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บทคัดย่อ 
 

 .การวิจัยครั้งนี้ท าข้ึนเพื่อศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต ( PHB) 
ของเชื้อ Alcaligenes latus TISTR 1403/-2AA ด้วยการเหนี่ยวน าให้เกิดการกลายและหาสภาวะที่
เหมาะสมต่อการเจริญและผลิตผลิตภัณฑ์ ซึ่งพบว่า การเหนี่ยวน าซ้ าด้วยรังสีเหนือม่วงร่วมกับสาร 2-อะมิโน
แอนทราซีน 2 ครั้ง ตามด้วยสารอะคริฟลาวิน (Acriflavin) ท าให้เชื้อสามารถเจริญและผลิต PHB ได้สูงสุด 
รวมถึง เมื่อมีการปรับสภาวะการเพาะเลี้ยงด้วยการเลือกใช้สูตรอาหาร DSMZ catalogue ดัดแปลงโดยใช้
กากน้ าตาล 30 กรัมต่อลิตร น้ าแช่ข้าวโพด 4 กรัมต่อลิตร และโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 2.5 กรัมต่อ
ลิตร เป็นสภาวะที่ดีที่สุด สามารถผลิตมวลเซลล์แห้งและ PHB ได้เท่ากับ 15.62±0.00 และ 9.73±0.06 กรัม
ต่อลิตร ตามล าดับ และเมื่อขยายขนาดการเพาะเลี้ยงไปสู่ระดับถังปฏิกรณ์ชีวภาพ ด้วยการเพาะเลี้ยงแบบกะ
และเติมกะ สามารถผลิต PHB ได้เพ่ิมข้ึน 11.83±0.29 และ 32.20±0.10 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ 

 

Abstract 

 

 This research was to study increasing efficiency PHB production of Alcaligenes latus 
TISTR 1403/-2AA by induction and optimize growth and produce condition. Found that 
repeat induction with Ultraviolet and 2AA two time and then induce with acriflavin can gave 
that best growth and PHB production isolate, When adjust culture condition by using DSMZ 
calalogue that modified to using 30 g/l molasses 4 g/l corn steep liquor and 2.5 potassium 
dihydrogen phosphate are the best condition can produce cell mass and PHB to 15.62±0.00 
and 9.73±0.06 g/l, respectively. And when upscale to fermentor with batch and fed-batch 
cultivation can increasing PHB production to11.83±0.29 and 32.20±0.10 g/l, respectively. 
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มวลเซลล์แห้ง ปริมาณ PHB สูงสุด และร้อยละปริมาณการสะสม PHB ภายใน 
เซลล์ ของเชื้อทั้งสองสายพันธุ์ที่เลี้ยงในสูตรอาหารที่ความเข้มข้นของโพแทส 
เซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตแตกต่างกัน 
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ผลิตภัณฑ์ของเชื้อทั้งสองสายพันธุ์ที่เลี้ยงในสูตรอาหารที่ความเข้มข้นของ 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตแตกต่างกัน 
การเปลี่ยนแปลงของมวลเซลล์แห้งและปริมาณน้ าตาลทั้งหมดของเชื้อสายพันธุ์ 
กลายซ้ า ที่เพาะเลี้ยงแบบกะในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
การเปลี่ยนแปลงของมวลเซลล์แห้งและปริมาณน้ าตาลทั้งหมดของเชื้อสายพันธุ์เดิม  
ที่เพาะเลี้ยงแบบกะในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
การเปลี่ยนแปลงของมวลเซลล์แห้งและปริมาณน้ าตาลทั้งหมดของเชื้อสายพันธุ์ 
กลายซ้ า ที่เพาะเลี้ยงแบบเติมกะในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
การเปลี่ยนแปลงของมวลเซลล์แห้งและปริมาณน้ าตาลทั้งหมดของเชื้อสายพันธุ์เดิม  
ที่เพาะเลี้ยงแบบเติมกะในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
ปริมาณ PHB ที่ผลิตได้ภายในเซลล์ของเชื้อทั้งสองสายพันธุ์โดยเปรียบเทียบ 
กับสารมาตรฐาน PHB จาก Aldrich 
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บทที่ 1 

บทน า 
 

ความส าคัญและที่มาของปัญหาที่ท างานวิจัย 

ปัจจุบันผลิตภัณฑ์พลาสติกได้เข้ามามีบทบาทต่อชีวิตประจ าวันของมนุษย์เป็นอันมาก โดย
การน ามาใช้ในการผลิตเป็นอุปกรณ์เครื่องใช้ต่างๆ  เนื่องจากมีความคงทน แข็งแรง น้ าหนักเบา ราคา
ถูก และสามารถปรับแต่งให้มีลักษณะตามต้องการได้ โดย การใช้เม็ดพลาสติกซ่ึงเป็นผลพลอยได้จาก
อุตสาหกรรมปิโตรเคมี ซึ่ง สามารถท าได้อย่างรวดเร็วปริมาณมากและต้นทุนที่ต่ า จากรายงาน
ประมาณการผลิตพลาสติกท่ัวโลกใน 1 ปี มีการผลิตมากกว่า 100 ล้านตัน จึงท าให้เกิดขยะพลาสติก
เป็นจ านวนมาก แม้ว่าขยะพลาสติกบางส่วนสามารถน ามาแปรรูปกลับมาใช้ใหม่ได้ แต่พบว่า
กระบวนการในการน ากลับไปใช้ใหม่นี้ยังไม่สมบูรณ์ เนื่องจากยังต้องใช้พลังงานความร้อนสูงในการน า
พลาสติกกลับมาใช้ใหม่ อีกท้ังในกระบวนการผลิตจะเกิดการปลดปล่อยสารพิษออกมาด้วย ขยะ
พลาสติกในส่วนที่เหลือก็เป็นปัญหาใหญ่ในการก าจัดเพราะใช้เวลาในการย่อยสลายนาน ซ่ึงส่งผล
กระทบต่อสิ่งแวดล้อมเป็นอันมากโดยเฉพาะการเผาซึ่งส่งผลต่อภาวะโลกร้อน เช่น ถุงพลาสติก 1 ใบ 
ต้องใช้เวลาย่อยสลายถึง 450 ปี หากน าไปเผาก็จะท าให้เกิดสารประกอบไฮโดรคาร์บอนซึ่งท าให้เกิด
มลภาวะต่อโลกท าให้โลกร้อนข้ึน ดังนั้นในปัจจุบันนี้จะเห็นได้ว่าพลาสติกชีวภาพ ซึ่งเป็นพลาสติกท่ี
ผลิตจากวัตถุดิบธรรมชาติที่ได้จากการหมักน้ าตาลจากพืชด้วยจุลินทรีย์ ที่มีคุณสมบัติต่างๆ ในการ
น าไปใช้ประโยชน์ได้เช่นเดียวกับพลาสติกสังเคราะห์ สามารถแบ่งออกได้หลายกลุ่ม เช่น พอลิไฮดรอก
ซีอัลคาโนเอต ( Polyhydroxyalkanoate, PHAs) พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต ( Polyhydroxybutyrate, 
PHB) พอลิบิวทิวซัคซิเนต (Polybutylsaccinate, PBS)  และพอลิแลคไทค์ (Polylactide, PLA) เป็น
ต้น พลาสติกชีวภาพเหล่านี้มีข้อดีนอกจากจะย่อยสลายง่าย  เมื่อมีการจัดการให้ อยู่ในสภาวะที่
เหมาะสมคือมีแบคทีเรียและเอนไซม์เข้ามาย่อยสลาย ไม่ทิ้งสารตกค้างที่เป็นอันตรายต่อสิ่งแวดล้อม 
ซึ่งเป็นการช่วยป้องกันหรือลดอุณหภูมิของโลกลงและเป็นการประหยัดทรัพยากรน้ ามัน อีกท้ังยังเป็น
มิตรต่อสุขภาพของผู้บริโภค ทั้งนี้เนื่องจากพลาสติกชีวภาพ จะไม่ปล่อยสารเคมีที่เป็นพิษต่อร่างกายซึ่ง
มักก่อให้เกิดมะเร็งในระยะยาวอีกด้วย จากเหตุผลดังกล่าวจึงท าให้มีการน าพลาสติกชีวภาพมาใช้กัน
อย่างแพร่หลายโดยเฉพาะด้านบรรจุภัณฑ์ส าหรับอาหารเพื่อบรรจุสินค้าทางการเกษตร เช่น ผักและ
ผลไม้ ถุงใส่ของ  กล่องใส่อาหารสดและถ้วยกาแฟ ซึ่งอาจมีการใช้พลาสติกชีวภาพร่วมกับกระดาษ  
รวมทั้งใช้เป็นแคปซูลบรรจุยา ส าหรับประเทศไทยมีปัญหาหลัก คือ ต้นทุนค่าใช้จ่ายสูง เมื่อ
เปรียบเทียบกับต้นทุนการผลิตพลาสติกสังเคราะห์ที่ได้จากอุตสาหกรรมปิโตรเคมี แตป่ระเทศไทยมี
ศักยภาพพอในการผลิตพลาสติกชีวภาพ ทั้งนี้เนื่องจากมีแหล่งวัตถุดิบ มากมายและมีราคาถูก ซึ่ง
วัตถุดิบดังกล่าวได้จากภาคเกษตรและภาคอุตสาหกรรมเกษตรหลายชนิด ที่สามารถน ามาใช้เป็นสาร
ตั้งต้น เพื่อการผลิตพลาสติกชีวภาพได้ เช่น มันส าปะหลัง อ้อย ปาล์ม หรือของเหลือทิ้งจากโรงงาน
อุตสาหกรรม เช่น กากมันส าปะหลัง กากชานอ้อย กากปาล์ม และส่วนเหลือทิ้งจากการผลิตไบโอ
ดีเซลของปาล์ม เป็นต้น  ซึ่งเป็นการสร้างมูลค่าเพ่ิมให้กับผลผลิตทางการเกษตร และอุตสาหกรรม
เกษตรที่มีอยู่ในประเทศ อีกทั้งยัง เป็นการลดปริมาณการน าเข้าวัตถุดิบเพ่ือใช้ในการผลิตพลาสติก
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ชีวภาพจากต่างประเทศ และเป็นการสร้างเทคโนโลยีทีเกิดขึ้นเองภายใน ประเทศ เพื่อเป็นทางเลือกที่
ส าคัญในการปรับเปลี่ยนโครงสร้างอุตสาหกรรมพลาสติกสังเคราะห์ให้เป็นผลิตภัณฑ์พลาสติกชีวภาพ 
ที่จะมีผลต่ออุตสาหกรรมภายในประเทศด้วย เช่น อุตสาหกรรมเส้นใยสิ่งทอ อุตสาหกรรมยานยนต์ 
อุตสาหกรรมอิเล็กทรอนิกส์ อุตสาหกรรมพลาสติก ชิ้นส่วนอุปกรณ์ไฟฟ้า  และบรรจุภัณฑ์ต่าง ๆ  เป็น
ต้น  ส าหรับในการวิจัยครั้งนี้จะมุ่งเน้นในพืชกลุ่มมันส าปะหลังเป็นหลัก พบว่าแป้งมันส าปะหลังและ
กากมันส าปะหลังมีศักยภาพในการน ามาใช้เป็นสารตั้งต้นในการผลิตสารชีวภาพต่างๆ ได้ เช่น น้ าตาล 
เอ็นไซม์ กรดอินทรีย์ และพลาสติกชีวภาพ เป็นต้น ( Padey, 2000) เช่นเดียวกับ Sriroth และคณะ 
(2000) พบว่าในองค์ประกอบของกากมันส าปะหลังมีสารอาหารหลงเหลืออยู่สูง โดยเฉพาะแหล่ง
คาร์บอนจากแป้งเกาะติดและกลุ่มเซลลูโลสซึ่งเพียงพอต่อการสร้างผลิตภัณฑ์ของจุลินทรีย์ได้ ส าหรับ
แนวทางการวิจัยแบ่งเป็นสามส่วน ซึ่งได้แก่ การคัดเลือกเพ่ือหาแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิต
พอลิเมอร์ที่ย่อยสลายได้ และท าการปรับปรุงพันธุ์โดยใช้วิธีการเหนี่ยวน าให้เกิดการกลายพันธุ์ เพ่ือ
เพ่ิมความสามารถในการผลิตพลาสติกชีวภาพให้สูงขึ้นตลอดจนท าการตรวจสอบชนิดของพลาสติก
ชีวภาพในเบื้องต้น การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการใช้สารอาหารราคาถูกโดยเฉพาะแป้งมัน
ส าปะหลัง มันเส้นหรือกากมันปะหลังเป็นแหล่งคาร์บอน พร้อมกับศึกษาปริมาณที่เหมาะสมของ
ไนโตรเจนและแร่ธาตุต่าง ๆ ที่จ าเป็นต่อการผลิตพลาสติกชีวภาพ ตลอดจน สภาวะทางกายภาพที่
เหมาะสมต่อการหมัก เช่น อุณหภูมิ ค่าความเป็นกรดด่าง ส่วนสุดท้ายจะเป็นการพัฒนาระบบการ
เลี้ยงที่เหมาะสมในถังหมัก กระบวนการสกัดและการแยกบริสุทธิ์ของพลาสติกชีวภาพที่ผลิตได้  

วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

1) เพ่ือการปรับปรุงพันธุ์แบคทีเรียในกลุ่ม Alcaligenes sp. ที่มีความสามารถในการผลิต
พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตด้วยรังสีแกมมา รังสีเหนือม่วงและสารเคมีก่อกลายพันธุ์  

2) เพ่ือปรับปรุงสภาวะการหมักที่เหมาะสมในการผลิตพลาสติกชีวภาพของเชื้อแบคทีเรีย ที่
ผ่านการปรับปรุงพันธุ์บนเครื่องเขย่า  

3) เพ่ือพัฒนาสภาวะการหมักและการควบคุมของการเลี้ยงแบคทีเรียที่ได้จากการคัดเลือก 
เพ่ือผลิตพลาสติกชีวภาพในระดับถังหมัก ตลอดจนการพัฒนาวิธีการสกัดและการแยก
บริสุทธิ์ที่มีประสิทธิภาพ 

ขอบเขตของโครงการวิจัย 

  โครงการวิจัยนี้ ประกอบด้วยงานการศึกษาวิจัยส าคัญ 3 ส่วน ดังนี้ 

ส่วนแรก     เป็นการปรับปรุงพันธุ์เชื้อแบคทีเรีย  Alcaligenes sp. เพ่ือเพ่ิม
ความสามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในปริมาณสูงที่ได้จากการเหนี่ยวน าให้เกิดการกลาย โดย
ใช้สารก่อการกลายพันธุ์ รังสีแกมม่าและรังสีเหนือม่วง โดยจะให้ความส าคัญกับการคัดเลือกแบคทีเรีย
ดังกล่าวโดยการเลี้ยงในอาหารสังเคราะห์ที่มีการใช้แหล่งคาร์บอนต่างต่าง ที่ผ่านการปรับสภาพโดย
การย่อยแป้งด้วยเอนไซม์  

ส่วนที่สอง    เป็นการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตพลาสติกชีวภาพของ
แบคทีเรียที่คัดเลือกได้ จากการเหนี่ยวน าให้เกิดการกลายพันธุ์ด้วยสารก่อกลายพันธุ์และรังสี รังสีและ
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สารเคมี โดยการเลี้ยงบนเครื่องเขย่าโดยจะให้ความส าคัญกับการศึกษา แหล่งคาร์บอนต่างๆ เช่น แป้ง
มันส าปะหลัง  กากมันส าปะหลังและมันเส้น ซึ่งผ่านกระบวนการการย่อยสลายด้วยเอนไซม์   ความ
เข้มข้นที่เหมาะสมของแหล่งคาร์บอน ชนิดและระดับความเข้มข้นที่เหมาะสมของแหล่งไนโตรเจน 
สัดส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่เหมาะสม ชนิดของแร่ธาตุและการจ ากัดปริมาณแร่ธาตุ รวมทั้ง
คุณสมบัติทางกายภาพ ได้แก่ ค่าความเป็นกรดเป็นด่างเริ่มต้นที่เหมาะสม และ อุณหภูมิการหมัก 

ส่วนที่สาม     เป็นการพัฒนาสภาวะการเลี้ยงในถังหมัก เพื่อน ามาใช้ประโยชน์ในการ
พัฒนาการหมักในระดับถังหมักและการใช้ประโยชน์ในเชิงอุตสาหกรรมอันจะเป็นการสนับสนุนการ
สร้างมูลค่าเพ่ิมให้กับกากมันส าปะหลังซึ่งเป็นของเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตแป้งมันส าปะหลัง  โดย
จะให้ความส าคัญกับการศึกษาระบบการหมัก 2 แบบ คือการหมักแบบเบ็ดเสร็จ ( batch 
fermentation) และระบบการหมักแบบกึ่งเบ็ดเสร็จ ( fed batch fermentation) โดยศึกษาระบบ
การกวน อัตราการกวน การให้อากาศและการควบคุมความเป็นกรดเป็นด่างที่เหมาะสม   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

บทที่ 2 

เอกสารประกอบการวิจัย 
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พลาสติกท่ีสามารถย่อยสลายได้ ( Biodegradable plastic) หรือพลาสติกชีวภาพ 

(Bioplastic) เป็นพลาสติกท่ีสามารถย่อยสลายได้ในธรรมชาติ ซึ่งผลิตได้จากแหล่งวัตถุดิบที่สามารถ
ผลิตขึ้นมาทดแทนได้ ( renewable resource) ในกระบวนการผลิต โดยให้พลาสติกที่มีคุณสมบัติ
ใกล้เคียงหรือเทียบเท่าพลาสติกสังเคราะห์ซึ่งเป็นผลพลอยได้จากอุตสาหกรรมปิโตรเคมี  แต่มีข้อดีคือ
สามารถย่อยสลายได้เม่ืออยู่ในสภาวะที่เหมาะสม ซึ่งเป็นสิ่งส าคัญท่ีจะช่วยลดปัญหาของขยะพลาสติก
ได้สูง ส าหรับพลาสติกชีวภาพที่ผลิตจากจุลินทรีย์มีหลายชนิดแต่มีเพียง 2 ชนิดที่ได้รับความสนใจ 
ได้แก่ พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต ( Polyhydroxyalkanoate, PHAs)  และ พอลิแลคไทค์ 
(Polylactide, PLA)  โดยเฉพาะกลุ่มพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต หรือเรียกโดยทั่วไปว่า พลาสติก 
PHAs ได้รับความสนใจสูง เนื่องจากผลิตภัณฑ์เม็ดพลาสติกท่ีจุลินทรีย์สร้างขึ้นภายในเซลล์สามารถทน
ความร้อนได้ดีเมื่อน ามาขึ้นรูป สามารถน าไปใช้ทดแทนพลาสติกสังเคราะห์ในกลุ่มพอลิโพรไพลีน  
(Polypropylene, PP) (Hocking and Marchessault, 1994) ส่วนพลาสติกชนิดพอลิแลคไทค์ 
พบว่า มีคุณสมบัติของฟิล์มเหมาะส าหรับใช้ทดแทนพลาสติกสังเคราะห์ชนิดพอลีเอสทิลีน ( PE) และ
พอลิเอทธิลีนเทเรฟทาเลต (Polyethylene terephthalate, PET) ได้  ส าหรับการผลิตพลาสติก
ชีวภาพทั้งสองชนิดนี้ของจุลินทรีย์จะใช้วัตถุดิบจากแป้ง น้ าตาลหรือกรดไขมันเป็นสารตั้งต้นที่ส าคัญ
ในการสร้างผลิตภัณฑ์ นอกจากนี้ในปัจจุบันได้มีงานวิจัยที่มีการน าวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรหรือ
อุตสาหกรรมเกษตรมาใช้เป็นวัตถุดิบทดแทนอีกด้วย เช่น วัสดุเหลือทิ้งจากการสกัดน้ ามันมะกอก 
(Martinez, et al., 1995) วัสดุเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมอาหาร (Yu, et al., 1998) กากน้ าตาลจาก
อ้อย (Gouda, et al., 2001)  กลีเซอรอลจากโรงงานผลิตน้ ามันปาล์ม (Hassan, et al., 1996) น้ าทิ้ง
จากโรงงานแป้ง (Haas, et al., 2008) น้ าทิ้งโรงงานผลิตน้ ามันมะกอก ( Dionisi, et al., 2005) และ
น้ าทิ้งโรงงานปาล์มน้ ามัน (Alias and Tan, 2005) เป็นต้น ซึ่งเป็นการลดต้นทุนการผลิตลง เนื่องจาก
พบว่าในการผลิตพลาสติก PHAs นั้นมีต้นทุนของวัตถุดิบและค่าใช้จ่ายในการท าให้บริสุทธิ์สูง จึงต้องมี
การคัดเลือกและปรับปรุงจุลินทรีย์ให้มีความสามารถสร้างผลิตภัณฑ์ได้สูง และใช้วัตถุดิบที่มีราคาถูก
เพ่ือลดค่าใช้จ่ายให้ต่ าที่สุด ในการสร้างผลิตภัณฑ์ของจุลินทรีย์แต่ละชนิดมีความสามารถในการสร้าง
เอนไซม์ ซึ่งเป็นตัวกลางส าคัญน าไปสู่การสร้างผลิตภัณฑ์ที่มีความแตกต่างกัน โดยมีสารอาหารเป็น
ปัจจัยภายนอกที่ส าคัญและมีผลต่อการสร้างเอนไซม์แต่ละชนิดของจุลินทรีย์ด้วย เช่น แหล่งคาร์บอน 
แหล่งไนโตรเจน วิตามินและเกลือแร่ รวมทั้ง สารบางชนิดที่สามารถเหนี่ยวน าให้จุลินทรีย์สร้าง
เอนไซม์ต่างๆ ได้แก่ กลุ่มโคเอนไซม์หรือโคแฟคเตอร์ นอกจากนี้ปัจจัยทางกายภาพก็เป็นปัจจัยส าคัญ
ที่มีผลต่อการสร้างผลิตภัณฑ์ของจุลินทรีย์ เช่น อุณหภูมิในการหมัก ความเป็นกรดเป็นด่างของอาหาร
เลี้ยงเชื้อ การให้อากาศ และการกวน เป็นต้น โดยทั่วไปส่วนประกอบของอาหารที่ใช้เลี้ยงจุลินทรีย์มี
ผลโดยตรงต่อชนิดและปริมาณการสร้างผลิตภัณฑ์ โดยอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์
ต้องมีส่วนประกอบส าคัญ 4 ส่วน คือ เป็นอาหารที่มีแร่ธาตุและสารอาหารที่จ าเป็นต่อการเจริญและ
ให้พลังงาน เป็นอาหารที่มีความสมดุลย์ของธาตุอาหารเพื่อความเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ เป็น
อาหารที่มีค่าความเป็นกรดเป็นด่างที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์และเป็นอาหารที่
สร้างสารเหนี่ยวน าให้ปฏิกิริยาของเอนไซม์เกิดข้ึนได้ดี ( Wiseman, 1995) ส าหรับการสังเคราะห์
พลาสติก PHAs ซึ่งเป็นกลุ่มสารพอลิเอสเทอร์ที่ประกอบด้วยมอนอเมอร์ของ (R)-3HA ซึ่งเป็นสารที่
อยู่ในรูป R-Configuration ท าให้มีความจ าเพาะของสเตอริโอไอโซเมอร์ในการสังเคราะห์พอลิเมอร์



5 
 

ของเอนไซม์  PHA synthase (Sudesh et al., 2000)  ในการสังเคราะห์ PHAs ชนิดต่าง ๆ จะมี
เอนไซม์  PHA synthase เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาในแต่ละขั้นตอน  ลักษณะในการสะสมพลาสติก PHAs 
ในเซลล์นั้นจะมีเอนไซม์อยู่รอบๆ พื้นผิวของ PHA granule นอกจากนี้ยังมีโปรตีน phasin และ 
โปรตีนที่เป็นตัวควบคุมแบบจ าเพาะ (specific regulator protein) ซึ่งมีความส าคัญเก่ียวข้องกับการ
สังเคราะห์พลาสติกโดยตรง และในการสังเคราะห์จะมีเอนไซม์ที่ท าให้ผลิตภัณฑ์มีความหลากหลาย 
ซึ่งมีความสัมพันธ์กับการเกิดสารที่มีน้ าหนักโมเลกุลสูง โดยมียีนมากกว่า 60 ชนิดที่เกี่ยวข้องกับการ
สังเคราะห์พลาสติกกลุ่ม PHAs ซึ่งในการสังเคราะห์พลาสติกชนิดพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรตหรือเรียกกัน
ทั่วไปว่า PHB ซึ่งจะเกี่ยวข้องกับตัวกลางในวัฏจักรเครปส์ (TCA cycle) โดยเริ่มจากอะซิติลโคเอนไซม์
เอ (acetyl-co A) ถูกเปลี่ยนเป็นอะซิโตอะซิติลโคเอนไซม์เอ (acetoacetyl-co A) และไฮดรอกซีบัวทิ
ริลโคเอนไซม์เอ ( hydroxybuacetyl-co A) โดยการท างานของเอนไซม์เบต้าคีโตไธโอเลส ( -
ketothiolase) และเอนไซม์อะซิโตอะซิติลโคเอรีดักเตส ( acetoacetyl-coA reductase) จากนั้นจึง
เกิดกระบวนการพอลิเมอร์ไรเซชั่น ( polymerization) ท าให้ไฮดรอกซีบัวทิริลโคเอนไซม์เอเปลี่ยนไป
เป็นพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรต โดยเอนไซม์  PHB synthase (Sudesh et al., 2000)  ในกรณีที่มีอะซิ
ติลโคเอนไซม์เอมากเกินไปจะส่งผลท าให้การสังเคราะห์ลดลงรวมถึงสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมก็
เป็นสาเหตุส าคัญต่อชนิดของ PHAs ได้ด้วยเช่นเดียวกัน (Luengo, et al., 2003) นอกจากนี้ยังพบว่า
มีปัจจัยอื่นที่เก่ียวข้องกับการผลิตพลาสติก PHAs  แต่ละชนิดได้แตกต่างกัน เช่น สายพันธุ์จุลินทรีย์ 
แหล่งสารอาหาร ออกซิเจน อุณหภูมิ และค่าความเป็นกรดด่าง เป็นต้น ( Anderson and Dawes, 
1990;  Grothe et al., 1999; Khanna and  Srivastana,2005 ; Silva, et al., 2004 ; Luengo, 
et al., 2003 ; Kasemsap and Wantawin, 2007)  

นอกจากนี้การใช้หลักการปรับปรุงพันธุ์จุลินทรีย์โดยวิธีการต่างๆ เช่น การใช้เทคนิตทาง
วิศวกรรมพันธุศาสตร์  การใช้สารก่อการกลายพันธุ์ การปรับปรุงพันธุ์ด้วยการฉายรังสีเป็นการเพ่ิมขีด
ความสามารถในการสร้างผลิตภัณฑ์ได้สูงขึ้นได้เช่นกัน ( Stanbury, et al., 1995) เช่นในการศึกษา
การเหนี่ยวน าเชื้อแบคทีเรียเพื่อผลิต PHB ได้แก่  Bacillus megaterium Y6, B. subtilis K8, B. 
sphaericus X3 และ  B. firmus G2 ให้เกิดการกลายพันธุ์โดยใช้สารเคมี acriflavi และ 5- 
bromourasil  พบว่า เชื้อแบคทีเรียที่ผ่านการเหนี่ยวน าให้เกิดการกลายพันธุ์สามารถผลิต PHB ได้
ปริมาณสูงกว่าสายพันธุ์ดั้งเดิม (Hikmet, et al.,2003) ส่วนรายงานของ Divyashree และคณะ 
(2009) ท าการเลี้ยงเชื้อ Bacillus flexus  โดยใช้ซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน จากนั้นน าเชื้อ B. flexus  
ที่ผ่านการเลี้ยงเป็นเวลา 48 ชั่วโมง มาฉายรังสีแกมมาที่ปริมาณรังสี 5 , 10, 20 และ 40 kGy พบว่า
เชื้อแบคทีเรียสามารถผลิต PHB ได้เพ่ิมข้ึนร้อยละ 45 ของน้ าหนักเซลล์เมื่อได้รับรังสีแกมมา (5-40 
kGy) และท าให้น้ าหนักโมเลกุลของ PHB เพ่ิมสูงขึ้นจาก 1.5 x105 ถึง 1.9  x 105 พร้อมทั้งยังเพ่ิม
ความทนแรงดึงจาก 18 ถึง 20 MPa  หลังจากได้รับรังสีปริมาณ 10 kGy  เป็นต้น  นอกจากนี้ใน
ปัจจุบันได้มีการน าเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมเข้ามาใช้ เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตพลาสติกชนิด
พอลีไฮดรอกซีบิวทิเรต โดยการ  over expression ยีน Pha ชนิดต่างๆ เช่น  การท า recombinant 
E.coli จากการตัดต่อยีน PhaC ของ  Pseudomonas sp. ที่เกี่ยวข้องกับการผลิต      mcl-PHA 
synthase เพื่อท าให้เกิดการสังเคราะห์พอลีไฮดรอกซีอัลคาโนเอตท่ีมีสายโซ่กลางขึ้น   
(Suriyamonkol et al., 2007)       
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  พลาสติกท่ีผลิตจากจุลินทรีย์ในกลุ่มพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต หรือพลาสติก PHAs เป็นอะ
ลิฟาติกพอลิเมอร์ธรรมชาติที่จุลินทรีย์ผลิตและเก็บสะสมไว้ภายในเซลล์ โดยท าหน้าที่เป็นแหล่ง
พลังงานส ารอง ซึ่งจะเกิดข้ึนในสภาวะที่ไม่สมดุลของสารอาหารในการเจริญของจุลินทรีย์   มีปริมาณ
สารอาหารที่จ าเป็น ( essential nutrient) เช่น ไนโตรเจน ออกซิเจน ฟอสฟอรัส หรือ แมกนีเซียม 
เป็นต้น อยู่ในปริมาณน้อย แต่มีปริมาณสารอาหารคาร์บอนสูงจึงเป็นผลให้เกิดการสะสมสารพลังงาน
สูงอยู่ในรูปพอลิเมอร์ ( Salehizadeh & Van Loosdrecht, 2004) ที่มีการสังเคราะห์โดยทาง
กระบวนการทางชีวภาพ สามารถแบ่งหมวดหมู่ตามความยาวของเส้นสายของกรดไฮดรอกซีอัลคา
โนอิต ( hydroxyalkanoic acids) คือ พอลิเมอร์สายสั้น ซึ่งจะประกอบด้วยหมู่อัลคิลที่มีคาร์บอน 2 
อะตอม ได้แก่ พลาสติกชนิดโฮโมพอลิเมอร์ เช่น พอลิไฮดรอกซีบิวทีเรต ( polyhydroxybutyrate, 
PHB) พอลิไฮดรอกซีวาเลอเรต (polyhydroxyvalerate, PHV)   และพลาสติกชนิดโคพอลิเมอร์ของ
พอลิไฮดรอกซีบิวทีเรตกับไฮดรอกซีวาเลอเรต (poly-3-hydroxy butyrate-co-3-
hydroxyvalerate, PHBV) (Chien et al., 2007)  ส่วนกลุ่มพอลิเมอร์ที่มีสายปานกลางซึ่งจะ
ประกอบด้วยหมู่อัลคิลไม่น้อยกว่า 3 อะตอม ได้แก่  พอลิไฮดรอกซีออกตาโนเอต ( poly-3-
hydroxyoctanoate, PHO) พอลิไฮดรอกซีโนนาโนเอต (poly-3-hydroxynonanoate, PHN)  เป็น
ต้น ชนิดของจุลินทรีย์ที่สามารถรผลิตพลาสติก  PHAs มีมากมายหลายกลุ่ม เช่น  แบคทีเรีย 
Ralstonia eutropha มีความสามารถในการผลิตพอลิเมอร์สายสั้นได้สูง (Lenz and Marchessault 
2005) ในขณะที่ Pseudomonas oleovorans  และ  Pseudomonads sensu จะผลิตพอลิเมอร์
สายปานกลางได้ดี (Timm and Steinbüchel 1990).  คุณสมบัติของพลาสติก PHAs แต่ละชนิดจะ
ขึ้นอยู่กับการรวมกันของชนิดและปริมาณหน่วยย่อยของโมโนเมอร์ของ 3-hyeoxy-acid (Ha) เช่น 
poly-3-hydroxybutyrate (PHB) ซึ่งพบว่ามีหน่วยย่อย HAs มีมากกว่า 80 ชนิด เป็นสารประกอบ
ของ PHAs โดยในการผลิตหน่วยย่อยจะข้ึนอยู่กับชนิดของจุลินทรีย์และแหล่งคาร์บอนเป็นหลัก 
(Madison and Huisman, 1999 ; Hazer and  Steinbüchel, 2007)   พลาสติกในกลุ่ม PHAs 
ได้รับความสนใจในวงการอุตสาหกรรมพลาสติกมากเนื่องจากมีคุณสมบัติทางเคมีและทางกายภาพ
ใกล้เคียงกับพอลิเมอร์สังเคราะห์ โดยเฉพาะอย่างพลาสติกชนิด พอลิไฮดรอกซีบิวทีเรตหรือเรียกกัน
ทั่วไปว่า พลาสติก PHB  ซึ่งมีคุณสมบัติสังเคราะห์ใกล้เคียงกับพลาสติกสังเคราะห์พอลิโพรพิลีน 
(polypropylene) ดังแสดงในตารางที่ 1 

