
 

 
 

 

 

การผลิตพอลิไฮดรอกซอีัลคาโนเอตจากวัสดเุหลือใช้ทางการเกษตรและผลพลอยได้
จากโรงงานอุตสาหกรรมโดยเช้ือแบคทีเรียที่แยกได้จากน้้าทิ้งโรงงานแหนม 

 

 

 

 

 

พรทิพพา   พิญญาพงษ์ 

 

 

 

 

งานวิจัยฉบับน้ีได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจากมหาวิทยาลัยราชภัฏอตุรดติถ์ 
ประจ้าปีงบประมาณ 2561 

พ.ศ. 2561 

http://www.google.co.th/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRxqFQoTCP3djPW0w8cCFQ6-jgod_TwGig&url=http://202.29.52.10/html/about2.html&ei=S_HbVb2MMo78ugT9-ZjQCA&psig=AFQjCNGDkyX50TJyafK2pXpy3B9ox9j7ZA&ust=1440563839928639


กิตติกรรมประกาศ 

โครงการวิจัยในหัวข้อเรื่อง การผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากวัสดุเหลือใช้ทาง
การเกษตรและผลพลอยได้จากโรงงานอุตสาหกรรมโดยเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากน้้าทิ้งโรงงานแหนม 
ได้รับทุนสนับสนุนการท้าวิจัยจากงบประมาณแผ่นดินประจ้าปี พ.ศ. 2561 (เสนอผ่าน วช) เพ่ือมุ่งหวัง
ที่จะศึกษาการเจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากน้้าทิ้ง
โรงงานแหนม ศึกษาแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมส้าหรับการเจริญและการผลิต 
พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคา- 
โนเอต และการตรวจสอบชนิดและองคืประกอบของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 
 ผู้วิจัยขอขอบพระคุณสถาบันวิจัยและพัฒนา มหาวิทยาลัยราชภัฏอุตรดิตถ์ และ ส้านักงาน
คณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ ที่ได้เห็นคุณค่าของโครงการวิจัยและให้การสนับสนุนเงินทุนวิจัยในครั้งนี้ 
ขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารย์ ดร. ภาวิณี คณาสวัสดิ์ ผู้ล่วงลับไปแล้วที่ได้มอบความรู้ 
ในการท้าวิจัยแก่ผู้วิจัย  
 ขอขอบคุณเจ้าหน้าที่ศูนย์วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยราชภัฏอุตรดิตถ์ 
เจ้าหน้าที่ศูนย์บริการวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ (ศวท มช) 
และ คุณนพดล บุณรัตนพันธุ์ ที่ได้สละเวลาอ้านวยความสะดวกในการใช้เครื่องมือทางวิทยาศาสตร์  
 ท้ายสุดนี้ผู้วิจัยขอกราบขอบพระคุณ บิดา มารดา ที่ให้การสนับสนุนในด้านการศึกษา 
มาโดยตลอด และขอขอบคุณก้าลังใจจากครอบครัวที่รักยิ่ง ที่ท้าให้โครงการวิจัยนี้ส้าเร็จลุล่ว ง 
ไปได้ด้วยดี 

 
                                                                             พรทิพพา  พิญญาพงษ์ 

คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี 
                                                                                    มหาวิทยาลัยราชภัฏอุตรดิตถ์ 

                                                                                                    2561 
 



 
 

สารบัญ 

  หน้า 
บทคัดย่อ ก 
กิตติกรรมประกาศ ค 
สารบัญ ง 
รายการตารางประกอบ ญ 
รายการภาพประกอบ ฎ 
  
บทที่ 1 บทน า 1 
 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 1 
 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 2 
 ขอบเขตของการวิจัย 2 
 สมมติฐานการวิจัย 3 
 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย 3 
 กรอบแนวคิดในการวิจัย 3 
บทที่ 2 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 4 
 พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 4 
 การสังเคราะห์พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในเซลล์จุลินทรีย์ 6 
 คุณสมบัติของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 16 
 การเก็บเกี่ยวพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากเซลล์จุลินทรีย์ 18 
 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 20 
บทที่ 3 วิธีด าเนินการวิจัย 23 
 ศึกษาการเจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้ 

     จากน้ าทิ้งโรงงานแหนม 
23 

 ศึกษาแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมส าหรับการเจริญและการผลิต 
     พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

26 

 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 28 
 การตรวจสอบชนิดและองค์ประกอบของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 29 
บทที่ 4 ผลการวิจัย 31 
 การเจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้ 

     จากน้ าทิ้งโรงงานแหนม 
31 

 แหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมส าหรับการเจริญและผลิต 
พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

34 

 สภาวะที่เหมาะสมในการเจริญและผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุด 37 
 ผลการตรวจสอบชนิด และองค์ประกอบของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 42 



ช 
 

 สารบัญ (ตอ่) 
 

 

  หน้า 
บทที่ 5 สรุป อภิปรายผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 44 
 สรุป 44 
 อภิปรายผลการวิจัย 45 
 ข้อเสนอแนะ 48 
บรรณานุกรม                                                                                                   49 
 

 



 

 

รายการตารางประกอบ 

ตาราง  หน้า 
2.1 การผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของจุลินทรีย์บริสุทธิ์โดยใช้แหล่งคาร์บอน

ที่แตกต่างกัน 
9 

2.2 ลักษณะทางกายภาพของพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรตเปรียบเทียบกับ 
พอลิโพรไพลีน 

17 

3.1 องค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ในการศึกษา 28 
4.1 ลักษณะโคโลนีต่างๆ เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหาร E2 ที่มีอะซีเตตเป็นแหล่ง

คาร์บอน 
32 

4.2 เมทิลเอสเทอร์ของพอลิเมอร์ที่ได้จากการเลี้ยงเชื้อ FMI-3 ในอาหารเหลว 
MSM 

43 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ฎ 

 

รายการภาพประกอบ 

ภาพที่  หน้า 
2.1 สูตรโครงสร้างของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 5 

2.2 วิถีเมแทบอลิซึมของชีวสังเคราะห์พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสายโซ่กลาง 8 
4.1 การเจริญของเชื้อแบคทีเรีย FMI-2 (    ) FMI-3 (     ) และ FMI-4 () 

ที่แยกได้ 
32 

4.2 น้้าหนักเซลล์แห้งและปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่ได้จากการเลี้ยง
เชื้อ FMI-2 (  ) FMI-3 (  ) และ FMI-4 (    ) ในอาหารเหลวชนิด 
N2-free MSM 

33 

4.3 ชนิดของแหล่งคาร์บอนต่างๆ ที่มีผลต่อการผลิตพอลิไฮดรอกซี- 
อัลคาโนเอต 

34 

4.4 ปริมาณของแหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ คือ กลีเซอรอลดิบ () กากน้้าตาล 
() น้้ามันใช้แล้ว () และน้้าทิ้งจากโรงอาหาร () ที่มีต่อการผลิต 
พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

35 

4.5 ชนิดของแหล่งไนโตรเจนต่างๆ ที่มีผลต่อการเจริญ (     ) และการผลิตพอ
ลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (      ) 

36 

4.6 ปริมาณของแหล่งไนโตรเจนชนิดต่างๆ คือ แอมโมเนียมัลเฟต () 
แอมโมเนียมไนเตรท () แอมโมเนียมอะซีเตท () และแอมโมเนียม
คลอไรด์ () ที่มีผลต่อการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

37 

4.7 ปริมาณของกลีเซอรอลดิบทั้งหมดในการเลี้ยงเชื้อ FMI-3 ในอาหารเหลว
สูตร N2-free MSM () และ MSM () 

38 

4.8 น้้าหนักเซลล์แห้งของเชื้อที่เลี้ยงในอาหารสูตร N2-free MSM (    ) และ 
MSM (     ) ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่สังเคราะห์จากเชื้อที่
เลี้ยงในอาหารสูตร N2-free MSM (    ) และ MSM (     ) 

38 

4.9 น้้าหนักเซลล์แห้งที่เวลาในการหมัก 48 ชั่วโมง (     ) และ  
72 ชั่วโมง (     ) ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่สังเคราะห์ในเวลา
การหมัก 48 ชั่วโมง (    ) และ 72 ชั่วโมง (     ) เมื่อท้าการหมักที่
อุณหภูมิต่างๆ 

39 

  
 

 



ฏ 

 

 รายการภาพประกอบ  

ภาพที่  หน้า 
4.10 น้้าหนักเซลล์แห้งที่เวลาในการหมัก 48 ชั่วโมง (     ) และ  

72 ชั่วโมง (     ) ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่สังเคราะห์ในเวลา
การหมัก 48 ชั่วโมง (    ) และ 72 ชั่วโมง (     ) ที่ได้จากการหมักใน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีค่าพีเอชต่างๆ 

40 

4.11  น้้าหนักเซลล์แห้งที่เวลาในการหมัก 48 ชั่วโมง (     ) และ  
72 ชั่วโมง (     ) ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่สังเคราะห์ในเวลา
การหมัก 48 ชั่วโมง (    ) และ 72 ชั่วโมง (     ) ที่เลี้ยงในเครื่องเขย่า
ด้วยความเร็วรอบต่างๆ 

41 

4.12  น้้าหนักเซลล์แห้งที่เวลาในการหมัก 48 ชั่วโมง (    ) และ  
72 ชั่วโมง (     ) ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่สังเคราะห์ในเวลา
การหมัก 48 ชั่วโมง (    ) และ 72 ชั่วโมง (     ) ที่เลี้ยงในอาหาร MSM 
ที่มีอัตราส่วน C/N ต่างๆ 

42 

4.13 โครมาโตแกรมของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่สกัดได้จากเซลล์ FMI-3 ที่
เลี้ยงในอาหารเหลว MSM ที่ใช้กลีเซอรอลดิบเป็นแหล่งคาร์บอน 
อัตราส่วน C/N เท่ากับ 40 

43 

 

 

 

   
 



บทท่ี 1 
บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

พลาสติกเป็นวัสดุสังเคราะห์ที่มนุษย์น ามาใช้ประโยชน์แทนโลหะ ไม้ หรือวัสดุธรรมชาติอ่ืน ๆ 
มีความทนทาน แข็งแรง สามารถน ามาขึ้นรูปได้ จึงท าให้พลาสติกมีบทบาทอย่างยิ่งในชีวิตประจ าวัน 
พลาสติกเป็นวัสดุที่สังเคราะห์ขึ้นจากน้ ามันปิโตรเลียมซึ่งเป็นพลังงานสิ้นเปลืองที่ใช้ แล้วหมดไป 
(Gironi and Piemonte, 2011) พลาสติกที่ใช้แล้วมักถูกทิ้งเป็นขยะพลาสติกและมีผลเสียต่อ
สิ่งแวดล้อมเนื่องจากพลาสติกมีน้ าหนักโมเลกุลสูง และพันธะระหว่างโมเลกุลแข็งแรงท าให้พลาสติก
ย่อยสลายได้ยากในธรรมชาติ จึงทับถมอยู่ในดินซึ่งจะมีปริมาณมากขึ้นตามปริมาณการใช้พลาสติก 
(Ramadas et al., 2009) ดังนั้นการผลิตพลาสติกย่อยสลายทางชีวภาพซึ่งเป็นพอลิเมอร์ที่มีคุณสมบัติ
ใกล้เคียงกับพลาสติกที่สังเคราะห์จากน้ ามันปิโตรเลียม แต่สลายได้โดยเชื้อจุลินทรีย์ที่มีอยู่ในธรรมชาติ
และสภาวะแวดล้อม เช่น แสงแดด ความชื้น และ ปริมาณออกซิเจนที่เหมาะสม จึงเป็นทางเลือกหนึ่ง
ในการลดปัญหาด้านสิ่งแวดล้อมจากการใช้พลาสติกสังเคราะห์ (Numata et al., 2009) 

พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (polyhydroxyalkanoates; PHAs) เป็นพลาสติกย่อยสลายทาง
ชีวภาพชนิดหนึ่งที่ไม่ละลายน้ า ไม่มีผลเสียต่อสิ่งแวดล้อม เป็นเทอร์ โมพลาสติกเช่นเดียวกับพอลิเอ
ทิลีน และ พอลิโพรไพลีน เป็นวัสดุหมุนเวียนตามธรรมชาติ และมีความเข้ากันได้กับสิ่งมีชีวิต ซึ่ง
สามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้หลากหลาย และมีแนวโน้มที่จะน ามาใช้ทดแทนพลาสติกสังเคราะห์ได้ 
(Chen, 2009) จุลินทรีย์หลายชนิดสามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้ เช่น Alcaligenes 
eutrophus, Cupriavidus necator, Alcaligenes latus, Aeromonas hydrophila, 
Pseudomonas putida และ Escherichia coli ที่ตัดต่อพันธุกรรม เป็นต้น (Steinbuchel et al., 
1992) โดยพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจะสะสมอยู่ในรูปของเม็ดกรานูลกระจายภายในเซลล์ของ
แบคทีเรียเพ่ือใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงานภายใต้สภาวะที่จ ากัดสารอาหาร เช่น แอมโมเนีย 
เหล็ก แมงกานีส แมกนีเซียมและฟอสเฟต แต่มีปริมาณคาร์บอนมากเกินพอ (Reddy et al., 2003) 
แต่มีแบคทีเรียบางชนิดที่สามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้ในสภาวะที่ไม่ได้ จ ากัดสารอาหาร 
เช่น A. eutrophus และ A. latus (Ojumu et al., 2004) พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตแบ่งตาม
จ านวนคาร์บอนได้เป็น 3 ชนิด คือ พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตชนิดสายโซ่สั้น (shortchain-length 
PHAs; scl-PHAs) มีจ านวนคาร์บอนประมาณ 3-5 อะตอม พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตชนิดสายโซ่
กลาง (mediumchain-length PHAs; mcl-PHAs) มีจ านวนคาร์บอนประมาณ 6-14 อะตอม และ 
พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตชนิดสายโซ่ยาว (longchain-length PHAs; lcl-PHAs) มีจ านวนคาร์บอน
มากกว่า 14 อะตอม  (Anderson and Dawes, 1990; Aldor and Keasling, 2003) ในปัจจุบันมี
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การผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในระดับอุตสาหกรรมได้บ้างแล้ว แต่ก็ยังพบว่ามีข้อจ ากัดอยู่มาก 
โดยเฉพาะเรื่องต้นทุนการผลิตที่ยังอยู่ในระดับสูง ซึ่งเมื่อเทียบกับต้นทุนการผลิตพลาสติกจาก
ปิโตรเลียมพบว่าต้นทุนการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงกว่าต้นทุนการผลิตพลาสติกจาก 
ปิโตรเคมีอยู่ถึง 8-10 เท่า ซึ่งส่วนใหญ่จะเป็นค่าใช้จ่ายของวัตถุดิบที่ใช้เป็นแหล่งของคาร์บอน 
(Ojumu and Solomon, 2004) ต้นทุนการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสามารถถูกท าให้ลดลงได้
โดยใช้สารตั้งต้นราคาถูก เช่น ใช้วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรและผลพลอยได้จากโรงงานอุตสาหกรรม
เป็นแหล่งคาร์บอนของเชื้อจุลินทรีย์ (Pandey et al., 2009) ประเทศไทยเป็นประเทศหนึ่งที่มีวัสดุ
เหลือใช้ทางการเกษตรจ านวนมากซึ่งมักจะถูกทิ้งไว้ในไร่นาหรือถูกเผาทิ้ง รวมไปถึงของเสียจาก
ภาคอุตสาหกรรมต่าง ๆ ที่มีการน ามาใช้ประโยชน์เป็นส่วนน้อย ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมีความสนใจที่จะ
ศึกษาการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรและผลพลอยได้จากโรงงาน
อุตสาหกรรมโดยเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากน้ าทิ้งโรงงานแหนมซึ่งสามารถสังเคราะห์พอลิไฮดรอกซี-
อัลคาโนเอตในสภาวะที่จ ากัดธาตุไนโตรเจนได้ (พรทิพพา พิญญาพงษ์ และคณะ. 2555) เพ่ือเป็นการ
น าวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรและผลพลอยได้จากโรงงานอุตสาหกรรมมาแปรรูปเพ่ือให้มีคุณค่าเพ่ิม
มากขึ้น และเพ่ือเป็นแนวทางในการพัฒนากระบวนการผลิตพอลิไฮดรอกซึอัลคาโนเอตให้มี
ประสิทธิภาพมากขึ้น 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1) เพ่ือคัดเลือกแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมส าหรับการผลิตพอลิไฮดรอกซี - 
อัลคาโนเอตจากวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรและผลพลอยได้จากโรงงานอุตสาหกรรม 
2) เพ่ือศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตพอลิไฮดรอกซึอัลคาโนเอตจากวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร
และผลพลอยได้จากโรงงานอุตสาหกรรม 
3) เพ่ือศึกษาชนิดและองค์ประกอบของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่ผลิตจากวัสดุเหลือใช้ทาง
การเกษตรและผลพลอยได้จากโรงงานอุตสาหกรรม 

ขอบเขตของการวิจัย 

ในงานวิจัยนี้เป็นการวิจัยเชิงทดลองในระดับห้องปฎิบัติการ ศึกษาการใช้วัสดุเหลือใช้ทาง
การเกษตรและผลพลอยได้จากโรงงานอุตสาหกรรม ได้แก่ เปลือกสับปะรด ชานอ้อย น้ าเชื่อมข้าวโพด 
กากน้ าตาล น้ ามันที่ใช้แล้ว กลีเซอรอลดิบ และน้ าทิ้งจากโรงอาหาร เป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิต  
พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากน้ าทิ้งโรงงาน แล้วคัดเลือกเฉพาะวัสดุเหลือ
ใช้ทางการเกษตรและผลพลอยได้จากโรงงานอุตสาหกรรมที่มีความส าคัญหรือมีอิทธิพลอย่างมี
นัยส าคัญต่อการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต ในการวิเคราะห์ผลการทดลองเชิงสถิติใช้โปรแกรม
คอมพิวเตอร์ส าเร็จรูปที่ระดับนัยส าคัญ 0.05 น าแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมมาศึกษาหาปริมาณที่
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เหมาะสมต่อการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต ศึกษาแหล่งไนโตรเจนต่าง ๆ เช่น ทริปโทน สารสกัด
จากยีสต์ ยูเรีย แอมโมเนียมซัลเฟต โมโนโซเดียมกลูตาเมท โซเดียมไนเตรท และ น้ าหมักข้าวโพด ที่มี
ผลต่อการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต น าแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมมาศึกษาหาปริมาณที่
เหมาะสมต่อการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต  จากนั้นศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการหมัก เช่น 
อุณหภูมิ ค่าความเป็นกรดด่าง อัตราเร็วในการกวน และ อัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจน ที่ มีต่อ
การผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากน้ าทิ้งโรงงานแหนม ท าการสกัด 
พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตออกจากเซลล์ของแบคทีเรียและวิเคราะห์หาปริมาณของพอลิไฮดรอกซีอัล
คาโนเอตด้วยเครื่องยูวี -สเปคโตรโฟโตมิเตอร์  ท าการวิเคราะห์หาองค์ประกอบและชนิดของ 
พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตท่ีผลิตได้ด้วย GC-MS 

สมมติฐานการวิจัย 

เชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากน้ าทิ้งโรงงานแหนมสามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจาก
วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรและผลพลอยได้จากโรงงานอุตสาหกรรมได้ 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย 

1) สามารถลดต้นทุนในการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตโดยแบคทีเรียที่แยกได้จากน้ าทิ้งโรงงาน
แหนม 
2) สามารถน าไปเสนอผลงานวิจัยในการประชุมวิชาการระดับชาติ หรือ ตีพิมพ์บทความวิจัยในวารสาร
ได้ 

กรอบแนวคิดในการวิจัย 

 

-แหล่งคาร์บอนจากวัสดุ
เหลือใช้ทางการเกษตรและ
ผลพลอยได้จากโรงงาน
อุตสาหกรรม 
-แหล่งไนโตรเจนชนิดต่าง ๆ 

 

การหมัก 
โดยเชื้อ
แบคทีเรียที่
แยกได้จาก
น้ าทิ้ง
โรงงาน
แหนม 

-ปริมาณของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 
-คุณสมบัติของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 
-ปริมาณที่เหมาะสมของแหล่งคาร์บอน
และแหล่งไนโตรเจน 



 
 

บทท่ี 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

การศึกษาวิจัยเรื่อง การผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรและ
ผลพลอยได้จากโรงงานอุตสาหกรรมโดยเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากน้้าทิ้งโรงงานแหนม ผู้วิจัยได้ท้าการ
ทบทวนแนวคิดทฤษฎีและวรรณกรรมที่เกี่ยวข้องดังนี้ 

1. พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 
2. การสังเคราะห์พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในเซลล์จุลินทรีย์ 
3. คุณสมบัติของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 
4. การเก็บเกี่ยวพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากเซลล์จุลินทรีย์ 
5. งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

1. พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

 พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจัดเป็นพอลิเมอร์ที่สามารถย่อยสลายได้และมีลักษณะเด่นกว่า 
พอลิเมอร์ที่ย่อยสลายได้ชนิดอ่ืนๆ คือ มีองค์ประกอบของมอโนเมอร์ที่แตกต่างกันจ้านวนมาก ใน
ปัจจุบันที่พบมากที่สุดคือ พอลิบีตาไฮดรอกซีบิวทีเรต (poly--hydroxybutyrate, PHB) พอลิ- 
ไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจัดเป็นเทอร์โมพลาสติกชนิดหนึ่ง ที่ไม่ก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ สามารถ
น้ามาใช้ทางชีวภาพ และสามารถย่อยสลายได้ นอกจากนี้สามารถผลิตได้จากแหล่งทรัพยากร
หมุนเวียน สามารถตกผลึกได้ดี โปร่งแสง และไม่ละลายน้้า ซึ่งมีลักษณะคล้ายกับพอลิโพรพิลีน 
(polypropylene) ซึ่งเป็นพลาสติกท่ีสังเคราะห์จากกระบวนการทางปิโตรเคมี 
 พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (polyhydroxyalkanoate, PHA) เป็นพอลิเอสเทอร์ที่สะสม
ภายในเซลล์ของจุลินทรีย์ได้หลายชนิดในลักษณะเม็ดแกรนูลภายใต้สภาวะที่สารอาหารไม่สมดุล  
ขาดแคลนไนโตรเจน ฟอสฟอรัส หรือ ออกซิเจน แต่มีปริมาณของแหล่งคาร์บอนมากเกินพอ 
(Satoh et al., 1998) แบคทีเรียจะใช้พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตเป็นพลังงานส้ารอง พอลิ- 
ไฮดรอกซีอัลคาโนเอตประกอบด้วยโมโนเมอร์ของกรดไฮดรอกซี (hydroxyl acid, HA) มากกว่า 
80 ชนิด โดยจะมีคุณสมบัติเชิงกลแตกต่างกันไปข้ึนอยู่กับการรวมตัวกันของโมโนเมอร์ (Lee, 1996)  
 พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตมีองค์ประกอบของโครงสร้างสายหลักอยู่ในรูปของ 3-กรดไฮดรอก
ซีอัลคาโนอิค (R-(3)-hydroxyalkanoic หรือ R--hydroxyalkanoic) โดยมีโครงสร้างทั่วไปดังภาพที่ 
2.1 ซึ่งจะมีความแตกต่างกันของหมู่ฟังก์ชันที่คาร์บอนต้าแหน่งที่ 3 (C-3) หรือต้าแหน่งบีตา (-
position) ซึ่งท้าให้เกิดเป็นพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตแต่ละชนิด น้้าหนักโมเลกุลของพอลิ- 
ไฮดรอกซีอัลคาโนเอตอยู่ในช่วง 200,000-3,000,000 ดาลตัน ขึ้นอยู่กับชนิดของจุลินทรีย์และสภาวะ
ในการเจริญของเชื้อ (Sudesh et al., 2000) 
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n = 600-3500 
R= hydrogen เรียกว่า Poly (3-hydroxypropionate) 
R= methyl    เรียกว่า Poly (3-hydroxybutyrate) 
R= ethyl       เรียกว่า Poly (3-hydroxyvalerate) 
R= propyl     เรียกว่า Poly (3-hydroxyhexanoate) 
R= pentyl     เรียกว่า Poly (3-hydroxyoctanoate) 
R= nonyl      เรียกว่า Poly (3-hydroxydodecanoate) 
 
ภาพที่ 2.1 สูตรโครงสร้างของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 
ที่มา : Khanna and Srivastava, 2005. 

       ประเภทของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 
       องค์ประกอบของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตมีหน่วยย่อยของโมโนเมอร์ชนิดต่าง ๆ มารวมกัน 
เกิดเป็นสายพอลิเมอร์ยาวหรือสั้นขึ้นอยู่กับจ้านวนโมโนเมอร์ที่มาต่อรวมกัน (Doi, 1990) จ้าแนก
ออกเป็น 3 ประเภท ดังนี้  

พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสายโซ่สั้น (short chain length PHAs หรือ scl-PHAs) 
ประกอบด้วยโมโนเมอร์ที่มีคาร์บอนตั้งแต่ 3-5 อะตอม โดยพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรตเป็นสารในกลุ่มนี้
ด้วย โดยพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสายโซ่สั้นจะมีคุณสมบัติใกล้เคียงกับพลาสติกที่สังเคราะห์จาก 
ปิโตรเคมีมากท่ีสุด 

พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสายโซ่กลาง (medium chain length PHAs หรือ mcl-PHAs) 
ประกอบด้วยโมโนเมอร์ที่มีคาร์บอน 6-14 อะตอม ซึ่งสารในกลุ่มนี้ได้แก่ พอลิ(3-ไฮดรอกซีเฮกซาโน
เอต) P(3HHx) พอลิ(3-ไฮดรอกซีเฮปทาโนเอต) P(3HHp) พอลิ(3-ไฮดรอกซีออกทาโนเอต) P(3HO) 
และ พอลิ(3-ไฮดรอกซีโดดีคาโนเอต) P(3HDD) เป็นต้น พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสายโซ่กลางจะมี
คุณสมบัติคล้ายยาง (elastomers) (Suriyamongkol et al., 2007) 

 พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสายโซ่ยาว (long chain length PHAs หรือ lcl-PHAs) 
ประกอบด้วยโมโนเมอร์ที่มีคาร์บอนมากกว่า 14 อะตอม  

นอกจากนี้พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตยังสามารถแบ่งได้ตามลักษณะการเชื่อมต่อกันของ 
โมโนเมอร์ได้เป็น 2 กลุ่มใหญ่ ๆ คือ โฮโมพอลิเมอร์ และ โคพอลิเมอร์ ดังนี้ 

โฮโมพอลิเมอร์เป็นพอลิเมอร์ที่มีองค์ประกอบของโมโนเมอร์เพียงชนิดเดียวมาต่อรวมกัน เช่น 
การเชื่อมต่อกันของกรดไฮดรอกซีบิวทีเรต ซึ่งมีหมู่เมธิลมาต่อกับสายพอลิเมอร์หลักตรงต้าแหน่ง  
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หรือ ต้าแหน่งที่ 3 และมีโมโนเมอร์เชื่อมต่อกันด้วยพันธะเอสเทอร์เกิดเป็นสารประกอบพอลิเบต้า 
ไฮดรอกซีบิวทีเรต (poly--hydroxybutyrate, PHB) โดยมีคุณสมบัติคล้ายกับพอลิเมอร์สังเคราะห์ 
คือ พอลิโพรพิลีน หรือ พอลิเอทิลีน ซึ่งสามารถน้ามาอัด ปั่น ให้เป็นเส้นใยเพ่ือท้าเป็นแผ่นฟิล์มได้ 
(Khanna and Srivastava, 2005) 

 โคพอลิเมอร์เป็นพอลิเมอร์ที่ประกอบด้วยหน่วยย่อยโมโนเมอร์หลายชนิดมาต่อรวมกัน เช่น 
พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตโคไฮดรอกซีวาลีเรต (poly (3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate, 
PHBV) ประกอบด้วยโมโนเมอร์สองชนิดคือไฮดรอกซีบิวทีเรต และ ไฮดรอกซีวาลีเรต 
(hydroxyvalerate, HV) ซึ่งเป็นพอลิเมอร์ที่เกิดแบบสุ่มและมีโอกาสเกิดได้สูงประมาณร้อยละ 50 
โดยเฉพาะไฮดรอกซีวาลีเรตเกิดได้ตั้งแต่ร้อยละ 0-95 โดยโมล ซึ่งจะช่วยปรับปรุงลักษณะทางกายภาพ
ของพลาสติกชีวภาพให้ดีขึ้น โดยสัดส่วนของไฮดรอกซีวาลีเรตยิ่งสูงจะช่วยให้โคพอลิเมอร์มีความ
แข็งแรงมากข้ึน จุดหลอมเหลวลดลง มีความยืดหยุ่นและมีค่าการยืดออก (elongation) เพ่ิมขึ้น ดังนั้น
สามารถเพ่ิมคุณภาพของพอลิเมอร์ได้โดยการควบคุมสัดส่วนของ 3HV ให้เหมาะสม (Khanna and 
Srivastava, 2005) 

2. การสังเคราะห์พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตในเซลล์จุลินทรีย์ 

 การสังเคราะห์พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจะเกิดขึ้นเมื่อเซลล์มีความเครียด กล่าวคือ มีการ
จ้ากัดสารอาหารจ้าพวกไนโตรเจน หรือ ฟอสฟอรัส ในขณะที่ยังคงมีปริมาณแหล่งคาร์บอนอยู่ใน
สภาวะนี้เซลล์จะเกิดการสะสมพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต เซลล์จะไม่มีการเจริญเติบโตหรือแบ่งตัว แต่
กระบวนการเมตาบอลิซึมภายในเซลล์ยังคงมีต่อไปเพ่ือสร้างไฮดรอกซีอัลคิลโคเอ (hydroxyalkyl-
CoA, HA-CoA) จุลินทรีย์ที่สามารถสังเคราะห์พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้ จะมีเอนไซม์ PHA 
synthase เป็นเอนไซม์ส้าคัญท้าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการสังเคราะห์พอลิเมอร์ของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโน
เอต โดยใช้ไฮดรอกซีอัลคิลโคเอ เป็นซับสเตรท (Rehm, 2003) ซึ่งแบคทีเรียสามารถสร้างไฮดรอก
ซีอัลคิลโคเอจากแหล่งคาร์บอนต่าง ๆ ได้โดยอาศัยวิถีเมแทบอลิซึมที่แตกต่างกันออกไปตามชนิดของ
จุลินทรีย์และชนิดของแหล่งคาร์บอนที่ใช้ในการสังเคราะห์ ซึ่งศิริรัตน์ ศิริพรวิศาล (2552) ได้สรุปไว้
ดังนี้ 

2.1 ชีวสังเคราะห์ พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทีเรต) ผ่านวิถีเมแทบอลิซึมของคาร์โบไฮเดรต 
   พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทีเรต) หรือ P(3HB) จัดเป็นพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสายโซ่สั้นชนิดที่

พบมากที่สุดในธรรมชาติ สามารถพบได้ในเซลล์ของแบคทีเรียหลากหลายชนิด ชีวสังเคราะห์ของ 
พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทีเรต) ส่วนใหญ่จะท้าการศึกษาในแบคทีเรีย Ralstonia eutropha ซึ่งเป็น
แบคทีเรียที่สามารถสังเคราะห์และสะสม พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทีเรต) ในปริมาณสูง ชีวสังเคราะห์ 
พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทีเรต) ของ R. eutropha จะด้าเนินการผ่านวิถีเมแทบอลิซึมของคาร์โบไฮเดรต
เพ่ือให้ได้อะซีติลโคเอ จากนั้นอะซีติลโคเอจะถูกส่งต่อเข้าสู่วิถีชีวสังเคราะห์อีกสามขั้นตอน เพ่ือให้ได้
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พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทีเรต) โดยมีเอนไซม์ส้าคัญที่เกี่ยวข้อง 3 ชนิด ได้แก่ -ketothiolase (PhaA), 
acetoacetyl-CoA reductase (PhaB) และ PHB synthase (PhaC) ซึ่งเอนไซม์ -ketothiolase 
ท้าหน้าทีส่ังเคราะหอ์ะซีโตอะซีติลโคเอจากอะซีติลโคเอ 2 โมเลกุล แล้วอะซีโตอะซีติลโคเอจะถูกรีดิวซ์
ต่อไปด้วยสารรีดิวซ์ชนิดนิโคตินาไมด์แอดินีนไดนิวคลีโอไทด์ (NADH) จากการเร่งปฏิกิริยาของ 
acetoacetyl-CoA reductase ได้ (R)-3-hydroxylbutyryl-CoA ซึ่งท้ายที่สุดจะถูกน้าไปสังเคราะห์
พอลิเมอร์ได้เป็น พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทีเรต) โดยการเร่งปฏิกิริยาของ PHB synthase 
 2.2 ชีวสังเคราะห์พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสายโซ่กลางผ่านวิถีบีตาออกซิเดชันของกรด
ไขมัน 
 การสร้างสารตัวกลางในการสังเคราะห์พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสายโซ่กลางเกิดผ่านวิถี
ชีวสังเคราะห์ 3 วิถี คือ (1) ผ่านวิถีของการสังเคราะห์กรดไขมันซึ่งสังเคราะห์ (R)-3-hydroxyacyl-
CoA เป็นสารตั้งต้นจากแหล่งคาร์บอนที่ไม่ใช่ไขมัน เช่น กลูโคส และ กลูโคเนต (2) ผ่านวิถีบีตา
ออกซิเดชันของกรดไขมัน และ (3) ผ่านวิถีการเพ่ิมสายเอซิลโคเอด้วยอะซีติลโคเอ ซึ่งทั้ง 3 วิถีสร้าง
สารมัธยันตร์หลายชนิด เช่น (R)-3-hydroxyacyl-acyl carrier protein (ACP), 2-trans-enoyl-
CoA, (S)-3-hydroxyacyl-CoA และ 3-ketoacyl-CoA ซึ่งแสดงได้ในภาพที่ 2.2 โดยมีข้อสันนิษฐาน
ว่า (S)-3-hydroxyacyl-CoA และ 3-ketoacyl-CoA จะถูกเปลี่ยนไปเป็น (R)-3-hydroxyacyl-CoA 
ด้วยเอนไซม์ 3-hydroxyacyl-CoA epimerase และ 3-ketoacyl-ACP reductase ตามล้าดับ 
(Steinbuchel and Hein, 2001) รายละเอียดของวิถีการสังเคราะห์กรดไขมัน และ วิถีบีตา 
ออกซิเดชัน อธิบายได้ดังนี้ 
                   2.2.1 การสังเคราะห์พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสายโซ่กลางผ่านวิถีการสังเคราะห์กรด
ไขมัน จากการศึกษาการสังเคราะห์พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสายโซ่กลางจากกลูโคสของเชื้อ 
Pseudomonas  putida KT2442 พบว่า พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสายโซ่กลางที่สังเคราะห์ได้ส่วน
ใหญ่จะประกอบด้วยโมโนเมอร์ชนิด 3-hydroxydecanoate (3HD) ที่เหลือจะเป็นโมโนเมอร์อ่ืน 
ได้แก่ 3-hydroxyhexanoate, 3-hydroxyoctanoate, 3-hydroxydodecanoate, 3-hydroxy-
dodecenoate และ 3-hydroxytetradecanoate ซึ่งทั้งหมดเป็นโมโนเมอร์ที่มีจ้านวนคาร์บอน
อะตอมมากกว่าหรือเท่ากับกลูโคส และโมเลกุลของโมโนเมอร์เหล่านี้ล้วนมีโครงสร้างที่ตรงกับโมเลกุล
ของ (R)-3-hydroxyacyl-acyl carrier protein ซึ่งเป็นสารมัธยันตร์ที่เกิดขึ้นในวิถีของการสังเคราะห์
กรดไขมัน (Huijberts et al., 1992) 

    2.2.2 การสังเคราะห์พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสายโซ่กลางผ่านวิถีบีตาออกซิเดชัน ใน
วิถีบีตาออกซิ เดชันจะมี trans-2-enoyl-CoA เป็นสารมัธยันต์ที่สามารถเปลี่ยนไปเป็น 
3-hydroxyacyl-CoA ได้โดยการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ enoyl-CoA hydratase ที่จ้าเพาะต่อ R-
enantiomer ซึ่งมักจะพบในแบคทีเรียหลายชนิดที่สามารถสังเคราะห์พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 
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ชนิดสายโซ่กลางจากกรดไขมัน หรือ น้้ามัน เช่น Pseudomonas aeruginosa และ Aeromonas 
punctata เป็นต้น (Fukui et al. 1999) 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2.2 วิถีเมแทบอลิซึมของชีวสังเคราะห์พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตชนิดสายโซ่กลาง 
ที่มา: Kim et al., 2007. 

          2.3 ปัจจัยท่ีมีผลต่อการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของจุลินทรีย ์
การสังเคราะห์พอลิเมอร์โดยใช้กระบวนการทางชีวภาพมีกลไกการสังเคราะห์ที่ซับซ้อนและ

สามารถเปลี่ยนแปลงตามสภาวะแวดล้อมได้ ดังนั้นจึงจ้าเป็นต้องค้านึงถึงปัจจัยต่าง ๆ ที่มีผลต่อชนิด
และคุณสมบัติของพอลิเมอร์ที่ผลิตได้ ส้าหรับปัจจัยที่ส้าคัญต่อการสังเคราะห์ PHA มีดังนี้ (ปิยะรัตน์ 
บุญแสวง, 2552)  
          2.3.1 สายพันธุ์ของจุลินทรีย์และแหล่งคาร์บอน        

        สายพันธ์จุลินทรีย์มีผลต่อชนิดหรือกลุ่มของพอลิเมอร์ที่ต้องการผลิต พบว่า เมื่อใช้
แหล่งคาร์บอนชนิดเดียวกันแต่ใช้จุลินทรีย์ต่างสายพันธุ์กันในการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตส่งผล
ท้าให้ชนิดของพอลิเมอร์ที่ผลิตได้แตกต่างกันออกไปด้วย กล่าวคือ จุลินทรีย์บางสายพันธุ์อาจผลิตพอลิ
เมอร์ในรูปโฮโมพอลิเมอร์ ในขณะเดียวกันจุลินทรีย์อีกชนิดอาจผลิตพอลิเมอร์ที่เป็นโคพอลิเมอร์  
ดังแสดงในตาราง 2.1 จะเห็นได้ว่าการใช้จุลินทรีย์ต่างชนิดกันคือ Rhodococcus sp. NCIMB 40126 
และ Corynebacterium hydrocarboxydans ATCC 21767 แต่ใช้แหล่งคาร์บอนชนิดเดียวกันคือ 

คาร์โบไฮเดรต

[พิมพ์ค้าอ้างอิง

อะซีติลโคเอ
[พิมพค์  ำอำ้งอิง

การสังเคราะห์
กรดไขมัน 

(R)-3-Hydroxyacyl-ACP 

3-Hydroxyacyl-CoA-
ACP transferase (R)-3-Hydroxyacyl-CoA 

PHA 
synthase 

Poly-(R)-3-Hydroxyalkanoate 

กรดไขมัน 

Acyl-CoA 

2-trans-Enoyl-CoA 

Enoyl-CoA 
hydratase (S)-3-Hydroxyacyl-CoA 

epimerase 

Ketoacyl-CoA 
reductase 

Ketoacyl-CoA 

Chain elongation 
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อะซิเตต 10 กรัมต่อลิตร เพ่ือผลิต PHA พบว่าจุลินทรีย์ทั้งสองมีความสามารถในการผลิต PHA ใน
เซลล์ต่างกันเท่ากับ 29 และ 21  เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ สัดส่วนของ HB และ HV ใน PHA ก็แตกต่าง
กันด้วย เท่ากับ 31 : 69 และ 50 : 50 ตามล้าดับ และเมื่อน้ามาเปรียบเทียบกับสัดส่วน HB และ HV 
ในการผลิต PHA จากการใช้อะซิเตตเป็นแหล่งคาร์บอนของเชื้อ R. eutropha H16 พบว่า PHA ที่
ผลิตได้มีเพียง HB ในสัดส่วน100 เปอร์เซ็นต ์

ตาราง 2.1 การผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของจุลินทรีย์บริสุทธิ์โดยใช้แหล่งคาร์บอนที่แตกต่างกัน 
 

จุลินทรีย์ 
 

ซับสเตรท (ความเข้มข้น) 
 

สภาวะ
ที่จ้ากัด 

 
PHA 

(%w/w) 

องค์ประกอบ
ของ PHA 

 
เอกสารอ้างอิง 

PHB 
(%) 

PHV 
(%) 

Azotobacter beijerinckii กลูโคส (5 g/L) O2 35 - - Senior, 1972. 
กลูโคส 20 g/L  75 - - 

Azotobacter vinelandii 
UWD 

วาลิเรต (10 mM) + กลูโคส - 94 72 18 Page and Manchak, 
1995. วาลิเรต (20 mM) + กลูโคส 64 78 22 

วาลิเรต (30 mM) + กลูโคส 74 75 25 
วาลิเรต (10 mM) 67 84 16 
วาลิเรต (20 mM) 36 79 21 
วาลิเรต (30 mM) 29 72 28 

Rhodococcus sp. NCIMB 
40126 

อะซีเตต (10 g/L) NH4
+ 29 31 69 Haywood et al.,  

1991. แลคเตต (10 g/L) 25 22 78 
กลูโคส (10 g/L) 21 25 75 

Rhodococcus ruber  
NCIMB 40126 

กลูโคส SO4
2- 16.2 30.3 69.7 Anderson et al., 

1992. แวลีน  26.2 18 82 
กลูโคส + แวลีน  27.7 21.9 78.1 

Corynebacterium 
hydrocarboxydans  
ATCC 21767 

อะซีเตต (10 g/L) NH4
+ 21 50 50 Haywood et al.,  

1991. แลคเตต (10 g/L)  2 61 39 
กลูโคส (10 g/L)  8 28 72 

Alcaligenes latus ซูโครส (20 g/L) - 50 100 0 Yamane et al., 1996.  
R. eutropha Strain R3 กลูโคเนต (0.5 g/L) NH4

+ 35.7 94 6 Steinbuchel and 
Pieper, 1992. อะซีเตต (0.5 g/L) NH4

+ 29.5 96 4 
ซัคซิเนต (0.8 g/L) NH4

+ 21.5 93 7 
แลคเตต (0.5 g/L) NH4

+ 43.2 96 4 
 ฟรุกโตส Mg2+ 45 93 7  
 ฟรุกโตส SO4

2- 47 94 6  
 กลูโคเนต Mg2+ 33 95 5  
 กลูโคเนต SO4

2- 38 96 4  
R. eutropha ส่วนลอยของสลัดจ์ NH4

+ 34 - - Lee and Yu, 1997. 
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จุลินทรีย์ ซับสเตรท (ความเข้มข้น) สภาวะ 
ที่จ้ากัด 

PHA 
(%w/w) 

องค์ประกอบ 
ของ PHA 

เอกสารอ้างอิง 

 PHB  PHV  
    (%) (%)  
R. eutropha H16 อะซีเตต (22 g/L) NH4

+ 53 100 0 Doi et al. 1986. 
 อะซีเตต (22 g/L)  

+ โพรพริโอเนต (10 g/L) 
 51 81 19  

 โพรพิโอเนต (22 g/L)  35 57 43  
R. eutropha H16 (ATCC 17699)  กรดบิวทีริก (0.03 g/L) NH4

+ 44 100 0 Shimizu et al. 1994. 
 กรดบิวทีริก (0.3 g/L)  55 100 0  
 กรดบิวทีริก (3 g/L) NH4

+ 75 100 0  
 กรดบิวทีริก (10 g/L)  63 100 0  
 วาลิเรต (3 g/L)  38 - -  
R. eutropha H16 อะซีเตต (20 g/L) NH4

+ 51 100 0 Doi et al. 1987. 
 อะซีเตต (5 g/L)  13 100 0  
 อะซีเตต (20 g/L)  

+ โพรพิโอเนต (1 g/L) 
 46 98 2  

 อะซีเตต (20 g/L) 
+ โพรพิโอเนต (2 g/L) 

 52 95 5  

 อะซีเตต (20 g/L) 
+ โพรพิโอเนต (4 g/L) 

 51 91 9  

 อะซีเตต (5 g/L)  
+ โพรพิโอเนต (5 g/L) 

 22 79 21  

 อะซีเตต (5 g/L) 
+ โพรพิโอเนต (10 g/L) 

 38 74 26  

 อะซีเตต (5 g/L) 
+โพรพิโอเนต (20 g/L) 

 45 72 28  

 โพรพิโอเนต (2 g/L)  12 78 22  
 โพรพิโอเนต (6 g/L)  18 76 24  
 โพรพิโอเนต (10 g/L)  28 72 28  
 โพรพิโอเนต (14 g/L)  42 69 31  
 โพรพิโอเนต (18 g/L)  56 73 27  
 โพรพิโอเนต (22 g/L)  31 70 30  
 โพรพิโอเนต (26 g/L)  40 56 44  
 โพรพิโอเนต (30 g/L)  35 55 45  
R. eutropha NCIB 11599 กลูโคส (10 g/L) 

+ โพรพิโอนิก (1 g/L) 
NH4

+ 59 85 15 Haywood et al., 1989. 

