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บทคัดย่อ 
 

         โครงการวิจัยน้ีเป็นการศึกษากระบวนการต้นนํ้าถึงปลายน้ําเพ่ือผลิตไบโอพอลิเมอร์ชนิดพอลีไฮดรอก
ซีอัลคาโนเอท (PHAs) จากวัตถุดิบที่มีนํ้าตาลเป็นองค์ประกอบหลัก 2 ชนิดได้แก่ นํ้าค้ันข้าวฟ่างหวานและ
นํ้าอ้อยคั้น โดยใช้แบคทีเรีย 3 สายพันธ์ุได้แก่ Alcaligenes latus TISTR 1403, A. eutrophus TISTR 1095 
และ Hydrogenophaga sp และจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้จากดิน 3 ชนิดรหัส S4 S6 และ S11 ตามลําดับ พบว่า
จุลินทรีย์รหัส S4 สามารถเจริญและผลิต PHAs ได้สูงกว่าสายพันธ์ุอ่ืนๆ ซึ่งจากการบ่งช้ีโดยเทคนิคทาง
พันธุกรรม 16s rDNA พบว่ามีความคล้ายคลึงกับแบคทีเรียสายพันธ์ุ Bacillus aryabhattai (99.7%) ดังน้ัน
จึงได้เลือก  B. aryabhattai เพ่ือใช้ผลิต PHAs ในกรณีของการหมักนํ้าค้ันข้าวฟ่างหวาน จากการศึกษา
องค์ประกอบหลักในน้ําค้ันต้นข้าวฟ่างหวานและนํ้าอ้อย พบว่ามีนํ้าตาลเป็นองค์ประกอบอยู่หลายชนิด โดยมี
นํ้าตาลรวมท้ังหมดเท่ากับ 207.43 และ 105.5 กรัมต่อลิตร จากการศึกษาการหมักนํ้าคั้นข้าวฟ่างหวานแบบ
กะและแบบกึ่งกะ โดยใช้ B. aryabhattai  พบว่าในฟลาสก์เขย่าสามารถผลิตเซลล์แห้งและปริมาณ PHAs ที่
ผลิตได้สูงสุดเท่ากับ 6.22 และ 2.43 กรัมต่อลิตร ใช้เวลาในการหมัก 66 ช่ัวโมง คิดเป็นผลได้มวลเซลล์ (Yx/s) 
เท่ากับ 0.17 กรัมเซลล์แห้งต่อกรัมนํ้าตาลรวมที่ถูกใช้  คิดเป็นผลได้ผลิตภัณฑ์ (Yp/s) เท่ากับ 0.066 กรัม 
PHAs ต่อกรัมนํ้าตาลรวมที่ถูกใช้  จุลินทรีย์สามารถสะสม PHAs เท่ากับ 39.07% โดยน้ําหนัก และคิดเป็น
อัตราการผลิตเท่ากับ 0.037 กรัมต่อลิตรช่ัวโมง สําหรับการหมักแบบกะในถังหมักพบว่าที่เวลาหมัก 72 ช่ัวโมง 
ได้ปริมาณเซลล์แห้งจุลินทรีย์และปริมาณ PHAs สูงสุดเท่ากับ 10.38 และ 4.36 กรัมต่อลิตร คิดเป็นผลได้มวล
เซลล์และผลได้ผลิตภัณฑ์เท่ากับ 0.19  และ 0.081 จุลินทรีย์สามารถสะสม PHAs เท่ากับ 42% โดยนํ้าหนัก 
และคิดเป็นอัตราการผลิตเท่ากับ 0.061 กรัมต่อลิตรช่ัวโมง  ในขณะที่การหมักแบบกึ่งกะภายในถังหมัก พบว่า
สามารถเพ่ิมปริมาณเซลล์แห้งของจุลินทรีย์และปริมาณ PHAs ได้สูงสุดเท่ากับ 14.20 และ 4.84 กรัมต่อลิตร 
คิดเป็นอัตราการผลิตเท่ากับ 0.073 กรัมต่อลิตรช่ัวโมง ภายหลังการหมักนาน 66 ช่ัวโมง ในกรณีการหมัก
นํ้าอ้อยคั้นแบบกะในฟลาสก์โดยใช้แบคทีเรีย A. eutrophus พบว่า ความเข้มข้นของนํ้าตาลรวมที่เหมาะสม
ต่อการเจริญของจุลินทรีย์เท่ากับ 50 กรัมต่อลิตร ซึ่งได้เซลล์แห้งสูงสุดและปริมาณ PHAs สูงสุดเท่ากับ 
6.0129 และ 1.8377 กรัมต่อลิตร โดยใช้เวลาในการหมักทั้งสิ้น 60 ช่ัวโมง คิดเป็นผลได้มวลเซลล์ เท่ากับ 
0.1634 กรัมเซลล์แห้งต่อกรัมน้ําตาลรวมท่ีถูกใช้  คิดเป็นผลได้ผลิตภัณฑ์เท่ากับ 0.0499 กรัม PHAs ต่อกรัม
นํ้าตาลรวมท่ีถูกใช้  คิดเป็นผลได้ผลิตภัณฑ์จําเพาะ (Yp/x) เท่ากับ 0.3056 กรัม PHAs ต่อกรัมเซลล์แห้ง และ
คิดเป็นอัตราการผลิตเท่ากับ 0.0306 กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง และในกรณีการหมักแบบกะภายในถังหมัก พบว่า
ที่เวลาหมัก 60 ช่ัวโมงได้ปริมาณเซลล์แห้งจุลินทรีย์และปริมาณ PHAs สูงสุดเท่ากับ 5.8806 และ 1.2812 
กรัมต่อลิตร คิดเป็นผลได้มวลเซลล์เท่ากับ 0.1897  คิดเป็นผลได้ผลิตภัณฑ์ เท่ากับ 0.0413  คิดเป็นผลได้
ผลิตภัณฑ์จําเพาะ เท่ากับ 0.2180 และคิดเป็นอัตราการผลิตเท่ากับ 0.0213 กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง ผล
การศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่าศักยภาพของการใช้นํ้าค้ันข้าวฟ่างหวานและนํ้าอ้อยเป็นวัตถุดิบต้ังต้นเพ่ือผลิตเป็น
สารผลิตภัณฑ์ PHAs ที่มีมูลค่าเพ่ิมสูงขึ้น    
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ABSTRACT 
     This research project is to study upstream to downstram processes for production of 
biopolymers of polyhydroxyalkanoates (PHAs) from two sugar based agricultural raw 
materials as sweet sorghum juice (SSJ) and sugarcane juice by three bacterial strains of 
Alcaligenes latus TISTR 1403, Alcaligenes eutrophus TISTR 1095 and Hydrogenophaga sp. 
and including 3 strains coded as S4, S6 and S11 that were isolated from soil environment. It 
was found that the Isolate S4, identified by 16s rDNA morphology and found as Bacillus 
aryabhattai (99.7 % similarly), can be grown better than other strains. Thus, it was choosen 
to further study for production of PHAs from sweet sorghum juice. Then, composition of the 
both juices were characterised and found that the juice contained of total sugar 
concentrations at 207.43 gL-1 for the SSJ and at 105.5 gL-1 for the sugarcane juice. Batch 
fermentationa of the SSJ were performed in both flask and fermentor. The results from flask 
scale revealed that maximum biomass, biomass yields (Yx/s), PHAs yield (Yp/s) and 
productivity of 6.22 gL-1, 0.17 gg-1, 2.43 gL-1, 0.066 gg-1 and 0.037 gL-1h-1,respectively, were 
obtained after 66 h fermentation while in case of fermentor, a maximum dry biomass of 
10.38 gL-1 biomass yields (Y x/s) and PHAs content at 4.36 gL-1 were obtained after 72 hr 
fermentation. The results were equivalent to biomass (Yx/s), PHAs yield (Yp/s) and productivity 
at 0.19 gg-1, 0.081gg-1 and 0.061 gL-1h-1, respectively. When fed-batch fermentation was 
further considered, it was found that the cell density, PHAs concentration and the 
productivity could improve and showed maximum values at 14.20 gL-1, 4.84 gL-1 and 0.073 
gL-1h-1, respectively after 66 h fed batch cultivation. In case of batch fermentation of sugar 
cane juice in shake flask by pure bacterial strains of A. latus TISTR 1403 and A. eutrophus 
TISTR 1095, it was found that the A. eutrophus could grow better than the A. latus. Thus, 
only the A. eutrophus was further cultivated via batch fermentation in both shask flask and 
fermentor. For flask scale, the dry cell mass (DCM) and maximum PHAs were obtained at 
6.013 gL-1 and 1.84 gL-1 after 60 hr fermentation that were converted to biomass yield (Yx/s) 
and product yield (Yp/s) of 0.163 and 0.050 gL-1h-1 while, specific product yield (Yp/x) and 
productivity were reached at 0.306 and 0.031 gL-1h-1. In case of fermentor, the DCM and the 
maximum PHAs were obtainec at 5.881 gL-1and 1.281 gL-1 that were calculated to values of 
Yx/s, Yp/s, Yp/x and productivity at about 0.190, 0.041, 0.218 and 0.0213 gL-1h-1, respectively. 
The results obtained clearly demonstrated the great potential use of the SSJ and the 
sugarcane juice as raw materials for production of added value product of PHAs.    
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Executive Summary 
 

Bioplastic of polyhydroxyalkanoates (PHAs), thermoplastic polyester, can be 
synthesized by various microbes but mostly by bacteria under nutrient limitation as energy 
storage and accumulated as inclusions in cytoplasm of these bacteria. Bioplastics could 
lower the contribution of plastic wastes to municipal landfills, about 20% of the total 
waste by volume and 10% by weight, by substituting for conventional plastic in a wide 
range of applications. However, the most important problem preventing the commercial 
application of PHAs is their price. PHAs cost 10 times more when compared to synthetic 
plastic. Much attention has been devoted to reduce the price for PHAs production by the 
development of improving bacteria strains as recombinant strain, enhancing production via 
optimization of fermentation process, more economical recovery process, and most 
importantly, the use of cheap carbon sources. The carbon source contributes most 
significantly to the overall cost in PHAs production.A number of carbon sources, including 
carbohydrates and sugar based materials such as corn, potato, cassava, sugar cane, sweet 
sorghum, acidsand crude carbon substrates (food waste or by products etc.), can be used 
by various bacterias, have attracted much attention by many researchers around the 
World. Since, Thailand is an agro-industrial country fruitfulled with many agricultural 
products and by products which can be extendsively used as raw materials to produce 
value added products. Therefore, the aims of this research project is to apply cheap crops 
such as sugar cane and sweet sorghum juice as carbon sources to produce PHAs via batch 
and fed-batch fermentaion in both small scale of shake flask and in bioreactor by using 
sucrose utilizing bacterial strains of Alcaligenes latus, A. eutrophus and bacteria isolated 
from environment. Effects of operating conditions such as initial pH, ionic strength of the 
medium, concentration of trace elements, and type of nitrogen source were also 
investigated. After fermentation, downstream processes such as cell disruption, 
centrifugation, and extraction were applied to recovery PHAs product and yield of 
production. The characterizations of PHAs were examined and compared to the standard 
of synthetic plastic. In addition, potential use of the raw materials of sweet sorghum and 
sugar cane juice were evaluated. 
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 ในโอกาสน้ีคณะผู้วิจัยใคร่ขอขอบพระคุณเป็นอย่างสูง สํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย (สกว)  และ

มหาวิทยาลัยขอนแก่น ที่ให้การสนับสนุนการทํางานวิจัยอย่างต่อเน่ือง ในทันทีที่ปิดโครงการนักวิจัยรุ่นใหม่
ของ สกว. ซึ่งผลการศึกษาวิจัยที่ได้รับจากโครงการวิจัยดังกล่าวเกิดประโยชน์มากมายหลายประการ อาทิ ทํา
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การสร้างทางเลือกของวัตถุดิบทางการเกษตรเพ่ือให้สามารผลิตเป็นผลิตภัณฑ์อ่ืนที่มีมูลค่าเพ่ิมสูงขึ้น และได้
ติดต่อขอรับการบริการวิชาการและการถ่ายทอดเทคโนโลยี นอกจากน้ีโครงการวิจัยน้ีทําให้สามารถสร้าง
นักวิจัยรุ่นใหม่ผ่านการผลิตนักศึกษาระดับบัณฑิตศึกษาและถ่ายทอดองค์ความรู้ทําให้เกิดประโยชน์อย่าง
กว้างขวาง เกิดความร่วมมือวิจัยและแลกเปลี่ยนนักวิจัยกับต่างประเทศ 
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                             ทีใ่ช้ในการสร้างกราฟมาตรฐานนํ้าหนัก เมื่อใช้นํ้าตาลรวมท้ังหมด  
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ภาพที่ 2.2 อ้อยพันธ์ุ“อู่ทอง 9” ที่ผ่านปรับปรุงและพัฒนาพันธ์ุ           8 

และให้การรับรองโดย กรมวิชาการเกษตร 
ภาพที่ 2.3 ไบโอพอลิเมอร์ที่ผลิตและสกัดได้จากจุลินทรีย์          10 
ภาพที่ 2.4 แบคทีเรีย A. latus เป็นชนิดแกรมลบ ลักษณะเป็นแท่งสัน้ โคโลนีเด่ียว       12 

เป็นคู่ หรือเป็นสายโซ่สั้นๆ  
ภาพที่ 3.1        การเจือจางเป็นลําดับ 10 เท่า (Ten fold serial dilution method)        26 
ภาพที่ 3.2 การเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือกลูโคส (ฟลาสก์คู่ซ้ายมือ) และซูโครส (ฟลาสก์คู่ขวามือ)   34 

             ก่อนที่จะนําไปเตรียมกล้าเช้ือของ Alcaligenes eutrophus และ A. latus 
ภาพที่ 3.3 การเตรียมกล้าเช้ือของ Alcaligenes eutrophus และ A. latus ในอาหารกลูโคส   34 
                     (ฟลาสก์คู่ซา้ยมือ) และอาหารเลี้ยงเช้ือซูโครส (ฟลาสกค์ู่ขวามือ)  
ภาพที่ 3.4         การหมักนํ้าอ้อยในระดับขยายส่วน (ภายในถังหมักขนาด 5 ลิตร)          36 
ภาพที่ 4.1 การค้ันนํ้าข้าวฟ่างหวานจากลําต้นข้าวฟ่างหวานโดยใช้เคร่ืองบีบอัด         38 
ภาพที่ 4.2 การศึกษาการสะสม PHAs ของจุลินทรีย์แต่ละชนิดในอาหารที่มีการเติมสี                 41 
                      Nile blue A ในอาหารเร่งการผลิต PHAs  
ภาพที่ 4.3 การติดสีดําของ Sudan black B ของจุลินทรีย์ที่ได้จากการคัดแยกจากดิน              41 
ภาพที่ 4.4        การเปรียบเทียบการเจริญของจุลินทรีย์ทีไ่ด้จากการคัดแยกจากดิน     42 
                     รหัส S4, S6, S13, A. eutrophus TISTR 1095, A. latus TISTR 1043 
                     และจุลินทรีย์ Hydrogenoflaga sp. ในนํ้าคั้นข้าวฟ่างหวาน 
                     ที่มคีวามเข้มข้นนํ้าตาลรวมประมาณ 20 กรัมต่อลิตร 
ภาพที่ 4.5        ลักษณะของการสะสมไบโอพอลิเมอร์ PHB โดยการเรืองแสงภายใต้แสงยูวี     44 
                     ของโคโลนีจุลินทรีย์ที่ได้จากการคัดแยกจากดิน 3 สายพันธ์ุและจุลินทรีย์ 
                     สายพันธ์ุอ้างอิง 3 สายพันธ์ุ ในอาหารแข็งที่ประกอบด้วยสี Nile blue A 
ภาพที่ 4.6        ลักษณะของการสะสมไบโอพอลิเมอร์ PHB ในเซลล์จุลนิทรีย์ที่ได้     44 
                     จากการคัดแยกจากดิน 3 สายพันธ์ุ และจุลินทรีย์สายพันธ์ุอ้างอิง 3 สายพันธ์ุ 
                     โดยการติดสีดําของ Sudan black B 
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ภาพที่ 4.8         แผนภูมิต้นไม้แสดงความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของจุลินทรีย์   45 
ภาพที่ 4.9         Contour และ Response surface แสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ  50 
                     เซลล์แห้งและปริมาณ PHAs กับปริมาณ Urea  
                     และปรมิาณนํ้าตาลรวมท้ังหมด 
ภาพที่ 4.10      การเปลี่ยนแปลงการเจริญและการผลิตไบโอพอลีเมอร์ PHAs ระหว่าง   52 
                     การเพาะเลี้ยง B. arybhattai ในฟลาสกเ์ขย่า 200 รอบต่อนาทีและอุณหภูมิ   
                     30 องศาเซลเซียส 
ภาพที่ 4.11       การเปลี่ยนแปลงการเจริญและการผลิตไบโอพอลีเมอร์ PHAs ระหว่าง   53 
                     การเพาะเลี้ยง B. arybhattai แบบกะในถังหมัก ขนาด 3 ลิตร  
ภาพที่ 4.12       การเปลี่ยนแปลงการเจริญและการผลิตไบโอพอลีเมอร์ PHAs ระหว่าง   54 
                      การเพาะเลี้ยง B. arybhattai แบบกึ่งกะในถังหมัก ขนาด 3 ลิตร  
ภาพที่ 4.13        ไบโอพอลิเมอร์ PHB ที่สกัดได้จากเซลลข์องจุลินทรีย์ Bacillus arybhattai   55 
                      โดยใช้นํ้าคั้นจากลําต้นข้าวฟ่างหวานเป็นแหล่งอาหาร 
ภาพที่ 4.14        อุณหภูมทิีพ่อลิเมอร์เปลี่ยนแปลงเป็นสถานะคล้ายแก้ว (Tg) และอณุหภูมิ      56 
                      จุดหลอมเหลว (Tm) ของ PHB มาตรฐานและ PHB ที่สกัดได้ 
                      จากเซลลข์องจุลินทรีย์ B. arybhattai 
ภาพที่ 4.15        การสลายตัวโดยความร้อนของ PHB มาตรฐานและ PHB     56 
                      ทีส่กัดได้จากเซลล์ของจลุินทรีย์ B. arybhattai 
ภาพที่ 4.16        เปรียบเทยีบการเจริญ ของเซลล์จุลินทรีย์ A. latus     59  
                       และจลุินทรีย์ A. eutrophus ในนํ้าอ้อย 20กรัมต่อลิตร  
ภาพที่ 4.17        การเปลี่ยนแปลงปริมาณนํ้าตาลรวมท้ังหมด และน้าํหนักเซลลแ์ห้ง   60 
                      ของเซลล์ระหว่างการเพาะเลี้ยง  A. eutrophus TISTR 1095 
                      ที่สภาวะเขย่า 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส   
ภาพที่ 4.18       การเปลี่ยนแปลงการผลิตไบโอพอลิเมอร์ ระหว่างการเพาะเลี้ยง   62 

A. eutrophus TISTR 1095 ที่ความเข้มข้นของนํ้าตาลรวมท้ังหมด 
ที่แตกต่างกัน ที่สภาวะเขย่า 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
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ภาพที่ 4.19      การเปลี่ยนแปลงการเจริญและการผลิตไบโอพอลีเมอร์ PHAs ระหว่าง            62 
                    การเพาะเลีย้ง A. eutrophus ที่ความเข้มข้นของนํ้าตาลรวม 50 กรัมต่อลิตร 
                    ที่สภาวะเขย่า 200 รอบต่อนาที 
ภาพที่ 4.20      การเปลี่ยนแปลงปริมาณน้ําตาล และน้าํหนักเซลลแ์ห้งของจุลินทรีย์   65 
                    ในระหว่างการเพาะเลี้ยง  A. eutrophus ที่ความเข้มขน้ของนํ้าตาลรวม 
                   50 กรัมต่อลติร ในถังหมัก ขนาด 5 ลิตร และในขวดเขย่าขนาด 250 มลิลิลิตร 
                   ที ่C:N ratios = 6.8:1.0 
ภาพที่ 4.21     การเปลี่ยนแปลงปริมาณนํ้าตาล และน้ําหนักเซลล์แห้งของจุลินทรีย์    66 
                   ในระหว่างการเพาะเลี้ยง A. eutrophus ที่ความเข้มข้นของนํ้าตาลรวม 
                   50 กรัมต่อลติร ในถังหมักขนาด 5 ลิตร ที่แปรผันค่า C:N  ratios 
ภาพที่ 4.22     การเปลี่ยนแปลงปริมาณนํ้าตาล และน้ําหนักเซลล์แห้งและการผลิต    67 
                   ไบโอพอลิเมอร์ ของจุลินทรีย์ A. eutrophus ที่ความเข้มข้นของนํ้าตาลรวม 
                   50 กรัมต่อลติร ในถังหมักขนาด 5 ลิตร ที่ C:N ratios = 6.8:1.0 
ภาพภาคผนวกที่ ก-1    ปฏิกิริยาของการวิเคราะห์นํ้าตาลโดยรวม       83 
ภาพภาคผนวกที่ ฉ-1    กราฟมาตรฐานของการวิเคราะห์ปริมาณไบโอพอลีเมอร์ PHAs           108 
ภาพภาคผนวกที่ ฉ-2    กราฟมาตรฐานของการวิเคราะห์ปริมาณนํ้าตาลรวมท้ังหมด   108 
                             โดยวิธีฟีนอล-ซัลฟูริค 
ภาพภาคผนวกที่ ฉ-3    โครมาโตแกรมแสดงพีคของน้ําตาลแต่ละชนิด     109 
ภาพภาคผนวกที่ ฉ-4    กราฟมาตรฐานของนํ้าตาลกลูโคส      109 
ภาพภาคผนวกที่ ฉ-5    กราฟมาตรฐานของนํ้าตาลฟรุคโตส      110 
ภาพภาคผนวกที่ ฉ-6    กราฟมาตรฐานของนํ้าตาลซูโครส      110 
ภาพภาคผนวกที่ ฉ-7    กราฟมาตรฐานของการวิเคราะห์ปริมาณนํ้าหนักเซลลแ์ห้ง   111 
ภาพภาคผนวกที่ ฉ-8    กราฟมาตรฐานของการวิเคราะห์ปริมาณไบโอพอลีเมอร์ PHAs   112 
ภาพภาคผนวกที่ ฉ-9    กราฟมาตรฐานของการวิเคราะห์ปริมาณนํ้าตาลรวมท้ังหมด   113 
                             โดยวิธีฟีนอล-ซัลฟูริค 
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บทท่ี 1 
บทนํา  

(Introdution) 
 

1.1 ความเป็นมาและความสาํคญัของปญัหา (Research rationale) 
 
      ด้วยปัจจุบนัพลาสติกสังเคราะห ์(Synthetic plastic) จากอุตสาหกรรมปิโตรเคม ีเป็นวัสดุที่เป็นที่นยิมและ

มีการนํามาใช้งานกันอย่างแพร ่หลายทั้งในรูปของภาชนะบรรจุ ถุง ขวดและแผ่นพลาสติกใส ฟิล์มห่อ ตลอดจนส่ิงของ
เครื่องใช้ต่างๆในชีวิตประจําวัน ฯลฯ ทั้งนี้เนื่องจากพลาสติกมคุีณสมบัติที่ดีหลายอย่าง เช่น มีความเหนียวและมีความ
ยืดหยุ่น  เป็นฉนวนและไม่เป็นสนิม มีน้ําหนักเบา ตลอดจนมีราคาถูกกว่าวัสดอุื่นๆหลายชนิด ดังนั้นจึงทําใหอ้ัตราการ
ใช้พลาสติกเฉลีย่ต่อคนสูงถงึ 100 กิโลกรัม/คน/ปี และนับวันปริมาณการใช้ยิ่งเพิ่มสูงมากขึน้เรื่อยๆ เป็นเหตุให้มขียะ
จําพวกเศษพลาสติกถกูทิง้สู่ส่ิงแวดล้อมจํานวนมากและยากแกก่ารกําจัด เพราะหากกําจัดโดยการฝังกลบที่ถกูต้อง
ตามหลักสุขาภิบาล (Sanitary landfill) จุลินทรียท์ี่มีอยูใ่นธรรมชาติยอ่ยสลายได้ยากและใช้เวลานานหลายสิบปี 
(Young, 1981; Huang และคณะ, 1995) และหากนําไปกําจดัโดยวิธีเผากลางแจ้ง ก็จะทําใหเ้กิดควันดําส่งกล่ินเหม็น 
ก่อให้เกดิปัญหามลพิษทางอากาศ (Air pollution) 
              ประกอบกับวกิฤตการณก์ารขาดแคลนพลังงานเชือ้เพลิงจากน้ํามนัปิโตรเลียม   ทําให้ประเทศตา่งๆทัว่โลก 
รวมทัง้ประเทศไทยได้แสวงหาทรัพยากรธรรมชาติต่างๆ (Natural resources) ที่จะสามารถนํามาใช้ในการเป็น
วัตถุดิบตั้งต้นในการผลิตพลังงานทดแทนในรูปแบบต่างๆ และเน่ืองจากประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรม จึงทําให้
มีวัตถุดิบที่ได้จากการเกษตรประเภทแป้ง (starch based materials) เช่น ข้าวโพด มันสําปะหลัง ฯลฯ และน้ําตาล
เป็นองค์ประกอบ (sugar based materials) เช่น อ้อยและข้าวฟ่างหวาน เป็นต้น ได้รับความสนใจในการนํามาใช้
เป็นวัตถดุิบในการผลิตพลังงานทดแทนในรูปของเอทานอล ขณะเดียวกันการศึกษาวิจยัและพัฒนาในเรื่องการแปรรูป
วัตถุดิบทางการเกษตรดงักล่าว ให้เป็นผลิตภัณฑ์มีมูลค่าสูงขึ้นกว่าผลิตภัณฑ์ที่มีปริมาณมากและมีมูลค่าต่ํากว่า เชน่ 
อาหาร ได้รับความสนใจกันอยา่งกว้างขวาง โดยเฉพาะอย่างยิ่งการสร้างองค์ความรู้และพัฒนาวิธีการแปรรปูผลผลิต
จากวัตถุดิบทางการเกษตร เพื่อผลิตเป็นบรรจุภัณฑ์ที่เป็นมติรต่อส่ิงแวดล้อม หรือ “พลาสติกที่สลายตัวได”้ 
(Degradable plastic) หรือทีน่ิยมเรียกว่า “พลาสติกชีวภาพ” (Bioplastic)  
                 โดยในระยะเวลามากกว่า 10 ปีที่ผ่านมา นักวจิัยในต่างประเทศเป็นส่วนใหญ่ให้ความสนใจในการวิจัย
และพัฒนาการผลิตผลิตภัณฑ์พลาสติกที่สลายตัวไดท้างชีวภาพ เพื่อนํามาใช้ทดแทนการใช้พลาสติกสังเคราะห์และ
พลาสติกชีวภาพส่วนใหญ่มกัจะสังเคราะห์ขึ้นจากสารไบโอพอลีเมอร์ (Biopolymers) ที่ได้จากธรรมชาติ เช่น 
เซลลูโลส (cellulose) ไซแลน (xylan) พลูลูแลน (pullulan)  ไคติน (chitin) ไคโตแซน (chitosan) และกรดแลคติค 
(lactic acid) เป็นต้น ในบรรดาสารไบโอพอลีเมอรเ์หล่านี้ พบว่าสารในกลุ่มพอลีเบตาไฮดรอกซีอลัคาโนเอท 
(Polyhydroxyalkanoates: PHAs) ที่มีมากกว่า 40 ชนิด รวมทั้งสารอนุพันธ์ (monomer) ของพอลีเมอรก์ลุ่มนี้เป็น
สารชีวภาพที่ไดร้ับความสนใจศึกษามากที่สุด ทั้งนี้เพราะสามารถนํามาผลิตเป็นพลาสติกชีวภาพได้แล้ว ยังมีคุณสมบัติ
หลายประการคล้ายคลึงกับพลาสติกสังเคราะห์ชนิดพอลีโพรพิลีน และสามารถสลายคัวไดใ้นระยะเวลาส้ัน (ประมาณ 
6 เดือน ถงึ 1ปี) (Evan และ Sikder, 1990) สามารถสลายตัวทางชีวภาพได้อย่างสมบูรณ ์ (Bassas et al, 2006)  
นอกจากนี้สามารถผลิตได้จากกลุ่มจุลินทรยี์หลายสายพันธุ ์ โดยเฉพาะอย่างยิง่แบคทีเรียในกลุ่มของสายพันธ์ต่างๆ 
เช่น  Alcaligenes spp., Pseudomonas spp., Ralstonia spp., Bacillus spp. เป็นต้น  โดยจุลินทรยี์เหล่านี้จะ
สร้างและสะสมสารพอลีเมอร์และโคพอลีเมอร์ (copolymer) ไว้ภายในเซลล์ (storage polymer) เสมือนเป็นแหล่ง
คาร์บอนหรอืแหล่งพลังงาน เมื่อเซลล์จุลินทรยี์เผชิญกับสภาวะไม่สมดุลของแหล่งอาหาร (Nutrient imbalance) 
เช่น เมื่อเซลลจ์ุลินทรียอ์ยู่ในสภาวะที่มีปริมาณแหล่งคาร์บอนมากเกินไป (Excess carbon) แต่ขณะเดยีวกันก็ขาด



รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ์ ทุนยุทธศาสตร์ฯ สกว (DBG 5380013) พ.ศ. 2555 

 

ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. ผกาวดี แก้วกันเนตร มหาวิทยาลัยขอนแก่น  2 | ห น้ า  
 

ปริมาณสารอาหารชนิดอื่น เชน่ ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ฯลฯ จึงทําให้แบคทีเรยีไม่สามารถสร้างกรดอะมิโนเพื่อการ
เจริญเติบโตได้ แต่จะเปล่ียนไปสร้างและสะสมสารโพลีเมอร์อยู่ภายในเซลล์แทน (Chua, 1997; Rhee, et al ,1999; 
Steinbuchel และ Lutke-Eversloh, 2003; Bassas, et al, 2006)     
      อย่างไรก็ตาม การใช้ประโยชน์จากสารโพลีเมอร์  PHAs เพื่อผลิตเป็นผลิตภัณฑ์พลาสติกชีวภาพ
ยังคงมีอุปสรรคและข้อจํากัดที่สําคัญในเร่ืองของต้นทุนในการผลิต ซึ่งพบว่าสูงกว่าการผลิตพลาสติกสังเคราะห์
ถึง  10 เท่า  (Chang, 1994) โดยแนวทางหน่ึงที่น่าจะเป็นไปได้และมีศักยภาพมากที่สุดในการแก้ปัญหาเพื่อลด
ต้นทุนในการผลิตโพลีเมอร์กลุ่มน้ี อาจทําได้โดยการใช้แหล่งของคาร์บอนที่จุลินทรีย์จะใช้เป็นสารต้ังต้น 
(Substrate) ที่มีราคาถูก เช่น  กากมันสําปะหลัง (cassava waste) กากนํ้าตาล  (molasses)  และน้ําเสียจากระบบ
บําบัดในอุตสาหกรรมอาหารและเกษตร  เป็นต้น ภายหลังจากที่ ผกาวดีและคณะ (2543) ประสบความสําเร็จใน
การศึกษาเพื่อประเมินศักยภาพความเป็นไปได้ในการผลิตสารโพลีเมอร์ควบคู่ไปกับการเดินระบบบําบัดน้ําเสียแบบ
ตะกอนเร่งจากนํ้าเสียโรงงานแป้งมันสําปะหลัง โดยการสร้างสภาวะที่เหมาะสมเพื่อชักนําให้กลุ่มจุลินทรีย์ผสม 
(mixed cultures) ซึ่งส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียชนิดต้องการออกซิเจนที่เล้ียงไว้ภายในถังเติมอากาศของระบบ สามารถ
ย่อยสลายส่ิงสกปรกประเภทสารอินทรีย์ที่มีอยู่ในน้ําเสีย และขณะเดียวกันก็จะมีการสร้างและสะสมโพลีเมอร์ไว้
ภายในเซลล์ ตลอดจนการสกัดสารโพลีเมอร์ดังกล่าวออกมาเพื่อประเมินผลได้  (yield)  และพบว่าโพลีเมอร์ที่สกัดได้
เป็นโพลีเมอร์ในกลุ่ม PHAs ต่อมาผกาวดีและคณะ (2544) ได้ศึกษาการผลิตไบโอพอลีเมอร์ในกลุ่มPHAs จากนํ้าเสีย
สังเคราะห์       โดยใช้กลุ่มจุลินทรีย์ผสมจากระบบบําบัดน้ําเสียแบบตะกอนเร่ง เพื่อเปรียบเทียบกับกับการใช้
แบคทีเรียบริสุทธิ์สายพันธุ์  Alcaligenes eutrophus TISTR 1095 พบว่าทั้งกลุ่มจุลินทรีย์ผสมและเช้ือบริสุทธิ์
สามารถผลิต PHAs ได้ แต่อย่างไรก็ตามต้นทุนการผลิตยังสูงอยู่ในขณะที่ผลได้ของ  PHAs ยังต่ํา ทั้งนี้อาจเน่ืองมาจาก
ปัจจัยบางประการไม่ว่าจะเป็นสารบางอย่างที่มีผลเป็นพิษกับจุลินทรีย์หรือแม้กระทั่งความไม่เหมาะสมของแหล่ง
คาร์บอนที่ใช้ทําให้จุลินทรีย์ไม่สามารถเจริญเติบโตภายใต้แหล่งอาหารนั้นๆได้อย่างเต็มที่ การควบคุมระบบค่อนข้าง
ยากไม่เหมือนกับการใช้แหล่งคาร์บอนหรือแหล่งพลังงานเดี่ยวๆ เช่น การใช้น้ําตาลบริสุทธิ์ทั่วๆไป 
    และจากการที่ประเทศไทยมีความได้เปรียบทางด้านทรพัยากรการเกษตรทีม่ีความหลากหลาย ทั้งในเชิง
ของปริมาณและคุณภาพ ดังน้ันในการวจิัยครัง้นี้ความสนใจของวจิัยยังคงมุ่งเน้นไปที่การใช้วตัถุดบิตั้งต้นทางการ 
เกษตรที่มีราคาถูก โดยเฉพาะอย่างยิง่อ้อยและข้าวฟ่างหวาน หรือ Sweet Sorghum (Sorghum bicolor L. 
Moench.) ทั้งนี้เพราะพืชทั้งสองชนิดน้ันและเป็นพืชไร่เศรษฐกิจหลักของประเทศและมีการเพาะปลูกอย่างแพร่หลาย 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งในภาคตะวันออก  เฉียงเหนือ โดยทีอ่้อยน้ันเป็นตัวแทนของพืชไร่อายหุนึ่งปี ขณะทีใ่นส่วนของข้าว
ฟ่างหวานนั้นเป็นตัวแทนของพืชไร่ที่มีอายุส้ัน ประมาณ 100 วันหรือประมาณสามเดือนเท่านั้น และน้ําค้ันจากลําต้น
ข้าวฟ่างหวานซึง่เป็นพืชไร่ที่เพาะปลูกได้ง่าย มีน้ําหวานในลําต้น (juicy stem: D gene) และมีรสหวาน (sweet 
stalk; x gene) คล้ายอ้อย จึงนํามาใช้ประโยชน์ได้หลากหลายรูปแบบทัง้ในรปูของพืชอาหารสัตว์ เช่น ทําหญ้าหมักไว้
เป็นอาหารเล้ียงสัตว์ได้โดยตรง และอาหารมนุษย์โดยการหบีเอาน้ําหวานทีค้ั่นออกมาได้จะมีความหวานอยู่ระหว่าง 
15-24 บริกซ ์ น้ําหวานที่ได้นีอ้าจจะเป็นชนิดซูโครส เพื่อใช้ประโยชน์สําหรบัทําน้ําตาล หรือเป็นชนิดไซรปั (syrup) 
สําหรับทําน้ําผ้ึง หรือนํ้าข้าวฟ่างหวานพร้อมดืม่ เนื่องจากมีปริมาณน้ําตาลรดีิ๊วส์ (reducing sugar) สูง ปริมาณน้ําค้ัน
ที่ได้จะอยูร่ะหวา่ง 40-45% ค่า pH ของนํ้าหวานจะอยู่ระหวา่ง 4.5-5.2 ขึ้นอยู่กับปริมาณ aconitic acid และมีค่า
ความถ่วงจําเพาะอยู่ระหว่าง 1.05-1.08 นอกจากนีข้้าวฟ่างหวานยังเป็นพืชที่ปรับตวัได้ดกีบัสภาพแห้งแล้ง ต้องการ
น้ํา 250-350 ลิตร เพื่อการผลิตนํ้าหนักแห้ง 1 กิโลกรัม ทนสภาพดินเค็มและดินด่างไดป้านกลาง pH (5.0-8.5) 
รวมทัง้ทนต่อสภาพนํ้าท่วมขงัได้พอสมควร ขา้วฟ่างหวานพันธุ์ปลูกในปัจจุบนั ให้ผลผลิตต้นสดตั้งแต่ 5-12 ตันต่อไร่  
จากขอ้มูลของสํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร พบว่าประเทศไทยมีพื้นที่ปลูกข้าวฟ่างประมาณ 6 แสนไร่เศษและมี
ปริมาณผลผลิตรวมทัง้ส้ิน 146,455 ตัน แต่ขา้วฟ่างส่วนใหญถู่กนําไปเล้ียงสัตว์ อย่างไรก็ตามในระยะเวลา 10 ปีที่
ผ่านมา   เกษตรกรเริ่มมกีารปลูกข้าวฟ่างหวานเพื่อนําไปผลิตพลังงานทดแทนในรูปเอทานอล  
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และจากการเปรียบเทียบราคาต้นทุนวัตถุดิบทางการเกษตร ที่สามารถนํามาผลิต PHAs ได้ หน่วยเป็น 
(บาท/กก) เชน่ ข้าวฟ่างหวาน (0.49 บาท/กก.)  อ้อย (0.8 บาท/กก.) กากนํ้าตาล (3.8 บาท/กก.) มัน
สําปะหลัง (1.7 บาท/กก.) และข้าวโพด (5.34 บาท/กก.) ซึ่งพบว่าราคาวัตถุดิบของข้าวฟ่างหวานมีราคาถูกที่สุด
และอ้อยเป็นลําดับรอง (ประสทิธิ์ และคณะ, 2549) เมื่อพิจารณาในเรือ่งของต้นทุนของราคาวัตถดุิบ ประกอบกับ
รายงานวิจัยที่ผกาวดีและคณะ, 2550 ได้ศึกษาการผลิตสารไบโอพอลีเมอร์ PHAs จากการนําน้ําค้ันข้าวฟ่างหวานไป
หมักแบบกะในระดับฟลาสก ์ ซึ่งผลการทดลองพบว่าน้ําค้ันข้าวฟ่างหวานมีศักยภาพสูงที่จะนําไปผลิตสารไบโอพอลี
เมอร์ PHAs ได้โดยตรง เพราะอุดมไปด้วยแหล่งคาร์บอนให้กับเชื้อจุลินทรีย์และนําสภาวะที่เหมาะสมมาขยายการ
ผลิตในระดับถงัหมักขนาด 5 ลิตร ซึ่งพบว่า ผลได้ของสารไบโอพอลีเมอร์ PHAs มีสูง  

