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3.1 	
������������
����� ����������������
�!���� 

 3.1.1 	
�����������"
#��������
 ���$
�����
 

 ����������	
���	��������������
�	������	��������
�	�����	�������	
���	���
������
����������	� � ES 16 �&�����������&�� N20 �&� U7 ������
������&��������,��-�� 
 �������� 
(2545)  	�23�	�������2����4&5�����	
���	���-6�7�6�����	�&�3����&�5������������&��������
�&�������� ���4&���89�:�&��:;�
����;<��- 
�� �&�
������- 
��5����
�	������	�����
������������ ES16, N20 �&� U7 ,�����4&
�37����	
���	������������- ���5����
�	���
���	�����������   BergeyCs Manual of Systematic Bacteriology (Staley et  al., 1989) ��-6�	S2��
	�� T7��U��V�-�7������8-U����� �9����	��� Photoheterotroph [93�US����	�����&6��&����� �&�
���� �
����	�����&6������� [93����
�&�����2� [�[ 	�
U� Succinate medium U�
�����
	���-��������]����̂�������	�� T5��
���������������	��� Chemoheterotroph [93�US����� �
����
	���
�����&6��&������&���&6������� ,��	� �59��	�23�	&����U��V�-�U������8-7����� ����������

���������������	�����
�	����&�6� Photosynthetic bacteria ��2� Anoxygenic phototrophic bacteria 
��6��7������ 
���������������7�6�����]	�� T7��U������
�3��[�&7c�� ��2�7�7�[�&	c� �9����	���
���S �U��&�6���
�	������	�����������	V
 Purple nonsulfur bacteria U�-�8� 
Rhodospirillaceae 

��������� ES16 ��&��:;�	[&&�	����̂�756 � �������&� ��5��� 0.5x1.0 µm ,��	[&&���6�
����̂��&2�����^���� 2� 474, 588, 800, 855 �&� 877 nm (V��
�3 9a) [93�	�����-��]�����������
���	��������S� � bacteriochlorophyll a ,����-���������- ��� ���������6�	�� ����	�� T 2� 
7�,�� � �&�7
����� �&�������2����������7�6��8��	�8��-������6���- (binary fission) ,�����
��	[&&��6����	������  

��������� N20 ��&��:;�	[&&�	����̂�756 � �������&� ��5��� 0.5x1.0 µm ,��	[&&���6�
����̂��&2�����^���� 2� 476, 588, 801, 855 �&� 876 nm (V��
�3 9b) 	�����-��]�����������
���	��������S� � bacteriochlorophyll a ,����-���������- ��� ���������6�	�� ����	�� T 2� 
7�,�� � �&�7
������&���-6�������2����������7�6��8��	�8��-������6���- (binary fission) 
,�������	[&&��6����	������  
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��������� U7 ��&��:;�	[&&�	����̂�756 � �������&� ��5��� 0.8 x1.0 µm ,��	[&&���6�
����̂��&2�����^���� 2� 474, 588, 800, 855 �&� 877 nm (V��
�3 9c) 	�����-��]�����������
���	��������S� � bacteriochlorophyll a ,����-���������- ��� ���������6�	�� ����	�� T 2� 
7�,�� � �&�7
����� �&���-6�������2����������7�6��8��	�8��-������6���- (binary fission) 
,�������	[&&��6����	������ U����� ���;�&��:;�	[&&� �-�]9�5��������]- 	�����7�����
V��]6����-��&�����&
��8��� 	&������  

U����	
���	������������5����
�	������	�������������]- 	�����4&������ 
 1. U����	
���	�����
�	������	��������U��&�6� Purple nonsulfur bacteria ������8��
�;&��:;�5���̂��6��	[&&�	����&��U����	
���	���]9����& (Genus) ,��	
���	���	[&&�
�3��
&��:;�,������]9�	�&��-U������ Rhodospirillum �&� Rhodocyclus U�5;�
�3���	�������� 
Rhodopila ]��	[&&����̂��6���&� ]��	[&&����̂�
������2��̂�756���	�������� Rhodobacter, 

Rhodopseudomonas �&� Rhodomicrobium (Staley et  al., 1989) [93����������
9�4&��-6�
������
������ ES16, N20 �&� U7 ��&��:;�5��	[&&�	����̂�756 ,��� ���;�����̂��6��	[&&�V��U���&���
��&
��8��� 	&����������6������ (SEM) ���V��
�3 10 �9�	
���	���7��-6�	������S �5������� 
Rhodobacter ��2� Rhodopseudomonas ��2� Rhodomicrobium 
 2. 	�23�� ���;�����2����������7�6��8��	�85����
�	������	����������������� ES16, 
N20 �&� U7 ��-6��������6�	[&&���� binary fission �&�	���� ����	������ [93�������
�;&��:;�5����
�	������	��������U������ Rhodobacter U�5;�
�3����� Rhodopseudomonas 
�&� Rhodomicrobium ���2����������7�6��8��	�8��-���� budding �9����
��� 3 �����������^6U����& 
Rhodobacter  
 3. ��������������S� � (species) 5����
�	������	����������8���;����� 5��
����-����	��
��& [9� ��2��;����� 
��S�-	�� ,��� ���;�-�������]U����US�
��������
�3	�����&6������� ��2� electron donor  [93�������
�&��	&������
�	������	�����
������������ ES16, N20 �&�U7 U���&6������� 14 S� � ��-6�
�����������7�6�����]	�� T7��
U������
�3	� �	��,[	�
	�����&6������� U�5;�
�3�����]US��&�	�� T7����U� ��[ 	�
, ,��� 
,�	�
, �&	�
, ��	&
, [�[ 	�
, 
�	
�
, �&^��	�
, �&^,�, c&�,��, ���� 
�&, -�	&�	�
 
[�� 
�& �&��&�	[���& ,�������]	�� T7��	&������U������
�3��[ 	��
	�����&6������� [93�
���4&���US��������������]�����US�	�23��������������5����
�	������	��������7�������� 
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(a) 

 
(b) 

   
(c) 

        
                                                                                                                                                                                             
V��
�3 9  �	���������̂��&2����5�����&�&��	[&&���
�	������	�������� 
  (a) ES16 (b) N20 (c) U7 
Figure 9. Optical spectra of whole photosynthetic bacterial cell suspension both wild  
  type and mutant strains (a) ES16 (b) N20 (c) U7. 
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(a) 

         
 
(b) 

        
 
(c) 

        
V��
�3 10 V��]6��� 	&����������6������5��	[&&���
�	������	��������
�	�� 

���&��5��� x10,000 ([���) �&� x15,000 (5-�)  (a) ��������� ES16  (b) ��������� 
N20 (c) ��������� U7 

Figure 10. Scanning electron micrograph (SEM) x10,000 (left) and x15,000 (right) of the 
halotolerant photosynthetic bacterial strain  (a) ES16  (b) N20  (c) U7. 
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��;�
�37�6	�� TU������
�3��	��,[	�
�����]����7��-6�	��� Rhodobacter capsulatus, R. 
sphaeroides, R. sulfidophilus, R. adriaticus �&� R. veldkampii ��;�	�� T7��U������
�3��        ��[ 
	�
 ,��� ,�	�
 �&�	�
 ��	&
 [�[ 	�
 -�	&�	�
 �&^,�  �&��&^
�	�
 �����]����7��-6�
	���  R. capsulatus, R. sphaeroides, R. sulfidophilus, R. adriaticus �&� R. veldkampii ��;�	�� T7��
U������
�3�� c&��,��, ���� 
�& �&�[�� 
�& �����]����7��-6�	��� R. capsulatus, R. 
sphaeroides �&� R. sulfidophilus ��;������]	�� T7��U������
�3��[ 	��
 �����]����7��-6�	��� 
R. capsulatus �&� R. sphaeroides ��;�	�� T7��U������
�3���&�	[���&�����]����7��-6�	��� R. 
sphaeroides �&� R. sulfidophilus (Staley et  al., 1989) 
 ������- 	��������US���&6�������
��� 14 S� ���-6�-��	���7�7��5��S� ���
�	���
���	��������2� R. capsulatus  ��2� R. sphaeroides ��2� R. sulfidophilus ��6������
�������
US�[ 	��
��-6������	�� T7�������-6����US���&6��������23� [93����US�[ 	��
����������� R. 

capsulatus ��7�6US6
�����������
�3�����]US�	�����&6������� 	�23�� ���;����US�
��� [ 	��
 �&� 
�&�	[���& ��-6� R. capsulatus ��7�6�����]	�� TU������
�3���&�	[���& �&� R. sulfidophilus 
7�6�����]	�� TU������
�3��[ 	��
 U�5;�
�3 R. sphaeroides �����]	�� T7��
���U�[ 	��
 �&�
�&�	[���& ���������-��	���7�7��6��5����^����
�3��
�	������	����������������� ES16, N20 
�&� U7 ��	���  Rhodobacter sphaeroides (Staley et  al., 1989) 
 ���	S2��	�� T7��U������
�3��
�	
�
�����]����7��-6�	��� Rhodobacter sphaeroides     
[93����&������4&���
�&��
�3��
�	������	��������
��� 3 ��������������	�� T7����U������
�3
��
�	
�
	�����&6������� 

���4&���
�&�������]����7��-6���
�	������	����������������� ES16, N20 �&� U7 
���	�����
�	������	���������&�6� Purple nonsulfur bacteria U�-�8� Rhodospirillaceae ���& 
Rhodobacter �&�S� � sphaeroides [93�4&���
�&��������������
�3 5 
 3.1.2 	
������������+,-.������ 16S rDNA 

 ������	
���	���	S2����
�	������	��������
�	����������� ES16 [93�	������������ 
����	� � ��� ��������� N20 �&� U7 [93�	�������������&�� ,��- �� 16S rDNA ��-����US� forward 
primer 2� UFUL (5'-GCCTAACACATGCAAGTCGA-3') �&� reverse primer 2� 536R           
(5'-GTATTACCGCGGCTGCTGG-3') ,��� ���;�,���,�����5��&�����	����������&4&
&�����	��5����� 16S rDNA �&����&�����	��
�37��7�	
������ gene bank ��-6���
�	���
���	��������
�	����������� ES16 	
���	���7��	��� Rhodobacter sphaeroides (100%) 
	S6�	���-������������ N20 �&� U7 [93������]	
���	���7��	��� Rhodobacter sphaeroides (99%) 
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������������
�3 6 -����������5����
�	������	���������&�6� Rhodobacter sphaeroides ���
��
�	���U��&�6�U�&�	���[93����	����&�6� Proteobacteria ���	V
 alpha subdivision ���������
&�����	��
�37����� gene bank  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) [93������]����-������������-� 
phylogenetic tree ���V��
�3 11 
 
�����
�3 5 �;&��:;�
��������- ��� �&�
��S�-	��5����
�	������	�����������������

����	� � ES16 �&�����������&�� N20 ���U7 
Table 5. Taxonomical and biochemical characteristics of photosynthetic bacterial wild 

type and mutant strain.  
Results 

Characteristics 
Strain ES16 Strain N20 Strain U7 

1.  Growth form Photoheterotroph 
Chemoheterotroph 

Photoheterotroph 
Chemoheterotroph 

Photoheterotroph 
Chemoheterotroph 

2.  Growth on sulfide and 
thiosulfate 

- - - 

3.  Bacteriochlorophyll a a a 
4.  Gram staining negative negative negative 
5.  Cell shape ovoid ovoid ovoid 

6.  Cell size  (µm) 0.5x1.0 0.5x1.0 0.5-0.8x1.0 
7.  Motility + + + 
8.  Gelatin degradation - - - 
9.  Slime formation + + + 
10. Visible colour of cell 
suspension 

