
 

 

รายงานการวิจัยฉบับสมบูรณ 

 

โครงการ  การเพิ่มศักยภาพการผลิตพลาสตกิชีวภาพกลุมพอลีไฮดรอกซ ี  

อัลคาโนเอตในรูปโฮโมพอลิเมอรและโคพอลิเมอรจากแบคทีเรีย  

Alcaligenes latus ที่คัดเลือกจากการเหนีย่วนําใหเกิดการกลาย 

 

 

 

ผศ. ดร.กรองจันทร  รัตนประดิษฐ 

ดร.สมจิตต ปาละกาศ 

 

 

 

โครงการวิจัยประเภทงบประมาณเงินรายได 

จากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบประมาณแผนดิน) 

ประจําปงบประมาณ พ.ศ. ๒๕๖๐ 

 



รหัสโครงการ.. 25๖๐A10802๒๒๕ 

สัญญาเลขที่ ๗/๒๕๖๐ 

 

 

รายงานการวิจัยฉบับสมบูรณ 

 

 

โครงการ  การเพิ่มศักยภาพการผลิตพลาสตกิชีวภาพกลุมพอลีไฮดรอกซ ี

อัลคาโนเอตในรูปโฮโมพอลิเมอรและโคพอลิเมอรจากแบคทีเรีย 

Alcaligenes latus ที่คัดเลือกจากการเหนีย่วนําใหเกิดการกลาย 

 

 

 

 

 

 

หัวหนาโครงการวิจัย 

ผศ. ดร.กรองจันทร  รัตนประดิษฐ คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยบูรพา 

ผูวิจัย 

ดร.สมจิตต ปาละกาศ คณะวิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 

 



บทคัดยอ 

 

 Polyhydroxyalkanoates (PHAs) การผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากเชื้อ Alcaligenes latus 

สายพันธุดั้งเดิม และสายพันธุกลาย คือ BOT I และ BOT II ที่เลี้ยงในอาหารดัดแปลงที่เหมาะสมสําหรับ

กระบวนการชีวสังเคราะหและการสะสมพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต พบวาเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II 

ในอาหารสูตรดัดแปลงจาก DSMZ catalogue สามารถผลิตมวลเซลลแหงและปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคา

โนเอตไดสูงสุดเทากับ 5.90±0.20 และ 4.10±0.10 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 69.49 ของน้ําหนักมวล

เซลลแหง เม่ือใชน้ํามันถั่วเหลืองความเขมขน 20 และ 60 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอนทดแทนน้ําตาลฟ

รุคโตส พบวาเชื้อนี้สามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดรอยละ 90 ของน้ําหนักเซลลแหง สวนการ

เลี้ยงดวยน้ํามันถั่วเหลือง 40 กรัมตอลิตร แบคทีเรียสามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดรอยละ 75 

ของน้ําหนักเซลลแหง ซึ่งมีคาสูงกวาชุดควบคุมที่ใชฟรุคโตส (รอยละ 65 ของน้ําหนักเซลลแหง) ในการใช

แหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมในอาหารดัดแปลงทั้งหมด 3 ชุด พบวาอาหารดัดแปลงชุดที่ 

3 ที่มีน้ํามันถั่วเหลืองความเขมขน 40 กรัมตอลิตร รวมกับการใชผงชูรส 0.5 กรัมตอลิตร สามารถผลิตมวล

เซลลแหงไดสูงสุด 3.47±0.15 กรัมตอลิตร สามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดสูงสุด 2.63±0.06 

กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 75.79 ของมวลเซลลแหง ในการใชผงชูรสเปนแหลงไนโตรเจนทดแทนที่ความ

เขมขนเทากับ 0.5, 2, 4 และ 6 กรัมตอลิตร พบวาการใชผงชูรส 2 กรัมตอลิตร A. latus สายพันธุ BOT II 

สามารถผลิตมวลเซลลแหงและปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดสูงสุด เทากับ 4.53±0.32 และ 

3.10±0.06 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 68.43 ของมวลเซลลแหง ซึ่งมีคาต่ํากวาการใชแอมโนเนียมคลอไรดตอ

ผงชูรสอัตราสวน 0.25:2 กรัมตอลิตร สามารถผลิตมวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได

สูงสุด เทากับ 5.90±0.20 และ 4.10±0.10 กรัมตอลิตร ตามลําดับ คิดเปนรอยละ 69.49 

จากการเติมสารตั้งตนเพ่ือเพิ่มความสามารถในการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในรูปโคพอลิ

เมอรของเชื้อ A. latus BOT II โดยเลี้ยงในอาหารดัดแปลงซึ่งเติมสารตั้งตนที่มีผลตอการสรางโคพอลิเมอร 

3 ชนิด คือ แกมมา-บิวทาโรแลกโตน 1,4-บิวเทนไดออล และกรดวาเลอริก พบวาการเลี้ยงแบคทีเรียดวย

อาหารดัดแปลงที่เติม 1,4-บิวเทนไดออล ผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุด 7.30±0.20 กรัมตอลิตร และใหพอ

ลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต ไดเทากับ 6.00±0.10 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 82.19 ของน้ําหนักเซลลแหง 

จากนั้นไดเลี้ยงแบคทีเรียดวยน้ํามันตาง ๆ ไดแก น้ํามันถ่ัวเหลือง น้ํามันปาลม น้ํามันขาวโพด น้ํามัน

ทานตะวัน และน้ํามันรําขาว เปนแหลงคารบอนทดแทนรวมกับการเติมสาร 1,4-บิวเทนไดออล พบวาการ

ใชน้ํามันรําขาวรวมกับ 1,4-บิวเทนไดออล มีผลตอการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตเพ่ิมข้ึนเปนรอยละ 

87.85 ของน้ําหนักเซลลแหง ในขณะที่การใชน้ํามันถั่วเหลืองและน้ํามันปาลม ผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโน

เอตไดนอยกวา คิดเปนรอยละ 79 ของน้ําหนักเซลลแหงอยางไรก็ตาม การใชน้ํามันปาลมซึ่งมีราคาถูกกวา

น้ํามันชนิดอ่ืน ๆ รวมกับการเติม 1,4-บิวเทนไดออลที่ความเขมขนตาง ๆ คือ รอยละ 15, 25,50 และ 75 

(โดยน้ําหนักตอปริมาตร) ของแหลงคารบอน พบวา การเติม 1,4-บิวเทนไดออลความเขมขนรอยละ 50 

สามารถผลิตมวลเซลลแหงและปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดสูงสุด เทากับ 7.10±0.20 และ 



5.63±0.15 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 79.30 ของน้ําหนักเซลลแหง สวนการเลี้ยงดวยแหลงคารบอน

ประเภทน้ําตาลรวมกับสารตั้งตนเพื่อการผลิตโคพอลิเมอร พบวาน้ําตาลฟรุคโตสความเขมขน 20 และ 40 

กรัมตอลิตร สามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดรอยละ 83 ของน้ําหนักเซลลแหง และน้ําตาลเด็กซ

โตรสความเขมขน 20 และ 40 กรัมตอลิตร สามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดรอยละ 81 ของ

น้ําหนักเซลลแหง  

การศึกษาการสกัด  สําหรับวิธีการสกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในรูปของกรดโครโตนิก 4 วิธี 

ไดแก วิธีการสกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตดวยวิธีคลอโรฟอรม วิธีการสกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต

ดวยไฮโปคลอไรทรวมกับคลอโรฟอรม วิธีการสกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตดวยไฮโปคลอไรท และวิธีการ

สกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตดวยไฮโปคลอไรทที่อุณหภูมิและเวลาแตกตางกัน พบวาการสกัดพอลิไฮด

รอกซีอัลคาโนเอตดวยวิธีไฮโปรคลอไรทที่อุณหภูมิและเวลาแตกตางกัน .ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 10 นาที ไดปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุด เทากับ 3.22±0.03 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ใน

การศีกษาเพ่ือพัฒนาวิธีการสกัดพลาสติกชีวภาพชนิดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต โดยการใชการสกัดดวย

คลอโรฟอรม ไฮโปคลอไรท และไฮโปคลอไรทรวมกับคลอโรฟอรม การศึกษาอัตราสวนที่เหมาะสมตอการ

ยอยดวยกรดซัลฟูริก เพ่ือการวิเคราะหปริมาณของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในรูปของกรดโครโตนิกของ

เชื้อ A. latus BOT II พบวา การสกัดดวยไฮโปคลอไรท ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

และใชอัตราสวนกรดซัลฟูริกตอตัวอยาง 1: 1 เปนวิธีการที่เหมาะสมโดยใชใหปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิว

ทิเรต เทากับ 171.81 ± 3.34 มิลลิกรัมตอลิตร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



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 ( 30C 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 30C 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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อุปกรณ เครื่องมือวิทยาศาสตร ทําใหการดําเนินการวิจัยรวมกันดําเนินดวยดีตลอด 
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บทที่ 1 

บทนํา 
 

1. กรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย  

กรอบแนวความคิดในการทํางานวิจัยนี้เปนการตอยอดเพื่อการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการ

เลี้ยงเพ่ือชักนําใหเกิดการผลิตพลาสติกชีวภาพทั้งในรูปของโฮโมพอลิเมอรและโคพอลิเมอร โดยการปรับ

ชนิดและสัดสวนของสารอาหาร การศึกษาวิธีการเก็บเกี่ยวพลาสติกชีวภาพ PHAs จากเชื้อ Alcaligenes 

sp. สายพันธุกลายและกลายซ้ําที่คัดเลือกไดและใหผลผลิตสูงกวาสายพันธุเดิม ดังแสดงในตารางท่ี 1 ซึ่งเปน

งานวิจัยไดจากการรับการเงินอุดหนุนการทําวิจัย ในงบประมาณแผนดินประจําป 2555-2557อยางตอเนื่อง 

ตารางที่1 การเปรียบเทียบการปรับปรุงสายพันธุดวยการกลายและการกลายซ้ําดวยรังสีและสารเคมี 

สายพันธุแบคทีเรีย 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 

จากการศึกษาวิจัยที่ผานมาไดเนนเรื่องการปรับปรุงพันธุเปนหลักใหญและไดทดลองเลี้ยงในอาหาร

และในถังหมัก ตรวจสอบลักษณะทางสรีระวิทยาโดยการสองภายใตกลองท้ังในระบบ SEM และ TEM และ 

ตรวจสอบชนิดและปริมณของ PHAs ท่ีไดโดยใช GC-MS พบวาใหปริมาณ PHB คิดเปน 0.70 กรัมตอกรัม

ของมวลเซลลแหง เมื่อเลี้ยงในสารอาหารราคาถูก 
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พลาสติกที่สามารถยอยสลายไดหรือพลาสติกชีวภาพ (Bioplastic) เปนพลาสติกที่สามารถยอย

สลายไดในธรรมชาติ ผลิตไดจากแหลงวัตถุดิบที่สามารถผลิตข้ึนมาทดแทนได (renewable resource) ใน

กระบวนการผลิตโดยใหพลาสติกที่มีคุณสมบัติใกลเคยีงหรือเทียบเทาพลาสติกสังเคราะหที่ไดจาก

อุตสาหกรรมปโตรเคมี แตมีขอดีคือสามารถยอยสลายไดเมื่ออยูในสภาวะที่เหมาะสม ซึ่งเปนสิ่งสําคัญที่จะ

ชวยลดปญหาของขยะพลาสติกไดสูง สําหรับพลาสติกชีวภาพที่ผลิตจากจุลินทรียมีหลายชนิดที่ไดรับความ

สนใจไดแก พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoate, PHAs) และพอลิแลคไทค (Poly 

lactide, PLA) โดยเฉพาะกลุมพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตหรือเรียกโดยท่ัวไปวา พลาสติก PHAs ไดรับความ

สนใจสูง เนื่องจากผลิตภัณฑเม็ดพลาสติกที่จุลินทรียสรางข้ึนภายในเซลลสามารถทนความรอนไดดีเมื่อ

นํามาขึ้นรูปและใชทดแทนพลาสติกสังเคราะหในกลุมของพอลิโพรไพลีน (Polypropylene, PP) (Ojumu, 

et.al., 2004) สวนพลาสติกชนิดพอลิแลคไทค พบวามีคณุสมบัติของฟลมเหมาะสําหรับใชทดแทนพลาสติก

สังเคราะหชนิดพอลีเอสทิลีน (PE) และ พอลิเอทธิลีนเทเรฟทาเลต (Polyethylene terephthalate, PET) 

ได  

พลาสติกชีวภาพที่ผลิตจากจุลินทรียกลุมพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoates) 

หรือ PHAs เปนอะลิฟาติกพอลิเมอรธรรมชาติที่จุลินทรียผลิตและเก็บสะสมไวภายในเซลล โดยทําหนาที่

เปนแหลงพลังงานสํารองจะเกิดขึ้นในสภาวะที่ไมสมดุลของสารอาหารในการเจริญของจุลินทรีย โดยเฉพาะ

การมีปริมาณสารอาหารที่จําเปน (essential nutrient) เชน ไนโตรเจน ออกซิเจน ฟอสฟอรัส หรือ 

แมกนีเซียม เปนตน อยูในปริมาณนอย แตมีปริมาณสารอาหารคารบอนสูง จึงเปนผลใหเกิดการสะสมสาร

พลังงานสูงอยูในรูปพอลิเมอร (Salehizadeh & Van Loosdrecht, 2004) ที่เกิดจากการสังเคราะหโดยทาง

กระบวนการทางชีวภาพ โดยกลุม PHAs ไดมีการแบงหมวดหมูตามความยาวของเสนสายของกรดไฮดรอก

ซีอัลคาโนอิต (hydroxyalkanoic acids) คือ พอลิเมอรสายสั้น ซึ่งจะประกอบดวยหมูอัลคิลท่ีมีคารบอนสอง

อะตอมหรือเรียกวาพลาสติกชนิดโฮโมพอลิเมอร ตัวอยาง เชน พอลิไฮดรอกซีบิวทีเรต (polyhydro 

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

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

PHBV) (Chien et al., 2007) สวนกลุมพอลิเมอรที่มีสายปานกลางซึ่งจะประกอบดวยหมูอัลคิลไมนอยกวา 

3 อะตอม ไดแกพอลิไฮดรอกซีออกตาโนเอต (poly-3-hydroxyoctanoate, PHO) พอลิไฮดรอกซีโนนาโน

เอต (poly-3-hydroxynonanoate, PHN)  เปนตน ชนดิของจุลินทรียที่สามารถผลิตพลาสติก PHAs มี

มากมายหลายกลุมเชน  แบคทีเรีย Ralstonia eutropha มีความสามารถในการผลิตพอลิเมอรสายสั้นไดสูง 

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

จะผลิตพอลิเมอรสายปานกลางไดดี (Timm & Steinbüchel, 1990) คุณสมบัติของพลาสติก PHAs แตละ

ชนิดจะขึ้นอยูกับการรวมกันของชนิดและปริมาณหนวยยอยของโมโนเมอรของ 3-hydrooxy-acid (Ha) 
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เชน poly-3-hydroxybutyrate (PHB) ซึ่งพบวามีหนวยยอย HAs มีมากกวา 80 ชนิด เปนสารประกอบของ 

PHAs โดยในการผลิตหนวยยอยจะขึ้นอยูกับชนิดของจุลินทรีย และแหลงคารบอนเปนหลัก (Madison & 

Huisman, 1999 ; Hazer & Steinbüchel, 2007) 

พลาสติกในกลุม PHAs ไดรับความสนใจในวงการอุตสาหกรรมพลาสติกมากเนื่องจากมีคุณสมบัติ

ทางเคมีและทางกายภาพใกลเคียงกับพอลิเมอรสังเคราะห โดยเฉพาะอยางพลาสติกชนิดพอลิไฮดรอกซีบิว

ทีเรตหรือเรียกกันท่ัวไปวา พลาสติก PHB ซึ่งมีคุณสมบัติสังเคราะหใกลเคียงกันกับพลาสติกสังเคราะหพอลิ

โพรพิลีน (polypropylene, PP) โดยพลาสติก PHB มีความสามารถทนอุณหภูมิสูงโดยมีจุดหลอมเหลวสูง

ถึง 180 องศาเซลเซียส และมีคุณสมบัติเปนฟลมกันน้ําและความชื้นไดดี แตพบวามีคาเปอรเซ็นตการยืดตัว

เมื่อขาดนอยกวาพลาสติกพอลิโพรพิลีนมาก แตมีขอดีที่นาสนใจ คือสามารถยอยสลายไดงายเปนผลทําให

พลาสติกชนิดนี้ไดรบัความสนใจอยางกวางขวางในภาคอุตสาหกรรมและนํามาประยุกตใชในงานวิจัยตางๆ 

ทางการแพทย และการเกษตร (Zhang et al., 2004) จากรายงานการศึกษาจุลินทรียที่นิยมนํามาใชเพ่ือ

การผลิตพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรตไดแก Alcaligenes sp., Azobacter sp., Pseudomonas sp., 

และ  Cupriavidus sp. (Chee etal., 2010) สําหรับ Alcaligenes sp. เปนแบคทีเรียประเภทแกรมลบมี

รูปรางเปนทอนกลมหรือรูปรางกลมขนาด 0.5-1.0 x 0.5-2.6 ไมโครเมตร มีแฟลกเจลลา 1-8 เสน โคโลนีมี

ลักษณะไมมีสี สามารถเจริญไดในสภาวะไรออกซิเจน แตมีบางสายพันธุที่สามารถเจริญในสภาวะที่มี

ออกซิเจน ซึ่งอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญอยูระหวาง 30-37 องศาเซลเซียส  พบไดทั้งในน้ําและบนบก 

(Holt et al., 1994) จากรายงานของ Khandenavis และคณะ (2007)  ไดศึกษาการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียท่ี

ใชในการผลิต PHB จากตะกอนในอุตสาหกรรมนมและอุตสาหกรรมอาหาร โดยนําเชื้อแบคทีเรียมาทดลอง

ผลิต PHB ในอาหารที่ประกอบดวยกรดซิตริก พบวาเชื้อแบคทีเรียสามารถผลิต PHB ไดในปริมาณรอยละ 

40 ของน้ําหนักเซลลแหงสวนการเลี้ยงเชื้อ Ralstonia eutropha สายพันธุ NRRL B14690 โดยใชฟรุคโตส

เขมขน 10 และ 40 กรัมตอลิตร พบวา เชื้อแบคทีเรียชนิดนี้สามารถผลิตมวลเซลลไดสูงสุดเทากับ 3.25 กรัม

ตอลิตร และผลิต PHB ไดเทากับ 1.4 กรัมตอลิตร และการเติมยีสตสกัดสามารถเพ่ิมผลผลิตของ PHB ไดสูง

ยิ่งข้ึน (Khanna & Srivastana, 2005) นอกจากนี้มีรายงานพบวานอกจากเชื้อ Alcaligenes eutrophus 

และ Alcaligenes latus จะสามารถสราง PHB ไดในปริมาณสูงแลว เชื้อทั้งสองยังสามารถสังเคราะห

พลาสติกชนิด P(3HB-co-3HV) ซึ่งเปนพลาสติกชนิดทนรอน (Thermoplastic) ที่มีคุณภาพดีกวาพลาสติก 

PHB แตมีกระบวนการผลิตดวยเทคนิคพิเศษและมีตนทุนในการผลิตสูงกวาไดอีกดวย (Lee, 1995) สวน

รายงานของ Ramsay และคณะ (1990)  ศึกษาการเลี้ยงเชื้อ Alacaligenes latus  และ Alcaligenes 

eutrophus บนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบวาสามารถผลิต P(HB-co-HV) ไดในปริมาณ

รอยละ 43 ของน้ําหนักเซลลแหง นอกจากเชื้อแบคทีเรีย Alacaligenes latus  และ Alcaligenes 

eutrophus นิยมนํามาใชในการศึกษาแลว พบวาเชื้อ Cupriavidus sp. สามารถผลิต PHB ไดในปริมาณสูง
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และถูกนํามาใชศึกษาเพ่ือผลิต PHB แลวในปจจุบัน (Yu,2008 ; Lee et al., 2008 ; Cavalheiro et al., 

2009) 

  ในการผลิตพลาสติกชีวภาพกลุมพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoates) หรือ 

PHAs มีการใชสารอาหารหลากหลายชนิดที่มีปริมาณแหลงคารบอนสูงในการผลิต เชน ใชแปงและรําขาว 

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

& Lee, 1997; Park & Kim, 2011) เปนสารตั้งตนที่สําคัญในการสรางผลิตภัณฑ นอกจากนี้มีรายงานการ

วิจัยการนําวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรหรืออุตสาหกรรมเกษตรมาใชเปนวัตถุดิบทดแทนอีกดวย เชน หาง

นมจากโรงงานผลิตเนยแข็ง (Akiyama et al., 2003) กากน้ําตาลจากออย (Gouda, et al., 2001) กลีเซ

อรอลจากโรงงานผลิตน้ํามันตางๆ (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) น้ําทิ้งจากโรงงานแปง (Haas, et 

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

มะกอก (Dionisi, et al., 2005) และน้ําท้ิงโรงงานปาลมน้ํามัน (Alias & Tan, 2005) และกลีเซอรอลเหลือ

จากการผลิตน้ํามันดีเซล (Posada, et al., 2011; Palmeri et al., 2012) รําขาวสาลี (Koutinas et al., 

2007 ; Xu et al., 2010)  เปนตน ซึ่งเปนการลดตนทุนการผลิตลง เนื่องจากพบวาในการผลิตพลาสติก 

PHAs นั้นมีตนทุนของวัตถุดิบและคาใชจายในการทําใหบริสุทธิ์สูง อีกทั้งยังมีรายงานการวิจัยในการ

คัดเลือกและปรับปรุงจุลินทรียใหมีความสามารถสรางผลิตภัณฑไดสูงและใชวัตถุดิบที่มีราคาถูก เพ่ือลด

คาใชจายใหต่ําที่สุด ทั้งนี้ในการสรางผลิตภัณฑของจุลินทรียแตละชนิดมีความสามารถในการสรางเอนไซม

ซึ่งเปนตัวกลางสําคัญ ทําใหสรางผลิตภัณฑที่ไดมีความแตกตางกัน มีสารอาหารเปนปจจัยภายนอกที่สําคัญ

และมีผลตอการสรางเอนไซมแตละชนิดของจุลินทรียดวย เชน แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน วิตามินและ

เกลือแร รวมทั้งสารบางชนิดที่สามารถเหนี่ยวนําใหจุลินทรียสรางเอนไซมตางๆ ไดแก กลุมโคเอนไซมหรือโค

แฟคเตอร และสารเสริมการสังเคราะห เปนตน 

ในการศึกษาปจจัยทางกายภาพพบวา เปนปจจัยสําคัญที่มีผลตอการสรางผลิตภัณฑของจุลินทรีย 

เชน อุณหภูมิในการหมัก ความเปนกรดเปนดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ การใหอากาศ และการกวน เปนตน 

โดยทั่วไปสวนประกอบของอาหารที่ใชเลี้ยงจุลินทรียมีผลโดยตรงตอชนิดและปริมาณการสรางผลิตภัณฑ 

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมตองมีสวน ประกอบสําคัญ 4 สวน คือ 1) เปนอาหาร

ที่มีแรธาตุและสารอาหารท่ีจําเปนตอการเจริญและใหพลังงาน 2) เปนอาหารที่มีความสมดุลยของธาตุ

อาหารเพ่ือความเหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 3) เปนอาหารที่มีคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการ

เจริญและการผลิตเอนไซม และ 4) มีสารเหนี่ยวนําใหปฏิกิริยาของเอนไซมที่เกิดขึ้นไดดี (Wiseman, 1995) 

สําหรับการสังเคราะหพลาสติก PHAs ซึ่งเปนกลุมสารพอลิเอสเทอรที่ประกอบดวยมอนอเมอรของ (R)-3HA 
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ซึ่งเปนสารท่ีอยูในรูป R-Configuration ซึ่งมีความจําเพาะของสเตอริโอไอโซเมอรในการสังเคราะหพอลิ

เมอรของเอนไซม PHA synthase (Sudesh et al., 2000) ซึ่งในการสังเคราะห PHAs ชนิดตาง ๆ จะมี

เอนไซม PHA synthase เปนตัวเรงปฏิกิริยาในแตละข้ันตอนโดยในการสะสมพลาสติก PHAs ในเซลลนั้นจะ

มีเอนไซมอยูรอบ ๆ พื้นผิวของ PHA granule นอกจากนี้ยังมีโปรตีน phasin เปนตัวควบคุมแบบจําเพาะ 

(specific regulator protein) ซึ่งมีความสําคัญเก่ียวของกับการสังเคราะหพลาสติกโดยตรง ในการ

สังเคราะหจะมีเอนไซมที่ทําใหผลิตภัณฑมีความหลากหลาย ซึ่งมีความสัมพันธกับการเกิดสารท่ีมีน้ําหนัก

โมเลกุลสูง โดยมียีนมากกวา 60 ชนิด ท่ีเขามาเก่ียวของกับการสังเคราะหพลาสติกกลุม PHAs ซึ่งในการ

สังเคราะหพลาสติกชนิดพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรตหรือเรียกกันทั่วไปวา PHB จะเกี่ยวของกับตัวกลางในวัฏจักร

เครปส โดยเริ่มจากอะซิติลโคเอนไซมเอ (acetyl-co A) ถูกเปลี่ยนเปนอะซิโตอะซิติลโคเอนไซมเอ 

(acetoacetyl-co A) และไฮดรอกซีบัวทิริลโคเอนไซมเอ (hydroxybuacetyl-co A)  โดยการทํางานของ

เอนไซมเบตาคีโตไธโอเลส (ß-ketothiolase enzyme) และเอนไซมอะซิโตอะซิติลโคเอรีดักเตส (aceto 

acetyl-coA reductase enzyme) จากนั้นจึงเกิดกระบวนการพอลิเมอรไรเซชั่น (polymerization) ไฮด

รอกซีบัวทิริลโคเอนไซมเอเปลี่ยนไปเปนพอลิ ไฮดรอกซีบิวทีเรตโดยเอนไซม PHB synthase (Sudesh et 

al., 2000)  ในกรณีท่ีมีปริมาณของอะซิติลโคเอนไซมเอมากเกินไป ซึ่งจะสงผลทําใหการสังเคราะหลดลง

รวมถึงสภาวะแวดลอมท่ีไมเหมาะสมก็เปนสาเหตุสําคัญตอชนิดของ PHAs ที่สังเคราะหไดเชนเดียวกัน 

(Luengo et al., 2003)  

ปจจัยที่มีผลตอองคประกอบและปริมาณการผลิตพลาสติกชีวภาพไดแก แหลงคารบอน พบวาใน

ธรรมชาติ มีจุลินทรียหลายชนิดที่สามารถสังเคราะหพลาสติกชีวภาพไดโดยใชแหลงคารบอนแตกตางกัน 

จุลินทรียที่มีการสังเคราะหพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตข้ึนภายในเซลลพบมากในกลุมแบคทีเรีย (Holmes, 

1985; Verlinden et al., 2007) ซึ่งแบคทีเรียแตละชนิดจะมีความสามารถในการผลิตพอลิเบตาไฮดรอกซี

บิวทิเรตและคุณภาพของผลผลิต ที่ไดแตกตางกันโดยแบคทีเรียที่นิยมนํามาใชคือ A. eutrophus หรือที่รูจัก

กันในชื่อ Ralstonia eutropha (Fatemeh & Ebrahim, 2002) เปนแบคทีเรียที่สามารถเจริญเติบโตไดงาย

และสามารถผลิตพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตไดในปริมาณสูงถึงรอยละ 80 ของมวลเซลลแหง (Mercan et 

al., 2002) นอกจากนี้พบวาแบคทีเรีย Alcaligenes latus สามารถในการผลิตพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรต

ไดสูงถึงรอยละ 87 ในระหวางการเจริญในสภาวะที่มีการจํากัดแหลงไนโตรเจนซึ่งสูงกวาในสภาวะปกติที่ไม

มีการจํากัดแหลงไนโตรเจนรอยละ 50 (Wang & Lee, 1997)  นอกจากจะสามารถผลิตพลาสติกชนิดโฮโม

พอลิมอรไดแลว พบวา เชื้อทั้งสองชนิด ยังสามารถผลิตพลาสติกชนิดโคพอลิเมอรไดอีกดวย แตทั้งนี้ตอง

