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5. บทคัดย่อ 
โพลีเมอร์ชีวภาพชนิดโพลีเบต้าไฮดรอคซีบิวไทเรต (Poly--hydroxybutyrate) เป็นโพลีเมอร์ที่เกิด

จากการสะสมสารประกอบคาร์บอนส าหรับใช้เป็นแหล่งคาร์บอนหรือแหล่งพลังงานส ารองภายในแกรนูลของ
เซลล์จุลินทรีย์หรือไซยาโนแบคทีเรีย อันเนื่องมาจากสภาวะที่ไม่สมดุลของสารอาหารหรือสภาวะที่ไม่เหมาะสม
ต่อการด ารงชีพของเซลล์ การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาการผลิตโพลีเมอร์ชีวภาพจากจุลินทรีย์เพ่ือ
เป็นวัตถุดิบในการน าไปพัฒนาเป็นพลาสติกชีวภาพ โดยท าการเก็บตัวอย่างไซยาโนแบคทีเรียจากแหล่งน้ า
ธรรมชาติโดยใช้ตาข่ายแพลงก์ตอนที่มีขนาดตา 20 ไมโครเมตร และการเก็บตัวอย่างจากรากคอรัลลอยด์ของ
ปรง แล้วน ามาคัดแยกโดยใช้ไมโครปิเปตภายใต้กล้องจุลทรรศน์  เพ่ือให้ได้เป็นสายพันธุ์บริสุทธิ์ ไซยาโน
แบคทีเรียที่คัดแยกจนได้สายพันธุ์ที่บริสุทธิ์ เมื่อน ามาตรวจสอบปริมาณการสะสมของโพลีเมอร์ชีวภาพไว้
ภายในเซลล์ด้วยการย้อมสีซูดานแบลคบี พบว่าไอโซเลท SM6-3 เป็นสายพันธุ์ที่คัดแยกได้จากรากคอรัลลอยด์
ของปรงในสวนสมเด็จ พระนางเจ้าสิริกิติ์ฯ กรุงเทพมหานคร มีปริมาณโพลีเมอร์สะสมในเซลล์สูงที่สุดเนื่องจาก
ย้อมติดสีน้ าเงินเข้มทั่วทั้งเซลล์ จากการเปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบว่าเป็นไซยาโนแบคทีเรียใน
กลุ่มของ Nostoc sp. เมื่อน าไปเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว BG-11 สูตรปกติและสูตรที่ไม่เติมไนโตรเจน (N2-free 
medium)  ใช้แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนต์และแสงแดดที่มีการเติมอากาศอย่างต่อเนื่อง ผลการทดลองพบว่า
อาหารเหลวทั้งสองสูตรไม่มีผลต่อการเจริญเติบโตของไอโซเลท SM6-3 แต่การเพาะเลี้ยงโดยใช้แสงแดดจะมี
การเจริญเติบโตได้เร็วกว่าแสงจากหลอดฟลูออเรสเซนส์ โดยมีอัตราการเจริญเติบโตสูงที่สุดเท่ากับ 9.96 x 106 
เซลล์ต่อมิลลิลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 18 วัน ได้ผลผลิตชีวมวลเท่ากับ 1.69 กรัมต่อลิตร เมื่อท าการเก็บ



เกี่ยวเซลล์ด้วยวิธีการปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องแยกกากอัตโนมัติแล้วน าชีวมวลมาสกัดโพลีเมอร์ชีวภาพออกจาก
เซลล์และหาปริมาณโพลีเบต้าไฮดรอคซีบิวไทเรต (Poly--hydroxybutyrate, PHB) โดยการใช้ปฏิกิริยา  
Acid hydrolysis และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 235 นาโนเมตร พบว่ามีปริมาณโพลีเบต้าไฮดรอค
ซีบิวไทเรต (PHB) เท่ากับ 0.33 กรัมต่อลิตร ซึ่งมีปริมาณที่สูงกว่าเพาะเลี้ยงด้วยอาหาร BG-11 สูตรปกต ิ 
ค าหลัก: ไซยาโนแบคทีเรีย การคัดแยก การเพาะเลี้ยง โพลีเบต้าไฮดรอคซีบิวไทเรต 

Abstract 
Poly--hydroxybutyrate (PHB) is a type of the PHA family of polyesters. PHB has been 

detected in Cyanobacteria such as Spirulina sp., Nostoc sp., or Oscillatoria sp. This research 
work aims to collect Cyanobacteria from the samples of natural water basin and Corralloid 
roots of Cycas sp. investigates of biopolymer production of Cyanobacteria as raw material for 
biodegradable polymer production. Firstly, Cyanobacteria samples were collected from 
natural water basin using plankton net and Corralloid roots of Cycad. Then, they were 
isolated by observation of their cells under microscopes. The isolated of SM6-3 was collected 
from Corralloid roots of Cycas sp. of Queen Sirikit Park in Bangkok, Thailand. This isolate was 
identified as Nostoc sp. by Morphology. However, this strain showed a large of polyester’s 
droplets stained with Sudan Black B. Thus, this strain was selected to cultivate in BG-11 
culture medium under indoor and outdoor cultivation with continues aeration. The results 
revealed that BG-11 that lack of nitrogen (N2-free medium) under outdoor condition was 
suitable for biopolymer production. The cell of Cyanobacteria was reached a maximum 
growth of 9.96 x 106 cell ml-1 within 18 days cultivation and the maximum biomass was           
1.69 gL-1. After harvesting by centrifugal technique by using a high performance self-cleaning 
Separator, the biomass was extracted by Acid hydrolysis technique. Total PHB was presented 
at 0.33 gL-1. It was higher than cultivated with the normal BG-11 medium. 
Keywords: Cyanobacteria, Isolation, Cultivation, Poly--hydroxybutyrate 

 
6. ค าน า                                  

จากสถานการณ์ภาวะโลกร้อน (Global Warming) ที่ส่งผลกระทบในวงกว้างทั้งในระดับโลกและ
ระดับภูมิภาค ไม่ว่าจะเป็นภัยธรรมชาติ และการเปลี่ยนแปลงระบบนิเวศ รวมถึงปัญหาการแพร่ระบาดของ
โรคต่างๆ นั้นพบว่าปัจจัยหลักที่ก่อให้เกิดปัญหาโลกร้อน คือการปล่อยก๊าซเรือนกระจกจากการเผาไหม้
เชื้อเพลิงปิโตรเลียม การขนส่ง และกระบวนการผลิตในโรงงานอุตสาหกรรมต่างๆ เป็นต้น อนึ่ง ในปัจจุบัน
นี้โลกก าลังเผชิญกับภาวะขาดแคลนปิโตรเลียม ไมเพียงพอตอความตองการของตลาดและมีราคาสูงขึ้น
เรื่อยๆ จึงส่งผลกระทบโดยตรงต่ออุตสาหกรรมการผลิตพลาสติกจากปิโตรเคมี จึงท าให้แนวคิดในการผลิต



สารโพลีเมอร Polymers) จากสิ่งมีชีวิตในธรรมชาติ ไม่ว่าจะเป็นพืช หรือเชื้อจุลินทรีย์ ขึ้นมาทดแทนการ
ใช้ปโตรเคมี (petrochemicals) เพ่ือน ามาใชผลิตเป็นพลาสติกที่สามารถยอยสลายได้ ก าลังเปนที่สนใจ
ของอุตสาหกรรมพลาสติกเป็นอย่างมาก ผนวกกับปัจจุบันนี้ผูบริโภคได้ตระหนักถึงปัญหาดังกล่าวและให
ความส าคัญกับการอนุรักษสิ่งแวดลอมมากขึ้น จึงท าให้การคิดค้นกระบวนการใหม่และการสร้างนวัตกรรม
อย่างครบวงจรภายในเวลาอันรวดเร็วเป็นสิ่งหนึ่งที่ทุกประเทศจ าเป็นต้องเร่งด าเนินการ เพราะนอกจากจะ
หมายถึงการรักษาสิ่งแวดล้อมที่ดีของประเทศของตนแล้ว ยังหมายถึงโอกาสในการแข่งขันทางเทคโนโลยี 
ที่จะเชื่อมไปสู่เศรษฐกิจการค้าระหว่างประเทศด้วย  