An-L :  brownish red, 
Ae-D :  red 

An-L :  brownish-red, 
Ae-D :  red 

An-L :  brownish red, 
Ae-D :  red 

11.Vitamin requirement biotin, thiamine biotin, thiamine biotin, thiamine 
12. Carbon source for electron donor 

Acetate ++ ++ ++ 
Propionate ++ ++ ++ 
Lactate ++ ++ ++ 
Malate ++ ++ ++ 
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�����
�3 5  (�6�) 
Table 5.   (continued) 
 

Results 
Characteristics 

Strain ES16 Strain N20 Strain U7 
Tartrate ++ ++ ++ 
Citrate + + + 
Valerate ++ ++ ++ 
Glutamate ++ ++ ++ 
Benzoate - - - 
Glucose ++ ++ ++ 
Fructose ++ ++ ++ 
Mannitol ++ ++ ++ 
Sorbitol ++ ++ ++ 
Glycerol ++ ++ ++ 

 
+ 2� 4& positive, - 2� 4& negative 
An-L 2� Anaerobic-Light,  Ae-D 2�  Aerobic-Dark 
a ++  2� 	�� T����� (OD660≥0.8),    +  2� 	�� T	&������ (0.2≤OD660≤0.8)   -  2� 7�6	�� T 
+ represented as positive result, - represented as negative result 
An-L represented as anaerobic-light, Ae-D represented as aerobic-dark 
a ++ represented as well growth (OD660≥0.8),    , + represented as little growth 
(0.2≤OD660≤0.8)   , - represented as no growth 
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�����
�3 6 4&���	
���	�����
�	������	���������������� ES16 N20 �&� U7 
Table 6. Identification of photosynthetic bacterial strain ES16 (wild type), N20 and U7 

(mutant) with database in gene bank. 
 

Strain Sequences producing significant alignments 
Identity 
(%) 

Score 
(bits) 

E 
Value 

ES 16 R. sphaeroides ribosomal RNA operon rrnB 100 1050  0.0 
 R. sphaeroides ribosomal RNA operon rrnC 99 1026  0.0 
 R. sphaeroides ribosomal RNA operon rrnA 99 1026  0.0 

 R. sphaeroides gene for 16S ribosomal RNA 99 915 0.0 

 R. sphaeroides gene for 16S ribosomal RNA 99 907 0.0 
     

N20 R. sphaeroides ribosomal RNA operon rrnC 99 1249  0.0 
 R. sphaeroides ribosomal RNA operon rrnB 99 1249  0.0 
 R. sphaeroides ribosomal RNA operon rrnA 99 1249  0.0 
 R. sphaeroides gene for 16S ribosomal RNA 99 1249  0.0 

 R. sphaeroides 16S rRNA gene 99 1249  0.0 
     

U7 R. sphaeroides ribosomal RNA operon rrnC 99 1156  0.0 
 R. sphaeroides ribosomal RNA operon rrnB 99 1156  0.0 
 R. sphaeroides ribosomal RNA operon rrnA 99 1156  0.0 
 R.sphaeroides gene for 16S ribosomal RNA 99 1156  0.0 
 R. sphaeroides 16S rRNA gene 99 1156  0.0 

Score 	���6�����-��U�&�	���5�� sequence 
�3��U�	�����	
������ sequence U� database 6�
� 3��^�����-6���-��U�&�	���, E value 	���6������ 	����[93�US��� ���]9�6� score 
�3	� �59����
�������T���-6�� sequence 
�3��U� ��� sequence U� database  6�� 3����������������T����-6��&�
��-��U�&�	������ 
Score is value derived from the raw sequence with database and high score that exists for matches 
between sequences. E value is parameter that describes the number of score can expect when 
searching a database of particular sequence. It decreases exponentially with the score that is 
assigned to a match between two sequences. 
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(a)      

 
V��
�3 11 -����������5�������������
�	������	����������������� ES16 (a) N20 (b) 

�&� U7 (c) U�&��:;�5�� Phylogenetic tree 	
���	��������
�	����&�6� 
Proteobacteria ���	V
 alpha subdivision  

Figure 11. Phylogenetic analysis of the mutant strain ES16 (a), N20 (b) and U7 (c) and 
selected photosynthetic bacteria in alpha subdivision of the division 
Proteobacteria generated from an alignment of 16S rDNA obtained from 
GenBank database. 

(100%) 
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(b) 

 
V��
�3 11 (�6�) 
Figure 11. (continued) 
 
 
 
 
 

(99%) 
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(c) 

 
V��
�3 11   (�6�)  
Figure 11.   (continued) 
 
 
 
 
 

(99%) 
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3.2 	
������,	���������������
�!�����
����� �	�
����#�� ��#��"�?�	
����".�����#�� 

 3.2.1 	
����"����#��@
�?��A��� 
 3.2.1.1 	
��B#�A����B���� Sudan black ���	
��F
 Thin-section electron microscopy 
 ���	[&&���
�	������	����������������� ES16, N20 �&� U7 ��������-��� Sudan black 
V�4�-� 5 	�23�� ���;������& 	����V��U�	[&&�U��&�6�5�� lipophilic material ������-6�
�����]����� ��� Sudan black (V��
�3 12)  [93�����-6���
�	������	��������4& ���& 	�����&�6� 

Poly-β-hydroxybutyrate (PHB) (Kango and Patel, 2003) [93����	��7�������5��	[&&�
�3����z��c{�
]9���� 
�����������������-�������]U����4& � PHB ����6����� ,����������� ES16 ��
-�������]U����4& � PHB 7�������-6�����������&�� �&�����������&��
��� 2 ���������  
�����]4& ������& 	����7����U�&�	������[93�� ���;������ ��;	[&&�
�3� ���5�� Sudan black 
 ����������
�� Thin-section electron microscopy (TEM) 	�23�U��	���&��:;�	[&&��&����
4& ���& 	����V��U�	[&&� ,�����	���	���&��:;�5������̂&��5�- (V��
�3 13) �� ��;5��
����̂&�������2�����59�����-�������]U����4& �5����
�	�����6&�S� �  
 3.2.1.2 	
������,	���������������
�!��������O#�
����� �	�
� 

 ������	&����	S2�� Rhodobacter sphaeroides ����������&�� 2 ��������� N20 �&� U7 
	�����	
�������������������	� � ES16 U������	&����	S2���&^
�	�
-��[ 	�
 (GA medium) 	�23�
� ���;����	�� T�&�-�������]U����4& � PHA ��-6�
���������������	�� T7����U������
�^������&6�- (V��
�3 14) [93���-6� R. sphaeroides U7 �&� N20 ����-,������	�� T	5���^6 stationary 
phase U�S�3-,��
�3 36 U�5;�
�3 R. sphaeroides ES16 ��7��U�S�3-,��
�3 48 �� ��;	[&&������^����
	
6���� 3.35, 3.7 �&� 2.8 �����6�& �����  Rhodobacter sphaeroides N20, U7 �&�ES16 ���&����� 
����U��	���-6�����������&�������]������-U������7�����-6��������������	� � 	�23������������
	[&&�����������	�23�- 	��������� ��;         ��& 	����S� � PHA V��U�	[&&���-�- �� gravimetric 
method ��-6����4& ���2�������	�������& 	����U��&�6�����&6�-�����&�����2���������
,�����������	�� T �� ��; PHA 
�3	� �59������-,����
�3	�23����	�� T	5�� stationary phase 
�� ��;5�� PHA ������� ��;&�&�	�23�����]^�����&����US�	�����&6��&����� ��2���&6�
�������������	[&&��6�7� ,���� ��; PHA ��� R. sphaeroides U7 �&� N20 4& �7���^����
	
6���� 2.26 �&� 2.14 �����6�& �����&����� �&�����-,����^��-6�
�3 R. sphaeroides ES16 (1.8 
�����6�& ��) �&����� 60 S�3-,�� �9�� ���;���	&2������������&��U����89�:����4& �               
,��& 	�����6�7� 
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 (a)        

 
(b) 

 
(c) 

 
 
V��
�3 12 &��:;�	[&&�
�3� ��� Sudan black ������4& �����&�6�,�&�	��	
��� (a) ��������� 

ES16 (b) ��������� U7 (c) ��������� N20 
Figure 12. Biopolyester material in photosynthetic bacterial cell stained by Sudan black  
  (a) strain ES16 (b) strain N20  (c) strain U7.   
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(a) 

                         
(b) 

                                      
(c) 

                         
  
V��
�3 13 V��]6��� 	&������������5-��5����
�	������	��������
�	���������

� ���;� PHA granule V��U�	[&&� (a) ��������� ES16 (b) ��������� N20 (c) ���
������ U7 

Figure 13. Transmission electron micrograph of the halotolerant photosynthetic bacterial 
mutant (a) strain ES16 (b) strain N20 (c) strain (U7) indicated PHA as the 
inclusion body. 
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V��
�3 14 ���	�� T�&��� ��; PHA ������	&���� Rhodobacter sphaeroides ES16, N20 

�&� U7 U������	&����	S2���&^
�	�
-��[ 	�
 (GA medium) U��V�-�U������8-
7����� (200 ����6���
�) �6�
�3 37 ��8�	[&	[��� 

Figure 14. Time course of growth and PHA production from Rhodobacter sphaeroides 
ES16, N20 and U7 cultivated in glutamate-acetate medium under aerobic-dark 

(200 rpm) at 37°C. 
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3.2.2 ��P�+��������
#�PB#PB�P��!�Q��
�����Q�# 
	�23�	&����	S2�� Rhodobacter sphaeroides N20 �&� U7 U������	&����	S2�� glutamate-acetate 

medium (GA) [93�����[ 	�
-��	5��5�� 40 � && ,�&��� �&� (NH4)2SO4 -��	5��5�� 0.2 �����6�
& ��	�����&6�7�,��	�� (Sangkharak et al., 2005) �&�	� ���&6��������6-� 2�   ���-�	&�� � 
��2����,��� ,�� �-��	5��5�� 20, 40 �&� 80 � && ,�&��� V��U���V�-�U������8-7����� ,��
	&������	�23��	5�6� (200 ����6���
�)  
�3��;�V̂�  37 0C 	���	-&� 96 S�3-,��  

3.2.2.1 ��P���
#�PB#PB�	���
����	 

1. 4&���	�� T5�� Rhodobacter sphaeroides N20 �&�U7 U������ glutamate-acetate 
medium 
�3	� ����-�	&�� �-��	5��5�� 0, 20, 40  �&� 80 � && ,�&��� ����U�V��
�3 15 �&�V��

