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4.4  รูปร่างของ Candida rugosa SUTR 1 จากการศึกษาดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ 
 อิเล็กตรอนแบบส่องกราด Field-emission scanning electron microscope (FE-SEM)  
 ที่ก  าลงัขยาย 4,000 เท่า  82 
4.5  ลกัษณะโคโลนีของ Agrobacterium tumefaciens SUTS 1 บนอาหารเล้ียงเช้ือ  
 Minimal medium agar  83 
4.6  ลกัษณะการเรืองแสงของโคโลนี Agrobacterium tumefaciens SUTS 1  
 ภายใตแ้สง UV ที่ความยาวคล่ืน 350 นาโนเมตร  83 
4.7  ลกัษณะของเซลล ์Agrobacterium tumefaciens SUTS 1 ดว้ยการยอ้มติดสีแกรม  
 (Gram staining) ที่ก  าลงัขยาย 100 เท่า  84 
4.8  รูปร่างของ Candida rugosa SUTR 1 จากการศึกษาดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
 แบบส่องกราด Field-emission scanning electron microscope (FE-SEM)  
 ที่ก  าลงัขยาย 17,000 เท่า  84 
4.9  ลกัษณะโคโลนีของ Delftia sp. SUTR 3 บนอาหารเล้ียงเช้ือ  
 Minimal medium agar  85 
4.10  ลกัษณะการเรืองแสงของโคโลนี Delftia sp. SUTR 3 ภายใตแ้สง UV  
 ที่ความยาวคล่ืน 350 นาโนเมตร  85 
4.11  ลกัษณะของเซลล ์Delftia sp. SUTR 3 ดว้ยการยอ้มติดสีแกรม (Gram staining)  
 ที่ก  าลงัขยาย 100 เท่า  86 
4.12  รูปร่างของ Delftia sp. SUTR 3 จากการศึกษาดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 
 แบบส่องกราด Field-emission scanning electron microscope (FE-SEM)  
 ที่ก  าลงัขยาย 12,000 เท่า  86 
4.13  การเจริญเติบโต (Growth curve) ของจุลินทรีย ์ 88 
4.14  อตัราการเติบโตจ าเพาะ (specific growth rate ; µ) ของจุลินทรีย ์ 89 
4.15  ลกัษณะของโคโลนี C. rugosa SUTR 1 ที่น ามาทดสอบการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงั  91 
4.16  ลกัษณะของโคโลนี A. tumefaciens SUTS 1 ที่น ามาทดสอบ 
 การยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงั  91 
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4.17  ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และการเจริญเติบโตของ C. rugosa SUTR 1 จากการยอ่ย 
 กากมนัส าปะหลงั 10 กรัมต่อลิตร  94 
4.18  ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และการเจริญเติบโตของ A. tumefaciens SUTS 1 จากการยอ่ย 
 กากมนัส าปะหลงั 10 กรัมต่อลิตร  95 
4.19  ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และการเจริญเติบโตของ Delftia sp. SUTR 3 จากการยอ่ย 
 กากมนัส าปะหลงั 10 กรัมต่อลิตร  96 
4.20  ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์จากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงั 10 กรัมต่อลิตร  97 
4.21  ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และการเจริญเติบโตของ A. tumefaciens SUTS 1 จากการยอ่ย 
 กากมนัส าปะหลงั 50 กรัมต่อลิตร  101 
4.22  ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ของ S. fibuligera TISTR 5118 และ A. tumefaciens SUTS 1  102 
4.23  ลกัษณะการสะสม PHA granule ภายในเซลลข์อง C. rugosa SUTR 1 ภายใตก้ลอ้ง
 จุลทรรศน์ (ก) Fluorescence microscope, (ข) Bright-field microscope, 
 (ค) Fluorescence microscope overlay with bright-field microscope  105 
4.24  ลกัษณะการสะสม PHA granule ภายในเซลลข์อง A. tumefaciens SUTS 1   
 ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ (ก) Fluorescence microscope, (ข) Bright-field microscope,  
 (ค) Fluorescence microscope overlay with bright-field microscope  106 
4.25  ค่าความเขม้ของการเรืองแสงสียอ้ม (fluorescence intensity spectrum) ของจุลินทรีย ์ 
 (ก) C. rugosa SUTR 1, (ข) A. tumefaciens SUTS 1  107 
4.26  ลกัษณะของเซลล ์C. rugosa SUTR 1 เม่ือเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ Minimal medium  
 ที่ไม่เติมแหล่งอาหารไนโตรเจน ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบส่องกราด Field-emission  
 scanning electron microscope (FE-SEM) ก าลงัขยาย 5,000 เท่า  109 
4.27  ลกัษณะของเซลล ์C. rugosa SUTR 1 ที่มีการสะสม PHA granule ภายในเซลล ์
 เม่ือเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ Minimal medium ที่จ  ากดัแหล่งไนโตรเจน  
 ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ Field-emission scanning electron microscope (FE-SEM)  
 ก าลงัขยาย 5,000 เท่า  109 
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4.28  ลกัษณะของเซลล ์A. tumefaciens SUTS 1 เม่ือเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ Minimal medium 
 ที่ไม่เติมแหล่งอาหารไนโตรเจน ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ Field-emission scanning electron 
 microscope (FE-SEM) ก าลงัขยาย 5,000 เท่า  110 
4.29  ลกัษณะของเซลล ์A. tumefaciens SUTS 1 ที่มีการสะสม PHA granule ภายในเซลล ์
 เม่ือเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ Minimal medium ที่จ  ากดัแหล่งไนโตรเจน  
 ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ Field-emission scanning electron microscope (FE-SEM)  
 ก าลงัขยาย 5,000 เท่า  110 
4.30  การเจริญเติบโตและการสะสม PHA ของ C. rugosa SUTR 1 เม่ือใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์  
 จากกากมนัส าปะหลงัเป็นแหล่งคาร์บอน  112 
4.31  การเจริญเติบโตและการสะสม PHA ของ A. tumefaciens SUTS 1  
 เม่ือใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์จากกากมนัส าปะหลงัเป็นแหล่งคาร์บอน    114 
4.32  วถีิการสงัเคราะห์พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตจากกลูโคส  118 
4.33  การสะสม PHA ของ C. rugosa SUTR 1  ในอาหารเล้ียงเช้ือที่ไม่เติมไนโตรเจน  126 
4.34  การสะสม PHA ของ C. rugosa SUTR 1 เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือที่เติม 
 แอมโมเนียมซลัเฟต 1 กรัมต่อลิตร  126 
4.35  การสะสม PHA ของ C. rugosa SUTR 1  เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือที่เติม 
 แอมโมเนียมซลัเฟต 2 กรัมต่อลิตร  127 
4.36  การสะสม PHA ของ C. rugosa SUTR 1  เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือที่เติม 
 แอมโมเนียมซลัเฟต 3 กรัมต่อลิตร  127 
4.37  วถีิการสงัเคราะห์ PHB  131 
4.38  ผลของอตัราการเขยา่ต่อการสะสม PHA ของ C. rugosa SUTR 1  135 
4.39  ตวัอยา่งผลึกพอลิเมอร์ที่สกดัจากเซลลย์สีต ์C. rugosa SUTR 1  143 
4.40  ตวัอยา่งผลึกพอลิเมอร์ที่สกดัจากเซลลแ์บคทีเรีย A. tumefaciens SUTS 1 143 
4.41  อินฟราเรดสเปคตรัมของพอลิเมอร์ PHB มาตรฐาน 144 
4.42 อินฟราเรดสเปคตรัมของพอลิเมอร์ที่ไดจ้ากการผลิตของ C. rugosa SUTR 1 144 
4.43 อินฟราเรดสเปคตรัมของพอลิเมอร์ที่ไดจ้ากการผลิตของ A. tumefaciens SUTS  145 



ท 
 

สารบัญรูป (ต่อ) 
 

รูปที่           หน้า 
 
4.44  อินฟราเรดสเปคตรัมของพอลิเมอร์ที่ไดจ้ากการผลิตของ C. rugosa SUTR 1 และ 
  A. tumefaciens SUTS 1 เปรียบเทียบกบัอินฟราเรดสเปคตรัมของพอลิเมอร์  
 Poly-3-hydroxybutyrate ; P(3HB) มาตรฐาน 145 
 



 

 

ค ำอธิบำยสัญลกัษณ์และค ำย่อ 
 

มม.  = มิลลิเมตร 
ATP  = Adenosine triphosphate 
ATR  = Attenuated total reflectance 
CFU  = Colony forming unit 
-CH2  = Methylene 
-CH3  = Methyl 
C-O-C  = Ethers 
FADH2  = Flavin adenine dinucleotide 
FT-IR  = Fourier-transform infrared spectroscopy 
g  = กรัม 
g/l  = กรัม/ลิตร 
g-PHB/g-N = กรัม-PHB/กรัมของไนโตรเจน 
g-PHB/l/h = กรัม-PHB/ลิตร/ชัว่โมง 
HB  = Hydroxybutyrate 
HV  = Hydroxyvalerate 
MHz  = Megahertz 
NADH  = Nicotinamide adenine dinucleotide hydrogen 
NADPH = Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
NH3-N  = แอมโมเนีย-ไนโตรเจน 
NMR  = Nuclear magnetic resonance spectroscopy 
ml  = มิลลิลิตร 
mg/l  = มิลลิกรัม/ลิตร 
-OH  = Hydroxy group 
PHA  = พอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoate) 
P(3HB)  = พอลิ-3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต (Poly-3-hydroxybutyrate) 
R-C=O  = Esters 



น 
 

 

ค ำอธิบำยสัญลกัษณ์และค ำย่อ (ต่อ) 
 

rRNA  = Ribosomal ribonucleic acid 
TCA cycle = Tricarboxylic acid cycle 
UV  = Ultraviolet 
Qp  = ค่าประสิทธิภาพการผลิต (Volumetric productivity) 
Yp/x,   = ค่าสมัประสิทธ์ิการผลิต PHB ต่อเซลล ์(PHB yield coefficient per cell) 
Yp/s  = ค่าสมัประสิทธ์ิการผลิต PHB จากหน่ึงกรัมไนโตรเจน (PHB yield  
   coefficient per gram nitrogen) 
µ  = อตัราการเจริญจ าเพาะ (Specific growth rate) 
µg-PHB/cell = ไมโครกรัม-PHB/เซลล ์



บทที่ 1 
บทน ำ 

 

1.1 ทีม่ำและควำมส ำคญั 
 ปัจจุบนัการหาพลังงานทดแทนและวสัดุที่เป็นมิตรต่อส่ิงแวดล้อมที่ย ัง่ยืน ยิ่งทวีความ
ตอ้งการมากขึ้น เพื่อตอบสนองต่อความตอ้งการและอ านวยความสะดวกสบายแก่มนุษยใ์ห้ด าเนิน
ไปอย่างสอดคล้องกับธรรมชาติและส่ิงแวดล้อม ทั้งในรูปแบบของผลิตภณัฑ์ การตอบสนอง      
ดา้นการใชง้าน ความคงทนถาวร ตลอดจนราคาที่เหมาะสม ลว้นเป็นผลิตภณัฑพ์ลาสติกที่ไดม้าจาก
กระบวนการปิโตรเคมีเกือบทั้งส้ิน ซ่ึงมีคุณสมบติัยดืหยุน่ มีความแข็งแรง ทนการซึมผ่านของน ้ า 
ทนความร้อน และทนต่อการกดักร่อนด้วยสารเคมีหลายชนิด ที่นับว่าเป็นจุดเด่นของผลิตภณัฑ์
ดงักล่าวที่สามารถตอบสนองและให้ความพึงพอใจเป็นอยา่งยิ่ง แต่ดว้ยคุณสมบติัที่มีความคงทน
และไม่สามารถถูกยอ่ยสลายทางชีวภาพได ้จึงส่งผลให้เกิดการสะสมของขยะพลาสติกจ านวนมาก 
นอกจากน้ีการก าจดัดว้ยการเผาก็จะส่งผลให้เกิดก๊าซเรือนกระจกแพร่กระจายไปในบรรยากาศ ซ่ึง
ส่งผลกระทบโดยตรงต่ออุณหภูมิของโลกที่เพิ่มสูงขึ้ น เพื่อแก้ปัญหาผลกระทบของขยะกับ
ส่ิงแวดลอ้มที่เกิดขึ้น ท าให้เกิดการกระตุน้ที่จะพฒันาการผลิตพลาสติกที่ยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพ 
เพื่ อ ใช้ทดแทนพลาสติกสัง เคราะ ห์จาก ปิโตร เค มี  ซ่ึ งโพลิไฮดรอก ซีแอลคาโน เอต 
(Polyhydroxyalkanoate : PHA) จัดเป็นวสัดุพอลิเมอร์ที่ย่อยสลายได้โดยวิธีทางธรรมชาติ ที่มี
คุณสมบติัที่ดีในการน ามาใชแ้ทนที่พลาสติกที่ผลิตจากกระบวนการปิโตรเคมี เน่ืองจากยอ่ยสลายได้
ดี (Doi, 1990; Anderson and Dawes, 1990) และมีคุณสมบัติคล้ายคลึงกับพลาสติกสังเคราะห์         
ในอุตสาหกรรมพลาสติก (Chen, 2009) โดยแบคทีเรียหลายชนิดสามารถสร้าง PHA ซ่ึงเป็นพอลิ
เอสเทอร์ของไฮดรอกซีแอลคาโนเอต (Hydroxyalkanoate) ที่ถูกสังเคราะห์ขึ้นและสะสมอยู่ใน
แกรนูล (Granules) ในสภาวะที่เซลล์ขาดธาตุอาหารที่จ  าเป็นต่อการเจริญเติบโต เช่น ไนโตรเจน 
ซัลเฟอร์ ออกซิเจนหรือในสภาวะที่มีปริมาณคาร์บอนสูงเกินไป เพื่อเป็นแหล่งพลงังานส ารอง
ให้กบัเซลล์ในสภาวะที่เซลล์ตอ้งการสะสมพลงังานหรือคาร์บอน (Rehm and Steinbuchel, 1999; 
Chen, 2010; Mizuno, Ohta, Hyakutake, Ichinomiya and Tsuge, 2010) จึงหมายความว่า เม่ือเซลล์  
มีการเจริญเติบโตอยู่ในสภาพแวดล้อมที่ขาดแคลนแหล่งคาร์บอน จุลินทรียจ์ะสลายพอลิเมอร์
ดงักล่าวเพื่อดึงคาร์บอนที่ส ารองไวก้ลบัไปใช้ในการเจริญเติบโต จึงเป็นการบ่งช้ีอย่างชัดเจนว่า   
พอลิเมอร์ดงักล่าวสามารถยอ่ยสลายไดด้ว้ยกระบวนการทางชีวภาพ (López-Cuellar, Alba-Flores,  
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Gracida, Rodríguez, and Pérez-Guevara, 2011) นอกจากน้ียงัมีคุณสมบัติคล้ายกับโพลีเอทิ ลีน 
(polyethylene: PE) และโพลีโพรไพลีน (Polypropylene: PP) แต่มีคุณสมบติัที่ยอมให้ออกซิเจน 
ผา่นไดน้อ้ยกวา่โพลีโพรไพลีนมาก จึงมีคุณสมบติัดีกวา่พลาสติกที่ใชใ้นการบรรจุภณัฑใ์นปัจจุบนั 
เพราะท าให้ลดปริมาณสารต้านอนุมูล อิสระ (Antioxidant) ที่ต ้องน ามาใช้เป็นสารเติมแต่ง 
(Additive) เพื่อประโยชน์ในการขึ้นรูปผลิตภณัฑแ์ละการน าไปใช้งาน อย่างไรก็ตามปัญหาหลกั     
ที่ท  าใหก้ารน าพลาสติกชีวภาพไปใชท้ดแทนพลาสติกสงัเคราะห์ยงัไม่แพร่หลายเน่ืองจากมีขอ้จ ากดั
อยูม่ากในเร่ืองของตน้ทุนของสารตั้งตน้ในการผลิตที่สูงเม่ือเปรียบเทียบกบัพลาสติกสังเคราะห์   
ท  าใหไ้ม่สามารถแข่งขนักบัพลาสติกสังเคราะห์จากปิโตรเคมี ซ่ึงใชต้น้ทุนการผลิตต ่าและสามารถ
ผลิตในปริมาณมากไดอ้ยา่งรวดเร็ว 
 ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงมีวตัถุประสงคเ์พื่อแยกและคดัเลือกจุลินทรียท์ี่สามารถผลิต PHA และ
ศึกษาความเป็นไปได้ในการน าวสัดุชีวมวลจากอุตสาหกรรมการแปรรูปมันส าปะหลังมาใช้
ประโยชน์ เน่ืองจากประเทศไทยมีความสามารถในการผลิตมนัส าปะหลงัประมาณ 17 ลา้นตนัต่อปี 
และมีปริมาณการส่งออกผลิตภัณฑ์มันส าปะหลังเป็นอันดับ 1 ของโลก (Thai Tapioca Starch 
Association, 2017)) ท  าให้ผลิตภณัฑต่์าง ๆ  ที่ไดจ้ากกระบวนการผลิตแป้งมนัส าปะหลงั เป็นแหล่ง
วตัถุดิบที่สามารถหาไดง่้ายและมีอยูต่ลอดฤดูกาลในประเทศไทย โดยในกระบวนการแปรรูปมัน
ส าปะหลังจะก่อให้เกิดกากของเสียเป็นกากมันส าปะหลัง 0.33 ตันต่อตันหัวมันส าปะหลัง 
(Chavalparit and Ongwandee, 2009) นอกจากน้ีในกากมนัส าปะหลงัยงัมีลกัษณะทางเคมีที่สามารถ
ใชเ้ป็นแหล่งอาหารของจุลินทรียไ์ด ้รวมทั้งมีปริมาณเสน้ใยและส่ิงเจือปนอ่ืนในปริมาณนอ้ย อีกทั้ง
ยงัมีการน าไปใชป้ระโยชน์อยา่งจ ากดั จึงมีความเป็นไปไดใ้นการน ากากมนัส าปะหลงัเป็นวตัถุดิบ
ตั้งตน้ในกระบวนการผลิต PHA ทั้งน้ีเพื่อเป็นการลดตน้ทุนในการผลิตพลาสติกชีวภาพให้มีการ
แข่งขนักบัพลาสติกที่ผลิตจากปิโตรเคมี และพฒันาไปสู่การผลิตเชิงพาณิชยแ์ละเพิ่มความเขม้แขง็
ให้กับประเทศในเชิงเศรษฐกิจ รวมถึงการสร้างมูลค่าเพิ่มและการจดัการทรัพยากรชีวมวลอยา่ง
ย ัง่ยนื 
 

1.2 วตัถุประสงค์ของกำรวจิยั 
 1.2.1 เพือ่คดัเลือกจุลินทรียท์ี่สามารถผลิต PHAได ้
 1.2.2 เพือ่ศึกษาปริมาณการสะสม PHA ภายในเซลลจุ์ลินทรีย ์
 1.2.3 เพือ่ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมที่ท  าใหจุ้ลินทรียมี์การเจริญเติบโตและผลิต PHA 
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1.3 ขอบเขตของกำรวจิยั 
 คดัแยกชนิดของจุลินทรียท์ี่สามารถผลิต PHA จากกากมันส าปะหลัง ศึกษาปริมาณการ
สะสมสาร PHA ภายในเซลล์แบคทีเรีย รวมทั้งพิสูจน์เอกลกัษณ์ของพอลิเมอร์ที่จุลินทรียผ์ลิตได้ 
โดยท าการแปรผนัสภาวะการทดลอง ไดแ้ก่ ปริมาณแหล่งอาหารไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียม
ซลัเฟต (NH4)2SO4 และอตัราการเขยา่ 
 

1.4 ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 
 1.4.1 สามารถคดัแยกจุลินทรียท์ี่สามารถผลิต PHA เพื่อประยกุต์ใช้ในการผลิตพลาสติก
ชีวภาพได ้
 1.4.2 เพื่อช่วยลดปัญหาส่ิงแวดล้อมในส่วนที่เกิดจากการใช้พลาสติกที่ไม่สามารถย่อย
สลายได ้
 1.4.3 เป็นแนวทางในการปรับปรุงกระบวนการผลิตที่ช่วยลดตน้ทุนการผลิตพลาสติกยอ่ย
สลายไดท้างชีวภาพ และเป็นการสร้างมูลค่าเพิม่ใหก้บัทรัพยากรชีวมวลในภาคเกษตรกรรม 
 1.4.4 เพื่อน าผลิตภัณฑ์ที่ได้ไปใช้เป็นสารตั้ งต้นในการผลิตพลาสติกชีวภาพและเป็น
แนวทางในการพฒันาต่อยอดในระดบัอุตสาหกรรมต่อไป                                     
 



บทที่ 2 
ทบทวนวรรณกรรม 

 

2.1 ความรู้ทัว่ไปเกีย่วกบัพลาสติก 
  พลาสติกเป็นสารประกอบอินทรีย ์จ  าพวกสารประกอบไฮโดรคาร์บอน ที่เกิดการเช่ือมต่อ
ของโมเลกุลของคาร์บอน ไฮโดรเจน ออกซิเจน ไนโตรเจน และคลอรีน ดว้ยการน ามาสังเคราะห์
ผ่านกระบวนการพอลิเมอร์ไรเซชั่น (Polymerization) พลาสติกที่ใช้ในปัจจุบนัส่วนใหญ่ได้จาก
ปฏิกิริยาสงัเคราะห์ทางเคมีซ่ึงจะมีคุณลกัษณะที่มีความแข็งแรง มีความเหนียว ทนต่อการกดักร่อน 
และเป็นฉนวนไฟฟ้า เป็นต้น ส่วนพลาสติกที่เกิดขึ้ นตามธรรมชาติและใช้มาก คือ เชลแล็ก 
(Shellac) เป็นสารธรรมชาติที่ได้จากการแปรรูปจากเรซิน หรือสารคัดหลั่งที่ได้จากแมลงคร่ัง    
(อมัทิกา  เมืองวงษ,์ 2553) สามารถน ามาหล่อเป็นรูปต่าง ๆ  ตามแบบ โดยใชค้วามร้อนและแรงอดั
เพียงเล็กน้อย มีจุดหลอมเหลวระหว่าง 80-350 องศาเซลเซียส ขึ้ นอยู่กับชนิดของพลาสติก       
(นิทศัน์  จิระอรุณ, 2543) โดยพลาสติกสามารถแบ่งได ้2 ประเภท คือ 
 2.1.1 เทอร์โมพลาสติก (Thermoplastic)  
 เป็นพลาสติกที่ใชก้นัแพร่หลายที่สุด เป็นพลาสติกที่แขง็ตวัโดยไม่อาศยัปฏิกิริยาทาง
เคมีแต่อาศยัคุณสมบตัิทางกายภาพ เม่ือไดรั้บความร้อนจะอ่อนตวั เม่ือเยน็จะแข็งตวัคงรูปอยู่ได้        
และสามารถเปล่ียนรูปได้อีก โครงสร้างโมเลกุลพลาสติกประเภทน้ีจะเป็นโซ่ตรงยาวที่มีการ
เช่ือมต่อระหวา่งพอลิเมอร์นอ้ยมาก จึงสามารถน ามาหลอมเหลว หรือเม่ือผา่นการอดัแรงมากจะไม่
เกิดการท าลายโครงสร้างเดิม และมีคุณสมบติัที่ทนต่อแรงดึงได้สูง เม่ือหลอมเหลวแลว้สามารถ   
น ากลบัมาใชใ้หม่ได ้แต่พลาสติกประเภทน้ีมีขอ้เสียและขีดจ ากดัของการใชง้าน คือไม่สามารถใช้
งานที่อุณหภูมิสูง ๆ ได ้เพราะอาจเกิดการบิดเบี้ยวหรือเสียรูปทรงไป พลาสติกในกลุ่มของเทอร์โม
พลาสติก ได้แก่  โพลีเอธิลีน (Polyethylene : PE) โพลีเอธิลีนเทอร์ฟะทาเลต (Polyethylene 
terephthalate : PET) โพลีสไตรีน (Polystyrene : PS) โพลีโพรพิลีน (Polypropylene : PP) โพลี        
ไวนิลคลอไรด์ (Polyvinyl chloride : PVC) โพลีเมธิลเมธาไครเลต (Polymethylmethacrylates : 
PMMA) โพลีเอไมด์ (Polyamides : PA) หรือไนลอน (Nylon) พวกฟลูออโรคาร์บอนโพลีเมอร์
(Fluorocarbon polymers) เช่น โพลีเตตระฟลูออโรเอธิลีนเรซิน (Polytetrafluoro Ethylene Resins : 
PTFE) หรือเทฟลอน (Teflon)
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 2.1.2 เทอร์โมเซตติงพลาสติก (Thermosetting plastic) 
 เป็นพลาสติกที่แขง็ตวัดว้ยปฏิกิริยาทางเคมีโดยอาศยัความร้อนและความดนั ภายหลงั
จากเกิดปฏิกิริยาพลาสติกจะแขง็ตวัและไม่สามารถเปล่ียนรูปไดอี้ก เน่ืองจากพอลิเมอร์ประเภทน้ีจะ
มีโครงสร้างเป็นแบบร่างแห แต่จะสามารถหลอมเหลวไดใ้นขั้นตอนการขึ้นรูปคร้ังแรกเท่านั้น ซ่ึง
ในขั้นตอนน้ีจะมีปฏิกิริยาเคมีเกิดขึ้นท าให้เกิดพนัธะเช่ือมโยงระหว่างโมเลกุล ท าให้พอลิเมอร์มี
รูปร่างถาวร จึงท าใหไ้ม่สามารถหลอมเหลวไดอี้กเม่ือไดรั้บความร้อน และหากไดรั้บความร้อนสูง
เกินไป จะท าใหพ้นัธะระหวา่งอะตอมในโมเลกุลแตกออกและไดส้ารที่ไม่มีคุณสมบติัของการเป็น           
พอลิเมอร์อีกต่อไป พลาสติกในกลุ่มของเทอร์โมเซตติงพลาสติก ไดแ้ก่ ฟีนอลฟอร์มาลดีไฮด์เรซิน 
(Phenol-formaldehyde resin : PF) พอลิเอสเทอร์ชนิดไม่อ่ิมตวั (Unsaturated polyesters : UP) อีพอก
ซีเรซิน (Epoxy resins) โพลียรีูเธน (Polyurethane : PU) ยเูรีย-ฟอร์มาลดีไฮด์ (Urea-formaldehyde : 
UF) และเมลามีน (Melamine : MF) 

 

2.2 พลาสติกย่อยสลายได้ทางชีวภาพ (Biodegradable plastic) 
 พลาสติกยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพเป็นพลาสติกที่สามารถเกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้าง
ทางเคมีภายใตส้ภาวะแวดล้อมที่จ  าเพาะ ผลที่เกิดขึ้นจะท าให้คุณสมบติับางประการสูญเสียไป      
ซ่ึงวดัได้จากวิธีทดสอบมาตรฐานที่เหมาะสมกับพลาสติกและการน าไปใช้ในช่วงเวลาหน่ึง    
พลาสติกชีวภาพเป็นพลาสติกที่ยอ่ยสลายไดจ้ากกลไกการยอ่ยสลายดว้ยเอนไซมแ์ละแบคทีเรียใน
ธรรมชาติ โดยพลาสติกจะถูกเอนไซม์ยอ่ยสลายดว้ยปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ หรือไฮโดรไลซีส ท าให้
พลาสติกที่มีโมเลกุลใหญ่ลดขนาดลง จากนั้นเม่ือยอ่ยสลายแลว้จะไดผ้ลิตภณัฑเ์ป็นน ้ า มวลชีวภาพ 
แก๊สมีเทน และแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ ซ่ึงเป็นส่ิงจ าเป็นในการเจริญเติบโตของส่ิงมีชีวิต จึงไม่
ก่อใหเ้กิดผลกระทบตามมาหลงัการใชง้านเช่นเดียวกบัพลาสติกทัว่ไปที่ผลิตขึ้นจากปิโตรเคมี หรือ
อนุพันธ์ของปิโตรเคมี ซ่ึงไม่สามารถย่อยสลายได้ ท  าให้เกิดปัญหาด้านการจัดการอย่างมี
ประสิทธิภาพ เน่ืองจากปริมาณของขยะเหล่าน้ีมีปริมาณเพิ่มสูงขึ้นในทุก ๆ  ปี และเพื่อเป็นการลด
ปัญหาที่เกิดจากขยะพลาสติกที่ไม่สามารถยอ่ยสลายไดเ้หล่าน้ี พลาสติกชีวภาพจึงเขา้มามีบทบาท
มากขึ้นเพื่อทดแทนการใชพ้ลาสติกที่ผลิตไดจ้ากปิโตรเคมี พลาสติกชีวภาพแบ่งตามลกัษณะการ
ยอ่ยสลายออกเป็น 3 ชนิด คือ ชนิดยอ่ยสลายโดยอาศยัแสง (Photodegradable) ชนิดก่ึงยอ่ยสลายได้
ทางชีวภาพ (Semi-biodegradable) และชนิดย่อยสลายทางชีวภาพได้อย่างสมบูรณ์ (Completely   
biodegradable) (Reddy, Ghai, and Rashmi, 2003)  
 2.2.1 พลาสติกชีวภาพที่ย่อยสลายโดยอาศัยแสง (Photodegradable)  
 พลาสติกประเภทน้ีจะมีหมู่ฟังกช์ัน่ที่ไวต่อแสง เช่น หมู่คาร์บอนิล เอทิลลีนิก หรือ   
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อะโรมาติก (Ethylenic or Aromatic group) ซ่ึงหมู่ฟังกช์ัน่เหล่าน้ีจะมีความไวต่อแสงอาทิตย ์โดยจะ 
ท าการดูดกลืนรังสียูวีภายใตป้ฏิกิริยาเคมีที่มีแสงเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา ท าให้เกิดการแตกออกของ
โครงสร้างพอลิเมอร์และมีน ้ าหนักโมเลกุลลดลง และยอ่ยสลายไดไ้ม่สมบูรณ์ เน่ืองจากการย่อย
ขึ้ นอยู่กับโครงสร้างทางเคมีของพลาสติก ความหนาของช้ินส่วนพลาสติกและปริมาณของ
สารประกอบอ่ืนในพลาสติก พลาสติกที่สามารถท าลายโดยวธีิน้ี ไดแ้ก่ พอลิเอทธิลีน (Polyethylene 
: PE) พอลิสไตรีน (Polystyrene : PS) พอลิโพรพลีิน (Polypropylene : PP) พอลิบิวทีน (Polybutene) 
พอลิบิวทาไดอีน (Polybutadiene) พอลิไวนิลคลอไรด ์(Polyvinyl chloride : PVC) และอะซิลโลไน
ไตรล-์บิวทาไดเอน-สไตรีน (Aceloinitrile-butadiane-styrene : ABS) ซ่ึงไดผ้สมสาร Photoactivator 
ลงไป (Harper and Mc Kallar, 1972) 
 2.2.2 พลาสติกกึ่งย่อยสลายได้ทางชีวภาพ (Semi-biodegradable)  
 เป็นผลิตภณัฑท์ี่มีแป้งและอนุพนัธ์ของแป้งเป็นสารเติมแต่งในผลิตภณัฑ์พลาสติก 
กลายเป็นผลิตภณัฑ์ก่ึงย่อยสลายได้ เน่ืองจากจุลินทรียท์ี่อยู่ในที่ ๆ มีความช้ืน หรือ มีน ้ าย่อยที่
สามารถสลายอนุภาคสารดงักล่าว ท าใหพ้ลาสติกมีความพรุนมากขึ้น และช่วยในการท าลายร่างแห
ของพลาสติก แต่ยงัคงเหลือส่วนที่ไม่ใช่สารพอลิเมอร์ธรรมชาติ ซ่ึงไม่สามารถยอ่ยสลายได ้
 2.2.3 พลาสติกย่อยสลายทางชีวภาพได้อย่างสมบูรณ์ (Completely biodegradable)  
 พลาสติกในกลุ่มน้ี แบคทีเรียสามารถใชแ้ละสลายให้เป็นแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 
และสารชีวมวล ซ่ึงพลาสติกชนิดน้ีจะถูกสร้างและเก็บสะสมอยูภ่ายในเซลล์ของจุลินทรียบ์างชนิด 
พลาสติกในกลุ่มน้ีมีหลายชนิด ไดแ้ก่ พอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoate : PHA)  
โพลีแลคติกเอซิด (Polylactic acid : PLA) โพลีคาร์โพแลคโตน (-Polycaprolactone) เป็นตน้ 
 

2.3 พอลไิฮดรอกซีแอลคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoate : PHA) 

 พอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoate : PHA) เป็นพอลิเมอร์ที่สงัเคราะห์ได้
จากกระบวนการทางชีวภาพด้วยจุลินทรีย ์ภายใตส้ภาวะที่ไม่สมดุล คือ มีปริมาณสารอาหารที่
จ  าเป็น (Essential nutrient) เช่น ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส หรือแมกนีเซียม เป็นตน้ อยูใ่นปริมาณน้อย 
แต่มีปริมาณสารอาหารจ าพวกคาร์บอนในปริมาณมากเกินพอ (Satoh, Tajima, Tannai, and 
Munekata, 1998; Reddy et al., 2003) จึงเกิดการสะสมสารพลังงานส ารองอยู่ในรูปพอลิเมอร์         
ซ่ึงเทียบได้กับไกลโคเจนที่สะสมในสัตวช์ั้นสูง หรือแป้งที่สะสมในพืช (Bloembergen, Holden, 
Hamer, Bluhm, and Marchessault, 1986) โดย PHA ที่ถูกสังเคราะห์ขึ้นจะถูกเก็บไวอ้ยู่ในรูปของ
แกรนูลภายในไซโตพลาสซึมของเซลล์ ซ่ึงจ านวนและขนาดของแกรนูลในแต่ละเซลล์จะ    
แตกต่างกนั ตามชนิดของจุลินทรีย ์ เช่น Ralstonia eutropha จะมีแกรนูล 8-13 แกรนูลต่อเซลล ์และ
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มีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางเท่ากบั 0.2-0.5 ไมครอน (Doi, 1990) PHA ชนิดแรกที่ถูกคน้พบและถูก
น ามาศึกษากนัอย่างแพร่หลาย คือ พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (Polyhydroxybutyrate) หรือ PHB ซ่ึง
จัดเป็น PHA สายสั้ นที่เรียกว่า short chain length PHA (scl-PHA) โดยพบในเซลล์ของ Bacillus 
megaterium โดย Lemoigne (1926) นกัวทิยาศาสตร์ชาวฝร่ังเศส ไดท้  าการศึกษาวเิคราะห์คุณสมบติั
ทางเคมีและสังเกตการสร้าง PHB ของ Bacillus megaterium พบว่าเก่ียวข้องกับการเกิดสปอร์ 
(Sporulation) ที่ มีการสะสมของก้อนไขมัน (Lipid inclusion) ในช่วงการเจริญของแบคที เ รีย         
เพื่อเป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงานภายในเซลล์ ซ่ึงเกิดจากการถูกจ ากัดสารอาหารที่จ  าเป็น        
โดยองค์ประกอบของ PHA ประกอบด้วยมอนอร์เมอร์หลัก คือ กรดไฮดรอกซีแอลคาโนอิก 
(Hydroxyalkanoic acid) ซ่ึงจะมีคุณสมบติัแตกต่างกันไปตามชนิดของมอนอร์เมอร์ เช่น PHA ที่
ประกอบด้วยมอนอร์เมอร์ที่ มีความยาวของสายโซ่หมู่แทนที่สั้ นจะเป็นเทอร์โมพลาสติก 
(Thermoplastic) คือ สามารถน ามาขึ้นรูปได้เม่ือได้รับความร้อน และท าให้เป็นฟิล์ม ชีท หรือ        
ไฟเบอร์ได ้ ซ่ึงมีคุณสมบติัทางเคมีและกายภาพเทียบเคียงกบัพอลิเมอร์สังเคราะห์โพลีโพรพิลีน 
(Polypropylene : PP) (Khanna and Srivastava, 2005) ดังแสดงในตารางที่ 2.1 และเป็นพอลิเมอร์    
ที่สามารถยอ่ยสลายไดโ้ดยจุลินทรียต่์าง ๆ ที่มีเอนไซม์เอสเตอเรส (Esterase) และเอนไซม์ดีพอลิ
เมอเรส (Depolymerase) ได้สารที่สามารถน าไปใช้เป็นแหล่งอาหารและพลังงานของจุลินทรีย์
ต่อไป จึงจดัเป็นพอลิเมอร์ที่สามารถถูกยอ่ยสลายไดอ้ยา่งสมบูรณ์ (Evans and Sikdar, 1990; Brandl, 
Gross, Lenz, and Fuller, 1990) ขณะที่ PHA ที่ประกอบด้วยมอนอร์เมอร์ที่มีความยาวของสายโซ่
ห มู่แทนที่ ป านกลางจะ มี คุณสมบัติ เ ป็น อีลาสโต เมอ ร์  (Elastomer) และ  ยาง  (Rubber) 
(Suriyamongkol, Weselake, Narine, Moloney, and Shah, 2007) นอกจากน้ีหมู่ฟังก์ชั่นและระดับ
ความอ่ิมตวัของพนัธะยงัมีผลต่อคุณสมบติัของพอลิเมอร์ดว้ย 
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ตารางที่ 2.1 คุณสมบตัิเชิงกลของ PHB และ Polypropylene 

คุณสมบัติ 
พอลิเมอร์ 

PHB Polypropylene 
Melting Point, Tm(ºC) 175 176 
Density (g.cm-1) 1.25 0.905 
Glass transition temperature (ºC) -4 -10 
Molecular weight, MW (*10-5) 1-8 2-7 
Tensile Strength (Mpa) 40 38 
Extension to break (%) 6 400 
UV resistance Good Poor 
Solvent resistance Poor Good 
Oxygen permeability (cm3m-2atm-1d-1) 45 1700 
Biodegradability + - 

ที่มา : (Sasikala and Ramana, 1996; Hocking and Marchessault, 1994) 
 
 2.3.1 โครงสร้างของ PHA  
 PHA มีโครงสร้างเป็นพอลิเอสเทอร์สายตรง (Linear polyester) ซ่ึงประกอบด้วย
มอนอเมอร์ในกลุ่มไฮดรอกซีแอลคาโนอิกจ านวนคาร์บอน 3-14 อะตอม ซ่ึงประกอบดว้ยหมู่โซ่ขา้ง
ที่เป็นแบบอะลิฟาติก และอะโรมาติก (Doi, Kanesawa, and Tanahashi, 1992) โดยมอนอเมอร์จะ
เช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะเอสเทอร์ระหว่างหมู่คาร์บอกซิลิกของมอนอเมอร์ตวัหน่ึงกบัหมู่ไฮดรอกซี
ของมอนอเมอร์อีกตวัหน่ึง ตรงต าแหน่งบีตา้คาร์บอนซ่ึงจะเป็นไครัลคาร์บอน (Chairal carbon) 
แสดงโครงร่างเป็น R-configuration แต่ละมอนอเมอร์จะเช่ือมต่อกนัแบบหัวต่อหาง (Head to tail 
configuration) เช่นเดียวกบัโพลีโพรไพลีน Polypropylene (PP) (Brandl et al., 1990) หมู่อลัคิล (R) 
อาจเป็นแบบพนัธะไม่อ่ิมตวั (Unsaturated) แบบอะโรมาติก (Aromatic) แบบฮาโลจิเนต (Halogen) 
หรือแบบแตกก่ิงกา้น (Branched) ได ้(Madison and Huisman, 1999) ท าให้สามารถพอลิเมอร์ไรซ์
เป็นได้ทั้งโฮโมพอลิเมอร์ (Homopolymer) และเฮเทอโรพอลิเมอร์ (Heteropolymer) ท าให้ PHA     
มีคุณสมบติัที่แตกต่างกนั (Reddy et al., 2003) สูตรโครงสร้างทัว่ไปแสดงดงัรูปที่ 2.1 
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รูปที่ 2.1 สูตรโครงสร้างทัว่ไปของพอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต (Khanna and Srivastava, 2005) 

 
เม่ือ n = 1 R = ไฮโดรเจน (H)  สารน้ีคือ พอลิ(3-ไฮดรอกซีโพรพโิอเนต : P(3HP)) 
  R = เมธิล (CH3)  สารน้ีคือ พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทีเรต : P(3HB))   
  R = เอธิล (C2H5)  สารน้ีคือ พอลิ(3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต : P(3HV)) 
  R = โพรพลิ (C3H7) สารน้ีคือ พอลิ(3-ไฮดรอกซีเฮกซะโนเอต : P(3HHx)) 
  R = บิวทิล (C4H9) สารน้ีคือ พอลิ(3-ไฮดรอกซีเฮปตะโนเอต : P(3HH)) 
  R = เพนทิล (C5H11) สารน้ีคือ พอลิ(3-ไฮดรอกซีออกตะโนเอต : P(3HO)) 
  R = เฮกซิล (C6H13) สารน้ีคือ พอลิ(3-ไฮดรอกซีโนนาโนเอต ; P(3HN)) 
  R = เฮปทิล (C7H15) สารน้ีคือ พอลิ(3-ไฮดรอกซีเดกคาโนเอต : P(3HD)) 
  R = ออกทิล (C8H17) สารน้ีคือ พอลิ(3-ไฮดรอกซีอนัเดกคาโนเอต : P(3HUD))  
  R = โนทิล (C9H19) สารน้ีคอื พอลิ(3-ไฮดรอกซีโดเดกคาโนเอต : P(3HDD))  
เม่ือ n = 2 R = ไฮโดรเจน (H) สารน้ีคือ พอลิ(4-ไฮดรอกซีบิวทีเรต : P(4HB))  
เม่ือ n = 3 R = ไฮโดรเจน (H) สารน้ีคือ พอลิ(5-ไฮดรอกซีวาเลอเรต : P(5HV))  
 
 น ้ าหนักโมเลกุลของ PHA จะอยูใ่นช่วงระหว่าง 2  104-3  106 ดาลตนั (Anderson and 
Dawes, 1990; Muller and Seebach, 1993; Chen, 2010) โดย PHA ที่สะสมอยูภ่ายในเซลล์จะอยู่ใน
รูปของ Discrete granules จ  านวนและขนาดของแกรนูล จะขึ้ นอยู่กับชนิดและสภาวะในการ
เจริญเติบโตของจุลินทรีย ์(Sudesh, Abe, and Doi, 2000) เช่น Ralstonia eutropha จะมีแกรนูล 8-13 
แกรนูลต่อเซลล์ และมีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางเท่ากับ 0.2-0.5 ไมครอน (Doi, 1990) ซ่ึงภายใน
แกรนูลจะมี PHA สะสมอยูต่รงกลางของแกรนูล ซ่ึงลอ้มรอบดว้ย Lipid monolayer และ Integrated 
protein โดย Lipid monolayer จะหันเอาด้านที่ไม่ชอบน ้ า (Hydrophobic) เขา้หาแกนของแกรนูล 
ส่วน Integrated protein จะประกอบดว้ย PHA polymerase, PHA depolymerase และ Phasin รวมทั้ง 
โปรตีนชนิดอ่ืน ๆ ที่ไม่ทราบหนา้ที่ ลกัษณะของ PHA granules แสดงดงัรูปที่ 2.2 
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รูปที่ 2.2 องคป์ระกอบของ PHA granules (Zinn, Witholt, and Egli, 2001) 

 
 PHA ที่สังเคราะห์ภายในเซลล์นั้นถูกสร้างขึ้นเพื่อเป็นแหล่งคาร์บอนส ารองให้กับเซลล์ 
เม่ืออยู่ในสภาวะที่ขาดแคลนแหล่งคาร์บอน จุลินทรียจ์ะสลาย PHA เพื่อดึงคาร์บอนที่ส ารองไว้
กลบัไปใชใ้นการเจริญเติบโต ซ่ึงเป็นคุณสมบติัที่เป็นการบ่งช้ีอยา่งชดัเจนวา่ PHA มีคุณสมบตัิเป็น
พอลิเอสเทอร์ที่สามารถยอ่ยสลายดว้ยกระบวนการทางชีวภาพ (Biodegradation polymer) ซ่ึงเป็น
คุณสมบตัิที่ตรงตามความตอ้งการดา้นพอลิเมอร์ส าหรับอุตสาหกรรมยคุใหม่ (ศิริรัตน์  ศิริพรวศิาล, 
2552) ที่สามารถน าไปประยกุตใ์ชไ้ดห้ลายดา้น รวมทั้งดา้นการแพทยแ์ละเภสัชกรรม (Steinbuchel 
and Hein, 2001) 
 2.3.2 การจ าแนกชนิดของ PHA 
 แบ่งเป็น 2 ประเภท ( Luengo, Garcia, Sandoval, Noharro, and Olivera, 2003; Taguchi and 
Doi, 2004) ดงัน้ี 
  2.3.2.1 จ าแนกตามชนิดของมอนอเมอร์ที่เป็นองค์ประกอบในสายพอลิเมอร์ 
  แบ่งเป็น 4 ประเภทดงัน้ี 
  1) โฮโมพอลิเมอร์ (Homopolymer)  
  โฮโมพอลิเมอร์เป็นพอลิเมอร์ที่ประกอบดว้ยมอนอเมอร์ชนิดเดียวมาต่อรวมกนั 
เช่น พอลิ- เบต้า-ไฮดรอกซีบิวทิ เรต (Poly-ß-hydroxybutyrate) หรือ PHB เป็นสารประกอบ             
พอลิเมอร์ของ PHA ซ่ึงอยูใ่นกลุ่มโฮโมพอลิเมอร์ที่มีสายสั้นและมีโครงสร้างง่ายที่สุด ท าเป็นผลึก
ไดถึ้งร้อยละ 50 มีหมู่ R หรือ Side chain คือหมู่เมทธิลมาต่อกบัสายพอลิเมอร์หลกัตรงต าแหน่ง ß 
หรือต าแหน่งที่ 3 และมีคุณสมบตัิคลา้ยพอลิเมอร์สงัเคราะห์ คือ โพลิโพรพลีิน 
  2) เฮทเทอโรพอลิเมอร์ (Heteropolymer) 
  โคพอลิเมอร์เป็นพอลิเมอร์ที่ประกอบดว้ยหน่วยยอ่ยของพอลิเมอร์หลายชนิด      
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มาต่อรวมกนัเป็นสายพอลิเมอร์ โดยเรียกช่ือตามจ านวนของมอนอเมอร์ที่เป็นองคป์ระกอบดงัน้ี 
  3) โคพอลิเมอร์ (Copolymer) 
  ประกอบดว้ยมอนอเมอร์ 2 ชนิดมาต่อกนัเป็นสายพอลิเมอร์ เช่น พอลิ (3-ไฮดรอก
ซีบิวทิ เรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต) [Poly (3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) หรือ 
PHBV] พอลิ (3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-4-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) [Poly (3-hydroxybutyrate-co-4-
hydroxybutyrate) หรือ P(3HB-co-4HB)] เป็นตน้  
  4) เทอร์พอลิเมอร์ (terpolymer) 
  ประกอบดว้ยมอนอเมอร์ 3 ชนิดต่อกนัเป็นสายพอลิเมอร์ เช่น พอลิ (3-ไฮดรอกซี
บิวทีเรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต-โค-4-ไฮดรอกซีบิวทีเรต) [Poly(3-hydroxybuterate-co-3-
hydroxyvalerate-co-4-hydroxybuterate) หรือ P(3HB-co-3HV-co-4HB)] เป็นตน้ 
  2.3.2.2 จ าแนกโดยแบ่งตามจ านวนคาร์บอนในหน่วยมอนอเมอร์  
  แบ่งออกเป็น 2 ประเภท (Chee, Tan, Samain, and Sudesh, 2010; Anjum, Zuber, 
Zai, Noreen, Anjum, and Tabasum, 2016) ดงัน้ี 
  1) PHA สายสั้น (Short chain length-PHA, scl-PHA) เป็น PHA ที่ประกอบไปดว้ย
คาร์บอนจ านวน 3-5 อะตอม โดยต าแหน่งมอนอเมอร์ที่ถูกออกซิไดซ์อาจไม่ใช่ต  าแหน่งที่ 3 แต่เป็น
ต าแหน่งอ่ืน เช่น 3-ไฮดรอกซีบิวทีเรต (4C) (Kunioka, Nakamura, and Doi, 1988) และ 3-ไฮดรอก
ซีวาเลอเรต (5C) (Valentin, Schoebaum, and Steinbuchel, 1992) ส่วนใหญ่มีโครงสร้างเป็นรูปผลึก
และมีสมบตัิที่เป็นพลาสติกที่ทนอุณหภูมิสูง (ทนร้อน) (Thermoplastic properties) ไดเ้ป็นอยา่งดี  
  2) PHA สายกลาง  (Medium chain length-PHA, mcl-PHA) ประกอบไปด้วย
คาร์บอนจ านวน 6-14 อะตอม โดยมีการคน้พบ mcl-PHA ที่มีความแตกต่างของมอนอเมอร์ประมาณ 
100 ชนิด โดยต าแหน่งที่มอนอเมอร์ถูกออกซิไดซ์จะเป็นต าแหน่งที่ 3 ทั้งหมด ยกเวน้ 3-ไฮดรอก
ซีเฮกซาโนเอต โดยทัว่ไป PHA สายกลาง มีความยดืหยุน่ไดใ้นธรรมชาติ (Elastomer และ Rubber)  
  PHA สายสั้นและสายกลางมกัถูกสงัเคราะห์โดยแบคทีเรียหลายชนิด และบางชนิด
สามารถสังเคราะห์ไดท้ั้ง PHA สายสั้นและสายกลางสะสมอยูใ่นรูปแกรนูลภายในไซโตพลาสซึม
ของเซลล์ โดยความหนาแน่นของ scl-PHA granule จะสูงกว่า mcl-PHA granule เน่ืองมาจาก mcl-
PHA มีโครงสร้างสายอะตอมที่ยาวท าใหเ้กิดช่องวา่งของพอลิเมอร์ในแกรนูล (Chee et al., 2010) 
 2.3.3 พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (Polyhydroxybutyrate : PHB) 
                       พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) หรือ [Poly-(3-hydroxybutyrate) : P(3HB)] เป็น PHA 
ชนิดแรกที่ถูกคน้พบ จดัเป็น PHA ชนิดโฮโมพอลิเมอร์สายตรงที่มีมอนอร์เมอร์คือกรดไฮดรอกซี 
บิวทิริกมีโครงสร้างดงัรูปที่ 2.3  
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รูปที่ 2.3 สูตรโครงสร้างทัว่ไปของพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (Byrom, 1993) 

 
 PHB เป็นเทอร์โมพลาสติก สามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพ มีลักษณะไม่ชอบน ้ า 
(Hydrophobicity) และมีการซึมผา่นของออกซิเจนต ่า (Sudesh et al., 2000; Chang, Chang, and Tsai, 
2012) และมีคุณสมบัติทางกายภาพที่คล้ายคลึงกับพลาสติกสังเคราะห์ เช่น พอลิโพรพิลีน 
(Polypropylene) นอกจากน้ียงัมีคุณสมบัติที่ต ้านทานต่อรังสียูวีได้ดี แต่ไม่ทนต่อสารละลาย 
เน่ืองจาก PHB มีการแพร่ผ่านของแก๊สออกซิเจนต ่า จึงสามารถน าไปใช้เป็นบรรจุภณัฑ์ส าหรับ
ผลิตภณัฑ์ที่ไวต่อออกซิเจนไดดี้ PHB เป็นพอลิเมอร์ที่มีปริมาณผลึกในโครงสร้างสูงถึงร้อยละ    
60-80 จึงท าให้พอลิเมอร์ดังกล่าวมีความแข็งแรงตา้นทานต่อตวัท าละลายได้ดีมาก และมีความ
ตา้นทานต่อไขมนัและน ้ ามนัปานกลางถึงดี มีความหนาแน่น 1.23-1.25 กรัมต่อลูกบาศกเ์ซนติเมตร 
มีจุดหลอมเหลวประมาณ 175 องศาเซลเซียส มีอุณหภูมิเปล่ียนสถานะคลา้ยแก้วอยู่ในช่วง -5-5 
องศาเซลเซียส (Reis, Serafim, Lemos, Ramos, Aguiar, and van Loosdrecht, 2003) ซ่ึงเขา้ใกล้กับ
อุณหภูมิการสลายตวั ดงันั้นคุณสมบติัทางความร้อนของ PHB อาจท าให้เพิ่มความเปราะและแตก
ง่ายของพอลิเมอร์ได ้เม่ือเปรียบเทียบค่าร้อยละการยดืตวัก่อนขาด (Elongation at oreak) ของ PHB 
จะอยู่ที่ประมาณร้อยละ 2-10 ขณะที่ค่าร้อยละการยืดตัวก่อนขาดของพอลิโอเลฟินมีค่าสูงถึง       
ร้อยละ 400 (Albuquerque, Eiroa, Torres, Nunes, and Reis, 2007) ซ่ึงค่าเปอร์เซ็นต์การยืดตวัก่อน
ขาดเป็นค่าที่บอกคุณสมบติัของการยืดยุ่นของพอลิเมอร์หากมีค่าต  ่า หมายถึงพอลิเมอร์นั้นจะมี
คุณสมบติัการยดืหยุน่ต  ่า แข็งและเปราะแตกง่าย จึงเป็นขอ้จ ากดัในการน าไปใชป้ระโยชน์ในทาง
อุตสาหกรรม (Ojumu, Yu, and Salomon, 2004; Chang et al., 2012)   
 

2.4 จุลนิทรีย์ทีสั่งเคราะห์และสะสม PHA 
 จุลินทรียท์ี่ใชใ้นการผลิต PHA สามารถจ าแนกตามการเพาะเช้ือ (Culture) ได ้2 กลุ่มคือ 
 1) กลุ่มที่มีความตอ้งการสารอาหารที่จ  าเป็นในปริมาณที่จ  ากดั เช่น ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส 
แมกนีเซียม หรือซลัเฟอร์ ไดแ้ก่ Ralstonia eutrophus, Protomonas extorquens เป็นตน้ 
 2) กลุ่มที่ไม่ตอ้งการสารอาหารที่จ  าเป็นในปริมาณที่จ  ากดัและสามารถสะสมพอลิเมอร์
ระหวา่งการเจริญเติบโต เช่น Alcaligines latus, mutant Azotobacter vinelandii เป็นตน้ (Lui, Marsh,  
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and Forney, 1998) 
 นอกจากน้ีจากการศึกษาพบว่า แบคทีเรียมากกว่า 300 สายพนัธุ์ ถูกระบุว่าสามารถผลิต 
PHA ได้  (Nubia et al., 2007; Volova, Kalacheva, Kozhevnikov, and Steinbüchel, 2007) ซ่ึ งจะ
สังเคราะห์ PHA ขึ้นเม่ือเซลล์อยูภ่ายใตส้ภาวะที่ถูกจ ากดัสารอาหารบางชนิด แต่มีแหล่งคาร์บอน
มากเกินพอ โดย PHA ที่สังเคราะห์ขึ้นจะถูกเก็บสะสมไวภ้ายในไซโตพลาสซึมภายในเซลล์ในรูป
ของแกรนูล ซ่ึงปริมาณ PHA ที่สงัเคราะห์ไดจ้ะขึ้นอยูก่บัชนิดของแบคทีเรียและแหล่งคาร์บอนที่ใช ้
โดยแบคทีเรียที่สามารถผลิต PHA ได้มีทั้ งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ เช่น Alcaligenes 
sp.,Acinetobacter sp., Azotobacter sp., Bacillus sp., Burkholderia sp., Corynebacterium sp., 
Escherichia sp., Pseudomonas sp., Paracoccuc sp., Rhodobacter sp., Rhodococcus sp., 
Rhodopseudomonas sp., และ Thermus sp. เป็นต้น (Lu, Zhang, Wu, and Chen, 2003) ซ่ึง PHA ที่
สร้างขึ้นจะสะสมอยูภ่ายในเซลลข์องจุลินทรีย ์(รูปที่ 2.4)  
 ทั้ งน้ีแบคทีเรียแต่ละสายพนัธ์จะสามารถผลิต PHA ได้ต่างชนิดกัน ซ่ึงอาจเป็นได้ทั้ ง        
มอนอเมอร์หรือโฮโมพอลิเมอร์ ขึ้นอยูก่บัอาหารที่ใชเ้ล้ียงเซลล ์โดยทัว่ไปจุลินทรียจ์ะผลิต PHA ได ้
ในอาหารที่มีอตัราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C:N ratio) ในอตัราที่สูง โดย PHA ที่พบมาก
ชนิดหน่ึง คือ พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (Polyhydroxybutyrate : PHB) ซ่ึงแบคทีเรียบางชนิดสามารถ
ผลิตไดใ้นปริมาณมากถึงร้อยละ 90 ต่อน ้ าหนักเซลล์แห้ง โดย Chen และคณะ (1991) รายงานว่า 
Alcaligenes latus สามารถสะสม PHB ไดสู้งถึงร้อยละ 90 ต่อน ้ าหนกัเซลลแ์หง้และสามารถใช้วสัดุ
เหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมในการผลิต PHB และไดมี้การน าแบคทีเรียดงักล่าวไปใชใ้นกระบวนการ
ผลิตระดบัอุตสาหกรรมของบริษทั Chemie Linz ประเทศออสเตรีย โดยมีปริมาณในการผลิต 1000 
กิโลกรัมต่อสปัดาห์ ในถงัหมกัขนาด 15 ตารางเมตร (Harbak, 1992) 
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รูปที่  2.4 ( ก ) Transmission electron microscope (TEM) ของ  R. eutropha. (Sudesh et al., 2000)       
(ข) Scanning transmission electron microscope (STEM) ของ Cupriavidus necator ที่มีการสะสม 
PHA granule ภายในเซลล ์(Koller et al., 2013) 
 
 การสะสม PHA ของจุลินทรียเ์กิดขึ้นเม่ือจุลินทรียอ์ยู่ในสภาวะที่สารอาหารขาดความ
สมดุล โดยจุลินทรียจ์ะสะสม PHA ไดใ้นปริมาณที่สูง เม่ือการเจริญของจุลินทรียเ์ขา้สู่ช่วงระยะ
ปลายของการเจริญแบบทวีคูณ (Log phase) (Dawes and Senior, 1973) นอกจากความเขม้ขน้ของ
สารอาหาร ปัจจยัอ่ืนที่มีผลกระทบต่อปริมาณพอลิเมอร์ของเซลล ์ไดแ้ก่ อตัราการเจริญซ่ึงขึ้นอยูก่บั
อตัราการละลายของออกซิเจน และช่วงอายขุองเซลลท์ี่น ามาวเิคราะห์ปริมาณพอลิเมอร์ (Haywood, 
1958) และเม่ือมีการจ ากดัไนโตรเจนในช่วงการเจริญแบบทวีคูณ (Log phase) แต่มีแหล่งคาร์บอน
และพลงังานมากเกินพอ ปริมาณ PHA ที่ผลิตไดเ้พิม่เป็น 4 เท่าของปริมาณ PHA ที่ผลิตไดจ้ากเดิมที่
ไม่จ  ากัดปริมาณไนโตรเจน (Macrae and Wilkinson, 1958) โดยรูปร่างของเซลล์เม่ือมีการสะสม 
PHA จะเปล่ียนเป็นค่อนขา้งกลม และภายในแกรนูลจะมีการสะสม PHA ประมาณร้อยละ 90 โดย
น ้ าหนัก และโปรตีนร้อยละ 2 โดยน ้ าหนัก ส่วนที่ เหลือเป็นไขมันจ าพวกกรดฟอสฟาติดิก 

(ก) 

(ข) 



15 

(Phosphotidic acid) และสารประกอบที่ละลายในอะซิโตนปริมาณเล็กน้อย และพบว่าการสะสม 
PHA จะหยดุ เม่ือปริมาณ PHA มีประมาณร้อยละ 80 ต่อน ้ าหนกัเซลลแ์หง้ แมว้า่จะยงัคงมีเอนไซม์
และสบัสเตรทที่เก่ียวขอ้งกบัการสงัเคราะห์ PHA อยูก่็ตาม ทั้งน้ีเน่ืองจากเซลลไ์ม่สามารถเก็บ PHA 
ที่ไดม้ากกว่าน้ีภายใตป้ริมาณผนังเซลล์ที่จ  ากดั (Ballard, Holmes, and Snior, 1987) นอกจากน้ียงัมี
การศึกษาถึงการผลิตสาร PHB จากจุลินทรียห์ลายชนิด พบว่าจุลินทรียแ์ต่ละชนิดมีความสามารถ  
ในการผลิตพอลิเมอร์ต่างกนั และในปัจจุบนัได้มีการน าเอาเทคโนโลยีทางพนัธุวิศวกรรมมาใช้   
เพือ่พฒันาศกัยภาพในการผลิตพอลิเมอร์ของจุลินทรีย ์ 

 