อาศัยสารเสริมการสังเคราะห กรดอะมิโน วิตามิน หรือกรดไขมันบางชนิด เปนตน สําหรับปจจัยที่มีผลตอ

การสังเคราะหพลาสติกชีวภาพของจุลินทรียไดแก 
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 แหลงคารบอน แหลงคารบอนมีความสําคญัตอกระบวนการสังเคราะหและการสะสมพอลิเบตา

ไฮดรอกซีบิวทิเรต โดยพบวาการสังเคราะหจะเกิดข้ึนสูงหลังจากแบคทีเรียมีการเจริญและเขาสูระยะการ

เจริญแบบทวีคูณ (log phase) และภายใตสภาวะที่สารอาหารไมสมดุล นั่นคือ มีแหลงคารบอนมากเกินพอ 

แตมกีารจํากัดปจจัยอ่ืน เชน ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และออกซิเจน เปนตน ดังนั้น ในการศึกษาชนิดและ

ความเขมขนของแหลงคารบอนที่เหมาะสมจะทําใหผลิตพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตได ในปริมาณที่เพ่ิม

สูงข้ึน โดยแหลงคารบอนที่นํามาใชในการสังเคราะหพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตมีอยูหลายชนิด ดังแสดงใน

ตารางที่ 2 ซึ่งเปนผลที่ไดจากการทํางานวิจัยในป 2555 –2557  ซึ่งไดเปรียบเทียบการผลิตพอลิเบตาไฮดร

อกซีบิวทิเรตของ Alcaligenas latus ที่ผานการกลายและกลายซ้ํากับการรายงานวิจัยอ่ืน ๆ ซึ่งพบวาใหคา

สูงรองลงมาจากการเลี้ยง Ralstronia eutropha ซึ่งใชน้ํามันถั่วเหลืองเปนแหลงคารบอน (Park & Kim, 

2011) 

จากรายงานการวิจัยที่นาสนใจเมื่อมีการเติมเอทานอลรอยละ 1 สามารถเพิ่มผลผลิตไดของการ

เลี้ยงเชื้อ Bacillus subtillis โดยใชกากน้ําตาลออยที่ผานการทรีตดวยวิธีตาง ๆ พบวาสามารถผลิต PHAs 

ไดรอยละ 54.1  ของน้ําหนักเซลลแหง จากนั้นไดทําการปรับปรุงสูตรอาหารโดยการเติมเอทานอลรอยละ 1 

รวมกับการเติมแหลงไนโตรเจน 2 ชนิด คือแอมโมเนียมซัลเฟตและแอมโมเนียมไนเตรทอยางละ 1 กรัมตอ

ลิตร เปนผลทําใหไดผลผลิตเพ่ิมข้ึนเปนรอยละ 62.21 ของน้ําหนักเซลลแหง เม่ือเลี้ยงที่อุณหภูมิ 35 องศา

เซลเซียส คาความเปนกรดดางเทากับ 7 เปนเวลา 96 ชั่วโมง (Gomaa, 2014)   สวนในการผลิต PHB จาก

แบคทีเรีย Vibrio spp ที่คัดแยกไดจากตะกอนทะเลจํานวน 4 สายพันธุ คือ M11, M14, M20 และ M31 

โดยทําการเลี้ยงเชื้อในอาหารที่ใชแหลงคารบอนตางชนิดกัน และความเขมขนแตกตางกัน  พบวา สายพันธุ 

M11 สามารถเจริญไดดีเมื่อใชโซเดียมอะซิเตตเขมขนสูงถึง 7.8 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน สามารถ

ผลิต PHB ไดมากท่ีสุดคิดเปนรอยละ 30.4 ของน้ําหนักเซลลแหง สวนการใชซูโครสเปนแหลงคารบอน 

พบวาสายพันธุ M14 สามารถเจริญไดดีเมื่อใชซูโครสที่ความเขมขน 12.3 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน 

และสามารถผลิต PHB ไดปริมาณสูงที่สุด คิดเปนรอยละ 45.5 ของน้ําหนักเซลลแหง  สําหรับสายพันธุ 

M20 สามารถเจริญไดดีเมื่อใชกลีเซอรอลเปนแหลงคารบอนที่ความเขมขน 15.5 กรัมตอลิตร โดยผลิต PHB 

ไดสูงสุดรอยละ 42.8  ของน้ําหนักเซลลแหง ซึ่งแตกตางจากสายพันธุ M31 ที่เจริญไดดีเมื่อใชกลีเซอรอลท่ี

ความเขมขน 14.5 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน แตผลิต PHB ไดปริมาณต่ําคิดเปนรอยละ 24.0  ของ

น้ําหนักเซลลแหง (Chien, et al., 2007) ดังนั้นจะเห็นไดวา แบคทีเรียชนิดเดียวกันแตตางสายพันธุกัน มี

ความสามารถในการใชแหลงคารบอน เพ่ือใหไดผลผลิตสูงไดแตกตางกัน 
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ตารางที่ 2 เปรียบเทียบผลผลิตพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตและแหลงคารบอนที่ใช 

สายพันธุจุลินทรีย แหลง

คารบอน 

ปริมาณ 

PHB (g/l) 

แหลงอางอิง 

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

พันธุกลาย) 

 

Molasses 

6.67  

งานวิจัยงบประมาณ

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

/Acriflavin(เชื้อสายพันธุกลายซ้ํา) 

9.73 

 

ในการผลิต PHB ของเชื้อ Halomonas boliviensis ไดสูงสุดคิดเปนรอยละ 56 เมื่อใชแปงท่ีผาน

การยอยสลาย (starch hydrolysate) เปนแหลงคารบอน (Quillaguaman, et al., 2005) สวนในการ

เลี้ยง Burknolderia megaterium ดวยกากน้ําตาลออย พบวาเชื้อสามารถผลิต PHB ไดเทากับรอยละ 

46.2 ตอน้ําหนักเซลลแหง ซึ่งมีคาสูงกวาการเลี้ยงดวยน้ําแชขาวโพด (Mona, et al.,2001)  และการเลี้ยง 

Cupriavidus necator (Ralstonia eutropha) โดยใชน้ํามันพืชที่ผานการทอดมาเปนแหลงคารบอน

พบวาใหปริมาณ PHAs ไดใกลเคียงกับการเลี้ยงดวยน้ําตาลกลูโคสคือ 1.2 กรัมตอลิตร ซึ่งมีคาสูงกวาการ
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เลี้ยงดวยน้ํามันบริสุทธิ์และน้ํามันที่ผานความรอนซึ่งใหปริมาณ PHAs 0.62 และ 0.9 กรัมตอลิตร 

ตามลําดับ (Verlinden et al. 2011) สวนการนําเซลลูโลสที่ผานการยอยสลาย (cellulose hydrolysate) 

มาใชเปนแหลงคารบอนในการผลิตพลาสติกชีวภาพชนิด PHA จากเชื้อ Burknolderia cepacia และ

Burknolderia sacchari  พบวาสามารถ PHA ไดปริมาณสูงรอยละ 53 และ 62 ตามลําดับ (Silva, et al., 

2004) สวนการศึกษาของ Mona Azza & Sanna (2001) พบวา B. megaterium สามารถเจริญใน

กากน้ําตาลออย (Cane sugar molasses) ไดดีกวาในน้ําแชขาวโพด (Corn steep liquor) โดยสามารถ

ผลิตพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทีเรตไดมากสุดเทากับรอยละ 46.2 ของมวลเซลลแหง เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มี

แหลงคารบอนเปนกากน้ําตาลออยความเขมขนรอยละ 2  ซึ่งแตกตางจากการศึกษาของ Chaijumrus & 

Udpuay (2008) เชื้อ B. megaterium ATCC 6748 โดยใชกากน้ําตาล  และน้ําแชขาวโพดเปนแหลง

คารบอนและแหลงไนโตรเจน ที่ความเขมขนแตกตางกัน ทําการเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่อัตราเร็ว 130 

รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 50 ชั่วโมง พบวา หลังจากทําการเลี้ยงเปนเวลา 45 

ชั่วโมง การใชปริมาณความเขมขนของกากน้ําตาลรอยละ 4 และน้ําแชขาวโพดรอยละ 4 สามารถผลิตพอ

ลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตไดสูงสุด คือ 7.2 กรัมตอลิตร และมวลเซลลแหงเทากับ 16.74 กรัมตอลิตร คิดเปน

รอยละ 43 ของมวลเซลลแหง จากรายงานของ Yezza และคณะ (2007) ศึกษาการผลิตพอลิเบตาไฮดรอก

ซีบิวทีเรตจากเชื้อแบคทีเรีย Alcaligenas latus ATCC 29714 ดวยการใชน้ําตาลเมเปลเปนแหลงคารบอน  

และเติมไดแอมโมเนียมซัลเฟต 1 กรัมตอลิตร  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.4 กรัมตอลิตร ได

โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.8 กรัมตอลิตร  แมกนีเซียมซัลเฟต 0.2 กรัมตอลิตร  และธาตุอาหารรอง

ปริมาตรรวม 1 มิลลิลิตร เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 33±1 องศาเซลเซียส  อัตราเร็ว 150 รอบตอ

นาที เปนเวลา 27 ชั่วโมง  พบวามีมวลเซลล 4.4±0.5 กรัมตอลิตร  และมีปริมาณพอลิเบตาไฮดรอกซีบิว

ทีเรตคิดเปนรอยละ 77.6±1.5 ของมวลเซลลแหง 

 แหลงไนโตรเจน จุลินทรียแตละชนิดมีความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจนไดแตกตางกันซึ่ง

มักอยูในรูปของสารประกอบอินทรีย เชน แบคโตเปปโตน (Bactopeptone) ยีสตสกัด (Yeast extract) เค

ซีน (Casein) เนื้อสกัด (Beef extract) และทริปโตน (Tryptone) สวนสารประกอบอนินทรีย เชน 

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

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

ดังตัวอยางเชน Montaser และคณะ (2011) ศึกษาการเลี้ยง Azotobacter Beijerinckii DSMZ 1041 เพ่ือ

ผลิตพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรต โดยใชสูตรอาหารที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอนที่ความเขมขนแตกตางกัน 

คือ 30, 40, 50 และ 60 กรัมตอลิตร และใชแอมโมเนียมคลอไรดเปนแหลงไนโตรเจนที่ความเขมขนแตกตาง

กันคือ 0.5, 1 และ 2 กรัมตอลิตร ทําการเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 180 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส พบวาหลังจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 24 ชั่วโมง การใชกลูโคสความเขมขน 60 กรัมตอลิตร 
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และแอมโมเนียมคลอไรดความเขมขน 0.5 กรัมตอลิตร สามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสงูสุดเทากับ 6.5 กรัม

ตอลิตร และปริมาณพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตเทากับ 2.95 กรัมตอลิตร สวน Wang และคณะ (2013) 

ศึกษาการเลี้ยงเชื้อ  A. latus ATCC 29714 โดยใชน้ําตาลหัวบีทความเขมขน 20 กรัมตอลิตร เปนแหลง

คารบอนและแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 1.97 กรัมตอลิตร เปนแหลงไนโตรเจน ทําการเพาะเลี้ยงบน

เครื่องเขยาที่อัตราเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 ชั่วโมง พบวา มีมวลเซลล

แหงสูงสุดเทากับ 10.30±1.01 กรัมตอลิตร ปริมาณพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตเทากับ 4.01±0.95 กรัมตอ

ลิตร คดิเปนรอยละ 36.66±7.28 ของมวลเซลลแหง และอัตราการผลิตเทากับ 0.22±0.01 กรัมตอลิตรตอ

ชั่วโมง ในการเลี้ยงดวยแหลงอนินทรียไนโตรเจนของ Grothe และคณะ (1999) ซึ่งไดศึกษาเปรียบเทียบการ

ใชแหลงไนโตรเจนของเชื้อแบคทีเรีย A. latus ATCC 29714 โดยใชซูโครสเปนแหลงคารบอนและแหลง

ไนโตรเจนที่ใช ไดแก แอมโมเนียมซัลเฟต แอมโมเนียมคลอไรด แอมโมเนียมไนเตรต และยูเรีย พบวา การ

เติมแอมโมเนียมซัลเฟต 1.4 กรัม สามารถผลิตพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตไดสูงสุดเทากับ 4.6 กรัมตอลิตร 

นอกจากนี้ไดมีการศึกษาแหลงอินทรียไนโตรเจนเปรียบเทียบกับอนินทรียไนโตรเจนจากรายงานการวิจัย

ของ Khannafari และคณะ (2006) ไดทําการเลี้ยง Azotobacter chroococum โดยใชโปรตีนในหางนม 

(Milk whey) เปนสวนประกอบของอาหารแลวเติมแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ไดแก แอมโมเนียมไนเตรต 

แบคโตเปปโตน เคซนี ยีสตสกัด เนื้อสกัด โปรทิเอชเปปโตน และทริป โตน เลี้ยงบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ  

25, 30, 35 และ 37 องศาเซลเซียส ในอัตราเร็ว 122 รอบตอนาทีเปนเวลา 24-48 ชั่วโมง พบวา การเติม

แหลงไนโตรเจนที่เปนเนื้อสกัดจะผลิตพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตไดสูงที่สุดในปริมาณรอยละ 75 ของมวล

เซลลแหง  มีรายงานวิจัยความสําคัญของสัดสวนของคารบอนและไนโตรเจนก็มีผลตอการผลิตพอลิเบตา

ไฮดรอกซีบิวทิเรต โดยพบวาการใชจุลินทรียระบบตะกอนเรงโรงงานผลิตอาหารความเขมขนตะกอนเริ่มตน

เทากับ 3.15 กรัมตอลิตร ซึ่งเลี้ยงในอาหารสังเคราะหที่มีกรดอะซิติกเปนแหลงคารบอนที่ความเขมขน 500 

ถึง 3000 มิลลิกรัมตอลิตร โดยศกึษาอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนที่ 24, 96, 120, 144 และ 168 (โมล

ตอโมล) ตามลําดับ พบวา เมื่ออัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเพ่ิมข้ึนการสะสมพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรต

ตอปริมาณเซลลเพ่ิมข้ึน ชุดการทดลองที่มีอัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 144 มีการสะสม

พอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตสูงสุดรอยละ 33 (Kumar, 2004) สวนรายงานของ Khanna และ Srivastava 

(2006) ซึ่งทําการศึกษาความเหมาะสมในการเติมความเขมขนของไนโตรเจน และระยะเวลาของการเติม

โดยทําการเลี้ยงเชื้อ R.eutropha NRRL B14690 ในถังปฏิกรณ โดยทําการเติมไนโตรเจน (7 กรัมตอลิตร) 

ที่อัตราการเติม 70 มิลลิลิตรตอชั่วโมง พบวาหลังจากชั่วโมงที ่50 เชื้อ R. euthopha มีการผลิตมวลเซลล

ไดมากถึง 32 กรัมตอลิตร มีปริมาณ PHB 14 กรัมตอลิตร  ดังนั้นจึงพบวาเม่ือใชแหลงไนโตรเจนที่แตกตาง

กัน จะทําใหไดปริมาณของพลาสติกแตกตางกันดวย 
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 แหลงแรธาตุอาหารอื่นๆ   ในการสะสมพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตจะเกิดขึ้นภายในเซลลเม่ือ

จุลินทรียอยูในสภาวะที่สารอาหารขาดความสมดุล เชน ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ออกซิเจน แมกนีเซียม หรือ

ซัลเฟอร เปนตน พบวา ฟอสฟอรัส แมกนีเซยีม และซัลเฟอรนั้นจัดเปนแรธาตุหลักที่จุลินทรียตองการใน

ปริมาณที่มากพอ โดยเฉพาะฟอสฟอรัสและแมกนีเซียม เนื่องจากเปนตัวเรงปฏิกิริยาการสรางและการ

ถายเทพลังงานตอจุลินทรียและพลังงานในเซลล โดยอยูในรูปของพอลิเมอรในการผลิตพอลิเบตาไฮดรอกซี

บิวทีเรตของแบคทีเรียเกิดข้ึน เมื่อมีแหลงคารบอนที่มากเกินพอแตมีการกําจัดปริมาณของฟอสฟอรัสและ

แรธาตุอ่ืนๆ เพ่ือใหเหมาะสมกับชนิดและสายพันธุของจุลินทรียที่ใชในการผลิต เชน รายงานการศึกษาของ 

Ryu และคณะ (1997) ในการเลี้ยง A. eutrophus ในสภาวะก่ึงกะที่มีการจํากัดปริมาณฟอสเฟต  มีการ

ควบคุมความเปนกรดดางเทากับ 6.8 อุณหภูมิในการหมัก 34 องศาเซลเซียส ใชน้ําตาลกลูโคสเปนแหลง

คารบอน ทําการศกึษาที่ความเขมขนโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตเทากับ 2.2, 3.1, 4.3 และ 5.5 กรัม

ตอลิตร พบวา ที่ความเขมขนฟอสเฟตเริ่มตนสูงขึ้นสามารถผลิตเซลลและพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทีเรตได

สูงข้ึน  โดยที่ความเขมขนของฟอสเฟตเริ่มตน 5.5 กรัมตอลิตร จะใหปริมาณของเซลลและพอลิเบตาไฮดร

อกซีบิวทีเรตไดสูงสุดเทากับ 2.81 และ 2.32 กรัมตอลิตร ตามลําดับ  สวน Grothe และคณะ (1999) ได

ศึกษาเปรียบเทียบผลการเติมและไมมีการเติมธาตุอาหารเสริมตอการเจริญและการผลิตพอลิเบตาไฮดรอกซี

บิวทิเรตของ A. latus โดยใชน้ําตาลซูโครสเปนแหลงคารบอนพบวาการเติมธาตุอาหารเสริมที่ประกอบดวย 

C6H11O7FeNO7  6 มิลลิกรัมตอลิตร CaCI2·2H2O 10 มิลลิกรัมตอลิตร H3BO3 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร 

CoCl2·H2O 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร ZnSO4·7H2O 0.1 มิลลกิรัมตอลิตร MnCI2·4H2O 0.03 มิลลิกรัมตอลิตร 

Na2MoO4·2H2O 0.03 มิลลิกรัมตอลิตร NiSO4·7H2O 0.02 มิลลิกรัมตอลิตร CuSO4·5H2O 0.1 มิลลิกรัม

ตอลิตร มีผลทําใหการผลิตพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตสูงขึ้นถึง 3.2 กรัมตอลิตร 

ความสําคัญสารเสริมการเจริญ (Growth factor) ในการสังเคราะหพลาสติกชีวภาพพบวาสาร

เสริมการเจริญมีบทบาทในการสังเคราะหชนิดของพลาสติกชีวภาพที่ตองการได ซึ่งสารเหลานี้ ไดแก สาร 

precursor กรดไขมัน กรดอะมิโนบางชนิด และแรธาตุตองการปริมาณนอยบางชนิด ซึ่งท่ีผลตอการผลิต

พลาสติกชีวภาพกลุม PHAs ที่ไดรับความสนใจมากคือ poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxy vale 

rate [P(3HB-co-HV)] และ poly(3-hydroxybutyrate) [P(3HB)] หรือใชชื่อเรียกวา PHB อีกดวย สาเหตุ

ที่พลาสติกสองชนิดนี้ไดรับความนิยมมาก (Chen 2009). เนื่องจาก PHB มีคณุสมบัติทางเคมีและทางกาย 

ภาพใกลเคยีงกับพอลิเมอรสังเคราะห สวน P(3HB-co-HV) จัดเปนพลาสติกทนรอน (Thermoplastic) ที่มี

คุณภาพดีกวาพลาสติก PHB ซึ่งเชื้อ Alcaligenes สามารถสังเคราะหไดทั้งสองตัว โดยพบวาการที่จะทําให

ไดพลาสติกชนิด P(3HB-co-HV) ในปริมาณสูงตองเติมกรดชนิดตาง ๆ สวนการเติม Propionate เปนแหลง

คารบอน พบวา ทําใหสัดสวนการผลิต PHAs ชนิด PHV สูงถึงรอยละ 97 โดยสัดสวนของชนิดของ PHAs จะ

มีเปอรเซ็นตแตกตางกันตามชนิดและสัดสวนของแหลงคารบอนและกรดไขมัน โดยพบวา การสังเคราะห 
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P(3HB-co-3HV) เกิดขึ้นไดสูง เมื่อเลี้ยงในแหลงคารบอนที่มีท้ังน้ําตาลกลูโคสและโพรพิโอเนต (Jingnan et 

al., 2009) เชนเดียวกับ รายงานการผลิตโคพอลิเมอรในรูป P(3HB-co-3HV) จะเกิดขึ้นเมื่อในแหลง

คารบอนนั้นมีกรดวาเลอริค (valeric acid) และกรดโพริโอนิค (propionic acid) ซึ่งถูกใชเปน precursors 

(Rodrigues, et al., 1995 ; Rodrigues, et al., 2000) สวนการผลิต PHAs ชนิดสายโซปานกลาง 

(medium-chain-length polyhydroxyalkanoates, mcl-PHAs) พบวาแบคทีเรียสามารถสรางไดดีเมื่อ

เติมกรดไขมันชนิด Octanoic acid ลงไปในแหลงคารบอนดวย (Le Meur et al., 2012) ในขณะที่ Saika 

และคณะ (2011)  พบวาการผลิตโคพอลิเมอรชนิด 3-hydroxy-4-methylvalerate (3H4MV) ใหได

ปริมาณสูงจะตองเติม precursors คือกรดอะมิโนชนิดลิวซีน (leucine) ทั้งนี้เนื่องจากโครงสรางของ   ลิวซี

นคลายกับ 3H4MV จากการศึกษาของ Chanprateep และคณะ(2010) รายงานวาการใชคารบอนตอ

ไนโตรเจน ที่อัตรา 200 ตอ 1 และใชน้ําตาลฟรุตโตสเปนสาร precursor ในการผลิต 3-hydroxybutyrate 

(3HB) และใช 1,4-butanediol เปน precursor ในการผลิต 4-hydroxybutyrate (4HB) และใช

แอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตเจน พบวาสามารถเก็บเก่ียวผลผลิตไดสูงถึงรอยละ 77 และสวนของโค

พอลิเมอรที่ไดจะขึ้นอยูกับอัตราสวนของคารบอน นอกจากนี้พบวา 1,4-butanediol มีความจําเปนอยาง

มากในการสังเคราะห 4-hydroxybutyrate (4HB) ของจุลินทรีย บางครั้งพบวามีการใช C-hyroxy 

butyrate มาทดแทน แตมีราคาสูงกวา และมีขอควรระวังคือ 1,4-butanediol จะเปนพิษตอเซลลถาใชใน

ปริมาณสูงเกินไป เชนเดียวกันมีรายงานการวิจัยพบวา การใชกรดโพรพิโอนิคที่ความเขมขนสูงทําใหเกิดพิษ

สูง และสงผลทําใหเกิดการตายของเซลลขึ้น ซึ่งสามารถลดปญหาดังกลาวคือ ควรเติมกรดโพรพิโอนิคความ

เขมขนนอยๆ และควรจะเลี้ยงเชื้อแบบกึ่งกะ (Yu et al., 2002) จากรายงานการวิจัยของ Steinbüchel & 

Lütke-Eversloh (2003) กลาววาในการเลี้ยงเพ่ือผลิต 3HV ที่ใชกรดโพรพิโอนิค ซึ่งเปนกรดไขมันชนิดอะ

ลิฟาติก (aliphatic fatty acids) เปนแหลงคารบอน ควรเติมสารตั้งตน (precursor) ซึ่งไดแก วาเลอลิก 

(valeric) เฮปตาโนอิค (heptanoic) ลงไปดวย จากรายงานการเลี้ยงเพ่ือตองการผลิตพลาสติกชนิดโคพอลิ

เมอรชนิด P(3HB-co-3HV) ไดมีการเติมสาร precursor ที่แตกตางกัน ไดแก 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)  นอกจากนี้พบวาการจํากัดสารอาหารในกลุมฟอสฟอรัสมีผลทําใหเกิดการ

สะสม PHAs ไดสูงขึ้น (Ryu et al., 1997) สวนการเตมิแรธาตุคือ MgSO4 และ CaCl2 ซึ่งมีผลตอการเจริญ

ของเซลล แตไมมีผลตอการผลิต PHAs ของเชื้อ B. subtilis และ E. coli. เชนเดียวกันกับการเติม 

MgSO4.7H2O และ trace elements solution (1-20 มิลลิลิตรตอลิตร) ก็ไมมีผลตอการผลิตพลาสติกชนิด 

PHAs ในอาหารชนิด mineral (Nikel et al., 2005; Jingnan et al., 2009) สวนการศกึษาการจํากัด
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ปริมาณโพแตสเซียมในอาหารสงผลตอการผลิตโคพอลิเมอรไดมากขึ้น สวนการจํากัดซัลเฟอร ฟอสฟอรัส 

และไนโตรเจนจะทําใหการผลิต PHB เพ่ิมสูงขึ้น (Singh et al., 2009) 

 การขยายขนาดเพาะเลี้ยงสูระดับถงัปฏิกรณชีวภาพ   ในการเพ่ิมปริมาณการผลิต PHAs เพ่ือให

ไดผลผลิตสูงข้ึนในถังหมัก มีปจจัยที่สําคัญคือการควบคุมสภาวะการเลี้ยงในถังหมัก โดยการควบคุม

อุณหภูมิและความเปนกรดดาง เปนปจจัยสําคัญที่มีผลตอการผลิตพลาสติกชีวภาพพบวาที่อุณหภูม ิ 30 

องศาเซลเซียส และมีความเปนกรดดาง เทากับ 7 จะผลิตพลาสติกชีวภาพไดดี ทั้งนี้อาจข้ึนอยูกับสายพันธุ

จุลินทรียที่นํามาใชในการศึกษาเชนกัน จากรายงานการศึกษาของ Grothe และคณะ (1999)  ได

ทําการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHB โดยการเลี้ยงเชื้อ  Alcaligenes latus พบวา  สภาวะที่

เหมาะสมสําหรับการผลิต  PHB ไดแก ที่อุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียสหรือผันแปรไดในชวง 25-37 องศา

เซลเซียส และคาความเปนกรดดางที่เหมาะสม คือ 6.5  โดยมีอัตราการผลิตเทากับ 0.075 กรัมตอลิตรตอ

ชั่วโมง และสามารถผลิต  PHB ไดสูงสุดเทากับ  0.15  กรัมตอลิตร โดยมีปริมาณ PHB รอยละ 63 ของ

น้ําหนักเซลลแหงนอกจากนี้พบวาปริมาณออกซิเจนมีผลตอการผลิต PHB ดวย ทั้งนี้เนื่องจากในสภาวะ

ออกซิเจนจํากัด เอนไซมซิเตรทซินเทสและไอโซซิเตรทดีไฮโดรตีเนสจะถูกยับยั้งการทํางานโดย NADH ทํา

ใหอะซิทิบโคเอนไซมเอไมเขาสู TCA cycle แตจะเปลี่ยนไปเปนอะซิโตอะซิติลโคเอ เพื่อเขาสูกระบวนการ

สังเคราะห PHB โดยเอนไซมเบตาคีโตไธโอเลสจึงมีการสะสม PHB แทน (Luego et al., 2003) จากรายงาน

ของ Tripathi และคณะ (2013)  ในการเลี้ยง Alcaligenes sp. NCIM 5085 แบบกะ ในถังปฏิกรณชีวภาพ

ขนาด 7.5 ลิตร โดยใชสูตรอาหารที่มีกากน้ําตาลออยความเขมขน 40 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอนและ

ยูเรียความเขมขน 1 กรัมตอลิตร เปนแหลงไนโตรเจน ควบคุมอุณหภูมิเทากับ 34 องศาเซลเซียส และคา

ความเปนกรดดางเทากับ 7  พบวาหลังจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 48 ชั่วโมง สามารถผลิตมวลเซลลแหง

สูงสุดเทากับ 11.0±0.5 กรัมตอลิตร และมีปริมาณพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตสูงสุดเทากับ 8.58±0.4 กรัม

ตอลิตร ผลผลิตพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตสูงสุดและความสามารถในการผลิตผลิตภัณฑเทากับ 0.78 และ 