�3 16 ���&����� ��-6����	�� T
�3-��
���6�-��5�6������ ��;	[&&�����U��4&���	�� TU�
 8
��
	���-��� �&����	�� TU�S�����
�&��
�37�6�����	� ����-�	&�� � (S��-���) 	S2����	�� T7�����-6�
U�S�����
�&��
�3�����	� ����-�	&�� � ,����-6�S6-�
�3	S2��	�� T�^�����&��������	�� T	5���^6
���� stationary phase US�	-&������; 60 S�3-,�� ���� ��;��������	[&&����������; 3.0 �&� 2.7 
�����6�& �� ���&������6-����	� ����-�	&�� �-��	5��5�� 20, 40 �&� 80 � && ,�&��� ���	�� T
�������-6�S��-�����6��	���7��S����6���������	[&&����� 2.8, 2.4 �&� 1.6 �����6�& �� ���&�����
�&�����	&����	S2�� 60 S�3-,�� �������	S2����������� N20 �&���6�	
6���� 2.0, 2.5 �&� 1.7 �����6�& ��
�������	S2����������� U7  

	�23�� ���;����	�&�3����&�5������������-6����	�� TS6-���� (������6 0-48 S�3-,��) ��
���US�
�����[ 	�
�&����-�	&�� �[93�-��	5��5��&�&���6��	���7��S�� ���	���4&�������[ 	�

�&����-�	&�� �	������75������������2�	������
�3��,�	&��&5���	&��������-�������	���� 2 
�&� 5 ����� ��������[ 	�
	5���^6	[&&��9��6�� ,����8���&7�������646��5�������-�- ����� 
facilitated diffusion [93�	�������-����-������46��	5�����5�����,����8�����,�����
��-�&��
�3��^6�� 	-;	�23�����	[&&��&�7�6���	���������8���&������������-����	�����& [9� ��8��
	�����&��8����5��-��	5��5��
�3����6��5����� [93���������646����-�-��	5��5��
�3	���&����� 
(concentration gradient) ���� 3��-�&��� ��2�U���;������������	&����	S2��	5���^67[,��&��[9�5��
	[&&� ��2�����&6�-7��-6�	������	&23��
�35���������&��
 8
�� (opposite direction) �������
���-�	&�� �����-,���&�&�	S6�	���-�����6&�&���6��S��| 	�23��������-�	&�� ���5���,�	&��&


�3U�T6�-6���[ 	�
 U�5;�	���-���US����������&�6����75������	���������8�����	� � β-
oxidation  (Wofford et al., 1986) �-�]9����	�������	�&�3��	��������-�&��U��&��5������
��U��
��
�	���������US���������
�3US�7���6���6�� 
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V��
�3 15 4&5�����-�	&�� �
�3	�����&6��������6-��6���������	[&&����� �&����4& � 

PHAU����-6�����	&���� Rhodobacter sphaeroides N20 U�������&^��	�
-     

��[ 	�
V��U���V�-�������8-7�����
�3 37°C 
Figure 15. Effect of co-substrate valeric acid concentration on growth (DCW), substrate 

consumption and production of PHA from Rhodobacter sphaeroides N20 

cultivated in glutamate-acetate medium under aerobic-dark condition at 37°C. 
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V��
�3 16 4&5�����-�	&�� �
�3	�����&6��������6-��6����������-&	[&&� �&����4& � 

PHAU����-6�����	&���� Rhodobacter sphaeroides U7 U�������&^��	�
-��[ 

	�
 V��U���V�-�������8-7�����
�3 37°C 
Figure 16. Effect of co-substrate valeric acid concentration on growth (DCW), substrate 

consumption and production of PHA from Rhodobacter sphaeroides U7 

cultivated in glutamate-acetate medium under aerobic-dark condition at 37°C. 
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	�23�� ���;�6���	�S
�3	�&�3����&��&�����	&����	S2����-6� S�����
�&��-����&�
�3
	� ����-�	&�� � 20 �&� 40 � && ,�&��� �������	�&�3����&�6���	�S,������-,���	� 3�59�����  7 
	��� 8.5 	�23������	&����	S2�����59�� ,��	���4&��������	�� T5��	S2����
�	������	��������   
�&�4& �	�����7&
����S� �[93�	�23�	� ����&�&��U������	&����	S2�����6�4&U������6-�5��
�� ��;7~,��	���� (H3O

+) �6�7~����7[�� (OH-) &�&��9���4&U��6���	�S	� 3�59�� (Luli and 
Strohl, 1990) U�5;�
�3���	� ����-�	&�� � 80 � && ,�&��� ���	�&�3����&�5����	�S��������� 
��2�	�2��7�6�����	�&�3����&�	�23�����	S2��	�� T7������ 

	�23������������	[&&�����������	�23�- 	��������� ��;��& 	����S� � PHB V��U�	[&&�
��-�- �� gravimetric method ��-6����4& ���2�������	�������& 	����U��&�6�����&6�-��
���&�����2������������,�����������	�� T ,��	S2����	�� T7������|���������	����� PHB 
���	���4&����������	&����	S2�� GA 
�3US�7�����������������6-�5���������&�7�,��	��U��
	�������6����4& � PHB ,��������U��������6-�5������������-6�7�,��	�������; 8 
(Sangkharak et al., 2005)  ������� R.sphaeroides N20 	S2�������4& � PHB U�S�����
�&��
�37�6��
���	� ����-�	&�� �7���^��-6�U�S�����
�&���23�| ,��4& �7���^���������; 2.2 �����6�& �� 
U�S�3-,��
�3 60 ���4& �&�&�������	�� T ���	���4&���������6���&�� PHB V��U�	[&&�	�23�US�
	�����&6���������2���&6��&�����	�23������� ��;���������6��|U������	&����	S2��&�����&� 
(Quillaguaman et al., 2005) �� ��; PHB U�S�����
�&��
�3�����	� ����-�	&�� � 20 �&� 40 
� && ,�&��� ��6������; 1.5 �&� 1.4 �����6�& �� ���&����� ����������	� ����-�	&�� � 80    
� && ,�&��� 	S2��7�6�����]	�� T7����6- 	������� ��; PHB 7�������; 0.3 �����6�& �� [93�	���
�� ��;��& 	����
�37�������-	S2��
�3	� �7�U����	� 3���� �����������������&�� U7 U�S�����

�&��
�3�����	� ����-�	&�� � 40 � && ,�&��� �����4& � PHB 7���^��-6�U�S�����
�&���23�| 
,��4& �7���^����U�S�3-,��
�3 60 �����; 2.0 �����6�& �� ���4& �
�3�
�3������	�� T
�3�
�3 
U�5;�
�3S�����
�&��
�37�6�����	� ����-�	&�� ������]4& � PHB 7���^����U�S�3-,��
�3 60 
�����; 2.0 �����6�& �� ��6U�S�����
�&��
�3	� ����-�	&�� � 20 � && ,�&��� ��-6����4& � 
PHB �����4& �-�^6������	�� T��6�� ��;
�34& �7����6������-6�S�����
�&��
�3�����	� ����  
-�	&�� � 40 � && ,�&��� �������U����S6-�	-&�5�����	�� T5����6&�S�����
�&������������
4& �
�3&�&� ���	���4&���������&�� PHB  [93�	�������9��&�����������V��U�	[&&������US�
	�23��-����S�- ��&����4& �6��| ����-,���	� 3��^�59��  5;�
�3���	� ����-�	&�� � 80        
� && ,�&��� �������]4& � PHB 7���^����U�S�3-,��
�3 96 ���	���4&�����-�������]U����
	�� T7��������� �&6�-2�	S2����������������- ��2�����  lag phase 6��5�������9�
��U�����	�� T
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	� �59��7��S�� �&�	�23����-����4& � PHB 5�� Rhodobacter sphaeroides   	������-�^6��������
���	�� T
��U�����- 	������� ��; PHB 
�37���9����� �������-�������������-6�� PHA �����&6�
�������6-�U��̂� Yp/s ������������
�3 7 �����������-��6��	[&&�
�37��������	&������
�	���
���	��������U������
�3	� ����-�	&�� �-��	5��5���6��|��- 	�������,��& 	����S� �
PHBV ,��� ���;����	� � methylester S� � methyl hydroxybutyrate ��� methyl hydroxyvalerate 
���,���,�����
�3	� �59���&��������- 	�������-� GC-MS ,����-��6��
�3�����- 	�����������
US� lyophilized cell 5��
�����
�	������	����������������� N20 �&� U7 U�S6-�	-&�S�3-,��
�3 60  
[93�S6-�	-&�����&6�-	���	-&�
�3���� ��;5����& 	����S� � PHA 	� �59��U��� ��;����9�	&2����
- 	������6� ����������� ���;�S� �5��,��& 	����
�3	� �59�� ������
�����- 	����� ��-6�
���
�����������������]	�� T�&�4& � PHA 7��	�23�US���&6��������6-���� 2  S� � 2� ��[ 	�
 �&�
���-�	&�� � 	�23�� ���;���������� N20   ��-6�-��	5��5��5�����-�	&�� � 40  mM   U���� ��; 
PHA content �^���� 	
6���� 64.23 % ��6�����-6�S��-��� [93�U��6�	
6���� 72.37 % ,����-6���
�� ��;5�� hydroxybutyrate (HB) �&� hydroxyvalerate  (HV)   �	�������6-�U��̂� mol % 	
6���� 
17.16  �&� 82.84 ���&����� ���������
�	������	����������������� U7 �����]	�� T�&�4& �,
��& 	����7��	�23������	� ����-�	&�� � 40   mM   ,����-6����� ��;5�� HB �&�  HV    �	���
����6-�U��̂� mol % 	
6���� 15.23 �&� 84.77 ���&����� 

	�23�- 	������� ��; PHA V��U�	[&&�5�� R. sphaeroides N20 �&�����	&����	S2��	���	-&� 
60 S�3-,�� U������
�3�����	� ����-�	&�� � 0, 20, 40 �&� 80 mM ���&����� ��-6���6� PHA 
content 	
6 ���� 72.37, 53.8 , 64.23 �&� 28.05% U�5;�
�34&���- 	������� ��;5�� 
hydroxybutyrate (HB) �&� hydroxyvalerate (HV)  �	�������6-�U��̂� mol % ��-6�S��-���
�3
7�6�����	� ����-�	&�� �7�6�� HV �9��� HB mol % 	��� 100 U�5;�
�3S�����
�&��
�3�����	� �
���-�	&�� � 20 40 �&� 80 mM �� HB 	
6���� 20.69, 17.16 �&� 30.06% 5;�
�3�� HV 	
6���� 
79.31, 82.84 �&� 69.94% ���&����� ������� R. sphaeroides U7 ��-6���6� PHA content 	
6���� 
67.36, 54.04, 77.42 �&� 53.38% U������	&����	S2��
�3�����	� ����-�	&�� � 0, 20, 40 �&� 80 mM 
���&����� ,���� HB 	
6���� 100, 20.51, 15.23 �&� 22.83% 5;�
�3�� HV 	
6���� 0, 79.49, 84.77 
�&� 77.17% ������	� ����-�	&�� � 0, 20, 40 �&� 80 mM ���&����� ��������� ��;	[&&� �&�
��& 	����
�3	� �59��U�S6-�	-&�
�3
�����- 	�����������������
�3 9 
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�����
�3 7 6�-��	5��5���&�4&4& �5����& 	����	�23�US���[ 	�
�6-�������-�	&�� �	���
��&6��������6-��&�����	&����	S2�� R. sphaeroides N20 �&�U7 
�3	-&� 60 S�3-,�� 
Table 7. Concentration and yield of polymer from using acetate with valeric acids as co-

substrate after 60 h cultivation of R. sphaeroides N20 and U7. 
Volatile fatty acid 
concentration 

