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รูปที ่8  วิถกีารสังเคราะหและวิถกีารยอยสลาย PHB โดย Ralstonia eutropha ( Doi, 1990 ; Lee  
และคณะ, 1999) 
 
 ในระหวางการเจริญเติบโตแบบปกติของจุลินทรีย         เกิดการคาตาบอไลซสารคารโบไฮเดรต 
ผานวิถ ี Entder-Doudoroffไปเปนไพรูเวต ซึ่งสามารถเปลี่ยนเปนอะซิติลโค-เอ โดยปฏิกิริยาดไีฮโดร
จีเนชัน่(dehydrogenation)  ดังนั้นอะซติิลโค-เอจะเขาสู tricarboxylic acid(TCA) ดวยการปลอย 
CoASH และถูกออกซิไดซไดคารบอนไดออกไซดและพลังงานในรูป ATPและ reducing  
equivalents(NADH , NDAPH และ FADH2)   จุลนิทรียจะนาํพลังงานและสารตั้งตน(biosynthetic  
precursors)  ที่ไดไปใชในกระบวนการสังเคราะหโปรตนีตอไป    อัตราที่อะซิติลโค-เอเขาสู TCA cycle 
ข้ึนกับแหลงไนโตรเจน  ฟอสฟอรัส  และแรธาตุอ่ืนๆ  ดังนัน้อัตราการสังเคราะห PHB จะเพิ่มข้ึนเมื่อ
มีอะซิติลโค-เอปริมาณมาก  ซึ่งจะเกิดข้ึนในภาวะทีเ่ซลลขาดแคลนธาตุอาหารจาํเปน  พบวาเชื้อ 
A.eutrophus ที่ขาดแคลนสารอาหารดังนี้  คือ  ไนโตรเจน  ฟอสฟอรัส  ออกซิเจน  แมกนีเซียม  หรือ
ซัลเฟต  กระบวนการสังเคราะหโปรตนีจะสิ้นสุดลง เปนผลให NADH และ NADPH  มีปริมาณสูงขึ้น  
ซึ่งจะไปยับยั้ง citrate  synthase และ isocitrate  dehydrogenase   เปนผลใหเกิด TCA cycle ชาลง 
และอะซิติลโค-เอจะเขาสูการสังเคราะห PHB ไดเพิ่มมากขึ้น (Doi,1990 ; Braunegg, 1998) 
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การผลิต PHB จาก Bacillus sp. 
 

 หลังจาก Lemoigne(1926) ไดตรวจพบ PHB ใน Bacillus megaterium   เปนตนมา มีการทาํ
วิจัยเกีย่วกับการผลิต PHB มากขึ้น     ป 1958 WilliamsonและWilkinson  ทําการสกัดและหาปริมาณ 
PHB ใน Bacillus สปชีสตางๆ  โดยการทําใหเซลลแตกดวยโซเดียมไฮโปคลอไรท  ซึ่งทําใหเซลลเกิด
การยอยสลายและปลอย lipid inclusion ที่อยูภายในออกมา และเมื่อวิเคราะห inclusionของ 
B.cereus  ที่แยกไดและทําใหบริสุทธิ ์ พบวาประกอบดวย PHB 89เปอรเซ็นต และไลปดอื่น ๆ ที่
ละลายในอีเทอรอีก 11 เปอรเซ็นต     ผลการศึกษาของ Wakisakaและคณะ(1982) สรุปไดวา 
Bacillus thuringiensis  จะสราง PHB เมื่อมีความเขมขนของโปแตสเซียมในอาหารเลี้ยงเชื้อตํ่า และ
แอมโมเนยีมซลัเฟตจะกระตุนใหเกิดการสรางแกรนูล PHB ในสายพนัธุ 290-1  เพิ่มข้ึน   ตอมาในป 
1991  Chenและคณะรายงานผลการศึกษาการสรางพอลิ-3-ไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในแบคทีเรียจีนัส  
Bacillus สายพนัธุตางๆ ดังนี ้ B.megaterium DSM90  B.laterosporus DSM335  B.subtilis 
DSM10       B.sphaericus DSM20   B.cereus DSM31   B.amyloliquefaciens DSM7   B. 
lichenifomis DSM394   B.marerans DSM2892   B.circulans DSM1529   B.thuringiensis 
DSM2046  และ  B.mycoides DSM 2048  ใชวิธกีารเพาะเลี้ยงแบบ 2 ขั้นตอน โดยใชกลโูคสเปน
แหลงคารบอน       ข้ันตอนแรกใหจุลินทรียชนิดตางๆเติบโตในอาหารที่มีสารอาหารสมบูรณ (nutrient-
rich medium)   ที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส  ความเรว็ของเครื่องเขยา 120 รอบตอนาที   บมเชือ้เปน
เวลา 30 ชั่วโมง  เก็บเซลลแหงมาลางดวยน้ํา      จากนัน้นาํเซลลลางแลวถายลงในอาหารเหลวไมมี
ไนโตรเจน  (N-free medium)เพื่อกระตุนการสงัเคราะหพอลิเอสเทอร  เมื่อจุลินทรยีเติบโตในอาหารที่
มีสารอาหารสมบูรณ  สายพันธุตางๆ สามารถสะสม PHB ไดในปริมาณเล็กนอย  ซึ่งปริมาณ PHB 
ภายในเซลลภายใตภาวะการเลี้ยงเชื้อดังกลาวอยูที่ 5-20 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง  แตเมื่อ
ควบคุมการหมักใหอยูในภาวะทีม่ีปริมาณคารบอนมากเกินพอและจํากัดปริมาณไนโตรเจน  แบคทีเรีย
สามารถผลิตพอลิเมอรไดเพิ่มมากขึ้น  ซึ่งปริมาณ PHB ที่ผลิตไดแตกตางกนัขึ้นอยูกับสายพนัธุของ
แบคทีเรีย  นอกจากนี้ยงัพบวาอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการเติมอะซีเตต และ 3-ไฮดรอกซีบิวทีเรตลงไป  มี
ผลใหการสงัเคราะห PHB เพิ่มมากขึ้น  ทั้งนี้เนื่องจากสารอาหารที่เติมเพิ่มลงไปทาํใหปริมาณอะซิติล
โค-เอ และ 3-ไฮดรอกซีบิวทริิลโค-เอภายในเซลลเพิ่มมากขึ้น     McCoolและคณะ(1996)ศึกษาการ
สะสมของ PHA ใน Bacillus megaterium พบวามีการสะสม PHAสูงสุดในชวง late exponential 
phase และชวง early stationary phase   ในชวง early stationary phase จะพบ PHA มีปริมาณมาก
ที่สุด     Sabatและคณะ(1998) พบวา Bacillus megaterium BS1 ซึ่งเปนสายพนัธุที่แยกไดสามารถ
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สะสม PHB ได  คิดเปนปริมาณ PHB เทากับ 10 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง  เมื่อเลี้ยงเชื้อในภาวะ
ที่เหมาะสมสามารถผลิต PHB ความเขมขนเทากับ 1.9 กรัมตอลิตร  เมื่อนําแบคทีเรียไปทําใหเกิดการ
กลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลต พบวาในสายพนัธุกลายพันธุ UM10-BS1 มีปริมาณ PHB เพิ่มข้ึน
เล็กนอย คือ ผลิต PHB ความเขมขนเทากับ 2.29 กรัมตอลิตร       Lawและคณะ(2001) ศึกษาการ
ผลิต PHB จากแบคทีเรีย Bacillus spp.ซึ่งแยกไดจาก municipal activated sludge พบวาเมื่อสกัด
เซลลจากสายพันธุ HF-1   แลวนาํไปวเิคราะหดวยลาํดับเบสของดเีอ็นเอสามารถเปรียบเทียบไดกับ 
Bacillus megaterium      LabusekและRadecka(2001) รายงานวา B. cereus UW85 สามารถ
สะสม PHB และเจริญเติบโตในอาหารเหลวที่มกีลูโคสเปนแหลงคารบอน คิดเปนปริมาณ PHB เทากบั 
25 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง    Borahและคณะ(2002)ศึกษาภาวะทีเ่หมาะสมตอการผลิต PHB   
โดย Bacillus  mycoides RLJ B-017 พบวาสามารถผลติ PHB  คิดเปนปริมาณ PHB เทากับ 69.4 ± 
0.4 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง   

 รัตนศิริ  มุทิตากุล(2538)ไดคัดกรองจุลินทรียที่ผลิต PHB จากจุลินทรีย 30 ชนิด   ที่แยกไดจาก 
ตัวอยางตางๆ พบวาแบคทีเรีย Bacillus sp.สายพันธุ BA-019   สามารถสรางและสะสม PHB ได
ปริมาณสูงกวาสายพนัธุอ่ืนๆ      จากนั้นอตพิล  บุญเรอืงถาวร(2543) รายงานการศึกษาการผลติ PHB 
โดยเชื้อเดียวกนัพบวาภาวะการเลี้ยงเชื้อทีเ่หมาะสมในถงัหมกัคือ คาพีเอชเทากับ 6.0     ปริมาณ
ออกซิเจนละลาย 60 เปอรเซ็นตของอากาศอิ่มตัว  อัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 25 โมล
ตอโมล และเมื่อศึกษาการเพาะเลี้ยง Bacillus sp.BA-019 แบบปอนเปนงวด 2 ข้ันตอน ทีม่ีการควบคุม
การปอนสารอาหารดวยเทคนิค pH-stat  พบวาเมื่อใชสารอาหารปอนเขาที่ประกอบดวยแหลงคารบอน 
แหลงไนโตรเจน และแรธาต ุใหผลการเจรญิเติบโตของเซลลอยางรวดเร็ว  และมีการผลิต PHB เพิ่มข้ึน
อยางมากและเมื่อใชกากน้าํตาลที่ความเขมขนของน้าํตาลทัง้หมด 400 กรัมตอลิตร ใชอัตราสวน
คารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 10 โมลตอโมล เปนสารอาหารปอนเขาทําใหการผลิต PHB สูงที่สุด โดย
ไดความเขมขนของเซลลสงูสุดเทากับ 72.57  กรัมตอลิตร    ความเขมขนของ PHB เทากับ 30.52  กรัม
ตอลิตร   คิดเปนปริมาณ PHB เทากับ 42 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง และมีอัตราการผลิต PHB 
เพิ่มข้ึนเปน 1.27 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 
 
ปจจัยที่มีผลตอการผลิต PHB  
   จากสมบัตทิี่สามารถถูกยอยสลายไดโดยธรรมชาติ  และไมเปนพษิตอส่ิงแวดลอม        รวมทั้ง 
สมบัติทางเคมีและกายภาพที่คลายกับพลาสติกที่สงัเคราะหไดจากอตุสาหกรรมปโตรเคมี  ทําให PHB 
ไดรับความสนใจนํามาผลิตเปนพลาสติกเพื่อใชทดแทนพลาสติกบางชนิดที่ใชกนัอยูในปจจุบนั แต
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อุปสรรคที่สําคัญอยางยิง่สาํหรับการประยุกตใช PHB คือตนทุนของการผลิต PHB ยงัสูงกวาพลาสติกที่
สังเคราะหไดจากอุตสาหกรรมปโตรเคมีมาก(Byrom,1987 ; ChoiและLee ,1997)    โดยตนทนุการ
ผลิต PHB เมือ่คํานวณจากพื้นฐานของขอมูลดังนี ้คือ    ผลิตดวยกระบวนการหมกัของเชื้อ Ralstonia  
eutropha ดวยอัตราการผลิต 2.5 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ในถังหมกัแบบ stirred-tank ขนาด 334 
ลูกบาศกเมตร เทากับ 5.58 ดอลลารสหรัฐตอกิโลกรัม   ในขณะทีพ่ลาสติกสังเคราะหเชน PP,PE และ 
PS ราคาขายในปจจุบนัเทากับ 0.62-0.96 ดอลลารสหรัฐตอกิโลกรัม(ChoiและLee ,1997 ; 
Steinbuchel และ Fuchtenbusch, 1998)  เมื่อผลิต PHB โดย recombinant E. coli     สามารถลด
ราคาตนทุนเหลือ 4 ดอลลารสหรัฐตอกิโลกรัมเปนราคาที่ใกลเคียงกับพลาสติกที่สามารถยอยสลาย
ชนิดอื่นได เชน PLA และอลิฟาติกพอลิเอสเทอร      ซึ่งราคาประมาณ 3-5 ดอลลารสหรัฐตอกโิลกรัม 
(Lee, 1996b ; Reddy, 2003)   ดังนัน้นกัวิจัยหลายคณะไดพยายามที่จะขจัดอุปสรรคดังกลาวเพื่อให
สามารถลดตนทนุการผลิต PHB ทางการคา  ซึ่งจะทําใหสามารถแขงขันดานราคากับพลาสติก
สังเคราะหได  วิธกีารที่นาํมาใชในการลดตนทุนการผลิต PHB ไดแก การพัฒนาสายพนัธุแบคทีเรีย  
การพัฒนากระบวนการหมกัและกระบวนการเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑใหมีประสิทธิภาพมากยิง่ขึ้น   อยางไร
ก็ตามการผลิต PHB ใหมีตนทุนต่าํสุดจะประสบผลสําเร็จไดตองพิจารณาถึงการออกแบบและ
กระบวนการทีเ่กี่ยวของอยางเปนระบบ 
 
1.อัตราการผลิต PHB  
   
  นิยามของอัตราการผลิต PHB คือ ความเขมขนของการผลิต PHB ตอหนวยปริมาตร  ในชวง
เวลาหนึง่    การวิเคราะหกระบวนการผลิต PHB โดย Alcaligenes latus    Methylobacterium  
organophilum  และ  recombinant E.  coli  (ChoiและLee ,1999)    แสดงใหเห็นถึงปจจยัตางๆที่
สงผลตอตนทนุการผลิต PHB ดังตารางที่  4  
 เมื่อเปรียบเทยีบกระบวนการผลิต PHB จาก  recombinant E.  coli    โดย 2 กระบวนการทีม่ ี
อัตราการผลิตแตกตางกนั  พบวาเมื่ออัตราการผลิต PHB เพิ่มข้ึนจาก 1.98 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง เปน 
3.2 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง  ตนทนุการผลิต PHB ลดลงจาก 5.37 ดอลลารสหรัฐตอกิโลกรัม เหลือ 4.91 
ดอลลารสหรัฐตอกิโลกรัม  การเพาะเลีย้ง A. latus แบบเฟดแบช โดย WangและLee(1997a) ให
อัตราการผลิต PHB สูงสุด 4.94 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมงทาํใหตนทนุ PHB ต่ําสุดเพียง 2.6 ดอลลาร
สหรัฐตอกิโลกรัม   ดังนัน้ถาอัตราการผลิต PHB สูงขึ้นจะทําใหตนทนุการผลิต PHB ลดลง 
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ตารางที่ 4  เปรียบเทียบตนทนุการผลิต PHB โดยจุลินทรียสายพนัธุตางๆ (ChoiและLee ,1999) 
พารามิเตอร A. latus1 A. latus2 E. coli 3 E. coli 4 M. organophilum 5 

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

 
18 

143 
71.4 
50 

3.97 
0.17 

 
1.42 
0.23 
0.09 
4.94 
0.49 
1.13 
8.3 

 
20 

111.7 
98.7 
88 

4.94 
0.42 

 
0.73 
0.12 
0.05 
1.26 
0.29 
0.15 
2.6 

 
41 

112 
81 

72.3 
1.98 
0.29 

 
1.31 
0.21 
0.09 
2.99 
0.42 
0.35 
5.37 

 
49 

204.3 
157.1 

77 
3.2 

0.27 
 

1.00 
0.16 
0.08 
2.97 
0.36 
0.34 
4.91 

 
70 

250 
130 
52 

1.86 
0.19 

 
1.57 
0.23 
0.11 
3.31 
0.46 
1.01 
6.69 

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

        5 =งานวจิัยของ  Kimและคณะ(1996) 
2. ปริมาณ PHB  

 
  ปริมาณ PHB มีผลตอประสิทธิภาพของกระบวนการเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ     เทาๆกับ PHB 
yield ทีม่ีผลตอแหลงคารบอน    recovery yield และความบริสทุธิ์ของ PHB  มีผลตอปริมาณ PHB    
ใชสารที่ใชสําหรับยอย(digesting agent) ในปริมาณนอยเพื่อแยกแกรนูลของ PHB ออกจากเซลล ทํา
ใหไดปริมาณ PHB ที่สูงขึ้น   เมื่อเปรียบเทียบการวิเคราะหตนทนุการผลิต  PHB จาก A. latus ดวย
การเพาะเลีย้งแบบเฟดแบช(ChoiและLee ,1999) 2 วธิีการ         ซึ่งไดจากผลการทดลองของนักวจิัย 
2 กลุมที่ใชจุลินทรียชนิดเดียวกันดงันี ้  Yamaneและคณะ(1996) รายงานผลการทดลองวาไดปริมาณ 
PHB 50  เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง ผลผลิต PHB เทากับ 0.17 กรัม PHB ตอกรัมน้ําตาลซูโครส  
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มีตนทนุการเกบ็เกี่ยวผลิตภณัฑ เทากับ 4.8 ดอลลารสหรัฐตอกิโลกรัม  และจากการศึกษาของ   
WangและLee(1997a) ไดปริมาณ PHB เพิ่มข้ึนเปน 88 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง  เมื่อใช
ภาวะการเลี้ยงเชื้อโดยจาํกดัปริมาณไนโตรเจน ไดผลผลิตของ PHB สูงถงึ 0.42 กรัม PHB ตอกรัม
น้ําตาลซูโครส   ทําใหตนทนุการเก็บเกีย่วผลิตภัณฑลดลงเหลือเพียง 0.92 ดอลลารสหรัฐตอกิโลกรัม    
แสดงใหเหน็วาตนทุนการเกบ็เกี่ยวผลิตภณัฑลดลงอยางมากเมื่อปริมาณ PHB เพิม่ข้ึน (ChoiและLee 
,1999)  ทัง้นีเ้นื่องจากการผลิต PHB ไดในปริมาณทีต่่ําตองใชสารเคมีในการยอยปริมาณมาก และ
เพิ่มตนทนุดานอุปกรณอีกดวย   
 
3. แหลงคารบอน และ ผลผลิต PHB 

 Yamane(1992,1993)รายงานวาราคาของแหลงคารบอนมีผลตอตนทนุการผลิต PHB อยาง 
มากในบรรดาสารอาหารที่ใชในกระบวนการหมัก  แหลงคารบอนมผีลตอตนทุนการผลิตมากทีสุ่ด ซึ่ง
แหลงคารบอนทีน่ํามาใชมมีากมายหลายชนิดขึ้นอยูกบัความสามารถของจุลินทรียชนิดตางๆ เชน 
คารโบไฮเดรต  น้ํามัน  แอลกอฮอล  ไฮโดรคารบอน เปนตนประสทิธิภาพของการเปลี่ยนสับสเตรทไป
เปน PHB ก็มีความสาํคัญตอตนทนุการผลิตเชนเดียวกนั  ตารางที่ 5 สรุปราคาของแหลงคารบอนและ
ผลผลิต PHB ตามทฤษฎี (theoretical  yield) ซึ่งสงผลตอราคาของ PHB  
 
ตารางที่ 5  ผลของราคาสบัสเตรท และผลผลิต PHB ตอราคา PHB(Lee, 1996b ; Madisonและ
Huisman, 1999 ; Reddyและคณะ ,2003) 
Substrate              Substrate price               P(3HB) yield                  Production cost 
                            (US$ Kg-1)            [(g P(3HB)(g substrate)-1]       (US$ (Kg P(3HB)-1) 
  Glucose                      0.493                                    0.38                                         1.30              
  Sucrose                      0.290                                    0.40                                          0.72 
  Methanol                    0.180                                    0.43                                          0.42 
  Acetic acid                 0.595                                    0.38                                         1.56 
  Ethanol                       0.502                                    0.50                                         1.00 
  Cane molasses          0.220                                    0.42                                          0.52 
  Cheese whey             0.071                                    0.33                                          0.22 
  Hemicellulose            0.069                                    0.20                                          0.34 
  Hydrolysate 
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  เนื่องจากแหลงคารบอนที่เปนวัสดุเหลือใชทางการเกษตร  เชน   กากน้าํตาลจากออย หรือ หัว 
บีท    หางนม(cheese whey)  เซลลูโลส  และเฮมิเซลลูโลส  มีราคาต่าํ    ดงันัน้แหลงคารบอนเหลานี้
จึงเหมาะสมทีจ่ะนาํมาใชในการผลิต PHB(Lee, 1996b ; ChoiและLee ,1997)   แบคทีเรียจํานวน
มากสามารถผลิต PHB ไดจากแหลงคารบอนที่มีราคาต่าํเหลานี ้ แตโดยทั่วไปปริมาณ PHB และอตัรา
การผลิต PHB จะต่ํากวาการใชแหลงคารบอนบริสุทธิ ์     KimและChang(1995)เลี้ยง  recombinant 
E.  coli  ดวยวธิีการเพาะเลี้ยงแบบเฟดแบช ในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีแปงมันที่ผานการยอยเปนแหลง
คารบอนสามารถผลิต PHB ได 61 กรัมตอลิตรและความเขมขนของเซลล 106 กรัมตอลิตร อัตราการ
ผลิต PHB เทากับ 1.03  กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง และไดปริมาณ PHB เทากบั  58 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกั
เซลลแหง         Lee และคณะ(1997) ไดพัฒนา  recombinant  E.  coli  สายพนัธุซึ่งรับยีนสงัเคราะห 
PHB จากเชือ้ Ralstonia  eutropha เพื่อสะสม PHB ปริมาณมากในอาหารทีม่ีหางนมเปน
องคประกอบ        WongและLee(1998) เลี้ยง  recombinant E.  coli  ดวยวธิีการเพาะเลี้ยงแบบเฟด
แบช โดยใชสารละลายหางนมเปนสารอาหารปอนเขา(feeding solution) สามารถผลิต PHB ได 69 
กรัมตอลิตรและความเขมขนของเซลล 87 กรัมตอลิตร อัตราการผลิต PHB 1.4 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 
ซึ่งต่ํากวาการใชแหลงคารบอนบริสุทธิ์และไดปริมาณ PHB สูงถึง 80 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง     
Kim(2000) ศึกษาการผลิต PHB โดยเลี้ยง Azotobacter chroococcum ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแปง
เปนแหลงคารบอน สามารถผลิต PHB ได 25 กรัมตอลิตรและความเขมขนของเซลล 54  กรัมตอลิตร   
อัตราการผลิต PHB เทากับ  0.35 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง และไดปริมาณ  PHB เทากับ 46  เปอรเซ็นต
ตอน้ําหนักเซลลแหง           จากการวิเคราะหตนทนุการผลิต  PHB  ของ ChoiและLee (1997พบวา
ถาเปลี่ยนแหลงคารบอนจากกลูโคสทีม่ีราคา 0.5 ดอลลารสหรัฐตอกิโลกรัม  เปนการใชแปงขาวโพดที่
ยอยแลวซึง่มีราคา 0.22 ดอลลารสหรัฐตอกิโลกรัม   ตนทุนการผลิต PHB จาก recombinant E.coli  
ซึ่งเลี้ยงเชื้อดวยวีธกีารเดียวกันลดลงจาก 4.91 ดอลลารสหรัฐตอกิโลกรัมเหลือ 3.72 ดอลลารสหรัฐตอ
กิโลกรัมหรือตํ่ากวาการใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนเทากับ 1.19 ดอลลารสหรัฐตอกโิลกรัม    
 
 
4. ปจจยัอื่น ๆ  
   
  การใหออกซเิจนอยางเพียงพอเพื่อรักษาสภาพการมีอากาศ(aerobic condition)  จะสงผลตอ 
ตนทนุการผลิต PHB ดวย  การปองกันการจํากัดออกซิเจนโดยทัว่ไปจําเปนตองมภีาชนะที่ทนแรงดัน
ได  มีอัตราการไหลของกาซสูง และมกีารเติมอากาศทีม่ีออกซิเจนมาก ปจจัยเหลานี้ทาํใหตนทนุการ
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ผลิตสูงขึ้นโดยเฉพาะอยางยิง่ในระบบอุตสาหกรรมขนาดใหญ (ChoiและLee ,1999)    ปญหานี้
สามารถแกไขไดถาสามารถคนพบแบคทีเรียที่ซึ่งสามารถผลิต PHB ไดดีในภาวะที่มีออกซเิจนไม
เพียงพอ          WangและLee(1997b) สามารถผลิต PHB ไดในปริมาณมากโดยการเลี้ยง  
recombinant E.  coli ดวยวิธกีารเพาะเลี้ยงแบบเฟดแบช     ในระยะการสังเคราะห PHB ความ
เขมขนของออกซิเจนละลายถูกรักษาระดับที ่1-3 เปอรเซ็นตของอากาศอิ่มตัว   สามารถผลิต PHB ได
สูง 157.1 กรัมตอลิตร  ปริมาณ PHB เทากับ 77  เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง และมีอัตราการผลิต 
PHB สูง  3.2  กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง        Kim(2000) ศึกษาผลของปริมาณอากาศตอการผลิต PHB 
เมื่อเลี้ยงเชื้อ recombinant E.  coli  จากหางนมดวยวิธกีารเลี้ยงเชื้อแบบเฟดแบช ในรูปของความเร็ว
สูงสุดในการกวนใหอากาศจาก stirred tank fermentor  ความเขมขนของเซลลและอัตราการผลิต 
PHB สูงขึ้นเมือ่เพิ่มความเรว็สูงสุดในการกวนใหอากาศ ซึ่งปริมาณ PHB สูงที่สุดเมือ่ใหความเร็วสูงสุด
ในการกวนใหอากาศเทากับ 500 rpm  เมื่อความเรว็สงูสุดในการกวนใหอากาศสงูกวา 700 rpm  ได
ปริมาณ PHB เทากับ 56-58  เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหงเทานั้น   เพราะวากระบวนการผลติหยุด
เนื่องจากปริมาณอาหารเลี้ยงเชื้อทีเ่พิ่มข้ึน    นอกจากนี ้Kim ยังไดศึกษาเปรียบเทียบผลของการจาํกัด
ออกซิเจนในการเลี้ยงเชื้อแบบเฟดแบช พบวาการจํากัดปริมาณออกซิเจนสงผลใหความเขมขนของ 
PHB    ปริมาณ PHB  และอัตราการผลิต PHB  สูงกวาไมจํากัดปริมาณออกซิเจน      Page(1992) 
รายงานวาเมือ่เลี้ยงเชื้อสายพนัธุกลายของ  Azotobacter vinelandii  UWD โดยเติม fish peptone   
yeast extract   cassamino acids  bactopeptone หรือ beef extract อยางใดอยางหนึ่งในอาหาร
เลี้ยงเชื้อปริมาณเล็กนอย    ผลผลิต PHB ตอคารบอนทีถู่กใชไปจะเพิ่มข้ึน แหลงไนโตรเจนเชงิซอน
เหลานี้เพิ่มเฉพาะอัตราการผลิต PHB โดยไมเพิ่มจํานวนเซลล  ถงึแมจะใชไนโตรเจนเชิงซอนใน
ปริมาณเล็กนอย แตคุณภาพของแหลงไนโตรเจนเชิงซอนเหลานีจ้ะเปลี่ยนไปตามชวงระยะเวลาในแต
ละปและสถานที่ผลิต ซึง่อาจสงผลใหผลจากกระบวนการหมกัเปลี่ยนแปลงไปและคุณภาพของพอลิ
เมอรที่ไดไมคงที ่(ChoiและLee ,1999) 
  ราคาการผลิต PHB จะลดลงเมื่อขนาดการผลิตเพิ่มข้ึน (ChoiและLee ,1997 ; ChoiและLee , 
1999) เมื่อขนาดการผลิตเปลี่ยนแปลง ตนทนุการผลิตตางๆจะเปลีย่นแปลงดวย  โดยสัดสวนของ
ตนทนุดานวัตถุดิบเพิ่มข้ึนมากที่สุด  คิดเปนประมาณ 50 เปอรเซ็นตของตนทนุทัง้หมด  ดังนัน้ตนทุน
ดานวัตถุดิบจงึมีความสําคญัตอการผลิต PHB มาก   
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การผลิตในระดับอุตสาหกรรม 