2.5 เมตาบอลซึิมและระบบพลงังานของเซลล์ 
 เม่ือส่ิงมีชีวติกินอาหารเขา้ไปแลว้ผา่นกระบวนการยอ่ยสลาย เม่ือไดส้ารอาหารโมเลกุลเล็ก
แล้วจึงแพร่เขา้สู่เซลล์ ในเซลล์มีการสลายสารอาหารโมเลกุลเล็กเหล่านั้น เพื่อเปล่ียนพลังงาน     
ของพันธะเคมีในสารอาหารให้อยู่ในรูปสารประกอบพลังงานสูง เช่น ATP (Adenosine 
triphosphate) ซ่ึงเป็นสารเก็บพลงังานหมุนเวียนของเซลลใ์นการสลายโมเลกุลของสารอาหาร ที่ได้
จากอิเล็กตรอนที่คายออกมาในขณะที่มีการเคล่ือนยา้ยจากโมเลกุลของกลูโคสเพียงโมเลกุลเดียว 
สามารถน าไปสงัเคราะห์ ATP ไดถึ้ง 36 หรือ 38 โมเลกุล แลว้แต่ชนิดของเน้ือเยือ่ ท  าใหไ้ดพ้ลงังาน
ที่น าไปใชใ้นการด ารงชีวติ พลงังานจึงเป็นส่ิงจ าเป็นส าหรับการด ารงชีวิตของส่ิงมีชีวติทั้งปวง เช่น 
การเคล่ือนไหว การท างานของเซลล์ประสาท การหายใจ การดูดซึมสารอาหาร การสังเคราะห์
โปรตีนหรือเอนไซม์ ตลอดจนการสังเคราะห์แสง ล้วนเก่ียวข้องกับการใช้ การเก็บและการ
เปล่ียนแปลงพลงังานของส่ิงมีชีวติทั้งส้ิน ส่ิงมีชีวตินั้นจ าเป็นตอ้งด ารงอยูใ่นสภาวะที่ระดบัอุณหภูมิ
เกือบคงที่ตลอด พลงังานส่วนใหญ่จึงอยู่ในรูปของพลงังานเคมีซ่ึงเป็นรากฐานของกระบวนการ    
เมตาบอลิซึมในร่างกาย พลงังานในส่ิงมีชีวิตไดม้าจากกระบวนการเมตาบอลิซึม (Metabolism) ซ่ึง
หมายถึง ปฏิกิริยาเคมีต่าง ๆ  ที่เกิดขึ้นในเซลล ์โดยมีเอนไซมเ์ขา้ร่วมปฏิกิริยาเมตาบอลิซึมแบ่งเป็น  
2 ประเภท คือ 
  1) แอนาบอลิซึม (Anabolism) เป็นกระบวนการสร้างสารอินทรียโ์มเลกุลใหญ่จาก
สารโมเลกุลเล็ก โดยใชพ้ลงังานจากเซลล ์เช่น การสร้างโปรตีน ไขมนั คาร์โบไฮเดรตโมเลกุลใหญ่ 
ซ่ึงเป็นผลใหเ้ซลลเ์กิดการเจริญเติบโต 
  2) แคทาบอลิซึม (Catabolism) เป็นกระบวนการสลายสารโมเลกุลใหญ่ใหเ้ป็นสาร
โมเลกุลเล็ก เช่น การยอ่ยอาหาร การหายใจ โดยเฉพาะการหายใจจะท าให้ไดพ้ลงังานในรูปของ 
ATP (Adenosine triphosphate) เป็นส่วนใหญ่ และไดส้มมูลรีดิวซ์ (Reducing equivalent) แก่เซลล์ 
ซ่ึงสารพลงังานสูงทั้ง 2 ชนิด สามารถน าไปใชใ้นกระบวนการแอนาบอลิซึมต่อไป 
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 กระบวนการสลายสารอาหารของเซลล์น้ี เรียกว่า การหายใจระดับเซลล์ (Cellular 
respiration) หรือการสลายสารอาหารระดบัเซลล์ บางคร้ังการสลายสารอาหารของเซลล์บางชนิด 
ไม่ตอ้งใชแ้ก๊สออกซิเจน ท าให้แบ่งแยกกระบวนการสลายโมเลกุลของสารอาหารในเซลลอ์อกได้
เป็น 2 แบบคือ การสลายโมเลกุลของสารอาหารแบบใชอ้อกซิเจน (Aerobic respiration ) และการ
สลายโมเลกุลของสารอาหารแบบไม่ใชอ้อกซิเจน (Anaerobic respiration ) 
 2.5.1 การสลายโมเลกลุของสารอาหารแบบใช้ออกซิเจน (Aerobic respiration) 
                       สารอาหารที่ให้พลงังาน คือ สารอาหารที่มีไฮโดรคาร์บอนเป็นส่วนประกอบ ไดแ้ก่
คาร์โบไฮเดรต ไขมัน และโปรตีน แต่สารอาหารหลักที่เซลล์น าไปสลายเพื่อให้ได้พลงังานนั้น     
คือ คาร์โบไฮเดรต โดยเฉพาะกลูโคส การสลายกลูโคส ซ่ึงเป็นสารประกอบพลงังานสูง เพื่อให้ได้
พลงังานออกมาพร้อมกบัไดค้าร์บอนไดออกไซด์และน ้ า ซ่ึงเป็นสารประกอบที่มีพลงังานต ่า แบ่ง
ออกเป็น 4 ขั้นตอน คือ ไกลโคไลซิส ขั้นการสร้างแอซิติลโคเอนไซมเ์อ ขั้นวฏัจกัรเครบส์และการ
ถ่ายทอดอิเล็กตรอน ซ่ึงการถ่ายทอดอิเล็กตรอนจะเกิดพร้อมกนัไปกบักระบวนการ 3 ขั้นแรก ดงัน้ี 
  2.5.1.1 กระบวนการไกลโคไลซิส (Glycolysis pathway)  
 กระบวนการไกลโคไลซิส (Glycolysis หรือ Embden-Meyerhof Parnas 
pathway) เป็นกระบวนการที่เกิดอยู่ในไซโทพลาซึม แบ่งออกเป็น 2 ระยะ คือ ระยะแรกตอ้งใช้
พลงังาน และระยะที่สองจะไดพ้ลงังานออกมาระยะที่ใชพ้ลงังานจะใช ้ATP เพือ่เพิม่หมู่ฟอสเฟส 
ให้สารอาหาร เป็นขั้นตอนแรกของการสลายน ้ าตาลกลูโคส 1 โมเลกุล เม่ือผ่านกระบวนการไกล
โคไลซิส แลว้จะไดก้รดไพรูวิก (Pyruvic acid) 2 โมเลกุล ซ่ึงเป็นสารประกอบที่มีคาร์บอนอยู่ใน
โมเลกุล 3 อะตอม ปฏิกิริยาช่วงน้ีมีหลายขั้นตอนยอ่ย ๆ โดยมีเอนไซมต่์างชนิดเป็นตวัคะตะลิสตใ์น
แต่ละขั้นตอนเหล่านั้น ส่วนระยะที่ไดพ้ลงังาน พลงังาน ATP จะเกิดขึ้นโดยวิธีสับสเตรตฟอสโฟ
รีเลชัน (Substrat-level phosphorylation) และสารประกอบ NAD+ ถูกรีดิวซ์กลายเป็น NADH 
ผลผลิตรวมที่ไดจ้ากกระบวนการไกลโคไลซิส คือ ATP 2 โมเลกุล NADH2 โมเลกุล และกรดไพรู
วิก 2 โมเลกุล น ้ า 2 โมเลกุล อิเล็กตรอน 2 คู่ ซ่ึงจะมี NAD+ มารับไปเขา้ระบบลูกโซ่การหายใจ 
(หรือกระบวนการถ่ายทอดอิเล็กตรอน) และได ้ATP 4 โมเลกุล แต่มีการใช ้ATP ไป 2 โมเลกุล จึง
ได้จริงเพียง 2 โมเลกุล โดยไม่มีคาร์บอนไดออกไซด์เกิดขึ้นในกระบวนการไกลโคไลซิส และ
กระบวนการน้ีสามารถเกิดขึ้นได้ในสภาวะที่มีหรือไม่มีออกซิเจนก็ได ้ส าหรับการสลายตวัของ
สารประกอบคาร์บอน 6 อะตอม (กลูโคส) เป็นกรดไพรูวกิ ซ่ึงเป็นสารประกอบคาร์บอน 3 อะตอม 
(รูปที่ 2.5) ปฏิกิริยารวมเป็นดงัน้ี  
 

C6 H12O6 + 2NAD+ + 2ADP + 2Pi → 2CH3 COCOOH + 2NADH + 2H+ + 2ATP 
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รูปที่ 2.5 สรุปขั้นตอนการสลายกลูโคส 1 โมเลกุล 

 
  วิถี Entner-Doudoroff (ED หรือ Pentose phosphate) เป็นวิถีของการสลายน ้ าตาล
กลูโคสที่พบเฉพาะในแบคที เ รีย เช่น Pseudomonas saccharophila, Rhizobium, Azotobacter, 
Agrobacterium, และแบคที เ รียแกรมลบบางชนิด  (Gottschalk, 1985; Boundless microbiology, 
2018) โดยยอ่ยสลายกลูโคส 1 โมเลกุล และไดส้ารตวักลาง (Intermediate) ไพรูเวตเกิดขึ้น 2 โมเลกุล 
และให ้ATP 1 โมเลกุล ดงัรูปที่ 2.6 
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รูปที่ 2.6 ขั้นตอนการสลายกลูโคส 1 โมเลกุล โดยวิถี Entner-Doudoroff ของแบคทีเรีย (Boundless 
microbiology, 2018) 
 
  2.5.1.2 การสร้างแอซิติลโคเอนไซม์เอ (Acetyl Coenzyme A) 
 กรดไพรูวิกแต่ละโมเลกุลจะท าปฏิกิริยากบัโคเอนไซม์เอ (Coenzyme A : 
CoA ) เกิดเป็นแอซิติลโคเอนไซมเ์อ (Acetyl Coenzyme A) ซ่ึงเป็นสารประกอบคาร์บอน 2 อะตอม        
การเปล่ียนแปลงของกรดไพรูวิก 1 โมเลกุล จะไดค้าร์บอนไดออกไซด์ 1 โมเลกุล กบัไฮโดรเจน      
2 อะตอมซ่ึงจะมีสารมารับไฮโดรเจนไปเข้าสู่กระบวนการถ่ายทอดอิเล็กตรอน เช่นเดียวกับ
ไฮโดรเจนซ่ึงเกิดในไกลโคไลซิส เ น่ืองจากการสร้างแอซิติลโคเอนไซม์ เอ จะมีการดึง
คาร์บอนไดออกไซดอ์อก กระบวนการช่วงน้ีจึงเรียกวา่กระบวนการดีคาร์บอกซิเลชนั (Decarboxy-
lation) สมการรวมช่วงน้ีคือ 
 

  2Pyruvic + 2CoA   2Acetyl-CoA + 2CO2 + 4H2 
 

  2.5.1.3 วัฏจักรเครบส์ (Krebs cycle หรือ Tricarboxylic acid cycle : TCA cycle) 
 วฏัจกัรเครบส์ (Krebs cycle หรือ Tricarboxylic acid cycle : TCA cycle)  
เป็นปฏิกิริยาต่อเน่ืองกนั เพือ่ใหไ้ดพ้ลงังาน ATP , NADH, H+ และ FADH2 และไดส้ารตวักลาง  
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(Intermediate) หลายชนิด เพื่อใชเ้ป็นสารตั้งตน้ (Precursor) ในการสังเคราะห์กรดอะมิโน พิวรีน 
และพริิมิดีน เช่น กรดออกซาโลแอซิติกและกรดแอลฟาคีโตกลูตาริกเป็นสารตั้งตน้ของกรดอะมิโน  
บางตวั จากแอซิติลโคเอนไซมเ์อ ซ่ึงเป็นสารประกอบที่มีคาร์บอน 2 อะตอมปล่อยโคเอนไซม์เอให้
เป็นอิสระ ส่วนที่เหลือจะรวมกับสารประกอบกรดออกซาโลแอซิติกที่มีคาร์บอน 4 อะตอม ได้
สารประกอบที่มีคาร์บอน 6 อะตอม คือ กรดซิตริก สารน้ี 2 โมเลกุลจะให้คาร์บอนไดออกไซด์        
2 โมเลกุลพร้อมกบัปล่อยไฮโดรเจน 4 อะตอม ใหต้วัรับไฮโดรเจน คือ NAD จึงเหลือสารประกอบ
คาร์บอนที่มีคาร์บอน 5 อะตอม คือ กรดแอลฟาคีโตกลูตาริก (-ketoglutaric acid) สารน้ี 2 โมเลกุล
ปล่อยคาร์บอนไดออกไซดอ์อกไป 2 โมเลกุล พร้อมกบัเปล่ียน 2 ADP ใหเ้ป็น 2 ATP และยงัปล่อย
ไฮโดรเจนอีก 4 อะตอมให้กบั NAD เม่ือสารน้ีรับน ้ าเขา้ไป 2 โมเลกุล จะกลายเป็นกรดซักซินิก 
(Succinic acid) 2 โมเลกุล ซ่ึงเป็นสารประกอบมีคาร์บอน 4 อะตอม กรดน้ีจะให้ไฮโดรเจนออกมา 
4 อะตอม โดยมี FAD (Flavin adenine dinucleotide) เป็นตวัรับไฮโดรเจนเขา้กระบวนการถ่ายทอด
อิเล็กตรอนแทน NAD ท าให้ไดส้ารประกอบใหม่ ซ่ึงยงัมีคาร์บอน 4 อะตอม เช่นกนั คือ กรดฟูมา
ริก (Fumaric acid) กรดฟูมาริก 2 โมเลกุลรับน ้ า จะได้สารประกอบที่มีคาร์บอน 4 อะตอม คือ      
กรดมาลิก (Malic acid) กรดมาลิก 2 โมเลกุล จะใหไ้ฮโดรเจน 4 อะตอม กบั NAD เขา้สู่กระบวนการ
ถ่ายทอดอิเล็กตรอน กลายเป็นกรดออกซาโลแอซิติกเขา้สู่วฏัจกัรใหม่ (รูปที ่2.7) 
 

 
รูปที่ 2.7 วฏัจกัรเครบส์ (Krebs cycle หรือ Tricarboxylic acid cycle; TCA cycle) 



20 

  2.5.1.4 การถ่ายทอดอิเล็กตรอน (Electron transfer)  
 การถ่ายทอดอิเล็กตรอน (Electron transfer) หรือ กระบวนการขนส่ง
อิเล็กตรอน (Electron transport system, ETS) หรือลูกโซ่การหายใจ (Respiratory chain) หรือระบบ
ไซโตโครม (Cytochrome system) เป็นปฏิกิริยาออกซิเดชัน-รีดักชัน ที่เกิดขึ้ นเป็นลูกโซ่อย่าง
ต่อเน่ือง เพือ่น าอิเล็กตรอนและโปรตรอนในรูปของอะตอมไฮโดรเจนจาก NADH, H+ และ FADH2 
ส่งไปยงัตวัรับอิเล็กตรอนอ่ืน ๆ ซ่ึงรับเฉพาะอิเล็กตรอน ตวัรับอิเล็กตรอนตวัสุดทา้ย คือ ออกซิเจน                            
ในขณะเดียวกนัมีจะพลงังานเกิดขึ้น ซ่ึงบางปฏิกิริยามีพลงังานเกิดขึ้นมากพอที่จะสร้าง ATP จาก 
ADP และ Pi การสร้างพลงังานที่เกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดชนั-รีดกัชนันั้นเรียกว่า ออกซิเดตีฟ ฟอส
โฟรีเลชัน (Oxidativephosphorylation) หรืออิเล็กตอนทรานสปอร์ต ฟอสโฟรีเลชัน(Electron 
transport phosphorylation) ในกระบวนการขนส่งอิเล็กตรอน ประกอบดว้ยเอนไซมแ์ละโคเอนไซม์
หลายชนิดท าหนา้ที่รับและส่งอิเล็กตรอนและโปรตรอน 
 

  NAD+ + 2H+ + 2e- → NADH + H+ หรือFAD + 2H+ + 2e- → FADH2 
 

 2.5.2 การหายใจแบบไม่ใช้ออกซิเจน 
                       การหายใจแบบน้ีจะไม่ใชแ้ก๊สออกซิเจนเขา้ร่วมปฏิกิริยาท าให้เกิดการสลายโมเลกุล
อาหารไดไ้ม่สมบูรณ์ โดยตวัรับไฮโดรเจนตวัสุดทา้ยคือ กรดไพรูวิก (Pyruvic acid) ประกอบดว้ย                
2 ขั้นตอน คือ ไกลโคไลซิส (Glycolysis) และการหมัก (Fermentation) การสลายน ้ าตาลกลูโคส
แบบไม่ใชอ้อกซิเจนมีขั้นตอนดงัน้ี 
  2.5.2.1 กระบวนการไกลโคไลซิส (Glycolysis) 
                                        กระบวนการไกลโคไลซิส (Glycolysis หรือ Embden-Meyerhof Parnas 
pathway) ดงักล่าวไวใ้นกระบวนการหายใจแบบใชอ้อกซิเจน  
  2.5.2.2 การหมัก (Fermentation) 
                                        ในสภาวะที่ไม่มีแก๊สออกซิเจนหรือแก๊สออกซิเจนไม่เพียงพอจะท าให้ 
NADH และ FADH2 ถ่ายทอดอิเล็กตรอนให้กบัตวัรับอิเล็กตรอนต่าง ๆ  ที่ฝังตวัอยูใ่นเยือ่หุ้มชั้นใน
ของไมโทคอนเดรียได ้เน่ืองจากขาดแก๊สออกซิเจนซ่ึงเป็นตวัรับอิเล็กตรอนในขั้นตอนสุดทา้ย จึง
ไม่สามารถสร้าง ATP ได ้และมีการสะสม NADH และ FADH2 มากขึ้นจึงท าให้ขาดแคลน NAD+ 
และ FAD มีผลให้ปฏิกิริยาไกลโคลิซีส วฏัจกัรเครบส์ และการถ่ายทอดอิเล็กตรอนด าเนินต่อไป
ไม่ได้ และยงัท าให้เซลล์ขาด ATP เซลล์จึงมีกระบวนการผนักลับให้ NADH กลายเป็น NAD+ 
เพื่อให้กระบวนการไกลโคลิซีสไม่หยุดชะงกั และสามารถสร้าง ATP ต่อไปได้ กระบวนการน้ี 
เรียกว่า กระบวนการหมกั (Fermentation) กระบวนการหมกัแอลกอฮอล ์(Alcoholic fermentation) 
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โดยเร่ิมจากไกลโคไลซีส เช่นเดียว กับการสลายกลูโคสโดยใช้ออกซิเจน และได้กรดไพรูวิก 2 
โมเลกุล พร้อมปล่อย ATP 2 โมเลกุล และ 4 ไฮโดรเจน อะตอม เช่นกนั แต่ NADH + H+ จะถ่ายทอด
อะตอมของไฮโดรเจน ไปยงั Acetaldehyde ซ่ึงเป็นสารประกอบที่มีคาร์บอน 2 อะตอม ท าให้ไม่
สามารถใชพ้ลงังานจากอิเล็กตรอนที่มีอยูใ่นอะตอมของไฮโดรเจนมาสร้าง ATP ไดอี้ก ดงันั้นการ
สลายกลูโคส 1 โมเลกุลจึงได ้ATP เพยีง 2 โมเลกุล (รูปที่ 2.8)  
 

 
รูปที่ 2.8 กระบวนการหมกัเอธานอลจากกลูโคส 1 โมเลกุล 

 

2.6 วถิกีารสังเคราะห์ PHA 
 วิถีการสังเคราะห์ PHA จากจุลินทรียมี์ความเก่ียวขอ้งกับสารตวักลางในวฏัจกัรเครปส์ 
(Krebs' cycle หรือ Tricarboxylic acid cycle : TCA cycle) ซ่ึงมีการศึกษาพบว่าแอซิทิลโคเอนไซม์
เอ (Acetyl-CoA) เป็นส่วนประกอบส าคญัที่จะท าให้เกิด 3-ไฮดรอกซีแอลคาโนอิลโคเอนไซม์เอ  
(3-hydroxyalkanoyl-CoA) ที่มีความยาวต่างกันขึ้นอยู่กับสารตั้งตน้และเอนไซม์ที่จ  าเพาะในการ
สงัเคราะห์ PHA โดยมีปฏิกิริยาเคมีที่เก่ียวขอ้ง รวมถึงเอนไซม ์3 ชนิด (Braunegg, Lefebvre, and  
Gecser, 1998 ; Anderson and Dawes, 1990 ; Yamane, 1993; Paul and Liu, 2012) ดงัน้ี 

1. ß-ketothiolase (acetyl-CoA acetyl transferase) 
2. Acetoacetyl CoA reductase  
3. PHA synthase (or Poly(3-hydroxyalkanoate) synthase) 

 ปฏิกิริยาทั้ ง 3 ขั้นตอนที่เกิดขึ้ นในการสังเคราะห์ PHA ของ R. eutropha (Alcaligenes 
eutrophus) ซ่ึงเป็นแบคทีเรียตน้แบบที่ใชใ้นการศึกษากระบวนการสงัเคราะห์และการสะสม PHA  
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ภายในเซลลจ์ากการใชน้ ้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอน ประกอบดว้ยขั้นตอนดงัน้ี 
 ขั้นที่ 1 2 โมเลกุลของ Acetyl CoA ถูกควบแน่นรวมกนักลายเป็น Acetoacetyl CoA โดย

อาศยัเอนไซม ์ß-ketothiolase ดงัสมการที่ 1 
 

2 Acetyl-CoA    Acetoacetyl CoA    (1) 
 
 

 ขั้นที่ 2  NADPH รีดิวซ์ Acetoacetyl CoA ให้กลายเป็น D-(-)-3 hydroxybutyryl CoA โดย
อาศยัเอนไซม ์Acetoacetyl CoA reductase ดงัสมการที่ 2 

 

Acetoacetyl CoA  +  NADPH  +  H+    D-(-)-3hydroxybutyryl CoA (2) 
 

 ขั้นที่ 3  เกิดกระบวนการพอลิเมอร์ไรเซชนั (Polymerization) D-(-)-3 hydroxybutyryl CoA 
โดยอาศยัเอนไซม ์Poly(3-hydroxybytyrate) synthase ดงัสมการที่ 3 

 
 D-(-)-3 hydroxybutyryl CoA   PHB    (3) 

  
  

 ในวถีิการสงัเคราะห์ PHB โคเอนไซมเ์อ (CoA) เป็นสารที่มีความส าคญัในการควบคุมการ
สงัเคราะห์ PHB โดยอะซิทิลโคเอนไซมเ์อ (Acetyl-CoA) สามารถถูกออกซิไดซ์ผา่นทาง TCA cycle 
หรือสามารถท าหนา้ที่เป็นสารตั้งตน้ ส าหรับสงัเคราะห์ PHB ทั้งน้ีขึ้นอยูก่บัสภาวะทางส่ิงแวดลอ้ม
ของเซลล์ ถ้าสัดส่วนของ NADPH/NADP เพิ่มขึ้ น บางเอนไซม์ของ TCA cycle จะถูกยบัย ั้ ง     
โดยอะซิทิลโคเอนไซม์เอ  (Acetyl-CoA) ส่วนหน่ึงจะถูกเปล่ียนไปสังเคราะห์  PHB อีกทั้ ง                
โค เอนไซม์เออิสระ  (CoASH) ที่ ความ เข้มข้นสูง  ๆ  ท าให้ เ กิดการแข่งกันย ับย ั้ ง เอนไซม์                          
ß-ketothiolase ดงันั้นจึงขดัขวางการสังเคราะห์ PHB ซ่ึง PHB นอกจากเป็นแหล่งคาร์บอนส ารอง  
ยงัเป็นแหล่งรีดิวซ่ิงพาวเวอร์อีกดว้ย ดงันั้นจึงสามารถพิจารณาว่าเป็นตวัควบคุมการเกิดปฏิกิริยา         
รีดอกซ์ส าหรับเซลล์ ซ่ึงปัจจยัต่าง ๆ อาจจะน ามาอธิบายการเพิ่มขึ้นของสัดส่วน NADPH/NADP 
หรือการลดลงของสดัส่วน CoA/Acetyl-CoA ภายในเซลล ์(Morgunov, Solodovnikova, Sharyshev, 
Kamzolova, and Finogenova, 2004; Poblete-Castro et al., 2012) รี ดิว ซ่ิงพาวเวอร์  (NADPH, H+) 
เป็นที่ต้องการส าหรับการสังเคราะห์ PHB โดยให้ผ่านทาง Entner-Doudoroff pathway (มักถูก

CoA 

ß-ketothiolase 

Acetoacetyl CoA reductase 

PHA synthase 

CoA 
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เรียกว่า Pentose phosphate pathway) ดังแสดงในสมการที่ 4 และผ่านทางกิจกรรมของ NADP ที่
ขึ้นอยูก่บัเอนไซม ์คือ Isocitrate dehydrogenase activity ดงัแสดงในสมการที่ 5 หรือ Malic enzyme 
activity  
 
 Glucose + ATP + 2NADP+ ribulose-5-P + CO2 + ADP + 2NADPH + H+ (4)  

 Glucose + NADP+   NADPH, H+ + pyruvate + 3-P-glyceraldehyde  (5)  
 

 เม่ือจุลินทรียเ์จริญเติบโตอยูใ่นสภาวะที่ไม่สมดุล (Unbalanced growth) หรือการเจริญถูก
ยบัย ั้ง (Growth suppressed condition) เช่น ขาดไนโตรเจน หรือมีการเจริญเติบโตเขา้สู่สภาวะคงที่ 
(Stationary phase) หรืออาจเกิดจากปริมาณธาตุอาหารไม่สมดุล ระหว่างปริมาณคาร์บอนที่สูงกับ
ปริมาณไนโตรเจนที่ต  ่า จะกระตุน้ให้เกิดการสร้างและการสะสม PHB ของ Ralstonia eutropha  
เม่ือมีสภาวะเหล่าน้ีเกิดขึ้ น จะท าให้เกิดการท างานของกระบวนการ TCA cycle และ Oxygen 
respiration ลดลง ส่งผลให้เกิดการสะสม NADH (Nicotinamide adenine dinucleotide) ที่สามารถ
ยบัย ั้งการเขา้สู่ TCA cycle ของอะซิทิลโคเอนไซม์เอ (Acetyl-CoA) ท าให้มีอะซิทิลโคเอนไซม์เอ 
(Acetyl-CoA) ในปริมาณมาก ดังนั้ นเม่ือมีอะซิทิลโคเอนไซม์เอ (Acetyl-CoA) ปริมาณมาก 
กระบวนการสังเคราะห์ PHB จะเกิดขึ้น โดยอะซิทิลโคเอนไซม์เอ (Acetyl-CoA) 2 โมเลกุลจะถูก
เปล่ียนให้เป็นอะซิโตแอซิติลโคเอนไซม์เอ (Acetoacetyl-CoA) ดว้ยเอนไซม์เบตา้-คีโตไธโอเลส  
(ß-ketothiolase) จากนั้ นอะซิโตแอซิติลโคเอนไซม์เอ (Acetoacetyl-CoA) จะถูกเปล่ียนให้เป็น     
ไฮดรอกซีบิวทิริลโคเอนไซม์เอ (D-(-)-3hydroxybutyryl-CoA) ด้วยเอนไซม์แอซิโตแอซิติลโคเอ    
รีดัก เตส (Acetoacetyl CoA reductase) หลังจากนั้ นจะเ กิดกระบวนการพอลิเมอร์ไรเซชั่น 
(Polymerization) ของไฮดรอกซีบิวทิริลโคเอนไซมเ์อ (R-3hydroxybutyryl-CoA) ไปเป็น PHB โดย
เอนไซม์ PHB ซินเทส (PHB synthase) ซ่ึงมีลักษณะเป็นแกรนูลสะสมอยู่ภายในเซลล์โดยมี 
Monolayer phospholipid membrane ห่อหุ้มอยูโ่ดยอาจพบว่ามีโปรตีนบางชนิดส าหรับสังเคราะห์
และยอ่ยสลายแทรกกระจายอยูโ่ดยรอบ และการควบคุมการผลิต PHB นั้นพบวา่มียนีที่เก่ียวขอ้งกบั
การควบคุมการสะสม PHB ที่เรียกว่า phbCBA cluster ซ่ึงจะประกอบดว้ย phbA, phbB และ phbC 
โดย phbA เป็นส่วนที่ควบคุมส าหรับการผลิต ß-ketothiolase โดยเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาในการ
เปล่ียนแปลงอะซิทิลโคเอนไซมเ์อ (Acetyl-CoA) ไปเป็นแอซิโตอะซิติลโคเอนไซมเ์อ (Acetoacetyl-
CoA) ส าหรับ phaB เป็นส่วนที่ควบคุมการผลิตหรือการสร้างเอนไซม ์NADPH-oxidoreductase ซ่ึง
จะท าการเปล่ียนอะซิโตแอซิติลโคเอนไซม์เอ (Acetoacetyl-CoA) ให้เป็นไฮดรอกซีบิวทิริล            
โคเอนไซม์เอ (R-3hydroxybutyryl-CoA) และส าหรับ phaC เ ก่ียวข้องกับการผลิตเอนไซม์           
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PHB ซินเทส (PHB synthase) โดยจะท าการสังเคราะห์พอลิเมอร์จากมอนอร์เมอร์ที่เกิดขึ้นจากการ
เปล่ียนอะซิโตแอซิติลโคเอนไซม์เอ (Acetoacetyl-CoA) ให้เป็นไฮดรอกซีบิวทิริลโคเอนไซม์เอ   
(R-3hydroxybutyryl-CoA) ส าหรับ phaP เป็นยนีที่ใชใ้นการสงัเคราะห์พาซิน (Phasins) ซ่ึงท าหนา้ที่
ในการกระตุ ้นการสะสม PHB โดยพาซิน (Phasins) ที่ได้จะไปจับกับ PHB polymer เช่นกัน          
เพื่อกระตุน้การสะสม PHB ภายในเซลล์ และยีนที่เก่ียวขอ้งกับการสลาย PHB ประกอบด้วยยนี 
phaZ ท าหนา้ที่ในการสงัเคราะห์เอนไซม ์PHB depolymerase ส าหรับลกัษณะของ phbCBA cluster 
และวถีิการสงัเคราะห์พอลิเบตา้ไฮดรอกซีบิวทิเรต แสดงดงัรูปที่ 2.9  

 

 
รูปที่ 2.9 ลกัษณะของ phbCBA cluster ที่เก่ียวขอ้งกบักระบวนการสังเคราะห์ PHB ของ Ralstonia 
eutropha (Luengo et al., 2003; Mozejko-Ciesielska and Kiewisz, 2016)  

 

 
รูปที่ 2.10 วถีิการสงัเคราะห์พอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต (Mozejko-Ciesielska and Kiewisz, 2016) 
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 ในสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญของจุลินทรีย ์คาร์โบไฮเดรตจะถูกคะตะบอไลซ์โดยวถีิ 
ไกลโคไลซิส (Glycolysis หรือ Embden-Meyerhof Parnas pathway) ไดเ้ป็นไพรูเวท (Pyruvate) ซ่ึง
จะเกิดปฏิกิริยาไฮโดรจิเนชัน่ (Hydrogenation) เปล่ียนเป็นอะซิทิลโคเอนไซมเ์อ (Acetyl-CoA) และ
เข้าสู่วิถี  TCA cycle ซ่ึงถูกออกซิไดซ์ได้เป็นคาร์บอนไดออกไซด์ ATP FADH2 NADH และ 
NAHPH ซ่ึงเป็นพลังงานและสารตั้งตน้ส าหรับกระบวนการสังเคราะห์โปรตีน ปริมาณอะซิทิล    
โคเอนไซมเ์อ (Acetyl-CoA) ที่จะเขา้สู่วถีิ TCA cycle ขึ้นกบัปริมาณแร่ธาตุบางชนิด เช่น ไนโตรเจน 
ฟอสฟอรัส โดยในภาวะที่ขาดแคลนแร่ธาตุ จะส่งผลท าให้ไม่เกิดกระบวนการสังเคราะห์โปรตีน 
ท าให ้NADH และ NADPH เพิม่ปริมาณมากขึ้นและไปยบัย ั้งการท างานของเอนไซมซิ์เตรทซินเทส 
(Citrate synthase) และเอนไซม์ไอโซซิเตรทดีไฮโดรจิเนส (Isocitrate dehydrogenase) (Morgunov 
et al., 2004; Poblete-Castro et al., 2012) ท าให้อะซิทิลโคเอนไซม์เอ (Acetyl-CoA) เขา้สู่วิถี TCA 
cycle ไดน้อ้ยลงและเขา้สู่วถีิการสงัเคราะห์ PHB มากขึ้น (Doi, 1990; Braunegg et al., 1998) 
 อยา่งไรก็ตามยงัมีการศึกษาถึงวิถีการสังเคราะห์ PHA ของจุลินทรียช์นิดอ่ืนที่แตกต่างไป
จากกระบวนการขา้งตน้ (รูปที่ 2.10) พอลิเมอร์หลายชนิดสามารถถูกสงัเคราะห์โดยจุลินทรีย ์ขึ้นอยู่
กบัสภาวะที่ใชใ้นการเล้ียงจุลินทรีย ์และชนิดของสารอาหาร โดยทัว่ไปจะยอมรับกนัว่าพอลิเมอร์ 
หลายชนิดถูกสร้างขึ้นมาเพื่อให้เซลล์สมดุลกับ Redox equivalents ที่ถูกผลิตออกมา เพื่อเปล่ียน
สารอาหารไปเป็น PHA (Paul and Liu, 2012) เช่น Pseudomonas oleovolans จะมีกระบวนการ
แตกต่างไปจากกระบวนการดังกล่าว คือ ตัวกลางที่ได้จากกระบวนการเบต้าออกซิเดชัน                  
(ß-oxidation) ของกรดไขมันจะถูกน าเข้าสู่กระบวนการสังเคราะห์ mcl-PHA (Medium chain 
length) โดยตรง ซ่ึ งจะ มี  3 - hydroxyoctanoate (3HO) และ  3-hydroxyhexanoate (3HHx) เ ป็น
องค์ประกอบหลักเม่ือใช้ออกเทน ออกทานอลหรือออกทาโนเอต เป็นแหล่งคา ร์บอน                         
ในกระบวนการ ส่วนสายพนัธุ์อ่ืน ๆ ในจีนัส Pseudomonas ยกเวน้ Pseudomonas oleovolans จะมี
ความแตกต่างเล็กน้อยในกระบวนการสังเคราะห์ PHA คือ โคพอลิเมอร์ที่เกิดขึ้นจะถูกสังเคราะห์  
มาจากอะซิทิลโคเอนไซมเ์อ (Acetyl-CoA)  
 เม่ือใช้กรดโพรพิโอนิกเป็นแหล่งคาร์บอน โมเลกุลของ Propionyl-CoA 1 โมเลกุล จะ
รวมตวักับ 1 โมเลกุลของ Acetyl-CoA เกิดเป็น 3-ketovaleryl-CoA โมเลกุลน้ีจะถูกรีดิวซ์ไปเป็น    
3-hydroxyvalerate ซ่ึงสามารถรวมอยู่ในพอลิเมอร์โดย PHA syntase ถ้ามี Acetyl-CoA หรือสร้าง     
มาจาก Propionyl-CoA ที่ถูกยอ่ยสลาย HB มกัจะถูกสร้างขึ้นมาเพราะเหตุน้ีทั้ง HB และ HV มกัจะ
ถูกผลิตออกมาจากกรดโพรพิโอนิกแต่สัดส่วนของ HB:HV จะเพิ่มขึ้นเม่ือระดับของกรดโพรพิ
โอนิกที่สูงขึ้นเม่ือเทียบกับ Acetyl-CoA โคพอลิเมอร์ของ P(3HB:3HV) (60:40) ได้มาจากการใช้
กรดโพรพโิอนิกเป็นแหล่งคาร์บอนเพยีงอยา่งเดียว เม่ือ Propionyl-CoA 2 โมเลกุลรวมตวักนัจะผลิต 
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3-hydroxy-2-methylvaleryl-CoA ออกมา ท าให้เ กิด Poly(3-hydroxy-2-methylvalerate) (Paul and 
Liu, 2012) เม่ือใช้กรดบิวทิริกและกรดวาเลอริกเป็นแหล่งคาร์บอนโดยบิวทิเรตจะท าให้เกิดการ
ผลิต PHB ในขณะที่วาเลอเรทถูกเปล่ียนไปเป็นทั้ง PHB และ PHV เม่ือใชว้าเลอเรทเป็นสารตั้งตน้
แทนกรดโพรพิโอนิก เปอร์เซ็นต์ของ HV ในพอลิเมอร์จะเพิ่มขึ้ น ยกตัวอย่างเช่นเม่ือใช้กรด           
วาเลอริกเป็นแหล่งคาร์บอนเพียงอยา่งเดียว Ralstonia eutropha สามารถสงัเคราะห์โคพอลิเมอร์ที่มี 
HV monomer มากถึงร้อยละ 90 โดยโมล (Paul and Liu, 2012) โดย Metabolic pathway ที่เป็นไปได้
ส าหรับการสังเคราะห์พอลิเมอร์จากบิวทิเรตและวาเลอเรท คือ กรดบิวทิริกจะถูกเปล่ียนไปเป็น 
Butyryl-CoA หลังจากนั้ น Butyryl-CoA จะเปล่ียนไปเป็น Hydroxybutyryl-CoA ให้ Acetyl-CoA 
ออกมา 2 หน่วยที่อาจถูกน ามาใช้ใน TCA cycle โดยส่วนของ Hydroxybutyryl-CoA จะถูกน าไป 
ผ ลิต  HB วา เลอ เรทจะ ถูก เป ล่ียนไปเ ป็น  Valeryl-CoA ต่อจากนั้ นจะถูก เป ล่ียนไปเป็น 
Hydroxyvaleryl-CoA ส าหรับผลิต HV (Lemos, Serafim, and Reis, 2006) 

 

2.7 วิ ธีการทดสอบการผลิต PHA ของเซลล์ (Methods for the detection of PHA 
granules in bacterial cells) 
 การตรวจสอบความสามารถในการผลิต PHA ของเซลล์จุลินทรีย ์สามารถท าได้โดยใช้
เทคนิคการยอ้มสีของสารประเภทไขมนัที่อยูภ่ายในเซลล ์เน่ืองจากแกรนูลที่จุลินทรียส์งัเคราะห์ได้
เป็นสารประเภทไขมนัชนิดหน่ึง ดว้ยการเติมสียอ้มที่เป็น Lipophilic dye 
 2.7.1 การทดสอบการสังเคราะห์ PHA บนโคโลนี (Detection of PHA synthesized on 
colonies) 
                      การตรวจสอบความสามารถในการผลิต PHA ของจุลินทรีย ์ด้วยการตรวจวดัการ
สังเคราะห์ PHA บนโคโลนีของจุลินทรีย ์ ซ่ึงเป็นการตรวจวดัการสังเคราะห์ PHA เบื้องต้น 
เน่ืองจาก PHA เป็นพอลิเอสเทอร์ชนิดหน่ึงจึงสามารถตรวจวดัการสังเคราะห์ PHA ดว้ยการเติม      
สียอ้มที่เป็น Lipophilic dye เช่น Nile red ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ เพื่อให้โคโลนีของเช้ือจุลินทรีย ์      
ที่เจริญอยูบ่นอาหารดูดซึมเขา้ไปในเซลล ์โดยสามารถตรวจวดัเซลลท์ี่มีการสงัเคราะห์หรือไม่มีการ
สังเคราะห์ PHA ได้ภายใตแ้สง UV (Ultraviolet light) ที่ความยาวคล่ืน (Wavelength) 312 นาโน
เมตร เพื่อดูการเรืองแสงของโคโลนี โดยจุลินทรียท์ี่มีความสามารถในการผลิต PHA โคโลนีจะมี
ลกัษณะเรืองแสงสีสม้ หรือชมพ ู(Shakeri, Ronhanian, and Emtiazi, 2011; Belal, 2013) (รูปที่ 2.11) 
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รูปที่ 2.11 โคโลนีของจุลินทรียท์ี่ เจริญบนอาหารแข็งที่มีการเติม Nile red 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ภายใตแ้สง UV (Ultraviolet light) ที่ความยาวคล่ืน 312 นาโนเมตร (ก) โคโลนีที่มีการสังเคราะห์ 
PHA, (ข) โคโลนีที่ไม่มีการสงัเคราะห์ PHA  
(ที่มา : http://2012.igem.org/Team:Tokyo_Tech/Projects/PHAs/index.htm) 
 

 
รูปที่ 2.12 ลักษณะของเซลล์จุลินทรียท์ี่ยอ้มด้วยวิธี Nile blue A dyeing technique ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนซ์ (Fluorescence microscope) ที่ความยาวคล่ืน 460 นาโนเมตร (ก) เซลลท์ี่
มีการสะสม PHA, (ข) เซลลท์ี่ไม่มีการสะสม PHA  
(ที่มา : http://2012.igem.org/Team:Tokyo_Tech/Projects/PHAs/index.htm) 
 

(ก) (ข) 

(ก) (ข) 

http://2012.igem.org/Team:Tokyo_Tech/Projects/PHAs/index.htm
http://2012.igem.org/Team:Tokyo_Tech/Projects/PHAs/index.htm
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 2.7.2 การทดสอบการสะสม PHA ภายในเซลล์ (Detection of PHA accumulation in cells) 
                      เป็นการตรวจวดัการสังเคราะห์ PHA ดว้ยการยอ้มสีเซลล์ โดยใชสี้ที่เป็น Lipophilic 
dye เช่น Nile blue A หรือ Sudan black B ซ่ึงการยอ้มดว้ย Sudan black B เป็นการทดสอบเบื้องตน้         
ที่สามารถส่องภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ทัว่ไปได ้โดยจะเห็นแกรนูลเป็นจุดสีด าภายในเซลล ์ส่วนการ
ยอ้มด้วย Nile blue A จะเห็นแกรนูลเป็นจุดสีแดงหรือสีส้มเหลืองภายในเซลล์ โดยการส่องด้วย
กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนซ์ (Fluorescence microscope) ที่ความยาวคล่ืน 460 นาโนเมตร 
(Berlaga et al., 2006; Rodtong et al., 2008; Khardenavis et al., 2009) เพื่อศึกษาปริมาณการสะสม 
PHA ในหน่วยของเปอร์เซ็นตต่์อพื้นที่เซลล ์(รูปที่ 2.12) 
 

2.8 แหล่งคาร์บอนในการผลติ PHA ของจุลนิทรีย์ 
 สารตั้ งต้นที่เป็นแหล่งคาร์บอนที่สามารถน ามาใช้ในการผลิต PHA ได้นั้ นมีอยู่หลาย
ประเภทขึ้นอยูก่บัผลิตภณัฑท์ี่ตอ้งการและชนิดของจุลินทรียท์ี่ใช ้โดยจ าแนกออกเป็น 4 กลุ่ม คือ  
 1. คาร์โบไฮเดรต เช่น กลูโคส ฟรุกโตส ซูโครส น ้ าตาลทราย แป้งมนัส าปะหลงั ส าปะหลงั 

 2. แอลกอฮอล ์เช่น เมธานอล กลีเซอรอล 
 3. อลัเคน เช่น เฮกเซน  
 4. กรดอินทรีย ์เช่น กรดบิวทิริก  

 ในปัจจุบนัไดมี้การผลิต PHA มาใชแ้ทนพลาสติกที่ผลิตมาจากอุตสาหกรรมปิโตรเคมีเพิ่ม    
มากขึ้น แต่ปัญหาส าคญัที่ตามมาคือ ตน้ทุนในการผลิต PHA ที่มีราคาค่อนขา้งสูง เม่ือเปรียบเทียบ
กบัตน้ทุนในการผลิตพลาสติกที่ผลิตมาจากอุตสาหกรรมปิโตรเคมี (Lee and Choi, 1998) โดยพบว่า
ร้อยละ 40 ของตน้ทุนในการผลิต PHA เป็นตน้ทุนของวตัถุดิบในการผลิต PHA ซ่ึงมีจุลินทรียห์ลาย
ชนิดที่สามารถผลิต PHA ได้จากวตัถุดิบเหล่าน้ีซ่ึงมีราคาสูง (Song, Jeon, Choi, Yoon, and Park, 
2008) ในอนาคตการผลิต PHA ในระดบัอุตสาหกรรมจะเพิ่มขึ้นจึงไดมี้การลดตน้ทุนในการผลิต 
PHA โดยน าของเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมต่าง ๆ น ากลับมาใช้ใหม่เพื่อเป็นแหล่งอาหารให้กบั
จุลินทรียใ์นการผลิต PHA (Braunegg, Bona, and Koller, 2004) และเป็นอีกทางเลือกหน่ึงในการลด
ตน้ทุนการผลิต (ตารางที่ 2.2) โดยในธรรมชาติมีจุลินทรียห์ลายชนิดที่สามารถสงัเคราะห์ PHA ได้
และใชแ้หล่งคาร์บอนแตกต่างกนั โดยที่แหล่งคาร์บอนที่ส าคญัที่แบคทีเรียน ามาใชส้งัเคราะห์ PHA 
แต่ละชนิดจะมีผลต่อองคป์ระกอบของพอลิเมอร์ที่ไดแ้ตกต่างกนั ดงัตารางที่ 2.3 
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ตารางที่ 2.2 วตัถุดิบที่น ามาใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนใหก้บัจุลินทรียใ์นการผลิต PHA (Braunegg et al., 
2004) 

แหล่งคาร์บอน ประเภท 

คาร์โบไฮเดรต กากน ้ าตาล (Molass) 
แป้ง และแป้งที่ผา่นการแตกตวัไดเ้ป็นน ้ าตาลมอลโตส (Maltose) 
น ้ าตาลแลคโตสจากหางนม (Lactose from whey) 
เซลลูโลสที่ผา่นการแตกตวัแลว้ เช่น เสน้ใยที่เหลือทิ้งจากอุตสาหกรรม
กระดาษหลังจากผ่านการไฮโดรไลซีสและการแลกเปล่ียนไอออน     
เพือ่ดึงเอาโลหะหนกัออก 

แอลกอฮอล ์ ของเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลโดยมีเมทานอลและ 
กลีเซอรอลผสมอยู ่

ไขมนัและน ้ ามนั ของเหลือทิ้งจากพชืและสตัว ์
กรดอินทรีย ์ กรดแลคติคจากอุตสาหกรรมนม 
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ตารางที่ 2.3 การผลิต PHA จากแหล่งคาร์บอนที่มีราคาถูกและของเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมต่าง ๆ  

แหล่งคาร์บอน สายพันธ์ุจุลินทรีย์ PHA มอนอเมอร์ 
น ้าหนักเซลล์
แห้ง (g/l) 

PHA 
(g/l) 

ปริมาณ PHA 
(wt%) 

อ้างอิง 

Hydrolyzed corn oil Pseudomonas putida mcl-PHAs 103 28 27.2 Shang et al., 2008 
Whey P.hydrogenovora PHB 5 1.27 - Koller et al., 2008 
Sugar cane molasses Mixed bacteria PHBV - - 30 Albuquerque et al., 2007 
Soy molasses P.corrugate P(HDD-HO-HTDE) 3.6 - 5-17 Solaiman et al., 2006 
Enzymatic extruded starch Haloferax mediterranei PHBV 39.4 20 50.8 Chen et al., 2006 
Petrochemical plastic waste P.putida CA-3  1.14 0.84 43 Goff et al., 2007 
Paper mill wastewater Activated sludge PHBV - - 48.2 Bengtsson et al., 2008 
Bagasse hydrolysates Ralstonia eutropha PHB 11.1±0.4  56.5±0.5 Yu et al., 2008 
Waste tomato starch R.eutropha NCIMB 11599 PHB 179 94 55 Haas et al., 2008 
Crude glycerol Cupriavidus necator JMP 134 PHB 50 - 48 Mothes et al., 2007 
Palm kernel oil C.necator PHB-4 P(HB-HV-HHx) 7.9 - 79 Bhubalan et al., 2008 
Plant oils C.necator H16 PHBV 4.4-5.6 6.8 80 Lee et al., 2008 
Wheat bran P.aeruginosa MTCC 7925 P(3HB-co-3HV-co-

3HHD-co-3HOD) 
0.168 - 12.5 Singh et al., 2009 
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2.9 การย่อยสลาย PHA ในธรรมชาติ 
 PHA เป็นพอลิเมอร์ที่ผลิตจากจุลินทรียแ์ละถูกย่อยสลายด้วยจุลินทรียท์ี่อยู่ในธรรมชาติ 
โดยทัว่ไปพบว่าปัจจยัที่มีผลต่ออัตราการยอ่ยสลายทางชีวภาพของพลาสติก จะขึ้นกบัประชากร 
ของจุลินทรียท์ี่มีอยูใ่นส่ิงแวดลอ้ม อุณหภูมิและคุณสมบติัของพลาสติก โดยอตัราเร็วของการยอ่ย
สลายพลาสติกทางชีวภาพขึ้นกบัปัจจยัดงัน้ี 

 1. ชนิดของพลาสติก พลาสติกที่จะยอ่ยสลายไดด้ว้ยวิธีน้ีตอ้งมีพนัธะที่ท  าให้เกิดปฏิกิริยา      
ออกซิเดชัน่หรือไฮโดรไลซีสได ้หากเกิดปฏิกิริยาไดง่้ายการยอ่ยสลายก็จะเกิดขึ้นไดง่้าย 

 2. ชนิดของเอนไซม ์เน่ืองจากเอนไซมแ์ต่ละชนิดจะยอ่ยสลายสารไดต่้างกนั ดงันั้นถา้ชนิด
ของเอนไซมไ์ม่เหมาะสมกบัชนิดของพลาสติก การยอ่ยสลายจะเกิดขึ้นไดย้าก 

 3. สภาวะแวดลอ้ม ไดแ้ก่ อุณหภูมิ ความช้ืน ปริมาณออกซิเจน ค่าความเป็นกรด-ด่าง ตอ้ง
เหมาะสมกนัเอนไซม ์กระบวนการยอ่ยสลายในธรรมชาติพบวา่สามารถเกิดขึ้นไดท้ั้งในสภาวะที่มี
และไม่มีออกซิเจน (Holmes, 1985) โดยมีกลไกการยอ่ยสลาย PHA แบ่งออกเป็นดงัน้ี 
 2.9.1 ภายใต้สภาวะปลอดเช้ือ  
                      PHA จะถูกยอ่ยสลายโดยกระบวนการไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) โดยเฉพาะอยา่งยิง่        
ในสภาวะที่พี เอช (pH) สูง การย่อยสลายแบบน้ีมีความส าคัญต่อการน าไปใช้ประโยชน์                   
ทางการแพทย ์เช่น น า PHA มาท าเป็นพาหะของตัวยาและค่อย ๆ ปล่อยออกมา หรือใช้เป็น         
ไหมเยบ็แผล เป็นตน้ 
 2.9.2 ภายใต้สภาวะการย่อยสลายในธรรมชาติ  
                      PHA จะถูกยอ่ยโดยเอนไซมดี์พอลิเมอร์เรส (Depolymerase) หรือเอนไซมเ์อสเตอเรส 
(Esterases) จากการศึกษาการยอ่ยสลาย PHB ซ่ึงเป็นพอลิเอสเทอร์ในกลุ่ม PHA ที่สังเคราะห์และ
เกิดจากการย่อยสลายของ R.eutropha พบว่า PHB มีโครงสร้างอยู่ 2 รูปแบบ (Two biophysical 
conformation) คือ PHB ภายในเซลล์ที่ชั้นพื้นผิว (Surface layer) ของ PHB ไม่ถูกท าลาย เรียกว่า 
native PHB (nPHB) และภายนอกเซลลท์ี่ชั้นผิวของ PHB ถูกท าลาย เรียกวา่ denature PHB (dPHB) 
ซ่ึงแต่ละรูปของ PHB (nPHB หรือ dPHB) สามารถย่อยสลายได้ด้วยเอนไซม์ที่มีความจ าเพาะ       
กบัแต่ละรูป ท าใหเ้กิดการสลาย PHB ซ่ึงสามารถเกิดได ้2 แนวทาง คือ การสลาย PHB ภายในเซลล์ 
และการสลาย PHB ภายนอกเซลล ์การสลาย PHB ที่เกิดขึ้นภายในเซลล ์(Intracellular degradation) 
ของ R. eutropha จะเกิดขึ้นในสภาวะที่ขาดอาหาร (Starvation) ซ่ึงเกิดจากกระบวนการไฮโดร      
ไล ซิส  (Hydrolysis) PHB ภายใน เซลล์  (Intracellular PHB) โดย เอนไซม์  Intracellular PHB 
depolymerase ซ่ึงการท างานของเอนไซม์ Intracellular PHB depolymerase สามารถสลาย PHB     
ในรูปของ nPHB เท่านั้น และไม่สามารถสลาย PHB ในรูปของ dPHB ได ้
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 การสลาย PHB ที่เกิดภายนอกเซลล ์(Extracellular degradation) ของ R. eutropha จะเกิดขึ้น
เม่ือเซลล์มีการปลดปล่อย PHB ออกภายนอกเซลล ์ซ่ึงอาจเกิดจากเซลลต์าย เซลล์แตกหรือเกิดจาก
การสกดัดว้ยตวัท าละลาย (Solvent extraction) ท าให ้PHB อยูใ่นรูปของ dPHB ที่สามารถยอ่ยสลาย
ไดด้ว้ยกระบวนการไฮโดรไลซิสที่เกิดขึ้นภายนอกเซลล์ (Extracellular PHB hydrolysis) จากการ
ท างานของเอนไซม์ Extracellular PHB depolymerase ที่สังเคราะห์โดยแบคทีเรียกลุ่มที่สามารถ
สลาย PHB (PHB-degrading bacteria) เพื่อน าไปใช้เป็นแหล่งคาร์บอนที่มาจากภายนอกเซลล์ 
(Braunegg et al., 1998) ดงัแสดงในรูปที ่2.13 
 

 

รูปที่ 2.13 กระบวนการที่เก่ียวขอ้งกบักระบวนการเมตาบอลิซึมและการสลายพอลิเบตา้ไฮดรอกซี
บิวทิเรตที่เกิดขึ้นภายในเซลลข์อง Ralstonia eutropha (Trainer and Charles, 2006) 

 

2.10 การผลติ PHA ในภาคอตุสาหกรรม 
 แม้ว่าจะมีการคน้พบ PHA ชนิดต่าง ๆ แล้ว แต่ PHA ที่ถูกผลิตในระดับอุตสาหกรรม   
ขนาดใหญ่ยงัมีเพยีง 4 ชนิด คือ  

 1) Poly [(R)-3-hydroxybutyrate] (PHB)  
 2) Poly [(R)-3-hydroxybutyrate-co-(R)-3-hydroxyvalerate] (PHBV)  

 3) Poly [(R)-3-hydroxybutyrate-co-4-hydroxybutyrate] (P3HB4HB)  
 4) Poly [(R)-3-hydroxybutyrate-co-(R)-3-hydroxyhexanoate] (PHBHHx)  
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 โดยทัว่ไปกระบวนการผลิต PHA ในภาคอุตสาหกรรมประกอบด้วย หลายขั้นตอน เช่น 
ขั้นตอนการหมัก ขั้นตอนการแยกจุลชีพออกจากอาหารเล้ียงเช้ือ ขั้นตอนการท าให้เซลล์แห้ง 
ขั้นตอนการสกดั PHA ขั้นตอนการท า PHA ใหแ้หง้ และการผลิตเป็นบรรจุภณัฑ ์ดงัรูปที่ 2.14 
 

 

รูปที่ 2.14 กระบวนการผลิตและสกดั PHA โดยทัว่ไปในภาคอุตสาหกรรม (Chen, 2010) 
 

2.11  การน ามาใช้ประโยชน์ในเชิงพาณชิย์                                     
 เน่ืองจาก PHA เป็นกลุ่มพอลิเอสเทอร์จึงมีสมบติัทางกายภาพในวงกวา้ง ซ่ึงมีคุณสมบติั    
ที่ส าคัญคือ สามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพอย่างสมบูรณ์และมีคุณสมบติัคล้ายกับพลาสติก
สังเคราะห์ อีกทั้งสามารถสังเคราะห์ได้จากการน าเอาของเสียกลับมาใช้ใหม่ เช่น ของเสียจาก
การเกษตรหรือของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมต่างๆ (Braunegg et al., 1998) จึงสามารถน าไปใช้
ประโยชน์ไดห้ลากหลาย ซ่ึงการผลิต PHA ในเชิงพาณิชยผ์ูผ้ลิตตอ้งค  านึงถึงปัจจยัต่าง ๆ ดงัน้ี 
 1) แบคทีเรียที่น ามาเพาะเล้ียงตอ้งเป็นชนิดที่เพิ่มจ านวนเซลล์ไดอ้ย่างรวดเร็ว และตอ้ง
สะสม PHA ในสดัส่วนเม่ือเทียบกบัน ้ าหนกัแหง้ไดสู้งรวมทั้งผลิตไดภ้ายในระยะเวลาที่สั้น 
 2) สารอาหารที่ใช้ต้องน ามาพิจารณาร่วมกับการเลือกสายพันธุ์แบคทีเรีย เน่ืองจาก
สารอาหารเป็นค่าใชจ่้ายหลกัในกระบวนการผลิต PHA แบคทีเรียที่น ามาใชค้วรเป็นสายพนัธุ์ที่ให้
อตัราการผลิต PHA สูง เม่ือเทียบกบัปริมาณสารอาหารที่ให ้
 โดย PHA นั้นถูกน ามาใช้ในทางการแพทยเ์น่ืองจากมีคุณสมบติัทางชีวภาพที่โดดเด่น      
คือ สามารถเข้ากันได้ดีกับระบบชีวภาพ (Biocompatible) เน่ืองจากมีองค์ประกอบคล้ายกับ          
ผนังเซลล์ของส่ิงมีชีวิตและความสามารถถูกดูดซึม (Bioresorbable) ในกระบวนการชีวภาพ 



34 

(Biological system) ในร่างกาย และยงัสามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพ จึงมีศักยภาพในการ
น าไปใชเ้ป็นวสัดุปลูกถ่ายที่มีสมบติัการเขา้กนัไดก้บัส่ิงมีชีวิตโดยไม่ก่อให้เกิดกลไกการต่อตา้น 
ระหว่างวสัดุปลูกถ่ายและเซลล์เน้ือเยือ่ของส่ิงมีชีวิต ซ่ึงถือเป็นคุณสมบติัเด่นของ PHA ที่น าไปสู่
การประดิษฐว์สัดุทางการแพทย ์นอกจากน้ี PHA ยงัถูกน าไปประยกุตใ์ชใ้นดา้นต่าง ๆ ดงัน้ี 
 1) การเกษตร โดยน ามาใชเ้ป็นวสัดุห่อหุม้และปลดปล่อยปุ๋ ย ยาก าจดัวชัพชื ตามระยะเวลา       
ที่ก  าหนด (Brandl et al., 1990) 
 2) บรรจุภณัฑท์างอุตสาหกรรม สามารถน ามาผลิตเป็นบรรจุภณัฑท์ี่ใชแ้ลว้ทิ้ง เช่น ฟิล์ม
ห่อหุม้วสัดุ กระเป๋าและถุงบรรจุภณัฑ ์(Brandl et al., 1990)  
 3) ดา้นอิเล็กทรอนิกส์และการส่ือสาร ถูกน ามาประดิษฐ์เป็นช้ินส่วนประกอบในโทรศพัท ์
เคล่ือนที่ ช้ินส่วนประกอบในคอมพวิเตอร์  
 4) อุตสาหกรรมส่ิงทอ น ามาผลิตเสน้ใยและแผน่ผา้ชนิด Non-woven เช่น ผา้ออ้มส าเร็จรูป 
ผลิตภณัฑอ์นามยั หรือน าไปผ่านกระบวนการผลิตเป็นไฟเบอร์ในอุตสาหกรรมส่ิงทอเช่นเดียวกบั
ไนลอน (Chen, 2009) 
 5) อุตสาหกรรมเคมี ถูกน ามาใช้เป็นสารตั้ งต้นในการผลิตสารเคมีพิเศษ (Special 
chemicals) เ ช่น  Solvent และ  Coalescing solvent, Polyurethane intermediate และ  Dispersant 
precursor (Chen and Wu, 2005)  
 6) อุตสาหกรรมยา เฉพาะ PHB ที่มีโครงสร้างเป็น R-configuration มีคุณสมบัติรักษา              
โรคอลัไซเมอร์และโรคพากินสนั (Alzheimer’ s และ Parkinson’ s disease) (Kashiwaya, Takeshima, 
Mori, Nakashima, Clarke, and Veech, 2000) โรคขอ้กระดูกอกัเสบ 
 7) ใชใ้นการแยกโปรตีนให้บริสุทธ์ิ (Protein purification) โดยให้แกรนูลของ PHA จบักบั 
Phasin protein (PHA granule dinding protein phasin : PhaP) ท าให ้Recombinant proteins บริสุทธ์ิ 
 (Wang, Wu, Chen, Zhang, and Chen, 2008) 
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ตารางที ่2.4 บริษทัที่ท  าการผลิต PHA ในเชิงอุตสาหกรรม (Chen, 2010) 

บริษัทผู้ผลิต ชนิดของ 
PHA 

ขนาดการผลิต 
(ตัน/ปี) 

ระยะเวลา การน าไป ใช้งาน 

Biomers, 
Germany  

PHB ไม่ระบ ุ 1990 ถึงปัจจุบนั 
บรรจุภณัฑ ์และ 
ระบบน าส่งยา 

BASF, Germany  
PHB, PHBV 

การผลิตระดบั 
Pilot scale 

1980-2005 
ส่วนผสมใน 
ผลิตภณัฑ ์

Metabolix, USA  PHA ไม่ระบ ุ 1980 ถึงปัจจุบนั บรรจุภณัฑ ์
ADM, USA 
(with Metabolix)  

PHA 50,000 2005 ถึงปัจจุบนั วตัถุดิบ 

P&G, USA  
PHA 

การผลิตตาม 
สญัญา (Contract 
Manufacturing) 

1980-2005 บรรจุภณัฑ ์

Meredian, USA  PHA 10,000 2007 ถึงปัจจุบนั วตัถุดิบ 
Kaneka, Japan 
(with P&G)  

PHA ไม่ระบ ุ 1990 ถึงปัจจุบนั บรรจุภณัฑ ์

Biocycles, Brazil  PHB 100 1990 ถึงปัจจุบนั วตัถุดิบ 
Bio-On, Italy  PHA 10,000 2008 ถึงปัจจุบนั วตัถุดิบ 
Zhejiang Tian 
An, China  

PHBV 2,000 1990 ถึงปัจจุบนั วตัถุดิบ 

Shantou Lianyi 
Biotech, China  

PHA 
การผลิตระดบั 

Pilot scale 
1990-2005 

บรรจุภณัฑ ์และ 
ทางการแพทย ์

 
2.12  ปัจจยัทีม่ผีลต่อการผลติ PHA ของจุลนิทรีย์  
 การผลิตพอลิเมอร์โดยใชก้ระบวนการทางชีวภาพนั้นตอ้งมีการค านึงถึงปัจจยัต่าง ๆ ที่จะ
ส่งผลต่อชนิดและคุณสมบติัของพอลิเมอร์ที่ผลิตได ้โดยมีปัจจยัส าคญัดงัน้ี 
 2.12.1 สายพันธ์ุของจุลินทรีย์ 
                        สายพนัธุ์ของจุลินทรียมี์ผลต่อชนิดหรือกลุ่มของพอลิเมอร์ที่ตอ้งการผลิต เม่ือใช้
แหล่งคาร์บอนชนิดเดียวกนัแต่ใชจุ้ลินทรียต่์างสายพนัธุ์ในการผลิต พบว่า ส่งผลท าให้พอลิเมอร์ที่
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ผลิตไดแ้ตกต่างกนัออกไปดว้ย กล่าวคือ จุลินทรียบ์างสายพนัธุ์อาจผลิตพอลิเมอร์ในรูปของโฮโม
พอลิเมอร์ในขณะเดียวกันจุลินทรียอี์กชนิดอาจผลิตพอลิเมอร์ที่เป็นโคพอลิเมอร์ เช่น เม่ือใช้       
ฟรุกโตส เป็นแหล่งคาร์บอนให้แก่ Alcaligenes eutrophus R3 พบว่า มีการผลิตพอลิเมอร์ในรูป     
โคพอลิเมอร์ของ P(3HB-co-3HV) แต่เม่ือมีการใชแ้หล่งคาร์บอนเดิมให้แก่ Alcaligenes eutrophus 
ATCC17697 พบว่า มีการผลิตพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตซ่ึงเป็นโฮโมพอลิเมอร์ (Anderson and 
Wynn, 1995) แมว้า่ PHA จะสามารถผลิตไดจ้ากจุลินทรียห์ลายชนิด แต่พบวา่จุลินทรียแ์ต่ละชนิดมี
ความสามารถในการผลิตพอลิเมอร์ในปริมาณและองคป์ระกอบที่แตกต่างกนั และในปัจจุบนัไดมี้
การน าเอาเทคโนโลยทีางพนัธุวิศวกรรมมาใช้เพื่อพฒันาศกัยภาพในการผลิตพอลิเมอร์ โดยการ 
Over expression ของยีน pha ชนิดต่างๆ เช่น recombinant E.coli จากการตัดต่อยีน phaC ของ 
Pseudomonas sp. ที่เก่ียวขอ้งกบัการผลิต mcl-PHA synthase เพื่อเกิดการสังเคราะห์ PHA สายโซ่
กลาง เป็นตน้ (Suriyamongkol et al., 2007) นอกจากน้ียงัมีงานวิจยัที่ใช้กลุ่มจุลินทรียจ์ากระบบ
บ าบดัน ้ าเสียในการผลิต PHA (Dionisi et al., 2005; Kasemsap and Wantawin, 2007) โดยพบวา่ การ
สะสม PHA ของจุลินทรียม์กัเกิดในกระบวนการแอนแอโรบิก-แอโรบิก เป็นตน้ 