0.19 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง ตามลําดับ สวนรายงานการศึกษาของ El-sayed และคณะ (2009) เพ่ือผลิตพอ

ลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตจากเชื้อ Ralstonia eutropha ATCC 17697 และ Alcaligenes latus ATCC 

29714  ซึ่งทําการเพาะเลี้ยงแบบกะและเติมกะ ในถังปฏิกรณชีวภาพขนาด 3 ลิตร โดยใชกลูโคสความ

เขมขน 20 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอนและแอมโมเนียมซัลเฟต 4 กรัมตอลิตร เปนแหลงไนโตรเจน 

ควบคุมอุณหภูมิในถังเทากับ 30 องศาเซลเซียส ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ 7±0.1 และความเร็วของ

ใบพัดเทากับ 750 รอบตอนาที ทําการเลี้ยงเปนเวลา 100 ชั่วโมง พบวา R. eutropha ATCC 17697 

สามารถผลิตมวลเซลลแหงสูงสุดและปริมาณพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตไดเทากับ 10.18 และ 0.81 กรัม

ตอลิตร ตามลําดับ สวน A. latus ATCC 29714 สามารถผลิตมวลเซลลแหงสูงสุดและปริมาณพอลิเบตา

ไฮดรอกซีบิวทิเรตไดเทากับ 8.73 และ 4.94 กรัมตอลิตร ตามลําดับและเมื่อทําการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะใน
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ถังปฏิกรณชีวภาพขนาด 3 ลติร ปริมาตรการเพาะเลี้ยงเริ่มตน 1.2 ลิตร ซึ่งใชกลูโคสความเขมขน 20 กรัม

ตอลิตร เปนแหลงคารบอนและแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 4 กรัมตอลิตร เปนแหลงไนโตรเจน และ

เติมน้ําตาลกลูโคสในชั่วโมงที่ 25 และ 35 พบวา R. eutropha ATCC 17697 สามารถผลิตมวลเซลลแหง

สูงสุดและปริมาณพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตไดเทากับ 16.32 และ 10.53 กรัมตอลิตร ตามลําดับ สวน A. 

latus ATCC 29714 สามารถผลิตมวลเซลลแหงสูงสุดและปริมาณพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตไดเทากับ 

15.21 และ 8.84 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 

 จากการศึกษาของ Park & Kim (2011) ศึกษาการผลิตพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตดวยเชื้อ 

Ralstonia eutropha KCTC 2662 โดยทําการเพาะเลี้ยงแบบกะในถังปฏิกรณชีวภาพขนาด 2.5 ลิตร  โดย

ใชสูตรอาหารที่มีน้ํามันถ่ัวเหลืองความเขมขน 20 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน และแอมโมเนียมซัลเฟต

ความเขมขน 1 กรัมตอลิตร เปนแหลงไนโตรเจนควบคุมอุณหภูมิเทากับ 30 องศาเซลเซียส ปรับคาความเปน

กรดดางเทากับ 6.8 เติมอากาศที่ 1 vvm และปรับความเร็วของใบพัดเทากับ 700-1300 รอบตอนาที ทํา

การเพาะเลี้ยงเปนเวลา 100 ชั่วโมง พบวา หลังจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 87 ชั่วโมง สามารถผลิตมวล

เซลลแหงสูงสุดเทากับ 15 กรัมตอลิตร และปริมาณพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตเทากับ 13 กรัมตอลิตร และ

เมื่อทําการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะในถังปฏิกรณชีวภาพขนาด 2.5 ลิตร ปริมาตรการเพาะเลี้ยงเริ่มตน 1 ลิตร 

ทําการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 100 ชั่วโมง และเติมน้ํามันถ่ัวเหลืองในชั่วโมงที่ 18 และ 50 พบวา สามารถผลิต

มวลเซลลแหงสูงสุดเทากับ 32 กรัมตอลิตร และปริมาณพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตเทากับ 25 กรัมตอลิตร 

สวน Gahlawat and Srivastava (2013) ศึกษาการเลี้ยง Azohydromonas australica เพ่ือผลิตพอ

ลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรต โดยทําการเพาะเลี้ยงแบบกะในถังปฏิกรณชีวภาพขนาด  7 ลิตร ในสูตรอาหารที่มี

น้ําตาลซูโครสความเขมขน 25 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน และแอมโมเนียมคลอไรดความเขมขน 0.6 

กรมัตอลิตร เปนแหลงไนโตรเจน ควบคุมอุณหภูมิเทากับ 33 องศาเซลเซียส และปรับคาความเปนกรดดาง

เทากับ 7 เปนเวลา 36 ชั่วโมง พบวา ผลิตมวลเซลลแหงสูงสุดเทากับ 8.71 กรัมตอลิตร และปริมาณพอ

ลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตเทากับ 6.24 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 72 ของมวลเซลลแหง และทําการ

เพาะเลี้ยงแบบเติมกะในถังปฏิกรณชีวภาพขนาด 7 ลิตร ปริมาตรการเพาะเลี้ยง 2 ลิตร ในสูตรอาหารที่มี

น้ําตาลซูโครสความเขมขน 25 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน และแอมโมเนียมคลอไรดความเขมขน 0.6 

กรัมตอลิตร เปนแหลงไนโตรเจน โดยมีการเติมสารอาหารตั้งแตชั่วโมงที่ 20-35 เปนเวลา 15 ชั่วโมง และทํา

การเพาะเลี้ยงจนครบ 38 ชั่วโมง พบวา สามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุดเทากับ 29.71 กรัมตอลิตร และ

ปริมาณพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตเทากับ 22.65 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 76 ของมวลเซลลแหง ซึ่ง

ปริมาณพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตที่ผลิตไดสูงกวาการเพาะเลี้ยงแบบกะ 3.6 เทา  สวน Jiang และคณะ 

(2008) ศึกษาการผลิตพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตโดยเชื้อ Pseudomonas fluorescens A2a5 ซึ่งเลี้ยงใน

ถังปฏิกรณชีวภาพขนาด 5 ลิตร ปริมาตรการเพาะเลี้ยง   3 ลิตร ทําการเพาะเลี้ยงแบบกะ ท่ีอุณหภมูิ 25 
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องศาเซลเซียส โดยใชสูตรอาหารที่มีน้ําออย (Sugarcane Liquor) ความเขมขน 50 กรัมตอลิตร เปนแหลง

คารบอน และโมโนโซเดียมกลูตาเมตความเขมขน 1 กรัมตอลิตร เปนแหลงไนโตรเจน พบวาหลังจากการ

เพาะเลี้ยงเปนเวลา 72 ชั่วโมง สามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุด คือ 32 กรัมตอลิตร และมีปริมาณพอ

ลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรต 22 กรัมตอลิตร และอัตราการผลิตเทากับ 0.23 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  ในการผลิต

พอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตดวยเชื้อ Bacillus megaterium BA-019 โดยทําการเพาะเลี้ยงแบบกะในถัง

ปฏิกรณชีวภาพขนาด 5 ลิตร ดวยสูตรอาหารที่มีกากน้ําตาลความเขมขน 20 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน

และยูเรียความเขมขน 0.8 กรัมตอลิตร เปนแหลงไนโตรเจน ควบคุมอุณหภูมิเทากับ 30 องศาเซลเซียส และ

ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ 7 ทําการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 12 ชัว่โมง พบวามีมวลเซลลแหงสูงสุดเทากับ 

8.80 กรัมตอลิตร และปริมาณ   พอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตเทากับ 5.41 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 61.60 

ของน้ําหนักเซลลแหง และเมื่อทําการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะในถังปฏิกรณชีวภาพขนาด 5 ลิตร ปริมาตรการ

เพาะเลี้ยงเริ่มตน 2.5 ลติร ทําการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 30 ชั่วโมงโดยเติมกากน้ําตาลความเขมขน 400 กรัม

ตอลิตรตั้งแตชั่วโมงท่ี 8 พบวา สามารถผลิตมวลเซลลแหงสูงสุดเทากับ 72.60 กรัมตอลิตร และปริมาณพอ

ลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตเทากับ 30.50 กรัมตอลิตร คดิเปนรอยละ 42.1 ของมวลเซลลแหง (Kulpreecha, 

et.al., 2009) 

การเก็บเกี่ยวพลาสติกชีวภาพ การเลือกวิธีการแยกและการสกัดพอลิเมอรซึ่งเปนผลิตภัณฑที่ถูก

สรางขึ้นภายในเซลลแบคทีเรีย มีผลโดยตรงตอคุณภาพและปริมาณของผลิตภัณฑที่ได อีกทั้งยังมีผลตอ

ตนทุนอีกดวย จากรายงานการศึกษาพบวาในการเก็บเก่ียวผลิตภัณฑเพ่ือแยกและทําใหบริสุทธิ์ของพอลิ

เมอรซึ่งอยูภายในเซลลแบงไดเปน 3 สวน ดังแสดงในภาพที่ 1 (Jacquel, et al., 2008) 

ในการเก็บเก่ียวผลผลิตที่อยูภายในเซลลของแบคทีเรีย จะเก็บเก่ียวเมื่อเซลลเขาสูในระยะการ

เจริญคงที่ (stationary phase) โดยแยกสวนของน้ําหมักออกจากตัวเซลล หลังจากนั้นนํามาเซลลมีทําให

แตกเพื่อใหผลิตภัณฑหรือพลาสติกถูกปลดปลอยออกมา โดยจะมีกระบวนการเริ่มตนจากการเตรียมตัว 

เซลล (Pretreatment) กอนการสกัดเชน การทรีตดวยความรอน ความเย็นหรือสารละลายเกลือ กอนเขาสู

กระบวนการสกัดและแยกบริสุทธิ์ (Jacquel, et al., 2008) ซึ่งมีรายงานการวิจัยการเตรียมตัวเซลลหลายวิธี

เชน จากการศึกษาของ Kapitchkoff และคณะ (2006) ไดนําเซลล R.eutropha DSM545 ซึ่งแขวนลอยใน

อาหารมาทรีตดวยความรอนที่อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 นาที กอนนําไปทําการสกัด สวน

การศกึษาของ De Koning & Witholt (1997) ไดทําการทรีตเซลลดวยความรอนที่อุณหภูม ิ 120 องศา

เซลเซียสเปนเวลา 15 นาที กอนนําเซลล Pseudomonas ไปทําการสกัดพอลิเมอรนอกจากนี้พบวามีการใช

การทรีตดวยความรอนรวมกับการใชสารอื่นผสมดวยเชนกัน ในการศึกษาของ Steinbuchel (1996) ซึ่งได

ใชความรอน 85 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที รวมกับการใชเอนไซม PHB depolymerase เพ่ือยอย

พอลิเมอรภายในเซลลของ R. eutropha DSM545 ใหหลุดออกมา นอกจากนี้พบวามีการใชดาง คือ 
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ภาพที่ 1 ขั้นตอนในการเก็บเก่ียวและการแยกบริสุทธิ์  PHAs ซึ่งแบงไดเปน 3 ขั้นตอน คือ การเตรียมเซลล 

การสกัดและการแยกบริสุทธิ์ (Jacquel, et al., 2008) 

sodium hydroxide ความเขมขน 0.4 กิโลกรัมตอกิโลกรัม ในการทรีต A. latus เพ่ือเพ่ิมความสามารถใน

การยอยโปรตีนออกมากอนใชเครื่อบดใหเซลลแตก ซึ่งใหผลดีกวาเมื่อเปรียบเทียบกับการใชเกลือ sodium 

chloride  (Khosravi-Darani et al., 2004 ; Tamer et al., 1998) สวนการศกึษาการใชวิธีการแชแช็งกอน

นํามายอยพบวาสามารถชวยยนระยะเวลาในการยอยดวยสาร SDS and NaClO ไดสั้นลง (Dong, & Sun, 

2000) แตพบวาการเตรียมเซลลในสภาพเยือกแข็งแหง (freezed-dried) ไดถูกนํามาใชไดในงานวิจัย 

(Hahn et al., 1994 ; Chen et al., 2001) แตไมเหมาะในการขยายขนาด โดยพบวาการใชการแชเยือก

แข็งที่อุณหภูมิ −20 องศาเซลเซียส (Ghatnekar et al., 2002 ;  Linget al., 1997) ซึ่งใหผลดีกวาการแชที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (Tamer et al., 1998) 

ขั้นตอนในการเก็บเก่ียวไบโอพอลิเมอรดวยการสกัดโดยใชวิธีการยอย (Digestion methods) ซึ่ง

แบงการยอยไดเปนการยอยดวยสารเคมีและการยอยดวยเอนไซม ตัวอยางเชนจากรายงานการศึกษาของ 

Kunasundari & Sudesh (2011) พบวาวิธไีดรับความสนใจมากกวาการสกัดดวยตัวทําละลาย ทั้งนี้ในการ

สารเคมีเพ่ือยอยสลายสวนใหญ เปนการยอยสวนประกอบของเซลลที่ไมใชผลิตภัณฑเพื่อปลดปลอย

ผลิตภัณฑออกมา สวนการสกัดดวยตัวทําละลายไดรับนิยมสูงในระดับหองปฏิบัติการ ทั้งนี้เนื่องจากเปนวิธีที่

งายและทําไดรวดเร็ว (Kunasundari & Sudesh, 2011) ซึ่งตัวทําละลายที่ถูกนํามาใชงานมีหลายชนิดเชน 

คลอโรฟอรม (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) และการใชตัวทําละลายในรูป non-
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halogenated solvent ไดแก isoamy propionate, propylbutyrate, isoamyl valerat (Mantelatto 

et al., 2008) ในการศึกษาของ Zinn และคณะ (2003) ใชตัวทําละลายเมทิลคลอไรค (methylene 

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

ผลิตโดย R. eutropha สามารถใหพอลิเมอรที่มีความบริสุทธิ์ไดถึงรอยละ 98 จากนั้นเม่ือนําสารสกัดนั้นไป

ทําการกลั่นและตกตะกอนดวยเมทานอลเย็นจัดกอนนํามาตกผลึกอีกครั้ง สวนการสกัดดวยสารเคมี 

ตัวอยางเชน การใชโซเดียมไฮโปคลอไรค (sodium hypochlorite) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

1 ชั่วโมง (Hahn et al., 1995) การใชโซเดียมไฮโปคลอไรครวมกับสารลดแรงตึงผิว เชน sodium dodecyl 

sulfate (SDS) (Ramsay, et al., 1995 ; Chen et al., 1999)การใชสารลดแรงตึงผิว palmitoyl carnitine 

โดยใช 1mM palmitoyl carnitine ที่ละลายดวยบัพเฟอร 0.1MTris–HCl ที่คาความเปนกรดดาง 7.0 

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที พบวาสามารถสกัดพอลิเมอร R.eutropha และ A. latus ได

รอยละ 70 และมากกวารอยละ 85 ตามลําดับ  นอกจากนี้พบวาการใชสารลดแรงตึงผิวเพียงอยางเดียว

สงผลทําใหคุณภาพของ PHAs ที่แยกไดบริสุทธิ์นอยกวาการใชรวมกับไฮโปคลอไรคและโซเดียมไฮดรอกไซค 

(Kim et al., 2003)  สวน Lu (2006) ไดใชสารโซเดียมไฮโปคลอไรครวมกับการใหความรอนที่อุณหภูมิ 50 

องศาเซลเซียส ในการสกัดพลาสติกชีวภาพจาก Cupriavidus taiwanensis 184 ไดสูงถึงรอยละ 94 และมี

ความบริสุทธิ์รอยละ 99  นอกจากนี้ไดมีการพัฒนาการยอยโดยใชโซเดียมไฮโปคลอไรครอยละ 30 รวมกัน

ตัวทําละลายคลอโรฟอรมในอัตราสวน 1: 1  ในการสกัด P(3HB) จาก R.eutropha เพ่ือแยกสวนที่ตองการ

คือ P(3HB) ละลายอยูกับคลอโรฟอรมและสวนอ่ืน ๆ  ของเซลลจะแขวนลอยอยูในสวนของโซเดียมไฮโปคลอ

ไรค (Hahn et al., 1994 ; Hahn et al., 1993) โดยคาที่ไดมีความบริสุทธิ์ของ P(3HB) ประมาณรอยละ 

97 เชนเดียวกับการเก็บเก่ียวพอลิเมอรจาก P(3HB) จากเชื้อ R. eutropha หลังจากผานการทรีตดวย

อะลูมิเนียมและเหล็ก กอนนํามายอยตอดวยโซเดียมไฮโปคลอไรคและคลอโรฟอรม (Ryu et al., 2000)  

    จากการศกึษาของ Dong&Sun (2000) ในการเก็บเก่ียว PHAs โดยการใชปริมาณเซลล 30 กรัมตอ

ลิตร นําไปทําการแชเยือกแข็งกอนนํามาสกัดโดยการเติมสารลดแรงตึงผิวคอื SDS ปริมาณ 10 กรัมตอลิตร 

บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จากนั้นจึงนํามาเติมสารโซเดียมไฮโปคลอไรครอยละ30 

เปนเวลา 3 นาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส รวมกันการใชสารไฮโปคลอไรคสามารถเก็บเก่ียวผลผลิตได

รอยละ 86.6 และสารที่ไดมีความบริสุทธิ์รอยละ 98 วิธีนี้มีขอดีคือ ตนทุนคาใชจายต่ําและลดปญหาการ

เสื่อมสภาพของ PHAs ลงได สวนการยอยดวยการใชสารคีเลต (chelate) รวมกับสารลดแรงตงึผิวพบวา จะ

ชวยทําใหสารพอลิเมอร PHAs หลุดออกมาเพิ่มข้ึน เมื่อใชกับแบคทีเรียที่เปนแกรมลบ คือ R.eutropha ซึ่ง

มีไอออนของแคลเซียมและแมกนีเซียมอยูที่ดานนอกของเมมเบรน โดยพอลิเมอรที่ไดมีความบริสุทธิ์สูงรอย

ละ 98.7 เมื่อใชสารลดแรงตึงผิวตอเซลลแหงอัตราสวน 0.12:1 และใชเกลือ EDTA disodium ตอเซลลแหง

อัตราสวน 0.08:1 บมที่คาความเปนกรดดาง 13 และที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ซึ่งมี
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ขอดีของการยอยดวยวิธีนี้คือ ไดผลิตภัณฑที่มีคุณภาพดี มีปญหาหาเรื่องตอสิ่งแวดลอมนอย แตมีสวน

ของเหลวเหลือทิ้งท่ีตองนําเขาสูระบบบําบัดสูง (Chenet al., 2001)  

     ในการสกัดพอลิเมอรดวยเอนไซมยอยตัวเซลลซึ่งไดถูกพัฒนาขึ้นโดยบริษัท ไอซีไอ (ICI) โดยใช

เอนไซมในกลุมยอยโปรตีน (proteolytic enzyme) เริ่มตนจากการใหความรอนและตามดวยการใช

เอนไซมยอยซึ่งไดถูกจนสิทธิบัตรเรียบรอยแลว (Holmes & Lim, 1990) ในการศึกษาของ Kapritchkoff 

และคณะ (2006) พบวาการใชเอนไซมโบรมิเลนรอยละ 2 บมที่คาความเปนกรดดาง 9 และอุณหภูมิ 50 

องศาเซลเซียส สามารถเก็บเก่ียว P(3HB) จากเชื้อ R.eutropha ไดรอยละ 88.8  นอกจากนี้มีรายงานการ

ใชเอนไซมอะคาเลส (alcalase) เพ่ือยอยผนังเซลล Pseudomonas putida ไดผลิตภัณฑสุดทายคือ PHA 

คิดเปนรอยละ 92.6  (Yasotha, et. al., 2006) 

การเก็บเก่ียวดวยวิธีทางกล เปนการยอยอีกอยางหนึ่งทีไ่ดรับความสนใจในการศึกษา โดยสามารถ

ใชวิธีการไดหลายแบบ เชน การใชลูกปดบด (Bead mill) มีปจจัยสําคัญที่ควรทําการศึกษากอนนํามาใชงาน

คือ ความเขมขนของตัวอยาง อัตราการใสตัวอยาง ความเร็วของการหมุนของลูกปดเปนหลักสําคัญที่ตองหา

สภาวะที่เหมาะสมในการทํางานเชนเดียวการใชเครื่องโฮโมจิไนเซอร  (Tamer, et al., 1998) จากรายงาน

การใชเครื่องอัลตราโซนิค (ultrasonic) เพ่ือสกัด PHAs จากเชื้อ Haloferax mediterranei ไดถูกนําเสนอ

โดย Hwanget al. (2006) พบวาสามารถใชไดดีในระดับหองปฏิบัติการ นอกจากนี้ไดมีการใชหลายวิธี

รวมกันเพ่ือสกัดพลาสติกออกจากเซลล เชนการใชเครื่องปนเหวี่ยงรวมกับการใชสารเคมีในการเก็บเก่ียว 

P(3HB)  (Van Wegen et al, 1998) การใชการเก็บเก่ียวดวยเครื่องโฮโมจิไนเซอรกอนนํามาเขาเครื่องปน

เหวี่ยงรวมกับการใชสาร sodium hypochlorite ซึ่งสามารถเก็บเก่ียวผลผลิตที่มีความบริสุทธิ์สูงถึงรอยละ 

96.5 (Ling et al., 1997) รวมท้ังมไีดรายงานการใชรังสีแกมมาที่ระดับ 5-40 กิโลเกรย ในการทําใหเซลล

แตกและแยกสวนพลาสติกออกมาได (Divyashree &. Shamala, 2008) ทั้งนี้จะเห็นไดวาการเก็บเก่ียว

พลาสติกชีวภาพภายในเซลลจุลินทรียมีวิธีการหลากหลาย แตละวิธีมีขอดีและขอเสียแตกตางกัน (Jacquel 

et al., 2008)  

2. ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

ปจจุบันผลิตภัณฑพลาสติกไดเขามามีบทบาทตอชีวิตประจําวันของมนุษยเปนอันมาก โดยการ

นํามาใชในการผลิตอุปกรณเครื่องใชตางๆ  เนื่องจากมีความคงทน แข็งแรง น้ําหนักเบา ราคาถูก และ

สามารถปรับแตงใหมีลักษณะตามตองการได เม็ดพลาสติกที่นํามาใชเปนสวนใหญเปนผลพลอยไดจาก

อุตสาหกรรมปโตรเคม ี สามารถนํามาผลิตไดอยางรวดเร็วมีปริมาณมากและตนทุนต่ําจากรายงานประมาณ

การผลิตพลาสติกทั่วโลกใน 1 ป มีการผลิตมากกวา 100 ลานตัน ซึ่งสงผลเสียคือทําใหเกิดขยะพลาสติกเปน

จํานวนมาก แมวาขยะพลาสติกบางสวนสามารถนํามาแปรรูปกลับมาใชใหมได แตพบวากระบวนการในการ

นํากลับไปใชใหมนี้ยังไมสมบูรณ เนื่องจากยังตองใชพลังงานความรอนสูงในการนําพลาสติกกลับมาใชใหม 
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อีกทั้งในกระบวนการผลิตจะเกิดการปลดปลอยสารพิษออกมาดวย และขยะพลาสติกสวนที่เหลือก็เปน

ปญหาใหญในการกําจัดเพราะใชเวลาในการยอยสลายนาน จึงสงผลกระทบตอสิ่งแวดลอมเปนอันมาก 

โดยเฉพาะการเผาสงผลตอภาวะโลกรอนเชน ถุงพลาสติก 1 ใบ ตองใชเวลายอยสลายถึง 450 ป หากนําไป

เผาก็จะทําใหเกิดสารประกอบไฮโดรคารบอนเกิดมลภาวะตอโลก ทําใหโลกรอนข้ึนดังที่เปนอยูในปจจุบัน 

พลาสติกชีวภาพเปนพลาสติกที่ผลิตจากวัตถุดิบธรรมชาติท่ีไดจากการหมักน้ําตาลจากพืชดวยจุลินทรียและ

คุณสมบัติตางๆ ที่สามารถนําไปใชประโยชนไดเชนเดียวกันกับพลาสติกสังเคราะห และในปจจุบันไดถูก

นํามาใชงานแทน เพ่ือลดปญหาตางๆ ลง ทั้งนี้เนื่องจากพลาสติกชีวภาพนั้นสามารถผลิตไดจากวัตถุดิบที่เปน

ประเภททรัพยากรทดแทน (renewable resources) ไมไดใชแลวหมดไปเหมือนกับปโตรเคมี พลาสติก

ชีวภาพแบงออกไดหลายชนิด เชน พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (Polyhydroxy alkanoate, PHAs) พอลิไฮด

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

แลคไทค (Polylactide, PLA) เปนตน โดยเฉพาะอยางยิ่งพลาสติกชีวภาพที่ผลิตจากจุลินทรียกลุมพอลิไฮด

รอกซีอัลคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoates) หรือ PHAs เปนอะลิฟาติกพอลิเมอรธรรมชาติที่จุลินทรีย

ผลิตและเก็บสะสมไวภายในเซลลเพ่ือเปนแหลงพลังงานสํารอง โดยการผลิตจะเกิดข้ึนเมื่อสภาวะที่ไมสมดุล

ของสารอาหาร (Salehizadeh & Van Loosdrecht, 2004) ปจจุบันพลาสติกกลุมนี้ไดรับความสนใจในการ

นํามาใชประโยชนเปนอันมาก โดยเฉพาะอยางยิ่งพลาสติก PHAs ชนิดพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรต (poly 

hydroxybutyrate, PHB) และพลาสติกชนิดโคพอลิเมอรของพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรตกับไฮดรอกซีวาเลอเรต 

(poly-3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate, PHBV) ท้ังนี้เนื่องจากมีคุณสมบัติใกลเคยีงกับ

พลาสติกสังเคราะหพอลิโพรพิลีน (polypropylene) มีความสามารถทนอุณหภูมิสูง มีจุดหลอมเหลวสูงและ

มีคุณสมบัติเปนฟลมกันน้ําและความชื้นไดดี และมีขอดีคอืสามารถยอยสลายไดงาย ทําใหพลาสติกชนิดนี้

ไดรับความสนใจอยางกวางขวาง ทั้งในภาคอุตสาหกรรมและนํามาประยุกตใชในงานวิจัยตาง ๆ ทั้งทาง

การแพทย และการเกษตร (Chien et al., 2007) 

 ในการยอยสลายของพลาสติกชีวภาพจะเกิดข้ึนไดงาย เม่ือมีการจัดการใหอยูในสภาวะที่เหมาะสม

คือมีแบคทีเรียและเอนไซมเขามายอยสลาย อีกทั้งไมทิ้งสารตกคางที่เปนอันตรายตอสิ่งแวดลอม จึงมี

ความสําคัญในการชวยปองกันหรือลดอุณหภูมิของโลกลงและเปนการประหยัดทรัพยากรน้ํามันและเปน

มิตรตอสุขภาพของผูบริโภคอีกดวย ทั้งนี้เนื่องจากพลาสติกชีวภาพจะไมปลอยสารเคมีที่เปนพิษตอรางกาย

ซึ่งมักกอใหเกิดมะเร็งในระยะยาว จากเหตุผลดังกลาวจึงทําใหมีการนําพลาสติกชีวภาพมาใชกันอยาง

แพรหลายโดยเฉพาะดานบรรจุภัณฑอาหาร และเพ่ือใชบรรจุสินคาทางการเกษตร เชนผักและผลไม ถุงใส

ของ กลองอาหาร รวมทั้งใชเปนแคปซูลบรรจุยา เปนตน สําหรับประเทศไทยมีปญหาหลักคือตนทุน

คาใชจายสูงเม่ือเปรียบเทียบกับตนทุนพลาสติกสังเคราะหที่ไดจากอุตสาหกรรมปโตรเคมี สําหรับประเทศ

ไทยมีศักยภาพเพียงพอในการผลิตพลาสติกชีวภาพ เนื่องจากมีแหลงวัตถุดิบมากมายและมีราคาถูก แหลง
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วัตถุดิบดังกลาวอาจไดรับมาจากภาคเกษตรและภาค อุตสาหกรรมเกษตรหลายชนิดที่สามารถนํามาใชเปน

สารตั้งตน เพ่ือการผลิตพลาสติกได ไดแก มันสําปะหลัง ออย ปาลม หรือของเหลือทิ้งจากโรงงาน

อุตสาหกรรม เชน กากมันสําปะหลัง กากชานออย กากปาลม และสวนเหลือทิ้งจากขยะชุมชน น้ํามันที่เหลือ

