
 

บทที ่4 
ผลและวจิารณ์ผลการวจิัย 

 
4.1  การศึกษาองค์ประกอบของน า้ย่อยแป้งมันส าปะหลงัทีเ่หลือจากการผลติน า้ตาลกลูโคส 
 เม่ือน ำน ้ำยอ่ยแป้งมนัส ำปะหลงัท่ีเหลือจำกโรงงำนผลิตน ้ ำตำลกลูโคส จงัหวดันครปฐม มำวดั
ปริมำณของแข็งท่ีละลำยไดท้ั้งหมด ควำมเขม้ขน้ของน ้ ำตำลทั้งหมด น ้ ำตำลรีดิว  ์ และควำมเป็น
กรดด่ำงดว้ยแฮนด รีแฟรกโตมิเตอร  วิธีฟีนอล์ลัฟูริก วิธีดีเอ็นเอส และเคร่ืองวดัควำมเป็นกรดด่ำง
ตำมล ำดบั พบวำ่มีปริมำณของแข็งท่ีละลำยไดท้ั้งหมดเท่ำกบั 27.2 องศำบริก  ์ ควำมเขม้ขน้ของ
น ้ำตำลทั้งหมด  น ้ำตำลรีดิว  ์ และควำมเป็นกรดด่ำง เท่ำกบั 209.13 กรัมต่อลิตร 110.05 กรัมต่อลิตร 
และ 4.44 ตำมล ำดบั (ตำรำงท่ี 3) จำกองค ประกอบของน ้ ำยอ่ยแป้งมนัส ำปะหลงัดงักล่ำว พบว่ำ
น ้ ำย่อยแป้งมนัส ำปะหลงัมีควำมเขม้ขน้ของน ้ ำตำลทั้งหมดและน ้ ำตำลรีดิว  ์เพียงพอต่อกำรผลิต 
PHB  โดยจำกกำรทดลองของ Patwardhan and Srivastava (2008)  พบวำ่เม่ือเพำะเล้ียง W. eutropha 
NRRLB-14690 ในอำหำรท่ีมีน ้ ำตำลฟรุกโตส 40 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคำร บอน สำมำรถผลิต 
PHB ไดชี้วมวล และ PHB สูงสุด เท่ำกบั 14.0 และ 6.1 กรัมต่อลิตร ตำมล ำดบั คิดเป็นเปอร เ์็นต 
กำรสะสม PHB ในเ์ลล เท่ำกบั 43.6% โดยน ้ ำหนกัแห้ง  ในปี 2003 Ruan  et al. ไดศึ้กษำกำรใช้
น ้ ำตำลฟรุกโตส 20 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคำร บอนในกำรเพำะเล้ียงแบคทีเรีย A. eutrophus พบวำ่ 
แบคทีเรียสำมำรถผลิตพอลิเมอร ได้ 12.3 มิลลิกรัมต่อลิตร  ในปี 2007  Yezza et al. ไดศึ้กษำกำร
ผลิต PHB จำกแบคทีเรีย A. latus ในระดบัฟลำสก เขยำ่โดยใช ้maple sap  ์่ึงมีน ้ ำตำล์ูโครส 
กลูโคส ฟรุกโตสเป็นองค ประกอบเท่ำกบั 20.0 0.8 และ 0.3 กรัมต่อลิตร  ตำมล ำดบั เป็นแหล่ง
คำร บอน พบวำ่ได ้ชีวมวลของ A. latus สูงสุดเท่ำกบั 4.4 ± 0.5  กรัมต่อลิตร และมี PHB สะสมอยู่
ภำยในเ์ลล  77.6 ± 1.5 % โดยน ้ ำหนกัแห้ง จำกงำนวิจยัต่ำงๆจะพบวำ่กำรผลิต PHB นั้นจะใช้
น ้ ำตำลท่ีมีควำมเขม้ขน้อยู่ในช่วงประมำณ  20 ถึง 40  กรัมต่อลิตร ์่ึงควำมเขม้ขน้ของน ้ ำตำล
ทั้งหมดและน ้ ำตำลรีดิว  ์ในน ้ ำย่อยแป้งมนัส ำปะหลงัมีเพียงพอต่อกำรศึกษำกำรผลิต PHB ดว้ย     
A. eutrophus ในกำรทดลองต่อไป 
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ตารางที ่ 3  องค ประกอบของน ้ำยอ่ยแป้งมนัส ำปะหลงัท่ีเหลือจำกกำรผลิตน ้ำตำลกลูโคส 

*หมำยเหตุ  ท ำกำรวเิครำะห แบบ 2 ์  ้ ำ 
 
4.2   การศึกษาผลของความเข้มข้นน ้าตาลกลูโคสในอาหารสังเคราะห์ต่อการผลิต PHB ด้วยการ

หมักแบบ กะในระดับฟลาสก์เขย่า 
 เม่ือเพำะเล้ียง A. eutrophus ในอำหำรสูตรผลิต PHB ท่ีมีควำมเขม้ขน้ของน ้ ำตำลกลูโคสเร่ิมตน้
เท่ำกบั 10 กรัมต่อลิตร  (Sirisansaneekul  and  Mahasubpaiboon , n.d.) พบวำ่ แบคทีเรียมีกำร
เจริญเติบโตอยำ่งชำ้ๆ ในช่วง 12 ชัว่โมงแรกของกำรเพำะเล้ียง หลงัจำกชัว่โมงท่ี 12 แบคทีเรียมีกำร
เจริญเติบโตอยำ่งรวดเร็ว โดยเขำ้สู่ช่วง  log phase จนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 36 โดยมีกำรสะสมมวล
เ์ลล  เท่ำกบั 0.657 กรัมต่อลิตร A. eutrophus เร่ิมมีกำรเจริญเติบโตเขำ้สู่ช่วง stationary phase และ
เขำ้สู่ช่วง death phase ในชัว่โมงท่ี 48 ของกำรหมกั ในขณะท่ีควำมเขม้ขน้ของน ้ ำตำลกลูโคสท่ีถูก
ใช้ไปก็มีแนวโน้มเช่นเดียวกบักำรเจริญของ A. eutrophus โดยแบคทีเรียมีกำรใช้น ้ ำตำลกลูโคส
อยำ่งรวดเร็วเม่ือ A. eutrophus  มีกำรเจริญเขำ้สู่ช่วง log phase (ชัว่โมงท่ี 12 ถึง 36) และมีน ้ ำตำลท่ี
ถูกใชไ้ปเท่ำกบั 10.76 กรัมต่อลิตร จำกกำรทดลองยงัพบวำ่  A. eutrophus มีอตัรำกำรผลิต PHB  
สูงข้ึนเม่ือกำรเพำะเล้ียงเขำ้สู่ชัว่โมงท่ี 24 และได ้PHB สูงสุดเท่ำกบั 164.42 x 10-3 กรัมต่อลิตรใน
ชัว่โมงท่ี 36 และ ควำมเขม้ขน้ของ PHB ลดลงในชัว่โมงท่ี 48 ของกำรเพำะเล้ียง (ภำพท่ี 3) 
 เม่ือเพำะเล้ียง A. eutrophus ในอำหำรสูตรผลิต PHB ท่ีมีควำมเขม้ขน้ของน ้ ำตำลกลูโคส
เร่ิมตน้เท่ำกบั 30 กรัมต่อลิตร  พบว่ำ เ์ลล มีกำรเจริญเติบโตอย่ำงช้ำๆ ในช่วง 12 ชั่วโมงแรก     
ของกำรเพำะเล้ียง หลังจำกชั่วโมงท่ี 12 แบคทีเรียมีกำรเจริญเติบโตอย่ำงรวดเร็ว โดยเข้ำสู่          
ช่วง log phase จนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 36 โดยมีกำรสะสมมวลเ์ลล  เท่ำกบั 1.074 กรัมต่อลิตร        
A. eutrophus  เร่ิมมีกำรเจริญเติบโตเขำ้สู่ช่วง stationary phase และเขำ้สู่ช่วง death phase ในชัว่โมง
ท่ี 48 ของกำรหมกั และ A. eutrophus มีกำรใช้น ้ ำตำลกลูโคสอย่ำงรวดเร็วเม่ือกำรเจริญเขำ้สู่ช่วง       