 2.12.2 แหล่งคาร์บอน 

                        ในธรรมชาติมีจุลินทรียห์ลายชนิดที่สามารถสังเคราะห์  PHA ได้โดยใช้แหล่ง
คาร์บอนแตกต่างกนั โดยที่แหล่งคาร์บอนที่ส าคญัที่แบคทีเรียน ามาใชส้ังเคราะห์ PHA มีหลายชนิด 
ไดแ้ก่ กลูโคส ฟรุกโตส กรดซิตริก อะซิเตท โพรพิโนเอต บิวทิเรต แลคเตท เป็นตน้ นอกจากน้ียงั
สามารถใชน้ ้ าเสียเป็นวตัถุดิบได ้และแหล่งคาร์บอนแต่ละชนิดที่ใชมี้ผลต่อองคป์ระกอบของพอลิ
เมอร์ที่ได ้ดงันั้น ในการผลิตจึงตอ้งศึกษาถึงชนิดและความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสม 
จากงานวิจยัของ Lemos และคณะ (2006) ศึกษาการสังเคราะห์ PHA จากกลุ่มจุลินทรียผ์สมจาก
ระบบตะกอนเร่งแบบ SBR ในอาหารสงัเคราะห์เปรียบเทียบระหวา่ง การเติมอะซิเตทและโพรพิโอ
เนตในอาหารสังเคราะห์ พบว่า กลุ่มจุลินทรียท์ี่มีการเล้ียงโดยการเติมอะซิเตทเป็นแหล่งคาร์บอน 
จะผลิตโฮโมพอลิเมอร์ชนิด HB ส่วนกลุ่มจุลินทรียท์ี่เล้ียงโดยเติมโพรพิโอเนตจะผลิตโคพอลิเม
อร์ชนิด HB และ HV เม่ือเติมแหล่งคาร์บอนอะซิเตทร่วมกบัโพรพิโอเนตจะได้โคพอลิเมอร์ คือ 
HB, HV และ HM (Hydroxyl-methylvalerate) แต่ผลผลิตและอัตราการผลิตพอลิเมอร์จากการใช้  
อะซิเตทเป็นสารอาหารจะสูงกวา่การใชโ้พรพิโอเนต ทั้งน้ีเน่ืองจากอะซิเตทประกอบดว้ยคาร์บอน
สายสั้นกว่าท าให้ง่ายต่อการน าไปใชโ้ดยจุลินทรีย ์จากงานวิจยัของ Wang และคณะ (2007) ศึกษา
องคป์ระกอบของพอลิเมอร์ของเช้ือผสมจากตะกอนเร่งที่เล้ียงในของเสียจากมอลท ์(Malt waste) 
และของเสียจากถัว่เหลือง (Soya waste) พบว่า องคป์ระกอบของพอลิเมอร์ที่ไดมี้สัดส่วน HB:HV 
เท่ากบั 90:10 และ 75:25 %โมล ตามล าดบั แต่เม่ือเล้ียงในอาหารสงัเคราะห์ที่มีกลูโคสและฟรุกโตส
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เป็นแหล่งคาร์บอน จะไดพ้อลิเมอร์ที่เป็นองคป์ระกอบของ HB:HV เท่ากบั 55:45 และ 20:80 %โมล 
ตามล าดบั 

 2.12.3 แหล่งไนโตรเจน 

                        ไนโตรเจนเป็นธาตุอาหารที่ส าคญัต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรียเ์ป็นอยา่งมาก 
จุลินทรียส์ามารถใชไ้นโตรเจนทั้งที่อยูใ่นรูปสารประกอบอินทรีย ์ เช่น กรดอะมิโน เคซีน เปบโตน 
และยีสต์สกัด รวมถึงสามารถใช้ในรูปของสารประกอบอนินทรีย์ไนโตรเจน ได้แก่ เกลือ
แอมโมเนียม (NH4

+) ต่าง ๆ โดยไนโตรเจนจะถูกน าไปใชใ้นการสงัเคราะห์องคป์ระกอบต่าง ๆ ของ
เซลล ์ซ่ึงจุลินทรียจ์ะสามารถผลิต PHA เม่ือจุลินทรียอ์ยูใ่นสภาวะที่มีแหล่งคาร์บอนมากเกินพอแต่
มีปริมาณไนโตรเจนค่อนขา้งจ ากดั กล่าวคือ อตัราส่วนระหวา่งแหล่งคาร์บอนกบัไนโตรเจนมีค่าสูง            
จากการศึกษาของ Grothe และคณะ (1999) ศึกษาเปรียบเทียบการใช้แหล่งไนโตรเจนของ 
Alcaligenes latus ATCC 29714 โดยใชซู้โครสเป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนที่ใช ้ไดแ้ก่ 
แอมโมเนียมซัลเฟต แอมโมเนียมคลอไรด์ แอมโมเนียมไนเตรต และยูเรีย พบว่า การเติม
แอมโมเนียมซัลเฟต 1.4 กรัมต่อลิตร (โมลคาร์บอนต่อโมลไนโตรเจน เท่ากบั 28.3) ส่งผลให้มีการ
ผลให้มีการผลิต PHB ไดม้ากถึง 4.6 กรัมต่อลิตร และจากการศึกษาของ Kumar และคณะ (2004) 
ศึกษาการผลิต PHB จากกลุ่มจุลินทรียร์ะบบตะกอนเร่งโรงงานผลิตอาหาร ที่ความเขม้ขน้ตะกอน
เร่ิมตน้เท่ากบั 3.15 กรัมต่อลิตร โดยใชอ้าหารสงัเคราะห์ที่มีกรดอะซิตริกเป็นแหล่งคาร์บอนที่ความ
เขม้ขน้ 500-3000 มิลลิกรัมต่อลิตร ศึกษาอตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่ 24 96 120 144 และ 
168 โมลต่อโมล ตามล าดับ ผลการทดลองพบว่า เม่ืออัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเพิ่มขึ้ น
ปริมาณการสะสม PHB ต่อปริมาณเซลล์จะเพิ่มสูงขึ้น โดยชุดที่มีอัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจนเท่ากับ 144 มีการสะสม PHB สูงสุดเท่ากับ ร้อยละ 33 เช่นเดียวกับการศึกษาผลของ
อตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่ 20 40 60 80 100 120 และ 140 โมลต่อโมล ของ Wang และคณะ 
(2007) พบวา่ ที่อตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 100 สามารถผลิต PHB ไดสู้งสุด 30.3 กรัม
ต่อกรัมเซลล์ เม่ือใช้ตะกอนสลดัจ์ในระบบ SBR และใช้บิทิริกและวาเรอลิกเป็นแหล่งคาร์บอน       
ที่ความเขม้ขน้ 1 กรัมต่อลิตร   

 2.12.4 แหล่งฟอสฟอรัสและอาหารเสริมเกลือแร่ 

                        จุลินทรียจ์ะสามารถผลิต PHA เม่ือจุลินทรียอ์ยูใ่นสภาวะที่มีแหล่งคาร์บอนมากเกิน
พอ แต่มีปริมาณฟอสฟอรัสและธาตุอาหารรองค่อนขา้งจ ากดั Ryu และคณะ (1997) ท าการศึกษา
การผลิต PHB โดยเล้ียง Alcaligenes eutrophus ในสภาวะก่ึงกะที่มีปริมาณฟอสเฟตจ ากัด มีการ
ควบคุมพีเอชเท่ากบั 6.8 โดยใชแ้อมโมเนียมไฮดรอกไซด์และกรดไฮโดรคลอริก อุณหภูมิในการ
หมกั 34 องศาเซลเซียส มีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน ท าการศึกษาที่ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ KH2PO4 
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เท่ากับ 2.2 3.1 4.3 และ 5.5 กรัมต่อลิตร พบว่าที่ความเขม้ขน้ฟอสเฟตเร่ิมตน้สูงขึ้นสามารถผลิต
เซลลแ์ละ PHB ไดสู้งขึ้น โดยที่ความเขม้ขน้ฟอสเฟตเร่ิมตน้ 5.5 กรัมต่อลิตร จะใหค้วามเขม้ขน้ของ
เซลล์และ PHB สูงที่สุดภายใน 72 ชั่วโมง เท่ากับ 281 และ 232 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ ขณะที่ 
Grothe และคณะ (1999) ท าการศึกษาเปรียบเทียบผลของการเติมและไม่มีการเติมธาตุอาหารรอง 
ต่อการเจริญและการผลิต PHB ของ Alcaligenes latus เม่ือใช้ซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่า     
การเติมธาตุอาหารรอง ไดแ้ก่ ZnSO4, CuSO4, NiSO4, CaCl2, H3BO3, Na2MoO4, CoCl2, MnCl2 และ
Ammonium ferrous citrate มีผลท าให้ความเข้มข้นของเซลล์และ PHB สูงขึ้ นเป็น 6.8 และ 3.2     
กรัมต่อลิตร ตามล าดบั 

 2.12.5 ออกซิเจน 

                        ปริมาณออกซิเจนมีผลต่อปริมาณการผลิต PHA เน่ืองจากสภาวะที่มีออกซิเจนจ ากดั 
เอนไซม์ซิเตรทซินเทสและไอโอซิเตรทดีไฮโดรจิเนสจะถูกยบัย ั้งการท างานโดย NADH ท าให้ 
Acetyl CoA ไม่เขา้สู่ TCA cycle แต่จะเปล่ียนไปเป็น Acetyl CoA เพือ่เขา้สู่กระบวนการสงัเคราะห์
PHA โดยเอนไซม์เบตา้คีโตไธโอเลส (Luengo et al., 2003) จากการศึกษาของ ธงชยั วงศสุ์วรรณ 
(2550) ไดศึ้กษาการใชอ้าหารเล้ียงเช้ือที่ไดจ้ากการหมกัเส้นใยปาล์มส าหรับการผลิต PHA โดยใช้ 
Ralstonia eutropha TISTR 1095 พบวา่การใหอ้ากาศที่ 2 ปริมาตรต่อปริมาตรต่อนาที (v/v/m) ท าให้
เกิดการเจริญของจุลินทรียสู์งกว่า แต่มีการสะสมของ PHA ได้น้อยกว่าที่อัตราการให้อากาศ             
1 ปริมาตรต่อปริมาตรต่อนาที (v/v/m) 

 2.12.6 พีเอช 

                        พีเอชเร่ิมต้นมีผลต่อการเจริญของจุลินทรียแ์ละการผลิตพอลิเมอร์ โดยพบว่า        
หากตอ้งการผลิต PHA ควรท าการควบคุมพีเอชไม่ให้ต  ่ากว่า 7 เพื่อป้องกนัไม่ให้ค่าพีเอชลดลงอยู่
ในสภาวะที่ เป็นกรดมากเกินไป (Kinoshita, Kulprecha, and Chao, 1991) ในสภาวะที่พีเอชต ่า         
จะขาดความสมดุลระหว่างปริมาณไอออนของไฮโดรเจนและไฮดรอกไซด์ ส่งผลต่อการผ่าน       
เขา้ออกของสารอาหารและเซลลจ์ะไม่สามารถน าสารอาหารเขา้สู่เซลลไ์ด ้นอกจากน้ียงัท าให้เกิด
ความเป็นพษิเน่ืองจากมีปริมาณกรดในระบบมากเกินไป (Luli and Strohl, 1990) การปรับพเีอชเป็น 
7 เป็นการปรับปริมาณไฮโดรเจนอิสระที่แสดงประจุเป็นบวกให้ลดลงดว้ยไฮดรอกไซดซ่ึ์งมีประจุ
เป็นลบ ท าใหไ้ฮโดรเจนไอออนไม่สามารถส่งผลกระทบโดยตรงต่อเซลล ์(Du, Chen, Yu, and Lun, 
2001) จากรายงานของ Kasemsap and Wantawin (2007) ไดศึ้กษาผลของพีเอชต่อศกัยภาพในการ
สังเคราะห์ PHA โดยใช้ชุดทดลองในสภาวะไร้อากาศและใช้กรดอะซิติกเป็นสารอาหาร 
เปรียบเทียบการสะสม PHA จากสลดัจส่์วนเกิน 2 กลุ่ม คือ RP5 และ RP15 ที่มีปริมาณพอลิฟอสเฟต
ในเซลล์เท่ากบัร้อยละ 2 และร้อยละ 6 ตามล าดบั ปริมาณไกลโคเจนภายในเซลลเ์ท่ากบัร้อยละ 12 
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และร้อยละ 15 ตามล าดับ และพบว่า การสลายสารที่เป็นแหล่งพลังงาน ได้แก่ ไกลโคเจนและ      
พอลิฟอสเฟตที่ค่าพีเอชเท่ากบั 6 จะน้อยที่สุด และมากขึ้นตามล าดบัเม่ือค่าพีเอชสูงขึ้น มีผลท าให้
การสะสม PHA ที่พีเอช 6 มากที่สุดคือร้อยละ 16 และร้อยละ 25 ในรูปคาร์บอนส าหรับ RP5 และ 
RP15 ตามล าดับ แต่การใช้พลังงานมากขึ้น และเป็นพลงังานจากการสลายไกลโคเจนในการดึง
สารอาหารเขา้สู่เซลลท์ี่พเีอชสูงขึ้นมีผลใหส้ดัส่วน HV ซ่ึงเป็นคุณสมบติัที่ดีของพลาสติกประเภทน้ี
มีค่าสูงขึ้น ดังนั้น สลัดจ์ RP5 จะมีสัดส่วน HV/PHA ที่พีเอช 8 สูงกว่าที่สะสมที่พีเอช 6 ขณะที่
สดัส่วนดงักล่าวค่อนขา้งคงที่ส าหรับ RP15 และจากการศึกษาของ ศิริวรรณ  ระเด่นอาหมดั (2551) 
ศึกษาการผลิต PHA จากจุลินทรียผ์สมของ Achmobacter xylosoxidan PSU-I และ Achmobacter 
spp. PSU-M และงานวิจัยของ เขมรัฐ  เขมวงศ์ (2550) ศึกษาการผลิตPHA จาก Rhodobacter 
sphaeroides U7 พบว่า การปรับพีเอชเร่ิมตน้เท่ากบั 5 และ 6 จะท าให้มีการผลิต PHA ไดน้้อยมาก 
ขณะที่การปรับพเีอชเร่ิมตน้เท่ากบั 7 และ 8 จะท าใหมี้การผลิต PHA ที่ใกลเ้คียงกนั 

 2.12.7 อุณหภูมิ 

                        Aslim และคณะ (1998) ศึกษาการผลิต PHA ดว้ยจุลินทรียก์ลุ่ม Lactic acid bacteria 
พบวา่อุณหภูมิที่จีนสั Lactobacillus สามารถเจริญไดอ้ยูใ่นช่วง 30-40 องศาเซลเซียส ในขณะที่จีนสั 
Pediococcus เจริญไดดี้ที่ 37 องศาเซลเซียส แต่ Streptococcus เจริญไดดี้ที่ 40 องศาเซลเซียส ขณะที่ 
โสภา  ชินเวชกิจวานิชย ์(2547) ไดศึ้กษาอิทธิพลของอุณหภูมิต่อการผลิต PHA ดว้ยกลุ่มจุลินทรีย์
จากระบบบ าบดัน ้ าเสียโดยอุณหภูมิที่ใชศึ้กษาไดแ้ก่ 10 20 และ 30 องศาเซลเซียส พบว่า อุณหภูมิ
ส่งผลต่ออัตราการผลิต PHA อย่างเห็นได้ชัด คือ อัตราการผลิตและผลผลิต PHA จะเพิ่มสูงขึ้น        
ที่อุณหภูมิต  ่า โดยชุดการทดลองที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส กับการจ ากัดธาตุอาหารเฉพาะ
ไนโตรเจน มีค่าสัดส่วน PHA ต่อน ้ าหนักเซลลแ์ห้งเท่ากบัร้อยละ 40 โดยค่าความเขม้ขน้ของ PHA 
ในระบบคือ 2.83 กรัมต่อลิตร ในการทดลองที่จ  ากัดธาตุอาหารเฉพาะฟอสฟอรัสที่อุณหภูมิ 10 
องศาเซลเซียส มีค่าสัดส่วนPHA ต่อน ้ าหนักเซลล์แห้งสูงสุดเท่ากบัร้อยละ 52 ค่าความเขม้ขน้ของ
ระบบคือ 1.491 กรัมต่อลิตร ส าหรับการทดลองจ ากัดธาตุอาหารทั้งไนโตรเจนและฟอสฟอรัส 
ผลผลิต PHA ในการทดลองที่ 10 และ 20 องศาเซลเซียสไม่แตกต่างกัน โดยค่าสัดส่วน PHA         
ต่อน ้ าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดเท่ากบัร้อยละ 45 และความเขม้ขน้ของ PHA เท่ากบั 2.133 กรัมต่อลิตร 

 

2.13 การสกดัแยก PHA และท าให้บริสุทธ์ิ 
 PHA จะสะสมอยูใ่นเซลลจุ์ลินทรีย ์การแยกพอลิเมอร์ออกมาท าไดโ้ดยการท าให้เซลล์แตก
ด้วยการท าลายผนังเซลล์ ซ่ึงในกระบวนการสกัดต้องระมัดระวงัไม่ให้เกิดการเปล่ียนแปลง
คุณสมบตัิของพอลิเมอร์ จากการตรวจสอบคุณสมบตัิทางฟิสิกส์ของ PHA ที่แยกไดจ้ากจุลินทรีย์
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หลายสายพนัธุ์ พบว่ามีค่าของมวลโมเลกุลแปรปรวนแตกต่างกันไป ซ่ึงอิทธิพลที่มีผลต่อมวล
โมเลกุล คือ วธีิการที่ใชใ้นการสกดั PHA ออกจากเซลลข์องจุลินทรีย ์ซ่ึงวธีิการสกดัแยก PHA แบ่ง
ได ้3 วธีิ ดงัน้ี 

 2.13.1 การสกัดด้วยตัวท าละลาย 

                        การสกัดแยกด้วยตวัท าละลายเป็นวิธีที่ท  าให้ผลผลิตของพอลิเมอร์ที่สกัดออกมา      
มีมวลโมเลกุลสูง การสกัดโดยใช้ตัวท าละลายอินทรีย ์ เช่น คลอโรฟอร์ม เมทธิลีนคลอไรด์              
1-2 ไดคลอโรอีเทน 1,1-2 ไตรคลอโรอีเทน หรือ โพรพิลีนคาร์บอเนต เป็นตน้ PHA ที่สกดัไดจ้าก
วิธีน้ีมีสีขาว สามารถท าเป็นผลึกได้และมีมวลโมเลกุลสูง วิธีน้ีจะใช้เม่ือตอ้งการความบริสุทธ์ิ     
ของพอลิเมอร์สูง แต่ไม่เหมาะสมที่จะใช้ปฏิบติัในระดับอุตสาหกรรม เพราะตอ้งใช้สารสกัด         
ในปริมาณมาก แต่มีขอ้ดีคือ สามารถสกดัไดง่้าย (Lee, 1996) 

 2.13.2 การสกัดด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรด์ 

                        การสกดัดว้ยวธีิน้ีเป็นวธีิการสกดัที่ Williamson และ Wikinson (1958) ใชใ้นการแยก       
พอลิเมอร์ ชนิด PHB จากเช้ือ Bacillus cereus โดยยอ่ยสลายผนงัเซลลน์าน 30-60 นาที ดว้ยโซเดียม 
ไฮโปคลอไรด์ พอลิเมอร์ที่ไดท้  าให้บริสุทธ์ิยิง่ขึ้นโดยการลา้งดว้ยไดเอทธิลอีเธอร์ หรือเมธานอล
เพือ่แยกไขมนัออก การใชส้ภาวะในการสกดัที่มีความเป็นด่างสูงมีผลท าใหส้ายพอลิเมอร์ถูกท าลาย 
มีคุณสมบติัต่อพื้นผวิและโมเลกุลของสายพอลิเมอร์ ระยะเวลาการสกดัดว้ยโซเดียมไฮโปคลอไรด์
ที่เหมาะสมอยูร่ะหว่าง 30-60 นาที การใชเ้วลาเกินกว่า 60 นาที อาจมีผลท าให้พอลิเมอร์ถูกท าลาย
ได ้ส าหรับการแยก PHB ใหไ้ดค้วามบริสุทธ์ิถึงร้อยละ 95 พบวา่การใชส้ารลดแรงตึงผวิก่อนท าการ
สกดัจะช่วยเพิ่มความบริสุทธ์ิและมวลโมเลกุลของสารที่แยกได้สูงขึ้น ถึงแมว้่าวิธีน้ีจะไดรั้บการ
พฒันาแลว้ แต่ปัญหาที่เกิดจากวธีิน้ี คือ การก าจดัโซเดียมไฮโปคลอไรด์ที่เหลือติดอยูก่บัพอลิเมอร์ 
ที่สกดัไดท้  าไดย้าก และโซเดียมไฮโปคลอไรดเ์ป็นสารที่มีความเป็นพษิต่อส่ิงแวดลอ้ม (Doi, 1990) 
 2.13.3 การสกัดด้วยเอนไซม์ 

                        การพฒันากระบวนการยอ่ยดว้ยเอนไซมท์  าการศึกษาโดย Holmes และคณะ (1988) 
ซ่ึงเป็นกระบวนการที่นิยมใชก้นัในอุตสาหกรรม เป้าหมายของกระบวนการผลิตเพื่อให้ไดผ้ลผลิต 
PHA ในปริมาณสูง โดยดูจากค่าร้อยละของน ้ าหนกั PHA ต่อน ้ าหนกัแหง้ของมวลชีวภาพ การสกดั
แยกดว้ยเอนไซม์มกัใชเ้อนไซมห์ลายชนิดรวมกนั โดยเอนไซมท์ี่ใชต้อ้งไม่รบกวนการท าปฏิกิริยา
ระหว่างกนัของเอนไซม์อีกชนิดเม่ือน ามาใชง้านร่วมกนั เช่น อลัคาเลส (Alcalase) ฟอสฟอไลเปส 
(Phospholipase) แลค ซิ เตด  (Lacitase) และไลโซไซม์  (Lysozyme) เ ป็นต้น  (Hocking and 
Merchessault, 1994) 
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2.14 เคร่ืองมือวเิคราะห์  
 2.14.1 เคร่ืองมือวิเคราะห์ทางสัณฐานวิทยาของจุลินทรีย์ 
  2.14.1.1 กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนซ์ (Fluorescence microscope) 
                                         กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนซ์ (Fluorescence microscope) เป็นกล้อง
จุลทรรศน์ที่อาศยัแสงอลัตราไวโอเลต (Ultra violet light) ส่องผา่นไปยงัตวัอยา่งที่สามารถเรืองแสง
ได้ ตวัอย่างจะดูดกลืนแสงและจะปลดปล่อยพลังงานออกมาเป็นแสงที่ตามองเห็นได้ โดยใช้
หลักการของ Photoluminescence ซ่ึงเป็นปรากฎการณ์ที่อะตอมส่งพลงังานแสงออกมา หลังจาก
ได้รับพลังงานเขา้ไปจนอยู่ในสภาวะ Excited state พลังงานที่ได้รับเขา้ไป อาจเป็นพลงังานแสง 
พลงังานกล เช่น การเสียดสีหรือพลงังานจากปฏิกิริยาเคมี เป็นตน้ ปรากฏการณ์น้ีแบ่งออกเป็นสอง
ประเภท คือ Fluorescence และ Phosphorescence โดยปรากฏการณ์ Fluorescence เกิดจากการที่
อะตอม ดูดกลืนพลงังานแสงที่ความยาวคล่ืนหน่ึง และส่งพลงังานแสงที่มีความยาวคล่ืนยาวกว่า
ออกมาหลงัจากช่วงเวลาสั้น ๆ ส่วน Phosphorescence จะเกิดคลา้ย ๆ กนั แต่มีช่วงที่อะตอมอยูใ่น 
Excited state นานกว่า หลักการท างานของกล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนซ์ ท  างานโดยให้แสง
กระตุน้ (Excitation light) ซ่ึงปกติเป็นแสง UV ส่องไปที่ตวัอย่าง และจากนั้นแยกแสงที่ตวัอยา่ง
ปล่อยออกมา (Emission light) ไปสู่ตาผูส้ังเกต โดยแสงจากแหล่งก าเนิดแสง (Mercury Lamp) จะ
ผ่านเลนส์รวบรวมแสงและ Aperture diaphragm และ Field diaphragm และผ่าน Excitation filter 
ซ่ึงสามารถเลือกไดว้า่จะยอมใหแ้สงความยาวคล่ืนเท่าใดผา่น จากรูปที่ 2.15 หลงัผา่นฟิลเตอร์ แสง
สีม่วงจะถูกกรองและใหสี้เขียวเท่านั้นผา่น คล่ืนแสงที่ผา่นจะผา่นกระจกพเิศษ เรียกวา่ Dichromatic 
beamsplitting mirror วางท ามุม 45 องศา ซ่ึงมีคุณสมบติัพเิศษที่จะสะทอ้นคล่ืนที่มีความยาวคล่ืนสั้น 
แต่ยอมให้แสงที่มีความยาวคล่ืนยาวผ่าน ดังนั้นแสง UV จะถูกสะทอ้นไปที่วตัถุท ามุม 90 องศา 
ส่วนแสงที่ตวัอยา่งปล่อยออกมาจะกระจายไปทุกทิศทาง โดยแสงที่เกิดขึ้นจะสะทอ้นขึ้นดา้นบนจะ
ผ่านกระจก Dichromatic beamsplitting mirror เขา้สู่กล้องและตาผูส้ังเกต หรือถูกบนัทึกไวด้้วย
กลอ้งถ่ายภาพ CCD โดยภาพที่ไดจ้ะเป็นสีต่างๆ ตามสียอ้ม และมีพื้นหลงัสีด า แต่แสง UV บางส่วน
ที่สะทอ้นกลบัมาในทิศทางพุ่งขึ้นจะถูกกระจกสะทอ้นกลบัไปในทิศทางเดิม (ไปสู่แหล่งก าเนิด
แสง)  
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รูปที่ 2.15 แสดงแผนผงัการท างานของกลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนซ์และการเดินทางของแสง 
จากแหล่งก าเนิด (Olympus America, 2018) 

 

                                        กลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนซ์จึงถูกน าไปใชเ้พื่อศึกษาส่ิงมีชีวิตขนาด
เล็ก ที่มีคุณสมบติัสามารถเรืองแสงหรือเปล่งแสงเองได ้หรือตวัอยา่งที่ตอ้งยอ้มด้วยสีฟลูออเรส
เซนซก่์อนน ามาดูกลอ้งจุลทรรศน์ เม่ือไดรั้บพลงังานแสงจากแหล่งก าเนิดที่มีพลงังานสูง เช่น แสง 
UV ซ่ึงเป็นแสงที่มีความยาวคล่ืนต ่าท  าใหเ้ป็นแสงที่มีพลงังานสูง เม่ือถูกยงิไปยงักระทบกบัวตัถุที่มี
ความสามารถดูดกลืนแสง วตัถุนั้นก็จะปลดปล่อยพลงังานออกมาเป็นแสงที่ตาเราสามารถมองเห็น
ได้ (Visible light) โดยภาพที่เห็นเป็นผลมาจากล าแสงธรรมดากระตุน้ช้ินตวัอย่างที่เรืองแสงให้
ปล่อย Ultraviolet light ออกมา ส่ิงที่เรืองแสงซ่ึงสามารถบ่งช้ีไดด้ว้ยกลอ้งชนิดน้ีมี 2 ชนิด  
                                        1) Natural fluorescence (Auto-fluorescence) เป็นสารที่ เรืองแสงเองได้ 
เ ช่น  Vitamin A, Thiamine, Riboflavin, some neurotransmitters และ ส่วนประกอบของเซลล์           
บางชนิด เช่น Mitochondria และ Lipofuscin  
                                        2) Secondary fluorescence เป็นสารที่เรืองแสงเองไม่ได ้แต่ถูกเคลือบหรือ
ยอ้มด้วยสีเรืองแสงเรียกว่า Fluorochromes เช่นการศึกษา Antigens หรือ Antibodies ในงาน 
Immunology 
                                        Fluorochromes คือ สียอ้มที่มีคุณสมบติัเปล่งแสงได ้ สียอ้มน้ีมีคุณสมบติัที่
จะเขา้ท าปฏิกิริยากบัเซลล์หรือองคป์ระกอบยอ่ยของเซลลอ์ยา่งจ าเพาะ เช่น การใชสี้ Nile red หรือ 
Nile blue A ยอ้มเซลลข์องจุลินทรีย ์เพือ่ตรวจวดัการสะสม PHA ภายในเซลล ์ซ่ึงเป็นสียอ้มที่ละลาย
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ได้ดีในไขมัน โดยท าปฏิกิริยากับไขมัน ไตรกลีเซอไรด์และไลโพโปรตีนบางชนิด เม่ือให้แสง
กระตุน้ (Excitation light) ที่ความยาวคล่ืน 549 นาโนเมตร จากแหล่งก าเนิดแสงผ่าน Exciter filter 
Cy3 ซ่ึงเป็น Exciter filter มีความยาวคล่ืนแสงกระตุน้จ าเพาะกบัช่วงกระตุน้ของสี Nile blue A ส่อง
ไปที่ตวัอยา่ง และจากนั้นแยกแสงที่ตวัอยา่งปล่อยออกมา (Emission light) เป็นแสงสีแดงที่ความ
ยาวคล่ืน 562 นาโนเมตร ออกจากแสงกระตุน้ซ่ึงมีความเขม้มากกว่า (รูปที่ 2.16) และให้แสงที่
ตวัอยา่งปล่อยออกมาไปสู่ตาผูส้ังเกต ซ่ึงจะตอ้งมีการกรอง UV ออกไปโดย Barrier filter และให้
เฉพาะแสงสีแดงที่อ่อนกว่ามากผ่านออกไปเท่านั้น ดังนั้นสียอ้มนับว่ามีส่วนส าคญัในการท าให้
มองเห็นวตัถุเป็นสีต่าง ๆ เช่น สีเหลือง สีแดง สีน ้ าเงิน สีเขียว แต่สีที่นิยมใช้มากที่สุด ได้แก่ 
Fluorescin isothiocyanate (FITC) ซ่ึงเปล่งแสงสีเขียว และ 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) 
จะท าปฏิกิริยากบักรดนิวคลีอิค Nucleic acids โดยจบักบับริเวณ A-T base pair ของ DNA จึงเป็นที่
นิยมใชใ้นการบ่งบอกต าแหน่งของนิวเคลียสโดยมีความไวและความแม่นย  าสูง และใชก้นัอย่าง
แพร่หลายในการศึกษาชีววทิยาของเซลล ์
 

 
รูปที่ 2.16 แถบสเปคตรัมของสียอ้ม Nile blue A เม่ือให้แสงกระตุน้ (Excitation light) จากแหล่ง 
ก าเนิดแสงผา่น Exciter filter Cy3 เพือ่ตรวจวดัการสะสม PHA ภายในเซลล ์(Carl Zeiss Microscopy, 
LLC, 2018) 
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  2.14.1.2 ก ล้อง จุลทรรศน์อิ เ ล็กตรอนแบบส่องกราด  ( Scanning Electron 
Microscope, SEM) 
                                         กล้อ ง จุลทรรศน์ อิ เล็ กตรอนแบบส่องกราด  ( Scanning Electron 
Microscope, SEM) เป็นกล้องจุลทรรศน์ที่ใช้ Electron เป็นแหล่งก าเนิดแสง เป็นเคร่ืองมือที่ใช้
ศึกษาลกัษณะสณัฐานของวสัดุในระดบัจุลภาค เน่ืองจากความสามารถในการแยกชดัและก าลงัขยาย
ของกลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สงธรรมดามีค่าต  ่า ซ่ึงไม่สามารถตรวจสอบรายละเอียดของวตัถุที่มี
ขนาดเล็กมาก ๆ  ได ้จึงมีความจ าเป็นอยา่งยิง่ที่จะตอ้งใชก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนที่มีก าลงัขยาย
สูงมีความสามารถในการแยกชดัเจน เน่ืองจากมีความยาวคล่ืนสั้น เพือ่ช่วยในการวิเคราะห์ลกัษณะ
สัณฐานของวสัดุ โดยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดมีก าลงัขยายมากกว่า 3000 เท่า 
จนถึงระดับมากกว่า 100,000 เท่า และสามารถแจกแจงรายละเอียดของภาพ ซ่ึงขึ้นกับลักษณะ
ตวัอย่างได้ตั้งแต่ 3-100 นาโนเมตร อีกทั้งยงัสามารถใช้งานร่วมกบัเทคนิคการวิเคราะห์อ่ืน เช่น 
Energy Dispersive Spectrometry (EDS) และ Wavelength Dispersive Spectrometry (WDS) ที่ เป็น
ขอ้มูลทางเคมีจึงท าให้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดเป็นที่นิยมใช้อย่างกวา้งขวาง      
ในปัจจุบนั 
                                         การใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดตรวจสอบพื้นผิวของ
ตวัอยา่ง โดยช้ินงานที่จะตรวจสอบควรยดึเขา้กบัตวัจบัช้ินงานอยา่งแน่นหนา เพื่อป้องกนัช้ินงาน
หลุดระหว่างการตรวจสอบในระบบสุญญากาศ และวสัดุที่จะตรวจสอบตอ้งมีสภาพการน าไฟฟ้า       
หากวสัดุที่น ามาตรวจสอบไม่สามารถน าไฟฟ้าได้จะต้องท าการเคลือบผิวด้วยวสัดุน าไฟฟ้า 
(Sputtering) โดยนิยมเคลือบผิวดว้ยทอง หลกัการตรวจสอบพื้นผิวและลกัษณะของจุลินทรีย์ด้วย
กลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด จะใชอิ้เล็กตรอนเป็นตวัที่ท  าให้เกิดการสร้างเป็นภาพ
ขึ้นมา โดยมี Electron gun ท าหน้าที่ผลิตล าอิเล็กตรอน (Electron beam) ออกมาและล าอิเล็กตรอน
จะเดินทางผา่น Electromagnetic field และ Electromagnetic lenses ซ่ึงท าหนา้ที่บีบใหล้ าอิเล็กตรอน
ถูกโฟกสัและตกกระทบบนผวิของช้ินงานทดสอบ หลงัจากนั้นจะเกิดการกระเจิงของล าอิเล็กตรอน 
ท า ให้ เ กิ ด  X-ray, Primary Backscattered Electron, Secondary Electron แ  ล  ะ  Auger Electron
ตามล าดับ ในระบบสุญญากาศจะมีอุปกรณ์จับสัญญาณต่าง ๆ เพื่อแปลงเป็นข้อมูลหรือภาพ         
เพือ่ประกอบการวเิคราะห์ลกัษณะสณัฐานวทิยาของวสัดุ ดงัแสดงในรูปที่ 2.17 
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รูปที่ 2.17 หลักการท างานของกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (กอบวุฒิ  รุจิจนากุล, 
2549) 
 
 2.14.2 เคร่ืองมือวิเคราะห์เพ่ือจ าแนกชนิดของ PHA 
  2.14.2.1 แก๊สโครมาโตกราฟี (Gas chromatography : GC) 
                                         เป็นเทคนิคส าหรับแยกสารตวัอย่างที่เป็นสารผสมโดยเปล่ียนสารผสม   
ให้เป็นไอ ที่อุณหภูมิหน่ึง แล้วให้ไอของสารเหล่านั้นผ่านเขา้ไปยงัคอลมัน์ที่บรรจุดว้ยเฟสคงที่ 
(Stationary phase) โดยอาศัยการพาไปของ เฟสเค ล่ือนที่  (Mobile phase) ห รือแก๊สตัวพา 
องคป์ระกอบของสารผสมที่มีความสามารถในการเคล่ือนที่และกระจายตวัผ่านเฟสคงที่ต่างกนัจะ
แยกออกจากกนั โดยองคป์ระกอบภายในเคร่ืองแก๊สโครมาโตกราฟี (รูปที่ 2.18) ในการวิเคราะห์
สารผสม ตัวอย่างจะถูกฉีดเข้าที่ช่องฉีดตัวอย่าง (Injection port) สารผสมจะถูกให้ความร้อน          
จนกลายเป็นไอ แลว้ถูกพาเขา้ไปในคอลมัน์ดว้ยเฟสเคล่ือนที่ องคป์ระกอบของสารผสมจะแยกออก
จากกนัเม่ือเคล่ือนผา่นคอลมัน์และถูกตรวจวดัดว้ยดีเทคเตอร์ (Detector) สญัญาณการตรวจวดัที่ได้
จากดีเทคเตอร์ (Detector) จะถูกบนัทึกและแสดงออกมาในรูปโครมาโตแกรม เคร่ืองแก๊สโครมา
โตกราฟี ประกอบดว้ยส่วนต่าง ๆ ดงัน้ี 

1) Sample injection system อุณหภูมิของ Injector จะสูงกวา่ใน Oven  
ประมาณ 50 องศาเซลเซียส สารตวัอยา่งจะถูกท าใหเ้ป็นไอและส่งผา่นสู่ Chamber ปริมาณสารที่ฉีด 
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เขา้สู่ระบบประมาณ 1 ไมโครลิตร คอลมัน์ที่ใชเ้ป็นแคพลิลารีคอลมัน์ (Capillary column) เสน้ผ่าน
ศูนยก์ลางภายในประมาณ 0.2 มิลลิเมตร ประกอบดว้ย Wall coated open tubular จะเคลือบภายใน
ด้วยเฟสของเหลวคงที่ (Liquid stationary phase) และสารเคลือบค ้ าจุน (Support coated tubular) 
เคลือบผนังภายในด้วยเฟสของแข็งคงที่ (Solid stationary phase) ประสิทธิภาพของคอลัมน์สอง
ชนิดน้ีดีกวา่คอลมัน์แบบแพค็ (Packed column) 
                                        2) Oven จะเป็นส่วนที่ควบคุมอุณหภูมิของคอลัมน์ เพื่อให้ได้งานที่มี  
ความแม่นย  า การควบคุมอุณหภูมิจะตอ้งมีความละเอียดถึง 0.1 องศาเซลเซียส การตั้งค่าอุณหภูมินั้น
จะขึ้นอยูก่บัจุดเดือดของตวัอยา่ง โดยปกติแลว้อุณหภูมิของคอลมัน์จะถูกตั้งไวสู้งกว่าจุดเดือดของ
ตวัอยา่ง ขณะที่ตวัอยา่งเคล่ือนที่ผา่นเฟสคงที่อุณหภูมิต ่าจะใหค้่าความละเอียดของการวดัสูง แต่ใช้
เวลาในการวิเคราะห์เพิ่มขึ้น ถา้สารประกอบแต่ละชนิดในตวัอยา่งมีจุดเดือดใกลเ้คียงกนั จะตั้งค่า
อุณหภูมิเพียงค่าเดียว (Isothermal) ถา้สารประกอบแต่ละชนิดในตวัอยา่งมีจุดเดือดช่วงกวา้ง จะใช้
โปรแกรมอุณหภูมิในการแยกสาร คือ อุณหภูมิของคอลัมน์จะค่อย ๆ เพิ่มขึ้ นอย่างต่อเน่ือง
จนกระทัง่การแยกเสร็จส้ิน ส่วน Detector และ Recorder ที่ใชเ้ป็นแบบไม่จ าเพาะเพื่อให้ใชง้านได้
หลากหลาย เม่ือสารถูกแยกและท าการวิเคราะห์แลว้ หน่วยประมวลผลจะแสดงผลการวิเคราะห์
ออกมาในรูปโครมาโตแกรมซ่ึงจะแสดงเป็นเปอร์เซ็นต ์Abundance และเวลาที่ใชใ้นการเคล่ือนที่ 
(Retention time) เคร่ืองสามารถวิเคราะห์หาความสูงของพีคและพื้นที่ใต้พีคเพื่อเปรียบเทียบ 
ปริมาณสารดว้ยการวิเคราะห์เชิงปริมาณ (Quantitative analysis) ดว้ยวิธีสารมาตรฐานภายในเป็น
วิธีการที่ใช้หาปริมาณของสารได้ถูกต้องที่ สุด แต่ทั้ งน้ีขึ้ นอยู่กับสารมาตรฐานภายในต้องมี
คุณสมบติัดงัน้ี สารนั้นตอ้งมีคุณสมบติัคลา้ยสารที่จะวเิคราะห์ ตอ้งถูกชะออกจากคอลมัน์หมด และ
ตอ้งให้พีคที่แยกอยูต่่างหากโดยพีคจะไม่ซ ้ าหรือเหล่ือมทบัพีคอ่ืน ๆ หรืออยูใ่กลพ้ีคที่ตอ้งการหา 
และสารนั้นตอ้งไม่ท าปฏิกิริยากบัสารอ่ืน ๆ ที่เก่ียวขอ้ง 
 

รูปที่ 2.18 องคป์ระกอบของเคร่ือง Gas chromatography 
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  2.14.2.2 นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโคปี (Nuclear magnetic 
resonance spectroscopy : NMR) 
                                         นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโคปี หรือที่เรียกโดยย่อว่า 
เอ็นเอ็มอาร์ (NMR) เป็นเทคนิคที่เก่ียวขอ้งกบัการวดัระดบัพลงังานที่แตกต่างกนัของนิวเคลียส       
ที่อยูภ่ายใตอิ้ทธิพลของสนามแม่เหล็ก มีประโยชน์มากในการศึกษาเก่ียวกบัสูตรโครงสร้างของ
สารอินทรียแ์ละสารอนินทรีย ์นอกจากน้ียงัน ามาใช้ในการหาปริมาณวิเคราะห์ได้ดว้ย หลักการ
ท างานของ NMR นิวเคลียสเป็นอนุภาคที่มีประจุ ในนิวเคลียสของธาตุบางชนิดประจุน้ีจะหมุนหรือ
สปิน (Spin) เป็นวงรอบแกนนิวเคลียส (Nuclear axis) (Field and Sternhell, 1989) การสปินของ
นิวเคลียสน้ีจะก่อให้เกิดโมเมนตแ์ม่เหล็ก (Magnetic moment) เม่ือสนามแม่เหล็กภายนอกกระท า
กบันิวเคลียสจะไปท าให้นิวเคลียสที่จ  าเพาะเจาะจงเกิดการหันไปในทิศทางที่แน่นอนเม่ือเทียบกบั
ทิศทางของสนามแม่เหล็ก ทิศทางการจดัตวัที่ต่างกนัจะมีค่าพลงังานที่ต่างกนั ดงันั้นจึงสามารถน า
ขอ้มูลของค่าพลังงานที่วดัได้มาบ่งบอกถึงทิศทางการจดัตวัของนิวเคลียสต่าง ๆ ได้ ในการวดั
สัญญาณ NMR จะตอ้งน าตวัอย่างที่ละลายได้ในตวัท าละลายที่เหมาะสม (ซ่ึงจะตอ้งปราศจาก
นิวเคลียสชนิดเดียวกับตวัอย่างที่ก  าลังจะตรวจวดัสัญญาณ NMR เช่น หากจะวดัสัญญาณของ
โปรตรอนในสารตวัอยา่ง ตวัท าละลายจะตอ้งไม่มีโปรตอน เช่น CCl4 หรือตอ้งเป็นตวัท าละลาย    
ที่มีดิวทีเรียมแทน เช่น CDCl3) อยูใ่นหลอดแกว้ยาว ไปวางไวใ้นสนามแม่เหล็กที่มีความแรงมาก ซ่ึง
ในยุคแรก ๆ จะใช้แม่เหล็กไฟฟ้า ซ่ึงสามารถเพิ่มความแรงได้อย่างจ ากดั ในปัจจุบนัจะนิยมใช้
แม่เหล็กแบบซูเปอร์คอนดกัเตอร์ ซ่ึงจะตอ้งหล่อเยน็ด้วยฮีเลียมเหลวตลอดเวลาจึงจะท างานได้ 
แม่เหล็กแบบน้ีจะสร้างสนามแม่เหล็กที่เข้มกว่าแบบแม่เหล็กไฟฟ้าปกติมาก และความแรง
สนามแม่เหล็กน้ีจะเป็นตวับ่งช้ีประสิทธิภาพของเคร่ือง NMR โดยมักเปรียบเทียบด้วยตัวเลข
สัญญาณความถ่ีของโปรตอน เช่น เคร่ือง 500 MHz, 200 MHz หรือ 60 MHz โดยยิ่งมีตวัเลขมาก
ประสิทธิภาพของเคร่ืองจะสูงกว่าทั้งในแง่ของความไว (Sensitivity) และความละเอียดของการวดั 
(Resolution) อยา่งไรก็ตาม ราคาของเคร่ืองและค่าใชจ่้ายในการดูแลรักษาก็จะสูงตามไปดว้ย โดย
เคร่ืองที่ใชใ้นหอ้งปฏิบติัการวิจยัทัว่ไป ปัจจุบนัจะใชท้  างานที่ความถ่ี 200-500 MH ส่วนประกอบที่
ส าคญัอีกส่วนหน่ึงนอกจากแม่เหล็ก คือ ตวัส่ง (Radiofrequency generator) และตวัรับสัญญาณ
คล่ืนวิทย ุ(Detector and amplifier) ซ่ึงจะท าหน้าที่ส่งสัญญาณคล่ืนวิทยไุปยงัตวัอยา่งและตรวจวดั
สัญญาณ   ที่ถูกดูดกลืนหรือปลดปล่อยออกมา ในยคุแรกการวดัสัญญาณ NMR จะท าในลกัษณะที่
เรียกว่า คล่ืนต่อเน่ือง (Continuous wave : CW) โดยเคร่ืองส่งสัญญาณคล่ืนวิทยจุะตอ้งแปรความถ่ี            
ของคล่ืนวิทยุที่ส่งผ่านเข้าไปในตัวอย่างไปเร่ือย ๆ และตรวจวัดสัญญาณหลังผ่านตัวอย่าง 
เปรียบเทียบกบัสญัญาณที่ส่งเขา้ไปที่ความถ่ีเดียวกนั หากความเขม้ของสญัญาณลดลงแสดงวา่มีการ
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ดูดกลืนเกิดขึ้น ลกัษณะการดูดกลืนจะเป็นพีคซ่ึงจะน ามาพล็อตเทียบกับความถ่ีคลา้ยกบัในกรณี
ของอินฟาเรดสเปกตรัม อยา่งไรก็ตามการท าลกัษณะน้ีจะใชเ้วลามากและไม่ค่อยมีประสิทธิภาพนกั 
เคร่ือง NMR สมยัใหม่ที่เรียกวา่ Pulsed NMR ซ่ึงจะเป็นการส่งสญัญาณคล่ืนวทิยทุี่ทุกความถ่ีในช่วง
ที่สนใจเขา้ไปยงัตวัอย่างพร้อม ๆ กันซ่ึงจะท าให้เกิดการฟลิปของสปินทั้งหมดอย่างทนัทีทนัใด 
เรียกว่าอยูใ่นสถานะถูกกระตุน้ (Exited state) จากนั้นนิวเคลียสก็จะกลบัเขา้สู่สถานะเดิม (Ground 
state) พร้อมทั้งปลดปล่อยพลงังานออกมาในรูปของคล่ืนวิทย ุเฉพาะความถ่ีที่เกิดการดูดกลืน ซ่ึง
อาจมีมากกวา่ 1 ค่าก็ได ้ความถ่ีของคล่ืนที่ปลดปล่อยออกมาน้ีจะอยูใ่นรูปของคล่ืนที่ซอ้นกนัเรียกวา่ 
สญัญาณ FID (Free induction decay) ซ่ึงสามารถแยกออกเป็นแต่ละความถ่ี โดยที่แต่ละความถ่ีจะมี
ความเขม้ของสัญญาณที่แตกต่างกนัได ้โดยกระบวนการทางคณิตศาสตร์ที่เรียกว่า ฟูเรียร์ทรานส
ฟอร์ม (Fourier transform) ดังนั้ น เคร่ือง NMR สมัยใหม่จึงมักเรียกว่า FT-NMR การท าฟูเรียร์
ทรานสฟอร์มจะตอ้งใช้การค านวณที่ซับซ้อน คอมพิวเตอร์ส าหรับเก็บขอ้มูลและประมวลผล        
จึงเป็นส่ิงส าคญัอยา่งยิง่ส าหรับ FT-NMR ในขณะที่อาจไม่ใช่ส่ิงจ าเป็นนกัส าหรับ CW-NMR ขอ้ดี
ประการส าคญัของ FT NMR คือสามารถเก็บสญัญาณ FID รวมกนัหลาย ๆ คร้ัง แลว้น ามาท าฟูเรียร์
ทรานสฟอร์มเพียงคร้ังเดียว ซ่ึงจะท าให้ได้สัญญาณที่ชัดเจนขึ้น โดยเฉพาะกับสารตวัอย่างที่มี
ปริมาณนอ้ยหรือเม่ือบนัทึก NMR สเปกตรัมของนิวเคลียสที่มีปริมาณนอ้ยในธรรมชาติ เช่น 13C 15N 
เป็นตน้ องคป์ระกอบของเคร่ือง NMR ดงัแสดงในรูปที่ 2.19 
 

 
รูปที่  2.19 องค์ประกอบของเคร่ืองนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโคปี (Nuclear 
magnetic resonance spectroscopy : NMR)  
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  2.14.2.3 เจลเพอร์มิเอชันโครมาโตกราฟี (Gel permeation chromatography : 
GPC) 
                                         เป็นเทคนิคที่ใช้กันอย่างกวา้งขวาง เพื่อศึกษาการกระจายของน ้ าหนัก
โมเลกุลของพอลิเมอร์ หรืออาจเรียกอีกช่ือหน่ึงว่า Size Exclusion Chromatography (SEC) เป็นวิธี
แยกและตรวจหาสารประกอบที่มีน ้ าหนักโมเลกุลสูง คอลมัน์ที่ใชบ้รรจุดว้ยอนุภาคที่มีขนาดของรู
พรุน   การเลือกขนาดของรูของตวั Packing ขึ้นอยูก่บัขนาดและรูปร่างของโมเลกุลของตวัถูกละลาย         
ที่ต ้องการแยก GPC เป็นวิธีการแยกโดยอาศยัขนาดโมเลกุลของพอลิเมอร์ การแยกเกิดขึ้นใน
คอลัมน์โครมาโตกราฟีที่บรรจุเม็ด (Bead) ของแข็งที่มีรูพรุนหรือเจล (Gel) โดยทั่วไปมักใช้          
เม็ดพอลิสไตรีนที่ผ่านการเช่ือมโยงระหวา่งโมเลกุลหรือแกว้ที่มีรูพรุน โดยตวัอยา่งของสารละลาย
พอลิเมอร์เจือจางจะถูกส่งลงไปในคอลัมน์ และชะด้วยกระแสของตัวท าละลาย โมเลกุลของ          
พอลิเมอร์จะสามารถแพร่เขา้ไปในช่องว่างของรูพรุน ซ่ึงลกัษณะการแพร่น้ีขึ้นกบัขนาดโมเลกุล
ของพอลิเมอร์และขนาดของรูพรุน โมเลกุลขนาดต่าง ๆ จะถูกชะออกมาจากคอลัมน์ตามล าดบั
ขนาดโมเลกุลขนาดใหญ่ไม่สามารถแพร่เขา้ไปในรูพรุนไดจ้ะผ่านคอลมัน์ออกมาก่อนเป็นอนัดบั
แรก ส่วนโมเลกุลขนาดเล็กจะติดอยูใ่นรูพรุนของเจลและใชเ้วลาอยูใ่นคอลมัน์นานกว่าและถูกชะ
ออกมาภายหลงั (รูปที่ 2.20) 
 

 
รูปที่ 2.20 กลไกการท างานของเคร่ืองเจลเพอร์มิเอชนัโครมาโตกราฟี (Gel permeation 
chromatography : GPC) 
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  2.14.2.4 Fourier Transform Infrared Spectroscope (FT-IR) 
                                         เป็นเคร่ืองมือที่ใช้ในการวิเคราะห์วสัดุที่เป็นสารอินทรียแ์ละอนินทรีย ์  
วิธีน้ีเป็นวิธีการทาง Spectroscopy ชนิดหน่ึง ที่ศึกษาการดูดกลืนแสงของสสารในย่านความถ่ี      
ของแสง โดยการวิเคราะห์โครงสร้างสารจะอาศัยการดูดกลืนที่แตกต่างกันของแต่ละโมเลกุล       
ซ่ึงโมเลกุลแต่ละชนิดจะมีการดูดกลืนช่วงคล่ืนอินฟราเรดที่แตกต่างกนัโดยช่วง Wave numbers 
4000-1500 จะเป็นช่วงที่บ่งบอกถึงหมู่ฟังกช์นันอลของโมเลกุล เช่น -OH, C=O, N-H, CH3 เป็นตน้ 
และในช่วง Wave numbers 1500-4000 เป็นช่วง The Fingerprint Region ซ่ึงจะมีลักษณะของ
สเปคตรัมที่เฉพาะเจาะจงของสารแต่ละตวั แต่เน่ืองจากจะมีพคีเกิดค่อนขา้งมาก ดงันั้นการวเิคราะห์
สเปคตรัมช่วงน้ีจึงค่อนข้างยาก เทคนิคน้ีจะน าไปประยุกต์ใช้กับอุตสาหกรรมที่เก่ียวกับด้าน       
วสัดุศาสตร์ เช่น ใชใ้นการจ าแนกชนิดของพอลิเมอร์ และในดา้นอุตสาหกรรมปิโตรเคมี เน่ืองจาก
เทคนิคน้ีมีค่าใชจ่้ายนอ้ยรวมไปถึงชนิดของตวัอยา่งสามารถวเิคราะห์ไดเ้กือบทุกชนิด ดงันั้นจึงนิยม
ใชเ้ทคนิคน้ีในการตรวจวเิคราะห์หาโครงสร้างและองคป์ระกอบของโมเลกุลร่วมกบัเทคนิคอ่ืน ๆ 
 

2.15 วสัดุชีวมวล (Biomass) 
 ชีวมวล (Biomass) คือ สารทุกรูปแบบที่ได้มาจากส่ิงมีชีวิต โดยไม่นับการกลายเป็น
เช้ือเพลิงฟอสซิลไปแลว้ เช่น ส่ิงที่ไดห้รือเหลือใชจ้ากการเกษตร ซ่ึงพลงังานชีวมวลน้ีมีสดัส่วนการ
ใช้คิดเป็นร้อยละ 14.7 ของพลังงานรวมของโลก (สุวิมล  กาญจนสุธา, 2552) ประเทศไทยเป็น
ประเทศเกษตรกรรมที่อุดมสมบูรณ์ดว้ยวตัถุดิบมวลชีวภาพหรือผลผลิตจากการเกษตร ไดแ้ก่ ขา้ว
จา้ว ออ้ย มนัส าปะหลงั ขา้วโพด ปาล์มน ้ ามนั เป็นตน้ โดยผลผลิตจากการเกษตรที่มีส่วนประกอบ
ของแป้ง (คาร์โบไฮเดรต) น ้ าตาล (กลูโคส) หรือเส้นใย (เซลลูโลส) เหล่าน้ีสามารถน ามาเป็น
วตัถุดิบในการผลิตพลาสติกย่อยสลายได้ทางชีวภาพ แต่เม่ือพิจารณาด้านความสามารถในการ
แข่งขนัดา้นราคาและความสามารถในการเพาะปลูกของประเทศไทยแลว้ อาจจดัไดว้า่มนัส าปะหลงั
เป็นพชืที่มีความเป็นไปได ้และมีความเหมาะสมมากชนิดหน่ึง เน่ืองจากประเทศไทยเป็นประเทศที่
สามารถส่งออกผลิตภณัฑจ์ากมนัส าปะหลงัเป็นอนัดบั 1 ของโลก  
 2.15.1 มันส าปะหลัง (cassava) 
  มันส าปะหลงัเป็นพืชในตระกูล Euphorbiaceae มีช่ือทางวิทยาศาสตร์ว่า Manihot 
esculentacrantz มีช่ือทางการคา้ว่า Cassava หรือ Tapioca มีถ่ินก าเนิดเดิมอยู่ในทวีปอเมริกาใต้ 
ต่อมาได้ขยายไปสู่แหล่งอ่ืน ๆ ของโลก ส าหรับประเทศไทยมีการน ามันส าปะหลังเขา้มาปลูก       
ในพื้นที่ภาคใตเ้ป็นคร้ังแรกเพื่อใช้ท  าแป้ง และสาคู ต่อมาไดข้ยายพื้นที่ปลูกไปยงัภาคตะวนัออก 
ไดแ้ก่ ชลบุรี ระยอง และจงัหวดัใกลเ้คียง เน่ืองจากมีสภาพภูมิอากาศและสภาพแวดลอ้มที่เหมาะสม
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ต่อการปลูก ดงันั้นจึงมีการขยายพื้นที่ปลูกอยา่งรวดเร็วไปสู่ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ซ่ึงในปัจจุบนั
กลายเป็นแหล่งปลูกที่ใหญ่ที่สุดของประเทศไทย (กรมวชิาการเกษตร, 2548)  
 2.15.2 ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของมันส าปะหลัง 
                         มนัส าปะหลงัเป็นไมพุ้่มขนาดเล็กประกอบดว้ยล าตน้ที่มีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง
ประมาณ 2-6 เซนติเมตร สูงประมาณ 1-4 เมตร สีของล าตน้จะแตกต่างกนัไปตามพนัธุ์ โดยส่วนที่
อยูใ่กลย้อดมีสีเขียว ส่วนแก่ที่ต  ่าลงมาอาจมีสีน ้ าเงิน สีเหลืองหรือสีน ้ าตาล ใบของตน้มนัส าปะหลงั
จะมีลักษณะเป็นแฉก ๆ ตั้งแต่ 5-9 แฉก รากของล าตน้จะเป็นแบบรากฝอย รากเหล่าน้ีเป็นคลัง
สะสมอาหารที่มีขนาดใหญ่ เรียกว่า “หัว” หัวของมนัส าปะหลงัจะมีประมาณ 5-15 หัว มีความยาว 
15-100 เซนติเมตร มีเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 3-15 เซนติเมตร โดยมีแป้งเป็นส่วนประกอบที่ส าคญั 

 

 
รูปที่ 2.21 ลกัษณะของตน้และหวัมนัส าปะหลงั 

 
 2.15.3 กากมันส าปะหลัง 
  กากมนัส าปะหลงัเป็นผลพลอยไดจ้ากกระบวนการผลิตแป้งมนัส าปะหลงั และเป็น 
วสัดุเหลือทิ้งที่เป็นของแข็งจากกระบวนการผลิตแป้งมนัส าปะหลงั โดยในกระบวนการผลิตแต่ละ
คร้ัง จะก่อใหเ้กิดกากมนัส าปะหลงัร้อยละ 27 ของปริมาณมนัส าปะหลงัที่ใช ้หรือมีปริมาณ 0.33 ตนั    
ต่อการแปรรูปหัวมนัส าปะหลงั 1 ตนั (Chavalparit and Ongwandee, 2009) และจากสถิติขอ้มูลการ
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ส่งออกในปี พ.ศ. 2546-2553 ของส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร (2554) พบว่า ปริมาณกากมัน
ส าปะหลงัเฉล่ียต่อปีประมาณ 300,000-400,000 ตนั และมีแนวโนม้สูงขึ้นอยา่งต่อเน่ือง (ส านกังาน
เศรษฐกิจการเกษตร, 2554)  
           การลดปริมาณกากมนัส าปะหลงั คือ การตากแดดให้แห้ง และจ าหน่ายในราคาถูก
เพื่อผสมใช้เป็นแหล่งพลังงานในอาหารสัตว ์ (สุนีย ์ โชตินีรนาท, 2539; Sriroth, Piyachomkwan, 
Wanlapatit, and Oates, 2000) แต่ในการลดปริมาณกากมันส าปะหลังด้วยการตากแดดให้แห้ง
จะตอ้งใชพ้ื้นที่มาก ใชเ้วลานานเพราะกากมนัส าปะหลงัที่ไดมี้ความช้ืนสูงประมาณร้อยละ 60-75 
ทั้งน้ีอาจเกิดกล่ินอนัไม่พึงประสงคจ์ากการปนเป้ือนจากจุลินทรียใ์นธรรมชาติ (สุกญัญา  จตัตุพร
พงษ์  และ  ผกาพรรณ   สกุ ลมั่น ,  2545; Balagopalan, Ray, Sheriff, and Rajalekshmy, 1994; 
Panichnumsin, Nopharatana, Ahring, and Chaiprasert, 2011) ดังนั้นจึงควรหาแนวทางใช้กากมัน
ส าปะหลงัเพิม่ขึ้นเพือ่ลดปริมาณและเพิม่มูลค่าของกากมนัส าปะหลงั 
 2.15.4 องค์ประกอบของกากมันส าปะหลัง 
  องค์ประกอบของกากมนัส าปะหลังแตกต่างกันตามคุณภาพของวตัถุดิบ (หัวมัน
ส าปะหลัง) และประสิทธิภาพในการสกดัแป้งในกระบวนการผลิตแป้งมันส าปะหลงัของแต่ละ
โรงงาน (กรมโรงงานอุตสาหกรรม, 2540) โดยองคป์ระกอบส่วนใหญ่ของกากมนัส าปะหลงัแหง้ 
คือ แป้ง มีปริมาณเฉล่ียร้อยละ 60-75 โดยน ้ าหนัก รองลงมา คือ เส้นใย (เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส 
และลิกนิน) ประมาณร้อยละ 20-30 โดยน ้ าหนกั โดยมีโปรตีน ไขมนั และเถา้ในปริมาณต ่า (Grace, 
1977; Balagopalan et al., 1994; Panichnumsin et al., 2010) ดงัรูปที่ 2.22 แสดงโครงสร้างของกาก
มันส าปะหลังจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอน ซ่ึงมีเม็ดแป้งสะสมอยู่เป็นจ านวนมาก ด้วยมี
องค์ประกอบของแป้งและเส้นใย สูงท าให้กากมันส าปะหลังได้รับความสนใจเพื่อน ามาใช้
ประโยชน์เป็นการเพิ่มมูลค่าทางเศรษฐกิจและลดกากมนัส าปะหลงั เช่น การใชก้ากมนัส าปะหลงั
เป็นส่วนผสมในอาหารสตัวท์ดแทนการน าเขา้อาหารเสริมที่มีราคาแพง (เสริมศกัด์ิ  มานะเลิศสกุล, 
2546; ชาคร  วิชกุล, 2548) เป็นสารตั้งตน้ในการผลิตเอนไซม์ (ธีระพงษ ์ สุขสว่าง, 2550) และกรด
อินทรีย ์(กฤติกา  กาบพลอย, 2551; Carta, Soccol, Ramos, and Fontana, 1999) เป็นวสัดุปรับปรุง
ดิน (กิตติศกัด์ิ  พนิกรณ์, 2551) และใชก้ากมนัส าปะหลงัเป็นวตัถุดิบผลิตเอธานอล (Kosugi, Kondo, 
Ueda, Murata, Vaithanomsat, Thanapase, Arai, and Mori, 2009) นอกจากน้ีกากมนัส าปะหลังยงัมี
ศกัยภาพในการปลดปล่อยน ้ าตาลเพื่อใชเ้ป็นวตัถุดิบในกระบวนการผลิตพลงังานหรือผลิตภณัฑ์
พลาสติกชีวภาพ เน่ืองจากกากมนัส าปะหลงัมีลกัษณะทางเคมีที่เป็นแหล่งอาหารของจุลินทรียแ์ละ
สามารถยอ่ยสลายไดง่้าย (สุวมิล, 2551)  
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รูปที่ 2.22 โครงสร้างของกากมนัส าปะหลงัจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแสดงเม็ดแป้งที่ถูกกกั         
ในโครงสร้างเสน้ใยของผนงัเซลล ์(Sriroth et al., 2000) 

 
ตารางที่ 2.5 องคป์ระกอบของกากมนัส าปะหลงั 

แหล่งข้อมูล 
องค์ประกอบทางเคมี (ร้อยละ) 

แป้ง เส้นใย โปรตีน ไขมัน เถ้า 
ชลดา  ซ่ือสตัย ์(2546) 61.84 14.35 2.03 - 2.38 
ธนัยาภรณ์  นาวริวรรณ (2542) 67.46 11.58 4.18 1.85 3.30 
Kosugi et al., (2009) 60.6 29 0.4 - - 
Rattanachomsri et al., (2009) 60.10 23.04 - - - 