ทิ้งจากการทอด เปนตน ซึ่งเปนการสรางมูลคาเพิ่มใหกับผลผลิตทางการเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตรที่มี

อยูในประเทศ และการลดปริมาณการนําเขาวัตถุดิบเพื่อใชในการผลิตพลาสติกชีวภาพจากตางประเทศลง 

อีกทั้งเปนการสรางเทคโนโลยีท่ีเกิดขึ้นเองภายในประเทศเพ่ือเปนทางเลือกที่สําคัญในการปรับเปลี่ยนโครง 

สรางอุตสาหกรรมพลาสติกสังเคราะหเปลี่ยนเปนผลิตภัณฑพลาสติกชีวภาพ ซึ่งจะสงผลตออุตสาหกรรม

ภายในประเทศอีกดวย ตัวอยางเชน อุตสาหกรรมอิเล็กทรอนิกส อุตสาหกรรมเสนใยสิ่งทอ อุตสาหกรรม

ยานยนต อุตสาหกรรมพลาสติก ชิ้นสวนอุปกรณไฟฟา และบรรจุภัณฑตาง ๆ เปนตน  

สําหรับในการวิจัยครั้งนี้จะมุงเนนการตอยอดงานวิจัยการใชเชื้อแบคทีเรีย Alcaligenes sp.  ที่ถูก

ปรับปรุงสายพันธุดวยการกลายและกลายซ้ํา ทําใหปริมาณของพลาสติกในกลุมพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

(Poly hydroxyalkanoate, PHAs) เพ่ิมสูงข้ึนกวาสายพันธุเดิม โดยเชื้อที่ผานการกลายซ้ําสามารถผลิต 

PHB คิดเปน 3.5 กรัมตอลิตร ซึ่งสูงกวาสายพันธุเดิมท่ีใหผลผลิต 0.60 กรัมตอลิตร และเมื่อพัฒนา

ความสามารถสูตรอาหารแลวพบวาสามารถผลิต PHB ไดเพ่ิมสูงขึ้นถึง 9.73 กรัมตอลิตร แตเนื่องจากการ

พัฒนาเบื้องตนยังใชสารอาหารบางสวนที่มีราคาสูงมาก ควรมีการพัฒนาสภาวะในการเลี้ยงดวยสารอาหาร

ราคาถูกและการเก็บเก่ียวที่สงผลดีท้ังคุณภาพและปริมาณในขั้นตอนตอไป รวมทั้งสนใจในการพัฒนาการ

สังเคราะหพลาสติกชีวภาพทั้งชนิดโฮโมพอลิเมอรและโคพอลิเมอร คือ พอลิไฮดรอกซีบิวทีเรต(polyhydro 

xybutyrate, PHB) หรือ P(3HB) และพลาสติกชนิดโคพอลิเมอรของพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรตกับไฮดรอกซีวา

เลอเรต (poly-3-hydroxybuty rate-co-3-hydroxyvalerate, PHBV) ซึ่งเปนพอลิเมอรชีวภาพที่ไดรับ

ความนิยมสูงในปจจุบัน เนื่องจากทนตอความรอนไดดี และมีคุณสมบัติใกลเคียงกับพลาสติกที่สังเคราะหจา

กปโตรเคมีมุงเนนในการหาสภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยงดวยสารอาหารราคาถูกไดแก กลุมแปง กลุม

น้ําตาล กลุมน้ํามัน วัสดุเหลือทิ้งในอุตสาหกรรมตาง ๆ และสิ่งสําคัญคือการปรับสารเสริมการสังเคราะห

พลาสติกชีวภาพของแบคทีเรีย ไดแก สาร precursor กรดอะมิโน กรดไขมัน และแรธาตุตางๆ เพ่ือสงเสริม

ใหจุลินทรียสามารถสังเคราะหพอลิเมอรและโคพอลิเมอรที่ตองการไดสูงข้ึนทําการศึกษาวิจัยการควบคุม

สภาวะตางๆ ที่มีผลตอการผลิตชนิดของพลาสติกที่ตองการ เชน อุณหภูมิ คาความเปนกรดดาง การให

อากาศ และชนิดของการเลี้ยงในถังหมักเพ่ือใหไดผลผลิตสูง ตลอดจนสิ่งที่สําคัญคือการศึกษาวิธีการเก็บ

เก่ียวการสกัดและการแยกบริสุทธิ์ เพ่ือใหไดทั้งผลผลิตสูงและมีคุณภาพดี 

 

 



20 
 

3. วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

1) เพ่ือพัฒนาแหลงของสารอาหาร สารอาหารเสริมprecursor กรดอะมิโน กรดไขมัน และแรธาตุที่มี

ผลตอการสังเคราะหพลาสติกชีวภาพชนิดโฮโมพอลิเมอรและโคพอลิเมอรของแบคทีเรียที่ผานการกลาย  

2) เพ่ือพัฒนาการเก็บเก่ียวเริ่มตั้งแตการเตรียมเซลลวิธีการสกัด และการแยกบริสุทธิ์ท่ีมีประสิทธิภาพ

สงผลใหไดผลิตภัณฑที่มีคุณภาพดีมีปริมาณสูง 

3) เพ่ือปรับปรุงสภาวะตางๆ ที่มีผลตอการผลิตนถังหมัก เชน อุณหภูมิ คาพีเอช การใหอากาศ และ

ชนิดของการเลี้ยงในถังหมักการหมักแบบกะ (batch   fermentation)  

4. กรอบแนวความคิดในการตอยอดงานวิจัย    

ในการตอยอดงานวิจัยในเรื่องของแหลงสารอาหารและสารอาหารเสริมตางๆ การควบคมุสภาวะ

การเลี้ยงและวิธีการเก็บเกี่ยวผลผลิตที่เหมาะสมตอไป โดยไดวางกรอบวิจัยดังนี้ คือ 

1) การพัฒนาสภาวะที่เหมาะสมของแหลงคารบอนและไนโตรเจนที่มีราคาถูกตอการผลิตพลาสติก

ชีวภาพของแบคทีเรียที่ไดจากการกลายซ้ําโดยจะใหความสําคัญกับการศึกษาแหลงคารบอนกลุมตางๆ 

ไดแก กลุมแปงมันสําปะหลังและกากมันสําปะหลังท่ีผานการยอย ทั้งในรูปเด็กตริน และน้ําเชื่อม กลุมของ

กากน้ําตาล น้ําตาลที่ผานการทรีตดวยวิธีตาง ๆ และกลุมของน้ํามันและน้ํามันที่ผานการใชแลว น้ํามันที่พบ

ทั่วไปในทองตลาด น้ํามันที่เหลือจากการทอดและน้ํามันที่เหลือจากอุตสาหกรรมตางๆ ตัวอยาง เชน 

อุตสาหกรรมน้ํามันพืช อุตสาหกรรมผลิตอาหาร อุตสาหกรรมปาลม เปนตน ชนิดและระดับความเขมขนท่ี

เหมาะสมของแหลงไนโตรเจนทั้งในรูปอินทรียสารและอนินทรียสาร ผลของสารเสริมตาง ๆ ที่มีผลตอการ

สังเคราะหพลาสติก เชน สาร precursor วิตามิน เอทานอล กรดไขมัน กรดอะมิโน และแรธาตุท่ีตองการ

ปริมาณนอยบางชนิด ที่สงผลตอการสรางชนิดของพอลิเมอรของเซลลจุลินทรีย 

2) การพัฒนาวิธีการเก็บเก่ียวผลิตภัณฑ  เริ่มตนจากการเตรียมเซลล การสกัดดวยวิธีตาง ๆ และการ

แยกบริสุทธิ์ เพ่ือใหไดผลผลิตสูงและมีคุณภาพดี พรอมทั้งตรวจสอบชนิดและปริมาณของพลาสติก PHAs ที่

แบคทีเรียสรางขึ้นดวยการใช GCMS และการตรวจดูสรีระดวยกลองจุลทรรศนทั้งชนิด TEM และ SEM 

3) การพัฒนาสภาวะอื่นๆ ที่มีผลตอการผลิตพลาสติกชีวภาพของเชื้อจุลินทรียที่ผานการกลาย ไดแก 

อุณหภูมิ คาพีเอช ปริมาณหัวเชื้อเริ่มตน ปริมาณออกซิเจน เปนตน เมื่อเลี้ยงในถังหมักทั้งในสภาวะกะ 

(batch fermentation) คาํนวณผลของการผลิตไดแก คามวลเซลลแหง ปริมาณน้ําตาลท้ังหมด และปริมาณ

พอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรต  
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5.ประโยชนที่คาดวาจะไดรับและหนวยงานที่จะนําผลการวิจัยไปใชประโยชน 

การดําเนินงานวิจัยตามโครงการวิจัยที่เสนอนี้คาดวาจะมีศักยภาพในการอํานวยประโยชนดาน

ตางๆ ดังนี้ 

1) การสรางองคความรูเพ่ือใชประโยชนในการศึกษาวิจัยเก่ียวกับการพัฒนาการใชสารอาหาร

เพ่ือสังเคราะหพลาสติกชีวภาพของจุลินทรียใหไดปริมาณสูง โดยสามารถเผยแพรองคความรูในวารสารทาง

วิชาการที่เก่ียวของ และการเสนอผลงานวิจัยในการประชุมวิชาการภายในประเทศ 

2) ประโยชนดานการบริการความรูแกประชาชน การบริการความรูแกภาคธุรกิจ 

3) ประโยชนดานการพัฒนาการเรียนการสอนสําหรับนิสิต นักศึกษาที่ กําลังศึกษาดาน

วิทยาศาสตร 

4) ประโยชนดานการสรางและพัฒนานักวิจัย ผานกระบวนการฝกหัดทําวิจัยในรายวิชาปญหา

พิเศษสําหรับนิสิตปริญญาตรีและการทําวิจัยประกอบวิทยานิพนธสําหรับนิสิตบัณฑิตศึกษา 
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บทที่ 2 

การดําเนินการวิจัย 

 

รายละเอียดในการดําเนินการวิจัย 

1.  เชื้อจุลินทรีย    
    1.1  Alcaligene latus TISTR 1403 ไดรับความอนุเคราะหจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและ

เทคโนโลยีแหงประเทศไทย โดยจะใชชื่อเรียกวา สายพันธุดั้งเดิม ตลอดการทดลอง 

    1.2  Alcaligene latus สายพันธุ BOT I เปนสวนที่ไดจากผลการศึกษาของขวัญใจ แกวจันทร 

และคณะ (2554) ซึ่งไดรับความอนุเคราะหจากภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลัยบูรพา  

    1.3  Alcaligene latus สายพันธุ BOT II เปนสวนที่ไดจากผลการศึกษาของจารุวรรณ ศรีเส็ง 

และคณะ (2557)  ซึ่งไดรับความอนุเคราะหจากภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลัยบูรพา 

2.  วัสดุและอุปกรณ                           
    2.1  เครื่องชั่ง METTLER รุน AE 200 และ OHAUS รุน Adventurer                                        

    2.2  กลองจุลทรรศน Olympus รุน CH-2   

    2.3  เครื่อง Vortex Heidolph รุน REAX 2000 และรุน CERTOMAT  

    2.4  เครื่อง Hot plate รุน VELP scientific   

    2.5  เครื่องปนเหวี่ยง HERMLE รุน z 323 k   

    2.6  เครื่องวัดคาดูดกลืนแสง SHIMADZU รุน UV-1601 UV-visible spectrophotometer   

    2.7  ตูอบความรอนสูง SHEL LAB รุน SL 1375 FX Sheldon manufacturing. Inc 

    2.8  หมอนึ่งความดันไอ HIRAYAMA รุน HA-300 MII  

    2.9  อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ SHEL LAB รุน Sheldon manufacturing Model 1265 และรุน 

YCW-4M  

  2.10  ตูบมควบคุมอุณหภูมิ SHEL LAB รุน Sheldon manufacturing Inc. Model 1925 

  2.11  เครื่อง Sonicator Cole-Parmer รุน 8893     

  2.12  เครื่อง dispenser BioHT Rroline prosenser          

  2.13  ปเปตดูดสารปริมาณนอย รุน BiOHiT ขนาด 20-200 µL และ 100-1000 µL       
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 2.14  เตาแผนความรอนไฟฟา imarflex รุน IF-830       

  2.15  คิวเวตแกว Hellma ปริมาตร 3 มิลลิลิตร     

  2.16  ขวดเก็บตัวอยาง 

  2.17  หลอดปนเหวี่ยง (microcentrifuge tube) 

  2.18  ถังปฏิกรณ (Bioreactor) ปริมาตรบรรจุ 5 ลิตร รุน Biostat B บริษัท B. Braun Biotech 

International ประเทศเยอรมัน 

  2.19  คอลัมภ HP-5 ความยาว 30 เมตร หนา 0.32 ไมโครเมตร เสนผานศูนยกลาง 0.25 

มิลลิเมตร 

  2.20  หลอดทดลอง (Test tube) ขนาด 15 มิลลิลิตร 

  2.21  ปเปต (Pipette) ขนาด 10 มิลลิลิตร 

  2.22  บีกเกอร (Beaker) ขนาด 25 มิลลิลิตร และ 500 มิลลิลิตร 

  2.23  เครื่องเขยา (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 อินเตอรเอ็ดดูเคชั่น 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. 



24 
 

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

  3.20  (CuCl2 · 6H2O) บริษัท QRëC® 

  3.21  คอปเปอรซัลเฟต 5 ไฮเดรต (CuSO4 · 5H2O) บริษัท Ajax Chemicals 

  3.22  เฟอรัสคลอไรดไฮเดรต (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  โพแทสเซียมโซเดียมทารเตรท (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) ยี่หอองุน บริษัท ธนากรผลิตภัณฑน้ํามันพืช จํากัด 

  3.31  น้ํามันปาลม (Palm oil) ยี่หอหยก บริษัท สหอุตสาหกรรมน้ํามันปาลม จํากัด (มหาชน)  

  3.32  น้ํามันขาวโพด (Corn oil) ยี่หอองุน บริษัท ธนากรผลิตภัณฑน้ํามันพืช จํากัด 

  3.33  น้ํามันทานตะวัน (Sunflower oil) ยี่หอองุน บริษัท ธนากรผลิตภัณฑน้ํามันพืช จํากัด 

  3.34  น้ํามันรําขาว (Rice Barn Oil) ยี่หอคิง บริษัท น้ํามันบริโภคไทย จํากัด 

   3.35  ผงชูรส ยี่หอ ถวยแดง บริษัท อายิโนะโมะโตะ  

  3.36  แกมมา-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 

            ทําการกระตุนเชื้อแบคทีเรีย A. latus TISTR 1403 สายพันธุดั้งเดิม, สายพันธุ BOT I และ

สายพันธุ BOT II ที่เก็บรักษาบนอาหารวุนเอียง Nutrient agar (NA) จํานวน 2-3 ครั้ง จากนั้นนําเชื้อ
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ที่ไดใสลงในอาหารเหลว  Nutrient-rich medium  ซึ่งประกอบดวยเปปโตน (Peptone) 10 กรัมตอ

ลิตร, ยีสตสกัด (yeast extract) 5 กรัมตอลิตร และโซเดียมคลอไรด (NaCl) 5 กรัมตอลิตร ท่ีบรรจุ

ขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปเลี้ยงบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิหองความเร็ว 150 รอบ

ตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือใชเปนหัวเชื้อเริ่มตนจํานวน 1 x 108 เซลลตอมิลลิลิตร คิดเปนความ

เขมขนรอยละ 7 ในทุกการทดลอง  

2.  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการเจริญและผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

            ทําการเลี้ยงเชื้อ A. latus ทั้ง 3 สายพันธุ ไดแก สายพันธุดั้งเดิม, สายพันธุ BOT I และสาย

พันธุ BOT II ในสูตรอาหารสําหรับการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในขวดรูปชมพูขนาด 500 

มิลลิลิตร ซึ่งมีอาหารเลี้ยงเชื้อบรรจุอยู 100 มิลลิลิตร เติมหัวเชื้อเริ่มตนรอยละ 7 ของอาหารลงในแต

ละชุดการทดลอง ทําการเลี้ยงบนเครื่องเขยาความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 72 

ชั่วโมง ทําการทดลอง 3 ซ้ํา โดยเก็บตัวอยางทุก ๆ 24 ชั่วโมง เพื่อศึกษาการเจริญและการผลิตพอ

ลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ พรอมทั้งวิเคราะหผล โดยวัดคาการเจริญของแบคทีเรียที่ความยาว

คลื่น 600 นาโนเมตร คามวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต โดยมีสภาวะที่ศึกษามี

ดังนี้ 

 สวนที ่ 2.1  การศึกษาสารอาหารที่เหมาะตอการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต       

            2.1.1 การศีกษาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมตอการผลิตพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต 

                       ทําการเลี้ยงเชื้อ A. latus ทั้ง 3 สายพันธุ ในสูตรอาหารสําหรับผลิตพอลิไฮดรอก

ซีอัลคาโนเอต 3 สูตรที่แตกตางกัน ไดแก อาหารดัดแปลงจาก DSMZ catalogue (1993), อาหารที่

ใชน้ํามันถั่วเหลืองเปนแหลงคารบอน ดวยการดัดแปลงสูตรอาหารของ DSMZ catalogue (1993)  

และสุตรอาหารของ Park and Kim (2011) เพื่อเปรียบเทียบสูตรอาหารท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิต

พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต ดังแสดงในตารางท่ี 3 
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ตารางที่ 3  องคประกอบของอาหารของอาหารเลี้ยงเชื้อ 3 สูตร ที่ใชในการศึกษา 

องคประกอบของสูตร

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 การศึกษาการใชน้ํามันถั่วเหลืองเปนแหลงคารบอนทดแทนท่ีความเขมขนตาง ๆ  

                       ทําการเลี้ยงเชื้อ A. latus ท้ัง 3 สายพันธุ ในสูตรอาหารที่มีประสิทธิภาพตอการ

เจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากขอ 2.1.1 ซึ่งไดรับการดัดแปลงโดยใชน้ํามันถั่ว

เหลืองเปนแหลงคารบอนทดแทนท่ีความเขมขน 10, 20, 40 และ 60 กรัมตอลิตร เพ่ือเปรียบเทียบ

การเจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต ในสูตรอาหารที่ใชน้ํามัน ถ่ัวเหลืองความเขมขน

ตางกัน โดยใชสูตรอาหารที่ไดผลดีที่สุดจากขอ 2.1.1 เปนชุดควบคุม 

       2.1.3 การศึกษาแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิไฮ   ดร

อกซอีลัคาโนเอต 

            ทําการเลี้ยงเชื้อ A. latus ท้ัง 3 สายพันธุ ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใหปริมาณพอ

ลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดจาก ขอ 2.1.2 จากนั้นทําการปรับแหลงคารบอนและไนโตรเจนเปน
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ทั้งหมด 3 ชุด ดังแสดงในตารางที่ 4 และเติม tween 80 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพื่อเปรียบเทียบหา

แหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมสําหรับการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต  

ตารางที่ 4  องคประกอบแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนในอาหารดัดแปลงของอาหารเลี้ยง  .   

              เชื้อทั้ง 3 สูตร ที่ใชในการศึกษา 

องคประกอบของสูตรอาหาร 
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 การศึกษาความเขมขนของผงชูรสที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิไฮดรอกซอีลัคาโน

เอต 

        ทําการเลี้ยงเชื้อ A. latus ทั้ง 3 สายพันธุ ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใหปริมาณพอ

ลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดจาก ขอ 2.1.3 จากนั้นทําการปรับความเขมขนของผงชูรส (ตราถวย

แดง) เริ่มตนเทากับ  0.5, 2, 4 และ 6 กรัมตอลิตร  เพื่อเปรียบเทียบความเขมขนของผงชูรสท่ี

เหมาะสมเพ่ือใชเปนแหลงไนโตรเจนสําหรับการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

    2.1.5 การศีกษาอัตราสวนแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรสที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิไฮด

รอกซีอลัคาโนเอต  

        ทําการเลี้ยงเชื้อ A. latus ทั้ง 3 สายพันธุ ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีประสิทธภิาพตอ

การเจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุด ที่ไดจากขอ 2.1.4 จากนั้นทําการปรับ

อัตราสวนความเขมขนของแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรสเทากับ  0.5:2, 0.25:2, 0.10:2, 0.5:1, 

0.5:0.5 กรัมตอลิตร ตามลําดับ เพ่ือเปรียบเทียบอัตราสวนความเขมขนของแอมโมเนียมคลอไรดตอผง

ชูรสที่เหมาะสมสําหรับการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต ดังแสดงในตารางท่ี 5  
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ตารางที่ 5  อัตราสวนแอมโนเนียมคลอไรทตอผงชูรสในอาหารดัดแปลงของอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 3 สูตร 

องคประกอบของสูตรอาหาร 

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 

 

    สวนที่ 2.2  การศึกษาการเติมสารกระตุนเพื่อกอใหเกิดการสรางโคพอลิเมอร 

 2.2.1 การศึกษาเปรียบเทียบชนิดของสารกระตุนเพื่อกอใหเกิดการสรางโคพอลิเมอร 

         ทําการคัดเลือกอาหารเลี้ยงของเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดิม, สายพันธุ BOT I และ       

สายพันธุ BOT II ที่ใหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุด จากสวนท่ี 2.1 ขอ 2.1.5 มาทําการ

เปรียบเทียบชนิดของสารกระตุนใหเกิดการสราง 3 ชนิด คือ แกมมา-บิวทาโรแลกโตน ปริมาณ 5 กรัม

ตอลิตร ดัดแปลงจากวิธีของ Park and Kim (2011) 1,4-บิวเทนไดออล ปริมาณรอยละ 25 ของแหลง

คารบอน ดัดแปลงจากChanprateep et al. (2010) และกรดวาเลอริก ปริมาณ 5 กรัมตอลิตร 

ดัดแปลงจาก Chanprateep and Kulpreecha (2006) เพื่อเปรียบเทียบสารกระตุนเพื่อกอใหเกิด

การสรางโคพอลิเมอรที่เหมาะสม 

 2.2.2 การศึกษาเปรียบเทียบน้ํามันชนิดตาง ๆ รวมกับสารกระตุนใหเกิดการสรางท่ี

เหมาะสมตอการผลิตโคพอลิเมอร 

 ทําการเลี้ยงเชื้อ A. latus ทั้ง 3 สายพันธุ โดยคัดเลือกสารกระตุนเพ่ือกอใหเกิดการสราง

โคพอลิเมอรสูงสุดจากขอ 2.2.1 โดยทําการเปรียบเทียบการเลี้ยงในน้ํามันชนิดตาง ๆ ทั้ง 5 ชนิด คือ 

น้ํามันถั่วเหลือง น้ํามันปาลม น้ํามันขาวโพด น้ํามันทานตะวัน และน้ํามันรําขาวที่มีความเขมขนเทากับ 

40 กรัมตอลิตร เพ่ือใชเปนแหลงคารบอนสําหรับการผลิตโคพอลิเมอร 

 2.2.3 การศึกษาการใชน้ํามันปาลมรวมกับสารกระตุนความเขมขนตาง ๆ ใหเกิดการ

สรางที่เหมาะสมตอการผลิตโคพอลิเมอร 

       ทําการเลี้ยงเชื้อ A. latus ทั้ง 3 สายพันธุ โดยคัดเลือกน้ํามันปาลมเปนแหลงคารบอน 

เนื่องจากมีราคาถูกรวมกับ 1,4-บิวเทนไดออล ที่ความเขมขนรอยละ 15, 25, 50 และ 75 ของแหลง
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คารบอน เพ่ือเปรียบเทียบความเขมขนของ 1,4-บิวเทนไดออลท่ีเหมาะสมสําหรับการสรางโคพอลิ

เมอร 

 2.2.4 การศึกษาการเปรียบเทียบแหลงคารบอนประเภทน้ําตาลรวมกับสารกระตุนให

เกิดการสรางที่เหมาะสมตอการผลิตโคพอลิเมอร 

       ทําการเลี้ยงเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II โดยปรับแหลงคารบอนเปนเด็กซโตรส 

น้ําตาลที่ผานการยอยจากแปง และฟรุคโตรสความเขมขน 20 และ 40 กรัมตอลิตร รวมกับการเติม

สารโพรพิโอนิคและอะซิเตท ปริมาณ 30 กรัมตอลิตร โดยอะซิเตทและโพรพิโอนิคมีปริมาณ 28.75 

และ 1.25 กรัมตอลิตร ตามลําดับ Reddy et al. (2016) เพ่ือเปรียบเทียบแหลงคารบอนประเภท

น้ําตาลที่เหมาะสมสําหรับการสรางโคพอลิเมอร 

3. การศึกษาวิธีการตรวจสอบปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต  

           ในการเตรียมตัวอยางเพ่ือใชในการตรวจสอบปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต ทําโดยเก็บ

ตัวอยางน้ําหมักลงหลอดปนเหวี่ยงขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 1 มิลลิลิตร ปนเหวี่ยงแยกเซลลออก

ที่ความเร็ว 6,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที นําตะกอนเซลลที่ไดมาลางดวยน้ํากลั่น ทําการปน

เหวี่ยงอีกครั้ง และเก็บตะกอนเซลลแชแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือรอทําการตรวจสอบหา

ปริมาณของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

 3.1 การศึกษาวิธีการตรวจสอบปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

      3.1.1 การสกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตดวยวิธีคลอโรฟอรม (ดัดแปลงจาก Rawte 

และ Mavinkurve, 2002) 

       นําตะกอนเซลลไปอบแหงท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส จากนั้นทําการสกัดดวย

คลอโรฟอรม โดยใชอัตราสวนของคลอโรฟอรมตอตัวอยางน้ําหมักท่ี 1: 1 บมทิ้งไวท่ีอุณหภูมิ 60 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 36 ชั่วโมง ทําการกรองเพ่ือเก็บสวนคลอโรฟอรมมาตกตะกอนดวยไดเอทิล

อีเทอรเย็น 1 มิลลิลิตร ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที และเก็บสวน

ตะกอนไปลางดวยอะซิโตน 1 มิลลิลิตร จากนั้นละลายตะกอนในคลอโรฟอรมอุน แลวตั้งทิ้งไวที่

อุณหภูมิหองจนคลอโรฟอรมระเหยออกหมด เพ่ือนําไปทําการวิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคา

โนเอต (ดัดแปลงจาก Nabila และ Veena, 2016) โดยนําตัวอยางที่ผานการสกัดดวยวิธีคลอโรฟอรม 

มาทําการเติมกรดซัลฟวริกเขมขน 1 มิลลิลิตร แลวนําไปตมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

10 นาที ทิ้งไวใหเย็น จากนั้นวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 235 นาโนเมตร และนําคาที่ไดมา
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เทียบกับกราฟมาตรฐาน โดยใชกรดโครโตนิก (Crotonic acid) ท่ีทราบความเขมขนเปนสาร

มาตรฐาน (ภาคผนวก ข) โดยมีการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจสอบปริมาณพอลิไฮดรอก

ซีอัลคาโนเอต ดังนี ้

    3.1.2 อัตราสวนที่เหมาะสมของคลอโรฟอรมที่ใชในการสกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต

ดวยวิธีคลอโรฟอรม  

           นําตะกอนเซลลไปอบแหงที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส จากนั้นทําการสกัดดวย

คลอโรฟอรม โดยใชอัตราสวนของคลอโรฟอรมตอตัวอยางน้ําหมักที่อัตราสวนตางๆ คือ 0.5: 1, 1: 1 

และ 2: 1 บมทิ้งไวที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 36 ชั่วโมง ทําการกรองเพ่ือเก็บสวน

คลอโรฟอรมมาตกตะกอนดวยไดเอทิลอีเทอรเย็น 1 มิลลิลิตร ปนเหวี่ยงแยกตะกอนที่ความเร็ว 8,000 

รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที แลวลางตะกอนดวยอะซิโตน 1 มิลลิลิตร จากนั้นละลายตะกอนดวย

คลอโรฟอรมอุน แลวตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองจนคลอโรฟอรมระเหยออกหมด เพื่อนําไปทําการ

วิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (ดัดแปลงจาก Nabila และ Veena, 2016) 