ตารางท่ี 1   คุณสมบัติของพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรต  (PHB) และ โคพอลิเมอร์ของ พอลิไฮดรอกซีบิว
ทีเรตกับไฮดรอกซีวาเลอเรต  (PHBV) เปรียบเทียบกับพอลิโพรพิลีน (PP) (Ojumu et al., 2004) 
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จากตารางที่ 1 จะเห็นได้ว่าพลาสติก PHB มีความสามารถทนอุณหภูมิสูง โดยมีจุด
หลอมเหลวสูงถึง 180 องศาเซลเซียส และมีคุณสมบัติเป็นฟิล์มกันน้ าและความชื้นได้ดี แต่พบว่ามีค่า
เปอร์เซ็นต์การยืดตัวเมื่อขาดน้อยกว่าพลาสติก PP มาก แต่มีข้อดีคือสามารถย่อยสลายได้ง่าย เป็นผล
ท าให้พลาสติกชนิดนี้ได้รับความสนใจอย่างกว้างขวางในภาคอุตสาหกรรมและน ามาประยุกต์ใช้ใน
งานวิจัยต่างๆ ทั้งทางการแพทย์ และการเกษตร (Zhang et al., 2004)  

ในการผลิตพลาสติก PHB ของจุลินทรีย์ พบว่ามีจุลินทรีย์มากกว่า 20 ชนิด สามารถ
สังเคราะห์และสะสมพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรตไว้ภายในเซลล์ เช่น  Bacillus sp. Actinomycetes sp., 
Beijerinckia sp., Azospirillium sp., Chromatium sp., Chromobacterium sp., Chlorogloea 
sp., Hyphomicrobium sp., Ferrobacillus sp., Derxia sp.,  Rhodospirillium sp., 
Micrococcus sp., Lumpeopaedia sp.,  Streptomyces sp.,   Rhizobrium sp.,  Nocardia 
sp.,  Spirillium  sp. และ Sphaerotilus  sp. แต่จุลินทรีย์ที่นิยมใช้ในการศึกษาเพ่ือผลิตพอลิไฮด
รอกซีบิวทีเรตมีเพียง 4 ชนิดคือ  Alcaligenes sp., Azobacter sp.,   Pseudomonas 
sp.  และ Methylobacterium sp. โดยเชื้อที่นิยมน ามาใช้มากคือ  Alcaligenes eutrophus  หรือ
ที่รู้จักกันในชื่อ Ralstonia eutropha ซึ่งสามารถเจริญเติบโตได้ง่ายและสร้างพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรต
ได้ในปริมาณสูง (Kim et al., 2003)  Alcaligenes sp. เป็นแบคทีเรียประเภทแกรมลบมีรูปร่างเป็น
ท่อนกลมหรือกลม มีขนาด 0.5-1.0 x 0.5-2.6 ไมโครเมตร มีแฟลกเจลลา 1-8 เส้น โคโลนีมีลักษณะ
ไม่มีสี สามารถเจริญได้ในสภาวะไร้ออกซิเจน แต่มีบางสายพันธุ์ที่สามารถเจริญในสภาวะที่มีออกซิเจน 
ซึ่งอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญอยู่ระหว่าง 30-37 องศาเซลเซียส  พบได้ท้ังในน้ าและบนบก (Holt 
et al.,1994) จากรายงานของ Khandenavis และคณะ (2007)  ได้ศึกษาการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ใช้
ในการผลิต PHB จากตะกอนในอุตสาหกรรมนมและอุตสาหกรรมอาหาร โดยน าเชื้อแบคทีเรียมา
ทดลองผลิต PHB ในอาหารที่ประกอบด้วยกรดซิตริก พบว่าเชื้อแบคทีเรียสามารถผลิต PHB ได้ใน
ปริมาณร้อยละ 40 ของน้ าหนักเซลล์แห้ง  ส่วนการเลี้ยงเชื้อ Ralstonia eutropha สายพันธุ์ NRRL 
B14690 โดยใช้ฟรุคโตสเข้มข้น  10 และ 40 กรัมต่อลิตร  พบว่า เชื้อแบคทีเรียชนิดนี้สามารถผลิต
มวลเซลล์ได้สูงสุดเท่ากับ 3.25 กรัมต่อลิตร และผลิต PHB ได้เท่ากับ 1.4 กรัมต่อลิตร และการเติม
ยีสต์สกัดสามารถเพ่ิมผลผลิตของ PHB ได้สูงยิ่งขึ้น ( Khanna and Srivastana, 2005)  มีรายงาน
พบว่านอกจากเชื้อ Alcaligenes eutrophus  และ Alcaligenes latus  จะสามารถสร้าง PHB ได้
ในปริมาณสูงแล้ว ยังพบว่าเชื้อทั้งสองยังสามารถสังเคราะห์พลาสติกชนิด  P(3HB-co-3HV) ซึ่งเป็น
พลาสติกชนิดทนร้อน (Thermoplastic) ที่มีคุณภาพดีกว่าพลาสติก PHB แต่มีกระบวนการผลิตด้วย
เทคนิคพิเศษและมีต้นทุนในการผลิตสูงกว่าได้อีกด้วย ( Lee, 1995) ส่วนรายงานของ Ramsay  และ
คณะ (1990)  ศึกษาการเลี้ยงเชื้อ Alacaligenes latus  และ Alcaligenes eutrophus  บนเครื่อง
เขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบว่าสามารถผลิต P(HB-co-HV) ได้ในปริมาณร้อยละ 43 ของ
น้ าหนักเซลล์แห้ง นอกจากเชื้อแบคทีเรีย Alacaligenes latus  และ Alcaligenes eutrophus  
นิยมน ามาใช้ในการศึกษาแล้ว พบว่าเชื้อ Methylobacterium sp. สามารถผลิต PHB ได้ในปริมาณ
สูงและถูกน ามาใช้ศึกษาเพ่ือผลิต PHB แล้วในปัจจุบัน  (Nath, et al., 2008)  

ในการชักน าให้เกิดการกลายพันธุ์เป็นวิธีที่ส าคัญที่จะท าให้ได้ผลผลิตเพ่ิมสูงขึ้น จากรายงาน
การ ศึกษาของ Hikmet และคณะ (2003) โดยท าการเหนี่ยวน าเชื้อแบคทีเรียเพื่อผลิต  PHB ได้แก่  
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Bacillus megaterium Y6, B. subtilis K8, B. sphaericus X3 และ B. firmus G2 ให้เกิดการ
กลายพันธุ์โดยใช้สารเคมี acriflavi และ 5- bromourasil  พบว่า เชื้อแบคทีเรียที่ผ่านการเหนี่ยวน า
ให้เกิดการกลายพันธุ์สามารถผลิต PHB ได้ปริมาณสูงกว่าสายพันธุ์ดั้งเดิม และจากรายงานของ 
Divyashree และคณะ (2009) ท าการเลี้ยงเชื้อ Bacillus flexus  โดยใช้ซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน 
จากนั้นน าเชื้อ B. flexus  ที่ผ่านการเลี้ยงเป็นเวลา 48 ชั่วโมง มาฉายรังสีแกมมาที่ปริมาณรังสี 5 , 10, 
20 และ 40 kGy พบว่าเชื้อแบคทีเรียสามารถผลิต PHB ได้เพ่ิมข้ึนร้อยละ 45 ของน้ าหนักเซลล์เมื่อ
ได้รับรังสีแกมมา (5-40 kGy) และท าให้น้ าหนักโมเลกุลของ PHB เพ่ิมสูงขึ้นจาก 1.5 x 105 ถึง 1.9 x 
105 พร้อมทั้งยังเพ่ิมความทนแรงดึงจาก 18 ถึง 20 MPa หลังจากได้รับรังสีปริมาณ 10 kGy  
นอกจากนี้ปัจจัยที่มีผลต่อองค์ประกอบและปริมาณการผลิตพลาสติกชีวภาพได้แก่ แหล่งคาร์บอน
พบว่าในธรรมชาติ มีจุลินทรีย์หลายชนิดที่สามารถสังเคราะห์พลาสติกชีวภาพได้โดยใช้แหล่งคาร์บอน
แตกต่างกัน ในการผลิต PHB จากแบคทีเรีย Vibrio spp ที่คัดแยกได้จากตะกอนทะเลจ านวน 4 สาย
พันธุ์ คือ   M11, M14, M20  และ M31 โดยท าการเลี้ยงเชื้อในอาหารที่ใช้แหล่งคาร์บอนต่างชนิดกัน 
และความเข้มข้นแตกต่างกัน  พบว่า สายพันธุ์  M11  สามารถเจริญได้ดีเมื่อใช้โซเดียมอะซิเตตเข้มข้น
สูงถึง  7.8 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน สามารถผลิต PHB ได้มากที่สุดคิดเป็นร้อยละ 30.4 ของ
น้ าหนักเซลล์แห้ง ส่วนการใช้ซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าสายพันธุ์ M14 สามารถเจริญได้ดีเมื่อใช้
ซูโครสที่ความเข้มข้น 12.3 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอนและสามารถผลิต PHB ได้ปริมาณสูงที่สุด
คิดเป็นร้อยละ 45.5 ของน้ าหนักเซลล์แห้ง  ส่วนสายพันธุ์  M20 สามารถเจริญได้ดีเมื่อใช้กลีเซอรอล
เป็นแหล่งคาร์บอนที่ความเข้มข้น 15.5  กรัมต่อลิตร โดยผลิต PHB ได้สูงสุดร้อยละ 42.8  ของ
น้ าหนักเซลล์แห้ง ซึ่งแตกต่างจากสายพันธุ์  M31 ที่เจริญได้ดี เมื่อใช้กลีเซอรอลที่ความเข้มข้น 14.5  
กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งคาร์บอน แต่ผลิต PHB ได้ปริมาณต่ าคิดเป็นร้อยละ 24.0  ของน้ าหนักเซลล์แห้ง 
(Chien, et al., 2007) ส่วนในการผลิต PHB ของเชื้อ Halomonas boliviensis ได้สูงสุดคิดเป็นร้อย
ละ 56 เมื่อใช้แป้งที่ผ่านการย่อยสลาย  (starch hydrolysate) เป็นแหล่งคาร์บอน (Quillaguaman, 
et al., 2005) ส่วนในการเลี้ยง Burknolderia megaterium ด้วยกากน้ าตาลอ้อย พบว่าเชื้อสามารถ
ผลิต PHB ได้เท่ากับร้อยละ 46.2 ต่อน้ าหนักเซลล์แห้ง ซึ่งมีค่าสูงกว่าการเลี้ยงด้วยน้ าแช่ข้าวโพด 
(Mona, et al., 2001)  ในการน าเซลลูโลสที่ผ่านการย่อยสลาย (cellulose hydrolysate) มาใช้เป็น
แหล่งคาร์บอนในการผลิตพลาสติกชีวภาพชนิด PHA จากเชื้อ Burknolderia cepacia  และ  
Burknolderia sacchari  พบว่าสามารถ  PHA ได้ปริมาณสูงร้อยละ 53 และ 62 ตามล าดับ (Silva, 
et al., 2004)  

ในการผลิตพลาสติก PHB จากเชื้อ Azotobacter  chroococum  จ านวน 3 สายพันธุ์ คือ  
281,  398  และ  1723  โดยการใช้หางนมเป็นส่วนประกอบของอาหารที่ความเข้มข้นร้อยละ 1.5 
เติมแหล่งไนโตรเจนชนิดต่างๆ เช่น แอมโมเนียมไนเตรต แบคโตเปปโตน เคซีน ยีสต์สกัด เนื้อสกัด ทริ
ปโตน และโปรทิเอชเปปโตน พบว่าการใช้เนื้อสกัดเป็นแหล่งไนโตรเจนสามารถผลิต PHB ได้สูงที่สุด
ในปริมาณร้อยละ 75 ของน้ าหนักแห้ง หลังจากการเลี้ยงเชื้อเป็นเวลา 48 ชั่วโมง ( Khanafari, et 
al.,2006)  ส่วนรายงานของ Khanna และ Srivastava (2006) ซึ่งท าการศึกษาความเหมาะสมในการ
เติมความเข้มข้นของไนโตรเจน และระยะเวลาของการเติมโดยท าการเลี้ยงเชื้อ R. eutropha NRRL 
B14690 ในถังปฏิกรณ์ โดยท าการเติมไนโตรเจน ( 7 กรัมต่อลิตร) ที่อัตราการเติม 70 มิลลิลิตรต่อ
ชั่วโมง พบว่าหลังจากชั่วโมงท่ี 50 เชื้อ R. euthopha มีการผลิตมวลเซลล์ได้มากถึง 32 กรัมต่อลิตร 
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มีปริมาณ PHB 14 กรัมต่อลิตร  ดังนั้นจึงพบว่าเมื่อใช้แหล่งไนโตรเจนที่แตกต่างกัน จะท าให้ได้
ปริมาณของพลาสติกแตกต่างกัน ดังนั้นจึงพบว่าเมื่อใช้แหล่งไนโตรเจนที่แตกต่างกัน จะท าให้ได้
ปริมาณของพลาสติกแตกต่างกันด้วย อุณหภูมิและความเป็นกรดด่างมีผลต่อการผลิตพลาสติกชีวภาพ
พบว่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และมีความเป็นกรดด่างเท่ากับ  7 จะผลิตพลาสติกชีวภาพได้ดี 
ทั้งนี้อาจขึ้นอยู่กับสายพันธุ์จุลินทรีย์ที่น ามาใช้ในการศึกษาเช่นกัน จากรายงานการศึกษาของ Grothe 
และคณะ (1999) ได้ท าการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHB โดยการเลี้ยงเชื้อ  Alcaligenes 
latus  พบว่า สภาวะที่เหมาะสมส าหรับการผลิต  PHB ได้แก่ ที่อุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียสหรือผัน
แปรได้ในช่วง 25-37 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสม คือ 6.5 โดยมีอัตราการ
ผลิตเท่ากับ 0.075 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง และสามารถผลิต PHB ได้สูงสุดเท่ากับ 0.15 กรัมต่อลิตร 
โดยมีปริมาณ PHB ร้อยละ 63 ของน้ าหนักเซลล์แห้ง  นอกจากนี้พบว่าปริมาณออกซิเจนมีผลต่อการ
ผลิต PHB เนื่องจากในสภาวะออกซิเจนจ ากัด เอนไซม์ซิเตรทซินเทสและไอโซซิเตรทดีไฮโดรตีเนสจะ
ถูกยับยั้งการท างานโดย NADH ท าให้อะซิทิบโคเอนไซม์เอไม่เข้าสู่ TCA cycle แต่จะเปลี่ยนไปเป็นอะ
ซิโตอะซิติลโคเอ เพื่อเข้าสู่กระบวนการสังเคราะห์ PHB โดยใช้เอนไซม์เบต้าคีโตไธโอเลส จึงมีการ
สะสม PHB แทน (Luego et al., 2003) 
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บทท่ี 3 
วิธีการด าเนินการวิจัย 

 
วัสดุอุปกรณ์ 
 1. เชื้อจุลินทรีย์    
  Alcaligenes latus TISTR 1403 ที่ผ่านการเหนี่ยวน าโดยการได้รับสัมผัสรังสีแกมมา
ตามด้วยสาร 2-อะมิโนแอนทราซีน ( A. latus TISTR 1403/-2AA ) ซึ่งเป็นส่วนที่ได้จากผล
การศึกษาของขวัญใจ แก้วจันทร์ และคณะ ( 2554) โดยได้รับความอนุเคราะห์จากภาควิชา
เทคโนโลยีชีวภาพ ซึ่งจะใช้ชื่อเรียกว่า สายพันธุ์เดิม ตลอดการทดลอง  
 2. วัสดุและอุปกรณ์                           
  2.1  เครื่องชั่ง METTLER รุ่น AE 200 และ OHAUS รุ่น Adventurer                                        
  2.2  กล้องจุลทรรศน์ Olympus รุ่น CH-2   
  2.3  เครื่อง Vortex Heidolph รุ่น REAX 2000 และรุ่น CERTOMAT  
  2.4  เครื่อง Hot plate รุ่น VELP scientific   
  2.5  เครื่องปั่นเหวี่ยง HERMLE รุ่น z 323 k   
  2.6  เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง SHIMADZU รุ่น UV-1601 UV-visible 
spectrophotometer    
  2.7  ตู้อบความร้อนสูง SHEL LAB รุ่น SL 1375 FX Sheldon manufacturing. Inc 
  2.8  หม้อนึ่งความดันไอ HIRAYAMA รุ่น HA-300 MII  
  2.9  อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ SHEL LAB รุ่น Sheldon manufacturing Model 1265 
และรุ่น YCW-04M    
  2.10 ตู้บ่มควบคุมอุณหภูมิ SHEL LAB รุ่น Sheldon manufacturing Inc. Model 
1925 
  2.11 เครื่อง Sonicator Cole-Parmer รุ่น 8893     
  2.12 เครื่อง dispenser BioHT Rroline prosenser      
 2.13 ปิเปตดูดสารปริมาณน้อย รุ่น BiOHiT ขนาด 20-200 µL และ 100-1000 µL    
 2.14 เตาแผ่นความร้อนไฟฟ้า imarflex รุ่น IF-830       
  2.15 คิวเวตแก้ว Hellma ปริมาตร 3 มิลลิลิตร     
  2.16 ขวดเก็บตัวอย่าง 
  2.17 หลอดปั่นเหวี่ยง (microcentrifuge tube) 
  2.18 ถังปฏิกรณ์ (Bioreactor) ปริมาตรบรรจุ 5 ลิตร รุ่น Biostat B บริษัท B. Braun 
Biotech International ประเทศเยอรมัน 
  2.19 คอลัมภ์ HP-5MS ความยาว 30 เมตร หนา 0.25 ไมโครเมตร เส้นผ่านศูนย์กลาง             
0.25 มิลลิเมตร 
  2.20 หลอดทดลอง (Test tube) ขนาด 15 มิลลิลิตร 
  2.21 ปิเปต (Pipette) ขนาด 10 มิลลิลิตร 
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  2.22 บีกเกอร์ (Beaker) ขนาด 25 มิลลิลิตร และ 500 มิลลิลิตร 
  2.23 เครื่องเขย่า (Shaker) NB-101M 
 3. สารเคมี 
  3.1  2-อะมิโนแอนทราซีน (2AA) บริษัท Sigma-Aldrich Chemie GmbH Riedstr 
  3.2  อะคริฟลาวิน (Acriflavin) บริษัท Sigma-Aldrich Chemie GmbH Riedstr 
  3.3  5-โบรโมยูราซิล (5-Bromourasil) บริษัท Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
Riedstr 
  3.4  แอมโมเนียมซัลเฟต (NH4)2SO4 บริษัท Ajax Laboratory Chemicals 
  3.5  แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) บริษัท Ajax Finechem Pty Ltd. 
  3.6  แอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl) บริษัท Ajax Finechem Pty Ltd. 
  3.7  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) บริษัท Ajax Finechem Pty Ltd. 
  3.8  ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) บริษัท Ajax Finechem Pty Ltd. 
  3.9  โซเดียมไบคาร์บอเนต (NaHCO3) บริษัท QRëC™  
                      3.10 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) บริษัท QRëC™  
  3.11 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 12 ไฮเดรต (Na2HPO4 · 12H2O) บริษัท Ajax 
Finechem Pty Ltd. 
  3.12 แมกนีเซียมซัลเฟต 7 ไฮเดรต (MgSO4 · 7H2O) บริษัท QRëC® 
                      3.13 แคลเซียมไดคลอไรด์ (CaCl2) บริษัท อินเตอร์เอ็ดดูเคชั่น ซัพพลายส์ จ ากัด 
  3.14 แคลเซียมไดคลอไรด์ 2 ไฮเดรต (CaCl2 · 2H2O) บริษัท APS Finechem 
                      3.15 กรดบอริก (H3BO3) บริษัท QRëC™  
  3.16 โคบอลต์คลอไรด์ 7 ไฮเดรต (CoCl2 · 7H2O) บริษัท APS Finechem 
  3.17 ซิงค์ซัลเฟต 7 ไฮเดรต (ZnSO4 · 7H2O) บริษัท Ajax Finechem Pty Ltd. 
  3.18 แมงกานีสคลอไรด์ 4 ไฮเดรต (MnCl2·4H2O) บริษัท Ajax Laboratory 
Chemicals 
  3.19 โซเดียมโมลิปดินัม 2 ไฮเดรต (Na2MoO4 ·2H2O) บริษัท Ajax Chemicals 
  3.20 นิลเกิลคลอไรด์ 6 ไฮเดรต (NiCl2 · 6H2O) บริษัท Ajax Finechem Pty Ltd. 
  3.21 นิลเกิลซัลเฟต 7 ไฮเดรต (NiSO4 · 7H2O) บริษัท Ajax Finechem Pty Ltd. 
  3.22 คอปเปอร์คลอไรด์ 2 ไฮเดรต (CuCl2 · 2H2O) บริษัท QRëC® 
  3.23 คอปเปอร์ซัลเฟต 5 ไฮเดรต (CuSO4 · 5H2O) บริษัท Ajax Chemicals 
  3.24 เฟอรัสคลอไรด์ไฮเดรต (FeCl2 · H2O ) บริษัท APS Finechem 
  3.25 เฟอรัสซัลเฟต 7 ไฮเดรต (FeSO4 · 7H2O) ) บริษัท QRëC® 
  3.26 เฟอริกซิเตรท (Ferric citrate) บริษัท Fluka 
  3.27 โซเดียมซิเตรท (Sodium citrate) บริษัท FARMITALIA CARLO ERBA 
  3.28 โซเดียมไฮดรอกไซค์ (NaOH) บริษัท Merck KGaA, Darmstadt, Germany 
  3.29 โพแทสเซียมโซเดียมทาร์เตรท (KNaC4H4O6 ·4H2O) บริษัท Ajax Finechem Pty 
Ltd. 
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  3.30 ไดไนโตรซาลิไซลิคแอซิด (DNS) บริษัท Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
Riedstr 
  3.31 โซเดียมโดดิซิลซัลเฟต (SDS) บริษัท Ajax Finechem Pty Ltd. 
  3.32 โซเดียมไฮโปคลอไรด์ (NaOCl)  
  3.33 น้ าตาลกลูโคส (Glucose) บริษัท Ajax Finechem Pty Ltd. 
  3.34 น้ าตาลฟรุคโตส (Fructose) บริษัท Ajax Finechem Pty Ltd. 
  3.35 น้ าตาลซูโครส (Sucrose) บริษัท Ajax Finechem Pty Ltd. 
  3.36 กากมันส าปะหลัง 
  3.37 น้ าแช่ข้าวโพด (Corn Steep Liquor) บริษัท Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
Riedstr 
  3.38  กากน้ าตาล (Molasses) 
  
วิธีการด าเนินการวิจัย 

ส่วนที่ 1  การศึกษาการเหนี่ยวน าให้เกิดการกลายของเชื้อ A. lactus TISTR 1403 
และความสามารถในการผลิตพลาสติกชีวภาพโดยใช้กากมันส าปะหลังเป็นแหล่ง
คาร์บอน 

       1. การศึกษาการเจริญและการสร้างผลิตภัณฑ์ของเชื้อ Alcaligenes lactus TISTR 1403 

     ในเบื้องต้นได้ตรวจสอบการเจริญและการสร้างพลาสติกชีวภาพของเชื้อ Alcaligenes 
lactus TISTR 1403 ท าโดยเลี้ยงเชื้อในอาหารดัดแปลงสูตรส าหรับผลิตพลาสติกชีว ภาพ (Grothe et 
al., 1999) โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร เพื่อศึกษาการเจริญรวมทั้งหาน้ าหนักเซลล์
แห้งและวัดการสร้าง PHB ของแบคทีเรีย 

2. การเหนี่ยวน าให้เกิดการกลายพันธุ์โดยวิธีการฉายรังสี 

ท าโดยเตรียมอาหารสูตร Nutrient broth  ในฟลาสก์ขนาด 250  มิลลิลิตร ฟลาสก์ละ 50 
มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 5 นาที  เขี่ยเชื้อ Alcaligenes 
lactus TISTR 1403 ที่เก็บรักษาไว้ในอาหารวุ้นเอียง เชื้อละ 1 หลอด  เพ่ือเป็นหัวเชื้อเริ่มต้นในการ
เหนี่ยวน าเพื่อให้เกิดการกลายพันธุ์โดยการวิธีการฉายรังสี  โดยท าการเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิห้อง บน
เครื่องเขย่าท่ีอัตรา 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา  6-9 ชั่วโมง  น าเชื้อแบคทีเรียที่ได้ มาท าการปั่นเหวี่ยง
ที่ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที  จากนั้นน าตะกอนเซลล์มาปั่นเหวี่ยงล้างเซลล์อีกครั้งด้วย
น้ ากลั่นสเตอริไลส์ และนับจ านวนเซลล์แบคทีเรีย ใส่ปริมาณหัวเชื้อ 1000 เซลล์  1 มิลลิลิตร ลงในน้ า
กลั่นปริมาณ 9 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน น าไปฉายรังสีแกมมา โดยใช้เครื่องฉายรังสี  Mark I ปริมาณ
รังสีที่ 0.8 kGray และ 1 kGray จากนั้นน าเชื้อแบคทีเรียที่ผ่านการฉายรังสีมาท าการเพาะเลี้ยงบน
จานเพาะเลี้ยง โดยท าการกระจายเชื้อลงบนจานเพาะเลี้ยงที่มีอาหาร Nutrient agar จากนั้นน าไปบ่ม
เพาะเลี้ยงในตู้บ่มเชื้อท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง และวัดขนาดของโคโลนีที่
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เจริญบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นเก็บตัวอย่างโคโลนีของแบคทีเรียที่มีขนาดใหญ่ที่สุด เพ่ือน ามาใช้
ในการทดลอง 

2. วิธีการเหนี่ยวน าโดยการใช้สารเคมี 

           ท าโดยเตรยีมอาหารสูตร  Nutrient broth ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ฟลาสก์ละ 
50 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 5 นาที  เพื่อเพาะเลี้ยงเชื้อ 
Alcaligenes lactus TISTR 1403 โดยเลี้ยงที่อุณหภูมิห้องบนเครื่องเขย่าท่ีอัตรา 200 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือเป็นหัวเชื้อเริ่มต้นในการน าไปท าการเหนี่ยวน าให้เกิดการกลายพันธุ์โดยใช้
สารเคมี ท าโดยน าเชื้อแบคทีเรียที่เลี้ยงในอาหารสูตร Nutrient broth เป็นเวลา 24 ชั่วโมง มาท าการ
ปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที  เทส่วนใสทิ้ง  จากนั้นน าเซลล์ที่ตกตะกอนมาปั่น
เหวี่ยงล้างเซลล์อีกครั้งด้วยน้ ากลั่นที่ฆ่าเชื้อแล้ว และท าการนับจ านวนเซลล์แบคทีเรียที่ได้จากการ
เพาะเลี้ยง เติมหัวเชื้อ  A. lactus TISTR 1403 ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดขนาด 15 มิลลิลิตร 
แล้วเติมสาร 2-aminoanthracene (2AA) ที่ความเข้มข้น 1000 ไมโครกรัมต่อลิตร ปริมาณ  1 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา  48 ชั่วโมง จากนั้นน าเชื้อแบคทีเรียที่ท า
การเหนี่ยวน าโดยใช้สารเคมีมาท าการเลี้ยงในจานเพาะเลี้ยง โดยท าการกระจายเชื้อลงบนจาน
เพาะเลี้ยงที่มีอาหาร Nutrient agar จากนั้นน าไปบ่มเพาะเลี้ยงในตู้บ่มเชื้อท่ีอุณหภูมิ 32  องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ท าการวัดขนาดของโคโลนีที่เจริญบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นเก็บ
ตัวอย่างโคโลนีของแบคทีเรียที่มีขนาดใหญ่ที่สุด เพ่ือน ามาใช้ในการทดลอง 

3. การศึกษาความสามารถในการผลิตพลาสติกชีวภาพของเชื้อ Alcaligenes lactus 
TISTR 1403   ที่ผ่านการเหนี่ยวน าด้วยรังสีในสูตรอาหารสังเคราะห์ 

    ท าการตรวจสอบการเจริญและการสร้างพลาสติกชีวภาพของเชื้อ Alcaligenes lactus 
TISTR 1403 ที่ผ่านการเหนี่ยวน ารังสีแกมม่า ท าโดยเลี้ยงเชื้อในอาหารดัดแปลงสูตรส าหรับผลิต
พลาสติกชีวภาพ (Grothe et al., 1999) โดยใช้หัวเชื้อเริ่มต้น 1x107 เซลล์ต่อมิลลิลิตรที่ความเข้มข้น
ร้อยละ 3 ของอาหารที่เลี้ยงเชื้อ แล้วน าไปเลี้ยงที่อุณหภูมิห้องบนเครื่องเขย่าด้วยอัตราเร็ว 200 รอบ
ต่อนาที จากนั้นเก็บตัวอย่างทุก 12 ชั่วโมง เป็นเวลา 3-4 วัน และศึกษาการเจริญตลอดระยะเวลาการ
เลี้ยงเชื้อโดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร เพื่อศึกษาการเจริญรวมทั้งหาน้ าหนักเซลล์แห้ง
และวัดการสร้าง PHB ของแบคทีเรีย 

4. การศึกษาความสามารถในการผลิตพลาสติกชีวภาพของเชื้อ Alcaligenes latus ที่ผ่าน
การเหนี่ยวน าด้วยสารเคมีในสูตรอาหารสังเคราะห์ 

    ท าการตรวจสอบการเจริญและการสร้างพลาสติกชีวภาพของเชื้อ Alcaligenes lactus 
TISTR 1403 ที่ผ่านการเหนี่ยวน าด้วยสาร 2-amioanthracene (2AA)   ท าโดยเลี้ยงเชื้อในอาหาร
ดัดแปลงสูตรส าหรับผลิตพลาสติกชีว ภาพ (Grothe et al., 1999) โดยใช้หัวเชื้อเริ่มต้น 1x107 เซลล์
ต่อมิลลิลิตรที่ความเข้มข้นร้อยละ 3 ของอาหารที่เลี้ยงเชื้อ แล้วน าไปเลี้ยงที่อุณหภูมิห้องบนเครื่อง
เขย่าด้วยอัตราเร็ว 200 รอบต่อนาที จากนั้นเก็บตัวอย่างทุก 12 ชั่วโมง เป็นเวลา 3-4 วัน และศึกษา
การเจริญตลอดระยะเวลาการเลี้ยงเชื้อโดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร เพื่อศึกษาการ
เจริญรวมทั้งหาน้ าหนักเซลล์แห้งและวัดการสร้าง PHB ของแบคทีเรีย 
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5. การศึกษาความสามารถในการผลิตพลาสติกชีวภาพของเชื้อ Alcaligenes latus ที่ผ่าน
การเหนี่ยวน าด้วยสารเคมีและรังสีแกมมาในสูตรอาหารสังเคราะห์ 3 สูตร 