 
 2.15.5 โครงสร้างของแป้ง 
  แป้ง (Starch) เป็นพอลิแซคคาไรด์ ประกอบด้วยหน่วยย่อยของน ้ าตาลกลูโคสที่
เช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะกลูโคซิดิก (Glucocidic linkage) เป็นโมเลกุลขนาดใหญ่ ที่คาร์บอนต าแหน่ง
ที่ 1 ทางด้านตอนปลายของสายพอลิเมอร์มีหน่วยกลูโคสที่มีหมู่แอลดีไฮด์ (Aldehyde group) 
เรียกว่า Reducing end group โมเลกุลของแป้งมี 2 ชนิด คือ พอลิเมอร์เชิงเส้น (อะไมเลส) และ      
พอลิเมอร์ เชิงก่ิง (อะไมโลเพคติน) โดยอัตราส่วนของอะไมโลส และอะไมโลเพคตินเป็น
ตวัก าหนดคุณสมบติัของแป้ง (กลา้ณรงค ์ ศรีรอต และเก้ือกูล  ปิยะขวญั, 2550) 
  1) อะไมโลส (Amylose) อะไมโลสประกอบไปด้วยหน่วยของ D(+) กลูโคส
ประมาณ 500-2,000 มาเช่ือมต่อกันเป็นสายยาวด้วยพนัธะ α-1,4 glycosidic linkage น ้ าหนัก
โมเลกุลแตกต่างกนัไปตั้งแต่ 2,000-500,000 ในแป้งมีอะไมโลสอยูป่ระมาณร้อยละ 20-25  
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  2) อะไมโลเพคติน (Amylopectin) อะไมโลเพคตินเป็นแป้งที่มีโครงสร้างแตกแขนง
แต่ละแขนงประกอบดว้ยหน่วยกลูโคสประมาณ 12 หน่วย แกนของอะไมโลเพคตินจะยดึกนัดว้ย
พนัธะ α-1,4 glycosidic linkage จุดที่มีการแตกแขนงจะยดึกนัดว้ยพนัธะ α-1,6 glycosidic linkage 
โดยทัว่ไปอะไมโลเพคตินจะไม่ละลายน ้ า เม่ือรวมตวักบัไอโอดีนจะให้สีม่วงแดง น ้ าหนักโมเลกุล
เฉล่ีย 1,000,000 มีอยูป่ระมาณร้อยละ 75-85 ของแป้งทั้งหมด  
 2.15.6 โครงสร้างของเส้นใย 
  เส้นใยเป็นพอลิแซคคาไรด์ที่ เป็นส่วนประกอบของผนังเซลล์ของพืช โดย
ประกอบดว้ย เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน 
  1) เซลลูโลส (Cellulose) เป็นองค์ประกอบที่ส าคัญในผนังเซลล์ของพืช เป็น
สารประกอบโฮโมพอลิแซคคาไรด์ ไม่มีก่ิงก้าน ประกอบด้วยหน่วยย่อย คือ น ้ าตาลกลูโคส 
(C6H12O6) ที่เช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะกลูโคซิดิก (Glucocidic linkage) โดยจะจบักนัที่ต  าแหน่งพนัธะ 
ß-1(4) ซ่ึงสามารถพบได้ในพืชชั้นสูง สาหร่ายและเป็นองค์ประกอบในทรัพยากรหมุนเวียน 
(Renewable resource) หรือวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตร เช่น ฟางข้าว แกลบ ขี้ เล่ือย ชานอ้อย 
กระดาษใชแ้ลว้ กากมนัส าปะหลงั เป็นตน้ (เป่ียมสุข  พงษส์วสัด์ิ, 2551; Prasad, Singh, Jain, and 
Joshi, 2007) 
  2) เฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose) เป็นพอลิแซคคาไรด์ที่มักพบร่วมกับเซลลูโลส   
ในผนังเซลล์พืช และมีขนาดเล็กกว่าเซลลูโลส โดยทัว่ไปจะเป็นพอลิเมอร์ผสมของโมโนแซคคา-
ไรด ์ไดแ้ก่ ไซโลส กลูโคส แมนโนส และกาแลกโตส เช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะกลูโคซิดิก (Glucocidic 
linkage) ชนิด ß(1-4) พบมากในไม้ประเภทเน้ือแข็ง พืชจ าพวกหญ้า และฟางจะพบไซแลน 
(Xyland) เฮมิเซลลูโลสจะมีน ้ าหนกัโมเลกุลต ่ากวา่เซลลูโลส และละลายในสารละลายต่าง ๆ ไดดี้ 
  3) ลิกนิน (Lignin) เ ป็นพอลิ เมอ ร์ของสารประกอบอะโรมาติก  (Aromatic 
compound) ประกอบดว้ยหมู่ไฮดรอกซิล เมทอกซิล และหน่วยฟีนิลโพรเพน มีโมเลกุลที่แข็งแรง  
ไม่ละลายน ้ า แต่สามารถละลายไดใ้นตวัท าละลายอินทรียบ์างชนิด ลิกนินเป็นองคป์ระกอบหน่ึงใน
โครงสร้างของเซลล์พืชบริเวณรอบ ๆ เซลลูโลส โดยเป็นตัวยึดเกาะระหว่างเซลลูโลสและ               
เฮมิเซลลูโลส เพือ่ป้องกนัเซลลูโลสจากการยอ่ยสลายของจุลินทรีย ์
 2.15.7 การย่อยหรือไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) 
  การย่อยหรือไฮโดรไลซิสเป็นกระบวนการที่เปล่ียนพอลิแซคคาไรด์ (แป้งและ
เซลลูโลส) เป็นน ้ าตาล โดยผลิตภณัฑท์ี่ไดจ้ากการยอ่ยอยา่งสมบูรณ์ คือ กลูโคส ดงัสมการ (กลา้
ณรงค ์และเก้ือกูล, 2550)  

  (C6H10O5)n + nH2O    nC6H12O6   
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 การยอ่ยสามารถท าได ้2 วธีิ คือ การยอ่ยดว้ยสารเคมีและการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์ซ่ึงการ
ผลิตน ้ าตาลรีดิวซ์จากการย่อยกากมนัส าปะหลัง จะมีลักษณะคล้ายกับกระบวนการผลิตน ้ าตาล
กลูโคสจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงั (พกัตร์ประไพ  ประจ าเมือง, 2546) 
  2.15.7.1 การย่อยด้วยสารเคมี (Chemical hydrolysis) 
                                         การยอ่ยดว้ยสารเคมี เช่น สารละลายกรดหรือด่างจะเกิดปฏิกิริยาท าลาย
พนัธะไกลโคซิดิก ระหว่างคาร์บอนต าแหน่งที่ 1 กับออกซิเจนภายใต้สภาวะที่ รุนแรง โดย
ผลิตภณัฑท์ี่ไดจ้ากการยอ่ยอยา่งสมบูรณ์ คือ น ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว เช่น กลูโคส 
  2.15.7.2 การย่อยด้วยกรด (Acid hydrolysis)  
                                         อาจแบ่งไดเ้ป็น 2 กระบวนการ คือ 
                                         1) กระบวนการที่ใช้กรดแก่ เช่น กรดไฮโดรคลอริก หรือกรดซัลฟูริก
เขม้ขน้ ผลผลิตที่ไดส่้วนใหญ่เป็นน ้ าตาลกลูโคส แต่ขอ้เสีย คือ จะตอ้งมีการแยกกรดออกจากน ้ าตาล 
ก่อนน าไปใชแ้ละการน ากรดกลบัมาใชใ้หม่ รวมทั้งปัญหาการสูญเสียกรดไปกบัส่วนที่ไม่ถูกยอ่ย
สลาย และการผกุร่อนของเคร่ืองมือจากการใชก้รดแก่ 
                                         2) กระบวนการที่ใชก้รดอ่อน เป็นการใชก้รดอ่อนที่อุณหภูมิสูงกว่า 180 
องศาเซลเซียส ผลที่ไดจ้ากการยอ่ย คือ เซลลูโลสยงัมีโครงสร้างเป็นเส้นใยอยู ่และวิธีการน้ีจะไม่
สามารถน ากรดกลบัมาใชใ้หม่ได ้แต่จะถูกท าใหเ้ป็นกลางดว้ยปูนขาว หรือแคลเซียมคาร์บอเนต 
  2.15.7.3 การย่อยด้วยด่าง (Alkaline hydrolysis) 
                                         สารเคมีที่นิยมใชใ้นการยอ่ย คือ สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เจือจาง
เอทิลลีน ไดเอมีน และแอมโมเนีย เป็นตน้ ซ่ึงจะมีผลท าใหส้ายของพอลิแซคคาไรด์สั้นลง ปฏิกิริยา
น้ีจะเกิดขึ้นที่อุณหภูมิ 160-180 องศาเซลเซียส และตอ้งการออกซิเจนในปริมาณเล็กนอ้ย 
 2.15.8 การย่อยด้วยเอนไซม์ (Enzymetic hydrolysis) 
  การย่อยด้วยเอนไซม์เพื่อ เปล่ียนแป้งและเซลลูโลสให้เป็นน ้ าตาลกลูโคส                  
โดยเอนไซม์ที่ใชใ้นการยอ่ยทัว่ไปจะผลิตจากเช้ือราและแบคทีเรีย เอนไซม์เป็นโปรตีนชนิดหน่ึง    
ที่ส่ิงมีชีวิต สร้างขึ้น เพื่อท าปฏิกิริยาภายในเซลล์และมีความจะเพาะต่อสับเสตรท จึงท าให้เกิด
ผลิตภณัฑท์ี่ตอ้งการโดยมีผลผลิตขา้งเคียงนอ้ยท าใหผ้ลิตภณัฑท์ี่ไดมี้ความบริสุทธ์ิสูงและไม่ท าให้
เกิดการผุกร่อนของเคร่ืองมือ ซ่ึงกากมนัส าปะหลงัเป็นวสัดุที่มีแป้งและเส้นใยเป็นองค์ประกอบ
ส่วนใหญ่โดยเอนไซม์ที่มีความส าคญัในการยอ่ยเพื่อเปล่ียนแป้งและเซลลูโลสให้เป็นน ้ าตาล คือ 
เอนไซมอ์ะไมเลสและเซลลูเลส (พตัร์ประไพ, 2546) 

2.15.8.1 เอนไซม์อะไมเลส (Amylase) 
                                         เอนไซมอ์ะไมเลส ท าหนา้ที่เร่งปฏิกิริยาการตดัพนัธะกลูโคซิดิกชนิด     
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1,4-α-D ในโอลิโกแซกคาไรด์หรือพอลิแซคคาไรด์ เช่น แป้งและไกลโคเจน เม่ือพิจารณากลไก
การเร่งปฏิกิริยาต าแหน่งการตดัพนัธะ สามารถแบ่งได ้2 ประเภทใหญ่ ๆ คือ 
                                        1) เอนโดอะไมเลส 
                                        ท  าหนา้ที่ตดัพนัธะ 1,4 ของอะไมโลสหรืออะไมโลเพคตินแบบสุ่มและจะ
ไม่ยอ่ยพนัธะกลูโคซิดิกแอลฟา 1,6 ของอะไมโลเพคติน ผลผลิตที่ไดจ้ากการท างานของเอนไซม์
ชนิดน้ีเป็นสารผสมของโอลิโกแซกคาไรด์ (Oligosaccharide) เช่น กลูโคส มอลโทส โดยเอนไซม์
ในประเภทน้ี ไดแ้ก่ เอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส ซ่ึงเป็นเอนไซม์ในสกุลอะไมเลสที่มีการน าไปใช้ใน
อุตสาหกรรมมากที่สุด โดยใช้ในอุตสาหกรรมแป้ง สารซักฟอก และส่ิงทอ ซ่ึงเป็นเอนไซม์
แอลฟาอะไมเลสที่ผลิตจากแบคทีเรีย เช่น Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis และเช้ือรา      
กลุ่ม Aspergillus ไดแ้ก่ Aspergillus oryzae, Aspergillus niger. 
                                        2) เอกโซอะไมเลส 
                                        ท  าหน้าที่ตัดพนัธะกลูโคซิดิกจากปลายสาย และท าให้เกิดผลิตภัณฑ์
กลูโคสหรือมอลโทส ซ่ึงมีการสลบัโครงแบบที่คาร์บอนตวัที่ 1 ของผลิตภณัฑ ์เอนไซม์ประเภทน้ี   
มี 2 ชนิด คือ เบตา้อะไมเลส และกลูโคอะไมเลส 
                                        2.1) เบต้าอะไมเลส (ß-amylase) ย่อยจากด้านปลายโมเลกุล คร้ังละ 2 
โมเลกุลกลูโคส ท าให้ไดน้ ้ าตาลมอลโทสเป็นผลผลิต ซ่ึงส่งผลต่อพนัธะแอลฟา (1,4) และเม่ือยอ่ย
มาถึงพนัธะแอลฟา (1,6) กิจกกรรมเอนไซมจ์ะหยดุลง เอนไซม์น้ีตอ้งการแคลเซียมไอออน (Ca2+) 
เป็นโคแฟกเตอร์ 
                                        2.2) กลูโคอะไมเลส (Glucoamylase) หรือเรียกว่า อะไมโลกลูโคซิเดส 
(Amyloglucosidase) เป็นเอนไซม์ที่สามารถพบได้ในเช้ือราบางชนิด เช่น Aspergillus oryzae, 
Rhizopus spp. นอกจากน้ียงัพบว่ายีสต์ Saccharomycopsis fibuligera มีความสามารถในการผลิต
เอนไซมก์ลูโคอะไมเลส ออกมาเพือ่ยอ่ยสลายแป้งใหเ้ป็นน ้ าตาลได ้(มณชยั  เดชสงักรานนท,์ 2546; 
Saelim, Dissara, and Kittikun, 2008) เอนไซม์น้ีจดัเป็นแอลฟาอะไมเลสชนิดหน่ึงที่ยอ่ยจากปลาย
โมเลกุล (Exo-hydrolase) ดา้นไม่มีหมู่รีดิวซ์เขา้สู่ภายในโมเลกุลทีละ 1 หน่วยของกลูโคสอยา่งเป็น
ระเบียบ โดยสามารถตดัทั้งพนัธะแอลฟา(1,4) และแอลฟา(1,6) แต่จะตดัพนัธะแอลฟา(1,4) ไดเ้ร็ว
กวา่แอลฟา(1,6) เอนไซมน้ี์ไม่ตอ้งการโคแฟกเตอร์ (Cofactor) 
  2.15.8.2 เอนไซม์เซลลูเลส 
                                         เอนไซม์เซลลูเลสเป็นกลุ่มของเอนไซม์ที่ย่อยสารประกอบเซลลูโลส 
(Cellulytic enzyme) ท าหน้าที่ตดัพนัธะกลูโคซิดิกในเซลลูโลส ประกอบดว้ยเอนไซม ์3 กลุ่มหลกั 
(เป่ียมสุข, 2551) ดงัน้ี 
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                                        1) เอนโดกลูดาเนส (Endoglucanase)  
                                       เอนโดกลูดาเนส (Endoglucanase) หรือ 1,4-ß-D-glucaneglu canohydrolase   
ท  าหนา้ที่ตดัพนัธะเบตา้ 1,4 ภายในเซลลูโลสอยา่งสุ่ม โดยจะยอ่ยในบริเวณอสณัฐาน (Amorphous) 
ท  าใหเ้กิดปลายอิสระ ผลผลิตที่ได ้คือ โอลิโกแซคคาไรด ์
                                        2) เอกโซกลูคาเนส (Exoglucanase)  
                                        เอกโซกลูคาเนส (Exoglucanase) หรือ เซลโลไบโอไฮโดรเลส ท าหน้าที่
ยอ่ยโดยการตดัโมเลกุลจากปลายสายทั้ง 2 ดา้น โดยยอ่ยทีละ 2 หน่วยกลูโคสในบริเวณที่เป็นผลึก 
ผลิตภณัฑห์ลกัคือ เซลโลไบเอส (กลูโคส เบตา้-1,4-กลูโคส) 
                                        3) เบต้า-กลูคาเนส (ß-glucanase)  
                                        เบตา้-กลูคาเนส (ß-glucanase) หรือ เซลโลไบเอส (Cellobiase) ท าหน้าที่
ยอ่ยโอลิโกแซคคาไรด์สายสั้นที่เกิดจากการยอ่ยของเอนโดกลูคาเนส และเซลโลไบเอสที่เกิดจาก
เอกโซกลูคาเนสใหไ้ดก้ลูโคส เพือ่เป็นพลงังานต่อไป 
 2.15.9 การย่อยแป้งให้เป็นน ้าตาลด้วยจุลินทรีย์ 
  ยีสต์ที่ มีความสามารถย่อยแป้งที่ส าคัญ คือ Saccharomycopsis fibuligera ซ่ึงมี
ความสามารถในการผลิตเอนไซมก์ลูโคอะไมเลสออกมาเพื่อยอ่ยสลายแป้งให้เป็นน ้ าตาลได ้(มณ
ชยั, 2546; Saelim et al., 2008;  จิราภรณ์  ยอดเถ่ือน, วลยัรัตน์  จนัทรปรานนท ์และ หทยัรัตน์  ริม
คีรี, 2558) Sukhumavasi และคณะ (1975) ไดท้ดลองคดัเลือกจุลินทรียท์ี่ยอ่ยแป้งไดจ้ากลูกแป้งใน
ประเทศไทย พบวา่ จุลินทรียท์ี่มีประสิทธิภาพในการยอ่ยแป้งสูงสุด คือ ยสีตใ์นสกุล Endomycopsis 
(Saccharomycopsis fibuligera) และพบวา่สามารถสร้างเอนไซมก์ลูโคอะไมเลสไดดี้ และ Rhizopus 
และ Endomycopsis ก็สามารถสร้างเอนไซมก์ลูโคอะไมเลสเพือ่ไฮโดรไลซ์แป้งแลว้ใหผ้ลผลิตส่วน
ใหญ่คือกลูโคส ส่วนยีสต์อ่ืนที่สามารถผลิตอะไมเลสได้ ได้แก่ E. hordei, E. lindneri และ E. 
javanensis นอกจากน้ีเช้ือรายงัสามารถสร้างเอนไซม์อะไมเลสได้ ได้แก่ Aspergillus oryzae, 
Aspergillus niger, Penicilium sp. เป็นตน้ (Windish and Mhatre, 1965) ไดศ้ึกษา 
  ปัจจุบนัมีการศึกษาอยา่งกวา้งขวางในการพฒันากระบวนการยอ่ยดว้ยจุลินทรีย ์ เพือ่
เปล่ียนเซลลูโลสในวสัดุเหลือทั้งต่าง ๆ ใหเ้ป็นน ้ าตาลกลูโคสที่สามารถน าไปใชป้ระโยชน์ได ้ผูว้จิยั
จึงสนใจในการศึกษาการใชย้สีต ์ ซ่ึงมีความสามารถในการผลิตเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส ออกมาเพือ่
ยอ่ยสลายแป้งให้เป็นน ้ าตาลได ้ (มณชยั, 2546; Saelim et al., 2008) เพื่อน าไปใชใ้นการยอ่ยสลาย
กากมนัส าปะหลงัใหไ้ดเ้ป็นน ้ าตาลรีดิวซ์เป็นวตัถุดิบในกระบวนการผลิตพลาสติกชีวภาพต่อไป 



บทที่ 3 
วธิีด ำเนินกำรวจิัย 

 
การศึกษาคร้ังน้ีมีวตัถุประสงคเ์พือ่คดัเลือกจุลินทรียท์ี่มีความสามารถในผลิตพอลิไฮดรอก

ซีแอลคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoate : PHA) โดยใช้กากมันส าปะหลงัเป็นวตัถุดิบในการผลิต 
ของจุลินทรียท์ี่คดัเลือกได้จากระบบบ าบดัน ้ าเสียอุตสาหกรรมแป้งมนัส าปะหลงั รวมทั้งศึกษา    
หมู่ฟังกช์ัน่ของพอลิเมอร์เพือ่เปรียบเทียบชนิดของ PHA ที่จุลินทรียส์ามารถผลิตได ้ซ่ึงแบ่งขั้นตอน
ด าเนินการวจิยัออกเป็น 5 ขั้นตอนดงัน้ี 

กำรทดลองช่วงที่ 1 ศึกษาการคดัเลือกจุลินทรียท์ี่สามารถในการผลิต PHA จากระบบบ าบดั
น ้ าเสียอุตสาหกรรมแป้งมันส าปะหลัง และแบคทีเรียที่ มีข้อมูลการคัดแยกและเก็บ รักษา                    
ณ หอ้งปฏิบติัการอนามยัส่ิงแวดลอ้ม มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 

กำรทดลองช่วงที่ 2 ศึกษาปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์จากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัของจุลินทรีย์
ที่คดัแยกไดเ้พือ่ใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิต PHA 

กำรทดลองช่วงที่ 3 ศึกษาความสามารถในการผลิต PHA ของจุลินทรียท์ี่ค ัดแยกได้           
ในอาหารเล้ียงเช้ือ Minimal medium โดยใช้กากมนัส าปะหลงัเป็นวตัถุดิบ และพิสูจน์เอกลกัษณ์
ของพอลิเมอร์เบื้องต้นโดยการวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชั่น (Functional group) ด้วยเคร่ือง Fourier 
Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR)  

กำรทดลองช่วงที่ 4 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHA ของจุลินทรีย ์โดยคดัเลือก
จุลินทรียท์ี่สามารถผลิต PHA ได้ปริมาณสูงจากการทดลองช่วงที่ 3 มาใช้ในการศึกษาด้วยการ    
แปรผนัความเขม้ขน้ของแหล่งอาหารไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียมซัลเฟต และแปรผนัอตัรา
การเขยา่ และพิสูจน์เอกลกัษณ์ของพอลิเมอร์โดยการวิเคราะห์หมู่ฟังกช์ัน่ (Functional group) ดว้ย
เคร่ือง Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR)
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3.1 เคร่ืองมือทีใ่ช้ในงำนวจิยั (Instruments) 
เคร่ืองมือ บริษัทผู้ผลิต, ประเทศ 
1) เคร่ืององัน ้ า (Water bath) ยีห่อ้ Daihans รุ่น WEB-6 Daihan scientific, Korea 
2) ตูค้วบคุมอุณหภูมิ (Incubator) ยีห่อ้ Memmert รุ่น IN 260 Memmert, Germany 
3) ตูดู้ดความช้ืนอตัโนมติั (Auto dry) ยีห่อ้ Eureka รุ่น DX-126 Taiwan Dry Tech, Taiwan 
4) ตูป้ลอดเช้ือ (Larminar flow) ยีห่อ้ ScanLaf  รุ่น Mars 1500 Labogene Aps, Denmark 
5) เคร่ืองชัง่ละเอียด 4 ต  าแหน่ง ยีห่อ้ Mettler toledo รุ่น AG 285 Mettler Toledo, USA 
6) เคร่ืองชัง่ละเอียด 2 ต  าแหน่ง ยีห่อ้ Mettler toledo รุ่น ML3002 Mettler Toledo, USA 
7) เคร่ืองกวนสารละลาย ยีห่อ้ Heidolph รุ่น MR Hei-Standard Heidolph, Germany  
8) ตูอ้บแหง้ (Hot air oven) ยีห่อ้ Binder รุ่น FED Binder, Germany 
9) เคร่ืองกลัน่ไนโตรเจน (Distilling unit) ยีห่้อ FOSS รุ่น Kjeltech 
8420 

Foss Tecator, Sweden 

10) เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer)  
ยีห่อ้ Analytikjena รุ่น 50 plus 

Analytikjena, Germany 

11) หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือ (Autoclave) ยีห่อ้ Hiclave รุ่น HV-50 Amerex instruments, USA 
12) เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) ยีห่อ้ Jenway รุ่น 3510 Keison, England 
13)  เค ร่ืองเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ  (Incubator shaker) ยี่ห้อ 
Innova 43 รุ่น New Brunswick 

Eppendrof, England 

14) เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Centrifuges) ยีห่อ้ Hettich รุ่น Universal 32 Hettich, Germany 
15) กลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง (Light microscope) Nikon, Japan 
16) กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนซ์ (Fluorescence microscope) 
ยีห่อ้ Carl Zeiss รุ่น Axio scopy A 1 

Carl Zeiss, Germany 

17)  กล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราด (Field Emission Scanning 
Electron Microscope; FE-SEM) ยีห่อ้ Zeiss รุ่น Auriga 

Carl Zeiss, Germany 

18) เคร่ือง Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) 
ยีห่อ้ Bruker รุ่น Tensor 27 

Bruker, USA 

19) เคร่ืองเคลือบผวิตวัอยา่ง (Vacuum sputter coater)  
ยีห่อ้ Leica รุ่น EM ACE600  

Leica, Germany 

20) เคร่ืองท าตวัอยา่งแหง้ ณ จุดวกิฤต (Critical dry point)  
ยีห่อ้ Leica EMCPD300 

Leica, Germany 
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3.2 สำรเคมทีีใ่ช้ในงำนวจิยั (Chemicals)  
ช่ือสำรเคมี บริษัทผู้ผลิต, ประเทศ 
1) Sodium hydroxide (NaOH) Ajax Finechem, Australia 
2) Sodium tetraborate (Na2B4O7) Ajax Finechem, Australia 
3) Sulfuric acid (H2SO4) E. Merck Damstadt, Germany 
4) Boric acid (H3BO3) Ajax Finechem, Australia 
5) Methyl red (C15H15N3O2) Rankem, India 
6) Methylene blue (C16H18N3SCl) Fluka, Germany 
7) Ethyl alcohol (C2H6O) E. Merck Damstadt, Germany 
8) Phenolphthalein (C20H14O4) Rankem, India 
9) Sodium chloride (NaCl) Ajax Finechem, Australia 
10) Molybdenum trioxide (MoO3) Ajax Finechem, Australia 
11) Magnesium chloride (MgCl2• 6H2O) Ajax Finechem, Australia 
12) Ferrous ammonium citrate ((NH4)5Fe(C6H4O7)2.2H2O) Ajax Finechem, Australia 
13) Sodium carbonate (Na2CO3) Ajax Finechem, Australia 
14) Calcium chloride (CaCl2) Ajax Finechem, Australia 
15) Magnesium sulfate (MgSO4.7H2O) Ajax Finechem, Australia 
16) di-Sodium Hydrogen Orthrophosphate (Na2HPO4) Ajax Finechem, Australia 
17) Cobalt (II) Chloride (CoCl2.6H2O) Ajax Finechem, Australia 
18) Manganise (II) Chloride (MnCl2.4H2O) Ajax Finechem, Australia 
19) Nickle chloride (NiCl2 .6H2O) Ajax Finechem, Australia 
20) Copper (II) Sulphate (CuSO4. 5H2O) Ajax Finechem, Australia 
21) D-glucose (C6H12O6) Ajax Finechem, Australia 
22) Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) E. Merck Damstadt, Germany 
23) Zinc sulfate (ZnSO4) Ajax Finechem, Australia 
24) Ammonium sulfate ((NH4)2SO4) Ajax Finechem, Australia 
25) 1,2 Dichloroethane (C2H4Cl2) Sigma-Aldrich, USA 
25) Crystal violet (C25H30ClN3) Sigma-Aldrich, USA 
26) Ammonium oxalate (C2H8N2O4) Sigma-Aldrich, USA 
27) Safranin O (C20H19ClN4) E. Merck Damstadt, Germany 
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3.2 สำรเคมทีีใ่ช้ในงำนวจิยั (Chemicals)  
ช่ือสำรเคมี บริษัทผู้ผลิต, ประเทศ 
28) Iodine (I) DBH, England 
29) Potassiumiodide (KI) Ajax Finechem, Australia 
30) Nile Blue A (C20H20ClN3O) Sigma-Aldrich, USA 
31) Nile red (C20H18N2O2) Sigma-Aldrich, USA 
32) Yeast extrsct Difco, USA 
33) Polypeptone Difco, USA 
34) Tryptone Difco, USA 
35) Peptone Difco, USA 
36) Agar Difco, USA 

 
3.3 สูตรอำหำรเลีย้งเช้ือ 
 3.3.1 Complex medium (broth) 1 ลิตร ประกอบด้วย 
  Yeast extract    5.0 กรัม 
  Polypeptone    5.0 กรัม 
  Tryptone    5.0 กรัม 
  NaCl     5.0 กรัม 
  Glucose     10.0 กรัม  
                      ละลายส่วนผสมทั้งหมดเขา้ด้วยกัน น าไปน่ึงฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที  
 3.3.2 Complex medium agar 
                      เตรียมส่วนประกอบของ Complex medium และเติม agar 15.0 กรัมต่อลิตร ละลาย 
ส่วนผสม โดยให้ความร้อน น าไปน่ึงฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์      
ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
 3.3.3 Minimal medium (broth) 1 ลิตร ประกอบด้วย    
  CaCl2.2H2O       0.01  กรัม  
  Ferrous ammonium citrate    0.05 กรัม  
  Glucose      10.0  กรัม  
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  KH2PO4      1.0  กรัม 
  MgSO4.7H2O      0.2  กรัม  
  Na2HPO4      3.0  กรัม 
  (NH4)2SO4      1.0  กรัม 
  Trace element    1.0 มิลลิลิตร 
                      ละลายส่วนผสมทั้งหมดเขา้ด้วยกนั ปรับพีเอช (pH) เท่ากับ 7±0.2 น าไปน่ึงฆ่าเช้ือ                
ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที  
  Trace element 1 มิลลิลิตร ซ่ึงในน ้ำกลั่น 1 ลิตรประกอบด้วย 
   CoCl2.6H2O    0.2  กรัม  
   CuSO4.5H2O    0.01  กรัม  
   FeSO4.7H2O    5.56  กรัม  
   H3BO3     0.3  กรัม  
   MnCl2.4H2O    0.03  กรัม  
   NaMoO4.2H2O    0.03  กรัม  
   NiCl2.6H2O    0.02  กรัม  
   ZnSO4.7H2O    0.1  กรัม  
 3.3.4 Minimal medium agar 
                      เตรียมส่วนประกอบของ Minimal medium และเติม agar 15.0 กรัมต่อลิตร ละลาย 
ส่วนผสมโดยให้ความร้อน น าไปน่ึงฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์         
ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
 3.3.5 Yeast peptone cassava (broth) 1 ลิตร ประกอบด้วย 
  Yeast extract    0.5 กรัม 
  Peptone     0.5 กรัม 
  Cassava starch    10 กรัม 
  (NH4)2SO4      1.0  กรัม 
                      ละลายส่วนผสมทั้งหมดให้เขา้กัน ปรับพีเอช (pH) เท่ากับ 7±0.2 น าไปน่ึงฆ่าเช้ือ        
ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที  
 3.3.6 Yeast peptone cassava agar 
                      เตรียมส่วนประกอบของ Yeast peptone cassava และเติม agar 15.0 กรัมต่อลิตร  
ละลายส่วนผสม ปรับพเีอช (pH) เท่ากบั 7±0.2 และหลอม Agar โดยใหค้วามร้อน น าไปน่ึงฆ่าเช้ือ   
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ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
 

3.4 วสัดุชีวมวล 
 3.4.1 กำกมันส ำปะหลัง 
                      กากมนัส าปะหลงัที่ใชต้ลอดการวิจยัน้ีไดจ้ากอุตสาหกรรมแป้งมนัส าปะหลงั น ามา
อบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จนตวัอย่างแห้ง บดให้มีขนาด 10-100 mesh (2 มิลลิเมตร-150 
ไมโครเมตร) เก็บในโถดูดความช้ืนเพื่อใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในอาหารเล้ียงเช้ือส าหรับการผลิต 
PHA ของจุลินทรีย ์และน าตวัอย่างกากมันส าปะหลังส่งวิเคราะห์หาองค์ประกอบของกากมัน
ส าปะหลงั โดยศูนยเ์คร่ืองมือวทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 
 

3.5 วธีิด ำเนินกำรทดลอง 
 3.5.1 กำรทดลองช่วงที่ 1 กำรคดัเลือกสำยพันธ์ุจุลินทรีย์ที่มีควำมสำมำรถในกำรผลิต PHA 
                      การคดัเลือกจุลินทรียท์ี่มีความสามารถในการผลิต PHA เป็นการคดัเลือกจุลินทรีย ์ 
จากระบบบ าบดัน ้ าเสียของอุตสาหกรรมแป้งมนัส าปะหลงั และจากแบคทีเรียที่มีขอ้มูลการคดัแยก
ของเช้ือและเก็บรักษาอยู ่ณ หอ้งปฏิบติัการอนามยัส่ิงแวดลอ้ม มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 
  3.5.1.1 แหล่งที่มำของจุลินทรีย์ 
                                        เก็บตัวอย่างจุลินทรียแ์บบจ้วงตกั (Grab sampling) จากระบบผลิตก๊าซ
ชีวภาพ (Biofuel-reactor) ซ่ึงเป็นระบบบ าบดัน ้ าเสียแบบถงัหมกัไร้อากาศของอุตสาหกรรมแป้งมนั
ส าปะหลงั ไดแ้ก่บริเวณจุดรวบรวมน ้ าเสียจากกระบวนการผลิตแป้งมนัส าปะหลงัก่อนเขา้ระบบ
บ าบดั บริเวณจุดปล่อยน ้ าทิ้งผา่นการบ าบดั และเก็บตวัอยา่งจุลินทรียจ์ากกากมนัส าปะหลงั รวมถึง
แบคทีเรียที่มีขอ้มูลการคดัแยกและเก็บรักษาอยู ่ณ หอ้งปฏิบติัการอนามยัส่ิงแวดลอ้ม มหาวทิยาลยั
เทคโนโลยี สุ รน า รี  ได้แ ก่  Agrobacterium tumefaciens SUTS 1, Pseudomonas sp. SUTS 2 
(Potivichayanon and Kitlertpormpairoat, 2010) และ  Delftia sp. SUTR 3 (Katramee, Toensakes, 
and Potivichayanon, 2015) 
  3.5.1.2 กำรเพำะเลีย้งจุลินทรีย์ 
                                        คัด เ ลือก จุลินทรีย์ที่ มีความสามารถในการผลิต  PHA ตามวิ ธีของ 
Chansatein และคณะ (2012) โดยน าตวัอยา่งจุลินทรียจ์ากแหล่งต่าง ๆ มาเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียง
เช้ือ Complex medium เพือ่กระตุน้การเจริญของจุลินทรีย ์ดว้ยวธีิการดงัน้ี 
                                        1) ตัวอย่ำงจุลินทรีย์จำกน ้ำเสีย  
                                        น าตวัอยา่งน ้ าเสียเติมลงในอาหารเล้ียงเช้ือ Complex medium ในสดัส่วน 
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ปริมาณตวัอย่างน ้ าเสียต่ออาหารเล้ียงเช้ือเท่ากับร้อยละ 10 โดยปริมาตร ในขวดทดลอง (Flask) 
ขนาด 250 มิลลิลิตร เล้ียงบนเคร่ืองเขยา่ที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 7 
วนั จากนั้นถ่ายเช้ือลงในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรเดิมทุก 7 วนัท าซ ้ า 3 คร้ัง 
                                        2) ตัวอย่ำงจุลินทรีย์จำกกำกมันส ำปะหลัง  
                                        น ากากมนัส าปะหลงั 5 กรัม เติมลงในอาหารเล้ียงเช้ือ Complex medium 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เล้ียงบนเคร่ืองเขยา่ที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 
7 วนั ถ่ายอาหารเล้ียงเช้ือลงในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรเดิมทุก 7 วนั  
                                        3) แบคที เ รียที่ เก็บรักษำอยู่  ณ ห้องปฏิบัติกำรอนำมัย ส่ิงแวดล้อม 
มหำวิทยำลัยเทคโนโลยีสุรนำรี 
                                        น าตัวอย่างแบคทีเรียที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส มาขีด 
(Streak plate) บนอาหารแข็ง Complex medium agar ท  าซ ้ า 2 คร้ัง เพื่อตรวจสอบความบริสุทธ์ิของ
จุลินทรีย ์จากนั้ นใช้ลวดเขี่ยเช้ือ เขี่ยโคโลนีของจุลินทรีย ์ 1 ลูปใส่ลงในขวดทดลอง (Flask)       
ขนาด 250 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอาหารเล้ียงเช้ือ Complex medium ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เล้ียงที่
อุณหภูมิหอ้ง  บนเคร่ืองเขยา่ที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ถ่ายเช้ือลงในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรเดิม
ทุก 7 วนั ท  าซ ้ า 3 คร้ัง 
                                        จากนั้นท าการคดัแยกจุลินทรียด์้วยอาหารเล้ียงที่มีความจ าเพาะเจาะจง   
ต่อการผลิต PHA โดยน าจุลินทรียท์ี่เจริญอยูใ่นอาหาร Complex medium ถ่ายลงในอาหารเล้ียงเช้ือ 
Minimal medium ที่เติมกลูโคส 10 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน ปริมาณตวัอยา่งต่ออาหารเล้ียง
เช้ือเท่ากับร้อยละ 10 โดยปริมาตร ท าการเพาะเล้ียงในขวดทดลอง (Flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร    
บนเคร่ืองเขย่าที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที จนกระทัง่อาหารเร่ิมขุ่น ถ่ายเช้ือลงในอาหาร       
เล้ียงเช้ือสูตรเดิมทุก 7 วนั ท  าซ ้ า 3 คร้ัง 
  3.5.1.3 กำรคดัเลือกสำยพันธ์ุจุลินทรีย์ที่มีควำมสำมำรถในกำรผลิต PHA 
                                        จุลินทรียแ์ต่ละชนิดที่สามารถเจริญได้ในอาหารเหลว Minimal medium 
จะถูกแยกด้วยวิธี Spreading plate technique โดยท าการเจือจางตัวอย่างลง 10 เท่า (Ten-fold 
dilution) ใน 0.85% (w/v) สารละลายโซเดียมคลอไรด์ จากนั้นกระจายเช้ือ (Spread) บนอาหารแขง็ 
Minimal medium agar ที่ เ ติ ม  Nile red 0.5 มิ ล ลิก รัมต่อ ลิตร  (ละลาย  Nile red 0.25 มิล ลิก รัม                
ใน Dimethylsulfoxide 1 มิลลิลิตร) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-5 วนั จากนั้นน าไป
ส่องดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนซ์ภายใตแ้สง Ultra violet ที่ความยาวคล่ืน 350 นาโนเมตร       
เพื่อตรวจสอบเบื้องต้นว่าจุลินทรียส์ามารถผลิต PHA ได้หรือไม่ โดยสังเกตลักษณะโคโลนี          
ของจุลินทรียท์ี่มีการเรืองแสงออกมาเป็นสีชมพูจากการติดสียอ้ม Nile red กบัส่วนไขมนัซ่ึงอาจเป็น 
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PHA ที่อยูภ่ายในเซลลข์องจุลินทรีย ์จากนั้นคดัแยกโคโลนีเด่ียวของจุลินทรียท์ี่ให้ผลบวกและท าให้
ไดเ้ช้ือบริสุทธ์ิ ดว้ยวธีิ Streak plate บนอาหารแขง็ Minimal medium agar ท  าซ ้ า 2 คร้ังเพือ่ตรวจสอบ
ความบริสุทธ์ิของจุลินทรีย ์ จากนั้นใช้ลวดเขี่ยเช้ือ เขี่ยโคโลนีของจุลินทรีย ์ 1 ลูปใส่ลงในขวด
ทดลอง (Flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอาหารเล้ียงเช้ือ Minimal medium ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร เล้ียงที่อุณหภูมิห้อง บนเคร่ืองเขยา่ที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ถ่ายเช้ือลงในอาหาร
เล้ียงเช้ือสูตรเดิมทุก 7 วนั เพื่อน าไปศึกษาอตัราการเจริญเติบโตของจุลินทรียแ์ละการสะสม PHA 
ภายในเซลลด์ว้ยการยอ้มสี Nile blue A ตามขั้นตอนที่ 3.5.1.4  
  3.5.1.4 กำรศึกษำกำรสะสม PHA ภำยในเซลล์ของจุลินทรีย์  
                                        ศึกษาการสะสม PHA ภายในเซลล์ของจุลินทรีย ์ตามวิธีของ Berlaga     
และคณะ (2006); Rodtong และคณะ (2008); Khardenavis และคณะ (2009) โดยน าจุลินทรียท์ี่ได้
จากการศึกษาความสามารถในการผลิต PHA ขั้นตน้ ในขั้นตอนที่ 3.5.1.3 มาเล้ียงบนอาหารแข็ง 
Minimal medium agar บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง น ามาเตรียมรอย Smear 
ของเซลล์จุ ลินทรีย์บนแผ่นกระจกสไลด์ (Microscope slide) และตรึงเซลล์ด้วยความร้อน           
(Heat-fixed) จากนั้นยอ้มด้วย 1% Nile blue A เป็นเวลา 10 นาที และล้างด้วยน ้ ากลั่น ทิ้งให้แห้ง  
และปิดด้วยกระจกปิดสไลด์ (Cover slip) น าไปตรวจสอบแกรนูลภายใต้กล้องจุลทรรศน์           
ฟลูออเรสเซนซ ์(Fluorescence microscope) ดว้ยฟิลเตอร์ Cy3 (Excitation wavelength 546 nm และ 
Emission wavelength 562) ซ่ึง เ ป็น  Exciter filter ที่ มีความยาวค ล่ืนแสงกระตุ้นจ า เพาะกับ                
ช่วงกระตุ้นของสี Nile blue A ที่ความยาวคล่ืน 546 นาโนเมตร ด้วยก าลังขยายเลนส์ใกล้วตัถุ 
(Objective lens) 100 เท่า เพือ่ศึกษาการสะสม PHA ภายในเซลล์ของจุลินทรีย ์โดยจุลินทรียท์ี่มีการ
ผลิตและสะสม PHA จะปรากฏแกรนูลสีสม้หรือแดงอยูภ่ายในเซลล ์จากการติดสียอ้ม Nile blue A 
กบัแกรนูล PHA ภายในเซลล์ ศึกษาพื้นที่ของ PHA granule โดยเปรียบเทียบค่าเฉล่ียความเขม้ของ
การเรืองแสงสียอ้ม (Intensity mean value) ต่อพื้นที่ของเซลล์ทั้ งหมดโดยใช้โปรแกรม Zen 2       
ของกลอ้งจุลทรรศน์ เพื่อประเมินประสิทธิภาพเบื้องตน้ในการสะสมพอลิเมอร์ภายในเซลล์ของ
จุลินทรียแ์ต่ละชนิด  
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รูปที่ 3.1 กลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนซ ์(Fluorescence microscope) 

 
  3.5.1.5 กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรย่อยแป้งมันส ำปะหลัง 
                                       น าเช้ือจุลินทรียบ์ริสุทธ์ิที่ไดจ้ากการคดัแยก ในหัวขอ้ที่ 3.5.1.3 ในอาหาร
เหลว Yeast-Peptone Cassava medium (YPC medium) สัดส่วนปริมาณตวัอยา่งต่ออาหารเล้ียงเช้ือ
เท่ากบัร้อยละ 10 โดยปริมาตร เล้ียงบนเคร่ืองเขยา่ที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิหอ้ง 
เป็นเวลา 72 ชั่วโมง หลังจากนั้ นน าไปเพาะบนอาหารเล้ียงเช้ือ YPC agar ด้วยการท าเทคนิค 
Spreading plate technique น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง จากนั้นท าการ
ใส่เช้ือแบบ Point inoculum โดยใช้เข็มเขี่ยปลายตรง (Needle) ลงบนผิวอาหาร YPC agar บ่มที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง ตรวจสอบความสามารถในการยอ่ยแป้ง โดยหยด 
Iodine solution ลงบนโคโลนีของจุลินทรียท์ี่ เจริญบนผิวหน้าอาหาร YPC agar อ่านผลภายใน          
2 นาที จากบริเวณใส (Clear zone) รอบโคโลนีของจุลินทรีย ์เน่ืองจากแป้งถูกย่อยด้วยเอนไซม์     
จากจุลินทรีย์ พร้อมทั้ งตรวจวัดการเจริญของจุลินทรีย์โดยวัดเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนี                  
ของจุลินทรียแ์ละวดัเส้นผ่านศูนยก์ลางของ Clear zone จากนั้นคดัเลือกจุลินทรียท์ี่มี Clear zone 
กวา้ง ซ่ึงแสดงถึงศกัยภาพในการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัของจุลินทรีย ์(Saelim et al, 2008) 
  3.5.1.6 กำรศึกษำกำรเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ 
                                       ศึกษาการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ในข้อ 3.5.1.3 ในอาหารเล้ียงเช้ือ 
Minimal medium ที่เติมกลูโคส 10 กรัมต่อลิตร เป็นเวลา 7 วนั ดว้ยวธีิการนบัโคโลนี (Colony count 
technique) โดยท าการเจือจางตวัอยา่งจากการศึกษาลงคร้ังละ 10 เท่า (Ten-fold dilution) ใน 0.85% 
(w/v) สารละลายโซเดียมคลอไรด ์หลงัจากนั้นน าไปเพาะบนอาหารเล้ียงเช้ือ Minimal medium agar 
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ด้วยการท าเทคนิค Spreading plate technique น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส แล้วสังเกต  
จานเพาะเช้ือจากแต่ละตวัอย่างที่ถูกเจือจาง (Dilution) ที่มีจ  านวนโคโลนีในช่วง 30-300 โคโลนี 
น ามาค านวณเป็นจ านวนเซลล ์(Colony forming units/ml หรือ CFU/ml) โดยจ านวนโคโลนีที่เจริญ
บนอาหารเล้ียงเช้ือสามารถอา้งอิงถึงจ านวนเซลล์ของจุลินทรีย ์(APHA, AWWA, WPCF, 2005) 
แล้วน าผลที่ไดไ้ปท ากราฟการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ เพื่อศึกษาระยะเวลาในการทวีคูณหรือ 
Generation time และอตัราการเติบโตจ าเพาะ (Specific growth rate : µ) จากนั้นน าจุลินทรียใ์นระยะ
ที่มีอตัราการเจริญเติบโตสูงสุดเป็นหวัเช้ือเร่ิมตน้ในการศึกษาการผลิต PHA ต่อไป 

  กำรค ำนวณ 

  จ  านวนจุลินทรีย ์(CFU/ml) = จ  านวนโคโลนี  สดัส่วนเจือจาง 
        ปริมาตรตวัอยา่ง 

  3.5.1.7 กำรศึกษำลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ (Morphological characteristic) 
                                       น าจุลินทรียท์ี่คดัเลือกในขอ้ 3.5.1.3 ท าการเพาะเล้ียงบนอาหาร Minimal 
medium agar ส าหรับเล้ียงเช้ือจุลินทรียผ์ลิต PHA ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
สงัเกตลกัษณะโคโลนีและการเจริญบนอาหาร เช่น รูปร่าง สี ผวิหนา้และขอบของโคโลนี  

1) กำรศึกษำ Gram staining ด้วยกำรย้อมติดสีแกรมของเซลล์จุลินทรีย์  
  การศึกษา Gram staining ดว้ยการยอ้มติดสีแกรมของเซลลจุ์ลินทรีย ์มีขั้นตอนดงัน้ี 

      1. เตรียมรอย Smear ของเซลลจุ์ลินทรียบ์นแผน่แกว้สไลดท์ี่สะอาด  
      2. ตรึงเซลลใ์หติ้ดแผน่สไลดด์ว้ยความร้อน (Heat-fixed)  
      3. หยดสี Crystal violet ใหท้่วมรอย Smear เป็นเวลา 1 นาที ลา้งสีออกดว้ยน ้ า  
      4. หยด Gram’s iodine ใหท้่วมรอย Smear เป็นเวลา 1 นาที  
      5. ลา้งดว้ย 95% Ethyl alcohol ประมาณ 5 วนิาที และลา้งดว้ยน ้ า  
      6. หยดสี Safranin ใหท้่วมรอย Smear เป็นเวลา 1 นาที และลา้งดว้ยน ้ า  
      7. น าไปตรวจดูรูปร่าง การเรียงตวัของเซลล ์ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง   
          (Light microscope) ก าลงัขยาย 100 เท่า  
2) กำรศึกษำลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำภำยใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ 

ส่องกรำด (Field emission scanning electron microscope : FE-SEM) 
  ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphological characteristic) ด้วยการเขี่ ย
โคโลนีของจุลินทรียท์ี่มีความสามารถในการผลิต PHA ที่เจริญบนอาหารแข็ง Minimal medium 
น ามาเตรียมรอย Smear ของเซลลจุ์ลินทรียบ์นกระจกปิดสไลด ์(Cover slip) และตรึงเซลลด์ว้ยความ
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ร้อน (Heat-fixed) เก็บในตูดู้ดความช้ืน (Desiccator) จากนั้นท าตวัอยา่งใหแ้หง้ (Drying) ดว้ยเทคนิค
การท าให้ตวัอยา่งแห้ง ณ จุดวิกฤต (Critical point drying) โดยน าเขา้เคร่ือง Critical point dryer ซ่ึง
ให้คาร์บอนไดออกไซดเ์หลวเขา้ไปแทนที่สารอินทรียท์ี่ใชดึ้งน ้ าออกจากตวัอยา่งจนกระทัง่แทนที่
อย่างสมบูรณ์ จึงให้ความร้อนท าให้อุณหภูมิและความดันภายในช่องใส่ตัวอย่าง (Specimen 
chamber) เพิ่มขึ้นจนถึงจุดวิกฤตของคาร์บอนไดออกไซด์ (อุณหภูมิ 31.1 ◦C และความดนั 1,073 
psi) เม่ือถึงจุดน้ี ของเหลวและก๊าซจะมีความหนาแน่นเท่ากนัท าใหก้ลายเป็นไอ จึงไดต้วัอยา่งที่แห้ง
และคงลกัษณะรูปร่าง จากนั้นน าตวัอยา่งที่แห้งแลว้ไปติดบนแท่นวางตวัอยา่ง (SEM stub) โดยใช้ 
Double slide carbon tape ในการเช่ือมติดตวัอยา่งกบัแท่นวาง แลว้ฉาบ (Coating) ดว้ยโลหะทองค า 
99% เพื่อท าให้เกิดการน าไฟฟ้า ดว้ยเคร่ือง Vacuum sputter coater ความหนาของชั้นโลหะที่ฉาบ 
ลงบนตวัอยา่งมีความหนาประมาณ 3-5 นาโนเมตร การฉาบโลหะหากบางเกินไปอาจท าให้เกิดการ
สะสมของประจุบนผิวตวัอยา่ง (Charging effect) และหากหนาเกินไปอาจท าให้บดบงัรายละเอียด
ของพื้นผิวตัวอย่างได้ จากนั้ นน าไปศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Field Emission Scanning Electron Microscope : FE-SEM) ทีก่  าลงัขยาย 
1,000-10,000 เท่า ค่าความต่างศกัยเ์ร่ง (Accelerating voltage) 10-15 กิโลโวลต ์(kV) 

 

 

รูปที่ 3.2 กลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Field Emission Scanning Electron Microscope 
: FE-SEM) 
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  3.5.1.8 กำรบ่งช้ีชนิดของจุลินทรีย์  
                                       เตรียมเซลล์จุลินทรีย์ที่ให้ผลบวกด้วยวิธี Streak plate บนอาหารแข็ง 
Complex medium agar ให้ได้โคโลนีเดียวเพื่อตรวจเช็คความบริสุทธ์ิของเช้ือ และส่งวิเคราะห์        
ที่ ห น่วยความ ร่วม มือการวิจัยด้านวิท ยาศาสต ร์ ชีวภาพและ เทคโนโลยี ชี วภาพแ ห่ ง
มหาวิทยาลยัมหิดลและมหาวิทยาลยัโอซากา้ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัมหิดล เพื่อวิเคราะห์
บ่งช้ีชนิดของจุลินทรีย์ด้วยการหาล าดับเบสของดีเอนเอ (DNA sequencing) ในส่วนของยีน           
16S rRNA และ 18S rRNA น าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์และเปรียบเทียบกับข้อมูลใน GenBank        
ด้วยโปรแกรม BlastN ของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) เพื่อจ าแนก
ชนิดของจุลินทรียท์ี่คดัแยกได ้
  3.5.1.9 กำรเก็บรักษำจุลินทรีย์ 
                                        เล้ียงจุลินทรียใ์นอาหารส าหรับเล้ียงกล้าเช้ือ Complex medium ในขวด
ทดลอง (Flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร ในสัดส่วนปริมาณตัวอย่างต่ออาหารเล้ียงเช้ือร้อยละ 10        
โดยปริมาตร บนเคร่ืองเขยา่ที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิหอ้ง จากนั้นเก็บจุลินทรียท์ี่
มีอตัราการเจริญเติบโตอยู่ในช่วงการเจริญแบบทวีคูณ (Log phase) ของจุลินทรียแ์ต่ละชนิดที่ได้
จากการศึกษาขอ้ 3.5.1.6 ลงในหลอดเยอืกแขง็ (Cryotube) โดยใส่กลีเซอรอล 60% ในอตัราส่วน 1:1 
(ปริมาตรตวัอยา่งต่อปริมาตรกลีเซอรอล) เพื่อป้องกนัไม่ให้เซลล์ของจุลินทรียแ์ตกและน าไปเก็บ
รักษาไวท้ี่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
 3.5.2 กำรทดลองช่วงที่ 2 ศึกษำปริมำณกำกมันส ำปะหลังที่เหมำะสมต่อกำรปลดปล่อย
น ้ำตำลรีดิวซ์   
                      การทดสอบความสามารถในการยอ่ยกากมนัส าปะหลังและศึกษาความเขม้ขน้ของ
กากมนัส าปะหลงัที่เหมาะสมต่อการปลดปล่อยน ้ าตาลรีดิวซ์ของจุลินทรียบ์ริสุทธ์ิที่ไดจ้ากการคดั
แยกในหัวขอ้ที่ 3.5.1.3 เพื่อใชใ้นการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัให้เป็นน ้ าตาลซ่ึงเป็นแหล่งคาร์บอนใน
การผลิต PHA ในขั้นตอนเดียวของจุลินทรีย ์และศึกษาการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัใหเ้ป็นน ้ าตาลของ
ยสีต ์Saccharomycopsis fibuligera เพื่อเป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิต PHA ของจุลินทรียท์ี่คดัแยก
ไดใ้นขอ้ 3.5.1 โดยมีขั้นตอนดงัน้ี 
  3.5.2.1 กำรเตรียมกล้ำเช้ือเร่ิมต้น 
                                       เตรียมกล้าเช้ือโดยเล้ียงจุลินทรีย์ในอาหารเล้ียงเช้ือ Minimal medium       
ในขวดทดลอง (Flask) ขนาด 500 มิลลิลิตร ในสดัส่วนปริมาณตวัอยา่งต่ออาหารเล้ียงเช้ือร้อยละ 10 
โดยปริมาตร เล้ียงบนเคร่ืองเขย่าควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30   
องศาเซลเซียส จากนั้นน าจุลินทรียใ์นระยะที่มีอตัราการเจริญเติบโตสูงสุดในช่วงเวลาที่ท  าการศึกษา
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ของจุลินทรียแ์ต่ละชนิดที่ไดจ้ากการศึกษาขอ้ 3.5.1.6 ถ่ายลงในอาหารเล้ียงเช้ือ Minimal medium    
ที่เติมกากมันส าปะหลังเป็นแหล่งคาร์บอนเพื่อศึกษาปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์จากการย่อยกากมัน
ส าปะหลงัให้เป็นน ้ าตาลและการผลิต PHA ของจุลินทรีย ์โดยใชช่้วงการเจริญเติบโตในระยะเวลา
ดงักล่าวเป็นหวัเช้ือเร่ิมตน้ตลอดการทดลอง 
  3.5.2.2 ศึกษำปริมำณน ้ำตำลที่ได้จำกกำรย่อยกำกมันส ำปะหลัง 
                                       ศึกษาปริมาณน ้ าตาลที่ไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัของจุลินทรียท์ี่คดั
แยกได้แต่ละชนิดและยีสต์ Saccharomycopsis fibuligera เพื่อน าน ้ าตาลที่ได้ไปใช้เป็นแหล่ง
คาร์บอนในกระบวนการผลิต PHA ของจุลินทรีย ์โดยเล้ียงเช้ือจุลินทรียบ์ริสุทธ์ิและยีสต์ที่ มี
ศกัยภาพในการยอ่ยสลายแป้งมนัส าปะหลงัโดยน ากลา้เช้ือจากขอ้ 3.5.2.1 ถ่ายลงในอาหารเล้ียงเช้ือ 
Minimal medium ที่เติมกากมนัส าปะหลงัแทนแหล่งคาร์บอนที่เป็นน ้ าตาลกลูโคส ท าการเพาะเล้ียง
ในขวดทดลอง (Flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาณตวัอย่างต่ออาหารเล้ียงเช้ือเท่ากบัร้อยละ 10   
โดยปริมาตร โดยแปรผนัปริมาณของกากมนัส าปะหลงั 10 30 และ 50 กรัมต่อลิตร เพื่อหาสภาวะ          
ที่เหมาะสมที่ท  าใหเ้กิดการปลดปล่อยน ้ าตาลสูงสุด เขยา่ดว้ยเคร่ืองเขยา่ที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 72 ชัว่โมง ท าการเก็บตวัอยา่งวเิคราะห์ปริมาณน ้ าตาลทุก 6 ชัว่โมง ดว้ยวธีิการน าไป
ป่ันแยกด้วยเคร่ืองป่ันเหวี่ยง (Centrifuges) ที่ความเร็ว 7000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที               
น าส่วนใส 5 มิลลิลิตร ไปวิเคราะห์ปริมาณน ้ าตาลในรูปของน ้ าตาลรีดิวซ์ดว้ยวิธี Denitrosalicylic 
colorimetric method (Chaplin and Kennedy, 1994)  

 3.5.3 กำรทดลองช่วงที่ 3 กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรผลิต PHA ของจุลินทรีย์ 
                      ขั้นตอนน้ีเป็นการน าจุลินทรียไ์ดจ้ากกระบวนการทดสอบการสะสม PHA ในเซลล์
ของจุลินทรียด์้วย 1% Nile blue A มาทดสอบความสามารถในการผลิต PHA ในอาหารเล้ียงเช้ือ 
Minimal medium โดยใชก้ากมนัส าปะหลงัเป็นวตัถุดิบในการผลิต มีขั้นตอนการศึกษาดงัน้ี  
  3.5.3.1 ทดสอบควำมสำมำรถในกำรย่อยกำกมันส ำปะหลังให้เป็นน ้ำตำลและผลิต               
PHA ในขั้นตอนเดียวของจุลินทรีย์  
                                       น ากลา้เช้ือจากขอ้ 3.5.2.1 ถ่ายลงในอาหารเล้ียงเช้ือ Minimal medium โดย
ใช้ปริมาณกากมันส าปะหลังจากสภาวะที่เหมาะสมที่ท  าให้เกิดการย่อยกากมันส าปะหลังให้ได้
น ้ าตาลสูงสุดจากการทดสอบในขอ้ 3.5.2.2 ปริมาณตวัอย่างต่ออาหารเล้ียงเช้ือเท่ากับร้อยละ 10  
โดยปริมาตร ในขวดทดลอง (Flask) ขนาด 500 มิลลิลิตรที่บรรจุอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 200 
มิลลิลิตร เล้ียงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่ที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ท  าการ
เก็บตวัอยา่งทุก 6 ชัว่โมง ศึกษาการเจริญเติบโตของจุลินทรียด์ว้ยวิธีการนับโคโลนี (Colony count 
technique) จากนั้นเก็บเก่ียวเซลล์โดยป่ันแยกด้วยเคร่ืองป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 7000 รอบต่อนาที    
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เป็นเวลา 30 นาที เพื่อแยกเซลล์จุลินทรียอ์อกจากของเหลว เทส่วนใสออก เก็บตวัอย่างส่วนใส     
เพื่อน าไปวิเคราะห์ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ดว้ยวิธี Denitrosalicylic colorimetric method (Chaplin and 
Kennedy, 1994) และไนโตรเจนที่เหลือในรูปของแอมโมเนียไนโตรเจน (NH3

+-N) ตรวจวิเคราะห์
ด้วยวิธี Distillation Nesslerization (APHA, AWWA, WPCF, 2005) ล้างส่วนที่เป็นตะกอนด้วยน ้ า
กลัน่ และป่ันแยกดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยงความเร็ว 7000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน าส่วน
ที่เป็นตะกอนไปสกดัแยก PHA ดว้ย 1,2 ไดคลอโรอีเทน (1,2 Dichloroethane) และวเิคราะห์ปริมาณ
และหมู่ฟังกช์ัน่ของ PHA ที่ผลิตไดด้ว้ยเคร่ือง Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) 
  3.5.3.2 ทดสอบควำมสำมำรถในผลิต PHA ของจุลินทรีย์ด้วยน ้ำตำลจำกกำรย่อย
กำกมันส ำปะหลังของยีสต์  
                                       น ากลา้เช้ือจากขอ้ 3.5.2.1 ถ่ายลงในอาหารเล้ียงเช้ือ Minimal medium โดย
ใช้น ้ าตาลที่ได้จากการย่อยกากมนัส าปะหลังของยีสต์ Saccharomycopsis fibuligera TISTR 5118 
ในปริมาณจุลินทรียต่์ออาหารเล้ียงเช้ือต่อน ้ าตาลเท่ากับ 10:20:80 โดยปริมาตร เล้ียงที่อุณหภูมิ       
30 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่ที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ท  าการเก็บตวัอยา่งทุก 6 ชัว่โมง 
ศึกษาการเจริญเติบโตของจุลินทรียด์้วยวิธีการนับโคโลนี (Colony count technique) จากนั้นเก็บ
เซลล์จุลินทรียโ์ดยป่ันแยกด้วยเคร่ืองป่ันเหวี่ยงความเร็ว 7000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที           
เทส่วนใสออก เก็บตวัอยา่งส่วนใสเพือ่น าไปวิเคราะห์ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ดว้ยวิธี Denitrosalicylic 
colorimetric method (Chaplin and Kennedy, 1994) และไนโตรเจนที่เหลือในรูปของแอมโมเนีย
ไนโตรเจน (NH3

+-N) ตรวจวิเคราะห์ดว้ยวิธี Distillation Nesslerization (APHA, AWWA, WPCF, 
2005) ลา้งส่วนที่เป็นตะกอนดว้ยน ้ ากลัน่ และป่ันแยกดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยงความเร็ว 7000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน าส่วนที่เป็นตะกอนไปอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จนกวา่เซลล์
แห้ง (Aremu, Layokun, and Solomon, 2010) จากนั้ นชั่งน ้ าหนักเซลล์แห้ง และน าไปสกัดด้วย                   
1,2 ไดคลอโรอีเทน (1,2 Dichloroethane) วิเคราะห์ปริมาณและหมู่ฟังก์ชั่นของ PHA ที่ผลิตได้    
ดว้ยเคร่ือง Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) 
 3.5.4 กำรทดลองช่วงที่ 4 ศึกษำสภำวะที่เหมำะสมในกำรผลิต PHA  
                      ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHA ของจุลินทรียท์ี่มีประสิทธิภาพในการผลิต 
PHA ในขั้นตอนที่ 3.5.3 เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการสังเคราะห์พอลิเมอร์ของจุลินทรีย ์ โดยท าการ
แปรผนัสภาวะการทดลองดังน้ี คือ ความเขม้ขน้แหล่งอาหารไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียม
ซลัเฟต (NH4)2SO4 และแปรผนัอตัราการเขยา่  
  3.5.4.1 กำรศึกษำผลของควำมเข้มข้นแหล่งอำหำรไนโตรเจน 
                                       น าจุลินทรียท์ี่เหมาะสมในการผลิต PHA จากการทดลองในขั้นตอนที่ 3.5.3 
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จากนั้นน ากลา้เช้ือที่อยูใ่นช่วงเวลาที่มีอตัราการเจริญเติบโตสูงสุด จากขอ้ 3.5.2.1 ถ่ายลงในอาหาร
เล้ียงเช้ือ Minimal medium โดยใช้ปริมาณกากมันส าปะหลัง 50 กรัมต่อลิตร ในสัดส่วนปริมาณ
จุลินทรียต่์ออาหารเล้ียงเช้ือเท่ากับร้อยละ 10 โดยปริมาตร ในขวดทดลอง (Flask) ขนาด 500 
มิลลิลิตรที่บรรจุอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 200 มิลลิลิตร เล้ียงบนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิที่ 30 
องศาเซลเซียส อตัราการเขยา่ 150 รอบต่อนาที ท  าการแปรผนัสภาวะการทดลองดงัน้ี คือ แปรผนั
ความเข้มข้นของไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียมซัลเฟต (NH4)2SO4 ร้อยละ 1, 2 และ 3              
โดยปริมาตร และอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเดียวกนัที่ไม่เติมไนโตรเจน  
                                       ท  าการเก็บตัวอย่างทุก 12 ชั่วโมง ศึกษาการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์     
ดว้ยวธีิการนบัโคโลนี (Colony count technique) ศึกษาปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ดว้ยวธีิ Denitrosalicylic 
colorimetric method (Chaplin and Kennedy, 1994) และไนโตรเจนที่เหลือในรูปของแอมโมเนีย
ไนโตรเจน (NH3

