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1. B.1���	
VW�X	.8�XT<�	
��
3Y,.<�<�0 PHA Z	AL��7..=1���O�U� R. eutropha TISTR 1095 
���.��	
��()/����	
%�]������/����-�#���
%�]�"��]4
��	��	 �!"
��	�
�� PHA 

3�����&"")/���+�-� R. eutropha TISTR 1095 ��/��	,�+�#,*/��� 250 � "" " �	 6���+�����	
��"��,�	 NB �'���	�	��(*�(�����$��	�-�*�������*���� 7 ����6&������I�	���&�)�/��/�� 1 6�"�	) 
!"
�#�
�"�-�������4�3,�  30 ��
��&"�&��� �/�*��������	�(����	H�	�� 200 	���*����� �����	
��"��#��*��+�-�  R. eutropha TISTR 1095 ��*��	
�
#����� (lag phase) !"
����	!�*����!"
��	
��	 ��� �6���*��	���	H� (log phase) ���	
����.%� 20 +���6�� �&"")�
�	 ��(���� (stationary phase)
6��+*�� mid-log phase ��,*��+*�� 8-16 +*��6�� !"
�"����� 28 +���6����!"���&"")�
(*��E"�"� 
(death phase) ���!�����3�#��� 8 !"
������'���	��H������*���&"")��
%�]�6���+��"�����"�		
�)
� �"H��	���#����,�	 ��4��	�
�� PHA 3�����&"")#��*��+�-� R. eutropha TISTR 1095 ����	��H�
�
����	 PHA ���	 ��4�������         ���!�����3�#��� 9 ��-���-�����$�0"������������������	���
�+��"�-������
�����	��	 ��%��'��������	�
��!�"*�#"������'�	��������� �����		�����/�� 
Heinzle !"
 Lafferty (1980) ����6�� Kim !"
(4
 (1993) #��*� �+�-� Alcaligenes eutrophus ��$�
�+�-�����+�����	
%�]���	0" � PHA ����������+�-�����	.��	 �����*�����,�	����	������ !"
����	
��H��
����	 PHA �����$��'������� ( ���$�	���"
 80 /���-'������&"")!��� !"
�����	
%�]�
��	0" � PHB 6���+���	�#�
�"�-���+�-� Alcaligenes eutrophus !���%���
�������	(��(��(���
�/��/��/���	 ��4�",6(� #��*� �+�-���(�������	.����	��H��
�� PHB ���3�����&"")�,�.%�
	���"
 73 (Kim et al.,1993) �����	��"����- �%��"���+���6����� 12 ��$�+*��	
�
��"�����+�����	
��	�������+�-��	 ����� �"����	� �����- 
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3�#��� 8 ��	��	 �/���+�-� Ralstonia eutropha TISTR 1095 ������	��"� (NB)  
Figure 8. Growth curve of Ralstonia eutropha TISTR 1095 in nutrient broth. 
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(a) 

(b) 
 

 

3�#��� 9 ��	�
�� PHA 3�����&"")/���+�-� Ralstonia eutropha TISTR 1095 ������	��"� (NB) 
(a) : 3�#�'�"��/���  x 1000          (b) : 3�#�'�"��/��� x 6000 

Figure 9. PHA accumulation intracellular Ralstonia eutropha TISTR 1095 in nutrient broth. 
(a) :  x 1000          (b) :  x 6000 
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2. �	
�

�A0�
69	
=���73.3�:6A�	
$08�����LA?	.=0�2���LO�L��	
�6.�� 
�����	
%�]���	0" ��	�(�	)���& " �6���+���������")� (palm oil fiber) ���0*����	!�	

�3�#����!("�&����I�	���&�) 0.1 �	���*��	���-'�����!���/����������")�0������
���
�"���)����*��'�����-'��������0*����	�'����!��������	��*�� 80:20 �#�����$�!�"*���6�	��� �'���	
����6���+���" ��	��)0������
���� �����*��'�����-'������*�!	�/��6	�����-'����#�+�	 ���G a  
���������/"�  �'���	������.���c �	4)!���	�����
/��� 20 " �	 �����4�3,� ������$���"� 10 ��� 
#��*� ��+*��	
��*����	������-�(*�(�����$��	� i �*�� �	 �����"�"���� 7.0 ���	
����(�����$�
�	� i �*�� ��'���*� 6.0 �������������	0" ��	�� ��	��)/���"�*�!�(���	�� (acid forming bacteria) 
�	 ��4�	�(�	)���& " ����0" ���������	������*���� 840 � "" �	���*�" �	 ( ���$�	���"
 31.6 /��
��	� ��	��)��-���� (Total organic carbon, TOC) !"
����	�	
���� ��	��)"
"�����-'�����  ���
!�������	����� 5���	������ ���/�� Yu (2001) �'���	0" � PHA ����-'������	
�3�!������0*��
��	����!���	�����
 #��*� �-'��������0*����	����!���	�����
�
���	�� ��	��)�	
��4	���"
 
80 /����	� ��	��)��-�������-'����������� �
��H��*��-'����������������	��"����-������*��/��
�	��*���	� ��	��)��-������'���*�	�����/�� Yu (2001) ��-���-�������������	��	 �/��!�(���	���"�*�
�	�������� (methane forming bacteria) &%����$�!�(���	������+��	�� ��	��)����	��	 ��� �6����
��	� �(	�
�)�	 ��4���&��-����6���+���	!������-'� #��*� ����	0" ����&�,�.%� 200 � "" " �	�*���� 
!"
�����	� �(	�
�)+� �/���	� #��*� ���	��
& � ����������.%�	���"
 28.5 !"
���	�6#	# 6�� (
!"
�	�� ���	 ��#���	���"
 8.8 !"
 4.4 ���"'���� &%���	���-� 3 +� ���-��$��	�(�	)���& " ����
�'�(������	�	���!"
�
�� PHA /���+�-� R. eutropha �����-����������	�-'�������-���+�����	
0" � PHA (�	����	�� ��	���-� 2 +� ��# ���� �!"
(�	�	���3��
����	����!���	�����
6��
(��(����	�� �������#����*���	 ��������	�	����	����/%-� 
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��	����� 5 ��()�	
���/���-'�������������")� 
Table 5. Composition of palm oil fiber fermermented broth. 
 

Composition Concentration (mg/l) 
Acetic acid 
Propionic acid  
Butyric acid 
Long chain acid (C>4) 
Total acid 
Reducing sugar 
Phosphate 
Nitrogen 
pH 
Total organic carbon (TOC) 

239 
74 
37 
490 
840 
14 
270 
34 
5.94 
2655 
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3. VW�X	�Z	�<����$0	<�0
-��	
B.3
 PHA ,���< 
3.1. �	
�	�,B��	
�6.��,���	
VW�X	��.<?@��8A  

3.1.1 �	
VW�X	9�	0�1�01��1��,$.-�9	
=��� 
�'���	��"����(����/��/��/��!�"*�(�	)����������
���*���	��	 �!"
0" �

��	  PHA /���+�-� Ralstonia eutropha TISTR 1095 6����	�"�-���+�-����-'����������	���������/�� 2 
�������	�� ��	�6#	# 6�� (, �	�� �� 	 (���'���� 5 !"
 10  �	���*�" �	 ���"'���� ��	��������
�����	�"�-���+�-����-'����������*����	�� ��	���$�+��(��(�� (control) #��*� �+�-� R. eutropha TISTR 
1095 ���-'����������*����	�� ��	� �
����	��	 ���*��	���	H���+*����� !"
�/���,*+*����	��	 �(����
(staionary phase) ��+���6����� 24  ���	 ��4�&"")�,������*���� 2.57 �	���*�" �	 ��/4
���������+��-'�
�����������	�� ��	�6#	# 6�� (!"
�	�� �� 	 ( 5 �	���*�" �	  �
��0"�'������	��	 �/���+�-�
��+*�����+��"� (���!�����3�#��� 10) !"
�/���,*	
�
��	��	 �(������+���6����� 36  !"
48 &%���

����	 ��4�&"")�,������*���� 2.23 !"
 3.12  �	���*�" �	���"'����  ��*���	�H���������# ��(���
�/��/��/���	���$� 10 �	���*�" �	  ���	���	��	 �/���+�-���!��6������"�"����������(����/��/��
/���	��,��
��0"����	�����-���	��	 �/���&"")  ���("��������	
%�]�/�� Yu (2001) ���
	������*�(����/��/���	 �����/���	���0"�*���	��	 �!"
��	�
�� PHA �����-���	�� ��	�0��
���(	�-�����	�"�-�� Alcaligenes eutrophus �%�����	 ��4�&"")!"
�	 ��4 PHA  �,���*���	�� �
�	��#���(	�-������  �����������	!�*��	�!"
�� ����(	�-���$���	"�(����/��/��/���	�����,�
�� ���  �'��������	.�"���"������	�����-���	��	 �/���+�-�!"
��$���	�*���	 ���	0" � PHA  

�������	����������	��"������+��-'����������	���������/�� 3.2 �����	��"������+�
�",6(� �	�6#	# 6�� ( !"
�	�� �� 	 (�/��/�� 5 �	���*�" �	��$�!�"*�(�	)����#���+� ������
6����*�+��-'����� #��*� ��	�+��",6(�, �	�6#	# 6�� ( !"
�	�� �� 	 (�/��/�� 5 �	���*�" �	��$�
!�"*�(�	)����#���+� ������ �
����	 ��4�&"")�,������*���� 0.34, 2.00 !"
1.02 ���"'���� (3�#
��� 10) &%����(*���'���*���	�+��-'����� (+��(��(��) !"
+����	��"���������	�� ��	� 5 �	���*�" �	
���-'�������*��������'�(�� (p < 0.05) ��-���-������������-'������������
��!�"*�(�	)���!"�������
G�������	�����(����'���$��*���	��	 ����� (��	����� 5) 
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3�#��� 10 0"/��(����/��/��/���	��*���	��	 �/���+�-� 
Figure 10. Effect of acid concentration on cell growth. 

��������-��������	���������	 ��4 PHA �����������	�"�-���+�-���$���"� 60 
+���6�� ���!�����3�#��� 11 #��*� ��	�
����	 PHA 3�����&"")��" ��	��)  ��!��6���
�+*�����������	��	 ��� �6�/����" ��	��)  6��+����	��"������+��-'�����!"
����	�� ��	�� �� 	 � 
5 �	���*�" �	 �����	0" � PHA �,������*���� 2.81 �	���*�" �	 !"
���������	�# ��(����/��/��/��
�	������ �"�����$� 10 �	���*�" �	 #��*� �	 ��4��	�
�� PHA  ���3�����&"")��*��!��6������
�
�# ��/%-��*���  &%���
���0"���("������0"��	� ���/�� 
 	 #�]) � ����  (2539)  ����'���	�# ��
�	 ��4�",6(����(����/��/���	 ����� 10 �	���*�" �	 ��(����/��/�������*� 18 �	���*�" �	 ��
��	�"�-�� Alcaligenes eutrophus ATCC 17697  #��*� �	 ��4 PHB ��!��6��������*�# ��/%-��*��� 
�	 ��4 PHB �,���������������	�#�
�"�-�������",6(���(*���*���� 7.6 �	���*�" �	 ������+�(���
�/��/���",6(������*� 18 �	���*�" �	 ���0"��	��"���
��H�����*���	�+��-'������������	�� �
�	�� ���	 � 5 �	���*�" �	 �
����	 ��4�&"")!"
 PHA �,������� �����-��%��"���+����	��"�������
��	�� ��	�� �� 	 � 5 �	���*�" �	 ���+�����	��"���*��� 
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3�#��� 11 0"/��(����/��/��/���	��*���	0" � PHA  
Figure 11. Effect of acid concentration on PHA production. 

3.1.2 �	
VW�X	�8

	�-��
<$�-	�9	
=���
-�4�:

��� (C:N) 
��	
%�]������/����-�����.��	
��()�#�����(*����	��*��	
��*��(�	)����*�

��6�	��� (C:N) �	 ������������
���*���	��	 �!"
��	0" � PHA ���3�#��� 12 !"
 13 !���0"
��	��	 �!"
��	0" � PHA ��� C:N ��*���� 30, 50, 70 ��	�����������+��(��(�������*����	�� �
!�"*���6�	����# ���� � (C:N=97) 6���#�
�"�-����" ��	��)�����-'�������������")� 0"��	��"��
#��*� ��	��"����!�"����	��*��	
��*��(�	)��������6�	�����*��0"�*���	�*���	 ���	��	 �
/����" ��	��) !"
��	�	�����	 PHA ����# �����/%-�  &%�����0"�*�������	
%�]�/�� 
 	 #�]) 
� ���� (2539) ���
%�]���	0" � PHA 6���+���	(��(�����	��*��(�	)����*���6�	��� #��*� (*�
���	��*���������������,*��� 30 6�"(�	)����*�6�"��6�	��� !"
������# �����	��*��/%-�������
�'�
�������	 ��4�&"")"�"� !"
�����	
%�]���	0" � PHA 6���+��+�-� Rhizobium meliloti TISTR 
078 #��*� ���	��*��(�	)����*���6�	�����*���� 4 �
�*���	 ��������	�
�� PHA �,����	���"
 
38 /���-'������&"")!��� (Arunpan, 1998) �����-�+����	��"���*����%���*��(����'���$������	��
(*����	��*��	
��*��(�	)����*���6�	��� (C:N) �	 �����  
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3�#��� 12 0"/�����	��*��	
��*��(�	)����*���6�	����*���	��	 �/���+�-� 
Figure 12. Effect of C:N ratio on cell growth. 
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3�#��� 13 0"/�����	��*��	
��*��(�	)����*���6�	����*���	0" � PHA /���+�-� 
Figure 13. Effect of C:N ratio on PHA production. 
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3.1.3 VW�X	9�	0�1�01��1��,$.-�^���^
 
�����	
%�]�(����/��/��/���	 ��41���1��	 �����������	�"�-���+�-�6���'�

��	��"����!�"�(*�(����/��/����+*�� 0, 2.5, 5, 7.5 !"
 10 �	���*�" �	 #��*� ��	�# ���	 ��4
(����/��/��/��1���1���*��0"�*���	�*���	 ���	��	 �!"
��	�# ���	 ��4 PHA ����,�/%-� 
!��������3�#��� 14 !"
 15 ���"'���� ��-���-��$��#	�
1���1���$��������'���������(����'���$�����
(��(��!�*�	������������	������������")�����()�	
��������1���1��,�.%� 0.27 �	���*�" �	 �%����
��0"�'����1���1������ �"���������	�"�-���+�-�������� ����'���������-���	��	 �!"
"���	
�
�� PHA ���&"") !�*�����	
%�]�/�� Ryu !"
(4
 (1997) &%�����
%�]����������0"/����	
(��(��(����/��/���	 �����/��1���1��	 ������*���	0" � PHA ����+�-� A. eutrophus ��.������
/���  60 " �	 6���+��",6(���$�!�"*�(�	)��� #��*� �	 ��41���1��	 ������������
���*���	
��	 �!"
0" � PHA ��*���� 5.5 �	���*�" �	 ����	��H��
����	 PHA ���3�����&"")�,�.%�	���"
 
80 /���-'������&"")!��� &%���*�����0"��	��"����(	�-���- �����	
%�]� #��*� +����	��"�����
��*����	�� �1���1��
���0"��	��	 �!"
��	0" � PHA ����*�+����	��"���������	�� �1���1� 
��(���!���*������. � ��*��������'�(�� (p<0.05) ��-���-�����$��#	�
�3��
����+�����	�#�
�"�-��
!���*����� �����-��%���*�'���$������# ��(����/��/��/��1���1�������	�"�-���+�-��#�����	0" � 
PHA ����	������������	������������")� 
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3�#��� 14 0"/��(����/��/��1���1������ ��*���	��	 �/���+�-� 
Figure 14. Effect of added phosphate concentration on cells growth.  
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3�#��� 15 0"/��(����/��/��1���1������ ��*���	0" � PHA  
Figure 15. Effect of added phosphate concentration on PHA production. 
 
