

megaterium P-12 เมื่อเลี้ยงในอาหาร MSM ที่มีกากน้้าตาลที่มีความเข้มข้นของน้้าตาลรวมเท่ากับ 

60 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งคาร์บอนและมียูเรีย 6 กรัมต่อลติรเป็นแหล่งไนโตรเจน ซึ่งวิเคราะห์ด้วยวิธี 

GC โดยใช้กรดเบนโซอิกเป็นสารมาตรฐานภายใน 
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2.โครมาโทแกรมวิเคราะห์ปริมาณ PHBV โดยวิธีก๊าซโครมาโทกราฟฟ ี

 

 
 

ตัวอย่างโครมาโทแกรมของโฮโมพอลิเมอร์ 3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต ซึ่งผลิตได้

จาก Bacillus megaterium P-12 เมื่อเลี้ยงในอาหาร MSM ที่มีกากน้้าตาลที่มีความเข้มข้นของ

น้้าตาลรวมเท่ากับ 60 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งคาร์บอนและมียูเรีย 6 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งไนโตรเจน 

โดยที่มีการเติมกากน้้าตาล 60 กรัมต่อลิตร ที่ชั่วโมงที่ 6 และมีการเติมแหล่งคาร์บอนผสมระหว่าง

กากน้้าตาล 60 กรัมต่อลิตรและโซเดียมโพรพิโอเนต 10 กรัม ที่ชั่วโมงที่ 9 ซึ่งวิเคราะห์ด้วยวิธี GC 

โดยใช้กรดเบนโซอิกเป็นสารมาตรฐานภายใน 
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