องค์ประกอบ ปริมาณ* 

ของแข็งทีล่ะลายได้ทั้งหมด 
น า้ตาลทั้งหมด 
น า้ตาลรีดิวซ์ 
ความเป็นกรดด่าง 

27.20  ± 0.00      องศาบริกซ์ 
209.13 ± 23.51  กรัมต่อลิตร 
110.05 ± 11.25  กรัมต่อลิตร 
4.44 ± 0.01  
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log phase (ชัว่โมงท่ี 12 ถึง 36)  และมีน ้ ำตำลท่ีถูกใชไ้ปเท่ำกบั 6.58 กรัมต่อลิตร และยงัพบว่ำ        
A. eutrophus มีกำรผลิต PHB  สูงสุดไดเ้ท่ำกบั 199.35 x 10-3  กรัมต่อลิตร    ในชัว่โมงท่ี 48 ของกำร
เพำะเล้ียง (ภำพท่ี 4) 
 ในขณะท่ีกำรเพำะเล้ียงแบคทีเรียในอำหำรสูตรผลิต PHB ท่ีมีควำมเขม้ขน้ของน ้ ำตำล
กลูโคสเร่ิมตน้เท่ำกบั 50 กรัมต่อลิตร  พบว่ำ แบคทีเรียมีกำรเจริญเติบโตอย่ำงช้ำๆ ในช่วง 12 
ชัว่โมงแรกของกำรเพำะเล้ียง หลงัจำกชัว่โมงท่ี 12 แบคทีเรียมีกำรเจริญเติบโตอยำ่งรวดเร็ว โดยเขำ้
สู่ log phase จนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 36 โดยมีกำรสะสมมวลเ์ลล  เท่ำกบั 1.076 กรัมต่อลิตร และ     
A. eutrophus เร่ิมมีกำรเติบโตเขำ้สู่ช่วง stationary phase และเขำ้สู่ช่วง death phase ในชัว่โมงท่ี 48 
ของกำรหมกั และแบคทีเรียมีกำรใช้น ้ ำตำลกลูโคสอย่ำงรวดเร็ว  เม่ือมีกำรเจริญเติบโตเขำ้สู่ช่วง    
log phase (ชัว่โมงท่ี 12 ถึง 36) และมีน ้ ำตำลกลูโคสท่ีถูกใช้ไปเท่ำกบั 4.29 กรัมต่อลิตร และยงั
พบวำ่ A. eutrophus มีกำรผลิต PHB เท่ำกบั 160.17 x 10-3 กรัมต่อลิตร ในชัว่โมงท่ี 48 ของกำร
เพำะเล้ียง  (ภำพท่ี 5) 
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ภาพที ่3  กำรเพำะเล้ียง A. eutrophus ในอำหำรสูตรผลิต PHB ท่ีมีน ้ำตำลกลูโคสเร่ิมตน้ 10 กรัมต่อลิตร 
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ภาพที ่4  กำรเพำะเล้ียง A. eutrophus ในอำหำรสูตรผลิต PHB ท่ีมีน ้ำตำลกลูโคสเร่ิมตน้ 30  กรัมต่อลิตร 
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ภาพที ่5  กำรเพำะเล้ียง A. eutrophus ในอำหำรสูตรผลิต PHB ท่ีมีน ้ำตำลกลูโคสเร่ิมตน้ 50  กรัมต่อลิตร 
 
 จำกกำรศึกษำผลของควำมเขม้ขน้น ้ำตำลกลูโคสในอำหำรสังเครำะห ต่อกำรผลิต PHB ดว้ย         
กำรหมกัแบบกะในระดบัฟลำสก เขยำ่ พบวำ่ ในทุกสภำวะมีกำรเปล่ียนแปลงระหวำ่งกำรเพำะเล้ียง              
A. eutrophus คล้ำยคลึงกัน โดยน ้ ำตำลกลูโคสค่อยๆ ลดลงในขณะท่ี A. eutrophus  มีกำร
เจริญเติบโตและผลิต  PHB ข้ึน แสดงว่ำ A. eutrophus มีกำรใช้น ้ ำตำลกลูโคสในกำรสร้ำงเ์ลล    
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และผลิต PHB ในระหวำ่งกำรเจริญเติบโตในทุกสภำวะ  และกำรทดลองท่ีมีน ้ ำตำลกลูโคสเร่ิมตน้ 
10  กรัมต่อลิตร  ยงัพบวำ่  ในชัว่โมงท่ี 48  ปริมำณ PHB ไดล้ดลงเน่ืองจำกแหล่งคำร บอน (น ้ ำตำล
กลูโคส) ใกลจ้ะหมด  แบคทีเรียจึงน ำ PHB  กลบัมำใชเ้ป็นแหล่งคำร บอนหรือแหล่งพลงังำนใหม่  
์่ึงสอดคลอ้งกบักำรทดลองของ        Macrae and  Wilkenson (1958) ์่ึงถูกอำ้งอิงโดยสุปริญญำ ใน
ปี 2546  และ Khanna  and  Srivastsva (2005)  ไดร้ำยงำนวำ่ เม่ือแหล่งคำร บอนใกลจ้ะหมด  
แบคทีเรียจะเปล่ียน PHB เป็น D(-) -3-hydroxybutyrate โดยเอนไ์ม  PHA depolymerase และ    
D(-)-3-hydroxybutyrate จะถูกเร่งปฏิกิริยำโดยเอนไ์ม  D(-)-3-hydroxybutyrate  กลำยเป็น  
acetoacetate  และถูกเร่งปฏิกิริยำดว้ย  acetoacetyl-CoA synthase  เกิดเป็น acetoacety-CoA ก่อน
เปล่ียนเป็น acetyl-CoA  เขำ้สู่วฏัจกัรเครปส ต่อไป (ภำพท่ี 6) ยงัพบอีกว่ำเม่ือระดบัของน ้ ำตำล
เร่ิมตน้สูงข้ึน   แบคทีเรียมีเปอร เ์็นต กำรใช้น ้ ำตำลกลูโคสลดลง (ตำรำงท่ี 4) เช่นเดียวกบักำร
ทดลองของ  Shang et al. (2003) ์่ึงไดแ้ปรผนัปริมำณน ้ ำตำลกลูโคสเร่ิมตน้ท่ี 2.5 9.0 16.0 และ 
40.0 กรัมต่อลิตร พบวำ่ เม่ือควำมเขม้ขน้น ้ำตำลเร่ิมตน้สูงข้ึนกำรผลิต PHB จะลดลง เน่ืองจำกควำม
เขม้ขน้ของน ้ ำตำลกลูโคสในระดบัสูงจะท ำให้เกิดแรงดนัออสโมติก (osmotic pressure) สูงข้ึนดว้ย  
ส่งผลใหก้ำรเจริญและกำรน ำสำรอำหำรต่ำง ๆ เขำ้ออกเ์ลล ถูกยบัย ั้ง  กำรเจริญเติบโตและกำรผลิต 
PHB ของแบคทีเรียจึงลดลง โดยแบคทีเรียมีอตัรำกำรผลิต PHB สูงสุดเท่ำกบั 3.1  กรัมต่อลิตรต่อ
ชัว่โมง  และมีควำมเขม้ขน้ของเ์ลล และ PHB เท่ำกบั 208 และ 139 กรัมต่อลิตร ตำมล ำดบั  ในกำร
หมกัแบบก่ึงกะท่ีมีกำรใหน้ ้ำตำลกลูโคสเพิ่มข้ึนถึง 700 กรัมต่อลิตร 
 

 
ภาพที ่6  วถีิกำรสังเครำะห และกำรสลำย PHB ในแบคทีเรีย  R. eutropha 
  ท่ีมำ : Khanna and Srivastava (2005) 
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 และเม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภำพกำรผลิต PHB พบว่ำท่ีควำมเขม้ขน้น ้ ำตำลกลูโคส 10 
กรัมต่อลิตร  มีผลได ้PHB ต่อมวลเ์ลล  (YP/X) สูงสุด เท่ำกบั 0.250 และมีน ้ ำตำลกลูโคสเหลือใน
กระบวนกำรผลิตนอ้ยท่ีสุด (5.32 เปอร เ์็นต )  ขณะท่ีควำมเขม้ขน้น ้ ำตำลกลูโคส 30  กรัมต่อลิตร  
มีกำรผลิต PHB สูงท่ีสุดเท่ำกบั  199.35 x 10-3  กรัมต่อลิตร คิดเป็น YP/S และ YP/X  เท่ำกบั 0.03 และ 
0.19 ตำมล ำดบั  และท่ีควำมเขม้ขน้น ้ ำตำล 50 กรัมต่อลิตร  มีน ้ ำตำลกลูโคสเหลือในกระบวนกำร
ผลิตมำกท่ีสุด  และมี YP/S เท่ำกบั  0.037  และยงัพบวำ่  ทุกสภำวะให้อตัรำกำรผลิต (Qp) ท่ีใกลเ้คียง
กนั  แต่จำกกำรทดลองไดเ้ลือกสภำวะท่ีมีน ้ ำตำลกลูโคสเร่ิมตน้ 10 กรัมต่อลิตรไปใชใ้นกำรทดลอง
ถดัไป  เน่ืองจำกมี YP/X  กำรสะสม PHB  ในเ์ลล สูงสุด และมีน ้ ำตำลกลูโคสเหลือนอ้ยท่ีสุด  ท ำให้
สำมำรถลดตน้ทุนในกำรผลิตไดมี้  ดงันั้นจึงเลือกระดบัควำมเขม้ขน้น ้ำตำลกลูโคสเร่ิมตน้ท่ี 10 กรัม
ต่อลิตร มำใช้ในกำรศึกษำแหล่งไนโตรเจน อุณหภูมิ และอตัรำกำรเขย่ำ ท่ีเหมำะสมต่อกำรผลิต 
PHB จำกน ้ำยอ่ยแป้งมนัส ำปะหลงัต่อไป 
 