 3.2. �	
�	�,B��	
�6.��,���	
VW�X	B.
-�01��?@��8A
-	�P 
-��	
��
3Y ,.<B.3
 

PHA  1���O�U� Ralstonia eutropha TISTR 1095 
B.1����9=?
<���1���	
�	$	

-��	
B.3
 PHA  
��	����� 6 !�����	���!����	��"��!"
0"���������!�*"
+����	��"��&%��

!���0"�������/���	 ��4�&"") �	 ��4 PHA !"
��	��H��
�� PHA �����	
%�]���	�� �
��	����	"�������	�"�-���+�-� (+����	��"�� 18, 20, 22 !"
 24) #��*� ��	�� ���	����	��0"
�'��������	��H��
��/�� PHA �# ���,�/%-��������������+����	��"�������*����	�� ���	����	��
����	�"�-���+�-� (+����	��"�� 17, 19, 21 !"
 23) �����	�� �6&�����6#	# 6����!"
�	�� �� 	 � 
10 �	���*�" �	 !��6������&�"�1� 2 �	���*�" �	 !"
��6#!���&����I6�	���1���1� 0.1 �	��
�*�" �	 ����	.�*���	 ��������	��H��
����	 PHA �# ��/%-�	���"
 49, 30, 55 !"
 46 ���"'���� 
��*���	�H�����	�� ���	����	�# ��/%-��
��0"����	�����-���	��	 �/���+�-�������1���1� !"

�����# ��	4���	�����������+����	��"������+���	(��(����	��"����!�"���"
��������-��
��H����
�*�0"��	��"�����0"������("������(�� ��	�� ��	�� �� 	 � !"
6&�����6#	# 6����������	
�"�-���+�-��
��0"�*���	�*���	 ������" ��	��)����	��H��
�� PHA �# ���,�/%-�  
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��	����� 6 +����	��"���'��	�� 4 ������!"
0"��	��������*���	0" � PHA /���+�-�  R. eutropha 
TISTR 1095. 

Table 6. Treatment schedule for four-factor CCD and the response for PHA production by R.  eutropha 
TISTR 1095. 

 
Std number A B C D Dry cell (g/l) PHA (g/l) PHA content 

(%) 
1 -1 -1 -1 -1 2.07 0.70 33.60 
2 1 -1 -1 -1 2.12 0.69 32.39 
3 -1 1 -1 -1 2.36 0.86 36.44 
4 1 1 -1 -1 0.81 0.31 38.51 
5 -1 -1 1 -1 1.96 0.84 42.76 
6 1 -1 1 -1 1.53 0.66 43.14 
7 -1 1 1 -1 1.10 0.67 60.61 
8 1 1 1 -1 0.87 0.44 50.38 
9 -1 -1 -1 1 2.39 0.78 32.73 
10 1 -1 -1 1 1.99 0.75 37.46 
11 -1 1 -1 1 1.85 0.61 33.09 
12 1 1 -1 1 1.00 0.38 37.79 
13 -1 -1 1 1 2.12 0.77 36.56 
14 1 -1 1 1 1.90 0.82 43.41 
15 -1 1 1 1 0.87 0.46 52.49 

 
A: Propionate (g l-1) (X1); B: Butyric acid (X2); C: (NH4)2SO4 (g l

-1) (X3) and D:  KH2PO4 (g/l) (X4) 
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��	����� 6 (�*�) 
Table 6. (Continue) 
 
Std number A B C D Dry cell (g/l) PHA (g/l) PHA content 

(%) 
16 1 1 1 1 0.96 0.43 44.44 
17 -2 0 0 0 2.49 0.72 28.92 
18 2 0 0 0 1.56 0.65 41.58 
19 0 -2 0 0 1.37 0.70 51.46 
20 0 2 0 0 0.84 0.56 66.93 
21 0 0 -2 0 2.91 0.81 27.95 
22 0 0 2 0 1.53 0.66 43.45 
23 0 0 0 -2 1.86 0.48 25.81 
24 0 0 0 2 1.87 0.71 37.72 
25 0 0 0 0 1.37 0.60 43.55 
26 0 0 0 0 2.07 0.74 35.97 
27 0 0 0 0 1.69 0.54 31.76 
28 0 0 0 0 1.77 0.57 32.48 
29 0 0 0 0 1.71 0.55 32.10 
30 0 0 0 0 2.02 0.63 31.19 

 
A: Propionate (g l-1) (X1); B: Butyric acid (X2); C: (NH4)2SO4 (g l

-1) (X3) and D:  KH2PO4 (g/l) (X4) 
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�����	
%�]�0"	*��/��!�*"
��������+����	��"����-�
����	.+�-�����H�0"/��6#	# 6���� 
�	�� �� 	 � !��6������&�"�1� !"
��6#!���&���I6�	���1���1� �*�0"��	�������/��
��	��	 �/���+�-�!"
�	 ��4��	��H��
����	 PHA ������ ��/%-�&%��0"�
!�������	����� 7 
����	
� �G a/������	�'�"������
!���.%�(������#��G)/��!�*"
�����������0"�*��3��
���
����
���*���	0" � PHA 6���(	��������"�����(*�����	
� �G a�
����.%�����������"*����0"
�*���	�����-��'������0"���"�����"�/4
����(	���������������(*�����	
� �G a�
����.%�������
����"*����0"�*���	�*���	 ��'������0"����# ��/%-� ����/�������������*������'�(������. � �
.,�"

����6���+�  t i test ����	# ��	4�!"
0"��	�������/��������	*���*��E �
� �(	�
�)6���+�
��	� �(	�
�)(���!�	�	�� (ANOVA) �*���	���!��+����	��"�� &%��#��*���(���!���*��
����. �  (P < 0.05) /����������	�'�"�����!"
����/��0"	*��	
��*����������� &%������	.
�'����/���!�����$�����	��������- 
 

DCW = 2.98 - 0.11x1 + 0.28x2 - 1.62x3 - 0.03x2
2 + 0.31x3

2 - 0.02x1 x2 + 0.10x1 x3   (8)     
                                                                   

PHA = 0.93 - 0.04x1 + 0.04x2 - 0.36x3+ 0.20x4 +  0.11x3
2 - 0.01x1 x2 + 0.02x1 x3  

              + 0.71x1x4 - 0.70x2x4         (9)   
   

PHA content = 37.60 + 2.59x1 - 9.13x2 + 7.47x3 + 1.0x2
2 - 0.22x1 x2 - 1.07x1 x3 + 1.6x2 x3            (10)   

                                                                                                                                                                                                                        
!�*���*��/��(*���	/��(�������
��/������	 (lack of fit)��*��(���!���*������. �  (P > 0.05) 
6����	�	
�� �(*�����	
� �G)(���!�	�	����"��� ��*���� 0.8 �	�1/����	��������'��	��
!�*"
	,�!��!������3�#��� 16, 17 !"
 18 6���
�'����(*�(����/��������!�	���	
���(���
����
��!"
�'���	��"����!�"�(*�/�����������!�	�����,*��+*��/��+����	��"�� 
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B.1��9�	0�1�01��1��:7�6�A0:2
23��
,.<�
6�3��3
3�
-��	
��
3Y1���O�U� �	
B.3
 
,.<�	
��n��<�0 PHA  
�����	
%�]�0"/��(����/��/��/��6#	# 6����!"
�	�� �� 	 ����	
���(����/��/��

�������
��/��!��6������&�"�1� !"
��6#!���&����I6�	���1���1� #��*� 	
���(���
�/��/��/���	��������
���'��	����	0" � PHA ��*���� 2.5 !"
 6.53 �	���*�" �	 ����3��

����"*����0"�'��������&"")�,������*���� 1.52 �	���*�" �	 �	 ��4 PHA 0.64 �	���*�" �	 !"

