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บทคดัย่อ 

การผลิตพอลิเมอร์พลาสติกสลายตวัไดท้างชีวภาพเป็นท่ีสนใจ เพื่อใชท้ดแทนพลาสติกจากปิโตร
เคมี  พอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอท (พีเอชเอ) เป็นพอลิเมอร์พลาสติกสลายตวัไดท้างชีวภาพชนิดหน่ึง ท่ีได้
จากกระบวนการทางชีวภาพของจุลินทรีย ์และมีศกัยภาพในการใชป้ระโยชน์ดา้นการแพทยแ์ละบรรจุภณัฑ์  
การผลิตพอลิเมอร์พลาสติกชีวภาพชนิดพีเอชเอน้ียงัมีขอ้จ ากดัดา้นวตัถุดิบ กระบวนการผลิต และกรรมวิธี
การสกดั ส่งผลใหมี้ตน้ทุนการผลิตสูงและมีความเส่ียงจากตวัท าละลายอนัตรายท่ีใชเ้ป็นสารสกดั  การศึกษา
คร้ังน้ีจึงมุ่งพฒันากระบวนการผลิตพอลิเมอร์พลาสติกชีวภาพชนิดพีเอชเอท่ีมีความเหมาะสมต่อการใชง้าน 
โดยแบคทีเรียสายพนัธ์ุเฉพาะจากวตัถุดิบแป้งมันส าปะหลังท่ีมีราคาถูก ผลส าเร็จท่ีได้อาจช่วยสร้าง
มูลค่าเพิ่มและเสถียรภาพดา้นราคาแก่พืชผลทางการเกษตร เน้นการพฒันากระบวนการเล้ียงจุลินทรียเ์พื่อ
ผลิตสารและกรรมวิธีการสกัดสารพอลิเมอร์พลาสติกชีวภาพท่ีลดการใช้ตวัท าละลายอินทรีย์อนัตราย 
เพื่อให้มีตน้ทุนการผลิตต ่าและลดความเส่ียงจากสารท่ีเป็นพิษ  แบคทีเรียสายพนัธ์ุเฉพาะท่ีใช้ศึกษาเป็น       
สายพนัธ์ุปลอดภยั คดัแยกได้ในประเทศไทย ต่างกนัจ านวน 2 สายพนัธ์ุ คือ Chryseobacterium sp. SUT-
NZT6 และ SUT-NZT9  เม่ือเล้ียงแบคทีเรียให้ผลิตพอลิเมอร์พีเอชเอระดบัห้องปฏิบติัการแบบก่ึงกะสอง
ขั้นตอน ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีบรรจุอาหารเล้ียงเช้ือจากผลการศึกษาปริมาตร 5-10 ลิตร ด้วยสภาวะ
เหมาะสมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ให้อากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที กวนด้วยความเร็ว 300 รอบต่อนาที         
การเล้ียงแบคทีเรียในขั้นตอนแรกใช้อาหารสมบูรณ์เตรียมจากแป้งมนัส าปะหลงัปริมาณ 30 กรัมต่อลิตร 
(น ้ าหนกัแห้ง) ปริมาตร 3 ใน 5 ส่วนของปริมาตรสุดทา้ย เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นเติมอาหารขั้นต ่าท่ีมี
กลูโคสความเขม้ขน้สุดทา้ย 10 กรัมต่อลิตร ใหค้รบปริมาตรสุดทา้ย เล้ียงแบคทีเรียต่ออีก 48 ชัว่โมง สามารถ
ผลิตเซลล์แบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 ได้โดยเฉล่ีย 81.57 และ 79.48 กรัมต่อลิตร 
(น ้าหนกัเปียก) ราว 15 และ 14 กรัมต่อลิตร (น ้าหนกัแหง้) ตามล าดบั ท่ีมีพีเอชเอสะสมไม่นอ้ยกวา่ร้อยละ 26 
ของน ้ าหนกัเซลล์แห้ง  ไดท้ดสอบคุณลกัษณะของพอลิเมอร์พลาสติกชีวภาพชนิดพีเอชเอในเบ้ืองตน้ ดา้น                       
ความเหมาะสมต่อการใช้งาน พบว่าพีเอชเอท่ีผลิตจากแบคทีเรียสายพนัธ์ุเฉพาะทั้ง 2 สายพนัธ์ุ มีพอลิ-           
ไฮดรอกซีอลัคาโนเอทชนิดพอลิ-3ไฮดรอกซีบิวทิเรท และพอลิ-4ไฮดรอกซีบิวทิเรท เป็นส่วนประกอบ 
สามารถท าฟิล์มและข้ึนรูปได้ดี พีเอชเอจากแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 มีอุณหภูมิ
หลอมสูงโดยเฉล่ีย 168.60 และ 167.55 องศาเซลเซียส ตามล าดบั ใกลเ้คียงกบัพอลิเมอร์ท่ีไดจ้ากปิโตรเคมีท่ี
ใช้งานทัว่ไปชนิดโพลีเอทิลีนและพอลิโพรไพลีน ชนิดไอโซแท็กติก พอลิโพรไพลีน (มีอุณหภูมิหลอม
ประมาณ 139 และ 171 องศาเซลเซียส ตามล าดบั) พร้อมทั้งไดพ้ฒันาวิธีการสกดัพอลิเมอร์พีเอชเอจากเซลล์
แบคทีเรียสายพนัธ์ุเฉพาะท่ีศึกษานั้น เป็นกรรมวิธีท่ีไม่ใชต้วัท าละลายอินทรียอ์นัตรายท่ีมีประสิทธิภาพสูง
เป็นสารสกดั และสามารถพฒันาต่อให้มีประสิทธิภาพสูงข้ึนและตน้ทุนต ่ากว่าวิธีท่ีใช้กนัอย่างแพร่หลาย
ทัว่ไป 
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Abstract 

The biodegradable plastic polymers have been being of interest to replace plastics from 
petrochemicals. Polyhydroxyalkanoates (PHA) are a group of biodegradable polymers synthesized and 
stored in some bacterial cells as water-insoluble inclusions, and recognized as plastics. The polymers 
could be produced by microbial technology and potentially used for medical and packaging materials. 
The production of PHA is still limited by raw materials, production process, and extraction method, 
resulting in high production costs and the risk from dangerous extraction solvents. This study; therefore, 
aimed to produce the desirable PHA from cassava starch, a cheap raw material, by the selected specific 
bacterial strains, with emphasizing on developing the bacterial cultivation process and the bio-polymer 
extraction method to obtain the low PHA production cost and low risk with toxic solvents for extracting 
the bio-polymers. The efficient use of this starchy raw material could result in value added and price 
stability of the agricultural product. Two different non-pathogenic bacterial strains, Chryseobacterium 
sp. SUT-NZT6 and SUT-NZT9, isolated from their natural habitats in Thailand, were selected for PHA 
production in laboratory scale using 5-10 L of the optimized media in a bioreactor under optimum 
cultivation conditions at 30C, with aeration rate at 2.0 L/min, and agitation speed at 300 rpm. Two 
steps of fed batch cultivation were performed by firstly growing each bacterial pure culture in three-
fifths of volume of the suitable complex medium prepared from cassava starch (30 g/L, dry weight) for 
24 h. Secondly, the minimal medium containing glucose at the final concentration of 10 g/L, was added 
to make up to the final volume, and further cultivated for 48 h. Yields of SUT-NZT6 and SUT-NZT9 
cell mass of 81.57 and 79.48 g/L (wet weight) or approximately 15 and 14 g/L (dry weight), 
respectively, accumulating PHA at least 26% of dry cells were achieved. For preliminary testing the 
suitability for application, the bio-polymers produced by both specific bacterial strains were found to 
contain poly(3-hydroxybutyrate) [P(3HB)] and poly(4-hydroxybutyrate) [P(4HB)], and exhibit high 
melting temperatures at 168.60 and 167.55C, respectively, closed to the most common petro-plastics 
in daily life, polyethylene (~139C) and polypropylene (isotactic polypropylene, ~171C). The PHA 
polymers could be fabricated into film, and be used for moulding. The method for extracting PHA from 
cells of the selected bacterial strains was also developed to be simple and avoid the expensive and toxic 
risk solvent, which could be further modified to be the cheap and efficient extraction method. 
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ปฏิกรณ์ชีวภาพ ใชป้ริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (106 เซลลต่์อมิลลิลิตร 
โดยประมาณ) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 กวนดว้ยความเร็ว  
300 รอบต่อนาที และใหอ้ากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นเติม 
Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) แต่เพิ่มน ้าตาลกลูโคส จาก 10 เป็น 20 กรัมต่อลิตร 
ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ย 5 ลิตร และเล้ียงต่อเน่ืองดว้ยสภาวะเดียวกบัขา้งตน้แต่กวน 
ดว้ยความเร็ว 500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง....................................................... 
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ฎ 

สารบัญตาราง (ต่อ) 

  หน้า 
ตารางท่ี 3.24 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ 

SUT-NZT9 ใน Complex medium ท่ีเหมาะสมตามท่ีไดศึ้กษา (ตารางท่ี 3.15)  
ปริมาตรอาหาร 3 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ ใชป้ริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 7% โดยปริมาตร 
(มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร โดยเฉล่ีย) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศา
เซลเซียส pH ท่ี 7.0 กวนดว้ยความเร็ว 300 รอบต่อนาที และใหอ้ากาศ 2.0 ลิตรต่อ
นาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นเติม Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) ใหไ้ด ้
ปริมาตรสุดทา้ย 5 ลิตร เล้ียงแบคทีเรียดว้ยสภาวะเดิม แต่กวนดว้ยความเร็ว 500 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง........................................................................................... 

 
 
 
 
 
 
 

84 
ตารางท่ี 3.25 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ 

SUT-NZT9 ใน Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตรอาหารเร่ิมตน้ 3 ลิตร  
ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ ใชป้ริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 10% โดยปริมาตร (106 เซลลต่์อ 
มิลลิลิตร โดยประมาณ) ควบคุมควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0  
กวน 300 รอบต่อนาที และใหอ้ากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และเติม 
Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ย 5 ลิตร เล้ียงแบคทีเรียดว้ย
สภาวะเดียวกบัขา้งตน้ แต่กวนดว้ยความเร็ว 500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง....... 

 
 
 
 
 
 

85 
ตารางท่ี 3.26 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6ใน 

Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตรอาหารเร่ิมตน้ 3 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ 
ชีวภาพ ใชป้ริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 10% โดยปริมาตร (ประมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) 
ควบคุมควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส  pH ท่ี 7.0 กวน 300 รอบต่อนาที  
และใหอ้ากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และเติม Minimal medium  
(ตารางท่ี 3.15) ท่ีใชแ้ป้งมนัส าปะหลงัเขม้ขน้สุดทา้ย 30 กรัมต่อลิตร แทนน ้าตาล
กลูโคส 10 กรัมต่อลิตร ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ย 5 ลิตร เล้ียงแบคทีเรียดว้ยสภาวะ
เดียวกบัขา้งตน้ แต่กวนดว้ยความเร็ว 500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง.................. 

 
 
 
 
 
 
 

86 
ตารางท่ี 3.27 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT9 ใน 

Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตรอาหารเร่ิมตน้ 3 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ 
ชีวภาพ ใชป้ริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 10% โดยปริมาตร (ประมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) 
ควบคุมควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส  pH ท่ี 7.0 กวน 300 รอบต่อนาที  
และใหอ้ากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และเติม Minimal medium  
(ตารางท่ี 3.15) ท่ีใชแ้ป้งมนัส าปะหลงัเขม้ขน้สุดทา้ย 30 กรัมต่อลิตร แทนน ้าตาล
กลูโคส 10 กรัมต่อลิตร ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ย 5 ลิตร เล้ียงแบคทีเรียดว้ยสภาวะ
เดียวกบัขา้งตน้ แต่กวนดว้ยความเร็ว 500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง.................. 
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ฏ 

สารบัญตาราง (ต่อ) 

  หน้า 
ตารางท่ี 3.28 ผลผลิตเซลลเ์พื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 ท่ี

พฒันารูปแบบของการเล้ียงแบคทีเรียใน Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาณ
เช้ือเร่ิมตน้ 7% โดยปริมาตร (ท่ีมีจ  านวนเซลลป์ระมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) 
ปริมาตรอาหารเร่ิมตน้ 1.5 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ มีการเติม Complex medium 
ปริมาตร 0.5 ลิตร ท่ีเวลา 10 และ 18 ชัว่โมงของการเล้ียงเช้ือ ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 
องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0  กวน 300 รอบต่อนาที และใหอ้ากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นเติม Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ย
เท่ากบั 5 ลิตร เล้ียงแบคทีเรียดว้ยสภาวะเดียวกบัขา้งตน้ แต่กวนดว้ยความเร็ว 500 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง.................................................................................... 

 
 
 
 
 
 
 
 

90 
ตารางท่ี 3.29 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ 

SUT-NZT9 ใน Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตร 1.5 ลิตรในถงัปฏิกรณ์
ชีวภาพ เติมเช้ือเร่ิมตน้ 3% โดยปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 106  
เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 ใหอ้ากาศ  
2.0 ลิตรต่อนาที กวน 300 รอบต่อนาที เติมอาหาร Complex medium ใหม่เพิ่ม 
จ านวน 3 คร้ัง ท่ีเวลา 10, 14 และ 18 ชัว่โมงของการเล้ียงเช้ือ คร้ังละ 500 มิลลิลิตร 
และเล้ียงต่อเน่ืองจนครบ 24 ชัว่โมง และเติม Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) 
ใหป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 5 ลิตร และเล้ียงต่อเน่ืองดว้ยสภาวะเช่นเดียวกบัขา้งตน้  
เป็นเวลา 48 ชัว่โมง........................................................................................................ 

 
 
 
 
 
 
 
 

91 
ตารางท่ี 3.30 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ 

SUT-NZT9 ใน Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตร 3 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์
ชีวภาพ เติมเช้ือเร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ  
106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 ใหอ้ากาศ  
2.0 ลิตรต่อนาที กวนดว้ยความเร็ว 300 รอบต่อนาที เติมอาหาร Complex medium 
ใหม่เพิ่มจ านวน 4 คร้ัง ท่ีเวลา 10, 12, 14 และ 18 ชัว่โมงของการเล้ียงเช้ือ คร้ังละ  
500 มิลลิลิตร และเล้ียงต่อเน่ืองจนครบ 24 ชัว่โมง แทนท่ีปริมาตร 1 ลิตร ดว้ย 
Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) เขม้ขน้ 5 เท่า โดยการป่ันเหวีย่งแยกของเหลวออก 
เล้ียงดว้ยสภาวะการเดียวกบัขา้งตน้เป็นเวลา 48 ชัว่โมง................................................ 
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ฐ 

สารบัญตาราง (ต่อ) 

  หน้า 
ตารางท่ี 3.31 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 ใน

อาหาร Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ท่ีใชแ้ป้งมนัส าปะหลงั 30 กรัมต่อลิตร 
เป็นแหล่งคาร์บอน ปริมาตร 6 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร 
(BioFlo®/CelliGen® 115) เติมเช้ือเร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้
โดยประมาณ 107 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 
ใหอ้ากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที กวน 300 รอบต่อนาที เติมอาหารใหม่จ  านวน 4 คร้ัง ท่ี 
เวลา 10, 12, 14 และ 18 ชัว่โมงของการเล้ียงเช้ือ คร้ังละ 500 มิลลิลิตร และเล้ียง
ต่อเน่ืองเป็นเวลา 24 ชัว่โมง และเติมอาหาร Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) ให้
ปริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 10 ลิตร และเล้ียงต่อเน่ืองดว้ยสภาวะเช่นเดียวกนัเป็นเวลา  
48 ชัว่โมง.................................................................................................................... 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

100 
ตารางท่ี 3.32 ผลผลิต PHA จากเซลล ์SUT-NZT6 สกดัดว้ยวธีิท่ีทางโครงการไดพ้ฒันา 2 วธีิ 

เปรียบเทียบกบัการสกดัตามวธีิท่ีมีรายงาน (Xu et al., 2010)...................................... 
 

105 
ตารางท่ี 3.33 ต าแหน่งโปรตอนจากสเปกตรัม 1H NMR ของ PHA จากแบคทีเรียสายพนัธ์ุ  

SUT-NZT6.................................................................................................................. 
 

114 
ตารางท่ี 3.34 ต าแหน่งคาร์บอนจากสเปกตรัม 13C NMR ของ PHA จากแบคทีเรียสายพนัธ์ุ  

SUT-NZT6.................................................................................................................. 
 

114 
ตารางท่ี 3.35 ลกัษณะเฉพาะในเบ้ืองตน้ของ PHA ท่ีผลิตจากแบคทีเรียท่ีคดัเลือกสายพนัธ์ุ  

SUT-NZT6 และ SUT-NZT9...................................................................................... 
 

116 
ตารางท่ี 3.36 การเปล่ียนแปลงของพอลิเมอร์ PHA เตรียมเป็น Compression-molded film  

(ใชอุ้ณหภูมิ 160 องศาเซลเซียส) จากแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 เม่ือทดสอบ 
ใหค้วามร้อนเบ้ืองตน้ดว้ยการน าเขา้ไมโครเวฟ 700 W เป็นเวลา 1 นาที และแช่น ้า
ร้อนปริมาตร 100 มิลลิลิตร แช่ทนัทีหลงัตม้เดือด ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องนาน  
5-35 นาที..................................................................................................................... 

 
 
 
 

117 
ตารางท่ี 3.37 ผลผลิตเซลลแ์บคทีเรีย SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 เล้ียงดว้ยอาหาร Complex 

medium และ Minimal medium ท่ีมีส่วนประกอบและสภาวะการเล้ียงต่างกนัใน 
ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115) ปริมาตรอาหาร  
5 ลิตร 
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ฑ 

สารบัญภาพ 

  หน้า 
รูปท่ี 3.1 ลกัษณะโคโลนี (ลูกศร) ของแบคทีเรียจ านวน 12 ไอโซเลท (สายพนัธ์ุ) เจริญบน 

Trypticase soy agar (TSA) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ท่ีเลือกมาทดสอบความสามารถ 
ในการสร้างพอลิเมอร์ชนิด PHA...................................................................................... 

 
 

24 
รูปท่ี 3.2 รูปร่างของเซลลแ์บคทีเรียท่ีไม่มีการสะสม PHA และมีการสะสม PHA จากการยอ้ม

ดว้ย Nile blue A และตรวจสอบดว้ย Fluorescence microscope...................................... 
 

29 
รูปท่ี 3.3 รูปร่างของเซลลแ์ละ PHA granules ท่ีสะสมภายในเซลลข์องแบคทีเรีย 4 ไอโซเลท 

ท่ีคดัเลือก ตรวจสอบดว้ย Scanning electron microscope (SEM).................................... 
 
30 

รูปท่ี 3.4 รูปร่างและ PHA granules (ลูกศร) ท่ีสะสมภายในเซลลข์องแบคทีเรีย 4 ไอโซเลท ท่ี
คดัเลือก ตรวจสอบดว้ย Transmission electron microscope (TEM)................................ 

 
31 

รูปท่ี 3.5 ลกัษณะการเจริญของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-CCR2 ใน (ตารางท่ี 3.5) ปริมาตร  
1 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ เติมเช้ือเร่ิมตน้ 2% ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส 
pH ท่ี 7.0 ใหอ้ากาศ (Aeration) 0.5 ลิตรต่อนาที  กวน 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง จากนั้นป่ันเหวีย่งแยกตะกอนเซลลแ์ละเล้ียงต่อใน Minimal medium (ตารางท่ี 
3.3) ปริมาตร 1 ลิตร ดว้ยสภาวะเช่นเดียวกนักบัขา้งตน้ เป็นเวลา 48 ชัว่โมง................... 

 
 
 
 

33 
รูปท่ี 3.6 ลกัษณะการเจริญของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ CST2-2 เล้ียงใน Complex medium  

(ตารางท่ี 3.5) ปริมาตร 1 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ เติมเช้ือเร่ิมตน้ 2% ควบคุม
อุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0  ใหอ้ากาศ 0.5 ลิตรต่อนาที  กวน 200  
รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นป่ันเหวีย่งแยกตะกอนเซลลแ์ละเล้ียงต่อ 
ใน Minimal medium (ตารางท่ี 3.3) ปริมาตร 1 ลิตร ดว้ยสภาวะเช่นเดียวกนักบั 
ขา้งตน้ เป็นเวลา 48 ชัว่โมง.............................................................................................. 

 
 
 
 
 

34 
รูปท่ี 3.7 ลกัษณะการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 เล้ียงใน  

Complex medium (ตารางท่ี 3.5) ปริมาตร 1 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ เติมเช้ือเร่ิมตน้ 
2% ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 ใหอ้ากาศ 0.5 ลิตรต่อนาที  กวน 
200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นป่ันเหวีย่งแยกตะกอนเซลลแ์ละเล้ียงต่อ
ใน Minimal medium (ตารางท่ี 3.3) ปริมาตร 1 ลิตร ดว้ยสภาวะเช่นเดียวกนักบัขา้งตน้ 
เป็นเวลา 48 ชัว่โมง.......................................................................................................... 
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สารบัญภาพ (ต่อ) 

  หน้า 
รูปท่ี 3.8 ลกัษณะการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT9 เล้ียงในอาหาร 

Complex medium (ตารางท่ี 3.5) ปริมาตร 1 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ เติมเช้ือเร่ิมตน้ 
2% ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0  ใหอ้ากาศ (Aeration) 0.5 ลิตร 
ต่อนาที  กวนดว้ยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นป่ันเหวีย่ง 
แยกตะกอนเซลลแ์ละเล้ียงต่อในอาหาร Minimal medium (ตารางท่ี 3.3) ปริมาตร  
1 ลิตร ดว้ยสภาวะเช่นเดียวกนักบัขา้งตน้ เป็นเวลา 48 ชัว่โมง........................................... 

 
 
 
 
 

36 
รูปท่ี 3.9 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-CCR2, SUT-

CST2-2, SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 จากอาหาร Minimal medium (ตารางท่ี 3.3) 
ปริมาตร 1 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ เล้ียงโดยควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส  
pH ท่ี 7.0 ใหอ้ากาศ (Aeration) 0.5 ลิตรต่อนาที กวนดว้ยความเร็ว 200 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 48 ชัว่โมง หลงัจากเล้ียงในอาหาร Complex medium (ตารางท่ี 3.5) ปริมาตร
อาหาร 1 ลิตร ใชป้ริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 2% โดยปริมาตร (ท่ีมีความเขม้ขน้เซลล ์~106 เซลล์
ต่อมิลลิลิตร) ดว้ยสภาวะการเล้ียงเดียวกนักบัขา้งตน้เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และป่ันเหวีย่ง
แยกตะกอนเซลลม์าเล้ียงใน Minimal medium................................................................ 

 
 
 
 
 
 
 

39 
รูปท่ี 3.10 ลกัษณะของ PHA ท่ีสกดัไดจ้ากเซลลข์องแบคทีเรีย 4 ไอโซเลท (สายพนัธ์ุ) ท่ีคดัเลือก.. 40 
รูปท่ี 3.11 Compression-molded film (ใชอุ้ณหภูมิ 160 องศาเซลเซียส) ของ PHA ท่ีสกดัไดจ้าก

เซลลข์องแบคทีเรีย 2 ไอโซเลท ท่ีคดัเลือก เปรียบเทียบกบั PHA ชนิด PHV จากการคา้ 
(Sigma, Sigma-Aldrich, Inc.).......................................................................................... 

 
 

41 
รูปท่ี 3.12 ตวัอยา่งลกัษณะการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 ใน 

Complex medium no. 2 ตารางท่ี 3.10 เติมยสีตแ์หง้ท่ีใชแ้ลว้จากอุตสาหกรรมการผลิต
เบียร์และร าขา้วสกดัไขมนั ปริมาตรอาหาร 4 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ  เติมเช้ือ
เร่ิมตน้ 2% โดยปริมาตร (106 เซลลต่์อมิลลิลิตร โดยเฉล่ีย) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศา
เซลเซียส pH ท่ี 7.0  กวนดว้ยความเร็ว 300 รอบต่อนาที ใหอ้ากาศ 0.5 ลิตรต่อนาที  
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เติม Minimal medium no. 1 ตารางท่ี 3.8 ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ย
เท่ากบั 5 ลิตร และเล้ียงแบคทีเรียต่อเน่ืองดว้ยสภาวะเดิม แต่กวนดว้ยความเร็ว 500 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง...................................................................................... 

 
 
 
 
 
 
 

51 
  



ณ 

 

สารบัญภาพ (ต่อ) 

  หน้า 
รูปท่ี 3.13 ตวัอยา่งลกัษณะการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 ใน 

Complex medium no. 2 ตารางท่ี 3.10 เติมยสีตแ์หง้ท่ีใชแ้ลว้จากอุตสาหกรรมการผลิต
เบียร์และร าขา้วสกดัไขมนั ปริมาตรอาหาร 4 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ  เติมเช้ือ
เร่ิมตน้ 2% โดยปริมาตร (106 เซลลต่์อมิลลิลิตร โดยเฉล่ีย) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศา
เซลเซียส pH ท่ี 7.0  กวนดว้ยความเร็ว 300 รอบต่อนาที ใหอ้ากาศ 0.5 ลิตรต่อนาที  
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เติม Minimal medium no. 1 ตารางท่ี 3.8 ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ย
เท่ากบั 5 ลิตร และเล้ียงแบคทีเรียต่อเน่ืองดว้ยสภาวะเดิม แต่กวนดว้ยความเร็ว 500 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง...................................................................................... 

 
 
 
 
 
 
 

52 
รูปท่ี 3.14 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 จากการ

เล้ียงในอาหาร Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตร 1 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ 
ควบคุมควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 และใหอ้ากาศ 0.5 ลิตรต่อนาที 
เปรียบเทียบการกวนดว้ยความเร็ว 100-500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  หลงัจาก
เล้ียงในอาหาร Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตรอาหารเร่ิมตน้ 1 ลิตร ใช้
ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 3% โดยปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 106 เซลลต่์อ
มิลลิลิตร) เล้ียงดว้ยสภาวะการเล้ียงเดียวกนัเป็นเวลา 48 ชัว่โมง และป่ันเหวีย่งแยก
ตะกอนเซลลม์าเล้ียงใน Minimal medium....................................................................... 

 
 
 
 
 
 
 

66 
รูปท่ี 3.15 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 ใน 

อาหาร Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตร 1 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ  
ควบคุมควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 กวนดว้ยความเร็ว 300 รอบต่อ
นาที เปรียบเทียบการใหอ้ากาศ 0.50-5.0 ลิตรต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง หลงัจากใน
อาหาร Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตรอาหารเร่ิมตน้ 1 ลิตร ใชป้ริมาณเช้ือ
เร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) 
เล้ียงดว้ยสภาวะการเล้ียงเดียวกนัเป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้ป่ันเหวีย่งแยกตะกอนเซลล์
ไปเล้ียงต่อใน Minimal medium...................................................................................... 

 
 
 
 
 
 
 

69 
รูปท่ี 3.16 ลกัษณะการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 ในอาหาร  

Complex medium ท่ีใช ้Hydrolyzed cassava starch 30 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่ง 
คาร์บอนหลกั (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตรอาหาร 3 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ เติม 
เช้ือเร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) 
ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0  กวนดว้ยความเร็ว 300 รอบต่อนาที  
ใหอ้ากาศ 0.5 ลิตรต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง................................................................ 
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สารบัญภาพ (ต่อ) 

  หน้า 
รูปท่ี 3.17 ลกัษณะการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรีย SUT-NZT6 ใน Complex medium  

ท่ีใช ้Hydrolyzed cassava starch 60 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอนหลกั (ตารางท่ี 
3.15) ปริมาตร 3 ลิตรในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ เติมเช้ือเร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (มีจ านวน
เซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส  
กวนดว้ยความเร็ว 300 รอบต่อนาที ใหอ้ากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง........ 

 
 
 
 

71 
รูปท่ี 3.18 ลกัษณะการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 ใน Complex 

medium ท่ีใช ้Hydrolyzed cassava starch 30 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอนหลกั 
(ตารางท่ี 3.15)  ปริมาตร 3 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร เติมเช้ือ
เร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) 
ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 และกวนดว้ยความเร็ว 300 รอบ 
ต่อนาที ให้อากาศ 5.0 ลิตรต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง................................................... 

 
 
 
 
 

72 
รูปท่ี 3.19 ลกัษณะการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 เล้ียงในอาหาร 

Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ท่ีใชแ้ป้งมนัส าปะหลงั 30 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่ง
คาร์บอน ปริมาตร 3 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ เติมเช้ือเร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (มี
จ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศา
เซลเซียส pH ท่ี 7.0 กวนดว้ยความเร็ว 300 รอบต่อนาที ใหอ้ากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที  
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เติม Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) ใหไ้ดป้ริมาตร 
สุดทา้ย 5 ลิตร และเล้ียงแบคทีเรียต่อเน่ืองดว้ยสภาวะเดียวกบัขา้งตน้ เป็นเวลา  
48 ชัว่โมง......................................................................................................................... 

 
 
 
 
 
 
 

74 
รูปท่ี 3.20 ลกัษณะการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรีย SUT-NZT6 เล้ียงในอาหาร Complex 

medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตร 3 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ เติมเช้ือเร่ิมตน้ 5%  
โดยปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุม
อุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 และกวนดว้ยความเร็ว 300 รอบต่อนาที ให้
อากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เติม Minimal medium (ตารางท่ี 3.15)  
แต่เพิ่มน ้าตาลกลูโคส จาก 10 เป็น 20 กรัมต่อลิตร ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ย 5 ลิตร และ
เล้ียงต่อเน่ืองดว้ยสภาวะเดียวกบัขา้งตน้แต่กวนดว้ยความเร็ว 500 รอบต่อนาที  
เป็นเวลา 48 ชัว่โมง…………………………………………………………………...... 
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สารบัญภาพ (ต่อ) 

  หน้า 
รูปท่ี 3.21 ลกัษณะการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรีย SUT-NZT9 เล้ียงในอาหาร Complex 

medium ท่ีเหมาะสมจากการศึกษา (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตร 3 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์
ชีวภาพ เติมเช้ือเร่ิมตน้ 7% โดยปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร 
โดยเฉล่ีย) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส กวนดว้ยความเร็ว 300 รอบต่อนาที  
ใหอ้ากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นเติม Minimal medium (ตารางท่ี 
3.15) ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ย 5 ลิตร และเล้ียงแบคทีเรียต่อเน่ืองควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 
องศาเซลเซียส กวนดว้ยความเร็ว 500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง.......................... 

 
 
 
 
 
 

83 
รูปท่ี 3.22 ลกัษณะการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียไอโซเลท SUT-NZT9 เล้ียงในอาหาร 

Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ท่ีใชแ้ป้งมนัส าปะหลงั 30 กรัมต่อลิตร ผา่นการยอ่ย
ดว้ยเอนไซม ์เป็นแหล่งคาร์บอน ปริมาตร 3 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ เติมเช้ือเร่ิมตน้ 
5% โดยปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุม
อุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 ใหอ้ากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที กวน 300 รอบต่อ
นาที เติมอาหารใหม่จ  านวน 4 คร้ัง ท่ีเวลา 10, 12, 14 และ 18 ชัว่โมงของการเล้ียงเช้ือ 
คร้ังละ 500 มิลลิลิตร และเล้ียงต่อเน่ืองเป็นเวลา 24 ชัว่โมง  แทนท่ีปริมาตร 1 ลิตร  
ดว้ย Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) ความเขม้ขน้ 5 เท่า โดยการป่ันเหวีย่งแยก
ของเหลวออก ใหป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 5 ลิตร และเล้ียงต่อเน่ืองดว้ยสภาวะ
เช่นเดียวกนัเป็นเวลา 48 ชัว่โมง....................................................................................... 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

95 
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บทที่ 1 
บทน า 

1.1  ความส าคญัและทีม่าของปัญหาการวจิยั  

พลาสติกเป็นวสัดุท่ีมีคุณภาพดีด้านความแข็งแรง ความคงทน น ้ าหนักเบา และไม่เส่ือมสลายง่าย 
สามารถน าไปใชใ้นประโยชน์ไดอ้ยา่งกวา้งขวาง ช่วยเพิ่มคุณภาพและความสะดวกสบายในชีวิต แต่คุณภาพ
ท่ีดีของพลาสติกท่ีไม่สามารถยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพเหล่าน้ีไดก่้อปัญหาข้ึนอยา่งมากในปัจจุบนั เน่ืองจาก
การสะสมของพลาสติกท่ีผ่านการใช้แล้วมีจ านวนมากทัว่โลก และการแก้ปัญหาขยะพลาสติกก็น ามาซ่ึง
ปัญหาส่ิงแวดลอ้มอ่ืน ประกอบกบัแนวโน้มการขาดแคลนวตัถุดิบจากน ้ ามนัปิโตรเลียมหรือเช้ือเพลิงจาก
ฟอสซิลท่ีน ามาแปรรูปเป็นผลิตภณัฑ์พลาสติกมีปริมาณจ ากดัและมีแนวโน้มจะหมดไป จึงเป็นแรงผลกัดนั
ในการคน้หาแหล่งวตัถุดิบทดแทน  พอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอท (Polyhydroxyalkanoates, PHA) จดัเป็น    
พอลิเอสเทอร์ชนิดหน่ึง ไดจ้ากกระบวนการทางชีวภาพของจุลินทรีย ์(Byrom, 1994) โดย PHA น้ีท  าหน้าท่ี
เป็นแหล่งอาหารและพลงังานของเซลลจุ์ลินทรีย ์ จุลินทรียช์นิดเด่นท่ีมีรายงานถึงความสามารถในการสร้าง 
PHA เป็นแบคทีเรียโดยเฉพาะอย่างยิ่งแบคทีเรียแกรมลบในสกุล Alcaligenes, Ralstonia และ Pseudomonas 
(Kunioka et al., 1989; Doi et al., 1990; Lee, 1996; Ojumu and Solomon, 2004; Khanna and Srivastava, 2005)  
PHA เป็นพอลิเมอร์ก่ึงผลึก (Semi-crystalline polymer) ท าให้ทนความร้อนไดดี้ ซ่ึงดีกวา่พอลิแล็กติกแอซิด 
(Poly(lactic acid)) ซ่ึงเป็นพอลิเมอร์อสัณฐาน ท่ีไดจ้าก Polymerization ของ L-Lactic acid) จึงสามารถใช้ท า
บรรจุภณัฑช์นิดบรรจุร้อน และใชบ้รรจุอาหารร้อนได ้เน่ืองจาก PHA เป็นพลาสติกท่ียอ่ยสลายหรือสลายตวั
ได้ทางชีวภาพ (Biodegradable plastics) และมีสมบติัท่ีใกล้เคียงกับ Polypropylene หรือ Polyethylene ซ่ึง
เป็นปิโตรพลาสติกท่ีมีการใชง้านกนัทัว่ไป  สามารถน ามาท าเป็นฟิล์ม อดัข้ึนรูป ป่ันเป็นเส้นใย และใชผ้สม
กับพอลิเมอร์ชนิดอ่ืนเป็นพอลิเมอร์ผสมได้ จึงได้รับความสนใจศึกษากันอย่างกว้างขวางทั้ งในด้าน
กระบวนการสังเคราะห์ทางชีวภาพ  การตรวจสอบโครงสร้างและองค์ประกอบ  การศึกษาและปรับปรุง
สมบติั  การใชป้ระโยชน์ดา้นการแพทยแ์ละบรรจุภณัฑ ์

อยา่งไรก็ตามการผลิต PHA ยงัมีขอ้จ ากดัดา้นกระบวนการผลิตและวตัถุดิบ ส่งผลใหต้น้ทุน       
การผลิตสูง ดงันั้นจึงเป็นโอกาสในการวจิยัและพฒันาเพื่อน าไปสู่การผลิต PHA ท่ีมีตน้ทุนต ่าลงได ้ 
ประเทศไทยมีขอ้ไดเ้ปรียบดา้นวตัถุดิบท่ีเป็นผลผลิตทางการเกษตรท่ีมีมูลค่าต ่า และทรัพยากรจุลินทรียท่ี์มี
ความหลากหลายทั้งชนิดและปริมาณ น าไปสู่ทางเลือกใหไ้ดม้าซ่ึงจุลินทรียท่ี์มีศกัยภาพสูงในการผลิต 
PHA   จากผลงานของผูว้ิจยัท่ีไดด้ าเนินการก่อนโครงการน้ี มีผลส าเร็จท่ีสามารถคดัเลือกแบคทีเรียท่ีแยก
ไดใ้นประเทศไทยมากกวา่ 20 ไอโซเลท ท่ีมีศกัยภาพในการผลิตและสะสม PHA ปริมาณสูงภายในเซลล์
และยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัไดดี้ (สุรีลกัษณ์ รอดทอง และคณะ, 2551) จึงเห็นแนวโนม้ในการสร้าง
เทคโนโลยท่ีีส าคญัส าหรับอุตสาหกรรมการผลิตพลาสติกชีวภาพ มีความเป็นไปไดท่ี้จะช่วยตอบสนอง
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ความตอ้งการของประเทศและของโลกในดา้นการผลิตพอลิเมอร์ส าหรับการผลิตพลาสติกยอ่ยสลายได้
ทางชีวภาพ ช่วยเพิ่มมูลค่าวตัถุดิบซ่ึงเป็นผลผลิตจากทางการเกษตร และช่วยลดปัญหาส่ิงแวดลอ้ม  หากได้
น าแบคทีเรียสายพนัธ์ุเฉพาะท่ีคดัเลือกมาใชป้ระโยชน์ในการผลิตพอลิเมอร์ชีวภาพ 

1.2  วตัถุประสงค์ของการวจิยั 

วตัถุประสงคข์องการวจิยัท่ี มีดงัน้ี 

1) เพื่อผลิตพอลิเมอร์พลาสติกชีวภาพชนิดพอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอท (Polyhydroxyalkanoates, 
PHA) ในระดบัหอ้งปฏิบติัการโดยแบคทีเรียสายพนัธ์ุเฉพาะ จากการใชว้ตัถุดิบแป้งมนัส าปะหลงั 

2) เพื่อศึกษากระบวนการท่ีเหมาะสมในผลิตสาร PHA จากแป้งมนัส าปะหลงัโดยแบคทีเรีย      
สายพนัธ์ุท่ีศึกษา 

3) เพื่อศึกษาการสกดัสาร PHA จากเซลลแ์บคทีเรียสายพนัธ์ุเฉพาะท่ีศึกษาและตรวจสอบ
คุณลกัษณะส าคญัของพอลิเมอร์ PHA ท่ีได ้เพื่อความเหมาะสมต่อการใชง้าน 

1.3  ขอบเขตของการวจิยั 
การทดลองผลิตพอลิเมอร์พลาสติกชีวภาพชนิด PHA จากการใชแ้ป้งมนัส าปะหลงัทั้งท่ีเตรียมโดย

ผา่นและไม่ผา่นการยอ่ยแป้งดว้ยเอนไซมใ์นขั้นตอนการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ โดยแบคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีได้
ศึกษาและคดัเลือกจากโครงการวิจยัท่ีผูว้ิจยัไดด้ าเนินการแลว้จ านวน 10 ไอโซเลท (สายพนัธ์ุ) เพื่อตรวจสอบ
ลกัษณะปรากฏของพอลิเมอร์ท่ีผลิตไดใ้นเบ้ืองตน้เพื่อเลือกใหไ้ดแ้บคทีเรีย 2 สายพนัธ์ุ ท่ีจะน ามาศึกษา
กระบวนการท่ีเหมาะสมในผลิตสาร PHA จากแป้งมนัส าปะหลงัในระดบัหอ้งปฏิบติัการ  ศึกษา
กระบวนการและสภาวะท่ีเหมาะสมในผลิตสาร PHA จากแป้งมนัส าปะหลงัโดยแบคทีเรียสายพนัธ์ุ
เฉพาะท่ีคดัเลือกนั้น ศึกษาการสกดัสาร PHA จากเซลลแ์บคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีศึกษาและตรวจสอบ
คุณลกัษณะส าคญัโดยเฉพาะอยา่งยิง่ดา้นความเหนียว ยดืหยุน่ แขง็ หรือเปราะ ของพอลิเมอร์ PHA ท่ีผลิต
ได ้เพื่อความเหมาะสมต่อการใชง้านดา้นต่างๆ 

1.4  ประโยชน์ทีไ่ด้รับจากการวจิยั 
ประโยชน์ท่ีไดจ้ากผลส าเร็จของการวิจยัท่ีไดรั้บ มีดงัน้ี 

1) สารพอลิเมอร์พลาสติกชีวภาพชนิดพอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอท (Polyhydroxyalkanoates, 
PHA) ท่ีผลิตโดยใชแ้ป้งมนัส าปะหลงัซ่ึงเป็นผลผลิตทางการเกษตรท่ีผลิตไดใ้นปริมาณมากในประเทศ
ไทย โดยแบคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีคดัแยกไดใ้นประเทศไทย 

2) กรรมวธีิการผลิตสาร PHA จากแป้งมนัส าปะหลงัโดยแบคทีเรียสายพนัธ์ุเฉพาะ 1 สายพนัธ์ุ 

3) ผลส าเร็จในการใช้แป้งมนัส าปะหลงัซ่ึงเป็นวตัถุดิบท่ีเป็นผลผลิตทางการเกษตรท่ีผลิตไดใ้น
ปริมาณมากและทรัพยากรจุลินทรียข์องประเทศไทยใหเ้ป็นประโยชน์ทางเศรษฐกิจ 
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4) องค์ความรู้ในการวิจยัต่อไป ซ่ึงมีกลุ่มเป้าหมาย คือ นกัวิจยัทั้งหน่วยงานภาครัฐและเอกชน 
นกัวชิาการและนกัศึกษา ท่ีศึกษาวจิยัการผลิตพอลิเมอร์เพื่อการผลิตพลาสติกยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพ 

5) การบริการความรู้แก่ประชาชนผูส้นใจการผลิตพลาสติกย่อยสลายไดท้างชีวภาพ และแก่ภาค
ธุรกิจท่ีเป็นผูผ้ลิตพอลิเมอร์ส าหรับพลาสติกยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพ 

6) ผลงานวจิยัท่ีช่วยเพิ่มความเขม้แขง็ทางวชิาการของมหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารีไดส่้วนหน่ึง 
โดยเผยแพร่ในรูปส่ิงตีพิมพใ์นวารสารวชิาการและน าเสนอในท่ีประชุมวชิาการ 

7) ผลผลิตนกัวจิยัรุ่นใหม่และนกัศึกษาท่ีมีประสบการณ์จากการเป็นผูช่้วยนกัวจิยัและช่วยงานวจิยั 

1.5  ทฤษฎแีละกรอบแนวความคดิของโครงการวจิยั 

พอลิเมอร์พลาสติกชีวภาพชนิดพอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอท (Polyhydroxyalkanoates, PHA) 
จดัเป็นพอลิเอสเทอร์ชนิดหน่ึง ไดจ้ากกระบวนการทางชีวภาพของจุลินทรียโ์ดยเฉพาะอยา่งยิง่แบคทีเรีย   
PHA เป็นพอลิเมอร์ก่ึงผลึกท่ีทนความร้อนไดดี้และยงัสลายตวัไดท้างชีวภาพ มีสมบติัท่ีใกลเ้คียงกบั 
Polypropylene หรือ Polyethylene ซ่ึงเป็นปิโตรพลาสติกท่ีมีการใชง้านกนัทัว่ไป สามารถน ามาท าเป็น
ฟิลม์ อดัข้ึนรูป ป่ันเป็นเส้นใย และใชผ้สมกบัพอลิเมอร์ชนิดอ่ืนเป็นพอลิเมอร์ผสมได ้ ดงัไดก้ล่าวแลว้ใน
ขา้งตน้  อยา่งไรก็ตามการผลิต PHA ยงัมีขอ้จ ากดัดา้นกระบวนการผลิตและวตัถุดิบส่งผลใหต้น้ทุน          
การผลิตสูง  การวจิยัเพื่อผลิต PHA จากแป้งมนัส าปะหลงัซ่ึงเป็นวตัถุดิบท่ีเป็นผลผลิตทางการเกษตรท่ีมี
มูลค่าต ่าและผลิตไดใ้นปริมาณมากในประเทศไทย โดยแบคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีคดัแยกไดใ้นประเทศไทย
ดว้ยกระบวนการผลิตท่ีเหมาะสม สามารถลดตน้ทุนการผลิต PHA ได ้

1.6  ผลงานวจิยัทีเ่กีย่วข้อง 

พอลิเมอร์พลาสติกชีวภาพชนิดพอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอท (Polyhydroxyalkanoates, PHA) 
เป็นพลาสติกท่ียอ่ยสลายไดท้างชีวภาพหน่ึงในสามประเภท (Khanna and Srivastava, 2005) และเป็น        
พอลิเมอร์ชนิดเดียวท่ียอ่ยสลายหรือสลายตวัได ้100% (Steinbuchel, 1991; Sudesh et al., 2000)   พลาสติก
ท่ียอ่ยสลายไดท้างชีวภาพประเภทท่ีสอง คือ พอลิเมอร์สังเคราะห์ทางเคมี เช่น Poly(glycollic acid), 
Poly(lactic acid), Poly(-caprolactone), Poly(vinyl alcohol), Poly(ethylene oxide) สารสังเคราะห์ทางเคมี
เหล่าน้ีสามารถยอ่ยสลายไดด้ว้ยเอนไซมห์รือจุลินทรีย ์ แต่ยงัขาดสมบติับางประการท่ีตอ้งการเพื่อการใช้
งาน ซ่ึงปัจจุบนัยงัคงมีการพฒันากระบวนการผลิตเพื่อให้สามารถน ามาใชท้ดแทนพลาสติกในระดบั
อุตสาหกรรมไดอ้ยา่งสมบูรณ์  และพลาสติกชีวภาพประเภทท่ีสามเป็นชนิดท่ีผสมแป้ง พลาสติกชนิดน้ีใช้
แป้งผสมเป็นสารเติมเตม็หรือสารท่ีก่อให้เกิดโครงสร้างร่างแห เช่น Starch-polyethylene จุลินทรียท่ี์มีอยู่
ในดินสามารถยอ่ยสลายแป้งได ้ ท าใหโ้ครงสร้างพลาสติกบางส่วนสลายตวัไปดว้ย ช่วยลดเวลาการ
สลายตวัของพลาสติก แต่ยงัคงมีส่วนของพลาสติกท่ีไม่สามารถถูกยอ่ยสลายไดต้กคา้งอยูใ่นส่ิงแวดลอ้ม
เป็นเวลานานเช่นพลาสติกทัว่ไป 
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PHA เป็นพอลิเอสเทอร์ท่ีเกิดจากกรดไฮดรอกซีแอลคาโนอิก (Hydroxyalkanoic acid, HA) หลาย
ชนิดมารวมตวักนั สังเคราะห์ข้ึนภายในเซลลข์องจุลินทรียห์ลายชนิด เพื่อเก็บไวเ้ป็นแหล่งอาหารส ารอง
ในสภาวะท่ีสารอาหารไนโตรเจนหรือฟอสฟอรัสมีจ านวนจ ากดั แต่มีคาร์บอนเกินความตอ้งการพอลิ-             
เมอร์ชนิดน้ีมีสมบติัใกลเ้คียงกบัพลาสติกสังเคราะห์ทัว่ไปหลายชนิด เช่น Polypropylene ดงันั้นจึง
สามารถน ามาใชท้ดแทนกนัได ้ เม่ือยอ่ยสลายจะเปล่ียนเป็นน ้าและก๊าซคาร์บอนไดออกไซดภ์ายใตส้ภาวะ
ท่ีมีออกซิเจนและเปล่ียนเป็นมีเทนเม่ือยอ่ยสลายในสภาวะปราศจากออกซิเจนโดยจุลินทรียท่ี์พบทัว่ไปใน
ดินและน ้า 

1.6.1  การผลติพอลเิมอร์พลาสติกชีวภาพชนิดพอลไิฮดรอกซีแอลคาโนเอท 
(Polyhydroxyalkanoates, PHA) โดยแบคทเีรีย 

จุลินทรียส์ังเคราะห์พอลิเมอร์ชนิด PHA เพื่อใชเ้ป็นแหล่งอาหารและแหล่งพลงังานของเซลล ์
โดยปกติ PHA สะสมอยูใ่นลกัษณะของ Inclusion หรือ Granule  ท่ีมีการรายงานพบวา่ Granule ไม่ละลาย
น ้ามีขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 0.2-1.0 ไมโครเมตร (Foster et al., 2005)   จุลินทรียท่ี์สามารถสร้าง PHA ชนิด
เด่นเป็นแบคทีเรียในสกุล Alcaligenes, Ralstonia, Azotobacter และ Pseudomonas (Kunioka et al., 1989; 
Doi et al., 1990; Lee, 1996; Ojumu and Solomon, 2004; Khanna and Srivastava, 2005) และ Bacillus 
(Singh et al., 2009)  แบคทีเรียมากกวา่ 300 ชนิด (species) ท่ีพบวา่สามารถสะสม PHA โดยเฉพาะอยา่งยิง่ 
Cupriavidus necator (เดิมคือ Ralstonia eutropha หรือ Alcaligenes eutrophus), Alcaligenes latus, 
Pseudomonas oleovorans, Pseudomonas putida และ Bacillus subtilis  แบคทีเรียสามารถสะสม PHA ได้
มากถึงราว 80% ของน ้าหนกัแหง้ของเซลล ์(Poirier et al., 2002; Singh et al., 2009) ปริมาณ PHA ท่ีผลิต
ไดม้ากกวา่ 80 กรัมต่อลิตร และมีค่า Productivity มากกวา่ 2 กรัมต่อกรัม ลิตร ชัว่โมง ในระดบั
หอ้งปฏิบติัการ 