ตารางที ่4  ประสิทธิภำพกำรผลิต PHB ในอำหำรสังเครำะห ท่ีมีควำมเขม้ขน้น ้ำตำลกลูโคสในระดบั
ต่ำงๆ 

aGram PHB per gram of glucose consumed, bGram PHB per gram of dry cell weight 
 
4.3  ผลของแหล่งไนโตรเจนต่อการผลติ   PHB  ในน า้ย่อยแป้งมันส าปะหลงัด้วยการหมักแบบกะใน
 ระดับฟลาสก์ 
 เม่ือเพำะเล้ียง A. eutrophus ในน ้ ำย่อยแป้งมนัส ำปะหลงัท่ีมีปริมำณของแข็งท่ีละลำยได้
ทั้ งหมดเท่ำกับ 1 องศำบริก  ์  คิดเป็นน ้ ำตำลทั้งหมดประมำณ 12-14 กรัมต่อลิตร และใช้
แอมโมเนียม์ลัเฟต((NH4)2SO4) และสำรสกดัจำกยีสต  (yeast extract)  1.2 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่ง
ไนโตรเจน  ผลกำรทดลองพบว่ำเม่ือใช้แอมโมเนียม์ัลเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจน แบคทีเรียมีกำร

Glucose 
concentration 

(gl-1) 

PHB  
concentration 

(x 10-3 gl-1) 

Glucose 
consumption 

(%) 

Ya
P/S 

 

Yb
P/X 
 

PHB 
content 

(%) 

Qp 
(gl-1h-1) 

10 164.42 94.68 0.015 0.250 25.03 0.005 
30 199.35 22.36 0.030 0.357 35.66 0.004 
50 160.17 8.77 0.037 0.301 30.11 0.003 
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เจริญเติบโตอยำ่งชำ้ๆ ในช่วง 12  ชัว่โมงแรกของกำรเพำะเล้ียง  หลงัจำกชัว่โมงท่ี 12 แบคทีเรียมี
กำรเจริญเติบโตเขำ้สู่ช่วง log phase อยำ่งรวดเร็ว โดยมีกำรสะสมมวลเ์ลล เท่ำกบั  0.060  กรัมต่อ
ลิตร  ในขณะท่ีน ้ ำตำลทั้งหมดและน ้ ำตำลรีดิว  ์ถูกใชอ้ยำ่งรวดเร็ว  ์่ึงสัมพนัธ กบักำรเจริญเติบโต
ของแบคทีเรีย โดยน ้ ำตำลทั้งหมดและน ้ ำตำลรีดิว  ์ถูกใชไ้ปเท่ำกบั 11.21  และ 8.09 กรัมต่อลิตร 
ตำมล ำดบั  และ A. eutrophus  มีกำรผลิต PHB  อยำ่งรวดเร็วตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 12  เป็นตน้ไปและมีกำร
ผลิตสูงสุดในชัว่โมงท่ี 32  ของกำรเพำะเล้ียง  ์่ึงได ้PHB  เท่ำกบั  106.88 x 10-3 กรัมต่อลิตร     
(ภำพท่ี 7) 
 ในขณะท่ีกำรเพำะเล้ียง A. eutrophus  ในสภำวะเดียวกนัแต่ใชส้ำรสกดัจำกยีสต เป็นแหล่ง
ไนโตรเจนพบว่ำ  แบคทีเรียมีรูปแบบกำรเจริญคลำ้ยคลึงกบักำรใช้แอมโมเนียม์ัลเฟตเป็นแหล่ง
ไนโตรเจน  แต่เ์ลล มีกำรเจริญเขำ้สู่ช่วง stationary  phase  ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 12 ของกำรทดลอง  
ขณะท่ีน ้ ำตำลทั้งหมดและน ้ ำตำลรีดิว  ์มีแนวโน้มลดลงจนเท่ำกบั  5.49 และ 5.02 กรัมต่อลิตร 
ตำมล ำดบั  และ PHB ถูกผลิตข้ึนตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 12 และมีค่ำสูงสุดเท่ำกบั  161.76 x 10-3  กรัมต่อ
ลิตร ในชัว่โมงท่ี 24 ของกำรเพำะเล้ียง และเร่ิมลดลงจนคงท่ีตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 32 จนเสร็จส้ินกำร
เพำะเล้ียง  (ภำพท่ี 8) 

ภาพที ่7 กำรเพำะเล้ียง A. eutrophus  ในน ้ ำย่อยแป้งมนัส ำปะหลงัท่ีมีกำรใช้แอมโมเนียม์ัลเฟตเป็น
 แหล่งไนโตรเจน       
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ภาพที ่8 กำรเพำะเล้ียง A. eutrophus  ในน ้ ำย่อยแป้งมนัส ำปะหลงัท่ีมีกำรใช้สำรสกัดจำกยีสต เป็น
 แหล่งไนโตรเจน 
 
 จำกตำรำงท่ี 5  พบวำ่เม่ือใชแ้อมโมเนียม์ลัเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจน  แบคทีเรียผลิต PHB 
ได ้106.88 x10-3   กรัมต่อลิตร  คิดเป็น YP/S  YP/X  และ QP  เท่ำกบั  0.010  0.030  และ 0.002 กรัมต่อ
ลิตรต่อชัว่โมงตำมล ำดบั  และมีเปอร เ์็นต กำรสะสม PHB ในเ์ลล เท่ำกบั 2.96 เปอร เ์็นต   ขณะท่ี
กำรใชส้ำรสกดัจำกยีสต เป็นแหล่งไนโตรเจน  แบคทีเรียมีประสิทธิภำพกำรผลิต PHB  สูงกวำ่กำร
ใชแ้อมโมเนียม์ลัเฟตเป็นแหลไนโตรเจน  โดยได ้PHB เท่ำกบั  161.76 x 10-3   กรัมติอลิตร  คิด
เป็น YP/S  YP/X  และ QP  เท่ำกบั 0.029  0.068  และ 0.007 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ตำมล ำดบั  แสดงวำ่
กำรใชส้ำรสกดัจำกยสีต ใหป้ระสิทธิภำพกำรผลิต PHB สูงกวำ่กำรใชแ้อมโมเนียม์ลัเฟตเป็นแหล่ง
ไนโตรเจน  เน่ืองจำกควำมเขม้ขน้ของสำรสกดัจำกยีสต สูงๆ จะมีควำมจ ำเป็นต่อกำรเจริญเติบโต
ของเ์ลล สูง เพรำะว่ำกำรใช้สำรสกดัจำกยีสต เป็นแหล่งไนโตรเจนให้เ์ลล นั้นก็เพียงพอส ำหรับ
กำรเจริญเติบโตเพรำะสำรสกดัจำกยีสต นั้นจะมีผลต่อกำรจ ำกดักำรเจริญเติบโตของเ์ลล   ส่วนกำร
ส่งเสริมให้เกิดกำรสะสม PHB เพิ่มในเ์ลล มำกข้ึนหรือปรับปรุงควำมเขม้ขน้ของเ์ลล นั้นจะมีผล
เน่ืองมำจำกส่วนประกอบในอำหำร (Quillaguaman et al., 2007) 
 จำกผลกำรทดลองของ Quillaguaman  et al. (2007) เพื่อศึกษำกำรเติมสำรสกดัจำกยีสต ใน
ปริมำณสูงต่อกำรผลิต PHB ของ H. boliviensis ดว้ยกำรหมกัแบบกะ พบว่ำเม่ือเพิ่มควำมเขม้ขน้
ของสำรสกดัจำกยีสต  จะได ้CDW และ PHB  เพิ่มข้ึนสูงสุด ท่ี 44 wt.% และ 12 g l-1 ตำมล ำดบั    
จะเห็นว่ำกำรเพิ่มสำรสกัดจำกยีสต ในปริมำณท่ีสูงข้ึน ส่งเสริมกำร ผลิต PHB และ มวลเ์ลล  
เน่ืองจำกวำ่สำรสกดัจำกยีสต สำมำรถถูกใชเ้ป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีเพียงพอส ำหรับเ์ลล   อีกทั้งกำร
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ใชส้ำรสกดัจำกยีสต จะจ ำกดักำรเจริญเติบโตของเ์ลล และเหน่ียวน ำให้เกิดกำรผลิต  PHB  ข้ึนใน
เ์ลล   สอดคลอ้งกบักำรทดลองของ Khanna and Srivastava (2005) อำ้งถึง Page (1992) ไดศึ้กษำ
กำรผลิต PHB จำกแบคทีเรีย Azotobacter vinelandii UWD พบวำ่ กำรใชแ้หล่งไนโตรเจนเชิง์้อน 
เช่น  สำรสกดัจำกยสีต จะสำมำรถเพิ่มปริมำณผลผลิตของ PHB ได ้  
 

ตารางที ่5 ประสิทธิภำพกำรผลิต PHB  ในน ้ำยอ่ยแป้งมนัส ำปะหลงัท่ีใชแ้หล่งไนโตรเจนต่ำงกนั 
 

Nitrogen Source 
(1.2  gl-1) 

PHB concentration 
(x10-3 gl-1) 

Ya P/S Yb P/X PHB 
content (%) 

QP 
(gl-1h-1) 

Ammonium sulfate 106.88 0.010 0.030 2.96 0.002 
Yeast extract 161.76 0.029 0.068 6.75 0.007 
aGram PHB per gram of glucose consumed, bGram PHB per gram of dry cell weight 
 