 กลูโคส (10 g/L)  
+ วาลิเรต (1 g/L) 

 60 78 22  

Alcaligenes faecalis  
NCIB 8156 

อะซีเตต (10 g/L)  
+ โพรพิโอเนต (1 g/L) 

NH4
+ 14 78 22 Haywood et al., 1989. 

 อะซีเตต (10 g/L)  
+ วาลิเรต (1 g/L) 

 5 52 48  

Pseudomonas 
extorquens MP4 

เมทานอล (10 g/L)  
+ โพรพิโอเนต (1 g/L) 

NH4
+ 26 95 5 Haywood et al., 1989. 

 เมทานอล (10 g/L) 
+ วาลิเรต (1 g/L) 

 5 46 54  

Pseudomonas sp. K เมทานอล 1 % (v/v) NH4
+ 52-57 100 0 Suzuki et al. 1986. 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Punrattanasin, 2001. 
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 จุลินทรีย์ชนิดเดียวกันแต่แหล่งคาร์บอนต่างกัน มีผลท้าให้ชนิดและปริมาณของพอลิเมอร์ที่
ผลิตได้แตกต่างกัน เช่น จากการเลี้ยง R. eutropha H16 เพ่ือผลิต PHA โดยใช้อะซิเตตเปรียบเทียบ
กับโพรพิโอเนต อย่างละ 22 กรัมต่อลิตร พบว่าความสามารถในการผลิต PHA ของจุลินทรีย์แตกต่าง
กัน เท่ากับ 53 และ 35 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ นอกจากนี้จะเห็นได้ว่าชนิดของพอลิเมอร์ก็แตกต่างกัน
ด้วย โดยอะซิเตตจะส่งเสริมให้ผลิตโฮโมพอลิเมอร์ ซึ่งมีสัดส่วนของ HB และ HV ใน PHA เท่ากับ  
100 : 0 ส่วนโพรพิโอเนตส่งเสริมให้ผลิตโคพอลิเมอร์ มีสัดส่วน HB และ HV เท่ากับ 57 : 43 และเมื่อ
พิจารณาการใช้แหล่งคาร์บอนชนิดอ่ืนของจุลินทรีย์ คือ กรดบิวทีริก และ วาริเลต พบว่า กรดบิวทีริก
ส่งเสริมให้ได้โฮโมพอลิเมอร์ ซึ่งมีสัดส่วน HB ใน PHA 100 เปอร์เซ็นต์ ส่วนวาลิเรตเมื่อมีการใช้ร่วมกับ
แหล่งคาร์บอนชนิดอ่ืนเช่นกลูโคส ส่งเสริมให้เกิดทั้งสัดส่วน HB และ HV โดยสัดส่วน HB และ HV ที่
เกิดข้ึน ขึ้นกับความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนด้วย (ตาราง 2.1) 
 จุลินทรีย์ชนิดเดียวกัน แหล่งคาร์บอนชนิดเดียวกัน แต่ความเข้มข้นต่างกันมีผลให้ปริมาณของ 
พอลิเมอร์แตกต่างกันดังตาราง 2.1 การเลี้ยง Azotobacter beijerinckii โดยใช้กลูโคสที่ความเข้มข้น
ต่างกันเป็นแหล่งคาร์บอน คือ 5 และ 10 กรัมต่อลิตร พบว่าจุลินทรีย์ผลิต PHA ได้แตกต่างกันเท่ากับ 
35 และ 75 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ การเลี้ยง R. eutropha H16 โดยการใช้โพรพิโอเนตที่ความเข้มข้น
ต่างกัน ส่งผลให้การผลิต PHA ในเซลล์ และสัดส่วนของ HB และ HV ที่เกิดขึ้นก็แตกต่างกันด้วย
เช่นกัน ดังนั้นการศึกษาการผลิต PHA ของจุลินทรีย์แต่ละชนิด ต้องมีการศึกษาหาชนิดและความ
เข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมเพ่ือการผลิต PHA ให้ได้มากที่สุด 

ลีมอสและคณะ (Lemos et al., 2006) ศึกษาการสังเคราะห์ PHAจากกลุ่มเชื้อจุลินทรีย์ผสม
จากระบบตะกอนเร่ง ในอาหารสังเคราะห์ โดยศึกษาในระบบ SBR (Sequencing Batch Reactor) 
ศึกษาเปรียบเทียบระหว่างการเติมอะซิเตตและโพรพิโอเนตเพื่อเป็นซับสเตรท พบว่า กลุ่มเชื้อจุลินทรีย์
ที่มีการเลี้ยงโดยเติมอะซิเตตเป็นแหล่งคาร์บอน ให้ PHA ที่เป็นโฮโมพอลิเมอร์ชนิด HB ส่วนกลุ่ม
เชื้อจุลินทรีย์ที่เลี้ยงโดยเติมโพรพิโอเนต ให้ PHA ที่เป็นโคพอลิเมอร์ชนิด HB และ HV เมื่อเติมแหล่ง
คาร์บอนอะซิเตตร่วมกับโพรพิโอเนต จะได้โคพอลิเมอร์ คือ HB, HVและ hydroxymethylvalerate 
(HMV) แต่ค่าผลผลิตและอัตราการผลิต PHA จากการใช้อะซิเตตเป็นสารอาหารจะสูงกว่าการใช้โพรพิ
โอเนต ทั้งนี้เนื่องจากอะซิเตตประกอบด้วยคาร์บอนสายสั้นกว่าท้าให้ง่ายต่อการน้าไปใช้โดยจุลินทรีย์ 
 เอเลียส และ แทน (Alias and Tan, 2005) ศึกษาการแยกเชื้อที่สามารถผลิต PHA จากกลุ่ม
เชื้อผสมในน้้าเสียโรงงานน้้ามันปาล์ม พบว่าสามารถแยกเชื้อได้ทั้งหมด 45 ไอโซเลต โดยการเกลี่ยเชื้อ
ในอาหารวุ้น เมื่อน้ามาทดสอบการย้อมสีด้วย Sudan Black B ได้เชื้อ 10 ไอโซเลต ที่สามารถผลิต
ไขมันไว้ภายในเซลล์ ได้  หลั งจากนั้นน้ ามาเลี้ ย งในอาหารที่ มีการจ้ ากัดไนโตร เจน และ 
มีปาล์มโอเลอิน (palm olein) หรือ เกลือของกรดไขมัน (saponified palm oil) พบว่าอาหารเลี้ยง
เชื้อที่มีการเติมปาล์มโอเลอินเชื้อมีการเจริญดีกว่าการเติมเกลือของกรดไขมัน และน้าไอโซเลทเดี่ยวๆที่
ได้มาทดสอบด้วย Nile Blue A เพ่ือหาเชื้อที่ผลิต PHA พบว่าวิธีนี้ไม่ดีพอในการเลือกเชื้อที่ผลิต PHA  



12 
 

จึงมีการศึกษาการแยกเชื้อโดยเทคนิคการเพ่ิมปริมาณ (enrichment technique) โดยศึกษาการใช้
อาหารเลี้ยงเชื้อหลายแบบ พบว่าการเติมปาล์มโอเลอิน 1 เปอร์เซ็นต์ น้้าหนักต่อปริมาตร เป็นแหล่ง
คาร์บอน และเติมน้้าเสียที่เป็นแหล่งของกลุ่มเชื้อที่ใช้ 2.5 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตรต่อปริมาตร น้าไปเขย่า
ที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบจุลินทรีย์
ทั้งหมด 7 ไอโซเลท แต่มีเพียง 2 ไอโซเลทที่เจริญได้ดี (FLP1 และ FPL2) โดยเชื้อ FLP1 สามารถ
เจริญและผลิต PHA ได้ดีกว่าในอาหารที่มีการเติมแหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ เมื่อน้าไปบ่งชี้จุลินทรีย์ 
โดยวิธี BIOLOG พบว่า FLP1 คือ Burkholderia cepacia เมื่อน้ามาเลี้ยงในอาหารที่มีการเติม 
โพรพิโอเนตหรือวาลิเรต จุลินทรีย์สามารถผลิตโคพอลิเมอร์ชนิด poly(3-hydroxybutyrate-co-3-
hydroxyvalerate) 
 เฉลิมราช วันทวิน และ อรรนพ ฤทธิปัญญาวงศ์ (2545) ได้ศึกษาการสังเคราะห์ PHA โดย
สลัดจ์ที่เกิดจากกระบวนการบ้าบัดน้้าเสีย 2 ชนิด คือ ASBR และ GSBR พบว่าสลัดจ์ ASBR สามารถ
สะสม PHA ได้มากกว่าสลัดจ์ GSBR โดยสะสม PHA ตามสารอาหารดังนี้ สารอาหารอะซิเตต กลูโคส
ต่ออะซีเตตหนึ่งต่อสอง กลูโคสต่ออะซีเตตสองต่อหนึ่ง และ กลูโคส ได้ PHA เท่ากับ 19.8, 14.9, 12.8 
และ 8.9 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนัก ตามล้าดับ และ องค์ประกอบของ PHA ที่ได้เป็นโค- 
พอลิเมอร์ของ PHB และ PHV ซึ่งขึ้นกับสัดส่วนระหว่างอะซีเตตต่อกลูโคส การเพ่ิมสัดส่วนของ
สารอาหารอะซีเตตจะมีแนวโน้มท้าให้สลัดจ์สามารถสะสม PHA ได้สูงขึ้น และมีองค์ประกอบ PHB 
สูงขึ้น 
 ยู (Yu, 2001) ศึกษาการผลิต PHA จากน้้าเสียโรงงานแป้ง โดยศึกษา 2 ขั้นตอน ขั้นตอนแรก
ใช้จุลินทรีย์ที่สามารถสร้างกรดท้าการผลิตกรด และ ขั้นตอนที่สองใช้จุลินทรีย์ที่ใช้กรดเพ่ือสังเคราะห์
พอลิเมอร์ น้้าเสียที่ใช้ทดลองขั้นตอนแรกใช้น้้าเสียจากโรงงานแป้งที่ผ่านการบ้าบัดในถัง UASB มีค่า
สารอินทรีย์อยู่ระหว่าง 25-35 กรัมต่อลิตรต่อวัน ผลิตภัณฑ์ที่ได้ในขั้นตอนแรกได้แก่  
กรดอะซิติก (60-80 เปอร์เซ็นต์) กรดโพรพิโอนิก (10-30 เปอร์เซ็นต์) และ กรดบิวทีริก (5-40 
เปอร์เซ็นต์) โดยมีกรดระเหยง่ายทั้งหมดเท่ากับ 4000 มิลลิกรัมต่อลิตร  อย่างไรก็ตามชนิดของกรดที่
ผลิตในขั้นตอนที่หนึ่งขึ้นอยู่กับค่าสารอินทรีย์ที่ป้อนเข้า โดยน้้าเสียที่มีค่าสารอินทรีย์ 9 กรัมต่อลิตรต่อ
วัน สามารถผลิตกรดโพรพิโอนิกได้สูงที่สุด ถ้าน้้าเสียมีค่าสารอินทรีย์ 26 กรัมต่อลิตรต่อวัน จุลินทรีย์
สามารถผลิตกรดบิวทีริกได้สูงที่สุด หลังจากนั้นน้าน้้าหมักที่ได้มาศึกษาการผลิต PHA โดยเชื้อ 
Alcaligenes eutropus พบว่าเชื้อสามารถผลิต PHA ได้ 50 กรัม จากสารอินทรีย์ 100 กรัมที่อยู่ใน
น้้าหมัก ซึ่งปริมาณ PHA ในเซลล์คิดเป็น 34 เปอร์เซ็นต์ และจากการศึกษาการผลิต PHA แบบกึ่งกะ
โดยป้อนกรดโพรพิโอนิกและกรดบิวทีริกเข้าสู่ถังหมักด้วยอัตราการป้อน 3 ระดับ คือ 0.5, 0.7 และ 1 
กรัมต่อลิตร โดยมีแอมโมเนียม 80-100 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นแหล่งไนโตรเจน เชื้อสามารถผลิต PHA 
จากกรดบิวทีริก ได้สูงสุดในชั่วโมงที่ 45 (48 เปอร์เซ็นต์) และ สามารถผลิต PHA จากกรดโพรพิโอนิก
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ได้ 53 เปอร์เซ็นต์  องค์ประกอบของ PHA ที่ได้จากการเติมกรดบิวทีริกคือ PHB ส่วนองค์ประกอบ
ของ PHA ที่ได้จากการเติมกรดโพรพิโอนิกคือ PHBV โดยมีสัดส่วนของ HV เท่ากับ 38 เปอร์เซนต์  

นอกจากนี้พบว่าการใช้ฟรุกโตสเป็นแหล่งคาร์บอนให้แก่เชื้อ A. eutrophus R3 เชื้อสามารถ
ผลิตพอลิเมอร์ในรูปโคพอลิเมอร์ของ P(3HB-co-3HV) แต่เมื่อใช้ฟรุกโตสเป็นแหล่งคาร์บอนให้แก่ A. 
eutrophus ATCC17697 พบว่าเชื้อจะมีการผลิตพอลิเบต้าไฮดรอกซีบิวทิเรตซึ่งเป็นโฮโมพอลิเมอร์  
(Anderson and Wynn, 1995) 
                  2.3.2 แหล่งอาหารอ่ืนๆ 
                          การสะสม PHA จะเกิดขึ้นภายในเซลล์ เมื่อจุลินทรีย์อยู่ในสภาวะที่สารอาหาร
ขาดความสมดุล แต่มีแหล่งคาร์บอนเพียงพอ แหล่งคาร์บอนมีความส้าคัญในการผลิต PHA 
กระบวนการสังเคราะห์และสะสม PHA จะเกิดขึ้นสูงหลังจากแบคทีเรียเข้าสู่ระยะการเจริญสูงสุดแต่
อยู่ภายใต้สภาวะที่มีสารอาหารไม่สมดุล กล่าวคือเมื่อมีแหล่งคาร์บอนมากเกินพอแต่มีการจ้ากัดปัจจัย
บางชนิด เช่น ออกซิเจน ไนโตรเจน หรือ ฟอสฟอรัส เป็นต้น แต่อย่างไรก็ตามสารอาหารที่ต้องจ้ากัด
นั้นจะต้องเป็นแร่ธาตุหลัก (major element) ส้าหรับการเจริญของจุลินทรีย์ เนื่องจากเป็นตัวเร่ง
ปฏิกิริยาการสร้างและการถ่ายเทพลังงานส้าหรับจุลินทรีย์ ดังนั้นในการสังเคราะห์พอลิเมอร์จึง
จ้าเป็นต้องจ้ากัดปริมาณแร่ธาตุหลักเหล่านี้ให้เพียงพอต่อการเจริญของจุลินทรีย์เท่านั้น เพ่ือกระตุ้นให้
เกิดการสะสมแหล่งคาร์บอนและพลังงานให้อยู่ในรูปของพอลิเมอร์ภายในเซลล์  

    ในการศึกษาผลของการเติมและไม่มีการเติมธาตุอาหารรองในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีซูโครส
เป็นแหล่งคาร์บอน โดยดูผลที่มีต่อการเจริญเติบโต และ การผลิตพอลีไฮดรอกซีบิวทีเรตของเชื้อ  
A. latus พบว่า การเติมธาตุอาหารรอง ได้แก่ ZnSO4, CuSO4, NiSO4, CaCl2, H3BO3, Na2MoO4, 
CoCl2, MnCl2 และ Ammonium Fe (III) citrate มีผลท้าให้ความเข้มข้นของเซลล์และปริมาณ 
พอลิไฮดรอกซีบิวทีเรตสูงขึ้นเป็น 6.8 และ 3.2 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ (Grothe et al., 1999)  

แบคทีเรียที่น้ามาใช้ผลิต PHAs แบ่งเป็น 2 กลุ่มตามการใช้สารอาหาร ได้แก่ (Lee, 1996) 
 กลุ่มที่ 1 แบคทีเรียที่ใช้สารอาหารจ้าพวก ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส แมกนีเซียม โพแทสเซียม 
ออกซิเจน หรือ ซัลเฟอร์ ในปริมาณจ้ากัด แต่จะใช้แหล่งคาร์บอนเป็นแหล่งอาหารในการสังเคราะห์ 
PHAs แบคทีเรียกลุ่มนี้ ได้แก่ A. eutrophus, Protomonas extorquens และ Pseudomonas 
oleovorans 
 กลุ่มที่ 2 แบคทีเรียที่ไม่ต้องจ้ากัดปริมาณสารอาหารในการสังเคราะห์ PHAs และสามารถ 
เพ่ิมปริมาณพอลิเมอร์ในระหว่างการเติบโต ได้แก่ A. latus, A. vinelandi ที่ผ่านการท้าให้กลายพันธุ์ 
และ รีคอมบิแนนต์เชื้อ E. coli ที่ได้รับยีนจาก A. eutrophus 
 จากการทดลองเลี้ยงแบคทีเรียที่ต้องการออกซิเจนเพียงเล็กน้อยในสภาวะที่มีออกซิเจน 
รวมทั้งสภาวะที่จ้ากัดธาตุอาหาร แล้วท้าการวัดปริมาณ PHA ที่สะสมในเซลล์ของระบบ SBR 
แบบต่อเนื่อง พบว่าในสภาวะที่มีการจ้ากัดธาตุอาหารทั้งไนโตรเจนและฟอสฟอรัส แบคทีเรียจะมีการ
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สะสม PHA สูงถึง 45 เปอร์เซ็นต์ของปริมาณของแข็งที่ละลายน้้าได้ทั้งหมด (Total Suspension 
Solids, TSS) และเมื่อจ้ากัดไนโตรเจนเพียงอย่างเดียวพบว่ามีการสะสม PHA เท่ากับ 36 เปอร์เซ็นต์ 
TSS แต่เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียต่อไปในสภาวะดังกล่าว จะพบว่าแบคทีเรียในระบบจะค่อย ๆ ลดจ้านวนลง
และไม่ท้าการสะสม PHA อีกต่อไป ซึ่งสามารถสรุปได้ว่าแบคทีเรียจะท้าการสะสม PHA ในสภาวะ
จ้ากัดธาตุอาหารได้สูงขึ้นแต่ถ้าปล่อยให้ขาดธาตุอาหารต่อไปเรื่อยๆ แบคทีเรียจะตายเนื่องจากขาด
ธาตุอาหารที่จ้าเป็นส้าหรับการเจริญเติบโต (Punrattanasin et al., 2001) 

       2.2.3 อัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อไนโตรเจน 
           คูมาร์ และ คณะ (Kumar et al., 2004) ได้ท้าการศึกษาการเพ่ิมจ้านวน 

จุลินทรีย์ผสมเพ่ือเป็นเชื้อเริ่มต้นในอาหารสังเคราะห์ โดยใช้กรดอะซิติกเป็นแหล่งคาร์บอนที่ความ
เข้มข้น 500 ถึง 3,000 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยเลี้ยงในขวดรูปชมพู่ขนาด 500 มิลลิลิตร ปริมาตรการใช้
งาน 250 มิลลิลิตร โดยเติมจุลินทรีย์ผสมเริ่มต้น 430 มิลลิกรัม/ลิตร ท้าการเลี้ยงเชื้อเป็นเวลา 120 
ชั่วโมง เก็บตัวอย่างทุก 24 ชั่วโมง น้ามาวิเคราะห์ปริมาณเซลล์โดยการวิเคราะห์เอ็มแอลเอสเอส (Mix 
Liquor Suspended Solids, MLSS) ผลการทดลองพบว่า เมื่อเติมกรดอะซิติก 2,000 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ท้าให้ได้ปริมาณเซลล์สูงสุด 3,150 มิลลิกรัมต่อลิตร จากการศึกษาการผลิต PHB ในอาหาร
สังเคราะห์ที่มีอัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนต่าง ๆ กัน ได้แก่ 24, 96, 120, 144 และ 168 แล้ว
น้ามาวิเคราะห์ปริมาณ PHB และ ปริมาณเซลล์ ซึ่งค้านวณในรูปของร้อยละของการสะสม PHB ต่อ 
ปริมาณเซลล์ ที่เวลาต่างๆ พบว่าเมื่ออัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนเพ่ิมขึ้น จุลินทรีย์จะมีการ
สะสม PHB ต่อปริมาณเซลล์เพิ่มข้ึน ชุดการทดลองที่มีการสะสม PHB สูงสุด คือ อาหารสังเคราะห์ที่มี
อัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 144 โดยจุลินทรีย์มีการสะสม PHB ร้อยละ 33 

       2.2.4 ออกซิเจน     
               ปริมาณออกซิเจนมีผลต่อการผลิต PHA เนื่องจากสภาวะที่มีออกซิเจนจ้ากัด 

เอนไซม์ซิเตรทซินเทสและไอโซซิเตรทดีไฮโดรจีเนสถูกยับยั้งการท้างานโดย NADH ท้าให้อะซิติลโคเอ
ไม่เข้าสู่วัฏจักรกรดซิตริก หรือ วัฎจักรเครบส์ (Citric acid cycle หรือ Krebs cycle) แต่จะเปลี่ยนไป
เป็นอะซิโตอะซิติลโคเอเพ่ือเข้าสู่กระบวนการสังเคราะห์ PHA โดยเอนไซม์เบต้าคีโตไธโอเลส (Luengo 
et al., 2003)  

    จากการทดลองเลี้ยงจุลินทรีย์ในระบบตะกอน 2 แบบ ได้แก่ ตะกอนแบบไม่ใช้ออกซิเจน
กับใช้ออกซิเจน (Anaerobic-Aerobic Activated Sludge, A-A) และ ตะกอนแบบไม่ใช้ออกซิเจน
บางส่วนกับตะกอนแบบใช้ออกซิเจน (Microanaerobic-Aerobic Activated Sludge, M-A) แล้วน้า
ตะกอนจากทั้ง 2 ระบบมาวัดปริมาณ PHA ในปฏิกรณ์แบบกะ 2 แบบ คือ ไม่มีการเติมออกซิเจน และ
แบบที่มีการเติมออกซิเจนในปริมาณจ้ากัด พบว่าตะกอนจากระบบ A-A ในปฏิกรณ์ที่มีการเติม
ออกซิเจนในปริมาณจ้ากัดมีการสังเคราะห์ PHA ร้อยละ 33 ซึ่งสูงกว่าในปฎิกรณ์ที่ไม่มีออกซิเจนซึ่ง
สังเคราะห์ PHA ร้อยละ 22 ตามล้าดับ ส่วนตะกอนจากระบบ M-A สามารถสังเคราะห์ PHA ได้ถึง
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ร้อยละ 62 ในปฎิกรณ์ทั้งสองแบบ ดังนั้นจึงสรุปผลการทดลองได้ว่าปริมาณออกซิเจนที่ไม่มาก
จนเกินไปอาจจะท้าให้มีการด้าเนินไปของวัฏจักรกรดซิตริกซึ่งท้าให้มีปริมาณของ NADH เพ่ิมมากขึ้น 
และ NADH ที่เกิดขึ้นจะไปยับยั้งการท้างานของเอนไซม์ซิเตรทซินเทสและไอโซซิเตรทดีไฮโดรจีเนส
แล้วท้าให้อะซิติลโคเอนไซม์เอไม่เข้าสู่วัฏจักรกรดซิตริกแต่จะเปลี่ยนไปเป็นอะซิโตอะซิติลโคเอเพ่ือเข้า
สู่กระบวนการสังเคราะห์ PHA ส่งผลให้จุลินทรีย์สามารถสังเคราะห์ PHA ได้มากขึ้น (Satoh et al., 
1998) 