 
 การผลิตพอลิเมอรทางชีวภาพในอุตสาหกรรมมีปจจัยทีจ่ํากัด 3 ประการ ไดแก ภาวะในการ
เจริญเติบโตของเชื้อสําหรับการผลิตสาร (โดยปกตแิลวภาวะที่ไมสมดุลของสารอาหารเปนสาเหตุให
เชื้อเจริญเติบโตชา)   วิธกีารสังเคราะหพอลิเมอรจากสารตั้งตนราคาถูก  และ  ประการสุดทาย คือ 
ราคาของกระบวนการเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑที่สงู อยางไรก็ตามปจจุบนัไดมีการนําความรูเกีย่วกับวิถีการ
สังเคราะหและกลไกการควบคุมเพื่อใชในการพัฒนาสายพนัธุจุลนิทรยี     โดยการตัดตอยีน(recombi 
nant organisms)  ทั้งแบคทีเรีย   ยีสต  และพืช   ทาํใหสามารถสังเคราะหพอลิเมอรจากแหลง
คารบอนราคาถูก เชน  กากน้ําตาล  ซูโครส  แล็กโตส   กลีเซอรอล  น้ํามนั  และ กาซมีเทน  แตใน
กระบวนการหมักโดยใชแบคทีเรียที่ตัดตอยนี (recombinant bacteria)  และ พืชที่ตัดตอยีน 
(recombinant plants)เพื่อผลิตพอลิเมอรในระดับอุตสาหกรรมนัน้ยงัคงไมสมบูรณ (Steinbuchelและ
Fuchtenbusch , 1998 ; Luengoและคณะ, 2003) 
 วิธีการผลิต PHB แตกตางกนัขึ้นกับการสงัเคราะหเอนไซมของเซลลเพื่อผลิตพอลิเมอร   การม ี
ความรูเกีย่วกบัระบบเอนไซมทําใหรูถึงความตองการเกีย่วกับพลังงาน เพื่อใชในกระบวนการผลติขนาด
ใหญ และ ทาํใหทราบวธิีการใหมๆ หรือ พัฒนากระบวนการผลิตพอลิเมอรในถังหมัก(LeeและChoi, 
1999 ; Luengoและคณะ, 2003)  
 
การสรางสปอร (Endospore  formation) 

 
  เนื่องจากการวิจัยโดยใชแบคทีเรียสายพนัธุ  Bacillus sp. BA-019 และในแบคทีเรียสายพันธุ
ที่สามารถสรางสปอรไดพบวาระหวางกระบวนการผลิต PHB ปริมาณ PHB จะลดลง อาจเนื่องมาจาก
เซลลนํา PHB ไปใชในกระบวนการสรางสปอร    Benoitและคณะ(1990) ศึกษากระบวนการหมักใน
ระหวางการเจริญเติบโตและการสรางสปอรของ  B. thuringiensis  พบวาสามารถผลิต PHB  และ  
นํา PHB ไปใชในการสราง สปอรและอาจจะใชเปนแหลงพลงังานในกระบวนการเมแทบอลิซมึของ
เซลล       SlepeckyและLaw(1960) รายงานวาเมื่อเลีย้ง Bacillus megaterium ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่
สงเสริมการผลิต PHB โดยเติมกลูโคสและอะซีเตตในภาวะใหอากาศพบวาการสรางสปอรเกิดขึ้น
หลังจากผลิต PHB        ระหวางการสรางสปอรของแบคทีเรียเซลลจะเปลี่ยนไปอยูในภาวะไมมีการ
เติบโต    เกิดโครงสรางทีท่นความรอน  และสรางสปอร  สปอรของแบคทีเรียไมมีเมแทบอลิซึมสามารถ
ทนอยูในสิง่แวดลอมตางๆ ทัง้ความรอน  แสงอัลตราไวโอเลต และ สารเคมี(AtrihและFoster , 2002) 
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ขอแตกตางระหวางเซลลกับสปอรแสดงดังตารางที่ 6        การสรางสปอรของแบคทีเรียไมสามารถ
เกิดขึ้นระยะexponential phase  แตจะสรางขึ้นเมื่อเซลลหยุดเจริญเติบโตเพราะสารอาหารที่จาํเปน
หมด ตวัอยางเชน เมื่อเลีย้งเชื้อใหเจริญเติบโตในอาหารเปนแหลงพลังงานเมื่อกลูโคสในอาหารเลี้ยง
เชื้อหมด เซลลจะหยุดเจรญิเติบโต และตอมาจะพบสปอรเกิดขึ้น  แตถาเติมกลูโคสในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ในชวงทายของการเจริญเตบิโตการสรางสปอรจะถูกยบัยั้ง   กลูโคสสามารถปองกนัการสรางสปอรโดย
กระบวนการ catabolite repression  โดยปองกนัการสังเคราะหเอนไซมที่จาํเพาะเกี่ยวของกับการ
สรางสปอร     กลูโคสสามารถใชเปนแหลงพลงังานและยับยัง้การสรางสปอรได จึงเหน็ไดวาการ
เจริญเติบโตและการสรางสปอรเปนกระบวนการที่เกิดขึ้นในภาวะที่แตกตางกนั (Demainและ
Solomon, 1985) 
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ตารางที ่  6  ขอแตกตางระหวางสปอร(endospore) และเซลล(vegetative cells) (Demainและ
Solomon, 1985) 
 

 Endospore Vegetative cell 
Structure 

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

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

Refractile 
 

High 
Present 
Absent 
Low 

Higher 
Present 
 

          High 
Low 

Low or absent 
Absent 

Low or absent 
High 
High 

         High 
Stainable only with special method 

Resistant 

Typical Gram-positive 
cell 

Nonrefractile 
 

Low 
Absent 
Present 
High 

Lower 
Absent 

 
Low 
High 
High 

Present 
Present 

Low 
Low 
Low 

         Stainable 
       Sensitive 
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 โครงสรางสปอร 
 

 โครงสรางพื้นฐานของสปอรในระหวางการสรางสปอรดังแสดงในรูปที9่  สปอรจะมีโครงสราง 
ที่ซับซอนมีสวนประกอบที่สําคัญ 3 สวน  

 

 
 

รูปที่ 9  โครงสรางของสปอร B. subtilis ที่ถายดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
(www.bact.wisc.edu/.../bacterialstructure/ Inclusions.html) 

1. Coats   
 

   เปนชัน้ที่อยูนอกสุดมีโครงสรางหลายชัน้หุมสปอรอยูประมาณ 25 พอลิเปปไทดสปชสี   (Driks,  
1999)ในชั้นนีจ้ะชวยใหมีความตานทานตอสารเคมีและเอนไซมตางๆ           ภายใตชั้น coats มีชั้นของ 
เปปติโดไกลแคน  (peptidoglycan) หนามาก            ประมาณ 10 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัแหงของสปอร   
เปปติโดไกลแคนประกอบดวย 2 ชั้น เปนชั้นบางๆ ที่อยูดานใน(primordial cell wall)ซึ่งพบ 2-5 
เปอรเซ็นตของเปปติโดไกลแคนทั้งหมดและ ชั้นนอก(outer cortex)    coats เปนชั้นที่ปองกนัเซลล
หลังจากการงอกและเปนแมแบบ(template) สําหรับการสงัเคราะหเปปติโดไกลแคนระหวางการ
เจริญเติบโต (AtrihและFoster, 2002) 
 
2. Cortex 

 
 โครงสรางชัน้นี้ชวยรักษาจํานวนสปอรที่สรางโดยแบคทเีรีย( AtrihและFoster, 2002)     รวมทัง้ 
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เกิด  δ-lactam ปริมาณมากในทกุตําแหนงที่ม ีmuramic acid และมีการเชื่อมตอสายเกิดขึ้นเพียง 2.9
เปอรเซ็นตของ muramic acid ในสปอรของ B. subtilis     muramic δ-lactam    จําเปนสาํหรบัจดจํา
สับสเตรทสําหรับเอนไซมที่ใชในการยอยแบบจําเพาะในกระบวนการงอก ซึ่งเอนไซมนี้มีความจาํเพาะ
ในการไฮโดรไลซ cortex ระหวางกระบวนการงอกของสปอร   ชั้นนี้มคีวามเกี่ยวของในการรักษาสปอร
แตไมเกี่ยวกับการทนความรอนและความทนทานตอส่ิงแวดลอม(Ellar, 1978 ; Atrihและคณะ, 1996 ; 
AtrihและFoster, 2002) 
 
3. Core 

 
   ชั้นนี้ประกอบดวยสารตางๆที่จําเปนตอเซลล เชน ดีเอ็นเอ  ไรโบโซม เอนไซม     เอนไซมที่อยู
ในชั้นนี้ทาํหนาที่ระหวางการงอกของสปอร และการไดรับน้ํา(rehydration)   นอกจากนี้ยังพบแรธาตุ
ในปริมาณสูงประกอบดวยแคลเซียม (Ca2+)   แมงกานีส (Mn2+)  และ แมกนเีซียม (Mg2+) ซึ่งเกิดขึ้น
เปนองคประกอบจําเพาะรวมกับกรดไดพิโคลินิก(dipicolinic acid)    ภายในชัน้core พบความเขมขน
ของโปรตีนปริมาณสูงมีความสัมพนัธกับสปอร   ดีเอ็นเอ   และเกี่ยวของกับการทนรังสีอัลตราไวโอเลต 
(Setlow, 1994 ; AtrihและFoster, 2002) 
 
วัฏจกัรของสปอร (Spore life cycle) 
 
  การสรางสปอรเกิดขึ้น 7 ข้ันตอน (แสดงในรูปที่ 10)       การเปลีย่นแปลงโครงสรางที่เกิดขึ้น
ในระหวางการสรางสปอรของเซลล  เร่ิมตนจากขัน้แรกเกิดการสรางองคประกอบตางๆภายในเซลล
และแบงองคประกอบเหลานั้นเปน 2 สวน ภายในเซลลแม(mother cell)    ข้ันตอๆไปเปนการสรางชั้น
ตางๆของสปอรมากมายทั้งสปอรและเซลลแมจะพบในขั้นตอนนี้         และในขั้นตอนสุดทายสวนไซโต 
พลาสซึมจะไดรับน้ําและหลุดออกมาจากเซลลแมไดเปนสปอรอิสระ(free spore) 
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รูปที่ 10  ข้ันตอนการสรางสปอร 
(www.bact.wisc.edu/.../bacterialstructure/ Inclusions.html) 

  
  ความสัมพันธของการสรางสปอรและกราฟการเจริญ    ในแบคทีเรียสายพนัธุที่สรางสปอรเชน  
Bacillus แสดงดังรูปที ่11    ในระยะ exponential growth เซลลจะมกีารสะสมกลโูคสในกระบวนการ
หมักและสะสมกรดอินทรียทําใหพีเอชในอาหารเลี้ยงเชือ้ลดลง  เมื่อกลโูคสหมดเซลลจะเปลี่ยน
กระบวนการหมักเปนการเจริญเติบโตแบบ  0xidative growth            และสังเคราะหเอนไซม
สําหรับวัฏจกัร tricarboxylic acid(TCA)กรดอินทรียทีเ่กดิขึ้นถูกนําไปใชเปนแหลงพลังงาน   ที่ภาวะนี้
พบวามีการนาํออกซิเจนไปใชเพิ่มข้ึน และคาพีเอชเพิ่มข้ึนทําใหเกิดการเคลื่อนยายของกรดอินทรยีจาก
อาหารเลี้ยงเชือ้ไปสูเซลล  ขัน้ตอนนี้มีการเริ่มสราง spore septum ขึ้น  ในบริเวณดานนอกของสปอรที่
กําลังพัฒนาพบวามกีารหยดุสรางโปรตีนในไซโตพลาสซึม  กรดอะมิโนที่ถกูปลอยออกมาใชสาํหรับ
สังเคราะหโปรตีนของสปอร และใชเปนแหลงคารบอน(DemainและSolomon, 1985) 
  แหลงพลงังานทั้งหมดของการสรางสปอรตองมาจากแหลงคารบอนภายในเซลลนัน่คือไดมา 
จากโปรตีนและ PHB เนื่องจากแหลงคารบอนในอาหารเลี้ยงเชื้อหมด โมเลกุลของ mRNA ที่สรางขึ้น
ใหมตอบสนองสําหรับการสงัเคราะหเอนไซมของสปอรใหม          โดยสรางผานขั้นตอนการสรางสปอร 
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จนกระทั่งไดสปอรที่สมบูรณ  ขั้นตอนทัง้หมดของการสรางสปอรเร่ิมต้ังแตระยะ late exponential 
growthจนกระทั่งไดสปอรหลุดออกมานอกเซลลซึ่งใชระยะเวลาหลายชั่วโมง(DemainและSolomon, 
1985) 

 
รูปที่ 11    ความสัมพันธของการสรางสปอรตอการเจริญ 

(Demain และ Solomon, 1985) 
 
 ปจจัยที่มีผลตอการสรางสปอร 
 
  สปอรมีความเกี่ยวของกับกลไกการอยูรอด     สปอรสามารถทนทานตอภาวะที่ไมเหมาะสมได  
พื้นฐานทางโมเลกุลสําหรับการทนความรอนของสปอรข้ึนอยูกับหลายๆปจจัย  โปรตีนและเอนไซมเปน
เปาหมายหลกัสําหรับความรอนทีท่ําลายสปอร(Belliveauและคณะ , 1992)  โดยทั่วไปเอนไซมที่สกัด
จาก สปอรจะไมทํางาน(inactivate) เมื่ออยูในอุณหภูมทิี่ต่ํากวาอุณหภูมิบริเวณสปอร   อยางไรก็ตาม
ในการสรางสปอรยังคงมีปจจัยหลายอยางที่มีผลตอการสรางสปอร ไดแก 
 
1. การดึงน้ําออก(Dehydration) 
  
  การดึงน้ําออกของชั้น core ที่เกิดขึ้นระหวางกระบวนการสรางสปอร  คิดเปน 0.5 –1 กรัมของ
น้ําตอกรัมของน้ําหนกัแหงเทยีบกับเซลลทีห่นกั 3-4 กรัม         การดึงน้ําออกของบริเวณโปรโตพลาสต 
ของเซลลเกิดขึ้นระหวางการสรางสปอร      และสมัพนัธกับการทนความรอนของสปอร(Nakashioและ 



 38

Gerhardt , 1985)  ความสาํเร็จในการลดปริมาณน้าํในชั้น core ตองการการสะสมของแรธาตุและการ
พัฒนาชัน้ cortex อยางไรกต็ามยังไมมีผลชัดเจนที่แสดงวา ชัน้ cortex สามารถควบคุมปริมาณน้ําใน
ชั้น core(DriksและSetlow, 1999 ; AtrihและFoster, 2002) 
 
2. โครงสรางของชั้น cortex 
 
  มีการศึกษามานานวาชัน้ cortex ชวยใหสปอรทนตอความรอน ระดับการทนความรอนยัง
สัมพันธกับขนาดของ cortex (MurrellและWarth, 1965)   โครงสรางของเปปติโดไกลแคนในสปอรใน
แบคทีเรียสายพันธุที่สามารถสรางสปอรได อาจจะมีผลตอความคงทนและทนความรอนของสปอร 
(AtrihและFoster, 2001 ; AtrihและFoster, 2002) 
 
3. แรธาตุและกรดไดพิโคลินิก 
 
 สปอรของแบคทีเรียสะสมแรธาตุเพื่อความเสถียรและทนความรอน (SlepeckyและFoster, 
1959)    แคลเซียม (Ca2+)   แมงกานีส (Mn2+)  และ แมกนีเซียม (Mg2+) เปนแรธาตทุี่เปน
องคประกอบมากสุดและพบในชั้นของ core มากสุด     ปริมาณของแรธาตุหลกัในสปอรสามารถแปร
ผันไดโดยการศึกษาในรูปของปริมาณแรธาตุในอาหารเลี้ยงเชื้อ  (SlepeckyและFoster, 1959 ; Atrih
และFoster, 2002) Mn2+ มีผลตอการสรางสปอรของ B.  megaterium   B. subtilis  และ B.  
fastidiosus          AtrihและFoster(2001)ศึกษาการเติม Mn2+    ในอาหารที่ใชสรางสปอรไดผลคือทํา
ใหผลผลิตของสปอร 
(spore yield)เพิ่มมากขึ้น   เพิม่ความทนทาน   ความแข็งแรงของโครงสรางชัน้ cortex และเพิ่มการ
ทนความรอน   Mn2+ยังเกี่ยวของกับเมแทบอลิซึมของคารโบไฮเดรต และเอนไซม  phosphoglycerate 
phosphomutase  ซึ่งตองการภาวะที่เหมาะสมสาํหรบัการสรางสปอรของ B. subtilis  B.cereus  
และ B.  megaterium     Mn2+ ยังคงมีกลไกในการแสดงออกของยีนและกิจกรรมของเอนไซมที่
เกี่ยวของกับการสังเคราะหcortex      นอกจาก Mn2+ แลว แรธาตุอ่ืนไดแก Mg2+  และ Ca2+  ยังมกีลไก
ตอเมแทบอลิซึมของสปอรและความทนทานตางๆ       การใชอัตราสวนของแรธาตุที่พอเหมาะมี
ความสาํคัญตอสมบัติของสปอร (SlepeckyและFoster, 1959 ; AtrihและFoster, 2001) ความเขมขน
ของเกลือที่สูงอาจจะสําคัญตอจํานวนสปอร(SlepeckyและFoster, 1959)     Slepeckyและ
Foster(1959)  รายงานถงึแรธาตุที่อยูในขั้นตอนการสรางสปอรซึ่งแรธาตุหลักที่เกีย่วของคือ แคลเซียม        
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พบวามีความเขมขนของแคลเซียมสูงในสปอรของแบคทีเรียในกลุม Bacillus sp.      ปริมาณ
แคลเซียมที่สูงจําเปนในการสรางสปอร ในภาวะทีข่าดแคลเซียมเปนผลใหการสรางสปอรลดลงและ
การทนความรอนจะลดลง       ปริมาณแคลเซียมที่สงูในสปอรและการปลอยแคลเซียมไดพิโคลิเนต
(caciumdipicolinate)  นาํไปสูการงอกของสปอร      ทําใหเชื่อไดวาแคลเซียมมีความสัมพนัธที่
จําเพาะกบัการทนความรอนใน 
สปอรของแบคทีเรีย     แรธาตุในชัน้ core ที่เพิ่มข้ึนมคีวามสัมพันธกับปริมาณน้าํที่ลดลงในชั้น core 
ดวยเหตนุี้เองอาจทาํใหสปอรทนตอความรอน    ผลของกรดไดพิโคลินิกมกีารศึกษานอยมากไม
เหมือนกับแรธาตุ      Paidhungatและคณะ(2000) ศึกษาการกลายพนัธุของ B.subtilis ซึ่งมียนี 
spoVFA และ spoVFB ซึ่งมีการแสดงออกของ DPA synthease พบวามีผลทําใหน้าํในชัน้ core 
เพิ่มข้ึน และความสามารถในการทนความรอนและทนตอไฮโดนเจนเปอรออกไซดลดลง 
 
4.  ปจจัยอื่นๆ  
 

ภาวะในการสรางสปอร เชน อาหารเลี้ยงเชื้อ  และ อุณหภูมิ              มีผลตอสมบัติของสปอร 
(SlepeckyและFoster, 1959 ; AtrihและFoster, 2001)        SlepeckyและFoster(1960) รายงานการ
เลี้ยง B. megaterium ในอาหารที่สงเสริมการผลิต PHB (Macrae-Wilkinson medium) พบวามีการ
ผลิต PHB และใช PHB โดยปฏิกิริยาของเซลลในระยะ exponential phase   และพบวามสีปอร
เกิดขึ้นนอยกวา1เปอรเซ็นตภายใตภาวะนี ้   แตเมื่อเจริญเติบโตในอาหารที่ไมเหมาะตอการผลิต PHB 
และมีปริมาณอะซิเตตเล็กนอยพบวาการผลิต PHB เกิดขึ้นนอยมาก (1 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลล
แหง) ระหวาง exponential phase และลดลงอยางรวดเร็วในหลายชั่วโมงตอมากอนขั้นตอนการสราง
สปอร(พบสปอร 90 เปอรเซ็นตภายใตภาวะนี้)    เมือ่เติมกลูโคสและอะซิเตตในอาหารเลี้ยงเชือ้เพิ่ม    
ปริมาณอากาศและความเรว็ในการกวนพบวาสามารถผลิต PHB ได10 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง
และไมพบสปอรเกิดขึ้น PHB ถูกใชไปอยางรวดเร็วในชัว่โมงที่ 59 ในขณะที่มีสปอรเกิดขึ้นในอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่เวลานี้ถงึ 90 เปอรเซ็นต         
 เมื่อศึกษาสปอรของแบคทีเรียที่อุณหภูมิตางกนั  พบวาที่อุณหภมูิสูงสปอรทนความรอนได
ดีกวาอุณหภูมติ่ําเนื่องจากระดับของheat shock protein ในเซลลเพิ่มข้ึนเปนผลใหอุณหภูมิในการ
สรางสปอรสูงขึ้น     สปอรของแบคทีเรียในกลุม thermophiles ทนความรอนไดดีกวาแบคทีเรียใน
กลุม mesophiles ซึ่งกลุมนี้ทนความรอนไดดีกวาแบคทีเรียในกลุม psychrophiles(Warth, 1978 ; 
GerhardtและMarquis, 1989)         Kofronovaและคณะ(1994)(อางถึง Strnadovaและคณะ ,1990) 
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รายงานการเลีย้งเชื้อ  B.  megaterium สายพนัธุ 27  เพื่อผลิต PHB พบวาเมื่อเพิ่มอุณหภูมิในการ
เลี้ยงเชื้อถึง 43.5 องศาเซลเซียส     สามารถยับยั้งการสรางสปอรไดเกือบทุกสปชีสและทุกสายพนัธุ
ของ Bacillus                    เมื่อ B. thuringiensis เจริญเติบโตในอาหารเหลวพบวามีความแตกตาง
ของคาพีเอชอยางมาก   ที่คาพเีอชสูงจะพบของการสรางสปอร(รูปที่ 12)     ที่เร่ิมตนของการ
เจริญเติบโตคาพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อตํ่าทาํใหมีสภาพเปนกรด  เนื่องจากเชื้อใชน้ําตาลและสารตั้ง
ตนอื่นในการสรางผลิตภัณฑที่เปนกรดเพื่อใชในการเจรญิเติบโตและการแบงเซลล     ผลิตภัณฑที่เปน
กรดเกิดขึ้นกอนการสรางสปอรและใชในการสรางสปอร  สิง่นีม้ีความสําคัญเพราะวาผลิตภัณฑที่ได
จากกระบวนการหมักมากมายเชน เอนไซมบางชนิด ยาปฏิชีวนะบางชนิด สวนมากสรางขึ้นระหวาง
ชวงทายของ vegetative cell และชวงตนของการสรางสปอร 

 

 
 
รูปที่ 12   รูปแบบการเจริญตามทฤษฎ(ีTheoretical Growth Curves) และคา pH ในอาหาร 

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

 
 Nakata(1963) ศึกษาผลของคาพีเอชตอการสรางสปอรของ B.cereus  เมื่อเลี้ยงเชื้อโดย
ควบคุมคาพีเอชดวยบัฟเฟอรที่คาพีเอชเทากบั  6.4   7.0  และ 7.4    จากการยอมเซลลพบสปอรที่ 10 
และ 11 ชั่วโมงของการเลีย้งเชื้อ  และ ที่ 12-13.5 ชั่วโมงพบการสรางสปอรเกอืบ 100 เปอรเซ็นต   
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เปรียบเทยีบจาํนวนสปอรทีค่าพีเอชตางๆใหผลแตกตางกันเพียงเล็กนอย        Kominekและ
Halvorson(1965) ศึกษาผลของพีเอชตอการสรางสปอรของ B.cereus  โดยนับจาํนวนสปอรหลังจาก
เลี้ยงเชื้อ 24 ชั่วโมงเปรียบเทยีบคาพีเอชเทากับ  5.3   5.8   6.05   6.45  และ  7.9    พบวาที่คาพเีอช
เทากับ 6.45 และ  7.9 เซลลสรางสปอรมากกวา 100 เปอรเซน็ต  และ       ทีค่าพีเอชต่ํากวา 6.0  
เกือบจะยับยั้งการสรางสปอร (ที่คาพีเอชเทากบั 5.3  สรางสปอรเพยีง 0.2 เปอรเซน็ต)    Benoitและ
คณะ(1990) ศึกษากระบวนการหมักระหวางการเติบโตและการสรางสปอรของเชื้อ B. thuringiensis 
HD-1  พบวา  vegetative cell ใชกลูโคสในเจริญการเตบิโตและสรางสปอร  ระหวางการเลีย้งเชื้อคาพี
เอชของอาหารเลี้ยงเชื้อตํ่าลงและเกิดภาวะที่เปนกรดและพบสปอรทีพ่เีอชใกล 7.0     สปอรถูกสราง
ข้ึนในระยะ exponential phase   เมื่อ PHB ถูกสรางขึ้นและถูกใชในการสรางสปอรและอาจจะใชใน
การสรางพลังงานใหกบัเซลล 



บทที่ 3 
 

อุปกรณและวิธีการดําเนินงานวิจัย 
 

3.1  อุปกรณและเคมีภัณฑ 
3.1.1  อุปกรณ  
อุปกรณ                                                                                                   บริษัทผูผลิต,ประเทศ 
กลองจุลทรรศนรุน Labophot II                                                             Nikon, Japan 
กลองดิจิตอล                                                                                           Sony, Japan 
เครื่องกาซโครมาโตกราฟ(gas chromatography)รุน 3004CX                Varian,USA. 
เครื่องไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโตกราฟ                                       Water,USA. 
แคปพิลลารี คอลัมน(capillary column)ชนิด cabowax-PEG                   Packard,USA. 
       เสนผานศูนยกลาง 0.25 มม. ความยาว 60 ม. 
เครื่องผลิตกาซไฮโดรเจน(hydrogen generator) รุน 9002                       Packard,USA. 
เครื่องผลิตอากาศ(air compressor) รุน WL505000AJ                             Campbell Hausfeld,USA. 
เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูม(ิpsychotherm incubator shaker)                   New Brunswick Scientific, 
       รุน G27 แบบหมุน(rotary)                                                                USA. 
เครื่องชั่งละเอียด(analytical balance) รุน A200S                                     Sartorious,Germany 
เครื่องชั่งหยาบ(laboratory balance) รุน L2002P                                     Sartorious,Germany 
เครื่องปนเหวีย่ง(centrifuge) รุน KS-300P                                               Kubota,Japan 
เครื่องปนเหวีย่งอุณหภูมิต่ํา รุนCentrikon T-42k                                     Kontron,Italy 
เครื่องปนเหวีย่งอุณหภูมิต่ํา รุน J2-21                                                      Beckman,USA. 
เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง(VIS spectrophoyometer)รุน                       Pharmacia Biotech,England 
       Novaspec II 
เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง(pH meter) รุน 2000                                 Cyberscan,Singapore 
ตูถายเชื้อแบบ larminar flowรุน BV-124                                                 ISSCO,USA. 
ตูอบฆาเชื้อ(hot air oven) รุนUL-60                                                         Mammert,Germany 
ตูอบแหง(dryer oven) รุนUL-80                                                              Mammert,Germany 
หมออบฆาเชือ้ดวยไอน้ํา(autoclave) รุน SS-325                                     Tomy,Japan 
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3.1.1  อุปกรณ (ตอ) 
อุปกรณ                                                                                        บริษัทผูผลิต,ประเทศ 
อางน้ําควบคมุอุณหภูม(ิwaterbath) รุน W760                                 Mammert,Germany 
เครื่องใหความรอน(stiring hot plate) รุน DS201HS                        DMS,Japan 
   ไมโครปเปตขนาด 100  200 และ 1000 มล.                           Gilson,France 
เครื่องวัดปริมาณอิออน(ion meter)รุน 69                                         ESD,USA. 
          หัววัดแอมโมเนยีมอิออน(ammonium probe) 
           รุน 35-6050          
 
3.1.2  เคมีภัณฑ 
สารเคมี                                                                                          บริษัทผูผลิต,ประเทศ 
กรดซัลฟูริกเขมขน(H2SO40)                                                            E.Merck Damstadt,Germany 
กรดซิตริก(C6H8O7.H2O)                                                                  Reidel,England 
กรดบอริก(H3BO3)                                                                           E.Merck Damstadt,Germany 
กรดเบนโซอิก(C7H6O2)                                                                    Nacalai Tesque,Japan 
คลอโรฟอรม(CH3Cl)                                                                       E.Merck Damstadt,Germany 
คอปเปอรซัลเฟตเพนตะไฮเดรต(CuSO4.5H2O)                                 J.T.Baker,USA. 
แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต(CaCl2.2H2O)                                       E.Merck Damstadt,Germany 
โคบอลตคลอไรดเฮกซะไฮเดรต(CoCl2.6H2O)                                   Carco Erba,Italy 
ซิงคซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต(ZnSO4.7H2O)                                          Carco Erba,Italy 
โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต(NaH2PO)                                           Fluka,Germany 
โซเดียมคลอไรด(NaCl)                                                                   ปรุงทพิย,ไทย 
โซเดียมไฮดรอกไซด(NaOH)                                                            Carco Erba,Italy 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต(Na2HPO4)                                          Fluka,Germany 
ไดโพแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต(K2HPO4)                                      Fluka,Germany 
นิคเกิลคลอไรดเฮกซะไฮเดรต(NiCl2.6H2O)                                       E.Merck Damstadt,Germany 
น้ําตาลทราย                                                                                  มติรผล,ไทย 
แปงมันสาํปะหลัง                                                                            อีซี.ทีซ.ีเอ๊ียบตงจั่น, ไทย 
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3.1.2  เคมีภัณฑ(ตอ) 
สารเคมี                                                                                        บริษัทผูผลิต,ประเทศ 
พอลีเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรต                                                            Sigma Chemical,USA. 
พอลิเปปโตน(polypeptone)                                                          Becton Dickinson,USA. 
โพแตสเซียมคลอไรด(KCl)                                                             Carco Erba,Italy 
โพแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต(KH2PO4)                                    Univar,Australia 
เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเครต(FeSO4.7H2O)                                     Unilab,USA. 
เมทานอล(CH3OH)                                                                       E.Merck Damstadt,Germany 
แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต(MgSO4.7H2O)                             Fluka,Germany 
แมงกานีสคลอไรดเตตะไฮเดรต(MnCl2.4H2O)                                 Fluka,Germany 
ยูเรีย(N2H4CO)                                                                             E.Merck Damstadt,Germany 
สารสกัดจากเนื้อ(beef extract)                                                      Difco,USA. 
สารสกัดจากยสีต(yeast extract)                                                    Difco,USA.  
เอธานอล(C2H5OH)                                                                       E.Merck Damstadt,Germany 
เอนไซมกลูโคอะไมเลส                                                                   อายิโนะโมโตะ,ไทย 
เอนไซมอะไมเลส                                                                           อายิโนะโมโตะ,ไทย 
เอนไซมอินเวอรเทส(grade V EC3.2.1.26)                                      Sigma Chemical,USA. 
เอนไซมยูเรียเอส(urease,EC3.5.1.5)                                              E.Merck Damstadt,Germany 
แอมโมเนยีมซลัเฟต((NH4)2SO4)                                                      May & Baker,England 
แอมโมเนยีมโมลิบเดตเตตระไฮเดรต((NH4)6Mo7O24.4H2O)              J.T.Baker,USA. 
 
