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บทคัดยอ 

 

 Polyhydroxyalkanoates (PHAs) การผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากเชื้อ Alcaligenes latus 

สายพันธุดั้งเดิม และสายพันธุกลาย คือ BOT I และ BOT II ที่เลี้ยงในอาหารดัดแปลงที่เหมาะสมสําหรับ

กระบวนการชีวสังเคราะหและการสะสมพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต พบวาเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II 

ในอาหารสูตรดัดแปลงจาก DSMZ catalogue สามารถผลิตมวลเซลลแหงและปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคา

โนเอตไดสูงสุดเทากับ 5.90±0.20 และ 4.10±0.10 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 69.49 ของน้ําหนักมวล

เซลลแหง เม่ือใชน้ํามันถั่วเหลืองความเขมขน 20 และ 60 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอนทดแทนน้ําตาลฟ

รุคโตส พบวาเชื้อนี้สามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดรอยละ 90 ของน้ําหนักเซลลแหง สวนการ

เลี้ยงดวยน้ํามันถั่วเหลือง 40 กรัมตอลิตร แบคทีเรียสามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดรอยละ 75 

ของน้ําหนักเซลลแหง ซึ่งมีคาสูงกวาชุดควบคุมที่ใชฟรุคโตส (รอยละ 65 ของน้ําหนักเซลลแหง) ในการใช

แหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมในอาหารดัดแปลงทั้งหมด 3 ชุด พบวาอาหารดัดแปลงชุดที่ 

3 ที่มีน้ํามันถั่วเหลืองความเขมขน 40 กรัมตอลิตร รวมกับการใชผงชูรส 0.5 กรัมตอลิตร สามารถผลิตมวล

เซลลแหงไดสูงสุด 3.47±0.15 กรัมตอลิตร สามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดสูงสุด 2.63±0.06 

กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 75.79 ของมวลเซลลแหง ในการใชผงชูรสเปนแหลงไนโตรเจนทดแทนที่ความ

เขมขนเทากับ 0.5, 2, 4 และ 6 กรัมตอลิตร พบวาการใชผงชูรส 2 กรัมตอลิตร A. latus สายพันธุ BOT II 

สามารถผลิตมวลเซลลแหงและปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดสูงสุด เทากับ 4.53±0.32 และ 

3.10±0.06 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 68.43 ของมวลเซลลแหง ซึ่งมีคาต่ํากวาการใชแอมโนเนียมคลอไรดตอ

ผงชูรสอัตราสวน 0.25:2 กรัมตอลิตร สามารถผลิตมวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได

สูงสุด เทากับ 5.90±0.20 และ 4.10±0.10 กรัมตอลิตร ตามลําดับ คิดเปนรอยละ 69.49 

จากการเติมสารตั้งตนเพ่ือเพิ่มความสามารถในการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในรูปโคพอลิ

เมอรของเชื้อ A. latus BOT II โดยเลี้ยงในอาหารดัดแปลงซึ่งเติมสารตั้งตนที่มีผลตอการสรางโคพอลิเมอร 

3 ชนิด คือ แกมมา-บิวทาโรแลกโตน 1,4-บิวเทนไดออล และกรดวาเลอริก พบวาการเลี้ยงแบคทีเรียดวย

อาหารดัดแปลงที่เติม 1,4-บิวเทนไดออล ผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุด 7.30±0.20 กรัมตอลิตร และใหพอ

ลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต ไดเทากับ 6.00±0.10 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 82.19 ของน้ําหนักเซลลแหง 

จากนั้นไดเลี้ยงแบคทีเรียดวยน้ํามันตาง ๆ ไดแก น้ํามันถ่ัวเหลือง น้ํามันปาลม น้ํามันขาวโพด น้ํามัน

ทานตะวัน และน้ํามันรําขาว เปนแหลงคารบอนทดแทนรวมกับการเติมสาร 1,4-บิวเทนไดออล พบวาการ

ใชน้ํามันรําขาวรวมกับ 1,4-บิวเทนไดออล มีผลตอการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตเพ่ิมข้ึนเปนรอยละ 

87.85 ของน้ําหนักเซลลแหง ในขณะที่การใชน้ํามันถั่วเหลืองและน้ํามันปาลม ผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโน

เอตไดนอยกวา คิดเปนรอยละ 79 ของน้ําหนักเซลลแหงอยางไรก็ตาม การใชน้ํามันปาลมซึ่งมีราคาถูกกวา

น้ํามันชนิดอ่ืน ๆ รวมกับการเติม 1,4-บิวเทนไดออลที่ความเขมขนตาง ๆ คือ รอยละ 15, 25,50 และ 75 

(โดยน้ําหนักตอปริมาตร) ของแหลงคารบอน พบวา การเติม 1,4-บิวเทนไดออลความเขมขนรอยละ 50 

สามารถผลิตมวลเซลลแหงและปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดสูงสุด เทากับ 7.10±0.20 และ 



5.63±0.15 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 79.30 ของน้ําหนักเซลลแหง สวนการเลี้ยงดวยแหลงคารบอน

ประเภทน้ําตาลรวมกับสารตั้งตนเพื่อการผลิตโคพอลิเมอร พบวาน้ําตาลฟรุคโตสความเขมขน 20 และ 40 

กรัมตอลิตร สามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดรอยละ 83 ของน้ําหนักเซลลแหง และน้ําตาลเด็กซ

โตรสความเขมขน 20 และ 40 กรัมตอลิตร สามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดรอยละ 81 ของ

น้ําหนักเซลลแหง  

การศึกษาการสกัด  สําหรับวิธีการสกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในรูปของกรดโครโตนิก 4 วิธี 

ไดแก วิธีการสกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตดวยวิธีคลอโรฟอรม วิธีการสกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต

ดวยไฮโปคลอไรทรวมกับคลอโรฟอรม วิธีการสกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตดวยไฮโปคลอไรท และวิธีการ

สกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตดวยไฮโปคลอไรทที่อุณหภูมิและเวลาแตกตางกัน พบวาการสกัดพอลิไฮด

รอกซีอัลคาโนเอตดวยวิธีไฮโปรคลอไรทที่อุณหภูมิและเวลาแตกตางกัน .ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 10 นาที ไดปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุด เทากับ 3.22±0.03 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ใน

การศีกษาเพ่ือพัฒนาวิธีการสกัดพลาสติกชีวภาพชนิดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต โดยการใชการสกัดดวย

คลอโรฟอรม ไฮโปคลอไรท และไฮโปคลอไรทรวมกับคลอโรฟอรม การศึกษาอัตราสวนที่เหมาะสมตอการ

ยอยดวยกรดซัลฟูริก เพ่ือการวิเคราะหปริมาณของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในรูปของกรดโครโตนิกของ

เชื้อ A. latus BOT II พบวา การสกัดดวยไฮโปคลอไรท ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

และใชอัตราสวนกรดซัลฟูริกตอตัวอยาง 1: 1 เปนวิธีการที่เหมาะสมโดยใชใหปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิว

ทิเรต เทากับ 171.81 ± 3.34 มิลลิกรัมตอลิตร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstracts 

Production of polyhydroxyalkanoates (PHAs) by wild type and 2 mutant strains (BOT 

I and BOT II)  of Alcaligenes latus cultured in modified medium for biosynthesis and 

accumulation of PHAs have been investigated. The results revealed that BOT II strain of A. 

latus cultured medium modified from DSMZ catalogue exhibited highest cell dried weight 

of 5.90±0.20 g/L and highest PHAs of 4.10±0.10 g/L (69.49% of cell dried weight). When soy 

bean oil was used as carbon instead of fructose, BOT II accumulated higher PHAs than that 

of control in the presence of fructose (75% of cell dried weight). The culture in the presence 

of soy bean oil of 20 and 60 g/ L gave PHAs with the values of 90%  of cell dried weight. 

While the culture in the presence of 40%  soy bean oil accumulated PHAs at 75%  of cell 

dried weight. Furthermore, modified medium containing 40 g/L of soy bean oil and 0.5 g/L 

of monosodium glutamate produced highest cell dried weight and PHAs of 3. 47±0. 15 g/ L 

and 2.63±0.06 g/L (75.79% of cell dried weight), respectively. When monosodium glutamate 

(MG)  was used as nitrogen source, culture of A.  latus BOT II in the presence of 2 g/ L MG 

exhibited highest cell dried weight and PHAs of 4.53±0.32 and 3.10±0.06 g/L (68.43% of cell 

dried weight), respectively. Production of cell dried weight and PHAs in the presence of MG 

alone was lower than that culture in the presence of ammonium chloride and MG (0.25:2 

g/ L)  which produced highest cell dried weight and PHAs of 5. 90±0. 20 and 4. 10±0. 10 g/ L 

(69.49% of cell dried weight), respectively.  

In order to enhance production capability of PHAs co-polymer form by A. latus BOT 

II, each of 3 precursors was added to culture media including gamma-butyrolactone, 1,4-

butanediol and valeric acid.  A.  latus BOT II culture in modified medium containing 1,4-

butanediol gave highest cell dried weight (7.30±0.20 g/L) and PHAs of 6.00±0.10 g/L (82.19% 

of cell dried weight) .  Subsequently, various types of oil were used as carbon sources ( soy 

bean oil, palm oil, Mazola oil, sunflower seed oil and rice bran oil. Bacteria cultured in the 

presence of rice bran oil and 1,4-butanediol increased PHAs accumulation (87.85% of cell 

dried weight) .  While that cultured in the presence of soy bean oil as well as palm oil 

accumulated lower PHAs ( 79% of cell dried weight) .  However, using palm oil, the lowest 

cost oil, in various concentration of 1,4- butanediol ( 15- 75%  w/v)  as carbon source was 

explored. The result revealed that adding 50% of various 1,4-butanediol produced highest 

cell dried weight and PHAs of 7.10±0.20 and 5.63±0.15 g/L (79.30% of cell dried weight). 

Moreover, cultured in media containing each of various sugars and precursor for co-polymer 



production was also investigated. It was found that that cultured in the presence of 20 and 

40 g/ L of fructose as well as dextrose accumulated PHAs at 83%  and 81%  of cell dried 

weight,    respectively. 

Four PHAs extraction methods in form of crotonic acid have been investigated 

including chloroform extraction, hypochlorite extraction, co-extraction of hypochlorite and 

chloroform, and hypochlorite extraction.  Hypochlorite extraction at different temperature 

and time ( 30C during 10 min)  gave highest PHAs content of 3. 22±0. 03 mg/ mL. PHAs 

extraction using chloroform, hypochlorite and co-extraction of hypochlorite and chloroform 

as well as digestion in optimum ratio of sulfuric acid to sample were also investigated.  It 

was found that hypochlorite extraction at 30C during 20 min in the presence of sulfuric 

acid (1:1 of sulfuric acid to sample) gave the most satisfied result. It gave PHAs of 171.81 ± 

3.34 mg/mL. 
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บทที่ 1 

บทนํา 
 

1. กรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย  

กรอบแนวความคิดในการทํางานวิจัยนี้เปนการตอยอดเพื่อการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการ

เลี้ยงเพ่ือชักนําใหเกิดการผลิตพลาสติกชีวภาพทั้งในรูปของโฮโมพอลิเมอรและโคพอลิเมอร โดยการปรับ

ชนิดและสัดสวนของสารอาหาร การศึกษาวิธีการเก็บเกี่ยวพลาสติกชีวภาพ PHAs จากเชื้อ Alcaligenes 

sp. สายพันธุกลายและกลายซ้ําที่คัดเลือกไดและใหผลผลิตสูงกวาสายพันธุเดิม ดังแสดงในตารางท่ี 1 ซึ่งเปน

งานวิจัยไดจากการรับการเงินอุดหนุนการทําวิจัย ในงบประมาณแผนดินประจําป 2555-2557อยางตอเนื่อง 

ตารางที่1 การเปรียบเทียบการปรับปรุงสายพันธุดวยการกลายและการกลายซ้ําดวยรังสีและสารเคมี 

สายพันธุแบคทีเรีย CDW 

(g/l) 

PHB 

(g/l) 

PHB 

(%) 

A. latus parent 1.50 0.60 40.00 

A. latus /-2AA 0.85 0.25 29.41 

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

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

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

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

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

จากการศึกษาวิจัยที่ผานมาไดเนนเรื่องการปรับปรุงพันธุเปนหลักใหญและไดทดลองเลี้ยงในอาหาร

และในถังหมัก ตรวจสอบลักษณะทางสรีระวิทยาโดยการสองภายใตกลองท้ังในระบบ SEM และ TEM และ 

ตรวจสอบชนิดและปริมณของ PHAs ท่ีไดโดยใช GC-MS พบวาใหปริมาณ PHB คิดเปน 0.70 กรัมตอกรัม

ของมวลเซลลแหง เมื่อเลี้ยงในสารอาหารราคาถูก 
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พลาสติกที่สามารถยอยสลายไดหรือพลาสติกชีวภาพ (Bioplastic) เปนพลาสติกที่สามารถยอย

สลายไดในธรรมชาติ ผลิตไดจากแหลงวัตถุดิบที่สามารถผลิตข้ึนมาทดแทนได (renewable resource) ใน

กระบวนการผลิตโดยใหพลาสติกที่มีคุณสมบัติใกลเคยีงหรือเทียบเทาพลาสติกสังเคราะหที่ไดจาก

อุตสาหกรรมปโตรเคมี แตมีขอดีคือสามารถยอยสลายไดเมื่ออยูในสภาวะที่เหมาะสม ซึ่งเปนสิ่งสําคัญที่จะ

ชวยลดปญหาของขยะพลาสติกไดสูง สําหรับพลาสติกชีวภาพที่ผลิตจากจุลินทรียมีหลายชนิดที่ไดรับความ

สนใจไดแก พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoate, PHAs) และพอลิแลคไทค (Poly 

lactide, PLA) โดยเฉพาะกลุมพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตหรือเรียกโดยท่ัวไปวา พลาสติก PHAs ไดรับความ

สนใจสูง เนื่องจากผลิตภัณฑเม็ดพลาสติกที่จุลินทรียสรางข้ึนภายในเซลลสามารถทนความรอนไดดีเมื่อ

นํามาขึ้นรูปและใชทดแทนพลาสติกสังเคราะหในกลุมของพอลิโพรไพลีน (Polypropylene, PP) (Ojumu, 

et.al., 2004) สวนพลาสติกชนิดพอลิแลคไทค พบวามีคณุสมบัติของฟลมเหมาะสําหรับใชทดแทนพลาสติก

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

ได  

พลาสติกชีวภาพที่ผลิตจากจุลินทรียกลุมพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoates) 

หรือ PHAs เปนอะลิฟาติกพอลิเมอรธรรมชาติที่จุลินทรียผลิตและเก็บสะสมไวภายในเซลล โดยทําหนาที่

เปนแหลงพลังงานสํารองจะเกิดขึ้นในสภาวะที่ไมสมดุลของสารอาหารในการเจริญของจุลินทรีย โดยเฉพาะ

การมีปริมาณสารอาหารที่จําเปน (essential nutrient) เชน ไนโตรเจน ออกซิเจน ฟอสฟอรัส หรือ 

แมกนีเซียม เปนตน อยูในปริมาณนอย แตมีปริมาณสารอาหารคารบอนสูง จึงเปนผลใหเกิดการสะสมสาร

พลังงานสูงอยูในรูปพอลิเมอร (Salehizadeh & Van Loosdrecht, 2004) ที่เกิดจากการสังเคราะหโดยทาง

กระบวนการทางชีวภาพ โดยกลุม PHAs ไดมีการแบงหมวดหมูตามความยาวของเสนสายของกรดไฮดรอก

ซีอัลคาโนอิต (hydroxyalkanoic acids) คือ พอลิเมอรสายสั้น ซึ่งจะประกอบดวยหมูอัลคิลท่ีมีคารบอนสอง

อะตอมหรือเรียกวาพลาสติกชนิดโฮโมพอลิเมอร ตัวอยาง เชน พอลิไฮดรอกซีบิวทีเรต (polyhydro 

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

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

PHBV) (Chien et al., 2007) สวนกลุมพอลิเมอรที่มีสายปานกลางซึ่งจะประกอบดวยหมูอัลคิลไมนอยกวา 

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

เอต (poly-3-hydroxynonanoate, PHN)  เปนตน ชนดิของจุลินทรียที่สามารถผลิตพลาสติก PHAs มี

มากมายหลายกลุมเชน  แบคทีเรีย Ralstonia eutropha มีความสามารถในการผลิตพอลิเมอรสายสั้นไดสูง 

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

จะผลิตพอลิเมอรสายปานกลางไดดี (Timm & Steinbüchel, 1990) คุณสมบัติของพลาสติก PHAs แตละ

ชนิดจะขึ้นอยูกับการรวมกันของชนิดและปริมาณหนวยยอยของโมโนเมอรของ 3-hydrooxy-acid (Ha) 
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เชน poly-3-hydroxybutyrate (PHB) ซึ่งพบวามีหนวยยอย HAs มีมากกวา 80 ชนิด เปนสารประกอบของ 

PHAs โดยในการผลิตหนวยยอยจะขึ้นอยูกับชนิดของจุลินทรีย และแหลงคารบอนเปนหลัก (Madison & 

Huisman, 1999 ; Hazer & Steinbüchel, 2007) 

พลาสติกในกลุม PHAs ไดรับความสนใจในวงการอุตสาหกรรมพลาสติกมากเนื่องจากมีคุณสมบัติ

ทางเคมีและทางกายภาพใกลเคียงกับพอลิเมอรสังเคราะห โดยเฉพาะอยางพลาสติกชนิดพอลิไฮดรอกซีบิว

ทีเรตหรือเรียกกันท่ัวไปวา พลาสติก PHB ซึ่งมีคุณสมบัติสังเคราะหใกลเคียงกันกับพลาสติกสังเคราะหพอลิ

โพรพิลีน (polypropylene, PP) โดยพลาสติก PHB มีความสามารถทนอุณหภูมิสูงโดยมีจุดหลอมเหลวสูง

ถึง 180 องศาเซลเซียส และมีคุณสมบัติเปนฟลมกันน้ําและความชื้นไดดี แตพบวามีคาเปอรเซ็นตการยืดตัว

เมื่อขาดนอยกวาพลาสติกพอลิโพรพิลีนมาก แตมีขอดีที่นาสนใจ คือสามารถยอยสลายไดงายเปนผลทําให

พลาสติกชนิดนี้ไดรบัความสนใจอยางกวางขวางในภาคอุตสาหกรรมและนํามาประยุกตใชในงานวิจัยตางๆ 

ทางการแพทย และการเกษตร (Zhang et al., 2004) จากรายงานการศึกษาจุลินทรียที่นิยมนํามาใชเพ่ือ

การผลิตพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรตไดแก Alcaligenes sp., Azobacter sp., Pseudomonas sp., 

และ  Cupriavidus sp. (Chee etal., 2010) สําหรับ Alcaligenes sp. เปนแบคทีเรียประเภทแกรมลบมี

รูปรางเปนทอนกลมหรือรูปรางกลมขนาด 0.5-1.0 x 0.5-2.6 ไมโครเมตร มีแฟลกเจลลา 1-8 เสน โคโลนีมี

ลักษณะไมมีสี สามารถเจริญไดในสภาวะไรออกซิเจน แตมีบางสายพันธุที่สามารถเจริญในสภาวะที่มี

ออกซิเจน ซึ่งอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญอยูระหวาง 30-37 องศาเซลเซียส  พบไดทั้งในน้ําและบนบก 

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

ใชในการผลิต PHB จากตะกอนในอุตสาหกรรมนมและอุตสาหกรรมอาหาร โดยนําเชื้อแบคทีเรียมาทดลอง

ผลิต PHB ในอาหารที่ประกอบดวยกรดซิตริก พบวาเชื้อแบคทีเรียสามารถผลิต PHB ไดในปริมาณรอยละ 

40 ของน้ําหนักเซลลแหงสวนการเลี้ยงเชื้อ Ralstonia eutropha สายพันธุ NRRL B14690 โดยใชฟรุคโตส

เขมขน 10 และ 40 กรัมตอลิตร พบวา เชื้อแบคทีเรียชนิดนี้สามารถผลิตมวลเซลลไดสูงสุดเทากับ 3.25 กรัม

ตอลิตร และผลิต PHB ไดเทากับ 1.4 กรัมตอลิตร และการเติมยีสตสกัดสามารถเพ่ิมผลผลิตของ PHB ไดสูง

ยิ่งข้ึน (Khanna & Srivastana, 2005) นอกจากนี้มีรายงานพบวานอกจากเชื้อ Alcaligenes eutrophus 

และ Alcaligenes latus จะสามารถสราง PHB ไดในปริมาณสูงแลว เชื้อทั้งสองยังสามารถสังเคราะห

พลาสติกชนิด P(3HB-co-3HV) ซึ่งเปนพลาสติกชนิดทนรอน (Thermoplastic) ที่มีคุณภาพดีกวาพลาสติก 

PHB แตมีกระบวนการผลิตดวยเทคนิคพิเศษและมีตนทุนในการผลิตสูงกวาไดอีกดวย (Lee, 1995) สวน

รายงานของ Ramsay และคณะ (1990)  ศึกษาการเลี้ยงเชื้อ Alacaligenes latus  และ Alcaligenes 

eutrophus บนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบวาสามารถผลิต P(HB-co-HV) ไดในปริมาณ

รอยละ 43 ของน้ําหนักเซลลแหง นอกจากเชื้อแบคทีเรีย Alacaligenes latus  และ Alcaligenes 

eutrophus นิยมนํามาใชในการศึกษาแลว พบวาเชื้อ Cupriavidus sp. สามารถผลิต PHB ไดในปริมาณสูง
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และถูกนํามาใชศึกษาเพ่ือผลิต PHB แลวในปจจุบัน (Yu,2008 ; Lee et al., 2008 ; Cavalheiro et al., 

2009) 

  ในการผลิตพลาสติกชีวภาพกลุมพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoates) หรือ 

PHAs มีการใชสารอาหารหลากหลายชนิดที่มีปริมาณแหลงคารบอนสูงในการผลิต เชน ใชแปงและรําขาว 

(Huanget al., 2006) น้ําตาลกลูโคส (Van Wegen et al., 1998)  หรือน้ํามันพืชและน้ํามันถ่ัวเหลือง (Choi  

& Lee, 1997; Park & Kim, 2011) เปนสารตั้งตนที่สําคัญในการสรางผลิตภัณฑ นอกจากนี้มีรายงานการ

วิจัยการนําวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรหรืออุตสาหกรรมเกษตรมาใชเปนวัตถุดิบทดแทนอีกดวย เชน หาง

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

อรอลจากโรงงานผลิตน้ํามันตางๆ (Ashby et al., 2004; Cavalheiro et al, 2009; Shrivastav et al., 

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

et al., 1996) วัสดุเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมอาหาร (Yu, et al., 1998) น้ําทิ้งจากโรงงานแปง (Haas, et 

al., 2008) วัสดุเหลือทิ้งจากการสกัดน้ํามันมะกอก (Martinez, et al., 1995) น้ําทิ้งโรงงานผลิตน้ํามัน

มะกอก (Dionisi, et al., 2005) และน้ําท้ิงโรงงานปาลมน้ํามัน (Alias & Tan, 2005) และกลีเซอรอลเหลือ

จากการผลิตน้ํามันดีเซล (Posada, et al., 2011; Palmeri et al., 2012) รําขาวสาลี (Koutinas et al., 

2007 ; Xu et al., 2010)  เปนตน ซึ่งเปนการลดตนทุนการผลิตลง เนื่องจากพบวาในการผลิตพลาสติก 

PHAs นั้นมีตนทุนของวัตถุดิบและคาใชจายในการทําใหบริสุทธิ์สูง อีกทั้งยังมีรายงานการวิจัยในการ

คัดเลือกและปรับปรุงจุลินทรียใหมีความสามารถสรางผลิตภัณฑไดสูงและใชวัตถุดิบที่มีราคาถูก เพ่ือลด

คาใชจายใหต่ําที่สุด ทั้งนี้ในการสรางผลิตภัณฑของจุลินทรียแตละชนิดมีความสามารถในการสรางเอนไซม

ซึ่งเปนตัวกลางสําคัญ ทําใหสรางผลิตภัณฑที่ไดมีความแตกตางกัน มีสารอาหารเปนปจจัยภายนอกที่สําคัญ

และมีผลตอการสรางเอนไซมแตละชนิดของจุลินทรียดวย เชน แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน วิตามินและ

เกลือแร รวมทั้งสารบางชนิดที่สามารถเหนี่ยวนําใหจุลินทรียสรางเอนไซมตางๆ ไดแก กลุมโคเอนไซมหรือโค

แฟคเตอร และสารเสริมการสังเคราะห เปนตน 

ในการศึกษาปจจัยทางกายภาพพบวา เปนปจจัยสําคัญที่มีผลตอการสรางผลิตภัณฑของจุลินทรีย 

เชน อุณหภูมิในการหมัก ความเปนกรดเปนดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ การใหอากาศ และการกวน เปนตน 

โดยทั่วไปสวนประกอบของอาหารที่ใชเลี้ยงจุลินทรียมีผลโดยตรงตอชนิดและปริมาณการสรางผลิตภัณฑ 

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมตองมีสวน ประกอบสําคัญ 4 สวน คือ 1) เปนอาหาร

ที่มีแรธาตุและสารอาหารท่ีจําเปนตอการเจริญและใหพลังงาน 2) เปนอาหารที่มีความสมดุลยของธาตุ

อาหารเพ่ือความเหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 3) เปนอาหารที่มีคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการ

เจริญและการผลิตเอนไซม และ 4) มีสารเหนี่ยวนําใหปฏิกิริยาของเอนไซมที่เกิดขึ้นไดดี (Wiseman, 1995) 

สําหรับการสังเคราะหพลาสติก PHAs ซึ่งเปนกลุมสารพอลิเอสเทอรที่ประกอบดวยมอนอเมอรของ (R)-3HA 
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ซึ่งเปนสารท่ีอยูในรูป R-Configuration ซึ่งมีความจําเพาะของสเตอริโอไอโซเมอรในการสังเคราะหพอลิ

เมอรของเอนไซม PHA synthase (Sudesh et al., 2000) ซึ่งในการสังเคราะห PHAs ชนิดตาง ๆ จะมี

เอนไซม PHA synthase เปนตัวเรงปฏิกิริยาในแตละข้ันตอนโดยในการสะสมพลาสติก PHAs ในเซลลนั้นจะ

มีเอนไซมอยูรอบ ๆ พื้นผิวของ PHA granule นอกจากนี้ยังมีโปรตีน phasin เปนตัวควบคุมแบบจําเพาะ 

(specific regulator protein) ซึ่งมีความสําคัญเก่ียวของกับการสังเคราะหพลาสติกโดยตรง ในการ

สังเคราะหจะมีเอนไซมที่ทําใหผลิตภัณฑมีความหลากหลาย ซึ่งมีความสัมพันธกับการเกิดสารท่ีมีน้ําหนัก

โมเลกุลสูง โดยมียีนมากกวา 60 ชนิด ท่ีเขามาเก่ียวของกับการสังเคราะหพลาสติกกลุม PHAs ซึ่งในการ

สังเคราะหพลาสติกชนิดพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรตหรือเรียกกันทั่วไปวา PHB จะเกี่ยวของกับตัวกลางในวัฏจักร

เครปส โดยเริ่มจากอะซิติลโคเอนไซมเอ (acetyl-co A) ถูกเปลี่ยนเปนอะซิโตอะซิติลโคเอนไซมเอ 

(acetoacetyl-co A) และไฮดรอกซีบัวทิริลโคเอนไซมเอ (hydroxybuacetyl-co A)  โดยการทํางานของ

เอนไซมเบตาคีโตไธโอเลส (ß-ketothiolase enzyme) และเอนไซมอะซิโตอะซิติลโคเอรีดักเตส (aceto 

acetyl-coA reductase enzyme) จากนั้นจึงเกิดกระบวนการพอลิเมอรไรเซชั่น (polymerization) ไฮด

รอกซีบัวทิริลโคเอนไซมเอเปลี่ยนไปเปนพอลิ ไฮดรอกซีบิวทีเรตโดยเอนไซม PHB synthase (Sudesh et 

al., 2000)  ในกรณีท่ีมีปริมาณของอะซิติลโคเอนไซมเอมากเกินไป ซึ่งจะสงผลทําใหการสังเคราะหลดลง

รวมถึงสภาวะแวดลอมท่ีไมเหมาะสมก็เปนสาเหตุสําคัญตอชนิดของ PHAs ที่สังเคราะหไดเชนเดียวกัน 

(Luengo et al., 2003)  

ปจจัยที่มีผลตอองคประกอบและปริมาณการผลิตพลาสติกชีวภาพไดแก แหลงคารบอน พบวาใน

ธรรมชาติ มีจุลินทรียหลายชนิดที่สามารถสังเคราะหพลาสติกชีวภาพไดโดยใชแหลงคารบอนแตกตางกัน 

จุลินทรียที่มีการสังเคราะหพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตข้ึนภายในเซลลพบมากในกลุมแบคทีเรีย (Holmes, 

1985; Verlinden et al., 2007) ซึ่งแบคทีเรียแตละชนิดจะมีความสามารถในการผลิตพอลิเบตาไฮดรอกซี

บิวทิเรตและคุณภาพของผลผลิต ที่ไดแตกตางกันโดยแบคทีเรียที่นิยมนํามาใชคือ A. eutrophus หรือที่รูจัก

กันในชื่อ Ralstonia eutropha (Fatemeh & Ebrahim, 2002) เปนแบคทีเรียที่สามารถเจริญเติบโตไดงาย

และสามารถผลิตพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตไดในปริมาณสูงถึงรอยละ 80 ของมวลเซลลแหง (Mercan et 

al., 2002) นอกจากนี้พบวาแบคทีเรีย Alcaligenes latus สามารถในการผลิตพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรต

ไดสูงถึงรอยละ 87 ในระหวางการเจริญในสภาวะที่มีการจํากัดแหลงไนโตรเจนซึ่งสูงกวาในสภาวะปกติที่ไม