       2.2.5 พีเอช   
               พีเอชเริ่มต้นมีผลต่อการเจริญของจุลินทรีย์ และการผลิต PHA โดยพบว่าหาก

ต้องการผลิต PHA ควรท้าการควบคุมพีเอชไม่ให้ต่้ากว่า 7 เพ่ือป้องกันไม่ให้ค่าพีเอชลดลงอยู่ในสภาวะ
ที่เป็นกรดมากเกินไป  

     จากการศึกษาผลของพีเอชต่อศักยภาพในการสังเคราะห์ PHA โดยใช้ชุดทดลองในสภาวะ 
ไร้อากาศ มีกรดอะซิติกเป็นสารอาหาร และ เปรียบเทียบการสะสม PHA จากตะกอนส่วนเกิน  
2 ระบบ คือ RP5 และ RP15 ซึ่งในเซลล์ของทั้งสองระบบมีปริมาณพอลิฟอสเฟตสะสมอยู่ในเซลล์
เท่ากับ 2 และ 6 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ และมีปริมาณไกลโคเจนภายในเซลล์เท่ากับ 12 และ 15 
เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ ผลการทดลองพบว่าเซลล์จะมีการสลายสารอาหารที่เป็นแหล่งพลังงาน ได้แก่ 
ไกลโคเจนและพอลิฟอสเฟตที่ค่าพีเอช 6 จะเกิดขึ้นได้น้อยที่สุด แต่การสลายจะเพ่ิมมากขึ้นเมื่อพีเอช
สูงขึ้นตามล้าดับ ที่พีเอช 6 เซลล์จะมีการสะสม PHA ได้มากที่สุดเพียง 17 และ 29 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล้าดับ เมื่อพีเอชสูงขึ้นพบว่าเซลล์จะมีการใช้พลังงานมากขึ้นโดยได้จากการสลายไกลโคเจน ซึ่งมี
ผลท้าให้สัดส่วนของ HV ซึ่งเป็นคุณสมบัติที่ดีของพลาสติกมีค่าสูงขึ้น ตะกอน RP5 จะมีสัดส่วนของ 
HV/PHA ที่พีเอช 8 สูงกว่าอาหารที่มีพีเอช 6 แต่ส้าหรับ RP 15 สัดส่วนดังกล่าวค่อนข้างคงที ่
(Kasemsap and Wantawin, 2007) 

      เชาและคณะ (Chua et al., 2003) ได้ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการด้าเนินการให้
ระบบตะกอนที่ใช้บ้าบัดน้้าเสียชุมชนสามารถสะสม PHA ได้ โดยปัจจัยที่มีผลกระทบต่อการสะสม 
PHA ของจุลินทรีย์ ได้แก่ ความเข้มข้นของอะซิเตตในน้้าเสียขาเข้า ค่าพีเอช และ อายุของตะกอน 
(Sludge Retention Time, SRT) จากการทดลองพบว่าตะกอนของน้้าเสียชุมชนที่มีการเติมอะซิเตต
เพ่ิมอีก 1,000 มิลลิกรัมคาร์บอนต่อลิตร สามารถสะสม PHA ได้สูงสุด 30 เปอร์เซ็นต์ของน้้าหนักแห้ง 
ส่วนตะกอนของน้้าเสียชุมชนซึ่งไม่ได้เติมอะซิเตตจะสะสม PHA ได้เพียง 20 เปอร์เซ็นต์ของน้้าหนัก
แห้งเท่านั้น และยังพบอีกว่าอายุของตะกอนที่สั้น (3 วัน) จะสามารถสะสม PHA ได้ดีกว่าอายุตะกอน
ที่ยาวนาน (10 วัน) ประมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ ส่วนค่าพีเอชจะไม่ค่อยมีผลต่อการสะสม PHA เท่าใดนัก
ในระบบตะกอน โดยพีเอช 7-8 ยังให้การสะสมพอลิเมอร์ที่ไม่ต่างกัน แต่ส้าหรับการทดลองในระบบ
กะ พีเอชมีผลกระทบอย่างมากต่อการสะสมพอลิเมอร์ โดยค่าพีเอชที่เหมาะสมส้าหรับการสะสม PHA 
คือ ที่ 8-9 
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        ในสภาวะที่อาหารเลี้ยงเชื้อมีค่าพีเอชต่้าจะขาดความสมดุลระหว่างปริมาณของ
ไฮโดรเจนไอออนและไฮดรอกไซด์ไอออน ส่งผลต่อการผ่านเข้าออกของสารอาหาร และเซลล์ไม่
สามารถน้าสารอาหารเข้าสู่เซลล์ได้ นอกจากนี้ยังท้าให้เกิดความเป็นพิษเนื่องจากมีปริมาณกรดใน
ระบบมากเกินไป (Luli and Strohl, 1990) การปรับพีเอชเป็น 7 เป็นการปรับปริมาณไฮโดรเจน
อิสระที่แสดงประจุบวกให้ลดลงด้วยไฮดรอกไซด์ซึ่งมีประจุเป็นลบ ท้าให้ไฮโดรเจนไอออนไม่สามารถ
ส่งผลกระทบโดยตรงต่อเซลล์ (Du et al., 2001) 

        2.2.6 อุณหภูมิ        
                           อุณหภูมิในการเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์มีผลต่อปริมาณการผลิต PHA ซึ่งขึ้นอยู่กับ
ชนิดของจุลินทรีย์ที่ใช้ในการผลิตและการจ้ากัดธาตุอาหารอ่ืน ๆ ที่ไม่ใช่อาหารที่ให้คาร์บอนอิสระด้วย 
ดังเช่นโสภา ชินเวชกิจวานิชย์ (2547) ได้ท้าการศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิที่มีต่อการผลิต PHA ด้วย
เชื้อผสมในน้้าเสีย โดยอุณหภูมิที่ใช้ในการศึกษา คือ 10, 20 และ 30 องศาเซลเซียส แต่ละอุณหภูมิได้
ท้าการทดลองกับการจ้ากัดธาตุอาหาร 3 แบบ คือ จ้ากัดเฉพาะไนโตรเจน จ้ากัดเฉพาะฟอสฟอรัส 
และ จ้ากัดทั้งไนโตรเจนและฟอสฟอรัส ใช้รูปแบบการเดินระบบแบบสองขั้นตอน คือ ขั้นตอนการเพ่ิม
จ้านวนแบคทีเรียที่ผลิต PHA แล้วตามด้วยขั้นตอนการจ้ากัดธาตุอาหารเพ่ือกระตุ้นการผลิต PHA ให้
มากขึ้น จากการศึกษาพบว่าอุณหภูมิส่งผลต่ออัตราการผลิตและผลผลิตของ PHA อย่างเห็นได้ชัด คือ 
อัตราการผลิตและผลผลิต PHA จะเพ่ิมขึ้นที่อุณหภูมิต่้า และ การจ้ากัดธาตุอาหารทั้งไนโตรเจนและ
ฟอสฟอรัสให้ผลการผลิต PHA ดีกว่าการจ้ากัดธาตุอาหารแบบอ่ืน โดยชุดการทดลองที่ใช้อุณหภูมิ 20 
องศาเซลเซียส พร้อมกับจ้ากัดธาตุอาหารเฉพาะไนโตรเจน ค่าสัดส่วน PHA ต่อน้้าหนักเซลล์แห้งมีค่า
สูงที่สุด เท่ากับ 40 เปอร์เซ็นต์ โดยค่าความเข้มข้นของ PHA ในระบบคือ 2,830 มิลลิกรัมต่อลิตร ใน
การทดลองการจ้ากัดธาตุอาหารเฉพาะฟอสฟอรัส ที่อุณหภูมิ 10  องศาเซลเซียส มีค่าสัดส่วน PHA 
ต่อน้้าหนักเซลล์แห้งสูงสุดเท่ากับ 52 เปอร์เซ็นต์ ค่าความเข้มข้นของระบบ คือ 1,491 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ส้าหรับการทดลองจ้ากัดธาตุอาหารทั้งไนโตรเจนและฟอสฟอรัสผลผลิต PHA ในการทดลองที่ 10 
และ 20 องศาเซลเซียสไม่แตกต่างกัน โดยค่าสัดส่วน PHA ต่อน้้าหนักเซลล์แห้งสูงสุดเท่ากับ 45 
เปอร์เซ็นต์ และความเข้มข้นของ PHA เท่ากับ 2,133 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 โดยสรุปการผลิต PHA โดยใช้เชื้อจุลินทรีย์ พบว่าปริมาณ และ องค์ประกอบทางเคมีของ 
PHA จะขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ ชนิดและความเข้มข้นของสับสเตรทที่ใช้ ตลอดจนสภาวะ
สิ่งแวดล้อมท่ีใช้ในการเลี้ยงเชื้อด้วย 

3. คุณสมบัติของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

    พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่มีการศึกษาคุณสมบัติกันอย่างกว้างขวาง คือ พอลิไฮดรอกซีบิวทีเรต 
(polyhydroxybutyrate; PHB) ลักษณะโดยทั่วไปของ PHB คือ เป็นฮอโมพอลิเมอร์ที่ประกอบด้วย 
โมโนเมอร์ของกรดไฮดรอกซีบิวทีริก (3-hydroxybutyric acid) มีจุดหลอมเหลว 175 องศาเซลเซียส 
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เป็นเทอร์โมพลาสติกที่มีลักษณะคล้ายเรซิน กล่าวคือ มีความหนืดสูงและสามารถหล่อให้เป็นรูปร่าง
ต่างๆ ได้ตามต้องการที่อุณหภูมิใกล้เคียงหรือสูงกว่าจุดหลอมเหลวเล็กน้อย มีเปอร์เซ็นต์การตกผลึกสูง
ร้อยละ 80 ส้าหรับคุณสมบัติที่ส้าคัญต่อสภาวะแวดล้อม คือ เป็นพอลิเมอร์ที่ย่อยสลายได้ทางชีวภาพ 
(Khanna and Srivastava, 2005) นอกจากนี้ยังสามารถน้ามาผลิตสารจ้าพวกพลาสติก และ น้ามา
ประยุกต์ใช้ในงานด้านต่างๆ ได้ PHB มีคุณสมบัติทางเคมีและกายภาพใกล้เคียงกับพลาสติกสังเคราะห์
ที่ได้จากอุตสาหกรรมปิโตรเคมี เช่น พอลิโพรไพลีน (polypropylene; PP) พอลิเอธิลีน 
(polyethylene; PE) และพอลิสไตรีน (polystyrene; PS) (Numat et al., 2009) ลักษณะทาง
กายภาพต่างๆ ของ PHB เทียบกับพอลิโพรไพลีน แสดงในตาราง 2.2 

ตาราง 2.2 ลักษณะทางกายภาพของพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรตเปรียบเทียบกับพอลิโพรไพลีน  

คุณสมบัติทางกายภาพ พอลิไฮดรอกซีบิวทีเรต พอลิโพรไพลีน 
จุดหลอมเหลว (oซ) 175 176 
ค่า Glass transition temperature หรือ Tg (

oซ) 15 -10 
ความเป็นผลึก (%) 80 70 
ค่ามอดุลัสของยัง (Young’s modulus) 3.5 1.7 
แรงต้านทานการดึง (Tensile strength) (MPa) 40 34.5 
ร้อยละการยืด ณ จุดขาด (Elongation to break) (%) 6 400 
ความต้านแรงกระแทก (Impact strength) (v/m) 50 45 
  ที่มา: ดัดแปลงจาก Ojumu et al., 2004) 

 จากตารางจะเห็นได้ว่า PHB มีคุณสมบัติที่มีประโยชน์หลายๆ ด้าน แต่เมื่อเปรียบเทียบกับ 
พอลิโพรไพลีน จะพบว่ามีข้อเสีย คือ มีความเสถียรของการหลอมเหลวต่้า เนื่องจากเกิดการสลายตัวที่
อุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส ซึ่งใกล้เคียงกับจุดหลอมเหลว นอกจากนี้ PHB มีความสามารถในการ
ต้านทานต่อตัวท้าละลายต่้ากว่าพอลิโพรไพลีน แต่ทนต่อรังสีอัลตราไวโอเลตได้ดีกว่า และ PHB จะ
เปราะเม่ือเวลาผ่านไปเพียงไม่กี่วันภายใต้สภาวะปกติ แต่สามารถลดความเปราะบางของ PHB ได้โดย
การท้าเป็นโคพอลิเมอร์กับพอลิเมอร์ตัวอ่ืน 
 แนวทางหนึ่งในการสังเคราะห์โคพอลิเมอร์ คือ การเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์โดยดัดแปลงสารตั้งต้น 
เช่น การเพาะเลี้ยง E. coli ที่ใส่ยีนของ A. eutrophus โดยใช้แหล่งคาร์บอน 2 ชนิด คือ กลูโคส และ 
โพรพิโอเนต ท้าให้ได้ผลิตภัณฑ์จากการสังเคราะห์ของเซลล์เป็นโคพอลิเมอร์ของ P(HB-HV) โดยมี
สัดส่วนของ HV (hydroxyvalerate) คิดเป็นร้อยละ 47 (Slater et al., 1992) ซึ่งโคพอลิเมอร์ที่
เกิดขึ้นจะมีลักษณะทางกายภาพเปลี่ยนแปลงไป เช่น มีความแข็งและเปราะน้อยกว่าโฮโมพอลิเมอร์ 
โคพอลิเมอร์ PHB-PHV มีข้อดีมากกว่า PHB ที่เป็นโฮโมพอลิเมอร์ คือ โคพอลิเมอร์มีจุดหลอมเหลวต่้า
กว่าโฮโมพอลิเมอร์ และมีเปอร์เซ็นต์การตกผลึกต่้า ท้าให้มีความเหนียวและสามารถโค้งงอได้ดีกว่า  
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โฮโมพอลิเมอร์ แต่เนื่องจากโคพอลิเมอร์มีค่าการตกผลึกต่้าจึงท้าให้ต้องใช้ระยะเวลานานในบาง
ขั้นตอน เช่น ในกระบวนการขึ้นรูป เป็นต้น  

4. การเก็บเกี่ยวพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากเซลล์จุลินทรีย์ 

 การผลิต PHA โดยวิธทางชีวภาพมีค่าใช้จ่ายที่ต้องค้านึงถึงแบ่งได้เป็น 3 ส่วน คือ ค่าใช้จ่าย
ของสับสเตรทซึ่งเป็นสารอินทรีย์ ค่าใช้จ่ายส้าหรับสภาวะของการหมักที่ปราศจากการปนเปื้อน และ
ค่าใช้จ่ายในกระบวนการแยก PHA ออกจากเซลล์และการท้า PHA ที่แยกไดใ้ห้บริสุทธิ์อีกด้วย 
 โดยทั่วไปการแยกเซลล์จุลินทรีย์ออกจากน้้าหมักหรืออาหารเหลวโดยการหมุนเหวี่ยง หรือ 
การกรอง หรือ การท้าให้เซลล์ตกตะกอน จากนั้นท้าตะกอนเซลล์ให้แห้งด้วยวิธีการแช่แข็งแห้ง 
(freeze dried or lyophilization) ล้าดับต่อไปใช้สารที่มีขั้วเพียงเล็กน้อย เช่น อะซีโตน และ 
แอลกอฮอล์ ไปละลายองค์ประกอบต่าง ๆ ของเซลล์ที่ไม่ใช่ PHA ได้แก่ กรดนิวคลีอิก ลิพิด โปรตีน
ฟอสโฟลิพิด และ เพปติโดไกลแคน หลังจากนั้นใช้คลอโรฟอร์ม และ สารกลุ่มไฮโดรคาร์บอนที่มี
คลอรีนเป็นองค์ประกอบอ่ืน ๆ ละลาย PHA ออกมาจากเซลล์ ในล้าดับสุดท้ายท้าการแยก PHA  
ออกจากตัวท้าละลายโดยการระเหยตัวท้าละลายแล้วท้าการตกตะกอน PHA ด้วยอะซีโตน หรือ 
แอลกอฮอล์  

กระบวนการแยก หรือ การสกัด PHA ออกจากเซลล์จุลินทรีย์สามารถท้าได้หลายวิธี เช่น การ
สกัดด้วยตัวท้าละลายอินทรีย์ (solvent extraction) การย่อยด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรต์ (sodium 
hypochlorite digestion) และ การย่อยด้วยเอนไซม์ (enzymatic digestion) รายละเอียดของ
วิธีการต่าง ๆ สามารถสรุปได้ดังต่อไปนี้ (Doi, 1990; Lee, 1996; Steinbuchel, 1996; Braunegg 
et al., 1998)      

4.1 การสกัดด้วยตัวท าละลาย (solvent extraction)  
    วิธีนี้เป็นวิธีที่นิยมใช้กันอย่างกว้างขวางเพราะว่าสามารถใช้กับจุลินทรีย์ที่ผลิต PHA ได้

หลาย ๆ ชนิด อย่างไรก็ตามวิธีนี้ต้องใช้ตัวท้าละลายในปริมาณมากเนื่องจากสารละลายของ PHA มี
ความหนืดสูง อัตราส่วนของตัวท้าละลายต่อ PHA ที่ต้องใช้คือ 20 : 1 จึงท้าให้วิธีนี้มีค่าใช้จ่ายสูง 
(Lee, 1996) ตัวท้าละลายที่ใช้ในการสกัด PHA ออกจากเซลล์แบคทีเรีย ได้แก่ คลอโรฟอร์ม 
(chloroform) เมทธิลีนคลอไรด์ (methylene chloride) หรือ 1,2-ไดคลอโรอีเทน (1,2-
dichloroethane) นอกจากนี้ตัวท้าละลายในกลุ่มของเอธิลีนคาร์บอเนต (ethylene carbonate)  
โพรพิลีนคาร์บอเนต (propylene carbonate) ตัวท้าละลายผสมของ 1,1,2-ไตรคลอโรอีเทนกับน้้า 
ตัวท้าละลายผสมของคลอโรฟอร์มกับเมธานอล เอธานอล อะซิโตน หรือ เฮกเซน สามารถใช้สกัด 
PHA ออกจากเซลล์ของแบคทีเรียได้เช่นกัน 

    ในวิธนี้จะต้องมีการก้าจัดเอาน้้าจากเซลล์ที่มี PHA สะสมอยู่ออกมาก่อน โดยการอบที่
อุณหภูมิสูง และก้าจัดไขมันออกจากเซลล์โดยใช้ตัวท้าละลายที่ไม่สามารถละลาย PHA ได้ เช่น  
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อะซีโตนและเมทานอล หลังจากนั้นน้าเซลล์ที่ได้ไปสกัดด้วยคลอโรฟอร์มร้อน หรือตัวท้าละลายอ่ืนๆที่
เหมาะสม จะท้าให้ PHA ละลายออกมา แล้วท้าการแยกเซลล์ออกจาก PHA โดยการกรองและการ
หมุนเหวี่ยง แต่สารละลายของ PHA มีความหนืดสูง จึงท้าให้การแยกเป็นไปได้ยาก การตกตะกอน 
PHA โดยการเติมเมทานอลลงไปในสารละลายที่ได้จากการกรอง จะท้าให้การแยก PHA ออกจาก
สารละลายท้าได้ง่ายขึ้น โดยทั่วไปการสกัดด้วยตัวท้าละลายจะท้าให้ได้ PHA ที่บริสุทธิ์ และโครงสร้าง
ยังสมบูรณ์ แต่กระบวนการสกัด PHA ออกด้วยตัวท้าละลายนี้จะได้สารละลายพอลิเมอร์ความเข้มข้น
ประมาณ 5 เปอร์เซ็นต์ของน้้าหนักต่อปริมาตรของ PHA ซึ่งมีความหนืดสูงมาก ท้าให้กระบวนการ
แยกเศษชีวมวลออกไปท้าได้ยากจ้าเป็นต้องใช้ตัวท้าละลายในปริมาณมากจนให้ผลไม่คุ้มค่ากับการ
ลงทุนถึงแม้จะมีการหมุนเวียนน้าตัวท้าละลายกลับมาใช้ใหม่ 

4.2 การย่อยด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรต์ (sodium hypochlorite digestion) 
    โซเดียมไฮโปคลอไรต์จะไปละลายองค์ประกอบของเซลล์ที่ไม่ใช่สาร PHA โดย PHA ยังคง

ติดอยู่ในเซลล์ แล้วค่อยท้าการแยก PHA ออกจากสารละลายทั้งหมดด้วยการหมุนเหวี่ยง  แต่ข้อจ้ากัด
ของวิธีนี้คือ โซเดียมไฮโปคลอไรต์จะไปย่อยสลายสารพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตด้วยเช่นกัน 
เนื่องจากว่าโซเดียมไฮโปคลอไรต์เป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่แข็งแกร่ง ซึ่งพบว่าการย่อยเซลล์จุลินทรีย์
ด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรต์จะท้าให้น้้าหนักโมเลกุลของพอลิเมอร์ลดลงร้อยละ 50 (Berger et al., 
1989)  ดังนั้นในการย่อยโดยใช้โซเดียมไฮโปคลอไรต์จึงจ้าเป็นต้องท้าอย่างทะนุถนอมเพ่ือป้องกันไม่ให้ 
PHA ถูกท้าลาย นอกจากนี้การย่อยด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรต์ยังมีข้อจ้ากัดอีกอย่าง คือ สารละลาย 
PHA มีความหนืดสูงจะท้าให้การก้าจัดกากเซลล์ที่เหลือออกจาก PHA ท้าได้ค่อนข้างยาก (Holmes 
and Lim, 1990)  

      ฮานส์และคณะ (1994) ได้เสนอวิธีการย่อยด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรต์ที่สามารถแก้ปัญหา
ข้างต้นได้คือ การใช้สารละลายผสมของไฮโปคลอไรต์กับคลอโรฟอร์ม ซึ่งสามารถก้าจัดเอา
องค์ประกอบต่าง ๆ ของเซลล์ที่ไม่ใช่ PHA ออกมาได้เกือบหมดซึ่งสามารถแยก PHA ออกจากเซลล์ได้
อย่างมีประสิทธิภาพและยังสามารถลดความหนืดของ PHA ซึ่งอยู่ในวัฏภาคของคลอโรฟอร์ม  

4.3 การย่อยด้วยเอนไซม์ (Enzymatic digestion)  
    กระบวนการนี้ประกอบด้วย (1) การให้ความร้อนแก่เซลล์จุลินทรีย์ที่อุณหภูมิประมาณ 