 ดังนั้นคณะผู้วิจยัจึงเกิดแนวคิดและต้องการที่จะวิจัยและพัฒนากระบวนการผลิตพลาสติกชีวภาพ หรอื
พลาสติกที่สลายตัวได้ตามธรรมชาติ ตั้งแตก่ระบวนการต้นน้าํ จนกระทั่งถึงกระบวนการปลายนํ้า เพื่อนําสารไบโอพอ
ลีเมอร์ PHAs ที่ผลิตได้ผ่านกระบวนการหมักวัตถุดิบที่มนี้ําตาลเป็นองค์ประกอบหลัก ด้วยจุลินทรยี์สายพันธุ์ที่มี
ความสามารถในการผลิตสูง และเข้าสู่กระบวนการหลังการหมักที่มกีารเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ์ (product recovery) โดย
การสกดัสารไบโอพอลีเมอรเ์หล่านี้ออกจากเซลล์จุลินทรีย์ เพื่อนําไปผสม (blending) และการขึ้นรูปตามแบบ 
(compounding) โดยการใช้ตวัประสานที่ทําหน้าที่เป็น pasticiser ที่ได้จากสารโพลีมอรจ์ากธรรมชาติ เชน่ แป้งมัน
สําปะหลัง ยาง และกลีเซอรอล เป็นต้น เพื่อนํามาผลิตเป็นนวัตกรรมผลิตภัณฑ์พลาสติกชีวภาพ (Innovative 
bioplastic product) และสามารถขยายผลการผลิตไดใ้นระดับอตุสาหกรรมหรอืเชิงพาณิชย์ โดยจะเริ่มจาก
การศึกษาเพือ่นาํน้ําอ้อยค้ันและน้ําค้ันข้าวฟ่างหวาน มาเป็นแหล่งคาร์บอนสําหรับจุลิน ทรีย์สายพันธุ์ทางการค้า ได้แก่ 
Alcaligenes latus, A. euthophus และ Bacillus spp. รวมทั้งสายพันธุท์ี่คัดแยกไดจ้ากธรรมชาติ (จากข้อมูลผล
การทดลองในระดับฟลาสก์ที่คณะผู้วิจัยได้ศึกษาพบว่าในน้ําออ้ยค้ันและน้ําค้ันข้าวฟ่างหวาน มีองค์ประกอบของ
น้ําตาลผสมหลายชนิดและมีความหวานหรือความเข้มข้นของน้ําตาลสูง โดยเฉพาะอย่างยิง่มีน้าํตาลซูโครสเป็น
องค์ประกอบหลัก) ซึ่งจุลินทรีย์จะทํางานไดอ้ย่างมีประสิทธภิาพในผลิตสารไบโอพอลีเมอรใ์นกลุ่ม PHAs โดยใช้
กระบวนการหมักแบบกะและแบบกึ่งกะ ทั้งในระดับฟลาสก์และในระดับขยายขนาดภายในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
(Bioreactor) หรือถังหมกั (Fermentor) ขนาด 5 ลิตร เพื่อเพิ่มปริมาณผลผลิต รวมทั้งการศึกษาถงึสภาวะที่
เหมาะสมของจลิุนทรียใ์นการผลิตสารไบโอพอลีเมอร ์ PHAs ประสิทธิภาพสูงสุด ตลอดจนการศึกษากระบวนการเก็บ
เกี่ยวเพื่อแยกสารไบโอพอลีเมอร์ PHAs ออกจากนํ้าหมกั  หลังจากน้ันจะนําสารไบโอพอลีเมอร์ PHAs ที่ผลิตได้นําไป
เป็นวัตถดุิบตั้งตน้ในการผลิตเปน็นวัตกรรมผลติภัณฑ์พลาสติกชีวภาพ เพื่อให้เกดิการขยายผลการผลิตผลิตภัณฑ์
พลาสติกชีวภาพเชิงพาณิชย์ตอ่ไป ในขณะเดียวกันความสมบูรณ์ของโครงการวจิัยน้ี จะครอบคลุมไปถึงการศึกษา
อัตราการสลายตัวทางชีวภาพ (Biodegradation) ตลอดจนการศึกษาเพื่อเป็นการประเมินอายุการใช้งานของ
ผลิตภัณฑ์พลาสติกชีวภาพที่ผลิตขึ้นที่สภาวะต่างๆในการนําพลาสติกชีวภาพไปใช้ประโยชน์ในลักษณะต่างๆ เช่น การ
ใช้ภายในไมโครเวฟ หรอืการใช้ที่อุณหภูมิสูง เป็นต้น ทั้งนี้คณะผู้วิจัยไดค้าดหวังไวว้่าขอ้มูลจากผลการวิจัยจะสร้าง
คุณประโยชน์ โดยสามารถนําไปขยายผลเพื่อพัฒนาสู่การผลิตสารไบโอพอลีเมอร์ PHAs เพื่อใช้เป็นวัตถดุบิตั้งต้นใน
การผลิตผลิตภัณฑ์พลาสติกชีวภาพในระดับเชิงพาณิชยต์่อไปนอกจากน้ียังเป็นสร้างมูลค่าเพิม่ (Value added 
product) ให้กบัพืชไร่ทางการเกษตรได้แก่ อ้อยและข้าวฟ่างหวาน ทําให้ราคาของอ้อยและขา้วฟ่างหวานสูงขึ้น และ
เพื่อเป็นการส่งเสริมและเกิดเปน็แรงจูงใจให้เกษตรกร ได้หันมาปลูกอ้อยและข้าวฟ่างหวานเพิ่มขึ้นในทางออ้มเป็นการ
สร้างรายได้ให้กบัเกษตรกร ตลอดจนเป็นการรกัษาส่ิงแวดล้อมซ่ึงจะเป็นการช่วยแก้ปญัหาการจดัการขยะพลาสติก
สังเคราะห์ ทีก่ําลังมีเพิ่มมากขึ้นในทกุๆพื้นที่ทั่วโลกต่อไป  
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1.2 วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย (Objectives of the research) 

      1.2.1 วัตถุประสงค์หลักของโครงการ 
 

                เพื่อวิจัยและพัฒนาการผลิตผลิตภัณฑ์นวัตกรรมพลาสติกชีวภาพที่เป็นมิตรกับส่ิงแวดล้อมจาก 

                วัตถุดิบทางการเกษตรที่มีน้ําตาลเป็นองค์ประกอบหลักโดยใช้กระบวนการต้นน้ําถึงปลายนํ้า   
 

         1.2.2 วัตถุประสงค์ยอ่ยของโรงการ 
 

1. เพื่อศึกษาถงึองค์ประกอบและคุณสมบัติทางกายภาพและเคมีเบื้องต้นของน้ําอ้อยค้ันและน้ําค้ัน   จากลํา
ต้นข้าวฟ่างหวาน เพื่อนํามาใชเ้ป็นวัตถุดิบตั้งตน้ในการผลิตสารไบโอพอลีเมอร์ PHAs  

2. เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHAs จากของนํ้าอ้อยค้ันและน้ําค้ันต้นข้าวฟ่างหวาน   
    โดยใช้วิธกีารหมักแบบกะและแบบกึ่งกะในระดับห้องปฏิบัติการ (ในฟลาสก์เขย่า) 
3. เพื่อนําผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมที่ไดไ้ปใช้ในการผลิต PHAs โดยใช้วิธีการหมักแบบกะและแบบกึ่งกะ 

ในระดับขยายส่วนภายในถงัปฏิกรณ์ชวีภาพหรอืถังหมักที่มีขนาดความจุ 5 ลิตร  
4. เพื่อศึกษากระบวนการที่มีประสิทธิภาพสูงและมีความเหมาะสมต่อการเก็บเกี่ยว  PHAs ทีส่ร้าง 
    และสะสมอยู่ภายในกลุ่มเซลล์จุลินทรีย์  
5. เพื่อทดสอบคุณสมบัติทางกายภาพและเคมีของ PHAs ที่ผลิตได้จากของนํ้าอ้อยค้ันและน้ําค้ันข้าว 
    ฟ่างหวานเปรียบเทียบกับ PHAs ทางการค้า  
6. เพื่อประเมินศักยภาพในการผลิต PHAs จากการหมักของนํ้าออ้ยค้ันและน้ําค้ันข้าวฟ่างหวานด้วย 

               จุลินทรียใ์นแง่ต้นทุนในการผลิต  
7. เพื่อศึกษาการผสมและการขึ้นรปูของ PHAs ในกระบวนการผลิตพลาสติกสังเคราะห์ กับสารไบโอพอลี

เมอร์จากธรรมชาติ เพื่อผลิตเป็นผลิตภัณฑ์ไบโอพลาสติกหรือพลาสติกที่ยอ่ยสลายได้ต้นแบบ  
 
1.3 ขอบเขตของการวิจัย (Scope of research work) 
   

               โครงการวิจัยน้ีครอบคลุมถึงการศึกษาองค์ประกอบและคณุสมบัติเบ้ืองต้นของวัตถุดิบทางการ เกษตรท่ีมี
องค์ประกอบหลักเป็นนํ้าตาล ในที่น้ีจะเลอืกทําการศึกษาในนํ้าอ้อยคั้นและนํ้าคั้นจากลําต้นต้นข้าวฟ่างหวาน 
เช่น ปริมาณนํ้าตาลทั้งหมด ปริมาณนํ้าตาลซูโครส นํ้าตาลกลูโคส และความเป็นกรด-ด่าง เป็นต้นเพ่ือนํามาใช้
เป็นวัตถุดิบต้ังต้นในการผลิต PHAs การศึกษาสภาวะที่เหมะสมในการผลิต PHAs จากในนํ้าอ้อยคั้นและนํ้าคั้น
ต้นข้าวฟ่างหวาน โดยใช้วิธีการหมักในระดับห้องปฏิบัติการ และการศกึษาการผลิต PHAs จากในน้ําอ้อยคั้น
และน้ําคั้นข้าวฟ่างหวาน โดยใช้จุลินทรีย์ทีม่ีความสามารถสูงในการผลิต PHAs ในระดับห้องปฏิบัติการ (flask 
scale) และขยายขนาด (up scale) ในถงัหมักปฏิกรณ์ชีวภาพ (fermentor) ขนาด 5 ลิตร เพ่ือเพ่ิมปริมาณ
ผล ผลิตรวมทัง้การศึกษาถึงสภาวะที่เหมาะสมในการผลติสาร PHAs และครอบคลมุถึงการศึกษากระบวนการ
เก็บเก่ียวผลิตภัณฑ์ PHAs  ที่สะสมอยู่ภายในเซลล์จุลินทรีย์ซึ่งลอยปนอยู่ในนํ้าหมัก เพ่ือแยก PHAs ออกจาก
นํ้าหมักนํ้าอ้อยคั้นและในนํ้าหมักข้าวฟ่างหวาน ให้ได้ปริมาณมาก (yield) และมีความบริสุทธ์ิสูง  ซึ่งเป็น
กระบวน การที่เกิดขึ้นภายหลังจากสิ้นสุดกระบวนการหมักแล้ว หลังจากน้ันจะนํา PHAs ที่ผลิตได้นําไปเป็น
วัตถุดิบเพ่ือผสมและขึ้นรูปกบัโพลีเมอร์ธรรมชาติที่มีราคาถูก เช่น แป้งมันสําปะหลัง ยาง และกลีเซอรอล ใน
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การผลิตนวัตกรรมผลิตภัณฑ์พลาสติกชีวภาพที่เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม เพ่ือให้เกิดการขยายผลการผลิตผลิต 
ภัณฑ์พลาสติกชีวภาพในระดับเชิงพาณิชย์ต่อไป 
 
1.4 ประโยชนท์ี่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย 

1.4.1 ทราบคณุสมบัติทางกายภาพและทางเคมีบางประการของวัตถุดิบหลักได้แก่อ้อยและข้าวฟ่าง 
        หวาน   ที่ใชใ้นกระบวนการหมัก เพือ่ผลิตสารไบโอพอลีเมอร์ PHAs 

          1.4.2 ทราบวิธีการรวบรวม คัดแยก และการบ่งช้ีลักษณะของสายพันธ์ุ ตลอดจนอัตราการเจริญของ 
                  แบคทีเรียสายพันธ์ุบริสุทธ์ิและสายพันธ์ุที่คัดแยกได้ที่จะใช้ในการผลิต PHAs   
 1.4.3 ทราบสภาวะที่เหมาะสมในการหมักวัตถุดิบที่มีนํ้าตาลเป็นองค์ประกอบหลักเพ่ือผลิตไบโอพอลี 
                  เมอร์ชนิด PHAs โดยใช้เชื้อจลิุนทรียท์ี่มีความสามารถ ในระดับห้องปฏิบัติการและในระดับขยาย 
                  ส่วนในถังหมกั เพื่อให้ได้ผลผลิต (Productivity) หรือผลได ้(Yield) ที่มีประสิทธิภาพซ่ึงจะสามารถ 
                   นําไปเป็นวัตถดุิบในการผลิตพลาสติกชีวภาพหรือไบโอพลาสติกต่อไป 
 1.4.4 ทราบวิธีการที่เหมาะ สมในการแยกเซลล์ออกจากนํ้าหมักและเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ์จากเซลล ์
                   จุลินทรีย์ 
 1.4.5 ทราบผล/วิธีการผลิต PHAs ทั้งในระดับฟลาสก์และในถังหมักขยายขนาด 
 1.4.6 คุณสมบัติของไบโอโพลีเมอร์ (PHAs) ทั้งทางด้านกายภาพ ทางกลและทางความร้อนบาง 
                  ประการ เปรียบเทียบกับคุณสมบัติของพลาสติกสังเคราะห์ 
 1.4.7 ได้ผลิตภัณฑ์พลาสติกชีวภาพต้นแบบ    
 1.4.8 ทราบผล/วิธีการผลิต ผลิตภัณฑ์พลาสติกชีวภาพต้นแบบ 
 1.4.9 ได้ข้อมูลวิจัยและแนวทางในการนําเสนอผลงานวิจัยทั้งในรูปแบบในที่ประชุมวิชาการระดับชาติ 
                   และนานาชาติตลอดจนการเยนบทความวิจัยเพ่ือตีพิมพ์ในวาสารวิชาการระดับนานาชาติ 
            1.4.10 เป็นการสร้างมูลค่าเพิ่มให้กับวัตถุดิบทางการเกษตร โดยเฉพาะอย่างยิง่พืชไร่ที่มีน้ําตาลเป็น 
                      องค์ประกอบ เช่น อ้อย และข้าวฟ่างหวาน อันจะส่งผลดีในทางอ้อมใหก้บัเกษตรกรที่ปลูกพืชไร ่
                      เหล่านี้ ในการป้อนกับอุตสาหกรรมการผลิตพลาสติกชีวภาพ  
            1.4.11 เป็นข้อมูลเชิงลึกใหก้ับอุตสาหกรรมผู้ผลิตพลาสติกสังเคราะห์ ตลอดจนอตุสาหกรรมผู้ผลิตนํ้าตาล  
                      ในการขยายสายการผลิต หรือมีอุตสาหกรรมการผลิตไบโอพอลีเมอรจ์ากออ้ยเพื่อป้อนสู่ 
                      โรงงานผลิตพลาสติก และ/หรือ มีอตุสาหกรรมการผลิตพลาสติกชีวภาพครบวงจร เพื่อลงทุนใน 
                      การผลิตผลิตภัณฑ์พลาสติกที่ยอ่ยสลายหรือพลาสติกชวีภาพ ที่เป็นมิตรกับส่ิงแวดล้อมในระดับ 
                      อุตสาหกรรมต่อไป  
  1.4.12 ทําให้มแีลกเปล่ียนและถ่ายทอดเทคโนโลยีระหว่างนักวิจัยในภาครฐัสู่ภาคเอกชน หรือ 
                      ภาคอุตสาหกรรมภายในประเทศ และ/หรอืต่างประเทศ อันจะนําไปสู่การขยายผลการผลิตใน 
                      ระดับเชิงพาณิชย์ในอนาคต   
  1.4.13 ได้ข้อมูลการวิจยัที่สามารถนําไปตพีิมพ์ผลงานวิจัยในรูปแบบ manuscript เผยแพรใ่นวารสารวิจัย 
                      ทางวทิยาศาสตร์ซึ่งเป็นที่ยอมรับในระดับนานาชาติและมีปัจจัยกระทบ (Impact factor) การ 
                      นําเสนอผลงานทางวิชาการแบบโปสเตอร์และ /หรือแบบปากเปล่า (Poster / oral  
                       presentations)  
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บทท่ี 2 
ทฤษฏีและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

(Theory and Literature reviews) 
  
2.1 ข้าวฟ่างหวาน (Sweet sorghum) 

ข้าวฟ่างหวาน (Sweet sorghum: Sorghum bicolor (L.) Moench) โดยปกติแล้วเป็นพืชที่ใช้
ประโยชน์จากนํ้าคั้นของลําต้นเป็นหลัก มีความหวานเช่นเดียวกับอ้อย มีนํ้าตาลหลายชนิดเป็นองค์ประกอบ
โดยเฉพาะ นํ้าตาลกลูโครส ฟรุกโตส ซูโครส ซึ่งในส่วนของน้ําตาลซูโครสจะมีปริมาณมากกว่านํ้าตาลชนิดอ่ืน
เช่นเดียวกันกับอ้อย แต่ในขณะเดียวกันก็สามารถใช้ประโยชน์จากเมล็ดได้เช่นเดียวกับข้าวฟ่างเมล็ด (grain 
sorghum) จึงเป็นพืชที่ใช้ประโยชน์ได้แบบอเนกประสงค์ทั้งในรูปอาหาร พลังงาน และวัตถุดิบในอุตสาหกรรม
ต่างๆ สามารถปลูกได้ตลอดทั้งปี ถ้าปลูกในสภาพอาศัยนํ้าฝนทั่วไปจะให้ผลผลิตต้นสดเฉลี่ยประมาณ 4-7 ตัน
ต่อไร่ แต่หากปลูกในสภาพท่ีมีนํ้าชลประทานจะได้ผลผลิตต้นสดประมาณ 15-20 ตันต่อไร่ มีอายุเก็บเกี่ยว 
100-120 วัน จึงเป็นพืชหน่ึงที่ได้รับความสนใจเพ่ือใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตสารต่างๆ เช่น เอทานอล 
(Loapaiboon และคณะ 2009) กรด แลคติก  (Hetényi และคณะ 2010)  ไฮโดรเจน (Antonopoulou 
และคณะ 2008) ฯลฯ จากคุณสมบัติดังกล่าวนํ้าคั้นจากลําต้นข้าวฟ่างหวานจึงเหมาะที่จะนํามาใช้เพ่ือเป็น
แหล่งวัตถุดิบสําหรับจุลินทรีย์ได้  โดยเฉพาะข้าวฟ่างหวานสายพันธ์ุ มข. 40 ดังรูป 2.1 ซึ่งได้รับการพัฒนาสาย
พันธ์ุจากมหาวิทยาลัยขอนแก่น จะให้ผลผลิตเฉลี่ย 5-7 ตันต่อไร่ มีอายุเก็บเก่ียว 90-100 วัน (25-35 วันหลัง
ดอกบาน) ให้นํ้าหวานเฉล่ีย 2500-3500 ลิตรต่อไร่ (ประสิทธ์ิ, 2551) 

 

 
ภาพท่ี 2.1 ข้าวฟ่างหวาน“มข 40” ที่ผ่านปรับปรุงและพัฒนาพันธ์ุจากมหาวิทยาลัยขอนแก่น 

 

2.2 อ้อย (Sugar cane) 
 

อ้อยมีช่ือทางวิทยาศาสตร์ว่า Saccharum officinarum L. อยู่ในวงศ์ Poaceae (Graminceae) 
รู้จักกันในช่ือสามัญคือ Sugar Cane ซึ่งอ้อยเป็นพืชพวกหญ้าชนิดหน่ึงที่มีความสําคัญต่อมนุษย์มากในแง่ของ
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การใช้เป็นอาหาร อ้อยนับเป็นพืชสําคัญอันดับ 4 ของโลก รองจากผลผลิตทางการเกษตรได้แก่ ข้าว
สาลี ข้าวโพด และข้าว ตามลําดับ  อ้อย  คือพืชสําคัญที่เป็นวัตถุดิบของอุตสาหกรรมนํ้าตาลของประเทศ และ
ไทยส่งออกนํ้าตาลรองจาก บราซิล สหภาพยุโรป และออสเตรเลีย สร้างรายได้เข้าประเทศปีละมากกว่าสอง
หมื่นล้านบาท ในแต่ละปีประเทศไทยมีพ้ืนที่ปลูกอ้อยโรงงานไม่น้อยกว่า 5.4 ล้านไร่ ให้ผลผลิตอ้อยประมาณ 
49 ล้านตัน ผลผลิตเฉลี่ย 9.5 ตันต่อไร่  
 

 
 

ภาพท่ี 2.2 อ้อยพันธ์ุ“อู่ทอง 9” ที่ผ่านปรับปรุงและพัฒนาพันธ์ุและให้การรับรองโดย กรมวิชาการเกษตร 
(www. locals.in.th)  
 

สําหรับประเทศไทยได้มีการปลูกอ้อยมาแต่โบราณกาล  แต่การทํานํ้าตาลจากอ้อยได้เริ่มในสมัยกรุง
สุโขทัยประมาณปี  พ.ศ. 1920 แหล่งผลิตสําคัญอยู่ที่เมืองสุโขทัย พิษณุโลก และกําแพงเพชรนํ้าตาลท่ีผลิตได้
ในสมัยน้ันเป็นนํ้าตาลทรายแดง (muscovado) หรือนํ้าอ้อยงบ เช่ือกันว่าชาวจีนเป็น   ผู้ที่นําเอากรรมวิธีการ
ผลิตนํ้าตาลทรายแดงเข้ามาส่วนการผลิตนํ้าตาลทรายขาว (centrifugal sugar) น้ันได้เริ่มที่จังหวัดลําปางเมื่อ
ปี พ.ศ. 2480 หลังจากน้ันการผลิตน้ําตาลทรายขาวได้ขยายตัวเพ่ิมขึ้นโดยลําดับ (กําเนิด และ สุกณณี, 2536) 
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ตารางที่ 2.1 ส่วนประกอบของนํ้าอ้อย (ดัดแปลงจาก James, 1985) 
 

น้ําอ้อยคัน้  เปอรเ์ซ็นต์ (%)  

นํ้า (water)  73 - 76  

ของแข็ง (solid)  24 – 27  

           ของแข็งที่ละลายได้ (soluble solid)  10 – 16  

           เย่ือ (fiber)  11 – 16  

ส่วนประกอบในน้ําอ้อย เปอรเ์ซ็นต์จากของแข็งที่ละลายได้ (%)  

         นํ้าตาล (sugar)  75 – 92  

         ซูโครส (Sucrose)  70 – 88  

         กลูโคส (glucose)  2 – 4  

          ฟรุคโตส (fructose)  2 – 4  

          เกลือ (salts)  3.0 -4.5  

          เกลือของกรดอนินทรีย์  1.5 - 4.5  

          เกลือของกรดอินทรีย์  1.0 - 3.0  

          กรดอินทรีย์อิสระ (organic acid)  1.5 – 5.5  

          กรดคาร์บอริลิก (carboxylic acids)  1.1 – 3.0  

           กรดอะมิโน (amino acid)  0.5 -2.5  

สารอืน่ที่ไม่ใชน่้ําตาล (Other organic nonsugars)  

           โปรตีน (protein)  0.5 – 0.6  

           แป้ง (starch)  0.001 – 0.050  

           ยาง (gums)  0.30 – 0.60  

           ไขและข้ีผึ้ง (wax and fats)  0.05 – 0.15  

สารอืน่ๆ  3.0 – 5.0  
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2.3 ไบโอพอลเิมอร์ชนิดพอลไิฮดรอกซีอัลคาโนเอท (Polyhydroxyalkanoates; PHAs)  

     ในระยะเวลาที่ผ่านมาประกาศต่างๆทั่วโลกมีการต่ืนตัวเรื่องปัญหาด้านสิ่งแวดล้อมไม่ว่าจะเป็นปัญหาโลก
ร้อน ปัญหาน้ําเสีย ตลอดจนปัญหาการกําจัดของเสีย หรือขยะต่างๆ โดยเฉพาะอย่างย่ิงขยะที่เกิดจากพลาสติก 
ที่ได้จากการสังเคราะห์ทางเคมีน้ันต้องใช้เวลายาวนานหลายปีในการสลายตัว ดังน้ันในปัจจุบันการวิจัยพัฒนา
และผลิตพลาสติกที่สามารถย่อยสลายได้ (Biodegradable plastic) จึงเป็นแนวทางที่ได้รับการสนใจทั้ง
ภาครัฐและเอกชน ซึ่งพลาสติกที่ย่อยสลายได้น้ีมีหลายชนิด เช่น พอลิแลคติกแอสิด (Polylactic acid ; PLA) 
พอลิบิวทีลีนซัคซิเนต (Polybutylene succinate ; PBS) และ พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอท 
(Polyhydroxyalkanoates ; PHAs) ซึ่งพลาสติกที่ย่อยสลายได้เหล่าน้ีจะถูกผลิตข้ึนจากจุลินทรีย์โดยจะอยู่ใน
รูปของพอลิเมอร์ หรือเรียกว่า ไบโอพอลิเมอร์ (Biopolymer) ซึ่งปัจจุบันไบโอพอลิเมอร์ที่ได้รับความสนใจเป็น
อย่างมากคือ  สารในกลุ่มของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอท (PHAs) สารไบโอพอลิเมอร์ชนิดน้ีถูกค้นพบเป็นคร้ัง
แรกในปี ค.ศ. 1926 โดย Lemoigne นักวิทยาศาสตร์แห่ง Pasteur Institute ณ กรุงปารีส (Anderson และ 
Dawes, 1990)  
 
 

 
 

ภาพท่ี 2.3 ไบโอพอลิเมอร์ที่ผลิตและสกัดได้จากจุลินทรีย์ (ที่มา: http://www.ucd.ie/biocata)  
 

 PHAs ประกอบด้วยโมโนเมอร์หลัก คือ กรดไฮดรอกซีอัลคาโนอิก (hydroxyalkanoic acids) และ
สามารถจําแนกอย่างกว้างๆได้ 2 กลุ่มตามความยาวสายโซ่ของหมู่แทนที่ (R) ในหน่วยโมโนเมอร์ คือ ความยาว
สายโซ่ของหมู่แทนที่สั้น ซึ่งโมโนเมอร์จะประกอบด้วยอะตอมคาร์บอน 3 - 5 อะตอม และความยาวสายโซ่ของ
หมู่แทนที่ปานกลาง ซึ่งโมโนเมอร์จะประกอบด้วยอะตอมคาร์บอน  6 - 14 อะตอม PHAs ที่ผลิตได้โดยทั่วไป
ประกอบด้วยโมโนเมอร์ 100 - 30,000 หน่วย และมีความยาวสายโซ่ของหมู่แทนที่สั้น ทั้งน้ี PHAs มีปริมาณ
ผลึกในโครงสร้างสูง (ร้อยละ 60 - 70) จึงทําให้พอลิเมอร์   มีความต้านทานต่อตัวทําละลายต่างๆดีมากและ
ความต้านทานต่อไขมันและนํ้ามันปานกลางถึงดี นอกจากน้ียังมีความต้านทานต่อรังสี UV ดี แต่ไม่ทนต่อกรด
และด่าง เน่ืองจาก PHAs มีการแพร่ผ่านของก๊าซออกซิเจนตํ่า ทําให้สามารถใช้เป็นบรรจุภัณฑ์ที่ไม่ต้องการให้
สัมผัสกับอากาศ และยังสามารถใช้ความร้อนในการข้ึนรูปได้ง่าย ซึ่งโดยทั่วไปแล้ว PHAs จะมีคุณสมบัติ
คล้ายคลึงกับ พอลิโพรพิลีน (Polypropylene ; PP)   (Evan และ Sikdar, 1990) ดังตารางที่ 2.2 แสดงการ
เปรียบเทียบคุณสมบัติต่างๆของสาร PHAs กับพลาสติกสังเคราะห์ชนิดพอลิโพรพิลีน ค่าอุณหภูมิจุด
หลอมเหลว (Melting point) มีค่าใกล้เคียงกันมาก รวมท้ังค่าร้อยละของของการเกิดผลึก (Crystallinity) 
ดังน้ันเมื่อพิจารณาตามคุณสมบัติทั่วไปแล้วสามารถเรียกได้ว่า PHAs น้ีเป็น Thermoplastic อีกชนิดหน่ึง 
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ตารางที่ 2.2 คุณสมบัติของ PHB เทียบกับ พอลิโพรพิลีน (Evan และ Sikder, 1990) 
 

Property PHB Polypropylene 
Melting point, oC 
Crystallinity, % 
Molecular weight, daltons 
Glass transition, oC 
Density, g/cm3 
Tensile strength, Mpa 

175 
80 

5x 105 
15 

1.25 
40 

176 
70 

20 x 105 
-10 

0.905 
38 

 
ในปัจจุบันการใช้ประโยชน์จาก PHAs สามารถใช้ได้หลายลักษณะโดยท่ัวไปแล้วในโรงงาน

อุตสาหกรรมมีการผลิต PHAs เพ่ือเป็นบรรจุภัณฑ์ หลายๆชนิด ไม่ว่าจะเป็น ขวด ถุง หรือใช้เป็นฟิล์มเคลือบ
กระดาษ (Steinbuchel และ Fuchtenbusch, 1998) ในด้านการเกษตรจะใช้เป็นวัสดุห่อหุ้มและปลดปล่อย
ยาฆ่าแมลง ยาฆ่าวัชพืช หรือปุ๋ยตามช่วงเวลาที่กําหนด หรือแม้กระทั่งในทางการแพทย์ เช่น เป็นวัสดุห่อหุ้มตัว
ยาหรือฮอร์โมนต่างๆ หรือใช้เป็นไหมละลายเย็บแผล เน่ืองจาก PHAs มีความสามารถในการเข้ากันได้กับ
ระบบชีวภาพ (biocompatible) ความสามารถถูกดูดซึม (bioresorbable) ในกระบวนการในร่างกายทําให้ไม่
มีผลข้างเคียงต่อเซลล์ของมนุษย์ และยังสามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพ (biodegradable) แต่ทั้งน้ีการใช้ 
PHAs ในทางการแพทย์น้ียังมีข้อจํากัดคือ PHAs ที่ได้ยังไม่มีความบริสุทธ์ิเพียงพอ และต้นทุนราคายังถือว่าสูง
กว่าวัตถุดิบชนิดอ่ืน 

 
2.4   จุลินทรีย์ที่นํามาใช้ในการผลิตไบโอพอลเิมอร์ PHAs (PHAs producing microorganisms)  
 

 ในปัจจุบันการผลิต PHAs จะสามารถผลิตได้จากจุลินทรีย์หลายชนิด เช่ือกันว่า PHAs ที่จุลินทรีย์ผลิต
ขึ้นน้ีจะทําหน้าที่เป็นแหล่งสะสมคาร์บอนและพลังงาน นอกจากน้ียังอาจทําหน้าที่ควบคุมปริมาณและสัญญาณ
แคลเซียมในเซลล์ โดยที่การผลิต PHAs น้ันจะเกิดขึ้นหลังจากการเจริญของจุลินทรีย์เข้าสู่ระยะสูงสุดแล้ว และ
การสะสม PHAs ภายในเซลล์จะเกิดขึ้นเมื่อเซลล์ของจุลินทรีย์อยู่ในสภาวะที่สารอาหารขาดความสมดุล 
(Nutrient imbalance) โดยมีแหล่งคาร์บอนมากเกินพอ ในขณะที่ปริมาณ ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ออกซิเจน 
มีอย่างจํากัด โดยท่ีจุลินทรีย์แต่ละชนิดจะมีการสะสม PHAs แตกต่างกัน ขึ้นกับสภาวะการเพาะเลี้ยง หรือ
ขึ้นกับแหล่งคาร์บอนที่ใช้เลี้ยงจุลินทรีย์น้ันๆ 
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จุลินทรีย์ที่ใช้ในการผลิต PHAs สามารถจําแนกได้ตามการเลี้ยงเช้ือ ได้เป็น 2 กลุ่ม คือ  
1. กลุ่มที่ต้องการสารอาหารท่ีจําเป็นในปริมาณจํากัด (Limiting substrate) เช่น ฟอสฟอรัส 

แมกนีเซียม ไนโตรเจน หรือซัลเฟอร์ จุลินทรีย์ในกลุ่มน้ีได้แก่ แบคทีเรีย Ralstonia eutrophus, 
Protomonas oleovorans เป็นต้น 

2. กลุ่มที่ไม่ต้องการสารอาหารที่จําเป็นในปริมาณจํากัด (Non-Limiting substrate) สามารถสะสม
พอลีเมอร์ระหว่างการเจริญเติบโต จุลินทรีย์ในกลุ่มน้ีได้แก่ แบคทีเรีย Azotobacter vinelandii, 
recombinant E. coli และ Alcaligenes latus 
 

 

 
ภาพท่ี 2.4 A. latus เป็นแบคทีเรียแกรมลบ ลักษณะเป็นแท่งสั้น โคโลนีเด่ียว เป็นคู่ หรือเป็นสายโซ่สัน้ๆ 
(http://www.nrc-cnrc.gc.ca/fra/actualites/cnrc/2007/03/07/marche-sirop-erable.html 

 
 

ภาพท่ี 2.4 แสดงจุลินทรีย์ชนิด A. latus ซึ่งที่ไม่ต้องการสารอาหารที่จําเป็นในปริมาณจํากัด เป็น
แบคทีเรียแกรมลบ ลักษณะเป็นแท่งสั้น โคโลนีเด่ียว เป็นคู่ หรือเป็นสายโซ่สั้นๆ เมื่อพิจารณาปริมาณการ
สะสมของ PHAs ในเซลล์ของจุลินทรีย์ต่างๆ ดังตารางที่ 2.3 พบว่าจุลินทรีย์จําพวก Alcaligenes spp. น้ัน
สามารถสะสม PHAs ได้มากที่สุด ถึง 96 เปอร์เซ็นต์ของเซลล์แห้ง  
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ตารางที่ 2.3 ปริมาณ PHAs ที่สะสมในจุลนิทรีย์แต่ละชนิด 
(http://members.rediff.com/jogsn/BP6.htm) 

 
ชนิดของจุลินทรีย์ นํ้าหนักต่อนํ้าหนักเซลล์แห้ง (%) 

Ralstonia eutropha 
(reclassified Alcaligenes 
eutrophus) 
Azospirillum 
Azotobacter 
Baggiatoa 
Leptothrix 
Methylocystis 
Pseudomonas 
Rhizobium 
Rhodobacter 

96 
 

75 
73 
57 
67 
70 
67 
57 
80 

 
เมื่อพิจารณาในแง่ของการใช้แหล่งคาร์บอนที่แตกต่างกันยังพบว่าจุลินทรีย์แต่ละชนิดน้ันมี

ความสามารถในการใช้แหล่งคาร์บอนเพ่ือใช้ในการผลิต PHAs ที่แตกต่างกัน เช่น R. eutropha หรือ           
A. eutrophus น้ันสามารถใช้นํ้าตาลฟรุกโตสได้ดี (Khanna และ Srivastava, 2005) A. latus สามารถใช้
นํ้าตาลซูโครสได้ดี (Grothe และคณะ 1999) Azotobacter valandii สามารถใช้กลูโคสได้ดี PS. 
oleovolan สามารถใช้ n-octane ได้ดี และยังมีจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนๆ ที่ผ่านการปรับปรุงพันธุกรรมสามารถที่จะ
ใช้แหล่งคาร์บอนในการผลิต PHAs ได้หลากหลาย เช่น E. coli เป็นต้น  

 
จากข้อมูลในตารางที่ 2.4 จะเห็นได้ว่าแหล่งคาร์บอนท่ีใช้ในการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์น้ันมี

หลากหลายชนิด การเลือกแหล่งคาร์บอนสําหรับจุลินทรีย์เป็นปัจจัยที่มีความสําคัญต่อการผลิตไบโอพอลิเมอร์ 
เน่ืองจากเหตุผลทางด้านราคาของวัตถุดิบหรือแหล่งคาร์บอนเป็นปัจจัยจํากัดหลักของการผลิต PHAs (Choi 
และ Lee, 1997) ทําให้ในปัจจุบันการใช้จุลินทรีย์ที่ผ่านการปรับปรุงพันธุกรรมมาผลิต PHAs ได้รับความสนใจ
เป็นอย่างย่ิงเช่น การนํา E. coli ที่มีการปรับแต่งพันธุกรรม (Recombinant E. coli) มาเลี้ยงในกากนํ้าตาล
เพ่ือผลิต PHAs ซึ่ง กากนํ้าตาลเป็นของเหลือจากกระบวนการผลิตนํ้าตาลและมีราคาถูก 
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ตารางที่ 2.4 การผลิต PHAs โดยจุลินทรีย์แต่ละชนิดเมื่อใช้แหล่งคาร์บอนที่แตกต่างกัน (Lee, 1996) 
 