 
3.2  จุลินทรยี 
 
    จุลินทรียที่ใชคือ Bacillus sp.BA-019 ซึ่งแยกและคัดกรองโดยรัตนศริิ  มุทิตากุล(2538) 
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3.3  อาหารเลี้ยงเชื้อ 
    3.3.1  สูตรอาหารแข็งสําหรบัเก็บรักษาเชือ้(stock culture medium) ใน 1 ลิตร ประกอบดวย 
     สารสกัดจากเนื้อ                                    3                     กรัม 
     พอลิเปปโตน                                          5                    กรัม 
     วุนผง                                                   15                    กรัม 
     ปรับพีเอชเปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 15 นาที(การนึ่งฆาเชื้อแบบมาตรฐาน) 
    3.3.2  สูตรอาหารเหลวสาํหรับเลี้ยงกลาเชือ้(seed culture medium) ใชสูตรของDoi และ
คณะ (1986) ซึ่งศึกษาปรับปรุงโดย สุดา สุภาชวินสวัสด์ิ(2542) ใน 1 ลิตร ประกอบดวย 
     สารสกัดจากยสีต   10                 กรัม 
     พอลิเปปโตน                                       10                 กรัม 
     สารสกัดจากเนื้อ                                    5                  กรัม 
                 โซเดียมคลอไรด                                    5                  กรัม 
                        น้ําตาลทราย                                           10                  กรัม 
         ปรับพีเอชเปน 7.0 และนึ่งฆาเชื้อแบบมาตรฐาน แยกสารละลายน้าํตาลนึ่งฆาเชื้อความดัน 10 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภมูิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ี
 
    3.3.3  สูตรอาหารเหลวสาํหรับเลี้ยงเชื้อจุลนิทรียเพื่อการสรางและสะสม PHB คือ อาหาร
MSM(mineral salt medium) ซึ่งปรับปรุงโดยอติพล บญุเรืองถาวร(2543) ใน 1 ลิตร ประกอบดวย 
     น้ําตาลทราย                                           15                 กรัม 
     แอมโมเนยีมซลัเฟต                                  2.0                กรัม 
     โพแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต          2.0                กรัม 
     ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต                  0.6                กรัม 
     แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต              0.2                กรัม 
     สารสกัดจากยสีต               0.1                กรัม 
     กรดซิตริก                                               0.75              กรัม 
     สารละลาย trace element                      1.0                มิลลิลิตร 
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แยกละลายเกลือแมกนีเซยีมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตและ trace element เมื่อละลายแลวจึงนํามารวมกัน 
ปรับพีเอชเปน 6.0 และนึ่งฆาเชื้อแบบมาตรฐาน    สวนของสารละลายน้ําตาลแยกฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 
110 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 10 นาท ี
   สารละลาย trace element ใน 1 โมลารกรดไฮโดรคลอริก 1 ลิตร ประกอบดวย 
     แคลเซียมคลอไรด                        20                 กรัม 
     ซิงคซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต            1.3                กรัม 
     เฟอรรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต       0.2                กรัม 
     แอมโมเนยีมโมลิบเดต                    0.6                กรัม 
     กรดบอริก                                       0.6                กรัม 
 
3.4 วิธีการเก็บรกัษาเชื้อและเตรียมหัวเชือ้สําหรับเลี้ยงกลาเชื้อ 
        
      3.4.1   การเตรียมกลาเชื้อ 

นําเชื้อ Bacillus sp. BA-019 มาเพาะเลีย้งบนอาหารแข็งเอียง บมเชือ้ที่อุณหภูม ิ 30 องศา
เซลเซียสเปนเวลา24 ชั่วโมง จากนัน้ถายเชื้อลงในสารละลายโซเดียมคลอไรด (0.85% w/v) เพื่อเปน
เซลลแขวนลอยปรับความเขมขนใหมีคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร เทากับ 0.5  ถายเชื้อจาก
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลวสาํหรับเลี้ยงกลาเชื้อปริมาตร 50 มิลลิลิตร (4% ตอปริมาตร
อาหารเลี้ยงเชือ้) ซึ่งบรรจุในขวดทดลองปริมาตร 250 มิลลิลิตร เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุม
อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซยีส   
 

3.4.2 การเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิต PHB  
 
    เลี้ยงกลาเชื้อตามขอ 3.4.1 จากนัน้ถายเชื้อปริมาตร 2 มิลลิลิตร    ลงในอาหารเหลวเพื่อการ
ผลิต PHB ซึ่งบรรจุในขวดทดลองปริมาตร 250 มิลลิลิตร ซึ่งแหลงคารบอน และ ไนโตรเจนเปลี่ยน
ตามที่ระบุไวในแตละการทดลอง เลี้ยงเชือ้บนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  ความเรว็ 
200 รอบตอนาท ี คาพีเอชเริ่มตน 6.0 (อติพล  บุญเรืองถาวร,2543) เก็บตัวอยางชัว่โมงที่ 12   24  36 
และ 48 ของการเลี้ยงเชื้อ นาํตัวอยางที่ไดไปวิเคราะหหาน้าํหนักเซลลแหง  ปริมาณ PHB ที่ผลิตไดโดย
วิธีของ Comeau  และคณะ(1988) 
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3.5 ศึกษาผลของชนิดและปริมาณแหลงคารบอนตอการผลิต PHB 
 
    เลี้ยงเชื้อ Bacillus sp.BA-019 ตามขอ 3.4.2 โดยมีแหลงคารบอนไดแก  น้าํตาลทราย   
กลูโคส    ฟรักโตส  และ แปงที่ผานการยอย (hydrolyzed starch)  ที่มีความเขมขน 10  15  และ  20  
กรัมตอลิตร โดยมีแอมโมเนยีมซัลเฟตปรมิาณ 2 กรัมตอลิตรเปนแหลงไนโตรเจน   เก็บตัวอยางชัว่โมง
ที่ 12   24  36 และ 48 ของการเลี้ยงเชื้อ     นําตัวอยางที่ไดไปวิเคราะหหาน้าํหนักเซลลแหง   ปริมาณ 
PHB ที่ผลิตไดโดยวิธีกาซโครมาโตกราฟของ Comeau และคณะ (1988)  และหาจํานวนสปอรโดยวิธี
ของ Kominek และคณะ (1965) โดยนําตัวอยางที่ไดไปทํา serial dilution ตมที่อุณหภูมิ 80 องศา
เซลเซียส นาน 20 นาท ี แลวจึงนาํมากระจายบนจานเลี้ยงเชื้อ(spread plate)และนับจํานวนโคโลน ี
 
3.6  ศึกษาผลของชนิดและปริมาณแหลงแหลงไนโตรเจนตอการผลิต PHB 
 
    เลี้ยงเชื้อ Bacillus sp.BA-019 ตามขอ 3.4.2   ใชแหลงคารบอนที่เปนผลจากการศึกษาขอ 
3.5  ที่ใชเลี้ยง Bacillus sp.BA-019 แลวไดปริมาณ PHB สูงที่สุด และสรางสปอรนอย   แปรชนิดและ
ปริมาณไนโตรเจน ไ ดแก ยูเรีย    และ แอมโมเนยีมซัลเฟต ปริมาณเทากับ 2 และ 3  กรัมตอลิตร   เก็บ
ตัวอยางชั่วโมงที ่12   24  36 และ 48  ของการเลีย้งเชื้อ    นําตวัอยางที่ไดไปวิเคราะหหาน้าํหนักเซลล
แหง   ปริมาณ PHB ที่ผลิตไดโดยวิธีกาซโครมาโตกราฟของ Comeau และคณะ(1988)  และ หา
จํานวนสปอรโดยวิธีของ Kominek  และคณะ(1965)   
 
3.7  ศึกษาผลของแรธาตุตอการผลิตPHB และการสรางสปอร 
 
    เลี้ยงเชื้อ Bacillus sp.BA-019 ตามขอ 3.4.2 ใชแหลงคารบอนทีเ่ปนผลจากการศึกษาขอ 3.5   
แหลงไนโตรเจนที่เปนผลจากขอ 3.6   โดยแปรชนิด และ ปริมาณแรธาตุในอาหารเลี้ยงเชื้อ ไดแก 
แมกนีเซยีม แคลเซียม และ แมงกานีส ในรูปของเกลือแคลเซียมคลอไรด  แมกนีเซียมซัลเฟต และ
แมงกานีสคลอไรด ตามลําดับ  เก็บตัวอยางชั่วโมงที่ 12   24  36 และ 48    ของการเลีย้งเชือ้  นํา
ตัวอยางที่ไดไปวิเคราะหหาน้ําหนกัเซลลแหง  ปริมาณ PHB ที่ผลิตไดโดยวิธีกาซโครมาโตกราฟของ 
Comeau และคณะ(1988)  และ หาจํานวนสปอรโดยวธิขีอง  Kominek  และคณะ(1965)   
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3.8  ศึกษาภาวะแวดลอม ไดแก อุณหภูม ิ  ปริมาณอากาศ และ คาพีเอช ที่มีผลตอการผลติ
PHB และการสรางสปอร 
 
    3.8.1   ผลของอุณหภูม ิ 
           เลี้ยงเชื้อ Bacillus sp.BA-019 ตามขอ 3.4.2 ใชแหลงคารบอนทีเ่ปนผลจากการศึกษาขอ 3.5   
แหลงไนโตรเจนจากผลการศกึษาขอ 3.6  แรธาตุที่เปนผลการศึกษาจากขอ 3.7  เลี้ยงเชื้อบนเครื่อง
เขยาโดยแปรอุณหภูมิที ่ 25 30 40  และ 45 องศาเซลเซียส  ที่ความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอนาที    
คาพีเอชเริ่มตนเทากับ 6.0  เก็บตัวอยางชัว่โมงที ่12   24  36 และ 48   ของการเลี้ยงเชื้อ  นําตวัอยางที่
ไดไปวิเคราะหหาน้ําหนกัเซลลแหง   ปริมาณ PHB ที่ผลิตไดโดยวิธีกาซโครมาโตกราฟของ Comeau 
และคณะ(1988)และหาจํานวนสปอรโดยวธิีของ Kominek  และคณะ(1965)   
 
     3.8.2  ผลของปริมาณอากาศ 
 
    เลี้ยงเชื้อ Bacillus sp.BA-019 ตามขอ 3.4.2 ใชแหลงคารบอนทีเ่ปนผลจากการศึกษาขอ 3.5 
แหลงไนโตรเจนที่เปนผลจากขอ 3.6  แรธาตุที่เปนผลการศึกษาจากขอ 3.7   เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยา
ควบคุมอุณหภูมิที่เหมาะสมที่เปนผลการศึกษาจากขอ 3.8.1  โดย 
    ก. แปรปริมาณอาหารเลีย้งเชื้อเทากับ   25  50  และ  75 มิลลิลิตร  เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยา
โดยคงที่ความเร็วรอบของการเขยาเทากับ 200 รอบตอนาท ี
    ข. เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาโดยใชปริมาณอาหารเลี้ยงเชือ้เทากับ 50 มิลลิลิตร และ ความเร็ว
รอบในการเลีย้งเชื้อเทากับ  100  200  และ  300  รอบตอนาท ี
    เก็บตัวอยางชัว่โมงที ่ 12   24  36 และ 48 ของการเลีย้งเชื้อ  นําตัวอยางที่ไดไปวิเคราะหหา
น้ําหนกัเซลลแหง   ปริมาณ PHB ที่ผลิตไดโดยวิธีกาซโครมาโตกราฟของ Comeau และคณะ(1988)  
และ หาจํานวนสปอรโดยวธิขีอง Kominek  และคณะ(1965)   
 
          3.8.3  ผลของคาพีเอช 
 
    เลี้ยงเชื้อ Bacillus sp.BA-019 ตามขอ 3.4.2  ใชแหลงคารบอนที่เปนผลจากการศึกษาขอ 
3.5  แหลงไนโตรเจนที่เปนผลจากขอ 3.6  แรธาตุที่เปนผลการศึกษาจากขอ 3.7   เลี้ยงเชื้อบนเครื่อง
เขยาควบคุมอุณหภูมิที่เหมาะสมที่เปนผลการศึกษาจากขอ 3.8.1      ความเร็วรอบที่เปนผลจากขอ 
3.8.2   แปรคาพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อทีเ่ทากับ  5.0   6.0   7.0  และ  8.0  ในการควบคุมคาพีเอช



 49

ใสอะซิเตตบัฟเฟอร(acetate buffer) สาํหรับที่คาพีเอชเทากับ 5.0 ฟอสเฟตบฟัเฟอร(phosphate 
buffer)   ที่คาพีเอชเทากับ 6.0 และ 7.0     ทริสบัฟเฟอร(Tris buffer )  ที่คาพีเอชเทากับ  8.0  เก็บ
ตัวอยางชั่วโมงที ่12   24  36 และ 48  ของการเลี้ยงเชื้อ นาํตัวอยางที่ไดไปวิเคราะหหาน้ําหนกัเซลล
แหง ปริมาณ PHBที่ผลิตไดโดยวิธกีาซโครมาโตกราฟของ Comeau และคณะ(1988)  และหาจาํนวน
สปอรโดยวิธีของ  Kominek  และคณะ(1965)   
 
3.9 การวิเคราะห  
 
         3.9.1  การหาน้ําหนกัเซลลแหง 
 
    นําน้ําหมักปริมาตร 10 มิลลิลิตรมาปนแยกเซลล โดยการปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3000 รอบตอ
นาที เปนเวลา15-20 นาท ีปนลางเซลลดวยน้ํากลั่น 1 คร้ัง  จากนัน้นาํเซลลที่ไดไปใสในถวยอลูมิเนียม
ที่ทราบน้าํหนกัที่แนนอนแลว อบแหงที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 18-20 ชั่วโมง  ชั่ง
น้ําหนกัถวยทีม่ีเซลลอบแหง  คํานวณหาปริมาณน้าํหนกัเซลลแหง(ภาคผนวก ข ) หนวยเปนกรัมตอ
ลิตร 
 

3.9.2 การวิเคราะหหาปริมาณ PHB โดยวิธีกาซโครมาโตกราฟ(Gas Chromatography 
:GC) 
  ตามวิธีของ Comeau และคณะ(1988)   โดยทาํการปนแยกเซลลออกจากน้ําหมักทีค่วามเร็ว 
3000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที  ลางเซลลดวยน้าํกลั่น 2 คร้ัง  นําเซลลมาละลายในน้าํกลัน่  2 
มิลลิลิตร เทใสถวยพลาสตกิ จากนัน้นาํไปอบแหงที่ตูอบอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 12-24 
ชั่วโมง  ชั่งเซลลแหงน้ําหนกั 10 มิลลิกรัม ใสหลอดฝาเกลียว เติมคลอโรฟอรม 2 มิลลิลิตร  เตมิเมธา
นอลทีท่ําใหเปนกรดดวยซัลฟูริกเขมขนรอยละ 3(3% acidified methanol) 2 มิลลิลิตรที่มีกรดเบนโซ
อิกเปนสารมาตรฐานภายในปริมาณ 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  นําไปใหความรอนที่ 80 องศาเซลเซียส 
นาน 3.5 ชั่วโมง  เติมน้ํากลัน่ 1 มิลลิลิตร เขยาอยางแรง 5 นาที แลวนาํไปปนที่ความเร็ว 3000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 10 นาที เก็บชั้นคลอโรฟอรม(ชั้นลาง)  ซึ่งมีอนพุันธของเมทิลเอสเทอรของโมโนเมอร  
ไปสกัดแยกกรดและกากเซลลดวยน้าํกลัน่ตามวิธีขางตนอีกครั้ง  ถายชัน้คลอโรฟอรมใสหลอดฝา
เกลียวสาํหรับวิเคราะหดวยกาซโครมาโตกราฟ วิเคราะหปริมาณ PHB โดยวิธ ีGC ภายใตภาวะดงันี ้
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     ชนิดของคอลัมน           : แคปพิลลารีคอลัมน  ชนิด carbowax-PEG  
                                                            เสนผานศูนยกลาง 0.25 มิลลิเมตร  ความยาว 60 เมตร 
     อุณหภูมิของ injector          : 250 องศาเซลเซยีส(isothermal) 
     อุณหภูมิของ column          : 130 องศาเซลเซยีส นาน 6 นาท ี เพิ่มอุณหภูมิเปน  
                                  180 องศาเซลเซียส ดวยอัตรา 5 องศาเซลเซียสตอนาท ี
                                                รักษาอุณหภูมิไวที ่ 180 องศาเซลเซียส 
     อุณหภูมิของ detector(FID)      : 250 องศาเซลเซยีส(isothermal) 
     split ratio            : 50 ตอ 1 
     กาซตัวพา           : กาซไนโตรเจนอัตราการไหล 2 มิลลิลิตรตอนาท ี
     ปริมาตรที่ฉดี           : 1 ไมโครลิตร  
 

3.9.3 การหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมดในรูปน้าํตาลรีดิวซ 
 
    นําน้ําหมักที่ปนแยกเซลลแลวมาเจือจางดวยน้าํกลัน่ตามความเหมาะสมปริมาตร 1 มิลลิลิตร  
(ถาเปนน้าํหมกัที่ใชเลี้ยงเชื้อดวยน้าํตาลทราย ใหนาํน้ําหมักที่ปนแยกเซลลแลวมาเจือจางตามความ
เหมาะสมปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร  เติมสารละลายเอนไซมอินเวอรเทส 1.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ปรับคาพีเอชเทากบั 4.5 บมในอางน้ําควบคมุอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส เปน
เวลา 20 นาที)  จากนัน้นําไปวิเคราะหหาปริมาณน้าํตาลรีดิวซโดยวิธขีอง Bernfeld(1955)      โดยการ
เติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก(dinitrosalicylic acid, DNSA ภาคผนวก  ก ) ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัแลวนาํไปตมในอางน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที ทิง้ไวใหเย็นแลวเติมน้าํกลัน่ 10 
มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั   นาํไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่  540  นาโนเมตร  นําคาที่ไดไปเปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐานระหวางน้าํตาลกลูโคสและคาการดูดกลนืแสงที่ 540 นาโนเมตร (ภาคผนวก ค)  หนวย
เปนกรัมตอลิตร 
 

3.9.4 การวิเคราะหหาปริมาณน้าํตาลดวยเครื่องไฮเพอรฟอรแมนซลคิวิดโครมาโต- 
กราฟ  (High Performance Liquid Chromatography : HPLC) 
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    เตรียมน้ําตาลที่มีความเขมขนเทากับ 10-50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  นาํมากรองผานกระดาษ
กรองขนาด  0.2 ไมครอน  นําสวนทีก่รองไดไปฉีดเขาเครื่อง HPLC  เพื่อวิเคราะหหาปริมาณน้าํตาล
กลูโคสโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานระหวางพืน้ที่ใตพีก(peak area) ของน้ําตาลกลูโคส  โดย
วิเคราะหภายใตภาวะดังนี ้
     ชนิดของคอลัมน  : carbohydrate column  
     ชนิดของดีเทคเตอร  : Refractive Index Detector 
     Flow rate  : 1.4  มิลลิลิตรตอนาท ี
     Mobile phase  : 70% อะซีโตไนไตรลในน้ํา(ปริมาตรตอปริมาตร) 
     ปริมาตรสารตัวอยาง  : 100 ไมโครลิตร 
 
    3.9.5 การวิเคราะหหาปรมิาณแอมโมเนียมซัลเฟตในน้ําหมกั 
 
    ใชวิธีของKemper(1974)    โดยนําน้าํหมักทีท่ําการปนแยกเซลลออกแลวมาเจือจางดวยน้าํ
กลั่นดวยน้าํกลั่นปลอดประจุใหไดความเขมขนที่เหมาะสม  ปริมาตร 5 มิลลิลิตรใสในหลอดทดลอง
ขนาด 20 x 150 มิลลิลิตร  เติมโพแตสเซยีมคลอไรด(ภาคผนวก ก)  ความเขมขน 2 โมลารปริมาตร  5 
มิลลิลิตร  และสารละลาย EDTA (ภาคผนวก ก)  1 มลิลิลิตรผสมใหเขากนั ตัง้ทิง้ไว 1 นาที  จากนั้น
เติมฟนอลไนโตรพัสซายดรีเอเจนต (ภาคผนวก ก)  ปริมาตร 2 มิลลิลติร       เติมบัฟเฟอรไฮโปคลอไรด 
รีเอเจนต  (ภาคผนวก ก)  4 มิลลิลิตร  และเติมน้าํกลัน่ปลอดประจุ  8 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากนั นําไป
อุนในอางน้ําควบคุมอุณหภมูิ 40 องศาเซลเซียสเปนเวลา  30 นาที  นาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงที ่ 636  
นาโนเมตร แลวนําคาที่ไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานระหวางปริมาณแอมโมเนยีม-ไนโตรเจน 
และคาการดูดกลืนแสงที่  636  นาโนเมตร  (ภาคผนวก ค )  หนวยเปนกรัมตอลิตร 
  

3.9.6  การหาปริมาณแอมโมเนยีมในน้าํหมกัโดยเครื่องวดัปริมาณแอมโมเนียมอิออน 
(ammonium probe) 
 
    นําน้ําหมักที่ปนแยกเซลลแลวประมาณ 2 มิลลิลิตร วัดปริมาณแอมโมเนยีมอิออนที่เกิดขึ้น
ดวยเครื่องวัดปริมาณแอมโมเนียมอิออน นาํคาที่ไดมาเปรียบเทยีบกับกราฟมาตรฐาน คํานวณ
ปริมาณแอมโมเนียมเปนกรมัตอลิตร(ภาคผนวก  ข) 
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    3.9.7  การหาปริมาณยูเรยีในน้ําหมัก 
 
    นําน้ําหมักที่ปนแยกเซลลแลวประมาณ 1 มิลลิลิตร เติมสารละลายเอนไซมยูเรียเอส
(ภาคผนวก ข) 1 มิลลิลิตร  บมที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส  นาน 10 นาท ี วัดปริมาณแอมโมเนยีมอิ
ออนที่เกิดขึ้นดวยเครื่องวัดปริมาณแอมโมเนียมอิออน นําคาที่ไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
คํานวณปริมาณยูเรียเปนกรัมตอลิตร(ภาคผนวก  ข) 
 
 
    3.9.8  วิธีการยอยแปงโดยใชเอนไซม 
 

ชั่งแปงปริมาณ 300 กรัม(30%  w/v) เติมน้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร  ปรับพีเอชเทากับ 6.0 เติม
เอนไซมอะไมเลสปริมาณ  0.18 มิลลิลิตร (0.6  มิลลิลิตรตอแปง 1 กิโลกรัม)  กวนผสมใหเขากัน
ตลอดเวลาในอางน้ําควบคมุอุณหภูมิ  70-80  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  30 นาที   นําไปใหความรอน
ที่ 110 องศาเซลเซียส  เปนเวลา  10 นาที  รอใหเย็น  จากนั้นปรับคาพีเอชเทากบั 4.5  เติมเอนไซม
กลูโคอะไมเลสปริมาณ  0.138 มิลลิลิตร    (0.46  มลิลิลิตรตอแปง 1 กิโลกรัม)  กวนผสมใหเขากัน
ตลอดเวลาในอางน้ําควบคมุอุณหภูมิ  60  องศาเซลเซยีส  เปนเวลา  48 ชั่วโมง   นําไปใหความรอนที ่
110 องศาเซลเซียส  เปนเวลา  10 นาท ี รอใหเยน็  นําไปปนเหวี่ยง เกบ็สวนใสไวใชตอไป  นาํสวนใสที่
ไดไปวิเคราะหปริมาณน้าํตาลโดย HPLC  ตามวธิีขอ 3.9.4  เพื่อวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลกลโูคส
โดยเปรียบเทยีบกับกราฟมาตรฐานระหวางพื้นที่ใตพีก(peak area) ของน้ําตาลกลโูคส    (ภาคผนวก 
ค) 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
           
4.1 การศึกษาการเจริญเติบโตของ Bacillus sp. BA-019  ในอาหารสาํหรับเลี้ยงกลาเชื้อ 
 

เลี้ยงเชื้อ Bacillus sp. BA-019 ในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับเลี้ยงกลาเชือ้ ตามวิธกีารทดลองขอ 
3.4.1    ติดตามการเติบโตเจริญเติบโตของเชื้อ Bacillus sp. BA-019  ทุกๆ 2 ชั่วโมง  โดยการหา
น้ําหนกัเซลลแหงและคํานวณอัตราการเจริญจําเพาะ ( µ ) ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 7 และรูปที่ 
13       พบวาเชื้อ Bacillus sp. BA-019 มีการเจริญเติบโตจนถงึชั่วโมงที ่18    จากนัน้จํานวนเซลล
คอนขางคงที่และลดลงเล็กนอยเมื่อส้ินสุดการเลี้ยงเชื้อทีเ่วลา 24 ชัว่โมง    เมื่อคํานวณอัตราการเจริญ
จําเพาะ  พบวากลาเชื้ออายุที ่  6 ชั่วโมงใหอัตราการเจริญจําเพาะสงูสุดเทากับ   0.52  ตอช่ัวโมง  
ดังนัน้จึงเลือกกลาเชื้ออายุ 6 ชั่วโมง นาํไปใชในการวิจัยข้ันตอไป 
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ตารางทึ่ 7   การเจริญเติบโตของ Bacillus sp. BA-019 ในอาหารสําหรับเลี้ยงกลาเชื้อ 
 

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

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

- 
0.04 
0.12 
0.52 
0.20 
0.09 
0.11 
0.06 
0.04 
0.02 

-0.001 
-0.01 
-0.01 
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รูปที่  13  การเจริญเติบโตของ Bacillus sp. BA-019 ในอาหารสําหรบัเลี้ยงกลาเชือ้ 
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4.2  การศึกษาผลของแหลงคารบอนตอการเจรญิเติบโตและการผลิต PHB ของ Bacillus sp. 
BA-019 
 