100-150 องศาเซลเซียส เพ่ือท้าให้เซลล์แตกและท้าลายกรดนิวคลีอิก (2) การย่อยด้วยเอนไซม์  
(3) การล้างด้วยสารลดแรงตึงผิวที่มีประจุลบเพ่ือละลายองค์ประกอบต่าง ๆ ของเซลล์ที่ไม่ใช่ PHA 
และ (4) ท้า PHA ให้เข้มข้นข้ึนโดยการหมุนเหวี่ยง แล้วฟอกขาวด้วยไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์  แต่ผลที่
ได้จากกระบวนการนี้มักจะมีความบริสุทธิ์ที่ไม่สูงนัก 

เอนไซม์ที่ใช้ในการย่อยมักจะประกอบด้วยเอนไซม์หลาย ๆ ชนิดผสมกัน ได้แก่ ไลโซไซม์ 
(lysozyme) ฟอสโฟไลเพส (phospholipase) เลซิทีเนส (lecithinase) โปรตีเนส (proteinase)  
อัลคาเลส (alcalase) และอ่ืน ๆ (Steinbuchel, 1996) ซึ่งเอนไซม์ทั้งหลายเหล่านี้จะไปย่อย
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องค์ประกอบต่าง ๆ ของเซลล์ที่ไม่ใช่ PHA นอกจากนี้ยังมีรายงานการใช้กลุ่มของเอนไซม์ที่ย่อยโปรตีน 
เช่น ทริปซิน เพปซิน และ พาเพนในขั้นตอนการย่อยอีกด้วย (Braunegg et al., 1998)  

นอกจากนี้ยังพบว่าการใช้กรดไปละลายองค์ประกอบอ่ืน ๆ ของเซลล์ที่ไม่ใช่ PHA ออกจาก
เซลล์ แล้วท้าการแยกเซลล์ที่ถูกท้าลายออกโดยการกรอง หรือ การหมุนเหวี่ยง จากนั้นปรับพีเอชของ
สารละลายให้อยู่ในช่วง 7-11 เพ่ือตกตะกอน PHA ออกจากสารละลาย แล้วท้าการกรอง หรือ  
หมุนเหวี่ยงอีกครั้ง เพ่ือแยกตะกอนของ PHA หลังจากนั้นละลาย PHA ในสารละลายฟอกจางสี เช่น 
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ หรือ ไฮโปคลอไรท์ แล้วท้าผลึกให้แห้งโดยการอบ โดยวิธีนี้จะท้าให้ได้สาร 
PHA บริสุทธิ์มากกว่า 97เปอร์เซนตโ์ดยน้้าหนักและได้ปริมาณผลผลิตมากกว่า 95 เปอร์เซ็นต์ 

5. งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

การศึกษาเกี่ยวกับการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรและผล
พลอยได้จากโรงงานอุตสาหกรรมโดยใช้กระบวนการหมักของจุลินทรีย์ ผู้วิจัยได้ท้าการทบทวน
วรรณกรรมที่เกี่ยวข้องมาประกอบเป็นแนวคิดในการศึกษาดังนี้ การผลิตพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรตจาก
กากน้้าตาลของหัวผักกาด (beet molasses) ด้วยเชื้อ Azotobacter vinelandii UWD ได้พอลิ- 
ไฮดรอกซีบิวทีเรตเข้มข้น 19-22 กรัม/ลิตร (Page, 1992) หลังจากปรับปรุงกระบวนการผลิตพอลิ-
ไฮดรอกซีบิวทีเรตด้วยเชื้อ A. vinelandii UWD โดยท้าการหมักแบบ 2 ขั้นตอน คือ (1) ขั้นตอนการ
เพ่ิมการเจริญเติบโตของเซลล์โดยเพ่ิมการเติมอากาศในถังหมัก และ (2) ขั้นตอนการส่งเสริมการผลิต
พอลิไฮดรอกซีบิวทีเรตโดยปรับลดอัตราการเติมอากาศลงในถังหมัก ท้าให้ได้พอลิไฮดรอกซีอัลคา - 
โนเอตเข้มข้น 36 กรัม/ลิตร (Chen and Page, 1997) ในการเพ่ิมประสิทธิภาพของกระบวนการผลิต
พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากกากน้้าตาลอ้อยอาจท้าได้โดยท้าการหมัก 3 ขั้นตอน ได้แก่ (1) การ
หมักกากน้้าตาลอ้อยให้เป็นกรดอินทรีย์ (2) การเลี้ยงเซลล์ให้มีการเจริญเติบโตและพร้อมที่จะสะสม
พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตภายในเซลล์ และ (3) การหมักแบบกะโดยผสมกากน้้าตาลอ้อยหมักในข้อ 
(1) และ น้้าเลี้ยงที่มีเซลล์ของจุลินทรีย์ในข้อ (2) (Albuquerque et al., 2007) การผลิตพอลิไฮ- 
ดรอกซีอัลคาโนเอตจากกากน้้าตาลหมักหรือน้้าเสียที่มีกรดไขมันระเหยได้เป็นองค์ประกอบโดยกลุ่ม
เชื้อจุลินทรีย์จะได้พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตประมาณ 47-66% (Pisco et al., 2009; Bengtsson et 
al., 2010) การผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากกากน้้าตาลอ้อยโดยเชื้อ Bacillus sp. JMa5 ที่
แยกได้จากดิน ท้าให้ได้ปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรตประมาณ 25-35% ที่อุณหภูมิ 47oซ  (Wu et 
al., 2001) การผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากกากน้้าตาลอ้อยเข้มข้น 4% และ น้้าหมักข้าวโพด
เข้มข้น 4% โดยเชื้อ B. megaterium ATCC 6748 และ B. megaterium BA-019 จะได้พอลิไฮ- 
ดรอกซีบิวทีเรตประมาณ 43% และ 42% ตามล้าดับ (Chaijamrus and Udpuay, 2008) นอกจากนี้
กากน้้าตาลจากถั่วเหลืองซึ่งมีปริมาณน้้าตาลซูโครสสูง สามารถน้ามาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนของเชื้อ
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แบคทีเรียได้ เช่น ใช้เลี้ยงเชื้อ Pseudomonas corrugate จะท้าให้ได้น้้าหนักเซลล์แห้ง 1.5-3.6 
กรัม/ลิตร และ ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตชนิดสายโซ่กลาง (3-hydroxyl-dodecanoate, 3-
hydroxyl-octanoate และ 3-hydroxyl-tetradecenoate) ประมาณ 5-17% (Solaiman et al., 
2006a) 

ไขมัน น้้ามัน และ น้้ามันที่เหลือจากการทอดอาหารเป็นแหล่งวัตถุดิบที่ไม่มีวันหมดสามารถ
ผลิตขึ้นมาใหม่ได้ และเป็นสารที่สร้างพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่ให้พลังงานแก่เซลล์ของจุลินทรีย์ได้
ดีกว่าสารกลุ่มน้้าตาล (Solaiman et al., 2006) โดยพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่ได้จากการใช้ไขมัน 
และน้้ามันเป็นสารตั้งต้นมักจะมีมอโนเมอร์ชนิดสายโซ่กลางและสายโซ่ยาว (Ashby and Foglia, 
1998) ดังนั้นการใช้น้้ามัน ไขมัน และ น้้ามันใช้แล้วมาเป็นสารตั้งต้นในการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคา-
โนเอตจึงเป็นสิ่งที่น่าสนใจศึกษา เช่น เชื้อ Aeromonas caviae สามารถย่อยไขมันแล้วน้าไป
สังเคราะห์พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้โดยตรง (Shimamura et al., 1994) เชื้อ Pseudomonas 
resinovorans สามารถสะสมพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากไขได้ 15% ของน้้าหนักเซลล์แห้ง และ 
จากน้้ามัน (น้้ามันหมู น้้ามันมะกอก น้้ามันเนย น้้ามันมะพร้าว และน้้ามันถั่วเหลือง) สะสมพอลิ - 
ไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้ 1.2-1.9 กรัม/ลิตร ซึ่งมอโนเมอร์ของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่ได้มีจ้านวน
คาร์บอน 4-14 อะตอม (Cromwick, 1996; Ashby and Foglia, 1998) เป็นที่น่าสังเกตว่าชนิดของ
มอโนเมอร์ที่ เป็นองค์ประกอบของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจะมีความสัมพันธ์กับชนิดของ 
สับสเตรทด้วย เช่น การใช้น้้ามันมะพร้าวเป็นสับสเตรทจะได้มอโนเมอร์ที่มีกรดไขมันอ่ิมตัว และ การ
ใช้น้้ามันถั่วเหลืองเป็นสับสเตรทจะได้มอโนเมอร์ที่มีกรดไขมันไม่อ่ิมตัว (Kahar et al., 2004) 
นอกจากนี้การเลี้ยงเชื้อ Pseudomonas sp. Strain DR2 ในน้้ามันพืชใช้แล้ว จะได้พอลิไฮดรอกซี- 
อัลคาโนเอตประมาณ 23.5% (Song et al., 2008) การเลี้ยงเชื้อ Pseudomonas aeruginosa ใน
น้้ามันที่เหลือจากการทอดอาหาร จะได้ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 2.3-5.4% (Fernandez et 
al., 2005; Haba et al., 2007; Costa et al., 2009) ซึ่งจะได้ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 
น้อยกว่าการใช้น้้ามันถั่วเหลืองบริสุทธิ์เนื่องจากน้้ามันที่เหลือจากการทอดอาหารจะมีสิ่งเจือปนอยู่มาก 

กลีเซอรอลเป็นผลพลอยได้จากการผลิตไบโอดีเซล ซึ่งจะเกิดขึ้นประมาณ 10% ของ 
ไบโอดีเซล การศึกษาเกี่ยวกับการน้ากลีเซอรอลมาเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์เพ่ือผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคา - 
โนเอต สรุปได้ดังนี้ เชื้อ Pseudomonas putida KT2442 สามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 
ชนิดสายกลางจากกลีเซอรอลได้ (Huijberts et al., 1992) ในการเลี้ยงเชื้อ Methylobacterium 
rhodesianum และ เชื้อ R. eutropha แบบแยกกันในอาหารเลี้ยงเชื้อผสมของกลีเซอรอลกับสารที่
ได้จากการย่อยโปรตีนเคซีน ได้พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตประมาณ 50% และ 65% ตามล้าดับ ใน
เวลา 45 ชั่วโมง (Bormann and Roth, 1999) ในขณะที่เลี้ยงเชื้อ Pseudomonas oleovorans 
NRRL B-14682 และ Pseudomonas corrugate 388 ในอาหารที่มีกลีเซอรอลอย่างเดียวจะได้ 
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พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตประมาณ 17% (Ashby, 2005) นอกจากนี้เชื้อ P. oleovorans NRRL B-
14682 และ P. corrugate 388 สามารถเจริญเติบโตและผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้ใน 
กลีเซอรอลดิบที่ได้จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล โดยเชื้อ P. oleovorans จะสังเคราะห์พอลิ- 
ไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้ลดลงเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของกลีเซอรอล (Ashby et al., 2004) ส้าหรับ 
ไดโพแทสเซียมซัลเฟต (K2SO4) ที่ปนเปื้อนอยู่ในกลีเซอรอลดิบไม่มีผลต่อการผลิตพอลิไฮดรอกซี - 
อัลคาโนเอตของเชื้อ C. necator DSM 545 ซึ่งสามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรตจากกลีเซอรอลดิบ
ได้ 38% (Cavalheiro et al., 2009) 

ส้าหรับการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากน้้าทิ้ง พบว่าน้้าทิ้งจากแหล่งต่าง ๆ ที่มี
สารอินทรีย์ เช่น น้้าทิ้งจากเทศบาล น้าทิ้งจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล น้้าทิ้งจากโรงงานแปรรูป
อาหาร น้้าทิ้งจากโรงงานผลิตเครื่องดื่ม และน้้าทิ้งจากโรงงานกระดาษ เป็นต้น สามารถน้ามาเลี้ยง
เชื้อจุลินทรีย์เพื่อผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้ โดยในขั้นตอนแรกท้าการเปลี่ยนแหล่งคาร์บอนใน
สารอินทรีย์ให้เป็นกรดอินทรีย์ที่ระเหยได้โดยกลุ่มเชื้อจุลินทรีย์ในสภาวะที่มีออกซิเจน แล้วจึงเปลี่ยน
กรดอินทรีย์ ให้ เป็นพอลิไฮดรอกซี อัลคาโนเอตในขั้นตอนต่อไป จะท้าให้ เซลล์สะสมพอลิ - 
ไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้ประมาณ 50% ของน้้าหนักเซลล์แห้ง (Liu et al., 2011; Bengtsson et al., 
2008) 

จากการทบทวนวรรณกรรมดังกล่าวจะเห็นได้ว่าวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรและผลพลอยได้
จากโรงงานอุตสาหกรรม ได้แก่ กากน้้าตาล ไขมัน น้้ามัน น้้ามันใช้แล้ว น้้ามันที่เหลือจากการทอด
อาหาร กลีเซอรอลดิบ และน้้าทิ้งจากแหล่งต่าง ๆ สามารถน้ามาใช้เป็นสารตั้งต้นในการผลิตพอลิไฮ-
ดรอกซีอัลคาโนเอตได้ โดยสารบางอย่างถ้าน้ามาใช้ควรจะมีการเตรียมก่อนเพ่ือเป็นการเพ่ิม
ประสิทธิภาพของการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต เช่น กากน้้าตาลควรน้าไปท้าการหมักก่อน
เพ่ือให้ได้กรดอินทรีย์ที่เชื้อสามารถน้าไปใช้ได้ง่ายขึ้น ในส่วนของสารประเภทไขมันควรจะมีการท้าให้
ไขมันหรือน้้ามันละลายได้ในน้้าเลี้ยงเพ่ือให้เซลล์ของจุลินทรีย์น้าไปใช้ได้ ส้าหรับกลีเซอรอลดิบที่ได้
จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลสามารถน้ามาใช้เลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ได้และควรจะใช้แหล่งไนโตรเจนที่
เหมาะสมส้าหรับเชื้อนั้น ๆ ควบคู่กันไป ดังนั้นจะเห็นได้ว่าวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรและผลพลอยได้
จากโรงงานอุตสาหกรรมเป็นสารที่น่าสนใจน้ามาใช้เลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์เพ่ือผลิตพอลิไฮดรอกซีอัล - 
คาโนเอต ซึ่งอาจจะน้าไปสู่การลดต้นทุนการผลิตพลาสติกที่ย่อยสลายได้ทางชีวภาพโดยกระบวนการ
หมักของเชื้อจุลินทรีย์  
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บทท่ี 3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

การวิจัยครั้งนี้เป็นการวิจัยเชิงทดลองมีวัตถุประสงค์เพ่ือ (1) คัดเลือกแหล่งคาร์บอนและแหล่ง
ไนโตรเจนที่เหมาะสมส าหรับการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรและ
ผลพลอยได้จากโรงงานอุตสาหกรรม (2) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคา- 
โนเอตจากวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรและผลพลอยได้จากโรงงานอุตสาหกรรม และ (3) ศึกษาชนิด
และองค์ประกอบของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตท่ีผลิตจากวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรและผลพลอยได้
จากโรงงานอุตสาหกรรม ซึ่งมีรายละเอียดดังนี้ 
ส่วนที่ 1 ศึกษาการเจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากน้ าทิ้ง
โรงงานแหนม 
ส่วนที่ 2 ศึกษาแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมส าหรับการเจริญและการผลิต 
พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 
ส่วนที่ 3 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 
ส่วนที่ 4 การตรวจสอบชนิดและองค์ประกอบของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

ส่วนที่ 1 ศึกษาการเจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อแบคทีเรียที่
แยกได้จากน้ าทิ้งโรงงานแหนม 
     1. การแยกเชื้อจุลินทรีย์ 
         การเพาะเชื้อแบคทีเรียจากน้ าท้ิงที่เก็บได้ โดยวิธี Pour Plate technique ท าการเก็บตัวอย่าง
น้ าในบ่อน้ าเสียของโรงงานแหนมแห่งหนึ่งในจังหวัดอุตรดิตถ์ โดยใช้ขวดแก้วปากกว้างขนาด 200 
มิลลิลิตร ที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อแล้ว จ านวน 5 ขวด เก็บตัวอย่างน้ าในบ่อน้ าทิ้ง 5 จุด (ด้านมุม 4 มุม 
และ ตรงกลาง 1 จุด) น ามาผสมรวมกันก่อนน าไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นท า
การเจือจางตัวอย่างน้ าเสียโดยเขย่าตัวอย่างน้ าให้เข้ากันประมาณ 25 ครั้ง ปิเปตตัวอย่างน้ าออกมา 1 
มิลลิลิตร ใส่ในหลอดที่มีสารละลายฟอสเฟต-บัฟเฟอร์ (phosphate-buffer dilution water, PB 
solution) 9 มล เขย่าให้ตัวอย่างเข้ากัน 25 ครั้ง (สารละลายตัวอย่างมีความเข้มข้น 10-1) ปิเปต
สารละลายซัสเพนชันของเชื้อที่ได้ (10-1) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดที่มี PB solution ที่ฆ่าเชื้อ
แล้ว ปริมาตร 9 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน จะได้ซัสเพนชันของเชื้อที่ 10-2 แล้วท าการเจือจาง
สารละลายซัสเพนชันของเชื้อที่ได้ต่อไปจนถึง 10-10 ปิเปตสารละลายตัวอย่างในแต่ละระดับ 
การเจือจางลงในจานเพาะเชื้อ (Petri-dish) ละ 1 มิลลิลิตร (2 ซ้ า)  เทอาหาร R2A agar (ที่มีอุณหภูมิ

ประมาณ 45  1 องศาเซลเซียส ประมาณ 12-15 มิลลิลิตร ในแต่ละจานเพาะเชื้อเขย่าโดยหมุนจาน
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เพาะเชื้อ (ซ้าย-ขวา-บน-ล่าง) เพื่อให้อาหารเลี้ยงเชื้อและสารละลายเข้ากันทิ้งไว้จนกระทั่งอาหารเลี้ยง

เชื้อแข็ง น าไปบ่มที่ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48  2 ชั่วโมง นับจ านวนจุลินทรีย์ที่เจริญให้อยู่
ในช่วง 30-300 โคโลนี 
      2. การแยกเชื้อจุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิต PHA  

 การแยกเชื้อให้บริสุทธิ์โดยวิธี Streak plate method ใช้ห่วงเขี่ยเชื้อ (Loop) เขี่ยเอาเชื้อ
จากโคโลนีที่อยู่ในจานเพาะเชื้อข้างต้น ด้วยเทคนิคปลอดเชื้อ แล้วท าการลากหรือขีด (Streak) เชื้อที่
อยู่ปลาย loop ลงบนจานเพาะเชื้อที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อที่แข็งสูตร E2 ซึ่งได้เตรียมไว้แล้ว (อาหาร
ประกอบด้วย NaNH4HPO4. 4H2O 3.5 กรัมต่อลิตร K2HPO4 10 กรัมต่อลิตร MgSO4.7H2O 0.2 กรัม
ต่อลิตร กรดซิตริก 2 กรัมต่อลิตร วุ้น 15 กรัมต่อลิตร อะซีเตต 5.0 กรัมต่อลิตร) ให้ได้แนวระนาบ
ติดต่อกัน 4-5 เส้น หลังจากเสร็จในระนาบแรกซึ่งมีเชื้อจุลินทรีย์อยู่หนาแน่นที่สุด แล้วให้น าห่วงเขี่ย
เชื้อมาเผาไฟให้ลวดที่ปลายร้อนแดง เพ่ือฆ่าเชื้อที่ติดให้หมด จากนั้นจึงขีดเชื้อจากส่วนของรอยลากใน
ระนาบแรกออกมาเพียงหนึ่งครั้งแล้วลากเป็นระนาบที่สอง 4-5 เส้นติดกันโดยรอยขีดของเชื้อจะไม่ทับ
กับระนาบแรกอีก หลังจากนั้นก็ท าเช่นเดียวกันกับระนาบที่สองจนครบทั่วทั้งจานเพาะเชื้อซึ่งมี
ประมาณสี่ระนาบ ท าซ้ าแบบเดียวกับท่ีกล่าวข้างต้นแต่ใช้ห่วงเขี่ยเชื้อเข่ียเอาเชื้อจากโคโลนีอ่ืน ๆ ที่อยู่
ในจานเพาะเชื้อ 
     3. การทดสอบเชื้อที่สามารถผลิต PHA 
         การทดสอบกลุ่มเชื้อแบคทีเรียที่มีการผลิต PHA โดยน าห่วงเขี่ยเชื้อที่สะอาดมาเผาไฟให้ลวดที่
ปลายร้อนแดง แล้วใช้ห่วงเขี่ยเชื้อแตะตรงโคโลนีเดี่ยวที่แยกได้จากอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งสูตร E2  
มาเกลี่ยตรงกลางสไลด์ รอให้แห้งในอากาศ จากนั้นย้อมสีด้วย Sudan Black B (เตรียมจากผง 
Sudan Black B 0.3 กรัม ใน 60% เอทานอล 100 มล) ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 10 นาที ล้างให้น้ า
ไหลผ่าน และท าสไลด์ให้แห้ง แล้วหยด Safranin O เข้มข้น 0.5 เปอร์เซนต์ (น้ าหนักต่อปริมาตร)  
ทิ้งไว้ 10 นาที ล้างให้น้ าไหลผ่าน และรอให้แห้ง น าไปส่องกล้องจุลทรรศน์โดยใช้ก าลังขยายสูงสุดใน 
หยดน้ ามัน จุลินทรีย์ที่มีการผลิตลิพิดภายในเซลล์ ซึ่งอาจจะเป็น PHA จะติดสีม่วงแดงของ Sudan 
Black B (ดัดแปลงจาก Burdon, 1946) 
     4. การศึกษาลักษณะการเจริญเติบโตและการผลิต PHA ของจุลินทรีย์ท่ีแยกได้ 