ความตื่นตัวด้านพลาสติกย่อยสลายได้ทางชีวภาพทั้งด้านนโยบายการวิจัยและพัฒนาอุตสาหกรรม
และการสร้างผลิตภัณฑ์เพ่ือเร่งรัดให้เกิดการทดแทนพลาสติกทั่วไปนั้น เป็นไปอย่างรวดเร็วและมีข้ันตอนที่
มีทิศทางอย่างชัดเจนส่วนใหญ่จะอยู่ในกลุ่มประเทศที่พัฒนาแล้วในยุโป  สหรัฐอเมริกา รวมทั้งญี่ปุ่น          
โดยสามารถผลิตเม็ดพลาสติกย่อยสลายทางชีวภาพในระดับอุตสาหกรรมแล้ว เช่นบริษัท Natureworks 
(สหรัฐอเมริกา) ใช้ข้าวโพดเป็นวัตถุดิบในการผลิตกรดแลคติกและ PLA บริษัท Metabolix, Inc. 
(สหรัฐอเมริกา) สามารถผลิต PHAs ในระดับน าร่องและอยู่ระหว่างการสร้างโรงงานผลิต PHAs แห่งแรก
ในระดับอุตสาหกรรม โดยร่วมกับบริษัท ADM (สหรัฐอเมริกา) ในระดับนโยบายนั้นสหรัฐอเมริกาได้
ตั้งเป้าหมายที่จะให้มีการใช้ผลิตภัณฑ์มวลชีวภาพจากปริมาณร้อยละ 5 ในปี ค.ศ. 2002 เพ่ิมเป็นร้อยละ 
12 ในปี ค.ศ. 2010 และร้อยละ 20 ในปี ค.ศ. 2030  พลาสติกย่อยสลายได้ทางชีวภาพเป็นหัวข้อที่มีการ
พูดถึงกันอย่างกว้างขวางและเป็นประเด็นหลักในการพัฒนาวัสดุส าหรับการใช้งานในอนาคตอันใกล้ซึ่งแบ่ง
ตามแหล่งก าเนิดวัตถุดิบได้ 2 ประเภทคือพลาสติกย่อยสลายได้ทางชีวภาพที่ผลิตจากผลิตภัณฑ์ปิโตรเคมี
และพลาสติกย่อยสลายได้ทางชีวภาพที่ผลิตจากวัตถุดิบมวลชีวภาพปัจจุบันพลาสติกประเภทหลังก าลัง
ได้รับความสนใจเป็นอย่างยิ่งโดยนักวิทยาศาสตร์ตลอดจนนักธุรกิจและอุตสาหกรรมที่เก่ียวข้องก าลังตื่นตัว
ในการคิดค้นหาวัตถุดิบมวลชีวภาพ (biomass) ในการผลิตพลาสติกชนิดใหม่เช่นกลุ่มโพลีแลคติก (PLA) 
หรือโพลีแลคไทด์กลุ่มโพลีไฮดรอกซีอัลคาโนเอท (PHAs) และกลุ่มโพลีไฮดรอกซีบิวไทเรต (PHB) เป็นต้น
เพ่ือรองรับมาตรการหรือนโยบายในการจัดการด้านสิ่งแวดล้อม และแนวโน้มการค้าขายสินค้าอุปโภค
บริโภคท่ีเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อมที่สูงข้ึน 

กลุ่มจุลินทรีย์เป็นอีกชีวมวลอีกแหล่งหนึ่งที่ก าลังเป็นที่น่าสนใจของนักวิจัย และมีการศึกษา
ค้นคว้าวิจัยกันอย่างกว้างขวางในปัจจุบันโดยพบว่าโพลีเมอร์กลุ่ม Poly--hydroxybutyrate (PHB) เป็น
ส่วนประกอบที่พบในเซลล์ชั้นในของสิ่งมีชีวิตในกลุ่มโปรคาริโอตเป็นส่วนใหญ่ ซึ่งคุณสมบัติที่ส าคัญของ  
PHB คือมีความสามารถทนความร้อนได้สูงไม่ละลายน้ าและสามารถย่อยสลายได้ส่วนใหญ่ผลิตได้จาก
กระบวนการหมักจากแบคทีเรียไซยาโนแบคทีเรีย หรือที่รู้จักกันในชื่อสาหร่ายสีเขียวแกมน้ าเงิน (blue-
green algae) เป็นอีกหนึ่งกลุ่มสิ่งมีชีวิตที่มีการสะสมโพลีเมอร์ชีวภาพชนิดนี้ไว้ภายในเซลล์เช่นเดียวกัน 

ทบทวนวรรณกรรมและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 



พลาสติกชีวภาพ (Bioplastic) หมายถึง พลาสติกย่อยสลายได้ทางชีวภาพที่มีส่วนประกอบส าคัญ
อย่างน้อยหนึ่งชนิดเป็นโพลีเมอร์ชีวภาพ และวัตถุดิบที่ใช้ในการผลิตทั้งหมดหรือบางส่วนเป็นวัตถุดิบที่
สามารถผลิตหรือปลูกขึ้นใหม่ทดแทนได้ (Renewable raw materials) เช่น อ้อย มันส าปะหลัง ข้าวโพด 
เป็นต้น พืชดังกล่าวมีส่วนประกอบของแป้ง น้ าตาล และเส้นใยซึ่งใช้เป็นองค์ประกอบหลักในการน ามาผลิต
เป็นพลาสติกชีวภาพได้โดยใชกระบวนการผลิตทางเทคโนโลยีชีวภาพ (biotechnology) หรือ กระบวนการ
หมัก (fermentation) ผนวกกับเทคโนโลยีดานเคมีระดับสูง เช่นกระบวนการสังเคราะห์ และกระบวนการ
ขึ้นรูป เป็นต้น นอกจากนี้พลาสติกชีวภาพยังมีคุณสมบัติที่สามารถแตกสลายทางชีวภาพ (biodegradable) 
ได้อยางสมบูรณในธรรมชาติ  โดยจะถูกจุลินทรียในธรรมชาติใชเปนอาหารและยอยสลายได้  พลาสติก
ชีวภาพกอใหเกิดการปลดปลอยกาซเรือนกระจกในปริมาณที่นอยกวาพลาสติกทั่วไปไมต่ ากวารอยละ 20 
ทั้งนี้สมาคม European Bioplastics ไดท าการศึกษาก าลังการผลิตพลาสติกชีวภาพทั่วโลก ดังแสดงใน 
Figure 1 โดยในป พ.ศ. 2552 มีก าลังการผลิตพลาสติกชีวภาพรวมประมาณ 440,000 ตัน และจะเติบโตขึ้น
เปนประมาณ 1.47 ลานตัน ในป พ.ศ. 2556 คิดเปนการเติบโตรอยละ 35 ตอป 

นอกจากนี้  European Polysaccharide Network of Excellence (EPNOE) และ European 
Bioplastics ไดมีการประมาณการวาก าลังการผลิตของพลาสติกชีวภาพในป พ.ศ. 2550 ทั่วโลกมีก าลังการ
ผลิตพลาสติกชีวภาพประมาณ 360,000 ตัน และจากการประกาศการเพ่ิมก าลังการผลิตและโรงงานที่จะเกิดขึ้ 
นใหม ท าใหคาดวาก าลังการผลิตพลาสติกชีวภาพจะเติบโตเปน 2.32 ลานตัน และ 3.45 ลานตัน ในป พ.ศ. 
2556 และป พ.ศ. 2563 ตามล าดับ คิดเปนรอยละ 36  ตอป (พ.ศ. 2550-2556) และรอยละ 6 ตอป (พ.ศ. 
2556-2563) ตามล าดับ ซึ่งนับวา คอนขางสูง โดยคิดเปนอัตราสวนของพลาสติกชีวภาพแตละชนิดดังแสดง 
ใน Figure 2 จะเห็นวาพลาสติกชีวภาพที่ผลิตกันมากที่สุดในปจจุบัน คือ พลาสติกจากแปง โดยมีสัดสวนรอย
ละ 40 รองลงมา คือ PLA มีสัดสวนใกลเคียงกันคือ   รอยละ 39 แตคาดการณวาในอนาคตประเภทพลาสติก
ชีวภาพที่ผลิตจะมีความหลากหลายเพ่ิมมากข้ึน โดยเฉพาะ   โพลีเอทิลีนที่ผลิตจากวัตถุดิบชีวมวล ก าลังมี
การกอสรางโรงงานที่ประเทศบราซิล และ PHA ที่จะมีการเพ่ิมก าลังการผลิตทั้งจากโรงงานเดิมและมีโรงงานที่
เกิดขึ้นใหม ่



 
Figure 1 Capacity of Bio-plastic production from 2006 to 2013 

 

 

Figure 2 Capacity of emerging bio-base plastic by resin types, 2008 and 2021  
Other = Cellulose Film, PTT, Nylon and Polyurethane 

Source: Pro-Bip 2009, commissioned by EPNOE and European Bioplastics, Utrecht University 
ปัจจุบันพลาสติกยอยสลายไดทางชีวภาพ แบงตามแหลงก าเนิดวัตถุดิบได 2 ประเภท คือ 

1. พลาสติ กยอยสลายไดทางชี วภ าพ จากผลิ ตภัณ ฑ ป โตรเค มี  (petroleum-based 
biodegradable plastics) ได้แก่ Polycaprolactone, Polyvinyl alcohol เป็นต้น 



