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T= ,.<�3Q��	
�6.�� 

 
�8�6/ 
1. �/.3��
�A= 

����	��"���+��+�-� Ralstonia eutropha TISTR 1095 ����&�-����
,��)��H�	��	����" ��	��) 
(MIRCEN) �.����� ���� ���
���	)!"
��(6�6"��!�*��	
��
��� 
2. �	$	
�.�UA��O�U� 

Ralstonia eutropha TISTR 1095 �
.,���H�	��]�������	��������� (Nutrient agar slant) 
!"
�+�����	��"� (Nutrient broth) ��$�����	�"�-���+�-�����	��	�������+�-��	 �����6���+��,�	
����	/�� Yan !"
(4
 (2003) &%���	
������� (�	���*�" �	) yeast extract 10, peptone 10, beef 
extract 5, (NH4)2SO4 5 !"
#���+��*���� 7 ����	��H�	��]��+�-���" ��	��)�
����	.*���+�-����* (subculture) 
�������� 
3. �	
�90� 

- ��	�(������+���$���()�	
���/������	�"�-���+�-� : (NH4)2SO4, KH2PO4, C3H5NaO2, 
C4H8O2  

- ��	�(������+�����	� �(	�
�) : HCl, NaOH, H2SO4, CHCl3, NaOCl, C2H6O, CH3COCH3 
�/?�
T= 

-  �(	�����/�*�(��(����4�3,�  	�*� G25 ������ New Brunswick Scientific  
- �(	��������������� 	�*� 32 R ������ Universal 
- �(	�������(*���	�,��"��!�� 	�*� 200 rt ������ Zenyth 
- �,�.*���+�-� 	�*� V8 ������ Clean 
- �����%���*��+�-� 	�*� HV-85 ������ Hirayama 
- �*��(��(����4�3,�  	�*�  29 ������ Memmert 
- .������ 	�*� MDC-300 ������ EYELA 
- �(	�������(�����$��	���$��*�� 	�*� 320 ������ Mettler Toledo 
- �,���(��(����4�3,�  	�*� VD ������ WTB binder 

 - �"�����"�		
�)� �"H��	��!���	���� ++��� 	�*� JEM-100CX II ������ JEOL  
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�3Q��	
�6.�� 
1. �	
VW�X	.8�XT<�	
��
3Y1���O�U��
3�0
�� �2���LO�L��	
�

�A0$8��O�U� 
 �'��+�-� Ralstonia eutropha TISTR 1095 �����H�	��]�������	 (Nutrient agar slant) ��.*��
"�������	��"� (Nutrient broth) ���0*����	�*��+�-�!"���	 ���	 200 � "" " �	 ����� G���	!��
�"���+�-��#������������	�������������" ��	��)+� ����� �����-��'����/�*�����(����	H�	�� 200 
	���*����� ���,��*�(��(����4�3,�  6��	��]���4�3,� ������ 30 ��
��&"�&��� ��H������*�����       
4 +���6�� ��$���"� 60 +���6�� �'���	� �(	�
�)�	 ��4�&"")!��� �"���+*����"�!"
�	 ��4��" ��	��)
�������
������	�+���$�����+�-��	 ������"����	� ��� 
2. �	
�

�A0�
69	
=���73.3�:6A�	
$08�����LA?	.=0�2���LO�L��	
�6.�� 
 �'���������")����0*����	!�	�3�# (pretreatment) ����!("�&����I�	���&�) 0.1 �	���*�
�	���-'�����!���/����������")�0������
����"���)����*��'�����-'��������0*����	�'����!�����
���	��*�� 80:20 �#�����$�!�"*���6�	��� ������6���+���" ��	��)0������
���� �����*��'����
�-'�����6	�����-'������")� 3.5 " �	 !"
�� �!("�&���(�	)����� 140 �	�� �#�����$���1�1�	)(��(��#���+
�����,*�	
��4 6.0-6.5, �� �/����"� deoxygenate water 14 " �	 �#���+*������	��	 ��� �6�/����" ��	��)
!"
�� ���	"
"����6�6�1�	)� 14 � "" " �	 ��$���	�����-���	�	��������  �'���	������.��
�c �	4)!���	�����
/��� 20 " �	 �����4�3,�  37 ��
��&"�&�����$���"� 10 ��� �'���	� �(	�
�)
#���+ +� �!"
�	 ��4�	�����	���/%-� �	 ��41���1�!"
�	 ��4��6�	��� 
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	
=��� 
�'��-'����������������	������������")� (���/�� 2) 
%�]���	�� � propionate 