มีการจํากัดแหลงไนโตรเจนรอยละ 50 (Wang & Lee, 1997)  นอกจากจะสามารถผลิตพลาสติกชนิดโฮโม

พอลิมอรไดแลว พบวา เชื้อทั้งสองชนิด ยังสามารถผลิตพลาสติกชนิดโคพอลิเมอรไดอีกดวย แตทั้งนี้ตอง

อาศัยสารเสริมการสังเคราะห กรดอะมิโน วิตามิน หรือกรดไขมันบางชนิด เปนตน สําหรับปจจัยที่มีผลตอ

การสังเคราะหพลาสติกชีวภาพของจุลินทรียไดแก 
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 แหลงคารบอน แหลงคารบอนมีความสําคญัตอกระบวนการสังเคราะหและการสะสมพอลิเบตา

ไฮดรอกซีบิวทิเรต โดยพบวาการสังเคราะหจะเกิดข้ึนสูงหลังจากแบคทีเรียมีการเจริญและเขาสูระยะการ

เจริญแบบทวีคูณ (log phase) และภายใตสภาวะที่สารอาหารไมสมดุล นั่นคือ มีแหลงคารบอนมากเกินพอ 

แตมกีารจํากัดปจจัยอ่ืน เชน ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และออกซิเจน เปนตน ดังนั้น ในการศึกษาชนิดและ

ความเขมขนของแหลงคารบอนที่เหมาะสมจะทําใหผลิตพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตได ในปริมาณที่เพ่ิม

สูงข้ึน โดยแหลงคารบอนที่นํามาใชในการสังเคราะหพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตมีอยูหลายชนิด ดังแสดงใน

ตารางที่ 2 ซึ่งเปนผลที่ไดจากการทํางานวิจัยในป 2555 –2557  ซึ่งไดเปรียบเทียบการผลิตพอลิเบตาไฮดร

อกซีบิวทิเรตของ Alcaligenas latus ที่ผานการกลายและกลายซ้ํากับการรายงานวิจัยอ่ืน ๆ ซึ่งพบวาใหคา

สูงรองลงมาจากการเลี้ยง Ralstronia eutropha ซึ่งใชน้ํามันถั่วเหลืองเปนแหลงคารบอน (Park & Kim, 

2011) 

จากรายงานการวิจัยที่นาสนใจเมื่อมีการเติมเอทานอลรอยละ 1 สามารถเพิ่มผลผลิตไดของการ

เลี้ยงเชื้อ Bacillus subtillis โดยใชกากน้ําตาลออยที่ผานการทรีตดวยวิธีตาง ๆ พบวาสามารถผลิต PHAs 

ไดรอยละ 54.1  ของน้ําหนักเซลลแหง จากนั้นไดทําการปรับปรุงสูตรอาหารโดยการเติมเอทานอลรอยละ 1 

รวมกับการเติมแหลงไนโตรเจน 2 ชนิด คือแอมโมเนียมซัลเฟตและแอมโมเนียมไนเตรทอยางละ 1 กรัมตอ

ลิตร เปนผลทําใหไดผลผลิตเพ่ิมข้ึนเปนรอยละ 62.21 ของน้ําหนักเซลลแหง เม่ือเลี้ยงที่อุณหภูมิ 35 องศา

เซลเซียส คาความเปนกรดดางเทากับ 7 เปนเวลา 96 ชั่วโมง (Gomaa, 2014)   สวนในการผลิต PHB จาก

แบคทีเรีย Vibrio spp ที่คัดแยกไดจากตะกอนทะเลจํานวน 4 สายพันธุ คือ M11, M14, M20 และ M31 

โดยทําการเลี้ยงเชื้อในอาหารที่ใชแหลงคารบอนตางชนิดกัน และความเขมขนแตกตางกัน  พบวา สายพันธุ 

M11 สามารถเจริญไดดีเมื่อใชโซเดียมอะซิเตตเขมขนสูงถึง 7.8 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน สามารถ

ผลิต PHB ไดมากท่ีสุดคิดเปนรอยละ 30.4 ของน้ําหนักเซลลแหง สวนการใชซูโครสเปนแหลงคารบอน 

พบวาสายพันธุ M14 สามารถเจริญไดดีเมื่อใชซูโครสที่ความเขมขน 12.3 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน 

และสามารถผลิต PHB ไดปริมาณสูงที่สุด คิดเปนรอยละ 45.5 ของน้ําหนักเซลลแหง  สําหรับสายพันธุ 

M20 สามารถเจริญไดดีเมื่อใชกลีเซอรอลเปนแหลงคารบอนที่ความเขมขน 15.5 กรัมตอลิตร โดยผลิต PHB 

ไดสูงสุดรอยละ 42.8  ของน้ําหนักเซลลแหง ซึ่งแตกตางจากสายพันธุ M31 ที่เจริญไดดีเมื่อใชกลีเซอรอลท่ี

ความเขมขน 14.5 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน แตผลิต PHB ไดปริมาณต่ําคิดเปนรอยละ 24.0  ของ

น้ําหนักเซลลแหง (Chien, et al., 2007) ดังนั้นจะเห็นไดวา แบคทีเรียชนิดเดียวกันแตตางสายพันธุกัน มี

ความสามารถในการใชแหลงคารบอน เพ่ือใหไดผลผลิตสูงไดแตกตางกัน 
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ตารางที่ 2 เปรียบเทียบผลผลิตพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตและแหลงคารบอนที่ใช 

สายพันธุจุลินทรีย แหลง

คารบอน 

ปริมาณ 

PHB (g/l) 

แหลงอางอิง 

Alcaligenes australica Sucrose 6.24 Gahlawat & Srivastava. 

(2013) 

Alcaligenes latus Sucrose 3.55 Wang et al. (2012) 

Ralstronia eutropha Soybean 

oil 

13.00 Park & Kim (2011) 

Alcaligenes eutrophus Sugarcane 

juice 

1.28 Waranya et al. (2011) 

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

Alcaligenes latus ATCC 29712 4.94 

Alcaligenes eutrophus TISTR 1095 Sweet 

sorghum 

juice 

0.03 Tanamool et al. (2008) 

Alcaligenes latus ATCC 29714 0.68 

Alcaligenes latus/-2AA   (เชื้อสาย

พันธุกลาย) 

 

Molasses 

6.67  

งานวิจัยงบประมาณ

ประจําป 2555-2557 Alcaligenes latus/-2AA/UV-2AA(2) 

/Acriflavin(เชื้อสายพันธุกลายซ้ํา) 

9.73 

 

ในการผลิต PHB ของเชื้อ Halomonas boliviensis ไดสูงสุดคิดเปนรอยละ 56 เมื่อใชแปงท่ีผาน

การยอยสลาย (starch hydrolysate) เปนแหลงคารบอน (Quillaguaman, et al., 2005) สวนในการ

เลี้ยง Burknolderia megaterium ดวยกากน้ําตาลออย พบวาเชื้อสามารถผลิต PHB ไดเทากับรอยละ 

46.2 ตอน้ําหนักเซลลแหง ซึ่งมีคาสูงกวาการเลี้ยงดวยน้ําแชขาวโพด (Mona, et al.,2001)  และการเลี้ยง 

Cupriavidus necator (Ralstonia eutropha) โดยใชน้ํามันพืชที่ผานการทอดมาเปนแหลงคารบอน

พบวาใหปริมาณ PHAs ไดใกลเคียงกับการเลี้ยงดวยน้ําตาลกลูโคสคือ 1.2 กรัมตอลิตร ซึ่งมีคาสูงกวาการ
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เลี้ยงดวยน้ํามันบริสุทธิ์และน้ํามันที่ผานความรอนซึ่งใหปริมาณ PHAs 0.62 และ 0.9 กรัมตอลิตร 

ตามลําดับ (Verlinden et al. 2011) สวนการนําเซลลูโลสที่ผานการยอยสลาย (cellulose hydrolysate) 

มาใชเปนแหลงคารบอนในการผลิตพลาสติกชีวภาพชนิด PHA จากเชื้อ Burknolderia cepacia และ

Burknolderia sacchari  พบวาสามารถ PHA ไดปริมาณสูงรอยละ 53 และ 62 ตามลําดับ (Silva, et al., 

2004) สวนการศึกษาของ Mona Azza & Sanna (2001) พบวา B. megaterium สามารถเจริญใน

กากน้ําตาลออย (Cane sugar molasses) ไดดีกวาในน้ําแชขาวโพด (Corn steep liquor) โดยสามารถ

ผลิตพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทีเรตไดมากสุดเทากับรอยละ 46.2 ของมวลเซลลแหง เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มี

แหลงคารบอนเปนกากน้ําตาลออยความเขมขนรอยละ 2  ซึ่งแตกตางจากการศึกษาของ Chaijumrus & 

Udpuay (2008) เชื้อ B. megaterium ATCC 6748 โดยใชกากน้ําตาล  และน้ําแชขาวโพดเปนแหลง

คารบอนและแหลงไนโตรเจน ที่ความเขมขนแตกตางกัน ทําการเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่อัตราเร็ว 130 

รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 50 ชั่วโมง พบวา หลังจากทําการเลี้ยงเปนเวลา 45 

ชั่วโมง การใชปริมาณความเขมขนของกากน้ําตาลรอยละ 4 และน้ําแชขาวโพดรอยละ 4 สามารถผลิตพอ

ลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตไดสูงสุด คือ 7.2 กรัมตอลิตร และมวลเซลลแหงเทากับ 16.74 กรัมตอลิตร คิดเปน

รอยละ 43 ของมวลเซลลแหง จากรายงานของ Yezza และคณะ (2007) ศึกษาการผลิตพอลิเบตาไฮดรอก

ซีบิวทีเรตจากเชื้อแบคทีเรีย Alcaligenas latus ATCC 29714 ดวยการใชน้ําตาลเมเปลเปนแหลงคารบอน  

และเติมไดแอมโมเนียมซัลเฟต 1 กรัมตอลิตร  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.4 กรัมตอลิตร ได

โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.8 กรัมตอลิตร  แมกนีเซียมซัลเฟต 0.2 กรัมตอลิตร  และธาตุอาหารรอง

ปริมาตรรวม 1 มิลลิลิตร เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 33±1 องศาเซลเซียส  อัตราเร็ว 150 รอบตอ

นาที เปนเวลา 27 ชั่วโมง  พบวามีมวลเซลล 4.4±0.5 กรัมตอลิตร  และมีปริมาณพอลิเบตาไฮดรอกซีบิว

ทีเรตคิดเปนรอยละ 77.6±1.5 ของมวลเซลลแหง 

 แหลงไนโตรเจน จุลินทรียแตละชนิดมีความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจนไดแตกตางกันซึ่ง

มักอยูในรูปของสารประกอบอินทรีย เชน แบคโตเปปโตน (Bactopeptone) ยีสตสกัด (Yeast extract) เค

ซีน (Casein) เนื้อสกัด (Beef extract) และทริปโตน (Tryptone) สวนสารประกอบอนินทรีย เชน 

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

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

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

ผลิตพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรต โดยใชสูตรอาหารที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอนที่ความเขมขนแตกตางกัน 

คือ 30, 40, 50 และ 60 กรัมตอลิตร และใชแอมโมเนียมคลอไรดเปนแหลงไนโตรเจนที่ความเขมขนแตกตาง

กันคือ 0.5, 1 และ 2 กรัมตอลิตร ทําการเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 180 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส พบวาหลังจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 24 ชั่วโมง การใชกลูโคสความเขมขน 60 กรัมตอลิตร 
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และแอมโมเนียมคลอไรดความเขมขน 0.5 กรัมตอลิตร สามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสงูสุดเทากับ 6.5 กรัม

ตอลิตร และปริมาณพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตเทากับ 2.95 กรัมตอลิตร สวน Wang และคณะ (2013) 

ศึกษาการเลี้ยงเชื้อ  A. latus ATCC 29714 โดยใชน้ําตาลหัวบีทความเขมขน 20 กรัมตอลิตร เปนแหลง

คารบอนและแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 1.97 กรัมตอลิตร เปนแหลงไนโตรเจน ทําการเพาะเลี้ยงบน

เครื่องเขยาที่อัตราเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 ชั่วโมง พบวา มีมวลเซลล

แหงสูงสุดเทากับ 10.30±1.01 กรัมตอลิตร ปริมาณพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตเทากับ 4.01±0.95 กรัมตอ

ลิตร คดิเปนรอยละ 36.66±7.28 ของมวลเซลลแหง และอัตราการผลิตเทากับ 0.22±0.01 กรัมตอลิตรตอ

ชั่วโมง ในการเลี้ยงดวยแหลงอนินทรียไนโตรเจนของ Grothe และคณะ (1999) ซึ่งไดศึกษาเปรียบเทียบการ

ใชแหลงไนโตรเจนของเชื้อแบคทีเรีย A. latus ATCC 29714 โดยใชซูโครสเปนแหลงคารบอนและแหลง

ไนโตรเจนที่ใช ไดแก แอมโมเนียมซัลเฟต แอมโมเนียมคลอไรด แอมโมเนียมไนเตรต และยูเรีย พบวา การ

เติมแอมโมเนียมซัลเฟต 1.4 กรัม สามารถผลิตพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตไดสูงสุดเทากับ 4.6 กรัมตอลิตร 

นอกจากนี้ไดมีการศึกษาแหลงอินทรียไนโตรเจนเปรียบเทียบกับอนินทรียไนโตรเจนจากรายงานการวิจัย

ของ Khannafari และคณะ (2006) ไดทําการเลี้ยง Azotobacter chroococum โดยใชโปรตีนในหางนม 

(Milk whey) เปนสวนประกอบของอาหารแลวเติมแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ไดแก แอมโมเนียมไนเตรต 

แบคโตเปปโตน เคซนี ยีสตสกัด เนื้อสกัด โปรทิเอชเปปโตน และทริป โตน เลี้ยงบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ  

25, 30, 35 และ 37 องศาเซลเซียส ในอัตราเร็ว 122 รอบตอนาทีเปนเวลา 24-48 ชั่วโมง พบวา การเติม

แหลงไนโตรเจนที่เปนเนื้อสกัดจะผลิตพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตไดสูงที่สุดในปริมาณรอยละ 75 ของมวล

เซลลแหง  มีรายงานวิจัยความสําคัญของสัดสวนของคารบอนและไนโตรเจนก็มีผลตอการผลิตพอลิเบตา

ไฮดรอกซีบิวทิเรต โดยพบวาการใชจุลินทรียระบบตะกอนเรงโรงงานผลิตอาหารความเขมขนตะกอนเริ่มตน

เทากับ 3.15 กรัมตอลิตร ซึ่งเลี้ยงในอาหารสังเคราะหที่มีกรดอะซิติกเปนแหลงคารบอนที่ความเขมขน 500 

ถึง 3000 มิลลิกรัมตอลิตร โดยศกึษาอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนที่ 24, 96, 120, 144 และ 168 (โมล

ตอโมล) ตามลําดับ พบวา เมื่ออัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเพ่ิมข้ึนการสะสมพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรต

ตอปริมาณเซลลเพ่ิมข้ึน ชุดการทดลองที่มีอัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 144 มีการสะสม

พอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตสูงสุดรอยละ 33 (Kumar, 2004) สวนรายงานของ Khanna และ Srivastava 

(2006) ซึ่งทําการศึกษาความเหมาะสมในการเติมความเขมขนของไนโตรเจน และระยะเวลาของการเติม

โดยทําการเลี้ยงเชื้อ R.eutropha NRRL B14690 ในถังปฏิกรณ โดยทําการเติมไนโตรเจน (7 กรัมตอลิตร) 

ที่อัตราการเติม 70 มิลลิลิตรตอชั่วโมง พบวาหลังจากชั่วโมงที ่50 เชื้อ R. euthopha มีการผลิตมวลเซลล

ไดมากถึง 32 กรัมตอลิตร มีปริมาณ PHB 14 กรัมตอลิตร  ดังนั้นจึงพบวาเม่ือใชแหลงไนโตรเจนที่แตกตาง

กัน จะทําใหไดปริมาณของพลาสติกแตกตางกันดวย 
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 แหลงแรธาตุอาหารอื่นๆ   ในการสะสมพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตจะเกิดขึ้นภายในเซลลเม่ือ

จุลินทรียอยูในสภาวะที่สารอาหารขาดความสมดุล เชน ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ออกซิเจน แมกนีเซียม หรือ

ซัลเฟอร เปนตน พบวา ฟอสฟอรัส แมกนีเซยีม และซัลเฟอรนั้นจัดเปนแรธาตุหลักที่จุลินทรียตองการใน

ปริมาณที่มากพอ โดยเฉพาะฟอสฟอรัสและแมกนีเซียม เนื่องจากเปนตัวเรงปฏิกิริยาการสรางและการ

ถายเทพลังงานตอจุลินทรียและพลังงานในเซลล โดยอยูในรูปของพอลิเมอรในการผลิตพอลิเบตาไฮดรอกซี

บิวทีเรตของแบคทีเรียเกิดข้ึน เมื่อมีแหลงคารบอนที่มากเกินพอแตมีการกําจัดปริมาณของฟอสฟอรัสและ

แรธาตุอ่ืนๆ เพ่ือใหเหมาะสมกับชนิดและสายพันธุของจุลินทรียที่ใชในการผลิต เชน รายงานการศึกษาของ 

Ryu และคณะ (1997) ในการเลี้ยง A. eutrophus ในสภาวะก่ึงกะที่มีการจํากัดปริมาณฟอสเฟต  มีการ

ควบคุมความเปนกรดดางเทากับ 6.8 อุณหภูมิในการหมัก 34 องศาเซลเซียส ใชน้ําตาลกลูโคสเปนแหลง

คารบอน ทําการศกึษาที่ความเขมขนโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตเทากับ 2.2, 3.1, 4.3 และ 5.5 กรัม

ตอลิตร พบวา ที่ความเขมขนฟอสเฟตเริ่มตนสูงขึ้นสามารถผลิตเซลลและพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทีเรตได

สูงข้ึน  โดยที่ความเขมขนของฟอสเฟตเริ่มตน 5.5 กรัมตอลิตร จะใหปริมาณของเซลลและพอลิเบตาไฮดร

อกซีบิวทีเรตไดสูงสุดเทากับ 2.81 และ 2.32 กรัมตอลิตร ตามลําดับ  สวน Grothe และคณะ (1999) ได

ศึกษาเปรียบเทียบผลการเติมและไมมีการเติมธาตุอาหารเสริมตอการเจริญและการผลิตพอลิเบตาไฮดรอกซี

บิวทิเรตของ A. latus โดยใชน้ําตาลซูโครสเปนแหลงคารบอนพบวาการเติมธาตุอาหารเสริมที่ประกอบดวย 

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

CoCl2·H2O 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร ZnSO4·7H2O 0.1 มิลลกิรัมตอลิตร MnCI2·4H2O 0.03 มิลลิกรัมตอลิตร 

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

ตอลิตร มีผลทําใหการผลิตพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตสูงขึ้นถึง 3.2 กรัมตอลิตร 

ความสําคัญสารเสริมการเจริญ (Growth factor) ในการสังเคราะหพลาสติกชีวภาพพบวาสาร

เสริมการเจริญมีบทบาทในการสังเคราะหชนิดของพลาสติกชีวภาพที่ตองการได ซึ่งสารเหลานี้ ไดแก สาร 

precursor กรดไขมัน กรดอะมิโนบางชนิด และแรธาตุตองการปริมาณนอยบางชนิด ซึ่งท่ีผลตอการผลิต

พลาสติกชีวภาพกลุม PHAs ที่ไดรับความสนใจมากคือ poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxy vale 

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

ที่พลาสติกสองชนิดนี้ไดรับความนิยมมาก (Chen 2009). เนื่องจาก PHB มีคณุสมบัติทางเคมีและทางกาย 

ภาพใกลเคยีงกับพอลิเมอรสังเคราะห สวน P(3HB-co-HV) จัดเปนพลาสติกทนรอน (Thermoplastic) ที่มี

คุณภาพดีกวาพลาสติก PHB ซึ่งเชื้อ Alcaligenes สามารถสังเคราะหไดทั้งสองตัว โดยพบวาการที่จะทําให

ไดพลาสติกชนิด P(3HB-co-HV) ในปริมาณสูงตองเติมกรดชนิดตาง ๆ สวนการเติม Propionate เปนแหลง

คารบอน พบวา ทําใหสัดสวนการผลิต PHAs ชนิด PHV สูงถึงรอยละ 97 โดยสัดสวนของชนิดของ PHAs จะ

มีเปอรเซ็นตแตกตางกันตามชนิดและสัดสวนของแหลงคารบอนและกรดไขมัน โดยพบวา การสังเคราะห 
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P(3HB-co-3HV) เกิดขึ้นไดสูง เมื่อเลี้ยงในแหลงคารบอนที่มีท้ังน้ําตาลกลูโคสและโพรพิโอเนต (Jingnan et 

al., 2009) เชนเดียวกับ รายงานการผลิตโคพอลิเมอรในรูป P(3HB-co-3HV) จะเกิดขึ้นเมื่อในแหลง

คารบอนนั้นมีกรดวาเลอริค (valeric acid) และกรดโพริโอนิค (propionic acid) ซึ่งถูกใชเปน precursors 

(Rodrigues, et al., 1995 ; Rodrigues, et al., 2000) สวนการผลิต PHAs ชนิดสายโซปานกลาง 

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

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

และคณะ (2011)  พบวาการผลิตโคพอลิเมอรชนิด 3-hydroxy-4-methylvalerate (3H4MV) ใหได

ปริมาณสูงจะตองเติม precursors คือกรดอะมิโนชนิดลิวซีน (leucine) ทั้งนี้เนื่องจากโครงสรางของ   ลิวซี

นคลายกับ 3H4MV จากการศึกษาของ Chanprateep และคณะ(2010) รายงานวาการใชคารบอนตอ

ไนโตรเจน ที่อัตรา 200 ตอ 1 และใชน้ําตาลฟรุตโตสเปนสาร precursor ในการผลิต 3-hydroxybutyrate 

(3HB) และใช 1,4-butanediol เปน precursor ในการผลิต 4-hydroxybutyrate (4HB) และใช

แอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตเจน พบวาสามารถเก็บเก่ียวผลผลิตไดสูงถึงรอยละ 77 และสวนของโค

พอลิเมอรที่ไดจะขึ้นอยูกับอัตราสวนของคารบอน นอกจากนี้พบวา 1,4-butanediol มีความจําเปนอยาง

มากในการสังเคราะห 4-hydroxybutyrate (4HB) ของจุลินทรีย บางครั้งพบวามีการใช C-hyroxy 

butyrate มาทดแทน แตมีราคาสูงกวา และมีขอควรระวังคือ 1,4-butanediol จะเปนพิษตอเซลลถาใชใน

ปริมาณสูงเกินไป เชนเดียวกันมีรายงานการวิจัยพบวา การใชกรดโพรพิโอนิคที่ความเขมขนสูงทําใหเกิดพิษ

สูง และสงผลทําใหเกิดการตายของเซลลขึ้น ซึ่งสามารถลดปญหาดังกลาวคือ ควรเติมกรดโพรพิโอนิคความ

เขมขนนอยๆ และควรจะเลี้ยงเชื้อแบบกึ่งกะ (Yu et al., 2002) จากรายงานการวิจัยของ Steinbüchel & 

Lütke-Eversloh (2003) กลาววาในการเลี้ยงเพ่ือผลิต 3HV ที่ใชกรดโพรพิโอนิค ซึ่งเปนกรดไขมันชนิดอะ

ลิฟาติก (aliphatic fatty acids) เปนแหลงคารบอน ควรเติมสารตั้งตน (precursor) ซึ่งไดแก วาเลอลิก 

(valeric) เฮปตาโนอิค (heptanoic) ลงไปดวย จากรายงานการเลี้ยงเพ่ือตองการผลิตพลาสติกชนิดโคพอลิ

เมอรชนิด P(3HB-co-3HV) ไดมีการเติมสาร precursor ที่แตกตางกัน ไดแก กรด 4-ketovaleric 

(Valentin & Steinbüchel, 1995) n-pentanol (Yamane et al., 1996) และเติมกรดอะมิโนชนิด วาลนี 

(valine) ไอโซลิวซีน (isoleucine) ทริโอนิน (threonine) และเมทไทโอนีน (methionine) (Steinbüchel 

& Lütke-Eversloh, 2003)  นอกจากนี้พบวาการจํากัดสารอาหารในกลุมฟอสฟอรัสมีผลทําใหเกิดการ

สะสม PHAs ไดสูงขึ้น (Ryu et al., 1997) สวนการเตมิแรธาตุคือ MgSO4 และ CaCl2 ซึ่งมีผลตอการเจริญ

ของเซลล แตไมมีผลตอการผลิต PHAs ของเชื้อ B. subtilis และ E. coli. เชนเดียวกันกับการเติม 

MgSO4.7H2O และ trace elements solution (1-20 มิลลิลิตรตอลิตร) ก็ไมมีผลตอการผลิตพลาสติกชนิด 

PHAs ในอาหารชนิด mineral (Nikel et al., 2005; Jingnan et al., 2009) สวนการศกึษาการจํากัด
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ปริมาณโพแตสเซียมในอาหารสงผลตอการผลิตโคพอลิเมอรไดมากขึ้น สวนการจํากัดซัลเฟอร ฟอสฟอรัส 

และไนโตรเจนจะทําใหการผลิต PHB เพ่ิมสูงขึ้น (Singh et al., 2009) 

 การขยายขนาดเพาะเลี้ยงสูระดับถงัปฏิกรณชีวภาพ   ในการเพ่ิมปริมาณการผลิต PHAs เพ่ือให

ไดผลผลิตสูงข้ึนในถังหมัก มีปจจัยที่สําคัญคือการควบคุมสภาวะการเลี้ยงในถังหมัก โดยการควบคุม

อุณหภูมิและความเปนกรดดาง เปนปจจัยสําคัญที่มีผลตอการผลิตพลาสติกชีวภาพพบวาที่อุณหภูม ิ 30 

องศาเซลเซียส และมีความเปนกรดดาง เทากับ 7 จะผลิตพลาสติกชีวภาพไดดี ทั้งนี้อาจข้ึนอยูกับสายพันธุ

จุลินทรียที่นํามาใชในการศึกษาเชนกัน จากรายงานการศึกษาของ Grothe และคณะ (1999)  ได

ทําการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHB โดยการเลี้ยงเชื้อ  Alcaligenes latus พบวา  สภาวะที่

เหมาะสมสําหรับการผลิต  PHB ไดแก ที่อุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียสหรือผันแปรไดในชวง 25-37 องศา

เซลเซียส และคาความเปนกรดดางที่เหมาะสม คือ 6.5  โดยมีอัตราการผลิตเทากับ 0.075 กรัมตอลิตรตอ

ชั่วโมง และสามารถผลิต  PHB ไดสูงสุดเทากับ  0.15  กรัมตอลิตร โดยมีปริมาณ PHB รอยละ 63 ของ

น้ําหนักเซลลแหงนอกจากนี้พบวาปริมาณออกซิเจนมีผลตอการผลิต PHB ดวย ทั้งนี้เนื่องจากในสภาวะ

ออกซิเจนจํากัด เอนไซมซิเตรทซินเทสและไอโซซิเตรทดีไฮโดรตีเนสจะถูกยับยั้งการทํางานโดย NADH ทํา

ใหอะซิทิบโคเอนไซมเอไมเขาสู TCA cycle แตจะเปลี่ยนไปเปนอะซิโตอะซิติลโคเอ เพื่อเขาสูกระบวนการ

สังเคราะห PHB โดยเอนไซมเบตาคีโตไธโอเลสจึงมีการสะสม PHB แทน (Luego et al., 2003) จากรายงาน

ของ Tripathi และคณะ (2013)  ในการเลี้ยง Alcaligenes sp. NCIM 5085 แบบกะ ในถังปฏิกรณชีวภาพ

ขนาด 7.5 ลิตร โดยใชสูตรอาหารที่มีกากน้ําตาลออยความเขมขน 40 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอนและ

ยูเรียความเขมขน 1 กรัมตอลิตร เปนแหลงไนโตรเจน ควบคุมอุณหภูมิเทากับ 34 องศาเซลเซียส และคา

ความเปนกรดดางเทากับ 7  พบวาหลังจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 48 ชั่วโมง สามารถผลิตมวลเซลลแหง

สูงสุดเทากับ 11.0±0.5 กรัมตอลิตร และมีปริมาณพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตสูงสุดเทากับ 8.58±0.4 กรัม

ตอลิตร ผลผลิตพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตสูงสุดและความสามารถในการผลิตผลิตภัณฑเทากับ 0.78 และ 

0.19 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง ตามลําดับ สวนรายงานการศึกษาของ El-sayed และคณะ (2009) เพ่ือผลิตพอ

ลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตจากเชื้อ Ralstonia eutropha ATCC 17697 และ Alcaligenes latus ATCC 

29714  ซึ่งทําการเพาะเลี้ยงแบบกะและเติมกะ ในถังปฏิกรณชีวภาพขนาด 3 ลิตร โดยใชกลูโคสความ

เขมขน 20 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอนและแอมโมเนียมซัลเฟต 4 กรัมตอลิตร เปนแหลงไนโตรเจน 

ควบคุมอุณหภูมิในถังเทากับ 30 องศาเซลเซียส ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ 7±0.1 และความเร็วของ

ใบพัดเทากับ 750 รอบตอนาที ทําการเลี้ยงเปนเวลา 100 ชั่วโมง พบวา R. eutropha ATCC 17697 

สามารถผลิตมวลเซลลแหงสูงสุดและปริมาณพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตไดเทากับ 10.18 และ 0.81 กรัม

ตอลิตร ตามลําดับ สวน A. latus ATCC 29714 สามารถผลิตมวลเซลลแหงสูงสุดและปริมาณพอลิเบตา

ไฮดรอกซีบิวทิเรตไดเทากับ 8.73 และ 4.94 กรัมตอลิตร ตามลําดับและเมื่อทําการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะใน
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ถังปฏิกรณชีวภาพขนาด 3 ลติร ปริมาตรการเพาะเลี้ยงเริ่มตน 1.2 ลิตร ซึ่งใชกลูโคสความเขมขน 20 กรัม

ตอลิตร เปนแหลงคารบอนและแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 4 กรัมตอลิตร เปนแหลงไนโตรเจน และ

เติมน้ําตาลกลูโคสในชั่วโมงที่ 25 และ 35 พบวา R. eutropha ATCC 17697 สามารถผลิตมวลเซลลแหง

สูงสุดและปริมาณพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตไดเทากับ 16.32 และ 10.53 กรัมตอลิตร ตามลําดับ สวน A. 

latus ATCC 29714 สามารถผลิตมวลเซลลแหงสูงสุดและปริมาณพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตไดเทากับ 

15.21 และ 8.84 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 

 จากการศึกษาของ Park & Kim (2011) ศึกษาการผลิตพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตดวยเชื้อ 

Ralstonia eutropha KCTC 2662 โดยทําการเพาะเลี้ยงแบบกะในถังปฏิกรณชีวภาพขนาด 2.5 ลิตร  โดย

ใชสูตรอาหารที่มีน้ํามันถ่ัวเหลืองความเขมขน 20 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน และแอมโมเนียมซัลเฟต

ความเขมขน 1 กรัมตอลิตร เปนแหลงไนโตรเจนควบคุมอุณหภูมิเทากับ 30 องศาเซลเซียส ปรับคาความเปน

กรดดางเทากับ 6.8 เติมอากาศที่ 1 vvm และปรับความเร็วของใบพัดเทากับ 700-1300 รอบตอนาที ทํา

การเพาะเลี้ยงเปนเวลา 100 ชั่วโมง พบวา หลังจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 87 ชั่วโมง สามารถผลิตมวล

เซลลแหงสูงสุดเทากับ 15 กรัมตอลิตร และปริมาณพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตเทากับ 13 กรัมตอลิตร และ

เมื่อทําการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะในถังปฏิกรณชีวภาพขนาด 2.5 ลิตร ปริมาตรการเพาะเลี้ยงเริ่มตน 1 ลิตร 

ทําการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 100 ชั่วโมง และเติมน้ํามันถ่ัวเหลืองในชั่วโมงที่ 18 และ 50 พบวา สามารถผลิต

มวลเซลลแหงสูงสุดเทากับ 32 กรัมตอลิตร และปริมาณพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตเทากับ 25 กรัมตอลิตร 

สวน Gahlawat and Srivastava (2013) ศึกษาการเลี้ยง Azohydromonas australica เพ่ือผลิตพอ

ลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรต โดยทําการเพาะเลี้ยงแบบกะในถังปฏิกรณชีวภาพขนาด  7 ลิตร ในสูตรอาหารที่มี

น้ําตาลซูโครสความเขมขน 25 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน และแอมโมเนียมคลอไรดความเขมขน 0.6 

กรมัตอลิตร เปนแหลงไนโตรเจน ควบคุมอุณหภูมิเทากับ 33 องศาเซลเซียส และปรับคาความเปนกรดดาง

เทากับ 7 เปนเวลา 36 ชั่วโมง พบวา ผลิตมวลเซลลแหงสูงสุดเทากับ 8.71 กรัมตอลิตร และปริมาณพอ

ลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตเทากับ 6.24 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 72 ของมวลเซลลแหง และทําการ

เพาะเลี้ยงแบบเติมกะในถังปฏิกรณชีวภาพขนาด 7 ลิตร ปริมาตรการเพาะเลี้ยง 2 ลิตร ในสูตรอาหารที่มี

น้ําตาลซูโครสความเขมขน 25 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน และแอมโมเนียมคลอไรดความเขมขน 0.6 

กรัมตอลิตร เปนแหลงไนโตรเจน โดยมีการเติมสารอาหารตั้งแตชั่วโมงที่ 20-35 เปนเวลา 15 ชั่วโมง และทํา

การเพาะเลี้ยงจนครบ 38 ชั่วโมง พบวา สามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุดเทากับ 29.71 กรัมตอลิตร และ

ปริมาณพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตเทากับ 22.65 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 76 ของมวลเซลลแหง ซึ่ง

ปริมาณพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตที่ผลิตไดสูงกวาการเพาะเลี้ยงแบบกะ 3.6 เทา  สวน Jiang และคณะ 

(2008) ศึกษาการผลิตพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตโดยเชื้อ Pseudomonas fluorescens A2a5 ซึ่งเลี้ยงใน

ถังปฏิกรณชีวภาพขนาด 5 ลิตร ปริมาตรการเพาะเลี้ยง   3 ลิตร ทําการเพาะเลี้ยงแบบกะ ท่ีอุณหภมูิ 25 
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องศาเซลเซียส โดยใชสูตรอาหารที่มีน้ําออย (Sugarcane Liquor) ความเขมขน 50 กรัมตอลิตร เปนแหลง

คารบอน และโมโนโซเดียมกลูตาเมตความเขมขน 1 กรัมตอลิตร เปนแหลงไนโตรเจน พบวาหลังจากการ

เพาะเลี้ยงเปนเวลา 72 ชั่วโมง สามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุด คือ 32 กรัมตอลิตร และมีปริมาณพอ

ลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรต 22 กรัมตอลิตร และอัตราการผลิตเทากับ 0.23 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  ในการผลิต

พอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตดวยเชื้อ Bacillus megaterium BA-019 โดยทําการเพาะเลี้ยงแบบกะในถัง

ปฏิกรณชีวภาพขนาด 5 ลิตร ดวยสูตรอาหารที่มีกากน้ําตาลความเขมขน 20 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน

และยูเรียความเขมขน 0.8 กรัมตอลิตร เปนแหลงไนโตรเจน ควบคุมอุณหภูมิเทากับ 30 องศาเซลเซียส และ

ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ 7 ทําการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 12 ชัว่โมง พบวามีมวลเซลลแหงสูงสุดเทากับ 

8.80 กรัมตอลิตร และปริมาณ   พอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตเทากับ 5.41 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 61.60 

ของน้ําหนักเซลลแหง และเมื่อทําการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะในถังปฏิกรณชีวภาพขนาด 5 ลิตร ปริมาตรการ

เพาะเลี้ยงเริ่มตน 2.5 ลติร ทําการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 30 ชั่วโมงโดยเติมกากน้ําตาลความเขมขน 400 กรัม

ตอลิตรตั้งแตชั่วโมงท่ี 8 พบวา สามารถผลิตมวลเซลลแหงสูงสุดเทากับ 72.60 กรัมตอลิตร และปริมาณพอ

ลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตเทากับ 30.50 กรัมตอลิตร คดิเปนรอยละ 42.1 ของมวลเซลลแหง (Kulpreecha, 

et.al., 2009) 

การเก็บเกี่ยวพลาสติกชีวภาพ การเลือกวิธีการแยกและการสกัดพอลิเมอรซึ่งเปนผลิตภัณฑที่ถูก

สรางขึ้นภายในเซลลแบคทีเรีย มีผลโดยตรงตอคุณภาพและปริมาณของผลิตภัณฑที่ได อีกทั้งยังมีผลตอ

ตนทุนอีกดวย จากรายงานการศึกษาพบวาในการเก็บเก่ียวผลิตภัณฑเพ่ือแยกและทําใหบริสุทธิ์ของพอลิ

เมอรซึ่งอยูภายในเซลลแบงไดเปน 3 สวน ดังแสดงในภาพที่ 1 (Jacquel, et al., 2008) 

ในการเก็บเก่ียวผลผลิตที่อยูภายในเซลลของแบคทีเรีย จะเก็บเก่ียวเมื่อเซลลเขาสูในระยะการ

เจริญคงที่ (stationary phase) โดยแยกสวนของน้ําหมักออกจากตัวเซลล หลังจากนั้นนํามาเซลลมีทําให

แตกเพื่อใหผลิตภัณฑหรือพลาสติกถูกปลดปลอยออกมา โดยจะมีกระบวนการเริ่มตนจากการเตรียมตัว 

เซลล (Pretreatment) กอนการสกัดเชน การทรีตดวยความรอน ความเย็นหรือสารละลายเกลือ กอนเขาสู

กระบวนการสกัดและแยกบริสุทธิ์ (Jacquel, et al., 2008) ซึ่งมีรายงานการวิจัยการเตรียมตัวเซลลหลายวิธี

เชน จากการศึกษาของ Kapitchkoff และคณะ (2006) ไดนําเซลล R.eutropha DSM545 ซึ่งแขวนลอยใน

อาหารมาทรีตดวยความรอนที่อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 นาที กอนนําไปทําการสกัด สวน

การศกึษาของ De Koning & Witholt (1997) ไดทําการทรีตเซลลดวยความรอนที่อุณหภูม ิ 120 องศา

เซลเซียสเปนเวลา 15 นาที กอนนําเซลล Pseudomonas ไปทําการสกัดพอลิเมอรนอกจากนี้พบวามีการใช

การทรีตดวยความรอนรวมกับการใชสารอื่นผสมดวยเชนกัน ในการศึกษาของ Steinbuchel (1996) ซึ่งได

ใชความรอน 85 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที รวมกับการใชเอนไซม PHB depolymerase เพ่ือยอย

พอลิเมอรภายในเซลลของ R. eutropha DSM545 ใหหลุดออกมา นอกจากนี้พบวามีการใชดาง คือ 
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ภาพที่ 1 ขั้นตอนในการเก็บเก่ียวและการแยกบริสุทธิ์  PHAs ซึ่งแบงไดเปน 3 ขั้นตอน คือ การเตรียมเซลล 

การสกัดและการแยกบริสุทธิ์ (Jacquel, et al., 2008) 

sodium hydroxide ความเขมขน 0.4 กิโลกรัมตอกิโลกรัม ในการทรีต A. latus เพ่ือเพ่ิมความสามารถใน

การยอยโปรตีนออกมากอนใชเครื่อบดใหเซลลแตก ซึ่งใหผลดีกวาเมื่อเปรียบเทียบกับการใชเกลือ sodium 

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

นํามายอยพบวาสามารถชวยยนระยะเวลาในการยอยดวยสาร SDS and NaClO ไดสั้นลง (Dong, & Sun, 

2000) แตพบวาการเตรียมเซลลในสภาพเยือกแข็งแหง (freezed-dried) ไดถูกนํามาใชไดในงานวิจัย 

(Hahn et al., 1994 ; Chen et al., 2001) แตไมเหมาะในการขยายขนาด โดยพบวาการใชการแชเยือก

แข็งที่อุณหภูมิ −20 องศาเซลเซียส (Ghatnekar et al., 2002 ;  Linget al., 1997) ซึ่งใหผลดีกวาการแชที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (Tamer et al., 1998) 

ขั้นตอนในการเก็บเก่ียวไบโอพอลิเมอรดวยการสกัดโดยใชวิธีการยอย (Digestion methods) ซึ่ง

แบงการยอยไดเปนการยอยดวยสารเคมีและการยอยดวยเอนไซม ตัวอยางเชนจากรายงานการศึกษาของ 

Kunasundari & Sudesh (2011) พบวาวิธไีดรับความสนใจมากกวาการสกัดดวยตัวทําละลาย ทั้งนี้ในการ

สารเคมีเพ่ือยอยสลายสวนใหญ เปนการยอยสวนประกอบของเซลลที่ไมใชผลิตภัณฑเพื่อปลดปลอย

ผลิตภัณฑออกมา สวนการสกัดดวยตัวทําละลายไดรับนิยมสูงในระดับหองปฏิบัติการ ทั้งนี้เนื่องจากเปนวิธีที่

งายและทําไดรวดเร็ว (Kunasundari & Sudesh, 2011) ซึ่งตัวทําละลายที่ถูกนํามาใชงานมีหลายชนิดเชน 

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

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

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



16 
 

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

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

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

ผลิตโดย R. eutropha สามารถใหพอลิเมอรที่มีความบริสุทธิ์ไดถึงรอยละ 98 จากนั้นเม่ือนําสารสกัดนั้นไป

ทําการกลั่นและตกตะกอนดวยเมทานอลเย็นจัดกอนนํามาตกผลึกอีกครั้ง สวนการสกัดดวยสารเคมี 

ตัวอยางเชน การใชโซเดียมไฮโปคลอไรค (sodium hypochlorite) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

1 ชั่วโมง (Hahn et al., 1995) การใชโซเดียมไฮโปคลอไรครวมกับสารลดแรงตึงผิว เชน sodium dodecyl 

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

โดยใช 1mM palmitoyl carnitine ที่ละลายดวยบัพเฟอร 0.1MTris–HCl ที่คาความเปนกรดดาง 7.0 

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที พบวาสามารถสกัดพอลิเมอร R.eutropha และ A. latus ได

รอยละ 70 และมากกวารอยละ 85 ตามลําดับ  นอกจากนี้พบวาการใชสารลดแรงตึงผิวเพียงอยางเดียว

สงผลทําใหคุณภาพของ PHAs ที่แยกไดบริสุทธิ์นอยกวาการใชรวมกับไฮโปคลอไรคและโซเดียมไฮดรอกไซค 

(Kim et al., 2003)  สวน Lu (2006) ไดใชสารโซเดียมไฮโปคลอไรครวมกับการใหความรอนที่อุณหภูมิ 50 

องศาเซลเซียส ในการสกัดพลาสติกชีวภาพจาก Cupriavidus taiwanensis 184 ไดสูงถึงรอยละ 94 และมี

ความบริสุทธิ์รอยละ 99  นอกจากนี้ไดมีการพัฒนาการยอยโดยใชโซเดียมไฮโปคลอไรครอยละ 30 รวมกัน

ตัวทําละลายคลอโรฟอรมในอัตราสวน 1: 1  ในการสกัด P(3HB) จาก R.eutropha เพ่ือแยกสวนที่ตองการ

คือ P(3HB) ละลายอยูกับคลอโรฟอรมและสวนอ่ืน ๆ  ของเซลลจะแขวนลอยอยูในสวนของโซเดียมไฮโปคลอ

ไรค (Hahn et al., 1994 ; Hahn et al., 1993) โดยคาที่ไดมีความบริสุทธิ์ของ P(3HB) ประมาณรอยละ 

97 เชนเดียวกับการเก็บเก่ียวพอลิเมอรจาก P(3HB) จากเชื้อ R. eutropha หลังจากผานการทรีตดวย

อะลูมิเนียมและเหล็ก กอนนํามายอยตอดวยโซเดียมไฮโปคลอไรคและคลอโรฟอรม (Ryu et al., 2000)  

    จากการศกึษาของ Dong&Sun (2000) ในการเก็บเก่ียว PHAs โดยการใชปริมาณเซลล 30 กรัมตอ

ลิตร นําไปทําการแชเยือกแข็งกอนนํามาสกัดโดยการเติมสารลดแรงตึงผิวคอื SDS ปริมาณ 10 กรัมตอลิตร 

บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จากนั้นจึงนํามาเติมสารโซเดียมไฮโปคลอไรครอยละ30 

เปนเวลา 3 นาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส รวมกันการใชสารไฮโปคลอไรคสามารถเก็บเก่ียวผลผลิตได

รอยละ 86.6 และสารที่ไดมีความบริสุทธิ์รอยละ 98 วิธีนี้มีขอดีคือ ตนทุนคาใชจายต่ําและลดปญหาการ

เสื่อมสภาพของ PHAs ลงได สวนการยอยดวยการใชสารคีเลต (chelate) รวมกับสารลดแรงตงึผิวพบวา จะ

ชวยทําใหสารพอลิเมอร PHAs หลุดออกมาเพิ่มข้ึน เมื่อใชกับแบคทีเรียที่เปนแกรมลบ คือ R.eutropha ซึ่ง

มีไอออนของแคลเซียมและแมกนีเซียมอยูที่ดานนอกของเมมเบรน โดยพอลิเมอรที่ไดมีความบริสุทธิ์สูงรอย

ละ 98.7 เมื่อใชสารลดแรงตึงผิวตอเซลลแหงอัตราสวน 0.12:1 และใชเกลือ EDTA disodium ตอเซลลแหง

อัตราสวน 0.08:1 บมที่คาความเปนกรดดาง 13 และที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ซึ่งมี
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ขอดีของการยอยดวยวิธีนี้คือ ไดผลิตภัณฑที่มีคุณภาพดี มีปญหาหาเรื่องตอสิ่งแวดลอมนอย แตมีสวน

ของเหลวเหลือทิ้งท่ีตองนําเขาสูระบบบําบัดสูง (Chenet al., 2001)  

     ในการสกัดพอลิเมอรดวยเอนไซมยอยตัวเซลลซึ่งไดถูกพัฒนาขึ้นโดยบริษัท ไอซีไอ (ICI) โดยใช

เอนไซมในกลุมยอยโปรตีน (proteolytic enzyme) เริ่มตนจากการใหความรอนและตามดวยการใช

เอนไซมยอยซึ่งไดถูกจนสิทธิบัตรเรียบรอยแลว (Holmes & Lim, 1990) ในการศึกษาของ Kapritchkoff 

และคณะ (2006) พบวาการใชเอนไซมโบรมิเลนรอยละ 2 บมที่คาความเปนกรดดาง 9 และอุณหภูมิ 50 

องศาเซลเซียส สามารถเก็บเก่ียว P(3HB) จากเชื้อ R.eutropha ไดรอยละ 88.8  นอกจากนี้มีรายงานการ

ใชเอนไซมอะคาเลส (alcalase) เพ่ือยอยผนังเซลล Pseudomonas putida ไดผลิตภัณฑสุดทายคือ PHA 

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

การเก็บเก่ียวดวยวิธีทางกล เปนการยอยอีกอยางหนึ่งทีไ่ดรับความสนใจในการศึกษา โดยสามารถ

ใชวิธีการไดหลายแบบ เชน การใชลูกปดบด (Bead mill) มีปจจัยสําคัญที่ควรทําการศึกษากอนนํามาใชงาน

คือ ความเขมขนของตัวอยาง อัตราการใสตัวอยาง ความเร็วของการหมุนของลูกปดเปนหลักสําคัญที่ตองหา

สภาวะที่เหมาะสมในการทํางานเชนเดียวการใชเครื่องโฮโมจิไนเซอร  (Tamer, et al., 1998) จากรายงาน

การใชเครื่องอัลตราโซนิค (ultrasonic) เพ่ือสกัด PHAs จากเชื้อ Haloferax mediterranei ไดถูกนําเสนอ

โดย Hwanget al. (2006) พบวาสามารถใชไดดีในระดับหองปฏิบัติการ นอกจากนี้ไดมีการใชหลายวิธี

รวมกันเพ่ือสกัดพลาสติกออกจากเซลล เชนการใชเครื่องปนเหวี่ยงรวมกับการใชสารเคมีในการเก็บเก่ียว 

P(3HB)  (Van Wegen et al, 1998) การใชการเก็บเก่ียวดวยเครื่องโฮโมจิไนเซอรกอนนํามาเขาเครื่องปน

เหวี่ยงรวมกับการใชสาร sodium hypochlorite ซึ่งสามารถเก็บเก่ียวผลผลิตที่มีความบริสุทธิ์สูงถึงรอยละ 

96.5 (Ling et al., 1997) รวมท้ังมไีดรายงานการใชรังสีแกมมาที่ระดับ 5-40 กิโลเกรย ในการทําใหเซลล

แตกและแยกสวนพลาสติกออกมาได (Divyashree &. Shamala, 2008) ทั้งนี้จะเห็นไดวาการเก็บเก่ียว

พลาสติกชีวภาพภายในเซลลจุลินทรียมีวิธีการหลากหลาย แตละวิธีมีขอดีและขอเสียแตกตางกัน (Jacquel 

et al., 2008)  

2. ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

ปจจุบันผลิตภัณฑพลาสติกไดเขามามีบทบาทตอชีวิตประจําวันของมนุษยเปนอันมาก โดยการ

นํามาใชในการผลิตอุปกรณเครื่องใชตางๆ  เนื่องจากมีความคงทน แข็งแรง น้ําหนักเบา ราคาถูก และ

สามารถปรับแตงใหมีลักษณะตามตองการได เม็ดพลาสติกที่นํามาใชเปนสวนใหญเปนผลพลอยไดจาก

อุตสาหกรรมปโตรเคม ี สามารถนํามาผลิตไดอยางรวดเร็วมีปริมาณมากและตนทุนต่ําจากรายงานประมาณ

การผลิตพลาสติกทั่วโลกใน 1 ป มีการผลิตมากกวา 100 ลานตัน ซึ่งสงผลเสียคือทําใหเกิดขยะพลาสติกเปน

จํานวนมาก แมวาขยะพลาสติกบางสวนสามารถนํามาแปรรูปกลับมาใชใหมได แตพบวากระบวนการในการ

นํากลับไปใชใหมนี้ยังไมสมบูรณ เนื่องจากยังตองใชพลังงานความรอนสูงในการนําพลาสติกกลับมาใชใหม 
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อีกทั้งในกระบวนการผลิตจะเกิดการปลดปลอยสารพิษออกมาดวย และขยะพลาสติกสวนที่เหลือก็เปน

ปญหาใหญในการกําจัดเพราะใชเวลาในการยอยสลายนาน จึงสงผลกระทบตอสิ่งแวดลอมเปนอันมาก 

โดยเฉพาะการเผาสงผลตอภาวะโลกรอนเชน ถุงพลาสติก 1 ใบ ตองใชเวลายอยสลายถึง 450 ป หากนําไป

เผาก็จะทําใหเกิดสารประกอบไฮโดรคารบอนเกิดมลภาวะตอโลก ทําใหโลกรอนข้ึนดังที่เปนอยูในปจจุบัน 

พลาสติกชีวภาพเปนพลาสติกที่ผลิตจากวัตถุดิบธรรมชาติท่ีไดจากการหมักน้ําตาลจากพืชดวยจุลินทรียและ

คุณสมบัติตางๆ ที่สามารถนําไปใชประโยชนไดเชนเดียวกันกับพลาสติกสังเคราะห และในปจจุบันไดถูก

นํามาใชงานแทน เพ่ือลดปญหาตางๆ ลง ทั้งนี้เนื่องจากพลาสติกชีวภาพนั้นสามารถผลิตไดจากวัตถุดิบที่เปน

ประเภททรัพยากรทดแทน (renewable resources) ไมไดใชแลวหมดไปเหมือนกับปโตรเคมี พลาสติก

ชีวภาพแบงออกไดหลายชนิด เชน พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (Polyhydroxy alkanoate, PHAs) พอลิไฮด

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

แลคไทค (Polylactide, PLA) เปนตน โดยเฉพาะอยางยิ่งพลาสติกชีวภาพที่ผลิตจากจุลินทรียกลุมพอลิไฮด

รอกซีอัลคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoates) หรือ PHAs เปนอะลิฟาติกพอลิเมอรธรรมชาติที่จุลินทรีย

ผลิตและเก็บสะสมไวภายในเซลลเพ่ือเปนแหลงพลังงานสํารอง โดยการผลิตจะเกิดข้ึนเมื่อสภาวะที่ไมสมดุล

ของสารอาหาร (Salehizadeh & Van Loosdrecht, 2004) ปจจุบันพลาสติกกลุมนี้ไดรับความสนใจในการ

นํามาใชประโยชนเปนอันมาก โดยเฉพาะอยางยิ่งพลาสติก PHAs ชนิดพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรต (poly 

hydroxybutyrate, PHB) และพลาสติกชนิดโคพอลิเมอรของพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรตกับไฮดรอกซีวาเลอเรต 

(poly-3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate, PHBV) ท้ังนี้เนื่องจากมีคุณสมบัติใกลเคยีงกับ

พลาสติกสังเคราะหพอลิโพรพิลีน (polypropylene) มีความสามารถทนอุณหภูมิสูง มีจุดหลอมเหลวสูงและ

มีคุณสมบัติเปนฟลมกันน้ําและความชื้นไดดี และมีขอดีคอืสามารถยอยสลายไดงาย ทําใหพลาสติกชนิดนี้

ไดรับความสนใจอยางกวางขวาง ทั้งในภาคอุตสาหกรรมและนํามาประยุกตใชในงานวิจัยตาง ๆ ทั้งทาง

การแพทย และการเกษตร (Chien et al., 2007) 

 ในการยอยสลายของพลาสติกชีวภาพจะเกิดข้ึนไดงาย เม่ือมีการจัดการใหอยูในสภาวะที่เหมาะสม

คือมีแบคทีเรียและเอนไซมเขามายอยสลาย อีกทั้งไมทิ้งสารตกคางที่เปนอันตรายตอสิ่งแวดลอม จึงมี

ความสําคัญในการชวยปองกันหรือลดอุณหภูมิของโลกลงและเปนการประหยัดทรัพยากรน้ํามันและเปน

มิตรตอสุขภาพของผูบริโภคอีกดวย ทั้งนี้เนื่องจากพลาสติกชีวภาพจะไมปลอยสารเคมีที่เปนพิษตอรางกาย

ซึ่งมักกอใหเกิดมะเร็งในระยะยาว จากเหตุผลดังกลาวจึงทําใหมีการนําพลาสติกชีวภาพมาใชกันอยาง

แพรหลายโดยเฉพาะดานบรรจุภัณฑอาหาร และเพ่ือใชบรรจุสินคาทางการเกษตร เชนผักและผลไม ถุงใส

ของ กลองอาหาร รวมทั้งใชเปนแคปซูลบรรจุยา เปนตน สําหรับประเทศไทยมีปญหาหลักคือตนทุน

คาใชจายสูงเม่ือเปรียบเทียบกับตนทุนพลาสติกสังเคราะหที่ไดจากอุตสาหกรรมปโตรเคมี สําหรับประเทศ

ไทยมีศักยภาพเพียงพอในการผลิตพลาสติกชีวภาพ เนื่องจากมีแหลงวัตถุดิบมากมายและมีราคาถูก แหลง
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วัตถุดิบดังกลาวอาจไดรับมาจากภาคเกษตรและภาค อุตสาหกรรมเกษตรหลายชนิดที่สามารถนํามาใชเปน

สารตั้งตน เพ่ือการผลิตพลาสติกได ไดแก มันสําปะหลัง ออย ปาลม หรือของเหลือทิ้งจากโรงงาน

อุตสาหกรรม เชน กากมันสําปะหลัง กากชานออย กากปาลม และสวนเหลือทิ้งจากขยะชุมชน น้ํามันที่เหลือ

ทิ้งจากการทอด เปนตน ซึ่งเปนการสรางมูลคาเพิ่มใหกับผลผลิตทางการเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตรที่มี

อยูในประเทศ และการลดปริมาณการนําเขาวัตถุดิบเพื่อใชในการผลิตพลาสติกชีวภาพจากตางประเทศลง 

อีกทั้งเปนการสรางเทคโนโลยีท่ีเกิดขึ้นเองภายในประเทศเพ่ือเปนทางเลือกที่สําคัญในการปรับเปลี่ยนโครง 

สรางอุตสาหกรรมพลาสติกสังเคราะหเปลี่ยนเปนผลิตภัณฑพลาสติกชีวภาพ ซึ่งจะสงผลตออุตสาหกรรม

ภายในประเทศอีกดวย ตัวอยางเชน อุตสาหกรรมอิเล็กทรอนิกส อุตสาหกรรมเสนใยสิ่งทอ อุตสาหกรรม

ยานยนต อุตสาหกรรมพลาสติก ชิ้นสวนอุปกรณไฟฟา และบรรจุภัณฑตาง ๆ เปนตน  

สําหรับในการวิจัยครั้งนี้จะมุงเนนการตอยอดงานวิจัยการใชเชื้อแบคทีเรีย Alcaligenes sp.  ที่ถูก

ปรับปรุงสายพันธุดวยการกลายและกลายซ้ํา ทําใหปริมาณของพลาสติกในกลุมพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

(Poly hydroxyalkanoate, PHAs) เพ่ิมสูงข้ึนกวาสายพันธุเดิม โดยเชื้อที่ผานการกลายซ้ําสามารถผลิต 

PHB คิดเปน 3.5 กรัมตอลิตร ซึ่งสูงกวาสายพันธุเดิมท่ีใหผลผลิต 0.60 กรัมตอลิตร และเมื่อพัฒนา

ความสามารถสูตรอาหารแลวพบวาสามารถผลิต PHB ไดเพ่ิมสูงขึ้นถึง 9.73 กรัมตอลิตร แตเนื่องจากการ

พัฒนาเบื้องตนยังใชสารอาหารบางสวนที่มีราคาสูงมาก ควรมีการพัฒนาสภาวะในการเลี้ยงดวยสารอาหาร

ราคาถูกและการเก็บเก่ียวที่สงผลดีท้ังคุณภาพและปริมาณในขั้นตอนตอไป รวมทั้งสนใจในการพัฒนาการ

สังเคราะหพลาสติกชีวภาพทั้งชนิดโฮโมพอลิเมอรและโคพอลิเมอร คือ พอลิไฮดรอกซีบิวทีเรต(polyhydro 

xybutyrate, PHB) หรือ P(3HB) และพลาสติกชนิดโคพอลิเมอรของพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรตกับไฮดรอกซีวา

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

ความนิยมสูงในปจจุบัน เนื่องจากทนตอความรอนไดดี และมีคุณสมบัติใกลเคียงกับพลาสติกที่สังเคราะหจา

กปโตรเคมีมุงเนนในการหาสภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยงดวยสารอาหารราคาถูกไดแก กลุมแปง กลุม

น้ําตาล กลุมน้ํามัน วัสดุเหลือทิ้งในอุตสาหกรรมตาง ๆ และสิ่งสําคัญคือการปรับสารเสริมการสังเคราะห

พลาสติกชีวภาพของแบคทีเรีย ไดแก สาร precursor กรดอะมิโน กรดไขมัน และแรธาตุตางๆ เพ่ือสงเสริม

ใหจุลินทรียสามารถสังเคราะหพอลิเมอรและโคพอลิเมอรที่ตองการไดสูงข้ึนทําการศึกษาวิจัยการควบคุม

สภาวะตางๆ ที่มีผลตอการผลิตชนิดของพลาสติกที่ตองการ เชน อุณหภูมิ คาความเปนกรดดาง การให

อากาศ และชนิดของการเลี้ยงในถังหมักเพ่ือใหไดผลผลิตสูง ตลอดจนสิ่งที่สําคัญคือการศึกษาวิธีการเก็บ