ตารางที ่6  กำรผลิต PHB ในแหล่งไนโตรเจนต่ำงๆ 
 

Nitrogen 
source 

PHB  
concentration 

(gl-1) 

PHB content 
(%) 

PHB 
productivity 
(gPHBl-1h-1) 

Organism Reference 

(NH4)2HPO4 149.70 73.0 3.40 E. coli XL1-Blue Wang and Lee 
(1997) 

(NH4)2SO4 - 88.0 4.94 A.  latus DSM 
1123 

Wang and Lee 
(1997) 

(NH4)2SO4 3.41 77.6 - A.  latus Yezza et al. (2007) 
Yeast extract 11.66 - 0.45 Azotobacter  

beijerinckii DSM 
1041 

Bormann et al. 
(1998) 

Yeast extract 12.00 44.0 - H.  boliviensis Quillaguaman et al. 
(2007) 

Yeast extract 
+ Peptone 

8.04 60 - Recombinant  
E. coli 

Mahishi et al. 
(2003) 
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 Khanna and  Srivastava (2005) อำ้งถึง Nakamura et al. (1992) และ Fujita  et al. (1993) 
วำ่กรดอะมิโนบำงชนิดสำมำรถกระตุน้ให้เกิดกำรสร้ำง PHB ในเ์ลล ของ  R. eutropha ได ้์่ึงสำร
สกดัจำกยีสต จะมีโปรตีนและกรดอะมิโนเป็นส่วนประกอบได ้ ท ำให้สำรสกดัจำกยีสต ถูกใชเ้ป็น
แหล่งวติำมินและปัจจยัส่งเสริมกำรเจริญเติบโตใหแ้ก่แบคทีเรียได ้  
 
4.4  ผลของอุณหภูมิต่อการผลิต PHB จากน ้าย่อยแป้งมันส าปะหลัง ด้วยการหมักแบบกะใน
 ระดับฟลาสก์ 
  กำรศึกษำอุณหภูมิท่ีเหมำะสมต่อกำรผลิต PHB จำกน ้ ำยอ่ยแป้งมนัส ำปะหลงั โดยท ำกำร
ปรับปริมำณของแข็งท่ีละลำยไดท้ั้งหมดของน ้ ำย่อยแป้งมนัส ำปะหลงัให้อยู่ในระดบัท่ีเหมำะสม
ตำมกำรทดลองท่ี4.2 และใช้สำรสกดัจำกยีสต เป็นแหล่งไนโตรเจน (จำกผลกำรทดลองท่ี 4.3)  
จำกนั้นท ำกำรแปรผนัอุณหภูมิท่ีใชใ้นกำรหมกัท่ี 25 30 หรือ 35 องศำเ์ลเ์ียส อตัรำกำรเขยำ่  200  
รอบต่อนำที ผลกำรทดลองพบวำ่  ท่ีอุณหภูมิ 25 องศำเ์ลเ์ียส  แบคทีเรียมีกำรเจริญเติบโตอยำ่ง
รวดเร็วจนถึงชัว่โมงท่ี 24 และมีกำรสะสมมวลเ์ลล สูงสุดเท่ำกบั 2.715 กรัมต่อลิตร จำกนั้นกำร
เจริญเติบโตค่อยๆลดลง ในขณะท่ีน ้ ำตำลทั้งหมดและน ้ ำตำลรีดิว  ์นั้นเร่ิมลดลงหลงัจำกชัว่โมงท่ี  
12  ของกำรเพำะเล้ียง  โดยถูกใช้ไปเท่ำกบั 4.838 และ 1.454  กรัมต่อลิตร ตำมล ำดบั  และ A. 
eutrophus  มีกำรผลิต PHB  อย่ำงรวดเร็วตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 12 และมีกำรผลิตสูงสุดในชัว่โมงท่ี 32  
ของกำรเพำะเล้ียง  โดยมีกำรผลิต  PHB  เท่ำกบั 26.740 x 10-3 กรัมต่อลิตร (ภำพท่ี 9)  
  ในขณะท่ีกำรเพำะเล้ียง A. eutrophus  ในสภำวะเดียวกนัท่ีอุณหภูมิ 30 องศำเ์ลเ์ียส พบวำ่  
แบคทีเรียมีกำรเจริญเขำ้สู่ช่วง log  phase  ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 12 ของกำรทดลอง  ขณะท่ีน ้ ำตำลทั้งหมด
และน ้ ำตำลรีดิว  ์มีแนวโน้มลดลงจนเท่ำกบั  5.49 และ 5.02 กรัมต่อลิตร ตำมล ำดบั  และ PHB     
ถูกผลิตข้ึนพร้อมกบักำรเจริญของแบคทีเรียตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 12 และมีค่ำสูงสุดเท่ำกบั  161.76 x 10-3  
กรัมต่อลิตร ในชัว่โมงท่ี 24 ของกำรเพำะเล้ียง และเร่ิมลดลงจนคงท่ีตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 32 จนเสร็จส้ิน
กำรเพำะเล้ียง  (ภำพท่ี 10) 
  และท่ีอุณหภูมิ 35 องศำเ์ลเ์ียส  ผลกำรทดลองพบวำ่ แบคทีเรียมีกำรเจริญเติบโตอยำ่งชำ้ๆ
ในช่วงชัว่โมงแรกจนถึงชัว่โมงท่ี 12 และเจริญเติบโตอยำ่งรวดเร็วจนชัว่โมงท่ี 28 มีกำรสะสมมวล
เ์ลล สูงสุดท่ี 2.683 กรัมต่อลิตร ขณะท่ีน ้ำตำลทั้งหมดและน ้ำตำลรีดิว  ์นั้นลดลงอยำ่งรวดเร็วตั้งแต่ 
ชัว่โมงท่ี 4 เป็นตน้ไป  จนเหลือ 8.819 และ 5.641  กรัมต่อลิตร ตำมล ำดบั และ PHB ถูกผลิตข้ึน
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ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 4 และมีค่ำสูงสุดเท่ำกบั  120.325 x 10-3  กรัมต่อลิตร ในชัว่โมงท่ี 28 ของกำร
เพำะเล้ียง จนเสร็จส้ินกำรเพำะเล้ียง  (ภำพท่ี 11) 
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ภาพที ่9  กำรเพำะเล้ียง A. eutrophus ในน ้ำยอ่ยแป้งมนัส ำปะหลงัท่ีอุณหภูมิ 25 องศำเ์ ลเ์ ียส 
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ภาพที ่10  กำรเพำะเล้ียง A. eutrophus ในน ้ำยอ่ยแป้งมนัส ำปะหลงัท่ีอุณหภูมิ 30 องศำเ์ ลเ์ ียส 
 



36 
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ภาพที ่11  กำรเพำะเล้ียง A. eutrophus ในน ้ำยอ่ยแป้งมนัส ำปะหลงัท่ีอุณหภูมิ 35 องศำเ์ ลเ์ ียส 
 
  จำกตำรำงท่ี 7 พบว่ำ เม่ือท ำกำรเพำะเล้ียงแบคทีเรียท่ีอุณหภูมิ 25 องศำเ์ลเ์ียส                  
A. eutrophus สำมำรถผลิต PHB ไดเ้พียง  26.740 x10-3 กรัมต่อลิตร คิดเป็น YP/S  และ YP/X เท่ำกบั 
0.006 และ0.015 ตำมล ำดบั  เน่ืองจำกยีน cI857 ์่ึงมีหนำ้ท่ีเก่ียวกบักำรแสดงออกของยีนท่ีส่งเสริม
กำรผลิต PHB   ถูกยบัย ั้งกำรท ำงำนอนัเน่ืองมำจำกอุณหภูมิต ่ำ ์่ึงส่งผลต่อประสิทธิภำพกำร
เจริญเติบโตของแบคทีเรีย (Shi et al., 2001) 
  เม่ืออุณหภูมิในกำรเพำะเล้ียงสูงข้ึน  พบว่ำ  แบคทีเรียสำมำรถผลิต PHB ไดสู้งข้ึนเท่ำกบั 
161.760 x 10-3 กรัมต่อลิตร คิดเป็น YP/S  และ YP/X   เท่ำกบั 0.029 และ 0.068 ตำมล ำดบั  และมี Qp 
สูงสุดเท่ำกบั  0.007  กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง  จำกรำยงำนของ  Tamdogan  and  Sidal (2011) พบวำ่
อุณหภูมิท่ีเหมำะสมนั้นมีผลต่อกิจกรรมของเอนไ์ม ท่ีใช้ในกำรสังเครำะห  PHB  ขณะท่ีเพิ่ม
อุณหภูมิในกำรเพำะเล้ียงเป็น 35 องศำเ์ลเ์ียส  พบวำ่  ประสิทธิภำพในกำรผลิต  PHB  ลดลงเม่ือ
เทียบกบักำรเพำะเล้ียงท่ี 30 องศำเ์ลเ์ียส  เน่ืองจำกอุณหภูมิท่ีสูงข้ึนนั้น จะท ำให้อตัรำกำรเจริญ
จ ำเพำะของแบคทีเรียลดลง (ไม่แสดงขอ้มูล) ท ำให้กำรผลิต PHB ลดลงดว้ย และเม่ือพิจำรณำจำก
กำรสะสมมวลเ์ลล จะพบวำ่ มีปริมำณใกลเ้คียงกนั แต่ท่ีอุณหภูมิ 35 องศำเ์ลเ์ียส ผลิต PHB นอ้ย 
แบคทีเรียอำจมีกำรเอำน ้ ำตำลไปใช้ในกำรผลิตผลิตภณัฑ ชนิดอ่ืนท่ีไม่ได้ท  ำกำรวดัระหว่ำงกำร
ทดลอง ์่ึงสอดคลอ้งกบักำรทดลองของ Tripathi and Srivastava (2011) ์่ึงศึกษำกำรผลิต PHB 
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จำก A. eutrophus  พบวำ่อุณหภูมิท่ีเหมำะสมต่อกำรผลิต PHB คือ30 องศำเ์ลเ์ียส โดยสำมำรถ
ผลิต PHB ไดสู้งสุดเท่ำกบั 6.25 กรัมต่อลิตร และงำนวิจยัของ Beaulieu et al. (1995) ไดร้ำยงำนวำ่  
อุณหภูมิท่ีเหมำะสมในกำรผลิต  PHB  คือ 30 องศำเ์ลเ์ียส  สำมำรถผลิต PHB ไดเ้ท่ำกบั 13.0 
กรัมต่อลิตร  
 