    3.1.3 อตัราสวนกรดซัลฟูริกท่ีเหมาะสมในการวิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโน

เอต 

              นํ าตัวอย างที่ ผ านการสกัดด วยคลอโรฟอรมในอัตราสวนที่ เหมาะสมจาก 

ขอ 3.1.1 มาทําการเติมกรดซัลฟวริกที่อัตราสวนของกรดตอตัวอยางที่แตกตางกัน คือ 1: 1, 2.5: 1, 

5:1, 7.5: 1 และ 10: 1 นําไปตมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ทิ้งไวใหเย็น จากนั้น

วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 235 นาโนเมตร นําคาที่ไดมาเทียบกับกราฟมาตรฐาน โดยใช

กรดโครโตนิก (Crotonic acid) ที่ทราบความเขมขนเปนสารมาตรฐาน (ภาคผนวก ข) 

  3.2 การสกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตดวยวิธีไฮโปคลอไรท (ดัดแปลงจาก Rawte & 

Mavinkurve, 2002) 

   นําตะกอนเซลลมาทําการเติมโซเดียมไฮเปอรคลอไรด นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส 

เปนเวลา 10 นาที ทําการปนเหวี่ยงแยกตะกอนที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที 

จากนั้นทําการลางตะกอนดวยการเติมไดเอทิลอีเทอรเย็น 1 มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงแยกตะกอนที่

ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที เพ่ือนําตะกอนไปวิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัล

คาโนเอต (ดัดแปลงจาก Nabila และ Veena, 2016) โดยนําตัวอยางที่ผานการสกัดดวยวิธีไฮโปคลอ

ไรท มาทําการเติมกรดซัลฟวริกเขมขน 1 มิลลิลิตร และนําไปตมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปน
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เวลา 10 นาที ทิ้งไวใหเย็น จากนั้นวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 235 นาโนเมตร นําคาที่

ไดมาเทียบกับกราฟมาตรฐาน โดยใชกรดโครโตนิก (Crotonic acid) ที่ทราบความเขมขนเปนสาร

มาตรฐาน (ภาคผนวก ข) โดยมีการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจสอบปริมาณพอลิไฮดรอก

ซีอัลคาโนเอต ดังนี้ 

      3.2.1 การศกึษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมที่ใชในการสกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตดวย

วิธีไฮโปคลอไรท 

         นําตะกอนเซลลมาทําการเติมโซเดียมไฮเปอรคลอไรท นําไปบมที่อุณหภูมิที่แตกตางกัน 

คือ ที่อุณหภูมิ 30 และ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ทําการปนเหวี่ยงแยกตะกอนที่ความเร็ว 

8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที จากนั้นทําการลางตะกอนดวยการเติมไดเอทิลอีเทอรเย็น 1 

มิลลิลิตร และนําไปปนเหวี่ยงแยกตะกอนที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 20 นาที เพื่อนํา

ตะกอนไปวิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (ดัดแปลงจาก Nabila & Veena, 2016) 

           3.2.2 การศึกษาเวลาที่เหมาะสมที่ใชในการสกัดพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตดวยวิธีไฮ

โปคลอไรท 

           นําตะกอนเซลลมาทําการเติมโซเดียมไฮเปอรคลอไรท นําไปบมที่อุณหภูมิที่เหมาะสม

ในการสกัด จากขอ 5.4.2.1 ที่ระยะเวลาตางๆ ไดแก ที่เวลา 5, 10, 20 และ 30 นาที ทําการปน

เหวี่ยงแยกตะกอนที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที จากนั้นทําการลางตะกอนดวย

การเติมไดเอทิลอีเทอรเย็น 1 มิลลิลิตร และนําไปปนเหวี่ยงแยกตะกอนที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที

เปนเวลา 20 นาที เพ่ือนําตะกอนไปวิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (ดัดแปลงจาก 

Nabila & Veena, 2016) 

           3.2.3 อัตราสวนกรดซัลฟูริกท่ีเหมาะสมในการวิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคา

โนเอต 

             นําตัวอยางที่ผานการสกัดดวยวิธีไฮโปคลอไรทโดยใชอุณหภูมิและเวลาในการสกัดท่ี

เหมาะสมจากขอ 5.4.2.2 มาทําการเติมกรดซัลฟวริกที่อัตราสวนตอตัวอยางที่แตกตางกัน คือ 1: 1, 

2.5: 1, 5: 1, 7.5: 1 และ 10: 1 นําไปตมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาที ทิ้งไวใหเย็น 

จากนั้นวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 235 นาโนเมตร และนําคาท่ีไดมาเทียบกับกราฟ

มาตรฐาน โดยใชกรดโครโตนิก (Crotonic acid) ที่ทราบความเขมขนเปนสารมาตรฐาน  

 



32 
 

4. วิธีการวิเคราะห 

          การวิเคราะหขอมูลในแตละการศึกษา  จะทําการวิเคราะหตัวอยาง  โดยแตละชุดของการ

ทดลองจะทําการทดลอง 3 ซ้ํา  ซึ่งทําการวิเคราะหดวยวิธีตางๆ  ดังนี้ 

4.1 วัดการเจริญของเซลล 

       นําตัวอยาง 1 มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 

นาที  เทสวนใสทิ้ง  จํานวน 2 ครั้ง  และนําเซลลที่ไดมาเจือจางดวยน้ํากลั่นปริมาตร 1 มิลลิลิตร  

จากนั้นนําตัวอยางท่ีไดปริมาตร 1 มิลลิลิตรมาเจือจางดวยน้ํากลั่นที่เหมาะสม  และผสมใหเขากัน  

จากนั้นนําตัวอยางไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอรท่ีความยาวคลื่น 600 นาโน

เมตร  

คาการดูดกลืนแสง = คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร x อัตราการเจือจาง 

  4.2 น้ําหนักมวลเซลลแหง (Cell Dry Weight, CDW) 

   นําตัวอยาง 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดแอพเพนดรอบท่ีผานการอบแหงและชั่งน้ําหนักแลว

ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  นําเซลลมาลางดวยน้ํากลั่นแลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที  

เปนเวลา 10 นาที  และเทสวนใสทิ้ง  จํานวน 2 ครั้ง  แลวนําหลอดที่มีตะกอนเซลลไปอบแหงที่

อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง  และทําการชั่งน้ําหนักเพ่ือหาน้ําหนักมวลเซลลแหง 

น้ําหนักมวลเซลลแหง = น้ําหนักหลอดที่มีสวนของตะกอน – น้ําหนักหลอดเปลา (กรัมตอลิตร) 

4.3 วิ เคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตดวยวิธี  Gravimetric method 

(Grotheและคณะ, 1999) 

       นําตัวอยาง 1 มิลลิลิตร  ใสในหลอดแอพเพนดรอบที่ผานการอบแหงและชั่งน้ําหนัก

แลวขนาด 1.5 มิลลิลิตร  นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาที  เทสวน

ใสทิ้ง  ทําการลางเซลลโดยเติมน้ํากลั่น 1 มิลลิลิตร  นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอนาที

เปนเวลา 10 นาที  จํานวน 2 ครั้ง เทสวนใสทิ้งแลวเติมสารละลายโซเดียมโดดิซลิซัลเฟต (SDS) 1.2 

มิลลิลิตร  นําตัวอยางไปตมในอางควบคุมอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  และนําไป

ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที  เทสวนใสทิ้ง จากนั้นเติมโซเดียมไฮโป

คลอไรด (NaOCl) 1 มิลลิลิตร ลงไปเพ่ือลางตะกอนและนําไปปนเหวี่ยง10,000 รอบตอนาทีเพ่ือลาง
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เซลลอีกครั้ง  เทสวนใสทิ้งแลวนําหลอดที่มีตะกอนเซลลไปอบแหงท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส  เปน

เวลา 24 ชั่วโมง  และทําการชั่งน้ําหนักเพ่ือหาปริมาณ PHA ที่แทจริงท่ีจุลินทรียสามารถผลิตได 

ปริมาณของ PHA = น้ําหนักหลอดที่มีสวนของตะกอน – น้ําหนักหลอดเปลา (กรัมตอลิตร) 
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ผลการวิจัยและอภิปรายผลการวิจัย 
 

1. สภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

     1.1 ผลของสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

           จากการเลี้ยงเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดิม, BOT I และ BOT II ในสูตรอาหารสําหรับผลิต

พอลิไฮ  ดรอกซีอัลคาโนเอตทั้ง 3 สูตร ไดแก สูตรท่ี 1 ดัดแปลงจาก DSMZ catalogue และคณะ 

(1993) สูตรอาหารที่ใชน้ํามันถ่ัวเหลืองเปนแหลงคารบอนในสูตรที่  2 ดัดแปลงจาก DSMZ 

catalogue และคณะ (1993) และสูตรที่ 3 ดัดแปลงจาก Park & Kim (2011) ทําการปรับคาความ

เปนกรดดางเริ่มตนเทากับ 7 และเติม tween 80 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในสูตรอาหารที่ 2 จากนั้นทํา

การเลี้ยงบนเครื่องเขยาความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนระยะเวลา 72 ชั่วโมง เก็บ

ตัวอยางทุก ๆ 24 ชั่วโมง พบวา เชื้อทั้งสามสายพันธุที่เลี้ยงในสูตรอาหารทั้ง 3 สูตร มีการเจริญสูงสุด

ในอาหารสูตรที่ 2 รองลงมา คือ อาหารสูตรท่ี 1 และ 3 ตามลําดับ โดยมีการเจริญในทิศทางเดียวกัน 

คือ มีระยะการเจริญอยางรวดเร็วอยูในชวง 6-12 ชั่วโมงของการเลี้ยง โดยเริ่มคงที่หลังจากเลี้ยงเชื้อ

เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง และการเจริญสูงสุดที่ 48 ชั่วโมง  

 จากการเลี้ยงเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดิม, BOT I และ BOT II มาเลี้ยงในสูตรอาหารทั้ง 3 

สูตร พบวาเชื้อ A. latus ทั้งสามสายพันธุผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุดในอาหารสูตรที่ 3 แตมีปริมาณ

พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตต่ํากวาเมื่อเลี้ยงในอาหารสูตรที่ 2 โดยเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II เมื่อ

เลี้ยงในสูตรอาหารที่ 2 ที่ระยะเวลา 48 ชั่วโมง สามารถผลิตมวลเซลลแหง และมีปริมาณพอลิไฮดรอก

ซีอัลคาโนเอตได มีคาเทากับ 1.87±0.10 และ 1.73±0.15 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 92.51 ของ

มวลเซลลแหง สวนในเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดิม และสายพันธุ BOT I พบวา เมื่อเลี้ยงในสูตร

อาหารที่ 2 ที่ระยะเวลา 48 ชั่วโมง สามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุด มีคาเทากับ 1.90±0.72 และ 

1.83±0.09  กรัมตอลิตร มีปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต เทากับ 1.55±0.37 และ 1.53±0.06 

กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 81.58 และ 94.55 ของมวลเซลลแหง ตามลําดับ ดังแสดงในภาพที่ 2 

และตารางท่ี 6 
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ภาพที่ 2 การเปรียบเทียบน้ําหนักมวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่เลี้ยงเปนเวลา 48    

           ชั่วโมง ในสูตรอาหาร 3 สูตร โดย 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงของเชื้อ A. latus สายพันธุด้ังเดิม  

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A.latus สายพันธุดั้งเดิม 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT I   

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT I  

      น้ําหนักมวลเซลลแหงของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II  

      ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II  

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

4

อาหารสูตรทีÉ 1 อาหารสูตรทีÉ 2 อาหารสูตรทีÉ 3



 
 

36 

 

ตารางที่ 6  คามวลเซลลแหง ปริมาณ PHAs สูงสุด และรอยละปริมาณการสะสม PHAs ในการเลี้ยงชั่วโมงท่ี 48 ของเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดมิ, BOT I และ             

    และ BOT II ที่เลี้ยงในสูตรอาหารแตกตางกัน 

 

สูตรอาหาร 

มวลเซลลแหง (กรัมตอลิตร) ปริมาณ PHAs (กรัมตอลิตร) PHAs  (รอยละ) 

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 ผลการใชน้ํามันถั่วเหลืองเปนแหลงคารบอนทดแทนที่ความเขมขนตาง ๆ  

                 จากจุดประสงคของการศึกษาเพื่อตองการใชสารอาหารราคาถูกมาเปนสารตั้งตนใหจุลินทรีย

นําไปใชในกระบวนการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่สามารถนําไปประยุกตใชในระดับอุตสาหกรรมได 

ดังนั้นในครั้งนี้ไดเลือกใชน้ํามันถั่วเหลืองมาเปนแหลงคารบอนทดแทน เนื่องจากน้ํามันถ่ัวเหลืองมีปริมาณ

คารบอนมากกวาน้ําตาลฟรุกโตส จึงคาดวามีผลทําใหมีพลังงานในการเจริญเติบโตและผลิตผลิตภัณฑได

มากกวา 

                ในการเลี้ยงเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดิม, BOT I และ BOT II ในสูตรอาหารที่ 2 ซึ่งใชน้ํามันถั่ว

เหลืองเปนแหลงคารบอนทดแทน โดยทําการปรับความเขมขนของน้ํามันถั่วเหลืองเปน 10, 20, 40 และ 60 

กรัมตอลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ และเติม tween 80 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยเปรียบเทียบกับอาหารชุด

ควบคุมที่มีน้ําตาลฟรุกโตสความเขมขน 20 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน ทําการปรับคาความเปนกรดดาง

เริ่มตนเทากับ 7 จากนั้นทําการเลี้ยงบนเครื่องเขยาความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนระยะเวลา 

72 ชั่วโมง เก็บตัวอยางทุก ๆ 24 ชั่วโมง พบวาเชื้อ A. latus ท้ังสามสายพันธุ มีการเจริญในอาหารที่มีความ

เขมขนน้ํามันถ่ัวเหลือง 40 กรัมตอลิตรสูงกวาชุดควบคุม โดยมีการเจริญอยางรวดเร็วหลังจากเลี้ยงเชื้อเปน

ระยะเวลา 6 ชั่วโมง และมีการเจริญสูงสุดที่ 48 ชั่วโมง ในทุกชุดการทดลอง  

               จากการศกึษา เชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ที่เลี้ยงในสูตรอาหารดัดแปลง พบวาที่ความเขมขน

ของน้ํามันถั่วเหลือง 40 กรัมตอลิตร สามารถผลิตมวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได

สูงสุดเทากับ 2.53±0.06 และ 1.93±0.06 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 76.28 ของมวลเซลลแหง และพบวาที่

ความเขมขนน้ํามันถัว่เหลือง 60 กรัมตอลิตร สามารถผลิตมวลเซลลแหง และปริมาณผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคา

โนเอตไดรองลงมา มีคาเทากับ 1.85±0.21 และ 1.70±0.10 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซึ่งนอยกวาความเขมขน

น้ํามันถั่วเหลือง 40 กรัมตอลิตร เนื่องจากความเขมขนของน้ํามันถั่วเหลืองที่มากเกินไปอาจสงผลใหไปยับยั้ง

การเจริญเติบโตของจุลินทรีย (substrate inhibition) ทําใหสามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลาโนเอตไดนอยลง 

ดังนั้นความเขมขนน้ํามันถั่วเหลือง 40 กรัมตอลิตร เปนความเขมขนที่เหมาะสมในการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัล

คาโนเอต  สวนในเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดิม และสายพันธุ BOT I พบวาที่ความเขมขนของน้ํามันถ่ัวเหลือง 

40 กรัมตอลิตร สามารถผลิตมวลเซลลแหงสูงสุด เทากับ 2.00±0.06 และ 2.27±0.07 กรัมตอลิตร และมี

ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดสูงสุดเทากับ 1.40±0.10 และ 1.47±0.06 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 

70.00 และ 65.33 ของมวลเซลลแหง ตามลําดับ ดังแสดงในภาพที่ 3 และตารางท่ี 7   
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ภาพที่ 3 การเปรียบเทียบมวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดในสูตรอาหารที่ความ

เขมขนของน้ํามันถั่วเหลืองแตกตางกัน ที่เลี้ยงเปนเวลา 48 ชั่วโมง โดย 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงของเชื้อ A. latus สายพันธุด้ังเดิม  

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A.latus สายพันธุดั้งเดิม 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT I   

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT I  

      น้ําหนักมวลเซลลแหงของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II  

      ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ภาพที่ 4- 
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ตารางที่ 7 คามวลเซลลแหง ปริมาณ PHAs สูงสุด และรอยละปริมาณการสะสม PHAs ในการเลี้ยงชั่วโมงท่ี 48 ของเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดมิ, BOT I และ BOT II         

             ที่เลี้ยงในสูตรอาหารที่ความเขมขนของน้ํามันถั่วเหลืองแตกตางกัน 

 

ความเขมขน 

น้ํามันถั่วเหลือง (กรัม

ตอลิตร) 

มวลเซลลแหง (กรัมตอลิตร) PHAs (กรัมตอลิตร) PHAs  (รอยละ) 

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 น้ําตาลฟรุกโตสความเขมขน 20 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน
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     1.3 ผลของแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

            ในการศึกษาแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตพอลิไฮด

รอกซีอัลคาโนของเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดิม, BOT I และ BOT II โดยเลี้ยงในสูตรอาหารดัดแปลง 

DSMZ catalogue โดยทําการปรับแหลงคารบอนและไนโตรเจนเปนท้ังหมด 3 ชุดเปรียบเทียบกับชุด

ควบคุม ดังแสดงในตารางท่ี 8     

 

 ตารางที่ 8  องคประกอบแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนในอาหารดัดแปลง DSMZ catalogue  

        ของอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 3 สูตร ที่ใชในการศึกษา 

 

องคประกอบของ

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

เขยาความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เก็บตัวอยางทุก 24 ชั่วโมง เปนเวลา 72 ช่ัวโมง พบวา

เชื้อ A. latus ทั้งสามสายพันธุ มีการเจริญสูงสุดในอาหารดัดแปลงชุดท่ี 3 รองลงมา คือ อาหารดัดแปลง

ชุดที่ 2 ชุดควบคุม และอาหารดัดแปลงชุดท่ี 1 ตามลําดับ และมีการเจริญสูงสุดท่ี 48 ชั่วโมง ในทุกชุดการ

ทดลอง    จากการเลี้ยงเชื้อ A. latus ทั้งสามสายพันธุ พบวา เชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ที่เลี้ยงใน

สูตรอาหารดัดแปลงชุดที่ 3 ซ่ึงมีน้ํามันถั่วเหลืองความเขมขน 40 กรัมตอลิตร และผงชูรส 0.5 กรัมตอลิตร 

สามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุด 3.47±0.15 กรัมตอลิตร และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได
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สูงสุด 2.63±0.06 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 75.79 ของมวลเซลลแหง ที่ระยะเวลาการเล้ียง 48 ชั่วโมง 

สวนในอาหารดัดแปลงชุดที่ 1, 2 และชุดควบคุม สามารถผลิตมวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอก

ซีอัลคาโนเอตที่แตกตางกัน สวนเชื้อ A. latus สายพันธุด้ังเดิม และ BOT I พบวาเมื่อเลี้ยงในอาหาร

ดัดแปลงชุดท่ี 3 ที่ระยะเวลาการเล้ียง 48 ชั่วโมงเชนกัน สามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดสูงสุด 

เทากับ 1.40±0.20 และ 2.53±0.06 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 84.34 และ 75.07 ตามลําดับ            ดัง

แสดงในภาพที่ 4 และตารางที่ 9  

 

 

ภาพที่ 4 การเปรียบเทียบน้ําหนกัมวลเซลลแหง และปริมาณพอลไิฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่เล้ียงเปน  

           เวลา 48 ชั่วโมง ในสตูรอาหารดดัแปลง 3 สูตร โดย 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงของเชื้อ A. latus สายพันธุด้ังเดิม  

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A.latus สายพันธุด้ังเดิม 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT I   

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT I  

      น้ําหนักมวลเซลลแหงของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II  

      ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II 

0

1

2

3

4

ชุดควบคุม อาหารดดัแปลงชุดทีÉ 1 อาหารดดัแปลงชุดทีÉ 2 อาหารดดัแปลงชุดทีÉ 3
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ตารางที่ 9  คามวลเซลลแหง ปริมาณ PHAs สูงสุด และรอยละปริมาณการสะสม PHAs ในการเลี้ยงชั่วโมงท่ี 48 ของเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดมิ, BOT I.          

               และ BOT II ในสตูรอาหารที่มีแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนแตกตางกัน 

 

อาหารดัดแปลงชุดที่ 

มวลเซลลแหง (กรัมตอลิตร) PHAs (กรัมตอลิตร) PHAs  (รอยละ) 

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 รวมกับแอมโมเนียมคลอไรด 0.5 กรัมตอลิตร
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     1.4 ผลของความเขมขนของผงชูรสที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิไฮดรอกซอีลัคาโนเอต 

              ในการศึกษาความเขมขนผงชูรสที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนของเชื้อ 

A. latus สายพันธุดั้งเดิม, BOT I และ BOT II  โดยเลี้ยงในสูตรอาหารดัดแปลง DSMZ catalogue โดยทําการ

ปรับความเขมขนของผงชูรส (ตราถวยแดง) เริ่มตนเทากับ  0.5, 2, 4 และ 6 กรัมตอลิตร รวมกับน้ํามันถ่ัวเหลือง

ความเขมขน 40 กรัมตอลิตร เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ความเขมขนของผงชูรสเทากับ 0.5 กรัมตอลิตร รวมกับ

น้ํามันถั่วเหลืองความเขมขน 40 กรัมตอลิตร จากนั้นทําการเติม tween 80 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในทุกชุดการ

ทดลอง ทําการเลี้ยงบนเครื่องเขยาความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เก็บตัวอยางทุก 24 ชั่วโมง เปนเวลา 

72 ชั่วโมง พบวาเชื้อ A. latus ทั้ง สามสายพันธุ มีการเจริญสูงสุดในอาหารที่มีความเขมขนของผงชูรส 2 กรัมตอ

ลิตร รองลงมา คือ ความเขมขนของผงชูรส 4, 0.5 และ 6 กรัมตอลิตร โดยการเจริญสูงสุดชั่วโมงท่ี 48 ในทุกชุด

การทดลอง  

           จากการเลี้ยงเชื้อ A. latus ทั้งสามสายพันธุ พบวาเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ที่เลี้ยงในสูตรอาหาร

ดัดแปลงมีความเขมขนของผงชูรสเทากับ 2 กรัมตอลิตร สามารถผลิตมวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัล

คาโนเอตไดสูงสุด เทากับ 4.53±0.32 และ 3.10±0.06 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 68.43 ของมวลเซลลแหง ที่

ระยะเวลาการเลีย้ง 48 ชั่วโมง รองลงมา คือ ความเขมขนผงชูรส 4 และ 6 กรัมตอลิตร ซึ่งมีคามวลเซลลแหง และ

ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงกวาชุดควบคุม สวนในเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดิม และ BOT I พบวาใน

สูตรอาหารดัดแปลงมีความเขมขนของผงชูรสเทากับ 2 กรัมตอลิตร สามารถผลิตมวลเซลลแหง 2.37±0.06 และ 

2.83±0.25 และมีปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต เทากับ 1.87±0.16 และ 2.53± 0.25 คิดเปนรอยละ 78.90 

และ 89.40 ตามลําดับ ดังแสดงในภาพที่ 5 และตารางที่ 10  
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ภาพท่ี 5 การเปรียบเทียบน้ําหนักมวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่เล้ียงเปนเวลา 48 ชั่วโมง 

ในความเขมขนผงชูรสที่แตกตางกัน โดย 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงของเชื้อ A. latus สายพันธุด้ังเดิม  

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A.latus สายพันธุด้ังเดิม 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT I   

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT I  

      น้ําหนักมวลเซลลแหงของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II  

      ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II  

0

1

2

3

4

5

6

ชุดควบคุม  2 g/l 4 g/l 6 g/l
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ตารางที่ 10  คามวลเซลลแหง ปริมาณ PHAs สูงสุด และรอยละปริมาณการสะสม PHAs ในการเลี้ยงชั่วโมงท่ี 48 ของเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดมิ, BOT I แ           

               และ BOT II ในสตูรอาหารที่ความเขมขนของผงชูรสแตกตางกัน 

 

ความเขมขนของ 

ผงชูรส     

 (กรัมตอลิตร) 

มวลเซลลแหง (กรัมตอลิตร)  ปริมาณ PHAs (กรัมตอลิตร) PHAs  (รอยละ) 

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 ความเขมขนของผงชูรส 0.5 กรัมตอลิตร
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      1.5 ผลของการอัตราสวนแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรสท่ีเหมาะสมตอการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโน

เอต 

           ในการศึกษาความเขมขนผงชูรสท่ีเหมาะสมตอการเจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนของเช้ือ A. 

latus สายพันธุดั้งเดิม, BOT I และ BOT II  โดยเลี้ยงในสูตรอาหารดัดแปลง DSMZ catalogue โดยทําการปรับ

อัตราสวนความเขมขนของแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรสเทากับ  0.5:2, 0.25:2, 0.10:2, 0.5:1, 0.5:0.5 กรัมตอ

ลิตร รวมกับน้ํามันถั่วเหลืองความเขมขน 40 กรัมตอลิตร เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่แอมโมเนียมคลอไรดตอผงชู

รสเทากับ  0.5:2 กรัมตอลิตร รวมกับน้ํามันถ่ัวเหลืองความเขมขน 40 กรัมตอลิตร จากนั้นทําการเติม tween 80 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ทุกชุดการทดลอง ทําการเลี้ยงบนเคร่ืองเขยาความเรว็ 150 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง เก็บ

ตัวอยางทุก 24 ช่ัวโมง เปนเวลา 72 ชั่วโมง พบวาเชื้อ A. latus ทั้งสามสายพันธุ มีการเจริญอยางรวดเร็วในชั่วโมง

ที่ 6-12 และเจริญสูงสุดในชั่วโมงที่ 48 ในทุกชุดการทดลอง โดยในอาหารชุดท่ีมีแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรส

เทากับ  0.25:2 กรัมตอลิตร มีการเจริญสูงสุด รองลงมา คือ ความเขมขนของแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรส

เทากับ  0.5:0.5, 0.10:2, 0.5:1 และ 0.25:2 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 

           ในการเปลี่ยนแปลงสูตรอาหารที่ใชในการเลี้ยงเชื้อ A. latus ท้ังสามสายพันธุ ในอาหารที่มีการทดแทน

แหลงไนโตรเจนโดยการใชแอมโนเนียมคลอไรดตอผงชูรส พบวาเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ท่ีเลี้ยงในสูตร

อาหารดัดแปลงที่มีแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรสเทากับ  0.25:2 กรัมตอลิตร ที่ระยะเวลาการเลี้ยงที่ 48 ชั่วโมง 

สามารถผลิตมวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดสูงสุด เทากับ 5.90±0.20 และ 4.10±0.10 

กรัมตอลิตร ตามลําดับ คิดเปนรอยละ 69.49 รองลงมา คือ สูตรอาหารดัดแปลงที่มีแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรส

เทากับ 0.5:2, 0.10:2, 0.5:1 และ 0.5:0.5 ตามลําดับ สวนเชื้อ A. latus ดั้งเดิมและสายพันธุ BOT I ที่เลี้ยงในสูตร

อาหารดัดแปลงที่มีแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรสอัตราสวน 0.25:2 มีมวลเซลลแหง เทากับ 4.03± 0.26  และ 

4.60±0.26 สวนปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต มีคาเทากับ 2.97±0.15 และ 2.43±0.15 กรัมตอลิตร คิดเปน

รอยละ 73.70 และ 52.83 ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 10 และเม่ือนํามาเปรียบเทียบความสัมพันธระหวาง            

มวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตใหชัดเจนมากขึ้น ในระยะเวลาการเลี้ยงที่ 48 ชั่วโมง ดัง

แสดงในภาพที่ 6 และ ตารางที่ 11 
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ภาพท่ี 6 การเปรียบเทียบน้ําหนักมวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่เล้ียงเปนเวลา 48 ชั่วโมง  

           ในอัตราสวนความเขมขนของแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชรูสท่ีแตกตางกัน โดย 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงของเชื้อ A. latus สายพันธุด้ังเดิม  