แบคทีเรียท่ีสามารถผลิต PHA ไดท่ี้มีรายงานมีทั้งท่ีตอ้งการสารอาหารจ าเป็นในปริมาณท่ีจ ากดั 
เช่น ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส แมกนีเซียม หรือซลัเฟอร์ ส าหรับการสังเคราะห์ PHA และมีแหล่งคาร์บอน
มากเกินความจ าเป็น แบคทีเรียกลุ่มน้ีไดแ้ก่ Alcaligenes eutrophus, Protomonas extorquens และ 
Pseudomonas oleovorans (Khanna and Srivastava, 2005)  และบาง species ในสกุล Bacillus (Singh et al., 
2009) เป็นตน้  และแบคทีเรียบางชนิดท่ีบางสายพนัธ์ุสะสมพอลิเมอร์ในระหวา่งการเจริญไดโ้ดยไม่
จ  าเป็นตอ้งเจริญในสภาวะท่ีมีสารอาหารจ าเป็นในปริมาณท่ีจ ากดั ไดแ้ก่ Alcaligenes latus, Azotobacter 
vinelandii สายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุ (Mutant stain) และ Recombinant Escherichia coli (Khanna and Srivastava, 
2005) เป็นตน้ 

PHA ท่ีสร้างโดยแบคทีเรียท่ีเป็นท่ีรู้จกักนัดีเป็นพอลิเมอร์ชนิด Poly(3-hydroxybutaric acid) 
[P(3HB)] ประกอบดว้ยหน่วยซ ้ าของ (R)-3HB  ท่ีอาจมีน ้ าหนกัโมเลกุลสูงในช่วง 200,000 ถึง 3,000,000 
ดาลตนั (Daltons, Da) ข้ึนกบัชนิดของแบคทีเรียท่ีสร้างและสภาวะท่ีแบคทีเรียเจริญ (Sudesh et al., 2000)   
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แบคทีเรียท่ีสร้าง P(3HB) เป็น species ในหลายสกุล ไดแ้ก่ Alcaligenes, Azotobacter, Azospirillum, 
Bacillus, Beijerinckia, Chlorogloea, Chromatium, Chromobacterium, Derxia, Ferrobacillus, 
Hyphomicrobium, Lampropaedia, Methylobacterium, Micrococcus, Nocardia, Pseudomonas, Rhizobium, 
Rhodopseudomonas, Rhodospirillum, Sphaerotilus, Spirillum, Streptomyces, Vibrio และ Zoogloea 
(Byrom, 1987; Luengo et al., 2003; Singh et al., 2009) 

แบคทีเรียท่ีสามารถผลิตและสะสม PHA และ PHB ในเซลลเ์ม่ือเจริญในอาหารท่ีมีกลูโคสเป็น
แหล่งคาร์บอน ทั้งท่ีเป็นแบคทีเรียสายพนัธ์ุดั้งเดิมและท่ีผา่นการท าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุ ตามท่ีมีรายงานมี
หลายสายพนัธ์ุ เช่น Bacillus megaterium SRKP-3, Brevibacillus inocatus, Bacillus licheniformis, Bacillus 
cereus (Chakravarty et al., 2010; Reddy and Mohan, 2012), Pseudomonas mandelii, Pseudomonas 
fluorescens, Jantinobacterium lividum, Pseudomonas lini, Pseudomonas sp. (Goh and Tan, 2012), 
Pseudomonas putida Bet001 (Gumel et al., 2012), Pseudomonas aeruginosa 42A2, Pseudomonas 
stutzeri, Aeromonas hydrophila, Aeromonas caviae (Reddy and Mohan, 2012), Cupriavidus necator 
(Campos et al., 2014) และแบคทีเรียในสกุล Azoarcus, Thauera, Paracoccus (Albuquerque et al., 2013) 
เป็นตน้ รวมถึงแบคทีเรียท่ีผา่นการดดัแปลงพนัธุกรรม เช่น Cupriavidus necator DSM 545 (Cavalheiro et 
al., 2012; Grousseau et al., 2013; Berezina, 2014), Recombinant Escherichia coli (Meng et al., 2012) และ 
Haloferax mediterranei pWL502-eps เป็นตน้ ในจ านวนหลายสายพนัธ์ุของแบคทีเรียท่ีมีรายงานการผลิต 
PHA พบวา่ Cupriavidus necator (เดิมคือ Ralstonia eutropha) เป็นสายพนัธ์ุท่ีใชเ้พื่อผลิต PHA มากท่ีสุด
เน่ืองจากให ้PHA ท่ีประกอบดว้ยโครงสร้างท่ีอุตสาหกรรมพลาสติกตอ้งการ  

การศึกษา Pathways และเอนไซม ์ รวมทั้ง Gene ท่ีบงการการสร้าง Key enzymes ท่ีสังเคราะห์ 
PHA ทางชีวภาพกนัอยา่งแพร่หลาย (Steinbüchel, 2001; Taguchi et al., 2001; Luengo et al., 2003) PHA 
syntheses ท่ีพบสามารถจ าแนกได ้3 ชนิด ตามโครงสร้างพื้นฐานและความจ าเพาะต่อ Substrate (Sudesh et 
al., 2000) ชนิดแรกคือ β-Ketothiolase (PhaA) ซ่ึงเป็น Homotetrameric ท าใหเ้กิด Reversible condensation 
ของโมเลกุลของ Acetyl-CoA 2 โมเลกุล เกิดเป็น Acetoacetyl-CoA และ CoASH ในขั้นแรกของ P(3HB) 
biosynthesis pathway   ในขั้นตอนต่อมาของการสังเคราะห์ P(3HB) มี NADPH-dependent acetoacetyl-
CoA reductase (PhaB) เป็น Homotetrameric enzyme ท่ีท  าใหเ้กิด reduction ของ Acetoacetyl-CoA เป็น 
(D)-3-Hydroxybutyryl-CoA จากนั้น PhaC ซ่ึงเป็น Key enzyme ในกระบวนการสังเคราะห์ PHA ช่วย 
Polymerize ส่วน Hydroxyacyl-CoA thioesters ซ่ึงไดจ้ากหลายแนวทางของกระบวนการยอ่ยสลาย
สารอาหารประเภทน ้าตาล สารประกอบคาร์โบไฮเดรต ไขมนั และ แอลเคน (Alkane) เป็นตน้ เพื่อ
สังเคราะห์ PHA (Luengo et al., 2003) นอกจากนั้นยงัมี PhaP (PHAin) เป็น Structural protein เด่นท่ีสร้าง
ในชั้น (layer) ท่ีหุม้ PHA granule ท าใหเ้กิดขนาดและจ านวนของ Granule ในแต่ละเซลล ์   PhaR เป็น 
Regulatory protein ท่ีจบักบั Upstream region ของ phaP gene เพื่อควบคุมการแสดงออกของ PHAin 
นอกจากน้ียงัมี PhaZ เป็น Depolymerase enzyme ท่ียอ่ย PHA เป็น Monomer (Kojima et al., 2004) 
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ดา้นการศึกษาการผลิต PHA โดยเพาะเล้ียงจุลินทรียน์ั้น ชนิดของแหล่งคาร์บอนมีความส าคญัต่อ
การผลิต PHA ของจุลินทรีย ์แบคทีเรียท่ีสามารถผลิต PHA จากวตัถุดิบเร่ิมตน้หลายชนิด ได้แก่ กลูโคส 
(Glucose) อะซิเตท(Acetate), Tryptone, Pyruvate, Methanol เป็นตน้  และการสะสมมีตั้งแต่ <10% ถึง >80% 
ของน ้ าหนักแห้งของเซลล์ (Kim and Lenz, 2001; Singh et al., 2009)   Hollender et al. (2002) ได้ศึกษาผล
ของอะซิเตทชนิดเดียว  อะซิเตทและกลูโคส  และกลูโคสชนิดเดียว ต่อการผลิต PHA ภายใต ้Anaerobic–
aerobic conditions ใน Sequential batch reactor (SBR) โดยใชจุ้ลินทรียผ์สม (Mixed cultures)  พบวา่มีการใช้
กลูโคสอย่างรวดเร็วและให้ผลผลิตท่ีสูงกว่าอะซิเตท แต่การใช้อะซิเตทท าให้เกิด Co-polymer ของ 
Hydroxybutyrate (HB) และ Hydroxyvalerate (HV) ท านองเดียวกับท่ี Lemos et al. (1998) ได้รายงานถึง
สัดส่วน 69-100% HB และ 0-31% HV 

Satoh et al. (1998) ไดเ้ล้ียง Sludge ดว้ยระบบ Sequential batch reactor (SBR) 2 แบบ คือ 
Anaerobic-Aerobic SBR (A-A) และ Microaerophilic-Aerobic SBR (M-A: มีการเติมอากาศเล็กนอ้ยใน
สภาวะ Anaerobic) แลว้น า Sludge จากทั้ง 2 ระบบ มาทดสอบหาปริมาณ PHA ใน Batch process  โดย
ก าหนดสภาวะไว ้ 2 รูปแบบคือ แบบท่ีไม่มีการเติมออกซิเจนและแบบท่ีมีการเติมออกซิเจนในปริมาณ
จ ากดั พบวา่ Sludge จากระบบ (A-A) ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนมีการสังเคราะห์ PHA สูงกวา่สภาวะท่ีไม่มี
ออกซิเจน โดยพบ PHA ใน Sludge 33% และ 22% ตามล าดบั  ส่วนใน Sludge จากระบบ M-A สามารถ
สังเคราะห์ PHA ไดถึ้ง 62% 

Warankana and Randall (1999) รายงานถึงการเล้ียงจุลินทรียใ์นสภาวะ Microaerophilic-Aerobic 
activated sludge รวมทั้งสภาวะท่ีจ ากดัธาตุอาหาร โดยวดัปริมาณ PHA ท่ีสะสมในเซลล์ของระบบ SBR 
แบบต่อเน่ือง พบวา่ในสภาวะท่ีมีการจ ากดัปริมาณไนโตรเจนและฟอสฟอรัส จุลินทรียมี์การสะสม PHA 
45% TSS (Total suspended solids) และเม่ือจ ากดัปริมาณไนโตรเจนเพียงอยา่งเดียว พบวา่มีการสะสม 
PHA 36% TSS แต่เม่ือเล้ียงในสภาวะดงักล่าวต่อไป พบวา่ จุลินทรียใ์นระบบค่อย ๆ ลดจ านวนลงจนถึงไม่
พบการสะสม PHA  Wang and Lee (1997) ไดท้ดลองเล้ียงแบคทีเรีย Alcaligenes latus ภายใตส้ภาวะจ ากดั
ปริมาณไนโตรเจน พบวา่จุลินทรียมี์การสะสมสาร PHB เพิ่มมากข้ึนถึง 88% จากท่ีพบในสภาพปกติ 

อุณหภูมิมีผลต่อการสะสม PHB ของจุลินทรีย ์ มีรายงานการเล้ียง Activated sludge แบบ SBR 
ดว้ยอะซิเตท  ภายใตส้ภาวะจ ากดัปริมาณอะซิเตท อตัราการสร้าง PHB ลดลงเม่ืออุณหภูมิสูงข้ึน (Krishna 
and Van Loosdrecht, 1999) 

PHA granule ท่ีสะสมในเซลลมี์จ านวนแตกต่างกนัข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุของแบคทีเรีย ตวัอยา่งเช่น 
Ralstonia eutropha สะสม 8-12 Granules ท่ีมีขนาดแตกต่างกนัในขณะท่ี Pseudomonas oleovorans สะสม
โดยเฉล่ีย 1-2 Granules ท่ีมีขนาดใหญ่ (Zinn et al., 2001) PHA granule ท่ีอยูภ่ายในเซลลแ์บคทีเรียสามารถ
ตรวจหาไดจ้ากการยอ้มดว้ยสี Sudan black B หรือสียอ้มฟลูออเรสเซนซ์ เช่น Nile blue และ Nile red แสดง
ใหเ้ห็นถึงสมบติัท่ีเป็นไขมนัโดยธรรมชาติ (Sudesh et al., 2000; Zinn et al., 2001) อยา่งไรก็ตามสียอ้ม
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สามารถติดส่วนประกอบของเซลลท่ี์เป็นไขมนัส่วนอ่ืนดว้ย (Ciesielski et al., 2006) วธีิการตรวจหา
แบคทีเรียจึงอาจใชว้ธีิท่ีจ  าเพาะข้ึนดว้ยการตรวจหา Gene ซ่ึงมีถึง 4 กลุ่มท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์ PHA 
คือ Gene กลุ่มแรกเก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์ PHA ใน phaCAB operon ท่ีประกอบดว้ย phaC, phaA และ 
phaB พบใน Ralstonia eutropha    Gene กลุ่มท่ี 2 เป็น Synthase genes (phaC1 และ phaC2) ของระบบท่ี
สังเคราะห์ PHA ของ Pseudomonas sp.    Gene กลุ่มท่ี 3 บ่งการการสร้าง Synthase enzyme ซ่ึงประกอบดว้ย 
2 Enzyme subunits ท่ีสร้างโดย phaE และ phaC genes พบใน Chromatium vinosum และ Synechocystis 
sp.   และ Gene กลุ่มท่ี 4 เก่ียวขอ้งกบั phaC1ZC2 operon ท่ีประกอบดว้ย phaC1/phaZ/phaC2 genes ซ่ึงพบ
ใน Pseudomonas sp.  วธีิการตรวจหาท่ีอาศยั PHA synthase genes น้ีมีทั้ง Homologous และ Heterologous 
gene probes, Short consensus oligonucleotide hybridization หรือ Polymerase chain reaction (PCR) 
techniques (Ciesielski et al., 2006) 

กนกพร สังขรักษ ์ (2549) ศึกษาการผลิตและคุณลกัษณะของพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต 
(Polyhydroxybutyrate, PHB) โดย Rhodobacter sphaeroides ES16 ซ่ึงเป็นแบคทีเรียสังเคราะห์แสงทนเคม็
ท่ีสามารถผลิตและสะสม PHA ภายในเซลล ์ ในการเล้ียงแบคทีเรียเพื่อผลิต PHA ดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือและ
สภาพแวดลอ้มท่ีเหมาะสมและใชเ้ทคนิคทางพนัธุวศิวกรรม เพื่อเพิ่มผลผลิตของ PHA  จากการผลิต         
พอลิเมอร์ชนิด PHB ดว้ยแบคทีเรีย Rhodobacter sphaeroides ES16 เปรียบเทียบกบัแบคทีเรีย 4 สายพนัธ์ุ 
คือ Acinetobacter sp., Rhodobacter capsulatus SS3 และ Rhodobacter sphaeroides ES16 ท่ีกลายพนัธ์ุ
จ านวน 2 สายพนัธ์ุ คือ N20 และ U7 ในอาหาร Glutamate-malate (GM) พบวา่แบคทีเรียกลายพนัธ์ุ N20 
สามารถผลิต PHB ไดสู้งสุดท่ี 53.94% ของน ้าหนกัเซลลแ์หง้ สายพนัธ์ุ U7 และสายพนัธ์ุดั้งเดิม ES16 ผลิต
ได ้ 42 และ 19.49% ตามล าดบั ภายในเวลา 60 ชัว่โมงของการเล้ียงเช้ือ สูตรอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสม
ส าหรับแบคทีเรีย Rhodobacter sphaeroides N20 คืออาหาร Glutamate-acetate (GA) ประกอบดว้ย Acetate 
4 กรัมต่อลิตร Ammonium sulphate 0.02 กรัมต่อลิตร อตัราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนท่ี 6:1 ท่ีมี 
K2HPO4 0.1 กรัมต่อลิตร KH2PO4 0.1 กรัมต่อลิตร และ NaCl 3% โดยไม่ตอ้งเติมแร่ธาตุและวติามิน pH 
เร่ิมตน้ท่ี 7.0 เม่ือเล้ียงแบคทีเรียทั้ง 3 สายพนัธ์ุ (Rhodobacter sphaeroides N20, U7 และ ES16) ในอาหาร 
GA พบวา่มีการสะสม PHB สูงสุดท่ี 72.94, 50.03 และ 22.21% ของน ้าหนกัเซลลแ์หง้ ตามล าดบั เม่ือผลิต 
PHB จากน ้าเสียท่ีไดจ้ากโรงงานน ้ามนัปาลม์ในบ่อบ าบดัไร้อากาศ เจือจาง 25% (มีค่า Chemical oxygen 
demand (COD) 18,000 มิลลิกรัมต่อลิตร) และไม่ผา่นการท าใหป้ลอดเช้ือ ดว้ยสายพนัธ์ุ Rhodobacter 
sphaeroides N20 และ U7 เล้ียงแบคทีเรียภายใตส้ภาวะไร้ออกซิเจน มีแสง (ใชแ้สงอาทิตย)์  ในน ้าเสีย
ดงักล่าว พบวา่สายพนัธ์ุ N20 มีการเจริญดี ใหน้ ้าหนกัเซลลแ์หง้ 8.00 กรัมต่อลิตร และผลิต PHB ไดสู้งสุด 
6.85 กรัมต่อลิตร เทียบผลผลิตเท่ากบั 85.60% ของน ้าหนกัเซลลแ์หง้  พอลิเมอร์ PHB จาก Rhodobacter 
sphaeroides N20 ท่ีเล้ียงในอาหารสังเคราะห์ท่ีเหมาะสม มีค่าอุณหภูมิหลอม (Melting temperature, Tm) 
และอุณหภูมิการเกิดผลึก (Crystallization temperature, Tc) ในช่วง 164-165 และ 92-96 องศาเซลเซียส 
ตามล าดบั มีความเป็นผลึก 55.52%  น ้าหนกัโมเลกุลของพอลิเมอร์ท่ีไดมี้ค่า 400,000 ดาลตนั  เม่ือเล้ียงเช้ือ
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ในแหล่งน ้าเสียเจือจาง 25% ท่ีมีการเติม Valeric acid เขม้ขน้ 40 มิลลิโมลาร์ เป็นแหล่งคาร์บอน เพื่อผลิต 
Polyhydroxybutyrate-co-hydroxyvalerate (PHBV) ภายใตส้ภาวะดงักล่าวขา้งตน้ พบวา่สายพนัธ์ุ U7 มีการ
เจริญสูงสุด (3.10 กรัมต่อลิตร) และผลิต PHBV สูงสุดท่ี 0.27 กรัมต่อลิตร เทียบผลผลิตเท่ากบั 85% ของ
น ้าหนกัเซลลแ์หง้ PHBV ท่ีผลิตไดป้ระกอบดว้ยโคพอลิเมอร์ของ Hydroxybutyrate 30.05% และ 
Hydroxyvalerate 69.95%  PHBV ท่ีผลิตไดมี้ค่า Melting temperature (Tm) และ Crystallization temperature 
(Tc) เท่ากบั 162 และ 96.4 องศาเซลเซียส ตามล าดบั มีความเป็นผลึก 66.43%  มีน ้าหนกัโมเลกุล 230,000 
ดาลตนั  

Chakravartry et al. (2010) ศึกษาการผลิต PHA ดว้ย Activated bio-sludge ส าหรับ anaerobic 
acidogenic reactor (AAR) ท่ีไดจ้าก Up-flow anaerobic sludge blanket (UASB) reactor รองรับน ้าเสียท่ี
ระบายจากโรงงานน ้านมดิบดว้ยอตัราการไหลช่วง 50.4 ถึง 64.8 ลิตรต่อวนั น ้าเสียท่ีใชเ้ป็นวตัถุดิบหมกัมี
ค่า Biological oxygen demand (BOD) และ COD เท่ากบั 2,000 และ 3,250 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดบั 
ระบบท่ีใชท้ดลองผลิต PHA น้ีประกอบดว้ย 3 ส่วนหลกั คือ  

1) Continuous anaerobic acidogenic reactor (AAR) ส าหรับผลิต Volatile fatty acids  
2) Conventional activated sludge production reactor (ASPR) ส าหรับผลิต Activated sludge ใหม่  
3) PHA synthesis reactor (PHAR) เป็นถงัท่ีใชใ้นขั้นตอนการผสมส่วนประกอบของสารตั้งตน้

และ Activated sludge ท่ีเตรียมไดใ้นถงัส่วนท่ี 1 และ 2 ตามล าดบั เพื่อการผลิตและสะสม PHA โดยควบคุม
สภาวะใหเ้หมาะ pH ท่ี 7.1 และ Oxidation-reduction potential (ORP) ท่ี 33 มิลลิโวลต ์พบการสะสม PHA 
ใน Sludge สูงสุดถึง 43.11% ท่ีเวลา 43.56 ชัว่โมงของการเล้ียงแบคทีเรียในถงั PHAR เทียบผลผลิต PHA 
สูงสุด เท่ากบั 25% หรือเท่ากบั 0.25 กิโลกรัม PHA ต่อกิโลกรัม COD ท่ีใชไ้ป  

Goh and Tan (2012) ศึกษาแบคทีเรียท่ีมีศกัยภาพในการผลิต PHA จ านวน 50 ไอโซเลท จากทั้งส้ิน 
422 ไอโซเลท ท่ีแยกไดจ้ากตวัอยา่งดินท่ีเก็บจาก Casey Station และ Signy Island ใน Antarctica ตะวนัออก
และตะวนัตก ตามล าดบั  มีการทดสอบศกัยภาพการผลิตและสะสม PHA ของแบคทีเรียดว้ย Nitrogen-
limiting PHA production medium บรรจุใน Flask แบ่งการเล้ียงแบคทีเรียเป็น  2 ขั้นตอน คือ (1) การเล้ียง
ใน Normal-strength nutrient broth ท่ีประกอบดว้ย Peptone (จากเน้ือสัตว)์ และ Meat extract เขม้ขน้ 5 และ 
3 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ควบคุมอุณหภูมิท่ี 5 องศาเซลเซียส เขยา่ดว้ยอตัราเร็ว 200 รอบต่อนาที เล้ียง
แบคทีเรียให้เจริญเป็นเวลา 72 ชัว่โมง และ (2) การเล้ียงใน PHA production medium ท่ีประกอบดว้ย 
Na2HPO4, KH2PO4, NH4Cl, NaCl เขม้ขน้ 6.0, 3.0, 0.5, 0.5 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั และ MgSO4 และ CaCl2 
เขม้ขน้ 1.0 และ 0.1 มิลลิโมลาร์ ตามล าดบั ใชก้ลูโคสและ Sodium octanoate เขม้ขน้ 50 กรัมต่อลิตร เป็น
แหล่งคาร์บอน โดยลา้งเซลลแ์บคทีเรียท่ีเล้ียงใหเ้จริญในขั้นท่ี (1) จ  านวน 2 คร้ัง ดว้ยน ้ากลัน่ปลอดเช้ือ 
จากนั้นยา้ยตะกอนเซลลท่ี์ไดล้งอาหาร PHA production medium และเล้ียงแบคทีเรียควบคุมอุณหภูมิท่ี 5 
องศาเซลเซียส เขยา่ดว้ยอตัราเร็ว 180 รอบต่อนาที เป็นเวลา 7 วนั พบวา่แบคทีเรียท่ีแยกไดแ้ละมีศกัยภาพ
ในการผลิต PHA ส่วนใหญ่เป็น Pseodomonas spp. และมี Janthinobacterium spp. บา้ง โดย Pseudomonas 
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ทุกไอโซเลท สามารถผลิต PHA ชนิด Medium chain-length PHA ไดจ้ากการใช ้Sodium octanoate โดยท่ี 
Pseudomonas UMAB-40 สามารถผลิตและสะสม PHA ไดสู้งถึง 48% ของน ้าหนกัแหง้ ในขณะท่ี 
Janthinobacterium สามารถใชก้ลูโคสเท่านั้นในการผลิต PHA  

Gumel et al. (2012) ศึกษาการผลิตและสมบติัของ Medium chain-length PHA ท่ีผลิตโดย
แบคทีเรีย Pseudomonas putida Bet001 ท่ีแยกไดจ้ากน ้าทิ้งจากการผลิตน ้ามนัปาลม์ (Palm oil mill 
effluent) เล้ียงแบคทีเรียใหเ้จริญใน Inoculum cultivation medium ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใน Conical flask 
ขนาดบรรจุ 250 มิลลิลิตร ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส เขยา่ดว้ยอตัราเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง น ากลา้เช้ือท่ีเจริญปริมาตร 3 มิลลิลิตร ไปป่ันเหวีย่งและใชเ้ป็นกลา้เช้ือเพื่อผลิตและสะสม 
PHA ใน PHA production medium ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใน Conical flask ขนาดบรรจุ 250 มิลลิลิตร เล้ียง
แบคทีเรียเป็นเวลา 48 ชัว่โมง พบการสะสมของ PHA สูงในช่วง 49.7-68.9% ของน ้าหนกัแหง้เซลล ์จาก
การใช ้Octanoic acid และ Oleic acid เป็นแหล่งคาร์บอน พอลิเมอร์ท่ีผลิตไดมี้น ้าหนกัโมเลกุลอยูใ่นช่วง 
55.7 ถึง 77.7 กิโลดาลตนั ไม่พบ Unsaturated monomer ในโครงสร้าง และ PHA ท่ีผลิตไดเ้ป็น Semi-
crystalline polymer ท่ีมีสมบติัทนความร้อนไดดี้ 

Reddy and Mohan (2012) ศึกษาผลของสภาพแวดลอ้มการเล้ียงเช้ือแบบ Aerobic และ Anoxic ต่อ
การผลิต PHA ของแบคทีเรียใน Aerobic consortia ท่ีไดจ้าก Activated sludge และเล้ียงใหเ้จริญเพื่อผลิต 
PHA ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเตรียมจากขยะอาหาร 2 ชนิด คือ Un-fermented food wastes (UFW) และ 
Fermented food wastes (FFW) ท่ีมี Organic loading rate (OLR) และ pH เท่ากนั คือ 1.11 กิโลกรัม COD 
ต่อลูกบาศกเ์มตรต่อวนั  และ 6.52  ตามล าดบั มีส่วนประกอบทางเคมีเหมือนกนั คือ Total solids, Total 
suspended solids, Total dissolved solids, Total alkalinity, Chlorides, VFA, COD, BOD, Total 
carbohydrates, Nitrates, Proteins และ Oil รวม Grease เขม้ขน้ 36,290, 23,068, 13,220, 1,084, 1,420, 5,879, 
330,000, 247,500, 95,874, 9.8, 31,250, และ 75,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ในการเล้ียงแบคทีเรียเพื่อผลิต PHA 
ภายใตส้ภาวะ Aerobic (UFWA และ FFWA) และ Anoxic (UFWAx และ FFWAx) แบบ Fed-batch 
fermentation ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 250 มิลลิลิตร ท่ีมีอาหารปริมาตร 110 มิลลิลิตร ในสภาวะ 
Aerobic พบการผลิตและสะสม PHA สูงสุดท่ีเวลาเล้ียงเช้ือ 24 ชัว่โมง ไดเ้ท่ากบั 35.2 และ 32.6% ส าหรับ 
FFWA และ UFWA ตามล าดบั โดย PHA ท่ีไดป้ระกอบดว้ยโมเลกุล PHB เท่ากบั 61 และ 90% และ PHV 
เท่ากบั 35 และ 6% ตามล าดบั ส าหรับสภาวะ Anoxic พบการผลิตและสะสม PHA สูงสุดท่ีเวลาเล้ียงเช้ือ 24 
ชัว่โมง เช่นเดียวกนั ไดผ้ลผลิตเท่ากบั 39.6 และ 35.6% ส าหรับ FFWAx และ UFWAx ตามล าดบั โดย PHA 
ท่ีไดป้ระกอบดว้ยโมเลกุล PHB เท่ากบั 58 และ 65% และ PHV เท่ากบั 36 และ 32% ตามล าดบั ผลผลิตและ
การสะสม PHA ลดลงอยา่งมีนยัส าคญัท่ีเวลา 36 ชัว่โมงของการเล้ียงเช้ือ  

Riedel et al. (2012) ศึกษาการผลิต Poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanoate) โดย
แบคทีเรีย Ralstonia eutropha Re2058/pCB113 ท่ีดดัแปลงพนัธุกรรมจาก Ralstonia eutropha ATCC 
17699 ใหส้ามารถผลิต Poly(hydoxybutyrate-co-hydroxyhexanoate) ไดเ้ม่ือเจริญในอาหารท่ีมีน ้ามนัปาลม์
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เป็นแหล่งคาร์บอน ดว้ยรูปแบบการเล้ียงแบคทีเรียแบบ Extended batch fermentation และ Fed-batch 
fermentation ในการผลิต PHA แบบ Extended batch fermentation ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 2 ลิตร 
เม่ือเล้ียงแบคทีเรียใหเ้จริญในอาหาร Minimal medium ท่ีมีส่วนประกอบน ้ามนัปาลม์และ Urea เขม้ขน้ 40 
และ 5 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ปริมาตรเร่ิมตน้ 1 ลิตร เติมอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีส่วนประกอบของน ้ามนัปาลม์
เขม้ขน้ 20 กรัมต่อลิตร เพิ่มท่ีเวลา 32 ชัว่โมงของการเล้ียงเช้ือ และอตัราการให้อากาศ 0.2-1.0 ลิตรต่อนาที 
พบการผลิต PHA สูงสุดถึง 32.5 กรัมต่อลิตร ท่ีเวลา 96 ชัว่โมงของการเล้ียงเช้ือ  มีการสะสม PHA สูงถึง 
72% ของน ้าหนกัแหง้ของเซลล ์กระบวนการหมกัท่ีไดมี้ผลผลิตเฉล่ียเท่ากบั 0.52 กรัม PHA ต่อกรัมน ้ามนั
ปาลม์ และท่ีช่วงระยะเวลา 48-96 ชัว่โมงของการเล้ียงเช้ือ มีผลผลิตเพิ่มมากข้ึนเป็น 0.77 กรัม PHA ต่อกรัม
น ้ามนัปาลม์ ส าหรับการผลิต PHA แบบ Fed-batch fermentation ในอาหารท่ีมีส่วนประกอบน ้ามนัปาลม์
และ Urea เขม้ขน้เร่ิมตน้ 20 และ 2.2 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ปริมาตรเร่ิมตน้ 1 ลิตร และเติมอาหารเล้ียงเช้ือ
เพิ่มทุกๆ 2 ชัว่โมง จ านวน 5 คร้ัง ท่ีระยะเวลาช่วง 24-48 ชัว่โมงของการเล้ียงเช้ือ ใหมี้ส่วนประกอบของ
น ้ามนัปาลม์ความเขม้ขน้สุดทา้ย 170 กรัมต่อลิตร และเติม Urea 0.2 กรัมต่อลิตร ทุกๆ 30 นาที ท่ี 18 ชัว่โมง
ของการเล้ียงเช้ือ จนกระทัง่มีความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 14.4 กรัมต่อลิตร พบวา่เม่ือเล้ียงเช้ือเป็นเวลา 15 
ชัว่โมง Ralstonia eutropha Re2058/pCB113 สามารถผลิต PHA ได ้43% และเพิ่มข้ึนเป็น 61% ท่ีเวลาเล้ียง
เช้ือ 63 ชัว่โมง เม่ือส้ินสุดการเล้ียงเช้ือท่ี 96 ชัว่โมงของการเล้ียงเช้ือ พบการผลิต PHA สูงถึง 102 กรัมต่อ
ลิตร  มีการสะสม PHA เท่ากบั 73% ของน ้าหนกัแหง้ของเซลล ์ และเทียบผลผลิตของกระบวนการหมกั
เฉล่ียและผลผลิตท่ีช่วงเวลา 63-96 ชัว่โมงของการเล้ียงเช้ือ เท่ากบั 0.63 และ 0.78 กรัม PHA ต่อกรัมน ้ามนั
ปาลม์ ตามล าดบั 

Berezina (2013) ศึกษาการเพิ่มผลผลิต PHA ดว้ยแบคทีเรีย Cupriavidus necator DSM 545 ท่ีเป็น
สายพนัธ์ุกลายจาก Cupriavidus necator DSM 428 ในอาหารเหลว  Mineral medium, Bornnarme’s 
medium, Mandels’ medium และ Luria broth ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ท่ีเติมและไม่เติม Sodium glutamate 
เขม้ขน้ 10 กรัมต่อลิตร เล้ียงแบคทีเรียใน Flask ขนาดบรรจุ 300 มิลลิลิตร เขยา่ดว้ยความเร็ว 150 รอบต่อ
นาที ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 67 ชัว่โมง พบวา่มีการสะสม PHA ในเซลลแ์บคทีเรียท่ี
เล้ียงในอาหาร Bornnarme’s medium และ Luria broth ท่ีเติม Sodium glutamate มากกวา่อาหารเล้ียงเช้ือ
สูตรอ่ืนอยา่งมีนยัส าคญั และมี PHA สูงถึง 34% ท่ี 67 ชัว่โมงของการเล้ียงเช้ือนั้น 

Oehmen et al. (2013) ศึกษาผลของการควบคุม pH ต่อผลผลิต PHA จากน ้าตาลท่ีไดจ้ากการยอ่ย 
Molasses ในการเล้ียงแบคทีเรียเพื่อผลิต PHA ดว้ย 3 ขั้นตอน ดงัน้ี 

1) Continuous acidogenic fermentation reactor เพื่อยอ่ย Molasses ใน Anaerobic continuously 
stirred-tank reactor ปริมาตร 1.14 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส และ pH ท่ี 6 เป็นเวลา 10 
ชัว่โมง กรองสารละลายท่ีไดผ้า่นระบบ Microfiltration เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ส าหรับใชเ้ป็น 
Feedstock ในขั้นตอนท่ี 2 การคดัเลือกเช้ือ (Culture selection) และขั้นตอนท่ี 3 การผลิต PHA  และเติม
สารละลาย Molasses ท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาล 10 กรัมต่อลิตร ต่อเน่ืองทุกๆ 10 ชัว่โมงของการเล้ียงเช้ือ  
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2) Culture selection เป็นขั้นตอนคดัเลือกแบคทีเรียเพื่อการผลิต PHA ในขั้นตอนท่ี 3 ดว้ยสภาวะ
การเล้ียงท่ีควบคุมใน Sequencing batch reactor ปริมาตร 0.8 ลิตร โดยช่วงแรกเล้ียงแบคทีเรียในสภาวะท่ี
ไม่ควบคุม pH เป็นเวลา 170 วนั ท่ีอุณหภูมิห้อง (23-25 องศาเซลเซียส) และช่วงท่ี 2 เล้ียงใหแ้บคทีเรียเจริญ
ต่อเน่ืองในอาหารท่ีเตรียมจาก Feedstock ท่ีมีอตัราส่วนของ Carbon:Ammonia:Phosphate เท่ากบั 100:8:1 
ท่ีควบคุมอุณหภูมิท่ี 23-25 องศาเซลเซียส และ pH ท่ี 8 เป็นเวลา 50 วนั 

3) PHA production เป็นขั้นการผลิต PHA ของเซลลแ์บคทีเรียท่ีเตรียมไดจ้ากขั้นตอนท่ี 2 Culture 
selection ในอาหาร Feedstock จากขั้นตอนท่ี 1 ปริมาตรอาหาร 0.6 ลิตร  เล้ียงแบคทีเรียแบบ Batch ไม่
ควบคุมและควบคุม pH ท่ี 8 และอุณหภูมิท่ี 23-25 องศาเซลเซียส พบวา่การควบคุม pH ท่ี 8 ในขั้นการ
เตรียมกลา้เช้ือมีผลเพิ่มความเขม้ขน้ของ Biomass เป็น 2 เท่า การผลิตและสะสม PHA เพิ่มเป็น 57.5% 
เทียบกบัการเตรียมกลา้เช้ือท่ีไม่ควบคุม pH (pH ประมาณ 9) และแบคทีเรียเด่นท่ีพบอยูใ่นสกุล Azoarcus 

Campos et al. (2014) ศึกษาการผลิต PHA จาก Crude glycerin โดยแบคทีเรีย Cupriavidus necator 
IPT 026 ในอาหารท่ีมีความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C:N) ต่างกนั เล้ียงแบคทีเรียให้เจริญ
ใน Nutrient broth ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน Flask ขนาดบรรจุ 250 มิลลิลิตร ใช้เช้ือเร่ิมตน้ 4% ควบคุม
อุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส เขยา่ดว้ยความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และใชแ้บคทีเรียท่ี
ไดเ้ป็นกลา้เช้ือ (Inoculum size 10% ท่ีมีจ านวนเซลล์ 1011 เซลล์ต่อมิลลิลิตรโดยประมาณ) ส าหรับผลิต
และสะสม PHA ในอาหาร Mineral medium ปริมาตร 80 มิลลิลิตร ท่ีสภาวะเล้ียงควบคุมอุณหภูมิท่ี 35 
องศาเซลเซียส เขยา่ดว้ยอตัราเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชัว่โมง พบการผลิตและสะสม PHA สูงสุด
เท่ากบั 2.81 กรัมต่อลิตร ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใช้ประกอบดว้ย Crude glycerin และ Ammonium sulphate 
15 และ 10 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั เทียบผลผลิต PHA ท่ีไดเ้ท่ากบั 0.19 กรัม PHA ต่อกรัม Crude glycerin 
และพบการสะสม PHA ต ่าสุดเท่ากบั 0.11 กรัมต่อลิตร ในการเล้ียงเช้ือท่ีใช้อาหารประกอบด้วย Crude 
glycerin และ Ammonium sulphate 10 และ 5 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ พอลิเมอร์ท่ีผลิตได้มีสมบัติเชิง        
ความร้อนท่ีวดัดว้ยวิธี Differential scanning colorimetry และ Thermalgravimetric analysis มีค่า Melting 
temperature (Tm) ช่วง 157.2 ถึง 184.3 องศาเซลเซียส และ Thermal degradation temperature (Tdecomp) ช่วง 
298.9 ถึง 327.4 องศาเซลเซียส มีน ้าหนกัโมเลกุลอยูใ่นช่วง 510 ถึง 780 กิโลดาลตนั ประกอบดว้ยโมเลกุล 
3-hydroxybutyrate, 3-hydroxypentanoate, 3-hydroxynonanoate และโมเลกุลชนิดอ่ืน เท่ากบั 56.05, 7.56, 
27.82 และ 8.29% ตามล าดบั 

1.6.2  การสกดัและแยกสาร Polyhydroxyalkanoates (PHA) จากเซลล์แบคทีเรีย 

การสกดัและแยกสาร PHA ออกจากเซลลข์องแบคทีเรียตามท่ีมีรายงาน ใชส้ารท าละลาย
อินทรียก์ลุ่ม Halogenated hydrocarbon solvents เช่น Chloroform, Dichloroethane, Dichloromethane และ 
Dichloropropane เป็นตน้  สารท าละลายอินทรียก์ลุ่ม Halogenated hydrocarbon solvents ท่ีใหผ้ลการสกดั
ดีท่ีสุด คือ 1,2-Dichloroethane และ 1,1,2-Trichloroethane (Vanlautem and Gilain, 1980)  ในการสกดัมี
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ขั้นตอนการท าแหง้เซลลข์องจุลินทรียท่ี์สะสม PHA  แลว้จึงสกดั PHA โดยใช ้ Halogenated solvents  
จากนั้นแยก PHA ออกดว้ย Solvent ท่ีมี Polarity ต ่า เช่น Methanol และ Hexane (Vanlautem and Gilain, 
1980; Senior et al., 1982; Blauhut et al., 1993; Noda and Schechtman, 1999; Narasimhan et al., 2006)  
แต่เน่ืองจากสารประเภท Halogenated solvents เป็นสารอนัตรายต่อส่ิงแวดลอ้มจึงมีขอ้จ ากดัในการใช ้และ
ไม่สามารถใชใ้นระดบัอุตสาหกรรมได ้ต่อมามีการใช ้Non-halogen solvents ไดแ้ก่ Alcohol, Ester, Amide 
และ Ketone เป็นตน้ แทนการใช ้Halogenated solvents แต่มีขอ้จ ากดัท่ีวา่ PHA สามารถละลายใน Non-
halogen solvents ไดน้อ้ยท่ีอุณหภูมิห้อง (Kurdikar et al., 2000a) จึงจ าเป็นตอ้งใชอุ้ณหภูมิสูงในการสกดั
เพื่อเพิ่มความสามารถในการละลายของ PHA (Liddell, 1999; Kurdikar et al., 2000b) ท าใหเ้กิดปัญหาท่ี
ตามมา คืออุณหภูมิสูงมีแนวโนม้ท าใหม้วลโมเลกุลของ PHA ลดลงตามระยะเวลาท่ีสกดั ซ่ึงสามารถแกไ้ข
ไดโ้ดยลดระยะเวลาในการสกดัลง (Lafferty and Heinzle, 1978; Liddell, 1999; Kurdikar et al., 2000a)  
จากนั้นแยกสารสกดัออกโดยการระเหย การป่ันแยก หรือการกรอง (Jiang et al., 2006) 

Shawaphun and Manangan (2010) ศึกษาการสกดัพลาสติกชีวภาพชนิด Poly-3-hydroxyalkanoates ท่ี
ผลิตจากกลูโคสดว้ยแบคทีเรีย Alcaligenes latus ATCC 29714 ใหไ้ดป้ริมาณมากและพอลิเมอร์มีคุณภาพดี 
จากท่ีเล้ียงแบคทีเรียใน Mineral medium broth ปริมาตร 300 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาดบรรจุ 1 ลิตร 
ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส เขยา่ดว้ยอตัราเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และสกดั             
พอลิเมอร์ท่ีสะสมในเซลลด์ว้ยวธีิท่ีประกอบดว้ย (1) ขั้นตอนการเตรียมเซลล ์ เป็นการท าใหเ้ซลล์แตกดว้ย     
ตวัท าละลายอินทรีย ์ ร่วมกบัการใชแ้รงเชิงกล  (2) ขั้นตอนการสกดัดว้ยตวัท าละลายแบบต่อเน่ืองและ           
การสกดัโดยตรง  และ (3) ขั้นตอนการท าพอลิเมอร์ใหบ้ริสุทธ์ิ เนน้การตกผลึกดว้ยตวัท าละลายอินทรียท่ี์
เหมาะสม และตรวจสอบคุณลกัษณะของพอลิเมอร์ท่ีไดด้ว้ยเทคนิค Infrared (IR) Spectroscopy และ Nuclear 
Magnetic Resonance Spectroscopy (NMR) และวิเคราะห์สมบติัเฉพาะทางความร้อนและน ้ าหนกัโมเลกุลของ
พอลิเมอร์ท่ีไดด้ว้ย Differential scanning colorimetry และการวดัค่าความหนืดของสารเจือจาง พบวา่ การท า
ใหเ้ซลลแ์ตกดว้ยตวัท าละลาย Ethanol หรือ Methanol ร่วมกบัการกวนดว้ย Magnetic bar เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 
ใหผ้ลผลิตท่ีเก็บเก่ียวได ้(% Recovery) สูงกวา่การสกดัท่ีใชน้ ้าเป็นตวักลาง แต่การใช ้Ethanol หรือ Methanol 
เป็นสารสกดัมีผลลดผลผลิตท่ีเก็บเก่ียวได ้ และผลึกพอลิเมอร์ท่ีไดมี้ความบริสุทธ์ิต ่าเทียบกบัการใช ้
Chloroform (CHCl3) และ Dichloromethane (CH2Cl2) ทั้งในการสกดัแบบต่อเน่ืองและการสกดัโดยตรง PHA 
ท่ีสกดัไดจ้ากเซลลแ์ห้งของแบคทีเรีย Alcaligenes latus ATCC 29714  ประกอบดว้ยโมเลกุลของ Poly(3-
hydroxybutyrate) มากกวา่ 99% มีน ้าหนกัโมเลกุลอยูใ่นช่วง 110 กิโลดาลตนั และมีค่า Melting temperature 
(Tm) 169 องศาเซลเซียส 

Heinrich et al. (2012) ศึกษาการสกดั Poly(3-hydroxybutyrate) จากเซลลแ์บคทีเรีย Ralstonia 
eutropha H16 ดว้ย Sodium hypochlorite เล้ียงแบคทีเรียใหเ้จริญ แบบ Fed-batch ในอาหาร Mineral salt 
medium ปริมาตร 400 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 650 ลิตร  และปรับสภาพอาหารให้เหมาะต่อ
การผลิตและสะสม PHA ก่อนการเก็บเก่ียวผลผลิตเซลล ์ 18 ชัว่โมง โดยเล้ียงแบคทีเรียภายใตส้ภาวะท่ีมี
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ไนโตรเจนจ ากดัในขณะท่ีมีปริมาณคาร์บอนมากเกินพอ จากนั้นแยกตะกอนเซลลไ์ปท าแหง้แบบแช่เยือก
แขง็ บดใหล้ะเอียดดว้ย Blender  และละลายเซลลแ์หง้ท่ีเตรียมได ้ 30 กรัมต่อลิตร ในสารละลาย Sodium 
hypochlorite เขม้ขน้ 13%  ท่ีมีค่า pH ท่ี 12.3 สกดั PHA ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 1 ชัว่โมง เติมน ้าปริมาตร 
0.5 เท่าของปริมาตรเร่ิมตน้ และบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 8 ชัว่โมง ป่ันแยกตะกอนพอลิเมอร์และลา้งดว้ย
น ้าสะอาดและ Isopropanol จ านวน 2 และ 1 คร้ัง ตามล าดบั พบวา่แบคทีเรีย Ralstonia eutropha H16 ผลิต
และสะสม PHA สูงถึง 62.20% ของน ้าหนกัแหง้ของเซลล ์ พอลิเมอร์ท่ีไดมี้ความบริสุทธ์ิ 95.66% 
ประกอบดว้ยโมเลกุลของ Poly(3-hydroxybutyrate) 91.32% โมเลกุลของพอลิเมอร์ท่ีสกดัดว้ย Sodium 
hypochlorite มีขนาดเล็กลงจากเร่ิมตน้ 50-70% เม่ือตรวจวเิคราะห์ดว้ย Gel permeation chromatography 
พบขนาดโมเลกุลในช่วง 460 ถึง 830 กิโลดาลตนั เทียบกบัการสกดัดว้ย Chloroform ท่ีใหพ้อลิเมอร์ท่ีมี
น ้าหนกัโมเลกุล 1,700 กิโลดาลตนั  
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บทที่ 2 
วธีิด าเนินการวจิัย 

การด าเนินงานของโครงการ การผลิตพอลิเมอร์พลาสติกชีวภาพจากแป้งมนัส าปะหลงัโดยแบคทีเรีย
สายพนัธ์ุเฉพาะ น้ีใช้สถานท่ีปฏิบติังานคือ ห้องปฏิบติัการ อาคารเคร่ืองมือ ศูนยเ์คร่ืองมือวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยี และห้องปฏิบติัการ อาคารศูนยว์ิจยัมนัส าปะหลงัและผลิตภณัฑ์ มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี 
ครุภณัฑแ์ละวสัดุ-อุปกรณ์หลกัท่ีใช ้และวธีิด าเนินการของโครงการ มีดงัน้ี 

2.1  อปุกรณ์ทีใ่ช้ในการด าเนินการวจิยั 
2.1.1  ครุภัณฑ์ 

ครุภณัฑห์ลกัท่ีใชมี้ดงัน้ี หมอ้น่ึงความดนัไอ (Autoclave; Hirayama, Hirayama Manufacturing 
Corp., Japan)  ตูอ้บไอร้อน (Hot air oven; 1375FX Shel Lab, Sheldon Manufacturing, Inc., U.S.A.)  ตูเ้ข่ีย
จุลินทรีย ์ (Laminar flow hood, Caireb Clen Air, The Netherlands)  ตูบ้่มเช้ือช่วงอุณหภูมิ 25-40 องศา
เซลเซียส (Shel Lab, Sheldon Manufacturing, Inc., U.S.A.)  ตูค้วบคุมอุณหภูมิต ่า 4-12 องศาเซลเซียส 
(FOC225I Velp Scientific, Progen Scientific Ltd., U.K.)  ตูแ้ช่แขง็ -20 องศาเซลเซียส (HLLE-370 Heto, 
Heto-Holten, Denmark) ส าหรับเก็บเช้ือพนัธ์ุจุลินทรีย ์  เคร่ืองชัง่ละเอียด (Analytical balance, TC-205, 
Denver Instrument Company, Japan)  เคร่ืองชัง่หยาบ (Pan balance, LB3200D Sartorius, Sartorius AG 
Göttingen, Germany)  เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง (CCMD 510 pH and conductivity meter, WPA, 
England) ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 6.6 ลิตร (Biostat® Bplus, Type 8843414, Sartorius BBI Systems 
GmbH, Germany) ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร และ 14 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115, New 
Brunswick, An Eppendorf Company, U.S.A.)  เคร่ืองนบัโคโลนี (Colony counter, Colony-Star, Germany)  
เคร่ืองท าแหง้แบบแช่แขง็ (Freeze Dry System with Stoppering Tray Dryer, 7759034, Labconco, U.S.A.) 
เคร่ืองระเหยแบบสุญญากาศ (Büchi Rotavapor R-200, BÜCHI Labortechnik AG, Switzerland)  เคร่ือง
เขยา่ (Sheldon Model 1245 PC, Manufacturing, Inc., U.S.A.)  กลอ้งจุลทรรศน์ชนิดท่ีใชแ้สง (Light 
microscope, Olympus BX51, Olympus Optical Co., Ltd., Japan)  กลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนซ์ 
(Fluorescence microscope; Olympus Model BX51TRF, Olympus Optical Co., Ltd., Japan)  กลอ้ง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscope, SEM, JEOL JSEM-6460 LV, JEOL, 
Japan)  กลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผา่น (Transmission electron microscope, TEM, JEOL JEM-
1230, JEOL, Japan)  กลอ้งถ่ายภาพภาคสนาม (Olympus, Camedia, Olympus Optical Co., Ltd., Japan)  
อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath, 1245PC Shel Lab, Sheldon Manufacturing Inc., U.S.A.)  เคร่ืองกวน
แม่เหล็ก (Magnetic stirrer, C-MAG HS 7 IKAMAG®, IKA®-WERKE GMBH & CO. KG, Germany), 
High speed refrigerated centrifuge (Avanti 26 XPI, Beckman Coulter, Beckman Coulter, Inc., U.S.A.), 
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Microcentrifuge (Strip-FugeTM, Clover Labs, Taiwan), 1H Nuclear Magnetic Resonance (NMR) 

