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บทคัดย่อ 

 

 งานวิจัยนี้มีจุดมุ่งหมาย เพ่ือการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของสารอาหารต่อการผลิตพอลิไฮดรอกซีอับ
คาโนเอตจากเชื้อแบคทีเรีย Alcaligenes latus ที่ผ่านการกลายซ้้า โดยการได้รับ 2-AA และ Acrifavin 
ตามล้าดับ เปรียบเทียบกับเชื้อดั้งเดิม ผลการศึกษาพบว่า การเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส และที่
อัตราการเขย่า 150 รอบต่อนาที ด้วยสารอาหารที่ใช้น้้ามันถั่วเหลืองความเข้มข้น 40 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่ง
คาร์บอนทดแทน น้้าตาลฟรุกโตสร่วมกับการใช้ผงชูรสความเข้มข้น 0.5 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งไนโตรเจน
ทดแทนแอมโมเนียมคลอไรค์และแอมโมเนียมซับเฟต สามารถผลิตพลาสติกพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้สูง
ที่สุดเท่ากับ 2.63 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 75.79 โดยมีมวลเซลล์แห้งเท่ากับ 3.47 กรัมต่อลิตร ซึ่งให้ค่าสูง
กว่าการเลี้ยงในแหล่งไนโตรเจนทดแทนที่ประกอบด้วยแอมโมเนียมคลอไรค์ต่อผงชูรสในอัตราส่วน 0.25 : 2 
กรัมต่อลิตร สามารถผลิตพลาสติกพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้เท่ากับ 2.43 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 
52.83 ของน้้าหนักมวลเซลล์แห้ง แต่สามารถผลิตมวลเซลล์แห้งสูงสุด 4.60  กรัมต่อลิตร 
 
 

ABSTRACT 

This work aimed to explore the optimum nutrient conditions for poly-β-
hydroxybutyrate (PHB) production by wild type Alcaligenes latus TISTR 1403 and its 
mutaned derived from exposed successfully with 2-AA and Acrifavin. The results revealed 
that cultured at 30 C on shaker at 150 rpm in modified medium contrained 40 g/L of 
soybean oil as carbon source instead of fructose and 0.5 g/L of monosofium glutamate as 
nitrogen source instead of ammonium chioride and ammonium sulfate produced maximum 
polyhydroxyalcanoates to 2.63 g/L or 75.79 % of cell dry weight (3.47 g/L). This production 
rate was also higher than the culturing of this strain in medium contrained ammonium 
chloride and monosodium glutamate (02.25 : 2 g/L) that produced 2.43 g/L of  
polyhydroxyalcanoates or 52.83 % of cell dry weight Z4.60 g/L) 
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บทที่ 1 

บทน ำ 
 

1. กรอบแนวควำมคิดของโครงกำรวิจัย  

กรอบแนวความคิดในการท างานวิจัยนี้เป็นการต่อยอดเพ่ือการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการ

เลี้ยงเพ่ือชักน าให้เกิดการผลิตพลาสติกชีวภาพทั้งในรูปของโฮโมพอลิเมอร์และโคพอลิเมอร์ โดยการปรับ

ชนิดและสัดส่วนของสารอาหาร การศึกษาวิธีการเก็บเกี่ยวพลาสติกชีวภาพชนิด PHAs จากเชื้อ 

Alcaligenes sp. สายพันธุ์กลายและกลายซ้ าที่คัดเลือกได้และให้ผลผลิตสูงกว่าสายพันธุ์เดิม ดังแสดงใน

ตารางที่ 1 ซึ่งเป็นงานวิจัยได้จากการรับการเงินอุดหนุนการท าวิจัย ในงบประมาณแผ่นดินประจ าปี 2555-

2557อย่างต่อเนื่อง 

ตารางที่1 การเปรียบเทียบการปรับปรุงสายพันธุ์ด้วยการกลายและการกลายซ้ าด้วยรังสีและสารเคมี 

สำยพันธุ์แบคทีเรีย CDW 

(g/l) 

PHB 

(g/l) 

PHB 

(%) 

A. latus parent 1.50 0.60 40.00 

A. latus /-2AA 0.85 0.25 29.41 

A. latus /-2AA/ UV-2AA(1) 2.55±0.07 1.57±0.15 61.57 

A. latus /-2AA/UV-2AA(2) 3.10±0.10 1.97±0.12 63.55 

A. latus /-2AA/UV-2AA(2)/UV-Acriflavin 5.25±0.07 3.05±0.07 58.10 

A. latus /-2AA/UV-2AA(2)/UV-5-bromourasil 5.30±0.10 3.30±0.10 62.26 

A. latus /-2AA/UV-2AA(2)/Acriflavin  5.45±0.14 3.50±0.00 64.22 

จากการศึกษาวิจัยที่ผ่านมาได้เน้นเรื่องการปรับปรุงพันธุ์เป็นหลักใหญ่และได้ทดลองเลี้ยงในอาหาร

และในถังหมัก ตรวจสอบลักษณะทางสรีระวิทยาโดยการส่องภายใต้กล้องทั้งในระบบ SEM และ TEM และ

ตรวจสอบชนิดและปริมณของ PHAs ที่ได้โดยใช้ GC-MS พบว่าให้ปริมาณ PHB คิดเป็น 0.70 กรัมต่อกรัม

ของมวลเซลล์แห้ง เมื่อเลี้ยงในสารอาหารราคาถูก 

พลาสติกท่ีสามารถย่อยสลายได้หรือพลาสติกชีวภาพ (Bioplastic) เป็นพลาสติกที่สามารถย่อย

สลายได้ในธรรมชาติ ผลิตได้จากแหล่งวัตถุดิบที่สามารถผลิตขึ้นมาทดแทนได้ (renewable resource) ใน
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กระบวนการผลิตโดยให้พลาสติกที่มีคุณสมบัติใกล้เคียงหรือเทียบเท่าพลาสติกสังเคราะห์ที่ได้จาก

อุตสาหกรรมปิโตรเคมี แต่มีข้อดีคือสามารถย่อยสลายได้เมื่ออยู่ในสภาวะที่เหมาะสม ซึ่งเป็นสิ่งส าคัญท่ีจะ

ช่วยลดปัญหาของขยะพลาสติกได้สูง ส าหรับพลาสติกชีวภาพที่ผลิตจากจุลินทรีย์มีหลายชนิดที่ได้รับความ

สนใจได้แก่ พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoate, PHAs) และพอลิแลคไทค์ (Poly 

lactide, PLA) โดยเฉพาะกลุ่มพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตหรือเรียกโดยทั่วไปว่า พลาสติก PHAs ได้รับความ

สนใจสูง เนื่องจากผลิตภัณฑ์เม็ดพลาสติกที่จุลินทรีย์สร้างขึ้นภายในเซลล์สามารถทนความร้อนได้ดีเมื่อ

น ามาขึ้นรูปและใช้ทดแทนพลาสติกสังเคราะห์ในกลุ่มของพอลิโพรไพลีน (Polypropylene, PP) (Ojumu, 

et.al., 2004) ส่วนพลาสติกชนิดพอลิแลคไทค์ พบว่ามีคุณสมบัติของฟิล์มเหมาะส าหรับใช้ทดแทนพลาสติก

สังเคราะห์ชนิดพอลีเอสทิลีน (PE) และ พอลิเอทธิลีนเทเรฟทาเลต (Polyethylene terephthalate, PET) 

ได้  

พลาสติกชีวภาพที่ผลิตจากจุลินทรีย์กลุ่มพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoates) 

หรือ PHAs เป็นอะลิฟาติกพอลิเมอร์ธรรมชาติที่จุลินทรีย์ผลิตและเก็บสะสมไว้ภายในเซลล์ โดยท าหน้าที่

เป็นแหล่งพลังงานส ารองจะเกิดข้ึนในสภาวะที่ไม่สมดุลของสารอาหารในการเจริญของจุลินทรีย์ โดยเฉพาะ

การมีปริมาณสารอาหารที่จ าเป็น (essential nutrient) เช่น ไนโตรเจน ออกซิเจน ฟอสฟอรัส หรือ 

แมกนีเซียม เป็นต้น อยู่ในปริมาณน้อย แต่มีปริมาณสารอาหารคาร์บอนสูง จึงเป็นผลให้เกิดการสะสมสาร

พลังงานสูงอยู่ในรูปพอลิเมอร์ (Salehizadeh & Van Loosdrecht, 2004) ที่เกิดจากการสังเคราะห์โดยทาง

กระบวนการทางชีวภาพ โดยกลุ่ม PHAs ได้มีการแบ่งหมวดหมู่ตามความยาวของเส้นสายของกรดไฮดรอก

ซีอัลคาโนอิต (hydroxyalkanoic acids) คือ พอลิเมอร์สายสั้น ซึ่งจะประกอบด้วยหมู่อัลคิลที่มีคาร์บอนสอง

อะตอมหรือเรียกว่าพลาสติกชนิดโฮโมพอลิเมอร์ ตัวอย่าง เช่น พอลิไฮดรอกซีบิวทีเรต (polyhydro 

xybutyrate, PHB) พอลิไฮดรอกซีวาเลอเรต (polyhydroxy -valerate, PHV) และ พลาสติกโคพอลิเมอร์

ของพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรตกับไฮดรอกซีวาเลอเรต (poly-3-hydroxy butyrate-co-3-hydroxyvalerate, 

PHBV) (Chien et al., 2007) ส่วนกลุ่มพอลิเมอร์ที่มีสายปานกลางซึ่งจะประกอบด้วยหมู่อัลคิลไม่น้อยกว่า 

3 อะตอม ได้แก่พอลิไฮดรอกซีออกตาโนเอต (poly-3-hydroxyoctanoate, PHO) พอลิไฮดรอกซีโนนาโน

เอต (poly-3-hydroxynonanoate, PHN)  เป็นต้น ชนดิของจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตพลาสติก PHAs มี

มากมายหลายกลุ่มเช่น  แบคทีเรีย Ralstonia eutropha มีความสามารถในการผลิตพอลิเมอร์สายสั้นได้สูง 

(Lenz & Marchessault, 2005) ในขณะที่ Pseudomonas oleovorans และ Pseudomonads sensu 

จะผลิตพอลิเมอร์สายปานกลางได้ดี (Timm & Steinbüchel, 1990) คุณสมบัติของพลาสติก PHAs แต่ละ

ชนิดจะข้ึนอยู่กับการรวมกันของชนิดและปริมาณหน่วยย่อยของโมโนเมอร์ของ 3-hydrooxy-acid (Ha) 

เช่น poly-3-hydroxybutyrate (PHB) ซึ่งพบว่ามีหน่วยย่อย HAs มีมากกว่า 80 ชนิด เป็นสารประกอบของ 
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PHAs โดยในการผลิตหน่วยย่อยจะขึ้นอยู่กับชนิดของจุลินทรีย์ และแหล่งคาร์บอนเป็นหลัก (Madison & 

Huisman, 1999 ; Hazer & Steinbüchel, 2007) 

พลาสติกในกลุ่ม PHAs ได้รับความสนใจในวงการอุตสาหกรรมพลาสติกมากเนื่องจากมีคุณสมบัติ

ทางเคมีและทางกายภาพใกล้เคียงกับพอลิเมอร์สังเคราะห์ โดยเฉพาะอย่างพลาสติกชนิดพอลิไฮดรอกซีบิว

ทีเรตหรือเรียกกันทั่วไปว่า พลาสติก PHB ซึ่งมีคุณสมบัติสังเคราะห์ใกล้เคียงกันกับพลาสติกสังเคราะห์พอลิ

โพรพิลีน (polypropylene, PP) โดยพลาสติก PHB มีความสามารถทนอุณหภูมิสูงโดยมีจุดหลอมเหลวสูง

ถึง 180 องศาเซลเซียส และมีคุณสมบัติเป็นฟิล์มกันน้ าและความชื้นได้ดี แต่พบว่ามีค่าเปอร์เซ็นต์การยืดตัว

เมื่อขาดน้อยกว่าพลาสติกพอลิโพรพิลีนมาก แต่มีข้อดีที่น่าสนใจ คือสามารถย่อยสลายได้ง่ายเป็นผลท าให้

พลาสติกชนิดนี้ได้รับความสนใจอย่างกว้างขวางในภาคอุตสาหกรรมและน ามาประยุกต์ใช้ในงานวิจัยต่างๆ 

ทางการแพทย์ และการเกษตร (Zhang et al., 2004) จากรายงานการศึกษาจุลินทรีย์ที่นิยมน ามาใช้เพื่อ

การผลิตพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรตได้แก่ Alcaligenes sp., Azobacter sp., Pseudomonas sp., 

และ  Cupriavidus sp. (Chee etal., 2010) ส าหรับ Alcaligenes sp. เป็นแบคทีเรียประเภทแกรมลบมี

รูปร่างเป็นท่อนกลมหรือรูปร่างกลมขนาด 0.5-1.0 x 0.5-2.6 ไมโครเมตร มีแฟลกเจลลา 1-8 เส้น โคโลนีมี

ลักษณะไม่มีสี สามารถเจริญได้ในสภาวะไร้ออกซิเจน แต่มีบางสายพันธุ์ที่สามารถเจริญในสภาวะที่มี

ออกซิเจน ซึ่งอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญอยู่ระหว่าง 30-37 องศาเซลเซียส  พบได้ทั้งในน้ าและบนบก 

(Holt et al., 1994) จากรายงานของ Khandenavis และคณะ (2007)  ได้ศึกษาการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่

ใช้ในการผลิต PHB จากตะกอนในอุตสาหกรรมนมและอุตสาหกรรมอาหาร โดยน าเชื้อแบคทีเรียมาทดลอง

ผลิต PHB ในอาหารที่ประกอบด้วยกรดซิตริก พบว่าเชื้อแบคทีเรียสามารถผลิต PHB ได้ในปริมาณร้อยละ 

40 ของน้ าหนักเซลล์แห้งส่วนการเลี้ยงเชื้อ Ralstonia eutropha สายพันธุ์ NRRL B14690 โดยใช้ฟรุคโตส

เข้มข้น 10 และ 40 กรัมต่อลิตร พบว่า เชื้อแบคทีเรียชนิดนี้สามารถผลิตมวลเซลล์ได้สูงสุดเท่ากับ 3.25 กรัม

ต่อลิตร และผลิต PHB ได้เท่ากับ 1.4 กรัมต่อลิตร และการเติมยีสต์สกัดสามารถเพ่ิมผลผลิตของ PHB ได้สูง

ยิ่งขึ้น (Khanna & Srivastana, 2005) นอกจากนี้มีรายงานพบว่านอกจากเชื้อ Alcaligenes eutrophus 

และ Alcaligenes latus จะสามารถสร้าง PHB ได้ในปริมาณสูงแล้ว เชื้อทั้งสองยังสามารถสังเคราะห์

พลาสติกชนิด P(3HB-co-3HV) ซึ่งเป็นพลาสติกชนิดทนร้อน (Thermoplastic) ที่มีคุณภาพดีกว่าพลาสติก 

PHB แต่มีกระบวนการผลิตด้วยเทคนิคพิเศษและมีต้นทุนในการผลิตสูงกว่าได้อีกด้วย (Lee, 1995) ส่วน

รายงานของ Ramsay และคณะ (1990)  ศึกษาการเลี้ยงเชื้อ Alacaligenes latus  และ Alcaligenes 

eutrophus บนเครื่องเขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบว่าสามารถผลิต P(HB-co-HV) ได้ในปริมาณ

ร้อยละ 43 ของน้ าหนักเซลล์แห้ง นอกจากเชื้อแบคทีเรีย Alacaligenes latus  และ Alcaligenes 

eutrophus นิยมน ามาใช้ในการศึกษาแล้ว พบว่าเชื้อ Cupriavidus sp. สามารถผลิต PHB ได้ในปริมาณสูง
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และถูกน ามาใช้ศึกษาเพ่ือผลิต PHB แล้วในปัจจุบัน (Yu,2008 ; Lee et al., 2008 ; Cavalheiro et al., 

2009) 

  ในการผลิตพลาสติกชีวภาพกลุ่มพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoates) หรือ 

PHAs มีการใช้สารอาหารหลากหลายชนิดที่มีปริมาณแหล่งคาร์บอนสูงในการผลิต เช่น ใช้แป้งและร าข้าว 

(Huanget al., 2006) น้ าตาลกลูโคส (Van Wegen et al., 1998)  หรือน้ ามันพืชและน้ ามันถั่วเหลือง (Choi  

& Lee, 1997; Park & Kim, 2011) เป็นสารตั้งต้นที่ส าคัญในการสร้างผลิตภัณฑ์ นอกจากนี้มีรายงานการ

วิจัยการน าวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรหรืออุตสาหกรรมเกษตรมาใช้เป็นวัตถุดิบทดแทนอีกด้วย เช่น หาง

นมจากโรงงานผลิตเนยแข็ง (Akiyama et al., 2003) กากน้ าตาลจากอ้อย (Gouda, et al., 2001) กลีเซ

อรอลจากโรงงานผลิตน้ ามันต่างๆ (Ashby et al., 2004; Cavalheiro et al, 2009; Shrivastav et al., 

2010; Zhu et al., 2010; Mothes et al., 2007; Kawata et al., 2010; Ashby et al., 2011 ; Hassan, 

et al., 1996) วัสดุเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมอาหาร (Yu, et al., 1998) น้ าทิ้งจากโรงงานแป้ง (Haas, et 

al., 2008) วัสดุเหลือทิ้งจากการสกัดน้ ามันมะกอก (Martinez, et al., 1995) น้ าทิ้งโรงงานผลิตน้ ามัน

มะกอก (Dionisi, et al., 2005) และน้ าทิ้งโรงงานปาล์มน้ ามัน (Alias & Tan, 2005) และกลีเซอรอลเหลือ

จากการผลิตน้ ามันดีเซล (Posada, et al., 2011; Palmeri et al., 2012) ร าข้าวสาลี (Koutinas et al., 

2007 ; Xu et al., 2010)  เป็นต้น ซึ่งเป็นการลดต้นทุนการผลิตลง เนื่องจากพบว่าในการผลิตพลาสติก 

PHAs นั้นมีต้นทุนของวัตถุดิบและค่าใช้จ่ายในการท าให้บริสุทธิ์สูง อีกท้ังยังมีรายงานการวิจัยในการ

คัดเลือกและปรับปรุงจุลินทรีย์ให้มีความสามารถสร้างผลิตภัณฑ์ได้สูงและใช้วัตถุดิบที่มีราคาถูก เพ่ือลด

ค่าใช้จ่ายให้ต่ าที่สุด ทั้งนี้ในการสร้างผลิตภัณฑ์ของจุลินทรีย์แต่ละชนิดมีความสามารถในการสร้างเอนไซม์

ซึ่งเปน็ตัวกลางส าคัญ ท าให้สร้างผลิตภัณฑ์ที่ได้มีความแตกต่างกัน มีสารอาหารเป็นปัจจัยภายนอกที่ส าคัญ

และมีผลต่อการสร้างเอนไซม์แต่ละชนิดของจุลินทรีย์ด้วย เช่น แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน วิตามินและ

เกลือแร่ รวมทั้งสารบางชนิดที่สามารถเหนี่ยวน าให้จุลินทรีย์สร้างเอนไซม์ต่างๆ ได้แก่ กลุ่มโคเอนไซม์หรือโค

แฟคเตอร์ และสารเสริมการสังเคราะห์ เป็นต้น 

ในการศึกษาปัจจัยทางกายภาพพบว่า เป็นปัจจัยส าคัญท่ีมีผลต่อการสร้างผลิตภัณฑ์ของจุลินทรีย์ 

เช่น อุณหภูมิในการหมัก ความเป็นกรดเป็นด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อ การให้อากาศ และการกวน เป็นต้น 

โดยทัว่ไปส่วนประกอบของอาหารที่ใช้เลี้ยงจุลินทรีย์มีผลโดยตรงต่อชนิดและปริมาณการสร้างผลิตภัณฑ์ 

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ต้องมีส่วน ประกอบส าคัญ 4 ส่วน คือ 1) เป็นอาหาร

ที่มีแร่ธาตุและสารอาหารที่จ าเป็นต่อการเจริญและให้พลังงาน 2) เป็นอาหารที่มีความสมดุลย์ของธาตุ

