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บทที่  1 
บทนํา 

 

ปจจุบันพลาสติกสังเคราะหจากอุตสาหกรรมปโตรเคมีไดเขามามีบทบาทอยางมากใน
ชีวิตประจําวัน  สําหรับการนํามาใชเพื่อเปนวัสดุบรรจภุัณฑทดแทนแกวและกระดาษ  เนื่องดวย
คุณสมบัติท่ีดกีวาของวัสดพุลาสติก  พลาสติกสังเคราะหเปนวัสดุท่ีมีน้ําหนกัเบา มีความคงทน
แข็งแรง มีสีสันสวยงาม และเปนวัสดุท่ีสามารถปรับแตงใหมีลักษณะพเิศษตามตองการได  ในขณะ
ท่ีความนิยมในการนําพลาสติกมาใชงานตางๆ เพิ่มข้ึนอยางตอเนื่อง  กย็ิ่งทําใหขยะพลาสติกเพิ่ม
มากข้ึน  โดยเฉพาะอยางยิ่งบรรจุภณัฑพลาสติกท่ีมีอายุการใชงานส้ันและมีปริมาณการใชอยูเปน
จํานวนมากในสังคมเมือง  เชน ถุงพลาสติก ฟลมหออาหาร และกลองโฟมอาหารเหลานี้ เปนตน  
พลาสติกสังเคราะหสวนใหญเปนผลพลอยไดท่ีไดจากอุตสาหกรรมปโตรเคมี  ซ่ึงอยูในรูปของพอลิ
พรอพิลีน (polypropylene) หรือ PP พอลิเอทิลีน (polyethylene) หรือ PE และพอลิไวนิลคลอไรด  
(polyvinylchloride)  หรือ PVC พลาสติกสังเคราะหเหลานี้กอใหเกิดปญหาของการเปนวัสดุเหลือ
ท้ิงจากชุมชน  และสงผลกระทบโดยตรงตอส่ิงแวดลอมอยางรุนแรง  และเนื่องจากพลาสติกท่ีใช
แลวเหลานี้มีการปนเปอนจากการใชงานคอนขางมากจึงไมคอยนยิมท่ีจะนําไปหมุนเวียนเพ่ือแปร
รูปนํากลับมาใชงานใหม  อีกทั้งการกาํจัดพลาสติกสังเคราะหกระทําไดยาก  และจุลินทรียใน
ธรรมชาติไมสามารถยอยสลายไดงาย  ดังนั้นเพื่อลดปญหาของพลาสติกสังเคราะหท่ีเปนมลพิษใน
ส่ิงแวดลอม  จงึมีความสําคัญในการศึกษาวจิัยเพื่อผลิตพลาสติกท่ียอยสลายได  เชน  พอลิไฮดรอกซี
แอลคาโนเอต (polyhydroxyalkanoate, PHA)  พอลิแลคติกแอซิด (polylactic, PLA)  อลิฟาติกพอลิ
เอสเทอร (aliphatic polyester) พอลิแซคคาไรด (polysaccharides)  รวมถึงโคพอลิเมอรและอนุพันธ
ผสมของพอลิเมอรเหลานี้ (Chen and Wu, 2005)  เพื่อใชทดแทนพลาสติกท่ียอยสลายไมได 

พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต หรือ P(3HB) เปนพอลิเอสเทอรท่ีสรางและสะสมข้ึนภายในเซลล  
จุลินทรียหลายชนิดเพื่อใชเปนแหลงพลังงานและแหลงคารบอน การกระตุนใหจลิุนทรียมีการ
สังเคราะห P(3HB) ทําไดโดยการเล้ียงจุลินทรียภายใตภาวะการเจริญท่ีไมสมดุล (unbalanced 
growth condition) ไดแก ภายใตภาวะท่ีจํากัดหรือขาดแคลนของสารอาหารบางชนิด เชน 
ไนโตรเจน ออกซิเจน ฟอสฟอรัส  ซัลเฟอร  หรือ แรธาตุ แตมีแหลงคารบอนท่ีมากเกินพอ (Chen 
และ Wu, 2005; Pandian และคณะ, 2010; Keshavarz และ Roy, 2010)  P(3HB) ท่ีจุลินทรีย
สังเคราะหข้ึนถูกเก็บไวในแกรนูลภายในไซโตพลาสซึมของเซลล  โดยจํานวนและขนาดของ
แกรนูลในแตละเซลล จะแตกตางกันไปตามชนิดของจลิุนทรีย พลาสติกชนิดนี้ถูกยอยสลายไดอยาง
สมบูรณโดยธรรมชาติ (biodegradable plastics) และจากการยอยสลายจะใหสารท่ีไมเปนอันตราย
ตอส่ิงแวดลอม ไดแก คารบอนไดออกไซด น้ํา และกรดคารบอกซิลิก (Evans และSikdar, 1990; 
Luengo และคณะ, 2003)  

 



2 

มูลเหตุจูงใจในการวิจัย 
P(3HB) เปนพลาสติกท่ีถูกยอยสลายไดอยางสมบูรณโดยธรรมชาติ สารท่ีไดจากการยอย

สลาย  ไดแก น้ํา คารบอนไดออกไซด และกรดคารบอกซิลิก  ไมเปนพิษตอส่ิงแวดลอม   P(3HB) มี
สมบัติทางเคมี กายภาพ และเชิงกลที่ใกลเคียงกับพลาสติกสังเคราะหท่ีไดจากอุตสาหกรรมปโตร
เคมี (Lee, 1996)  ทําให P(3HB) ไดรับความสนใจที่จะนํามาผลิตเปนพลาสติกเพื่อใชทดแทน
พลาสติกท่ีใชกันในปจจุบัน นอกจากนีย้ังมีสมบัติท่ีเขากันไดกับเนื้อเยือ่ส่ิงมีชีวิต (biocompatibility)  
มีสมบัติเปนเทอรโมพลาสติก และสามารถนําไปผสมกับพอลิเมอรอ่ืนๆเพื่อใหมีสมบัติตามตองการ
ได  ดังนั้นจึงสามารถนํามาประยุกตใชประโยชนในหลายดาน  ท้ังในดานการแพทยและเภสัชกรรม 
ไดแก การนํามาใชเปนวัสดทุางศัลยกรรม เชน หลอดเลือดเทียม กระดูกเทียม เข็ม ไหมเย็บแผล  
แคปซูลบรรจุยา  เปนตน  หรืออาจนํา P(3HB) มาประยกุตใชในงานดานเกษตรกรรม  เชน เปนวสัดุ
ทําแคปซูลบรรจุยาฆาแมลง  ปุย  และฮอรโมนพืช   ใชทําแหจบัปลาสําหรับใชในนํ้าทะเลและ
สามารถใชเปนวัสดุคลุมดินในการเพาะเล้ียงตนกลาไดเปนตน  นอกจากนี้สามารถนํา P(3HB) มา
ประยุกตใชเปนวัสดุประเภทบรรจุภัณฑหรืออุปกรณใชสอยอ่ืนๆ ไดแก ขวดแชมพ ู บรรจุภัณฑ
สําหรับบรรจุอาหารประเภทถุง ภาชนะบรรจุอาหารสําเร็จรูป แผนฟลมถนอมอาหาร หรืออาจใชทํา
เปนวัสดุท่ีใชคร้ังเดียวท้ิง เชน ผาออม ผาอนามัย ดามมีดโกน เปนตน (Braunegg และคณะ, 1998; 
Steinbuchel และ Fuchtenbusch, 1998)  แตปญหาท่ีสําคัญประการหนึง่ของการประยุกตใช P(3HB) 
คือ ตนทุนในการผลิตยังสูงกวาพลาสติกสังเคราะหท่ีไดจากอุตสาหกรรมปโตรเคมี  ซ่ึงปจจัยท่ี
สงผลตอกระบวนการผลิต P(3HB) ใหมีประสิทธิภาพและมีราคาถูกลงข้ึนกับหลายปจจัย เชน  
พัฒนาสายพนัธุของจุลินทรียท่ีใช  ปรับปรุงกระบวนการหมักและวิธีสกัดแยกผลิตภัณฑ  รวมท้ัง
การเลือกใชแหลงคารบอนท่ีมีราคาถูก (Choi และ Lee, 1999)    งานวิจยันี้มีวัตถุประสงคท่ีจะใช
น้ําออยเปนแหลงคารบอนในการผลิต P(3HB)  เพื่อทําใหตนทุนในการผลิตลดลง  เนื่องจากออย
เปนพืชท่ีมีการเพาะปลูกมากในประเทศไทยและเปนพชืท่ีสามารถตัดและเก็บเกี่ยวไดหลายคร้ัง  
โดยในกระบวนการการผลิตน้ําตาลทรายจะใชออยเปนวตัถุดิบหลักและมีน้ําออยเกิดข้ึนหลาย
ข้ันตอน  ซ่ึงในน้ําออยจะประกอบไปดวยน้ําตาลชนิดตางๆ เชน  ซูโครส กลูโคส ฟรุกโตส  รวมท้ัง
วิตามิน และธาตุอาหารเปนจํานวนมาก (มิตรผลวิจัย, 2551)  
 
วัตถุประสงคของการวิจัย 
  ศึกษาการผลิต  P(3HB)  จาก Bacillus megaterium BA-019  โดยการจํากดัแหลง
ไนโตรเจนและธาตุอาหารทีสํ่าคัญบางชนิด  โดยมีแหลงคารบอนซ่ึงไดแกน้ําออยมากเกินพอ  เพ่ือ
กระตุนใหมีการสังเคราะหและสะสม P(3HB) เพิ่มมากขึ้น 
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ขั้นตอนการดาํเนินการวิจัย 
1. ศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการผลิต P(3HB) จาก Bacillus megaterium BA-019 โดยการเล้ียง

เช้ือในขวดทดลองภายใตภาวะการเจริญท่ีสมดุล (balanced growth condition) 
  2. ศึกษาผลของการจํากัดธาตุอาหารแตมีปริมาณแหลงคารบอนมากเกินพอท่ีมีตอการเจริญ   

การสังเคราะหและสะสม P(3HB)  
3.  ผลิต P(3HB) จาก Bacillus megaterium BA-019 โดยใชภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิต  

P(3HB) ท่ีศึกษาไดจากขอ 2  มาเล้ียงเช้ือในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
 
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
   สามารถใชวัตถุดิบราคาถูกในการผลิตพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตใหไดผลผลิตสูง โดย 
Bacillus megaterium BA-019   ซ่ึงสงผลใหราคาตนทุนการผลิตลดตํ่าลง 
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บทที่ 2 
ปริทัศนวรรณกรรม 

 

2.1  พลาสติกท่ียอยสลายไดทางชีวภาพ  
พลาสติกท่ียอยสลายไดทางชีวภาพ  หมายถึง  พลาสติกท่ียอยสลายไดโดยการยอยท่ีมีผลมา

จากปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนตามธรรมชาติโดยจุลินทรีย  เชน  แบคทีเรีย  รา  ยีสต  สาหราย  เปนตน โดย
พลาสติกท่ีสามารถยอยสลายไดทางชีวภาพนี้  สามารถจัดเปนกลุมได 3 ชนิด คือ 

1. พลาสติกท่ีถูกสลายตัวโดยแสงอัลตราไวโอเลต (UV degradable plastic) เนื่องจาก
พลาสติกชนิดนี้มีหมูคารบอนิล (C=O) เปนองคประกอบ ซ่ึงมีความไวสูงตอแสง UV ทําใหเกิดการ
แตกตัวในสายโซของพอลิเมอร พลาสติกจะกรอบและแตกได หรือมีการเติมสารท่ีเปนตัวเรง
ปฏิกิริยา (photoactivate) เชน เหล็ก และทองแดง เปนตน เพื่อเรงการทําลายสายพอลิเมอรเม่ือไดรับ
แสง UV (Reddy และคณะ, 2003) 
 2. พลาสติกท่ียอยสลายไดบางสวน เชน  พอลิเอทิลีน (polyethylene)  พอลิพรอพิลีน 
(polypropylene) และพอลิสไตรีน (polystyrene)   โดยพลาสติกประเภทนี้เปนพลาสติกสังเคราะหท่ี
ใสสารเติมแตงทางธรรมชาติบางชนิด  เชน  ขาว  ขาวโพด แปง  และเซลลูโลส  เปนตน  เม่ือ
อนุภาคของแปงถูกยอยโดยจุลินทรีย  พลาสติกจะออนตัวลง  มีความพรุนและมีพื้นท่ีผิวมากข้ึนชวย
ในการทําลายรางแหของพลาสติก (Reddy และคณะ, 2003) 
 3. พลาสติกท่ียอยสลายไดทางชีวภาพอยางสมบูรณ   ไดแก พลาสติกชนิดเทอรโมพอลิเอส
เทอร (biodegradable thermoplastic) ผลิตจากกระบวนการทางชีวภาพ  เทอรโมพอลิเอสเทอรนี้ถูก
สรางและสะสมไดภายในเซลลของจุลินทรียบางชนิด  และจัดอยูในกลุมสารท่ีเรียกวา พอลิไฮดรอก
ซีอัลคาโนเอท  (polyhydroxyalkanoates)  หรือ  PHA   ซ่ึง PHA นี้มีคุณสมบัติของเทอรโมพลาสติก 
คือ สามารถนํามาข้ึนรูปและทําใหเปนฟลม  แผน  ไฟเบอรได   และพลาสติกกลุมนี้สามารถถูกยอย
สลายโดยสมบูรณในธรรมชาติ (Evans และ Sikdar, 1990 ;  Brandl และคณะ, 1990 ; Reddy และ
คณะ, 2003) 
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2.2  พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอท (polyhydroxyalkanoate)  
PHA เปนพอลิเอสเทอรท่ีสรางและสะสมโดยจุลินทรียบางชนิดเทานัน้  เพื่อใชเปนแหลง

พลังงานและแหลงคารบอนใหแกเซลล  โดย PHA ถูกสังเคราะหและสะสมในแกรนูล (granule) 
ภายในไซโตพลาสซึมของเซลล เพื่อทําหนาท่ีเปนแหลงสะสมอาหารในภาวะท่ีแหลงคารบอนมาก
เกินพอขณะทีส่ารอาหารบางชนิด เชน ไนโตรเจน ออกซิเจน ฟอสฟอรัส ซัลเฟอร หรือ trace 
element อ่ืนๆ เชน แมกนีเซียม แคลเซียม เหล็ก เปนตน อยูในภาวะท่ีจํากัดหรือขาดแคลน 
(Anderson และ Dawes, 1990; Shrivastav และคณะ, 2010) โดยจํานวนและขนาดของแกรนูลในแต
ละเซลล จะแตกตางกนัไปตามชนิดของจลิุนทรีย  พลาสติกกลุมนี้สามารถถูกยอยสลายไดใน
ธรรมชาติโดยจุลินทรียท่ีมีเอนไซมดีพอลิเมอเรส (depolymerase) และเอนไซมเอสเทอเรส 
(esterase) และจากการยอยสลายจะใหสารท่ีไมเปนอันตรายตอส่ิงแวดลอม ไดแก 
คารบอนไดออกไซด น้ํา และกรดคารบอกซิลิก (Evans และSikdar, 1990) 

   PHA  ชนดิแรกท่ีถูกคนพบ คือ พอลีไฮดรอกซีบิวทิเรต(polyhydroxybutyrate) หรือ 
P(3HB) พบในเซลลของจุลินทรีย Bacillus megaterium โดยนกัวิทยาศาสตรชาวฝร่ังเศสช่ือ 
Lemoigne (Braunegg, 1998; Zinn, 2001)  ซ่ึง P(3HB) ท่ีถูกสรางและสะสมข้ึนนี้ พบวามีความ
เกี่ยวของกับการสรางสปอร (sporulation) เพราะมีการสะสมของกอนไขมัน (lipid inclusion) 
ในชวงท่ีมีการเจริญแบบคงท่ี (stationary phase) ของแบคทีเรีย สําหรับการตรวจหา PHA ในเซลล
ของ       จุลินทรียเบ้ืองตนใชเทคนิค fat stain ซ่ึงเปนการยอมสีสารประเภทไขมันท่ีสะสมอยูภายใน
เซลลแบคทีเรียโดยใชเทคนคิการยอมดวยสีไนลบลู เอ (Nile Blue A) หรือสีซูดานแบลค บี (Sudan 
black B) (รูปท่ี 2.1) (López-Cortés และคณะ,2008)         
 

    
 
รูปท่ี 2.1  เซลลท่ียอมดวยสีไนลบลู เอ (ก) และสีซูดานแบลค บี (ข)  (López-Cortés และคณะ,2008) 
 
 
 
 

ก ข 
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2.3  โครงสรางของ PHA 
 PHA มีโครงสรางเปนพอลิเอสเทอรสายตรง (liner polyester) ท่ีประกอบดวยโมโน
เมอรในกลุมไฮดรอกซีท่ีเช่ือมตอกันโดยพันธะเอสเทอรระหวางหมูคารบอกซิลิกของโมโนเมอรตัว
ท่ีหนึ่งกับหมูไฮดรอกซีของโมโนเมอรตัวท่ีสองตรงตําแหนงบีตา-คารบอน ซ่ึงเปนไครัลคารบอน 
(chiral carbon) ท่ีแสดงโครงสรางเปน R-configuration และการเช่ือมตอกันของโมโนเมอรเปน
แบบหัวตอหาง (isotactic) เชนเดียวกับพอลิพรอพิลีน (Brandl และคณะ, 1990)   
 

 
 

รูปท่ี 2.2 สูตรโครงสรางทางเคมีของ PHA (Brandl และคณะ, 1990) 
 
เม่ือ n = 1 เม่ือ  R  = ไฮโดรเจน(H) สารนี้คือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีโพรพิโอเนต) ; P(3HP) 
 เม่ือ  R  = เมทธิล(CH3) สารนี้คือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต)   ; P(3HB) 
 เม่ือ  R  = เอทธิล(C2H5)  สารนี้คือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต)     ; P(3HV) 
 เม่ือ  R  = โพรพิล(C3H7) สารนี้คือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีเฮกซะโนเอต)   ; P(3HHX) 
 เม่ือ  R  = บิวทิล(C4H9) สารนี้คือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีเฮปตะโนเอต)       ; P(3HHp) 
 เม่ือ  R  = เพนทิล(C5H11) สารนี้คือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีออกตะโนเอต)    ; P(3HO) 
 เม่ือ  R  = เฮกซิล(C6H13) สารนี้คือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีโนนาโนเอต)   ; P(3HN) 
 เม่ือ  R  = เฮปทิล(C7H15) สารนี้คือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีเดกคาโนเอต)   ; P(3HD) 
 เม่ือ  R  = ออกซิล(C8H17) สารนี้คือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีอันเดกคาโนเอต)  ; P(3HUD) 
 เม่ือ  R  = โนนิล(C9H19) สารนี้คือ    พอลิ(3-ไฮดรอกซีโดเดกคาโนเอต)   ; P(3HDD) 
 เม่ือ n = 2 เม่ือ  R  = ไฮโดรเจน(H) สารนี้คือ    พอลิ(4-ไฮดรอกซีบิวทิเรต)  ; P(4HB) 
เม่ือ  n = 3 เม่ือ  R  = ไฮโดรเจน(H) สารนี้คือ    พอลิ(5-ไฮดรอกซีวาเลอเรต)   ; P(5HP) 
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2.4  การจัดจําแนกชนิดของ PHA 
1. การจัดจําแนกชนิดตามจํานวนคารบอนอะตอมในหนวยโมโนเมอร (Keshavarz และ Roy, 2010) 
แบงออกเปน 3 กลุม ดังนี้ 

1.1 short-chain-length (SCL) PHAs  คือ พอลีเมอรท่ีแตละหนวยโมโนเมอร ประกอบดวย
คารบอนอะตอม 3-5 อะตอม เชน พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) พอลิ(3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต) เปนตน 

1.2. medium-chain-length (MCL) PHAs  คือ พอลิเมอรท่ีแตละหนวยโมโนเมอรประกอบ
ดวยคารบอนอะตอม 6-14 อะตอม เชน พอลิ(3-ไฮดรอกซีเฮกซะโนเอต)  พอลิ(3-ไฮดรอกซีออกตะ
โนเอต)  เปนตน 

1.3 long- chain-length (LCL) PHAs คือ พอลิเมอรท่ีแตละหนวยโมโนเมอร ประกอบดวย
คารบอนอะตอมมากกวา 14 อะตอม 
2. การจัดจําแนกชนิดโดยแบงตามชนิดของโมโนเมอรท่ีเปนองคประกอบในสายพอลิเมอร PHA 
แบงออกไดเปน 2 ประเภท คือ 
 2.1 โฮโมพอลิเมอร (homopolymer) เปนพอลิเมอรท่ีประกอบดวยโมโนเมอรเพียงชนิด
เดียวมาตอกัน  ตัวอยางเชน  พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) หรือ P(3HB) 
 2.2  เฮทเทอโรพอลิเมอร (heteropolymer) เปนพอลิเมอรท่ีประกอบดวยโมโนเมอรมากกวา 
1 ชนิดมาตอกัน โดยเรียกช่ือตามจํานวนโมโนเมอรท่ีเปนองคประกอบ ดังน้ี 
 - โคพอลิเมอร (copolymer) ประกอบดวยโมโนเมอร 2 ชนิดมาตอกันเปนสาย         
พอลิเมอร เชน พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต) หรือ P(3HB - co - 3HV)     
พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-4-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) หรือ P(3HB - co - 4HB) เปนตน 
    - เทอรพอลิเมอร (terpolymer) ประกอบดวยโมโนเมอร 3 ชนิดมาตอกันเปนสาย      
พอลิเมอร  เชน  พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต-โค-4-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) 
หรือ P(3HB-co-3HV-co-4HB) เปนตน 
 

2.5  พอลิบีตาไฮดรอกซีบิวทิเรต (poly-β-hydroxybutyrate) 
 พอลิบีตาไฮดรอกซีบิวทิเรต หรือท่ีมีชื่อยอเรียกวา P(3HB) จัดเปนพอลิเมอรประเภท       
อะลิฟาทิกพอลิเอสเทอร (aliphatic polyester) ซ่ึงอยูในกลุม PHA (polyhydroxyalkanoate)   

 P(3HB)  จัดเปน homopolymer ท่ีประกอบดวยโมเลกุลของ  3-hydroxybutyric  acid  (หมู
คารบอนิล  ออกซิเจน  และหมูเมทิล)  ตอกันเปนสายดวยพันธะเอสเทอร  โดยจํานวนโมโนเมอรท่ี
ประกอบกันเปนสาย P(3HB) มีประมาณ 23,000-25,000  ซ่ึงมีสูตรโครงสรางดังรูปท่ี 3 (Byrom, 
1987)  
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รูปท่ี 2.3 สูตรโครงสรางทางเคมีของ P(3HB) (Byrom, 1987)  

 
P(3HB) มีคุณสมบัติทางกายภาพเชนเดียวกันกับเทอรโมพลาสติก  จึงสามารถนํามาทําเปน

ฟลมหอของ  ไฟเบอรหรือนํามาหลอมเปนภาชนะตาง ๆ ได  และจากการศึกษาพบวามีจุลินทรียท่ี
สามารถสังเคราะหและสะสม P(3HB) ไวไดภายในเซลลมีหลายชนิด (ตารางท่ี 2.1) โดย P(3HB) จะ
ถูกสรางและสะสมอยูภายในแกรนูล (granule)   ท่ีมีขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ  0.2-0.5  
ไมโครเมตร และมีเมมเบรนท่ีประกอบดวยไลปดและโปรตีนหุมอยูโดยรอบ หนาประมาณ 2        
นาโนเมตร  ดังรูปท่ี 2.4 (Quillaguamán และคณะ, 2006; Zinn และคณะ, 2001)   

 

  
 
รูปท่ี 2.4   ภาพตัดของเซลล  Halomonas boliviensis  จากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแสดง P(3HB) 
แกรนูลภายในเซลล (ก) (Quillaguamán และคณะ, 2006)  และสวนประกอบของ P(3HB) แกรนูล 
(ข)  (Zinn และคณะ, 2001)   
 
 
 
 
 

ก ข 
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ตารางท่ี 2.1 จลิุนทรียท่ีสามารถสรางและสะสม PHA (Brandl และคณะ, 1990) 
 
การจําแนกสายพันธุโดย 

Bergey’s Manual 
จีนัส ปริมาณ PHA สูงสุด 

(% ตอนํ้าหนักเซลลแหง) 
แหลงคารบอนสําหรับ 

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

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

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

 
57 
67 
45 

 
36 
75 
ND 
40 

 
96 
73 
38 
26 
47 
25 
67 
57 
ND 
ND 

yeast extract /glycylglycine 
acetate 

NS 
NS 

acetate 
acetate 

NS 
NS 
NS 
NS 

acetone/CO2 
 

acetate 
pyruvate 

glucose/peptone 
 

glucose/glutamate 
malate 

NS 
lactate 

 
fructose 
glucose 
glucose 
glucose 

methanol 
methanol 
methanol 
methanol 

NS 
yeast extract/casamino 
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การจําแนกสายพันธุโดย 
Bergey’s Manual 

จีนัส ปริมาณ PHA สูงสุด 
(% ตอนํ้าหนักเซลลแหง) 

แหลงคารบอนสําหรับ 
การผลิต PHA 

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

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

37 
ND 
ND 
ND 
ND 
30 

 
 

<1 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
38 

 
28 

 
 

25 
13 

 
ND 
14 
4 

<1 
10 
ND 
<1 
ND 
6 

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

NS 
gluconate 

 
 

glucose 
NS 
NS 
NS 
NS 
NS 

Glucose 
glucose 

 
peptone/tryptone 

 
 

glucose 
trptone/peptone/glucose 

 
methanol 

butane 
glucose 

NS 
acetate, CO2 

ND 
ND 
ND 
CO2 

 
หมายเหตุ     ND = ปริมาณ PHA สูงสุดไมไดทําการวเิคราะห     NS = แหลงคารบอนไมจําเพาะ 
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2.6  โครงสรางและคุณสมบตัิของ P(3HB) 
1.โครงสรางผลึก(crystal structure) 

              Cornibert และ Marchessault (1972) (อางถึงใน Doi, 1990) ไดทําการศึกษาโครงสราง 
ผลึกของ P(3HB) โดยใชเทคนิค X-ray diffraction พบวาโครงรูป (conformation) ของโมเลกุล 
P(3HB) เปนแบบอัดตัวแนนและแบบเกลียวเวียนขวา (right-handed helix) และมีหนวยซํ้า (fiber 
repeat) เทากับ 0.596 นาโนเมตร ดังแสดงในรูปท่ี 2.5 

 
รูปท่ี 2.5 โครงสรางผลึกของ P(3HB)  (Doi, 1990) 

 
2. สมบัติทางกายภาพและความรอน ( physical และ thermal property) 

            P(3HB)   เปนพอลิเมอรขนาดใหญ   จึงสามารถละลายไดดีในตัวทําละลายอินทรียหลาย 
ชนิด  ไดแก  คลอโรฟอรมไดคลอโรมีเทน ไดคลอโรแอซีเทต  เปนตน  แต P(3HB)  ไมสามารถ
ละลายไดในสารละลายมีข้ัว  ตัวอยางเชน  น้ํา  เมทานอล  เอทานอล (ตารางท่ี 2.2)  สําหรับความ
หนาแนนของ P(3HB)  จะอยูในชวงระหวาง 1.171-1.260 กรัมตอลูกบาศกเซนติเมตร โดย P(3HB)  
ที่มีความหนาแนนตํ่าจะมีรูปรางท่ีไมแนนอน แตถาหากมีความหนาแนนสูงจะสามารถตกผลึกได 
สวนจุดหลอมเหลวจะแปรผันระหวาง 157-188 องศาเซลเซียส   โดยเม่ือผลึกเยน็ลงอยางชาๆ 
หลังจากการหลอมเหลวจะไดเปนสเฟยรูไลต (spherulites) ขนาดใหญ  ทําให P(3HB) มีสถานะเปน
ของแข็งคลายแกว(glass state) ท่ีอุณหภมิูกลาสทรานสิชัน(glass transition) ประมาณ 4 องศา
เซลเซียส  และหากตกตะกอน P(3HB) ดวยสารละลายเจือจางจะไดผลึกเปนช้ันบางๆซ่ึงความ
หนาแนนของช้ันผลึกจะข้ึนกับอุณหภูมิในการเกดิผลึก (crystallization temperature) และนํ้าหนัก
โมเลกุลของ P(3HB)    นอกจากนี้จะเห็นไดวาคา Young’ s modulus และคาความทนแรงดึง(tensile 
strength) ของ P(3HB) จะมีความใกลเคียงกับพอลิโพรพิลีน ซ่ึงเปนพลาสติกสังเคราะหท่ีไดจาก
อุตสาหกรรมปโตรเคมี  (ตารางท่ี 2.3) 
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ตารางท่ี 2.2 สมบัติการละลายของ P(3HB) (Lafferty และคณะ, 1988) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ละลายไดดีมาก ละลายไดด ี ละลายไมได 
คลอโรฟอรม 
ไดคลอโรฟอรม 
ไดคลอโรอะซิเตต 
ทรีโอลีน 
เอทิลีนคารบอเนต 
โพรพิลีนคารบอเนต 
ทรีฟลูโอโรเอทานอล 
แอซิติกแอนไฮไดรด 
โซเดียมไฮดรอกไซด 1 นอรมัล 
ไดเมธิลฟอรมามีน 
เอทิลอะซิโตอะซิเตต 
ได –,ไตร-, เททรา- ,คลอโรอีเทน 
กรดอะซิติก 
แอลกอฮอล(คารบอนมากกวา 3 อะตอม) 