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A.latus สายพันธุด้ังเดิม 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT I   

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT I  

     น้ําหนักมวลเซลลแหงของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II  

      ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II  

 

0

1

2

3

4

5

6

7

ชุดควบคุม 0.25 : 2 0.1 : 2 0.5 : 1



 
 

48 
 

ตารางที่ 11  คามวลเซลลแหง ปริมาณ PHAs สูงสุด และรอยละปริมาณการสะสม PHAs ในการเลี้ยงชั่วโมงที่ 48 ของเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดิม           

                BOT I และ BOT II ในอัตราสวนแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรสแตกตางกัน 

 

แอมโมเนียม

คลอไรดตอผงชู

รส  (กรัมตอ

ลิตร) 

มวลเซลลแหง (กรัมตอลิตร) ปริมาณ PHAs (กรัมตอลิตร) PHAs  (รอยละ) 

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 แอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรส เทากับ 0.5:2.  ผลการศึกษาสารกระตุนท่ีสงผลตอเพิ่มการสรางโคพอลิเมอรของพอ

ลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 
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     2.1 ผลของชนิดสารตั้งตนตอการกิดโคพอลิเมอร 

           การเลี้ยงเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีประสิทธิภาพตอการ

เจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดจากขอการศึกษาที่ 1 โดยเลี้ยงในสูตรอาหาร

ดัดแปลง DSMZ catalogue ที่มีน้ํามันถั่วเหลืองความเขมขน 40 กรัมตอลิตร มีอัตราสวนความ

เขมขนของแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรสเทากับ 0.25:2 และทําการเติม tween 80 ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร ทุกชุดการทดลอง จากนั้นทําการเปรียบเทียบชนิดของสารตั้งตนใหเกิดการสรางโคพอลิเมอร 

3 ชนิด คือ แกมมา-บิวทาโรแลกโตน ปริมาณ 5 กรัมตอลิตร  (Park & Kim, 2011), 1,4-บิวเทนได

ออล ปริมาณรอยละ 25 (โดยน้ําหนักตอปริมาตร) ของแหลงคารบอน (Chanprateep et al., 2010), 

กรดวาเลอริก ปริมาณ 5 กรัมตอลิตร (Chanprateep & Kulpreecha, 2006) ทําการเลี้ยงบนเครื่อง

เขยาความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เก็บตัวอยางทุก 24 ชั่วโมง เปนเวลา 72 ชั่วโมง 

พบวาเชื้อ A. latus สายพันธุ BOI II ที่เลี้ยงในอาหารที่มีสาร 1,4-บิวเทนไดออล มีการเจริญสูงสุด 

โดยมีการเจริญอยางรวดเร็วในชั่วโมงที่ 6-12 และการเจริญสูงสุดชั่วโมงที่ 24 และลดลงหลังจากเลี้ยง

เชื้อไป 24 ชั่วโมง และการเจริญเพ่ิมขึ้นหลังจากชั่วโมงท่ี 48 ในทุกชุดการทดลอง 

           จากการเลี้ยงเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II พบวาเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ที่เลีย้งใน

สูตรอาหารดัดแปลงที่มี 1,4-บิวเทนไดออล ในชั่วโมงท่ี 72 สามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุด

7.30±0.20 กรัมตอลิตร และพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดเทากับ 6.00±0.10 กรัมตอลิตร คิดเปน

รอยละ 82.19 รองลงมา คือ แกมมา-บิวทาโรแลกโตน และกรดวาเลอริก โดยสามารถผลิตมวลเซลล

แหงไดสูงสุด 5.63±0.15 และ 4.20±0.20 กรัมตอลิตร ตามลําดบั และมีปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคา

โนเอต เทากับ 4.50±0.20  2.90±0.10 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 79.93 และ 69.05 ตามลําดับ  

ดังแสดงในตารางที่ 12 และ ภาพที่ 7  

ตารางที่ 12  คามวลเซลลแหง ปริมาณ PHAs และรอยละปริมาณการสะสม PHAs ในการเลี้ยง  

            ชั่วโมงที่ 72 ของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ในอาหารที่มีสารตั้งตนชนิดตาง ๆ          

ชนิดของ 

สารกระตุน 

มวลเซลลแหง  

(กรัมตอลิตร) 

 ปริมาณ PHAs 

(กรัมตอลิตร) 

PHAs  

(รอยละ) 

 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  การเปรียบเทียบมวลเซลลแหงและปริมาณ PHAs สูงสุดในสูตรอาหารดัดแปลงที่มีสารตั้ง

ตน   เพ่ือกอใหเกิดการสรางโคพอลิเมอรแตกตางกัน โดย 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารที่มีแกมมา-บิวทาโรแลกโตน 

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มีแกมมา-บิวทาโรแลกโตน 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารที่มี 1,4-บิวเทนไดออล    

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่ม ี1,4-บิวเทนไดออล   

      น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารท่ีมีกรดวาเลอริก 

      ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มีกรดวาเลอริก  

 

     2.2 ผลการใชน้ํามันชนิดตาง ๆ รวมกับสารตั้งตนเพื่อกอใหเกิดการสรางโคพอลิเมอร 

            ในการศึกษาการเปรียบเทียบน้ํามันชนิดตาง ๆ รวมกับสาร 1,4-บิวเทนไดออลของเชื้อ A. 

latus สายพันธุ BOT II ที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในสูตรอาหาร

ที่ไดจากขอการศึกษาที่ 1 โดยเปรียบเทียบน้ํามันชนิดตาง ๆ คือ น้ํามันถั่วเหลือง น้ํามันปาลม น้ํามัน

ขาวโพด น้ํามันทานตะวัน และน้ํามันรําขาวเปนแหลงคารบอน ทําการเลี้ยงบนเครื่องเขยาความเร็ว 

150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เก็บตัวอยางทุก 24 ชั่วโมง เปนเวลา 72 ชั่วโมง พบวาเชื้อ A. latus 

สายพันธุ BOT II มีการเจริญสูงสุดในชั่วโมงที่ 24 จากนั้นการเจริญลดลงหลังจากเลี้ยงเชื้อไป 24 

ชั่วโมง และเริ่มคงที่ในทุกชุดการทดลอง โดยในอาหารที่มีน้ํามันทานตะวันเปนแหลงคารบอนมีการ

เจริญสูงสุด รองลงมา คือ  น้ํามันรําขาว น้ํามันถั่วเหลือง น้ํามันปาลม และน้ํามันขาวโพด  
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 Y-butyrolactone 1,4-butanediol valeric acid
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           จากการเลี้ยงเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II พบวาเชื้อสายพันธุ BOT II ที่เลี้ยงในสูตรอาหาร

ดัดแปลงท่ีมีน้ํามันรําขาวเปนแหลงคารบอนในชั่วโมงที่ 72 สามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุด เทากับ 

7.67±0.15 กรัมตอลิตร รองลงมา คือ น้ํามันทานตะวัน น้ํามันถั่วเหลือง น้ํามันขาวโพด และน้ํามัน

ปาลม ไดเทากับ 7.40±0.25, 7.00±0.61, 6.97±0.40 และ 6.63±0.40 กรัมตอลิตร ตามลําดับ สวน

การผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตพบวา น้ํามันขาวโพด สามารถผลิตปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโน

เอตไดสูงสุด เทากับ 6.13±0.15 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 87.85 รองลงมา คือ น้ํามันถ่ัวเหลือง 

น้ํามันปาลมน้ํามันทานตะวัน และน้ํามันขาวโพด คิดเปนรอยละ 79.00, 79.49, 68.92 และ 65.58 

ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 13  

 

ตารางที่ 13  คามวลเซลลแหง ปริมาณ PHAs และรอยละปริมาณการสะสม PHAs ในการเลี้ยงใน 

           ชัว่โมงที่ 72 ของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ในอาหารที่มีน้ํามันชนิดตาง ๆ รวมกับ 

            สาร 1,4-บิวเทนไดออล ดังนี้ 

 

       เม่ือนํามาเปรียบเทียบความสัมพันธระหวางมวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโน

เอตใหชัดเจนมากขึ้น ในสูตรอาหารดัดแปลงที่มีน้ํามันชนิดตาง ๆ รวมกับสารตั้งตนที่เลี้ยงเปนเวลา 

72 ชั่วโมง ดังแสดงในภาพที่ 8 
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ภาพที่ 8  การเปรียบเทียบมวลเซลลแหงและปริมาณ PHAs สูงสุดในสูตรอาหารดัดแปลงที่มี  

             น้ํามันชนิดตาง ๆ รวมกับสารตั้งตนท่ีเลี้ยงเปนเวลา 72 ชั่วโมง โดย 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารที่มีน้ํามันถั่วเหลืองแหลงคารบอน 

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มีน้ํามันถั่วเหลืองแหลงคารบอน 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารที่มีน้ํามันถั่วปาลมแหลงคารบอน  

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มีน้ํามันถั่วปาลมแหลงคารบอน 

     น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารที่มีน้ํามันขาวโพดแหลงคารบอน 

     ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มีน้ํามันขาวโพดแหลงคารบอน 

           น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารที่มีน้ํามันทานตะวันแหลงคารบอน 

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มีน้ํามันทานตะวันแหลงคารบอน 

           น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารที่มีน้ํามันรําขาวแหลงคารบอน 

           ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มีน้ํามันรําขาวแหลงคารบอน 
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     2.3 ผลการใชน้ํามันปาลมรวมกับสารตั้งตนชนิด 1,4-บิวเทนไดออลที่ความเขมขนแตกตางกัน 

            จากจุดประสงคของการศึกษาที่ตองการใชสารอาหารราคาถูก ในการศึกษานี้จึงไดทําการ

เลือกน้ํามันปาลมเปนแหลงคารบอน เนื่องน้ํามันปาลมหาไดงายและมีราคาถูก จากนั้นทําการเลีย้งเชื้อ 

A. latus สายพันธุ BOT II ในสูตรอาหารที่ไดจากขอการศึกษาที่ 1 เพ่ือเปรียบเทียบน้ํามันปาลม

รวมกับสาร 1,4-บิวเทนไดออลที่ระดับความเขมขนแตกตางกัน คือ รอยละ 15, 25,50 และ 75 (โดย

น้ําหนักตอปริมาตร) ของแหลงคารบอน ทําการเลี้ยงบนเครื่องเขยาความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่

อุณหภูมิหอง เก็บตัวอยางทุก 24 ชั่วโมง เปนเวลา 72 ชั่วโมง พบวาเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II มี

การเจริญสูงสุดในชั่วโมงที่ 24 จากนั้นการเจริญลดลงหลังจากเลี้ยงเชื้อไป 24 ชั่วโมง และเริ่มคงที่ใน

ทุกชุดการทดลอง โดยในอาหารที่เติม 1,4-บิวเทนไดออลท่ีระดับความเขมขนรอยละ 50 มีการเจริญ

สูงสุด รองลงมา คือ รอยละ 75, 25 และ 15 ตามลําดับ  

           ในการเลี้ยงเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II พบวาเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ที่เลี้ยงใน

สูตรอาหารดัดแปลงที่มีน้ํามันปาลมเปนแหลงคารบอนรวมกับสาร 1,4-บิวเทนไดออลที่ความเขมขน

รอยละ 50 ในชั่วโมงที่ 72 สามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุด เทากับ 7.10±0.20 กรัมตอลิตร 

รองลงมา คือ ความเขมขนรอยละ 75, 25 และ 15 ได เทากับ 6.80±0.10, 6.70±0.50 และ 

6.40±0.36 กรัมตอลิตร ตามลําดับ สวนการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตพบวาที่ความเขมขนรอย

ละ 50 สามารถผลิตปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดสูงสุด เทากับ 5.63±0.15 กรัมตอลิตร คิด

เปนรอยละ 79.30 รองลงมา คือ ความเขมขนรอยละ 75, 25 และ 15 คิดเปนรอยละ 81.91, 82.54 

และ 83.28 ตามลําดับ ดังแสดงในตารางท่ี 14 และภาพที่ 9  

 

ตารางที่ 14 คามวลเซลลแหง ปริมาณ PHAs และรอยละปริมาณการสะสม PHAs ในการเลี้ยง            

               ชัว่โมงท่ี 72 ของเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ในอาหารท่ีมีน้ํามันปาลมรวมกับ  

           1,4-บิวเทนไดออลความเขมขนตาง ๆ ดังนี้ 

ความเขมขนของ 

1,4-butanediol 

มวลเซลลแหง 

(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณ PHAs 

(กรัมตอลิตร) 

PHAs 

(รอยละ) 

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  การเปรียบเทียบมวลเซลลแหงและปริมาณ PHAs สูงสุดในสูตรอาหาที่มีน้ํามันปาลม   

รวมกับสาร 1,4-บิวเทนไดออลที่ความเขมขนแตกตางกันที่เลี้ยงเปนเวลา 72 ชั่วโมง โดย 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารที่มี 1,4-บิวเทนไดออลรอยละ 15 

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มี 1,4-บิวเทนไดออลรอยละ 15 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารที่มี 1,4-บิวเทนไดออลรอยละ 25  

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มี 1,4-บิวเทนไดออลรอยละ25 

      น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารท่ีมี 1,4-บิวเทนไดออลรอยละ 50 

       ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มี 1,4-บิวเทนไดออลรอยละ 50 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารที่มี 1,4-บิวเทนไดออลรอยละ 75 

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มี 1,4-บิวเทนไดออลรอยละ 75 

 

       2.4 ผลการเปรียบเทียบแหลงคารบอนประเภทน้ําตาลรวมกับสารโพรพิโอนิคและอะซิเตท

ใหเกิดการสรางที่เหมาะสมตอการผลิตโคพอลิเมอร 

              ทําการเลี้ยงเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีประสิทธิภาพตอการ

เจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดจากสวนที่ 1    โดยปรับแหลงคารบอนเปนเด็กซ

โตรส น้ําตาลที่ไดจากการยอยแปง และฟรุคโตสความเขมขน 20 และ 40 กรัมตอลิตร รวมกับสาร

กระตุนใหเกิดการสรางโคพอลิเมอรชนิดโพรพิโอนิคและอะซิเตทความเขมขน 30 กรัมตอลิตร โดยอะ
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ซิเตทและโพรพิโอนิคมีปริมาณ 28.75 และ 1.25 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ทําการเลี้ยงบนเครื่องเขยา

ความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เก็บตัวอยางทุก 24 ชั่วโมง เปนเวลา 72 ชั่วโมง พบวาเชื้อ 

A. latus สายพันธุ BOT II มีการเจริญอยางรวดเร็วหลังจากเลี้ยงเชื้อเปนระยะเวลา 6-36 ชั่วโมง และ

มีการเจริญสูงสุดที่ 48 ชั่วโมง โดยการเลี้ยงในอาหารท่ีมีเด็กซโตรสความเขมขน 20 กรัมตอลิตร มีการ

เจริญดีที่สุด รองลงมา คือ  เด็กซโตรสความเขมขน 40 กรัมตอลิตร น้ําตาลท่ีไดจากการยอยแปงความ

เขมขน 20 กรัมตอลิตร น้ําตาลที่ไดจากการยอยแปงความเขมขน 40 กรัมตอลิตร ฟรุตโตสความ

เขมขน 20 กรัมตอลิตร และความเขมขน 40 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 

           จากการเลี้ยงเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II พบวาเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ท่ีเลี้ยงใน

เด็กซโตรสความเขมขน 20 กรัมตอลิตรในชั่วโมงท่ี 24 สามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุด 7.10±0.00 

กรัมตอลิตร รองลงมา คือ ฟรุคโตสความเขมขน 40 กรัมตอลิตร เด็กซโตรสความเขมขน 40 กรัมตอ

ลิตร ฟรุคโตสความเขมขน 20 กรัมตอลิตร น้ําตาลที่ไดจากการยอยแปงความเขมขน 20 กรัมตอลิตร 

และน้ําตาลที่ไดจากการยอยแปงความเขมขน 40 กรัมตอลิตร ไดเทากับ 6.47±0.51, 6.33±0.65, 

6.07±0.21, 5.80±0.26 และ 5.35±0.21 กรัมตอลิตร ตามลําดับ สวนปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโน

เอต พบวาเด็กซโตรสที่ความเขมขน 20 กรัมตอลิตร สามารถผลิตปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได

สูงสุด เทากับ 5.80±0.10 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 81.69 รองลงมา คือ ฟรุคโตสความเขมขน 40 

กรัมตอลิตร, เด็กโตสความเขมขน 40 กรัมตอลิตร ฟรุคโตสความเขมขน 20 กรัมตอลิตร น้ําตาลผาน

การยอยความเขมขน 40 กรัมตอลิตร และน้ําตาลผานการยอยความเขมขน 20 กรัมตอลิตร คิดเปน

รอยละ 83.93, 81.04, 83.52, 82.24 และ 72.41 ตามลําดับ (ตารางที่ 15 และภาพที่ 10) 

ตารางที่ 15  คามวลเซลลแหง ปริมาณ PHAs และรอยละปริมาณการสะสม PHAs ของเชื้อ A. latus  

BOT II ในอาหารที่มีน้ําตาลชนิดตาง ๆ รวมกับสารโพรพิโอนิคและอะซิเตท  

แหลงคารบอน  

 (กรัมตอลิตร) 

มวลเซลลแหง  

(กรัมตอลิตร) 

 ปริมาณ PHAs  

(กรัมตอลิตร) 

PHAs 

 (รอยละ) 

เด็กซโตรส 20  7.10±0.00 5.80±0.10 81.69 

เด็กซโตรส 40  6.33±0.65 5.13±0.14 81.04 

น้ําตาลที่ไดจากการยอยแปง 20  5.80±0.26 4.20±0.26 72.41 

น้ําตาลที่ไดจากการยอยแปง 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 



 

56 

 

 

 

ภาพที่ 10  การเปรียบเทียบมวลเซลลแหงและปริมาณ PHAs สูงสุดของเชื้อ A. latus สายพันธุ          

              BOT II ในสูตรอาหารที่มีน้ําตาลชนิดตาง ๆ รวมกับสารโพรพิโอนิคและอะซิเตทที่ 

              เลี้ยงเปนเวลา 72 ชั่วโมง โดย 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารที่มีเด็กซโตรสความเขมขน 20 กรัมตอลิตร 

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มีเด็กซโตรสความเขมขน 20 กรัมตอลิตร 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารที่มีเด็กซโตรสความเขมขน 40 กรัมตอลิตร  

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มีเด็กซโตรสความเขมขน 40 กรัมตอลิตร 

      น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารที่มีน้ําตาลที่ไดจากการยอยแปง 20 กรัมตอลิตร 

       ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มีน้ําตาลที่ไดจากการยอยแปง 20 กรัมตอลิตร 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารที่มีน้ําตาลที่ไดจากการยอยแปง 40 กรัมตอลิตร 

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มีน้ําตาลที่ไดจากการยอยแปง 40 กรัมตอลิตร 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารที่มีฟรุคโตสความเขมขน 20 กรัมตอลิตร 

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มีฟรุคโตสความเขมขน 20 กรัมตอลิตร 

          น้ําหนักมวลเซลลแหงในอาหารที่มีฟรุคโตสความเขมขน 40 กรัมตอลิตร 

          ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในอาหารที่มีฟรุคโตสความเขมขน 40 กรัมตอลิตร 
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3.  ผลการศึกษาวิธีการสกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 
     3.1 การสกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตดวยวิธีคลอโรฟอรม (ดัดแปลงจาก Rawte และ 

Mavinkurve, 2002) 

       จากการนําเซลลตัวอยางของเชื้อแบคทีเรีย Alcaligenes latus ซึ่งเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ

ดัดแปลงสูตร DSMZ catalogue และคณะ (1993) เปนเวลา 48 ชั่วโมง มาทําการสกัดดวยวิธี

คลอโรฟอรม โดยการนําเซลลตัวอยางจากน้ําหมักปริมาตร 1 มิลลิลิตร ไปอบแหงที่อุณหภูม ิ 80  

องศาเซลเซียส จากนั้นทําการเติมคลอโรฟอรมที่อัตราสวนตอตัวอยาง 1: 1 บมทิ้งไวที่อุณหภูมิ 60 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 36 ชั่วโมง ทําการกรอง เพื่อเก็บสวนคลอโรฟอรมไปตกตะกอนดวยไดเอทิล

อีเทอรเย็น ปนเหวี่ยง 8,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 20 นาที และเก็บสวนตะกอนไปลางดวยอะซิโตน 

จากนั้นละลายตะกอนในคลอโรฟอรมอุน ทําการระเหยแหงและนําไปทําการวิเคราะหปริมาณพอลิไฮ 

ดรอกซีอัลคาโนเอตโดยใชวิธีที่ดัดแปลงจาก Nabila และ Veena (2016) โดยนําตัวอยางที่สกัดไดไป

ยอยดวยการเติมกรดซัลฟูริก 1 มิลลิลิตร และนําไปตมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 

ทิ้งไวใหเย็น วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 235 นาโนเมตร นําคาที่ไดเทียบกับกราฟมาตรฐานโดยใชกรดโคร

โตนิก (Crotonic acid) เปนสารมาตรฐาน พบวาการสกัดดวยวิธีคลอโรฟอรมใหปริมาณพอลิไฮดรอก

ซีบิวทิเรต เทากับ 1.77 ± 0.08 มิลลิกรัมตอลิตร จากนั้นทําการศึกษาเพ่ือหาความเหมาะสมของการ

ใชคลอโรฟอรม และกรดซัลฟูริกที่เหมาะสมตอพลาสติกชนิดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่ไดจากการ

ผลิตของเชื้อแบคทีเรีย Alcaligenes latus ดังนื้ คือ 

     3.1.1 อัตราสวนของคลอโรฟอรมที่เหมาะสมในการสกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตดวยวิธี

คลอโรฟอรม 

       จากการนําเซลลตัวอยางของเชื้อแบคทีเรีย Alcaligenes latus ซึ่งเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ

ดัดแปลงสูตร DSMZ catalogue และคณะ (1993) เปนเวลา 48 ชั่วโมง มาทําการสกัดดวยวิธี

คลอโรฟอรมโดยการนําเซลลตัวอยางจากน้ําหมักปริมาตร 1 มิลลิลิตร ไปอบแหงที่อุณหภูมิ 80 องศา

เซลเซียส จากนั้นทําการเติมคลอโรฟอรมที่อัตราสวนตอตัวอยางที่แตกตางกันดังนี้ คือ 0.5: 1, 1: 1 

และ 2: 1 บมทิ้งไวที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 36 ชั่วโมง ทําการกรองเพ่ือเก็บสวน

คลอโรฟอรมไปตกตะกอนดวยไดเอทิลอีเทอรเย็น ปนเหวี่ยง 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที 

เก็บสวนตะกอนไปลางดวยอะซิโตน จากนั้นละลายตะกอนในคลอโรฟอรมอุน ทําการระเหยแหง และ
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นําไปทําการวิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตโดยใชวิธีที่ดัดแปลงจาก Nabila และ Veena 

(2016) โดยนําตัวอยางที่สกัดไดไปยอยดวยการเติมกรดซัลฟูริก 1 มิลลิลิตร และนําไปตมที่อุณหภูมิ 

95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ท้ิงไวใหเย็น วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 235 นาโนเมตร นําคาที่ได

เทียบกับกราฟมาตรฐานโดยใชกรดโครโตนิกเปนสารมาตรฐาน พบวา การสกัดดวยวิธีคลอโรฟอรม 

โดยใชอัตราสวนของคลอโรฟอรมตอตัวอยางที่ 2: 1 ใหปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตที่สูงที่สุด 

รองลงมาคือ 1: 1 และ 0.5: 1 ตามลําดับ โดยใหพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตเทากับ 2.76 ± 0.06, 1.88 ± 

0.04 และ 0.91 ± 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ ดังแสดงในภาพที่ 11 และ ตารางท่ี 16 ซึ่งจาก

การศึกษาครั้งนี้ไดปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตต่ํากวางานวิจัยของ Rawte และ Mavinkurve 

(2002) ที่ไดคัดแยกจุลินทรียจากทะเลออกมา 5 Isolates ดังนี้คือ 61/4, 64/4, 82/4, 12/BL และ 

85/6 นํามาทําการสกัดดวยวิธีคลอโรฟอรม พบวามีปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตเทากับ 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 จากการสกัดดวยวิธีคลอโรฟอรม โดยใชคลอโรฟอรมในการ

สกัดที่อัตราสวนตอตัวอยาง 0.5: 1, 1: 1 และ 2: 1 
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ตารางที่ 16 ปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต จากการสกัดดวยวิธีคลอโรฟอรม โดยใชคลอโรฟอรมใน

อัตราสวนแตกตางกัน 

อัตราสวนคลอโรฟอรมตอตัวอยาง ปริมาณ PHB ในรูปของกรดโครโตนิก (มิลลิกรัมตอลิตร) 

0.5: 1 0.91 ± 0.01 

1: 1 1.88 ± 0.04 

2: 1 2.76 ± 0.06 

 

       จากการศึกษาโดยการสกัดดวยวิธีคลอโรฟอรม จะเห็นไดวาการใชอัตราสวนของ

คลอโรฟอรมที่มากขึ้นมีผลทําใหไดปริมาณของพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตที่มากขึ้น ดังนั้นในการศึกษา

ครั้งนี ้จึงเลือกใชอัตราสวนของคลอโรฟอรมตอตัวอยางที ่2: 1 ที่เม่ือทําการสกัดแลวใหปริมาณพอ

ลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) สูงท่ีสุดเพ่ือใชในการศึกษาหัวขอตอไป  

    1.2 อัตราสวนกรดซัลฟูริกที่เหมาะสมในการวิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

จากตัวอยางที่ผานการสกัดดวยวิธีคลอโรฟอรม 

          จากการนําเซลลตัวอยางของเชื้อแบคทีเรีย Alcaligenes latus ซึ่งเลี้ยงในอาหารเลี้ยง

เชื้อดัดแปลงสูตร DSMZ catalogue และคณะ (1993) เปนเวลา 48 ชั่วโมง มาทําการสกัดดวยวิธี

คลอโรฟอรม โดยเลือกใชอัตราสวนของคลอโรฟอรมที่ใหผลการสกัดดีที่สุดจากการศึกษาขางตนมาทํา

การวิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตโดยการเติมกรดซัลฟูริกเขมขนที่อัตราสวนตอตัวอยาง

น้ําหมักที่แตกตางกันดังนี้ คือ 1:1, 2.5: 1, 5: 1, 7.5: 1 และ 10: 1 ดังแสดงในภาพที่ 12 และตารางที่ 

17  พบวา การเติมกรดซัลฟูริกเขมขนที่อัตราสวน 2.5: 1 ใหคาปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตท่ีสูง

ที่สุด ซึ่งมีคาเทากับ 7.07 ± 0.15 รองลงมาคือที่อัตราสวน 1: 1 มีคาเทากับ 3.09 ± 0.26 และ

อัตราสวนที่ใหคาปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) นอยที่สุดคือ 10: 1 ซึ่งมีคาเทากับ 0.75 ± 

0.10 มิลลิกรัมตอลิตร 

 



 

60 

 

 

ภาพที่ 12 ปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) ที่วัดไดจากการสกัดตัวอยางดวยวิธีคลอโรฟอรมโดย

ใชอัตราสวนกรดซัลฟูริกตอตัวอยางที่แตกตางกันในการวิเคราะหหาปริมาณ 

 

 

ตารางที่ 17 ปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (จากการวิเคราะหตัวอยางท่ีผานการสกัดดวยวิธี

คลอโรฟอรมโดยใชกรดซลัฟูริกที่อัตราสวนแตกตางกัน 

อัตราสวนกรดซัลฟูริกตอตัวอยาง ปริมาณ PHB ในรูปของกรดโครโตนิก (มิลลิกรัมตอลิตร) 

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 

  

     จากการศึกษาจะเห็นไดวาการใชอัตราสวนกรดซัลฟูริกตอตัวอยางที่ 2.5: 1 เปนอัตราสวน 

ที่เหมาะสมในการใชวิเคราะหตัวอยางที่ผานการสกัดดวยวิธีคลอโรฟอรม เพ่ือหาปริมาณพอลิไฮดรอก