(g/l) Mutant Culture medium 
Acetic 
acid 

Valeric 
acid 

PHA 
concentration 

(g/l) 
Yp/x 

Yp/s 
Acetic 
acid 

Yp/s 
Valeric 
acid 

N20 40 mM acetate 2.68 - 2.0 0.64 0.75 - 
        

 
40 mM acetate + 

20 mM  valeric acid 
2.68 1.53 1.546 0.53 0.58 1.0 

        

 
40 mM acetate + 

40 mM  valeric acid 
2.68 3.06 1.326 0.56 0.49 0.43 

        

 
40 mM acetate + 

80 mM  valeric acid 
2.68 5.11 0.263 0.15 0.098 0.05 

        
U7 40 mM acetate 2.68 - 1.94 0.67 0.94 - 
        

 
40 mM acetate + 

20 mM  valeric acid 
2.92 1.53 1.513 0.54 0.52 0.98 

        

 
40 mM acetate + 

40 mM  valeric acid 
2.8 3.06 1.93 0.77 0.68 0.63 

        

 
40 mM acetate + 

80 mM  valeric acid 
2.68 5.11 0.71 0.53 0.26 0.14 
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3.2.2.2 ��P�	��.����.��	�����
#�PB#PB�"Q
�R 
1. 4&���	�� T5�� Rhodobacter sphaeroides N20 U������ glutamate-acetate medium  
�3

	� ����,��� ,�� �-��	5��5�� 0, 20, 40  �&� 80 � && ,�&��� (V��
�3 17) ���	�� T
�3-��
���6�
-��5�6������ ��;	[&&�����U��4&5�����	�� T7�U�
 8
��	���-��� �&����	�� TU�S�����

�&��
�37�6�����	� ����,��� ,�� � (S��-���) 	S2��	�� T7�����-6�U�S�����
�&��
�3�����	� �
���,��� ,�� � 40 �&� 80 � && ,�&��� U�5;�
�3�����	�� TU�&�	������S�����
�&��
�3�����	� �
���,��� ,�� � 20 � && ,�&��� S6-�
�3	S2��	�� T�^�����&��������	�� T	5���^6���� stationary phase
US�	-&������; 36 S�3-,�� 	�23�� ���;��� ��;	[&&����� (Dry cell weight) ��-6����� ��;	[&&�
	� 3��
�3�&�����S�3-,��
�3 36 [93�����������	[&&����������;   2.5 �����6�& ��   U�5;�
�3
��S����� 

�&��
�3�����	� ����,��� ,�� � ���	�� T�������-6�S��-��� 	�23�����	S2�������������	�� T
U�S6-�5�� lag phase ����-6�,��U�S�����
�&��
�3�����	� ����,��� ,�� � -��	5��5�� 20 
� && ,�&��� ����������	[&&������; 2.6 �����6�& �� ��6�� ��;	[&&��^���������; 2.8 �����6�
& �� U�S�3-,��
�3 96 U�
�����	���-������S�����
�&��
�3�����	� ����,��� ,�� � 40 � && ,�&���
���	�� T5��	S2�������-6�S�����
�&�� 2 S�������6�����������T����������	[&&���̂��������; 
2.3 �����6�& �� U�S�3-,��
�3 60 ���
�&�����	� ����,��� ,�� � 80 � && ,�&��� 	S2�������]
	�� T7����	S6������6�����-6�S�����
�&���23�| U�S�3-,��
�3 48 [93�	� 3�	5���^6���� stationary phase 
�-�]9���������	[&&�
�37���&�����
�&������-,���	� 3��
�3������6S�3-,��
�3 48 [93���6������; 2.4 
�����6�& �� 

	�23�� ���;����	�&�3����&�5������������-6����	�� TS6-���� (������6 0-48 S�3-,��) ��
���US�
�����[ 	�
�&����,��� ,�� �[93�-��	5��5������-,���&�&� ���	���4&�������[ 	�

�&����,��� ,�� �	������75������������2�	������
�3��,�	&��&5���	&��������-�������	���� 
2 �&� 3 ����� ��������[ 	�
	5���^6	[&&��9��6�� ,����8���&7�������646��5�������-�- �����
facilitated diffusion  ����������,��� ,�� �����-,���&�&�	S6�	���-�����6&�&���6��S��| ]9����
���,��� ,�� �����5���,�	&��&
�3U�&�	��������[ 	�
 ��6	�23����-����������&�6����75���

���	���������8�����	� � β-oxidation (Wofford et al., 1986) �-�]9����	�������	�&�3��	������
��-�&��U��&��5������ ���������
�	����9�������US���������
�3US�7���6���6�� 
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V��
�3 17 4&5�����,��� ,�� �
�3	�����&6��������6-��6����������-&	[&&��&����4& � 

PHAU����-6�����	&���� Rhodobacter sphaeroides N20 U�������&^��	�
-     

��[ 	�
V��U���V�-�������8-7�����
�3 37°C 
Figure 17. Effect of co-substrate propionic acid concentration on growth (DCW), substrate 

consumption and production of PHA from Rhodobacter sphaeroides N20 

cultivated in glutamate-acetate medium under aerobic-dark condition at 37°C. 
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	�23�� ���;�6���	�S
�3	�&�3����&��&�����	&����	S2����-6�S��-����&�
�3	� ����,��� 
,�� �
��-��	5��5�� ��-6�6���	�S����-,���	� 3�59�����6�	� 3���� 7 	��� 8 	�23������	&����	S2�� ,��
U��6���	�S7�6����6�����,�������]	�&�3����&���	�S5�������	&����	S2��     ������	���4&�����
	S2����
�	������	�������������	�� T�&�4& �	�����7&
����S� �[93�	�23�	� ����&�&��U�
�����	&����	S2�����6�4&U������6-�5���� ��;7~,��	���� (H3O

+) �6�7~����7[�� (OH-) &�&��9�
��4&U��6���	�S	� 3�59�� (Luli and Strohl, 1990) 

	�23������������	[&&�������
���������	�23�- 	��������� ��;��& 	����S� � PHB V��U�
	[&&���-�- �� gravimetric method ��-6����4& ���2�������	�������& 	����U��&�6�����&6�-
���&�����2���������������	�� T ,��	S2��	�� T��������������	����� PHB �&�5;�	���-�����
	� �����6���&��	�23�	[&&����	����������US�
���U���65�����US�	�����&6��&����������� ��2��6��
�&��	�23������6-��6����	�&�3���&��U��	��� Acetyl-CoA [93�	��������-�&��U����4& � 12          
	�����7&
�5��-�z����	����	�23�U��	[&&��������	� �� ������6��| �-�]9�����-����              
	�����& [9������]���	� ���6��	������  (Lehninger and Nelson, 2005) ���	���4&����������
	&����	S2��	����^�������
�3���������������6-�5���������&�7�,��	��U����6��^�[93�	������
�6����4& � PHB (Luengo et al., 2003) Rhodobacter sphaeroides N20 	�� T7����U�S�����
�&��

�37�6�����	� ����,��� ,�� �����U��	���]9�4&5�������	&����	S2��5��S�����
�&������&6�-��
4&�6����	�� T,����� �������S��-���	S2�������]4& � PHB 7���^���� 2.4 �����6�& ��U�
S�3-,��
�3 60 ��6	�23�� ���;�S�����
�&��
�3�����	� ����,��� ,�� � 20 �&� 40 � && ,�&��� ��-6�
�����4& � PHB �^����U�S6-�	-&�	���-���2� S�3-,��
�3 60  ,��4& �7�� 1.7 �&� 1.75 �����6�& �� 
�6-����US���� ,��� ,�� � 80 � && ,�&��� 	S2��4& � PHB 7�� 2.3 �����6�& �� U�S�3-,��
�3 96   

2.  4&���	�� T5�� Rhodobacter sphaeroides U7 U������ glutamate-acetate medium 
(GA) 
�3	� ����,��� ,�� �-��	5��5�� 0, 20, 40  �&� 80 � && ,�&��� (V��
�3 18) �����������	[&&�
���� U��4&���	�� TU�
 8
��	���-��� 	S2�������	�� T�^�����&�US��������	�� T	5���^6���� 
stationary phase �����; 60 S�3-,�� ���� ��;��������	[&&����������; 2.5, 2.5-2.8, 2.4 �&�2.3 
�����6�& �� ���&�����   

  	�23�� ���;����	�&�3����&�5������������-6����	�� TS6-���� (������6 0-48 S�3-,��) 
�����US�
�����[ 	�
�&����,��� ,�� �[93�-��	5��5������-,���&�&� 
������	�23�������[ 	�
�&�
���,��� ,�� �	������75������������2�	������
�3��,�	&��&5���	&��������-�������	���� 2 
�&� 3 ����� ��������[ 	�
	5���^6	[&&��9��6�� ,����8���&7�������646��5�������-�- �����
facilitated diffusion  ����������,��� ,�� �����-,���&�&�	S6�	���-�����6&�&���6��S��|   ]9���� 
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V��
�3 18 4&5�����,��� ,�� �
�3	�����&6��������6-��6����������-&	[&&��&����4& � 

PHAU����-6�����	&���� Rhodobacter sphaeroides U7 U�������&^��	�
-       

��[ 	�
 V��U���V�-�������8-7�����
�3 37°C 
Figure 18. Effect of co-substrate propionic acid concentration on growth (DCW), substrate 

consumption and production of PHA from Rhodobacter sphaeroides U7 

cultivated in glutamate-acetate medium under aerobic-dark condition at 37°C. 
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���,��� ,�� �����5���,�	&��&
�3U�&�	��������[ 	�
 ��6	�23����-����������&�6����75���

���	���������8�����	� � β-oxidation (Wofford et al., 1986) �-�]9����	�������	�&�3��	������
��-�&��U��&��5������ ���������
�	����9�������US���������
�3US�7���6���6�� 

	�23�� ���;�6���	�S
�3	�&�3����&��&�����	&����	S2����-6�S�����
�&��-��� �&�
�3
	� ����,��� ,�� �
��-��	5��5�� ��-6�6���	�S����-,���	� 3�59�����6�	� 3���� 7 	��� 8 	�23���
���	&����	S2�� ,��U��6���	�S7�6����6�����,�������]	�&�3����&���	�S5�������	&����	S2�� ���
	���4&�����	S2����
�	������	�������������	�� T�&�4& �	�����7&
����S� �[93�	�23�	� ����
&�&��U������	&����	S2�����6�4&U������6-�5���� ��;7~,��	�����6�7~����7[��&�&��9���4&
U��6���	�S	� 3�59�� 

	�23������������	[&&�����������	�23�- 	��������� ��;��& 	����S� � PHB V��U�	[&&�
��-�- �� gravimetric method ��-6����4& ���2�������	�������& 	����U��&�6�����&6�-���&���
��2���������������	�� T ,��	S2��	�� T��������������	����� PHB �&�5;�	���-�����	� �����6��
�&�� 	�23�	[&&����	����������US�
���U���65�����US�	�����&6��&�������������2��6���&��	�23����
��6-��6����	�&�3���&��U��	��� Acetyl-CoA [93�	��������-�&��U����4& � 12 	�����7&
�  
5��-�z����	����	�23�U��	[&&��������	� �� ������6��| �-�]9�����-����	�����& [9������]
���	� ���6��	������ ���	���4&����������	&����	S2�� GA 
�3US�7��������������6-�5���������&�
7�,��	��U��	�������6����4& � PHB (Luengo et al., 2003)  ���4& � PHB ��6��^���������; 
2.3, 1.8, 1.8 �&� 1.63 �����6�& ��U�S�3-,��
�3 60 ������	� ����,��� ,�� �-��	5��5�� 0, 20, 
40  �&� 80 � && ,�&��� ���&����� ����������	� ����,��� ,�� � 80 � && ,�&���  �����4& �����
�-6���6�����������T���S�����
�&���23� 	���4&�����S6-�	-&�����&6�-���	�� T��^6U����� 
stationary phase �9�������6�� PHA V��U�	[&&� 	�23�	�����&6��&������&���&6������� �������
-�������������-6�� PHA �����&6��������6-�U��̂� Yp/s ������������
�3 8 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

68 

�����
�3  8 6�-��	5��5���&�4&4& �5����& 	����	�23�US���[ 	�
�6-�������,��� ,�� �
	�����&6��������6-��&�����	&����	S2�� R. sphaeroides N20 �&� U7 
�3 60 S�3-,�� 

 Table 8. Concentration and yield of polymer from using acetate with propionic acids as 
co-substrate after 60 h cultivation of R. sphaeroides N20 and U7. 