ไดโอเซน 
ออกทานอล 
โทลูอีน 
พิริดีน 

น้ํา 
เมทานอล 
เอทานอล 
1-โพรพานอล 
2-โพรพานอล 
กรดเกลือแรเจอืจาง 
อัลคาไลนไฮเปอรคลอไรด 
ไดเอทิลอีเทอร 
เอทิลีนอะซิเตต 
เอทิลเมธิลคีโตน 
เททราไฮโดรฟูราน 
เอทิลโฟรมีเอต 
บิวทิลอะซิเตต 
เฮกเซน 
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ตารางท่ี 2.3 สมบัติทางกายภาพและความรอนของ P(3HB)  เทียบกับพอลิพรอพิลีน (Doi, 1990) 
 

คุณสมบัติ PP P(3HB) 
จุดหลอมเหลว (° C) 
ความสามารถเปนผลึก (%) (crystallinity) 
ความหนาแนน (g/cm3) 
น้ําหนกัโมเลกลุ (x 105) 
การกระจายของนํ้าหนกัโมเลกุล 
(molecular  weight  distribution) 
ความแข็ง  (GPa) (flexural  modulus) 
ความสามารถในการตานแรงดึง (MPa) 
(tensile strength) 
ความสามารถในการขยายตัว (%) 
(extension  to  break) 
ความทนทานตอแสงอุลตราไวโอเลต 
(UV  resistance) 
ความทนทานตอตัวทําละลาย 
(solvent  resistance) 
ความสามารถใหออกซิเจนผาน (cm3 m-2 atm-1 d-1) 
(oxygen  permeablility) 

171 – 186 
65 – 70 

0.94 – 0.95 
2.2 – 7 
5 – 12 

 
1.7 
39 
 

400 
 

ไมด ี
 
ดี 
 

1700 

171 – 182 
65 – 80 

1.23 – 1.25 
1 – 8 

2.2 – 3 
 

3.5 – 4 
40 
 

6-8 
 

ดี 
 

ไมด ี
 

45 
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2.7  วิถีการสังเคราะห P(3HB) 
ในการผลิต P(3HB) ของจุลินทรียนั้น มีวถีิการสังเคราะหดังแสดงไวในรูปท่ี 2.6 และรูปท่ี 2.7 

(Byrom, 1987; Luengo และคณะ, 2003) โดยจะมีเอนไซมท่ีเกี่ยวของอยู 3 ชนิด ไดแก เอนไซมแอ
ซีทิลโคเอแอซีทิลทรานเฟอเรส (acetyl-CoA acetyltransferase) หรือเอนไซม 3-คีโตไทโอเลส (3-
ketothiolase)  เอนไซมแอซีโตแอซีทิลโคเอรีดักเทส (acetoacetyl-CoA reductase) และเอนไซม 
PHB ซินเทส (PHB synthase) 

โดยท่ัวไปแลวพบวาการสังเคราะหและการสะสม P(3HB) ของจุลินทรียจะเกิดข้ึนสูงหลังจาก
การเติบโตของจุลินทรียเขาสูระยะคงตัว  (stationary phase) และจุลินทรียจะตองอยูภายใตภาวะการ
เติบโตท่ีมีสารอาหารไมสมดุล โดยจากรูป Acetyl-CoA ท่ีเกิดจากกระบวนการ metabolism ของ
แหลงคารบอนจะถูก metabolite เปนสารอ่ืนในวัฏจักรกรดคารบอกซิลิก (TCA cycle) และสามารถ
ใชเปนสารต้ังตนสําหรับการสังเคราะห P(3HB)  เซลลจะเขาสูวัฏจักร TCA โดยเปล่ียน acetyl-CoA 
ใหไดเปนพลังงานออกมาเพื่อใชการเจริญรวมท้ังได CoA อิสระ เม่ือเซลลอยูในภาวะท่ีมีอาหาร
สมดุล  แตถาปริมาณ CoA อิสระมีมากจะมีผลไปยับยั้งการทํางานของacetyl-CoA acetyltransferase 
หรือ 3-ketothiolase ซ่ึงเปนเอนไซมเร่ิมตนท่ีใชในการสังเคราะห P(3HB)  แตเม่ือเซลลอยูในภาวะท่ี
มีสารอาหารไมสมดุล คือ มีปริมาณสารอาหารบางชนิดจํากัดหรือขาดสารอาหารชนิดนั้น เชน 
ออกซิเจน ฟอสฟอรัส ไนโตรเจน ซัลเฟอรหรือ trace elements ( เชน แมกนีเซียม แคลเซียม เหล็ก) 
แตมีแหลงอาหารคารบอนมากเกินพอ  จะมีผลทําใหเกิดการสังเคราะห P(3HB) ข้ึน  และสืบ
เนื่องจากภาวะน้ีจะทําใหกิจกรรมของเอนไซมNADH oxidase ลดลง ทําใหปริมาณ NADH เพิ่มข้ึน 
เนื่องจากปฏิกิริยาออกซิเดช่ันของ NADH ไปเปน NAD+  ท่ีตองอาศัยเอนไซม NADH oxidase 
ลดลง ปริมาณ NADH ท่ีเพิ่มข้ึนนี้จะมีผลไปยับยั้งการทํางานของเอนไซม citrate synthase ซ่ึงเปน
เอนไซมท่ีเกี่ยวของกับการเปล่ียน acetyl-CoA ไปเปน citrate ในวัฏจักร TCA โดยเม่ือเอนไซมนี้ถูก
ยับยั้ง ทําใหปริมาณของ acetyl-CoAเพิ่มข้ึนถึงระดับท่ีทําใหผลการยับยั้งของ CoA อิสระตอ
เอนไซม acetyl-CoA acetyltransferase หรือ 3-ketothiolase หมดไป การสังเคราะห P(3HB) จึง
เกิดข้ึนได (Senior และคณะ, 1972 อางถึงในสงศรี กุลปรีชา, 2536) 
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รูปท่ี 2.6 วิถีการสังเคราะห P(3HB)  (Byrom, 1987) 
 
 

 

 



16 

 
รูปท่ี 2.7 วิถีการสังเคราะห P(3HB) โดยใชแหลงคารบอนชนิดตางๆ (Luengo และคณะ, 2003) 
 
2.8  หนาท่ีของ P(3HB) 

1. เปนแหลงพลังงานหรือแหลงคารบอน (Dawes และ Senior, 1973; Doi, 1990;  
Braunegg และคณะ, 1998) 

 จุลินทรียจะใช P(3HB) เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานในภาวะขาดแคลนสาร  
อาหารเพื่อความอยูรอด Macrae และWikenson (1958) กลาววา Bacillus megaterium ท่ีมีปริมาณ 
P(3HB) สูงจะชวยชะลอการยอยสลายตัวเอง (autolysis) และการตายเนื่องจากขาดไนโตรเจน  
ตอมา Sierra และ Gibbons (1962) ศึกษาบทบาทของ P(3HB)  ตอการหายใจและการอยูรอดของ 
Micrococcus halodenitrificans  ซ่ึงผลจากการทดลองแสดงใหเห็นวาการอยูรอดมีความสัมพันธ
โดยตรงกับปริมาณ P(3HB)  นอกจากนี ้ Stokes และParson(1968) ยังไดพบวา Sphaerotilus 
discophorus  ท่ีมีปริมาณ P(3HB)  สะสมอยูมากจะอยูรอดไดดีกวาเซลลท่ีไมมี P(3HB) หรือมี
ปริมาณนอย เชนเดียวกับผลการทดลองของ Tal และ Oken (1985) ท่ีพบวาเซลล Azospirillum 
brasilense ท่ีมีปริมาณ P(3HB) สูง จะ มีความสามารถในการอยูรอดไดดีกวาเซลลท่ีมี P(3HB)  ต่ํา 
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2. การสรางสปอร (sporulation) และการสรางซีสต (encystment)(Dawes และSenior,1973) 
 P(3HB) เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานสําหรับปฏิกิริยาท่ีเกีย่วของกับการสราง 

สปอรและการสรางซีสต  JuniและHeym (1956) พบวา Bacillus cereus สายพันธุ T นํา P(3HB)  ไป
ใชในการสรางสปอรเม่ือเล้ียงเช้ือในอาหารท่ีมีคาพีเอชสูง ตอมา Kominok และ Halvorson (1965) 
รายงานวา B. cereus สรางและสะสม P(3HB) โดยใชกรดอะซีติกเปนแหลงคารบอน โดยปริมาณ 
P(3HB) สูงสุดจะอยูในชวงท่ีเช้ือมีการเจริญเติบโตแบบทวีคูณ (exponential phase)  หลังจากนัน้
ปริมาณ P(3HB) จะลดลงเนื่องจากการสรางสปอร และยังไดศึกษาเมแทบอลิซึมของ P(3HB) 
และอะซิโตอิน(acetonin) ในเช้ือชนิดเดียวกันนี้พบวาการสังเคราะห P(3HB)  จะเร่ิมตนข้ึนหลังจาก
เช้ือหยุดเจริญเติบโตและสามารถสะสม P(3HB)  ไดสูงสุดกอนเกดิการสรางสปอร เพราะใน
ระหวางกระบวนการสรางสปอร P(3HB)  จะถูกยอยสลาย  นอกจากนี ้Stevenson และ Socolofsky 
(1996) ไดพบวาการสะสม P(3HB)  โดย Azotobacter vinelandii จะเกดิข้ึนในระยะการเจริญเติบโต
ท่ีไมสมดุล โดยเซลลจะใชแหลงคารบอนภายนอกเพื่อใชในการสรางซีสตไดเร็วกวาการตรึง
ไนโตรเจน 

3. เปนแหลงอิเล็กตรอน (electron sink) 
     Jackson และDawes (1976) รายงานวา Azotobacter beijerinckii จะมี activity ของ  

NADH oxidase ต่ําลงเม่ือมีการจํากัดปริมาณออกซิเจน แตอัตราสวน NADH/NAD ภายในเซลลจะ
เพิ่มข้ึนทันทีเม่ือออกซิเจนหมดไป แสดงใหเห็นวาในภาวะท่ีการจํากัดปริมาณออกซิเจนและมี
อิเล็กตรอนมากเกินพอ เซลลจะเกิดการทําลายอิเล็กตรอนท่ีมากเกนิพอโดยนําไปใชในปฏิกิริยา
รีดักชันแทนการหายใจแบบใชออกซิเจน ดังนั้นกรณีท่ีออกซิเจนจํากัดจึงทําใหเกดิการสราง 
P(3HB) ข้ึน 
 

2.9  แนวทางการนํา PHA ไปประยุกตใชประโยชน (Lee, 1996; Steinbuchel, 1998; Anderson และ 
Dawes, 1990) 
 1. การประยกุตใชในทางดานการแพทยและเภสัชกรรม (Chen และ Wu, 2005) 

- วัสดุส้ินเปลืองในงานดานศัลยกรรม เชน ใชทําหลอดเลือดเทียม เข็มเยบ็แผล ไหม 
เย็บแผล ผาซับเลือด และผาสมานแผล เปนตน 

- วัสดุเพื่อการบําบัดและรักษาโรค ไดแก แคปซูลบรรจุยาหรือวัคซีนท่ีตองการใหตวัยา 
คอยๆถูกปลอยออกมาในปริมาณนอยๆ เปนเวลานาน  หรือใชทําเปนกระดูกเทียมโดยอาศัยสมบัติ
การเปน piezoelectric ของ PHA ซ่ึงคลายกับสมบัติท่ีมีในกระดูกธรรมชาติ  จึงใชเปนแผนยึด
กระดูกซ่ึงจะมผีลตอการสรางกระดกูข้ึนมาทดแทน 

-  ดานทันตกรรม จะนํา PHA มาใชเปนวสัดุตัวนําท่ีทําใหเกิดการสรางเนื้อเยื่อข้ึนใหม 
ในโรคดานปริทันต(periodontitis) 
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       -ใช PHA เปนสารต้ังตนในการผลิต R-(-)-3-hydroxybutyric acids ซ่ึงสารนี้เปนสวน 
ประกอบสําคัญท่ีพบในเลือดโดยปกติ มีความเขมขนระหวาง 0.3- และ 1.3 มิลลิโมลาร (Zinn และ
คณะ.2001) โดยสาร R-(-)-3-hydroxybutyric acids สามารถใชเปน chiral building blocks สําหรับ
สังเคราะหสารเคมีบริสุทธ์ิ เชน ยาปฏิชีวนะ วิตามิน และฟโรโมน (pheromone) (Mandison และ 
Huisman, 1999; Luengo และคณะ, 2003) 
  2. การประยกุตใชในทางดานเกษตรกรรมและปศุสัตว 

  - ใชเปนแคปซูลสําหรับบรรจุยารักษาโรคและวัคซีนตางๆในสัตวเล้ียง เชน   
วัคซีนปองกันโรคระบาด  ยาถายพยาธิ  และบรรจุยาประเภทท่ีมีกลไกลการออกฤทธ์ินาน  และ
สามารถกําจัดเม่ือเลิกใชโดยทิ้งลงใตทะเลไดเนื่องจากสามารถยอยสลายอยางรวดเร็ว 

  - ใชเปนแคปซูลสําหรับบรรจุปุย ฮอรโมน growth factors ยาฆาแมลง ยาฆาวัชพืช   
แคปซูลจะคอยๆสลายทีละนอยโดยจุลินทรียท่ีอยูในดนิพรอมกับสารท่ีบรรจุขางในถูกปลอยออกมา
ใหสารดังกลาวคงอยูในดินหรือตําแหนงท่ีตองการใชงานไดเปนเวลานาน จึงเปนการชวย
ประหยดัเวลา  แรงงาน  และลดตนทุนการผลิต  นอกจากนี้ยังใชเปนพลาสติกคลุมดินรักษา
ความช้ืน  ซ่ึงเมื่อหมดเวลาการใชงานจะคอย ๆ ถูกสลายไปโดยธรรมชาติ (Lee, 1996) 

 -ใชทําแหจับปลา สําหรับใชในนํ้าทะเลไดเปนเวลานาน และสามารถกําจัดเม่ือเลิก 
ใชไดโดยท้ิงลงใตทะเล  (คาความถวงจําเพาะ 1.25)  เนื่องจากสามารถยอยสลายไดอยางรวดเร็ว
(Brandl และคณะ,1990) 
 3. การประยุกตใชเปนวัสดุประเภทบรรจุภัณฑ หรือสวนประกอบของอุปกรณบางประเภท 
  - ใชผลิตขวดแชมพูท่ีประกอบดวยสวนฝาที่ตองการความแข็งแรงและปดไดด ี

        - ใชทําบรรจุภัณฑบรรจุอาหารประเภทถุง ภาชนะบรรจุอาหารสําเร็จรูป แผนฟลม 
ถนอมอาหาร 

 - ใชทําหมวกนิรภัยสําหรับจักรยาน รวมทั้งใชทําวัสดท่ีุใชคร้ังเดียวท้ิง เชน ผาออม  
ผาอนามัย ดามมีดโกน เปนตน 

        - ใชทําวสัดุอ่ืนๆ เชน ท่ีวางลูกกอลฟ กาวท่ีละลายดวยความรอน สารเคลือบผิว แผน 
ฟลม บัตรเครดิต วัสดเุสนใย (โดยถาผสม P(3HB) ลงในเสนใยฝาย จะชวยใหสมบัติในการรับความ
รอนและคายความรอนของเสนใยชาลงและเพิ่มความแข็งแรงใหกับเสนใย เปนตน  (Lee, 1996; 
Madison และ Huisman, 1999; Luengo และคณะ, 2003) 
    ในป 2010 มีการใช PHA ในการทาํบรรจุภัณฑใสเคร่ืองสําอางซ่ึงมีช่ือการคาวา 
MirelTM bioplastics เปนการใชทดแทน (replace) พอลิพรอพิลีน   ซ่ึงเปนการเสนอแนวทางทําให
ขยะท่ีจะนําไปกําจัดโดยการฝงกลบ (landfills) ลดลง โดยอายกุารใชงานของ MirelTM bioplastics 
ข้ึนอยูกับขนาดและรูปรางของบรรจุภัณฑท่ีผลิตข้ึน 
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2.10   การผลิต P(3HB) จากจุลินทรียโดยการใชแหลงคารบอนมากเกินพอและจํากัดสารอาหารบาง
ชนิด 
 มีการวิจยัการสังเคราะหและสะสม P(3HB) โดยจุลินทรียหลายชนิด  โดยในป 1982 
Wakisaka และคณะ พบวา Bacillus thuringiensis สราง P(3HB) เม่ือมีความเขมขนของ             
โปแตสเซียมในอาหารเล้ียงเชื้อตํ่า และแอมโมเนียมซัลเฟตกระตุนใหเกิดการสรางแกรนูล P(3HB) 
เพิ่มมากข้ึนในสายพันธุ 290-1     ตอมา Chen และคณะ (1991) รายงานผล  การศึกษาการผลิต PHA 
ใน Bacillus  สายพันธุตาง ๆ ดังนี้ B. megatarium DSM90  B. laterosporus DSM335  B. subtilis 
DSM10  B. sphaericus DSM20  B. cereus DSM31  B. amyloliquifaciens DSM7 B. licheniformis 
DSM394  B. macerans DSM2892  B. circulans DSM1529  B. thuringiensis DSM 2046  B. 
mycoides DSM2048 ใชวิธีการเพาะเล้ียง 2 ข้ันตอน  โดยใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน ข้ันตอนแรก
ใหจุลินทรียชนิดตางๆเติบโตในในอาหารท่ีมีสารอาหารอุดมสมบูรณ ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ความเร็วของเคร่ืองเขยา 120 รอบตอนาที  บมเช้ือเปนเวลา 30 ช่ัวโมง ทําการเก็บเซลลแหงมาลาง
ดวยน้ํา  จากนัน้นําเซลลท่ีลางแลวถายลงในอาหารท่ีขาดไนโตรเจน  เพื่อกระตุนการสังเคราะหพอลิ
เอสเทอร  เม่ือจุลินทรียเติบโตในอาหารท่ีมีสารอาหารสมบูรณ  สายพันธุตาง ๆ สามารถสังเคราะห 
P(3HB) ไดในปริมาณเล็กนอย  ซ่ึงปริมาณ P(3HB) ภายในเซลลภายใตสภาวะการเลี้ยงเช้ือดังกลาว
นี้อยูในชวง 5-20 % ของนํ้าหนกัเซลลแหง  แตเม่ือควบคุมการหมักใหอยูในภาวะท่ีมีปริมาณ
คารบอนมากเกินพอและจํากัดปริมาณไนโตรเจน แบคทีเรียสามารถผลิตพอลิเมอรไดเพิ่มมากข้ึน  
ซ่ึงปริมาณ P(3HB) ท่ีผลิตไดแตกตางกันข้ึนกับสายพันธุของแบคทีเรีย  นอกจากนีย้งัพบวาอาหาร
เล้ียงเช้ือท่ีมีการเติมอะซีเตตและ 3-ไฮดรอกซีบิวทิเรตลงไปมีผลใหการสังเคราะห P(3HB) เพิ่มมาก
ข้ึน  ท้ังนี้เนื่องจากสารอาหารท่ีเติมเพิ่มลงไปทําใหปริมาณของอะเซติลโค-เอ และ 3-ไฮดรอกซีบิทิ
ริลโค-เอภายในเซลลเพิ่มมากข้ึน  

รัตนศิริ มุทิตากุล (2538) ไดคัดแยกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิต P(3HB) ไดจากดนิจํานวน 30 
สายพันธุ  คัดเลือกไดสายพันธุ BA-019  ซ่ึงสามารถผลิต P(3HB) ไดปริมาณสูงกวาสายพันธุอ่ืน
และสามารถจําแนกชนิดเปน Bacillus sp.  เม่ือเปรียบเทียบการใชน้ําตาลชนิดตางๆ และกากน้ําตาล
เปนแหลงคารบอน  พบวา Bacillus sp. ท่ีแยกไดใหมนี้สามารถใชน้ําตาลซูโครสและกากนํ้าตาล
เปนแหลงคารบอนในการผลิต P(3HB) ไดดีกวาการใชน้ําตาลชนิดอ่ืน  และเม่ือเล้ียงในอาหาร 
MSM โดยใชกากนํ้าตาลปริมาณ 4 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร)  สามารถผลิต P(3HB) ได 
31.84 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหงในเวลา 24 ช่ัวโมงของการเล้ียงเช้ือ  โดยใชแอมโมเนยีม
ซัลเฟต (1 กรัมตอลิตร) เปนแหลงไนโตรเจน     
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Gouda และคณะ (2001)  รายงานผล  การศึกษาการผลิต P(3HB) จาก Bacillus megaterium 
ในระดับขวดเขยา  โดยเปรียบเทียบแหลงคารบอนท่ีแตกตางกัน ไดแก  ฟรุกโตส กูลโคส ไซโลส 
แล็คโทส ซูโครส มอลโตส โซเดียมกลูโคเนต และกากน้ําตาล เพื่อท่ีจะคัดเลือกแหลงคารบอนท่ีมี
ประสิทธิภาพและราคาถูก  พบวามอลโตสเปนแหลงคารบอนท่ีดีท่ีสุดสําหรับการเจริญของเซลล ดี
ท่ีสุดสําหรับการผลิต P(3HB) (45.6 เปอรเซนตตอน้ําหนักเซลลแหง) รองมาคือ กากน้ําตาล (44.6 
เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง) กากน้ําตาลสามารถผลิต P(3HB) ไดในปริมาณสูงใกลเคียงกับการ
ใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนและเปนวัตถุดิบท่ีมีราคาถูกทําใหลดคาใชจายในกระบวนการหมัก
ระดับอุตสาหกรรม รวม ท้ังกากน้ําตาลประกอบดวย trace element และวิตามิน เชน thiamine, 
riboflavin,  pyridoxine และ niacinamide  สําหรับใชเปนแหลงของ growth factor  และเม่ือศึกษาผล
ของระดับความเขมขนของกากนํ้าตาล 1-5 เปอรเซนตท่ีเติมลงในอาหารสําหรับการผลิต  พบวา
กากนํ้าตาลความเขมขน 3 เปอรเซนตทําใหการเจริญเติบโตของเซลลไดดีท่ีสุดและกากน้ําตาล 2 
เปอรเซนตเช้ือสามารถผลิต P(3HB) ไดมากท่ีสุด คือ 46.3 เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง 
ตามลําดับ แตพบวาเม่ือมีการเพิ่มความเขมขนของกากน้ําตาลมากข้ึน ทําใหมีการผลิต P(3HB) 
ลดลง  เชนเดียวกนักับผลการทดลองเปรียบเทียบการจํากัดปริมาณไนโตรเจน โดยเล้ียงเช้ือใน
อาหารสําหรับการผลิตท่ีมีความเขมขนของน้ําแชขาวโพด  0.5-7 เปอรเซนต  พบวาน้ําแชขาวโพด
ความเขมขน 3 เปอรเซนตเช้ือสามารถผลิต P(3HB) ไดมากท่ีสุดเทากับ 49.12 เปอรเซนตตอน้ําหนัก
เซลลแหง  แตพบวาเม่ือเพ่ิมความเขมขนของน้ําแชขาวโพดมีผลทําใหความสามารถในการผลิต 
P(3HB) ลดลง   

Quillaguamán และคณะ(2006)  ไดคัดแยกเช้ือ Halomonas boliviensis ซ่ึงจัดอยูในกลุม
ชอบความเค็มปานกลาง (moderate halophile)  จากดนิเค็มในประเทศ Bolivia  พบวาเช้ือสามารถ
สะสม P(3HB)  ไดเม่ือเจริญในภาวะท่ีมีสารอาหารจํากัดและมีปริมาณคารบอนมากเกินจําเปน  
ความเขมขนของโซเดียมคลอไรดในอาหารเล้ียงเชื้อมีผลตอการเจริญ  ขนาดของเซลล  และปริมาณ
ของ P(3HB)   จากผลการศึกษาพบวาสามารถผลิต P(3HB) ไดเทากับ 54 เปอรเซนตตอน้ําหนกั
เซลลแหง  เม่ือเล้ียงในอาหารที่ประกอบดวยโซเดยีมคลอไรด 4.5 เปอรเซนต (น้ําหนักตอปริมาตร) 
โดยมีกรดบิวทิริคและโซเดียมอะซิเตตเปนแหลงคารบอน   และเม่ือเล้ียงเช้ือภายใตการควบคุมคา
ความเปนกรดดางเทากับ 8.0 โดยใหอัตราการกวนท่ี 700 รอบตอนาทีในถังหมักขนาด 2 ลิตร พบวา
ไดปริมาณ P(3HB) เทากับ  88  เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง   

Jiang และคณะ (2008) รายงานวา Pseudomonas fluorescens A2a5  สามารถใชน้ําออยเปน
แหลงคารบอนและใชโมโนโซเดียมกลูตาเมตเปนแหลงไนโตรเจนในการสังเคราะหและสะสม 
P(3HB) ในระดับถังหมักขนาด 5 ลิตร  ความหนาแนนของเซลลและความเขมขนของ P(3HB) 
เพิ่มข้ึน ขณะท่ีน้ําตาลซูโครสซ่ึงเปนองคประกอบหลักในน้ําออยและปริมาณโมโนโซเดียมกลูตา  
เมตลดลง เนื่องจากถูกนําไปใชในการสรางเปนองคประกอบชองเซลลและใชในการสะสม P(3HB)  
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โดยจากการทดลองเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ  25  องศาเซสเซียส  พบวาไดความหนาแนนของเซลลเทากับ 
32 กรัมตอลิตร  ความเขมขนของ P(3HB) เทากับ 22 กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณเทากับ 70  
เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหงท่ีเวลา 96  ช่ัวโมง   และคาอัตราการผลิตเทากับ  0.23  กรัมตอลิตร
ตอช่ัวโมงซ่ึงจัดวา P.  fluorescens A2a5 สามารถสะสม P(3HB)  ไดในปริมาณมากเม่ือเทียบกับ 
Pseudomonas  fluorescens สายพันธุอ่ืนๆท่ีสามารถสะสม P(3HB) ไดเพยีง 1-2 เปอรเซนตตอ
น้ําหนกัเซลลแหง จากการศึกษานี ้ Jiang และคณะจึงสรุปวา P.  fluorescens A2a5 สามารถผลิต 
P(3HB) ไดในปริมาณสูงในสภาวะการเล้ียงเช้ือท่ีมีแหลงคารบอนมากเกินพอ โดยนําน้ําออยมาใช
เปนแหลงคารบอนหลักเนื่องจากมีขอดีคือมีราคาถูกและหาไดงาย จึงชวยลดตนทุนในการผลิต 
P(3HB) ได 
     Kulpreecha และคณะ(2009) ศึกษาการผลิต P(3HB) เพื่อเพ่ิมการผลิต P(3HB) และเพิ่ม
ความหนาแนนของเซลลโดย Bacillus megaterium BA-019 ใชกากนํ้าตาลและยเูรียซ่ึงเปนแหลง
คารบอนและแหลงไนโตรเจนท่ีมีราคาถูกในถังหมักขนาด 5 ลิตร  โดยใชอัตราสวนของคารบอน
ตอไนโตรเจนของอาหารเล้ียงเช้ือเทากับ 25 โมลตอโมล  ไดศึกษาการเล้ียงเช้ือโดยวิธี fed-batch 
เพื่อใหไดท้ังความหนาแนนของเซลลและอัตราการผลิต P(3HB) สูงข้ึน  จากการศึกษาการเล้ียงเช้ือ 
B. megaterium BA-019  แบบ fed-batch ท่ีมีการควบคุมการปอนสารอาหารดวยวิธี pH-stat  พบวา
เม่ือใชสารอาหารปอนเขาท่ีประกอบดวยแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน และแรธาตุใหผลการ
เติบโตของเซลลอยางรวดเร็วและมีการผลิต P(3HB) เพิ่มข้ึนอยางชัดเจน  โดยผลการศึกษาพบวา
ดีกวาการใชสารอาหารปอนเขาท่ีประกอบดวยแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจน  หรือใชแหลง
คารบอนเพียงอยางเดยีว  พบวาการใชกากนํ้าตาลท่ีมีความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 400 กรัม
ตอลิตร  และอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 10 โมลตอโมลในสารปอนเขา  มีผลใหเพิม่
การผลิต P(3HB)  และความหนาแนนของเซลล  โดยใหความเขมขนของเซลลปริมาณสูงข้ึนมาก
โดยไดเทากับ 72.57 กรัมตอลิตร  ไดปริมาณของ P(3HB)  เทากับ 30.52 กรัมตอลิตรคิดเปนปริมาณ
เทากับ 42  เปอรเซนตตอน้ําหนักเซลลแหงท่ีเวลา 24  ช่ัวโมง   และมีอัตราการผลิต P(3HB) สูงข้ึน
เปน 1.27 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 
 