2. พลาสติกยอยสลายไดทางชีวภาพจากวัตถุดิบมวลชีวภาพ (bio-based biodegradable 
plastics) ได้ แก่  วัสดุที่ ม าจากแหลงธรรมชาติ  เช่น  กลุ ม โพลี ไฮดรอกซี อัลคาโน เอท 
(Polyhydroxyalkanoates, PHAs) ซึ่งเชื้อจุลินทรียผลิตและสะสมเอาไวในเซลล์ และ วัสดุที่ได
จากการสั งเคราะห มักจะเกิดจากผลผลิตของกระบวนการหมัก ( fermentation) เช่น
สารประกอบโปรตีน หรือเพคติน ที่สามารถจะพัฒนาตอไปเปนสารโพลีเมอร รวมทั้งสาร 
polylactic acid (PLA) ซึ่งไดจากกระบวนการPolymerization) ของ กรดแลคติค 
ซึ่งในปจจุบันพลาสติกยอยสลายไดทางชีวภาพที่ได้จากวัตถุดิบมวลชีวภาพ ก าลังไดรับความสนใจเป

นอยางยิ่งโดยนักวิทยาศาสตรตลอดจนนักธุรกิจและอุตสาหกรรมที่เกี่ยวของ ก าลังตื่นตัวในการคิดคนหา
วัตถุดิบมวลชีวภาพ (Biomass) ในการผลิตพลาสติกชนิดใหม เชน โพลีแลคติก แอสิด (Polylactic Acid, 
PLA) หรือโพลีแลคไทด Polylactide) และ กลุมโพลีไฮดรอกซีอัลคาโนเอท (Polyhydroxyalkanoates, 
PHAs) ฯลฯ เพ่ือรองรับมาตรการและนโยบายในการจัดการ ดานการรักษาสิ่งแวดลอม พรอมทั้งแนวโน
มการคาขายสินคาอุปโภคบริโภคท่ีเปนมิตรตอสิ่งแวดลอม  
กระบวนการผลิตพลาสติกชีวภาพ สามารถแบ่งออกเป็นกลุ่มเทคโนโลยีได้ 3 กลุ่มเทคโนโลยี คือ  

1. เทคโนโลยีต้นน้ า ได้แก่ การเตรียมวัตถุดิบ กระบวนการหมัก (Fermentation) ด้วย
เทคโนโลยีชีวภาพ  

2. เทคโนโลยีกลางน้ า ได้แก่ กระบวนการโพลีเมอไรเซชั่น (Polymerization)  
3. เทคโนโลยีปลายน้ า ได้แก่ กระบวนการคอมพาวดิ้ง (Compounding) หรือกระบวนการขึ้นรูป 

กระบวนการหมัก (Fermentation) โดยใชเทคโนโลยีชีวภาพ 
1. การเตรียมน้ าตาล โดยเริ่มตนจากการบดหรือโมผลผลิตทางการเกษตรโดยใหละเอียดเปนแปง 

จากนั้นท าการยอยแปงใหเปนน้ าตาลโดยกระบวนการไฮโดรไลซิสที่มีเอนไซม หรือกรดเปนตัว                
เรงปฏิกิริยา 

2. การเตรียมโมโนเมอร โดยการน าน้ าตาลไปหมักดวยจุลินทรียที่เหมาะสมเพ่ือผลิตโมโนเมอร   
3. การเตรียมโพลี เมอร เชน ในกรณีของ PHAs เปนกระบวนการหมักโดยตรงจากน้ าตาลดวย                 

จุลินทรียที่สามารถเปลี่ยนโครงสรางทางเคมีของน้ าตาลไปเปนโพลีเมอรโดยจะผลิตเก็บไวภายในเซลล 
กระบวนการโพลีเมอไรเซช่ัน (Polymerization) 

เป็นกระบวนการสังเคราะหโพลีเมอรจากโมโนเมอรซึ่งเกิดปฏิกิริยาเคมีแลวเชื่อมตอกันเปนสายยาว   
ภายใตสภาวะตางๆ เชน ตัวเรงปฏิกิริยา อุณหภูมิ ความดัน ซึ่งปฏิกิริยาเคมีในกระบวนการโพลีเมอไรเซชั่น ไดแก 

1. ปฏิกิริยาการควบแนน (condensation) : โมโนเมอรมีสวนที่ไวตอปฏิกิริยาที่ปลายทั้งสองเมื่อท า
ปฏิกิริยากันแลวจะเกิดการเชื่อมตอกันเปนสายยาว 

2. ปฏิกิริยาการเติม (addition) : โมโนเมอรมีพันธะคูอยูในโครงสราง เมื่อเกิดปฏิกิริยาพันธะคูจะ       
เปดออก แลวจึงเชื่อมตอเปนสายยาว 

3. ปฏิกิริยาการเปดวง (ring-opening): มอนอเมอรมีโครงสรางเปนวงแหวน เมื่อเกิดปฏิกิริยาจะเกิด
การเปด วงแลวจึงเชื่อมตอเปนสายยาว 



 
 

กระบวนการคอมพาวดิ้ง (Compounding)  
 เปนเทคโนโลยีที่ส าคัญและจ าเปนในการปรับสมบัติทางกายภาพและทางกลใหพลาสติกยอยสลายได

ทางชีวภาพแสดงปรากฏการณการไหลและการกอตัวไดดี รวมทั้งมีความยืดหยุน แกปญหาเรื่องความเปราะบาง 
เพ่ือใหเขาใกลกับสมบัติเดนของพลาสติกที่มาจากปโตรเคมีที่เราคุนเคยกันดี โดยเฉพาะใหใกลเคียงกับโพลี             
เอทธิลีนหรือโพลีโพรพิลีนใหมากที่สุด โดยการผสมกับโพลีเมอรชนิดอ่ืนหรือการเติมสารเติมแตง เชน พลาสติ 
ไซเซอร สารชวยผสม (compatibilizer) ฟลเลอร สารเสริมแรง (reinforcing agent) สารกอผลึก 
(nucleating agent) เปนตน Khanna และ Srivastava (2005) ได้ศึกษาการเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์โดยใช้
แหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ เช่น น้ าตาลซูโครส น้ าตาลฟรุกโตส น้ าตาลกลูโคส กรดแลกติก กากน้ าตาล               
กลีเซอรอล กรดอะซิติก ไซโลส กรดโปรไพโอนิก แป้ง และน้ าตาลแลคโตสพบว่าน้ าตาลฟรุคโตส เป็นแหล่ง
คาร์บอนนที่ท าให้เชื้อจุลินทรีย์ Ralstonia eutropha สามารถผลิต PHAs ได้สูงสุด Stein buchyl (1991)           
ได้ศึกษาการผลิต PHAs จากจุลินทรีย์สายพันธุ์ต่างๆ สายพันธุ์ที่ต่างกันจะมีศักยภาพในการผลิต PHAs               
ได้ต่างกัน ซึ่งมีองค์ประกอบของ PHAs ที่แตกต่างกันด้วย และผลการทดลองของ Timm และคณะในปี ค.ศ. 
1990 ก็ให้ผลการทดลองเช่นเดียวกัน  การผลิต PHAs มักจะผลิตที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเป็น           
กรด-ด่าง 7.0 สภาวะดังกล่าวอาจเหมาะสมกับการผลิต PHAs ของจุลินทรีย์โดยส่วนใหญ่ อย่างไรก็ตามงานวิจัย
ส่วนใหญ่ยังพัฒนาอยู่ในระดับห้องปฏิบัติการ ดังนั้นหากได้รับการสนับสนุนจากทุกองค์กรทั้งในภาครัฐและ
ภาคเอกชนในการผลักดันให้เกิดการพัฒนาองค์ความรู้และพัฒนาเทคโนโลยีเพ่ือน าไปสู่การสนับสนุนให้เกิด
ธุรกิจการค้าและสอดคล้องกับนโยบายการอนุรักษ์สิ่งแวดล้อม งานวิจัยในครั้งนี้มุ่งที่จะศึกษา คัดแยก และ
คัดเลือกจุลินทรีย์ หรือ ไซยาโนแบคทีเรียที่มีศักยภาพในการสะสมโพลีเมอร์ไว้ในเซลล์ ตลอดจนศึกษาสภาวะที่
เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเพ่ือให้ได้ชีวมวลสูง เพ่ือใช้เป็นวัตถุดิบตั้งต้นในการสกัดใช้เป็นโพลีเมอร์ชีวภาพต่อไป 

 
7. วิธีด าเนินการ     

เครื่องมือ วัสดุ และ อุปกรณ  

- หม้อนึ่งฆ่าเชื้ออัดความดัน 
- ตาข่ายแพลงก์ตอน ขนาด 45 ไมโครเมตร 
- เครื่องวัดอุณหภูมิ  
- เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่างของน้ า 
- กล้องจุลทรรศน์  
- เครื่องดูดจ่ายสารเคมีอัตโนมัติ (Auto-pipette) 
- หลอดฟลูออเรสเซนส์ 
- เครื่องชั่งละเอียด 4 ต าแหน่ง 



