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บทคัดย่อ 
 

จากรายงานวิจัย ท่ีมีมาก่อนพบว่าแบคทีเรียสังเคราะห์แสงทนเค็ม Rhodobacter 
sphaeroides ES16 สามารถผลิตและสะสม PHA ภายในเซลล์ จึงทําการเพ่ิมผลผลิตของ PHA โดยอาศัย
การศึกษาหาสูตรอาหารและสภาพแวดล้อมท่ีเหมาะสมและการใช้เทคนิคทางพันธุวิศวกรรม เม่ือเปรียบเทียบ
การผลิต PHB จาก R. sphaeroides ES16 กับเชื้อแบคทีเรียอีก 4 สายพันธ์ุ ซ่ึงประกอบด้วย 
Acinetobacter sp., Rhodobacter capsulatus SS3 และสายพันธ์ุกลายของ R. sphaeroides ES16 
สองสายพันธ์ุ คือสายพันธ์ุ N20 และ U7 ในอาหารกลูตาเมท-มาเลท (สูตรอาหาร GM) พบว่าแบคทีเรียสาย
พันธ์ุกลาย N20 ผลิต PHB ได้สูงสุดคิดเป็น 53.94% ของน้ําหนักเซลล์แห้ง รองลงมาคือสายพันธ์ุ U7 
(42.00%) และสายพันธ์ุด้ังเดิม ES16 (19.49%) ตามลําดับ ภายในเวลา 60 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ เม่ือ
ศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมด้วยวิธีการด้ังเดิม โดยใช้เชื้อ R. sphaeroides N20 พบว่าสูตรอาหารท่ี
เหมาะสม คืออาหารกลูตาเมท-อะซิเตท (สูตรอาหาร GA) ประกอบด้วย อะซิเตท 4 กรัมต่อลิตร แอมโมเนียม
ซัลเฟต 0.02 กรัมต่อลิตร อัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่ 6:1 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.1 
กรัมต่อลิตร โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.1 กรัมต่อลิตร และเกลือ NaCl 3% โดยไม่ต้องเติมแร่ธาตุและ
วิตามิน พีเอชเริ่มต้น 7.0 เม่ือเลี้ยงเชื้อท้ัง 3 สายพันธ์ุในสูตรอาหาร GA พบว่า เชื้อ R. sphaeroides N20, 
U7 และ ES16  มีการสะสม PHB สูงสุดท่ี 72.94, 50.03 และ 22.21% ของน้ําหนักเซลล์แห้งตามลําดับ เม่ือ 
ใช้วิธีการทางสถิติ โดยอาศัย central composite design (CCD) ศึกษาอันตรกิริยา (interaction) 
ระหว่างอะซิเตทและแอมโมเนียมซัลเฟตรวมท้ังอุณหภูมิท่ีใช้ในการเลี้ยงเชื้อท้ังสามสายพันธ์ุ พบว่าค่าท่ี
เหมาะสมประกอบด้วย อะซิเตท 3.90, 4.00 และ 3.83 กรัมต่อลิตร แอมโมเนียมซัลเฟต 0.01, 0.02 และ 0.02 
กรัมต่อลิตรและอุณหภูมิ 33.5, 35.0 และ 32.6 องศาเซลเซียสตามลําดับ เม่ือนําค่าเหล่านี้ไปแทนในสมการ
ของ CCD จะได้ค่าทํานายของ PHB เท่ากับ 93.27, 50.11 และ 49.05% ของน้ําหนักเซลล์แห้งตามลําดับ โดย
สายพันธ์ุกลาย  N20 ให้น้ําหนักเซลล์แห้งสูงสุด 8.32 กรัมต่อลิตรและปริมาณ PHB 7.76 กรัมต่อลิตรหลังการ
เลี้ยงเชื้อ 60 ชั่วโมง เม่ือทดสอบ (validate) โดยการเลี้ยงเชื้อท้ัง 3 สายพันธ์ุในฟลาสก์โดยใช้ค่าท่ีเหมาะสม 