Volatile fatty acid 
concentration 

(g/l) Mutant Culture medium 
Acetic 
acid 

Propionic 
acid 

PHA 
concentration 

(g/l) 
Yp/x 

Yp/s 
Acetic 
acid 

Yp/s 
Propionic 

acid 

N20 40 mM acetate 2.8 - 1.93 0.68 0.69 - 
        

 
40 mM acetate + 

20 mM  propionic acid 
2.86 1.11 1.42 0.55 0.5 1.28 

        

 
40 mM acetate + 

40 mM  propionic acid 
2.68 1.48 1.23 0.51 0.46 0.83 

        

 
40 mM acetate + 

80mM  propionic acid 
2.68 2.97 1.29 0.54 0.48 0.43 

        
U7 40 mM acetate 2.68 - 2.37 0.82 0.88  
        

 
40 mM acetate + 

20 mM  propionic acid 
2.98 1.11 1.81 0.7 0.61 1.63 

        

 
40 mM acetate + 

40 mM  propionic acid 
2.86 1.48 1.88 0.77 0.66 1.27 

        

 
40 mM acetate +  

80 mM  propionic acid 
2.68 3.7 1.63 0.68 0.61 0.73 
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V��U���V�-�
�35��-������&5���� ��;���������7�,��	�� [93�� ���;�U��̂�5��
������6-����-6���������6�7�,��	��
�3��6��^��&�U������
�3����&6�����������-6���93�
S� � ��-6�	�������6�	�� ����4& �,��& 	����V��U�	[&&�U��̂�5��7�,���& 	��	���� (�����
4& �����	��������-6� 1 S� �) (Lenz and Marchessault, 2003) ,����&6�������V�����	[&&���
4&,������6�����	����
�3	� �59��V��U�	[&&� 
��U��	��7[�� PHA synthase [93�	���	��7[��U����
	S23���6���6-��6����2�����	����U��	� �	�����& 	������-����	�6����	� ������	��	
������-6��
��6-��6��
�3	� �59�� ]����&6�����������&6�-	������75���
�3������-�������U���� ��2�
,�������	���	&5�3����4&U��	� ���& 	����S� �,��& 	��������-6�,~,���& 	���� (Kelly et al., 
2001) ����������US����-�	&�� �	�����&6���������4&U��	� �������	���������	����S� � 3-
hydroxyvalerate (3HV) �&�	�23�US����-�	&�� ��6-������[ 	�
[93���-6����US���[ 	�
��4&U����
���	���������	����S� � 3-hydroxybutyrate  (3HB) 	�23�	� ��z � � ��	��	
�� c�	S�3���-�	��7[�� 
PHA synthase 
��U��	� �,��& 	����S� � polyhydroxybutyrate-co-valerate; PHBV 	� �59�� �������
�&7����	�&�3����&���&6��������������U����4& � hydroxyvalerate ������-�	&�� �������
�&7����	�&�3����&������� ������-�	&�� �]^�	�&�3��	��� Valeryl-CoA ���������]^�	�&�3��	���  
L(+)3-hydroxyvaleryl-CoA �&� 3-ketovaleryl-CoA ���&����� ������� 3-ketovaleryl-CoA ]^�
	�&�3��	��� D(+)3-hydroxyvaleryl-CoA [93��������&6�-	��������-�&������TU����
�3��
	�&�3����&�	��� 3-hydroxyvalerate ��2� 3HV unit (Eschenlauer et  al., 1996) 

U�
�����	���-���	�23������US���&6�������U��&�6�5�����75�����	���6��
���	��2�������-�	&�� � 	�23�US�	�������������U�������	�������6-��6���6��|U�- ]����4& � 
,��& 	�������� ��-6����,��� ,�� ��������]US�	�����&6���������2���������������������
4& �,��& 	����7��	S6���� [93��&7����	�&�3����&����,��� ,�� �������-��&���&9�������
	�&�3����&�5�����-�	&�� � ,��	� 3����������,��� ,�� ��������]^�	�&�3��7�	��� propionyl-
CoA ���������]^�	�&�3����&��6�7�	��� 3-ketovaleryl-CoA 
���
�3�����]^�	�&�3��U����^6U��̂�5�� 
D(+)3-hydroxyvaleryl-CoA [93�	��������-�&������TU����
�3��	�&�3��	��� 3-hydroxyvalerate 
��2� 3HV unit (Yamane et al., 1996) ���
�&�������-��]�������U��	S2����
�	������	��������
����������&��5�� Rhodobacter sphaeroides 4& �,��& 	��������&6�- 

�����������-��6��	[&&�
�37��������	&����	S2��U������
�3	� ����,��� ,�� ��&�	&����	���
	-&� 60 S�3-,�� ��- 	�������,��& 	����S� � PHBV ,��� ���;����	� � methylester S� � 
methyl hydroxybutyrate ��� methyl hydroxyvalerate ���,���,�����
�3	� �59���&��������
- 	�������-� GC-MS (�����
�3 9) ��-6�
��� R. sphaeroides N20 �&�U7 �����]	�� T�&�4& �                                                                                        
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�����
�3 9    4&5��S� ��&�-��	5��5��5����&6��������6-��6����4& ���& 	�������	S2�� Rhodobacter sphaeroides N20 �&� U7 
Table 9.      Effect of type and concentration of co-substrate for PHBV production from Rhodobacter sphaeroides N20 and U7. 
 

Strain of 
Rhodobacter 

sphaeroides 

Auxiliary 
carbon sources 

Culture medium 
Dry cell 
weight 
(g/l) 

PHA 
concentration 

(g/l) 

PHA 
content 
(%) 

HB 
fraction 
(mol %) 

HV 
fraction 
(mol %) 

40 mM acetic acid 2.82 1.93 68.56 100 - 
40 mM acetic acid +20 mM  propionic acid 2.61 1.42 54.34 86.16 13.84 
40 mM acetic acid +40 mM  propionic acid 2.42 1.23 50.75 82.77 17.23 

Propionic acid 

40 mM acetic acid + 80mM  propionic acid 2.36 1.29 54.60 78.88 21.12 
40 mM acetic acid 3.12 2.0 72.37 100 - 

40 mM acetic acid +20 mM  valeric acid 2.89 1.55 53.80 20.69 79.31 
40 mM acetic acid +40 mM  valeric acid 2.37 1.33 64.23 17.16 82.84 

N20 

Valeric acid 

40 mM acetic acid +80 mM  valeric acid 1.76 0.26 28.05 30.06 69.94 
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�����
�3 9    (�6�) 
Table 9.      (continued) 
 

Strain of 
Rhodobacter 

sphaeroides 

Auxiliary 
carbon 
sources 

Culture medium 
Dry cell 
weight 
(g/l) 

 PHA 
concentration 

(g/l) 

PHA 
content 
(%) 

HB   
fraction 
(mol %) 

HV 
fraction 
(mol %) 

40 mM acetic acid 2.88 2.37 82.29 100 - 
40 mM acetic acid +20 mM  propionic acid 2.56 1.81 70.57 80.38 19.62 
40 mM acetic acid +40 mM  propionic acid 2.42 1.88 77.68 80.88 19.12 

Propionic acid 

40 mM acetic acid + 80mM  propionic acid 2.40 1.63 67.78 79.25 20.75 
40 mM acetic acid 2.88 1.94 67.36 100 - 

40 mM acetic acid +20 mM  valeric acid 2.8 1.51 54.04 20.51 79.49 
40 mM acetic acid +40 mM  valeric acid 2.49 1.93 77.42 15.23 84.77 

U7 

Valeric acid 

40 mM acetic acid +80 mM  valeric acid 1.33 0.71 53.38 22.83 77.17 
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PHA7��	�23�US���&6��������6-���� 2  S� � 2� �����[ � � �&����,��� ,�� � ,����������� 
N20 ��6� PHA content 	
6���� 68.56,  54.34,  50.76 �&� 54.59 % ��������	� ����,��� ,��  0, 
20, 40 �&� 80 mM ���&����� �&����� ��;5�� hydroxybutyrate (HB) U��̂� mol % 	
6����100, 
86.16, 82.77 �&� 78.88% ���&����� �&��� hydroxyvalerate (HV) 	
6���� 13.84, 17.23 �&� 
21.12% ���&����� ������� R. sphaeroides U7 U��6� PHA content 	
6���� 82.29, 70.57, 77.68 �&� 
67.78% ���&����� ���5���^&����&6�-��	���-6����US�-��	5��5�� 20 �&� 40 mM U��6�����6-�
mol % U�&�	��������� 2� HB 	
6���� 80.38 �&� 80.88% �&� HV 	
6���� 19.62 �&� 19.12%   
���&����� 

���4&���
�&�������	���-6�	S2����
�	������	��������
��� R. sphaeroides N20 �&�U7 
�����]US����,��� ,�� 	�����&6�����������������	�� T�&����4& ���& 	�����&�6� PHA 
	�23�����,�	&��&5�������5���	&�� ���46��	5���^6	[&&��9�46��7���6���-6����
�3��,�	&��&U�T6��2�
���
�3������-�����������-6� ,����8���&7�������646��5�������-�- ����� facilitated 
diffusion [93�	�������-����-������46��	5�����5�����,����8�����,�������-�&��
�3��^6
�� 	-;	�23�����	[&&��&�7�6���	���������8���&������������-����	�����& [9� ��8��	�����&��
8����5��-��	5��5��
�3����6��5����� [93���������646����-�-��	5��5��
�3 	���&����� 
(concentration gradient) ���� 3��-�&��� ��2�U���;������������	&����	S2��	5���^67[,��&��[9�5��
	[&&� ��2�����&6�-7��-6�	������	&23��
�35���������&��
 8
�� (opposite direction) ����������
���646��5��	[&&�,����8���&7�����&6�-������	�������
�3��,�	&��&5���	&����2�7�6�������
�-�]9����
�37�6��5��-�&����
�3���;����� U����&�&��U�75�������-�]9����[���[ 	�� ���[
������7����7[�� ���,�	��� 	�
���& �&����
�3��-��	���7~,��,c�  (hydrophobic 
molecules) �������-�������]U����������,��� ,�� 7�US��9���-��	���7�7���^��-6����
�3��
�� ��;����������-���� U�5;�	���-������,��� ,��  �����]	�&�3��	���,��� ,�� &,	� 
(propionyl-CoA) ��2���[ � &,	� (acetyl-CoA) [93�	�������������U�- ]����4& � PHA 7�� 	�23�US�
��&6������� 2 S� � [93���6&�S� ���-�������]	�&�3��	������������������������	�����6����� 
,����[ 	�
�����]	�&�3��	�����[ � &,	� (acetyl-CoA) U�5;�
�3���,��� ,�� �����]