ท าการเลี้ยงเชื้อในสูตรอาหารดัดแปลงสูตรที่ 1 (Ryu และคณะ, 1996)  สูตรอาหารดัดแปลง
สูตรที่ 2  (Grothe และคณะ, 1999)  และสูตรอาหารดัดแปลงสูตรที่ 3  (Khanna และ Srivastana, 
2005) ดังดารางที่ 2 และ 3 โดยใช้หัวเชื้อเริ่มต้น 1x107 เซลล์ต่อมิลลิลิตรที่ความเข้มข้นร้อยละ 3 
ของอาหารที่เลี้ยงเชื้อ แล้วน าไปเลี้ยงที่อุณหภูมิห้องบนเครื่องเขย่าด้วยอัตราเร็ว 200 รอบต่อนาที 
จากนั้นเก็บตัวอย่างทุก 12 ชั่วโมง เป็นเวลา 3-4 วัน และศึกษาการเจริญตลอดระยะเวลาการเลี้ยงเชื้อ 

ตารางที่ 2  องค์ประกอบอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 3 สูตร  

องค์ประกอบของสูตร
อาหาร 

สูตรที่ 1    
 (Ryu และคณะ, 1996) 

สูตรที่ 2                  
 (Grothe และคณะ,1999) 

สูตรที่ 3                       
(Khanna และ

Srivastana,2005) 
กลูโคส (Glucose) 10  กรัมต่อลิตร 20  กรัมต่อลิตร 10  กรัมต่อลิตร 
(NH4)2SO4 1   กรัมต่อลิตร 1.4  กรัมต่อลิตร 2.0  กรัมต่อลิตร 
KH2PO4 1.5  กรัมต่อลิตร 1.5  กรัมต่อลิตร 2.0  กรัมต่อลิตร 
Na2HPO4 9  กรัมต่อลิตร 1.8  กรัมต่อลิตร 0.6  กรัมต่อลิตร 
MgSO4 7H2O 0.2  กรัมต่อลิตร 0.2  กรัมต่อลิตร 0.2  กรัมต่อลิตร 
CaCl2 - - 0.02  กรัมต่อลิตร 
ยีสต์สกัด  - - 0.1  กรัมต่อลิตร 
Trace element solution  1.0  มิลลิลิตรต่อลิตร 1.0  มิลลิลิตรต่อลิตร 10  มิลลิลิตรต่อลิตร 

ตารางที่ 3  องค์ประกอบของ Trace element solution ในอาหารทั้ง 3 สูตร  

องค์ประกอบของ 
Trace element solution 

สูตรที่ 1                 
 (Ryu และคณะ, 

1996) 

สูตรที่ 2                  
(Grothe และคณะ

,1999) 

สูตรที่ 3                       
(Khanna และ

Srivastana, 2005) 
FeSO4 7H2O 10 กรัมต่อลิตร - 0.0013 กรัมต่อลิตร 
ZnSO4 7H2O 2.25 กรัมต่อลิตร 0.1 กรัมต่อลิตร 0.0002 กรัมต่อลิตร 
CuSO4 5H2O 1 กรัมต่อลิตร 0.2 กรัมต่อลิตร - 
MnSO4 H2O 0.5 กรัมต่อลิตร - - 
CaCl2 2H2O 2 กรัมต่อลิตร 10 กรัมต่อลิตร - 
Na2B4O7 10 H2O  0.23 กรัมต่อลิตร - - 
(NH4)6Mo7O24 0.1 กรัมต่อลิตร - - 
35% HCl 10 มิลลิลิตรต่อลิตร - - 
Ammonium  Fe (III) citrate - 0.6 กรัมต่อลิตร - 
H3BO3 - 0.3 กรัมต่อลิตร 0.0006 กรัมต่อลิตร 
MnCl2 H2O - 0.03 กรัมต่อลิตร - 
Na2MoO4 7H2O - 0.03 กรัมต่อลิตร - 
NaSO4 7H2O - 0.02 กรัมต่อลิตร - 
CoCl2 6H2O - 0.01 กรัมต่อลิตร - 
(NH4)6Mo7O24 4H2O - - 0.0006 กรัมต่อลิตร 
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6. การศึกษาความเข้มข้นของกากมันส าปะหลังไฮโดรไลเซทท่ีเหมาะสมในการผลิต
พลาสติกชีวภาพ 

  ท าการเลี้ยงเชื้อในสูตรอาหารดัดแปลงที่ให้ปริมาณพลาสติกชีวภาพสูงที่สุดจากการศึกษา
ข้างต้น โดยใช้กากมันส าปะหลังไฮโดรไลเซทเป็นแหล่งคาร์บอนทดแทนที่ความเข้มข้นร้อยละ 10 , 15, 
20, 25, 30 และ 50 ของอาหารเลี้ยงเชื้อ ใช้หัวเชื้อเริ่มต้น 1x107 เซลล์ต่อมิลลิลิตรที่ความเข้มข้นร้อย
ละ 3 ของอาหารเลี้ยงเชื้อ แล้วน าไปเลี้ยงที่อุณหภูมิห้องบนเครื่องเขย่าอัตราเร็ว 200 รอบต่อนาที 
หลังจากนั้นท าเก็บตัวอย่างทุก 12 ชั่วโมง เป็นเวลา 3-4 วัน และศึกษาการเจริญตลอดระยะเวลาการ
เลี้ยงเชื้อ 

7. การศึกษาชนิดของแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมในการผลิตพลาสติกชีวภาพ 
  คัดเลือกความเข้มข้นของกากมันส าปะหลังไฮโดรไลเซทท่ีให้ปริมาณพลาสติกชีวภาพสูงที่สุด

จากหัวข้อการศึกษาข้างต้น แล้วท าการเลี้ยงเชื้อในสูตรอาหารดัดแปลงโดยจะใช้ชนิดของแหล่ง
ไนโตรเจน 3 แหล่ง ได้แก่ แอมโมเนียมคลอไรด์ แอมโมเนียมไนเตรท และแอมโมเนียมอะซิเตท ที่
ความเข้มข้น 1.4 กรัมต่อลิตร และใช้หัวเชื้อเริ่มต้น  1x107 เซลล์ต่อมิลลิลิตรด้วยความเข้มข้นร้อยละ 
3 ของอาหารเลี้ยงเชื้อ แล้วน าไปเลี้ยงที่อุณหภูมิห้องบนเครื่องเขย่าด้วยอัตราเร็ว 200 รอบต่อนาที 
หลังจากนั้นท าเก็บตัวอย่างทุก 12 ชั่วโมง เป็นเวลา 3-4 วัน และศึกษาการเจริญตลอดระยะเวลาการ
เลี้ยงเชื้อ 

8. การศึกษาอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่เหมาะสม 

น าผลการทดลองจากข้อที่ 3 และ ข้อที่ 4 มาท าการเลี้ยงเชื้อโดยปรับอัตราส่วนคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจน (C:N ratio) เท่ากับ 10, 15, 21 และ 30 ใช้หัวเชื้อเริ่มต้น 1x107 เซลล์ต่อมิลลิลิตรด้วย
ความเข้มข้นร้อยละ 3 ของอาหารเลี้ยงเชื้อ แล้วน าไปเลี้ยงที่อุณหภูมิห้องบนเครื่องเขย่าด้วยอัตราเร็ว 
200 รอบต่อนาที หลังจากนั้นท าเก็บตัวอย่างทุก 12 ชั่วโมง เป็นเวลา 3-4 วัน และศึกษาการเจริญ
ตลอดระยะเวลาการเลี้ยงเชื้อ 

ส่วนที่ 2 การศึกษาการกลายซ้ าและ แหล่งอาหารและสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต
พลาสติกชีวภาพ 
 
1. การเตรียมหัวเชื้อเพื่อการปรับปรุงพันธุ์ 
  เชื้อที่ใช้ในการทดลองครั้งนี้ คือ เชื้อ A. latus TISTR 1403 ที่ผ่านการเหนี่ยวน าโดย
การได้รับสัมผัสรังสีแกมมาตามด้วยสาร 2-อะมิโนแอนทราซีน (A. latus TISTR 1403/-2AA ) โดย
ใช้เป็นตัวควบคุม จะถูกเก็บรักษาบนอาหารวุ้นเอียงชนิด Nutrient agar (NA) ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส โดยจะเปลี่ยนถ่ายเชื้อใหม่ทุก ๆ 3 เดือน  
  ส าหรับการน ามาใช้เป็นหัวเชื้อเริ่มต้น ท าโดยเลี้ยงในอาหารเหลว Nutrient broth 
(NB) ที่ประกอบด้วยเปปโตน (Peptone)  5 กรัมต่อลิตร และเนื้อสกัด (Beef extract) 3 กรัมต่อลิตร 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  ที่บรรจุในฟลาส์ขนาด 250 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปเลี้ยงบนเครื่องเขย่าที่
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อุณหภูมิห้องความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 9 ชั่วโมง ซึ่งอยู่ในระยะปลายของการเจริญ ( log 
phase) เพ่ือใช้เป็นหัวเชื้อเริ่มต้นจ านวน 1 x 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร คิดเป็นความเข้มข้นร้อยละ 7 ใน
ทุกการทดลอง 
2. การเหนี่ยวน าแบคทีเรียด้วยสารเคมี และรังสีร่วมกับสารเคมี 
  น าเชื้อที่ต้องการใช้ทดลองมาเตรียมหัวเชื้อเริ่มต้นตามวิธีการในข้อ 1 นับจ านวนเซลล์ให้
ได้จ านวน 1 x 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร จากนั้นน ามาปั่นเหวี่ยงเพ่ือท าให้เซลล์ตกตะกอนที่ความเร็ว 
5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ล้างเซลล์ด้วยน้ ากลั่นปลอดเชื้อ และท าการเจือจางให้ได้
จ านวน 1 x 105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร น าเชื้อไปท าการเหนี่ยวน าตามขั้นตอนต่าง ๆ ดังต่อไปนี้ 
  ครั้งที่ 1 น าเชื้อที่เตรียมไว้จ านวน 1 x 105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตรมา
เหนี่ยวน าซ้ าโดยการได้รับสัมผัสรังสีเหนือม่วง ซึ่งใช้รังสีเหนือม่วงความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ที่มี
ระยะห่างจากเชื้อ 13 เซนติเมตร เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นน าเซลล์ที่ผ่านรังสีเหนือม่วงทุก ๆ       1 
นาที น าไปเติมสาร 2-อะมิโนแอนทราซีน ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  บ่มทิ้งไว้เป็นเวลา 
40 นาที จากนั้นน าไปกระจายเชื้อ ( spread plate) โดยดึงตัวอย่าง 30 ไมโครลิตร ใส่ลงบนจาน
เพาะเลี้ยงที่มีอาหาร NA น าไปบ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง และวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีที่
เจริญบนจานเพาะเลี้ยง พร้อมทั้งเก็บตัวอย่างโคโลนีที่รอดชีวิต เพื่อน าไปตรวจสอบการเจริญและผลิต
พอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตโดยเลี้ยงในสูตรอาหารของ Grothe et al. (1999) 
  ครั้งที่ 2 น าเชื้อที่ได้จากการคัดเลือกครั้งที่ 1 มาเหนี่ยวน าซ้ าด้วยวิธีการเดียวกับครั้งที่ 1 
อีกครั้ง จากนั้นน าไปกระจายเชื้อ โดยดึงตัวอย่าง 30 ไมโครลิตร ใส่ลงบนจานเพาะเลี้ยงที่มีอาหาร NA 
น าไปบ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง และวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีที่เจริญบนจานเพาะเลี้ยง 
พร้อมทั้งเก็บตัวอย่างโคโลนีที่รอดชีวิต เพื่อน าไปตรวจสอบการเจริญและผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิว
ทิเรตโดยเลี้ยงในสูตรอาหารของ Grothe et al. (1999) 
  ครั้งที่ 3 น าเชื้อที่ผ่านการเหนี่ยวน าโดยการได้รับสัมผัสรังสีเหนือม่วงตามด้วย สาร   2-
อะมิโนแอนทราซีน จ านวน 2 ครั้ง มาท าการเหนี่ยวน าซ้ าโดยใช้วิธีการแตกต่างกัน ได้แก่  การได้รับ
สัมผัสรังสีเหนือม่วงตามด้วยสารอะคริฟลาวิน  (Acriflavin) การได้รับสัมผัสรังสีเหนือม่วงร่วมกับสาร 
5-โบรโมยูราซิล (5-Bromourasil) การได้รับสัมผัสสารอะคริฟลาวิน และการได้รับสัมผัสสาร 5-โบรโม
ยูราซิล 
 การเหนี่ยวน าซ้ าโดยการได้รับสัมผัสรังสีเหนือม่วงตามด้วยสารอะคริฟลาวินหรือการได้รับ
สัมผัสรังสีเหนือม่วงตามด้วยสาร 5-โบรโมยูราซิล  จะใช้วิธีการเดียวกับครั้งที่ 1 จากนั้นน าไปกระจาย
เชื้อ โดยดึงตัวอย่าง 30 ไมโครลิตร ใส่ลงบนจานเพาะเลี้ยงที่มีอาหาร NA น าไปบ่มเป็นเวลา 24 
ชั่วโมง และวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีที่เจริญบนจานเพาะเลี้ยง พร้อมทั้งเก็บตัวอย่าง
โคโลนีที่รอดชีวิต เพื่อน าไปตรวจสอบการเจริญและผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตโดยเลี้ยงในสูตร
อาหารของ Grothe et al. (1999) 
 ส่วนการเหนี่ยวน าซ้ า โดยการได้รับสัมผัสสารอะคริฟลาวินหรือการได้รับสัมผัสสาร 5-โบร
โมยูราซิล  จะใช้สารที่ความเข้มข้น 50-100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  บ่มทิ้งไว้เป็นเวลา  40 นาที 
จากนั้นน าไปกระจายเชื้อ โดยดึงตัวอย่าง 30 ไมโครลิตร ใส่ลงบนจานเพาะเลี้ยงที่มีอาหาร NA น าไป
บ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง และวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีที่เจริญบนจานเพาะเลี้ยง พร้อมทั้ง
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เก็บตัวอย่างโคโลนีที่รอดชีวิต เพื่อน าไปตรวจสอบการเจริญและผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตโดย
เลี้ยงในสูตรอาหารของ Grothe et al. (1999) โดยมีขั้นตอนของการเหนี่ยวน าซ้ าเชื้อดังนี้ 

 
 

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
3. การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเจริญและผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต 

  ในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการเจริญและผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต  
ท าโดยเตรียมอาหารสูตรส าหรับผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดรูป
ชมพู่ขนาด 500 มิลลิลิตร เติมหัวเชื้อเริ่มต้นจ านวน 1 x 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร คิดเป็นร้อยละ 7 ของ
ปริมาตรอาหารทั้งหมด ลงในแต่ละชุดการทดลอง ท าการเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบ
ต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ท าการทดลอง 3 ซ้ า โดยเก็บตัวอย่างทุก ๆ 24 ชั่วโมง 
เพ่ือศึกษาการเจริญและการผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตของเชื้อพร้อมทั้งวิเคราะห์ผล โดยวัดค่า
มวลเซลล์แห้ง ปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต และปริมาณน้ าตาลทั้งหมด โดยมีสภาวะที่ศึกษามี
ดังนี้ 
  

- เลือกโคโลนีท่ีมีขนาดใหญ่ท่ีสุด 
- ตรวจสอบการเจริญและการผลิต PHB (Grothe et al., 1999) 

 

- ทดสอบการเจริญและการผลติ PHB (Grothe et al., 1999) 

  

UV + 2AA  

UV + 2AA  

UV+Acriflavin 
 

UV+5-Bromourasil 
 

Acriflavin 
 

5-Bromourasil 
 

สายพนัธ์ุเดิม 
(A. latus TISTR 1403/-2AA ) 

 

- เลือกโคโลนีท่ีมีขนาดใหญ่ท่ีสุด 
- ตรวจสอบการเจริญและการผลิต PHB (Grothe et al., 1999) 

 

- ทดสอบการเจริญและการผลติ PHB (Grothe et al., 1999) 

  

- เลือกโคโลนีท่ีมีขนาดใหญ่ท่ีสุด 
- ตรวจสอบการเจริญและการผลิต PHB (Grothe et al., 1999) 

 

- ทดสอบการเจริญและการผลติ PHB (Grothe et al., 1999) 

  



18 
 

         3.1 การศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมส าหรับการผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต 
   ท าการเลี้ยงเชื้อสายพันธุ์เดิมและสายพันธุ์กลายซ้ า ในสูตรอาหารที่แตกต่างกัน  3 
สูตร ได้แก่ DSMZ catalogue (1993), El-Sayed et al. (2009) และ Savenkova et al. (1999) 
ดังแสดงในตารางที่ 4  เพ่ือเปรียบเทียบการเจริญและการผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตในสูตร
อาหารที่แตกกันทั้ง 3 สูตร 
 
ตารางที่ 4  องค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 3 สูตร ที่ใช้ในการศึกษา 
 

องค์ประกอบ 
 (กรัมต่อลิตร) 

DSMZ catalogue, 
1993 

El-Sayed et al.,  
2009 

Savenkova et al., 
1999 

Fructose 20  - - 
Sucrose - 20  20  
NH4Cl 0.5  - - 
KH2PO4 2.3  1.5   0.2   
Na2HPO4 2.3  - - 
MgSO4 • 7H2O 0.5    0.2  0.41  
NaHCO3 0.5  - - 
CaCl2 0.01  - 0.1  
Ferric citrate 0.5  - - 
(NH4)2SO4 - 2  - 
Na2HPO4 • 12H2O  - 9  - 
FeCl2 • H2O *   - 60  - 
CaCl2 • 2H2O * - 10  - 
NH4NO3   - - 3  
K2HPO4  - - 0.64  
FeSO4 • 7H2O *   - - 10  
Na-citrare - - 0.5  
Na2MoO4 • 2H2O * - - 6  
Trace element (ml/l) 5    1  - 

* = mg/l 
  
 3.2 การศึกษาการใช้กากน้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนทดแทนที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ  
   ท าการเลี้ยงเชื้อสายพันธุ์เดิมและสายพันธุ์กลายซ้ า ในสูตรอาหารที่มีประสิทธิภาพ
ต่อการเจริญและการผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตได้สูงที่สุดจากข้อที่ 3.1 ซึ่งได้รับการดัดแปลง
โดยใช้กากน้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนทดแทนที่ความเข้มข้น 20, 30 และ 40 กรัมต่อลิตร เพื่อ
เปรียบเทียบการเจริญและการผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต ในสูตรอาหารที่ใช้กากน้ าตาลความ
เข้มข้นต่างกัน โดยใช้สูตรอาหารที่ได้ผลดีที่สุดจากข้อ 3.1 เป็นชุดควบคุม 
 3.3 การศึกษาใช้น้ าแช่ข้าวโพดเป็นแหล่งไนโตรเจนทดแทนที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ 
   ท าการเลี้ยงเชื้อสายพันธุ์เดิมและสายพันธุ์กลายซ้ า ในสูตรอาหารที่มีประสิทธิภาพ
ต่อการเจริญและการผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตได้สูงที่สุดจากข้อที่ 3.2 ซึ่งได้รับการดัดแปลง
โดยใช้น้ าแช่ข้าวโพดเป็นแหล่งไนโตรเจนทดแทนที่ความเข้มข้น 2, 3 และ 4 กรัมต่อลิตร เพื่อ
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เปรียบเทียบการเจริญและการผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต ในสูตรอาหารที่ใช้น้ าแช่ข้าวโพดความ
เข้มข้นต่างกัน โดยใช้สูตรอาหารที่ได้ผลดีที่สุดจากข้อ 3.2 เป็นชุดควบคุม 
 3.4 การศึกษาความเข้มข้นของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตที่เหมาะสมส าหรับการ
ผลิต PHB 
  ท าการเลี้ยงเชื้อสายพันธุ์เดิมและสายพันธุ์กลายซ้ า ในสูตรอาหารที่มีประสิทธิภาพต่อ
การเจริญและการผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตได้สูงที่สุดจากข้อ 3.3 โดยปรับความเข้มข้นเริ่มต้น
ของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตเท่ากับ 2.5, 3.0, 3.5, 4.0 และ 5.0 กรัมต่อลิตร  เพ่ือ
เปรียบเทียบการเจริญและการผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต  ในสูตรอาหารที่ใช้โพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตความเข้มข้นต่างกัน โดยใช้สูตรอาหารที่ได้ผลดีที่สุดจากข้อ 3.3 เป็นชุดควบคุม 
 
ส่วนที่ 3 การศึกษาการขยายขนาดการเพาะเลี้ยงสู่ระดับถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
  

1. การผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตด้วยการเพาะเลี้ยงแบบกะ (batch) 

ท าการเลี้ยงเชื้อในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร โดยใช้สภาวะต่าง ๆ ที่ได้จากการศึกษาใน
ข้อ 3 เติมหัวเชื้อเริ่มต้นจ านวน 1x108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร คิดเป็นร้อยละ 10 ลงในถัง โดยปริมาตรการ
ท างานทั้งหมดเท่ากับ 3 ลิตร อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1-2 ปริมาตรของอากาศต่อปริมาตรของเหลว
ต่อนาที ( vvm) ความเร็วใบพัดอยู่ในช่วง 100-200 รอบต่อนาที เลี้ยงเชื้อเป็นเวลา 60 ชั่วโมง และ
เก็บตัวอย่างทุก 6 ชั่วโมง เพ่ือวิเคราะห์ค่ามวลเซลล์แห้ง ปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต และ
ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด 

2. การผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตด้วยการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะ (fed-batch)  

 ท าการเลี้ยงเชื้อในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร โดยใช้สภาวะต่าง ๆ ที่ได้จากการศึกษา
ในข้อ 3 ปริมาตร เติมหัวเชื้อเริ่มต้นจ านวน  1x108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร คิดเป็นร้อยละ 10 ลงในถัง 
อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1-2 ปริมาตรของอากาศต่อปริมาตรของเหลวต่อนาที ( vvm) ความเร็ว
ใบพัดอยู่ในช่วง 100-200 รอบต่อนาที เมื่อท าการหมักผ่านไปถึงช่วงปลายของการเจริญ ( late log 
phase) ของเชื้อ ชั่วโมงท่ี 18 จึงท าการเติมอาหารใหม่ (Feed medium) ที่มีความเข้มข้นของอาหาร
เท่ากับ 10 เท่า ที่อัตราการเติม (feed rate) เท่ากับ 79 มิลลิลิตรต่อชั่วโมง เป็นเวลา 24 ชั่วโมงซึ่ง
ค านวณได้จากสูตร F=F0e

µt  (ภาคผนวก ข) ท าการหมักต่อจนครบ 60 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างทุก 6 
ชั่วโมง เพ่ือวิเคราะห์ค่ามวลเซลล์แห้ง ปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต และปริมาณน้ าตาลทั้งหมด  
 
ส่วนที่ 4  การศึกษาลักษณะสัณฐานของแบคทีเรีย และการตรวจสอบชนิดและปริมาณ
ของพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต 
 
1. การศึกษาลักษณะสัณฐานของแบคทีเรีย 

       1.1 การส่องตัวอย่างด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) 
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   น าตัวอย่างที่เตรียมไว้มาดึงน้ าออกจากเซลล์ โดยแช่ในเอทิลแอลกอฮอล์ ( Ethyl 
alcohol) แล้วน าตัวอย่างไปท าแห้งด้วยเครื่องท าแห้ง ณ จุดวิกฤต (Critical point drying) ติด
ตัวอย่างลงบน Stub แล้วเคลือบด้วยทอง (ดัดแปลงจากวิธีของ Nunoy et al., 2011) จากนั้นน าไป
ศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด รุ่น LEO 1450 VP บริษัท LEO (ภาพที่ 1) 
 

 
 
ภาพที่ 1 กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด รุ่น LEO 1450 VP บริษัท LEO 
 
 1.2 การส่องตัวอย่างด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (TEM) 

   น าตัวอย่างที่เตรียมไว้มาดึงน้ าออกจากเซลล์ โดยแช่ในเอทิลแอลกอฮอล์ ( Ethyl 
alcohol)  แล้วจึงน าตัวอย่างมาแช่ในสารผสมโพรไพลีนออกไซด์ (PO) 2 ครั้ง ครั้งละ 30 นาที แล้ว
น าตัวอย่างไปฝังใน pure araldite 502 resin และน าไปอบ จากนั้นตัดด้วยเครื่องตัดตัวอย่าง 
(Ultramicrotome) และย้อมด้วย 5 เปอร์เซ็นต์  ยูรานิล อะซิเตท ( uranyl acetate) ใน 70 
เปอร์เซ็นต์ เมทานอล (methanol)  และ 1 เปอร์เซ็นต์ เลด ซิเตรท (lead citrate) ในน้ าอย่างละ 30 
นาที ตามล าดับ (ดัดแปลงจากวิธีของ Nunoy et al., 2011) จากนั้นน าไปศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (TEM) รุ่น TECNAI 20 บริษัท Philips (ภาพที่ 3-3) 
  

 
 

ภาพที่ 2  กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน รุ่น TECNAI 20 บริษัท Philips 
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2. การตรวจสอบชนิดและปริมาณของพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต (Ganzeveld et al., 1989) 

 การตรวจสอบชนิดและปริมาณของพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต ท าโดยน าตัวอย่างไป
ระเหยแห้ง ( Freeze dry) จากนั้นน าเซลล์แห้ง 10 มิลลิกรัม ละลายในคลอโรฟอร์มปริมาตร 1 
มิลลิลิตร และเติมสาร esterification fluid 1 มิลลิลิตร ที่ประกอบด้วยกรดเบนโซอิก 0.025 กรัม      
เมทานอลปริมาตร 242 มิลลิลิตร และกรดซัลฟุริก เข้มข้นร้อยละ  95-98 ปริมาตร 8 มิลลิลิตร และ
น าไปบ่มในตู้บ่มควบคุมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3.5 ชั่วโมง ทิ้งไว้ให้เย็น จากนั้นเติม
น้ ากลั่นปราศจากไอออนปริมาตร 1  มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันและเก็บตัวอย่างท่ีเกิดจากการแยกชั้น 
โดยน าส่วนของคลอโรฟอร์มที่มี β-hydroxymethyl ester ละลายอยู่ น าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่องแก๊ส
โครมาโตกราฟีแมสสเปกโตรมิตรี ( gas chromatography-mass spectrophotometry, GC-MS) 
  สภาวะของแก๊สโครมาโทกราฟี ( Gas Chromatograph) จะควบคุมโดยใช้อุณหภูมิ
น าเข้าที่ 250 องศาเซลเซียส ก าหนดให้อุณหภูมิของ Oven เริ่มต้นที่ 40 องศาเซลเซียส คงที่เป็นเวลา 
1 นาที จากนั้นเพิ่มอุณหภูมิข้ึนเป็น 70 องศาเซลเซียส  โดยใช้อัตราการเพ่ิม 5 องศาเซลเซียสต่อนาที
และอุณหภูมิจะเพ่ิมข้ึนเป็น 115 องศาเซลเซียส มีอัตราการเพ่ิม 15 องศาเซลเซียสต่อนาที จากนั้น
เพ่ิมอุณหภูมิข้ึนเป็น 190 องศาเซลเซียส ในอัตราการเพิ่ม 25 องศาเซลเซียสต่อนาที และเพ่ิม
อุณหภูมิข้ึนจนถึง 250 องศาเซลเซียส ใช้อัตราการเพิ่ม 10 องศาเซลเซียสต่อนาที ก าหนดให้อุณหภูมิ
สุดท้าย (Post Run) คือ 250 องศาเซลเซียส คงที่เป็นเวลา 6 นาที คอลัมภ์ที่ใช้คือ HP-5MS, ความ
ยาวเท่ากับ 30 เมตร ความหนาเท่ากับ 0.25 ไมโครเมตรและขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเท่ากับ 0.25 
มิลลิลิตร 
  สภาวะของ Mass Spectrometer ควบคุมโดยใช้ ระบบ Electron Ionization: 
Acquisition mode; Sim mode ใช้ Detector ชนิด Electron multiplier detector ก าหนด
ระบบ Solvent delay โดยใช้เวลา 4 นาท ี
  สารมาตรฐานใช้สาร Poly[(R)-3-hydroxybutyric acid], natural origin จาก 
Aldrich Product number 363502 เข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อ 0.1 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) 
  ในการวิเคราะห์ก าหนดระบบการฉีดสารตัวอย่างแบบ Splitless ใช้ปริมาตรสาร
ตัวอย่าง 1 ไมโครลิตร 
 
วิธีการวิเคราะห์ (ภาคผนวก ข) 

  การวิเคราะห์ข้อมูลในแต่ละการศึกษา จะท าการวิเคราะห์ตัวอย่าง โดยแต่ละชุดของ
การทดลองมีจ านวน 3 ซ้ า ซึ่งท าการวิเคราะห์ด้วยวิธีต่าง ๆ ดังต่อไปนี้ 
   1. การวิเคราะห์มวลเซลล์แห้ง (Dry cell weight, DCW) 
   2. การวิเคราะห์ปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตด้วยวิธี Gravimetric method 
   3. การวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ด้วยวิธีการ DNS assay (Miller, 1959)                  
   4. การวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด 
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การค านวณจลนพลศาสตร์ของการผลิต   

 น าค่ามวลเซลล์แห้ง ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด และปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต  ที่ได้
จากการศึกษามาค านวณหาค่าดัชนีจลนพลศาสตร์ คือ สัมประสิทธิ์ผลได้ของเซลล์จากสารอาหาร 
(Yx/s) สัมประสิทธิ์ผลได้ของ PHB จากสารอาหาร (Yp/s) สัมประสิทธิ์ผลได้ของ PHB จากเซลล์
(Yp/x) และอัตราจ าเพาะของการเกิดผลิตภัณฑ์ (Qp) 
  1. สัมประสิทธิ์ผลได้ของเซลล์จากสารอาหาร (Yx/s) มีหน่วยเป็นกรัมเซลล์ต่อกรัมของ
สารอาหาร  

 

  2. สัมประสิทธิ์ผลได้ของ PHB จากสารอาหาร (Yp/s) มีหน่วยเป็นกรัมผลผลิตต่อกรัม
ของสารอาหาร 

 

   
  3. สัมประสิทธิ์ผลได้ของ PHB จากเซลล์ มีหน่วยเป็นกรัมผลผลิตต่อกรัมเซลล์ 

 

 
   
  4. อัตราจ าเพาะของการเกิดผลิตภัณฑ์ มีหน่วยเป็นกรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง 
 
                    Qp   =   P                               
                                 t 
   
  ก าหนดให้  
   X0  คือ ปริมาณเซลล์เริ่มต้น 
   X   คือ ปริมาณเซลล์ที่เวลาที่สนใจ 
   S0   คือ ปริมาณสารอาหารเริ่มต้น 
   S   คือ ปริมาณสารอาหารที่เวลาที่สนใจ 
   P0  คือ ปริมาณ PHB ที่แบคทีเรียผลิตได้เริ่มต้น 
   P   คือ ปริมาณ PHB ที่แบคทีเรียผลิตได้ที่เวลาที่สนใจ 
              t    คือ  เวลา (ชั่วโมง) 
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บทที่ 4 
ผลการด าเนินการวิจัย 