!"
 butyrate ���	 ��4 0, 5 !"
 10 �	���*�" �	 �'����#�
�"�-�� R. eutropha TISTR 1095 6���+�
�	 ��4����+�-��	 �����	���"
 10 6���	 ���	 ����3��
��4�3,�  30 ��
��&"�&��� #���+ 7 
�#�
�"�-�����,��/�*����(����	H���*���� 200 	���*�����   ��$���"� 48 +���6�� �'���	��H������*����� 4 
+���6�� � �(	�
�)���	 ��4�&"") !"
�	 ��4 PHA ����&"")0" ���� �"���(����/��/��/���	�����+�
��$�!�"*�(�	)��� �������	 ��4 PHA �,�����#����+�����	��"���*��� 

3.1.2 VW�X	�8

	�-��
<$�-	9	
=���
-�4�:

��� (C:N) 
�"���(����/��/��!"
+� �/��!�"*�(�	)����������	 ��4 PHA �,���� ���/�� 

3.1.1 ���+�����	�#�
�"�-��6���+��3��
����	�#�
�"�-���+*���������/�� 3.1.1 �#���
%�]����	��*�� 
C:N �������
��6���'���	�� �!�"*���6�	��� (�� !��6������&�"�1� (NH)2SO4 ������	��*�� 
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C:N ratio ��*���� 30, 50 !"
 70 ��	�����������+����	��"�������*����	�� �!�"*���6�	���
�# ���� � (C:N=97) �'���	��H������*��!"
� �(	�
�)�+*���������/�� 3.1.1 �"���+����	��"��������
�	 ��4 PHA �,�����#����+�����	��"���*��� 

3.1.3 VW�X	9�	0�1�01��1��,$.-�^���^
 
�"����3��
�������
���*���	0" � PHA ���/�� 3.1.2 ���+�����	�#�
�"�-��6��

�+��3��
����	�#�
�"�-���+*���������/�� 3.1.1 �#���
%�]���(����/��/��/��1���1��������
��
�*���	0" � PHA 6���"����+�6#!���&����I6�	���1���1� (KH2PO4) ���(����/��/�� 0, 2.5, 5, 7.5 
!"
 10 �	���*�" �	 �����4�3,�  30 ��
��&"�&��� ��$���"� 48 +���6�� �'���	��H������*��!"
� �(	�
�)
�+*���������/�� 3.1.2 �"���+����	��"���������	 ��4 PHA �,�����#����+�����	��"���*��� 

3.2 �	
�	�,B��	
�6.��,���	
VW�X	B.
-�01��?@��8A
-	�P 
-��	
��
3Y,.<B.3
 PHA 

1���O�U� Ralstonia eutropha TISTR 1095 
3.2.1 �	
���,���	
�6.�� 

  ��	
%�]����3��
�������
���*���	0" � PHA ���	
���(����/��/��/�� 
6&�����6#	# 6���� �	�� �� 	 � !��6������&�"�1� !"
��6#!��&����I6�	���1���1� 
!���*������#�����(������#��G)	
��*�������� 6����	���!0�!�� Partial Factorial Design !"

�'���������"��!�� Central Composit Design 6������������'���	
%�]��	
������� 4 ������ 
������"
 5 	
��� 6���'���	�'����	���/�����!�	� �	
!"
	���/��	
���/�����!�	���!���
����	����� 4 ����'����������!"
	