อาหารเพื่อความเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ 3) เป็นอาหารที่มีค่าความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมต่อการ

เจริญและการผลิตเอนไซม์ และ 4) มีสารเหนี่ยวน าให้ปฏิกิริยาของเอนไซม์ท่ีเกิดข้ึนได้ดี (Wiseman, 1995) 
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ส าหรับการสังเคราะห์พลาสติก PHAs ซ่ึงเป็นกลุ่มสารพอลิเอสเทอร์ที่ประกอบด้วยมอนอเมอร์ของ (R)-3HA 

ซึ่งเป็นสารที่อยู่ในรูป R-Configuration ซึ่งมีความจ าเพาะของสเตอริโอไอโซเมอร์ในการสังเคราะห์พอลิ

เมอร์ของเอนไซม์ PHA synthase (Sudesh et al., 2000) ซึ่งในการสังเคราะห์ PHAs ชนิดต่าง ๆ จะมี

เอนไซม์ PHA synthase เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาในแต่ละขั้นตอนโดยในการสะสมพลาสติก PHAs ในเซลล์นั้นจะ

มีเอนไซม์อยู่รอบ ๆ พ้ืนผิวของ PHA granule นอกจากนี้ยังมีโปรตีน phasin เป็นตัวควบคุมแบบจ าเพาะ 

(specific regulator protein) ซึ่งมีความส าคัญเกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์พลาสติกโดยตรง ในการ

สังเคราะห์จะมีเอนไซม์ที่ท าให้ผลิตภัณฑ์มีความหลากหลาย ซึ่งมีความสัมพันธ์กับการเกิดสารที่มีน้ าหนัก

โมเลกุลสูง โดยมียีนมากกว่า 60 ชนิด ที่เข้ามาเกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์พลาสติกกลุ่ม PHAs ซึ่งในการ

สังเคราะห์พลาสติกชนิดพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรตหรือเรียกกันทั่วไปว่า PHB จะเกี่ยวข้องกับตัวกลางในวัฏจักร

เครปส์ โดยเริ่มจากอะซิติลโคเอนไซม์เอ (acetyl-co A) ถูกเปลี่ยนเป็นอะซิโตอะซิติลโคเอนไซม์เอ 

(acetoacetyl-co A) และไฮดรอกซีบัวทิริลโคเอนไซม์เอ (hydroxybuacetyl-co A)  โดยการท างานของ

เอนไซม์เบต้าคีโตไธโอเลส (ß-ketothiolase enzyme) และเอนไซม์อะซิโตอะซิติลโคเอรีดักเตส (aceto 

acetyl-coA reductase enzyme) จากนั้นจึงเกิดกระบวนการพอลิเมอร์ไรเซชั่น (polymerization) ไฮด

รอกซีบัวทิริลโคเอนไซม์เอเปลี่ยนไปเป็นพอลิ ไฮดรอกซีบิวทีเรตโดยเอนไซม์ PHB synthase (Sudesh et 

al., 2000)  ในกรณีท่ีมีปริมาณของอะซิติลโคเอนไซม์เอมากเกินไป ซึ่งจะส่งผลท าให้การสังเคราะห์ลดลง

รวมถึงสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมก็เป็นสาเหตุส าคัญต่อชนิดของ PHAs ที่สังเคราะห์ได้เช่นเดียวกัน 

(Luengo et al., 2003)  

ปัจจัยที่มีผลต่อองค์ประกอบและปริมาณการผลิตพลาสติกชีวภาพได้แก่ แหล่งคาร์บอน พบว่าใน

ธรรมชาติ มีจุลินทรีย์หลายชนิดที่สามารถสังเคราะห์พลาสติกชีวภาพได้โดยใช้แหล่งคาร์บอนแตกต่างกัน 

จุลินทรีย์ที่มีการสังเคราะห์พอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตขึ้นภายในเซลล์พบมากในกลุ่มแบคทีเรีย (Holmes, 

1985; Verlinden et al., 2007) ซึ่งแบคทีเรียแต่ละชนิดจะมีความสามารถในการผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซี

บิวทิเรตและคุณภาพของผลผลิต ที่ได้แตกต่างกันโดยแบคทีเรียที่นิยมน ามาใช้คือ A. eutrophus หรือที่รู้จัก

กันในชื่อ Ralstonia eutropha (Fatemeh & Ebrahim, 2002) เป็นแบคทีเรียที่สามารถเจริญเติบโตได้ง่าย

และสามารถผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตได้ในปริมาณสูงถึงร้อยละ 80 ของมวลเซลล์แห้ง (Mercan et 

al., 2002) นอกจากนี้พบว่าแบคทีเรีย Alcaligenes latus สามารถในการผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต

ได้สูงถึงร้อยละ 87 ในระหว่างการเจริญในสภาวะที่มีการจ ากัดแหล่งไนโตรเจนซึ่งสูงกว่าในสภาวะปกติท่ีไม่

มีการจ ากัดแหล่งไนโตรเจนร้อยละ 50 (Wang & Lee, 1997)  นอกจากจะสามารถผลิตพลาสติกชนิดโฮโม

พอลิมอร์ได้แล้ว พบว่า เชื้อทั้งสองชนิด ยังสามารถผลิตพลาสติกชนิดโคพอลิเมอร์ได้อีกด้วย แต่ทั้งนี้ต้อง
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อาศัยสารเสริมการสังเคราะห์ กรดอะมิโน วิตามิน หรือกรดไขมันบางชนิด เป็นต้น ส าหรับปัจจัยที่มีผลต่อ

การสังเคราะห์พลาสติกชีวภาพของจุลินทรีย์ได้แก่ 

 แหล่งคำร์บอน แหล่งคาร์บอนมีความส าคัญต่อกระบวนการสังเคราะห์และการสะสมพอลิเบต้า

ไฮดรอกซีบิวทิเรต โดยพบว่าการสังเคราะห์จะเกิดขึ้นสูงหลังจากแบคทีเรียมีการเจริญและเข้าสู่ระยะการ

เจริญแบบทวีคูณ (log phase) และภายใต้สภาวะที่สารอาหารไม่สมดุล นั่นคือ มีแหล่งคาร์บอนมากเกินพอ 

แต่มีการจ ากัดปัจจัยอ่ืน เช่น ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และออกซิเจน เป็นต้น ดังนั้น ในการศึกษาชนิดและ

ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมจะท าให้ผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตได้ ในปริมาณที่เพ่ิม

สูงขึ้น โดยแหล่งคาร์บอนที่น ามาใช้ในการสังเคราะห์พอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตมีอยู่หลายชนิด ดังแสดงใน

ตารางที่ 2 ซึ่งเป็นผลที่ได้จากการท างานวิจัยในปี 2555 –2557  ซึ่งได้เปรียบเทียบการผลิตพอลิเบต้าไฮดร

อกซีบิวทิเรตของ Alcaligenas latus ที่ผ่านการกลายและกลายซ้ ากับการรายงานวิจัยอื่น ๆ ซึ่งพบว่าให้ค่า

สูงรองลงมาจากการเลี้ยง Ralstronia eutropha ซึ่งใช้น้ ามันถั่วเหลืองเป็นแหล่งคาร์บอน (Park & Kim, 

2011) 

จากรายงานการวิจัยที่น่าสนใจเมื่อมีการเติมเอทานอลร้อยละ 1 สามารถเพ่ิมผลผลิตได้ของการ

เลี้ยงเชื้อ Bacillus subtillis โดยใช้กากน้ าตาลอ้อยที่ผ่านการทรีตด้วยวิธีต่าง ๆ พบว่าสามารถผลิต PHAs 

ได้ร้อยละ 54.1  ของน้ าหนักเซลล์แห้ง จากนั้นได้ท าการปรับปรุงสูตรอาหารโดยการเติมเอทานอลร้อยละ 1 

ร่วมกับการเติมแหล่งไนโตรเจน 2 ชนิด คือแอมโมเนียมซัลเฟตและแอมโมเนียมไนเตรทอย่างละ 1 กรัมต่อ

ลิตร เป็นผลท าให้ได้ผลผลิตเพ่ิมขึ้นเป็นร้อยละ 62.21 ของน้ าหนักเซลล์แห้ง เมื่อเลี้ยงที่อุณหภูมิ 35 องศา

เซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 7 เป็นเวลา 96 ชั่วโมง (Gomaa, 2014)   ส่วนในการผลิต PHB จาก

แบคทีเรีย Vibrio spp ที่คัดแยกได้จากตะกอนทะเลจ านวน 4 สายพันธุ์ คือ M11, M14, M20 และ M31 

โดยท าการเลี้ยงเชื้อในอาหารที่ใช้แหล่งคาร์บอนต่างชนิดกัน และความเข้มข้นแตกต่างกัน  พบว่า สายพันธุ์ 

M11 สามารถเจริญได้ดีเมื่อใช้โซเดียมอะซิเตตเข้มข้นสูงถึง 7.8 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน สามารถ

ผลิต PHB ได้มากที่สุดคิดเป็นร้อยละ 30.4 ของน้ าหนักเซลล์แห้ง ส่วนการใช้ซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน 

พบว่าสายพันธุ์ M14 สามารถเจริญได้ดีเมื่อใช้ซูโครสที่ความเข้มข้น 12.3 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน 

และสามารถผลิต PHB ได้ปริมาณสูงที่สุด คิดเป็นร้อยละ 45.5 ของน้ าหนักเซลล์แห้ง  ส าหรับสายพันธุ์ 

M20 สามารถเจริญได้ดีเมื่อใช้กลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอนที่ความเข้มข้น 15.5 กรัมต่อลิตร โดยผลิต PHB 

ได้สูงสุดร้อยละ 42.8  ของน้ าหนักเซลล์แห้ง ซึ่งแตกต่างจากสายพันธุ์ M31 ที่เจริญได้ดีเมื่อใช้กลีเซอรอลที่

ความเข้มข้น 14.5 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน แต่ผลิต PHB ได้ปริมาณต่ าคิดเป็นร้อยละ 24.0  ของ
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น้ าหนักเซลล์แห้ง (Chien, et al., 2007) ดังนั้นจะเห็นได้ว่า แบคทีเรียชนิดเดียวกันแต่ต่างสายพันธุ์กัน มี

ความสามารถในการใช้แหล่งคาร์บอน เพ่ือให้ได้ผลผลิตสูงได้แตกต่างกัน 

ตารางที่ 2 เปรียบเทียบผลผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตและแหล่งคาร์บอนที่ใช้ 

สำยพันธุ์จลุินทรีย ์ แหล่งคำร์บอน ปริมำณ PHB 

(g/l) 

แหล่งอ้ำงอิง 

Alcaligenes australica Sucrose 6.24 Gahlawat & Srivastava. (2013) 

Alcaligenes latus Sucrose 3.55 Wang et al. (2012) 

Ralstronia eutropha Soybean oil 13.00 Park & Kim (2011) 

Alcaligenes eutrophus Sugarcane juice 1.28 Waranya et al. (2011) 

Alcaligenes eutropha ATCC 17696 Glucose 0.81 El-Sayed et al. (2009) 

Alcaligenes latus ATCC 29712 4.94 

Alcaligenes eutrophus TISTR 1095 Sweet sorghum 

juice 

0.03 Tanamool et al. (2008) 

Alcaligenes latus ATCC 29714 0.68 

Alcaligenes latus/-2AA   (เชื้อสายพันธุ์กลาย)  

Molasses 

6.67  

งำนวิจัยงบประมำณประจ ำปี 

2555-2557 
Alcaligenes latus/-2AA/UV-2AA(2) /Acriflavin(

เชื้อสายพันธ์ุกลายซ้ า) 

9.73 

 

ในการผลิต PHB ของเชื้อ Halomonas boliviensis ได้สูงสุดคิดเป็นร้อยละ 56 เมื่อใช้แป้งที่ผ่าน

การย่อยสลาย (starch hydrolysate) เป็นแหล่งคาร์บอน (Quillaguaman, et al., 2005) ส่วนในการ

เลี้ยง Burknolderia megaterium ด้วยกากน้ าตาลอ้อย พบว่าเชื้อสามารถผลิต PHB ได้เท่ากับร้อยละ 

46.2 ต่อน้ าหนักเซลล์แห้ง ซึ่งมีค่าสูงกว่าการเลี้ยงด้วยน้ าแช่ข้าวโพด (Mona, et al.,2001)  และการเลี้ยง 

Cupriavidus necator (Ralstonia eutropha) โดยใช้น้ ามันพืชที่ผ่านการทอดมาเป็นแหล่งคาร์บอน

พบว่าให้ปริมาณ PHAs ได้ใกล้เคียงกับการเลี้ยงด้วยน้ าตาลกลูโคสคือ 1.2 กรัมต่อลิตร ซึ่งมีค่าสูงกว่าการ

เลี้ยงด้วยน้ ามันบริสุทธิ์และน้ ามันที่ผ่านความร้อนซึ่งให้ปริมาณ PHAs 0.62 และ 0.9 กรัมต่อลิตร 

ตามล าดับ (Verlinden et al. 2011) ส่วนการน าเซลลูโลสที่ผ่านการย่อยสลาย (cellulose hydrolysate) 

มาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตพลาสติกชีวภาพชนิด PHA จากเชื้อ Burknolderia cepacia และ

Burknolderia sacchari  พบว่าสามารถ PHA ได้ปริมาณสูงร้อยละ 53 และ 62 ตามล าดับ (Silva, et al., 

2004) ส่วนการศึกษาของ Mona Azza & Sanna (2001) พบว่า B. megaterium สามารถเจริญใน

กากน้ าตาลอ้อย (Cane sugar molasses) ได้ดีกว่าในน้ าแช่ข้าวโพด (Corn steep liquor) โดยสามารถ

ผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทีเรตได้มากสุดเท่ากับร้อยละ 46.2 ของมวลเซลล์แห้ง เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มี

แหล่งคาร์บอนเป็นกากน้ าตาลอ้อยความเข้มข้นร้อยละ 2  ซึ่งแตกต่างจากการศึกษาของ Chaijumrus & 
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Udpuay (2008) เชื้อ B. megaterium ATCC 6748 โดยใช้กากน้ าตาล  และน้ าแช่ข้าวโพดเป็นแหล่ง

คาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน ที่ความเข้มข้นแตกต่างกัน ท าการเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขย่าที่อัตราเร็ว 130 

รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 50 ชั่วโมง พบว่า หลังจากท าการเลี้ยงเป็นเวลา 45 

ชั่วโมง การใช้ปริมาณความเข้มข้นของกากน้ าตาลร้อยละ 4 และน้ าแช่ข้าวโพดร้อยละ 4 สามารถผลิตพอ

ลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตได้สูงสุด คือ 7.2 กรัมต่อลิตร และมวลเซลล์แห้งเท่ากับ 16.74 กรัมต่อลิตร คิดเป็น

ร้อยละ 43 ของมวลเซลล์แห้ง จากรายงานของ Yezza และคณะ (2007) ศึกษาการผลิตพอลิเบต้าไฮดรอก

ซีบิวทีเรตจากเชื้อแบคทีเรีย Alcaligenas latus ATCC 29714 ด้วยการใช้น้ าตาลเมเปิลเป็นแหล่งคาร์บอน  

และเติมไดแอมโมเนียมซัลเฟต 1 กรัมต่อลิตร  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.4 กรัมต่อลิตร ได

โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.8 กรัมต่อลิตร  แมกนีเซียมซัลเฟต 0.2 กรัมต่อลิตร  และธาตุอาหารรอง

ปริมาตรรวม 1 มิลลิลิตร เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขย่าที่อุณหภูมิ 33±1 องศาเซลเซียส  อัตราเร็ว 150 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 27 ชั่วโมง  พบว่ามีมวลเซลล์ 4.4±0.5 กรัมต่อลิตร  และมีปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิว

ทีเรตคิดเป็นร้อยละ 77.6±1.5 ของมวลเซลล์แห้ง 

 แหล่งไนโตรเจน จุลินทรียแ์ต่ละชนิดมีความสามารถในการใช้แหล่งไนโตรเจนได้แตกต่างกันซึ่ง

มักอยู่ในรูปของสารประกอบอินทรีย์ เช่น แบคโตเปปโตน (Bactopeptone) ยีสต์สกัด (Yeast extract) เค

ซีน (Casein) เนื้อสกัด (Beef extract) และทริปโตน (Tryptone) ส่วนสารประกอบอนินทรีย์ เช่น 

แอมโมเนียมไนเตรต (Ammonium nitrate) ยูเรีย (Urea) แอมโมเนียมออกซาเลต (Ammonium oxalate) 

และแอมโมเนียมอะซิเตท (Ammonium acetate) (Grothe et al., 1999; Khanna & Srivastava, 2005) 

ดังตัวอย่างเช่น Montaser และคณะ (2011) ศึกษาการเลี้ยง Azotobacter Beijerinckii DSMZ 1041 เพ่ือ

ผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต โดยใช้สูตรอาหารที่มีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนที่ความเข้มข้นแตกต่างกัน 

คือ 30, 40, 50 และ 60 กรัมต่อลิตร และใช้แอมโมเนียมคลอไรด์เป็นแหล่งไนโตรเจนที่ความเข้มข้นแตกต่าง

กันคือ 0.5, 1 และ 2 กรัมต่อลิตร ท าการเลี้ยงบนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 180 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส พบว่าหลังจากการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 24 ชั่วโมง การใช้กลูโคสความเข้มข้น 60 กรัมต่อลิตร 

และแอมโมเนียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.5 กรัมต่อลิตร สามารถผลิตมวลเซลล์แห้งได้สูงสุดเท่ากับ 6.5 กรัม

ต่อลิตร และปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตเท่ากับ 2.95 กรัมต่อลิตร ส่วน Wang และคณะ (2013) 

ศึกษาการเลี้ยงเชื้อ  A. latus ATCC 29714 โดยใช้น้ าตาลหัวบีทความเข้มข้น 20 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่ง

คาร์บอนและแอมโมเนียมซัลเฟตความเข้มข้น 1.97 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งไนโตรเจน ท าการเพาะเลี้ยงบน

เครื่องเขย่าที่อัตราเร็ว 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 ชั่วโมง พบว่า มีมวลเซลล์

แห้งสูงสุดเท่ากับ 10.30±1.01 กรัมต่อลิตร ปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตเท่ากับ 4.01±0.95 กรัมต่อ
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ลิตร คิดเป็นร้อยละ 36.66±7.28 ของมวลเซลล์แห้ง และอัตราการผลิตเท่ากับ 0.22±0.01 กรัมต่อลิตรต่อ

ชั่วโมง ในการเลี้ยงด้วยแหล่งอนินทรีย์ไนโตรเจนของ Grothe และคณะ (1999) ซึ่งได้ศึกษาเปรียบเทียบการ

ใช้แหล่งไนโตรเจนของเชื้อแบคทีเรีย A. latus ATCC 29714 โดยใช้ซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่ง

ไนโตรเจนที่ใช้ ได้แก่ แอมโมเนียมซัลเฟต แอมโมเนียมคลอไรด์ แอมโมเนียมไนเตรต และยูเรีย พบว่า การ

เติมแอมโมเนียมซัลเฟต 1.4 กรัม สามารถผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตได้สูงสุดเท่ากับ 4.6 กรัมต่อลิตร 

นอกจากนี้ได้มีการศึกษาแหล่งอินทรีย์ไนโตรเจนเปรียบเทียบกับอนินทรีย์ไนโตรเจนจากรายงานการวิจัย

ของ Khannafari และคณะ (2006) ได้ท าการเลี้ยง Azotobacter chroococum โดยใช้โปรตีนในหางนม 

(Milk whey) เป็นส่วนประกอบของอาหารแล้วเติมแหล่งไนโตรเจนชนิดต่างๆ ได้แก่ แอมโมเนียมไนเตรต 

แบคโตเปปโตน เคซีน ยีสต์สกัด เนื้อสกัด โปรทิเอชเปปโตน และทริป โตน เลี้ยงบนเครื่องเขย่าที่อุณหภูมิ  

25, 30, 35 และ 37 องศาเซลเซียส ในอัตราเร็ว 122 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง พบว่า การเติม

แหล่งไนโตรเจนที่เป็นเนื้อสกัดจะผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตได้สูงที่สุดในปริมาณร้อยละ 75 ของมวล