  การศึกษาผลของแหลงคารบอน โดยเลือกแหลงคารบอนที่มีราคาถกูและเชื้อมีการผลิต PHB 
ปริมาณมาก เพื่อลดตนทนุการผลิต  โดยไมพบวามีรายงานการวิจยัวาแหลงคารบอนมีผลตอการสราง
สปอร  แหลงคารบอนที่ใชการผลิต  PHB  มีผลตอตนทุนการผลิต PHB อยางมาก       ในการผลิต 
PHB พบวา 40 เปอรเซ็นตของราคาการผลิตทั้งหมด คือ ราคาของวตัถุดิบที่ใชในการเลี้ยงเชื้อ    ดังที่
ไดกลาวมาแลวขางตน    การเลือกใชแหลงคารบอนในการผลิต  PHB จะตางกนัออกไปขึ้นกับ
ความสามารถของชนิดของจลุินทรียชนิดตางๆ ดงันัน้ถาสามารถคัดเลอืกจุลินทรียทีม่ีความสามารถใน
การใชแหลงคารบอนทีเ่ปนวสัดุเหลือใชทางการเกษตร เชน แปงมนัสาํปะหลงั   กากน้าํตาล  หางนม  
เซลลูโลส  และเฮมิเซลลูโลส  เปนตน หรือใชของเสีย และน้ําทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมตางๆ เพื่อ
นํามาประยกุตใชในการผลติ PHB จะเปนแนวทางหนึง่ที่สามารถลดตนทนุการผลิต PHB       Sabat 
และคณะ (1998)  ศึกษาการผลิต PHB  จาก wheat bran โดย Bacillus megaterium BS1 สามารถ
ผลิต PHB ได 1.9 กรัมตอลิตร  คิดเปนปริมาณ PHB ประมาณ 10 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง     
Yu(2001) ศึกษาการผลิต PHA จากน้าํทิง้โรงงานผลิตแปงโดยเชื้อ A.eutrophus พบวาสามารถผลิต 
PHB คิดเปนปริมาณเทากบั 48 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง และผลิต PHBV คิดเปนปริมาณ
เทากับ  53  เปอรเซ็นตตอน้าํหนักเซลลแหง   
  อติพล  บุญเรืองถาวร(2543) ศึกษาเปรยีบเทยีบการผลิต PHB จาก Bacillus sp.BA-019 
โดยใชกากน้าํตาล และ น้าํตาลทรายที่มปีริมาณน้าํตาลรวมเทากับ 20 กรัมตอลิตร  และพบวาเมื่อใช
กากน้ําตาลเปนแหลงคารบอนการเจริญเติบโตของเซลล และ การผลิต PHB สูงกวาการใชน้ําตาล
ทรายเปนแหลงคารบอน  และการใชกากน้ําตาลยงัทําใหลดตนทนุการผลิต แตเนื่องจากการใช
กากน้ําตาลยงัคงมีปญหาเรือ่งเซลลสามารถดูดซึมสีของกากน้าํตาล ถาจะนํา PHB ไปใชผลิต R-3-HB 
เพื่อประโยชนในทางการแพทยแลวควรจะเลี่ยงปญหาในเรื่องนี้ เนื่องจากตองการผลิตภัณฑที่มคีวาม
บริสุทธิ์สูง 

ดังนัน้งานวิจัยนี้จึงตองการหาแหลงคารบอนที่มีราคาถกูเพื่อลดตนทนุการผลิต โดยเลือกใช
แปงเปนแหลงคารบอน แตเนื่องจากจุลนิทรียที่ใชในงานวิจยันี้ไมสามารถใชแปงไดโดยตรง ผูวจิัยจึงใช
แปงที่ผานการยอยเปรียบเทยีบกับการใชน้าํตาลชนิดตางๆ ไดแก  กลูโคส ฟรักโตส และ  น้าํตาลทราย  
(ที่มีปริมาณน้าํตาลรวมเทากับ 15 กรัมตอลิตร)  
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จากผลการวิจยัการเลี้ยงเชื้อ Bacillus sp.BA-019 ตามวิธีการทดลองในขอ 3.5      เลี้ยงเชื้อ
บนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส  ความเร็ว 200 รอบตอนาที  คาพีเอชเริ่มตนเทากบั 
6.0 เก็บตัวอยางชัว่โมงที ่12  24  36  และ  48 นําตวัอยางที่ไดไปวิเคราะหหาน้ําหนักเซลลแหง และ
ปริมาณ PHB ที่ผลิตได    ผลการวิจยัแสดงดังตารางที ่ 8 และ ตารางที ่ 9  พบวาเมื่อใชกลูโคสเปน
แหลงคารบอน  การผลิต PHB ไมแตกตางกับการใชแปงที่ผานการยอยเปนแหลงคารบอนไดแก 49.69 
และ 49.64 เปอรเซ็นตตอน้าํหนักเซลลแหง หรือคิดเปน 1.54 และ 1.60 กรัมตอลิตร ที่เวลา 12 ชัว่โมง
ของการเลี้ยงเชื้อ ตามลําดับ  สวนในดานการเจริญเติบโต ผลการทดลองแสดงวา  น้ําหนกัเซลลแหงที่
ไดจากการเลีย้งเชื้อดวยกลโูคสสูงกวาการเลี้ยงเชื้อดวยแปงที่ผานการยอยเล็กนอย โดยไดน้าํหนัก
เซลลแหงสงูทีสุ่ดเทากับ 4.49 และ 3.11 กรัมตอลิตรที่เวลา 48 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ ตามลําดับ     
แตพิจารณาในดานของราคาแลว แปงทีผ่านการยอยมีราคาถูกกวามาก ดังนั้นจงึเลือกใชแปงที่ผาน
การยอยเปนแหลงคารบอนในการศึกษาข้ันตอไป   
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ตารางที่ 8  การเจริญเติบโตและการผลิต PHBโดย Bacillus sp.BA-019 เมื่อใชแหลงคารบอนไดแก 
กลูโคส ฟรักโตส น้ําตาลทราย 15 กรัมตอลิตร และ แปงที่ผานการยอย  ที่มีปริมาณน้ําตาลรวม 15 
กรัมตอลิตร 
 

แหลงคารบอน เวลา 
(h) 

DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

PHB conc. 
(g/l) 

Total sugar 
(g/l) 

กลูโคส 0 
12 
24 
36 
48 

0.64 
2.97 
3.10 
4.07 
4.49 

- 
49.69 
47.82 
34.22 
29.16 

- 
1.54 
1.48 
1.39 
1.31 

14.23 
11.40 
7.79 
7.50 
7.07 

แปงที่ผานการยอย 0 
12 
24 
36 
48 

0.63 
2.67 
2.76 
2.86 
3.11 

- 
49.64 
38.25 
26.12 
20.48 

- 
1.60 
1.33 
0.75 
0.64 

15.03 
11.50 
8.10 
7.40 
7.06 

ฟรักโตส 0 
12 
24 
36 
48 

0.64 
2.04 
2.36 
2.30 
2.40 

- 
41.10 
35.59 
21.37 
11.68 

- 
0.84 
0.84 
0.49 
0.28 

15.02 
13.67 
19.87 
8.79 
7.20 

น้ําตาลทราย 0 
12 
24 
36 
48 

0.64 
2.62 
2.23 
2.55 
3.26 

- 
48.62 
42.96 
32.87 
31.93 

- 
1.12 
1.08 
0.84 
1.04 

15.21 
12.36 
10.52 
10.34 
8.45 
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ตารางที่ 9   เปรียบเทยีบการผลิต PHB ที่ไดสูงสุดเมื่อเลี้ยงเชื้อ Bacillus sp.BA-019   โดยแหลง
คารบอนไดแก กลูโคส ฟรักโตส น้ําตาลทราย 15 กรัมตอลิตร และ แปงที่ผานการยอย   ทีม่ีปริมาณ
น้ําตาลรวม 15 กรัมตอลิตร ที่เวลา 12 ชั่วโมง 

 
แหลงคารบอน DCW (g/l) PHB content (% by wt ) PHB conc.(g/l) 

กลูโคส 2.97 49.69 1.54 
แปงที่ผานการยอย 2.67 49.64 1.33 

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

แหลงไนโตรเจนเปนสารอาหารที่สําคัญตอการเติบโตของจุลินทรียเชนเดียวกับแหลงคารบอน  
สําหรับการผลิต PHB โดยจุลินทรียชนิดตางๆ  มีรายงานจํานวนมากที่ไดศึกษาผลของแหลงไนโตรเจน
ตอการเติบโตและการสังเคราะห PHB แตไมพบวามีรายงานการวิจยัวาแหลงไนโตรเจนมีผลตอการ
สรางสปอร   โดยแหลงไนโตรเจนที่ใชในการผลิต PHB ไดแก เกลือแอมโมเนยีมโดยสวนใหญคือ 
แอมโมเนยีมซลัเฟต  ทั้งนี้ขึ้นกับความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจนของจุลินทรีย      Beaulieu 
และคณะ(1995)ศึกษาผลของเกลือแอมโมเนียมตอการเจริญเติบโตและการผลิต PHB จากเชื้อ 
Alcaligenes eutrophus  โดยเปรียบเทียบระหวางเกลือแอมโมเนยีม 4 ชนิดคือซัลเฟต  ไนเตรต  
ฟอสเฟต  และคลอไรด พบวาแอมโมเนยีมซัลเฟตมีผลทําใหการเจรญิเติบโตของเซลล ปริมาณ PHB 
และอัตราการผลิต PHB สูงกวาการใชเกลอืแอมโมเนียมชนิดอื่นเปนแหลงไนโตรเจน       Grotheและ
คณะ(1999)พบวาเชื้อ A.latus ไมสามารถใชยูเรียเปนแหลงไนโตรเจนสําหรับการเจริญเติบโตและการ
ผลิต PHB ได   และการใชแอมโมเนยีมซลัเฟตโดยแบคทีเรียชนิดนีท้ําใหเชื้อมีการเจริญเติบโตและการ
ผลิต PHB สูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับแหลงไนโตรเจนอืน่ ๆ        

รัตนศิริ   มุทติากุล(2538)ไดศึกษาการผลิต PHB จาก Bacillus sp.BA-019  โดยใชซูโครส
เปนแหลงคารบอน  เปรียบเทียบผลของแหลงไนโตรเจนระหวางอนิทรยีไนโตรเจนชนิดตางๆ และเกลือ
แอมโมเนยีมหลายชนิด  พบวาการใชแอมโมเนยีมซัลเฟตในปริมาณ 1 กรัมตอลิตร ทาํให  Bacillus 
sp.BA-019 สามารถสงัเคราะหและสะสม PHB ไดดีกวาการใชแหลงไนโตรเจนชนิดอ่ืน โดยไดปริมาณ 
PHB  เพิ่มข้ึนจาก 22.07 เปน 31.73 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง มีผูศึกษามากอนในกลุมเดยีวกับ
ผูวิจัย ไดแก สุดา  สุภาชวินสวัสด์ิ(2542) ศึกษาการผลิต PHBV โดยจุลินทรยีสายพันธุนี ้ พบวา
สามารถใชยูเรียเปนแหลงไนโตรเจนไดดีใกลเคียงกับแอมโมเนยีมซัลเฟต และยูเรียยังมีราคาถกูกวา  
อติพล บุญเรืองถาวร(2543) ศึกษาการผลิต PHB ในถังหมกัและพบวาสามารถใชยูเรียเปนแหลง
ไนโตรเจนได   ดงันัน้ในงานวิจยัขั้นตอนนี้จึงศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนโดยการใชอนินทรยี
ไนโตรเจน คอื แอมโมเนยีมซัลเฟตและยูเรียซึง่เปนอนิทรียไนโตรเจนทีห่าไดงายและราคาถกู โดยมี
ราคาถูกกวาแอมโมเนยีมซัลเฟตประมาณ 4 เทา  และศึกษาปริมาณของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม
ในการผลิต PHB โดย  Bacillus sp.BA-019 

จากการเลี้ยง Bacillus sp.BA-019 เพื่อเปรียบเทียบผลของแหลงไนโตรเจนทัง้สองชนิด  คอื 
แอมโมเนยีมซลัเฟต และยเูรีย  โดยปริมาณสารประกอบทัง้สองชนิดที่ใชมธีาตุไนโตรเจนปรมิาณ
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เทากันกับเมื่อใชแอมโมเนียมซัลเฟต 2 กรัมตอลิตร มีแปงที่ผานการยอยความเขมขน 15 กรัมตอลิตร
เปนแหลงคารบอน(ตามวธิีการทดลองขอ 3.6)   เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส  ความเร็ว 200 รอบตอนาท ี   พีเอชเริ่มตนเทากบั 6.0   เก็บตัวอยางทกุ 12 ชั่วโมงเปนเวลา 
48  ชั่วโมง    ไดผลดังแสดงในตารางที่ 10   พบวาเมื่อเลีย้งเชื้อโดยใชแหลงไนโตรเจนเปนแอมโมเนยีม
ซัลเฟต  Bacillus sp. BA-019 สามารถผลิต PHB ไดสูงกวาการใชยูเรียเปนแหลงไนโตรเจนคดิเปน
ปริมาณ PHB สูงสุดเทากับ 49.64 และ 23.64 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง ตามลําดับ   ที่เวลา  12 
ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ      ตารางที่ 11  แสดงผลการวจิัยเมื่อไดผลวาแอมโมเนียมซัลเฟตใหผลดกีวา
ยูเรีย จึงแปรปริมาณไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนยีมซัลเฟต โดยใชปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตเทากับ   
2 และ 3 กรัมตอลิตร [กอนหนานี้ผูวิจัยไดทดลองเลี้ยงเชื้อมีปริมาณแอมโมเนยีมซลัเฟตเทากับ 1 กรัม
ตอลิตร พบวาไดปริมาณ PHB นอยกวา (31.47 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง) เมื่อใชแอมโมเนียม
ซัลเฟตเทากับ 2 กรัมตอลิตร]  พบวาเมื่อเพิ่มปริมาณแอมโมเนยีมซัลเฟตเปน 3 กรัมตอลิตร   Bacillus 
sp. BA-019 สามารถผลติ PHB ไดสูงกวาการใชแอมโมเนยีมซัลเฟตปริมาณ 2 กรัมตอลิตร คือได
ปริมาณ PHB สูงสุดเทากับ  53.42 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหงที1่2 ชั่วโมงของการเลีย้งเชื้อ   
น้ําหนกัเซลลแหงสงูสุดที่ไดเทากบั 3.39 กรัมตอลิตร หรือเทากับ 1.41 กรัมตอลิตร   ปริมาณน้าํตาล
ทั้งหมด และปริมาณไนโตรเจนลดลงตามระยะเวลาการเลี้ยงเชื้อโดยเหลือประมาณ 6-7 กรัมตอลิตรที่
เวลา 48 ชั่วโมง 
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ตารางที่  10   การเจริญเตบิโต   ปริมาณ PHB  ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด ของ Bacillus sp. BA-019 
 เมื่อใชแอมโมเนียมซัลเฟต และยูเรียเปนแหลงไนโตรเจน 
 
แหลงไนโตรเจน เวลา 

(h) 
DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

PHB conc. 
(g/l) 

Total 
sugar 
(g/l) 

Ammonium sulfate
 or urea (g/l) 

 
 

แอมโมเนยีมซลัเฟต 

0 
12 
24 
36 
48 

0.63 
2.67 
2.76 
2.86 
3.11 

- 
49.64 
38.25 
26.12 
20.48 

- 
1.33 
1.60 
0.75 
0.64 

15.03 
11.50 
8.10 
7.40 
7.06 

1.99 
1.67 
1.43 
0.86 
0.41 

 
 

ยูเรีย 

0 
12 
24 
36 
48 

0.71 
2.74 
3.59 
4.74 
5.01 

- 
23.64 
14.43 
11.57 
9.16 

- 
0.68 
0.52 
0.55 
0.45 

14.22 
12.01 
8.70 
6.97 
6.20 

1.91 
1.33 
1.21 
1.02 
0.86 
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ตารางที่ 11  เปรียบเทยีบการผลิต PHB และการเจริญเติบโตเมื่อเลี้ยง Bacillus sp. BA-019  โดยใช
แอมโมเนยีมซลัเฟตเทากับ 2 และ 3 กรัมตอลิตร 
 

ปริมาณแอมโมเนียม 
ซัลเฟต (g/l) 

เวลา 
(h) 

DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

PHB conc. 
(g/l) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate(g/l) 

 
 

2 

0 
12 
24 
36 
48 

0.93 
2.67 
2.76 
2.86 
3.11 

- 
49.6 

38.25 
26.12 
20.48 

- 
1.33 
1.60 
0.75 
0.64 

14.22 
12.01 
8.70 
6.97 
6.20 

1.99 
1.67 
1.43 
0.86 
0.41 

 
 

3 

0 
12 
24 
36 
48 

0.93 
2.46 
2.95 
3.36 
3.39 

- 
53.42 
47.87 
29.00 
26.40 

- 
1.32 
1.41 
0.97 
0.90 

15.01 
11.98 
8.30 
6.20 
5.70 

2.97 
1.31 
1.24 
1.02 
0.86 
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4.4 ศึกษาผลของแรธาตุตอการผลิต PHB และการสรางสปอรโดย Bacillus sp. BA-019 
 
 แรธาตุบางชนดิไดแก   แมกนีเซียม  แคลเซียม  และแมงกานีส      มผีลตอการผลิต PHB และ
การสรางสปอร        Danielและคณะ(1992) รายงานถงึความสาํคัญของการจาํกัดปริมาณแมกนเีซียม
ตอการผลิต PHB ใน Pseudomonas sp.สายพนัธุ 135 ไดพบวา ภาวะการเลี้ยงเชื้อที่ไมมีการเติม
แมกนีเซยีมในรูปของแมกนีเซียมซัลเฟต    เชื้อผลิต PHB ไดปริมาณมากกวาการเติมแมกนีเซยีม โดย
ผลิต PHB ปริมาณสูงสุดเทากับ  42.50 เปอรเซ็นตตอน้าํหนักเซลลแหง       Atrihและ Foster(2002) 
รายงานวาแบคทีเรียที่สามารถสรางสปอรได  มีการใชแรธาตุบางชนิดในการสรางความเสถียร และ
การทนความรอนของสปอร    โดยรายงานวาแมกนีเซียม แคลเซียม และแมงกานสีเปนแรธาตทุีม่ีผล
มากที่สุด และพบในชัน้ core ของสปอร    
  

4.4.1 ผลของแมกนีเซียม 
 

เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-019 ตามวิธีการทดลองขอ3.7       ซึง่ควบคุมอุณหภูมิเทากบั 30 
องศาเซลเซยีส  ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาท ี โดยใหแมกนีเซียมในรูปแมกนเีซียมซัลเฟตในอาหาร
เลี้ยงเชื้อปริมาณเทากับ     200(ชุดควบคุม)    400 มิลลิกรัมตอลิตร และไมเติม      เก็บตัวอยางทุก 
12 ชั่วโมง  เปนระยะเวลา 48 ชั่วโมง     ผลการผลิต PHB เมื่อไมเติมแมกนีเซียมซัลเฟตในอาหารเลี้ยง
เชื้อดังแสดงในตารางที ่ 12     พบวาทีเ่วลา 12 และ 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ เซลลที่ไดมีปริมาณ
นอยมากไมสามารถวิเคราะหปริมาณPHBได ความเขมขนของน้าํตาลทัง้หมดและปริมาณ
แอมโมเนยีมซลัเฟตลดลงเพยีงเล็กนอย    เมื่อเลี้ยงเชื้อโดยเติมแมกนเีซียมซัลเฟตปริมาณเทากับ 200 
มิลลิกรัมตอลิตร(ชุดควบคุม)ดังตารางที่ 14 รูปที่ 14      เชื้อสามารถเจริญเติบโตและผลิต PHB ได
สูงสุดเทากับ 56.48 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหงที่เวลา 12 ชั่วโมงของการเลีย้งเชื้อ  ความเขมขน
ของน้ําตาลทัง้หมดและปริมาณแอมโมเนยีมซัลเฟตลดลงตลอดระยะเวลาในการเลีย้งเชื้อ         และ
เมื่อเพิ่มปริมาณแมกนีเซยีมซัลเฟตเปน  400 มิลลิกรัมตอลิตรแสดงดังตารางที่ 16    คิดเปนปริมาณ 
PHB เทากับ 24.75  เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหงที่ 12 ชั่วโมงของการเลี้ยง      ดังนัน้ในการทดลอง
ขั้นตอไปจึงใสแมกนีเซยีมในรูปของแมกนีเซียมซัลเฟตปริมาณเทากับ 200 มิลลิกรัมตอลิตร  

การนับจาํนวนสปอรโดยเกบ็ตัวอยางน้าํหมักที่เวลา ตางๆ ไดแก  12  18  24  30  36  42 และ   
48  ชั่วโมง นาํไปนับจํานวนเซลล และ นบัจํานวนสปอรตามวิธีของ  Kominekและคณะ (1965) ใหผล
การทดลองในตารางที่ 18 รูปที่ 14              จํานวนสปอรที่นับไดเพิม่ข้ึนเรื่อยๆเมือ่เร่ิมเลี้ยงเชื้อและมี
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จํานวนสปอรมากที่สุดที่เวลา 24 ชั่วโมงของการเลีย้งเชือ้ จากนั้นคอยๆ ลดลง ในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่ไม
เติมแมกนีเซยีมซัลเฟต นับจํานวนสปอรได  2.1 x 103  CFU/ml. เมื่อเติมแมกนีเซยีมซัลเฟตปรมิาณ
เทากับ 200 มิลลิกรัมตอลิตร(ชุดควบคุม) มีจํานวนสปอรเทากับ 7 x 103  CFU/ml.  และเมื่อเพิ่ม
ปริมาณแมกนเีซียมเปน 400 มิลลิกรัมตอลิตร  มีผลใหจํานวนสปอรเพิ่มมากขึ้นเปน   12  x 103  
CFU/ml ที่เวลา 24 ชั่วโมงของการเลีย้งเชือ้              
 ไดนํารูปแบบการผลิต PHB  การเจริญเติบโต และการสรางสปอรในอาหารเลีย้งเชื้อที่มี
แมกนีเซยีมซลัเฟตปริมาณ 200 มิลลิกรัมตอลิตรซึ่งเชื้อ Bacillus sp.BA-019 ผลิต PHB ไดปริมาณ
สูงสุดมาแสดงสรุปดังรูปที่ 14      โดยจะเห็นไดวาการผลิต PHB สูงสุด (56.48 เปอรเซ็นตตอน้ําหนัก
เซลลแหง) ทีเ่วลา 12 ชั่วโมง  แลวคอยๆลดลงตามเวลาการเลีย้งเชื้อ  และจํานวนสปอรสูงสุดที่เวลา 
24 ชั่วโมง (7 x 103  CFU/ml.) น้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ  7.76 กรัมตอลิตรที่เวลา 36 ชั่วโมง  สวน
ปริมาณน้าํตาลทั้งหมดและแอมโมเนยีมซลัเฟตคอยๆลดลงเมื่อเซลลมีการเจริญเตบิโต 
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รูปที่  14     รูปแบบการผลิต PHB  การเจริญเติบโต  และการสรางสปอร โดย  Bacillus sp.BA-019 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีแมกนเีซียมซัลเฟตปริมาณเทากับ 200 มิลลิกรัมตอลิตร(ชุดควบคุม) 
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ตารางที ่12   ปริมาณ PHB  การเจริญเติบโต  ปริมาณน้ําตาลทัง้หมด  และปริมาณแอมโมเนียม
ซัลเฟต  เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-019 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมเติมแมกนีเซยีมซัลเฟต 
 

เวลา 
(h) 

pH DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate (g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

7.0 
5.87 
6.28 
6.49 
6.52 

1.58 
1.76 
2.01 
2.10 
1.95 

- 
ND 
ND 

13.06 
3.38 

14.22 
13.67 
13.26 
12.94 
12.62 

2.86 
2.54 
2.39 
2.24 
1.86 

            ND = มีเซลลปริมาณนอยมากไมสามารถนาํมาวิเคราะหได 
              -  = ไมไดวิเคราะห 
 
ตารางที่ 13  จํานวนสปอร และ จํานวน Vegetative cells เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-019 ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่ไมเติมแมกนีเซยีมซัลเฟต 
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
1.6 
1.9 
2.1 
0.8 
0.6 
0.4 
0.1 

- 
13 
23 
27 
30 
38 
16 
12 

                             -  = ไมไดวิเคราะห 
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ตารางที ่14    ปริมาณ PHB    การเจริญเติบโต  ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด  และปริมาณแอมโมเนยีม
ซัลเฟต   เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-019 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแมกนีเซียมซัลเฟตปริมาณเทากับ 200 
มิลลิกรัมตอลิตร(ชุดควบคุม) ควบคุมคาพเีอชตลอดการทดลองที่ 7.0 

  
เวลา 
(h) 

pH DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate(g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

7.0 
6.54 
6.25 
6.64 
6.75 

1.35 
4.74 
7.10 
7.76 
7.31 

- 
56.48 
43.25 
30.28 
19.12 

14.65 
3.53 
1.84 
1.58 
1.29 

3.00 
2.20 
1.35 
0.97 
0.43 

          -  = ไมไดวิเคราะห 
 
ตารางที่ 15  จํานวนสปอร และจํานวน Vegetative cells เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-019 ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่มีแมกนีเซียมซัลเฟตปริมาณเทากับ 200 มิลลิกรัมตอลิตร(ในชุดควบคุม) 
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
1.2 
3.0  
7.0  
1.0 
1.0  
0.9  
0.2  

- 
23 
53  
67  
60 
58  
36 
22  

                       -  = ไมไดวิเคราะห 
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ตารางที่  16  ปริมาณ PHB  การเจริญเติบโต  ปริมาณน้ําตาลทัง้หมด  และปริมาณแอมโมเนียม
ซัลเฟต   เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-019 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแมกนีเซียมซัลเฟตปริมาณเทากับ 400 
มิลลิกรัมตอลิตร ควบคุมคาพีเอชตลอดการทดลองที ่7.0 
 

เวลา 
(h) 

pH DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate (g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

7.0 
6.25 
5.79 
5.77 
5.75 

1.52 
3.73 
4.04 
3.49 
3.36 

- 
24.75 
21.18 
19.94 
13.44 

14.22 
9.92 
8.65 
7.39 
6.22 

2.62 
1.90 
1.32 
1.09 
0.93 

 
 
 
ตารางที่  17   จํานวนสปอร และจํานวน Vegetative cells เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-019 ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่มีแมกนีเซียมซัลเฟตปริมาณเทากับ 400 มิลลิกรัมตอลิตร 

 
เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
6.2 
8.0 
12.0 
6.0 
6.0 
5.1 
4.3 

- 
11 
18 
21 
23 
30 
22 
18 

 
 



 69

 เมื่อนําผลการวิจัยดังกลาวมาเปรียบเทียบกันสรุปผลดังตารางที่ 18   พบวาเมื่อเลี้ยง Bacillus 
sp.BA-019   ในอาหารเลีย้งเชื้อที่ไมเตมิแมกนีเซยีมซัลเฟตไดเซลลปริมาณนอยมากทําใหไมสามารถ
วิเคราะหปริมาณ PHB ได   ในอาหารเลีย้งเชื้อทีม่ีแมกนเีซียมซัลเฟตปริมาณ 200 มลิลิกรัมตอลิตร(ชุด
ควบคุม)ไดปริมาณ PHB สูงที่สุดเทากับ 56.48 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลล และเมื่อเพิม่ปริมาณ
แมกนีเซยีมซลัเฟตเปน 400 มิลลิกรัมตอลิตรไดปริมาณ PHB ลดลงเหลือเทากับ 24.75 เปอรเซ็นตตอ
น้ําหนกัเซลล และพบวาปริมาณแมกนีเซยีมที่เพิ่มข้ึนมผีลใหจํานวนสปอรเพิ่มมากขึ้นจาก 7 x 103 เปน 
12 x 103 CFU/ml. แตถาไมเติมแมกนเีซยีมซัลเฟตพบจํานวนสปอรนอยกวาเมื่อมแีมกนีเซยีมซลัเฟต
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ(2.1x 103 CFU/ml.)        เมื่อพิจารณาการผลิต PHB เปนหลัก  ปริมาณแมกนเีซียม
ซัลเฟตในอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 200 มิลลิกรัมตอลิตรเหมาะสมสําหรับการผลิต PHB  

 
 

 
ตารางที ่18  เปรียบเทียบสรปุ การผลิต PHB และการสรางสปอรที่ไดสูงสุดเมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-
019  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแมกนีเซียมซัลเฟตปริมาณตางกนั 
 
 

แมกนีเซียมซัลเฟต 
(มิลลกิรัมตอลิตร) 

PHB content * 
(% by wt.) 