- เครื่องวัดความเข้มของแสง 
- ปั๊มอากาศ 
- เครื่องวัดจ านวนเซลล์ (Haemacytometer) 
- เครื่องเขย่า  
- เครื่องปั่นผสม 
- อ่างควบคุมอุณหภูมิ 
- ตู้อบ 
- เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 
- เครื่องกวนสารแบบให้ความร้อน 
- หลอดทดลองและเครื่องแก้วขนาดต่างๆ 
- เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ 
- ชุดกรองอากาศ PTFE ขนาด 0.45 µm 
- อุปกรณ์เขี่ยเชื้อ (loop) 
- สายยางซิลิโคน 
- ข้อต่อ สามทาง และตัวปรับความเร็วลม 
- เครื่องตั้งเวลาอัตโนมัติ 
- ขวดน้ ากลั่น  
- แผ่นสไลด์เรียบและแผ่นสไลด์หลุม   
- เข็มเขี่ยเชื้อ     
- ไมโครปิเปต     
- จานเพาะเลี้ยงเชื้อ    

 
 สารเคมี   

- สารเคมีส าหรับเพาะเลี้ยงเซลล์ ได้แก่ KNO3, MnCl2, Citric acid, K2HPO4, ZnSO4,  H3BO3, 
MgSO4, CuSO4, KOH, CaCl2, CoCl2, HCl Na2MoO4, Fe citrate เป็นต้น   

- สารเคมีส าหรับการเก็บรักษาเซลล์ ได้แก่ Dimethyl sulfoxide (DMSO) 
- สารเคมีส าหรับสกัดโพลีเมอร์ ได้แก่ เมทานอล, กรดซัลฟูริก, เฮกเซน เอทานอล  อะซิโตไนไตร 

เตตระฟูแรน คลอโรฟอร์ม, Nigrosin, Sudan Black B, Xylene เป็นต้น   
 

วิธีการ  

1. การเก็บตัวอย่างและคัดแยกเชื้อไซยาโนแบคทีเรีย  
1.1 การเก็บตัวอย่างจากแหล่งน้ าธรรมชาติ 



 การทดลองในครั้งนี้ได้ด าเนินการเก็บตัวอย่างจากแหล่งน้ าธรรมชาติที่เจริญและลอยอยู่ใน
ผิวน้ าโดยใช้อุปกรณ์ที่ เรียกว่าตาข่ายแพลงก์ตอนขนาด 20 ไมโครเมตร ที่ปลายตาข่ายจะมี
กระบอกส าหรับเก็บตัวอย่างเซลล์ไซยาโนแบคทีเรีย วิธีการใช้งานตาข่ายแพลงก์ตอน ให้ใช้มือที่ไม่
ถนัดจับที่ปลายเชือก ส่วนมือที่ถนัดให้จับตาข่ายแพลงก์ตอนโยนไปในบริเวณตัวแทนของแหล่งน้ าที ่
ต้องการเก็บตัวอย่าง เก็บตัวอย่างน้ าลงในภาชนะเก็บตัวอย่างขนาด 250 มิลลิเมตร แช่เย็นไว้ใน
ภาชนะบรรจุน้ าแข็งที่เตรียมไว้เพ่ือน ามาเพาะเลี้ยงเพ่ิมจ านวนเซลล์ให้ห้องปฏิบัติการต่อไป  

1.2 การเก็บตัวอย่างจากรากปรง  
 การทดลองในครั้งนี้ได้ด าเนินการเก็บรวบรวมรากคอรัลลอยด์ซึ่งเป็นรากของต้นปรงที่เจริญ
ขึ้นมาเหนือผิวดิน น ามาล้างท าความสะอาดด้วยน้ ายาฆ่าเชื้อ แล้วน าส่วนปลายราก (Root tip) 
ของรากคอรัลลอยด์มาผ่าออกตามแนวขวาง ใช้เข็มเขี่ยเชื้อขูดเอาส่วนที่ เป็นสีเขียวบริเวณ 
Cyanobacterial zone ด้วยเทคนิคที่ปลอดเชื้อ แล้วน าไปเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร BG-11 เพ่ือ
ขยายจ านวนเซลล์ไซยาโนแบคทีเรีย     
 

1.3 การเพิ่มจ านวนตัวอย่างเซลล ไซยาโนแบคทีเรีย 
 การทดลองนี้ใช้อาหารเหลวสูตร BG-11 ซึ่งเป็นอาหารสูตรมาตรฐานส าหรับเพาะเลี้ยงไซยาโน
แบคทีเรีย โดยน าชุดตัวอย่างจากข้อ 1.1 และ 1.2 มาเพาะเลี้ยงในฟลาสก์ขนาด 500 มิลลิลิตร                
ที่มีอาหารสูตร BG-11 ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วปริมาตร 250 มิลลิลิตร ให้อากาศที่ผ่านการกรองจากปั๊ม
ให้อากาศเป็นเวลา 30-60 วัน หรือจนกว่าตัวอย่างนั้นๆจะมีสีเขียวหรือสีเขียวแกมน้ าเงิน 

2. การคัดแยกไซยาโนแบคทีเรีย 
  เมื่อเพาะเลี้ยงเพ่ิมจ านวนเซลล์ที่เก็บรวมรวมมาจากแหล่งต่างๆแล้ว ตามขั้นตอนที่ 1.3 น าตัวอย่าง

ที่ได้มาท าการคัดแยกเซลล์เพ่ือให้ได้ตัวอย่างไซยาโนแบคทีเรียที่เป็นเซลล์เดียวสายพันธุ์ที่มีความบริสุทธิ์ 
โดยใช้วิธีดูดออกโดยใช้ไมโครปิเปตภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (ยุวดี พีรพรพิศาล, 2546)  ซึ่งมีขั้นตอน
ดังต่อไปนี้  

2.1 เจือจางปริมาณเซลล์ไซยาโนแบคทีเรียด้วยอาหารสูตร BG-11 ที่หยดบนแผ่นกระจกสไลด์ 3-5 ครั้ง  
2.2 น าแผ่นสไลด์หลุมที่มีไซยาโนแบคทีเรียมาหาตัวเซลล์ที่เป็นสายพันธุ์ที่พบเป็นหลักๆในแต่ละแหล่ง 

(Dominant species) ด้วยกล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 100 เท่า 
2.3 จุ่มปลายไมโครปิเปตที่ดึงเซลล์ไซยาโนแบคทีเรียจากข้อ 2 ลงในอาหารเหลวที่หยดไว้บนแผ่น

สไลด์แผ่นใหม่โดยใช้ จุกยางสวมที่ปลายไมโครปิเปต บีบอาหารเหลวที่มีเซลล์ออก จากนั้นตรวจดู
เซลล์ไซยาโนแบคทีเรียด้วยกล้องจุลทรรศน์ด้วยวิธีการเดียวกับที่กล่าวมาตามข้อ 2 จนได้เพียง         
1 เซลล์ แล้วจึงย้ายไปลงในอาหารเหลวส าหรับเพาะเลี้ยงต่อไป  

3. การเก็บรักษาสายพันธุ ไซยาโนแบคทีเรียท่ีคัดแยกได้  
น าหัวเชื้อไซยาโนแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่คัดแยกได้จากข้อ 2 ปริมาณ 2 มิลลิลิตร มาเก็บรักษาไว้ใน



หลอดแช่แข็ง (Cryotube) ซึ่ งภายในหลอดมีสารละลาย 20%  ไดเม็ทธิลซัลโฟไซด์  (Dimethyl 
sulfoxide, DMSO) ในสภาพปลอดเชื้อ โดยน าไปเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส 

4. การคัดเลือกไซยาโนแบคทีเรียทีส่ามารถผลิตโพลีเมอร ชีวภาพได้ 
น าตัวอย่างไซยาโนแบคทีเรียบริสุทธิ์ทีแ่ยกได้มาคัดเลือกสายพันธุ์ที่มีคุณสมบัติในการสะสมโพลีเมอร์         

ไว้ภายในเซลล์สูง โดยใช้เทคนิคการย้อมด้วยสีซูดาน แบลค บี ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 100 เท่า 
ซ่ึงวิธีการย้อมด้วยสี Sudan Black B (ดัดแปลงจาก Burdon, 1946) 

1) เตรียมแผ่นฟิล์มของเซลล์จุลินทรีย์หรือไซยาโนแบคทีเรียบนแผ่นสไลด์ โดยน าเซลล์มาหยดลง
บนแผ่นสไลด์ที่สะอาด ทิ้งไว้ให้แห้งแล้วตรึงรอยแผ่นฟิล์มหรือรอยเสมียร์ด้วยเปลวไฟ  

2) จุ่มแผ่นสไลด์ในสารละลาย 0.3% ซูดาน แบลค บี ต้ังทิ้งไว้อย่างน้อย 10 นาท ี
3) ล้างสีในส่วนที่เกินออกด้วยน้ าสะอาดหรือจุ่มใน Xylene หลายๆครั้ง แล้วต้ังทิ้งไว้ให้แห้ง 
4) ย้อมทับด้วยสารละลาย 0.5% safranin ในน้ ากลั่น เป็นเวลา 10 วินาที   
5) ล้างแผ่นสไลด์ด้วยน้ าสะอาดแล้วซับให้แห้ง แล้วหาบปริมาณโพลีเมอร์ที่สะสมในเซลล์สาหร่าย