ตารางที ่7  ประสิทธิภำพกำรผลิต PHB จำกน ้ำยอ่ยแป้งมนัส ำปะหลงัท่ีอุณหภูมิต่ำงๆ  

aGram PHB per gram of glucose consumed, bGram PHB per gram of dry cell weight 
 
4.5  ผลของอตัราการเขย่าทีเ่หมาะสมต่อการผลิต PHB  จากน ้าย่อยแป้งมันส าปะหลังด้วยการหมัก

แบบในระดับฟลากส์ 
  กำรศึกษำอตัรำกำรเขยำ่ท่ีเหมำะสมต่อกำรผลิต PHB ของ A. eutrophus ท ำกำรทดลองโดยใช้
ระดบัของแหล่งคำร บอน แหล่งไนโตรเจน และระดบัอุณหภูมิท่ีเหมำะสมจำกกำรทดลอง 4.2 4.3 
และ 4.4 ตำมล ำดบั และท ำกำรแปรผนัอตัรำกำรเขยำ่ระหว่ำงกำรเพำะเล้ียงท่ี 100 200  หรือ 300 
รอบต่อนำที  ผลกำรทดลองพบว่ำท่ีอตัรำกำรเขย่ำ 100 รอบต่อนำที แบคทีเรียมีกำรเจริญเติบโต
อยำ่งต่อเน่ืองโดยไม่พบช่วง  lag phase  จนถึงชัว่โมงสุดทำ้ยของกำรเพำะเล้ียง (ชัว่โมงท่ี 48)  โดยมี
กำรสะสมมวลเ์ลล  เท่ำกบั 3.40 กรัมต่อลิตร  ท่ี 48  ชัว่โมง  ในขณะท่ีควำมเขม้ขน้ของน ้ ำตำล
ทั้งหมดและน ้ำตำลรีดิว  ์ มีแนวโนม้ลดลงจนเท่ำกบั 8.787 และ  7.966 กรัมต่อลิตร ตำมล ำดบั  และ
จำกกำรทดลองยงัพบวำ่ A. eutrophus มีกำรผลิต PHB  เพียงเล็กนอ้ยจนถึงชัว่โมงท่ี  32  และเร่ิม
ผลิต  PHB  สูงสุดเท่ำกบั 75.120 x10-3 กรัมต่อลิตร ท่ี 48  ชัว่โมงของกำรเพำะเล้ียง (ภำพท่ี 12) 
  เม่ือเพำะเล้ียง A. eutrophus  ท่ีสภำวะเดียวกนักบักำรทดลองขำ้งตน้และมีกำรเขย่ำ 200 
รอบต่อนำที ระหว่ำงกำรเพำะเล้ียง  ผลกำรทดลองพบว่ำ แบคทีเรียมีกำรเจริญเติบโตอย่ำงช้ำๆ 
ในช่วง 12 ชั่วโมงแรกของกำรเพำะเล้ียง หลงัจำกนั้นแบคทีเรียจะมีกำรเจริญเติบโตเขำ้สู่ช่วง        

Temperature 
(oC) 

PHB concentration 
(x 10-3 gl-1) 

Ya
P/S 

 
Yb

P/X 
 

PHB content 
(%) 

Qp 
(gl-1h-1) 

25 26.740 0.006 0.015 1.50 0.001 
30 161.760 0.029 0.068 6.75 0.007 
35 120.325 0.014 0.045 4.53 0.004 
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log phase จนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 28 จึงมีกำรสะสมมวลเ์ลล  เท่ำกบั 2.500 กรัมต่อลิตร หลงัจำกนั้น 
A. eutrophus มีกำรเจริญเติบโตเขำ้สู่ช่วง stationary phase และเขำ้สู่ช่วง death phase ในชัว่โมงท่ี 48 
ของกำรเพำะเล้ียง และ A. eutrophus มีกำรใชน้ ้ ำตำลทั้งหมดและน ้ ำตำลรีดิว  ์อยำ่งรวดเร็วเม่ือกำร
เจริญเขำ้สู่ช่วง log phase (ชัว่โมงท่ี 12 ถึง 28) และพบว่ำ A. eutrophus มีกำรผลิต PHB สูงสุด
เท่ำกบั 161.760 x 10-3 กรัมต่อลิตรในชัว่โมงท่ี 24 ของกำรเพำะเล้ียง (ภำพท่ี 13) 
  และกำรเพำะเล้ียง A. eutrophus โดยใช้อตัรำกำรเขยำ่ท่ี 300 รอบต่อนำที ผลกำรทดลอง
พบว่ำ แบคทีเรียมีกำรเจริญเติบโตอย่ำงรวดเร็วและมีกำรเจริญเติบโต โดยเขำ้สู่ stationary phase  
ภำยใน 8 ชัว่โมงของกำรเพำะเล้ียง  โดยมีกำรสะสมมวลเ์ลล  เท่ำกบั 1.840  กรัมต่อลิตร  และเขำ้สู่
ช่วง death phase ในชัว่โมงท่ี 36  ของกำรเพำะเล้ียง และ A. eutrophus มีกำรใช้น ้ ำตำลรีดิว  ์
สัมพนัธ กบักำรเจริญ  ขณะท่ีน ้ ำตำลทั้งหมดค่อยๆ ลดลงตลอดกำรเพำะเล้ียง  และแบคทีเรียมีกำร
ผลิต  PHB  ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 8  เป็นตน้ไป และมีกำรผลิตสูงสุดเท่ำกบั  38.900 x 10-3  กรัมต่อลิตร ใน
ชัว่โมงท่ี  28  ของกำรเพำะเล้ียง (ภำพท่ี 14)  
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ภาพที ่12  กำรเพำะเล้ียง A. eutrophus ในน ้ำยอ่ยแป้งมนัส ำปะหลงัดว้ยอตัรำกำรเขยำ่ 100 รอบต่อนำที 
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ภาพที ่13  กำรเพำะเล้ียง A. eutrophus ในน ้ำยอ่ยแป้งมนัส ำปะหลงัดว้ยอตัรำกำรเขยำ่ 200 รอบต่อนำที 
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ภาพที ่14  กำรเพำะเล้ียง A. eutrophus ในน ้ำยอ่ยแป้งมนัส ำปะหลงัดว้ยอตัรำกำรเขยำ่ 300 รอบต่อนำที 
  