ซีอัลคาโนเอต เนื่องจากใหคาปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตที่วัดไดสูงกวาการใชอัตราสวนอื่นๆ  
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       3.2. การสกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตดวยวิธีไฮโปคลอไรท (Rawte & Mavinkurve, 

2002) 

          จากการนําเซลลตัวอยางของเชื้อแบคทีเรีย Alcaligenes latus ซึ่งเลี้ยงในอาหารเลี้ยง

เชื้อดัดแปลงสูตร DSMZ catalogue และคณะ (1993) เปนเวลา 48 ชั่วโมง มาทําการสกัดดวยวิธ ี

ไฮโปคลอไรทโดยการนําเซลลตัวอยางจากน้ําหมักปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาทําการเติมโซเดียมไฮโปคลอ

ไรทในอัตราสวนตอตัวอยาง 0.5: 1 บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากนั้นปน

เหวี่ยง 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที และลางตะกอนดวยไดเอทิลอีเทอรเย็น ปนเหวี่ยง 8,000 

รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที เพ่ือเก็บตะกอนไปทําการวิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต

โดยใชวิธีที่ดัดแปลงจาก Nabila และ Veena (2016) โดยนําตัวอยางที่สกัดไดไปยอยดวยการเติม

กรดซัลฟูริก 1 มิลลิลิตร และนําไปตมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ทิ้งไวใหเย็น วัด

คาการดูดกลืนแสงที่ 235 นาโนเมตร นําคาที่ไดเทียบกับกราฟมาตรฐานโดยใชกรดโครโตนิก

(Crotonic acid) เปนสารมาตรฐาน พบวาการสกัดดวยวิธีไฮโปคลอไรทใหปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิว

ทิเรต (PHB) เทากับ 147.60 ± 2.74 มิลลิกรัมตอลิตร จากนั้นไดทําการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมใน

การสกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตดวยวิธีไฮโปคลอไรท และกรดซัลฟูริกที่เหมาะสมในการวิเคราะห

พลาสติกชนิดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่ไดจากการผลิตของเชื้อแบคทีเรีย Alcaligenes latus ดังนี ้

คือ 

      3.2.1 อุณหภูมิที่เหมาะสมในการสกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตดวยวิธีไฮโปคลอไรท 

              จากการนําเซลลตัวอยางของเชื้อแบคทีเรีย Alcaligenes latus ซึ่งเลี้ยงในอาหารเลี้ยง

เชื้อดัดแปลงสูตร DSMZ catalogue และคณะ (1993) เปนเวลา 48 ชั่วโมง มาทําการสกัดดวยวิธี 

ไฮโปคลอไรทโดยการนําเซลลตัวอยางจากน้ําหมักปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาทําการเติมโซเดียม 

ไฮโปคลอไรทในอัตราสวนตอตัวอยาง 0.5: 1 บมที่อุณหภูมิ 30 และ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 

นาที จากนั้นปนเหวี่ยง 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที และลางตะกอนดวยไดเอทิลอีเทอรเย็น 

ปนเหวี่ยง 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที เพ่ือเก็บตะกอนไปทําการวิเคราะหปริมาณพอลิ 

ไฮดรอกซีอัลคาโนเอตโดยใชวิธีที่ดัดแปลงจาก Nabila และ Veena (2016) โดยนําตัวอยางที่สกัด 

ไดไปยอยดวยการเติมกรดซัลฟูริก 1 มิลลิลิตร และนําไปตมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

10 นาที ทิ้งไวใหเย็น วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 235 นาโนเมตร นําคาที่ไดเทียบกับกราฟมาตรฐาน โดย

ใชกรดโครโตนิกเปนสารมาตรฐาน ดังแสดงในตารางที่ 18 และภาพที่ 13 พบวา การสกัดดวยไฮโป
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คลอไรทโดยใชอุณหภูมิในการบมท่ี 30 องศาเซลเซียส ใหปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) สูง

กวาการบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยมีคาเทากับ 163.79 ± 3.05 และ 147.60 ± 2.74 

มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงเลือกใชอุณหภูมิการบมที่ 30 องศาเซลเซียสใน

การสกัดดวยวิธไีฮโปคลอไรทเพ่ือใชในการศึกษาหัวขอตอไป 

ตารางที่ 18  ปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) จากการสกัดตัวอยางดวยวิธีไฮโปคลอไรทที่

อุณหภูมิแตกตางกัน 

อุณหภูมิในการสกัด (องศาเซลเซียส) ปริมาณ PHB ในรูปของกรดโครโตนิก (มิลลิกรัมตอลิตร) 

30 163.79 ± 3.05 

37 147.60 ± 2.74 

 

 

ภาพที่ 13 ปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) จากการสกัดตัวอยางดวยวิธีไฮโปคลอไรทที่อุณหภูมิ

แตกตางกัน 
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3.2.2 เวลาที่เหมาะสมในการสกัดพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตดวยวิธีไฮโปคลอไรท 

             จากการนําเซลลตัวอยางของเชื้อแบคทีเรีย Alcaligenes latus ซึ่งเลี้ยงในอาหารเลี้ยง

เชื้อดัดแปลงสูตร DSMZ catalogue และคณะ (1993) เปนเวลา 48 ชั่วโมง มาทําการสกัดดวยวิธี 

ไฮโปคลอไรทโดยการนําเซลลตัวอยางจากน้ําหมักปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาทําการเติมโซเดียมไฮโป

คลอไรทในอัตราสวนตอตัวอยาง 0.5: 1 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ที่เวลาแตกตางกัน ดังนี้คือ 

5, 10, 20 และ 30 นาที จากนั้นปนเหวี่ยง 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที และลางตะกอน

ดวยไดเอทิลอีเทอรเย็น ปนเหวี่ยง 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที เพ่ือเก็บตะกอนไปทําการ

วิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตโดยใชวิธทีี่ดัดแปลงจาก Nabila และ Veena (2016) โดย

นําตัวอยางที่สกัดไดไปยอยดวยการเติมกรดซัลฟูริก 1 มิลลิลิตร และนําไปตมที่อุณหภูมิ 95 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ทิ้งไวใหเย็น วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 235 นาโนเมตร นําคาที่ไดเทียบกับ

กราฟมาตรฐานโดยใชกรดโครโตนิกเปนสารมาตรฐาน ดังแสดงในตารางที่ 19 และภาพที่ 14 พบวา 

การสกัดดวยวิธีไฮโปคลอไรทโดยใชเวลาในการบมที่ 20 นาที ใหปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต 

(PHB) สูงที่สุด รองลงมาคือที่เวลา 10, 5 และ 30 นาที โดยมีคาเทากับ 172.30 ± 3.03, 162.56 ± 

3.51, 138.79 ± 5.94 และ 119.39 ± 3.12 มิลลิกรัมตอลิตรตามลําดับ ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ 

Rawte และ Mavinkurve (2002) ที่มีการสกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากแบคทีเรีย Isolates 

12/BL ที่แยกไดจากน้ําทะเลโดยใชการสกัดดวยวิธีไฮโปคลอไรท ซึ่งบมที่เวลาแตกตางกันดังนี้คือ 5, 

10, 20, 40 และ 60 นาที พบวาปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตมีแนวโนมเพ่ิมมากขึ้นที่เวลา 5 ถึง 

20 นาที และมีแนวโนมลดลงที่เวลา 20 นาที ขึ้นไป 

ตารางที่ 19 ปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) จากการสกัดตัวอยางดวยวิธีไฮโปคลอไรทที่เวลา

แตกตางกัน 

เวลาที่ใชในการสกัด (นาที) ปริมาณ PHB ในรูปของกรดโครโตนิก (มิลลิกรัมตอลิตร) 

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) จากการสกัดตัวอยางดวยวิธีไฮโปคลอไรทที่เวลา

แตกตางกัน 

      3.2.3 อัตราสวนกรดซัลฟูริกที่เหมาะสมในการวิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโน 

เอตจากตัวอยางที่ผานการสกัดดวยวิธีไฮโปคลอไรท 

         จากการนําเซลลตัวอยางของเชื้อแบคทีเรีย Alcaligenes latus ซึ่งเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ

ดัดแปลงสูตร DSMZ catalogue และคณะ (1993) เปนเวลา 48 ชั่วโมง มาทําการสกัดดวยวิธี 

ไฮโปคลอไรท โดยเลือกใชอุณหภูมิและเวลาในการบมที่ใหผลการสกัดดีท่ีสุดจากการศึกษาขางตนมา

ทําการวิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตโดยการเติมกรดซัลฟูริกเขมขนท่ีอัตราสวนตอ

ตัวอยางน้ําหมักที่แตกตางกันดังนี้ คือ 1:1, 2.5: 1, 5: 1, 7.5: 1 และ 10: 1 ดังแสดงในตารางท่ี 20 

และภาพที่ 15 พบวา การเติมกรดซัลฟูริกเขมขนที่อัตราสวน 1: 1 ใหคาปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิว

ทิเรต (PHB) ท่ีสูงที่สุด ซึ่งมีคาเทากับ 171.82 ± 3.34 รองลงมาคือที่อัตราสวน 2.5: 1 มีคาเทากับ 

57.37 ± 3.48 และอัตราสวนที่ใหคาปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) นอยที่สุดคือ 10: 1 ซึ่งมี

คาเทากับ 8.99 ± 0.34 มิลลิกรัมตอลิตร 
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ตารางที่ 20 ปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) จากการวิเคราะหตัวอยางที่ผานการสกัดดวยวิธ ี

ไฮโปคลอไรทโดยใชกรดซัลฟูริกที่อัตราสวนแตกตางกัน 

อัตราสวนกรดซัลฟูริกตอตัวอยาง ปริมาณ PHB ในรูปของกรดโครโตนิก (มิลลิกรัมตอลิตร) 

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) ที่วัดไดจากการสกัดตัวอยางดวยวิธีไฮโปคลอไรทโดย

ใชอัตราสวนกรดซัลฟูริกตอตัวอยางที่แตกตางกันในการวิเคราะหหาปริมาณ 
 

       จากการศึกษา เมื่อนําตัวอยางที่ผานการสกัดดวยวิธีไฮโปคลอไรทมาทําการวิเคราะหปริมาณ 

พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตโดยใชกรดซัลฟูริกที่อัตราสวนตอตัวอยางแตกตางกันจะเห็นไดวาการใช

อัตราสวนที่เพิ่มมากขึ้นมีผลทําใหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่วัดไดลดลง และอัตราสวนที่ 
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1:1 เปนอัตราสวนที่เหมาะสมในการใชวิเคราะหตัวอยางที่ผานการสกัดดวยวิธีไฮโปคลอไรทเพื่อหา

ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต เนื่องจากใหคาปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) ที่วัดไดสูง

กวาการใชอัตราสวนอ่ืนๆ 

    3.3 การตรวจสอบปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของท้ัง 2 วิธี 

      จากการนําเซลลตัวอยางของเชื้อแบคทีเรีย Alcaligenes latus ซึ่งเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ

ดัดแปลงสูตร DSMZ catalogue และคณะ (1993) เปนเวลา 48 ชั่วโมง มาทําการตรวจสอบปริมาณ 

พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตโดยทําสกัดและวิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตดวยวิธี

คลอโรฟอรมและวิธีไฮโปคลอไรทโดยใชสภาวะในการสกัดและวิเคราะหที่เหมาะสมของแตละวิธีที่ได

จากการศึกษาขางตน พบวาการตรวจสอบปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากเซลลตัวอยางของ

เชื้อแบคทีเรีย Alcaligenes latus ดวยวิธีไฮโปคลอไรท ใหปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) ท่ี

สูงกวาการตรวจสอบดวยวิธีคลอโรฟอรม ดังแสดงในตารางที่ 21 ซึ่งมีความสอดคลองกับงานวิจัยของ 

Rawte และ Mavinkurve (2002) ที่ทําการสกัดดวยวิธีคลอโรฟอรมและวิธีไฮโปคลอไรทในแบคทีเรีย

ชนิดเดียวกัน พบวา การสกัดดวยไฮโปคลอไรทใหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่สูงกวาการสกัด

ดวยวิธีคลอโรฟอรม 

ตารางที่ 21  การตรวจสอบปริมาณพอลไิฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) ของวิธีคลอโรฟอรมและวิธีไฮโป

คลอไรท 

ปริมาณ PHB ในรูปของกรดโครโตนิก (มิลลิกรัมตอลิตร) 

วิธีคลอโรฟอรม วิธีไฮโปคลอไรท 

7.07 ± 0.15 171.82 ± 3.34 
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บทท่ี 3 

สรุปผลการวิจัย 

 

1.  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

     1.1 ผลของสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมสําหรับการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

    จากการเลี้ยงเชื้อในสูตรอาหารดัดแปลงสําหรับการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตทั้ง 3 

สูตร ไดแก สูตรที่ 1 เปนสูตรของ DSMZ catalogue และคณะ (1993) สูตรที่ 2 เปนสูตรดัดแปลง 

DSMZ catalogue และคณะ (1993) และสูตรที่ 3 เปนของ Park and Kim (2011) พบวาเชื้อ A. 

latus ทั้งสามสายพันธุผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุดในอาหารสูตรที่ 3 แตมีปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคา

โนเอตต่ํากวาเม่ือเลี้ยงในอาหารสูตรที่ 2 โดยเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II เม่ือเลี้ยงในสูตรอาหารที่ 

2 ที่ระยะเวลา 48 ชั่วโมง สามารถผลิตมวลเซลลแหง และมีปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได มีคา

เทากับ 1.87±0.10 และ 1.73±0.15 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 92.51 ของมวลเซลลแหง สวนในเชื้อ 

A. latus สายพันธุดั้งเดิม และสายพันธุ BOT I พบวา เมื่อเลี้ยงในสูตรอาหารที่ 2  สามารถผลิตมวล

เซลลแหงไดสูงสุด มีคาเทากับ 1.90±0.72 และ 1.83±0.09  กรัมตอลิตร มีปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัล

คาโนเอต เทากับ 1.55±0.37 และ 1.53±0.06 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 81.58 และ 94.55 ของ

มวลเซลลแหง ตามลําดับ เนื่องจากในอาหารสูตรที่ 2 เปนการดัดแปลงจากสูตรอาหารที่ 1 โดยเปลี่ยน

แหลงคารบอนจากน้ําตาลฟรุกโตสเปนน้ํามันถั่วเหลือง จึงทําใหมีปริมาณแหลงคารบอนสูงกวาใน

อาหารสูตรที่ 1 ท่ีใชน้ําตาลฟรุกโตสเปนแหลงคารบอน อีกทั้งในอาหารสูตรที่ 2 มีการใชทวีน 80 ซึ่ง

เปนสารลดแรงตึงผิวสงผลทําใหจุลินทรียไดรับสารอาหารไดดีมากขึ้น  และมีสารอาหารที่ตองการ

ปริมาณนอย (Micronutrients)  ครบถวน และสูงกวาในอาหารสูตรที่ 3 ที่มีสวนประกอบของ

สารอาหารนอยชนิดกวา จากการศึกษาครั้งนี้ไดปริมาณพอลิไฮดรอกซอัลคาโนเอตต่ํากวารายงานของ 

Park and Kim (2011) ไดทําการเลี้ยงเชื้อ Ralstonia eutropha ในการผลิตโคพอลิเมอร โดยใชน้ํา

ถั่วเหลืองเปนแหลงคารบอนทดแทน พบวาเมื่อใชน้ํามันถ่ัวเหลืองความเขมขน 20 กรัม สามารถผลิต

พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต และปริมาณพอลิไฮดรอกซอัลคาโนเอตไดสูงสุดเทากับ 8.30 และ 7.40 

กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 88 ของน้ําหนักมวลเซลลแหง ดังนั้นจะเห็นไดวาการเลี้ยงทั้งสามสายพันธุ

ในสูตรอาหารที่ 2 ที่มีน้ํามันความเขมขน 20 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอนเหมาะสมในการนํามาใช 

เนื่องจากเชื้อสามารถสะสมพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตภายในเซลลไดสูงที่สุด 
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           1.2  ผลการใชน้ํามันถั่วเหลืองเปนแหลงคารบอนทดแทนที่ความเขมขนตาง ๆ  

  จากจุดประสงคของการศึกษาเพื่อตองการใชสารอาหารราคาถูกมาเปนสารตั้งตนให

จุลินทรียนําไปใชในกระบวนการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตท่ีสามารถนําไปประยุกตใชในระดับ

อุตสาหกรรมได ดังนั้นในครั้งนี้ไดเลือกใชน้ํามันถั่วเหลืองมาเปนแหลงคารบอนทดแทน ทั้งนี้เนื่องจาก

น้ํามันถั่วเหลืองมีปริมาณคารบอนมากกวาน้ําตาลฟรุกโตส คาดวามีผลทําใหมีพลังงานในการเจริญ 

เติบโตและผลิตผลิตภัณฑไดมากกวาจากการเลีย้งเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดิม, BOT I และ BOT II 

ในสูตรอาหารที่ 2 ซึ่งใชน้ํามันถั่วเหลืองเปนแหลงคารบอนทดแทน โดยทําการปรับความเขมขนของ

น้ํามันถั่วเหลืองเปน 10, 20, 40 และ 60 กรัมตอลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ และเติม tween 80 ปริมาตร 

1 มิลลิลิตร โดยเปรยีบเทียบกับอาหารชุดควบคุมที่มีน้ําตาลฟรุกโตสความเขมขน 20 กรัมตอลิตร เปน

แหลงคารบอน พบวาเชื้อ A. latus ทั้งสามสายพันธุ มีการเจริญในอาหารที่มีความเขมขนน้ํามันถั่ว

เหลือง  40 กรัมตอลิตรสูงกวาชุดควบคุม โดยมีการเจริญอยางรวดเร็วหลังจากเลี้ยงเชื้อเปนระยะเวลา  

6 ชั่วโมง และมีการเจริญสูงสุดที่ 48 ชั่วโมง ในทุกชุดการทดลอง 

             จากการศกึษา เชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ที่เลี้ยงในสูตรอาหารดัดแปลง พบวาที่ความ

เขมขนของน้ํามันถั่วเหลือง 40 กรัมตอลิตร สามารถผลิตมวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัล

คาโนเอตไดสูงสุดเทากับ 2.53±0.06 และ 1.93±0.06 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 76.28 ของมวล

เซลลแหง และพบวาที่ความเขมขนน้ํามันถั่วเหลือง 60 กรัมตอลิตร สามารถผลิตมวลเซลลแหง และ

ปริมาณผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดรองลงมา มีคาเทากับ 1.85±0.21 และ 1.70±0.10 กรัมตอ

ลิตร ตามลําดับ ซึ่งนอยกวาความเขมขนน้ํามันถ่ัวเหลือง 40 กรัมตอลิตร เนื่องจากความเขมขนของ

น้ํามันถั่วเหลืองที่มากเกินไปอาจสงผลใหไปยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ทําใหสามารถผลิตพอ

ลิไฮดรอกซีอัลาโนเอตไดนอยลง ดังนั้นความเขมขนน้ํามันถั่วเหลือง 40 กรัมตอลิตร เปนความเขมขนที่

เหมาะสมในการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต  สวนในเชือ้ A. latus สายพันธุดั้งเดิม และสายพันธุ 

BOT I พบวาที่ความเขมขนของน้ํามันถั่วเหลือง 40 กรัมตอลติร ผลิตมวลเซลลแหงสูงสุดเทากับ 

2.00±0.06 และ 2.27±0.07 กรัมตอลิตร และมีปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดสูงสุดเทากับ 

1.40±0.10 และ 1.47±0.06 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 70.00 และ 65.33 ของมวลเซลลแหง 

ตามลําดับ โดยการศึกษาในครั้งนี้มีคาตํ่ากวาการศึกษาของ Park and Kim (2011) รายงานวาการ

เลี้ยงเชื้อ Ralstonia  eutropha ในการผลิตโคพอลิเมอรที่ใชน้ํามันถั่วเหลืองความเขมขน 20 กรัมตอ

ลิตร พบวาสามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุด เทากับ 8.3 กรัมตอลิตร และมีปริมาณโคพอลิเมอร 

เทากับ 7.4 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 88 ของน้ําหนักมวลเซลลแหง 

     1.3 ผลของแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโน

เอต 
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      ในการศึกษาแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตพอ

ลิไฮดรอกซีอัลคาโนของเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดิม, BOT I และ BOT II โดยเลี้ยงในสูตรอาหาร

ดัดแปลง DSMZ catalogue โดยทําการปรับแหลงคารบอนและไนโตรเจนเปนท้ังหมด 3 ชุด 

เปรียบเทียบกับชุดควบคุม พบวาเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ท่ีเลี้ยงในสูตรอาหารดัดแปลงชุดที่ 3 

มีการเจริญสูงสุด ซึ่งมีน้ํามันถั่วเหลืองความเขมขน 40 กรัมตอลิตร และผงชูรส 0.5 กรัมตอลิตร 

สามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุด 3.47±0.15 กรัมตอลิตร และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได

สูงสุด 2.63±0.06 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 75.79 ของมวลเซลลแหง และเมื่อเปรียบเทียบกับชุด

ควบคุม พบวามีคาสูงกวา สวนเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดิม และ BOT I พบวาเมื่อเลี้ยงในอาหาร

ดัดแปลงชุดที่ 3 เชนเดียวกัน สามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดสูงสุด เทากับ 1.40±0.20 และ 

2.53±0.06 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 84.34 และ 75.07 ตามลําดับ จากการใชผงชูรสเปนแหลง

ไนโตรเจนแทนการใชแอมโมเนียมคลอไรด สงผลทําใหไดปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตเพ่ิมสูงขึ้น 

เนื่องจากในแอมโนเนียมคลอไรดเปนอนินทรียไนโตรเจน สวนในผงชูรสจะประกอบไปดวยกรดอะมิโน

ตาง ๆ ซึ่งโดยทั่วไปจุลินทรียจะเจริญในอาหารที่มีอินทรียไนโตรเจนไดเร็วกวาอนินทรียไนโตรเจน โดย

การศกึษาครั้งนี้มีความสอดคลองกับรายงานของ Quillaguamán et al. (2008) ไดทําการศึกษาการ

เลี้ยงเชื้อ Halomonas Boliviensis ในการเลี้ยงแบบเติมกะ โดยใชผงชูรสความเขมขน 2 กรัมตอลิตร 

เปนแหลงไนโตรเจน สามารถผลิตมวลเซลลแหงสูงสุด เทากับ 44 กรัมตอลิตร และไดปริมาณพอลิไฮด

รอกซีอัลคาโนเอตรอยละ 81 ของน้ําหนักมวลเซลลแหง และพบวามีปริมาณพลาสติกชีวภาพต่ํากวา

รายงานสุพัฒน ชมใจ และรสมันต จงเจริญ (2555) ไดทําการศึกษาอิทธิพลของแหลงคารบอนและ

ไนโตรเจนตอการเติบโตและการผลิตพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรตของ Alcaligenes latus ATCC 29714 

เมื่อใชเด็กซโตรสและผงชูรสเปนแหลงคารบอนและไนโตรเจน โดยมีอัตรา C:N เทากับ 20:2 สามารถ

ผลิตมวลเซลลแหง และปริมาณพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทีเรต ไดเทากับ 4.86 และ 3.92 กรัมตอลิตร คดิ

เปนรอยละ 80.60 ของน้ําหนักมวลเซลลแหง  

    1.4 ผลของความเขมขนของผงชูรสที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

            จากการศกึษาความเขมขนผงชูรสที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคา

โนเอต ของเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดิม, BOT I และ BOT II โดยเลี้ยงในสูตรอาหารดัดแปลง DSMZ 

catalogue โดยทําการปรับความเขมขนของผงชูรส (ตราถวยแดง) เริ่มตนเทากับ  0.5, 2, 4 และ 6 

กรัมตอลิตร รวมกับน้ํามันถั่วเหลืองความเขมขน 40 กรัมตอลิตร เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีความ

เขมขนผงชูรสเทากับ 0.5 กรัมตอลิตร รวมกับน้ํามันถ่ัวเหลืองความเขมขน 40 กรัมตอลิตร จากนั้นทํา

การเติม tween 80 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ทุกชุดการทดลอง พบวาเชื้อ A. latus ทั้งสามสายพันธุ มี

อัตราการเจริญสูงสุดในอาหารที่มีความเขมขนของผงชูรส 2 กรัมตอลิตร โดยพบวาเชื้อ A. latus สาย
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พันธุ BOT II ท่ีเลี้ยงในสูตรอาหารดัดแปลงมีความเขมขนของผงชูรสเทากับ 2 กรัมตอลิตร สามารถ

ผลิตมวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดสูงสุด เทากับ 4.53±0.32 และ 3.10 

±0.06 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 68.43 ของมวลเซลลแหง ซึ่งมีคามวลเซลลแหง และปริมาณพอ

ลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงกวาชุดควบคุม สวนในเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดิม และ BOT I พบวาใน

สูตรอาหารดัดแปลงมีความเขมขนของผงชูรสเทากับ 2 กรัมตอลิตร ผลิตมวลเซลลแหง  2.37±0.06 

และ 2.83±0.25 และมีปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต เทากับ 1.87±0.16 และ 2.53± 0.25 คิด

เปนรอยละ 78.90 และ 89.40 ตามลําดับ การใชผงชูรสเปนแหลงไนโตรเจน สงผลใหจุลินทรยีสามารถ

เจริญเติบโตไดดีข้ึนเมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีความเขมขนผงชูรสท่ีเหมาะสม เนื่องจากผงชูรสยังมีสารอ่ืน 

ๆ เชน กรดอะมิโนชนิดตาง ๆ จากการศึกษาในครั้งนี้ พบวามีปริมาณพลาสติกชีวภาพต่ํากวารายงาน

ของสุพัฒน  ชมใจ และรสมันต  จงเจริญ (2555) ไดศึกษาอิทธิพลของแหลงคารบอนและไนโตรเจนตอ

การเติบโตและการผลิตพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตของ Alcaligenes latus ATCC 29714 โดยใชเด็กซโต

รสเปนแหลงคารบอนในอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ  20:2, 20:4, 20:6, 20:8 และ 

20:10 พบวาการใชผงชูรสเปนแหลงไนโตรเจนที่อัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 20:2 

สามารถผลิตมวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรต เทากับ 4.86 และ 3.92 กรัมตอลิตร 

ตามลําดับ คิดเปนรอยละ 80.60 ของน้ําหนักมวลเซลลแหง และพบวามีคาพลาสติกชีวภาพสูงกวา

รายงานของขวัญจันทร แกวจันทร (2554) ไดทําการศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนตาง ๆ ไดแก 

แอมโมเนียมซัลเฟต แอมโมเนียมคลอไรด แอมโมเนียมไนเตรท แอมโมเนียมอะซิเตรท และยูเรียความ

เขมขน 1.4 กรัมตอลิตร เปนแหลงไนโตรเจนทดแทน พบวาการใชไฮโดรไลเซทของกากมันสําปะหลัง

รอยละ 50 รวมกับแอมโมเนียมไนเตรทความเขมขน 1.4 กรัมตอลิตร ไดปริมาณพลาสติกชีวภาพ 

เทากับ 2.08 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 39.61 ของน้ําหนักมวลเซลลแหง 

    1.5 ผลของการอัตราสวนแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรสที่เหมาะสมตอการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัล

คาโนเอต 

           ในการศกึษาความเขมขนผงชูรสท่ีเหมาะสมตอการเจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโน

ของเชื้อ A. latus สายพันธุดั้งเดิม BOT I และ BOT II  โดยเลี้ยงในสูตรอาหารดัดแปลง DSMZ 

catalogue โดยทําการปรับอัตราสวนความเขมขนของแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรสเทากับ  0.5:2, 

0.25:2, 0.10:2, 0.5:1, 0.5:0.5 กรัมตอลิตร รวมกับน้ํามันถั่วเหลืองความเขมขน 40 กรัมตอลิตร 

เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่แอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรสเทากับ  0.5:2 กรัมตอลิตร รวมกับน้ํามันถั่ว

เหลืองความเขมขน 40 กรัมตอลิตร จากนั้นทําการเติม tween 80 ปริมาตร 1 มิลลิลติร ทุกชุดการ

ทดลอง พบวาเชื้อ A. latus ทั้งสามสายพันธุ มีอัตราการเจริญอยางรวดเร็วในชั่วโมงที่ 6-12 และเจริญ