2.11  แหลงคารบอน   

คารบอนเปนธาตุท่ีมีความสําคัญในการสรางพลังงานและเซลล โดยท่ัวไปจุลินทรียท่ีเจริญ
ในสภาวะท่ีไมมีอากาศ จะใชแหลงคารบอนประมาณรอยละ 10 ในการสรางเซลล สวนจุลินทรียท่ี
เจริญในสภาวะท่ีมีอากาศ จะใชแหลงคารบอนประมาณรอยละ 50-55 ในการสรางเซลล สําหรับ
แหลงคารบอนท่ีนิยมใชในอุตสาหกรรมการหมัก ไดแก 
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-น้ํามันพืช เชน น้ํามันมะกอก น้ํามันขาวโพด น้ํามันเมล็ดฝาย น้ํามันถ่ัวเหลือง เปนตน ซ่ึง 
การใสน้ํามันพืชในอาหารเลี้ยงเช้ืออาจมีจดุประสงคเพื่อใชเปนแหลงคารบอน โดยเฉพาะเปนแหลง
ของกรดโอลิอิก กรดลิโนลิอิกและกรดลิโนลินิก หรืออาจใชเพื่อใหทําหนาท่ีเปนสารกําจัดฟองก็ได 

-กากถ่ัวเหลือง (soy bean meal) นิยมใชเปนแหลงไนโตรเจนและสามารถใชเปนแหลง 
คารบอนไดดวย เนื่องจากมีคารโบไฮเดรตเปนสวนประกอบในปริมาณสูง 

-กากนํ้าตาล (Molasses) โดยท่ัวไปแบงไดเปน 2 ชนิดตามแหลงท่ีมา คือ กากนํ้าตาลออย 
(sugar cane molasses) และกากน้ําตาลบีท (beat molasses) ซ่ึงการจะเลือกใชกากนํ้าตาลชนิดใดเปน
วัตถุดิบนั้น ข้ึนอยูกับสภาพภูมิอากาศของแตละประเทศ   

  กากน้ําตาล (Solaiman และคณะ, 2006) เปนแหลงคารบอนท่ีนิยมนํามาใชในการผลิต 
P(3HB)  เนื่องจากเปนวัตถุดิบท่ีมีปริมาณมาก หาไดงายและมีราคาถูก  นอกจากนัน้ยังมีการนําหาง
นม (Koller และคณะ, 2008)  ขาวสาลี (Van-Thuoc และคณะ, 2008)  รําขาว (Huang และคณะ, 
2006)  แปง (Quillaguáman และคณะ, 2005 ; Halami, 2008)  กากตะกอนของน้ําเสีย (Yan และ
คณะ, 2006)  และนํ้าท้ิงจากโรงงานอุตสาหกรรมน้ํามันมะกอก (Pozo และคณะ, 2002 ; Ribera และ
คณะ, 2001)  มาใชเปนสวนประกอบในอาหารเล้ียงเช้ือ เพื่อลดตนทุนในการผลิต P(3HB)   

ปจจัยท่ีมีอิทธิพลตอการเลือกใชแหลงคารบอน 
- ผลผลิตท่ีตองการ การเลือกใชชนิดของแหลงคารบอนในกระบวนการหมัก อาจพิจารณา

จากผลผลิตหลักท่ีตองการ โดยเฉพาะในกรณีท่ีผลผลิตนั้นเกดิจากการสลายตัวของแหลงคารบอน
โดยตรง 

-ราคา กระบวนการหมักโดยสวนใหญตนทุนการผลิตหลักคือคาวัตถุดิบท่ีใชเปนสับสเตรต  
ดังนั้นราคาของผลผลิตท่ีไดจึงข้ึนกับราคาของแหลงคารบอน จึงควรเลือกใชแหลงคารบอนราคาถูก 

-ความบริสุทธ์ิ กระบวนการผลิตสารบางประเภท วัตถุดบิท่ีใชผลิตตองไมมีการเจือปน 
ไอออนของโลหะหนัก จึงควรเลือกใชแหลงคารบอนท่ีมีความบริสุทธ์ิสูง เชน น้ําตาลบริสุทธ์ิ 

-กฎหมาย เชน ประเทศในกลุมตลาดรวมยโุรป จะมีการสงเสริมการใชน้ําตาลหรือ 
กากนํ้าตาลจากหัวบีท โดยมีการควบคุมราคาตํ่าสุดของน้ําตาลบีทและควบคุมปริมาณการนําเขา
น้ําตาลหรือกากน้ําตาลออยอยางเขมงวด รวมท้ังมีการควบคุมราคาไมใหแขงขันกับน้าํตาลบีทได 

-วิธีการสเตอริไลสอาหารเล้ียงเช้ือ เนือ่งจากการสเตอริไลสอาหารเล้ียงเช้ือโดยใชความ
รอนภายใตความดันสูงจะมีผลตอแหลงคารบอน เชน ถาใชน้ําตาลเปนแหลงคารบอน ควรสเตอริ
ไลสน้ําตาลแยกจากสวนประกอบอ่ืนๆ เพราะท่ีพีเอชเปนกลางและอุณหภูมิสูงน้ําตาลจะทําปฏิกิริยา
กับกรดอะมิโนไดเปนสารประกอบไนโตรเจน ทําใหอาหารมีสีน้ําตาลเขมและอาจมีผลยับยั้งการ
เจริญของจุลินทรียไดบางสวนหรือหากใชแปงเปนแหลงคารบอนมักจะมีปญหาเม่ือใชความรอนใน
การฆาเช้ือเนื่องจากแปงจะเกดิเปนเจลทําใหมีความหนืดสูง 
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สําหรับงานวิจยันี้มีความสนใจท่ีจะใชน้ําออยเปนแหลงคารบอนในการผลิต P(3HB) เพื่อ
ทําใหตนทุนในการผลิตลดลง เนื่องจากออยเปนพืชท่ีมีการเพาะปลูกมากในประเทศไทยและเปน
พืชท่ีสามารถตัดและเก็บเกีย่วไดหลายคร้ัง  โดยในกระบวนการผลิตนํ้าตาลทรายจะใชออยเปน
วัตถุดิบหลักและมีน้ําออยเกดิข้ึนหลายข้ันตอน ซ่ึงในน้าํออยจะประกอบไปดวยสารอาหารท่ีจําเปน
ตอการเจริญเติบโตและการสรางผลผลิตของจุลินทรียอยูหลายชนิด เชน น้ําตาลซูโครส น้ําตาล
กลูโคส น้ําตาลฟรุกโตส รวมท้ังวิตามินและธาตุอาหารเปนจํานวนมาก (ตารางท่ี 2.4)  จึงสามารถ
นํามาใชเล้ียงเชื้อจุลินทรียได  การใชน้าํออยเปนแหลงคารบอนสําหรับการผลิตสารผลิตภัณฑ มี
ขอดีคือ น้ําออยมีความบริสุทธ์ิสูง  การเตรียมกอนเขาสูกระบวนการหมัก (pretreatment) มีเพียง
เล็กนอย ท่ีสําคัญคือเปนสวนท่ีไดจากตนกระบวนการของการผลิตน้ําตาลทราย ซ่ึงจัดวาเปนการ
ประหยดัพลังงาน (energy saving) ถาเปรียบเทียบกับน้ําตาลทราย (รูปท่ี 2.8) และเม่ือส้ินสุดการ
เล้ียงเช้ือ การแยกและทําบริสุทธ์ิของสารผลิตภัณฑทําไดงาย ใชข้ันตอนนอย เนื่องจากไมมีสี  
รวมท้ังการบําบัดของเหลือท้ิงจากน้ําหมัก (effluent treatment) ก็ทําไดงายและสะดวก 

 

ตารางท่ี 2.4   องคประกอบของน้ําออย (มิตรผลวิจัย, 2551) 
     

องคประกอบของน้ําออย ของแข็งท่ีละลายได (เปอรเซ็นต) 
น้ําตาล 
     ซูโครส 
     กลูโคส 
     ฟรุกโตส 
     โอลิโกแซคคาไรด 
เกลือในรูปของ 
     กรดอนินทรีย 
     กรดอินทรีย 
กรดอินทรีย 
     กรดคารบอกซิลิก 
     กรดอะมิโน 
อินทรียสารอ่ืนๆ ท่ีไมใชน้ําตาล 
     โปรตีน 
     แปง 
     พอลิแซคคาไรดท่ีละลายน้ํา 
     แวกซ ไขมัน ฟอสฟาไทด 

          75.0 – 94.0 
                    70.0 – 90.0 
                    2.0 – 4.0 
                    2.0 – 4.0 
                    0.001 – 0.05 
          3.0 – 4.5 
                    1.5-4.5 
                    1.0-3.0 
          1.5 –5.5 
                    1.1 – 3.0 
                    0.5 – 2.5 
 
                    0.5 – 0.6 
                    0.001 – 0.18 
                    0.03 – 0.50 
                    0.04 – 0.15 
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2.12  กระบวนการผลิตน้ําตาลทราย  
 น้ําตาลทรายดิบเปนน้ําตาลท่ีมีผลึกเปนสีน้ําตาลเขม มีความช้ืนสูงเนื่องจากผลึกถูกหอหุม
ไปดวยกากน้ําตาลท่ีมีความบริสุทธต่ําเปนจํานวนมาก ไมผานกรรมวิธีการฟอกสี 
 น้ําตาลทรายขาวมีลักษณะเปนผลึกขาว มีโพลาไรเซชัน ประมาณ 99 องศาเซลเซียส ปกติ
ผลิตจากออยโดยตรงสําหรับโรงงานท่ีมีลูกหีบ กระบวนการผลิตในระยะเร่ิมตนจะเหมือนน้ําตาล
ทรายดิบ จะเร่ิมแตกตางกันต้ังแตกระบวนการทําน้ําออยใหใส 
 1. การขนถาย (cane transportation and unloading) หลังจากผานกระบวนการวิเคราะห
ปริมาณนํ้าตาลในนํ้าออย หรือคา C.C.S. แลว ออยจะถูกลําเลียงมายังลานพักออย (cane yard) เพื่อ
ทําการช่ังบันทึกน้ําหนักออย ในการปลอยใหออยหลนลงบนสะพานออย (cane carrier) โดยอาศัย
เคร่ืองมือชวยลาก เพื่อเตรียมพรอมเขาสูเคร่ืองมือชนิดตางๆ 
 2. การเตรียมออยกอนเขาลุกหีบ (cane preparation) คือ การทําใหลําออยกลายเปนช้ิน
ละเอียดกอนปอนเขาลูกหีบ โดยอาศัยเคร่ืองฉีก (shredder) ฉีกยอยออยใหเปนฝอยละเอียด โดย
อาศัยการตีของแทงคอนท่ีเหวี่ยงตัวหมุนลงมา 
 3. การบดออย (cane milling) ออยจะถูกลําเลียงไปโดยสะพานปอนออย เขาสูลูกหีบชุดท่ี1 
น้ําออยท่ีสกัดได เรียกวา น้ําออยท่ีสกัดไดข้ันแรกซ่ึงเปนน้ําออยแท จากนั้นออยจะถูกพนดวยน้ํา
แลวนําเขาลูกหีบชุดตอไป ทําใหไดน้ําออยสกัดข้ันท่ี 2 สวนผสมของน้ําออยท้ังสองสวนนี้เรียกวา 
น้ําออยรวม (mixed juice) ซ่ึงในงานวิจัยนี้ใชน้ําออยรวมในการผลิต P(3HB) 
 4. ข้ันตอนการทําน้ําออยใส (clarification) ข้ันตอนนี้จะแยกส่ิงสกปรกออกจากนํ้าออยโดย
การตกตะกอน เชน 
 กระบวนการผลิตน้ําตาลทรายดิบ จะใชวิธีท่ีเรียกวา defecation method โดยนําน้ําออย
รวมเขาหมออุนน้ําออยเม่ืออุณหภูมิถึง 55 องศาเซลเซียส จึงเติมปูนขาวลงไปจนกระท่ังมีคาความ
เปนกรดดาง ประมาณ 7.0-7.2 ระยะเวลาผสมไมควรเกิน 3 นาที จากน้ันนําเขาหมออุนใหน้ําออยมี
อุณหภูมิ 102-105 องศาเซลเซียส และผสมกับสารรวมตะกอน (flocculant) ส่ิงสกปรกท่ีตกตะกอน
ลงมาเรียกวา ตะกอนตม (mud) ซ่ึงมีประมาณรอยละ 25 ของนํ้าออยใส 
 กระบวนการผลิตน้ําตาลทรายขาว จะทําน้ําออยบริสุทธ์ิโดยเพิ่มกรรมวิธีฟอกสีน้ําออย เชน
การใชระบบซัลฟเทชัน (sulphitation) ฟอกสีน้ําออยดวยกาซซัลเฟอรไดออกไซดและระบบ         
คารบอเนชัน (carbonation) ใชกาซคารบอนไดออกไซด ซ่ึงท้ังสองระบบนี้ยังคงตองใชน้ําปูนขาว
และความรอนในการทําน้ําออยบริสุทธ์ิ สวนการแยกตะกอนออกทําใหน้ําออยใสนั้น ระบบซัลฟเท
ชันยังคงตองใชถังพักใส เชนเดียวกับการผลิตน้ําตาลทรายดิบ แตระบบคารบอเนชันจะใชเคร่ือง
กรองแบบมีผากรอง 
 5. ข้ันตอนการทําน้ําออยใหเปนน้ําเช่ือม (evaporation) น้ําออยท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิตาม
ระบบดังกลาวขางตน จะถูกสงเขาชุดหมอตม หมอตมท่ีใชอาจเปนระบบ 4-6 ชุด หมอตมระเหย
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เหลานี้ตั้งเรียงเปนแถวติดตอกันโดยใชความรอนจากไอน้ํา สําหรับใบแรกใชความรอนถึง 128 
องศาเซลเซียส ไอน้ําท่ีเกิดข้ึนในหมอตมใบแรกจะถูกนําไปใชตมระเหยน้ําออยในหมอตมใบท่ีสอง
และไอน้ําจากหมอตมใบท่ีสองจะถูกนําไปใชในหมอตมใบท่ีสามเชนกัน การทํางานของหมอตม
ระเหยจะตอเนื่องกันจนน้ําเช่ือมมีความเขมขน 65 บริกซ ภายใตภาวะสูญญากาศ 
 6. ข้ันตอนการตมเค่ียวน้ําเช่ือม (boiling) น้ําเช่ือมจากถังพักน้ําเช่ือมจะถูกนําไปตมเค่ียวซ่ึง
ใชความรอนตํ่าภายใตสูญญากาศ (vacuum pan) ความรอนท่ีใชประมาณ 50-60 องศาเซลเซียส 
สูญญากาศประมาณ 26-28 นิ้วของปรอท น้ําเช่ือมจะถูกเค่ียวจนมีความเขมขนมากข้ึน จนกระทั่ง
เกิดผลึก (crystalline mass) เม่ือน้ําเช่ือมอยูในลักษณะท่ีเต็มไปดวยผลึกน้ําตาล เรียกวา แมสซิควิท 
 7. ข้ันตอนการเล้ียงผลึกน้ําตาลทรายในถังพักผลึก (crystallization in crystallizer) เนื่องจาก
แมสซิควิทท่ีปลอยออกมาจากหมอเค่ียว ประกอบดวยผลึกน้ําตาลทรายและนํ้าเล้ียงผลึก (mother 
liquor) การเล้ียงผลึกน้ําตาลทําได 2 วิธีคือ 
 การเค่ียวใหเกิดผลึกน้ําตาลข้ึนเองจะตองเค่ียวจนกระทั่งความเขมขนของนํ้าเช่ือมเพ่ิมถึง
ภาวะเหนือจุดอ่ิมตัวและลดความเขมขนลงโดยเติมน้ําหรือน้ําเช่ือม เล้ียงผลึกน้ําตาลท่ีเกิดข้ึนใหโต
ถึงขนาดท่ีตองการ อยางไรก็ตามการล้ียงผลึกโดยวิธีนี้ ในปจจุบันไมนิยมเนื่องจากการควบคุม
ปริมาณขนาดและความสม่ําเสมอของผลึกน้ําตาลทําไดยาก 
 วิธีกระตุนใหเกิดแกนผลึกเฉียบพลัน (shock seeding) โดยเค่ียวน้ําเช่ือมใหมีความเขมขน
ระดับหนึ่งตามกําหนด แลวเติมผงเช้ือน้ําตาลซ่ึงไดจากการบดนํ้าตาลทรายขาวท่ีอบแหงละเอียด
ขนาด 0.03 มิลลิเมตร ลงไปในหมอเค่ียว หลังจากนั้น 2-3 นาที ความเขมขนของน้ําตาลสูงถึงระดับ
หนึ่งจะทําใหเกิดปฏิกิริยาการกระตุนอยางเฉียบพลัน (shock) น้ําตาลท่ีละลายในน้ําเช่ือมจะแยกตัว
ออกมาเปนแกนผลึกอยางตอเนื่องมากมาย เม่ือแกนผลึกมีมากพอแลว หยุดปฏิกิริยาโดยเติมน้ําเช่ือม
เขาหมอเค่ียวระดับหนึ่งจนความเขมขนลดลงถึงระดับความเขมขนท่ีเหมาะในการเล้ียงแกนผลึก
เพื่อใหมีขนาดโตตามตองการ 
 วิธีเติมผงเช้ือน้ําตาลตามจํานวนจริง (true seeding) โดยบดนํ้าตาลทรายขาวท่ีอบแหงแลว
ผสมกับแอลกอฮอลแลวเติมลงในน้ําเช่ือมท่ีมีความเขมขนถึงระดับท่ีกําหนด ปดไอนํ้าท่ีเขาหมอ
เค่ียวจนกระท่ังผงเช้ือน้ําตาลกระจายตัวท่ัวน้ําเช่ือม แลวจึงเปดไอน้ําเค่ียวตอประมาณ 15-30 นาที 
เติมน้ําเช่ือมเขาไปอยางตอเนื่อง เล้ียงผลึกท่ีเกิดข้ึนใหมีขนาดตามตองการ 

  
 
 



26 

ฝายผลติฝายผลติ
ผงักระบวนการผลิตผงักระบวนการผลิต  ––  น้ําตาลทรายดิบน้ําตาลทรายดิบ

หมอเคี่ยว เอ หมอเคี่ยว บี หมอเคี่ยว ซี

รางกวน เอ รางกวน บี  รางกวน ซี

หมอตมดิบ

น้ําตาล บี น้ําตาล ซีน้ําตาล เอ หมออบ
 น้ําตาลดิบ

โกดังเก็บน้ําตาลดิบ ถังเก็บโมลาสสุดทาย

ดั้มออย

เครือ่งกําเนิดกระแสไฟฟา

หมอไอน้ํา
ชุดลูกหีบ

สายพานลําเลียงชานออยน้ําออยรวมสะพานลําเลียงออย
ชุดฆอน

ชุดมีด

 น้ําเช่ือมดิบ
 เครือ่งทําความรอน

ถังน้ําปูน
ถังพักใส

 เครือ่งทําความรอน

หมอกรองสูญญากาศ
สุ ไรออย

โคลน กากหมอกรอง

สู กระบวนการผลิต
น้ําตาลรไีฟน

น้ําตาล เอ  สงไปสูกระบวนการผลิตน้ําตาลรไีฟน แม็กมา บี แม็กมา ซี

 หมอปน ซี หมอปน บีหมอปน เอ

 
 

ฝายผลติฝายผลติ
ผงักระบวนการผลิตผงักระบวนการผลิต  ––  น้ําตาลรีไฟนน้ําตาลรีไฟน

น้ําปูน

กาซคารบอนไดออกไซด

ถังผสม

น้ํารอนน้ําตาลทรายดิบ

หมอกรองแบบความดัน

ระบบการลดคาสี

เรซิน่

หมอตมรไีฟน

น้ําเช่ือมใส

หมอปนรไีฟน

หมออบน้ําตาล
ซปุเปอรรไีฟน 

คอนดิชั่นนิ่ง ไซโล

การบรรจนํุ้าตาล
รไีฟน

รางกวน รางกวน รางกวน

หมอเค่ียวรไีฟน 

W

หมออบน้ําตาลรไีฟน

โมลาส

กระบวนการ
เค่ียวดิบ

คลังสินคา

หมอเค่ียวซปุเปอรรไีฟน หมอเค่ียวน้ําตาลทรายขาว

 
 

รูปท่ี 2.8 กระบวนการผลิตน้ําตาลทรายดบิ (ก) และนํ้าตาลรีไฟน (ข) (มิตรผลวิจัย, 2551) 
 
 
 
 

ก 

ข 
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2.13  ประโยชนจากออย 
1.  การใชประโยชนโดยตรง  

     1.1 ใชเปนอาหารมนุษย สวนของลําตนท่ีเก็บน้ําตาลสามารถนํามาเปนอาหารของมนุษย
ไดหรือบีบเอาน้ําออยเพื่อบริโภคโดยตรง นอกจากนี้ยังใชลําตนประกอบอาหารหรือนํามาใชเปนยา
รักษาโรค 
     1.2 ใชเปนอาหารสัตว ใบ ยอด และสวนของลําตนท่ียังออนใชเปนอาหารสัตว แตถา
ตองการให ไดผลดีควรใชวิธีหมักกอนใหสัตวกิน 
    1.3 ใชเปนเช้ือเพลิง ในอนาคตเม่ือเช้ือเพลิงท่ีใหจากไมหายาก อาจนําใบออยแหง 
(trash) มาใชเปนแหลงของพลังงานและเช้ือเพลิงท่ีสําคัญได เพราะใบออยแหงใหพลังงานคอนขาง
สูงมาก  
     1.4 ใชเปนวตัถุคลุมดินหรือบํารุงดิน ใบออยแหงเม่ือใชคลุมดินจะชวยรักษาความช้ืน 
ปองกันวัชพืช และเปนอาหารของจุลินทรียตางๆ ซ่ึงจุลินทรียบางพวกสามารถตรึงไนโตรเจนจาก
อากาศได ทําใหไนโตรเจนในดินเพิ่มข้ึน สําหรับรากและเหงาของออยท่ีอยูในดินเม่ือเนาเปอยผุพัง
ก็จะเปนปุยแกดิน 

2.  การใชประโยชนในอุตสาหกรรม  
 ประโยชนท่ีสําคัญของออยก็คือ เปนวัตถุดิบสําหรับอุตสาหกรรมน้ําตาล ในทางเคมี 

น้ําตาลสวนใหญท่ีไดจากออยเปนน้ําตาลซูโครส นอกจากนั้นก็มีน้ําตาลกลูโคสและน้ําตาล
ฟรักโทสอยูดวย ซ่ึงท้ังสองชนิดนี้รวมเรียกวาน้ําตาลอินเวิรต (invert sugar) โดยในทางการคา 
น้ําตาลจากออยมีช่ือเรียกตางๆ กัน ตามความบริสุทธ์ิและกรรมวิธีในการผลิต เชน น้ําตาลแดงหรือ
น้ําตาลทรายแดง (brown sugar, gur, jaggery, muscovado) น้ําตาลดิบหรือน้ําตาลทรายดิบ (raw 
sugar) น้ําตาลทรายขาว (white sugar หรือ plantation white sugar) น้ําตาลทรายบริสุทธ์ิ หรือน้ําตาล
ทรายขาวบริสุทธ์ิ (refined sugar)  
 ในการผลิตน้ําตาลทรายจากออยโดยตรงนัน้มีผลพลอยได (by-products) เกิดข้ึนหลาย
อยาง ท่ีสําคัญไดแก ชานออย กากตะกอน (filter mud, filter cake) และกากน้ําตาล (molasses) ท้ัง
น้ําตาลและผลพลอยไดสามารถนํามาใชประโยชนไดอยางกวางขวาง   
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2.14  แหลงไนโตรเจน   
จุลินทรียมีไนโตรเจนเปนสวนประกอบประมาณรอยละ 8-10 ของนํ้าหนกัแหงของเซลล 

ความตองการไนโตรเจนของจุลินทรียแตละชนิดจะแตกตางกันออกไป จุลินทรียบางชนิดสามารถ
เจริญไดในอาหารที่มีอนินทรียไนโตรเจน แตบางชนิดตองการไนโตรเจนจากสารประกอบอินทรีย 
 แหลงอนินทรียไนโตรเจน  ท่ีนิยมใชในอุตสาหกรรมการหมัก  ไดแก 
 -  แอมโมเนีย อาจใชในรูปแกสหรือสารละลายแอมโมเนียความเขมขนรอยละ 25 การใช
แอมโมเนียเปนแหลงไนโตรเจนจะตองระวังในการเก็บรักษา เนื่องจากแอมโมเนียระเหยงาย จึงตอง
เก็บในภาชนะบรรจุท่ีปองกันการระเหยและทนตอการกัดกรอนได 
 -  ไนเตรตและเกลือแอมโมเนียม โดยเกลือแอมโมเนียมท่ีมีราคาถูกท่ีสุด ไดแก เแอมโม
เนียมซัลเฟต     

แหลงอินทรียไนโตรเจน  อาจใชในรูปกรดอะมิโน โปรตีน หรือยูเรียก็ได โดยท่ัวไป          
จุลินทรียจะเจริญในอาหารท่ีมีอินทรียไนโตรเจนไดเร็วกวาอาหารที่มีอนินทรียไนโตรเจน จุลินทรีย
บางชนิดโดยเฉพาะมิวแตนทท่ีใชในกระบวนการผลิตกรดอะมิโน  จะเจริญไดเฉพาะในอาหารท่ีมี
กรดอะมิโนชนิดท่ีมันตองการอยูดวยเทานั้น  แตเนื่องจากกรดอะมิโนบริสุทธ์ิมีราคาแพง  ดังนั้นจึง
นิยมใชกรดอะมิโนจากสารประกอบเชิงซอน  เชน  การผลิตไลซีน  จะใช soya bean hydrolysate  
เปนแหลงเมทไธโอนีนและทรีโอนีน  เปนตน  นอกจากนั้นยังมีวัตถุดิบอ่ืน ๆ ท่ีนิยมใชเปนแหลง
ไนโตรเจนในอุตสาหกรรมการหมัก  ไดแก 

- น้ําแชขาวโพด ถ่ัวเหลือง กากถ่ัวเหลือง กากถ่ัวลิสง ฟารมามีเดีย Distiller’s soluble, 
casein hydrolysate, fish meal, yeast extract เปนตน 

ปจจัยท่ีมีอิทธิพลตอการเลือกใชแหลงไนโตรเจน 
- ชนิดของจุลินทรีย 
- ราคาของแหลงไนโตรเจน 
- ประสิทธิภาพในการสรางผลผลิต 
นอกจากแหลงคารบอนแลวแหลงไนโตรเจนก็มีผลตอราคาการผลิต P(3HB) เชนกนั โดย