เซลล์แห้ง  มีรายงานวิจัยความส าคัญของสัดส่วนของคาร์บอนและไนโตรเจนก็มีผลต่อการผลิตพอลิเบต้า

ไฮดรอกซีบิวทิเรต โดยพบว่าการใช้จุลินทรีย์ระบบตะกอนเร่งโรงงานผลิตอาหารความเข้มข้นตะกอนเริ่มต้น

เท่ากับ 3.15 กรัมต่อลิตร ซึ่งเลี้ยงในอาหารสังเคราะห์ที่มีกรดอะซิติกเป็นแหล่งคาร์บอนที่ความเข้มข้น 500 

ถึง 3000 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยศึกษาอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่ 24, 96, 120, 144 และ 168 (โมล

ต่อโมล) ตามล าดับ พบว่า เมื่ออัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเพ่ิมข้ึนการสะสมพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต

ต่อปริมาณเซลล์เพิ่มข้ึน ชุดการทดลองท่ีมีอัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 144 มีการสะสม

พอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตสูงสุดร้อยละ 33 (Kumar, 2004) ส่วนรายงานของ Khanna และ Srivastava 

(2006) ซึ่งท าการศึกษาความเหมาะสมในการเติมความเข้มข้นของไนโตรเจน และระยะเวลาของการเติม

โดยท าการเลี้ยงเชื้อ R.eutropha NRRL B14690 ในถังปฏิกรณ์ โดยท าการเติมไนโตรเจน (7 กรัมต่อลิตร) 

ที่อัตราการเติม 70 มิลลิลิตรต่อชั่วโมง พบว่าหลังจากชั่วโมงท่ี 50 เชื้อ R. euthopha มีการผลิตมวลเซลล์

ได้มากถึง 32 กรัมต่อลิตร มีปริมาณ PHB 14 กรัมต่อลิตร  ดังนั้นจึงพบว่าเมื่อใช้แหล่งไนโตรเจนที่แตกต่าง

กัน จะท าให้ได้ปริมาณของพลาสติกแตกต่างกันด้วย 

 แหล่งแร่ธำตุอำหำรอ่ืนๆ   ในการสะสมพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตจะเกิดข้ึนภายในเซลล์เมื่อ

จุลินทรีย์อยู่ในสภาวะที่สารอาหารขาดความสมดุล เช่น ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ออกซิเจน แมกนีเซียม หรือ

ซัลเฟอร์ เป็นต้น พบว่า ฟอสฟอรัส แมกนีเซียม และซัลเฟอร์นั้นจัดเป็นแร่ธาตุหลักท่ีจุลินทรีย์ต้องการใน

ปริมาณที่มากพอ โดยเฉพาะฟอสฟอรัสและแมกนีเซียม เนื่องจากเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาการสร้างและการ

ถ่ายเทพลังงานต่อจุลินทรีย์และพลังงานในเซลล์ โดยอยู่ในรูปของพอลิเมอร์ในการผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซี



10 

 

บิวทีเรตของแบคทีเรียเกิดขึ้น เมื่อมีแหล่งคาร์บอนที่มากเกินพอแต่มีการก าจัดปริมาณของฟอสฟอรัสและ

แร่ธาตุอ่ืนๆ เพ่ือให้เหมาะสมกับชนิดและสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ที่ใช้ในการผลิต เช่น รายงานการศึกษาของ 

Ryu และคณะ (1997) ในการเลี้ยง A. eutrophus ในสภาวะก่ึงกะที่มีการจ ากัดปริมาณฟอสเฟต  มีการ

ควบคุมความเป็นกรดด่างเท่ากับ 6.8 อุณหภูมิในการหมัก 34 องศาเซลเซียส ใช้น้ าตาลกลูโคสเป็นแหล่ง

คาร์บอน ท าการศึกษาที่ความเข้มข้นโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตเท่ากับ 2.2, 3.1, 4.3 และ 5.5 กรัม

ต่อลิตร พบว่า ที่ความเข้มข้นฟอสเฟตเริ่มต้นสูงขึ้นสามารถผลิตเซลล์และพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทีเรตได้

สูงขึ้น  โดยที่ความเข้มข้นของฟอสเฟตเริ่มต้น 5.5 กรัมต่อลิตร จะให้ปริมาณของเซลล์และพอลิเบต้าไฮดร

อกซีบิวทีเรตได้สูงสุดเท่ากับ 2.81 และ 2.32 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ  ส่วน Grothe และคณะ (1999) ได้

ศึกษาเปรียบเทียบผลการเติมและไม่มีการเติมธาตุอาหารเสริมต่อการเจริญและการผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซี

บิวทิเรตของ A. latus โดยใชน้้ าตาลซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอนพบว่าการเติมธาตุอาหารเสริมที่ประกอบด้วย 

C6H11O7FeNO7  6 มิลลิกรัมต่อลิตร CaCI2·2H2O 10 มิลลิกรัมต่อลิตร H3BO3 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร 

CoCl2·H2O 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร ZnSO4·7H2O 0.1 มิลลกิรัมต่อลิตร MnCI2·4H2O 0.03 มิลลิกรัมต่อลิตร 

Na2MoO4·2H2O 0.03 มิลลิกรัมต่อลิตร NiSO4·7H2O 0.02 มิลลิกรัมต่อลิตร CuSO4·5H2O 0.1 มิลลิกรัม

ต่อลิตร มีผลท าให้การผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตสูงขึ้นถึง 3.2 กรัมต่อลิตร 

ควำมส ำคัญสำรเสริมกำรเจริญ (Growth factor) ในการสังเคราะห์พลาสติกชีวภาพพบว่าสาร

เสริมการเจริญมีบทบาทในการสังเคราะห์ชนิดของพลาสติกชีวภาพที่ต้องการได้ ซึ่งสารเหล่านี้ ได้แก่ สาร 

precursor กรดไขมัน กรดอะมิโนบางชนิด และแร่ธาตุต้องการปริมาณน้อยบางชนิด ซึ่งที่ผลต่อการผลิต

พลาสติกชีวภาพกลุ่ม PHAs ที่ได้รับความสนใจมากคือ poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxy vale 

rate [P(3HB-co-HV)] และ poly(3-hydroxybutyrate) [P(3HB)] หรือใช้ชื่อเรียกว่า PHB อีกด้วย สาเหตุ

ที่พลาสติกสองชนิดนี้ได้รับความนิยมมาก (Chen 2009). เนื่องจาก PHB มีคุณสมบัติทางเคมีและทางกาย 

ภาพใกล้เคียงกับพอลิเมอร์สังเคราะห์ ส่วน P(3HB-co-HV) จัดเป็นพลาสติกทนร้อน (Thermoplastic) ที่มี

คุณภาพดีกว่าพลาสติก PHB ซึ่งเชื้อ Alcaligenes สามารถสังเคราะห์ได้ทั้งสองตัว โดยพบว่าการที่จะท าให้

ได้พลาสติกชนิด P(3HB-co-HV) ในปริมาณสูงต้องเติมกรดชนิดต่าง ๆ ส่วนการเติม Propionate เป็นแหล่ง

คาร์บอน พบว่า ท าให้สัดส่วนการผลิต PHAs ชนิด PHV สูงถึงร้อยละ 97 โดยสัดส่วนของชนิดของ PHAs จะ

มีเปอร์เซ็นต์แตกต่างกันตามชนิดและสัดส่วนของแหล่งคาร์บอนและกรดไขมัน โดยพบว่า การสังเคราะห์ 

P(3HB-co-3HV) เกิดขึ้นได้สูง เมื่อเลี้ยงในแหล่งคาร์บอนที่มีทั้งน้ าตาลกลูโคสและโพรพิโอเนต (Jingnan et 

al., 2009) เช่นเดียวกับ รายงานการผลิตโคพอลิเมอร์ในรูป P(3HB-co-3HV) จะเกิดข้ึนเมื่อในแหล่ง

คาร์บอนนั้นมีกรดวาเลอริค (valeric acid) และกรดโพริโอนิค (propionic acid) ซึ่งถูกใช้เป็น precursors 
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(Rodrigues, et al., 1995 ; Rodrigues, et al., 2000) ส่วนการผลิต PHAs ชนิดสายโซ่ปานกลาง 

(medium-chain-length polyhydroxyalkanoates, mcl-PHAs) พบว่าแบคทีเรียสามารถสร้างได้ดีเมื่อ

เติมกรดไขมันชนิด Octanoic acid ลงไปในแหล่งคาร์บอนด้วย (Le Meur et al., 2012) ในขณะที่ Saika 

และคณะ (2011)  พบว่าการผลิตโคพอลิเมอร์ชนิด 3-hydroxy-4-methylvalerate (3H4MV) ให้ได้

ปริมาณสูงจะต้องเติม precursors คือกรดอะมิโนชนิดลิวซีน (leucine) ทั้งนี้เนื่องจากโครงสร้างของ   ลิวซี

นคล้ายกับ 3H4MV จากการศึกษาของ Chanprateep และคณะ(2010) รายงานว่าการใช้คาร์บอนต่อ

ไนโตรเจน ที่อัตรา 200 ต่อ 1 และใช้น้ าตาลฟรุตโตสเป็นสาร precursor ในการผลิต 3-hydroxybutyrate 

(3HB) และใช้ 1,4-butanediol เป็น precursor ในการผลิต 4-hydroxybutyrate (4HB) และใช้

แอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่งไนโตเจน พบว่าสามารถเก็บเกี่ยวผลผลิตได้สูงถึงร้อยละ 77 และส่วนของโค

พอลิเมอร์ที่ได้จะขึ้นอยู่กับอัตราส่วนของคาร์บอน นอกจากนี้พบว่า 1,4-butanediol มีความจ าเป็นอย่าง

มากในการสังเคราะห์ 4-hydroxybutyrate (4HB) ของจุลินทรีย์ บางครั้งพบว่ามีการใช้ C-hyroxy 

butyrate มาทดแทน แต่มีราคาสูงกว่า และมีข้อควรระวังคือ 1,4-butanediol จะเป็นพิษต่อเซลล์ถ้าใช้ใน

ปริมาณสูงเกินไป เช่นเดียวกันมีรายงานการวิจัยพบว่า การใช้กรดโพรพิโอนิคท่ีความเข้มข้นสูงท าให้เกิดพิษ

สูง และส่งผลท าให้เกิดการตายของเซลล์ขึ้น ซึ่งสามารถลดปัญหาดังกล่าวคือ ควรเติมกรดโพรพิโอนิคความ

เข้มข้นน้อยๆ และควรจะเลี้ยงเชื้อแบบก่ึงกะ (Yu et al., 2002) จากรายงานการวิจัยของ Steinbüchel & 

Lütke-Eversloh (2003) กล่าวว่าในการเลี้ยงเพ่ือผลิต 3HV ที่ใช้กรดโพรพิโอนิค ซึ่งเป็นกรดไขมันชนิดอะ

ลิฟาติก (aliphatic fatty acids) เป็นแหล่งคาร์บอน ควรเติมสาร precursor ซึ่งได้แก่ วาเลอลิก (valeric) 

เฮปตาโนอิค (heptanoic) ลงไปด้วย จากรายงานการเลี้ยงเพ่ือต้องการผลิตพลาสติกชนิดโคพอลิเมอร์ชนิด 

P(3HB-co-3HV) ได้มีการเติมสาร precursor ที่แตกต่างกัน ได้แก่ กรด 4-ketovaleric (Valentin & 

Steinbüchel, 1995) n-pentanol (Yamane et al., 1996) และเติมกรดอะมิโนชนิด วาลีน (valine) ไอ

โซลิวซีน (isoleucine) ทริโอนิน (threonine) และเมทไทโอนีน (methionine) (Steinbüchel & Lütke-

Eversloh, 2003) นอกจากนี้พบว่าการจ ากัดสารอาหารในกลุ่มฟอสฟอรัสมีผลท าให้เกิดการสะสม PHAs ได้

สูงขึ้น (Ryu et al., 1997) ส่วนการเติมแร่ธาตุคือ MgSO4 และ CaCl2 ซึ่งมีผลต่อการเจริญของเซลล์ แต่ไม่

มีผลต่อการผลิต PHAs ของเชื้อ B. subtilis และ E. coli. เช่นเดียวกันกับการเติม MgSO4.7H2O และ trace 

elements solution (1-20 มิลลิลิตรต่อลิตร) ก็ไม่มีผลต่อการผลิตพลาสติกชนิด PHAs ในอาหารชนิด 

mineral (Nikel et al., 2005; Jingnan et al., 2009) ส่วนการศึกษาการจ ากัดปริมาณโพแตสเซียมใน

อาหารส่งผลต่อการผลิตโคพอลิเมอร์ได้มากขึ้น ส่วนการจ ากัดซัลเฟอร์ ฟอสฟอรัส และไนโตรเจนจะท าให้

การผลิต PHB เพ่ิมสูงขึ้น (Singh et al., 2009) 
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 กำรขยำยขนำดเพำะเลี้ยงสู่ระดับถังปฏิกรณ์ชีวภำพ     ในการเพ่ิมปริมาณการผลิต PHAs 

เพ่ือให้ได้ผลผลิตสูงขึ้นในถังหมัก มีปัจจัยที่ส าคัญคือการควบคุมสภาวะการเลี้ยงในถังหมัก โดยการควบคุม

อุณหภูมิและความเป็นกรดด่าง เป็นปัจจัยส าคัญที่มีผลต่อการผลิตพลาสติกชีวภาพพบว่าที่อุณหภูมิ  30 

องศาเซลเซียส และมีความเป็นกรดด่าง เท่ากับ 7 จะผลิตพลาสติกชีวภาพได้ดี ทั้งนี้อาจขึ้นอยู่กับสายพันธุ์

จุลินทรีย์ที่น ามาใช้ในการศึกษาเช่นกัน จากรายงานการศึกษาของ Grothe และคณะ (1999)  ได้

ท าการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHB โดยการเลี้ยงเชื้อ  Alcaligenes latus พบว่า  สภาวะที่

เหมาะสมส าหรับการผลิต  PHB ได้แก่ ที่อุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียสหรือผันแปรได้ในช่วง 25-37 องศา

เซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่างที่เหมาะสม คือ 6.5  โดยมีอัตราการผลิตเท่ากับ 0.075 กรัมต่อลิตรต่อ

ชั่วโมง และสามารถผลิต  PHB ได้สูงสุดเท่ากับ  0.15  กรัมต่อลิตร โดยมีปริมาณ PHB ร้อยละ 63 ของ

น้ าหนักเซลล์แห้งนอกจากนี้พบว่าปริมาณออกซิเจนมีผลต่อการผลิต PHB ด้วย ทั้งนี้เนื่องจากในสภาวะ

ออกซิเจนจ ากัด เอนไซม์ซิเตรทซินเทสและไอโซซิเตรทดีไฮโดรตีเนสจะถูกยับยั้งการท างานโดย NADH ท า

ให้อะซิทิบโคเอนไซม์เอไม่เข้าสู่ TCA cycle แต่จะเปลี่ยนไปเป็นอะซิโตอะซิติลโคเอ เพ่ือเข้าสู่กระบวนการ

สังเคราะห์ PHB โดยเอนไซม์เบต้าคีโตไธโอเลสจึงมีการสะสม PHB แทน (Luego et al., 2003) จาก

รายงานของ Tripathi และคณะ (2013)  ในการเลี้ยง Alcaligenes sp. NCIM 5085 แบบกะ ในถังปฏิกรณ์

ชีวภาพขนาด 7.5 ลิตร โดยใช้สูตรอาหารที่มีกากน้ าตาลอ้อยความเข้มข้น 40 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่ง

คาร์บอนและยูเรียความเข้มข้น 1 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งไนโตรเจน ควบคุมอุณหภูมิเท่ากับ 34 องศา

เซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 7  พบว่าหลังจากการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 48 ชั่วโมง สามารถ

ผลิตมวลเซลล์แห้งสูงสุดเท่ากับ 11.0±0.5 กรัมต่อลิตร และมีปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตสูงสุด

เท่ากับ 8.58±0.4 กรัมต่อลิตร ผลผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตสูงสุดและความสามารถในการผลิต

ผลิตภัณฑ์เท่ากับ 0.78 และ 0.19 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ตามล าดับ ส่วนรายงานการศึกษาของ El-sayed 

และคณะ (2009) เพ่ือผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตจากเชื้อ Ralstonia eutropha ATCC 17697 และ 

Alcaligenes latus ATCC 29714  ซึ่งท าการเพาะเลี้ยงแบบกะและเติมกะ ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 3 

ลิตร โดยใช้กลูโคสความเข้มข้น 20 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอนและแอมโมเนียมซัลเฟต 4 กรัมต่อลิตร 

เป็นแหล่งไนโตรเจน ควบคุมอุณหภูมิในถังเท่ากับ 30 องศาเซลเซียส ปรับค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 

7±0.1 และความเร็วของใบพัดเท่ากับ 750 รอบต่อนาที ท าการเลี้ยงเป็นเวลา 100 ชั่วโมง พบว่า R. 

eutropha ATCC 17697 สามารถผลิตมวลเซลล์แห้งสูงสุดและปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตได้

เท่ากับ 10.18 และ 0.81 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ ส่วน A. latus ATCC 29714 สามารถผลิตมวลเซลล์แห้ง

สูงสุดและปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตได้เท่ากับ 8.73 และ 4.94 กรัมต่อลิตร ตามล าดับและเมื่อท า

การเพาะเลี้ยงแบบเติมกะในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 3 ลิตร ปริมาตรการเพาะเลี้ยงเริ่มต้น 1.2 ลิตร ซึ่งใช้
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กลูโคสความเข้มข้น 20 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอนและแอมโมเนียมซัลเฟตความเข้มข้น 4 กรัมต่อลิตร 

เป็นแหล่งไนโตรเจน และเติมน้ าตาลกลูโคสในชั่วโมงที่ 25 และ 35 พบว่า R. eutropha ATCC 17697 

สามารถผลิตมวลเซลล์แห้งสูงสุดและปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตได้เท่ากับ 16.32 และ 10.53 กรัม

ต่อลิตร ตามล าดับ ส่วน A. latus ATCC 29714 สามารถผลิตมวลเซลล์แห้งสูงสุดและปริมาณพอลิเบต้า

ไฮดรอกซีบิวทิเรตได้เท่ากับ 15.21 และ 8.84 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ 

 จากการศึกษาของ Park & Kim (2011) ศึกษาการผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตด้วยเชื้อ 

Ralstonia eutropha KCTC 2662 โดยท าการเพาะเลี้ยงแบบกะในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 2.5 ลิตร  

โดยใช้สูตรอาหารที่มีน้ ามันถั่วเหลืองความเข้มข้น 20 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน และแอมโมเนียม

ซัลเฟตความเข้มข้น 1 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งไนโตรเจนควบคุมอุณหภูมิเท่ากับ 30 องศาเซลเซียส ปรับค่า

ความเป็นกรดด่างเท่ากับ 6.8 เติมอากาศที่ 1 vvm และปรับความเร็วของใบพัดเท่ากับ 700-1300 รอบต่อ

นาที ท าการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 100 ชั่วโมง พบว่า หลังจากการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 87 ชั่วโมง สามารถ

ผลิตมวลเซลล์แห้งสูงสุดเท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร และปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตเท่ากับ 13 กรัมต่อ

ลิตร และเมื่อท าการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 2.5 ลิตร ปริมาตรการเพาะเลี้ยง

เริ่มต้น 1 ลิตร ท าการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 100 ชั่วโมง และเติมน้ ามันถั่วเหลืองในชั่วโมงที่ 18 และ 50 

พบว่า สามารถผลิตมวลเซลล์แห้งสูงสุดเท่ากับ 32 กรัมต่อลิตร และปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต

เท่ากับ 25 กรัมต่อลิตร ส่วน Gahlawat and Srivastava (2013) ศึกษาการเลี้ยง Azohydromonas 

australica เพ่ือผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต โดยท าการเพาะเลี้ยงแบบกะในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด  

7 ลิตร ในสูตรอาหารที่มีน้ าตาลซูโครสความเข้มข้น 25 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน และแอมโมเนียม