การศึกษาลักษณะการเจริญและการผลิต PHA ของกลุ่มแบคทีเรียที่แยกได้ในอาหารเหลว
สังเคราะห ์ซ่ึงจากการทดสอบกลุ่มเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิต PHA ได้ โดยดูจากกลุ่มเชื้อที่ย้อมติดสี 
ม่วงแดงของ Sudan Black B พบว่าสามารถแยกเชื้อได้ 4 ไอโซเลต ที่มีลักษณะโคโลนีคล้ายกันคือ
รูปร่างกลมมีสีขาวขุ่นและมีขอบหยัก โดยตั้งชื่อเป็น FMI-1, FMI-2, FMI-3 และ FMI-4 พบว่า FMI-1 
เจริญเติบโตอยู่ใต้อาหารวุ้น ขณะที่ FMI-2, FMI-3 และ FMI-4 เจริญอยู่ที่ผิวด้านบนของอาหารวุ้น น า
กลุ่มเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้ข้างต้นมาเตรียมเป็นเชื้อเริ่มต้นในอาหารเหลวที่ประกอบด้วย (กรัมต่อลิตร)  
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เพปโทน (peptone) 10 สารสกัดจากยีสต์ (yeast extract) 10 สารสกัดจากเนื้อ (beef extract) 5 
และแอมโมเนียซัลเฟต 5 ที่มีการเติมกลีเซอรอล 0.2 เปอร์เซ็นต์ เป็นแหล่งคาร์บอน ซึ่งผ่านการฆ่าเชื้อ 
ในหม้อนึ่งอัดไอ (Autoclave) ที่ความดัน 1 กิโลกรัมต่อตารางเซนติเมตร อุณหภูมิ 121  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที น าไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พร้อมกับเขย่าด้วย
ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 60 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างน้ าเลี้ยงทุก 4 ชั่วโมง ครั้งละ 2 มิลลิลิตร 
น าไปวัดความขุ่นของเซลล์ด้วยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

น ากลุ่มเชื้อเริ่มต้น FMI-2, FMI-3 และ FMI-4 จากข้างต้น มาเลี้ยงในอาหารเหลวชนิด 
nitrogen-free mineral salts medium (N2-free MSM) ซึ่งมีกลีเซอรอล 1 เปอร์เซ็นต์ เป็นแหล่ง
คาร์บอน ปรับพีเอชให้เป็น 7 อาหารเหลว N2-free MSM (กรัมต่อลิตร) ประกอบด้วย KH2PO4 3.70, 
K2HPO4 5.80, MgSO4.7H2O 0.2, MT solution 1  มิลลิลิตร ซึ่ง MT solution (กรัมต่อลิตรของ
กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น  0.1 โมลาร์) ประกอบด้วย FeSO4.7H2O 2.78, MnCl2.4H2O 1.98, 
CoSO4.7H2O 2.81, CaCl2.2H2O 1.67, CuCl2.2H2O 0.17, ZnSO4.7H2O 0.29 ที่ผ่านการฆ่าเชื้อใน
หม้อนึ่งอัดไอ ที่ความดัน 1 กิโลกรัมต่อตารางเซนติเมตร อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 
นาที โดยใช้เชื้อเริ่มต้น 5 เปอร์เซนต์ น าไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พร้อมกับเขย่าด้วย
ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างน้ าเลี้ยงทุก 4 ชั่วโมง ครั้งละ 10 
มิลลิลิตร น าไปวัดความขุ่นของเซลล์ด้วยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 
แล้วแบ่งน้ าเลี้ยงที่ได้ออกเป็นสองส่วนเท่ากัน ส่วนที่ 1 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร น าไปวิเคราะห์หาปริมาณ
เซลล์ในรูปของน้ าหนักเซลล์แห้ง และส่วนที่ 2 น าไปวิเคราะห์หาปริมาณของพอลิไฮดรอกซี -  
อัลคาโนเอต 
       5. การวิเคราะห์หาน้ าหนักเซลล์แห้ง 

น าน้ าเลี้ยงมาเหวี่ยงแยกเซลล์ ด้วยเครื่องเซนตริฟิวจ์ความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นท าการล้างเซลล์ด้วยน้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้วจ านวน 2 
ครั้งๆ ละ 10 มิลลิลิตร น าเซลล์ใส่ในจานเพาะเชื้อที่ทราบน้ าหนักแน่นอน น าไปอบที่อุณหภูมิ 105 
องศาเซลเซียส อบจนเซลล์แห้งและน้ าหนักคงที ่(Jung, Park and Lee, 2000)  

6. การวิเคราะห์หาปริมาณของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 
             สกัดสารพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากเซลล์ของแบคทีเรีย โดยเติมโซเดียมไฮโปคลอไรด์
ปริมาตร 6 มิลลิลิตร ลงในน้ าหมักปริมาตร 30 มิลลิลิตร ตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
จากนั้นเติมน้ ากลั่นปริมาตร 24 มิลลิลิตร คนให้เข้ากันด้วยแท่งแก้วคน เติมคลอโรฟอร์มปริมาตร 30 
มิลลิลิตร น าสารละลายทั้งหมดไปต้มในน้ าเดือดเป็นเวลา 30 วินาที ตั้งไว้ให้เย็น แล้วดูดสารละลายใน
ชั้นของคลอโรฟอร์มซึ่งจะอยู่ชั้นล่างด้วยหลอดดูดสารเก็บไว้ในขวดแก้วฝาเกลียว เพ่ือน าไปวิเคราะห์
หาปริมาณของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตต่อไป (สาธิตา ผลอินทร์, 2554)  
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 น าสารละลายที่สกัดได้มา 1 มิลลิลิตร ปล่อยให้ระเหยจนแห้ง แล้วเติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 
3 มิลลิลิตร ต้มในน้ าเดือด 10 นาที ตั้งไว้ให้เย็น แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 235 
นาโนเมตร แล้วหาปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากกราฟมาตรฐาน (สาธิตา ผลอินทร์, 2554) 

ส่วนที่ 2 ศึกษาแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมส าหรับการเจริญและ 
การผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

1. ศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอนจากวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรและของเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรม 

   เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้สูงสุดจากการทดลองในส่วน
ที่ 1 ข้อ 4 แบบสองข้ันตอน คือ ขั้นตอนที่ 1 เขี่ยเชื้อจากจานเพาะเชื้อที่มีอาหารแข็ง NB ลงในอาหาร
เหลวส าหรับเชื้อเริ่มต้นจ านวน 8 ขวด ที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อแล้ว โดยใช้เชื้อ 1 loop ต่อ อาหารเหลว 1 
ขวด ปริมาตร 150 มิลลิลิตร น าอาหารเหลวที่เติมเชื้อแล้วทั้งหมดไปบ่มที่อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส 
ในเครื่องเขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นน าน้ าเลี้ยงทั้งหมดไปปั่น
แยกด้วยเครื่องเซนติฟิวจ์ ความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
ล้างตะกอนเซลล์อีกสองครั้ง เก็บตะกอนเซลล์ไว้ใช้ในขั้นตอนต่อไป 

   เตรียมอาหารเหลว N2-free MSM ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่จ านวน 8 ขวด   
เติมน้ าแช่เปลือกสับปะรด น้ าแช่ชานอ้อย แบะแซ กากน้ าตาล น้ ามันใช้แล้ว กลีเซอรอลดิบ และ 
น้ าทิ้งจากโรงอาหาร อย่างละ 1 เปอร์เซนต์ ลงในขวดที่ 2 ถึง 8 ตามล าดับ (ขวดที่ 1 ใช้เป็นตัว
ควบคุม) น าอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 8 ขวดไปนึ่งฆ่าเชื้อในหม้อนึ่งอัดไอ ที่ความดัน 1 กิโลกรัมต่อตาราง
เซนติเมตร อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 

    ดูดตะกอนเซลล์ข้างต้นปริมาตร 2 มิลลิลิตร เติมลงในอาหารเหลว N2-free MSM ขวดที่ 
1 ถึง ขวดที่ 8 น าอาหารเหลวทั้ง 8 ขวด ไปบ่มในเครื่องเขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่
อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เก็บน้ าเลี้ยงทุกๆ 24 ชั่วโมง ครั้งละ 30 มิลลิลิตร ปั่น
แยกน้ าเลี้ยงด้วยเครื่องเซนติฟิวจ์ ความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
10 นาที เก็บตะกอนเซลล์ไว้ น าไปวิเคราะห์น้ าหนักเซลล์แห้งและปริมารพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

    ท าการทดลองซ้ าจ านวน 3 ซ้ า วิเคราะห์ผลการทดลองทางสถิติ เพ่ือทดสอบชนิดของ
แหล่งคาร์บอนที่มีผลอย่างมีนัยส าคัญต่อการผลิต PHA เลือกแหล่งคาร์บอนที่มีผลหลักต่อการผลิต 
PHA อย่างมีนัยส าคัญ (ค่า P-value < 0.05)  
         2. ศึกษาปริมาณของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 
    เตรียมอาหารเหลว N2-free MSM ปริมาตร 150 มิลิลิตร จ านวน 5 ขวด เติมแหล่ง
คาร์บอนที่ให้ปริมาณของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุด จากผลการทดลองในส่วนที่ 2 ข้อ 1 ร้อยละ 
1, 2, 3, 4 และ 5 ลงในขวดอาหารเหลวที่ 1-5 น าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่ความดัน 1 กิโลกรัมต่อตาราง
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เซนติเมตร อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นเติมเซลล์แบคทีเรียที่เตรียมเป็น
เชื้อเริ่มต้นปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงไปในอาหารเหลวทั้ง 5 ขวด น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส 
ในเครื่องเขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างน้ าหมักทุก 24 ชั่วโมง 
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร แล้วน าไปวิเคราะห์น้ าหนักเซลล์แห้งและปริมาณของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต  

3. การคัดเลือกแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 
   เตรียมเชื้อเริ่มต้นของแบคทีเรีย FMI3 โดยใช้ห่วงเขี่ยเชื้อเขี่ยแบคทีเรีย FMI3 จากจาน

เพาะเชื้อลงในอาหารเหลว pre-culture จ านวน 8 ขวด โดยใช้เชื้อ 1 loop ต่อ อาหารเหลว 1 ขวด 
ปริมาตร 150 มิลลิลิตร น าอาหารเหลวทั้งหมดไปบ่มที่อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส ในเครื่องเขย่าด้วย
ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นน าน้ าเลี้ยงทั้งหมดไปปั่นแยกด้วยเครื่อง  
เซนติฟิวจ์ ความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เก็บตะกอน
เซลล์ไว้ใช้ในขั้นตอนต่อไป 

   ดูดตะกอนเซลล์ข้างต้นปริมาตร 2 มิลลิลิตร ด้วยปิเปตแล้วเติมลงในอาหารเหลวชนิด 
MSM ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ทั้ง 8 ขวด ที่มีแหล่งคาร์บอนในปริมาณที่เหมาะสมจากการทดลองข้อ 
2 เติมแอมโมเนียม-ซัลเฟต แอมโมเนียมคลอไรด์ แอมโมเนียมไนเตรท แอมโมเนียมอะซีเตท โมโน
โซเดียมกลูตาเมต โซเดียมไนเตรท และยูเรีย ลงในขวดอาหารที่ 2 ถึง ขวดที่ 8 ใช้ขวดที่ 1 เป็นตัว
ควบคุม (N2 – free MSM) น าขวดรูปชมพู่ทั้งหมดไปบ่มในเครื่องเขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที 
ที่อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เก็บน้ าหมักทุกๆ 24 ชั่วโมง ครั้งละ 30 มิลลิลิตร 
ปั่นแยกน้ าเลี้ยงด้วยเครื่องเซนติฟิวจ์ ความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 10 นาที เก็บตะกอนเซลล์ไว้ น าไปวิเคราะห์น้ าหนักเซลล์แห้งและสกัดสารพอลิไฮดรอกซี -  
อัลคาโนเอตต่อไป  

   ท าการทดลองซ้ าในข้อ จ านวน 3 ซ้ า วิเคราะห์ผลการทดลองทางสถิติ เพ่ือทดสอบชนิด
ของแหล่งไนโตรเจนที่มีผลอย่างมีนัยส าคัญต่อการผลิต PHA เลือกแหล่งไนโตรเจนที่มีผลหลักต่อการ
ผลิต PHA อย่างมีนัยส าคัญ (ค่า P-value < 0.05) 
         4. ศึกษาปริมาณของแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

   เลือกแหล่งไนโตรเจนที่มีอิทธิพลต่อการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ FMI-3 สูง
ที่สุด 4 ชนิด จากการทดลองในข้อ 3 มาศึกษาปริมาณท่ีเหมาะสมดังนี้ 

   เตรียมอาหารเหลว pre-culture เพ่ือเตรียมเป็นหัวเชื้อเริ่มต้นปริมาตรรวม 150 มิลลิลิตร 
จ านวน 5 ขวด เขี่ยเชื้อเขี่ยแบคทีเรีย FMI3 จากจานเพาะเชื้อลงในอาหารเหลว pre-culture โดยใช้
เชื้อ 1 loop ต่อ อาหารเหลว 1 ขวด น าอาหารเหลวทั้งหมดไปบ่มที่อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส ใน
เครื่องเขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นน าน้ าเลี้ยงทั้งหมดไปปั่นแยก
ด้วยเครื่องเซนติฟิวจ์ ความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เก็บ
ตะกอนเซลล์ไว้ใช้ในขั้นตอนต่อไป 
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เตรียมอาหารเหลว MSM จ านวน 5 ขวด ปริมาตร 150 มิลลิลิตร มีแหล่งคาร์บอนในปริมาณ
ที่เหมาะสมจากการทดลองข้อ 2 เติมแอมโมเนียมซัลเฟต ปริมาณ 1, 5, 10, 15 และ 20 กรัมต่อลิตร 
ลงในขวดที่ 1-5 น าอาหารเหลวทั้ง 5 ขวดไปนึ่งฆ่าเชื้อในหม้อนึ่งอัดไอ ที่ความดัน 1 กิโลกรัมต่อตาราง
เซนติเมตรอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ปิเปตเซลล์ปริมาตร 2 มิลลิลิตร จากการ
ทดลองข้างต้นเติมลงในขวดรูปชมพู่ใบที่ 1-5 น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส ในเครื่องเขย่าด้วย
ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างน้ าหมักทุก 24 ชั่วโมง ปริมาตร 30 
มิลลิลิตร แล้วน าไปวิเคราะห์น้ าหนักเซลล์แห้ง และ ปริมาณของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

ส่วนที่ 3 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

ในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการเจริญและผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ 
FMI-3 แสดงได้ดังนี้ 

1. การเตรียมเชื้อเริ่มต้น 
   เตรียมอาหารเหลวส าหรับเชื้อเริ่มต้น pre-culture ซึ่งประกอบด้วยเพปโทน 5 กรัมต่อลิตร 

สารสกัดจากยีสต์และสารสกัดจากเนื้ออย่างละ 3 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่
ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมเชื้อเริ่มต้นจ านวน 1 ลูปเต็มต่อขวด ท าการเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขย่าด้วย
ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง น าน้ าเลี้ยงทั้งหมดไป
ปั่นแยกด้วยเครื่องเซนติฟิวจ์ ความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที เก็บตะกอนเซลล์ไว้ใช้ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตต่อไป 

2. การศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม 
   ท าการเลี้ยงเชื้อ FMI-3 ในอาหารเหลวปริมาตร 150 มิลลิลิตร ในสูตรอาหาร N2-free 

MSM และ MSM ดังแสดงในตาราง 3.1 โดยใช้เชื้อที่เตรียมได้จากข้อ 1 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เติมลง
ไปในอาหารเหลวทั้งสองสูตร น าไปเลี้ยงบนเครื่องเขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 38 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เก็บน้ าหมักปริมาตร 30 มิลลิลิตร ที่เวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 
น าไปวิเคราะห์หาปริมาณกลีเซอรอล น้ าหนักเซลล์แห้ง และปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

ตาราง 3.1 องค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ในการศึกษา 
องค์ประกอบ (กรัมต่อลิตร) N2-free MSM MSM 

กลีเซอรอลดิบ 50 50 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 3.70 3.70 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 5.80 5.80 
แมกนีเซียมซัลเฟตเตตระไฮเดรต (MgSO4.7H2O) 0.20 0.20 
แอมโมเนียมซัลเฟต (NH4)2SO4 - 5 
Trace element solution (มิลลิลิตร) 1 1 
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3. การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิตพอลิไอดรอกซีอัลคาโนเอต 
    ท าการเลี้ยงเชื้อเริ่มต้นในอาหารเหลว pre-culture และเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวชนิด 

MSM ปริมาตร 150 มิลลิลิตร จ านวน 4 ขวด ท าการเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขย่าความเร็ว 200 รอบต่อ
นาท ีที่อุณหภูมิต่างๆ คือ 30, 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เก็บน้ าหมักของชุด
การทดลองทั้งหมดทุกๆ 24 ชั่วโมง ปริมาตร 30 มิลลิลิตร เพ่ือน าไปวิเคราะห์น้ าหนักเซลล์แห้งและ
ปริมาณของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

4. การศึกษาค่าพีเอชท่ีเหมาะสมในการผลิตพอลิไอดรอกซีอัลคาโนเอต 
     เติมเชื้อเริ่มต้นที่เตรียมได้ 2 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลวชนิด MSM ปริมาตร 150 

มิลลิลิตร จ านวน 5 ชุดการทดลอง ที่มีการปรับค่าพีเอชต่างๆ คือ 5, 6, 7, 8 และ 9  
ท าการเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขย่าความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิที่มีผลต่อการเจริญและผลิต 
พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้สูงสุด จากข้อ 3 เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เก็บน้ าหมักของชุดการทดลอง
ทั้งหมดทุกๆ 24 ชั่วโมง ปริมาตร 30 มิลลิลิตร เพ่ือน าไปวิเคราะห์น้ าหนักเซลล์แห้งและปริมาณของ
พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

5. การศึกษาอัตราเร็วในการกวนที่เหมาะสมในการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 
     เติมเชื้อเริ่มต้นที่เตรียมได้ 2 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลวชนิด MSM ปริมาตร 150 

มิลลิลิตร มีค่าพีเอชที่มีผลต่อการเจริญและผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้สูงสุด จากข้อ 4 จ านวน 
6 ชุดการทดลอง ท าการเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขย่าด้วยความเร็วต่างๆ คือ 100, 120, 140, 160, 180 
และ 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิที่มีผลต่อการเจริญและผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้สูงสุด จาก
ข้อ 3 เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เก็บน้ าหมักของชุดการทดลองทั้งหมดทุกๆ 24 ชั่วโมง ปริมาตร 30 
มิลลิลิตร เพื่อน าไปวิเคราะห์น้ าหนักเซลล์แห้งและปริมาณของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

6. การศึกษาอัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่เหมาะสม 
   ท าการเลี้ยงเชื้อในอาหาร MSM โดยปรับอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C:N ratio) 

เท่ากับ 10, 15, 20, 25 และ 30 ที่มีค่าพีเอชซึ่งมีผลต่อการเจริญและผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต
ได้สูงสุด จากข้อ 4  แล้วน าไปเลี้ยงที่อุณหภูมิซึ่งมีผลต่อการเจริญและผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต
ได้สูงสุด จากข้อ 3 บนเครื่องเขย่าด้วยอัตราเร็วที่มีผลต่อการเจริญและผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต
ได้สูงสุด จากข้อ 5 เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เก็บน้ าหมักของชุดการทดลองทั้งหมดทุกๆ 24 ชั่วโมง 
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร เพื่อน าไปวิเคราะห์น้ าหนักเซลล์แห้งและปริมาณของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

ส่วนที่ 4 การตรวจสอบชนิดและองค์ประกอบของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

 การตรวจสอบชนิดและองค์ประกอบของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจะท าการวิเคราะห์โดย 
GC-MS ดังนี้ 
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               น าตัวอย่างไประเหยแห้ง จากนั้นน าเซลล์แห้ง 10 มิลลิกรัม ละลายในคลอโรฟอร์มปริมาตร 
1 มิลลิลิตร และเติมสาร esterification fluid 1 มิลลิลิตร ที่ประกอบด้วยกรดเบนโซอิก 0.025 กรัม 
เมทานอลปริมาตร 242 มิลลิลิตร และกรดซัลฟิวริก เข้มข้นร้อยละ 95-98 ปริมาตร 8 มิลลิลิตร และ
น าไปบ่มในตู้บ่มควบคุมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3.5 ชั่วโมง ทิ้งไว้ให้เย็น จากนั้นเติม
น้ากลั่นปราศจากไอออนปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันและเก็บตัวอย่างที่เกิดจากการแยกชั้น 
โดยน าส่วนของคลอโรฟอร์มที่มี -hydroxymethyl ester ละลายอยู่ น าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่องแก๊ส
โครมาโตกราฟีแมสสเปกโตรมิตรี (gas chromatography-mass spectrophotometry, GC-MS) 
สภาวะของแก๊สโครมาโทกราฟี (Gas Chromatograph) จะควบคุมโดยใช้อุณหภูมิน าเข้าที่ 250 องศา
เซลเซียส ก าหนดให้อุณหภูมิของ Oven เริ่มต้นที่ 40 องศาเซลเซียส คงที่เป็นเวลา 1 นาที จากนั้น
เพ่ิมอุณหภูมิขึ้นเป็น 70 องศาเซลเซียส โดยใช้อัตราการเพ่ิม 5 องศาเซลเซียสต่อนาทีและอุณหภูมิจะ
เพ่ิมขึ้นเป็น 115 องศาเซลเซียส มีอัตราการเพ่ิม 15 องศาเซลเซียสต่อนาที จากนั้นเพ่ิมอุณหภูมิขึ้น
เป็น 190 องศาเซลเซียส ในอัตราการเพ่ิม 25 องศาเซลเซียสต่อนาที และเพ่ิมอุณหภูมิขึ้นจนถึง 250 
องศาเซลเซียส ใช้อัตราการเพิ่ม 10 องศาเซลเซียสต่อนาที ก าหนดให้อุณหภูมิสุดท้าย (Post Run) คือ 
250 องศาเซลเซียส คงที่เป็นเวลา 6 นาที คอลัมน์ที่ใช้คือ HP-5MS, ความยาวเท่ากับ 30 เมตร ความ
หนาเท่ากับ 0.25 ไมโครเมตรและขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเท่ากับ 0.25 มิลลิลิตร สภาวะของ Mass 
Spectrometer ควบคุมโดยใช้ ระบบ Electron Ionization: Acquisition mode; Sim mode ใช้ 
Detector ชนิด Electron multiplier detector ก าหนดระบบ Solvent delay โดยใช้เวลา 4 นาที 
ในการวิเคราะห์ก าหนดระบบการฉีดสารตัวอย่างแบบ Splitless ใช้ปริมาตรสารตัวอย่าง 1 ไมโครลิตร 

 
 

 



 
 

บทท่ี 4 

ผลการวิจัย 

การวิจัยเรื่อง การผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรและผลพลอยได้จาก
โรงงานอุตสาหกรรมโดยเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากน้้าทิ้งโรงงานแหนม มีวัตถุประสงค์เพ่ือ 1) ศึกษา
แหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนที่ เหมาะสมส้าหรับการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากวัสดุ
เหลือใช้ทางการเกษตรและผลพลอยได้จากโรงงานอุตสาหกรรม 2) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการ
ผลิตพอลิไฮดรอกซี อัลคาโนเอตจากวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรและผลพลอยได้จากโรงงาน
อุตสาหกรรม และ 3) ศึกษาชนิดและองค์ประกอบของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่ผลิตจากวัสดุเหลือ
ใช้ทางการเกษตรและผลพลอยได้จากโรงงานอุตสาหกรรม ผู้วิจัยได้น้าเสนอผลการวิจัยดังนี้ 