ส่วนที่ 1 การเหนี่ยวน าให้เกิดการกลายของเชื้อ A. lactus TISTR 1403 และความสามารถในการ
ผลิตพลาสติกชีวภาพโดยใช้กากมันส าปะหลังเป็นแหล่งคาร์บอน ประกอบไปด้วยรายละเอียดใน
การศึกษาดังนี้ 

1. การเจริญของเชื้อแบคทีเรีย ในสภาวะปลอดเชื้อ  

     เมื่อน าแบคทีเรีย A. lactus TISTR 1403 (สายพันธุ์เดิม) มาเลี้ยงในอาหารดัดแปลงสูตร
ส าหรับผลิตพลาสติกชีวภาพ (Grothe et al., 1999) โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร 
เพ่ือศึกษาการเจริญรวมทั้งหาน้ าหนักเซลล์แห้งและวัดการสร้างพลาสติกชีวภาพ ของแบคทีเรีย พบว่า  
A. lactus TISTR 1403  มีการเจริญอย่างช้า ๆ เริ่มเข้าสู่ระยะก้าวหน้าหลังจากเลี้ยงเชื้อเป็น
ระยะเวลา 12 ชั่วโมง โดยสังเกตพบว่าอาหารมีความขุ่นเพ่ิมข้ึน จากนั้นการเจริญเริ่มคงที่ ดังแสดงใน
ภาพที่ 3  โดยสามารถผลิตมวลเซลล์และพลาสติกชีวภาพได้สูงสุดเท่ากับ 2.50 และ 0.95 กรัมต่อลิตร 
ตามล าดับ ที่ระยะเวลาการเลี้ยง 48 ชั่วโมง คิดเป็นร้อยละ 38 ของน้ าหนักเซลล์แห้ง มีค่าสัมประสิทธิ์
ผลได้ของพลาสติกชีวภาพ เท่ากับ 0.63 กรัมต่อกรัมของน้ าหนักเซลล์แห้ง  
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ภาพที่ 3   ค่าน้ าหนักแห้งของมวลเซลล์โดยรวมและ ปริมาณพลาสติกชีวภาพที่สกัดได้ จากการเลี้ยง 
Alcaligenes lactus TISTR 1403   
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2. การปรับปรุงสายพันธุ์แบคทีเรีย Alcaligenes sp. โดยการหนี่ยวน าการฉายรังสีแกมมาร่วมกับ
การใช้สารเคมี  

 จากการน าแบคทีเรีย  A. lactus TISTR 1403 มาท าการเหนี่ยวน าโดยการฉายรังสีแกมมาที่ 
0.8 และ 1 กิโลเกรย์ และการใช้สาร 2- aminoanthracene (2-AA)  จากนั้นน าแบคทีเรียที่ผ่านการ
เหนี่ยวน ามาเลี้ยงบนจานเพาะเลี้ยง ในตู้บ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
พบว่า A. lactus  TISTR 1403/γ และ A. lactus  TISTR 1403/2AA  มีการเจริญอย่างรวดเร็ว 
สังเกตจากการเกิดโคโลนีของแบคทีเรียและเมื่อเปรียบเทียบขนาดโคโลนีพบว่ามีขนาดใหญ่กว่าขนาด
โคโลนีของ A. lactus TISTR 1403 (ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางเท่ากับ 0.3 เซนติเมตร) โดยขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลางของโคโลนีของแบคทีเรียที่ผ่านการเหนี่ยวน ามีค่าเท่ากับ 0.75, 0.70 และ 0.50 
เซนติเมตร ตามล าดับ ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรีย ที่ผ่านการเหนี่ยวน าจะมีรูปร่างกลม นูนเล็กน้อย 
และมีขอบหยักแบบ undulate (ภาพที ่4) 

 

 

ภาพที่  4   ลักษณะโคโลนีของ  A. lactus TISTR 1403 / γ 0.8 (A) และ A. lactus TISTR 1403 / 
γ 1 kGray (B) และ A. lactus TISTR 1403 / 2AA (C) ที่เลี้ยงบนจานเพาะเลี้ยงในตู้บ่มเชื้อท่ี
อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

3. การตรวจสอบการผลิตพลาสติกชีวภาพของจุลินทรีย์ท่ีผ่านการเหนี่ยวน าโดยวิธีการฉายรังสี  

ในการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Alcaligenes lactus TISTR 1403  ที่ผ่านการกลายพันธุ์โดย
วิธีการฉายรังสีแกมมาปริมาณรังสีที่ 0.8 และ 1 kGray เมื่อน ามาเพาะเลี้ยงในอาหารเพื่อทดสอบการ
สร้างพลาสติกชีวภาพ แสดงผลดังตารางที่ 5 พบว่าการเจริญของ A. lactus TISTR 1403  ที่ผ่านการ
ฉายรังสีแกมมาปริมาณรังสี 0.8  และ 1 kGray ค่าการเจริญของเชื้อที่คัดเลือกได้จากการฉายรังสีที่
ปริมาณรังสี 0.8 kGray มีค่าการเจริญที่ดีกว่าที่ปริมาณรังสี 1 kGray แต่มีการสร้างพลาสติกชีวภาพได้
ใกล้เคียงกัน คือ 0.7 กรัมต่อลิตร แต่มีระยะในการสะสมพลาสติกชีวภาพแตกต่างกันคือที่เวลาเลี้ยง 
36  และ 60 ชั่วโมง ตามล าดับ 

 

 

C A B 
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ตารางท่ี 5  ค่าน้ าหนักแห้งของมวลเซลล์โดยรวมและ ปริมาณพลาสติกชีวภาพที่สกัดได้ จากการเลี้ยง
เชื้อ A. lactus TISTR 1403  ที่ผ่านการกลายพันธุ์โดยวิธีการฉายรังสีแกมมาปริมาณรังสีที่ 0.8 และ 
1 kGray   

ระยะเวลา 
(ช่ัวโมง) 

ปริมาณรังสีแกมมาที่  0.8 kGray ปริมาณรังสีแกมมาที ่ 1  kGray 

น้ าหนักเซลล์
แห้ง (g/l) 

ปริมาณ PHB 
(g/l) 

PHB 
content 
(%w/w) 

น้ าหนักเซลล์
แห้ง (g/l) 

ปริมาณ PHB 
(g/l) 

PHB 
content 
(%w/w) 

0 2.20 0.00 0 1.25 0.40 32.00 

12 2.37 0.10 4.23 1.45 0.10 6.90 

24 3.65 0.20 5.48 3.45 0.60 17.39 

36 2.77 0.70 25.30 2.85 0.25 8.77 

48 2.70 0.47 17.28 2.80 0.25 8.93 

60 3.50 0.40 11.43 3.25 0.70 21.54 

72 4.13 0.47 11.29 2.55 0.65 25.49 

84 3.63 0.40 11.01 2.27 0.10 4.41 

 

4.  การผลิตพลาสติกชีวภาพของจุลินทรีย์ท่ีเหนี่ยวน าด้วยสารเคมีที่ก่อการกลายพันธุ์ 

            ในการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียทีเ่หนีย่วน าให้เกิดการกลายพันธุ์โดยการใช้สารเคมี 2-
amioanthracene (2AA)  พบว่าเชื้อแบคทีเรีย Alcaligenes lactus TISTR 1403 ที่ผ่านการกลาย
พันธุ์โดยใช้สารเคมี แสดงในตารางที่ 6 พบว่าเชื้อมีน้ าหนักแห้งของมวลเซลล์โดยรวมสูงสุด ในชั่วโมงท่ี 
36 โดยสามารถผลิตพลาสติกชีวภาพสูงสุดเท่ากับ 0.47 กรัมต่อลิตร ในชั่วโมงท่ี 12 คิดเป็นร้อยละ 
44.44 ของน้ าหนักแห้ง 
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ตารางท่ี 6  น้ าหนักแห้งของมวลเซลล์โดยรวมและ ปริมาณพลาสติกชีวภาพที่สกัดได้ จากการเลี้ยง
เชื้อ Alcaligenes lactus TISTR 1403 ที่ผ่านการกลายพันธุ์โดยใช้สารเคมี 2-AA 

ระยะเวลา 
(ช่ัวโมง) 

น้ าหนักเซลล์แห้ง 
 (g/l) 

ปริมาณ PHB 
 (g/l) 

PHB content 
 (%w/w) 

0 0.60 0.35 58.33 

12 1.05 0.47 44.44 

24 1.17 0.40 34.29 

36 1.50 0.20 13.33 

48 1.45 0.33 22.99 

60 1.10 0.40 36.36 

72 0.95 0.45 47.37 

84 1.35 0.13 9.88 

5.  การเปรียบเทียบความสามารถในการผลิตพลาสติกชีวภาพโดยสูตรอาหารทั้ง 3 สูตร 

 ในการเปรียบเทียบการเลี้ยงเชื้อ  Alcaligenes latus ที่ผ่านการกลายกับสายพันธุ์เดิมรวม
จ านวน 3 สายพันธุ์ ได้แก่ Alcaligenes latus TISTR 1403 (A. latus), Alcaligenes latus TISTR 
1403 ที่ผ่านการเหนี่ยวน าด้วยสาร 2- amioanthracene (2AA) (A. latus/2AA) และ Alcaligenes 
latus TISTR 1403  ที่ผ่านการเหนี่ยวน าด้วยรังสีแกมมาที่ 0.8 KGy (A. latus/ γ ) ในอาหาร
ดัดแปลงทั้ง 3 สูตร ได้แก่ สูตรอาหารที่ 1 ดัดแปลงจาก Groth และคณะ(1999) สูตรอาหารที่ 2 
ดัดแปลงจาก Ryu และคณะ, (1996) และ สูตรอาหารที่ 3 ดัดแปลงจาก Khanna และ Srivastana 
(2005) โดยปรับค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 7.0 และ ท าการเลี้ยงที่อุณหภูมิห้องบนเครื่องเขย่าท่ี
ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 72 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างทุกๆ 12 ชั่วโมง พบว่าเชื้อที่
เลี้ยงในอาหารดัดแปลงสูตรที่ 1 และ 2 มีการเจริญในระยะก้าวหน้าที่ 36 ชั่วโมง ส่วนปริมาณน้ าตาล
รีดิวซ์มีค่าลดลงอย่างต่อเนื่อง โดยในอาหารดัดแปลงสูตรที่ 1 มีค่าลดลงมากที่สุดอยู่ระหว่างเวลา 36-
48 ชั่วโมง และในอาหารดัดแปลงสูตรที่ 2 มีค่าลดลงมากที่สุดอยู่ระหว่างเวลา 12-24 ชั่วโม ง ส่วนใน
อาหารดัดแปลงสูตรที่ 3 มีการเจริญในระยะก้าวหน้าที่ 12 ชั่วโมง ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์มีค่าลดลงมาก
ที่สุดอยู่ระหว่างเวลา 12-24 ชั่วโมง (ภาพที่ 5)  จะเห็นได้ว่าอาหารดัดแปลงสูตรที่ 1 ให้ค่าการเจริญที่
สูงกว่า เนื่องจากมีปริมาณคาร์บอนและไนโตรเจนที่เพียงพอต่อการเจริญ ส่วนการเลี้ยงในอาหาร
ดัดแปลงสูตรที่ 2 ให้ค่าการเจริญรองลงมาจากอาหารดัดแปลงสูตรที่ 1 เนื่องจากมีปริมาณคาร์บอนที่
สูง แตม่ีปริมาณฟอสเฟตไม่เพียงพอจึงส่งผลต่อการเจริญของเชื้อ และในอาหารดัดแปลงสูตรที่ 3 เชื้อ
มีการอัตราเจริญรวดเร็วในช่วงแรก แต่ให้ค่าการเจริญน้อยกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับอาหารดัดแปลงอีก 
2 สูตร อาจเป็นผลมาจากองค์ประกอบของอาหารดัดแปลงสูตรที่ 3 ซึ่งเพ่ิมแคลเซียมคลอไรด์ และ
ยีสต์สกัด  ลงในอาหารดัดแปลง โดยจากการศึกษาอาหารดัดแปลงทั้ง 3 สูตร พบว่าปริมาณน้ าตาล



27 
 

รีดิวซ์ที่ลดลงมีผลสอดคล้องกับอัตราการเจริญ และมีปริมาณการสะสมของพลาสติกชีวภาพเพ่ิมข้ึน
ภายในเซลล์  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 5  อัตราการเจริญ ( ― ) และปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ ( --- ) ของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์ 
โดยที่  เชื้อ  A. latus (     )  เชื้อ A. latus/2AA (   )     เชื้อ A. latus/γ (    )  : ก=อาหาร
ดัดแปลงสูตรที่ 1   ข = อาหารดัดแปลงสูตรที่ 2   ค = อาหารดัดแปลงสูตรที่ 3 

ก 

ค 
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จากการเลี้ยงเชื้อพบว่าในชั่วโมงท่ี 48 ในอาหารดัดแปลงสูตรที่ 2 เชื้อ A. latus/2AA ให้

ค่าน้ าหนักมวลเซลล์แห้งเท่ากับ 1.45 กรัมต่อลิตรและปริมาณพลาสติกชีวภาพเท่ากับ 0.97 กรัมต่อ
ลิตรคิด เป็นร้อยละ 66.74 ต่อน้ าหนักมวลเซลล์แห้ง รองลงมาคือเชื้อ  A. latus/γ   ในอาหาร
ดัดแปลงสูตรที่ 2 ให้ค่าน้ าหนักมวลเซลล์แห้งเท่ากับ 1.23 กรัมต่อลิตรและปริมาณพลาสติกชีวภาพ
เท่ากับ 0.80 คิดเป็นร้อยละ 64.86 ต่อน้ าหนักมวลเซลล์แห้ง (ภาพที่ 6) ซึ่งพบว่ามีค่าสูงกว่า
การศึกษาของ Groth และคณะ (1999) รายงานว่า การเลี้ยงเชื้อ Alcaligenes latus ATCC 29713 
โดยใช้ซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอนให้ค่าน้ าหนักมวลเซลล์แห้งเท่ากับ 0.38 กรัมต่อลิตร และปริมาณ
พลาสติกชีวภาพเท่ากับ 0.15 กรัมต่อลิตร ซึ่งแสดงว่าเชื้อ A. latus ที่ผ่านการเหนี่ยวน าจากทั้ง
สารเคมีและรังสีแกมมา มีผลต่อการสะสมพลาสติกชีวภาพโดยเชื้อ A .latus/2AA มีการสะสม
พลาสติกชีวภาพสูงที่สุด รองลงมาคือเชื้อ A .latus/γ  และ A. latus ตามล าดับ ส่วนในอาหาร
ดัดแปลงสูตรที่ 1 พบว่า เชื้อ  A. latus/γ การสะสมปริมาณพลาสติกชีวภาพใกล้เคียงกับอาหาร
ดัดแปลงสูตรที่ 2 ที่ระยะเวลา 48 ชั่วโมง แต่เมื่อคิดเป็นร้อยละต่อน้ าหนักมวลเซลล์แห้งพบว่าให้ค่าต่ า
กว่าอาหารดัดแปลงสูตรที่ 2 และในอาหารดัดแปลงสูตรที่ 3 พบว่ามีการสะสมพลาสติกชีวภาพได้น้อย
กว่า 2 สูตรแรก ดังนั้นในการศึกษานี้จึงเลือกใช้อาหารดัดแปลงสูตรที่ 2 ที่มีการสะสมปริมาณ
พลาสติกชีวภาพสูงที่สุดและมีระยะคงที่ท่ียาวเพ่ือใช้ในหัวข้อการศึกษาต่อไป 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 
 
 
ภาพที่ 6การเปรียบเทียบน้ าหนักมวลเซลล์แห้งและปริมาณพลาสติกชีวภาพในอาหารดัดแปลงแต่ละ
สูตรโดยที่ 
        น้ าหนักมวลเซลล์แห้งของเชื้อ A. latus                ปรมิาณ PHB ของเชื้อ A. latus  
        น้ าหนักมวลเซลล์แห้งของเชื้อ A .latus/2AA         ปรมิาณ PHB ของเชื้อ A. latus/2AA 
        น้ าหนักมวลเซลล์แห้งของเชื้อ A. latus/γ             ปริมาณ PHB ของเชื้อ A. latus/γ 
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6.  การหาแหล่งคาร์บอนทดแทนที่เหมาสมต่อการผลิตพลาสติกชีวภาพโดยใช้กากมันส าปะหลัง
ไฮโดรไลเซทท่ีความเข้มข้นของต่างๆ กัน  

 จากการเลี้ยงเชื้อ A. latus, A. latus/2AA และ A. latus/ γ ในอาหารดัดแปลงสูตรที่ 2 
ซึ่งใช้กากมันส าปะหลังไฮโดรไลเซทเป็นแหล่งคาร์บอนทดแทน โดยท าการปรับความเข้มข้นของกาก
มันส าปะหลังไฮโดรไลเซทเป็นร้อยละ 10, 15, 20, 25, 30 และ 50 ของอาหารเลี้ยงเชื้อ ปรับค่าความ
เป็นกรดด่างเท่ากับ 7.0 และเลี้ยงที่อุณหภูมิห้องบนเครื่องเขย่าความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็น
ระยะเวลา 72 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างทุกๆ 12 ชั่วโมง พบว่าที่ความเข้มข้นของกากมันส าปะหลังไฮโดรไล
เซทท่ีร้อยละ 15, 20 และ 25 เชื้อมีอัตราการเจริญใกล้เคียงกัน โดยเชื้อทั้ง 3 สายพันธุ์เข้าสู่การเจริญ
ในระยะก้าวหน้าที่ 24 ชั่วโมง (ภาพที่ 7 และภาพที่ 8) ส่วนที่ความเข้มข้นของกากมันส าปะหลัง
ไฮโดรไลเซทร้อยละ 30 พบว่าเชื้อมีการเจริญใกล้เคียงกับอาหารที่มีความเข้มข้นของกากมันส าปะหลัง
ไฮโดรไลเซทร้อยละ 15 , 20 และ 25 ซึ่งเชื้อ  A. latus และ A. latus/2AA มีการเจริญใกล้เคียงกัน 
ส่วนเชื้อ A. latus/ γ  นั้นมีการเจริญที่ต่ ากว่าเมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อ 2 สายพันธุ์แรก และจากการ
ทดลองพบว่าปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์มีค่าลดลงอย่างต่อเนื่องตลอดระยะเวลาการเลี้ยง ส่วนที่ความ
เข้มข้นของกากมันส าปะหลังไฮโดรไลเซทร้อยละ 10 เชื้อมีอัตราการเจริญก้าวหน้าที่เร็วกว่าความ
เข้มข้นอ่ืนๆ แต่มีการเจริญต่ ากว่าเมื่อเปรียบเทียบอาหารดัดแปลงที่มีความเข้มข้นของกากมัน
ส าปะหลังไฮโดรไลเซทร้อยละ 15, 20, และ 25 โดยปริมาณน้ าตาลมีการลดลงอย่างรวดเร็วซึ่งเป็นไป
ในทิศทางเดียวกันกับการเจริญ และ ความเข้มข้นของกากมันส าปะหลังไฮโดรไลเซทท่ีร้อยละ 50 
พบว่ามีอัตราการเจริญต่ า เนื่องจากมีความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนมากเกินไป จึงมีผลยับยั้งการ
เจริญของเชื้อ  
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ภาพที่ 7 อัตราการเจริญ ( ― ) และปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ ( --- ) ของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์ 
โดยที่เชื้อ  A. latus (    ) เชื้อ A. latus/2AA (   )  และเชื้อ A. latus/γ (   )  
หมายเหตุ : ก= ความเข้มข้นกากมันไฮโดรไลเซทร้อยละ 10    
ข = ความเข้มข้นกากมันไฮโดรไลเซทร้อยละ 15   ค = ความเข้มข้นกากมันไฮโดรไลเซทร้อยละ 20 
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ภาพที่ 8  อัตราการเจริญ ( ― ) และปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ ( --- ) ของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์ 
โดยที่เชื้อ  A. latus (     ) เชื้อ A. latus/2AA (    )   และเชื้อ A. latus/γ (   )  
หมายเหตุ : ก=ความเข้มข้นกากมันไฮโดรไลเซทร้อยละ 25    
ข = ความเข้มข้นกากมันไฮโดรไลเซทร้อยละ 30   ค = ความเข้มข้นกากมันไฮโดรไลเซทร้อยละ 50 
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จากการเลี้ยงเชื้อพบว่าในชั่วโมงท่ี 48 อาหารดัดแปลงที่มีความเข้มข้นของกากมันส าปะหลัง
ไฮโดรไลเซทท่ีร้อยละ 25 ของปริมาตรอาหาร เชื้อ A. latus/2AA ให้ค่าน้ าหนักมวลเซลล์แห้งเท่ากับ 
1.60 กรัมต่อลิตรและปริมาณพลาสติกชีวภาพเท่ากับ 1.12 กรัมต่อลิตรคิดเป็นร้อยละ 70.00 ต่อ
น้ าหนักมวลเซลล์แห้ง รองลงมาคือเชื้อ A. latus/ γ ให้ค่าน้ าหนักมวลเซลล์แห้งเท่ากับ 1.47 กรัมต่อ
ลิตรและปริมาณ พลาสติกชีวภาพเท่ากับ 1.05 กรัมต่อลิตรคิดเป็นร้อยละ 71.42 ต่อน้ าหนักมวลเซลล์
แห้ง (ภาพที่ 9) ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับการศึกษาของ Aremu และคณะ (2010) รายงานการเลี้ยงเชื้อ 
Psesomonas  aeroginosa โดยใช้กากมันส าปะหลังไฮโดรไลเซทเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าหลังจาก
เลี้ยงเชื้อ 84 ชั่วโมง มีค่าน้ าหนักมวลเซลล์แห้งเท่ากับ 1.62 กรัมต่อลิตร และปริมาณพลาสติกชีวภาพ
เท่ากับ 0.935 กรัมต่อลิตรคิดเป็นร้อยละ 57.71 ต่อน้ าหนักมวลเซลล์แห้ง  แสดงว่าเชื้อ Alcaligenes  
latus มีความสามารถในสะสมพลาสติกชีวภาพที่ดีกว่าเชื้อ  Psesomonas  aeroginosa  และจาก
การศึกษาของ ขวัญใจ แก้วจันทร์  และคณะ (2553)  เลี้ยงเชื้อ Alcaligenes  latus ที่ผ่านการ
เหนี่ยวน าด้วยรังสีแกมมาร่วมกับการได้รับสาร 2-aminoanthracene (A. latus/γ -2AA) โดยใช้กาก
มันส าปะหลังไฮโดรไลเซทเป็นแหล่งคาร์บอนทดแทน พบว่าการใช้ความเข้มข้นของกากมันส าปะหลัง
ไฮโดรไลเซทร้อยละ 50 เชื้อ A. latus/γ -2AA ให้ปริมาณพลาสติกชีวภาพสูงสุดเท่ากับ 1.08 กรัมต่อ
ลิตร ซึ่งไม่สอดคล้องกับการทดลอง โดยจากการทดลองพบว่า การใช้ความเข้มข้นของกากมัน
ส าปะหลังไฮโดรไลเซทร้อยละ 50 ท าให้เชื้อจุลินทรีย์มีการเจริญเติบโตน้อยมาก อาจเป็นผลมาจาก
เชื้อ A. latus ได้รับการเหนี่ยวน าด้วยรังสีแกมมาร่วมกับได้รับสาร 2- aminoanthracene ท าให้
เชื้อจุลินทรีย์มีการเจริญเติบโตในอาหารที่มีความเข้มข้นของกากมันส าปะหลังไฮโดรไลเซทร้อยละ 50  
ต่างจากการศึกษา ซ่ึงพบว่า เชื้อ A. latus/2AA มีการสะสมพลาสติกชีวภาพได้มากที่สุด รองลงมาคือ
เชื้อ  A. latus/γ  และ A. latus ตามล าดับ โดยความเข้มข้นของกากมันส าปะหลังไฮโดรไลเซทมีผล
ต่อการสะสมพลาสติกชีวภาพเชื้อ A. latus ที่ผ่านการเหนี่ยวน าด้วยสารเคมีและรังสีแกมมา และ
พบว่าอาหารดัดแปลงที่มีความเข้มข้นของกากมันส าปะหลังไฮโดรไลเซทร้อยละ 25 ของปริมาตร
อาหาร ให้ค่าน้ าหนักมวลเซลล์แห้งและปริมาตรพลาสติกชีวภาพมากที่สุด ดังนั้นในการศึกษาหัวข้อ
ต่อไปจึงเลือกใช้ความเข้มข้นของกากมันส าปะหลังไฮโดรไลเซทท่ีร้อยละ 25 ของปริมาตรอาหาร เป็น
แหล่งคาร์บอนทดแทน 
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ภาพที่ 9  การเปรียบเทียบน้ าหนักมวลเซลล์แห้งและปริมาณพลาสติกชีวภาพในสูตรอาหารดัดแปลงที่
มีความเข้มข้นของกากมันส าปะหลังแตกต่างกัน โดยที่  
      น้ าหนักมวลเซลล์แห้งของ A. latus              ปริมาณพลาสติกชีวภาพของ A. latus  
      น้ าหนักมวลเซลล์แห้งเชื้อ A .latus/2AA        ปริมาณพลาสติกชีวภาพของ A. latus/2AA 
      น้ าหนักมวลเซลล์แห้งของ A. latus/γ           ปริมาณพลาสติกชีวภาพของ A. latus/γ 
หมายเหตุ : ชุดควบคุมใช้อาหารดัดแปลงสูตรที่ 2 ที่มีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน 

7. ชนิดของแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตพลาสติกชีวภาพ  
 จากการเลี้ยงเชื้อ A. latus, A. latus/ 2AA และ A. latus/γ  ในอาหารดัดแปลงสูตรที่ 2 
ซึ่งใช้กากมันส าปะหลังไฮโดรไลเซตที่ความเข้มข้นร้อยละ 25 ของปริมาตรอาหารเป็นแหล่งคาร์บอน
และใช้แอมโมเนียมคลอไรด์ แอมโมเนียมไนเตรท และแอมโมเนียมอะซิเตท เป็นแหล่งไนโตรเจนที่
ความเข้มข้น 1.4 กรัมต่อลิตร ปรับค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 7.0 และเลี้ยงที่อุณหภูมิห้อง บน
เครื่องเขย่าความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 72 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างทุกๆ 12 ชั่วโมง 
พบว่าในอาหารดัดแปลงที่มีแอมโมเนียมอะซิเตทเป็นแหล่งไนโตรเจน เชื้อมีการเจริญในระยะก้าว
หน้าที่ 24 ชั่วโมง และปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์มีค่าลดลงที่ 24 ชั่วโมง และลดลงอย่างต่อเนื่องตลอดระยะ
การเลี้ยง ส่วนอาหารดัดแปลงที่มีแอมโมเนียมไนเตรทเป็นแหล่งไนโตรเจน พบว่า เชื้อมีค่าอัตราการ
เจริญสูงกว่าแหล่งไนโตรเจนที่เป็นแอมโมเนียมอะซิเตท แต่จะเข้าสู่ระยะคงท่ีช้ากว่าอาหารที่มี
แอมโมเนียมอะซิเตทเป็นแหล่งไนโตรเจน ส่วนปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์มีค่าลดลงอย่างต่อเนื่องตลอด
ระยะเวลาการเลี้ยงและอาหารดัดแปลงที่มีแอมโมเนียมคลอไรด์เป็นแหล่งไนโตรเจน พบว่าเชื้อมีการ
เจริญในระยะก้าวหน้าที่ 24 ชั่วโมง (ภาพที่ 10)  ส่วนปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์มีค่าลดลงน้อยกว่าแหล่ง
ไนโตรเจนชนิดอื่น  ดังนั้นชนิดของแหล่งไนโตรเจนที่แตกต่างกัน มีผลต่ออัตราการเจริญและปริมาณ
การสะสมของ PHB ภายในเซลล์  
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ภาพที่ 10  อัตราการเจริญ ( ― ) และปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ ( --- ) ของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์  
โดยที่     เชื้อ  A.latus (      )     เชื้อ A.latus/2AA (      )     เชื้อ A.latus/γ (   )  
หมายเหตุ : ก=แอมโมเนียมคลอไรด์   ข = แอมโมเนียมไนเตรท   ค = แอมโมเนียมอะซิเตท 

 

ค 

ก 

ข 
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จากการเลี้ยงเชื้อพบว่าชั่วโมงท่ี 48 ในอาหารดัดแปลงที่มีแอมโมเนียมอะซิเตทเป็นแหล่ง
ไนโตรเจน เชื้อ A. latus/2AA ให้ค่าน้ าหนักมวลเซลล์แห้ง 1.98 กรัมต่อลิตร และปริมาณพลาสติก
ชีวภาพ เท่ากับ 1.31 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 66.16 ต่อน้ าหนักมวลเซลล์แห้ง รองลงมาคือ เชื้อ  
A. latus/ γ  ให้ค่าน้ าหนักมวลเซลล์แห้งเท่ากับ 1.88 กรัมต่อลิตร และมีปริมาณพลาสติกชีวภาพ
เท่ากับ 1.19 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 63.30 ต่อน้ าหนักมวลเซลล์แห้ง (ภาพที่ 11) ซึ่งมีค่าสูงกว่า
การศึกษาของ Mona และคณะ (2001) รายงานการเลี้ยงเชื้อ Bacillus  megaterium ในอาหารที่มี
แอมโมเนียมอะซิเตทเป็นแหล่งไนโตรเจน พบว่ามีค่าน้ าหนักมวลเซลล์แห้งเท่ากับ 0.396 กรัมต่อลิตร 
และปริมาณพลาสติกชีวภาพคิดเป็นร้อยละ 22.71 ต่อมิลลิกรัมของน้ าหนักมวลเซลล์แห้ง ซึ่งในการ
ทดลองครั้งนี้ใช้เชื้อ Alcaligenes  latus มีความสามารถในการสะสมพลาสติกชีวภาพที่ดีกว่าเชื้อ 
Bacillus megaterium และจากการรายงานของ Khanna และ Srivastana (2005) พบว่า การเลี้ยง
เชื้อ Ralstonia eutropha NRRL B 14690 โดยใช้ยูเรียเป็นแหล่งไนโตรเจน พบว่าค่าน้ าหนักมวล
เซลล์แห้งเท่ากับ 7.92 กรัมต่อลิตร และปริมาณพลาสติกชีวภาพเท่ากับ 3.84 กรัมต่อลิตร  คิดเป็นร้อย
ละ 48.48 ต่อน้ าหนักมวลเซลล์แห้ง ซึ่งให้ผลที่แตกต่างจากการทดลองครั้งในนี้ที่ให้ค่าต่ ากว่าเพราะ
เนื่องจากชนิดของเชื้อและชนิดแหล่งไนโตรเจนมีความแตกต่างกัน และจากการศึกษาของ ขวัญใจ 
แก้วจันทร์และคณะ โดยเชื้อ Alcaligenes latus ที่ผ่านการเหนี่ยวน าด้วยรังสีแกมมาร่วมกับการ
ได้รับสาร  2-aminoanthracene พบว่า การใช้แอมโมเนียมไนเตรทเป็นแหล่งไนโตรเจนได้ค่าน้ าหนัก
มวลเซลล์แห้งและปริมาณพลาสติกชีวภาพสูงสุดเท่ากับ 5.25 และ 2.08 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ ซึ่งมี
ค่ามากกว่าและไม่สอดคล้องกับผลการทดลอง โดยการศึกษานี้พบว่าแอมโมเนียมอะซิเตทให้ค่า
ปริมาณพลาสติกชีวภาพสูงสุดเท่ากับ 1.31 คิดเป็นร้อยละ 66.16 ต่อน้ าหนักมวลเซลล์แห้ง แต่ผลของ
การใช้แอมโมเนียมไนเตรทก็ให้ค่าใกล้เคียงกับการใช้แอมโมเนียมอะซิเตทเป็นแหล่งไนโตรเจน  