ด้วยกล้องจุลทรรศน์ที่มีก าลังขยาย 100 เท่า (จะสังเกตเห็นเป็นเม็ดสีน้ าเงินเข้มหรือจุดด า
ภายในเซลล์) 
 
 
 
 

5. การศึกษาอัตราการเจริญเติบโตของไซยาโนแบคทีเรีย 
5.1 การเตรียมกล้าเชื้อตั้งต้น (Starter culture) 

 น าไซยาโนแบคทีเรียที่คัดเลือกได้จากข้อ 4 มาเพาะเลี้ยงในระดับห้องปฏิบัติการโดยเพาะเลี้ยง
ด้วยอาหารเหลวสูตรมาตรฐาน BG-11 ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร เขย่าด้วยความเร็วรอบ 180 รอบต่อ
นาที ให้แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนส์ชนิด cool white ในอัตรา 12 ชั่วโมงต่อวัน โดยมีระดับความเข้ม
แสงประมาณ 3,000 ลักซ์ และอุณหภูมิห้องเฉลี่ย 27 องศาเซลเซียส จนเชื้อเจริญเข้าสู่ระยะ log phase 
หรือวัดค่าความขุ่นได้ประมาณ 0.3 ด้วยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร  

5.2 การเพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรีย    
น าหัวเชื้อจุลินทรีย์จากข้อ 5.1 มาศึกษาอัตราการเจริญเติบโตด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงแบบกะ              

ในระดับฟลากส์ (Flask scale) ขนาด 5 ลิตร ด้วยอาหารเหลวสูตรมาตรฐาน BG-11 โดยมีการศึกษา
กรรมวิธีการให้แสง 2 กรรมวิธี ได้แก่ 

1) การเพาะเลี้ยงแบบให้แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนส์ 



เพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรียภายในห้องปฏิบัติการที่ อุณหภูมิเฉลี่ย 27 องศาเซลเซียส  
โดยให้แสงด้วยหลอดฟลูออเรสเซนส์ชนิด Cool white ที่มีความเข้มแสง 3,000 ลักซ์ ในอัตรา 
12 ชั่วโมงต่อวัน  

2) การเพาะเลี้ยงแบบให้แสงจากแสงแดด  
เพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรียนอกห้องปฏิบัติการ ในบริเวณที่มีแสงแดดส่องได้ทั่วถึงตลอดวัน 

บันทึกอุณหภูมิและความเข้มของแสงทุกวัน วันละ 3 ครั้ง คือเวลา 9.00 น. 12.00 น. และ 15.00 น. 
5.3 การติดตามการเจริญเติบโต    

ตลอดกระบวนการเพาะเลี้ยงทั้ง 2 กรรมวิธีนี้ จะเก็บตัวอย่างเพ่ือติดตามการเจริญเติบโต             
ของไซยาโนแบคทีเรียต่อเนื่องเป็นเวลา 30 วัน โดยมีวิธีการติดตามการเจริญเติบโตดังนี้ 

1) วัดความหนาแน่นของเซลล์ด้วยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร  
2) นับจ านวนเซลล์ โดยใช้แผ่นสไลด์นับจ านวนเซลล์ (Heamacytometer) ภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์ ที่มีก าลังขยาย 40 เท่า 
3) วัดน้ าหนักเซลล์แห้ง โดยเก็บตัวอย่างเซลล์ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่น

เหวี่ยงขนาดเล็กที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ล้างตะกอนเซลล์
ให้สะอาดแล้วน าไปอบที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ทิ้งให้เย็นในตู้
ดูดความชื้นและชั่งน้ าหนักเพ่ือค านวณน้ าหนักแห้ง   

6. การสกัดโพลีเมอร ชีวภาพจากเซลล ไซยาโนแบคทีเรีย (John et a., 1960)  
 น าชีวมวลของไซยาโนแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงได้จากข้อ 5 มาสกัดโพลีเมอร์ชีวภาพออกจากเซลล์และ         
หาปริมาณโพลีเบต้าไฮดรอคซีบิวไทเรต (Poly--hydroxybutyrate, PHB) โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 235 นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ มีข้ันตอนดังต่อไปนี้ 

6.1 น าชีวมวลของไซยาโนแบคทีเรีย 1 กรัม เติมคลอโรฟอร์ม 10 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน 
6.2 น าไปบ่มในน้ าเดือดท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ี
6.3 ตั้งทิ้งไว้ให้เย็นแล้วเติมกรดซัลฟิวริคเข้มข้น 10 มิลลิลิตร 
6.4 น าไปบ่มในน้ าเดือดท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ี
6.5 ตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง 
6.6 ขย่าให้เข้ากันแล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 235 นาโนเมตร  

7. การเตรียมแผ่นฟิล มเบื้องต้นโดยใช้เซลล ไซยาโนแบคทีเรีย 
  ศึกษาอัตราส่วนระหว่างเซลล์ชีวมวลของไซยาโนแบคทีเรียกับสารพลาสติไซเซอร์ ดังต่อไปนี้  

7.1 น าเซลล์ของไซยาโนแบคทีเรีย 50 กรัม มาเติมกลีเซอรอลให้มีอัตราส่วนร้อยละ 5, 10, 15, 20, 30  
7.2 ต้มกับน้ าสะอาดปริมาตร 140 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 นาท ี 
7.3 เทส่วนผสมลงในแผ่นเพลทแก้วแล้วน าไปอบที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 



7.4 ดึงแผ่นฟิล์มที่ผลิตได้ออกจากแผ่นเพลทแล้วน าไปทดสอบคุณสมบัติต่างๆของแผ่นฟิล์มที่ผลิตได้          
คือ ความหนา ปริมาณน้ าอิสระ ปริมาณความชื้น ค่าสี และค่าการละลายน้ า  

1) ความหนา (thickness) วัดด้วยเครื่องวัดความหนา 
2) การวัดค่าสี (Color Measuring) ด้วยเครื่องวัดสี Konica Minolta Chroma meter, CR-400 
3) ปริมาณความชื้น (moisture content)วัดด้วยเครื่องวัดความชื้น 
4) ปริมาณน้ าอิสระ (water activity, aw) วัดด้วยเครื่องวัดปริมาณน้ าอิสระ Novasina รุ่น TH 200 
5) การละลายน้ า (water solubility) ตามวิธีของ Su, J., et al.(2010) และTongdeesoontorn, W., 

et al. ( 2011) โดยตัดแผ่นฟิล์มให้มีน้ าหนักประมาณ 0.3 กรัม แล้วน าไปอบที่อุณหภูมิ 65 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ทิ้งให้เย็น ชั่งน้ าหนักก่อนการละลาย (W0) แล้วไปแช่ในบีกเกอร์ที่มี
น้ าปริมาตร 50 มิลลิลิตร ปิดปากบีกเกอร์ด้วยพาราฟิล์ม วางที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง
กรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 (กระดาษกรองที่ผ่านการอบที่อุณหภูมิ  105 องศาเซลเซียส          
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้ว) น าไปอบที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ทิ้งให้เย็น         
ชั่งน้ าหนักหลังการละลาย (W1) น าไปค านวณค่าเปอร์เซ็นต์การละลายน้ า 

8 ผลการทดลองและวิจารณ    
8.1 การเก็บตัวอย่างไซยาโนแบคทีเรีย งานวิจัยนี้ได้ท าการสุ่มเก็บตัวอย่างไซยาโนแบคทีเรีย 2 รูปแบบ คือ 

8.1.1 การเก็บตัวอย่างไซยาโนแบคทีเรียที่เจริญอยู่ตามแหล่งน้ าตามธรรมชาติโดยใช้ตาข่ายแพลงก์
ตอน (Plankton net) ขนาด 20 ไมโครเมตร ที่ระดับความลึกประมาณ 50 เซนติเมตร หรือไม่
ต่ ากว่าที่ระดับแสงสามารถส่องผ่านได้ ซึ่งจะมีลักษณะแตกต่างกันไปในแต่ละพ้ืนที่ที่ท าการเก็บ
ตัวอย่าง ดังแสดงใน Figure 3  

 
Figure 3 Sample collections from the part of natural water basins area of Thailand  

1. Rajamangala University of Technology Lanna (Doi Saket) Reservoir, Chiang Mai  
2. Huai Yang, Sa Kaeo   3. Pak Mun Dam, Ubon Ratchathani 
4. Khong Tha Dan Dam, Nakhon Nayok 5. The King’s Royally Initiated Laem Phak Bia, 

Petchaburi  6. Bo Phan Khan, Roi-et 



8.1.2 การเก็บตัวอย่างไซยาโนแบคทีเรียที่อาศัยอยู่ในบริเวณรากของปรง โดยเก็บรวบรวมรากคอรัล
ลอยด์ซึ่งเป็นรากของต้นปรงที่เจริญขึ้นมาเหนือผิวดิน ไม่มีการตอบสนองต่อแรงโน้มถ่วงของโลก 
จากสวนสมเด็จพระนางเจ้าสิริกิติ์ฯ กรุงเทพมหานคร รากคอรัลลอยด์มีลักษณะปลายรากแตก
เป็นสองแฉก คล้ายปะการัง ไม่มีหมวกราก ที่บริเวณ Cyanobacterial zone ของรากคอรัล
ลอยด์ ซึ่งเป็นเซลล์ที่มีขนาดใหญ่ มีสีเขียวของไซยาโนแบคทีเรียที่อยู่ภายในรากตรงกลางชั้นคอร์
เทกซ์และเซลล์ชั้นนี้จะถูกล้อมรอบด้วยเซลล์เยื่อทั้งด้านนอกและด้านใน ดังแสดงใน Figure 4 

 
Figure 4 Coralloid roots of Cycas sp.  