พบว่าค่าจากการทดลองมีค่าใกล้เคียงกับค่าท่ีทํานายได้ โดยเชื้อท้ังสามสายพันธ์ุผลิต PHB ได้เท่ากับ 94.09, 
51.51 และ 48.28% ของน้ําหนักเซลล์แห้งตามลําดับ จากนั้นทําการเลี้ยงเชื้อในถังหมักขนาด 5 ลิตรท่ีควบคุม
อัตราการให้อากาศท่ี 1.0 vvm และอัตราการกวนที่ 150 รอบต่อนาทีอีกครั้ง เพ่ือยืนยันค่าท่ีทํานายได้จาก
สมการ พบว่าได้ปริมาณ PHB ท่ีใกล้เคียงกัน โดยสายพันธ์ุ N20 ผลิต PHB สูงสุดถึง 8.76 กรัมต่อลิตร คิดเป็น 
95.4% ของน้ําหนักเซลล์แห้ง แสดงว่าสมการท่ีได้จากวิธีการทางสถิติสามารถทํานายผลท่ีจะเกิดขึ้นได้จริง เม่ือ
ศึกษาผลของสภาวะแวดล้อมต่อการผลิต PHB ของเชื้อสายพันธ์ุ N20 พบว่า ค่าพีเอชท่ีเหมาะสม คือพีเอช 7.0 
การควบคุมพีเอช (ท่ีพีเอช 7.0) ให้ค่า PHB เพ่ิมขึ้นเล็กน้อย อัตราการให้อากาศท่ีเหมาะสมคือ 1.0 vvm อัตรา
การกวนท่ีเหมาะสมคือ 150 รอบต่อนาที เชื้อให้ค่า PHB สูงสุดถึง 8.29±0.20 กรัมต่อลิตร คิดเป็น 94.68% 
ของน้ําหนักเซลล์แห้ง 

เม่ือศึกษาการเพ่ิมผลผลิต PHB ด้วยเทคนิคพันธุวิศวกรรมโดยใช้แบคทีเรียสังเคราะห์แสง
สายพันธ์ุด้ังเดิมท่ีเลี้ยงในสูตรอาหาร GA ทําการโคลน (clone) ยีน PHA synthase (phaCRs) จาก R. 
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sphaeroides ES16 ศึกษาคุณลักษณะและให้แสดงออกในชิ้นส่วนดีเอ็นเอของยีน phaCRsขนาด 1.769 กิโล
เบส ผลการวิเคราะห์ลําดับเบสแสดงว่ายีนท่ีได้เหมือนกับยีน phaC จาก R. sphaeroides RV ถึง 99% และ
เม่ือนําไปศึกษาการแสดงออกของยีนในเชื้อ Ralstonia eutropha PHB-4 และ Psuedomonas putida 
GPp 104 ซ่ึงเป็นสายพันธ์ุกลายท่ีไม่สามารถผลิต PHA ได้ พบว่าเชื้อท้ังสองชนิดผลิตและสะสม PHA ใน
ปริมาณ 3-38% ของน้ําหนักเซลล์แห้งซ่ึงสูงกว่าปริมาณ PHA ของ R. sphaeroides ES16 (2-30% ของ
น้ําหนักเซลล์แห้ง) นอกจากนี้ในเชื้อ R. sphaeroides ES16 และลูกผสมของเชื้อนี้ท่ีมี pBBR1-
MCS2::phaCRs gene อยู่ ยังพบการสะสมของ               พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสายยาวหรือโคพอลิ
เมอร์ เช่น พอลิไฮดรอกซีบิวทิวเรต-โค-         พอลิไฮดรอกซีวาเลอเรต-โค-พอลีไฮดรอกซีเฮกซาโนเอต 
(3HB-co-3HV-co-3HHx) หรือ         ออกทาโนเอต (3HB-co-3HV-co-3HO)  ในสูตรอาหาร GA ท่ีมีการ
แทนท่ีอะซิเตทด้วยเฮกซาโนเอต หรือ ออกทาโนเอต ตามลําดับ อย่างไรก็ตามไม่พบการสะสมท้ัง PHB หรือ 
PHA ในระดับท่ีมีความสําคัญในเชื้อ Escherichia coli S17-1 ท่ีมียีน phaCRs ถึงแม้จะตรวจพบว่ามีกิจกรรม
ของเอนไซม์ PHA synthase ก็ตาม สําหรับ sequence ของ 16S rDNA และยีน PHA synthase ได้จัดเก็บ