Spores ** 
( x 103 CFU/ml) 

0 
200(ชุดควบคุม) 

400 

ND 
56.48 
24.75 

2.1 
7 
12 

 
 

        ND  หมายถงึ    มีเซลลจํานวนนอยมากไมสามารถนํามาวิเคราะหได 
         *     หมายถงึ    ที่เวลา  12   ชัว่โมงของการเลี้ยงเชื้อ 
       **   หมายถงึ    ที่เวลา  24   ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ 
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4.4.2  ผลของแคลเซียม 
 

 เลี้ยง Bacillus sp.BA-019 ตามวิธกีารทดลองขอ 3.7               ซึ่งควบคุมอุณหภูมิเทากบั 30 
องศาเซลเซยีส    ความเร็วรอบของการเขยาเทากับ 200 รอบตอนาที  โดยมีแคลเซียมในรูปของ
แคลเซียมคลอไรดปริมาณเทากับ   20 (ชุดควบคุม)  และ  40 มิลลิกรัมตอลิตร และไมเติม     เก็บ
ตัวอยางทกุ12 ชั่วโมง เปนระยะเวลา 48 ชั่วโมง      ผลการทดลองดงัตารางที ่19 พบวาการทดลองที่
ไมเติมแคลเซียมไดปริมาณ PHB เทากับ 26.96 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหงที่เวลา 12 ชั่วโมงของ
การเลี้ยงเชื้อ    ความเขมขนของน้าํตาลทั้งหมดและปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตลดลงเพียงเล็กนอย    
แตเมื่อเลี้ยงเชือ้โดยเพิ่มแคลเซียมเปน 40 มิลลิกรัมตอลิตรแสดงดังตารางที่ 23    พบวา Bacillus 
sp.BA-019 ผลิต PHB ไดลดลงคิดเปนปริมาณ PHB เทากับ 29.31 เปอรเซ็นตตอน้าํหนักเซลลแหงที่ 
12 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ    เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีปริมาณแคลเซียมเทากบั 20 มิลลิกรัม
ตอลิตร(ชุดควบคุม) ดังแสดงในตารางที่ 21   เชื้อสามารถเจริญเติบโต และผลิต PHBไดสูงสุดเทากับ  
56.42เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหงที่เวลา 12  ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ     ความเขมขนของน้าํตาล
ทั้งหมดและปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตลดลงตลอดระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อ       ดังนัน้ในการ
ทดลองขั้นตอไปจึงใสแคลเซียมในรูปแคลเซียมคลอไรดปริมาณเทากบั  20 มิลลิกรัมตอลิตร 

การนับจาํนวนสปอรโดยเกบ็ตัวอยางน้าํหมักที่เวลา ตางๆ ไดแก  12  18  24  30  36  42 และ  
48  ชั่วโมง นาํไปนับจํานวนเซลล และ นบัจํานวนสปอรตามวิธีของ  Kominekและคณะ (1965) ใหผล
การทดลองในตารางที่ 25      จาํนวนสปอรที่นับไดเพิ่มข้ึนเมื่อเร่ิมเลีย้งเชื้อและพบวาจํานวนสปอรมาก
ที่สุดที ่ 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อจากนั้นคอยๆ ลดลง  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมเติมแคลเซียมนับ
จํานวนสปอรไดเทากับ 1.9 x 103  CFU/ml.  เมื่อเติมแคลเซียมในอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาณเทากบั 20 
มิลลิกรัมตอลิตรมีจํานวนสปอรเทากับ 7.6 x 103  CFU/ml. ที่เวลา 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ    และ
เมื่อเพิ่มปริมาณแคลเซียมเปน 40 มิลลิกรัมตอลิตร  มีผลใหจํานวนสปอรเพิ่มมากขึ้นเทากับ   12.1  x 
103  CFU/ml.   
  ไดนําผลการศกึษารูปแบบการผลิต PHB  การเจริญเตบิโต และการสรางสปอรของ Bacillus 
sp. BA 019 มาแสดงเฉพาะการทดลองทีไ่ดปริมาณ PHB สูงที่สุด (รูปที่ 15)   โดยจะเหน็ไดวาการ
ผลิต PHB สูงสุด (56.42 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง) ที่เวลา 12 ชั่วโมง  แลวคอยๆลดลงตามเวลา
การเลี้ยงเชื้อ  และจํานวนสปอรสูงสุดที่เวลา 24 ชั่วโมง (7.6 x 103  CFU/ml.) น้ําหนกัเซลลแหงสูงสุด
เทากับ  7.76 กรัมตอลิตรที่เวลา 36 ชั่วโมง  สวนปริมาณน้ําตาลทั้งหมดและแอมโมเนียมซัลเฟตคอยๆ
ลดลงเมื่อเซลลมีการเจริญเติบโต 
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รูปที่  15   รูปแบบการผลิต PHB  การเจรญิเติบโต  และการสรางสปอร โดย  Bacillus sp.BA-019 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีแคลเซียมคลอไรดปริมาณเทากบั 20 มิลลิกรัมตอลิตร(ชุดควบคุม) 
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ตารางที ่19  ปริมาณ PHB  การเจริญเติบโต   ปริมาณน้าํตาลทัง้หมด  และปริมาณแอมโมเนยีม
ซัลเฟต  เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-019 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมเติมแคลเซียมคลอไรด ควบคุมคาพีเอช
ตลอดการทดลองที ่7.0 

 
เวลา 
(h) 

pH 
 

DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate (g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

7.0 
5.98 
5.67 
5.67 
5.62 

1.56 
4.60 
4.61 
4.28 
4.19 

- 
26.96 
24.92 
21.00 
10.57 

14.22 
11.40 
7.79 
6.50 
6.07 

2.99 
2.40 
1.75 
1.18 
0.96 

           -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
 
ตารางที่ 20   จํานวนสปอร และ จํานวน Vegetative cells ที่สรางโดย Bacillus sp.BA-019 ใน
อาหารเลี้ยงเชือ้ที่ไมเติมแคลเซียมคลอไรด 
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
(  x 106 CFU/ml ) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
0.69 
1.20 
1.90 
0.81 
0.64 
0.21 
0.11 

- 
7.0 
11.4 
13.5 
8.6 
8.9 
7.3 
6.8 

                        -  = ไมไดวิเคราะห 
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ตารางที ่ 21    ปริมาณ PHB  การเจริญเติบโต  ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด  และปริมาณแอมโมเนยีม
ซัลเฟต  เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-019   ในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีแคลเซียมคลอไรดปริมาณเทากบั     
20 มิลลิกรัมตอลิตร (ชุดควบคุม)  ควบคุมคาพีเอชตลอดการทดลองที่ 7.0 
  

เวลา 
(h) 

pH DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate(g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

7.0 
6.54 
6.25 
6.64 
6.75 

1.35 
4.74 
7.10 
7.76 
7.31 

- 
56.42 
43.25 
30.28 
19.12 

14.65 
3.53 
1.84 
1.58 
1.29 

3.00 
2.20 
1.35 
0.97 
0.43 

          -  = ไมไดวิเคราะห 
 
ตารางที่ 22  จํานวนสปอร และจํานวน Vegetative cells ที่สรางโดย Bacillus sp.BA-019 เมื่อมี
แคลเซียมคลอไรดปริมาณเทากับ 20 มิลลิกรัมตอลิตร(ชุดควบคุม)   
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

-  
1.2 
3.0  
7.6  
1.0  
1.0  
0.9  
0.2  

- 
23 
53  
67  
60 
58  
36 
22  

                   -  = ไมไดวิเคราะห 
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ตารางที ่ 23   ปริมาณ PHB  การเจริญเติบโต  ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด  และปริมาณแอมโมเนยีม
ซัลเฟต  เมื่อเลี้ยง Bacillus sp. BA-019 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณแคลเซียมคลอไรดเทากับ     40 
มิลลิกรัมตอลิตร  คบขคุมคาพีเอชตลอดการทดลองที่ 7.0 
                      

เวลา 
   (h) 

pH DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate (g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

7.0 
5.57 
5.67 
5.61 
5.56 

1.23 
3.68 
4.69 
4.39 
4.36 

- 
29.31 
23.81 
18.51 
15.67 

15.03 
9.97 
7.93 
6.33 
5.86 

2.98 
2.43 
1.56 
1.31 
0.96 

            -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
 
ตารางที่  24  จํานวนสปอร และ Vegetative cells ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณแคลเซียมคลอไรด 
เทากับ 40 มิลลิกรัมตอลิตร 

 
เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
4.00 
8.00 
12.10 
2.10 
1.90 
1.70 
0.32 

- 
12.2 
17 
19 

20.4 
20 
17 

15.9 
                      -  = ไมไดวิเคราะห 
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เมื่อนําผลการวิจัยดังกลาวมาเปรียบเทียบกันสรุปผลดังตารางที่ 25   พบวาธาตแุคลเซียมมี

ผลสําหรับการผลิต PHB เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-019 ในอาหารที่มีแคลเซียมคลอไรดปริมาณ
เทากับ 20 มลิลิกรัมตอลิตร(ชุดควบคุม) เหมาะสมที่สดุสําหรับการผลิต PHB    ไดปริมาณ PHB 
สูงสุดเทากับ 56.42 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง   เมื่อปริมาณแคลเซียมคลอไรดเพิ่มข้ึนเปน 40  
มิลลิกรัมตอลิตร   มีผลทําให PHB ลดลงเหลือเทากับ 29.31 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหงที่เวลา 12 
ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ  และพบวาถงึแมไมเติมปริมาณแคลเซียมคลอไรดในอาหารเลี้ยงเชื้อ Bacillus 
sp.BA-019 สามารถการผลติ PHB ไดแตไดปริมาณต่ําลงโดยไดเทากบั 26.96 เปอรเซ็นตตอน้ําหนัก
เซลลแหง     พบวาปริมาณแคลเซียมคลอไรดที่เพิ่มข้ึนมผีลใหจํานวนสปอรเพิ่มมากขึ้นจาก 7.6 x 103 
เปน 12.1 x 103 CFU/ml.         แตถาไมเติมปริมาณแคลเซียมคลอไรดในอาหารเลีย้งเชื้อพบวาจาํนวน 
สปอรที่นับไดนอยกวาเมื่อมแีคลเซียมคลอไรดในอาหารเลี้ยงเชื้อ(1.9 x 103 CFU/ml.)       เมื่อ
พิจารณาการผลิต PHB เปนหลกั  ปริมาณแคลเซียมคลอไรดในอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 20 มิลลิกรัมตอ
ลิตรเหมาะสมสําหรับการผลิต PHB  
 
 

 
ตารางที ่ 25  เปรียบเทียบสรุป การผลิต PHB และการสรางสปอร ที่ไดสูงสุดเมื่อเลีย้ง Bacillus 
sp.BA-019  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ปริมาณแคลเซียมคลอไรดตางกัน 
 
 

แคลเซียมคลอไรด 
(มิลลกิรัมตอลิตร) 

PHB content * 
(% by wt.) 

Spores ** 
( x 103 CFU/ml) 

0 
20(ชุดควบคุม) 

40 

26.96 
56.42 
29.31 

1.9 
7.6 
12.1 

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

 
เลี้ยง Bacillus sp.BA-019 ตามวิธกีารทดลองขอ 3.7        ซึ่งควบคุมอุณหภูมิเทากบั 30 

องศาเซลเซยีส  ความเรว็รอบของการเขยาเทากับ 200 รอบตอนาที โดยมีแมงกานีสในรูปของ
แมงกานีสคลอไรดปริมาณเทากบั  0.08   0.16  มิลลิกรัมตอลิตรและไมเติม(ชุดควบคุม)      เก็บ
ตัวอยางทกุ 12 ชั่วโมงเปนระยะเวลา 48 ชั่วโมง  ผลการทดลองดังตารางที ่26    พบวาในการทดลองที่
ไมเติมแมงกานีสคลอไรด(ชุดควบคุม)ไดปริมาณ PHB เทากบั  47.04  เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง
ที่เวลา 12 ชั่วโมงของการเลีย้งเชื้อ  ความเขมขนของน้าํตาลทั้งหมดและปริมาณแอมโมเนยีมซัลเฟตล
ดลงตลอดระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อ         เมื่อเลี้ยงเชื้อโดยเพิ่มปริมาณแมงกานีสคลอไรดเปน  0.08  
มิลลิกรัมตอลิตรแสดงดังตารางที ่28    เชือ้สามารถผลติ PHBไดปริมาณเทากับ 56.68  เปอรเซ็นตตอ
น้ําหนกัเซลลแหงที่เวลา 12 ชั่วโมงของการเลีย้ง  ความเขมขนของน้าํตาลทั้งหมดและปริมาณ
แอมโมเนยีมซลัเฟตลดลงตลอดระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อ     และจากตารางที่ 30  เมื่อเพิม่ปริมาณ
แมงกานีสคลอไรดเปน  0.16 มิลลิกรัมตอลิตร คิดเปนปริมาณ PHB เทากับ 48.81  เปอรเซน็ตตอ
น้ําหนกัเซลลแหงที่เวลา 12 ชั่วโมงของการเลี้ยง  เมื่อมแีมงกานีสคลอไรดเพิ่มข้ึนปริมาณ PHB ที่ผลิต
ไดลดลงเล็กนอย     ดังนัน้ในการทดลองที่เติมแมงกานสีคลอไรดปริมาณเทากับ 0.08 มิลลิกรัมตอลิตร
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ ทําใหไดปริมาณ PHB สูงที่สุดจงึเปนปริมาณที่เหมาะสมสาํหรับการผลิต PHB  

การนับจาํนวนสปอรโดยเกบ็ตัวอยางน้าํหมักที่เวลา ตางๆ ไดแก  12  18  24  30  36  42 และ  
48  ชั่วโมง นาํไปนับจํานวนเซลล และ นบัจํานวนสปอรตามวิธีของ  Kominekและคณะ (1965) ใหผล
การทดลองในตารางที่ 32               จํานวนสปอรทีน่ับไดเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ เมื่อเร่ิมเลี้ยงเชื้อ และไดจาํนวน 
สปอรมากที่สดุที่เวลา 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อจากนัน้คอยๆ ลดลง   ในการทดลองที่ไมเติม
แมงกานีสคลอไรดในอาหารเลี้ยงเชื้อนับจํานวนสปอรไดเทากับ  5.6  x 103  CFU/ml.  เมื่อเติม
แมงกานีสคลอไรดปริมาณเทากบั 0.08  มิลลิกรัมตอลิตรไดจํานวนสปอรเทากับ 7.1  x 103  CFU/ml  
และเมื่อเพิ่มปริมาณแมงกานีสคลอไรดเปน 0.16 มิลลิกรัมตอลิตร      มีผลใหจํานวนสปอรเพิ่มมากขึ้น  
เทากับ 12.9 x 103  CFU/ml.        
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 ไดนําผลการศกึษารูปแบบการผลิต PHB  การเจริญเตบิโต และการสรางสปอรของ Bacillus 
sp. BA 019 มาแสดงเฉพาะการทดลองทีไ่ดปริมาณ PHB สูงที่สุด (รูปที่ 16 )   โดยจะเหน็ไดวาการ
ผลิต PHB สูงสุด (56.68 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง) ที่เวลา 12 ชั่วโมง  แลวคอยๆลดลงตามเวลา
การเลี้ยงเชื้อ  และจํานวนสปอรสูงสุดที่เวลา 24 ชั่วโมง (7.1 x 103  CFU/ml.) น้ําหนกัเซลลแหงสูงสุด
เทากับ  6.69 กรัมตอลิตรที่เวลา 36 ชั่วโมง  สวนปริมาณน้ําตาลทั้งหมดและแอมโมเนียมซัลเฟตคอยๆ
ลดลงเมื่อเซลลมีการเจริญเติบโต 
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รูปที่  16    รูปแบบการผลิต PHB   การเจริญเติบโต  และการสรางสปอร โดย  Bacillus sp.BA-019 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีแมงกานีสคลอไรดปริมาณเทากับ 0.08 มิลลิกรัมตอลิตร 
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ตารางที ่ 26   ปริมาณ PHB  การเจริญเติบโต  ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด  และปริมาณแอมโมเนยีม
ซัลเฟต  เมื่อเลี้ยง Bacillus sp. BA-019 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมเติมแมงกานีสคลอไรด(ชุดควบคุม) 
ควบคุมคาพีเอชตลอดการทดลองที่ 7.0 
 

เวลา 
(h.) 

pH DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate (g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

7.0 
6.54 
6.25 
6.64 
6.75 

1.35 
4.74 
7.10 
7.76 
7.31 

- 
47.04 
33.25 
25.28 
19.12 

14.65 
3.53 
1.84 
1.58 
1.29 

3.00 
2.20 
1.35 
0.97 
0.43 

            -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
ตารางที่  27  จํานวนสปอร และ จาํนวน Vegetative cells เมื่อเลี้ยง Bacillus sp. BA-019 ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่ไมเติมแมงกานีสคลอไรด(ชุดควบคุม) 
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

-  
1.2 
3.0  
5.6 
1.6  
1.0  
0.9  
0.2  

- 
19 
53  
67  
60 
58  
36 
22  

                             -  = ไมไดวิเคราะห 
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ตารางที ่28  ปริมาณ PHB  การเจริญเติบโต  ปริมาณน้าํตาลทัง้หมด  และปริมาณแอมโมเนยีม
ซัลเฟต  เมื่อเลี้ยง Bacillus sp. BA-019 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณแมงกานีสคลอไรดเทากับ 0.08 
มิลลิกรัมตอลิตร  ควบคุมคาพีเอชตลอดการทดลองที่ 7.0 
 

เวลา 
(h) 

pH DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate (g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

7.0 
6.37 
6.91 
6.86 
6.83 

1.35 
5.52 
5.71 
6.69 
6.05 

- 
56.68 
40.01 
38.72 
26.13 

14.79 
2.94 
1.89 
0.89 
0.72 

2.96 
2.26 
1.67 
1.13 
0.79 

   -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
 
ตารางที่  29  จํานวนสปอร และ จาํนวน Vegetative cells ในชุดควบคุม  เมื่อเลีย้ง Bacillus sp. 
BA-019 ในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีปริมาณแมงกานีสคลอไรดเทากับ 0.08 มิลลิกรัมตอลิตร 

 
เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x  106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
4.00 
4.10 
7.10 
1.24 
1.09 
1.00 
0.59 

- 
23.0 
56.6 
64.0 
68.5 
89.0 
61.0 
60.0 

                     -  = ไมไดวิเคราะห 
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ตารางที่ 30  ปริมาณ PHB  การเจริญเติบโต  ปริมาณน้าํตาลทัง้หมด  และปริมาณแอมโมเนยีม
ซัลเฟต  เมื่อเลี้ยง Bacillus sp. BA-019 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณแมงกานีสคลอไรดเทากับ  0.16 
มิลลิกรัมตอลิตร ควบคุมคาพีเอชตลอดการทดลองเทากบั 7.0 
 

เวลา 
(h) 

pH DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate (g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

7.0 
6.68 
6.71 
6.70 
6.60 

1.10 
4.99 
4.46 
4.37 
4.88 

- 
48.81 
39.61 
27.81 
15.35 

14.34 
7.94 
6.46 
5.37 
4.08 

3.00 
2.66 
1.99 
1.35 
0.97 

      -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
 
ตารางที่ 31  จํานวนสปอร และจํานวน Vegetative cells เมื่อเลี้ยง Bacillus sp. BA-019ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณแมงกานีสคลอไรดเทากับ 0.16  มลิลิกรัมตอลิตร 

 
เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106  CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
4.2 
4.8 
12.9 
2.6 
1.9 
1.6 
1.2 

- 
21 
46 
54 
59 
78 
52 
49 

                     -  = ไมไดวิเคราะห 
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เมื่อนําผลการวิจัยดังกลาวมาเปรียบเทียบกันสรุปผลดังตารางที่ 32      พบวาเลี้ยง Bacillus 
sp.BA-019 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมเติมแมงกานีสคลอไรดไดปริมาณ PHB เทากับ 47.04  เปอรเซ็นต
ตอน้ําหนักเซลลแหง   เมือ่เติมแมงกานสีคลอไรดปริมาณเทากับ 0.08 มิลลิกรัมตอลิตรไดปริมาณ 
PHB เทากับ 56.68 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหงที่เวลา  12 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ     และเมือ่เพิ่ม
ปริมาณแมงกานีสคลอไรดเปน 0.16 มิลลิกรัมตอลิตรไดปริมาณ PHB ลดลงเล็กนอยโดยไดปริมาณ 
PHB เทากับ 48.81 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง  และพบวาในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่มีแมงกานสีคลอ
ไรดปริมาณเทากับ 0.08 มลิลิกรัมตอลิตรนับจํานวนสปอรไดเทากับ 7.1 x 103 CFU/ml.  ปริมาณ
แมงกานีสคลอไรดที่เพิ่มข้ึนเปน 0.16 มิลลิกรัมตอลิตรมีผลใหจํานวนสปอรเพิ่มมากขึ้นเทากับ 12.9  x 
103  CFU/ml.ที่เวลา 24  ชั่วโมงของการเลีย้งเชื้อ           แตถาไมเติมแมงกานีสคลอไรดในอาหารเลี้ยง
เชื้อพบจํานวนสปอรที่นับไดนอยกวาเมื่อมแีมงกานีสคลอไรดในอาหารเลี้ยงเชื้อ (5.6x103CFU/ml.)  
พิจารณาการผลิต PHB เปนหลกั  ปริมาณแมงกานีสคลอไรดเทากับ 0.08 มิลลิกรัมตอลิตร  เหมาะสม
สําหรับการผลิต PHB  
 
ตารางที ่32  เปรียบเทียบสรปุ การผลิต PHB และการสรางสปอรที่ไดสูงสุด เมื่อเลีย้ง Bacillus 
sp.BA-019  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณแมงกานีสคลอไรดตางกัน 

 
แมงกานสีคลอไรด 
(มิลลกิรัมตอลิตร) 

PHB content * 
(% by wt.) 

Spores ** 
( x 103 CFU/ml) 

0(ชุดควบคุม) 
0.08 
0.16 

47.04 
56.68 
48.81 

5.6 
7.1 
12.9 

 
*     หมายถงึ    ที่เวลา  12   ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ 

          **   หมายถงึ    ที่เวลา  24   ชั่วโมงของการเลีย้งเชื้อ 
 

 
 

 
 



 82

4.5  การศึกษาผลของภาวะแวดลอมในการเลี้ยงเชื้อ ไดแก อุณหภมูิ  ปริมาณอากาศ และ คา 
พีเอช  ตอการผลิต PHB และการสรางสปอรโดย Bacillus sp.BA-019  
 
 การวิจยัขั้นตอนนี้เปนการศึกษาภาวะแวดลอมในการเลีย้งเชื้อ ไดแก อุณหภูม ิ  ปริมาณ
อากาศ และ คาพีเอช ซึง่มตีอการผลิต PHB และการสรางสปอรของ Bacillus sp.BA-019 ในระดับ
ขวดเขยา   เนื่องจากผลการวิจัยของผูวิจยัในคณะวิจยั(สุดา สุภาชวนิสวัสด์ิ ,2542 และอติพล บุญ
เรืองถาวร ,2543)ที่ไดศึกษาการผลิตสาร PHA จาก Bacillus sp.BA-019 สังเกตพบวาเมื่อไดปริมาณ 
PHA (PHB และ โคพอลิเมอร PHBV)สูงสุดแลว มีการลดลงของสารผลิตภัณฑอยางรวดเร็วและลดลง
เร่ือยๆตามระยะเวลาการเลีย้งเชื้อ จึงสนันิษฐานวาอาจจะเนื่องมาจาก Bacillus sp.BA-019 เปน
แบคทีเรียที่มกีารสรางสปอร   เมื่อเชื้อมีการสรางสปอรจึงอาจนํา PHB ไปใชในกระบวนการสรางสปอร   
 
  4.5.1 ผลของอุณหภูม ิ
 
 อุณหภูมิของในการเลีย้งเชื้อมีผลตอการผลิต PHB เชนเดียวกับผลิตภณัฑอ่ืนๆ        แบคทีเรีย 
แตละสายพนัธุจะมีความสามารถในการเจริญเติบโต และการผลิต PHB ที่อุณหภูมิตางกนัไป        Wu
และคณะ(2001) ศึกษาการผลิต PHB โดย Bacillus sp.JMa5   ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกากน้ําตาลเปน
แหลงคารบอน  พบวาเชื้อสามารถเจริญเติบโตไดที่อุณหภูมิสูงถงึ  45 องศาเซลเซยีส  และอุณหภูมทิี่
เหมาะสมในการเติบโตคือ  35-37 องศาเซลเซียส  โดยสามารถผลิต PHB ไดเทากบั 25-35 เปอรเซ็นต
ตอน้ําหนักเซลลแหงและเมื่ออยูในภาวะทีม่ีปริมาณออกซิเจนละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อตํ่า เปนผลให
เกิดกระบวนการสรางสปอรซึ่งทาํใหปริมาณ PHB ลดลง       Borahและคณะ(2002)ศึกษาผลของ
สารอาหารและภาวะแวดลอมที่เหมาะสมตอการผลิต PHBจาก Bacillus mycoides RLJ B-017    
พบวาอุณหภมูิมีผลตอการผลิต PHB และอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดสาํหรับการผลิต PHB คือ 30 องศา
เซลเซียส          
  ในงานวิจัยนี้จากการศึกษาถงึผลของอุณหภูมิที่ใชการเลีย้ง  Bacillus sp. BA-019 ที่มีตอการ 
ผลิต PHBโดยเลี้ยงเชื้อตามวิธีการทดลองขอ 3.8.1                 บนเครือ่งเขยาควบคุมอุณหภูมิโดยแปร 
อุณหภูมิเทากบั  25  30  40  และ  45 องศาเซลเซียส        ความเรว็รอบของการเขยาเทากบั 200 รอบ 
ตอนาท ี  คาพเีอชเริ่มตนเทากับ 6.0    เก็บตัวอยางทกุ 12 ชั่วโมงเปนเวลา 48 ชั่วโมง    ผลการทดลอง 
แสดงในตารางที ่33-40      พบวาอุณหภมูิมีผลตอการเจริญเติบโต การผลิต PHB และการสรางสปอร     
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 Bacillus sp. BA-019  มกีารผลิต PHB สูงสุดที่อุณหภูมิ 30   องศาเซลเซียส       โดยไดปริมาณ 
PHB เทากับ 53.42 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหงที่เวลา 12 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ            สวนที่
อุณหภูมิ 25  40   และ 45  องศาเซลเซียส   แบคทีเรียจะสรางและสะสม PHB ไดในปริมาณที่ต่ํากวา
คือเทากับ   23.37   38.02   และ 18.11  เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหงที่เวลา 12 ชั่วโมงตามลาํดับ  
ที่อุณหภูมิ 30 และ 25  องศาเซลเซยีส    Bacillus sp. BA-019มีการเจริญเตบิโตใกลเคียงกัน(ได
น้ําหนกัเซลลแหงสงูสุดเทากบั 3.39 และ 3.21 กรัมตอลิตรที่เวลา 48 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ     
รูปแบบของปริมาณน้ําตาลทั้งหมด และปริมาณแอมโมเนยีมซัลเฟตที่มีในน้ําหมกัของทกุภาวะพบวา
เปนรูปแบบเดียวกนั คือความเขมขนของน้ําตาลทัง้หมดลดลงตามระยะเวลาการเลีย้งเชื้อ  ปริมาณ
แอมโมเนยีมซลัเฟตถูกใชไปอยางรวดเร็วภายในระยะเวลา 12  ชั่วโมงของการเลีย้งเชือ้  
 และจากการนบัจํานวนสปอรโดยเก็บตัวอยางน้าํหมกัทีเ่วลาตางๆ ไดแก  12  18  24  30  36  
42 และ 48 ชั่วโมง นาํไปนบัจํานวนเซลล และ นับจํานวนสปอรตามวิธีของ Kominekและคณะ (1965) 
สรุปผลการทดลองในตารางที ่41         จํานวนสปอรที่นับไดเพิม่ข้ึนเรื่อย ๆ หลงัจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 
12 ชั่วโมง และพบวาจาํนวนสปอรมากที่สุดที ่ 24 ชั่วโมง จากนัน้คอยๆ ลดลง อุณหภูมิมีผลตอการ
สรางสปอรพบวาที่อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียสมีจํานวนสปอรมากที่สุดเทากับ 7 x 103  CFU/ml. ที่
เวลา 24 ชั่วโมงของการเลีย้งเชื้อ และเมือ่อุณหภูมิเพิ่มข้ึนจํานวนสปอรที่ไดลดลง เทากบั 0.19 x 103 
CFU/ml. ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสที่เวลา 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ      
 ไดนําผลการศกึษารูปแบบการผลิต PHB การเจริญเติบโต และการสรางสปอรของ Bacillus 
sp. BA 019 มาแสดงเฉพาะการทดลองทีไ่ดปริมาณ PHB สูงที่สุด (รูปที่ 17)  โดยจะเหน็ไดวาการผลิต 
PHB สูงสุด (53.42 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง) ที่เวลา 12 ชั่วโมง  แลวคอยๆลดลงตามเวลาการ
เลี้ยงเชื้อ  และจํานวนสปอรสูงสุดที่เวลา 24 ชั่วโมง (7 x 103  CFU/ml.) น้ําหนักเซลลแหงสงูสดุเทากับ  
3.39 กรัมตอลิตรที่เวลา 48 ชั่วโมง  สวนปริมาณน้าํตาลทั้งหมดและแอมโมเนยีมซัลเฟตคอยๆลดลง
เมื่อเซลลมีการเจริญเติบโต 
  
 
 
 
 
 
 



 84

3.39

0

53.42

7.0

0

1

2

3

4

5

0 12 24 36 48

เวลา (ชั่วโมง)

คว
าม
เขม

ขน
 (ก
รัม

ตอ
ลิต

ร) 

0

10

20

30

40

50

60

ปร
ิมา
ณ P

HB
 (%

ตอ
น้ํา
หน

ักเซ
ลล

แห
ง)

สป
อร
 ( x

103  CF
U /

ml
.)