A. The locating of coralloid roots (arrow) B. dichotomous branching C. Cyanobacterial zone (arrow) 
 

8.2 การคัดแยกไซยาโนแบคทีเรีย 
    เมื่อน าตัวอย่างน้ ามาเพ่ิมปริมาณเซลล์ของไซยาโนแบคทีเรียโดยเพาะเลี้ยงด้วยอาหารสูตร          

BG-11 แล้วน ามาคัดแยกให้ได้เซลล์บริสุทธิ์โดยใช้วิธีดูดออกด้วยไมโครปิเปตภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
(Manipulative methods) เป็นวิธีการแยกไซยาโนแบคทีเรียที่ต้องการโดยวิธีกล ซึ่งของเหลวและเซลล์
ไซยาโนแบคทีเรีย จะไหลเข้าสู่ไมโครปิเปตเองโดยอาศัยแรงดึงแคปปิลลารี จากนั้นน าไซยาโนแบคทีเรียที่
แยกได้ไปเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวเพ่ือเพ่ิมปริมาณเซลล์ ในขั้นตอนนี้ใช้ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง
ประมาณ 60–120 วัน ในสภาวะแบบออโตโทรฟิค โดยให้แสงด้วยหลอดฟลูออเรสเซนส์ชนิด Cool white 
ที่มีความเข้มแสง 3,000 ลักซ์ ในอัตรา 12 ชั่วโมงต่อวัน อุณหภูมิห้องเฉลี่ยประมาณ 28-29 องศาเซลเซียส 
การตรวจสอบว่าไซยาโนแบคทีเรียเจริญขึ้นหรือไม่โดยสังเกตจากสีของอาหารเหลวซึ่งจะมีสีเขียวหรือสี
เขียวแกมน้ าเงิน ตรวจสอบว่าได้สายพันธุ์บริสุทธิ์หรือไม่ด้วยกล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 100 เท่า ดังแสดง
ใน Figure 5 

 



 

Figure 5 Microphotographs of some Cyanobacteria isolated from different water basins and 
coralloid roots of Cycas sp. 1. NT01-1;   2. SM5-1;   3. NT05-5;   4. SM6-3;   5. LH01-3;   6. NT05-3 

 
เมื่อน าตัวอย่างไซยาโนแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่แยกได้มาคัดเลือกสายพันธุ์ที่มีการสะสมโพลีเมอร์ไว้

ภายในเซลล์ โดยใช้เทคนิคการย้อมด้วยสีซูดาน แบลค บี ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ก าลังขยาย 100 เท่า 
พบว่าไอโซเลท SM6-3 เป็นไซยาโนแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากรากคอรัลลอยด์ของปรงมีเม็ดสีน้ าเงินเข้ม หรือ
จุดด าภายในเซลล์มากที่สุด ดังแสดงใน Figure 6 จึงเลือกสายพันธุ์นี้มาใช้ในการศึกษาในครั้งนี้ โดยลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาของ ไอโซเลท SM6-3 มีรูปร่างเป็นกลุ่มเซลล์มาเรียงต่อกันเป็นเส้นสาย trichome 
ประกอบด้วย vegetative cell และ heterocyst cell เรียงสลับหรืออยู่ปลายสุดของเส้นสาย trichome 

 

Figure 6 Microscopic visualization of Cyanobacteria isolate SM6-3 for PHB by using Sudan Black 
B staining and illuminated very dark granules inside pink cells. (left) with 10X (right) with 100X  



 
8.3 การศึกษาอัตราการเจริญเติบโตของไซยาโนแบคทีเรีย 

ในขั้นตอนนี้เป็นการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท  
SM6-3 โดยใช้อาหารเพาะเลี้ยงสูตร BG-11 ที่มีปริมาณกล้าเชื้อเริ่มต้น 10 เปอร์เซ็นต์ หรือมีปริมาณเซลล์
เริ่มต้น 1x105 เซลล์/มิลลิลิตร ให้อากาศบริสุทธิ์แบบต่อเนื่องจากปั๊มอากาศที่มีการกรองอากาศด้วย Filter 
membrane ขนาด 0.45 ไมครอน เพาะเลี้ยงด้วยแสง 2 แบบ คือ การให้แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนส์  
ชนิด Cool white ที่มีความเข้มแสง 3,000 ลักซ์  ในอัตรา 12 ชั่วโมง/วัน ในห้องปฏิบัติการ ที่อุณหภูมิ
เฉลี่ย 27 องศาเซลเซียส และเพาะเลี้ยงนอกห้องปฏิบัติการ ในบริเวณที่มีแสงแดดส่องได้ทั่วถึงตลอดวัน   

ผลการศึกษาพบว่าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงแบบใช้แสงแดดมีการเจริญเติบโตที่รวดเร็วและให้ผลผลิต
สูงกว่าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงโดยใช้แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนส์ กล่าวคือเซลล์มีการเจริญเติบโตเข้าสู่ช่วง 
Stationary phase ในวันที่ 20 ของการเพาะเลี้ยง มีความหนาแน่นของเซลล์สูงที่สุด 1.035 x 107 เซลล์
ต่อมิลลิลิตร ผลิตชีวมวลได้สูงสุด 1.75 กรัมต่อลิตร ในขณะที่เพาะเลี้ยงโดยใช้แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนส์ 
มีการเจริญเติบโตเข้าสู่ช่วง Stationary phase ในวันที่ 28 ของการเพาะเลี้ยง ซึ่งมีความหนาแน่นของ
เซลล์สูงที่สุด 6.74 x 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ผลิตชีวมวลได้สูงสุด 0.84 กรัมต่อลิตร ตามล าดับดังแสดงใน 
Figure 7  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figure 7 Growth profile of SM6-3 under autotrophic condition and outdoor cultivation 
 
ในขณะเดียวกันเมื่อปรับสูตรอาหารที่ใช้เพาะเลี้ยงโดยไม่มีการเติมธาตุไนโตรเจนลงไปใน

อาหาร (N-free medium) พบว่าไม่มีผลต่อการเจริญเติบโตของไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท SM6-3 แต่



อย่างใด  เซลล์มีการเจริญเติบโตเข้าสู่ช่วง Stationary phase ในวันที่ 18 ของการเพาะเลี้ยง มีความ
หนาแน่นของเซลล์สูงที่สุด 9.96 x 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร  ผลิตชีวมวลได้สูงสุด 1.69 กรัมต่อลิตร                
ซึ่งอาจจะสืบเนื่องจาก ไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์นี้เป็นชนิดที่อาศัยอยู่ร่วมกันในรากปรงแบบเอนโดไฟต์ 
(endophyte) ท าให้สามารถตรึงไนโตรเจนได้ (N2-fixation) ดังนั้นการทดลองนี้จึงเลือกสภาวะในการ
เพาะเลี้ยงเซลล์โดยไม่มีการเติมไนโตรเจนลงไปในสูตรอาหาร BG-11  

 
8.4 การเพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรียในระดับขยายขนาด 

การศึกษาวิธีการเพาะเลี้ยงในระดับขยายขนาดในครั้งนี้ได้ออกแบบบ่อเพาะเลี้ยงเป็นแบบเปิด
นอกห้องปฏิบัติการ (Raceway pond) โดยติดตั้งใบพัดมอเตอร์เพ่ือให้เกิดการไหลเวียนน้ าเพาะเลี้ยงใน
บ่อเพ่ือให้เซลล์ของไซยาโนแบคทีเรียได้รับแสงอย่างสม่ าเสมอ ลดปริมาณออกซิเจนในบ่อที่อาจจะเป็น
อันตรายต่อเซลล์จากปฏิกิริยา Photo oxidation ได้ รวมทั้งป้องกันการตกตะกอนของเซลล์ในระหว่าง
การเพาะเลี้ยง โดยบ่อเพาะเลี้ยงที่ใช้ในการศึกษาในครั้งนี้เป็นชุดของบ่อที่มีขนาดความจุ 1,000 ลิตร 
จ านวน 6 บ่อ ดังแสดงใน Figure 8 ผลการศึกษาการเพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรียในระดับขยายขนาด           
ใช้อาหารสูตร BG-11 ที่ไม่เติมธาตุไนโตรเจน (N-free medium) ภายใต้สภาวะการเพาะเลี้ยงแบบออโตโทร
ฟิค ได้รับแสงจากธรรมชาติ (แสงแดด) มีความหนาแน่นของเซลล์ 1.035 x 107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ผลิตชีว
มวลสูงสุด 1.88 กรัมต่อลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 18 วัน โดยตลอดระยะเวลาในการศึกษาในครั้งนี้มีระดับ
ความเข้มของแสงอยู่ในช่วง 11-17 kLux และอุณหภูมิเฉลี่ยอยู่ในช่วง 35-41 องศาเซลเซียส ดังแสดงใน 
Figure 9  

 



 
Figure 8 Six Raceway ponds with 1,000 liter, including paddle wheel three phase motors, 1.5 kw.   