แหลงไนโตรเจนท่ีนยิมนํามาใชในการผลิต P(3HB)  ไดแก NH4Cl  (NH4)2SO4  NH4NO3 
(NH4)3PO4    โมโนโซเดียมกลูตาเมต และยูเรีย (Groom และคณะ, 1998; Quillaguamán และคณะ, 
2008)   โดยแหลงไนโตรเจนท่ีกลาวมาพบวายูเรียมีราคาถูกท่ีสุด   Loo และ Sudesh (2007) รายงาน
วานอกจากยูเรียเปนแหลงไนโตรเจนท่ีดีสําหรับการผลิต P(3HB)  เนื่องจากมีราคาถูกและยงั
สงเสริมการสราง P(3HB) ดังนั้นถาสามารถหาจุลินทรียท่ีสามารถผลิต P(3HB) โดยใชยูเรียเปน
แหลงไนโตรเจนได จะทําใหราคาการผลิตลดลงได 
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2.15  กระบวนการหมักแบบ batch  
 กระบวนการหมักแบบ batch เปนกระบวนการเพาะเล้ียงจุลินทรียใหเติบโตในระบบปด ซ่ึง
สวนใหญทําในขวดเขยาหรือถังหมักท่ีมีสารอาหารเหมาะสมตอการเติบโต และเล้ียงเช้ือภายใต
ภาวะท่ีเหมาะสม กระบวนการหมักแบบนี้ไมมีการเตมิสารอาหาร   เซลลจะเติบโตจนกระท่ัง
องคประกอบของสารอาหารท่ีจําเปนหมดไป  หรือเกดิการเปล่ียนแปลงสภาพแวดลอม เนื่องจาก
สะสมสารพิษหรือ pH เปล่ียนแปลง เปนตน   การเติบโตของเซลลเม่ือเพาะเล้ียงแบบ batch แบง
ออกไดเปน 4 ระยะ ดังนี ้
 1. ระยะฟกตวั (lag phase) ระยะนี้เร่ิมตนเม่ือใสจุลินทรียลงในอาหารเล้ียงเช้ือ  เปนระยะท่ี
เซลลยังไมมีการเติบโต  เนื่องจากเปนระยะท่ีจุลินทรียกําลังปรับตัว เพื่อใหสามารถเติบโตไดใน
ส่ิงแวดลอมใหม ระยะนีจ้ะใชเวลานานเทาใดข้ึนกับลักษณะการเติบโตของกลาเช้ือ ในอุตสาหกรรม
ตองทําใหส้ันที่สุดเพื่อลดตนทุนการผลิต 
 2. ระยะการเติบโตแบบทวีคูณ (log หรือ exponential phase) เปนระยะท่ีเซลลมีการเติบโต
เพิ่มข้ึนตามลําดับจนกระท่ังคงท่ี  ระยะนี้เซลลมีอัตราการเติบโตแบบทวีคูณ 
 3. ระยะการเติบโตคงท่ี (stationary phase) เม้ือส้ินสุดระยะการเติบโตแบบทวีคูณ อัตราการ
เติบโตจะลดลงจนกระท่ังเปนศูนย   ระยะน้ีความหนาแนนของเซลลคอนขางคงท่ี และไมมีการ
เติบโตของเซลล ซ่ึงถึงแมวาเซลลจะมีการเติบโต แตอัตราการเติบโตเทากับอัตราการตาย การท่ี
เซลลหยุดการเติบโตเนื่องจากสารอาหารจําเปนหมดไป การสะสมสารพิษ  หรือสภาพแวดลอมใน
การเล้ียงเชื้อเปลี่ยนแปลง เชน คา pH   เซลลท่ีดํารงชีพไดระยะนี้ เนื่องจากเหตุผลหลายประการ คือ 
ภายในเซลลมีพอลิเมอรบางประเภทสะสมอยู ซ่ึงเชลลสามารถนํามาใชเปนซับสเตรทได หรือมีการ
พัฒนารูปแบบเซลลใหทนตอส่ิงแวดลอมท่ีเปล่ียนแปลงไป เชน การสรางสปอร 
 4. ระยะการเติบโตแบบลดลง (decline หรือ death phase) เปนระยะท่ีจุลินทรียมีอัตราการ
ตายมากกวาอัตราการเติบโต (Scragg, 1991; Snape และคณะ, 1995; Asenjo และ Merchuk, 1995) 

การเติบโตของจุลินทรียในระยะ log phase สามารถเขียนเปนสมการไดดังนี ้
  เซลลท่ีสะสม = เซลลเติบโต-เซลลออก-เซลลตาย 
   dX/dt =  μX – (F/V)X – aX   (1) 
  เม่ือเซลลไมถูกนําออกจากระบบ และ a นอยกวา μ  มาก เขียนสมการ (1) ใหมได 
   dX/dt =  μX     (2) 

เม่ือ X = ความเขมขนมวลชีวภาพ (g/l)     
 t  =  เวลา (h) 

                                   μ = อัตราการเติบโตจําเพาะ (specific growth rate) (h-1) 
F = อัตราการปอนอาหารเขา (l/h) 
V =  ปริมาตรของอาหารเล้ียงเช้ือ (l) 
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a = อัตราการตายจําเพาะ (h-1) 
เม่ืออินทิเกรตสมการ (2) จะได 

Xt = Xoe
μt     (3) 

เม่ือ Xo = ความเขมขนมวลชีวภาพเร่ิมตน (g/l) 
                                  Xt = ความเขมขนมวลชีวภาพหลังการเพาะเล้ียงเชื้อ ณ เวลา t ช่ัวโมง (g/l) 

e   =  ฐานของ natural logarithm 
0Bเม่ือใส natural logarithm ในสมการ (3) จะได 

μ = [ln (Xt/Xo)]/t    (4) 
อัตราการผลิต (productivity) ของกระบวนการหมักแบบ batch แสดงคาในเทอม 

ของกรัมผลิตภัณฑท่ีสรางขึน้ตอหนวยปรมิาตรตอหนวยเวลา หรือ กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 
 

2.16  การเล้ียงเชื้อจุลินทรีย  
 1. ระดับขวดเขยา (shake flask) 
      การเล้ียงเชือ้ในระดับขวดเขยาเปนการเล้ียงเช้ือจุลินทรียในอาหารเหลวเพื่อศึกษาปจจัย
ตางๆ ท่ีมีผลตอการเจริญและการผลิตสารผลิตภัณฑท่ีตองการ  และสามารถทราบผลของตัวแปรใน
การศึกษาโดยใชเวลาส้ัน  การศึกษาทําไดสะดวก ไมยุงยาก ส้ินเปลืองคาใชจายนอย   ตัวแปรท่ี
ศึกษา  ไดแก  องคประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ  คาความเปนกรดดางเร่ิมตน  อุณหภูมิในการเล้ียง
เช้ือ    เปนตน  ทําใหสามารถหาภาวะท่ีเหมาะสมในการเจริญและผลิตผลิตภัณฑไดในการทดลอง
ระดับนี ้
 2. ระดับถังหมักหองปฏิบัติการ (lab scale fermenter) 
 การเล้ียงเชื้อจลิุนทรียในถังหมักระดับหองปฎิบัติการเปนการเล้ียงเช้ือโดยมี
วัตถุประสงคเพื่อเพ่ิมความหนาแนนของเซลล  เพิ่มปริมาณสารผลิตภัณฑท่ีตองการ และอ่ืนๆ 
ข้ึนอยูกับชนดิของสารผลิตภัณฑท่ีไดจากกระบวนการผลิต (production  process) ท่ีตองการ  ขอ
ไดเปรียบของการเล้ียงเช้ือในระดับถังหมักมีหลายประการ  ไดแก  สามารถใหอากาศ (ออกซิเจน) 
แกระบบไดมากกวาระดับขวดเขยา  เนื่องจากมีการใหอากาศและการกวน  ซ่ึงมีผลใหมีการผสม 
(mixing) ไดดรีะหวางเซลล  สารอาหาร  และออกซิเจน  สงผลใหเซลลมีการเจริญไดดี    สามารถ
ควบคุมภาวะในการเล้ียงเช้ือจุลินทรียไดมากกวาการเล้ียงเช้ือในระดับขวดเขยา  เชน  คาความเปน
กรดดางและอุณหภูมิตลอดการเล้ียงเช้ือ  คาออกซิเจนละลาย (dissolved oxygen)  ทราบการ
เปล่ียนแปลงของคาตัวแปรเหลานี้ไดตลอดการศึกษาโดยมีการบันทึกโดยเคร่ืองอัตโนมัติ   สามารถ
เติมสารอาหารระหวางการเล้ียงเช้ือ (fed-batch และ continuous cultivation) ทําใหการเล้ียงเช้ือได
นานข้ึน  โดยไมตองเร่ิมตนใหม  แตสงผลใหไดผลผลิตมากข้ึน  รวมท้ังหลีกเล่ียงการยับยั้งการ
เจริญจากความเขมขนของสารเร่ิมตน (feed back inhibition) 
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บทที่ 3 
อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1   วัสดุอุปกรณ 

3.1.1   เคร่ืองกาซโครมาโทกราฟฟ (gas chromatography) รุน 3400CX ของบริษัท Varian 
ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.1.2 แคปพิลลารี คอลัมน (capillary column) ชนิด CP-WAX 52 CB เสนผาศูนยกลาง 
0.25 มม. ความยาว 60 ม.ของบริษัท Varian ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.1.3 เคร่ืองผลิตกาซไฮโดรเจน (hydrogen generator) รุน 9200 ของบริษัท Packard 
ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.1.4  เคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิ (psychotherm incubator shaker) รุน G27 แบบ rotary 
ของบริษัท New Brunswick Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 3.1.5  เคร่ืองช่ังละเอียด (analytical balance) รุน A200S ของบริษัท Sartorious ประเทศ  
เยอรมณ ี

 3.1.6  เคร่ืองช่ังหยาบ (laboratory balance) รุน L2200P ของบริษัท Sartorious ประเทศ    
เยอรมณ ี

3.1.7 เคร่ืองปนเหวีย่ง (centrifuge) รุน KS-3000P ของบริษัท Kubota ประเทศญ่ีปุน 
3.1.8 เคร่ืองปนเหวีย่งอุณหภูมิต่ํา รุน Centrikon T-42Kของบริษัท Kubota ประเทศญ่ีปุน 
3.1.9 เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (VIS spectrophotometer) รุน Novaspec װ  ของบริษัท 

Pharmacia Biotech ประเทศอังกฤษ  และหลอดใสตัวอยาง (cuvette) 
3.1.10 เคร่ืองวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน 2000 ของบริษัท Cyberscan ประเทศ

สิงคโปร  
3.1.11 ตูถายเช้ือแบบ laminar flow รุน BV-124ของบริษัท ISSCO ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 3.1.12  ตูอบฆาเช้ือ (hot air oven) รุน UL-60 ของบริษัท Memmert ประเทศเยอรมณี 
3.1.13     ตูอบแหง (dryer oven) รุน UL-80 ของบริษัท Memmert ประเทศเยอรมณ ี
3.1.14 หมออบฆาเช้ือดวยไอน้ํา (autoclave) รุน SS-325 ของบริษัท Tomy ประเทศญ่ีปุน 

 3.1.15   อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน W760 ของบริษัท Memmert ประเทศ      
เยอรมณ ี

3.1.16  ไมโครปเปตและทิปขนาด 100  200 1,000 และ 5,000 มล. 
3.1.17   ถังหมัก (fermentor) ขนาด 5 ลิตร ของบริษัท B.E. Marubishi ประเทศญ่ีปุน 
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3.2  เคมีภัณฑ   
 3.2.1  กรดซัลฟวริกเขมขน (H2SO4) 
 3.2.2  กรดซิตริก (C6H8O7·H2O) 
 3.2.3  กรดบอริก (H3BO3) 
 3.2.4  กรดเบนโซอิก (C7H6O2) 
 3.2.5 คลอโรฟอรม (CHCl3) 
 3.2.6  คอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4·5H2O) 
 3.2.7  แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2·2H2O) 
 3.2.8  โคบอลตคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (CoCl2·6H2O) 
 3.2.9  ซิงคซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4·7H2O) 
 3.2.10  โซเดียมคลอไรด (NaCl) 
 3.2.11  โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 
 3.2.12  โซเดียมไฮโปคลอไรท (NaOCl) 
 3.2.13  ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 
 3.2.14  นิกเกิลคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (NiCl2·6H2O) 
 3.2.15  น้ําตาลทราย   
 3.2.16  น้ําออย 
  3.2.17 แบคโตทริปโตส (Bacto tryptose) 
  3.2.18 ผงวุน 
  3.2.19 โพแทสเซียมคลอไรด (KCl) 
 3.2.20  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 
 3.2.21  เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4·7H2O) 
 3.2.22  เมทานอล (CH3OH) 
 3.2.23  แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4·7H2O) 
 3.2.24  แมงกานีสคลอไรดเฮกซะคลอไรด (MnCl2·6H2O) 
 3.2.25  ยูเรีย (N2H6CO)     
 3.2.26  สารมาตราฐานพอลีเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรต 
 3.2.27  สารสกัดจากเนื้อ (beef extract)   
 3.2.28  สารสกัดจากยสีต (yeast extract) 
 3.2.29  เอนไซมอินเวอรเทส 
 3.2.30  เอนไซมยูรีเอส 
 3.2.31  แอมโมเนียมโมลิบเดตเตตระไฮเดรต [(NH4)6Mo7O24·4H2O] 
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3.3 วิธีการดําเนินการวิจัย 
  3.3.1 จุลินทรียท่ีใชในการศึกษา 
 จุลินทรียท่ีใชคือ  Bacillus megaterium BA-019 ซ่ึงเปนสายพันธุท่ีคัดแยกไดใน
หองปฏิบัติการโดยรัตนศิริ มุทิตากุล (2538) และจัดจําแนกสปชีสโดยการหาลําดับนิวคลีโอไทด 
16S rDNA โดยกุสุมา กมลจรัสโสภา (2547) 

 

 
 

รูปท่ี 3.1  Bacillus megaterium BA-019 เม่ือยอมสีแกรม  กําลังขยาย 1,000 เทา 
 

 
 

รูปท่ี 3.2  Bacillus megaterium BA-019 เม่ือยอมสีซูดาน แบลค บี  กําลังขยาย 1,000 เทา 
 

3.3.2 อาหารเล้ียงเชือ้ 
3.3.2.1 สูตรอาหารแข็งสําหรับเก็บรักษาเช้ือ (stock culture medium) ใน 1 ลิตร  

ประกอบดวย 
   beef extract  3 กรัม 
   bacto tryptose  5 กรัม 
   วุนผง   15  กรัม 
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 ปรับ pH เปน 7.0 นึ่งฆาเช้ือท่ีความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว  อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที (การนึ่งฆาเช้ือแบบมาตรฐาน) 
  3.3.2.2 สูตรอาหารเหลวสําหรับเล้ียงกลาเช้ือ (seed culture medium) ใชสูตรของ 
Doi และคณะ (1986) ซ่ึงศึกษาปรับปรุงโดย สุดา สุภาชวนิสวัสดิ์ (2542) ใน 1 ลิตร ประกอบดวย 

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

 ปรับ pH เปน 7.0 นึ่งฆาเช้ือท่ีความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว  อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  แยกสารละลายนํ้าตาลนึ่งฆาเช้ือท่ีความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว  
อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 10 นาที 

3.3.2.3    สูตรอาหารเหลวสําหรับเล้ียงเช้ือจุลินทรียเพื่อการสรางและสะสม 
P(3HB) คือ อาหาร MSM (Mineral salt medium) ใน 1 ลิตรประกอบดวย 
  น้ําออยท่ีมีปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด (total sugar) 20 กรัม 
   ยูเรีย       0.8  กรัม   
   โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  2.0  กรัม   
   ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต    0.6  กรัม  
   แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต    0.2  กรัม   
   กรดซิตริก      0.75  กรัม   
   สารสกัดจากยสีต     0.1 กรัม 
   สารละลาย trace element     1.0 มิลลิลิตร 
 แยกละลายเกลือแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตและสารละลาย trace element เม่ือ
ละลายแลวจึงนํามารวมกนั ปรับ pH เปน 7.0 และนึ่งฆาเช้ือท่ีความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  สวนของสารละลายนํ้าตาลแยกนึ่งฆาเช้ือท่ี  ความ
ดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 10 นาที 
 สารละลาย trace element ใน 1 โมลารกรดไฮโดรคลอริก 1 ลิตร  ประกอบดวย 
    แคลเซียมคลอไรด    20.0  กรัม 
     ซิงคซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต   1.30 กรัม 
     เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต   0.20 กรัม 
      แอมโมเนียมโมลิบเดตเตตระไฮเดรต  0.60 กรัม 

      กรดบอริก      0.60 กรัม 



35 

     แมงกานีสคลอไรดเฮกซะคลอไรด   0.08 กรัม 
โคบอลตคลอไรดเฮกซะไฮเดรต   0.50 กรัม 

    คอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรต   0.05 กรัม 
    นิกเกิลคลอไรดเฮกซะไฮเดรต   0.02 กรัม 

3.3.3 การเก็บรักษาจุลินทรีย 
3.3.3.1 การเก็บรักษาแบคทีเรีย 

เข่ียแบคทีเรียมาเล้ียงบนอาหารแข็งเอียง (agar slant)  แลวนําไปบมท่ี 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวเททบัดวย 15% กลีเซอรอลท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือ
แลว   จากน้ันนําไปเกบ็ไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

3.3.4 ศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการผลิต P(3HB) จาก Bacillus megaterium BA-019 โดย 
การเล้ียงเชื้อในขวดทดลองภายใตภาวะการเจริญท่ีสมดุล (balanced growth condition) 
    3.3.4.1 การเตรียมหัวเชื้อสําหรับเปนกลาเชื้อ 
    นําเช้ือท่ีเก็บรักษาไวตามขอ 3.3.3.1 มาเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งเอียงใหม  
บมเช้ือท่ีอุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  จากนั้นถายเช้ือลงในสารละลายโซเดียม
คลอไรด (0.85 %)  เพื่อทําใหเปนเซลลแขวนลอย (cell suspension)  และปรับความเขมขนใหมีคา
การดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร  เทากบั 0.4   

 3.3.4.2 การศึกษาอายุกลาเชื้อท่ีเหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโต  
    ถายหัวเช้ือท่ีไดจากขอ 3.3.4.1 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร (OD600= 0.4) ลงใน
อาหารเหลวสําหรับเล้ียงกลาเช้ือปริมาตร 50 มิลลิลิตร (4% ตอปริมาตรอาหารเล้ียงเชื้อ) ซ่ึงบรรจุอยู
ในขวดทดลองปริมาตร 250 มิลลิลิตร นําไปเล้ียงเช้ือบนเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภมิู 30 องศา
เซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอนาที เก็บตัวอยางทุก 2 ช่ัวโมง เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นํามาหาน้ําหนัก
เซลลแหง และคํานวณอัตราการเติบโตจําเพาะ (μ) 

3.3.4.3 การผลิต P(3HB) จาก Bacillus megaterium BA-019 โดยการเลี้ยงเชือ้ใน 
ขวดทดลองภายใตภาวะการเจริญท่ีสมดุล  
    เล้ียงเช้ือ Bacillus megaterium BA-019  ตามขอ 3.3.4.2 เปนเวลา 6 ช่ัวโมง  
จากนั้นถายเช้ือปริมาตร 2 มิลลิลิตรลงในอาหาร MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอยูในขวด
ทดลอง 250 มิลลิลิตร เปรียบเทียบการผลิต P(3HB) เม่ือใชน้ําออยท่ีมีความเขมขนของน้ําตาลรวมท่ี
ระดับความเขมขนเทากับ 20 กรัมตอลิตร  เล้ียงเช้ือบนเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิ 30  องศา
เซลเซียส  ความเร็ว  200  รอบตอนาที  เก็บตัวอยางทุก  6  ช่ัวโมง  เปนเวลา  48  ช่ัวโมง  นํามา
วิเคราะหน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย  และปริมาณ  P(3HB)  ท่ีผลิตได  
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 3.3.5 ศึกษาผลของการจํากัดธาตุอาหารแตมีปริมาณแหลงคารบอนมากเกินพอท่ีมีตอ
การเจริญ การสังเคราะหและสะสม P(3HB)   
  3.3.5.1 การศึกษาผลของความเขมขนของน้ําออยท่ีใชเปนแหลงคารบอนตอการผลิต 
P(3HB) 
    เล้ียงเช้ือ Bacillus megaterium BA-019  ตามขอ 3.3.4.2 เปนเวลา 6 ช่ัวโมง  
จากนั้นถายเช้ือปริมาตร 2 มิลลิลิตรลงในอาหาร MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอยูในขวด
ทดลอง 250 มิลลิลิตร เปรียบเทียบการผลิต P(3HB) เม่ือใชน้ําออยท่ีมีความเขมขนของน้ําตาลรวม
แตกตางกนัโดยใชท่ีระดับความเขมขนเทากับ  30  40 และ 50  กรัมตอลิตร  เล้ียงเช้ือบนเคร่ืองเขยา
ควบคุมอุณหภมิู 30  องศาเซลเซียส  ความเร็ว  200  รอบตอนาที  เก็บตัวอยางทุก  6  ช่ัวโมง  เปน
เวลา  48  ช่ัวโมง  นํามาวิเคราะหน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย  และ
ปริมาณ  P(3HB)  ท่ีผลิตได  

3.3.5.2 การศึกษาผลของการจํากัดธาตุอาหารจําเปนบางชนิดตอการผลิต P(3HB)   
    เล้ียงเช้ือ  Bacillus megaterium BA-019  ตามขอ 3.3.4.2 เปนเวลา 6 ช่ัวโมง  
จากนั้นถายกลาเช้ือปริมาตร  2  มิลลิลิตรลงในอาหารเหลว MSM ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  ซ่ึงบรรจุ
อยูในขวดทดลองปริมาตร  250 มิลลิลิตร   โดยมีการจํากดัธาตุอาหารบางชนิด  ไดแก    
    ก. จํากัดปริมาณไนโตรเจน  โดยใชยูเรียความเขมขน  0  0.2  0.4  0.6  0.8  
1.0  และ  1.2  กรัมตอลิตร โดยใชปริมาณคารบอนท่ีไดจากขอ 3.3.5.1 สวนสารอ่ืนใชในปริมาณเทา
เดิม (สูตรอาหาร MSM) 
      ข. จํากัดปริมาณแมกนีเซียม  โดยใชแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความ
เขมขน  0  0.1  และ  0.2  กรัมตอลิตร โดยใชปริมาณไนโตรเจนท่ีไดจากขอ 3.3.5.2 (ก) สวนสารอ่ืน
ใชในปริมาณเทาเดิม 
    ค. ผลรวมระหวางโพแทสเซียมและฟอสเฟต  โดยใชโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน  0  0.5  1.0  1.5  2.0 กรัมตอลิตรและไมมีการเตมิโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟต  โดยใชปริมาณไนโตรเจนท่ีไดจากขอ 3.3.5.2 (ก)  และใชปริมาณแมกนีเซียมท่ี
ไดจากขอ 3.3.5.2 (ข)  สวนสารอ่ืนใชในปริมาณเทาเดมิ 
    เล้ียงเช้ือบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  ความเร็ว  200  
รอบตอนาที  เก็บตัวอยางทุก  6  ช่ัวโมง  เปนเวลา  48  ช่ัวโมง  นํามาวิเคราะหน้ําหนักเซลลแหง   
ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย  และปริมาณ P(3HB) ท่ีผลิตได 
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3.3.6 การผลิต P(3HB) จาก Bacillus megaterium BA-019 โดยใชภาวะท่ีเหมาะสมตอ 
การผลิต  P(3HB) ท่ีศึกษาไดจากขอ 3.3.5.2 มาเลี้ยงเชื้อในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
 3.3.6.1 การผลิต P(3HB) จากน้ําออย 
    เล้ียงเช้ือ Bacillus megaterium BA-019 ตามขอ 3.3.4.2 เปนเวลา 6 ช่ัวโมง  
จากนั้นถายกลาเช้ือปริมาตร  2  มิลลิลิตรลงในอาหารเหลว MSM ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  ซ่ึงบรรจุ
อยูในขวดทดลองปริมาตร  250 มิลลิลิตร  โดยเล้ียงกลาเช้ือใหไดปริมาตร 300 มิลลิลิตร (คิดเปน 
10% ตอปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ) จากนัน้ถายกลาเช้ือลงในถังหมักขนาด 5 ลิตร ซ่ึงมีปริมาตรของ
อาหารเล้ียงเช้ือเร่ิมตน 3 ลิตร โดยเลือกภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิต P(3HB) จากขอ 3.3.5.2   
ควบคุมอุณหภมิูท่ี 30 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดางเทากับ 7.0 ตลอดการเล้ียงเช้ือ โดยให
อัตราการกวนที่ 600 รอบตอนาที และใหอากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรน้ําหมักตอนาที 
ตามลําดับ(อติพล บุญเรืองถาวร, 2543)  เก็บตัวอยางทุก  3  ช่ัวโมง  เปนเวลา  24  ช่ัวโมง  นํามา
วิเคราะหน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย  ปริมาณ P(3HB) ท่ีผลิตได  และ
คํานวณหาคาอัตราการผลิต (productivity)    
 3.3.6.2 การผลิต P(3HB) จากกากน้ําตาล 
                เล้ียงเชื้อ Bacillus megaterium BA-019  ในถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยใช
ภาวะเชนเดียวกับขอ 3.3.6.1  แตใชกากนํ้าตาลแทนนํ้าออย  เก็บตัวอยางทุก  3  ช่ัวโมง  เปนเวลา  24  
ช่ัวโมง  นํามาวิเคราะหน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย  ปริมาณ  P(3HB) ท่ี
ผลิตได  และคํานวณหาคาอัตราการผลิต (productivity)  เปรียบเทียบกบัขอมูลท่ีไดในขอ 3.3.6.1 
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3.4 วิธีวิเคราะห 
 3.4.1 การหานํ้าหนักเซลลแหง 
  นําน้ําหมักปริมาตร 10 มิลลิลิตร มาปนแยกเซลล  โดยการเซนตริฟวสท่ีความเร็ว 8000 
รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที  ปนลางเซลลดวยน้ํากล่ัน 2 คร้ัง  จากนั้นนําเซลลท่ีไดไปใสในถวย
อลูมิเนียมท่ีทราบน้ําหนักท่ีแนนอนแลว  อบแหงท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24  ช่ัวโมง  
ช่ังน้ําหนกัถวยท่ีมีเซลลอบแหง  คํานวณหาปริมาณนํ้าหนักเซลลแหง (ภาคผนวก ข) ในหนวยเปน
กรัมตอลิตร 
 3.4.2 การวิเคราะหหาปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด 
               นําน้ําหมักท่ีปนแยกเซลลแลวมาเจือจางดวยน้ํากล่ันใหมีความเขมขนท่ีเหมาะสม
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติมสารละลายอินเวอรเทส 1.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 
ในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที จากนั้นนํามาวิเคราะหหาปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซ ดวยวิธีของ Bernfeld (1955) โดยเติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก
(dinitrosalicylic acid, DNSA) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนันําไปตมในอางน้ําเดือด  เปนเวลา 
10 นาที จากน้ันแชในอางน้ําเย็นแลวเติมน้ํากล่ัน 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปวดัคาการ
ดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร นําคาท่ีไดเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานระหวางน้ําตาลซูโครส และ
คาการดูดกลืนแสงท่ี  540 นาโนเมตร  หนวยเปนกรัมตอลิตร 
 3.4.3 การวิเคราะหปริมาณยูเรีย 

ตามวิธีของ Kemper (1974) นําน้ําหมักท่ีปนแยกเซลลออกแลว มาเจือจางดวยน้ํา 
กล่ันปลอดประจุตามความเหมาะสมปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร  เติมสารละลายเอนไซมยูเรียเอส 
(urease) ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากันแลวนําไปอุนในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ  30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  เติมสารละลายโปแตสเซียมคลอไรด ความเขมขน 5 โมลาร 5 มิลลิลิตร  
เติมสารละลาย EDTA 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน  ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภมิูหอง 1 นาท ี  จากนั้นเติม
สารละลายฟนอลไนโตรพัสไซด 2 มิลลิลิตร เติมสารละลายบัพเฟอรไฮโปคลอไรด 4 มิลลิลิตร  
และเติมน้ํากล่ันปลอดประจุ 8 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากันแลวนําไปอุนในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ  40 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 นาที  นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงท่ี 636 นาโนเมตร (ในน้ํากล่ันปลอด
ประจุเปนตัวเปรียบเทียบ)   คํานวณหาปริมาณยูเรีย (หนวยเปนกรัมตอลิตร)  โดยเปรียบเทียบจาก
กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณยูเรีย และคาการดูดกลืนแสงท่ี 636 นาโนเมตร 
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 3.4.4 การวิเคราะหปริมาณ P(3HB) โดยวิธีแกสโครมาโตกราฟฟ (Gas Chromatography : 
GC)   