ปร
ิมา
ณน

้ําตา
ล (
ก/ล

) DCW
Ammonium sulfate 
PHB content
Total sugar
Spore

 
 
รูปที่ 17   รูปแบบการผลิต PHB  การสรางสปอร และการเจริญเติบโต ของ  Bacillus sp.BA-019 เมื่อ
เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิเทากับ  30  องศาเซลเซียส 
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ตารางที่ 33   ปริมาณ PHB  น้าํหนักเซลลแหง ปริมาณน้ําตาลทัง้หมด  และ ปริมาณแอมโมเนียม
ซัลเฟต เมื่อเลีย้ง  Bacillus sp. BA-019 ที่อุณหภูมิเทากับ  25  องศาเซลเซียส 
  

เวลา 
(h) 

DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium  
sulfate(g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

0.95 
1.53 
2.34 
2.39 
3.21 

- 
23.37 
22.91 
21.67 
19.53 

14.51 
12.19 
11.52 
9.25 
8.49 

2.95 
2.21 
1.97 
1.07 
0.98 

            -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
 
ตารางที ่34  จํานวนสปอร และ จํานวน vegetative cells  เมื่อเลี้ยง Bacillus sp. BA-019 ที่อุณหภูมิ
เทากับ  25  องศาเซลเซยีส 
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
1.1 
1.9 
2.4 
1.4 
1.1 
1.0 
0.8 

- 
20 
42 
50 
46 
50 
32 
17 

                 -  = ไมไดวิเคราะห 
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ตารางที่ 35   ปริมาณ PHB  น้าํหนักเซลลแหง ปริมาณน้ําตาลทัง้หมด  และ ปริมาณแอมโมเนียม
ซัลเฟต เมื่อเลีย้ง  Bacillus sp. BA-019 ที่อุณหภูมิเทากับ  30  องศาเซลเซียส 
 

เวลา 
(h) 

DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate (g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

0.93 
2.46 
2.95 
3.36 
3.39 

- 
53.42 
47.87 
29.00 
26.40 

15.01 
11.98 
8.30 
6.20 
5.70 

2.97 
1.31 
1.24 
1.02 
0.86 

           -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
 
ตารางที ่36  จํานวนสปอร และ จํานวน vegetative cells  เมื่อเลี้ยง Bacillus sp. BA-019 ที่อุณหภูมิ
เทากับ  30  องศาเซลเซยีส 
  

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cell 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

-  
1.2 
3.0  
7.0 
1.0 
1.0 
0.9  
0.2  

- 
23 
53  
67  
60 
58  
36 
22  

                             -  = ไมไดวิเคราะห 
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ตารางที่  37  ปริมาณ PHB  น้าํหนักเซลลแหง ปริมาณน้ําตาลทัง้หมด  และ ปริมาณแอมโมเนียม
ซัลเฟตเมื่อเลีย้ง  Bacillus sp. BA-019 ที่อุณหภูมิเทากับ40 องศาเซลเซียส 
 

เวลา 
(h) 

DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate(g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

0.97 
2.01 
2.31 
2.44 
2.73 

- 
38.02 
33.42 
27.15 
21.84 

14.83 
13.93 
11.08 
8.75 
7.49 

3.01 
2.10 
1.63 
1.07 
0.99 

           -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
 
ตารางที ่38  จํานวนสปอร และ จํานวน vegetative cells  เมื่อเลี้ยง Bacillus sp. BA-019 ที่อุณหภูมิ
เทากับ 40 องศาเซลเซียส 
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
1.1 
2.4  
6.0 
0.6  
0.7  
0.3 
0.1 

- 
23  
42  
56 
60 
54  
32 
17  

                                 -  = ไมไดวิเคราะห 
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ตารางที ่  39   ปริมาณ PHB  น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณน้ําตาลทัง้หมด  และ ปริมาณแอมโมเนียม
ซัลเฟต เมื่อเลีย้ง  Bacillus sp. BA-019 ที่อุณหภูมิเทากับ 45 องศาเซลเซียส 
 

เวลา 
(h) 

DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate (g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

0.95 
1.29 
1.40 
1.43 
1.55 

- 
18.11 
17.09 
16.35 
14.88 

14.74 
14.31 
12.16 
11.86 
9.60 

3.00 
1.73 
1.69 
1.49 
1.36 

            -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
 
ตารางที ่40  จํานวนสปอร และ จํานวน vegetative cells  เมื่อเลี้ยง Bacillus sp. BA-019 ที่อุณหภูมิ
เทากับ 45 องศาเซลเซียส 
 

Time 
(h.) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
0.12 
0.19 
0.24 
0.16   
0.13 
0.10 
0.06 

- 
12 
32  
45  
46 
56 
32 
14  

                         -  = ไมไดวิเคราะห 
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เมื่อนําผลการทดลองทั้ง 4 การทดลองมาเปรียบเทยีบกนัดังแสดงในตารางที่ 41     พบวาที่
ทุกอุณหภูมิของการเลีย้งเชือ้  ไดปริมาณ PHB สูงสุดอยางรวดเร็วทีเ่วลาเพียง 12 ชั่วโมงของการเลี้ยง
เชื้อและปริมาณลดลงเรื่อยๆ จนส้ินสุดระยะการเลี้ยงเชือ้   และหลงัจาก  12 ชั่วโมง มีจาํนวนสปอร
เพิ่มมากขึ้นและสูงที่สุดที่  24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ  จึงมีความเปนไปไดที่เซลลจะนํา PHB ไปใชใน
กระบวนการสรางสปอรทาํใหมีสปอรเพิม่มากขึ้น    โดยที่อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส Bacillus sp. 
BA-019 ผลิต PHB สูงที่สุดเทากบั 53.42 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง  เมื่ออุณหภูมิในการเลีย้งเชื้อ 
สูงหรือตํ่ากวา 30  องศาเซลเซียส ปริมาณ PHB ที่ผลิตไดต่ํากวา  ตัวอยางเชน  ที่อุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส  ปริมาณ PHB ทีไ่ดเพียง 18.11  เปอรเซน็ตตอน้ําหนักเซลลแหงที่เวลา 12 ชั่วโมงของการ
เลี้ยงเชื้อ  จาํนวนสปอรจะลดลงเหลือ 0.19 X 103 CFU/ml.ที่เวลา 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ   

 
 
 

 
ตารางที ่41   สรุปผลการผลิต PHB และการจํานวนสปอร ที่ไดสูงสุด เมื่อเลี้ยงเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 25  30  
40  และ 45  องศาเซลเซยีส 

 
       อุณหภมูิ 
(องศาเซลเซยีส) 

     PHB content* 
       (% by wt.) 

         Spores** 
   ( x 103 CFU/ml) 

25 
30 
40 
45 

23.37 
53.42 
38.02 
18.11 

  1.9 
   7 
    6 
 0.19 

 
      *     หมายถึง    ทีเ่วลา  12   ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ 
   **   หมายถงึ    ทีเ่วลา  24   ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ 
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4.5.2  ผลของปริมาณอากาศ 
 
 Lee และคณะ(1995) ศึกษาภาวะการใหอากาศตอการผลิต PHB โดยแปรปริมาตรอาหาร
เทากับ 50  100 150  200  และ  250   มิลลิลิตรตอขวดขนาด 500 มิลลิลิตร  เขยาที ่150 รอบตอนาท ี     
Kim(2000)ศึกษาการผลิต PHB จาก Azotobacter chroococcum    ในระดับขวดเขยาโดยแปร
ปริมาตรอาหารเทากับ  50 ถึง 250   มิลลิลิตรตอขวดขนาด 500 มิลลิลิตร  เขยาที่ 100 รอบตอนาที
พบวาปริมาตรอากาศมีผลตอการเติบโตและการผลิต PHB   เมื่อเพิ่มปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อมีผลทํา
ใหการเติบโตลดลง แตปริมาณ PHB เพิม่มากขึน้สูงสดุเทากับ 74  เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง ใน
อาหารปริมาตร250 มิลลิลิตร เนื่องมาจากเมื่อปริมาตรอาหารเพิ่มข้ึน ทําใหปริมาณอากาศนอยลงมี
ผลตอการเติบโตของเซลลลดลง   แตปริมาณอากาศที่จาํกัดสงผลใหผลิต PHB เพิ่มสูงขึ้น     
Savenkovaและคณะ(1999) ศึกษาการผลิต PHB จาก Azotobacter chroococcum  โดยใชปริมาตร
อาหารเลี้ยงเชือ้เทากับ 50 และ 100 มิลลิลิตรตอขวดขนาด 750  มิลลิลิตร     เขยาที ่190 รอบตอนาที 
ซึ่งแสดงใหเหน็วาการแปรปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อในขวดทดลองมีผลตอปริมาณอากาศ                  

การวิจยัขั้นตอนนี้เปนการศึกษาผลของภาวะการใหอากาศ ตอการเจริญเติบโตและการสราง 
สปอรของ  Bacillus sp. BA-019 ดวยการแปรผันปริมาตรอาหาร  โดยคงที่ขนาดของขวดทดลองและ
รอบการเขยา  ซึ่งเปนวิธีการหนึง่ในการแปรผันปริมาตรของอากาศในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับการศึกษา
ในระดับขวดเขยาตามวิธีการทดลองขอ 3.8.2    โดยแปรปริมาตรอาหารเทากบั 25  50   และ  75   
มิลลิลิตรตอขวดขนาด 250 มิลลิลิตร  เขยาที่ 200 รอบตอนาท ี  ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เก็บ
ตัวอยางทกุ 12 ชั่วโมงเปนเวลา 48 ชั่วโมง    ผลการวิจัยดังแสดงในตารางที ่ 42  44  และ 46        
พบวาเมื่อเลี้ยงเชื้อโดยมีปริมาตรอาหารเทากบั 50 มิลลิลิตร  มีการผลิต PHB สูงสุดเทากับ  53.81 
เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหงที่เวลา 12 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ(ตารางที่ 44)  และเมื่อปริมาตร
อาหารเทากับ  25 และ  75  มิลลิลิตร ใหผลการทดลองใกลเคียงกัน คอื ปริมาณ PHB เทากับ 30 และ 
32.69 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหงที่เวลา 12 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ  ดังแสดงในตารางที่ 42 และ
ตารางที่ 46  ตามลําดับ   รูปแบบของปริมาณน้ําตาลทั้งหมด และปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหลือ
ในน้าํหมกัของทุกการทดลอง ในการวิจยันีพ้บวาเปนรูปแบบเดียวกนั คือความเขมขนของน้าํตาล
ทั้งหมดลดลงตามระยะเวลาการเลีย้งเชื้อ  ปริมาณแอมโมเนยีมซลัเฟตถูกใชไปอยางรวดเร็วภายใน
ระยะเวลา 12 ชั่วโมง   สวนการเจริญเติบโตพบวาใกลเคียงกนัในทั้ง 3 การทดลอง 

จากการนับจาํนวนสปอรโดยเก็บตัวอยางน้าํหมกัที่เวลา ตางๆ ไดแก  12  18  24  30  36  42 
และ  48  ชั่วโมง นําไปนบัจาํนวนเซลล และ นับจาํนวนสปอรตามวิธีของ  Kominekและคณะ (1965)        
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ผลการทดลองแสดงในตารางที ่43  45 และ 47   จํานวนสปอรทีน่ับไดคอยๆ เพิ่มข้ึนหลงัจากเลีย้งเชื้อ
เปนเวลา 12 ชั่วโมง และพบวาจาํนวนสปอรมากที่สุดที่ 24 ชั่วโมง จากนั้นคอยๆลดลง ผลของปริมาตร
อาหารเลี้ยงเชือ้ตอการสรางสปอรพบวาทีป่ริมาตรอาหารเทากับ 25 มิลลิลิตร(มีปริมาณอากาศมาก
ที่สุด) มีจาํนวนสปอรนอยทีสุ่ดเทากับ 6 x 103  CFU/ml.  ที่เวลา 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ และเมื่อ
ปริมาตรอาหารเพิ่มข้ึน (ปริมาณอากาศนอยลง)  เปน 50 และ  75  มิลลิลิตร        จาํนวนสปอรที่ได
เพิ่มข้ึนเปน  7 x 103 CFU/ml. และ  8 x 103 CFU/ml.  ที่เวลา 24 ชั่วโมงของการเลีย้งเชื้อ     ดังแสดง
ในตารางที ่48           
 ไดนําผลการศกึษารูปแบบการผลิต PHB การเจริญเติบโต และการสรางสปอรของ Bacillus 
sp. BA 019 มาแสดงเฉพาะการทดลองทีไ่ดปริมาณ PHB สูงที่สุด(รูปที่ 18)    โดยจะเหน็ไดวาการ
ผลิต PHB สูงสุด (53.81 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง) ที่เวลา 12 ชั่วโมง  แลวคอยๆลดลงตามเวลา
การเลี้ยงเชื้อ  และจํานวนสปอรสูงสุดที่เวลา 24 ชั่วโมง (7 x 103  CFU/ml.) น้าํหนักเซลลแหงสงูสุด
เทากับ  3.32 กรัมตอลิตรที่เวลา 36 ชั่วโมง  สวนปริมาณน้ําตาลทั้งหมดและแอมโมเนียมซัลเฟตคอยๆ
ลดลงเมื่อเซลลมีการเจริญเติบโต 
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รูปที่ 18   รูปแบบการผลิต PHB   การสรางสปอร  และการเจริญเติบโตของ  Bacillus sp.BA-019 
เมื่อเลี้ยงเชื้อโดยใชปริมาตรอาหารเลี้ยงเชือ้เทากับ 50 มิลลิลิตรตอขวดขนาด 250 มิลลิลิตร   
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ตารางที่  42 ปริมาณ PHB  ปริมาณน้าํตาลทัง้หมด  และน้ําหนักเซลลแหง เมื่อเลี้ยง Bacillus sp. 
BA 019  โดยใชปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อเทากบั 25 มิลลิลิตรตอขวดขนาด 250 มิลลิลิตร   
 

เวลา 
(h) 

DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate (g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

1.04 
2.82 
3.07 
3.76 
2.81 

- 
30.00 
27.34 
26.17 
23.79 

15.12 
12.16 
11.40 
11.31 
11.22 

3.05 
1.41 
1.24 
1.18 
0.76 

               -  = ไมไดวิเคราะห 
 
ตารางที่  43  จํานวนสปอร และจํานวน vegetative cells เมื่อเลี้ยงเชือ้โดยใชปริมาตรอาหารเลี้ยง 
Bacillus sp. BA 019  เทากับ 25 มิลลิลติรตอขวดขนาด 250 มิลลิลิตร   
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
1.00 
2.00 
6.00 
0.80 
0.60 
0.20 
0.10 

- 
20 
31 
40 
41 
46 
25 
21 

                             -  = ไมไดวิเคราะห 
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ตารางที่  44  ปริมาณ PHB  ปริมาณน้าํตาลทั้งหมด  และน้ําหนกัเซลลแหง เมื่อเลีย้ง Bacillus sp. 
BA 019  โดยใชปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อเทากบั 50 มิลลิลิตรตอขวดขนาด 250 มิลลิลิตร   
 

เวลา 
(h) 

DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate(g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

1.03 
2.69 
2.81 
3.32 
2.69 

- 
53.81 
47.53 
34.85 
28.75 

15.11 
11.69 
9.34 
8.73 
7.21 

2.95 
1.21 
1.04 
0.98 
0.56 

               -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
ตารางที ่ 45   จํานวนสปอร และ จํานวน vegetative cells  เมื่อเลี้ยง Bacillus sp. BA 019 โดยใช
ปริมาตรอาหารเลี้ยงเทากับ 50 มิลลิลิตรตอขวดขนาด 250 มิลลิลิตร   
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

-  
1.2 
3.0  
7.0  
1.0  
1.0  
0.9  
0.2  

- 
23 
53  
67  
60 
58  
36 
22  

                      -  = ไมไดวิเคราะห 
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ตารางที่  46  ปริมาณ PHB  ปริมาณน้าํตาลทั้งหมด  และน้ําหนกัเซลลแหง เมื่อเลีย้ง Bacillus 
sp.BA-019 โดยใชปริมาตรอาหารเลี้ยงเชือ้เทากับ 75 มิลลิลิตรตอขวดขนาด 250 มิลลิลิตร   
 

เวลา 
(h) 

DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate(g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

1.01 
2.28 
2.47 
3.36 
2.18 

- 
36.29 
31.76 
29.07 
24.03 

15.08 
12.42 
11.42 
10.89 
10.85 

2.97 
1.50 
1.35 
1.18 
1.05 

                -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
 
ตารางที ่ 47    จาํนวนสปอรและ จํานวน vegetative cells  เมื่อเลีย้ง Bacillus sp.BA-019 โดยใช
ปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 75 มิลลิลิตรตอขวดขนาด 250 มิลลิลิตร   
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
1.3 
4.0 
8.0 
1.2 
1.2 
1.0 
0.7 

- 
24 
51 
57 
60 
48 
42 
21 

                           -  = ไมไดวิเคราะห 
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เมื่อนําผลการวิจัยดังกลาวมาเปรียบเทียบกันสรุปผลดังตารางที ่ 48   พบวาถาเลี้ยง Bacillus 
sp.BA-019 ในอาหารทีป่ริมาณเพิม่ข้ึน (ปริมาณอากาศลดนอยลง) มีผลทําใหการผลิต PHB ลดลง
จาก 48.42 เหลือ 36.29 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง          แตเห็นไดวาปริมาณอากาศที่ลดลงนัน้
ทําใหจํานวนสปอรเพิ่มมากขึน้จาก 6 x 103 เปน 8 x 103 CFU/ml.  สําหรับการเลี้ยงเชื้อ Bacillus 
sp.BA-019 เพื่อผลิต PHB ในระดับขวดเขยานัน้    เมื่อคํานงึถงึปริมาณ PHB เปนหลกั ปริมาตร
อาหาร 50 มิลลิลิตร ทําใหมีการผลิต PHB สูงที่สุดจงึเลือกใชปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ  50 มิลลิลิตร
บรรจุในขวดขนาด 250 มิลลิลิตร ในการศึกษาขั้นตอไป 
 
 
 

 
 
 

ตารางที ่48  เปรียบเทียบ การผลิต PHB และการสรางสปอร ที่ไดสูงสุด เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-
019  ในอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตรตางกนั 
 

ปริมาตรอาหารเลีย้งเชื้อ 
(มิลลลิิตร) 

PHB content* 
(% by wt.) 

Spores** 
( x 103 CFU/ml) 

25 
50 
75 

30.00 
53.81 
36.29 

6 
7 
8 

  
      *     หมายถึง    ทีเ่วลา  12   ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ 
    **   หมายถงึ    ทีเ่วลา  24   ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ 
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 Kim(2000)ศึกษาการผลิต PHB โดยกระบวนการหมกัแบบ fed-batch culture  จากเชื้อ 
recombinant Escherichia coli  พบวา เมื่อเลี้ยงเชื้อโดยแปรผันความเร็วรอบของเครื่องเขยาเทากบั  
300  600  900 และ 1200 รอบตอนาที  พบวาน้ําหนกัเซลลแหงและอัตราการผลติ PHB เพิ่มข้ึนเมื่อ
เพิ่มการกวนใหอากาศ  ซึง่ปริมาณ PHB สูงสุดเทากับ 80 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง  ที่การกวน
ใหอากาศเทากับ 500 รอบตอนาที  เมื่อเพิ่มการกวนใหอากาศสงูกวา 700  รอบตอนาทพีบวาได
ปริมาณ PHB เพียง 56-58  เปอรเซ็นตตอน้าํหนักเซลลแหง        

การวิจยันี้เพื่อศึกษาผลของปริมาณอากาศ โดยการแปรความเร็วรอบของการเขยา  เพื่อการ
ผลิต PHB โดยเลี้ยงเชื้อ Bacillus sp. BA-019 บนเครือ่งเขยาความเร็วรอบของการเขยาเทากับ 100  
200  และ 300  รอบตอนาที  โดยมีปริมาณอาหารเลีย้งเชื้อคงที่เทากบั 50 มิลลิลิตร บรรจุในขวดขนาด 
250 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เกบ็ตัวอยางทกุ 12 ชั่วโมงเปนเวลา 48 ชั่วโมง    
ผลการวิจยัดังตารางที ่49  51 และ 53     พบวาเมื่อเลีย้งเชื้อโดยใหความเร็วรอบของการเขยาเทากบั  
200 รอบตอนาที  ใหปริมาณ PHB สูงสุดเทากับ  53.81 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง  ที่เวลา 12 
ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ(ตารางที ่ 51)  เมื่อใชความเรว็รอบของการเขยาสูงกวาหรือตํ่ากวาพบวา 
Bacillus sp. BA 019 ผลิต PHB ไดต่ํากวาที่ความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอนาที  กลาวคอืเมื่อ
ความเร็วรอบของการเขยาเทากบั 100 รอบตอนาที     ไดปริมาณ PHB เทากับ 32.69 เปอรเซ็นตตอ
น้ําหนกัเซลลแหงที่เวลา 12 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ(ตารางที่ 49)       เมื่อเพิม่ความเร็วรอบของการ
เขยาเปน 300 รอบตอนาทีใหปริมาณ PHB เทากับ 39.33  เปอรเซน็ตตอน้ําหนักเซลลแหงที่เวลา 12 
ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ(ตารางที ่53 )     รูปแบบของปริมาณน้ําตาลทั้งหมด และปริมาณแอมโมเนียม
ซัลเฟตที่เหลือในน้าํหมกัของทุกการทดลองพบวาเปนรูปแบบเดียวกนัคอืความเขมขนของน้ําตาล
ทั้งหมดลดลงตามระยะเวลาการเลีย้งเชื้อ  ปริมาณแอมโมเนยีมซลัเฟตถูกใชไปอยางรวดเร็วภายใน
ระยะเวลา 12 ชั่วโมง    

ในสวนของการสรางสปอร  จากการนบัจํานวนสปอรโดยเก็บตัวอยางน้าํหมักทีเ่วลา ตางๆ 
ไดแก  12  18  24  30  36  42 และ  48  ชั่วโมง นาํไปนับจํานวนเซลล และ นับจํานวนสปอรตามวิธี
ของ  Kominekและคณะ (1965) ใหผลการทดลองแสดงในตารางที่ 50  52 และ 54     จาํนวนสปอรที่
นับไดคอยๆเพิม่ข้ึนหลงัจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 12 ชั่วโมง และพบวาจํานวนสปอรมากที่สุดที ่24 ชั่วโมง 
จากนั้นคอยๆ ลดลง   ผลของความเรว็รอบของการเขยาตอการสรางสปอรพบวาที่ความเร็วรอบของ
การเขยาเทากบั  300 รอบตอนาท ี    มจีํานวนสปอรนอยที่สุดเทากับ 4 x 103  CFU/ml.  ที่เวลา 24 
ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ(ตารางที ่54)  และเมื่อความเร็วรอบของการเขยาลดลง(ปริมาณอากาศลดลง)  
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เปน 200 และ 100 รอบตอนาที  จาํนวนสปอรที่ไดเพิม่ข้ึนเปน  7 x 103 CFU/ml. และ 7.2  x 103 
CFU/ml. ตามลําดับที่เวลา 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ    
 ไดนําผลการศกึษารูปแบบการผลิต PHB การเจริญเติบโต และการสรางสปอรของ Bacillus 
sp. BA 019 มาแสดงเฉพาะการทดลองทีไ่ดปริมาณ PHB สูงที่สุด(รูปที่ 19)    โดยจะเหน็ไดวาการ
ผลิต PHB สูงสุด (53.81 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง) ที่เวลา 12 ชั่วโมง  แลวคอยๆลดลงตามเวลา
การเลี้ยงเชื้อ  และจํานวนสปอรสูงสุดที่เวลา 24 ชั่วโมง (7 x 103  CFU/ml.) น้าํหนักเซลลแหงสงูสุด
เทากับ  3.32 กรัมตอลิตรที่เวลา 36 ชั่วโมง  สวนปริมาณน้ําตาลทั้งหมดและแอมโมเนียมซัลเฟตคอยๆ
ลดลงเมื่อเซลลมีการเจริญเติบโต 
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รูปที่ 19   รูปแบบการผลิต PHB   การสรางสปอร   และการเจริญเติบโตของ  Bacillus sp.BA-019 
เมื่อเลี้ยงเชื้อโดยใชความเรว็รอบของการเขยาเทากับ 200 รอบตอนาที   
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ตาราง 49  ปริมาณ PHB  ปริมาณน้าํตาลทั้งหมด  และน้ําหนักเซลลแหง เมื่อเลีย้ง Bacillus sp.BA-
019  โดยใชความเรว็รอบของการเขยาเทากับ 100 รอบตอนาท ี  
 

เวลา 
(h) 

DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate(g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

1.03 
2.26 
2.71 
2.92 
2.16 

- 
32.69 
31.92 
28.20 
26.75 

15.01 
12.79 
12.42 
11.98 
10.73 

3.01 
1.73 
1.69 
1.47 
1.07 

               -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
 
ตารางที ่50   จํานวนสปอร และ จํานวน vegetative cells  เมื่อเลีย้ง Bacillus sp.BA-019  โดยใช
ความเร็วรอบของการเขยาเทากบั 100 รอบตอนาที   
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
2.1 
3.2 
7.2 
1.7 
1.4 
1.2 
0.9 

- 
21 
51  
60  
51 
51  
30 
19 



 101

                         -  = ไมไดวิเคราะห 
ตาราง 51  ปริมาณ PHB  ปริมาณน้าํตาลทั้งหมด  และน้ําหนักเซลลแหง เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-
019  โดยใชความเรว็รอบของการเขยาเทากับ 200 รอบตอนาท ี  
 

เวลา 
(h) 

DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate(g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

1.03 
2.69 
2.81 
3.32 
2.69 

- 
53.81 
47.53 
34.85 
28.75 

15.11 
11.69 
9.34 
8.73 
7.21 

2.95 
1.21 
1.04 
0.98 
0.56 

               -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
 
ตารางที ่52   จํานวนสปอรและจํานวน vegetative cells  เมื่อเลีย้ง Bacillus sp.BA-019  โดยใช
ความเร็วรอบของการเขยาเทากบั 200 รอบตอนาที   
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

-  
1.2 
3.0  
7.0 
1.0  
1.0  
0.9  
0.2  

- 
23 
53  
67  
60 
58  
36 
22  

                         -  = ไมไดวิเคราะห 
 



 102

 
ตาราง 53  ปริมาณ PHB  ปริมาณน้าํตาลทั้งหมด  และน้ําหนักเซลลแหง เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-
019  โดยใชความเรว็รอบของการเขยาเทากับ 300 รอบตอนาท ี  
 

เวลา 
(h) 

DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate(g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

1.01 
2.65 
2.74 
3.07 
2.68 

- 
39.33 
34.55 
29.17 
22.03 

14.97 
12.42 
10.49 
10.12 
9.97 

3.00 
1.69 
1.43 
1.37 
1.29 

               -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
ตารางที ่ 54   จํานวนสปอร และจํานวน vegetative cells เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-019  โดยใช
ความเร็วรอบของการเขยาเทากบั 300 รอบตอนาที   
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
1.5 
2.0 
4.0 
0.9 
0.7 
0.2 
0.1 

- 
22 
48  
52  
62 
59  
42 
33 

              -  = ไมไดวิเคราะห 
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เมื่อนําผลการวิจัยดังกลาวมาสรุปผลดังตารางที ่55       พบวาถาเลี้ยง Bacillus sp.BA-019 
โดยเมื่อเพิม่หรือลดความเร็วรอบของการเขยา(ปริมาณอากาศเพิ่มข้ึนหรือลดลง) มผีลทําใหไดปริมาณ 
PHB นอยกวาที่ความเรว็รอบของการเขยาเทากบั 200 รอบตอนาท ีคือจาก 53.81 ลดลงเปน 39.33 
และ 32.69 เปอรเซ็นตตอน้าํหนักเซลลแหงตามลาํดับ      พบวาเมื่อปริมาณอากาศเพิ่มข้ึน(ที่ความเร็ว
รอบของการเขยาเทากับ 300 รอบตอนาที )ทําใหจํานวนสปอรลดลงจาก 7.2  x 10 3     เหลือ 4 x 10 3  

CFU/ml.    สวนที่ปริมาณอากาศนอยลง(ความเร็วรอบของการเขยาเทากับ 100 รอบตอนาที)พบวา
จํานวนสปอรที่สรางใกลเคยีงกับเมื่อใชความเรว็รอบของการเขยาเทากับ 200 รอบตอนาที(7.2  x 10 3               
และ 7.0 x 10 3 CFU/ml.ตามลําดับ)  จะเห็นไดวาสําหรบัการเลี้ยงเชื้อ Bacillus sp.BA-019 เพื่อผลิต 
PHB ในระดับขวดเขยานัน้    เมื่อคํานงึถึงปริมาณ PHB เปนหลกัพบวาที่ความเร็วรอบในการเขยา 
200 rpm.  ทาํใหไดปริมาณ PHB สูงที่สุด  

 
 
 
 
 

ตารางที ่ 55  เปรียบเทยีบ การผลิต PHB และการสรางสปอรที่ไดสูงสุด เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-
019 ที่ความเร็วรอบของการเขยาตางกัน 
 

ความเรว็รอบของการเขยา 
(รอบตอนาที) 

PHB content* 
(% by wt.) 