Spectrometer (VARIAN INOVA 300 MHZ NMR SPECTROMETER, Lab Merchant Limited, United 
Kingdom), 13C Nuclear Magnetic Resonance (NMR) Spectrometer (VARIAN INOVA 75 MHZ NMR 

SPECTROMETER, Lab Merchant Limited), Micropipette sets (Nichipet EX, Nichiryo, Japan), Gel 
Permeation Chromatography (GPC, Agilent Technologies Inc., U.S.A.), Spectrophotometer 
UV/VISIBLE GBC 916, Scientific Equipment Ltd., Australia), Thermogravimetric Analyzer (TGA, TA 
Instruments, U.S.A.), Ultramicrotome (Ultracut RMC Boeckeler® microtome, Beckeler Instruments, Inc., 
U.S.A.) และ Vortex mixer (Finevortex, FinePCR, Korea) 

2.1.2  วสัดุ 

วสัดุท่ีใชมี้ดงัต่อไปน้ี เคร่ืองแกว้พื้นฐานส าหรับปฏิบติัการจุลชีววทิยา หลอดแกว้และพลาสติก
ชนิดทนต่อการแช่แข็งส าหรับเก็บเซลลจุ์ลินทรีย ์ ขวดฝาเกลียวขนาดบรรจุ 250 และ 500 มิลลิลิตร ท่ีทน
ความร้อนในการน่ึงฆ่าเช้ือ  Centrifuge tubes ขนาดบรรจุ 50 และ 250 มิลลิลิตร  Microcentrifuge tubes, 
Micropipette tips  สารหลกัท่ีใชเ้ตรียมอาหารเล้ียงจุลินทรีย ์ สารละลาย และส่วนผสมตวักลางเพื่อเก็บ
รักษาการมีชีวติของจุลินทรีย ์ ไดแ้ก่ แป้งมนัส าปะหลงั (Tapioca starch, Native starch, Sanguan Wongse 
Industries Co., Ltd., Thailand)  โปรตีนจากถัว่เหลือง (Food grade soy protein, Food EQ Co., Ltd, 
Thailand)  ยสีตแ์หง้ท่ีใชแ้ลว้จากอุตสาหกรรมการผลิตเบียร์ (Spent brewer’s yeast, บริษทั อาหารเสริม ใน
เครือ บริษทั เบียร์ไทย (1991)) ร าขา้วสกดัน ้ามนั (Defatted rice bran) จากบริษทั นิวทริชัน่ แอนด ์คอสเม-      
ติกส์ จ  ากดั ประเทศไทย  Beef extract, Proteose peptone, Polypeptone, Tryptone, Yeast extract (Himedia 
Laboratories, India), Glucose (Carlo Erba Reagents, Italy), Skim milk (Merck, Merck KGaA, Germany) 
สารเคมีระดบัคุณภาพวเิคราะห์ (Analytical grade) ไดแ้ก่ Ammonium sulphate ((NH4)2SO4), Acetone, 
Ethanol และ Isopropyl alcohol (Merck, Merck KGaA, Darmstadt, Germany), Calsium chloride 
(CaCl2.2H2O), Magnesium chloride, Manganese sulphate monohydrate, Sodium chloride, Tri-ammonium 
citrate , Ferrous ammonium citrate, Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4), Magnesium sulphate 
(MgSO4.7H2O) และ Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) (Carlo Erba Reagents), Magnesium 
sulphate monohydrate (Fluka BioChemika, Germany), Tween 80 (ACROS ORGANICS, U.S.A), 
Ethylenediamine tetra-acetic acid (EDTA, Sigma®, Sigma Chemical Co., U.S.A.), 1,2-Dichloroethane, 
Glutaraldehyde, Lead citrate, Osmiumtetoxide, Nile blue A, Uranyl acetate และ PHV (Sigma, Sigma-
Aldrich, Inc., U.S.A.), Epon resin (Hexion Inc., Sigapore), -Amylase (-Amylase from Bacillus 
amyloliquefaciens), Amyloglucosidase (Amyloglucosidase from Aspergillus niger, Sigma-Aldrich), Urea 
(AR grade, Carlo Erba Reagents) 
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2.2  วธีิการวจัิย 

วธีิการวจิยัของโครงการ การผลิตพอลิเมอร์พลาสติกชีวภาพจากแป้งมนัส าปะหลงัโดยแบคทีเรียสายพนัธ์ุ
เฉพาะ ประกอบดว้ยขั้นตอนดงัต่อไปน้ี 

2.2.1 การทดสอบการผลติสารพอลเิมอร์พลาสติกชีวภาพชนิด PHA โดยแบคทเีรียสายพนัธ์ุเฉพาะ 
 จากการใช้วตัถุดิบแป้งมันส าปะหลงัในระดับห้องปฏิบัติการ 

 ทดสอบศกัยภาพในการผลิตพอลิเมอร์พลาสติกชีวภาพชนิด PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีผา่น
การศึกษาและคดัเลือกจากโครงการวิจยัท่ีผูว้จิยัไดด้ าเนินการแลว้จ านวน 10 ไอโซเลท (สายพนัธ์ุ) ท่ีเก็บ
รักษาในลกัษณะเช้ือแหง้และแช่เยอืกแขง็ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส มาเพาะเล้ียงใหไ้ดร้ะยะการเจริญ
ของเซลลท่ี์เป็น Vegetative cells ท่ีวอ่งไวโดยใชอ้าหาร Trypticase soy broth (TSB, ภาคผนวก ค3) และ 
Trypticase soy agar (TSA, ภาคผนวก ค4) ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ 30-35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
24-48 ชัว่โมง ตามความจ าเป็นของแต่ละสายพนัธ์ุ (สุรีลกัษณ์ รอดทอง และคณะ, 2551) ตรวจสอบสภาพ
ของเช้ือบริสุทธ์ิ (Pure culture) ดว้ยวธีิ Streak plate และการติดสียอ้มเซลลแ์บบแกรม (Cappuccino and 
Sherman, 2005; ภาคผนวก ก1 และ ก3; ภาคผนวก ข1 และ ข6) จากนั้นใชเ้ช้ือบริสุทธ์ิท่ีไดใ้นการศึกษาใน
ขั้นการทดสอบศกัยภาพในการผลิต PHA ใชอ้าหารเล้ียงเช้ือท่ีมีวตัถุดิบแป้งมนัส าปะหลงัทั้งท่ีเตรียมโดย
ผา่นและไม่ผา่นการยอ่ยแป้งดว้ยเอนไซมใ์นขั้นตอนการเตรียมอาหาร พร้อมตรวจสอบลกัษณะปรากฏ
ของพอลิเมอร์ท่ีผลิตไดใ้นเบ้ืองตน้เพื่อเลือกใหไ้ดแ้บคทีเรีย 2 สายพนัธ์ุ ท่ีจะน ามาศึกษากระบวนการท่ี
เหมาะสมในผลิตสาร PHA จากแป้งมนัส าปะหลงัในระดบัหอ้งปฏิบติัการ  ในขั้นตอนน้ีมีการเล้ียง
แบคทีเรียแต่ละไอโซเลทในอาหารสมบูรณ์ (Complex medium, ภาคผนวก ค1) ท่ีมีแป้งมนัส าปะหลงัท่ีผลิต
เป็นการคา้เป็นแหล่งคาร์บอนทั้งท่ีเตรียมโดยผา่นและไม่ผา่นการยอ่ยแป้งดว้ยเอนไซมใ์นขั้นตอนการเตรียม
อาหารเล้ียงเช้ือ ส าหรับการเจริญและ Minimal medium (ภาคผนวก ค2)  ส าหรับการสะสมสารพอลิเมอร์ ท่ีมี
ส่วนประกอบดดัแปลงจาก Kunioka et al. (1989), Luengo et al. (2003), Atlas (2004) และ Pederson et al. 
(2006) ใชป้ริมาณอาหารเล้ียงเช้ือ 1,000 มิลลิลิตร เพื่อใหไ้ดเ้ซลล์ และสารสะสมภายในเซลลท่ี์มีปริมาณ
เพียงพอต่อการสกดัและตรวจสอบลกัษณะปรากฏของพอลิเมอร์ท่ีผลิตไดใ้นเบ้ืองตน้ภายหลงัการสกดั  ท่ีมี
ขั้นตอนการเล้ียงเช้ือดงัน้ี 

1) การเตรียมกลา้เช้ือ 
เตรียมเช้ือเร่ิมตน้ของแบคทีเรียท่ีคดัเลือกในสภาวะมีออกซิเจนอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 18 ชัว่โมง ใน Complex medium broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ปรับความเขม้ขน้ของเซลลป์ระมาณ 107 
เซลลต่์อมิลลิลิตร  

2) การเล้ียงเช้ือ 
2.1) เตรียมอาหาร Complex medium broth ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เติมกลา้เช้ือท่ีเตรียมตาม 

ขา้งตน้ปริมาณ (Inoculum size) 2% โดยปริมาตร เล้ียงใหแ้บคทีเรียเจริญในสภาวะท่ีมีออกซิเจน บนเคร่ือง 
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เขยา่ความเร็ว 120 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  

2.2) ป่ันแยกเซลล์ด้วยเคร่ืองป่ันเหวี่ยง ความเร็ว 9,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เทน ้าส่วนบนทิ้ง เติม Minimal medium broth ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เล้ียงให้
แบคทีเรียเจริญในสภาวะท่ีมีออกซิเจน บนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 120 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

มีการวเิคราะห์ในช่วงท่ีมีการเล้ียงเช้ือดงัน้ี 

ก. การเจริญของแบคทีเรีย 

ตรวจวดัการเจริญของแบคทีเรียในอาหารเหลวทั้ง Complex medium และ Minimal medium 

ตามวธีิมาตรฐาน (Standard plate count) ทางจุลชีววทิยา ดว้ยวธีิ Spread plate ดว้ยอาหาร TSA (ภาคผนวก 

ค4) จากท่ีไดเ้จือจางตวัอยา่งท่ีตอ้งการตรวจนบัแบบ Serial dilution ดว้ยสารละลายเกลือ (0.85% Sodium 

chloride) ปลอดเช้ือ (ภาคผนวก ข9) บ่มใหแ้บคทีเรียเจริญในสภาวะมีออกซิเจน ท่ีอุณหภูมิเหมาะสมท่ีใช้

เล้ียงเช้ือเป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง นบัจ านวนโคโลนี (CFU ต่อมิลลิลิตร) ของแบคทีเรียท่ีพบ 

ข. ปริมาณของแหล่งคาร์บอนในอาหารเล้ียงเหลวก่อนและหลงัการเล้ียงแบคทีเรีย  

หาปริมาณของแหล่งคาร์บอนในอาหารเล้ียงเหลวก่อนและหลงัการเล้ียงแบคทีเรีย โดยตรวจหา
ปริมาณน ้ าตาลรีดิวส์ (Reducing sugars) ดว้ย Dinitrosalicylic acid reagent (Miller, 1959) หรือในรูปปริมาณ
น ้าตาลทั้งหมด (Total sugars) ดว้ย Colorimetric (phenol-sulphuric acid) method (Dubois et al., 1956) 

ค. การตรวจสอบ PHA ท่ีสะสมในเซลลแ์บคทีเรีย 
ตรวจสอบ PHA ท่ีสะสมในเซลลแ์บคทีเรียดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนซ์ (Fluorescence 

microscope) ตาม Sudesh et al. (2000) ท่ีมีการดดัแปลงในบางขั้นตอน (สุรีลกัษณ์ รอดทอง และคณะ, 2551) 
โดยเตรียมรอย smear เช้ือท่ีไดจ้ากโคโลนีท่ีเจริญบนอาหาร Minimal medium บนแผน่สไลด ์หยดสารละลาย 
Nile blue A (1%, ภาคผนวก ก2) ลงบนรอย smear ทิ้งไว ้ 10 นาที ปิดทบัดว้ยแผน่แกว้ปิดสไลด ์  ตรวจดู             
การติดสีของเซลลด์ว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนซ์ ท่ีความยาวคล่ืน 460 นาโนเมตร บนัทึกผลจากท่ีมี 
Granules ติดสีส้มเหลืองภายในเซลล ์(Ostle and Holt, 1982) 

ง. การทดลองสกดัสาร PHA จากเซลลแ์บคทีเรีย 
เพื่อศึกษาคุณลกัษณะเบ้ืองตน้ของสาร PHA ท่ีผลิตไดเ้พื่อช่วยในการคดัเลือกแบคทีเรีย โดย

ทดลองสกดัสาร PHA โดยใช้สารเคมีตามกรรมวิธีท่ีดดัแปลงข้ึนจากงานวิจยัท่ีมีอยู่ก่อนแลว้ (สุรีลกัษณ์ 
รอดทอง และคณะ, 2551) ขั้นตอนการสกัดสารท่ีทดลองเป็นวิธีท่ีดัดแปลงจาก Vanlautem and Gilain 
(1982) และขั้นตอนการแยกตะกอนผลึก PHA ออกจากตวัท าละลายอินทรีย ์ดว้ยวิธีท่ีดดัแปลงจาก Noda 
(1998) โดยแยกเซลล์แบคทีเรียออกจากอาหารเล้ียงเช้ือ ดว้ยการป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  เทอาหารส่วนใสทิ้ง อาจมีการบนัทึกน ้ าหนกัเปียกของเซลล์  
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ล้างตะกอนเซลล์ด้วยสารละลายเกลือเจือจาง (0.85% Sodium chloride) ปลอดเช้ือ (ภาคผนวก ข9) น า
ตะกอนเซลล์ท่ีไดไ้ปท าแห้งโดยวิธีการ Freeze drying  ชัง่น ้ าหนกัของเซลล์แห้ง  ลา้งตะกอนเซลล์แห้ง
ดว้ย Methanol 200 มิลลิลิตร โดยเท Methanol ผ่านเซลล์แห้งบนกระดาษกรอง เพื่อลา้งไขมนัออก  น า
ตะกอนเซลล์ไปอบแห้งท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เพื่อระเหย Methanol ออก  ผสม
ตะกอนเซลล์แห้งกบัสารสกดั 1,2-Dichloroethane ในอตัราส่วน 1 กรัม ต่อ 20 มิลลิลิตร ในฟลาสกท่ี์มีฝา
ปิด น าไปให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 70-90 องศาเซลเซียส ในเคร่ืองเขย่าเป็นเวลา 30 นาที  กรองสารสกดั
ขณะร้อนผ่านส าลี และน าสารสกดัท่ีได้ไปแช่เย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนสารละลายเกิดเป็น
ตะกอนลกัษณะคลา้ยเจล  น าสารละลายสกดัไประเหยแยกตวัท าละลายอินทรีย ์1,2-Dichloroethane ออก
จากผลึก PHA โดยใชเ้คร่ืองระเหยแบบสุญญากาศท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ความดนั 300 mbar  หาก
สามารถสกดัแยก PHA ได ้มีขั้นตอนทดสอบเตรียม Compression-molded film ท่ีใช้อุณหภูมิ 160 องศา
เซลเซียส (ไดรั้บความอนุเคราะห์ดูแลผูช่้วยวิจยัในการเตรียมตวัอย่างจาก ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร.จนัทิมา            
ดีประเสริฐกุล สาขาวิชาวิศวกรรมพอลิเมอร์ ส านักวิชาวิศวกรรมศาสตร์ มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี)  
เปรียบเทียบกบั PHA ชนิด PHV จากการคา้ (Sigma) 

2.2.2 การศึกษากระบวนการทีเ่หมาะสมในการผลติสาร PHA จากแป้งมันส าปะหลงั โดยแบคทเีรีย
สายพนัธ์ุทีค่ัดเลือก 

ศึกษากระบวนการท่ีเหมาะสมในผลิตสาร PHA จากแป้งมนัส าปะหลงัทั้งท่ีเตรียมโดยผา่นและ
ไม่ผา่นการยอ่ยแป้งดว้ยเอนไซมใ์นขั้นตอนการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ โดยแบคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีคดัเลือก 2 
สายพนัธ์ุ จากขอ้ (2.2.1)  ทดลองเล้ียงแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 100-1,000 มิลลิลิตร บ่มใหเ้ช้ือ
เจริญท่ีสภาวะท่ีระบุตามขอ้มูลพื้นฐานของแบคทีเรียแต่ละสายพนัธ์ุ  ตรวจวดัการเจริญของเช้ือท่ีเพาะเล้ียง
ไดโ้ดยหาน ้าหนกัต่อปริมาตร เปรียบเทียบกบัการวดัการเจริญโดยนบัจ านวนเซลลต์ามวธีิมาตรฐาน 
(Standard plate count) ทางจุลชีววทิยา ดว้ย Spread plate technique (ขอ้ 2.2.1ก) และตรวจสอบปริมาณ 
PHA ท่ีสะสมภายในเซลล ์(ขอ้ 2.2.1ค)  โดยด าเนินการศึกษาตามขั้นตอนดงัต่อไปน้ี 

2.2.2.1 การศึกษาปัจจัยด้านสารอาหาร 

ศึกษาปัจจยัดา้นสารอาหารเพื่อการเจริญและการผลิต PHA ดงัน้ี 

ก. ความเข้มข้นทีเ่หมาะสมของแหล่งคาร์บอน 
ทดลองเพื่อให้ได้ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของแป้งมนัส าปะหลงัซ่ึงใช้เป็นแหล่ง

คาร์บอนในส่วนประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ ทั้งท่ีเตรียมโดยผา่นและไม่ผา่นการยอ่ยแป้งดว้ยเอนไซมใ์น
ขั้นตอนการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ จากสูตรอาหารเร่ิมตน้ตามท่ีใชใ้นขอ้ (2.2.1) 

ข. ชนิดและความเข้มข้นทีเ่หมาะสมของแหล่งไนโตรเจน 
ทดลองเพื่อหาชนิดและความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของแหล่งไนโตรเจนโดยใชสู้ตร 
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อาหารท่ีได้จากการศึกษาในข้อ (2.2.2.1ก)  แหล่งของไนโตรเจนท่ีสนใจ ได้แก่ โปรตีนจากถั่วเหลือง 
แอมโมเนียมซลัเฟต ยเูรีย เป็นตน้ 

ค. Essential element และ Growth factor ในส่วนประกอบของอาหารเลีย้งเช้ือ 
ศึกษาความจ าเป็นท่ีตอ้งเติม Essential element และ/หรือ Growth factor ใน

ส่วนประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเป็นผลจากการศึกษาในขอ้ (2.2.2.1ข) 

2.2.2.2 การศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการผลติ PHA  
ศึกษาผลอุณหภูมิต่อการผลิต PHA โดยเล้ียงแบคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีคดัเลือกในอาหาร

เล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสม (ขอ้ 2.2.2.1) ท่ีระดบัอุณหภูมิ 25-40 องศาเซลเซียส เพื่อใหไ้ดอุ้ณหภูมิท่ีเหมาะสมใน      
การผลิต PHA  เก็บตวัอย่างจากการเล้ียงเช้ือท่ีระยะเวลาต่างๆ ต่อเน่ืองเป็นเวลา 48 ชัว่โมง ตรวจวดัการ
เจริญของแบคทีเรียและหาปริมาณ PHA ท่ีสะสมภายในเซลล ์

2.2.2.3 การศึกษาปริมาณกล้าเช้ือเร่ิมต้นที่เหมาะสม 
ศึกษาปริมาณกล้าเช้ือเร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมเพื่อให้สามารถเตรียมและใช้ประโยชน์ ทั้ง

แบคทีเรียกลา้เช้ือและสารในอาหารเล้ียงเช้ืออย่างคุม้ค่าท่ีสุด ทดลองผลิต PHA จากส่วนประกอบของ
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีพฒันาได ้ในสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับแบคทีเรียเฉพาะสายพนัธ์ุ  พิจารณาทดลองใช้
ปริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้ท่ีมีความเขม้ขน้โดยเฉล่ีย 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ในช่วง 1-5% ตรวจวดัการเจริญ 
ความเป็นกรด-ด่างของอาหารเล้ียงเช้ือ  ปริมาณแป้งท่ีเหลือ  และปริมาณ PHA ท่ีผลิต เม่ือเล้ียงเช้ือเป็น
เวลา 48 ชัว่โมง 

2.2.2.4 การพฒันารูปแบบของการเลีย้งแบคทีเรีย 
ศึกษาวธีิการเล้ียงแบคทีเรียแบบ Fed-batch process และพฒันาใหไ้ดก้ระบวนการท่ีปฏิบติั

ไดง่้ายและใช้เวลาสั้นในการผลิต PHA  โดยใชข้อ้มูลความตอ้งการสารอาหารและปัจจยัทางกายภาพตามท่ี
ไดศึ้กษาแลว้มาช่วยวางแผนการพฒันารูปแบบของการเล้ียงแบคทีเรีย หาน ้ าหนกัเปียกของเซลล์ท่ีผลิตได้
จากการชัง่ตะกอนเซลล์หลงัการป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ยว 9,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที และหาน ้ าหนกั
แห้งตาม AOAC International (2000) โดยคาดหวงัวา่จะสามารถเพิ่มมวลของเซลล์ (น ้ าหนกัเปียก) ไดร้าว 80 
กรัมต่อลิตร 

2.2.2.5 การทดลองเพิม่ขนาดการผลติ PHA ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
ทดลองเพิ่มขนาดการผลิต PHA ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีมีปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ 5 

ลิตร ท่ีมีส่วนประกอบท่ีเหมาะสม ปริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้ท่ีเหมาะสม และตามรูปแบบท่ีไดจ้ากการศึกษา
ตามขอ้ (2.2.2.1-2.2.2.4)  ตรวจวดัการเจริญ ความเป็นกรด-ด่างของอาหารเล้ียงเช้ือ  ปริมาณแหล่งคาร์บอน
ท่ีเหลือ  และปริมาณ PHA ท่ีผลิต ท่ีระยะเวลาต่างๆ ของการเล้ียงเช้ือ 
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2.2.3 การศึกษาการสกดัสาร PHA  จากเซลล์แบคทเีรียสายพนัธ์ุเฉพาะทีศึ่กษาและตรวจสอบ
คุณลกัษณะส าคัญของ PHA ทีไ่ด้ เพ่ือความเหมาะสมต่อการใช้งาน 

ทดสอบสกดัสาร PHA  จากเซลล์แบคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีศึกษา ตามกรรมวิธีท่ีใชค้วามรู้จากงานวิจยั
ท่ีไดด้ าเนินการก่อนโครงการน้ีแลว้ และดดัแปลงเพื่อให้มีความเหมาะสมกบัสายพนัธ์ุของแบคทีเรียท่ีศึกษา 
ตรวจสอบลกัษณะปรากฏของพอลิเมอร์ PHA ท่ีผลิตได ้โดยเฉพาะอยา่งยิง่ดา้นความเหนียว ยดืหยุน่ แขง็ หรือ
เปราะ  และศึกษาคุณลกัษณะเบ้ืองตน้ของสาร PHA ท่ีเลือกจากผลิตไดเ้พื่อความเหมาะสมต่อการใช้งานโดย
ตรวจสอบชนิดของ PHA ตาม Kim et al. (1996) และ Khanna and Srivastava (2005) ขั้นตอนน้ีได้รับความ
อนุเคราะห์ดูแลผูช่้วยวิจยัในการเตรียมตวัอย่างจาก ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร.จนัทิมา ดีประเสริฐกุล สาขาวิชา
วศิวกรรมพอลิเมอร์ ส านกัวชิาวศิวกรรมศาสตร์ มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี ดงัน้ี 

ก. การตรวจสอบโครงสร้างเคมีเบ้ืองตน้ของพอลิเมอร์ 

ตรวจสอบโครงสร้างเคมีเบ้ืองตน้ของพอลิเมอร์ดว้ย Nuclear magnetic resonance (NMR) 
spectroscopy โดยละลายพอลิเมอร์ใน Deuterated chloroform (CDCl3) วดัท่ีอุณหภูมิหอ้งดว้ยเคร่ือง 1H 
NMR Spectrometer (NMR SPECTROMETER INOVA, VARIAN, 300 MHz) และ 13C NMR Spectrometer 
(VARIAN, 75 MHz) โดยใช ้Tetramethylsilane (TMS) เป็นสารมาตรฐานภายใน 

ข. การตรวจสอบสมบติัทางความร้อนของพอลิเมอร์ 

ตรวจสอบสมบติัทางความร้อนของพอลิเมอร์ดว้ยเทคนิค Differential Scanning Calorimetry 
(DSC) ศึกษาดว้ยเคร่ือง Differential Scanning Calorimeter (Diamond, PerkinElmer, U.S.A.)  โดยบรรจุพอลิเม
อร์ปริมาณ 1-5 มิลลิกรัม ลงใน Aluminum pan ภายใตบ้รรยากาศไนโตรเจน ให้ความร้อนจาก -20 ถึง 200 องศา
เซลเซียส ดว้ยอตัราการให้ความร้อน 10 องศาเซลเซียสต่อนาที (first run)  ท าใหเ้ยน็ลงถึง -20 องศาเซลเซียส 
ดว้ยอตัรา 10 องศาเซลเซียสต่อนาที จากนั้นให้ความร้อนจาก -20 ถึง 200 องศาเซลเซียส ดว้ยอตัราการใหค้วาม
ร้อน 10 องศาเซลเซียสต่อนาที (second run)  อ่านค่าอุณหภูมิหลอม (Melting temperature, Tm) หรืออุณหภูมิ
การเกิดผลึก (Crystallization temperature, Tc) ท่ีต าแหน่งยอดของ Peak 

การตรวจสอบสมบติัทางความร้อนของพอลิเมอร์ศึกษายงัทดลองใช ้Thermogravimetric Analysis 
(TGA) ดว้ยเคร่ือง Thermogravimetric Analyzer (TA Instrument, U.S.A.) โดยบรรจุพอลิเมอร์ ปริมาณ        
5-15 มิลลิกรัม ลงใน Aluminum pan ภายใตบ้รรยากาศไนโตรเจน ใหค้วามร้อนจากอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ถึง 200 องศาเซลเซียส ดว้ยอตัราการใหค้วามร้อน 10 องศาเซลเซียสต่อนาที (first run) ท าให้
เยน็ลงดว้ยอากาศ จากนั้นให้ความร้อนจาก 30 องศาเซลเซียส ถึง 200 องศาเซลเซียส ดว้ยอตัราการให้
ความร้อน 10 องศาเซลเซียสต่อนาที (Second run) บนัทึกน ้าหนกัของสารท่ีสูญเสีย (Weight loss) 
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ค. การตรวจหาน ้าหนกัโมเลกุลและการกระจายตวัของพอลิเมอร์ดว้ยเทคนิค Gel Permeation 
Chromatography (GPC) 

ละลายพอลิเมอร์ปริมาณ 0.25 กรัม ใน Chloroform (CHCl3) 5 มิลลิลิตร (ความเขม้ขน้
ประมาณ 0.5%) ฉีดสารละลายตวัอยา่งเขา้เคร่ือง GPC (Waters Corporation, Milford, MA 01757, U.S.A.) 
ผา่น Stila gel column 2 คอลมัน์ โดยใช ้Chloroform เป็นสารตวัชะ วดัท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส บนัทึก
การอ่านค่าโดยใชเ้คร่ืองตรวจวดัค่าดชันีหกัเห สร้าง Calibration curve ดว้ยพอลิสไตรีนมาตรฐาน (ช่วง
น ้าหนกัโมเลกุลเฉล่ีย 1.3×103-1.96×106 กรัมต่อโมล) 

2.2.4  การสรุปผลการวจัิย 
สรุปผลการศึกษาและวจิยั 
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บทที่ 3 
ผลและอภิปรายผลการวจิัย 

การด าเนินงานของโครงการวิจยั เพื่อผลิตพอลิเมอร์พลาสติกชีวภาพชนิดพอลิไฮดรอกซีแอลคา-       
โนเอท (Polyhydroxyalkanoates, PHA) ในระดบัห้องปฏิบติัการโดยแบคทีเรียสายพนัธ์ุเฉพาะท่ีคดัเลือกจาก        
ผลการศึกษาท่ีใช้วตัถุดิบแป้งมันส าปะหลังเป็นแหล่งอาหารคาร์บอนหลักเล้ียงแบคทีเรีย มีการพฒันา
กระบวนการผลิตและการสกดัสาร PHA จากเซลล์แบคทีเรียท่ีศึกษา พร้อมตรวจสอบคุณลกัษณะส าคญัของ      
พอลิเมอร์ PHA ท่ีได ้เพื่อความเหมาะสมต่อการใชง้าน ไดผ้ลดงัน้ี 

3.1  การทดสอบการผลติสารพอลเิมอร์พลาสตกิชีวภาพชนิด PHA โดยแบคทเีรียสายพนัธ์ุเฉพาะ 
จากการใช้วตัถุดบิแป้งมนัส าปะหลงัในระดบัห้องปฏิบตักิาร 

ทดสอบศกัยภาพในการผลิตสารพอลิเมอร์พลาสติกชีวภาพชนิด PHA ของแบคทีเรียเพื่อการคดัเลือก
เช้ือดว้ยการผลิตสาร PHA จากแป้งมนัส าปะหลงัทั้งท่ีเตรียมโดยผา่นและไม่ผา่นการยอ่ยแป้งดว้ยเอนไซม์
ไดเ้ลือกแบคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีผา่นการศึกษาจากโครงการวิจยัท่ีผูว้จิยัไดด้ าเนินการแลว้ (สุรีลกัษณ์ รอดทอง 
และคณะ, 2551) จ านวน 12 ไอโซเลท (สายพนัธ์ุ) (ตารางท่ี 3.1 และ รูปท่ี 3.1) จากท่ีวางแผนไวจ้  านวน 10 
ไอโซเลท (สายพนัธ์ุ) เพื่อตรวจสอบลกัษณะปรากฏของพอลิเมอร์ท่ีผลิตไดใ้นเบ้ืองตน้เพื่อคดัเลือก
แบคทีเรีย 2 สายพนัธ์ุ ท่ีน าไปศึกษากระบวนการท่ีเหมาะสมในผลิตสาร PHA จากแป้งมนัส าปะหลงัใน
ระดบัหอ้งปฏิบติัการ  อาหารเล้ียงเช้ือพื้นฐานท่ีใชเ้ล้ียงแบคทีเรียเพื่อผลิตสาร PHA ในขั้นตอนน้ีมีทั้ง
อาหารสมบูรณ์ (Complex medium) ส าหรับการเจริญ และ Minimal medium ส าหรับการสะสมสาร            
พอลิเมอร์  ซ่ึง Complex medium ท่ีใชมี้แป้งมนัส าปะหลงัท่ีผลิตจากหวัมนัชนิด Native starch เป็นแหล่ง
คาร์บอนทั้งท่ีเตรียมโดยผา่นและไม่ผา่นการยอ่ยแป้งดว้ยเอนไซม ์ ในขั้นตอนการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ  
กรณีการยอ่ยดว้ยเอนไซมไ์ดเ้ตรียมสารละลายแป้งมนัส าปะหลงัเร่ิมตน้ท่ีความเขม้ขน้ 10% โดยน ้ำหนกั
แหง้  ลดความหนืดและยอ่ยดว้ยเอนไซมต์ามขอ้แนะน าของผูผ้ลิตเอนไซมต์ามล าดบัดงัน้ี การยอ่ยแป้ง
ล าดบัแรกดว้ย α-Amylase (α-Amylase from Bacillus amyloliquefaciens, Sigma-Aldrich) ท่ีอุณหภูมิ 70 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และยอ่ยต่อดว้ย Amyloglucosidase (Amyloglucosidase from Aspergillus 
niger, Sigma-Aldrich) ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง (จากช่วงเวลาท่ีทางโครงการท่ีได้
ทดลองยอ่ยแป้งเป็นเวลา 1-5 ชัว่โมง) ได ้Reducing sugars ราว 80%  
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ตารางที ่3.1 แบคทีเรีย 12 ไอโซเลท (สายพนัธ์ุ) ท่ีเลือกจากงานวิจยัพื้นฐาน (สุรีลกัษณ์ รอดทอง และ
คณะ, 2551) เพื่อเร่ิมศึกษาความสามารถในการสร้างพอลิเมอร์ PHA 

 

Bacterial group/ isolate code Bacterial species1 

Gram-positive rods:  
SUT-CCR2 Bacillus subtilis 
SUT-CST2-2 Bacillus megaterium  
SUT-S2-20 Bacillus megaterium  

Gram-positive cocci:  
SUT-CAS1 Micrococcus sp. 
SUT-CAS5 Staphylococcus lentus 

Gram-negative rods:  
SUT-CZW8 Escherichia coli  
SUT-NZF1 Enterobacter sp. 
SUT-NZT6 Chryseobacterium sp. 
SUT-NZT7 Proteus sp. 
SUT-NZT9 Chryseobacterium sp. 
SUT-NZT13 Aeromonas sp. 
SUT-S2-12 Enterobacter sp. 

หมายเหตุ: 1, แบคทีเรียท่ีคดัแยกไดใ้นประเทศไทย ระบุชนิดตามลกัษณะทาง
สัณฐานวทิยาและชีวเคมี 
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รูปที ่3.1 ลกัษณะโคโลนี (ลูกศร) ของแบคทีเรียจ านวน 12 ไอโซเลท (สายพนัธ์ุ) (A-L) เจริญบนอาหาร 
Trypticase soy agar (TSA) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ท่ีเลือกมาทดสอบความสามารถในการสร้าง
พอลิเมอร์ชนิด PHA 

  

(A) SUT-CCR2 

(F) SUT-NZF1 

(B) SUT-CAS1 

(C) SUT-CST2-2 (D) SUT-CAS5 

(E) SUT-CZW8 
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รูปที ่3.1 (ต่อ) ลกัษณะโคโลนี (ลูกศร) ของแบคทีเรียจ านวน 12 ไอโซเลท (สายพนัธ์ุ) (A-L) เจริญบน
อาหาร Trypticase soy agar (TSA) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ท่ีเลือกมาทดสอบความสามารถ
ในการสร้างพอลิเมอร์ชนิด PHA 

  

(G) SUT-NZT6  (H) SUT-NZT7 

(I) SUT-NZT9 (J) SUT-NZT13 

(K) SUT-S2-12 (L) SUT-S2-20 
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ผลการทดลองเล้ียงแบคทีเรีย 12 ไอโซเลท (ตารางท่ี 3.1) ใหเ้จริญในอาหาร Complex medium 
(ตารางท่ี 3.2) ท่ีเติมแป้งมนัส าหลงัเปรียบเทียบกบัแป้งมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการยอ่ย (Hydrolyzed cassava 
starch) ดว้ยเอนไซม ์-Amylase และ Glucoamylase ท่ีมีความเขม้ขน้ของแป้งมนัส าปะหลงัเร่ิมตน้ 20 
กรัมต่อลิตร (น ้าหนกัแหง้) เป็นแหล่งคาร์บอน ปริมาตรอาหาร 100 มิลลิลิตร ปริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้ 2% 
โดยปริมาตร (ท่ีมีความเขม้ขน้เซลล ์~107 เซลลต่์อมิลลิลิตร) บนเคร่ืองเขยา่ดว้ยความเร็ว 120 รอบต่อนาที 
ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นป่ันแยกเซลลอ์อกจาก Complex medium 
ดว้ยเคร่ืองป่ันเหวีย่งความเร็ว 9,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ละลาย
ตะกอนเซลลด์ว้ยอาหารใหม่ชนิด Minimal medium (ตารางท่ี 3.3) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เล้ียงในสภาวะ
เดิมเป็นเวลา 48 ชัว่โมง พบวา่เลือกไดแ้บคทีเรีย 4 ไอโซเลท ประกอบดว้ยแบคทีเรียแกรมบวกรูปร่างเซลล์
เป็นท่อน (Gram-positive rods) สายพนัธ์ุ Bacillus subtilis SUT-CCR2 และ Bacillus megaterium SUT-
CST2-2 และแบคทีเรียแกรมลบรูปร่างเซลลเ์ป็นท่อน (Gram-negative rods) สายพนัธ์ุ Chryseobacterium 
sp. SUT-NZT6 และ Chryseobacterium sp. SUT-NZT9 เจริญไดดี้ในอาหาร Complex medium (ตารางท่ี 
3.2) ท่ีเตรียมโดยใชแ้ป้งมนัส าปะหลงั (Cassava starch) 2% ทั้งท่ีไม่ผา่นและผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์
(Hydrolyzed cassava starch) ไดน้ ้าหนกัเซลลเ์ปียกโดยเฉล่ีย 10-13 กรัมต่อลิตร เท่ากบัน ้าหนกัเซลลแ์หง้
โดยเฉล่ีย 2.36-2.73 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั มีแนวโนม้ให้ปริมาณเซลลสู์งกวา่อีก 8 สายพนัธ์ุ (ตารางท่ี 3.4) 
และสะสมพอลิเมอร์ภายในเซลล์ (รูปท่ี 3.2)   พร้อมทั้งไดต้รวจสอบเซลลแ์ละการสะสมพอลิเมอร์ในเซลล์
ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscope, SEM) และแบบส่องผา่น 
(Transmission electron microscope, TEM) ดว้ยวธีิการตาม Bozzola and Russell (1992)  โดยน าเซลลท่ี์ผา่น
การเล้ียงใน Minimal medium มาตรึงดว้ย Fixative solution 1 มิลลิลิตร ประกอบดว้ย 5% Glutaraldehyde, 
1% Osmiumtetoxide และ 0.2M Phosphate buffer อตัราส่วน 1:1:1 (ภาคผนวก ข5, ข7 และ ข8) ท่ี 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ป่ันแยกเซลลอ์อกท่ี 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ลา้งเซลลด์ว้ย 
Phosphate buffer (0.1M) 1 มิลลิลิตร 3 คร้ัง โดยป่ันแยกเซลลอ์อกท่ี 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที  
จากนั้นดึงน ้าออกจากเซลล ์ (Dehydration) และเตรียมตวัอยา่งเพื่อศึกษาดว้ย SEM และ TEM ดว้ยวธีิการ
ตาม Bozzola and Russell (1992)  พบรูปร่างเซลลท่ี์มีการสะสมพอลิเมอร์แตกต่างกนั (รูปท่ี 3.3 และ 3.4) 
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ตารางที ่3.2 ส่วนประกอบอาหารเล้ียงเช้ือ Complex medium (สูตรดดัแปลงของโครงการ) 

 

Composition Concetration (g/L) 
Tryptone 5.00 
Polypeptone 5.00 
Yeast extract 5.00 
Sodium chloride 2.50 
Cassava starch หรือ Hydrolyzed cassava starch  20.00 (Dry weight) 

pH 7.00±0.20 ท่ี 25 องศาเซลเซียส 
 
 
ตารางที ่3.3 ส่วนประกอบอาหารเล้ียงเช้ือ Minimal medium (สูตรดดัแปลงของโครงการ) 

 

Composition Concetration (g/L) 
Glucose 10.00 
(NH4)2 SO4 1.00 
CaCl2·2H2O 0.01 
Ferrous ammonium citrate 0.05 
KH2PO4 1.00 
MgSO4·7H2O 0.20 
Na2HPO4 3.00 
Trace element solution 1.00 mL 
ประกอบดว้ย H3BO3, CoCl2·6H2O, ZnSO4·7H2O, MnCl2·4H2O, 
Na2MoO4·2H2O, NiCl2·6H2O และ CuSO4·5H2O เขม้ขน้ 0.3, 
0.2, 0.1, 0.03, 0.03, 0.02 และ 0.01 g/L ตามล าดบั 

 

  

pH 7.00±0.20 ท่ี 25 องศาเซลเซียส  
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ตารางที ่3.4 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรีย 12 ไอโซเลท ในอาหารเหลว 
Complex medium (ตารางท่ี 3.2) ท่ีมีแป้งมนัส าปะหลงัไม่ผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์
ส าหรับกลุ่ม Gram-positive rods และแป้งมนัส าปะหลงัผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซมส์ าหรับ
กลุ่ม Gram-positive cocci และ Gram-negative rods ดว้ยปริมาตรอาหาร 100 มิลลิลิตร 
บรรจุฟลาสกข์นาด 250 มิลลิลิตร บนเคร่ืองเขยา่ดว้ยความเร็ว 120 รอบต่อนาที ควบคุม
อุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ป่ันเหวี่ยงแยกตะกอนเซลลแ์ละเล้ียงใน
อาหาร Minimal medium (ตารางท่ี 3.3) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และเล้ียงต่อเน่ืองดว้ย
สภาวะเช่นเดียวกนัเป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

 

Bacterial 
group/ isolate 

code 

Cells 
at 0 h 
(CFU/m

L) 

Complex medium at 24 h  Minimal medium at 48 h 
Growth 
(CFU/mL) 

Wet cell 
weight 
(g/L) 

Dry cell 
weight 
(g/L) 

 Growth 
(CFU/mL) 

Wet cell 
weight 
(g/L) 

Dry cell 
weight 
(g/L) 

Gram-positive rods:        
SUT-CCR2 1.80×106 2.10×1010 13.00 2.09  2.40×1010 13.20 2.14 
SUT-CST2-2 1.90×106 2.10×1010 13.27 2.14  1.10×1010 14.87 2.37 
SUT-S2-20 1.90×106 9.00×106 10.47 1.79  7.00×105 10.60 1.82 
Gram-positive cocci:        
SUT-CAS1 2.70×106 1.06×1010 12.60 2.07  1.26×1010 10.27 1.81 
SUT-CAS5 8.50×106 6.30×109 11.87 2.06  6.94×109 11.27 1.95 
Gram-negative rods:        
SUT-CZW8 2.70×106 7.80×1010 9.33 1.57  5.05×109 8.07 1.33 
SUT-NZF1 1.68×106 1.37×1011 12.27 2.51  2.98×1011 10.33 1.74 
SUT-NZT6 1.61×106 1.55×1011 10.18 2.73  2.16×1011 10.61 2.13 
SUT-NZT7 3.30×106 3.50×109 9.67 1.63  8.20×108 9.67 1.63 
SUT-NZT9 1.22×106 3.15×1011 13.40 2.36  1.36×1011 14.93 2.66 
SUT-NZT13 1.40×106 3.50×108 7.60 1.23  1.04×1011 8.67 1.44 
SUT-S2-12 1.60×106 2.50×106 8.27 1.36  9.00×104 10.67 1.83 
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รูปที ่3.2 รูปร่างของเซลลแ์บคทีเรียท่ีไม่มีการสะสม PHA (A และ B) และมีการสะสม PHA (C-F) PHA 

granules ภายในเซลลเ์รืองแสงสีส้มเหลือง (ลูกศร) จากการยอ้มดว้ย Nile blue A (1%) และ
ตรวจสอบดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนซ์ (Fluorescence microscope) 

  

(B) Non-PHA-accumulating cells 

5 m 

(A) Non-PHA-accumulating cells 

5 m 

(C) SUT-NZT6 

5 m 

(D) SUT-NZT9 

5 m 

(E) SUT-CCR2 

5 m 

(F) SUT-CST2-2 

5 m 
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รูปที ่3.3 รูปร่างของเซลล์และ PHA granules (ลูกศร) ท่ีสะสมภายในเซลล์ของแบคทีเรีย 4 ไอโซเลท

ท่ีคดัเลือก ตรวจสอบด้วยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron 
microscope, SEM) 

  

(A) SUT-NZT6 (B) SUT-NZT9 

(D) SUT-CST2-2 

(C) SUT-CCR2 
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รูปที ่3.4 รูปร่างและ PHA granules (ลูกศร) ท่ีสะสมภายในเซลลข์องแบคทีเรีย 4 ไอโซเลท ท่ีคดัเลือก 
ตรวจสอบดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผา่น (Transmission electron microscope, 
TEM) 

 
 

จากนั้นไดท้ดลองเล้ียงแบคทีเรียทั้ง 4 ไอโซเลทท่ีคดัเลือก คือ SUT-CCR2, SUT-CST2-2, SUT-
NZT6 และ SUT-NZT9 เพื่อใหมี้การเจริญและผลิต PHA ในอาหารเหลว Complex medium และ Minimal 
medium ปริมาตร 1 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115) แบบ Batch 
culture โดยมีการปรับความเขม้ขน้ของแป้งมนัส าปะหลงัใน Complex medium จาก 20 กรัมต่อลิตร (ตาราง
ท่ี 3.2) เป็น 30 กรัมต่อลิตร (ตารางท่ี 3.5) ตามขั้นตอนดงัน้ี 

1) การเตรียมเช้ือเร่ิมตน้ 
เตรียมเช้ือเร่ิมตน้ของแบคทีเรียท่ีคดัเลือกอายปุระมาณ 18 ชัว่โมง ใน Complex medium (ตาราง

ท่ี 3.5) ตามความตอ้งการของแบคทีเรียแต่ละไอโซเลท ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บรรจุในฟลาสก ์ เล้ียงบน
เคร่ืองเขยา่ดว้ยความเร็ว 120 รอบต่อนาที ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส เตรียมความเขม้ขน้ของ
เซลลแ์บคทีเรียประมาณ 107 เซลลต่์อมิลลิลิตร เพื่อเป็นเช้ือเร่ิมตน้ (Innoculum) เพื่อเติมลงในถงัปฏิกรณ์
ชีวภาพ 

2) การเล้ียงเช้ือในระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ 
2.1) เตรียมอาหาร Complex medium (ตารางท่ี 3.5) ปริมาตร 1 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ 

  

(B) SUT-NZT9 (A) SUT-NZT6 

(C) SUT-CCR2 
(D) SUT-CST2-2 
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ตารางที ่3.5 ส่วนประกอบอาหารเล้ียงเช้ือ Complex medium สูตรดดัแปลงของโครงการ ท่ีเหมาะสม
ต่อส าหรับการเจริญของแบคทีเรีย 4 ไอโซเลท ท่ีคดัเลือก 

 

Composition Concetration (g/L) for bacterial isolates: 
SUT-CCR2 & SUT-CST2-2 SUT-NZT6 & SUT-NZT9 

Tryptone 5.00 5.00 
Polypeptone 5.00 5.00 
Yeast extract 5.00 5.00 
Sodium chloride 2.50 2.50 
Cassava starch (dry weight)  30.00  - 
Hydrolyzed cassava starch from 

cassava starch (dry weight) 
-  30.00  

pH 7.0±0.2 ท่ี 25 องศาเซลเซียส 
 

ขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115) เติมเช้ือเร่ิมตน้ท่ีเตรียมตามขา้งตน้ปริมาณ (Inoculum size) 
2% โดยปริมาตร เล้ียงใหแ้บคทีเรียเจริญในสภาวะมีออกซิเจนโดยใหอ้ากาศ (Aeration) 0.5 ลิตรต่อนาที 
ควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ค่า pH เท่ากบั 7.0 (ปรับ pH ดว้ย 3N NaOH และ 3N HCl) กวนดว้ย
ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

2.2) ป่ันแยกเซลลด์ว้ยเคร่ืองป่ันเหวีย่งความเร็ว 9,000 รอบต่อนาทีอท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ละลายตะกอนเซลลด์ว้ย Minimal medium (ตารางท่ี 3.3) บรรจุในถงัปฏิกรณ์
ชีวภาพ ปริมาตรสุดทา้ย 1 ลิตร เล้ียงแบคทีเรียดว้ยสภาวะเดียวกบัขา้งตน้เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  

2.3) ป่ันแยกเซลล์ด้วยเคร่ืองป่ันเหวี่ยงความเร็ว 9,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เทน ้าส่วนบนทิ้ง ลา้งตะกอนเซลลด์ว้ยสารละลายเกลือ (0.85% NaCl) ปลอด
เช้ือ 

2.4) น าตะกอนเซลลท่ี์ไดไ้ปสกดัสาร PHA ในขั้นตอนศึกษาคุณลกัษณะเบ้ืองตน้ของสาร 
PHA ต่อไป 

ผลการเล้ียงแบคทีเรียทั้ง 4 ไอโซเลท (SUT-CCR2, SUT-CST2-2, SUT-NZT6 และ SUT-NZT9) 
ดงักล่าวขา้งตน้ พบวา่แบคทีเรียทุกไอโซเลท เจริญไดดี้ในอาหารเล้ียงเช้ือและสภาวะท่ีเล้ียง (รูปท่ี 3.5-3.9 
และตารางท่ี 3.6) เม่ือเล้ียงเช้ือได้ 48 ชั่วโมง ให้ปริมาณเซลล์ท่ีความเขม้ขน้สูงช่วง 1013-1014 CFU ต่อ
มิลลิลิตร ท่ีได้น ้ าหนักเปียกของเซลล์ 31-39 กรัมต่อลิตร (น ้ าหนักแห้งของเซลล์ 5-7 กรัมต่อลิตร) ใน
อาหาร Minimal medium (รูปท่ี 3.9 และตารางท่ี 3.6)  น าตะกอนเซลลท์ั้งหมดท่ีไดเ้ตรียมเป็นตะกอนแหง้ 
เพื่อสกดัและศึกษาคุณลกัษณะเบ้ืองตน้ของสาร PHA ท่ีผลิตได ้เพื่อช่วยในการคดัเลือกแบคทีเรีย  
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รูปที ่3.5 ลกัษณะการเจริญของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-CCR2 ในอาหาร Complex medium (ตารางท่ี 

3.5) (A และ B) ปริมาตร 1 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 
115) เติมเช้ือเร่ิมตน้ 2% ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 ให้อากาศ (Aeration) 
0.5 ลิตรต่อนาที  กวนดว้ยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นป่ันเหวีย่งแยก
ตะกอนเซลลแ์ละเล้ียงต่อในอาหาร Minimal medium (ตารางท่ี 3.3) (C-E) ปริมาตร 1 ลิตร ดว้ย
สภาวะเช่นเดียวกนักบัขา้งตน้ เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