คลอไรด์ความเข้มข้น 0.6 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งไนโตรเจน ควบคุมอุณหภูมิเท่ากับ 33 องศาเซลเซียส และ

ปรับค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 7 เป็นเวลา 36 ชั่วโมง พบว่า ผลิตมวลเซลล์แห้งสูงสุดเท่ากับ 8.71 กรัม

ต่อลิตร และปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตเท่ากับ 6.24 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 72 ของมวลเซลล์

แห้ง และท าการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 7 ลิตร ปริมาตรการเพาะเลี้ยง 2 ลิตร ใน

สูตรอาหารที่มีน้ าตาลซูโครสความเข้มข้น 25 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน และแอมโมเนียมคลอไรด์

ความเข้มข้น 0.6 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งไนโตรเจน โดยมีการเติมสารอาหารตั้งแต่ชั่วโมงที่ 20-35 เป็นเวลา 

15 ชั่วโมง และท าการเพาะเลี้ยงจนครบ 38 ชั่วโมง พบว่า สามารถผลิตมวลเซลล์แห้งได้สูงสุดเท่ากับ 29.71 

กรัมต่อลิตร และปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตเท่ากับ 22.65 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 76 ของ

มวลเซลล์แห้ง ซึ่งปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตที่ผลิตได้สูงกว่าการเพาะเลี้ยงแบบกะ 3.6 เท่า  ส่วน 

Jiang และคณะ (2008) ศึกษาการผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตโดยเชื้อ Pseudomonas fluorescens 

A2a5 ซึ่งเลี้ยงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร ปริมาตรการเพาะเลี้ยง   3 ลิตร ท าการเพาะเลี้ยงแบบกะ 
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ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส โดยใช้สูตรอาหารที่มีน้ าอ้อย (Sugarcane Liquor) ความเข้มข้น 50 กรัมต่อ

ลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน และโมโนโซเดียมกลูตาเมตความเข้มข้น 1 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งไนโตรเจน พบว่า

หลังจากการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 72 ชั่วโมง สามารถผลิตมวลเซลล์แห้งได้สูงสุด คือ 32 กรัมต่อลิตร และมี

ปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต 22 กรัมต่อลิตร และอัตราการผลิตเท่ากับ 0.23 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง  

ในการผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตด้วยเชื้อ Bacillus megaterium BA-019 โดยท าการเพาะเลี้ยง

แบบกะในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร ด้วยสูตรอาหารที่มีกากน้ าตาลความเข้มข้น 20 กรัมต่อลิตร เป็น

แหล่งคาร์บอนและยูเรียความเข้มข้น 0.8 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งไนโตรเจน ควบคุมอุณหภูมิเท่ากับ 30 

องศาเซลเซียส และปรับค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 7 ท าการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 12 ชั่วโมง พบว่ามีมวล

เซลล์แห้งสูงสุดเท่ากับ 8.80 กรัมต่อลิตร และปริมาณ   พอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตเท่ากับ 5.41 กรัมต่อ

ลิตร คิดเป็นร้อยละ 61.60 ของน้ าหนักเซลล์แห้ง และเมื่อท าการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะในถังปฏิกรณ์

ชีวภาพขนาด 5 ลิตร ปริมาตรการเพาะเลี้ยงเริ่มต้น 2.5 ลิตร ท าการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 30 ชั่วโมงโดยเติม

กากน้ าตาลความเข้มข้น 400 กรัมต่อลิตรตั้งแต่ชั่วโมงที่ 8 พบว่า สามารถผลิตมวลเซลล์แห้งสูงสุดเท่ากับ 

72.60 กรัมต่อลิตร และปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตเท่ากับ 30.50 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 42.1 

ของมวลเซลล์แห้ง (Kulpreecha, et.al., 2009) 

กำรเก็บเกี่ยวพลำสติกชีวภำพ การเลือกวิธีการแยกและการสกัดพอลิเมอร์ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ที่ถูก

สร้างข้ึนภายในเซลล์แบคทีเรีย มีผลโดยตรงต่อคุณภาพและปริมาณของผลิตภัณฑ์ท่ีได้ อีกท้ังยังมีผลต่อ

ต้นทุนอีกด้วย จากรายงานการศึกษาพบว่าในการเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ์เพ่ือแยกและท าให้บริสุทธิ์ของพอลิ

เมอร์ซึ่งอยู่ภายในเซลล์แบ่งได้เป็น 3 ส่วน ดังแสดงในภาพที่ 1 (Jacquel, et al., 2008) 

ในการเก็บเกี่ยวผลผลิตที่อยู่ภายในเซลล์ของแบคทีเรีย จะเก็บเกี่ยวเมื่อเซลล์เข้าสู่ในระยะการ

เจริญคงที่ (stationary phase) โดยแยกส่วนของน้ าหมักออกจากตัวเซลล์ หลังจากนั้นน ามาเซลล์มีท าให้

แตกเพ่ือให้ผลิตภัณฑ์หรือพลาสติกถูกปลดปล่อยออกมา โดยจะมีกระบวนการเริ่มต้นจากการเตรียมตัว 

 

 



15 

 

 

ภาพที่ 1 ขั้นตอนในการเก็บเกี่ยวและการแยกบริสุทธิ์  PHAs ซึ่งแบ่งได้เป็น 3 ขั้นตอน คือ การเตรียมเซลล์ 

การสกัดและการแยกบริสุทธิ์ (Jacquel, et al., 2008) 

เซลล์ (Pretreatment) ก่อนการสกัดเช่น การทรีตด้วยความร้อน ความเย็นหรือสารละลายเกลือ ก่อนเข้าสู่

กระบวนการสกัดและแยกบริสุทธิ์ (Jacquel, et al., 2008) ซึ่งมีรายงานการวิจัยการเตรียมตัวเซลล์หลายวิธี

เช่น จากการศึกษาของ Kapitchkoff และคณะ (2006) ได้น าเซลล์ R.eutropha DSM545 ซึ่งแขวนลอยใน

อาหารมาทรีตด้วยความร้อนที่อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที ก่อนน าไปท าการสกัด ส่วน

การศึกษาของ De Koning & Witholt (1997) ได้ท าการทรีตเซลล์ด้วยความร้อนที่อุณหภูมิ 120 องศา

เซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที ก่อนน าเซลล์ Pseudomonas ไปท าการสกัดพอลิเมอร์นอกจากนี้พบว่ามีการใช้

การทรีตด้วยความร้อนร่วมกับการใช้สารอื่นผสมด้วยเช่นกัน ในการศึกษาของ Steinbuchel (1996) ซึ่งได้

ใช้ความร้อน 85 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ร่วมกับการใช้เอนไซม์ PHB depolymerase เพ่ือย่อย

พอลิเมอร์ภายในเซลล์ของ R. eutropha DSM545 ให้หลุดออกมา นอกจากนี้พบว่ามีการใช้ด่าง คือ 

sodium hydroxide ความเข้มข้น 0.4 กิโลกรัมต่อกิโลกรัม ในการทรีต A. latus เพ่ือเพ่ิมความสามารถใน

การย่อยโปรตีนออกมาก่อนใช้เครื่อบดให้เซลล์แตก ซึ่งให้ผลดีกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับการใช้เกลือ sodium 

chloride  (Khosravi-Darani et al., 2004 ; Tamer et al., 1998) ส่วนการศึกษาการใช้วิธีการแช่แช็งก่อน

น ามาย่อยพบว่าสามารถช่วยย่นระยะเวลาในการย่อยด้วยสาร SDS and NaClO ได้สั้นลง (Dong, & Sun, 

2000) แต่พบว่าการเตรียมเซลล์ในสภาพเยือกแข็งแห้ง (freezed-dried) ได้ถูกน ามาใช้ได้ในงานวิจัย 

(Hahn et al., 1994 ; Chen et al., 2001) แต่ไม่เหมาะในการขยายขนาด โดยพบว่าการใช้การแช่เยือก
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แข็งที่อุณหภูมิ −20 องศาเซลเซียส (Ghatnekar et al., 2002 ;  Linget al., 1997) ซึ่งให้ผลดีกว่าการแช่ที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (Tamer et al., 1998) 

ขั้นตอนในการเก็บเกี่ยวไบโอพอลิเมอร์ด้วยการสกัดโดยใช้วิธีการย่อย (Digestion methods) ซึ่ง

แบ่งการย่อยได้เป็นการย่อยด้วยสารเคมีและการย่อยด้วยเอนไซม์ ตัวอย่างเช่นจากรายงานการศึกษาของ 

Kunasundari & Sudesh (2011) พบว่าวิธีได้รับความสนใจมากกว่าการสกัดด้วยตัวท าละลาย ทั้งนี้ในการ

สารเคมีเพ่ือย่อยสลายส่วนใหญ่ เป็นการย่อยส่วนประกอบของเซลล์ที่ไม่ใช่ผลิตภัณฑ์เพ่ือปลดปล่อย

ผลิตภัณฑ์ออกมา ส่วนการสกัดด้วยตัวท าละลายได้รับนิยมสูงในระดับห้องปฏิบัติการ ทั้งนี้เนื่องจากเป็นวิธีที่

ง่ายและท าได้รวดเร็ว (Kunasundari & Sudesh, 2011) ซึ่งตัวท าละลายที่ถูกน ามาใช้งานมีหลายชนิดเช่น 

คลอโรฟอร์ม (chloroform),1,2-dichloroethane (Valappil et al., 2007 ; Ramsay, et al., 1994) 

acetone (Elbahloul & Steinbüchel et al., 2009) 1,2 propylene carbonates และ ethylene 

carbonates  (Fiorese et al., 2009; Lafferty & Heinzle, 1979) และการใช้ตัวท าละลายในรูป non-

halogenated solvent ได้แก่ isoamy propionate, propylbutyrate, isoamyl valerat (Mantelatto 

et al., 2008) ในการศึกษาของ Zinn และคณะ (2003) ใช้ตัวท าละลายเมทิลคลอไรค์ (methylene 

chloride) ในการสกัดพอลิเมอร์ poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) (P(3HB-co-HV) ที่

ผลิตโดย R. eutropha สามารถให้พอลิเมอร์ที่มีความบริสุทธิ์ได้ถึงร้อยละ 98 จากนั้นเมื่อน าสารสกัดนั้นไป

ท าการกลั่นและตกตะกอนด้วยเมทานอลเย็นจัดก่อนน ามาตกผลึกอีกครั้ง ส่วนการสกัดด้วยสารเคมี 

ตัวอย่างเช่น การใช้โซเดียมไฮโปคลอไรค์ (sodium hypochlorite) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

1 ชั่วโมง (Hahn et al., 1995) การใช้โซเดียมไฮโปคลอไรค์ร่วมกับสารลดแรงตึงผิว เช่น sodium dodecyl 

sulfate (SDS) (Ramsay, et al., 1995 ; Chen et al., 1999)การใช้สารลดแรงตึงผิว palmitoyl carnitine 

โดยใช้ 1mM palmitoyl carnitine ที่ละลายด้วยบัพเฟอร์ 0.1MTris–HCl ที่ค่าความเป็นกรดด่าง 7.0 

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที พบว่าสามารถสกัดพอลิเมอร์ R.eutropha และ A. latus ได้

ร้อยละ 70 และมากกว่าร้อยละ 85 ตามล าดับ  นอกจากนี้พบว่าการใช้สารลดแรงตึงผิวเพียงอย่างเดียว

ส่งผลท าให้คุณภาพของ PHAs ที่แยกได้บริสุทธิ์น้อยกว่าการใช้ร่วมกับไฮโปคลอไรค์และโซเดียมไฮดรอกไซค์ 

(Kim et al., 2003)  ส่วน Lu (2006) ได้ใช้สารโซเดียมไฮโปคลอไรค์ร่วมกับการให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 50 

องศาเซลเซียส ในการสกัดพลาสติกชีวภาพจาก Cupriavidus taiwanensis 184 ได้สูงถึงร้อยละ 94 และมี

ความบริสุทธิ์ร้อยละ 99  นอกจากนี้ได้มีการพัฒนาการย่อยโดยใช้โซเดียมไฮโปคลอไรค์ร้อยละ 30 ร่วมกัน

ตัวท าละลายคลอโรฟอร์มในอัตราส่วน 1: 1  ในการสกัด P(3HB) จาก R.eutropha เพ่ือแยกส่วนที่ต้องการ

คือ P(3HB) ละลายอยู่กับคลอโรฟอร์มและส่วนอื่น ๆ  ของเซลล์จะแขวนลอยอยู่ในส่วนของโซเดียมไฮโปคลอ
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ไรค์ (Hahn et al., 1994 ; Hahn et al., 1993) โดยค่าที่ได้มีความบริสุทธิ์ของ P(3HB) ประมาณร้อยละ 

97 เช่นเดียวกับการเก็บเกี่ยวพอลิเมอร์จาก P(3HB) จากเชื้อ R. eutropha หลังจากผ่านการทรีตด้วย

อะลูมิเนียมและเหล็ก ก่อนน ามาย่อยต่อด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรค์และคลอโรฟอร์ม (Ryu et al., 2000)  

 จากการศึกษาของ Dong&Sun (2000) ในการเก็บเกี่ยว PHAs โดยการใช้ปริมาณเซลล์ 30 กรัมต่อ

ลิตร น าไปท าการแช่เยือกแข็งก่อนน ามาสกัดโดยการเติมสารลดแรงตึงผิวคือ SDS ปริมาณ 10 กรัมต่อลิตร 

บ่มที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นจึงน ามาเติมสารโซเดียมไฮโปคลอไรค์ร้อยละ30 

เป็นเวลา 3 นาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ร่วมกันการใช้สารไฮโปคลอไรค์สามารถเก็บเก่ียวผลผลิตได้

ร้อยละ 86.6 และสารที่ได้มีความบริสุทธิ์ร้อยละ 98 วิธีนี้มีข้อดีคือ ต้นทุนค่าใช้จ่ายต่ าและลดปัญหาการ

เสื่อมสภาพของ PHAs ลงได้ ส่วนการย่อยด้วยการใช้สารคีเลต (chelate) ร่วมกับสารลดแรงตึงผิวพบว่า จะ

ช่วยท าให้สารพอลิเมอร์ PHAs หลุดออกมาเพ่ิมขึ้น เมื่อใช้กับแบคทีเรียที่เป็นแกรมลบ คือ R.eutropha ซ่ึง

มีไอออนของแคลเซียมและแมกนีเซียมอยู่ที่ด้านนอกของเมมเบรน โดยพอลิเมอร์ที่ได้มีความบริสุทธิ์สูงร้อย

ละ 98.7 เมื่อใช้สารลดแรงตึงผิวต่อเซลล์แห้งอัตราส่วน 0.12:1 และใช้เกลือ EDTA disodium ต่อเซลล์แห้ง

อัตราส่วน 0.08:1 บ่มที่ค่าความเป็นกรดด่าง 13 และที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ซึ่งมี

ข้อดีของการย่อยด้วยวิธีนี้คือ ได้ผลิตภัณฑ์ที่มีคุณภาพดี มีปัญหาหาเรื่องต่อสิ่งแวดล้อมน้อย แต่มีส่วน

ของเหลวเหลือทิ้งที่ต้องน าเข้าสู่ระบบบ าบัดสูง (Chenet al., 2001)  

 ในการสกัดพอลิเมอร์ด้วยเอนไซม์ย่อยตัวเซลล์ซึ่งได้ถูกพัฒนาขึ้นโดยบริษัท ไอซีไอ (ICI) โดยใช้

เอนไซม์ในกลุ่มย่อยโปรตีน (proteolytic enzyme) เริ่มต้นจากการให้ความร้อนและตามด้วยการใช้

เอนไซม์ย่อยซึ่งได้ถูกจนสิทธิบัตรเรียบร้อยแล้ว (Holmes & Lim, 1990) ในการศึกษาของ Kapritchkoff 

และคณะ (2006) พบว่าการใช้เอนไซม์โบรมิเลนร้อยละ 2 บ่มที่ค่าความเป็นกรดด่าง 9 และอุณหภูมิ 50 

องศาเซลเซียส สามารถเก็บเกี่ยว P(3HB) จากเชื้อ R.eutropha ได้ร้อยละ 88.8  นอกจากนี้มีรายงานการ

ใช้เอนไซม์อะคาเลส (alcalase) เพ่ือย่อยผนังเซลล์ Pseudomonas putida ได้ผลิตภัณฑ์สุดท้ายคือ PHA 

คิดเป็นร้อยละ 92.6  (Yasotha, et. al., 2006) 

การเก็บเกี่ยวด้วยวิธีทางกล เป็นการย่อยอีกอย่างหนึ่งที่ได้รับความสนใจในการศึกษา โดยสามารถ

ใช้วิธีการได้หลายแบบ เช่น การใช้ลูกปัดบด (Bead mill) มีปัจจัยส าคัญท่ีควรท าการศึกษาก่อนน ามาใช้งาน

คือ ความเข้มข้นของตัวอย่าง อัตราการใส่ตัวอย่าง ความเร็วของการหมุนของลูกปัดเป็นหลักส าคัญท่ีต้องหา

สภาวะที่เหมาะสมในการท างานเช่นเดียวการใช้เครื่องโฮโมจิไนเซอร์  (Tamer, et al., 1998) จากรายงาน

การใช้เครื่องอัลตร้าโซนิค (ultrasonic) เพ่ือสกัด PHAs จากเชื้อ Haloferax mediterranei ได้ถูกน าเสนอ

โดย Hwanget al. (2006) พบว่าสามารถใช้ได้ดีในระดับห้องปฏิบัติการ นอกจากนี้ได้มีการใช้หลายวิธี

ร่วมกันเพื่อสกัดพลาสติกออกจากเซลล์ เช่นการใช้เครื่องปั่นเหวี่ยงร่วมกับการใช้สารเคมีในการเก็บเกี่ยว 
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P(3HB)  (Van Wegen et al, 1998) การใช้การเก็บเก่ียวด้วยเครื่องโฮโมจิไนเซอร์ก่อนน ามาเข้าเครื่องปั่น

เหวี่ยงร่วมกับการใช้สาร sodium hypochlorite ซึ่งสามารถเก็บเกี่ยวผลผลิตที่มีความบริสุทธิ์สูงถึงร้อยละ 

96.5 (Ling et al., 1997) รวมทั้งมีได้รายงานการใช้รังสีแกมม่าที่ระดับ 5-40 กิโลเกรย์ ในการท าให้เซลล์

แตกและแยกส่วนพลาสติกออกมาได้ (Divyashree &. Shamala, 2008) ทั้งนี้จะเห็นได้ว่าการเก็บเก่ียว

พลาสติกชีวภาพภายในเซลล์จุลินทรีย์มีวิธีการหลากหลาย ซึ่งแต่ละวิธีมีข้อดีและข้อเสียแตกต่างกัน 

(Jacquel et al., 2008)  

2. ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 

ปัจจุบันผลิตภัณฑ์พลาสติกได้เข้ามามีบทบาทต่อชีวิตประจ าวันของมนุษย์เป็นอันมาก โดยการ

น ามาใช้ในการผลิตอุปกรณ์เครื่องใช้ต่างๆ  เนื่องจากมีความคงทน แข็งแรง น้ าหนักเบา ราคาถูก และ

สามารถปรับแต่งให้มีลักษณะตามต้องการได้ เม็ดพลาสติกที่น ามาใช้เป็นส่วนใหญ่เป็นผลพลอยได้จาก

อุตสาหกรรมปิโตรเคมี สามารถน ามาผลิตได้อย่างรวดเร็วมีปริมาณมากและต้นทุนต่ าจากรายงานประมาณ

การผลิตพลาสติกทั่วโลกใน 1 ปี มีการผลิตมากกว่า 100 ล้านตัน ซึ่งส่งผลเสียคือท าให้เกิดขยะพลาสติกเป็น

จ านวนมาก แม้ว่าขยะพลาสติกบางส่วนสามารถน ามาแปรรูปกลับมาใช้ใหม่ได้ แต่พบว่ากระบวนการในการ

น ากลับไปใช้ใหม่นี้ยังไม่สมบูรณ์ เนื่องจากยังต้องใช้พลังงานความร้อนสูงในการน าพลาสติกกลับมาใช้ใหม่ 

อีกท้ังในกระบวนการผลิตจะเกิดการปลดปล่อยสารพิษออกมาด้วย และขยะพลาสติกส่วนที่เหลือก็เป็น