 

Figure 9 Growth profile of SM6-3 under autotrophic condition and outdoor cultivation 



อย่างไรก็ตามการเพาะเลี้ยงในระดับขยายขนาดข้างต้นเป็นการเพาะเลี้ยงโดยอ้างอิงจากสภาวะที่
เหมาะสมที่ได้จากการทดลองในระดับห้องปฏิบัติการ ซึ่งแผนการศึกษากระบวนการเพาะเลี้ยงในระดับขยาย
ขนาดในขั้นต่อไปคือจะต้องท าการศึกษาและพัฒนาสูตรอาหารที่เหมาะสมส าหรับเพาะเลี้ยงไซยาโน
แบคทีเรียให้มีความเหมาะสมและประหยัดต้นทุนในการผลิต รวมทั้งปัจจัยอื่นๆที่มีผลต่อการกระตุ้นการ
สะสมโพลีเมอร์ไว้ในเซลล์ที่สูง เพื่อให้สามารถผลิตชีวมวลได้ในปริมาณเพียงพอต่อการน าไปเป็นวัตถุดิบ
ส าหรับใช้ในการศึกษาการสกัดโพลีเมอร์และการขึ้นรูปในขั้นตอนต่อไปได้ 
8.5 วิธีการเก็บเกี่ยวชีวมวลของไซยาโนแบคทีเรีย 

การทดลองนี้ได้ท าการเก็บเกี่ยวเซลล์ของไซยาโนแบคทีเรียโดยใช้หลักการปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยกชีว
มวลและอาหารเพาะเลี้ยงออกจากกันด้วยเครื่องแยกกากเซลล์แบบอัตโนมัติ (High performance self-
cleaning Separator) ซึ่งสามารถน าอาหารเพาะเลี้ยงหมุนเวียนกลับมาใช้ใหม่ได้ ดังแสดงใน Figure 10           
โดยพบว่าสภาวะการท างานของเครื่องแยกกากที่เหมาะสมต่อการเก็บเกี่ยวเซลล์ของไซยาโนแบคทีเรีย               
ไอโซเลท SM6-3 คือ ใช้อัตราในการป้อนน้ าเพาะเลี้ยงเซลล์ 400 ลิตรต่อชั่วโมง ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
8,000 รอบต่อนาที และเก็บกากชีวมวลอัตโนมัติที่เวลา 50 นาทีต่อครั้ง ทั้งนี้สภาวะการท างานของเครื่อง
สามารถปรับสภาวะได้ตามความต้องการขึ้นอยู่กับวัตถุประสงค์ในการน าชีวมวลไปใช้ในล าดับต่อไป 
รวมทั้งสายพันธุ์ของไซยาโนแบคทีเรียที่ใช้ในการเพาะเลี้ยง ชีวมวลของไซยาโนแบคทีเรียที่ได้จากการเก็บ
เกี่ยวเมื่อน ามาวิเคราะห์ปริมาณและองค์ประกอบต่างๆภายในเซลล์ ได้แก่ ความชื้น เถ้า ไขมัน โปรตีน 
และปริมาณเส้นใย พบว่าไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท SM6-3 มีความชื้น (Moisture) 5.79 % เถ้า (Ash) 
6.58 % ไขมัน (Lipid) 10.11 % โปรตีน (Protein) 29.97 % ปริมาณเส้นใย (Fiber) 6.55 % และ 
คาร์โบไฮเดรต (Carbohydrate) 41.0 % โดยน้ าหนัก ดังแสดงใน Table 1  

    



Figure 10 (left) High performance self-cleaning Separator (right) Biomass of Cyanobacteria isolate 
SM6-3   

นอกจากนี้ยังพบว่าลักษณะของชีวมวลที่ปั่นแยกกากได้จะคล้ายเยลลีหรือเมือกวุ้นและเมื่อ
พิจารณาองค์ประกอบจาก Table 1 ที่พบว่าภายในเซลล์มีค่าคาร์โบไฮเดรตสุง ซึ่งคาดว่าน่าจะเป็นเพราะ
ภายในเซลล์มีโพลีแซคคาร์ไรด์เป็นองค์ประกอบหลัก จึงได้ทดสอบลักษณะของเซลล์ด้วยวิธีการย้อมแบบ 
Negative stain ด้วยสีย้อม Nigrosin  โดยน าเซลล์จ านวน 1 loop มาเสมียร์ลงบนหยดสีย้อม Nigrosin 
บนแผ่นสไลด์และตรวจสอบปริมาณโพลีแซคคาไรด์ที่สะสมในเซลล์ด้วยกล้องจุลทรรศน์ที่มีก าลังขยาย 
100X โดยใช้น้ ามัน (Oil immersion) ทาท่ีเลนส์วัตถุเพ่ือป้องกันเลนส์ช ารุดเสียหาย พบว่าเซลล์มีลักษณะ
เป็นแคปซูลที่มีวงใสๆอยู่ล้อมรอบเซลล์เป็นจ านวนมาก ดังแสดงใน Figure 11 ซึ่งลักษณะของโพลีแซค
คาร์ไรด์ที่สะสมอยู่รอบนอกของเซลล์ (exopolysaccharides) ดังกล่าวนี้ มีโครงสร้างคล้ายไกลแคนหรือ
แซนแทน (G. Morris and S. Harding, 2009) จัดเป็นโพลีแซคคาร์ไรด์ที่มีความส าคัญ สามารถน ามา
ประยุกต์ใช้ในทางการเกษตร เนื่องจากมีคุณสมบัติในการอุ้มน้ าได้ดี สามารถเพ่ิมความชุ่มชื้นในดินได้     
ซึ่งคณะผู้วิจัยจะได้วางแผนการศึกษา ชนิดและคุณสมบัติของโพลีแซคคาร์ไรด์ ความเป็นไปได้ในการน าไป
เพาะเลี้ยงขยายขนาด และศึกษาแนวทางการใช้ประโยชน์ในล าดับต่อไป 

 
Table 1 Chemical Characteristics in Cyanobacteria 
SM6-3 within 18 days of cultivation in BG-11 (N-free 
medium) under autotrophic condition  
 
 

 

gDW: gram Dry Weight 

 

Chemical Characteristics   (% gDW) 

Moisture 5.79 
Ash 6.58 

Lipids 10.11 
Proteins 29.97 
Fibers 6.55 

Sugars/Carbohydrates 41.00 



 

Figure 11 (left) the exocellular or capsular polysaccharide layer of Cyanobacteria isolate SM6-3 
(arrow) by negative staining with nigrosin dye (right) the jelly presented in biomass of SM6-3   

 
8.6 การศึกษาปริมาณโพลีเบต้าไฮดรอคซีบิวไทเรต (PHB) จากเซลล ไซยาโนแบคทีเรีย 

เมื่อน าชีวมวลของไซยาโนแบคทีเรียที่ปั่นแยกกากได้มาสกัดโพลีเมอร์ชีวภาพออกจากเซลล์และ
หาปริมาณโพลีเบต้าไฮดรอคซีบิวไทเรต (Poly--hydroxybutyrate, PHB) โดยการใช้ปฏิกิริยา Acid 
hydrolysis และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 235 นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์             
พบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์ด้วยอาหาร BG-11 สูตรปกติ มีปริมาณโพลีเบต้าไฮดรอคซีบิวไทเรต (PHB) 
เท่ากับ 0.21 กรัมต่อลิตร ในขณะที่เซลล์ที่ เพาะเลี้ยงด้วยอาหารสูตรที่ไม่เติมธาตุไนโตรเจน (N-free 
medium) มีปริมาณเท่ากับ 0.33 กรัมต่อลิตร นั่นคือเซลล์ชองไซยาโนแบคทีเรีย ไอโซเลท SM6-3 มีการ
สะสมปริมาณของโพลีเมอร์ชีวภาพสุงกว่าอาหารสูตรปกติ โดยที่มีอัตราการเจริญเติบโตไม่แตกต่างกันใน
อาหารทั้งสองสูตร ดังแสดงใน Table 2 