�������'���	
%�]��'����'����+����	��"�� !"
�����	
�������6�������	��	 ��� �6�!"
�	 ��4��	�
�� PHA/����" ��	��) 

  3.2.2 �	
�3�9
	<$=B.�	��S3
3 
  ��	� �(	�
�)0"����. � /��/���,"�+�����	#�" ����"����������#���(���

����
��/��/���,"�����������	��"�� ���!�������	����� 6 &%������	.����!���'�"��/����	
��������*���	��	 �/����" ��	��) (Y1) ��	0" � PHA (Y2) !"
��	�
�� PHA 3�����&"") 
(Y3) !����������	 

Y
i
 = β0 + β1x1 + β2x2 + β3x3+ β4x4 + β11x1

2 + β22x2
2 + β33x3

2+ β44x4
2 + β12x1 x2 + β13x1 x3  

         + β14x1x4 + β23x2 x3 + β24x2x4 + β34x3 x4                                                                              (1) 

����� Yi (i = 1-3) (��0"��	�����������'������������	 X1, X2, X3 !"
 X4 (�����!�	����+�����	
��"�� β0 (�� (*�(����/������	 β1, β2, β3, !"
β4 (��0"/������������� β11, β22, β33, !"
β44 (��
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0"/������������# ��(����/��/����$������*� β12, β13, β14, β23, β24, !"
β34 (��0"	*��/��	
��*��
��������� ��	� �(	�
�)(*�����. � �
!���6���+���	� �(	�
�)(���!�	�	��	*�� (ANOVA) ��	
���3��
�������
��/������	(4 �
���	)�����*�+*����	�+ ������
�+�6�	!�	� Design Expert 
(version 5.0.8) (Stat-Ease Corporation, USA) �'��	��
%�]�(�������
��/������	�"�����!�	
�#����+�����	('����0"��0"���/���&"") �	 ��4 PHA !"
��	�
�� PHA &%����	��������
���
�����	��	����������������	�'���� !"
����	#�" 6�����"�������
���
!��������H�6���+�������
��'�������/��#�-�0 �����������-�
�'�����	���H�.%�(������#��G)	
��*����	�������!"
	
�����	
��"��/��!�*"
����������+�����	��"�� (Lakshman et al., 2004) 

��	����� 4 ���!�	!"
	
���/�����!�	�'��	����	���!����	��"��  
Table 4 Variable and their levels for CCRD 
 

Symbol Levels* Variable name 
Coded Uncoded -2 -1 0 1 2 

Propionate(g l-1) 
Butyrate(g l-1) 
(NH4)2SO4(g l

-1) 
KH2PO4(g l

-1) 

X
1
 

X
2
 

X
3
 

X
4 

x
1 

x
2
 

x
3
 

x
4 

0 
0 
0 
0 

2.5 
2.5 
0.5 
0.025 

5 
5 
1 

0.05 

7.5 
7.5 
1.5 
0.075 

10 
10 
2 
0.1 

• X1, X2 = (x1 - 5)/2.5; X3 = (x2 i 1)/0.5; X4 = (x3 i 0.05)/0.025 

3.2.3 �	
�6���B.
-�0
<$�-	� Propionate, Butyric acid, Ammonium 
sulphate ,.< Potassium dihydrogenphosphate 
-��	
��
3Y,.<�	
B.3

2�.3�0�
=  

            �'��-'��������0*����	���������������*���
�������*�� !"���'����	��
�����	
��]�	�� whatman number 40 !�*���*1"���)/��� 250 � "" " �	 1"���)"
 100 
� "" " �	!"���� ���	����	��-� 4 +� � ���(����/��/��/��!�*"
+����	��"�� !��������	����� 
5  �"�������-��'���	�	��#���+��*���� 7 !"
�'����*��+�-���� 121 ��
��&"�&��� 15 ���� !"���'���
�� �����+�-��	 �����1"���)"
 10 � "" " �	 �"�-�����,��*�(��(����4�3,�  30 ��
��&"�&��� �/�*����
(����	H�	�� 200 	���*����� ��$���"� 60 +���6�� �'���	��*������*����� �(	�
�)���-'������&"")
!���!"
�	 ��4 PHA  �'�(*���������� �(	�
�)0"����. �  
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4. �	
VW�X	�	
B.3
 PHA L�S8�?h3�
T=,���< 
4.1. VW�X	�8