ส่วนที่ 1 การเจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากน้้า
ทิ้งโรงงานแหนม 

ส่วนที่ 2 แหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมส้าหรับการเจริญและผลิต 
พอลิไฮดรอกซึอัลคาโนเอต 

ส่วนที่ 3 สภาวะที่เหมาะสมในการเจริญและผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุด 
ส่วนที่ 4 ผลการตรวจสอบชนิดและองค์ประกอบของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

ส่วนที่ 1 การเจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้
จากน้้าทิ้งโรงงานแหนม 

1. การแยกเชื้อที่สามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากน้้าทิ้งโรงงานแหนม 
     จากการศึกษาการแยกเชื้อท่ีสามารถผลิต PHA จากกลุ่มเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากน้้าทิ้ง

ที่มีไขมันเป็นองค์ประกอบบนอาหารแข็งสูตร E2 พบว่าสามารถแยกเชื้อได้ 4 ไอโซเลท ที่มีลักษณะ
โคโลนีคล้ายกันคือรูปร่างกลมมีสีขาวขุ่นและมีขอบหยัก โดยตั้งชื่อเป็น FMI-1, FMI-2, FMI-3 และ 
FMI-4 (ตาราง 4.1) เนื่องจากว่า FMI-1 เจริญเติบโตอยู่ใต้อาหารวุ้น ซึ่งอาจจะเป็นกลุ่มแบคทีเรียที่ไม่
ต้องการอากาศ ขณะที่ FMI-2, FMI-3 และ FMI-4 เจริญอยู่ที่ผิวด้านบนของอาหารวุ้น ดังนั้นในการ
วิจัยครั้งนี้จึงศึกษากลุ่มเชื้อจุลินทรีย์เพียง 3 ไอโซเลทดังกล่าวเท่านั้น จากการน้าแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซ
เลทมาทดสอบการติดสี Sudan Black B เพ่ือพิจารณาการผลิตพอลิเมอร์ภายในเซลล์ ซึ่ง Sudan 
Black B เป็นสีย้อมสารที่ไม่มีขั้ว ละลายในไขมันได้ ท้าให้สามารถติดไขมันได้สูง จึงมีการใช้ Sudan 
Black B เพ่ือย้อมทดสอบไตรกลีเซอไรด์ ลิพิด และไลโปโปรตีนบางตัว จากการทดลองพบว่าเชื้อ FMI-
2, FMI-3 และ FMI-4 สามารถย้อมติดสี Sudan Black B แสดงว่าแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลทนี้ สามารถ
ผลิตพอลิเมอร์กลุ่ม PHA ได้ 
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ตาราง 4.1 ลักษณะโคโลนีต่างๆ เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหาร E2 ที่มีอะซิเตตเป็นแหล่งคาร์บอน 
รหัส ลักษณะของโคโลนี รูปร่างโคโลนี การย้อมติดสีแกรม การย้อมติดสี Sudan Black B 

FMI-2 ขาวขุ่น มีรอยหยัก วงกลม แกรมบวก ผลบวก 
FMI-3 ขาวขุ่น มีรอยหยัก วงกลม แกรมบวก ผลบวก 
FMI-4 ขาวขุ่น มีรอยหยัก วงกลม      แกรมบวก ผลบวก 

 
2. ลักษณะการเจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของกลุ่มเชื้อแบคทีเรียท่ี 

แยกได้ในอาหารเหลวสังเคราะห์ 
     ในการเตรียมเชื้อส้าหรับเป็นเชื้อเริ่มต้นโดยเลี้ยงเซลล์แบคทีเรีย FMI-2, FMI-3 และ FMI-

4 ในอาหารเหลวที่ประกอบด้วยเพปโทน สารสกัดจากยีสต์ แอมโมเนียซัลเฟต และ มีกลีเซอรอลเป็น
แหล่งคาร์บอน ในสภาวะที่มีการเขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  จากการตรวจสอบการ
เจริญเติบโตโดยวัดความขุ่นของเซลล์ในน้้าเลี้ยงด้วยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 540 
นาโนเมตร พบว่าแบคทีเรีย FMI-2 และ FMI-4 มีการแบ่งตัวและการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็ว 
จนกระท่ังถึงชั่วโมงท่ี 40 การเจริญจะเริ่มคงที่ ดังแสดงในภาพที่ 4.1 ในขณะที่แบคทีเรีย FMI-3 มีการ
แบ่งตัวและการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็ว ในช่วงเวลาตั้งแต่ 20 ชั่วโมงเป็นต้นไป  จนกระทั่งถึงชั่วโมงที่ 
40 การเจริญจะเริ่มคงที่ ในชั่วโมงท่ี 24 เป็นช่วงกลางของการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็วของเชื้อ FMI-2 
และ FMI-4 ขณะที่ช่วงกลางของการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็วของเชื้อ FMI-3 อยู่ในชั่วโมงที่ 32 ดังนั้น
จึงเลือกชั่วโมงที่ 24 เป็นช่วงระยะเวลาที่ใช้ในการเตรียมหัวเชื้อเริ่มต้นส้าหรับเชื้อ FMI-2 และ FMI-4 
และเลือกชั่วโมงท่ี 32 เป็นช่วงระยะเวลาที่ใช้ในการเตรียมหัวเชื้อเริ่มต้นส้าหรับเชื้อ FMI-3  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4.1 การเจริญของเชื้อแบคทีเรีย FMI-2 (      ) FMI-3 (       ) และ FMI-4 (    ) ทีแ่ยกได้ 
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จากการน้าเชื้อจุลินทรีย์ที่แยกได้ทั้ง 3 ไอโซเลท คือ FMI-2, FMI-3 และ FMI-4 มาศึกษา 
การเจริญและการผลิต PHA ในอาหารเหลวชนิด nitrogen-free mineral salts medium (MSM) ซึ่ง
มีกลีเซอรอล 1 เปอร์เซ็นต์ เป็นแหล่งคาร์บอน ปรับพีเอชให้เป็น 7 ที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อ โดยท้าการ 
เลี้ยงเชื้อทั้ง 3 ไอโซเลท เปรียบเทียบกัน โดยใช้ปริมาตรเชื้อเริ่มต้นที่ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ เลี้ยง
บนเครื่องเขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ผล
การทดลองแสดงในภาพที่ 4.2 จากกราฟผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเชื้อ FMI-2 และ FMI-4 มีการ
เจริญเติบโตสูงสุดในชั่วโมงที่ 52 โดยมีน้้าหนักเซลล์แห้งเท่ากับ 1.71 และ 1.49 กรัมต่อลิตร 
ตามล้าดับ ในขณะที่เชื้อ FMI-3 มีการเจริญเติบโตสูงสุดในชั่วโมงที่ 64 (น้้าหนักเซลล์แห้ง 1.52 กรัม
ต่อลิตร) เมื่อเปรียบเทียบการผลิต PHA ของเชื้อทั้ง 3 ไอโซเลท พบว่า เชื้อ FMI-3 ผลิต PHA ได้สูง
ที่สุดในชั่วโมงที่ 48-52 เท่ากับ 1.02-1.03 กรัมต่อลิตร รองลงมาคือ เชื้อ FMI-4 ผลิต PHA ได้สูงสุดใน
ชั่วโมงที่ 60 เท่ากับ 0.79 กรัมต่อลิตร และ เชื้อ FMI-2 ผลิต PHA ได้สูงสุดในชั่วโมงที่ 48 เท่ากับ 
0.67 กรัมต่อลิตร ซึ่งสัดส่วนการผลิต PHA ต่อการเจริญที่ได้ของเชื้อ FMI-3, FMI-4 และ FMI-2 คิด
เป็น 69.16, 56.86 และ 39.97 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ ดังนั้นในการวิจัยขั้นต่อไปจึงเลือกศึกษาเฉพาะ
เชื้อ FMI-3 เนื่องจากสามารถผลิต PHA ได้สูงที่สุด  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4.2 น้้าหนักเซลล์แห้ง และ ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่ได้จากการเลี้ยงเชื้อ  
FMI-2 (    ), FMI-3 (    ) และ FMI-4 (     ) ในอาหารเหลวชนิด nitrogen-free MSM   
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แหล่งคาร์บอน 

ส่วนที่ 2 แหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมส้าหรับการเจริญและผลิต 
พอลิไฮดรอกซึอัลคาโนเอต 

 1. แหล่งคาร์บอนที่มีผลต่อการเจริญและผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 
      จากการทดลองศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอนจากวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรและของเสีย
จากโรงงานอุตสาหกรรม ชนิดต่างๆ เช่น น้้าแช่เปลือกสับปะรด น้้าแช่ชานอ้อย แบะแซ กากน้้าตาล 
น้้ามันที่เหลือจากการทอดอาหาร กลีเซอรอลดิบ และ น้้าทิ้งจากโรงอาหาร เป็นต้น ต่อการสังเคราะห์
พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ FMI3 ผลการทดลองแสดงในภาพที่ 4.3  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.3 ชนิดของแหล่งคาร์บอนต่างๆ ที่มีผลต่อการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

 จากกราฟผลการทดลองจะเห็นได้ว่ากลีเซอรอลดิบเป็นแหล่งคาร์บอนที่มีผลให้เชื้อ FMI3 
ผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้สูงสุด รองลงมาคือ กากน้้าตาล ส้าหรับน้้ามันใช้แล้วและน้้าทิ้งจาก 
โรงอาหารให้ผลผลิตของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตใกล้เคียงกันแต่ได้ปริมาณของพอลิไฮดรอกซีอัล - 
คาโนเอตน้อยกว่าการใช้กากน้้าตาล ส้าหรับการเลี้ยงเชื้อ FMI-3 ในอาหารเหลวที่มีวัสดุเหลือใช้ทาง
การเกษตร เช่น น้้าแช่เปลือกสับปะรด และ น้้าแช่ชานอ้อย เป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าเชื้อน้ามาใช้
สร้างพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้น้อยมาก ดังนั้นในการทดลองขั้นต่อไปจึงใช้เฉพาะของเสียจาก
โรงงานอุตสาหกรรม 
 การศึกษาผลของปริมาณแหล่งคาร์บอนที่มีต่อการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ 
FMI3  โดยเลือกแหล่งคาร์บอนเพียง 4 ชนิด ที่ความเข้มข้นต่างๆ (1-5% โดยปริมาตร) มาเติมลงใน
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อาหารเหลว N2-free MSM ผลการทดลองแสดงในภาพที่ 4.4 จะเห็นได้ว่าปริมาณของกลีเซอรอลดิบ
ที่เพ่ิมขึ้นมีผลท้าให้ปริมาณของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส้าคัญ ในขณะที่ปริมาณ
ของแหล่งคาร์บอนอ่ืนๆ เช่น กากน้้าตาล น้้ามันใช้แล้ว และ น้้าทิ้งจากโรงอาหาร ไม่มีผลไปท้าให้
ปริมาณของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตเพ่ิมมากขึ้น ดังนั้นในการทดลองต่อไปจะใช้กลีเซอรอลดิบ
เข้มข้นร้อยละ 5 โดยปริมาตร 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.4 ปริมาณของแหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ คือ กลีเซอรอลดิบ () กากน้้าตาล () น้้ามัน- 
ใช้แล้ว () และ น้้าทิ้งจากโรงอาหาร () ที่มีต่อการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

 2. แหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 
   จากการทดลองเติมแหล่งไนโตรเจนชนิดต่างๆ ในปริมาณ 5 กรัมต่อลิตร ลงไปในอาหาร 

MSM ได้แก่ แอมโมเนียมซัลเฟต โมโนโซเดียมกลูตาเมท โซเดียมไนเตรท ยูเรีย แอมโมเนียมคลอไรด์ 
แอมโมเนียมไนเตรท และ แอมโมเนียมอะซีเตท  เป็นต้น เพ่ือศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจนดังกล่าวต่อ
การเจริญและสังเคราะห์พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ FMI3 เปรียบเทียบกับอาหารเหลวชนิด 
N2 –free MSM ผลการทดลองแสดงในภาพที่ 4.5 จะเห็นได้ว่าการเติมแอมโมเนียมซัลเฟตลงไปใน
อาหาร MSM จะมีผลท้าให้เชื้อมีการเจริญและผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้ดีกว่าการเลี้ยงใน
อาหารเหลว N2 –free MSM ส้าหรับแหล่งไนโตรเจนชนิดอ่ืนๆ ที่เติมลงไปไม่ท้าให้เชื้อเจริญเติบโต
เพ่ิมข้ึนแต่มีแหล่งไนโตรเจนสามชนิดที่เติมลงไปแล้วจะท้าให้เชื้อสะสมพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตมาก
กว่าอาหารชนิด N2 –free MSM คือ แอมโมเนียมไนเตรท แอมโมเนียมอะซีเตท และ แอมโมเนียม
คลอไรด์ ตามล้าดับ  
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แหล่งไนโตรเจน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.5 ชนิดของแหล่งไนโตรเจนต่างๆ ที่มีผลต่อการเจริญ (   )  และการผลิตพอลิไฮดรอกซี- 
อัลคาโนเอต (    ) 

การศึกษาผลของปริมาณแหล่งไนโตรเจนที่มีต่อการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ 
FMI3  โดยเลือกแหล่งไนโตรเจนเพียง 4 ชนิด คือ แอมโมเนียมซัลเฟต แอมโมเนียมไนเตรท 
แอมโมเนียมอะซีเตท และ แอมโมเนียมคลอไรด์ ที่ความเข้มข้นต่างๆ (1, 5, 10, 15 และ 20 กรัมต่อ
ลิตร) มาเติมลงในอาหารเหลว MSM ผลการทดลองแสดงในภาพที่ 4.6 จากกราฟผลการทดลองแสดง
ให้เห็นว่าแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเข้มข้น 5 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งไนโตรเจนที่เติมลงไปในอาหาร
เหลว MSM แล้วท้าให้เชื้อ FMI-3 ผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้สูงสุด รองลงมาได้แก่ 
แอมโมเนียมไนเตรท แอมโมเนียมอะซีเตท และ แอมโมเนียมคลอไรด์ ตามล้าดับ  และถ้าเพ่ิม 
ความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนทั้งสี่ชนิดพบว่าการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจะลดลงอย่างมี
นัยส้าคัญ ดังนั้นในการทดลองต่อไปจะใช้อาหารเหลว MSM ที่ใช้แอมโมเนียมซัลเฟตเข้มข้น 5 กรัมต่อ
ลิตร เป็นแหล่งของไนโตรเจน 

 

 

 



37 
 

0.00

0.10

0.20

0.30

0.40

0.50

0.60

0.70

0.80

0.90

1.00

0 5 10 15 20 25

ปริ
มา

ณ
 P

HA
  ก

รัม
ต่อ

ลิต
ร 

ความเข้มข้น (กรัมต่อลิตร) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.6 ปริมาณของแหล่งไนโตรเจนชนิดต่างๆ คือ แอมโมเนียมซัลเฟต () แอมโมเนียมไนเตรท 
() แอมโมเนียมอะซีเตท () และ แอมโมเนียมคลอไรด์ () ที่มีต่อการผลิตพอลิไฮดรอกซี- 
อัลคาโนเอต 
 

ส่วนที่ 3 สภาวะที่เหมาะสมในการเจริญและผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุด 

 จากการทดลองข้ันต้นท้าให้ทราบว่ากลีเซอรอลดิบเป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสม โดยปริมาณ
ที่เหมาะสม คือ 50 กรัมต่อลิตร และแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสม คือ แอนโมเนียมซัลเฟตเข้มข้น 5 
กรัมต่อลิตร ผู้วิจัยได้ทดลองเปรียบเทียบผลของการเลี้ยงเชื้อ FMI-3 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 2 สูตร คือ 
สูตร N2-free MSM และ สูตร MSM ที่มีกลีเซอรอลดิบเข้มข้น 50 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอนพียง
ชนิดเดียว แล้วท้าการตรวจสอบปริมาณกลีเซอรอลดิบที่ใช้ไป น้้าหนักของเซลล์แห้งและการผลิต 
พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ FMI-3 ผลการทดลองแสดงในภาพที่ 4.7 และ 4.8 ตามล้าดับ  
จากกราฟผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า ปริมาณของกลีเซอรอลดิบในอาหารสูตร MSM ซึ่งมี
แอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจนลดลงมากกว่าในอาหารสูตร N2-free MSM ซึ่งไม่มีแหล่ง
ไนโตรเจน โดยที่เวลา 72 ชั่วโมง มีปริมาณกลีเซอรอลดิบเหลืออยู่น้อยที่สุด นอกจากนี้ยังพบว่า
น้้าหนักเซลล์แห้งของเชื้อ FMI-3 ที่เลี้ยงในอาหาร MSM มีปริมาณสูงกว่าน้้าหนักเซลล์แห้งของเชื้อที่
เลี้ยงในอาหารสูตร N2-free MSM ที่ช่วงเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง ในท้านองเดียวกันกับปริมาณ
ของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเซลล์ที่เลี้ยงในอาหาร MSM มีปริมาณสูงกว่าเชื้อที่เลี้ยงในอาหาร
สูตร N2-free MSM 

 



38 
 

0

10

20

30

40

50

60

0 10 20 30 40 50 60 70 80

ปริ
มา

ณ
กล

ีเซ
อร

อล
ดิบ

 (ก
รัม

ต่อ
ลิต

ร)
 

เวลา (ชั่วโมง) 

0.0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2
1.4
1.6
1.8
2.0

24 48 72 

น้้า
หน

ักเ
ซล

ล์แ
ห้ง

แล
ะป

ริม
าณ

 P
HA

 
(ก

รัม
ต่อ

ลิต
ร)

  

เวลา (ชั่วโมง) 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.7 ปริมาณของกลีเซอรอลดิบทั้งหมดในการเลี้ยงเชื้อ FMI-3 ในอาหารเหลวสูตร N2-free 
MSM () และ MSM () 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.8 น้้าหนักเซลล์แห้งของเชื้อที่เลี้ยงในอาหารสูตร N2-free MSM (     ) และ MSM (     ) 
ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตท่ีสังเคราะห์จากเชื้อที่เลี้ยงในอาหารสูตร N2-free MSM (    ) และ 
MSM (    ) 

 จากการศึกษาอุณหภูมิต่างๆ ได้แก่ 30, 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส ที่มีผลต่อน้้าหนักของ
เซลล์แห้งและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ FMI-3 ที่เลี้ยงใน pre-culture และอาหาร
สูตร MSM ที่มีแหล่งคาร์บอนคือกลีเซอรอลดิบเข้มข้น 50 กรัมต่อลิตร และมีแอมโมเนียมซัลเฟต 
เข้มข้น 5 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งไนโตรเจน ผลการทดลองแสดงในภาพที่ 4.9 จากกราฟผลการทดลอง
แสดงให้เห็นว่าเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นจาก 30 องศาเซลเซียส ถึง 40 องศาเซลเซียส น้้าหนักเซลล์แห้งและ
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อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 

ปริมาณของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่ได้จากการหมักมีปริมาณเพ่ิมขึ้น เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นจาก 50 
ถึง 60 องศาเซลเซียส น้้าหนักเซลล์แห้งและปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจะลดลงตามล้าดับ ที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส จะได้น้้าหนักเซลล์แห้ง และปริมาณของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุด
เท่ากับ 1.792 และ 1.3000 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ ซึ่งคิดเป็นร้อยละผลผลิตของพอลิไฮดรอกซีอัลคา
โนเอตได้เท่ากับ 72.54 ที่เวลาในการหมัก 72 ชั่วโมง ในการทดลองต่อไปท้าการหมักที่อุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.9 น้้าหนักเซลล์แห้งที่เวลาในการหมัก 48 ชั่วโมง (     ) และ 72 ชั่วโมง (     ) ปริมาณ 
พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตท่ีสังเคราะห์ในเวลาการหมัก 48 ชั่วโมง (    ) และ 72 ชั่วโมง (    ) เมื่อท้า
การหมักที่อุณหภูมิต่างๆ 

 จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงความเป็นกรดด่างของอาหารเหลว pre-culture และอาหาร 
MSM ที่มีกลีเซอรอลดิบเข้มข้น 50 กรัมต่อลิตร และแอมโมเนียมซัลเฟตเข้มข้น 5 กรัมต่อลิตร เป็น
แหล่งคาร์บอนแหล่งและไนโตรเจนตามล้าดับ หมักที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส แล้วติดตามการ
เจริญเติบโตและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ FMI-3 โดยการวิเคราะห์น้้าหนักเซลล์แห้ง
และปริมาณของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต ผลการทดลองแสดงในภาพที่ 4.10 จากกราฟ 
ผลการทดลองจะเห็นได้ว่าเมื่อพีเอชเพ่ิมขึ้นจาก 5 ถึง 7 น้้าหนักเซลล์แห้งและปริมาณของ 
พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจะเพ่ิมมากขึ้นตามล้าดับ เมื่อพีเอชมากกว่า 7 พบว่าน้้าหนักเซลล์แห้งและ
ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจะลดลงตามล้าดับ โดยที่พีเอช 9 ทั้งน้้าหนักเซลล์แห้งและปริมาณ
พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตมีค่าน้อยที่สุด พบว่าที่พีเอช 7 น้้าหนักเซลล์แห้งและปริมาณของ 
พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจะมีค่าสูงสุดเท่ากับ 2.284 และ 1.76 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ ที่เวลาการ
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พีเอช 

หมัก 72 ชั่วโมง และคิดเป็นร้อยละผลผลิตของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต เท่ากับ 77.06 ดังนั้นในการ
ทดลองขั้นต่อไปจะปรับค่าความเป็นกรดเบสของอาหาร MSM ให้เท่ากับ 7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.10 น้้าหนักเซลล์แห้งที่เวลาในการหมัก 48 ชั่วโมง (      ) และ 72 ชั่วโมง (     ) ปริมาณ 
พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่สังเคราะห์ในเวลาการหมัก 48 ชั่วโมง (    ) และ 72 ชั่วโมง (    )  ที่ได้
จากการหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีค่าพีเอชต่างๆ 