+-N) ตรวจวิเคราะห์ดว้ยวิธี Distillation Nesslerization (APHA, AWWA, WPCF, 
2005) เก็บเก่ียวเซลลน์ าไปสกดัดว้ย 1,2 ไดคลอโรอีเทน (1,2 Dichloroethane) และวเิคราะห์ปริมาณ
และหมู่ฟังกช์ัน่ของ PHA ที่ผลิตไดด้ว้ยเคร่ือง Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) 
  3.5.4.2 กำรศึกษำผลของอัตรำกำรเขย่ำ 
                                       น าสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHA จากการทดลองในขั้นตอนที่ 3.5.4.1 
มาศึกษาอัตราการเขย่า โดยเปรียบเทียบการเขย่าที่ความเร็วรอบ 100 150 และ 200 รอบต่อนาที    
โดยน ากล้าเช้ือที่เจริญอยู่ในช่วงที่มีอตัราการเจริญเติบโตสูงสุด จากขอ้ 3.5.2.1 ถ่ายลงในอาหาร  
เล้ียงเช้ือ Minimal medium โดยใช้ปริมาณกากมันส าปะหลัง 50 กรัมต่อลิตร ในสัดส่วนปริมาณ
ตัวอย่างต่ออาหารเล้ียงเช้ือเท่ากับร้อยละ 10 โดยปริมาตร ในขวดทดลอง (Flask) ขนาด 500 
มิลลิลิตรที่บรรจุอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 200 มิลลิลิตร เล้ียงบนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิที่ 30 
องศาเซลเซียส ท าการเก็บตวัอยา่งทุก 12 ชัว่โมงและวเิคราะห์เช่นเดียวกบัขอ้ที่ 3.5.4.1 
 

3.6 วธีิกำรวเิครำะห์ 

 3.6.1 กำรสกัด PHA ออกจำกเซลล์จุลินทรีย์  
                      น าเซลล์จุลินทรียม์าท าการย่อยเซลล์ (Cell lytic pretreatment) โดยเติมเอธานอล 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร และเขยา่ดว้ยเคร่ืองเขยา่ควบคุมที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ     
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง จากนั้นน ามาป่ันแยกดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยงเพื่อแยกส่วนที่เป็น
ตะกอนน าไปสกัดอย่างต่อเน่ืองโดยใช้ตวัท าลาย คือ 1,2 ไดคลอโรอีเทน (1,2 Dichloroethane) 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร สกดัที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง กรองสารสกดัที่ได้ผ่าน
กระดาษกรอง Glass fiber filter (GF/C) จากนั้นน าไประเหยจนแห้งดว้ยเคร่ืองระเหย น าไปสกดัซ ้ า
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และตกผลึกดว้ยเอธานอลเยน็ จะไดผ้ลึกโพลิเมอร์ PHA ท าให้แห้งแลว้ชัง่น ้ าหนัก จากนั้นน าไป
วเิคราะห์ปริมาณและหมู่ฟังกช์ัน่ของ PHA  
  กำรค ำนวณ 

  ปริมาณ PHA (g/l) = (B-A)  1000 
             ปริมาตรตวัอยา่ง (ml) 

  เม่ือ A   =   น ้ าหนกัของกระจกนาฬิกาเปล่า (g) 
   B   =   น ้ าหนกัของกระจกนาฬิกาที่มี PHA (g) 

 3.6.2 กำรพิสูจน์เอกลักษณ์ของพอลิเมอร์โดยกำรวิเครำะห์หมู่ฟังก์ช่ัน (Functional group)   
                      การวเิคราะห์หาหมู่ฟังกช์ัน่ของผลึกโพลิเมอร์ PHA ที่สกดัไดจ้ากขอ้ 3.6.1 ดว้ยเคร่ือง 
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR) โหมด ATR โดยการบันทึก FT-IR spectrum       
ที่ เกิดขึ้ นด้วยเคร่ืองสเปคโตรมิเตอร์ และท าการบันทึกค่าตั้ งแต่ความยาวคล่ืน 400-4000 cm-1 
ก าหนดค่ า  Resolution เท่ ากับ  4 cm-1, Scan time เท่ ากับ  64 วินาที  (Arumugam, Sandhya, and 
Ponnusami, 2014) เปรียบเทียบอินฟราเรดสเปคตรัมกับสารมาตรฐานพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต 
(Polyhydroxybutyrate : P(3HB), Sigma-Aldrich) 
 

 
รูปที่ 3.3 เคร่ือง Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) 
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 3.6.3 กำรวิเครำะห์ปริมำณน ้ำตำลรีดิวซ์ โดยวิธี Dinitrosalicylic acid (DNS)  
                      วธีิการน้ีสามารถใชต้รวจหาปริมาณน ้ าตาล Reducing sugar ที่มีปริมาณอยูใ่นช่วง 
ระหวา่ง 5-500 ไมโครกรัมของน ้ าตาลกลูโคส โดยดูดตวัอยา่งที่ตอ้งการหาปริมาณน ้ าตาลจ านวน 1.0 
มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลอง ส าหรับหลอดที่ไม่มีสารตวัอยา่ง (Blank) ใชอ้าหารเล้ียงเช้ือ Minimal 
medium เติม DNS solution ลงไปในแต่ละหลอด ๆ ละ 1 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กัน ตม้ในน ้ าเดือด     
100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ท  าให้เยน็อย่างรวดเร็ว โดยการน าหลอดไปแช่ในอ่างน ้ าแข็ง 
เติมน ้ าให้ครบ 10 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนั น าไปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองสเปกโตร
โฟโตมิเตอร์ที ่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร แลว้น าค่าการดูดกลืนแสงไปเทียบกบักราฟ
มาตรฐานของน ้ าตาลกลูโคสที่ทราบค่าความเขม้ขน้ที่แน่นอน  

 กำรค ำนวณ 
 

น ้ าตาลรีดิวซ์ (g/l)   =   ค่าที่ไดจ้ากการแทนค่าในกราฟมาตรฐาน  อตัราส่วนเจือจาง  

 3.6.4 กำรวิเครำะห์ปริมำณแอมโมเนีย (NH3-N)  
                      ตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี  Distillation Nesslerization (APHA, AWWA, WPCF, 2005) 
โดยตวงตวัอย่างของเหลวที่แยกได้จากขั้นตอนการป่ันแยก (Centrifuge) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร     
ใส่ลงใน Digestion tube หากตวัอยา่งเป็นกรดหรือด่าง ตอ้งปรับให้เป็นกลางก่อนดว้ย NaOH 1 M 
หรือ H2SO4 0.5 N จากนั้ นเติมสารละลายบอเรตบัฟเฟอร์ 25 มิลลิลิตร หยด Phenolphthalein 
indicator 2-3 หยด เติม NaOH 6 M จนไดสี้ชมพู แลว้น าไปกลัน่ น าส่วนที่กลัน่ออกมาไดจ้ากขวด
รูปชมพูท่ี่มี Indicating boric acid อยู ่50 มิลลิลิตร จะไดป้ริมาตรรวมประมาณ 200 มิลลิลิตร ไทเทรต
ดว้ยสารละลายมาตรฐานกรดซลัฟิวริก 0.01 N 

  กำรค ำนวณ 

  แอมโมเนีย-ไนโตรเจน (mg/l) =     (A-B) × 1000 × M × 28 
                 ตวัอยา่งน ้ าที่ใชใ้นการกลัน่ (ml) 

  เม่ือ A   =   มิลลิลิตรของกรดซลัฟิวริกมาตรฐานที่ใชไ้ทเทรตกบัตวัอยา่งน ้ า 
   B   =   มิลลิลิตรของกรดซลัฟิวริกมาตรฐานที่ใชไ้ทเทรตกบัแบลงค ์
   M  =   ความเขม้ขน้ของกรดซลัฟิวริกมาตรฐานที่ใช ้(โมล/ลิตร) 

 3.6.5 กำรค ำนวณหำค่ำทำงจลนพลศำสตร์ (Kinetic parameter) 
                      การค านวณค่าจลนพลศาสตร์ตามวิธีของ Karbasi, Ardjmand, Younesi, Safe kordi,  
and Yaghmaei, (2012); Gumel, Annuar, and Heidelberg, (2014); Khardenavis et al., (2009) ดงัน้ี 
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  3.6.5.1 อั ตรำกำร เจ ริญจ ำ เพำะ  ( Specific growth rate: µ )  คื อ  อัตราการ
เปล่ียนแปลงของจ านวนเซลล ์หรือมวลชีวภาพ (Biomass) ของประชาการต่อหน่ึงหน่วยเวลา 

 ค านวณไดด้งัสมการ  

    ln(
𝑥

𝑥0
) =  µ𝑡   (1) 

 

  เม่ือ 𝑥 คือ จ  านวนเซลลข์องจุลินทรีย ์ณ เวลาใด ๆ (CFU/ml) 
   𝑥0 คือ จ านวนเซลลข์องจุลินทรียเ์ร่ิมตน้ (CFU/ml) 
   t  คือ เวลาที่ใชใ้นการเล้ียงจุลินทรีย ์(ชัว่โมง)  

  3.6.5.2 ค่ำ สัมประสิทธ์ิกำรผลิต PHB ต่อ เซลล์ (Yp/x, PHB yield coefficient,         
µg-PHB/cell) 
 

    𝑌𝑝
𝑥⁄ =

[𝑃]

𝑥
   

 

  เม่ือ [𝑃] คือ ปริมาณพอลิเมอร์ ณ เวลาใด ๆ (กรัมต่อลิตร) 
   𝑥 คือ จ  านวนเซลลข์องจุลินทรีย ์ณ เวลาใด ๆ (CFU/ml) 

  3.6.5.3 ค่ำสัมประสิทธ์ิกำรผลิต PHB จำกหน่ึงกรัมไนโตรเจน (Yp/s, PHB yield 
coefficient, g-PHB/g-N) 
 

    𝑌𝑝
𝑠⁄ =

[𝑃]

Δ𝑆
   (2) 

 

  เม่ือ [𝑃] คือ ปริมาณพอลิเมอร์ ณ เวลาใด ๆ (กรัมต่อลิตร) 
   ∆𝑆 คือ ปริมาณสบัสเตรท (กรัมต่อลิตร)  

   3.6.5.4 ค่ำประสิทธิภำพกำรผลิต (Qp, Volumetric productivity, g-PHB/l/h)  
 

    𝑄𝑝 =  
[𝑃]

𝛥𝑡
   (3) 

 

  เม่ือ Pmax คือ ปริมาณพอลิเมอร์ ณ เวลาใด ๆ (กรัมต่อลิตร) 
   ∆𝑡 คือ เวลาที่ใชใ้นการเล้ียงจุลินทรีย ์(ชัว่โมง)
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รูปที่ 3.4 สรุปขั้นตอนการด าเนินการทดลอง 

คดัแยกจุลินทรียท่ี์สามารถผลิต PHA ดว้ยการยอ้มสี Nile red 

ศึกษาการเจริญเติบโตของจุลินทรียด์ว้ยวิธี Colony count technique 

การทดลองช่วงที ่2 ศึกษาปริมาณกากมนัส าปะหลงัท่ีเหมาะสม  

ศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยา 

ระบบบ าบดัน ้ าเสีย 

เล้ียงจุลินทรียใ์นอาหารเล้ียงเช้ือ Complex medium 

เล้ียงจุลินทรียใ์นอาหารเล้ียงเช้ือ Minimal medium 

ศึกษาการสะสม PHA ภายในเซลลด์ว้ยการยอ้มสี Nile blue A 

เขยา่ดว้ยเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็วรอบ 150 
รอบต่อนาที 

บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C 3-5 วนั 

บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C 3-5 วนั 

ส่องภายใตก้ลอ้งฟลูออเรสเซนซ ์
ท่ีความยาวคล่ืน 546 nm 

บ่งช้ีชนิดของจุลินทรีย ์
ทดสอบความสามารถในการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงั 

การทดลองช่วงที ่3 ศึกษาความสามารถในการผลิต PHA 
จากกากมนัส าปะหลงั  

การทดลองช่วงที ่4 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต PHA  

ความเขม้ขน้ของ 
แหล่งไนโตรเจน  

เก็บตวัอยา่งวิเคราะห์พารามิเตอร์
และหมู่ฟังกช์ัน่ดว้ยเคร่ือง FT-IR 

 

ศึกษาอตัราการเขยา่  

เก็บตวัอยา่งวิเคราะห์ปริมาณ 
น ้ าตาลรีดิวซ ์

 

กากมนัส าปะหลงั จากห้องปฏิบติัการ 

การทดลองช่วงที ่1 เก็บตวัอยา่งจุลินทรีย ์
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รูปที่ 3.5 สรุปขั้นตอนการสกดั PHA จากเซลลจุ์ลินทรีย ์

 

Biomass 

Ethanolysis 2 hrs. 

Separate biomass 

Extraction in oven 
(70 °C 2 hrs.) 

Cold ethanol 10 ml. 

Crystallization 

Filtration  

Evaporate 

PHA characterization 

Centrifuge 7000 rpm 30 min. 

Centrifuge 7000 rpm 30 min. 

1,2 dichloroethane 50 ml. 

Evaporate in fume hood 
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บทที่ 4 

ผลการทดลองและอภปิรายผล 
 

 พอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoate : PHA) จดัเป็นพลาสติกที่ยอ่ยสลาย
ไดท้างชีวภาพชนิดพอลิเอสเทอร์ ที่จุลินทรียห์ลายชนิดในธรรมชาติสามารถสังเคราะห์และสะสม
ในรูปของแกรนูล (Granule) ภายในไซโทพลาสซึม เพื่อใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงาน
โดยไม่ท าให้เกิดความเป็นพิษกับเซลล์ การศึกษาน้ีจึงมีวตัถุประสงค์เพื่อคดัแยกจุลินทรียท์ี่มี
ความสามารถในการผลิต PHA โดยใช้น ้ าตาลรีดิวซ์จากการย่อยกากมันส าปะหลังเป็นแหล่ง
คาร์บอนและมีแอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจนเพื่อการผลิต PHA ศึกษาการสะสม PHA 
ภายในเซลลข์องจุลินทรียแ์ละสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิต PHA ของจุลินทรีย ์รวมถึงคุณลกัษณะ
ของพอลิเมอร์ที่จุลินทรียแ์ต่ละชนิดผลิตได ้
 

4.1 การคดัเลือกจุลนิทรีย์ทีม่ีความสามารถในการผลติ PHA 
 การคดัเลือกจุลินทรียท์ี่มีความสามารถในการผลิต PHA ขั้นตน้จากระบบบ าบดัน ้ าเสียของ
อุตสาหกรรมแป้งมนัส าปะหลงั โดยท าการเก็บตวัอยา่งแบบจว้งจากน ้ าเสียในกระบวนการผลิตและ
น ้ าทิ้งจากระบบบ าบัดน ้ าเสีย รวมทั้ งแบคทีเรียที่ ถูกเก็บรักษาอยู่ ณ ห้องปฏิบัติการอนามัย
ส่ิงแวดลอ้ม มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี ดว้ยการคดัเลือกจากจุลินทรียท์ี่ยงัมีชีวิต (Living cells) 
โดยน าจานเพาะเช้ือที่มีจุลินทรียเ์จริญอยูบ่นอาหาร Minimal medium agar ที่เติมสียอ้ม Nile red 0.5 
มิลลิกรัมต่อลิตรไปส่องดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนซ์ในช่วงแสง UV ที่ความยาวคล่ืน 350 
นาโนเมตร เพื่อดูการเรืองแสงของโคโลนีที่มีลักษณะโคโลนีเป็นสีชมพู (Spickermann, Rehm, 
Kalscheuer, Baumeister, and Steinbuchel, 1999) หากมีโคโลนีของจุลินทรียเ์รืองแสงภายใต้แสง    
ที่ความยาวคล่ืน 350 นาโนเมตร คาดว่าจะเป็นจุลินทรีย์ที่มีการสะสม PHA อยู่ภายในเซลล์             
ผลการศึกษาดงัแสดงในตารางที่ 4.1 พบว่ามีจุลินทรียจ์ากน ้ าทิ้งอุตสาหกรรมแป้งมนัส าปะหลงั
จ านวน 1 สายพนัธุ์ มีคุณสมบติัเบื้องตน้สามารถผลิต PHA ได ้คือ SUTR 1 จากจ านวน 4 สายพนัธุ์ 
ที่สามารถเจริญบนอาหารแข็ง Minimal medium agar และแบคทีเรียจากห้องปฏิบัติการอนามัย
ส่ิงแวดล้อม จ านวน 2 สายพนัธุ์ที่มีคุณสมบติัดังกล่าวขา้งตน้ ได้แก่ SUTR 3 และ SUTS 1 จาก
จ านวนทั้งหมด 5 สายพนัธุ์ ทั้งน้ีเน่ืองจากจุลินทรียท์ี่เจริญบนอาหารจะมีการดูดซึมสารอาหารและ 
สียอ้มเขา้สู่เซลล ์หากมีการสะสม PHA สียอ้มจะเขา้ไปจบักบั PHA ภายในไซโตพลาสซึม เม่ือส่อง
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ภายใตแ้สงที่ความยาวคล่ืนดงักล่าว โคโลนีของจุลินทรียจึ์งมีการเรืองแสงเกิดขึ้น นอกจากน้ี PHA 
จดัเป็นพอลิเอสเทอร์ชนิดหน่ึงจึงสามารถตรวจวดัการสงัเคราะห์ PHA เบื้องตน้ดว้ยการเติมสียอ้มที่
เป็น Lipophilic dye (Shakeri et al., 2011; Beral, 2013) สียอ้มดงักล่าวมีคุณสมบติัในการยอ้มติดกบั
ส่วนไขมันที่อยู่ภายในเซลล์ของจุลินทรีย ์(Greenspan, Mayer, and Fowler, 1985) โดยไม่มีผลต่อ
การเจริญของจุลินทรีย ์ (Spickermann et al., 1999) และเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพในการตรวจหา
จุลินทรียท์ี่สามารถผลิต PHA ได้เป็นอย่างดี (Neissa, Kelly, Jeffrey, and Lawrence, 2011; Aarthi 
and Ramana, 2011) เน่ืองจากสามารถแยกจุลินทรียท์ี่สามารถผลิต PHA ออกจากจุลินทรียท์ี่ไม่
สามารถผลิต PHA ได้ (Spickermann et al., 1999; Koller and Contreras, 2015) จากการศึกษาของ 
Lopez-Cortes และคณะ (2008) พบวา่จุลินทรียท์ี่สามารถผลิต PHB ซ่ึงเป็นพอลิเมอร์ประเภทหลกัที่
จุลินทรียส์ามารถผลิตได ้โดยส่วนใหญ่เป็นจุลินทรียท์ี่คดัแยกไดจ้ากบริเวณที่มีการปนเป้ือนจาก
ของเสียที่ถูกปล่อยออกจากโรงงานอุตสาหกรรม เน่ืองจากบริเวณดงักล่าวมีสารอินทรียป์นเป้ือนสูง
มาก และมีไซยาโนแบคทีเรียเจริญอยูเ่ป็นจ านวนมาก ซ่ึงไซยาโนแบคทีเรียจะใชส้ารอาหารปริมาณ
สูง ส่งผลให้เกิดความไม่สมดุลของสารอาหารจึงท าให้พบจุลินทรียท์ี่สะสม PHA เจริญในบริเวณ
ดังกล่าวมากกว่าบริเวณอ่ืนๆ และการศึกษาของ Ceyhan and Ozdemir (2011) ได้แยกแบคทีเรียที่
ผลิต PHB จากน ้ าทิ้งจากบา้นเรือน พบว่า Enterobacter aerogenes สายพนัธุ์ 12Bi ผลิต PHB ไดถึ้ง
ร้อยละ 96.25 โดยน ้ าหนกัที่เวลา 18 ชัว่โมง  
 ผลการศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphological characteristic) และการบ่งช้ีชนิด
ของจุลินทรียด์้วยการหาล าดับเบสของดีเอนเอ (DNA sequencing) ในส่วนของยีน 16S rRNA 
ส าหรับส่ิงมีชีวิตจ าพวกโปรคาริโอต (Prokaryotic cell) และส่วนของยีน 18S rRNA ส าหรับ
ส่ิงมีชีวิตจ าพวกยคูาริโอต (Eukaryotic cell) ซ่ึงเป็นเทคนิคการจ าแนกจุลินทรียท์ี่ได้รับความนิยม
และใหค้วามแม่นย  าสูง (Nishimura, Ohmori, and Kawaguchi, 2002) โดยน าผลการวเิคราะห์ล าดบั
นิวคลีโอไทดท์ี่ไดม้าเปรียบเทียบความคลา้ยกบัฐานขอ้มูลใน GenBank โดยใชโ้ปรแกรม BLASTN 
(Basic local alignment search tools) ของ The national center for biotechnology information ; NCBI 
เพื่อใช้ในการหาค่าร้อยละความเหมือน (% Identity) หรือความคล้าย (% Similarity) ของล าดับ        
นิวคลีโอไทด ์ซ่ึงจะท าใหท้ราบ Genus และ Species ของจุลินทรียไ์ด ้โดยจุลินทรียท์ี่คดัแยกได้จาก
ระบบบ าบัดน ้ าเสียของอุตสาหกรรมแป้งมันส าปะหลัง คือ SUTR 1 พบว่า มีความคล้ายกับ
ฐานขอ้มูลของ GenBank ระบุว่าเป็น Candida rugosa มีความเหมือนกับฐานขอ้มูล (%Identity) 
99% ซ่ึงเป็นจุลินทรียใ์นกลุ่มของยสีต ์(ผลการวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดด์งัภาคผนวก รูปที่ ข.1) 
มีโครงสร้างเป็นเซลลเ์ด่ียว เจริญไดใ้นอุณหภูมิช่วง 20-30 องศาเซลเซียส และสามารถสร้างเอนไซม์
ไลเปสได้ ขณะที่แบคทีเรียที่ถูกเก็บรักษาอยู่ ณ ห้องปฏิบติัการอนามัยส่ิงแวดลอ้ม มหาวิทยาลยั
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เทคโนโลยสุีรนารี ไดแ้ก่ SUTS 1 และ SUTR 3 ซ่ึงไดมี้การบ่งช้ีชนิดของจุลินทรียแ์ลว้นั้น ระบุว่า 
SUTS 1 เ ป็น  Agrobacterium tumefaciens มี ความ เหมือนกับฐานข้อ มูล  (%Identity) 100% 
(Potivichayanon and Kitlertpornpairot, 2010) ซ่ึงเป็นแบคทีเรียแกรมลบในวงศ์ Rhizobiaceae มี
รูปร่างแบบแท่งตรง มีขนาดเซลล์ 0.6-1.0 ไมโครเมตร ไม่สร้างเอนโดสปอร์ เจริญไดใ้นสภาวะมี
ออกซิเจน และ SUTR 3 (Katramee, Toensakes, and Potivichayanon, 2015) ระบุว่าเป็น Delftia sp. 
มีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล (%Identity) 99% เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างแท่ง เคล่ือนที่ไดโ้ดย
ใชแ้ฟลกเจลลา (Flagella) สามารถยอ่ยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอน (Aromatic hydrocarbon) 
ไดดี้ (Preiswerk et al., 2011) (ตารางที่ 4.1)  
 
ตารางที่ 4.1 ลกัษณะทัว่ไปของจุลินทรียท์ี่ใชใ้นการศึกษาการผลิต PHA  

ชนิดของจุลินทรีย์ 
ขนาดของ
โคโลนี 
(มม.) 

ลักษณะภายนอกของ
โคโลนี * 

รูปร่าง ** %Identity 

Candida rugosa 
SUTR 1 

2-2.5 
เล็ก กลมนูน ผวิหนา้
เรียบ สีขาว ขอบเรียบ 

กลม 
(Spherical) 

99% 

Agrobacterium 
tumefaciens SUTS 1 

5-7.5 
ใหญ่ กลมนูน ผวิหนา้
เรียบ ใส สีน ้ าตาลอ่อน 

แท่ง 
(Rod shaped) 

100% 

Delftia sp. SUTR 3 2-2.5 
เล็ก กลมนูน สีขาว 
ผวิหนา้นูน  
ขอบหยกั 

แท่ง 
(Short-rod-shaped) 

99% 

หมายเหตุ  * หมายถึง  ลกัษณะโคโลนีที่เจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ Nutrient agar 
  ** หมายถึง  รูปร่างของจุลินทรียจ์ากการศึกษาดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด Field-emission scanning electron microscope (FE-SEM)
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รูปที่ 4.1 ลกัษณะโคโลนีของ Candida rugosa SUTR 1 บนอาหารเล้ียงเช้ือ Minimal medium agar 
 

 

รูปที่ 4.2 ลักษณะการเรืองแสงของโคโลนี Candida rugosa SUTR 1 ภายใตแ้สง UV ที่ความยาว
คล่ืน 350 นาโนเมตร 
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รูปที่  4.3 ลักษณะเซลล์ Candida rugosa SUTR 1 ด้วยการยอ้มติดสี Crystal violet ที่ก  าลังขยาย      
100 เท่า  

 

 

รูปที่ 4.4 รูปร่างของ Candida rugosa SUTR 1 จากการศึกษาดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ
ส่องกราด Field-emission scanning electron microscope (FE-SEM) ที่ก  าลงัขยาย 4,000 เท่า

1 µm 
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รูปที่ 4.5 ลกัษณะโคโลนีของ Agrobacterium tumefaciens SUTS 1 บนอาหารเล้ียงเช้ือ Minimal 
medium agar  

 

 

รูปที่ 4.6 ลักษณะการเรืองแสงของโคโลนี Agrobacterium tumefaciens SUTS 1 ภายใตแ้สง UV      
ที่ความยาวคล่ืน 350 นาโนเมตร 
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รูปที่ 4.7 ลักษณะของเซลล์ Agrobacterium tumefaciens SUTS 1 ด้วยการยอ้มติดสีแกรม (Gram 
staining) ที่ก  าลงัขยาย 100 เท่า 
 

 

รูปที่  4.8 รูปร่างของ Agrobacterium tumefaciens SUTS 1 จากการศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด Field-emission scanning electron microscope (FE-SEM) ที่ก  าลังขยาย 
17,000 เท่า

1 µm 
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รูปที่ 4.9 ลกัษณะโคโลนีของ Delftia sp. SUTR 3 บนอาหารเล้ียงเช้ือ Minimal medium agar 

 

 

รูปที่ 4.10 ลักษณะการเรืองแสงของโคโลนี Delftia sp. SUTR 3 ภายใตแ้สง UV ที่ความยาวคล่ืน 
350 นาโนเมตร 
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รูปที่  4.11 ลักษณะของเซลล์  Delftia sp. SUTR 3 ด้วยการย ้อมติดสีแกรม (Gram staining)                     
ที่ก  าลงัขยาย 100 เท่า 

 

 

รูปที่ 4.12 รูปร่างของ Delftia sp. SUTR 3 จากการศึกษาดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ 
ส่องกราด Field-emission scanning electron microscope (FE-SEM) ที่ก  าลงัขยาย 12,000 เท่า

1 µm 
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4.2 การศึกษาการเจริญเติบโต (Growth curve) ของจุลนิทรีย์  
 ศึกษาการเจริญเติบโตของจุลินทรียท์ี่มีความสามารถในการผลิต PHA ไดแ้ก่ A. tumefaciens 
SUTS 1, C. rugosa SUTR 1 และ Delftia sp. SUTR 3 ซ่ึงไดจ้ากการคดัแยกในขั้นตน้ ท าการศึกษา
การเจริญบนอาหารเล้ียงเ ช้ือ Minimal medium agar ที่ มีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนในการ
เจริญเติบโต ด้วยวิธีการนับโคโลนี (Colony count technique) โดยการท าเทคนิค Spreading plate 
technique ซ่ึงเป็นการนับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิต (Viable plate count) เป็นระยะเวลา 7 วนั (ตารางที่ 
4.2) พบวา่จ านวนเซลลข์องจุลินทรียแ์ต่ละชนิดมีระยะเวลาในการทวีคูณหรือ Generation time และ
อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (Specific growth rate : µ) แตกต่างกัน คือ A. tumefaciens SUTS 1 
สามารถเจริญเติบโตและแบ่งเซลลเ์พิม่จ  านวนไดดี้กวา่ C. rugosa SUTR 1 และ Delftia sp. SUTR 3 
โดย A. tumefaciens SUTS 1 สามารถเจริญเติบโตและแบ่งเซลลไ์ดสู้งที่สุดในวนัที่ 3 โดยมีอตัราการ
เจริญเติบโตจ าเพาะ 0.03 ต่อชัว่โมง และมีจ านวนโคโลนีมากที่สุดประมาณ 1.55  109 CFU/มล. 
และ Delftia sp. SUTR 3 สามารถแบ่งเซลลไ์ดสู้งสุดในวนัที่ 2 ของการศึกษา มีจ  านวนโคโลนีสูงสุด
ประมาณ 7.10  108 CFU/มล. มีอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ 0.05 ต่อชัว่โมง เม่ือศึกษาอตัราการ
เจริญเติบโตแบคทีเรีย A. tumefaciens SUTS 1 และ Delftia sp. SUTR 3 พบว่าแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิด
จะมีการเจริญเติบโตในระยะการแบ่งตวัแบบทวคูีณ (Log phase หรือ Exponential phase) อยูใ่นช่วง
วนัที่ 1 และวนัที่ 2 ของการศึกษา และมีการเจริญเติบโตในระยะคงที่ (Stationary phase) ในวนัที่ 4-
7 ของการศึกษา ขณะที่ยสีต ์C. rugosa SUTR 1 มีการเจริญเติบโตในระยะการแบ่งตวัแบบทวีคูณ 
(Log phase หรือ Exponential phase) ในวนัที่ 1-3 ของการศึกษา โดยมีการเจริญเติบโตและแบ่ง
จ านวนเซลลสู์งที่สุดในวนัที่ 4 ของการศึกษา (รูปที่ 4.13) ซ่ึงสามารถเจริญเติบโตและแบ่งเซลลไ์ด้
สูงที่สุด 2.07  108 CFU/มล. มีอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะสูงสุด 0.03 ต่อชั่วโมง (รูปที่ 4.14) 
ดงันั้นการศึกษาน้ีจึงน าจุลินทรียท์ี่มีการเจริญเติบโตในระยะที่มีการเจริญเติบโตเพิ่มจ านวนเซลล์
สูงสุดของจุลินทรียแ์ต่ละชนิด ไปใชใ้นการเตรียมกลา้เช้ือเร่ิมตน้เพือ่การผลิต PHA ตลอดการวจิยัน้ี 
เน่ืองจากเป็นระยะที่จุลินทรียมี์การแบ่งตวัในอตัราคงที่ ซ่ึงการแบ่งเซลล์แต่ละคร้ังจะใชเ้วลาเท่า ๆ
กัน และเป็นระยะที่อยู่ในระยะที่จะเจริญเติบโตเขา้สู่สภาวะคงที่ (Stationary phase) ซ่ึงการผลิต 
PHA จะเกิดขึ้นควบคู่กับการเจริญอันเป็นผลมาจาก PHA ที่จดัเป็นสารกลุ่ม Primary metabolite    
จึงมีการสะสมควบคู่กับการเจริญของจุลินทรียน์ั้น ๆ โดยการสะสม PHA จะเกิดขึ้นสูงสุดเม่ือ
จุลินทรียมี์การเจริญเขา้สู่สภาวะคงที่ (Stationary phase) (Harbak, 1992) 
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ตารางที่ 4.2 จ  านวนเซลลแ์ละอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (Specific growth rate : µ) ของจุลินทรีย ์ 

ระยะเวลา 
(วัน) 

จ านวนเซลล์ (CFU/มล.) อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ : µ 
(ช่ัวโมง-1) 

SUTS 1  SUTR 3  SUTR 1  SUTS 1 SUTR 3 SUTR 1 
0 1.45  108 1.56  108 9.00  106 0.00 0.00 0.00 
1 2.40  108 7.01  108 2.40  107 0.02 0.06 0.04 
2 6.25  108 7.10  108 6.25  107 0.03 0.05 0.04 
3 1.55  109 2.24  108 7.60  107 0.03 0.01 0.03 
4 7.45  108 2.07  108 1.14  108 0.02 0.00 0.03 
5 6.50  108 1.87  108 1.02  108 0.01 0.00 0.02 
6 6.65  108 1.69  108 1.00  108 0.01 0.00 0.02 
7 5.70  108 2.05  108 8.70  107 0.01 0.00 0.01 

 

 
รูปที ่4.13 การเจริญเติบโต (Growth curve) ของจุลินทรีย ์
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รูปที ่4.14 อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (Specific growth rate : µ) ของจุลินทรีย ์
 

4.3 การศึกษาความสามารถในการย่อยแป้งมนัส าปะหลงัของจุลนิทรีย์ 
 การทดสอบความสามารถในการย่อยแป้งมนัส าปะหลงัของจุลินทรีย ์SUTS 1, SUTR 1 
และ  SUTR 3 บนอาหาร เ ล้ียง เ ช้ือ  Yeast-Peptone-Cassava agar (YPC agar) โดย เติมแ ป้งมัน
ส าปะหลังความเขม้ขน้ 5 กรัมต่อลิตร ด้วยการท าเทคนิค Point inoculum บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง เพื่อตรวจสอบกิจกรรมเอนไซมอ์ะไมเลส ซ่ึงพบไดใ้นพืช สัตวแ์ละ
จุลินทรียห์ลายชนิด โดยสามารถย่อยสารตั้ งต้นจ าพวกแป้งและไกลโคเจนให้เป็นน ้ าตาลได้      
(เบญจพร  บวับาน, 2542) สามารถตรวจสอบไดโ้ดยสังเกตบริเวณใสรอบโคโลนีของจุลินทรีย ์
หลงัจากการหยด Iodine solution ลงบนผวิหนา้อาหาร YPC agar เน่ืองจากเกิดการยอ่ยสลายแป้งท า
ให้เกิดบริเวณใส จากการทดสอบความสามารถในการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัของจุลินทรีย ์พบว่า
ยสีต ์C. rugosa SUTR 1 และแบคทีเรีย A. tumefaciens SUTS 1 มีความสามารถในการยอ่ยแป้งให้
เป็นน ้ าตาลได้ (รูปที่ 4.16 และรูปที่ 4.17) โดยโคโลนีของ C. rugosa SUTR 1 มีขนาดเส้นผ่าน
ศูนยก์ลางเฉล่ีย 2.5 มิลลิเมตร และเส้นผ่านศูนยก์ลางของ Clear zone มีขนาดเฉล่ีย 4-5 มิลลิเมตร 
จากเส้นผ่านศูนยก์ลางของโคโลนี ขณะที่ A. tumefaciens SUTS 1 มีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางเฉล่ีย  
2 มิลลิเมตร และเส้นผ่านศูนยก์ลางของ Clear zone มีขนาดเฉล่ีย 3-4 มิลลิเมตร จากเส้นผ่าน
ศูนยก์ลางของโคโลนี และไม่พบบริเวณใส (Clear zone) รอบโคโลนีของ Delftia sp. SUTR 3 ซ่ึง
ลักษณะของ Clear zone ที่ เกิดขึ้ นรอบโคโลนีดังกล่าวแสดงถึงศักยภาพในการย่อยแป้งมัน
ส าปะหลงัของจุลินทรีย ์(Saelim et al., 2008) เน่ืองจากจุลินทรียส์ามารถสร้างเอนไซมอ์ะไมเลสและ
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ปล่อยออกมาภายนอกเซลล์ไปย่อยสลายแป้งจึงไม่เกิดปฏิกิริยาของแป้งกบัสารละลายไอโอดีน 
(Iodine solution) ยสีตท์ี่สามารถผลิตเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส และกลูโคอะไมเลสได ้เช่น Candida 
antarctica, Filobasidium capsuligenum, Lipomeces kononenkoae, Saccharomycopsis capsularis, 
Saccharomycopsis fibuligera, Schwaniomyces occidentalis (Mot, 1990) Saccharomysis alluvius 
และ Saccharomysis cerevisiae (Wilson and Ingleedew, 1982) นอกจากน้ี Charoenchai และคณะ 
(1997) ไดศ้ึกษาความสามารถในการผลิตเอนไซมอ์ะไมเลส เพกติเนส ไลเปส เบตา้กลูโคสิเดส ของ
ยีสต์  Candida, Debraromyces, Hanseniaspora, Hansemula, Kloeckera, Metschnikowia, Pichia, 
Saccharomyces และ Torulaspora พบว่า Candida spp. และ Hanseniaspora uvarum บางสายพนัธุ์
สามารถผลิตเอนไซมโ์ปรติเอส หรือเอนไซมไ์ลเปสได ้ซ่ึงยสีตส่์วนใหญ่สามารถแสดงกิจกรรมของ
เอนไซมเ์บตา้กลูโคสิเดส เช่น P. anomala และ K. apiculate ทั้งน้ีความสามารถในการยอ่ยแป้งของ
จุลินทรียแ์บ่งออกเป็น 3 กลุ่ม (สมพร  สินธารา, 2544) คือ  

1. จุลินทรียท์ี่ยอ่ยแป้งไดดี้สร้างบริเวณใส (Clear zone) กวา้งกวา่ขนาดของโคโลนี  
2. จุลินทรียท์ี่ยอ่ยแป้งไดน้อ้ย คือเกิดบริเวณใสเท่ากบัขนาดของโคโลนี  
3. จุลินทรียท์ี่ไม่ยอ่ยแป้ง คือไม่เกิดบริเวณใสเลย  

 อย่างไรก็ตาม ขนาดของเส้นผ่านศูนยก์ลางของบริเวณใส (Clear zone) รอบโคโลนี             
ที่เกิดขึ้น เป็นการทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซมข์องจุลินทรียเ์ท่านั้น ไม่มีความสมัพนัธ์
กบัความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์ที่จุลินทรียย์อ่ยได้จากแป้งหรือกากมนัส าปะหลงั (Saelim et al., 
2008)  
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รูปที่ 4.15 ลกัษณะของโคโลนี C. rugosa SUTR 1 ที่น ามาทดสอบการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงั 

 

 

รูปที่ 4.16 ลกัษณะของโคโลนี A. tumefaciens SUTS 1 ที่น ามาทดสอบการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงั 
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4.4 การศึกษาองค์ประกอบของกากมนัส าปะหลงั 
 กากมันส าปะหลังเป็นของเสียที่เกิดขึ้นจากกระบวนการผลิตแป้งมันส าปะหลัง ซ่ึงใน
กระบวนการผลิตแต่ละคร้ัง จะก่อใหเ้กิดกากมนัส าปะหลงัร้อยละ 27 ของปริมาณมนัส าปะหลงัที่ใช ้ 
และจากสถิติขอ้มูลการส่งออกในปี พ.ศ. 2546-2553 ของส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร (2554) 
พบว่า ปริมาณกากมนัส าปะหลงัเฉล่ียต่อปีประมาณ 300,000-400,000 ตนั และมีแนวโน้มสูงขึ้น
อยา่งต่อเน่ือง (ส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2554) เม่ือศึกษาองคป์ระกอบของกากมนัส าปะหลงั
แห้งที่น ามาใชใ้นการศึกษา พบว่าองคป์ระกอบทางเคมีของกากมนัส าปะหลงัตวัอยา่งน ้ าหนกัแหง้ 
(ตารางที่ 4.3) มีส่วนประกอบที่เป็นแป้งสูงสุด คือร้อยละ 74.82 รองลงมา คือ เสน้ใย มีปริมาณร้อย
ละ 13.51 โปรตีนมีปริมาณร้อยละ 1.68 ไขมนัร้อยละ 0.29 ความช้ืนร้อยละ 7.44 และเถา้ร้อยละ 2.26  
ใกล้เคียงกับการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของกากมนัส าปะหลังของ Djuma และคณะ (2011) 
พบว่ามีส่วนประกอบเป็นแป้งสูงสุดร้อยละ 65.6 รองลงมาคือ เส้นใย ปริมาณร้อยละ 20.1 โปรตีน
ร้อยละ 3.1 และไขมนัร้อยละ 0.2 ของกากมนัส าปะหลงัแหง้  
 
ตารางที่ 4.3 คุณสมบตัิของกากมนัส าปะหลงั 

คุณสมบัติ องค์ประกอบทางเคมี (ร้อยละ) วิธีการทดสอบ 
1. Carbohydrate 74.82 Calculate by difference* 
2. Protein 1.68 Protein analysis 
3. Fat 0.29 Crude fat analysis 
4. Fiber 13.51 Crude fiber analysis 
5. Moisture 7.44 Ash and moisture analysis 
6. Ash 2.26 Ash and moisture analysis 

หมายเหตุ *  หมายถึง  100 - (%Moisture + %Ash + %Protein + %Fat + %Fiber) 
 
 อยา่งไรก็ตามปริมาณขององคป์ระกอบต่าง ๆ  ในมนัส าปะหลงัจะมีความแตกต่างกนัตาม
สายพนัธุ์ และสภาพแวดลอ้มที่ปลูก ฤดูกาลหรือสถานที่เพาะปลูกรวมถึงประสิทธิภาพในการสกดั
แป้งในกระบวนการผลิตแป้งมนัส าปะหลงัของแต่ละโรงงาน (กรมโรงงานอุตสาหกรรม, 2540) 
โดยองค์ประกอบส่วนใหญ่ของกากมันส าปะหลังแห้ง คือ แป้ง  มีปริมาณเฉล่ียร้อยละ 60-75       
โดยน ้ าหนัก รองลงมา คือ เส้นใย (เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน) ประมาณร้อยละ 20-30   
โดยน ้ าหนกั มีโปรตีน ไขมนั และเถา้ในปริมาณต ่า ดว้ยคุณสมบตัิที่มีองคป์ระกอบของแป้งและเส้น
ใยสูงท าให้กากมนัส าปะหลงัได้รับความสนใจและน ามาใชป้ระโยชน์เพื่อเป็นการเพิ่มมูลค่าทาง
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เศรษฐกิจ และลดของเสียที่เกิดขึ้น เช่น การใช้กากมันส าปะหลังเป็นส่วนผสมในอาหารสัตว์
ทดแทนการน าเขา้อาหารเสริมที่มีราคาแพง (เสริมศกัด์ิ, 2546; ชาคร, 2548) เป็นสารตั้งตน้ในการ
ผลิตเอนไซม ์และกรดอินทรีย ์(ธีระพงษ,์ 2550) เป็นวสัดุปรับปรุงดิน และการใชก้ากมนัส าปะหลงั
เป็นวตัถุดิบผลิตเอธานอล เน่ืองจากกากมนัส าปะหลังมีลกัษณะทางเคมีที่เป็นแหล่งอาหารของ
จุลินทรียแ์ละสามารถยอ่ยสลายไดง่้าย นอกจากน้ีกากมนัส าปะหลงัยงัมีศกัยภาพในการปลดปล่อย
น ้ าตาล โดยการยอ่ยแป้งและเซลลูโลสที่เหลือตกคา้งในกากมนัส าปะหลงัใหไ้ดน้ ้ าตาลกลูโคส และ
น าน ้ าตาลกลูโคสที่ไดใ้ชเ้ป็นวตัถุดิบในกระบวนการผลิตพลงังานหรือผลิตภณัฑพ์ลาสติกชีวภาพ 
ดังนั้ นหากจะน ากากมันส าปะหลังมาใช้ประโยชน์ ควรท าการสุ่มตัวอย่างกากมันส าปะหลัง            
มาวิเคราะห์ปริมาณแป้งและเซลลูโลสในกากมันส าปะหลังก่อน โดยแป้งและเซลลูโลสควรมี
ปริมาณรวมกนัไม่นอ้ยกว่าร้อยละ 61 หากต ่ากว่าน้ีการเตรียมสารละลายน ้ าตาลอาจท าไดย้าก และ
ท าให้ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์ที่ย่อยได้จากกากมนัส าปะหลังน้อยกว่าที่ตอ้งการ เน่ืองจาก
คุณภาพของกากมนัส าปะหลงัมีองคป์ระกอบอ่ืน ๆ ที่ไม่สามารถใชป้ระโยชน์ไดป้นอยูม่าก และท า
ใหข้ดัขวางการจบักนัของเอนไซมก์บัสบัสเตรทและการกวนผสมท าไดย้าก  
 

4.5 การศึกษาความสามารถในการย่อยกากมนัส าปะหลงัของแบคทเีรียและยสีต์ 
 จากการศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีของกากมนัส าปะหลงัแห้งที่น ามาใชเ้ป็นวตัถุดิบ พบว่า 
มีส่วนประกอบเป็นแป้งมากถึงร้อยละ 74.82 รองลงมาคือเส้นใยร้อยละ 13.51 จึงมีความเป็นไปได้
ในการน ากากมันส าปะหลังดังกล่าวมาใช้ประโยชน์ โดยการย่อยแป้งและเซลลูโลสที่ตกคา้ง         
ในกากมันส าปะหลังให้ได้น ้ าตาลกลูโคสเพื่อเป็นสารตั้ งต้นในการผลิต PHA ของจุลินทรีย์             
จึงท าการศึกษาปริมาณกากมันส าปะหลงัที่เหมาะสมเพื่อส่งเสริมการเจริญเติบโตและการสร้าง
น ้ าตาลรีดิวซ์ที่ไดจ้ากการย่อยกากมนัส าปะหลงัเพื่อใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิต PHA ของ    
C. rugosa SUTR 1, Delftia sp. SUTR 3 และ  A. tumefaciens SUTS 1 เ น่ืองจากแหล่งคา ร์บอน
นับเป็นองคป์ระกอบส าคญัในอาหารเล้ียงเช้ือที่จุลินทรียจ์ะน าไปสร้างพลงังานและเซลล์เพื่อการ
เจริญเติบโตและน าน ้ าตาลที่ไดไ้ปใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในกระบวนการผลิต PHA ของจุลินทรีย ์
โดยเพาะเล้ียงแบคทีเรียบริสุทธ์ิและยสีตท์ี่มีศกัยภาพในการยอ่ยสลายแป้งมนัส าปะหลงัที่ผ่านการ
ทดสอบ ในอาหาร YPC agar โดยแปรผนัปริมาณของกากมนัส าปะหลงั 10 30 และ 50 กรัมต่อลิตร 
เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมและท าให้เกิดการปลดปล่อยน ้ าตาลสูงสุด โดยท าการเก็บตัวอย่าง
วิเคราะห์ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ดว้ยวิธี Denitrosalicylic colorimetric method (Chaplin and Kennedy, 
1994) ผลการศึกษาแสดงดงัน้ี 
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 4.5.1 ปริมาณน ้าตาลที่ได้จากการย่อยกากมันส าปะหลังของยีสต์ C. rugosa SUTR 1 
                       การย่อยกากมันส าปะหลังของ C. rugosa SUTR 1 ที่ปริมาณกากมันส าปะหลัง           
10 กรัม (10% w/v) พบว่าความสามารถในการย่อยกากมันส าปะหลังเป็นน ้ าตาลรีดิวซ์ของยีสต์       
มีการเปล่ียนแปลงน้อยในช่วงแรกของระยะเวลาการทดสอบ คือชั่วโมงที่ 0-12 ของการศึกษา 
เน่ืองจากเป็นช่วงระยะพกัตัว (Lag phase) ของจุลินทรีย ์และในชั่วโมงที่ 18-36 ความสามารถ        
ในการย่อยกากมันส าปะหลังเป็นน ้ าตาลรีดิวซ์ของยีสต์เพิ่มขึ้นอย่างต่อเน่ือง โดยสามารถย่อย     
กากมนัส าปะหลงัให้อยูใ่นรูปของน ้ าตาลรีดิวซ์ไดป้ริมาณสูงสุด 2.82 กรัมต่อลิตร ในชัว่โมงที่ 36 
สมัพนัธก์บัการเจริญของยสีตซ่ึ์งอยูใ่นช่วงระยะการเจริญแบบทวคูีณ (Log phase หรือ Exponential 
phase) ท  าใหเ้กิดการสร้างเอนไซมอ์ะไมเลสเพิม่ขึ้นอยา่งรวดเร็ว ขณะที่จุลินทรียมี์การเจริญเติบโต
อย่างต่อเน่ือง พบว่าปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดจากการย่อยของจุลินทรียมี์ปริมาณลดลงอย่าง
ต่อเน่ืองในชั่วโมงที่ 42-72 ของการศึกษา โดยลดลงเหลือ 2.66 กรัมต่อลิตร ในชั่วโมงที่ 42 และ
ลดลงเป็น 0.82 กรัมต่อลิตร ในชัว่โมงที่ 72 ของการศึกษา ขณะที่จ  านวนเซลล์ของจุลินทรียมี์การ
เจริญเติบโตเพิ่มขึ้นจาก 9.50  106 CFU/มล. ในชัว่โมงที่ 6 และมีการเจริญเพิ่มขึ้นเป็น 1.1  108 

CFU/มล. ในชั่วโมงที่ 36 ซ่ึงเป็นชั่วโมงที่มีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์สูงสุด และมีจ านวนเซลล์สูงสุด 
1.04  109 CFU/มล. ในชัว่โมงที่ 72 ของการศึกษา จากปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่ลดลงแสดงใหเ้ห็นว่า
จุลินทรียน์ าน ้ าตาลไปใช้เพื่อการเจริญเติบโตและอาจน าไปใช้ในการสะสม PHA ภายในเซลล์ 
ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์จากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัของยสีต ์C. rugosa SUTR 1 ดงัรูปที่ 4.17  

 

  
 รูปที่ 4.17 ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และการเจริญเติบโตของ C. rugosa SUTR 1 จากการยอ่ยกากมัน
ส าปะหลงั 10 กรัมต่อลิตร  
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  4.5.2 ปริมาณน ้าตาลที่ได้จากการย่อยกากมันส าปะหลังของ A. tumefaciens SUTS 1 
                       การย่อยกากมันส าปะหลังของ A. tumefaciens SUTS 1 พบว่าสามารถย่อยกากมัน
ส าปะหลงัให้อยูใ่นรูปของน ้ าตาลรีดิวซ์ โดยปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้นมีแนวโน้มเพิ่มขึ้นตาม
เพิ่มจ านวนเซลล์ของแบคทีเรีย และมีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์เพิ่มขึ้นอยา่งรวดเร็วในชัว่โมงที่ 36-42 
ของการศึกษาซ่ึงมีปริมาณสูงสุด 3.86 กรัมต่อลิตร ในชัว่โมงที่ 42 และจ านวนเซลลข์องจุลินทรียมี์
การเจริญเติบโตเพิม่ขึ้นเป็น 4.55  108 CFU/มล. หลงัจากนั้นปริมาณน ้ าตาลมีแนวโนม้ลดลงเหลือ
เพยีง 0.83 กรัมต่อลิตร ในชัว่โมงที่ 66 และมีแนวโนม้เพิม่ขึ้นเล็กนอ้ยเป็น 0.87 กรัมต่อลิตร ขณะที่
จ  านวนเซลล์ของจุลินทรียมี์แนวโน้มการเจริญเติบโตเพิ่มขึ้นอยา่งต่อเน่ือง โดยมีการเจริญเติบโต
สูงสุด 1.05  109 CFU/มล. ในชัว่โมงที่ 72 ของการศึกษา (รูปที่ 4.18) 
 

 
รูปที่ 4.18 ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และการเจริญเติบโตของ A. tumefaciens SUTS 1 จากการยอ่ยกาก
มนัส าปะหลงั 10 กรัมต่อลิตร  

 
 4.5.3 ปริมาณน ้าตาลที่ได้จากการย่อยกากมันส าปะหลังของ Delftia sp. SUTR 3 
                       การย่อยกากมันส าปะหลังของ Delftia sp. SUTR 3 พบว่าสามารถย่อยกากมัน
ส าปะหลงัให้อยูใ่นรูปของน ้ าตาลรีดิวซ์ไดป้ริมาณสูงสุด 2.34 กรัมต่อลิตร ในชัว่โมงที่ 66 ขณะที่
จ  านวนเซลลข์องจุลินทรียมี์การเจริญเติบโตเพิม่ขึ้นเป็น 2.42  107 CFU/มล. (รูปที่ 4.19) จะเห็นได้
ว่าปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดจากการยอ่ยกากมันส าปะหลังยงัคงมีแนวโน้มเพิ่มขึ้นอย่างต่อเน่ือง
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และมีปริมาณสูงที่สุดในชัว่โมงที่ 66 ของการศึกษา ขณะที่จ  านวนเซลลข์องจุลินทรียย์งัคงมีการเพิ่ม
จ านวนขึ้นอย่างต่อเน่ืองสัมพนัธ์กับการศึกษาการเจริญ (Growth study) ของจุลินทรีย ์โดยพบว่า      
มีการเจริญแบบทวีคูณ (Log-phase หรือ Exponential phase) อยู่ในช่วงวนัที่ 2 หรือชั่วโมงที่ 48      
ของการศึกษา ซ่ึงจุลินทรียช์นิดน้ีมีอตัราการเจริญเติบโตที่ต  ่าโดยมีการเจริญและเพิ่มจ านวนเซลล์
สูงสุดประมาณ 107 CFU/มล. ซ่ึงต  ่ากว่าจุลินทรียช์นิดอ่ืนที่น ามาท าการศึกษา จึงท าให้ปริมาณ
เอนไซม์ที่จุลินทรียป์ล่อยออกมาภายนอกเซลล์นั้นมีปริมาณน้อย กระบวนการยอ่ยสลายแป้งและ
เซลลูโลสในกากมนัส าปะหลงัจึงเกิดไดช้า้ ท  าใหป้ริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้นมีปริมาณค่อนขา้งต ่า
กว่าปริมาณน ้ าตาลได้จากการย่อยกากมนัส าปะหลงัของ C. rugosa SUTR 1 และ A. tumefaciens 
SUTS 1  
 

 
รูปที่ 4.19 ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และการเจริญเติบโตของ Delftia sp. SUTR 3 จากการยอ่ยกากมัน
ส าปะหลงั 10 กรัมต่อลิตร  
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รูปที่ 4.20 ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์จากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงั 10 กรัมต่อลิตร 

 
ตารางที่ 4.4 ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และการเจริญเติบโตของจุลินทรียแ์ต่ละชนิดจากการยอ่ยกากมนั
ส าปะหลงั 10 กรัมต่อลิตร  

ระยะเวลา 
(ช่ัวโมง) 

ชนิดของจุลนิทรีย์ 

C. rugosa SUTR 1 Delftia sp. SUTR 3 A. tumefaciens SUTS 1 

น า้ตาลรีดิวซ์ 
(กรัมต่อลิตร) 

จ านวนเซลล์ 
(CFU/ml) 

น า้ตาลรีดิวซ์ 
(กรัมต่อลิตร) 

จ านวนเซลล์ 
(CFU/ml) 

น า้ตาลรีดิวซ์ 
(กรัมต่อลิตร) 

จ านวนเซลล์ 
(CFU/ml) 

0 0.11±0.000 9.00  106 0.11±0.000 1.15  106 0.11±0.000 1.47  108 
6 0.94±0.004 9.50  106 0.57±0.004 1.20  106 0.93±0.004 1.47  108 
12 1.13±0.008 1.15  107 0.59±0.011 2.50  106 1.14±0.005 2.05  108 
18 1.59±0.016 2.65  107 0.59±0.017 3.90  106 1.54±0.030 2.87  108 
24 1.92±0.015 2.45  107 0.64±0.013 4.45  106 1.49±0.014 2.45  108 
30 2.22±0.014 7.30  107 0.75±0.005 5.10  106 1.54±0.036 2.87  108 
36 2.82±0.006 1.10  108 1.12±0.007 6.50  106 2.83±0.052 4.30  108 
42 2.66±0.006 1.04  108 1.32±0.006 5.00  106 3.86±0.034 4.55  108 
48 1.97±0.009 2.03  108 1.75±0.017 8.50  106  1.87±0.003 5.90  108 
54 1.64±0.037 2.57  108 1.87±0.012 1.35  107 1.36±0.036 7.45  108 
60 1.27±0.005 2.96  108 2.07±0.015 2.35  107 1.27±0.015 6.30  108 
66 1.12±0.003 2.98  108 2.34±0.019 2.42  107 0.83±0.032 8.10  108 
72 0.82±0.001 1.04  109 2.18±0.017 2.92  107 0.87±0.000 1.05  109 
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 จากการศึกษาความสามารถในการย่อยสลายกากมันส าปะหลงัของจุลินทรียท์ั้ง 3 ชนิด 
พบว่าปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์จะเพิ่มสูงขึ้นอย่างต่อเน่ืองจนถึงค่าสูงสุดค่าหน่ึงสอดคล้องกับการ
เจริญเติบโตของจุลินทรียท์ี่มีการเจริญเพิ่มจ านวนมากขึ้นจากนั้นปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์จะมีค่าลดลง 
แสดงให้เห็นว่า จุลินทรีย์มีการน าน ้ าตาลไปใช้เพื่อการเจริญเติบโตและเพิ่มจ านวนเซลล์                
อยา่งต่อเน่ือง (ตารางที่ 4.4) เน่ืองจากแป้งเป็นองคป์ระกอบหลกัในกากมนัส าปะหลงัที่ใชเ้ป็นสาร
ตั้งตน้นั้นถูกย่อยด้วยเอนไซม์จากจุลินทรียใ์ห้เป็นน ้ าตาลซ่ึงมีขนาดโมเลกุลเล็ก และเป็นแหล่ง
คาร์บอนส าหรับการเจริญและน าไปใชไ้ดง่้ายกวา่แป้ง จุลินทรียจึ์งมีการเจริญอยา่งรวดเร็ว ส่งผลให้
ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ลดลง เม่ือเปรียบเทียบความสามารถในการยอ่ยสลายกากมนัส าปะหลังของ
จุลินทรียท์ั้ ง 3 ชนิดพบว่า A. tumefaciens SUTS 1 สามารถย่อยสลายกากมันส าปะหลังและให้
ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์สูงกว่า C. rugosa SUTR 1 และ Delftia sp. SUTR 3 ตามล าดับ (รูปที่ 4.20)     
จึงท าการศึกษาความสามารถในการย่อยกากมันส าปะหลงัเป็นน ้ าตาลรีดิวซ์ของ A. tumefaciens 
SUTS 1 โดยเพิ่มปริมาณกากมันส าปะหลังเป็น 30 และ 50 กรัมต่อลิตร เพื่อหาปริมาณกากมัน
ส าปะหลงัที่เหมาะสมที่ท  าใหเ้กิดการปลดปล่อยน ้ าตาลสูงสุด 
 เม่ือท าการศึกษาความสามารถในการย่อยกากมันส าปะหลังเป็นน ้ าตาลรีดิวซ์ของ                
A. tumefaciens SUTS 1 โดยเพิ่มปริมาณกากมนัส าปะหลงั 30 และ 50 กรัมต่อลิตร พบว่าที่ปริมาณ
กากมนัส าปะหลงั 30 กรัมต่อลิตร สามารถยอ่ยกากมนัส าปะหลงัให้อยูใ่นรูปของน ้ าตาลรีดิวซ์ได้
ปริมาณสูงสุด 4.49 กรัมต่อลิตร ในชัว่โมงที่ 48 และจ านวนเซลล์ของจุลินทรียมี์การเจริญเติบโต
เพิ่มขึ้ นเป็น 1.05  109 CFU/มล. และในชั่วโมงที่ 72 ของการศึกษามีปริมาณลดลงเหลือ 3.55     
กรัมต่อลิตร ขณะที่จ  านวนเซลล์ของจุลินทรียมี์การเจริญเติบโตเพิ่มขึ้นเป็น 2.25  109 CFU/มล. 
เม่ือเพิ่มปริมาณกากมนัส าปะหลงัเป็น 50 กรัมต่อลิตร พบว่า A. tumefaciens SUTS 1 สามารถยอ่ย
กากมนัส าปะหลงัให้อยูใ่นรูปของน ้ าตาลรีดิวซ์ไดป้ริมาณสูงสุด 8.27 กรัมต่อลิตร ในชัว่โมงที่ 66 
และจ านวนเซลลข์องจุลินทรียมี์การเจริญเติบโตเพิ่มขึ้นเป็น 1.90  1010 CFU/มล. และลดลงเหลือ     
8.24 กรัมต่อลิตร ขณะที่จ  านวนเซลล์ของจุลินทรียมี์การเจริญเติบโตเป็น 8.40  109 CFU/มล.       
ในชัว่โมงที่ 72 ของการศึกษา (ตารางที่ 4.5) ทั้งน้ีกากมนัส าปะหลงัมีองคป์ระกอบหลกัเป็นพวก
แป้งและเส้นใย โดยแป้งจะเกาะอยูก่บัโครงสร้างของผนังเซลล์พืชหรือเซลลูโลส ซ่ึงเอนไซม์ที่มี
บทบาทต่อการยอ่ยแป้ง คือ เอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลส ส่วนเอนไซมท์ี่ท  าหน้าที่
ย่อยเส้นใย คือ เอนไซม์เซลลูเลส จากการศึกษาของ Rattanachomsri และคณะ (2009) ที่พบว่า     
การยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสเพยีงอยา่งเดียวจะสามารถผลิตน ้ าตาลรีดิวซ์
ได ้206 มิลลิกรัมต่อกรัมน ้ าหนกัแหง้ แต่เม่ือเติมเอนไซมเ์ซลลูเลส แพคติเนส และเฮมิเซลลูเลสก่อน
ท าการย่อยร่วมกับการท างานของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส จะสามารถผลิตน ้ าตาลรีดิวซ์ได้                
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571 มิลลิกรัมต่อกรัมน ้ าหนักแห้ง เน่ืองจากการเติมเอนไซม์ยอ่ยเส้นใยเป็นการเพิ่มประสิทธิภาพ  
ในการยอ่ยแป้งในกากมนัส าปะหลงั โดยเอนไซมจ์ะยอ่ยเสน้ใยท าใหแ้ป้งที่อาจติดอยูใ่นโครงสร้าง
ของเส้นใยเป็นอิสระมากขึ้น (Prasad et al., 2007) ท าให้เอนไซม์ยอ่ยแป้งสามารถยอ่ยและเปล่ียน
แป้งเป็นน ้ าตาลรีดิวซ์ไดม้ากขึ้น   
 

ตารางที่ 4.5 ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และการเจริญเติบโตของ A. tumefaciens SUTS 1 

ระยะเวลา 
(ช่ัวโมง) 

ปริมาณกากมนัส าปะหลงั 

10 กรัมต่อลติร 30 กรัมต่อลติร 50 กรัมต่อลติร 

น า้ตาลรีดิวซ์ 
(กรัมต่อลิตร) 

จ านวนเซลล์ 
(CFU/มล.) 

น า้ตาลรีดิวซ์ 
(กรัมต่อลิตร) 

จ านวนเซลล์ 
(CFU/มล.) 