	�&�3��	���,��� ,�� &,	� (propionyl-CoA) 	�23�������&����-�����-����	�������[ 	�S�3� (β-
Oxidation)  ,����
�3��	� �,��& 	��������-��	���7�7���^�  (Du et  al., 2001) 

	�23����� R. sphaeroides N20 �&� U7 �����]4& ���& 	�����&�6� PHA7��
���U������
	&����	S2��
�3�����	� ����,��� ,�� ��2����-�	&�� � �&����US����-�	&�� ��6�	�� ����4& � HV 
7�����-6����US����,��� ,��  (�����; 5.6 	
6�) ��������9�	&2�����-�	&�� ��������
�����
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�&���6�7� U�5;�	���-�����-6� R. sphaeroides U7 U������6-�5��  hydroxyvalerate  (HV)   �
	�������6-�U��̂� mol % 
�3�^��-6� R. sphaeroides N20 �9�	&2�� R. sphaeroides U7 ����������

�&���6�7� 
3.3 �@
������!#
��#"Q	
����" PHB  

 3.3.1 ��P�	
��"�#�#.#����#A���V" 
 	�23�89�:�4&5�����	� ����,�	����[�&	c�	�����&6�7�,��	��U������	&����	S2�� ([93�
��� �����	� �  0.2 �����6�& ��)  �6����	�� T�&����4& ���& 	�����&�6� PHA 5�� Rhodobacter 
sphaeroides U7 (V��
�3 19) ��-6�	S2��	�� T7����U������	&����	S2��
�3�����	� ��&�7�6�����	� �
���,�	����[�&	c� ��-,���5�����	�� T�&����4& � PHB 	���U�&��:;�	���-��� ��S6-� log 
phase U�S6-� 12-48 S�3-,�� �&�	5���^6���� stationary phase 	�23�	�� T	5���^6S�3-,��
�3 60 U���� ��;
	[&&��^����	
6���� 2.77 �&� 2.72 �����6�& ���&�4& � PHB 	
6���� 1.14 �&� 1.4 �����6�& �� 
���&������&�����	&����	S2�� 60 �&� 84 S�3-,�����&����� �&���6���������4& � (productivity) 
	
6���� 0.0185 �&� 0.016 ������& 	�����6�& ���6�S�3-,�� 	�23�� ���;�6�US��6���&�6� 
productivity �������	�����S��S��-��U����	&2��S�����
�&�� �9�	&2�����7�6	� ����,�	����[�&	c�
U������	&����	S2�� 
��U��������6-��������6�7�,��	��	� 3�59��	��� 17.5 [93�	���������6-�U����
�6�	�� ����4& � PHA ]9������������-6����,�	����[�&	c���	�����&6�7�,��	��
�3�6�	�� ����
4& ���& 	����U��&�6� PHA 7�����-6����,�	����&�7��� ��2� ���,�	����7�	��
 �-�]9��^	��� 
�������	�����&6�7�,��	��U������	&����	S2��������� Alcaligenes eutrophus (Groth et  al., 1999)  
[93����&���������4& �,��& 	����S� � poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyoctanoate) ���
	S2�� Sinorhizobium fredii 
�3�����	� ����,�	����[�&	c�	�����&6�7�,��	�� (Liangqi et al., 
2006)  
 Kim �&�;� (2003) ��-6����	�� T�&����4& � PHB 5��	S2�� Methylobacterium sp. 7�6
]^��������	�23������	� 3�-��	5��5��5�����,�	����[�&	c����]9� 10 	
6� ��6���������;�5��
Rhodobacter sphaeroides U7 7�6���	�������	� ����,�	����[�&	c�U������	&����	S2�� 
������
	�23��������&^��	�
U������	&����	S2��	�����&6�5��7�,��	����-� �&����� ��;	�������6����
	�� T�&����4& ���& 	���� �&^��	�
�9�	���
�����&6��������&���&6�7�,��	��� �
����                          
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V��
�3 19 4&5�����	� ����,�	����[�&	c��6����	�� T�&����4& � PHA ������	&���� 

Rhodobacter sphaeroides U7 U�������&^��	�
-��[ 	�
,��	� ����-�	&�� �

-��	5��5�� 40 � && ,�&�����	�23��	5�6� (200 ����6���
�) 
�3��;�V̂�  37°C 
 +N 2� �����	� ����,�	����[�&	c� 
 -N 2� 7�6�����	� ����,�	����[�&	c� 

Figure 19.  Effect of (NH4)2SO4 addition on growth and PHA production from 
 R.sphaeroides U7 cultivated in glutamate-acetate medium supplemented 40 mM 

 valeric acid under shaking flask-dark (200 rpm) at 37°C. 
 +N represented as medium with (NH4)2SO4. 
  -N represented as medium without (NH4)2SO4. 
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�������&^��	�
�&�-�����������������]US�	�����&6�7�,��	��,����^6U��̂�5��
7�,��	��	S �[��� (complex nitrogen) ����������	�&�3����&�5��6���	�S��-6��&�����	�� T
5��	S2����	�S��6��^�59��                             
3.3.2 ��P����"��	�� 
 	�23�89�:�4&5��-��	5��5��5�����������
�3 0, 0.5, 1.0, 1.5 �&� 2.0 �����6�& �� �6����
	�� T�&����4& ���& 	����5��	S2�� Rhodobacter sphaeroides U7 (V��
�3 20) ��-6�U��6���������
	[&&�����	
6���� 1.48, 2.7, 3.2, 3.25 �&� 3.34 �����6�& �� ���&����� ��	���-6����	�� T����-,���
	� 3�59������� ��;���������
�3	� 3�59��U�S�����
�&��
�37�6�����	� ���������� ������������- (lag 
phase) 6��5������ �����; 36 S�3-,�� U�5;�
�3S�����
�&���23�|�����������-	���� 24 S�3-,�� 
�&����	�� T5��S�����
�&��
�3�����	� ���������� 0.5, 1.0 �&� 1.5 �����6�& �� U���� ��;	[&&�
�^���������; 3.25 �����6�& �� 
�3	-&� 96 S�3-,�� U�5;�
�3���	� ���������� 2.0 �����6�& ��U��
�� ��;	[&&��^����U�S�3-,��
�3 60 �&���6���������	�� T���	��� (µ) 	
6���� 0.026 h-1 U�S�����

�&��
�3�����	� ���������� 0.5, 1.0 �&� 1.5 �����6�& �� �����	�� T��6��S��| ���	���4&�����
��&6�7�,��	��U������	&����	S2������ ��;7�6	�������6�-�����	��� 	[&&��9�����US�����	-&�U�
���������-U��	5������V���-�&��� ��2������	&����	S2������| �-�]9������&7���2�����-����
V��U�	[&&�	�23�U�������4& ����	�
���7&
�U��	�������6���������S�- � [93�U���;�
�3�����	&����
	S2������ ��;7�,��	����6�������� 	[&&��9������9������-�&��	�23�
��
�7�,��	��
�35���&� 
	S6� ATP �6�4&U��	� �����������	��7[��[ 	��
[ �	
� (citrate synthase enzyme) (Sato et al., 
2003) �������-�z����	�����9�5�������-�&�� 	[&&��9����	���������8��- ]��23�|U����4& ����
��-�&�� U�5;�	���-�������-����4& ���&6��&�����������	� �59��	S6�	���-���  ����������4& � 
PHA ��-6�U�S�����
�&��
�3�����	� ���������� 2.0 �����6�& ��U���� ��; PHA �^����
�3S�3-,�� 
72 �����; 1.8 �����6�& �� ��6U���;�5�����&��� ��;���������[93�	�����&6�7�,��	��� �
���� 
�&����4&U�����	�� T&�&��&����4& � PHA &�&�	S6���� ��3�����U��	���]9�-������T5��
7�,��	��� �
���� [93�������59��������������7�,��	���&���&��S� � �-�]9������
�6�	�� ����	�� T U��� ��;
�3	�������6����	�� T ���������	�����&6����
�3S6-��6�	�� ����	�� T
	�23����������������5��������������	����&��S� � 7����6 ������ ,�, - ��� ����-�  
�-�]9������]	�����&6�������7��	S6���� �������	�23�&��� ��;����������������&6�-�9�&�
�� ��;	S6���� �&����4&U��-������6��5����������	&����	S2�����V��
�3 21 [93�����-6�5�����
	�&6������4&�6�������	�������-��]�5��	S2����-� U����	&����	S2�����������������US����������	���
��&6�7�,��	�������-6����US��� �
����7�,��	��     ,����-6����	� ����������S� �	���-������� 
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V��
�3 20 4&5������������6����	�� T�&����4& � PHA ������	&���� Rhodobacter 
sphaeroides  U7 U������	&����	S2���&^��	�
-��[ 	�
 �6-�������-�	&�� �-��
	5��5�� 40 � && ,�&��� ��	�S	� 3���� 7 V��U���V�-�������8-7����� ��	�23��	5�6� 
(200 ����6���
�) �6�
�3��;�V̂�  37 ��8�	[&	[��� 

Figure 20.  Effect of yeast extract to growth and PHA production from R. sphaeroides U7 
 cultured in glutamate-acetate medium supplemented 40 mM valeric acid without 

 (NH4)2SO4 and various yeast extract under shaking flask-dark (200rpm) at 37°C. 
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(a) 	� ���������� 2.0 �����6�& �� ([���) �&�1.5 �����6�& �� (5-�) 

                                     
(b) 	� ���������� 1.0 �����6�& �� ([���) �&�0.5 �����6�& �� (5-�) 

                                     
 
V��
�3 21  4&5��-��5��5��5������������6�������	�������-��]�5�����&�&��	[&&�   

R. sphaeroides U7 
�3	&����U������	&����	S2���&^��	�
-��[ 	�

�37�6	� �
���,�	����[�&	c� �6-���� ���-�	&�� �-��	5��5�� 40 � && ,�&��� V��U��
�V�-�������8-7����� ��	�23��	5�6� (200 ����6���
�) �6�
�3 37 ��8�	[&	[��� 

Figure 21. Effect of yeast extract concentration on pigmentation of cell suspension of         
R. sphaeroides U7 cultivated in glutamate-acetate medium without (NH4)2SO4 
supplemented with 40 mM valeric acid without under aerobic-dark (200 rpm) at 