 ตามวิธีของ  Comeau และ คณะ (1988)  โดยการปนแยกเซลลออกจากนํ้าหมักท่ี 
ความเร็ว  8000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที แลวลางเซลลดวยน้ํากล่ัน 2 คร้ัง ช่ังเซลลแหง  20 
มิลลิกรัม  ใสหลอดฝาเกลียวเติมคลอโรฟอรม 2  มิลลิลิตร  จากนั้นเติมเมทานอลท่ีทําใหเปนกรด
ดวยกรดซัลฟวริกเขมขนรอยละ 3 (3 % acidified  methanol) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร  ท่ีมีกรดเบนโซ
อิกเปนสารละลายมาตรฐานภายในความเขมขนเทากับปริมาณ 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  นําไปให
ความรอนท่ี 80 องศาเซลเซียส  นาน 3.5 ช่ัวโมง  เติมน้ํากล่ัน 2 มิลลิลิตร  เขยาอยางแรง 5 นาที  และ
นําไปปนท่ีความเร็ว 3000 รอบตอนาทีเปนเวลา 20 นาที  เก็บช้ันคลอโรฟอรม (ช้ันลาง) ซ่ึงมี
อนุพันธของเมทิลเอสเทอรของโมโนเมอรไปสกัดแยกกรดและกากเซลลตามวิธีขางตนอีกคร้ัง  ถาย
ช้ันคลอโรฟอรมใสหลอดฝาเกลียวสําหรับวิเคราะหดวยกาซโครมาโตกราฟฟ แลววิเคราะหปริมาณ  
P(3HB) โดยวธีิ GC ภายใตภาวะ  ดงันี ้

ชนิดของคอลัมน  : แคปพิลลารีคอลัมน ชนิด CP wax – 52 CB 
                                       เสนผานศูนยกลาง  0.25 มิลลิเมตร ความยาว 60 เมตร 
อุณหภูมิของ injector : 250 องศาเซลเซียส (isothermal) 
อุณหภูมิของคอลัมน : 130 องศาเซลเซียส นาน 6 นาที เพิ่มอุณหภูมิเปน  
 180 องศาเซลเซียส ดวยอัตรา 5 องศาเซลเซียส 

   ตอนาที  รักษาอุณหภูมิไวท่ี 180 องศาเซลเซียส 
อุณหภูมิของ Detector (FID) : 250 องศาเซลเซียส (isothermal) 
Split ratio : 50 ตอ 1 
กาซตัวพา (carrier gas) : กาซไนโตรเจนอัตราการไหล  1 มิลลิลิตรตอนาที 
ปริมาตรท่ีฉีด : 1 ไมโครลิตร 

 3.4.5 การวิเคราะหหาปริมาณน้าํตาลท่ีเปนองคประกอบในน้ําออยดวยเคร่ือง ไฮเพอร
ฟอรแมนซลิควิดโครมาโตกราฟ (High Performance Liquid Chromatography: HPLC)  
 นําน้ําออยมากรองผานกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร นําสวนท่ีกรองไดไปฉีด
เขาเคร่ือง HPLC เพื่อวิเคราะหหาน้ําตาลกลูโคส ฟรักโตสและซูโครส โดยการเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานระหวางพื้นท่ีใตพกี (peak area) ของนํ้าตาลท้ัง 3 ชนิด โดยวิเคราะหภายใตภาวะดังนี ้
 ชนิดของคอลัมน  : Phenomenax Spherisorb NH2LCD  
 ชนิดของดีเทคเตอร  : Refractive Index Detector  
 flow rate  : 2 มิลลิลิตรตอนาที  
 กาซตัวพา (carrier gas) : 90% อะซีโตไนไตรลในน้ํา (ปริมาตรตอปริมาตร)  
 ปริมาตรท่ีฉีด : 5 ไมโครลิตร      
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บทที่  4  
ผลการทดลอง 

 
4.1 การศึกษาอายกุลาเชื้อท่ีเหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโต  

Keshavarz  และ Roy (2010)  พบวา  การสังเคราะหและสะสม P(3HB) ท่ีเหมาะสมนั้น  
ควรเปนกระบวนการตอเนื่อง (serial process)  ซ่ึงประกอบดวย 2 ข้ันตอน  คือ  ข้ันตอนแรก            
จุลินทรียจะมีการเจริญในแหลงคารบอนท่ีทําใหมีการผลิตเซลลปริมาณมาก  สวนในข้ันตอนท่ีสอง 
มีการเติมสารอาหารเพื่อใชในการสังเคราะหและสะสม P(3HB)  เซลลปริมาณมากท่ีไดในข้ันตอน
แรกก็จะใชสารอาหารนั้น  เพื่อนําไปสังเคราะหและสะสม P(3HB)   

สุกฤตยา วีระนนท (2539)  เล้ียงเช้ือ Alcaligenes sp. A-04 เพื่อเพ่ิมการผลิต P(3HB)  โดย
ในข้ันตอนแรกเปนการเล้ียงเช้ือเพ่ือใหไดปริมาณเซลลมากในอาหารสูตรอุดม (Rich medium)  แลว
จึงถายเซลลมาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีเหมาะสมตอการสังเคราะหและสะสม P(3HB) (อาหาร 
MSM)  ทําใหปริมาณ P(3HB) เพิ่มข้ึน   
  ในงานวิจยันี้จงึไดทําการศึกษาอายุกลาเช้ือท่ีเหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโต  โดยเล้ียง
เช้ือ Bacillus megaterium BA-019 ในอาหารเล้ียงเช้ือสําหรับเล้ียงกลาเช้ือ ตามวิธีการทดลองขอ 
3.3.4.2 จากนัน้ติดตามการเจริญเติบโตของ B.megaterium BA-019 โดยเก็บตัวอยางทุกๆ 2 ช่ัวโมง 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นํามาหาความหนาแนนของเซลลและคํานวณอัตราการเติบโตจําเพาะ (μ)   
ผลการวิจัยแสดงดังตารางท่ี 4.1 และรูปท่ี 4.1  พบวาเซลลมีการเติบโตจนถึงช่ัวโมงท่ี 14 จากนั้น
ปริมาณเซลลคอนขางคงท่ีและลดลงจนส้ินสุดการทดลอง  โดยมีความหนาแนนของเซลลสูงสุด
เทากับ   13.82  กรัมตอลิตรในช่ัวโมงท่ี 14  เม่ือคํานวณอัตราการเจริญจาํเพาะ(μ)  พบวากลาเช้ืออายุ 
6 ช่ัวโมงใหอัตราการเจริญจาํเพาะสูงสุด เทากับ 0.759 ตอช่ัวโมง  ดังนั้นจึงเลือกกลาเช้ืออายุ 6 
ช่ัวโมง นําไปใชในงานวิจยัข้ันตอไป 
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ตารางท่ี 4.1 การเติบโตของ B. megaterium BA-019 ในอาหารสําหรับเล้ียงกลาเช้ือ 
  

time 
(h) 

DCW 
(g/l) 

 μ 
(h-1) 

0 0.65 - 
2 0.79 0.098 
4 0.85 0.037 
6 3.88 0.759 
8 7.21 0.310 
10 10.33 0.180 
12 12.98 0.114 
14 13.82 0.031 
16 13.51 -0.011 
18 13.25 -0.010 
20 10.95 -0.095 
22 10.12 -0.039 

24 9.98 -0.007 
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รูปท่ี 4.1  การเติบโตของ B. megaterium BA-019 ในอาหารสําหรับเล้ียงกลาเช้ือท่ีระยะเวลาตางๆ 
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4.2  การผลิต P(3HB) จาก Bacillus megaterium BA-019 โดยการเลี้ยงเชื้อในขวดทดลองภายใต    
ภาวะการเจริญท่ีสมดุล  
  รัตนศิริ มุทิตากุล(2538) ไดคัดแยกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิต P(3HB) ไดจากแหลงธรรมชาติ
จํานวน 30 สายพันธุ  คัดเลือกไดสายพันธุ BA-019  ซ่ึงสามารถผลิต P(3HB) ไดปริมาณสูงกวาสาย
พันธุอ่ืนและสามารถจําแนกชนิดเปน  Bacillus sp.   เม่ือเปรียบเทียบการใชน้ําตาลชนิดตางๆ และ
กากนํ้าตาลเปนแหลงคารบอน  พบวา Bacillus sp. ท่ีแยกไดใหมนี้สามารถใชน้ําตาลซูโครสและ
กากนํ้าตาลเปนแหลงคารบอนในการผลิต P(3HB) ไดดกีวาการใชน้ําตาลชนิดอ่ืน  และเม่ือเล้ียงใน
อาหาร MSM โดยใชกากนํ้าตาลปริมาณ 4 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร)  สามารถผลิต P(3HB) 
ได 31.84 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหงในเวลา 24 ช่ัวโมงของการเล้ียงเช้ือ  โดยใชแอมโมเนียม
ซัลเฟต (1 กรัมตอลิตร) เปนแหลงไนโตรเจน     
  อติพล บุญเรืองถาวร(2543) ไดศึกษาการเพิ่มความหนาแนนของเซลลและการผลิต P(3HB) 
โดยศึกษาองคประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ (แหลงคารบอน,แหลงไนโตรเจน  และแรธาตุ)  และ
ภาวะการเล้ียงเช้ือ  พบวา Bacillus sp. BA-019 สามารถผลิต P(3HB) ไดดี  โดยใชกากนํ้าตาลและ
ยูเรียซ่ึงเปนแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนท่ีมีราคาถูก  เม่ือเปรียบเทียบระหวางการใช
กากนํ้าตาลและนํ้าตาลทรายเปนแหลงคารบอน  โดยใชกากนํ้าตาลและนํ้าตาลทรายท่ีมีปริมาณ
น้ําตาลรวม 20 กรัมตอลิตร  กากนํ้าตาลใหผลการเติบโตของเซลลและความเขมขนของ P(3HB) 
ดีกวาน้ําตาลทรายเทากับ 2.5 และ 4.0 เทาตามลําดับ  พบวา Bacillus sp. BA-019 สามารถใชยูเรีย
เพื่อการเติบโตของเซลลและการผลิต P(3HB) ไดดีกวาการใชแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลง
ไนโตรเจน  ดงันั้นในงานวจิยันี้สนใจท่ีจะใชน้ําออยเปนแหลงคารบอนในการผลิต P(3HB)  เพื่อทํา
ใหตนทุนในการผลิตลดลง  เนื่องจากออยเปนพืชท่ีมีการเพาะปลูกมากในประเทศไทยและเปนพืชท่ี
สามารถตัดและเก็บเกี่ยวไดหลายคร้ัง  โดยในกระบวนการการผลิตน้ําตาลทรายจะใชออยเปน
วัตถุดิบหลักและมีน้ําออยเกดิข้ึนหลายข้ันตอน  ซ่ึงในน้ําออยจะประกอบไปดวยน้าํตาลชนิดตางๆ 
เชน  ซูโครส กลูโคส ฟรุกโตส (วิเคราะหโดย HPLC) รวมท้ังวิตามิน และธาตุอาหารเปนจํานวน
มาก (มิตรผลวิจัย, 2551)  สวนแหลงไนโตรเจนเลือกใชยเูรีย  เนือ่งจากมีราคาถูกและใหผลผลิต
ดีกวาการใชแอมโมเนียมซัลเฟต (อติพล บุญเรืองถาวร, 2543) 
  งานวิจยันีจ้ึงสนใจท่ีจะใชน้ําออยเปนแหลงคารบอน  โดยใชปริมาณนํ้าตาลรวม 20 กรัมตอ
ลิตร (เทียบเทากับการใชกากนํ้าตาล) เพื่อศึกษาการผลิต P(3HB) ในภาวะการเจริญท่ีสมดุล  จาก
ผลการวิจัยการเล้ียงเช้ือ B. megaterium BA-019  ตามขอ 3.3.4.2 เปนเวลา 6 ช่ัวโมง  จากนัน้ถายเช้ือ
ปริมาตร 2 มิลลิลิตรลงในอาหาร MSM ท่ีมีน้ําออยเปนแหลงคารบอน โดยมีความเขมขนของ
น้ําตาลรวมเทากับ 20 กรัมตอลิตร เล้ียงเช้ือบนเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส  
ความเร็ว  200  รอบตอนาที  เก็บตัวอยางทุก  6  ช่ัวโมง  เปนเวลา  48  ช่ัวโมง  นํามาวิเคราะหความ
หนาแนนของเซลล  ปริมาณน้ําตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย  และปริมาณ  P(3HB)  ท่ีผลิตได   
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ผลการวิจัยแสดงดังตารางท่ี 4.2 และรูปท่ี 4.2  พบวาเม่ือใชน้ําออยเปนแหลงคารบอนโดยมีความ
เขมขนของน้ําตาลรวมเทากบั 20 กรัมตอลิตรเช้ือสามารถเจริญเติบโตไดดี  โดยไดความหนาแนน
ของเซลลเทากับ 7.23 กรัมตอลิตร  ความเขมขนของ P(3HB) เทากับ 2.94  กรัมตอลิตร คิดเปน
ปริมาณ P(3HB) เทากับ 40.69 เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง  ท่ีเวลา 18 ช่ัวโมง  โดยความเขมขน
ของยูเรียคอยๆลดลงและหมดท่ีช่ัวโมงท่ี 18 ของการเล้ียงเช้ือ 
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ตารางท่ี 4.2 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีน้ําออยความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 20 
กรัมตอลิตร (อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 23 กรัมคารบอนตอกรัมไนโตรเจน) 

 
time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

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

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

21.52±0.34 
17.78±0.27 
10.12±0.12 
6.43±0.09 
5.54±0.11 
3.32±0.05 
2.37±0.07 

0.83±0.06 
0.51±0.05 
0.03±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.64±0.03 
4.74±0.05 
5.83±0.05 
7.23±0.05 
6.38±0.04 
5.32±0.06 
4.17±0.03  

0.00 
1.20±0.04 
1.94±0.04 
2.94±0.04 
2.10±0.04 
1.22±0.04 
0.75±0.03 

0.00 
25.41±0.24 
33.23±0.26 
40.69±0.35 
32.87±0.24 
23.02±0.23 
17.95±0.22 
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รูปท่ี 4.2 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีน้ําออยความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 20 
กรัมตอลิตร (อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 23 กรัมคารบอนตอกรัมไนโตรเจน) 
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4.3 ศึกษาผลของการจํากัดธาตุอาหารแตมีปริมาณแหลงคารบอนมากเกินพอท่ีมีตอการเจริญ  
การสังเคราะหและสะสม P(3HB) 
 4.3.1   การศึกษาผลของความเขมขนของน้ําออยท่ีใชเปนแหลงคารบอนตอการผลิต P(3HB) 
   Bosco และ Chiampo (2010)  รายงานวา การผลิต P(3HB) ใหไดประสิทธิภาพและมี
ราคาถูกลงข้ึนกับหลายปจจยั  เชน  การเลือกใชแหลงคารบอนท่ีมีราคาถูก  ปรับปรุงกระบวนการ
หมัก  วิธีการ recovery   และข้ันตอนการทําสารใหบริสุทธ์ิ  รวมถึงการใชจุลินทรียสายพันธุท่ี
สามารถสังเคราะหและสะสม P(3HB) ไดในปริมาณสูง    
  งานวิจยัในข้ันตอนนี้ไดศึกษาความเขมขนของน้ําออยท่ีใชเปนแหลงคารบอนสําหรับการ
ผลิต P(3HB)  โดยการเล้ียงเช้ือ B. megaterium BA-019  ตามขอ 3.3.4.2  เปนเวลา 6 ช่ัวโมง  
จากนั้นถายกลาเช้ือปริมาตร 2 มิลลิลิตรลงในอาหาร MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอยูใน
ขวดทดลอง 250 มิลลิลิตร เปรียบเทียบการผลิต P(3HB) เม่ือใชน้ําออยท่ีมีความเขมขนของน้ําตาล
รวมแตกตางกนัโดยใชท่ีระดบัความเขมขนเทากับ  30  40 และ 50  กรัมตอลิตร  เล้ียงเช้ือบนเคร่ือง
เขยาควบคุมอุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส  ความเร็ว  200  รอบตอนาที  เก็บตัวอยางทุก  6  ช่ัวโมง  
เปนเวลา  48  ช่ัวโมง  นํามาวิเคราะหความหนาแนนของเซลล  ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย  
และปริมาณ  P(3HB)  ท่ีผลิตไดผลการวิจยัแสดงดังตารางท่ี 4.3-4.5 และรูปท่ี 4.3-4.5  พบวาเม่ือใช
น้ําออยเปนแหลงคารบอนโดยมีความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 30 กรัมตอลิตรเช้ือสามารถ
สังเคราะหและสะสมP(3HB) ไดสูงสุด โดยไดความหนาแนนของเซลลเทากับ 8.92 กรัมตอลิตร  
ความเขมขนของ P(3HB) เทากับ 3.85  กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณเทากับ 43.16  เปอรเซนตตอ
น้ําหนกัเซลลแหง  ท่ีเวลา 12  ช่ัวโมง  โดยความเขมขนของยูเรียคอยๆลดลงและหมดท่ีช่ัวโมงท่ี 18 
ของการเล้ียงเชื้อโดยไดผลดกีวาภาวะการเจริญท่ีสมดุล  และเม่ือมีความเขมขนของน้ําตาลรวม
เพิ่มข้ึนเปน 40 และ 50 กรัมตอลิตร  พบวาเช้ือสามารถเจริญเติบโตไดดีข้ึนแตสามารถสังเคราะห
และสะสม P(3HB) ไดลดลง  โดยไดความหนาแนนของเซลลเทากับ 11.09 กรัมตอลิตร  ความ
เขมขนของ P(3HB) เทากับ 3.78  กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณ P(3HB) เทากับ 34.12  เปอรเซนตตอ
น้ําหนกัเซลลแหง  ท่ี 12 ช่ัวโมง (40 กรัมตอลิตร)  และไดความหนาแนนของเซลลเทากับ 13.31 
กรัมตอลิตร  ความเขมขนของ P(3HB) เทากับ 1.56  กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณ P(3HB) เทากับ 
11.70  เปอรเซนตตอน้ําหนักเซลลแหง ท่ี 18 ช่ัวโมง (50  กรัมตอลิตร) ตามลําดับ (รูปท่ี 4.6) ดังนั้น
จึงพิจารณาเลือกน้ําออยท่ีมีความเขมขนของน้ําตาลรวม 30 กรัมตอลิตรใชในการทดลองข้ันตอไป  
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ตารางท่ี 4.3 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีน้ําออยความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 30 
กรัมตอลิตร (อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 34 กรัมคารบอนตอกรัมไนโตรเจน) 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

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

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

30.59±0.38 
19.90±0.27 
17.45±0.25 
14.39±0.24 
13.99±0.24 
13.63±0.22 
12.95±0.18 

0.84±0.05 
0.49±0.05 
0.03±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.68±0.03 
5.12±0.05 
8.92±0.04 
8.09±0.06 
7.59±0.07 
5.29±0.06 
4.26±0.05 

0.00 
1.38±0.03 
3.85±0.02 
3.03±0.04 
2.31±0.04 
1.13±0.03 
0.76±0.03 

0.00 
26.95±0.21 
43.16±0.39 
37.43±0.34 
30.39±0.30 
23.38±0.21 
17.80±0.22 
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รูปท่ี 4.3 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีน้ําออยความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 30 
กรัมตอลิตร (อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 34 กรัมคารบอนตอกรัมไนโตรเจน) 
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ตารางท่ี 4.4 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีน้ําออยความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 40 
กรัมตอลิตร (อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 45 กรัมคารบอนตอกรัมไนโตรเจน) 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

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

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

40.85±0.45 
35.56±0.36 
23.62±0.33 
21.44±0.29 
20.98±0.23 
20.60±0.23 
20.33±0.25 

0.82±0.07 
0.29±0.05 
0.01±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.69±0.03 
6.61±0.04 

11.09±0.04 
12.44±0.07 
10.12±0.04 
8.90±0.04 
5.70±0.04 

0.00 
1.85±0.03 
3.78±0.04 
3.50±0.04 
2.55±0.04 
0.92±0.03 
0.55±0.03 

0.00 
27.94±0.23 
34.12±0.34 
28.15±0.22 
25.16±0.24 
10.38±0.18 
9.62±0.16 

 

0.00
5.00

10.00
15.00
20.00

25.00
30.00
35.00

40.00
45.00

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54
time (h)

D
C

W
, t

ot
al

 s
ug

ar
, P

(3
H

B)
 c

on
c.

, 

ur
ea

 x
 1

0-1
 (g

/l)

0.00

5.00

10.00

15.00

20.00

25.00

30.00

35.00

40.00
P

(3
H

B)
 c

on
te

nt
 (%

 D
C

W
)

DCW (g/l)

Total sugar (g/l)

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

Urea (g/l)

P(3HB)content
(%DCW)

 
 
รูปท่ี 4.4 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีน้ําออยความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 40 
กรัมตอลิตร (อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 45 กรัมคารบอนตอกรัมไนโตรเจน) 
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ตารางท่ี 4.5 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีน้ําออยความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 50 
กรัมตอลิตร (อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 57 กรัมคารบอนตอกรัมไนโตรเจน) 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

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

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

48.99±0.47 
38.58±0.38 
34.60±0.33 
31.23±0.33 
30.62±0.29 
27.86±0.27 
24.70±0.25 

0.82±0.06 
0.39±0.03 
0.03±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.75±0.04 
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0.00 
0.53±0.04 
1.41±0.04 
1.56±0.03 
0.90±0.04 
0.39±0.04 
0.21±0.03 

0.00 
6.42±0.11 
9.10±0.22 

11.70±0.26 
9.08±0.21 
5.04±0.18 
3.30±0.15 
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รูปท่ี 4.5 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีน้ําออยความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 50 
กรัมตอลิตร (อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 57 กรัมคารบอนตอกรัมไนโตรเจน) 
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รูปท่ี 4.6 ความหนาแนนของเซลล และปริมาณ P(3HB) สูงสุด เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ใน
อาหาร MSM ท่ีมีน้ําออยความเขมขนของน้ําตาลรวมแตกตางกันท่ีระดบัความเขมขนเทากับ  20  30  
40 และ 50  กรัมตอลิตร   
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 4.3.2   การศึกษาผลของการจํากัดปริมาณไนโตรเจน 
  Pandian และคณะ(2010)  ศึกษาการเพิ่มผลผลิตของ P(3HB) โดยการกระตุนใหเซลล
ของแบคทีเรียสังเคราะหและสะสม P(3HB) ไดเพิ่มข้ึน  โดยการใหอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีแหลง
คารบอนมากเกินพอ  และจาํกัดธาตุอาหารบางชนิด เชน ไนโตรเจน  ฟอสฟอรัส แมกนีเซียมหรือ
โพแทสเซียม   
  Suzuki และคณะ(1986) รายงานวา ชนิดของเกลือแอมโมเนียมไมมีผลตอการผลิต 
P(3HB)  โดยปริมาณท่ีไดมีคาไมแตกตางกันมาก โดยใชเช้ือ Pseudomonas sp. K ซ่ึงเล้ียงในระดับ
ขวดเขยาและใชเกลือแอมโมเนียมท้ังหมด 6 ชนิด ไดแก  แอมโมเนียมคลอไรด (NH4Cl)  โซเดียม
แอมโมเนียมโมโนไฮโดรฟอสเฟตเตตระไฮเดรต (NaNH4HPO4·4H2O) แอมโมเนียมไดไฮโดร
ฟอสเฟต (NH4H2PO4)  แอมโมเนียมไฮโดรคารบอเนต (NH4HCO3)  ไดแอมโมเนียมไดไฮโดร
ฟอสเฟต [(NH4)2HPO4]   แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3)  และศึกษาถึงผลของการจํากัดปริมาณ
ไนโตรเจนในรูปแอมโมเนียมซัลเฟต [(NH4)2SO4] ในเช้ือเดียวกันโดยเล้ียงแบบ fed-batch พบวา  
การจํากัดปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตเทากบั 1.0 มิลลิกัมกรัมตอมิลลิลิตรเปนปริมาณท่ีเหมาะสมตอ
การผลิต P(3HB)  โดยไดปริมาณเพิ่มข้ึนจาก 52 เปน 57 เปอรเซ็นตอน้ําหนักแหง 
  Daniel และคณะ(1992)  รายงานวา  การจาํกัดปริมาณแอมโมเนียมมีผลตอการสังเคราะห
และสะสม P(3HB)  ในเช้ือ Pseudomonas 135 ในการเล้ียงแบบ fed-batch โดยไดปริมาณ P(3HB)  
เพิ่มข้ึนจาก 37 เปนเทากับ 55 เปอรเซ็นตอน้ําหนกัแหง  และศึกษาผลของชนิดเกลือแอมโมเนียม  
ไดแก  แอมโมเนียมคลอไรด (NH4Cl) แอมโมเนยีมไฮโดรคารบอเนต (NH4HCO3) และ 
แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) ตอการสังเคราะหและสะสม P(3HB)  ในเช้ือเดยีวกัน  พบวาได
ปริมาณ P(3HB) ไมแตกตางกัน 
  อรุณ  ชาญชัยเชาวววิัฒน (2536)  รายงานวา  การศึกษาการสังเคราะหและสะสม P(3HB)  
ในเช้ือ Alcaligenes sp. A-04 ในการเล้ียงระดับขวดเขยา  พบวา  การจํากัดปริมาณแอมโมเนียม
ซัลเฟตเทากับ 1.0 กรัมตอลิตรเปนปริมาณท่ีเหมาะสมตอการผลิต P(3HB)  โดยไดปริมาณเพิ่มข้ึน
จาก 19.20 เปน 46.98  เปอรเซ็นตอน้ําหนกัแหง 
  ดังนั้นงานวิจยันี้จึงไดศึกษาผลของการจํากัดปริมาณไนโตรเจนในรูปของยูเรียในอาหาร 
MSM ท่ีมีผลตอการผลิต P(3HB)  โดยการเล้ียงเช้ือ B. megaterium BA-019  ตามขอ 3.3.4.2  เปน
เวลา 6 ช่ัวโมง  จากนั้นถายเช้ือปริมาตร 2 มิลลิลิตรลงในอาหาร MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซ่ึง
บรรจุอยูในขวดทดลอง 250 มิลลิลิตร เปรียบเทียบการผลิต P(3HB) เม่ือใชยูเรียความเขมขนเทากบั  
0.2  0.4  0.6  0.8  1.0  1.2  กรัมตอลิตรและไมมีการเติมยูเรีย (N-free medium)  โดยใชปริมาณ
คารบอนท่ีไดจากการทดลองขางตน  คือ 30 กรัมตอลิตรสวนสารอ่ืนใชในปริมาณเทาเดิม (สูตร
อาหาร MSM)  เล้ียงเช้ือบนเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส  ความเร็ว  200  รอบตอ
นาที  เก็บตัวอยางทุก  6  ช่ัวโมง  เปนเวลา  48  ช่ัวโมง  นํามาวิเคราะหความหนาแนนของเซลล  
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ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย  และปริมาณ  P(3HB)  ท่ีผลิตไดผลการวิจัยแสดงดังตารางท่ี 
4.6-4.12 และรูปท่ี 4.7-4.13  พบวาเม่ือใชยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตรเช้ือสามารถ
สังเคราะหและสะสม P(3HB) ไดสูงสุด โดยไดความหนาแนนของเซลลเทากับ 8.88 กรัมตอลิตร  
ความเขมขนของ P(3HB) เทากับ 3.87 กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณ P(3HB) เทากับ 43.25  
เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง  ท่ีเวลา 12  ช่ัวโมง โดยความเขมขนของยูเรียคอยๆลดลงและหมด
ท่ีช่ัวโมงท่ี 18 ของการเล้ียงเชื้อ  เม่ือใชยูเรียความเขมขนลดลง คือ 0.6  0. 4  0.2 และไมมีการเตมิ    
ยูเรีย  พบวาทําใหเซลลมีการเจริญเติบโตลดลงอยางชัดเจน  โดยไดปริมาณ P(3HB) เทากับ 32.63  
38.06  38.71  และ 41.11  เปอรเซนตตอน้ําหนักเซลลแหง  ตามลําดับ  และเม่ือใชยูเรียความเขมขน 
1.0 และ 1.2 กรัมตอลิตร พบวาไดปริมาณ P(3HB) ใกลเคียงกัน คือ เทากับ 39.01 และ 38.91  
เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง ตามลําดบั (รูปท่ี 4.14) ดังน้ันจึงพิจารณาเลือกใชยูเรียความเขมขน
เทากับ  0.8 กรัมตอลิตรในการทดลองข้ันตอไป 
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ตารางท่ี 4.6 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีไมมีการเติมยูเรีย (แมกนเีซียมซัลเฟตเฮปตะไฮ
เดรตความเขมขนเทากับ 0.2 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน
เทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 

 
time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

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

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

29.66±0.33 
26.60±0.32 
26.56±0.35 
26.16±0.34 
25.29±0.29 
23.29±0.33 
22.20±0.36 