เก่ียวการสกัดและการแยกบริสุทธิ์ เพ่ือใหไดทั้งผลผลิตสูงและมีคุณภาพดี 
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3. วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

1) เพ่ือพัฒนาแหลงของสารอาหาร สารอาหารเสริมprecursor กรดอะมิโน กรดไขมัน และแรธาตุที่มี

ผลตอการสังเคราะหพลาสติกชีวภาพชนิดโฮโมพอลิเมอรและโคพอลิเมอรของแบคทีเรียที่ผานการกลาย  

2) เพ่ือพัฒนาการเก็บเก่ียวเริ่มตั้งแตการเตรียมเซลลวิธีการสกัด และการแยกบริสุทธิ์ท่ีมีประสิทธิภาพ

สงผลใหไดผลิตภัณฑที่มีคุณภาพดีมีปริมาณสูง 

3) เพ่ือปรับปรุงสภาวะตางๆ ที่มีผลตอการผลิตนถังหมัก เชน อุณหภูมิ คาพีเอช การใหอากาศ และ

ชนิดของการเลี้ยงในถังหมักการหมักแบบกะ (batch   fermentation)  

4. กรอบแนวความคิดในการตอยอดงานวิจัย    

ในการตอยอดงานวิจัยในเรื่องของแหลงสารอาหารและสารอาหารเสริมตางๆ การควบคมุสภาวะ

การเลี้ยงและวิธีการเก็บเกี่ยวผลผลิตที่เหมาะสมตอไป โดยไดวางกรอบวิจัยดังนี้ คือ 

1) การพัฒนาสภาวะที่เหมาะสมของแหลงคารบอนและไนโตรเจนที่มีราคาถูกตอการผลิตพลาสติก

ชีวภาพของแบคทีเรียที่ไดจากการกลายซ้ําโดยจะใหความสําคัญกับการศึกษาแหลงคารบอนกลุมตางๆ 

ไดแก กลุมแปงมันสําปะหลังและกากมันสําปะหลังท่ีผานการยอย ทั้งในรูปเด็กตริน และน้ําเชื่อม กลุมของ

กากน้ําตาล น้ําตาลที่ผานการทรีตดวยวิธีตาง ๆ และกลุมของน้ํามันและน้ํามันที่ผานการใชแลว น้ํามันที่พบ

ทั่วไปในทองตลาด น้ํามันที่เหลือจากการทอดและน้ํามันที่เหลือจากอุตสาหกรรมตางๆ ตัวอยาง เชน 

อุตสาหกรรมน้ํามันพืช อุตสาหกรรมผลิตอาหาร อุตสาหกรรมปาลม เปนตน ชนิดและระดับความเขมขนท่ี

เหมาะสมของแหลงไนโตรเจนทั้งในรูปอินทรียสารและอนินทรียสาร ผลของสารเสริมตาง ๆ ที่มีผลตอการ

สังเคราะหพลาสติก เชน สาร precursor วิตามิน เอทานอล กรดไขมัน กรดอะมิโน และแรธาตุท่ีตองการ

ปริมาณนอยบางชนิด ที่สงผลตอการสรางชนิดของพอลิเมอรของเซลลจุลินทรีย 

2) การพัฒนาวิธีการเก็บเก่ียวผลิตภัณฑ  เริ่มตนจากการเตรียมเซลล การสกัดดวยวิธีตาง ๆ และการ

แยกบริสุทธิ์ เพ่ือใหไดผลผลิตสูงและมีคุณภาพดี พรอมทั้งตรวจสอบชนิดและปริมาณของพลาสติก PHAs ที่

แบคทีเรียสรางขึ้นดวยการใช GCMS และการตรวจดูสรีระดวยกลองจุลทรรศนทั้งชนิด TEM และ SEM 

3) การพัฒนาสภาวะอื่นๆ ที่มีผลตอการผลิตพลาสติกชีวภาพของเชื้อจุลินทรียที่ผานการกลาย ไดแก 

อุณหภูมิ คาพีเอช ปริมาณหัวเชื้อเริ่มตน ปริมาณออกซิเจน เปนตน เมื่อเลี้ยงในถังหมักทั้งในสภาวะกะ 

(batch fermentation) คาํนวณผลของการผลิตไดแก คามวลเซลลแหง ปริมาณน้ําตาลท้ังหมด และปริมาณ

พอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรต  
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5.ประโยชนที่คาดวาจะไดรับและหนวยงานที่จะนําผลการวิจัยไปใชประโยชน 

การดําเนินงานวิจัยตามโครงการวิจัยที่เสนอนี้คาดวาจะมีศักยภาพในการอํานวยประโยชนดาน

ตางๆ ดังนี้ 

1) การสรางองคความรูเพ่ือใชประโยชนในการศึกษาวิจัยเก่ียวกับการพัฒนาการใชสารอาหาร

เพ่ือสังเคราะหพลาสติกชีวภาพของจุลินทรียใหไดปริมาณสูง โดยสามารถเผยแพรองคความรูในวารสารทาง

วิชาการที่เก่ียวของ และการเสนอผลงานวิจัยในการประชุมวิชาการภายในประเทศ 

2) ประโยชนดานการบริการความรูแกประชาชน การบริการความรูแกภาคธุรกิจ 

3) ประโยชนดานการพัฒนาการเรียนการสอนสําหรับนิสิต นักศึกษาที่ กําลังศึกษาดาน

วิทยาศาสตร 

4) ประโยชนดานการสรางและพัฒนานักวิจัย ผานกระบวนการฝกหัดทําวิจัยในรายวิชาปญหา

พิเศษสําหรับนิสิตปริญญาตรีและการทําวิจัยประกอบวิทยานิพนธสําหรับนิสิตบัณฑิตศึกษา 
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บทที่ 2 

การดําเนินการวิจัย 

 

รายละเอียดในการดําเนินการวิจัย 

1.  เชื้อจุลินทรีย    
    1.1  Alcaligene latus TISTR 1403 ไดรับความอนุเคราะหจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและ

เทคโนโลยีแหงประเทศไทย โดยจะใชชื่อเรียกวา สายพันธุดั้งเดิม ตลอดการทดลอง 

    1.2  Alcaligene latus สายพันธุ BOT I เปนสวนที่ไดจากผลการศึกษาของขวัญใจ แกวจันทร 

และคณะ (2554) ซึ่งไดรับความอนุเคราะหจากภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลัยบูรพา  

    1.3  Alcaligene latus สายพันธุ BOT II เปนสวนที่ไดจากผลการศึกษาของจารุวรรณ ศรีเส็ง 

และคณะ (2557)  ซึ่งไดรับความอนุเคราะหจากภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลัยบูรพา 

2.  วัสดุและอุปกรณ                           
    2.1  เครื่องชั่ง METTLER รุน AE 200 และ OHAUS รุน Adventurer                                        

    2.2  กลองจุลทรรศน Olympus รุน CH-2   

    2.3  เครื่อง Vortex Heidolph รุน REAX 2000 และรุน CERTOMAT  

    2.4  เครื่อง Hot plate รุน VELP scientific   

    2.5  เครื่องปนเหวี่ยง HERMLE รุน z 323 k   

    2.6  เครื่องวัดคาดูดกลืนแสง SHIMADZU รุน UV-1601 UV-visible spectrophotometer   

    2.7  ตูอบความรอนสูง SHEL LAB รุน SL 1375 FX Sheldon manufacturing. Inc 

    2.8  หมอนึ่งความดันไอ HIRAYAMA รุน HA-300 MII  

    2.9  อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ SHEL LAB รุน Sheldon manufacturing Model 1265 และรุน 

YCW-4M  

  2.10  ตูบมควบคุมอุณหภูมิ SHEL LAB รุน Sheldon manufacturing Inc. Model 1925 

  2.11  เครื่อง Sonicator Cole-Parmer รุน 8893     

  2.12  เครื่อง dispenser BioHT Rroline prosenser          

  2.13  ปเปตดูดสารปริมาณนอย รุน BiOHiT ขนาด 20-200 µL และ 100-1000 µL       
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 2.14  เตาแผนความรอนไฟฟา imarflex รุน IF-830       

  2.15  คิวเวตแกว Hellma ปริมาตร 3 มิลลิลิตร     

  2.16  ขวดเก็บตัวอยาง 

  2.17  หลอดปนเหวี่ยง (microcentrifuge tube) 

  2.18  ถังปฏิกรณ (Bioreactor) ปริมาตรบรรจุ 5 ลิตร รุน Biostat B บริษัท B. Braun Biotech 

International ประเทศเยอรมัน 

  2.19  คอลัมภ HP-5 ความยาว 30 เมตร หนา 0.32 ไมโครเมตร เสนผานศูนยกลาง 0.25 

มิลลิเมตร 

  2.20  หลอดทดลอง (Test tube) ขนาด 15 มิลลิลิตร 

  2.21  ปเปต (Pipette) ขนาด 10 มิลลิลิตร 

  2.22  บีกเกอร (Beaker) ขนาด 25 มิลลิลิตร และ 500 มิลลิลิตร 

  2.23  เครื่องเขยา (Shaker) NB-101M 

3.  สารเคม ี
  3.1  (NH4)2SO4 บริษัท Ajax Laboratory Chemicals 

  3.2  (NH4NO3) บริษัท Ajax Finechem Pty Ltd. 

  3.3  (NH4Cl) บริษัท Ajax Finechem Pty Ltd. 

  3.4  (NH4)6Mo7O24∙4H2O บริษัท Ajax Finechem Pty Ltd. 

  3.5  (KH2PO4) บริษัท Ajax Finechem Pty Ltd. 

  3.6  (K2HPO4) บริษัท Ajax Finechem Pty Ltd. 

  3.7  (NaHCO3) บริษัท QRëC™  

    3.8  (Na2HPO4) บริษัท QRëC™  

  3.9  (Na2HPO4 · 12H2O) บริษัท Ajax Finechem Pty Ltd. 

  3.10  (MgSO4 · 7H2O) บริษัท QRëC® 

    3.11 (CaCl2) บริษัท อินเตอรเอ็ดดูเคชั่น ซัพพลายส จํากัด 

    3.12 (H3BO3) บริษัท QRëC™  

  3.13  (CoCl2 · 7H2O) บริษัท APS Finechem 

  3.14  (ZnSO4 · 7H2O) บริษัท Ajax Finechem Pty Ltd. 

  3.15  (MnCl2·4H2O) บริษัท Ajax Laboratory Chemicals 

  3.16  (MgSO4∙7H2O) บริษัท Ajax Laboratory Chemicals 

  3.17  (Na2MoO4 ·2H2O) บรษิัท Ajax Chemicals 

  3.18  (NiCl2 · 6H2O) บริษัท Ajax Finechem Pty Ltd. 
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  3.19  (NiSO4 · 7H2O) บริษัท Ajax Finechem Pty Ltd. 

  3.20  (CuCl2 · 6H2O) บริษัท QRëC® 

  3.21  คอปเปอรซัลเฟต 5 ไฮเดรต (CuSO4 · 5H2O) บริษัท Ajax Chemicals 

  3.22  เฟอรัสคลอไรดไฮเดรต (FeCl2 · H2O ) บริษัท APS Finechem 

  3.23  เฟอรัสซัลเฟต 7 ไฮเดรต (FeSO4 · 7H2O) ) บริษัท QRëC® 

  3.24  เฟอริกซิเตรท (Ferric citrate) บริษัท Fluka 

  3.25  โซเดียมซเิตรท (Sodium citrate) บริษัท FARMITALIA CARLO ERBA  

  3.26  โพแทสเซียมโซเดียมทารเตรท (KNaC4H4O6 ·4H2O) บริษัท Ajax Finechem Pty Ltd. 

  3.27  โซเดียมไฮโปคลอไรด (NaOCl)  

  3.28  Tween 80 

  3.29  น้ําตาลฟรุคโตส (Fructose) บริษัท Ajax Finechem Pty Ltd. 

  3.30  น้ํามันถั่วเหลือง (Soybean oil) ยี่หอองุน บริษัท ธนากรผลิตภัณฑน้ํามันพืช จํากัด 

  3.31  น้ํามันปาลม (Palm oil) ยี่หอหยก บริษัท สหอุตสาหกรรมน้ํามันปาลม จํากัด (มหาชน)  

  3.32  น้ํามันขาวโพด (Corn oil) ยี่หอองุน บริษัท ธนากรผลิตภัณฑน้ํามันพืช จํากัด 

  3.33  น้ํามันทานตะวัน (Sunflower oil) ยี่หอองุน บริษัท ธนากรผลิตภัณฑน้ํามันพืช จํากัด 

  3.34  น้ํามันรําขาว (Rice Barn Oil) ยี่หอคิง บริษัท น้ํามันบริโภคไทย จํากัด 

   3.35  ผงชูรส ยี่หอ ถวยแดง บริษัท อายิโนะโมะโตะ  

  3.36  แกมมา-บิวทาโรแลกโตน บริษัท Aldrich   

  3.37  1,4-บิวเทนไดออล บริษัท Sigma-Aldrich 

  3.38  กรดวาเลอริก บริษัท  Aldrich   

  3.39  โพรพิโอเนต บริษัท Aldrich   

  3.40  อะซิเตท บริษัท Aldrich   

4.  สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ  

  4.1 อาหารเลี้ยงเชื้อสูตรที ่1 DSMZ catalogue (1993) 

     4.2 อาหารเลี้ยงเชื้อสูตรที่ 2 ดัดแปลงมาจาก DSMZ Catalogue (1993)    

     4.3 อาหารเลี้ยงเชื้อสูตรที่ 3 Park and Kim (2011) 

 

วิธีดําเนินการวิจัย 
1.  การเตรียมหัวเชื้อแบคทีเรีย 

            ทําการกระตุนเชื้อแบคทีเรีย A. latus TISTR 1403 สายพันธุดั้งเดิม, สายพันธุ BOT I และ

สายพันธุ BOT II ที่เก็บรักษาบนอาหารวุนเอียง Nutrient agar (NA) จํานวน 2-3 ครั้ง จากนั้นนําเชื้อ
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ที่ไดใสลงในอาหารเหลว  Nutrient-rich medium  ซึ่งประกอบดวยเปปโตน (Peptone) 10 กรัมตอ

ลิตร, ยีสตสกัด (yeast extract) 5 กรัมตอลิตร และโซเดียมคลอไรด (NaCl) 5 กรัมตอลิตร ท่ีบรรจุ

ขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิหองความเร็ว 150 รอบ

ตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือใชเปนหัวเชื้อเริ่มตนจํานวน 1 x 108 เซลลตอมิลลิลิตร คิดเปนความ

เขมขนรอยละ 7 ในทุกการทดลอง  

2.  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการเจริญและผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

            ทําการเลี้ยงเชื้อ A. latus ทั้ง 3 สายพันธุ ไดแก สายพันธุดั้งเดิม, สายพันธุ BOT I และสาย

พันธุ BOT II ในสูตรอาหารสําหรับการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในขวดรูปชมพูขนาด 500 

มิลลิลิตร ซึ่งมีอาหารเลี้ยงเชื้อบรรจุอยู 100 มิลลิลิตร เติมหัวเชื้อเริ่มตนรอยละ 7 ของอาหารลงในแต

ละชุดการทดลอง ทําการเลี้ยงบนเครื่องเขยาความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 72 

ชั่วโมง ทําการทดลอง 3 ซ้ํา โดยเก็บตัวอยางทุก ๆ 24 ชั่วโมง เพื่อศึกษาการเจริญและการผลิตพอ

ลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ พรอมทั้งวิเคราะหผล โดยวัดคาการเจริญของแบคทีเรียที่ความยาว

คลื่น 600 นาโนเมตร คามวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต โดยมีสภาวะที่ศึกษามี

ดังนี้ 

 สวนที ่ 2.1  การศึกษาสารอาหารที่เหมาะตอการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต       

            2.1.1 การศีกษาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมตอการผลิตพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต 

                       ทําการเลี้ยงเชื้อ A. latus ทั้ง 3 สายพันธุ ในสูตรอาหารสําหรับผลิตพอลิไฮดรอก

ซีอัลคาโนเอต 3 สูตรที่แตกตางกัน ไดแก อาหารดัดแปลงจาก DSMZ catalogue (1993), อาหารที่

ใชน้ํามันถั่วเหลืองเปนแหลงคารบอน ดวยการดัดแปลงสูตรอาหารของ DSMZ catalogue (1993)  

และสุตรอาหารของ Park and Kim (2011) เพื่อเปรียบเทียบสูตรอาหารท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิต

พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต ดังแสดงในตารางท่ี 3 
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ตารางที่ 3  องคประกอบของอาหารของอาหารเลี้ยงเชื้อ 3 สูตร ที่ใชในการศึกษา 

องคประกอบของสูตร

อาหาร 

สูตรท่ี 1  

(DSMZ 

catalogue, 1993) 

สูตรท่ี 2  

(ดัดแปลง DSMZ 

catalogue, 1993) 

สูตรท่ี 3 

 (Park &  Kim, 

2011) 

Fructose  (g/ L) 20  - - 

Soybean oil (g/ L) - 20  20  

CaCl2(g/ L) 0.001  0.001  - 

Ferric citrate (g/ L) 0.005  0.005  - 

KH2PO4  (g/ L) 2.3  2.3  1.5  

MgSO4∙7H2O (g/ L) 0.5  0.5  0.2  

NaHCO3 (g/ L) 0.5  0.5  - 

Na2HPO4 (g/ L) 2.3  2.3  9  

NH4Cl (g/ L) 0.5  0.5  - 

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

Tween 80 (ml) - 1 1 

Trace element (ml/ L) 5 5 10 

  

       2.1.2 การศึกษาการใชน้ํามันถั่วเหลืองเปนแหลงคารบอนทดแทนท่ีความเขมขนตาง ๆ  

                       ทําการเลี้ยงเชื้อ A. latus ท้ัง 3 สายพันธุ ในสูตรอาหารที่มีประสิทธิภาพตอการ

เจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากขอ 2.1.1 ซึ่งไดรับการดัดแปลงโดยใชน้ํามันถั่ว

เหลืองเปนแหลงคารบอนทดแทนท่ีความเขมขน 10, 20, 40 และ 60 กรัมตอลิตร เพ่ือเปรียบเทียบ

การเจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต ในสูตรอาหารที่ใชน้ํามัน ถ่ัวเหลืองความเขมขน

ตางกัน โดยใชสูตรอาหารที่ไดผลดีที่สุดจากขอ 2.1.1 เปนชุดควบคุม 

       2.1.3 การศึกษาแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิไฮ   ดร

อกซอีลัคาโนเอต 

            ทําการเลี้ยงเชื้อ A. latus ท้ัง 3 สายพันธุ ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใหปริมาณพอ

ลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดจาก ขอ 2.1.2 จากนั้นทําการปรับแหลงคารบอนและไนโตรเจนเปน
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ทั้งหมด 3 ชุด ดังแสดงในตารางที่ 4 และเติม tween 80 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพื่อเปรียบเทียบหา

แหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมสําหรับการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต  

ตารางที่ 4  องคประกอบแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนในอาหารดัดแปลงของอาหารเลี้ยง  .   

              เชื้อทั้ง 3 สูตร ที่ใชในการศึกษา 

องคประกอบของสูตรอาหาร 
อาหารดัดแปลง 

ชุดที่ 1 

อาหารดัดแปลง 

ชุดที่ 2 

อาหารดัดแปลง 

ชุดที่ 3 

ฟรุกโตส (g/ L) 40  40 - 

น้ํามันถั่วเหลือง (g/ L) - - 40 

แอมโมเนียมคลอไรด (g/ L) 0.5 - - 

ผงชูรส (g/ L) - 0.5 0.5 

ทวิน 80 (ml) - - 1 

 

     2.1.4 การศึกษาความเขมขนของผงชูรสที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิไฮดรอกซอีลัคาโน

เอต 

        ทําการเลี้ยงเชื้อ A. latus ทั้ง 3 สายพันธุ ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใหปริมาณพอ

ลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดจาก ขอ 2.1.3 จากนั้นทําการปรับความเขมขนของผงชูรส (ตราถวย

แดง) เริ่มตนเทากับ  0.5, 2, 4 และ 6 กรัมตอลิตร  เพื่อเปรียบเทียบความเขมขนของผงชูรสท่ี

เหมาะสมเพ่ือใชเปนแหลงไนโตรเจนสําหรับการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

    2.1.5 การศีกษาอัตราสวนแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรสที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิไฮด

รอกซีอลัคาโนเอต  

        ทําการเลี้ยงเชื้อ A. latus ทั้ง 3 สายพันธุ ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีประสิทธภิาพตอ

การเจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุด ที่ไดจากขอ 2.1.4 จากนั้นทําการปรับ

อัตราสวนความเขมขนของแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรสเทากับ  0.5:2, 0.25:2, 0.10:2, 0.5:1, 

0.5:0.5 กรัมตอลิตร ตามลําดับ เพ่ือเปรียบเทียบอัตราสวนความเขมขนของแอมโมเนียมคลอไรดตอผง

ชูรสที่เหมาะสมสําหรับการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต ดังแสดงในตารางท่ี 5  
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ตารางที่ 5  อัตราสวนแอมโนเนียมคลอไรทตอผงชูรสในอาหารดัดแปลงของอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 3 สูตร 

องคประกอบของสูตรอาหาร 

อาหาร

ดัดแปลง

ชุดที่ 1 

อาหาร

ดัดแปลง

ชุดที่ 2 

อาหาร

ดัดแปลง

ชุดที่ 3 

อาหาร

ดัดแปลง

ชุดที่ 4 

อาหาร

ดัดแปลง

ชุดที่ 5 

แอมโมเนียมคลอไรด (g/ L) 0.5 0.25 0.10 0.5 0.5 

ผงชูรส (g/ L) 2 2 2 1 0.5 

 

    สวนที่ 2.2  การศึกษาการเติมสารกระตุนเพื่อกอใหเกิดการสรางโคพอลิเมอร 

 2.2.1 การศึกษาเปรียบเทียบชนิดของสารกระตุนเพื่อกอใหเกิดการสรางโคพอลิเมอร 

         ทําการคัดเลือกอาหารเลี้ยงของเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดิม, สายพันธุ BOT I และ       

สายพันธุ BOT II ที่ใหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุด จากสวนท่ี 2.1 ขอ 2.1.5 มาทําการ

เปรียบเทียบชนิดของสารกระตุนใหเกิดการสราง 3 ชนิด คือ แกมมา-บิวทาโรแลกโตน ปริมาณ 5 กรัม

ตอลิตร ดัดแปลงจากวิธีของ Park and Kim (2011) 1,4-บิวเทนไดออล ปริมาณรอยละ 25 ของแหลง

คารบอน ดัดแปลงจากChanprateep et al. (2010) และกรดวาเลอริก ปริมาณ 5 กรัมตอลิตร 

ดัดแปลงจาก Chanprateep and Kulpreecha (2006) เพื่อเปรียบเทียบสารกระตุนเพื่อกอใหเกิด

การสรางโคพอลิเมอรที่เหมาะสม 

 2.2.2 การศึกษาเปรียบเทียบน้ํามันชนิดตาง ๆ รวมกับสารกระตุนใหเกิดการสรางท่ี

เหมาะสมตอการผลิตโคพอลิเมอร 

 ทําการเลี้ยงเชื้อ A. latus ทั้ง 3 สายพันธุ โดยคัดเลือกสารกระตุนเพ่ือกอใหเกิดการสราง

โคพอลิเมอรสูงสุดจากขอ 2.2.1 โดยทําการเปรียบเทียบการเลี้ยงในน้ํามันชนิดตาง ๆ ทั้ง 5 ชนิด คือ 

น้ํามันถั่วเหลือง น้ํามันปาลม น้ํามันขาวโพด น้ํามันทานตะวัน และน้ํามันรําขาวที่มีความเขมขนเทากับ 

40 กรัมตอลิตร เพ่ือใชเปนแหลงคารบอนสําหรับการผลิตโคพอลิเมอร 

 2.2.3 การศึกษาการใชน้ํามันปาลมรวมกับสารกระตุนความเขมขนตาง ๆ ใหเกิดการ

สรางที่เหมาะสมตอการผลิตโคพอลิเมอร 

       ทําการเลี้ยงเชื้อ A. latus ทั้ง 3 สายพันธุ โดยคัดเลือกน้ํามันปาลมเปนแหลงคารบอน 

เนื่องจากมีราคาถูกรวมกับ 1,4-บิวเทนไดออล ที่ความเขมขนรอยละ 15, 25, 50 และ 75 ของแหลง
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คารบอน เพ่ือเปรียบเทียบความเขมขนของ 1,4-บิวเทนไดออลท่ีเหมาะสมสําหรับการสรางโคพอลิ

เมอร 

 2.2.4 การศึกษาการเปรียบเทียบแหลงคารบอนประเภทน้ําตาลรวมกับสารกระตุนให

เกิดการสรางที่เหมาะสมตอการผลิตโคพอลิเมอร 

       ทําการเลี้ยงเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II โดยปรับแหลงคารบอนเปนเด็กซโตรส 

น้ําตาลที่ผานการยอยจากแปง และฟรุคโตรสความเขมขน 20 และ 40 กรัมตอลิตร รวมกับการเติม

สารโพรพิโอนิคและอะซิเตท ปริมาณ 30 กรัมตอลิตร โดยอะซิเตทและโพรพิโอนิคมีปริมาณ 28.75 

และ 1.25 กรัมตอลิตร ตามลําดับ Reddy et al. (2016) เพ่ือเปรียบเทียบแหลงคารบอนประเภท

น้ําตาลที่เหมาะสมสําหรับการสรางโคพอลิเมอร 

3. การศึกษาวิธีการตรวจสอบปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต  

           ในการเตรียมตัวอยางเพ่ือใชในการตรวจสอบปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต ทําโดยเก็บ

ตัวอยางน้ําหมักลงหลอดปนเหวี่ยงขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 1 มิลลิลิตร ปนเหวี่ยงแยกเซลลออก

ที่ความเร็ว 6,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที นําตะกอนเซลลที่ไดมาลางดวยน้ํากลั่น ทําการปน

เหวี่ยงอีกครั้ง และเก็บตะกอนเซลลแชแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือรอทําการตรวจสอบหา

ปริมาณของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

 3.1 การศึกษาวิธีการตรวจสอบปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

      3.1.1 การสกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตดวยวิธีคลอโรฟอรม (ดัดแปลงจาก Rawte 

และ Mavinkurve, 2002) 

       นําตะกอนเซลลไปอบแหงท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส จากนั้นทําการสกัดดวย

คลอโรฟอรม โดยใชอัตราสวนของคลอโรฟอรมตอตัวอยางน้ําหมักท่ี 1: 1 บมทิ้งไวท่ีอุณหภูมิ 60 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 36 ชั่วโมง ทําการกรองเพ่ือเก็บสวนคลอโรฟอรมมาตกตะกอนดวยไดเอทิล

อีเทอรเย็น 1 มิลลิลิตร ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที และเก็บสวน

ตะกอนไปลางดวยอะซิโตน 1 มิลลิลิตร จากนั้นละลายตะกอนในคลอโรฟอรมอุน แลวตั้งทิ้งไวที่

อุณหภูมิหองจนคลอโรฟอรมระเหยออกหมด เพ่ือนําไปทําการวิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคา

โนเอต (ดัดแปลงจาก Nabila และ Veena, 2016) โดยนําตัวอยางที่ผานการสกัดดวยวิธีคลอโรฟอรม 

มาทําการเติมกรดซัลฟวริกเขมขน 1 มิลลิลิตร แลวนําไปตมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

10 นาที ทิ้งไวใหเย็น จากนั้นวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 235 นาโนเมตร และนําคาที่ไดมา
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เทียบกับกราฟมาตรฐาน โดยใชกรดโครโตนิก (Crotonic acid) ท่ีทราบความเขมขนเปนสาร

มาตรฐาน (ภาคผนวก ข) โดยมีการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจสอบปริมาณพอลิไฮดรอก

ซีอัลคาโนเอต ดังนี ้

    3.1.2 อัตราสวนที่เหมาะสมของคลอโรฟอรมที่ใชในการสกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต

ดวยวิธีคลอโรฟอรม  

           นําตะกอนเซลลไปอบแหงที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส จากนั้นทําการสกัดดวย

คลอโรฟอรม โดยใชอัตราสวนของคลอโรฟอรมตอตัวอยางน้ําหมักที่อัตราสวนตางๆ คือ 0.5: 1, 1: 1 

และ 2: 1 บมทิ้งไวที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 36 ชั่วโมง ทําการกรองเพ่ือเก็บสวน

คลอโรฟอรมมาตกตะกอนดวยไดเอทิลอีเทอรเย็น 1 มิลลิลิตร ปนเหวี่ยงแยกตะกอนที่ความเร็ว 8,000 

รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที แลวลางตะกอนดวยอะซิโตน 1 มิลลิลิตร จากนั้นละลายตะกอนดวย

คลอโรฟอรมอุน แลวตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองจนคลอโรฟอรมระเหยออกหมด เพื่อนําไปทําการ

วิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (ดัดแปลงจาก Nabila และ Veena, 2016) 

    3.1.3 อตัราสวนกรดซัลฟูริกท่ีเหมาะสมในการวิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโน

เอต 

              นํ าตัวอย างที่ ผ านการสกัดด วยคลอโรฟอรมในอัตราสวนที่ เหมาะสมจาก 

ขอ 3.1.1 มาทําการเติมกรดซัลฟวริกที่อัตราสวนของกรดตอตัวอยางที่แตกตางกัน คือ 1: 1, 2.5: 1, 

5:1, 7.5: 1 และ 10: 1 นําไปตมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ทิ้งไวใหเย็น จากนั้น

วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 235 นาโนเมตร นําคาที่ไดมาเทียบกับกราฟมาตรฐาน โดยใช

กรดโครโตนิก (Crotonic acid) ที่ทราบความเขมขนเปนสารมาตรฐาน (ภาคผนวก ข) 

  3.2 การสกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตดวยวิธีไฮโปคลอไรท (ดัดแปลงจาก Rawte & 

Mavinkurve, 2002) 

   นําตะกอนเซลลมาทําการเติมโซเดียมไฮเปอรคลอไรด นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส 