ปัญหาใหญ่ในการก าจัดเพราะใช้เวลาในการย่อยสลายนาน จึงส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อมเป็นอันมาก 

โดยเฉพาะการเผาส่งผลต่อภาวะโลกร้อนเช่น ถุงพลาสติก 1 ใบ ต้องใช้เวลาย่อยสลายถึง 450 ปี หากน าไป

เผาก็จะท าให้เกิดสารประกอบไฮโดรคาร์บอนเกิดมลภาวะต่อโลก ท าให้โลกร้อนขึ้นดังที่เป็นอยู่ในปัจจุบัน 

พลาสติกชีวภาพเป็นพลาสติกที่ผลิตจากวัตถุดิบธรรมชาติที่ได้จากการหมักน้ าตาลจากพืชด้วยจุลินทรีย์และ

คุณสมบัติต่างๆ ที่สามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้เช่นเดียวกันกับพลาสติกสังเคราะห์ และในปัจจุบันได้ถูก

น ามาใช้งานแทน เพ่ือลดปัญหาต่างๆ ลง ทั้งนี้เนื่องจากพลาสติกชีวภาพนั้นสามารถผลิตได้จากวัตถุดิบที่เป็น

ประเภททรัพยากรทดแทน (renewable resources) ไม่ได้ใช้แล้วหมดไปเหมือนกับปิโตรเคมี พลาสติก

ชีวภาพแบ่งออกได้หลายชนิด เช่น พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (Polyhydroxy alkanoate, PHAs) พอลิไฮด

รอกซีบิวทิเรต (Polyhydroxybutyrate, PHB) พอลิบิวทิวซัคซิเนต (Polybutylsaccinate, PBS) และพอลิ

แลคไทค์ (Polylactide, PLA) เป็นต้น โดยเฉพาะอย่างยิ่งพลาสติกชีวภาพที่ผลิตจากจุลินทรีย์กลุ่มพอลิไฮด

รอกซีอัลคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoates) หรือ PHAs เป็นอะลิฟาติกพอลิเมอร์ธรรมชาติที่จุลินทรีย์

ผลิตและเก็บสะสมไว้ภายในเซลล์เพ่ือเป็นแหล่งพลังงานส ารอง โดยการผลิตจะเกิดขึ้นเมื่อสภาวะที่ไม่สมดุล

ของสารอาหาร (Salehizadeh & Van Loosdrecht, 2004) ปัจจุบันพลาสติกกลุ่มนี้ได้รับความสนใจในการ
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น ามาใช้ประโยชน์เป็นอันมาก โดยเฉพาะอย่างยิ่งพลาสติก PHAs ชนิดพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรต 

(polyhydroxybutyrate, PHB) และพลาสติกชนิดโคพอลิเมอร์ของพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรตกับไฮดรอกซีวา

เลอเรต (poly-3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate, PHBV) ทั้งนี้เนื่องจากมีคุณสมบัติใกล้เคียง

กับพลาสติกสังเคราะห์พอลิโพรพิลีน (polypropylene) มีความสามารถทนอุณหภูมิสูง มีจุดหลอมเหลวสูง

และมีคุณสมบัติเป็นฟิล์มกันน้ าและความชื้นได้ดี และมีข้อดีคือสามารถย่อยสลายได้ง่าย ท าให้พลาสติกชนิด

นี้ได้รับความสนใจอย่างกว้างขวาง ทั้งในภาคอุตสาหกรรมและน ามาประยุกต์ใช้ในงานวิจัยต่าง ๆ ทั้งทาง

การแพทย์ และการเกษตร (Chien et al., 2007) 

 ในการย่อยสลายของพลาสติกชีวภาพจะเกิดขึ้นได้ง่าย เมื่อมีการจัดการให้อยู่ในสภาวะที่เหมาะสม

คือมีแบคทีเรียและเอนไซม์เข้ามาย่อยสลาย อีกท้ังไม่ทิ้งสารตกค้างที่เป็นอันตรายต่อสิ่งแวดล้อม จึงมี

ความส าคัญในการช่วยป้องกันหรือลดอุณหภูมิของโลกลงและเป็นการประหยัดทรัพยากรน้ ามันและเป็น

มิตรต่อสุขภาพของผู้บริโภคอีกด้วย ทั้งนี้เนื่องจากพลาสติกชีวภาพจะไม่ปล่อยสารเคมีที่เป็นพิษต่อร่างกาย

ซ่ึงมักก่อให้เกิดมะเร็งในระยะยาว จากเหตุผลดังกล่าวจึงท าให้มีการน าพลาสติกชีวภาพมาใช้กันอย่าง

แพร่หลายโดยเฉพาะด้านบรรจุภัณฑ์อาหาร และเพ่ือใช้บรรจุสินค้าทางการเกษตร เช่นผักและผลไม้ ถุงใส่

ของ กล่องอาหาร รวมทั้งใช้เป็นแคปซูลบรรจุยา เป็นต้น ส าหรับประเทศไทยมีปัญหาหลักคือต้นทุน

ค่าใช้จ่ายสูงเมื่อเปรียบเทียบกับต้นทุนพลาสติกสังเคราะห์ที่ได้จากอุตสาหกรรมปิโตรเคมี ส าหรับประเทศ

ไทยมีศักยภาพเพียงพอในการผลิตพลาสติกชีวภาพ เนื่องจากมีแหล่งวัตถุดิบมากมายและมีราคาถูก แหล่ง

วัตถุดิบดังกล่าวอาจได้รับมาจากภาคเกษตรและภาค อุตสาหกรรมเกษตรหลายชนิดที่สามารถน ามาใช้เปน็

สารตั้งต้น เพ่ือการผลิตพลาสติกได้ ได้แก่ มันส าปะหลัง อ้อย ปาล์ม หรือของเหลือทิ้งจากโรงงาน

อุตสาหกรรม เช่น กากมันส าปะหลัง กากชานอ้อย กากปาล์ม และส่วนเหลือทิ้งจากขยะชุมชน น้ ามันที่เหลือ

ทิ้งจากการทอด เป็นต้น ซึ่งเป็นการสร้างมูลค่าเพ่ิมให้กับผลผลิตทางการเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตรที่มี

อยู่ในประเทศ และการลดปริมาณการน าเข้าวัตถุดิบเพื่อใช้ในการผลิตพลาสติกชีวภาพจากต่างประเทศลง 

อีกท้ังเป็นการสร้างเทคโนโลยีที่เกิดขึ้นเองภายในประเทศเพ่ือเป็นทางเลือกที่ส าคัญในการปรับเปลี่ยน

โครงสร้างอุตสาหกรรมพลาสติกสังเคราะห์เปลี่ยนเป็นผลิตภัณฑ์พลาสติกชีวภาพซึ่งจะส่งผลต่อ

อุตสาหกรรมภายในประเทศอีกด้วย ตัวอย่างเช่น อุตสาหกรรมอิเล็กทรอนิกส์ อุตสาหกรรมเส้นใยสิ่งทอ 

อุตสาหกรรมยานยนต์ อุตสาหกรรมพลาสติก ชิ้นส่วนอุปกรณ์ไฟฟ้า และบรรจุภัณฑ์ต่าง ๆ เป็นต้น  

ส าหรับในการวิจัยครั้งนี้จะมุ่งเน้นการต่อยอดงานวิจัยการใช้เชื้อแบคทีเรีย Alcaligenes sp.  ที่ถูก

ปรับปรุงสายพันธุ์ด้วยการกลายและกลายซ้ า ท าให้ปริมาณของพลาสติกในกลุ่มพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

(Poly hydroxyalkanoate, PHAs) เพ่ิมสูงขึ้นกว่าสายพันธุ์เดิม โดยเชื้อที่ผ่านการกลายซ้ าสามารถผลิต 
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PHB คิดเป็น 3.5 กรัมต่อลิตร ซึ่งสูงกว่าสายพันธุ์เดิมที่ให้ผลผลิต 0.60 กรัมต่อลิตร และเม่ือพัฒนา

ความสามารถสูตรอาหารแล้วพบว่าสามารถผลิต PHB ได้เพ่ิมสูงขึ้นถึง 9.73 กรัมต่อลิตร แต่เนื่องจากการ

พัฒนาเบื้องต้นยังใช้สารอาหารบางส่วนที่มีราคาสูงมาก ควรมีการพัฒนาสภาวะในการเลี้ยงด้วยสารอาหาร

ราคาถูกและการเก็บเกี่ยวที่ส่งผลดีทั้งคุณภาพและปริมาณในขั้นตอนต่อไป รวมทั้งสนใจในการพัฒนาการ

สังเคราะห์พลาสติกชีวภาพทั้งชนิดโฮโมพอลิเมอร์และโคพอลิเมอร์ คือ พอลิไฮดรอกซีบิวทีเรต(polyhydro 

xybutyrate, PHB) หรือ P(3HB) และพลาสติกชนิดโคพอลิเมอร์ของพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรตกับไฮดรอกซีวา

เลอเรต (poly-3-hydroxybuty rate-co-3-hydroxyvalerate, PHBV) ซึ่งเป็นพอลิเมอร์ชีวภาพที่ได้รับ

ความนิยมสูงในปัจจุบัน เนื่องจากทนต่อความร้อนได้ดี และมีคุณสมบัติใกล้เคียงกับพลาสติกที่สังเคราะห์จา

กปิโตรเคมีมุ่งเน้นในการหาสภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยงด้วยสารอาหารราคาถูกได้แก่ กลุ่มแป้ง กลุ่ม

น้ าตาล กลุ่มน้ ามัน วัสดุเหลือทิ้งในอุตสาหกรรมต่าง ๆ และสิ่งส าคัญคือการปรับสารเสริมการสังเคราะห์

พลาสติกชีวภาพของแบคทีเรีย ได้แก่ สาร precursor กรดอะมิโน กรดไขมัน และแร่ธาตุต่างๆ เพ่ือส่งเสริม

ให้จุลินทรีย์สามารถสังเคราะห์พอลิเมอร์และโคพอลิเมอร์ที่ต้องการได้สูงขึ้นท าการศึกษาวิจัยการควบคุม

สภาวะต่างๆ ที่มีผลต่อการผลิตชนิดของพลาสติกท่ีต้องการ เช่น อุณหภูมิ ค่าความเป็นกรดด่าง การให้

อากาศ และชนิดของการเลี้ยงในถังหมักเพ่ือให้ได้ผลผลิตสูง ตลอดจนสิ่งที่ส าคัญคือการศึกษาวิธีการเก็บ

เกี่ยวการสกัดและการแยกบริสุทธิ์ เพื่อให้ได้ทั้งผลผลิตสูงและมีคุณภาพดี 

3. วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 

1) เพ่ือพัฒนาแหล่งของสารอาหาร สารอาหารเสริมprecursor กรดอะมิโน กรดไขมัน และแร่ธาตุที่มี

ผลต่อการสังเคราะห์พลาสติกชีวภาพชนิดโฮโมพอลิเมอร์และโคพอลิเมอร์ของแบคทีเรียที่ผ่านการกลาย  

2) เพ่ือพัฒนาการเก็บเกี่ยวเริ่มตั้งแต่การเตรียมเซลล์วิธีการสกัด และการแยกบริสุทธิ์ที่มีประสิทธิภาพ

ส่งผลให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่มีคุณภาพดีมีปริมาณสูง 

3) เพ่ือปรับปรุงสภาวะต่างๆ ที่มีผลต่อการผลิตนถังหมัก เช่น อุณหภูมิ ค่าพีเอช การให้อากาศ และ

ชนิดของการเลี้ยงในถังหมักการหมักแบบกะ (batch   fermentation) และการหมักแบบกึ่งกะ (fed  

batch  fermentation) 

4. กรอบแนวควำมคิดในกำรต่อยอดงำนวิจัย    

ในการต่อยอดงานวิจัยในเรื่องของแหล่งสารอาหารและสารอาหารเสริมต่างๆ การควบคุมสภาวะ

การเลี้ยงและวิธีการเก็บเก่ียวผลผลิตที่เหมาะสมต่อไป โดยได้วางกรอบวิจัยดังนี้ คือ 
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1) การพัฒนาสภาวะที่เหมาะสมของแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนที่มีราคาถูกต่อการผลิตพลาสติก
ชีวภาพของแบคทีเรียที่ได้จากการกลายซ้ าโดยจะให้ความส าคัญกับการศึกษาแหล่งคาร์บอนกลุ่มต่างๆ 
ได้แก่ กลุ่มแป้งมันส าปะหลังและกากมันส าปะหลังที่ผ่านการย่อย ทั้งในรูปเด็กตริน และน้ าเชื่อม กลุ่มของ
กากน้ าตาล น้ าตาลที่ผ่านการทรีตด้วยวิธีต่าง ๆ และกลุ่มของน้ ามันและน้ ามันที่ผ่านการใช้แล้ว น้ ามันที่พบ
ทั่วไปในท้องตลาด น้ ามันที่เหลือจากการทอดและน้ ามันที่เหลือจากอุตสาหกรรมต่างๆ ตัวอย่าง เช่น 
อุตสาหกรรมน้ ามันพืช อุตสาหกรรมผลิตอาหาร อุตสาหกรรมปาล์ม เป็นต้น ชนิดและระดับความเข้มข้นที่
เหมาะสมของแหล่งไนโตรเจนทั้งในรูปอินทรีย์สารและอนินทรีย์สาร ผลของสารเสริมการสังเคราะห์
พลาสติก เช่น สาร precursor วิตามิน เอทานอล กรดไขมัน กรดอะมิโน และแร่ธาตุที่ต้องการปริมาณน้อย
บางชนิด ที่ส่งผลต่อการสร้างชนิดของพอลิเมอร์ของเซลล์จุลินทรีย์ 

2) การพัฒนาวิธีการเก็บเก่ียวผลิตภัณฑ์  เริ่มต้นจากการเตรียมเซลล์ การสกัดด้วยวิธีต่าง ๆ และการ
แยกบริสุทธิ์ เพ่ือให้ได้ผลผลิตสูงและมีคุณภาพดี พร้อมทั้งตรวจสอบชนิดและปริมาณของพลาสติก PHAs ที่
แบคทีเรียสร้างขึ้นด้วยการใช้ GCMS และการตรวจดูสรีระด้วยกล้องจุลทรรศน์ทั้งชนิด TEM และ SEM 

3) การพัฒนาสภาวะอ่ืนๆ ที่มีผลต่อการผลิตพลาสติกชีวภาพของเชื้อจุลินทรีย์ที่ผ่านการกลาย ได้แก่ 
อุณหภูมิ ค่าพีเอช ปริมาณหัวเชื้อเริ่มต้น ปริมาณออกซิเจน เป็นต้น เมื่อเลี้ยงในถังหมักท้ังในสภาวะกะ 
(batch fermentation) และกึ่งกะ (fed batch fermentation) ค านวณจลนพลศาสตร์ของการผลิตได้แก่ 
ค่ามวลเซลล์แห้ง ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด และปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต ที่ได้จากการศึกษามา
ค านวณหาค่าดัชนีจลนพลศาสตร์  

5.ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับและหน่วยงำนที่จะน ำผลกำรวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

การด าเนินงานวิจัยตามโครงการวิจัยที่เสนอนี้คาดว่าจะมีศักยภาพในการอ านวยประโยชน์ด้าน

ต่างๆ ดังนี้ 

1) การสร้างองค์ความรู้เพ่ือใช้ประโยชน์ในการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับการพัฒนาการใช้สารอาหาร

เพ่ือสังเคราะห์พลาสติกชีวภาพของจุลินทรีย์ให้ได้ปริมาณสูง โดยสามารถเผยแพร่องค์ความรู้ในวารสารทาง

วิชาการท่ีเกี่ยวข้อง และการเสนอผลงานวิจัยในการประชุมวิชาการภายในประเทศ 

2) ประโยชน์ด้านการบริการความรู้แก่ประชาชน การบริการความรู้แก่ภาคธุรกิจ 

3) ประโยชน์ด้านการพัฒนาการเรียนการสอนส าหรับนิสิต นักศึกษาที่ก าลังศึกษาด้าน

วิทยาศาสตร์ 

4) ประโยชน์ด้านการสร้างและพัฒนานักวิจัย ผ่านกระบวนการฝึกหัดท าวิจัยในรายวิชาปัญหา

พิเศษส าหรับนิสิตปริญญาตรีและการท าวิจัยประกอบวิทยานิพนธ์ส าหรับนิสิตบัณฑิตศึกษา 

 



บทท่ี 2 

กำรด ำเนินกำรวิจัย 

รำยละเอียดในกำรด ำเนินกำรวิจัย 

1.  เชื้อจุลินทรีย ์

1.1  Alcaligenes latus TISTR 1403 

1.2  Alcaligenes latus ที่ผา่นการกลายซ้ า 

2.  วัสดุและอุปกรณ์ 

2.1  ขวดรูปชมพู่ขนาด 500 มิลลิลิตร 

2.2  หลอดปั่นเหวี่ยง (Microcentrifuge) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

2.3  หลอดทดลอง (Test tube) ขนาด 15 มิลลิลิตร 

2.4  ปิเปต (Pipette) ขนาด 10 มิลลิลิตร 

2.5  ไมโครปิเปต (Micropiprtte) ขนาด 20-200 ไมโครลิตร และ 100-1000 ไมโครลิตร 

2.6  บีกเกอร์ (Beaker) ขนาด 25 มิลลิลิตร  ขนาด 500 มิลลิลิตร และ 1000 มิลลิลิตร  

2.7  เครื่องเขย่า (Shaker) NB-101M  

2.8  เครื่องชั่ง 2 ต าแหน่ง OHAUS รุ่น adventurer และ เครื่องชั่ง 4 ต าแหน่ง   ……… 

2.9  เครื่องปั่นเหวี่ยง รุ่น Centrifuge 5415C 

2.10  ตู้อบความร้อน (Hot Air Oven) รุ่น SHEL LAB SL 1375 FX 

2.11  หม้อนึ่งความดันไอน้ า (Autoclave) HIRAYAMA รุ่น HA-300 MII 

2.12  เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) HALO SB-10 

2.13  เครื่อง Vortex-genie 2 รุ่น G-560E 

2.14  อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) รุ่น SHEL-LAB Model 1256 

3.  สำรเคมี 

 3.1  ผงชูรส ยี่ห้อ อายิโนะโมะโต๊ะ (ผลิตจากบริษัท อายิโนะโมะโต๊ะ)         

 3.2  น้ ามันถั่วเหลือง ยี่ห้อ กุ๊ก (ผลิตจากบริษัท ธนากรผลิตภัณฑ์น้ ามันพืช จ ากัด) 

 3.3  กรดบอริก  (H3BO3) 

 3.4  น้ าตาลฟรุกโตส  (Fructose) 
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 3.5  แคลเซียมไดคลอไรด์  (CaCl2) 

 3.6  คอปเปอร์คลอไรด์ 6 ไฮเดรต (CuCl2∙6H2O) 

 3.7  คอปเปอร์ซัลเฟส 5 ไฮเดรต  (CuSO4∙5H2O)  

 3.8  โคบอลต์คลอไรด์ 6 ไฮเดรต  (CoCl2∙6H2O) 

 3.9  โซเดียมไบคาร์บอเนต  (NaHCO3) 

 3.10  โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  (Na2HPO4) 

 3.11  โซเดียมโมลิปดินัม 2 ไฮเดรต  (Na2MoO4∙2H2O) 

 3.12  ซิงค์ซัลเฟต 7 ไฮเดรต  (ZnSO4∙7H2O) 

 3.13  เฟอริกซิเตรท  (Ferric citrate) 

 3.14  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  (KH2PO4) 

 3.15  นิเกิลคลอไรด์ 6 ไฮเดรต  (NiCl2∙6H2O) 

 3.16  แมกนีเซียมซัลเฟต 7 ไฮเดรต  (MgSO4∙7H2O) 

 3.17  แมงกานีสคลอไรด์ 4 ไฮเดรต  (MnCl2∙4H2O) 

 3.18  แมงกานีสซัลเฟส 7 ไฮเดรต  (MnSO4∙7H2O) 

 3.19  แอมโมเนียมคลอไรด์  (NH4Cl) 