Table 2 PHB accumulation in Cyanobacteria SM6-3 within 18 days of cultivation in BG-11 
mediums 

Medium Maximum Biomass (gL-

1) 
PHB content (gL-1) PHB content (% cdw) 

BG-11 (Normal) 1.75 0.21 14.00 

BG-11 (N2-free) 1.69 0.33 19.53 

 
8.7 การเตรียมแผ่นฟิล มเบื้องต้นโดยใช้เซลล ไซยาโนแบคทีเรีย 



 ฟิล์มจากชีวมวลของไซยาโนแบคทีเรีย SM6-3 มีลักษณะแข็งเปราะและฉีกขาดง่าย ไม่
สามารถแกะออกจากแผ่นเพลทที่ใช้ในการขึ้นรูปได้  ท าให้ไม่สามารถน าไปผลิตเป็นแผ่นฟิล์มโดยตรงได้ 
โดยจะต้องเติมสารเติมแต่งที่ เหมาะสมอ่ืนๆเข้าไปเพ่ือเพ่ิมคุณสมบัติของฟิล์มให้มีความแข็งแรง               
และยืดหยุ่นมากขึ้น การทดลองนี้จึงได้ท าการศึกษาอัตราส่วนระหว่างเซลล์ชีวมวลของไซยาโนแบคทีเรียกับ
สารพลาสติไซเซอร์  ในการทดลองนี้ ใช้กลีเซอรอลในอัตราส่วน ร้อยละเท่ากับ 5, 10, 15, 20, 25, 30               
เพ่ือทดสอบการขึ้นรูปเป็นแผ่นฟิล์มเบื้องต้น พบว่าเมื่อเติมกลีเซอรอลร้อยละ 20-30 แผ่นฟิล์มจะมีลักษณะ
เปื่อยยุ่ยและเยิ้มที่ผิว ไม่สามารถดึงออกมาเป็นแผ่นฟิล์มได้ ในขณะที่ร้อยละ 5 และชุดควบคุม ฟิล์มจะแห้ง 
เปราะ ขาดง่ายไม่สามารถดึงเป็นแผ่นฟิล์มได้เช่นกัน มีเพียงกลีเซอรอลที่ร้อยละ 10-15 เท่านั้นที่สามารถดึง
แผ่นฟิล์มออกมาจากแพลทได้ ดังแสดงใน Figure 12 และเมื่อน าแผ่นฟิล์มไปทดสอบคุณสมบัติต่างๆ เช่น 
ความหนา ปริมาณน้ าอิสระ ความชื้น และการละลายน้ า พบว่าชุดทดสอบที่เป็นส่วนผสมกลีเซอรอล 10%    
มีความหนาของฟิล์ม (thickness) เท่ากับ 0.09 มิลลิเมตร ปริมาณน้ าอิสระ (water activity,aw) 3.39 % 
ความชื้น (Moisture Content) 20.40%ค่าการละลายน้ า (Water Solubility) 67.81% ส่วนชุดทดสอบที่มี 
กลีเซอรอล 15% มีความหนาของฟิล์ม (thickness) เท่ากับ 0.11 มิลลิเมตร ปริมาณน้ าอิสระ (water 
activity,aw) 2.57 % ความชื้น (Moisture Content) 13.79% ค่าการละลายน้ า (Water Solubility) 76.83% 
โดยทั้งสองชุดการทดลองมีค่าความสว่าง (L) เท่ากับ 32.66 และ 30.17 ตามล าดับ ดังแสดงใน Table 3 

 
Table 3 Effect of plasticizer: glycerol concentration for Cyanobacteria SM6-3 films properties 

 
 

Concentration 
Moisture 

Content (%) 
Thickness 

(mm.) 
Water activity 

(aw, %) 
Water 

Solubility (%) 
Color appearance  
L a* b* 

control 16.50 - - - - - - 
Glycerol 10% 20.40 0.09 3.39 67.81 31.66 2.73 -0.30 
Glycerol 15% 13.79 0.11 2.57 76.83 30.17 1.76 -2.34 



 

Figure 12 Cyanobaterial film with difference concentrated of glycerol. 2: control, 3: Glycerol 5%,         
4: Glycerol 10%, 5: Glycerol 15%, 6: Glycerol 20%, 7: Glycerol 25% and 8: Glycerol 30% 

 
  อย่างไรก็ตามลักษณะของแผ่นฟิล์มทุกกรรมวิธีที่ได้ยังไม่มีคุณสมบัติในการยืดหยุ่นมากเท่าที่ควร 
ท าให้ไม่มีแรงต้านในการดึง ฉีกขาดได้ง่าย จะต้องศึกษาและพัฒนาวิธีการขึ้นรูปแผ่นฟิล์มที่มีอัตราส่วนผสม
ของ Plasticizer และ Lubricant ชนิดต่างๆ เพ่ิมเติมในล าดับต่อไป ตลอดจนศึกษากระบวนการสกัดและท า
บริสุทธิ์ PHB จากชีวมวลของไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท SM6-3 การขึ้นรูปและการศึกษากระบวนการย่อย
สลายทางชีวภาพต่อไป 
 
 

9 สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ   

สรุปผลการทดลอง 
9.1 ไซยาโนแบคทีเรียที่ใช้ในการศึกษาในครั้งนี้เป็นไอโซเลท SM6-3 ซึ่งคัดแยกได้จากรากคอรัลลอยด์

ของปรงมีรูปร่างเป็นกลุ่มเซลล์มาเรียงต่อกันเป็นเส้นสาย trichome ประกอบด้วย vegetative cell 
และ heterocyst cell เรียงสลับหรืออยู่ปลายสุดของเส้นสาย trichome จากการเปรียบเทียบ
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบว่าเป็นไซยาโนแบคทีเรียสกุล Nostoc sp.  

9.2 สภาวะที่เหมาะสมในการเจริญเติบโต คือการเพาะเลี้ยงแบบใช้แสงแดด ด้วยอาหารสูตร BG-11        
ที่ไม่เติมธาตุไนโตรเจน (N-free medium) โดยพบว่ามีอัตราการเจริญเติบโตใกล้เคียงกับ BG-11 สูตร
ปกติ ซึ่งมีอัตราการเจริญ 9.96x106 cells ml-1 เมื่อเพาะเลี้ยง 18 วัน ได้ชีวมวล 1.69 กรัมต่อลิตร                   

9.3 การเพาะเลี้ยงในระบบเปิดในระดับขยายขนาดโดยใช้อาหารสูตร BG-11 ที่ไม่เติมธาตุไนโตรเจน              
(N-free medium) ภายใต้สภาวะการเพาะเลี้ยงแบบออโตโทรฟิคในระบบเปิดนอกห้องปฏิบัติการ พบว่า



มีจ านวนเซลล์สูงที่สุด 1.02x107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร เมื่อเพาะเลี้ยง 18 วัน ได้ชีวมวล 1.88 กรัมต่อลิตร  
9.4 การสกัดโพลีเมอร์ชีวภาพออกจากเซลล์ของไซยาโนแบคทีเรียโดยการใช้ปฏิกิริยา Acid hydrolysis 

พบว่า ปริมาณโพลีเบต้าไฮดรอคซีบิวไทเรต (Poly--hydroxybutyrate, PHB) เท่ากับ 0.33 กรัม
ต่อลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์ด้วยอาหาร BG-11 สูตรที่ไม่เติมธาตุไนโตรเจน (N-free medium)  

9.5 การขึ้นรูปแผ่นฟิล์มเบื้องต้นโดยใช้เซลล์ไซยาโนแบคทีเรียผสมกับกลีเซอรอล 10-15% สามารถผลิต
แผ่นฟิล์มที่มีความหนาขนาด 0.11 มิลลิเมตร แต่ยังมีความยืดหยุ่นน้อย จะต้องหาสารช่วยสร้าง
ความยืดหยุ่นและพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ต่อไป   

 
ข้อเสนอแนะและการน าไปใช้ประโยชน  

โครงการวิจัยนี้สามารถคัดแยกเชื้อไซยาโนแบคทีเรียที่มีศักยภาพในการผลิตโพลีเมอร์ชีวภาพ รวมทั้ง           
ได้สภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเพ่ือผลิตโพลีเมอร์ชีวภาพที่สามารถน าไปต่อยอดในระดับขยายขนาด
ต่อไปโดยจะต้องพิจารณาสูตรอาหารที่ประหยัดและเร่งการเจริญเติบโตให้ใช้เวลาในการเพาะเลี้ยงต่อรอบให้
ลดลง ตลอดจนต้องศึกษาแนวทางการป้องกันและจัดการการปนเปื้อนของสิ่งมีชวิตขนาดเล็กและเศษไม้ในบ่อ
เพาะเลี้ยงให้มีประสิทธิภาพ รวมทัง้ทดสอบวิธีการขึ้นรูปจากสารสกัดโพลีเมอร์จากเซลล์ของไซยาโนแบคทีเรีย
แทนการขึ้นรูปทั้งเซลล์ชีวมวล 
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