น า้ตาลรีดิวซ์ 
(กรัมต่อลิตร) 

จ านวนเซลล์ 
(CFU/มล.) 

0 0.11±0.000 1.47  108 0.8±0.004 3.85  107 1.95±0.004 6.65  107 
6 0.93±0.004 1.47  108 0.11±0.027 1.68  108 2.99±0.077 9.7  107 

12 1.14±0.005 2.05  108 1.56±0.109 1.68  108 3.39±0.286 2.15  109 
18 1.54±0.030 2.87  108 1.99±0.039 1.74  108 3.97±0.186 3.70  109 
24 1.49±0.014 2.45  108 2.13±0.063 5.05  108 5.48±0.571 7.20  109 
30 1.54±0.036 2.87  108 2.12±0.055 7.20  108 5.00±0.142 1.25  1010 
36 2.83±0.052 4.30  108 2.63±0.128 5.35  108 5.21±0.091 1.09  1010 
42 3.86±0.034 4.55  108 4.03±0.019 7.50  108 7.45±0.387 1.12  1010 
48 1.87±0.003 5.90  108 4.49±0.086 1.05  109 6.97±0.375 9.85  109 
54 1.36±0.036 7.45  108 3.40±0.062 1.54  109 7.39±0.531 1.61  1010 
60 1.27±0.015 6.30  108 3.70±0.025 1.36  109 7.80±0.311 1.73  1010 
66 0.83±0.032 8.10  108 3.74±0.047 1.56  109 8.27±0.186 1.90  1010 
72 0.87±0.000 1.05  109 3.55±0.133 2.52  109 8.24±0.419 8.40  109 

 
 ทั้ งน้ีการน ากากมันส าปะหลังมาใช้ประโยชน์มีความจ าเป็นต้องน ากากมันส าปะหลัง          
มาผ่านกระบวนการปรับสภาพทางกายภาพให้มีขนาดเล็กลง เพื่อให้ง่ายต่อการยอ่ยสลายแป้งและ
เซลลูโลสดว้ยเอนไซม์ที่มีความจ าเพาะเจาะจงของจุลินทรีย ์ใหเ้ป็นเด็กซ์ทรินและกลายเป็นน ้ าตาล
กลูโคสในที่สุด โดยเอนไซม์อะไมเลส จะยอ่ยสับสเตรทจ าพวกแป้งและไกลโคเจนให้เป็นน ้ าตาล
ได ้แบ่งเป็น 2 ประเภทคือ เอนโดอะไมเลส (Endoamylase) เป็นเอนไซมท์ี่ยอ่ยแป้งแบบสุ่ม เอนไซม์
ประเภทน้ีหากเกิดการย่อยไม่สมบูรณ์จะมีกลูโคส มอลโทส และเด็กซ์ทรินเกิดขึ้ น หากเกิด
กระบวนการย่อยที่สมบูรณ์จะไดน้ ้ าตาลมอลโทสและกลูโคสเท่านั้น โดยเอนไซม์ในประเภทน้ี 
ไดแ้ก่ เอนไซม์แอลฟาอะไมเลส ซ่ึงเป็นเอนไซมใ์นสกุลอะไมเลสที่มีการน าไปใชใ้นอุตสาหกรรม         
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มากที่สุด และเอนไซมเ์อ็กซ์โซอะไมเลส (Exoamylase) เอนไซม์ประเภทน้ีแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มคือ 
เบตา้อะไมเลส (ß-amylase) ผลที่ไดจ้ากการยอ่ยสลายของเอนไซมช์นิดน้ีคือ น ้ าตาลมอลโทสและ
เด็กซ์ทรินที่มีน ้ าหนกัโมเลกุลสูง เอนไซมช์นิดน้ีพบไดใ้นพชื เช่น ธญัพชื มนัเทศ เป็นตน้ รวมทั้งใน
แบคทีเรียบางชนิด และเอนไซม์กลูโคอะไมเลส พบไดใ้นจุลินทรียป์ระเภทรา ยสีตแ์ละแบคทีเรีย 
สามารถยอ่ยแป้งไดอ้ยา่งสมบูรณ์ ซ่ึงผลจากการยอ่ยที่สมบูรณ์จะไดน้ ้ าตาลกลูโคสเพียงอยา่งเดียว 
ยีสต์ที่สามารถผลิตเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส และกลูโคอะไมเลสได้ เช่น Candida antarctica, 
Filobasidium capsuligenum, Lipomeces kononenkoae, Saccharomycopsis capsularis, 
Saccharomycopsis fibuligera, Schwaniomyces occidentalis (De-Mot, 1990) และเอนไซมแ์อลฟาอะ
ไมเลสที่ผลิตจากแบคทีเรีย เช่น Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens 
Bacillus stearothermophilus และเช้ือรากลุ่ม Aspergillus ได้แก่  Aspergillus oryzae, Aspergillus 
niger. เป็นตน้ (Sundarram and Murthy, 2014; Parmar and Pandya, 2012) 
 อยา่งไรก็ตามปริมาณแป้งที่เหลืออยูใ่นกากมนัส าปะหลงัภายหลงัจากผา่นกระบวนการทาง
อุตสาหกรรม ขนาดของกากมันส าปะหลงัมีผลต่อการย่อยกากมนัส าปะหลงัให้เป็นน ้ าตาลของ
จุลินทรีย ์เน่ืองจากขนาดของอนุภาคสับสเตรทจะเป็นตวัก าหนดพื้นที่ว่างกกัเก็บอากาศ ซ่ึงอตัรา
การผ่านของออกซิเจนเขา้ไปในพื้นที่ว่างน้ีมีผลต่อการเจริญของจุลินทรีย ์ดังนั้นสับเสตรทที่ใช้   
ควรมีขนาดอนุภาคที่เหมาะสม เพือ่ส่งเสริมการถ่ายเทมวลสารซ่ึงมีผลต่อการน าไปใชผ้ลิตเอนไซม์       
สับเสตรทที่มีขนาดเล็กจะมีพื้นที่ผิวมากส าหรับให้จุลินทรียม์ายดึเกาะ แต่ถา้ขนาดอนุภาคมีขนาด
เล็กเกินไปจะท าให้สับสเตรทเกาะติดกนั อาจมีผลรบกวนต่อการถ่ายเทอากาศ เป็นผลให้จุลินทรีย์
เจริญไดไ้ม่ดีอตัราการยอ่ยสลายจึงลดลง ในทางกลบักนัหากขนาดอนุภาคของสับเสตรทมีขนาด
ใหญ่พื้นที่ว่างระหว่างอนุภาคจะเพิ่มมากขึ้น ท าให้ประสิทธิภาพของการหายใจและการใชอ้ากาศ
ของจุลินทรียดี์กว่า แต่มีพื้นที่ผิวสัมผสัต ่ากว่าอนุภาคขนาดเล็ก นอกจากน้ีกากมนัส าปะหลงัที่ใช้
เป็นสับสเตรท เม่ือน าไปอบฆ่าเช้ือจะเกิดการรวมตวักันเป็นเจล (Gelatinization) ท าให้เกิดการ
เปล่ียนแปลงโครงสร้างของสับสเตรท ท าให้มีความเหนียวมากขึ้นจึงมีผลต่อการถ่ายเทออกซิเจน 
และลดความสามารถในการละลายน ้ าของสารอาหารในสับเสตรท (Ramadas, Holst, and 
Maltiason, 1996) ท าให้จุลินทรียไ์ม่สามารถยอ่ยสลายแป้งไดท้ั้งหมด จึงให้ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์  
ไม่สูงมากนัก ดังนั้นเพื่อให้มีปริมาณสารตั้ งต้นเพียงพอต่อการเจริญเติบโตและการผลิต PHA      
ของจุลินทรีย ์ จึงเลือกใช้ความเขม้ขน้ของกากมันส าปะหลัง 50 กรัมต่อลิตร ตลอดการด าเนิน
การศึกษา เน่ืองจากเป็นช่วงความเขม้ขน้ที่มีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์มากถึง 8.27 กรัมต่อลิตร และ
จุลินทรียมี์อัตราการเจริญเติบโตประมาณ 1010 CFU/มล. ซ่ึงสูงกว่าความเข้มข้นของกากมัน
ส าปะหลงัที่ 10 และ 30 กรัมต่อลิตร (รูปที่ 4.21) 
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 หมายเหตุ A ปริมาณกากมนัส าปะหลงั 10 กรัมต่อลิตร  
    B ปริมาณกากมนัส าปะหลงั 30 กรัมต่อลิตร  
    C ปริมาณกากมนัส าปะหลงั 50 กรัมต่อลิตร  
 

รูปที่ 4.21 ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และการเจริญเติบโตของ A. tumefaciens SUTS 1 จากการยอ่ยกาก
มนัส าปะหลงั 50 กรัมต่อลิตร  

 

 4.5.4 ปริมาณน ้าตาลที่ได้จากการย่อยกากมันส าปะหลังของยีสต์ Saccharomycopsis  
fibuligera TISTR 5118 
                       การศึกษาความสามารถในการย่อยกากมันส าปะหลังเป็นน ้ าตาลรีดิวซ์ของยีสต์ 
Saccharomycopsis fibuligera TISTR 5118 เพือ่น าน ้ าตาลรีดิวซ์ที่ไดจ้ากการยอ่ยของยสีตใ์ชเ้ป็นสาร
ตั้งตน้ในการผลิต PHA ของจุลินทรียท์ี่ท  าการคดัเลือกไดใ้นขอ้ 4.1 ผลการศึกษาพบว่าในช่วงเวลา
แรกของการศึกษา คือ ชั่วโมงที่ 0-12 ของการศึกษา น ้ าตาลรีดิวซ์มีปริมาณน้อยมาก เน่ืองจาก      
เป็นช่วงระยะปรับตวั (Lag phase) ยสีตมี์อตัราการเจริญเติบโตต ่ายงัอาจยงัไม่สามารถผลิตเอนไซม์
จึงมีการเปล่ียนแปลงน้อย ซ่ึงสามารถปลดปล่อยน ้ าตาลรีดิวซ์ไดเ้พียง 1.30 และ 1.18 กรัมต่อลิตร 
ในชัว่โมงที่ 6 และชัว่โมงที่ 12 ตามล าดบั และมีแนวโน้มเพิ่มขึ้นในชัว่โมงที่ 18-24 ของการศึกษา   
โดยมีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์เพิ่มสูงสุดในชัว่โมงที่ 24 ของการศึกษา คือ 6.64 กรัมต่อลิตร เน่ืองจาก
ยีสต์มีอาจการสร้างเอนไซม์ได้อย่างรวดเร็ว โดยพิจารณาจากปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เพิ่มสูงขึ้น 
จากนั้นปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์มีแนวโน้มลดลงเป็น 5.22 กรัมต่อลิตร ในชั่วโมงที่ 30 และลดลง     
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อย่างต่อเน่ืองเหลือเพียง 4.36 กรัมต่อลิตร ทั้ งน้ียีสต์ S. fibuligera TISTR 5118 เป็นยีสต์ที่ มี
ความสามารถในการสร้างเอนไซม์กลูโคอะไมเลส ซ่ึงเป็นเอนไซม์อะไมเลส ประเภทเอ็กซ์โซ      
อะไมเลส และเป็นเอนไซม์ที่สามารถยอ่ยแป้งไดอ้ยา่งสมบูรณ์ ซ่ึงผลจากการยอ่ยที่สมบูรณ์จะได้
น ้ าตาลกลูโคสเพียงอยา่งเดียว (Saelim et al., 2008) อยา่งไรก็ตามเม่ือเปรียบเทียบกบัการศึกษาการ
ปลดปล่อยน ้ าตาลรีดิวซ์ของ A. tumefaciens SUTS 1 พบวา่ จุลินทรียด์งักล่าวมีความสามารถในการ
ปลดปล่อยน ้ าตาลรีดิวซ์ไดดี้กว่ายสีต ์S. fibuligera TISTR 5118 กล่าวคือ เม่ือเปรียบเทียบปริมาณ
น ้ าตาลรีดิวซ์จากจุลินทรียท์ั้ง 2 ชนิดตามช่วงเวลา โดยการปลดปล่อยน ้ าตาลรีดิวซ์ของแบคทีเรีย  
เร่ิมเกิดขึ้นตั้งแต่ชัว่โมงที่ 6 ของการศึกษา คือ 2.99 กรัมต่อลิตร และมีการปลดปล่อยน ้ าตาลรีดิวซ์
เพิม่ขึ้นอยา่งต่อเน่ืองตลอดช่วงเวลาของการศึกษา โดยพบวา่มีการปลดปล่อยน ้ าตาลรีดิวซ์ไดม้ากถึง 
8.27 กรัมต่อลิตรในชั่วโมงที่ 66 ของการศึกษา ขณะที่ยีสต์มีการปลดปล่อยน ้ าตาลรีดิวซ์เพียง      
6.64 กรัมต่อลิตร (รูปที่ 4.22) 
 

 

รูปที่ 4.22 ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ของ S. fibuligera TISTR 5118 และ A. tumefaciens SUTS 1 
 

 ทั้งน้ีเน่ืองจากสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตและก่อให้เกิดการปลดปล่อยน ้ าตาล

ของยสีตแ์ละแบคทีเรียนั้นสามารถเกิดไดดี้ในสภาวะที่แตกต่างกัน เช่น สารอาหาร ซ่ึงจุลินทรีย ์    
ทุกชนิดตอ้งการสารอาหารในปริมาณที่แตกต่างกนั โดยเฉพาะสารประกอบคาร์บอนเพื่อใช้เป็น
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แหล่งพลังงาน ไนโตรเจนใช้สังเคราะห์โปรตีน วิตามินและแร่ธาตุใช้ในการเจริญของจุลินทรีย ์

อาหารจึงเป็นแหล่งพลงังานส าหรับการเจริญและการทวจี  านวนของจุลินทรียท์ี่มีความจ าเป็นตอ้งให้    
ในปริมาณที่พอเหมาะไม่มากหรือนอ้ยจนเกินไป นอกจากน้ี พีเอช อุณหภูมิ และออกซิเจนยงัมีผล

ต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์โดยออกซิเจนในอาหารจะเป็นตวัควบคุมอตัราการเจริญ เติบโต
และการผลิตสารเมตาบอไลทเ์พือ่ใชใ้นการเผาผลาญอาหาร เป็นตน้ เม่ือพจิารณาจากความสามารถ

ในการปลดปล่อยน ้ าตาลของจุลินทรีย์ทั้ ง 2 กลุ่มซ่ึงพบว่าแบคทีเรีย A. tumefaciens SUTS 1              

มีความสามารถในการย่อยกากมันส าปะหลังได้ดีกว่ายีสต์ S. fibuligera TISTR 5118 ดังนั้ น
การศึกษาน้ีจึงใชจุ้ลินทรียท์ี่คดัแยกได ้ไดแ้ก่ A. tumefaciens SUTS 1 และ C. rugosa SUTR 1 เพื่อ

ใชใ้นการ ศึกษาความสามารถในการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัใหเ้ป็นน ้ าตาลและผลิต PHA ในขั้นตอน

เดียว ของจุลินทรียท์ี่คดัแยกไดต่้อไป 

 

4.6 การสะสม PHA ภายในเซลล์ของจุลนิทรีย์ 
 การศึกษาการสะสม PHA ภายในเซลล์ของจุลินทรียท์ี่คดัแยกไดใ้นขั้นตน้ เพื่อพิจารณา 
การสะสม PHA ซ่ึงมีลักษณะเป็นแกรนูลที่สะสมอยู่ภายในเซลล์จัดอยู่ในกลุ่มของ Lipophilic 
material จากการศึกษาการสะสม PHA ภายในเซลลข์องจุลินทรียด์ว้ยการยอ้มติดสี 1% Nile blue A  
และน าไปส่องภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ (Fluorescence microscope) ที่ความยาวคล่ืน 546 นาโนเมตร 
(Berlanga et al., 2006; Rodtong et al., 2008; Khardenavis et al., 2009) เพื่อกระตุน้ให้เกิดการเรือง
แสงของสียอ้ม เม่ือจุลินทรียมี์การผลิตและสะสมสาร PHA จะปรากฏแกรนูลสีสม้แดงภายในเซลล์ 
จากการศึกษาพบว่าจุลินทรีย ์C. rugosa SUTR 1 และ A. tumefaciens SUTS 1 ปรากฏแกรนูลสีสม้
แดงภายในเซลล์จากการยอ้มติดสีดงักล่าว พบว่ามีแกรนูลสีส้มแดงขนาดใหญ่ปรากฏภายในเซลล์
ของ C. rugosa SUTR 1 อย่างชัดเจน โดยพบว่ามีจ  านวน 1-3 แกรนูลต่อหน่ึงเซลล์ (รูปที่ 4.23ก) 
ขณะที่ A. tumefaciens SUTS 1 มีจุดสีส้มแดงขนาดเล็กมาก (รูปที่ 4.24ก) อาจเน่ืองมาจากยีสต์         
มีขนาดของเซลล์ใหญ่กว่าแบคทีเรีย และเมตาบอลิซึมของจุลินทรียท์ี่แตกต่างกนัจึงท าให้เกิดการ
สะสม PHA ภายในเซลลต่์างกนั (Breuer, Terentiev, Kunze, and Babel, 2002; Ostle and Holt, 1982; 
Serafim et al., 2002) อยา่งไรก็ตามไดมี้การประยกุตใ์ชว้ธีิการถ่ายภาพแบบ Multichannel เพือ่   ทวน
สอบการปรากฏขึ้นของแกลนูลดงักล่าววา่มีการสะสมขึ้นภายในเซลล ์โดยการใชภ้าพถ่ายจากกลอ้ง
จุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนซ์น ามาซ้อนทับ (Overlay) ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 
(Bright-field) (รูปที่ 4.23B และรูปที่ 4.24B) ซ่ึงเป็นภาพถ่ายจากบริเวณเดียวกบัภาพถ่ายจากกลอ้ง
จุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนซ ์พบวา่แกรนูลที่เกิดขึ้นมีการสะสมอยูภ่ายในเซลลข์องจุลินทรียท์ั้ง 2 ชนิด 
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(รูปที่ 4.23ค และรูปที่ 4.24ค) เน่ืองจาก PHA จดัเป็นพอลิเอสเทอร์ชนิดหน่ึง จึงสามารถตรวจวดั
แนวโนม้การสงัเคราะห์ PHA ของแบคทีเรียภายในเซลลเ์บื้องตน้ดว้ยการใชสี้ยอ้มที่เป็น Lipophilic 
dye (Shakeri et al., 2011; Beral, 2013) ซ่ึง Nile Blue A เป็นสียอ้มที่มีคุณสมบติัไม่มีขั้ว ละลายได้ 
ในไขมนั ท าให้ติดไขมนัไดสู้งจึงมีการใชเ้พื่อยอ้มทดสอบลิพิด ไตรกลีเซอไรด์และไลโพโปรตีน
บางชนิด ที่ มีความจ าเพาะ จึงสามารถยอ้มติดแกรนูลของ PHA ที่ เป็นสารจ าพวกไขมันได้
เช่นเดียวกนั (Loo and Suddesh, 2007) และเป็นสียอ้มที่สามารถยอ้มไดท้ั้งจุลินทรียแ์กรมบวกและ
จุลินทรียแ์กรมลบ แต่สามารถยอ้มติดจุลินทรียแ์กรมบวกไดดี้กว่า เน่ืองจากองคป์ระกอบทางเคมี
ของผนังเซลล์จุลินทรียแ์กรมบวกมีองคป์ระกอบเป็น Peptidoglycan ถึงร้อยละ 90 และมีเมมเบรน
ชั้นนอก (Outer membrane) ซ่ึงมีไขมนัเป็นองคป์ระกอบมากถึงร้อยละ 11-22 ของน ้ าหนกัแห้งของ
ผนังเซลล์ล้อมรอบ Peptidoglycan ไว ้ส่งผลให้สียอ้ม Nile Blue A ซ่ึงเป็นสียอ้มที่ละลายได้ดีใน
ไขมันถูกดูดซึมเข้าสู่เซลล์ได้ดีกว่า (Bhuwal, Singh, Aggarwal, Goyal, and Yadav, 2013; Koller 
and Kotreras, 2015)  
 อย่างไรก็ตามการติดสียอ้มและขนาดของแกรนูลภายในเซลล์ของจุลินทรียท์ั้ง 2 ชนิด         
มีความแตกต่างกนัมาก จึงประยกุตใ์ชค้่าความเขม้ของการเรืองแสงสียอ้ม (Fluorescence intensity 
spectrum) ในการเปรียบเทียบการสะสม PHA granule ภายในเซลล์ของจุลินทรีย ์โดยวดัค่าเฉล่ีย
ความเขม้ของการเรืองแสงสียอ้ม (Fluorescence intensity mean value) ของแกรนูลต่อพื้นที่ทั้งหมด 
พบว่า C. rugosa SUTR 1 ซ่ึงมีค่าเฉล่ียความเข้มของการเรืองแสงสียอ้มเท่ากับ 3435 ขณะที่              
A. tumefaciens SUTS 1 มีค่าเฉล่ียความเขม้ของการเรืองแสงสียอ้มเท่ากบั 1778 ทั้งน้ีค่าความเขม้
ของการเรืองแสงสียอ้ม (Fluorescence intensity spectrum) ที่ประยกุตใ์ชเ้พื่อศึกษาการสะสม PHA 
granule ภายในเซลล์เบื้องตน้ จะแสดงผลเป็นค่าสเปกตรัมของการเรืองแสงฟลูออเรสเซนซ์แต่ละ
จุดในลกัษณะพีคเสปกตรัมสามมิติ โดยความสูงของพีคแสดงถึงความเขม้ของการเรืองแสงสียอ้ม 
(รูปที่ 4.25) ซ่ึงหากค่าความเขม้ของการเรืองแสงสียอ้มเฉล่ียมีค่ามากแสดงถึงแนวโน้มการสะสม 
PHA granule ภายในเซลล์ที่มีมากเช่นเดียวกัน (Spiekermann et al., 1999; Berlanga et al., 2006; 
Goh and Tan, 2012; Bhuwal et al., 2013) ดงันั้นจึงสามารถสรุปไดว้่าจุลินทรียท์ั้ง 2 ชนิดสามารถ
ผลิต PHA granule ซ่ึงมี PHA สะสมอยู่ภายในเซลล์ได้ เน่ืองจากมีการติดสียอ้มของ Nile blue A          
(Alias and Tan, 2005) อย่างไรก็ตามวิธีการดังกล่าวไม่สามารถบอกถึงชนิดและปริมาณของ           
พอลิเมอร์ที่สะสมอยูภ่ายในเซลล์ของจุลินทรีย ์จึงตอ้งใชว้ิธีการสกดัพอลิเมอร์จากเซลล์เพื่อน ามา
วเิคราะห์ปริมาณและคุณลกัษณะของพอลิเมอร์ที่จุลินทรียส์ามารถผลิตไดต่้อไป 
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รูปที่  4.23 ลักษณะการสะสม PHA granule ภายในเซลล์ของ C. rugosa SUTR 1 ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ (ก) Fluorescence microscope, (ข) Bright-field microscope, (ค) Fluorescence microscope 
overlay with bright-field microscope  

(ก)

๗
B 

5 µm 

5 µm 

Area 12564.411 µm2 

Intensity Mean Value Red 3435 

(ข)

๗
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(ค)

๗
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 รูปที่ 4.24 ลกัษณะการสะสม PHA granule ภายในเซลลข์อง A. tumefaciens SUTS 1  ภายใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์ (ก) Fluorescence microscope, (ข) Bright-field microscope, (ค) Fluorescence microscope 
overlay with bright-field microscope 

Area 12598.725 µm2 

Intensity Mean Value Red 1778 

(ก)

๗
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รูปที่ 4.25 ค่าความเขม้ของการเรืองแสงสียอ้ม (fluorescence intensity spectrum) ของจุลินทรีย ์ 
(ก) C. rugosa SUTR 1, (ข) A. tumefaciens SUTS 1 
 

4.7 การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของจุลนิทรีย์เม่ือมกีารสะสม PHA 
 การศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของจุลินทรียด์ว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบส่องกราด Field-
Emission Scanning Electron Microscope (FE-SEM) เพื่อให้เห็นลกัษณะเซลล์ของจุลินทรียข์ณะมี
การสะสม PHA ภายในเซลลข์อง C. rugosa SUTR 1 และ A. tumefaciens SUTS 1 โดยพบวา่รูปร่าง
ของเซลล์ C. rugosa SUTR 1 เม่ือมีการสะสม PHA ลกัษณะของเซลล์จะเปล่ียนเป็นค่อนขา้งกลม
และมีรูปร่างเซลล์คงที่ (รูปที่ 4.27) สอดคลอ้งกบัการศึกษาการสะสม PHA ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์
ฟลูออเรสเซนซ์ (Fluorescence microscope) ขณะที่เซลล์ของ A. tumefaciens SUTS 1 พบกอ้นกลม
ซ่ึงเป็นลักษณะคลา้ยแกรนูลที่สะสมอยู่ภายในเซลล์อย่างชัดเจน โดยพบแกรนูลอยู่ภายในเซลล์
จ  านวน 2-3 แกรนูลต่อเซลล ์และรูปร่างของเซลลมี์ขนาดใหญ่ขึ้น (รูปที่ 4.29) ทั้งน้ีการเปล่ียนแปลง

(ก)
๗

B 

(ข)

๗
B 
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ของเซลล์จุลินทรียข์ึ้ นอยู่กับจ านวนและขนาดแกรนูลที่สะสมอยู่ภายในเซลล์ (Anderson and 
Dawes, 1990; Ha and Cho, 2002; Ostle and Holt, 1982) เน่ืองจากมีการสะสมพอลิเมอร์อยู่ภายใน
เซลล์ภายใตก้ารเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์ เม่ือจุลินทรียไ์ด้รับสารอาหารที่เป็นแหล่งคาร์บอน 
จุลินทรียจ์ะท าการสลายแหล่งคาร์บอนภายในที่สะสมอยู่ภายในเซลล์ เพื่อให้ไดพ้ลงังานในการ
น ามาเปล่ียนรูปคาร์บอนภายนอกเขา้มาสะสมภายในเซลล์ในรูปของไบโอพอลิเมอร์ คือ PHA 
โดยทัว่ไปแกรนูลภายในเซลลมี์ขนาดของเส้นผ่านศูนยก์ลาง 0.2±0.5 ไมโครเมตร และพบได ้8-12 
แกรนูลต่อเซลล์ ขึ้นอยูก่บัชนิดและสภาวะในการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์ ซ่ึงองคป์ระกอบส่วน
ใหญ่เป็นพอลิเอสเทอร์ร้อยละ 97.7 โปรตีนร้อยละ 1.87 (PHA synthase depolymerase structural 
protein และ regulator protein) และลิปิดหรือฟอสโฟลิปิดร้อยละ 0.46 (Reddy et al., 2003; Ojumu 
et al., 2004; Khanna and Srivastava, 2005; Loo and Suddesh, 2007; Suriyamongkol et al., 2007; 
Bernard, 2014) และการสะสมจะหยดุเม่ือมีปริมาณ PHA ประมาณร้อยละ 80 ต่อพื้นที่เซลล์ แมว้่า
จะยงัคงมีเอนไซมแ์ละสารตั้งตน้ (Substrate) ที่เก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์ PHA เหลืออยู ่เน่ืองจาก
เซลลไ์ม่สามารถเก็บ PHA ไดภ้ายใตผ้นงัเซลลท์ี่จ  ากดั (Ballard et al., 1987) อยา่งไรก็ตามการศึกษา
ลักษณะภายนอกของเซลล์ C. rugosa SUTR 1 ไม่สามารถสังเกตเห็นแกรนูลของ PHA ได้ ด้วย
กลอ้งจุลทรรศน์แบบส่องกราดเช่นเดียวกบัเซลล์ของ A. tumefaciens SUTS 1 เน่ืองจากโครงสร้าง
ของผนังเซลล์ยีสต์จะประกอบด้วย ไมโครไฟบริลเรียงขนานไปตามแกนยาวของเซลล์และ         
ผนังเซลล์มีสารพวกไคตินซ่ึงมีหน่วยยอ่ยคือ กลูโคซามีน (Glucosamine) และมีเซลลูโลสอยู่ด้วย  
จึงท าให้ผนังเซลล์มีความหนาและคงรูปมากกว่าเซลล์ของแบคทีเรีย ซ่ึงมีองคป์ระกอบของผนัง
เซลลเ์ป็นสารจ าพวกพอลิแซคคาไรดท์ี่มีความหนาเพยีง 100-200 องัสตรอม (Cooper and Hausman, 
2004) 
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รูปที่  4.26 ลักษณะของเซลล์ C. rugosa SUTR 1 เม่ือเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ Minimal medium          
ที่ไม่เติมแหล่งอาหารไนโตรเจน ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ Field-emission scanning electron microscope 
(FE-SEM) ก าลงัขยาย 5,000 เท่า  
 

 
รูปที่ 4.27 ลกัษณะของเซลล์ C. rugosa SUTR 1 ที่มีการสะสม PHA granule ภายในเซลล์เม่ือเล้ียง
ในอาหารเล้ียงเช้ือ Minimal medium ที่จ  ากดัแหล่งไนโตรเจน ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ Field-emission 
scanning electron microscope (FE-SEM) ก าลงัขยาย 5,000 เท่า 

1 µm 

1 µm 
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รูปที่ 4.28 ลกัษณะของเซลล ์A. tumefaciens SUTS 1 1 เม่ือเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ Minimal medium 
ที่ไม่เติมแหล่งอาหารไนโตรเจน ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ Field-emission scanning electron microscope 
(FE-SEM) ก าลงัขยาย 5,000 เท่า  
 

 
รูปที่ 4.29 ลกัษณะของเซลล์ A. tumefaciens SUTS 1 ที่มีการสะสม PHA granule ภายในเซลล์เม่ือ
เ ล้ียงในอาหารเล้ียงเ ช้ือ  Minimal medium ที่จ  ากัดแหล่งไนโตรเจน ด้วยกล้องจุลทรรศน์               
Field-emission scanning electron microscope (FE-SEM) ก าลงัขยาย 5,000 เท่า 

1 µm 

1 µm 
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4.8 การผลติ PHA จากกากมนัส าปะหลงั 
 การศึกษาความสามารถในการผลิต PHA ของจุลินทรีย ์ ได้แก่ C. rugosa SUTR 1 และ       
A. tumefaciens SUTS 1 จากการใช้น ้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการย่อยสลายกากมันส าปะหลังของ
จุลินทรียแ์ต่ละชนิด และคดัเลือกจุลินทรียท์ี่มีความสามารถในการสงัเคราะห์ PHA ไดใ้นปริมาณสูง
เพือ่ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสังเคราะห์ PHA ของจุลินทรียช์นิดดงักล่าวในล าดบัต่อไป โดย
งานวจิยัน้ีมุ่งเนน้วเิคราะห์ PHA ในรูปของ Polyhydroxybutyrate (PHB) เน่ืองจากสารตั้งตน้ที่ใช้ใน
การศึกษานั้นเป็นน ้ าตาลรีดิวซ์จึงท าให้ได ้PHB เป็นผลิตภณัฑห์ลกัจากการสังเคราะห์พอลิเมอร์ 
ของจุลินทรีย ์
  4.8.1 การผลิต PHA ของ C. rugosa SUTR 1 
                       จากการศึกษาการผลิต PHA โดยเล้ียง C. rugosa SUTR 1 (ตารางที่ 4.6) ในสารอาหาร 
Minimal medium ที่เติมกากมนัส าปะหลงั 50 กรัมต่อลิตร เป็นสารตั้งตน้ในการยอ่ยของจุลินทรียใ์ห้
ไดเ้ป็นน ้ าตาลรีดิวซ์ เพื่อเป็นธาตุอาหารคาร์บอนหลกัที่ส าคญัในอาหารเล้ียงเช้ือที่จุลินทรียจ์ะน า   
ไปใชใ้นการเจริญเติบโตและสังเคราะห์ PHA พบว่าเซลล์ของ SUTR 1 เจริญเติบโตเพิ่มจ านวนขึ้น
อย่างต่อเน่ือง โดยสามารถย่อยกากมนัส าปะหลังให้อยู่ในรูปของน ้ าตาลรีดิวซ์ไดป้ริมาณสูงสุด 
14.44 กรัมต่อลิตร คิดเป็น 0.29 กรัมน ้ าตาลต่อกรัมกากมนัส าปะหลงัที่ใช ้หรือคิดเป็นร้อยละ 29 
ของสารชีวมวลเร่ิมตน้ ในชัว่โมงที่ 36 ขณะที่จ  านวนเซลล์ของจุลินทรียมี์การเจริญเติบโตเพิ่มขึ้น
เป็น 2.77  109 CFU/มล. ซ่ึงจุลินทรียมี์การสะสมพอลิเมอร์ภายในเซลล ์0.1343 กรัมต่อลิตร และมี
ปริมาณเพิม่ขึ้นสูงสุด 0.1368 และ 0.1367 กรัมต่อลิตร คิดเป็น 47.9 นาโนกรัมต่อเซลล ์ในชัว่โมงที่ 
42 และ 48 ของการศึกษาโดยมีจ านวนเซลลข์องจุลินทรียมี์การเจริญเติบโตเพิ่มขึ้นเป็น 2.80  109 

CFU/มล. และ 2.86  109 CFU/มล. จากนั้นจ านวนของเซลล์และปริมาณการสะสม PHA ภายใน
เซลล์ลดลงอยา่งเห็นไดช้ดั รวมถึงปริมาณธาตุอาหารไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียและปริมาณ
น ้ าตาลรีดิวซ์มีปริมาณลดลงอยา่งต่อเน่ืองจากช่วงเวลาที่มีการปลดปล่อยน ้ าตาลไดสู้งสุด ในชัว่โมง
ที่  36 ของการศึกษา สัมพันธ์กับการเจริญและการสังเคราะห์พอลิเมอร์หลังจากชั่วโมงที่                       
48 ของการศึกษา โดยมีการสะสมพอลิเมอร์ภายในเซลลเ์พยีง 0.066 กรัมต่อลิตร และมีจ านวนเซลล์
ของจุลินทรีย์เจริญเติบโตลดลงเป็น 2.70  109  CFU/มล. ขณะที่น ้ าตาลรีดิวซ์เหลือเพียง                
3.64 กรัมต่อลิตร และปริมาณธาตุอาหารไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียลดลงเหลือ 0.02 กรัมต่อ
ลิตร ในชัว่โมงที่ 72 ของการศึกษา ผลจากการศึกษาแสดงให้เห็นว่า เม่ือความเขม้ขน้ของน ้ าตาล
เพิ่มขึ้ นอัตราการเจริญเติบโตและการสังเคราะห์พอลิเมอร์ของจุลินทรีย์จะเพิ่มขึ้ น แสดงถึง
ความสามารถในการน าน ้ าตาลรีดิวซ์ไปใชเ้พื่อการสร้างเซลล์และสังเคราะห์พอลิเมอร์ไดอ้ย่างมี
ประสิทธิภาพ จากนั้นการเจริญและการสะสมพอลิเมอร์จะลดลงเม่ือความเขม้ขน้ของน ้ าตาลลดลง  
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(รูปที่ 4.30) ทั้งน้ีอาจเป็นผลมาจาก เม่ือเซลล์มีการสังเคราะห์พอลิเมอร์จนถึงจุดที่มีการสะสม
ภายในเซลลใ์นปริมาณสูงสุดแลว้ จุลินทรียจ์ะไม่สามารถสะสมพอลิเมอร์ไดอี้ก เน่ืองจากขนาดของ
เซลล์ ที่มีความจ ากดั รวมถึงสารอาหารภายในระบบถูกใชจ้นมีปริมาณนอ้ย เช่นเดียวกบัอตัราการ
เจริญเติบโตของจุลินทรียท์ี่ลดลงจึงส่งผลให้ความสามารถในการผลิต PHA เน่ืองจากความเขม้ขน้
ของแหล่งคาร์บอนลดลง อาจไม่เพียงพอต่อการเจริญเติบโตส่งผลให้เซลล์ของจุลินทรียมี์จ  านวน
ลดลง จึงไม่เกิดการสงัเคราะห์ PHA นอกจากน้ีภายในเซลลจุ์ลินทรียจ์ะเกิดปฏิกิริยาดีพอลิเมอร์ไรซ์ 
โดยเอนไซม์ดีพอลิเมอร์เรส เพื่อน าพอลิเมอร์ที่สังเคราะห์ได้มาใช้เพื่อเป็นสารอาหารในการ
เจริญเติบโต ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Kedia และคณะ (2014) พบวา่ปริมาณ PHB ที่สงัเคราะห์
โดย Cupriavidus necata ภายหลังจากที่ได้ป ริมาณ PHB สูงสุดจะมีการสะสม PHB ลดลง             
อย่างรวดเร็วอันเป็นผลมาจากการย่อยสลาย PHB ที่สังเคราะห์ภายในเซลล์เพื่อน ามาใช้ในการ
เจริญเติบโตและอยูร่อดของเซลล ์
 

 
รูปที่ 4.30 การเจริญเติบโตและการสะสม PHA ของ C. rugosa SUTR 1 เม่ือใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์จากกาก
มนัส าปะหลงัเป็นแหล่งคาร์บอน 
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ตารางที่ 4.6 การสะสมพอลิเมอร์ของ C. rugosa SUTR 1 เม่ือใช้กากมันส าปะหลังเป็นแหล่ง
คาร์บอน 
ระยะเวลา 

(h) 
น า้ตาลรีดิวซ์  

(g/l) 
น า้ตาลรีดิวซ์ 
(g/g-cassava) 

แอมโมเนีย 
(g/l) 

จ านวนเซลล์ 
(CFU/ml.) 

ปริมาณ PHA 
(g/l) 

ปริมาณ PHA 
(ng/cell) 

0 2.30±0.013 0.05 0.20±0.000 9.00  106 0.0000 0.00 
6 3.08±0.010 0.06 0.20±0.000 4.55  108 0.0083 18.3 
12 3.08±0.010 0.06 0.19±0.000 7.45  108 0.0210 28.2 
18 3.02±0.014 0.06 0.18±0.002 1.49  109 0.0675 45.3 
24 2.84±0.003 0.06 0.19±0.000 1.47  109 0.1048 71.6 
30 4.86±0.008 0.10 0.15±0.000 2.38  109 0.1142 48.1 
36 14.44±0.016 0.29 0.15±0.000 2.77  109 0.1343 48.6 
42 14.21±0.010 0.28 0.14±0.000 2.80  109 0.1368 49.0 
48 7.52±0.020 0.15 0.08±0.018 2.86  109 0.1367 47.9 
54 4.38±0.048 0.09 0.08±0.000 2.86  109 0.0758 26.5 
60 5.41±0.109 0.11 0.03±0.000 2.90  109 0.0725 25.0 
66 5.10±0.028 0.10 0.05±0.000 2.80  109 0.0708 25.3 
72 3.64±0.060 0.07 0.02±0.000 2.70  109 0.0660 24.4 

 
 4.8.2 การผลิต PHA ของ A. tumefaciens SUTS 1 
                       การศึกษาความสามารถในการผลิต PHA จากการย่อยกากมันส าปะหลังให้เป็น
น ้ าตาลเพื่อน าน ้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้ไปใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในกระบวนการผลิต PHA โดยตรง         
ของแบคทีเรีย A. tumefaciens SUTS 1 พบว่าสามารถย่อยแป้งและให้น ้ าตาลรีดิวซ์ได้สูงสุด          
8.70 กรัมต่อลิตร คิดเป็น 0.17 กรัมต่อกรัมกากมนัส าปะหลงั หรือคิดเป็นร้อยละ 17 ของสารชีวมวล
เร่ิมตน้ ในชั่วโมงที่ 48 ของการศึกษา ขณะที่ความสามารถในการสะสมพอลิเมอร์ภายในเซลล์
สามารถสะสมได้ 0.0727 กรัมต่อลิตร คิดเป็น 30.9 นาโนกรัมต่อเซลล์ โดยมีจ านวนเซลล์
เจริญเติบโตสูงสุดในช่วง เวลาเดียวกนั คือประมาณ 2.35  109 CFU/มล. และมีปริมาณธาตุอาหาร
ไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียลดลงเหลือ 0.09 กรัมต่อลิตร โดยไนโตรเจนจะถูกน าไปใชใ้นการ
สังเคราะห์องค์ประกอบต่าง ๆ ของเซลล์ ซ่ึงจุลินทรียจ์ะสามารถผลิต PHA เม่ือจุลินทรียอ์ยู่ใน
สภาวะที่มีแหล่งคาร์บอนมากพอแต่มีปริมาณไนโตรเจนจ ากดั เม่ือพิจารณาจากผลการศึกษาพบวา่ 
ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ซ่ึงเป็นแหล่งคาร์บอนหลกั และปริมาณธาตุอาหารไนโตรเจน เป็นปัจจยัส าคญั
ที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรียแ์ละการสะสม PHA ภายในเซลล์ โดยทัว่ไปการผลิต PHA 
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จะเกิดขึ้นควบคู่กบัการเจริญอนัเป็นผลมาจาก PHA เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลงังานส ารอง 
จดัเป็นสารกลุ่ม Primary metabolite หรือ Growth-assocoated substance จึงมีการสะสมควบคู่กับ
การเจริญของจุลินทรียน์ั้น ๆ โดยการสะสม PHA จะเกิดขึ้นสูงสุดเม่ือจุลินทรียมี์การเจริญเขา้สู่
สภาวะคงที่ (Stationary phase) (Hrabak, 1992) และอาจเพิ่มขึ้นเล็กน้อยหรือคงที่เม่ือเวลาเพิ่มขึ้น 
ดังนั้นในการเตรียมจุลินทรียข์ ั้นตน้ก่อนเขา้สู่กระบวนการทดสอบความสามารถในการสะสม       
พอลิเมอร์ จึงตอ้งน าเซลล์ในช่วงระยะคงที่ (SUTR 1 ประมาณ 96 ชั่วโมง SUTS 1 ประมาณ 72 
ชัว่โมง) เขา้สู่ขวดปฏิกรณ์ซ่ึงมีอาหารเล้ียงเช้ือ Minimal salt medium ผสมอยูก่บักากมนัส าปะหลงั 
50 กรัมต่อลิตร พบว่ามีการสะสม PHA ไปพร้อม ๆ  กบัการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์ดงัรูปที่ 4.31 
และตารางที่ 4.7 
 

 
 
รูปที่ 4.31 การเจริญเติบโตและการสะสม PHA ของ A. tumefaciens SUTS 1เม่ือใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์จาก
กากมนัส าปะหลงัเป็นแหล่งคาร์บอน 
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ตารางที่ 4.7 การสะสมพอลิเมอร์ของ A. tumefaciens SUTS 1 เม่ือใชก้ากมนัส าปะหลังเป็นแหล่ง
คาร์บอน 
ระยะเวลา 

(h) 
น า้ตาลรีดิวซ์  

(g/l) 
น า้ตาลรีดิวซ์ 
(g/g-cassava) 

แอมโมเนีย 
(g/l) 

จ านวนเซลล์ 
(CFU/ml.) 

ปริมาณ PHA 
(g/l) 

ปริมาณ PHA 
(ng/cell) 

0 2.61±0.013 0.05 0.20±0.000 1.45 x 108 0.0000 0.00 
6 3.08±0.019 0.06 0.17±0.000 2.90  107 0.0080 275.9 
12 2.96±0.016 0.06 0.18±0.000 4.70  107 0.0395 840.4 
18 3.82±0.009 0.08 0.18±0.000 1.43  108 0.0290 203.3 
24 3.03±0.014 0.06 0.18±0.000 9.90  108 0.0412 41.6 
30 4.00±0.004 0.08 0.16±0.000 7.90  108 0.0595 75.3 
36 3.34±0.003 0.07 0.15±0.000 9.15  108 0.0487 53.2 
42 7.24±0.050 0.14 0.10±0.000 1.27  109 0.0662 52.1 
48 8.70±0.003 0.17 0.09±0.000 2.35  109 0.0727 30.9 
54 5.11±0.054 0.10 0.08±0.000 2.24  109 0.0690 30.9 
60 5.49±0.013 0.11 0.09±0.000 2.67  109 0.0690 25.8 
66 5.41±0.049 0.11 0.11±0.000 1.83  109 0.0628 34.4 
72 5.57±0.007 0.11 0.07±0.000 1.91  109 0.0637 33.4 

 

 จากการศึกษาความสามารถในการผลิต PHA ของ C. rugosa SUTR 1 และ A. tumefaciens 
SUTS 1 แสดงใหเ้ห็นถึงความสมัพนัธข์องปริมาณคาร์บอนและไนโตรเจนที่ส่งผลต่อการเจริญและ
การผลิต PHA ของจุลินทรีย ์คือ เม่ือความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์จากกากมนัส าปะหลงัซ่ึงเป็น
แหล่งคาร์บอนในการผลิต PHA มีความเข้มข้นเพิ่มมากขึ้ นและความเข้มข้นของไนโตรเจน              
มีปริมาณจ ากดั ท  าใหจุ้ลินทรียมี์การผลิต PHA เพิม่ขึ้น โดยจุลินทรียจ์ะสร้างเอนไซมอ์ะไมเลสและ
ปล่อยออกมาภายนอกเซลล์เพื่อย่อยสลายแป้ง ซ่ึงเป็นองค์ประกอบหลักของกากมนัส าปะหลงั      
ใหเ้ป็นน ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว เช่น กลูโคส ฟลุกโตส เขา้สู่เซลลเ์พือ่เป็นพลงังานและสารตั้งตน้ส าหรับ
กระบวนการสงัเคราะห์โปรตีน โดยกระบวนการไกลโคลิซิส (Glycolysis หรือ Embden-Meyerhof 
Parnas pathway) ได้เป็นไพรูเวท (Pyruvate) ซ่ึงจะเกิดปฏิกิริยาไฮโดรจิเนชั่น (Hydrogenation) 
เปล่ียนเป็นอะซิทิลโคเอนไซม์เอ (Acetyl-CoA) เขา้สู่วฏัจกัร TCA cycle และถูกออกซิไดซ์ไดเ้ป็น
คาร์บอนไดออกไซด์ ATP, FADH2, NADH และ NADPH ในขณะที่จุลินทรียมี์การเจริญเติบโต 
NADPH ภายในเซลลจ์ะถูกออกซิไดซ์อยา่งรวดเร็วเป็นผลใหมี้ความเขม้ขน้ของโคแฟกเตอร์ต ่าและ
มีกิจกรรมภายในวิถี TCA cycle สูง อะซิทิลโคเอนไซม์เอ (Acetyl-CoA) ส่วนใหญ่จะผ่านเข้าสู่     
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วฏัจกัร TCA cycle เพือ่สร้างพลงังานและสารที่จ  าเป็นในกระบวนการสร้างส่วนประกอบของเซลล์ 
(Anabolism) ปฏิกิริยาของเอนไซม์ซิเตรตซินเทส (Citrate synthase) ในวฎัจักรส่งผลให้เกิดโค
เอนไซมเ์ออิสระ (CoASH) จ านวนมากถูกปล่อยออกมา ท าใหเ้กิดการยบัย ั้งปฏิกิริยาการรวมกนัของ 
2 โมเลกุลอะซิทิลโคเอนไซมเ์อ (Acetyl-CoA) จึงไม่เกิดการสงัเคราะห์ PHA ขึ้นภายในเซลล ์แต่ใน
สภาวะที่มีการจ ากดัสารอาหารจะเกิดการยบัย ั้งกระบวนการสังเคราะห์โปรตีน ท าให้ NADH และ 
NADPH เพิ่มปริมาณมากขึ้นและไปยบัย ั้งการท างานของเอนไซมซิ์เตรทซินเทส (Citrate synthase) 
และเอนไซม์ไอโซซิเตรทดีไฮโดรจิเนส (Isocitrate dehydrogenase) (Morgunov, Kamzolova, 
Sokolov, and Finogenova, 2004; Poblete-Castro et al., 2012) ท าให้อะซิทิลโคเอนไซม์เอ (Acetyl-
CoA) เขา้สู่วฏัจกัร TCA cycle น้อยลง (Doi, 1990; Braunegg et al., 1998) เน่ืองจาก      อะซิทิลโค
เอนไซม์เอ (Acetyl-CoA) ที่จะเข้าสู่วฎัจักร TCA cycle ขึ้ นอยู่กับปริมาณแร่ธาตุบางชนิด เช่น 
ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส เป็นตน้ เม่ือจุลินทรียมี์การเจริญเติบโตในสภาวะที่ถูกจ ากดัสารอาหารและมี
แหล่งคาร์บอนมากเกินพอ กระบวนการเมตาบอลิซึมจะเปล่ียนรูปแบบโดยไม่ไดน้ าสารอาหาร
ดงักล่าวไปสร้างเซลล์ และไม่เกิดการสังเคราะห์โปรตีน อะซิทิลโคเอนไซม์เอ จึงไม่ถูกดูดซึมเขา้
สู่วฏัจกัร TCA เป็นผลให้อะซิทิลโคเอนไซม์เอ มีความเขม้ขน้สูงในขณะที่โคเอนไซม์เออิสระ 
(CoASH) มีปริมาณน้อย เน่ืองจากไม่ถูกปล่อยออกมาในขั้นตอนของวฏัจักร TCA ส่งผลให้
เอนไซมเ์บตาคีโตไทโอเลส (ß-ketothiolase) ไม่ถูกยบัย ั้งจากโคเอนไซมเ์ออิสระ (CoASH) และเกิด
การสร้างเม็ดแกรนูลในรูปของ PHA โดยมีเอนไซมท์ี่ส าคญัในการสะสมพอลิเมอร์เก่ียวขอ้ง 3 ชนิด 
คือ เบตาคีโตไทโอเลส (ß-ketothiolase) กระตุน้ให้เกิดการรวมของแอซิทิลโคเอนไซม์เอ (Acetyl-
CoA) 2 โมเลกุลกลายเป็นอะซิโตอะซิทิลโคเอนไซม์เอ (Acetoacetyl-CoA) อะซิโตอะซิทิลโคเอ     
รีดัก เทส (Acetoacetyl-CoA reductase) จะเปล่ียนอะซิโตแอซิทิลโคเอนไซม์เอให้กลายเป็น               
3-ไฮดรอกซีบิวทิลริลโคเอนไซม์เอ (R-3-hydroxybutyryl-CoA) หลังจากนั้นจะเกิดกระบวนการ   
พอลิเมอร์ไรเซชั่น (Polymerization) ของไฮดรอกซีบิวทิลริลโคเอนไซม์เอ (R-3-hydroxybutyryl-
CoA) ไปเป็น PHB โดยเอนไซม ์PHB ซินเทส (PHB synthase) (รูปที่ 4.32) 
 โดยทัว่ไปจุลินทรียจ์ะมีการสร้างและสะสม PHB ไปพร้อม ๆ กบัการเจริญของเซลล์แต่
ในช่วงที่ เกิดกระบวนการสังเคราะห์ PHB จุลินทรีย์จะมีอัตราการเจริญเติบโตค่อนข้างต ่า           
(Hanggi, 1990; Osman, Elrazak, Khater, Nashy, and Mohamadeen, 2015) ดังนั้ นการเพิ่มปริมาณ
เซลล์จึงเป็นการเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิต PHB ด้วย ซ่ึงการสังเคราะห์ PHB ของจุลินทรีย ์      
จะเกิดขึ้ นสูงหลังจากการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์เข้าสู่สภาวะคงที่ (Lafferty, Korsatko, and 
Korstako, 1988) เม่ือเซลล์มีการสังเคราะห์พอลิเมอร์จนถึงค่าหน่ึงที่มีความเข้มข้นสูงสุดแล้ว 
รวมทั้งสารอาหารในระบบถูกใช้จนลดน้อยลง ภายในเซลล์จะเกิดปฏิกิริยาดีพอลิเมอร์ไรซ์โดย
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เอนไซม์ดีพอลิเมอร์เรส (Depolymerase) เพื่อน าพอลิเมอร์ที่สังเคราะห์ได้มาใช้เพื่อการอยู่รอด 
สอดคลอ้งกบั Kedia และคณะ (2014) ศึกษาการผลิต P(3HB) โดยเช้ือ Cuppriavidus necator พบว่า
ภายหลังจากชั่วโมงที่ได้ค่า P(3HB) สูงสุดแล้วประสิทธิภาพในการผลิตจะลดลงอย่างรวดเร็ว      
เป็นผลมาจากการย่อยสลาย P(3HB) ที่สังเคราะห์ภายในเซลล์เพื่อน ามาใช้ในการเจริญเติบโต     
และการอยูร่อดของเซลล ์นอกจากน้ีหากในกระบวนการสงัเคราะห์พอลิเมอร์มีการดูดซึมคาร์บอน
มากกว่า 1 ชนิดในเวลาเดียวกนั จุลินทรียจ์ะมีกลไกภายในซ่ึงเปล่ียนให้อยูใ่นรูปของโคพอลิเมอร์ 
ชนิดต่าง ๆ ซ่ึงขึ้นอยูก่บัชนิดของสารตั้งตน้ที่ใช ้(Nurbas and Kutsal, 2004; Steinbuchel, 1991)  
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รูปที่ 4.32 วถีิการสงัเคราะห์พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตจากกลูโคส ดดัแปลงจาก Pena, Castillo, Nunez, 
and Segura, (2011); Borrero-de Acuna et al., (2014) และ Poblete-Castro et al., 2012 
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 อยา่งไรก็ตามไดมี้การศึกษาการผลิต PHA จากแหล่งคาร์บอนที่มีองคป์ระกอบหลักเป็น
ซูโครส เช่น น ้ าออ้ยและกากน ้ าตาล เปรียบเทียบกบัการใชน้ ้ าตาลบริสุทธ์ิ ซ่ึงพบว่าสามารถผลิต 
PHA ไดค้วามเขม้ขน้ที่สูงและเป็นส่วนหน่ึงในการลดตน้ทุนการผลิตได ้ Suwannasing และคณะ 
(2015) ได้ศึกษาการผลิต PHA จากจุลินทรียส์ายพนัธุ์ Bacillus โดยใช้แหล่งคาร์บอนที่มีราคาถูก 
เพื่อเป็นการลดตน้ทุนการผลิต ซ่ึงประกอบดว้ยน ้ าตาลกลูโคส น ้ าตาลซูโครสและน ้ าออ้ย ท าการ       
แปรผนัองคป์ระกอบของอาหารเล้ียงเช้ือจ านวน 11 สูตร เม่ือเปรียบเทียบแหล่งคาร์บอนระหว่าง
น ้ าตาลกลูโคส น ้ าตาลซูโครส และน ้ าอ้อย พบว่าการใช้น ้ าอ้อยเป็นแหล่งคาร์บอนสามารถผลิต 
PHA ไดเ้ท่ากบั 1.525 กรัมต่อลิตร รองลงมาคือการใชน้ ้ าตาลซูโครสและน ้ าตาลกลูโคสที่ไดค้วาม
เขม้ขน้ของ PHA เท่ากบั 0.115 และ 0.111 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั จากการศึกษาของ Samrot และ
คณะ (2011) ศึกษาการสะสม PHB ของแบคทีเรีย Enterobacter cloacae SU-1 โดยใชแ้หล่งคาร์บอน
แตกต่างกนั 2 ชนิด คือกลูโคสและแลคโตส พบว่า สามารถผลิต PHB ได้ 8 กรัมต่อลิตร คิดเป็น    
ร้อยละ 94 โดยน ้ าหนักเซลล์แห้ง เม่ือใชน้ ้ าตาลกาแลคโตสเป็นแหล่งคาร์บอน ในอาหารเล้ียงเช้ือ 
Minimal medium ซ่ึงประกอบด้วยโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 3 กรัมต่อลิตร โซเดียม       
ไฮดรอกไซด์ 5 กรัมต่อลิตร และแมกนีเซียมซัลเฟต 1 กรัมต่อลิตร Rodriguez-Contreras และคณะ 
(2013) ไดศ้ึกษาการผลิตพอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทีเรต : P(3HB)) จาก Bacillus megaterium พบว่าได้
ความเขม้ขน้ของเซลลเ์ท่ากบั 28.59 กรัมต่อลิตร และความเขม้ขน้ของ P(3HB) เท่ากบั 8.50 กรัมต่อ
ลิตร เช่นเดียวกบั Nair และคณะ (2014) ซ่ึงศึกษาการใชก้ากน ้ าตาลเพือ่ลดตน้ทุนการผลิต PHA ของ 
Bacillus subtilis โดยแปรผนัความเขม้ขน้ของน ้ าตาลในกากน ้ าตาลในช่วงร้อยละ 10-100 พบว่า 
การใชน้ ้ าตาลรวมในกากน ้ าตาลร้อยละ 10 มีความเหมาะสมต่อการเจริญและผลิต PHA โดยมีความ
เขม้ขน้ของเซลล์สูงสุดเท่ากับ 20.9 กรัมต่อลิตร มีความเขม้ขน้ของ PHA เท่ากับ 15 กรัมต่อลิตร      
คิดเป็นร้อยละ 75.5 ของน ้ าหนักเซลล์แห้ง Naheed และ Jamil (2014) ได้ศึกษาการผลิต P(3HB)  
ของ Enterobacter sp. SEL2 โดยใช้กากน ้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าเม่ือใช้กากน ้ าตาล         
ความเขม้ขน้ร้อยละ 2 สามารถผลิต PHA ร้อยละ 47.36 ซ่ึงความเขม้ขน้ของเซลล์และปริมาณ       
พอลิเมอร์ที่ผลิตได้ขึ้นกับชนิดของจุลินทรียแ์ละความเขม้ขน้ของกากน ้ าตาลที่ใช้ ทั้งน้ีการใช้
กากน ้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนสามารถส่งเสริมการเจริญและการสังเคราะห์ P(3HB) ไดดี้ เพราะใน
กากน ้ าตาลมีองคป์ระกอบหลกัเป็นน ้ าตาลซูโครส กลูโคส และฟรักโทส อีกทั้งประกอบดว้ยวติามิน 
แร่ธาตุชนิดต่าง ๆ เช่น ไทเอมีน ไรโบฟลาวิน ไบโอติน โพแทสเซียม ฟอสเฟต แคลเซียม 
แมกนีเซียม คอปเปอร์ และเหล็ก เป็นตน้ ซ่ึงสารดงักล่าวสามารถส่งเสริมการเจริญและการสร้าง 
ผลิตภณัฑข์องเซลล ์(Koller, Sandholzer, Salerno, Braunegg, and Narodoslawsky, 2013) เม่ือศึกษา
คุณสมบตัิของพอลิเมอร์ที่ผลิตได้จาก C. rugosa SUTR 1 และ A. tumefaciens SUTS 1 เบื้องต้น  
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ด้วยเทคนิค Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) พบว่าค่าสเปคตรัมของพอลิเมอร์     
ในต าแหน่งความถ่ีเท่ากับ 3223.9386 และ 3338.2647 เป็นต าแหน่งของอินฟราเรดสเปคตรัม       
ของหมู่ไฮดรอกซิล (-OH group; 3200-3500 cm-1) (Ma, Zhang, Liu, Chen, Zhang, and Chen, 2009; 
Weng, Wang, and Wang, 2011) ต  าแหน่งความถ่ีเท่ากับ 2921.3187 และ 2924.4380 เป็นต าแหน่ง
ของหมู่ เมทิ ลีน (-CH2 methylene group : 2925 cm-1) ต  าแหน่งความถ่ี เท่ากับ 2852.7473 และ 
2851.3416 เป็นต าแหน่งของหมู่เมทิล (-CH3 methyl group : 2962 cm-1) ต  าแหน่งความถ่ีเท่ากับ 
1721.3187 และ 1736.6207 เป็นต าแหน่งของอินฟราเรดสเปคตรัมของหมู่คาร์บอนิลในกลุ่ม        
เอสเทอร์ (R-C=O group : 1600-1850 cm-1) (Hong, Sun, Tian, Chen, and Huang, 1999; Andrew et 
al., 1994) และที่ต  าแหน่งความถ่ีเท่ากับ 1278.2418 และ 1164.9021 เป็นต าแหน่งของอินฟราเรด
สเปคตรัมของหมู่คาร์บอกซิล ในกลุ่มอีเทอร์ (C-O-C group : 100-1300 cm-1) (Silverstein, Webster, 
and Kiemle, 2005) โดยสเปคตรัมของพอลิเมอร์ที่เกิดขึ้นมีความคลา้ยคลึงกบัพอลิเมอร์มาตรฐาน
พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต [Poly-3-hydroxybutyrate : P(3HB)] ซ่ึงหมู่ฟังก์ชัน่ดงักล่าวเป็นหมู่ฟังกช์ัน่
เฉพาะที่แสดงถึงความเป็นพอลิเมอร์ในกลุ่มของพอลิเอสเทอร์ ไดแ้ก่ หมู่ไฮดรอกซิล (-OH group) 
หมู่คาร์บอนิลในกลุ่มเอสเทอร์ (R-C=O group) หมู่คาร์บอกซิลในกลุ่มอีเทอร์ (C-O-C group) และ
หมู่อัลเคน (C-H group) (Gumel et al., 2014; Mohapatra, Sumantaray, Sumantaray, 2014; Kumar, 
Gupta, and Thakur, 2016) 
 ทั้งน้ีเม่ือพจิารณาความสามารถในการสะสมพอลิเมอร์ภายในเซลลข์องจุลินทรียท์ั้ง 2 ชนิด
สามารถผลิต P(3HB) ไดป้ริมาณแตกต่างกนั ซ่ึงปัจจยัที่มีผลต่อการผลิต PHB ขึ้นอยูก่บัอตัราการ
เจริญเติบโต สารอาหาร คาร์บอน และสภาวะการจ ากดัสารอาหารบางชนิด เช่น ไนโตรเจน ซลัเฟอร์ 
ฟอสฟอรัส หรือออกซิเจน และยงัขึ้นอยูก่บัความสามารถในการผลิต PHB ของจุลินทรียแ์ต่ละชนิด
ที่ผลิตได้แตกต่างกัน หรือ PHB ในแกรนูลที่อยู่ภายในเซลล์ของจุลินทรียแ์ต่ละชนิดมีขนาด           
ไม่เท่ากนัจึงส่งผลให้ปริมาณของ PHB แตกต่างกนัดว้ย จากการศึกษาจะพบว่า C. rugosa SUTR 1 
ซ่ึงเป็นจุลินทรียใ์นกลุ่มของยีสต์ เม่ือพิจารณาทั้งด้านการเจริญเติบโตและความสามารถในการ
สะสมพอลิเมอร์ภายในเซลล์ จึงมีคุณสมบตัิที่เหมาะสมเพื่อน าไปศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการ
สงัเคราะห์ P(3HB) เพือ่เพิม่ความสามารถในการผลิตพอลิเมอร์ดงักล่าวในล าดบัต่อไป 
  

4.9 การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลติ P(3HB) ของ C. rugosa SUTR 1  
 ในกระบวนการสังเคราะห์ PHB ของจุลินทรีย์ จ  าเป็นต้องควบคุมสภาวะการผลิต              
ให้เหมาะสมเพื่อให้เกิดประสิทธิภาพในการผลิตสูงสุด จึงศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต 
P(3HB) ของยสีต ์C. rugosa SUTR 1 โดยท าการแปรผนัสภาวะการทดลองดังน้ี คือ ความเขม้ขน้