0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.71±0.03 
4.04±0.03 
3.62±0.04 
3.50±0.04 
3.42±0.04 
3.33±0.03 
3.13±0.04 

0.00 
1.29±0.04 
1.18±0.03 
0.92±0.03 
0.67±0.03 
0.36±0.03 
0.29±0.03 

0.00 
31.83±0.30 
32.63±0.26 
26.17±0.24 
19.60±0.22 
10.95±0.17 
9.27±0.14 
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รูปท่ี 4.7 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีไมมีการเติมยูเรีย (แมกนเีซียมซัลเฟตเฮปตะไฮ
เดรตความเขมขนเทากับ 0.2 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน
เทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
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ตารางท่ี 4.7 ปริมาณ P(3HB)  ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล 
เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019  ในอาหาร MSM ท่ีมียูเรียความเขมขนเทากับ 0.2 กรัมตอลิตร
(แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขนเทากับ 0.2 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

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

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

30.68±0.37 
27.37±0.33 
26.36±0.29 
25.43±0.30 
23.62±0.27 
22.96±0.27 
19.87±0.22 

0.21±0.03 
0.01±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.65±0.04 
4.51±0.04 
4.64±0.03 
4.37±0.04 
3.46±0.04 
3.36±0.04 
3.06±0.03 

0.00 
0.90±0.04 
1.77±0.03 
1.58±0.04 
0.57±0.03 
0.48±0.03 
0.34±0.03 

0.00 
20.06±0.18 
38.06±0.38 
36.25±0.27 
16.55±0.22 
14.16±0.17 
11.15±0.16 
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รูปท่ี 4.8 ปริมาณ P(3HB)  ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมียูเรียความเขมขนเทากับ 0.2 กรัมตอลิตร
(แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขนเทากับ 0.2 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 



54 

ตารางท่ี 4.8 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมียูเรียความเขมขนเทากับ 0.4 กรัมตอลิตร
(แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขนเทากับ 0.2 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

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

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

30.91±0.41 
25.19±0.32 
24.24±0.29 
23.40±0.30 
21.63±0.27 
21.41±0.26 
19.20±0.22 

0.41±0.05 
0.18±0.02 
0.02±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.69±0.03 
5.14±0.03 
6.24±0.04 
5.26±0.04 
4.67±0.03 
4.22±0.04 
3.83±0.04 

0.00 
0.99±0.03 
2.42±0.03 
1.86±0.03 
1.19±0.04 
0.86±0.03 
0.52±0.04 

0.00 
19.30±0.23 
38.71±0.31 
35.39±0.32 
25.44±0.24 
20.42±0.23 
13.46±0.17 
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รูปท่ี 4.9 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมียูเรียความเขมขนเทากับ 0.4 กรัมตอลิตร
(แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขนเทากับ 0.2 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
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ตารางท่ี 4.9 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมียูเรียความเขมขนเทากับ 0.6 กรัมตอลิตร
(แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขนเทากับ 0.2 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

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

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

30.46±0.33 
26.05±0.31 
22.87±0.29 
22.03±0.25 
17.00±0.22 
16.11±0.19 
13.47±0.15 

0.62±0.05 
0.29±0.03 
0.03±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.73±0.03 
5.25±0.04 
7.17±0.04 
5.97±0.04 
5.69±0.03 
4.29±0.04 
3.94±0.04 

0.00 
1.31±0.03 
2.95±0.04 
2.16±0.03 
1.85±0.03 
0.81±0.04 
0.74±0.03 

0.00 
24.99±0.25 
41.11±0.46 
36.10±0.33 
32.10±0.26 
19.00±0.21 
18.69±0.19 
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รูปท่ี 4.10 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมียูเรียความเขมขนเทากับ 0.6 กรัมตอลิตร
(แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขนเทากับ 0.2 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 



56 

ตารางท่ี 4.10 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณน้ําตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล 
เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมียูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร 
(แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขนเทากับ 0.2 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

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

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

30.72±0.39 
20.05±0.33 
18.22±0.33 
15.51±0.28 
13.82±0.25 
12.98±0.22 
11.21±0.17 

0.82±0.07 
0.45±0.03 
0.04±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.66±0.03 
5.11±0.04 
8.88±0.03 
8.13±0.05 
7.51±0.03 
5.22±0.06 
4.31±0.04 

0.00 
1.37±0.03 
3.87±0.05 
3.08±0.04 
2.27±0.04 
1.16±0.03 
0.72±0.04 

0.00 
26.70±0.25 
43.25±0.37 
37.13±0.33 
30.05±0.29 
23.15±0.25 
17.70±0.19 
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รูปท่ี 4.11 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมียูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร 
(แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขนเทากับ 0.2 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
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ตารางท่ี 4.11 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล 
เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมียูเรียความเขมขนเทากับ 1.0 กรัมตอลิตร
(แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขนเทากับ 0.2 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

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

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

30.28±0.33 
26.61±0.31 
12.54±0.23 
9.17±0.11 
8.56±0.11 
3.88±0.06 
3.39±0.07 

1.03±0.08 
0.68±0.06 
0.22±0.04 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.77±0.03 
4.58±0.04 
9.85±0.03 
9.29±0.04 
8.87±0.04 
5.88±0.04 
4.41±0.03 

0.00 
1.35±0.04 
3.84±0.03 
2.88±0.03 
2.59±0.04 
1.64±0.03 
1.10±0.03 

0.00 
29.43±0.24 
39.01±0.32 
31.01±0.25 
29.25±0.22 
27.91±0.23 
24.88±0.25 
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รูปท่ี 4.12 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมียูเรียความเขมขนเทากับ 1.0 กรัมตอลิตร
(แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขนเทากับ 0.2 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
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ตารางท่ี 4.12 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล 
เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมียูเรียความเขมขนเทากับ 1.2  กรัมตอลิตร
(แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขนเทากับ 0.2 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

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

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

30.31±0.39 
24.16±0.33 
9.79±0.14 
6.12±0.11 
5.81±0.09 
1.62±0.03 
1.13±0.04 

1.18±0.07 
0.77±0.07 
0.39±0.03 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.73±0.04 
4.24±0.04 
9.30±0.04 

11.31±0.04 
8.13±0.04 
5.55±0.04 
4.05±0.04 

0.00 
1.25±0.03 
3.62±0.04 
3.50±0.04 
2.35±0.03 
1.52±0.03 
0.98±0.03 

0.00 
29.58±0.25 
38.91±0.31 
30.97±0.24 
28.90±0.27 
27.37±0.25 
24.18±0.26 
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รูปท่ี 4.13 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมียูเรียความเขมขนเทากับ 1.2  กรัมตอลิตร
(แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขนเทากับ 0.2 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
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รูปท่ี 4.14  ความหนาแนนของเซลลและปริมาณ P(3HB) สูงสุด เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019  
ในอาหาร MSM ท่ีมียูเรียความเขมขนเทากับ 0.2  0.4  0.6  0.8  1.0  1.2  กรัมตอลิตรและไมมีการ
เติมยูเรีย  
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 4.3.3 การศึกษาผลของการจํากัดปริมาณแมกนีเซียม 
 Daniel และคณะ(1992) รายงานวา การจํากดัปริมาณแมกนีเซียมมีผลตอการ
สังเคราะหและสะสม P(3HB) โดยเช้ือ Pseudomonas 135 พบวาเม่ือไมมีการเติมแมกนีเซียมในรูป
ของแมกนีเซียมซัลเฟต  ปริมาณ P(3HB) มีคาเทากับ 42.50 เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง  ซ่ึงมีผล
มากกวาการจํากัดปริมาณแอมโมเนียม (37 เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง)   และฟอสเฟต (34.5 
เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง) 
  อรุณ  ชาญชัยเชาวววิัฒน (2536) รายงานวา ผลของการจํากัดแมกนีเซียมในรูป
แมกนีเซียมซัลเฟตตอการสังเคราะหและสะสม P(3HB) โดยเช้ือ Alcaligenes sp. A-04 ตอมา
ภายหลังจัดจําแนกสปชีสเปน Alcaligenes eutropha และเปน Ralstonia eutropha  และในปจจุบัน 
คือ Cupriavidus  necator  พบวา  อาหารที่ไมมีการเติมแมกนีเซียมซัลเฟตจะทําใหปริมาณ P(3HB) 
เพิ่มข้ึนจาก 19.86 เปอรเซนตตอน้ําหนักเซลลแหง  เม่ือเทียบกับอาหารสูตรท่ีมีการเติมแมกนีเซียม
ซัลเฟตเทากับ  0.2 กรัมตอลิตร จะสามารถสังเคราะหและสะสม P(3HB) ไดเทากับ  37.70  
เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง 
   ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงไดศึกษาผลของการจํากัดปริมาณแมกนีเซียมในรูปของ
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4·7H2O) ตอการผลิต P(3HB) โดยการเล้ียงเช้ือ B. 
megaterium BA-019  ตามขอ 3.3.4.2  เปนเวลา 6 ช่ัวโมง  จากนั้นถายเชื้อปริมาตร 2 มิลลิลิตรลงใน
อาหาร MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอยูในขวดทดลอง 250 มิลลิลิตร เปรียบเทียบการผลิต 
P(3HB) เม่ือใชแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขนเทากับ  0.1  0.2  กรัมตอลิตรและไมมี
การเติมแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต  โดยใชปริมาณคารบอนและยูเรียท่ีไดจากการทดลอง
ขางตน  คือ 30  และ 0.8  กรัมตอลิตรตามลําดับ  สวนสารอ่ืนใชในปริมาณเทาเดิม (สูตรอาหาร 
MSM)  เล้ียงเช้ือบนเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส  ความเร็ว  200  รอบตอนาที  
เก็บตัวอยางทุก  6  ช่ัวโมง  เปนเวลา  48  ช่ัวโมง  นํามาวิเคราะหความหนาแนนของเซลล  ปริมาณ
น้ําตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย  และปริมาณ  P(3HB)  ท่ีผลิตไดผลการวิจัยแสดงดังตารางท่ี 4.13-4.15   
และรูปท่ี 4.15-4.18  พบวาเม่ือใชอาหาร MSM ท่ีมีแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขน 
0.1 และ 0.2 กรัมตอลิตร ไดปริมาณ P(3HB) เทากับ  47.26  และ 43.50  เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลล
แหง ตามลําดบั  สวนในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไมมีการเติมแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต เช้ือสามารถ
สังเคราะหและสะสม P(3HB) ไดสูงสุด โดยไดความหนาแนนของเซลลเทากับ 9.23 กรัมตอลิตร  
ความเขมขนของ P(3HB) เทากับ 4.60  กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณ P(3HB) เทากับ 49.96  
เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง  ท่ีเวลา 12  ช่ัวโมง  โดยความเขมขนของยูเรียคอยๆลดลงและหมด
ท่ีช่ัวโมงท่ี 18 ของการเล้ียงเชื้อ   
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ตารางท่ี 4.13 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณน้ําตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล 
เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีไมมีการเติมแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต 
(ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน
เทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

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

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

30.18±0.42 
21.53±0.35 
16.78±0.31 
13.82±0.22 
12.98±0.21 
11.53±0.15 
10.89±0.17 

0.82±0.05 
0.48±0.05 
0.04±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.75±0.03 
5.15±0.04 
9.23±0.05 
8.61±0.05 
6.75±0.04 
5.89±0.04 
5.17±0.03 

0.00 
1.89±0.03 
4.60±0.03 
3.56±0.05 
1.67±0.04 
1.11±0.03 
0.71±0.03 

0.00 
36.20±0.28 
49.96±0.30 
41.35±0.30 
24.50±0.25 
18.40±0.23 
12.97±0.15 
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รูปท่ี 4.15 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีไมมีการเติมแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต 
(ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน
เทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
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ตารางท่ี 4.14 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล 
เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีแมกนเีซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความ
เขมขนเทากับ  0.1 กรัมตอลิตร (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

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

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

32.47±0.39 
25.97±0.27 
14.97±0.22 
13.37±0.25 
12.01±0.21 
9.92±0.11 
7.22±0.12 

0.82±0.05 
0.43±0.03 
0.03±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.77±0.04 
4.23±0.04 
9.26±0.03 
8.91±0.03 
6.12±0.03 
5.24±0.04 
5.03±0.03 

0.00 
1.24±0.04 
4.38±0.05 
3.49±0.04 
2.29±0.03 
1.62±0.04 
0.78±0.03 

0.00 
29.21±0.27 
47.26±0.30 
39.21±0.29 
37.47±0.31 
30.97±0.24 
15.47±0.15 
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รูปท่ี 4.16 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขน
เทากับ  0.1 กรัมตอลิตร (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟตความเขมขนเทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
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ตารางท่ี 4.15 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณน้ําตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล 
เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีแมกนเีซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความ
เขมขนเทากับ  0.2  กรัมตอลิตร (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

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

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

30.81±0.42 
19.98±0.27 
17.95±0.25 
14.59±0.23 
13.77±0.24 
12.55±0.24 
10.95±0.22 

0.82±0.07 
0.42±0.05 
0.07±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.67±0.03 
5.17±0.03 
8.95±0.04 
8.02±0.05 
7.62±0.04 
5.33±0.05 
4.22±0.05 

0.00 
1.41±0.04 
3.83±0.04 
3.01±0.04 
2.35±0.03 
1.10±0.04 
0.78±0.03 

0.00 
27.10±0.23 
43.50±0.34 
37.80±0.31 
30.50±0.30 
23.55±0.22 
18.05±0.22 
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รูปท่ี 4.17 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขน
เทากับ  0.2  กรัมตอลิตร (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และโพแทสเซียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟตความเขมขนเทากับ 2.0 กรัมตอลิตร) 
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รูปท่ี 4.18 ความหนาแนนของเซลลและปริมาณ P(3HB) สูงสุด เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 
ในอาหาร MSM ท่ีมีแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขนเทากับ 0.1 0.2 กรัมตอลิตร  และ
ไมมีการเติมแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต 
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 4.3.4  การศึกษาผลรวมของการจํากัดโพแทสเซียมและฟอสเฟต 
 Daniel และคณะ(1992)  รายงานวา  ศึกษาการจํากัดปริมาณฟอสเฟตมีผลตอการ
สังเคราะหและสะสม P(3HB) โดยเช้ือ Alcaligenes eutrophus Z-I  ในระดับถังหมัก  พบวาเม่ือ
จํากัดปริมาณฟอสเฟตในอาหารเล้ียงเช้ือ  โดยมีปริมาณเพียง 45 เปอรเซ็นตของปริมาณฟอสเฟตใน
สูตรอาหารเดิม  ปริมาณ P(3HB) จะเพิ่มข้ึนจาก 9.9  เปนเทากับ 23 เปอรเซนตตอน้ําหนักเซลลแหง   
            ดังน้ันในงานวจิัยนี้จึงไดศึกษาผลของการจํากัดโพแทสเซียมและฟอสเฟตในรูปของ
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ตอการผลิต P(3HB)  โดยการเล้ียงเช้ือ B. 
megaterium BA-019  ตามขอ 3.3.4.2  เปนเวลา 6 ช่ัวโมง  จากนั้นถายเชื้อปริมาตร 2 มิลลิลิตรลงใน
อาหาร MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอยูในขวดทดลอง 250 มิลลิลิตร เปรียบเทียบการผลิต 
P(3HB) เม่ือใชโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากบั  0.5  1.0  1.5  2.0  2.5  3.0 
กรัมตอลิตรและไมมีการเตมิโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต โดยใชปริมาณคารบอน  ยูเรียและ
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตท่ีไดจากการทดลองขางตน  คือ 30  0.8  กรัมตอลิตรและไมมีการ
เติมแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต ตามลําดับ  สวนสารอ่ืนใชในปริมาณเทาเดิม (สูตรอาหาร 
MSM)  เล้ียงเช้ือบนเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส  ความเร็ว  200  รอบตอนาที  
เก็บตัวอยางทุก  6  ช่ัวโมง  เปนเวลา  48  ช่ัวโมง  นํามาวิเคราะหความหนาแนนของเซลล  ปริมาณ
น้ําตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย  และปริมาณ  P(3HB)  ท่ีผลิตไดผลการวิจัยแสดงดังตารางท่ี 4.16-4.22   
และรูปท่ี 4.19-4.25  พบวาเม่ือใชโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ  2.0 กรัม
ตอลิตร เช้ือสามารถสังเคราะหและสะสม P(3HB) ไดสูงสุด โดยไดความหนาแนนของเซลลเทากับ 
9.21 กรัมตอลิตร  ความเขมขนของ P(3HB) เทากับ 4.62  กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณ P(3HB)  
เทากับ 50.12 เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง  ท่ีเวลา 12  ช่ัวโมง   โดยความเขมขนของยูเรียคอยๆ
ลดลงและหมดท่ีช่ัวโมงท่ี 18 ของการเล้ียงเช้ือ เม่ือใชโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความ
เขมขนลดลง  คือ 1.5  1.0  0.5  กรัมตอลิตรและไมมีการเติมโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  
พบวาไดปริมาณ P(3HB) เทากับ  46.60  41.48  39.81  และ 42.59  เปอรเซนตตอน้ําหนักเซลลแหง 
ตามลําดับ  และเม่ือใชโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเพิ่มข้ึน  คือ 2.5 และ  3.0 
กรัมตอลิตร  พบวาไดปริมาณ P(3HB) เทากับ  44.45 และ 38.36  เปอรเซนตตอน้ําหนักเซลลแหง 
(รูปท่ี 4.26)  ดังนั้นจึงพิจารณาเลือกใชโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ  2.0  
กรัมตอลิตรในการทดลองข้ันตอไป 
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ตารางท่ี 4.16 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณน้ําตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล 
เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีไมมีการเตมิโพแทสเซียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟต (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และไมมีการเตมิแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮ
เดรต) 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

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

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

30.15±0.37 
25.20±0.26 
23.54±0.23 
16.11±0.22 
13.42±0.19 
10.74±0.21 
10.16±0.17 

0.81±0.05 
0.63±0.04 
0.33±0.03 
0.05±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.74±0.04 
2.35±0.04 
2.44±0.04 
3.76±0.03 
6.67±0.03 
5.23±0.04 
4.85±0.04 

0.00 
0.81±0.04 
1.04±0.04 
1.37±0.05 
2.26±0.04 
1.08±0.04 
0.70±0.03 

0.00 
34.56±0.24 
42.59±0.34 
36.34±0.31 
33.94±0.25 
20.60±0.21 
14.40±0.19 
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รูปท่ี 4.19 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีไมมีการเติมโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
(ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และไมมีการเติมแมกนเีซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต) 
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ตารางท่ี 4.17 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณน้ําตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล 
เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความ
เขมขนเทากับ 0.5 กรัมตอลิตร (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และไมมีการเติม
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต) 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

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

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

30.29±0.35 
28.32±0.33 
17.92±0.29 
16.54±0.25 
15.59±0.23 
14.34±0.25 
11.47±0.17 

0.83±0.06 
0.56±0.05 
0.05±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.69±0.04 
3.96±0.03 
8.82±0.03 
8.14±0.04 
6.87±0.04 
4.95±0.05 
4.15±0.03 

0.00 
1.46±0.04 
3.51±0.03 
2.38±0.04 
1.69±0.04 
0.80±0.04 
0.57±0.04 

0.00 
36.94±0.29 
39.81±0.36 
29.22±0.22 
24.57±0.21 
16.26±0.18 
13.78±0.16 
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รูปท่ี 4.20 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน
เทากับ 0.5 กรัมตอลิตร (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และไมมีการเติมแมกนีเซียม
ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต) 
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ตารางท่ี 4.18 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล 
เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความ
เขมขนเทากับ 1.0  กรัมตอลิตร  (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และไมมีการเตมิ
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต) 
 

Time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

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

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

31.23±0.37 
24.80±0.32 
13.64±0.22 
12.16±0.19 
12.09±0.19 
11.02±0.17 
10.10±0.013 

0.83±0.07 
0.56±0.05 
0.05±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.78±0.03 
4.28±0.04 
8.95±0.05 
8.58±0.04 
6.73±0.05 
5.48±0.03 
4.41±0.03 

0.00 
1.59±0.05 
3.79±0.02 
2.80±0.04 
2.04±0.04 
1.11±0.04 
0.66±0.03 

0.00 
37.24±0.29 
41.48±0.33 
32.62±0.24 
30.24±0.26 
20.28±0.16 
15.03±0.15 
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รูปท่ี 4.21 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน
เทากับ 1.0  กรัมตอลิตร  (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และไมมีการเติมแมกนเีซียม
ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต) 
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ตารางท่ี 4.19 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล 
เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความ
เขมขนเทากับ 1.5  กรัมตอลิตร (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และไมมีการเติม
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต) 
 

Time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

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

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

31.54±0.43 
23.88±0.28 
16.23±0.22 
13.78±0.21 
13.17±0.17 
12.84±0.17 
12.77±0.21 

0.81±0.04 
0.51±0.03 
0.04±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.81±0.03 
5.35±0.04 
9.09±0.04 
8.63±0.04 
7.11±0.04 
5.72±0.04 
5.07±0.03 

0.00 
1.76±0.03 
4.24±0.03 
2.73±0.03 
1.95±0.03 
1.01±0.03 
0.68±0.03 

0.00 
32.99±0.23 
46.60±0.30 
31.60±0.22 
27.37±0.25 
17.72±0.20 
13.46±0.20 
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รูปท่ี 4.22 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน
เทากับ 1.5  กรัมตอลิตร (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และไมมีการเติมแมกนเีซียม
ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต) 
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ตารางท่ี 4.20 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล 
เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความ
เขมขนเทากับ 2.0  กรัมตอลิตร (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และไมมีการเติม
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต) 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

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

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

30.77±0.39 
22.66±0.31 
17.15±0.28 
14.54±0.26 
13.32±0.23 
12.86±0.19 
11.07±0.15 

0.81±0.06 
0.45±0.05 
0.01±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.75±0.04 
5.14±0.03 
9.21±0.04 
8.58±0.03 
6.78±0.03 
5.88±0.04 
5.21±0.04 

0.00 
1.88±0.04 
4.62±0.04 
3.58±0.04 
1.68±0.03 
1.09±0.04 
0.69±0.04 

0.00 
36.56±0.31 
50.12±0.34 
41.71±0.31 
24.77±0.25 
18.56±0.21 
13.17±0.18 
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รูปท่ี 4.23 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน
เทากับ 2.0  กรัมตอลิตร (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และไมมีการเติมแมกนเีซียม
ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต) 
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ตารางท่ี 4.21 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณน้ําตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล 
เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความ
เขมขนเทากับ 2.5  กรัมตอลิตร (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และไมมีการเติม
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต) 
 

Time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

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

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
36 
48 

30.58±0.34 
24.16±0.23 
13.76±0.22 
11.93±0.18 
9.48±0.11 
8.32±0.11 
7.09±0.09 

0.81±0.07 
0.49±0.06 
0.04±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.75±0.03 
5.12±0.04 
9.04±0.04 
8.92±0.03 
7.68±0.03 
5.09±0.04 
4.96±0.03 

0.00 
1.59±0.04 
4.02±0.04 
2.98±0.03 
2.30±0.04 
1.22±0.03 
1.06±0.04 

0.00 
31.09±0.24 
44.45±0.33 
33.38±0.23 
29.99±0.24 
23.88±0.24 
21.34±0.24 
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รูปท่ี 4.24 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน
เทากับ 2.5  กรัมตอลิตร (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และไมมีการเติมแมกนเีซียม
ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต) 
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ตารางท่ี 4.22 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณน้ําตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล 
เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความ
เขมขนเทากับ 3.0 กรัมตอลิตร (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และไมมีการเติม
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต) 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

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

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
6 

12 
18 
24 
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48 

30.24±0.42 
26.37±0.25 
20.39±0.25 
17.23±0.22 
13.01±0.13 
10.37±0.11 
9.25±0.09 

0.83±0.06 
0.42±0.04 
0.03±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.71±0.04 
5.56±0.04 
8.67±0.04 
7.53±0.04 
6.68±0.04 
5.21±0.04 
4.87±0.04 

0.00 
1.76±0.03 
3.33±0.03 
2.32±0.03 
1.98±0.04 
1.04±0.04 
0.77±0.04 

0.00 
31.62±0.28 
38.36±0.30 
30.77±0.29 
29.63±0.28 
20.01±0.20 
15.89±0.15 
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รูปท่ี 4.25 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน
เทากับ 3.0 กรัมตอลิตร (ยูเรียความเขมขนเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร และไมมีการเติมแมกนีเซียม
ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต) 
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รูปท่ี 4.26  ความหนาแนนของเซลล และปริมาณ P(3HB) สูงสุด เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019  
ในอาหาร MSM ท่ีมีโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ  0.5  1.0  1.5  2.0  2.5  
3.0  กรัมตอลิตร  และไมมีการเติมโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
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4.4  การผลิต P(3HB) จาก Bacillus megaterium BA-019 โดยใชภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิต 
P(3HB) ท่ีศึกษาไดในถังหมักขนาด 5 ลิตร 