37°C. 
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	�����&6�7�,��	������������	&���� Pseudomonas pseudomallei ��-6� �6�	�� ����	�� T5��	S2��
7�����-6����	� �����������6-�������,�	����[�&	c� ��2�US����,�	����[�&	c�	����S� �	���- 
���]9������; 8 	
6� (Das et al., 2005) �&�U��4&
�����	���-������	&����	S2�� Listeria murrayi 
,����-6����	� �����������������	�����&6�7�,��	��S� �	���- �6�	�� ����	�� T5��	S2��7�����-6�
���	� �����������6-�������,�	����[�&	c� ��2�US����,�	����[�&	c�	����S� �	���- (Das et  al., 
2004) U�5;�
�3 Lorrungruang �&�;� (2006)  US�����������������	�����&6�7�,��	��,��
��-6����US����������-��	5��5�� 2 �����6�& �� �6�	�� ����4& � PHA U��6���^6U�S6-� 1-5 �����6�
& �� 
  U���;�������6-�,�&5���������6�7�,��	���^����	� �������&��� ��;��������� 
-����6�4&U��	� �����6�	�� ����������2����4& � PHA �^�59�� ��6��-6����
�&��7�6
���&����������&6�-����5������ 	�23������� ��;7�,��	��U������	&����	S2��	����������&�� 
	S6�	���-����������6����	� 3�����-�	[&&���2���������4���	[&&� �&��� ��;5��7�,��	��U�
�� ��;��93�[93�	[&&���-�����	�������US����� 	�23������	�&�3����&� 
���U���65��-��	5��5��5��
7�,��	�� ��2�������6-�,�&5���������6�7�,��	���^��6����4&�6����	�� T5��	[&&� �������
�������6�������6-�,�&5���������6�7�,��	���9������]����7����]9�6�|��93�[93����	�� T
�&����4& � PHA ����	� �59��	�����6���� [93�������6-�5��������-6�]������U����6�	
6���� 20 ��
�6�	�� ����	�� T5�� Pseudomonas putida KT2442 (Huijberts and Eggink, 1996)  ��6]������6�
������6-�,�&5���������6�7�,��	��U������-6�6�
�3	���������	� �7����6�4&&�
������
	�� T�&����4& � PHA  [93�	���7��S�����S�����
�&��
�37�6�����	� ���������� ���	�� T�&����
4& � PHA &�&���6��	���7��S�� ���	�� T
�3	� �59��	���4&�2�	�23������� Rhodobacter sphaeroides 
U7 �����]US�7�,��	������&^��	�
 [93����	���
�����&6��������&���&6�7�,��	��� �
���� 
��6���
�&���������]S��U��	���-6��&^��	�
U������	&����	S2����6��	���- 7�6�����]�6�	�� ����
	�� T�&����4& � PHA 7�� 
 3.3.3 ��P����+����#"B�P�
!
����-���+,- 

4&5����	�S	� 3�����6����	�� T�&����4& ���& 	�����&�6� PHA ,��
���������U����6�
	��� 5, 6, 7 �&� 8 ���&����� ,��US�S�����
�&��
�3����	�S 7 	���S��-��� ������
�&��      
(V��
�3 22) ��-6����	�� T5��	S2�� R. sphaeroides U7 U������	&����	S2��
�3�����������	�S	� 3����
	��� 7 �&� 8 ����-,���	���-���  �&6�-2������	�� T	5���^6����  stationary phase  
�3  60 S�3-,��  7��  
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V��
�3 22 4&5����	�S	� 3�����6����	�� T 6���	�S �&����4& � PHA ������	&���� 
Rhodobacter sphaeroides U7 U������	&����	S2���&^��	�
-��[ 	�

�37�6	� �
���,�	����[�&	c��6-���� ���-�	&�� �-��	5��5�� 40 � && ,�&��� �&������
���� 2.0 �����6�& �� V��U���V�-�������8-7����� ��	�23��	5�6� (200 ����6�
��
�) �6�
�3 37 ��8�	[&	[��� 

Figure 22. Effect of initial pH on growth, pH and PHA production from R.sphaeroides U7 
cultivated in glutamate-acetate medium without (NH4)2SO4 supplemented 40 mM 

valeric acid and 2.0 g/l yeast extract under shaking flask-dark (200rpm) at 37°C. 
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��������	[&&����� 3.3 �����6�& �� ����������	�� T���	��� (µ) 0.018 �&� 0.012 h-1 ���&����� 
U�5;�
�3 R. sphaeroides U7 7�6�����]	�� T7��U������	&����	S2��
�3���������6���	�S	� 3����	��� 
5 �&� 6 ���	���4&�2�	�23�����5��-������&���-6���� ��;7~,��	��7��������� ��;     
7~����7[�� [93����6�4&�6����46��	5�����5���������� 	[&&��9�7�6�����]�����������	5���^6
	[&&�7�� ��2���������93�	���4&�����-��	���� :5���� ��;���U����� (Luli and Strohl, 
1990) [93�U������	&����	S2�������US���[ 	�
-��	5��5�� 40 � && ,�&��� �6-�������-�	&�� �-��
	5��5�� 40 � && ,�&��� [93���� �����������6���	�S	� 3����	��� 7 	������������ ��;7~,��	��
7����� ���
�3����������-�U��&�&���-�7~����7[��[93��������&� �9�
��U��7~,��	��7����
7�6�����]�6�4&���
�,������6�	[&&� (Du et al., 2001) ����4&	��������� ��;��������
	� 3����
�3���	� � ��2��������������	�� T�������	��
 (substrate inhibition) ��6	�23�
�����������
	�S	� 3����U����6�&�&� ��2���-��	������	� 3�59��
��U����[ 	�
U������&��	��������[ � � 
�&��6�4&�6-�������-�	&�� �
��U��	� ��������������	�� T ��������	[&&�����
�37��������	&����U�
�����
�3�����������	�S 5 �&� 6 7�6�����	�&�3����&� �&���	�S7�6�����	�&�3����&��&�����

�&�� [93������]US�	�����-�6�S��]9����	�� T5�� R. sphaeroides U7   
 	�23�	S2��7�6	�� T
�3��	�S	� 3���� 5 �&� 6  ��������9�7�6�����4& ���& 	���� ,����-6��� ��; 
PHA �
���7�6	�&�3����&����	� 3����[93����&���������	�� T5������ �&���-,���5����& 
	����,���-����
�3 �6�����S�����
�&��
�3�����������	�S	��� 7 �&� 8 ���4& ���	� �59��-�^6
������	�� T ���	���4&��� PHA 	�����&6��������&���&6��&����������� �9����������-�^6
������	�� T�&����	�������&�6� primary metabolite ��2� growth-associated substance �������
	� �59���^����	�23�	S2�������	�� T	5���^6���� stationary phase �&�6��5����
�3 �� ��; PHA �^����
�3
S�3-,��
�3 72 ��6� 1.86 �&�1.89 �����6�& �� ���&�����
�3��	�S	� 3���� 7 �&� 8 �9�U��6���������4& � 
productivity 	
6���� (0.026 �&� 0.0262 �����6�& ���6�S�3-,�� ���&�����)��6	�23����-����������	�S
	� 3����������8�����&�&��,[	����7~����7[�� �9�7�6���	�������� ��	�&2�����	�23�US�U����������
	�S	� 3����U�������	&����	S2����-��	���	�� 	�������������	�SU��	����&����U��4&	S6�	���-���S��
���
�&��
�3��-��	���	��5��������^� ���������	�S
�3 	����������������	&����	S2��  R. 
sphaeroides U7  �9���6�	��� 7 
 3.3.4 ��P� �!@X#� 
 ������	&����	S2�� R. sphaeroides U7 U������	&����	S2��
�3�����	� ���&6��������6-� 2� 
���-�	&�� �-��	5��5�� 40 � && ,�&��� �&���������� 2 �����6�& �� ,��7�6�����	� ����,�	����
[�&	c� ������	�S	� 3����	��� 7.0 ,��
������6�
�3��;�V̂�  30, 37 �&� 45 ��8�	[&	[��� (V��
�3 23)  
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V��
�3 23 4&5����;�V̂� �6����	�� T 6���	�S �&����4& � PHA ������	&���� Rhodobacter 

sphaeroides U7 U������	&����	S2���&^��	�
-��[ 	�

�37�6	� ����,�	����[�&	c� 
�6-���� ���-�	&�� �-��	5��5�� 40 mM �&���������� 2.0 �����6�& �� ������
	�S	� 3����	��� 7 V��U���V�-�������8 7����� ��	�23��	5�6� (200 ����6���
�) 