ในการศึกษานี้พบว่าเชื้อ A. latus/2AA มีการสะสมพลาสติกชีวภาพมากที่สุดเท่ากับ 1.31 
กรัมต่อลิตร รองลงมาคือเชื้อ A. latus/ γ และ A. latus ตามล าดับ ซึ่งแสดงว่าจุลินทรีย์สามารถ
ใช้อะซิเตทเพ่ือเปลี่ยนเป็นอะซิทิลโคเอส าหรับใช้ในการสะสมพลาสติกชีวภาพของเชื้อ A. latus ที่
ผ่านการเหนี่ยวน าด้วยสารเคมีและรังสีแกมมา จึงท าให้ได้ค่าน้ าหนักมวลเซลล์แห้งและปริมาณ
พลาสติกชีวภาพสูงกว่าอาหารดัดแปลงที่ใช้แหล่งไนโตรเจนชนิดอื่นๆ ดังนั้นการศึกษานี้จึงเลือกใช้
แอมโมเนียมอะซิเตทเป็นแหล่งไนโตรเจน เพื่อใช้ในหัวข้อการศึกษาต่อไป 
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ภาพที่ 11  การเปรียบเทียบน้ าหนักมวลเซลล์แห้งและปริมาณพลาสติกชีวภาพในสูตรอาหารดัดแปลง
ที่ชนิดของแหล่งไนโตรเจนแตกต่างกัน โดยที่ 
        น้ าหนักมวลเซลล์แห้งของเชื้อ A. latus               ปรมิาณพลาสติกชีวภาพของเชื้อ A. latus  
        น้ าหนักมวลเซลล์แห้งของเชื้อ A .latus/2AA         ปรมิาณ PHB ของเชื้อ A. latus/2AA 
        น้ าหนักมวลเซลล์แห้งของเชื้อ A. latus/γ            ปริมาณ PHB ของเชื้อ A. latus/γ  
หมายเหตุ : ชุดควบคุมท่ีใช้เป็นอาหารดัดแปลงที่มีกากมันส าปะหลังไฮโดรไลเซทเข้มข้นร้อยละ 25 
เป็นแหล่งคาร์บอนและมีแหล่งไนโตรเจนเป็นแอมโมเนียมซัลเฟต 

8. อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตพลาสติกชีวภาพ 

 จากการเลี้ยงเชื้อ A. latus, A .latus/2AA และ A. latus/γ  ในอาหารเลี้ยงดัดแปลงที่มี
กากมันส าปะหลังไฮโดรไลเซตร้อยละ 25 ของอาหารเป็นแหล่งคาร์บอนทดแทน ซึ่งใช้แอมโมเนียมอะ
ซิเตรทเป็นแหล่งไนโตรเจน และปรับอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 10 , 15, 21 และ 30 
ตามล าดับ ปรับค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 7.0 และเลี้ยงที่อุณหภูมิห้องบนเครื่องเขย่าความเร็วรอบ 
200 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 72 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างทุกๆ 12 ชั่วโมง พบว่าในอาหารที่ปรับ
อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 10 , 15, 21 และ 30 มีค่าการเจริญในระยะก้าวหน้าที่ 24 
ชั่วโมง (ภาพที่ 1 2 และภาพที่ 1 3) แม้ว่าที่อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 10 จะมีค่าการ
เจริญสูงที่สุด แต่ในอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 15 เข้าสู่ระยะคงท่ีเร็วกว่าอาหารที่ปรับ
อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 10 และในอาหารที่ปรับอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน
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เท่ากับ 21 และ 30 มีค่าเจริญใกล้เคียงกัน ซึ่งมีค่าต่ ากว่าอาหารที่ปรับอัตราส่วนคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจนเท่ากับ 10 และ 15 ส่วนปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ในอาหารที่ปรับอัตราส่วนคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจนเท่ากับ 10 และ 15 มีค่าการลดลงใกล้เคียงกัน ซึ่งสอดคล้องกับการเจริญของเชื้อ โดยใน
อาหารที่ปรับอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 21 และ 30 มีค่าการลดลงที่ใกล้เคียงกัน ซึ่ง
พบว่ามีการใช้น้ าตาลที่น้อยกว่าอาหารที่ปรับอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 10 และ 15  
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพที่ 12  อัตราการเจริญ ( ― ) และปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ ( --- ) ของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์  
โดยที่     เชื้อ  A. latus (    )     เชื้อ A. latus/2AA (    )     เชื้อ A. latus/γ (   )  
หมายเหตุ : ก = อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 10    

     ข = อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 15   
 
 
 

ก 

ข 
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ภาพที่ 13  อัตราการเจริญ ( ― ) และปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ ( --- ) ของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์  
โดยที่     เชื้อ  A. latus (    )     เชื้อ A. latus/2AA (    )     เชื้อ A. latus/γ (   )  
หมายเหตุ : ก = อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 21    

    ข = อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 30    
 

จากการเลี้ยงเชื้อพบว่าชั่วโมงท่ี 48 ในอาหารดัดแปลงที่มีอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน
เท่ากับ 15 เชื้อ  A. latus/2AA ให้ค่าน้ าหนักมวลเซลล์แห้งเท่ากับ 2.60 กรัมต่อลิตรและปริมาณ
พลาสติกชีวภาพ เท่ากับ 1.69 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 65.00 ต่อน้ าหนักมวลเซลล์แห้ง รองลงมา
คือ A. latus/γ ให้ค่าน้ าหนักมวลเซลล์แห้งเท่ากับ 2.57 กรัมต่อลิตร และปริมาณพลาสติกชีวภาพ
เท่ากับ 1.60 กรัมต่อลิตรคิดเป็นร้อยละ 62.26 ต่อน้ าหนักมวลเซลล์แห้ง (ภาพที่ 14) ซึ่งมีค่าน้อยกว่า
การศึกษาของ ปิยวรรณ บุญมาโค และ พิมพ์ชนก นาคราช รายงานว่า จากการเลี้ยงเชื้อ 
Alcaligenes eutrophus NCIMB 11599 โดยใช้กากมันส าปะหลังไฮโดรไลเซทเป็นแหล่งคาร์บอน ที่

ก 

ข 
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อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 50 พบว่ามีการสะสมพลาสติกชีวภาพเท่ากับ 3.10 กรัมต่อ
ลิตร ซึ่งจากการศึกษานี้อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 15 ให้ปริมาณพลาสติกชีวภาพ
มากกว่าอัตราส่วนอื่นๆเม่ือคิดเป็นร้อยละต่อน้ าหนักมวลเซลล์แห้ง และพบว่าเชื้อ A. latus ที่ผ่านการ
เหนี่ยวน าด้วยสารเคมีและรังสีแกมมามีผลต่อการสะสมพลาสติกชีวภาพ โดยเชื้อ  A. latus/2AA จะมี
การสะสมพลาสติกชีวภาพได้สูงที่สุด รองลงมาคือเชื้อ A.  latus/γ  และ A.  latus ตามล าดับ 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 14  การเปรียบเทียบน้ าหนักมวลเซลล์แห้งและปริมาณพลาสติกชีวภาพในสูตรอาหารดัดแปลง
ที่มีอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนแตกต่างกัน โดยที่  
      น้ าหนักมวลเซลล์แห้งของ A. latus                 ปรมิาณพลาสติกชีวภาพของ  A. latus  
      น้ าหนักมวลเซลล์แห้งของ A .latus/2AA          ปรมิาณพลาสติกชีวภาพของ A. latus/2AA 
      น้ าหนักมวลเซลล์แห้งของเชื้อ A. latus/γ          ปริมาณพลาสติกชีวภาพของ A. latus/γ
หมายเหตุ : ชุดควบคุมท่ีใช้เป็นอาหารดัดแปลงที่มีกากมันส าปะหลังไฮโดรไลเซทเข้มข้นร้อยละ 25 
เป็นแหล่งคาร์บอนและมีแหล่งไนโตรเจนเป็นแอมโมเนียมอะซิเตท  
 

จากผลการศึกษาการกลายและการตรวจสอบการผลิตพลาสติกชีวภาพมีค่าต่ ามาก จึงได้ท าการวิจัย 
โดยน าเชื้อที่ผ่านการกลายมาท าการกลายซ้ าอีกครั้ง พร้อมทั้งศึกษาแหล่งอาหารและสภาวะที่
เหมาะสมต่อการผลิตพลาสติกชีวภาพใหม่ต่อไป 
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ส่วนที่ 2 ผลการศึกษาการกลายซ้ าและ แหล่งอาหารและสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต
พลาสติกชีวภาพ 

 

1.การเหนี่ยวน าซ้ าของแบคทีเรียด้วยสารเคมี และรังสีร่วมกับสารเคมี  
 2.1 การเหนี่ยวน าโดยการได้รับสัมผัสรังสีเหนือม่วงตามด้วยสาร 2-อะมิโนแอนทราซีน 
(ครั้งที่ 1)      จากการศึกษาการน าเชื้อ A. latus TISTR 1403 ที่ผ่านการได้รับสัมผัสรังสีแกมมาตาม
ด้วยสาร 2-อะมิโนแอนทราซีน ของขวัญใจ แก้วจันทร์ และคณะ, 2554  (A. latus TISTR 1403/     
-2AA) ซึ่งใช้ชื่อเรียกว่า สายพันธุ์เดิม มาท าการเหนี่ยวน าซ้ าโดยได้รับสัมผัสรังสีเหนือม่วงความยาว
คลื่น 254 นาโนเมตร ที่ระยะเวลาแตกต่างกันทุก 1 นาที เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นน าไปเติมสาร     
2-อะมิโนแอนทราซีน (2AA) ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มทิ้งไว้เป็นเวลา 40 นาที 
พบว่า เชื้อที่ได้รับสัมผัสรังสีเหนือม่วงเป็นเวลา 12 นาที ตามด้วยสาร 2-อะมิโนแอนทราซีน มีการรอด
ชีวิตเพียง 1 ไอโซเลท ซึ่งมีขนาด 2.2 เซนติเมตร (ภาพที่ 15) ส่วนการสัมผัสของเชื้อที่ระยะเวลาอ่ืน ๆ 
ไม่พบการรอดชีวิตของเชื้อ ดังแสดงในตารางที่ 7 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 15 ลักษณะของโคโลนีที่ได้รับสัมผัสรังสีเหนือม่วงเป็นเวลา 12 นาที ตามด้วยสาร 2-อะม ิ
              โนแอนทราซีน ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 40 นาท ี
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ตารางที่ 7  การรอดชีวิตของเชื้อที่ได้รับสัมผัสรังสีเหนือม่วงตามด้วยสาร 2-อะมิโนแอนทราซีน  
  ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 40 นาท ี(ครั้งที่ 1) 

วิธีการเหนี่ยวน า การเจริญของเชื้อใน
เพลต 

จ านวนโคโลน ี ขนาดโคโลนี (เซนติเมตร) 

UV 1 นาที + 2AA O - - 
UV 2 นาที + 2AA O - - 
UV 3 นาที + 2AA O - - 
UV 4 นาที + 2AA O - - 
UV 5 นาที + 2AA O - - 
UV 6 นาที + 2AA O - - 
UV 7 นาที + 2AA O - - 
UV 8 นาที + 2AA O - - 
UV 9 นาที + 2AA O - - 
UV 10 นาที + 2AA O - - 
UV 11 นาที + 2AA O - - 
UV 12 นาที + 2AA + 1 2.2 
UV 13 นาที + 2AA O - - 
UV 14 นาที + 2AA O - - 
UV 15 นาที + 2AA O - - 

หมายเหตุ :  + เชื้อมีการเจริญ O ไม่มีการเจริญ 
 
  ดังนั้น จึงคัดเลือกเชื้อสายพันธุ์เดิม ( A. latus TISTR 1403/-2AA) ที่ผ่านการได้รับ
สัมผัสรังสีเหนือม่วงเป็นเวลา 12 นาที ตามด้วยการได้รับสัมผัสสาร 2-อะมิโนแอนทราซีน ความ
เข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 40 นาที มาใช้ในการทดลองขั้นต่อไป 

 2.2 การเหนี่ยวน าซ้ าโดยการได้รับสัมผัสรังสีเหนือม่วงตามด้วยสาร  2-อะมิโนแอนทรา
ซีน (ครั้งที่ 2)   

      จากการน าเชื้อสายพันธุ์เดิมที่ผ่านการได้รับสัมผัสรังสีเหนือม่วง ตามด้วยสาร 2-อะมิ
โนแอนทราซีน ครั้งที่ 1 ซึ่งมีเพียง 1 โคโลน ี มาท าการเหนี่ยวน าซ้ าโดยการได้รับสัมผัสรังสีเหนือม่วง
ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ที่ระยะเวลาแตกต่างกันทุก 1 นาที เป็นเวลา 15 นาที ตามด้วยสาร 2-
อะมิโนแอนทราซีน ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มทิ้งไว้เป็นเวลา 40 นาที พบว่า เชื้อที่
ผ่านการได้รับสัมผัสรังสีเหนือม่วง ตามด้วยสาร 2-อะมิโนแอนทราซีน มีการรอดของเชื้อจ านวน 7 ไอ
โซเลท คือ ที่เวลาการได้รับสัมผัส 1 นาที มีการรอดของเชื้อ จ านวน 2 ไอโซเลท ที่เวลาการได้รับ
สัมผัส 2 นาที มีการรอดของเชื้อ จ านวน 3 ไอโซเลท ที่เวลาการได้รับสัมผัส 9 นาที มีการรอดของเชื้อ 
จ านวน 1 ไอโซเลท และที่เวลาการได้รับสัมผัส 14 นาที มีการรอดของเชื้อ จ านวน 1 ไอโซเลท โดย
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เชื้อที่ผ่านการได้รับสัมผัสเป็นเวลา 9 นาที ตามด้วยสาร 2-อะมิโนแอนทราซีน ความเข้มข้น 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 40 นาที เชื้อมีขนาดโคโลนีใหญ่ที่สุด คือ 3.0 เซนติเมตร ส่วนการ
ได้รับสัมผัสของเชื้อที่ระยะเวลาอ่ืน ๆ มีขนาดของโคโลนีใกล้เคียงกัน ดังแสดงในตารางที่ 8 

 ดังนั้น จึงเลือกคัดเชื้อท่ีมีขนาดของโคโลนีที่ใหญ่ที่สุด คือ เชื้อที่ผ่านการได้รับสัมผัสรังสี
เหนือม่วงเป็นเวลา 9 นาที ตามด้วยสาร 2-อะมิโนแอนทราซีน ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร เป็นเวลา 40 นาที มาใช้ในการทดลองขั้นต่อไป 

 2.3 การเหนี่ยวน าซ้ าโดยการได้รับสัมผัสรังสีเหนือม่วงตามด้วยสารอะคริฟลาวิน รังสี
เหนือม่วงตามด้วยสาร 5-โบรโมยูราซิล สารอะคริฟลาวิน และสาร 5-โบรโมยูราซิล 

  น าเชื้อที่ผ่านการเหนี่ยวน าซ้ าโดยการได้รับสัมผัสรังสีเหนือม่วงตามด้วยสาร 2-อะมิโน
แอนทราซีน จ านวน 2 ครั้ง ที่คัดเลือกได้มาท าการเหนี่ยวน าซ้ าด้วยวิธีการแตกต่างกัน ได้แก่ การ
ได้รับสัมผัสรังสีเหนือม่วงตามด้วยสารอะคริฟลาวิน การได้รับสัมผัสรังสีเหนือม่วงตามด้วยสาร 5-โบร
โมยูราซิล การได้รับสัมผัสสารอะคริฟลาวิน และการได้รับสัมผัสสาร 5-โบรโมยูราซิล ได้ผลดังนี้ 
  การได้รับสัมผัสรังสีเหนือม่วงตามด้วยสารอะคริฟลาวิน โดยใช้รังสีเหนือม่วงความยาว
คลื่น 254 นาโนเมตร ที่ระยะเวลาแตกต่างกันทุก 1 นาที เป็นเวลา 15 นาที ตามด้วยสารอะคริ ฟลา
วิน ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มทิ้งไว้เป็นเวลา 40 นาที พบว่า เชื้อที่ผ่านการได้รับ
สัมผัสรังสีเหนือม่วง ตามด้วยสารอะคริฟลาวิน มีการรอดชีวิตของเชื้อจ านวน 6 ไอโซเลท คือ ที่เวลา
การได้รับสัมผัส 1 นาที มีการรอดของเชื้อ จ านวน 3 ไอโซเลท) ที่เวลาการ ได้รับสัมผัส 5 นาที มีการ
รอดของเชื้อ จ านวน 2 ไอโซเลท และที่เวลาการได้รับสัมผัส   8 นาที มีการรอดของเชื้อ จ านวน 1 ไอ
โซเลท โดยเชื้อที่ผ่านการได้รับสัมผัสเป็นเวลา 8 นาที ตามด้วยสารอะคริฟลาวิน  ความเข้มข้น 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  เป็นเวลา 40 นาที มีโคโลนีขนาดใหญ่ที่สุด คือ 2.5 เซนติเมตร ส่วนการได้รับ
สัมผัสที่ระยะเวลาอื่น ๆ ไม่มีการรอดของเชื้อ ดังแสดงในภาพที่ 16 และ ตารางที่ 9  
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ตารางที่ 8  การรอดชีวิตของเชื้อที่ได้รับสัมผัสรังสีเหนือม่วงตามด้วยสาร 2-อะมิโนแอนทราซีน  
               ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 40 นาท ี(ครั้งที่ 2) 
 

วิธีการเหนี่ยวน า การเจริญของเชื้อใน
เพลต 

จ านวนโคโลน ี ขนาดโคโลนี (เซนติเมตร) 

UV 1 นาที + 2AA + 2 1.4 และ 1.6 
UV 2 นาที + 2AA + 3 1.4, 1.5 และ 2.0 
UV 3 นาที + 2AA O - - 
UV 4 นาที + 2AA O - - 
UV 5 นาที + 2AA O - - 
UV 6 นาที + 2AA O - - 
UV 7 นาที + 2AA O - - 
UV 8 นาที + 2AA O - - 
UV 9 นาที + 2AA + 1 3.0 
UV 10 นาที + 2AA O - - 
UV 11 นาที + 2AA O - - 
UV 12 นาที + 2AA O - - 
UV 13 นาที + 2AA O - - 
UV 14 นาที + 2AA + 1 1.7 
UV 15 นาที + 2AA O - - 

หมายเหตุ : + เชื้อมีการเจริญ O ไม่มีการเจริญ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 16 ลักษณะของโคโลนีที่ได้รับสัมผัสรังสีเหนือม่วง ตามด้วยสารอะคริฟลาวิน ความเข้มข้น  
              100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 40 นาท ีโดย (ก) 1 นาที (ข) 5 นาที และ (ค) 8 

ก ข ค 
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ตารางที่ 9  การรอดชีวิตของเชื้อที่ได้รับสัมผัสรังสีเหนือม่วงร่วมกับสารอะคริฟลาวินความ 
              เข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 40 นาท ี
 

วิธีการเหนี่ยวน า การเจริญของเชื้อในเพลต จ านวนโคโลน ี ขนาดโคโลนี (เซนติเมตร) 
UV 1 นาที + Acri + 3 1.5, 1.6 และ 2.0 
UV 2 นาที + Acri O - - 
UV 3 นาที + Acri O - - 
UV 4 นาที + Acri O - - 
UV 5 นาที + Acri + 2 1.2 และ 1.3 
UV 6 นาที + Acri O - - 
UV 7 นาที + Acri O - - 
UV 8 นาที + Acri + 1 2.5 
UV 9 นาที + Acri O - - 
UV 10 นาที + Acri O - - 
UV 11 นาที + Acri O - - 
UV 12 นาที + Acri O - - 
UV 13 นาที + Acri O - - 
UV 14 นาที + Acri O - - 
UV 15 นาที + Acri O - - 

หมายเหตุ : + เชื้อมีการเจริญ O ไม่มีการเจริญของเชื้อ 
 
  ดังนั้น จึงน าโคโลนีที่มีขนาดใหญ่ที่สุด คือ เชื้อที่ผ่านการได้รับสัมผัสรังสีเหนือม่วงเป็น
เวลา 8 นาที ตามด้วยสารอะคริฟลาวิน ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  เป็นเวลา 40 นาที 
มาเก็บรักษาไว้ในอาหารวุ้นเอียง  การได้รับสัมผัสรังสีเหนือม่วง ตามด้วยสาร 5-โบรโมยูราซิล  โดยใช้
รังสีเหนือม่วงความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ที่ระยะเวลาแตกต่างกันทุก 1 นาที เป็นเวลา 15 นาที 
ตามด้วยสาร  5-โบรโมยูราซิล ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มทิ้งไว้เป็นเวลา 40 นาที 
พบว่า เชื้อที่ผ่านการได้รับสัมผัสรังสีเหนือม่วง ตามด้วยสาร  5-โบรโมยูราซิล มีการรอดชีวิตของเชื้อ
จ านวน 14 ไอโซเลท คือ ที่เวลาการได้รับสัมผัส 5 นาที มีการรอดของเชื้อ จ านวน 2 ไอโซเลท ที่เวลา
การได้รับสัมผัส 8 นาที มีการรอดของเชื้อ จ านวน 2 ไอโซเลท ที่เวลาการได้รับสัมผัส 11 นาที มีการ
รอดของเชื้อ จ านวน 1 ไอโซเลท  ที่เวลาการได้รับสัมผัส 13 นาที มีการรอดของเชื้อ จ านวน 3 ไอโซ
เลท  ที่เวลาการได้รับสัมผัส 14 นาที มีการรอดของเชื้อ จ านวน 3 ไอโซเลท และท่ีเวลาการได้รับ
สัมผัส 15 นาที มีการรอดของเชื้อ จ านวน 3 ไอโซเลท โดยเชื้อที่ผ่านการได้รับสัมผัสเป็นเวลา 11 
นาที ตามด้วยสาร  5-โบรโมยูราซิล ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 40 นาที มี
โคโลนีขนาดใหญ่ที่สุด คือ 2.7 เซนติเมตร ส่วนการได้รับสัมผัสของเชื้อที่ระยะเวลาอ่ืน ๆ มีขนาดของ
โคโลนีใกล้เคียงกัน ดังแสดงในตารางที่ 10  
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ตารางที่ 10  การรอดชีวิตของเชื้อที่ได้รับสัมผัสรังสีเหนือม่วง ตามด้วยสาร 5-โบรโมยูราซิล ความ   
                    เข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 40 นาท ี
 

วิธีการเหนี่ยวน า การเจริญของเชื้อใน
เพลต 

จ านวนโคโลน ี ขนาดโคโลนี 
(เซนติเมตร) 

UV 1 นาที + 5-bro O - - 
UV 2 นาที + 5-bro O - - 
UV 3 นาที + 5-bro O - - 
UV 4 นาที + 5-bro O - - 
UV 5 นาที + 5-bro + 2 1.5 และ 1.6 
UV 6 นาที + 5-bro O - - 
UV 7 นาที + 5-bro O - - 
UV 8 นาที + 5-bro + 2 1.9 และ 2.0 
UV 9 นาที + 5-bro O - - 
UV 10 นาที + 5-bro O - - 
UV 11 นาที + 5-bro + 1 2.7 
UV 12 นาที + 5-bro O - - 
UV 13 นาที + 5-bro + 3 0.7, 1.2 และ 1.7 
UV 14 นาที + 5-bro + 3 0.5, 0.7 และ 0.9 
UV 15 นาที + 5-bro + 3 0.7, 0.9 และ 1.0 

หมายเหตุ : + เชื้อมีการเจริญ O ไม่มีการเจริญของเชื้อ 
 
  ดังนั้น จึงน าโคโลนีที่มีขนาดใหญ่ที่สุด คือ เชื้อที่ผ่านการได้รับสัมผัสรังสีเหนือม่วงเป็น
เวลา 11 นาที ตามด้วยสาร  5-โบรโมยูราซิล ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 40 
นาที มาเก็บรักษาไว้ในอาหารวุ้นเอียง   การได้รับสัมผัสสารอะคริฟลาวิน โดยใช้สารอะคริฟลาวิน ที่
ความเข้มข้น 50 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 40 นาที พบว่า เชื้อที่ผ่านการได้รับสัมผัส
สารอะคริฟลาวินทั้งสองความเข้มข้น มีการรอดชีวิตของเชื้อจ านวน 3 ไอโซเลท คือ ที่ความเข้มข้น 50 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  มีการรอดของเชื้อจ านวน 2 ไอโซเลท และที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร มีการรอดของเชื้อจ านวน 1 ไอโซเลท ซึ่งมีขนาดของโคโลนีใหญ่ที่สุด คือ 3.0 เซนติเมตร ดัง
แสดงในภาพที่ 17 และตารางที่ 11 
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ภาพที่ 17 ลักษณะของโคโลนีที่ได้รับสัมผัสสารอะคริฟลาวิน (ก) 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
              (ข) 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 
ตารางที่ 11 การรอดชีวิตของเชื้อที่ได้รับสัมผัสสารอะคริฟลาวิน 
 

สารเคมี 
ความเข้มข้น 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
การเจริญของเชื้อ 

ในเพลต 
จ านวน
โคโลน ี

ขนาดโคโลนี 
(เซนติเมตร) 

อะคริฟลาวิน 
(Acriflavin) 

50 + 2 
2.5 และ 

2.8 

100 + 1 3.0 

หมายเหตุ : + เชื้อมีการเจริญ O ไม่มีการเจริญ 
 
  ดังนั้น จึงน าโคโลนีที่มีขนาดใหญ่ที่สุด คือ เชื้อที่ผ่านการได้รับสัมผัสสารอะคริฟลาวินที่
ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มาเก็บรักษาไว้ในอาหารวุ้นเอียง 

  ส่วนการได้รับสัมผัสสาร 5-โบรโมยูราซิล โดยใช้สาร 5-โบรโมยูราซิลที่ความเข้มข้น 50 
และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 40 นาที  พบว่า ไม่มีการรอดชีวิตของเชื้อเกิดขึ้น ดังแสดง
ในตารางที่ 12 
 
ตารางที่ 12 การรอดชีวิตของเชื้อที่ได้รับสัมผัสสาร 5-โบรโมยูราซิล 
 

สารเคมี 
ความเข้มข้น 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
การเจริญของเชื้อ 

ในเพลต 
จ านวนโคโลน ี

ขนาดโคโลนี 
(เซนติเมตร) 

5-โบรโมยูราซิล 
(5-

Bromouracil) 

50 O - - 

100 O - - 

หมายเหตุ : + เชื้อมีการเจริญ O ไม่มีการเจริญ 
 

ก ข 
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  จากผลการศึกษาการเหนี่ยวน าเชื้อซ้ าด้วยวิธีต่าง ๆ เพื่อเพ่ิมความสามารถในการเจริญ
และการผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต โดยการเพาะเลี้ยงในสูตรอาหารของ Grothe et al. (1999) 
พบว่า เชื้อสามารถผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตได้สูงที่ระยะเวลาการเลี้ยงเดียวกัน คือ 48 ชั่วโมง 
โดยเชื้อสายพันธุ์เดิม (A. latus TISTR 1403/-2AA) ที่ผ่านการเหนี่ยวน าซ้ าโดยการได้รับสัมผัสรังสี
เหนือม่วง ตามด้วยสาร 2-อะมิโนแอนทราซีน  จ านวน 2 ครั้ง และสารอะคริฟลาวิน 100 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร สามารถผลิตมวลเซลล์แห้งและปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตได้สูงที่สุด คือ 
5.45±0.14 และ 3.50±0.00 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ ดังแสดงในตารางที่ 13  ดังนั้นจึงเลือกไป
ท าการศึกษาในขั้นตอนต่อไป ซึ่งจะใช้ชื่อเรียกว่า สายพันธุ์กลายซ้ า ตลอดการทดลอง โดยท าการ
เพาะเลี้ยงเปรียบเทียบกับเชื้อสายพันธุ์เดิมซึ่งใช้เป็นตัวควบคุม  
 
ตารางที่ 13 การเปรียบเทียบการผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตของเชื้อที่ผ่านการเหนี่ยวน าซ้ า  
 
           สายพันธุแ์บคทีเรีย CDW 

 (g/l) 
PHB 
(g/l) 

PHB 
 (%) 

อ้างอิง 
 

A. latus TISTR 1403  1.50 0.60 40.00     Kaewjan et al.    
        (2011) 

A. latus TISTR 1403/-2AA   0.85 0.25 29.41     Kaewjan et al.        
(2011) 

A. latus TISTR 1403/-2AA/ 
 UV-2AA(1) 

2.55a±0.07 1.57a±0.15 61.57 This study 

A. latus TISTR 1403/-2AA/              
UV-2AA(2) 
A. latus TISTR 1403/-2AA/                    
UV-2AA(2)/UV-Acriflavin 
A. latus TISTR 1403/-2AA/                                
UV-2AA(2)/UV-5-bromourasil 
A. latus TISTR 1403/-2AA/                        
UV-2AA(2)/Acriflavin 

  3.10b±0.10 
          
  5.25c±0.07 
   
  5.30c±0.10 
 
  5.45c±0.14 

1.97b±0.12   
 
3.05c±0.07 

 
3.30d±0.10 

 
3.50e±0.00 

63.55   
 

58.10 
 

62.26 
 

64.22     

This study 
 

This study 
 

This study 
 

This study 

 
 
 
 
 
 
 



48 
 

2. ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต 
    2.1 ผลของสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมส าหรับการผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต  
         จากการเลี้ยงเชื้อสายพันธุ์เดิมและสายพันธุ์กลายซ้ าที่ได้จากการคัดเลือก ในสูตรอาหารส าหรับ
ผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต ทั้ง 3 สูตร ได้แก่ DSMZ catalogue (1993), El-Sayed et al. 
(2009) และ Savenkova et al. (1999) โดยมีการปรับค่าความเป็นกรดด่างเริ่มต้นเท่ากับ 7 จากนั้น
ท าการเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง พบว่า เชื้อทั้งสองสายพันธุ์
ที่เพาะเลี้ยงในสูตรอาหารทั้ง 3 สูตร มีแนวโน้มการเจริญในทิศทางเดียวกัน คือ มีระยะการเจริญแบบ
ก้าวหน้า ( log phase) อยู่ในช่วงก่อน 48 ชั่วโมงของการเพาะเลี้ยง และมีปริมาณน้ าตาลทั้งหมด
ลดลงอย่างรวดเร็วในช่วงระยะการเลี้ยง 24 ชั่วโมง ดังแสดงในภาพที่ 18 และภาพท่ี 19 

   
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 18 การเปลี่ยนแปลงของมวลเซลล์แห้ง (ก) และปริมาณน้ าตาลทั้งหมด (ข) ของเชื้อสาย 

  พันธุ์กลายซ้ า ที่เลี้ยงในสูตรอาหารที่แตกต่างกัน โดย                  DSMZ catalogue      
                     El-Sayed et al. (2009)             Savenkova et al. (1999) 
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ภาพที่ 19 การเปลี่ยนแปลงของมวลเซลล์แห้ง (ก) และปริมาณน้ าตาลทั้งหมด (ข) ของเชื้อสาย  
               พันธุ์เดมิ ทีเ่ลี้ยงในสูตรอาหารทีแ่ตกตา่งกัน โดย              DSMZ catalogue (1993) 
                          El-Sayed et al. (2009)             Savenkova et al. (1999) 
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 อย่างไรก็ตามจากการเพาะเลี้ยงเชื้อในสูตรอาหารที่แตกต่างกันเพื่อตรวจสอบความสามารถ
ในการเจริญและผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต พบว่า มีค่าที่แตกต่างกัน กล่าวคือ เชื้อสายพันธุ์
กลายซ้ า สามารถผลิตมวลเซลล์แห้งได้สูงสุด เมื่อเพาะเลี้ยงในสูตรอาหาร DSMZ catalogue (1993) 
ซึ่งมีค่าเท่ากับ 14.80±0.01 กรัมต่อลิตร และผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต ได้เท่ากับ 9.90±0.01 
กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 66.89 ของมวลเซลล์แห้ง รองลงมาคือ สูตรอาหาร  Savenkova et al. 
(1999) และ El-Sayed et al. (2009) ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกัน คือ มีค่ามวลเซลล์แห้งเท่ากับ 7.65±0.00 
และ 7.52±0.01 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ และปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต เท่ากับ 4.60±0.07 
และ 4.00±0.00 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 60.13 และ 53.19 ของมวลเซลล์แห้ง ตามล าดับ ส่วน
สายพันธุ์เดิม พบว่า สามารถผลิตมวลเซลล์แห้งและปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตได้สูงสุด เมื่อ
เพาะเลี้ยงในสูตรอาหาร DSMZ catalogue (1999) เช่นเดียวกัน ซึ่งมีค่าเท่ากับ 5.90±0.06 และ 
4.80±0.00 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 81.36 ของมวลเซลล์แห้ง รองลงมา คือ สูตรอาหาร  
Savenkova et al. (1999) และ El-Sayed et al. (2009) มีค่ามวลเซลล์แห้งเท่ากับ 5.40±0.01 และ 
5.28±0.03 กรัมต่อลิตร และปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต เท่ากับ 3.50±0.01 และ 
3.10±0.01 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 64.81 และ 58.71 ของมวลเซลล์แห้ง ตามล าดับ ดังแสดงใน
ตารางที่ 14 และน ามาเปรียบเทียบให้เห็นชัดเจนในรูปความสัมพันธ์ระหว่างมวลเซลล์แห้งและ
ปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต ดังแสดงในภาพที่ 20 
  

ตารางที่ 14  ค่ามวลเซลล์แห้ง ปริมาณ PHB สูงสุด และร้อยละปริมาณการสะสม PHB ภายในเซลล์  
                  ทีร่ะยะเวลาการเพาะเลี้ยง 48 ชั่วโมง ของเชื้อทั้งสองสายพันธุ์ที่เลี้ยงในสูตรอาหาร 
                  แตกตา่งกัน 
 
 

สูตรอาหาร 
มวลเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลิตร) 

PHB 
(กรัมต่อลิตร) 

PHB 
 (ร้อยละ) 

สาย 
พันธุ ์
เดิม 

สาย 
พันธุ ์

กลายซ้ า 

สาย 
พันธุ ์
เดิม 

สาย 
พันธุ ์

กลายซ้ า 

สาย 
พันธุ ์
เดิม 

สาย 
พันธุ ์

กลายซ้ า 
DSMZ 

catalogue 
5.90±0.06 c 14.80 

±0.01c 
4.80±0.00c 9.90 ±0.01c 81.36 66.89 

El-Sayed et 
al. 