�	 ��4��	�
�� PHA ��*����	���"
 46.5 &%�����0"����"*��!��������H��*���	�# ���	 ��4�	�
�
��0"�*���	�����-���	��	 �!"
��	0" ���	 PHA (���!�������	����� 7 3�#��� 16a !"
 17a) !�*
�
��0"����	�# ���	 ��4��	�
����	 PHA ���3�����&"")����,�/%-� (���!�������	����� 7    
3�#��� 18a) �����	
%�]�/�� Yan !"
(4
 (2003) #��*��	�� ��	��)����	.�����-���	��	 �/��
!�(���	������������	���0"�*���	�*�0*��/��0����&"")/���&"")!�(���	��6����#�
���	
���(���
�/��/���	��,�E ��*���	�H�����	�����	����	�����*����"6����#�
���	��*��/�� C:N ����,��

����	.�	
�����������	��H��
�� PHA (Wang et al., 2006) 

B.9�	0�1�01��1��,�0:0���A078.�^
,.<9�	0�1�01���
6
-��	
��
3Y1���O�U� �	

B.3
 ,.<�	
��n��<�0 PHA 
�����	
%�]�0"/��(����/��/��/��!��6������&�"�1����	
���(����/��/��/���	����

����
����-����+� � #��*� ���	
���(����/��/��!��6������&�"�1���*���� 1.5 �	���*�" �	 �
��
0"�'��������	��H��
�� PHA �,������� (���!�����3�#��� 18b !"
 18c) �����	
%�]�/�� Grothe 
!"
(4
 (1999) #��*� ��	�� �!��6������&�"�1��
�'��������	�
�� PHA �# �����/%-�!"
�
��
(������*���	��"����!�"�(����/��/�� .%�!���*���6�	����
����	.�����-���	��	 �/����" ��	��) 
!�*�H�*���	 ��������	0" � PHA �+*���� (Beyatli, 2002) 

B.9�	0�1�01��1��46:2,���7�A045:6
���^���^
,.<9�	0�1�01��1���
6
-��	

��
3Y1���O�U� �	
B.3
,.<�	
�<�0 PHA  
�����	
%�]�(����/��/��/��1���1����	
���(����/��/��/���	��������
�� #��*� 

���(����/��/��/��1���1���*���� 0.03 �	���*�" �	 �
���(*���	��	 � ��	0" � !"
��	�
�� 
PHA �,���� !"
 �����# ��	4�����	�1��	�������!������3�#��� 16e, 16f, 17e, 17f, 18e !"
 
18f �
��H�����*�1���1���0"������������	��	 � ��	0" � !"
��	�
�� PHA ��-���-�����$�
�#	�
���-'���������+���$�����	�"�-���+�-����	 ��41���1���,*��$��'������� (0.27 �	���*�" �	) 
��*���	�H��� Laskshman !"
(4
 (2004) ����'���	
%�]� #��*� ��	"��	 ��4(����/��/��/��
1���1��	 ���������	����	�
����	.�# ���	 ��4��	�
�� PHA ���3�����&"")�,�/%-� 
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��	����� 7 ��	�	
�� �(*�����	
� �G a�#���(�������
��/������	�'�"�����!���(������#��G)
	
��*��0"��	�������!"
���!�	�'��	����	0" � PHA 6�� R. eutropha TISTR 1095 

Table 7.   Estimated coefficient for the fitted second-order polynomial representing the 
relationship between the response and process variables for PHA production by R. eutropha 
TISTR 1095. 

 
 DCW (g/l) PHA (g/l) PHA Content (%) 

β
 0
 1.77 0.61 34.51 
β
1
 -0.23b -0.06b 1.02ns 

β
2
 -0.31a -0.09a 3.44b 

β
3
 -0.25a -0.01ns 5.12a 

β
4
 0.01ns 0.01ns 0.17ns 

β
 11
 0.03ns 0.02ns 0.27ns 

β
22
 -0.20b 0.00ns 6.26a 

β
33
 0.08ns 0.03ns 0.38ns 

β
 44
 -0.01ns -0.01ns -0.60ns 

β
12
 -0.10ns -0.05c -1.39ns 

β
13
 0.12ns 0.03ns -1.33ns 

β
14
 0.05ns 0.04ns 1.08ns 

β
23
 -0.07ns -0.02ns 2.02ns 

β
 24
 -0.07ns -0.04ns -1.02ns 

β
34
 0.03ns -0.01ns -1.26ns 

ns : not significant even at 5% level. 
a Significant at 0.1%. 
b Significant at 1.0%. 
c Significant at 5.0%. 
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%�]�.%�0"	*��/��
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3�#��� 16 0"��	�������	
��*���	�6#	# 6�� (!"
�	�� ���	 � (a), 	
��*��(����/��/��/�� 
(NH4)2SO4 !"
(����/��/���	� (b !"
 c), 	
��*��(����/��/��/�� (NH4)2SO4 !"

(����/��/��/�� K2HPO4 (d), 	
��*��(����/��/��/���	�!"
(����/��/��/�� 
K2HPO4 (e !"
 f) �*���	��	 �/����" ��	��)    

Figure 16. Response surfaces showing the effect of propionic acid and butyric acid (a); (NH4)2SO4 
concentration and acid concentration (b and c); (NH4)2SO4 concentration and K2HPO4 
concentration (d) ; K2HPO4 concentration and acid concentration (e and f) on biomass. 

(a) (b) 

(c) (d) 

(e) (f) 
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3�#��� 17 0"��	�������	
��*���	�6#	# 6�� (!"
�	�� ���	 � (a), 	
��*��(����/��/��/�� 
(NH4)2SO4 !"
(����/��/���	� (b !"
 c), 	
��*��(����/��/��/�� (NH4)2SO4 !"

(����/��/��/�� K2HPO4 (d), 	
��*��(����/��/��/���	�!"
(����/��/��/�� 
K2HPO4 (e !"
 f) �*���	0" � PHA  

Figure 17. Response surfaces showing the effect of propionic acid and butyric acid (a); (NH4)2SO4 
concentration and acid concentration (b and c); (NH4)2SO4 concentration and K2HPO4 
concentration (d); K2HPO4 concentration and acid concentration (e and f) on PHA 
concentration. 

(a) (b) 

(c) (d) 

(e) (f) 
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3�#��� 18 0"��	�������	
��*���	�6#	# 6�� (!"
�	�� ���	 � (a), 	
��*��(����/��/��/�� 
(NH4)2SO4 !"
(����/��/���	� (b !"
 c), 	
��*��(����/��/��/�� (NH4)2SO4 !"

(����/��/��/�� K2HPO4 (d), 	
��*��(����/��/��/���	�!"
(����/��/��/�� 
K2HPO4 (e !"
 f) �*���	�
�� PHA 

Figure 18. Response surfaces showing the effect of propionic acid and butyric acid (a); (NH4)2SO4 
concentration and acid concentration (b and c); (NH4)2SO4 concentration and K2HPO4 
concentration (d); K2HPO4 concentration and acid concentration (e and f) on PHA yield. 

(a) (b) 

(c) (d) 

(e) (f) 
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4. �	
VW�X	�	
B.3
 PHA L�S8�?h3�
T=,���< 
 �'���	��"�����3��
�������
���*���	0" � PHA ��.������/��� 5 " �	 6���+�
����	�������
��&%����������	
%�]�0"	*��/���������*��E �*���	��	 �!"
0" � PHA /���+�-���/�� 
3.2 ����()�	
���(�� 6#	# 6���� 2.5, �	�� �� 	 � 6.5, !��6������&�"�1� 1.5 !"
1���1� 
0.03 (�	���*�" �	�-'�����) ���"'����  

4.1 VW�X	�8

	�	
L$��	�	V 
��	
%�]���	��	 �!"
��	0" � PHA /�� R. eutropha TISTR 1095 6���+��	 ��4����+�-�

�	 �����	���"
 10 �� �������	�	 ���	 3 " �	 �'���	(��(��#���+�	 �������� 7 ��4�3,�  30 ��
�
�&"�&���  !"
���	���	������ 200 	���*����� !"
�'���	��"����!�"����	���	�������
��� 0.5, 
1.0 !"
 2.0 vvm ���"'���� ���3�#��� 19 !"
 20 !�����	��	 �!"
��	0" � PHA /��!�*"