สูงสุดในชั่วโมงที่ 48 ในทุกชุดการทดลอง โดยในอาหารชุดท่ีมีแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรสเทากับ  
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0.25:2 กรัมตอลิตร มีการเจริญสูงสุด รองลงมา คือ ความเขมขนของแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรส

เทากับ  0.5:0.5, 0.10:2, 0.5:1 และ 0.25:2 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 

             จากการเปลี่ยนแปลงสูตรอาหารที่ใชในการเลี้ยงเชื้อ A. latus ทั้งสามสายพันธุ ในอาหาร

ที่มีการทดแทนแหลงไนโตรเจนโดยการใชแอมโนเนียมคลอไรดตอผงชูรส พบวาเชื้อ  A. latus สาย

พันธุ BOT II ที่เลี้ยงในสูตรอาหารดัดแปลงที่มีแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรสเทากับ 0.25:2 กรัมตอ

ลิตร สามารถผลิตมวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดสูงสุด เทากับ 5.90±0.20 

และ 4.10±0.10 กรัมตอลิตร ตามลําดับ คิดเปนรอยละ 69.49 ซึ่งมีคาสูงกวาชุดควบคุม สวนเชื้อ A. 

latus ดั้งเดิมและสายพันธุ BOT I ที่เลี้ยงในสูตรอาหารดัดแปลงท่ีมีแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรส

อัตราสวน 0.25:2 มีมวลเซลลแหง 4.03± 0.26  และ 4.60±0.26 กรัมตอลิตร สวนปริมาณพอลิไฮด

รอกซีอัลคาโนเอต มีคาเทากับ 2.97±0.15 และ 2.43±0.15 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 73.70 และ 

52.83 ตามลําดับ ดังนั้นจะเห็นไดวาการเลี้ยงท้ังสามสายพันธุในสูตรอาหารที่มีแอมโมเนียมคลอไรด

ตอผงชูรสเทากับ 0.25:2 กรัมตอลิตร เปนแหลงไนโตรเจนมีความเหมาะสมในการนํามาใชงาน เนื่อง 

จากเชื้อสามารถผลิตมวลเซลลแหงและปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดสูง โดยการศึกษาในครั้งนี้

มีคาพลาสติกชีวภาพต่ํากวารายงานของจารุวรรณ ศรีเส็ง และคณะ  (2557) ไดทําการเลี้ยงเชื้อ A. 

latus สายพันธุกลายพันธุ โดยใชกากน้ําตาลความเขมขน 30 กรัมตอลิตร รวมกับแอมโมเนียมคลอไรด

ความเขมขน 0.5 กรัมตอลิตร สามารถผลิตมวลเซลลแหง เทากับ 7.85 กรัมตอลิตร และปริมาณพอ

ลิเบตาไอดรอกซีบิวทีเรต เทากับ 6.15 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 78.34 ของมวลเซลลแหง 

2.  ผลการเติมสารตั้งตนเพื่อกอใหเกิดการสรางโคพอลิเมอร 

     2.1 ผลของสารตั้งตนเพื่อเพิ่มความสามารถในการสรางโคพอลิเมอร 

          จากการเลี้ยงเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีประสิทธิภาพตอการ

เจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดจากขอการศึกษาท่ี 1 โดยเลี้ยงดวยสูตรอาหาร

ดัดแปลงจาก DSMZ catalogue ที่มีน้ํามันถั่วเหลืองความเขมขน 40 กรัมตอลิตร มีอัตราสวนความ

เขมขนของแอมโมเนียมคลอไรดตอผงชูรสเทากับ 0.25:2 และทําการเติม tween 80 ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร ทุกชุดการทดลอง จากนั้นทําการเติมชนิดของสารตั้งตน 3 ชนิด คือ แกมมา-บิวทาโรแลกโตน 

ปริมาณ 5 กรัมตอลิตร (Park and Kim, 2011), 1,4-บิวเทนไดออล ปริมาณรอยละ 25 (โดยน้ําหนัก

ตอปริมาตร) ของแหลงคารบอน (Chanprateep et al., 2010) และกรดวาเลอริก ปริมาณ 5 กรัมตอ

ลิตร (Chanprateep & Kulpreecha, 2006) พบวาเชื้อ A. latus สายพันธุ BOI II ที่เลี้ยงในอาหารที่

มีสารกระตุน 1,4-บิวเทนไดออล มีการเจริญสูงสุด โดยมีอัตราการเจริญอยางรวดเร็วในชั่วโมงที่ 6-12 

และอัตราการเจริญสูงสุดชั่วโมงท่ี 24 และลดลงหลังจากเลี้ยงเชื้อไป 24 ชั่วโมง และการเจริญเพ่ิมขึ้น
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หลังจากชั่วโมงที่ 48 ในทุกชุดการทดลอง โดยพบวาเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II ที่เลี้ยงในสูตร

อาหารดัดแปลงที่เติม 1,4-บิวเทนไดออล สามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุด 7.30±0.20 กรัมตอลิตร 

และพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดเทากับ 6.00±0.10 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 82.19 รองลงมา คือ 

แกมมา-บิวทาโรแลกโตน และกรดวาเลอริก โดยสามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุด 5.63±0.15 และ 

4.20±0.20 กรัมตอลิตร ตามลําดับ และมีปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต เทากับ 4.50±0.20  

2.90±0.10 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 79.93 และ 69.05 ตามลําดับ จากการศึกษาในครั้งนี้มีความ

สอดคลองกับงานวิจัยของ Chanprateep et al. (2010) ในการเลี้ยงเชื้อ Cupriavidus necator สาย

พันธุ A-04 แบบเติมกะ (Fed-Batch Culture) โดยใชฟรุคโตสเปนแหลงคารบอนรวมกับ 1,4-บิวเทน

ไดออล ความเขมขนรอยละ 50 พบวาสามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุด เทากับ 112 กรัมตอลิตร 

และมีปริมาณ P(3HB-co-4HB) เทากับ 73 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 65 ของน้ําหนักเซลลแหง และ

มีคาพลาสติกชีวภาพรายงานตํ่ากวาของ Norhafini et al. (2017) ไดทําการเลี้ยงเชื้อ Cupriavidus 

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

ลรอยละ 0.1 (โดยน้ําหนักตอปริมาตร) รวมกับ 1,4-บิวเทนไดออลรอยละ 0.5 (โดยน้ําหนักตอ

ปริมาตร) พบวาสามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุด เทากับ 9.3 กรัมตอลิตร และมีปริมาณพอลิไฮด

รอกซีอัลาโนเอต เทากับ 7.6 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 82 ของน้ําหนักเซลลแหง  

      2.2 การศึกษาน้ํามันชนิดตาง ๆ เปนแหลงคารบอนรวมกับสารตั้งตนเพื่อการสรางโคพอลิ

เมอร 

          จากการศึกษาการน้ํามันชนิดตาง ๆ รวมกับสารตั้งตน คือ 1,4-บิวเทนไดออล เพ่ือเลี้ยงเชื้อ 

A. latus สายพันธุ BOT II ที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต โดยใชใน

สูตรอาหารที่ไดจากขอการศึกษาที่ 1 โดยเปรียบเทียบน้ํามันชนิดตาง ๆ คือ น้ํามันถั่วเหลือง น้ํามัน

ปาลม น้ํามันขาวโพด น้ํามันทานตะวัน และน้ํามันรําขาวเปนแหลงคารบอน พบวา เชื้อ A. latus สาย

พันธุ BOT II มีการเจริญสูงสุดในชั่วโมงที่ 24 จากนั้นการเจริญลดลงหลังจากเลี้ยงเชื้อไป 24 ชั่วโมง 

และเริ่มคงท่ีในทุกชุดการทดลอง โดยพบวาเชื้อสายพันธุ BOT II ที่เลี้ยงในสูตรอาหารดัดแปลงที่มี

น้ํามันรําขาวเปนแหลงคารบอน สามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุด เทากับ 7.67±0.15 กรัมตอลิตร 

รองลงมา คือ น้ํามันทานตะวัน น้ํามันถั่วเหลือง น้ํามันขาวโพด และน้ํามันปาลม ไดเทากับ 7.40±0.25, 

7.00±0.61,  6.97±0.40 และ 6.63±0.40 กรัมตอลิตร ตามลําดับ สวน  การผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคา

โนเอต พบวา น้ํามันขาวโพดสามารถผลิตปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดสูงสุด 6.13±0.15 กรัม

ตอลิตร คิดเปนรอยละ 87.85 รองลงมา คือ น้ํามันถั่วเหลือง น้ํามันปาลม น้ํามันทานตะวัน และน้ํามัน

ขาวโพด คดิเปนรอยละ 79.00, 79.49, 68.92 และ 65.58 ตามลําดับ จากการใชน้ํามันปาลมเปนแหลง

คารบอน พบวาเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II สามารถผลิตมวลเซลลแหง และปริมาณพอลิไฮดรอก
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ซีอัลคาโนเอต มีความใกลเคียงกับน้ํามันขาวโพด ไดเทากับ 6.63±0.40 และ 5.27±0.40 กรัมตอลิตร 

ซึ่งเมื่อคิดในดานเศรษฐศาสตรการหมัก พบวาน้ํามันปาลม มีราคาตอหนวยถูกกวาน้ํามันขาวโพด ซึ่ง

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

butyrate-co-4-hydroxybutyrate) ของเชื้อ Ralstonia eutropha KCTC2662 ใชน้ํามันถั่วเหลือง

ความเขมขนเทากับ 20 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอนรวมกับการใช γ-butyrolactone ความเขมขน 

5 และ 10 กรัมตอลิตร ทําการเลี้ยงแบบเบ็ดเสร็จ (batch culture) พบวาการใช γ-butyrolactone 

ความเขมขน 5 กรัมตอลิตร สามารถผลิตโคพอลิเมอร P(3HB-co-4HB) ไดน้ําหนักเซลลแหง 10-12 

กรัมตอลิตร และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตรอยละ 80-83  

      2.3 การใชน้ํามันปาลมรวมกับสารตั้งตนชนิด 1,4-บิวเทนไดออลที่ความเขมขนแตกตางกัน 

           จากจุดประสงคของการศึกษาที่ตองการใชสารอาหารราคาถูก ในการศึกษานี้จึงไดทําการ

เลือกน้ํามันปาลมเปนแหลงคารบอน เนื่องน้ํามันปาลมหาไดงายและมีราคาถูก จากนั้นทําการเลี้ยงเชื้อ 

A. latus สายพันธุ BOT II ในสูตรอาหารที่ไดจากขอการศึกษาที่ 1 เพื่อเปรยีบเทียบน้ํามันปาลม

รวมกับสารกระตุนชนิด 1,4-บิวเทนไดออลที่ระดับความเขมขนแตกตางกัน คือ รอยละ 15, 25, 50 

และ 75 (โดยน้ําหนักตอปริมาตร) ของแหลงคารบอน พบวา เชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II มีการ

เจริญสูงสุดในชั่วโมงที่ 24 จากนั้นการเจริญลดลงหลังจากเลี้ยงเชื้อไป 24 ชั่วโมง และเริ่มคงท่ีในทุกชุด

การทดลอง โดยในอาหารที่มีสารกระตุนชนิด 1,4-บิวเทนไดออลท่ีระดับความเขมขนรอยละ 50 มี

อัตราการเจริญสูงสุด รองลงมา คือ รอยละ 75, 25 และ 15 ตามลําดับ โดย พบวาเชื้อ A. latus BOT 

II ท่ีเลี้ยงในสูตรอาหารดัดแปลงที่มีน้ํามันปาลมเปนแหลงคารบอนรวมกับสารกระตุนชนิด 1,4-บิวเทน

ไดออลที่ความเขมขนรอยละ 50 สามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุดเทากับ 7.10±0.20 กรัมตอลิตร 

รองลงมา คือ ความเขมขนรอยละ 75, 25 และ 15 ไดเทากับ 6.80±0.10, 6.70±0.50 และ 6.40±0.36 

กรัมตอลิตร ตามลําดับ สวนพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตพบวาที่ความเขมขนรอยละ 50 สามารถผลิต

ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดสูงสุดเทากับ 5.63±0.15 กรัมตอลิตร คดิเปนรอยละ 79.30 

รองลงมา คือ ความเขมขนรอยละ 75, 25 และ 15 คิดเปนรอยละ 81.91, 82.54 และ 83.28 

ตามลําดับ เชนเดียวกับรายงานงานวิจัยของ Chanprateep et al. (2010) ในการเลี้ยงเชื้อ 

Cupriavidus necator สายพันธุ A-04 แบบเติมกะ (Fed-Batch Culture) โดยใชฟรุคโตสเปนแหลง

คารบอนรวมกับ 1,4-บิวเทนไดออล ความเขมขนรอยละ 50 พบวาสามารถผลิตมวลเซลลแหงไดสูงสุด 

เทากับ 112 กรัมตอลิตร และมีปริมาณ P(3HB-co-4HB) เทากับ 73 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 65 

ของน้ําหนักเซลลแหง และสอดคลองกับรายงานของ Rao, Sridhar, & Sehgal (2010) ไดทําการศึกษา

การเลี้ยงเชื้อ Cupriavidus necator โดยใชน้ํามันปาลมที่ผานการใชความเขมขนรอยละ 20 เปน

แหลงคารบอนรวมกับการใช 1,4-บิวเทนไดออลในการผลิตโคพอลิเมอร โดยเลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่
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อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใตสภาวะไนโตรเจนจํากัด พบวาในชั่วโมงท่ี 144 สามารถผลิตพอ

ลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดสูงสุดถึงรอยละ 81 และคาสัมประสิทธิ์ผลไดของพอลิเมอรไดอยูระหวาง

รอยละ 70 และ 81 ของน้ําหนักเซลลแหง 

       2.4 การศึกษาแหลงคารบอนประเภทน้ําตาลที่เหมาะสมรวมกับสารตั้งตนในการผลิตโคพอลิ

เมอร 

          ทําการเลี้ยงเชื้อ A. latus BOT II ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีประสิทธิภาพตอการเจริญและการ

ผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดจากสวนท่ี 1 โดยปรับแหลงคารบอนเปนเด็กซโตรส น้ําตาลท่ีผาน

การยอย และน้ําตาลฟรุคโตสความเขมขน 20 และ 40 กรัมตอลิตร รวมกับการใชสารโพรพิโอนิค

และอะซิเตทความเขมขน 30 กรัมตอลิตร โดยอะซิเตทและโพรพิโอนิคมีปริมาณ 28.75 และ 1.25 

กรัมตอลิตร ตามลําดับ พบวาเชื้อ A. latus สายพันธุ BOT II มีการเจริญอยางรวดเร็วหลังจากเลี้ยงเชื้อ

เปนระยะเวลา 6-36 ชั่วโมง และมีอัตราการเจริญสูงสุดที่ 48 ชั่วโมง โดยการเลี้ยงในอาหารท่ีมีเด็กซโต

รสความเขมขน 20 กรัมตอลิตร มีการเจริญดีที่สุด รองลงมา คือ  เด็กซโตรสความเขมขน 40 กรัมตอ

ลิตร น้ําตาลผานการยอยความเขมขน 20 กรัมตอลิตร น้ําตาลผานการยอยความเขมขน 40 กรัมตอ

ลิตร ฟรุตโตสความเขมขน 20 กรัมตอลิตร และความเขมขน 40 กรัมตอลิตร ตามลําดับ โดยเชื้อ A. 

latus BOT II ที่เลี้ยงในน้ําตาลเด็กซโตรสความเขมขน 20 กรัมตอลิตรในชั่วโมงที่ 24 สามารถผลิตมวล

เซลลแหงไดสูงสุด 7.10±0.00 กรัมตอลิตร รองลงมา คือ เลี้ยงดวยน้ําตาลฟรุคโตสความเขมขน 40 

กรัมตอลิตร น้ําตาลเด็กซโตรสความเขมขน 40 กรัมตอลิตร น้ําตาลฟรุคโตสความเขมขน 20 กรัมตอ

ลิตร น้ําตาลผานการยอยความเขมขน 20 กรัมตอลิตร และน้ําตาลผานการยอยความเขมขน 40 กรัม

ตอลิตร ไดเทากับ 6.47±0.51, 6.33±0.65, 6.07±0.21, 5.80±0.26 และ 5.35±0.21 กรัมตอลิตร 

ตามลําดับ สวนการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต พบวาการเลี้ยงดวยน้ําตาลเด็กซโตรสความเขมขน 

20 กรัมตอลิตร สามารถผลิตปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไดสูงสุดเทากับ 5.80±0.10 กรัมตอ

ลิตร คดิเปนรอยละ 81.69 รองลงมา คือ น้ําตาลฟรุคโตสความเขมขน 40 กรัมตอลิตร น้ําตาลเด็กซโต

รสความเขมขน 40 กรัมตอลิตร น้ําตาลฟรุคโตสความเขมขน 20 กรัมตอลิตร น้ําตาลผานการยอย

ความเขมขน 40 กรัมตอลิตร และน้ําตาลผานการยอยความเขมขน 20 กรัมตอลิตร คดิเปนรอยละ 

83.93, 81.04, 83.52, 82.24 และ 72.41 ตามลําดับ ซึ่งสอดคลองกับรายงานของอรลดา สวาฤทธิ ์

และคณะ (2559) ไดทําการศึกษาความเขมขนของอะซิเตทและพิโอเนตเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการ

ผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต พบวาการใชกลูโคสความเขมขน 20 กรัมตอลิตรรวมกับอะซิเตทและพิ

โอเนตความเขมขน 30 กรัมตอลิตร ที่ระยะเวลาการเลี้ยง 24 ชั่วโมง ของเชื้อ A. latus ใหคาน้ําหนัก
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มวลเซลลแหงสุดสูง เทากับ 10.17 กรัมตอลิตร และมีปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดเทากับ 

9.14 คิดเปนรอยละ 89.87 ตอน้ําหนักมวลเซลลแหง 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) โดยใชน้ําเสียสังเคราะหรวมกับความเขมขนของอะซิเตทและโพพิโอเนตท่ี 

20 30 และ 40 กรัมตอลิตร พบวาความเขมขนของแหลงคารบอนอะซิเตทและโพพิโอเนตท่ี 20 กรัม

ตอลิตร สามารถผลิตพลาสติกชีวภาพสูงที่สุดรอยละ 63 

3. การศึกษาวิธีการสกัดและการวิเคราะหพอลิไฮดรอกซอีลัคาโนเอตของเชื้อ Alcaligenes latus 

BOT II 

      3.1 การสกัดตัวอยางดวยวิธีคลอโรฟอรม พบวา วิธีคลอโรฟอรมสามารถใหปริมาณพอลิไฮ 

ดรอกซีบิวทิเรต (PHB) เทากับ 1.77 ± 0.08 มิลลิกรัมตอลิตร และพบวาการใชอัตราสวนคลอโรฟอรม

ตอตัวอยางที่ 2: 1 ในการสกัดใหปริมาณพอลิไฮดรอกซบีิวทิเรต (PHB) ไดสูงสุด โดยมีคาเทากับ 2.76 

± 0.06 มิลลิกรัมตอลิตร สวนการวิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในตัวอยางที่ผานการ

สกัดดวยวิธีคลอโรฟอรมโดยการใชอัตราสวนคลอโรฟอรมตอตัวอยางที่ 2: 1 พบวา การใชกรดซัลฟูริก

ที่อัตราสวนตอตัวอยาง 2.5: 1 ในการวิเคราะหสามารถใหคาปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) 

สูงสุดโดยมีคาเทากับ 7.07 ± 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร 

      3.2  การสกัดตัวอยางดวยวิธีไฮโปคลอไรท พบวา วิธีไฮโปคลอไรทสามารถใหปริมาณพอ

ลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) เทากับ 147.60 ± 2.74 มิลลิกรัมตอลิตร ซึ่งจากการศึกษาอุณหภูมิในการ

สกัดที่เหมาะสมพบวา ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใหปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB)  โดยมี

คาเทากับ 163.79 ± 3.05 มิลลิกรัมตอลิตร และจากการศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการสกัดพบวา ที่

เวลา 20 นาที ใหปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) สูงสุด โดยมีคาเทากับ 172.30 ± 3.03 

มิลลิกรัมตอลิตร  ในการวิเคราะหปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในตัวอยางที่ผานการสกัดดวย

วิธีไฮโปคลอไรทโดยใชอุณหภูมิในการสกัดท่ี 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที พบวา การใช

กรดซัลฟูริกที่อัตราสวนตอตัวอยาง 1: 1 ในการวิเคราะห สามารถใหคาปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต 

(PHB) สูงสุด โดยมคีาเทากับ 171.82 ± 3.34 

        3.3 จากการตรวจสอบปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตดวยการใชวิธีคลอโรฟอรมและวิธี 

ไฮโปคลอไรทในการสกัด โดยใชสภาวะในการสกัดและวิเคราะหที่เหมาะสมของแตละวิธี พบวา การ



 

76 
 

ตรวจสอบปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตโดยทําการสกัดตัวอยางและวิเคราะหปริมาณพอลิไฮ 

ดรอกซีอัลคาโนเอตดวยวิธีไฮโปคลอไรท สามารถใหคาปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) สูงกวา

การสกัดและวิเคราะหดวยวิธีคลอโรฟอรม ซึ่งมีคาเทากับ 171.82 ± 3.34 และ 7.07 ± 0.015 

มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ โดยวัดในรูปของกรดโครโตนิก 
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ภาคผนวก ก 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 

1. องคประกอบอาหารดัดแปลงสูตร DSMZ Catalogue และคณะ (1993) 

 Glucose     20  กรัมตอลิตร 

 NH4Cl      0.5 กรัมตอลิตร 

 KH2PO4      2.3 กรัมตอลิตร 

 Na2HPO4     2.3 กรัมตอลิตร 

 MgSO4•7H2O    0.5 กรัมตอลิตร 

 NaHCO3     0.5 กรัมตอลิตร 

 CaCl2      0.01 กรัมตอลิตร 

 Ferric citrate    0.5   กรัมตอลิตร 

 Trace element    5 มิลลิลิตรตอลิตร 

     สวนประกอบ Trace elements 

 ZnSO4•7H2O    0.01 กรัมตอลิตร 

 MnCl2•4H2O    0.003 กรัมตอลิตร 

 H3BO4      0.003 กรัมตอลิตร 

 CoCl2•7H2O    0.02 กรัมตอลิตร 

 CuCl2•2H2O    0.001 กรัมตอลิตร 

 NiCl2•6H2O     0.002 กรัมตอลิตร 

 Na2MoO4•2H2O    0.003 กรัมตอลิตร 

2. องคประกอบอาหาร Nutrient broth (NB) 

 Peptone       10  กรัมตอลิตร 

 Yeast extract       5  กรัมตอลิตร 

 NaCl        5   กรัมตอลิตร 
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมสารและการวิเคราะห 

 

1.  การเตรียมสารละลายสําหรับการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวิธี 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) ทีละนอย 

คนใหเขากันจนสารละลายใสโดยใหความรอน จากนั้นเติมโซเดียมโพแทสเซียมทารเทรท (Na-K 

tartrate) 300 กรัม ตามลําดับ รอใหเย็นแลวปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร เก็บไวที่ขวดสีชาที่

อุณหภูมิหองทิ้งไวขามคืนกอนใชงาน 

 1.2  การเตรียมกราฟมาตรฐานของสารละลายกลูโคส 

 เตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคสที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยละลาย

กลูโคส 1 กรัม ในน้ํากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร เจือจางสารละลายกลูโคสใหไดความเขมขน ดังนี ้

หลอดที่ 1 ความเขมขนของกลูโคส 

(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

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 นําไปตมในน้ําเดือด

เปนเวลา 5 นาที แลวแชในน้ําเย็นเปนเวลา 5 นาที เติมน้ํากลั่นปริมาตร 15 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน

แลวนําไปวัดคาการดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร และนําไปสรางกราฟมาตรฐานของ

สารละลายกลูโคส 
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1.3 การวัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธ ี3, 5 dinitrosalicylid acid (Miller, 1995) 

  1.3.1.  ปเปตตัวอยางที่ตองการวิเคราะห ใสลงในหลอดทดลอง 

  1.3.2.  เติม DNS (3, 5 dinitrosalicylid acid) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 

  1.3.3.  นําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 5 นาที  

  1.3.4.  นําไปแชในน้ําเย็นเปนเวลา 5 นาที  

  1.3.5.  เติมน้ํากลั่นปริมาตร 15 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร และนํามาเทียบกับสารละลายน้ําตาลมาตรฐานท่ีทราบความเขมขน 

จากนั้นคาํนวณหาปริมาณน้ําตาลกลูโคสจากสูตร 

ความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

    =  คาการดูดกลืนแสง* อัตราการเจือจาง 

         คาความชันของกราฟกลูโคสมาตรฐาน 

 

2.  การหาน้ําหนักเซลลแหง (dry cell weight, DCW) 

 น้ําหนักเซลลแหงหรือมวลเซลล (biomass) จะแสดงใหเห็นถึงการเจริญของเซลลขณะที่ทําการ

เลี้ยงเชื้อในสภาวะที่เหมาะสม ซึ่งการหาปริมาณมวลเซลลมีหลายวิธีดวยกัน แตการทดลองนี้สามารถ

ทําไดโดย  

2.1  นําตัวอยางอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสหลอดปนเหวี่ยงที่ผานการอบแหง

และทราบน้ําหนักของหลอดเปลาแลว  

2.2  นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เพ่ือตกตะกอน

เซลล เทสวนใสทิ้ง แลวนําเซลลที่ตกตะกอนที่ไดลางดวยน้ํากลั่นอีกครั้ง  

2.3  นําไปอบแหงที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นท้ิงไวใหเย็นใน

ดูดความชื้น แลวนําไปชั่งน้ําหนักเพ่ือหาน้ําหนักเซลลแหง 

3. การวิเคราะหปริมาณ PHB เชิงปริมาณ (Quantitative determination) (Grothe และคณะ

, 1999) 

 ในการวิเคราะหปริมาณ PHB ดวยวิธี Gravimetric method  

3.1  นําตัวอยางสารละลายปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดปนเหวี่ยงที่ผานการอบแหงและรู

น้ําหนักหลอดเปลาแลว 

3.2  นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 9,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาทีเพ่ือตกตะกอนเซลล

แลวนําตะกอนท่ีไดมาลางดวยน้ํากลั่น 1 ครั้ง  
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3.3 เติมสารละลายโซเดียมไดโดดิซิล (SDS)ความเขมขนรอยละ 2 และนําไปตมในอางน้ํา

รอนท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง  

3.4  นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 9,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที  

3.5  นําสวนที่เปนตะกอนมาลางดวยสารละลายโซเดียมไฮเปอรคลอไรดเขมขนรอยละ 6 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตรและนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 9,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที  

3.6  ลางตะกอนเซลลลางดวยน้ํากลั่นแลวนําไปปนเหวี่ยงอีกครั้ง แลวตะกอนที่ไดนําไปอบใน

ตูอบที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นทิ้งใหเย็นในโถดูดความชื้นและนํามา

ชั่งน้ําหนักเพ่ือหาน้ําหนักท่ีแทจริงของ PHB  

 

4. การเตรียมกราฟมาตรฐานของสารละลายโครโตนิก (Hiremanth และคณะ, 2015) 

 เตรียมสารละลายกรดโครโตนิกมาตรฐานที่ความเขมขน 0.1µg/µl โดยชั่งกรดโครโตนิก ละลาย

ในกรดซัลฟูริก และเตรียมสารละลายโครโตนิกใหไดความเขมขนตางๆ ดังแสดงในตารางภาคผนวก ข 

1-1 

หลอดที่  
สารละลายกรดโครโตนิกมาตรฐาน 

(µl) 

กรดซัลฟูริก 

(ml) 

ความเขมขนของกรดโครโตนิก 

(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 

 จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 235 นาโนเมตร โดยใชกรดซัลฟูริกเปน 

blank และนําไปสรางกราฟมาตรฐาน ดังแสดงในภาพภาคผนวก ข 1-1 

 

ภาพภาคผนวก ข 1-1 กราฟมาตรฐานสารละลายโครโตนิก 

 

 

  

 

y = 0.0556x + 0.0447

R² = 0.9979
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