5.28±0.03a 7.52 ±0.01a 3.10±0.01a 4.00 ±0.00a 58.71 53.19 

Savenkova et 
al. 

5.40±0.01b 7.65 ±0.00b 3.50±0.01b 4.60 ±0.07b 64.81 60.13 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันในแนวตั้งแสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ภาพที่ 20 การเปรียบเทียบมวลเซลล์แห้งและปริมาณ PHB สูงสุดในสูตรอาหารที่แตกต่างกัน โดย 
          มวลเซลล์แห้งของเชื้อสายพันธุ์กลายซ้ า        มวลเซลล์แห้งของเชื้อสายพันธุ์เดิม 

    ปริมาณ PHB ของเชื้อสายพันธุ์กลายซ้ า         ปริมาณ PHB ของเชื้อสายพันธุ์เดิม 
 
  ในการค านวณค่าสัมประสิทธิ์ผลได้ของ PHB (Yp/x) ค่าสัมประสิทธิ์ผลได้ของ PHB จาก
สารอาหาร (Yp/s) และค่าสัมประสิทธิ์ผลได้ของเซลล์จากสารอาหาร (Yx/s) ดังแสดงในตารางที่ 4-9 
พบว่า การเพาะเลี้ยงเชื้อสายพันธุ์กลายซ้ า มีค่าสัมประสิทธิ์ผลได้ของ PHB (Yp/x) ในสูตรอาหาร 
DSMZ catalogue (1993) และ Savenkova et al. (1999) มีค่าใกล้เคียงกัน โดยมีค่าเท่ากับ 0.84 
และ 0.80 กรัมผลผลิตต่อกรัมเซลล์ และสูตรอาหาร El-Sayed et al. (2009) มีค่าเท่ากับ 0.66 กรัม
ผลผลิตต่อกรัมเซลล์ ส่วนเชื้อสายพันธุ์เดิม ที่เพาะเลี้ยงในสูตรอาหาร DSMZ catalogue (1993) มี
ค่าสูงสุดเช่นเดียวกัน โดยมีค่าเท่ากับ 0.64 กรัมผลผลิตต่อกรัมเซลล์ รองลงมา คือ สูตรอาหาร  
Savenkova et al. (1999) และ El-Sayed et al. (2009) มีค่าเท่ากับ 0.59 และ 0.54 กรัมผลผลิต
ต่อกรัมเซลล์ ตามล าดับ และการค านวณค่าสัมประสิทธิ์ผลได้ของ PHB จากสารอาหาร (Yp/s) พบว่า 
เชื้อสายพันธุ์กลายซ้ า ที่เพาะเลี้ยงในสูตรอาหาร  DSMZ catalogue (1993) มีค่าสูงสุดเท่ากับ 0.68 
กรัมผลผลิตต่อกรัมของสารอาหาร รองลงมา คือ สูตรอาหาร  Savenkova et al. (1999) และ El-
Sayed et al. (2009) มีค่าเท่ากับ 0.37 และ 0.27 กรัมผลผลิตต่อกรัมของสารอาหาร ตามล าดับ 
ส่วนเชื้อสายพันธุ์เดิม มีค่าสูงสุดเมื่อเพาะเลี้ยงในสูตรอาหาร  DSMZ catalogue (1993) เช่นเดียวกัน 
ซึ่งมีค่าเท่ากับ 0.31 กรัมผลผลิตต่อกรัมของสารอาหาร รองลงมา คือ สูตรอาหาร  Savenkova et al. 
(1999) และ El-Sayed et al. (2009) มีค่าเท่ากับ 0.30 และ 0.21 กรัมผลผลิตต่อกรัมของ
สารอาหาร ตามล าดับ (ตารางที่ 15) 
  ส าหรับค่าสัมประสิทธิ์ผลได้ของเซลล์จากสารอาหาร (Yx/s) พบว่า เชื้อสายพันธุ์กลาย
ซ้ า ที่เพาะเลี้ยงในสูตรอาหาร  DSMZ catalogue (1993) มีค่าสูงสุดเท่ากับ 1.07 กรัมเซลล์ต่อกรัม
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ของสารอาหาร รองลงมา คือ สูตรอาหาร  Savenkova et al. (1999) และ El-Sayed et al. (2009) 
มีค่าเท่ากับ 0.63 และ 0.51 กรัมเซลล์ต่อกรัมของสารอาหาร ตามล าดับ ส่วนเชื้อสายพันธุ์เดิม ที่
เพาะเลี้ยงในอาหารสูตรที่ DSMZ catalogue (1993) และ Savenkova et al. (1999) มีค่า
สัมประสิทธิ์ผลได้ของเซลล์จากสารอาหารเท่ากัน คือ 0.38 กรัมเซลล์ต่อกรัมของสารอาหาร และสูตร
อาหาร   El-Sayed et al. (2009) มีค่าเท่ากับ 0.32 กรัมเซลล์ต่อกรัมของสารอาหาร (ตารางที่ 4-9)  
  เมื่อค านวณอัตราจ าเพาะของการเกิดผลิตภัณฑ์ (Qp) พบว่า เชื้อสายพันธุ์กลายซ้ าที่
เพาะเลี้ยงในสูตรอาหาร  DSMZ catalogue (1993) มีค่าสูงสุดเท่ากับ 0.21 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง 
รองลงมาคือ สูตรอาหาร Savenkova et al. (1999) และ El-Sayed et al. (2009) มีค่าเท่ากับ 0.10 
และ 0.08 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ตามล าดับ ส่วนเชื้อสายพันธุ์เดิม มีอัตราจ าเพาะของการเกิด
ผลิตภัณฑ์ใกล้เคียงกัน (ตารางที่ 15) จะเห็นได้ว่า การเพาะเลี้ยงเชื้อทั้งสองสายพันธุ์ในสูตรอาหาร  
DSMZ catalogue (1993) เชื้อสามารถเจริญและผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตได้สูงที่สุด ดังนั้นจึง
เลือกสูตรอาหารนี้ไปใช้ในการศึกษาข้ันต่อไป 
 
ตารางที่ 15  สัมประสิทธิ์ผลได้ของ PHB (Yp/x) สัมประสิทธิ์ผลได้ของ PHB จากสารอาหาร  
   ( Yp/s) สัมประสิทธิ์ผลได้ของเซลล์จากสารอาหาร (Yx/s) และอัตราจ าเพาะของการ 
               เกิดผลิตภัณฑ์ (Qp) ของเชื้อทั้งสองสายพันธุ์ที่เลี้ยงในสูตรอาหารแตกต่างกัน 
 
 

สูตรอาหาร 
Yp/x 

(g PHB/g cell) 
Yp/s 

(g PHB/g 
substrate) 

Yx/s 
(g cell/g 

substrate) 

Qp 
(g/l/h) 

สาย
พันธุ์ 
เดิม 

สาย
พันธุ์ 
กลาย
ซ้ า 

สาย
พันธุ์ 
เดิม 

สาย
พันธุ์
กลาย
ซ้ า 

สาย
พันธุ์ 
เดิม 

สาย
พันธุ์
กลาย
ซ้ า 

สาย
พันธุ์ 
เดิม 

สาย
พันธุ์
กลาย
ซ้ า 

DSMZ catalogue 0.64 0.84 0.31 0.68 0.38 1.07 0.10 0.21 

El-Sayed et al. 0.54 0.66 0.21 0.27 0.32 0.51 0.06 0.08 

Savenkova et al. 0.59 0.80 0.30 0.37 0.38 0.63 0.07 0.10 
  
2.2 ผลของการใช้กากน้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนทดแทนที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ 
  จากเป้าหมายของการศึกษาท่ีต้องการใช้สารอาหารราคาถูกเพ่ือสร้างผลิตภัณฑ์และ
น าไปสู่ระดับอุตสาหกรรม ในครั้งนี้ได้เลือกใช้กากน้ าตาลมาเป็นแหล่งคาร์บอนทดแทน เนื่องจาก
กากน้ าตาลเป็นวัตถุดิบเหลือทิ้งจากโรงงานผลิตน้ าตาล ซึ่งแบ่งได้ 2 ชนิด ตามวัตถุดิบที่ใช้ในการผลิต
น้ าตาล ได้แก่ กากน้ าตาลอ้อย (cane molasses) และกากน้ าตาลจากหัวบีท ( beet molasses) โดย
องค์ประกอบของกากน้ าตาลอ้อยจะมีค่าสูงกว่ากากน้ าตาลจากหัวบีท ซึ่งประกอบด้วยน้ าตาลซูโครส 
กลูโคส น้ าตาลอินเวิท ไนโตรเจน และมีสารประกอบอื่นปะปนอยู่  (Okafor , 2007) 
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   จากการเพาะเลี้ยงเชื้อสายพันธุ์เดิมและสายพันธุ์กลายซ้ า ในสูตรอาหารดัดแปลง  
DSMZ catalogue ซึ่งใช้กากน้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนทดแทน ที่ระดับความเข้มข้นแตกต่างกัน คือ 
20, 30 และ 40 กรัมต่อลิตร เปรียบเทียบกับอาหารชุดควบคุมสูตร  DSMZ catalogue (1993) ซึ่งใช้
น้ าตาล ฟรุคโตสเป็นแหล่งคาร์บอน ท าการเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่
อุณหภูมิห้อง พบว่า เชื้อสายพันธุ์กลายซ้ า มีอัตราการเจริญระยะก้าวหน้าในช่วงก่อน 48 ชั่วโมงของ
การเพาะเลี้ยงในทุกชุดการทดลอง โดยในอาหารชุดควบคุมมีการเจริญสูงสุด ส่วนปริมาณน้ าตาล
ทั้งหมดมีแนวโน้มลดลงมากที่ระยะการเพาะเลี้ยง 24 ชั่วโมง ในขณะที่เชื้อสายพันธุ์เดิมทุกชุดการ
ทดลอง มีอัตราการเจริญใกล้เคียงกัน โดยมีการเจริญระยะก้าวหน้าในช่วงก่อน 48 ชั่วโมงของการ
เพาะเลี้ยง และปริมาณน้ าตาลทั้งหมดลดลงมากที่ระยะการเพาะเลี้ยง 24 ชั่วโมง ดังแสดงในภาพที่ 
21 และภาพท่ี 22 
  จากการเพาะเลี้ยงเชื้อทั้งสองสายพันธุ์ พบว่า เชื้อสายพันธุ์กลายซ้ า ที่เลี้ยงในสูตร
อาหารดัดแปลงที่มีกากน้ าตาลความเข้มข้น 30 กรัมต่อลิตร สามารถผลิตมวลเซลล์แห้งได้สูงสุด 
เท่ากับ 7.80±0.11 กรัมต่อลิตร ที่ระยะเวลาการเลี้ยง 48 ชั่วโมง รองลงมา คือ ความเข้มข้นของ
กากน้ าตาล 40 และ 20 กรัมต่อลิตร มีค่าเท่ากับ 7.30±0.01 และ 7.20±0.00 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ 
ส่วนการเพาะเลี้ยงในอาหารชุดควบคุมสามารถผลิตมวลเซลล์แห้งได้เท่ากับ 14.25±0.01 กรัมต่อลิตร 
ซึ่งมีค่าสูงกว่าในอาหารที่ใช้กากน้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนในทุกความเข้มข้น และสามารถผลิตพอ
ลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตได้สูงสุด เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารชุดควบคุม คือ 9.15±0.01 กรัมต่อลิตร คิด
เป็นร้อยละ 64.21 ของมวลเซลล์แห้ง และปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตที่ผลิตได้ในอาหารที่ใช้
กากน้ าตาลความเข้มข้น 20, 30 และ 40 กรัมต่อลิตร มีค่าเท่ากับ 5.27±0.12, 6.20±0.14 และ 
5.54±0.05 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 73.19, 79.49 และ 75.89 ของมวลเซลล์แห้ง ตามล าดับ ส่วน
การเพาะเลี้ยงเชื้อสายพันธุ์เดิมในสูตรอาหารดัดแปลงที่มีกากน้ าตาลความเข้มข้น 30 กรัมต่อลิตร 
สามารถผลิตมวลเซลล์แห้งและปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตได้สูงสุดเท่ากับ 7.50±0.06 และ 
5.45±0.07 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 72.67 ของมวลเซลล์แห้ง รองลงมา คือ อาหารที่ใช้
กากน้ าตาลความเข้มข้น 40 และ 20 กรัมต่อลิตร สามารถผลิตมวลเซลล์แห้งได้เท่ากับ 7.36±0.00 
และ 7.25±0.01 กรัมต่อลิตร และปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตเท่ากับ 5.30±0.09 และ 
5.07±0.06 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 72.01 และ 69.93 ของมวลเซลล์แห้ง ตามล าดับ ซึ่งพบว่ามี
ค่าต่ ากว่าในอาหารชุดควบคุมคือ 78.13 ของมวลเซลล์แห้ง ดังแสดงในตารางที่ 16 และภาพท่ี 23 
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ภาพที่ 21 การเปลี่ยนแปลงของมวลเซลล์แห้ง (ก) และปริมาณน้ าตาลทั้งหมด (ข) ของเชื้อสาย 
   พันธุ์กลายซ้ า ที่เลี้ยงในสูตรอาหารที่ความเข้มข้นของกากน้ าตาลแตกต่างกัน โดย  
                                ชุดควบคุม                                               30 กรัมต่อลิตร 
                                20 กรัมต่อลิตร                                         40 กรัมต่อลิตร 
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ภาพที่ 22 การเปลี่ยนแปลงของมวลเซลล์แห้ง (ก) และปริมาณน้ าตาลทั้งหมด (ข) ของเชื้อสาย 
   พันธุ์เดิม ที่เลี้ยงในสูตรอาหารที่ความเข้มข้นของกากน้ าตาลแตกต่างกัน โดย    
                                ชุดควบคุม         30 กรัมต่อลิตร 
                                20 กรัมต่อลิตร         40 กรัมต่อลิตร 
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ตารางที่ 16  ค่ามวลเซลล์แห้ง ปริมาณ PHB สูงสุด และร้อยละปริมาณการสะสม PHB ภายใน 
                เซลล์ ท่ีระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 48 ชั่วโมง ของเชื้อทั้งสองสายพันธุ์ที่เลี้ยงในสูตร 
                อาหารทีค่วามเข้มข้นของกากน้ าตาลแตกตา่งกัน 
 
 
กากน้ าตาล  
(กรัมต่อ
ลิตร) 

มวลเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลิตร) 

PHB 
 (กรัมต่อลิตร) 

PHB 
 (ร้อยละ) 

สายพันธุ์ 
เดิม 

สายพันธุ์ 
กลายซ้ า 

สายพันธุ์ 
เดิม 

สายพันธุ์
กลายซ้ า 

สายพันธุ์ 
เดิม 

สายพันธุ์
กลายซ้ า 

ชุดควบคุม 6.40±0.00a 14.25±0.01d 5.00±0.01a 9.15±0.01d 78.13 64.21 
20 7.25±0.01b 7.20±0.00a 5.07±0.06b 5.27±0.12a 69.93 73.19 
30 7.50±0.06d 7.80±0.11c 5.45±0.07d 6.20±0.14c 72.67 79.49 
40 7.36±0.00c 7.30±0.01b 5.30±0.09c 5.54±0.05b 72.01 75.89 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันในแนวตั้งแสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 

 
  

ภาพที่ 23 การเปรียบเทียบมวลเซลล์แห้งและปริมาณ PHB สูงสุดที่เลี้ยงในสูตรอาหารที่ความ 
    เข้มข้นของกากน้ าตาลแตกต่างกัน โดยที่  
                     มวลเซลลแ์ห้งของเชื้อสายพันธุ์กลายซ้ า           มวลเซลลแ์ห้งของเชื้อสายพันธุ์เดมิ 
                     ปรมิาณ PHB ของเชื้อสายพันธุ์กลายซ้ า          ปริมาณ PHB ของเชื้อสายพันธุ์เดิม 
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 จากปริมาณของมวลเซลล์แห้งและพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตที่เชื้อท้ังสองสายพันธุ์ผลิต
ได้น ามาคิดเป็นค่าสัมประสิทธิ์ผลได้ของ PHB (Yp/x) โดยเชื้อสายพันธุ์กลายซ้ า ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร
ที่ใช้ความเข้มข้นของกากน้ าตาล 30 กรัมต่อลิตร มีค่าสูงสุดเท่ากับ 0.85 กรัมผลผลิตต่อกรัมเซลล์ 
ส่วนในอาหารที่ใช้ความเข้มข้นของกากน้ าตาล 40 และ 20 กรัมต่อลิตร มีค่าเท่ากับ 0.83 และ 0.72 
กรัมผลผลิตต่อกรัมเซลล์ ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมพบว่ามีค่าต่ ากว่า โดยชุดควบคุมมี
ค่าเท่ากับ 1.08 กรัมผลผลิตต่อกรัมเซลล์ และเชื้อสายพันธุ์เดิม มีค่าสูงสุดเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่ใช้
ความเข้มข้นของกากน้ าตาล 30 กรัมต่อลิตร มีค่าเท่ากับ 0.70 กรัมผลผลิตต่อกรัมเซลล์ รองลงมา คือ 
ความเข้มข้น 20 และ 40 กรัมต่อลิตร มีค่าเท่ากับ 0.65 และ 0.60 กรัมผลผลิตต่อกรัมเซลล์ 
ตามล าดับ ส่วนชุดควบคุม มีค่าเท่ากับ 0.61 กรัมผลผลิตต่อกรัมเซลล์ ดังแสดงในตารางที่ 17 

  ส าหรับค่าสัมประสิทธิ์ผลได้ของ PHB จากสารอาหาร (Yp/s) พบว่า เชื้อสายพันธุ์กลาย
ซ้ า ที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่ใช้ความเข้มข้นของกากน้ าตาล 30 กรัมต่อลิตร มีค่าสูงสุดเท่ากับ 0.33 
กรัมผลผลิตต่อกรัมของสารอาหาร ส่วนในอาหารที่ใช้ความเข้มข้นของกากน้ าตาล 20 และ 40 กรัม
ต่อลิตร มีค่าเท่ากับ 0.29 และ 0.21 กรัมผลผลิตต่อกรัมของสารอาหาร ตามล าดับ ซึ่งทุกความเข้มข้น
ของกากน้ าตาลมีค่าต่ ากว่าชุดควบคุม คือ 0.59 กรัมผลผลิตต่อกรัมของสารอาหาร และเชื้อสายพันธุ์
เดิม มีค่าสูงสุด เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่ใช้ความเข้มข้นของกากน้ าตาล 30 กรัมต่อลิตร      มีค่า
เท่ากับ 0.26 กรัมผลผลิตต่อกรัมของสารอาหาร และในอาหารที่ใช้กากน้ าตาล 20 และ 40 กรัมต่อ
ลิตร มีค่าเท่ากับ 0.23 และ 0.16 กรัมผลผลิตต่อกรัมของสารอาหาร ตามล าดับ (ตารางที่ 17)  
  ส่วนค่าสัมประสิทธิ์ผลได้ของเซลล์จากสารอาหาร ( Yx/s) ของเชื้อสายพันธุ์กลายซ้ าที่
เลี้ยงในสูตรอาหารที่ใช้ความเข้มข้นของกากน้ าตาล 30 กรัมต่อลิตร มีค่าสูงสุดเท่ากับ 0.42 กรัมเซลล์
ต่อกรัมของสารอาหาร รองลงมา คือ ความเข้มข้น 20 และ 40 กรัมต่อลิตร มีค่าเท่ากับ 0.33 และ 
0.23 กรัมเซลล์ต่อกรัมของสารอาหาร ส่วนชุดควบคุมมีค่าเท่ากับ 0.98 กรัมเซลล์ต่อกรัมของ
สารอาหาร ซึ่งมีค่าสูงกว่าการเลี้ยงในกากน้ าตาลทุกความเข้มข้น และเชื้อสายพันธุ์เดิมมีค่าเท่ากับ 
0.28, 0.32 และ 0.21 กรัมเซลล์ต่อกรัมของสารอาหาร ในอาหารที่ใช้ความเข้มข้นของกากน้ าตาล 
20, 30 และ 40 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ 
  จากการค านวณอัตราจ าเพาะของการเกิดผลิตภัณฑ์ (Qp) พบว่า เชื้อสายพันธุ์กลายซ้ า
ที่เพาะเลี้ยงในสูตรอาหารที่ใช้ความเข้มข้นของกากน้ าตาล 30 กรัมต่อลิตร มีค่าสูงสุดเท่ากับ 0.13 
กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง รองลงมา คือ ความเข้มข้น 40 และ 20 กรัมต่อลิตร มีค่าเท่ากับ 0.12 และ 
0.11 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง และชุดควบคุมมีค่าเท่ากับ 0.20 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ส่วนเชื้อสายพันธุ์
เดิมมีอัตราจ าเพาะของการเกิดผลิตภัณฑ์ใกล้เคียงกันในทุกชุดการทดลอง จากผลการศึกษา พบว่า 
การเพาะเลี้ยงในสูตรอาหารดัดแปลงที่ใช้กากน้ าตาล 30 กรัมต่อลิตร เชื้อสามารถเจริญและผลิต พอ
ลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตได้สูง ดังนั้นจึงเลือกไปใช้ในการศึกษาข้ันต่อไป 
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ตารางที่ 17 สัมประสิทธิ์ผลได้ของ PHB (Yp/x) สัมประสิทธิ์ผลได้ของ PHB จากสารอาหาร (Yp/s) 
                สัมประสิทธิ์ผลไดข้องเซลลจ์ากสารอาหาร (Yx/s) และอัตราจ าเพาะของการเกิด 
                ผลิตภัณฑ์ (Qp) ของเชื้อทั้งสองสายพันธุ์เลี้ยงในสูตรอาหารที่ความเข้มข้นของ 
                กากน้ าตาลแตกตา่งกัน 
 
 

กากน้ าตาล  
(กรัมต่อลิตร) 

Yp/x 
(g PHB/g cell) 

Yp/s 
(g PHB/g 

substrate) 

Yx/s 
(g cell/g 

substrate) 

Qp 
(g/l/h) 

สาย
พันธุ์ 
เดิม 

สาย
พันธุ์ 
กลาย
ซ้ า 

สาย
พันธุ์ 
เดิม 

สาย
พันธุ์
กลาย
ซ้ า 

สาย
พันธุ์ 
เดิม 

สาย
พันธุ์
กลาย
ซ้ า 

สาย
พันธุ์ 
เดิม 

สาย
พันธุ์
กลาย
ซ้ า 

ชุดควบคุม 0.61 1.08 0.42 0.59 0.39 0.98 0.10 0.20 
20 0.65 0.72 0.23 0.29 0.28 0.33 0.10 0.11 
30 0.70 0.85 0.26 0.33 0.32 0.42 0.11 0.13 
40 0.60 0.83 0.16 0.21 0.21 0.23 0.11 0.12 

 
 2.3 ผลของการใช้น้ าแช่ข้าวโพดเป็นแหล่งไนโตรเจนทดแทนที่ระดับความเข้มข้นต่าง 
ๆ  

  ในการศึกษาความเข้มข้นของน้ าแช่ข้าวโพดที่ใช้เป็นแหล่งไนโตรเจนทดแทนที่เหมาะสม
ต่อการเจริญและการผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตของเชื้อสายพันธุ์เดิมและสายพันธุ์กลายซ้ า โดย
การเพาะเลี้ยงในสูตรอาหารดัดแปลง DSMZ catalogue (1993) ซึ่งปรับความเข้มข้นของน้ าแช่
ข้าวโพดที่แตกต่างกัน คือ 2, 3 และ 4 กรัมต่อลิตร ร่วมกับการใช้กากน้ าตาลความเข้มข้น 30 กรัมต่อ
ลิตร เป็นแหล่งคาร์บอนทดแทน เปรียบเทียบกับอาหารชุดควบคุมท่ีมีแอมโมเนียมคลอไรด์เป็นแหล่ง
ไนโตรเจน และใช้กากน้ าตาลความเข้มข้น 30 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งคาร์บอนทดแทน ท าการเลี้ยงบน
เครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างทุก 24 ชั่วโมง เป็นเวลา 72 ชั่วโมง พบว่า เชื้อ
สายพันธุ์กลายซ้ า มีอัตราการเจริญระยะก้าวหน้าในช่วงก่อน 48 ชั่วโมงของการเพาะเลี้ยง ในทุกชุด
การทดลอง โดยในอาหารชุดควบคุมมีการเจริญสูงสุด และเม่ือวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดแสดง
ให้เห็นว่า เมื่อเชื้อมีการเจริญเพ่ิมข้ึนปริมาณน้ าตาลจะลดลงตามระยะเวลาการเลี้ยงเชื้อ โดยมีค่าลดลง
มากที่ระยะการเพาะเลี้ยง 24 ชั่วโมง ส่วนเชื้อสายพันธุ์เดิมมีอัตราการเจริญสูงสุดในอาหารชุดควบคุม
เช่นเดียวกัน และพบว่าในทุกชุดการทดลองมีการเจริญระยะก้าวหน้าในช่วงก่อน 48 ชั่วโมงของการ
เพาะเลี้ยง และปริมาณน้ าตาลทั้งหมดมีค่าลดลงอย่างต่อเนื่อง โดยลดลงมากท่ีระยะการเพาะเลี้ยง 24 
ชั่วโมง ดังแสดงในภาพที่ 24 และภาพท่ี 25 
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ภาพที่ 24   การเปลี่ยนแปลงของมวลเซลล์แห้ง (ก) และปริมาณน้ าตาลทั้งหมด (ข) ของเชื้อสาย 
               พันธุ์กลายซ้ า ท่ีเลี้ยงในสูตรอาหารทีค่วามเข้มข้นของน้ าแช่ข้าวโพดแตกตา่งกัน โดย 
                 ชุดควบคุม         3 กรัมต่อลิตร 
                                 2 กรัมต่อลิตร                        4 กรัมต่อลิตร 



60 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 25  การเปลี่ยนแปลงของมวลเซลล์แห้ง (ก) และปริมาณน้ าตาลทั้งหมด (ข) ของเชื้อสาย 
  พันธุ์เดิม ที่เลี้ยงในสูตรอาหารที่ความเข้มข้นของน้ าแช่ข้าวโพดแตกต่างกัน โดย  
                            ชุดควบคุม                                       3 กรัมต่อลิตร 
                            2 กรัมต่อลิตร                                   4 กรัมต่อลิตร 
 
  จากการเลี้ยงเชื้อทั้งสองสายพันธุ์ พบว่า เชื้อสายพันธุ์กลายซ้ าที่เลี้ยงในสูตรอาหาร
ดัดแปลงที่มีน้ าแช่ข้าวโพดความเข้มข้น 4 กรัมต่อลิตร สามารถผลิตมวลเซลล์แห้งได้สูงสุด      
8.30±0.30 กรัมต่อลิตร ที่ระยะเวลาการเลี้ยง 48 ชั่วโมง ดังแสดงในตารางที่ 18 และภาพท่ี 24 
รองลงมา คือ อาหารที่ใช้น้ าแช่ข้าวโพดความเข้มข้น 2 และ 3 กรัมต่อลิตร ให้มวลเซลล์แห้งเท่ากับ 
6.75±0.18 และ 6.60±0.14 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ และในชุดควบคุมสามารถผลิตได้ 7.85±0.21 
กรัมต่อลิตร ส่วนปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต พบว่า เชื้อสามารถผลิตได้สูงสุดเมื่อเลี้ยงใน
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อาหารที่ใช้น้ าแช่ข้าวโพดความเข้มข้น 4 กรัมต่อลิตร มีค่าเท่ากับ 7.20±0.07 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อย
ละ 86.75 ของมวลเซลล์แห้ง รองลงมา คือ อาหารที่ใช้น้ าแช่ข้าวโพดความเข้มข้น 2 และ 3 กรัมต่อ
ลิตร มีค่าเท่ากับ 4.60±0.20 และ 4.30±0.00 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 68.15 และ 65.15 ของ
มวลเซลล์แห้ง ตามล าดับ (ตารางที่ 18 และภาพท่ี 26) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม พบว่า ชุด
ควบคุมสามารถผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตได้เท่ากับ 6.15±0.07 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ  
78.34 ของมวลเซลล์แห้ง ส่วนการเพาะเลี้ยงเชื้อสายพันธุ์เดิมในสูตรอาหารดัดแปลงที่มีน้ าแช่ข้าวโพด
ความเข้มข้น 4 กรัมต่อลิตร สามารถผลิตมวลเซลล์แห้งได้สูงสุดเท่ากับ 6.07±0.03 กรัมต่อลิตร และ
ปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต  เท่ากับ 4.00±0.10 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 65.90 ของมวล
เซลล์แห้ง รองลงมา คือ อาหารที่ใช้น้ าแช่ข้าวโพดความเข้มข้น 2 และ 3 กรัมต่อลิตร โดยสามารถ
ผลิตมวลเซลล์แห้งได้เท่ากับ 5.85±0.18 และ 5.73±0.29 กรัมต่อลิตร และปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอก
ซีบิวทิเรต ได้เท่ากับ 3.85±0.07 และ 3.50±0.15 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 65.81 และ 61.08 ของ
มวลเซลล์แห้ง ตามล าดับ และพบว่าในทุกชุดการทดลองมีค่าต่ ากว่าชุดควบคุม (ตารางที่ 19 และภาพ
ที่ 26)  
 