	�	
L$��	�	V 
�"����3��
�������
���*���	0" � PHA ���/�� 3.2 ���+�����	
%�]������	���	���

����
�������
���*���	0" � PHA 6���'���	��"����.������/��� 5 " �	 (��(����4�3,� ��� 
30 ��
��&"�&��� pH �	 �������*���� 7 �����	���	�������
 0.5, 1 !"
 2 vvm �'���	��H������*����� 
6 +���6�� ��$���"� 72 +���6�� � �(	�
�)���	 ��4�&"") !"
�	 ��4 PHA ����&"")0" ���� �"���+����	
��"���������	 ��4 PHA �,�����#����+�����	��"���*��� 

4.2 VW�X	�8

	�	
��� 
�"����3��
�������
���*���	0" � PHA ���/�� 4.1 ���+�����	
%�]������	���	������

����
���*���	0" � PHA 6�������	���	������(����	H� 100, 200 !"
 300 	���*����� �'���	
��H������*����� 6 +���6�� ��$���"� 72 +���6�� � �(	�
�)���	 ��4�&"") !"
�	 ��4 PHA ����&"")
0" ���� �"���+����	��"���������	 ��4 PHA �,�����#����+�����	��"���*��� 

4.3 VW�X	�	
9��9/02���O 
 �"����3��
�������
���*���	0" � PHA ���/�� 4.2 ���+�����	
%�]���	����������	
(��(��#���+ !"
��*����	(��(��#���+ 6���
�'���	(��(�� pH �	 �������*���� 7 ��-����+����	
��"�� &%�����*��/��+����	��"���������	(��(�� pH �
�'���	(��(�� pH �"����	��"��6��
�+����(��(�����6���� ����+�� controller 6���+�6&������I�	���&�)�/��/�� 1 6�"�	) !"
�	��I6�	
("�	 ��/��/�� 1 6�"�	) �#���(��(��#���+ �'���	��H������*����� 6 +���6�� ��$���"� 72 +���6�� 
� �(	�
�)���	 ��4�&"") !"
�	 ��4 PHA ����&"")0" ���� 

 
5. VW�X	�	
B.3
 PHA L��Z	�<�	
�2	<�.�UA�,���W���< 
 
%�]���	�#�
�"�-��!���%���
 !�����+*�� 6���"����3��
����
���*��E ������
�'���	
%�]���/�� 4 ���+�����	�#�
�"�-���+�-� R. eutropha TISTR 1095 �#�����	��������0"��	
�#�
�"�-��!���
�*���	0" � PHA &%����	�#�
�"�-��!���%���
 !�����+*�� �
�'���	
%�]���.������
/��� 3 " �	 �+��	 ���	����	�	 ����� 1 " �	 !"
�	 ������'���	�"�-���+�-�!���
��$���"� 36 +���6�� 
�"�������-��'���	�� ���	����	�# ����� 1 " �	 �'���	�#�
�"�-����$���"� 72 +���6�� ��H������*��
���E 6 +���6�� � �(	�
�)���	 ��4�&"") !"
�	 ��4 PHA ����&"")0" ���� �#�����	�����������	���	
0" � 0"0" � PHA �����	�#�
�"�-��!���
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6.  VW�X	�.�2.V	�

=1���	
B.3
  PHA 
 �'�/���,"���������	
����	�#�
�"�-��!���
!"
!���%���
��/�� 5 ��('���4��
(*�#�	�� ���	)/���"�#"
���	) �����- ���	���	��	 ��'��#�
 (µ), ����	
� �G a0"0" �/����	
��	 �/���&"") (Yx/s), ����	
� �G a0"0" �/��0" �3�45)�����*�+*�&"") (Yp/s) !"
���	���	0" �
0" �3�45) (productivity ) 6���+�����	�����- 

ln X = ln X0 + µt        (2) 
Yx/s = (X - X0)/(S0 - S)        (3) 
Yp/s = P/(S0 - S)        (4) 
Productivity = P/t        (5) 
6������	��(*����	���	��	 ��'��#�
�
�+���	#"���	�1	
��*�� ln x ��� t �
���(*� 

slope &%���
��(*���*�������	���	��	 ��'��#�
 (µ) 6����� X (���	 ��4�&"")�����"�������� X0 (��
�	 ��4�&"")�	 ����� !"
 S (���	 ��4��	����	�����"�������� S0 (���	 ��4��	����	�	 �����  

        
7. VW�X	O�36,.<?
30	T1���	
2�.3456
��7��8.9	:���
 

�"�-���+�-���.������/��� 5 " �	 6���� ��+�-��	 ����� ��	����	 	��.%�(��(����4�3,� !"