Bacterium PHA Major 

carbon 
source 

Culture 
time(h) 

Cell 
conc. 
(g/L) 

PHA 
conc. 
(g/L) 

PHA 
content 

(%) 

Productivity 
(g/L.h) 

Alcalagenes 
eutrophus 

P(3HB) Glucose 50 164 121 76 2.42 

A. eutrophus P(3HB) CO2 40 91.3 61.9 67.8 1.55 
A. eutrophus P(3HB) Tapioca 

hydrolysate 
59 106 61.9 57.5 1.03 

A. eutrophus P(3HB-
co-3HV) 

Glucose+pr
opionic acid

46 158 117 74 2.55 

Alcaligenes latus P(3HB) Sucrose 18 143 71.4 50 3.97 
Alcaligenes. latus P(3HB) Sucrose D=0.16h-1 - 16.2 - 2.6 
Azotobacter 
vinelandii 

P(3HB) Glucose 47 40.1 32 79.8 0.68 

Chromobacteriu
m violaceum 

P(3HV) Valeric acid - 39.5 24.5 62 - 

Methylobacteriu
m  organophilum 

P(3HB) Methanol 70 250 130 52 1.68 

Protomonas  
extoquens 

P(3HB) Methanol 170 233 149 64 0.88 

Pseudomonas 
olevorans 

P(3HBx-
co-3HO) 

n-Octane D=0.2h-3 11.6 2.9 25 0.58 

P. oleovorans P(3HBx-
co-3HO) 

n-Octane 38 37.1 12.1 33 0.32 

Recombinant 
Escherichia coli 

P(3HB) Glucose 39 101.4 81.2 80.1 2.08 

Recombinant 
Klebsiella 
aerogenes 

P(3HB) Molasses 32 37 24 65 0.75 
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2.5   แหล่งวัตถุดิบที่ใช้ในการผลิตไบโอพอลเิมอร์ PHAs 
 

จากที่กล่าวมาแล้วว่าการขยายการผลิตไบโอพอลิเมอร์ขึ้นสู่ระดับอุตสาหกรรมน้ันมีข้อจํากัดสําคัญอยู่ที่
ต้นทุนของวัตถุดิบ ซึ่งการพิจารณาถึงแหล่งคาร์บอนที่ใช้ในการผลิต PHAs ที่เหมาะสมน้ันเป็นปัจจัยที่สําคัญ 
โดยเฉพาะปัจจัยด้านราคาของวัตถุดิบน้ัน ดังน้ันงานวิจัยในปัจจุบันได้มีการใช้แหล่งคาร์บอนท่ีแตกต่างกันใน
การผลิต PHAs ซึ่งการใช้แหล่งคาร์บอนที่แตกต่างกันน้ันก็จะทําให้โครงสร้างของ PHAs ที่ผลิตได้แตกต่างกัน
ด้วย (Steinbuchel และ Valentin, 1995) 

Bassas และคณะ (2006) ได้ทดลองนํากรดไขมันที่มีอัตราส่วนของคาร์บอนอะตอมแตกต่างกันมาใช้
ผลิต PHAs โดยจุลินทรีย์ Pseudomonas aeruginosa NCIBIM 40045 พบว่าจุลินทรีย์สามารถผลิต ไบโอ
พอลิเมอร์ PHAs ได้ โดยให้นํ้าหนักโมเลกุล (Molecular weight) อยู่ในช่วง 200-230 กิโลดาลตัน (KDa) 
Khanna และ Srivastava (2005) ทดลองใช้แหล่งคาร์บอนหลากหลายชนิด เช่น นํ้าตาลฟรุกโตส กรดแลกติก 
นํ้าตาลซูโครส กากนํ้าตาล กลีเซอรอล นํ้าตาลกลูโคส กรดอะซิติก ไซโลส กรดโปรไพโอนิก แป้ง และนํ้าตาล
แลคโตส โดยจุลินทรีย์ Ralstonia eutropha ซึ่งให้ผลว่าจุลินทรีย์สามารถผลิต PHAs ได้สูงสุดจากการใช้
นํ้าตาล ฟรุกโตส 

Yu และคณะ (2005) ศึกษาผลของการป้อนนํ้าตาลกลูโคสและโซเดียมโปรไพโอเนท ในการผลิต PHBV 
ซึ่งเป็นโคพอลิเมอร์ของ PHAs อีกชนิดหน่ึง โดยใช้กระบวนการหมักแบบต่อเน่ืองในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ พบว่า 
การป้อนโซเดียมโปรไพโอเนท ที่มีความเข้มข้น 5 กรัมต่อลิตร จุลินทรีย์จะสะสม HB ต่อ HV ในอัตราส่วน 70 
ต่อ 30 และเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของ โซเดียมโปรไพโอเนทเป็น 7 กรัมต่อลิตร จุลินทรีย์จะสะสม HB ต่อ HV 
ในอัตราส่วน 60 ต่อ 40 แสดงให้เห็นว่าโซเดียมโปรไพโอเนท ที่ป้อนเข้าไปในระหว่างการผลิต PHAs สามารถ
เพ่ิมอัตราส่วนของโคพอลิเมอร์ HV ได้ดีขึ้น 

Lee และ Gilmore (2006) ได้ใช้้จุลินทรีย์ R. eutropha เพ่ือนํามาหมักของเสียจากอุตสาหกรรม
ไอศครีม ซึ่งสามารถผลิต PHAs เท่ากับ 16.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรไขมัน 

 Grothe และคณะ (1999) ทดลองสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHAs แบบกะโดยใช้นํ้าตาลซูโครส
เริ่มต้น 20 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอนให้กับจุลินทรีย์ A. latus ATCC 29713 หลังจากกระบวนการหมัก
พบว่าจุลินทรีย์สามารถให้ผลผลิตสูงสุดของ PHAs เป็น 2.97 กรัมต่อลิตร 

Liu และคณะ (1998) ได้ใช้จุลินทรีย์ E. coli ที่ผ่านการปรับแต่งพันธุกรรม เพ่ือผลิต PHAs จาก
กากนํ้าตาลโดยการหมักแบบกะ พบว่าจุลินทรีย์สามารถสะสม PHAs จากกากนํ้าตาลที่มีความเข้มข้นของ
นํ้าตาลได้ 40 กรัมต่อลิตร ได้ถึง 77 เปอร์เซ็นต์ของเซลล์แห้ง 

Lee และคณะ (1994) ได้้ตรวจสอบ E. coli ที่ได้รับ DNA สายผสม ในการผลิต PHAs โดยใช้้อาหาร
เลี้ยงจุลินทรีย์ที่แตกต่างกัน ซึ่ง E. coli สายพันธุ์ XL1-bule เมื่อเจริญใน Lactose Broth ร่วมกับการเติม 
กลูโคส 20 กรัมต่อลิตร จะทําให้้เกิดการสะสม PHAs ในเซลล์์มากขึ้นเท่ากับ 0.369 กรัม PHAs ต่อ กรัม 
glucose หรือเท่ากับ 7 กรัม PHAs ต่อลิตร  

จะเห็นได้ว่าการใช้แหล่งคาร์บอนที่แตกต่างกันน้ัน ก็จะให้ผลผลิตของ PHAs ที่แตกต่างกัน ปัจจัยด้าน
ราคาของแหล่งคาร์บอนเป็นปัจจัยที่มีความสําคัญ ดังน้ันการสรรหาแหล่งวัตถุดิบที่มีราคาถูกน้ันจะสามารถ
ช่วยให้การผลิต PHAs สามารถเติบโตเข้าสู่ระดับอุตสาหกรรม ซึ่งในต่างประเทศไม่ว่าจะเป็น บราซิล อเมริกา 
หรือประเทศทางสหภาพยุโรป ได้มีการผลิตกันอย่างจริงจัง แต่ PHAs ที่ผลิตได้ยังมีราคาแพง ประเทศไทยน้ัน
ได้เปรียบประเทศอ่ืนๆ ในด้านของความหลากหลายของวัตถุดิบที่จะนํามาใช้ในการผลิต PHAs โดยเฉพาะ
อย่างย่ิงวัตถุดิบทางการเกษตรไม่ว่าจะเป็นแป้งมันสําปะหลัง อ้อย หรือแม้กระทั่งข้าวฟ่างหวาน ที่ให้ผลผลิตสูง 
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รวมท้ังราคายังอยู่ในเกณฑ์ตํ่า และสามารถเพาะปลูกได้ตลอดปี ดังน้ันแนวทางของการผลิต PHAs ในประเทศ
ไทยจึงได้เปรียบประเทศอ่ืนๆ อีกมาก 

 
2.6 กระบวนการหมักเพื่อผลิต PHAs (Fermentation processes for PHAs production) 
 

สําหรับกระบวนการหมัก PHAs โดยทั่วไปน้ันแบ่งได้ 3 วิธีดังนี้ 
2.6.1 การหมกัแบบกะ (Batch fermentation) 

การเพาะเลี้ยงแบบกะเป็นการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ในอาหารท่ีกําหนดปริมาตรไว้แน่นอนใน
ระยะเวลาที่เหมาะสม จุลินทรีย์จะเจริญเติบโตภายใต้สภาวะที่กําหนด ซึ่งการเปลี่ยนแปลงของสภาพ แวดล้อม
จะเกิดจากการสะสมของของเสีย หรือผลิตภัณฑ์ที่จุลินทรีย์สร้างข้ึน การเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์วิธีน้ีถือเป็นระบบ
ปิด คือมีการกําหนดปริมาตรเร่ิมต้นของอาหารไว้ โดยท่ีอัตราการเจริญเติบโตจะลดลงเรื่อยๆ และมีแนวโน้ม
เป็นศูนย์เน่ืองจากสภาวะการขาดแคลนอาหารและจุลินทรีย์อยู่ในสภาวะที่ไม่เหมาะสม (สาโรจน์ และคณะ 
2544) 

สําหรับกระบวนการหมักแบบกะเพ่ือผลิต PHAs น้ี ได้มีการค้นคว้าวิจัยมาเป็นเวลานาน โดยที่
กระบวนการหมักแบบกะน้ัน จุลินทรีย์ที่ใช้ในการผลิตจะมีการสะสม PHAs หลังจากกระบวนการเจริญสูงสุด
และแหล่งไนโตรเจน หรือฟอสฟอรัส เริ่มจะขาดแคลน และการเก็บเก่ียว PHAs ออกจากเซลล์จุลินทรีย์จะเก็บ
ครั้งเดียวเม่ือจุลินทรีย์มีการสะสมของ PHAs สูงสุด โดยที่ระยะเวลาของการเก็บเก่ียวน้ันขึ้นกับชนิดของ
จุลินทรีย์ และชนิดของแหล่งวัตถุดิบที่ใช้ ดังแสดงในตารางที่ 4.3 จะเห็นได้ว่า จุลินทรีย์ A. eutrophus เมื่อ
หมักแบบกะโดยใช้แหล่งคาร์บอนที่แตกต่างกัน เวลาในการเก็บเก่ียวก็จะแตกต่างกัน รวมท้ังปริมาณของ 
PHAs ที่ผลิตได้ก็จะแตกต่างกันด้วย  
         2.6.2 การหมักแบบกึ่งกะ (Fed-batch fermentation) 

การหมักแบบก่ึงกะหรือการหมักแบบครั้งคราวเป็นการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพสูง 
โดยเฉพาะในสภาพท่ีมีภาวะการยับย้ังการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์จากวัตถุดิบเริ่มต้นที่มีความเข้มข้นสูง และ
สามารถให้อัตราผลผลิต (Productivity) และจํานวนเซลล์ สูงกว่าการหมักแบบกะ โดยการหมักแบบกึ่งกะจะ
ควบคุมอัตราการเติมอาหารที่จะทําให้การเพาะเลี้ยงอยู่ในสภาวะที่เหมาะสมต่อการเติบโตหรือเกิดผลิตภัณฑ์
ตลอดเวลา โดยการเติมอาหารจะเติมลงไปอย่างต่อเน่ืองแต่ไม่มีการเก็บเก่ียวนํ้าหมักออกจากระบบ (สาโรจน์ 
และคณะ 2544) ในกระบวนการหมักแบบกึ่งกะเพ่ือผลิต PHAs โดยส่วนมากจะมีการหมักโดย จุลินทรีย์ A. 
latus เป็นส่วนใหญ่ เน่ืองจากสามารถให้ผลผลิตของเซลล์สูงและ จุลินทรีย์ชนิดน้ียังสามารถใช้วัตถุดิบที่มี
ราคาถูก เช่นนํ้าตาลซูโครส เป็นแหล่งคาร์บอน 

 
2.6.3 การหมักแบบต่อเน่ือง (Continuous fermentation) 

การเลี้ยงจุลินทรีย์แบบต่อเน่ืองน้ันเป็นการแก้ปัญหาของการขาดสมดุลของสภาวะการหมัก ซึ่ง
เป็นการแก้ปัญหาของการหมักแบบกะ ที่การเจริญของจุลินทรีย์ถูกจํากัดโดยผลิตภัณฑ์ที่จุลินทรีย์สร้างขึ้นเอง 
(Product inhibition) การหมักแบบต่อเน่ืองจะสามารถทําให้กระบวนการเจริญของจุลินทรีย์ดําเนินต่อไปได้ 
เน่ืองจากการเติมอาหารใหม่ในอัตราการเติมที่เหมาะสมลงไป ทําให้เกิดสถานะคงตัว (Steady state) 
จุลินทรีย์ที่เจริญเติบโตขึ้นใหม่จะมีความสมดุลกับจุลินทรีย์ที่ไหลออกจากถังหมัก (สาโรจน์ และคณะ 2544) 

ในกระบวนการผลิต PHAs น้ันสามารถผลิตด้วยกระบวนการหมักแบบต่อเน่ือง ซึ่งจากการ
ทดลองของ Yu และคณะ (2005) ได้ทดลองเพ่ิมผลผลิตของโคพอลิเมอร์ PHAs โดยกระบวนการหมัก
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แบบต่อเน่ือง โดยใช้โซเดียมโปรไพโอเนท (Sodium propionate) เป็นสารชักนํา พบว่าการเพ่ิมอัตราส่วนของ
โคพอลิเมอร์จะเพ่ิมขึ้นตามการเพ่ิมของโซเดียมโปรไพโอเนทด้วย และจากตารางที่ 2.3 การเลี้ยงจุลินทรีย์ 
A.latus แบบต่อเน่ือง โดยใช้นํ้าตาลซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน สามารถผลิต PHAs ได้ 2.6 กรัมต่อลิตรต่อ
ช่ัวโมง  

 
2.7   ปัจจัยท่ีมีผลต่อกระบวนการหมัก (Factors affecting on fermentation processes) 

 
2.7.1 สายพันธ์ุของจุลินทรีย์ (Microorganism strain) 

Steinbuchel (1991) ได้ศึกษาศักยภาพของการผลิต PHAs รวมทั้งองค์ประกอบของ PHAs 
จากจุลินทรีย์สายพันธ์ุต่างๆ พบว่าสายพันธ์ุจุลินทรีย์ที่ต่างกัน จะมีศักยภาพในการผลิต PHAs ได้ต่างกัน 
ตลอดทั้งให้องค์ประกอบของ PHAs ที่แตกต่างกันด้วย และผลการทดลองของ Timm และคณะในปี ค.ศ. 
1990  ก็ให้ผลการทดลองเช่นเดียวกัน ทั้งน้ีเน่ืองจากกลไกการสังเคราะห์ PHB จาก Butyric acid โดยใช้
จุลินทรีย์ Alcaligenes  spp. และ Rhodospirillum rubrum ก็สามารถอธิบายความแตกต่างของสายพันธ์ุ
ต่อศักยภาพการผลิต PHAs ได้เช่นกัน  

2.7.2 แหล่งไนโตรเจน (Nitrogen source) 
แหล่งไนโตรเจนเป็นสารอาหารที่มีผลต่อโครงสร้างและการสะสมของ PHAs ในเซลล์จุลินทรีย์ 

ซึ่งแหล่งไนโตรเจนจะเป็นปัจจัยที่ต้องมีการจํากัดเพ่ือให้จุลินทรีย์มีการสะสมของ PHAs และผลจากการศึกษา
ของ Rhee และคณะ ในปี 1982 ได้ทําการทดลองผลิต PHAs จากจุลินทรีย์ A. eutrophus พบว่าเมื่อให้
แหล่งไนโตรเจนที่ต่างกัน จะทําให้ได้ปริมาณของ PHAs และสัดส่วนของ 3HB/3HV แตกต่างกันด้วย ซึ่งแสดง
ในตารางที่ 2.5 ดังน้ี 
          2.7.3 ระยะเวลาการหมัก (Fermentation time) 

  ผลการทดลอง Timm และคณะในปี ค.ศ. 1990 พบว่าการผลิต PHAs ของจุลินทรีย์ 
Pseudomonas aeruginosa หลังจากที่จุลินทรีย์เข้าสู่ระยะ Stationary phase แล้ว ปริมาณการสะสม 
PHAs ภายในเซลล์จะเร่ิมลดลงซึ่งก่อนหน้าน้ี Lageveen (1998) ผลิต PHAs จาก n-octane โดยจุลินทรีย์ 
Pseudomonas oleovorans พบว่าช่วงที่เหมาะสมสําหรับการเก็บเก่ียว PHAs อยู่ในช่วงระยะเวลาหน่ึง
เท่าน้ัน แต่มีจุลินทรีย์บางสายพันธ์ุที่สามารถสะสม PHAs ไปพร้อมกับการเจริญเติบโตเช่น A. latus สามารถที่
จะสะสม PHAs ไปพร้อมๆกับการเจริญ    พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอท (Polyhydroxyalkanoates ; PHAs) 

2.7.4 แร่ธาตุต่างๆ (Minerals) 
จุลินทรีย์แต่ละสายพันธ์ุต้องการแร่ธาตุที่แตกต่างกันไป ทั้งน้ีการจํากัดปริมาณของแร่ธาตุแต่ละ

ชนิดจะต้องเหมาะสมกับสายพันธ์ุของจุลินทรีย์ที่ใช้ในกระบวนการผลิตด้วย เช่น การผลิต PHAs โดยใช้ P. 
loeovorans จะต้องจํากัดปริมาณไนโตรเจนให้น้อยลงถึง 0.05 เปอร์เซ็นต์ เป็นต้น 

2.7.5 อุณหภูมแิละความเป็นกรด- ด่าง (Temperature / pH) 
การผลิต PHAs มักจะผลิตที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเป็นกรด-ด่าง (pH) 7.0 ทั้งน้ี

สภาวะดังกล่าวอาจเหมาะสมกับการผลิต PHAs ของจุลินทรีย์โดยส่วนใหญ่ 
2.7.6 การให้อากาศ (Aeration) 

จากการทดลองของ วนิดา วัฒนการุณ (2536) พบว่าการผลิต PHB จากจุลินทรีย์             
 Ps. loeovorans เมื่อให้ปริมาณของอาหารเลี้ยงจุลินทรีย์ต่อปริมาณฟลาสก์เท่ากับ 20 เปอร์เซ็นต์จะ
เหมาะสมกับการเพาะเลี้ยงในระดับขวดเขย่าซึ่งจะส่งเสริมให้มีการสังเคราะห์ PHAs ได้สูง 
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ตารางที่ 2.5 แสดงผลของแหล่งไนโตรเจนต่อองค์ประกอบการผลิต PHAs (Rhee; 1982) 
 

Carbon 
source 

Nitrogen 
source 

Cell dry 
Weigh (g/l) 

PHAs 
content 
(wt%) 

PHAs 
3HB 3HV 

 
Glucose 

Yeast 
extract 

3.2 45.2 98.4 1.6 

Urea 1.4 14.8 85.6 14.4 
(NH4)2SO4 1.8 29.3 93.3 6.7 

 
Sucrose 

Yeast 
extract 

1.5 18.9 98.3 1.7 

Urea 1.3 4.0 93.5 6.5 
(NH4)2SO4 1.2 15.1 92.0 8.0 

 
Sorbitol 

Yeast 
extract 

3.1 44.8 93.4 6.9 

Urea 1.8 37.2 85.7 14.3 
(NH4)2SO4 1.7 28.1 93.5 6.5 

 
Mannitol 

Yeast 
extract 

3.4 58.7 94.1 5.9 

Urea 2.2 18.2 92.5 7.5 
(NH4)2SO4 1.8 29.0 93.3 6.7 

 
Na-

gluconate 

Yeast 
extract 

2.3 34.5 91.9 8.1 

Urea 1.6 5.3 78.1 21.9 
(NH4)2SO4 2.7 41.1 66.7 13.3 

 
2.8 การผลิต PHAs เชิงพาณิชย์ 

ในเชิงพานิชย์ผู้ผลิตต้องพิจารณาปัจจัยต่างๆดังต่อไปน้ี 
2.8.1 จุลินทรีย์ที่นํามาเพาะเลี้ยงต้องเป็นชนิดที่เพ่ิมจํานวนเซลล์ได้อย่างรวดเร็ว 
2.8.2 สารอาหารที่ใช้เป็นอีกปัจจัยหน่ึงที่ต้องนํามาใช้ในการพิจารณาคัดเลือกสายพันธ์ุจุลินทรีย์ 

เพราะค่าใช้จ่ายด้านสารอาหารเป็นค่าใช้จ่ายในการผลิต PHAs ดังน้ันจุลินทรีย์ที่นํามาใช้ควรเป็นสายพันธ์ุที่ให้
อัตราการผลิต PHAs สูง เมื่อเทียบกับปริมาณอาหารที่ให้ 

1.1 จุลินทรีย์ที่ผลิต PHAs ในเชิงพานิชย์ แบ่งออกได้เป็น 2 กลุ่มใหญ่ๆ คือ 
1. จุลินทรีย์ที่สะสม PHAs ในเซลล์เพ่ิมข้ึนได้โดยต้องมีการจํากัดธาตุอาหารท่ีสําคัญ เช่น 

ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส แมกนีเซียม โพแทสซียม ออกซิเจน หรือกํามะถัน เพ่ือให้เกิดความเครียดกับจุลินทรีย์ 
แต่ต้องมีปริมาณคาร์บอนที่มากพอ ซึ่งจุลินทรีย์จะเร่งสะสมพลังงานสํารอง (PHAs) ไว้ภายในเซลล์ ตัวอย่าง
จุลินทรีย์ในกลุ่มน้ี เช่น A. eutrophus, Protomonas etorquens, P. oleovorans เป็นต้น 
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2.  จุลินทรีย์กลุ่มน้ีไม่จําเป็นต้องจํากัดธาตุอาหารเพ่ือให้จุลินทรีย์สังเคราะห์ PHAs โดย
จุลินทรีย์ในกลุ่มน้ีมีความสามารถในการสังเคราะห์ PHAs ได้ด้วยตัวเอง ตลอดระยะการเจริญเติบโต ตัวอย่าง      
จุลินทรีย์ในกลุ่มน้ีเช่น A. latus Azotobacter vielandii สายพันธ์ุกลายหรือ recombinant E.coli เป็นต้น 

1.2 ตัวอย่างพลาสติกย่อยสลายได้ต่างๆ ที่ผลิตเป็นสินค้าระดับอุตสาหการรมในต่างประเทศ 
1. BKK (ไบเออร์ เยอรมันนี) ผลิตโดยใช้เทคโนโลยีพอลิเอสเทอร์เอไมด์ (Polyester amide 

technology) และไม่มีการใช้วัตถุดิบจากพืช ระยะเวลาการย่อยสลาย ตัวอย่างเช่น พลาสติกขนาด 200 
ไมครอน (0.2 มิลลิเมตร) จะใช้เวลาในการย่อยสลาย 1 เดือน พลาสติก BKK ที่ผลิตขึ้นมาน้ีมีลักษณะ
คล้ายคลึงกับพลาสติกชนิด PE หรือ PP การจะนํามาใช้งานใช้ทํากระถางต้นไม้แบบย่อยสลายได้ ตะกร้าใส่
ต้นไม้ ถุงขยะ ในครัวเรือนและผลิตผ้าอนามัย มีลักษณะเฉพาะทางอุตสาหกรรม คือ อัดและฉีดเสริมโครงสร้าง
ได้ด้วยพืชจําพวก ป่าน ปอ ไม้ หรือชอล์ค มีกําลังการผลิต 4,000 ตันต่อปี 

2. ECO-PLA  (คาร์กิลโวพอลิเมอร์ สหรัฐอเมริกา) ผลิตโดยใช้เทคโนโลยีพอลิแลคติกแอซิด 
(Polylactic acid technology) จากนํ้าจากข้าวโพดหรือหัวผักกาดหวานและมีการใช้วัตถุดิบจากพืช ระยะ
การย่อยสลาย 4-6 สัปดาห์ พลาสติก ECO-PLA ที่ผลิตข้ึนมาน้ีมีลักษณะคล้ายคลึงกับพลาสติกชนิด PE, PP, 
PS หรือ PET  การนํามาใช้งาน เช่น ใช้ทําแผ่นฟิล์มในเกษตรกรรม กระป๋องโยเกิร์ต แผ่นรองซับผ้าอ้อมหรือ
สิ่งทอ (ผสมฝ้าย) ราคาประมาณ 49 บาทต่อกิโลกรัม มีลักษณะเฉพาะทางอุตสาหกรรมคือ เป่า อัด ฉีด ขึ้นรูป 
เช่ือมที่อุณหภูมิตํ่า มีกําลังการผลิต 13,000 ตันต่อปี 

3. Biopol (มอนซานโต สหรัฐอเมริกา) ผลิตโดยการหมักนํ้าตาลโดยจุลินทรีย์ ในอนาคตอาจ
ผลิตได้จากพืชโดยอาศัยความก้าวหน้าทางพันธ์ุวิศวกรรม มีการใช้วัตถุดิบจากพืช ใช้เวลาในการย่อยสลาย
หลายสัปดาห์ถึงหลายเดือน พลาสติก Biopol ที่ผลิตข้ึนมาน้ีมีลักษณะคล้ายคลึงกับพลาสติกชนิด PVC, PE 
หรือ PP การนํามาใช้งาน ใช้ในการบรรจุอาหาร บรรจุภัณฑ์สําหรับผลิตภัณฑ์เคมีทางการเกษตร เคลือบ
กระดาษ ทําที่วางลูกกอล์ฟ ตาข่ายดักปลา เคร่ืองโกนหนวดไฟฟ้า ราคากิโลกรัมละ 560 บาท มีเป้าหมายที่จะ
ทําให้ราคาลดลงสิบเท่าตัวก่อนปี ค.ศ.2005 ด้วยการใช้พืชที่พัฒนาทางพันธุวิศวกรรม มีลักษณะทาง
อุตสาหกรรม คือ ฉีด เป่า อัด มีกําลังการผลิต 1,000 ตันต่อปี 

4. Mate-Bi  (โนวานมอนต์ อิตาลี) การผลิตเป็นการผสมผสานกันระหว่างพอลิเมอร์ชีวภาพ
สังเคราะห์กับแป้งข้าวสาลี ข้าวโพด หรือมันเทศ มีการใช้วัตถุดิบจากพืช ระยะเวลาในการย่อยสลายต้ังแต่  2-
3 นาทีถึง 4 เดือน พลาสติก Mater-Bi ที่ผลิตข้ึนมีลักษณะคล้ายคลึงกับพลาสติกชนิด PE หรือ PP การ
นํามาใช้งานใช้ทําช้อนส้อมในร้านอาหารฟาสต์ฟูด หรือสําหรับบรรจุอาหาร โฟมกันกระแทก สําลีพันก้าน ถุง
หรือฟิล์มห่อของ ราคากิโลกรัมละ 175-210 บาท (สูงกว่าพอลิเมอร์ที่ใช้อยู่ 3 เท่า) มีลักษณะเฉพาะทาง
อุตสาหกรรม คือ หลอมด้วยความร้อนตามวิธีทั่วไป ฉีด อัด เป่า มีกําลังการผลิต 8,000 ตันต่อปี 

5. Biomax  (ดูปองท์ สหรัฐอเมริกา) ผลิตโดยใช้เทคโนโลยี PET (Polyethylene 
technology) และมีการใช้วัตถุดิบจากพืชระยะเวลาการย่อยสลาย 8 สัปดาห์ โดยมีผลึกพอลิเอสเทอร์ที่มอง
ไม่เห็นด้วยตาเปล่าอัตราส่วน 1 เปอร์เซ็นต์ตกค้างและจะสลายไปในเวลา 9 เดือน ในสภาพแวดล้อมท่ี
เหมาะสม ต่อการย่อยสลายพลาสติก Biomax ที่ผลิตข้ึนมาน้ีมีลักษณะคล้ายคลึงกับพลาสติก ชนิด PE, PP 
หรือพอลิเอสเทอร์ การนํามาใช้งานในการผลิตแผ่นรองซับผ้าอ้อม แผ่นฟิล์มสําหรับรองพลาสติกหลายช้ัน 
(Lamination) กระถางต้นไม้ ถุงหมัก ราคาประมาณ 196 บาทต่อกิโลกรัม มีลักษณะเฉพาะทางอุตสาหกรรม
คือ ฉีดขึ้นรูป  มีกําลังการผลิต 30,000 ตันต่อปี 

6. Plymat (โรเวอร์ช ฝรั่งเศส) ผลิตโดยการทําแป้งข้าวไรซ์ให้เป็นเจล เปลี่ยนให้มีโครงสร้าง
แข็งแรงยืดหยุ่นด้วยแอลกอฮอล์ธรรมชาติ ตามกระบวนการของสถาบันธัญพืชเยอรมัน (IGV) มีการใช้วัตถุดิบ
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จากพืช พลาสติก Polymat ที่ผลิตข้ึนน้ีมีลักษณะคล้ายคลึงกับพลาสติกชนิด PE หรือ PP การนํามาใช้งานใช้
ทําจาน และช้อนส้อมในร้านอาหาร รางให้อาหารสัตว์ที่เลี้ยงตามทุ่งหญ้า ใช้ระยะเวลาในการย่อยสลาย 4-6 
สัปดาห์ สําหรับการแตกตัว และอีก 6 เดือน สําหรับการย่อยสลาย ราคากิโลกรัมละ 84-126 บาท  มี
ลักษณะเฉพาะทางอุตสาหกรรมคือ ฉีดเข้าเบ้าผ่านทางท่อที่ร้อน เสริมโครงสร้างด้วย    ไฟเบอร์ของป่าน ปอ 
และลินิน มีกําลังการผลิตประมาณ 5,000 ตันต่อปี 

 
2.9 การย่อยสลายได้ทางชีวภาพ (Biodegradability) 
 

PHAs สามารถย่อยสลายได้ในสภาวะแวดล้อมที่หลากหลาย เช่น ในดิน นํ้า (ทั้งในนํ้าจืดและนํ้าทะเล) สิ่ง
เน่าเป่ือย (compost) และในสภาวะที่มีออกซิเจน (Aerobic condition) และไม่มีออกซิเจน (Anaerobic 
condition) หรือมีน้อย (Anoxic condition) เช่น โรงบําบัดนํ้าเสีย  ในกรณีของ Biopol® พบว่า PHAs 
สามารถย่อยสลายเกือบสมบูรณ์ภายในเวลา 10 สัปดาห์ ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ความช้ืนร้อยละ 55 
และอัตราส่วน C:N เท่ากับ 18:1 โคพอลิเมอร์ PHB/PHV ในอัตราส่วนร้อยละ 92/8 โดยนํ้าหนัก สามารถย่อย
สลายเกือบสมบูรณ์ภายในเวลา 20 วัน ภายใต้สภาวะการย่อยสลายแบบไม่ใช้ออกซิเจนในนํ้าทิ้ง ในขณะที่พอ
ลิเอสเทอร์สังเคราะห์อ่ืนๆ เช่น PLA PBS และ PBSA ยังไม่เกิดการย่อยสลายขึ้นภายในเวลา 100 วัน ภายใต้
สภาวะเดียวกัน ภายใต้สภาวะฝังกลบโคพอลิเมอร์ PHBV สามารถย่อยสลายภายในเวลา 6 เดือน พอลิเอส
เทอร์สังเคราะห์ที่มีโครงสร้างสายโซ่ตรงจะมีการสูญเสียนํ้าหนักอย่างเห็นได้ชัดภายในเวลา 1 ปีในดินที่ใช้ใน
การเพาะปลูก และการสูญเสียนํ้าหนักน้ียังสามารถเกิดข้ึนได้ในสภาวะที่เป็นกรดอันเน่ืองมาจากการย่อยสลาย
ของเศษอาหารซึ่งประกอบด้วยขยะของแข็งจากชุมชนร้อยละ 34 โดยประมาณ 
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บทท่ี 3 
วิธีการดําเนนิการวิจัย 

(Research methodology) 
 

3.1 วัตถุดิบ (Raw materials)  
      แบ่งออกเป็น 2 ชนิดได้แก่ 
      1) นํ้าอ้อยที่ผ่านการหีบ ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์จากโรงงานนํ้าตาลมิตรผล อ.ภูเขียว จังหวัดชัยภูมิ 
      2) นํ้าคั้นจากลําต้นข้าวฟ่างหวาน สายพันธ์ุ มข. 40  ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์จากโครงการวิจัยการผลิต
เอทานอลเป็นพลังงานทดแทนจากข้าวฟ่างหวานของ รศ.ดร.ประสิทธ์ิ ใจศิล คณะเกษตรศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยขอนแก่น 
 
3.2 จุลินทรีย์ (Microorganisms) 

จุลินทรีย์สายพันธ์ุบริสุทธ์ิที่ใช้ในการศึกษาคร้ังน้ีซึ่งสั่งซื้อมาจากศูนย์วิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่ง
ประเทศไทย (วว.) กรุงเทพมหานคร ประกอบด้วย 

1. แบคทีเรีย Alcaligenes  latus TISTR 1403  
2. แบคทีเรีย Alcaligenes eutrophus TISTR 1095  
และสายพันธ์ุที่คัดแยกได้จากดินบริเวณท่ีปลูกอ้อย ได้แก่  
3. แบคทีเรีย Hydrogenophaga sp. 
4. แบคทีเรียที่ได้จากการคัดแยกจากดิน (Bacillus SV13) 

 
3.3 วัสดุและอุปกรณ์ (Materials and Equipments) 
    แบ่งออกเป็น 3 กลุ่มดังต่อไปน้ี 
 

 3.3.1 เครื่องมือวัดและวิเคราะห์ (Analytical mechines)  
1. สเปคโตโฟโตรมิเตอร์ (Spectrophotometer) 
2. เคร่ืองปั่นความเร็วสูง (Centrifuge) 
3. หม้อน่ึงอัดความดัน (Auto clave) 
4. เคร่ืองปั่นผสม (Vortex mixer) 
5. เคร่ืองช่ังละเอียด (Analytical balances) 
6. เคร่ืองวัดค่าคามเป็นกรด-ด่าง (pH meter) 
7. ถังปฏิกรณ์ชีวภาพ (Fermenter) ขนาด 5 ลิตร 
8. ตู้อบความร้อนแห้ง (Hot air oven) 
9. ตู้บ่มแบบเขย่า (Incubator shaker) 

10. เคร่ืองวัดความหวาน (Hand refractometer) 
11. สเปคโตโฟโตรมิเตอร์ (Spectrophotometer) 
12. กล้องจุลทรรศน์ (Microscopy) 
13. เครื่องป่ันเหว่ียงความเร็วสูง (Centrifuge)  
14. หม้อน่ึงอัดความดัน (Auto clave) 
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15. เคร่ืองปั่นผสม (Vortex mixer)  
16. ตู้ถ่ายเช้ือ (Laminar flow) 
17. ตู้อบความร้อนแห้ง (Hot air oven) 
18. High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
19. ถังปฏิกรณ์ชีวภาพ (Fermenter) ขนาด 3 ลิตร 
20. เคร่ืองวัดความหวาน (Hand refractometer) 
21. เคร่ืองวัดจุดหลอมเหลว (Differential scanning calorimetry ; DSC) 
22. เคร่ืองวัดอุณภูมิการย่อยสลาย (Thermo-gravimetry; TG) 

 

3.3.2 อุปกรณ์ (Equipments)  
1. ฟลาสก์ ขนาด 250 มิลลลิิตร 
2. กระบอกตวงขนาด 100 และ 1000 มิลลิลิตร 
3. บีกเกอร์ขนาด 50 และ 100, 250 และ 500 มิลลิลิตร 
4. ไมโครปิเปตขนาด 200, 1000 และ 10000 ไมโครลิตร 
5. ช้อนตักสาร 
6. สายยาง 
7. ขวด Vial 
8. ไมโครทิวบ์ 
9. แท่งแก้วคนสาร 
10. โถดูดความช้ืน 
11. คลิปหนีบกระดาษ 

12. ช้อนตักสาร 
13. สายยางซิลิโคน 
14. ขวด Vial 
15. ไมโครทิวบ์ 
16. แท่งแก้วคนสาร 
17. โถดูดความช้ืน 
18. จานอาหารเลี้ยงจุลินทรีย์ 

 

3.3.3 สารเคมี (Chemicals)  
1. ไดแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) 
2. โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 
3. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO412H2O) 
4. แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4 7H2O) 
5. โซเดียมโมลิบเดต (Na2MoO4H2O) 
6. คอปเปอร์ซัลเฟต (CuSO4 5H2O) 
7. คลอโรฟอร์ม (CHCl3) 
8. โซเดียมไฮโปคลอไรด์ (NaOCl 6% active chlorine) 
9. เมทานอล (CH2OH) 
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10. อะซีโตน (C3H6O) 
11. กรดซัลฟูริค (H2SO4) 

12. แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) 
13. ยูเรีย ((NH2)2CO) 
14. โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 
15. ไอรอนซัลเฟต (FeSO4) 
16. แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2 ) 
17. กรดบอริก (H3BO3) 
18. โคบอลต์คลอไรด์ (CoCl2 6H2O) 
19. ซิงค์ซัลเฟต (ZnSO4 7H2O) 
20. แมงกานีสคลอไรด์ (MnCl2 4H2O) 
21. โซเดียมโมลิบเดต (Na2MoO4 4H2O) 
22. เมทานอล (CH2OH) 
23. อะซิโตน (C3H6O) 
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3.4 วิธีดําเนินการทดลอง (Methods)  
       

ก) กรณีน้ําคั้นข้าวฟ่างหวาน (Sweet sorghum juice) 
 

3.4.1 การวิเคราะห์์องค์์ประกอบหลักในวัตถุดิบ 
การวิเคราะห์ปริมาณองค์ประกอบหลักต่างๆในนํ้าค้ันต้นข้าวฟ่างหวานที่จะนํามาใช้เป็นวัตถุดิบ

ในการทดลองน้ีจะเป็นการวิเคราะห์องค์ประกอบที่สําคัญที่มีผลต่อกระบวนการหมักเพ่ือผลิตไบโอพอลิเมอร์ 
(PHAs) โดยท่ีนํ้าคั้นต้นข้าวฟ่างหวานที่ผ่านการค้ันจากลําต้นแล้วจะนําไปเก็บไว้ในตู้เย็น -20 องศาเซลเซียส 
ในกรณีที่ยังไม่ได้นําไปหมักทันที จากน้ันวิเคราะห์ปริมาณนํ้าตาลเร่ิมต้นในน้ําคั้นลําต้นข้าวฟ่างหวาน ดังน้ี 
นํ้าตาลกลูโคส น้ําตาลฟรุกโตส และน้ําตาลซูโครส โดยใช้เครื่อง High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) ปริมาณนํ้าตาลรวมท้ังหมดโดยวิธี ฟีนอล- ซัลฟูริค (Phenol-sulfuric acid) 
ปริมาณของแข็งที่ละลายได้ (Brix) โดยใช้แฮนด์รีแฟรคโตมิเตอร์ (Hand refractometer) ปริมาณไนโตรเจน
ทั้งหมดโดยวิธี เจดาล (Total Kjeldahl Nitrogen;TKN) และค่าความเป็นกรด- ด่าง (pH) โดยใช้พี- เอช 
มิเตอร์ (pH meter) 
 

3.4.2 การศึกษาคัดเลือกจุลนิทรีย์ที่มีความเหมาะสมสาํหรับการผลิตไบโอพอลเิมอรโ์ดยใช้น้ําคัน้ต้น
ข้าวฟา่งหวานเป็นแหลง่คาร์บอน 
 

การคัดเลือกจุลินทรีย์ที่มีความเหมาะสมต่อการผลิตไบโอพอลิเมอร์จากนํ้าคั้นต้นข้าวฟ่างหวาน 
โดยใช้จุลินทรีย์ที่ได้จากการคัดแยกจากดินในไร่อ้อย จากน้ันนํามาเปรียบเทียบกับจุลินทรีย์สายพันธ์ุอ้างอิง 
(Referenced strains) ที่สามารถผลิต PHAsได้ 3 สายพันธ์ุดังน้ี จุลินทรีย์บริสุทธ์ิสายพันธ์ุ A. eutrophus 
TISTR 1095, A. latus TISTR 1403 และ Hydrogenophaga sp. การเก็บตัวอย่างดินจะเก็บตัวอย่างดินที่
อยู่ในไรอ้อยที่มีการผสมกากน้ําตาลเพื่อเป็นอาหารสําหรับอ้อยและเพ่ือให้ได้จุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการ
ใช้นํ้าตาลซูโครสได้ดี โดยเก็บตัวอย่างดินลึกลงไปจากผิวดินประมาณ 15-30 เซนติเมตร จากน้ันนําดินดังกล่าว
เก็บไว้ภายใต้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตัวอย่างดินที่ได้นํามาคัดแยกจุลินทรีย์โดยใช้ตัวอย่างดิน 1 กรัมเติม
นํ้าเกลือที่ผ่านการฆ่าเช้ือความเข้มข้น 0.9 เปอร์เซ็นต์โดยนํ้าหนัก (0.9% NaCl) แล้วนําไปเจือจางในระดับ
ต่างๆ (Serial dilution method) ดังรูปที่ 3.1 นําตัวอย่างนํ้าจากหลอดทดลอง 0.1 มิลลิลิตร ไปเกลี่ยเช้ือ 
(Spread plate) เพ่ือให้จุลินทรีย์แยกออกมาเป็นโคโลนีเด่ียวในจานอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีนํ้าคั้นต้นข้าวฟ่างหวาน
เป็นแหล่งอาหารเพียงอย่างเดียวโดยใช้ปริมาณน้ําตาลรวมเป็น 10 กรัมต่อลิตร ภายใต้สภาวะจํากัดแหล่ง
ไนโตรเจน (Nitrogen limitation) (ปรับปรุงจาก Grothe และคณะ 1990) โดยการเติมสี Nile blue A ซึ่ง
ละลายใน dimethyl sulfoxide (DMSO) ให้ความเข้มข้นสุดท้ายในอาหารเลี้ยงจุลินทรีย์เป็น 0.5 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร (μg/mL) (Spiekermann และคณะ 1999) จากน้ันนําจานอาหารเลี้ยงจุลินทรีย์ดังกล่าวไปบ่มที่
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-2 วัน แล้วนําจานอาหารเลี้ยงจุลินทรีย์ส่องภายใต้ลําแสงยูวีที่มีความ
ยาวคลื่น 280 - 360 นาโนเมตร (nm) เพ่ือสังเกตการณ์เรืองแสงของโคโลนี นําโคโลนีเด่ียวที่มีการเรืองแสงมา
เพาะเลี้ยงแล้วทดสอบการสะสม พี เอช เอ อีกครั้งโดยการย้อมสี Sudan black B และสังเกตการติดสีภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ ซึ่งจุลินทรีย์ที่มีการสะสม พี เอช เอ น้ันจะมีการติดสีดําของ Sudan black B จุลินทรีย์ที่ได้
จากการคัดแยกน้ันจะถูกจัดกลุ่มโดยการสังเกตุเบ้ืองต้นจากลักษณะของโคโลนี และการติดสีของแบคทีเรีย ซึ่ง
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จุลินทรีย์กลุ่มที่ถูกคัดเลือกจะนําไปเปรียบเทียบการผลิต PHAs กับจุลินทรีย์สายพันธ์ุอ้างอิงทั้งสามสายพันธ์
ดังกล่าวเพ่ือคัดเลือกจุลินทรีย์ที่มีความเหมาะสมใจการผลิต PHAs โดยใช้นํ้าคั้นต้นข้าวฟ่างหวานต่อไป  
 

 
 

ภาพท่ี 3.1 การเจือจางเป็นลําดับ 10 เท่า (Ten fold serial dilution method) 
 

สําหรับกระบวนการหมักเพ่ือเปรียบเทียบศักยภาพการผลิต PHAs ของจุลินทรีย์แต่ละสายพันธ์ุน้ัน
จะกําหนดให้ความเข้มข้นของนํ้าตาลรวมเร่ิมต้น (Total sugar) ที่จะใช้ในการหมักเท่ากับ 20 กรัมต่อลิตร โดย
ใช้สูตรอาหารอาหารเร่งการผลิตไบโอพอลิเมอร์ หรือเรียกว่า Mineral salt medium  ดังรายละเอียดใน
ภาคผนวก ก ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยบรรจุอาหารในปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขย่าที่อุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที โดยกําหนดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 
เริ่มต้นให้เท่ากันในแต่ละชนิดของจุลินทรีย์ โดยให้ค่าการดูดกลืนแสงภายในอาหารเลี้ยงจุลินทรีย์เท่ากับ 0.1 
(กล้าเช้ือจุลินทรีย์ประมาณ 2% โดยปริมาตร) ทั้งน้ีเมื่อสิ้นสุดการหมักจะวิเคราะห์ ปริมาณนํ้าหนักเซลล์แห้ง 
(Dry cell weight; DCW) ปริมาณไบโอพอลิเมอร์ (PHAs) และปริมาณนํ้าตาลแต่ละชนิดเพ่ือสามารถนําข้อมูล
ดังกล่าวมาประเมินความเหมาะสมสําหรับการเลือกใช้จุลินทรีย์เพ่ือใช้ในการผลิตไบโอพอลิเมอร์ในระดับขยาย
ขนาด ภายในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 3 ลิตร 
 

3.4.3 การจําแนกบ่งชี้ชนิดของจุลนิทรียท์ี่แยกได้จากดิน 
จุลินทรีย์ที่คัดแยกได้จากดินที่มีศักยภาพในการผลิตไบโอพอลิเมอร์สามารถบ่งบอกชนิดของ

จุลินทรีย์โดยใช้เทคนิคทางพันธุกรรมโดยใช้วิธี 16S rDNA และการหาลําดับเบสของจุลินทรีย์ (Sequencing 
method) จากน้ันนําข้อมูลดังกล่าวมาใช้เขียนเป็นแผนภาพต้นไม้ (Phylogenetic tree)  



รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ์ ทุนยุทธศาสตร์ฯ สกว (DBG 5380013) พ.ศ. 2555 

 

ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. ผกาวดี แก้วกันเนตร มหาวิทยาลัยขอนแก่น 25 | ห น้ า  
 

3.4.4 การศึกษาค่าความเปน็กรด ด่าง ทีมี่ผลต่อการเจริญและผลิตไบโอพอลเิมอร ์PHAs 
จากข้อ3.4.2 จุลินทรีย์ที่มีศักยภาพที่จะนํามาผลิต พีเอชเอ จากนํ้าคั้นต้นข้าวฟ่างหวานจะถูกนําไป

เลี้ยงในอาหารที่มีองค์ประกอบของนํ้าคั้นต้นข้าวฟ่างหวานเป็นหลักโดยกําหนดค่าความเป็นกรดด่างเร่ิมต้น
แปรผันแตกต่างกัน 9 ระดับดังน้ี 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5 และ 9.0 หลังจากกระบวนการหมัก
เสร็จสิ้น (ประมาณ 24 ช่ัวโมง) จะนําผลที่ได้ทําการทดลองต่อไป 
  

3.4.5 การศึกษาชนิดของไนโตรเจนที่มีผลต่อการเจริญและผลิตไบโอพอลเิมอร์ PHAs 
จุลินทรีย์ที่ถูกคัดเลือกน้ันจะนํามาเลี้ยงเปรียบเทียบ แปรผันชนิดของแหล่งไนโตรเจนชนิดดังน้ี ไม่

เติมแหล่งไนโตรเจน (No added) ยูเรีย (Urea) เป็ปโตน (Peptone) ยีสต์สกัด (Yeast extract) แอมโมเนียม
คลอไรด์ (NH4Cl) และแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ในปริมาณ 1 กรัมต่อลิตร จากผลที่ได้จะนําไปทําการ
ทดลองต่อไป 

 
3.4.6 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไบโอพอลเิมอร์ PHAs จากน้ําคั้นต้นขา้วฟ่างหวาน 

โดยใช้วิธีการหมักแบบกะ (Batch fermentation) ในระดับห้องปฏิบัติการ Flask scale) 
 

1. การศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมสําหรับการผลิตไบโอพอลิเมอร์โดยการหมักแบบกะ 
สําหรับการหาสูตรอาหารที่เหมาะสมแก่การเจริญและผลิตไบโอพอลิเมอร์ของจุลินทรีย์ที่

คัดเลือกมาน้ีจะใช้โปรแกรมสําเร็จรูป Design expert ver. 7.0 เพ่ือออกแบบการทดลอง โดยข้ันแรกจะมีการ
คัดกรองปัจจัยหลัก (Main factor) ที่มีผลต่อการเจริญและผลิตไบโอพอลิเมอร์ โดยวิธีการของ Plackett และ 
Burman (1946) จากนั้นนําปัจจัยหลักที่มีผลมาทําการทดลองต่อโดยออกแบบการทดลองแบบ Central 
composite design (CCD) เพ่ือให้ได้สูตรอาหารท่ีเหมาะสมสําหรับการเจริญและผลิตไบโอพอลิเมอร์  

2. การคัดกรองปัจจัยหลักท่ีมีผลต่อการเจริญและการผลิตไบโอพอลิเมอร์ของจุลินทรีย์  
จากข้อ 3.4.2 สามารถคัดเลือกจุลินทรีย์ที่มีความเหมาะสมสําหรับกระบวนการหมักแล้ว 

จุลินทรีย์ที่ได้จะถูกนํามาเพาะเลี้ยงในสูตรอาหารต่างๆ ที่ได้จากการใช้โปรแกรมสําเร็จรูป Design expert 
ver. 7.0 เพ่ือออกแบบการทดลองโดยที่ให้ปัจจัยที่มีผลโดยแปรผันปัจจัยต่างๆดังน้ี  

 

 ตารางที่ 3.1 การออกแบบการทดลองเพ่ือหาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิต PHAs 
 

Factors Name 
Level 

Low (-1) High (+1) 

A (g/L) Total sugar 10 40 

B(g/L) KH2PO4 1 4 

C(g/L) Na2HPO4 1 4 

D(g/L) MgSO4 7H2O 0.1 0.4 

E(g/L) Urea 2 4 

F(mL/L) Trace element 1 5 
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การคัดกรองปัจจัยโดยวิธี Placket-burman design เพ่ือใช้ในการคัดกรองปัจจัยที่ไม่มีนัยสําคัญทาง

สถิติออก จากน้ันนําปัจจัยที่มีอิทธิพลอย่างมีนัยสําคัญต่อตัวตอบสนองมาหาสูตรอาหารที่เหมาะสมสําหรับการ
เจริญและผลิต PHAs โดยให้ ปริมาณนํ้าหนักแห้งของจุลินทรีย์ (Dry cell weight (DCW)) และปริมาณไบโอ
พอลิเมอร์ (PHB) เป็นค่าตอบสนอง (Response) สําหรับการพิจารณาความเหมาะสมของสารอาหารและ
ปริมาณของสารอาหารที่เติมเข้าไป โดยกําหนดระดับของปัจจัยที่จะใช้เป็นส่วนประกอบของอาหารเลี้ยง
จุลินทรีย์ เป็นค่าตํ่าและค่าสูงดังตาราง 3.1 มีรายละเอียดดังน้ี นํ้าตาลรวม (Total sugar) ระดับตํ่า 10 กรัม
ต่อลิตร ระดับสูง 40 กรัมต่อลิตร โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4 ) ระดับตํ่า 1 กรัมต่อลิตร 
ระดับสูง 4 กรัมต่อลิตร ได-โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) ระดับตํ่า 0.5 กรัมต่อลิตร ระดับสูง 4 กรัม
ต่อลิตร แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4 7H2O) ระดับตํ่า 0.1 กรัมต่อลิตร ระดับสูง 0.4 กรัมต่อลิตร ยูเรีย (Urea) 
ระดับตํ่า 1 กรัมต่อลิตร ระดับสูง 4 กรัมต่อลิตร  และสารอาหารรอง (Trace element) ระดับตํ่า 1 มิลลิลิตรต่อ
ลิตร ระดับสูง 5 มิลลิลิตรต่อลิตร หลังจากการทดลองจะได้ปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการเจริญของจุลินทรีย์และการ
ผลิตพีเอชเอ ปัจจัยดังกล่าวจะนําไปออกแบบการทดลองต่อโดยใช้การออกแบบการทดลอง โดยการออกแบบ
พ้ืนผิวตอบสนองต่อไป (Response Surface Methods and Designs; RSM) 

 
ตารางที่ 3.2 การทดลองแบบ Placket-Burman design (N=12) 

 
Expt. 
no. 

A 
 

B 
 

C 
 

D 
 

E 
 

F G 
 

H 
 

I 
 

J 
 

K 
 

L 
 

1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 1 -1 

2 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 

3 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 

4 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 

5 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 

6 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 1 -1 

7 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 1 -1 

8 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 

9 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 -1 1 

10 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 -1 1 

11 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 -1 1 

12 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 
 

หมายเหตุ ปัจจัย A-F เป็นปัจจัยที่จะกลั่นกรอง และปัจจยั G-L เป็น Dummy variables 
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ตารางที่ 3.3 การทดลองแบบ Placket-Burman design (N=12) จากค่าจริง 
 

Expt. no. A 
(g/L) 

B 
(g/L) 

C 
(g/L) 

D 
(g/L) 

E 
(g/L) 

F 
(g/L) 

Responses 

DCW 
(g/L) 

PHB 
(g/L) 

1 10 1 4 0.1 4 5   
2 10 1 1 0.4 2 5   
3 40 1 4 0.4 2 5   
4 40 1 4 0.4 4 1   
5 40 1 1 0.1 4 1   
6 10 4 4 0.1 4 5   
7 40 4 1 0.1 2 5   
8 40 4 4 0.1 2 1   
9 10 4 4 0.4 2 1   
10 10 4 1 0.4 4 1   
11 10 1 1 0.1 2 1   
12 40 4 1 0.4 4 5   

 

หมายเหตุ จากตารางเป็นค่าจริงที่จะนํามาใช้เป็นส่วนประกอบของอาหารแต่ละสภาวะและทําการทดลองโดย
การสุ่มสิ่งทดลอง และดําเนินการตามกรรมวิธีดังตารางที่ 3.3 
 

จากรูปปัจจัยที่มีการแปรผันในการหาสูตรอาหารที่เหมาะสมสําหรับการผลิตไบโอพอลิเมอร์ในระดับฟ
ลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตรโดยบรรจุอาหารในปริมาตร 100 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที โดยใช้ปริมาณกล้าเช้ือเท่ากับร้อยละ 2 โดยปริมาตร ซึ่งในชุดการทดลองน้ี
ประกอบด้วยชุดการทดลองทั้งหมด 12 ชุด โดยท่ีในกระบวนการหมักภายในแต่ละชุดการทดลองจะติดตาม
ปัจจัยตอบสนองต่อกระบวนการหมักเพ่ือการผลิตและสะสมไบโอพอลิเมอร์ดังต่อไปนี้ 

1. การเจริญของจุลินทรีย์โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD 600 
nm) (Patwardhan และ Srivastava, 2004)  

2. นํ้าหนักแห้งของเซลล์จุลินทรีย์ (Biomass) 
การวัดนํ้าหนักแห้งของเซลล์จุลินทรีย์น้ันจะสามารถวัดโดยใช้อาหารที่มีการเจริญของ จุลินทรีย์ 1 

มิลลิลิตร นําไปป่ันเหว่ียงโดยใช้เคร่ืองป่ันเหว่ียงขนาดเล็ก (Micro centrifuge) ที่ความเร็วรอบ 10000 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที จากน้ันดูดส่วนใสออกแล้วล้างตะกอนด้วยนํ้ากลั่น 2 ครั้ง นําไปอบที่อุณหภูมิ 90 
องศาเซลเซียส จนนํ้าหนักคงที่ แล้วนําไปทําให้เย็นในตู้ดูดความช้ืน (Desicator) จากน้ันนําไปช่ังนํ้าหนักแห้ง
โดยเคร่ืองช่ัง 4 ตําแหน่ง  

 
3. ปริมาณไบโอพอลิเมอร์ (PHAs)   สามารถวิเคราะห์ได้ดังน้ี (Law และ Slepecky, 1960)  

3.1 นําตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร และเติม 6 % Active chlorine ของ โซเดียมไฮโปรคลอไรด์ ปริมาตร 
1 มิลลิลิตร ลงไปในตัวอย่าง 

3.2 นําไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง เพ่ือทําลายผนังเซลล์ของจุลินทรีย์ 
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3.3 นําไปป่ันเหว่ียงโดยเคร่ืองเซนติฟิวก์ที่ความเร็วรอบ 10000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 
จากน้ันนําส่วนใสทิ้งแล้ว ล้างตะกอน ด้วยน้ํากลั่น 2 ครั้ง 

3.4 เติมนํ้ากลั่นปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน  
3.5 เทตัวอย่างลงในหลอดทดลองแล้วเติมคลอโรฟอร์มร้อน (60 องศาเซลเซียส) ปริมาตร 5 

มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วย Vortex mixer เพ่ือให้คลอโรฟอร์มสกัดเอา PHAs ที่อยู่ในช้ันนํ้าออกมา 
3.6 ดูดสารละลายในช้ันของคลอโรฟอร์ม (ช้ันล่าง) ใส่ลงในหลอดทดลอง จากน้ันนําไประเหย

คลอโรฟอร์มออก จะได้ผงสีขาวของ PHAs ติดอยู่ข้างหลอด 
3.7 เติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 10 มิลลิลิตร แล้วนําไปต้มในน้ําเดือดเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง  
3.8 ปล่อยให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง แล้วนําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 235 นาโนเมตร 

โดยใช้กรดซัลฟิวริกเข้มข้น เป็น Blank แล้วนําค่าที่ได้ไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ PHAs (Law และ 
Slepecky, 1960)  

 
4. ปัจจัยอ่ืนๆ ที่ได้จากคํานวณในกระบวนการหมัก 

4.1 ผลได้ของเซลล์ต่อปริมาณแหล่งคาร์บอนที่ถูกใช้ไป (Yx/s) 
4.2 ผลได้ของปริมาณไบโอพอลิเมอร์ต่อปริมาณแหล่งคาร์บอนที่ถูกใช้ไป (Yp/s) 
4.3 ผลได้ของปริมาณไบโอพอลิเมอร์ต่อปริมาณเซลล์ (Yp/x) 

                     

                     หลังจากกระบวนการหมักสิ้นสุดแล้วจะนําข้อมูลของปริมาณของมวลเซลล์ที่เกิดข้ึนและ
ปริมาณไบโอพอลิเมอร์ที่สะสมในเซลล์จุลินทรีย์ในแต่ละชุดการทดลองมาวิเคราะห์ผลของความสัมพันธ์ของ
สารแต่ละชนิดว่ามีอิทธิพลต่อการผลิตมวลเซลล์และไบโอพอลิเมอร์หรือไม่ จากน้ันนําปัจจัยหลักที่มีผลต่อการ
ทดลองมาวิเคราะห์เพ่ือหาสูตรอาหารที่เหมาะสมโดยวางแผนการทดลองแบบ Central Composite Design 
(CCD) ต่อไป 
 

3.4.7 การศึกษากระบวนการหมักแบบกะเพื่อผลิตไบโอพอลิเมอร์ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 3 ลิตร 
จากข้อมูลที่ได้จากกระบวนการหมักในระดับฟลาสก์ในข้อ 3.4.6 สามารถขยายขนาดของ

กระบวนการหมักแบบกะในระดับถังหมักขนาด 3 ลิตร โดยปริมาตรการทํางานภายในถังหมัก (Working 
volume) เป็น 1.5 ลิตร โดยใช้กล้าเช้ือของจุลินทรีย์ที่ได้จากการศึกษาในข้อ 3.4.2 ในปริมาณร้อยละ 2 โดย
ปริมาตร ให้อัตราการกวนเป็น 200 รอบต่อนาที และปริมาณอากาศเท่ากับ 1.5 ลิตรต่อนาที (vvm) ระหว่าง
กระบวนการหมักจะวิเคราะห์ปัจจัยต่างๆดังข้อ 3.4.6 ข้อมูลที่ได้ดังกล่าวจะนําไปใช้เป็นข้อมูลในกระบวนการ
หมักแบบก่ึงกะต่อไป 
 

3.4.8 การศึกษาการผลิตไบโอพอลิเมอร์โดยกระบวนการหมักแบบก่ึงกะ 
หลังจากกระบวนการหมักแบบกะจะนําข้อมูลที่ได้มาใช้ในกระบวนการหมักแบบก่ึงกะใน

ถังปฎิกรณ์ชีวภาพขนาด 3 ลิตร โดยใช้ปริมาตรเริ่มต้นของการหมักเป็น 1 ลิตร ความเข้มข้นของนํ้าตาล
ทั้งหมดเร่ิมต้นเท่ากับ 20 กรัมต่อลิตร และความเข้มข้นของน้ําตาลทั้งหมดของนํ้าคั้นข้าวฟ่างที่ใช้สําหรับการ
ป้อน (Feed stock) เท่ากับ 70.17 กรัมต่อลิตร โดยมีการเติมอาหารเข้าสู่ถังหมักสองครั้ง ครั้งละ 250 
มิลลิลิตร จนปริมาตรสุดท้ายเป็น 1.5 ลิตร โดยมีการให้อากาศเข้าสู่ถังหมัก 1.5 ลิตรต่อนาที ความเร็วการกวน
เป็น 200 rpm 
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3.4.9 การศึกษาคุณสมบัติของไบโอพอลเิมอร์ที่ผลิตได้จากน้ําคั้นต้นข้าวฟา่งหวาน 
หลังจากกระบวนการหมักโอพอลิเมอร์ที่ได้จากการสกัดจากเซลล์จลุินทรีย์จะนํามาวิเคราะห์

คุณสมบัติทางความร้อนและคุณสมบัติทางกายภาพ โดยใช้วิธีมาตรฐาน ดังรายละเอียดต่อไปนี้ 
 

1. คุณสมบัติทางความร้อน (Thermal properties) โดยเคร่ือง differential scanning 
calorimetry (DSC)  

การศึกษาคุณสมบัติทางความร้อนของไบโอพอลิเมอร์ ทีผ่ลิตได้จากกระบวนการหมักมีดังน้ี 
อุณหภูมิ ณ จดุหลอมเหลว (Melting temperature; Tm) อุณหภูมิคล้ายแก้ว (Glass transition 
temperature;Tg) และอุณหภูมิที่ไบโอพอลิเมอร์มีสถานะเริ่มเป็นผลึก (Crystallization temperature; Tc) 
โดยจะเปรียบเทียบกับสารไบโอพอลิเมอร์มาตรฐาน 
 

2. การย่อยสลายโดยความรอ้นของพอลเิมอร์ที่ผลิตได้ โดย Thermogravimetry analysis 
(TGA) 

สําหรับการย่อยสลายทางความร้อนจะใช้วิเคราะห์จากพอลิเมอร์เมื่อได้รับความร้อนโดยอาศัย
การวัดนํ้าหนักของวัสดุที่เปลี่ยนแปลงในแต่ละช่วงอุณหภูมิด้วยเครื่องช่ังที่มีความไวสูง 
 

ข) กรณีน้ําอ้อยคั้น (Sugarcane juice) 
 
 

3.4.10 การศึกษาองคป์ระกอบในน้าํอ้อยที่มีผลต่อการเจรญิของจุลินทรีย ์
1) การเตรียมวัตถุดิบเบ้ืองต้น โดยนํานํ้าอ้อยที่ผ่านการหีบจากโรงงานนํ้าตาลมิตรผล จังหวัด

ชัยภูมิมาเก็บรักษาหรือถนอมคุณภาพต่างๆ ของนํ้าอ้อยไม่ให้เปลี่ยนแปลงเพื่อใช้เป็นวัตถุดิบ (Stock) ก่อน
นําไปใช้ โดยเก็บรักษาไว้ที่ตู้แช่แข็งที่ควบคุมอุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส เมื่อจะนํามาใช้งานต้องละลาย
นํ้าแข็งก่อน โดยการต้ังที่อุณหภูมิห้อง จากน้ันนําไปป่ันเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 8000 rpm เป็นเวลา 10 นาที 
จํานวน 2 รอบ เพ่ือแยกกากตะกอนที่มีขนาดใหญ่ออก  

2) การวิเคราะห์พารามิเตอร์ต่างๆ ในนํ้าอ้อย 
o ปริมาณนํ้าตาลรวมทั้งหมด (Total sugar) โดยวิธีฟีนอล-ซัลฟูริค (Phenol-sulfuric 

acid) 
o ปริมาณของแข็งที่ละลายได้  (Brix)  โดยใ ช้แฮนด์รีแฟร็กโตมิ เตอร์  (Hand 

refractometer) 
o ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) โดยพี-เอช มิเตอร์ (pH meter) 
o ค่าปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด โดยวิธี TKN (Total Kjehldahl  Nitrogen)   
o ชนิดของนํ้าตาลต่างๆ ในนํ้าอ้อยโดยใช้เคร่ือง HPLC 

 

3.4.11 การศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลิตไบโอพอลิเมอร์ PHAs จากน้ําอ้อยโดยใช้วิธีการหมัก
แบบกะในขวดเขย่า 

     1) การเตรียมกล้าจุลินทรีย์บรสิุทธิ์ 2 สายพนัธุ ์
           -กล้าเชื้อที่ 1 จุลินทรีย์สายพันธ์ุบริสุทธ์ิ Alcaligenes latus TISTR 1043 นํามาเพาะเลี้ยง
ในอาหารสมบูรณ์ (Nutrient broth: NB) ปริมาตร 100 มิลลลิติร เลี้ยงให้เจริญในตู้บ่มเช้ือแบบเขย่า 
(Incubator shaker) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยควบคุมความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 
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1-2 วัน จากน้ันนํามา 10 มลิลิลิตร ใสใ่นอาหารสมบูรณ์ (Nutrient broth: NB) ปริมาตร 100 มิลลลิิตร เลี้ยง
ให้เจริญในตู้บ่มเช้ือแบบเขย่า (Incubator shaker) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยควบคุมความเร็วรอบ 
200 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 24 ช่ัวโมง แล้วนํามาใช้เป็นกล้าเช้ือ  

         -กล้าเชื้อที่ 2 จุลินทรีย์สายพันธ์ุบริสุทธ์ิ Alcaligenes eutrophus TISTR 1095 นํามา
เพาะเลี้ยงในอาหารสมบูรณ ์ (Nutrient broth: NB) ปริมาตร 100 มิลลลิิตร เลี้ยงให้เจริญในตู้บ่มเช้ือแบบ
เขย่า (Incubator shaker) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยควบคุมความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็น
ระยะเวลา   1-2 วัน จากน้ันนํามา 10 มิลลิลิตร ใสใ่นอาหารสมบูรณ์ (Nutrient broth: NB) ปรมิาตร 100 
มิลลลิิตร เลี้ยงให้เจริญในตู้บ่มเช้ือแบบเขย่า (Incubator shaker) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยควบคุม
ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 24 ช่ัวโมง แล้วนํามาใช้เป็นกล้าเช้ือ  

 
 

 
 

ภาพท่ี 3.2 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อกลูโคส (ฟลาสก์คู่ซ้ายมือ) และซูโครส (ฟลาสก์คู่ขวามือ) 
ก่อนท่ีจะนําไปเตรียมกล้าเชื้อของ Alcaligenes eutrophus และ A. latus 

 

  
 

ภาพท่ี 3.3 การเตรียมกล้าเชื้อของ Alcaligenes eutrophus และ A. latus ในอาหารเลี้ยงเชื้อกลูโคส 
 (ฟลาสก์คู่ซ้ายมือ) และอาหารเลี้ยงเชื้อซูโครส (ฟลาสก์คู่ขวามือ)  
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 2) ศึกษาการเจริญของแบคทีเรีย A. latus และ A. eutrophus ในน้ําอ้อย  
    -นํากล้าเช้ือที่ 1 ที่มีการเจริญของจุลินทรีย์  A. latus TISTR 1403 มา 10 มิลลิลิตร (Inoculums 

size 10%) ลงในอาหารสูตรเกลือแร่หรืออาหารหลัก ปริมาตร 90 มิลลิลิตร ในน้ําอ้อยที่มีความเข้มข้นของ
นํ้าตาล 20 gL-1   เลี้ยงให้เจริญในตู้บ่มเช้ือแบบเขย่า (Incubator shaker) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดย
ควบคุมความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา  2-3 วัน 

     -นํากล้าเช้ือที่ 2 ที่มีการเจริญของจุลินทรีย์ A. eutrophus TISTR 1095  มา 10 มิลลิลิตร 
(Inoculums size 10%) ลงในอาหารสูตรเกลือแร่หรืออาหารหลัก ปริมาตร 90 มิลลิลิตร ในนํ้าอ้อยที่มีความ
เข้มข้นของนํ้าตาล   20 gL-1  เลี้ยงให้เจริญในตู้บ่มเช้ือแบบเขย่า (Incubator shaker) ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส โดยควบคุมความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา  2-3 วัน 

 

3.4.12 การศึกษาปริมาณน้ําตาลรวมในน้ําอ้อยที่มีความเหมาะสมต่อจุลินทรีย์เพื่อใช้ในการผลิต
สารไบโอพอลีเมอร์ PHAs 

             การศึกษาปริมาณนํ้าตาลรวมในน้ําอ้อยที่มีความเหมาะสมต่อจุลินทรีย์เพ่ือใช้ในการผลิต
สารไบโอพอลีเมอร์ PHAs น้ัน จะมีการแปรผันปริมาณนํ้าตาลรวมของน้ําอ้อย เพ่ือผสมลงในอาหารเล้ียง
เช้ือจุลินทรีย์ โดยมีการแปรผันความเข้มข้นของนํ้าตาลรวมเป็น 4 ระดับ (20, 30, 40, 50 gL-1) ใน 
ฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร (ปริมาตรทํางาน 100 มิลลิลิตร) ที่สภาวะเขย่า 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 °C 
pH 6.5-7 กล้าเช้ือ 10% C:N ratios = 6.8:1.0 เก็บตัวอย่างทุก 6 ช่ัวโมง เพ่ือนําไปวิเคราะห์หาพารามิเตอร์
ต่างๆ ได้แก่ 

1. ปริมาณนํ้าตาลรวมท้ังหมดโดยวิธี ฟีนอล-ซัลฟูริค 
2. การเจริญของจุลินทรีย์ (Growth curve) 

  โดยการวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD 600 nm) 
 (Patwardhan และ Srivastava, 2004) 

3. การวัดนํ้าหนักเซลล์แห้งของเซลล์จุลินทรีย์ (Biomass) 
4. การเก็บเกี่ยวและการวัดปริมาณ PHAs 

 

       3.4.13 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมที่ได้นําไปใช้ในการผลิตไบโอพอลิเมอร์ PHAs ในระดับขยาย
ส่วนภายในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร 

    โดยนําสภาวะที่เหมาะสมที่ได้จากการศึกษาการผลิต  PHAs ในระดับขวดเขย่าน้ัน มาใช้เพ่ือผลิต 
PHAs ในระดับขยายส่วนโดยใช้กระบวนการหมักแบบกะภายในถังหมักปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร ใช้
ปริมาตรอาหารเลี้ยงจุลินทรีย์ในถังหมักเท่ากับ 2 ลิตร (Working volume) อัตราการกวนเท่ากับ 200 รอบต่อ
นาที พีเอช (pH) 6.5-7  อุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส อัตราการให้อากาศ  2 vvm โดยปรับให้เครื่องทํางาน
อัตโนมัติ เพ่ือควบคุมค่าความเข้มข้นออกซิเจน (pO2 ) ในนํ้าหมักให้มีค่าคงที่ที่ 30 % 
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ภาพท่ี 3.4 การหมักนํ้าอ้อยในระดับขยายส่วน (ภายในถังหมักขนาด 5 ลิตร) 
 

3.4.15 การศึกษากระบวนการเก็บเก่ียวไบโอพอลิเมอร์ PHAs ที่สร้างและสะสมอยู่ภายในกลุ่มเซลล์
จุลินทรีย์  

                

         แบ่งการศึกษาออกเป็น 2 วิธี ดังต่อไปนี ้  
(1)   การวิเคราะห์ปริมาณไบโอพอลิเมอร์ (PHAs) โดยวิเคราะห์โดยใช้วิธีของ 

 Law และ Slepecky, 1960 โดยมีรายละเอียดดังน้ี 
 

1. นําตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร และเติม 6% Active chlorine ของโซเดียมไฮโปรคลอไรด์ ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ลงไปในตัวอย่าง 

2. นําไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง เพ่ือทําลายผนังเซลล์ของ 
    จุลินทรีย์ 
3. นําไปป่ันเหว่ียงโดยเคร่ือง Centrifuge ที่ความเร็วรอบ 8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาท ี

จากน้ันนําส่วนใสทิ้งแล้วล้างตะกอนด้วยนํ้ากลั่น 2 ครั้ง 
4. เติมนํ้ากลั่นปริมาตร 3 มิลลลิติร ผสมให้เข้ากัน 
5. เทตัวอย่างลงในหลอดทดลองแล้วเติมคลอโรฟอร์มร้อน (60 องศาเซลเซียส) ปริมาตร 5 

มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วย Vortex mixer เพ่ือให้คลอโรฟอร์มสกัดเอา PHAs ที่อยู่ในช้ันนํ้า
ออกมา 

6. ดูดสารละลายในช้ันของคลอโรฟอร์ม (ช้ันล่าง) ใส่ลงในหลอดทดลอง จากน้ันนําไประเหย
คลอโรฟอร์มออก จะได้ผงสีขาว ของ PHAs ติดอยู่ข้างหลอด 

7. เติมกรดซัลฟูริกเข้มข้น 10 มิลลิลิตร แล้วนําไปต้มในน้ําเดือดเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 
8. ปล่อยให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง แล้วนําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 235 นาโนเมตร 

โดยใช้กรดซัลฟูริกเข้มข้นเป็น Blank แล้วนําค่าที่ได้ไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ 
PHAs  
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(2) วิธีการสกัดจะใช้วิธีการปรับปรุงโดยการใช้การสกัด Soxlhet extraction  
 

                โดยมีรายละเอียดการทดลองดังต่อไปน้ี 
1. เซลล์แห้งของจุลินทรีย์ Alcaligenes eutrophus TISTR 1095 ที่ได้จากหมักจะนํามาเติมด้วย

โซเดียมไฮโปรคลอไรด์ (Sodium hypochlorite) อัตราส่วน1g:10 mL 
2. บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 
3. ป่ันเหว่ียงเพ่ือแยกเซลล์ออกจากสารละลายโซเดียมไฮโปรคลอไรด์ โดยใช้ความเร็วรอบ  8000 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที จากน้ันล้างเซลล์จุลินทรีย์ด้วยน้ํากลั่น 2 ครั้ง 
4. เซลล์จุลินทรีย์ที่ได้นําไปสกัดโดยคลอโรฟอร์ม ใน Soxlhet ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็น