ตารางที่ 18 ค่ามวลเซลล์แห้ง ปริมาณ PHB สูงสุด และร้อยละปริมาณการสะสม PHB ภายใน 

 เซลล์ ที่ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 48 ชั่วโมง ของเชื้อทั้งสองสายพันธุ์ที่เลี้ยงในสูตร  
 อาหารที่ความเข้มข้นของน้ าแช่ข้าวโพดแตกต่างกัน 

 
น้ าแช่

ข้าวโพด      
(กรัมต่อ
ลิตร) 

มวลเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลิตร) 

PHB 
(กรัมต่อลิตร) 

PHB 
(ร้อยละ) 

สายพันธุ์ 
เดิม 

สายพันธุ์ 
กลายซ้ า 

สายพันธุ์ 
เดิม 

สายพันธุ์ 
กลายซ้ า 

สายพันธุ์ 
เดิม 

สายพันธุ์
กลายซ้ า 

ชุดควบคุม 7.40±0.42d 7.85±0.21c 5.37±0.12d 6.15±0.07c 72.57 78.34 
2 5.85±0.18b 6.75±0.18b 3.85±0.07b 4.60±0.20b 65.81 68.15 
3 5.73±0.29c 6.60±0.14a 3.50±0.14c 4.30±0.00a 61.08 65.15 
4 6.07±0.03a 8.30±0.30d 4.00±0.10a 7.20±0.07d 65.90 86.75 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันในแนวตั้งแสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
   
จากการศึกษา พบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อสายพันธุ์กลายซ้ าในอาหารที่ใช้น้ าแช่ข้าวโพดความเข้มข้น 4 
กรัมต่อลิตร มีค่าสัมประสิทธิ์ผลได้ของ PHB (Yp/x) สูงสุด เท่ากับ 1.06 กรัมผลผลิตต่อกรัมเซลล์ ที่
ระยะเวลาการเลี้ยง 48 ชั่วโมง ส่วนในอาหารที่ใช้น้ าแช่ข้าวโพดความเข้มข้น 2 และ 3 กรัมต่อลิตร มี
ค่าเท่ากับ 0.68 และ 0.47 กรัมผลผลิตต่อกรัมเซลล์ ตามล าดับ ดังแสดงในตารางที่  20  โดยในชุด
ควบคุมมีค่าเท่ากับ 0.92 กรัมผลผลิตต่อกรัมเซลล์   และเชื้อสายพันธุ์เดิม พบว่า มีค่าสูงสุดเมื่อ
เพาะเลี้ยงในชุดควบคุม คือ 0.75 กรัมผลผลิตต่อกรัมเซลล์ ส่วนในอาหารที่ใช้น้ าแช่ข้าวโพดความ
เข้มข้น 4, 2 และ 3 กรัมต่อลิตร มีค่าเท่ากับ 0.68, 0.50 และ 0.44 กรัมผลผลิตต่อกรัมเซลล์ 
ตามล าดับ  
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ภาพที่ 26  การเปรียบเทียบมวลเซลล์แห้งและปริมาณ P H B  สูงสุดที่เลี้ยงในสูตรอาหารที่ความ 
    เข้มข้นของน้ าแช่ข้าวโพดแตกต่างกัน โดยที่  
                     มวลเซลลแ์ห้งของเชื้อสายพันธุ์กลายซ้ า        มวลเซลลแ์ห้งของเชื้อสายพันธุ์เดมิ 
                     ปริมาณ PHB ของเชื้อสายพันธุ์กลายซ้ า       ปริมาณ PHB ของเชื้อสายพันธุ์เดิม 
    
 ส าหรับค่าสัมประสิทธิ์ผลได้ของ PHB จากสารอาหาร (Yp/s) พบว่า เมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อสาย
พันธุ์กลายซ้ าในอาหารที่ใช้น้ าแช่ข้าวโพดความเข้มข้น 4 กรัมต่อลิตร ให้ค่าสูงสุดเท่ากับ 0.37 กรัม
ผลผลิตต่อกรัมของสารอาหาร รองลงมา คือ อาหารที่ใช้น้ าแช่ข้าวโพดความเข้มข้น 3 และ 2 กรัมต่อ
ลิตร มีค่าเท่ากับ 0.18 และ 0.17 กรัมผลผลิตต่อกรัมของสารอาหาร ส่วนชุดควบคุมมีค่าเท่ากับ 0.31 
กรัมผลผลิตต่อกรัมของสารอาหาร และเชื้อสายพันธุ์เดิมจะมีค่าสูงสุด เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่ใช้น้ า
แช่ข้าวโพดความเข้มข้น 2 กรัมต่อลิตร มีค่าเท่ากับ 0.18 กรัมผลผลิตต่อกรัมของสารอาหาร และใน
อาหารที่ใช้น้ าแช่ข้าวโพดความเข้มข้น 4 และ 3 กรัมต่อลิตร มีค่าเท่ากับ 0.17 และ 0.16 กรัมผลผลิต
ต่อกรัมของสารอาหาร โดยเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมพบว่ามีค่าต่ ากว่า (ตารางที่ 20) 
  ส าหรับค่าสัมประสิทธิ์ผลได้ของเซลล์จากสารอาหาร (Yp/s) พบว่า เมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อ
สายพันธุ์กลายซ้ าในอาหารที่ใช้น้ าแช่ข้าวโพดความเข้มข้น 4 กรัมต่อลิตร มีค่าสูงสุด คือ 0.35 กรัม
เซลล์ต่อกรัมของสารอาหาร ส่วนในอาหารที่ใช้น้ าแช่ข้าวโพดความเข้มข้น 3 และ 2 กรัมต่อลิตร มีค่า
เท่ากับ 0.28 และ 0.25 กรัมเซลล์ต่อกรัมของสารอาหาร ตามล าดับ โดยในชุดควบคุมมีค่าเท่ากับ 
0.42 กรัมเซลล์ต่อกรัมของสารอาหาร และเชื้อสายพันธุ์เดิม มีค่าสูงสุด เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารชุด
ควบคุมมีค่าเท่ากับ 0.32 กรัมเซลล์ต่อกรัมของสารอาหาร รองลงมา คือ ในอาหารที่ใช้น้ าแช่ข้าวโพด
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ความเข้มข้น 3, 2 และ 4 กรัมต่อลิตร มีค่าเท่ากับ 0.25, 0.23 และ 0.20 กรัมเซลล์ต่อกรัมของ
สารอาหาร ตามล าดับ  
  เมื่อค านวณอัตราจ าเพาะของการเกิดผลิตภัณฑ์ (Qp) พบว่า เชื้อสายพันธุ์กลายซ้ าที่
เพาะเลี้ยงในอาหารที่ใช้น้ าแช่ข้าวโพดความเข้มข้น 4 กรัมต่อลิตร มีค่าสูงสุดเท่ากับ 0.15 กรัมต่อลิตร
ต่อชั่วโมง ส่วนในชุดการทดลองอ่ืนมีค่าใกล้เคียงกัน และเชื้อสายพันธุ์เดิมมีค่าสูงสุดเท่ากับ 0.11 กรัม
ต่อลิตรต่อชั่วโมง เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารชุดควบคุม ส่วนการเพาะเลี้ยงในอาหารที่ใช้น้ าแช่ข้าวโพดมี
ค่าใกล้เคียงกัน (ตารางที่ 19) จากผลการศึกษา พบว่า การเพาะเลี้ยงเชื้อทั้งสองสายพันธุ์ในอาหารที่
ใช้น้ าแช่ข้าวโพดความเข้มข้น 4 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งไนโตรเจนทดแทน เชื้อสามารถเจริญและมีการ
สะสมพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตได้สูง ดังนั้นจึงเลือกไปใช้ในการศึกษาต่อไป 

ตารางที่ 19 สัมประสิทธิ์ผลได้ของ PHB (Yp/x) สัมประสิทธิ์ผลได้ของ PHB จากสารอาหาร (Yp/s) 
     สัมประสิทธิ์ผลได้ของเซลล์จากสารอาหาร ( Yx/s) และอัตราจ าเพาะของการ เกิด 
                 ผลิตภัณฑ์ (Qp) ของเชื้อทั้งสองสายพันธุ์ที่เลี้ยงในสูตรอาหารที่ความเข้มข้นของ 
                 น้ าแช่ข้าวโพดแตกตา่งกัน 

 
น้ าแช่ข้าวโพด      
 (กรัมต่อลิตร) 

Yp/x 
(g PHB/g cell) 

Yp/s 
(g PHB/g 

substrate) 

Yx/s 
(g cell/g 

substrate) 

Qp 
(g/l/h) 

สาย
พันธุ์ 
เดิม 

สาย
พันธุ์ 
กลาย
ซ้ า 

สาย
พันธุ์ 
เดิม 

สาย
พันธุ์
กลาย
ซ้ า 

สาย
พันธุ์ 
เดิม 

สาย
พันธุ์
กลาย
ซ้ า 

สาย
พันธุ์ 
เดิม 

สาย
พันธุ์
กลาย
ซ้ า 

ชุดควบคุม 0.75 0.92 0.26 0.31 0.22 0.42 0.11 0.13 
2 0.50 0.68 0.18 0.17 0.23 0.25 0.08 0.10 
3 0.44 0.47 0.16 0.18 0.25 0.28 0.07 0.09 
4 0.68 1.06 0.17 0.37 0.20 0.35 0.08 0.15 

 
 

 2.4 ผลของความเข้มข้นของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตที่เหมาะสมส าหรับการ
ผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต 
  ในการศึกษาความเข้มข้นของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตที่เหมาะสมต่อการผลิต
พอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตของเชื้อสายพันธุ์เดิมและสายพันธุ์กลายซ้ า ด้วยการเพาะเลี้ยงในสูตร
อาหารดัดแปลง DSMZ catalogue (1993) โดยปรับความเข้มข้นที่แตกต่างกัน คือ 2.5, 3.0, 3.5, 
4.0 และ 5.0 กรัมต่อลิตร ร่วมกับกากน้ าตาลความเข้มข้น 30 กรัมต่อลิตร และน้ าแช่ข้าวโพดความ
เข้มข้น 4 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนทดแทน เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่
เติมโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเข้มข้น 2.3 กรัมต่อลิตร กากน้ าตาลความเข้มข้น 30 กรัม
ต่อลิตร และน้ าแช่ข้าวโพดความเข้มข้น 4 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน
ทดแทน ท าการเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เก็บตัวอย่างทุก 
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24 ชั่วโมง พบว่า เชื้อสามารถเจริญได้สูงสุด เมื่อเลี้ยงในอาหารที่ใช้ความเข้มข้นของโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟต 2.5 กรัมต่อลิตร ซึ่งการเจริญมีแนวโน้มในทิศทางเดียวกัน คือ มีระยะการ
เจริญก้าวหน้าในช่วงก่อน 48 ชั่วโมงของการเพาะเลี้ยง ส่วนปริมาณน้ าตาลทั้งหมดมีการลดลงอย่าง
ต่อเนื่องตามระยะเวลาของการเลี้ยงเชื้อ ซึ่งลดลงมากท่ีระยะการเพาะเลี้ยง 24 ชั่วโมง ดังแสดงในภาพ
ที่ 27 และภาพท่ี 28  
 

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 27   การเปลี่ยนแปลงของมวลเซลล์แห้ง (ก) และปริมาณน้ าตาลทั้งหมด (ข) ของเชื้อสาย 
     พันธุ์กลายซ้ า ที่เลี้ยงในสูตรอาหารที่ความเข้มข้นของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจน  
     ฟอสเฟตแตกต่างกัน โดย  
                              ชุดควบคุม                                  3.5 กรัมต่อลิตร 
                              2.5 กรัมต่อลิตร                            4.0 กรัมต่อลิตร 
                         3.0 กรัมต่อลิตร                            5.0 กรัมต่อลิตร 
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ภาพที่ 28   การเปลี่ยนแปลงของมวลเซลล์แห้ง (ก) และปริมาณน้ าตาลทั้งหมด (ข) ของเชื้อสาย 
     พันธุ์เดิม ที่เลี้ยงในสูตรอาหารที่ความเข้มข้นของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจน  
  ฟอสเฟตแตกต่างกัน โดย  
                              ชุดควบคุม                                   3.5 กรัมต่อลิตร 
                               2.5 กรัมต่อลิตร                           4.0 กรัมต่อลิตร 
                         3.0 กรัมต่อลิตร                            5.0 กรัมต่อลิตร 
   
 จากการเลี้ยงเชื้อทั้งสองสายพันธุ์ พบว่า เชื้อสายพันธุ์กลายซ้ า ที่เพาะเลี้ยงในสูตรอาหาร
ดัดแปลงที่มีความเข้มข้นของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตเท่ากับ 2.5 กรัมต่อลิตร สามารถผลิต
มวลเซลล์แห้งได้สูงสุดเท่ากับ 15.62±0.00 กรัมต่อลิตร ที่ระยะเวลาการเลี้ยง 48 ชั่วโมง ดังแสดงใน
ตารางที่ 4-14 และภาพท่ี 4-17 รองลงมา คือ อาหารที่มีความเข้มข้นของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟตเท่ากับ 3.0, 3.5, 4.0 และ 5.0 กรัมต่อลิตร ผลิตมวลเซลล์แห้งได้เท่ากับ 14.55±0.07, 
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9.99±0.06, 8.85±0.01 และ 8.20±0.10 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ และชุดควบคุมผลิตได้ 8.90±0.02 
กรัมต่อลิตร ส่วนปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต พบว่า เชื้อสามารถผลิตได้สูงสุดเมื่อเลี้ยงใน
อาหารที่มีความเข้มข้นของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตเท่ากับ 2.5 กรัมต่อลิตร ผลิตได้ 
9.73±0.06 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 62.29 ของมวลเซลล์แห้ง รองลงมา คือ อาหารที่มีความ
เข้มข้นของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตเท่ากับ 3.0, 3.5, 4.0 และ 5.0 กรัมต่อลิตร ผลิตได้ 
8.67±0.12, 6.77±0.06, 5.37±0.06 และ 5.05±0.21 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 59.59, 67.77, 
60.68 และ 61.59 ของมวลเซลล์แห้ง (ตารางที่ 20 และภาพท่ี 29) ส่วนชุดควบคุมสามารถผลิตพอ
ลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตได้ 7.37±0.30 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 82.80 ของมวลเซลล์แห้ง และ
การเพาะเลี้ยงเชื้อสายพันธุ์เดิมในสูตรอาหารดัดแปลงที่มีความเข้มข้นของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟตเท่ากับ 2.5 กรัมต่อลิตร สามารถผลิตมวลเซลล์แห้งได้สูงสุดเท่ากับ 8.75±0.07 กรัมต่อลิตร 
และปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต  เท่ากับ 6.65±0.07 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 76.00 ของ
มวลเซลล์แห้ง ซึ่งสูงกว่าในชุดควบคุม ส่วนในอาหารที่มีความเข้มข้นของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟตเท่ากับ 3.0, 3.5, 4.0 และ 5.0 กรัมต่อลิตร สามารถผลิตมวลเซลล์แห้งได้เท่ากับ 6.90±0.07, 
6.70±0.21, 6.33±0.05 และ 6.10±0.10 กรัมต่อลิตร และปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต ได้
เท่ากับ 5.67±0.40, 4.83±0.15, 4.07±0.12 และ 3.87±0.06 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 82.17, 
72.09, 64.30 และ 63.44 ของมวลเซลล์แห้ง ตามล าดับ (ตารางที่ 20 และภาพท่ี 29)  
 
ตารางที่ 20  ค่ามวลเซลล์แห้ง ปริมาณ PHB สูงสุด และร้อยละปริมาณการสะสม PHB ภายใน 
       เซลล์ ท่ีระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 48 ชั่วโมง ของเชื้อทั้งสองสายพันธุ์ที่เลี้ยงในสูตร 
                      อาหารทีค่วามเข้มข้นของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตแตกตา่งกัน 
                    
โพแทสเซียม
ไดไฮโดรเจน

ฟอสเฟต 
(กรัมต่อลิตร) 

มวลเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลิตร) 

PHB 
(กรัมต่อลิตร) 

PHB 
(ร้อยละ) 

สายพันธุ์ 
เดิม 

สายพันธุ์ 
กลายซ้ า 

สายพันธุ์ 
เดิม 

สายพันธุ์
กลายซ้ า 

สายพันธุ์ 
เดิม 

สายพันธุ์
กลายซ้ า 

ชุดควบคุม 6.75±0.04d 8.90±0.02c 4.20±0.10c 7.37±0.30d 62.22 82.80 

2.5 8.75±0.07f 15.62±0.00f 6.65±0.07f 9.73±0.06f 76.00 62.29 
3.0 6.90±0.07e 14.55±0.07e 5.67±0.40e 8.67±0.12e 82.17 59.59 

3.5 6.70±0.21b 9.99±0.06d 4.83±0.15d 6.77±0.06c 72.09 67.77 
4.0 6.33±0.05c 8.85±0.01b 4.07±0.12b 5.37±0.06b 64.30 60.68 
5.0 6.10±0.10a 8.20±0.10a 3.87±0.06a 5.05±0.21a 63.44 61.59 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันในแนวตั้งแสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ภาพที่ 29 การเปรียบเทียบมวลเซลล์แห้งและปริมาณ PHB สูงสุดที่เลี้ยงในสูตรอาหารที่ความ 
   เข้มข้นของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตแตกต่างกัน โดยที่  
                     มวลเซลลแ์ห้งของเชื้อสายพันธุ์กลายซ้ า          มวลเซลลแ์ห้งของเชื้อสายพันธุ์เดมิ 
                     ปรมิาณ PHB ของเชื้อสายพันธุ์กลายซ้ า         ปรมิาณ PHB ของเชื้อสายพันธุ์เดิม 
 
  จากการค านวณค่าจลนพลศาสตร์ของการเพาะเลี้ยงเชื้อสายพันธุ์กลายซ้ าในอาหารที่มี
ความเข้มข้นของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตเท่ากับ 2.5 กรัมต่อลิตร มีค่าสัมประสิทธิ์ผลได้ของ 
PHB (Yp/x) สูงสุดเท่ากับ 0.98 กรัมผลผลิตต่อกรัมเซลล์ ที่ระยะเวลาการเลี้ยง 48 ชั่วโมง รองลงมา 
คือ ในอาหารที่มีความเข้มข้นเท่ากับ 3.0, 3.5, 4.0 และ 5.0 กรัมต่อลิตร มีค่าเท่ากับ 0.78, 0.75, 
0.74 และ 0.67 กรัมผลผลิตต่อกรัมเซลล์ ตามล าดับ ส่วนในชุดควบคุมมีค่าเท่ากับ 0.86 กรัมผลผลิต
ต่อกรัมเซลล์ ดังแสดงในตารางที่ 22 และเชื้อสายพันธุ์เดิม มีค่าสูงสุดในอาหารที่มีความเข้มข้นของ
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตเท่ากับ 2.5 กรัมต่อลิตร เช่นเดียวกัน โดยมีค่าเท่ากับ 0.63 กรัม
ผลผลิตต่อกรัมเซลล์ และในอาหารที่มีความเข้มข้นเท่ากับ 3.0, 3.5, 4.0 และ 5.0 กรัมต่อลิตร มีค่า
เท่ากับ 0.58, 0.55, 0.52 และ 0.48 กรัมผลผลิตต่อกรัมเซลล์ ส่วนในชุดควบคุมมีค่าเท่ากับ 0.51 
กรัมผลผลิตต่อกรัมเซลล์ ส าหรับค่าสัมประสิทธิ์ผลได้ของ PHB จากสารอาหาร (Yp/s) พบว่า เชื้อสาย
พันธุ์กลายซ้ าที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่มีความเข้มข้นของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตเท่ากับ 2.5 
กรัมต่อลิตร มีค่าสูงสุด คือ 0.39 กรัมผลผลิตต่อกรัมของสารอาหาร รองลงมา คือ อาหารที่มีความ
เข้มข้นเท่ากับ 3.0, 3.5, 4.0 และ 5.0 กรัมต่อลิตร มีค่าเท่ากับ 0.33, 0.31, 0.25 และ 0.21 กรัม
ผลผลิตต่อกรัมของสารอาหาร ตามล าดับ โดยในชุดควบคุมมีค่าเท่ากับ 0.34 กรัมผลผลิตต่อกรัมของ
สารอาหาร และเชื้อสายพันธุ์เดิม มีค่าสูงสุด เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีความเข้มข้นของโพแทสเซียม
ไดไฮโดรเจนฟอสเฟตเท่ากับ 2.5 กรัมต่อลิตร มีค่าเท่ากับ 0.30 กรัมผลผลิตต่อกรัมของสารอาหาร 
รองลงมา คือ อาหารที่มีความเข้มข้นเท่ากับ 3.0, 3.5, 4.0 และ 5.0 กรัมต่อลิตร มีค่าเท่ากับ 0.22, 
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0.19, 0.19 และ 0.15 กรัมผลผลิตต่อกรัมของสารอาหาร ตามล าดับ ส่วนชุดควบคุมมีค่าเท่ากับ 0.17 
กรัมผลผลิตต่อกรัมของสารอาหาร 
  ส าหรับค่าสัมประสิทธิ์ผลได้ของเซลล์จากสารอาหาร (Yx/s) พบว่า เชื้อสายพันธุ์กลาย
ซ้ าที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่มีความเข้มข้นของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตเท่ากับ 2.5, 3, 3.5, 4 
และ 5 กรัมต่อลิตร มีค่าเท่ากับ 0.53, 0.48, 0.43, 0.35 และ 0.29 กรัมเซลล์ต่อกรัมของสารอาหาร 
ตามล าดับ และชุดควบคุมมีค่าเท่ากับ 0.38 กรัมเซลล์ต่อกรัมของสารอาหาร (ตารางที่  21) ส่วนเชื้อ
สายพันธุ์เดิมที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่มีความเข้มข้นของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตเท่ากับ 2.5, 
3.0, 3.5, 4.0 และ 5.0 กรัมต่อลิตร มีค่าเท่ากับ 0.37, 0.25, 0.24, 0.22 และ 0.16 กรัมเซลล์ต่อกรัม
ของสารอาหาร ตามล าดับ ส่วนชุดควบคุมมีค่าเท่ากับ 0.27 กรัมเซลล์ต่อกรัมของสารอาหาร 
 เมื่อค านวณอัตราจ าเพาะของการเกิดผลิตภัณฑ์ (Qp) พบว่า เชื้อสายพันธุ์กลายซ้ า ที่
เพาะเลี้ยงในอาหารที่มีความเข้มข้นของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตเท่ากับ 2.5, 3, 3.5, 4 และ 
5 กรัมต่อลิตร มีค่าเท่ากับ 0.20, 0.18, 0.14, 0.11 และ 0.10 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ตามล าดับ และ
ชุดควบคุมมีค่าเท่ากับ 0.15 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง  (ตารางที่  21) ส่วนเชื้อสายพันธุ์เดิมที่เพาะเลี้ยงใน
อาหารที่มีความเข้มข้นของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตเท่ากับ 2.5, 3.0, 3.5, 4.0 และ 5.0 กรัม
ต่อลิตร มีค่าเท่ากับ 0.14, 0.12, 0.10, 0.08 และ 0.08 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ตามล าดับ 

 

ตารางที่ 21 สัมประสิทธิ์ผลได้ของ PHB (Yp/x )  สัมประสิทธิ์ผลได้ของ PHB จากสารอาหาร  
      ( Yp/s) สัมประสิทธิ์ผลได้ของเซลล์จากสารอาหาร (Yx/s) และอัตราจ าเพาะของการ 
                  เกิดผลิตภัณฑ์ (Qp) ของเชื้อทั้งสองสายพันธุ์ที่เลี้ยงในสูตรอาหารที่ความเข้มข้น 
                   ของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตแตกตา่งกัน 
 
โพแทสเซียมได

ไฮโดรเจน  
(กรัมต่อลิตร) 

Yp/x 
(g PHB/g cell) 

Yp/s 
(g PHB/g 

substrate) 

Yx/s 
(g cell/g 

substrate) 

Qp 
(g/l/h) 

สาย
พันธุ์ 
เดิม 

สาย 
พันธุ์ 
กลาย
ซ้ า 

สาย
พันธุ์ 
เดิม 

สาย
พันธุ์
กลาย
ซ้ า 

สาย
พันธุ์ 
เดิม 

สาย
พันธุ์
กลาย
ซ้ า 

สาย
พันธุ์ 
เดิม 

สาย 
พันธุ์
กลาย
ซ้ า 

ชุดควบคุม 0.51 0.86 0.17 0.34 0.27 0.38 0.09 0.15 

2.5 0.63 0.98 0.30 0.39 0.37 0.53 0.14 0.20 
3 0.58 0.78 0.22 0.33 0.25 0.48 0.12 0.18 

3.5 0.55 0.75 0.19 0.31 0.24 0.43 0.10 0.14 
4 0.52 0.74 0.19 0.25 0.22 0.35 0.08 0.11 
5 0.48 0.67 0.15 0.21 0.16 0.29 0.08 0.10 
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ส่วนที่ 3 การเลี้ยงขยายขนาดการเพาะเลี้ยงสู่ระดับถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
 
 1. ผลของการผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตด้วยการเพาะเลี้ยงแบบกะ ( Batch 
Culture) 
  จากการทดลองเพาะเลี้ยงเชื้อสายพันธุ์เดิมและสายพันธุ์กลายซ้ าในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
ด้วยการเพาะเลี้ยงแบบกะ ( Batch culture) ขนาด 5 ลิตร โดยใช้หัวเชื้อเริ่มต้นร้อยละ 10 เติมลงใน
อาหารปริมาตร 3 ลิตร ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตราเร็วใบพัดอยู่ในช่วง 100-200 รอบต่อนาที 
ก าหนดอัตราการให้อากาศเท่ากับ 1 vvm และค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 7 โดยใช้โซเดียมไฮดรอก
ไซด์เข้มข้น 4 นอร์มอล ท าการเลี้ยงเชื้อเป็นเวลา 60 ชั่วโมง พบว่า เชื้อสายพันธุ์กลายซ้ า มีการ
เจริญเติบโตอย่างรวดเร็วหลังจากการเลี้ยงเป็นเวลา 18-30 ชั่วโมง หลังจากนั้นการเจริญจึงเริ่มคงที่ 
ดังแสดงในภาพที่ 30  ส่วนปริมาณน้ าตาลทั้งหมดมีการลดลงตลอดระยะเวลาการเลี้ยงเชื้อ และเมื่อ
สิ้นสุดการเลี้ยงที่ระยะเวลา 60 ชั่วโมง มีปริมาณน้ าตาลทั้งหมดคงเหลือภายในถังเท่ากับ 3.64±0.03 
กรัมต่อลิตร (ภาพที่ 28) ส่วนเชื้อสายพันธุ์เดิม มีการเจริญอย่างรวดเร็วหลังจากการเลี้ยงเป็นเวลา 18-
30 ชั่วโมง หลังจากนั้นการเจริญจึงเริ่มคงที่ ส่วนปริมาณน้ าตาลทั้งหมดมีการลดลงตลอดระยะเวลา
การเลี้ยง โดยเมื่อสิ้นสุดการเลี้ยงมีปริมาณน้ าตาลทั้งหมดคงเหลือเท่ากับ 5.60±0.25 กรัมต่อลิตร ดัง
แสดงในภาพที่ 31 
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ภาพที่ 28 การเปลี่ยนแปลงของมวลเซลล์แห้ง (ก) และปริมาณน้ าตาลทั้งหมด (ข) ของเชื้อสาย 
   พันธุ์กลายซ้ า ที่เพาะเลี้ยงแบบกะในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ  
 
 
 
ภาพที่ 30 การเปลี่ยนแปลงของมวลเซลล์แห้ง (ก) และปริมาณน้ าตาลทั้งหมด (ข) ของเชื้อสาย 
   พันธุ์ กลาย ที่เพาะเลี้ยงแบบกะในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
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ภาพที่ 31 การเปลี่ยนแปลงของมวลเซลล์แห้ง (ก) และปริมาณน้ าตาลทั้งหมด (ข) ของเชื้อสาย 
   พันธุ์เดิม ที่เพาะเลี้ยงแบบกะในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ  
 
 จากการศึกษาการผลิตมวลเซลล์แห้งและปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต  พบว่า เชื้อ
สายพันธุ์กลายซ้ า สามารถผลิตได้สูงสุดเท่ากับ 18.73±0.06 และ 11.83±0.29 กรัมต่อลิตร คิดเป็น
ร้อยละ 63.16 ของมวลเซลล์แห้ง ที่ระยะเวลาการเลี้ยง 36 ชั่วโมง ส่วนเชื้อสายพันธุ์เดิม สามารถผลิต
มวลเซลล์แห้งและปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตได้สูงสุดเท่ากับ 14.45±0.07 และ 8.70±0.06 
กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 60.21 ของมวลเซลล์แห้ง ที่ระยะเวลาการเลี้ยง 30 ชั่วโมง ดังแสดงใน
ตารางที่ 22  
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ตารางที่ 22 ค่ามวลเซลล์แห้ง ปริมาณ PHB สูงสุด และร้อยละปริมาณการสะสม PHB ภายใน 
       เซลล์ ของเชื้อทัง้สองสายพันธุ์ท่ีเพาะเลี้ยงแบบกะในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ  

สายพันธุ์แบคทีเรีย มวลเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลิตร) 

PHB 
(กรัมต่อลิตร) 

PHB 
(ร้อยละ) 

สายพันธุ์เดิม 14.45±0.07a 8.70±0.06b 60.21 
สายพันธุ์กลายซ้ า 18.73±0.06c 11.83±0.29d 63.16 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 
  ส าหรับค่าสัมประสิทธิ์ผลได้ของ PHB (Yp/x) ของเชื้อสายพันธุ์กลายซ้ า มีค่าเท่ากับ 
0.78 กรัมผลผลิตต่อกรัมเซลล์ สัมประสิทธิ์ผลได้ของ PHB จากสารอาหาร (Yp/s) เท่ากับ 0.37 กรัม
ผลผลิตต่อกรัมของสารอาหาร สัมประสิทธิ์ผลได้ของเซลล์จากสารอาหาร (Yx/s) เท่ากับ 0.43 กรัม
เซลล์ต่อกรัมของสารอาหาร และอัตราจ าเพาะของการเกิดผลิตภัณฑ์ (Qp) เท่ากับ 0.33 กรัมต่อลิตร
ต่อชั่วโมง ที่ระยะเวลาการเลี้ยง 36 ชั่วโมง ส่วนเชื้อสายพันธุ์เดิม มีค่าสัมประสิทธิ์ผลได้ของ PHB 
(Yp/x) เท่ากับ 0.69 กรัมผลผลิตต่อกรัมเซลล์ สัมประสิทธิ์ผลได้ของ PHB จากสารอาหาร (Yp/s) 
เท่ากับ 0.29 กรัมผลผลิตต่อกรัมของสารอาหาร สัมประสิทธิ์ผลได้ของเซลล์จากสารอาหาร (Yx/s) 
เท่ากับ 0.40 กรัมเซลล์ต่อกรัมของสารอาหาร และอัตราจ าเพาะของการเกิดผลิตภัณฑ์ (Qp) เท่ากับ 
0.29 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมงท่ีระยะเวลาการเลี้ยง 30 ชั่วโมง ดังแสดงในตารางที่ 23 

ตารางที่ 23 สัมประสิทธิ์ผลได้ของ PHB (Yp/x )  สัมประสิทธิ์ผลได้ของ PHB จากสารอาหาร  
     ( Yp/s) สัมประสิทธิ์ผลได้ของเซลล์จากสารอาหาร (Yx/s) และอัตราจ าเพาะของการ       
                 เกิดผลิตภัณฑ์ (Qp) ของเชื้อทั้งสองสายพันธุ์ที่เพาะเลี้ยงแบบกะในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 