ไว้ในฐานข้อมูล GenBank หมายเลขอ้างอิง AY945501 และ AY945500 ตามลําดับ 

จากการศึกษาความเป็นไปได้ในการใช้น้ําเสียและน้ําเสียท่ีผ่านการบําบัดจากโรงงานน้ํามัน
ปาล์ม  2 โรงงานเป็นแหล่งของสารอาหารเพื่อผลิต PHA และโคพอลิเมอร์ จาก R. sphaeroides N20 
และ U7 พบว่า แหล่งนํ้าเสียท่ีเหมาะสมที่สุดในการเลี้ยงเชื้อและผลิต PHA คือน้ําเสียท่ีผ่านการบําบัดแบบไร้
อากาศจากโรงงานไทยทาโลว์ แอนด์ ออยด์ สภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิต PHA คือการเจือจางน้ําเสียจากบ่อ
บําบัดไร้อากาศ 25% (ค่าซีโอดี 18,000 มิลลิกรัมต่อลิตร) เลี้ยงเชื้อภายใต้สภาวะไร้อากาศ-มีแสง (ใช้
แสงอาทิตย์) และไม่มีกระบวนการฆ่าเชื้อน้ําเสียดังกล่าว พบว่าสายพันธ์ุ N20 มีการเจริญดี ให้น้ําหนักเซลล์
แห้ง 8.00 กรัมต่อลิตร และผลิต PHB ได้สูงสุด 6.85 กรัมต่อลิตร คิดเป็น 85.6% ของน้ําหนักเซลล์แห้ง ส่วน
การเลี้ยงเชื้อในแหล่งน้ําเสียเจือจาง 25% ท่ีมีการเติมกรดวาเลอริค 40 มิลลิโมลาร์เป็นแหล่งคาร์บอนสําหรับ
การผลิต PHBV ภายใต้สภาวะดังกล่าวข้างต้น พบว่าสายพันธ์ุ U7 ให้การเจริญสูงสุด (3.10 กรัมต่อลิตร) และ
ผลิต PHBV สูงสุด (0.27 กรัมต่อลิตร) คิดเป็น 85% ของน้ําหนักเซลล์แห้ง เม่ือวิเคราะห์องค์ประกอบของ       
พอลิเมอร์ภายในเซลล์ พบว่าโคพอลิเมอร์ประกอบด้วย HB 30.05% และ HV 69.95% 

จากการศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพของพอลิเมอร์ท่ีผลิตได้จากเชื้อสายพันธ์ุกลายท้ังสอง
สายพันธ์ุ พบว่าผลึกของพอลิเมอร์มีขนาดประมาณ 0.5-1.0 ไมโครเมตร สําหรับพอลิเมอร์จาก R. 
sphaeroides N20 ท่ีเลี้ยงในอาหารสังเคราะห์ท่ีเหมาะสม จัดเป็นพอลิเมอร์ประเภท PHB ท่ีมีค่าอุณหภูมิ
หลอมเหลว 164-165 องศาเซลเซียส อุณหภูมิเปลี่ยนสภาพแก้ว 5-7.6 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิการเกิด
ผลึก 92-96 องศาเซลเซียส มีความเป็นผลึก 55.52% น้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอร์ท่ีได้มีค่า 400,000 ดาลตัน 
(Da) สําหรับพอลิเมอร์ท่ีผลิตจาก R. sphaeroides U7 ท่ีใช้น้ําเสียท่ีผ่านการบําบัดแบบไร้อากาศและมีการ
เติมกรดวาเลอริค 40 มิลลิโมลาร์ เป็นแหล่งอาหาร พบว่าเป็น         พอลิเมอร์ประเภท PHBV ท่ีมีค่าอุณหภูมิ
หลอมเหลวเท่ากับ 162 องศาเซลเซียส อุณหภูมิเปลี่ยนสภาพแก้ว -1.0 องศาเซลเซียส อุณหภูมิการเกิดผลึก 
96.4 องศาเซลเซียส มีความเป็นผลึก 66.43%น้ําหนักโมเลกุลของ PHBV ท่ีได้มีค่า 230,000 ดาลตัน 
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