 4.4.1  การผลิต P(3HB) จากน้ําออย 
     Jiang และคณะ(2008) รายงานวา Pseudomonas fluorescens A2a5  สามารถใช
น้ําออยเปนแหลงคารบอนในการสังเคราะหและสะสม P(3HB) และใชโมโนโซเดียมกลูตาเมตเปน
แหลงไนโตรเจนในถังหมักขนาด 5 ลิตร  พบวาไดความหนาแนนของเซลลเทากับ 32 กรัมตอลิตร  
ความเขมขนของ P(3HB) เทากับ 22 กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณเทากับ 70  เปอรเซนตตอน้ําหนัก
เซลลแหงท่ีเวลา 96  ช่ัวโมง   และคาอัตราการผลิตเทากับ  0.23  กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 
  งานวิจยันี้ศึกษาผลการผลิต P(3HB) จากการใชน้ําออยเปนแหลงคารบอน โดยใช
ภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิต P(3HB) ท่ีศึกษาไดจากขางตนและควบคุมภาวะการเล้ียงเช้ือในถังหมัก
ขนาด 5 ลิตร  โดยเล้ียงเช้ือ Bacillus megaterium BA-019 ตามขอ 3.3.4.2 เปนเวลา 6 ช่ัวโมง  
จากนั้นถายกลาเช้ือปริมาตร  2  มิลลิลิตรลงในอาหารเหลว MSM ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  ซ่ึงบรรจุ
อยูในขวดทดลองปริมาตร  250 มิลลิลิตร  โดยเล้ียงกลาเช้ือใหไดปริมาตร 300 มิลลิลิตร (คิดเปน 
10% ตอปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ) จากนัน้ถายกลาเช้ือลงในถังหมักขนาด 5 ลิตร ซ่ึงมีปริมาตรของ
อาหารเล้ียงเช้ือเร่ิมตน 3 ลิตร โดยเลือกภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิต P(3HB) จากการทดลองขางตน 
ควบคุมอุณหภมิูท่ี 30 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดางเทากับ 7.0 ตลอดการเล้ียงเช้ือ โดยให
อัตราการกวนที่ 600 รอบตอนาที และใหอากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรน้ําหมักตอนาที 
ตามลําดับ(อติพล บุญเรืองถาวร, 2543)  เก็บตัวอยางทุก  3  ช่ัวโมง  เปนเวลา  24  ช่ัวโมง  นํามา
วิเคราะหน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย  ปริมาณ P(3HB) ท่ีผลิตได 
ผลการวิจัยแสดงดังตารางท่ี 4.23 และรูปท่ี 4.27   และคํานวณหาคาอัตราการผลิต (productivity) 
(ตารางท่ี 4.25) โดยไดความหนาแนนของเซลลสูงสุดเทากับ 9.61 กรัมตอลิตร  ความเขมขนของ 
P(3HB) เทากบั 3.07 กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณเทากับ 42.52  เปอรเซนตตอน้ําหนักเซลลแหงท่ี
เวลา 6  ช่ัวโมง  โดยความเขมขนของยูเรียคอยๆลดลงและหมดท่ีช่ัวโมงท่ี 12 ของการเล้ียงเช้ือ 
  4.4.2  การผลิต P(3HB) จากกากน้ําตาล 
   Kulpreecha และคณะ(2009)  ศึกษาเพือ่เพ่ิมความหนาแนนของเซลลและเพิ่มการ
ผลิต P(3HB) โดย Bacillus megaterium BA-019  ใชกากนํ้าตาลและยเูรียซ่ึงเปนแหลงคารบอนและ
แหลงไนโตรเจนท่ีมีราคาถูก  โดยใชอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจนของอาหารเล้ียงเช้ือ
เทากับ 25 โมลตอโมล  ไดศึกษาการเล้ียงเช้ือโดยวธีิ fed-batch เพื่อใหไดท้ังความหนาแนนของ
เซลลและอัตราการผลิต P(3HB) สูงข้ึน  จากการศึกษาการเล้ียงเช้ือ B. megaterium BA-019  แบบ 
fed-batch ท่ีมีการควบคุมการปอนสารอาหารดวยวิธี pH-stat  พบวาเม่ือใชสารอาหารปอนเขาท่ี
ประกอบดวยแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน และแรธาตุใหผลการเติบโตของเซลลอยางรวดเร็ว
และมีการผลิต P(3HB) เพิ่มข้ึนอยางชัดเจน  โดยผลการทดลองท่ีไดดกีวาการใชสารอาหารปอนเขา
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ท่ีประกอบดวยแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจน  หรือใชแหลงคารบอนเพียงอยางเดยีว  ผล
การศึกษาพบวาการใชกากน้าํตาลท่ีมีความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากบั 400 กรัมตอลิตร  และ
อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 10 โมลตอโมลในสารปอนเขา  มีผลใหเพิ่มการผลิต 
P(3HB)  และความหนาแนนของเซลล  โดยใหความเขมขนของเซลลปริมาณสูงข้ึนมาก (72.57 กรัม
ตอลิตร)  ไดปริมาณของ P(3HB)  เทากบั 30.52 กรัมตอลิตรคิดเปนปริมาณ P(3HB) เทากับ 42  
เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหงท่ีเวลา 24  ช่ัวโมง   และมีอัตราการผลิต P(3HB) เพิ่มข้ึนเปน 1.27 
กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 
  งานวิจยันี้ศึกษาผลการผลิต P(3HB) จากการใชกากน้ําตาลเปนแหลงคารบอน โดย
ใชภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิต P(3HB) ท่ีศึกษาไดจากขางตนและควบคุมภาวะการเล้ียงเช้ือในถัง
หมักขนาด 5 ลิตร  โดยเล้ียงเช้ือ Bacillus megaterium BA-019 ตามขอ 3.3.4.2 เปนเวลา 6 ช่ัวโมง  
จากนั้นถายกลาเช้ือปริมาตร  2  มิลลิลิตรลงในอาหารเหลว MSM ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  ซ่ึงบรรจุ
อยูในขวดทดลองปริมาตร  250 มิลลิลิตร  โดยเล้ียงกลาเช้ือใหไดปริมาตร 300 มิลลิลิตร (คิดเปน 
10% ตอปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ) จากนัน้ถายกลาเช้ือลงในถังหมักขนาด 5 ลิตร ซ่ึงมีปริมาตรของ
อาหารเล้ียงเช้ือเร่ิมตน 3 ลิตร โดยเลือกภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิต P(3HB) จากการทดลองขางตน 
ควบคุมอุณหภมิูท่ี 30 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดางเทากับ 7.0 ตลอดการเล้ียงเช้ือ โดยให
อัตราการกวนที่ 600 รอบตอนาที และใหอากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรน้ําหมักตอนาที 
ตามลําดับ(อติพล บุญเรืองถาวร, 2543)  เก็บตัวอยางทุก  3  ช่ัวโมง  เปนเวลา  24  ช่ัวโมง  นํามา
วิเคราะหน้ําหนักเซลลแหง  ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย  ปริมาณ P(3HB) ท่ีผลิตได  
ผลการวิจัยแสดงดังตารางท่ี 4.24 และรูปท่ี 4.28  และคํานวณหาคาอัตราการผลิต (productivity) 
(ตารางท่ี 4.25)โดยไดความหนาแนนของเซลลเทากับ 9.97 กรัมตอลิตร  ความเขมขนของ P(3HB) 
เทากับ 3.31 กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณ P(3HB) เทากับ 33.23  เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง  ท่ี
เวลา 15  ช่ัวโมง   ความเขมขนของยูเรียคอยๆลดลงและหมดท่ีชั่วโมงท่ี 15 ของการเล้ียงเช้ือ 
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ตารางท่ี 4.23 ปริมาณ P(3HB)  ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล 
เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีน้าํออยความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 30 
กรัมตอลิตร โดยใหอัตราการกวนท่ี 600 รอบตอนาที และใหอากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศตอ
ปริมาตรน้ําหมักตอนาทีในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
  

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

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

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
3 
6 
9 

12 
15 
18 
21 
24 

30.71±0.33 
27.75±0.34 
19.37±0.23 
16.42±0.21 
14.29±0.22 
13.63±0.15 
12.15±0.11 
11.00±0.09 
9.08±0.09 

0.82±0.06 
0.64±0.05 
0.26±0.01 
0.05±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.74±0.03 
2.53±0.03 
7.22±0.04 
9.61±0.04 
8.82±0.04 
8.20±0.04 
7.09±0.03 
5.22±0.04 
5.02±0.03 

0.00 
1.02±0.04 
3.07±0.04 
3.61±0.04 
2.83±0.04 
2.37±0.03 
1.95±0.03 
1.40±0.04 
1.18±0.03 

0.00 
40.29±0.27 
42.52±0.26 
37.62±0.23 
32.05±0.22 
28.89±0.23 
27.48±0.20 
26.84±0.21 
23.44±0.21 
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รูปท่ี 4.27 ปริมาณ P(3HB) ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีน้ําออยความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 30 
กรัมตอลิตร โดยใหอัตราการกวนท่ี 600 รอบตอนาที และใหอากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศตอ
ปริมาตรน้ําหมักตอนาทีในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
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ตารางท่ี 4.24 ปริมาณ P(3HB)  ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล 
เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีกากน้ําตาลความเขมขนของน้ําตาลรวม
เทากับ 30 กรัมตอลิตร โดยใหอัตราการกวนท่ี 600 รอบตอนาที และใหอากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศ
ตอปริมาตรน้ําหมักตอนาทีในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
 

time 
(h) 

total sugar 
(g/l) 

urea conc. 
(g/l) 

DCW 
(g/l) 

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

P(3HB)content 
(%DCW) 

0 
3 
6 
9 

12 
15 
18 
21 
24 

32.64±0.37 
29.93±0.35 
24.09±0.31 
19.10±0.024 
17.96±0.22 
14.53±0.19 
13.11±0.17 
12.73±0.15 
11.97±0.11 

0.81±0.05 
0.68±0.05 
0.42±0.02 
0.18±0.01 
0.04±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 
0.00±0.00 

0.69±0.03 
1.49±0.04 
5.72±0.03 
8.59±0.04 
8.67±0.03 
9.97±0.04 
7.90±0.03 
6.97±0.04 
6.82±0.03 

0.00 
0.04±0.03 
1.26±0.04 
2.68±0.03 
2.86±0.03 
3.31±0.04 
2.17±0.04 
1.52±0.03 
1.49±0.04 

0.00 
2.79±0.22 

21.95±0.22 
31.22±0.26 
32.97±0.24 
33.23±0.25 
27.50±0.25 
21.87±0.23 
21.79±0.22 
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รูปท่ี 4.28 ปริมาณ P(3HB)  ปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด  ปริมาณยูเรีย และความหนาแนนของเซลล เม่ือ
เล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีกากน้ําตาลความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 30 
กรัมตอลิตร โดยใหอัตราการกวนท่ี 600 รอบตอนาที และใหอากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศตอ
ปริมาตรน้ําหมักตอนาทีในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
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ตารางท่ี 4.25 คาอัตราการผลิต เม่ือเล้ียง B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีน้ําออยและ
กากนํ้าตาลความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 30 กรัมตอลิตร โดยใหอัตราการกวนท่ี 600 รอบตอ
นาที และใหอากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรน้ําหมักตอนาทีในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
 

Sugarcane liquor Molasses time 
(h) P(3HB)  productivity 

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

(g/l-h) 
0 
3 
6 
9 
12 
15 
18 
21 
24 

0.00 
0.34 
0.51 
0.40 
0.24 
0.16 
0.11 
0.07 
0.05 
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0.30 
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รูปท่ี 4.29 ความหนาแนนของเซลล ปริมาณ P(3HB) และคาอัตราการผลิตสูงสุด เม่ือเล้ียง 
B.megaterium  BA-019 ในอาหาร MSM ท่ีมีน้ําออยและกากน้ําตาลความเขมขนของน้ําตาลรวม
เทากับ 30 กรัมตอลิตร โดยใหอัตราการกวนท่ี 600 รอบตอนาที และใหอากาศท่ี 1.0 ปริมาตรอากาศ
ตอปริมาตรน้ําหมักตอนาทีในถังหมักขนาด 5 ลิตร 

x 10-1 



79 

บทที่ 5 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

 
งานวิจัยนี้เปนการศึกษาการผลิต  P(3HB)  จาก Bacillus megaterium BA-019  สายพันธุท่ี

แยกไดในหองปฎิบัติการของคณะผูวิจัย  โดยศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการผลิต P(3HB) จากการเล้ียง
เช้ือในขวดเขยา    โดยศึกษาผลของความเขมขนของนํ้าออยและยูเรียท่ีใชเปนแหลงคารบอนเปน
แหลงไนโตรเจน  ตามลําดับ  โดยศึกษาผลของการจํากัดธาตุอาหารจําเปนบางชนิดท่ีมีตอการเจริญ 
การสังเคราะหและสะสม P(3HB) ไดแก  ความเขมขนของไนโตรเจน   (ยูเรีย)   ความเขมขนของ
แมกนีเซียม (แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต)   และผลรวมระหวางโพแทสเซียมและฟอสเฟต 
(โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต)  เพ่ือกระตุนใหมีการสังเคราะหและสะสม P(3HB) เพิ่มมาก
ขึ้น  ผลการวิจัยพบวา B. megaterium BA-019 สามารถเจริญพรอมกับการผลิต P(3HB) ไดดีโดยใช
น้ําออยและยูเรียเปนแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนซ่ึงมีราคาถูก  โดยเช้ือสามารถเจริญและ
ผลิต P(3HB) ไดดีข้ึนในภาวะการเจริญท่ีไมสมดุล (unbalanced growth condition)    ศึกษาการผลิต 
P(3HB) ในถังหมักโดยใชภาวะท่ีไดจากการเล้ียงเช้ือในขวดเขยาไปเล้ียงเช้ือในถังหมักขนาด 5 ลิตร   
เม่ือผลิต P(3HB) ในถังหมักโดยใชน้ําออยเปนแหลงคารบอน พบวาปริมาณ P(3HB) สูงสุดท่ีผลิต
ไดต่ํากวาเม่ือเล้ียง B. megaterium BA-019 ในขวดเขยา   แตความหนาแนนของเซลลและอัตราการ
ผลิต P(3HB)  เม่ือเล้ียงเช้ือในถังหมักสูงกวาเม่ือเล้ียงเช้ือในขวดเขยา 

 
5.1 การศึกษาอายกุลาเชื้อที่เหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโต  

Keshavarz และ Roy (2010) รายงานวา การสังเคราะหและสะสม P(3HB) ควรเปน
กระบวนการตอเนื่อง (serial process) ซ่ึงประกอบดวย 2 ข้ันตอน  คือ ข้ันตอนแรก จุลินทรียจะมี
การเจริญในแหลงคารบอนโดยการนําสารอาหารนั้นไปสรางองคประกอบของเซลลและผลิตเซลล
ปริมาณมาก สวนในข้ันตอนท่ีสอง มีการเติมสารอาหารเพื่อใชในการสังเคราะหและสะสม P(3HB)  
เซลลปริมาณมากท่ีไดในข้ันตอนแรกก็จะใชสารอาหารนั้นเพื่อนําไปสังเคราะหและสะสม P(3HB)  
โดยอาจมีการเจริญเพิ่มข้ึนเล็กนอยหรืออาจไมมีการเจริญเพ่ิมข้ึน  แตขนาดของเซลลจะใหญข้ึน
เนื่องมาจากการสังเคราะหและสะสม P(3HB) ภายในเซลล  ดังนั้นในการทําใหเชื้อมีการผลิตเซลล
ปริมาณมากในข้ันตอนแรกจะสงผลทําใหไดปริมาณ P(3HB) เพิ่มข้ึนเชนกัน โดยในงานวจิัยนี้ได
ศึกษาอายกุลาเช้ือท่ีเหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโต โดยเล้ียงเช้ือ B. megaterium BA-019 ใน
อาหารเล้ียงเช้ือสําหรับเล้ียงกลาเช้ือเพ่ือผลิตเซลลใหไดปริมาณมากในข้ันตอนแรก  พบวาเซลลมี
อัตราการเจริญจําเพาะ(μ) สูงสุดท่ีช่ัวโมงท่ี 6 เทากับ 0.759 ตอช่ัวโมง  ดังนั้นจึงเลือกกลาเช้ืออายุ 6 
ช่ัวโมงสําหรับการเล้ียงเช้ือ B. megaterium BA-019 ในอาหารเพื่อการสรางและสะสม P(3HB) 
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5.2  การผลิต P(3HB) จาก Bacillus megaterium BA-019 โดยการเลี้ยงเชื้อในขวดทดลองภายใต    
ภาวะการเจริญท่ีสมดุล  
  Choi และ Lee (1999)  รายงานวา  ปจจัยท่ีสําคัญประการหนึ่งท่ีมีผลตอตนทุนการผลิต 
P(3HB)  คือ ราคาของแหลงคารบอนท่ีใชโดยคิดเปน 70-80 เปอรเซนตของตนทุนวัตถุดิบท้ังหมด  
ดังนั้นถาสามารถเลือกใชแหลงคารบอนท่ีมีราคาถูกในการผลิต P(3HB) ก็จะมีผลทําใหตนทุนของ
การผลิต P(3HB)  ลดลงไดมาก  ซ่ึงอาจเปนไปไดในการแขงขันดานราคากับพลาสติกท่ีสังเคราะห
จากอุตสาหกรรมปโตรเคมี  เชน  พอลิเอทธิลีน  และพอลิโพรไพลีนได  
  Liu และคณะ (1998)  รายงานวา  recombinant Escherichia coli สายพันธุ 
HMS174/pTZ18u-PHB  สามารถสังเคราะหและสะสม P(3HB) โดยการใชกากนํ้าตาลบีทเปนแหลง
คารบอนแทนน้ําตาลกลูโคส ทําใหลดตนทุนในการผลิต P(3HB) ได  เนื่องจากกากน้ําตาลบีทเปน
วัตถุดิบท่ีมีราคาถูกและหาไดงาย  จากการศึกษาการเล้ียงเช้ือ recombinant Escherichia coli  สาย
พันธุ HMS174/pTZ18u-PHB แบบ fed-batch ท่ีมีการควบคุมการปอนสารอาหารดวยวิธี pH-stat  
ในถังหมักขนาด 5 ลิตร  พบวา ไดความหนาแนนของเซลลเทากับ 39.5 กรัมตอลิตร  ผลิต P(3HB) 
ไดเทากับ 80  เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง  และคาอัตราการผลิตเทากับ  1 กรัมตอลิตรตอ
ช่ัวโมง  
  ดังนั้นในงานวจิัยนี้สนใจท่ีจะใชน้ําออยเปนแหลงคารบอนในการผลิต P(3HB)  เพื่อทําให
ตนทุนในการผลิตลดลง  เนื่องจากออยเปนพืชท่ีมีการเพาะปลูกมากในประเทศไทยและเปนพชืท่ี
สามารถตัดและเก็บเกี่ยวไดหลายคร้ัง  โดยในกระบวนการการผลิตน้ําตาลทรายจะใชออยเปน
วัตถุดิบหลักและมีน้ําออยเกดิข้ึนหลายข้ันตอน  ซ่ึงในน้ําออยจะประกอบไปดวยน้าํตาลชนิดตางๆ 
โดยมีน้ําตาลซูโครสเปนองคประกอบหลักเฉล่ียประมาณ 93.22 เปอรเซนต กลูโคสเฉล่ียประมาณ 
4.55 เปอรเซนต  ฟรุกโตสเฉล่ียประมาณ 1.40  เปอรเซนต (วิเคราะหโดย HPLC) รวมท้ังวิตามิน 
และธาตุอาหารเปนจํานวนมาก (มิตรผลวิจยั, 2551)  ซ่ึงน้ําออยในแตละคร้ังจะมีปริมาณนํ้าตาลเฉล่ีย
แตกตางกนัตามลักษณะพันธุออย  ฤดูกาล  สภาพดิน  การเก็บรักษา  และกรรมวิธีการผลิตของ
โรงงาน      และอีกประการหนึ่ง คือ เช้ือ B. megaterium BA-019 สามารถใชน้ําตาลซูโครสไดดีกวา
การใชน้ําตาลกลูโคส และฟรุกโตสในการผลิต P(3HB) (รัตนศิริ  มุทิตากุล, 2538)   สวนแหลง
ไนโตรเจนเลือกใชยเูรีย  เนือ่งจากมีราคาถูกและใหผลผลิตดีกวาการใชแอมโมเนยีมซัลเฟต (อติพล 
บุญเรืองถาวร, 2543)  โดยในงานวิจยันี้ตองการศึกษาการผลิต P(3HB) ในภาวะการเจริญท่ีสมดุล 
(balanced growth condition) โดยเล้ียงเช้ือ B. megaterium BA-019 ในอาหารเพ่ือการสรางและการ
สะสม P(3HB) (MSM)    ผลการวิจัยนีพ้บวาเม่ือใชน้าํออยเปนแหลงคารบอนโดยมีความเขมขน
ของนํ้าตาลรวมเทากับ 20 กรัมตอลิตร  เช้ือสามารถเจริญเติบโตไดด ี  โดยไดความหนาแนนของ
เซลลเทากับ 7.23 กรัมตอลิตร  ความเขมขนของ P(3HB) เทากับ 2.94  กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณ
เทากับ 40.69  เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหงท่ีเวลา 18 ช่ัวโมง  
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5.3  ศึกษาผลของการจํากัดธาตุอาหารแตมีปริมาณแหลงคารบอนมากเกินพอท่ีมีตอการเจริญ  
การสังเคราะหและสะสม P(3HB) 
 5.3.1  การศึกษาผลของความเขมขนของน้ําออยท่ีใชเปนแหลงคารบอนตอการผลิต P(3HB) 
      Liu และคณะ (1998)  ศึกษาเปรียบเทียบการผลิต P(3HB) เม่ือใชกากน้ําตาลบีทท่ีมีความ
เขมขนแตกตางกันโดยใชท่ีระดับความเขมขนเทากับ  20  40 และ  60  กรัมตอลิตร   พบวาเม่ือใช
กากนํ้าตาลเปนแหลงคารบอนโดยมีความเขมขนเทากับ 60 กรัมตอลิตร  recombinant Escherichia 
coli  สายพันธุ HMS174/pTZ18u-PHB  สามารถสังเคราะหและสะสม P(3HB) ไดสูงสุด โดยได
ความหนาแนนของเซลลเทากับ 16.7 กรัมตอลิตรและผลิต P(3HB) ไดเทากับ 85 เปอรเซนตตอ
น้ําหนกัเซลลแหง  และท่ีระดับความเขมขนเทากับ  20  และ 40 กรัมตอลิตร   สามารถผลิต P(3HB) 
ไดเทากับ 68  และ 77 เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง  ตามลําดับ 
   Gouda และคณะ (2001) ศึกษาผลของระดับความเขมขนของกากนํ้าตาล 1-5 เปอรเซนต
ท่ีเติมลงในอาหารสําหรับการผลิต   พบวากากน้ําตาลความเขมขน 3 เปอรเซนตทําให Bacillus 
megaterium เจริญไดดีท่ีสุดและกากนํ้าตาล 2 เปอรเซนตเช้ือสามารถผลิต P(3HB) ไดมากท่ีสุด คือ 
46.3 เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง แตพบวาเม่ือมีการเพิ่มความเขมขนของกากนํ้าตาลมากข้ึน ทํา
ใหมีการผลิต P(3HB) ลดลง  
   งานวิจยัในข้ันตอนนี้ไดศึกษาความเขมขนของน้ําออยท่ีใชเปนแหลงคารบอนตอการผลิต 
P(3HB)  โดยเปรียบเทียบการผลิต P(3HB) เม่ือใชน้าํออยท่ีมีความเขมขนของน้ําตาลรวมแตกตาง
กันโดยใชท่ีระดับความเขมขนเทากับ  30  40 และ 50  กรัมตอลิตร  พบวาเม่ือใชน้ําออยเปนแหลง
คารบอนโดยมีความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 30 กรัมตอลิตร  B. megaterium BA-019 สามารถ
สังเคราะหและสะสมP(3HB) ไดสูงสุด โดยไดความหนาแนนของเซลลเทากับ 8.92 กรัมตอลิตร  
ความเขมขนของ P(3HB) เทากับ 3.85  กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณเทากับ 43.16  เปอรเซนตตอ
น้ําหนกัเซลลแหงท่ีเวลา 12 ช่ัวโมงโดยไดผลดีกวาภาวะการเจริญท่ีระดับความเขมขนของน้ําตาล
รวมเทากับ 20 กรัมตอลิตร  และเม่ือมีความเขมขนของน้ําตาลรวมเพ่ิมข้ึนพบวาเช้ือสามารถ
เจริญเติบโตไดดีข้ึนแตสามารถสังเคราะหและสะสม P(3HB) ไดลดลง  ท้ังนี้อาจเปนเพราะ
สารอาหารที่สมบูรณมากกวาสงผลใหจุลินทรียนําสารอาหารท่ีมีอยูอยางสมบูรณไปใชในการสราง
เซลลและเพิ่มจํานวนมากกวาจะนําไปสังเคราะหและสะสมP(3HB)  ซ่ึงทําหนาท่ีเปนแหลงคารบอน
และแหลงพลังงานท่ีเก็บไวใชในยามขาดแคลนสารอาหารท่ีจําเปนสําหรับการเจริญ (Evan และ
คณะ, 1990)  โดยไดความหนาแนนของเซลลเทากับ 11.09 กรัมตอลิตร  ความเขมขนของ P(3HB) 
เทากับ 3.78  กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณเทากับ 34.12  เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหงท่ีระดับ
ความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 40 กรัมตอลิตรเทากับ  และไดความหนาแนนของเซลลเทากับ 
13.31 กรัมตอลิตร  ความเขมขนของ P(3HB) เทากับ 1.56  กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณ P(3HB) 
เทากับ 11.70  เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหงท่ีระดับความเขมขนของน้ําตาลรวมเทากับ 50  กรัม
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ตอลิตร  ซ่ึงแสดงใหเห็นวาปริมาณความเขมขนของแหลงคารบอนท่ีมากเกินพอจะมีคาเหมาะสมอยู
คาหนึ่ง คือ มีอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 23 กรัมคารบอนตอกรัมไนโตรเจน แตถามาก
เกินไปจะสงผลใหการสังเคราะหและสะสม P(3HB) ลดลง  ดังนั้นจึงพิจารณาเลือกน้ําออยท่ีมีความ
เขมขนของน้ําตาลรวม 30 กรัมตอลิตร 
 
 5.3.2   การศึกษาผลของการจํากัดปริมาณไนโตรเจน 
  นอกจากการใหอาหารเล้ียงเชื้อท่ีมีแหลงคารบอนมากเกนิพอมีผลตอการสังเคราะหและ
สะสม P(3HB) การจํากดัสารอาหารบางชนิด เชน ไนโตรเจน  ฟอสฟอรัส แมกนีเซียม หรือ
โพแทสเซียม  ก็มีผลตอการกระตุนใหเซลลสังเคราะหและสะสม P(3HB)  ไดเพิ่มข้ึน (Pandian และ
คณะ,2010)  โดย  Beaulieu และคณะ, 1995 รายงานวา ไนโตรเจนเปนธาตุท่ีจลิุนทรียตองการ
ในชวงการเจริญเพื่อเพ่ิมปริมาณของเซลล  แตในชวงท่ีมีการสังเคราะหและสะสม P(3HB)  การ
จํากัดปริมาณไนโตรเจนมีสวนกระตุนใหเกดิการสังเคราะหและสะสม P(3HB) เพิ่มข้ึน  
  Gouda และคณะ (2001)   ศึกษาผลของการจํากัดปริมาณไนโตรเจน โดยเล้ียงให Bacillus 
megaterium ในอาหารสําหรับการผลิตท่ีมีความเขมขนของน้ําแชขาวโพด 0.5-7 เปอรเซนต พบวา
น้ําแชขาวโพดความเขมขน 3 เปอรเซนต เช้ือสามารถผลิต P(3HB) ไดมากท่ีสุดเทากับ 49.12 
เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง  แตพบวาเม่ือเพ่ิมความเขมขนของน้ําแชขาวโพดมีผลทําให
ความสามารถในการผลิต P(3HB) ลดลง  
  งานวิจยัในข้ันตอนนี้ศึกษาผลของการจํากัดปริมาณไนโตรเจนในรูปของยูเรียในอาหาร 
MSM ท่ีมีผลตอการผลิต P(3HB)  โดยเปรียบเทียบการผลิต P(3HB) เม่ือใชยูเรียความเขมขนเทากบั  
0.2  0.4  0.6  0.8  1.0  1.2  กรัมตอลิตรและไมมีการเติมยูเรีย (N-free medium)  โดยใชปริมาณ
คารบอนท่ีไดจากการทดลองขางตน  คือ 30 กรัมตอลิตรสวนสารอ่ืนใชในปริมาณเทาเดิม (สูตร
อาหาร MSM)  พบวาเม่ือใชยูเรียความเขมขนเทากับ  0.8 กรัมตอลิตร  B. megaterium BA-019 
สามารถสังเคราะหและสะสม P(3HB) ไดสูงสุด โดยไดความหนาแนนของเซลลเทากับ 8.88 กรัม
ตอลิตร  ความเขมขนของ P(3HB) เทากับ 3.87  กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณ P(3HB) เทากับ 43.25  
เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหงท่ีเวลา 12  ช่ัวโมง   เม่ือใชยูเรียความเขมขนลดลง คือ 0.6  0. 4  0.2 
และไมมีการเติมยูเรีย  พบวาทําใหเซลลมีการเจริญเติบโตลดลงอยางชัดเจน  โดยได P(3HB) เทากบั  
32.63  38.06  38.71  และ 41.11  เปอรเซนตตอน้ําหนักเซลลแหง  ตามลําดับ  และเม่ือใชยูเรียความ
เขมขน 1.0 และ 1.2 กรัมตอลิตร พบวาไดปริมาณ P(3HB) ใกลเคียงกัน คือ เทากับ  39.01 และ 
38.91  เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง ตามลําดับ  จากการที่แหลงไนโตรเจนมีความสําคัญสําหรับ
การเจริญเติบโต คือ เปนสารสําคัญในการสังเคราะหโปรตีน  ดงันั้นถามีแหลงไนโตรเจนนอย
หรือไมมีเลยยอมทําใหเซลลเจริญไดนอย  ดังนัน้การจํากัดแหลงไนโตรเจนจึงมีคาท่ีเหมาะสมอยู  
คือ มีอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 23 กรัมคารบอนตอกรัมไนโตรเจน ซ่ึงถานอยเกินไป
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หรือไมมีเลยจึงไมมีการเจริญหรือการเจริญลดลง ดังนั้นจึงพิจารณาเลือกใชยูเรียความเขมขนเทากับ  
0.8 กรัมตอลิตร 
  