ระยะเวลา 2 ช่ัวโมง 
5. นําสารละลายที่ได้ไปตกตะกอนในเมทานอลเย็นหรือเอทานอลเย็น จากน้ันนําไประเหยใน 

Vacuum ที่อุณหภูมิห้อง จะได้ผงสีขาวของ PHAs แล้วทําให้แห้งภายใน Desiccators 
จนนํ้าหนักคงที่ ของแต่ละชุดการทดลอง 
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บทท่ี 4 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

(Results and Discussion) 

 
ก) กรณีน้ําคั้นข้าวฟ่างหวาน (Sweet sorghum juice) 

  

4.1 ผลการศึกษาองค์ประกอบในน้ําคัน้ต้นขา้วฟ่างหวานทีมี่ผลต่อการเจริญของจุลินทรีย์ 
 

จากการรวบรวมนํ้าค้ันที่ได้จากการบีบสกัดบริเวณลําต้นข้าวฟ่างหวานพันธ์ุ มข.40 (รูปที่ 4.1) ซึ่งได้รับ
ความอนุเคราะห์จากโครงการวิจัยการผลิตเอทานอลเป็นพลังงานทดแทนจากข้าวฟ่างหวาน ของ รศ.ดร.
ประสิทธ์ิ ใจศีล คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น ซึ่งการบีบสกัดนํ้าคั้นจากลําต้นของข้าวฟ่างหวาน
น้ัน จะนําต้นข้าวฟ่างหวานที่ที่มีอายุ 90-1-00 วัน (ภาพที่ 4.1) มาเข้าเคร่ืองบีบสกัดขนาดเล็กดังรูปที่ 2  ซึ่ง
เครื่องบีบสกัดดังกล่าวจะมีการทํางานคล้ายคลึงกับเคร่ืองหีบนํ้าอ้อยในโรงงานอุตสาหกรรมทั่วไป เพียงแต่มี
ขนาดเล็กกว่า โดยเคร่ืองบีบนํ้าข้าวฟ่างจะสามารถบีบนํ้าจากลําต้นของข้าวฟ่างหวานได้โดยตรง โดยที่ข้าวฟ่าง
หวานให้ผลผลิตเฉล่ียอยู่ระหว่าง 5-6 ตันต่อไร่ และสามารถปลูกได้อย่างน้อยปีละ 3 คร้ัง
(http://www.aggiethai.com : Topic: ม.ขอนแก่นเปิดตัวข้าวฟ่างหวาน) ทําให้นํ้าคั้นต้นข้าวฟ่างหวานมี
ศักยภาพในการนํามาผลิต PHAs ในแง่ของปริมาณของวัตถุดิบ ซึ่งเมื่อพิจารณาศักยภาพของนํ้าคั้นต้นข้าวฟ่าง
หวานในแง่ของสารอาหารท่ีจําเป็นต่างๆ ในการใช้เป็นแหล่งคาร์บอนเพ่ือการเจริญของจุลินทรีย์แล้วจะให้ผล
ดังต่อไปนี้ 
                           

                         
 

ภาพท่ี 4.1 แสดงการค้ันนํ้าข้าวฟ่างหวานจากลําต้นข้าวฟ่างหวานโดยใช้เคร่ืองบีบอัด 
 

4.1.1 ปริมาณน้ําตาลรวมท้ังหมด (Total sugar) 
จากการวิเคราะห์ปริมาณนํ้าตาลรวมท้ังหมดในนํ้าคั้นต้นข้าวฟ่างหวานโดยวิธีฟีนอล-ซัลฟูริค น้ัน 

พบว่ามีปริมาณนํ้าตาลรวมท้ังหมดเท่ากับ 207.43 กรัมต่อลิตร แต่เมื่อพิจารณาน้ําตาลท่ีเป็นองค์ประกอบหลัก
ของนํ้าคั้นจากลําต้นข้าวฟ่างหวานซึ่งประกอบด้วยนํ้าตาลกลูโคส นํ้าตาลฟรุกโตส และน้ําตาลซูโครส ที่
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วิเคราะห์ด้วย HPLC พบว่าในนํ้าคั้นต้นข้าวฟ่างหวานสายพันธ์ุ มข. 40 ในงานวิจัยคร้ังน้ีมีปริมาณนํ้าตาลดังน้ี 
นํ้าตาลกลูโคส12.32 กรัมต่อลิตร นํ้าตาลฟรุกโตส 5.75 กรัมต่อลิตร และน้ําตาลซูโครส 175.97 กรัมต่อลิตร 
ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยอ่ืนๆ ที่มีการนําข้าวฟ่างหวานมาจากแหล่งต่างๆ และฤดูการเก็บเก่ียว
แตกต่างกัน ดังตาราง 4.1 พบว่านํ้าคั้นต้นข้าวฟ่างหวาน มข. 40 น้ีมีปริมาณนํ้าตาลซูโครสมากกว่านํ้าคั้นจาก
ลําต้นข้าวฟ่างหวานจากแหล่งเพาะปลูกอ่ืน และมากเพียงพอต่อการนําไปใช้เพ่ือเป็นแหล่งคาร์บอนสําหรับ
จุลินทรีย์ชนิดต่างๆ โดยปกติแล้วปริมาณนํ้าตาลที่เหมาะสมแก่การผลิต PHAs น้ันจะมีค่าประมาณ 30-40 
กรัมต่อลิตร ขึ้นกับสายพันธ์ุของจุลินทรีย์ที่ใช้ผลิต ดังน้ันจะเห็นได้ว่านํ้าคั้นจากลําต้นข้าวฟ่างหวาน 1 ลิตรน้ัน 
จะสามารถเจือจางเพ่ือใช้ในการหมักเพ่ือผลิต PHAs ได้ 4-5 ลิตร ทั้งน้ีเมื่อเปรียบเทียบราคาของนํ้าคั้นจากลํา
ต้นข้าวฟ่างหวานกับพืชนํ้าตาลชนิดอ่ืนแล้ว นํ้าคั้นจากลําต้นข้าวฟ่างหวานมีราคาถูกมากกว่า และการปลูกข้าว
ฟ่างหวานน้ันในแต่ละปีสามารถปลูกได้ถึง 3 รอบ ทําให้อัตราของผลผลิตนํ้าคั้นต้นข้าวฟ่างหวานสูงกว่าพืช
นํ้าตาลชนิดอ่ืนๆ 

 

ตารางที่ 4.1 ปริมาณนํ้าตาลชนิดต่างๆท่ีพบในนํ้าคั้นจากลําต้นข้าวฟ่างหวานจากพ้ืนที่ต่างๆกัน 
 

พ้ืนท่ี

เพาะปลูก 

เดือนท่ีเก็บ

เกี่ยว 

ปริมาณนํ้าตาลชนิดต่างๆ 

(กรัมต่อลิตร) 
รวม 

(กรัมต่อลิตร) 
ท่ีมา 

ซูโครส กลูโคส ฟรุกโตส 

ไทย กรกฎาคม 175.97 12.32 5.75 194.04 งานวิจัยนี้ 

สหรัฐอเมริกา ตุลาคม 143.3 39.3 61.0 242.6 Liang และคณะ. (2010) 

ไทย * 124.1 20.9 16.8 161.8 
Laopaiboon และคณะ. 

(2009) 

ฮังการี กันยายน 75.1 25.0 18.1 118.2 Sipos และคณะ. (2009) 

กรีซ พฤศจิกายน 211.9 20.1 - 232.0 Mamma และคณะ. (1995)

 
*ไม่ได้ระบุ 

4.1.2 ปริมาณของแข็งที่ละลายได้ (°Brix)  
การวัดปริมาณของแข็งที่ละลายได้น้ัน ค่าที่วัดได้เป็นการประมาณค่าของน้ําตาลที่สามารถ

ละลาย เน่ืองจากในนํ้าน้ําคั้นต้นข้าวฟ่างหวานมีองค์ประกอบของนํ้าตาลละลายอยู่เป็นส่วนใหญ่ ซึ่งจากการวัด
ด้วยแฮนด์รีแฟร็กโตมิเตอร์ (Hand refractometer) พบว่าในนํ้าค้ันต้นข้าวฟ่างหวานจะมีปริมาณของแข็งที่
ละลายได้ (°Brix) เท่ากับ 21 บริกซ์ ซึ่งคิดเป็นปริมาณนํ้าตาลท้ังหมดประมาณ 210 กรัมต่อลิตร ซึ่งใกล้เคียง
สอดคล้องกับผลการวิเคราะห์โดยใช้วิธีฟีนอล-ซัลฟูริค ดังที่กล่าวมาแล้ว  

4.1.3 ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
สําหรับค่าความเป็นกรด-ด่าง ที่วัดด้วยเคร่ือง pH meter นั้นพบว่าค่าความเป็นกรด-ด่างของน้ํา

นํ้าคั้นต้นข้าวฟ่างหวานเริ่มต้นมีค่าประมาณ 5.4 ซึ่งมีความเป็นกรดและยังไม่เหมาะสมต่อการเจริญของ
จุลินทรีย์ส่วนมากเน่ืองจากจุลินทรีย์ส่วนมากแล้วสามารถเจริญได้ดีในสูตรอาหารที่มีช่วงของค่าความเป็นกรด-
ด่างประมาณ 6.5-7.0 
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          4.1.4 ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด 
 ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดในนํ้าคั้นต้นข้าวฟ่างหวานที่นํามาศึกษาคร้ังน้ีโดยวิธี TKN พบว่ามี

ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดเท่ากับ 0.41 กรัมต่อลิตร ซึ่งเมื่อพิจารณาแล้วควรมีการเติมแหล่งไนโตรเจนเพ่ิมเข้า
ไปในอาหารอีก เน่ืองจากปริมาณดังกล่าวอาจไม่เพียงพอต่อการเจริญของจุลินทรีย์ และเมื่อทําการเจือจางให้
ได้ปริมาณนํ้าตาลที่มีความเหมาะสมจะทําให้ปริมาณไนโตรเจนลดลงด้วย 
                          
4.2 การศึกษาคัดเลือกจุลินทรีย์ที่มีความเหมาะสมสําหรับการผลิตไบโอพอลิเมอร์โดยใช้น้ําคั้นต้นข้าวฟ่าง
หวานเป็นแหล่งคาร์บอน 

 
จากการทดลองเลี้ยงจุลินทรีย์สายพันธ์ุบริสุทธ์ิของ A. latus TISTR 1043 ในนํ้าคั้นต้นข้าวฟ่างหวานแล้ว

พบว่าจุลินทรีย์มีการเจริญเติบโตตํ่าดังน้ันจึงได้มีการคัดแยกจุลินทรีย์ (Screening) ที่สามารถเจริญเติบโตและ
ผลิตสารไบโอพอลิเมอร์จากนํ้าคั้นต้นข้าวฟ่างหวานได้ 

การคัดแยกจุลินทรีย์น้ันจะคัดแยกจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตสารไบโอพอลิเมอร์จากดินที่เก็บตัวอย่างมาจาก
พ้ืนที่การเพาะปลูกอ้อย โดยใช้นํ้าค้ันต้นข้าวฟ่างหวานเป็นแหล่งคาร์บอนในอาหารแข็งที่มีการเติมสี Nile 
blue A แล้วสังเกตจากการเรืองแสงของจุลินทรีย์ภายใต้แสงยูวีดังภาพที่ 4.2 จุลินทรีย์ที่มีการเรืองแสงจะ
นํามาขยายจํานวนและทดสอบการเจริญ จากน้ันจุลินทรีย์ที่ได้จากการคัดแยกจะนํามาทดสอบร่วมกับการย้อม
สี Sudan black B และสังเกตลักษณะการติดสีดําภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ซึ่งเป็นอีกหน่ึงวิธีในศึกษาการ
สะสมไบโอพอลิเมอร์ของจุลินทรีย์ โดยจุลินทรีย์ที่ติดสีดําน้ันจะเป็นจุลินทรีย์ที่มีการสะสมไบโอพอลิเมอร์ใน
เซลล์ดังแสดงในภาพที่ 4.3 
 

 
 
ภาพท่ี 4.2 การศึกษาการสะสม PHAs ของจุลินทรีย์แต่ละชนิดในอาหารที่มีการเติมสี Nile blue A ในอาหาร
เร่งการผลิต PHAs (ซ้าย; ลักษณะการเจริญของจุลินทรีย์ในอาหารแข็งที่มีการเติมสี Nile blue A, ขวา; 
ลักษณะของโคโลนีภายใต้แสงยูวี) 
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ภาพท่ี 4.3 การติดสีดําของ Sudan black B ของจุลินทรีย์ที่ได้จากการคัดแยกจากดิน 
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ภาพท่ี 4.4 การเปรียบเทียบการเจริญของจุลินทรีย์ที่ได้จากการคัดแยกจากดิน รหัส S4 S6 S13 
A. eutrophus TISTR 1095 A. latus TISTR 1043 และจลุนิทรีย์ Hydrogenoflaga sp. ในนํ้าคั้น    
 ต้นข้าวฟ่างหวานที่มีความเข้มข้นนํ้าตาลรวมประมาณ 20 กรัมต่อลิตร 
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จุลินทรีย์ที่ได้จากการคัดแยกเบ้ืองต้นโดยสังเกตจากโคโลนีที่มีลักษณะแตกต่างกันในอาหารสมบูรณ์ 
(Nutrient broth) จํานวน 18 โคโลนีที่มีการเรืองแสง จากน้ันนํามาเพาะเลี้ยงในอาหารเร่งการผลิต PHB ที่มี
นํ้าคั้นต้นข้าวฟ่างหวานเป็นแหล่งคาร์บอนหลักจากน้ันนําโคโลนีที่เจริญเติบโตในอาหารแข็ง มาย้อมโดยสี 
Sudan black B สังเกตการติดสีดํา Sudan black B ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ดังรูปที่ 4.3 ซึ่งจากลักษณะของ
จุลินทรีย์ทั้ง 18 โคโลนี พบว่าสามารถแยกที่มีลักษณะคล้ายคลึงกันได้ 3 กลุ่ม จากน้ันจุลินทรีย์ที่ได้นํามา
เพาะเลี้ยงในนํ้าคั้นต้นข้าวฟ่างหวานเปรียบเทียบกับจุลินทรีย์อีก 3 ชนิด ที่สามารถผลิตไบโอพอลิเมอร์ได้คือ A. 
eutrophus, A. latus และ Hydrogenoflava sp. 

จากการวัดค่าการเจริญของจุลินทรีย์ที่ได้มาจากการคัดแยกทั้ง 3 ชนิด โดยวัดความขุ่นของเซลล์ 
(OD=600 nm) ในอาหารเร่งการผลิตไบโอพอลิเมอร์ที่มีนํ้าคั้นต้นข้าวฟ่างหวานเป็นองค์ประกอบหลัก 
เปรียบเทียบกับจุลินทรีย์ A. eutrophus, A. latus และ Hydrogenoflava sp.  ดังรูปที่ 4.4 พบว่าจุลินทรีย์
รหัส S4 มีการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็วและสูงสุดใน ช่ัวโมงที่ 30 จุลินทรีย์ A. eutrophus จุลินทรีย์รหัส S6 
และจุลินทรีย์รหัส S11 ตามลําดับ ส่วนในกรณีของจุลินทรีย์ A. latus และ Hydrogenoflaga sp. น้ันมีการ
เจริญที่ตํ่ามากดังจะเห็นได้จากภาพที่ 4.4 พบว่าถึงแม้ว่าระยะเวลาผ่านไป 33 ช่ัวโมงแล้ว จุลินทรีย์ทั้งสองชนิด
น้ันยังมีอัตราการเจริญที่อยู่ในระดับตํ่า ซึ่งอาจจะเนื่องมาจากในนํ้าคั้นต้นข้าวฟ่างหวานอาจจะมีสารยับย้ัง 
(Inhibitor) บางชนิดที่ทําให้จุลินทรีย์ทั้งสองชนิดเจริญเติบโตได้ไม่ดีหรือใช้เวลาในการปรับสภาพนานกว่า
จุลินทรีย์ชนิดอ่ืนๆ เมื่อทําการวัดการเจริญของจุลินทรีย์แต่ละชนิด โดยการวัดปริมาณนํ้าหนักแห้ง (Dry cell 
weight; DCW) และปริมาณ PHB ที่เกิดขึ้น ดังตารางที่ 4.2 พบว่าจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้สายพันธ์ุ S4 มีปริมาณ
นํ้าหนักแห้งและปริมาณ PHB สูงกว่าจุลินทรีย์สายพันธ์ุอ่ืนๆอีกทั้งยังสามารถให้อัตราผลผลิตที่สูงกว่าจุลินทรีย์
ชนิดอ่ืน (PHB productivity= 0.097 g/Lh) และเมื่อนําจุลินทรีย์ทั้ง 6 ชนิดมาเลี้ยงในอาหารที่จํากัดแหล่ง
ไนโตรเจนและพร้อมกันน้ีมีการเติมสี Nile blue A ลงในอาหารแข็ง จากน้ันนําไปสังเกตการเรืองแสงภายใต้
รังสียูวีดังภาพที่ 4.5 พบว่าจุลินทรีย์สายพันธ์ุ S4 มีการเรืองแสงโดยให้ความเข้มของแสงใกล้เคียงกับ จุลินทรีย์
สายพันธ์ุอ้างอิง A. eutrophus และ Hydrogenophaga sp. และเมื่อเปรียบเทียบการติดสีของ Sudan 
black B (ภาพที่ 4.6) ในเซลล์จุลินทรีย์สายพันธ์ุ S4 แล้วพบว่าจุลินทรีย์มีการติดสีดําอย่างชัดเจน ซึ่งแสดงให้
เห็นว่าจุลินทรีย์ชนิดน้ีสามารถผลิต PHB ได้ ดังน้ันในงานวิจัยน้ีจึงเลือกจุลินทรีย์สายพันธ์ุ S4 เพ่ือผลิต PHB 
โดยใช้นํ้าคั้นจากลําต้นข้าวฟ่างหวานต่อไป 
 

ตาราง 4.2 การผลิต PHB จากจุลินทรีย์ที่ได้จากการคัดแยกจากดินและสายพันธ์ุอ้างอิงอย่างละ 3 สายพันธ์ุ 
 

Name of isolates Nile blue 
A 

Sudan 
black B 

Dry cell 
weight 
(g/L) 

PHA 
(g/L) 

Yield of PHA 
(%) 

PHA 
Productivity 

(g/Lh) 
S4 +++ +++ 3.02 1.74 57.62 0.097 

S6 +++ +++ 2.07 1.48 51.56 0.082 

S11 ++ ++ 1.30 0.29 21.17 0.0088 

The referenced  strains      

A. eutrophus +++ ++ 1.6 0.91 38.72 0.038 

A. latus - + 1.3 0.21 20.33 0.0029 

Hydrogenophaga sp. ++ ++ 1.11 0.35 31.53 0.0049 
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ภาพท่ี 4.5 ลักษณะของการสะสมไบโอพอลิเมอร์ PHB โดยการเรืองแสงภายใต้แสงยูวี (ขวา) ของโคโลนี
จุลินทรีย์ที่ได้จากการคัดแยกจากดิน 3 สายพันธ์ุ และจุลินทรีย์สายพันธ์ุอ้างอิง 3 สายพันธ์ุ ในอาหารแข็งที่
ประกอบด้วยสี Nile blue A 
 
 

 
 
 ภาพท่ี 4.6 ลักษณะของการสะสมไบโอพอลิเมอร์ PHB ในเซลลจ์ุลินทรีย์ที่ได้จากการคัดแยก 
 จากดิน 3 สายพันธ์ุ และจุลินทรีย์สายพันธ์ุอ้างอิง 3 สายพันธ์ุ โดยการติดสีดําของ Sudan black B 
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4.3 การจําแนกบ่งชี้ชนิดของจุลินทรีย์ที่แยกได้จากดิน 
 

จากผลที่ได้พบว่าจุลินทรีย์ S4 สามารถให้ผลผลิตทั้งนํ้าหนักเซลล์แห้งและปริมาณ PHB ที่สูงกว่า
จุลินทรีย์ชนิดอ่ืน ซึ่งจุลินทรีย์ดังกล่าวเม่ือนํามาบ่งช้ีชนิดของจุลินทรีย์โดยเทคนิคทางชีวโมเลกุลโดยวิธี 16S 
rDNA และหาลําดับเบสของจุลินทรีย์ (Sequencing method) พบว่าจุลินทรีย์ดังกล่าวมีความคล้ายคลึงกับ
จุลินทรีย์สายพันธ์ุ Bacillus aryabhattai B8W22 (รูปที่ ) ถึงร้อยละ 99.7 (99.7 % similarly) และยังมี
ความคล้ายคลึงกับจุลินทรีย์สายพันธ์ุ Bacillus megaterium ร้อยละ 99.3 (ภาพที่ 4.7-4.8) โดยจุลินทรีย์ B. 
megaterium น้ีเป็นจุลินทรีย์ชนิดแรกที่มีการค้นพบว่าสามารถผลิต PHB ได้ ส่วนในกรณีของจุลินทรีย์สาย
พันธ์ุ B. aryabhattai น้ันยังไม่มีรายงานว่ามีการนําไปผลิตสารหรือผลิตภัณฑ์ใดๆ โดยจุลินทรีย์ชนิดนี้ได้
ค้นพบครั้งแรกโดย Shivaji และคณะ (2009) จากการเก็บตัวอย่างของอากาศจากบรรยากาศช้ันบนที่ระดับ
ความสูงระหว่าง 40-41 กม.  
 

 
 

ภาพท่ี 4.7 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด์กับสายพันธ์ุอ้างอิง 
 

 
 

ภาพท่ี 4.8 แผนภูมิต้นไม้แสดงความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของจุลินทรย์ี 
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4.4 ผลของค่าความเป็นกรด-ด่างเริ่มต้น ต่อการเจรญิและผลิตไบโอพอลิเมอร์ PHAs 
 

 ค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงจุลินทรีย์เป็นปัจจัยหน่ึงที่มีความสําคัญต่อการเจริญเติบโตขึ้นกับ
ชนิดของจุลินทรีย์ โดยท่ัวไปแล้วจุลินทรีย์จะสามารถเจริญเติบโตได้ดีที่ค่าความเป็นกรด-ด่าง 6.0-7.0 ทั้งน้ี 
จากผลการทดลองดังตารางที่ 4.3 พบว่าจุลินทรีย์ B. aryabhatai สามารถเจริญเติบโตและผลิต PHB ได้ดี
ในช่วง 6.0 – 7.0 แต่จะสะสม PHA ภายในเซลล์ได้สูงสุดที่ ค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 6.5 (PHA content 
= 42.31% w/w) ดังน้ันจึงเลือกใช้สภาวะดังกล่าวเพ่ือใช้ในการทดลองต่อไป 
 

ตารางที่ 4.3 ผลของค่าความเป็นกรด-ด่างเริ่มต้น ต่อการเจริญและผลิตไบโอพอลิเมอร์ PHAs 
 

pH Dry  cell weight (g/L) PHA (g/L) PHA content (%) 
5.0 2.10 0.70 33.33 
5.5 1.80 0.60 33.33 
6.0 2.20 0.90 40.91 
6.5 2.60 1.10 42.31 
7.0 2.80 1.10 39.28 
7.5 2.70 0.50 18.52 
8.0 2.70 0.50 18.52 
8.5 2.70 0.40 14.81 
9.0 3.00 0.50 16.67 

 
4.5 ชนิดของแหล่งในโตรเจนท่ีมีผลต่อการผลิตไบโอพอลิเมอร์ PHAs 
 
 เซลล์จุลินทรีย์มีองค์ประกอบของไนโตรเจนอยู่ประมาณร้อยละ 8-10 ของนํ้าหนักแห้ง ความต้องการ
ไนโตรเจนของจุลินทรีย์แต่ละชนิดมีความแตกต่างกัน จุลินทรีย์บางชนิดสามารถเจริญได้ดีบนแหล่งอาหารที่มี
อินทรีย์ไนโตรเจน บางชนิดเจริญได้ดีบนแหล่งอาหารที่ประกอบด้วยอนินทรีย์ไนโตรเจน  
 จากตารางที่ 4.4 พบว่าจุลินทรีย์ B. aryabhattai มีการเจริญและผลิต PHAs ได้ดีในแหล่งอินทรีย์
ไนโตรเจน โดยเมื่อใช้ Urea เป็นแหล่งไนโตรเจนจุลินทรีย์จะมีการเจริญสูงสุดโดยสามารถผลิตเซลล์ได้ 4.00 
กรัมต่อลิตร และผลิต PHAs ได้ 2.10 กรัมต่อลิตร Yeast extract สามารถผลิตเซลล์ได้ 3.50 กรัมต่อลิตร 
และผลิต PHA ได้ 1.90 กรัมต่อลิตร และ Peptone สามารถผลิตเซลล์ได้ 3.40 กรัมต่อลิตร และผลิต PHA 
ได้ 1.80 กรัมต่อลิตร ในกรณีของอาหารที่ประกอบด้วยอนินทรีย์ไนโตรเจนน้ันพบว่าการเจริญและผลิต PHAs 
ของจุลินทรีย์ B. aryabhattai  มีการเจริญได้ค่อนข้างตํ่า โดยที่ NH4Cl สามารถผลิตเซลล์ได้ 3.00 กรัมต่อ
ลิตร และผลิต PHAs ได้ 1.2 กรัมต่อลิตร และ (NH4)2SO4 สามารถผลิตเซลล์ได้ 2.5 กรัมต่อลิตร และผลิต 
PHB ได้ 1.0 กรัมต่อลิตร เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Kulpreecha และคณะ (2009) ที่มีการใช้ Urea ทดแทน
การใช้แหล่งไนโตรเจนชนิดอ่ืนเพ่ือทําการผลิต PHAs จากนํ้าอ้อยโดยจุลินทรีย์สายพันธ์ุ B. megaterium 
เน่ืองจาก Urea เป็นแหล่งอินทรีย์ไนโตรเจนที่จุลินทรีย์สามารถใช้ในการเจริญเติบโตได้ดี (สมใจ, 2537) และ
เมื่อพิจารณาได้ด้านของราคาแล้ว Urea จะมีราคาค่อนข้างตํ่ากว่าแหล่งไนโตรเจนชนิดอ่ืน ซึ่งจะช่วยลดต้นทุน
สําหรับการผลิต PHAs ลงได้ 
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ตารางที่ 4.4 การผลิต PHB จากแหล่งไนโตรเจนชนิดต่างๆ 
 

Nitrogen sources Dry cell weight (g/L) PHAs (g/L) PHAs content (%) 
No added 1.00 0.40 40.00 

Urea 4.0 2.10 52.50 
Peptone 3.40 1.80 52.90 

Yeast extract 3.50 1.90 54.30 
NH4Cl 3.00 1.20 40.00 

(NH4)2SO4 2.50 1.00 40.00 

 
4.6 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไบโอพอลิเมอร์ PHAs จากน้ําคัน้ต้นข้าวฟ่างหวาน 
 โดยใช้วิธีการหมักแบบกะ ในขวดเขย่า (Flask scale) 
 

    4.6.1. การศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมสําหรับการผลิตไบโอพอลิเมอร์โดยจุลินทรีย์ 
 

         4.6.2.1.1 การคัดกรองปัจจัยหลักที่มีผลต่อการเจริญและการผลิตไบโอพอลเิมอร ์
                     ของจุลินทรีย ์

                          จากผลการทดลองท่ีได้ดังตาราง การศึกษาปัจจัยหลักที่มีผลต่อการเจริญและ
ผลิตไบโอพอลิเมอร์ของจุลินทรีย์  B. aryabhattai น้ันพบว่ามีปัจจัยหลักจํานวน 2 ปัจจัยคือ ปริมาณนํ้าตาล
รวมท้ังหมดในนํ้าค้ันต้นข้าวฟ่างหวาน (Total sugar) และปริมาณยูเรีย (Urea) ที่เติมเข้าไป มีผลอย่างมี
นัยสําคัญ (p ≤ 0.05)  ต่อค่าตอบสนอง โดยปัจจัยทั้งสองมีผลในทางบวกต่อค่าตอบสนองทั้ง ปริมาณ DCW 
และปริมาณ PHAs (ตารางภาคผนวกที่ 1-2 ) แสดงให้เห็นว่าจุลินทรีย์ B. aryabhattai สามารถเจริญและ
ผลิต PHAs ได้โดยไม่จําเป็นต้องมีการจํากัดแหล่งไนโตรเจน ซึ่งปัจจัยหลักที่มีผลดังกล่าวจะนําไปใช้เพ่ือแปรผัน
ในการทดลองต่อไป ในส่วนของ KH2PO4  Na2HPO4  MgSO4 7H2O และ Trace element  ไม่มีผลต่อการ
เจริญและการผลิตไบโอพอลิเมอร์ อาจเน่ืองมาจากสารเหล่าน้ีมีเพียงพอในนํ้าคั้นต้นข้าวฟ่างหวานหรือ
จุลินทรีย์ชนิดน้ีอาจมีความจําเป็นในการใช้สารเหล่าน้ีในปริมาณน้อย 
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ตารางที่ 4.5 แผนผังการทดลองแบบ Plackett and Burman Design (N = 12) สําหรับการทดลองในการ
คัดกรองปัจจัยที่มีผลต่อการผลิต PHB จากจุลินทรีย์ B. aryabhattai 
 

Expt. no. A 
(g/L) 

B 
(g/L) 

C 
(g/L) 

D 
(g/L) 

E 
(g/L) 

F 
(g/L) 

Responses 

DCW 
(g/L) 

PHAs 
(g/L) 

1 10 1 4 0.1 4 5 1.34 0.48 
2 10 1 1 0.4 2 5 1.09 0.27 
3 40 1 4 0.4 2 5 3.93 1.01 
4 40 1 4 0.4 4 1 5.88 2.1 
5 40 1 1 0.1 4 1 5.55 2.2 
6 10 4 4 0.1 4 5 2.69 1.11 
7 40 4 1 0.1 2 5 3.59 0.76 
8 40 4 4 0.1 2 1 3.26 0.81 
9 10 4 4 0.4 2 1 2.46 0.07 
10 10 4 1 0.4 4 1 3 0.41 
11 10 1 1 0.1 2 1 2.06 0.17 
12 40 4 1 0.4 4 5 5.58 1.27 

 
 

   4.6.2.1.2 การหาสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญและผลิตไบโอพอลิเมอร์ 
             PHAs จากจุลินทรีย์ B. aryabhattai 
 

           ในการหาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตและผลิตไบโอพอลิเมอร์ของ
จุลินทรีย์ B. aryabhattai โดยวางแผนการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) มีปัจจัยหลักที่
ศึกษา 2 ปัจจัย คือปริมาณนํ้าตาลรวมท้ังหมด (40 – 120 กรัมต่อลิตร) และปริมาณยูเรียที่เติมเข้าไป (4 – 20 
กรัมต่อลิตร) การทดลองจะกําหนดระดับของแต่ละปัจจัย 5 ระดับ คือ ที่ระดับลบแอลฟา ระดับตํ่า 
ระดับกลาง ระดับสูง และระดับบวกแอลฟา ดังตารางที่ 4.6 ซึ่งมีจํานวนการทดลองท้ังหมด 13 หน่วยการ
ทดลอง (ตารางที่ 4.7) 

 
ตารางที่ 4.6 ปัจจัยและระดับที่ใช้ในการหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHAs จากนํ้าคันข้าวฟ่างหวาน 
 

Factors 
(g/L) 

Factor level 

-α(-2) -1 0 +1 + α(+2) 

Total sugar 23.43 40 80 120 136.57 
Urea 0.69 4 12 20 23.31 
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ตารางที่ 4.7 ผลของระดับปริมาณนํ้าตาลทั้งหมดและปริมาณยูเรียต่อปริมาณเซลล์แห้งและปริมาณ 
ไบโอพอลิเมอร์ 

 
Run Total sugar 

(g/L) 
Urea 
(g/L) 

DCW 
(g/L) 

PHAs 
(g/L) 

1 40 20 2.05 0.074 
2 23.43 12 2.98 0.88 
3 120 4 0.89 0 
4 80 12 6.46 2.27 
5 80 12 6.48 2.3 
6 80 0.69 3.48 1.07 
7 80 12 6.44 2.22 
8 80 23.31 0.22 0.012 
9 80 12 6.43 2.24 
10 120 20 0.14 0 
11 80 12 5.98 2.01 
12 40 4 4.3 2.2 
13 136.57 12 0 0 

 
หลังจากกระบวนการหมักเสร็จสิ้นผลที่ได้ดังตาราง 4.8 จะนํามาพิจารณาเพื่อหาสูตรอาหารท่ี

เหมาะสมต่อการเจริญของจุลินทรีย์และผลิตไบโอพอลิเมอร์ PHAs และนําไปสร้างแบบจําลองทางคณิตศาสตร์
เพ่ืออธิบายความสัมพันธ์ุระหว่างปริมาณน้ําตาลรวมในนํ้าข้าวฟ่างและปริมาณยูเรียที่เติมเข้าไปในอาหารเล้ียง
จุลินทรีย์ต่อการเจริญซึ่งวัดจากปริมาณเซลล์แห้งของจุลินทรีย์ (DCW) (สมการที่ 1) และปริมาณไบโอพอลิ
เมอร์ PHB (สมการที่ 2) พบว่าแบบจําลองคณิตศาสตร์น้ีมีค่าสัมปะสิทธิการตัดสินใจ (R2) มากกว่า 0.75 
(DCW = 0.99 และ PHA =  0.98) พิจารณาระดับนัยสําคัญของแบบจําลอง (Model significant) พบว่า
แบบจําลองมีระดับความเช่ือมั่นมากกว่าร้อยละ 95 (p ≤ 0.05) และเมื่อทําการทดสอบความเหมาะสมของ
แบบจําลอง(Lack of fit significant) พบว่ามีความเหมาะสม (p > 0.05) สามารถใช้เป็นตัวแทนของชุดข้อมูล
ได้ จากข้อมูลดังกล่าวสามารถสร้างกราฟพ้ืนที่ผิวตอบสนอง (Response surface) และแผนภาพ Contour 
ได้ดังภาพที่ 4.9  
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ภาพท่ี 4.9 Contour และ Response surface แสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณเซลลแ์ห้งและปริมาณ 
PHAs กับปริมาณ Urea และปริมาณนํ้าตาลรวมท้ังหมด 

 
 

ซึ่งจากภาพจะเห็นได้ว่าเมื่อมีการเพ่ิมปริมาณนํ้าตาลรวมและปริมาณยูเรียจะสามารถเพ่ิมปริมาณ
ของเซลล์แห้ง (DCW)และปริมาณของไบโอพอลิเมอร์ได้ แต่เมื่อเพ่ิมปริมาณนํ้าตาลรวมและปริมาณยูเรียจนถึง
จุดๆหนึ่งจุลินทรีย์จะไม่สามารถเจริญเติบโตได้ทําให้ไม่มีการผลิตไบโอพอลิเมอร์ด้วย ซึ่งเมื่อพิจารณาจุดที่มี
ความเหมาะสมสําหรับการเจริญและการผลิต PHB ตามกราฟ Contour พบว่าพ้ืนที่สีแดงเป็นจุดที่มีความ
เหมาะสมเช่นเดียวกันกับจุดสูงสุดบนบนกราฟ Response surface ซึ่งสามารถเขียนแบบจําลองทาง
คณิตศาสตร์ได้ดังน้ี 

DCW=+6.36-1.19 *A-0.95 *B+0.38*A*B-2.39*A2-2.21*B2 -------------(1) 
PHB =+2.21-0.44 *A-0.45*B+0.53*A*B-0.86*A2-0.81*B2 --------------(2) 

จากข้อมูลดังกล่าวจะสามารถหาสูตรอาหารที่เหมาะสมได้ซึ่งสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญ
และผลิต PHA มีองค์ประกอบดังน้ี ปริมาณนํ้าตาลรวม 70.57 กรัมต่อลิตร Urea 9.37 กรัมต่อลิตร   KH2PO4  
1 กรัมต่อลิตร   Na2HPO4 4 กรัมต่อลิตร MgSO4 7H2O 0.1 กรัมต่อลิตร   และ Trace element  1 
มิลลิลิตรต่อลิตร จากสูตรอาหารดังกล่าวสามารถทํานายปริมาณเซลล์แห้งและปริมาณไบโอพอลิเมอร์ได้จาก
แบบจําลอง โดยปริมาณเซลล์แห้งมีค่าทํานายเท่ากับ 6.61 กรัมต่อลิตร ปริมาณไบโอพอลิเมอร์มีค่าทํานาย
เท่ากับ 2.36 กรัมต่อลิตร 

 



รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ์ ทุนยุทธศาสตร์ฯ สกว (DBG 5380013) พ.ศ. 2555 

 

ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. ผกาวดี แก้วกันเนตร มหาวิทยาลัยขอนแก่น 46 | ห น้ า  
 

เมื่อนําสูตรอาหารท่ีได้จากการทํานายดังกล่าวไปทดลองเลี้ยงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร 
ได้ผลดังแสดงในรูปที่ 4.10 จุลินทรีย์มีการเจริญอย่างรวดเร็วพร้อมกันน้ียังมีการผลิต PHB ร่วมด้วย โดยจาก
กราฟจุลินทรีย์จะเร่ิมเข้าสู่ช่วงการเจริญแบบคงที่ (Stationary phase) ที่เวลา 36 ช่ัวโมง และผลิตเซลล์ได้สูง
ที่เวลา 66 ช่ัวโมง ซึ่งมีปริมาณ 6.22 กรัมต่อลิตร และ PHA เท่ากับ 2.43 กรัมต่อลิตร ซึ่งปริมาณเซลล์แห้ง
และปริมาณ PHA ที่ได้จากการทดลองจริงมีค่าใกล้เคียงกับการทํานายโดยใช้แบบจําลองทางคณิตศาสตร์ใน
เบ้ืองต้น  

 