  

(B) NZT9 เล้ียงใน Complex 
medium ท่ี 24ชัว่โมง  

(A) SUT-CCR2 เล้ียงใน Complex medium ท่ี 0 ชัว่โมง  (B) SUT-CCR2 เล้ียงใน 
Complex medium ท่ี 24 
ชัว่โมง  

(C) SUT-CCR2 เล้ียงใน Minimal medium ท่ี 0 ชัว่โมง  (D) SUT-CCR2 เล้ียงใน 
Minimal medium ท่ี 24 
ชัว่โมง  

(E) SUT-CCR2 เล้ียงใน Minimal medium ท่ี 48 ชัว่โมง  
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รูปที ่3.6 ลกัษณะการเจริญของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ CST2-2 เล้ียงในอาหาร Complex medium (ตารางท่ี 
3.5) (A และ B) ปริมาตร 1 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 
115) เติมเช้ือเร่ิมตน้ 2% ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0  ให้อากาศ (Aeration) 
0.5 ลิตรต่อนาที  กวนดว้ยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นป่ันเหวีย่งแยก
ตะกอนเซลลแ์ละเล้ียงต่อในอาหาร Minimal medium (ตารางท่ี 3.3) (D-G) ปริมาตร 1 ลิตร ดว้ย
สภาวะเช่นเดียวกนักบัขา้งตน้ เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

  

(A) SUT-CST2-2  เล้ียงใน Complex medium ท่ี 0 
ชัว่โมง  

(C) SUT-CST2-2  เล้ียงใน Minimal medium ท่ี 0 ชัว่โมง  (D) SUT-CST2-2 9 เล้ียงใน 
Minimal medium ท่ี 24
ชัว่โมง  

(E) SUT-CST2-2 เล้ียงใน Minimal medium ท่ี 48 ชัว่โมง  

(B) SUT-CST2-2 เล้ียงใน 
Complex medium ท่ี 24 
ชัว่โมง  
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รูปที ่3.7 ลกัษณะการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 เล้ียงในอาหาร Complex 
medium (ตารางท่ี 3.5) (A และ B) ปริมาตร 1 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร 
(BioFlo®/CelliGen® 115) เติมเช้ือเร่ิมตน้ 2% ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 
ใหอ้ากาศ (Aeration) 0.5 ลิตรต่อนาที  กวนดว้ยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
จากนั้นป่ันเหวีย่งแยกตะกอนเซลลแ์ละเล้ียงต่อในอาหาร Minimal medium (ตารางท่ี 3.3) (C-
E) ปริมาตร 1 ลิตร ดว้ยสภาวะเช่นเดียวกนักบัขา้งตน้ เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

  

(A) SUT-NZT6 เล้ียงใน Complex medium ท่ี 0 ชัว่โมง  

(D) SUT-NZT6 เล้ียงใน 
Minimal medium ท่ี 24 
ชัว่โมง  

(E) SUT-NZT6 เล้ียงใน Minimal medium ท่ี 48 ชัว่โมง  

(C) SUT-NZT6 เล้ียงใน Minimal medium ท่ี 0 ชัว่โมง  

(B) SUT-NZT6 เล้ียงใน 
Complex medium ท่ี 24 
ชัว่โมง  
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รูปที ่3.8 ลกัษณะการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT9 เล้ียงในอาหาร Complex 
medium (ตารางท่ี 3.5) (A และ B) ปริมาตร 1 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร 
(BioFlo®/CelliGen® 115) เติมเช้ือเร่ิมตน้ 2% ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0  
ใหอ้ากาศ (Aeration) 0.5 ลิตรต่อนาที  กวนดว้ยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
จากนั้นป่ันเหวีย่งแยกตะกอนเซลลแ์ละเล้ียงต่อในอาหาร Minimal medium (ตารางท่ี 3.3) (C-
E) ปริมาตร 1 ลิตร ดว้ยสภาวะเช่นเดียวกนักบัขา้งตน้ เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

  

(A) SUT-NZT9 เล้ียงใน Complex medium ท่ี 6 ชัว่โมง  

(E) SUT-NZT9 เล้ียงใน Minimal medium ท่ี 48 ชัว่โมง  

(D) SUT-NZT9 เล้ียงใน Minimal 
medium ท่ี 24 ชัว่โมง  

(C) SUT-NZT9 เล้ียงใน Minimal medium ท่ี 0 ชัว่โมง  

(B) SUT-NZT9 เล้ียงใน 
Complex medium ท่ี 24 
ชัว่โมง  
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ตารางท่ี 3.6 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-CCR2, SUT-CST2-
2, SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 ในอาหารเล้ียงเช้ือ Complex medium (ตารางท่ี 3.5) 
ปริมาตรอาหาร 1 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115) 
เติมเช้ือเร่ิมตน้ 2% โดยปริมาตร (~107 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศา
เซลเซียส pH ท่ี 7.0  ใหอ้ากาศ (Aeration) 0.5 ลิตรต่อนาที  กวนดว้ยความเร็ว 200 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ป่ันเหวีย่งแยกตะกอนเซลลแ์ละเล้ียงต่อในอาหาร Minimal 
medium (ตารางท่ี 3.3) ปริมาตร 1 ลิตร ดว้ยสภาวะการเล้ียงเดียวกนักบัขา้งตน้ เป็นเวลา 48 
ชัว่โมง 

 

Bacterial isolate code/ 
Medium/ Cultivation time (h) 

Growth 
(CFU/mL) 

Wet cell 
weight 
(g/L) 

Dry cell 
weight 
(g/L) 

pH of the 
cultivated 
medium 

Total sugars 
in cultured 

medium (g/L) 
SUT-CCR2:     

Complex medium:     
  0 6.00×106  3.79 0.67 7.05 30.95 
12 6.45×1012 20.36 3.58 7.00 12.45 
24 3.50×1013 27.50 4.83 6.90  1.06 

Minimal medium:      
  0 1.55×1013 26.95 4.74 6.89 10.64 
24 3.55×1013 29.45 5.18 7.00  3.55 
48 8.20×1013 31.73 5.58 7.00  0.94 

SUT-CST2-2:     
Complex medium:     

  0 4.07×106  3.10 0.54 7.05 30.70 
12 6.60×1012 19.82 3.48 7.00 11.97 
24 3.65×1013 32.60 5.73 7.12 1.56 

Minimal medium:      
  0 3.50×1013 31.06 5.46 6.90 10.55 
24 2.05×1013 36.25 6.37 7.00 12.46 
48 1.16×1014 38.88 6.83 7.00  0.85 
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ตารางที ่3.6 (ต่อ) ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-CCR2, 
SUT-CST2-2, SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 ในอาหารเล้ียงเช้ือ Complex medium 
(ตารางท่ี 3.5) ปริมาตรอาหาร 1 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร 
(BioFlo®/CelliGen® 115) เติมเช้ือเร่ิมตน้ 2% โดยปริมาตร (~107 เซลลต่์อมิลลิลิตร) 
ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0  ใหอ้ากาศ (Aeration) 0.5 ลิตรต่อ
นาที  กวนดว้ยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ป่ันเหวีย่งแยกตะกอน
เซลลแ์ละเล้ียงต่อในอาหาร Minimal medium (ตารางท่ี 3.3) ปริมาตร 1 ลิตร ดว้ย
สภาวะการเล้ียงเดียวกนักบัขา้งตน้ เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

 

Bacterial isolate code/ 
Medium/ Cultivation time (h) 

Growth 
(CFU/mL) 

Wet cell 
weight 
(g/L) 

Dry cell 
weight 
(g/L) 

pH of the 
cultivated 
medium 

Total sugars 
in cultured 

medium (g/L) 
SUT-NZT6:     

Complex medium:     
  0 7.79×106 3.45 0.61 7.10 31.05 
12 3.65×1012 21.20 3.73 7.00 12.25 
24 4.45×1013 32.76 5.76 7.00  1.04 

Minimal medium:      
  0 3.95×1013 31.60 5.56 6.90 10.27 
24 7.73×1014 34.15 6.08 7.00  4.20 
48 1.05×1014 36.01 6.33 7.00  0.91 

SUT-NZT9:     
Complex medium:     

  0 1.46×106 3.65 0.64 7.10 30.94 
12 7.39×1014 20.27 3.81 6.95 15.56 
24 3.02×1015 35.62 6.26 7.00  1.21 

Minimal medium:      
  0 2.67×1015 34.10 5.99 6.90 10.25 
24 3.20×1015 37.05 6.51 7.00  3.76 
48 3.10×1014 39.85 7.03 7.15  0.43 
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รูปที ่3.9 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-CCR2, SUT-CST2-2, 
SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 จากอาหาร Minimal medium (ตารางท่ี 3.3) ปริมาตร 1 ลิตร ใน
ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115) เล้ียงโดยควบคุมอุณหภูมิท่ี 
30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 ใหอ้ากาศ (Aeration) 0.5 ลิตรต่อนาที กวนดว้ยความเร็ว 200 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง หลงัจากเล้ียงในอาหาร Complex medium (ตารางท่ี 3.5) ปริมาตร
อาหาร 1 ลิตร ใชป้ริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 2% โดยปริมาตร (ท่ีมีความเขม้ขน้เซลล ์ ~106 เซลลต่์อ
มิลลิลิตร) ดว้ยสภาวะการเล้ียงเดียวกนักบัขา้งตน้เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และป่ันเหวีย่งแยก
ตะกอนเซลลม์าเล้ียงใน Minimal medium 

 

จากท่ีไดท้ดลองเล้ียงแบคทีเรีย 4 ไอโซเลท ท่ีคดัเลือก เพือ่ผลิต PHA มีขั้นตอนการสกดัสาร           
พอลิเมอร์ โดยแยกเซลลแ์บคทีเรียออกจากอาหารเล้ียงเช้ือ ดว้ยเคร่ืองป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 9,000 รอบต่อ
นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  เทอาหารส่วนใสทิ้ง ลา้งตะกอนเซลลด์ว้ยสารละลายเกลือ 
(0.85% NaCl) ปลอดเช้ือ  ท าแหง้ตะกอนเซลลด์ว้ยเคร่ืองท าแหง้แบบแช่แขง็ (Freeze Dry System)  ชัง่
น ้าหนกัของเซลลแ์หง้  ลา้งตะกอนเซลลแ์หง้ดว้ย Methanol  โดยเท Methanol ผา่นเซลลแ์หง้บนกระดาษ
กรอง เพื่อลา้งไขมนัออก  น าตะกอนเซลลไ์ปอบแหง้ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เพื่อ
ระเหย Methanol ออก  ผสมตะกอนเซลลแ์หง้กบัตวัท าละลายอินทรีย ์ 1,2-Dichloroethane เพื่อสกดั PHA 
ในอตัราส่วนตะกอนเซลลแ์หง้ 1 กรัม ต่อตวัท าละลายอินทรีย ์20 มิลลิลิตร ในฟลาสกท่ี์มีฝาปิด น าไปให้
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ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 70-90 องศาเซลเซียส ในเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณภูมิ เป็นเวลา 30 นาที  กรองสารสกดั
ขณะร้อนผา่นส าลี และน าสารสกดัท่ีไดไ้ปแช่เยน็ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนสังเกตเห็นผลึก PHA 
ลกัษณะคลา้ยเจล  จึงน าสารละลายสกดัไประเหยแยกตวัท าละลายอินทรีย ์ 1,2-Dichloroethane  ออกจาก
ผลึก PHA ดว้ยเคร่ืองระเหยแบบสุญญากาศท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ความดนั 300 mbar  พบวา่สามารถ
สกดัแยก PHA ได ้(รูปท่ี 3.10)  มีเพียง PHA ท่ีผลิตโดยแบคทีเรียไอโซเลท SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 
ในสกุล Chryseobacterium มีความเหนียวและทนอุณหภูมิสูงไดใ้กลเ้คียงกบัพลาสติกจากปิโตรเคมีท่ีใช้
งานโดยทัว่ไป สามารถเตรียม Compression-molded film (รูปท่ี 3.11) ท่ีใชอุ้ณหภูมิ 160 องศาเซลเซียส ได ้
และใกลเ้คียงกบั PHA ชนิด PHV จากการคา้ (Sigma) (ไดรั้บความอนุเคราะห์การเตรียม Compression-
molded film จากผูช่้วยศาสตราจารย ์ ดร.จนัทิมา ดีประเสริฐกุล สาขาวิชาวิศวกรรมพอลิเมอร์ ส านกัวิชา
วศิวกรรมศาสตร์ มหาวิทยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี)  ส่วน PHA ท่ีผลิตจากแบคทีเรียท่ีคดัเลือกอีก 2 ไอโซเลท 
ในสกุล Bacillus มีความเปราะ  แต่ก็ยงัน่าสนใจท่ีอาจใชเ้ป็นพอลิเมอร์ผสม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่3.10 ลกัษณะของ PHA ท่ีสกดัไดจ้ากเซลลข์องแบคทีเรีย 4 ไอโซเลท (สายพนัธ์ุ) ท่ีคดัเลือก 
  

(A) SUT-NZT6 

(D) SUT-CST2-2 (C) SUT-CCR2 

(B) SUT-NZT9 
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รูปที ่3.11 Compression-molded film (ใชอุ้ณหภูมิ 160 องศาเซลเซียส) ของ PHA ท่ีสกดัไดจ้าก
เซลลข์องแบคทีเรีย 2 ไอโซเลท ท่ีคดัเลือก (A และ B)  เปรียบเทียบกบั PHA ชนิด PHV 
จากการคา้ (Sigma, Sigma-Aldrich, Inc.) (C) 

  

(C) PHA ชนิด PHV จากการคา้ (Sigma) 

(A) PHA ท่ีผลิตจาก SUT-NZT6  (B) PHA ท่ีผลิตจาก SUT-NZT9 
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3.2  การศึกษากระบวนการทีเ่หมาะสมในการผลติสาร PHA จากแป้งมนัส าปะหลงั โดย
แบคทเีรียสายพนัธ์ุทีค่ดัเลือก 

ศึกษากระบวนการท่ีเหมาะสมในผลิตสาร PHA จากแป้งมนัส าปะหลงัโดยแบคทีเรียสายพนัธ์ุท่ี
คดัเลือก 2 สายพนัธ์ุ คือ SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 ตามความสามารถในการเจริญ สะสมพอลิเมอร์ PHA 
และสมบติัของ PHA ท่ีสะสม จากขอ้ (3.1) ในอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 100-1,000 มิลลิลิตร บ่มให้เช้ือเจริญ
ท่ีสภาวะตามการทดลองขา้งตน้ โดยท่ี SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 เจริญไดใ้น Complex medium (ตาราง
ท่ี 3.2) ท่ีมีแป้งมนัส าปะหลงั (Cassava starch) 2% ทั้งท่ีไม่ผา่นและผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์(Hydrolyzed 
cassava starch) แต่เจริญไดดี้มากใน Complex medium ท่ีมี Hydrolyzed cassava starch (ตารางท่ี 3.5 และ 
3.6)  การเล้ียงแบคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีคดัเลือกในขั้นตอนน้ีมีการตรวจวดัการเจริญของแบคทีเรียท่ีเพาะเล้ียง
ไดโ้ดยหาน ้าหนกัของเซลลท่ี์ไดใ้นปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใช ้ เปรียบเทียบกบัการวดัการเจริญตามวธีิ
มาตรฐานทางจุลชีววทิยาดว้ย Spread plate technique  และตรวจสอบการสะสม PHA ภายในเซลล์
แบคทีเรียจาก Minimal medium ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนซ์ โดยยอ้ม PHA granules ดว้ย Nile blue A 
(1%)  ตรวจดูการติดสีส้มเหลืองของ PHA granules ภายในเซลลท่ี์ความยาวคล่ืน 460 นาโนเมตร  จาก
การศึกษาของโครงการพบวา่ปริมาณ PHA granules ท่ีสะสมภายในเซลลมี์ความแปรผนัโดยตรงกบัน ้าหนกั
ของเซลล์แบคทีเรียท่ีได ้ จึงใชน้ ้าหนกัของเซลลท่ี์ผลิตไดเ้ป็นเกณฑใ์นการศึกษากระบวนการท่ีเหมาะสมใน
ผลิตสาร PHA  การศึกษาในขั้นตอนน้ีมีขั้นตอนและไดผ้ลการศึกษาดงัน้ี 

3.2.1  การศึกษาปัจจัยด้านสารอาหาร 

ศึกษาปัจจยัดา้นสารอาหารเพื่อการเจริญและการผลิต PHA ไดผ้ลการศึกษาดงัน้ี 

3.2.1.1  ความเข้มข้นทีเ่หมาะสมของแหล่งคาร์บอน 

ก. แหล่งคาร์บอนใน Complex medium 

ทดลองเพื่อให้ไดค้วามเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของแป้งมนัส าปะหลงัซ่ึงใช้เป็นแหล่ง
คาร์บอนในส่วนประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ  จากท่ีไดท้ดลองเล้ียงแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ 
SUT-NZT9 ในอาหาร Complex medium เติม Hydrolyzed cassava starch เขม้ขน้ 20 กรัมต่อลิตร (ตาราง
ท่ี 3.2) นั้นพบการเจริญดีมาก จึงเพิ่ม Hydrolyzed cassava starch เป็นเขม้ขน้ 30 กรัมต่อลิตร (ตารางท่ี 3.5) 
เป็นแหล่งคาร์บอนหลกั พบวา่มีความเหมาะสมเม่ือเล้ียงแบคทีเรียในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีมีปริมาตรอาหาร 
1,000 มิลลิลิตร ไดค้วามเขม้ขน้ของเซลล์มากกวา่ 1013 เซลล์ต่อมิลลิลิตร(ตารางท่ี 3.6) จากปริมาณเซลล์
เร่ิมตน้ (0 ชัว่โมง) ประมาณ 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร เม่ือเล้ียงเช้ือเป็นเวลา 24 ชัว่โมง  กรณีของ Complex 
medium เพื่อการเจริญให้ไดป้ริมาณเซลล์มาก จึงเลือกใชค้วามเขม้ขน้ของแป้งมนัส าปะหลงั 30 กรัมต่อ
ลิตร (น ้าหนกัแหง้) ผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์(Hydrolyzed cassava starch) และมีแหล่งไนโตรเจนหลกัคือ 
Tryptone และ Polypeptone และมี Yeast extract (มีส่วนประกอบท่ีเป็นโปรตีนและคาร์โบไฮเตรทราว 24 
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และ 20% ตามล าดบั และมีสารเร่งการเจริญ (Growth factors)) ในปริมาณชนิดละ 0.5% (ตารางท่ี 3.7) เพื่อ
ศึกษาแหล่งไนโตรเจนทดแทน ในขั้นตอนต่อไป 
 

ตารางที ่3.7 ส่วนประกอบอาหารเล้ียงเช้ือ Complex medium สูตรดดัแปลงของโครงการ ท่ี
เหมาะสมต่อส าหรับการเจริญของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 
ท่ีคดัเลือก 

 

Composition Concetration (g/L) 
Tryptone 5.00 
Polypeptone 5.00 
Yeast extract 5.00 
Sodium chloride 2.50 
Hydrolyzed cassava starch from cassava starch (dry weight) 30.00  

pH 7.0±0.2 ท่ี 25 องศาเซลเซียส 
 
 

ข. แหล่งคาร์บอนใน Minimal medium 

ทดลองปรับชนิดและความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอนใน Minimal medium ตาม
ตารางท่ี 3.8 เพื่อเล้ียงแบคทีเรียท่ีคดัเลือก 2 สายพนัธ์ุ ใหส้ะสมพอลิเมอร์ PHA ในเซลล ์เร่ิมตน้จากการใช ้
Complex medium (ตารางท่ี 3.7) เล้ียงแบคทีเรีย Complex medium ดงักล่าวขา้งตน้ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
ในฟลาสก ์(Erlenmeyer flask) ขนาดบรรจุ 250 มิลลิลิตร จ านวน 3 ซ ้ าใหไ้ดป้ริมาตรรวม 300 มิลลิลิตร ท า
การทดลอง 2 ซ ้ า บนเคร่ืองเขยา่ดว้ยความเร็ว 120 รอบต่อนาที ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นป่ันเหวีย่งแยกตะกอนเซลลแ์ละเล้ียงต่อในอาหาร Minimal medium ท่ีมีแหล่ง
คาร์บอนแตกต่างกนั คือ Hydrolyzed cassava starch 30 กรัมต่อลิตร เทียบกบักลูโคสเขม้ขน้ 10 และ 20 
กรัมต่อลิตร (ตารางท่ี 3.8) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ดว้ยสภาวะเช่นเดียวกนักบัขา้งตน้ เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  
พบวา่ทั้งกลูโคสท่ีความเขม้ขน้ 10 และ 20 กรัมและ Hydrolyzed cassava starch ใหผ้ลผลิตเซลลโ์ดยเฉล่ีย
ไม่นอ้ยกวา่ 1010 CFU ต่อมิลลิลิตร  และกลูโคสเขม้ขน้ 10 กรัมต่อลิตร (ตารางท่ี 3.9) เพียงพอต่อ                
การสนบัสนุนเซลลใ์หมี้การสะสม PHA เม่ือเปรียบเทียบกบั Minimal medium ท่ีมี Hydrolyzed cassava 
starch 30 กรัมต่อลิตร และกลูโคสเขม้ขน้ 20 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน  จึงเลือกกลูโคส 10 กรัมต่อ
ลิตร เป็นส่วนประกอบของ Minimal medium เพื่อศึกษาในขั้นตอนต่อไป 
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ตารางที ่3.8 แหล่งคาร์บอนในส่วนประกอบอาหารเล้ียงเช้ือ Minimal medium ท่ีไดศึ้กษา 

 

Composition Concentration (g/L)/ Minimal medium no. 
 1 2 3 
Glucose 10.00 20.00 - 
Hydrolyzed cassava starch prepared from cassava starch - - 30.00 
(NH4)2.SO4 1.00 1.00 1.00 
CaCl2.2H2O 0.01 0.01 0.01 
Ferrous ammonium citrate 0.05 0.05 0.05 
KH2PO4 1.00 1.00 1.00 
MgSO4.7H2O 0.20 0.20 0.20 
Na2HPO4 3.00 3.00 3.00 
Trace element solution: 1.00 mL 1.00 mL  1.00 mL 
ประกอบดว้ย H3BO3, CoCl2.6H2O, 
ZnSO4.7H2O, MnCl2.4H2O, Na2MoO4.2H2O, 
NiCl2.6H2O และ CuSO4.5H2O เขม้ขน้ 0.3, 0.2, 
0.1, 0.03, 0.03, 0.02 และ 0.01 g/L ตามล าดบั 

   

pH 7.0±0.2 ท่ี 25 องศาเซลเซียส 
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ตารางที ่3.9 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ SUT-
NZT9 ใน Complex medium (ตารางท่ี 3.7) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในฟลาสก ์(Erlenmeyer 
flask) ขนาดบรรจุ 250 มิลลิลิตร จ านวน 3 ซ ้ าใหไ้ดป้ริมาตรรวม 300 มิลลิลิตร เล้ียงบน
เคร่ืองเขยา่ดว้ยความเร็ว 120 รอบต่อนาที ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
24 ชัว่โมง จากนั้นป่ันเหวีย่งแยกตะกอนเซลลแ์ละเล้ียงในอาหาร Minimal medium ท่ีมี
แหล่งคาร์บอนแตกต่างกนั (ตารางท่ี 3.8) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ต่อเน่ืองดว้ยสภาวะ
เช่นเดียวกนัเป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

 

Bacterial isolate code/ Medium/ 
Cultivation time (h) 

Growth 
(CFU/mL) 

Wet cell 
weight 
(g/L) 

Dry cell 
weight 
(g/L) 

pH of the 
cultivated 
medium 

Remaining 
reducing 

sugars (g/L) 
SUT-NZT6:     

Complex medium (300 mL 
from 3 flasks containing 
4.65×106 CFU/mL at 0 h): 

    

24 h 4.15×1012 8.76 1.76 5.10   3.04 
Minimal medium (100 mL):      
48 h      

Glucose 10 g/L 4.10×1012 16.07 3.32 4.45   0.70 
Glucose 20 g/L 3.40×1011 16.93 3.24 4.42   3.92 
Hydrolyzed cassava starch  4.50×1011 16.40 2.75 4.75 10.50 

SUT-NZT9:     
Complex medium (300 mL 

from 3 flasks containing 
2.55×106 CFU/mL at 0 h): 

    

24 h 3.02×1011 7.62 1.26 5.30   3.21 
Minimal medium (100 mL):      
48 h      

Glucose 10 g/L 5.30×1011 14.13 3.09 5.19   0.72 
Glucose 20 g/L 9.30×1010 15.60 3.27 4.84   2.82 
Hydrolyzed cassava starch  8.00×1010 14.33 2.54 4.66   7.94 
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ชนิดของแหล่งคาร์บอนมีความส าคญัต่อการผลิต PHA ของจุลินทรีย ์แบคทีเรียสามารถผลิต PHA 
จากวตัถุดิบเร่ิมตน้หลายชนิด ไดแ้ก่ Glucose, Acetate, Tryptone, Pyruvate, Methanol เป็นตน้  และการ
สะสมมีตั้งแต่ <10% ถึง >80% ของน ้าหนกัแหง้ของเซลล ์ (Kim and Lenz, 2001; Singh et al., 2009)   
Hollender et al. (2002)  ผลการศึกษาของโครงการน้ียงัคงสอดคลอ้งกบัจากท่ีมีรายงานน ้าตาลกลูโคสท่ี
ยงัคงเป็นแหล่งคาร์บอนส าคญัมากในการผลิต PHA ของแบคทีเรีย ทั้งท่ีเป็นแบคทีเรียสายพนัธ์ุดั้งเดิมและ
ท่ีผา่นการท าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุตามท่ีมีรายงานมีหลายสายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ Bacillus megaterium SRKP-3, 
Brevibacillus inocatus, Bacillus licheniformis, Bacillus cereus (Chakravarty et al., 2010; Reddy and 
Mohan, 2012), Pseudomonas mandelii, Pseudomonas fluorescens, Jantinobacterium lividum, 
Pseudomonas lini, Pseudomonas sp. (Goh and Tan, 2012), Pseudomonas putida Bet001 (Gumel et al., 
2012), Pseudomonas aeruginosa 42A2, Pseudomonas stutzeri, Aeromonas hydrophila, Aeromonas 
caviae (Reddy and Mohan, 2012), Cupriavidus necator (Campos et al., 2014) และแบคทีเรียในสกุล 
Azoarcus, Thauera, Paracoccus (Albuquerque et al., 2013) เป็นตน้  

3.2.1.2 ชนิดและความเข้มข้นทีเ่หมาะสมของแหล่งไนโตรเจน 

ก. แหล่งไนโตรเจนใน Complex medium 

ทดลองเพื่อหาชนิดและความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของแหล่งไนโตรเจน ซ่ึงแหล่ง
ไนโตรเจนหลายชนิดมีองค์ประกอบท่ีเป็นสารส่งเสริมการเจริญ (Growth factor)  โดยใช้ส่วนประกอบของ
อาหารท่ีได้จากการศึกษาในขอ้ (3.2.1.1)  โดย Complex medium (ตารางท่ี 3.7) เป็นสูตรอาหารเร่ิมตน้ และ
ศึกษาแหล่งของไนโตรเจนต่างกันคือ โปรตีนจากถั่วเหลือง (Food grade soy protein, Food EQ Co., Ltd, 
Thailand)  ยสีตแ์หง้ท่ีใชแ้ลว้จากอุตสาหกรรมการผลิตเบียร์ (Spent brewer’s yeast) จากบริษทั อาหารเสริม ใน
เครือ บริษทั เบียร์ไทย (1991)  และยเูรีย (Urea, AR grade, Carlo Erba Reagents, Italy)  รวมทั้งทดลองใชร้ าขา้ว
สกดัน ้ามนั (Defatted rice bran) จากบริษทั นิวทริชัน่ แอนด ์คอสเมติกส์ จ  ากดั ประเทศไทย (จากท่ีไดว้เิคราะห์
ส่วนประกอบของร าขา้วท่ีใชมี้ปริมาณโปรตีนและไขมนัโดยเฉล่ีย 13 และ 14% ตามล าดบั) เพื่อลดปริมาณท่ี
จ าเป็นต้องใช้หรือใช้ทดแทนส่วนประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีจ  าหน่ายเพื่อใช้ในห้องปฏิบัติการคือ 
Tryptone (Himedia Laboratories, India) และ Yeast extract (Himedia Laboratories) ซ่ึงมีราคาแพง 

เซลลจ์าก Complex medium nos. 2-4 (ตารางท่ี 3.10) มีกากจากส่วนประกอบของอาหารปนมาดว้ย 
ถึงแมจ้ะผา่นการป่ันแยก 2 คร้ัง ท่ี 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เพื่อแยกกากหยาบ และน าส่วนใส
ไปป่ันแยกอีกคร้ัง ท่ี 9,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที เพื่อแยกใหไ้ดเ้ซลลแ์บคทีเรีย ซ่ึงเม่ือเล้ียง
แบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 ในอาหาร Complex medium 3 สูตรขา้งตน้ ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร ในฟลาสกข์นาดบรรจุ 250 มิลลิลิตร เล้ียงบนเคร่ืองเขยา่ดว้ยความเร็ว 120 รอบต่อนาที ควบคุม
อุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นป่ันเหวีย่งแยกตะกอนเซลลแ์ละเล้ียงต่อในอาหาร 
Minimal medium no. 1 (ตารางท่ี 3.8) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ดว้ยสภาวะเช่นเดียวกนักบั Complex medium 
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เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เพื่อการสะสม PHA ภายในเซลล ์ซ่ึงไดผ้ลปริมาณเซลล ์15.15 และ 14.26, 14.40 และ 
15.60, 15.03 และ 14.33 กรัมต่อลิตร (น ้าหนกัเปียก) ราว 2.56 และ 2.63, 2.41 และ 2.77, 2.44 และ 2.54 
กรัมต่อลิตร (น ้าหนกัแหง้) ตามล าดบั (ตารางท่ี 3.11) ซ่ึงค่อนขา้งใกลเ้คียงกบัการเล้ียงใน Complex 
medium เร่ิมตน้ (Complex medium no. 1 ท่ีมี Tryptone, Polypeptone และ Yeast extract เป็นส่วนประกอบ) 
ท่ีไดป้ริมาณเซลล ์15.69 และ 15.02 กรัมต่อลิตร (น ้าหนกัเปียก) ราว 2.98 และ 3.06 กรัมต่อลิตร (น ้าหนกั
แหง้) ตามล าดบั (ตารางท่ี 3.11) 

 
 

ตารางที ่3.10 แหล่งไนโตรเจนและสารส่งเสริมการเจริญท่ีแตกต่างกนัใน Complex medium ท่ีไดศึ้กษา 
 

Composition Concentration (g/L)/Complex medium no. 
 1 2 3 4 
Tryptone 5.00 - - - 
Polypeptone 5.00 - - - 
Yeast extract 5.00 - - - 
Spent brewer's yeast - 10.00 5.00 5.00 
Soybean meal - - 5.00 5.00 
Urea - - - 5.00 
Defatted rice bran - 5.00 5.00 - 
Sodium chloride 2.50 2.50 2.50 2.50 
Hydrolyzed cassava starch 30.00 30.00 30.00 30.00 

 
กล่าวโดยสรุปไดว้า่แบคทีเรียท่ีคดัเลือก 2 สายพนัธ์ุ/ไอโซเลท (SUT-NZT6 และ SUT-NZT9) 

สามารถผลิตพอลิเมอร์ท่ีมีความเหนียว ท่ีไดศึ้กษาปัจจยัดา้นสารอาหารท่ีใชแ้หล่งไนโตรเจนและสารส่งเสริม
การเจริญ (Growth factor) พบวา่ยสีตแ์หง้ท่ีใชแ้ลว้จากอุตสาหกรรมการผลิตเบียร์และร าขา้วสกดัน ้ามนันั้น 
ส่งเสริมการเจริญของแบคทีเรียไดดี้ (ตารางท่ี 3.11) และมีส่วนประกอบไม่ซบัซ้อน เตรียมไดง้าน (Complex 
medium no. 2 ตารางท่ี 3.10)  
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ตารางที ่3.11 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ SUT-
NZT9 ในอาหาร Complex medium ท่ีมีส่วนประกอบของแหล่งไนโตรเจนต่างกนั 4 
สูตร (ตารางท่ี 3.10) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในฟลาสกข์นาดบรรจุ 250 มิลลิลิตร เล้ียง
บนเคร่ืองเขยา่ดว้ยความเร็ว 120 รอบต่อนาที ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นป่ันเหวีย่งแยกตะกอนเซลลแ์ละเล้ียงต่อในอาหาร Minimal 
medium no. 1 (ตารางท่ี 3.8) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ดว้ยสภาวะเช่นเดียวกนักบั Complex 
medium เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

 

Bacterial isolate code/ 
Medium/ Cultivation time (h) 

Growth 
(CFU/mL) 

Wet cell 
weight 
(g/L)1 

Dry cell 
weight 
(g/L)1 

pH of the 
cultivated 
medium 

Total sugars 
in the medium 

(g/L) 
SUT-NZT6:     

Complex medium (1.65×106 
CFU/mL at 0 h)/  

24 h: 

   

No.1 (Table 3.10) 8.89×1011 10.06 2.92 5.08 1.94 
No.2 (Table 3.10) 6.15×1011 9.76 2.35 5.10 1.89 
No.3 (Table 3.10) 5.50×1011 9.85 2.29 5.12 1.97 
No.4 (Table 3.10) 4.60×1011 9.01 2.45 5.20 2.38 

Minimal medium no. 1 
(Table 3.8)/ 

48 h from complex medium:  

    

No.1 (Table 3.10) 9.11×1011 15.69 2.98 5.01 0.72 
No.2 (Table 3.10) 4.00×1011 15.15 2.56 4.65 0.69 
No.3 (Table 3.10) 2.50×1011 14.40 2.41 4.75 0.85 
No.4 (Table 3.10) 3.40×1011 15.03 2.44 4.82 0.92 
      

1, เซลลจ์าก Complex medium nos. 2-4 มีกากจากส่วนประกอบของอาหารปนมาดว้ย ถึงแมจ้ะผา่นการ
ป่ันแยก 2 คร้ัง ท่ี 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เพื่อแยกกากหยาบ และน าส่วนใสไปป่ันแยก
อีกคร้ัง ท่ี 9,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที เพื่อแยกให้ไดเ้ซลลแ์บคทีเรีย  
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ตารางที ่3.11 (ต่อ) ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 
และ SUT-NZT9 ในอาหาร Complex medium ท่ีมีส่วนประกอบของแหล่ง
ไนโตรเจนต่างกนั 4 สูตร (ตารางท่ี 3.10) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในฟลาสกข์นาด
บรรจุ 250 มิลลิลิตร เล้ียงบนเคร่ืองเขยา่ดว้ยความเร็ว 120 รอบต่อนาที ควบคุม
อุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นป่ันเหวีย่งแยกตะกอน
เซลลแ์ละเล้ียงต่อในอาหาร Minimal medium no. 1 (ตารางท่ี 3.8) ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร ดว้ยสภาวะเช่นเดียวกนักบั Complex medium เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

 

Bacterial isolate code/ 
Medium/ Cultivation time (h) 

Growth 
(CFU/mL) 

Wet cell 
weight 
(g/L)1 

Dry cell 
weight 
(g/L)1 

pH of the 
cultivated 
medium 

Total sugars 
in the medium 

(g/L) 
SUT-NZT9:     

Complex medium 
(1.145×106 CFU/mL at 0 h)/  

24 h: 

   

No.1 (Table 3.10) 5.12×1011 10.69 2.26 5.23 3.07 
No.2 (Table 3.10) 2.67×1012 10.68 2.42 5.25 2.15 
No.3 (Table 3.10) 3.42×1011 10.62 2.26 5.10 3.01 
No.4 (Table 3.10) 2.02×1011 9.62 2.35 5.10 2.92 

Minimal medium no. 1 (Table 3.8)/ 
48 h from complex medium: 

    

No.1 (Table 3.10) 9.02×1011 15.02 3.06 5.03 0.82 
No.2 (Table 3.10) 4.66×1011 14.26 2.63 5.19 1.10 
No.3 (Table 3.10) 9.30×1010 14.60 2.77 4.84 1.08 
No.4 (Table 3.10) 8.00×1010 14.33 2.54 4.66 0.94 
      

หมายเหตุ: 1, เซลลจ์าก Complex medium nos. 2-4 มีกากจากส่วนประกอบของอาหารปนมาดว้ย ถึงแม้
จะผา่นการป่ันแยก 2 คร้ัง ท่ี 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เพื่อแยกกากหยาบ และ
น าส่วนใสไปป่ันแยกอีกคร้ัง ท่ี 9,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที เพื่อใหไ้ดเ้ซลล์
แบคทีเรีย  
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เม่ือทดลองยืนยนัผลการเจริญและการสะสม PHA เล้ียงแบคทีเรียท่ีคดัเลือก 2 สายพนัธ์ุ แบบ 
Fed-Batch เพื่อลดขั้นตอนการป่ันแยกเซลล์ท่ีมีตะกอนจากกากอาหารเล้ียงเช้ือปนอยูร่าว 50% โดยเล้ียง
ใน Complex medium no. 2 ตารางท่ี 3.10 ท่ีเติมยีสต์แห้งท่ีใช้แลว้จากอุตสาหกรรมการผลิตเบียร์และร า
ขา้วสกดัไขมนั ปริมาตรอาหาร 4 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 
115)  เติมเช้ือเร่ิมตน้ 2% โดยปริมาตร (106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร โดยเฉล่ีย) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศา
เซลเซียส pH ท่ี 7.0  กวนดว้ยความเร็ว 300 รอบต่อนาที ให้อากาศ 0.5 ลิตรต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
จากนั้นเติม Minimal medium no. 1 ตารางท่ี 3.8 ให้ไดป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 5 ลิตร เล้ียงแบคทีเรียต่อ
ดว้ยสภาวะเดิม แต่กวนดว้ยความเร็ว 500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง พบการเจริญดีของแบคทีเรีย
ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ (SUT-NZT6 และ SUT-NZT9) ไดเ้ซลล์โดยเฉล่ียไม่น้อยกว่า 24 กรัมต่อลิตร (น ้าหนกั
เปียก) หรือราว 3.5-4.5 กรัมต่อลิตร (น ้าหนกัแห้ง) (รูปท่ี 3.12 และ 3.13 และตารางท่ี 3.12) น ้าหนกั
เซลล์ท่ีเพิ่มข้ึนใน Minimal medium  เม่ือเปรียบเทียบกบั Complex medium พบว่าเน่ืองจากการสะสม
พอลิเมอร์ในเซลล์ท่ีมีจ  านวนเซลล์ใกลเ้คียงกนัในอาหารเล้ียงเช้ือทั้ง 2 ชนิดขา้งตน้ แต่ในการศึกษาคร้ัง
น้ียงัมีความไม่เหมาะสมในสภาวะการศึกษาปัจจุบนั เน่ืองจากมีกากเหลือท่ีเป็นส่วนประกอบของ
อาหารท่ีส่งผลความยุ่งยากของกระบวนการแยกเซลล์แบคทีเรียจากอาหารเล้ียงเช้ือ ส่งผลถึงปัญหาใน
ขั้นตอนการสกดัสารจากเซลล์แบคทีเรียและการท าบริสุทธ์ิสารพอลิเมอร์  อาจพิจารณาปรับใชใ้น
อนาคตเม่ือไดพ้ฒันากรรมวิธีเก็บเก่ียวเซลล์แยกจากตะกอน เน่ืองเป็นวิธีการผลิตท่ีลดตน้ทุนของ
อาหารเล้ียงเช้ือลงไดม้ากเม่ือเปรียบเทียบกบัสูตรอาหารเล้ียงเช้ือสูตรอ่ืนท่ีไดศึ้กษา 

ข. แหล่งไนโตรเจนใน Minimal medium 

แหล่งไนโตรเจนท่ีเป็นส่วนประกอบของ Minimal medium ยงัคงพิจารณาการใช้
แอมโมเนียมซลัเฟต (Ammonium sulphate) ปริมาณ 0.1% ซ่ึงจดัวา่เป็นปริมาณนอ้ย หาไดง่้าย และเป็น
ส่วนประกอบของอาหารท่ีแบคทีเรียสายพนัธ์ุคดัเลือกเจริญและสะสมพอลิเมอร์ PHA ไดดี้ จึงคงไวเ้ป็น
แหล่งไนโตรเจน (ตารางท่ี 3.8)  ดงันั้นส่วนประกอบอาหารเล้ียงเช้ือ Minimal medium ท่ีใชเ้พื่อศึกษาใน
ขั้นตอนต่อไปประกอบดว้ย Glucose, (NH4)2.SO4, CaCl2.2H2O, Ferrous ammonium citrate, KH2PO4, 
MgSO4.7H2O, Na2HPO4, 10.0, 1.0, 0.01, 0.05, 1.0, 0.20, และ 3.0 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั และ Trace 
element solution (ประกอบดว้ย H3BO3, CoCl2.6H2O, ZnSO4.7H2O, MnCl2.4H2O, Na2MoO4.2H2O, 
NiCl2.6H2O และ CuSO4.5H2O เขม้ขน้ 0.3, 0.2, 0.1, 0.03, 0.03, 0.02, 1.0 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั) 1.0 
มิลลิลิตร 
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รูปที ่3.12 ตวัอยา่งลกัษณะการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 ใน Complex 

medium no. 2 ตารางท่ี 3.10 (A-B) เติมยสีตแ์หง้ท่ีใชแ้ลว้จากอุตสาหกรรมการผลิตเบียร์และ
ร าขา้วสกดัไขมนั ปริมาตรอาหาร 4 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร 
(BioFlo®/CelliGen® 115)  เติมเช้ือเร่ิมตน้ 2% โดยปริมาตร (106 เซลลต่์อมิลลิลิตร โดยเฉล่ีย)
ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0  กวนดว้ยความเร็ว 300 รอบต่อนาที ให้
อากาศ 0.5 ลิตรต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เติม Minimal medium no. 1 ตารางท่ี 3.8 (C-E) 
ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 5 ลิตร และเล้ียงแบคทีเรียต่อเน่ืองดว้ยสภาวะเดิม แต่กวนดว้ย
ความเร็ว 500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

  

(A) SUT-NZT6 ใน Complex medium ท่ีเติม Hydrolyzed cassava ท่ีเติม Spent 
brewer’s yeast และDefatted rice bran ท่ี 0 ชัว่โมง 

(B) SUT-NZT6 ใน Complex 
medium 24 ชัว่โมง  

(C) SUT-NZT6_เติม Minimal medium ท่ี 0 ชัว่โมง หลงัเล้ียงใน Complex medium ท่ีเติม 
Spent brewer’s yeast และDefatted rice bran เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

(D) SUT-NZT6_เล้ียงใน 
Minimal medium ท่ี 12 
ชัว่โมง 

(E) SUT-NZT6_เล้ียงใน 
Minimal medium ท่ี 48 
ชัว่โมง 
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รูปที ่3.13 ตวัอยา่งลกัษณะการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 ใน Complex 
medium no. 2 ตารางท่ี 3.10 (A-B) เติมยสีตแ์หง้ท่ีใชแ้ลว้จากอุตสาหกรรมการผลิตเบียร์
และร าขา้วสกดัไขมนั ปริมาตรอาหาร 4 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร 
(BioFlo®/CelliGen® 115)  เติมเช้ือเร่ิมตน้ 2% โดยปริมาตร (106 เซลลต่์อมิลลิลิตร โดย
เฉล่ีย)ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0  กวนดว้ยความเร็ว 300 รอบต่อนาที 
ใหอ้ากาศ 0.5 ลิตรต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เติม Minimal medium no. 1 ตารางท่ี 3.8 
(C-E) ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 5 ลิตร และเล้ียงแบคทีเรียต่อเน่ืองดว้ยสภาวะเดิม แต่
กวนดว้ยความเร็ว 500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง   

(A) SUT-NZT9 เล้ียงใน Complex medium ท่ีเติม Hydrolyzed cassava 
starch กากยสีตแ์ละร าขา้วสกดัไขมนั ท่ี 0 ชัว่โมง 

(B) SUT-NZT9 เล้ียงใน 
Complex medium 12 
ชัว่โมง  

(C) SUT-NZT9 เล้ียงใน 
Complex medium 18 
ชัว่โมง 

(D) SUT-NZT9เล้ียงใน 
Complex medium 24 
ชัว่โมง 

(I) SUT-NZT9 เล้ียงใน 
Minimal medium ท่ี 48 
ชัว่โมง 

(E) SUT-NZT9 เล้ียงใน Complex medium ท่ีเติมกากยสีตแ์ละร าสกดัไขมนัเป็นเวลา 
24 ชัว่โมง ใน และเติม Minimal medium ท่ี 0 ชัว่โมง 

(F) SUT-NZT9_เล้ียงใน 
Minimal medium ท่ี 12 
ชัว่โมง 

(G) SUT-NZT9 เล้ียงใน 
Minimal medium ท่ี 24 
ชัว่โมง 
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ตารางที ่3.12 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ 
SUT-NZT9 ในอาหาร Complex medium no. 2 (ตารางท่ี 3.10) ท่ีใช ้Cassava starch 
hydrolysate เขม้ขน้ 30 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน และเติมยสีตแ์หง้ท่ีใชแ้ลว้จาก
อุตสาหกรรมการผลิตเบียร์และร าขา้วสกดัไขมนั 10 และ 5 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั  
เป็นแหล่งไนโตรเจนทดแทน Tryptone, Polypeptone และ Yeast extract ปริมาตร 4 
ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115 ใชป้ริมาณ
กลา้เช้ือเร่ิมตน้ 2% โดยปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร โดย
เฉล่ีย) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 กวนดว้ยความเร็ว 300 รอบต่อ
นาที และใหอ้ากาศ 0.5 ลิตรต่อนาที (จากสมบติัของแบคทีเรียท่ีเป็น Facultative 
anaerobes) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และเติม Minimal medium no. 1 (ตารางท่ี 3.8) ท่ีมี
น ้าตาลกลูโคส 10 กรัมต่อลิตร ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 5 ลิตร เล้ียงต่อดว้ย
สภาวะเดิม แต่กวนดว้ยความเร็ว 500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

 

Bacterial isolate code/ 
Medium/Cultivation 

time (h) 

Growth 
(CFU/mL) 

Agitation 
speed 
(rpm) 

Wet cell 
weight 
(g/L) 

Dry cell 
weight 
(g/L) 

pH of the 
cultivated 
medium 

Total 
sugars in 

the medium 
(g/L) 

SUT-NZT6:      
Complex medium no. 2  
(Table 3.10), 4 L working volume: 

    

  0 2.02×106 300 3.19 0.39 7.10 31.57 
  6 1.42×108 300 7.72 1.67 7.10 19.79 
12 5.70×1010 300 12.22 2.55 7.15 6.55 
24 8.10×1012 300 14.76 2.85 7.21 1.89 

Minimal medium no. 1 
(Table 3.8) making up to 5 L working volume: 

   

  0 2.12×1012 500 15.75 2.84 7.12 11.25 
12 1.12×1012 500 21.46 3.98 6.98 6.05 
24 6.70×1012 500 23.81 3.25 6.98 3.98 
48 4.00×1012 500 24.15 3.51 6.90 0.62 
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ตารางที ่3.12 (ต่อ) ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 
และ SUT-NZT9 ในอาหาร Complex medium no. 2 (ตารางท่ี 3.10) ท่ีใช ้
Cassava starch hydrolysate เขม้ขน้ 30 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน และเติม
ยสีตแ์หง้ท่ีใชแ้ลว้จากอุตสาหกรรมการผลิตเบียร์และร าขา้วสกดัไขมนั 10 และ 
5 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั  เป็นแหล่งไนโตรเจนทดแทน Tryptone, Polypeptone 
และ Yeast extract ปริมาตร 4 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร 
(BioFlo®/CelliGen® 115 ใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้ 2% โดยปริมาตร (มีจ านวน
เซลลเ์ร่ิมตน้ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร โดยเฉล่ีย) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศา
เซลเซียส pH ท่ี 7.0 กวนดว้ยความเร็ว 300 รอบต่อนาที และใหอ้ากาศ 0.5 ลิตร
ต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และเติม Minimal medium no. 1 (ตารางท่ี 3.8) ท่ีมี
น ้าตาลกลูโคส 10 กรัมต่อลิตร ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 5 ลิตร เล้ียงต่อดว้ย
สภาวะเดิม แต่กวนดว้ยความเร็ว 500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

 

Bacterial isolate code/ 
Medium/Cultivation 

time (h) 

Growth 
(CFU/mL) 

Agitation 
speed 
(rpm) 

Wet cell 
weight 
(g/L) 

Dry cell 
weight 
(g/L) 

pH of the 
cultivated 
medium 

Total 
sugars in 

the medium 
(g/L) 

SUT-NZT9:      
Complex medium no. 2 
(Table 3.10), 4 L working volume: 

    

  0 1.28×106 300 3.08 0.40 7.09 30.94 
  6 1.31×109 300 8.12 1.34 6.85 22.17 
12 1.01×1011 300 11.38 1.97 6.86 11.59 
24 2.17×1012 300 13.68 2.42 6.85 2.15 

Minimal medium no. 1 
(Table 3.8) making up to 5 L working volume: 

   

  0 8.20×1011 500 12.96 2.28 6.85 12.04 
12 2.80×1012 500 23.88 3.46 6.85 8.15 
24 4.68×1012 500 24.17 3.13 6.80 4.12 
36 1.38×1012 500 24.35 3.55 6.90 1.85 
48 4.66×1011 500 24.27 3.53 6.90 1.10 
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3.2.1.3 Essential element และ Growth factor ในส่วนประกอบของอาหารเลีย้งเช้ือ 