 3.20  แอมโมเนียมซัลเฟต  (NH4)2SO4 

 3.21  แอมโมเนียมโมลิปเดรต 4 ไฮเดรต  (NH4)6Mo7O24∙4H2O 

 3.22  tween 80 

4.  สูตรอำหำรเลี้ยงเชื้อ (ภาคผนวก ก) 

4.1  อาหารเลี้ยงเชื้อสูตรที่ 1  DSMZ Catalogue และคณะ (1993) 

4.2  อาหารเลี้ยงเชื้อสูตรที่ 2  ดัดแปลงมาจาก DSMZ Catalogue และคณะ (1993) 

4.3  อาหารเลี้ยงเชื้อสูตรที่ 3  Park and Kim (2011) 

โดยมีองค์ประกอบในสูตรอาหารแสดงดังตารางที่  2 

5.  วิธีกำรทดลอง 

 5.1  กำรเตรียมหัวเชื้อแบคทีเรียเริ่มต้น 

  ท าการกระตุ้นเชื้ อแบคที เรีย  Alcaligenes latusTISTR 1403 ที่ผ่ านการกลายซ้ าและ 

Alcaligenes latusTISTR 1403 สายพันธุ์ดั้งเดิม  จ านวน 2-3 ครั้ง  บนอาหารวุ้นเอียง Nutrient agar (NA)  
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จากนั้นน าเชื้อที่ได้ใส่ลงในอาหารเหลว  Nutrient-rich medium  ซึ่งประกอบด้วย      เปปโตน (Peptone) 

10 กรัมต่อลิตร, ยีสต์สกัด (yeast extract) 5 กรัมต่อลิตรและโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 5 กรัมต่อลิตร  แล้ว

น าไปเลี้ยงบนเครื่องเขย่าที่อุณหภูมิห้องโดยใช้ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  เพ่ือใช้

เป็นหัวเชื้อเริ่มต้นในการทดลอง  ทั้งนี้จะใช้หัวเชื้อเริ่มต้นร้อยละ 7 ที่มีจ านวนเซลล์เริ่มต้น 10x107เซลล์ต่อ

มิลลิลิตร  ในทุกการทดลอง 

ตารางที่ 2  การเปรียบเทียบสารอาหารของอาหารเลี้ยงเชื้อ 3 สูตร 

สารอาหาร สูตรอาหาร 

สูตรอาหารที่ 1 

DSMZ 

สูตรอาหารที่ 2 

ดัดแปลง DSMZ 

สูตรอาหารที่ 3 

Park and Kim 

Fructose  (g/l) 20  - - 

Soybean oil (g/l) - 20  20  

CaCl2(g/l) 0.001  0.001  - 

Ferric citrate (g/l) 0.005  0.005  - 

KH2PO4(g/l) 2.3  2.3  1.5  

MgSO4∙7H2O (g/l) 0.5  0.5  0.2  

NaHCO3 (g/l) 0.5  0.5  - 

Na2HPO4(g/l) 2.3  2.3  9  

NH4Cl (g/l) 0.5  0.5  - 

(NH4)2SO4 (g/l) - - 1  

Tween 80 (ml) - 1 1 

Trace element (ml/l) 5 5 10 

 

 5.2  กำรเจริญของเชื้อแบคทีเรีย 

  ท าการเลี้ ยงเชื้อ  Alcaligenes latus TISTR 1403 ที่ผ่านการกลายซ้ าและ Alcaligenes 

latusTISTR 1403 สายพันธุ์ดั้งเดิม  ในสูตรอาหาร  Nutrient-rich medium  ในขวดรูปชมพู่ขนาด 500 

มิลลิลิตร  ซึ่งมีอาหารเลี้ยงเชื้ออยู่ 100 มิลลิลิตร  เติมหัวเชื้อเริ่มต้นให้มีปริมาณเชื้อเท่ากับ 1x107เซลล์ของ

อาหารลงในแต่ละชุดการทดลอง  เลี้ยงที่อุณหภูมิห้องบนเครื่องเขย่าที่อุณหภูมิห้องโดยใช้ความเร็วรอบ 150 
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รอบต่อนาที  เป็นเวลา 72 ชั่วโมง  ท าการทดลอง 3 ซ้ า  และเก็บตัวอย่างทุก 24 ชั่วโมง  เพ่ือศึกษาการเจริญ

ของเชื้อแบคทีเรีย  โดยการน าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร  พร้อมทั้งหาน้ าหนักมวล

เซลล์แห้ง  และปริมาณของสารพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

 5.3  สภำวะท่ีเหมำะสมส ำหรับกำรผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคำโนเอต 

  ท าการเลี้ยงแบคทีเรีย Alcaligenes latusTISTR 1403 ที่ผ่านการกลายซ้ าและ Alcaligenes 

latusTISTR 1403 สายพันธุ์ดั้งเดิม  โดยเติมหัวเชื้อเริ่มต้นร้อยละ 7 ลงในอาหารแต่ละชุดการทดลอง  เลี้ยงบน

เครื่องเขย่าที่อุณหภูมิห้องโดยใช้ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง   ท าการทดลอง 3 ซ้ า  และ

เก็บตัวอย่างทุกๆ 24 ชั่วโมง  เพ่ือศึกษาการเจริญของแบคทีเรียและวิเคราะห์ผล  พร้อมทั้งหาค่าน้ าหนักเซลล์

แห้ง  และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต  โดยสภาวะที่ศึกษามีดังนี้ 

  5.3.1  กำรคัดเลือกสูตรอำหำรที่เหมำะสมต่อกำรผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคำโนเอต 

  ท าการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในสูตรอาหารส าหรับผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต  3 สูตร  ที่

แตกต่างกัน  โดยอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรที่ 1 อ้างอิงจาก DSMZ catalogue และคณะ (1993)  อาหารเลี้ยงเชื้อ

สูตรที่ 2 อ้างอิงจากสูตรอาหารดัดแปลงของ DSMZ catalogue และคณะ (1993)  และอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรที่ 

3 อ้างอิงจาก Park and  Kim และคณะ (2011)  เพ่ือเปรียบเทียบสูตรอาหารที่เหมาะสมส าหรับการผลิตพอ

ลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

  5.3.2  กำรศึกษำควำมเข้มข้นของน้ ำมันถั่วเหลืองที่เหมำะสมต่อกำรผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคำ

โนเอต 

  คัดเลือกสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่ให้ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดจาก  ข้อ 6.3.1  

จากนั้นใช้น้ ามันถั่วเหลืองเป็นแหล่งคาร์บอนทดแทน  โดยปรับความเข้มข้นเริ่มต้นเท่ากับ  10 , 20,  40 และ 

60 กรัมต่อลิตร  แล้วน ามาเติม tween 80 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  เพ่ือเปรียบเทียบความเข้มข้นของน้ ามันถั่ว

เหลืองที่เหมาะสม  เพื่อใช้เป็นแหล่งคาร์บอนส าหรับการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต   

 5.3.3  กำรศึกษำแหล่งคำร์บอนและแหล่งไนโตรเจนที่เหมำะสมต่อกำรผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคำ

โนเอต 

  คัดเลือกสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่ให้ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดจาก  ข้อ 6.3.1  และ

ความเข้มข้นของน้ ามันถั่วเหลืองที่สามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้สูงสุดจาก  ข้อ 6.3.2  จากนั้นท า

การปรับแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนเป็นทั้งหมด 3 ชุด คือ 1. ความเข้มข้นน้ าตาลฟรุกโตส 40 กรัมต่อลิตร

และแอมโมเนียมคลอไรด์ 0.5 กรัมต่อลิตร  2. ความเข้มข้นน้ าตาล ฟรุกโตส 40 กรัมต่อลิตรและผงชูรส 0.5 
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กรัมต่อลิตร  3. น้ ามันถั่วเหลืองความเข้มข้น 40 กรัมต่อลิตรและผงชูรส 0.5 กรัมต่อลิตร  จากนั้นน าชุดที่ 3 

มาเติม tween 80 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  เพ่ือเปรียบเทียบหาแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสม

ส าหรับการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

 5.3.4  กำรศึกษำควำมเข้มข้นของผงชูรสที่เหมำะสมต่อกำรผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคำโนเอต 

  คัดเลือกสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่ให้ปริมาณพอลิไฮดรอกโพคาโนเอตสูงสุดจาก  ข้อ 6.3.1 และ

ความเข้มข้นของน้ ามันถั่วเหลืองที่สามารถผลิตพอลิไฮดรอกโพคาโนเอตสูงสุดจาก  ข้อ 6.3.2  ท าการเลี้ยงเชื้อ

โดยปรับความเข้มข้นของผงชูรส (อายิโนะโมะโต๊ะ) เริ่มต้นเท่ากับ  0.5 , 2, 4 และ 6 กรัมต่อลิตร  เพ่ือ

เปรียบเทียบความเข้มข้นของผงชูรสที่เหมาะสม   เพ่ือใช้เป็นแหล่งไนโตรเจนส าหรับการผลิตพอลิไฮดรอกโพคา

โนเอต 

 5.3.5  กำรศึกษำอัตรำส่วนควำมเข้มข้นของแอมโมเนียมคลอไรด์ต่อผงชูรสที่เหมำะสมต่อกำร

ผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคำโนเอต 

  คัดเลือกสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่ให้ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดจาก  ข้อ 6.3.1 ความ

เข้มข้นของน้ ามันถั่วเหลืองที่สามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดจาก  ข้อ 6.3.2  และความเข้มข้นผง

ชูรสที่สามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดจาก  ข้อ 6.3.4  ท าการเลี้ยงเชื้อโดยปรับอัตราส่วนความ

เข้มข้นของแอมโมเนียมคลอไรด์ต่อผงชูรสเท่ากับ  0.5:2 , 0.25:2, 0.10:2, 0.5:1, 0.5:0.5 กรัมต่อลิตร 

ตามล าดับ เพ่ือเปรียบเทียบอัตราส่วนความเข้มข้นของแอมโมเนียมคลอไรด์ต่อผงชูรสที่เหมาะสม    

6. วิธีกำรวิเครำะห์ 

          การวิเคราะห์ข้อมูลในแต่ละการศึกษา  จะท าการวิเคราะห์ตัวอย่าง  โดยแต่ละชุดของการทดลองจะท า

การทดลอง 3 ซ้ า  ซึ่งท าการวิเคราะห์ด้วยวิธีต่างๆ  ดังนี้ 

6.1  วัดกำรเจริญของเซลล์ 

       น าตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร  น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 10 นาที  เท

ส่วนใสทิ้ง  จ านวน 2 ครั้ง  และน าเซลล์ที่ได้มาเจือจางด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 1 มิลลิลิตร  จากนั้นน าตัวอย่างที่

ได้ปริมาตร 1 มิลลิลิตรมาเจือจางด้วยน้ ากลั่นที่เหมาะสม  และผสมให้เข้ากัน  จากนั้นน าตัวอย่างไปวัดค่าการ

ดูดกลืนแสงด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร  

ค่าการดูดกลืนแสง = ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร x อัตราการเจือจาง 
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  6.2  น้ ำหนักมวลเซลล์แห้ง (Cell Dry Weight, CDW) 

   น าตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดแอพเพนดรอบที่ผ่านการอบแห้งและชั่งน้ าหนักแล้วขนาด 1.5 

มิลลิลิตร  น าเซลล์มาล้างด้วยน้ ากลั่นแล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 10 นาที  

และเทส่วนใสทิ้ง  จ านวน 2 ครั้ง  แล้วน าหลอดที่มีตะกอนเซลล์ไปอบแห้งที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส  เป็น

เวลา 24 ชั่วโมง  และท าการชั่งน้ าหนักเพ่ือหาน้ าหนักมวลเซลล์แห้ง 

น้ าหนักมวลเซลล์แห้ง = น้ าหนักหลอดท่ีมีส่วนของตะกอน – น้ าหนักหลอดเปล่า (กรัมต่อลิตร) 

6.3  วิเครำะห์ปริมำณพอลิไฮดรอกซีอัลคำโนเอตด้วยวิธี  Gravimetric method (Grotheและ

คณะ, 1999) 

       น าตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร  ใส่ในหลอดแอพเพนดรอบที่ผ่านการอบแห้งและชั่งน้ าหนักแล้วขนาด 

1.5 มิลลิลิตร  น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 นาที  เทส่วนใสทิ้ง  ท าการล้าง

เซลล์โดยเติมน้ ากลั่น 1 มิลลิลิตร  น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 นาที  จ านวน 2 

ครั้ง เทส่วนใสทิ้งแล้วเติมสารละลายโซเดียมโดดิซิลซัลเฟต (SDS) 1.2 มิลลิลิตร  น าตัวอย่างไปต้มในอ่าง

ควบคุมอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  และน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที  

เป็นเวลา 10 นาที  เทส่วนใสทิ้ง จากนั้นเติมโซเดียมไฮโปคลอไรด์ (NaOCl) 1 มิลลิลิตร ลงไปเพ่ือล้างตะกอน

และน าไปปั่นเหวี่ยง10,000 รอบต่อนาทีเพ่ือล้างเซลล์อีกครั้ง  เทส่วนใสทิ้งแล้วน าหลอดที่มีตะกอนเซลล์ไป

อบแห้งที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  และท าการชั่งน้ าหนักเพ่ือหาปริมาณ PHA ที่

แท้จริงที่จุลินทรีย์สามารถผลิตได้ 

ปริมาณของ PHA = น้ าหนักหลอดที่มีส่วนของตะกอน – น้ าหนักหลอดเปล่า (กรัมต่อลิตร) 



ผลกำรวิจัย 

1.  กำรคัดเลือกสูตรอำหำรเลี้ยงเชื้อที่เหมำะสมต่อกำรผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคำโนเอต 

 จากการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 2 ชนิด ได้แก่ Alcaligenes latus TISTR 1403 ที่ผ่านการกลายซ้ า 

และ Alcaligenes latus TISTR 1403 สายพันธุ์ดั้งเดิม  ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 3 สูตร ได้แก่ อาหารสูตรที่ 1 

DSMZ catalogue และคณะ (1993)  อาหารสูตรที่ 2 ดัดแปลงจาก DSMZ catalogue และคณะ (2009)  

อาหารสูตรที่ 3  Park and  Kim (2011)  โดยปรับค่าความเป็นกรดด่างเริ่มต้นเท่ากับ 7.0 และท าการเลี้ยงที่

อุณหภูมิห้อง  บนเครื่องเขย่าท่ีความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที  เป็นระยะเวลา 72 ชั่วโมง  เก็บตัวอย่างทุก 24 

ชั่วโมง  พบว่าเชื้อที่ผ่านการกลายซ้ าและเชื้อสายพันธุ์ดั้งเดิมมีอัตราการเจริญสูงสุดที่ระยะเวลา 48 ชั่วโมง  

เมื่อใช้อาหารสูตรที่ 1 และอาหารสูตรที่ 2 รองลงมาคืออาหารสูตรที่ 3  ดังแสดงในภาพที่ 2 และภาพท่ี  3 

   

 

ภำพที่ 2 การเจริญของเซลล์จากเชื้อ A. Latus ที่ผ่านการกลายซ้ า ในสูตรอาหารที่แตกต่างกัน ดังนี้. คือ

อาหารสูตรที่ 1 ( )  อาหารสูตรที่ 2 ( )  อาหารสูตรที่ 3 ( )   

 ในการเลี้ยงเชื้อในสูตรอาหารที่แตกต่างกันพบว่าเชื้อที่ผ่านการกลายซ้ า  สามารถผลิตพอลิไฮดรอก

ซีอัลคาโนเอตได้สูงสุดในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรที่ 2  มีค่าเท่ากับ 1.73 กรัมต่อลิตร  สามารถผลิตมวลเซลล์แห้งได้

เท่ากับ 1.87 กรัมต่อลิตร  คิดเป็นร้อยละ 92.51 ของน้ าหนักมวลเซลล์แห้งที่ระยะเวลา 48 ชั่วโมง  แต่เชื้อสาย

พันธุ์ดั้งเดิม  สามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้สูงสุดในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรที่  3  มีค่าเท่ากับ 1.53 

กรัมต่อลิตร  สามารถผลิตมวลเซลล์แห้งได้เท่ากับ 1.70 กรัมต่อลิตร  คิดเป็นร้อยละ 90.00 ของน้ าหนักมวล

เซลล์แห้ง  ที่ระยะเวลา 48 ชั่วโมงทั้งนี้เนื่องจากในสูตรที่ 2  เป็นการดัดแปลงจากสูตรอาหาร DSMZ โดย
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ดัดแปลงแหล่งคาร์บอนจากน้ าตาลฟรุกโตสเป็นน้ ามันถั่วเหลือง  จึงให้พลังงานสูงกว่าในอาหารสูตรที่ 1 ที่ใช้

น้ าตาล  และอาหารสูตรที่ 2 มีการใช้ทวีน 80 ซึ่งเป็นสารลดแรงตึงผิว  ท าให้จุลินทรีย์ได้รับสารอาหารได้ดีมาก

ขึ้น  และยังคงมีสารอาหารที่ต้องการปริมาณน้อย (Micronutrients) ครบถ้วนและมีปริมาณสารอาหาร

ดังกล่าวสูงกว่าในสูตรที่ 3 ที่มีส่วนประกอบของสารอาหารน้อยชนิดกว่า (ดังตารางที่ 2)  ส่วนในอาหารสูตรที่ 

1  พบว่าเชื้อทั้ง 2 ชนิดมีปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตและมวลเซลล์แห้งที่แตกต่างกัน (ตารางที่ 3  และ

ภาพที่  4)   

 

 

ภำพที่ 3 การเจริญของเซลล์จากเชื้อ  A. latus สายพันธุ์ดัง้เดิม  ในสูตรอาหารที่แตกต่างกัน  ดังนี้  คือ  

อาหารสูตรที่ 1 ( )  อาหารสูตรที่ 2 ( )  อาหารสูตรที่ 3 ( )  
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ตำรำงท่ี 2 ค่าน้ าหนักมวลเซลล์แห้งปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดและร้อยละปริมาณ การสะสมพอ

ลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตภายในเซลล์ของ  A. latus ที่ผ่านการกลายซ้ า และ A. Latus สายพันธุ์ดั้งเดิม ที่เลี้ยง

ในสูตรอาหารที่แตกต่างกัน         

 

ชนิดของแหล่ง

คาร์บอน 

น้ าหนักมวลเซลล์แห้ง 

(กรัมต่อลิตร) 

พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

(กรัมต่อลิตร) 

พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

(ร้อยละ) 

A. latus 

ดั้งเดิม 

A. latus 

กลายซ้ า 

A. latus 

ดั้งเดิม 

A. latus 

กลายซ้ า 

A. latus 

ดั้งเดิม 

A. latus  

กลายซ้ า 

อาหารสูตรที่ 1 1.50±0.10 1.57±0.15 0.97±0.06 1.03±0.23 64.66 65.60 

อาหารสูตรที่ 2 1.80±0.00 1.87±0.06 1.46±0.15 1.73±0.15 81.11 92.51 

อาหารสูตรที่ 3 1.70±0.10 1.80±0.26 1.53±0.12 1.65±0.07 90.00 91.67 

 

 

ภำพที่ 4  การเปรียบเทียบน้ าหนักมวลเซลล์แห้งและปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดที่เลี้ยงในสูตร

อาหารที่แตกต่างกัน  โดยที่   

น้ าหนักมวลเซลล์แห้งของเชื้อ A. latus สายพันธุ์ดั้งเดิม 

ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A. latus สายพันธุ์ดั้งเดิม 

น้ าหนักมวลเซลล์แห้งของเชื้อ A. latus ที่ผ่านการกลายซ้ า 

ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A. latus ที่ผ่านการกลายซ้ า 
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4.2 ผลของกำรศึกษำควำมเข้มข้นของน้ ำมันถั่วเหลืองที่เหมำะสมต่อกำรผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคำโนเอต 

 ในการศึกษาความเข้มข้นของน้ ามันถั่วเหลือง การเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 2 ชนิด  ได้แก่ Alcaligenes 

latus TISTR 1403 ที่ผ่านการกลายช้ า และ Alcaligenes latus TISTR 1403 สายพันธุ์ดั้งเดิม  ในสูตรอาหาร