���	���	�������
�����"��*��E #��*� ���������	 ���	����
��� 0.5 vvm �
����	��	 �/����" ��	��)
!"
��	0" � PHA ���������� ��-���-�����$��#	�
�	 ��4/�����& ��������������	�"�-���+�-�����
�� ����%��'�����+�-���	 �������� !"
�����# ��	4��������	�������
 1 vvm �
�����	���	��	 ���*��
�*������������0*��+*��	
�
#����� (12 +���6��) &%���
��(������#��G)�����	��H��
����	 PHA    
�# ��/%-����� !�*�������	�������������	�������
��� 2 vvm �
#��*� �������	�������
 2 vvm �
��
	
�
#����������-���*�!"
�����	���	��	 �����	H���*� !�*��*���	�H����	 ��4�&"")/����-����+����	
��"�� (1 !"
 2 vvm) ���0"�����"��(���������+���6����� 60 ���# ��	4��,�	 ��4 PHA �
��H�����*�
���+���6����� 54 ������������
 2 vvm �
��(*� PHA �����*���� 1 vvm �����0*��+���6����� 60 �	 ��4 
PHA /��.���������	�������
 2 vvm �
���	 ��4���"�����"�!"
��(*�������*���� 1 vvm ��-���-�����$�
�#	�
��" ��	��)����	��	 ��/���,*	
�
(����!"
��	����	�	 ��"�����"��%���0"�'�����&"")�%�!�"*�
#"������'�	�����+�  !"
�����	
%�]�/�� Arunpan (1998) �����������	(��(����	�������
��
��	0" � PHA 6���+��+�-� Rhizobium  meliloti TISTR 078 &%������	(��(����	�������
��� 0.2, 0.4 
!"
 0.8 vvm �����1	��(6����$�!�"*�(�	)��� #��*� ��	�������
��� 0.2 vvm �
��*����	.�*���	 �
��	��	 �/���+�-��#	�
�*���$���	�'�����	 ��4���& �������� ����'������ ���	���/���&"")
!��������H�����*���	(��(���	 ��4���& ����%���*(�	��'���*�(*�(����/��/��� � � /����	
"
"��/�����& ����'��	���+�-���-�E �����-���	(��(���	 ��4���& ����%���$�� ���'�(���*���	
0" � PHA  

 
 



  
52 

 3������3��
�������	(��(���	 ��4���& ���!"
���	 ��4(�	)�������#���#�� ��		�
/������&�) NADPH oxidase �
"�"� &%������	.�G �������*�3������3��
��"*���-�
�� � NADH 
�# ��/%-�!"
�
�������-���	�'����/������&�)& ��	�& ����!"
����&�)��6&& ��	����I6�	-
������'�����
& � "6(���# ���,�/%-�.%�	
�������
����	.�����-���	�'����/������&�)�
& � "6(��- 
��& "�	���1��	�6��6(���&�)����$���������-���$�0"�'������ ��c � 	 ����		�����/���
& � "6(
��!"
�	 ���	
�����	����(	�
�) PHB ���	��*��/�� NADPH/NAD ����,��
�� ������	
��"����!�"���	�'��������
��*��	���	H��%��'��������	����(	�
�) PHB !"
����	.(����	4)���
�*� PHB �����������$����	��� �"H��	������"��� (Richie et al., 1969; Senior and Dawes, 1971 ����
6�� Arunpan, 1998)  

��*���	�H��������('���4����	�
�� PHA 3�����&"") #��*� ���+���6�� 54 ������������
 
1 !"
 2 vvm ��� PHA �
�����&"")��*���� 48.04 !"
 44.63 /���-'������&"") ���"'���� /4
���
+���6����� 60 ������������
 1 !"
 2 vvm ��� PHA �
�����&"")��*���� 51.30 !"
 40.23 /��
�-'������&"") ���"'���� ���0"��	
%�]�����	.�	������*����	���	�������
�������
���*���	
0" � PHA ��,*��� 1.0 vvm &%������	 ��4�&"")!"
 PHA ��*���� 2.94 !"
 1.51 �	���*�" �	 
���"'���� ���+���6����� 60 &%��( ���$���	�
�� PHA 3�����&"")	���"
 51.36 /���-'������&"")
!��� �������	����������	�
�� PHA ���&"")������������
 1 !"
 2 vvm  ��(���!���*������. � 
��*��������'�(�� (P < 0.05) �����-��%��"�����	(��(����	�������
��*���� 1.0 vvm ��+����	
��"���*��� 
 4.2 VW�X	�8

	�	
��� 

��	0" � PHA �'���������(����'���$������+�.������/������* �����-���	"
"��/��
!��� �����*���+*� ���& ����
��*����	.0����*������.%�!"
��	�
��/�����������$�# ]��$�0"��
�����	����	����	/����	(��(�����	�������	
��*����	�#�
�"�-��!���
�	���%���
&%����$�0"
�'�����&"")�����(������,���� (�	)���������&�)����� �/%-���0"����	�����-���	�	���0" �3�45)��
��	�#�
�"�-�����������	����
 (Arunpan, 1998) �����-���/�-������-�
�'���	
%�]������	���	���
�������
���*���	��	 �!"
0" � PHA 6���'���	��"����!�"����	���	��	������ 100, 200 !"
 
300 	���*����� (��(�����	���	�������
 1.0 vvm #���+ 7 !"
��4�3,�  30 ��
��&"�&��� 

��	��	 �/����" ��	��)!"
��	0" � PHA ��!�*"
+*����"�3������3��
���	���	������
!���*�� !��������3�#��� 21 !"
 22 ���"'���� #��*� ��	�# �����	���	����
��0"�'�����# ��
���	���	��	 ���*��	���	H�!�*��*��0"����	�*���	 ��������	��H��
����	 PHA ������	���	��� 
100 	���*����� �
���0"��	��	 �!"
��	0" � PHA �,���� ���+���6����� 72 ��*���� 5.25 !"
 4.05 
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�	���*�" �	 ���"'���� &%������	��H��
����	 PHA ���3�����&"")�,�.%�	���"
 77.11 /���-'�����
�&"")!��� !�*�
���0"!���*�����0"��	
%�]�/�� Arunpan (1998) ����'���	
%�]���	0" � PHA 
����+�-� R. meliloti TISTR 078 �+�1	��(6��	���"
 2 ��$�!�"*�(�	)��� !"
�+�!��6������&�"�1�
	���"
 0.05 ��$�!�"*���6�	��� 6������	��"����!�"����	���	�����-�!�* 200, 300 !"
 400 
rpm !"
(��(�����	���	�������
��*���� 0.4 vvm #��*� ��	�+�(����	H�����	������(����	H� 
300 rpm �
�����	��	 ��,�����"�������	�#�
�"�-��0*���� 45 +���6�� !"
����	��H��
�� PHA 
�,������+*��	
�
��	��	 �(�����"�������	�#�
�"�-��0*���� 48 +���6��  

���0"��	��"��6���+�(����	H���	������ 100 200 !"
 300 rpm #��*� ��" ��	��)
����	.��H��
�� PHA ���3�����&"")���+���6����� 66 ��*���� 74.11, 74.22 !"
 60.33 ���"'���� 
!"
+���6����� 72 ��*���� 77.11, 66.29 !"
 59.86  �
��H��*����(����	H���	��� 100 rpm �����	
�
�� PHA ���&"")�,����&%����(���!���*������. � ���+����	��"�����(����	H���	��� 200 
!"
 300 rpm ��*��������'�(�� (P < 0.05) �����-��%��"�����	(��(�����	���	��� ��*���� 100 rpm 
��+����	��"���*��� 
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3�#��� 19 0"/����	�������
�*���	��	 �/���+�-�  
Figure 19. Effect of aeration rate on cell growth. 
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3�#��� 20 0"/�����	���	�������
�*���	0" � PHA  
Figure 20. Effect of aeration rate on PHA production. 
 

0.00

1.00

2.00

3.00

4.00

5.00

6.00

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78

time (hr)

D
C

W
 (

g
/l
)

100 rpm 200 rpm 300 rpm
 

3�#��� 21 0"/�����	���	����*���	��	 �/���+�-� 
Figure 21. Effect of agitation rate on microbial growth. 
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3�#��� 22 0"/�����	���	����*���	0" � PHA /���+�-� 
Figure 22. Effect of agitation rate on PHA production. 