 ศึกษาความจ าเป็นท่ีตอ้งเติม Essential element และ/หรือ Growth factor ใน
ส่วนประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือก 2 สายพนัธ์ุ (SUT-NZT6 และ SUT-NZT9) ท่ีเป็นผล
จากการศึกษาในขอ้ (3.2.1.2)  ในส่วนของ Complex medium นั้นไดเ้ลือกสูตรท่ีประกอบดว้ย Tryptone, 
Polypeptone, Yeast extract, Sodium chloride และแป้งมนัส าปะหลงั (เตรียมเป็น Hydrolyzed cassava 
starch) ปริมาณ 5.0, 5.0, 5.0, 2.5 และ30.0 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั (Complex medium no. 1 ตารางท่ี 3.10) 

ส าหรับ Minimal medium ไดเ้ปรียบเทียบการใชอ้าหารท่ีมีส่วนประกอบต่างกนั 10 สูตร (ตารางท่ี 
3.13) เพื่อศึกษาความตอ้งการ Essential element และธาตุอาหาร ท่ีเหมาะสมต่อการสะสม PHA ของ
แบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 ภายหลงัการเล้ียงใน Complex medium ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร ในฟลาสกใ์นฟลาสก ์ (Erlenmeyer flask) ขนาดบรรจุ 250 มิลลิลิตร จ านวน 3 ซ ้ า เพื่อใหไ้ด้
ปริมาตรรวม 300 มิลลิลิตร เล้ียงบนเคร่ืองเขยา่ดว้ยความเร็ว 120 รอบต่อนาที ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และป่ันเหวีย่งแยกตะกอนเซลลแ์ละเล้ียงในอาหาร Minimal medium แต่ละ
สูตรจ านวน 10 สูตร (ตารางท่ี 3.13) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ต่อเน่ืองดว้ยสภาวะเช่นเดียวกนัเป็นเวลา 48 
ชัว่โมง พบวา่อาหารท่ีมีส่วนประกอบหลกัคือ Glucose 1.0%, Ammonium sulphate ((NH4)2SO4) 0.1%, 
Calcium chloride (CaCl2.2H2O) 0.001%, Ferrous ammonium citrate 0.005%, Potassium dihydrogen 
phosphate (KH2PO4) 0.1%, Magnesium sulphate (MgSO4.7H2O) 0.02% และ di-Sodium hydrogen 
phosphate (Na2HPO4) 0.3% (Minimal medium no. 2 ตารางท่ี 3.13) มีความเหมาะสมต่อการใชเ้พื่อกระตุน้
การสะสมสารพอลิเมอร์ของแบคทีเรียทั้ง 2 สายพนัธ์ุ ท่ีคดัเลือก (ตารางท่ี 3.14) 

จากท่ีมีรายงานการศึกษาระบุถึงแบคทีเรียท่ีสามารถผลิต PHA ไดเ้ป็นแบคทีเรียทั้งท่ีตอ้งการ
สารอาหารจ าเป็นในปริมาณท่ีจ ากดั เช่น ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส แมกนีเซียม หรือซลัเฟอร์ ส าหรับการ
สังเคราะห์ PHA และมีแหล่งคาร์บอนมากเกินไป แบคทีเรียกลุ่มน้ีไดแ้ก่ Alcaligenes eutrophus, 
Protomonas extorquens และ Pseudomonas oleovorans (Khanna and Srivastava, 2005)  และบาง species 
ในสกุล Bacillus (Singh et al., 2009) เป็นตน้  และแบคทีเรียบางชนิดท่ีสามารถสะสมพอลิเมอร์ในระหวา่ง
การเจริญไดโ้ดยไม่จ  าเป็นตอ้งเจริญในสภาวะท่ีมีสารอาหารจ าเป็นในปริมาณท่ีจ ากดั ไดแ้ก่ Alcaligenes 
latus, Mutant stain Azotobacter vinelandii และ Recombinant Escherichia coli (Khanna and Srivastava, 
2005) เป็นตน้ 
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ตารางที ่3.13 Minimal medium ส าหรับการสะสมสารพอลิเมอร์ของแบคทีเรีย 2 ไอโซเลท ท่ีคดัเลือก 
ท่ีไดศึ้กษาส่วนประกอบ 

 

Composition Medium no./Concentration (g/L) 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Glucose 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 
(NH4)2SO4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
CaCl2.2H2O 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 
Ferrous ammonium 
citrate 

0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 

KH2PO4 1.4 1 0.83 0.45 0.1 1.5 1.5 1.5 1.5 0.83 
MgSO4.7H2O 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 
Na2HPO4 3 3 3 3 3 2.5 2 1.66 1.4 1.66 
Trace element 

solution1 
1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 

           

หมายเหตุ: 1 เติม Trace element solution 1 มิลลิลิตร ประกอบดว้ย H3BO3  0.3 กรัม, CoCl2.6H2O  0.2 
กรัม, ZnSO4.7H2O  0.1 กรัม, MnCl2.4H2O  0.03 กรัม, Na2MoO4.2H2O  0.03 กรัม, 
NiCl2.6H2O  0.02 กรัม และ CuSO4.5H2O  0.01 กรัม ในน ้ ากลัน่ 1 ลิตร 
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ตารางที ่3.14 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 ใน Complex medium no.1 ตารางท่ี 3.8 ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร ในฟลาสกใ์นฟลาสก ์(Erlenmeyer flask) ขนาดบรรจุ 250 มิลลิลิตร จ านวน 3 ซ ้ า ใหไ้ดป้ริมาตรรวม 300 มิลลิลิตร เล้ียงบนเคร่ืองเขยา่ดว้ย
ความเร็ว 120 รอบต่อนาที ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นป่ันเหวีย่งแยกตะกอนเซลลแ์ละเล้ียงในอาหาร Minimal 
medium แต่ละสูตรจ านวน 10 สูตร (ตารางท่ี 3.13) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ต่อเน่ืองดว้ยสภาวะเช่นเดียวกนัเป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

 

Bacterial code/Growth Medium no. (Table 3.12) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1. SUT-NZT6 (6.10×106 CFU/mL at 0 h cultivation):          

1.1 Complex medium (300 mL combined from 3 flasks)         

Growth at 48 h (CFU/mL) 1.31×1012 1.31×1012 1.31×1012 1.31×1012 1.31×1012 1.31×1012 1.31×1012 1.31×1012 1.31×1012 1.31×1012 
1.2 Minimal medium (100 mL)           

Growth at 48 h (CFU/mL) 5.02×1012 4.10×1012 8.30×1011 6.10×1011 5.38×1011 5.01×1011 4.78×1011 4.80×1011 3.98×1011 4.65×1011 
Wet cell weight (g/L) 12.98 13.07 12.57 12.97 12.19 12.07 12.11 12.07 11.98 12.13 
Dry cell weight (g/L)   2.26   2.31   2.09  2.11   2.02  1.96   2.00   2.04  1.89   2.03 

2. NZT9 (1.83×106 CFU/mL at 0 h cultivation):          

2.1 Complex medium (300 mL combined from 3 flasks)         

Growth at 48 h (CFU/mL) 2.15×1011 2.15×1011 2.15×1011 2.15×1011 2.15×1011 2.15×1011 2.15×1011 2.15×1011 2.15×1011 2.15×1011 
2.2 Minimal medium (100 mL)           

Growth at 48 h (CFU/mL) 7.10×1011 5.30×1011 8.96×1010 6.86×1010 4.97×1010 1.30×1011 8.13×1010 5.60×1010 5.45×1010 6.36×1010 
Wet cell weight (g/L) 12.66 12.63 12.13 12.09 12.41 11.97 12.03 11.96 11.91 11.88 
Dry cell weight (g/L)   2.56   2.59   2.14   2.16   2.11   2.03   1.97   1.89  1.94   1.88 
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จากผลการศึกษาปัจจยัดา้นสารอาหารท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและการสะสมพอลิเมอร์ชนิด PHA 
ของแบคทีเรีย Chryseobacterium sp. สายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 (ขอ้ 3.2.1) สามารถสรุป
ส่วนประกอบของ Complex medium ท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและ Minimal medium ท่ีเหมาะสมต่อการ
สะสมพอลิเมอร์ชนิด PHA ของแบคทีเรียทั้ง 2 สายพนัธ์ุ ไดต้ามตารางท่ี 3.15 เพื่อใชศึ้กษาใหไ้ดส้ภาวะท่ี
เหมาะสมส าหรับการเล้ียงแบคทีเรียในขั้นตอนต่อไป 
 

ตารางที ่3.15 สรุปส่วนประกอบของ Complex medium และ Minimal medium ท่ีเหมาะสมต่อการ
เจริญและการสะสมพอลิเมอร์ชนิด PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ 
SUT-NZT9 จากผลการศึกษา 

 

Composition Concetration (g/L) 
Complex medium:  

Tryptone 5.00 
Polypeptone 5.00 
Yeast extract 5.00 
Sodium chloride 2.50 
Hydrolyzed cassava starch from cassava starch (dry weight) 30.00 

Minimal medium:  
Glucose 10.00 
(NH4)2.SO4 1.00 
CaCl2.2H2O 0.01 
Ferrous ammonium citrate 0.05 
KH2PO4 1.00 
MgSO4.7H2O 0.20 
Na2HPO4 3.00 
Trace element solution:     1.00 mL 

ประกอบดว้ย H3BO3, CoCl2.6H2O, ZnSO4.7H2O, 
MnCl2.4H2O, Na2MoO4.2H2O, NiCl2.6H2O และ 
CuSO4.5H2O เขม้ขน้ 0.3, 0.2, 0.1, 0.03, 0.03, 0.02 และ 0.01 
g/L ตามล าดบั 

 

  

pH 7.00±0.20 ท่ี 25 องศาเซลเซียส 
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3.2.2  การศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการผลติ PHA  

ศึกษาผลอุณหภูมิต่อการผลิต PHA โดยเล้ียงแบคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีคดัเลือก SUT-NZT6 และ 
SUT-NZT9 ใน Complex medium และ Minimal medium ตามผลการศึกษาท่ีไดใ้นขอ้ 3.2.1 ปริมาตร
อาหาร 100 มิลลิลิตร ในฟลาสกข์นาดบรรจุ 250 มิลลิลิตร ท่ีระดบัอุณหภูมิ 25, 28, 30, 35 และ 40 องศา
เซลเซียส เพื่อใหไ้ดอุ้ณหภูมิท่ีเหมาะสมในการผลิต PHA   เก็บตวัอยา่งจากการเล้ียงเช้ือท่ีระยะเวลาต่างๆ 
ต่อเน่ืองเป็นเวลา 48 ชัว่โมง ตรวจวดัการเจริญของแบคทีเรียและหาปริมาณ PHA ท่ีสะสมภายในเซลล ์ 
แบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 เจริญไดดี้ทั้งท่ีอุณหภูมิ 25, 28, 30 และ 35 องศาเซลเซียส 
(ตารางท่ี 3.16 และ 3.17) ซ่ึงเป็นระดบัอุณหภูมิช่วงอุณหภูมิใกลอุ้ณหภูมิห้องโดยเฉล่ียของประเทศไทย 
ลดพลงังานท่ีตอ้งใชเ้พื่อใหค้วามร้อนหรือท าความเยน็เพื่อควบคุมอุณหภูมิขณะเล้ียงแบคทีเรีย ท่ีอุณหภูมิ 
28 และ 30 องศาเซลเซียส พบการเจริญและการผลิตเซลล์ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 ในระดบัท่ีท่ี
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ไดผ้ลดีกวา่ท่ี 30 องศาเซลเซียส เล็กนอ้ย จากผลท่ีพบการเจริญไดป้ริมาณเซลล ์
1.74×1013 และ 1.18×1013 CFU ต่อมิลลิลิตร (ไดน้ ้าหนกัเซลลแ์บคทีเรีย 9.13 และ 15.80 กรัมต่อลิตร 
(น ้าหนกัเปียก) หรือ 1.53 และ 2.83 กรัมต่อลิตร (น ้าหนกัแหง้) ตามล าดบั) และ1.35×1011 และ 3.15×1012 
CFU ต่อมิลลิลิตร มิลลิลิตร (ไดน้ ้าหนกัเซลลแ์บคทีเรีย 8.13 และ 15.40 กรัมต่อลิตร (น ้าหนกัเปียก) หรือ 
1.33 และ 2.36 กรัมต่อลิตร (น ้าหนกัแหง้) ตามล าดบั) ในอาหาร Complex medium และ Minimal medium 
เป็นเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 28 และ 30 องศาเซลเซียส ตามล าดบั (ตารางท่ี 3.16)  ในขณะท่ี
แบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ไดผ้ลนอ้ยกวา่ท่ี 30 องศาเซลเซียส เล็กนอ้ย 
(ตารางท่ี 3.17)  จึงเลือกอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เพื่อใชศึ้กษาในขั้นตอนต่อไป 

จากการทดลองเล้ียงแบคทีเรียท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส มีจ านวนเซลลล์ดลงจากเร่ิมตน้และ
คงท่ีในระหวา่งการเล้ียง เห็นไดจ้ากเม่ือเล้ียงแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 มีการเจริญสูงสุดท่ีมีปริมาณ
เซลล ์1.50×104 และ 2.05×104 CFU ต่อมิลลิลิตร (จากปริมาณเร่ิมตน้ใน Complex medium เท่ากบั 3.50×106 
CFU ต่อมิลลิลิตร) เม่ือเล้ียงในอาหาร Complex medium และ Minimal medium เป็นเวลา 24 และ 48 
ชัว่โมง ตามล าดบั ไดน้ ้าหนกัเซลลแ์บคทีเรีย 2.13 และ 5.40 กรัมต่อลิตร (น ้าหนกัเปียก) หรือ 0.13 และ 
0.36 กรัมต่อลิตร (น ้าหนกัแหง้) ตามล าดบั (ตารางท่ี 3.16)  ในขณะท่ีแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT9 มีการ
เจริญสูงสุดท่ี 3.10×104 และ 1.06×104 CFU ต่อมิลลิลิตร (จากปริมาณเร่ิมตน้ใน Complex medium เท่ากบั 
3.17×106 CFU ต่อมิลลิลิตร) เม่ือเล้ียงในอาหาร Complex medium และ Minimal medium เป็นเวลา 24 และ 
48 ชัว่โมง ตามล าดบั ไดน้ ้าหนกัเซลลแ์บคทีเรีย 1.92 และ 3.93 กรัมต่อลิตร (น ้าหนกัเปียก) หรือ 0.12 และ 
0.66 กรัมต่อลิตร (น ้าหนกัแหง้) ตามล าดบั (ตารางท่ี 3.17) 
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ตารางที ่3.16 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 ใน 

Complex medium ท่ีเหมาะสม (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เล้ียงบนเคร่ืองเขยา่
ดว้ยความเร็ว 120 รอบต่อนาที ควบคุมอุณหภูมิท่ี 25-40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง จากนั้นป่ันเหวีย่งแยกตะกอนเซลลแ์ละเล้ียงในอาหาร Minimal medium (ตาราง
ท่ี 3.15) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ต่อเน่ืองดว้ยสภาวะเช่นเดียวกนัเป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

 

Bacterial isolate code/ 
Medium/ Cultivation 
temperature (ºC) 

Bacterial 
cells at 0 h 
(CFU/mL) 

Growth at 24 
&48 h 

(CFU/mL) 

Wet cell 
weight (g/L) 

Dry cell 
weight (g/L) 

pH of the 
cultivated 
medium 

SUT-NZT6 in complex 
medium: 

    

25 3.50×106 1.30×1010 7.31 1.09 6.94 
28 4.74×106 1.74×1013 9.13 1.53 7.04 
30 3.35×106 1.35×1011 8.13 1.33 7.16 
35 3.60×106 1.10×1011 7.92 1.29 7.05 
40 3.15×106 1.50×104 2.13 0.13 7.10 

SUT-NZT6 in minimal 
medium: 

    

25 1.30×1010 1.05×1010 10.15 1.69 6.90 
28 1.74×1013 1.85×1013 15.80 2.83 4.95 
30 1.35×1011 3.15×1012 15.40 2.36 4.54 
35 1.10×1011 1.05×1011 11.10 2.15 4.58 
40 1.50×104 2.05×104 5.40 0.36 6.64 
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ตารางที ่3.17 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT9 ใน 

Complex medium ท่ีเหมาะสม (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เล้ียงบนเคร่ือง
เขยา่ดว้ยความเร็ว 120 รอบต่อนาที ควบคุมอุณหภูมิท่ี 25-40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
24 ชัว่โมง จากนั้นป่ันเหวีย่งแยกตะกอนเซลลแ์ละเล้ียงในอาหาร Minimal medium 
(ตารางท่ี 3.15) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ต่อเน่ืองดว้ยสภาวะเช่นเดียวกนัเป็นเวลา 48 
ชัว่โมง 

 

Bacterial isolate code/ 
Medium/ Cultivation 
temperature (ºC) 

Bacterial 
cells at 0 h 
(CFU/mL) 

Growth at 
24&48 h 
(CFU/mL) 

Wet cell 
weight (g/L) 

Dry cell 
weight (g/L) 

pH of the 
cultivated 
medium 

SUT-NZT9 in complex 
medium: 

    

25 4.22×106 1.05×1011 7.15 0.19 5.28 
28 4.50×106 4.10×1011 8.07 1.32 5.26 
30 3.97×106 6.00×1011 8.20 1.41 5.02 
35 3.10×106 5.20×1010 7.20 1.11 5.32 
40 3.17×106 3.10×104 1.92 0.12 5.97 

SUT-NZT9 in minimal 
medium: 

    

25 1.05×1011 5.60×1010 14.25 2.50 5.05 
28 4.10×1011 5.30×1012 17.13 3.09 5.19 
30 6.00×1011 6.36×1012 17.93 2.66 4.77 
35 5.20×1010 2.30×1010 13.80 1.89 5.76 

40 3.10×104 1.06×104 3.93 0.66 5.98 
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3.2.3  การศึกษาปริมาณกล้าเช้ือเร่ิมต้นทีเ่หมาะสม 

ศึกษาปริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมเพื่อให้สามารถเตรียมและใช้ประโยชน์ทั้งแบคทีเรีย
กลา้เช้ือและสารในอาหารเล้ียงเช้ืออยา่งคุม้ค่าท่ีสุด โดยทดลองเล้ียงแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ 
SUT-NZT9 ให้เจริญและผลิต PHA ในอาหาร Complex medium และ Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) 
ตามล าดบั ซ่ึงเป็นส่วนประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีพฒันาได ้ในสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับแบคทีเรีย
เฉพาะสายพนัธ์ุ  โดยพิจารณาทดลองใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้ (Inoculum size) ท่ีมีความเขม้ขน้โดยเฉล่ีย 
106-107 เซลลต่์อมิลลิลิตร ในช่วง 1-5% ตรวจวดัการเจริญ ความเป็นกรด-ด่างของอาหารเล้ียงเช้ือ  ปริมาณ
แป้งท่ีเหลือ  และปริมาณ PHA ท่ีผลิต เม่ือเล้ียงเช้ือเป็นเวลา 48 ชัว่โมง  จากท่ีไดท้ดลองจริงใช้ในช่วง       
1-5% ยงัคงให้ผลผลิตเซลลเ์พิ่ม จึงเพิ่มการศึกษาปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 7 และ 10% ซ่ึงสูงสุดของจุดคุม้ทุน ท่ี
ไม่ควรใช้ในปริมาณกลา้เช้ือมากกว่าน้ี  ผลการทดลองเล้ียงแบคทีเรีย SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 ใน 
Complex medium ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 120 รอบต่อนาที ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  จากนั้นป่ันเหวี่ยงแยกตะกอนเซลล์และเล้ียงในอาหาร Minimal 
medium ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ต่อเน่ืองดว้ยสภาวะเช่นเดียวกนัเป็นเวลา 48 ชัว่โมง พบว่าปริมาณเช้ือ
เร่ิมตน้ (Inoculum size) เหมาะสมท่ีใชอ้ยูใ่นช่วงโดยเฉล่ียเดียวกนัคือ 5 และ 7% (ตารางท่ี 3.18 และ 3.19) 
จึงเลือกปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 5% เพื่อศึกษาในขั้นตอนต่อไป 

3.2.4  การศึกษาความเร็วรอบของการกวน (Agitation) ที่เหมาะสม เม่ือเลีย้งในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 

เน่ืองจากแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 ใหเ้จริญและผลิต PHA คลา้ยกนั จึง
ได้ทดลองผลิต PHA จากการเล้ียงเฉพาะแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 ให้เจริญในอาหาร Complex 
medium ท่ีมีแหล่งคาร์บอนหลักเตรียมจากแป้งมนัส าปะหลังเข้มข้น 30 กรัมต่อลิตร (ตารางท่ี 3.15) 
ปริมาตร 1 ลิตร ควบคุมควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 และให้อากาศ 0.5 ลิตรต่อนาที  
เปรียบเทียบความเร็วรอบของการกวนท่ี 100-500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ป่ันเหวี่ยงแยกตะกอน
เซลลแ์ละเล้ียงต่อในอาหาร Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตร 1 ลิตร ดว้ยสภาวะการเล้ียงเดียวกนั
เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  พบวา่ความเร็วรอบของการกวนท่ีเหมาะสมคือ 300 รอบต่อนาที (ตารางท่ี 3.20 และ
รูปท่ี 3.14)  แบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 มีการเจริญสูงสุดท่ี 4.18×1014 และ 4.50×1014 CFU ต่อ
มิลลิลิตร เม่ือเล้ียงในอาหาร Complex medium และ Minimal medium เป็นเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง 
ตามล าดบั ไดเ้ซลล์แบคทีเรีย 39.89 และ 41.12 กรัมต่อลิตร (น ้ าหนกัเปียก) หรือ 7.01 และ 7.23 กรัมต่อ
ลิตร (น ้าหนกัแหง้) ตามล าดบั (ตารางท่ี 3.20) 
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ตารางที ่3.18 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 ท่ีคดัเลือก

ใน Complex medium ท่ีเหมาะสม (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใชป้ริมาณกลา้
เช้ือเร่ิมตน้ 1-10% โดยปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 106 เซลลต่์อ
มิลลิลิตร) เล้ียงบนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 120 รอบต่อนาที ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  จากนั้นป่ันเหวีย่งแยกตะกอนเซลลแ์ละเล้ียงในอาหาร 
Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ต่อเน่ืองดว้ยสภาวะเช่นเดียวกนั
เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

 

Bacterial isolate 
code/ Inoculum 

size (%) 

Bacterial 
cells at 0 h 
(CFU/mL) 

Growth at 
24&48 h 
(CFU/mL) 

Wet cell weight 
(g/L) 

Dry cell 
weight (g/L) 

pH of the 
cultivated 
medium 

SUT-NZT6 in 
complex medium: 

   

1 4.30×106 9.62×1012 9.73 1.65 7.19 
2 4.14×106 1.74×1013 9.13 1.53 7.04 
3 4.00×106 5.63×1012 8.73 1.45 7.11 
4 4.10×106 1.28×1013 8.33 1.37 7.12 
5 4.19×106 4.62×1012 9.00 1.53 7.04 
7 4.20×106 4.88×1012 8.40 1.39 6.88 

10 4.15×106 1.86×1012 8.25 1.32 7.08 

SUT-NZT6 in 
minimal medium: 

   

1 9.62×1012 1.85×1013 15.80 2.83 6.64 
2 1.74×1013 8.73×1012 13.13 2.31 6.95 
3 5.63×1012 1.31×1013 14.60 2.59 6.68 
4 1.28×1013 1.06×1013 14.00 2.48 6.57 
5 4.62×1012 2.09×1013 15.13 2.69 6.52 
7 4.88×1012 2.30×1013 15.15 2.70 6.56 

10 1.86×1012 7.62×1012 13.45 2.62 6.56 
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ตารางที ่3.19 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT9 ท่ีคดัเลือก
ใน Complex medium ท่ีเหมาะสม (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใชป้ริมาณกลา้
เช้ือเร่ิมตน้ 1-10% โดยปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 106 เซลลต่์อ
มิลลิลิตร) เล้ียงบนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 120 รอบต่อนาที ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  จากนั้นป่ันเหวีย่งแยกตะกอนเซลลแ์ละเล้ียงในอาหาร 
Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ต่อเน่ืองดว้ยสภาวะเช่นเดียวกนั
เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

 

Bacterial isolate 
code/ Medium/ 

Inoculum size (%) 

Bacterial 
cells at 0 h 
(CFU/mL) 

Growth at 
24&48 h 
(CFU/mL) 

Wet cell 
weight (g/L) 

Dry cell 
weight (g/L) 

pH of the 
cultivated 
medium 

SUT-NZT9 in 
complex medium: 

   

1 3.02×106 4.10×1012   8.07 1.32 5.01 
2 2.02×106 6.50×1012   9.53 1.61 5.26 
3 2.57×106 6.30×1012   9.32 1.57 5.00 
4 3.19×106 1.10×1013 10.73 1.82 4.99 
5 5.42×106 6.20×1013 10.84 1.88 4.98 
7 3.78×106 7.10×1013 10.40 1.79 4.98 
10 2.19×106 6.20×1013 10.07 1.71 4.99 

SUT-NZT9 in 
minimal medium: 

   

1 4.10×1012 5.60×1012 14.53 2.58 5.09 
2 6.50×1012 5.30×1012 15.13 2.89 5.19 
3 6.30×1012 3.73×1013 14.07 2.49 4.91 
4 1.10×1013 7.60×1012 14.20 2.52 5.04 
5 6.20×1013 3.51×1013 13.67 2.41 4.99 
7 7.10×1013 1.72×1013 13.53 2.39 5.06 
10 6.20×1013 1.79×1013 13.61 2.39 5.11 
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ตารางที ่3.20 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 ในอาหาร 
Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตรอาหารเร่ิมตน้ 1 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ
ขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115) ใชป้ริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (มี
จ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุมควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 
องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 และใหอ้ากาศ 0.5 ลิตรต่อนาที  เปรียบเทียบการกวนด้วย
ความเร็ว 100-500 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ป่ันเหวีย่งแยกตะกอนเซลลแ์ละเล้ียง
ต่อในอาหาร Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตร 1 ลิตร ดว้ยสภาวะการเล้ียง
เดียวกนัเป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

 

Bacterial isolate code/ 
Medium/ Agitation 

speed (rpm)  

Bacterial 
cells at 0 h 
(CFU/mL) 

Growth 
(CFU/mL) 

Wet cell 
weight 
(g/L) 

Dry cell 
weight 
(g/L) 

pH of the 
cultivated 
medium 

Total sugars 
in the 

medium 
(g/L) 

SUT-NZT6 in complex 
medium for 24 h: 

    

100 3.18×106 2.18×1013 33.98 5.97 7.00 1.16 
200 3.36×106 4.36×1014 36.48 6.41 7.02 1.47 
300 3.18×106 4.18×1014 39.89 7.01 7.00 1.25 
400 3.10×106 5.10×1013 34.78 6.11 6.95 1.18 
500 3.50×106 1.50×1013 27.75 4.88 6.98 0.95 

SUT-NZT6 in minimal 
medium for 48 h:  

    

100 2.18×1013 3.65×1013 35.03 6.16 7.10 0.56 
200 4.36×1014 1.85×1014 37.61 6.61 7.05 0.92 
300 4.18×1014 4.50×1015 41.12 7.23 7.05 0.43 
400 5.10×1013 2.70×1013 35.86 6.30 6.95 0.76 
500 1.50×1013 1.65×1013 28.61 5.03 6.90 0.45 
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รูปที ่3.14 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 จากการ
เล้ียงในอาหาร Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตร 1 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ
ขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115) ควบคุมควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศา
เซลเซียส pH ท่ี 7.0 และใหอ้ากาศ 0.5 ลิตรต่อนาที เปรียบเทยีบการกวนด้วยความเร็ว 
100-500 รอบต่อนาท ี เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  หลงัจากเล้ียงในอาหาร Complex medium 
(ตารางท่ี 3.15) ปริมาตรอาหารเร่ิมตน้ 1 ลิตร ใชป้ริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 3% โดยปริมาตร (มี
จ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) เล้ียงดว้ยสภาวะการเล้ียง
เดียวกนัเป็นเวลา 48 ชัว่โมง และป่ันเหวีย่งแยกตะกอนเซลลม์าเล้ียงใน Minimal 
medium ตามระบุขา้งตน้ 
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3.2.5  การศึกษาปริมาณการให้อากาศ (Aeration) ทีเ่หมาะสม เม่ือเลีย้งในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 

จากท่ีแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 มีการเจริญและผลิต PHA ภายใต้
สภาวะการเล้ียงท่ีคลา้ยคลึงกนั จึงเลือก SUT-NZT6 เพื่อทดลองผลิต PHA จากการเล้ียงใหเ้จริญในอาหาร 
Complex medium ท่ีมีแหล่งคาร์บอนหลกัเตรียมจากแป้งมนัส าปะหลงัเขม้ขน้ 30 กรัมต่อลิตร (ตารางท่ี 
3.15) ปริมาตร 1 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115) ใชป้ริมาณเช้ือ
เร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุมควบคุม
อุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 กวนดว้ยความเร็ว 300 รอบต่อนาที เปรียบเทียบการให้อากาศ 
(Aeration) 0.50-5.0 ลติรต่อนาท ี เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ป่ันเหวีย่งแยกตะกอนเซลลแ์ละเล้ียงต่อในอาหาร 
Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตร 1 ลิตร ดว้ยสภาวะการเล้ียงเดียวกนัเป็นเวลา 48 ชัว่โมง  พบวา่
ปริมาณการให้อากาศท่ีเหมาะสมคือ 2.0 ลิตรต่อนาที (ตารางท่ี 3.21 และรูปท่ี 3.15) แบคทีเรียสายพนัธ์ุ 
SUT-NZT6 มีการเจริญสูงสุดท่ี 7.58×1014 และ 8.75×1014 CFU ต่อมิลลิลิตร เม่ือเล้ียงในอาหาร Complex 
medium และ Minimal medium เป็นเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง ตามล าดบั ไดเ้ซลลแ์บคทีเรีย 44.32 และ 50.85  
กรัมต่อลิตร (น ้าหนกัเปียก) หรือ 7.67 และ 8.94 กรัมต่อลิตร (น ้าหนกัแหง้) ตามล าดบั (ตารางท่ี 3.21 และ
รูปท่ี 3.15)  ตวัอยา่งลกัษณะการเจริญของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 ในอาหาร Complex medium ท่ี
เหมาะสมจากการศึกษาปริมาตร 3 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร ท่ีเล้ียงดว้ยสภาวะขา้งตน้
และใหอ้ากาศ 0.5, 2.0 และ 5.0 ลิตรต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ดงัตวัอยา่งลกัษณะการเจริญในรูปท่ี 3.16-
3.18 
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ตารางที ่3.21 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 ในอาหาร 
Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตรอาหารเร่ิมตน้ 1 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ
ขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115) ใชป้ริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (มี
จ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร)  ควบคุมควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 
องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 กวนดว้ยความเร็ว 300 รอบต่อนาที เปรียบเทียบ ใหอ้ากาศ    
0.50-5.0 ลิตรต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ป่ันเหวีย่งแยกตะกอนเซลลแ์ละเล้ียงต่อใน
อาหาร Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตร 1 ลิตร ดว้ยสภาวะการเล้ียงเดียวกนัเป็น
เวลา 48 ชัว่โมง 

 

Medium/Aeration 
(L/min)  

Growth 
(CFU/mL) 

Wet cell 
weight 
(g/L) 

Dry cell 
weight 
(g/L) 

Agitation 
(rpm) 

pH of the 
cultivated 
medium 

Total sugars 
in the 

medium (g/L) 
Complex medium:      

0.5 at:       
0 h 2.55×106 1.89 0.31 300 7.05 30.04 
24 h 1.55×1014 39.89 7.01 300 7.10 1.05 

1.0 at:       
0 h 4.31×106 2.56 0.55 300 7.00 30.12 
24 h 3.30×1014 41.23 7.25 300 6.97 1.56 

2.0 at:       
0 h 2.67×106 2.42 0.67 300 7.00 30.29 
24 h 7.58×1014 44.32 7.67 300 7.00 1.79 

3.0 at:       
0 h 2.87×106 2.33 0.39 300 7.00 30.81 
24 h 5.80×1013 39.33 6.95 300 7.00 1.51 

5.0 at:       
0 h 3.16×106 2.44 1.01 300 7.00 30.50 
24 h 2.50×1013 34.78 6.11 300 7.05 1.86 

Minimal medium at 48 h:       
0.5 1.45×1014 41.12 7.23 300 7.05 0.79 
1.0 5.23×1014 42.50 7.47 300 7.05 0.54 
2.0 8.75×1014 50.85 8.94 300 7.00 0.80 
3.0 5.60×1014 41.58 7.31 300 6.98 0.75 
5.0 4.35×1013 35.86 6.30 300 7.00 1.05 
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รูปที ่3.15 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 ในอาหาร 
Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตร 1 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 
ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115) ควบคุมควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 
กวนดว้ยความเร็ว 300 รอบต่อนาที เปรียบเทียบการใหอ้ากาศ 0.50-5.0 ลิตรต่อนาที เป็น
เวลา 48 ชัว่โมง หลงัจากในอาหาร Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตรอาหาร
เร่ิมตน้ 1 ลิตร ใชป้ริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 
106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) เล้ียงดว้ยสภาวะการเล้ียงเดียวกนัเป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้ป่ัน
เหวีย่งแยกตะกอนเซลลไ์ปเล้ียงต่อใน Minimal medium ขา้งตน้ 
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รูปที ่3.16 ลกัษณะการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 ในอาหาร Complex 
medium ท่ีใช ้Hydrolyzed cassava starch 30 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอนหลกั (ตารางท่ี 
3.15) ปริมาตรอาหาร 3 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 
115) เติมเช้ือเร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 106 เซลลต่์อ
มิลลิลิตร) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0  กวนดว้ยความเร็ว 300 รอบต่อ
นาที ให้อากาศ 0.5 ลติรต่อนาท ีเป็นเวลา 24 ชัว่โมง  

  

(A) SUT-NZT6 เล้ียงใน Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ท่ี 0 ชัว่โมง 

(B) SUT-NZT6 เล้ียงใน Complex 
medium ท่ี 12 ชัว่โมง  

(C) SUT-NZT6 เล้ียงใน Complex 
medium ท่ี 8 ชัว่โมง  

(D) SUT-NZT6 เล้ียงใน Complex 
medium ท่ี 24 ชัว่โมง 
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รูปที ่3.17 ลกัษณะการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรีย SUT-NZT6 ใน Complex medium ท่ีใช ้

Hydrolyzed cassava starch 30 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอนหลกั (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตร 
3 ลิตรในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115)  เติมเช้ือเร่ิมตน้ 
5% โดยปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุม
อุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส  กวนดว้ยความเร็ว 300 รอบต่อนาที ให้อากาศ 2.0 ลติรต่อนาท ี
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  

  

(A) SUT-NZT9 ใน Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ท่ี 0 ชัว่โมง 

(B) SUT-NZT9_ใน Complex 
medium 12 ชัว่โมง  

(C) SUT-NZT9_ใน Complex 
medium 18 ชัว่โมง  

(D) SUT-NTZ9_ใน Complex 
medium 24 ชัว่โมง  
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รูปที ่3.18 ลกัษณะการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 ใน Complex medium 

ท่ีใช ้ Hydrolyzed cassava starch 30 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอนหลกั (ตารางท่ี 3.15)  
ปริมาตร 3 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115)  เติม
เช้ือเร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) 
ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 และกวนดว้ยความเร็ว 300 รอบต่อนาที ให้
อากาศ 5.0 ลติรต่อนาท ีเป็นเวลา 24 ชัว่โมง  

  

(A) SUT-NZT6_7% inoculum size ใน Complex medium ท่ี 0 ชัว่โมง 

(B) SUT-NZT6_7% inoculum size 12 
ชัว่โมง  

(C) SUT-NZT6_7% inoculum size 24 
ชัว่โมง  
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3.2.6  การพฒันารูปแบบของการเลีย้งแบคทเีรีย 

ศึกษาวธีิการเล้ียงแบคทีเรียแบบ Fed-batch process และพฒันาใหไ้ดก้ระบวนการท่ีปฏิบติัได้
ง่าย ลดขั้นตอนการแยกเซลลอ์อกจาก Complex medium หลงัการเล้ียง เพื่อน าตะกอนเซลลไ์ปเล้ียงใหม่ใน 
Minimal medium และใชเ้วลาสั้นในการผลิต PHA โดยใชข้อ้มูลความตอ้งการสารอาหาร และปัจจยัทาง
กายภาพตามท่ีไดศึ้กษาแลว้มาช่วยวางแผนการพฒันารูปแบบของการเล้ียงแบคทีเรีย โดยคาดหวงัวา่จะ
สามารถเพิ่มมวลของเซลล ์ (น ้าหนกัเปียก) ไดไ้ม่นอ้ยกวา่ 80 กรัมต่อลิตร ในขั้นตอนน้ีไดท้ดลองเติม
อาหารเล้ียงเช้ือในระหวา่งการเล้ียงและปรับเปล่ียนสภาวะดงัน้ี 

3.2.6.1 วธีิการเลีย้งแบคทีเรียแบบ Fed-batch ด้วยสภาวะการเลีย้งทีเ่หมาะสมจากผล
การศึกษา 

ศึกษาวธีิการเล้ียงแบคทีเรียแบบ Fed-batch process และพฒันาใหไ้ดก้ระบวนการท่ี
ปฏิบติัไดง่้ายและใชเ้วลาสั้นในการผลิต PHA  โดยใชข้อ้มูลความตอ้งการสารอาหาร และปัจจยัทาง
กายภาพตามท่ีไดศึ้กษาแลว้มาช่วยวางแผนการพฒันารูปแบบของการเล้ียงแบคทีเรีย โดยคาดหวงัวา่จะ
สามารถเพิ่มมวลของเซลล ์(น ้าหนกัเปียก) ไดไ้ม่นอ้ยกวา่ 80 กรัมต่อลิตร การเจริญของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ 
SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 ใน Complex medium ท่ีเหมาะสมตามท่ีไดศึ้กษา (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตร
อาหารเร่ิมตน้ 3 ลิตร ใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (ท่ีมีจ  านวนเซลล ์106 เซลลต่์อมิลลิลิตร 
โดยเฉล่ีย)  ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 กวนดว้ยความเร็ว 300 รอบต่อนาที และให้
อากาศ (Aeration) 2.0 ลิตรต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นเติม Minimal medium ท่ีไดศึ้กษา (ตารางท่ี 
3.15) ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ย 5 ลิตร ท่ีมีความเขม้ขน้ของส่วนประกอบของอาหารเท่ากบัเร่ิมตน้ เล้ียงต่อ
ดว้ยสภาวะเดิมเป็นเวลา 48 ชัว่โมง พบการสะสม PHA ในเซลลข์องแบคทีเรียในช่วงท่ีเล้ียงใน Minimal 
medium ท่ีไดผ้ลผลิตเซลล ์46.15 และ 44.26 กรัมต่อลิตร น ้าหนกัเปียก เท่ากบั 8.51 และ 7.53 กรัมต่อลิตร 
น ้าหนกัแหง้ ตามล าดบั (รูปท่ี 3.19 และตารางท่ี 3.23) เป็นปริมาณท่ีนอ้ยกวา่ท่ีไดจ้ากการเล้ียงแบคทีเรีย
สายพนัธ์ุ SUT-NZT6 ในอาหาร Complex medium (ตารางท่ี 3.15) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้ป่ันเหวีย่งแยก
ตะกอนเซลลแ์ละเล้ียงต่อในอาหาร Minimal medium เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ดงัผลการศึกษาขา้งตน้ (ขอ้ 
3.2.5) ซ่ึงไดป้ริมาณเซลลใ์น Minimal medium เท่ากบั 50.85 กรัมต่อลิตร น ้าหนกัเปียก หรือ 8.94 กรัมต่อ
ลิตร น ้าหนกัแหง้  อยา่งไรก็ตามในทางปฏิบติัในขั้นตอน Fed-batch process น้ี ด าเนินการไดง่้ายและใช้
เวลาสั้นกวา่ท่ีมีการป่ันแยกเซลลอ์อกจาก Complex medium แลว้ละลายตะกอนเซลลเ์พื่อเล้ียงใหมี้การ
สะสม PHA ใน Minimal medium จึงเลือกการเล้ียงแบบ Fed-batch process เพื่อพฒันาต่อไป 
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รูปท่ี 3.19 ลกัษณะการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 เล้ียงในอาหาร 

Complex medium (ตารางท่ี 3.15) (A-D) ท่ีใชแ้ป้งมนัส าปะหลงั 30 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่ง
คาร์บอน ปริมาตร 3 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 
115) เติมเช้ือเร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 106 เซลลต่์อ
มิลลิลิตร) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 กวนดว้ยความเร็ว 300 รอบต่อ
นาที ใหอ้ากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เติม Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) 
(E-G) ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ย 5 ลิตร และเล้ียงแบคทีเรียต่อเน่ืองดว้ยสภาวะเดียวกบัขา้งตน้ 
เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

  

(A) SUT-NZT6 เล้ียงใน Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ท่ี 0 ชัว่โมง 

(B) SUT-NZT6 เล้ียงใน Complex 
medium 12 ชัว่โมง  

(C) SUT-NZT6 เล้ียงใน Complex 
medium 18 ชัว่โมง  

(D) SUT-NZT6 เล้ียงใน Complex 
medium 24 ชัว่โมง  
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รูปท่ี 3.19 (ต่อ) ลกัษณะการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 เล้ียงในอาหาร 
Complex medium (ตารางท่ี 3.15) (A-D) ท่ีใชแ้ป้งมนัส าปะหลงั 30 กรัมต่อลิตร เป็น
แหล่งคาร์บอน ปริมาตร 3 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร 
(BioFlo®/CelliGen® 115)  เติมเช้ือเร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้
โดยประมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 
อตัราเร็วการกวน 300 รอบต่อนาที ให้อากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เติม 
Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) (E-G) ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ย 5 ลิตร และเล้ียง
แบคทีเรียต่อเน่ืองดว้ยสภาวะเดียวกบัขา้งตน้ เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

  

(E) SUT-NZT6 ท่ีเติม Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) 0 ชัว่โมง ลงในเช้ือท่ีเล้ียงใน Complex 
medium เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  

(F) SUT-NZT6 หลงัเติม Minimal medium 
ท่ี 24 ชัว่โมง  

(G) SUT-NZT6 ท่ีเล้ียงใน Minimal medium 48 ชัว่โมง  
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ตารางที ่3.22 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ SUT-
NZT9 ในอาหาร Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตร 3 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ
ขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115) ใชป้ริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (มี
จ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศา
เซลเซียส pH ท่ี 7.0 กวนดว้ยความเร็ว 300 รอบต่อนาที และใหอ้ากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และเติม Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ย
เท่ากบั 5 ลิตร เล้ียงเช้ือต่อดว้ยสถาวะเดียวกบัขา้งตน้ เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

 
Bacterial isolate code/ 
Medium/Fermentation 

time (h) 

Growth 
(CFU/mL) 

Wet cell 
weight (g/L) 

Dry cell 
weight 
(g/L) 

Agitation 
(rpm) 

pH of the 
cultivated 
medium 

Total sugars 
in the 

medium (g/L) 
SUT-NZT6:      

Complex medium, 3 L working 
volume: 

     

  0 2.50×106 1.61 0.41 300 7.10 31.57 
  6 1.42×1010 12.72 1.67 300 7.10 19.79 
12 5.70×1013 29.22 4.55 300 7.15 6.55 
24 8.10×1014 32.76 5.85 300 7.21 1.89 

Minimal medium making up to 
5 L working volume:  

     

  0 2.12×1014 33.75 5.84 300 7.12 11.25 
12 1.12×1015 41.46 7.98 300 6.98 6.05 
24 6.70×1015 42.81 7.25 300 6.98 3.98 
48 4.00×1015 46.15 8.51 300 6.90 0.62 
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ตารางที ่3.22 (ต่อ) ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ 
SUT-NZT9 ในอาหาร Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตร 3 ลิตร ในถงั
ปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115) ใชป้ริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 
5% โดยปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุม
อุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 กวนดว้ยความเร็ว 300 รอบต่อนาที และให้
อากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และเติม Minimal medium (ตารางท่ี 
3.15) ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 5 ลิตร เล้ียงเช้ือต่อดว้ยสถาวะเดียวกบัขา้งตน้ เป็น
เวลา 48 ชัว่โมง 

 
Bacterial isolate code/ 
Medium/Fermentation 

time (h) 

Growth 
(CFU/mL) 

Wet cell 
weight 
(g/L) 

Dry cell 
weight 
(g/L) 

Agitation 
(rpm) 

pH of the 
cultivated 
medium 

Total sugars 
in the medium 

(g/L) 
SUT-NZT9:      

Complex medium, 3 L working 
volume: 

     

  0 2.88×106 2.51 0.43 300 7.09 30.94 
  6 1.34×1010 8.12 1.45 300 6.85 22.17 
12 1.12×1013 21.34 4.86 300 6.86 11.59 
24 2.65×1014 33.75 5.46 300 6.85 2.15 

Minimal medium making up to 
5 L working volume:  

     

  0 4.03×1013 38.12 6.24 300 6.85 12.04 
12 2.56×1014 43.88 7.46 300 6.85 8.15 
24 4.76×1014 44.27 7.53 300 6.80 4.12 
36 1.53×1014 44.35 7.55 300 6.90 1.85 
48 4.57×1014 44.26 7.53 300 6.90 1.10 
       

  



78 

3.2.6.2 วธีิการเลีย้งแบคทีเรียแบบ Fed-batch ด้วยการปรับสภาวะการเลีย้ง 

ไดท้ดลองพฒันากรรมวธีิการเล้ียงแบคทีเรียต่อ โดยผลิตเซลลแ์บคทีเรียสายพนัธ์ุ 
SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 ดว้ยอาหาร Complex medium (ตารางท่ี 3.15) และ Minimal medium (ตาราง
ท่ี 3.15) และปรับสภาวะการเล้ียงเช้ือในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115) 
ดงัน้ี 

ก. ปริมาณแหล่งคาร์บอน และความเร็วรอบของการกวน (Agitation) ทีต่่างกนัเม่ือ
เลีย้งใน Complex medium และ Minimal medium 

ทดสอบความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-
NZT6 และ SUT-NZT9 ในอาหาร Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตร 3 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ
ขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115) ใชป้ริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (มีจ านวนเซลล์
เร่ิมตน้โดยประมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 กวนดว้ย
ความเร็ว 300 รอบต่อนาที และใหอ้ากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  จากนั้นเติม Minimal 
medium (ตารางท่ี 3.15) แต่เพิ่มน ้าตาลกลูโคส จาก 10 เป็น 20 กรัมต่อลิตร ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ย 5 ลิตร 
และเล้ียงต่อเน่ืองดว้ยสภาวะเดียวกบัขา้งตน้แต่กวนดว้ยความเร็ว 300 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
พบวา่ไดเ้ซลลแ์บคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 ในอาหาร Minimal medium ปริมาณ 40.71 
และ 37.99 กรัมต่อลิตร (น ้าหนกัเปียก) เท่ากบั 7.79 และ 7.26 กรัมต่อลิตร (น ้าหนกัแหง้) ตามล าดบั (ตาราง
ท่ี 3.23 และรูปท่ี 3.20) ซ่ึงเป็นปริมาณท่ีใกลเ้คียงกบัการใช ้Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) ท่ีมีน ้าตาล
กลูโคส 10 กรัมต่อลิตร จึงเลือกใชก้ลูโคส 10 กรัมต่อลิตร เป็นส่วนประกอบอาหารเช่นเดิม 
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ตารางที ่3.23 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ SUT-
NZT9 ในอาหาร Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตร 3 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ
ขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115) ใชป้ริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (มี
จ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศา
เซลเซียส pH ท่ี 7.0 กวนดว้ยความเร็ว 300 รอบต่อนาที และใหอ้ากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นเติม Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) แต่เพิม่น า้ตาลกลูโคส จาก 
10 เป็น 20 กรัมต่อลติร ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ย 5 ลิตร และเล้ียงต่อเน่ืองดว้ยสภาวะเดียวกบั
ขา้งตน้ เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

 

Bacterial isolate code/ 
Medium/Fermentation 

time (h) 

Growth 
(CFU/mL) 

Wet cell 
weight 
(g/L) 

Dry cell 
weight 
(g/L) 

Agitation 
(rpm) 

pH of the 
cultivated 
medium 

Total sugars 
in the 

medium (g/L) 
SUT-NZT6:      

Complex medium, 3 L working 
volume: 

     

  0 8.30×106 2.31 0.59 300 7.10 29.95 
12 6.60×1012 10.99 3.26 300 7.09 15.13 
18 1.22×1013 27.95 3.25 300 7.10 6.09 
24 6.26×1014 29.68 3.59 300 7.16 2.23 

Minimal medium making up to 5 L 
working volume:  

     

  0 2.11×1013 29.39 6.53 300 7.11 20.91 
12 7.75×1014 30.11 7.67 300 7.05 11.97 
24 5.21×1014 39.82 7.61 300 6.97 5.52 
36 5.10×1014 39.79 7.54 300 6.88 2.39 
48 4.56×1014 40.71 7.79 300 6.88 1.45 

SUT-NZT9:       
Complex medium, 3 L working 
volume: 

     

  0 4.08×106 2.58 0.64 300 7.09 29.98 
12 6.93×1012 16.29 2.93 300 6.85 16.37 
18 1.57×1013 27.18 3.09 300 6.86 5.50 
24 8.00×1013 27.94 3.25 300 6.90 1.97 

Minimal medium making up to 5 L 
working volume:  

     