เปนเวลา 10 นาที ทําการปนเหวี่ยงแยกตะกอนที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที 

จากนั้นทําการลางตะกอนดวยการเติมไดเอทิลอีเทอรเย็น 1 มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงแยกตะกอนที่

ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที เพ่ือนําตะกอนไปวิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัล

คาโนเอต (ดัดแปลงจาก Nabila และ Veena, 2016) โดยนําตัวอยางที่ผานการสกัดดวยวิธีไฮโปคลอ

ไรท มาทําการเติมกรดซัลฟวริกเขมขน 1 มิลลิลิตร และนําไปตมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปน
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เวลา 10 นาที ทิ้งไวใหเย็น จากนั้นวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 235 นาโนเมตร นําคาที่

ไดมาเทียบกับกราฟมาตรฐาน โดยใชกรดโครโตนิก (Crotonic acid) ที่ทราบความเขมขนเปนสาร

มาตรฐาน (ภาคผนวก ข) โดยมีการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจสอบปริมาณพอลิไฮดรอก

ซีอัลคาโนเอต ดังนี้ 

      3.2.1 การศกึษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมที่ใชในการสกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตดวย

วิธีไฮโปคลอไรท 

         นําตะกอนเซลลมาทําการเติมโซเดียมไฮเปอรคลอไรท นําไปบมที่อุณหภูมิที่แตกตางกัน 

คือ ที่อุณหภูมิ 30 และ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ทําการปนเหวี่ยงแยกตะกอนที่ความเร็ว 

8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที จากนั้นทําการลางตะกอนดวยการเติมไดเอทิลอีเทอรเย็น 1 

มิลลิลิตร และนําไปปนเหวี่ยงแยกตะกอนที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 20 นาที เพื่อนํา

ตะกอนไปวิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (ดัดแปลงจาก Nabila & Veena, 2016) 

           3.2.2 การศึกษาเวลาที่เหมาะสมที่ใชในการสกัดพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตดวยวิธีไฮ

โปคลอไรท 

           นําตะกอนเซลลมาทําการเติมโซเดียมไฮเปอรคลอไรท นําไปบมที่อุณหภูมิที่เหมาะสม

ในการสกัด จากขอ 5.4.2.1 ที่ระยะเวลาตางๆ ไดแก ที่เวลา 5, 10, 20 และ 30 นาที ทําการปน

เหวี่ยงแยกตะกอนที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที จากนั้นทําการลางตะกอนดวย

การเติมไดเอทิลอีเทอรเย็น 1 มิลลิลิตร และนําไปปนเหวี่ยงแยกตะกอนที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที

เปนเวลา 20 นาที เพ่ือนําตะกอนไปวิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (ดัดแปลงจาก 

Nabila & Veena, 2016) 

           3.2.3 อัตราสวนกรดซัลฟูริกท่ีเหมาะสมในการวิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคา

โนเอต 

             นําตัวอยางที่ผานการสกัดดวยวิธีไฮโปคลอไรทโดยใชอุณหภูมิและเวลาในการสกัดท่ี

เหมาะสมจากขอ 5.4.2.2 มาทําการเติมกรดซัลฟวริกที่อัตราสวนตอตัวอยางที่แตกตางกัน คือ 1: 1, 

2.5: 1, 5: 1, 7.5: 1 และ 10: 1 นําไปตมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาที ทิ้งไวใหเย็น 

จากนั้นวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 235 นาโนเมตร และนําคาท่ีไดมาเทียบกับกราฟ

มาตรฐาน โดยใชกรดโครโตนิก (Crotonic acid) ที่ทราบความเขมขนเปนสารมาตรฐาน  
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4. วิธีการวิเคราะห 

          การวิเคราะหขอมูลในแตละการศึกษา  จะทําการวิเคราะหตัวอยาง  โดยแตละชุดของการ

ทดลองจะทําการทดลอง 3 ซ้ํา  ซึ่งทําการวิเคราะหดวยวิธีตางๆ  ดังนี้ 

4.1 วัดการเจริญของเซลล 

       นําตัวอยาง 1 มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 

นาที  เทสวนใสทิ้ง  จํานวน 2 ครั้ง  และนําเซลลที่ไดมาเจือจางดวยน้ํากลั่นปริมาตร 1 มิลลิลิตร  

จากนั้นนําตัวอยางท่ีไดปริมาตร 1 มิลลิลิตรมาเจือจางดวยน้ํากลั่นที่เหมาะสม  และผสมใหเขากัน  

จากนั้นนําตัวอยางไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอรท่ีความยาวคลื่น 600 นาโน

เมตร  

คาการดูดกลืนแสง = คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร x อัตราการเจือจาง 

  4.2 น้ําหนักมวลเซลลแหง (Cell Dry Weight, CDW) 

   นําตัวอยาง 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดแอพเพนดรอบท่ีผานการอบแหงและชั่งน้ําหนักแลว

ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  นําเซลลมาลางดวยน้ํากลั่นแลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที  

เปนเวลา 10 นาที  และเทสวนใสทิ้ง  จํานวน 2 ครั้ง  แลวนําหลอดที่มีตะกอนเซลลไปอบแหงที่

อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง  และทําการชั่งน้ําหนักเพ่ือหาน้ําหนักมวลเซลลแหง 

น้ําหนักมวลเซลลแหง = น้ําหนักหลอดที่มีสวนของตะกอน – น้ําหนักหลอดเปลา (กรัมตอลิตร) 

4.3 วิ เคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตดวยวิธี  Gravimetric method 

(Grotheและคณะ, 1999) 

       นําตัวอยาง 1 มิลลิลิตร  ใสในหลอดแอพเพนดรอบที่ผานการอบแหงและชั่งน้ําหนัก

แลวขนาด 1.5 มิลลิลิตร  นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาที  เทสวน

ใสทิ้ง  ทําการลางเซลลโดยเติมน้ํากลั่น 1 มิลลิลิตร  นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอนาที

เปนเวลา 10 นาที  จํานวน 2 ครั้ง เทสวนใสทิ้งแลวเติมสารละลายโซเดียมโดดิซลิซัลเฟต (SDS) 1.2 

มิลลิลิตร  นําตัวอยางไปตมในอางควบคุมอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  และนําไป

ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที  เทสวนใสทิ้ง จากนั้นเติมโซเดียมไฮโป

คลอไรด (NaOCl) 1 มิลลิลิตร ลงไปเพ่ือลางตะกอนและนําไปปนเหวี่ยง10,000 รอบตอนาทีเพ่ือลาง
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เซลลอีกครั้ง  เทสวนใสทิ้งแลวนําหลอดที่มีตะกอนเซลลไปอบแหงท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส  เปน

เวลา 24 ชั่วโมง  และทําการชั่งน้ําหนักเพ่ือหาปริมาณ PHA ที่แทจริงท่ีจุลินทรียสามารถผลิตได 

ปริมาณของ PHA = น้ําหนักหลอดที่มีสวนของตะกอน – น้ําหนักหลอดเปลา (กรัมตอลิตร) 
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ผลการวิจัยและอภิปรายผลการวิจัย 
 

1. สภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

     1.1 ผลของสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

           จากการเลี้ยงเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดิม, BOT I และ BOT II ในสูตรอาหารสําหรับผลิต

พอลิไฮ  ดรอกซีอัลคาโนเอตทั้ง 3 สูตร ไดแก สูตรท่ี 1 ดัดแปลงจาก DSMZ catalogue และคณะ 

(1993) สูตรอาหารที่ใชน้ํามันถ่ัวเหลืองเปนแหลงคารบอนในสูตรที่  2 ดัดแปลงจาก DSMZ 

catalogue และคณะ (1993) และสูตรที่ 3 ดัดแปลงจาก Park & Kim (2011) ทําการปรับคาความ

เปนกรดดางเริ่มตนเทากับ 7 และเติม tween 80 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในสูตรอาหารที่ 2 จากนั้นทํา

การเลี้ยงบนเครื่องเขยาความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนระยะเวลา 72 ชั่วโมง เก็บ

ตัวอยางทุก ๆ 24 ชั่วโมง พบวา เชื้อทั้งสามสายพันธุที่เลี้ยงในสูตรอาหารทั้ง 3 สูตร มีการเจริญสูงสุด

ในอาหารสูตรที่ 2 รองลงมา คือ อาหารสูตรท่ี 1 และ 3 ตามลําดับ โดยมีการเจริญในทิศทางเดียวกัน 

คือ มีระยะการเจริญอยางรวดเร็วอยูในชวง 6-12 ชั่วโมงของการเลี้ยง โดยเริ่มคงที่หลังจากเลี้ยงเชื้อ

เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง และการเจริญสูงสุดที่ 48 ชั่วโมง  

 จากการเลี้ยงเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดิม, BOT I และ BOT II มาเลี้ยงในสูตรอาหารทั้ง 3 

สูตร พบวาเชื้อ A. latus ทั้งสามสายพันธุผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุดในอาหารสูตรที่ 3 แตมีปริมาณ

พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตต่ํากวาเมื่อเลี้ยงในอาหารสูตรที่ 2 โดยเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II เมื่อ

เลี้ยงในสูตรอาหารที่ 2 ที่ระยะเวลา 48 ชั่วโมง สามารถผลิตมวลเซลลแหง และมีปริมาณพอลิไฮดรอก

ซีอัลคาโนเอตได มีคาเทากับ 1.87±0.10 และ 1.73±0.15 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 92.51 ของ

มวลเซลลแหง สวนในเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดิม และสายพันธุ BOT I พบวา เมื่อเลี้ยงในสูตร

อาหารที่ 2 ที่ระยะเวลา 48 ชั่วโมง สามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุด มีคาเทากับ 1.90±0.72 และ 

1.83±0.09  กรัมตอลิตร มีปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต เทากับ 1.55±0.37 และ 1.53±0.06 

กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 81.58 และ 94.55 ของมวลเซลลแหง ตามลําดับ ดังแสดงในภาพที่ 2 

และตารางท่ี 6 
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ภาพที่ 2 การเปรียบเทียบน้ําหนักมวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่เลี้ยงเปนเวลา 48    

           ชั่วโมง ในสูตรอาหาร 3 สูตร โดย 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงของเชื้อ A. latus สายพันธุด้ังเดิม  

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A.latus สายพันธุดั้งเดิม 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT I   

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT I  

      น้ําหนักมวลเซลลแหงของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II  

      ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II  
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ตารางที่ 6  คามวลเซลลแหง ปริมาณ PHAs สูงสุด และรอยละปริมาณการสะสม PHAs ในการเลี้ยงชั่วโมงท่ี 48 ของเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดมิ, BOT I และ             

    และ BOT II ที่เลี้ยงในสูตรอาหารแตกตางกัน 

 

สูตรอาหาร 

มวลเซลลแหง (กรัมตอลิตร) ปริมาณ PHAs (กรัมตอลิตร) PHAs  (รอยละ) 

สายพันธุ

ดั้งเดิม 

สายพันธุ 

BOT I 

สายพันธุ 

BOT II 

สายพันธุ

ดั้งเดิม 

สายพันธุ 

BOT I 

สายพันธุ 

BOT II 

สายพันธุ

ดั้งเดิม 

สายพันธุ 

BOT I 

สายพันธุ 

BOT II 

สูตรท่ี 1 1.60±0.10 1.63±0.09 1.57±0.15 0.97±0.06 1.00±0.00 1.03±0.23 60.63 61.35 65.61 

สูตรท่ี 2 1.90±0.72 1.83±0.09 1.90±0.37 1.55±0.37 1.53±0.06 1.73±0.15 81.58 94.55 91.05 

สูตรท่ี 3 2.80±0.35 2.90±0.00 3.60±0.12 1.53±0.12 1.37±0.06 1.65±0.35 54.64 47.24 45.83 
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        1.2 ผลการใชน้ํามันถั่วเหลืองเปนแหลงคารบอนทดแทนที่ความเขมขนตาง ๆ  

                 จากจุดประสงคของการศึกษาเพื่อตองการใชสารอาหารราคาถูกมาเปนสารตั้งตนใหจุลินทรีย

นําไปใชในกระบวนการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่สามารถนําไปประยุกตใชในระดับอุตสาหกรรมได 

ดังนั้นในครั้งนี้ไดเลือกใชน้ํามันถั่วเหลืองมาเปนแหลงคารบอนทดแทน เนื่องจากน้ํามันถ่ัวเหลืองมีปริมาณ

คารบอนมากกวาน้ําตาลฟรุกโตส จึงคาดวามีผลทําใหมีพลังงานในการเจริญเติบโตและผลิตผลิตภัณฑได

มากกวา 

                ในการเลี้ยงเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดิม, BOT I และ BOT II ในสูตรอาหารที่ 2 ซึ่งใชน้ํามันถั่ว

เหลืองเปนแหลงคารบอนทดแทน โดยทําการปรับความเขมขนของน้ํามันถั่วเหลืองเปน 10, 20, 40 และ 60 

กรัมตอลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ และเติม tween 80 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยเปรียบเทียบกับอาหารชุด

ควบคุมที่มีน้ําตาลฟรุกโตสความเขมขน 20 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน ทําการปรับคาความเปนกรดดาง

เริ่มตนเทากับ 7 จากนั้นทําการเลี้ยงบนเครื่องเขยาความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนระยะเวลา 

72 ชั่วโมง เก็บตัวอยางทุก ๆ 24 ชั่วโมง พบวาเชื้อ A. latus ท้ังสามสายพันธุ มีการเจริญในอาหารที่มีความ

เขมขนน้ํามันถ่ัวเหลือง 40 กรัมตอลิตรสูงกวาชุดควบคุม โดยมีการเจริญอยางรวดเร็วหลังจากเลี้ยงเชื้อเปน

ระยะเวลา 6 ชั่วโมง และมีการเจริญสูงสุดที่ 48 ชั่วโมง ในทุกชุดการทดลอง  

               จากการศกึษา เชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ที่เลี้ยงในสูตรอาหารดัดแปลง พบวาที่ความเขมขน

ของน้ํามันถั่วเหลือง 40 กรัมตอลิตร สามารถผลิตมวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได

สูงสุดเทากับ 2.53±0.06 และ 1.93±0.06 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 76.28 ของมวลเซลลแหง และพบวาที่

ความเขมขนน้ํามันถัว่เหลือง 60 กรัมตอลิตร สามารถผลิตมวลเซลลแหง และปริมาณผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคา

โนเอตไดรองลงมา มีคาเทากับ 1.85±0.21 และ 1.70±0.10 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซึ่งนอยกวาความเขมขน

น้ํามันถั่วเหลือง 40 กรัมตอลิตร เนื่องจากความเขมขนของน้ํามันถั่วเหลืองที่มากเกินไปอาจสงผลใหไปยับยั้ง

การเจริญเติบโตของจุลินทรีย (substrate inhibition) ทําใหสามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลาโนเอตไดนอยลง 

ดังนั้นความเขมขนน้ํามันถั่วเหลือง 40 กรัมตอลิตร เปนความเขมขนที่เหมาะสมในการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัล

คาโนเอต  สวนในเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดิม และสายพันธุ BOT I พบวาที่ความเขมขนของน้ํามันถ่ัวเหลือง 

40 กรัมตอลิตร สามารถผลิตมวลเซลลแหงสูงสุด เทากับ 2.00±0.06 และ 2.27±0.07 กรัมตอลิตร และมี

ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดสูงสุดเทากับ 1.40±0.10 และ 1.47±0.06 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 

70.00 และ 65.33 ของมวลเซลลแหง ตามลําดับ ดังแสดงในภาพที่ 3 และตารางท่ี 7   
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ภาพที่ 3 การเปรียบเทียบมวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดในสูตรอาหารที่ความ

เขมขนของน้ํามันถั่วเหลืองแตกตางกัน ที่เลี้ยงเปนเวลา 48 ชั่วโมง โดย 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงของเชื้อ A. latus สายพันธุด้ังเดิม  

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A.latus สายพันธุดั้งเดิม 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT I   

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT I  

      น้ําหนักมวลเซลลแหงของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II  

      ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ภาพที่ 4- 
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ตารางที่ 7 คามวลเซลลแหง ปริมาณ PHAs สูงสุด และรอยละปริมาณการสะสม PHAs ในการเลี้ยงชั่วโมงท่ี 48 ของเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดมิ, BOT I และ BOT II         

             ที่เลี้ยงในสูตรอาหารที่ความเขมขนของน้ํามันถั่วเหลืองแตกตางกัน 

 

ความเขมขน 

น้ํามันถั่วเหลือง (กรัม

ตอลิตร) 

มวลเซลลแหง (กรัมตอลิตร) PHAs (กรัมตอลิตร) PHAs  (รอยละ) 

สายพันธุ

ดั้งเดิม 

สายพันธุ 

BOT I 

สายพันธุ 

BOT II 

สายพันธุ

ดั้งเดิม 

สายพันธุ 

BOT I 

สายพันธุ 

BOT II 

สายพันธุ

ดั้งเดิม 

สายพันธุ 

BOT I 

สายพันธุ BOT 

II 

ชุดควบคุม 1.60±0.10 1.63±0.09 1.57±0.15 0.97±0.06 1.00±0.00 1.03±0.23 60.63 61.35 65.61 

10 1.56±0.02 1.85±0.00 1.53±0.15 0.80±0.00 1.37±0.06 1.20±0.20 51.28 74.05 78.43 

20 1.83±0.06 2.15±0.38 1.80±0.31 1.33±0.06 1.40±0.10 1.63±0.06 72.68 65.12 90.56 

40 2.00±0.06 2.27±0.07 2.53±0.06 1.40±0.10 1.47±0.06 1.93±0.06 70.00 65.33 76.28 

60 1.73±0.06 2.03±0.06 1.85±0.21 1.30±0.17 1.43±0.06 1.70±0.10 75.14 70.44 91.89 

หมายเหตุ  ชุดควบคุม  คือ น้ําตาลฟรุกโตสความเขมขน 20 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน
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     1.3 ผลของแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

            ในการศึกษาแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตพอลิไฮด

รอกซีอัลคาโนของเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดิม, BOT I และ BOT II โดยเลี้ยงในสูตรอาหารดัดแปลง 

DSMZ catalogue โดยทําการปรับแหลงคารบอนและไนโตรเจนเปนท้ังหมด 3 ชุดเปรียบเทียบกับชุด

ควบคุม ดังแสดงในตารางท่ี 8     

 

 ตารางที่ 8  องคประกอบแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนในอาหารดัดแปลง DSMZ catalogue  

        ของอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 3 สูตร ที่ใชในการศึกษา 

 

องคประกอบของ

สูตรอาหาร 

ชุดควบคุม อาหารดัดแปลง 

ชุดท่ี 1 

อาหารดดัแปลง 

ชุดที่ 2 

อาหารดัดแปลง 

ชุดที่ 3 

Fructose  (g/ L) 20  40  40 - 

Soybean oil (g/ L) - - - 40 

Ammonium 

Chloride (g/ L) 

0.5 0.5 - - 

Monosodium 

glutamate (g/ L) 

- - 0.5 0.5 

Tween 80 (ml) - - - 1 

 

           โดยนําอาหารเลี้ยงเชื้อชุดที่ 3 มาเติม tween 80 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ทําการเลี้ยงบนเครื่อง

เขยาความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เก็บตัวอยางทุก 24 ชั่วโมง เปนเวลา 72 ช่ัวโมง พบวา

เชื้อ A. latus ทั้งสามสายพันธุ มีการเจริญสูงสุดในอาหารดัดแปลงชุดท่ี 3 รองลงมา คือ อาหารดัดแปลง

ชุดที่ 2 ชุดควบคุม และอาหารดัดแปลงชุดท่ี 1 ตามลําดับ และมีการเจริญสูงสุดท่ี 48 ชั่วโมง ในทุกชุดการ

ทดลอง    จากการเลี้ยงเชื้อ A. latus ทั้งสามสายพันธุ พบวา เชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ที่เลี้ยงใน

สูตรอาหารดัดแปลงชุดที่ 3 ซ่ึงมีน้ํามันถั่วเหลืองความเขมขน 40 กรัมตอลิตร และผงชูรส 0.5 กรัมตอลิตร 

สามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุด 3.47±0.15 กรัมตอลิตร และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได
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สูงสุด 2.63±0.06 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 75.79 ของมวลเซลลแหง ที่ระยะเวลาการเล้ียง 48 ชั่วโมง 

สวนในอาหารดัดแปลงชุดที่ 1, 2 และชุดควบคุม สามารถผลิตมวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอก

ซีอัลคาโนเอตที่แตกตางกัน สวนเชื้อ A. latus สายพันธุด้ังเดิม และ BOT I พบวาเมื่อเลี้ยงในอาหาร

ดัดแปลงชุดท่ี 3 ที่ระยะเวลาการเล้ียง 48 ชั่วโมงเชนกัน สามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดสูงสุด 

เทากับ 1.40±0.20 และ 2.53±0.06 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 84.34 และ 75.07 ตามลําดับ            ดัง

แสดงในภาพที่ 4 และตารางที่ 9  

 

 

ภาพที่ 4 การเปรียบเทียบน้ําหนกัมวลเซลลแหง และปริมาณพอลไิฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่เล้ียงเปน  

           เวลา 48 ชั่วโมง ในสตูรอาหารดดัแปลง 3 สูตร โดย 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงของเชื้อ A. latus สายพันธุด้ังเดิม  

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A.latus สายพันธุด้ังเดิม 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT I   

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT I  

      น้ําหนักมวลเซลลแหงของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II  

      ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II 
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ชุดควบคุม อาหารดดัแปลงชุดทีÉ 1 อาหารดดัแปลงชุดทีÉ 2 อาหารดดัแปลงชุดทีÉ 3
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ตารางที่ 9  คามวลเซลลแหง ปริมาณ PHAs สูงสุด และรอยละปริมาณการสะสม PHAs ในการเลี้ยงชั่วโมงท่ี 48 ของเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดมิ, BOT I.          

               และ BOT II ในสตูรอาหารที่มีแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนแตกตางกัน 

 

อาหารดัดแปลงชุดที่ 

มวลเซลลแหง (กรัมตอลิตร) PHAs (กรัมตอลิตร) PHAs  (รอยละ) 

สายพันธุ

ดั้งเดิม 

สายพันธุ 

BOT I 

สายพันธุ 

BOT II 

สายพันธุ

ดั้งเดิม 

สายพันธุ 

BOT I 

สายพันธุ 

BOT II 

สายพันธุ

ดั้งเดิม 

สายพันธุ 

BOT I 

สายพันธุ 

BOT II 

ชุดควบคุม 1.60±0.10 1.63±0.09 1.57±0.15 0.97±0.06 1.00±0.00 1.03±0.23 60.63 61.35 65.61 

อาหารดัดแปลง 

ชุดที่ 1 
1.23±0.15 2.47±0.15 2.53±0.21 1.17±0.06 1.60±0.10 1.80±0.15 95.12 64.78 71.15 

อาหารดัดแปลง 

ชุดที่ 2 
1.37±0.12 3.00±0.10 3.06±0.15 1.23±0.21 1.86±0.06 1.96±0.06 89.78 41.00 64.05 

อาหารดัดแปลง 

ชุดที่ 3 
1.66±0.15 3.37±0.12 3.47±0.15 1.40±0.20 2.53±0.06 2.63±0.06 84.34 75.07 75.79 

หมายเหตุ  ชุดควบคุม  คือ น้ําตาลฟรุกโตส 20 รวมกับแอมโมเนียมคลอไรด 0.5 กรัมตอลิตร
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     1.4 ผลของความเขมขนของผงชูรสที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิไฮดรอกซอีลัคาโนเอต 

              ในการศึกษาความเขมขนผงชูรสที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนของเชื้อ 

A. latus สายพันธุดั้งเดิม, BOT I และ BOT II  โดยเลี้ยงในสูตรอาหารดัดแปลง DSMZ catalogue โดยทําการ

ปรับความเขมขนของผงชูรส (ตราถวยแดง) เริ่มตนเทากับ  0.5, 2, 4 และ 6 กรัมตอลิตร รวมกับน้ํามันถ่ัวเหลือง

ความเขมขน 40 กรัมตอลิตร เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ความเขมขนของผงชูรสเทากับ 0.5 กรัมตอลิตร รวมกับ

น้ํามันถั่วเหลืองความเขมขน 40 กรัมตอลิตร จากนั้นทําการเติม tween 80 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในทุกชุดการ

ทดลอง ทําการเลี้ยงบนเครื่องเขยาความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เก็บตัวอยางทุก 24 ชั่วโมง เปนเวลา 

72 ชั่วโมง พบวาเชื้อ A. latus ทั้ง สามสายพันธุ มีการเจริญสูงสุดในอาหารที่มีความเขมขนของผงชูรส 2 กรัมตอ

ลิตร รองลงมา คือ ความเขมขนของผงชูรส 4, 0.5 และ 6 กรัมตอลิตร โดยการเจริญสูงสุดชั่วโมงท่ี 48 ในทุกชุด

การทดลอง  

           จากการเลี้ยงเชื้อ A. latus ทั้งสามสายพันธุ พบวาเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ที่เลี้ยงในสูตรอาหาร

ดัดแปลงมีความเขมขนของผงชูรสเทากับ 2 กรัมตอลิตร สามารถผลิตมวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัล

คาโนเอตไดสูงสุด เทากับ 4.53±0.32 และ 3.10±0.06 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 68.43 ของมวลเซลลแหง ที่

ระยะเวลาการเลีย้ง 48 ชั่วโมง รองลงมา คือ ความเขมขนผงชูรส 4 และ 6 กรัมตอลิตร ซึ่งมีคามวลเซลลแหง และ

ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงกวาชุดควบคุม สวนในเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดิม และ BOT I พบวาใน

สูตรอาหารดัดแปลงมีความเขมขนของผงชูรสเทากับ 2 กรัมตอลิตร สามารถผลิตมวลเซลลแหง 2.37±0.06 และ 

2.83±0.25 และมีปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต เทากับ 1.87±0.16 และ 2.53± 0.25 คิดเปนรอยละ 78.90 

และ 89.40 ตามลําดับ ดังแสดงในภาพที่ 5 และตารางที่ 10  
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ภาพท่ี 5 การเปรียบเทียบน้ําหนักมวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่เล้ียงเปนเวลา 48 ชั่วโมง 

ในความเขมขนผงชูรสที่แตกตางกัน โดย 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงของเชื้อ A. latus สายพันธุด้ังเดิม  

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A.latus สายพันธุด้ังเดิม 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT I   

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT I  

      น้ําหนักมวลเซลลแหงของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II  

      ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II  
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ตารางที่ 10  คามวลเซลลแหง ปริมาณ PHAs สูงสุด และรอยละปริมาณการสะสม PHAs ในการเลี้ยงชั่วโมงท่ี 48 ของเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดมิ, BOT I แ           

               และ BOT II ในสตูรอาหารที่ความเขมขนของผงชูรสแตกตางกัน 

 

ความเขมขนของ 

ผงชูรส     

 (กรัมตอลิตร) 

มวลเซลลแหง (กรัมตอลิตร)  ปริมาณ PHAs (กรัมตอลิตร) PHAs  (รอยละ) 

สายพันธุ

ดั้งเดิม 

สายพันธุ 

BOT I 

สายพันธุ 

BOT II 

สายพันธุ

ดั้งเดิม 

สายพันธุ 

BOT I 

สายพันธุ 

BOT II 

สายพันธุ

ดั้งเดิม 

สายพันธุ 

BOT I 

สายพันธุ 

BOT II 

ชุดควบคุม 1.57±0.15 2.30±0.26 3.37±0.15 1.23±0.23 2.00±0.00 2.50±0.00 78.34 86.96 74.18 

2 2.37±0.06 2.83±0.25 4.53±0.32 1.87±0.16 2.53±0.25 3.10±0.06 78.90 89.40 68.43 

4 2.26±0.21 2.50±0.26 4.07±0.12 1.53±0.25 2.10±0.16 2.80±0.10 67.70 84.00 68.80 

6 1.97±0.06 2.43±0.15 3.53±0.25 1.30±0.23 2.07±0.26 2.53±0.06 65.99 85.19 71.67 

หมายเหตุ  ชุดควบคุม  คือ ความเขมขนของผงชูรส 0.5 กรัมตอลิตร
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      1.5 ผลของการอัตราสวนแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรสท่ีเหมาะสมตอการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโน

เอต 

           ในการศึกษาความเขมขนผงชูรสท่ีเหมาะสมตอการเจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนของเช้ือ A. 

latus สายพันธุดั้งเดิม, BOT I และ BOT II  โดยเลี้ยงในสูตรอาหารดัดแปลง DSMZ catalogue โดยทําการปรับ

อัตราสวนความเขมขนของแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรสเทากับ  0.5:2, 0.25:2, 0.10:2, 0.5:1, 0.5:0.5 กรัมตอ

ลิตร รวมกับน้ํามันถั่วเหลืองความเขมขน 40 กรัมตอลิตร เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่แอมโมเนียมคลอไรดตอผงชู

รสเทากับ  0.5:2 กรัมตอลิตร รวมกับน้ํามันถ่ัวเหลืองความเขมขน 40 กรัมตอลิตร จากนั้นทําการเติม tween 80 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ทุกชุดการทดลอง ทําการเลี้ยงบนเคร่ืองเขยาความเรว็ 150 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง เก็บ

ตัวอยางทุก 24 ช่ัวโมง เปนเวลา 72 ชั่วโมง พบวาเชื้อ A. latus ทั้งสามสายพันธุ มีการเจริญอยางรวดเร็วในชั่วโมง

ที่ 6-12 และเจริญสูงสุดในชั่วโมงที่ 48 ในทุกชุดการทดลอง โดยในอาหารชุดท่ีมีแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรส

เทากับ  0.25:2 กรัมตอลิตร มีการเจริญสูงสุด รองลงมา คือ ความเขมขนของแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรส

เทากับ  0.5:0.5, 0.10:2, 0.5:1 และ 0.25:2 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 