 5.3.3  การศึกษาผลของการจํากัดปริมาณแมกนีเซียม 
 อรุณ  ชาญชัยเชาววิวัฒน (2536) รายงานวา ผลของการจํากัดแมกนีเซียมในรูป
แมกนีเซียมซัลเฟตตอการสังเคราะหและสะสม P(3HB) โดยเช้ือ Alcaligenes sp. A-04 ตอมา
ภายหลังจัดจําแนกสปชีสเปน Alcaligenes eutropha และเปน Ralstonia eutropha  และในปจจุบัน 
คือ Cupriavidus  necator  พบวา  อาหารที่ไมมีการเติมแมกนีเซียมซัลเฟตจะทําใหปริมาณ P(3HB) 
เพิ่มข้ึนจาก 19.86 เปอรเซนตตอน้ําหนักเซลลแหง  เม่ือเทียบกับอาหารสูตรท่ีมีการเติมแมกนีเซียม
ซัลเฟตเทากับ  0.2 กรัมตอลิตร จะสามารถสังเคราะหและสะสม P(3HB) ไดเทากับ  37.70  
เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง 
   งานวิจยัในข้ันตอนนี้ศึกษาผลของการจํากัดปริมาณแมกนีเซียมในรูปของแมกนีเซียม
ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4·7H2O) ตอการผลิต P(3HB)  โดยเปรียบเทียบการผลิต P(3HB) เม่ือ
ใชแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขนเทากับ  0.1  0.2  กรัมตอลิตรและไมมีการเตมิ
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต  โดยใชปริมาณคารบอนและยูเรียท่ีไดจากการทดลองขางตน  คือ 
30  และ 0.8  กรัมตอลิตรตามลําดับ  สวนสารอ่ืนใชในปริมาณเทาเดมิ (สูตรอาหาร MSM)  พบวา
เม่ือใชอาหาร MSM ท่ีมีแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตความเขมขน 0.1 และ 0.2 กรัมตอลิตร ได
ปริมาณ P(3HB) เทากับ  47.26  และ 43.50  เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง ตามลําดับ  สวนใน
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีไมมีการเตมิแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต เช้ือสามารถสังเคราะหและสะสม 
P(3HB) ไดสูงสุด โดยไดความหนาแนนของเซลลเทากับ 9.23 กรัมตอลิตร  ความเขมขนของ 
P(3HB) เทากับ 4.60  กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณ P(3HB) เทากับ 49.96  เปอรเซนตตอน้ําหนัก
เซลลแหงท่ีเวลา 12  ช่ัวโมง  ท้ังนี้อาจเปนเพราะสารอาหารท่ีจําเปนในการเจริญอาจมีปริมาณไม
เพียงพอสําหรับการเจริญไดตามปกติ  เม่ือเซลลอยูในภาวะเชนนี้อาจถือไดวาอยูในภาวะท่ีมี
สารอาหารไมสมดุล  จึงกระตุนใหเซลลสรางสารท่ีสามารถเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน
ไดเพื่อใหเซลลมีชีวิตอยูรอด  ซ่ึงสอดคลองกับผลงานวจิัยของ อรุณ  ชาญชัยเชาวววิัฒน (2536)  แต
เช้ือจุลินทรียเปนเช้ือตางชนดิกัน   ดังนั้นจึงพิจารณาใหไมมีการเตมิแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮ
เดรตในการทดลองข้ันตอไป 
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5.3.4 การศึกษาผลรวมของการจํากัดโพแทสเซียมและฟอสเฟต    
 Daniel และคณะ(1992)  รายงานวา  การศึกษาการจํากัดปริมาณฟอสเฟตมีผลตอการ
สังเคราะหและสะสม P(3HB) โดยเช้ือ Alcaligenes eutrophus Z-I  ในระดับถังหมัก  พบวาเม่ือ
จํากัดปริมาณฟอสเฟตในอาหารเล้ียงเช้ือ  โดยมีปริมาณเพียง 45 เปอรเซ็นตของปริมาณฟอสเฟตใน
สูตรอาหารเดิม  ปริมาณ P(3HB) จะเพิ่มข้ึนจาก 9.9  เปนเทากับ 23 เปอรเซนตตอน้ําหนักเซลลแหง   
 Sharma และ Mallick (2005)  รายงานวา  การจํากัดปริมาณฟอสเฟตมีผลตอการ
สังเคราะหและสะสม P(3HB)  โดยเช้ือ Nostoc muscorum ซ่ึงเปนไซยาโนแบคทีเรีย  พบวาในภาวะ
ท่ีขาดแคลนฟอสเฟตและมีแหลงคารบอนจากภายนอกเซลล  คือ อะซิเตต  กลูโคส  มอลโตส     
ฟรุกโตสและเอทานอลจะทําใหมีการสังเคราะหและสะสม P(3HB) เพิ่มสูงข้ึน  และจากผลการวิจยั
พบวาเม่ือเติมอะซิเตต 0.2 เปอรเซนต Nostoc muscorum สามารถผลิต P(3HB) เพิ่มสูงข้ึนเทากับ 35 
เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง  ท่ีเวลา 7 วัน    
  งานวิจยัในข้ันตอนนี้ศึกษาผลของการจํากัดโพแทสเซียมและฟอสเฟตในรูปของ
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ตอการผลิต P(3HB)  โดยเปรียบเทียบการผลิต 
P(3HB) เม่ือใชโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากบั  0.5  1.0  1.5  2.0  2.5  3.0 
กรัมตอลิตรและไมมีการเตมิโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต โดยใชปริมาณคารบอน  ยูเรียและ
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตท่ีไดจากการศึกษาขางตน  คือ 30  0.8  กรัมตอลิตรและไมมีการ
เติมแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต ตามลําดับ  สวนสารอ่ืนใชในปริมาณเทาเดิม (สูตรอาหาร 
MSM)  พบวาเม่ือใชโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ  2.0 กรัมตอลิตร  
 B. megaterium BA-019 สามารถสังเคราะหและสะสม P(3HB) ไดสูงสุด โดยไดความหนาแนน
ของเซลลเทากับ 9.21 กรัมตอลิตร  ความเขมขนของ P(3HB) เทากับ 4.62  กรัมตอลิตร คิดเปน
ปริมาณ P(3HB) เทากับ 50.12  เปอรเซนตตอน้ําหนักเซลลแหง  ท่ีเวลา 12  ช่ัวโมง   เม่ือใช
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนลดลง  คือ 1.5  1.0  0.5  กรัมตอลิตรและไมมีการ
เติมโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  พบวาไดปริมาณ P(3HB) เทากับ  46.60  41.48  39.81  
และ 42.59  เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหง ตามลําดับ  และเม่ือใชโพแทสเซียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟตความเขมขนเพิ่มข้ึน  คือ 2.5 และ  3.0 กรัมตอลิตร  พบวาไดปริมาณ P(3HB) เทากับ  
44.45 และ 38.36  เปอรเซนตตอน้ําหนักเซลลแหง  ตามลําดับ ดังนัน้จึงเลือกใชโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขนเทากับ  2.0  กรัมตอลิตรสําหรับการศึกษาตอไป 
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5.4  การผลิต P(3HB) จาก Bacillus megaterium BA-019 โดยใชภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิต 
P(3HB) ท่ีศึกษาไดในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
 5.4.1  การผลิต P(3HB) จากน้ําออย 
        งานวิจยันี้ศึกษาผลของการผลิต P(3HB) จากการใชน้ําออยเปนแหลงคารบอน โดย
ใชภาวะท่ีไดจากการเล้ียงเช้ือในขวดเขยาไปเล้ียงเช้ือในถังหมักขนาด 5 ลิตร พบวา ไดความ
หนาแนนของเซลลเทากับ 9.61 กรัมตอลิตร  ความเขมขนของ P(3HB) เทากับ 3.07 กรัมตอลิตร คิด
เปนปริมาณ P(3HB) เทากับ 42.52  เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหงท่ีเวลา 6  ช่ัวโมง   จึงเห็นไดวา
การเล้ียงเชื้อในถังหมักซ่ึงสามารถจัดภาวะตางๆไดดกีวาในระดับขวดเขยา เชน  ใหปริมาณอากาศ
ไดสูงกวา  มีการปนกวนดวยใบกวนทําใหมีการผสมไดดี ทําใหเซลลสามารถเจริญคอนขางดีกวา 
แตปริมาณ P(3HB) ใกลเคียงกัน  ซ่ึงถามีการศึกษาวิจยัตอก็ควรจะมีการศึกษาปจจยับางประการท่ี
อาจมีผลตอการสังเคราะหและสะสม P(3HB)  เชน  การควบคุมคาความเปนกรดดางตลอด
ระยะเวลาการเล้ียงเช้ือ  คาปริมาณออกซิเจนละลาย  รวมท้ังการเลี้ยงเช้ือแบบกึง่กะ(fed-batch 
cultivation)  โดยมีการเติมสารอาหาร เชน  แหลงคารบอน  แหลงไนโตรเจน  ในชวงการเล้ียงเช้ือท่ี
เหมาะสม  เปนตน  สวนผลการเล้ียงเช้ือในถังหมักท่ีดีกวาการเล้ียงเช้ือในขวดเขยาในการศึกษานี้ 
คือ การสังเคราะหและสะสม P(3HB) ไดสูงสุดใชเวลาส้ันกวาการเล้ียงเช้ือในขวดเขยา โดยพบวาท่ี
ช่ัวโมงท่ี 6 ของการเล้ียงเช้ือ  ใหคาอัตราการผลิตในถังหมักมีคาเทากบั 0.51 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง  
ซ่ึงสูงกวาในระดับขวดเขยาท่ีมีคาเทากับ 0.38  กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง  
  5.4.2  การผลิต P(3HB) จากกากน้ําตาล 
   งานวิจยันี้ศึกษาผลของการผลิต P(3HB) ในถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยใชภาวะ
เชนเดยีวกับขอ 5.4.1  แตใชกากนํ้าตาลแทนนํ้าออย  พบวา ไดความหนาแนนของเซลลเทากับ 9.97 
กรัมตอลิตรซ่ึงสูงกวาเม่ือใชน้ําออยเปนแหลงคารบอน   แตไดคาความเขมขนของ P(3HB) เทากบั 
3.31 กรัมตอลิตร ซ่ึงคิดเปนปริมาณ P(3HB) เทากับ 33.23  เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหงท่ีเวลา 
15  ช่ัวโมง  ซ่ึงตํ่ากวาการใชน้ําออยเปนแหลงคารบอนและเวลาท่ีได P(3HB)  สูงสุดชากวาเม่ือใช
น้ําออยเปนแหลงคารบอน 
   จากผลการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิต P(3HB) จากการใชน้ําออยและ
กากนํ้าตาลเปนแหลงคารบอนในถังหมักขนาด 5 ลิตร สรุปวาเม่ือใชน้ําออยเปนแหลงคารบอน 
พบวาไดปริมาณ P(3HB) และคาอัตราการผลิต (productivity) สูงกวาเม่ือใชกากน้ําตาลเปนแหลง
คารบอน   ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากกากนํ้าตาลเปนของเหลือท่ีไดจากการผลิตน้ําตาลทราย  อาจจะมี
ส่ิงเจือปน (impurity) ท่ีมีผลตอการเจริญของเซลล  ทําใหจุลินทรียนํามาใชไดยากกวาน้ําออยท่ีมี
ความบริสุทธ์ิมากกวา  นอกจากนีใ้นองคประกอบของกากน้ําตาลมีโลหะหนักอยูหลายชนิด (Teclu 
และคณะ, 2009) ซ่ึงอาจเปนสารยับยั้งการทํางานของเอนไซมในกระบวนการสังเคราะหและสะสม 
P(3HB) 
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                        การใชน้ําออยเปนแหลงคารบอนสําหรับการผลิตสารผลิตภัณฑ มีขอดคืีอ น้ําออย 
มีความบริสุทธ์ิสูง   การเตรียมกอนเขาสูกระบวนการหมัก (pretreatment) มีเพียงเล็กนอย ท่ีสําคัญ
คือเปนสวนท่ีไดจากตนกระบวนการของการผลิตน้ําตาลทราย ซ่ึงจดัวาเปนการประหยดัพลังงาน 
(energy saving) ถาเปรียบเทียบกับน้ําตาลทราย (รูปท่ี 2.8) และเม่ือส้ินสุดการเล้ียงเช้ือ การแยกและ
ทําบริสุทธ์ิของสารผลิตภัณฑทําไดงาย ใชข้ันตอนนอยกวาเนื่องจากไมมีสี รวมท้ังการบําบัดของ
เหลือท้ิงจากน้าํหมัก (effluent treatment) ก็ทําไดงายและสะดวก  และในกรณกีารใชกากน้ําตาลแม
จะพิจารณาวามีราคาถูก  แตในปจจุบันอุตสาหกรรมอาหารมีความตองการกากน้ําตาลเปนปริมาณ
มากข้ึนตามลําดับ ดังนั้น  ราคาจึงสูงข้ึนกวาแตกอน นอกจากนี้ เม่ือพิจารณาปจจยัอ่ืนๆ พบวามี
ขอดอยกวา ไดแก กอนนํามาใชเปนอาหารเล้ียงเช้ือจุลินทรีย จะตองมีข้ันตอนทําบริสุทธ์ิหลาย
ข้ันตอน (ข้ึนอยูกับชนดิของผลิตภัณฑ) ไดแก การทําใหเจือจาง ตามดวยการแยกสวนกากตะกอนท่ี
เปนของแข็ง (solid particles)   การบําบัดสี (decolorization)  ถาจําเปนในบางกระบวนการ รวมทัง้
การกําจัดโลหะหนกั เชน  อะลูมิเนียม อะซินิค  คอปเปอร  เหล็ก แมงกานีส สังกะสี  เปนตน (ซ่ึง
อาจจําเปนในการผลิตผลิตภัณฑบางชนดิ)  เนื่องจากโลหะหนกับางชนิด อาจเปนสารยับยั้งการ
ทํางานของเอนไซมในกระบวนการผลิต แตท้ังนีข้ึ้นอยูกับชนดิของจุลินทรียและชนิดของสาร
ผลิตภัณฑดวย  ซ่ึงกระบวนการเหลานี้ทําใหกากนํ้าตาลซ่ึงจัดวามีราคาตํ่า  มีราคาตนทุนสูงข้ึน 
นอกจากนี้ การทําผลิตภัณฑท่ีไดใหบริสุทธ์ิ ถาผลิตภัณฑอยูในน้ําหมักก็จะทําไดยากกวา เนื่องจาก
การมีสารปนเปอนในกากนํ้าตาล รวมถึงการบําบัดของเหลือท้ิง เม่ือส้ินสุดกระบวนการจะทําไดยาก
กวา 
 คณะผูวจิัยไดใชวัตถุดิบหลายชนิดเปนแหลงคารบอนในการผลิต P(3HB)  จาก  
B. megaterium BA-019 มากอนการศึกษานี้แลว รวมทัง้กําลังศึกษาวจิัยอยู  โดยรัตนศิริ มุทิตากุล
(2538)  เปรียบเทียบการใชน้ําตาลซูโครส น้ําตาลทรายขาว และนํ้าตาลทรายแดงเปนแหลงคารบอน  
และใชแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน  พบวา B. megaterium BA-019 สามารถผลิต 
P(3HB) ไดสูงสุด 14.24  15.11  19.12 เปอรเซนตตอน้ําหนักเซลลแหง ตามลําดับ  และเม่ือเล้ียงเช้ือ
ในอาหาร MSM โดยใชกากน้ําตาลปริมาณ 4 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน  
และใชแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน    สามารถผลิต P(3HB) ไดดีกวาการใชน้ําตาล
ชนิดอ่ืน โดยสามารถผลิต P(3HB) ไดสูงสุด 31.84 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหงท่ีเวลา 24  
ช่ัวโมง  และพบวาเม่ือมีการเติมสารทวีน 80  ซ่ึงเปนสาร dissociating agent ปริมาณ 2.5 เปอรเซนต 
(ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในอาหาร MSM มีผลทําให  B. megaterium BA-019 มีการสราง P(3HB) 
เพิ่มมากข้ึนถึง 47.48  เปอรเซนตตอน้ําหนกัเซลลแหงท่ีเวลา 36 ช่ัวโมง   และตอมาไดมีการวจิัยโดย
ใชกากน้ําตาลเปนแหลงคารบอนและใชยูเรียเปนแหลงไนโตรเจนในการผลิต P(3HB) จาก   
B. megaterium BA-019   อติพล  บุญเรืองถาวร (2543) รายงานวา B. megaterium BA-019 สามารถ
สังเคราะหและสะสม P(3HB) ไดสูงสุด  โดยไดความหนาแนนของเซลลเทากบั 8.51 กรัมตอลิตร  
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ความเขมขนของ P(3HB) เทากับ 5.14 กรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณเทากับ 60.40 เปอรเซนตตอ
น้ําหนกัเซลลแหงท่ีเวลา 36  ช่ัวโมง คาอัตราการผลิตเทากับ 0.14 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง  โดย
ท้ังหมดทําการวิจัยในระดับขวดเขยาและพบวาปริมาณ P(3HB) ท่ีผลิตไดมีปริมาณแตกตางกัน  
ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากองคประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ  กากน้ําตาลท่ีใชในการผลิต เปนตน ซ่ึง
กากนํ้าตาลในแตละคร้ังมีความแตกตางกนัข้ึนกับหลายปจจัย  ไดแก  ฤดูกาล  สภาพดิน  การเกบ็
รักษาและกรรมวิธีการผลิตของโรงงาน เปนตน แตในขอบเขตของงานวิจยันี้เปนการเล้ียงเช้ือ B. 
megaterium BA-019 โดยใชน้ําออยซ่ึงยงัไมเคยมีการศกึษามากอนหนานี้โดยคณะผูวิจัย  และจาก
เหตุผลดังท่ีกลาวมาจึงตองการศึกษาการใชน้ําออยในการเปนแหลงคารบอนสําหรับผลิต P(3HB)  
เพื่อใหไดขอมูลในดานตางๆ  จึงศึกษาในระดับขวดเขยาซ่ึงเปนการทดลองท่ีทําไดสะดวก  ไม
ยุงยาก  และศึกษาปจจยัท่ีจําเปนไดหลายประการ  ไดแก  การเจริญของจุลินทรีย B. megaterium 
BA-019   องคประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ  ปริมาณ P(3HB) ท่ีผลิตได  และอัตราการผลิต  ซ่ึงจะได
นํามาพิจารณาในการศึกษาการเล้ียงเช้ือระดับขยายสวนตอไป   โดยในการวิจยัตอไปควรเปนการ
เล้ียงเช้ือในถังหมักโดยใชแหลงคารบอนเปนน้ําออยและแหลงไนโตรเจนเปนยูเรีย  โดยจํากดัธาตุ
อาหารที่มีผลตอการสังเคราะหและสะสม P(3HB) โดย B. megaterium BA-019 ท่ีศึกษาไดจาก
งานวิจยันี้  และอาจมีการเติมสารอาหารเปนคร้ังคราว (fed-batch  cultivation) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ  
ซ่ึงมีความเปนไปไดท่ีจะทําใหไดปริมาณ P(3HB) สูงเพิ่มข้ึนอีก 
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ตารางที่ 5.1    เปรียบเทียบการผลิต P(3HB) โดยใชจุลินทรียและเทคนคิการเพาะเลี้ยงที่แตกตางกนั 
 

Strain 
 

Carbon  
substrate 

cultivation 
time (h) 

Culture mode DCW  
(g/l) 

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

P(3HB) content  
  (% DCW) 

productivity 
(g/l-h) 

Reference 
 

B. megaterium BA-019 Sugarcane liquor 12 Batch (Shake flask) 9.21 4.62 50.12 0.38 งานวิจัยนี้ 

B. megaterium BA-019 Sugarcane liquor 6 Batch(Fermenter) 9.61 3.07 42.52 0.51 งานวิจัยนี้ 

B. megaterium BA-019 Molasses 15 Batch (Fermenter) 9.97 3.31 33.23 0.22 งานวิจัยนี้ 

B. megaterium BA-019 Molasses 24 Batch (Shake flask) 5.75 2.73 47.48 0.08 รัตนศิริ มุทิตากุล, 2538 

B. megaterium BA-019 Molasses 36 Batch (Shake flask) 8.51 5.14 60.40 0.14 อติพล บุญเรืองถาวร, 2543 

B. megaterium Molasses 48 Batch (Fermenter) 3.60 2.20 59.40 0.08 Gouda et al. (2001) 

Pseudomonas  cepacia  Lactose 120 Batch (Fermenter) 3.57 2.00 56.00 0.02 Young et al. (1994) 

Azotobacter  chroococcum  Starch 58 Batch (Fermenter) 1.17 0.86 73.90 0.01 Kim (2000) 

Pseudomonas fluorescens A2a5 Sugarcane liquor 96 Batch (Fermenter) 32.00 22.00 70.00 0.23         Jiang et al. (2008) 
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ภาคผนวก ก 
 

การเตรียมวัตถุดิบและสารท่ีใชในการวิจัย 
1. การเตรียมน้ําออย 
 1.1 นําน้ําออยใสในหลอดเซนตริฟวสและปนแยกตะกอนท่ีความเร็ว 8,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 10 นาที  
 1.2 นําน้ําออยท่ีผานการปนแยกตะกอนออกแลวมาวิเคราะหปริมาณน้ําตาลท้ังหมด และ
เจือจางใหไดความเขมขนท่ีเหมาะสม 

 

 
 

น้ําออยท่ีผานการปนแยกตะกอน 
 
2. การเตรียมสารละลายเอนไซมอินเวอรเทส (invertase) 

2.1 สารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร  
เตรียมจากการละลายโซเดียมอะซิเตต 9.10 กรัม ในน้ํากล่ัน 800 มิลลิลิตร เติมกรดอะซิติก 

1.9 มิลลิลิตร ปรับ pH เปน 4.5 แลวปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร ดวยนํ้ากล่ัน 
  2.2 สารละลายเอนไซมอินเวอรเทส 

เตรียมจากการละลายเอนไซมอินเวอรเทส 0.15 กรัม ในสารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร 100 
มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัแลวกรองดวยกระดาษกรองเบอร 1 
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3. การเตรียมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (DNSA reagent) 
 สารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก เตรียมจากการละลายกรดไนโตรซาลิไซลิก 1.0 กรัม 
ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 2 โมลาร ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวเติมน้ํากล่ัน
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เติมโปแตสเซียมโซเดียมตารเตรต 30 กรัม ปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร 
เก็บในขวดสีชา 
 
4. การเตรียมสารละลายท่ีใชในการวิเคราะหปริมาณยูเรีย 
 4.1 สารละลายโปแตสเซียมคลอไรดความเขมขน 2 โมลาร เตรียมจากการละลายโปแต
สเซียมคลอไรดปริมาณ 150 กรัมในน้ํากล่ันปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหเปน 
1 ลิตรดวยน้ํากล่ันปลอดประจุ 
 4.2 สารละลายฟนอลไนโตรพัสซายด   เตรียมจากการละลายฟนอล 7 กรัม   และโซเดียม
ไนโตรพัสซายดปริมาณ 34 มิลลิกรัม ในน้ํากล่ันปลอดประจุ 80 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหเปน 100 
มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ันปลอดประจุ เก็บไวในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซสเซียส 
 4.3 สารละลายบัฟเฟอรไฮเปอรคลอไรด   เตรียมจากการละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 1.48 
กรัมในน้ํากล่ันปลอดประจุปริมาตร 70 มิลลิลิตร   เติมโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 4.98 กรัม   และ
สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรด (คลอรอกซ 5-5.25 เปอรเซ็นต) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ปรับ pH 
ใหอยูในชวง 11.4-12.2   ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด 1 นอรมอล ปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร 
ดวยน้ํากล่ันปลอดประจุ 

4.4 สารละลาย EDTA เตรียมจากการละลาย EDTA ไดโซเดียมซอลทปริมาณ 6 กรัม ในน้ํา
กล่ันปลอดประจุปริมาตร 80 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหเปน 7 ปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํา
กล่ันปลอดประจุ 
 
 
  
 



 98 

ภาคผนวก ข 

 
สูตรคํานวณ 
1. การคํานวณน้ําหนักเซลลแหง 

น้ําหนกัเซลลแหง (กรัมตอลิตร) = น้ําหนกัถวยท่ีมีเซลล -น้ําหนักถวยเปลา  x 1000 
                                                                        10             

2. การคํานวณปริมาณ PHB จากการวิเคราะหดวยวิธีกาซโครมาโทกราฟฟ 
การคํานวณปริมาณ P(3HB) (กรัมตอลิตร ตอ เซลลแหง 20 มิลลิกรัม) 
ปริมาณ P(3HB) (กรัมตอลิตร) = คาจากการวิเคราะห(กรัมตอลิตร)xน้ําหนักเซลลแหง(กรัมตอลิตร) 
                                                                                                      20 
3. การคํานวณปริมาณน้าํตาลรีดิวซในน้ําหมัก 
ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ (กรัมตอลิตร) = OD540 x   ความชัน-1 x คาการเจอืจาง 
 
4. การหาปริมาณยูเรียในน้ําหมัก 
ปริมาณยูเรีย (กรัมตอลิตร) = OD636 x   ความชัน-1 x คาการเจือจาง 
 
5. การคํานวณอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน 
ยูเรีย        
     มวลโมเลกุลของยูเรียเทากับ       60      มีธาตุไนโตรเจนเทากับ 28 
     ถาใชความเขมขนของยูเรียเทากับ 0.8 กรัมตอลิตร มีธาตุไนโตรเจนเทากับ 0.37 กรัมไนโตรเจน 
น้ําออย(น้ําตาลซูโครส)  
     มวลโมเลกุลของซูโครสเทากับ    342                        มีธาตุคารบอนเทากับ 144   
     ถาใชความเขมขนของซูโครสเทากับ 20 กรัมตอลิตร มีธาตุคารบอนเทากับ 8.42 กรัมคารบอน 
     ดังนั้นอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน  8.42 : 0.37  =  23 กรัมคารบอนตอกรัมไนโตรเจน 

6. การคํานวณหา μ    และ Productivity         

   μ   = lnXt – lnXo 
                                    t 
     Productivity  =               Pt  - P0 
                           t 
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ภาคผนวก ค 

 
กราฟมาตรฐาน 
1. กราฟมาตรฐานของนํ้าตาลซูโครส ในน้าํออยวิเคราะหโดย HPLC 
 

 
 
2. กราฟมาตรฐานของนํ้าตาลกูลโคส ในน้ําออยวิเคราะหโดย HPLC 
 

 
 
3. กราฟมาตรฐานของนํ้าตาลฟรุกโตสในนํ้าออยวิเคราะหโดย HPLC 
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4. กราฟมาตรฐานของนํ้าตาลรีดิวซ 

y = 0.3391x
R2 = 0.9986
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กราฟมาตรฐานของน้ําตาลรีดิวซในชวง 0-1.0 กรัมตอลิตร มีคาความชันเทากับ  0.3391 

 
5. กราฟมาตรฐานยูเรีย 

 

y = 0.017x
R2 = 0.9977
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กราฟมาตรฐานของยูเรียในชวง 0-1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีคาความชันเทากับ  0.017 
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6. กราฟมาตรฐาน P(3HB) วิเคราะหดวยวิธี GC 
 

y = 0.1265x
R2 = 0.9992
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กราฟมาตรฐานของ P(3HB) ความเขมขน 0-5 กรัมตอลิตร   มีคาความชันเทากับ 0.1265 
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ภาคผนวก ง 
 

โครมาโทแกรม 

1. โครมาโทแกรมแสดงชนดิของน้ําตาลท่ีเปนองคประกอบในน้ําออยดวยเคร่ืองไฮเพอรฟอรแมนซ
ลิควิดโครมาโตกราฟ 
 

 
 

2. โครมาโทแกรมวิเคราะหปริมาณ P(3HB) โดยวิธีแกสโครมาโตกราฟฟ 
 

 
โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน 3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต P(3HB)  ซ่ึงวิเคราะหดวยวิธี GC โดยใช
กรดเบนโซอิกเปนสารมาตรฐานภายใน 

P(3HB) 

Benzoic acid 
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โครมาโทแกรมของ P(3HB)  จาก Bacillus megaterium BA-019  ซ่ึงวิเคราะหดวยวิธี GC โดยใช
กรดเบนโซอิกเปนสารมาตรฐานภายใน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

P(3HB) 

Benzoic acid 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาวศริญญา  แกวประดับ เกดิวันท่ี 29 มกราคม 2527 ท่ีจังหวัดยะลา สําเร็จการศึกษา 
ระดับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต ภาควชิาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลา 
นครินทร   เม่ือปการศึกษา 2548   และไดเขาศึกษาตอในระดับบัณฑติศึกษา หลักสูตรจุลชีววิทยา
ทางอุตสาหกรรม คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศกึษา 2549  

ในระหวางการศึกษาไดรับทุน 90 ปจุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย  และเขารวมเสนอผลงานใน
งาน 13th Biological Sciences Graduate Congress  ณ National University of Singapore ประเทศ
สิงคโปร ระหวางวนัท่ี 15 ถึง 17 ธันวาคม 2551   และงาน The 19th Annual Meeting of the Thai 
Society for Biotechnology (TSB 2009) ณ ศูนยประชุมแหงชาติสิริกิตต  ระหวางวันท่ี 24-25 
กันยายน 2552 ในหวัขอ Production of biodegradable plastic, poly(3-hydroxybutyrate), by 
Bacillus megaterium BA-019 from sugarcane liquor. 
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