121 

แหล่งอาหารไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียมซัลเฟต (NH4)2SO4 และแปรผนัอตัราการเขยา่ ซ่ึงมี
ผลการศึกษาดงัน้ี 
  4.9.1 ความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนต่อการเจริญเติบโตและการสะสมพอลิเมอร์ 
                       ไนโตรเจนจดัเป็น Growth factor ที่ส าคญัต่อการเจริญเติบโตและเป็นปัจจยัส าคญั   
ต่อการสังเคราะห์พอลิเมอร์ชีวภาพ (Biopolymer) ของจุลินทรียบ์างชนิด (Beaulieu, Beaulieu, 
Melinard, Pandian, and Goulet, 1995; Yehia, Ahmed-Abd, and Wesam, 2016) ซ่ึ ง จุ ลิ นท รี ย์                 
จะสามารถผลิต PHA เม่ือจุลินทรีย์อยู่ในสภาวะที่ มีแหล่งคาร์บอนมากเกินพอแต่มีปริมาณ
ไนโตรเจนค่อนขา้งจ ากดั โดยจุลินทรียบ์างชนิดจะสามารถสังเคราะห์พอลิเมอร์ควบคู่ไปกับการ
เจริญเติบโต (Yehia et al., 2016) ทั้งน้ีความตอ้งการไนโตรเจนของจุลินทรียข์ึ้นอยู่กับชนิดของ
จุลินทรีย ์ซ่ึงสามารถเจริญเติบโตได้ทั้งในสารอินทรียไ์นโตรเจนและอนินทรียไ์นโตรเจน เช่น   
เกลือแอมโมเนีย ดงันั้นเพือ่ใหเ้กิดการผลิตพอลิเมอร์อยา่งมีประสิทธิภาพ จึงจ าเป็นตอ้งมีการศึกษา
ความเข้มข้นของไนโตรเจนที่ เหมาะสมต่อการผลิต P(3HB) ของยีสต์ C. rugosa SUTR 1                
โดยแปรผนัความเขม้ขน้ของแหล่งอาหารไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเขม้ขน้   
1 2 และ 3 กรัมต่อลิตร และวิเคราะห์ไนโตรเจนที่เหลือจากการน าไนโตรเจนจากสารประกอบ
ดงักล่าวไปใชใ้นรูปของแอมโมเนียไนโตรเจน (NH3-N) (APHA, 2005) เน่ืองจากจุลินทรียจ์ะดูดซึม
สารอนินทรียไ์นโตรเจน (แอมโมเนียมซัลเฟต) ในรูปของแอมโมเนียเขา้สู่เซลล์และถูกออกซิไดซ์
ให้เป็นสารอินทรียไ์นโตรเจน เพื่อเป็นสารตั้ งต้น (Precursor) ของกระบวนการชีวสังเคราะห์ 
(Biosynthetic precursor) ที่ถูกน าไปใชใ้นการสงัเคราะห์องคป์ระกอบต่าง ๆ  ของเซลล ์เช่น เอนไซม ์
วิตามิน กรดอะมิโนและการสังเคราะห์โปรตีน เพื่อสร้างเซลล์และเพิ่มจ านวนเซลล์ของจุลินทรีย ์
(Moat, Foster, and Spector, 2002) ผลการศึกษาพบว่า เม่ือน ายสีต ์C. rugosa SUTR 1 มาเพาะเล้ียง
ในอาหารเล้ียงเช้ือที่ไม่มีแอมโมเนียมซัลเฟตซ่ึงเป็นชุดควบคุม พบว่าจุลินทรีย์มีอัตราการ
เจริญเติบโตจ าเพาะต ่าและมีการสะสม P(3HB) ไดใ้นปริมาณนอ้ย โดยมีการสะสมพอลิเมอร์สูงสุด
เพียง 0.0993 กรัมต่อลิตร คิดเป็นปริมาณ P(3HB) ต่อกากมนัส าปะหลงัเท่ากบั 0.002 กรัมต่อกรัม
กากมนัส าปะหลงั ในชัว่โมงที่ 48 ของการศึกษา และมีจ านวนเซลล์เจริญเติบโตเพิ่มขึ้นประมาณ 
2.12  109 CFU/มล. โดยมีอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะเท่ากับ 0.06 ต่อชั่วโมง ขณะที่ปริมาณ
น ้ าตาลรีดิวซ์มีปริมาณเพิ่มขึ้นเป็น 10.08 กรัมต่อลิตร จากนั้นการสะสม P(3HB) มีแนวโน้มลดลง 
สัมพนัธ์กบัความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์และอตัราการเจริญเติบโตของเซลล์ที่ลดลงเช่นเดียวกนั 
(รูปที่ 4.33 และตารางที่ 4.8)  
                       เม่ือมีการเพิม่แหล่งอาหารไนโตรเจนลงไปในอาหารเล้ียงเช้ือ พบวา่ มีอิทธิพลต่อการ
เจริญเติบโตและการสะสมพอลิเมอร์ภายในเซลล์จุลินทรีย ์ เม่ือเพาะเล้ียงยสีต ์C. rugosa SUTR 1    
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ในอาหารเล้ียงเช้ือที่เติมแอมโมเนียมซลัเฟต 1 กรัมต่อลิตร โดยมีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียเร่ิมตน้
เท่ากบั 0.20 กรัมต่อลิตร พบว่า ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์มีความเขม้ขน้เพิ่มขึ้นเล็กนอ้ยในช่วงแรกของ
การศึกษา แต่แหล่งอาหารไนโตรเจนมีความเขม้ขน้ลดลง ขณะที่จุลินทรียส์ามารถเจริญเติบโตเพิม่
จ  านวนอย่างรวดเร็ว สัมพนัธ์กับการสะสม P(3HB) ภายในเซลล์ของจุลินทรีย ์โดยน ้ าตาลรีดิวซ์       
มีปริมาณเพิม่ขึ้นสูงสุดในชัว่โมงที่ 36 เท่ากบั 14.44 กรัมต่อลิตร เช่นเดียวกบัปริมาณการสะสมของ 
P(3HB) ที่ เพิ่มขึ้ นเป็น 0.1343 กรัมต่อลิตร โดยมีจ านวนเซลล์เจริญเติบโตเพิ่มขึ้ นประมาณ              
2.77  109 CFU/มล. ขณะที่แหล่งไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียมีความเข้มข้นลดลงเหลือ       
0.14 กรัมต่อลิตร จากนั้นปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ลดลงเหลือเพียง 7.52 กรัมต่อลิตร ยสีตมี์การสะสม 
P(3HB) เพิม่ขึ้นเป็น 0.1367 กรัมต่อลิตร คิดเป็น 0.0027 กรัมต่อกรัมกากมนัส าปะหลงั ในชัว่โมงที่ 
48 ของการศึกษา ซ่ึงเป็นช่วงที่มีการสะสม P(3HB) ภายในเซลลสู์งสุด สมัพนัธก์บัการเจริญเติบโต
ของจุลินทรียท์ี่เพิ่มขึ้น มีจ  านวนเซลล์ประมาณ 2.86  109 CFU/มล. โดยมีอตัราการเจริญเติบโต
จ าเพาะเท่ากบั 0.12 ต่อชัว่โมง ขณะที่แหล่งไนโตรเจนมีความเขม้ขน้ลดลงเหลือ 0.15 กรัมต่อลิตร 
แสดงให้เห็นว่าจุลินทรียมี์การน าสารอาหารคาร์บอนและไนโตรเจนไปใช้เพื่อการเจริญเติบโต   
เพิม่จ  านวนเซลลแ์ละสงัเคราะห์ P(3HB) ภายในเซลล ์ซ่ึงในช่วงเวลาดงักล่าวไนโตรเจนถูกน าไปใช้
เพยีง 0.05 กรัมต่อลิตร จากนั้นปริมาณการสะสม P(3HB) ลดลงตั้งแต่ชัว่โมงที่ 60 สอดคลอ้งกบัการ
ลดลงของแหล่งสารอาหาร คือน ้ าตาลรีดิวซ์และแอมโมเนียมซลัเฟต โดยปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ลดลง
เป็น 5.41 และ 3.64 กรัมต่อลิตร และความเขม้ขน้ของแหล่งอาหารไนโตรเจนลดลงเหลือเพียง 0.08 
และ 0.05 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั (รูปที่ 4.34) 
                       ในขณะที่การเพาะเล้ียงยสีต ์C. rugosa SUTR 1 ในอาหารเล้ียงเช้ือที่เพิม่ความเขม้ขน้
แอมโมเนียมซลัเฟตเป็น 2 กรัมต่อลิตร พบวา่มีผลท าใหจุ้ลินทรียมี์การสงัเคราะห์และเกิดการสะสม
พอลิเมอร์ไดสู้งขึ้น สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Grothe และคณะ (1999) พบวา่การเติมแอมโมเนียม
ซัลเฟตจะท าให้มีการสะสม PHA เพิ่มมากขึ้น และจุลินทรียจ์ะมีความไวต่อการเปล่ียนแปลงความ
เขม้ขน้ของแหล่งไนโตรเจน (Osman et al., 2016) จากการศึกษาคร้ังน้ีพบว่า C. rugosa SUTR 1   
เร่ิมมีการสะสม P(3HB) ตั้งแต่ชัว่โมงที่ 12 ประมาณ 0.1477 กรัมต่อลิตร ซ่ึงมีการสะสม P(3HB) ได้
มากกว่าการศึกษาที่ผ่านมา และมีจ านวนเซลลเ์จริญเติบโตเพิ่มขึ้นอยา่งต่อเน่ือง โดยมีจ านวนเซลล์
เพิ่มขึ้นประมาณ 1.75  108 CFU/มล. จากจ านวนเซลล์เร่ิมตน้ 9.0  106 CFU/มล. และการสะสม 
P(3HB) มีปริมาณลดลงเล็กน้อย ในชัว่โมงที่ 24 ขณะที่น ้ าตาลรีดิวซ์มีปริมาณเพิ่มขึ้นวดัไดเ้ท่ากบั 
14.08 กรัมต่อลิตร และแหล่งอาหารไนโตรเจนมีความเขม้ขน้เท่ากับชั่วโมงก่อนหน้า คือเท่ากบั 
0.41 กรัมต่อลิตร จากนั้นการสะสม P(3HB) มีปริมาณเพิ่มขึ้นอยา่งรวดเร็ว โดยเพิ่มขึ้นเป็น 0.3912 
กรัมต่อลิตร หรือคิดปริมาณการผลิตเป็น 0.0079 กรัมต่อกรัมกากมนัส าปะหลงั ในชัว่โมงที่ 36 ของ
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การศึกษา ซ่ึงเป็นช่วงเวลาที่มีการสะสมพอลิเมอร์ไดสู้งสุด โดยน ้ าตาลรีดิวซ์มีปริมาณลดลงเหลือ 
11.46 กรัมต่อลิตร สอดคล้องกับจ านวนเซลล์ของจุลินทรีย์ที่ มีการเจริญเติบโตสูงสุดเป็น               
2.90  109 CFU/มล. โดยมีอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะเท่ากบั 0.16 ต่อชัว่โมง ขณะที่ไนโตรเจน
ในรูปของแอมโมเนียถูกน าไปใช้ในการสร้างองค์ประกอบของเซลล์และการสังเคราะห์ P(3HB) 
โดยมีความเขม้ขน้ของแอมโมเนียลดลงเหลือ 0.28 กรัมต่อลิตร จากความเขม้ขน้ของแอมโมเนีย
เร่ิมตน้เท่ากบั 0.45 กรัมต่อลิตร และในชัว่โมงที่ 48 การสะสม P(3HB) มีแนวโนม้ลดลงเป็น 0.3212 
กรัมต่อลิตร เช่นเดียวกบัปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่มีปริมาณลดลงเป็น 10.23 กรัมต่อลิตร ขณะที่ความ
เขม้ขน้ของไนโตรเจนลดลงอยา่งรวดเร็ว โดยลดลงเหลือเพยีง 0.10 กรัมต่อลิตร เช่นเดียวกบัจ านวน
เซลล์ที่ลดลง ทั้งน้ีจากการเพิ่มขึ้นของจ านวนเซลล์และปริมาณ P(3HB) แสดงให้เห็นว่าปริมาณ
แหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนในช่วงเวลาดังกล่าวมีปริมาณเพียงพอต่อการสังเคราะห์ผลิตภณัฑ์  
ซ่ึงจากตารางที่ 4.8 พบวา่ในช่วงที่เกิดการสงัเคราะห์ P(3HB) ไดสู้งสุดจะเป็นช่วงเวลาที่ไนโตรเจน
มีอัตราการน าไปใช้สูงเม่ือเปรียบเทียบกับช่วงเวลาก่อนหน้า จุลินทรียจึ์งมีการเพิ่มจ านวนเซลล์    
ไปพร้อมกับการสะสมพอลิเมอร์ภายในเซลล์ เน่ืองจากสารตั้งต้นถูกน าไปใช้สร้างเซลล์และ
สังเคราะห์พอลิเมอร์ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ อีกทั้งเซลล์เร่ิมตน้ที่น ามาใชใ้นการทดลองเป็นช่วงที่
ยีสต์มีการเจริญเติบโตสูงสุดและก าลังเจริญเติบโตเขา้สู่สภาวะที่มีอัตราการเจริญเติบโตคงที่  
(Stationary phase) ดงันั้นในการที่เซลล์จะมีการสะสมพอลิเมอร์เกิดขึ้นพร้อมกบัการเจริญเติบโต
นั้นเกิดจากการที่เซลลเ์ร่ิมตน้ของยสีตจ์  านวนหน่ึง เม่ือท าการขยายปริมาณ เซลลเ์หล่าน้ียงัสามารถที่
จะเจริญเติบโตและเพิม่จ  านวนได ้จึงดูดซึมเอาสารอาหารไปใชเ้พือ่การเจริญเติบโตเพิม่จ  านวนเซลล์
ต่อไป ในขณะที่เซลล์อีกจ านวนหน่ึงที่ไม่เจริญเติบโตจึงมีกลไกที่จะดูดซึมแหล่งคาร์บอนชนิด
ต่างๆ เพื่อสะสมเป็นพอลิเมอร์ต่อไป แต่เม่ือความเขม้ขน้ของแหล่งอาหารลดลง พบว่าการสะสม 
P(3HB) มีแนวโน้มลดลง โดยลดลงเหลือ  0.2398 กรัมต่อลิตร เช่นเดียวกับจุลินทรีย์ที่ มีการ
เจริญเติบโตลดลงเป็น 2.68  109 CFU/มล. ในชั่วโมงที่  60 และลดลงเหลือเพียง 0.1588                 
กรัมต่อลิตร ในชัว่โมงที่ 72 สัมพนัธ์กบัปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และไนโตรเจนที่มีความเขม้ขน้ลดลง
เช่นเดียวกัน (รูปที่ 4.35) ทั้งน้ีอาจแป็นผลมาจากในช่วงทา้ยของการศึกษาปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์     
ซ่ึงเป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งอาหารไนโตรเจนเหลือน้อย เน่ืองจากจุลินทรียมี์การน าคาร์บอน
และไนโตรเจนไปใชใ้นการสร้างเซลลแ์ละใชเ้พือ่การสงัเคราะห์ PHB โดยจะเห็นวา่ในช่วงแรกของ
การศึกษาจุลินทรีย์มีการเจริญเติบโตเพิ่มจ านวนเซลล์และมีการสะสมพอลิเมอร์เพิ่มขึ้ น                
อยา่งต่อเน่ือง แต่เม่ือคาร์บอนและไนโตรเจนถูกน าไปใชจึ้งไม่เพียงพอต่อการเจริญเติบโตและการ
สงัเคราะห์ PHB จุลินทรียจึ์งน า PHB กลบัมาใชใ้หม่ โดยเปล่ียน PHB เป็น D(-)-3-hydroxybutyrate 
และเปล่ียนเป็นอะซิทิลโคเอนไซม์เอ (Acetyl-CoA) โดยเอนไซม์ดีพอลิเมอร์เรส (Depolymerase) 
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เพื่อเขา้สู่วิถี TCA cycle เพื่อสร้างเซลล์ใหม่ท าให้ PHB มีปริมาณลดลง (Khanna and Srivastava, 
2005) (รูปที่ 4.37) อย่างไรก็ตาม Ramadas และคณะ (2009) ได้ศึกษาการผลิต PHB ของ Bacillus 
sphaericus 5149 โดยใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์จากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส 
(Alpha amylase) และกลูโคอะไมเลส (Glucoamylase) โดยใช้แอมโมเนียมซัลเฟต 2 กรัมต่อลิตร 
เป็นแหล่งไนโตรเจน พบว่าสามารถผลิต PHB ได้เท่ากับ 0.161 กรัมต่อลิตร คิดเป็น 6.4 กรัมต่อ
น ้ าหนักเซลล์แห้ง ขณะที่  El-Sayed, Abdel Hafez, Hemmat, Abdelhady, and Khodair, (2009) ได้
ศึกษาการผลิต P(3HB) ของ Alcaligenes latus โดยใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน และมีการเติม
อาหารใหม่ที่มีการจ ากดัปริมาณไนโตรเจน พบว่าการเล้ียง Alcaligenes latus เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
พบว่าได้ความเขม้ขน้ของเซลล์เท่ากับ 7.01 กรัมต่อลิตรและผลิต P(3HB) ได้ 0.66 กรัมต่อลิตร 
จากนั้นท าการเก็บเซลลแ์ละเติมอาหารใหม่ที่มีการจ ากดัไนโตรเจน พบวา่ไดค้วามเขม้ขน้ของเซลล์
เท่ากบั 12.56 กรัมต่อลิตร และผลิต P(3HB) เท่ากบั 7.04 กรัมต่อลิตร ซ่ึงมากกว่าการเล้ียงเช้ือเพียง
ขั้นตอนเดียวที่ไม่มีการเติมสารอาหารซ่ึงไดค้วามเขม้ขน้ของเซลลแ์ละ P(3HB) ที่นอ้ยกวา่ 
                       แต่เม่ือเพิ่มความเข้มขน้ของแอมโมเนียมซัลเฟตเป็น 3 กรัมต่อลิตร โดยมีความ
เขม้ขน้ของแอมโมเนียเร่ิมตน้เท่ากบั 0.57 กรัมต่อลิตร พบว่า ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดจากการ   
ย่อยกากมันส าปะหลังของยีสต์ C. rugosa SUTR 1 มีความเขม้ขน้โดยเฉล่ียลดลงและการสะสม   
พอลิเมอร์ของจุลินทรียมี์ประสิทธิภาพลดลงเช่นเดียวกัน เม่ือเปรียบเทียบกับการเล้ียงจุลินทรีย ์    
ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีการแปรผนัปริมาณไนโตรเจน 1 และ 2 กรัมต่อลิตร โดยจุลินทรียส์ามารถ
ผลิตพอลิเมอร์ไดเ้พิ่มขึ้นตามปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เพิ่มขึ้น ขณะที่สารอาหารไนโตรเจนมีความ
เขม้ขน้ลดลง และสามารถผลิต P(3HB) ได้สูงสุดในชั่วโมงที่ 48 ของการศึกษา มีปริมาณเท่ากบั 
0.1222 กรัมต่อลิตร คิดเป็นปริมาณ P(3HB) ต่อสารตั้งตน้ 0.0024 กรัมต่อกรัมกากมนัส าปะหลงั 
โดยมีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์เท่ากับ 7.96 กรัมต่อลิตร ขณะที่จ  านวนเซลล์ของจุลินทรีย์มีการ
เจริญเติบโตสูงสุดเป็น 2.89  109 CFU/มล. โดยมีอตัราการใช้ไนโตรเจนมากถึง 0.47 กรัมต่อลิตร 
โดยมีไนโตรเจนเหลืออยู่ในรูปของแอมโมเนียเพียง 0.1 กรัมต่อลิตร จากนั้นประมาณ P(3HB) 
ลดลงเหลือ 0.0917 กรัมต่อลิตร สอดคล้องกบัปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และไนโตรเจนที่ลดลงเหลือ 
6.19 และ 0.09 กรัมต่อลิตร เช่นเดียวกบัจ านวนเซลล์ที่ลดลงเป็น 2.14  109 CFU/มล. ในชัว่โมงที่ 
60 หลังจากนั้นปริมาณการสะสม P(3HB) เพิ่มขึ้นเป็น 0.1068 กรัมต่อลิตร สัมพนัธ์กับอตัราการ
เจริญเติบโตของจุลินทรีย์และปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่ เพิ่มขึ้ นในชั่วโมงที่  72 ของการศึกษา              
(รูปที่ 4.36) ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากความเขม้ขน้ของไนโตรทีเ่จนสูงเกินไปอาจจะยบัย ั้งการผลิต PHB ได้
เช่นเดียวกัน (Beyatli, 2002) โดยจุลินทรียจ์ะเจริญเติบโตได้มากขึ้ นแต่จะไม่มีการสะสม PHB 
(Wang and Lee, 1997; Reddy and Mohan, 2012) รวมทั้งมีแหล่งคาร์บอนไม่เพียงพอต่อการผลิต 
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PHB เน่ืองจากน ้ าตาลรีดิวซ์มีปริมาณนอ้ยเม่ือเทียบกบัปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เหลือจากการบวนการ
สังเคราะห์พอลิเมอร์ของ C. rugosa SUTR 1 ที่เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือที่เติมแอมโมเนียมซัลเฟต
ความเขม้ขน้ 2 กรัมต่อลิตร อยา่งไรก็ตามแอมโมเนียมซัลเฟตนับเป็นแหล่งอนินทรียไ์นโตรเจน      
ที่นิยมใชใ้นอุตสาหกรรมการหมกั เน่ืองจากในโมเลกุลของแอมโมเนียมซัลเฟตมีธาตุไนโตรเจน 
ซัลเฟอร์ และออกซิเจนเป็นองคป์ระกอบ ซ่ึงองคป์ระกอบดงักล่าวเป็นธาตุอาหารที่จ  าเป็นต่อการ
เจริญเติบโตของจุลินทรีย ์โดยจุลินทรียจ์ะใชแ้อมโมเนียเป็นแหล่งไนโตรเจน และซัลเฟอร์จะถูก
น าไปใชใ้นรูปของซลัเฟต และน าเขา้สู่เซลลโ์ดยกระบวนการ Active transport เขา้สู่เซลลเ์พือ่ใชใ้น
การสังเคราะห์โปรตีนและส่วนประกอบต่าง ๆ ของเซลล์ จุลินทรียจึ์งสามารถน าไปธาตุอาหาร
ดงักล่าวไปใชเ้พื่อการเจริญเติบโตและท าให้เกิดการผลิต PHB ไดดี้ ซ่ึงจุลินทรียมี์ไนโตรเจนเป็น
ส่วนประกอบของเซลล์ประมาณร้อยละ 8-10 ของน ้ าหนักเซลล์แห้ง สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ 
Khosro, Asiybar, Masoud, and Mohammad, (2012) ศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจนและระยะเวลา
ในการบ่มเช้ือเพื่อการผลิต PHB จาก Azotobacter vinelandii ซ่ึงแยกไดจ้ากดิน โดยศึกษาชนิดของ
แหล่งไนโตรเจน 4 ชนิด ไดแ้ก่ Bactopeptone casein yeast extract และแอมโมเนียมซัลเฟต พบว่า 
แอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจนที่ดีที่สุดส าหรับผลิต PHB หลังจากบ่มเช้ือระยะเวลา       
48 ชัว่โมง นอกจากน้ีแอมโมเนียมซัลเฟตยงัมีราคาถูกเม่ือเทียบกบัอินทรียไ์นโตรเจนที่ใชอ้าจเป็น
โปรตีน ยูเรีย เปปโตน ทริปโตน สารสกัดจากเน้ือและกรดอะมิโนบางชนิด ซ่ึงมีราคาแพงกว่า      
อนินทรียไ์นโตรเจน ดงันั้นการใชอ้นินทรียไ์นโตรเจนในระดบัอุตสาหกรรมจึงมีความเป็นไปได้
มากกวา่การใชอิ้นทรียไ์นโตรเจน 
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รูปที่ 4.33 การสะสม P(3HB) ของ C. rugosa SUTR 1  ในอาหารเล้ียงเช้ือที่ไม่เติมไนโตรเจน 

 
รูปที่ 4.34 การสะสม P(3HB) ของ C. rugosa SUTR 1 เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือที่เติมแอมโมเนียม
ซลัเฟต 1 กรัมต่อลิตร  
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รูปที่ 4.35 การสะสม P(3HB) ของ C. rugosa SUTR 1 เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือที่เติมแอมโมเนียม
ซลัเฟต 2 กรัมต่อลิตร 

 
รูปที่ 4.36 การสะสม P(3HB) ของ C. rugosa SUTR 1  เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือที่เติมแอมโมเนียม
ซลัเฟต 3 กรัมต่อลิตร 
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ตารางที่ 4.8 การสะสมพอลิเมอร์ของ C. rugosa SUTR 1 เม่ือแปรผนัปริมาณไนโตรเจน 

[(NH4)2SO4] 
(g/l) 

ระยะเวลา 
(h) 

pH 
น า้ตาลรีดิวซ์ 

(g/l) 
น า้ตาลรีดิวซ์ 
(g/g-cassava) 

แอมโมเนีย 
(g/l) 

จ านวนเซลล์ 

(CFU/ml.) 

อตัราการ
เตบิโตจ าเพาะ 

: µ (h-1) 

ปริมาณ 
PHB 
(g/l) 

ปริมาณ 
PHB 

(ng/cell) 

PHB ต่อสารตั้งต้น  
(g/g-cassava) 

ชนิดของ 
พอลเิมอร์ 

0 

0 7.09 2.30±0.047 0.05 ND* 1.45  108 0.00 0.0000 0.00 0.0000 P(3HB) 
12 7.09 7.63±0.047 0.15 ND* 9.00  108 0.15 0.0553 61.5 0.0011 P(3HB) 
24 7.06 7.63±0.010 0.15 ND* 1.23  109 0.09 0.0685 55.7 0.0014 P(3HB) 
36 6.91 7.00±0.019 0.14 ND* 2.16  109 0.08 0.0838 38.8 0.0017 P(3HB) 
48 6.89 10.08±0.041 0.20 ND* 2.12  109 0.06 0.0993 46.8 0.0020 P(3HB) 
60 6.70 9.49±0.067 0.19 ND* 2.50  109 0.05 0.0917 36.7 0.0018 P(3HB) 
72 6.68 8.03±0.014 0.16 ND* 1.74  109 0.03 0.0883 50.9 0.0018 P(3HB) 

1 

0 7.09 2.30±0.013 0.05 0.20±0.000 9.90  106 0.00 0.0000 0.00 0.0000 P(3HB) 
12 7.09 2.85±0.004 0.06 0.19±0.000 7.45  108 0.37 0.0210 28.2 0.0004 P(3HB) 
24 6.91 2.84±0.003 0.06 0.19±0.000 1.47  109 0.21 0.1048 71.6 0.0021 P(3HB) 
36 6.68 14.44±0.016 0.29 0.14±0.000 2.77  109 0.16 0.1343 48.6 0.0027 P(3HB) 
48 6.51 7.52±0.020 0.15 0.15±0.000 2.86  109 0.12 0.1367 47.9 0.0027 P(3HB) 
60 6.33 5.41±0.109 0.11 0.08±0.001 2.90  109 0.10 0.0725 25.0 0.0014 P(3HB) 
72 6.28 3.64±0.060 0.07 0.05±0.000 2.70  109 0.08 0.0660 24.4 0.0013 P(3HB) 

หมายเหตุ   *    หมายถึง    not detect (วธีิการวเิคราะห์เหมาะสมกบัตวัอยา่งที่มีความเขม้ขน้ของแอมโมเนีย-ไนโตรเจน (NH3-N) มากกวา่ 5.0 มิลลิกรัมต่อลิตร) 
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ตารางที่ 4.8 การสะสมพอลิเมอร์ของ C. rugosa SUTR 1 เม่ือแปรผนัปริมาณไนโตรเจน (ต่อ) 

[(NH4)2SO4] 
(g/l) 

ระยะเวลา 
(h) 

pH 
น า้ตาลรีดิวซ์ 

(g/l) 
น า้ตาลรีดิวซ์ 
(g/g-cassava) 

แอมโมเนีย 
(g/l) 

จ านวนเซลล์ 

(CFU/ml.) 

อตัราการ 
เตบิโตจ าเพาะ  

: µ (h-1) 

ปริมาณ 
PHB 
(g/l) 

ปริมาณ 
PHB 

(ng/cell) 

PHB ต่อสารตั้งต้น  
(g/g-cassava) 

ชนิดของ 
พอลเิมอร์ 

2 

0 7.10 2.30±0.013 0.05 0.45±0.000 9.00  106 0.00 0.0000 0.00 0.0000 P(3HB) 
12 7.09 6.63±0.020 0.13 0.41±0.001 1.75  108 0.25 0.1477 843.8 0.0030 P(3HB) 
24 7.09 14.08±0.020 0.13 0.41±0.001 9.40  108 0.19 0.1017 108.2 0.0020 P(3HB) 
36 7.06 11.46±0.017 0.23 0.28±0.001 2.90  109 0.16 0.3912 136.9 0.0079 P(3HB) 
48 6.94 10.23±0.163 0.20 0.10±0.001 2.80  109 0.12 0.3212 114.9 0.0064 P(3HB) 
60 6.73 9.92±0.016 0.20 0.09±0.000 2.68  109 0.09 0.2398 89.7 0.0048 P(3HB) 
72 6.52 7.16±0.016 0.14 0.08±0.000 2.60  109 0.08 0.1588 61.1 0.0032 P(3HB) 

3 

0 7.08 2.30±0.013 0.05 0.57±0.001 9.90  106 0.00 0.0000 0.000 0.0000 P(3HB) 
12 7.08 5.27±0.035 0.11 0.34±0.002 8.25  108 0.37 0.0975 118.2 0.0019 P(3HB) 
24 7.01 6.55±0.006 0.13 0.18±0.001 1.90  109 0.22 0.0825 43.4 0.0017 P(3HB) 
36 6.93 7.93±0.030 0.16 0.18±0.001 2.36  109 0.15 0.1050 44.6 0.0021 P(3HB) 
48 6.88 7.96±0.067 0.16 0.10±0.001 2.89  109 0.12 0.1222 42.3 0.0024 P(3HB) 
60 6.71 6.19±0.017 0.12 0.09±0.000 2.14  109 0.09 0.0917 42.8 0.0018 P(3HB) 
72 6.61 7.48±0.050 0.15 0.08±0.000 2.60  109 0.08 0.1068 41.1 0.0021 P(3HB) 

หมายเหตุ   *    หมายถึง    not detect (วธีิการวเิคราะห์เหมาะสมกบัตวัอยา่งที่มีความเขม้ขน้ของแอมโมเนีย-ไนโตรเจน (NH3-N) มากกวา่ 5.0 มิลลิกรัมต่อลิตร) 
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 จากการศึกษาแสดงให้เห็นว่าปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์และความเขม้ข้นของแหล่งอาหาร
ไนโตรเจนส่งผลต่อการเจริญเติบโตเพิ่มจ านวนเซลล์และการสะสม P(3HB) ภายในเซลล์             
ของจุลินทรีย ์โดยจุลินทรียจ์ะมีการสะสม P(3HB) ไดดี้ในสภาวะที่แหล่งคาร์บอนมีปริมาณมากพอ 
ในขณะที่ความเขม้ขน้ของไนโตรเจนลดลง ในขณะเดียวกนัหากมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์
และความเขม้ขน้ของไนโตรเจนมากเกินไปพบว่ามีการสะสม P(3HB) ต ่า เน่ืองจากเม่ือจุลินทรีย ์    
อยู่ในสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตสารอาหารดังกล่าวจะถูกน าไปใช้สร้างพลังงาน                       
เพือ่สงัเคราะห์โปรตีนและส่วนประกอบต่าง ๆ ของเซลล ์เช่น เอนไซม ์DNA RNA และเพิม่จ  านวน
เซลล์ จึงท าให้เกิดการสังเคราะห์ PHB น้อยลง แต่หากแหล่งสารอาหารมีความเขม้ขน้มากเกินไป
อาจส่งผลต่อการเจริญของจุลินทรียห์รือท าให้เซลล์แตกเน่ืองจากแรงดันออสโมติก (Osmotic 
pressure) ส่งผลให้การเจริญเติบโตและการน าสารอาหารต่าง ๆ เขา้-ออกเซลล์ถูกยบัย ั้ง การเจริญ 
เติบโตและการผลิต PHB ของจุลินทรียจึ์งลดลงเช่นเดียวกนั (Shang et al., 2003)  
 ไนโตรเจนจึงเป็นธาตุอาหารที่ส าคัญต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรียเ์ป็นอย่างมาก 
เน่ืองจากเป็นสารตั้งตน้ในการสังเคราะห์โปรตีนและส่วนประกอบต่าง ๆ ของเซลล์ ซ่ึงจุลินทรีย ์   
มีไนโตรเจนเป็นส่วนประกอบของเซลล์ประมาณร้อยละ 8-10 ของน ้ าหนักเซลล์แห้ง และความ
ต้องการไนโตรเจนของจุลินทรียแ์ต่ละชนิดจะแตกต่างกันไป โดยจุลินทรียบ์างชนิดสามารถ
เจริญเติบโตไดใ้นอาหารที่มีไนโตรเจนทั้งที่อยูใ่นรูปสารประกอบอินทรีย ์เช่น กรดอะมิโน เคซีน 
เปบโตน และยีสต์สกัด รวมถึงสามารถใช้ในรูปสารประกอบอนินทรียไ์นโตรเจน ได้แก่ เกลือ
แอมโมเนียม (NH4

+) ต่าง ๆ โดยจุลินทรียจ์ะสามารถผลิต PHA เม่ืออยูใ่นสภาวะที่มีแหล่งคาร์บอน
มากเพยีงพอแต่มีปริมาณไนโตรเจนจ ากดั เน่ืองจากในสภาวะดงักล่าว จุลินทรียมี์แนวโนม้ที่จะผลิต
แหล่งไขมนัหรือคาร์โบไฮเดรตไวภ้ายในเซลลม์ากขึ้น (Liu et al., 2008) เน่ืองจากภายใตส้ภาวะที่มี
ไนโตรเจนมากเกินพอ ความเขม้ขน้ของ อะซิติลโคเอนไซมเ์อ (Acetyl-CoA) (สารตั้งตน้ส าหรับการ
สังเคราะห์ PHB) ภายในเซลล์จะต ่าเม่ือเขา้สู่ TCA cycle ปฏิกิริยาซิเตรทซินเทส (Citrate synthase) 
จะปล่อยโคเอนไซม์เออิสระ (CoASH) เป็นจ านวนมากซ่ึงจะไปย ั้บย ั้งปฏิกิริยาการควบแน่นของ     
อะซิทิลโคเอนไซม์เอ 2 โมเลกุล โดยเอนไซม์บีตา้คีโตไทโอเรส (ß-ketothyolase condensation) ที่
ท  าใหอ้ะซิติลโคเอนไซมเ์อ (Acetyl-CoA) เปล่ียนไปเป็นอะซิโตอะซิติลโคเอนไซมเ์อ (Acetoacetyl-
CoA) ดังนั้ นจึงท าให้เกิดการยบัย ั้งการสังเคราะห์ PHB ด้วย (Du, Si, Yu, and Lun, 2001) แต่ใน
สภาวะที่ถูกจ ากดัไนโตรเจนปริมาณโคเอนไซมเ์อจะลดลง NADPH จะถูกสะสม ท าให้มีผลยบัย ั้ง
การเปล่ียนอะซิติลโคเอนไซม์เอ (Acetyl-CoA) ไปเป็นซิเตรต (Citrate) ในวิถี TCA cycle ดังนั้น   
อะซิติลโคเอนไซม์เอ (Acetyl-CoA) จึงเขา้สู่วิถีสังเคราะห์ PHB ของจุลินทรียแ์ละเกิดการสะสม 
PHB เกิดขึ้นภายในเซลล ์(Chodak, 2008) ดงัรูปที่ 4.37 
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หมายเหตุ  หมายถึง    กระบวนการถูกยบัย ั้งดว้ยโคเอนไซมเ์ออิสระ (CoASH) 
   หมายถึง   กระบวนการสงัเคราะห์ PHB 
   หมายถึง   กระบวนการสลาย PHB 

รูปที่ 4.37 วถีิการสงัเคราะห์และสลาย PHB ดดัแปลงจาก Kessler and Witholt, (2001) และ Khanna 
and Srivastava, (2005) 

 
 เม่ือศึกษาค่าพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ (Kinetic parameter) ของการผลิต P(3HB)    
ของยสีต ์C. rugosa SUTR1 ในช่วงเวลาที่มีการสะสม P(3HB) สูงสุด ไดแ้ก่ ค่าอตัราการเจริญเติบโต
จ าเพาะ (µ : Specific growth rate, h-1) ปริมาณการสะสม P(3HB) (PHB yield, g/l) ค่าสัมประสิทธ์ิ
การผลิต  P(3HB) จากหน่ึงก รัมไนโตร เจน  (Yp/s, PHB yield coefficient, g-PHB/g-N) และ
ประสิทธิภาพการผลิต (Qp, volumetric productivity, g-PHB/l/h) (Karbasi et al., 2012; Gumel et al., 
2014; Khardenavis et al., 2009) เม่ือใชก้ากมนัส าปะหลงั 50 กรัมต่อลิตรและแปรผนัความเขม้ขน้
ของไนโตรเจน ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่า เม่ือท าการเล้ียง C. rugosa SUTR1 ในสภาวะที่ไม่เติม
ไนโตรเจน ยสีต ์C.rugosa SUTR1 มีอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (µ) สูงสุดเท่ากบั 0.06 ต่อชัว่โมง 
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คิดเป็นปริมาณการสะสม (Yp/x) 46.8 นาโนกรัมต่อเซลล์ โดยมีประสิทธิภาพการผลิต (Qp) สูงสุด
เท่ากบั 0.002 g-PHB/l/h ที่ระดบัความเขม้ขน้ของแอมโมเนียมซัลเฟต 1 กรัมต่อลิตร พบว่ามีอตัรา
การเจริญเติบโตจ าเพาะ (µ) สูงสุดเท่ากับ 0.12 ต่อชั่วโมง คิดเป็นปริมาณการสะสม (Yp/x)              
47.9 นาโนกรัมต่อเซลล ์โดยมีประสิทธิภาพการผลิต (Qp) สูงสุดเท่ากบั 0.003 g-PHB/l/h และใหค้่า
สัมประสิทธ์ิการผลิต P(3HB) ต่อหน่ึงกรัมไนโตรเจน (Yp/s) เท่ากบั 2.69 g-PHB/g-N เม่ือเพิ่มความ
เขม้ขน้ของแอมโมเนียมซัลเฟตเป็น 2 กรัมต่อลิตร พบว่ามีอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (µ) สูงสุด
เท่ากบั 0.16 ต่อชัว่โมง เช่นเดียวกนั แต่มีปริมาณการสะสม (Yp/x) ภายในเซลล์คิดเป็น 136.9 นาโน
กรัมต่อเซลล ์โดยมีประสิทธิภาพการผลิต (Qp) สูงสุดเท่ากบั 0.011 g-PHB/l/h ขณะที่ค่าสมัประสิทธ์ิ
การผลิต P(3HB) ต่อหน่ึงกรัมไนโตรเจน (Yp/s) เท่ากบั 2.37 g-PHB/g-N เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของ
แอมโมเนียมซัลเฟตเป็น 3 กรัมต่อลิตร พบว่าค่าประสิทธิภาพการผลิต (Qp) มีค่าลดลงเป็น          
0.003 g-PHB/l.h ขณะที่อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (µ) ของจุลินทรียมี์ค่าคงที่ โดยมีค่าสูงสุด
เท่ากบั 0.12 ต่อชัว่โมง หรือคิดเป็นปริมาณการสะสม (Yp/x) 42.3 นาโนกรัมต่อเซลล ์(ตารางที่ 4.9) 
 
ตารางที่ 4.9 ค่าพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของการผลิต PHB ของยีสต์ C.rugosa SUTR1        
เม่ือแปรผนัความเขม้ขน้ของไนโตรเจน 

Nitrogen 
concentration 

(g/l) 

 ค่าพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ 

µ  
(h-1) 

P(3HB) yield  
(g/l) 

Yp/x  
(ng-PHB/cell) 

Yp/s  
(g-PHB/g-N) 

Qp  
(g-PHB/l/h) 

Control 0.06 0.10 46.8 0.00 0.002 
1.0  0.12 0.14 47.9 2.69 0.003 
2.0  0.16 0.39 136.9 2.37 0.011 
3.0  0.12 0.12 42.3 0.26 0.003 

 

 จากขอ้มูลขา้งตน้ สรุปไดว้่าความเขม้ขน้ของแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสมต่อการผลิต 
PHB ของ C.rugosa SUTR 1 คือที่ความเขม้ขน้ 2 กรัมต่อลิตร เน่ืองจากเป็นความเขม้ขน้ที่ท  าให้
จุลินทรียมี์การเจริญเติบโตและให้ค่าประสิทธิภาพการผลิต (Qp) สูงสุด เท่ากับ 0.011 g-PHB/l/h 
โดยมีปริมาณการสะสม P(3HB) เท่ากบั 136.8 นาโนกรัมต่อเซลล ์และจะเห็นไดว้า่จุลินทรียย์งัคงมี
การเพิม่จ  านวนเซลลพ์ร้อมกบัการสะสมพอลิเมอร์ภายในเซลล ์เน่ืองจากสารตั้งตน้ถูกน าไปใชส้ร้าง
เซลลแ์ละสงัเคราะห์พอลิเมอร์ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ ดงันั้นจึงเลือกความเขม้ขน้ของแอมโมเนียม
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ซัลเฟตเท่ากบั 2 กรัมต่อลิตร เป็นความเขม้ขน้ที่เหมาะสมต่อการเจริญและการสร้างผลิตภณัฑเ์พือ่
ใชใ้นการศึกษาขั้นต่อไป  
 4.9.2 การศึกษาอัตราการเขย่า 
                       การกวนผสมนบัเป็นขั้นตอนส าคญัในการสงัเคราะห์ PHB ของจุลินทรีย ์ที่ท  าใหเ้กิด
การสัมผสักันระหว่างสารอาหารและจุลินทรียไ์ด้อย่างสม ่าเสมอและสามารถดูดซึมสารอาหาร
รวมถึงท าให้เกิดการละลายของแก๊ส เช่น แก๊สออกซิเจน ส่งผลให้พื้นที่ผิวของออกซิเจนในอาหาร
เล้ียงเช้ือเพิ่มมากขึ้นจึงเป็นการเพิ่มอตัราการส่งผ่านออกซิเจนเขา้สู่ระบบ หากใช้อัตราการเขยา่        
ที่ไม่เหมาะสมในระหว่างการเพาะเล้ียงจุลินทรีย ์ จะส่งผลให้การละลายของแก๊สออกซิเจน             
ไม่สามารถกระจายได้อย่างทัว่ถึง เป็นผลให้เซลล์ที่มีความไวต่อออกซิเจนตาย เน่ืองจากแก๊ส
คาร์บอนไดออกไซด์ที่เกิดขึ้นจะมีผลในการยบัย ั้งการสร้างผลิตภณัฑข์องจุลินทรียก์ลุ่มที่ตอ้งการ
ออกซิเจน ดงันั้นจึงท าการศึกษาอตัราการเขยา่ที่เหมาะสมต่อการเจริญและผลิต P(3HB) ของยสีต์       
C. rugosa SUTR 1 โดยแปรผนัอตัราการเขยา่ที่ความเร็ว 100 150 และ 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส ความเขม้ขน้ของไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียมซัลเฟตเท่ากบั 2 กรัมต่อลิตร 
พบว่าเม่ือเล้ียง C. rugosa SUTR 1 ในสภาวะดังกล่าวโดยใช้อัตราการเขย่า 100 รอบต่อนาที 
จุลินทรียมี์การสะสม P(3HB) ได้ตั้งแต่ช่วงแรกของการศึกษา โดยจุลินทรียมี์การสะสม P(3HB) 
ภายในเซลล์ได้ 0.2158 กรัมต่อลิตร ในชั่วโมงที่ 36 และมีการสะสม P(3HB) ภายในเซลล์สูงสุด   
ในชั่วโมงที่ 48 เท่ากับ 0.2503 กรัมต่อลิตร คิดเป็น 0.005 กรัมต่อกรัมกากมันส าปะหลัง ขณะที่
จ  านวนเซลล์ของยีสต์มีประมาณ 2.57  109 CFU/มล. สัมพนัธ์กับปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์มีความ
เขม้ขน้เพิ่มขึ้นเป็น 6.63 กรัมต่อลิตร และความเขม้ขน้ของไนโตรเจนในรูปแอมโมเนียลดลงเหลือ 
0.19 กรัมต่อลิตร จากนั้นการสะสม P(3HB) มีแนวโน้มลดลงเป็น 0.2393 และสามารถสะสมได้
เพยีง 0.1830 กรัมต่อลิตร ในชัว่โมงที่ 72 ของการศึกษา  
                       และที่อตัราการเขยา่ 150 รอบต่อนาที ซ่ึงเป็นผลการทดลองที่ไดจ้ากการศึกษาความ
เขม้ขน้ของแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิต P(3HB) ของ C. rugosa SUTR 1 พบวา่จุลินทรีย์
มีการสะสมพอลิเมอร์ภายในเซลลสู์งสุดในชัว่โมงที่ 36 เท่ากบั 0.3912 กรัมต่อลิตร คิดเป็นปริมาณ 
P(3HB) ต่อปริมาณสารตั้ งตน้ 0.0078 กรัมต่อกรัมกากมันส าปะหลัง โดยมีการเจริญของเซลล์
ปริมาณสุงสุด 2.90  109 CFU/มล. และลดลงเป็น 2.80  109 CFU/มล. ซ่ึงสามารถสกดั P(3HB) 
ได้ 0.3212 กรัมต่อลิตร หรือคิดเป็น 0.0064 กรัมต่อกรัมกากมันส าปะหลัง ในชั่วโมงที่ 48 ของ
การศึกษา จากนั้นมีปริมาณลดลงเป็น 0.2398 และ 0.1588 กรัมต่อลิตร ในชัว่โมงที่ 60 และชัว่โมงที่ 
72 ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าที่อัตราการเขย่า 150 รอบต่อนาทีมีประสิทธิภาพการผลิต P(3HB)     
สูงกว่าที่อตัราการเขยา่ 100 รอบต่อนาที เน่ืองจากเม่ืออตัราการเขยา่สูงขึ้นจะท าให้จุลินทรียไ์ดรั้บ
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ออกซิเจนสูงขึ้นจนถึงระดบัที่ส่งผลต่อการสร้าง PHB (จารุวรรณ มารุตกลา้, สุกญัญา  ศรีนอก และ
สุวรรณี แก้วล้อม, 2555) การเจริญเติบโตของเซลล์และการผลิต PHB จึงสูงขึ้น สอดคล้องกับ
การศึกษาของ Pillai และคณะ (2017) ไดศ้ึกษาการผลิต PHB ของ Bacillus aryabhattai โดยใชแ้ป้ง
เป็นสารตั้งตน้โดยแปรผนัอุณหภูมิและอตัราการเขยา่ พบวา่ ที่อุณหภูมิ 31 องศาเซลเซียส ดว้ยอตัรา
การเขยา่ที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที แบคทีเรียดงักล่าวสามารถผลิต PHB ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
โดยมีการสะสมสูงสุด 0.364 กรัมต่อลิตร 
                       เม่ือเพิ่มอตัราการเขยา่เป็น 200 รอบต่อนาที พบว่า จุลินทรียมี์การสะสมพอลิเมอร์
ภายในเซลลมี์ปริมาณลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบัอตัราการเขยา่ที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที โดยพบว่า
มีการสะสม P(3HB) ภายในเซลลสู์งสุดในชัว่โมงที่ 36 ซ่ึงมีปริมาณพอลิเมอร์สะสมในเซลล์เท่ากบั 
0.3660 กรัมต่อลิตร คิดเป็นปริมาณ P(3HB) ต่อปริมาณสารตั้ งต้น 0.0073 กรัมต่อกรัมกากมัน
ส าปะหลัง สัมพนัธ์กับปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่เพิ่มขึ้นเป็น 14.27 กรัมต่อลิตร และจุลินทรียมี์การ
เจริญเติบโตเพิ่มขึ้นเป็น 2.92  109 CFU/มล. จากนั้นปริมาณการสะสม P(3HB) ลดลงเป็น 0.2887 
กรัมต่อลิตร ในชั่วโมงที่ 48 เช่นเดียวกับน ้ าตาลรีดิวซ์ที่มีปริมาณลดลงเป็น 10.70 กรัมต่อลิตร 
ขณะที่ความเขม้ขน้ของไนโตรเจนลดลงอยา่งรวดเร็ว โดยไม่สามารถตรวจพบไดต้ั้งแต่ชัว่โมงที่ 48 
จนถึงชัว่โมงที่ 72 สอดคลอ้งกบัการลดลงของจ านวนเซลล์และปริมาณ P(3HB) อยา่งต่อเน่ือง โดย
ลดลงเหลือเพียง 0.1693 กรัมต่อลิตร แสดงให้เห็นว่าแหล่งอาหารไนโตรเจนในช่วงเวลาดงักล่าวมี
ปริมาณไม่เพียงพอต่อการสร้างพลงังานและการการเจริญเติบโตเพิ่มจ านวนเซลล์ของจุลินทรีย ์    
เม่ืออตัราการเจริญเติบโตของจุลินทรียล์ดลงจึงส่งผลต่อการสังเคราะห์ผลิตภณัฑ์ ปริมาณแหล่ง
คาร์บอนและไนโตรเจนจึงมีความส าคญัต่อการเจริญของจุลินทรียเ์ป็นอยา่งมาก เม่ือพิจารณาจาก
ปริมาณการสะสม P(3HB) ภายในเซลล์จะ เห็นว่าการเจริญ เติบโตและการผลิต P(3HB)                   
ของ C. rugosa SUTR 1 ภายใตส้ภาวะอตัราการเขยา่ที่แตกต่างกนัส่งผลต่ออตัราการเจริญเติบโต
และการสะสม P(3HB) ของจุลินทรีย ์โดยการเล้ียงที่อตัราการเขยา่ 150 รอบต่อนาที จุลินทรียมี์การ
สะสม P(3HB) ภายในเซลล์ได้สูงสุด (รูปที่ 4.38) สอดคล้องกับการศึกษาของ Ch’ng และคณะ 
(2012) ไดศึ้กษาเก่ียวกบัผลของอตัราเร็วในการกวนต่อการสังเคราะห์ PHA ชนิดโคพอลิเมอร์ของ 
Delftia acidovorans โดยแปรผนัอัตราการกวนเป็น 50 100 150 200 และ 250 รอบต่อนาที พบว่า 
เม่ืออตัราการกวนต ่าในช่วง 50-150 รอบต่อนาที ส่งผลให้ปริมาณ PHB ที่สังเคราะห์ไดมี้ปริมาณ
เพิ่มขึ้นจากร้อยละ 17 เป็นร้อยละ 31 แต่เม่ือเพิ่มอตัราการกวนให้สูงขึ้นเป็น 200 และ 250 รอบต่อ
นาที พบวา่ปริมาณ PHB ที่สงัเคราะห์ไดไ้ม่เปล่ียนแปลงมากนกั ขณะที่ Alejandra และคณะ (2010) 
ศึกษาการผลิต PHB โดยใชก้ลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนดว้ยแบคทีเรีย E. coli ที่มียนี phaBAC และ 
phaP พบว่า ที่อัตราเร็วการกวนที่ 125 รอบต่อนาที มีอัตราการผลิต PHA จ าเพาะ () เท่ากับ 79 
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มิลลิโมลต่อกรัมของน ้ าหนกัเซลล์แห้งต่อชัว่โมง ซ่ึงต ่ากวา่ที่อตัราการกวน 500 รอบต่อนาที ซ่ึงให้
ค่า () เท่ากบั 300 มิลลิโมลต่อกรัมของน ้ าหนกัเซลลแ์หง้ต่อชัว่โมง 
 

 
รูปที่ 4.38 ผลของอตัราการเขยา่ต่อการสะสม PHA ของ C. rugosa SUTR 1
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ตารางที่ 4.10 การสะสมพอลิเมอร์ของ C. rugosa SUTR 1 เม่ือแปรผนัอตัราการเขยา่ 

ความเร็ว 
(rpm) 

ระยะเวลา 
(h) 

pH 
น า้ตาลรีดิวซ์ 

(g/l) 
น า้ตาลรีดิวซ์ 
(g/g-cassava) 

แอมโมเนีย 
(g/l) 

จ านวนเซลล์ 
(CFU/ml.) 

อตัราการ 
เตบิโตจ าเพาะ  

: µ (h-1) 

ปริมาณ 
PHB 
(g/l) 

ปริมาณ 
PHB 

(ng/cell) 

PHB ต่อสารตั้งต้น  
(g/g-cassava) 

ชนิดของ 
พอลเิมอร์ 

100 

0 7.09 2.30±0.013 0.0461 0.45±0.000 1.90  107 0.00 0.0000 0.00 0.0000 P(3HB) 
12 7.06 4.12±0.042 0.0823 0.30±0.000 6.20  108 0.35 0.1040 167.7 0.0021 P(3HB) 
24 7.00 4.76±0.019 0.0952 0.20±0.002 2.38  109 0.23 0.1517 63.9 0.0030 P(3HB) 
36 6.87 4.74±0.038 0.0947 0.20±0.000 2.59  109 0.16 0.2158 83.3 0.0043 P(3HB) 
48 6.62 6.63±0.011 0.1325 0.19±0.001 2.57  109 0.12 0.2503 97.4 0.0050 P(3HB) 
60 6.52 7.64±0.036 0.1528 0.19±0.001 2.39  109 0.09 0.2393 100.3 0.0048 P(3HB) 
72 6.48 6.97±0.029 0.1393 0.16±0.003 1.96  109 0.07 0.1830 93.6 0.0037 P(3HB) 

150 

0 7.10 2.30±0.013 0.05 0.45±0.004 9.00  106 0.00 0.0000 0.00 0.0000 P(3HB) 
12 7.09 6.63±0.020 0.13 0.41±0.002 1.75  108 0.25 0.1477 843.8 0.0030 P(3HB) 
24 7.09 6.63±0.017 0.13 0.41±0.001 9.40  108 0.19 0.1017 108.2 0.0020 P(3HB) 
36 7.06 11.46±0.070 0.23 0.28±0.001 2.90  109 0.16 0.3912 135.1 0.0078 P(3HB) 
48 6.94 10.23±0.163 0.20 0.10±0.001 2.80  109 0.12 0.3212 114.9 0.0064 P(3HB) 
60 6.73 9.92±0.016 0.20 0.09±0.000 2.68  109 0.09 0.2398 89.7 0.0048 P(3HB) 
72 6.52 7.16±0.023 0.14 0.08±0.000 2.60  109 0.08 0.1588 61.1 0.0032 P(3HB) 
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ตารางที่ 4.10 การสะสมพอลิเมอร์ของ C. rugosa SUTR 1 เม่ือแปรผนัอตัราการเขยา่ (ต่อ) 

ความเร็ว 
(rpm) 

ระยะเวลา 
(h) 

pH 
น า้ตาลรีดิวซ์ 

(g/l) 
น า้ตาลรีดิวซ์ 
(g/g-cassava) 

แอมโมเนีย 
(g/l) 

จ านวนเซลล์ 
(CFU/ml) 

อตัราการ 
เตบิโตจ าเพาะ  

: µ (h-1) 

ปริมาณ 
PHB 
(g/l) 

ปริมาณ 
PHB 

(ng/cell) 

PHB ต่อสารตั้งต้น  
(g/g-cassava) 

ชนิดของ  
พอลเิมอร์ 

200 

0 7.09 2.30±0.013 0.05 0.45±0.000 2.90  106 0.00 0.0000 0.00 0.0000 P(3HB) 
12 7.05 4.34±0.018 0.09 0.09±0.000 1.61  109 0.43 0.1078 67.2 0.0022 P(3HB) 
24 7.05 6.19±0.049 0.12 0.03±0.000 2.20  109 0.23 0.0988 45.0 0.0020 P(3HB) 
36 7.00 14.27±0.050 0.29 0.01±0.000 2.92  109 0.16 0.3660 125.3 0.0073 P(3HB) 
48 6.86 10.70±0.026 0.21 ND * 2.93  109 0.12 0.2887 98.7 0.0058 P(3HB) 
60 6.57 11.82±0.017 0.24 ND* 2.56  109 0.09 0.1943 76.1 0.0039 P(3HB) 
72 6.54 5.86±0.041 0.12 ND* 1.88  109 0.07 0.1693 90.3 0.0034 P(3HB) 

หมายเหตุ * หมายถึง  not detect (วิธีการวิเคราะห์เหมาะสมกบัตวัอยา่งที่มีความเขม้ขน้ของแอมโมเนีย-ไนโตรเจน (NH3-N) มากกว่า 5.0 
      มิลลิกรัมต่อลิตร)   
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ตารางที่ 4.11 ค่าพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของการผลิต PHB ของยสีต ์C.rugosa SUTR1 เม่ือ
แปรผนัอตัราการเขยา่ 

อัตราการเขย่า 
(รอบต่อนาท)ี 

 ค่าพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ 

µ  
(h-1) 

P(3HB) yield  
(g/l) 

Yp/s  
(ng-PHB/cell) 

Yp/s  
(g-PHB/g-N) 

Qp  
(g-PHB/l/h) 

100 0.12 0.25 97.4 0.96 0.005 
150 0.16 0.39 135.1 2.37 0.011 
200 0.16 0.37 125.3 0.83 0.010 

 
                       เม่ือศึกษาค่าพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ของการผลิต P(3HB) ของยสีต ์C.rugosa 
SUTR 1 ในช่วงเวลาที่มีการสมสม P(3HB) สูงสุด (ตารางที่ 4.11) จากผลการศึกษาพบวา่ อตัราการ
เขย่าส่งผลต่อการสะสม P(3HB) ของยีสต์ C.rugosa SUTR 1 โดยพบว่าที่อัตราการเขย่า 100         
รอบต่อนาที  C.rugosa SUTR 1 มีการสะสม P(3HB) เท่ากับ 0.2503 กรัมต่อลิตร คิดเป็นค่า
สัมประ สิท ธ์ิการผลิต  P(3HB) จากหน่ึงก รัมไนโตร เจน  (Yp/s)  เท่ ากับ  0.96 g-PHB/g-N                        
และประสิทธิภาพการผลิต (Qp) เท่ากับ 0.005 g-PHB/l/h. คิดเป็นปริมาณการสะสม (Yp/x) 97.4       
นาโนกรัมต่อเซลล ์และมีการสะสม P(3HB) มากขึ้นเม่ืออตัราการเขยา่สูงขึ้นเม่ือเพิม่อตัราการเขยา่
เป็น 150 รอบต่อนาที  พบว่ามีอัตราการสะสม PHB เท่ากับ 0.3912 กรัมต่อลิตร คิดเป็นค่า
สมัประสิทธ์ิการผลิต P(3HB) จากหน่ึงกรัมไนโตรเจน (Yp/s) และประสิทธิภาพการผลิต (Qp) เท่ากบั 
2.73 g-PHB/g-N และ 0.011 g-PHB/l/h. กรัมต่อลิตร โดยมีปริมาณการสะสม (Yp/x) ภายในเซลล์  
มากถึง 135.1 นาโนกรัมต่อเซลล์ตามล าดบั และหากเพิ่มอตัราการเขย่าขึ้นเป็น 200 รอบต่อนาที 
พบวา่ปะสิทธิภาพการผลิต P(3HB) จะลดลง โดยมีการสะสม P(3HB) สูงสุดเท่ากบั 0.3667 กรัมต่อ
ลิตร คิดเป็นปริมาณการสะสม (Yp/x) ภายในเซลล์เท่ากับ 125.3 นาโนกรัมต่อเซลล์ คิดเป็นค่า
สมัประสิทธ์ิการผลิต P(3HB) จากหน่ึงกรัมไนโตรเจน (Yp/s) และประสิทธิภาพการผลิต (Qp) เท่ากบั 
0.83 g-PHB/g-N และ 0.010 g-PHB/l/h. สอดคล้องกับการศึกษาการผลิต PHB จากแบคทีเรีย 
Azotobacter chroococcum ของ Hine and Lees (1976) พบว่าการเจริญเติบโตของเซลล์และการ
สะสม PHB จะเพิ่มมากขึ้นเม่ือมีการให้อากาศอยา่งเพียงพอ โดยตอ้งรักษาปริมาณออกซิเจนใหต้  ่า
กวา่ระดบัการจ ากดัออกซิเจน (Oxygen limiting condition) จะท าใหมี้อตัราการผลิตสูง เช่นเดียวกบั
ผลการศึกษาน้ีซ่ึงแสดงให้เห็นว่าที่อัตราการเขย่า 150 รอบต่อนาที สามารถรักษาระดับของ
ออกซิเจนให้อยู่ในระดับที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิต P(3HB) ของ C.rugosa SUTR 1         
ท  าให้สามารถผลิตพอลิเมอร์ไดสู้งสุด และเม่ือเพิม่อตัราการเขยา่เป็น 200 รอบต่อนาที พบว่าอตัรา
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การผลิต P(3HB) ของ C.rugosa SUTR 1 ลดลง อาจเน่ืองจากเม่ือมีออกซิเจนสูง จุลินทรียจ์ะสามารถ
น า PHB ที่ผลิตขึ้นกลบัมาใชใ้นการเจริญเติบโตอีกคร้ัง (Pena et al., 2011) ท าให้ประสิทธิภาพการ
ผลิต PHB ลดลง จึงสามารถสรุปไดว้่าอตัราการเขยา่ที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิต P(3HB) 
ของ C.rugosa SUTR 1 คือที่อัตราการเขย่า 150 รอบต่อนาที เม่ือมีความเขม้ขน้ของแหล่งอาหาร
ไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียมซัลเฟต 2 กรัมต่อลิตร เน่ืองจากเป็นความเข้มข้นที่ ให้ค่า
ประสิทธิภาพการผลิต (Qp) สูงสุด ความเร็วในการเขยา่จึงมีบทบาทส าคญัต่อการผลิต P(3HB) ซ่ึง
อัตราการเขย่าจะส่งผลต่อระดับออกซิเจนที่ละลายในน ้ าและประสิทธิภาพการถ่ายเทมวลสาร      
ช่วยให้มีการกระจายตัวของเซลล์และเกิดการถ่ายเทความร้อน ที่ เกิดขึ้ นจากกระบวนการ                  
เมตาบอลิซึมของจุลินทรีย ์โดยทัว่ไปหากความเร็วในการกวนชา้อาจท าใหก้ารรวมตวักนัของเซลล์
กับสารอาหารเกิดขึ้นน้อย ท าให้การเจริญเติบโตของจุลินทรียล์ดลงและส่งผลต่อการผลิต PHB 
ในทางตรงกันขา้มหากเพิ่มความเร็วในการกวนสูงกว่าระดบัที่เหมาะสมก็อาจลดการผลิต PHB   
ของจุลินทรียไ์ดเ้ช่นเดียวกนั  
                       นอกจากน้ี ออกซิเจนยงัท าหน้าที่ เ ป็น Growth factor และท าหน้าที่ เป็นตัว รับ
อิเล็กตรอน ขั้นสุดทา้ยในห่วงโซ่การหายใจ (Respiratory chain) เม่ือมีการเติมออกซิเจนจะท าให้
เกิด Pasteur effect ท  าให้มีการออกซิเดชันของกลูโคสอย่างสมบูรณ์ จึงจ าเป็นตอ้งมีการควบคุม
อตัราการเขยา่ที่เหมาะสม เน่ืองจากจะท าให้เกิดการแลกเปล่ียนแก๊สออกซิเจนไดอ้ยา่งสม ่าเสมอ     
ท  าให้เซลล์สามารถน าไปใชไ้ดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ โดยในสภาวะที่มีปริมาณออกซิเจนเหมาะสม 
กิจกรรมของเอนไซม ์NADPH oxidase จะลดลงท าใหเ้กิดการสะสมของ NADPH มากขึ้น สดัส่วน
ของ NADPH/NAD จึงมีค่าสูงส่งผลให้เกิดการยบัย ั้งเอนไซมซิ์เตรทซินเทส (Citrate synthase) และ
เอนไซม์ไอโซซิเตรทดีไฮโดรจีเนส (Isocitrate dehydrogenase) ท  าให้เกิดการสะสมของอะซิทิล   
โคเอนไซม์เอ (Acetyl-CoA) เพิ่มมากขึ้นจนถึงระดับความเขม้ขน้หน่ึง ซ่ึงท าให้เกิดกระบวนการ
ยบัย ั้งเอนไซม์ Acetyl-CoA transferase ขึ้ นด้วยกระบวนการ Feedback inhibition ท าให้อะซิทิล    
โคเอนไซม์เอ (Acetyl-CoA) ไม่เขา้สู่ TCA cycle แต่อะซิทิลโคเอนไซม์เอ (Acetyl-CoA) น าเขา้สู่
กระบวนการสัง เคราะ ห์  PHB โดย เอนไซม์ เบตาคีโตไทโอเลส  (ß-ketothiolase) ต่อไป               
(Luengo et al., 2003) นอกจากน้ียงัพบว่า PHB จะมีบทบาทในการเป็นตวัรับอิเล็กตรอนทางเลือก 
(Arunpan, 1998) แต่เม่ือเจริญในสภาวะที่มีออกซิเจนมากเกินไป โคเอนไซมเ์อ (CoA) จะมีปริมาณ
เพิ่มขึ้น และส่งผลยบัย ั้งเอนไซม์เบตาคีโตไทโอเลส (ß-ketothiolase) ท าให้อะซิทิลโคเอนไซม์เอ 
(Acetyl-CoA) เขา้สู่วิถี TCA cycle ท าให้ไม่เกิดการสังเคราะห์ PHB (Anderson and Dawes, 1990) 
ดงันั้นออกซิเจนจึงเป็นปัจจยัดา้นส่ิงแวดลอ้มที่ส่งผลต่อการเจริญเติบโตและสะสม PHB อยา่งมาก 
(Xu, Sinha, Bae, Kim, and Yun, 2005; Lakshmi, Hema, Divya, and Starin, 2012) ก ารกวนผสม      
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จึงมีบทบาทส าคญัต่อการผลิต PHB เน่ืองจากการกวนผสมเป็นการท าให้เกิดกระบวนการถ่ายโอน
มวลของระบบ แต่ทั้งน้ีควรควบคุมไม่ใหม้ากเกินไป เน่ืองจากการกวนเป็นระบบที่อาศยัพลงังานกล 
ซ่ึงหมายถึงพลงังานไฟฟ้าที่ตอ้งสูญเสียไป และอตัราการกวนที่สูงเกินไปจะก่อให้เกิดความเครียด
จากแรงเฉือน (Shear stress) ท  าให้เกิดอันตรายแก่เซลล์และส่งผลต่อการสะสมพอลิ เมอ ร์              
ของจุลินทรีย ์(Wei et al., 2011; Karbasi et al., 2012; Lakshmi et al., 2012) จึงจ าเป็นตอ้งท าการศึกษา
อัตราการกวนที่เหมาะสมเพื่อเป็นการลดตน้ทุนการผลิตและเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิต PHB   
เพือ่น าไปใชป้ระโยชน์ในการพฒันาไปสู่การผลิต PHB ในระดบัอุตสาหกรรมต่อไป 
 