(*�#���+�	 ������������
�� 	*�������	�+����	���	�������
 !"
��	����������
�����/�� 5 
��	
%�]�������*����()�	
����������	)/��#�" ���	)��-��
�+�#�" ���	)���0*����	�'��	 ���G a
6���'�����&"") R. 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 ��
��&"�&��� �����-��%��'���	� �(	�
�)(�4"��]4
���
�	
��	/��#�" ���	)����� G���	�����- 

7.1 �	
�3�9
	<$=$�-�AA-�A1��2�.3�0�
=6��A�9
���� Gas Chromatography-Mass 
Spectrophotometer (GC-MS) 

       ��	� �(	�
�)����()�	
����*��/�� PHA ����	.� �(	�
�)���6����	��	������ "
������	)/��#�" ���	) ������	�'�#�" ���	) 4-10 � "" �	��"
"����("�6	1�	)��	 ���	 1 
� "" " �	 !"
�� ��	�&�"12�	 �-������" (15:85) �	 ���	 1 � "" " �	������*���-'������ 100 ��
�
�&"�&��� ��$���"� 140 ���� �#����'���	��"�����	��/�������"����$���� "������	) !"���'���	
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� �(	�
�)������	�+� gas chromatography-mass spectrophotometer (GC-MS) ���� G���	/�� 
Ganzeveld !"
(4
 (1999) &%���3��
����+�����	�����!����$� 2 �*��(�� �3��
/��            
Gas Chromatograph �
(��(��6���+� Inlet temperature 250 oC, Splitless mode 0.07 minute, Oven 
initial temperature: 90 oC 5 minutes, Ramp to 160 oC 3 minutes at 4 oC/minute, Ramp to 230 oC 
10 minutes at 10 oC/minute !"
�+�(�"���)+� � INNOWAX, 30 m., film thickss 0.25 um, ID. 
0.25 mm !"
�3��
/�� Mass Spectrometer (��(��6���+� Ionization mode: Electron Ionization, 
Acquisition mode: Scan 55-500 amu, Solvent delay time: 4.0 minutes, Transfer line temperature: 
230 oC 

7.2 �	
�3�9
	<$=$	�/T$Zm03$.�0�$.�
8�B.W� (Tm) ,.<�/T$Zm03�	
,1n�
8�1��B.W� (Tc) 
6��A�3Q� Differential scanning calorimetry (DSC)  

       ��	������"����"�����	.�'����6���'����#�" ���	)�����������	���� 10 � "" �	�� 
��*"���3�+�
�",� ����� (aluminium plachet) !"���'���� �(	�
�)�����(	���� Perkin-Elmer DSC7 
differential scanning calorimetry 6���'���	� �(	�
�)�
�	 ����� -100 ��
��&"�&��� .%� 250 ��
�
�&"�&��� !"
������	���	�# ��/����4�3,� ��*���� 10 ��
��&"�&����*����� !"
�"*����
�������&
��6�	������ 20 � "" " �	�*����� (Slater et al., 1992) 

7.3 �	
�3�9
	<$=$	$0m-^@��=O8��6��A Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) 
       ��	� �(	�
�)���� FTIR �	 ��������	�'������*��#�" ���	)"
"������("�6	1�	)������-�

.*��"��� KBr pellets !"
�"���������'�"
"��	
�����*�����,	4) �'���	����%� FTIR ���(�	��
����� �/%-������(	�������(6�	� ���	) 	�*� EQUINOX 55 (Bruker) �'���	����%�(*���-�!�*(������
("��� 400- 4000 cm-1 �'����(*� solution ��*���� 2 cm-1  