  0 2.05×1013 37.37 7.13 300 6.90 20.45 
12 3.46×1013 37.58 7.18 300 6.85 10.15 
24 3.90×1013 37.86 7.23 300 6.85 8.23 
36 4.35×1013 37.94 7.25 300 6.85 3.19 
48 4.10×1013 37.99 7.26 300 6.87 1.05 
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รูปที ่3.20 ลกัษณะการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรีย SUT-NZT6 เล้ียงในอาหาร Complex 
medium (ตารางท่ี 3.15) (A-C) ปริมาตร 3 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร 
(BioFlo®/CelliGen® 115) เติมเช้ือเร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้
โดยประมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 และ
กวนดว้ยความเร็ว 300 รอบต่อนาที ใหอ้ากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้น
เติม Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) แต่เพิม่น า้ตาลกลูโคส จาก 10 เป็น 20 กรัมต่อลติร    
(D-H) ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ย 5 ลิตร และเล้ียงต่อเน่ืองดว้ยสภาวะเดียวกบัขา้งตน้ เป็นเวลา 
48 ชัว่โมง  

  

(A) SUT-NZT6 ใน Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ท่ี 0 ชัว่โมง 

(C) SUT-NZT6_10% inoculum size 
24 ชัว่โมง  (B) SUT-NZT6_10% inoculum size (12 

ชัว่โมง)  
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รูปที ่3.20 (ต่อ) ลกัษณะการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรีย SUT-NZT6 เล้ียงในอาหาร Complex 
medium (ตารางท่ี 3.15) (A-C) ปริมาตร 3 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 
ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115) เติมเช้ือเร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้
โดยประมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 
และกวนด้วยความเร็ว 300 รอบต่อนาท ีใหอ้ากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
จากนั้นเติม Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) แต่เพิม่น า้ตาลกลูโคส จาก 10 เป็น 20 
กรัมต่อลติร (D-H) ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ย 5 ลิตร และเล้ียงต่อเน่ืองดว้ยสภาวะเดียวกบั
ขา้งตน้ เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

  

(D) SUT-NZT6_10% inoculum size เล้ียงใน Complex medium เป็นเวลำ 24 ชัว่โมง ใน และเติม 
Minimal medium (0 ชัว่โมง) 

(E) SUT-NZT6 หลงัเติม Minimal 
medium 12 ชัว่โมง 

(F) SUT-NZT6 หลงัเติม Minimal medium 24 ชัว่โมง  

(G) SUT-NZT6 หลงัเติม Minimal 
medium 36 ชัว่โมง 

(H) SUT-NZT6หลงัเติม Minimal 
medium 48 ชัว่โมง 
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ข. ปริมาณเช้ือเร่ิมต้น (Inoculum size) การให้อากาศ (Aeration) และความเร็วรอบ
ของการกวน (Agitation) ที่ต่างกนัเม่ือเลีย้งใน Complex medium และ Minimal 
medium 

จากท่ีไดพ้ฒันากรรมวธีิการเล้ียงแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 
โดยเพิ่มปริมาณเช้ือเร่ิมต้น (Inoculum size) ด้วยคาดหวงัจะได้ปริมาณเซลล์มาก เปรียบเทยีบปริมาณเช้ือ
เร่ิมต้น 7 และ 10% จากท่ีมีผลการศึกษาขา้งตน้ท่ีปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (มีจ านวนเซลล์
เร่ิมตน้ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร โดยเฉล่ีย) มีความเหมาะสม  เม่ือเล้ียงแบคทีเรียทั้ง 2 สายพนัธ์ุ ใน Complex 
medium ท่ีเหมาะสมตามท่ีไดศึ้กษา (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตรอาหาร 3 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 
7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115) ใช ้ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 กวนด้วยความเร็ว 300 
รอบต่อนาท ีและใหอ้ากาศ (Aeration) 2.0 ลิตรต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นเติม Minimal medium 
(ตารางท่ี 3.15) ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ย 5 ลิตร เล้ียงแบคทีเรียดว้ยสภาวะเดิม แต่กวนด้วยความเร็ว 500 รอบ
ต่อนาท ีเป็นเวลา 48 ชัว่โมง  พบวา่เม่ือใชป้ริมาณเช้ือเร่ิมต้น 7% โดยปริมาตร ไดเ้ซลลแ์บคทีเรียสายพนัธ์ุ 
SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 ในอาหาร Minimal medium ปริมาณ 30.77 และ 30.49 กรัมต่อลิตร (น ้าหนกั
เปียก) เท่ากบั 5.75 และ 5.74 กรัมต่อลิตร (น ้าหนกัแหง้) ตามล าดบั (ตารางท่ี 3.24 และรูปท่ี 3.21)  และจาก
ท่ีใชป้ริมาณเช้ือเร่ิมต้น 10% โดยปริมาตร ไดเ้ซลลแ์บคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 ใน
อาหาร Minimal medium ปริมาณ 50.71 และ 50.49 กรัมต่อลิตร (น ้าหนกัเปียก) เท่ากบั 8.75 และ 8.74 กรัม
ต่อลิตร (น ้าหนกัแหง้) ตามล าดบั (ตารางท่ี 3.25) ท่ีใหผ้ลการผลิตเซลลแ์บคทีเรียท่ีดีกวา่การใชป้ริมาณเช้ือ
เร่ิมตน้ 7% 

ทางโครงการฯ ไดพ้ยายามปรับส่วนประกอบอาหารเล้ียงเช้ือต่อเพื่อใหมี้ราคาถูกลง โดยศึกษา
ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 ในอาหาร 
Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตรอาหารเร่ิมตน้ 3 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร 
(BioFlo®/CelliGen® 115) ใชป้ริมาณเช้ือเร่ิมต้น 10% โดยปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 106 
เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุมควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 กวนด้วยความเร็ว 300 รอบต่อ
นาท ีและใหอ้ากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และเติม Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) ทีใ่ช้
แป้งมันส าปะหลงัเข้มข้นสุดท้าย 30 กรัมต่อลติร แทนน ้าตาลกลูโคส 10 กรัมต่อลิตร ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ย 
5 ลิตร เล้ียงแบคทีเรียดว้ยสภาวะเดียวกบัขา้งตน้ แต่กวนด้วยความเร็ว 500 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
ไดเ้ซลลแ์บคทีเรียในอาหาร Minimal medium ปริมาณ 45.69 และ 46.74 กรัมต่อลิตร (น ้าหนกัเปียก) เท่ากบั 
7.76 และ 7.81 กรัมต่อลิตร (น ้าหนกัแหง้) ตามล าดบั (ตารางท่ี 3.26 และ 3.27) 

จากผลท่ีได ้ สรุปในภาพรวมปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร และอาหาร Minimal medium 
กลูโคส 10 กรัมต่อลิตร ยงัคงเหมาะสมต่อการเล้ียงแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 ให้
ผลิต PHA จึงเลือกใชก้ลูโคส 10 กรัมต่อลิตร เป็นส่วนประกอบอาหารเช่นเดิม  
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รูปที ่3.21 ลกัษณะการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรีย SUT-NZT9 เล้ียงในอาหาร Complex 
medium (A-D) ท่ีเหมาะสมจากการศึกษา (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตร 3 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์
ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115) เติมเช้ือเร่ิมตน้ 7% โดยปริมาตร (มี
จ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร โดยเฉล่ีย) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส 
กวนดว้ยความเร็ว 300 รอบต่อนาที ใหอ้ากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้น
เติม Minimal medium (E-G) (ตารางท่ี 3.15) ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ย 5 ลิตร และเล้ียง
แบคทีเรียต่อเน่ืองควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส กวนดว้ยความเร็ว 500 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

(A) SUT-NZT9 เล้ียงใน Complex medium ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศา
เซลเซียส ท่ี 0 ชัว่โมง 

(B) SUT-NZT9 ใน Complex 
medium 12 ชัว่โมง  

(C) SUT-NZT9 SUT-NZT9 
ใน Complex medium 18 
ชัว่โมง  

(D) SUT-NZT9 ใน Complex 
medium 24 ชัว่โมง  

(E) SUT-NZT9 เติม Minimal medium ท่ี 0 ชัว่โมง  

(F) SUT-NZT9 เติม Minimal 
medium ท่ี 24 ชัว่โมง 

(G) SUT-NZT9 เติม Minimal 
medium ท่ี 48 ชัว่โมง  
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ตารางที ่3.24 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ SUT-
NZT9 ใน Complex medium ท่ีเหมาะสมตามท่ีไดศึ้กษา (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตรอาหาร 3 
ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115) ใชป้ริมาณเช้ือ
เร่ิมต้น 7% โดยปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร โดยเฉล่ีย) ควบคุม
อุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 กวนด้วยความเร็ว 300 รอบต่อนาท ีและใหอ้ากาศ 
(Aeration) 2.0 ลิตรต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นเติม Minimal medium (ตารางท่ี 
3.15) ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ย 5 ลิตร เล้ียงแบคทีเรียดว้ยสภาวะเดิม แต่กวนด้วยความเร็ว 
500 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

 

Bacterial code/ 
Medium/Cultivation time (h) 

Agitation 
(rpm) 

pH of the 
cultivated 
medium 

Growth 
(CFU/mL) 

Wet cell 
weight (g/L) 

Dry cell 
weight (g/L) 

SUT-NZT6:      
Complex medium, 3 L working volume:     

 0 300 7.00 9.18×106 2.39 0.60 
 6 300 7.09 6.03×1010 10.99 1.89 
12 300 7.08 8.33×1015 21.89 4.02 
24 300 7.14 9.36×1016 26.71 4.96 

Minimal medium1 making 
up to 5 L working volume:  

     

 0 500 7.11 1.65×1015 26.68 4.95 
12 500 7.18 3.00×1015 28.13 5.23 
24 500 7.18 1.43×1017 29.03 5.41 
36 500 7.06 1.62×1017 30.42 5.69 
48 500 6.95 1.50×1017 30.77 5.75 

SUT-NZT9:      
Complex medium, 3 L working volume:     

 0 300 6.98 8.90×106 2.10 0.55 
 6 300 6.98 4.66×1010 15.99 2.87 
12 300 7.20 2.96×1014 17.39 3.14 
24 300 7.26 2.44×1016 28.02 426 

Minimal medium1 making 
up to 5 L working volume:  

     

 0 500 7.14 7.50×1015 27.35 4.13 
12 500 7.15 4.18×1015 29.38 4.53 
24 500 7.15 5.18×1015 29.22 4.50 
36 500 7.10 6.76×1016 29.75 4.59 
48 500 7.10 1.81×1016 30.49 5.74 

หมายเหตุ: 1, เซลลท่ี์เล้ียงใน Minimal medium มี PHA สะสมจากการตรวจหาดว้ยดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนซ์ 
ใชเ้ซลลใ์นขั้นตอนการสกดัสาร PHA (ขอ้ 3.3)  



85 

 

ตารางที ่3.25 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ SUT-
NZT9 ในอาหาร Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตรอาหารเร่ิมตน้ 3 ลิตร ในถงั
ปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115) ใชป้ริมาณเช้ือเร่ิมต้น 
10% โดยปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุม
ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 กวนด้วยความเร็ว 300 รอบต่อนาท ีและ 
ใหอ้ากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และเติม Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) 
ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ย 5 ลิตร เล้ียงแบคทีเรียดว้ยสภาวะเดียวกบัขา้งตน้ แต่กวนด้วย
ความเร็ว 500 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

 

Bacterial isoalate 
code/ Medium/ 

Cultivation time (h) 

Growth 
(CFU/mL) 

Wet cell 
weight 
(g/L) 

Dry cell 
weight 
(g/L) 

Agitation 
speed 
(rpm) 

pH of the 
cultivated 
medium 

Total sugars 
in the 

medium (g/L) 
SUT-NZT6:      

Complex medium, 3 L working volume:     
  0 9.18×106 2.39 0.61 300 7.00 32.05 
  6 6.03×1010 20.99 1.89 300 7.09 24.35 
12 8.33×1015 31.89 4.02 300 7.08 17.61 
24 9.36×1016 36.71 4.96 300 7.14 1.98 

Minimal medium making up to 
5 L working volume:  

     

  0 1.65×1015 36.68 4.67 500 7.11 12.19 
12 3.00×1015 48.13 7.23 500 7.18 7.83 
24 1.43×1016 49.03 8.41 500 7.18 3.55 
36 1.62×1016 50.43 8.68 500 7.06 1.04 
48 1.50×1016 50.77 8.75 500 6.95 0.86 

       

SUT-NZT9:      
Complex medium, 3 L working volume:     

  0 8.90×106 2.09 0.55 300 6.98 31.05 
  6 4.66×1010 15.99 2.87 300 6.98 25.52 
12 2.96×1014 27.38 3.14 300 7.20 13.97 
24 2.44×1016 38.02 3.26  7.26 1.95 

Minimal medium making up to 
5 L working volume:  

     

  0 7.50×1015 37.35 3.13 500 7.14 12.15 
12 4.18×1015 46.38 6.87 500 7.15 6.15 
24 5.18×1015 49.22 8.49 500 7.15 4.65 
36 6.76×1016 49.75 8.59 500 7.10 1.30 
48 1.81×1016 50.49 8.74 500 7.10 0.24 
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ตารางที ่3.26 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 ใน
อาหาร Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตรอาหารเร่ิมตน้ 3 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์
ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115) ใชป้ริมาณเช้ือเร่ิมต้น 10% โดย
ปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุมควบคุม
อุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 กวนด้วยความเร็ว 300 รอบต่อนาท ี และให้
อากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และเติม Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) 
ทีใ่ช้แป้งมันส าปะหลงัเข้มข้นสุดท้าย 30 กรัมต่อลติร แทนน ้าตาลกลูโคส 10 กรัมต่อ
ลิตร ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ย 5 ลิตร เล้ียงแบคทีเรียดว้ยสภาวะเดียวกบัขา้งตน้ แต่กวน
ด้วยความเร็ว 500 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

 

Medium/Cultivation 
time (h) 

Growth 
(CFU/mL) 

Wet cell 
weight 
(g/L) 

Dry cell 
weight 
(g/L) 

Agitation 
speed 
(rpm) 

pH of the 
cultivated 
medium 

Total 
sugars in 

the medium 
(g/L) 

Complex medium, 3 L working 
volume: 

     

  0 5.34×106 2.44 0.81 300 7.09 30.52 
12 1.10×1012 22.72 3.64 300 7.16 16.46 
18 3.50×1015 30.97 4.84 300 7.26 4.89 
24 1.67×1015 34.42 6.51 300 7.26 1.55 

Minimal medium making up to 
5 L working volume:  

     

  0 1.45×1014 30.94 6.42 500 7.15 31.81 
12 1.26×1015 44.21 7.47 500 7.15 18.34 
24 2.50×1015 44.72 7.57 500 7.08 11.50 
36 2.30×1015 44.93 7.61 500 6.96 6.09 
48 2.39×1015 45.69 7.76 500 6.88 3.07 
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ตารางที ่3.27 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT9 ในอาหาร 
Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตรอาหารเร่ิมตน้ 3 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ
ขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115) ใชป้ริมาณเช้ือเร่ิมต้น 10% โดยปริมาตร 
(มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุมควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 
องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 กวนด้วยความเร็ว 300 รอบต่อนาท ีและใหอ้ากาศ 2.0 ลิตรต่อ
นาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และเติม Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) ทีใ่ช้แป้งมัน
ส าปะหลงัเข้มข้นสุดท้าย 30 กรัมต่อลติร แทนน ้าตาลกลูโคส 10 กรัมต่อลิตร ใหไ้ด้
ปริมาตรสุดทา้ย 5 ลิตร เล้ียงแบคทีเรียดว้ยสภาวะเดียวกบัขา้งตน้ แต่กวนด้วยความเร็ว 
500 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

 

Medium/ 
Cultivation time (h) 

Growth 
(CFU/mL) 

Wet cell 
weight 
(g/L) 

Dry cell 
weight 
(g/L) 

Agitation 
(rpm) 

pH of the 
cultivated 
medium 

Total sugars 
in the 

medium (g/L) 
Complex medium, 3 L working 
volume: 

     

  0 5.33×106 2.30 0.78 300 7.20 30.60 

10 3.09×1015 35.75 5.67 300 6.97 17.85 

18 2.14×1015 38.00 6.06 300 6.81 10.20 

24 1.71×1015 35.85 6.64 300 6.96 2.70 
Minimal medium making up to 5 L 
working volume:  

    

  0 2.20×1014 34.85 6.45 500 6.95 10.20 

12 1.59×1015 42.60 7.01 500 6.96 4.50 

24 8.43×1015 46.55 7.78 500 7.88 1.95 

48 3.95×1015 46.74 7.81 500 7.20 0.38 
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ค.  การเติมอาหาร Complex medium ในระหว่างการเลีย้งแบคทเีรีย 

ศึกษาช่วงเวลาการเติมอาหาร Complex medium ระหวา่งการเล้ียงแบคทีเรียใน 
Complex medium ช่วง Log phase จ านวน 2-4 คร้ัง ไดผ้ลดงัน้ี 

ผลการทดลองเล้ียงแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 ท่ีพฒันา
รูปแบบของการเล้ียงแบคทีเรียใน Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาณเช้ือเร่ิมต้น 5% โดยปริมาตร 
(ท่ีมีจ  านวนเซลลป์ระมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ปริมาตรอาหารเร่ิมตน้ 1.5 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ
ขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115) มีการเติม Complex medium ปริมาตร 0.5 ลิตร ทีเ่วลา 10 
และ 18 ช่ัวโมงของการเล้ียงเช้ือ ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 กวนด้วยความเร็ว 300 รอบ
ต่อนาท ีและใหอ้ากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นเติม Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) 
ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 5 ลิตร เล้ียงแบคทีเรียดว้ยสภาวะเดียวกบัขา้งตน้เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  
แบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 มีการเจริญสูงสุดในอาหาร Minimal medium ท่ี 9.10×1016 
และ 3.95×1015 CFU ต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั ไดเ้ซลลป์ริมาณ 69.93 และ 56.74 กรัมต่อลิตร (น ้าหนกัเปียก) 
เท่ากบั 13.01 และ 10.88 กรัมต่อลิตร (น ้าหนกัแหง้) ตามล าดบั (ตารางท่ี 3.28) 

เม่ือเล้ียงแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ SUT-NZT9  ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต 
PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 ในอาหาร Complex medium (ตารางท่ี 3.15) 
ปริมาตร 1.5 ลิตรในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร เติมเช้ือเร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (มีจ านวนเซลล์
เร่ิมตน้โดยประมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.00 ใหอ้ากาศ 2.0 
ลิตรต่อนาที อตัราเร็วการกวน 300 รอบต่อนาที เติมอาหารใหม่จ  านวน 3 คร้ัง ทีเ่วลา 10, 14 และ 18 ช่ัวโมง
ของการเล้ียงเช้ือ คร้ังละ 500 มิลลิลิตร และเล้ียงต่อเน่ืองเป็นเวลา 24 ชัว่โมง และเติมอาหาร Minimal 
medium (ตารางท่ี 3.15) ใหป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 5 ลิตร และเล้ียงต่อเน่ืองดว้ยสภาวะเช่นเดียวกบัขา้งตน้ 
เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  พบวา่แบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 มีการเจริญสูงสุดในอาหาร 
Minimal medium ท่ี 5.05×1016 และ 3.95×1016CFU ต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั ไดเ้ซลลป์ริมาณ 72.03 และ 
70.65 กรัมต่อลิตร (น ้าหนกัเปียก) เท่ากบั 12.66 และ 12.42กรัมต่อลิตร (น ้าหนกัแหง้) ตามล าดบั (ตารางท่ี 
3.29)  สามารถเพิ่มปริมาณเซลลไ์ดเ้ล็กนอ้ยเม่ือเทียบกบัการเติมอาหาร Complex medium ปริมาตร 0.5 ลิตร 
2 คร้ัง ท่ีเวลา 10 และ 18 ชัว่โมงของการเล้ียงเช้ือ 

จากนั้นไดท้ดลองผลิต PHA จากการเล้ียงแบคทีเรีย SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 ท่ีเล้ียงใหเ้จริญ
ในอาหาร Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรีย          
สายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 ในอาหาร Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตร 3 ลิตร ในถงั
ปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร  เติมเช้ือเร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 
106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 ให้อากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที กวนดว้ย
ความเร็ว 300 รอบต่อนาที เติมอาหารใหม่จ  านวน 4 คร้ัง ที่เวลา 10, 12, 14 และ 18 ช่ัวโมงของการเล้ียงเช้ือ 
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คร้ังละ 500 มิลลิลิตร และเล้ียงต่อเน่ืองเป็นเวลา 24 ชัว่โมง แทนท่ีปริมาตร 1 ลิตร ดว้ย Minimal medium 
(ตารางท่ี 3.15) เขม้ขน้ 5 เท่า โดยการป่ันเหวีย่งแยกของเหลวออก เล้ียงดว้ยสภาวะการเดียวกบัขา้งตน้เป็น
เวลา 48 ชัว่โมง พบวา่แบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 มีการเจริญสูงสุดในอาหาร 
Minimal medium ท่ี 5.43×1017 และ 1.27×1016 CFU ต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั ไดเ้ซลลป์ริมาณ 81.57 และ 
79.48 กรัมต่อลิตร (น ้าหนกัเปียก) เท่ากบั 15.13 และ 14.03 กรัมต่อลิตร (น ้าหนกัแหง้) ตามล าดบั (ตารางท่ี 
3.30 และรูปท่ี 3.22) 
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ตารางที ่3.28 ผลผลิตเซลล์เพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 ท่ี

พฒันารูปแบบของการเล้ียงแบคทีเรียใน Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาณเช้ือ
เร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (ท่ีมีจ  านวนเซลลป์ระมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ปริมาตร
อาหารเร่ิมตน้ 1.5 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร มีการเติม Complex 
medium ปริมาตร 0.5 ลิตร ท่ีเวลา 10 และ 18 ชัว่โมงของการเล้ียงเช้ือ ควบคุมอุณหภูมิท่ี 
30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 กวนดว้ยความเร็ว 300 รอบต่อนาที และใหอ้ากาศ 2.0 ลิตร
ต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นเติม Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) ใหไ้ดป้ริมาตร
สุดทา้ยเท่ากบั 5 ลิตร เล้ียงแบคทีเรียดว้ยสภาวะเดียวกบัขา้งตน้เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

 

Bacterial code/ 
Medium/Cultivation time (h) 

Agitation 
(rpm) 

pH of the 
cultivated 
medium 

Growth 
(CFU/mL) 

Wet cell 
weight 
(g/L) 

Dry cell 
weight 
(g/L) 

SUT-NZT6:      
Complex medium/ Volume:      

  0/ 1.5 L 300 7.00 4.39×106 2.17 0.65 
10/ 1.5+0.5 L 300 7.01 1.91×1015 40.45 7.82 
18/ 2.0+0.5 L 300 7.06 8.65×1015 49.37 8.03 
24/ 2.5 L 300 7.10 9.87×1015 50.23 8.17 

Minimal medium1 making 
up to 5 L working volume:  

     

  0 300 7.10 2.71×1015 49.61 8.11 
12 300 7.15 3.65×1015 58.13 11.32 
24 300 7.15 5.42×1016 59.11 11.51 
36 300 7.03 5.97×1016 69.58 12.88 
48 300 6.98 9.10×1016 69.93 13.01 

SUT-NZT9:      
Complex medium:      

  0/ 1.5 L 300 7.20 5.33×106 2.30 0.78 
10/ 1.5+0.5 L 300 6.97 3.09×1015 45.75 8.67 
18/ 2.0+0.5 L 300 6.81 2.14×1015 58.00 11.06 
24/ 2.5 L 300 6.96 1.71×1015 55.85 10.64 

Minimal medium1 making 
up to 5 L working volume:  

     

  0 300 6.95 2.20×1014 54.85 10.44 
12 300 6.96 1.59×1015 52.60 10.01 
24 300 7.88 8.43×1015 56.55 10.78 
48 300 7.20 3.95×1015 56.74 10.88 

หมายเหตุ: 1, เซลลท่ี์เล้ียงใน Minimal medium มี PHA สะสมจากการตรวจหาดว้ยดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนซ ์
ใชเ้ซลลใ์นขั้นตอนการสกดัสาร PHA (ขอ้ 3.3)  
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ตารางที ่3.29 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ 
SUT-NZT9 ในอาหาร Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตร 1.5 ลิตรในถงั
ปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115)  เติมเช้ือเร่ิมตน้ 5% 
โดยปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุม
อุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 ใหอ้ากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที อตัราเร็วการกวน 
300 รอบต่อนาที เติมอาหาร Complex medium ใหม่เพิ่มจ านวน 3 คร้ัง ท่ีเวลา 10, 14 
และ 18 ชัว่โมงของการเล้ียงเช้ือ คร้ังละ 500 มิลลิลิตร และเล้ียงต่อเน่ืองจนครบ 24 
ชัว่โมง และเติมอาหาร Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) ใหป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 5 
ลิตร และเล้ียงต่อเน่ืองดว้ยสภาวะเช่นเดียวกบัขา้งตน้ เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

 

Bacterial isolate 
code/ Medium/ 

Cultivation time 
(h) 

Growth 
(CFU/mL) 

Wet cell 
weight 
(g/L) 

Dry cell 
weight 
(g/L) 

Agitation 
(rpm) 

pH of the 
cultivated 
medium 

Total 
sugars in 

the medium 
(g/L) 

SUT-NZT6:      
Complex medium/ Volume:      

  0/ 1.5 L 5.00×106 2.05 0.71 300 7.10 31.19 
10/ 1.5+0.5 L 2.69×1013 25.10 4.41 300 6.97 20.35 
14/ 2.0+0.5 L 3.90×1016 32.97 5.71 300 6.95 16.56 
18/ 2.5+0.5 L 1.73×1016 48.50 7.28 300 7.05 7.21 
24/ 3.0 L 4.40×1016 53.75 8.20 300 7.00 1.52 

Minimal medium making up to 
5 L working volume:  

     

  0 6.05×1015 50.65 7.66 300 6.90 13.05 
12 3.50×1016 62.60 11.00 300 6.98 6.23 
24 7.95×1016 68.31 12.01 300 7.00 2.15 
48 5.05×1016 72.03 12.66 300 7.00 0.55 
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ตารางที ่3.29 (ต่อ) ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 
และ SUT-NZT9 ในอาหาร Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ท่ีใชแ้ป้งมนั
ส าปะหลงั 30 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน ปริมาตร 1.5 ลิตรในถงัปฏิกรณ์
ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115) เติมเช้ือเร่ิมตน้ 5% โดย
ปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุม
อุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 ใหอ้ากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที อตัราเร็วการ
กวน 300 รอบต่อนาที เติมอาหาร Complex medium ใหม่เพิ่มจ านวน 3 คร้ัง ท่ี
เวลา 10, 14 และ 18 ชัว่โมงของการเล้ียงเช้ือ คร้ังละ 500 มิลลิลิตร และเล้ียง
ต่อเน่ืองจนครบ 24 ชัว่โมง และเติมอาหาร Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) ให้
ปริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 5 ลิตร และเล้ียงต่อเน่ืองดว้ยสภาวะเช่นเดียวกนัเป็น
เวลา 48 ชัว่โมง 

 
Bacterial isolate 
code/ Medium/ 

Cultivation time 
(h) 

Growth 
(CFU/mL) 

Wet cell 
weight 
(g/L) 

Dry cell 
weight 
(g/L) 

Agitation 
(rpm) 

pH of the 
cultivated 
medium 

Total 
sugars in 

the medium 
(g/L) 

SUT-NZT9:      
Complex medium:      

  0/ 1.5 L 4.33×106 2.30 0.76 300 7.15 30.64 
10/ 1.5+0.5 L 3.09×1015 26.90 4.73 300 6.97 18.60 
14/ 2.0+0.5 L 2.14×1016 30.85 5.42 300 7.00 14.26 
18/ 2.5+0.5 L 4.26×1016 54.46 9.57 300 7.00 8.79 
24/ 3.0 L 5.79×1015 60.59 10.65 300 6.96 2.05 

Minimal medium making up to 
5 L working volume:  

     

  0 7.15×1014 59.10 10.39 300 6.95 12.40 
12 1.58×1016 62.55 10.99 300 7.00 5.66 
24 8.43×1016 65.40 11.49 300 7.00 2.50 
30 2.15×1016 68.21 11.99 300 7.10 1.95 
48 3.95×1016 70.65 12.42 300 7.00 0.68 
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ตารางที ่3.30 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ 
SUT-NZT9 ในอาหาร Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตร 3 ลิตร ในถงั
ปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115) เติมเช้ือเร่ิมตน้ 5% 
โดยปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุม
อุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 ใหอ้ากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที กวนดว้ยความเร็ว 
300 รอบต่อนาที เติมอาหาร Complex medium ใหมเ่พิ่มจ านวน 4 คร้ัง ท่ีเวลา 10, 12, 
14 และ 18 ชัว่โมงของการเล้ียงเช้ือ คร้ังละ 500 มิลลิลิตร และเล้ียงต่อเน่ืองจนครบ 24 
ชัว่โมง แทนท่ีปริมาตร 1 ลิตร ดว้ย Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) เขม้ขน้ 5 เท่า 
โดยการป่ันเหวีย่งแยกของเหลวออก เล้ียงดว้ยสภาวะการเดียวกบัขา้งตน้เป็นเวลา 48 
ชัว่โมง  

 
Bacterial isolate 
code/ Medium/ 

Cultivation time (h) 

Growth 
(CFU/mL) 

Wet cell 
weight (g/L) 

Dry cell 
weight 
(g/L) 

pH of the 
cultivated 
medium 

Total sugars in 
the medium 

(g/L) 
SUT-NZT6:     

Complex medium/ Volume:     
  0/ 3 L 1.65×106 2.76 0.81 7.00 31.12 
10/ 3+0.5 L 1.23×1013 26.44 8.22 7.00 27.01 
12/ 3.5+0.5 L 3.98×1016 30.88 9.38 7.00 15.05 
14/ 4.0+0.5 L 5.33×1017 41.76 12.23 7.00 11.03 
18/ 4.5+0.5 L 1.02×1018 57.55 13.21 7.00 7.10 
24/ 5 L 1.55×1018 74.65 13.27 7.00 2.08 

Minimal medium (1 L of 5X 
concentration to replace 1 L of 
cultured complex medium): 

    

  0 1.70×1017 73.42 13.12 6.90 12.43 
12 1.88×1017 73.40 14.19 6.99 6.78 
24 1.98×1017 75.04 14.89 7.00 2.80 
48 5.43×1017 81.57 15.13 7.00 2.19 
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ตารางที ่3.30 (ต่อ) ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ 
SUT-NZT9 ในอาหาร Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตร 3 ลิตร ในถงั
ปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115) เติมเช้ือเร่ิมตน้ 5% 
โดยปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุม
อุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 ใหอ้ากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที กวนดว้ยความเร็ว 
300 รอบต่อนาที เติมอาหาร Complex medium ใหม่เพิ่มจ านวน 4 คร้ัง ท่ีเวลา 10, 
12, 14 และ 18 ชัว่โมงของการเล้ียงเช้ือ คร้ังละ 500 มิลลิลิตร และเล้ียงต่อเน่ืองจน
ครบ 24 ชัว่โมง แทนท่ีปริมาตร 1 ลิตร ดว้ย Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) เขม้ขน้ 
5 เท่า โดยการป่ันเหวีย่งแยกของเหลวออก เล้ียงดว้ยสภาวะการเดียวกบัขา้งตน้เป็น
เวลา 48 ชัว่โมง  

 

Medium/ 
Cultivation time (h) 

Growth 
(CFU/mL) 

Wet cell 
weight (g/L) 

Dry cell 
weight 
(g/L) 

pH of the 
cultivated 
medium 

Total sugars in 
the medium 

(g/L) 
SUT-NZT9     

Complex medium/ Volume:     
  0/ 3 L 1.28×106 2.50 0.79 6.90 31.08 
10/ 3+0.5 L 1.36×1013 18.45 3.24 7.05 26.01 
12/ 3.5+0.5 L 4.75×1016 30.60 5.38 7.00 14.75 
14/ 4.0+0.5 L 5.45×1017 40.90 7.89 7.00 10.98 
18/ 4.5+0.5 L 1.06×1018 58.68 10.32 7.00 6.49 
24/ 5 L 1.87×1018 73.79 12.97 7.00 2.15 

Minimal medium (1 L of 5X 
concentration to replace 1 L of 
cultured complex medium):  

    

  0 4.70×1015 73.42 12.90 6.95 12.56 
  6 1.38×1016 73.40 12.89 6.90 6.79 
18 1.36×1017 75.04 13.19 7.00 2.70 
24 9.40×1017 75.37 13.25 7.05 2.28 
30 3.30×1017 77.90 13.69 7.00 1.20 
48 1.27×1016 79.48 14.03 7.00 0.62 
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รูปที ่3.22 ลกัษณะการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียไอโซเลท SUT-NZT9 เล้ียงในอาหาร 
Complex medium (ตารางท่ี 3.15) (A-D) ท่ีใชแ้ป้งมนัส าปะหลงั 30 กรัมต่อลิตร ผา่นการ
ยอ่ยดว้ยเอนไซม ์เป็นแหล่งคาร์บอน ปริมาตร 3 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 
ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115)  เติมเช้ือเร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้
โดยประมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 ให้
อากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที กวน 300 รอบต่อนาที เติมอาหาร Complex medium ใหมเ่พิ่ม
จ านวน 4 คร้ัง ท่ีเวลา 10, 12, 14 และ 18 ชัว่โมงของการเล้ียงเช้ือ คร้ังละ 500 มิลลิลิตร และ
เล้ียงต่อเน่ืองจนครบ 24 ชัว่โมง  แทนท่ีปริมาตร 1 ลิตร ดว้ย Minimal medium (ตารางท่ี 
3.15) ความเขม้ขน้ 5 เท่า โดยการป่ันเหวีย่งแยกของเหลวออก (E-H) ใหป้ริมาตรสุดทา้ย
เท่ากบั 5 ลิตร และเล้ียงต่อเน่ืองดว้ยสภาวะเช่นเดียวกนัเป็นเวลา 48 ชัว่โมง  

  

(A) SUT-NZT9 เล้ียงใน Complex medium ท่ี 0 ชัว่โมง  

(C) SUT-NZT9 เล้ียงใน 
Complex medium ท่ี 12 
ชัว่โมง  

(D) SUT-NZT9 เล้ียงใน Complex medium ท่ี 24 ชัว่โมง  
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รูปที ่3.22 (ต่อ) ลกัษณะการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียไอโซเลท SUT-NZT9 เล้ียงในอาหาร 

Complex medium (ตารางท่ี 3.15) (A-D) ท่ีใชแ้ป้งมนัส าปะหลงั 30 กรัมต่อลิตร เป็น
แหล่งคาร์บอน ปริมาตร 3 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร 
(BioFlo®/CelliGen® 115) เติมเช้ือเร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้
โดยประมาณ 107 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 ให้
อากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที กวน 300 รอบต่อนาที เติมอาหาร Complex medium ใหมเ่พิ่ม
จ านวน 4 คร้ัง ท่ีเวลา 10, 12, 14 และ 18 ชัว่โมงของการเล้ียงเช้ือ คร้ังละ 500 มิลลิลิตร 
และเล้ียงต่อเน่ืองจนครบ 24 ชัว่โมง แทนท่ีปริมาตร 1 ลิตร ดว้ย Minimal medium 
(ตารางท่ี 3.15) ความเขม้ขน้ 5 เท่า โดยการป่ันเหวีย่งแยกของเหลวออก (E-H) ให้
ปริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 5 ลิตร และเล้ียงต่อเน่ืองดว้ยสภาวะเช่นเดียวกนัเป็นเวลา 48 
ชัว่โมง  

  

(H) SUT-NZT9 เล้ียงใน Minimal medium ท่ี 48 ชัว่โมง  

(E) SUT-NZT9 หลงัการป่ันเหวีย่งแยกของเหลวออก 1 ลิตรก่อนเติม Minimal medium  

(G) SUT-NZT9 เล้ียงใน 
Minimal medium ท่ี 24 
ชัว่โมง  

(F) SUT-NZT9 เล้ียงใน Minimal medium ท่ี 0 ชัว่โมง  
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3.2.7  การทดลองเพิม่ขนาดการผลติ PHA ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 

การทดลองเพิ่มขนาดการผลิต PHA ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ ตามแผนใชป้ริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ 
5 ลิตร แต่เม่ือปฏิบติัจริง ไดท้ดลองเพิ่มปริมาตรการเล้ียงเซลลเ์ป็น 10 ลิตร ท่ีมีส่วนประกอบท่ีเหมาะสม 
ปริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้ท่ีเหมาะสม และตามรูปแบบท่ีไดจ้ากการศึกษา (ขอ้ 3.2.4)  และไดเ้ลือกแบคทีเรียท่ี
คดัเลือกเพียง 1 สายพนัธ์ุ คือ SUT-NZT6  ตรวจวดัการเจริญ ความเป็นกรด-ด่างของอาหารเล้ียงเช้ือ  
ปริมาณแหล่งคาร์บอนท่ีเหลือ  และปริมาณ PHA ท่ีผลิต ท่ีระยะเวลาต่างๆ ของการเล้ียงเช้ือ ซ่ึงยงัคงได้
ผลผลิตดีเช่นเดียวกบัการทดลองผลิตท่ีปริมาตรนอ้ยกวา่ 10 ลิตร  เซลลท่ี์ผลิตได ้ใชศึ้กษาการพฒันาวธีิการ
สกดัสาร PHA ท่ีรายงานผลการศึกษาโดยสังเขปตามขอ้ 3.3 

เม่ือเล้ียงแบคทีเรียไอโซเลท (สายพนัธ์ุ) SUT-NZT6 ในอาหาร Complex medium (ตารางท่ี 3.15) 
ท่ีใชแ้ป้งมนัส าปะหลงั 30 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน ปริมาตร 6 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด
บรรจุ 14 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115) เติมเช้ือเร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (ท่ีมีจ  านวนเซลล์ประมาณ 106 
เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 ใหอ้ากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที กวนดว้ย
ความเร็ว 300 รอบต่อนาที เติมอาหารใหม่จ  านวน 4 คร้ัง ท่ีเวลา 10, 12, 14 และ 18 ชัว่โมงของการเล้ียงเช้ือ 
คร้ังละ 500 มิลลิลิตร ไดป้ริมาตรสุดทา้ย 8 ลิตร เล้ียงต่อเน่ืองจนครบ 24 ชัว่โมง จากนั้นเติมอาหาร Minimal 
medium (ตารางท่ี 3.15) ให้ปริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 10 ลิตร และเล้ียงต่อเน่ืองดว้ยสภาวะเช่นเดียวกนัเป็น
เวลา 48 ชัว่โมง (รูปท่ี 3.23)  ใหผ้ลผลิตเซลลสู์งสุด คือ 80.30 กรัมต่อลิตร (น ้าหนกัเปียก) หรือ 15.59 กรัม
กรัมต่อลิตร (น ้าหนกัแหง้) (ตารางท่ี 3.31) 
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รูปที ่3.23 ลกัษณะการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียไอโซเลท SUT-NZT6 เล้ียงในอาหาร 
Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ท่ีใชแ้ป้งมนัส าปะหลงั 30 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่ง
คาร์บอน ปริมาตร 6 ลิตร (A) ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 14 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 
115) เติมเช้ือเร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (ท่ีมีจ  านวนเซลล์ประมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) 
ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 ใหอ้ากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที กวนดว้ยความเร็ว 
300 รอบต่อนาที เติมอาหารใหม่จ  านวน 4 คร้ัง ท่ีเวลา 10 (B), 12 (C), 14 และ 18 (D) ชัว่โมง
ของการเล้ียงเช้ือ คร้ังละ 500 มิลลิลิตร ไดป้ริมาตรสุดทา้ย 8 ลิตร เล้ียงต่อเน่ืองจนครบ 24 
ชัว่โมง (E) จากนั้นเติมอาหาร Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) ใหป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 
10 ลิตร (F-H) และเล้ียงต่อเน่ืองดว้ยสภาวะเช่นเดียวกนัเป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

  

(B) SUT-NZT6 เล้ียงใน Complex medium ท่ี 10 ชัว่โมง  

(E) SUT-NZT6 ใน Complex 
medium ท่ี 24 ชัว่โมง  

(D) SUT-NZT6 ใน Complex 
medium ท่ี 18 ชัว่โมง  

(A) SUT-NZT6 เล้ียงใน Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ท่ี 0 ชัว่โมง  

(C) SUT-NZT6 ใน Complex 
medium ท่ี 12 ชัว่โมง  
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รูปที ่3.23 (ต่อ) ลกัษณะการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียไอโซเลท SUT-NZT6 เล้ียงในอาหาร 
Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ท่ีใชแ้ป้งมนัส าปะหลงั 30 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่ง
คาร์บอน ปริมาตร 6 ลิตร (A) ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 14 ลิตร 
(BioFlo®/CelliGen® 115) เติมเช้ือเร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (ท่ีมีจ  านวนเซลล์ประมาณ 
107 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 ใหอ้ากาศ 2.0 
ลิตรต่อนาที กวนดว้ยความเร็ว 300 รอบต่อนาที เติมอาหารใหม่จ  านวน 4 คร้ัง ท่ีเวลา 
10 (B), 12 (C), 14 และ 18 (D) ชัว่โมงของการเล้ียงเช้ือ คร้ังละ 500 มิลลิลิตร ได้
ปริมาตรสุดทา้ย 8 ลิตร เล้ียงต่อเน่ืองจนครบ 24 ชัว่โมง (E) จากนั้นเติมอาหาร Minimal 
medium (ตารางท่ี 3.15) ใหป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 10 ลิตร (F-H) และเล้ียงต่อเน่ืองดว้ย
สภาวะเช่นเดียวกนัเป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

  

(F) SUT-NZT6 เล้ียงใน Minimal medium ท่ี 0 ชัว่โมง (ต่อจาก Complex medium ท่ี 24 ชัว่โมง) 

(G) SUT-NZT9 เล้ียงใน 
Minimal medium ท่ี 24 
ชัว่โมง  

(H) SUT-NZT6 เล้ียงใน Minimal medium ท่ี 48 ชัว่โมง  
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ตารางที ่3.31 ความสามารถในการเจริญเพื่อผลิต PHA ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 ใน
อาหาร Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ท่ีใชแ้ป้งมนัส าปะหลงั 30 กรัมต่อลิตร เป็น
แหล่งคาร์บอน ปริมาตร 6 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร 
(BioFlo®/CelliGen® 115) เติมเช้ือเร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (มีจ  านวนเซลลเ์ร่ิมตน้
โดยประมาณ 107 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 ให้
อากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที กวน 300 รอบต่อนาที เติมอาหารใหม่จ  านวน 4 คร้ัง ท่ีเวลา 10, 
12, 14 และ 18 ชัว่โมงของการเล้ียงเช้ือ คร้ังละ 500 มิลลิลิตร และเล้ียงต่อเน่ืองเป็นเวลา 
24 ชัว่โมง และเติมอาหาร Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) ใหป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 
10 ลิตร และเล้ียงต่อเน่ืองดว้ยสภาวะเช่นเดียวกนัเป็นเวลา 48 ชัว่โมง  

 
Medium/ 

Cultivation time (h) 
Agitation 

speed 
(rpm) 

pH of the 
cultivated 
medium 

Growth 
(CFU/mL) 

Wet cell 
weight 
(g/L) 

Dry cell 
weight 
(g/L) 

Total 
sugars in 

the medium 
(g/L) 

Complex medium:       
  0/ 6 L 300 7.05 4.02×106 5.80 1.02 31.55 
  4/ 6 L 300 7.02 3.13×1011 9.60 1.69 29.64 
  6/ 6 L 300 7.00 4.52×1012 29.25 5.14 22.35 
10/ 6.0 +0.5 L 300 7.00 4.36×1016 36.80 6.47 18.25 
12/ 6.5 +0.5 L 300 7.00 4.18×1017 41.90 7.36 10.79 
14/ 7.0+0.5 L 300 7.00 4.99×1017 45.55 8.22 8.66 
18/ 7.5+0.5 L 300 6.97 6.78×1017 51.30 9.16 5.50 
24/ 8.0 L 300 7.06 3.52×1018 67.60 11.88 1.75 

Minimal medium 
making up to 10 L 
working volume: 

      

  0 300 6.98 7.85×1015 65.50 11.51 12.65 
12 300 7.00 9.35×1016 68.70 12.88 6.08 
24 300 7.00 3.24×1017 75.20 13.69 4.75 
30 300 7.00 2.44×1017 79.65 15.29 1.50 
48 300 7.05 2.23×1017 80.30 15.59 0.49 
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รูปที ่3.24 ตวัอยา่งลกัษณะของตะกอนเซลลเ์ปียกก่อนน าไปท าแหง้และสกดั PHA ของแบคทีเรีย
สายพนัธ์ุ SUT-NZT6 (A และ B) และสายพนัธ์ุ SUT-NZT9 (C และ D) 

 
  

(A) ตะกอนเซลลเ์ปียก แบคทีเรีย SUT-NZT6  

(D) ตะกอนเซลลเ์ปียก แบคทีเรีย SUT-NZT9  (C) ตะกอนเซลลเ์ปียก แบคทีเรีย SUT-NZT9  

(B) ตะกอนเซลลเ์ปียก แบคทีเรีย SUT-NZT6  
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3.3  การสกดัสาร PHA จากเซลล์แบคทเีรียสายพนัธ์ุเฉพาะทีศึ่กษาและตรวจสอบคุณลกัษณะส าคญั
ของ PHA ทีไ่ด้ เพ่ือความเหมาะสมต่อการใช้งาน 

3.3.1 การสกดัสาร PHA จากเซลล์แบคทเีรียสายพนัธ์ุเฉพาะทีศึ่กษา 

การสกดัและแยกสาร PHA ออกจากเซลลข์องแบคทีเรียตามท่ีมีรายงาน นิยมใชส้ารท าละลาย
อินทรียก์ลุ่ม Halogenated hydrocarbon solvents เช่น Chloroform, Dichloroethane, Dichloromethane และ 
Dichloropropane เป็นตน้  สารท าละลายอินทรียก์ลุ่ม Halogenated hydrocarbon solvents ท่ีใหผ้ลการสกดั
ดีท่ีสุด คือ 1,2-Dichloroethane และ 1,1,2-Trichloroethane (Vanlautem and Gilain, 1980)  ในการสกดัมี
ขั้นตอนการท าแหง้เซลลข์องจุลินทรียท่ี์สะสม PHA  แลว้จึงสกดั PHA โดยใช ้ Halogenated solvents  
จากนั้นแยก PHA ออกดว้ย Solvent ท่ีมี Polarity ต ่า เช่น Methanol และ Hexane (Noda and Schechtman, 
1999; Senior et al., 1982; Blauhut et al., 1993; Narasimhan et al., 2006; Vanlautem and Gilain, 1980) แต่
เน่ืองจากสารประเภท Halogenated solvents เป็นสารอนัตรายต่อส่ิงแวดลอ้มจึงมีขอ้จ ากดัในการใช ้ และ
ไม่สามารถใชใ้นระดบัอุตสาหกรรมได ้ต่อมามีการใช ้Non-halogen solvents ไดแ้ก่ Alcohol, Ester, Amide 
และ Ketone เป็นตน้ แทนการใช ้Halogenated solvents แต่มีขอ้จ ากดัท่ีวา่ PHA สามารถละลายใน Non-
halogen solvents ไดน้อ้ยท่ีอุณหภูมิห้อง (Kurdikar et al., 2000a) จึงจ าเป็นตอ้งใชอุ้ณหภูมิสูงในการสกดั
เพื่อเพิ่มความสามารถในการละลายของ PHA (Kurdikar et al., 2000b; Liddell, 1999) ท าใหเ้กิดปัญหาท่ี
ตามมา คืออุณหภูมิสูงมีแนวโนม้ท าใหม้วลโมเลกุลของ PHA ลดลงตามระยะเวลาท่ีสกดั ซ่ึงสามารถ
แกไ้ขไดโ้ดยลดระยะเวลาในการสกดัลง (Lafferty and Heinzle, 1978; Kurdikar et al., 2000a; Liddell, 
1999)  จากนั้นแยกสารสกดัออกโดยการระเหย การป่ันแยก หรือการกรอง (Jiang et al., 2006) 

ทางโครงการวจิยัไดพ้ฒันาวิธีการสกดัสาร PHA จากเซลลแ์บคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีศึกษา ตาม
กรรมวธีิท่ีใชค้วามรู้จากงานวิจยัท่ีมีอยูก่่อนแลว้และจากแหล่งอา้งอิงเพิ่ม ดดัแปลงเพื่อใหมี้ความ
เหมาะสมกบัสายพนัธ์ุของแบคทีเรียท่ีศึกษา ตรวจสอบลกัษณะปรากฏของพอลิเมอร์ PHA ท่ีผลิตได ้
โดยเฉพาะอยา่งยิง่ดา้นความเหนียว ยดืหยุน่ แขง็ หรือเปราะ  แหล่งอา้งอิงท่ีน่าสนใจ ไดแ้ก่ Xu et al. 
(2010) ท่ีศึกษาวธีิการสกดั PHA จากแบคทีเรีย Acidiphilium cryptum DX1-1 ดว้ย Dodecyl sulfonic acid 
sodium salt-soium hypochlorite (SDS-NaClO) (รูปท่ี 3.25) และ Chloroform-Sodium hypochlorite (รูปท่ี 
3.26) ใชต้ะกอนเซลลแ์หง้ของแบคทีเรีย 0.6 กรัม ไดผ้ลผลิต PHA เท่ากบั 24 และ 37% ท่ีมีความบริสุทธ์ิ 
74 และ 92% และมีน ้าหนกัโมเลกุลเท่ากบั 267 และ 326 กิโลดาลตนั ตามล าดบั 