  จำกตำรำงท่ี 8  พบวำ่ท่ีอตัรำกำรเขยำ่ 100 รอบต่อนำที แบคทีเรียมีกำรสะสม PHB เท่ำกบั          
75.120 x10-3 กรัมต่อลิตร  คิดเป็น YP/S  และ  YP/X  เท่ำกบั  0.009 และ 0.022 ตำมล ำดบั  เม่ือเพิ่ม
อตัรำกำรเขยำ่เป็น 200  รอบต่อนำที  พบวำ่  แบคทีเรียมีกำรสร้ำง  PHB  สูงท่ีสุดเท่ำกบั  161.760 
x10-3 กรัมต่อลิตร  คิดเป็น YP/S  YP/X   และ  QP เท่ำกบั  0.029  0.068  และ 0.007 กรัมต่อลิตรต่อ
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ชัว่โมง ตำมล ำดบั  ์่ึง A. eutrophus  มีประสิทธิภำพกำรผลิต PHB สูงกวำ่ท่ีอตัรำกำรเขยำ่ 100  
รอบต่อนำที  เน่ืองจำกเม่ืออตัรำกำรเขย่ำสูงข้ึนจะท ำให้แบคทีเรียได้รับออก์ิเจนสูงข้ึน  จนถึง
ระดบัท่ีส่งผลต่อกำรสร้ำง PHB  และเม่ือเพิ่มกำรเขย่ำเป็น 300 รอบต่อนำที แบคทีเรียมีกำรผลิต 
PHB นอ้ยท่ีสุดเท่ำกบั 38.904 x10-3 กรัมต่อลิตร  คิดเป็น YP/S  YP/X   และ  QP  เท่ำกบั 0.011 0.022 
และ 0.001 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ตำมล ำดบั จำกผลกำรทดลองทั้งหมดพบวำ่เม่ืออตัรำกำรเขย่ำ
เพิ่มข้ึน PHB จะสูงข้ึน และหำกอตัรำกำรเขย่ำเพิ่มข้ึน ถึง 300 รอบต่อนำทีประสิทธิภำพกำรผลิต 
PHB จะลดลง ์่ึง Luengo et al. (2003) รำยงำนวำ่ กำรรักษำปริมำณออก์ิเจนในระดบัท่ีจ ำกดั    
(oxygen limitation) จะท ำให้เอนไ์ม ์ิเตรท์ินเทส (citrate synthase) และไอโ์์ิเตรท                 
ดีไฮโดรจีเนส ( isocitrate dehydrogenase ) ถูกยบัย ั้ง ส่งผลให้อะ์ิติลโคเอ (acetyl CoA)               
ไม่สำมำรถเขำ้สู่วฎัจกัรเครปส  ( TCA cycle ) acetyl CoA จึงถูกน ำไปสร้ำงเป็นอะ์ิโตอะ์ิติลโคเอ 
(acetoacetyl CoA) และ PHB ตำมล ำดบั และ Savenkova et al. (1999) ยงัรำยงำนวำ่ กำรสะสม PHB 
ถูกชกัน ำจำกปริมำณออก์ิเจนท่ีจ ำกดั และได้อำ้งถึง Hine and Lees (1976) ว่ำกำรเจริญของ
แบคทีเรีย Azotobacter chroococcum จะเพิ่มข้ึนเม่ือมีกำรให้อำกำศ กำรเจริญและกำรสะสม PHB 
จะสูงข้ึนเม่ือมีกำรให้อำกำศอยำ่งเพียงพอ โดยตอ้งรักษำกำรให้ออก์ิเจนให้ต ่ำกวำ่ระดบักำรจ ำกดั
ออก์ิเจน (oxygen limiting condition) จะท ำให้มีกำรผลิต PHB สูง แสดงวำ่ท่ีอตัรำกำรเขยำ่ 200 
รอบต่อนำที สำมำรถรักษำระดบัของออก์ิเจนอยู่ในระดบัท่ีเหมำะสมจึงสำมำรถท ำให้แบคทีเรีย
ผลิต PHB ไดสู้งท่ีสุด และเม่ืออตัรำกำรเขยำ่เพิ่มข้ึนเป็น 300 รอบต่อนำที อตัรำกำรผลิต PHB ลดลง 
เน่ืองจำกเม่ือมีออก์ิเจนสูง  แบคทีเรียจะสำมำรถน ำเอำ PHB ท่ีผลิตข้ึนกลับมำใช้ในกำร
เจริญเติบโตอีกคร้ัง ท ำใหป้ริมำณ PHB สุทธิในระหวำ่งกำรเพำะเล้ียงต ่ำ ส่งผลให้ประสิทธิภำพกำร
ผลิตลดลงดว้ย 
 Wei et al. (2011) ไดท้  ำกำรศึกษำกำรผลิต PHB โดยใชอ้ตัรำเขยำ่ท่ี 150 200 250 และ 300 รอบต่อ
นำที ผลกำรทดลองพบว่ำ กำรใชอ้ตัรำกำรเขยำ่ท่ี 200 รอบต่อนำทีให้กำรผลิต PHB และมวลเ์ลล  
สูงสุดท่ี 1.05 และ 2.50 กรัมต่อลิตร ตำมล ำดบั  แต่เม่ือเพิ่มอตัรำกำรเขยำ่ท่ี 300 รอบต่อนำที พบวำ่
เกิดกำรผลิต PHB และมวลเ์ลล  ไดเ้พียง 0.4 และ 2.0 กรัมต่อลิตร ตำมล ำดบั เน่ืองมำจำกแรงเฉือน
ท่ีเกิดข้ึนท ำให้กำรเจริญเติบโตและกำรผลิต PHB ลดลง ในขณะท่ี สุปริญญำ (2546) ศึกษำกำรผลิต 
PHB จำก Bacillus sp. BA-019โดยใชอ้ตัรำกำรเขยำ่ท่ี 100 200 และ 300 รอบต่อนำที โดยมีปริมำตร
อำหำรเล้ียงเช้ือคงท่ีเท่ำกบั 50 มิลลิลิตร บรรจุในขวดขนำด 250 มิลลิลิตร   บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศำ
เ์ลเ์ียส ผลกำรทดลองพบว่ำ  เม่ือเล้ียงเช้ือโดยให้ควำมเร็วรอบของกำรเขย่ำเท่ำกบั 200 รอบต่อ
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นำที ให้ปริมำณ PHB สูงสุดเท่ำกบั 53.81 เปอร เ์็นต ต่อน ้ ำหนกัเ์ลล แห้ง เม่ือใชค้วำมเร็วรอบสูง
หรือต ่ำกวำ่พบวำ่ Bacillus sp. BA-019 ผลิต PHB ไดต้  ่ำกวำ่ท่ีควำมเร็วรอบเท่ำกบั 200 รอบต่อนำที  
 
ตารางที ่8  ประสิทธิภำพกำรผลิต PHB จำกน ้ำยอ่ยแป้งมนัส ำปะหลงัท่ีอตัรำกำรเขยำ่ต่ำงๆ 

aGram PHB per gram of glucose consumed, bGram PHB per gram of dry cell weight 
 
4.6   การศึกษาการผลติ  PHB  จากน า้ย่อยแป้งมันส าปะหลงัด้วยการหมักแบบกะในถังหมักขนาด 5 
 ลติร  
 เม่ือเพำะเล้ียง A. eutrophus ในน ้ ำย่อยแป้งมนัส ำปะหลงัท่ีมีปริมำณของแข็งท่ีละลำยได้
ทั้งหมดเท่ำกบั 1 องศำบริก  ์  คิดเป็นน ้ ำตำลทั้งหมดประมำณ 12.0-14.0 กรัมต่อลิตร และใช้สำร
สกดัจำกยีสต  1.2 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งไนโตรเจน  ปริมำตรท ำงำน  3 ลิตร ในถงัหมกัขนำด 5 
ลิตร และใชป้ริมำณกลำ้เช้ือ  10 เปอร เ์็นต โดยปริมำตร  กำรเพำะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 องศำเ์ลเ์ียส  
อตัรำกำรกวนท่ี 200 รอบต่อนำที ผลกำรทดลองพบวำ่ แบคทีเรียมีกำรเจริญเติบโตอยำ่งชำ้ๆ ในช่วง 
8  ชัว่โมงแรกของกำรเพำะเล้ียง  หลงัจำกชัว่โมงท่ี 8 แบคทีเรียมีกำรเจริญเติบโตเขำ้สู่ช่วง log phase 
อยำ่งรวดเร็ว โดยมีกำรสะสมมวลเ์ลล เท่ำกบั 0.591  กรัมต่อลิตร ในชัว่โมงท่ี 32 ของกำรเพำะเล้ียง 
ในขณะท่ีน ้ ำตำลทั้งหมดและน ้ ำตำลรีดิว  ์ถูกใช้อย่ำงรวดเร็ว  แต่จำกกำรทดลองไม่พบกำรผลิต 
PHB ภำยในเ์ลล ของ A. eutrophus  ์่ึงอำจจะเกิดจำกกำรควบคุมอตัรำกำรกวนท่ี 200 รอบต่อนำที  
ภำยในถงัหมกัขนำด 5 ลิตร  ไม่สำมำรถเพิ่มปริมำณออก์ิเจนให้แก่แบคทีเรียในระดบัท่ีเหมำะสม
ได ้ แบคทีเรียจึงไม่มีกำรผลิต  PHB  ์่ึงจำกผลกำรทดลองยงัพบวำ่  แบคทีเรียน ำน ้ ำตำลไปใชใ้น
กำรเจริญเติบโตเพียงอย่ำงเดียวโดยไม่มีกำรผลิต PHB ์่ึงสอดคล้องกบัรำยงำนของ ศิริวรรณ 
(2552) วำ่กำรเพำะเล้ียงแบคทีเรียท่ีอตัรำกำรกวน 100 และ 200 รอบต่อนำที  โดยไม่มีกำรให้อำกำศ
เพิ่มเติม  จะไม่สำมำรถเพิ่มปริมำณออก์ิเจนในระบบได ้ ต่อมำจึงไดท้  ำกำรทดลองโดยเพิ่มกำรพ่น
อำกำศเขำ้ไปในระบบดว้ยอตัรำ  1.0  ววีเีอม็ (vvm)  และควบคุมสภำวะกำรทดลองอ่ืนๆตำมขำ้งตน้  

Agitation rate 
(rpm) 

PHB concentration 
(x 10-3 gl-1) 

Ya
P/S 

 
Yb

P/X 
 

PHB content 
(%) 

Qp 
(gl-1h-1) 