ดัดแปลง DSMZ (สูตรที่ 2)  ซึ่งเป็นสูตรอาหารที่ให้ผลผลิตสูงสุดจากข้อ 4.1  จากนั้นเปลี่ยนความเข้มข้นของ

น้ ามันถั่วเหลืองซึ่งเป็นแหล่งคาร์บอน  เท่ากับ 10, 20, 40 และ 60 กรัมต่อลิตร  โดยใช้สูตรอาหารดัดแปลง 

DSMZ ที่มีความเข้มข้นของน้ ามันถั่วเหลือง 20 กรัมต่อลิตรเป็นชุดควบคุม  ปรับค่าความเป็นกรดด่างของ

อาหารเท่ากับ 7.0  ท าการเลี้ยงที่อุณหภูมิห้อง  บนเครื่องเขย่าความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที  เป็นระยะเวลา 

72 ชั่วโมง  เก็บตัวอย่างทุก 24 ชั่วโมง  พบว่าเชื้อที่ผ่านการกลายซ้ าและเชื้อสายพันธุ์ดั้งเดิมมีอัตราการเจริญ

ได้ดีในแหล่งคาร์บอนชนิดน้ ามันถั่วเหลืองที่ความเข้มข้น 40 กรัมต่อลิตร  รองลงมาคือน้ ามันถั่วเหลื องความ

เข้มข้น 60, 20 และ 10 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ ที่ระยะเวลา 48 ชั่วโมง  ดังแสดงในภาพที่ 5 และภาพท่ี 6 

  

 

ภำพที่ 5 การเจริญของเซลล์จากเชื้อ A. Latus ที่ผ่านการกลายซ้ า โดยมีความเข้มข้นของน้ ามันถั่วเหลืองที่

แตกต่างกัน คือ  ชุดควบคุม 20 กรัมต่อลิตร ( )  10 กรัมต่อลิตร ( ).. 40 กรัมต่อลิตร ( )  

และ 60 กรัมต่อลิตร ( ) 
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ภำพที่ 6 การเจริญของเซลล์จากเชื้อ A. latus สายพันธุ์ดั้งเดิม โดยมีความเข้มข้นของน้ ามันถั่วเหลืองที่

แตกต่างกัน คือ ชุดควบคุม  20 กรัมต่อลิตร ( ) 10 กรัมต่อลิตร ( )...40 กรัมต่อลิตร ( )  และ 

60 กรัมต่อลิตร ( ) 

 

 ผลของการเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีความเข้มข้นของน้ ามันถั่วเหลืองที่แตกต่างกัน  พบว่าเชื้อที่ผ่าน

การกลายซ้ าและเชื้อสายพันธุ์ดั้งเดิม  สามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้สูงสุดในน้ ามันถั่วเหลือง ความ

เข้มข้น 40 กรัมต่อลิตร  โดยมีค่าเท่ากับ 1.93 และ 1.40 กรัมต่อลิตร  และสามารถผลิตมวลเซลล์แห้งได้

เท่ากับ 2.43 และ 2.00 กรัมต่อลิตร  ตามล าดับ  คิดเป็นร้อยละ 79.51 และ 70.00 ของน้ าหนักมวลเซลล์แห้ง  

ที่ระยะเวลา 48 ชั่วโมง  ดังนั้นความเข้มข้นของน้ ามันถั่วเหลือง 40 กรัมต่อลิตร  เป็นความเข้มข้นที่เหมาะสม

ในการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต  พบว่าที่ความเข้มข้นของน้ ามันถั่วเหลือง 60 กรัมต่อลิตร  จะสามารถ

ผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้น้อยกว่าที่ความเข้มข้น 40 กรัมต่อลิตร  เนื่องจากความเข้มข้นของน้ ามันถั่ว

เหลืองมากเกินไป อาจจะส่งผลให้ไปยับยังการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ท าให้สามารถผลิตปริมาณพอลิไฮดรอก

ซีอัลคาโนเอตได้ปริมาณที่น้อยลง  ส่วนน้ ามันถั่วเหลืองที่มีความเข้มข้น 10, 20 และ 60 กรัมต่อลิตร  พบว่า

เชื้อทั้ง 2 ชนิด มีการผลิตปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตและปริมาณน้ าหนักมวลเซลล์แห้งที่แตกต่างกันดัง

ตารางที่ 3 และ ภาพที่ 7 
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ตำรำงท่ี 3 ค่าน้ าหนักมวลเซลล์แห้งปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดและร้อยละปริมาณการสะสมพอ

ลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตภายในเซลล์ของ A. Latus ที่ผ่านการกลายซ้ า และ A. latus สายพันธุ์ดั้งเดิม ที่เลี้ยง

ในแหล่งคาร์บอนชนิดน้ ามันถั่วเหลืองที่ความเข้มข้นแตกต่างกัน 

 

น้ ามันถั่วเหลือง 

(กรัมต่อลิตร) 

น้ าหนักมวลเซลล์แห้ง 

(กรัมต่อลิตร) 

พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

(กรัมต่อลิตร) 

พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

(ร้อยละ) 

A. latus 

ดั้งเดิม 

A. latus 

กลายซ้ า 

A. latus 

ดั้งเดิม 

A. latus 

กลายซ้ า 

A. latus 

ดั้งเดิม 

A. latus 

กลายซ้ า 

10 1.56±0.06 1.43±0.06 0.80±0.00 1.20±0.20 51.28 83.92 

40 2.00±0.10 2.43±0.06 1.40±0.10 1.93±0.06 70.00 79.42 

60 1.73±0.06 1.80±0.21 1.30±0.17 1.70±0.10 75.14 94.44 

 ชุดควบคุม 

20 

1.83±0.06 1.80±0.14 1.33±0.06 1.63±0.06 72.68 90.56 

 

 

ภำพที่  7 การเปรียบเทียบน้ าหนักมวลเซลล์แห้งและปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดสูงสุดที่เลี้ยงใน

แหล่งคาร์บอนชนิดน้ ามันถั่วเหลืองที่ความเข้มข้นแตกต่างกันโดยที่ 

น้ าหนักมวลเซลล์แห้งของเชื้อ A. latus สายพันธุ์ดั้งเดิม 

ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A. latus สายพันธุ์ดั้งเดิม 

น้ าหนักมวลเซลล์แห้งของเชื้อ A. latus ที่ผ่านการกลายซ้ า 

ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A. latus ที่ผ่านการกลายซ้ า 
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3.  ผลของกำรศึกษำแหล่งไนโตรเจนที่เหมำะสมต่อกำรผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคำโนเอต 

 เมื่อน าเชื้อ  Alcaligenes latus TISTR 1403 ที่ผ่านการกลายซ้ า และ Alcaligenes latus TISTR 

1403 สายพันธุ์ดั้งเดิม  เลี้ยงในสูตรอาหาร ดัดแปลง DSMZ (สูตรที่ 2) ที่มีความเข้มข้นของน้ ามันถั่วเหลือง 40 

กรัมต่อลิตรและแอมโมเนียมคลอไรด์ 0.5 กรัมต่อลิตร  จากนั้นท าการเปลี่ยนแหล่งคาร์บอนและแหล่ง

ไนโตรเจนเป็น 3 ชุด  ได้แก่  ชุดที่ 1 น้ าตาลฟรุกโตสและแอมโมเนียมคลอไรด์  ชุดที่ 2 น้ าตาลฟรุกโตสและผง

ชูรส  และชุดที่ 3 น้ ามันถั่วเหลืองและผงชูรส  โดยปรับค่าความเป็นกรดด่างเริ่มต้นเท่ากับ 7.0  และท าการ

เลี้ยงที่อุณหภูมิห้อง  บนเครื่องเขย่าท่ีความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที  เป็นระยะเวลา 72 ชั่วโมง  เก็บตัวอย่าง

ทุก 24 ชั่วโมง  พบว่าเชื้อที่ผ่านการกลายซ้ าและเชื้อสายพันธุ์ดั้งเดิมมีอัตราการเจริญดีที่สุดในชุดที่ 3   

รองลงมาคือชุดที่ 2 และ 1 ตามล าดับ  ที่ระยะเวลา 48 ชั่วโมง  ดังแสดงในภาพที่  8 และภาพท่ี 9 

 ผลจากการเลี้ยงเชื้อในชุดอาหารที่มีแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนแตกต่างกัน  พบว่าเชื้อที่ผ่านการ

กลายซ้ าและเชื้อสายพันธุ์ดั้งเดิม  สามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้สูงสุดในชุดที่ 3  นั่นคือ น้ ามันถั่ว

เหลืองและผงชูรสความเข้มข้น 40 และ 0.5 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ  โดยมีค่าเท่ากับ 2.63 และ 1.40 กรัมต่อ

ลิตร และสามารถผลิตมวลเซลล์แห้งได้เท่ากับ 3.47 และ 1.66 กรัมต่อลิตรคิดเป็นร้อยละ 75.79 และ 84.34 

ของน้ าหนักมวลเซลล์แห้ง ที่ระยะเวลา 48 ชั่วโมง เนื่องจากการใช้ผงชูรสเป็นแหล่งไนโตรเจนท าให้ได้ปริมาณ

พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตเพ่ิมสูงขึ้น   
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ภำพที่ 8 การเจริญของเซลล์จากเชื้อ A. latus ที่ผ่านการกลายซ้ า   โดยชุดควบคุม คือ น้ าตาลและแอมโมเนีย

คลอไรด์ ( ) น้ าตาลและผงชูรส ( ). น้ ามันถั่วเหลืองและผงชูรส ( ) 

 

ภำพที่ 9 การเจริญของเซลล์จากเชื้อ A. latus สายพันธุ์ดั้งเดิม…โดยชุดควบคุม คือ น้ าตาล   และแอมโมเนีย

คลอไรด์ ( )  น้ าตาลและผงชูรส ( )..น้ ามันถั่วเหลืองและผงชูรส ( ) 
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ตำรำงท่ี 4  ค่าน้ าหนักมวลเซลล์แห้งปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดและร้อยละปริมาณ การสะสม

พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตภายในเซลล์ของ A. latus ที่ผ่านการกลายซ้ า และ A. latus สายพันธุ์ดั้งเดิม ที่

เลี้ยงในแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนที่แตกต่างกัน 

ชนิดของแหล่ง

คาร์บอนและ

ไนโตรเจน 

น้ าหนักมวลเซลล์แห้ง 

(กรัมต่อลิตร) 

พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

(กรัมต่อลิตร) 

พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

(ร้อยละ) 

A. latus 

ดั้งเดิม 

A. latus 

กลายซ้ า 

A. latus 

ดั้งเดิม 

A. latus 

กลายซ้ า 

A. latus 

ดั้งเดิม 

A. latus 

กลายซ้ า 

น้ าตาลฟรุกโตส 40 g.      

และผงชูรส 0.5 g. 

1.37±0.11 3.06±0.15 1.23±0.20 1.96±0.11 89.78 64.05 

น้ ามันถั่วเหลือง 40 g. 

และผงชูรส 0.5 g. 

1.66±0.15 3.47±0.06 1.40±0.20 2.63±0.20 84.34 75.79 

ชุดควบคุม 

น้ าตาลฟรุกโตส 40 g.       

และ NH4Cl 0.5 g. 

1.23±0.15 2.56±0.15 1.17±0.06 1.80±0.10 95.12 70.31 

 
ภำพที่ 10 การเปรียบเทียบน้ าหนักมวลเซลล์แห้งและปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดสูงสุดที่เลี้ยงใน

แหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนที่แตกต่างกัน โดยที่  

น้ าหนักมวลเซลล์แห้งของเชื้อ A. latus สายพันธุ์ดั้งเดิม 

ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A. latus สายพันธุ์ดั้งเดิม 

น้ าหนักมวลเซลล์แห้งของเชื้อ A. latus ที่ผ่านการกลายซ้ า 

ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A. latus ที่ผ่านการกลายซ้ า 
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4.  ผลกำรศึกษำควำมเข้มข้นของผงชูรสที่เหมำะสมต่อกำรผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคำโนเอต 

 จากการเลี้ยงเชื้อ Alcaligenes latus TISTR 1403 ที่ผ่านการกลายซ้ าและ Alcaligenes latus 

TISTR 1403 สายพันธุ์ดั้งเดิม  ในอาหารดัดแปลง DSMZ (สูตรที่ 2)  โดยท าการปรับแหล่งคาร์บอนโดยใช้

น้ ามันถั่วเหลืองความเข้มข้น 40 กรัมต่อลิตรและแหล่งไนโตรเจนเป็นผงชูรส 0.5 กรัมต่อลิตร  ซึ่งใช้เป็นชุด

ควบคุม  จากนั้นท าการศึกษาความเข้มข้นของผงชูรส  เท่ากับ 0.5 , 2, 4 และ 6 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่ง

ไนโตรเจนทดแทน  ปรับค่าความเป็นกรดด่างของอาหารเท่ากับ 7.0  ท าการเลี้ยงที่อุณหภูมิห้อง  บนเครื่อง

เขย่าความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที  เป็นระยะเวลา 72 ชั่วโมงเก็บตัวอย่างทุก 24 ชั่วโมง  พบว่าเชื้อที่ผ่าน

การกลายซ้ าและเชื้อสายพันธุ์ดั้งเดิมมีอัตราการเจริญได้ดีในอาหารที่มีผงชูรสความเข้มข้น 2 กรัมต่อลิตร  

รองลงมาคืออาหารที่มีผงชูรสความเข้มข้น 4 กรัมต่อลิตร และสุดท้ายมีอัตราการเจริญใกล้เคียงกันในอาหารที่

มีผงชูรสความเข้มข้น 0.5 และ 6 กรัมต่อลิตร  ในระยะเวลา 48 ชั่วโมง  ดังแสดงในภาพที่ 11 และภาพท่ี 12 

  

 

ภำพที่ 11 การเจริญของเซลล์จากเชื้อ A. latus ที่ผ่านการกลายซ้ า โดยมีความเข้มข้นของผงชูรสที่แตกต่าง

กัน ดังนี้ ชุดควบคุม 0.5 กรัมต่อลิตร ( )  2 กรัมต่อลิตร ( ) . 4 กรัมต่อลิตร  ( )  และ 6 กรัม

ต่อลิตร ( ) 
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ภำพที่ 12 การเจริญของเซลล์จากเชื้อ A. latus สายพันธุด์ั้งเดิม  โดยมีความเข้มข้นของผงชูรสที่แตกต่างกัน 

ดังนี้  ชุดควบคุม 0.5 กรัมต่อลิตร ( )  2 กรัมต่อลิตร ( )   4 กรัมต่อลิตร ( )  และ 6 กรัมต่อ

ลิตร ( ) 

 จากการเลี้ยงเชื้อในสูตรอาหารที่มีความเข้มข้นของผงชูรสที่แตกต่างกันพบว่าเชื้อที่ผ่านการกลายซ้ า  

สามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้สูงสุดอาหารที่มีผงชูรสความเข้มข้น 2 กรัมต่อลิตร  โดยมีค่าเท่ากับ 

3.10 กรัมต่อลิตร  และสามารถผลิตมวลเซลล์แห้งได้เท่ากับ 4.53 คิดเป็นร้อยละ 68.43 ของน้ าหนักมวลเซลล์

แห้ง  ที่ระยะเวลา  48 ชั่วโมง  และเชื้อสายพันธุ์ดั้งเดิม  สามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้สูงสุดอาหาร

ที่มีผงชูรสความเข้มข้น 4 กรัมต่อลิตร  โดยมีค่าเท่ากับ 1.87 กรัมต่อลิตร  และสามารถผลิตมวลเซลล์แห้งได้

เท่ากับ 2.26 กรัมต่อลิตร  คิดเป็นร้อยละ 82.74 ของน้ าหนักมวลเซลล์แห้ง  ที่ระยะเวลา  48 ชั่วโมง  ใช้ผงชู

รสเป็นแหล่งไนโตรเจน  ส่งผลให้จุลินทรีย์สามารถเจริญเติบโตได้ดีและมีการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอ

ตมากที่สุดเพราะในผงชูรสยังมีสารอื่นๆ เช่น กรดอะมิโนชนิดต่างๆ  จึงท าให้มีการผลิตพอลิโฮดรอกซีอัลคาโน

เอตได้มากกว่า เมื่อเปรียบเทียบกับการใช้แอมโมเนียมคลอไรด์เป็นแหล่งไนโตรเจน  ส่วนอาหารที่มีความ

เข้มข้นของผงชูรส 0.5, 4, และ 6  เชื้อทั้ง 2 ชนิด สามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตและมวลเซลล์แห้งได้

แตกต่างกัน  ดังตารางที่ 5 และภาพที่ 13 
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ตำรำงท่ี 5  ค่าน้ าหนักมวลเซลล์แห้งปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดและร้อยละปริมาณ การสะสม

พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตภายในเซลล์ของ A. latus ที่ผ่านการกลายซ้ า และA. latus สายพันธุ์ดั้งเดิม ที่เลี้ยง

ในแหล่งไนโตรเจนที่ความเข้มข้นแตกต่างกัน 

 

ผงชูรส 

(กรัมต่อลิตร) 

น้ าหนักมวลเซลล์แห้ง 

(กรัมต่อลิตร) 

พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

(กรัมต่อลิตร) 

พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

(ร้อยละ) 

A. latus 

ดั้งเดิม 

A. latus 

กลายซ้ า 

A. latus 

ดั้งเดิม 

A. latus 

กลายซ้ า 

A. latus 

ดั้งเดิม 

A. latus 

 กลายซ้ า 

2 2.37±0.06 4.53±0.32 1.30±0.23 3.10±0.06 54.85 68.43 

4 2.26±0.21 4.07±0.11 1.87±0.11 2.80±0.10 82.74 68.80 

6 1.97±0.06 3.53±0.25 1.53±0.25 2.53±0.06 77.66 71.67 

ชุดควบคุม 

0.5 

1.57±0.15 3.37±0.15 1.23±0.23 2.53±0.05 78.34 75.07 

 

 

ภำพที่ 13 การเปรียบเทียบน้ าหนักมวลเซลล์แห้งและปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดสูง  ที่เลี้ยงใน

ความเข้มข้นของผงชูรสที่แตกต่างกัน โดยที่  

น้ าหนักมวลเซลล์แห้งของเชื้อ A. latus สายพันธุ์ดั้งเดิม 

ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A. latus สายพันธุ์ดั้งเดิม 

น้ าหนักมวลเซลล์แห้งของเชื้อ A. latus ที่ผ่านการกลายซ้ า 

ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A. latus ที่ผ่านการกลายซ้ า 
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5.  ผลกำรศึกษำควำมเข้มข้นของแอมโมเนียมคลอไรด์ร่วมกับผงชูรสที่เหมำะสมต่อกำรผลิตพอลิไฮดรอก

ซีอัลคำโนเอต 

จากการศึกษาเมื่อเลี้ยงเชื้อ Alcaligenes latus TISTR 1403 ที่ผ่านการกลายซ้ าและAlcaligenes 

latus TISTR 1403 สายพันธุ์ดั้งเดิม  ในอาหารดัดแปลง DSMZ (สูตรที่ 2)  โดยใช้น้ ามันถั่วเหลืองความเข้มข้น 

40 กรัมต่อลิตร  จากนั้นน ามาท าการศึกษาต่อโดยเปลี่ยนแหล่งไนโตรเจนจากผงชูรสเพียงอย่างเดียวเป็น

แอมโมเนียมคลอไรด์ร่วมกับผงชูรสในอัตราส่วนแตกต่างกัน เท่ากับ 0.25:2, 0.10:2, 0.5:1, 0.5:0.5 กรัมต่อ

ลิตร ตามล าดับ  ปรับค่าความเป็นกรดด่างของอาหารเท่ากับ 7.0  ท าการเลี้ยงที่อุณหภูมิห้อง  บนเครื่องเขย่า

ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที  เป็นระยะเวลา 72 ชั่วโมง  เก็บตัวอย่างทุก 24 ชั่วโมง  พบว่าเชื้อที่ผ่านการ

กลายซ้ าและเชื้อสายพันธุ์ดั้งเดิมมีอัตราการเจริญได้ดีในอาหารที่มีแอมโมเนียมคลอไรด์ต่อผงชูรสความเข้มข้น 