           ในการเปลี่ยนแปลงสูตรอาหารที่ใชในการเลี้ยงเชื้อ A. latus ท้ังสามสายพันธุ ในอาหารที่มีการทดแทน

แหลงไนโตรเจนโดยการใชแอมโนเนียมคลอไรดตอผงชูรส พบวาเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ท่ีเลี้ยงในสูตร

อาหารดัดแปลงที่มีแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรสเทากับ  0.25:2 กรัมตอลิตร ที่ระยะเวลาการเลี้ยงที่ 48 ชั่วโมง 

สามารถผลิตมวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดสูงสุด เทากับ 5.90±0.20 และ 4.10±0.10 

กรัมตอลิตร ตามลําดับ คิดเปนรอยละ 69.49 รองลงมา คือ สูตรอาหารดัดแปลงที่มีแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรส

เทากับ 0.5:2, 0.10:2, 0.5:1 และ 0.5:0.5 ตามลําดับ สวนเชื้อ A. latus ดั้งเดิมและสายพันธุ BOT I ที่เลี้ยงในสูตร

อาหารดัดแปลงที่มีแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรสอัตราสวน 0.25:2 มีมวลเซลลแหง เทากับ 4.03± 0.26  และ 

4.60±0.26 สวนปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต มีคาเทากับ 2.97±0.15 และ 2.43±0.15 กรัมตอลิตร คิดเปน

รอยละ 73.70 และ 52.83 ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 10 และเม่ือนํามาเปรียบเทียบความสัมพันธระหวาง            

มวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตใหชัดเจนมากขึ้น ในระยะเวลาการเลี้ยงที่ 48 ชั่วโมง ดัง

แสดงในภาพที่ 6 และ ตารางที่ 11 
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ภาพท่ี 6 การเปรียบเทียบน้ําหนักมวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่เล้ียงเปนเวลา 48 ชั่วโมง  

           ในอัตราสวนความเขมขนของแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชรูสท่ีแตกตางกัน โดย 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงของเชื้อ A. latus สายพันธุด้ังเดิม  

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A.latus สายพันธุด้ังเดิม 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT I   

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT I  

     น้ําหนักมวลเซลลแหงของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II  

      ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II  
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ตารางที่ 11  คามวลเซลลแหง ปริมาณ PHAs สูงสุด และรอยละปริมาณการสะสม PHAs ในการเลี้ยงชั่วโมงที่ 48 ของเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดิม           

                BOT I และ BOT II ในอัตราสวนแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรสแตกตางกัน 

 

แอมโมเนียม

คลอไรดตอผงชู

รส  (กรัมตอ

ลิตร) 

มวลเซลลแหง (กรัมตอลิตร) ปริมาณ PHAs (กรัมตอลิตร) PHAs  (รอยละ) 

สายพันธุ

ดั้งเดิม 

สายพันธุ 

BOT I 

สายพันธุ 

BOT II 

สายพันธุ

ดั้งเดิม 

สายพันธุ 

BOT I 

สายพันธุ 

BOT II 

สายพันธุ

ดั้งเดิม 

สายพันธุ 

BOT I 

สายพันธุ 

BOT II 

ชุดควบคุม 3.97±0.06 4.40±0.26 4.86±0.21 2.63±0.15 2.10±0.17 3.17±0.15 66.25 47.73 65.23 

0.25:2 4.03±0.26 4.60±0.26 5.90±0.20 2.97±0.15 2.43±0.15 4.10±0.10 73.70 52.83 69.49 

0.10:2 3.36±0.21 3.37±0.21 3.36±0.06 2.57±0.06 1.87±0.06 3.03±0.06 76.49 55.49 90.18 

0.5:1 2.93±0.15 2.46±0.25 3.13±0.21 2.33±0.15 1.67±0.06 2.73±0.06 79.52 67.89 87.22 

0.5:0.5 2.13±0.12 2.13±0.25 2.97±0.15 1.60±0.10 1.67±0.06 2.30±0.26 75.12 78.40 77.44 

หมายเหตุ  ชุดควบคุม  คือ แอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรส เทากับ 0.5:2.  ผลการศึกษาสารกระตุนท่ีสงผลตอเพิ่มการสรางโคพอลิเมอรของพอ

ลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 
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     2.1 ผลของชนิดสารตั้งตนตอการกิดโคพอลิเมอร 

           การเลี้ยงเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีประสิทธิภาพตอการ

เจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดจากขอการศึกษาที่ 1 โดยเลี้ยงในสูตรอาหาร

ดัดแปลง DSMZ catalogue ที่มีน้ํามันถั่วเหลืองความเขมขน 40 กรัมตอลิตร มีอัตราสวนความ

เขมขนของแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรสเทากับ 0.25:2 และทําการเติม tween 80 ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร ทุกชุดการทดลอง จากนั้นทําการเปรียบเทียบชนิดของสารตั้งตนใหเกิดการสรางโคพอลิเมอร 

3 ชนิด คือ แกมมา-บิวทาโรแลกโตน ปริมาณ 5 กรัมตอลิตร  (Park & Kim, 2011), 1,4-บิวเทนได

ออล ปริมาณรอยละ 25 (โดยน้ําหนักตอปริมาตร) ของแหลงคารบอน (Chanprateep et al., 2010), 

กรดวาเลอริก ปริมาณ 5 กรัมตอลิตร (Chanprateep & Kulpreecha, 2006) ทําการเลี้ยงบนเครื่อง

เขยาความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เก็บตัวอยางทุก 24 ชั่วโมง เปนเวลา 72 ชั่วโมง 

พบวาเชื้อ A. latus สายพันธุ BOI II ที่เลี้ยงในอาหารที่มีสาร 1,4-บิวเทนไดออล มีการเจริญสูงสุด 

โดยมีการเจริญอยางรวดเร็วในชั่วโมงที่ 6-12 และการเจริญสูงสุดชั่วโมงที่ 24 และลดลงหลังจากเลี้ยง

เชื้อไป 24 ชั่วโมง และการเจริญเพ่ิมขึ้นหลังจากชั่วโมงท่ี 48 ในทุกชุดการทดลอง 

           จากการเลี้ยงเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II พบวาเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ที่เลีย้งใน

สูตรอาหารดัดแปลงที่มี 1,4-บิวเทนไดออล ในชั่วโมงท่ี 72 สามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุด

7.30±0.20 กรัมตอลิตร และพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดเทากับ 6.00±0.10 กรัมตอลิตร คิดเปน

รอยละ 82.19 รองลงมา คือ แกมมา-บิวทาโรแลกโตน และกรดวาเลอริก โดยสามารถผลิตมวลเซลล

แหงไดสูงสุด 5.63±0.15 และ 4.20±0.20 กรัมตอลิตร ตามลําดบั และมีปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคา

โนเอต เทากับ 4.50±0.20  2.90±0.10 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 79.93 และ 69.05 ตามลําดับ  

ดังแสดงในตารางที่ 12 และ ภาพที่ 7  

ตารางที่ 12  คามวลเซลลแหง ปริมาณ PHAs และรอยละปริมาณการสะสม PHAs ในการเลี้ยง  

            ชั่วโมงที่ 72 ของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ในอาหารที่มีสารตั้งตนชนิดตาง ๆ          

ชนิดของ 

สารกระตุน 

มวลเซลลแหง  

(กรัมตอลิตร) 

 ปริมาณ PHAs 

(กรัมตอลิตร) 

PHAs  

(รอยละ) 

 γ-utyrolactone 5.63±0.15 4.50±0.20 79.93 

1,4-butanediol 7.30±0.20 6.00±0.10 82.19 

valeric acid 4.20±0.20 2.90±0.10 69.05 
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ภาพที่ 7  การเปรียบเทียบมวลเซลลแหงและปริมาณ PHAs สูงสุดในสูตรอาหารดัดแปลงที่มีสารตั้ง

ตน   เพ่ือกอใหเกิดการสรางโคพอลิเมอรแตกตางกัน โดย 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารที่มีแกมมา-บิวทาโรแลกโตน 

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มีแกมมา-บิวทาโรแลกโตน 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารที่มี 1,4-บิวเทนไดออล    

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่ม ี1,4-บิวเทนไดออล   

      น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารท่ีมีกรดวาเลอริก 

      ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มีกรดวาเลอริก  

 

     2.2 ผลการใชน้ํามันชนิดตาง ๆ รวมกับสารตั้งตนเพื่อกอใหเกิดการสรางโคพอลิเมอร 

            ในการศึกษาการเปรียบเทียบน้ํามันชนิดตาง ๆ รวมกับสาร 1,4-บิวเทนไดออลของเชื้อ A. 

latus สายพันธุ BOT II ที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในสูตรอาหาร

ที่ไดจากขอการศึกษาที่ 1 โดยเปรียบเทียบน้ํามันชนิดตาง ๆ คือ น้ํามันถั่วเหลือง น้ํามันปาลม น้ํามัน

ขาวโพด น้ํามันทานตะวัน และน้ํามันรําขาวเปนแหลงคารบอน ทําการเลี้ยงบนเครื่องเขยาความเร็ว 

150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เก็บตัวอยางทุก 24 ชั่วโมง เปนเวลา 72 ชั่วโมง พบวาเชื้อ A. latus 

สายพันธุ BOT II มีการเจริญสูงสุดในชั่วโมงที่ 24 จากนั้นการเจริญลดลงหลังจากเลี้ยงเชื้อไป 24 

ชั่วโมง และเริ่มคงที่ในทุกชุดการทดลอง โดยในอาหารที่มีน้ํามันทานตะวันเปนแหลงคารบอนมีการ

เจริญสูงสุด รองลงมา คือ  น้ํามันรําขาว น้ํามันถั่วเหลือง น้ํามันปาลม และน้ํามันขาวโพด  
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           จากการเลี้ยงเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II พบวาเชื้อสายพันธุ BOT II ที่เลี้ยงในสูตรอาหาร

ดัดแปลงท่ีมีน้ํามันรําขาวเปนแหลงคารบอนในชั่วโมงที่ 72 สามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุด เทากับ 

7.67±0.15 กรัมตอลิตร รองลงมา คือ น้ํามันทานตะวัน น้ํามันถั่วเหลือง น้ํามันขาวโพด และน้ํามัน

ปาลม ไดเทากับ 7.40±0.25, 7.00±0.61, 6.97±0.40 และ 6.63±0.40 กรัมตอลิตร ตามลําดับ สวน

การผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตพบวา น้ํามันขาวโพด สามารถผลิตปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโน

เอตไดสูงสุด เทากับ 6.13±0.15 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 87.85 รองลงมา คือ น้ํามันถ่ัวเหลือง 

น้ํามันปาลมน้ํามันทานตะวัน และน้ํามันขาวโพด คิดเปนรอยละ 79.00, 79.49, 68.92 และ 65.58 

ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 13  

 

ตารางที่ 13  คามวลเซลลแหง ปริมาณ PHAs และรอยละปริมาณการสะสม PHAs ในการเลี้ยงใน 

           ชัว่โมงที่ 72 ของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ในอาหารที่มีน้ํามันชนิดตาง ๆ รวมกับ 

            สาร 1,4-บิวเทนไดออล ดังนี้ 

 

       เม่ือนํามาเปรียบเทียบความสัมพันธระหวางมวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโน

เอตใหชัดเจนมากขึ้น ในสูตรอาหารดัดแปลงที่มีน้ํามันชนิดตาง ๆ รวมกับสารตั้งตนที่เลี้ยงเปนเวลา 

72 ชั่วโมง ดังแสดงในภาพที่ 8 
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ภาพที่ 8  การเปรียบเทียบมวลเซลลแหงและปริมาณ PHAs สูงสุดในสูตรอาหารดัดแปลงที่มี  

             น้ํามันชนิดตาง ๆ รวมกับสารตั้งตนท่ีเลี้ยงเปนเวลา 72 ชั่วโมง โดย 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารที่มีน้ํามันถั่วเหลืองแหลงคารบอน 

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มีน้ํามันถั่วเหลืองแหลงคารบอน 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารที่มีน้ํามันถั่วปาลมแหลงคารบอน  

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มีน้ํามันถั่วปาลมแหลงคารบอน 

     น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารที่มีน้ํามันขาวโพดแหลงคารบอน 

     ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มีน้ํามันขาวโพดแหลงคารบอน 

           น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารที่มีน้ํามันทานตะวันแหลงคารบอน 

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มีน้ํามันทานตะวันแหลงคารบอน 

           น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารที่มีน้ํามันรําขาวแหลงคารบอน 

           ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มีน้ํามันรําขาวแหลงคารบอน 
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     2.3 ผลการใชน้ํามันปาลมรวมกับสารตั้งตนชนิด 1,4-บิวเทนไดออลที่ความเขมขนแตกตางกัน 

            จากจุดประสงคของการศึกษาที่ตองการใชสารอาหารราคาถูก ในการศึกษานี้จึงไดทําการ

เลือกน้ํามันปาลมเปนแหลงคารบอน เนื่องน้ํามันปาลมหาไดงายและมีราคาถูก จากนั้นทําการเลีย้งเชื้อ 

A. latus สายพันธุ BOT II ในสูตรอาหารที่ไดจากขอการศึกษาที่ 1 เพ่ือเปรียบเทียบน้ํามันปาลม

รวมกับสาร 1,4-บิวเทนไดออลที่ระดับความเขมขนแตกตางกัน คือ รอยละ 15, 25,50 และ 75 (โดย

น้ําหนักตอปริมาตร) ของแหลงคารบอน ทําการเลี้ยงบนเครื่องเขยาความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่

อุณหภูมิหอง เก็บตัวอยางทุก 24 ชั่วโมง เปนเวลา 72 ชั่วโมง พบวาเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II มี

การเจริญสูงสุดในชั่วโมงที่ 24 จากนั้นการเจริญลดลงหลังจากเลี้ยงเชื้อไป 24 ชั่วโมง และเริ่มคงที่ใน

ทุกชุดการทดลอง โดยในอาหารที่เติม 1,4-บิวเทนไดออลท่ีระดับความเขมขนรอยละ 50 มีการเจริญ

สูงสุด รองลงมา คือ รอยละ 75, 25 และ 15 ตามลําดับ  

           ในการเลี้ยงเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II พบวาเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ที่เลี้ยงใน

สูตรอาหารดัดแปลงที่มีน้ํามันปาลมเปนแหลงคารบอนรวมกับสาร 1,4-บิวเทนไดออลที่ความเขมขน

รอยละ 50 ในชั่วโมงที่ 72 สามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุด เทากับ 7.10±0.20 กรัมตอลิตร 

รองลงมา คือ ความเขมขนรอยละ 75, 25 และ 15 ได เทากับ 6.80±0.10, 6.70±0.50 และ 

6.40±0.36 กรัมตอลิตร ตามลําดับ สวนการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตพบวาที่ความเขมขนรอย

ละ 50 สามารถผลิตปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดสูงสุด เทากับ 5.63±0.15 กรัมตอลิตร คิด

เปนรอยละ 79.30 รองลงมา คือ ความเขมขนรอยละ 75, 25 และ 15 คิดเปนรอยละ 81.91, 82.54 

และ 83.28 ตามลําดับ ดังแสดงในตารางท่ี 14 และภาพที่ 9  

 

ตารางที่ 14 คามวลเซลลแหง ปริมาณ PHAs และรอยละปริมาณการสะสม PHAs ในการเลี้ยง            

               ชัว่โมงท่ี 72 ของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ในอาหารท่ีมีน้ํามันปาลมรวมกับ  

           1,4-บิวเทนไดออลความเขมขนตาง ๆ ดังนี้ 

ความเขมขนของ 

1,4-butanediol 

มวลเซลลแหง 

(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณ PHAs 

(กรัมตอลิตร) 

PHAs 

(รอยละ) 

15% 6.40±0.36 5.33±0.30 83.28 

25% 6.70±0.50 5.53±0.15 82.54 

50% 7.10±0.20 5.63±0.15 79.30 

75% 6.80±0.10 5.57±0.20 81.91 
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ภาพที่ 9  การเปรียบเทียบมวลเซลลแหงและปริมาณ PHAs สูงสุดในสูตรอาหาที่มีน้ํามันปาลม   

รวมกับสาร 1,4-บิวเทนไดออลที่ความเขมขนแตกตางกันที่เลี้ยงเปนเวลา 72 ชั่วโมง โดย 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารที่มี 1,4-บิวเทนไดออลรอยละ 15 

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มี 1,4-บิวเทนไดออลรอยละ 15 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารที่มี 1,4-บิวเทนไดออลรอยละ 25  

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มี 1,4-บิวเทนไดออลรอยละ25 

      น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารท่ีมี 1,4-บิวเทนไดออลรอยละ 50 

       ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มี 1,4-บิวเทนไดออลรอยละ 50 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารที่มี 1,4-บิวเทนไดออลรอยละ 75 

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มี 1,4-บิวเทนไดออลรอยละ 75 

 

       2.4 ผลการเปรียบเทียบแหลงคารบอนประเภทน้ําตาลรวมกับสารโพรพิโอนิคและอะซิเตท

ใหเกิดการสรางที่เหมาะสมตอการผลิตโคพอลิเมอร 

              ทําการเลี้ยงเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีประสิทธิภาพตอการ

เจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดจากสวนที่ 1    โดยปรับแหลงคารบอนเปนเด็กซ

โตรส น้ําตาลที่ไดจากการยอยแปง และฟรุคโตสความเขมขน 20 และ 40 กรัมตอลิตร รวมกับสาร

กระตุนใหเกิดการสรางโคพอลิเมอรชนิดโพรพิโอนิคและอะซิเตทความเขมขน 30 กรัมตอลิตร โดยอะ
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ซิเตทและโพรพิโอนิคมีปริมาณ 28.75 และ 1.25 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ทําการเลี้ยงบนเครื่องเขยา

ความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เก็บตัวอยางทุก 24 ชั่วโมง เปนเวลา 72 ชั่วโมง พบวาเชื้อ 

A. latus สายพันธุ BOT II มีการเจริญอยางรวดเร็วหลังจากเลี้ยงเชื้อเปนระยะเวลา 6-36 ชั่วโมง และ

มีการเจริญสูงสุดที่ 48 ชั่วโมง โดยการเลี้ยงในอาหารท่ีมีเด็กซโตรสความเขมขน 20 กรัมตอลิตร มีการ

เจริญดีที่สุด รองลงมา คือ  เด็กซโตรสความเขมขน 40 กรัมตอลิตร น้ําตาลท่ีไดจากการยอยแปงความ

เขมขน 20 กรัมตอลิตร น้ําตาลที่ไดจากการยอยแปงความเขมขน 40 กรัมตอลิตร ฟรุตโตสความ

เขมขน 20 กรัมตอลิตร และความเขมขน 40 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 

           จากการเลี้ยงเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II พบวาเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ท่ีเลี้ยงใน

เด็กซโตรสความเขมขน 20 กรัมตอลิตรในชั่วโมงท่ี 24 สามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุด 7.10±0.00 

กรัมตอลิตร รองลงมา คือ ฟรุคโตสความเขมขน 40 กรัมตอลิตร เด็กซโตรสความเขมขน 40 กรัมตอ

ลิตร ฟรุคโตสความเขมขน 20 กรัมตอลิตร น้ําตาลที่ไดจากการยอยแปงความเขมขน 20 กรัมตอลิตร 

และน้ําตาลที่ไดจากการยอยแปงความเขมขน 40 กรัมตอลิตร ไดเทากับ 6.47±0.51, 6.33±0.65, 

6.07±0.21, 5.80±0.26 และ 5.35±0.21 กรัมตอลิตร ตามลําดับ สวนปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโน

เอต พบวาเด็กซโตรสที่ความเขมขน 20 กรัมตอลิตร สามารถผลิตปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได

สูงสุด เทากับ 5.80±0.10 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 81.69 รองลงมา คือ ฟรุคโตสความเขมขน 40 

กรัมตอลิตร, เด็กโตสความเขมขน 40 กรัมตอลิตร ฟรุคโตสความเขมขน 20 กรัมตอลิตร น้ําตาลผาน

การยอยความเขมขน 40 กรัมตอลิตร และน้ําตาลผานการยอยความเขมขน 20 กรัมตอลิตร คิดเปน

รอยละ 83.93, 81.04, 83.52, 82.24 และ 72.41 ตามลําดับ (ตารางที่ 15 และภาพที่ 10) 

ตารางที่ 15  คามวลเซลลแหง ปริมาณ PHAs และรอยละปริมาณการสะสม PHAs ของเชื้อ A. latus  

BOT II ในอาหารที่มีน้ําตาลชนิดตาง ๆ รวมกับสารโพรพิโอนิคและอะซิเตท  

แหลงคารบอน  

 (กรัมตอลิตร) 

มวลเซลลแหง  

(กรัมตอลิตร) 

 ปริมาณ PHAs  

(กรัมตอลิตร) 

PHAs 

 (รอยละ) 

เด็กซโตรส 20  7.10±0.00 5.80±0.10 81.69 

เด็กซโตรส 40  6.33±0.65 5.13±0.14 81.04 

น้ําตาลที่ไดจากการยอยแปง 20  5.80±0.26 4.20±0.26 72.41 

น้ําตาลที่ไดจากการยอยแปง 40  5.35±0.21 4.40±0.28 82.24 

ฟรุคโตส 20  6.07±0.21 5.07±0.05 83.52 

ฟรุคโตส 40  6.47±0.51 5.43±0.25 83.93 
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ภาพที่ 10  การเปรียบเทียบมวลเซลลแหงและปริมาณ PHAs สูงสุดของเชื้อ A. latus สายพันธุ          

              BOT II ในสูตรอาหารที่มีน้ําตาลชนิดตาง ๆ รวมกับสารโพรพิโอนิคและอะซิเตทที่ 

              เลี้ยงเปนเวลา 72 ชั่วโมง โดย 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารที่มีเด็กซโตรสความเขมขน 20 กรัมตอลิตร 

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มีเด็กซโตรสความเขมขน 20 กรัมตอลิตร 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารที่มีเด็กซโตรสความเขมขน 40 กรัมตอลิตร  

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มีเด็กซโตรสความเขมขน 40 กรัมตอลิตร 

      น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารที่มีน้ําตาลที่ไดจากการยอยแปง 20 กรัมตอลิตร 

       ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มีน้ําตาลที่ไดจากการยอยแปง 20 กรัมตอลิตร 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารที่มีน้ําตาลที่ไดจากการยอยแปง 40 กรัมตอลิตร 

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มีน้ําตาลที่ไดจากการยอยแปง 40 กรัมตอลิตร 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารที่มีฟรุคโตสความเขมขน 20 กรัมตอลิตร 

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มีฟรุคโตสความเขมขน 20 กรัมตอลิตร 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารที่มีฟรุคโตสความเขมขน 40 กรัมตอลิตร 

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มีฟรุคโตสความเขมขน 40 กรัมตอลิตร 
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3.  ผลการศึกษาวิธีการสกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 
     3.1 การสกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตดวยวิธีคลอโรฟอรม (ดัดแปลงจาก Rawte และ 

Mavinkurve, 2002) 

       จากการนําเซลลตัวอยางของเชื้อแบคทีเรีย Alcaligenes latus ซึ่งเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ

ดัดแปลงสูตร DSMZ catalogue และคณะ (1993) เปนเวลา 48 ชั่วโมง มาทําการสกัดดวยวิธี

คลอโรฟอรม โดยการนําเซลลตัวอยางจากน้ําหมักปริมาตร 1 มิลลิลิตร ไปอบแหงที่อุณหภูม ิ 80  

องศาเซลเซียส จากนั้นทําการเติมคลอโรฟอรมที่อัตราสวนตอตัวอยาง 1: 1 บมทิ้งไวที่อุณหภูมิ 60 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 36 ชั่วโมง ทําการกรอง เพื่อเก็บสวนคลอโรฟอรมไปตกตะกอนดวยไดเอทิล

อีเทอรเย็น ปนเหวี่ยง 8,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 20 นาที และเก็บสวนตะกอนไปลางดวยอะซิโตน 

จากนั้นละลายตะกอนในคลอโรฟอรมอุน ทําการระเหยแหงและนําไปทําการวิเคราะหปริมาณพอลิไฮ 

ดรอกซีอัลคาโนเอตโดยใชวิธีที่ดัดแปลงจาก Nabila และ Veena (2016) โดยนําตัวอยางที่สกัดไดไป

ยอยดวยการเติมกรดซัลฟูริก 1 มิลลิลิตร และนําไปตมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 

ทิ้งไวใหเย็น วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 235 นาโนเมตร นําคาที่ไดเทียบกับกราฟมาตรฐานโดยใชกรดโคร

โตนิก (Crotonic acid) เปนสารมาตรฐาน พบวาการสกัดดวยวิธีคลอโรฟอรมใหปริมาณพอลิไฮดรอก

ซีบิวทิเรต เทากับ 1.77 ± 0.08 มิลลิกรัมตอลิตร จากนั้นทําการศึกษาเพ่ือหาความเหมาะสมของการ

ใชคลอโรฟอรม และกรดซัลฟูริกที่เหมาะสมตอพลาสติกชนิดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่ไดจากการ

ผลิตของเชื้อแบคทีเรีย Alcaligenes latus ดังนื้ คือ 

     3.1.1 อัตราสวนของคลอโรฟอรมที่เหมาะสมในการสกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตดวยวิธี

คลอโรฟอรม 

       จากการนําเซลลตัวอยางของเชื้อแบคทีเรีย Alcaligenes latus ซึ่งเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ

ดัดแปลงสูตร DSMZ catalogue และคณะ (1993) เปนเวลา 48 ชั่วโมง มาทําการสกัดดวยวิธี

คลอโรฟอรมโดยการนําเซลลตัวอยางจากน้ําหมักปริมาตร 1 มิลลิลิตร ไปอบแหงที่อุณหภูมิ 80 องศา

เซลเซียส จากนั้นทําการเติมคลอโรฟอรมที่อัตราสวนตอตัวอยางที่แตกตางกันดังนี้ คือ 0.5: 1, 1: 1 

และ 2: 1 บมทิ้งไวที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 36 ชั่วโมง ทําการกรองเพ่ือเก็บสวน

คลอโรฟอรมไปตกตะกอนดวยไดเอทิลอีเทอรเย็น ปนเหวี่ยง 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที 

เก็บสวนตะกอนไปลางดวยอะซิโตน จากนั้นละลายตะกอนในคลอโรฟอรมอุน ทําการระเหยแหง และ
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นําไปทําการวิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตโดยใชวิธีที่ดัดแปลงจาก Nabila และ Veena 

(2016) โดยนําตัวอยางที่สกัดไดไปยอยดวยการเติมกรดซัลฟูริก 1 มิลลิลิตร และนําไปตมที่อุณหภูมิ 

95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ท้ิงไวใหเย็น วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 235 นาโนเมตร นําคาที่ได

เทียบกับกราฟมาตรฐานโดยใชกรดโครโตนิกเปนสารมาตรฐาน พบวา การสกัดดวยวิธีคลอโรฟอรม 

โดยใชอัตราสวนของคลอโรฟอรมตอตัวอยางที่ 2: 1 ใหปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตที่สูงที่สุด 

รองลงมาคือ 1: 1 และ 0.5: 1 ตามลําดับ โดยใหพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตเทากับ 2.76 ± 0.06, 1.88 ± 

0.04 และ 0.91 ± 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ ดังแสดงในภาพที่ 11 และ ตารางท่ี 16 ซึ่งจาก

การศึกษาครั้งนี้ไดปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตต่ํากวางานวิจัยของ Rawte และ Mavinkurve 

(2002) ที่ไดคัดแยกจุลินทรียจากทะเลออกมา 5 Isolates ดังนี้คือ 61/4, 64/4, 82/4, 12/BL และ 

85/6 นํามาทําการสกัดดวยวิธีคลอโรฟอรม พบวามีปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตเทากับ 0.8260 

± 0.0367, 0.8371 ± 0.0170, 0.5436 ± 0.0141, 1.4748 ± 0.14860 แล ะ  0.6302 ± 0.0003 

ตามลําดับ 

 

ภาพที่ 11 ปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต จากการสกัดดวยวิธีคลอโรฟอรม โดยใชคลอโรฟอรมในการ

สกัดที่อัตราสวนตอตัวอยาง 0.5: 1, 1: 1 และ 2: 1 
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ตารางที่ 16 ปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต จากการสกัดดวยวิธีคลอโรฟอรม โดยใชคลอโรฟอรมใน

อัตราสวนแตกตางกัน 

อัตราสวนคลอโรฟอรมตอตัวอยาง ปริมาณ PHB ในรูปของกรดโครโตนิก (มิลลิกรัมตอลิตร) 

0.5: 1 0.91 ± 0.01 

1: 1 1.88 ± 0.04 

2: 1 2.76 ± 0.06 

 

       จากการศึกษาโดยการสกัดดวยวิธีคลอโรฟอรม จะเห็นไดวาการใชอัตราสวนของ

คลอโรฟอรมที่มากขึ้นมีผลทําใหไดปริมาณของพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตที่มากขึ้น ดังนั้นในการศึกษา

ครั้งนี ้จึงเลือกใชอัตราสวนของคลอโรฟอรมตอตัวอยางที ่2: 1 ที่เม่ือทําการสกัดแลวใหปริมาณพอ

ลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) สูงท่ีสุดเพ่ือใชในการศึกษาหัวขอตอไป  

    1.2 อัตราสวนกรดซัลฟูริกที่เหมาะสมในการวิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

จากตัวอยางที่ผานการสกัดดวยวิธีคลอโรฟอรม 

          จากการนําเซลลตัวอยางของเชื้อแบคทีเรีย Alcaligenes latus ซึ่งเลี้ยงในอาหารเลี้ยง

เชื้อดัดแปลงสูตร DSMZ catalogue และคณะ (1993) เปนเวลา 48 ชั่วโมง มาทําการสกัดดวยวิธี

คลอโรฟอรม โดยเลือกใชอัตราสวนของคลอโรฟอรมที่ใหผลการสกัดดีที่สุดจากการศึกษาขางตนมาทํา

การวิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตโดยการเติมกรดซัลฟูริกเขมขนที่อัตราสวนตอตัวอยาง