สายพันธุ์ Yp/x 
(g PHB/g Cell) 

Yp/s 
(g PHB/g substrate) 

Yx/s 
(g Cell/g substrate) 

Qp 
(g/l/h) 

พันธุ์เดิม 0.69 0.29 0.40 0.29 
พันธุ์กลายซ้ า 0.78 0.37 0.43 0.33 

  
  
 2. ผลของการผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตด้วยการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะ ( Fed-
Batch Culture) 

  การผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตด้วยการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะ จะท าการเพาะเลี้ยง
เชื้อสายพันธุ์เดิมและสายพันธุ์กลายซ้ าเช่นเดียวกับการเพาะเลี้ยงแบบกะ แต่จะใช้ปริมาตรในการผลิต
เริ่มต้น (Initial Volumn) 1 ลิตร เติมหัวเชื้อเริ่มต้นร้อยละ 10 ลงในอาหาร เลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส อัตราเร็วใบพัดอยู่ในช่วง 100-200 รอบต่อนาที ก าหนดอัตราการให้อากาศเท่ากับ 1 vvm 
และควบคุมค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 7 ท าการเพาะเลี้ยงแบบกะจากชั่วโมงท่ี 0-18 จากนั้นจึงเข้าสู่
กระบวนการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะ โดยเติมสารอาหาร ( feed medium) ปริมาตร 2 ลิตร ที่อัตราการ
เติม (feed rate) 79 มิลลิลิตรต่อชั่วโมง จากชั่วโมงท่ี 18 ถึง 42 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ท าให้มีปริมาตร
ในการหมักทั้งหมดเท่ากับ 3 ลิตร และท าการเพาะเลี้ยงจนครบ 60 ชั่วโมง พบว่า เชื้อสายพันธุ์กลาย
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ซ้ า มีการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็วหลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 18-42 ชั่วโมง หลังจากนั้นการเจริญจึง
เริ่มคงท่ี ดังแสดงในภาพที่ 32 ส่วนปริมาณน้ าตาลทั้งหมด เมื่อสิ้นสุดการเพาะเลี้ยง พบว่า มีปริมาณ
คงเหลือภายในถังหมักเท่ากับ 4.72±0.14 กรัมต่อลิตร ส่วนเชื้อสายพันธุ์เดิม มีการเจริญอย่างรวดเร็ว
หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 18-42 ชั่วโมง หลังจากนั้นการเจริญจึงเริ่มคงที่ เช่นเดียวกับเชื้อสายพันธุ์
กลายซ้ า ส่วนปริมาณน้ าตาลทั้งหมดคงเหลือภายในถังหมักเท่ากับ 5.43±0.12 กรัมต่อลิตร เมื่อสิ้นสุด
การเพาะเลี้ยง ดังแสดงในภาพที่ 33 

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 32 การเปลี่ยนแปลงของมวลเซลล์แห้ง (ก) และปริมาณน้ าตาลทั้งหมด (ข) ของเชื้อสาย 
   พันธุ์กลายซ้ า ที่เพาะเลี้ยงแบบเติมกะในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
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ภาพที่ 33 การเปลี่ยนแปลงของมวลเซลล์แห้ง (ก) และปริมาณน้ าตาลทั้งหมด (ข) ของเชื้อสาย 
 พันธุ์เดิม ที่เพาะเลี้ยงแบบเติมกะในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ  
 
  จากการศึกษาการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะ พบว่า เชื้อสายพันธุ์กลายซ้ า สามารถผลิตมวล
เซลล์แห้งและปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตได้สูงสุดเท่ากับ 49.30±0.06 และ 32.20±0.10 
กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 65.31 ของมวลเซลล์แห้ง ที่ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 48 ชั่วโมง ส่วนเชื้อ
สายพันธุ์เดิม สามารถผลิตมวลเซลล์แห้งและปริมาณ พอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตได้สูงสุดเท่ากับ 
47.53±0.06 และ 29.43±0.15 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 61.91 ของมวลเซลล์แห้ง ที่ระยะเวลา
การเพาะเลี้ยง 48 ชั่วโมง ดังแสดงในตารางที่  24 
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ตารางที่ 24 ค่ามวลเซลล์แห้ง ปริมาณ PHB สูงสุด และร้อยละปริมาณการสะสม PHB ภายใน  
                  เซลล์ ของเชื้อทัง้สองสายพันธุ์ท่ีเพาะเลี้ยงแบบเตมิกะในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
                       

สายพันธุ์แบคทีเรีย มวลเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลิตร) 

PHB 
(กรัมต่อลิตร) 

PHB 
(ร้อยละ) 

สายพันธุ์เดิม 47.53±0.06a 29.43±0.15c 61.91 
สายพันธุ์กลายซ้ า 49.30±0.20b 32.20±0.10c 65.31 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่ต่างกันแสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 
  ส าหรับการค านวณค่าสัมประสิทธิ์ผลได้ของ PHB (Yp/x) ของเชื้อสายพันธุ์กลายซ้ า มี
ค่าเท่ากับ 0.75 กรัมผลผลิตต่อกรัมเซลล์ สัมประสิทธิ์ผลได้ของ PHB จากสารอาหาร (Yp/s) เท่ากับ 
0.35 กรัมผลผลิตต่อกรัมของสารอาหาร สัมประสิทธิ์ผลได้ของเซลล์จากสารอาหาร (Yx/s) เท่ากับ 
0.40 กรัมเซลล์ต่อกรัมของสารอาหาร และอัตราจ าเพาะของการเกิดผลิตภัณฑ์ (Qp) เท่ากับ 0.67 
กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ที่ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 48 ชั่วโมง ส่วนเชื้อสายพันธุ์เดิม มีค่าสัมประสิทธิ์
ผลได้ของ PHB (Yp/x) มีค่าเท่ากับ 0.67 กรัมผลผลิตต่อกรัมเซลล์ สัมประสิทธิ์ผลได้ของ PHB จาก
สารอาหาร (Yp/s) เท่ากับ 0.30 กรัมผลผลิตต่อกรัมของสารอาหาร สัมประสิทธิ์ผลได้ของเซลล์จาก
สารอาหาร (Yx/s) เท่ากับ 0.36 กรัมเซลล์ต่อกรัมของสารอาหาร และอัตราจ าเพาะของการเกิด
ผลิตภัณฑ์ (Qp) เท่ากับ 0.61 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ที่ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 48 ชั่วโมง ดังแสดงใน
ตารางที่ 25 
 
ตารางที่ 25   สัมประสิทธิ์ผลได้ของ PHB (Yp/x) สัมประสิทธิ์ผลได้ของ PHB จากสารอาหาร  
     ( Yp/s) สัมประสิทธิ์ผลได้ของเซลล์จากสารอาหาร (Yx/s) และอัตราจ าเพาะของการ  
                  เกิดผลิตภัณฑ์ (Qp) ของเชื้อทั้งสองสายพันธุ์ที่เพาะเลี้ยงแบบเติมกะในถังปฏิกรณ์ 
                  ชีวภาพ 
  

สายพันธุ์
แบคทีเรีย 

Yp/x 
(g PHB/g 

Cell) 

Yp/s 
(g PHB/g 

substrate) 

Yx/s 
(g Cell/g 

substrate) 

Qp 
(g/l/h) 

สายพันธุ์เดิม 0.67 0.30 0.36 0.61 

สายพันธุ์กลายซ้ า 0.75 0.35 0.40 0.67 
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ส่วนที่ 4  การศึกษาลักษณะสัณฐานของแบคทีเรีย และการตรวจสอบชนิดและปริมาณ
ของพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต 
 

1.  การส่องตัวอย่างด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) 
  จากการตรวจสอบลักษณะสัณฐานของเชื้อทั้งสองสายพันธุ์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) ดังแสดงในภาพที่ 32 พบว่า รูปร่างของเชื้อสายพันธุ์เดิม มีลักษณะ
เป็นท่อนยาว ส่วนเชื้อสายพันธุ์กลายซ้ า มีลักษณะรูปร่างเปลี่ยนไป คือ เป็นท่อนสั้น แต่มีขนาดใหญ่
ขึ้น เนื่องจากมีการสะสมของ PHB เกิดข้ึน  
 

 
 
ภาพที่ 34 ลักษณะของเซลล์จุลินทรีย์ที่มีการสะสม PHB (ก) เชื้อสายพันธุ์เดิม และ (ข) เชื้อสาย 
                   พันธุ์กลายซ้ า ท่ีส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) 
 
 2. การส่องตัวอย่างด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (TEM) 
  จากการตรวจสอบลักษณะสัณฐานของเชื้อทั้งสองสายพันธุ์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (TEM) พบว่า เชื้อสายพันธุ์เดิม มีการสะสมพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต  
ภายในแกรนูลปริมาณน้อย และลักษณะของผนังเซลล์ยังคงรูปร่างเดิม (ภาพที่ 33) ส่วนเชื้อสายพันธุ์
กลายซ้ า มีการสะสมพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต ภายในแกรนูลปริมาณสูงกว่าเชื้อสายพันธุ์เดิม โดยมี
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางสูงกว่า และพบว่าลักษณะของผนังเซลล์มีรูปร่างเปลี่ยนไป เนื่องจากเชื้อถูก
เหนี่ยวน าซ้ าด้วยรังสีและสารเคมี ซึ่งมีผลให้เชื้อมีรูปร่างเปลี่ยนไปและมีการสะสม พอลิเบต้าไฮดรอกซี
บิวทิเรตสูงขึ้น (ภาพที่ 34) สอดคล้องกับการศึกษาของ Luengo et al. (2003) ที่พบว่า ถ้าเซลล์มี
การสะสมพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตในปริมาณมากจะท าให้รูปร่างเปลี่ยนแปลงไป และการสะสมพอ
ลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตจะหยุดที่ปริมาณหนึ่งแม้ว่าเอนไซม์และสารตั้งต้นที่เกี่ยวกับการสังเคราะห์
ยังคงมีอยู่ ทั้งนี้เนื่องจากเนื้อที่ภายในเซลล์ที่มีอยู่จ ากัด 
 
 
 

ก ข 
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ภาพที่ 35  ลักษณะของเชื้อสายพันธุ์เดิม ที่ส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน  (TEM) 
 

 
ภาพที่ 36  ลักษณะของเชื้อสายพันธุ์กลายซ้ า ที่ส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน  
              (TEM) 
 
 3. การตรวจสอบชนิดและปริมาณของพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต 

 จากการเตรียม methyl ester (เมธิล เอสเทอร์) ของพอลิเมอร์ที่ได้จากการสกัดเซลล์ของ
เชื้อสายพันธุ์กลายซ้ าและสายพันธุ์เดิมที่เพาะเลี้ยงในสูตรอาหารที่ใช้กากน้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอน 
เมื่อทดสอบด้วยเครื่อง GC-MS พบ โครมาโตแกรม 1 โครมาโตแกรม โดยเชื้อทั้งสองสายพันธุ์มีโครมา
โตแกรมเด่นเพียงชนิดเดียวที่ retention time เท่ากับ 6.573 นาที ดังแสดงในภาพที่ 4-25 ซึ่งเป็น 
retention time เดียวกับโครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน Poly [(R)-3-hydroxybutyric acid] 
(ภาพที่ 4-26) เมื่อตรวจสอบค่ามวลสเปคตรัม (Mass spectra) ของโครมาโตแกรมที่สกัดได้โดยเทียบ
กับ Library search NIS08 พบว่า ที่ retention time เท่ากับ 6.573 คือ พอลิเมอร์ชนิด Butanoic 
acid, 3-hydroxy-methyl ester ซึ่งมีค่ามวลสเปคตรัมเท่ากับ 74, 87 และ 103 (ภาพที่ 37 และ
ภาพที่ 38) ซึ่งสรุปได้ว่า เชื้อทั้งสองสายพันธุ์ที่เพาะเลี้ยงในสูตรอาหารที่ใช้กากน้ าตาลเป็นแหล่ง
คาร์บอนสามารถผลิตพอลิเมอร์ชนิดพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตสะสมภายในเซลล์เป็นส่วนใหญ่  
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ภาพที่ 37 โครมาโตแกรมของพอลิเมอร์ที่ผลิตได้จากเชื้อท้ังสองสายพันธุ์ที่เลี้ยงในอาหารที่ใช้ 
              กากน้ าตาลเป็นแหล่งคารบ์อน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 38 โครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน PHB จาก Aldrich โดยใช้กรดเบนโซอิกเป็น  
 internal standard 



79 
 

 
 
ภาพที่ 39 มวลสเปคตรัมของ Butanoic acid, 3-hydroxy-methyl ester ที่สกัดได้จากเชื้อทั้งสอง 
   สายพันธุ์ที่เลี้ยงในอาหารที่ใช้กากน้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนเทียบกับมวลสเปคตรัม  
   ของสาร PHB จาก Library search NIST08 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 40  สูตรโครงสร้างของ Butanoic acid, 3-hydroxy-methyl ester ที่สกัดได้จากเชื้อทั้ง   
               สองสายพันธุ์ที่เลี้ยงในอาหารที่ใช้กากน้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอน 
 
 จากการค านวณปริมาณของพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตที่ผลิตได้ภายในเซลล์โดยเทียบกับ
สารมาตรฐานพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต พบว่า เมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อทั้งสองสายพันธุ์ในสูตรอาหารที่ใช้
กากน้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่า เชื้อสายพันธุ์กลายซ้ าสามารถผลิตได้ เท่ากับ 0.70 กรัมต่อกรัม
ของมวลเซลล์แห้ง ส่วนเชื้อสายพันธุ์เดิมผลิตได้ เท่ากับ 0.58  กรัมต่อกรัมของมวลเซลล์แห้ง ดังแสดง
ในตารางที่ 26 
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ตารางที่ 26  ปริมาณ PHB ที่ผลิตได้ภายในเซลล์ของเชื้อทั้งสองสายพันธุ์ โดยเปรียบเทียบกับ 
                       สารมาตรฐาน PHB จาก Aldrich 

 
สายพันธุ์แบคทีเรีย ปริมาณ PHB (กรัมต่อกรัมของมวลเซลล์แห้ง) 

สายพันธุ์เดิม 0.58 
สายพันธุ์กลายซ้ า 0.70 
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บทที่ 5 
 

สรุปผลการด าเนินงานวิจัย 
 
ส่วนที่ 1   

จากการศึกษาการผลิตพลาสติกชีวภาพจากเชื้อ Alcaligenes latus TISTR 1403, 
Alcaligenes latus TISTR 1403 ที่ผ่านเหนี่ยวน าด้วยสาร  2-aminoanthracene (2AA), 
Alcaligenes latus TISTR 1403 ที่ผ่านเหนี่ยวน าด้วยรังสีแกมมาที่  0.8 KGy โดยปรับค่าความเป็น
กรดด่างเป็นเท่ากับ 7.0 และเลี้ยงบนเครื่องเขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 72 
ชั่วโมง เก็บตัวอย่างทุกๆ 12 ชั่วโมง สรุปผลการศึกษาได้ดังนี้ 
 1.  จากการเปรียบเทียบสูตรอาหารทั้ง 3 สูตร พบว่าเชื้อ A. latus/2AA ในอาหาร
ดัดแปลงสูตรที่ 2 ที่ระยะเวลา 48 ชั่วโมงมีค่าน้ าหนักมวลเซลล์แห้งสูงสุดเท่ากับ 1.45 กรัมต่อลิตร
ตามล าดับ และปริมาณ พลาสติกชีวภาพสูงสุดเท่ากับ 0.97 กรัมต่อลิตรคิดเป็นร้อยละ 66.74 ต่อ
น้ าหนักมวลเซลล์แห้ง 
 2.  ในการศึกษาความเข้มข้นของกากมันส าปะหลังไฮโดรไลเซทท่ีเหมาะสมต่อการผลิต
พลาสติกชีวภาพพบว่าที่ความเข้มข้นกากมันส าปะหลังไฮโดรไลเซทร้อยละ 25 ต่อปริมาตรอาหาร เชื้อ 
A. latus/2AA ให้ค่าน้ าหนักมวลเซลล์แห้งสูงสุดเท่ากับ 1.60 กรัมต่อลิตรและปริมาณพลาสติก
ชีวภาพสูงสุดเท่ากับ 1.12 กรัมต่อลิตรคิดเป็นร้อยละ 70.00  
 3.  แหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตพลาสติกชีวภาพพบว่าเมื่อใช้แอมโมเนียมอะซิ
เตทเป็นแหล่งไนโตรเจน เชื้อ A. latus/2AA ที่ระยะเวลา 48 ชั่วโมง ให้ค่าน้ าหนักมวลเซลล์แห้งสูง
ที่สุดเท่ากับ 1.98 กรัมต่อลิตร และปริมาณพลาสติกชีวภาพสูงสุดเท่ากับ  1.31 คิดเป็นร้อยละ 66.16 
ต่อน้ าหนักมวลเซลล์แห้ง 

4.  จากการศึกษาอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตพลาสติกชีวภาพ
จากการใช้กากมันส าปะหลังไฮโดรไลเซทเป็นแหล่งคาร์บอนและแอมโมเนียมอะซิเตทเป็นแหล่ง
ไนโตรเจนในอัตราส่วนที่ 15 พบว่า A. latus/2AA ที่ระยะเวลา 48 ชั่วโมงมีค่าน้ าหนักมวลเซลล์แห้ง
สูงสุดเท่ากับ 2.6 กรัมต่อลิตร และปริมาณพลาสติกชีวภาพสูงสุดเท่ากับ 1.69 กรัมต่อลิตรคิดเป็นร้อย
ละ 65.00 ต่อน้ าหนักมวลเซลล์แห้ง 
 
ส่วนที 2  
 จากการศึกษาการเจริญและการผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตของเชื้อสายพันธุ์เดิมและ
สายพันธุ์กลายซ้ า สามารถสรุปผลการศึกษาได้ดังนี้ 
  การเหนี่ยวน าซ้ าเชื้อด้วยวิธีต่าง ๆ โดยการน าเชื้อสายพันธุ์เดิม ( A. latus TISTR 
1403/-2AA) มาท าการเหนี่ยวน าซ้ าโดยได้รับสัมผัสรังสีเหนือม่วงตามด้วยสาร 2-อะมิโนแอนทราซีน 
จ านวน 2 ครั้ง และสารอะคริฟลาวิน ซึ่งใช้ชื่อเรียกว่า เชื้อสายพันธุ์กลายซ้ า พบว่า เชื้อสามารถผลิต
มวลเซลล์แห้งและปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตได้สูงสุด คือ 5.45±0.14 และ 3.50±0.00 กรัม
ต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 64.22 ของมวลเซลล์แห้ง 
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  ส าหรับสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต  เชื้อทั้ง
สองสายพันธุ์มีการเจริญและผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตได้สูงสุด เมื่อเพาะเลี้ยงในสูตรอาหาร
ดัดแปลง  DSMZ catalogue (1993) โดยการใช้กากน้ าตาลที่ความเข้มข้น 30 กรัมต่อลิตร ร่วมกับ
น้ าแช่ข้าวโพดความเข้มข้น 4 กรัมต่อลิตร และเติมโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเข้มข้น 2.5 
กรัมต่อลิตร พบว่า เชื้อสายพันธุ์กลายซ้ า สามารถผลิตมวลเซลล์แห้งและปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซี
บิวทิเรตได้เท่ากับ 15.62±0.00 และ 9.73±0.06 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 62.29 ของมวลเซลล์
แห้ง ส่วนเชื้อสายพันธุ์เดิม สามารถผลิตมวลเซลล์แห้งและปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตได้
เท่ากับ 8.75±0.07 และ 6.65±0.07 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 76.00 ของมวลเซลล์แห้ง 
  เมื่อท าการขยายขนาดการเพาะเลี้ยงสู่ระดับถังปฏิกรณ์ชีวภาพ โดยท าการเพาะเลี้ยง
แบบกะและเติมกะ พบว่า การเพาะเลี้ยงแบบกะ เชื้อสายพันธุ์กลายซ้ า สามารถผลิตมวลเซลล์แห้ง
และปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตได้สูงสุด เท่ากับ 18.73±0.06 และ 11.83±0.29 กรัมต่อลิตร 
คิดเป็นร้อยละ 63.16 ของมวลเซลล์แห้ง ส่วนเชื้อสายพันธุ์เดิม สามารถผลิตมวลเซลล์แห้งและ
ปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตได้เท่ากับ 14.45±0.07 และ 8.70±0.06 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อย
ละ 60.21 ของมวลเซลล์แห้ง ในขณะที่ การเพาะเลี้ยงแบบเติมกะ พบว่า เชื้อสายพันธุ์กลายซ้ า 
สามารถผลิตมวลเซลล์แห้งและปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตได้สูงสุด เท่ากับ 49.30±0.20 และ 
32.20±0.10 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 65.31 ของมวลเซลล์แห้ง ส่วนเชื้อสายพันธุ์เดิม สามารถ
ผลิตมวลเซลล์แห้งและปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตได้เท่ากับ 47.53±0.06 และ 29.43±0.15 
กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 61.91 ของมวลเซลล์แห้ง 
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ภาคผนวก  

การเตรียมสารและการวิเคราะห์ 

การเตรียมสารละลาย 

     1. การเตรียมสารละลายโซเดียมโดดิซิลซัลเฟต (Sodium  dodecyl sulfate, SDS) 

  ชั่ง SDS 1 กรัม ละลายในน้ ากลั่น คนให้เข้ากันจนสารละลายใส ปรับปริมาตรเป็น 100 
มิลลิลิตร จะได้ SDS ความเข้มข้นร้อยละ 1 เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้องจนกว่าจะใช้งาน 

     2. การเตรียมสารละลายส าหรับวิเคราะห์น้ าตาลรีดิวซ์โดย DNS (Miller, 1995) 

 การเตรียมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิซาลิก (Dinitrosaliccylid acid : DNS) 

  ชั่ง DNS (3,5 dinitrosalicylid acid) 10 กรัม ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 250 
มิลลิลิตร เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด์ 16 กรัม ในน้ ากลั่น 200 
มิลลิลิตร) ทีละน้อย คนให้เข้ากันจนสารละลายใสโดยให้ความร้อน จากนั้นเติมโพแทสเซียมทาร์เทรต 
(NA-K tartrate) 300 กรัม ตามล าดับ รอให้เย็นแล้วปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร เก็บใส่ขวดสี
ชาที่อุณหภูมิทิ้งไว้ข้ามคืนก่อนใช้งาน 

การวิเคราะห์ 

 1. การวิเคราะห์มวลเซลล์แห้ง (Dry cell weight, DCW) 
  1.1 น าตัวอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่หลอดปั่นเหวี่ยงที่ผ่านการอบแห้งและชั่งน้ าหนัก
แล้ว       
  1.2 น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เพื่อ
ตกตะกอนเซลล์  เทส่วนใสทิ้ง ล้งตะกอนเซลล์ด้วยน้ ากลั่นอีกครั้ง (resuspension) 
  1.3 น าไปอบแห้งที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นทิ้งไว้ให้เย็น
ในโถดูดความชื้น แล้วน าไปชั่งน้ าหนัก 
  1.4 น าค่าน้ าหนักที่ได้ มาค านวณมวลเซลล์แห้งตามสูตรดังต่อไปนี้ 
 

มวลเซลล์แห้ง (มก./มล.) = (เซลล์ + น้ าหนักหลอด) - น้ าหนักหลอด 
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  2. การวิเคราะห์ปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตด้วยวิธี Gravimetric method 

 
  2.1 น าตัวอย่างน้ าหมักปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดปั่นเหวี่ยงที่ผ่านการอบแห้งและ
ชั่งน้ าหนักแล้ว 
  2.2 น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 9,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เพื่อตกตะกอน
เซลล์ แล้วน าตะกอนที่ได้มาล้างด้วยน้ ากลั่น 1 ครั้ง 
  2.3 เติมสารละลายโซเดียมโดดิซิลซัลเฟต ( SDS) ความเข้มข้นร้อยละ 1 ปริมาตร 1.2 
มิลลิลิตร และน้ ากลั่น 0.2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน และน าไปต้มในอ่างควบคุมอุณหภูมิที่ 55 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
  2.4 ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 9,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาท ี
  2.5 ส่วนที่เป็นตะกอนมาล้างด้วยสารละลายโซเดียมไฮเปอร์คลอไรด์ (ทางการค้ามี
ส่วนผสมของคลอรีนร้อยละ 6) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 9,000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 10 นาที  
  2.6 ล้างตะกอนเซลล์ด้วยน้ ากลั่นอีกครั้ง น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 9,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง ตะกอนที่ได้ไปอบท่ีอุณหภูมิ  80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา      24
ชั่วโมง จากนั้นทิ้งให้เย็นในโถดูดความชื้นและน ามาชั่งน้ าหนักเพ่ือหาน้ าหนักที่แท้จริงของพอลิเบต้า
ไฮดรอกซีบิวทิเรต โดยค านวณตามสูตรดังต่อไปนี้ 
 

ปริมาณ PHB (มก./มล.) = (PHB + น้ าหนักหลอด) - น้ าหนักหลอด 
                          
   ร้อยละการสะสม PHB ( % PHB ) =  ปริมาณ PHB     x 100 

                             ค่ามวลเซลลแ์ห้ง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



92 
 

 3. การวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ด้วยวิธีการ DNS assay (Miller, 1959)   
  3.1 การเตรียมกราฟมาตรฐานของสารละลายกลูโคส 

   เตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐานที่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยชั่ง
กลูโคส 1 กรัม ละลายในน้ ากลั่น ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร เจือจางสารละลายกลูโคสให้ได้
ความเข้มข้นดังตารางต่อไปนี้ 

หลอดที่ สารละลายกลูโคสมาตรฐาน  น้ ากลั่น (ไมโครลิตร) สารละลายกลูโคส 
(ไมโครลิตร) 

1 0.0 500 0 

2 0.5 475 25 

3 1.0 450 50 

4 1.5 425 75 

5 2.0 400 100 

6 3.0 350 150 

  จากนั้นน าสารละลายทั้ง 6 หลอด ตามปริมาตรข้างต้น เติมสารละลาย DNS ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน น าไปต้มในน้ าเดือดเป็นเวลา 5 นาที แล้วแช่ในน้ าเย็นเป็นเวลา 5 นาที เติม
น้ ากลั่น 15 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองผสมให้เข้ากัน น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 520 นาโนเมตร และ
น าไปสร้างกราฟมาตรฐาน 
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ภาพภาคผนวก ข-1 กราฟมาตรฐานน้ าตาลกลูโคส 

 3.2 การวัดปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ของตัวอย่างด้วยวิธี DNS 

   น าส่วนใสที่ได้จากการปั่นเหวี่ยง มาท าการเจือจางให้มีความเข้มข้นที่เหมาะสม 
จากนั้นเติมสารละลายดีเอ็นเอส (3,5 dinitrosalicylid acid ) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน 
น าไปต้มในน้ าเดือด เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นแช่น้ าเย็น เป็นเวลา 5 นาที เติมน้ ากลั่น 15 มิลลิลิตร 
ผสมให้เข้ากัน จึงน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร โดยค านวณเทียบเทียบ
ค่าการดูดกลืนแสงกับสารละลายกลูโคสมาตรฐาน ซึ่งค านวณจากสูตรต่อไปนี้ 

                   ความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคส = ค่าการดูดกลืนแสง x อัตรการการเจือจาง 

        (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร)             ค่าความชันของกราฟมาตรฐานกลูโคส 

 4. การวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด 
  1. ปั่นเหวี่ยงตัวอย่างน้ าหมักท่ีได้จากการเพาะเลี้ยงปริมาตร ที่ความเร็ว 9,000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 10 นาที  
  2. เติมกรดซัลฟูริค (Sulfuric) ลงในส่วนใสจากการปั่นเหวี่ยงให้มีความเข้มข้นเหลือ
สุดท้ายเท่ากับร้อยละ 0.5 
  3. น าไปต้มในอ่างควบคุมอุณหภูมิที่ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาท ี
  4. ปรับให้มีค่าความเป็นกรดด่าง เป็นกลางด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 
  5. ปั่นเหวี่ยงตกตะกอนซ้ าอีกครั้งเพื่อน าตะกอนต่าง ๆ ที่เกิดจากการท าปฏิกิริยาในการ
ย่อยสลายออก 
  6. วัดปริมาณน้ าตาลที่ได้ด้วยวิธี DNS (ข้อ 3) 
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 5. การวิเคราะห์ปริมาณพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรต โดยใช้เครื่อง gas 
chromatography-mass spectrophotometry  
 
  การเตรียมสารมาตรฐาน Poly[(R)-3-hydroxybutyric acid], natural origin จาก 
Aldrich Product number 363502 ดังนี้ 
  1. ชั่งสารมาตรฐาน PHB 10 มิลลิกรัม ละลายในคลอโรฟอร์ม 1 มิลลิลิตร ให้ความร้อน
จนสารละลายหมด 
  2. ทิ้งให้สารละลายเย็นปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ด้วยคลอโรฟอร์ม จะได้
สารละลายมาตรฐาน PHB เข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อ 0.1 มิลลิลิตร 
  3. ดูดสารมาตรฐาน PHB ปริมาตร 0.1, 0.3, 0.5, 0.7, 0.9 และ 1.00 มิลลิลิตร ลงใน
หลอดทดลองที่มีฝาปิด ปรับปริมาตรให้เท่ากับ 1 มิลลิลิตรด้วยคลอโรฟอร์ม 
  4. เติมสาร esterification fluid 1 มิลลิลิตร (กรดเบนโซอิก 0.025 กรัม เมทานอล
ปริมาตร 242 มิลลิลิตร และกรดซัลฟุริก เข้มข้นร้อยละ 95-98 ปริมาตร 8 มิลลิลิตร) 
  5. น าไปบ่มในตู้บ่มควบคุมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3.5 ชั่วโมง 
 6. ทิ้งไว้ให้เย็น จากนั้นเติมน้ ากลั่นปราศจากไอออนปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน 
  7. เก็บตัวอย่างท่ีเกิดจากการแยกชั้น โดยน าส่วนของคลอโรฟอร์มที่มี β-
hydroxymethyl ester ละลายอยู่  
  8. วิเคราะห์ด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟีแมสสเปกโตรมิตรี (gas chromatography-
mass spectrophotometry, GC-MS) 

 

ภาพภาคผนวก ข-2 กราฟมาตรฐานจากสารมาตรฐาน PHB จาก Aldrich 
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วิธีการค านวณ 
 
ความเข้มข้น PHB    =     สัดส่วนพื้นที่ของสารมาตรฐาน (peak area of standard) 
      (มก./มล.)             สัดส่วนพื้นที่ของสาร internal standard (peak area of internal 
standard) 
 
การค านวณ 

1. การค านวณอัตราการเติมอาหารในการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะ 
 สูตร 

                             F0 =  µV0X0 

                                  SF0 Yx/s 

  โดย  
     อัตราการเจริญจ าเพาะ (µ)            =     0.12   ต่อชั่วโมง 
   ปริมาตรสารอาหารเริ่มต้น (V)          =    1       ลิตร 
   ปริมาณมวลเซลล์   (X0 )                  =    4.9    กรัมต่อลิตร 
   ปริมาณการใช้น้ าตาล (SF0)               =    150   กรัมต่อลิตร 
   สัมประสิทธิ์ผลได้ของเซลล์จากสารอาหาร ( Yx/s)   =    0.43  กรัมต่อกรัม 
 
  ดังนั้น                     F0  =  0.12 x 1 x 4.9 
                  150x0.43 
          =   0.0091  ลิตรต่อชั่วโมง 
   
  น าค่าที่ได้มาค านวณอัตราการเติมอาหารตามสูตรดังนี้  
     F    =   F0e

µt 

           =      0.0091 x 2.720.12(18) 
           =   0.0790  ลิตรต่อชั่วโมง 
           =   79    มิลลิลิตรต่อชั่วโมง 
 
 