100 75.120 0.009 0.022 2.20 0.002 
200 161.760 0.029 0.068 6.75 0.007 
300 38.904 0.011 0.022 2.20 0.001 
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ผลกำรทดลองพบว่ำ  แบคทีเรียมีกำรเจริญเติบโตเพิ่มข้ึนอย่ำงรวดเร็วตั้ งแต่ช่วงแรกของกำร
เพำะเล้ียง  จนมีกำรเจริญเติบโตสูงท่ีสุดท่ีชัว่โมงท่ี 12 ของกำรเพำะเล้ียง โดยมีกำรสะสมมวลเ์ลล  
เท่ำกบั 1.567 กรัมต่อลิตร หลงัจำกชัว่โมงท่ี 12 เป็นตน้ไป  A. eutrophus  เร่ิมมีกำรเจริญลดลง
จนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 48 ของกำรเพำะเล้ียง  ในขณะท่ีควำมเขม้ขน้ของน ้ ำตำลทั้งหมดและน ้ ำตำล
รีดิว  ์มีปริมำณลดลงอยำ่งรวดเร็วใน 24 และ12 ชัว่โมง ตำมล ำดบั และ  A. eutrophus  มีอตัรำกำร
ผลิต PHB  สูงข้ึนในช่วง  log phase  และสูงสุดเท่ำกบั 20.60 x 10-3 กรัมต่อลิตร  ในชัว่โมงท่ี 24  
ของกำรเพำะเล้ียง  จำกนั้น PHB  จึงค่อยๆลดลง  และคงท่ีในช่วงทำ้ยของกำรทดลอง (ภำพท่ี 15 ) 
 จำกผลกำรทดลองแสดงให้เห็นว่ำ  กำรขยำยขนำดกำรผลิต PHB  จำกระดบัฟลำสก เป็น
กำรผลิตในถงัหมกัขนำด 5 ลิตรนั้น  จ  ำเป็นตอ้งมีกำรค ำนึงถึงอตัรำกำรให้อำกำศแก่  A. eutrophus  
ดว้ย  ์่ึงหำกท ำกำรผลิตในระดบัท่ีใหญ่ข้ึนตอ้งเพิ่มอตัรำกำรให้อำกำศแก่ระบบในระดบัท่ีสัมพนัธ 
กบัควำมตอ้งกำรของแบคทีเรีย  โดยจำกกำรทดลอง  4.5  พบวำ่  หำกให้อำกำศนอ้ยหรือมำกเกินไป  
จะส่งผลกระทบต่อประสิทธิภำพกำรผลิต  PHB  ของแบคทีเรียมำก  ์่ึงสอดคลอ้งกบัรำยงำนของ 
Satoh et al. (1998) โดยรำยงำนวำ่  กำรเพิ่มอำกำศจะท ำให้มีกำรผลิต  PHA  มำกข้ึนดว้ย  อยำ่งไรก็
ตำม Arunpan (1998)  ยงัไดอ้ธิบำยวำ่  อำกำศและอตัรำกำรกวนท่ีเหมำะสมต่อกำรผลิต  PHA นั้น 
ยงัข้ึนอยูก่บัชนิดของจุลินทรีย และสภำพแวดลอ้มท่ีใชใ้นกำรเพำะเล้ียงท่ีแตกต่ำงกนั  โดยอำกำศจะ
ช่วยส่งเสริมกำรเจริญและกำรผลิต PHA  ส่วนอตัรำกำรกวนนั้นจะช่วยผสมอำหำรกบัเ์ลล   และท ำ
ใหจุ้ลินทรีย สำมำรถดูด์ึมอำหำรและอำกำศไดดี้ข้ึน 
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ภาพที ่15  กำรเพำะเล้ียง A. eutrophus ในถงัหมกัขนำด 5 ลิตร ดว้ยวธีิกำรหมกัแบบกะ 
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ตารางที ่9  ประสิทธิภำพกำรผลิต PHB ในน ้ำยอ่ยแป้งมนัส ำปะหลงัดว้ยกำรหมกัแบบกะในถงัหมกั
ขนำด 5 ลิตร 

 

aGram PHB per gram of glucose consumed, bGram PHB per gram of dry cell weight 
 
 ดงันั้นกำรปรับปรุงประสิทธิภำพกำรผลิต PHB  ในถงัหมกัควรศึกษำอตัรำกำรให้อำกำศ
และกำรกวนท่ีเหมำะสม  ์่ึงจะส่งเสริมใหเ้กิดกำรผลิต PHB จำกกำรเพำะเล้ียงแบคทีเรียไดม้ำกข้ึน 
 
4.7   การศึกษาการผลติ PHB จากไฮโดรไลเซตของมันส าปะหลงัด้วยการหมักแบบกึง่กะในระดับฟลาสก์ 
 กำรศึกษำอตัรำกำรส่วนของอำหำรเร่ิมตน้ท่ีเหมำะสมในกำรเพำะเล้ียงแบคทีเรียแบบก่ึงกะ
เพื่อผลิต PHB โดยแปรผนัอตัรำส่วนท่ี 14 2/4 หรือ 3/4 ส่วนของปริมำตรอำหำรทั้งหมด ผลกำร
ทดลองพบวำ่ ท่ีอตัรำกำรส่วน 1/4 แบคทีเรียมีกำรผลิต PHB ไดสู้งสุดในช่วงท่ี 1 เท่ำกบั 4.71 x 10-3  
กรัมต่อลิตร ท่ีเวลำ 12 ชัว่โมงของกำรเพำะเล้ียง และเม่ือมีกำรเติมอำหำรเขำ้ไปในช่วงท่ี 2 3 และ 4 
แบคทีเรียมีกำรผลิต PHB ไดสู้งสุดเท่ำกบั 0.70 x 10-3  0.48 x 10-3  และ 0.30 x 10-3 กรัมต่อลิตร ท่ี
เวลำ 48 72 และ 96 ชัว่โมง ตำมล ำดบั ์่ึงปริมำณ PHB ท่ีผลิตข้ึนมีแนวโนม้ลดลงในทุกๆช่วง 
เน่ืองจำก ปริมำณอำหำรท่ีเติมลงไปนั้นอำจจะไม่เพียงพอต่อกำรเจริญเติบโตของแบคทีเรีย ท ำให้
แบคทีเรียน ำเอำ PHB กลบัมำใชใ้นกำรเจริญเติบโตปริมำณ PHB จึงลดลงอยำ่งต่อเน่ือง  
 ขณะท่ีอตัรำกำรส่วน 2/4 แบคทีเรียมีกำรผลิต PHB ไดสู้งสุดในช่วงท่ี 1 เท่ำกบั 8.46 x 10-3  
กรัมต่อลิตร ท่ีเวลำ 12 ชั่วโมงของกำรผลิต และเม่ือมีกำรเติมอำหำรเขำ้ไปในช่วงท่ี 2 และ 3 
แบคทีเรียมีกำรผลิตสะสม PHB ลดลงเร่ือยๆ โดยเวลำสุดทำ้ยของช่วงกำรเติมอำหำรมี PHB สะสม
อยูเ่ท่ำกบั 4.18 x 10-3  และ 1.32 x 10-3 กรัมต่อลิตร ท่ีเวลำ 48 และ 72 ชัว่โมง ตำมล ำดบั ์่ึงปริมำณ 
PHB ท่ีผลิตข้ึนมีแนวโนม้ลดลงในทุกๆช่วงเช่นเดียวกบัท่ีอตัรำส่วน 1/4  แต่มีกำรสะสม PHB แต่มี
กำรสะสม PHB ในปริมำณท่ีสูงกวำ่อตัรำส่วน 1/4 และเม่ือท ำกำรทดลองในอตัรำส่วน 3/4 พบวำ่  
A. eutrophus สำมำรถผลิต PHB ในช่วงท่ี 1 เท่ำกบั 17.22 x 10-3 กรัมต่อลิตร ท่ีเวลำ 24 ชัว่โมงของ
กำรหมกั และในช่วงท่ี 2 มีกำรสะสม PHB เท่ำกบั 18.39x 10-3 กรัมต่อลิตร ท่ีเวลำ 48 ชัว่โมงของ
กำรผลิต 

PHB  concentration 
(x 10-3 gl-1) 

Glucose consumption 
(%) 

Ya
P/S 

 

Yb
P/X 

 
PHB content 
(%) 

Qp 
(gl-1h-1) 

20.60 52.88 0.002 0.025 2.56 0.001 
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 จำกผลกำรทดลองผลิต PHB แบบก่ึงกะพบวำ่ หำกมีกำรเติมอำหำรใหม่ลงไปในช่วงเวลำท่ี
ไม่เหมำะสม และปริมำณอำหำรไม่สัมพนัธ กบักำรเจริญเติบโตของแบคทีเรียจะท ำให้แบคทีเรียมี
กำรสะสม PHB น้อยลงเน่ืองจำกมีกำรน ำ PHB ท่ีสะสมเอำไวภ้ำยในเ์ลล กลบัมำใช้ใหม่ท ำให้
ปริมำณPHB ท่ีสะสมอยูภ่ำยในเ์ลล มีปริมำณลดลง (Khanna and Srivastsva, 2005) (ตำรำงท่ี 10 ) 
และจำกผลกำรทดลองพบว่ำท่ีอตัรำส่วน 3/4 แบคทีเรียสำมำรถสะสม PHB ไดสู้งสุดจึงท ำกำร
ทดลองผลิต PHB ในระดบัขยำยขนำดต่อไป 
 