วธีิการสกดั PHA ตาม Wang et al. (2013) เป็นอีกแหล่งอา้งอิงท่ีน่าสนใจ โดยรายงานถึงการศึกษา
วธีิสกดั PHA ดว้ย Chloroform และ Sodium hypochlorite (รูปท่ี 3.27) จากแบคทีเรีย Alcaligenes latus 
ATCC 29714 ท่ีเล้ียงในอาหารท่ีเติม Sugar beet juice และไดผ้ลผลิตเซลลแ์หง้ 10.30 ±1.01 กรัมต่อลิตร ได้
ผลผลิต PHB เขม้ขน้ 4.01±0.95 กรัมต่อลิตร ท่ีมี PHB content 38.66±7.28% 
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รูปที ่3.25 ขั้นตอนการสกดั PHA ดว้ย Dodecyl sulfonic acid, sodium salt-Soium hypochlorite 
(SDS-NaClO) ตาม Xu et al. (2010) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่3.26 ขั้นตอนการสกดั PHA ดว้ย Chloroform-Sodium hypochlorite ตาม Xu et al. (2010) 
  

ละลายตะกอนเซลลแ์หง้ 0.6 กรัม ในน ้า 30 มิลลิลิตร 
เติมสารละลาย SDS เขม้ขน้ 10% ปริมาตร 3.5 มิลลิลิตร  

บ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

เติม NaClO (pH 10) ปริมาตร 1.6 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 5 นาที   
ป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 6,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที  

ลา้งตะกอนดว้ยน ้ากลัน่และ Ethanol (95%) เติม Chloroform ปริมาตร 15 มิลลิลิตร  
บ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที 

ป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 6,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 

ท าแหง้ PHA ใน Chloroform ดว้ย Rotary evaporator ลา้งผลึก PHA ดว้ย Ethanol (95%) 
อบแหง้ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  

ละลายตะกอนเซลลแ์หง้ 0.6 กรัม ในสารละลาย Chloroform-Sodium hypochlorite (1:1, v/v; 
pH 10) ปริมาตร 15 มิลลิลิตร  บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 นาที 

ป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที, อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  

เทส่วนใสลงใน Ethanol (95%, 0-4 องศาเซลเซียส) บ่มท่ี 0 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
ป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที  อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 15 นาที  

ท าแหง้สารละลาย PHA ใน Chloroform (สารละลายส่วนบนสุด) ดว้ย Rotary evaporator 
ลา้งผลึก PHA ดว้ย Ethanol (95%) อบแหง้ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส   
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รูปที ่3.27 ขั้นตอนการสกดั PHA ดว้ย Chloroform-Sodium hypochlorite (SDS-NaClO) ตาม 
Wang et al. (2013) 

 
 
ดงัไดก้ล่าวขา้งตน้ ทางโครงการฯ ไดพ้ฒันาวธีิการสกดั PHA (ขอสงวนรายละเอียดของกรรมวธีิท่ี

พฒันาได)้ จากพื้นฐานงานวจิยัท่ีไดด้ าเนินการ และองคค์วามรู้จากแหล่งอา้งอิงตาม Lakshman and 
Shamala (2006), Xu et al (2010) และ Wang et al (2013) ท่ีอาศยัสมบติัของเซลลแ์บคทีเรียและหลีกเล่ียง
การใชต้วัท าละลาย 1,2-Dichloroethane ท่ีมีประสิทธิสูงแต่มีความเป็นพิษทั้งระบบหายใจ การกดักร่อน 
ความเส่ียงต่อการเกิดมะเร็ง และความคงทนในส่ิงแวดลอ้มท่ีเป็นปัญหาส่ิงแวดลอ้ม  

วธีิสกดัควบคุมผลบวก (Positive control) ของโครงการฯ ยงัคงใชส้าร 1,2-Dichloroethane  ซ่ึง
ขั้นตอนการสกดัสารน้ีทางโครงการไดด้ดัแปลงจาก Vanlautem and Gilain (1982) และขั้นตอนการแยก
ตะกอนผลึก PHA ออกจากตวัท าละลายอินทรีย ์ ดว้ยวิธีท่ีดดัแปลงจาก Noda (1998) โดยแยกเซลล์
แบคทีเรียออกจากอาหารเล้ียงเช้ือ ดว้ยการป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  เทอาหารส่วนใสทิ้ง อาจมีการบนัทึกน ้าหนกัเปียกของเซลล ์ ลา้งตะกอนเซลล์
ดว้ยสารละลายเกลือเจือจาง (0.85% Sodium chloride) ปลอดเช้ือ (ภาคผนวก ข9) น าตะกอนเซลลท่ี์ไดไ้ป
ท าแหง้โดยวธีิการ Freeze drying  ชัง่น ้าหนกัของเซลลแ์หง้  ลา้งตะกอนเซลลแ์หง้ดว้ย Methanol 200 
มิลลิลิตร โดยเท Methanol ผา่นเซลลแ์หง้บนกระดาษกรอง เพื่อลา้งไขมนัออก  น าตะกอนเซลลไ์ปอบแหง้
ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เพื่อระเหย Methanol ออก  ผสมตะกอนเซลลแ์หง้กบัสาร
สกดั 1,2-Dichloroethane ในอตัราส่วน 1 กรัม ต่อ 20 มิลลิลิตร ในฟลาสกท่ี์มีฝาปิด น าไปใหค้วามร้อนท่ี
อุณหภูมิ 70-90 องศาเซลเซียส ในเคร่ืองเขยา่เป็นเวลา 30 นาที  กรองสารสกดัขณะร้อนผา่นส าลี และน า
สารสกดัท่ีไดไ้ปแช่เยน็ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนสารละลายเกิดเป็นตะกอนลกัษณะคลา้ยเจล  น า

ละลายตะกอนเซลลแ์หง้ 1 กรัม ในสารละลาย Chloroform-Sodium hypochlorite (30%, v/v) 
อตัราส่วน 1:1 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 นาที  

ป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 4,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  

ปิเปตส่วนล่างสุด (PHA ใน Chloroform) ผสมกบั Methanol (70%)  ท้ิงใหต้กตะกอน 

กรองและท าแหง้ PHA ใน Fume hood 48 ชัว่โมง 
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สารละลายสกดัไประเหยแยกตวัท าละลายอินทรีย ์ 1,2-Dichloroethane  ออกจากผลึก PHA โดยใชเ้คร่ือง
ระเหยแบบสุญญากาศท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ความดนั 300 mbar 

การสกดั PHA ดว้ยวธีิการท่ีพฒันาไดใ้ห้ผลส าเร็จเม่ือเปรียบเทียบกบัวธีิท่ีระบุในแหล่งอา้งอิงและ
วธีิสกดัควบคุมผลบวก ไดผ้ลเป็นท่ีน่าพอใจ คือไดผ้ลผลิต PHA 0.85 กรัม จากเซลลแ์หง้ 5 กรัม เทียบเท่า
กบั 17% (ตารางท่ี 3.32 และรูปท่ี 3.28-3.31)  เทียบผลผลิต PHA ท่ีสกดัดว้ยวธีิท่ีพฒันาใหม่ เท่ากบั 64.89% 
ของผลผลิต PHA ท่ีสกดัดว้ยวธีิท่ีทางโครงการวจิยัไดพ้ฒันาจาก Vanlautem and Gilain (1982) และ Noda 
(1998) ใช ้1,2-Dichloroethane ซ่ึงเป็นวธีิสกดัควบคุมผลบวก 

 
ตารางที ่3.32 ผลผลิต PHA จากเซลล ์ SUT-NZT6 สกดัดว้ยวธีิท่ีทางโครงการไดพ้ฒันา 2 วธีิ 

เปรียบเทียบกบัการสกดัตามวธีิท่ีมีรายงาน (Xu et al., 2010) 
 

Extraction method Dry bacterial 
cells (g) used 
for extraction 

Extracted 
PHA (g) 

PHA yield (%) 
compared to 
cell weight 

วธีิสกดัควบคุมผลบวก (Positive control) ตามท่ี
ทางโครงการวจิยัไดพ้ฒันาจาก Vanlautem and 
Gilain (1982) และ Noda (1998) ใช ้1,2-
Dichloroethane เพื่อเป็น 

5.00 1.31 26.20 

วธีิสกดัตาม Xu et al. (2010) 5.00 0.25 5.00 
วธีิสกดัท่ีทางโครงการวจิยัไดพ้ฒันาข้ึน ไม่ใช ้

1,2-Dichloroethane 
5.00 0.85 17.00a 

a เทียบผลผลิต PHA ท่ีสกดัดว้ยวิธีท่ีพฒันาใหม่ เท่ากบั 64.89% ของผลผลิต PHA ท่ีสกดัดว้ยวิธีท่ีทางโครงการวิจยั
ไดพ้ฒันาจาก Vanlautem and Gilain (1982) และ Noda (1998) ใช ้1,2-Dichloroethane ซ่ึงเป็นวิธีสกดัควบคุม
ผลบวก 
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รูปที ่3.28 ตวัอยา่งลกัษณะตะกอนเซลลเ์ปียกและเซลลแ์หง้ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 (A-1 

ถึง A-3) และ SUT-NZT9 (B-1 ถึง B-2) หลงัการเล้ียงเพื่อผลิตสาร PHA 
  

(A-3) ตะกอนเซลลแ์หง้ของ SUT-NZT6 บดเป็นผงก่อนสกดั PHA 

(A-1) ตะกอนเซลลเ์ปียกของ SUT-NZT6 (A-2) ตะกอนเซลลแ์หง้ของ SUT-NZT6 

(B-1) ตะกอนเซลลแ์หง้ของSUT- NZT9 

(B-2) ตะกอนเซลลแ์หง้ของ 
SUT-NZT9 บดเป็น
ผงก่อนการสกดั PHA 
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รูปที ่3.29 ตวัอยา่งลกัษณะฟิลม์ของพอลิเมอร์ PHA ท่ีสกดัจากแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 (A 
และ C) และ SUT-NZT9 (B) ท่ีผา่นการเล้ียงเซลลใ์นอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีพฒันาได ้
ควบคุมอุณหภูมิเล้ียงเช้ือท่ี 30 องศาเซลเซียส สกดัดว้ยวธีิท่ีใช ้ 1,2-Dichloroethane 
ดดัแปลงจาก Vanlautem (1982) และ Noda (1998) และสกดั PHA ท่ีไดซ้ ้ าดว้ย Methanol 
และ 1,2-Dichloroethane ตามล าดบั   

  

(A) ผลึก PHA จาก SUT-NZT6 สกดัดว้ย 1,2-Dichloroethane 

(B) ผลึก PHA จาก SUT-NZT9 สกดัดว้ย 1,2-Dichloroethane 

(C) ลกัษณะฟิลม์ PHA จาก SUT-NZT6 สกดัซ ้า
ดว้ย Methanol และ 1,2-Dichloroethane 
ตามล าดบั 

(D) ลกัษณะฟิลม์ PHV จากสารมาตรฐานทางการคา้ 
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รูปที ่3.30 ตวัอยา่งลกัษณะของพอลิเมอร์ PHA ก่อนการอบแหง้ (A) และหลงัการอบแหง้ (B) ท่ี
สกดัจากแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 ท่ีผา่นการเล้ียงเซลลใ์นอาหารเล้ียงเช้ือสูตร
ท่ีไดศึ้กษาและสกดัดว้ยวธีิท่ีพฒันาไดท่ี้ลดการใช ้ 1,2-Dichloroethane ท่ีใช่ป็นวธีิ
ควบคุมผลบวก 

  

(B) PHA จาก SUT-NZT6 ท่ีสกดัได ้หลงัการอบแห้ง 

(A) PHA จาก SUT-NZT6 ท่ีสกดัได ้ก่อนการอบแห้ง 
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รูปที ่3.31 ตวัอยา่งลกัษณะฟิลม์ของพอลิเมอร์ PHA ท่ีสกดัจากแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 (A และ 

C) และ SUT-NZT9 (B และ D) ท่ีผา่นการเล้ียงเซลลใ์นอาหารเล้ียงเช้ือท่ีศึกษา สกดัดว้ยวธีิ
ท่ีพฒันาไดจ้ากโครงการน้ีท่ีลดการใช ้1,2-Dichloroethane  

  

(D) ลกัษณะฟิลม์ PHA จาก SUT-NZT9 สกดัดว้ยวธีิท่ีทางโครงการไดพ้ฒันา 

(B) ผลึก PHA จาก SUT-NZT9 สกดัดว้ยวิธีท่ีทาง
โครงการไดพ้ฒันา  

(A) ผลึก PHA จาก SUT-NZT6 สกดัดว้ยวิธีท่ีทาง
โครงการไดพ้ฒันา  

(C) ลกัษณะฟิลม์ PHA จาก SUT-NZT6 สกดัดว้ยวิธีท่ีทางโครงการไดพ้ฒันา 
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วธีิสกดัสาร PHA จากเซลลแบคทีเรียแกรมลบ Chryseobacterium sp. สายพนัธ์ุ SUT-NZT 6 และ  
SUT-NZT 9 ท่ีพฒันาไดจ้ากโครงการวิจยัน้ี สอดคลอ้งกบัการศึกษาของนกัวจิยับางกลุ่ม ไดแ้ก่ Shawaphun 
and Manangan (2010) ศึกษาการสกดัพลาสติกชีวภาพชนิด Poly(3-hydroxyalkanoate) (PHA) ท่ีผลิตจาก
กลูโคสดว้ยแบคทีเรีย Alcaligenes latus ATCC 29714 ใหไ้ดป้ริมาณมากและพอลิเมอร์มีคุณภาพดี โดย
เล้ียงแบคทีเรียในอาหาร Mineral medium broth ปริมาตร 300 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาดบรรจุ 
1 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส เขยา่ดว้ยอตัราเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และ
สกดัพอลิเมอร์ท่ีสะสมในเซลลด์ว้ยวธีิท่ีประกอบดว้ย (1) ขั้นตอนการเตรียมเซลล ์  และ (2) ขั้นตอนการ
สกดั  และ 3) ขั้นตอนการท าพอลิเมอร์ใหบ้ริสุทธ์ิ ในขั้นตอนการเตรียมเซลลเ์ป็นการท าใหเ้ซลลแ์ตกดว้ย
ตวัท าละลายอินทรีย ์ ร่วมกบัการใชแ้รงเชิงกล จากนั้นสกดัดว้ยตวัท าละลายแบบต่อเน่ืองและการสกดั
โดยตรง และขั้นตอนการท าใหบ้ริสุทธ์ิเนน้การตกผลึกดว้ยตวัท าละลายอินทรียท่ี์เหมาะสม พบวา่การท า
ใหเ้ซลลแ์ตกดว้ยตวัท าละลาย Ethanol หรือ Methanol ร่วมกบัการกวนดว้ย Magnetic bar เป็นเวลา 2 
ชัว่โมง ใหผ้ลผลิต (% Recovery) สูงกวา่การสกดัท่ีใชน้ ้าเป็นตวักลาง แต่การใช ้Ethanol หรือ Methanol 
เป็นสารสกดัมีผลลด % Recovery และผลึกพอลิเมอร์ท่ีไดมี้ความบริสุทธ์ิต ่าเทียบกบัการใช ้ Chloroform 
(CHCl3) และ Dichloromethane หรือ Methylene chloride (CH2Cl2) ทั้งในการสกดัแบบต่อเน่ืองและ           
การสกดัโดยตรง PHA ท่ีสกดัไดจ้ากเซลลแ์หง้ของแบคทีเรีย Alcaligenes latus ATCC 29714  ประกอบดว้ย
โมเลกุลของ Poly(3-hydroxybutyrate) มากกวา่ 99% มีน ้าหนกัโมเลกุลอยูใ่นช่วง 110 กิโลดาลตนั และมีค่า 
Melting temperature (Tm) 169 องศาเซลเซียส 

Heinrich et al. (2012) ศึกษาการสกดั Poly(3-hydroxybutyrate) จากเซลลแ์บคทีเรีย Ralstonia 
eutropha H16 ดว้ย Sodium hypochlorite เล้ียงแบคทีเรียใหเ้จริญ แบบ Fed-batch ในอาหาร Mineral salt 
medium ปริมาตร 400 ลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 650 ลิตร  และปรับสภาพอาหารให้เหมาะต่อ
การผลิตและสะสม PHA ก่อนการเก็บเก่ียวผลผลิตเซลล ์ 18 ชัว่โมง โดยเล้ียงแบคทีเรียภายใตส้ภาวะ 
Nitrogen-limitation with an excess of carbon จากนั้นแยกตะกอนเซลลไ์ปท าแหง้แบบแช่เยอืกแขง็ บดให้
ละเอียดดว้ย Blender  และละลายเซลลแ์หง้ท่ีเตรียมได ้30 กรัมต่อลิตร ในสารละลาย Sodium hypochlorite 
เขม้ขน้ 13%  ท่ีมีค่า pH ท่ี 12.3 สกดั PHA ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 1 ชัว่โมง เติมน ้าปริมาตร 0.5 เท่าของ
ปริมาตรเร่ิมตน้ และบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 8 ชัว่โมง ป่ันแยกตะกอนพอลิเมอร์และลา้งดว้ยน ้าสะอาด
และ Isopropanol จ  านวน 2 และ 1 คร้ัง ตามล าดบั พบวา่แบคทีเรีย Ralstonia eutropha H16 ผลิตและสะสม 
PHA สูงถึง 62.2% ของน ้าหนกัแหง้ของเซลล ์พอลิเมอร์ท่ีไดมี้ความบริสุทธ์ิ 95.66% ประกอบดว้ยโมเลกุล
ของ Poly(3-hydroxybutyrate) 91.32%   โมเลกุลของพอลิเมอร์ท่ีสกดัดว้ย Sodium hypochlorite มีขนาด
เล็กลงจากเร่ิมตน้ 50-70% เม่ือตรวจวิเคราะห์ดว้ย Gel permeation chromatography พบขนาดโมเลกุล
ในช่วง 460 ถึง 830 กิโลดาลตนั เทียบกบัการสกดัดว้ย Chloroform ท่ีใหพ้อลิเมอร์ท่ีมีน ้าหนกัโมเลกุล 
1,700 กิโลดาลตนั 
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3.3.2 การตรวจสอบคุณลกัษณะส าคัญของ PHA ทีไ่ด้ เพ่ือความเหมาะสมต่อการใช้งาน 

ตรวจสอบคุณลกัษณะส าคญัของ PHA ท่ีไดจ้ากแบคทีเรีย 2 ไอโซเลท/สายพนัธ์ุ คือ SUT-NZT6 
และ SUT-NZT9 เพื่อความเหมาะสมต่อการใชง้าน จากท่ีไดรั้บความอนุเคราะห์ดูแลผูช่้วยวจิยัในการ
เตรียมตวัอยา่งและการวินิจฉยัผลจาก ผูช่้วยศาสตราจารย ์ ดร.จนัทิมา ดีประเสริฐกุล สาขาวชิาวศิวกรรม         
พอลิเมอร์ ส านกัวชิาวศิวกรรมศาสตร์ มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี ไดผ้ลโดยสรุปดงัน้ี 

3.3.2.1 โครงสร้างทางเคมีเบื้องต้นของพอลเิมอร์ 

ตรวจสอบโครงสร้างทางเคมีเบ้ืองตน้ของพอลิเมอร์ดว้ย Nuclear magnetic resonance 
(NMR) spectroscopy โดยละลายพอลิเมอร์ใน Deuterated chloroform (CDCl3) วดัท่ีอุณหภูมิห้องดว้ย
เคร่ือง 1H NMR Spectrometer (NMR SPECTROMETER INOVA, VARIAN, 300 MHz) และ 13C NMR 
Spectrometer (VARIAN, 75 MHz) โดยใช ้Tetramethylsilane (TMS) เป็นสารมาตรฐานภายใน 

การตรวจสอบโครงสร้างเคมีของตวัอยา่ง PHA จากแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 ไดส้เปกตรัม  
1H NMR ของ PHA จากแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 ดงัรูปท่ี 3.32 โดยพบ Peak ท่ี chemical shift ต่างๆ 
ดงัตารางท่ี 3.33 

ส่วนต าแหน่งคาร์บอนจากสเปกตรัม 13C NMR ของ PHA จากแบคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีคดัเลือกนั้น 
สเปกตรัม 13C NMR ของ PHA จากแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 (รูปท่ี 3.33) บ่งช้ีวา่ตวัอยา่ง PHA น้ีมี
โครงสร้าง Poly(3-hydroxybutyrate) [P(3HB)] และ Poly(4-hydroxybutyrate) [P(4HB)] เป็นส่วนประกอบ
อยูด่ว้ย โดยพบ Peak ท่ี Chemical shift ต่างๆ ดงัตารางท่ี 3.34 
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รูปที ่3.32 สเปกตรัม 1H NMR ของ PHA จากแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 
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รูปที ่3.33 สเปกตรัม 13C NMR ของ PHA จากแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 
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ตารางที ่3.33 ต าแหน่งโปรตอนจากสเปกตรัม 1H NMR ของ PHA จากแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 

 

Peak (Figure 3.32) Chemical shift (ppm) ต าแหน่งโปรตอนของหมู่ 
a 0.89 –CH3 (ท่ีต่อกบัหมู่ –CH2-) 
b 1.26 –CH3 (ท่ีต่อกบัหมู่ –CH-) 
c 1.62 –CH2- (ท่ีต่อกบัหมู่ –CH2- และ–CH3) 
d 2.00 –CH2-(ท่ีต่อกบัหมู่ –CH2- และ–CH2) 
e 2.5 –CH2- (ท่ีต่อกบัหมู่ –CH- และ–C=O) 
f 5.27 –CH- (ท่ีต่อกบัหมู่ -O) 

 
 

ตารางที ่3.34 ต าแหน่งคาร์บอนจากสเปกตรัม 13C NMR ของ PHA จากแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 
 

Peak (Figure 3.33) Chemical shift (ppm) ต าแหน่งคาร์บอนของหมู่ 
a 20 –CH3  
b 40 –CH2-  
c 67 CH  
d 169 -COO- 

 
 

3.3.2.2 สมบัติทางความร้อนของพอลเิมอร์ 

ตรวจสอบสมบติัทางความร้อนของพอลิเมอร์ดว้ยเทคนิค Differential Scanning 
Calorimetry (DSC) ศึกษาดว้ยเคร่ือง Differential Scanning Calorimeter (Diamond, PerkinElmer, U.S.A.) 
โดยไดรั้บความอนุเคราะห์ดูแลผูช่้วยวจิยัในการเตรียมตวัอยา่งจาก ผูช่้วยศาสตราจารย ์ ดร.จนัทิมา               
ดีประเสริฐกุล สาขาวชิาวศิวกรรมพอลิเมอร์ ส านกัวชิาวิศวกรรมศาสตร์ มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี  
พบวา่ค่าอุณหภูมิหลอม (Melting temperature, Tm) หรืออุณหภูมิการเกิดผลึก (Crystallization temperature, 
Tc) ท่ีต าแหน่งยอดของ Peak  การตรวจสอบสมบติัทางความร้อนของพอลิเมอร์ศึกษายงัทดลองใช ้
Thermogravimetric Analysis (TGA) ดว้ยเคร่ือง Thermogravimetric Analyzer (TA Instrument, U.S.A.)  

ดา้นสมบติัทางความร้อนของพอลิเมอร์ เทอร์โมแกรม DSC ของ PHA จากแบคทีเรียสายพนัธ์ุ 
SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 เม่ือใหค้วามร้อน first run พบ Endotherm peakท่ีกวา้ง ซ่ึงแสดงถึงอุณหภูมิ
หลอม (Tm) ของผลึกพอลิเมอร์ โดยแสดงต าแหน่งยอดของ Peak ท่ี 167.7 องศาเซลเซียส ทั้งน้ีไม่พบ



115 

ลกัษณะการเปล่ียนแปลงท่ีบ่งบอกถึงอุณหภูมิทรานสิชนัแกว้ (Tg)  เม่ือท าให้เยน็ลง พบ Exotherm peak ท่ี
กวา้งเช่นกนั ซ่ึงแสดงถึงอุณหภูมิการเกิดผลึก (Tc) ของพอลิเมอร์โดยแสดงต าแหน่งยอดของ Peak ท่ี 71.3 
องศาเซลเซียส เม่ือใหค้วามร้อนอีกคร้ัง (second run) พบ Tm เป็นช่วงกวา้งโดยมียอดของ Peak ท่ี 168.6 
องศาเซลเซียส โดยเป็นช่วงเดียวกบั first run เป็นการยนืยนัอุณหภูมิหลอมของ PHA จากแบคทีเรียสาย
พนัธ์ุ SUT-NZT6 

ผลการทดสอบดว้ยเทคนิค DSC ของ PHA จากแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 
ท่ีเตรียม ดงัตารางท่ี 3.34  PHA ท่ีเตรียมจากแบคทีเรียท่ีคดัเลือก 2 สายพนัธ์ุ มีสมบติัทางความร้อนแตกต่าง
กนั โดย PHA ท่ีเตรียมไดมี้อุณหภูมิหลอมท่ีสูงใกลเ้คียงกบัอุณหภูมิหลอมของใกลเ้คียงกบัอุณหภูมิหลอม
ของ Polyethylene (~139 องศาเซลเซียส) และ Polypropylene ชนิด Isotactic polypropylene ท่ี ~171 องศา
เซลเซียส (Sperling, 1992) ซ่ึงเป็นพอลิเมอร์ท่ีไดจ้ากปิโตรเคมีท่ีมีการใชง้านอยูท่ ัว่ไป และจากงานวจิยัท่ีมี
มาก่อน จุดหลอมเหลวของ P(3HB) มีค่าเท่ากบั 165 องศาเซลเซียส (Xie and Chen, 2008) 

เทอร์โมแกรม DSC ของ PHA จากแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 แสดงดงัรูปท่ี 3.33 เม่ือใหค้วาม
ร้อน first run พบ Endotherm peak ท่ีกวา้ง ซ่ึงแสดงถึงอุณหภูมิหลอม (Tm) ของผลึกพอลิเมอร์ โดยแสดง
ต าแหน่งยอดของ Peak ท่ี 167.7 องศาเซลเซียส ทั้งน้ีไม่พบลกัษณะการเปล่ียนแปลงท่ีบ่งบอกถึงอุณหภูมิท
รานสิชนัแกว้ (Tg)  เม่ือท าใหเ้ยน็ลง พบ Exotherm peak ท่ีกวา้งเช่นกนั ซ่ึงแสดงถึงอุณหภูมิการเกิดผลึก 
(Tc) ของพอลิเมอร์โดยแสดงต าแหน่งยอดของ Peak ท่ี 71.3 องศาเซลเซียส เม่ือใหค้วามร้อนอีกคร้ัง 
(second run) พบ Tm เป็นช่วงกวา้งโดยมียอดของ Peak ท่ี 168.6 องศาเซลเซียส โดยเป็นช่วงเดียวกบั first 
run เป็นการยืนยนัอุณหภูมิหลอมของ PHA จากแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 

ผลการทดสอบดว้ยเทคนิค DSC ของ PHA ท่ีเตรียม ดงัตารางท่ี 3.36  เห็นไดว้า่ PHA ท่ีเตรียมจาก
จุลินทรียต่์างสายพนัธ์ุกนั มีสมบติัทางความร้อนแตกต่างกนั โดย PHA ท่ีเตรียมไดมี้จุดหลอมเหลวท่ีสูง
ใกลเ้คียงกบัจุดหลอมเหลวของ Polyethylene (~139 องศาเซลเซียส) และ Polypropylene ชนิด Isotactic 
polypropylene ซ่ึง ~171 องศาเซลเซียส (Sperling, 1992) ซ่ึงเป็นพอลิเมอร์ท่ีไดจ้ากปิโตรเคมีท่ีมีการใชง้าน
อยูท่ ัว่ไป และจากงานวจิยัท่ีมีมาก่อน อุณหภูมิหลอมของ Poly(3-hydroxybutaric acid) [P(3HB)] มีค่า
เท่ากบั 165 องศาเซลเซียส (Xie and Chen, 2008) 

3.3.2.3 น า้หนักโมเลกุลและการกระจายตัวของพอลเิมอร์ด้วยเทคนิค Gel Permeation 
Chromatography (GPC) 

จากการวเิคราะห์หาน า้หนักโมเลกุลและการกระจายตัวของ PHA ท่ีเตรียมไดจ้าก
แบคทีเรียท่ีคดัเลือกสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 ดว้ยเทคนิค Gel Permeation Chromatography 
(GPC) โดยไดรั้บความอนุเคราะห์ดูแลผูช่้วยวิจยัในการเตรียมตวัอยา่งจาก ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร.จนัทิมา 
ดีประเสริฐกุล สาขาวชิาวศิวกรรมพอลิเมอร์ ส านกัวชิาวิศวกรรมศาสตร์ มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 

อีกเช่นกนั สามารถหาน ้าหนกัโมเลกุลเฉล่ียโดยน ้าหนกั ( wM ) จาก GPC โครมาโตแกรมท่ีได ้ พบช่วง 
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Peak ท่ีแสดงวา่มีน ้าหนกัโมเลกุลเท่ากบั 2.98×105 กรัมต่อโมล และสูงกวา่ 19.60×105 กรัมต่อโมล ใน
ตวัอยา่ง PHA จากแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 ตามล าดบั (ตารางท่ี 3.35)  กรณี
ตวัอยา่ง PHA จากแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT9 แสดงน ้าหนกัโมเลกุลสูงกวา่ 19.60×105 กรัมต่อโมล 
นั้นคาดวา่อาจสัมพนัธ์กบักลไก Polymerization และ Depolymerization ของจุลินทรียท่ี์ผลิต  
 
 
ตารางที ่3.35 ลกัษณะเฉพาะในเบ้ืองตน้ของ PHA ท่ีผลิตจากแบคทีเรียท่ีคดัเลือกสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 

และ SUT-NZT9 
 

PHA wM  (×105g/mol) 1st run Tm (C)  2nd run Tm (C) Tc (C) 

SUT-NZT6     2.98 167.70 168.60 71.30 
SUT-NZT9 >19.60 171.07 167.55 60.59 

 
กรณี Poly(3-hydroxybutaric acid) [P(3HB)] ประกอบดว้ยหน่วยซ ้ าของ (R)-3HB เป็นชนิดของ 

PHA ท่ีสร้างโดยแบคทีเรียท่ีเป็นท่ีรู้จกักนัดี และเป็นพอลิเมอร์ท่ีอาจมีน ้าหนกัโมเลกุลสูงในช่วง 200,000 
ถึง 3,000,000 daltons (Da) ข้ึนกบัชนิดของแบคทีเรียท่ีสร้างและสภาวะท่ีแบคทีเรียเจริญ (Sudesh et al., 
2000)   แบคทีเรียท่ีสร้าง P(3HB) มีหลายสกุล ไดแ้ก่ Alcaligenes, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, 
Beijerinckia, Chlorogloea, Chromatium, Chromobacterium, Derxia, Ferrobacillus, Hyphomicrobium, 
Lampropaedia, Methylobacterium, Micrococcus, Nocardia, Pseudomonas, Rhizobium, 
Rhodopseudomonas, Rhodospirillum, Sphaerotilus, Spirillum, Streptomyces, Vibrio และ Zoogloea 
(Byrom, 1987; Luengo et al., 2003; Singh et al., 2009) 

3.3.2.3 การทดสอบเบื้องต้นในการให้ความร้อน PHA ที่เตรียมเป็น Compression-molded 
film  

ทดสอบเบ้ืองตน้ในการใหค้วามร้อน PHA ท่ีเตรียมเป็น Compression-molded film 
(ใชอุ้ณหภูมิ 160 องศาเซลเซียส) จากแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 (รูปท่ี 3.34A) ดว้ยวธีิใหค้วามร้อน
ดว้ยไมโครเวฟ และแช่น ้าร้อนตม้เดือด โดยเตรียมตวัอยา่งส าหรับทดสอบ ตดัแบ่งคร่ึงแผน่ PHA film เป็น 
2 ส่วน (รูปท่ี 3.34B และ 3.34D) น าตวัอยา่งท่ีเตรียมไดว้างในจานแกว้เล้ียงเช้ือ (Petri dish) น าเขา้เคร่ือง
ไมโครเวฟท่ี 700 วตัต ์(W) ตั้งเวลา 1 นาที น าตวัอยา่งออกจากเคร่ืองไมโครเวฟและตรวจลกัษณะปรากฏ
พบวา่ PHA film หดตวัเล็กนอ้ย และเหนียวใกลเ้คียงกบัก่อนเขา้ไมโครเวฟ (ตารางท่ี 3.36 และรูปท่ี 3.34C) 
ส าหรับการทดสอบแช่น ้าร้อน ตม้เดือดน ้ากลัน่ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในบีกเกอร์ขนาดบรรจุ 250 
มิลลิลิตร บนผา่นใหค้วามร้อน (Hot plate) เม่ือเดือดยกบีกเกอร์ลงจากผา่นใหค้วามร้อน วางไวท่ี้
อุณหภูมิหอ้ง ใชป้ากคีบหนีบแผน่ตวัอยา่งท่ีเตรียมไว ้ (รูปท่ี 3.34D) แช่ในน ้าร้อนทนัที  ตรวจดูลกัษณะ
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ปรากฏท่ีเวลา 5, 10, 15, 20, 25, 30, และ 35 นาที เร่ิมเปล่ียนจากเหนียวเป็นเปราะท่ี 25 นาที (ตารางท่ี 3.36 
และรูปท่ี 3.34E)  
 
ตารางที ่3.36 การเปล่ียนแปลงของพอลิเมอร์ PHA เตรียมเป็น Compression-molded film (ใช้

อุณหภูมิ 160 องศาเซลเซียส) จากแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 เม่ือทดสอบใหค้วาม
ร้อนเบ้ืองตน้ดว้ยการน าเขา้ไมโครเวฟ 700 W เป็นเวลา 1 นาที และแช่น ้าร้อนปริมาตร 
100 มิลลิลิตร แช่ทนัทีหลงัตม้เดือด ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องนาน 5-35 นาที  

 

วธีิใหค้วามร้อน การเปล่ียนแปลงของ PHA film 
ไมโครเวฟ 700 W 1 นาที หดตวัเล็กนอ้ย และเหนียวใกลเ้คียงกบัก่อนเขา้

ไมโครเวฟ 
น ้าร้อนแช่ทนัทีหลงัตม้เดือด ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง
นาน 5-35 นาที 

เร่ิมเปล่ียนจากเหนียวเป็นเปราะท่ี 25 นาที 
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รูปที ่3.34 ลกัษณะของ Compression-molded film (เตรียมจากการใชอุ้ณหภูมิ 160 องศาเซลเซียส) 
ของ PHA จากแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 (A) และลกัษณะของพอลิเมอร์ PHA film 
เม่ือทดสอบใหค้วามร้อนเบ้ืองตน้โดยก่อน (B) และหลงั (C) เขา้ไมโครเวฟ 700 W เป็นเวลา 
1 นาที และก่อน (D) และหลงั (E) แช่น ้าร้อนปริมาตร 100 มิลลิลิตร แช่ทนัทีหลงัตม้เดือด 
ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งนาน 35 นาที 

  

(A) PHA จาก SUT-NZT6 

(B) ก่อนผา่นไมโครเวฟ (C) หลงัผา่นไมโครเวฟ 1 นาที 

(D) ก่อนแช่น ้ าร้อน (E) หลงัแช่น ้ าร้อน (ทนัที
หลงัตม้เดือด) 35 นาที 
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บทที่ 4 
บทสรุป 

4.1  สรุปผลการวจิยั 
การด าเนินงานของโครงการวิจยั การผลิตพอลิเมอร์พลาสติกชีวภาพจากแป้งมนัส าปะหลงัโดย

แบคทีเรียสายพนัธ์ุเฉพาะ เสร็จส้ินครบถว้นตามวตัถุประสงค ์กล่าวคือ (1) ไดพ้อลิเมอร์พลาสติกชีวภาพ
ชนิดพอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอท (Polyhydroxyalkanoates, PHA) เป็นพลาสติกยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพ
ท่ีไดจ้ากกระบวนการทางชีวภาพของจุลินทรีย ์มีศกัยภาพในการใช้ประโยชน์ดา้นการแพทยแ์ละบรรจุ
ภณัฑ์  อยา่งไรก็ตามการผลิต PHA ยงัมีขอ้จ ากดัดา้นวตัถุดิบ กระบวนการผลิต และกรรมวิธีการสกดั ส่งผล
ให้ตน้ทุนการผลิตสูงและความปลอดภยัต ่าจากตวัท าละลายอนัตรายท่ีใชส้กดั จึงเป็นโอกาสในการวิจยัและ
พฒันาเพื่อน าไปสู่การผลิต PHA ท่ีลดการใชต้วัท าละลายอินทรียอ์นัตรายและมีตน้ทุนต ่าลง ท่ีผลิตในระดบั
ห้องปฏิบติัการโดยแบคทีเรียสายพนัธ์ุเฉพาะ จากการใชว้ตัถุดิบแป้งมนัส าปะหลงั  สาร PHA ท่ีผลิตได้
จากแบคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีคดัเลือกได ้เป็นสายพนัธ์ุปลอดภยั คดัแยกไดใ้นประเทศไทย ต่างกนัจ านวน 2 
สายพนัธ์ุ คือ Chryseobacterium sp. SUT-NZT6 และ SUT-NZT9  มีสมบติัท่ีสามารถท าฟิล์มและข้ึนรูปได ้
และมีอุณหภูมิหลอมท่ีสูง ~168 องศาเซลเซียส ใกลเ้คียงกบัอุณหภูมิหลอมของ Polyethylene (~139 องศา
เซลเซียส) และ Polypropylene ชนิด Isotactic polypropylene (~171 องศาเซลเซียส) ซ่ึงเป็นพอลิเมอร์ท่ีได้
จากปิโตรเคมีท่ีมีการใช้งานอยู่ทัว่ไปในปัจจุบนั  (2) ไดก้ระบวนการท่ีเหมาะสมในผลิตสาร PHA จาก
แป้งมนัส าปะหลังโดยแบคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีศึกษา ระดับห้องปฏิบติัการแบบก่ึงกะสองขั้นตอน ในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีบรรจุอาหารเล้ียงเช้ือจากผลการศึกษาปริมาตร 5-10 ลิตร  (3) ไดก้รรมวธีิการสกดัสาร PHA 
จากเซลลแ์บคทีเรียสายพนัธ์ุเฉพาะท่ีศึกษาดว้ยกรรมวธีิท่ีปลอดภยั ลดการใชต้วัท าละลายอินทรียท่ี์มีความ
เป็นพิษต่อส่ิงแวดล้อมและราคาแพง ส่งผลให้มีต้นทุนต ่ากว่าวิธีท่ีใช้กันโดยทัว่ไปในปัจจุบนั และ
ตรวจสอบคุณลกัษณะส าคญัของพอลิเมอร์ PHA ท่ีได ้เพื่อความเหมาะสมต่อการใชง้าน สนบัสนุนการใช้
ทรัพยากรจุลินทรียข์องประเทศไทยให้เป็นประโยชน์ทางเศรษฐกิจยิ่งข้ึน  (4) ผลงานวิจยัท่ีเผยแพร่ ตาม
ระบุในเอกสารแนบ  และ (5) ผลผลิตนกัวจิยัรุ่นใหม่ท่ีมีประสบการณ์จากการเป็นผูช่้วยนกัวจิยั 

ผลสรุปขา้งตน้จากการทดลองผลิตสาร PHA จากการใชแ้ป้งมนัส าปะหลงัทั้งท่ีเตรียมโดยผา่นและ
ไม่ผา่นการยอ่ยแป้งดว้ยเอนไซมใ์นขั้นตอนการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ โดยแบคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีไดศึ้กษาและ
คดัเลือกจากโครงการวิจยัท่ีผูว้ิจยัไดด้ าเนินการแลว้จ านวน 12 ไอโซเลท (สายพนัธ์ุ) เพื่อตรวจสอบลกัษณะ
ปรากฏของพอลิเมอร์ท่ีผลิตได้ในเบ้ืองตน้ เลือกได้แบคทีเรีย 2 สายพนัธ์ุ ท่ีน ามาศึกษากระบวนการท่ี
เหมาะสมในผลิตสาร PHA จากแป้งมนัส าปะหลงัในระดบัหอ้งปฏิบติัการ  ศึกษากระบวนการและสภาวะ
ท่ีเหมาะสมในผลิตสาร PHA จากแป้งมนัส าปะหลงัโดยแบคทีเรียสายพนัธ์ุเฉพาะท่ีคดัเลือกนั้น  ศึกษา
การสกดัสาร PHA  จากเซลล์แบคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีศึกษาและตรวจสอบคุณลกัษณะส าคญัโดยเฉพาะ     
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อยา่งยิ่งดา้นความเหนียว ยืดหยุน่ แข็ง หรือเปราะ ของพอลิเมอร์ PHA ท่ีผลิตได ้เพื่อความเหมาะสมต่อ
การใชง้านดา้นต่างๆ   

การศึกษาในรายละเอียดนั้นได้พฒันาสูตรอาหารเพื่อเล้ียงแบคทีเรียแต่ละไอโซเลททั้งอาหาร
สมบูรณ์ (Complex medium) ส าหรับการเจริญและ Minimal medium ส าหรับการสะสมสารพอลิเมอร์  
Complex medium ส าหรับการเจริญของแบคทีเรีย ท่ีเร่ิมพฒันาประกอบดว้ย Tryptone 0.5%, Polypeptone 
0.5%, Yeast extract 0.5%, Sodium chloride 0.25% และ Glucose หรือแป้งมนัส าปะหลงั 1.0%  ส่วน Minimal 
medium ส าหรับการสะสมสารพอลิเมอร์มีส่วนประกอบหลักคือ Glucose 1.0%, Ammonium sulphate 
((NH4)2SO4) 0.1%, Calsium chloride (CaCl2.2H2O) 0.001%, Ferrous ammonium citrate 0.005%, Potassium 
dihydrogen phosphate (KH 2PO 4) 0.14%, Magnesium sulphate (MgSO 4.7H 2O) 0.02% และ Disodium 
hydrogen phosphate (Na2HPO4) 0.3%  ซ่ึงไดเ้ล้ียงแบคทีเรียและตรวจสอบ PHA ท่ีสะสมในเซลล์แบคทีเรีย
ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนซ์ พร้อมทั้งตรวจสอบดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด
และแบบส่องผ่าน คดัเลือกไดแ้บคทีเรีย 4 ไอโซเลท  ซ่ึงมี 2 ไอโซเลท (SUT-NZT6 และ SUT-NZT9) 
เจริญได้ดีในอาหารท่ีเตรียมโดยใช้แป้งมนัส าปะหลงัท่ีผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ (-Amylase และ 
Glucoamylase)  อีก 2 ไอโซเลท (SUT-CST2-2 และ SUT-CCA2) เจริญไดดี้ในอาหารท่ีเตรียมโดยใชแ้ป้ง
มนัส าปะหลงัท่ีไม่ผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์

จากท่ีไดท้ดลองเล้ียงเช้ือเพื่อผลิต PHA มีขั้นตอนการสกดั PHA โดยแยกเซลลแ์บคทีเรียออกจาก
อาหารเล้ียงเช้ือโดยการป่ันเหวีย่ง และลา้งตะกอนเซลลด์ว้ยน ้าเกลือ (0.85% NaCl) ปลอดเช้ือ  น าตะกอน
เซลลท่ี์ไดไ้ปท าแหง้โดยวธีิการ Freeze drying ลา้งตะกอนเซลลแ์หง้ดว้ยเมทานอล และสกดัดว้ย               
1,2-Dichloroethane ท่ีอุณหภูมิ 70-90 องศาเซลเซียส ในเคร่ืองเขยา่ 30 นาที  กรองสารสกดัขณะร้อนผา่น
ส าลี และน าสารสกดัท่ีไดไ้ปแช่เยน็ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนสารละลายเกิดเป็นตะกอนลกัษณะ
คลา้ยเจล  น าสารละลายสกดัไประเหยแยกตวัท าละลาย 1,2-Dichloroethane ออกจากผลึก PHA โดยใช้
เคร่ืองระเหยแบบสุญญากาศ พบวา่สามารถสกดัแยก PHA ได ้แต่มีเพียง PHA ท่ีผลิตโดยไอโซเลท SUT-
NZT6 และ SUT-NZT9) ท่ีมีความเหนียวและทนอุณหภูมิสูงไดใ้กลเ้คียงกบัพลาสติกจากปิโตเคมีท่ีใชง้าน
โดยทัว่ไป คือสามารถเตรียม Compression-molded film ท่ีใชอุ้ณหภูมิ 160 องศาเซลเซียส ได ้และใกลเ้คียง
กบั PHA ชนิด PHV จากการคา้ (Sigma, Sigma-Aldrich, Inc.)  ส่วน PHA ท่ีผลิตจากแบคทีเรียท่ีคดัเลือก
อีก 2 ไอโซเลท (จดัอยูใ่นสกุล Chryseobacterium ตาม ลกัษณะทางสัณฐานและสมบติัทางชีวเคมี) มีความ
เปราะ แต่กย็งัสนใจท่ีจะศึกษาการผลิตต่อไปเน่ืองจากอาจใชใ้นรูปแบบพอลิเมอร์ผสม 

เม่ือศึกษากระบวนการท่ีเหมาะสมในผลิตสาร PHA โดยแบคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีคดัเลือก จากแป้ง
มนัส าปะหลงัทั้งท่ีเตรียมโดยผา่นและไม่ผา่นการยอ่ยแป้งดว้ยเอนไซมใ์นขั้นตอนการเตรียมอาหารเล้ียง
เช้ือ ดว้ยการทดลองเล้ียงแบคทีเรีย 2 สายพนัธ์ุ ท่ีเลือกจากขอ้ 7.1 ในอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 100-1,000 
มิลลิลิตร บ่มให้เช้ือเจริญท่ีสภาวะท่ีระบุตามข้อมูลพื้นฐานของแบคทีเรียแต่ละสายพนัธ์ุ  ตรวจวดั               
การเจริญของเช้ือท่ีเพาะเล้ียงและตรวจสอบปริมาณ PHA ท่ีสะสมภายในเซลล ์ ดา้นปัจจยัดา้นสารอาหาร
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เพื่อการเจริญและการผลิต PHA โดยศึกษาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของแป้งมนัส าปะหลงัซ่ึงใชเ้ป็นแหล่ง
คาร์บอนหลกัในส่วนประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ ทั้งท่ีเตรียมโดยผา่นและไม่ผา่นการยอ่ยแป้งดว้ยเอนไซม์
ในขั้นตอนการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ จากสูตรอาหารเร่ิมต้น  ผลการทดลองเล้ียง SUT-NZT6 และ            
SUT-NZT9 ในอาหาร Complex medium ท่ีเติม Hydrolyzed cassava starch เขม้ขน้ 30 กรัมต่อลิตร เป็น
แหล่งคาร์บอนหลกั มีความเหมาะสมท่ีไดค้วามเขม้ขน้ของเซลล์ถึงมากกวา่ 1011 เซลล์ต่อมิลลิลิตร  เม่ือ
เล้ียงเช้ือเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากปริมาณเซลล์เร่ิมตน้ (0 ชัว่โมง) 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร   เม่ือยา้ยแบคทีเรีย
ไปเล้ียงในอาหาร Minimal medium ท่ีเติม Hydrolyzed cassava starch 30 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน
เทียบกับกลูโคสเข้มข้น 10 และ 20 กรัมต่อลิตร พบว่าทั้ งกลูโคสท่ีความเขม้ขน้ 10 และ 20 กรัมและ 
Hydrolyzed cassava starch ใหผ้ลผลิตเซลลโ์ดยเฉล่ีย 1011 CFU ต่อมิลลิลิตร เม่ือเล้ียงเช้ือ 48 ชัว่โมง  

กรณีชนิดและความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของแหล่งไนโตรเจน ไดท้ดลองเพื่อหาชนิดและความเขม้ขน้
ท่ีเหมาะสมของแหล่งไนโตรเจน ซ่ึงแหล่งไนโตรเจนหลายชนิดมีองค์ประกอบท่ีเป็นสารส่งเสริมการเจริญ 
(Growth factor)  โดยใช้ส่วนประกอบของอาหารท่ีได้จากการศึกษาในข้อ 7.2.1.1  โดย Complex medium 
ศึกษาแหล่งของไนโตรเจน คือ โปรตีนจากถัว่เหลือง (Soy protein, Food grade, SoleaTM)  ยีสตแ์ห้งท่ีใช้แล้ว
จากอุตสาหกรรมการผลิตเบียร์ (Spent brewer’s yeast) จากบริษทั อาหารเสริม ในเครือ บริษทั เบียร์ไทย 
(1991)  และยูเรีย (Urea, AR grade, Carlo Erba Reagents)  รวมทั้งทดลองใช้ร าขา้วสกดัน ้ ามนั (Defatted rice 
bran) จากบริษทั นิวทริชัน่ แอนด์ คอสเมติกส์ จ  ากดั  ประเทศไทย  เพื่อลดปริมาณท่ีจ าเป็นตอ้งใช้หรือใช้
ทดแทน Tryptone (Lab grade, HiMedia) และ Yeast extract (Lab grade, HiMedia) ซ่ึงมีราคาแพง   ส่วน 
Minimal medium พิจารณาใชแ้อมโมเนียมซลัเฟต (Ammonium sulphate, AR grade, Carlo Erba Reagents) เป็น
แหล่งไนโตรเจน  จากแบคทีเรียท่ีคดัเลือก 2 สายพนัธ์ุ/ไอโซเลท สามารถผลิตพอลิเมอร์ท่ีมีความเหนียว เม่ือ
น ามาศึกษาการศึกษาปัจจยัดา้นสารอาหารท่ีใช้แหล่งไนโตรเจนและสารส่งเสริมการเจริญ (Growth factor) 
พบวา่โปรตีนจากถัว่เหลืองและร าขา้วสกดัน ้ ามนันั้น ส่งเสริมการเจริญของแบคทีเรียไดดี้แต่ไม่เหมาะสมใน
สภาวะการศึกษาปัจจุบันเน่ืองจากมีกากเหลือท่ีเป็นส่วนประกอบของอาหารท่ีส่งผลความยุ่งยากของ
กระบวนการแยกเซลล์แบคทีเรียจากอาหารเล้ียงเช้ือและขั้นตอนการสกดัสารจากเซลล์แบคทีเรีย  อาจพิจารณา
ปรับใชใ้นอนาคตเม่ือไดพ้ฒันากรรมวธีิเก็บเก่ียวเซลลแ์ยกจากตะกอน 