 จากการศึกษาอัตราการกวนของเครื่องเขย่าด้วยความเร็วต่างๆ คือ 100, 120, 140, 160, 
180 และ 200 รอบต่อนาที ในการเตรียมเชื้อเริ่มต้น และการหมักในอาหาร MSM ที่มีกลีเซอรอลดิบ
เข้มข้น 50 กรัมต่อลิตร และแอมโมเนียมซัลเฟตเข้มข้น 5 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอนแหล่งและ
ไนโตรเจนตามล้าดับ ที่พีเอช 7 หมักที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  แล้วติดตามการเจริญเติบโตและ
การผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ FMI-3 ผลการทดลองแสดงในภาพที่ 4.11 จากกราฟ 
ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า เมื่ออัตราเร็วในการกวนเพ่ิมมากขึ้นจาก 100 รอบต่อนาที ถึง 160 รอบ
ต่อนาที น้้าหนักเซลล์แห้งและปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจะเพ่ิมสูงขึ้น ตามล้าดับ โดยเชื้อ 
FMI-3 จะเจริญเติบโตและสร้างพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้สูงสุดเท่ากับ 2.74 และ 2.1782 กรัมต่อ
ลิตร ตามล้าดับ ที่อัตราการกวนเท่ากับ 160 รอบต่อนาที เมื่อเพ่ิมอัตราการกวนมากขึ้นจนถึง 180 
และ 200 รอบต่อนาที พบว่าน้้าหนักเซลล์แห้งและปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตลดลงตามล้าดับ 
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อัตราเร็วในการกวน (รอบต่อนาท)ี 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.11 น้้าหนักเซลล์แห้งที่เวลาในการหมัก 48 ชั่วโมง (      ) และ 72 ชั่วโมง (      ) ปริมาณ 
พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่สังเคราะห์ในเวลาการหมัก 48 ชั่วโมง (     ) และ 72 ชั่วโมง (     ) ที่
เลี้ยงในเครื่องเขย่าด้วยความเร็วรอบต่างๆ 

จากการเลี้ยงเชื้อ FMI-3 ในอาหาร MSM ที่มีกลีเซอรอลดิบเป็นแหล่งคาร์บอน และ
แอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจน โดยปรับอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 10, 20, 30, 
40 และ 50 ตามล้าดับ ปรับค่าพีเอชให้เท่ากับ 7 เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ในเครื่องเขย่า
ด้วยความเร็วรอบ 160 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 72 ชั่วโมง ผลการทดลองแสดงในภาพที่ 
4.12 จากกราฟผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า เมื่ออัตราส่วน C/N เพ่ิมขึ้น น้้าหนักเซลล์แห้งและ
ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่ได้จากการหมักเพ่ิมขึ้นอย่างไม่มีนัยส้าคัญ โดยที่อัตราส่วน C/N 
เท่ากับ 40 จะได้น้้าหนักเซลล์แห้งและปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดเท่ากับ 3.046 และ 
2.351 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ เมื่ออัตราส่วน C/N มากกว่า 40 น้้าหนักเซลล์แห้งและปริมาณ 
พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต จะลดลงเพียงเล็กน้อย 
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อัตราส่วน C/N 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.12 น้้าหนักเซลล์แห้งที่เวลาในการหมัก 48 ชั่วโมง (      ) และ 72 ชั่วโมง (      ) ปริมาณ 
พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตท่ีสังเคราะห์ในเวลาการหมัก 48 ชั่วโมง (    ) และ 72 ชั่วโมง (    ) ที่เลี้ยง
ในอาหาร MSM ที่มีอัตราส่วน C/N ต่างๆ 

ส่วนที่ 3 ผลการตรวจสอบชนิดและองค์ประกอบของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

 จากการเตรียมเมทิลเอสเทอร์ของพอลิเมอร์ที่ได้จากการสกัดเซลล์ของเชื้อ FMI-3 ที่เลี้ยงใน
อาหารเหลว MSM ที่ใช้กลีเซอรอลดิบเป็นแหล่งคาร์บอน แอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจน 
ปรับอัตราส่วนของ C/N ให้เท่ากับ 40 เมื่อทดสอบด้วยเครื่อง GC-MS พบโครมาโตแกรมที่ให้
องค์ประกอบของเมทิลเอสเทอร์เด่น 3 ชนิด ที่ retention time เท่ากับ 16.257 นาที 19.709 นาที 
และ 23.362 นาที ตามล้าดับ ดังแสดงในภาพที่ 4.13 เมื่อตรวจค่ามวลสเปคตรัม (Mass spectra) 
ของโครมาโตแกรมที่สกัดได้เทียบกับ Library search NIS08 ผลการเปรียบเทียบชนิดของ 
เมทิลเอสเทอร์แสดงในตาราง 4.2 จากข้อมูลการเปรียบเทียบพบว่าเชื้อ FMI-3 ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร 
MSM ที่มีกลีเซอรอลดิบเป็นแหล่งคาร์บอนสามารถผลิตพอลิเมอร์ชนิด 3-ไฮดรอกซีโดเดคาโนอิกแอซิด
ได้สูงสุด (35%) รองลงมาคือ 3-ไฮดรอกซีเดคาโนอิกแอซิด (7%) และ 3-ไฮดรอกซีออกทาโนอิกแอซิด 
(5%) ตามล้าดับ 
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ภาพที่ 4.13 โครมาโตแกรมของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่สกัดได้จากเซลล์ FMI-3 ที่เลี้ยงใน 
อาหารเหลว MSM ทีใ่ช้กลีเซอรอลดิบเป็นแหล่งคาร์บอน อัตราส่วน C/N เท่ากับ 40 
 
ตาราง 4.2 เมทิลเอสเทอร์ของพอลิเมอร์ที่ได้จากการเลี้ยงเชื้อ FMI-3 ในอาหารเหลว MSM  
Retention time 

(นาที) 
M+ m/e ของ fragment 

ที่ส้าคัญ 
ชนิดเมทิลเอสเทอร์ที่เทียบเคียงได้ 

16.257 141 31,39,41,43,56,61,71,74,103 3-ไฮดรอกซีออกทาโนอิกแอซิด 
19.709 201 42,55,57,59,61,69,71,74,103 3-ไฮดรอกซีเดคาโนอิกแอซิด 
23.362 229 55,61,71,74,103 3-ไฮดรอกซีโดเดคาโนอิกแอซิด 

 
 

 

 

 

 

 

 

 



บทท่ี 5 

สรุป อภิปรายผลการวจิัย และข้อเสนอแนะ 

การวิจัยครั้งนี้เป็นการวิจัยเชิงทดลองมีวัตถุประสงค์เพ่ือ 1) ศึกษาแหล่งคาร์บอนและแหล่ง
ไนโตรเจนที่เหมาะสมส าหรับการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรและ
ผลพลอยได้จากโรงงานอุตสาหกรรม 2) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโน- 
เอตจากวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรและผลพลอยได้จากโรงงานอุตสาหกรรม และ 3) ศึกษาชนิดและ
องค์ประกอบของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตท่ีผลิตจากวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรและผลพลอยได้จาก
โรงงานอุตสาหกรรม ผู้วิจัยได้ท าการเก็บน้ าเสียจากโรงงานแหนมแห่งหนึ่งในจังหวัดอุตรดิตถ์ เพ่ือ
น ามาคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้ ด้วยการย้อมสีด้วย Sudan 
Black B พบว่าได้เชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้จ านวน 3 ชนิด จาก
การศึกษาการเจริญเติบโตและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้ พบว่า
เชื้อรหัส FMI-3 มีการเจริญเติบโตและผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้สูงสุด จากการศึกษาแหล่ง
คาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมจากวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรและผลพลอยได้จากโรงงาน
อุตสาหกรรมอย่างละ 7 ชนิด พบว่าการใช้กลีเซอรอลดิบเป็นแหล่งคาร์บอนและแอมโมเนียมซัลเฟต
เป็นแหล่งไนโตรเจนจะท าให้เชื้อรหัส FMI-3 มีการเจริญเติบโตและผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้ดี
ที่สุด จากนั้นท าการศึกษาปริมาณที่เหมาะสมของกลีเซอรอลดิบและไนโตรเจน สภาวะที่เหมาะสมใน
การเจริญเติบโตและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อรหัส FMI-3 และศึกษาชนิดและ
องค์ประกอบของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่สังเคราะห์ได้ ซึ่งผลการวิจัยทั้งหมดสรุปและอภิปราย
ผลได้ดังนี้ 

สรุป 

1. การเจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากน้้าทิ้ง
โรงงานแหนม 

    การแยกเชื้อจุลินทรีย์จากน้ าเสียของโรงงานแหนมจะพบเชื้อจ านวนมากแต่มีเพียง 3 ชนิด
เท่านั้นที่สามารถสร้างพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้ ซึ่งก าหนดรหัสเป็น FMI-2, FMI-3 และ FMI-4 
โดยเชื้อ FMI-3 สามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้ดีที่สุดในอาหารเหลวชนิด N2-free MSM ได้
ปริมาณเท่ากับ 1.0233 กรัม/ลิตร ที่เวลาของการหมัก 48 ชั่วโมง 

2. แหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมส้าหรับการเจริญและผลิตพอลิไฮดรอก-
ซีอัลคาโนเอต 
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    แหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อ FMI-3 ให้เจริญเติบโตและผลิตพอลิไฮดรอก
ซีอัลคาโนเอตได้สูงสุด คือ กลีเซอรอลดิบความเข้มข้น 50 กรัมต่อลิตร ได้ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคา-
โนเอตสูงสุดเท่ากับ 0.19 กรัมต่อลิตร ที่เวลาในการหมัก 72 ชั่วโมง 

    แหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อ FMI-3 ให้เจริญและผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคา-
โนเอตได้สูงสุด คือ แอมโมเนียมซัลเฟตเข้มข้น 5 กรัมต่อลิตร ได้ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูง
สุดเท่ากับ 0.925 กรัมต่อลิตร ที่เวลาในการหมัก 72 ชั่วโมง 

3. สภาวะท่ีเหมาะสมในการเจริญและผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุด 
    จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญและผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อ 

FMI-3 สรุปได้ดังนี้ 
    สูตรอาหารที่เหมาะสมในการหมักกลีเซอรอลดิบ คือ สูตร MSM ที่มีแอมโมเนียมซัลเฟต 

เข้มข้น 5 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งไนโตรเจน อุณหภูมิที่ใช้ในการหมักเท่ากับ 40 องศาเซลเซียส พีเอช
เท่ากับ 7 เขย่าด้วยความเร็ว 160 รอบต่อนาที และอัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 40  
จะได้น้ าหนักเซลล์แห้งและปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดเท่ากับ 3.046 และ 2.351 กรัมต่อ
ลิตร ตามล าดับ คิดเป็นร้อยละผลผลิตของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตเท่ากับ 77.18 

4. ชนิดและองค์ประกอบของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่ผลิตได้ 
    จากการตรวจสอบชนิดและองค์ประกอบของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่สังเคราะห์ได้จากการ
หมักกลีเซอรอลดิบในอาหาร MSM ที่มีแอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจน โดยใช้อัตราส่วนของ
คาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 40 พบว่าเชื้อรหัส FMI-3 สามารถผลิตพอลิเมอร์ชนิด 3-ไฮดรอกซีโดเด-
คาโนอิกแอซิดได้สูงสุด (35%) รองลงมาคือ 3-ไฮดรอกซีเดคาโนอิกแอซิด (7%) และ 3-ไฮดรอกซี-
ออกทาโนอิกแอซิด (5%) ตามล าดับ     

อภิปรายผลการวิจัย 

การวิจัยเรื่องการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากวัสดุเหลือใช้ทางการเกาตรและผลพลอย
ได้จากโรงงานอุตสาหกรรมโดยเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากน้ าทิ้งโรงงานแหนม ผู้วิจัยได้อภิปรายผลไว้
ดังนี้ 

1. เชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากน้ าทิ้งที่มีไขมันเป็นองค์ประกอบที่สามารถผลิตพอลิไฮดรอกซี-
อัลคาโนเอตได้ จ านวน 3 ชนิด (รหัส FMI-2, FMI-3 และ FMI-4) มีลักษณะโคโลนี รูปร่างโคโลนี และ
การย้อมติดสีแกรมเหมือนกัน เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวชนิด nitrogen-free MSM ซึ่งมีน้ ามันปาล์ม 1 
เปอร์เซ็นต์ เป็นแหล่งคาร์บอน เชื้อรหัส FMI-3 มีการเจริญเติบโตสูงสุดอยู่ในช่วงการหมักที่ 40-60 
ชั่วโมง โดยในชั่วโมงที่ 48 จะให้ปริมาณของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดเท่ากับ 1.0233 กรัมต่อ
ลิตร ได้น้ าหนักเซลล์แห้งเท่ากับ 1.4092 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต
เท่ากับ 72.61 ซึ่งสอดคล้องกับทฤษฎีการสังเคราะห์พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตโดยเชื้อแบคทีเรียที่
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กล่าวว่าเชื้อแบคทีเรียมีการสะสมพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตไว้มากที่สุดในช่วงที่เชื้อเข้าสู่ช่วงการ
เจริญเติบโตที่คงที่ เมื่อเปรียบเทียบกับการเลี้ยงเชื้อ Bacillus thuringiensis R1 ในอาหารเหลว N2-
free MSM ทีใ่ช้กลีเซอรอล 1 เปอร์เซ็นต์ เป็นแหล่งคาร์บอนเช่นเดียวกัน พบว่าเชื้อ B. thuringiensis 
R1 จะเข้าสู่ช่วงการเจริญเติบโตที่คงที่ในชั่วโมงที่ 36  ซึ่งถึงก่อนเชื้อรหัส FMI-3 ซึ่งให้น้ าหนักเซลล์
แห้งสูงสุดเท่ากับ 3.90 กรัมต่อลิตร และสะสม PHB ไว้ในเซลล์ได้ 1.4 กรัมต่อลิตร ซึ่งมากกว่าการ
เจริญเติบโตและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของเชื้อที่แยกได้รหัส FMI-3 (Rohini, Phadnis 
and Rawal,  2006) 

2. จากการใช้แหล่งคาร์บอนจากวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร เช่น น้ าแช่เปลือกสับปะรด และ 
น้ าแช่ชานอ้อย ตลอดจนแหล่งคาร์บอนจากผลพลอยได้จากโรงงานอุตสาหกรรม เช่น กากน้ าตาล 
น้ ามันใช้แล้ว กลีเซอรอลดิบ และน้ าทิ้งจากโรงอาหาร รวมถึงแบะแซ พบว่าเชื้อแบคทีเรียรหัส FMI-3 
สามารถใช้แหล่งคาร์บอนในกลุ่มของผลพลอยได้จากโรงงานอุตสาหกรรมได้ดีที่สุดโดยเฉพาะอย่างยิ่ง
กลีเซอรอลดิบ รองลงมาคือกากน้ าตาล ส่วนวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรเชื้อ FMI-3 ไม่สามารถน ามาใช้
เป็นแหล่งของคาร์บอนได้ ทั้งนี้อาจอธิบายได้ว่าการใช้น้ าเพียงอย่างเดียวแช่เปลือกสับปะรดหรือชาน
อ้อยไม่สามารถท าให้น้ าตาลละลายออกมาได้ ซึ่งถ้าจะใช้เปลือกสับปะรดและชานอ้อยเป็นแหล่ง
คาร์บอนของแบคทีเรียควรจะเพ่ิมขั้นตอนการย่อยเซลลูโลสในเปลือกสับปะรดและชานอ้อยให้เป็น
น้ าตาลกลูโคสก่อนเพ่ือเชื้อแบคทีเรียจะได้สามารถน าน้ าตาลกลูโคสไปใช้เป็นแหล่งคาร์บอนได้ 
(Pandey et al., 2009) อย่างไรก็ตามการใช้แบะแซซึ่งมีน้ าตาลกลูโคสเป็นองค์ประกอบประมาณ 
ร้อยละ 80 เชื้อแบคทีเรียรหัส FMI-3 น าไปสร้างเป็นพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้น้อยมาก ซึ่งอาจ
อธิบายได้ว่าเชื้อ FMI-3 ชอบน้ าตาลที่มีโมเลกุลขนาดเล็กเช่นกลีเซอรอลมากกว่าน้ าตาลกลูโคส และทั้ง
กลีเซอรอลดิบและกากน้ าตาลเป็นสารผลิตภัณฑ์ข้างเคียงจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลและ
กระบวนการตกผลึกน้ าตาลทรายตามล าดับ ซึ่งในสารทั้งสองมีองค์ประกอบของสารประกอบ
ไนโตรเจนและกรดไขมันซึ่งเชื้อแบคทีเรียสามารถน าไปใช้ในการเจริญเติบโตได้ ซึ่งสอดคล้องกับการ
ทดลองเปรียบเทียบชนิดของแหล่งคาร์บอนในการเลี้ยงเชื้อที่คัดแยกได้จากดินเลนแถบชายฝั่ง คือ 
Vibrio spp. จ านวน 4 สายพันธุ์รหัส M11, M14, M20 และ M31 พบว่ากลีเซอรอลจัดเป็นแหล่ง
คาร์บอนที่ดีที่สุดในการเพาะเลี้ยงเชื้อ (Chien et al., 2007)   

    จากการเติมแหล่งไนโตรเจนชนิดต่างๆ ลงไปในอาหาร MSM ได้แก่ แอมโมเนียมซัลเฟต 
โมโนโซเดียมกลูตาเมท โซเดียมไนเตรท ยูเรีย แอมโมเนียมคลอไรด์ แอมโมเนียมไนเตรท และ 
แอมโมเนียมอะซีเตท  เป็นต้น พบว่าแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใช้ท าให้เซลล์รหัส FMI-3 เจริญเติบโตและ
ผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้สูงกว่าการเลี้ยงในอาหารที่ไม่มีการเติมไนโตรเจน รวมถึงแหล่ง
ไนโตรเจนอ่ืนๆด้วย ซึ่งอาจจะอธิบายได้ว่าเชื้อแบคทีเรียยังคงต้องการแหล่งไนโตรเจนเพ่ือใช้ในการ
เจริญเติบโตเมื่อเซลล์เจริญเติบโตเต็มที่แล้วปริมาณของไนโตรเจนลดลงเซลล์จะเปลี่ยนกลีเซอรอลดิบ
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ไปเป็นอะซีทิลโคเอ เพ่ือน าไปสังเคราะห์เป็นอะซิโตอะซิติลโคเอและสังเคราะห์เป็น 3-ไฮดรอกซี- 
เอซิลโคเอ ซึ่งเป็นสารตั้งต้นของการสังเคราะห์พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (Kim et al., 2007) 

3. จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญและการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของ
เชื้อรหัส FMI-3 ในอาหารเหลวชนิด MSM ที่มีกลีเซอรอลดิบเป็นแหล่งคาร์บอน และแอมโมเนียม
ซัลเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจน พบว่าอุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับการหมักคือ 40 องศาเซลเซียส พีเอช
เท่ากับ 7 เขย่าด้วยความเร็ว 160 รอบต่อนาที และอัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 40  
จะได้น้ าหนักเซลล์แห้งและปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสูงสุดเท่ากับ 3.046 และ 2.351 กรัมต่อ
ลิตร ตามล าดับ คิดเป็นร้อยละผลผลิตของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตเท่ากับ 77.18  

    อุณหภูมิที่ได้จากการศึกษาในครั้งนี้ไม่สอดคล้องกับการศึกษาที่ผ่านมาเกี่ยวกับการศึกษา
อุณหภูมิที่เหมาะสมที่พบว่าอุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตคือ 35 
องศาเซลเซียส ส าหรับค่าพีเอชที่ได้สอดคล้องกับ การศึกษาที่ผ่านมาว่าค่าพีเอชที่เหมาะสมในการผลิต
พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตคือพีเอช 7 (Babruwad et al., 2015) ส าหรับการศึกษาอัตราส่วนของ
คาร์บอนต่อไนโตรเจนที่เหมาะสมจะให้ผลสอดคล้องกับการศึกษาของคูมาร์และคณะที่พบว่าเมื่อ
อัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อไนโตรเจนเพ่ิมขึ้นจะท าให้การสะสมของพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรตต่อ
ปริมาณเซลล์เพิ่มข้ึน (Kumar et al., 2004) 

    การศึกษาความเร็วในการเขย่าของเครื่องเขย่าซึ่งเทียบเคียงได้กับปริมาณออกซิเจนซึ่งมีผล
ต่อการหมัก ในการศึกษาครั้งนี้พบว่าการเขย่าด้วยความเร็ว 160 รอบต่อนาที จะท าให้เชื้อแบคทีเรีย
รหัส FMI-3 ผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้สูงกว่าการเขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที  
ซึ่งสามารถอธิบายได้ว่าถ้าการหมักท าในสภาวะที่มีปริมาณออกซิเจนจ ากัด จะท าให้การน า  
อะซิติลโคเอเข้าสู่วัฏจักรเครบส์เพื่อไปสร้างพลังงานเกิดได้น้อยลง จะท าให้มีอะซิติลโคเอเหลือพอที่จะ
ไปสร้างอะซีโตอะซีติลโคเอและสารตั้งต้น 3-ไฮดรอกซีเอซิลโคเอต่อไป (Luengo et al., 2003) 

4. จากการตรวจสอบชนิดและองค์ประกอบของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตที่สังเคราะห์ได้จาก
การหมักกลีเซอรอลดิบในอาหาร MSM ที่มีแอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจน โดยใช้อัตราส่วน
ของคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 40 พบว่าเชื้อรหัส FMI-3 สามารถผลิตพอลิเมอร์ชนิด 3-ไฮดรอกซี-
โดเดคาโนอิกแอซิดได้สูงสุด 3-ไฮดรอกซีเดคาโนอิกแอซิด และ 3-ไฮดรอกซีออกทาโนอิกแอซิด  ซึ่ง
จัดเป็นพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตชนิดสายโซ่กลาง จากผลการทดลองอาจอธิบายได้ว่าเชื้อรหัส FMI-3 
สามารถสร้างพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตชนิดสายโซ่กลางได้โดยไม่ขึ้นกับชนิดของคาร์บอน แต่จะถูก
สร้างจากอะซีติลโคเอผ่านกระบวนการสร้างกรดไขมัน (Steinbuchel and Hein, 2001) 
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ข้อเสนอแนะ  

 1. ข้อเสนอแนะในการน้าผลการวิจัยไปใช้ 
             งานวิจัยนี้เป็นประโยชน์ต่อการสังเคราะห์พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากกลีเซอรอลดิบที่ได้
จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลโดยเชื้อแบคทีเรีย ซึ่งหน่วยงาน หรือองค์กรที่เกี่ยวข้องกับการผลิต
พลาสติกทางชีวภาพสามารถน ากระบวนการที่ได้จากงานวิจัยไปประยุกต์ใช้ต่อไปได้ 
 2. ข้อเสนอแนะในการวิจัยครั้งต่อไป 
               ควรมีการศึกษาแหล่งของเชื้อแบคทีเรียทางธรรมชาติอ่ืน ๆ ที่สามารถผลิตสารที่ใช้
ทดแทนพลาสติก เช่น พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต หรือ พอลิแลคติก ในปริมาณสูง เพ่ือลดต้นทุนใน
การผลิตพลาสติกชีวภาพ 
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