เมื่อเปรียบเทียบแนวโน้มการใช้นํ้าตาลแต่ละชนิดของจุลินทรีย์พบว่าปริมาณนํ้าตาลรวมจะถูกใช้
และเร่ิมคงที่ใน ช่ัวโมงที่ 48 ของการหมัก เช่นเดียวกันกับปริมาณนํ้าตาลซูโครสที่ถูกใช้ไป แต่ในกรณีของ
นํ้าตาลกลูโคสและนํ้าตาลฟรุคโตสน้ันจะมีการเพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ จนสูงสุดที่ช่ัวโมงที่ 36 เน่ืองจากจุลินทรีย์มีการ
เปลี่ยนแปลงน้ําตาลซูโครสไปเป็นนํ้าตาลทั้งสองชนิดดังกล่าว ซึ่งนํ้าตาลกลูโคสและฟรุคโตสจะเร่ิมลดลงอีกครั้ง
ในปริมาณเล็กน้อย เน่ืองจากน้ําตาลซูโครสที่เปลี่ยนไปเป็นนํ้าตาลทั้งสองชนิดเร่ิมหมดทําให้ภาวะสมดุลของ
การเปลี่ยนนํ้าตาลดังกล่าวเปลี่ยนไปจุลินทรีย์จึงหันไปใช้นํ้าตาลที่เหลืออยู่ แต่ทั้งน้ีจุลินทรีย์ไม่สามารถใช้
นํ้าตาลได้หมด ซึ่งอาจเป็นผลมาจากการสะสมของสารพิษหรือการเปลี่ยนแปลงของค่าความเป็นกรด-ด่าง หรือ
อาจแม้กระทั่งปริมาณของแหล่งไนโตรเจนที่หมดไป ทําให้สภาวะดังกล่าวไม่เหมาะสมสําหรับการเจริญ ทําให้
จุลินทรีย์หยุดการเจริญเติบโต 
 

 
ภาพท่ี 4.10 การเปลี่ยนแปลงการเจริญและการผลิตไบโอพอลีเมอร์ PHAs ระหว่างการเพาะเลี้ยง 

B. arybhattai ในฟลาสก ์ขนาด 250 มิลลลิิตร ที่สภาวะเขย่า 200 รอบต่อนาทีและอุณหภูมิ   
           30 องศาเซลเซียส 
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4.7 ผลการศึกษากระบวนการหมักแบบกะเพื่อผลิตไบโอพอลิเมอร์ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 3 ลิตร 
         

เมื่อนําสูตรอาหารที่ได้จากสภาวะการหมักแบบกะในระดับฟลาสก์ขยายขนาดการทํางานภายในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 3 ลิตร พบว่าจุลินทรีย์มีการผลิตเซลล์ได้ 10.38 กรัมต่อลิตร และสามารถผลิต PHB ได้
ถึง 4.36 กรัมต่อลิตร สูงกว่าการเล้ียงจุลินทรีย์ในระดับฟลาสก์ และมีแนวโน้มจะเพ่ิมขึ้นอีกหลังจากช่ัวโมงที่ 
72 ส่วนแนวโน้มการใช้นํ้าตาลชนิดต่างนั้นจุลินทรีย์จะใช้นํ้าตาลซูโครสเกือบหมดในช่ัวโมงที่ 36 แต่ในกรณี
ของน้ําตาลกลูโคสและนํ้าตาลฟรุคโตสน้ันมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นเร่ือยๆจากเริ่มต้น จนสูงสุดในช่ัวโมงที่ 24 จุลินทรีย์
จึงเริ่มมีการใช้นํ้าตาลทั้งสอง ดังภาพที่  4.11  ซึ่งจะเห็นได้ว่าการขยายขนาดการหมักในระดับถังปฏิกรณ์
ชีวภาพน้ัน ทําให้จุลินทรีย์สามารถผลิตมวลเซลล์และ PHA ได้สูงกว่าระดับฟลาสก์ถึง 1.7 และ 1.8 เท่า 
ตามลําดับ และจุลินทรีย์สามารถใช้นํ้าตาลได้อย่างมีประสิทธิภาพ เน่ืองจากในถังปฏิกรณ์ชีวภาพน้ันมีสภาวะ
แวดล้อมเอ้ืออํานวยต่อการใช้สารอาหารของจุลินทรีย์ได้อย่างมีประสิทธิภาพมากกว่า เพราะในถังหมักมีการใช้
ใบกวนทําให้สารมีลักษณะเป็นเน้ือเดียวกัน และมีการแลกเปลี่ยนออกซิเจนและสัมผัสกับอาหารได้ดีขึ้น 
 

 
ภาพท่ี 4.11 การเปลี่ยนแปลงการเจริญและการผลิตไบโอพอลีเมอร์ PHAs ระหว่างกระบวนการเพาะเลี้ยง B. 
arybhattai ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด ขนาด 3 ลิตร ทีอั่ตราการกวน 200 รอบต่อนาที อัตราการให้อากาศ 
1.5 ลิตรต่อนาที ที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส 



รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ์ ทุนยุทธศาสตร์ฯ สกว (DBG 5380013) พ.ศ. 2555 

 

ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. ผกาวดี แก้วกันเนตร มหาวิทยาลัยขอนแก่น 48 | ห น้ า  
 

4.8 ผลการศึกษากระบวนการหมักแบบก่ึงกะเพื่อผลิตไบโอพอลเิมอรใ์นถังปฏิกรณช์ีวภาพขนาด 3 ลิตร 
 

     จากกระบวนการหมักแบบก่ึงกะในถังปฏิกรณ์ชีวภาพซึ่งมีการเติมอาหารไปสองช่วงคือ ช่ัวโมงที่ 18 
และช่ัวโมงที่ 42 ซึ่งเป็นช่วงที่จุลินทรีย์อยู่ในช่วงการเจริญแบบ log phase ทําให้จุลินทรีย์สามารถเพ่ิมมวล
เซลล์และผลิต PHAs ได้อย่างต่อเน่ืองโดยให้ปริมาณเซลล์สูงสุดเท่ากับ 14.20 กรัมต่อลิตร ที่ช่ัวโมง 54 และ 
PHAs เท่ากับ 4.84 กรัมต่อลิตร ที่ช่ัวโมง 66 ดังภาพที่ 4.12  

 

ภาพท่ี 4.12 การเปลี่ยนแปลงการเจริญและการผลิตไบโอพอลีเมอร์ PHAs ระหว่างกระบวนการเพาะเลี้ยง B. 
arybhattai แบบก่ึงกะในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด ขนาด 3 ลิตร  

 

จากการเปรียบเทียบการเพาะเลี้ยงเซลล์เพ่ือผลิต PHB ในระดับต่างๆสามารถสรุปประสิทธิภาพการ
ผลิตในแง่ของผลได้ (yield) และอัตราการเจริญ (productivity) ดังแสดงในตารางท่ี 4.8 ซึ่งพบว่า การ
เพาะเล้ียงจุลินทรีย์ในระดับฟลาสก์จะให้ปริมาณของผลผลิตต่างๆตํ่ากว่าการเพาะเล้ียงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
อย่างเห็นได้ชัด จากน้ันเมื่อพิจารณาเปรียบเทียบระหว่างกระบวนการหมักแบบกะและแบบกึ่งกะ การ
เพาะเลี้ยงจุลินทรีย์แบบกึ่งกะน้ีจะสามารถผลิตมวลเซลล์และเพ่ิมปริมาณ PHAs ได้อีกซึ่งการหมักแบบกึ่งกะน้ี
เหมาะสมที่จะนํามาใช้เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของการผลิตไบโอพอลิเมอร์ 
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ตารางที่ 4.8 ปริมาณผลได้ (Yield) ที่ได้จากการหมักนํ้าค้ันลําต้นข้าวฟ่างหวานโดยการหมักแบบต่างๆ 

Fermentation 

procedures 

Biomass 

(g/L) 

PHA 

(g/L) 

Biomass 

yield, Yx/s 

Product 

yield, Yp/s 

PHA content 

(%w/w) 

Productivity 

(g/Lh) 

Batch  

Predict 6.61 2.36 - - 35.7 - 

Flask 6.22 2.43 o.17 0.066 39.07 0.037 

Fermentor (3L) 10.38 4.36 0.19 0.081 42.00 0.061 

Fed-batch  

Fermentor (3L) 14.20 4.84 - - 34.08 0.073 

 
4.9 การศึกษาคุณสมบัติของไบโอพอลิเมอร์ที่ผลิตได้จากน้ําคัน้ต้นข้าวฟ่างหวาน 
 

 จากภาพที่ 4.13 PHB ที่สกัดได้จากไบโอพอลิเมอร์ PHB ที่สกัดได้จากเซลล์ของจุลินทรีย์ Bacillus 
arybhattai โดยใช้นํ้าค้ันจากลําต้นข้าวฟ่างหวานเป็นแหล่งอาหารจะนําไปทดสอบโดยเครื่อง DSC เพ่ือหา
อุณหภูมิที่พอลิเมอร์เปลี่ยนแปลงเป็นสถานะคล้ายแก้ว (Tg) และอุณหภูมิ ณ จุดหลอมเหลว (Tm) ของไบโอ
พอลีเมอร์ จากภาพที่ 4.13 ไบโอพอลิเมอร์ที่สกัดได้จะนํามาเปรียบเทียบกับสาร PHAs มาตรฐานที่มีความ
บริสุทธ์ิ 99.5 เปอร์เซ็นต์  ซึ่งพบว่าอุณหภูมิจุดหลอมเหลวของสารมาตรฐานที่นํามาวิเคราะห์น้ันมีอุณหภูมิที่
พอลิเมอร์เปลี่ยนแปลงเป็นสถานะคล้ายแก้ว (Tg) เท่ากับ 2.81 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิ ณ จุดหลอมเหลว 
(Tm) เท่ากับ 176.29 องศาเซลเซียส ในส่วนของ PHB ที่สกัดได้น้ันมีอุณหภูมิที่พอลิเมอร์เปลี่ยนแปลงเป็น
สถานะคล้ายแก้ว (Tg) เท่ากับ 1.11องศาเซลเซียส และอุณหภูมิ ณ จุดหลอมเหลว (Tm) เท่ากับ 167.30 
องศาเซลเซียส ซึ่งตํ่ากว่า PHB มาตรฐานทําให้ PHB ที่สกัดได้จากการหมักของจุลินทรีย์ Bacillus arybhattai 
ในนํ้าค้ันต้นข้าวฟ่างหวานน้ีสามารถข้ึนรูปโดยความร้อนได้ง่ายกว่า PHB มาตรฐาน เน่ืองจากพบว่าอุณหภูมิ
ของการหลอมเหลวของ PHB มาตรฐานนั้นใกล้เคียงกับอุณหภูมิของการย่อยสลาย ดังภาพที่ 4.15 แสดง
อุณหภูมิของการย่อยสลายของ PHB มาตรฐานและ PHB ที่ได้จากการหมัก โดยการวิเคราะห์โดยเคร่ือง TGA 
(ภาพที่ 4.15) ซึ่งจะเห็นได้ว่า PHB จากการหมักน้ี มีอุณหภูมิการย่อยสลายใกล้เคียงกับ PHB มาตรฐาน แต่จะ
มีการย่อยสลายอย่างสมบูรณ์เมื่ออุณหภูมิประมาณ 450 องศาเซลเซียส แต่ในขณะที่ PHB มาตรฐานสามารถ
ย่อยสลายได้อย่างสมบูรณ์ที่อุณหภูมิเพียง 300 องศาเซลเซียส  
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 ภาพท่ี 4.13 ไบโอพอลิเมอร์ PHB ที่สกัดได้จากเซลล์ของจุลินทรีย์ Bacillus arybhattai  
 โดยใช้นํ้าคั้นจากลําต้นข้าวฟ่างหวานเป็นแหล่งอาหาร 
 

 
 

ภาพท่ี 4.14 แสดงอุณหภูมิที่พอลิเมอร์เปลี่ยนแปลงเป็นสถานะคล้ายแก้ว (Tg) และอณุหภูมิ ณ 
 จุดหลอมเหลว (Tm) ของ PHB มาตรฐานและ PHB ที่สกัดได้จากเซลลข์องจุลินทรีย์ B. arybhattai 
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ภาพที่ 4.15 การสลายตัวโดยความร้อนของ PHB มาตรฐานและ PHB ทีส่กัดได้จากเซลล์ 
                             ของจุลินทรีย์ B. arybhattai 
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ข) กรณีน้ําอ้อยคั้น (Sugarcane juice) 
 

4.10 ผลการศกึษาองค์ประกอบในน้ําอ้อยท่ีมีผลต่อการเจริญของจุลินทรีย ์
 

4.10.1 ปริมาณนํ้าตาลรวมท้ังหมด (Total sugar)  
            จากการวิเคราะห์ปริมาณนํ้าตาลรวมท้ังหมด ในนํ้าอ้อยโดยวิธีฟีนอล-ซัลฟูริค 

(Phenol-sulfuric acid) พบว่ามีปริมาณนํ้าตาลรวมท้ังหมดเท่ากับ 105.50 กรัมต่อลิตร 1 
 

4.10.2 ปริมาณของแข็งที่ละลายได้ (°Brix)  
              การวัดปริมาณของแข็งที่ละลายได้น้ัน ค่าที่วัดได้เป็นการประมาณค่าของนํ้าตาลที่

สามารถละลาย เน่ืองจากในนํ้าอ้อยมีองค์ประกอบของนํ้าตาลละลายอยู่เป็นส่วนใหญ่ ซึ่งจากการวัดด้วยแฮนด์
รีแฟร็กโตมิเตอร์ (Hand refractometer) พบว่าในนํ้าอ้อยจะมีปริมาณของแข็งที่ละลายได้ (°Brix) เท่ากับ 
11.6 บริกซ์ ซึ่งคิดเป็นปริมาณนํ้าตาลทั้งหมดเท่ากับ 116 กรัมต่อลิตร  

 

4.10.3 ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
   สําหรับค่าความเป็นกรด-ด่าง ที่วัดด้วยเครื่อง pH meter น้ันพบว่าค่าความเป็น

กรด-ด่างของน้ําอ้อยเร่ิมต้นมีค่าประมาณ 3.4 ซึ่งมีความเป็นกรดและยังไม่เหมาะสมต่อการเจริญของจุลินทรีย์
สายพันธ์ุ A. latus TISTR 1043 เน่ืองจากจุลินทรีย์ชนิดนี้สามารถเจริญได้ดีในสูตรอาหารที่มีช่วงของค่าความ
เป็นกรด-ด่างประมาณ 6.5-7.0 (Grothe และคณะ, 1999: Khanna และ Srivastava., 2005)  

 

ตารางที่ 4.9 ผลการวิเคราะห์พารามิเตอร์ต่างๆ ในน้าํอ้อย 
 

ส่วนประกอบในน้ําอ้อยคัน้ เปอรเ์ซ็นต์  (%w/v) 

นํ้า (Water) 
เย่ือ (fiber) 
ของแข็งทั้งหมดที่ละลายได้ 
 

87.34 
1.06 
11.60 
100%  

ส่วนประกอบในของแข็งทัง้หมดที่ละลายได้ เท่ากับ 116 g/L เปอรเ์ซ็นต์  (%w/v) 

ปริมาณนํ้าตาลทั้งหมด (105 g/L) 
ไนโตรเจน 
อ่ืนๆ  เช่น เกลอื กรดอินทรีย์อิสระ สารที่ไมใ่ช่นํ้าตาล เป็นต้น 

90.9 
1.2 
7.9 

100% 

ปริมาณน้ําตาลรวมท้ังหมด (Total sugar) เท่ากับ 105.5 g/L เปอรเ์ซ็นต์  (%w/v) 

นํ้าตาลกลูโคส      มีปริมาณ  21.8 g/L 
นํ้าตาลฟรุคโตส    มีปริมาณ  26.0 g/L 
นํ้าตาลซูโครส       มีปริมาณ  36.6 g/L 

20.7 
24.6 
34.7 
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นํ้าตาลมอลโตส    มีปริมาณ   ~  1.0 g/L 
นํ้าตาลแลกโตส     มีปริมาณ  ~  1.0 g/L 
นํ้าตาลชนิดอ่ืนๆ    มีปริมาณ  ~  19.1 g/L 
 

<0.95 
<0.95 
<18.1 
100% 

 
 

4.11 ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไบโอพอลิเมอร์ PHAs จากน้ําอ้อยโดยใช้วิธีการหมักแบบ
กะในขวดเขย่า 
 

        4.11.1 ผลการศึกษาความเป็นไปได้ในการใช้จุลินทรีย์ 2 สายพันธุ์ ในความเข้มข้นของ
น้ําตาลรวมทั้งหมดในน้ําอ้อย 20 กรัมต่อลิตร 
                  นํากล้าเช้ือที่มีการเจริญของจุลินทรีย์  A. latus TISTR 1043 และจุลินทรีย์  A. 
eutrophus TISTR 1095 มาอย่างละ 10 มิลลิลิตร (Inoculums size 10%) ลงในอาหารสูตรเกลือแร่หรือ
อาหารหลัก ปริมาตร 90 มิลลิลิตร ในนํ้าอ้อยที่มีความเข้มข้นของนํ้าตาล 20 กรัมต่อลิตร   เลี้ยงให้เจริญในตู้
บ่มเช้ือแบบเขย่า (Incubator shaker) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ควบคุมความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที 
เก็บตัวอย่างทุก 6 ช่ัวโมง เป็นระยะเวลา  2-3 วัน ติดตามการเจริญของจุลินทรีย์ (Growth curve) โดยการวัด
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD 600 nm) ดังแสดงในรูปที่ 4-1 พบว่าอัตราการเจริญ
ของจุลินทรีย์แตกต่างกันอย่างเห็นได้ชัดโดย จุลินทรีย์ A. latus TISTR 1043 มีอัตราการเจริญค่อนข้างตํ่าเมื่อ
เทียบกับอัตราการเจริญของจุลินทรีย์ A. eutrophus TISTR 1095 ที่ความเข้มข้นนํ้าตาล 20 กรัมต่อลิตร 1  
ดังน้ัน จึงเลือกใช้จุลินทรีย์ A. eutrophus TISTR 1095 ในการผลิต PHAs ต่อไป 
 

 
 

ภาพท่ี 4.16 เปรียบเทียบการเจริญโดยวิธีวัดค่าความขุ่น (OD 600 nm) ของเซลล์จุลินทรีย์ A. latus TISTR 
1043 และ จุลนิทรีย์ A. eutrophus TISTR 1095 ในนํ้าอ้อย 20 กรัมต่อลิตร  
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        4.11.2 ผลการศึกษาการผลิตไบโอพอลเิมอร์ (PHAs) จากน้ําอ้อยในขวดเขย่าโดยแปรผนั
ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน (แปรผันปริมาณนํ้าตาลรวมท้ังหมดในนํ้าอ้อย 4 ระดับ) 

                   การศึกษาปริมาณนํ้าตาลรวมท้ังหมด (Total sugar) ในนํ้าอ้อยที่มีความเหมาะสมแก่
การผลิต PHAs น้ันแปรผันปริมาณนํ้าตาลรวมของนํ้าอ้อย เพ่ือผสมลงในอาหารเลี้ยงจุลินทรีย์ โดยกําหนดให้มี
การแปรผัน 4 ระดับ (20, 30, 40, 50 กรัมต่อลิตร) ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร (ปริมาตรทํางาน 100 
มิลลิลิตร) ซึ่งเพาะเลี้ยงในตู้บ่มแบบเขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที ค่า 
C:N ratios 6.8:1.0  เก็บตัวอย่างทุก 6 ช่ัวโมง เมื่อพิจารณาถึงปัจจัยการเปลี่ยนแปลงต่างๆ เช่น ปริมาณ
นํ้าหนักเซลล์แห้ง ปริมาณ PHAs และปริมาณนํ้าตาลที่เหลือให้ผลดังต่อไปน้ี 

 
       4.11.1.1 ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้งของชีวมวลเซลล์ (Dry cell Biomass) และปริมาณ

การใช้น้ําตาลรวมทั้งหมด 
 

 
 

ภาพท่ี 4.17 การเปลี่ยนแปลงปริมาณนํ้าตาลรวมทั้งหมด และน้ําหนักเซลล์แห้งของเซลล์ระหว่าง
กระบวนการเพาะเลี้ยง   A. eutrophus TISTR 1095 ที่สภาวะเขย่า 200 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส   

 

จากการแปรผันความเข้มข้นของนํ้าตาลรวม (Total sugar) ในนํ้าอ้อยเป็น 20, 30, 40, 50 กรัมต่อ
ลิตร  การเจริญของจุลินทรีย์ A. eutrophus TISTR 1095 ในนํ้าอ้อยในขวดเขย่า แสดงดังในภาพที่ 4.17 
พบว่าที่เวลา 0-36 ช่ัวโมง การเจริญของจุลินทรีย์จะใกล้เคียงกัน ในทุกๆ ความเข้มข้นของนํ้าตาลรวม แต่
หลังจาก 36 ชั่วโมง ผ่านไป ค่อยพบความแตกต่างของการเจริญ ซึ่งการเจริญของจุลินทรีย์ที่ความเข้มข้นของ
นํ้าตาลรวม 20 กรัมต่อลิตร มีการเจริญสูงสุดที่เวลา 36 ช่ัวโมงได้ปริมาณน้ําหนักเซลล์แห้งสูงสุดคือ 1.8994 
กรัมต่อลิตร หลังจากน้ันค่าจึงเริ่มคงที่จนถึงเวลาการเพาะเลี้ยง 72 ช่ัวโมง และที่ปริมาณนํ้าตาลรวม 30 กรัม
ต่อลิตร  อัตราการเจริญของจุลินทรีย์มีลักษณะใกล้เคียงกับที่สภาวะนํ้าตาลรวม 20 กรัมต่อลิตร   ส่วนที่ความ
เข้มข้นของนํ้าตาลรวม 40 กรัมต่อลิตร  น้ันอัตราการเจริญของจุลินทรีย์มีค่าสูงสุดที่เวลา 72 ชั่วโมง และมีค่า
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มากกว่าที่ความเข้มข้นนํ้าตาลรวม 20, 30 กรัมต่อลิตร  อย่างเห็นได้ชัด โดยได้ปริมาณนํ้าหนักเซลล์แห้งสูงสุด
คือ 3.9988 กรัมต่อลิตร สําหรับที่ความเข้มข้นนํ้าตาลรวม 50 กรัมต่อลิตร พบว่าเป็นสภาวะที่ดีสุดต่อการ
เพาะเลี้ยง เมื่อเปรียบเทียบกับที่สภาวะความเข้มข้นอ่ืนๆ โดยในช่วงเวลาหลังจาก 36 ช่ัวโมงผ่านไป อัตราการ
เจริญจะเร็วมาก สังเกตได้จากความชันของกราฟ การเจริญมีค่าสูงที่สุดที่เวลา 60 ช่ัวโมง และคงที่ไป
จนกระทั่ง 72 ช่ัวโมง ปริมาณนํ้าหนักเซลล์แห้งมีค่าเท่ากับ 6.0129 กรัมต่อลิตร เมื่อพิจารณาปริมาณการใช้
นํ้าตาลของจุลินทรีย์ พบว่ามีความสอดคล้องกับอัตราการเจริญ สังเกตได้จากความชันของกราฟในช่วงเวลา 0-
36 ช่ัวโมง อัตราการลดลงของน้ําตาลมีค่าใกล้เคียงกันทุกๆ ความเข้มข้นแต่หลังจากเวลา 36 ช่ัวโมง อัตราการ
ลดลงของน้ําตาลสําหรับที่ความเข้มข้นเร่ิมต้นของนํ้าตาล 40 และ 50 กรัมต่อลิตร  มีค่ามากข้ึนตามลําดับ 
จากการวิเคราะห์พบว่า ความเข้มข้นของนํ้าตาลรวมท่ีเวลาสุดท้ายของการเพาะเลี้ยงมีค่า 4.39, 7.28, 9.19 
และ 11.86 กรัมต่อลิตร สําหรับที่ความเข้มข้นนํ้าตาลเร่ิมต้น 20, 30, 40 และ 50 กรัมต่อลิตร ตามลําดับ 
 

                  4.11.1.2 ปริมาณไบโอพอลีเมอร์ (PHAs) 
               เมื่อพิจารณาจากความสามารถในการผลิตไบโอพอลีเมอร์ PHAs (ซึ่งวิเคราะห์ในรูป

ของสาร Polyhydroxybutyrate: PHB) ภายหลังสิ้นสุดระยะเวลาการหมักแบบกะ เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง ดัง
แสดงในภาพที่ 4.18 พบว่าการผลิต PHAs (ซึ่งสะสมอยู่ภายในเซลล์) สอดคล้องกับการเจริญ (ตามกราฟรูปที่ 
4.17) เน่ืองจากความเข้มข้นของเซลล์ค่อนข้างตํ่าสําหรับที่ความเข้มข้นนํ้าตาล 20, 30 กรัมต่อลิตร ค่า PHAs 
ที่ได้จึงค่อนข้างตํ่าเช่นกัน คือ 0.0273 และ 0.0480 ตามลําดับ ในขณะที่ความเข้มข้นนํ้าตาล 40, 50 กรัมต่อ
ลิตร ปริมาณ PHAs มีค่าสูงขึ้นอย่างชัดเจนโดยมีค่า 1.0580 และ 1.8377 กรัมต่อลิตร ตามลําดับ 4ภาพท่ี 
4.19 เป็นกราฟความสัมพันธ์ (profile) การเจริญ การผลิต PHAs ของจุลินทรีย์และการลดลงของนํ้าตาล
สําหรับการเพาะเลี้ยงที่สภาวะน้ําตาลเริ่มต้น 50 กรัมต่อลิตร ซึ่งเป็นสภาวะที่ดีที่สุด จะเห็นได้ว่าการเจริญและ
การผลิต PHAs ของจุลินทรีย์มีลักษณะไปด้วยกันและสอดคล้องกับการลดลงของน้ําตาล 
   

 
 

ภาพท่ี 4.18 การเปลี่ยนแปลงการผลิตไบโอพอลิเมอร์ ระหว่างกระบวนการเพาะเลี้ยง A. eutrophus 
TISTR 1095 ที่ความเข้มข้นของนํ้าตาลรวมท้ังหมดแตกต่างกัน ที่สภาวะเขย่า 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส  
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ภาพท่ี 4.19 การเปลี่ยนแปลงการเจริญและการผลิตไบโอพอลีเมอร์ PHAs ระหว่างกระบวนการเพาะเลี้ยง 
A. eutrophus TISTR 1095 ที่ความเข้มขน้ของนํ้าตาลรวม 50 กรัมต่อลิตร ที่สภาวะเขย่า 200 รอบต่อ
นาทีและ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
 
 จากการเปรียบเทียบการเพาะเลี้ยงเซลล์เพ่ือผลิต PHAs ที่สภาวะความเข้มข้นนํ้าตาลเริ่มต้นต่างๆ กัน ใน

หัวข้อที่ผ่านมา สามารถสรุปเป็นประสิทธิภาพการผลิตในแง่ของผลได้ (yield) และอัตราการเจริญ 
(productivity) ดังตารางที่ 4.10 ซึ่งพบว่า ที่เวลาการเพาะเลี้ยง 60 ช่ัวโมง ความเข้มขน้นํ้าตาลเร่ิมต้น 50  

กรัมต่อลิตร  มคี่าผลได้และอตัราการผลิตสงูสุด ไม่ว่าจะพิจารณาในแง่ผลได้ชีวมวล (biomass yield), Yx/s 
ผลได้ PHAs (product yield), Yp/s หรือผลได้ PHAs จําเพาะ (specific product yield), Yp/x  
 
ตารางที่ 4.10 ปริมาณผลได้ (Yield) และผลผลิตที่ได้จากการหมักนํ้าอ้อยที่ความเข้มขน้ของนํ้าตาลรวม
แตกต่างกัน (เวลาสิ้นสุดการเพาะเลี้ยงที่ 60 ช่ัวโมง) 

 

ความเข้มข้นของ
นํ้าตาลรวมท้ังหมด 

(g/L) 

Biomass 
(g/L) 

PHAs 
(g/L) 

Biomass 
yield, Yx/s 

Product 
yield, Yp/s

Specific 
product yield, 

Yp/x 

Productivity 
(g/Lh) 

20 1.8994 0.0273 0.1241 0.0018 0.0145 0.0008 

30 2.1611 0.0480 0.1073 0.0024 0.0224 0.0010 

40 3.9988 0.9681 0.1238 0.0230 0.1858 0.0134 

50 6.0129 1.8377 0.1634 0.0499 0.3056 0.0306 

 



รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ์ ทุนยุทธศาสตร์ฯ สกว (DBG 5380013) พ.ศ. 2555 

 

ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. ผกาวดี แก้วกันเนตร มหาวิทยาลัยขอนแก่น 57 | ห น้ า  
 

 ตารางท่ี 4.10 เป็นการพิจารณาประสิทธิภาพการผลิตได้แง่ผลได้ (yield) และอัตราการผลิต 
(productivity) จากการเพาะเลี้ยงเซลล์ที่สภาวะความเข้มข้นนํ้าตาลเริ่มต้น 50 กรัมต่อลิตร โดยคิดที่เฉพาะ
เวลาการเพาะเลี้ยงที่ 60 ช่ัวโมงเท่าน้ัน เพ่ือให้ชัดเจนมากย่ิงขึ้นจึงวิเคราะห์เปรียบเทียบค่าผลได้และอัตราการ
ผลิตสําหรับที่ความเข้มข้นนํ้าตาลเร่ิมต้น 50 กรัมต่อลิตร โดยคิดเปรียบเทียบที่เวลาการเพาะเลี้ยงต้ังแต่เริ่มต้น
จนถึงที่เวลาสุดท้ายคือ 72 ช่ัวโมง ผลการวิเคราะห์เปรียบเทียบสรุปได้ในตารางที่ 4.11 จะเห็นว่าที่เวลาการ
เพาะเลี้ยงที่ 60 ช่ัวโมง ให้ค่าผลได้ (yield) และอัตราการผลิต (productivity) สูงสุดเมื่อเปรียบเทียบกับที่
เวลาอ่ืนๆ 
 
ตารางท่ี 4.11 ปริมาณผลได้ (Yield) ท่ีได้จากการหมักน้ําอ้อยของความเข้มข้นของน้ําตาลรวม 50 gL-1 ท่ีเวลาต่างๆ 
 

เวลา hr C.D.W (g/L) PHAs (g/L) Total sugar (g/L)
Biomass 
yield, 
Yx/s 

Product 
yield, 
Yp/s 

Specific 
product 
yield, 
Yp/x 

Productivity 
(g/Lh) 

0 0.2529 0.0085 48.66     
6 0.3043 0.0117 46.28 0.1279 0.0049 0.0384 0.0020 
12 0.7233 0.0829 39.16 0.0761 0.0087 0.1146 0.0069 
18 0.9703 0.0917 33.55 0.0642 0.0061 0.0945 0.0051 
24 1.5143 0.1854 28.68 0.0758 0.0093 0.1224 0.0077 
30 2.0729 0.269 25.57 0.0898 0.0117 0.1298 0.0090 
36 2.7154 0.393 21.24 0.0990 0.0143 0.1447 0.0109 
48 4.8515 0.9913 16.67 0.1517 0.0310 0.2043 0.0207 
60 6.0129 1.8377 11.86 0.1634 0.0499 0.3056 0.0306 
72 5.8071 1.5478 11.86 0.1578 0.0421 0.2665 0.0215 

 
4.13 ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHAs ในระดับขยายส่วน (Up scale) ในถังหมัก
ปฏิกรณ์ชีวภาพ (fermenter) ขนาด 5 ลิตร โดยใช้วิธีการหมักแบบกะ 

 

       สภาวะที่เหมาะสมท่ีได้จากการศึกษาการผลิต  PHAs ในระดับขวดเขย่าจากหัวข้อที่ผ่านมาคือ 
ที่ความเข้มข้นของนํ้าตาลรวม (Total sugar) 50 กรัมต่อลิตร ซึ่งเป็นสภาวะความเข้มข้นนํ้าตาลรวมท่ีให้ความ
เข้มข้นเซลล์สูงสุด จึงได้ใช้สภาวะความเข้มข้นนํ้าตาลค่าน้ีสําหรับการเพาะเลี้ยงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 
ลิตร ใช้ปริมาตรอาหารเลี้ยงจุลินทรีย์ในถังหมักเท่ากับ 2 ลิตร (Working volume) อัตราการกวนเท่ากับ 200 
รอบต่อนาที พีเอช (pH)   6.5-7 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตราการให้อากาศ 2 vvm โดยปรับให้เครื่อง
ทํางานอัตโนมัติ เพ่ือควบคุมค่าความเข้มข้นออกซิเจน (pO2 ) ในนํ้าหมักให้มีค่าคงที่ที่ 30 % 
 

       ผลการทดลอง แสดงดังภาพที่ 4.20 ซึ่งเป็นกราฟข้อมูลที่ได้จากการเพาะเลี้ยงในถังหมักขนาด 5 
ลิตร โดยได้มีการนําข้อมูลจากการเพาะเลี้ยงในระดับขวดเขย่ามาเปรียบเทียบเพ่ือให้เห็นผลไปพร้อมกัน จะ
เห็นว่าลักษณะการลดลงของน้ําตาลมีลักษณะคล้ายกัน แต่การเพาะเลี้ยงในขวดเขย่ามีการใช้นํ้าตาลไป
มากกว่า เน่ืองจากความเข้มข้นนํ้าตาลที่เหลือมีค่าตํ่ากว่าเล็กน้อย เมื่อเปรียบเทียบกับการเลี้ยงในสภาวะถัง
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หมักขนาด 5 ลิตร ในขณะที่ความเข้มข้นเซลล์สุดท้ายที่ได้มีค่าใกล้เคียงกัน (ที่เวลาการเพาะเลี้ยง 60-72 
ช่ัวโมง) อย่างไรก็ตามเมื่อพิจารณาที่เวลาช่วง 18-60 ช่ัวโมง ซึ่งเป็นช่วง growth phase จะเห็นว่าอัตราการ
เจริญของเซลล์ที่เพาะเล้ียงในถังหมักมีค่ามากกว่าเมื่อเทียบกับในขวดเขย่า ซึ่งอาจเป็นผลมากจากสภาวะ
แวดล้อมในถังหมักเอ้ือต่อการใช้สารอาหารของจุลินทรีย์ได้อย่างมีประสิทธิภาพมากกว่า เพราะในถังหมักมีการ
ใช้ใบกวนทําให้สารมีลักษณะเป็นเน้ือเดียวกัน (homogeneous) ได้ดีและเกิดลักษรการเคลื่อนที่ของของไหล
แบบป่ันป่วน (turbulent flow) ส่งผลดีในแง่ของการถ่ายเทมวลสาร (mass transfer) ไม่ว่าจะเป็นสารอาหาร
หรือออกซิเจน สําหรับในช่วงท้าย (60 -72 ช่ัวโมง) ที่อัตราการเจริญสําหรับการเพาะเลี้ยงในถังหมักไม่ได้
แตกต่างไปจากในขวดเขย่าน้ัน ทั้งน้ีอาจะเป็นเพราะว่าเป็นช่วงที่ความเข้มข้นนํ้าตาลเหลือน้อยซึ่งไม่ส่งผล
เท่าที่ควรต่อปัจจัยที่เก่ียวกับการถ่ายเทมวลสาร นอกจากน้ีช่วงเวลาดังกล่าวเป็นช่วงที่เซลล์ปรับสภาพเข้าสู่
สภาวะคงที่ (stationary phase) ดังน้ัน เมตาบอลิซึมภายในเซลล์จึงไม่แตกต่างกันมากนักทั้งสองสภาวะ 

 

 
 

ภาพท่ี 4.20 การเปลี่ยนแปลงปริมาณนํ้าตาล และน้ําหนักเซลลแ์ห้งของจุลินทรีย์ ในระหว่างกระบวนการ
เพาะเลี้ยง   A. eutrophus TISTR 1095 ที่ความเข้มข้นของนํ้าตาลรวมทั้งหมด 50 กรัมต่อลิตร ในถังหมัก
ปฏิกรณ์ชีวภาพ ขนาด 5 ลิตร และในขวดเขย่าขนาด 250 มลิลิลิตร ที่ C:N ratios = 6.8:1.0 



รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ์ ทุนยุทธศาสตร์ฯ สกว (DBG 5380013) พ.ศ. 2555 

 

ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. ผกาวดี แก้วกันเนตร มหาวิทยาลัยขอนแก่น 59 | ห น้ า  
 

4.14 ผลการศกึษา ค่า C:N ratios ในน้ําอ้อยในสภาวะถังหมักปฏิกรณ์ขนาด 5 ลิตร 
   ไนโตรเจนก็เป็นปัจจัยหน่ึงในการสะสมสาร PHAs ระหว่างการเจริญของจุลินทรีย์ A. eutrophus 

TISTR 1095 การศึกษาผลของไนโตรเจนต่อการเพาะเลี้ยงทําโดยการปรับปริมาณการเติม แอมโมเนียมซัลเฟต 
(NH4)2SO4 ในอาหารเลี้ยงเช้ือ แบ่งเป็น 2 สภาวะ ได้แก่ 

 

 4.14.1 เติม (NH4)2SO4 ในสูตรอาหารนํ้าอ้อย (C:N ratio = 6.8:1.0) 
4.14.2 ไม่เติม (NH4)2SO4 หรือ Crude นํ้าอ้อย (C:N ratio = 8.9:1.0) 
 

 
 

ภาพท่ี 4.21 การเปลี่ยนแปลงปริมาณนํ้าตาล และน้ําหนักเซลลแ์ห้งของจุลินทรีย์ ระหว่างกระบวนการ
เพาะเลี้ยง A. eutrophus TISTR 1095 ที่ความเข้มข้นของนํ้าตาลรวมท้ังหมด 50 gL-1 ในถังหมักปฏิกรณ์
ชีวภาพขนาด 5 ลิตร ที่แปรผนัค่า C:N  ratios 

 
จากภาพที่ 4.21 แสดงให้เห็นว่าการเติม (NH4)2SO4 ในสูตรอาหารนํ้าอ้อย (C:N ratio = 6.8:1.0) ทํา