ตารางที่ 10  ประสิทธิภำพกำรผลิต PHB จำกน ้ ำยอ่ยแป้งมนัส ำปะหลงัดว้ยกำรหมกัแบบก่ึงกะใน

สภำวะท่ีมีอตัรำส่วนกำรเติมอำหำรต่ำงกนั 
 
 
 
 
 

* Calculated in first period of Fed-batch fermentation only. 
aGram PHB per gram of glucose consumed, bGram PHB per gram of dry cell weight 

Feeding Ratio PHB concentration (x 10-3 gl-1) Ya
P/S (x 10-3) Qp (x 10-3 gl-1h-1) 

1/4 5.26 0.364 0.088 
2/4 8.25* 1.862 0.344 
3/4 22.87 2.348 0.476 



45 

Op
tic

al 
de

ns
ity

 (6
00

 nm
)

.1

1
PH

B 
co

nc
en

tra
tio

n x
 10

-3  (g
l-1 )

0

5

10

15

20

Re
du

cn
ig 

an
d T

ota
l s

ug
ar 

co
nc

en
tra

tio
n (

gl-
-1 )

0

2

4

6

8

10

Optical density 

PHB 

Reducing sugar 

Total sugar

2D Graph 3

Op
tic

al 
de

ns
ity

 (6
00

 nm
)

.01

.1

1

PH
B 

co
nc

en
tra

tio
n x

 10
-3  (g

l-1 )

0

5

10

15

20

Re
du

cn
ig 

an
d T

ota
l s

ug
ar 

co
nc

en
tra

tio
n (

gl-1 )

0

2

4

6

8

10

Time (h)
0 20 40 60 80 100

Op
tic

al 
de

ns
ity

 (6
00

 nm
)

.01

.1

1

PH
B 

co
nc

en
tra

tio
n x

 10
-3  (g

l-1 )

0

5

10

15

20

Re
du

cn
ig 

an
d T

ota
l s

ug
ar 

co
nc

en
tra

tio
n (

gl-1 )

0

2

4

6

8

10

Optical density 
PHB 
Reducing sugar 
Total sugar

Optical density 
PHB 
Reducing sugar 
Total sugar

 
ภาพที ่16  กำรเพำะเล้ียง A. eutrophus ดว้ยวธีิกำรหมกัแบบก่ึงกะในระดบัฟลำสก ท่ีอตัรำส่วนต่ำงๆ 
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4.8   การศึกษาการผลติ PHB จากไฮโดรไลเซตของมันส าปะหลังด้วยการหมักแบบกึ่งกะในถังหมัก

ขนาด 5 ลติร 
 กำรศึกษำกำรขยำยขนำดกำรผลิตPHB ดว้ยอตัรำกำรส่วนของอำหำรเร่ิมตน้ท่ี 3/4 ของ
ปริมำตรอำหำรทั้งหมดท ำในถงัหมกัขนำด 5 ลิตร ผลกำรทดลองพบว่ำ แบคทีเรียมีกำรผลิต PHB 
ไดสู้งสุดในช่วงท่ี 1 เท่ำกบั 4.12 x 10-3  กรัมต่อลิตร ท่ีเวลำ 24 ชัว่โมงของกำรเพำะเล้ียง และเม่ือมี
กำรเติมอำหำรเขำ้ไปในช่วงท่ี 2 แบคทีเรียมีกำรผลิต PHB ไดสู้งสุดเท่ำกบั 9.41 x 10-3 กรัมต่อลิตร 
ท่ีเวลำ 48 ชัว่โมง ตำมล ำดบั คิดเป็น Ya

P/S และ QP ตลอดระยะเวลำ เท่ำกบั 1.167 x 10-3 และ 0.225 x 
10-3 ตำมล ำดบั ์่ึงเม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภำพกำรผลิตกบักำรเพำะเล้ียงในระดบัฟลำสก พบวำ่กำร
เพำะเล้ียงในถงัหมกัมีประสิทธิภำพต ่ำกว่ำ เน่ืองจำกกำรผลิตในระดบัท่ีใหญ่ข้ึนตอ้งเพิ่มอตัรำกำร
ให้อำกำศแก่ระบบในระดบัท่ีสัมพนัธ กบัควำมตอ้งกำรของแบคทีเรียด้วยโดยหำกให้อำกำศน้อย
หรือมำกเกินไป จะส่งผลกระทบต่อประสิทธิภำพกำรผลิต และกำรสะสม PHB ของแบคทีเรีย ์่ึง
สอดคลอ้งกบัรำยงำนของ Satoh et al. (1998) โดยรำยงำนวำ่ กำรเพิ่มอำกำศจะท ำให้มีกำรผลิต  
PHA  มำกข้ึนดว้ย  
 

Time (h)
0 10 20 30 40 50

Op
tic

al 
de

ns
ity

 (6
00

 nm
)

.1

1

PH
B 

co
nc

en
tra

tio
n x

 10
-3  (g

l-1 )

0

2

4

6

8

10

Re
du

cn
ig 

an
d T

ota
l s

ug
ar 

co
nc

en
tra

tio
n (

gl-1 )

0

5

10

15

20

Optical density 

PHB 

Reducing sugar 

Total sugar

 
ภาพที ่17  กำรเพำะเล้ียง A. eutrophus ดว้ยวธีิกำรหมกัแบบก่ึงกะในถงัหมกัขนำด 5 ลิตร 
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ตารางที่ 11   ประสิทธิภำพกำรผลิต PHB จำกน ้ ำยอ่ยแป้งมนัส ำปะหลงัดว้ยกำรหมกัแบบก่ึงกะใน

สภำวะท่ีมีอตัรำส่วนกำรเติมอำหำรต่ำงกนั 
 
 
 
 
 

* Calculated in all periods of Fed-batch fermentation. 
aGram PHB per gram of glucose consumed, bGram PHB per gram of dry cell weight 
 
 
 
 
 
 
 
 

Feeding Ratio PHB concentration (x 10-3 gl-1) Ya
P/S (x 10-3) Qp (x 10-3 gl-1h-1) 

 
3/4* 10.82 1.167 0.225 

    



 

ตารางที ่12  ประสิทธิภำพกำรผลิต PHB  ในสภำวะต่ำงๆ 
 

Substrate Condition Cell conc. 
(gl-1) 

PHB conc. 
(gl-1) 

PHB content 
(%) 

PHB Productivity      
(gl-1h-1)  

Reference 

Glucose R. eutropha NCIMB 11599 
30oC, DO 20%,  1.0 vvm, 950 rpm, pH 
6.7 

208.00 139.00 67.00 3.10 Shang et al. (2003) 

Glucose A.  eutrophus DSM 545 
34 oC, 1.0 vvm, 1000 rpm, pH 6.8 

  75.00 0.15 Sirisansaneekul  and  
Mahasubpaiboon 
(n.d.) 

Maltose and Sucrose A.  latus  DSM 1124 
35 oC, DO 20%, pH 7.0 

32.36 22.68 70.69 0.44 Yu et al. (1999) 

Maple sap A.  latus   
33 oC, DO 30%,  

4.20 3.26 77.00  Yezza et al. (2007) 

Whey Recombinant E.  coli  
Oxygem limitation, pH 7.1 

31.00 25.00 80.00 0.48 Kim (2000) 

Fructose W. eutropha 
DO 30% 

 6.10 43.61  Patwardhan  and  
Srivastsva (2008) 

Strach  hydrolysate 
(flask) 

A. eutrophus TISTR 1095 
30oC, 200 rpm 

2.400 0.162 6.75 0.007 This research 

Strach  hydrolysate  
(5 L  fermentor) 

A. eutrophus TISTR 1095 
30oC, 1.0 vvm, 200 rpm 

0.806 Strach  
hydrolysate  
(5 L  
fermentor) 

A. eutrophus 
TISTR 1095 
30oC, 1.0 
vvm, 200 rpm 

0.806 Strach  hydrolysate  
(5 L  fermentor) 

48 
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ตารางที ่12  ประสิทธิภำพกำรผลิต PHB  ในสภำวะต่ำงๆ (ต่อ) 
 
Substrate Condition Cell conc. 

(gl-1) 
PHB conc. 

(gl-1) 
PHB content 

(%) 
PHB Productivity      

(gl-1h-1)  
Reference 

Strach  hydrolysate 
(flask) 

A. eutrophus TISTR 1095 
30oC, 200 rpm 

2.400 0.162 6.75 0.007 This research 

Strach  hydrolysate  
(5 L  fermentor) 

A. eutrophus TISTR 1095 
30oC, 1.0 vvm, 200 rpm 

0.806 0.021 2.56 0.001 This research 

Strach  hydrolysate  
(5 L  fermentor) 

A. eutrophus TISTR 1095 
30oC, 1.0 vvm, 200 rpm 
(Fed-batch fermentation) 

- 0.011 - 0.002 This research 

 
 
 
 
 
 
 

 

49 