7.4 �	
�3�9
	<$= Crystallinity 6��A�9
���� X - ray diffractometer 
      ��	� �(	�
�) crystalline structure !"
 crystallity ����	.�'����������	�'������*��#�

" ���	)������������� �(	�
�)�����(	���� X - ray diffractometer (PHILIPS X/Pert MPD) 6���'����
+*��/�� 2θ ��-�!�* 0 .%� 80 ������	�# �����"
 0.050 

7.5 �	
�3�9
	<$=�2���$	�86�-����9=?
<���0����0�
=1��2�.3�0�
=  
       ����	.� �(	�
�)����*��!"
��()�	
���/���������	)6��� �(	�
�)���� NMR 

analysis &%���+� Bruker DPX-300 nuclear magnetic resonance spectrometer !"
�'���	� �(	�
�)
6���+� H1 !"
 C13 /�������*���� CDCl3 !"
�+� tetramethylsilane (TMS) ��$� internal standard 
!"
�'���	� �(	�
�)����	
�����	/�� Yagi !"
(4
 (1996) 
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7.6 �	
�3�9
	<$=$	�U�	$�8�:0�.�/. 
       ��	�����	"
"��#�" ���	)6���+�("�6	1�	)���$�����'�"
"������(����/��/���*��E 

5 (����/��/�� 6�������(����/��/����,*��+*�� 0.1 i 1.0 �	���*���& " �	 !"
����'�"
"���	 ���G a 1 +��  
���(*���"���	��" (flow-time, t) /����	"
"��!�*"
(����/��/�����(����/��/����'������

(����/��/���,� 6���'������-�2�����	"
"�������	 ���	���!�*�����+*�� 10-15 � "" " �	 ��*��  
� �6(� ���	) (viscometer) +� � Ubbelohde ����
���0*��������� A !"
� ���-�� �6(� ���	)���*��
(��(����4�3,� �����,*��!��� �� #������	
��4 30 ���� �#�������� ���	�	������"/����4�3,�  
�����-����"����0*��������� A ��*��+��E 6���+�� -��2�������� C ��/4
�������� �������	"
"��
.,����/%-�������*����� B �����	
���/����	"
"����,*�����/����/������ B #��	
��4 �������
"����#	�����2�������� C �	 �������"���+*��/����	�("����������/������.%�/��"*��/������ B �'�
��	��"����*������ 3 (	�-� ����%�(*���"���/����"���	��"��!�*"
(*�/��(����/��/�� ���!�����
3�#��� 7 

 

3�#��� 7 � �6(� ���	)+� � Ubbelohde  
Figure 7. Ubbelohde viscometer. 

�'��	������'�"
"���	 ���G a �'����'�����������������	"
"�� !"
(�	�'���$�(	�-�!	�
�*������
�	 ���'���	��"�������	"
"�� 

���(*���"���	��"��"��� ('���4(*� ηred !"
 ηinh #	�����-��	����	�1	
��*�� ηred !"
 
ηinh ���(����/��/�� ��������!�� ηred !"
 ηinh (*� K

 ' !"
 K" !"
 Mv 6���+�6�	!�	� Via Mv 
version 1.0 /��3�(� +�� ���
���	)#�" ���	) (4
� ���
���	) 6���+�����	/�� Sakurada ��
��	('���4��(*��-'�����6��"��"��"������!���������	��� 4  

                                                               
[η] = KMV

a    &%������	.!�"�����	�����$�            MV =   [ ]a n/K    (6) 
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����� K (�� (*�(���� �����(������#��G)/��!	��	
�'�	
��*�����.,�"
"���������'�"
"����
��	"
"�������4�3,� ��%�� !"
 a ��$�(*�(���� �����(������#��G).%�(�������	.����	"
"��/�����
.,�"
"��������'�"
"�� !"
��	���	,�	*��/��6��"��"���.,�"
"������	"
"�������4�3,� ��%��E 
�*��(*� M ��$�(*���"6��"��"/�����.,�"
"�� �'��	����	#�" ���	) !"
�+�(*�(������� [η] 
('���4(*���"6��"��" 