ให้จุลินทรีย์เจริญได้ดีกว่าไม่เติม (NH4)2SO4 (C:N ratio = 8.9:1.0) อย่างเห็นได้ชัด โดยในช่วง 18-60 ช่ัวโมง 
การเจริญของเซลล์ในกรณีที่มีการปรับค่า C:N ให้เท่ากับ 6.8:1 จะมีอัตราการเจริญที่เร็วกว่าซึ่งสังเกตได้จาก
ความชันของกราฟ และที่เป็นข้อได้เปรียบอีกอย่างหน่ึงคือการลดลงของน้ําตาล มีค่าใกล้เคียงกันในขณะที่
อัตราการเจริญสูงกว่า แสดงว่าผลได้ชีวมวลสําหรับการเพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีการปรับค่า C:N จะมีค่าสูงกว่า
เมื่อเปรียบเทียบกับสภาวะที่ไม่มีการปรับค่า C:N (crude sugar cane)  



รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ์ ทุนยุทธศาสตร์ฯ สกว (DBG 5380013) พ.ศ. 2555 

 

ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. ผกาวดี แก้วกันเนตร มหาวิทยาลัยขอนแก่น 60 | ห น้ า  
 

ส่วนกราฟภาพที่ 4.22 แสดงถึงค่า PHAs ที่ผลิตได้โดยเซลล์ที่สภาวะการเพาะเลี้ยงที่มีการปรับค่า 
C:N เท่ากับ 6.8:1.0 ส่วนตารางที่ 4.12 เป็นการพิจารณาประสิทธิภาพการเพาะเลี้ยงและการผลิต PHAs ใน
แง่ของผลได้และอัตราการผลิต PHAs ที่เวลาการเพาะเลี้ยงต่างๆ ซึ่งพบว่า ผลได้ชีวมวลและอัตราการผลิต 
PHAs ในช่วงเวลา 48-60 ช่ัวโมง มีค่าใกล้เคียงกันโดยที่ 60 ช่ัวโมงมีค่าสูงสุด 

 

 
 

 
รูปท่ี 4.22 การเปลี่ยนแปลงปริมาณนํ้าตาล และน้ําหนักเซลลแ์ห้งของจุลินทรีย์ และการผลิตไบโอพอลิเมอร์ 
ระหว่างกระบวนการเพาะเลี้ยง A. eutrophus TISTR 1095 ที่ความเข้มข้นของนํ้าตาลรวมทั้งหมด 
50 กรัมต่อลิตร ในถังหมักปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร เมื่อเวลาผ่านไป 72 ช่ัวโมง ที่ C:N ratios = 6.8:1.0 
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ตารางที่ 4.12 ปริมาณเซลลจ์ุลินทรีย์ (Biomass) และปรมิาณไบโอพอลิเมอร์ (PHAs) ที่ได้จากการหมัก
นํ้าอ้อยที่ความเข้มข้นของนํ้าตาลรวม 50 กรัมต่อลิตร ในถังหมักขนาด 5 ลิตร ที่ C:N ratios = 6.8:1.0 
 

เวลา hr C.D.W (g/L) 
PHB 
(g/L) 

Total sugar 
(g/L) 

Biomass 
yield, Yx/s

Product 
yield, 
Yp/s 

Specific 
product 
yield, 
Yp/x 

Productivity 
(g/Lh) 

0 0.1764 0.0071 51.35       
6 0.2058 0.0091 50.94 0.5020 0.0222 0.0442 0.0015 
12 0.7057 0.0788 47.32 0.1751 0.0196 0.1117 0.0066 
18 1.2055 0.1012 42.15 0.1310 0.0110 0.0839 0.0056 
24 2.8227 0.3904 41.10 0.2754 0.0381 0.1383 0.0163 
30 4.4399 0.8609 35.47 0.2796 0.0542 0.1939 0.0287 
36 4.8515 1.0174 32.70 0.2601 0.0546 0.2097 0.0283 
42 5.2632 1.0377 30.56 0.2532 0.0499 0.1972 0.0247 
48 5.5572 1.1275 25.67 0.2164 0.0439 0.2029 0.0235 
54 5.616 1.2174 21.06 0.1854 0.0402 0.2168 0.0225 
60 5.8806 1.2812 20.36 0.1898 0.0413 0.2179 0.0214 
66 5.7336 1.2522 19.57 0.1804 0.0394 0.2184 0.0190 
72 5.3514 1.0870 18.69 0.1639 0.0333 0.2031 0.0151 

 
 
4.5 การเปรียบเทียบการผลติสารไบโอพอลิเมอร์ PHAs ในแง่ของจุลินทรีย์และแหล่งวัตถุดิบ  
 
     ตารางท่ี 4.13 เป็นข้อมูลการผลิต PHAs จากการเพาะเล้ียงสําหรับจุลินทรีย์สายพันธ์ุต่างๆ รวมถึงชนิด
ของแหล่งอาหารที่ใช้ เพ่ือที่จะให้เห็นถึงประสิทธิภาพการผลิตในแง่ของผลได้ชีวมวลและอัตราการผลิตโดย
เปรียบเทียบข้อมูลที่ได้ของงานวิจัยน้ีกับงานวิจัยที่ผ่านๆ มา จะเห็นได้ว่าค่าผลได้และอัตราการผลิต PHAs 
ค่อนข้างจะตํ่าสําหรับงานวิจัยน้ี เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยของคนอ่ืน ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะงานวิจัยของ Kim 
และคณะ, Yamance และคณะ ในปี 1996 ใช้นํ้าตาลกลูโคสและซูโครสบริสุทธ์ิเป็นแหล่งคาร์บอนซึ่งต่างจาก
งานวิจัยน้ีที่ใช้นํ้าอ้อยดิบ (crude sugar cane) ซึ่งมีองค์ประกอบของน้ําตาลชนิดต่างๆ รวมท้ังสารอ่ืนๆ ที่
อาจจะมีผลยับย้ังต่อการเจริญ 

 
 
 
 
 



รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ์ ทุนยุทธศาสตร์ฯ สกว (DBG 5380013) พ.ศ. 2555 

 

ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. ผกาวดี แก้วกันเนตร มหาวิทยาลัยขอนแก่น 62 | ห น้ า  
 

ตารางที่ 4.13 เปรียบเทียบการผลิต PHAs จากวัตถุดิบต่างชนิดกัน 
                    

 หมายเหตุ  ** ข้อมูลจากงานวิจัยคร้ังนี้ 
 

Bacteria A. eutrophus A. latus A. eutro
phus 

A. eutrophu
s A. eutrophus

Carbon source Glucose Sucrose 
Sweet  

sorghum 
Sugar cane 

juice 
Sugar cane 

juice 
Limiting Nutrient Nitrogen None Nitrogen Nitrogen Nitrogen 

Fermentation 
Method 

Glucose 
concentration 

control 
pH-stat pH-stat 

pH-stat 
in fermenter 

pH-stat 
in flask 

Culture time 50 28.45 48 60 60 
Cell concentration 

(g/L) 
164 143 13.40 5.88 6.01 

PHB concentration 
(g/L) 

121 71.4 6.87 1.28 1.84 

PHB content (%) 
(Specific product yield

Yp/x) 
76 50 51.3 21.8 30.6 

PHB productivity 
(g/Lh) 

2.42 2.5 0.143 0.021 0.031 

PHB yield 
(gPHB/g substrate) 

0.3 0.17 0.27 0.0413 0.0499 

sugar consumed   
(gL-1) 

403.3 420 25.4 30.99 33.8 

Reference 
Kim et 
al.1994 

Yamance
et 

al.1996 

Kaewkannetra
et al.2007 

current research ** 
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บทท่ี 5 
สรุปผลและข้อเสนอแนะ 

 (Conclusions and Suggestion) 
 

5.1 สรปุผลการทดลอง (Conclusions) 
 

องค์ประกอบหลักที่พบในนํ้าคั้นจากลําต้นข้าวฟ่างหวานพบว่าประกอบไปด้วยนํ้าตาลหลายชนิด เช่น 
นํ้าตาลกลูโคส12.32 กรัมต่อลิตร นํ้าตาลฟรุกโตส 5.75 กรัมต่อลิตร และน้ําตาลซูโครส 175.97 กรัมต่อลิตร 
ตามลําดับ และจากการนําแบคทีเรียสายพันธ์ุ A. latus TISTR 1043 มาทดลองเลี้ยงในอาหารที่มีนํ้าตาลรวม
ในนํ้าคั้นจากลําต้นข้าวฟ่างหวาน 20 กรัมต่อลิตร พบว่าจุลินทรีย์ A. latus TISTR 1043 มีอัตราการเจริญ
ค่อนข้างตํ่า ดังน้ันจึงได้มีการคัดแยกจุลินทรีย์จากดินที่สามารถผลิต PHAs จากนํ้าคั้นจากลําต้นข้าวฟ่างหวาน
ได้โดยนําไปเปรียบเทียบกับจุลินทรีย์อ้างอิงที่สามารถผลิต PHAs ได้ 3 สายพันธ์ุคือ A. latus,  A. eutrophus 
และ Hydrogenophaga sp.  พบว่าจากจุลินทรีย์ที่ได้คัดแยกจากดิน สายพันธ์ุ S4 มีความเหมาะสมต่อการ
นํามาผลิต PHAs    และได้รับการบ่งช้ีชนิดของจุลินทรีย์ โดยเทคนิคทางชีวโมเลกุลว่ามีความคล้ายคลึงกับ
จุลินทรีย์ B. aryabhattai ดังน้ันจึงได้ B. aryabhattai เพ่ือใช้ในการผลิต PHAs จากนํ้าคั้นจากลําต้นข้าว
ฟ่างหวาน ที่มีการแปรผันค่าความเป็นกรด-ด่างและชนิดของไนโตรเจน พบว่าจุลินทรีย์ดังกล่าวให้ผลผลิตของ 
PHA สูงสุดที่ค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 6.5 และยูเรียเป็นแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการเจริญของB. 
aryabhattai เมื่อสิ้นสุดกระบวนการหมัก (ประมาณ 24 ช่ัวโมง) จากน้ันนําจุลินทรีย์มาเลี้ยงในอาหารที่มีนํ้า
คั้นข้าวฟ่างหวานเป็นองค์ประกอบเพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการเจริญและผลิต PHA โดยมีการ
กลั่นกรองปัจจัยโดยใช้วิธีการของ Placket และ Burman และพบว่ามีเพียง Total sugar และ Urea เท่าน้ัน
ที่มีผลต่อการเจริญ B. aryabhattai และผลิต PHB จากนํ้าคั้นต้นข้าวฟ่างหวาน หลังจากน้ันนําปัจจัยทั้งสอง
มาออกแบบการทดลองแบบ CCD ทําให้ได้สูตรอาหารที่เหมาะสมสําหรับ B. aryabhattai ดังน้ี Total sugar 
70.57 กรัมต่อลิตร Urea 9.37 กรัมต่อลิตร Na2HPO4 4 กรัมต่อลิตร KH2PO4 1 กรัมต่อลิตร MgSO4 7H2O 
0.1 กรัมต่อลิตร และ Trace element 1 mL/L ในระดับฟลาสก์สามารถผลิตเซลล์แห้งสูงสุดเท่ากับ 6.22 
กรัมต่อลิตร และปริมาณ PHAs สูงสุดเท่ากับ 2.43 กรัมต่อลิตร โดยใช้เวลาในการหมักทั้งสิ้น 66 ช่ัวโมง คิด
เป็นผลได้มวลเซลล์ (Biomass yield, Yx/s) เท่ากับ 0.17 กรัมเซลล์แห้งต่อกรัมนํ้าตาลรวมท่ีถูกใช้  คิดเป็น
ผลได้ผลิตภัณฑ์ (Product yield, Yp/s) เท่ากับ 0.066 กรัม PHAs ต่อกรัมนํ้าตาลรวมที่ถูกใช้  จุลินทรีย์
สามารถสะสม PHA เท่ากับ 39.07 %w/w และคิดเป็นอัตราการผลิต (Productivity) เท่ากับ 0.037 กรัมต่อ
ลิตรต่อช่ัวโมง สําหรับสภาวะการหมักในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 3 ลิตร  พบว่าที่เวลาหมัก 72 ช่ัวโมง ได้
ปริมาณเซลล์แห้งจุลินทรีย์สูงสุดเท่ากับ 10.38 กรัมต่อลิตร ปริมาณ PHAs สูงสุดเท่ากับ 4.36 กรัมต่อลิตร คิด
เป็นผลได้มวลเซลล์ (Yx/s) เท่ากับ 0.19  คิดเป็นผลได้ผลิตภัณฑ์ (Yp/s) เท่ากับ 0.081  จุลินทรีย์สามารถสะสม 
PHAs เท่ากับ 42.00 %w/w และคิดเป็นอัตราการผลิตเท่ากับ 0.061 กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง  เมื่อใช้
กระบวนการหมักแบบกึ่งกะสามารถเพิ่มมวลเซลล์ ได้ปริมาณเซลล์สูงสุดเท่ากับ 14.20 กรัมต่อลิตร ที่ช่ัวโมง 
54 และ PHAs เท่ากับ 4.84 กรัมต่อลิตร ที่ช่ัวโมง 66  
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ในกรณีของนํ้าอ้อย จากการศึกษาองค์ประกอบหลักนํ้าอ้อยพบว่าประกอบไปด้วยนํ้าของแข็งที่สามารถ
ละลายได้และส่วนที่เป็นเย่ือ (fiber) อีกทั้งในนํ้าอ้อยน้ันประกอบไปด้วยน้ําตาลหลายชนิดในหน่วย กรัมต่อลิตร 
เช่น นํ้าตาลกลูโคส (21.8) นํ้าตาลฟรุกโตส (26.0) นํ้าตาลซูโครส (36.6) นํ้าตาลแลกโตส (~1)  นํ้าตาลมอล
โตส (~1) และน้ําตาลอ่ืนๆ (~ 19.1) ผลการศึกษาความเป็นไปได้ในการนําแบคทีเรียสายพันธ์ุ Alcaligenes 
latus TISTR 1043 มาเลี้ยงในอาหารที่มีนํ้าตาลรวมในนํ้าอ้อย 20 กรัมต่อลิตร พบว่า A. latus TISTR 1043 
มีอัตราการเจริญค่อนข้างตํ่า เมื่อเปรียบเทียบกับอัตราการเจริญของ A. eutrophus TISTR 1095 ดังน้ันจึงได้
เลือก A. eutrophus TISTR 1095 เพ่ือใช้ในการผลิต PHAs จากนํ้าอ้อย  จากการแปรผันความเข้มข้นนํ้าตาล
รวม 4 ระดับ (20, 30, 40, 50 กรัมต่อลิตร)  พบว่า ความเข้มข้นของนํ้าตาลรวมที่เหมาะสมต่อการเจริญของ
จุลินทรีย์  A. eutrophus TISTR 1095 คือ 50 กรัมต่อลิตร ซึ่งได้เซลล์แห้งสูงสุดเท่ากับ 6.0129 กรัมต่อลิตร 
และปริมาณ PHAs สูงสุดเท่ากับ 1.8377 กรัมต่อลิตร โดยใช้เวลาในการหมักทั้งสิ้น 60 ช่ัวโมง คิดเป็นผลได้
มวลเซลล์ (Biomass yield, Yx/s) เท่ากับ 0.1634 กรัมเซลล์แห้งต่อกรัมนํ้าตาลรวมท่ีถูกใช้  คิดเป็นผลได้
ผลิตภัณฑ์ (Product yield, Yp/s) เท่ากับ 0.0499 กรัม PHAs ต่อกรัมนํ้าตาลรวมท่ีถูกใช้  คิดเป็นผลได้
ผลิตภัณฑ์จําเพาะ (Specific product yield, Yp/x) เท่ากับ 0.3056 กรัม PHAs ต่อกรัมเซลล์แห้ง และคิดเป็น
อัตราการผลิต (Productivity) เท่ากับ 0.0306 กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง สําหรับสภาวะการหมักระดับขยายส่วน
ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร พบว่าที่เวลาหมัก 60 ช่ัวโมงได้ปริมาณเซลล์แห้งจุลินทรีย์สูงสุดเท่ากับ 
5.8806 กรัมต่อลิตร ปริมาณ PHAs สูงสุดเท่ากับ 1.2812 กรัมต่อลิตร คิดเป็นผลได้มวลเซลล์ (Yx/s) เท่ากับ 
0.1897  คิดเป็นผลได้ผลิตภัณฑ์ (Yp/s) เท่ากับ 0.0413  คิดเป็นผลได้ผลิตภัณฑ์จําเพาะ (Yp/x) เท่ากับ 0.2180 
และคิดเป็นอัตราการผลิตเท่ากับ 0.0213 กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง ซึ่งจากค่าผลได้และอัตราการผลิตน้ีแสดงให้
เห็นว่าประสิทธิภาพในการใช้นํ้าอ้อยเป็นสารต้ังต้นเพ่ือผลิต PHAs ค่อน ข้างตํ่าเมื่อเปรียบเทียบกับการใช้
แหล่งคาร์บอนชนิดอ่ืน ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากภายในนํ้าอ้อยอาจมีสารยับ ย้ัง  (inhibitor) บางชนิดที่เป็นพิษต่อ
การเจริญของจุลินทรีย์ทําให้จุลินทรีย์ไม่สามารถผลิต PHAs ได้อย่างเต็มที่ โดยถ้าคิดเป็นเปอร์เซ็นต์ Product 
yield (Yp/s) และค่า Specific product yield (Yp/x)   ในฟลาสก์และถังหมักมีค่าประมาณ 5%, 4% และ 
31 %, 22% ตามลําดับ  
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5.2 ข้อเสนอแนะ (Suggestion) 
 

         จากผลการศึกษาการใช้วัตถุดิบทางการเกษตรที่มีนํ้าตาลเป็นองค์ประกอบหลักสองชนิด จะช้ีให้เห็นว่า 
การใช้คั้นจากลําต้นข้าวฟ่างหวานมีศักยภาพเพียงพอที่จะนําไปใช้ในการผลิต PHAs อย่างไรก็ตามยังคงต้องมี
การศึกษาเพ่ือเพ่ิมอัตราการสะสมของจุลินทรีย์เพ่ือให้ได้ปริมาณของ PHAs สูงข้ึนดังต่อไปน้ี 

1) ควรมีการศึกษาจุลินทรีย์เพ่ิมเติมโดยการใช้เทคนิคทางพันธุวิศวกรรมในการปรับปรุงสายพันธ์ุให้
มีประสิทธิภาพการผลิตสูงข้ึน เช่น Recombinant E. coli เป็นต้น  

2) ในแง่ของกระบวนการผลิตเอง อาจมีการศึกษาเพ่ิมเติมในการเติมสารเร่งการเจริญเติบโตอย่างอ่ืน
เพ่ือเติมลงไปในอาหารที่ใช้เลี้ยงร่วมด้วย เช่น วิตามินต่างๆ ไบโอติน หรือเพ่ิมแหล่งไนโตรเจนที่มี
ราคาถูกร่วมด้วยเช่น นํ้าแช่ข้าวโพด (Corn steep liquor) 

3) ควรศึกษาเพ่ิมเติมในส่วนของกระบวนการสกัด เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของกระบวนการเก็บ 
เกี่ยวสารผลิตภัณฑ์ให้ได้ทั้งปริมาณ (Yield) สูงและความบริสุทธ์ิ (purity) สูง เพ่ือให้สามารถ
เพ่ิมมูลค่านําไปใช้ในอุตสาหกรรมยาได้ 
 

          ในขณะที่ในกรณีการใช้นํ้าอ้อยเป็นสารอาหารสําหรับเพาะเลี้ยง A. eutrophus TISTR 1095 เพ่ือ
ผลิต PHAs นั้นมีศักยภาพพอ อย่างไรก็ตามยังคงต้องมีการศึกษาเพ่ือพัฒนาประสิทธิ ภาพผลิต PHAs จาก
นํ้าอ้อยให้มีค่ามากขึ้น ดังต่อไปนี้ 

4) ควรมีการศึกษาจุลินทรีย์สายพันธ์ุอ่ืนที่มีการคัดแยกได้จากแหล่งดินหรือแหล่งนํ้าธรรมชาติ  
                เช่นบริเวณดินที่ใช้เพาะปลูกอ้อย เป็นต้น หรืออาจมีการศึกษาเพ่ิมเติมการใช้เทคนิคทางพันธุ 
                วิศวกรรมในการปรับปรุงสายพันธ์ุให้มีประสทิธิภาพการผลิตสูงข้ึน เช่น Recombinant E. coli  
                 เป็นต้น  

5) ในแง่ของกระบวนการผลิตเอง อาจมีการศึกษาเพ่ิมเติมในเรื่องของปริมาณออกซิเจนที ่
                มีผลในรูปของอัตราการให้ออกซิเจนหรือเปอร์เซ็นต์ค่าอ่ิมตัวของออกซิเจนในนํ้าหมัก  
                นอกจากน้ัน อาจศึกษาถึงผลของการเติมไนโตรเจนในน้ําอ้อย (C:N) รวมไปถึงวิธีการ 
                เพาะเลี้ยงแบบต่างๆ เช่น การเพาะเลี้ยงแบบกะเปรียบเทียบกับแบบก่ึงกะ (fed-batch) การ 
                 เพาะเลี้ยงแบบต่อเน่ือง (Continuous) และการเพาะเลี้ยงแบบกึ่งกะซ้ํา (repeated fed  
                 batch)  เป็นต้น 

6) ควรศึกษาเพ่ิมเติมในส่วนของกระบวนการสกัด เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของกระบวนการเก็บ 
                เก่ียวสารผลิตภัณฑ์ให้ได้ทั้งปริมาณ (Yield) สูงและความบริสุทธ์ิ (purity) สูง ซึ่งอาจรวมท้ัง 
                วิธีการสกัดและสภาวะการสกัดที่เหมาะสม (อุปกรณ์สกัดและชนิดของสารสกัด เป็นต้น) 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเชื้อและวิธีการเตรียม 
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1. อาหารสมบูรณ์ (Nutrient broth, Nutrient agar) (สัดส่วนต่อปริมาตร 1 ลิตร) 
 1. Nutrient broth (NB) 
  Peptone    5 กรัม 
  Beef extract    3 กรัม 
 2. Nutrient agar (NA) 
  Peptone    5 กรัม 
  Beef extract    3 กรัม 
  Agar     15 กรัม 

 

 
2. อาหารเร่งการผลิตไบโอพอลเิมอร์ (Mineral salt medium)  
 

1. อาหารสูตรเกลือแร่หรืออาหารหลัก) (สัดส่วนต่อปริมาตร 1 ลิตร)  
สูตรอาหารท่ีปรับปรุงจากสูตรอาหารของ Grothe และคณะ  

  Total sugar    40.00 กรัม 
  (NH4)2SO4    1.40 กรัม 
  KH2PO4     1.50 กรัม 
  Na2HPO412H2O    4.54 กรัม 
  MgSO47H2O    0.20 กรัม 
  Trace element solution   10.0 มิลลลิิตร 
 

2. สูตรอาหารรอง (Trace element solution) (สัดส่วนต่อปริมาตร 1 ลิตร) 
FeSO4     1.46 กรัม 
CaCl2     4.70 กรัม 
H3BO3     0.03 กรัม 
CoCl26H2O    0.20 กรัม 
ZnSO47H2O    0.10 กรัม 
MnCl24H2O    0.03 กรัม 
Na2MoO44H2O    0.03 กรัม 
CuSO45H2O    0.01 กรัม 

  
อาหารเลี้ยงเช้ือจุลินทรีย์ที่เตรียมได้ข้างต้นจะนําไปปรับค่าความเป็นกรดด่างให้มีค่าอยู่ระหว่าง 6.5-7.0 
จากน้ันนําไปฆ่าเช้ือในหม้อน่ึงความดัน ที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที โดยที่ต้องแยกการ
ฆ่าเช้ือระหว่างอาหารสูตรอาหารหลักและสูตรอาหารรอง จากน้ันเติมธาตุอาหารรองในปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
ต่อลิตรของอาหารหลัก 
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ภาคผนวก ข 
วิธีวิเคราะห์พารามิเตอร์ต่างๆ 
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1. การวัดปริมาณน้าํตาลท้ังหมดโดยวิธี  Phenol – sulfuric 
 
 การหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมดด้วยวิธีการน้ีสามารถตรวจวัดปริมาณน้ําตาลทั้งหมดได้ในช่วง 1- 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และเป็นวิธีการที่รวดเร็วที่จะใช้วิเคราะห์ปริมาณคาร์โบไฮเดรตที่ไม่จําเพาะเจาะจงว่า
นํ้าตาลน้ันจะอยู่ในรูปนํ้าตาลรีดิวซ์ หรือนํ้าตาลธรรมชาติที่พบอยู่ในรูป monosaccharide, disaccharide, 
oligosaccharide และ polysaccharide ก็สามารถวิเคราะห์หาปริมาณนํ้าตาลด้วยวิธีน้ีได้ (Zoecklien และ
คณะ, 1995) 
          หลักการของปฏิกิรยิา 
 นํ้าตาล monosaccharide, disaccharide, oligosaccharide และ polysaccharide จะทํา
ปฏิกิริยากับฟีนอล และกรดซัลฟิวริคเข้มข้นที่อุณหภูมิสูง ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของสารที่มี
ความสามารถดูดซับแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 480 – 490 นาโนเมตร สําหรับกลไกปฏิกิริยาในกรณีนํ้าตาล 
oligosaccharide และน้ําตาล polysaccharide น้ันนํ้าตาลจะถูกตัดพันธะอีเทอร์ระหว่างโมเลกุลให้ออกจาก
กันด้วยกรด พร้อมกันน้ันก็เกิดปฏิกิริยาขจัดนํ้าออกแทนที่ด้วยอนุพันธ์ของเฟอร์ฟูรอล (furfural derivatives) 
ที่จะเกิดรวมตัวกับฟีนอลกลายเป็นไตรเอริลมีเทนซึ่งเป็นสารประกอบสีส้ม (triaylmethane dyes) (Scherz 
and Bonn, 1998) 
 

รูปภาคผนวกที่ 1   ปฏิกิริยาของการวิเคราะห์นํ้าตาลโดยรวม (Mikkelsen and Corton, 2004) 
 
          สารเคมี 
 1. สารละลายฟีนอล 5 %  (นํ้าหนักต่อปริมาตร)  

2. กรดซัลฟิวริคเข้มข้น  
3. สารละลายกลูโคสมาตรฐาน 

           วิธีการ 
1. ใช้ตัวอย่าง 1 มิลลิลิตรใส่ลงในหลอดทดลอง ขณะเดียวกันทํากับสารไร้ตัวอย่าง (blank) ด้วยโดย

การใช้นํ้ากลั่นปริมาณเท่ากันแทนตัวอย่าง 
2. เติมสารละลายฟีนอล 1 มิลลิลิตรลงในตัวอย่าง ผสมให้เข้ากันทิ้งไว้ 2-3 นาที 
3. เติมกรดซัลฟิวริคเข้มข้น 5 มิลลิลิตร ลงในสารผสมในข้อ 2) จากน้ันผสมให้เข้ากันด้วยเคร่ืองผสม

สารละลาย (vortex mixer) (ระวังกรดผสมนํ้าจะร้อนเดือด) ต้ังทิ้งไว้ประมาณ 20 นาที 
4. นําสารตัวอย่างในแต่ละหลอดไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร   

เปรียบเทียบกับความเข้มข้นที่ได้จากกราฟมาตรฐาน (standard curve) ระหว่างความเข้มข้นของสารละลาย
นํ้าตาลมาตรฐาน  และค่าการดูกลืนแสง 
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2. วิเคราะห์ปริมาณไบโอพอลิเมอร์ (PHAs) โดยวิธีของ Law และ Slepecky, 1960 
 

1. นําตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร และเติม 6% Active chlorine ของโซเดียมไฮโปรคลอไรด์ ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ลงไปในตัวอย่าง 

2. นําไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง เพ่ือทําลายผนังเซลล์ของจุลนิทรีย์ 
3. นําไปป่ันเหว่ียงโดยเคร่ือง Centrifuge ที่ความเร็วรอบ 8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 

จากน้ันนําส่วนใสทิ้งแล้วล้างตะกอนด้วยนํ้ากลั่น 2 ครั้ง 
4. เติมนํ้ากลั่นปริมาตร 3 มิลลลิติร ผสมให้เข้ากัน 
5. เทตัวอย่างลงในหลอดทดลองแล้วเติมคลอโรฟอร์มร้อน (60 องศาเซลเซียส) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

ผสมให้เข้ากันด้วย Vortex mixer เพ่ือให้คลอโรฟอร์มสกัดเอา PHAs ที่อยู่ในช้ันนํ้าออกมา 
6. ดูดสารละลายในช้ันของคลอโรฟอร์ม (ช้ันล่าง) ใส่ลงในหลอดทดลอง จากนั้นนําไประเหย

คลอโรฟอร์มออก จะได้ผงสีขาว ของ PHAs ติดอยู่ข้างหลอด 
7. เติมกรดซัลฟูริกเข้มข้น 10 มิลลิลิตร แล้วนําไปต้มในน้ําเดือดเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 
8. ปล่อยให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง แล้วนําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 235 นาโนเมตร โดย

ใช้กรดซัลฟูริกเข้มข้นเป็น Blank แล้วนําค่าที่ได้ไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ PHAs 
(Law และ Slepecky, 1960) 

 

3. การวิเคราะห์ทีเคเอ็น (Total Kjeldahl Nitrogen: TKN) โดยวิธี Total Kjeldahl Nitrogen 
 

ไนโตรเจนท่ีพบในนํ้าตามแม่นํ้า ลําคลอง บึง นํ้าโสโครก นํ้าทิ้งที่มาจากโรงงานอุตสาหกรรมต่างๆ มี
อยู่หลายรูปแบบ คือ ไนโตรเจนที่อยู่ในรูปของแอมโมเนีย-ไนโตรเจน หรือไนโตรเจนที่อยูในรูปของสารอินทรีย์
ที่เรียกว่าออร์กานิกไนโตรเจนก็ได้  

ทีเคเอ็น หมายถึง ผลบวกระหว่างออร์กานิกไนโตรเจน และแอมโมเนียไนโตรเจนท่ีอยู่ในโปรตีนของ
พืชหรือสัตว์ หรือที่เกิดจากกระบวนการของสิ่งมีชีวิต ยกตัวอย่างเช่น ในปัสสาวะมียูเรีย ซึ่งในยูเรียจะมี
ไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบอยู่ด้วย เป็นต้น 

 

           เครื่องมือและอุปกรณ์ 
 1. ชุดย่อยสลายที่ประกอบด้วยหลอดย่อยสลาย 
 2. ชุดเคร่ืองกลั่น 
 3. เคร่ืองวัด pH 
 

           สารเคมี 
 1. นํ้าปราศจากแอมโมเนีย ในที่น้ีใช้นํ้า Deionize 
 2. 6 N NaOH 
 3. สารละลายย่อยสลาย 

ละลายโพแทสเซียมซัลเฟต (K3SO4) 134 กรัม ในนํ้าปราศจากแอมโมเนีย 650 ลบ.ซม.  แล้วค่อยๆ 
เติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 200 ลบ.ซม. ละลายเมอร์คิวรีออกไซด์(HgO) ใน 3M H2SO4 แล้วผสมสารละลายท้ัง
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สองให้เข้ากัน จากน้ันปรับปริมาตรให้เป็น 1 ลิตร ด้วยนํ้าที่ปราศจากแอมโมเนียเก็บไว้ที่อุณหภูมิสูงกว่า 14 
องศาเซลเซียส เพ่ือป้องกันการตกตะกอน 

 4. สารละลายฟีนอล์ฟทาลีน 
 ละลายฟีนอล์ฟทาลีน 80 มก. ในเมททานอล 100 ลบ.ซม. 
 5. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์-โซเดียมไธโอซัลเฟต 

 ละลาย NaOH 500 กรัม และ Na2S2O3•5H2O 25 กรัม ในนํ้ากลั่น 700 ลบ.ซม. ทิ้งไว้ให้เย็น
แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 1 ลิตร 

 6. สารละลายอินดิเคติงบอริกแอซิด (Indicating boricacid solution) 
 ละลายบอริก  20 กรัม ในนํ้ากลั่นเพียงเล็กน้อย เติมมิกซ์อินดิเคเตอร์ลงไป 10 ลบ.ซม.  แล้ว 
เติมนํ้ากลั่นจนปริมาตรเป็น 1 ลิตร 

 7. มิกซ์อินดิเคเตอร์ 
 ละลายเมทิลเรดอินดิเคเตอร์ (Methyl red indicator) 200 มก. ในเอทิลแอลกอฮอล์(ร้อยละ 
95) 100 ลบ.ซม. ละลายเมทิลีนบลู 100 มก. แล้วผสมสารละลายท้ังสองชนิดเข้าด้วยกัน สารละลายน้ีควรมี
การเตรียมทุกเดือน ข้อสังเกต สารละลายอินดิเคติงบอริกแอซิดจะมีสีม่วง ถ้าไม่มีแอมโมเนียละลายอยู่ ถ้ามี
แอมโมเนียละลายอยู่จะมีสีเขียว แสดงว่าสารละลายน้ีใช้ไม่ได้ให้เตรียมใหม่  

 

           วิธีวิเคราะห์ 
1. นําน้ําตัวอย่าง 50 ml มาปรับ pH ให้เท่ากับ 7 ด้วย 6 N NaOH จากน้ันถ่ายน้ําตัวอย่างใส่หลอด 

Kjeldahl 
2. เติมสารละลายสําหรับย่อยสลาย ( Digestion reagent) ลงไป 10 ml  
3. นําไปย่อยสลายในชุดย่อยที่อุณหภูมิ 300-350oC จนกระทั่งได้สารละลายสีเหลืองเจือจางลงใสไม่

มีสีแล้วปิดเคร่ือง (ใช้เวลาประมาณ 30-40 นาที) ปล่อยตัวอย่างให้เย็น 
4. เติมนํ้าปราศจากแอมโมเนียปริมาตร 60 ml 
5. เติมฟีนอล์ฟทาลีนอินดิเคเตอร์ 5-6 หยด 
6. เติมสารละลาย NaOH-Na2S2O3 10 ml โดยปล่อยให้ไหลลงบริเวณข้างหลอด 
7. นําไปต่อเข้ากับเคร่ืองกล่ันโดยปลายด้านหน่ึงต่อกับขวดรูปชมพู่ที่มี Indicating boric acid 

solution 50 ml 
8. เปิดเคร่ืองกล่ัน กลั่นเป็นเวลา 6 นาที (เก็บสว่นที่กลั่นได้ประมาณ 700 ml 
9. นําส่วนที่กลั่นได้ไปไตเตรตกับสารละลายมาตรฐาน H2SO4 0.02 M บันทกึค่าที่ไตเตรตเท่ากับ A 

สําหรับนํ้าตัวอย่าง และเท่ากับ B ที่เป็นนํ้ากลั่น 
 

           การคํานวณ 
 

  TKN (mg/l) = (A-B) x 280 
     Sample (ml) 
 
โดยที่  A = ปริมาตร 0.02 M H2SO4 ที่ใช้ในการไตเทรตตัวอย่าง 
  B = ปริมาตร 0.02 M H2SO4 ที่ใช้ในการไตเทรต Blank 
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4. การวัดปริมาณของแขง็ทีล่ะลายได้โดยใช้รีแฟรคโตมิเตอร์ (Refractometer) 
 การวัดปริมาณของแข็งที่ละลายได้ทั้งหมด โดยรีแฟรคโตมิเตอร์ เป็นการวัดโดยอาศัยหลักการของการ
หักเหแสงของสารตัวอย่างเปรียบเทียบกับนํ้ากลั่น ในสารตัวอย่างมีโมเลกุลหลายชนิดที่มีคุณสมบัติในการหักเห
แสง การใช้เคร่ืองมือวัดการหักเหของแสงมสีเกลเป็นองศาบริกซ์ โดยมีการเปรียบเทียบกับสารละลายซูโครส 
ค่าที่ได้เป็นสเกลการหักเหแสง (Refractive lndex scale) ซึ่งสามารถอ่านค่าองศาบริกซ์โดยตรงของสาร
ตัวอย่าง 
 
           วิธีการวิเคราะห์ (พัฒนา เหล่าไพบูลย์และพรเทพ ถนนแก้ว, 2548) 

1. ใช้ผ้าสะอาดนุ่มชุบนํ้า ทําความสะอาดปริซึมและเช็ดให้แห้ง 
2. ใช้นํ้ากลั่นหยดลงปริซึม 1-2 หยด ปิดฝาครอบ (Dry light plate) โดยให้นํ้ากลั่นกระจายตัวทั่วพ้ืนผิว

ของปริซึม ระวังอย่าให้มีฟองอากาศ จากน้ันมองผ่านเลนส์ตา และปรับเลขให้เป็นศูนย์ โดยใช้ไขควง
หมุนน็อตที่อยู่ใกล้กับฝาครอบ เมื่อปรับได้แล้ว ให้ทําความสะอาดปริซึมอีกครั้ง  

3. ใช้หลอดหยดสารตัวอย่างใสลงในปริซึม 1-2 หยด 
4. ปิดแผ่นฝาครอบโดยให้สารตัวอย่างกระจายทั่วพ้ืนผิวของปริซึม 
5. ระวังอย่าให้มีฟองอากาศเพราะจะมีผลทําให้ค่าที่อ่านน้ันผิดไปได้ 
6. มองผ่านเลนสต์าและอ่านค่าตรงระดับเส้นรอยต่อที่ตัดกับพ้ืนสีฟ้า 
7. ค่าที่อ่านได้มีหน่อยเป็นองศาบริกซ์ ซึ่งเทียบเท่ากับเปอร์เซ็นต์นํ้าตาล (จาํนวนกรัมของนํ้าตาลต่อ 100 

กรัมของสารตัวอย่าง) 
8. ใช้กระดาษเช็ดเลนส์เช็ดสารตัวอย่างที่ติดอยู่กับปริซึมออก แล้วทําความสะอาดด้วยนํ้ากลั่นและเช็ดให้