 
4.3 VW�X	�	
9��9/02���O 

 ��	
%�]������/����-�����.��	
��()�#�����	���������3��
��	�#�
�"�-���������	(��(��#�
��+��� 7 !"
��*����	(��(��#���+6���
�'���	�#�
�"�-�� R. eutropha TISTR 1095 ���,�	����	
����	
������� 6#	# 6���� 2.5, �	�� �� 	 � 6.5, !��6������&�"�1� 1.5 !"
1���1� 0.03 (�	��
�*�" �	�-'�����) ���"'���� !"
(��(�����	���	�������
 1 vvm ���	���	��� 100 	���*����� 
!"
��4�3,� ��� 30 ��
��&"�&��� &%����$��3��
�������
���*���	��	 �!"
��	0" � PHA ������
�'���	
%�]�����-�!�*/�-���� #��*� ��	�#�
�"�-���+�-����3��
�����*�'���	(��(��#���+�
���0"
����*�+����	��"���������	(��(��#���+��*����H����+�� ���!�����3�#��� 23 �����-�����	
�#�
�"�-�� R. eutropha TISTR 1095 �#���0" � PHA �%���*�����'���	(��(��#���+ &%�����0"��	
��"��/��������-���0"��	��"�����("���������� ���/�� Ryu !"
(4
 (1997) ������
�'���	
%�]���	0" � PHA ����+�-� A. eutrophus !"
�+�6&������I�	���&�)����	(��(��#���+ 
#��*� 6&������I�	���&�)��(�����$�# ]�*��&"") !"
��$�����������&"")"�"�  
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3�#��� 23 0"/����	(��(��!"
��*(��(��#���+�*���	��	 �!"
��	0" � PHA  
Figure 23. Effect of controlled and uncontrolled pH on cell growth and PHA production. 

 
5. VW�X	�	
B.3
 PHA L��Z	�<�	
�2	<�.�UA�,���W���< 

��	
%�]���	�#�
�"�-��!���%���
 !���� ���	����	 2 (	�-� �'���	
%�]���.������/��� 
3 " �	 �	 ���	�+���� 2 " �	 &%������	
%�]���(	�-���-�
�'���	�"�-���+�-�������	�	 ���	 1 " �	
��$���"� 36 +���6�� �"�������-��
�'���	�� ���	����	�*�������"���# ����� 1 " �	 !"
�'���	
(��(���3��
�*��E ����3��
�������
��&%����������	
%�]���/�-���� ��	��	 �!"
��	0" � 
PHA /���+�-����+���6���*��E !������3�#��� 24 �
��H������*��+������*�+����	��"���������	�� �
��	����	�#���(	%����%���
�����	���	��	 �/���+�-���*��	���	H��������������+����	��"�������
����	�"�-���+�-��	 ���	 2 " �	 ������'���	�#�
�"�-����$���"� 108 +���6�� �
����	 ��4�&"")!"

�	 ��4 PHA �,����!���
 ��*���� 2.47 !"
 0.83  �	���*�" �	 ���"'���� !"
( ���$���	�
�� 
PHA 3�����&"")	���"
 33.6 /���-'������&"")!��� !"
!���%���
��*���� 4.53 !"
 2.64 �	���*�
" �	 ���"'���� !"
( ���$���	�
�� PHA 3�����&"")	���"
 58.3 /���-'������&"")!���          
(���!�������	����� 8) !"
�����( ���$�(�������	.���+���	����	 #��*� ��	�#�
�"�-��!���%��
�
�
����	.�# ���	
� �G 3�#����	�+���	����	�# ��/%-�	���"
 14.28 &%�����0"��	��"��
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�+*������������� ���/�� Yu (2001) ���
%�]���	�#�
�"�-���+�-� A. eutrophus �#�����	��������
	,�!����	�#�
�"�-��	
��*����	�� �����	(	�-�����������	�� �����	���(	�-�!��!�*��� ���"

(	%�� &%���+��	�0�����+� �(�� �	�6#	# 6�� (����	�� �� 	 ���$�!�"*�(�	)��� #��*� ��	
�#�
�"�-��!����	�� �����	���(	�-��
�*���	 �����+�-�����	��	 �!"
��H��
�� PHA �,�/%-� ��
�	
� �G 3�#����	�+���	����	�# ��/%-�	���"
 17 
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Figure 24. PHA production in Batch and Fed-batch culture condition. 
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6. VW�X	�.�2.V	�

=1���	
B.3
 PHA  
��	
%�]��"�#"
���	)/����	�#�
�"�-��!���%���
 !���� ���	����	 2 (	�-� 

�'���	
%�]���.������/��� 3 " �	 �	 ���	�+���� 2 " �	 &%������	
%�]���(	�-���-�
�'���	�"�-��
�+�-�6���'���	(��(���3��
�*��E ����3��
�������
�������������	
%�]������/�� 3.4 #��*� ��
��	��	 �/���&"")!"
��	0" � PHA ��*���� 4.53 !"
 2.64 �	���*�" �	 ( ���$���	�
�� PHA 
�	
��4	���"
 58.28 PHA�*��-'������&"")!��� �����	���	��	 ��,�����'��#�
��*���� 0.03 �*�
+���6�� 0"���/���&"")�����	����	 (Yx/s) ��*���� 1.43 �	���&"")�*��	��TOC !"
0"���/�� 
PHA �����	����	 (Yp/s) ��*���� 0.83 �	���*��	��TOC &%������	."��	 ��4��	� ��	��)���-'�
����( ���$�	���"
 28.74 !"
�����
%�]����	���	��	 �!"
���	���	0" � PHA �
��(*���*���� 0.042 
!"
 0.024 �	���*�" �	�*�+���6�� ���"'���� �������	�������������	�#�
�"�-��!���
�
��H�����*�
��	�#�
�"�-��!���%���
��-��
��0"�'�����+�-���	 ������/%-���� 2.46 ��$� 4.53 �	���*�" �	      
(�# ��/%-� 1.84 ��*�) !"
��0"�����	0" � PHA �# ��/%-���� 0.83 ��$� 2.64 �	���*�" �	 (�# ��/%-� 3.18 ��*�) 
(���!�������	����� 8) 

��	����� 8 �"#"
���	)/����	�#�
�"�-��!���%���
!"
!���
/����	0" � PHA 
Table 8. Kinetic of fed-batch and batch culture on PHA production. 
 
 Fed-batch Batch 
DCW (g/l) 4.53 2.46 
PHA (g/l) 2.64 0.83 
PHA content (%) 58.27 33.77 
Productivity (g/l/h) 0.024 0.01 
µ (h-1) 0.03 0.02 
Y(x/s)  (g cell/gTOC) 1.30 1.03 
Y(p/s) (g PHA/gTOC) 0.83 0.45 
TOC removal (%) 28.74 23.52 
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7. 9/T.8�XT<1��2�.3�0�
= 
7.1 B.�	
VW�X	��9=?
<���1��2�.3�0�
=6��A Gas chromatography mass 
spectrometer ;   GC-MS 

 �"�������	��	��� methyl ester /��#�" ���	)�����������	�����&"")!�(���	�� Ralstonia 
eutropha TISTR 1095  ���� GC-MS �	��c6(	��6�!�	�&%��!���.%� methyl ester /���������	) 
#�(��*��#��� 2 #�( ���!�* methyl hydroxybutyrate ��� retention time ��*���� 8.91  ���� !"
 methyl 
hydroxyvaleraterate &%���� retention time ��*���� 10.96 ���� ���!�����3�#��� 25 ���0"/��     
6(	��6�!�	�����	.('���4#�-��������	�1��$����	)�&H��)/��#�-���� !����*� PHA ������
�	
���������*���*��/�� hydroxybutyrate (HB) 	���"
 81.69 !"
��*���*��/�� 
hydroxyvalerate (HV) 	���"
 18.31 �����-� PHA ���0" ������� R. eutropha ����	��"����-����

��,*���"�*�6(#�" ���	)+� � polyhydroxybutyrate-co-polyhydroxyvalerate (PHBV) ��()�	
���
/��6(#�" ���	)6���������������
/%-���,*���+� �/����	����	����+���$�!�"*�(�	)���!"��
(����/��/��/��!�"*�(�	)���������	�"�-���+�-��H��0"�*�����*��/����()�	
���/��             
6(#�" ���	)�+*���� (Doi, 1990)  

7.2 B.�	
VW�X	$	$0m-^@��=O8��1��2�.3�0�
= 
��	
%�]�(�4����� /����	�	
�������� G���	 Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) 
��$���	
%�]�(�4����� 6����	���(����/��/��!���	���'�"��/��!�����(������("����*��E ���
��*���*�����������������"� �	����*� Time-Domain Spectroscopy  �	��6���������	����*� Fourier 
transform spectroscopy �����-� Time-Domain Spectroscopy �
.,���"������$� frequency-domain 
spectrum ���� Fourier Transform �����	�+�� � ��"(��# ����	) 6��������!"�� � �1	��	�����
6�	�6��8� ���+���$���(� (�'��	�����	��# �,��)���������6(	��	�����	� ��	��)&%���������$�
(���.���*��E ��� 6����	��!���	����	/�� wave number �����,*1���)+������,��"��!��
� �1	��	��������"��!"
����� # ��	4����������'���	� �(	�
�) #�" ���	)���0" ���������	�"�-��
�+�-� R. eutropha TISTR 1095 ������(� ( FT-IR ��	�����������#�" ���	)���	��� PHBV (12% 
HV /���	 ]�� Aldrich) 0"/�������	������� �/%-�!������3�#��� 26b !"
�����# ��	4����(�	��
/��#�" ���	)���0" �������#�" ���	)���	��� #��*� ���(�	��/��#�" ���	)��-������(���
("���("%���� !"
����������#�" ���	) PHBV ��$�#�" ���	)����	���,�	6(	��	������!�*����%��'�
�������	.� �(	�
�)!"
# ��	4����(�	������� �/%-�����*�� �	
��������	������(���������(�	��
/��#�" ���	) PHBV ���	����%��'����0"��	� �(	�
�)��(���.,�����!�*��'�� ��/%-�6������	.
	
�����(�	����*�E /��#�" ���	)�����������	����!"
�'��	 ���G a��� Ralstonia eutropha TISTR 1095 
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���!�������	����� 9 �����# ��	4�� �1	��	����(�	��/��#�" ���	) #��*� ���'�!��*�(���.����*���� 
3439.22  &%����$��'�!��*�/��� �1	��	����(�	��/����,*�I�	��& " 6��#�" ���	)���0" �������(*�
���(�	����+*���������*����H����+�� !��������H�.%��	 ��4��,*�I�	��& "����������������$�0"
�������/�-������	��	��������*�������(���+�-�/�������*���,��%��'������ ����(�	��/����,*  
�I�	��& "�����6��"��"/���-'��	�������$�0"���������������	"
"��6&������I6�("��	�)
����	�'�"��6(	��	���/��#�" ���	)�����	"
"��6&������I6�("��	�) �'����#�" ���	)��/���
��-�"� !"
��0"����� ���,*�I�	��& "� �	
/���"��#�" ���	)�����-�E  
 

��	����� 9 ���(�	������� �/%-� !"
 wave number /����,*1���)+������,��"��!��/��#�" ���	) 
Table 9. The dominant spectrum and wave number of extracted purified polymer.  
 

Frequency (cm-1) Functional group 
3439.22 OH (H2O) 

2978.50, 2935 CH3, CH2 (CH stretching) 
2879 CH (CH stretching) 

1723.54 C=O (esters) 
1456.93 CH3, CH2 (CH deformation) 
1381 CH3 (CH3 symmetrical deformation) 
978 C-O-C streching 
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7.3 B.�	
VW�X	$	:9
��
�	�1��2�.3�0�
= 
��	
%�]�6(	��	���/��#�" ���	)��-��
��$��������+��*�+�-+� �/��#�" ���	)�����������

���������6(	��	����
��(���!�*���/���'�!��*�(�	)��� &%��#�" ���	)���0*����	�'��	 ���G a6��
�'�����&"") Ralstonia eutropha TISTR 1095 ��������	 PHA 6���+���	"
"��6&������I6�("��	�) 
��H��*�������$��
�����"��������-'��"��� 2 (	�-� !"���%��'���	"��������
&�6�� !"
"�������          
������"�	 ���G a	���"
 99.8 ��H��*��/���
�����������"
"��������	"
"��("�6	1�	)�!"��
���(���	����#������ PHA "
"����*�����,	4) � -���������H��*���'���	�	����H��*������� �����-�
�'���	"
"������"*�������
��������I��&� �'���	!���
���/�� PHA �����������	��!�� 
�����-��'��������!��������4�3,�  80 ��
��&"�&��� �'��
��� PHA �����������	���
�������
�I��&���
%�]�(�4"��]4
�	��(�4����� 6���+���(� (  13C-NMR 6���'�#�" ���	)������"
"��
����	"
"��("�6	1�	)��'���	� �(	�
�)�����(	���� Fourier Transform NMR spectrometer          
500 MHz 	�*� UNITY INOVA, Varian !"���'���# ��	4�.%��'�!��*�/�� chemical shift /��
(�	)�����6(	��6�!�	�&%��0"��	�����!������3�#��� 26  &%�����(�	������� �/%-�����	!��
/��#�(��*��+����� !"
������'���	��	�����������0"��	
%�]��,�	6(	��	���#�" ���	)       
P(3HB-co-19%HV) /�� Doi (1990) #��*� "��]4
/�����(�	������� �/%-���"��]4
������������ 
�����# ��	4�.%���,*1���)+��/��!�*"
#�(����	.������(���������6(	��	�������(�����!���(,*���
3�#��� 27 6����+*�� 169 ppm �
#��"�*����(�	��/����,*(�	)��� "&%����0"�����(�	)���
�'�!��*���� 1 !"
 5 &%�������# ��	4���*��"
����� #��*� �	
������� 9 #�(�"�� &%����$�0"���������
���(���!���*��/���������	)	
��*�� 3HB !"
 3HV 6������	.# ��	4�!��!�*"
#�(����*�
��$�(�	)�������'�!��*�����6(	��	���/�����#�" ���	) !��������	����� 10 
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3�#��� 25 6(	��6�!�	�/��#�" ���	)���0" ������	�"�-���+�-� Ralstonia eutropha TISTR 1095 
Figure 25. Chromatogram of polymer produced from Ralstonia eutropha TISTR 1095 cultivated. 
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(a) 

 
(b) 

 
 

3�#��� 26 � �1	��	����(�	��/��#�" ���	)�����������	����!"
�'��	 ���G a (a) ��	�����������     
#�" ���	) PHBV ���	��� (b) 

Figure 26. The infrared spectra of purified polymer (a) and standard PHBV (b). 
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��	����� 10  ���(�	������� �/%-�����������	)/��#�" ���	)�����������	����!"
�'��	 ���G a��� 
Ralstonia eutropha TISTR 1095 ���� 500 MHz 13C-NMR  

Table 10.    The typical 500 MHz 13C-NMR spectrum of purified polymer from Ralstonia eutropha 
TISTR 1095.  