น้ําหมักที่แตกตางกันดังนี้ คือ 1:1, 2.5: 1, 5: 1, 7.5: 1 และ 10: 1 ดังแสดงในภาพที่ 12 และตารางที่ 

17  พบวา การเติมกรดซัลฟูริกเขมขนที่อัตราสวน 2.5: 1 ใหคาปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตท่ีสูง

ที่สุด ซึ่งมีคาเทากับ 7.07 ± 0.15 รองลงมาคือที่อัตราสวน 1: 1 มีคาเทากับ 3.09 ± 0.26 และ

อัตราสวนที่ใหคาปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) นอยที่สุดคือ 10: 1 ซึ่งมีคาเทากับ 0.75 ± 

0.10 มิลลิกรัมตอลิตร 
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ภาพที่ 12 ปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) ที่วัดไดจากการสกัดตัวอยางดวยวิธีคลอโรฟอรมโดย

ใชอัตราสวนกรดซัลฟูริกตอตัวอยางที่แตกตางกันในการวิเคราะหหาปริมาณ 

 

 

ตารางที่ 17 ปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (จากการวิเคราะหตัวอยางท่ีผานการสกัดดวยวิธี

คลอโรฟอรมโดยใชกรดซลัฟูริกที่อัตราสวนแตกตางกัน 

อัตราสวนกรดซัลฟูริกตอตัวอยาง ปริมาณ PHB ในรูปของกรดโครโตนิก (มิลลิกรัมตอลิตร) 

1: 1 3.09 ± 0.26 

2.5: 1 7.07 ± 0.15 

5: 1 1.31 ± 0.09 

7.5: 1 0.95 ± 0.07 

10: 1 0.75 ± 0.10 

  

     จากการศึกษาจะเห็นไดวาการใชอัตราสวนกรดซัลฟูริกตอตัวอยางที่ 2.5: 1 เปนอัตราสวน 

ที่เหมาะสมในการใชวิเคราะหตัวอยางที่ผานการสกัดดวยวิธีคลอโรฟอรม เพ่ือหาปริมาณพอลิไฮดรอก

ซีอัลคาโนเอต เนื่องจากใหคาปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตที่วัดไดสูงกวาการใชอัตราสวนอื่นๆ  
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       3.2. การสกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตดวยวิธีไฮโปคลอไรท (Rawte & Mavinkurve, 

2002) 

          จากการนําเซลลตัวอยางของเชื้อแบคทีเรีย Alcaligenes latus ซึ่งเลี้ยงในอาหารเลี้ยง

เชื้อดัดแปลงสูตร DSMZ catalogue และคณะ (1993) เปนเวลา 48 ชั่วโมง มาทําการสกัดดวยวิธ ี

ไฮโปคลอไรทโดยการนําเซลลตัวอยางจากน้ําหมักปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาทําการเติมโซเดียมไฮโปคลอ

ไรทในอัตราสวนตอตัวอยาง 0.5: 1 บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากนั้นปน

เหวี่ยง 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที และลางตะกอนดวยไดเอทิลอีเทอรเย็น ปนเหวี่ยง 8,000 

รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที เพ่ือเก็บตะกอนไปทําการวิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต

โดยใชวิธีที่ดัดแปลงจาก Nabila และ Veena (2016) โดยนําตัวอยางที่สกัดไดไปยอยดวยการเติม

กรดซัลฟูริก 1 มิลลิลิตร และนําไปตมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ทิ้งไวใหเย็น วัด

คาการดูดกลืนแสงที่ 235 นาโนเมตร นําคาที่ไดเทียบกับกราฟมาตรฐานโดยใชกรดโครโตนิก

(Crotonic acid) เปนสารมาตรฐาน พบวาการสกัดดวยวิธีไฮโปคลอไรทใหปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิว

ทิเรต (PHB) เทากับ 147.60 ± 2.74 มิลลิกรัมตอลิตร จากนั้นไดทําการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมใน

การสกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตดวยวิธีไฮโปคลอไรท และกรดซัลฟูริกที่เหมาะสมในการวิเคราะห

พลาสติกชนิดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่ไดจากการผลิตของเชื้อแบคทีเรีย Alcaligenes latus ดังนี ้

คือ 

      3.2.1 อุณหภูมิที่เหมาะสมในการสกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตดวยวิธีไฮโปคลอไรท 

              จากการนําเซลลตัวอยางของเชื้อแบคทีเรีย Alcaligenes latus ซึ่งเลี้ยงในอาหารเลี้ยง

เชื้อดัดแปลงสูตร DSMZ catalogue และคณะ (1993) เปนเวลา 48 ชั่วโมง มาทําการสกัดดวยวิธี 

ไฮโปคลอไรทโดยการนําเซลลตัวอยางจากน้ําหมักปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาทําการเติมโซเดียม 

ไฮโปคลอไรทในอัตราสวนตอตัวอยาง 0.5: 1 บมที่อุณหภูมิ 30 และ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 

นาที จากนั้นปนเหวี่ยง 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที และลางตะกอนดวยไดเอทิลอีเทอรเย็น 

ปนเหวี่ยง 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที เพ่ือเก็บตะกอนไปทําการวิเคราะหปริมาณพอลิ 

ไฮดรอกซีอัลคาโนเอตโดยใชวิธีที่ดัดแปลงจาก Nabila และ Veena (2016) โดยนําตัวอยางที่สกัด 

ไดไปยอยดวยการเติมกรดซัลฟูริก 1 มิลลิลิตร และนําไปตมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

10 นาที ทิ้งไวใหเย็น วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 235 นาโนเมตร นําคาที่ไดเทียบกับกราฟมาตรฐาน โดย

ใชกรดโครโตนิกเปนสารมาตรฐาน ดังแสดงในตารางที่ 18 และภาพที่ 13 พบวา การสกัดดวยไฮโป
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คลอไรทโดยใชอุณหภูมิในการบมท่ี 30 องศาเซลเซียส ใหปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) สูง

กวาการบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยมีคาเทากับ 163.79 ± 3.05 และ 147.60 ± 2.74 

มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงเลือกใชอุณหภูมิการบมที่ 30 องศาเซลเซียสใน

การสกัดดวยวิธไีฮโปคลอไรทเพ่ือใชในการศึกษาหัวขอตอไป 

ตารางที่ 18  ปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) จากการสกัดตัวอยางดวยวิธีไฮโปคลอไรทที่

อุณหภูมิแตกตางกัน 

อุณหภูมิในการสกัด (องศาเซลเซียส) ปริมาณ PHB ในรูปของกรดโครโตนิก (มิลลิกรัมตอลิตร) 

30 163.79 ± 3.05 

37 147.60 ± 2.74 

 

 

ภาพที่ 13 ปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) จากการสกัดตัวอยางดวยวิธีไฮโปคลอไรทที่อุณหภูมิ

แตกตางกัน 
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3.2.2 เวลาที่เหมาะสมในการสกัดพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตดวยวิธีไฮโปคลอไรท 

             จากการนําเซลลตัวอยางของเชื้อแบคทีเรีย Alcaligenes latus ซึ่งเลี้ยงในอาหารเลี้ยง

เชื้อดัดแปลงสูตร DSMZ catalogue และคณะ (1993) เปนเวลา 48 ชั่วโมง มาทําการสกัดดวยวิธี 

ไฮโปคลอไรทโดยการนําเซลลตัวอยางจากน้ําหมักปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาทําการเติมโซเดียมไฮโป

คลอไรทในอัตราสวนตอตัวอยาง 0.5: 1 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ที่เวลาแตกตางกัน ดังนี้คือ 

5, 10, 20 และ 30 นาที จากนั้นปนเหวี่ยง 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที และลางตะกอน

ดวยไดเอทิลอีเทอรเย็น ปนเหวี่ยง 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที เพ่ือเก็บตะกอนไปทําการ

วิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตโดยใชวิธทีี่ดัดแปลงจาก Nabila และ Veena (2016) โดย

นําตัวอยางที่สกัดไดไปยอยดวยการเติมกรดซัลฟูริก 1 มิลลิลิตร และนําไปตมที่อุณหภูมิ 95 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ทิ้งไวใหเย็น วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 235 นาโนเมตร นําคาที่ไดเทียบกับ

กราฟมาตรฐานโดยใชกรดโครโตนิกเปนสารมาตรฐาน ดังแสดงในตารางที่ 19 และภาพที่ 14 พบวา 

การสกัดดวยวิธีไฮโปคลอไรทโดยใชเวลาในการบมที่ 20 นาที ใหปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต 

(PHB) สูงที่สุด รองลงมาคือที่เวลา 10, 5 และ 30 นาที โดยมีคาเทากับ 172.30 ± 3.03, 162.56 ± 

3.51, 138.79 ± 5.94 และ 119.39 ± 3.12 มิลลิกรัมตอลิตรตามลําดับ ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ 

Rawte และ Mavinkurve (2002) ที่มีการสกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากแบคทีเรีย Isolates 

12/BL ที่แยกไดจากน้ําทะเลโดยใชการสกัดดวยวิธีไฮโปคลอไรท ซึ่งบมที่เวลาแตกตางกันดังนี้คือ 5, 

10, 20, 40 และ 60 นาที พบวาปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตมีแนวโนมเพ่ิมมากขึ้นที่เวลา 5 ถึง 

20 นาที และมีแนวโนมลดลงที่เวลา 20 นาที ขึ้นไป 

ตารางที่ 19 ปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) จากการสกัดตัวอยางดวยวิธีไฮโปคลอไรทที่เวลา

แตกตางกัน 

เวลาที่ใชในการสกัด (นาที) ปริมาณ PHB ในรูปของกรดโครโตนิก (มิลลิกรัมตอลิตร) 

5 138.79 ± 5.94 

10 162.56 ± 3.51 

20 172.30 ± 3.03 

30 119.39 ± 3.12 
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ภาพที่ 14 ปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) จากการสกัดตัวอยางดวยวิธีไฮโปคลอไรทที่เวลา

แตกตางกัน 

      3.2.3 อัตราสวนกรดซัลฟูริกที่เหมาะสมในการวิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโน 

เอตจากตัวอยางที่ผานการสกัดดวยวิธีไฮโปคลอไรท 

         จากการนําเซลลตัวอยางของเชื้อแบคทีเรีย Alcaligenes latus ซึ่งเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ

ดัดแปลงสูตร DSMZ catalogue และคณะ (1993) เปนเวลา 48 ชั่วโมง มาทําการสกัดดวยวิธี 

ไฮโปคลอไรท โดยเลือกใชอุณหภูมิและเวลาในการบมที่ใหผลการสกัดดีท่ีสุดจากการศึกษาขางตนมา

ทําการวิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตโดยการเติมกรดซัลฟูริกเขมขนท่ีอัตราสวนตอ

ตัวอยางน้ําหมักที่แตกตางกันดังนี้ คือ 1:1, 2.5: 1, 5: 1, 7.5: 1 และ 10: 1 ดังแสดงในตารางท่ี 20 

และภาพที่ 15 พบวา การเติมกรดซัลฟูริกเขมขนที่อัตราสวน 1: 1 ใหคาปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิว

ทิเรต (PHB) ท่ีสูงที่สุด ซึ่งมีคาเทากับ 171.82 ± 3.34 รองลงมาคือที่อัตราสวน 2.5: 1 มีคาเทากับ 

57.37 ± 3.48 และอัตราสวนที่ใหคาปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) นอยที่สุดคือ 10: 1 ซึ่งมี

คาเทากับ 8.99 ± 0.34 มิลลิกรัมตอลิตร 
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ตารางที่ 20 ปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) จากการวิเคราะหตัวอยางที่ผานการสกัดดวยวิธ ี

ไฮโปคลอไรทโดยใชกรดซัลฟูริกที่อัตราสวนแตกตางกัน 

อัตราสวนกรดซัลฟูริกตอตัวอยาง ปริมาณ PHB ในรูปของกรดโครโตนิก (มิลลิกรัมตอลิตร) 

1: 1 171.82 ± 3.34 

2.5: 1 57.37 ± 3.48 

5: 1 25.27 ± 1.01 

7.5: 1 15.70 ± 0.90 

10: 1 8.99 ± 0.34 

 

 

ภาพที่ 15 ปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) ที่วัดไดจากการสกัดตัวอยางดวยวิธีไฮโปคลอไรทโดย

ใชอัตราสวนกรดซัลฟูริกตอตัวอยางที่แตกตางกันในการวิเคราะหหาปริมาณ 
 

       จากการศึกษา เมื่อนําตัวอยางที่ผานการสกัดดวยวิธีไฮโปคลอไรทมาทําการวิเคราะหปริมาณ 

พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตโดยใชกรดซัลฟูริกที่อัตราสวนตอตัวอยางแตกตางกันจะเห็นไดวาการใช

อัตราสวนที่เพิ่มมากขึ้นมีผลทําใหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่วัดไดลดลง และอัตราสวนที่ 
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1:1 เปนอัตราสวนที่เหมาะสมในการใชวิเคราะหตัวอยางที่ผานการสกัดดวยวิธีไฮโปคลอไรทเพื่อหา

ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต เนื่องจากใหคาปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) ที่วัดไดสูง

กวาการใชอัตราสวนอ่ืนๆ 

    3.3 การตรวจสอบปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของท้ัง 2 วิธี 

      จากการนําเซลลตัวอยางของเชื้อแบคทีเรีย Alcaligenes latus ซึ่งเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ

ดัดแปลงสูตร DSMZ catalogue และคณะ (1993) เปนเวลา 48 ชั่วโมง มาทําการตรวจสอบปริมาณ 

พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตโดยทําสกัดและวิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตดวยวิธี

คลอโรฟอรมและวิธีไฮโปคลอไรทโดยใชสภาวะในการสกัดและวิเคราะหที่เหมาะสมของแตละวิธีที่ได

จากการศึกษาขางตน พบวาการตรวจสอบปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากเซลลตัวอยางของ

เชื้อแบคทีเรีย Alcaligenes latus ดวยวิธีไฮโปคลอไรท ใหปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) ท่ี

สูงกวาการตรวจสอบดวยวิธีคลอโรฟอรม ดังแสดงในตารางที่ 21 ซึ่งมีความสอดคลองกับงานวิจัยของ 

Rawte และ Mavinkurve (2002) ที่ทําการสกัดดวยวิธีคลอโรฟอรมและวิธีไฮโปคลอไรทในแบคทีเรีย

ชนิดเดียวกัน พบวา การสกัดดวยไฮโปคลอไรทใหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่สูงกวาการสกัด

ดวยวิธีคลอโรฟอรม 

ตารางที่ 21  การตรวจสอบปริมาณพอลไิฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) ของวิธีคลอโรฟอรมและวิธีไฮโป

คลอไรท 

ปริมาณ PHB ในรูปของกรดโครโตนิก (มิลลิกรัมตอลิตร) 

วิธีคลอโรฟอรม วิธีไฮโปคลอไรท 

7.07 ± 0.15 171.82 ± 3.34 
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บทท่ี 3 

สรุปผลการวิจัย 

 

1.  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

     1.1 ผลของสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมสําหรับการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

    จากการเลี้ยงเชื้อในสูตรอาหารดัดแปลงสําหรับการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตทั้ง 3 

สูตร ไดแก สูตรที่ 1 เปนสูตรของ DSMZ catalogue และคณะ (1993) สูตรที่ 2 เปนสูตรดัดแปลง 

DSMZ catalogue และคณะ (1993) และสูตรที่ 3 เปนของ Park and Kim (2011) พบวาเชื้อ A. 

latus ทั้งสามสายพันธุผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุดในอาหารสูตรที่ 3 แตมีปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคา

โนเอตต่ํากวาเม่ือเลี้ยงในอาหารสูตรที่ 2 โดยเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II เม่ือเลี้ยงในสูตรอาหารที่ 

2 ที่ระยะเวลา 48 ชั่วโมง สามารถผลิตมวลเซลลแหง และมีปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได มีคา

เทากับ 1.87±0.10 และ 1.73±0.15 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 92.51 ของมวลเซลลแหง สวนในเชื้อ 

A. latus สายพันธุดั้งเดิม และสายพันธุ BOT I พบวา เมื่อเลี้ยงในสูตรอาหารที่ 2  สามารถผลิตมวล

เซลลแหงไดสูงสุด มีคาเทากับ 1.90±0.72 และ 1.83±0.09  กรัมตอลิตร มีปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัล

คาโนเอต เทากับ 1.55±0.37 และ 1.53±0.06 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 81.58 และ 94.55 ของ

มวลเซลลแหง ตามลําดับ เนื่องจากในอาหารสูตรที่ 2 เปนการดัดแปลงจากสูตรอาหารที่ 1 โดยเปลี่ยน

แหลงคารบอนจากน้ําตาลฟรุกโตสเปนน้ํามันถั่วเหลือง จึงทําใหมีปริมาณแหลงคารบอนสูงกวาใน

อาหารสูตรที่ 1 ท่ีใชน้ําตาลฟรุกโตสเปนแหลงคารบอน อีกทั้งในอาหารสูตรที่ 2 มีการใชทวีน 80 ซึ่ง

เปนสารลดแรงตึงผิวสงผลทําใหจุลินทรียไดรับสารอาหารไดดีมากขึ้น  และมีสารอาหารที่ตองการ

ปริมาณนอย (Micronutrients)  ครบถวน และสูงกวาในอาหารสูตรที่ 3 ที่มีสวนประกอบของ

สารอาหารนอยชนิดกวา จากการศึกษาครั้งนี้ไดปริมาณพอลิไฮดรอกซอัลคาโนเอตต่ํากวารายงานของ 

Park and Kim (2011) ไดทําการเลี้ยงเชื้อ Ralstonia eutropha ในการผลิตโคพอลิเมอร โดยใชน้ํา

ถั่วเหลืองเปนแหลงคารบอนทดแทน พบวาเมื่อใชน้ํามันถ่ัวเหลืองความเขมขน 20 กรัม สามารถผลิต

พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต และปริมาณพอลิไฮดรอกซอัลคาโนเอตไดสูงสุดเทากับ 8.30 และ 7.40 

กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 88 ของน้ําหนักมวลเซลลแหง ดังนั้นจะเห็นไดวาการเลี้ยงทั้งสามสายพันธุ

ในสูตรอาหารที่ 2 ที่มีน้ํามันความเขมขน 20 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอนเหมาะสมในการนํามาใช 

เนื่องจากเชื้อสามารถสะสมพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตภายในเซลลไดสูงที่สุด 
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           1.2  ผลการใชน้ํามันถั่วเหลืองเปนแหลงคารบอนทดแทนที่ความเขมขนตาง ๆ  

  จากจุดประสงคของการศึกษาเพื่อตองการใชสารอาหารราคาถูกมาเปนสารตั้งตนให

จุลินทรียนําไปใชในกระบวนการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตท่ีสามารถนําไปประยุกตใชในระดับ

อุตสาหกรรมได ดังนั้นในครั้งนี้ไดเลือกใชน้ํามันถั่วเหลืองมาเปนแหลงคารบอนทดแทน ทั้งนี้เนื่องจาก

น้ํามันถั่วเหลืองมีปริมาณคารบอนมากกวาน้ําตาลฟรุกโตส คาดวามีผลทําใหมีพลังงานในการเจริญ 

เติบโตและผลิตผลิตภัณฑไดมากกวาจากการเลีย้งเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดิม, BOT I และ BOT II 

ในสูตรอาหารที่ 2 ซึ่งใชน้ํามันถั่วเหลืองเปนแหลงคารบอนทดแทน โดยทําการปรับความเขมขนของ

น้ํามันถั่วเหลืองเปน 10, 20, 40 และ 60 กรัมตอลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ และเติม tween 80 ปริมาตร 

1 มิลลิลิตร โดยเปรยีบเทียบกับอาหารชุดควบคุมที่มีน้ําตาลฟรุกโตสความเขมขน 20 กรัมตอลิตร เปน

แหลงคารบอน พบวาเชื้อ A. latus ทั้งสามสายพันธุ มีการเจริญในอาหารที่มีความเขมขนน้ํามันถั่ว

เหลือง  40 กรัมตอลิตรสูงกวาชุดควบคุม โดยมีการเจริญอยางรวดเร็วหลังจากเลี้ยงเชื้อเปนระยะเวลา  

6 ชั่วโมง และมีการเจริญสูงสุดที่ 48 ชั่วโมง ในทุกชุดการทดลอง 

             จากการศกึษา เชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ที่เลี้ยงในสูตรอาหารดัดแปลง พบวาที่ความ

เขมขนของน้ํามันถั่วเหลือง 40 กรัมตอลิตร สามารถผลิตมวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัล

คาโนเอตไดสูงสุดเทากับ 2.53±0.06 และ 1.93±0.06 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 76.28 ของมวล

เซลลแหง และพบวาที่ความเขมขนน้ํามันถั่วเหลือง 60 กรัมตอลิตร สามารถผลิตมวลเซลลแหง และ

ปริมาณผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดรองลงมา มีคาเทากับ 1.85±0.21 และ 1.70±0.10 กรัมตอ

ลิตร ตามลําดับ ซึ่งนอยกวาความเขมขนน้ํามันถ่ัวเหลือง 40 กรัมตอลิตร เนื่องจากความเขมขนของ

น้ํามันถั่วเหลืองที่มากเกินไปอาจสงผลใหไปยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ทําใหสามารถผลิตพอ

ลิไฮดรอกซีอัลาโนเอตไดนอยลง ดังนั้นความเขมขนน้ํามันถั่วเหลือง 40 กรัมตอลิตร เปนความเขมขนที่

เหมาะสมในการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต  สวนในเชือ้ A. latus สายพันธุดั้งเดิม และสายพันธุ 

BOT I พบวาที่ความเขมขนของน้ํามันถั่วเหลือง 40 กรัมตอลติร ผลิตมวลเซลลแหงสูงสุดเทากับ 

2.00±0.06 และ 2.27±0.07 กรัมตอลิตร และมีปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดสูงสุดเทากับ 

1.40±0.10 และ 1.47±0.06 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 70.00 และ 65.33 ของมวลเซลลแหง 

ตามลําดับ โดยการศึกษาในครั้งนี้มีคาตํ่ากวาการศึกษาของ Park and Kim (2011) รายงานวาการ

เลี้ยงเชื้อ Ralstonia  eutropha ในการผลิตโคพอลิเมอรที่ใชน้ํามันถั่วเหลืองความเขมขน 20 กรัมตอ

ลิตร พบวาสามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุด เทากับ 8.3 กรัมตอลิตร และมีปริมาณโคพอลิเมอร 

เทากับ 7.4 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 88 ของน้ําหนักมวลเซลลแหง 

     1.3 ผลของแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโน

เอต 
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      ในการศึกษาแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตพอ

ลิไฮดรอกซีอัลคาโนของเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดิม, BOT I และ BOT II โดยเลี้ยงในสูตรอาหาร

ดัดแปลง DSMZ catalogue โดยทําการปรับแหลงคารบอนและไนโตรเจนเปนท้ังหมด 3 ชุด 

เปรียบเทียบกับชุดควบคุม พบวาเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ท่ีเลี้ยงในสูตรอาหารดัดแปลงชุดที่ 3 

มีการเจริญสูงสุด ซึ่งมีน้ํามันถั่วเหลืองความเขมขน 40 กรัมตอลิตร และผงชูรส 0.5 กรัมตอลิตร 

สามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุด 3.47±0.15 กรัมตอลิตร และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได

สูงสุด 2.63±0.06 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 75.79 ของมวลเซลลแหง และเมื่อเปรียบเทียบกับชุด

ควบคุม พบวามีคาสูงกวา สวนเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดิม และ BOT I พบวาเมื่อเลี้ยงในอาหาร

ดัดแปลงชุดที่ 3 เชนเดียวกัน สามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดสูงสุด เทากับ 1.40±0.20 และ 

2.53±0.06 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 84.34 และ 75.07 ตามลําดับ จากการใชผงชูรสเปนแหลง

ไนโตรเจนแทนการใชแอมโมเนียมคลอไรด สงผลทําใหไดปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตเพ่ิมสูงขึ้น 

เนื่องจากในแอมโนเนียมคลอไรดเปนอนินทรียไนโตรเจน สวนในผงชูรสจะประกอบไปดวยกรดอะมิโน

ตาง ๆ ซึ่งโดยทั่วไปจุลินทรียจะเจริญในอาหารที่มีอินทรียไนโตรเจนไดเร็วกวาอนินทรียไนโตรเจน โดย

การศกึษาครั้งนี้มีความสอดคลองกับรายงานของ Quillaguamán et al. (2008) ไดทําการศึกษาการ

เลี้ยงเชื้อ Halomonas Boliviensis ในการเลี้ยงแบบเติมกะ โดยใชผงชูรสความเขมขน 2 กรัมตอลิตร 

เปนแหลงไนโตรเจน สามารถผลิตมวลเซลลแหงสูงสุด เทากับ 44 กรัมตอลิตร และไดปริมาณพอลิไฮด

รอกซีอัลคาโนเอตรอยละ 81 ของน้ําหนักมวลเซลลแหง และพบวามีปริมาณพลาสติกชีวภาพต่ํากวา

รายงานสุพัฒน ชมใจ และรสมันต จงเจริญ (2555) ไดทําการศึกษาอิทธิพลของแหลงคารบอนและ

ไนโตรเจนตอการเติบโตและการผลิตพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรตของ Alcaligenes latus ATCC 29714 

เมื่อใชเด็กซโตรสและผงชูรสเปนแหลงคารบอนและไนโตรเจน โดยมีอัตรา C:N เทากับ 20:2 สามารถ

ผลิตมวลเซลลแหง และปริมาณพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทีเรต ไดเทากับ 4.86 และ 3.92 กรัมตอลิตร คดิ

เปนรอยละ 80.60 ของน้ําหนักมวลเซลลแหง  

    1.4 ผลของความเขมขนของผงชูรสที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

            จากการศกึษาความเขมขนผงชูรสที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคา

โนเอต ของเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดิม, BOT I และ BOT II โดยเลี้ยงในสูตรอาหารดัดแปลง DSMZ 

catalogue โดยทําการปรับความเขมขนของผงชูรส (ตราถวยแดง) เริ่มตนเทากับ  0.5, 2, 4 และ 6 

กรัมตอลิตร รวมกับน้ํามันถั่วเหลืองความเขมขน 40 กรัมตอลิตร เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีความ

เขมขนผงชูรสเทากับ 0.5 กรัมตอลิตร รวมกับน้ํามันถ่ัวเหลืองความเขมขน 40 กรัมตอลิตร จากนั้นทํา

การเติม tween 80 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ทุกชุดการทดลอง พบวาเชื้อ A. latus ทั้งสามสายพันธุ มี

อัตราการเจริญสูงสุดในอาหารที่มีความเขมขนของผงชูรส 2 กรัมตอลิตร โดยพบวาเชื้อ A. latus สาย
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พันธุ BOT II ท่ีเลี้ยงในสูตรอาหารดัดแปลงมีความเขมขนของผงชูรสเทากับ 2 กรัมตอลิตร สามารถ

ผลิตมวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดสูงสุด เทากับ 4.53±0.32 และ 3.10 

±0.06 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 68.43 ของมวลเซลลแหง ซึ่งมีคามวลเซลลแหง และปริมาณพอ

ลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงกวาชุดควบคุม สวนในเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดิม และ BOT I พบวาใน

สูตรอาหารดัดแปลงมีความเขมขนของผงชูรสเทากับ 2 กรัมตอลิตร ผลิตมวลเซลลแหง  2.37±0.06 

และ 2.83±0.25 และมีปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต เทากับ 1.87±0.16 และ 2.53± 0.25 คิด

เปนรอยละ 78.90 และ 89.40 ตามลําดับ การใชผงชูรสเปนแหลงไนโตรเจน สงผลใหจุลินทรยีสามารถ

เจริญเติบโตไดดีข้ึนเมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีความเขมขนผงชูรสท่ีเหมาะสม เนื่องจากผงชูรสยังมีสารอ่ืน 

ๆ เชน กรดอะมิโนชนิดตาง ๆ จากการศึกษาในครั้งนี้ พบวามีปริมาณพลาสติกชีวภาพต่ํากวารายงาน

ของสุพัฒน  ชมใจ และรสมันต  จงเจริญ (2555) ไดศึกษาอิทธิพลของแหลงคารบอนและไนโตรเจนตอ

การเติบโตและการผลิตพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตของ Alcaligenes latus ATCC 29714 โดยใชเด็กซโต

รสเปนแหลงคารบอนในอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ  20:2, 20:4, 20:6, 20:8 และ 

20:10 พบวาการใชผงชูรสเปนแหลงไนโตรเจนที่อัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 20:2 

สามารถผลิตมวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรต เทากับ 4.86 และ 3.92 กรัมตอลิตร 

ตามลําดับ คิดเปนรอยละ 80.60 ของน้ําหนักมวลเซลลแหง และพบวามีคาพลาสติกชีวภาพสูงกวา

รายงานของขวัญจันทร แกวจันทร (2554) ไดทําการศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนตาง ๆ ไดแก 

แอมโมเนียมซัลเฟต แอมโมเนียมคลอไรด แอมโมเนียมไนเตรท แอมโมเนียมอะซิเตรท และยูเรียความ

เขมขน 1.4 กรัมตอลิตร เปนแหลงไนโตรเจนทดแทน พบวาการใชไฮโดรไลเซทของกากมันสําปะหลัง

รอยละ 50 รวมกับแอมโมเนียมไนเตรทความเขมขน 1.4 กรัมตอลิตร ไดปริมาณพลาสติกชีวภาพ 

เทากับ 2.08 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 39.61 ของน้ําหนักมวลเซลลแหง 

    1.5 ผลของการอัตราสวนแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรสที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัล

คาโนเอต 

           ในการศกึษาความเขมขนผงชูรสท่ีเหมาะสมตอการเจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโน

ของเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดิม BOT I และ BOT II  โดยเลี้ยงในสูตรอาหารดัดแปลง DSMZ 

catalogue โดยทําการปรับอัตราสวนความเขมขนของแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรสเทากับ  0.5:2, 