0.25:2 กรัมต่อลิตร รองลงมาคือผงชูรสความเข้มข้น 0.5:2 กรัมต่อลิตร  0.10:2  0.5:1 และ 0.5:0.5 กรัมต่อ

ลิตร  ตามล าดับ  ในระยะเวลา 48 ชั่วโมง ดังแสดงในภาพที่ 14 และภาพท่ี 15 

 

 

ภำพที่ 14 การเจริญของเซลล์จากเชื้อ A. latus สายพันธุท์ี่ผ่านการกลายซ้ า  โดยความเข้มข้นของ

แอมโมเนียมคลอไรด์ต่อผงชูรสแตกต่างกัน ดังนี้ 0.5:2 กรัมต่อลิตร ( )  0.25:2 กรัมต่อลิตร ( )  

0.10:2 กรัมต่อลิตร ( )  0.5:1 กรัมต่อลิตร ( ). 0.5:0.5 กรัมต่อลิตร ( ) 
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ภำพที่ 15 การเจริญของเซลล์จากเชื้อ A. latus สายพันธุด์ั้งเดิม  โดยความเข้มข้นของแอมโมเนียมคลอไรด์

ต่อผงชูรสแตกต่างกัน ดังนี้  0.5:2 กรัมต่อลิตร ( )  0.25:2 กรัมต่อลิตร( )  0.10:2 กรัมต่อลิตร (

)  0.5:1 กรัมต่อลิตร ( )0.5:0.5 กรัมต่อลิตร ( ) 

 

ผลของการเลี้ยงเชื้อในสูตรอาหารที่มีความเข้มข้นของแอมโมเนียมคลอไรด์ต่อผงชูรสที่แตกต่างกัน

พบว่าเชื้อที่ผ่านการกลายซ้ าและเชื้อสายพันธุ์ดั้งเดิม  สามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้สูงสุดใน

แอมโมเนียมคลอไรด์ต่อผงชูรสความเข้มข้น 0.25:2 กรัมต่อลิตร  โดยมีค่าเท่ากับ 4.10และ 2.77 กรัมต่อลิตร 

และสามารถผลิตมวลเซลล์แห้งได้เท่ากับ 5.90 และ 4.40 กรัมต่อลิตร  คิดเป็นร้อยละ 69.49 และ 62.39 ของ

น้ าหนักมวลเซลล์แห้ง  ที่ระยะเวลา 48 ชั่วโมง  เนื่องจากเมื่อใช้แอมโมเนียมคลอไรด์ต่อผงชูรสในอัตราส่วน  

0.25:2 กรัมต่อลิตร  เป็นอัตราส่วนที่เหมาะสมท าให้สามารถผลิตสามารถผลิตปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโน

เอตเพ่ิมมากขึ้น  อีกทั้งเมื่อใช้แอมโมเนียมคลอไรด์ร่วมกับผงชูรสยังสามารถช่วยลดต้นทุนในการผลิตได้เพราะ

แอมโมเนียมคลอไรด์มีราคาต้นทุนที่สูงกว่าผงชูรส  และนอกจากนี้ความเข้มข้นของแอมโมเนียมคลอไรด์ต่อผง

ชูรส  0.10:2 , 0.5:1 , 0.5:0.5 และ 0.5:2  พบว่า  เชื้อทั้ง 2 ชนิด  สามารถผลิตปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคา

โนเอตและมวลเซลล์แห้งแตกต่างกัน  ดังตารางที่ 6 และภาพท่ี 16 
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ตำรำงท่ี 6  ค่าน้ าหนักมวลเซลล์แห้งปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดและร้อยละปริมาณ การสะสม

พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตภายในเซลล์ของA. latus ที่ผ่านการกลายซ้ า และ..A. latus สายพันธุ์ดั้งเดิมเลี้ยง

ในแอมโมเนียมคลอไรด์ต่อผงชูรสที่ความเข้มข้นแตกต่างกัน 

แอมโมเนียม

คลอไรด์ 

และผงชูรส 

(กรัมต่อลิตร) 

น้ าหนักมวลเซลล์แห้ง 

(กรัมต่อลิตร) 

พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

(กรัมต่อลิตร) 

พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

(ร้อยละ) 

A. latus 

ดั้งเดิม 

A. latus 

กลายซ้ า 

A. latus 

ดั้งเดิม 

A. latus 

กลายซ้ า 

A. latus 

ดั้งเดิม 

A. latus  

กลายซ้ า 

  0.5 : 2 3.97±0.06 4.86±0.21 2.57±0.06 3.17±0.15 64.73 65.22 

0.25 : 2 4.40±0.26 5.90±0.20 2.77±0.15 4.10±0.10 62.95 69.49 

0.10 : 2 3.36±0.21 3.63±0.06 2.33±0.12 3.03±0.06 69.35 83.47 

 0.5 : 1 2.93±0.15 3.13±0.21 2.63±0.15 2.73±0.06 89.76 87.22 

   0.5 : 0.5 2.13±0.12 2.97±0.15 1.60±0.10 2.30±0.26 75.12 77.44 

 

ภำพที่ 16 การเปรียบเทียบน้ าหนักมวลเซลล์แห้งและปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดสูงสุดที่เลี้ยงใน

ความเข้มข้นของแอมโมเนียมคลอไรด์ต่อผงชูรสที่แตกต่างกัน  โดยที่     

             น้ าหนักมวลเซลล์แห้งของเชื้อ A. latus สายพันธุ์ดั้งเดิม 

 ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A. latus สายพันธุ์ดั้งเดิม                                        

น้ าหนักมวลเซลล์แห้งของเชื้อ A. latus ที่ผ่านการกลายซ้ า                                           

ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A. latus ที่ผ่านการกลายซ้ า 
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บทท่ี 5 

สรุปผลกำรวิจัย 
 

 จากการศึกษาการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ Alcaligenes latus TISTR 1403 ที่ผ่าน

การกลายซ้ า และ Alcaligenes latus TISTR 1403  สายพันธุ์ดั้งเดิม  โดยเติมหัวเชื้อเริ่มต้นร้อยละ 7 ของ

อาหารลงในแต่ละชุดการทดลอง  ปรับค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 7.0  ท าการเลี้ยงที่อุณหภูมิห้องบนเครื่อง

เขย่าความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที  เป็นระยะเวลา 72 ชั่วโมง  เก็บตัวอย่าง ทุก 24 ชั่วโมง  สามารถสรุปผล

การศึกษาได้ดังนี้  

 1. จากการคัดเลือกสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมทั้ง 3 สูตรต่อการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต  

พบว่า A. latus TISTR 1403  ที่ผ่านการกลายซ้ า  มีการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้สูงสุดในสูตรอาหาร

ที่ 2  เท่ากับ 1.73 กรัมต่อลิตร  และสามารถผลิตมวลเซลล์แห้งได้เท่ากับ 1.87 กรัมต่อลิตร  คิดเป็นร้อยละ 

92.51 ของน้ าหนักมวลเซลล์แห้ง  และ A. latus TISTR 1403  สายพันธุ์ดั้งเดิม  มีปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัล

คาโนเอตได้สูงสุดในสูตรอาหารที่ 3 เท่ากับ 1.53 กรัมต่อลิตร  และสามารถผลิตมวลเซลล์แห้งได้เท่ากับ 1.70 

กรัมต่อลิตร  คิดเป็นร้อยละ 90.00 ของน้ าหนักมวลเซลล์แห้ง  

 2. การศึกษาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนชนิดน้ ามันถั่วเหลืองที่เหมาะสมต่อการผลิตพอลิไฮด

รอกซีอัลคาโนเอต  พบว่า A. latus TISTR 1403 ที่ผ่านการกลายซ้ า และ A. latus TISTR 1403 สายพันธุ์

ดั้งเดิม  มีการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้สูงสุดในน้ ามันถั่วเหลืองความเข้มข้น 40 กรัมต่อลิตร  ซึ่งเชื้อที่

ผ่านการกลายซ้ ามีปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดเท่ากับ 1.93 กรัมต่อลิตร  และสามารถผลิตมวล

เซลล์แห้งได้เท่ากับ 2.43  กรัมต่อลิตร  คิดเป็นร้อยละ 79.42 ของน้ าหนักมวลเซลล์แห้ง  และเชื้อสายพันธุ์

ดั้งเดิม  มีปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดเท่ากับ 1.40 กรัมต่อลิตร  และสามารถผลิตมวลเซลล์แห้งได้

เท่ากับ 2.00 กรัมต่อลิตร  คิดเป็นร้อยละ 70.00 ของน้ าหนักมวลเซลล์แห้ง 

 3.  การศึกษาแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต  พบว่า A. latus 

TISTR 1403  ที่ผ่านการกลายซ้ า และ A. latus TISTR 1403 สายพันธุ์ดั้งเดิม  มีการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคา

โนเอตได้สูงสุดในน้ ามันถั่วเหลืองความเข้มข้น 40 กรัมต่อลิตรและผงชูรสความเข้มข้น 0.5 กรัมต่อลิตร  ซึ่งเชื้อ

ที่ผ่านการกลายซ้ ามีปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดเท่ากับ 2.63 กรัมต่อลิตร และสามารถผลิตมวล

เซลล์แห้งได้เท่ากับ 3.47 กรัมต่อลิตร  คิดเป็นร้อยละ 75.79 ของน้ าหนักมวลเซลล์แห้ง และเชื้อสายพันธุ์

ดั้งเดิม  มีปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดเท่ากับ 1.40 กรัมต่อลิตร  และสามารถผลิตมวลเซลล์แห้งได้

เท่ากับ 1.66 กรัมต่อลิตร  คิดเป็นร้อยละ 75.79 ของน้ าหนักมวลเซลล์แห้ง  
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 4. การศึกษาความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนชนิดผงชูรสที่เหมาะสมต่อการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัล

คาโนเอต  พบว่า A. latus TISTR 1403  ที่ผ่านการกลายซ้ า และ A. latus TISTR 1403 สายพันธุ์ดั้งเดิม  มี

การผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้สูงสุด  ในผงชูรสซึ่งเป็นแหล่งไนโตเจนความเข้มข้น 2  กรัมต่อลิตร  ซึ่ง

เชื้อที่ผ่านการกลายซ้ า มีปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดเท่ากับ 3.10 กรัมต่อลิตร  และสามารถผลิต

มวลเซลล์แห้งได้เท่ากับ 4.53 กรัมต่อลิตร  คิดเป็นร้อยละ 68.43 ของน้ าหนักมวลเซลล์แห้ง  และเชื้อสายพันธุ์

ดั้งเดิม  มีปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดเท่ากับ 1.30 กรัมต่อลิตร  และสามารถผลิตมวลเซลล์แห้งได้

เท่ากับ 2.37 กรัมต่อลิตร  คิดเป็นร้อยละ 54.85 ของน้ าหนักมวลเซลล์แห้ง 

 5. การศึกษาความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนชนิดแอมโมเนียมคลอไรด์ร่วมกับผงชูรสที่เหมาะสม

ต่อการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต  พบว่า A. latus TISTR 1403  ที่ผ่านการกลายซ้ า  และ A. latus 

TISTR 1403 สายพันธุ์ดั้งเดิม  มีการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้สูงสุดเมื่อใช้แอมโมเนียมคลอไรด์ต่อผงชู

รสความเข้มข้น 0.25 และ 2  กรัมต่อลิตร ตามล าดับ  ซึ่งเชื้อที่ผ่านการกลายซ้ า  มีปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัล

คาโนเอตสูงสุดเท่ากับ 4.10 กรัมต่อลิตร  และสามารถผลิตมวลเซลล์แห้งได้เท่ากับ 5.90 กรัมต่อลิตร  คิดเป็น

ร้อยละ 69.49 ของน้ าหนักมวลเซลล์แห้ง  และเชื้อสายพันธุ์ดั้งเดิม  มีปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุด

เท่ากับ 2.77 กรัมต่อลิตร  และสามารถผลิตมวลเซลล์แห้งได้เท่ากับ 4.40 กรัมต่อลิตร  คิดเป็นร้อยละ 62.95 

ของน้ าหนักมวลเซลล์แห้ง เมื่อใช้แอมโมเนียมคลอไรด์ต่อผงชูรสในอัตราส่วน  0.25:2 กรัมต่อลิตร  เป็น

อัตราส่วนที่เหมาะสมท าให้สามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตเพ่ิมมากขึ้น  อีกทั้งเมื่อใช้แอมโมเนียมคลอ

ไรด์ร่วมกับผงชูรสยังสามารถช่วยลดต้นทุนในการผลิตได้เพราะแอมโมเนียมคลอไรด์มีราคาต้นทุนที่สูงกว่าผงชู

รส  โดยที่ความเข้มข้นของแอมโมเนียมคลอไรด์ต่อผงชูรส  0.10:2 , 0.5:1 , 0.5:0.5 และ 0.5:2  พบว่า  เชื้อ

ทั้ง 2 ชนิด  สามารถผลิตปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตและมวลเซลล์แห้งแตกต่างกัน   
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ภำคผนวก ก 

สูตรอำหำรเลี้ยงเชื้อ 

 

1.  องค์ประกอบของสูตรอำหำรเลี้ยงเชื้อสูตรที่ 1 

Fructose   20     กรัมต่อลิตร 
CaCl2    0.01    กรัมต่อลิตร 
KH2PO4    2.30     กรัมต่อลิตร 
Ferric citrate    0.05     กรมัต่อลิตร           
MgSO4·7H2O    0.50     กรัมต่อลิตร 
NaHCO3      0.50     กรัมต่อลิตร 
Na2HPO4      2.30     กรัมต่อลิตร 
NH4Cl             0.50     กรัมต่อลิตร 
Trace elements   5     มิลลิกรัมต่อลิตร 

ส่วนประกอบ  Trace elements 

ZnSO4∙7H2O  0.01        กรัมต่อลิตร  

MnCl2∙4H2O  0.003        กรัมต่อลิตร  
H3BO4            0.003         กรัมต่อลิตร  

CoCl2∙7H2O      0.02         กรัมต่อลิตร  

CuCl2∙2H2O     0.001        กรัมต่อลิตร  

NiCl2∙6H2O    0.002         กรัมต่อลิตร  

NaMO4∙2H2O  0.003         กรัมต่อลิตร 

2.  องค์ประกอบของสูตรอำหำรเลี้ยงเชื้อสูตรที่ 2 

Soybean  oil 20          กรัมต่อลิตร 
CaCl2      0.01       กรัมต่อลิตร 
KH2PO4     2.30       กรัมต่อลิตร 
Ferric citrate    0.05       กรัมต่อลิตร           
MgSO4·7H2O     0.50       กรัมต่อลิตร 
NaHCO3    0.50       กรัมต่อลิตร 
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Na2HPO4    2.30       กรัมต่อลิตร 
NH4Cl             0.50       กรัมต่อลิตร 
Trace elements    5         มิลลิกรัมต่อลิตร 

 
ส่วนประกอบ  Trace elements 

ZnSO4∙7H2O  0.01      กรัมต่อลิตร  

MnCl2∙4H2O  0.003    กรัมต่อลิตร  
H3BO4    0.003    กรัมต่อลิตร  

CoCl2∙7H2O      0.02      กรัมต่อลิตร  

CuCl2∙2H2O     0.001     กรัมต่อลิตร  

NiCl2∙6H2O    0.002      กรัมต่อลิตร  

NaMO4∙2H2O  0.003    กรัมต่อลิตร 

3.  องค์ประกอบของสูตรอำหำรเลี้ยงเชื้อสูตรที่ 3 

Soybean  oil 20          กรัมต่อลิตร 
KH2PO4    1.50       กรัมต่อลิตร 
MgSO4·7H2O    0.2         กรัมต่อลิตร 
Na2HPO4   9.0         กรัมต่อลิตร 
(NH4)2SO4  1.00       กรัมต่อลิตร 
Trace elements  10      มลิลิกรัมต่อลิตร 

 
ส่วนประกอบ  Trace elements 

H3BO3    0.3         กรัมต่อลิตร 

CoCl2∙6H2O   0.02       กรัมต่อลิตร  

ZnSO4∙7H2O 0.01       กรัมต่อลิตร 

MnSO4∙4-5H2O 0.03       กรัมต่อลิตร 

(NH4)6Mo7O24∙4H2O  0.03     กรัมต่อลิตร 

NiCl2∙6H2O          0.002    กรัมต่อลิตร  

CuSO4∙5H2O         0.003   กรัมต่อลิตร 
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ภำคผนวก ข 

กำรวิเครำะห์ 

1.  วัดค่ำกำรดูดกลืนแสง (Absorbance) 

               วัดค่าการดูดกลืนแสง โดยเจือจางตัวอย่าง 10 เท่า (ตัวอย่าง 1 มิลลิลิตรกับน้ า

กลั่น 9 มิลลิลิตร) ผสมให้เข้ากัน จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นา

โนเมตร 

ค่าการดูดกลืนแสง = ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร x อัตราการเจือ

จาง 

2.  วิเครำะห์น้ ำหนักเซลล์แห้ง (Dry cell weight, DCW)  
               น าตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร  ใส่ในหลอดปั่นเหวี่ยง (ผ่านการอบแห้งและชั่งน้ าหนัก) 
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เท
ส่วนใสทิ้งเติมน้ ากลั่นปริมาตร 1 มิลลิลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที
เป็นเวลา 10 นาทีอีกครั้งเพ่ือเป็นการล้างเซลล์  จากนั้นน าตะกอนเซลล์ไปอบแห้งที่อุณหภูมิ 
80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จึงน ามาชั่งน้ าหนัก  น้ าหนักท่ีได้จากการชั่งหลอดที่มี
ส่วนของตะกอนเซลล์แห้งอยู่ลบด้วยน้ าหนักของหลอดเปล่า  จะได้ค่าน้ าหนักเซลล์แห้งที่
แท้จริงของแบคทีเรีย  

มวลเซลล์แห้ง (กรัม/ลิตร) = (เซลล์ + น้ าหนักหลอด) –น้ าหนักหลอด 

3.  วิเครำะห์ปริมำณพอลีไฮดรอกซีอัลคำดนเอตโดยวิธี Gravimetric method (Kim 
และคณะ, 1994)  

               น าตัวอย่างมาปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ใส่ในหลอดส าหรับปั่นเหวี่ยงขนาด 1.5 
มิลลิลิตร ที่อบข้ามคืนและรู้ค่าน้ าหนักหลอดเปล่า  จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที แล้วเทส่วนใสทิ้ง  ท าการล้างเซลล์ด้วยน้ ากลั่น
ทั้งหมด 3 ครั้ง  จากนั้นเติมสารละลายโซเดียมโดดิซิลซัลเฟต (SDS) ความเข้มข้นร้อยละ 1 
ปริมาตร 1.2 มิลลิลิตร  พร้อมทั้งผสมให้เข้ากัน จากนั้นน าไปต้มในอ่างควบคุมอุณหภูมิ 55 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที และน าไปปั่นเหวี่ยงในความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 10 นาที  จากนั้นใส่สารละลายโซเดียมไฮเปอร์คลอไรด์ (ทางการค้ามีส่วนผสมของ
คลอรีนร้อยละ 6) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ลงไปล้างส่วนของตะกอนที่ได้และน าไปปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที  ล้างเซลล์ที่ได้ด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 1.2 
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มิลลิลิตรจ านวน 2 ครั้ง  น าไปปั่นเหวี่ยงในความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 
เทส่วนใสทิ้ง  โดยตะกอนเซลล์สุดท้ายน าไปอบแห้งที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง จึงน ามาชั่งน้ าหนัก  น้ าหนักท่ีได้จากการชั่งหลอดที่มีส่วนของตะกอนอยู่น าไปลบ
ด้วยน้ าหนักหลอดเปล่า จะได้ค่าน้ าหนักที่แท้จริงของปริมาณพลาสติกชนิดพอลิไฮดรอกซีอัล
คาโนเอตที่แบคทีเรียผลิตได้  
 

ปริมาณ PHAs (กรัม/ลิตร) = (PHAs + น้ าหนักหลอด) – น้ าหนักหลอดเปล่า 
 

ร้อยละการสะสม PHAs (% PHAs กรัม/ลิตร)    =    ปริมาณ PHAs x 100 
                                                                                   ค่ามวลเซลล์แห้ง 
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