กรณี Minimal medium จากผลการศึกษาใช ้ Ammonium sulphate ปริมาณ 0.1% ซ่ึงจดัวา่เป็น
ปริมาณนอ้ยจึงคงไว ้ เม่ือศึกษาความจ าเป็นท่ีตอ้งเติม Essential element และ/หรือ Growth factor ใน
ส่วนประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเป็นผลจากการศึกษา พบวา่อาหารท่ีมีส่วนประกอบหลกัคือ Glucose 
1.0%, Ammonium sulphate ((NH4)2SO4) 0.1%, Calsium chloride (CaCl2.2H2O) 0.001%, Ferrous 
ammonium citrate 0.005%, Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) 0.1%, Magnesium sulphate 
(MgSO4.7H2O) 0.02% และ Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) 0.3% มีความเหมาะสมต่อการใชเ้พื่อ
กระตุน้การสะสมสารพอลิเมอร์ของแบคทีเรียไอโซเลทท่ีคดัเลือกได ้ จากท่ีไดเ้ปรียบเทียบการใชอ้าหารท่ีมี
ส่วนประกอบต่างกนั 10 สูตร  
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เม่ือศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการผลิต PHA โดยเล้ียงแบคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีคดัเลือก SUT-NZT6 
และ SUT-NZT9 ใน Complex medium และ Minimal medium ท่ีระดบัอุณหภูมิ 25, 28, 30, 35 และ 40 
องศาเซลเซียส เก็บตวัอยา่งจากการเล้ียงเช้ือต่อเน่ืองเป็นเวลา 48 ชัว่โมง  แบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 
และ SUT-NZT9 เจริญและสะสม PHA ไดดี้ทั้งท่ีอุณหภูมิ 25, 28 และ 30 องศาเซลเซียส ซ่ึงเป็นระดบั
อุณหภูมิช่วงอุณหภูมิใกลอุ้ณหภูมิหอ้งโดยเฉล่ียของประเทศไทย ลดพลงังานท่ีตอ้งใชเ้พื่อใหค้วามร้อน
หรือท าความเยน็เพื่อควบคุมอุณหภูมิขณะเล้ียงแบคทีเรีย จึงเลือกอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เพื่อใชศึ้กษา
ในขั้นตอนต่อไป 

การศึกษาปริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้ (Inoculum size) ท่ีเหมาะสม ศึกษาปริมาณกลา้เช้ือเร่ิมต้นท่ี
เหมาะสมเพื่อให้สามารถเตรียมและใช้ประโยชน์ทั้งแบคทีเรียกลา้เช้ือและสารในอาหารเล้ียงเช้ืออย่าง
คุม้ค่าท่ีสุด ทดลองผลิต PHA จากส่วนประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีพฒันาได ้ในสภาวะท่ีเหมาะสม
ส าหรับแบคทีเรียเฉพาะสายพนัธ์ุ  ปริมาณกล้าเช้ือเร่ิมตน้ท่ีมีความเขม้ข้นโดยเฉล่ีย 106-107 เซลล์ต่อ
มิลลิลิตร ในช่วง 1-10% ซ่ึงสูงสุดของจุดคุม้ทุน ท่ีไม่ควรใชใ้นปริมาณกลา้เช้ือมากกวา่น้ี ผลการทดลอง
เล้ียง SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 พบวา่ปริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมเท่ากนัคือ 5% โดยปริมาตร 

การพฒันารูปแบบของการเล้ียงแบคทีเรีย ไดศึ้กษาวิธีการเล้ียงแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SUT-NZT6 
และ SUT-NZT9 แบบ Fed-batch process ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo/CelliGen 
115) และพฒันาให้ไดก้ระบวนการท่ีปฏิบติัไดง่้ายและใชเ้วลาสั้นในการผลิต PHA  โดยใช้ขอ้มูลความ
ตอ้งการสารอาหาร และปัจจยัทางกายภาพตามท่ีไดศึ้กษาแลว้มาช่วยวางแผนการพฒันารูปแบบของการ
เล้ียงแบคทีเรีย โดยคาดหวงัวา่การเพิ่มมวลของเซลล์ (น ้ าหนกัเปียก) ไดไ้ม่นอ้ยกวา่ 80 กรัมต่อลิตร จาก
การผลิตเซลลแ์บคทีเรีย SUT-NZT6 และ SUT-NZT6 ท่ีสะสม PHA ท่ีเล้ียงดว้ยอาหาร Complex medium 
และ Minimal medium ท่ีมีส่วนประกอบและสภาวะการเล้ียงต่างกนัในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 
ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115) ปริมาตรอาหาร 5 ลิตร ไดผ้ลสรุปตามตารางท่ี 3.37 ซ่ึงเม่ือเล้ียงแบคทีเรีย
ให้ผลิตพอลิเมอร์พีเอชเอระดับห้องปฏิบติัการแบบก่ึงกะสองขั้นตอน ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีบรรจุ
อาหารเล้ียงเช้ือจากผลการศึกษาปริมาตร 5-10 ลิตร ดว้ยสภาวะเหมาะสมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ให้
อากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที กวนดว้ยความเร็ว 300 รอบต่อนาที  การเล้ียงแบคทีเรียในขั้นตอนแรกใชอ้าหาร
สมบูรณ์เตรียมจากแป้งมนัส าปะหลงัปริมาณ 30 กรัมต่อลิตร (น ้ าหนกัแห้ง) ปริมาตร 3 ใน 5 ส่วนของ
ปริมาตรสุดทา้ย เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นเติมอาหารขั้นต ่าท่ีมีกลูโคสความเขม้ขน้สุดทา้ย 10 กรัมต่อ
ลิตร ให้ครบปริมาตรสุดท้าย เล้ียงแบคทีเรียต่ออีก 48 ชั่วโมง สามารถผลิตเซลล์แบคทีเรียสายพนัธ์ุ         
SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 ไดโ้ดยเฉล่ีย 81.57 และ 79.48 กรัมต่อลิตร (น ้ าหนกัเปียก) ราว 15 และ 14 
กรัมต่อลิตร (น ้าหนกัแหง้) ตามล าดบั ท่ีมีพีเอชเอสะสมไม่นอ้ยกวา่ร้อยละ 26 ของน ้าหนกัเซลลแ์หง้  
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ตารางที ่3.37 ผลผลิตเซลลแ์บคทีเรีย SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 เล้ียงดว้ยอาหาร Complex medium 
และ Minimal medium ท่ีมีส่วนประกอบและสภาวะการเล้ียงต่างกนัในถงัปฏิกรณ์
ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115) ปริมาตรอาหาร 5 ลิตร  

 

Bacterial isolate code/  
Medium and cultivation conditions 

Cell yields (g) of SUT-NZT6/  
SUT-NZT9 

Wet cells  Dry cells 
5 L 1 L 5 L 1 L 

1. Complex medium no. 2 (ตารางท่ี 3.10) ปริมาตร 5 ลิตร เล้ียง
ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใหอ้ากาศ 0.5 ลิตรต่อนาที กวน 
200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ป่ันเหว่ียงแยกของเหลว
ออก เติม Minimal medium no. 1 (ตารางท่ี 3.8 เทียบเท่าตาราง
ท่ี 3.15) ปริมาตร 5 ลิตร เล้ียงต่อเน่ืองดว้ยสภาวะเดิมเป็นเวลา 
48 ชัว่โมง 

โดยอาหาร Complex medium มี Cassava starch 
hydrolysate เขม้ขน้ 30 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน และ
เติมยีสตแ์หง้ท่ีใชแ้ลว้จากอุตสาหกรรมการผลิตเบียร์และร า
ขา้วสกดัไขมนั เติมร าสกดัไขมนัและกากยีสตเ์ขม้ขน้ 10 และ 
5 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั เป็นแหล่งไนโตรเจน เพ่ือเป็น
ทางเลือกของอาหารเล้ียงเช้ือราคาถูก ทดแทน Tryptone, 
Polypeptone และ Yeast extract ใชป้ริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 5% โดย
ปริมาตร (มีจ านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 106 เซลลต่์อ
มิลลิลิตร) และ Minimal medium ท่ีมีน ้าตาลกลูโคส 10 กรัมต่อ
ลิตร ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 5 ลิตร แบคทีเรียสายพนัธ์ุ 
SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 มีการเจริญสูงสุดท่ี 4.00×1010 
และ 4.66×1011 CFU ต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั ไดเ้ซลลแ์บคทีเรีย 
24.15 และ 24.27 กรัมต่อลิตร (น ้าหนกัเปียก) หรือ 3.51 และ 
3.53 กรัมต่อลิตร (น ้าหนกัแหง้) ตามล าดบั (ตารางท่ี 3.12) 

120.75/ 
121.35 

24.15/ 
24.27 

17.55/ 
15.65 

3.51/ 
3.53 

2. Complex medium no. 1 (ตารางท่ี 3.10 เทียบเท่าตารางท่ี 3.15) 
ปริมาตร 5 ลิตร ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ใหอ้ากาศ 0.5 
ลิตรต่อนาที กวน 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ป่ัน
เหว่ียงแยกของเหลวออก เติม Minimal medium no. 2 (ตาราง
ท่ี 3.8) ปริมาตร 5 ลิตร เล้ียงต่อเน่ืองดว้ยสภาวะเดิมเป็นเวลา 48 
ชัว่โมง 

120.75/ 
121.35 

69.93/ 
56.74 

17.55/ 
15.65 

13.01/ 
10.88 

  



124 

 

ตารางที ่3.37 (ต่อ) ผลผลิตเซลลแ์บคทีเรีย SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 เล้ียงดว้ยอาหาร Complex 
medium และ Minimal medium ท่ีมีส่วนประกอบและสภาวะการเล้ียงต่างกนัในถงั
ปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115) ปริมาตรอาหาร 5 ลิตร  

 

Bacterial isolate code/  
Medium and cultivation conditions 

Cell yields (g) of SUT-NZT6/  
SUT-NZT9 

Wet cells  Dry cells 
5 L 1 L 5 L 1 L 

โดย Complex medium เติม Cassava starch hydrolysate 
เขม้ขน้ 30 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน ปริมาตรอาหาร
เร่ิมตน้ 3 ลิตร ใชป้ริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 10% โดยปริมาตร (106 
เซลลต่์อมิลลิลิตร โดยประมาณ) ควบคุมควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 
องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 กวนดว้ยความเร็ว 300 รอบต่อนาที 
และใหอ้ากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และเติม 
Minimal medium ท่ีมีแป้งมนัส าปะหลงัเขม้ขน้สุดทา้ย 30 กรัม
ต่อลิตร เพ่ือเป็นทางเลือกของอาหารเล้ียงเช้ือราคาถูก ใหไ้ด้
ปริมาตรสุดทา้ย 5 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส 
pH ท่ี 7.0 กวนดว้ยความเร็ว 500 รอบต่อนาที และใหอ้ากาศ 
2.0 ลิตรต่อนาที เล้ียงเป็นเวลา 48 ชัว่โมง  หลงัผา่นการเล้ียง
เช้ือในอาหาร Minimal medium ปริมาตร 5 ลิตร เป็นเวลา 48 
ชัว่โมง (ตารางท่ี 3.26 และ 3.27) 

    

3. Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 5% โดย
ปริมาตร (ท่ีมีจ านวนเซลลป์ระมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) 
ปริมาตรอาหารเร่ิมตน้ 1.5 ลิตร มีการเติม Complex medium 
ปริมาตร 0.5 ลิตร ที่เวลา 10 และ 18 ช่ัวโมงของการเล้ียงเช้ือ 
ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 กวนดว้ย
ความเร็ว 300 รอบต่อนาที และใหอ้ากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นเติม Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) 
ใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 5 ลิตร เล้ียงแบคทีเรียดว้ยสภาวะ
เดียวกบัขา้งตน้เป็นเวลา 48 ชัว่โมง (ตารางท่ี 3.28) 

349.65/ 
283.70 

69.93/ 
56.74 

65.05/ 
54.40 

13.01/ 
10.88 

4. Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตรอาหารเร่ิมตน้ 1.5 
ลิตร ท่ีใชแ้ป้งมนัส าปะหลงั 30 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่ง
คาร์บอน ปริมาตร 1.5 ลิตร เติมเช้ือเร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (มี
จ านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร)  

360.15/ 
353.25 

72.03/ 
70.65 

63.30/ 
62.10 

12.66/ 
12.42 
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ตารางที ่3.37 (ต่อ) ผลผลิตเซลลแ์บคทีเรีย SUT-NZT6 และ SUT-NZT9 เล้ียงดว้ยอาหาร Complex 
medium และ Minimal medium ท่ีมีส่วนประกอบและสภาวะการเล้ียงต่างกนัในถงั
ปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดบรรจุ 7.5 ลิตร (BioFlo®/CelliGen® 115) ปริมาตรอาหาร 5 ลิตร  

 

Bacterial isolate code/  
Medium and cultivation conditions 

Cell yields (g) of SUT-NZT6/  
SUT-NZT9 

Wet cells  Dry cells 
5 L 1 L 5 L 1 L 

ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส pH ท่ี 7.0 ใหอ้ากาศ 2.0 
ลิตรต่อนาที อตัราเร็วการกวน 300 รอบต่อนาที เติมอาหาร 
Complex medium ใหม่เพ่ิมจ านวน 3 คร้ัง ที่เวลา 10, 14 และ 
18 ช่ัวโมงของการเลีย้งเช้ือ คร้ังละ 500 มิลลิลิตร และเล้ียง
ต่อเน่ืองจนครบ 24 ชัว่โมง และเติมอาหาร Minimal medium 
(ตารางท่ี 3.15) ใหป้ริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 5 ลิตร และเล้ียง
ต่อเน่ืองดว้ยสภาวะเช่นเดียวกนัเป็นเวลา 48 ชัว่โมง (ตารางท่ี 
3.29) 

    

5. Complex medium (ตารางท่ี 3.15) ปริมาตร 3 ลิตร เติมเช้ือ
เร่ิมตน้ 5% โดยปริมาตร (มีจ านวนเซลลเ์ร่ิมตน้โดยประมาณ 
106 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส 
pH ท่ี 7.0 ใหอ้ากาศ 2.0 ลิตรต่อนาที กวนดว้ยความเร็ว 300 
รอบต่อนาที เติมอาหาร Complex medium ใหม่เพ่ิมจ านวน 4 
คร้ัง ที่เวลา 10, 12, 14 และ 18 ช่ัวโมงของการเลีย้งเช้ือ คร้ังละ 
500 มิลลิลิตร และเล้ียงต่อเน่ืองจนครบ 24 ชัว่โมง แทนท่ี
ปริมาตร 1 ลิตร ดว้ย Minimal medium (ตารางท่ี 3.15) 
เขม้ขน้ 5 เท่า โดยการป่ันเหว่ียงแยกของเหลวออก เล้ียงดว้ย
สภาวะการเดียวกบัขา้งตน้เป็นเวลา 48 ชัว่โมง (ตารางท่ี 3.30) 

407.85/ 
397.40 

81.57/ 
79.48 

75.65/ 
71.50 

15.13/ 
14.03 

 

จากการศึกษาการสกดัสาร PHA จากเซลลแ์บคทีเรียสายพนัธ์ุเฉพาะท่ีศึกษาและตรวจสอบ
คุณลกัษณะส าคญัของ PHA ท่ีได ้ เพื่อความเหมาะสมต่อการใชง้านทดสอบสกดัสาร PHA  จากเซลล์
แบคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีศึกษา ตามกรรมวธีิท่ีใชค้วามรู้จากงานวจิยัท่ีมีอยูก่่อนแลว้ และดดัแปลงเพื่อใหมี้ความ
เหมาะสมกบัสายพนัธ์ุของแบคทีเรียท่ีศึกษา ตรวจสอบลกัษณะปรากฏของพอลิเมอร์ PHA ท่ีผลิตได ้
โดยเฉพาะอยา่งยิง่ดา้นความเหนียว ยืดหยุน่ แข็ง หรือเปราะ  พร้อมทั้งตรวจสอบขอ้มูลท่ีมีรายงานเพิ่มเพื่อ
วางแผนการทดลอง 

การสกดัและแยกสาร PHA ออกจากเซลลข์องแบคทีเรีย (Vanlautem and Gilain, 1980)  ในการ
สกดัมีขั้นตอนการท าแหง้เซลลข์องจุลินทรียท่ี์สะสม PHA  แลว้จึงสกดั PHA โดยใช ้ Halogenated 
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solvents  จากนั้นแยก PHA ออกดว้ย Solvent ท่ีมี Polarity ต ่า เช่น Methanol และ Hexane แต่เน่ืองจากสาร
ประเภท Halogenated solvents เป็นสารอนัตรายต่อส่ิงแวดลอ้มจึงมีขอ้จ ากดัในการใช ้และไม่สามารถใช้
ในระดบัอุตสาหกรรมได ้ต่อมามีการใช ้Non-halogen solvents ไดแ้ก่ Alcohol, Ester, Amide และ Ketone 
เป็นตน้ แทนการใช ้ Halogenated solvents แต่มีขอ้จ ากดัท่ีวา่ PHA สามารถละลายใน Non-halogen 
solvents ไดน้อ้ยท่ีอุณหภูมิหอ้ง จึงจ าเป็นตอ้งใชอุ้ณหภูมิสูงในการสกดัเพื่อเพิ่มความสามารถใน             
การละลายของ PHA ท าใหเ้กิดปัญหาท่ีตามมา คืออุณหภูมิสูงมีแนวโนม้ท าใหม้วลโมเลกุลของ PHA 
ลดลงตามระยะเวลาท่ีสกดั ซ่ึงสามารถแกไ้ขไดโ้ดยลดระยะเวลาในการสกดัลง จากนั้นแยกสารสกดัออก
โดยการระเหย การป่ันแยก หรือการกรอง  

จากขอ้มูลท่ีมีรายงานตามขา้งตน้ ทางโครงการไดพ้ฒันาวิธีการสกดั PHA ท่ีอาศยัสมบติัของเซลล์
แบคทีเรียและหลีกเล่ียงการใช้สารเคมีอันตรายตามท่ีมีรายงาน นิยมใช้สารท าละลายอินทรีย์กลุ่ม 
Halogenated hydrocarbon solvents เช่น Chloroform, Dichloroethane, Dichloromethane และ 
Dichloropropane เป็นตน้  สารท าละลายอินทรียก์ลุ่ม Halogenated hydrocarbon solvents ท่ีใหผ้ลการสกดั
ดีท่ีสุด คือ 1,2-Dichloroethane และ 1,1,2-Trichloroethane   วิธีการสกัดพอลิเมอร์พีเอชเอจากเซลล์
แบคทีเรียสายพนัธ์ุเฉพาะท่ีพฒันาน้ี เป็นกรรมวิธีท่ีไม่ใช้ตวัท าละลายอินทรียอ์นัตรายท่ีมีประสิทธิภาพสูง
เป็นสารสกดั และสามารถพฒันาต่อใหมี้ประสิทธิภาพสูงข้ึนและตน้ทุนต ่ากวา่วธีิท่ีใชอ้ยา่งแพร่หลายทัว่ไป 

สาร PHA  มีลกัษณะผลึกภายหลงัการสกดัจากเซลลแ์บคทีเรียท่ีมีแนวโนม้การน าไปใชป้ระโยชน์
ไดดี้ 2 ตวัอยา่ง ท่ีมีโครงสร้าง Poly(3-hydroxybutyrate) [P(3HB)] และ Poly(4-hydroxybutyrate) [P(4HB)] 
เป็นส่วนประกอบอยูด่ว้ย มีอุณหภูมิหลอมสูงโดยเฉล่ีย 168.60 และ 167.55 องศาเซลเซียส ตามล าดบั 

จุดเด่นของงานวจิยัท่ีไดโ้ดยสรุป ไดแ้ก่ 
1) สารพอลิเมอร์ PHA ชนิดท่ีผลิตไดจ้ากแบคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีคดัเลือกได ้ มีสมบติัท่ีสามารถท า

ฟิลม์และข้ึนรูปไดดี้ มีอุณหภูมิหลอมท่ีสูง ~168 องศาเซลเซียส ใกลเ้คียงกบัอุณหภูมิหลอมของ 
Polyethylene (~139 องศาเซลเซียส) และ Polypropylene ชนิด Isotactic polypropylene (~171 องศา
เซลเซียส) ซ่ึงเป็นพอลิเมอร์ท่ีได้จากปิโตรเคมีท่ีมีการใช้งานอยู่ทัว่ไป จึงอาจประยุกต์ใชป้ระโยชน์ 
PHA ท่ีไดท้ั้งดา้นการแพทยแ์ละบรรจุภณัฑ์ 

2) แบคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีคดัเลือกไดเ้ป็นทรัพยากรจุลินทรียข์องประเทศไทย ท่ีมีศกัยภาพในการ
ผลิตพอลิเมอร์พลาสติกชนิด PHA จากแป้งมนัส าปะหลงั เป็นการใชท้รัพยากรจุลินทรียข์องประเทศไทย
ให้เป็นประโยชน์ทางเศรษฐกิจ และช่วยสร้างมูลค่าเพิ่มแก่มนัส าปะหลงั เพื่อเสถียรภาพด้านราคาแก่
พืชผลทางการเกษตรของประเทศไทย 

3) กรรมวิธีการสกัดสาร PHA จากเซลล์แบคทีเรียสายพนัธ์ุเฉพาะท่ีศึกษา ด้วยกรรมวิธีท่ี
ปลอดภยั ลดการใชต้วัท าละลายอินทรียอ์นัตรายท่ีมีประสิทธิภาพสูงเป็นสารสกดั และตน้ทุนต ่ากวา่วิธีท่ีใช้
กนัโดยทัว่ไป 
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4.2  ข้อเสนอแนะ 

โครงการวิจยัน้ีมีผลส าเร็จตามวตัถุประสงค์ ท่ีเป็นพื้นฐานส าคญัของการผลิตพอลิเมอร์ชีวภาพ
โดยกิจกรรมของจุลินทรีย์ อย่างไรก็ตามควรมีการศึกษาต่อในเชิงลึกในส่วนท่ีเก่ียวข้องในประเด็น
ดงัต่อไปน้ี 

1) การทดลองเพิ่มก าลังการผลิตเซลล์ด้วยระบบถังปฏิกรณ์ควบคุมสภาวะ เพื่อพฒันาเพิ่ม
ประสิทธิภาพของกระบวนการผลิต 

2) การพฒันาวธีิการสกดัพอลิเมอร์จากเซลลแ์บคทีเรียต่อเน่ืองใหมี้ประสิทธิภาพสูงข้ึน 
3) การระบุชนิด/สายพนัธุ์ของแบคทีเรียที่คดัเลือกได้ให้ไดช้นิดหรือสายพนัธ์ุท่ีแน่นอน ดว้ย

การศึกษาสารพนัธุกรรม เพื่อแกปั้ญหาการระบุชนิดและจ าแนกสายพนัธ์ุตามวธีิมาตรฐานท่ีอาศยัลกัษณะ
ทางสัณฐานวทิยาเป็นหลกั  แบคทีเรียสายพนัธ์ุธรรมชาติท่ีศึกษาอาจเป็นชนิดหรือสายพนัธ์ุใหม่ 
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ภาคผนวก 
ภาคผนวก ก  สีย้อมจุลนิทรีย์ 

1. Crystal violet (Gram stain) 
Crystal violet 2.0 กรัม 
Ethanol (95%) 20.0 มิลลิลิตร 
ละลายใหเ้ขา้กนั แลว้จึงเติม   
Ammonium oxalate (1% Aqueous solution) 80.0 มิลลิลิตร 

2. Nile blue A (1.0%) 
Nile blue A 1.0 กรัม 
น ้ากลัน่ 100.0 มิลลิลิตร 
ถา้มีตะกอนใหก้รองก่อนใชทุ้กคร้ัง   

3. Safranin (Gram stain) 
Safranin O (2.5% Solution ใน 95% Ethanol) 10.0 มิลลิลิตร 
น ้ากลัน่ 90.0 มิลลิลิตร 
ถา้มีตะกอนใหก้รองก่อนใชทุ้กคร้ัง   

ภาคผนวก ข  สารละลายและน า้ยาเคม ี
1. Acetone alcohol 

Alcohol (95%) 700.0 มิลลิลิตร 
Acetone 300.0 มิลลิลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนั   

2. Acetone series ส าหรับ Electron microscopy specimen dehydration 
เตรียม Acetone series ความเขม้ขน้ในช่วง 20-80% ดงัน้ี 

Acetone concentration (%) Acetone (100%, mL) Distilled water (mL) 
20 20.0 80.0 
40 40.0 60.0 
60 60.0 40.0 
80 80.0 20.0 

3. Epon resin 
Epon-812 substitute 20.0 กรัม 
Dodecenyl succinic anhydride 20.0 กรัม 
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Methyl-5-norbornene-2-3-dicarboxilic anhydride 6.0 กรัม 
2,4,6 (Tri(Dimethylaminoethyl)phenol) 0.7 กรัม 
ชัง่สารตามล าดบั  Polymerize ท่ี 60-70 องศาเซลเซียส 

4. Formvar (0.3%) 
Formvar 0.3 กรัม 
Ethylene dichloride 100.0 มิลลิลิตร 
ชัง่ Formvar 0.3 กรัม ละลายใน Ethylene dichloride ปรับปริมาตรใหไ้ด ้100.0 มิลลิลิตร 
เก็บในตูเ้ยน็ 

5. Glutaraldehyde (2%) ใน 0.1M Cacodylate buffer 
Glutaraldehyde (25%) 8.0 มิลลิลิตร 
0.1M Cacodylate buffer 92.0 มิลลิลิตร 

สารละลาย 0.1M Cacodylate buffer (pH 7.2) เตรียมไดด้งัน้ี 
Solution A: Sodium cacodylate (0.2M)   

Sodium cacodylate 42.8 กรัม 
เติมน ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรครบ 1,000.0 มิลลิลิตร 

Solution B: Hydrochloric acid (0.2M)   
Hydrochloric acid 16.5 มิลลิลิตร 
เติมน ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรครบ 1,000.0 มิลลิลิตร 

เตรียมสารละลาย 0.1M Cacodylate buffer ดงัน้ี   
Solution A 50.0 มิลลิลิตร 
Solution B 4.2 มิลลิลิตร 

6. Iodine solution (Gram’s iodine) 
Iodine 1.0 กรัม 
Potassium iodide 2.0 กรัม 
ละลายสารทั้งสองชนิดในน ้า โดยค่อยๆ เติมน ้าทีละนอ้ย
จนกระทัง่ Iodine ละลายหมด 

  

เติมน ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรครบ 300.0 มิลลิลิตร 
เก็บไวใ้นขวดสีชา   

7. Osmium tetroxide (2%) 
Osmium tetroxide 0.5 กรัม 
Phosphate buffer (0.1M) 25.0 มิลลิลิตร 
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ผสมใหเ้ขา้กนับรรจุสารละลายไวใ้นขวดแกว้ ปิดฝาให้แน่นและหุม้ฝาดว้ยพาราฟิลม์ 
เก็บสารละลายในตูเ้ยน็ 

8. Phosphate buffer (0.2M) 
เตรียม Stock solution A และ B ส าหรับ Phosphate buffer (0.2M) ดงัน้ี 
Solution A: 

NaH2PO4.H2O 27.60 กรัม 
ชัง่ NaH2PO4.H2O 27.60 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 1,000 มิลลิลิตร เก็บ
ในขวดสีชา 

Solution B: 
Na2HPO4 28.40 กรัม 
ชัง่ Na2HPO4 28.40 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 1,000 มิลลิลิตร เก็บใน
ขวดสีชา 

Phosphate buffer solution (0.2M): 
Solution A (mL) Solution B (mL) pH 

73.5 26.5 6.4 
68.5 31.5 6.5 
62.5 37.5 6.6 
56.5 43.5 6.7 
51.0 49.0 6.8 
45.0 55.0 6.9 
39.0 61.0 7.0 
33.0 67.0 7.1 
28.0 72.0 7.2 
23.0 77.0 7.3 
19.0 81.0 7.4 
16.0 84.0 7.5 

9. Sodium chloride (NaCl) solution (0.85%) 
Sodium chloride 85.0 กรัม 
เติมน ้ากลัน่จนปริมาตรครบ 1,000.0 มิลลิลิตร 
น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส (15 ปอนดต่์อตารางน้ิว) เป็นเวลา 15 นาที 
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10. Sodium dodecylsulfate (SDS) (10% w/v) 
Sodium dodecylsulfate (SDS) 100.0 กรัม 
เติมน ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรครบ 1,000.0 มิลลิลิตร 

11. Uranyl acetate (4% w/v) 
Uranyl acetate 4.0 กรัม 
น ้ากลัน่ หรือ Ethanol (70%) 100.0 มิลลิลิตร 
ชัง่ Uranyl acetate 4.0 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ หรือ Ethanol (70%) เก็บคา้งคืน กรอง แลว้เก็บใน
ขวดสีชาในตูเ้ยน็ 

ภาคผนวก ค  อาหารเลีย้งจลุนิทรีย์ 

1. Complex medium ดดัแปลงจาก Kunioka et al. (1989), Khanna and Srivastava (2005), Luengo et 
al. (2003), Atlas (2004) และ Pederson et al. (2006) 

Tryptone 5.0 กรัม 
Polypeptone 5.0 กรัม 
Yeast extract 5.0 กรัม 
Sodium chloride 2.5  
Cassava starch  30.0 กรัม 
เติมน ้ากลัน่จนปริมาตรครบ 1,000 มิลลิลิตร 
ละลายสารทั้งหมดเขา้ดว้ยกนั ปรับ pH เท่ากบั 7.0+0.2 แลว้น่ึงฆ่าเช้ือท่ี 121 องศาเซลเซียส (15 
ปอนด์ต่อตารางน้ิว) เป็นเวลา 15 นาที 

2. Minimal medium ดดัแปลงจาก Kunioka et al. (1989), Khanna and Srivastava (2005), Luengo et al. 
(2003), Atlas (2004) และ Pederson et al. (2006) 

Glucose  10.00 กรัม 
(NH4)2SO4 1.00 กรัม 
CaCl2·2H2O 0.01 กรัม 
Ferrous ammonium citrate 0.05 กรัม 
KH2PO4 1.00 กรัม 
MgSO4·7H2O 0.20 กรัม 
Na2HPO4 3.00 กรัม 
Trace element solution 1.00 มิลลิลิตร 
เติมน ้ากลัน่จนปริมาตรครบ 1,000 มิลลิลิตร 
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ละลายส่วนผสม จากนั้นปรับ pH ใหเ้ท่ากบั 7.0+0.2 แลว้น่ึงฆ่าเช้ือท่ี 121 องศาเซลเซียส (15 
ปอนด์ต่อตารางน้ิว) เป็นเวลา 15 นาที  
Trace element solution ประกอบดว้ย H3BO3 0.3 กรัม, CoCl2.6H2O 0.2 กรัม, ZnSO4.7H2O 0.1 
กรัม, MnCl2.4H2O 0.03 กรัม, Na2MoO4.2H2O 0.03 กรัม, NiCl2.6H2O 0.02 กรัม และ 
CuSO4.5H2O 0.01 กรัม ในน ้ ากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร 

3. Trypticase (tryptic) soy broth (TSB) 
Trypticase หรือ Tryptose (Pancreatic digest of casein) 17.0 กรัม 
Phytone (Papaic digest of soya meal) 3.0 กรัม 
Sodium chloride 5.0 กรัม 
di-Potassium hydrogen phosphate 2.5 กรัม 
Glucose 2.5 กรัม 
เติมน ้ากลัน่จนปริมาตรครบ 1,000 มิลลิลิตร 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดเขา้ดว้ยกนั ปรับ pH เท่ากบั 7.3+0.2 แลว้น่ึงฆ่าเช้ือท่ี 121 องศาเซลเซียส 
(15 ปอนดต่์อตารางน้ิว) เป็นเวลา 15 นาที 

4. Trypticase soy agar (TSA) 
เตรียมตามส่วนประกอบ TSB เติม Agar 1.5% ละลายส่วนผสมและหลอม Agar ใหค้วามร้อน 
ปรับ pH เท่ากบั 7.3+0.2 แลว้น่ึงฆ่าเช้ือท่ี 121 องศาเซลเซียส (15 ปอนดต่์อตารางน้ิว) เป็นเวลา 
15 นาที  
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ช่ือ-สกุล   ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร.สุรีลกัษณ์ รอดทอง 

หน่วยงานทีสั่งกดัและทีอ่ยู่ 
สาขาวชิาปรีคลินิก ส านกัวชิาวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 
เลขท่ี 111 ถนนมหาวทิยาลยั ต าบลสุรนารี อ าเภอเมือง จงัหวดันครราชสีมา 30000 
โทรศพัท ์044-22 4297, 044-22 463     โทรสาร 044-22 4185     e-mail: sureelak@sut.ac.th 

ประวตัิการศึกษาและฝึกอบรม 
วท.บ. (ชีววทิยา เลือกจุลชีววิทยา) มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ ประเทศไทย 
วท.ม. (จุลชีววทิยา) มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ ประเทศไทย 
PGDip.Sci. (Biotechnology) with Credit University of Otago นิวซีแลนด์ 
Ph.D. (Microbiology) University of Otago นิวซีแลนด์ 
Post-Doc (Molecular Biology) University of Guelph แคนาดา 
Certificate (International Training 

Programme in Biotechnology, ITP 12) 
Gesellschaft fÜr Biotechnologische 

Forschung mbH (GBF) 
เยอรมนี 

Certificate (Proficiency in English) Victoria University of Wellington นิวซีแลนด์ 
Certificate (Laboratory Safety Course) The Laboratory Safety Institute (LSI) สหรัฐอเมริกา 
Certificate (Quality Management of 

Culture Collection for Curators) 
National Center for Genetic Engineering 

and Biotechnology (BIOTEC) 
ประเทศไทย 

Certificate (Culture Collection 
Techniques) 

Bangkok MIRCEN ประเทศไทย 

วฒิุบตัร (หลกัสูตรการออกแบบและ
พฒันาเคร่ืองปฏิกรณ์ก๊าซชีวภาพ) 

สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้ธนบุรี 
(ปัจจุบนัคือมหาวทิยาลยัเทคโนโลย ี
พระจอมเกลา้ธนบุรี 

ประเทศไทย 

สาขาวชิาการทีม่ีความช านาญ 
พนัธุศาสตร์และสรีรวทิยาของจุลินทรีย ์ การหมกัของจุลินทรีย ์(แบคทีเรียและเช้ือรา)  และความ
หลากหลายของชนิดและการใชป้ระโยชน์ของแบคทีเรียกรดแล็กติกและเช้ือรา 

ผลงานทางวชิาการ 
1. ต ารา หนงัสือ/เอกสารประกอบการสอน  จ านวน  13 เร่ือง (เล่ม) 
2. ผลงานวจิยัท่ีไดรั้บการตีพิมพใ์นวารสารวชิาการ 
 วารสารระดบัชาติ จ านวน 22 เร่ือง  และวารสารระดบันานาชาติ จ  านวน 49 เร่ือง 

3. ผลงานวจิยัท่ีตีพิมพใ์น Proceedings  จ านวน 26 เร่ือง 
4. ผลงานท่ีเผยแพร่ในการประชุมวชิาการระดบัชาติ  จ  านวน 104 เร่ือง 
5. ผลงานท่ีเผยแพร่ในการประชุมวชิาการระดบันานาชาติ  จ  านวน 100 เร่ือง 
6. สิทธิบตัรท่ียืน่ค าขอจดทะเบียน  จ านวน  6 ค าขอ  
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เอกสารแนบ 

ผลงานวจัิยของโครงการทีไ่ด้เผยแพร่ 
มีการเผยแพร่ผลงานวจิยัในรูปแบบต่างๆ ดงัน้ี 

1. บทความในหนังสือ 
ผลงานวจิยัในการเตรียมบทความของหนงัสือในฐานะผูเ้ขียนรับเชิญ จ านวน 2 เร่ือง ดงัน้ี 
1) สุรีลกัษณ์ รอดทอง. 2557. สารตั้งตน้จากงานวจิยั. ใน ส านกังานนวตักรรมแห่งชาติ (องคก์าร

มหาชน) กระทรวงวทิยาศาสตร์และเทคโนโลย.ี นวตักรรมพลาสติกชีวภาพไทย. กรุงเทพฯ: 
ส านกังานนวตักรรมแห่งชาติ (องคก์ารมหาชน). หนา้ 164-171. 

2) สุรีลกัษณ์ รอดทอง ปราณี ชุมส าโรง นิธินาถ ศุภกาญจน์ และ จนัทิมา ดีประเสริฐกุล. 2558. พอลิ-    ไฮด
รอกซีแอลคาโนเอท (พีเอชเอ) จากแป้งมนัส าปะหลงัและน ้ าตาลจากออ้ย. ใน ส านกังาน
คณะกรรมการวจิยัแห่งชาติ (วช.). พลาสติกชีวภาพ: งานวิจยัสู่อุตสาหกรรม. กรุงเทพฯ: กองบริหาร
แผนและงบประมาณการวิจยั (กบง.) ส านกังานคณะกรรมการวิจยัแห่งชาติ (วช.). หนา้ 4-6. 

2. วารสารวชิาการ 
ผลงานวจิยัเผยแพร่ในวารสารวชิาการ จ านวน 1 เร่ือง คือ 
Chansatein, O., Urairong, H., and Rodtong, S. 2012. Developement of cultivation media for 

polyhydroxyalkanoates accumulation in bacterial cells isolated from cassava pulp. Research 
Journal of Biological Sciences. 7: 31-37. 

3. การประชุมวชิาการ 

3.1 การประชุมวชิาการระดับชาต ิ
ผลงานวจิยัเผยแพร่ในการประชุมวชิาการระดบัชาติ จ  านวน 3 เร่ือง ดงัน้ี 
1) สุรีลกัษณ์ รอดทอง. 2554. งานวจิยัจากการประยุกตใ์ชท้รัพยากรจุลินทรียใ์นประเทศไทย 

(Research from the application of microbial resources in Thailand). การประชุมวิชาการ
ผลงานวิจัยของนิสิตและบุคลากรภาควิชาชีววิทยา คร้ังท่ี 4, 26 มกราคม 2554, ภาควิชา
ชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหาสารคาม ต าบลขามเรียง อ าเภอกันทรวิชัย จังหวดั
มหาสารคาม. วทิยากรรับเชิญ. 

2) Chansatein, O., Urairong, H., and Rodtong, S. 2011. Dominant species of 
polyhydroxyalkanoates-producing Bacillus found in Thailand. Abstracts of the 1st 
Conference on Taxonomy and Systematics in Thailand, 2-4 May 2011, Faculty of Science, 
Naresuan University, Thailand: 138-139. 
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3) Chansatein, O. and Rodtong, S. 2011. Polyhydroxyalkanoates-producing Gram-negative 
bacteria isolated from cassava pulp in Thailand. Abstracts of the 1st Conference on Taxonomy 
and Systematics in Thailand, 2-4 May 2011, Faculty of Science, Naresuan University, 
Thailand: 140-141. 

3.2 การประชุมวชิาการระดับนานาชาติ 
ผลงานวจิยัเผยแพร่ในการประชุมวชิาการระดบันานาชาติ จ  านวน 4 เร่ือง ดงัน้ี 
1) Rodtong, S., Songsrirote, S., Sornnok, K., and Nanthisa, M. 2010. Accumulation of intracellular 

polyhydroxyalkanoates in various genera of heterotrophic bacteria found in Thailand. 
Abstracts of the TSB 2010 International Conference on Biotechnology for Healthy Living, 20-
22 October 2010, Prince of Songkla University, Trang Campus, Thailand: 197. 

2) Rodtong, S., Songsrirote, S., Pananu, A., and Deeprasertkul, C. 2010. Production of 
polyhydroxyalkanoates from sugar cane by specific bacterial strains. Abstracts of the TSB 2010 
International Conference on Biotechnology for Healthy Living, 20-22 October 2010, Prince 
of Songkla University, Trang Campus, Thailand: 198. 

3) Chansatein, O. and Rodtong, S. 2010. Modification of specimen preparation procedure for 
detecting PHA granule in bacterial cells using electron microscopy. Abstracts of the TSB 2010 
International Conference on Biotechnology for Healthy Living, 20-22 October 2010, Prince 
of Songkla University, Trang Campus, Thailand: 295. 

4) Chansatein, O. and Rodtong, S. 2010. Diversity study of polyhydroxyalkanoates-producing 
bacteria isolated from cassava pulp samples. Abstracts of the TSB 2010 International 
Conference on Biotechnology for Healthy Living, 20-22 October 2010, Prince of Songkla 
University, Trang Campus, Thailand: 296. 

4. การฝึกอบรม 
ผลงานวิจยัเป็นข้อมูลในการบรรยายเพื่อฝึกอบรมให้หน่วยงานของรัฐ ในฐานะวิทยากรรับเชิญ 
จ านวน 1 เร่ือง ดงัน้ี 
สุรีลกัษณ์ รอดทอง. 2553. การผลิตสารมอนอเมอร์และพอลิเมอร์พลาสติกชีวภาพจากแป้งมนัส าปะหลงั

โดยแบคทีเรีย. เอกสารประกอบการฝึกอบรมเร่ือง การผลิตและตรวจสอบสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ
ทางการเกษตร, 22-25 มิถุนายน 2553, ส านกัวจิยัพฒันาเทคโนโลยชีีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 
จงัหวดัปทุมธานี. 27 หนา้. วิทยากรรับเชิญ. 

5. งานจัดแสดงนิทรรศการและประชุมวชิาการ และส่ิงพมิพ์เผยแพร่อ่ืน 
ผลงานวจิยัเผยแพร่ในงานแสดงนิทรรศการและประชุมวชิาการ และส่ิงพิมพเ์ผยแพร่อ่ืน ดงัน้ี 
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1) สุรีลกัษณ์ รอดทอง จนัทิมา ดีประเสริฐกุล และ นิธินาถ ศุภกาญจน์. 2555. พลาสติกยอ่ยสลายไดท้าง
ชีวภาพชนิดพอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอทจากแป้งมนัส าปะหลงั. ร่วมจดัแสดงนิทรรศการภายใน
งาน “การน าเสนอผลงานวจิยัแห่งชาติ 2555 (Thailand Research Expo 2012)” ระหวา่งวนัท่ี 24-28 
สิงหาคม พ.ศ. 2555 ณ ศูนยป์ระชุมบางกอกคอนเวนชนัเซ็นเตอร์ เซ็นทรัลเวลิด ์ ราชประสงค ์
กรุงเทพมหานคร จดัโดย ส านกังานคณะกรรมการวจิยัแห่งชาติ (วช.) 

2) สุรีลกัษณ์ รอดทอง และคณะ. 2555. พลาสติกยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพชนิดพอลิไฮดรอกซีแอลคา
โนเอทจากแป้งมนัส าปะหลงั. ในเอกสารเผยแพร่เร่ืองท่ี 10 ของ Science Park, Suranaree 
University of Technology  ในงาน “การน าเสนอผลงานวจิยัแห่งชาติ 2555 (Thailand Research 
Expo 2012)”. เทคโนธานี มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี จงัหวดันครราชสีมา 

3) สุรีลกัษณ์ รอดทอง ปราณี ชุมส าโรง นิธินาถ ศุภกาญจน์ และ จนัทิมา ดีประเสริฐกุล. 2558. พอลิ-
ไฮดรอกซีแอลคาโนเอท (พีเอชเอ) จากแป้งมนัส าปะหลงัและน ้าตาลจากออ้ย. ร่วมจดัแสดง
นิทรรศการภายในงานเสวนาเร่ือง “เปิดบา้นวจิยัพบผูป้ระกอบการพลาสติกชีวภาพ” วนัท่ี 18 
กนัยายน พ.ศ. 2558 ณ หอ้งประชุมจอมพลสฤษด์ิ ธนะรัชต ์ ชั้น 2 อาคาร วช. 1 ส านกังาน
คณะกรรมการวจิยัแห่งชาติ (วช.) กรุงเทพมหานคร 

4) Rodtong, S., Deeprasertkul, C., Suppakarn, N., and Chumsamrong, P. 2013. Bioplastics from 
cassava. World Tapioca Conference and Thailand Tapioca Exhibition 2013, 20-23 June 2013. 
Suranaree University of technology, Nakhon Ratchasima, Thailand. 

5) Rodtong, S. and Deeprasertkul, C. 2013. Polyhydroxyalkanoates (PHA) from tapioca starch. 
World Tapioca Conference and Thailand Tapioca Exhibition 2013, 20-23 June 2013. Suranaree 
University of technology, Nakhon Ratchasima, Thailand. 

6. ฐานข้อมูล GenBank/ National Center for Biotechnology Information (NCBI) ประเทศ
สหรัฐอเมริกา  
ผลงานวจิยัเผยแพร่ในฐานขอ้มูล GenBank/ National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
ประเทศสหรัฐอเมริกา จ านวน 13 items ดงัน้ี 
1) Chansatein, O., Rodtong, S., and Urairong, H. 2011. Diversity of polyhydroxyalkanoates-

producing bacteria isolated from cassava pulp: Bacillus sp. SC4 16S rRNA gene, partial sequence 
(1,410 bp). GenBank (USA) Nucleotide Sequence: Accession HQ179137.1. BCT 18-MAY-2011. 

2) Chansatein, O., Rodtong, S., and Urairong, H. 2011. Diversity of polyhydroxyalkanoates-
producing bacteria isolated from cassava pulp: Bacillus sp. CST2-2 16S rRNA gene, partial 
sequence (1,410 bp). GenBank (USA) Nucleotide Sequence: Accession HQ179138.1. BCT 18-
MAY-2011. 
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3) Chansatein, O., Rodtong, S., and Urairong, H. 2011. Diversity of polyhydroxyalkanoates-
producing bacteria isolated from cassava pulp: Bacillus megaterium CCA2-11 16S rRNA gene, 
partial sequence (1,410 bp). GenBank Nucleotide Sequence: Accession HQ179139.1. BCT 18-
MAY-2011. 

4) Chansatein, O., Rodtong, S., and Urairong, H. 2011. Diversity of polyhydroxyalkanoates-
producing bacteria isolated from cassava pulp: Bacillus sp. CSP2-25-1 16S rRNA gene, partial 
sequence (1,410 bp). GenBank Nucleotide Sequence: Accession HQ179140.1. BCT 18-MAY-
2011. 

5) Chansatein, O., Rodtong, S., and Urairong, H. 2011. Diversity of polyhydroxyalkanoates-
producing bacteria isolated from cassava pulp: Bacillus subtilis CCA1-24 16S rRNA gene, partial 
sequence (1,410 bp). GenBank Nucleotide Sequence: Accession HQ179141.1. BCT 18-MAY-
2011. 

6) Chansatein, O., Rodtong, S., and Urairong, H. 2011. Diversity of polyhydroxyalkanoates-
producing bacteria isolated from cassava pulp: Bacillus sp. CSP2-25-1-1 16S rRNA gene, partial 
sequence (1410 bp).GenBank Nucleotide Sequence: Accession HQ179142.1. BCT 18-MAY-
2011. 

7) Chansatein, O., Rodtong, S., and Urairong, H. 2011. Diversity of polyhydroxyalkanoates-
producing bacteria isolated from cassava pulp: Enterobacter hormaechei sp. CAS5-1 16S rRNA 
gene, partial sequence (1,439 bp). GenBank Nucleotide Sequence: Accession HQ179143.1. BCT 
18-MAY-2011. 

8) Chansatein, O., Rodtong, S., and Urairong, H. 2011. Diversity of polyhydroxyalkanoates-
producing bacteria isolated from cassava pulp: Klebsiella oxytoca CSP2-21 16S rRNA gene, 
partial sequence (1,407 bp). GenBank Nucleotide Sequence: Accession HQ179144.1. BCT 18-
MAY-2011. 

9) Chansatein, O., Rodtong, S., and Urairong, H. 2011. Diversity of polyhydroxyalkanoates-
producing bacteria isolated from cassava pulp: Staphylococcus cohnii CWP2-16 16S rRNA gene, 
partial sequence (1,381 bp). GenBank Nucleotide Sequence: Accession HQ179145.1. BCT 18-
MAY-2011. 

10) Chansatein, O., Rodtong, S., and Urairong, H. 2011. Diversity of polyhydroxyalkanoates-
producing bacteria isolated from cassava pulp: Bacterium PCA1-1 16S rRNA gene, partial 
sequence (1,435 bp). GenBank Nucleotide Sequence: Accession HQ179146.1. BCT 18-MAY-
2011. 
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11) Chansatein, O., Rodtong, S., and Urairong, H. 2011. Diversity of polyhydroxyalkanoates-
producing bacteria isolated from cassava pulp: Bacillus sp. CWP1-6-1 16S rRNA gene, partial 
sequence (1,443 bp). GenBank Nucleotide Sequence: Accession HQ179147.1. BCT 18-MAY-
2011. 

12) Chansatein, O., Rodtong, S., and Urairong, H. 2011. Diversity of polyhydroxyalkanoates-
producing bacteria isolated from cassava pulp: Bacillus cereus CASA51-1 16S rRNA gene, 
partial sequence (1,453 bp). GenBank Nucleotide Sequence: Accession HQ179148.1. BCT 18-
MAY-2011. 

13) Chansatein, O., Rodtong, S., and Urairong, H. 2011. Diversity of polyhydroxyalkanoates-
producing bacteria isolated from cassava pulp: Pseudomonas sp. CSP2-3 16S rRNA gene, 
partial sequence (1406 bp). GenBank Nucleotide Sequence: Accession HQ179149.1. BCT 18-
MAY-2011. 