แห้ง ก่อนนําเคร่ืองมือไปเก็บใส่กล่อง 
 
5. การวิเคราะห์หาคา่ความเป็นกรด–ด่าง 

การวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) คือ การวัดสภาพความเป็นกรดหรือเป็นด่างของสารละลาย ที่มีนํ้า
เป็นตัวทําละลาย (Aqueous Solution) โดยวัดความต่างศักย์ที่เกิดข้ึน (Potential) ระหว่างอิเล็คโทรดอ้างอิง 
(Reference Electrode) กับอิเล็คโทรดตรวจวัด (Sensing Electrode) ความต่างศักย์ที่เกิดข้ึนจากจํานวน
ของไฮโดเจนไอออน (H+) อิเล็คโทรดจะเปลี่ยนความต่างศักย์ไฟฟ้าที่เกิดข้ึนจากไอออน (Ionic Potential) ให้
เป็นความต่างศักย์ไฟฟ้า (Electronic Potential) แล้วขยายให้มีความต่างศักย์สูงขึ้นด้วยเคร่ืองวัดค่าความเป็น
กรด-ด่าง (pH meter) 
 

     เครื่องมือและอุปกรณ์ 
- เคร่ืองวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) 
- บีกเกอร์ (Beaker) 
- ขวดน้ํากลั่น 
- กระดาษทิชชู่ 

 

    วิธีการตรวจวิเคราะห์ 
1. เคร่ืองวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง  (pH meter)  ควรเปิดเคร่ืองก่อนใช้งาน 15 นาที 
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2. ปรับเทียบมาตรฐาน (Standardization) เครื่องให้พร้อมก่อนที่จะวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
ตัวอย่าง โดยใช้สารละลายบัฟเพอร์มาตรฐานที่ทราบค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH)  4.0, 7.0 และ 10.0  

3. ตัวอย่างนํ้าที่จะนํามาวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH) ต้องปล่อยให้มีอุณหภูมิคงที่เสียก่อน จึงจะนําไปวัดค่า
ความเป็นกรด-ด่าง (pH) ได้ เพราะค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) จะเปลี่ยนไปตามอุณหภูมิ 

4. ก่อนวัดเขย่าตัวอย่างให้เข้ากันดี เทใส่บีกเกอร์ (Beaker) แล้วจุ่มอิเล็คโทรด พร้อมเขย่าตัวอย่างนํ้า จน
ตัวเลขแสดงค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) หยุดน่ิง อ่านค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของตัวอย่างนํ้า 

5. เมื่อจะวัดตัวอย่างต่อไป ให้ใช้ขวดน้ํากลั่นฉีดล้างอิเล็คโทรด แล้วซับด้วยกระดาษให้แห้ง จึงทําการวัด
ตัวอย่างถัดไป 

6. เมื่อใช้งานเสร็จ ล้างอิเล็คโทรดด้วยนํ้ากลั่นแล้วเช็ดให้แห้ง เก็บอิเล็คโทรดโดยแช่ไว้ในสารละลาย
อิเล็คโทไลท ์(Electrolyte) 
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ภาคผนวก ค 
ลําดับนิวคลีโอไทด์ 
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ลําดับนิวคลีโอไทด์ของจุลนิทรีย์ Bacillus aryabhattai (S4) 
 
AGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACTGATTAGAAGCTTGCTTCTATGA
CGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACC
GAAGCTAATACCGGATAGGATCTTCTCCTTCATGGGNGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTAC
AGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCNACGATGCATAGCCGAC
CTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA
ATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAA
ACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTANGAGAGTAACTGCTCGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGC
CACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCG
TAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGG
AAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATG
TGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGA
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCG
CCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAA
AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTA
CCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACTCTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTG
GTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGAT
CTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGAT
GACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTG
CAAGACCGCGAGGTCAAGCCAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTAC
ATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC
ACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGAGTAACCGTAAGGAGCTAG 
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ภาคผนวก ง 
ข้อมูลจากการวิเคราะห์ทางสถิติ 
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Experimental design and response of Plackett-Burman study 
 

ตารางภาคผนวกที่ ง-1 Analysis of Varian of selected Factorial model (Response: Biomass) 
 

Source Sum of squares df 

Mean 

square F value p-value  

Model 5.6818 6 0.946967 7.758206 0.02 significant 

A-Total sugar 1.569633 1 1.569633 12.85952 0.0158  

B-KH2PO4 0.020833 1 0.020833 0.170681 0.6966  

C-Na2HPO4 0.0003 1 0.0003 0.002458 0.9624  

D-MgSO4 0.425633 1 0.425633 3.487083 0.1208  

E-Urea 1.5987 1 1.5987 13.09766 0.0152  

F-Trace element 2.0667 1 2.0667 16.93184 0.0092  

Residual 0.6103 5 0.12206    

Cor Total 6.2921 11     

 
    95% CI 95% CI  

Factor Coefficient estimate df Standard error Low High VIF 

Intercept 2.415 1 0.100855 2.155745 2.674255  

A-Total sugar 0.361667 1 0.100855 0.102411 0.620922 1 

B-KH2PO4 0.041667 1 0.100855 -0.21759 0.300922 1 

C-Na2HPO4 -0.005 1 0.100855 -0.26426 0.254255 1 

D-MgSO4 0.188333 1 0.100855 -0.07092 0.447589 1 

E-Urea -0.365 1 0.100855 -0.62426 -0.10574 1 

F-Trace element -0.415 1 0.100855 -0.67426 -0.15574 1 
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ตารางภาคผนวกที่ ง-2 Analysis of Varian of selected Factorial model (Response: PHB) 
 

Source Sum of squares df 

Mean 

square F value p-value  

Model 1.076267 6 0.179378 8.514768 0.0164 significant 

A-Total sugar 0.163333 1 0.163333 7.753165 0.0387  

B-KH2PO4 0 1 0 0 1.0000  

C-Na2HPO4 0.013333 1 0.013333 0.632911 0.4624  

D-MgSO4 0.083333 1 0.083333 3.955696 0.1034  

E-Urea 0.320133 1 0.320133 15.1962 0.0114  

F-Trace element 0.496133 1 0.496133 23.55063 0.0047  

Residual 0.105333 5 0.021067    

Cor Total 1.1816 11     

 
    95% CI 95% CI  

Factor Coefficient estimate df Standard error Low High VIF 

Intercept 0.82 1 0.041899 0.712294 0.927706  

A-Total sugar 0.116667 1 0.041899 0.008961 0.224372 1 

B-KH2PO4 0 1 0.041899 -0.10771 0.107706 1 

C-Na2HPO4 -0.03333 1 0.041899 -0.14104 0.074372 1 

D-MgSO4 0.083333 1 0.041899 -0.02437 0.191039 1 

E-Urea -0.16333 1 0.041899 -0.27104 -0.05563 1 

F-Trace element -0.20333 1 0.041899 -0.31104 -0.09563 1 
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Central Composite Design experiment (CCD) 
 

ตารางภาคผนวกที่ ง-3 Sequential Model Sum of Squares [Type I] (Biomass) 
 

Source 
Sum of 

Squares 
df 

Mean 

Square 

F 

Value 

p-value 

Prob > F  

Mean vs Total 161.709 1.000 161.709    

Linear vs Mean 18.603 2.000 9.301 1.398 0.2915  

2FI vs Linear 0.563 1.000 0.563 0.077 0.788  

Quadratic vs 2FI 65.251 2.000 32.626 317.952 < 0.0001 Suggested 

Cubic vs Quadratic 0.477 2.000 0.238 4.941 0.065 Aliased 

Residual 0.241 5.000 0.048    

Total 246.844 13.000 18.988    

 
ตารางภาคผนวกที่ ง-4 Lack of Fit Tests (Biomass) 

 

Source 
Sum of 

Squares 
Df 

Mean 

Square 

F 

Value 

p-value 

Prob > F  

Mean vs Total 161.709 1.000 161.709    

Linear vs Mean 18.603 2.000 9.301 1.398 0.2915  

2FI vs Linear 0.563 1.000 0.563 0.077 0.788  

Quadratic vs 2FI 65.251 2.000 32.626 317.952 < 0.0001 Suggested 

Cubic vs Quadratic 0.477 2.000 0.238 4.941 0.065 Aliased 

Residual 0.241 5.000 0.048    

Total 246.844 13.000 18.988    
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ตารางภาคผนวกที่ ง-5 Model Summary Statistics (Biomass) 
 

Source Std. 

Dev. 

R-Squared Adjusted 

R-Squared 

Predicted 

R-Squared 

PRESS  

Linear 2.579 0.219 0.062 -0.236 105.247  

2FI 2.707 0.225 -0.033 -0.680 143.051  

Quadratic 0.320 0.992 0.986 0.952 4.109 Suggested 

Cubic 0.220 0.997 0.993 0.951 4.201 Aliased 

 
 

ANOVA for Response Surface Quadratic Model 
ตารางภาคผนวกที่ ง-6 Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type III] (Biomass) 

  
Source Sum of 

Squares 

Df Mean 

Square 

F 

Value 

p-value 

Prob > F 

 

Model 84.4166 5 16.883 164.536 < 0.0001 significant 

A-Total sugar 11.3630 1 11.363 110.738 < 0.0001  

B-Urea 7.2397 1 7.240 70.554 < 0.0001  

AB 0.5625 1 0.563 5.482 0.0517  

A^2 39.7447 1 39.745 387.330 < 0.0001  

B^2 33.9840 1 33.984 331.190 < 0.0001  

Residual 0.7183 7 0.103    

Lack of Fit 0.5382 3 0.179 3.985 0.1075 not significant 

Pure Error 0.1801 4 0.045    

Cor Total 85.1349 12     
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ตารางภาคผนวกที่  ง-7 Sequential Model Sum of Squares [Type I]  (PHB) 
 

Source Sum of 

Squares 

df Mean 

Square 

F 

Value 

p-value 

Prob > F 

 

Mean vs Total 17.950 1.000 17.950    

Linear vs Mean 3.188 2.000 1.594 1.585 0.2524  

2FI vs Linear 1.130 1.000 1.130 1.139 0.3136  

Quadratic vs 2FI 8.679 2.000 4.340 123.029 < 0.0001 Suggested 

Cubic vs Quadratic 0.182 2.000 0.091 7.019 0.0354 Aliased 

Residual 0.065 5.000 0.013    

Total 31.194 13.000 2.400    

 
 

ตารางภาคผนวกที่ ง-8 Lack of Fit Tests (PHB) 
 

Source 
Sum of 

Squares 
df 

Mean 

Square 

F 

Value 

p-value 

Prob > F  

Linear 10.003 6.000 1.667 126.591 0.0002  

2FI 8.873 5.000 1.775 134.749 0.0002  

Quadratic 0.194 3.000 0.065 4.916 0.0790 Suggested 

Cubic 0.012 1.000 0.012 0.924 0.3909 Aliased 

Pure Error 0.053 4.000 0.013    
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ตารางภาคผนวกที่ ง-9 Model Summary Statistics (PHB) 
 

Source 
Std. 

Dev. 
R-Squared

Adjusted 

R-Squared

Predicted 

R-Squared
PRESS 

 

Linear 1.0028 0.2407 0.0888 -0.2555 16.6277  

2FI 0.9959 0.3260 0.1014 -0.4660 19.4148  

Quadratic 0.1878 0.9814 0.9680 0.8895 1.4635 Suggested 

Cubic 0.1139 0.9951 0.9882 0.9350 0.8611 Aliased 

    
 

 ANOVA for Response Surface Quadratic Model 
ตารางภาคผนวกที่ ง-10  Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type III] (PHB) 

 
Source Sum of 

Squares 

Df Mean 

Square 

F 

Value 

p-value 

Prob > F 

 

Model 12.997 5.000 2.599 73.693 < 0.0001 significant 

A-Total sugar 1.547 1.000 1.547 43.873 0.0003  

B-Urea 1.640 1.000 1.640 46.498 0.0002  

AB 1.130 1.000 1.130 32.036 0.0008  

A^2 5.199 1.000 5.199 147.398 < 0.0001  

B^2 4.609 1.000 4.609 130.680 < 0.0001  

Residual 0.247 7.000 0.035    

Lack of Fit 0.194 3.000 0.065 4.916 0.0790 not significant 

Pure Error 0.053 4.000 0.013    

Cor Total 13.243 12.000     
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ตารางภาคผนวกที่ ง-11 Model predictions of biomass and PHB 
 

Factor Name Level Low Level High Level Std. Dev. Coding  

A Total sugar 70.568 40 120 0 Actual  

B Urea 9.3728 4 20 0 Actual  

 
Response Prediction SE Mean 95% CI 

low 

95% CI 

high 

SE Pred 95% PI 

low 

95% PI 

high 

DCW 6.609 0.140 6.277 6.940 0.349 5.78 7.436 

PHB 2.365 0.082 2.171 2.560 0.205 1.880 2.850 
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ภาคผนวก จ 
ข้อมูลดิบในการทดลอง 
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กรณีน้ําอ้อยคัน้ 

 
ตารางที่ จ-1 แสดงข้อมูลการเจริญโดยวัคความขุ่นของเซลล ์(OD 600 nm) ในการศกึษาความเป็นไปได้ของ
จุลินทรีย์ A. eutrophus TISTR 1095 และจุลินทรีย์ A. latus TISTR 1043 ที่ความเข้มข้นของนํ้าตาลรวม 
20 กรัมต่อลิตร  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

เวลา (h) 
OD 600 nm 

A. eutrophus A. latus 
0 0.510 0.117 
6 0.930 0.17 
12 1.500 0.546 
18 3.850 1.032 
24 4.730 1.575 
30 5.800 1.73 
36 6.460 1.828 
48 6.100 1.755 
60 5.980 1.8 
72 5.740 1.55 
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ตารางที่ จ-2 แสดงข้อมูลการเจริญของจุลนิทรีย์ A. eutrophus TISTR 1095 โดยวัคความขุ่นของเซลล ์(OD 
600 nm) ที่ความเข้มข้นของนํ้าตาลรวมแตกต่างกัน สภาวะเขย่า 200 rpm อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ที่ 
C:N ratios = 6.8:1.0 
 

เวลา (h) OD 600 nm 
   20 g/L 30 g/L  40 g/L  50 g/L 
0 0.51 0.850 0.998 0.860 
6 0.93 1.055 1.275 1.035 
12 1.5 2.235 2.325 2.460 
18 3.85 4.050 4.450 3.300 
24 4.73 5.440 5.800 5.150 
30 5.8 6.350 6.970 7.050 
36 6.46 7.140 8.650 9.235 
48 6.1 7.350 11.600 16.500 
60 5.98 6.750 13.100 20.450 
72 5.74 5.800 13.600 19.750 

 
 

ตารางที่ จ-3 แสดงข้อมูลนํ้าหนักเซลล์แห้งของจุลินทรีย์ A. eutrophus TISTR 1095 ที่ความเข้มขน้ของ
นํ้าตาลรวมแตกต่างกัน สภาวะเขย่า 200 rpm อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ที่ C:N ratios = 6.8:1.0 
 

เวลา (h) 
ปริมาณนํ้าหนักเซลลแ์ห้งเซลล์ (g/L) 

20 g/L 30 g/L 40 g/L 50 g/L 
0 0.1500 0.2499 0.2934 0.2529 
6 0.2734 0.3102 0.3749 0.3043 
12 0.4410 0.6572 0.6836 0.7233 
18 1.1320 1.1908 1.3084 0.9703 
24 1.3908 1.5995 1.7054 1.5143 
30 1.7054 1.8671 2.0494 2.0729 
36 1.8994 2.0994 2.5434 2.7154 
48 1.7936 2.1611 3.4108 4.8515 
60 1.7583 1.9847 3.8518 6.0129 
72 1.6877 1.7054 3.9988 5.8071 
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ตารางที่ จ-4 แสดงการเปลี่ยนแปลงปริมาณนํ้าตาลรวมท่ีเวลาแตกต่างกันของการหมักโดยจุลินทรีย์ A. 
eutrophus TISTR 1095 สภาวะเขย่า 200 rpm อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ที่ C:N ratios = 6.8:1.0 

เวลา (h) 
ปริมาณนํ้าตาลรวมท้ังหมด (g/L) 

20 g/L 30 g/L 40 g/L 50 g/L 
0 22.82 28.43 41.5 48.66 
6 21.67 27.96 39.55 46.28 
12 19.9 23.25 32.67 39.16 
18 15.85 12.97 25.17 33.55 
24 11.69 9.48 22.36 28.68 
30 8.57 8.78 20.36 25.57 
36 7.52 8.2 17.78 21.24 
48 6.17 8.02 13.19 16.67 
60 5.63 7.96 11.92 11.86 
72 4.39 7.28 9.19 11.86 

 
ตารางที่ จ-5 แสดงข้อมูลปรมิาณการผลิตไบโอพอลีเมอร์ PHAs ของจุลินทรีย์ A. eutrophus TISTR 1095 ที่
ความเข้มข้นของนํ้าตาลรวมแตกต่างกัน สภาวะเขย่า 200 rpm อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
ที่ C:N ratios = 6.8:1.0 

เวลา (h) 
ปริมาณไบโอพอลีเมอร์ PHAs (g/L) 

20 g/L 30 g/L 40 g/L 50 g/L 
0 0.0017 0.0014 0.0081 0.00855 
6 0.0019 0.0018 0.0085 0.0117 
12 0.0025 0.0021 0.027 0.0829 
18 0.0092 0.0073 0.0459 0.0917 
24 0.0114 0.0143 0.0716 0.1854 
30 0.0182 0.017 0.12 0.269 
36 0.0273 0.0395 0.3614 0.393 
48 0.0206 0.0480 0.4461 0.9913 
60 0.0164 0.0389 1.058 1.8377 
72 0.0155 0.0358 0.9681 1.5478 
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ข้อมูลดิบในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
 
ตารางที่ จ-6 แสดงข้อมูลค่าความขุ่นของเซลล ์(OD 600 nm) ปริมาณน้ําตาล และน้าํหนักเซลลแ์ห้งของ
จุลินทรีย์ และการผลิตไบโอพอลีเมอร์ ระหว่างกระบวนการเพาะเลี้ยง A. eutrophus TISTR 1095 ที่ความ
เข้มข้นของนํ้าตาลรวมท้ังหมด 50 gL-1 ในถังหมักปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร เมื่อเวลาผ่านไป 72 ช่ัวโมง ที่ 
C:N = 6.8:1.0 

 
เวลา (h) OD 600 nm Total sugar (g/L) PHB C.D.W (g/L) 

0 0.6 51.35 0.0071 0.1764 
6 0.7 50.94 0.0091 0.2058 
12 2.4 47.32 0.0788 0.7057 
18 4.1 42.15 0.1012 1.2055 
24 9.6 41.1 0.3904 2.8227 
30 15.1 35.47 0.8609 4.4399 
36 16.5 32.7 1.0174 4.8515 
42 17.9 30.56 1.0377 5.2632 
48 18.9 25.67 1.1275 5.5572 
54 19.1 21.06 1.2174 5.616 
60 20 20.36 1.2812 5.8806 
66 19.5 19.57 1.2522 5.7336 
72 18.2 18.69 1.087 5.3514 
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ตารางที่ จ-7 แสดงข้อมูลปรมิาณการวัดไบโอพอลีเมอร์ PHAs ในถังหมกัขนาด 5 ลิตร ที่ C:N = 6.8:1.0 
 

Time (h) 
OD 235 nm 

dilution PHB (g/L) PHB×dilution
1 2 3 เฉลี่ย 

0 0.079 0.085 0.082 0.082 5 0.0014 0.0071 
6 0.093 0.101 0.096 0.096 5 0.0018 0.0091 
12 0.309 0.305 0.302 0.305 10 0.0079 0.0788 
18 0.391 0.385 0.386 0.382 10 0.0101 0.1012 
24 1.353 1.36 1.364 1.38 10 0.0390 0.3904 
30 0.3 0.34 0.323 0.33 100 0.0086 0.8609 
36 0.379 0.385 0.383 0.384 100 0.0102 1.0174 
42 0.394 0.398 0.394 0.391 100 0.0104 1.0377 
48 0.423 0.457 0.434 0.422 100 0.0113 1.1275 
54 0.455 0.468 0.459 0.453 100 0.0122 1.2174 
60 0.478 0.473 0.475 0.475 100 0.0128 1.2812 
66 0.461 0.469 0.465 0.465 100 0.0125 1.2522 
72 0.398 0.405 0.404 0.408 100 0.0109 1.0870 
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ตารางที่ จ-8 แสดงข้อมูลค่าความขุ่นของเซลล ์(OD 600 nm) ในถังหมักขนาด 5 ลิตร ที ่C:N = 8.9:1.0 
 

เวลา (h) 
OD 600 nm 

Repeat 1 Repeat 2 Repeat 3 เฉลี่ย 
0 0.14 0.69 0.6 0.48 
6 0.27 1.26 1.06 0.86 
12 2.11 2.09 2.2 2.13 
18 3.98 4.5 4.1 4.19 
24 6.4 6.1 5.94 6.15 
30 6.7 7.76 6.83 7.10 
36 7.32 8.8 12.5 9.54 
48 9.8 9.4 11.3 10.17 
60 11.14 10.4 11.2 10.91 
72 10.9 9.5 9.12 9.84 

 
 
ตารางที่ จ-9 แสดงข้อมูลการวัดปริมาณนํ้าตาลรวมท้ังหมด (OD 490 nm) โดยวิธี Phenol – sulfuric ในถัง
หมักขนาด 5 ลิตร ที่ C:N = 8.9:1.0 
 

เวลา hr 
Total sugar  (g/L) 

Repeat 1 Repeat 2 Repeat 3 เฉลี่ย 
0 47.21 50.99 50.13 49.44 
6 42.15 44.01 47.96 44.71 
12 41.1 39.82 45.26 42.06 
18 39.83 38.55 40.39 39.59 
24 35.4 35.47 37.35 36.07 
30 35.17 35.47 36.45 35.70 
36 34.19 34.64 35.17 34.67 
48 33.89 34.12 32.08 33.36 
60 19.3 20.29 29.65 23.08 
72 17.84 18.83 20.95 19.21 
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ตารางที่ จ-10 แสดงข้อมูลปริมาณการวัดไบโอพอลิเมอร์ PHAs ในถังหมักขนาด 5 ลติร ที่ C:N = 8.9:1.0 
 

เวลา hr 
Cell dry weight (g/L) 

Repeat 1 Repeat 2 Repeat 3 เฉลี่ย 
0 0.0412 0.2029 0.1764 0.1402 
6 0.0794 0.3705 0.3117 0.2538 
12 0.6204 0.6145 0.6469 0.6273 
18 1.1702 1.3231 1.2055 1.2330 
24 1.8818 1.7936 1.7465 1.8073 
30 1.9700 2.2817 2.0082 2.0866 
36 2.1523 2.5875 3.6754 2.8051 
48 2.8815 2.7639 3.3226 2.9893 
60 3.2755 3.0579 3.2931 3.2089 
72 3.2049 2.7933 2.6816 2.8933 
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ภาคผนวก ฉ 
กราฟมาตรฐาน 
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กรณีน้ําคั้นขา้วฟ่างหวาน 

 
 

ภาพภาคผนวกที่ ฉ-1กราฟมาตรฐานของการวิเคราะห์ปริมาณไบโอพอลีเมอร์ PHAs 
 

 
 

 
ภาพภาคผนวกที่ ฉ-2 กราฟมาตรฐานของการวิเคราะห์ปริมาณนํ้าตาลรวมท้ังหมด 
โดยวิธีฟีนอล-ซัลฟูริค 
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ภาพภาคผนวกที่ ฉ-3 โครมาโตแกรมแสดงพีคของน้ําตาลแต่ละชนิด 

 
 

 
 

ภาพภาคผนวกที่ ฉ-4 กราฟมาตรฐานของนํ้าตาลกลูโคส 
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ภาพภาคผนวกที่ ฉ-5 กราฟมาตรฐานของนํ้าตาลฟรุคโตส 
 
 
 

 
 

ภาพภาคผนวกที่ ฉ-6กราฟมาตรฐานของนํ้าตาลซูโครส 
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กรณีน้ําอ้อยคัน้ 
 

ตารางที่ ฉ.1   ค่าความขุ่นของเซลล์ (OD235) และน้ําหนักเซลลแ์ห้งที่ใช้ในการสร้างกราฟมาตรฐานนํ้าหนัก
เซลลแ์ห้ง A. eutrophus TISTR 1095 เมื่อใช้นํ้าตาลรวมท้ังหมด 40 กรัมต่อลิตร กล้าเช้ือ 10% 

เวลา (ช่ัวโมง) นน.เซลล ์(g/L) OD 600 nm  
6 0.4 1.275 
9 0.5 1.69 
12 0.7 2.325 
15 0.8 2.85 
18 1.1 4.150 
21 1.2 4.45 
24 1.7 5.750 
27 2.3 7.45 

 
 

 
 

ภาพภาคผนวก ฉ-7 กราฟมาตรฐานของการวิเคราะห์ปริมาณนํ้าหนักเซลล์แห้ง 
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ตารางที่ ฉ.2 ค่าการดูดกลืนแสง (OD235) และค่าความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน (PHB) ทีใ่ช้ในการ
สร้างกราฟมาตรฐานการวิเคราะห์ปริมาณไบโอพอลิเมอร์ PHAs จากการวิเคราะห์ด้วยวิธีของ Law และ 

Slepecky, 1960 
 

PHB  (g/L) OD 235 nm 
0.00156 0.088 
0.00313 0.139 
0.00625 0.255 
0.01250 0.466 
0.02500 0.889 
0.05000 1.762 

 
 

 
 

ภาพภาคผนวก ฉ-8 กราฟมาตรฐานของการวิเคราะห์ปริมาณไบโอพอลีเมอร์ PHAs 
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ตารางที่ ฉ.3 ค่าการดูดกลืนแสง (OD490) และค่าความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน (กลูโคส) ทีใ่ช้ในการ
สร้างกราฟมาตรฐานนํ้าตาลรวมท้ังหมด จากการวิเคราะห์ด้วยวิธี Phenol – sulfuric 
 

Total sugar (mg/L) OD 490 nm 

6.25 0.074 

12.50 0.117 

25.00 0.207 

50.00 0.403 

100.00 0.878 

 
 

 
 

ภาพภาคผนวก ฉ-9 กราฟมาตรฐานของการวิเคราะห์ปริมาณนํ้าตาลรวมท้ังหมดโดยวิธีฟีนอล-ซัลฟูรคิ 
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ภาคผนวก ฉ 
การเเผยแพร่ผลงานวิจัยและการถ่ายทอดเทคโนโลยี 
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ในระหว่างการดําเนินการวิจัยภายใต้โครงการวิจัยน้ี ได้มีการเผยแพร่ผลงานวิจัยในรูปแบบต่างๆ
ดังต่อไปนี้ 
 
             1. การนําเสนอผลงานวิจัยในท่ีประชุมวิชาการ ณ ต่างประเทศ 
                 จํานวนผลงานวิจัยที่ได้รับการยอมรับให้ไปนําเสนอในที่ประชุมวิชาการระดับนานาชาติ ในต่าง 
ประเทศ จํานวน  5 เร่ือง  
 
                 1.1 P. Kaewkannetra and S. Promkotra (2010) Microstructural evolution of 
synthesized polyhydroxyalkanoates (PHAs) corresponding to their blends. In 6th International 
Conference on Diffusion in Solids and Liquids (DSL-2010) Biotechnology Symposium and 
Exhibition, 5-7 July 2010, Paris, France. (Oral presentation) 
                  1.2 Pakawadee Kaewkannetra, Jaruwat Soonthornchiya, Samart Moonamart 
(2010) Increasing of tapioca flour by blending and forming with commercial PHBV and 
biopolymer obtained from fermented sugar cane juice for producing as bioplastic. In 14th 
International Biotechnology Symposium and Exhibition, September14th-18th, 2010, Rimini, 
Italy.  (Poster presentation) 
      1.3Varavut Tanamool, Tsuyoshi Imai, Paiboon Danvirutai, Pakawadee 
Kaewkannetra (2010) Screening, identification and production of polyhydroxyalkanoates 
(PHAs) by sucrose utilizing microbes isolated from soil environments. In 14th International 
Biotechnology Symposium and Exhibition, September 14th-18th, 2010, Rimini, Italy.  
(Poster presentation) 
    1.4 Waranya Suwannasing, Samart Mooamart, Pakawadee Kaewkannetra (2010) 
Feasibility of sugar cane juice as a sole carbon for polyhydroxyalkanoates (PHAs) production 
via batch fermentation by Alcaligenes latus 1403 and Alcaligenes eutrophus TISTR 1095. In 
14th International Biotechnology Symposium and Exhibition, September 14th-18th, 2010, 
Rimini, Italy. (Poster presentation) 
             1.5 Varavut Tanamool, Pakawadee Kaewkannetra (2010). Direct screening of 
potential polyhydroxyalkanoates (PHAs) bacterial from soil environment using sweet 
sorghum as a sole carbon source. In The World Congress on Engineering and Technology 
(CET 2011), October 28 - November 2, 2011, Shanghai China. (Poster presentation) 
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       2. บทความวิจัยในวารสารวิชาการระดับชาติ/ นานาชาติ 
              จํานวนบทความวิจัยที่ได้รับการตีพิมพ์ในวารสารวิชาการระดับชาติที่มีอยู่ในฐานข้อมูลThailand 
Citation Index (TCI) และในวารสารวิชาการนานาชาติที่มีอยู่ในฐานข้อมูล Scopus และ Science Direct ที่
มี impact factor หรือมี peer reviews จาํนวน 7 เร่ือง  
 
 

         2.1) P. Kaewkannetra, S. Promkotra (2011) Microstructural Evolution of Synthesized 
Poly- hydroxyalkanoates (PHAs) Corresponding to Their Blends. Defect and Diffusion Forum 
(312-315): 668-693. (Impact factor =0.483) 

         2.2) Pakawadee Kaewkannetra, Jaruwat Soonthornchiya, Samart Moonamart (2011) 
Increasing of tapioca flour by blending and forming with commercial PHBV and biopolymer 
obtained from fermented sugar cane juice for producing as bioplastic, Journal of 
Biotechnology, 150 (S1): 385. (Impact factor =2.881) 
          2.3) Varavut Tanamool, Tsuyoshi Imai, Paiboon Danvirutai, Pakawadee Kaewkannetra 
(2011) Screening, identification and production of polyhydroxyalkanoates (PHAs) by sucrose 
utilizing microbes isolated from soil environments, Journal of Biotechnology, 150 (S1): 361. 
(Impact factor =2.881) 
          2.4) Waranya Suwannasing, Samart Mooamart, Pakawadee Kaewkannetra (2011) 
Feasibility of sugar cane juice as a sole carbon for polyhydroxyalkanoates (PHAs) production 
via batch fermentation by Alcaligenes latus 1403 and Alcaligenes eutrophus TISTR 1095, 
Journal of Biotechnology, 150(S):229. (Impact factor =2.881)  
         2.5) Waranya Suwannasing, Samart Mooamart, Pakawadee Kaewkannetra (2011) 
Yields of polyhydroxyalkanoates (PHAs) during batch fermentation of sugar cane juice by 
Alcaligenes latus and Alcaligenes eutrophus, Journal of Life Science, 5: 35-38. Print ISSN: 
1934-7391 Online ISSN: 1934-7405. 

2.6) Varavut Tanamool, Tsuyoshi Imai, Paiboon Danvirutai, Pakawadee Kaewkannetra 
(2011). Biosynthesis of polyhydroxyalkanoate (PHA) by hydrogenophaga sp. isolated from soil 
environment during batch fermentation. Journal of Life Science, 5, 2011: 1003-1012. Print 
ISSN: 1934-7391 Online ISSN: 1934-7405.  
      2.7 สามารถ มูลอามาตย์, ผกาวดี แก้วกันเนตร, วรัญญา สุวรรณสิงห์.  การหมกันํ้าอ้อยแบบกะ 
เพ่ือผลิตไบโอพอลีเมอร์ชนิดพีเอชเอ. วารสารวิจัย มข. 17 (2): 227-235.   
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  3. ผลงานวิจัยลักษณะอ่ืนๆ  
 

       3.1 ตําราต่างประเทศ   
            1. Pakawadee Kaewkannetra (2012) Fermentation of sweet sorghum into added value 
product of biopolymer. Book chapter in “Biopolymer Production and Applications” Edited 
by Johan Verbeek (ISBN 978-953-51-0226-7) INTECH, Rijeka, Chroacia. pp. 42-60.   

 
 3.2 การสรา้งนักวิจัยรุ่นใหม่  
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1. นส. วรัญญา สวุรรณสิงห์  สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาโท เมื่อกันยายน 2554 
2. นาย วราวุธ ธนะมูล  สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาเอก  เมื่อเมษายน 2555 

 
        3.3 ความร่วมมือวิจัยในต่างประเทศ   
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รายละเอียดดังน้ี  

1. นาย วราวุธ ธนะมูล ได้รับทนุสนับสนุนการวิจัยจาก  Prof. Tsuypshi Imai, Yamaguchi 
University, Ube, Japan  ให้เดินทางไปทําวิจัยที่ประเทศญี่ปุ่น 2 ครั้ง ในระหว่างการศึกษา
ระดับปริญญาเอก ในระหว่างเดือนตุลาคม-ธันวาคม 2553 และในระหว่างเดือนกันยายน-
ธันวาคม 2554 

2. Prof. Tsuyochi Imal เดินทางมาเป็น Visiting Professor ภายใต้การสนับสนุนของ
มหาวิทยาลัยขอนแก่น ต่อโครงการของผศ.ดร.ผกาวดี แก้วกันเนตร ในระหว่างวันที่ 20 เมษายน 
-8 พฤษภาคม 2554 

3. นส. วรัญญา สวุรรณสิงห์  ซึ่งกําลังศึกษาต่อในระดับปริญญาเอกของ ผศ.ดร.ผกาวดี แก้วกันเนตร 
ซึ่งได้รับทุนวิจัยปริญญาเอกกาญจนาภิเษก (คปก)  รุ่นที่ 13 ได้รับความร่วมมือจาก Prof. 
Tsuyochi Imal ในการเป็น Host Professor และ Host Institute เพ่ือเดินทางไปทําวิจัยใน
ต่างประเทศในระหว่างการศึกษาภายใต้ทุนโครงการดังกล่าว 
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1.1) Oral presentation 
 
P. Kaewkannetra and S. Promkotra (2010) Microstructural evolution of synthesized 
polyhydroxyalkanoates (PHAs) corresponding to their blends. In 6th International 
Conference on Diffusion in Solids and Liquids (DSL-2010) Biotechnology 
Symposium and Exhibition, 5-7 July 2010, Paris, France.  
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1.2) Poster presentation 
 

Pakawadee Kaewkannetra, Jaruwat Soonthornchiya, Samart Moonamart (2010) 
Increasing of tapioca flour by blending and forming with commercial PHBV and 
biopolymer obtained from fermented sugar cane juice for producing as bioplastic. 
In 14th International Biotechnology Symposium and Exhibition, September14th-18th, 
2010, Rimini, Italy.  
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1.3) Poster presentation 

 
Varavut Tanamool, Tsuyoshi Imai, Paiboon Danvirutai, Pakawadee Kaewkannetra 
(2010) Screening, identification and production of polyhydroxyalkanoates (PHAs) 
by sucrose utilizing microbes isolated from soil environments. In 14th International 
Biotechnology Symposium and Exhibition, September 14th-18th, 2010, Rimini, Italy.  
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1.4)  Poster presentation 

 
Waranya Suwannasing, Samart Mooamart, Pakawadee Kaewkannetra (2010) 
Feasibility of sugar cane juice as a sole carbon for polyhydroxyalkanoates (PHAs) 
production via batch fermentation by Alcaligenes latus 1403 and Alcaligenes 
eutrophus TISTR 1095. In 14th International Biotechnology Symposium and 
Exhibition, September 14th-18th, 2010, Rimini, Italy.  
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1.5 Poster presentation 
 
Varavut Tanamool, Pakawadee Kaewkannetra (2010). Direct screening of 
potential polyhydroxyalkanoates (PHAs) bacterial from soil environment using 
sweet sorghum as a sole carbon source. In The World Congress on Engineering 
and Technology (CET 2011), October 28 - November 2, 2011, Shanghai China.  
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2.1) International Journal 
 

P. Kaewkannetra, S. Promkotra (2011) Microstructural Evolution of Synthesized 
Poly- hydroxyalkanoates (PHAs) Corresponding to Their Blends. Defect and 
Diffusion Forum (312-315): 668-693. (Impact factor =0.483) 
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2.2) International Journal 
 

Pakawadee Kaewkannetra, Jaruwat Soonthornchiya, Samart Moonamart (2011) 
Increasing of tapioca flour by blending and forming with commercial PHBV and 
biopolymer obtained from fermented sugar cane juice for producing as bioplastic, 
Journal of Biotechnology, 150 (S1): 385. (Impact factor =2.881) 
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2.3) International Journal 
 

 Varavut Tanamool, Tsuyoshi Imai, Paiboon Danvirutai, Pakawadee Kaewkannetra 
(2011) Screening, identification and production of polyhydroxyalkanoates (PHAs) 
by sucrose utilizing microbes isolated from soil environments, Journal of 
Biotechnology, 150 (S1): 361. (Impact factor =2.881) 
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2.4) International Journal 
 
Waranya Suwannasing, Samart Mooamart, Pakawadee Kaewkannetra (2011) 
Feasibility of sugar cane juice as a sole carbon for polyhydroxyalkanoates (PHAs) 
production via batch fermentation by Alcaligenes latus 1403 and Alcaligenes 
eutrophus TISTR 1095, Journal of Biotechnology, 150(S):229. (Impact factor =2.881)  
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2.5) International Journal 
 
Waranya Suwannasing, Samart Mooamart, Pakawadee Kaewkannetra (2011) Yields 
of polyhydroxyalkanoates (PHAs) during batch fermentation of sugar cane juice by 
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