Spores** 
( x 103 CFU/ml) 

100 
200 
300 

32.69 
53.81 
39.33 

7.2 
7 
4 

 
 
*     หมายถงึ    ที่เวลา  12   ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ 
**   หมายถึง    ที่เวลา  24   ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ 
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4.4.3  ผลของคาพีเอช 
 

พีเอชเปนปจจยัหนึ่งซึง่มีผลตอการผลิต PHB    โดยทั่วไปการเลี้ยงเชื้อในระดับขวดเขยาพบวา
ควบคุมคาพีเอชไดยาก  สามารถควบคุมคาพีเอชโดยใสบัฟเฟอรในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อควบคมุคาพี
เอชใหคงที่ตลอดระยะเวลาการเลี้ยงเชื้อ     Juniและ Heym(1956) รายงานการสรางและสะสม PHB 
ของเชื้อ Bacillus  cereus T พบวา  เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารทีม่ีคาพีเอชสูง    จะมีการนํา PHB ไปใชใน
การสรางสปอร  สวนในอาหารทีม่ีคาพีเอชตํ่าจะมีการยบัยั้งการนํา PHB ไปใชระหวางการสรางสปอร    
Nagata (1963) รายงานถึงพีเอชทีม่ีผลตอการผลิต PHB ในเซลล ระหวางชวงแรกของการเกิดสปอร
โดยพบวา B. cereus T  สรางและสะสมพอลิเมอรระหวางชวงคาพีเอช เทากับ 6.2 ถึง 6.4        
Chungและคณะ(1997)ศึกษาการผลิต PHBV โดยใชคาพีเอชเริ่มตนของอาหารเลีย้งเชื้อเทากับ  6.5  
7.0  และ 7.5  พบวาเมื่อปรับคาพีเอชสงูขึ้นทาํใหไดน้าํหนักเซลลแหงและปริมาณ PHBV สูงขึ้นเทากับ 
3 กรัมตอลิตร และ 28.9 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง 

ผลการวิจยันี้เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-019 ตามวิธกีารทดลองขอ 3.8.3          ซึ่งควบคุม
อุณหภูมิเทากบั 30 องศาเซลเซียส  ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาท ีโดยควบคุมคาพีเอชที ่5.0    6.0  
7.0  และ 8.0    การควบคุมคาพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อตลอดการทดลองโดยใชบัฟเฟอร เก็บตัวอยาง
ทุก 12 ชั่วโมง  เปนระยะเวลา 48 ชั่วโมง  การควบคุมคาพีเอชเทากับ 5.0 โดยใชอะซิเตตบัฟเฟอร 
ใหผลการทดลองดังแสดงในตารางที ่ 56     พบวาเชื้อเจริญเติบโตไดนอยมากไดน้ําหนกัเซลลแหง
สูงสุดเทากับ 1.74 กรัมตอลิตรที่เวลา 36 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อและคาพีเอชเกือบจะไมเปลี่ยนแปลง
ตลอดระยะเวลาการเลีย้งเชือ้     ทาํใหไมสามารถวเิคราะหหาปรมิาณ PHB ไดเนื่องจากไดเซลล
ปริมาณนอยมาก  ปริมาณน้าํตาลทัง้หมดและปริมาณแอมโมเนยีมซัลเฟตลดลงเพียงเล็กนอย     เมื่อ
เลี้ยงเชื้อโดยควบคุมคาพเีอชของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากบั 6.0 และ 7.0   โดยใชฟอสเฟตบัฟเฟอร    
พบวาที่คาพีเอชเทากับ 7.0 ( ดงัแสดงในตารางที่ 60 )        เชื้อสามารถเติบโต และผลิต PHB ไดดีกวา
เมื่อเลี้ยงที่คาพีเอชอื่นโดยไดปริมาณ PHB เทากับ 54.65 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหงที่เวลา 12 
ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ  และไดน้ําหนักเซลลแหงเทากบั 7.67 กรัมตอลิตร ที่เวลา 36 ชั่วโมงของการ
เลี้ยงเชื้อ     สวนที่คาพีเอชเทากับ 6.0 แสดงดังตารางที ่ 58   ที่คาพีเอชนี้ไดปริมาณ PHB เทากบั 
50.17 เปอรเซ็นตตอน้าํหนักเซลลแหงทีเ่วลา 12 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อและไดน้ําหนักเซลลแหง
เทากับ 4.52 กรัมตอลิตร ทีเ่วลา36 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ     ที่คาพีเอชเทากับ 6.0 และ 7.0 เชื้อ
สามารถเจริญเติบโตไดดีและปริมาณน้าํตาลทัง้หมดลดลงอยางรวดเรว็จนสิน้สุดระยะเวลาในการเลี้ยง
เชื้อ           ตารางที ่  62 แสดงผลของคาพเีอชเทากับ 8.0 โดยใสทริสบัฟเฟอรในการคุมคาพเีอช  
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พบวาเชื้อเจริญเติบโตและผลิต PHB ไดเทากับ  47.04  เปอรเซน็ตตอน้ําหนกัเซลลแหงที่เวลา 12 
ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ 

และจากการนบัจํานวนสปอรโดยเก็บตัวอยางน้าํหมกัทีเ่วลา ตางๆ ไดแก  12  18  24  30  36  
42 และ 48  ชั่วโมง  นําไปนบัจํานวนเซลลและนับจํานวนสปอรตามวธิีของ Kominekและคณะ (1965) 
ใหผลการทดลองในตารางที่ 64   จํานวนสปอรที่นับไดเพิม่ข้ึนเรื่อย ๆ เมื่อเร่ิมเลี้ยงเชือ้ และพบจํานวน
สปอรมากที่สุดที่เวลา 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อจากนั้นจาํนวนสปอรลดลง  และที่คาพีเอชเทากบั 
5.0  มีจํานวนสปอรนอยทีสุ่ดเทากับ  8  x 103  CFU/ml    เมื่อเพิ่มคาพีเอชในการเลี้ยงเชื้อพบวามี
จํานวนสปอรมากขึ้น และมากที่สุดเทากับ 21 x 103  CFU/ml. ที่คาพีเอชเทากับ 8.0        
  ไดนําผลการศกึษารูปแบบการผลิต PHB การเจริญเติบโต และการสรางสปอรของ Bacillus 
sp. BA 019 มาแสดงเฉพาะการทดลองทีไ่ดปริมาณ PHB สูงที่สุด (รูปที่ 20)  โดยจะเหน็ไดวาการผลิต 
PHB สูงสุด (54.65 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง) ที่เวลา 12 ชั่วโมง  แลวคอยๆลดลงตามเวลาการ
เลี้ยงเชื้อ  และจํานวนสปอรสูงสุดที่เวลา 24 ชั่วโมง (18 x 103  CFU/ml.) น้ําหนักเซลลแหงสงูสุด
เทากับ  7.67 กรัมตอลิตรที่เวลา 36 ชั่วโมง  สวนปริมาณน้ําตาลทั้งหมดและแอมโมเนียมซัลเฟตคอยๆ
ลดลงเมื่อเซลลมีการเจริญเติบโต 
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รูปที่ 20    รูปแบบการผลิต PHB   การเจริญเติบโต  และการสรางสปอร โดย  Bacillus sp.BA-019 
เมื่อควบคุมพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากบั 7.0 โดยใชฟอสเฟตบฟัเฟอร 
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ตารางที่ 56   ปริมาณ PHB  ปริมาณน้าํตาลทัง้หมด และน้ําหนักเซลลแหง เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-
019  โดยควบคุมคาพีเอชเทากับ 5.0 ดวยอะซิเตตบัฟเฟอร 
 

เวลา 
(h) 

pH DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate(g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

5.0 
4.79 
4.75 
4.72 
4.74 

1.01 
1.07 
1.39 
1.74 
1.38 

ND 
ND 
ND 
ND 
ND 

15.27 
15.21 
14.21 
13.75 
13.12 

3.00 
2.26 
2.21 
1.52 
1.41 

 
หมายเหต ุ ND หมายถงึ  มเีซลลจํานวนนอยมากไมสามารถนาํมาวิเคราะหได 

 
ตารางที่  57   จํานวนสปอร และจํานวน Vegetative cells เมื่อเลีย้ง Bacillus sp.BA-019  โดย
ควบคุมคาพีเอชเทากับ 5.0 ดวยอะซเิตตบัฟเฟอร 
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
3.0 
5.0 
8.0 
1.1 
0.06 
0.03 
0.01 

- 
15 
16 
21 
24 
26 
21 
18 

                                -  = ไมไดวิเคราะห 
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ตารางที่ 58  ปริมาณ PHB  ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด  และน้ําหนกัเซลลแหง เมื่อเลี้ยง Bacillus 
sp.BA-019  โดยควบคุมคาพีเอชเทากับ 6.0 ดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร 
 

เวลา 
(h) 

pH DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate (g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

6.0 
5.57 
5.42 
4.60 
4.48 

1.01 
3.24 
3.99 
4.52 
4.40 

- 
50.17 
44.17 
31.44 
26.30 

15.21 
4.39 
3.53 
2.35 
1.04 

3.01 
1.77 
1.28 
1.08 
0.89 

  -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
ตารางที่ 59   จํานวนสปอร และ จาํนวน Vegetative cells เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-019  โดย
ควบคุมคาพีเอชเทากับ 6.0 ดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร 
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
6.3 
7.5 
10.0 
5.2 
4.2 
3.2 
1.9 

- 
31 
47 
53 
71 
88 
78 
58 

                                  -  = ไมไดวิเคราะห 
 

 



 109

ตารางที ่ 60   ปริมาณ PHB  ปริมาณน้ําตาลทัง้หมด และน้าํหนกัเซลลแหง  เมื่อเลี้ยง Bacillus 
sp.BA-019  โดยควบคุมคาพีเอชเทากับ 7.0 ดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร 
 

เวลา 
(h) 

pH DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate (g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

7.0 
6.55 
6.63 
6.21 
6.34 

1.02 
6.75 
7.57 
7.67 
7.53 

- 
54.65 
43.75 
35.28 
21.64 

15.23 
4.33 
2.82 
0.61 
0.44 

2.99 
1.57 
1.19 
0.98 
0.71 

       -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
 
ตารางที่ 61  จํานวนสปอร และจํานวน Vegetative cells เมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-019 โดยควบคุม
คาพีเอชเทากบั 7.0 ดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร 
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
10 
11 
18 
9 
6 
4 

2.3 

- 
56 
66 
82 

166 
182 
136 
64 

                   -  = ไมไดวิเคราะห 
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ตารางที ่ 62 ปริมาณ PHB  ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด  และน้าํหนักเซลลแหง เมื่อเมื่อเลี้ยง Bacillus 
sp.BA-019  โดยควบคุมคาพีเอชเทากับ 8.0 ดวยทริสบัฟเฟอร 

 
เวลา 
(h) 

pH DCW 
(g/l) 

PHB content 
(% by wt.) 

Total sugar 
(g/l) 

Ammonium 
sulfate (g/l) 

0 
12 
24 
36 
48 

8.0 
7.39 
7.42 
7.24 
7.43 

1.05 
3.09 
3.90 
4.06 
6.06 

- 
47.04 
33.98 
20.68 
16.73 

15.14 
9.71 
9.16 
8.61 
8.17 

3.03 
1.43 
1.38 
1.30 
1.01 

         -  = ไมไดวิเคราะห 
 
 
 
 
ตารางที ่ 63  จํานวนสปอร และจํานวน Vegetative cells เมื่อเมื่อเลี้ยง Bacillus sp.BA-019  โดย
ควบคุมคาพีเอชเทากับ 8.0 ดวยทริสบัฟเฟอร 
 

เวลา 
(h) 

Spores 
( x 103 CFU/ml) 

Vegetative cells 
( x 106 CFU/ml) 

0 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 

- 
11 
17 
21 
7.3 
6.2 
4.1 
2.7 

- 
49 
53 
72 

112 
135 
94 
66 

                 -  = ไมไดวิเคราะห 
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สรุปผลการเปรียบเทียบผลของคาพีเอชดังตารางที่ 64   พบวาคาพเีอชของอาหารเลี้ยงเชื้อ

เทากับ 7.0 เปนคาที่เหมาะสมสําหรับการผลิต PHB และพบวาเมื่อคาพีเอชเปนกรด(พีเอช 5.0) เชื้อ
เจริญเติบโตนอยมากจนไมสามารถวิเคราะห PHB ได   สวนที่คาพเีอชเทากับ 6.0 เชื้อสามารถผลิต 
PHB ไดดีกวาที่คาพเีอชเทากับ 8.0   ผลของพีเอชตอการสรางสปอรพบวาที่คาพีเอชสูงเชื้อสรางสปอร
ไดจํานวนมากกวาที่คาพีเอชต่ําโดยจํานวนสปอรสูงสุดเทากับ 21 x 103 CFU/ml.เมื่อเลี้ยงเชื้อทีค่าพี
เอชเทากับ 8.0      เชื้อมีการสรางสปอรไดจํานวนมากเมื่อคาพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อเพิ่มข้ึน 

 
 
 

ตารางที ่ 64  เปรียบเทียบ การผลิต PHB และการสรางสปอรที่ไดสงูสุด เมื่อเลีย้ง Bacillus sp.BA-
019  ที่คาพีเอชตางกนั 
 

คาพีเอชของ 
อาหารเลี้ยงเชื้อ 

PHB content* 
(% by wt.) 

Spores** 
( x 103 CFU/ml) 

5.0 
6.0 
7.0 
8.0 

ND 
50.17 
54.65 
47.04 

8 
10 
18 
21 

  
 
 หมายเหต ุ  ND  หมายถึง    มีเซลลจาํนวนนอยมากไมสามารถนํามาวิเคราะหได 

      *     หมายถึง    ที่เวลา  12   ชัว่โมงของการเลีย้งเชือ้ 
       **   หมายถงึ    ที่เวลา  24   ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ 
 

 
 ในการศึกษาภาวะที่ใชเลี้ยงเชื้อพบวา Bacillus sp.BA-019 ผลิต PHB ไดสูงสุดที่เวลา 12 ชั่ว 

โมงของการเลีย้งเชื้อแลวลดลง    และสรางสปอรไดจํานวนมากที่สุดทีเ่วลา 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ
และลดลงตามเวลาของการเลี้ยงเชื้อ  ในทุกปจจยัที่ศึกษา 



บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

งานวิจยันี้เปนการศึกษาถึงปจจัยทีม่ีผลตอการผลิต PHB และการสรางสปอร โดย Bacillus 
sp. BA-019ในระดับขวดเขยา   โดยใชเกณฑการพิจารณาจากภาวะที่เซลลผลิต PHB ไดปริมาณมาก
ที่สุด และพิจารณาถงึจํานวนสปอรที่สรางขึ้นดวย แลวพิจารณาความสัมพนัธระหวางปริมาณ PHB 
และจํานวนสปอรที่สรางอนัเปนผลของปจจัยที่ศึกษา  โดยพบวาการผลิต PHB สูงสุดที่เวลา 12 ชั่วโมง
แลวลดลงตามระยะเวลาของการเลีย้งเชือ้ สวนการสรางสปอรพบวาสปอรเพิ่มข้ึนเมื่อเร่ิมเลี้ยงเชือ้และ
ไดจํานวนมากที่สุดที่เวลา 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ      รวมถึงการลดตนทนุในการผลิตโดยการใช
แหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนทีม่ีราคาถูกบางชนดิสําหรับการผลิต PHB ดวย 

 
5.1  การศกึษาผลของแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนทีม่ตีอการผลิต PHB 

 
ผลการวิจยัเมือ่เลี้ยง Bacillus sp.BA-019 ในอาหารสําหรับเลี้ยงกลาเชื้อ  พบวามีอัตราการ

เจริญเติบโตจําเพาะสงูสุดทีเ่วลา 6 ชั่วโมง  จึงเลือกใชกลาเชื้ออาย ุ6 ชั่วโมง  สาํหรบัเลี้ยงเชื้อ Bacillus 
sp.BA-019 ในอาหารเพื่อการผลิต PHB  

 
เมื่อเปรียบเทยีบการใชน้ําตาล 4 ชนิดเปนแหลงคารบอน ไดแก กลโูคส  แปงที่ผานการยอย  

ซูโครส   และ ฟรักโตส  พบวาการใชแปงที่ผานการยอยในการผลิต PHB โดย Bacillus sp. BA-019 
ไดปริมาณ PHB ใกลเคียงกับการใชน้ําตาลกลูโคสซึง่เปนแหลงคารบอนบริสุทธิ ์  คือได ปริมาณ PHB 
เทากับ 49.64 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง และ 49.69 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง ตามลําดับ 
และเมื่อเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิต PHB โดยใชภาวะทีเ่หมาะสมที่ไดจากงานวจิัยนี้ปริมาณ PHB ที่ไดเทากับ 
56.68 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง   แปงที่ผานการยอยดวยเอนไซมโดยสมบูรณแลวไดเปนน้าํตาล
กลูโคส ซึ่งเมือ่เปรียบเทียบกับกลูโคสบรสุิทธิ์แลวมีราคาถูกกวามาก   มีรายงานจากผูวิจยัหลายคณะ
ไดรายงานการใชแปงจากแหลงตางๆ ทั้งทีไ่มผานการยอยและที่ผานการยอยสําหรับเปนแหลง
คารบอนราคาถูกไดแก LilloและValera(1990) ศึกษาการผลิต PHB โดยเชื้อ Haloferax mediterranei  
ใชแปงเปนแหลงคารบอน พบวาสามารถผลิต PHB ไดเทากับ 60 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง       
Kim และChang(1995)ศึกษาการผลิต PHBโดยใชแปงมันที่ผานการยอยเปนแหลงคารบอนจากเชื้อ 
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Ralstonia eutropha  ดวยกระบวนการหมักแบบเฟดแบช  ไดความเขมขนของเซลล   ปริมาณ PHB 
และอัตราการผลิต PHB เทากับ  106 กรัมตอลิตร   58 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง   และ 1.03 
กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ตามลําดับ      Martinezและคณะ(1995)ศึกษาการผลิต PHBจากแปงโดยเชื้อ  
Azotobacter  chroococcum H23  พบวาสามารถผลิต PHB ไดในปริมาณ 74.2 เปอรเซ็นตตอ
น้ําหนกัเซลลแหง        Kim และChang(1998) ศึกษาการผลิต PHB จากแปงโดยเชื้อ  Azotobacter  
chroococcum  พบวาสามารถผลิต PHB ไดในปริมาณ 46  เปอรเซน็ตตอน้ําหนกัเซลลแหง         
Kim(2000)  ศึกษาการผลติ PHB จากสบัสเตรทที่ราคาถูก ไดแก แปง โดยกระบวนการหมักแบบแบช 
จากเชื้อ Azotobacter chroococcum สามารถผลิต PHB ไดเทากับ 73.9 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลล
แหง         Hassanและคณะ(2001) ศึกษาการผลิต PHA จากน้ําทิ้งโรงงานผลติแปงสาคูทีน่าํมาผาน
การยอยดวยเอนไซมโดยเชือ้ Rhodobacter  sphaeroides IFO12203  โดยไดผลผลิตของ PHA 
สูงสุดเทากับ 0.18-0.26 (g.g-1)       จากรายงานของ Choi และLee ในป 1997 และ 1999 ซึ่งกลาวไว
วาปจจยัที่สําคัญปจจัยหนึ่งที่มีผลตอตนทนุการผลิต PHB คือราคาของสับสเตรทที่นาํมาใชในการผลิต 
PHB ซึ่งแหลงคารบอนมีผลตอราคาสับสเตรทคิดเปนประมาณ 80 เปอรเซ็นตของราคาวัตถุดิบทัง้หมด  
จากการวิเคราะหตนทนุของการผลิต PHBของ  ChoiและLee(1999) พบวาถาเปลี่ยนแหลงคารบอน
จากกลโูคสเปนการใชแปงขาวโพดทีย่อยแลว   ราคาแหลงคารบอนถูกลงจากการใชกลูโคสซึ่งมรีาคา
เทากับ  0.5 ดอลลารสหรัฐตอกิโลกรัมเหลือเพียง 0.22 ดอลลารสหรัฐตอกิโลกรัม  ถาสามารถใชแหลง
คารบอนที่มีราคาถกูนาํมาผลิต PHB จะชวยใหตนทนุการผลิตลดลงไดมาก           ทั้งนี้ข้ึนอยูกับ
ความสามารถของจุลินทรียในการใชแหลงคารบอนราคาถูกดวยซึ่งความสามารถของจุลินทรียแตละ
ชนิดในการใชแหลงคารบอนมีความแตกตางกนั ในการทดลองนี้เลือกใชแปงมนัสําปะหลงัทีผ่านการ
ยอยเปนแหลงคารบอนราคาถูกในการผลิต PHB และขอดีของการเลือกใชแปงมนัสําปะหลงัเปนแหลง
คารบอนคือเปนวัตถุดิบที่หาไดงาย และมีปริมาณมากในประเทศไทย  ซึง่จัดเปนการนําผลผลิต
ทางการเกษตรมาเพิ่มมูลคาและเปนวัตถุดิบที่สามารถสรางขึ้นทดแทนไดใหม(renewable resource) 
ดังนัน้จึงเลือกใชแปงที่ผานการยอยเปนแหลงคารบอนสําหรับการศึกษาตอไป 

 
เมื่อพิจารณาถึงแหลงไนโตรเจน  เปรียบเทียบระหวางแอมโมเนยีมซัลเฟตและยูเรีย  สวนใหญ

มีรายงานวาเกลือแอมโมเนยีมเปนแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมสาํหรบัการผลิต PHB โดยเชื้อแบคทีเรีย
หลายชนิด  พบวาเมื่อเลี้ยง Bacillus sp. BA-019 ในอาหารเพื่อการผลิต PHB ที่มีแอมโมเนยีมซัลเฟต
เปนแหลงไนโตรเจน  เซลลสามารถเจริญเติบโตและผลิต PHB ไดดีกวาการใชยูเรียเปนแหลงไนโตรเจน
ไดปริมาณ PHB สูงสุดเทากับ 53.42 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง และเมื่อผลิต PHB ในภาวะที่
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เหมาะสมไดปริมาณ PHB เทากบั 56.68 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง             Beaulieuและคณะ
(1995)ศึกษาการผลิต PHB จากเชื้อ Ralstonia eutropha โดยใชเกลือแอมโมเนยีมทีอ่ยูในรูป
แอมโมเนยีมซลัเฟตเปนแหลงไนโตรเจน   พบวาเชื้อมีการเจริญเติบโตและมีการผลติ PHB ไดปริมาณ
สูงสุดเทากับ 48 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง     รัตนศิริ  มุทิตากุล(2538)รายงานการสรางและ
สะสม PHB ของ Bacillus sp. BA-019 พบวาเชื้อใชแอมโมเนยีมซลัเฟตเปนแหลงไนโตรเจนในการ
เจริญเติบโตและการผลิต PHB   ซึง่กลไกที่แหลงไนโตรเจนมีผลตอการสราง และสะสม  PHB ยังไม
ทราบแนชัด  

 
5.2  ผลของแรธาตุบางชนิด ไดแก แมกนีเซียม   แคลเซียม  และ แมงกานสี  ที่มีตอการผลิต 
PHB และการสรางสปอร 
 
      การศึกษาผลของแรธาตุตอการผลิต PHB โดยเชื้อ Bacillus sp. BA-019 พบวาเมื่อเลี้ยงเชื้อใน
อาหารเลี้ยงเชือ้ที่มีปริมาณแมกนีเซียมเทากับ 200 มิลลิกรัมตอลิตรใหปริมาณ PHB สูงที่สุด(56.48  
เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง)  เมื่อไมเติมแมกนีเซยีมในอาหารเลีย้งเชื้อเซลลมกีารเจริญเติบโตนอย
มากและผลิต PHB ไดปริมาณนอยมาก  สอดคลองกับงานวิจัยของรัตนศิริ มุทิตากุล(2538)ซึ่งรายงาน
วาในอาหารเลีย้งเชื้อที่ไมเตมิแมกนีเซยีมปริมาณ PHB มีปริมาณนอยที่สุด     แสดงวาแมกนีเซียมมี
ผลตอการเจริญเติบโตและการผลิต PHB       ผลของปริมาณแมกนีเซยีมตอการสรางสปอรโดย  
Bacillus sp. BA-019   เมื่อเพิ่มปริมาณแมกนีเซียมพบวาจาํนวนสปอรเพิ่มมากขึ้นและมีจํานวนสปอร 
มากที่สุดเมื่อมีปริมาณแมกนีเซียมเทากับ 400 มิลลิกรัมตอลิตรในอาหารเลี้ยงเชือ้    เนื่องจาก
แมกนีเซยีมเปนแรธาตุทีพ่บมากในโครงสรางชั้น core ของสปอร  เมือ่เพิ่มปริมาณแมกนีเซยีม  มีผลให
จํานวนสปอรเพิ่มมากขึ้นและยังมีผลตอเมแทบอลิซึมของสปอรและความทนทานตางๆ   การใช
อัตราสวนของแรธาตุที่พอเหมาะมีความสาํคัญตอสมบัติของสปอร(SlepeckyและFoster, 1959 ; 
AtrihและFoster, 2001) ความเขมขนของเกลือทีสู่งอาจจะสาํคญัตอจํานวนสปอร(Slepeckyและ
Foster, 1959)            
       
       ผลของแคลเซียมตอการผลิต PHB โดย Bacillus sp. BA-019 พบวาเมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณแคลเซียมเทากับ 20 มิลลิกรัมตอลิตรไดปริมาณ PHB สูงที่สุด(เทากับ  56.42 
เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง)        สวนจํานวนสปอรพบวาเมื่อเพิม่ปริมาณแคลเซียมเปน 2 เทา(40 
มิลลิกรัมตอลิตร )ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  พบจํานวนสปอรมากที่สุด( 12.1 x 103 CFU/ml.)     งานวิจัย
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ของ SlepeckyและFoster(1959)รายงานวาพบแคลเซยีมปริมาณมากในขั้นตอนการสรางสปอรของ 
Bacillus sp. เมื่อจํากัดปริมาณแคลเซียมมีผลใหจํานวนสปอรลดลงและความสามารถในการทนความ
รอนลดลง   นอกจากนี้ยงัพบวาแคลเซียมมีความเกี่ยวของกับการทนความรอนของสปอร   
 