�3Q��	
�3�9
	<$= 
1. �	
$	?
30	T�
6L��
6�3��
�A=B�0 

- ��	� �(	�
�)�	 ��4�	�6���+� gas chromatography 
��H������*��/����"� �'�����������������(����	H� 3500 	��/� ���� ��$���"� 10 ���� !"��

�'������*����������������!"�� 1 � "" " �	 �'����� � 3-M phosphoric acid 1 � "" " �	 !"
   4-Methyl-
n-valeric acid 1 � "" " �	 !"
�'�����������������(	�-� ��� 15000 	��/� ���� ��$���"�  1 ���� !"
�'�
�*����������/�� gas chromatography  &%���+� capillary column (J&W Science, model DB-FFAP) 
6���'�����3��
/�� gas  chromatography  �������-��(����������
3�����(	���� 50 psi, (���
���/�����& helium 60 psi !"
 (������/���I6�	��� 40 psi  ��-�(*�/�� Oven temperature = 
50°C, Inlet temperature= 230°C, Detection temperature = 250 °C,  Ramp = 20 °C/min, H2 flow 
= 40 � "" " �	/min, Air flow=400� "" " �	/min, He flow=179 � "" " �	/min !"
�+���	"
"���	�
	
���0���#�����$���	���	�������+���	����������	�	����	� ��	"
"���	�0���	
�������   
�	�1�	)� �, �	��
& � �, �	�6#	# 6�� �, �	���6&� �� 	 �, �	���6&���"	 �, �	���6&(�6#	� � 
!"
�	��I���6�� � 
2. �	
$	?
30	T4�:

����8U�$06 (Kjeldahl method)  
 �'������*���-'����������	������������")���������������!"�� 50  � "" " �	 ��*"����"��
�*�� ��* catalyst K2SO4 "����"��E "
 1 ��H� �� ��	�&�"1,	 ��/��/�� 15 � "" " �	 !"�����"���
�(	�����*�������4�3,�  420 ��
��&"�&��� �*����$���"� 2 +���6�� ����	"
"�����"����!"
��*��
(��� �'��"������������(	�����*��������������"�� !"
� -���������	"
"����*��� ��-'��"���"�
���	
��4 75 � "" " �	 �������	4)�"��� ��2��� �&)�1!"
��2��-'��"*���H��(	����(��!�*� �� � 4% 
boric acid "���/��	,�+�#,* �	
��4 40 � "" " �	 �����-����"����(	�����"���&%��#	�������
�"���
6������*���"��/���(	�����"��� �� � 40% NaOH �	
��4 20 � "" " �	 �'���	�"�������	"
"��
��/��	,�+�#,*��"���������+�#,��$����/��� �����	"
"������"����	 ���	 150 � "" " �	 �'�
��	"
"����/��	,�+�#,*������������	�����	� 0.1 N HCl ������������ ��$���+�#, ����%�
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�	 ���	�	�����+� �'� blank ����� G���������!�*��*��*��	"
"�������*�� �'�(*���������('���4
�	 ��4��6�	��� (AOAC., 1999) 
3. �	
$	?
30	T^���^
 (Ascorbic Acid Method) 
 �'������*���-'����������	������������")���������������!"�� 50  � "" " �	 ��*/��	,�+�#,*
/��� 125 � "" " �	 �� �18��")1��"�� 1 ��� .���� ���!�������� 5 N H2SO4 "������	
������
!��������%��� ��-'���	�� (combined reagent) 8 � "" " �	 �/�*�����/�������-�� -���� 10 i 30 ���� 
�#�������� ����*���'������(*���	�,��"��!��6���+� �(	�������(6�	616�� ���	)���(������("��� 
880 ��6����	�'�(*����������*��(*�����	�1���	��� (APHA, AWWA and WPCF, 1998) 
4. �	
$	?
30	T9	
=����3��
�A=�8U�$06 (TOC) 