0.25:2, 0.10:2, 0.5:1, 0.5:0.5 กรัมตอลิตร รวมกับน้ํามันถั่วเหลืองความเขมขน 40 กรัมตอลิตร 

เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่แอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรสเทากับ  0.5:2 กรัมตอลิตร รวมกับน้ํามันถั่ว

เหลืองความเขมขน 40 กรัมตอลิตร จากนั้นทําการเติม tween 80 ปริมาตร 1 มิลลิลติร ทุกชุดการ

ทดลอง พบวาเชื้อ A. latus ทั้งสามสายพันธุ มีอัตราการเจริญอยางรวดเร็วในชั่วโมงที่ 6-12 และเจริญ

สูงสุดในชั่วโมงที่ 48 ในทุกชุดการทดลอง โดยในอาหารชุดท่ีมีแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรสเทากับ  
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0.25:2 กรัมตอลิตร มีการเจริญสูงสุด รองลงมา คือ ความเขมขนของแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรส

เทากับ  0.5:0.5, 0.10:2, 0.5:1 และ 0.25:2 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 

             จากการเปลี่ยนแปลงสูตรอาหารที่ใชในการเลี้ยงเชื้อ A. latus ทั้งสามสายพันธุ ในอาหาร

ที่มีการทดแทนแหลงไนโตรเจนโดยการใชแอมโนเนียมคลอไรดตอผงชูรส พบวาเชื้อ  A. latus สาย

พันธุ BOT II ที่เลี้ยงในสูตรอาหารดัดแปลงที่มีแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรสเทากับ 0.25:2 กรัมตอ

ลิตร สามารถผลิตมวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดสูงสุด เทากับ 5.90±0.20 

และ 4.10±0.10 กรัมตอลิตร ตามลําดับ คิดเปนรอยละ 69.49 ซึ่งมีคาสูงกวาชุดควบคุม สวนเชื้อ A. 

latus ดั้งเดิมและสายพันธุ BOT I ที่เลี้ยงในสูตรอาหารดัดแปลงท่ีมีแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรส

อัตราสวน 0.25:2 มีมวลเซลลแหง 4.03± 0.26  และ 4.60±0.26 กรัมตอลิตร สวนปริมาณพอลิไฮด

รอกซีอัลคาโนเอต มีคาเทากับ 2.97±0.15 และ 2.43±0.15 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 73.70 และ 

52.83 ตามลําดับ ดังนั้นจะเห็นไดวาการเลี้ยงท้ังสามสายพันธุในสูตรอาหารที่มีแอมโมเนียมคลอไรด

ตอผงชูรสเทากับ 0.25:2 กรัมตอลิตร เปนแหลงไนโตรเจนมีความเหมาะสมในการนํามาใชงาน เนื่อง 

จากเชื้อสามารถผลิตมวลเซลลแหงและปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดสูง โดยการศึกษาในครั้งนี้

มีคาพลาสติกชีวภาพต่ํากวารายงานของจารุวรรณ ศรีเส็ง และคณะ  (2557) ไดทําการเลี้ยงเชื้อ A. 

latus สายพันธุกลายพันธุ โดยใชกากน้ําตาลความเขมขน 30 กรัมตอลิตร รวมกับแอมโมเนียมคลอไรด

ความเขมขน 0.5 กรัมตอลิตร สามารถผลิตมวลเซลลแหง เทากับ 7.85 กรัมตอลิตร และปริมาณพอ

ลิเบตาไอดรอกซีบิวทีเรต เทากับ 6.15 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 78.34 ของมวลเซลลแหง 

2.  ผลการเติมสารตั้งตนเพื่อกอใหเกิดการสรางโคพอลิเมอร 

     2.1 ผลของสารตั้งตนเพื่อเพิ่มความสามารถในการสรางโคพอลิเมอร 

          จากการเลี้ยงเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีประสิทธิภาพตอการ

เจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดจากขอการศึกษาท่ี 1 โดยเลี้ยงดวยสูตรอาหาร

ดัดแปลงจาก DSMZ catalogue ที่มีน้ํามันถั่วเหลืองความเขมขน 40 กรัมตอลิตร มีอัตราสวนความ

เขมขนของแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรสเทากับ 0.25:2 และทําการเติม tween 80 ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร ทุกชุดการทดลอง จากนั้นทําการเติมชนิดของสารตั้งตน 3 ชนิด คือ แกมมา-บิวทาโรแลกโตน 

ปริมาณ 5 กรัมตอลิตร (Park and Kim, 2011), 1,4-บิวเทนไดออล ปริมาณรอยละ 25 (โดยน้ําหนัก

ตอปริมาตร) ของแหลงคารบอน (Chanprateep et al., 2010) และกรดวาเลอริก ปริมาณ 5 กรัมตอ

ลิตร (Chanprateep & Kulpreecha, 2006) พบวาเชื้อ A. latus สายพันธุ BOI II ที่เลี้ยงในอาหารที่

มีสารกระตุน 1,4-บิวเทนไดออล มีการเจริญสูงสุด โดยมีอัตราการเจริญอยางรวดเร็วในชั่วโมงที่ 6-12 

และอัตราการเจริญสูงสุดชั่วโมงท่ี 24 และลดลงหลังจากเลี้ยงเชื้อไป 24 ชั่วโมง และการเจริญเพ่ิมขึ้น
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หลังจากชั่วโมงที่ 48 ในทุกชุดการทดลอง โดยพบวาเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ที่เลี้ยงในสูตร

อาหารดัดแปลงที่เติม 1,4-บิวเทนไดออล สามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุด 7.30±0.20 กรัมตอลิตร 

และพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดเทากับ 6.00±0.10 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 82.19 รองลงมา คือ 

แกมมา-บิวทาโรแลกโตน และกรดวาเลอริก โดยสามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุด 5.63±0.15 และ 

4.20±0.20 กรัมตอลิตร ตามลําดับ และมีปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต เทากับ 4.50±0.20  

2.90±0.10 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 79.93 และ 69.05 ตามลําดับ จากการศึกษาในครั้งนี้มีความ

สอดคลองกับงานวิจัยของ Chanprateep et al. (2010) ในการเลี้ยงเชื้อ Cupriavidus necator สาย

พันธุ A-04 แบบเติมกะ (Fed-Batch Culture) โดยใชฟรุคโตสเปนแหลงคารบอนรวมกับ 1,4-บิวเทน

ไดออล ความเขมขนรอยละ 50 พบวาสามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุด เทากับ 112 กรัมตอลิตร 

และมีปริมาณ P(3HB-co-4HB) เทากับ 73 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 65 ของน้ําหนักเซลลแหง และ

มีคาพลาสติกชีวภาพรายงานตํ่ากวาของ Norhafini et al. (2017) ไดทําการเลี้ยงเชื้อ Cupriavidus 

sp. ในการผลิต Poly(3-hydroxybutyrate-co-4-hydroxybutyrate) โดยการเติม 1,6-เฮกซานีไดออ

ลรอยละ 0.1 (โดยน้ําหนักตอปริมาตร) รวมกับ 1,4-บิวเทนไดออลรอยละ 0.5 (โดยน้ําหนักตอ

ปริมาตร) พบวาสามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุด เทากับ 9.3 กรัมตอลิตร และมีปริมาณพอลิไฮด

รอกซีอัลาโนเอต เทากับ 7.6 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 82 ของน้ําหนักเซลลแหง  

      2.2 การศึกษาน้ํามันชนิดตาง ๆ เปนแหลงคารบอนรวมกับสารตั้งตนเพื่อการสรางโคพอลิ

เมอร 

          จากการศึกษาการน้ํามันชนิดตาง ๆ รวมกับสารตั้งตน คือ 1,4-บิวเทนไดออล เพ่ือเลี้ยงเชื้อ 

A. latus สายพันธุ BOT II ที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต โดยใชใน

สูตรอาหารที่ไดจากขอการศึกษาที่ 1 โดยเปรียบเทียบน้ํามันชนิดตาง ๆ คือ น้ํามันถั่วเหลือง น้ํามัน

ปาลม น้ํามันขาวโพด น้ํามันทานตะวัน และน้ํามันรําขาวเปนแหลงคารบอน พบวา เชื้อ A. latus สาย

พันธุ BOT II มีการเจริญสูงสุดในชั่วโมงที่ 24 จากนั้นการเจริญลดลงหลังจากเลี้ยงเชื้อไป 24 ชั่วโมง 

และเริ่มคงท่ีในทุกชุดการทดลอง โดยพบวาเชื้อสายพันธุ BOT II ที่เลี้ยงในสูตรอาหารดัดแปลงที่มี

น้ํามันรําขาวเปนแหลงคารบอน สามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุด เทากับ 7.67±0.15 กรัมตอลิตร 

รองลงมา คือ น้ํามันทานตะวัน น้ํามันถั่วเหลือง น้ํามันขาวโพด และน้ํามันปาลม ไดเทากับ 7.40±0.25, 

7.00±0.61,  6.97±0.40 และ 6.63±0.40 กรัมตอลิตร ตามลําดับ สวน  การผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคา

โนเอต พบวา น้ํามันขาวโพดสามารถผลิตปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดสูงสุด 6.13±0.15 กรัม

ตอลิตร คิดเปนรอยละ 87.85 รองลงมา คือ น้ํามันถั่วเหลือง น้ํามันปาลม น้ํามันทานตะวัน และน้ํามัน

ขาวโพด คดิเปนรอยละ 79.00, 79.49, 68.92 และ 65.58 ตามลําดับ จากการใชน้ํามันปาลมเปนแหลง

คารบอน พบวาเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II สามารถผลิตมวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอก
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ซีอัลคาโนเอต มีความใกลเคียงกับน้ํามันขาวโพด ไดเทากับ 6.63±0.40 และ 5.27±0.40 กรัมตอลิตร 

ซึ่งเมื่อคิดในดานเศรษฐศาสตรการหมัก พบวาน้ํามันปาลม มีราคาตอหนวยถูกกวาน้ํามันขาวโพด ซึ่ง

จากรายงานของ Park and Kim (2011) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต poly(3-hydroxy 

butyrate-co-4-hydroxybutyrate) ของเชื้อ Ralstonia eutropha KCTC2662 ใชน้ํามันถั่วเหลือง

ความเขมขนเทากับ 20 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอนรวมกับการใช γ-butyrolactone ความเขมขน 

5 และ 10 กรัมตอลิตร ทําการเลี้ยงแบบเบ็ดเสร็จ (batch culture) พบวาการใช γ-butyrolactone 

ความเขมขน 5 กรัมตอลิตร สามารถผลิตโคพอลิเมอร P(3HB-co-4HB) ไดน้ําหนักเซลลแหง 10-12 

กรัมตอลิตร และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตรอยละ 80-83  

      2.3 การใชน้ํามันปาลมรวมกับสารตั้งตนชนิด 1,4-บิวเทนไดออลที่ความเขมขนแตกตางกัน 

           จากจุดประสงคของการศึกษาที่ตองการใชสารอาหารราคาถูก ในการศึกษานี้จึงไดทําการ

เลือกน้ํามันปาลมเปนแหลงคารบอน เนื่องน้ํามันปาลมหาไดงายและมีราคาถูก จากนั้นทําการเลี้ยงเชื้อ 

A. latus สายพันธุ BOT II ในสูตรอาหารที่ไดจากขอการศึกษาที่ 1 เพื่อเปรยีบเทียบน้ํามันปาลม

รวมกับสารกระตุนชนิด 1,4-บิวเทนไดออลที่ระดับความเขมขนแตกตางกัน คือ รอยละ 15, 25, 50 

และ 75 (โดยน้ําหนักตอปริมาตร) ของแหลงคารบอน พบวา เชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II มีการ

เจริญสูงสุดในชั่วโมงที่ 24 จากนั้นการเจริญลดลงหลังจากเลี้ยงเชื้อไป 24 ชั่วโมง และเริ่มคงท่ีในทุกชุด

การทดลอง โดยในอาหารที่มีสารกระตุนชนิด 1,4-บิวเทนไดออลท่ีระดับความเขมขนรอยละ 50 มี

อัตราการเจริญสูงสุด รองลงมา คือ รอยละ 75, 25 และ 15 ตามลําดับ โดย พบวาเชื้อ A. latus BOT 

II ท่ีเลี้ยงในสูตรอาหารดัดแปลงที่มีน้ํามันปาลมเปนแหลงคารบอนรวมกับสารกระตุนชนิด 1,4-บิวเทน

ไดออลที่ความเขมขนรอยละ 50 สามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุดเทากับ 7.10±0.20 กรัมตอลิตร 

รองลงมา คือ ความเขมขนรอยละ 75, 25 และ 15 ไดเทากับ 6.80±0.10, 6.70±0.50 และ 6.40±0.36 

กรัมตอลิตร ตามลําดับ สวนพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตพบวาที่ความเขมขนรอยละ 50 สามารถผลิต

ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดสูงสุดเทากับ 5.63±0.15 กรัมตอลิตร คดิเปนรอยละ 79.30 

รองลงมา คือ ความเขมขนรอยละ 75, 25 และ 15 คิดเปนรอยละ 81.91, 82.54 และ 83.28 

ตามลําดับ เชนเดียวกับรายงานงานวิจัยของ Chanprateep et al. (2010) ในการเลี้ยงเชื้อ 

Cupriavidus necator สายพันธุ A-04 แบบเติมกะ (Fed-Batch Culture) โดยใชฟรุคโตสเปนแหลง

คารบอนรวมกับ 1,4-บิวเทนไดออล ความเขมขนรอยละ 50 พบวาสามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุด 

เทากับ 112 กรัมตอลิตร และมีปริมาณ P(3HB-co-4HB) เทากับ 73 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 65 

ของน้ําหนักเซลลแหง และสอดคลองกับรายงานของ Rao, Sridhar, & Sehgal (2010) ไดทําการศึกษา

การเลี้ยงเชื้อ Cupriavidus necator โดยใชน้ํามันปาลมที่ผานการใชความเขมขนรอยละ 20 เปน

แหลงคารบอนรวมกับการใช 1,4-บิวเทนไดออลในการผลิตโคพอลิเมอร โดยเลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่
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อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใตสภาวะไนโตรเจนจํากัด พบวาในชั่วโมงท่ี 144 สามารถผลิตพอ

ลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดสูงสุดถึงรอยละ 81 และคาสัมประสิทธิ์ผลไดของพอลิเมอรไดอยูระหวาง

รอยละ 70 และ 81 ของน้ําหนักเซลลแหง 

       2.4 การศึกษาแหลงคารบอนประเภทน้ําตาลที่เหมาะสมรวมกับสารตั้งตนในการผลิตโคพอลิ

เมอร 

          ทําการเลี้ยงเชื้อ A. latus BOT II ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีประสิทธิภาพตอการเจริญและการ

ผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดจากสวนท่ี 1 โดยปรับแหลงคารบอนเปนเด็กซโตรส น้ําตาลท่ีผาน

การยอย และน้ําตาลฟรุคโตสความเขมขน 20 และ 40 กรัมตอลิตร รวมกับการใชสารโพรพิโอนิค

และอะซิเตทความเขมขน 30 กรัมตอลิตร โดยอะซิเตทและโพรพิโอนิคมีปริมาณ 28.75 และ 1.25 

กรัมตอลิตร ตามลําดับ พบวาเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II มีการเจริญอยางรวดเร็วหลังจากเลี้ยงเชื้อ

เปนระยะเวลา 6-36 ชั่วโมง และมีอัตราการเจริญสูงสุดที่ 48 ชั่วโมง โดยการเลี้ยงในอาหารท่ีมีเด็กซโต

รสความเขมขน 20 กรัมตอลิตร มีการเจริญดีที่สุด รองลงมา คือ  เด็กซโตรสความเขมขน 40 กรัมตอ

ลิตร น้ําตาลผานการยอยความเขมขน 20 กรัมตอลิตร น้ําตาลผานการยอยความเขมขน 40 กรัมตอ

ลิตร ฟรุตโตสความเขมขน 20 กรัมตอลิตร และความเขมขน 40 กรัมตอลิตร ตามลําดับ โดยเชื้อ A. 

latus BOT II ที่เลี้ยงในน้ําตาลเด็กซโตรสความเขมขน 20 กรัมตอลิตรในชั่วโมงที่ 24 สามารถผลิตมวล

เซลลแหงไดสูงสุด 7.10±0.00 กรัมตอลิตร รองลงมา คือ เลี้ยงดวยน้ําตาลฟรุคโตสความเขมขน 40 

กรัมตอลิตร น้ําตาลเด็กซโตรสความเขมขน 40 กรัมตอลิตร น้ําตาลฟรุคโตสความเขมขน 20 กรัมตอ

ลิตร น้ําตาลผานการยอยความเขมขน 20 กรัมตอลิตร และน้ําตาลผานการยอยความเขมขน 40 กรัม

ตอลิตร ไดเทากับ 6.47±0.51, 6.33±0.65, 6.07±0.21, 5.80±0.26 และ 5.35±0.21 กรัมตอลิตร 

ตามลําดับ สวนการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต พบวาการเลี้ยงดวยน้ําตาลเด็กซโตรสความเขมขน 

20 กรัมตอลิตร สามารถผลิตปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดสูงสุดเทากับ 5.80±0.10 กรัมตอ

ลิตร คดิเปนรอยละ 81.69 รองลงมา คือ น้ําตาลฟรุคโตสความเขมขน 40 กรัมตอลิตร น้ําตาลเด็กซโต

รสความเขมขน 40 กรัมตอลิตร น้ําตาลฟรุคโตสความเขมขน 20 กรัมตอลิตร น้ําตาลผานการยอย

ความเขมขน 40 กรัมตอลิตร และน้ําตาลผานการยอยความเขมขน 20 กรัมตอลิตร คดิเปนรอยละ 

83.93, 81.04, 83.52, 82.24 และ 72.41 ตามลําดับ ซึ่งสอดคลองกับรายงานของอรลดา สวาฤทธิ ์

และคณะ (2559) ไดทําการศึกษาความเขมขนของอะซิเตทและพิโอเนตเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการ

ผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต พบวาการใชกลูโคสความเขมขน 20 กรัมตอลิตรรวมกับอะซิเตทและพิ

โอเนตความเขมขน 30 กรัมตอลิตร ที่ระยะเวลาการเลี้ยง 24 ชั่วโมง ของเชื้อ A. latus ใหคาน้ําหนัก
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มวลเซลลแหงสุดสูง เทากับ 10.17 กรัมตอลิตร และมีปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดเทากับ 

9.14 คิดเปนรอยละ 89.87 ตอน้ําหนักมวลเซลลแหง และจากการศึกษาของ Reddy et al. (2016) ได

ทําการศึกษาความสามารถในการผลิตพลาสติกชีวภาพของจุลินทรีย Hydrogenophaga palleronii 

ในการผลิต poly-3-hydroxybutyrate (P3HB) และ poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxy 

valerate) P(3HB-co-3HV) โดยใชน้ําเสียสังเคราะหรวมกับความเขมขนของอะซิเตทและโพพิโอเนตท่ี 

20 30 และ 40 กรัมตอลิตร พบวาความเขมขนของแหลงคารบอนอะซิเตทและโพพิโอเนตท่ี 20 กรัม

ตอลิตร สามารถผลิตพลาสติกชีวภาพสูงที่สุดรอยละ 63 

3. การศึกษาวิธีการสกัดและการวิเคราะหพอลิไฮดรอกซอีลัคาโนเอตของเชื้อ Alcaligenes latus 

BOT II 

      3.1 การสกัดตัวอยางดวยวิธีคลอโรฟอรม พบวา วิธีคลอโรฟอรมสามารถใหปริมาณพอลิไฮ 

ดรอกซีบิวทิเรต (PHB) เทากับ 1.77 ± 0.08 มิลลิกรัมตอลิตร และพบวาการใชอัตราสวนคลอโรฟอรม

ตอตัวอยางที่ 2: 1 ในการสกัดใหปริมาณพอลิไฮดรอกซบีิวทิเรต (PHB) ไดสูงสุด โดยมีคาเทากับ 2.76 

± 0.06 มิลลิกรัมตอลิตร สวนการวิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในตัวอยางที่ผานการ

สกัดดวยวิธีคลอโรฟอรมโดยการใชอัตราสวนคลอโรฟอรมตอตัวอยางที่ 2: 1 พบวา การใชกรดซัลฟูริก

ที่อัตราสวนตอตัวอยาง 2.5: 1 ในการวิเคราะหสามารถใหคาปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) 

สูงสุดโดยมีคาเทากับ 7.07 ± 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร 

      3.2  การสกัดตัวอยางดวยวิธีไฮโปคลอไรท พบวา วิธีไฮโปคลอไรทสามารถใหปริมาณพอ

ลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) เทากับ 147.60 ± 2.74 มิลลิกรัมตอลิตร ซึ่งจากการศึกษาอุณหภูมิในการ

สกัดที่เหมาะสมพบวา ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใหปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB)  โดยมี

คาเทากับ 163.79 ± 3.05 มิลลิกรัมตอลิตร และจากการศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการสกัดพบวา ที่

เวลา 20 นาที ใหปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) สูงสุด โดยมีคาเทากับ 172.30 ± 3.03 

มิลลิกรัมตอลิตร  ในการวิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในตัวอยางที่ผานการสกัดดวย

วิธีไฮโปคลอไรทโดยใชอุณหภูมิในการสกัดท่ี 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที พบวา การใช

กรดซัลฟูริกที่อัตราสวนตอตัวอยาง 1: 1 ในการวิเคราะห สามารถใหคาปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต 

(PHB) สูงสุด โดยมคีาเทากับ 171.82 ± 3.34 

        3.3 จากการตรวจสอบปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตดวยการใชวิธีคลอโรฟอรมและวิธี 

ไฮโปคลอไรทในการสกัด โดยใชสภาวะในการสกัดและวิเคราะหที่เหมาะสมของแตละวิธี พบวา การ
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ตรวจสอบปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตโดยทําการสกัดตัวอยางและวิเคราะหปริมาณพอลิไฮ 

ดรอกซีอัลคาโนเอตดวยวิธีไฮโปคลอไรท สามารถใหคาปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) สูงกวา

การสกัดและวิเคราะหดวยวิธีคลอโรฟอรม ซึ่งมีคาเทากับ 171.82 ± 3.34 และ 7.07 ± 0.015 

มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ โดยวัดในรูปของกรดโครโตนิก 
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ภาคผนวก ก 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 

1. องคประกอบอาหารดัดแปลงสูตร DSMZ Catalogue และคณะ (1993) 

 Glucose     20  กรัมตอลิตร 

 NH4Cl      0.5 กรัมตอลิตร 

 KH2PO4      2.3 กรัมตอลิตร 

 Na2HPO4     2.3 กรัมตอลิตร 

 MgSO4•7H2O    0.5 กรัมตอลิตร 

 NaHCO3     0.5 กรัมตอลิตร 

 CaCl2      0.01 กรัมตอลิตร 

 Ferric citrate    0.5   กรัมตอลิตร 

 Trace element    5 มิลลิลิตรตอลิตร 

     สวนประกอบ Trace elements 

 ZnSO4•7H2O    0.01 กรัมตอลิตร 

 MnCl2•4H2O    0.003 กรัมตอลิตร 

 H3BO4      0.003 กรัมตอลิตร 

 CoCl2•7H2O    0.02 กรัมตอลิตร 

 CuCl2•2H2O    0.001 กรัมตอลิตร 

 NiCl2•6H2O     0.002 กรัมตอลิตร 

 Na2MoO4•2H2O    0.003 กรัมตอลิตร 

2. องคประกอบอาหาร Nutrient broth (NB) 

 Peptone       10  กรัมตอลิตร 

 Yeast extract       5  กรัมตอลิตร 

 NaCl        5   กรัมตอลิตร 
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมสารและการวิเคราะห 

 

1.  การเตรียมสารละลายสําหรับการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวิธี DNS (Miller, 1995) 

 1.1  การเตรียมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิซาลิก (dinitrosalicylid acid, DNS)  

 ชั่ ง  DNS (3,5 dinitrosalicylid acid) 10 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 250 มิลลิลิตร เติม

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด 16 กรัมละลายใน 200 มิลลิลิตร) ทีละนอย 

คนใหเขากันจนสารละลายใสโดยใหความรอน จากนั้นเติมโซเดียมโพแทสเซียมทารเทรท (Na-K 

tartrate) 300 กรัม ตามลําดับ รอใหเย็นแลวปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร เก็บไวที่ขวดสีชาที่

อุณหภูมิหองทิ้งไวขามคืนกอนใชงาน 

 1.2  การเตรียมกราฟมาตรฐานของสารละลายกลูโคส 

 เตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคสที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยละลาย

กลูโคส 1 กรัม ในน้ํากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร เจือจางสารละลายกลูโคสใหไดความเขมขน ดังนี ้

หลอดที่ 1 ความเขมขนของกลูโคส 

(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

น้ํากลั่น 

(ไมโครลิตร) 

สารละลายกลูโคส 

(ไมโครลิตร) 

1 0 500 0 

2 0.05 475 25 

3 1.0 450 5 

4 1.5 425 75 

5 2.0 400 100 

6 3.0 350 150 

 จากนั้นนําหลอดทดลองทั้ง 6 หลอด มาเติม DNS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นําไปตมในน้ําเดือด

เปนเวลา 5 นาที แลวแชในน้ําเย็นเปนเวลา 5 นาที เติมน้ํากลั่นปริมาตร 15 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน

แลวนําไปวัดคาการดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร และนําไปสรางกราฟมาตรฐานของ

สารละลายกลูโคส 
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1.3 การวัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธ ี3, 5 dinitrosalicylid acid (Miller, 1995) 

  1.3.1.  ปเปตตัวอยางที่ตองการวิเคราะห ใสลงในหลอดทดลอง 

  1.3.2.  เติม DNS (3, 5 dinitrosalicylid acid) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 

  1.3.3.  นําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 5 นาที  

  1.3.4.  นําไปแชในน้ําเย็นเปนเวลา 5 นาที  

  1.3.5.  เติมน้ํากลั่นปริมาตร 15 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร และนํามาเทียบกับสารละลายน้ําตาลมาตรฐานท่ีทราบความเขมขน 

จากนั้นคาํนวณหาปริมาณน้ําตาลกลูโคสจากสูตร 

ความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

    =  คาการดูดกลืนแสง* อัตราการเจือจาง 

         คาความชันของกราฟกลูโคสมาตรฐาน 

 

2.  การหาน้ําหนักเซลลแหง (dry cell weight, DCW) 

 น้ําหนักเซลลแหงหรือมวลเซลล (biomass) จะแสดงใหเห็นถึงการเจริญของเซลลขณะที่ทําการ

เลี้ยงเชื้อในสภาวะที่เหมาะสม ซึ่งการหาปริมาณมวลเซลลมีหลายวิธีดวยกัน แตการทดลองนี้สามารถ

ทําไดโดย  

2.1  นําตัวอยางอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสหลอดปนเหวี่ยงที่ผานการอบแหง

และทราบน้ําหนักของหลอดเปลาแลว  

2.2  นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เพ่ือตกตะกอน

เซลล เทสวนใสทิ้ง แลวนําเซลลที่ตกตะกอนที่ไดลางดวยน้ํากลั่นอีกครั้ง  

2.3  นําไปอบแหงที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นท้ิงไวใหเย็นใน

ดูดความชื้น แลวนําไปชั่งน้ําหนักเพ่ือหาน้ําหนักเซลลแหง 

3. การวิเคราะหปริมาณ PHB เชิงปริมาณ (Quantitative determination) (Grothe และคณะ

, 1999) 

 ในการวิเคราะหปริมาณ PHB ดวยวิธี Gravimetric method  

3.1  นําตัวอยางสารละลายปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดปนเหวี่ยงที่ผานการอบแหงและรู

น้ําหนักหลอดเปลาแลว 

3.2  นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 9,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาทีเพ่ือตกตะกอนเซลล

แลวนําตะกอนท่ีไดมาลางดวยน้ํากลั่น 1 ครั้ง  
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3.3 เติมสารละลายโซเดียมไดโดดิซิล (SDS)ความเขมขนรอยละ 2 และนําไปตมในอางน้ํา

รอนท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง  

3.4  นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 9,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที  

3.5  นําสวนที่เปนตะกอนมาลางดวยสารละลายโซเดียมไฮเปอรคลอไรดเขมขนรอยละ 6 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตรและนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 9,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที  

3.6  ลางตะกอนเซลลลางดวยน้ํากลั่นแลวนําไปปนเหวี่ยงอีกครั้ง แลวตะกอนที่ไดนําไปอบใน

ตูอบที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นทิ้งใหเย็นในโถดูดความชื้นและนํามา

ชั่งน้ําหนักเพ่ือหาน้ําหนักท่ีแทจริงของ PHB  

 

4. การเตรียมกราฟมาตรฐานของสารละลายโครโตนิก (Hiremanth และคณะ, 2015) 

 เตรียมสารละลายกรดโครโตนิกมาตรฐานที่ความเขมขน 0.1µg/µl โดยชั่งกรดโครโตนิก ละลาย

ในกรดซัลฟูริก และเตรียมสารละลายโครโตนิกใหไดความเขมขนตางๆ ดังแสดงในตารางภาคผนวก ข 

1-1 

หลอดที่  
สารละลายกรดโครโตนิกมาตรฐาน 

(µl) 

กรดซัลฟูริก 

(ml) 

ความเขมขนของกรดโครโตนิก 

(µg) 

1 - 3 - 

2 50 2.950 5 

3 100 2.900 10 

4 150 2.850 15 

5 200 2.800 20 

6 250 2.750 25 

7 300 2.700 30 

8 400 2.600 40 

9 500 2.500 50 
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ตารางภาคผนวก ข 1-1 การเตรียมกราฟมาตรฐานของสารละลายโครโตนิก 

 จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 235 นาโนเมตร โดยใชกรดซัลฟูริกเปน 

blank และนําไปสรางกราฟมาตรฐาน ดังแสดงในภาพภาคผนวก ข 1-1 

 

ภาพภาคผนวก ข 1-1 กราฟมาตรฐานสารละลายโครโตนิก 

 

 

  

 

y = 0.0556x + 0.0447

R² = 0.9979
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