 สวนผลของแมงกานีสตอการผลิต PHB โดย  Bacillus sp. BA-019 ในอาหารเลีย้งเชื้อที่เติม
แมงกานีสปริมาณ 0.08 มลิลิกรัมตอลิตรไดปริมาณ PHB สูงที่สุดเทากับ 56.68 เปอรเซ็นตตอน้าํหนัก
เซลลแหง      Grotheและคณะ(1999) รายงานวาการเติมแรธาตุในปริมาณที่เหมาะสม ทาํใหอัตรา
ผลิต PHB และผลผลิต PHB สูง   อยางไรก็ตามถาความเขมขนต่ําหรือสูงเกินไปจะทาํใหอัตราการ
ผลิต PHB ลดลง                      ผลของปรมิาณแมงกานสีตอการสรางสปอรเมื่อเติมแมงกานีสปริมาณ 
เทากับ 0.08 มิลลิกรัมตอลิตรในอาหารเลี้ยงเชื้อ พบจาํนวนสปอรเทากับ 7.1 x 103 CFU/ml.     และ
จํานวนสปอรเพิ่มมากขึ้นโดยมีจํานวนมากที่สุดเมื่อเพิ่มแมงกานีสในอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 2 เทา( 12.9 
x 103 CFU/ml.)    สปอรของแบคทีเรียสะสมแรธาตุเพือ่ความเสถยีรและทนความรอน(Slepeckyและ
Foster, 1959)  แคลเซียม (Ca2+)  แมงกานีส (Mn2+)  และแมกนีเซยีม(Mg2+) เปนแรธาตทุี่เปน
องคประกอบมากสุดและพบในชั้นของ core มากสุด(SlepeckyและFoster, 1959 ; AtrihและFoster, 
2002)       Foster(2001)ศึกษาการเติมแมงกานีสในอาหารที่ใชสรางสปอรมีผลคือทําใหผลผลิตของ
สปอร(spore yield)  เพิ่มมากขึ้น   เพิม่ความทนทาน   ความแข็งแรงของโครงสรางชัน้ cortex และ
เพิ่มการทนความรอน               แมงกานีสยังเกีย่วของกบัเมแทบอลิซมึของคารโบไฮเดรต และเอนไซม 
phosphoglycerate phosphomutase  ซึ่งตองการภาวะที่เหมาะสมสําหรับการสรางสปอรของ B. 
subtilis  B.cereus  และ   B.  megaterium   และแมงกานีสยังมีบทบาทในการแสดงออกของยนีและ
กิจกรรมของเอนไซมที่เกี่ยวของกบัการสงัเคราะหโครงสรางชั้น cortex ของสปอรดวย  
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5.3  การศึกษาผลของภาวะแวดลอม ไดแก อุณหภูมิ  ปริมาณอากาศ และ คาพเีอช  ที่มีตอ 
การผลิต PHB และการสรางสปอร 

 
อุณหภูมิของอาหารเลี้ยงเชื้อมีผลตอการผลิต PHB เชนเดียวกับผลติภัณฑอ่ืนๆ   เชื้อ

แบคทีเรียแตละสายพันธุจะมีความสามารถในการเจริญเติบโต และการผลิต PHB ไดดีที่อุณหภูมิ
ตางกนั   การวิจัยนี้พบวาทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส Bacillus sp. BA-019  ผลิต PHB ไดปริมาณ
สูงที่สุดเทากับ 53.42 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลล     การสังเคราะห PHB ซึ่งเปนกรดไขมันไมอ่ิมตัว 
เมื่ออุณหภูมิในการเลีย้งเชื้อเพิ่มข้ึน  ปริมาณไขมันที่ผลิตไดจะลดลง (Asselineau, 1966) ดังจะเหน็ได
จากปริมาณน้าํหนักเซลลแหงที่ลดลง   เมื่ออุณหภูมิเพิม่ข้ึนจาก 30 องศาเซลเซยีสเปน 40 องศา
เซลเซียส และ 45 องศาเซลเซียสที่เวลา 12 ชั่วโมงของการเลีย้งเชือ้และพบวาปริมาณ  PHB ลดลง
เหลือ 38.02 และ 18.11 เปอรเซ็นตตอน้าํหนักเซลลแหงตามลาํดับ     Borahและคณะ(2002)ศึกษา
ผลของสารอาหารและภาวะแวดลอมที่เหมาะสมตอการผลิต PHB จากเชื้อ Bacillus mycoides RLJ 
B-017 พบวาอุณหภูมิมีผลตอการผลิต PHB และอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดสําหรับการผลิต PHB คือ 
30 องศาเซลเซียส     ซึ่งรายงานการวิจยัตางๆทีก่ลาวสอดคลองกับงานวิจัยนี ้

จากการศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีตอการสรางสปอรของ Bacillus sp.BA-019  อุณหภูมิที่
ศึกษาคือ 25  30  40  และ  45 องศาเซลเซียส   พบวาเมื่ออุณหภูมิของอาหารเลี้ยงเชื้อเพิม่ข้ึนจาํนวน
สปอรลดลงและที่อุณหภูมิเทากบั 45 องศาเซลเซียสมจีํานวนสปอรนอยที่สุด( 0.19 x 103 CFU/ml.)        
โดยไดจํานวนสปอรมากที่สุดเมื่อเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิเทากับ  30 องศาเซลเซียส  (7x103  
CFU/ml.)ที่เวลา 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ  หลังจาก 24 ชั่วโมงจํานวนสปอรลดลงตามระยะเวลา
ของการเลี้ยงเชื้อ  ซึ่งอาจเนือ่งจากสปอรงอกและเจริญไปเปน vegetative cell     ผลการวิจยัเปนไปใน
แนวทางเดียวกับผลงานของ  Kofronova และคณะ(1994) ซึ่งรายงานถึงการเพิ่มอุณหภูมิในการเลี้ยง
เชื้อ Bacillus  megaterium สูงเทากับ 43.5 องศาเซลเซยีส มีผลยบัยั้งการสรางสปอรและเพิ่มปริมาณ
การผลิต PHB โดยเพิ่มจากเดิม 40.1 เปน 53  เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง      

 
การศึกษาผลของปริมาณอากาศที่มีตอการผลิต PHB พบวา Bacillus sp. BA-019 

เจริญเติบโตและผลิต PHB ไดปริมาณมากที่สุดเทากับ 53.81 เปอรเซ็นตตอน้าํหนักเซลลแหง  เมื่อ
เลี้ยงเชื้อโดยใชปริมาตรอาหารเทากับ 50 มิลลิลิตรตอขวดขนาด 250 มิลลิลิตร และความเรว็รอบของ
การเขยาเทากบั 200 รอบตอนาที  เมื่อเพิม่และลดปริมาตรอาหาร(ปริมาณอากาศนอยลงหรือมากขึ้น
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ตามลําดับ) ปริมาณ PHB ที่ผลิตไดลดลง(36.29 และ 30.00เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง
ตามลําดับ)   ทั้งนี้อาจเปนไปไดวาเมื่อมีอากาศปริมาณมากเกินไปหรือนอยเกนิไปไมเหมาะสมสาํหรับ
การผลิต PHB   เนื่องมาจากเมื่อปริมาตรอาหารเพิ่มข้ึนทําใหปริมาณอากาศในอาหารเลี้ยงเชื้อลดลง  
เชื้อสามารถใชอากาศในการเจริญและผลิต PHB ไดลดลงสอดคลองกับงานวิจัยของKim(2000)ศึกษา
การผลิต PHB จากเชื้อ   Azotobacter chroococcum  ในระดับขวดเขยาโดยแปรปริมาตรอาหาร
เทากับ  50 ถงึ 250 มิลลิลิตรตอขวดขนาด 500 มิลลิลิตร  เขยาที่ 100 รอบตอนาที   พบวาปรมิาณ
อากาศมีผลตอการเจริญเติบโตและการผลิตโดยได PHB ปริมาณสูงสุดเทากับ 74 เปอรเซ็นตตอ
น้ําหนกัเซลลแหงเมื่อเลี้ยงเชือ้ในอาหารปริมาตร 250 มิลลิลิตร      สุดา  สุภาชวนิสวัสด์ิ(2542) ศึกษา
การผลิต PHBV  โดยเชื้อ Bacillus sp. BA-019 พบวาเมือ่แปรปริมาตรอาหารเลี้ยงเชือ้เทากับ  25   50   
75 และ 100 มิลลิลิตร   ปริมาณ PHBV ไดสูงที่สุดเทากับ 44.23 เปอรเซ็นตตอน้าํหนักเซลลแหงเมื่อ
เลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 75 มิลลิลิตร   นอกจากนีก้ารที่จุลินทรียสามารถผลิต PHB ไดมาก
หรือนอยนั้น        สวนหนึ่งเปนผลมาจากชนิดของจลุินทรียบางชนิดตองการอากาศนอย  บางชนิด
ตองการอากาศมาก     จากการศึกษาผลของปริมาณอากาศตอการสรางสปอรของ Bacillus sp.BA-
019 พบวาเมือ่เลี้ยงเชื้อในภาวะที่มีอากาศปริมาณนอย(ปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อเพิ่มข้ึน)    ทาํให
จํานวนสปอรเพิ่มมากขึ้นโดยพบการสรางสปอรมากที่สดุในอาหารเลีย้งเชื้อปริมาตร 75 มิลลิลิตร ( 8 x 
103 CFU/ml.)  อาจเปนไปไดวาเนื่องจากเมื่อมีปริมาณอากาศนอยอาจมีผลใหเซลลสรางสปอรมากขึ้น
เพื่อความอยูรอดของเซลล 

 
การเลี้ยง  Bacillus sp. BA-019  โดยควบคุมคาพีเอชเทากบั 7.0 มีผลใหเซลลมี

ความสามารถในการเจริญเติบโตและการผลิต PHB ไดดีที่สุด ทัง้นี้อาจเปนไปไดวาในระหวางการ
เจริญเติบโตของเชื้อมีการสรางสารเมตาบอไลตจึงทําใหคาพเีอชเปลีย่นแปลงไป   ในการทดลองที่ไม
ควบคุมคาพีเอชพบวาอาหารเลี้ยงเชื้อมีภาวะเปนกรดมากขึ้น ซึง่เปนภาวะที่ไมเหมาะสมตอการเจริญ
และการผลิต PHB เนื่องจากคาพีเอชมีผลตอการทํางานของเอนไซม     ดังนัน้การควบคุมคาพีเอชให
คงที่ตลอดการเลี้ยงเชื้อที่คาพีเอชทีเ่หมาะสมเซลลจึงสามารถเจริญเตบิโตและผลิต PHB ไดปริมาณ
มาก      Nakata(1962) รายงานวาในระหวางการเลี้ยงเชื้อ  Bacillus cereus  เพื่อผลิต PHB ปริมาณ
ของ PHB ที่สรางขึ้นภายในเซลลข้ึนอยูกบัคาพีเอชของอาหารเลี้ยงเชือ้     Nakata(1963)รายงานผล
ของคาพีเอชตอการผลิต PHB ในการเลี้ยงเชื้อ Bacillus cereus  พบวาเซลลสะสม PHB ไดสูงที่สุด
เมื่อควบคุมคาพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากบั 6.2 ถึง 6.4       Suzukiและคณะ(1986) ศึกษาการ
ผลิต PHB โดยเชื้อ Pseudomonas sp. K พบวาคาพีเอชที่เหมาะสมตอการผลิต PHB เทากบั 7.0  ทัง้
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ในการศึกษาระดับขวดเขยาและระดับถังหมัก      Grotheและคณะ(1999)รายงานผลของพีเอชเริม่ตน
ตอการเจริญเติบโตและการผลิต PHB พบวาถาคาพีเอชเปลี่ยนแปลงไปเพียงเล็กนอย  มีผลทาํใหการ
เจริญของเชื้อลดลง     ทั้งนี้อาจเนื่องมากจากคาพีเอชบางคามีผลตอการนําแรธาตุบางตัวไปใชเพื่อ
กิจกรรมตางๆภายในเซลล                   เมื่อพิจารณาถงึผลของคาพีเอชตอการสรางสปอรของ 
Bacillus sp. BA-019 พบวาคาพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อมีผลตอการสรางสปอร โดยจํานวนสปอรจะ
มากที่สุดเมื่อคาพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 8.0 ( 21 x 103 CFU/ml.)สอดคลองกับการศึกษา
กราฟการเจรญิของแบคทีเรียสายพันธุ Bacillus ในถังหมักพบวาเมื่อคาพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อ
สูงขึ้นจะพบจาํนวนสปอรเพิม่มากขึน้โดยพบจํานวนสปอรสูงสุดที่คาพีเอชมากกวา8.0 
(www.accessexcellence.org/AE/ 
AEPC/Wards/e3ferm/Measurement.html) 
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สรุปผลงานวิจัย 
 

1. Bacillus sp. BA-019 สามารถผลิต PHB ไดโดยใชแหลงคารบอนราคาถกู คือ     แปงที ่
ผานการยอยโดยความเขมขนที่ใชคือ ความเขมขนของน้าํตาลรวมเทากับ 15 กรัมตอลิตร  สามารถ
ผลิต PHB ไดเทากบั  49.64 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง  

2. แหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิต PHB คือ แอมโมเนยีมซัลเฟตโดยเมื่อใชปริมาณ 
แอมโมเนยีมซลัเฟตเทากับ 3 กรัมตอลิตร   Bacillus sp. BA-019 ผลิต PHB ไดสูงสุดเทากับ 53.42 
เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง 
  3. ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มปีริมาณแมกนีเซียมเทากบั 200 มิลลิกรัมตอลิตร(ชุดควบคุม) 
Bacillus sp. BA-019  ผลิต PHB ไดสูงสุดเทากับ 56.48 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง และมจีํานวน
สปอรเทากับ 7 x 103 CFU/ml.    ในชุดการทดลองที่ไมเติมแมกนีเซยีมในอาหารเลีย้งเชื้อพบวาเซลลมี
ปริมาณนอยมากทาํใหไมสามารถวิเคราะหปริมาณ PHB ได และที่ภาวะนี้ไดจํานวนสปอรนอยที่สุด
เทากับ 2.1 x 103 CFU/ml. 

3. ผลของแคลเซียมตอการผลิต PHB และการสรางสปอร       พบวา Bacillus sp. BA-019 
ผลิต PHBสูงที่สุดเทากับ 56.42 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณ
แคลเซียมเทากับ 20 มิลลิกรัมตอลิตร(ชุดควบคุม)  และไดจํานวนสปอรเทากับ 7.6  x 103 CFU/ml.  
เชื้อผลิต PHB ไดปริมาณต่ําที่สุดเทากับ 29.31 เปอรเซน็ตตอน้ําหนกัเซลลแหงในชดุการทดลองที่เติม
แคลเซียมในอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 2 เทา  และไดจํานวนสปอรนอยที่สุดเทากับ 1.9 x 103 CFU/ml.ใน
อาหารเลี้ยงเชือ้ที่ไมเติมแคลเซียม 

5. เมื่อเลี้ยงเชื้อ Bacillus sp. BA-019 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติมแมงกานสีปริมาณเทากับ 
0.08 มิลลิกรัมตอลิตรพบวาไดปริมาณ PHB สูงที่สุดเทากับ 56.68 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง   
และมีจํานวนสปอรเทากับ 7.1 x 103 CFU/ml. ในการทดลองที่ไมเติมแมงกานสีในอาหารเลีย้งเชื้อ
พบวาไดปริมาณ PHB ต่ําทีสุ่ดเทากับ 47.04 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลลแหง   และไดจํานวนสปอร
นอยที่สุดเทากับ 5.6 x 103 CFU/ml. 
  6. พบวาอุณหภูมิในการเลีย้งเชื้อเปนปจจัยหนึ่งมีผลตอการผลิต PHB และการสรางสปอร 
ของ Bacillus sp. BA-019 โดยอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนอุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิต PHB 
ไดปริมาณ PHB มากที่สุดเทากบั  53.42 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหงและมีจาํนวนสปอรเทากับ 7 
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x 103 CFU/ml.   ที่อุณหภูมิ  45 องศาเซลเซียสมีการผลิต PHB ไดปริมาณต่ําสุด( 18.11 เปอรเซ็นตตอ
น้ําหนกัเซลลแหง) และไดจาํนวนสปอรนอยที่สุดคือ 0.19 x 103 CFU/ml.  
  7.   ปริมาณอากาศมีผลตอการผลิต PHB และการสรางสปอร          เมื่อเลีย้งเชื้อในภาวะที่ม ี
ปริมาณอากาศมากนอยตางกนัโดยการใชปริมาตรอาหาร และความเร็วรอบของการเขยาตางๆกนั   
            เมื่อใชปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อเทากบั 50 มิลลิลิตร  Bacillus sp. BA-019 ผลิต PHB ได
สูงสุดเทากับ 53.81 เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง และมีจํานวนสปอรเทากับ 7 x 103 CFU/ml.    
เมื่อใชปริมาตรอาหารเลีย้งเชื้อเทากับ 25 มิลลิลิตรมีการผลิต PHB ไดปริมาณต่ําที่สุดเทากับ 30.00 
เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหง และไดจํานวนสปอรนอยที่สุดคือ 6 x 103 CFU/ml. 
 เมื่อเลี้ยง Bacillus sp. BA-019  ในอาหารเลี้ยงเชื้อโดยใหความเร็วรอบของการเขยา
เทากับ  200 รอบตอนาท ี  พบวาไดปริมาณ PHB สูงทีสุ่ดเทากับ 53.81 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักเซลล
แหงและมีจาํนวนสปอรเทากับ 7 x 103 CFU/ml.       และมกีารผลิต PHB ไดปริมาณต่ําที่สุดเทากับ 
32.69  เปอรเซ็นตตอน้ําหนกัเซลลแหงเมือ่เลี้ยงเชื้อโดยใชความเร็วรอบของการเขยาเทากับ 100 รอบ
ตอนาทีและจาํนวนสปอรเพิม่ข้ึนเทากับ 7.2 x 103 CFU/ml.  

8.  เมื่อควบคมุคาพีเอชทีเ่หมาะสมสําหรับการผลิต PHB คือที่คาพีเอชเทากับ 7.0 ไดปริมาณ 
PHB สูงที่สุดเทากับ  54.65  เปอรเซน็ตตอน้ําหนกัเซลลแหงและมีจํานวนสปอรเทากับ 18 x 103 
CFU/ml.   ทีค่าพีเอชเทากบั  5.0 เชื้อมปีริมาณนอยมากทาํใหไมสามารถวิเคราะหปริมาณ PHB ได 
และที่คาพีเอชนี้เชื้อสรางสปอรนอยที่สุดเทากับ  8 x 103 CFU/ml 
   

ขอเสนอแนะ 
 
 ในภาวะที่มกีารผลิต PHB สูงพบวาน้ําตาลลดลงมาก  เพื่อใหมกีารผลิต PHB ไดเพิ่มข้ึนตอไป 
ควรมีการศึกษาการเติมแหลงคารบอน 



รายการอางอิง 
 
ภาษาไทย 
 
รัตนศิริ   มุทิตากุล .2538.การผลิตพอลิบีตาไฮดรอกซีบิวทิเรต  โดยแบคทีเรียสายพันธุ Bacillus  
            sp. BA-019ที่แยกได. วิทยานิพนธ  ปริญญามหาบัณฑิต  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 
ศศิพร  โกมลเกษรักษ.2545.การผลิตและการศึกษาลักษณะสมบัติของเทอรพอลิเมอร พอลิ(3- 

ไฮดรอกซีบิวทิเรต- โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต-โค-4-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) จาก Bacillus sp.  
BA-019. วิทยานิพนธ  ปริญญามหาบัณฑิต  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 

สุดา   สุภาชวินสวัสด์ิ .2542.ผลของซับสเตรทตอสัดสวนของ 3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต ในพอลิ(3- 
ไฮดรอกซีบิวทิเรต- โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต)ซึ่งผลิตจาก Bacillus sp. BA-019. วิทยา  
นิพนธ  ปริญญามหาบัณฑิต  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 

อติพล   บุญเรืองถาวร .2543.การผลิตพอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต)โดยการเลี้ยงเชื้อ Bacillus 
sp.BA-019 แบบปอนเปนงวด 2 ขั้นตอน ภายใตการจํากัดปริมาณไนโตรเจน.วิทยา 
นิพนธปริญญามหาบัณฑิต  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 
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ภาคผนวก  ก 
 

  การเตรียมสารที่ใชในงานวิจัย 
 
1.  การเตรียมสารละลายเอนไซมอินเวอรเทส(invertase) 

1.1 สารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร  เตรียมจากการละลายโซเดียมอะซิเตตปริมาณ 9.10 กรัม  
ในน้ํากลั่น 800 มิลลิลิตร  เติมกรดอะซิติก 1.9 มิลลิลิตร  ปรับพีเอชเปน 4.5 ปรับปริมาตรใหเปน 1 
ลิตรดวยน้ํากลั่น 

1.2 สารละลายเอนไซมอินเวอรเทส  เตรียมจากการละลายเอนไซมอินเวอรเทสปริมาณ 0.15 
กรัม ในสารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร 100 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากันแลวกรองดวยกระดาษกรองเบอร 1 
 
2.  การเตรียมสารละลายเอนไซมยูเรียเอส(urease) 

 2.1สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเตรียมจากการละลายโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตไดไฮ
เดรตปริมาณ 3.28 กรัม และไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตปริมาณ 0.57 กรัม  ในน้ํากลั่น 200 
มิลลิลิตร ปรับพีเอชเปน 6.1 ปรับปริมาตรใหเปน 250 มิลลิลิตร 

 2.2  สารละลายเอนไซมยูเรียเอส เตรียมจาการละลายเอนไซมยูเรียเอสปริมาณ 1.75 กรัม ใน
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 250 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวกรองดวยกระดาษกรองเบอร 1 
 
3.  การเตรียมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (DNSA reagent) 

สารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก  เตรียมจากสารละลายกรดไนโตรซาลิไซลิกปริมาณ 1.0 
กรัมในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 2 โมลารปริมาตร 20 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากันแลวเติมน้ํากลั่น
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เติมโปแตสเซียมโซเดียมตารเตรต  30 กรัม ปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร 
เก็บไวในขวดสีชา 

 
4.  การเตรียมสารละลายที่ใชในการวิเคราะหปริมาณแอมโมเนียม 

4.1  สารละลายโปแตสเซียมคลอไรดความเขมขน 2 โมลาร  เตรียมจากการละลายโป 
แตสเซียมคลอไรดปริมาณ 150 กรัมในน้ํากลั่นปลอดประจุ 800 มิลลิลิตร   ปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร
ดวยน้ํากลั่นปลอดประจุ 



 132

4.2  สารละลายฟนอลไนโตรพัสซายด  เตรียมจากสารละลายฟนอล 7 กรัม  และโซเดียมไน
โตรพัสซายด  ปริมาณ 34 มิลลิกรัม ในน้ํากลั่นปลอดประจุ 80 มิลลิลิตร  ปรับปริมาตรใหเปน 100 
มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่นปลอดประจุ เก็บไวในขวดสีชา เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

4.3  สารละลายบัฟเฟอรไฮโปคลอไรด  เตียมจากสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 1.48 กรัม 
ในน้ํากลั่นปลอดประจุ 70 มิลลิลิตร  เติมโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 4.98 กรัม และสารละลายโซเดียม
ไฮโปคลอไรด(คลอรอกซ 5-5.25) ปริมาตร 20  มิลลิลิตร  ปรับพีเอชใหอยูในชวง 11.4-12.2  ดวย
โซเดียมไฮดรอกไซด 1 นอรมอล ปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่นปลอดประจุ 

4.4  สารละลาย EDTA เตรียมจากการละลาย EDTA ไดโซเดียมซอลทปริมาณ 6 กรัม  ในน้ํา
กลั่นปลอดประจุ 80 มิลลิลิตร  ปรับพีเอชใหเปน 7  ปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น
ปลอดประจุ 
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ภาคผนวก  ข 

 
สูตรคํานวณ 

  
1.  การคํานวณน้ําหนักเซลลแหง 
        สูตร   น้ําหนักเซลลแหง ( กรัมตอลิตร)  =  น้ําหนักถวยที่มีเซลล –น้ําหนักถวยเปลา x 1000 
                                                                                                   10 
2.  การคํานวณ PHB จากการวิเคราะหดวยวิธีกาซโครมาโตกราฟฟ 
     การคํานวณปริมาณ PHB (กรัมตอลิตรตอเซลลแหง 10 มิลลิกรัม) ทําการประมวลผลโดยใช
โปรแกรมสําเร็จรูป star chromatogram: version 4.02 ซ่ึงจะคํานวณปริมาณ PHB เปรียบเทียบกับ
สารมาตรฐานที่ทําการวิเคราะหในสภาวะเดียวกัน 
     การคํานวณปริมาณ PHB (กรัมตอลิตร) 
         สูตร    ปริมาณ PHB = คาจากการวิเคราะห (กรัมตอลิตร) x น้ําหนักเซลลแหง (กรัมตอลิตร)  
                                                                             10(ปริมาณเซลลที่ช่ังได) 
3.  การคํานวณปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
 สูตร    ปริมาณน้ําตาลรีดิวซิ่ง(กรัมตอลิตร) = OD540 x ความชัน x คาการเจือจาง 
 
4. การคํานวณปริมาณน้ําตาลกลูโคส(วิเคราะหดวยHPLC) 
         สูตร    ปริมาณน้ําตาลกลูโคส(กรัมตอลิตร) = ratio x( 1 /ความชัน ) x คาการเจือจาง 
                                                                                                                          
5.   การหาปริมาณแอมโมเนียม-ไนโตรเจนและยูเรียในน้ําหมัก 
       สูตร    ปริมาณยูเรีย (กรัมตอลิตร)  =  OD636 x ความชัน x คาการเจือจาง x  60  x 10-3     
                                                                                                                        28 
                  ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต  =  OD636 x ความชัน x คาการเจือจาง x   132  x 10-3     
                                                                                                                           28 
                 หมายเหตุ   132   คือ  น้ําหนักโมเลกุลของแอมโมเนียมซัลเฟต 
                                    60    คือ  น้ําหนักโมเลกุลของยูเรีย 

28 คือ  น้ําหนักโมเลกุลของธาตุไนโตรเจนไนแอมโมเนียมซัลเฟตและยูเรีย 
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6.   การหาปริมาณยูเรียในน้ําหมัก 
     ปริมาณยูเรีย (กรัมตอลิตร)  =  คาศักยไฟฟา(มิลลิโวลท) x ความชัน x คาการเจือจาง 
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ภาคผนวก  ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
1.  กราฟมาตรฐานของน้ําตาลรีดิวซ่ิง 

y = 1.454x
R2 = 0.9995
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          กราฟมาตรฐานของน้ําตาลรีดิวซิ่งในชวงความเขมขน 0-1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
          ความชันเทากับ  1.454 
 
2.  กราฟมาตรฐานของน้ําตาลกลูโคสวิเคราะหโดย HPLC 

y = 0.1032x
R2 = 0.9972
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           กราฟมาตรฐานของน้ําตาลกลูโคสในชวงความเขมขน 10-50 กรัมตอมิลลิลิตร                  
           ความชันเทากับ 0.103 
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3.  กราฟมาตรฐานของยูเรีย 
 

 
 

  กราฟมาตรฐานของยูเรียในชวงความเขมขน 0-2.5  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ความชัน 
  เทากับ 4.26        

 
 
4.  กราฟมาตรฐานของแอมโมเนียม-ไนโตรเจน 
 

 
 

กราฟมาตรฐานของแอมโมเนียม-ไนโตรเจน ในชวงความเขมขน 0-2.5  ไมโครกรัม                 
            ตอมิลลิลิตร  ความชันเทากับ 3.98    
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5.  กราฟมาตรฐานของยูเรีย(โดยแอมโมเนียมอิเล็กโทรด) 
 

 
 

กราฟมาตรฐานของยูเรียในชวงความเขมขน 0-2.5  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  ความชันเทา
กับ  113.57         

 
 
6.  กราฟมาตรฐานของโมโนเมอร 3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต(3HB) 

 

y = 0.1675x - 0.1667
R2 = 0.9999
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กราฟมาตรฐานของโมโนเมอร 3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต ในชวงความเขมขน 0-6 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร  ความชันเทากับ 0.17    
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ตัวอยางโครมาโตแกรม 
 

 
 
 

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

          
 

โครมาโตแกรมของน้ําตาลกลูโคส  ความเขมขน   25  กรัมตอมิลลิลิตร  ซ่ึงวิเคราะหดวย HPLC 
 
 
 

 
 

 
 
      -  ที่ retention time  3.56 คือ glucose standard 
        -   ที่ retention time  5.99 คือ internal  standard 
 
 
   โครมาโตแกรมของแปงที่ผานการยอย  ซ่ึงวิเคราะหดวย HPLC 
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ตัวอยางโครมาโตแกรม 
 

 

 
 

 
โครมาโตแกรมสารมาตรฐาน 3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต(3HB) ซ่ึงวิเคราะหดวย GC 

 
 

                      
 
 

ตัวอยางโครมาโตแกรมของ PHB จาก  Bacillus sp. BA-019 ซ่ึงวิเคราะหดวย GC 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นายสุปริญญา  สุขผลพลา  เกิดวันที่ 9 กันยายน พ.ศ. 2520 ที่จังหวัดนครปฐม  สําเร็จการ
ศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต  สาขาวิชาจุลชีววิทยา ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร   
มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ  ประสานมิตร ปการศึกษา 2541 จากนั้นเขาทํางานที่ภาควิชาชีววิทยา 
คณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี  สถาบันราชภัฏสวนสุนันทา และไดเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยา
ระดับบัณฑิตศึกษา หลักสูตรจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม  คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2543 
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