�'������*���-'����������	������������")�������������� �'��*�������������	������!0*��	�� 
0.2 ��6(	���	 �		����/����H������*���'���� �(	�
�)���	 ��4(�	)���� ��	��)��-����6��
��	� �(	�
�)(*� COD (APHA, AWWA and WEF, 1998) 6���'�(*���������('���4�������	
����"*����- 

TOC (mg/l) = ((*�/�� COD - (*�/�� Blank) x dilution    (7) 
    3.22 

5. �	
�86�	
��
3Y1���O�U� 
- ��	���-'������&"")!��� (Dry Cell Weight, DCW) 

 �2��������*�� �	 ���	 20 � "" " �	 ��*���"����"������	���-'�����!�*��� (������	
�'����������4�3,�  105 ��
��&"�&��� ��$���"� 12 +���6�� !"��� -���������H�����& �(���	)) �'���
�������������� 10,000 	���*����� ��$���"� 15 ���� "����&"")�����-'��"��� �	 ���	 20 � "" " �	 !"

��������������(	�-����(����	H� 10,000 	���*����� ��$���"� 15 ���� !���*�������!"���'��
���
�&"")�����!������ 105 ��
��&"�&��� ��$���"� 24 +���6�� �	�����-'�����(���� � -���������H�����
& �(���	) !"
+����-'����� �'���	��"��&-'���$��'���� 3 (	�-� 
6. �	
�3�9
	<$=?
30	T2�.3456
��7��8.9	:���
 

- ��	� �(	�
�)�+ ��	 ��4 (Quantitative determination)  
��	� �(	�
�)���	 ��4 PHA �+ ��	 ��4����	.�'����6����	�'��&"")���0*����	��!���

!"���� ���	"
"�� Sodium dodecyl sulfate (SDS) �/��/��	���"
 1 (�-'������*��	 ���	) �	 ���	 10 
� "" " �	 ����'���	�	��#���+��$� 10 0�����!"
�*����(	�����/�*���$���"� 60 ���� ����(����	H�	�� 
200 	���*����� �����4�3,�  37 ��
��&"�&��� �����-��'���	�����������!���&"")�����(	��������
��������+�(����	H� 7000 	���*����� ��$���"� 4 ���� !"
"������� Sodium hypochlorite  �/��/��   



  
30 

	���"
 5.64 (�-'������*��	 ���	) !"
"������� deionize water �	 ���	 20 � "" " �	 !"
�����������
���(	�-� 6���
�����������'����*�!����� aluminum dish ��� 90 ��
��&"�&��� ��$���"� 24 +���6�� 
�#����������-'�����(���� &%����	('���4�	 ��4/�� PHA �
# ��	4���	,� PHA coefficient ��������
�	 ��4�&"") (Yp/x) ��$���	('���4# ��	4� PHA �*���%����*���-'�����!��� (�'��	����	� �(	�
�)
�'� 2 &-'�) 

- ��	� �(	�
�)�+ �(�43�# (Qualitative determination)  
�'��&"")!����'���� 40 � "" �	�� 0�������	"
"����("�6	��� 	�� 2 � "" " �	!"


��	"
"��6#	#���"-�	��I6�	("�	 � 2 � "" " �	 !"
��	"
"�� internal standard 0.2 � "" " �	    
�2����"������� �!"���%��'����*����*��(��(����4�3,�  80 ��
��&"�&��� ��$���"� 4 +���6��   
�'��������������H������4�3,� �����"�������-��� ��-'� 4 � "" " �	 �/�*�0������/�����!"���%��'��*����
������/�� gas chromatography  &%���+� fused silica capillary column (0.22 mm x 30 m, SGE, Australia) 
6���'�����3��
/�� gas  chromatography  �������- ��4�3,� ����	��� (injection) 220 �C, 
��4�3,�  detector 250 �C ��4�3,�  column 130 �C (������$���"� 3 ���� !"���%��# ��/%-���$� 185 �C 
6�������	���	�# ����*���� 10 �C/min !"
(������4�3,�  185 �C ��$���"� 1 ���� !"
�+���	 PHA 
��� Aldrich (USA) ��$���	���	�������+��#�����	��������  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