 
Chemical shift (ppm) Position Carbon unit 

169.1 1, 5 CO 
40.7 2 CH2 

67.5 3 CH       hydroxy butyrate (HB) 
19.7 4 CH3 

38.7 6 CH2 
71.8 7 CH       hydroxy valerate (HV) 
26.8 8 CH2 
9.3 9 CH3 
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7.4 B.�	
VW�X	$	9-	 Crystallinity 1��B.W�2�.3�0�
= 
�����	
%�]�(�4"��]4
!"
(�4����� ���-�����/�� PHA �"�*�6I6�#�" ���	)���!�* PHB 

#��*��
��(�4����� 6��������(�� !/H� !�*��	�
 �����-���	0" �6(#�" ���	)�#�������!����	�+�
6I6�#�" ���	)��-� �%�����('��%�.%�(�4����� /��(���(���/��6(	��	���/��#�" ���	)������'�
��	/%-�	,���$�3�+�
 ��	�+��(	���� X-ray diffractometer �'��	��� �(	�
�)����	�� �0"%� 
crystallinity /��#�" ���	)�%���(����'���$� �#����	
�� �.%�(�������
��/������*��/��#�" ���	)���
�	
���/%-�����������	)��-�!�� block !"
 random polymer �	����������%���#���# ��	4�(���
!/H�!	������ �	��(���(���/��#�" ���	)���0" � 6��(*� crystallinity �
	�������	,�/��  
degree of crystallinity &%�������	� �(	�
�) PHA �����������	����!"
�'��	 ���G a����+�-� R. eutropha 
TISTR 1095  #��*��� % crystallinity ��*���� 55.88 &%����(*������*� 50 % �%�����*�#�" ���	)���0" �
�����(���(��� �	��(���!/H�!	�(*��/����,� ���	�����/�� Doi (1990) #��*� % crystallinity 
�# ��/%-���� 55 % .%� 70 % ������� HV ��$���()�	
���/�� P(3HB-co-3HV) ���/%-���� 0 % .%� 
95 %6�" ��*���	�H��� ��*����	.�+�(*� % crystallinity ���+��	
�����	� �(	�
�)+� �/��    
#�" ���	)�*���$�6I6�#�" ���	) �	�� 6(#�" ���	)!"
�������	��������(*� % crystallinity ���       
#�" 6#	�#"�� !"
��"��#��*����(*���*���� 30-50 !"
 40-60%  ���"'���� �����	���(*� % 
crystallinity /��6(#�" ���	)��(*��,� �*��
��$�0"�����������6(	��	���/��6(#�" ���	) ��(�����$� 
amorphous �����*� 6I6�#�" ���	) �%��'����6(	��	�����(���������*��	���������# ��/%-�         
(Doi, 1990) 	,�!��/��#�(����� �/%-������	� �(	�
�)#�" ���	)�����(	���� X-ray diffractometer 
!������3�#��� 28 
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3�#��� 28 	,�!������� �/%-�/��#�" ���	)��������������+�-� Ralstonia eutropha TISTR 1095��

��	"
"��("�6	1�	)� �����(	���� X-ray diffractometer 
Figure 28. X-ray diffraction patterns from extracted purifying polymer in a chloroform solution. 
 

7.5 B.�	
VW�X	$	�/T$Zm03$.�0�$.� (Tm) ,.<�/T$Zm03,1n�
8� (Tc) 1��B.W�2�.3�0�
=
6��A�3Q� Differential scanning calorimeter (DSC) 
�����	�'�#�" ���	)�����������	�����&"")!�(���	�� Ralstonia eutropha TISTR 1095 !"


#�" ���	)���	�����-� PHB !"
 PHBV (8% HV) (/���	 ]�� Aldrich) ��
%�]���4�3,� 
�"����"� !"
��4�3,� !/H����/��0"%�#�" ���	)������	�+��(	���� Differential scanning 
calorimeter (DSC) 0"��	��"��!��������	����� 11 #��*� ���������	���(���	��� 2 (	�-� �

�	��c#�(/����4�3,� �"����"����/��0"%� (Tm) �����(*���"��(������6��#�(���������#�" ���	) 
�	
�3�6I6�#�" ���	) #�(�
��"��]4
��$����!�"� !"
�"�������	� �(	�
�)#�" ���	)
���	��� PHB #��*� ��(*� Tm ��*���� 172.7 ��
��&"�&��� ��/4
��� glass temperature (Tg) ��*���� 
1.038 ��
��&"�&��� !"
��(*� Tc ��*���� 121.2 ��
��&"�&��� ������'�#�" ���	)���	��� PHBV &%��
��$��	
�3�6(#�" ���	) �
�	��c#�(��"��]4
��$��������� (broad band) "��]4
/��#�(
����"*����$�"��]4
/��6(#�" ���	) 6����(*� Tm ��*���� 156.7 ��
��&"�&��� !"
(*� (Tg) ��*����  
-0.777 ��
��&"�&��� �'��	��(*� Tc ��(*���*���� 118.866 ��
��&"�&��� !"
������'�#�" ���	)���0" �
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��������	�"�-���+�-� R. eutropha TISTR 1095 #��*� "��]4
/��#�(�����������	� �(	�
�)��"��]4

��$��������� !"
���(*� Tm ��*���� 135.3 ��
��&"�&��� !"
(*� Tg ��*���� -9.72 ��
��&"�&��� �'��	��
(*� Tc ��(*���*���� 49.2 ��
��&"�&��� ���0"��	��"������	����� 11 �
��H�����*����������*��/�� 
%HV �# ���,�/%-��
��0"�'���� Tm, Tc !"
 Tg ��(*�"�����"����������6(	��	�������(��/��#�" 
���	)��"������ �����	
%�]�0"/������*��/�� HB !"
 HV ������*�(�4����� ������3�#/��#�
" ���	) #��*� ��	�# ��/%-�/���	 ��4 HV �
�'����#�" ���	)��(���������*��# ��/%-��'��������	.
/%-�	,���$�12")������(���(����*�!	��%�������� ��/%-����� (Doi, 1990) 
 
��	����� 11 ��4�3,� �"����"����0"%� !"
��4�3,� !/H����0"%�/��#�" ���	) 
Table 11. The melting point and crystalline temperature of polymer 
 

Temperature ( 0C ) 
Sample 

Tg Tc Tm 
Polypropylene  -15 nd 171-182 
PHB (Aldrich) 1.038 121.2 172.7 
PHBV (Aldrich HV 8 %) -0.777 118.8 156.7 
PHA(R .eutropha) (HV 18.3%) -9.72 49.2 135.3 
PHBV (HV 20%)* -1 nd 145 
PHBV (HV 25%)* -6 nd 137 
PHBV (HV 34%)* -8 nd 97 
PHBV (HV 55%)* -10 nd 77 
nd : no data 
 *  : Doi, (1990) 
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7.6 B.�	
VW�X	$	�U�	$�8�:0�.�/.�{.��A1��2�.3�0�
= 
��	���(*���"6��"��"6��� G���	���(���������-���(���������/������/���6��"��"!"


"��]4
��	���������/��6��"��" ��*������/�������-'������	����"6��"��"!�*��*���� �����-�(*�
��"6��"��"�������������� G����(��������%���*�+*��-�(*� number - averaged weight (Mn) !"
   
weight-averaged molecular weight (Mw) !�*��$�(*���"6��"��"��"����+ �(������� (viscosity-
average molecular weight, Mv) �����	��"�����(�������/��#�" ���	)���0" ����6���+�
("�6	1�	)���$�����'�"
"��6���+�� �6(� ���	)+� � Ubbelohde viscometer ���0"���!�����
��	����� 12  
 
��	����� 12 0"��	���(���������	"
"��#�" ���	)�������  
Table12. Polymer viscosity determination of dilute solution. 
 
No. Conc (g/dl) Flow-time (s) t/t0 η(SP) η (rad) η (inh) 
1 
2 
3 
4 

0.25 
0.167 
0.125 
0.1 

463 
450 
428 
396 

1.362 
1.324 
1.259 
1.165 

0.362 
0.324 
0.259 
0.165 

1.447 
1.937 
2.071 
1.647 

1.235 
1.678 
1.841 
1.525 

  
!"
�����	���(*���	��"/������'�"
"���	 ���G a&%����$�(*�(�������/����	"
"�� 

�����(����/��/����*����
,��) #��*� ��	
�
��"���	��"��*���� 340 � ���� !"
������'���	� �(	�
�)
6���+�/���,"6���+�6�	!�	� Via Mv version 1.0 6���'����(*� a �����$� 0.78 !"
(*� K ��*���� 
1.18 x 10-4 (Netravali and Luo, 2003) ('���4(*��-'�����6��"��"�������	/�� Mark Houwick 
Sakurada Equation ���0"��	��"��#��*� #�" ���	)�����������	����!"
�'��	 ���G a����+�-� 
Ralstonia eutropha TISTR 1095 ���(*�/���-'�����6��"��"��*���� 448,900 ��"��� 
 
 
 
 
 
 