4.10 การศึกษาหมู่ฟังก์ช่ันของพอลเิมอร์  
 การศึกษาคุณสมบตัิของสารประกอบดว้ยเคร่ือง Fourier transform infrared spectroscopy 
(FT-IR) เป็นเทคนิคส าหรับการศึกษาคุณสมบติัหรือพิสูจน์เก่ียวกบัโครงสร้างสารอินทรียโ์ดยการ
วดัความเขม้ของแสงหรือก าลงัของแสงที่ความยาวคล่ืนต่าง ๆ  กนัอยา่งต่อเน่ืองเทียบกบัเวลา โดย
แสดงตารางรายการของ Wave number กับหมู่ฟังก์ชั่นที่ดูดกลืนแสงอินฟาเรดได้ปานกลางและ      
ดีมาก ทั้งน้ีการที่สารจะดูดกลืนรังสีอินฟาเรดนั้น ความถ่ีของรังสีที่ถูกดูดกลืนจะตอ้งตรงกบัความถ่ี
ของการสั่นของพนัธะเท่านั้น จากการศึกษาคุณสมบติัของพอลิเมอร์ที่ C. rugosa SUTR 1 และ       
A. tumefaciens SUTS 1 ผลิตได้ ซ่ึงมีลักษณะเป็นแผ่นฟิล์มบาง (รูปที่ 4.39 และรูปที่ 4.40) ด้วย
เทคนิค FT-IR เปรียบเทียบกบัพอลิเมอร์มาตรฐาน Poly-3-hydroxybutyrate [P(3HB)] 98% ซ่ึงเป็น
สารประกอบพอลิเมอร์ของ PHA ในกลุ่มโฮโมพอลิเมอร์ที่มีสายสั้นที่มีหมู่ R หรือ Side chain คือ
หมู่เมทธิลมาต่อกบัสายพอลิเมอร์หลกัตรงต าแหน่ง ß หรือต าแหน่งที่ 3 และมีคุณสมบตัิคลา้ยพอลิ
เมอร์สังเคราะห์ คือ โพลิโพรพิลีน (รูปที่ 4.41) เม่ือพิจารณาสเปคตรัมของพอลิเมอร์ที่จุลินทรียท์ั้ง
สองชนิดผลิตไดก้บัพอลิเมอร์มาตรฐาน พบว่าสเปคตรัมของพอลิเมอร์ที่ผลิตไดมี้ความคลา้ยคลึง
กบัพอลิเมอร์มาตรฐานซ่ึงมีหมู่ฟังก์ชั่นที่เป็นหมู่เฉพาะของ P(3HB) ไดแ้ก่ หมู่ไฮดรอกซิล (-OH 
group) หมู่คาร์บอนิลในกลุ่มเอสเทอร์ (R-C=O group) หมู่คาร์บอกซิลในกลุ่มอีเทอร์ (C-O-C 
group) และหมู่อัลเคน (C-H group) (รูปที่  4.42 และรูปที่ 4.43)โดยค่าสเปคตรัมของพอลิเมอร์        
ดังแสดงในตารางที่ 4.12 เม่ือพิจารณาอินฟราเรดสเปคตรัมของพอลิเมอร์จะพบว่า ในต าแหน่ง
ความถ่ีเท่ากับ 3223 และ 3338 เป็นต าแหน่งของอินฟราเรดสเปคตรัมของหมู่ไฮดรอกซิล                   
(-OH group : 3200-3500 cm-1) (Andrew, 1992; Ma et al., 2009; Weng et al., 2011) ต  าแหน่งความถ่ี
เท่ากบั 2917 และ 2917 เป็นต าแหน่งของหมู่เมทิลีน (-CH2 methylene group : 2925 cm-1) ต  าแหน่ง
ความถ่ีเท่ากบั 2850 และ 2850 เป็นต าแหน่งของหมู่เมทิล (-CH3 methyl group : 2962 cm-1) ต  าแหน่ง
ความถ่ีเท่ากับ 1707 และ 1740 เป็นต าแหน่งของอินฟราเรดสเปคตรัมของหมู่คาร์บอนิลในกลุ่ม   
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เอสเทอร์  (R-C=O group : 1600-1850 cm-1) (Hong et al., 1999; Andrew, 1992) และที่ต  าแหน่ง
ความถ่ีเท่ากบั 1283 และ 1160 เป็นต าแหน่งของอินฟราเรดสเปคตรัมของหมู่คาร์บอกซิลในกลุ่ม
อีเทอร์ (C-O-C group : 100-1300 cm-1) (Silverstein et al., 2005) ซ่ึงหมู่ฟังก์ชั่นดังกล่าวเป็นหมู่
ฟังก์ชัน่เฉพาะที่แสดงถึงความเป็นพอลิเมอร์ในกลุ่มของพอลิเอสเทอร์ (Gumel et al., 2012, 2014; 
Mohapatra et al., 2014; Kumar et al., 2016) ที่จุลินทรียท์ั้ งสองชนิดสามารถสังเคราะห์ได้ และ
พบวา่ที่ต  าแหน่งความถ่ีเท่ากบั 1425 และ 1461 เป็นต าแหน่งของอินฟราเรดสเปคตรัมของหมู่เอมีน 
(N-C=O group) ซ่ึง เ ป็นผลมาจากโปรตีนที่ เ ป็นองค์ประกอบภายในเซลล์ของจุ ลินทรีย์ 
(Randriamahefa, Renard, Guérin, and Langlois,  2003) เน่ืองจากพอลิเมอร์ PHB ที่ผลิตได้เป็น      
พอลิเมอร์ที่ทราบสูตรโครงสร้างที่แน่นอนจึงท าใหส้ามารถวิเคราะห์สเปคตรัมที่เกิดขึ้นไดง่้าย และ
พอลิเมอร์ PHB เป็นพอลิเมอร์ที่จุลินทรียส์ามารถสังเคราะห์ไดจ้ากแหล่งคาร์บอนที่เป็นน ้ าตาล
ทัว่ไป และเป็น PHA ชนิดที่มีการศึกษาและจดัจ าแนกมากที่สุดในแบคทีเรีย (Karbasi et al., 2012) 
และเป็นพอลิเมอร์ชีวภาพที่มีระดบัความเป็นผลึก (Degree of crystallirity) สูง ท าใหมี้ความแขง็แรง
และมีความตา้นทานต่อตวัท าละลายต่าง ๆ ทนต่อรังสียูวี มีสมบติัไม่ละลายน ้ า ทนต่อความช้ืน 
ความสามารถในการซึมผา่นของออกซิเจน น ้ าและคาร์บอนไดออกไซด์ต  ่า โดยสมบติัของ P(3HB) 
มีความใกล้เคียงกับพลาสติกที่สังเคราะห์ได้จากอุตสาหกรรมปิโตรเคมี ชนิดโพลิโพรพิลีน 
(Polypropylene ห รือ  PP) (Ashby, Solaiman, and Foglia,  2012) ก าร เที ยบ เคี ยงกับส เปคตรัม
มาตรฐานของพอลิเมอร์ P(3HB) (รูปที่ 4.44) จึงท าให้ผลการวิเคราะห์พอลิเมอร์ที่จุลินทรียท์ั้งสอง
กลุ่มสังเคราะห์ได้มีความถูกตอ้งแม่นย  ามากยิ่งขึ้น ทั้งน้ีการที่สารจะดูดกลืนรังสีอินฟาเรดนั้ น 
ความถ่ีของรังสีที่ถูกดูดกลืนจะตอ้งตรงกบัความถ่ีของการสัน่ของพนัธะเท่านั้น    
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ตารางที่ 4.12 สเปคตรัมที่เกิดขึ้นและ wave number ของหมู่ฟังกช์ัน่ที่ดูดกลืนแสงของพอลิเมอร์ 

Functional group Functional group name 

Frequency (cm1-) 

Standard polymer 
P(3HB) 

C. rugosa 
SUTR 1 

A. tumefaciens SUTS 1 

O-H stretching   Hydroxyl (-OH) 3223 3223 3338 
C-H stretching Alkane/Methylene (- CH2-) 2978  2917  2917  
C-H stretching Alkane/Methyl (-CH3) 2978 2850 2850 
C=O stretching Carbonyl/Esters (R-C=O)  1693 1707 1740 
N-H bending Amide (R-C(O)-NH2) 1422 1425 1461 
C-H bending Alkane CH3(C-H) 1383 1386 1371 
C-O stretching Carboxyl/Ethers (C-O-C) 1285, 1057 1283, 1062 1160, 1057  
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รูปที่ 4.39 ตวัอยา่งผลึกพอลิเมอร์ที่สกดัจากเซลลย์สีต ์C. rugosa SUTR 1 

 

 
 

รูปที่ 4.40 ตวัอยา่งผลึกพอลิเมอร์ที่สกดัจากเซลลแ์บคทีเรีย A. tumefaciens SUTS 1 
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รูปที่ 4.41 อินฟราเรดสเปคตรัมของพอลิเมอร์ Poly-3-hydroxybutyrate ; P(3HB) มาตรฐาน 

 

 
รูปที่ 4.42 อินฟราเรดสเปคตรัมของพอลิเมอร์ที่ไดจ้ากการผลิตของ C. rugosa SUTR 1 
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รูปที่ 4.43 อินฟราเรดสเปคตรัมของพอลิเมอร์ที่ไดจ้ากการผลิตของ A. tumefaciens SUTS 1 
   

  
รูปที่  4.44 อินฟราเรดสเปคตรัมของพอลิเมอร์ที่ได้จากการผลิตของ C. rugosa SUTR 1 และ             
A. tumefaciens SUTS 1 เปรียบเทียบกบัอินฟราเรดสเปคตรัมของพอลิเมอร์ Poly-3-hydroxybutyrate 
: P(3HB) มาตรฐาน 

 D:\Rattana\SUTR 1.0          SUTR 1           Transmission holder

 D:\Rattana\Standard PHB.4          Standard PHB          Transmission holder

 D:\Rattana\SUTS 1.0          SUTS 1          Transmission holder

16/01/2017

16/01/2017

16/01/2017

3221.1502
2978.5558

2646.7313
2535.1937

2947.8830

1695.8730

1419.8173
1380.7791

1285.9722

1191.1652

1110.3004

1057.3200

937.4170

890.0135

845.3985

697.6111

608.3810

1461.6439

500100015002000250030003500

Wavenumber cm-1

5
0

6
0

7
0

8
0

9
0

1
0
0

T
ra

n
s
m

it
ta

n
c
e
 [

%
]

 
 Seite 1 von 1  

 D:\Rattana\SUTS 1 H36.2          SUTS 1 H36          Transmission holder 16/01/2017

2917.2101

2850.2875

3338.2647

1740.4880

1461.6439

1160.4923

1057.3200

717.1302

519.1509

500100015002000250030003500

Wavenumber cm-1

6
0

6
5

7
0

7
5

8
0

8
5

9
0

9
5

1
0
0

T
ra

n
s
m

it
ta

n
c
e
 [

%
]

 
 Seite 1 von 1  

-OH 

-CH2-CH3 -CH2 

R-C=O 

-N-C=O 

C-O-C 

1371.1358 

Standard 

P(3HB) 

SUTR 1 

SUTS 1 



146 

 อยา่งไรก็ตามการสะสมโฮโมพอลิเมอร์ชนิดต่าง ๆ  ภายในเซลลข์องจุลินทรียน์ั้นขึ้นอยูก่บั
สายพนัธุ์ของจุลินทรียท์ี่มีผลต่อชนิดหรือกลุ่มของพอลิเมอร์ กล่าวคือ จุลินทรียบ์างสายพนัธุ์        
อาจผลิตพอลิเมอร์ในรูปของโฮโมพอลิเมอร์ ในขณะเดียวกนัจุลินทรียอี์กชนิดอาจผลิตพอลิเมอร์
เป็นโคพอลิเมอร์ และแหล่งคาร์บอนซ่ึงเป็นแหล่งอาหารหลกัที่ท  าให้เกิดการสะสมของพอลิเมอร์
ขึ้นภายในเซลล์ พบว่าเม่ือใชแ้หล่งคาร์บอนชนิดเดียวกนัแต่ใชจุ้ลินทรียต่์างสายพนัธุ์ในการผลิต 
PHA ส่งผลท าใหพ้อลิเมอร์ที่ผลิตไดแ้ตกต่างกนัออกไปดว้ย เช่น เม่ือใชฟ้รุกโตสเป็นแหล่งคาร์บอน
ใหแ้ก่ Alcaligenes eutrophus R3 พบวา่มีการผลิตพอลิเมอร์ในรูปโคพอลิเมอร์ของ P(3HB-co-3HV) 
แต่เม่ือมีการใช้แหล่งคาร์บอนเดิมให้แก่ Alcaligenes eutrophus ATCC17697 พบว่า มีการผลิต 
P(3HB) ซ่ึงเป็นโฮโมพอลิเมอร์ (Anderson and Wynn, 1995) ในขณะเดียวกันถ้ามีการเพิ่มแหล่ง
คาร์บอนอ่ืน ที่เป็นตวัช่วยที่ท  าใหเ้กิดการสร้างโคพอลิเมอร์ เช่น โพรพาโนอิก เพนทาโนอิก เป็นตน้ 
เม่ือถูกดูดซึมในเวลาเดียวกันจะมีการเมตาบอไลท์กลายเป็นโคพอลิเมอร์ เช่น P(3HB-co-HV)     
เป็นตน้ เน่ืองจากเม่ือจุลินทรียมี์การดูดซึมแหล่งคาร์บอนมากกว่า 2 ชนิดในเวลาเดียวกนั จะเกิด
กลไกในการรวมตวักนัระหว่างแอซิทิลโคเอ (Acetyl-CoA) 2 โมเลกุล และกลายเป็นมอนอร์เมอร์
ของไฮดรอกซีแอลคาโนเอต (Hydroxyalkanoate : HA) โดยมีเอนไซม์ไทโอเลสและรีดกัเทสเป็น
ตวักระตุน้ปฏิกิริยา หลังจากนั้นจะเกิดการสร้างสายพอลิเมอร์โดยเอนไซม์พอลิเมอร์เรส ท าให้
เอนไซม์ PHA synthase ซ่ึงเป็นเอนไซม์ในการเช่ือมต่อหน่วยย่อยหรือมอนอเมอร์ให้เกิดเป็น        
พอลิเมอร์ด้วยการเร่งการเกิดพนัธะเอสเทอร์ระหว่างหน่วยย่อยที่เกิดขึ้น นอกจากน้ีหากแหล่ง
คาร์บอนดงักล่าวเป็นกรดไขมนัที่มีจ  านวนคาร์บอนในสายหรือโครงสร้างเป็นเลขคี่ จะมีผลให้เกิด
พอลิเมอร์ชนิดโคพอลิเมอร์มากกวา่โฮโมพอลิเมอร์ ทั้งน้ีจุลินทรียแ์ต่ละชนิดมีความสามารถในการ
ผลิตพอลิเมอร์ในปริมาณและองค์ประกอบที่แตกต่างกัน และจะเกิดเป็น PHA ในอัตราส่วน            
ที่แตกต่างกนัขึ้นกบัปริมาณและกลไกการท างานภายในเซลลข์องจุลินทรียเ์อง  
 ทั้งน้ีเน่ืองจากพอลิเมอร์ที่ยสีต ์C.rugosa SUTR 1 คือ P(3HB) ซ่ึงจดัเป็น PHA ชนิดหน่ึงที่มี
คุณสมบติัทางชีวภาพที่โดดเด่น คือ สามารถเขา้กนัไดดี้กบัระบบชีวภาพ (Biocompatible) เน่ืองจาก
มีองค์ประกอบคล้ายกับผนังเซลล์ของส่ิงมีชีวิต และความสามารถถูกดูดซึม (Bioresorbable)          
ในกระบวนการชีวภาพ (Biological system) และยงัสามารถยอ่ยสลายทางชีวภาพได ้นอกจากน้ียงัมี
คุณสมบติัคลา้ยกบัโพลีเอทิลีน (Polyethylene: PE) และโพลีโพรไพลีน (Polypropylene: PP) จึงมี
ศกัยภาพในการน าไปประยกุตใ์ชใ้นดา้นต่าง ๆ เพือ่แกปั้ญหาผลกระทบกบัส่ิงแวดลอ้มที่เกิดขึ้นจาก
การสะสมของขยะพลาสติกจ านวนมาก และลดผลกระทบของเกิดแก๊สเรือนกระจกแพร่กระจายไป
ในบรรยากาศที่เกิดจากการก าจดัขยะด้วยการเผา ซ่ึงส่งผลกระทบโดยตรงต่ออุณหภูมิของโลก        
ที่เพิม่สูงขึ้น จึงควรศึกษาเก่ียวกบัส่วนประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือในการเพาะเล้ียงจุลินทรียร์วมถึง
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สภาวะที่เหมาะสมเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการเจริญและการผลิต PHA ของจุลินทรียท์ี่คดัเลือกได้ 
โดยใช้สารตั้งตน้ที่มีราคาถูกเพื่อช่วยลดตน้ทุนในการผลิต PHB จากจุลินทรียเ์พื่อให้การผลิต
พลาสติกยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพมีตน้ทุนการผลิตที่ต  ่าลง  



 

บทที่ 5 
สรุปผลการวจิัยและข้อเสนอแนะ 

 
 พอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoate : PHA) เป็นพอลิเอสเทอร์ชีวภาพ    
ที่จุลินทรียบ์างชนิดสร้างและสะสมภายในแกรนูลในเซลล ์เพื่อใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนและพลงังาน
ของเซลล์ ภายใตส้ภาวะที่จ  ากดัสารอาหารบางชนิด และมีแหล่งคาร์บอนที่มากเกินพอ แต่ปัญหา
ส าคญัในการผลิต PHA คือตน้ทุนในการผลิต โดยส่วนหน่ึงมีสาเหตุจากแหล่งคาร์บอนมีราคา
ค่อนขา้งสูงเม่ือเปรียบเทียบกบัตน้ทุนการผลิตพลาสติกสงัเคราะห์จากอุตสาหกรรมปิโตรเคมี ผูว้ิจยั
จึงมีความสนใจน าของเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมแปรรูปมนัส าปะหลงัมาใช้เป็นแหล่งคาร์บอน    
ในการผลิต PHA โดยจุลินทรีย ์เพื่อลดตน้ทุนการผลิตเน่ืองจากมนัส าปะหลงัถือเป็นพืชเศรษฐกิจ
ส าคัญที่สามารถเพาะปลูกได้ดีในประเทศไทย โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อคัดแยกจุลินทรียท์ี่มี
ความสามารถในการผลิต PHA โดยใช้น ้ าตาลรีดิวซ์จากการย่อยกากมันส าปะหลังเป็นแหล่ง
คาร์บอนและมีแอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจน และศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิต 
PHA ของจุลินทรีย ์รวมถึงคุณลกัษณะของพอลิเมอร์ที่จุลินทรียแ์ต่ละชนิดผลิตได ้ จากการศึกษา
สามารถสรุปผลไดด้งัน้ี 
 

5.1 การคดัเลือกจุลนิทรีย์ทีม่คีวามสามารถในการผลติ PHA 
 การคัดเลือกจุลินทรียท์ี่มีความสามารถในการผลิต PHA จากระบบบ าบัดน ้ าเสียของ
อุตสาหกรรมแป้งมนัส าปะหลงั และแบคทีเรียที่ถูกเก็บรักษา ณ หอ้งปฏิบตัิการอนามยัส่ิงแวดลอ้ม 
มหาวิทยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี ดว้ยการคดัเลือกจากจุลินทรียท์ี่ยงัมีชีวิต (Living cells) บนอาหาร 
Minimal medium agar ที่เติมสียอ้ม Nile red 0.5 พบว่ามีจุลินทรียจ์  านวน 3 สายพนัธุ์ ที่มีคุณสมบตัิ
เบื้องตน้ที่สามารถผลิต PHA ได ้เม่ือท าการบ่งช้ีชนิดของจุลินทรียด์ว้ยการหาล าดบัเบสของดีเอนเอ 
(DNA sequencing) พบวา่มีความคลา้ยกบัฐานขอ้มูลของ GenBank ระบุวา่เป็นยสีต ์Candida rugosa 
SUTR 1 และแบคทีเรีย  Agrobacterium tumefaciens SUTS 1 และ Delftia sp. SUTR 3 เม่ือศึกษา
อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (Specific growth rate : µ) ของจุลินทรียแ์ต่ละชนิดในอาหารที่มีน ้ าตาล
กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่า ยสีต ์C. rugosa SUTR 1 มีการเจริญเติบโตและแบ่งจ านวนเซลล์
สูงที่สุดในวนัที่ 4 ของการศึกษา โดยมีอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะสูงสุด 0.03 ต่อชัว่โมง สามารถ 
เจริญเติบโตและแบ่งเซลลไ์ดสู้งที่สุด 2.0  108 CFU/ml. ขณะที่ A. tumefaciens SUTS 1 สามารถ  
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เจริญเติบโตและแบ่งเซลล์ไดสู้งที่สุดในวนัที่ 3 โดยมีอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ 0.03 ต่อชัว่โมง
และมีจ านวนโคโลนีมากที่สุดประมาณ 1.55  109 CFU/มล. และ Delftia sp. SUTR 3 สามารถแบ่ง
เซลล์ได้สูงสุดในวนัที่ 2 ของการศึกษา มีจ  านวนโคโลนีสูงสุดประมาณ 7.10  108 CFU/มล.           
มีอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ 0.05 ต่อชัว่โมง  
 

5.2 การศึกษาความสามารถในการย่อยกากมนัส าปะหลงัของจุลนิทรีย์ 
 เม่ือทดสอบจุลินทรียท์ี่คดัแยกจากผลบวกของการสะสม PHA ดา้นความสามารถในการ
ยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงั บนอาหารเล้ียงเช้ือ Yeast-Peptone-Cassava agar (YPC agar) เพื่อตรวจสอบ
กิจกรรมเอนไซมอ์ะไมเลส พบวา่ยสีต ์C. rugosa SUTR 1 และแบคทีเรีย A. tumefaciens SUTS 1 มี
ความสามารถในการยอ่ยแป้งได ้เม่ือศึกษาความสามารถในการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัเพื่อใช้เป็น
แหล่งคาร์บอนในการผลิต PHA ของ C. rugosa SUTR 1, Delftia sp. SUTR 3 และ A. tumefaciens 
SUTS 1 โดยเพาะเล้ียงจุลินทรียใ์นอาหารเล้ียงเช้ือที่มีปริมาณกากมนัส าปะหลงั 10 กรัม พบวา่ ยสีต ์
C. rugosa SUTR 1 สามารถย่อยกากมันส าปะหลงัให้อยู่ในรูปของน ้ าตาลรีดิวซ์ได้ปริมาณสูงสุด 
2.82 กรัมต่อลิตร สัมพนัธ์กับการเจริญเติบโตของยีสต์ซ่ึงอยู่ในช่วงระยะการเจริญแบบทวีคูณ      
(Log phase หรือ Exponential phase) ขณะที่  A. tumefaciens SUTS 1 พบว่าสามารถย่อยกากมัน
ส าปะหลงัให้อยูใ่นรูปของน ้ าตาลรีดิวซ์ มีปริมาณสูงสุด 3.86 กรัมต่อลิตร โดยมีจ านวนเซลล์ของ
จุลินทรียเ์พิ่มขึ้นเป็น 4.55  108 CFU/มล. และการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัของ Delftia sp. SUTR 3 
พบวา่สามารถยอ่ยกากมนัส าปะหลงัใหอ้ยูใ่นรูปของน ้ าตาลรีดิวซ์ไดป้ริมาณสูงสุด 2.34 กรัมต่อลิตร 
ขณะที่จ  านวนเซลล์ของจุลินทรียเ์พิ่มขึ้นเป็น 2.42  107 CFU/มล. เม่ือเปรียบเทียบความสามารถ   
ในการยอ่ยสลายกากมนัส าปะหลงัของจุลินทรียท์ั้ง 3 ชนิดพบว่า A. tumefaciens SUTS 1 สามารถ
ยอ่ยสลายกากมนัส าปะหลงัและให้ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์สูงกว่า C. rugosa SUTR 1 และ Delftia sp. 
SUTR 3 ตามล าดบั จากนั้นศึกษาความสามารถในการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัเป็นน ้ าตาลรีดิวซ์ของ 
A. tumefaciens SUTS 1 โดยแปรผนัปริมาณกากมันส าปะหลัง 30 และ 50 กรัมต่อลิตร เพื่อให้มี
ปริมาณสารตั้งตน้เพียงพอต่อการเจริญเติบโตและการผลิต PHA ของจุลินทรีย ์พบว่า เม่ือเพิ่ม
ปริมาณกากมันส าปะหลังเป็น 50 กรัมต่อลิตร A. tumefaciens SUTS 1 สามารถย่อยกากมัน
ส าปะหลังให้อยู่ในรูปของน ้ าตาลรีดิวซ์ได้ปริมาณสูงสุด 8.27 กรัมต่อลิตร ในชั่วโมงที่ 66 และ
จ านวนเซลล์ของจุลินทรียมี์การเจริญเติบโตเพิ่มขึ้นเป็น 1.90  1010 CFU/มล. ดังนั้นจึงเลือกใช้
ปริมาณกากมนัส าปะหลงั 50 กรัมต่อลิตร ตลอดการศึกษา นอกจากน้ียงัพบวา่จุลินทรียท์ี่คดัแยกได้
มีความสามารถในการย่อยกากมันส าปะหลังได้ใกล้เคียงกับยีสต์ Saccharomycopsis fibuligera 
TISTR 5118 ซ่ึงเป็นยีสต์ที่มีความสามารถในการสร้างเอนไซม์กลูโคอะไมเลส ซ่ึงเป็นเอนไซม์      
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ที่สามารถยอ่ยแป้งไดอ้ยา่งสมบูรณ์ โดยพบวา่ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ที่ไดจ้ากยสีต ์Saccharomycopsis 
fibuligera TISTR 5118 มีปริมาณสูงสุดในชั่วโมงที่  24 ของการศึกษา คือ  6.64 กรัมต่อลิตร              
เม่ือเปรียบเทียบกับการศึกษาการปลดปล่อยน ้ าตาลรีดิวซ์ของแบคทีเรีย A. tumefaciens SUTS 1 
พบว่า  แบคที เ รียดังก ล่าวมีความสามารถในการย่อยกากมันส าปะหลังได้ ดีกว่ า ยีสต์  
Saccharomycopsis fibuligera TISTR 5118  ดงันั้นการศึกษาน้ีจึงใชจุ้ลินทรียท์ี่คดัแยกได ้ไดแ้ก่ C. 
rugosa SUTR 1 และ A. tumefaciens SUTS 1 เพื่อใชใ้นการศึกษาความสามารถในการยอ่ยกากมนั
ส าปะหลงัใหเ้ป็นน ้ าตาลและผลิตพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตในขั้นตอนเดียวของจุลินทรียท์ี่คดัแยก
ไดต่้อไป 
 

5.3 การสะสม PHA ภายในเซลล์ของจุลนิทรีย์ 
 การศึกษาการสะสม PHA ภายในเซลล์ของจุลินทรีย ์ ซ่ึงมีลกัษณะเป็นแกรนูลที่สะสมอยู่
ภายในเซลลซ่ึ์งจดัอยูใ่นกลุ่มของ Lipophilic material โดยเพาะเล้ียงในสารอาหาร Minimal medium 
ที่เติมกากมนัส าปะหลงั 50 กรัมต่อลิตร จากการศึกษาการสะสม PHA ภายในเซลล์ของจุลินทรีย์
ด้วยการย ้อมติดสี 1% Nile blue A และน าไปส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนซ์ 
(Fluorescence microscope) ที่ความยาวคล่ืน 546 นาโนเมตร เพื่อกระตุน้ให้เกิดการเรืองแสงของ     
สียอ้ม พบว่าเซลล์ของ C. rugosa SUTR 1 และ A. tumefaciens SUTS 1 ปรากฏแกรนูลสีส้มแดง
ภายในเซลล์ แต่การติดสียอ้มและขนาดของแกรนูลภายในเซลล์ของจุลินทรียท์ั้ง 2 ชนิดมีความ
แตกต่างกนัมาก จึงประยกุตใ์ชค้่าความเขม้ของการเรืองแสงสียอ้ม (Mean fluorescence intensity) 
ในการเปรียบเทียบระหว่างจุลินทรียท์ั้ง 2 ชนิด เพื่อศึกษาการสะสม PHA granule ภายในเซลลโ์ดย
วดัจากค่าเฉล่ียความเขม้ของการเรืองแสงสียอ้ม (Mean fluorescence intensity) ต่อพื้นที่เซลลท์ั้หมด 
พบว่ายีสต์ C. rugosa SUTR 1 มีค่าเฉล่ียความเข้มของการเรืองแสงสียอ้มเท่ากับ 3435 ขณะที่          
A. tumefaciens SUTS 1 มีค่าเฉล่ียความเข้มของการเรืองแสงสียอ้มเท่ากับ 1778 สอดคล้องกับ
การศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของจุลินทรียด์ว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบส่องกราด Field-emission 
scanning electron microscope (FE-SEM) พบว่ามีการสะสม PHA ภายในเซลล์ของ  C. rugosa 
SUTR 1 และ A. tumefaciens SUTS 1 โดยรูปร่างของเซลล์เม่ือมีการสะสม PHA จะมีลักษณะ
ค่อนขา้งกลม เน่ืองจากมีการสะสมพอลิเมอร์อยูภ่ายในเซลล์ ภายใตก้ารเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์
เม่ือจุลินทรียไ์ดรั้บสารอาหารที่เป็นแหล่งคาร์บอน จุลินทรียจ์ะท าการสลายแหล่งคาร์บอนที่สะสม
อยูภ่ายในเซลล์ คือ ไกลโคเจนเพื่อให้ไดพ้ลังงานในการน ามาเปล่ียนรูปคาร์บอนภายนอกเข้ามา
สะสมภายในเซลลใ์นรูปของไบโอพอลิเมอร์ คือ PHA 
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5.4 การผลติ PHA จากกากมนัส าปะหลงั 
 การศึกษาความสามารถในการผลิต PHA ของจุลินทรีย ์ ได้แก่ C. rugosa SUTR 1 และ        
A. tumefaciens SUTS 1 พบวา่ เม่ือเล้ียง C. rugosa SUTR 1 ในสารอาหาร Minimal medium โดยใช้
กากมนัส าปะหลงั 50 กรัมต่อลิตร เป็นสารตั้งตน้ในการยอ่ยของจุลินทรียใ์ห้ได้เป็นน ้ าตาลรีดิวซ์ 
เพื่อเป็นธาตุอาหารคาร์บอนหลักที่ส าคัญในอาหารเล้ียงเช้ือที่ จุลินทรีย์จะน าไปใช้ในการ
เจริญเติบโตและสงัเคราะห์ PHA พบวา่เซลลข์อง SUTR 1 เจริญเติบโตเพิม่จ  านวนขึ้นอยา่งต่อเน่ือง 
โดยสามารถยอ่ยกากมนัส าปะหลงัใหอ้ยูใ่นรูปของน ้ าตาลรีดิวซ์ไดป้ริมาณสูงสุด 14.44 กรัมต่อลิตร 
คิดเป็น 0.29 กรัมน ้ าตาลต่อกรัมกากมันส าปะหลังที่ใช้ หรือคิดเป็นร้อยละ 29 ของสารชีวมวล
เร่ิมตน้ ในชัว่โมงที่ 36 ขณะที่จ  านวนเซลล์ของจุลินทรียมี์การเจริญเติบโตเพิ่มขึ้นเป็น 2.77  109 

CFU/มล. ซ่ึงจุลินทรียมี์การสะสมพอลิเมอร์ภายในเซลล์เท่ากบั 0.1343 กรัมต่อลิตร และมีปริมาณ
เพิ่มขึ้นสูงสุดถึง 0.1368 และ 0.1367 กรัมต่อลิตร ในชัว่โมงที่ 42 และ 48 ซ่ึงเป็นช่วงที่จุลินทรียมี์
ประสิทธิภาพในการสะสมพอลิเมอร์สูงที่สุด โดยมีจ านวนเซลล์ของจุลินทรียมี์การเจริญเติบโต
เพิม่ขึ้นเป็น 2.80  109 CFU/มล. และ 2.86  109 CFU/มล. จากนั้นการเจริญเติบโตเพิม่จ  านวนของ
เซลล์และปริมาณการสะสม PHA ภายในเซลล์รวมถึงปริมาณธาตุอาหารไนโตรเจนในรูปของ
แอมโมเนียและน ้ าตาลรีดิวซ์มีปริมาณลดลงอยา่งต่อเน่ืองจากช่วงเวลาที่มีการปลดปล่อยน ้ าตาลได้
สูงสุด ขณะที่การศึกษาความสามารถในการผลิต PHA จากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัใหเ้ป็นน ้ าตาล
เพื่อน าน ้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้ไปใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในกระบวนการผลิต PHA โดยตรงของ                   
A. tumefaciens SUTS 1 พบวา่มีปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์สูงสุด 8.70 กรัมต่อลิตร คิดเป็นปริมาณน ้ าตาล
รีดิวซ์ต่อสารตั้งตน้เท่ากับ 0.17 กรัมต่อกรัมกากมันส าปะหลัง หรือคิดเป็นร้อยละ 17 ของสาร       
ชีวมวลเร่ิมตน้ ในชัว่โมงที่ 48 ของการศึกษา ขณะที่ความสามารถในการสะสมพอลิเมอร์ภายใน
เซลล์สามารถสะสมได้ 0.0727 กรัมต่อลิตร และมีจ านวนเซลล์เจริญเติบโตสูงสุดในช่วงเวลา
เดียวกัน คือประมาณ 2.35  109 CFU/มล. และมีปริมาณธาตุอาหารไนโตรเจนในรูปของ
แอมโมเนียลดลงเหลือ 0.09 กรัมต่อลิตร โดยไนโตรเจนจะถูกน าไปใช้ในการสังเคราะห์
องคป์ระกอบต่าง ๆ ของเซลล ์โดยการสะสมพอลิเมอร์จะเกิดขึ้นสูงสุดเม่ือจุลินทรียมี์การเจริญเขา้สู่
สภาวะคงที่ (Stationary phase) และอาจเพิ่มขึ้นเล็กน้อยหรือคงที่เม่ือเวลาเพิ่มขึ้น เม่ือวิเคราะห์     
หมู่ฟังกช์ัน่ของพอลิเมอร์ที่จุลินทรียผ์ลิตไดพ้บวา่เป็นพอลิเมอร์ชีวภาพชนิดพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต 
[Poly-3-hydroxybutyrate : P(3HB)] ดงันั้นเม่ือพิจารณาทั้งดา้นการเจริญเติบโตและความสามารถ
ในการสะสม PHA ภายในเซลล์จุลินทรียท์ั้ง 2 ชนิด พบว่า C. rugosa SUTR 1 ซ่ึงเป็นจุลินทรีย ์      
ในกลุ่มของยสีต ์มีคุณลกัษณะที่เหมาะสมสามารถน าไปศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสงัเคราะห์  
P(3HB) เพือ่เพิม่ความสามารถในการผลิต P(3HB) ในล าดบัต่อไป 
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5.5 การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลติ PHA ของ C. rugosa SUTR 1   
 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHA ของ C. rugosa SUTR 1 โดยแปรผนัความ
เขม้ขน้แหล่งอาหารไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียมซัลเฟตและแปรผนัอัตราการเขย่า โดย
เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือที่แปรผนัปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟตที่ความเขม้ขน้ 1 2 และ 3 กรัมต่อ
ลิตร บนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิ ที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
พบว่า การแปรผนัความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตในอาหารเล้ียงเช้ือ มีอิทธิพลต่อการ
เจริญเติบโตของจุลินทรียแ์ละการสะสม P(3HB) ภายในเซลลจุ์ลินทรีย ์พบว่า ที่ระดบัความเขม้ขน้
ของแอมโมเนียมซัลเฟต 2 กรัมต่อลิตรเป็นสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญและการสะสม P(3HB) 
ของ C.rugosa SUTR 1 โดยจุลินทรียย์งัคงมีการเพิ่มจ านวนเซลล์พร้อมๆ กบัการสะสมพอลิเมอร์
ภายในเซลล์ เน่ืองจากสารตั้ งต้นถูกน าไปใช้สร้างเซลล์และสังเคราะห์พอลิเมอร์ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ ซ่ึงมีผลท าใหมี้การสะสมพอลิเมอร์สูงที่สุดในชัว่โมงที่ 36 เท่ากบั 0.3912 กรัมต่อลิตร 
โดยมีประสิทธิภาพการผลิต (Qp) สูงสุดเท่ากับ 0.011 g-PHB/l/h ขณะที่ค่าสัมประสิทธ์ิการผลิต 
PHB ต่อหน่ึงกรัมไนโตรเจน (Yp/s) เท่ากบั 2.37 g-PHB/g-N และมีปริมาณการผลิต P(3HB) ต่อสาร
ตั้งตน้เท่ากับ 0.0079 กรัมต่อกรัมกากมันส าปะหลัง โดยมีจ านวนเซลล์ของจุลินทรียสู์งสุดเป็น    
2.90  109 CFU/มล. ที่อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (µ) สูงสุดเท่ากบั 0.16 ต่อชัว่โมงในช่วงเวลา
เดียวกนั ขณะที่น ้ าตาลรีดิวซ์มีปริมาณเท่ากับ 11.46 กรัมต่อลิตร และไนโตรเจนลดลงเหลือ 0.28 
กรัมต่อลิตร เช่นเดียวกนั เน่ืองจากในสภาวะที่มีไนโตรเจนจ ากดั จุลินทรียมี์แนวโนม้ที่จะผลิตแหล่ง
ไขมันหรือคาร์โบไฮเดรตไวภ้ายในเซลล์มากขึ้น เม่ือท าการศึกษาการสะสม P(3HB) ของยีสต์
ดงักล่าวในสภาวะเดียวกนักบัขา้งตน้ โดยแปรผนัอตัราการเขยา่ที่ความเร็ว 100 และ 200 รอบต่อ
นาที พบวา่ การเปล่ียนแปลงอตัราการเขยา่ส่งผลใหจุ้ลินทรียมี์การสะสมพอลิเมอร์ภายในเซลล ์ของ 
C. rugosa SUTR 1 ที่อตัราการเขยา่ 100 รอบต่อนาที พบว่า จุลินทรียมี์การสะสม P(3HB) ภายใน
เซลล์ไดสู้งสุด เท่ากบั 0.2503 กรัมต่อลิตร คิดเป็น 0.005 กรัมต่อกรัมกากมนัส าปะหลงั คิดเป็นค่า
ประสิทธิภาพการผลิต (Qp) สูงสุด เท่ากบั 0.005 g-PHB/l/hในชัว่โมงที่ 48 ของการศึกษา ขณะที่ที่
อตัราการเขยา่ 200 รอบต่อนาทีพบวา่มีค่าประสิทธิภาพการผลิต (Qp) ลดลงเพยีงเล็กนอ้ย โดยมีการ
สะสม P(3HB) สูงสุดเท่ากับ 0.3667 กรัมต่อลิตร คิดเป็นค่าสัมประสิทธ์ิการผลิต P(3HB)                 
จากหน่ึงกรัมไนโตรเจน (Yp/s) และประสิทธิภาพการผลิต (Qp) เท่ากบั 0.83 g-PHB/g-N และ 0.010 
g-PHB/l/h. 
 ดงันั้นจึงสามารถสรุปไดว้า่กากมนัส าปะหลงัเป็นวตัถุดิบทางการเกษตรที่สามารถน ามาใช้
เป็นสารตั้งตน้เพื่อการผลิตพอลิเมอร์ชีวภาพไดข้องจุลินทรียไ์ด ้เน่ืองจากมีองคป์ระกอบของแป้ง
และเซลลูโลสในปริมาณสูง โดยสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญและการสร้างผลิตภณัฑข์องยีสต์ 
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C.rugosa SUTR1 คือที่สภาวะที่ใชอ้ตัราการเขยา่ที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เม่ือมีความเขม้ขน้ของ
แอมโมเนียมซัลเฟต 2 กรัมต่อลิตร เน่ืองจากเป็นความเขม้ขน้ที่ให้ค่าประสิทธิภาพการผลิต (Qp) 
สูงสุด ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 0.011 g-PHB/l/h โดยมีอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (µ) สูงสุดเท่ากบั 0.16 ต่อ
ชัว่โมง และมีค่าสัมประสิทธ์ิการผลิต PHB ต่อหน่ึงกรัมไนโตรเจน (Yp/s) เท่ากบั 2.37 g-PHB/g-N 
อยา่งไรก็ตามการควบคุมอตัราการเขยา่ที่เหมาะสมจะท าให้เกิดการสัมผสักนัระหว่างสารอาหาร
และจุลินทรียร์วมถึงเกิดการแลกเปล่ียนแก๊สออกซิเจนได้อย่างสม ่าเสมอ ท าให้เซลล์สามารถ
น าไปใชไ้ดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ ซ่ึงปริมาณออกซิเจนมีผลต่อปริมาณการผลิต PHA ของจุลินทรีย ์
เน่ืองจากออกซิเจนจะท าหน้าที่เป็นตวัรับอิเล็กตรอนในกระบวนการสร้างพลังงานและการน า
สารอาหารเขา้สู่เซลล ์จึงจ าเป็นตอ้งท าการศึกษาอตัราการกวนที่เหมาะสมเพือ่เป็นการลดตน้ทุนการ
ผลิตและเพิม่ประสิทธิภาพในการผลิต PHB เพือ่น าไปใชป้ระโยชน์ในการพฒันาไปสู่การผลิต PHB 
ในระดบัอุตสาหกรรมต่อไป  
 

5.6 คุณลกัษณะของพอลเิมอร์ 
 การศึกษาคุณสมบตัิของสารประกอบดว้ยเคร่ือง Fourier transform infrared spectroscopy 
(FT-IR) จากการศึกษาคุณสมบตัิของพอลิเมอร์ที่ผลิตไดจ้าก C. rugosa SUTR 1 และ A. tumefaciens 
SUTS 1 ซ่ึงมีลักษณะเป็นแผ่นฟิล์มบางๆ ด้วยเทคนิค FT-IR เปรียบเทียบกับพอลิเมอร์มาตรฐาน  
พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต [Poly-3-hydroxybutyrate : (P(3HB)] 98% พบว่าสเปคตรัมของพอลิเมอร์ที่
จุลินทรียท์ั้งสองกลุ่มผลิตได้มีความคล้ายคลึงกับพอลิเมอร์มาตรฐานซ่ึงมีหมู่ฟังก์ชั่นที่เป็นหมู่
เฉพาะของ PHB ได้แก่ หมู่ไฮดรอกซิล (-OH group) ที่ต  าแหน่งความถ่ีเท่ากับ 3223.9386 และ 
3338.2647 หมู่คาร์บอนิลในกลุ่มเอสเทอร์ (R-C=O group) ที่ต  าแหน่งความถ่ีเท่ากบั 1707.0267 และ 
1740.4880 หมู่คาร์บอกซิลในกลุ่มอีเทอร์ (C-O-C group) ที่ต  าแหน่งความถ่ีเท่ากบั 1283.1837 และ 
1160.4923 และหมู่แอลเคน (C-H group) ต  าแหน่งความถ่ีเท่ากบั 2917.2101 และ 2917.2101 โดย
หมู่ฟังชัน่ดงักล่าวเป็นหมู่ฟังกช์ัน่เฉพาะที่แสดงถึงความเป็นพอลิเมอร์ในกลุ่มของพอลิเอสเทอร์ ซ่ึง
แผน่ฟิลม์ที่จุลินทรียผ์ลิตไดอ้าจน าไปพฒันาต่อเป็นฟิลม์หรือขึ้นรูปเป็นพลาสติกชีวภาพได ้
 

5.7 ข้อเสนอแนะ 
  เพือ่เพิม่ศกัยภาพในการผลิต PHA ของจุลินทรีย ์งานวจิยัน้ีมีขอ้เสนอแนะเพือ่เป็นแนวทาง
ในการพฒันางานวจิยัต่อไป ดงัน้ี 

1. ควรมีการศึกษาการผลิต PHA ของจุลินทรียแ์บบรวมกลุ่ม เพือ่เป็นการเพิม่ศกัยภาพใน 
การผลิตพอลิเมอร์ของจุลินทรีย ์
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2. ควรมีการพฒันาการทดลองในระบบถงัปฏิกรณ์ในรูปแบบการทดลองแบบแบทซ์ซ่ึง 
เติมอาหารแบบก่ึงต่อเน่ือง (Semi-continuous fermentation) เพื่อศึกษาความสามารถในการผลิต 
PHA สูงสุดของจุลินทรีย ์

3. ควรมีการศึกษาพฒันาการผลิต PHA ชนิดโคพอลิเมอร์ เน่ืองจากมีคุณสมบตัิทางเชิงกล 
ที่ดี สามารถน าไปประยุกต์ใช้ได้ในทางอุตสาหกรรมการผลิตพอลิเมอร์โดยการควบคุมแหล่ง
คาร์บอนที่เติมลงไป เพือ่ใหไ้ดโ้คพอลิเมอร์ในปริมาณมากและมีสดัส่วนที่เหมาะสม 

4. ควรมีการสกดัพอลิเมอร์ออกจากเซลลข์องจุลินทรีย ์น ามาท าการขึ้นรูปและวเิคราะห์ 
คุณสมบตัิทางกายภาพและทางเชิงกลต่างๆ เช่น ค่าตา้นทานแรงดึง (Tensile strength) ค่าเปอร์เซ็นต์
การยืดตัวก่อนขาด (Elongation to break) ค่าความเหนียว (Toughness) และค่าการซึมผ่านของ
ออกซิเจน (Oxygen permeability) เป็นต้น เพื่อศึกษาคุณสมบัติของ PHA ที่ผลิตได้และน าไป
เปรียบเทียบกบัเทอร์โมพลาสติกจากปิโตรเคมี เพือ่ดูแนวโนม้การน าไปใชป้ระโยชน์ในเชิงพาณิชย์
ต่อไป 
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วธิีการวเิคราะห์ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

1. การวิเคราะห์ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ โดยวิธี Dinitrosalicylic acid (DNS)   
 วธีิการน้ีสามารถใชต้รวจหาปริมาณน ้ าตาล Reducing sugar ที่มีปริมาณอยูใ่นช่วงระหว่าง 5-
500 ไมโครกรัมของน ้ าตาลกลูโคส 

สารเคมี 
 2 M  NaOH  50 มิลลิลิตร (เตรียมโดยละลาย NaOH ปริมาณ 4 กรัม ในน ้ ากลัน่  
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร) 

DNS solution เตรียมโดยละลาย 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) 0.25 กรัม ใน 50  
มิลลิลิตร ของ 2 N NaOH  เติม Sodium potassium tartrate (Rochelle salt) ลงไป 75 กรัม และ
คนจนกระทัง่สารละลายหมด จึงเติมน ้ าใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ยเป็น 250 มิลลิลิตร  เก็บในขวด
สีน ้ าตาลที่อุณหภูมิหอ้ง  
วิธีวิเคราะห์ 

1) ดูดตวัอยา่งที่ตอ้งการหาปริมาณน ้ าตาล 1.0 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองส าหรับ
หลอดที่ไม่มีสารตวัอยา่ง (blank)  ใชน้ ้ ากลัน่ 

2) เติม DNS solution ลงไปในแต่ละหลอด ๆ ละ 1 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั 
3) ตม้ในน ้ าเดือด 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  
4) ท าใหเ้ยน็อยา่งรวดเร็ว โดยการน าหลอดไปแช่ในอ่างน ้ าแข็ง  
5) เติมน ้ าใหค้รบ 10 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั 
6) น าไปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาว

คลื่น 570 นาโนเมตร แลว้น าค่าการดูดกลืนแสงไปเทียบกบักราฟมาตรฐานของ
น ้ าตาล ที่ทราบค่าความเขม้ขน้ที่แน่นอน  

 
2. การวิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนีย (NH3-N) ในน า้ 
 ตรวจวิเคราะห์ดว้ยวธีิ Distillation Nesslerization (APHA, AWWA, WPCF, 2005) 

สารเคม ี
 1) โซเดียมไฮดรอกไซด ์1 โมล/ลบ.ดม. หรือกรดซลัฟิวริก 0.5 โมล/ลบ.ดม. 
 2) สารละลายบอเรตบฟัเฟอร์ 
 น าโซเดียมไฮดรอกไซด ์0.1 โมลาร์ 88 ลบ.ซม. เติมลงในสารละลายโซเดียมเต 
ตระบอเรต (Na2B4O7) 500 มิลลิลิตร เจือจางดว้ยน ้ ากลัน่จนได ้1,000 มิลลิลิตร
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(สารละลายโซเดียมเตตระบอเรตเตรียมไดโ้ดยน า 5.0 กรัม ของ Na2B4O7หรือ 9.5 กรัม 
ของ Na2B4O7.10H2O เจือจางดว้ยน ้ ากลัน่จนได ้1,000 มิลลิลิตร) 
 3) Indicating boric acid  
  ละลายกรดบอริก 20 กรัม ในน ้ ากลัน่เพยีงเล็กนอ้ย เติม Mixed indicator 10 

มิลลิลิตร แลว้เติมน ้ ากลัน่จนได ้1 ลิตร 
 3.1) การเตรียม Mixed indicator 

  ละลาย methyl red indicator 200 มิลลิกรัม ใน ethyl alcohol (95%) 100 
มิลลิลิตร ละลาย methylene blue 100 มิลลิกรัมใน ethyl alcohol (95%) 50 มิลลิลิตร 
แลว้ผสมสารละลายทั้ง 2 ชนิดเขา้ดว้ยกนั สารละลายน้ีควรเตรียมทุก ๆ เดือน 
  3.2) สารละลาย Boric acid  
  ละลายกรดบอริก 20 กรัม ในน ้ ากลัน่แลว้เจือจางเป็น 1,000 มิลลิลิตร 
 4) สารละลายมาตรฐานกรดซลัฟิวริก 0.01 โมล/ลบ.ดม. 
 5) Phenolphthalein indicator 

วิธีวิเคราะห์ 
1) ส าหรับตวัอยา่งน ้ าที่เป็นกรดหรือด่าง ตอ้งปรับใหเ้ป็นกลางก่อนดว้ย

โซเดียมไฮดรอกไซด ์1 โมล/ลบ.ดม. หรือกรดซลัฟิวริก 0.5 โมล/ลบ.ดม. 
2) ตวงตวัอยา่งน ้ า 100 มิลลิลิตร ใส่ลงใน Digestion tube ใส่ลูกแกว้ 3-4 เม็ด 
3) เติมสารละลายบอเรตบฟัเฟอร์ 25 มิลลิลิตร หยดPhenolphthalein indicator 2-

3 หยด  
4) เติม NaOH 6 M จนไดสี้ชมพ ูแลว้น าไปกลัน่ 
5) เก็บส่วนที่กลัน่ออกมาไดป้ระมาณ 200 มิลลิลิตร ไวใ้นขวดรูปชมพูท่ี่มี 

indicating boric acid อยู ่50 มิลลิลิตร  
ไทเทรตดว้ยสารละลายมาตรฐานกรดซลัฟิวริก 0.01 โมล/ลิตร 
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ผลการวิเคราะห์ 
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รูปที่ ข.1 ล ำดบันิวคลีโอไทดข์องยสีต ์Candida rugosa SUTR 1 
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รูปที่ ข.2 ผลกำรวเิครำะห์องคป์ระกอบของกำกมนัส ำปะหลงั 
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ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเซลล์ 
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รูปที่ ค.1 ลกัษณะของเซลล์ A. tumefaciens SUTS 1 ที่มีการสะสม PHA granule ภายในเซลล์ด้วย
กล้องจุลทรรศน์ Field-emission scanning electron microscope (FE-SEM) A) SUTS 1 ในอาหาร
เล้ียงเช้ือ MSM ที่ไม่เติมแหล่งไนโตรเจน B) SUTS 1 ในอาหารเล้ียงเช้ือ MSM ที่จ  ากัดแหล่ง
ไนโตรเจน (NH4)2SO4 1 g/l และกากมนัส าปะหลงั 50 g/l ที่ก  าลงัขยาย 5,000 เท่า 

 

 

 

(ก ) 

(ข ( 
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รูปที่ ค.2 ลกัษณะของเซลล์ A. tumefaciens SUTS 1 ที่มีการสะสม PHA granule ภายในเซลล์ด้วย

กล้องจุลทรรศน์ Field-emission scanning electron microscope (FE-SEM) A) SUTS 1 ในอาหาร

เล้ียงเช้ือ MSM ที่ไม่เติมแหล่งไนโตรเจน B) SUTS 1 ในอาหารเล้ียงเช้ือ MSM ที่จ  ากัดแหล่ง

ไนโตรเจน (NH4)2SO4 1 g/l และกากมนัส าปะหลงั 50 g/l ที่ก  าลงัขยาย 10,000 เท่า 

 

 

(ก)  

(ข)  
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รูปที่ ค.3 ลกัษณะของเซลล์ C.rugosa SUTR 1 ที่มีการสะสม PHA granule ภายในเซลล์ดว้ยกลอ้ง

จุลทรรศน์ Field-emission scanning electron microscope (FE-SEM) A) SUTR 1 ในอาหารเล้ียงเช้ือ 

MSM ที่ไม่เติมแหล่งไนโตรเจน B) SUTR 1 ในอาหารเล้ียงเช้ือ MSM ที่จ  ากัดแหล่งไนโตรเจน 

(NH4)2SO4 2 g/l และกากมนัส าปะหลงั 50 g/l ที่ก  าลงัขยาย 1,000 เท่า 

(ก)  

(ข)  
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รูปที่ ค.4 ลกัษณะของเซลล์ C.rugosa SUTR 1 ที่มีการสะสม PHA granule ภายในเซลล์ดว้ยกลอ้ง
จุลทรรศน์ Field-emission scanning electron microscope (FE-SEM) A) SUTR 1 ในอาหารเล้ียงเช้ือ 
MSM ที่ไม่เติมแหล่งไนโตรเจน B) SUTR 1 ในอาหารเล้ียงเช้ือ MSM ที่จ  ากัดแหล่งไนโตรเจน 
(NH4)2SO4 2 g/l และกากมนัส าปะหลงั 50 g/l ที่ก  าลงัขยาย 5,000 เท่า 
 

(ข)  

(ก)  



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาคผนวก ง 

 
กราฟมาตรฐานและอนิฟราเรดสเปคตรัมของพอลเิมอร์ 
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ง.1 กราฟมาตรฐาน 

 

รูปที่ ง.1 กราฟมาตรฐานของน ้ าตาลกลูโคส 
 

ง.2 อินฟราเรดสเปคตรัมของพอลิเมอร์ 

 
รูปที่ ง.2 อินฟราเรดสเปคตรัมของพอลิเมอร์มาตรฐานพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรต Poly-3-
hydroxybutyrate  P(3HB) 
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รูปที่ ง.3 อินฟราเรดสเปคตรัมของพอลิเมอร์ที่ไดจ้ากการผลิตของ C.rugosa SUTR 1 ในชัว่โมงที่ 
12 

 
รูปที่ ง.4 อินฟราเรดสเปคตรัมของพอลิเมอร์ที่ไดจ้ากการผลิตของ C.rugosa SUTR 1 ในชัว่โมงที่ 

24 
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รูปที่ ง.5 อินฟราเรดสเปคตรัมของพอลิเมอร์ที่ไดจ้ากการผลิตของ C.rugosa SUTR 1 ในชัว่โมงที่  

36 

 

รูปที่ ง.6 อินฟราเรดสเปคตรัมของพอลิเมอร์ที่ไดจ้ากการผลิตของ C.rugosa SUTR 1 ในชัว่โมงที่ 

48 
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รูปที่ ง.7 อินฟราเรดสเปคตรัมของพอลิเมอร์ที่ไดจ้ากการผลิตของ C.rugosa SUTR 1 ในชัว่โมงที่ 

60 

 

รูปที่ ง.8 อินฟราเรดสเปคตรัมของพอลิเมอร์ที่ไดจ้ากการผลิตของ C.rugosa SUTR 1 ในชัว่โมงที่ 

72 
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รูปที่  ง.9 อินฟราเรดสเปคตรัมของพอลิเมอร์ที่ได้จากการผลิตของ A. tumefaciens SUTS 1              

ในชัว่โมงที่ 24 

 

รูปที่  ง.10 อินฟราเรดสเปคตรัมของพอลิเมอร์ที่ได้จากการผลิตของ A. tumefaciens SUTS 1            

ในชัว่โมงที่ 36 
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รูปที่  ง.11 อินฟราเรดสเปคตรัมของพอลิเมอร์ที่ ได้จากการผลิตของ A. tumefaciens SUTS 1            

ในชัว่โมงที่ 48 

 

รูปที่  ง.12 อินฟราเรดสเปคตรัมของพอลิเมอร์ที่ได้จากการผลิตของ A. tumefaciens SUTS 1            

ในชัว่โมงที่ 60 
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รูปที่  ง.13 อินฟราเรดสเปคตรัมของพอลิเมอร์ที่ได้จากการผลิตของ A. tumefaciens SUTS 1            

ในชัว่โมงที่ 72 

 

รูปที่ ง.14 อินฟราเรดสเปคตรัมของกากมนัส าปะหลงั 

 

 D:\Rattana\SUTS 1 H72.2          SUTS 1 H72          Transmission holder 16/01/2017

3341.0531

2922.7870

2853.0760

2326.0606

1740.4880

1461.6439

1369.6254
1316.6450

1163.2808

1054.5316

719.9186

519.1509

500100015002000250030003500

Wavenumber cm-1

6
0

6
5

7
0

7
5

8
0

8
5

9
0

9
5

1
0
0

T
ra

n
s
m

it
ta

n
c
e
 [

%
]

 
 Seite 1 von 1  
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ภาคผนวก จ 

 
ตัวอย่างผลกึพอลเิมอร์ 
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รูปที่ จ.1 การสกดัพอลิเมอร์ออกจากเซลลด์ว้ย 1,2 ไดคลอโรอีเทน 

 

 

รูปที่ จ.2 ตวัอยา่งผลึกพอลิเมอร์ที่สกดัจากเซลลแ์บคทีเรีย A. tumefaciens SUTS 1 จากการ

เพาะเล้ียงในอาหารที่เติมแอมโมเนียมซลัเฟต 1 กรัมต่อลิตร 
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รูปที่ จ.3 ตวัอยา่งผลึกพอลิเมอร์ที่สกดัจากเซลลย์สีต ์C. rugosa SUTR 1 จากการเพาะเล้ียงใน

อาหารที่เติมแอมโมเนียมซลัเฟต 1 กรัมต่อลิตร 

 

 

รูปที่ จ.4 ตวัอยา่งผลึกพอลิเมอร์ที่สกดัจากเซลลย์สีต ์C. rugosa SUTR 1 จากการเพาะเล้ียงในอาหาร
ที่เติมแอมโมเนียมซลัเฟต 2 กรัมต่อลิตร 
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รูปที่ จ.5 ตวัอยา่งผลึกพอลิเมอร์ที่สกดัจากเซลลย์สีต ์C. rugosa SUTR 1 จากการเพาะเล้ียงใน

อาหารที่เติมแอมโมเนียมซลัเฟต 3 กรัมต่อลิตร 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาคผนวก ฉ 

 
เคร่ืองมือที่ใช้ในการวจิัย 
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รูปที่ ฉ.1 การวเิคราะห์แอมโมเนียไนโตรเจน (NH3-N) ดว้ยเคร่ืองกลัน่ไนโตรเจน (Distilling unit) 

 

รูปที่ ฉ.2 การฉาบผวิตวัอยา่งดว้ยโลหะทองค า 99% ดว้ยเคร่ือง Vacuum sputter coater 
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รูปที่ ฉ.3 การท าตวัอยา่งใหแ้หง้ดว้ยเคร่ืองท าตวัอยา่งแหง้ ณ จุดวกิฤต (Critical dry point) 
 

 

รูปที่ ฉ.4 การเตรียมตวัอยา่งเพือ่ศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยาดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ Field-emission 

scanning electron microscope (FE-SEM) 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาคผนวก ช 

 
บทความวชิาการที่ได้ตีพมิพ์เผยแพร่ระหว่างการศึกษา 
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ปลอดภยั ส านักวิชาสาธารณสุขศาสตร์ มหาวิทยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี จงัหวดันครราชสีมา โดย
ขณะศึกษาไดไ้ดรั้บทุนวจิยัจากแหล่งทุนภายนอกจากกองทุนสนบัสนุนการวจิยัและพฒันา (OROG)  
และท าวทิยานิพนธใ์นหวัขอ้เร่ือง การคดัเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตพอลิไฮดรอกซี
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