Figure 23. Effect of temperature on growth, pH and PHA production from R.sphaeroides U7 
cultivated in glutamate-acetate medium without (NH4)2SO4 supplemented 40 mM 
valeric acid and 2.0 g/l yeast extract adjusted initial pH to  7 under shaking flask-
dark condition (200 rpm).  
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��-6�	S2��	�� T7���� ��;	[&&��^����	
6����  2.4, 2.6 �&� 1.8 �����6�& �� ���&����� 
�3��;�V̂�  30 
��� 37 ��8�	[&	[��� �����	�� T5��	S2��7�6����6����� ��6�������	�� T	5���^6 stationary phase 
�6�����2� S�3-,��
�3 60 �&� 84 ���&����� ������	���4&�������;�V̂� 
�3	�&�3����&���-,���
	� 3�59��	���4&U�����US���&6��������6-�������S� �2������[ � ��&����-�	&�� ������US�U�
����6-�7�6	
6����U���;�V̂� �6����� ��6��7������U�S6-����5�����	�� T	������US������[ � �
-�^6������-�	&�� � ,������6-����US������[ � �����-6� �&�U����	�� TS6-��&����	������
	�� T������US����-�	&�� �	����6-�U�T6 (���4&���
�&���6���������) 	�23��6�
�3 30 ��8�
	[&	[��� ��
�	���7�6���	�������
�����������-	�23�U����^6���U�� 3��-�&�������&6�- �9������]US�
��������
�3��7����6���� ���	� 3���;�V̂�  7 ��8�	[&	[��� ��
�	�������������- 
��U�����	�������
�����&6�������
�3�6���6����US������US��6�� 2� �����[ � � -�������]U����������-5�� R. 
sphaeroides U���;�V̂� �6�����	���7�7��6��5����� ���	��������	�� T�-�]9�S6-���;�V̂� 
�3 R. 
sphaeroides �����]	�� T7����^6U�S6-� 30-34 ��8�	[&	[��� (Staley et al., 1989) ��;�V̂� 
�3
	����������������4& � PHA ���	S2�� R. sphaeroides 14F  2� 37 ��8�	[&	[��� 7���� ��;  
PHA	
6���� 5  �����6�& �� ���4& � PHA &�&�	�23��6�
�3 42 �&� 45 ��8�	[&	[��� 7�� PHA7�6
����6�����	���� 0.51 �����6�& �� (Lorrungruang et al.,  2006) 
 �������
�3��;�V̂�  45 ��8�	[&	[��� ���	�� T�����������-6��5�����������; 36-48 
S�3-,�� ����������4& � PHA ��-6���-����������������	�� T�&����� ��;�^���� (1.4 �����6�
& ��) 	�23�	&����U���;�V̂�  30 ��8�	[&	[��� 
�3	-&� 48 �&� 72 S�3-,�� ,���� ��; PHA 
�3	� �59��
7�6��-������6�������6�����������T (P>0.05) ���������S��S��-���9�	���6���������4& �productivity 
[93���6�	
6���� 0.0307 �&� 0.0199 ������& 	�����6�& ���6�S�3-,�� ��6��7��������;�V̂� 	���������
� 3��-�&���
�3��4&�6����	�� T�&����4& � PHA 	�23�� ���;�S�����
�&����-6�S��-���U��4&
6��5����3���-6�S�����
�&���6��������� ���	�����	���5����������� ��;	S2��	� 3���� ]9������
��
�������-��5�6�	S2��U��7�� OD660 	
6���� 0.5 ��6-��&��	&23��5��-��5�6���4&�6��� ��;
	[&&�	� 3�����9�
��U�����
�&�����U��6�
�3�����-6� (<0.3 �����6�& ��U�S�3-,��	� 3����) 	�23�� ���;�
���	�&�3����&�6���	�S�&�����
�&����-6�6���	�SU����-,���	S6�	���-������
�&���6��
������� ,����6���	�S	� 3�59�� [93������]	�����-S��-��]9����	�� T R. sphaeroides                                                   
3.3.5 ��P��@
��	
����-��  
 ������89�:��V�-����	&����	S2�� R. sphaeroides U7 V��U���V�-�������8-7�������
	�23��	5�6�-��	��-��� 200 ����6���
� �V�-�������8	&������-U����� �&��V�-�7������8 -U��
��� (V��
�3  24) ��-6��V�-�7������8-U����� 	S2�������	�� T�&����4& ���& 	�����^��-6��V�-�
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������8-7������&��V�-�������8	&������-U����� ,��	S2��	5���^6���� stationary phase V��U�
	-&� 36, 60 �&� 48 S�3-,�� ���&����� ,��7���� ��;	[&&��^����	
6���� 2.87 �����6�& �� 
�3S�3-,�� 
96  U�� 2.41 �����6�& �� 
�3S�3-,�� 84  �&� 1.87 �����6�& ��
�3S�3-,�� 48 ���&����� ������	&����	S2��
U��V�-�7������8-������&�-�����	�� T���-6� ���	���4&�����-��	5����� 3,000 lux 	������
��������&7���2�����-�������	�������� (Prasertsan et  al., 1993) ,��-��	5�����
�3 3,000  
&��[� ����&��7c
���	��	�������6����US����	�������� �&����������6��|�����]]^�
	�&�3��	�������������U�-������	����7����6�����^�;� (Ivanovsky et al., 2001) ����U��	���-6�
-����-&23�5�����
�37������&��7c
���	��U��6�-����-&23�
�3����������������93��&�
��� (Photosystem I and II) [93���8��-����-&23����
�3U�S6-� 800-1000 ��,�	��� 
���	��2�������	�� T�&�- ��-6����4& � PHA U��V�-�7������8-�����U��4&�^����	S6����2� 
2.34 �����6�& �� 
�3 36 S�3-,�� 5;�
�3�V�-�������8-7�����4& �7��	���� 1.47 �����6�& �� 
�3 48 
S�3-,��  �&�
�3�V�-�������8-U�����7��	���� 1.0 �����6�& ��
�3 48 S�3-,��  	�23������	�� T5��	S2�� 
R.  sphaeroides U7 ��-6�6���	�S����-,���	� 3�59�� ���	���4&�2�	�23�����	S2����
�	������	�����
���U��&�6�5�� R. sphaeroides ��-�������]	�� T7��U������	&����	S2��
�3�����	� ����-�	&�� � 
[93�	�23�
��������[ � ��&����-�	&�� �&�&��U������	&����	S2���������-U��7~,��	��7���� 
��
U�������	&����	S2������	�S	� 3�����3�������; 3.5-4 �&�����U��	����&����-�,[	����7~����7[�� 
[93���
��U����^6������[ &5�����-�	&�� �[93������-���������&�������,[	����7���� �9�
��
U��	� �-������&���-6��,�	&��&5�����
�3�����-U��7~,��	��7���� ������
�3�����]�����-
U��7~����7[��7���� (Luli and Strohl, 1990) ��6	�23�
�����	&����	S2��   Rhodobacter sphaeroides 
U7 U��V�-�7������8-����� ��-6������	&����	S2������	�S	� 3�59�� ���	���4&�����	S2�������]���
,�	&��&5�����-�	&�� �46��	5���^6 	[&&�7��,����8���&7�������646��5�������-�- ����� 
facilitated diffusion ���7���&6�-7-��&�-U�5�� 3.2.2 
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V��
�3 24  4&5���V�-����	&�����6����	�� T 6���	�S �&����4& � PHA ������	&����        

R. sphaeroides U7 U������	&����	S2���&^��	�
-��[ 	�

�37�6	� ����,�	����
[�&	c��6-�������-�	&�� �-��	5��5�� 40 � && ,�&��� �&���������� 2.0 �����6�
& �� ������	�S	� 3����	��� 7 �6�
�3��;�V̂�  30 ��8�	[&	[��� 

Figure 24.  Effect of different culture condition on growth, pH and PHA production from    
R. sphaeroides U7 cultivated in glutamate-acetate medium without (NH4)2SO4  
supplemented with 40 mM valeric acid and 2.0 g/l yeast extract adjusted initial 

pH at 7 incubated at 30°C.  
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3.3.6 ��P��"�
	
�?!B
	
Z 
 ������89�:�4&5����������U������8U�]������5��� 5 & �� �6����	�� T�&����4& � 
PHA 5��	S2�� R. sphaeroides U7 ,��U������8U������ 0, 0.5, 1.0  �&� 1.5  vvm ������-� 200 
����6���
� 	�����	
���������	&����U��V�-�7������8-����� (3,000 &��[�) [93���-6����	�� TU�
�V�-�7������8-����� (3,000 &��[�) 	� �59��	&������U���� ��;	[&&������; 2 �����6�& �� ,��
���	�� T	�23�7�6�����U����������U������8 ��	��������-�-��	��- 200 ����6���
� U��4&
	S6�	���-������	&����U��V�-�7������8-����� (3000 &��[�) [93�,����� ��
�	������	����������
�����������-	�23�U�������]�������^67��U��V��� 3��-�&����6��| U���;�7�6������������	���
��&6��&�������
�	������	������������8���&7� ��2�����-����	�����& [9�	S6�	���-���
��
�	����&�6������������8
�3-7� ,����US����[ 	���������	�����-���� 	&��������-���
���5��
����-����5��6�� 	&������ (electron transport chain) ��64&���
�&��	�23�7�6�����U������8   
(0 vvm) ��-6����	�� T	� �59��	&���������� ��;	[&&��^���������; 1.5 �����6�& �� ����U��	���
-6�����-�-��	��- 200 ����6���
� 7�6�����]S6-�	� 3��� ��;����8 ����U��	���-6���
�	���
���	��������	�������US��&7� ��2� ����-������93�����-����U��������US�U����4& ����
��-�&��U�- ]��6��|V��U�	[&&� 	S6� -������	���� ���7�6�����[ 	��	�23�US�	�����-���� 	&������
��-���
��� �&�7�6������������	�����&6��&������9�
��U������-����	�� T	� �59��7�6���^�;� ��6
	�23������U������8��-6������	�� T	� 3�59����6��	���7��S�� [93�4&���
�&��	�23������U����������
U������8 0.5 vvm ��-6����	�� T 	5���^6���� stationary phase 
�3 60 S�3-,�� ,���� ��;	[&&��^����
��6������; 4.5 �����6�& �� 
�3 96 S�3-,�� �&����	�� T	���S� � diauxic growth 	���4&��������
��&6����������S� �U������	&����	S2�� [93�	� �59��	S6�	���-������U����������U������8 1.0 vvm 
[93������	�� T�^����
�3 60 S�3-,�� U���� ��;	[&&������; 5.2 �����6�& �� ,�� diauxic growth 
�3
	� �59��7�66��S��	�� [93����U������8��-������ 0.5 vvm ��	���7��S��	���-6� U�5;�
�3���U��
��������U������8 1.5 vvm ���	�� T	� �59����6��
-�^;,�������������-��-�-6����U����������
U������8 0.5 �&� 1.0 vvm 
�3 36 S�3-,�� ���	���4&������� ��;����8
�3���	� �7���4&�6����
���������2�S�&����	�� T5����
�	���U��������      	�23�	[&&������]������-7���9������]	�� T 
	������ �&�	5���^6 stationary phase 
�3 72 S�3-,�� ,����-6����� ��;	[&&��^����	-&�	���-������ 
�����; 8 �����6�& �� (V��
�3 25)  
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V��
�3 25 4&5����������U������8�6����	�� T �&����4& � PHA ������	&���� 
R.sphaeroides U7 U������	&����	S2���&^��	�
-��[ 	�
7�6	� ����,�	����[�&	c� 
�6-���� ���-�	&�� �-��	5��5�� 40 � && ,�&��� �&���������� 2.0 �����6�& ��        
������	�S	� 3����	��� 7  �6�
�3��;�V̂�  30 ��8�	[&	[��� 

Figure 25. Effect of aeration rate on growth and PHA production from R. sphaeroides U7 
cultivated in glutamate-acetate medium without (NH4)2SO4  supplemented with 
40 mM valeric acid and 2.0 g/l yeast extract, adjusted initial pH to 7 and 

incubated at 30°C.  
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���4& � PHA 	� �-�^6������	�� T ��-6�U�
��S�����
�&��
�3�����U������8�������
4& � PHA ������U�S�3-,�� 
�3 60     ��6	�23�� ���;�������� PHA V��U�	[&&� ��-6�7�67��	� 3�59��
��������	� 3���������U������8  ,���� ��; PHA 
�3	� �59��   2.5-2.7  �����6�& ��    ,�����U��
����8�^���S6-��6�	�� ��6����	�� T����-6� �&���-6����	&����U��V�-�7������8-����� (3,000 
&��[�) U��4&4& �����6��������	&����U��V�-�	���-���U�c&���� ���	���4&������� ��;	[&&� 
��2�-�������6�5��	[&&�
�3	� �59��U�]���������� ��;����-6� �6�4&U��	� ���������[93�����&�
��� U�5;�
�3����6-��2��
�34 -
�3�����]����������� ��;	[&&�7�6����&��� �9�
��U��	[&&�7�����
���[93�	�����&6��&������6����	�� TU��� ��;-��	5��
�3���� �9�
��U������&6��&�����7�6
	�������6����	�� T 
 V��U���V�-�
�3������������� ��;���[ 	�� ��6���� ��;���������	� ��� ��-6�
� �����5��	��7[�� NADPH oxidase ��&�&�
��U��	� ��������5�� NADPH ���59�� �6�4&U��
	� �����������	��7[�� citrate synthase �&�	��7[�� isocitrate dehydrogenase 
��U��	� ��������
5�� Acetyl-CoA 	� 3����59����]9������-��	5��5����93� [93�
��U��	� �����-�����������	��7[�� 
Acetyl-CoA transferase ��-�����-���� feedback inhibition U�
�����	���-����������5�� 
NADPH U��� ��;���59����2���������93�����6-�5�� NADPH/NAD ��6��̂� U��V�-������
�������� ��;���[ 	�� ���6�	�� �U��	� �- ]����4& � PHA ,����-6� PHA �����
��
U����	���
��-���� 	&������
��	&2�� (alternative electron acceptor) (Hocker and Marchesaualt, 1994) 
 3.3.7 ��P��"�
	
�	�� 
 89�:�4&5�����������-� (0, 100, 200 �&� 300 ����6���
�) U�]������5��� 5 & �� �6�
���	�� T�&����4& � PHA ��-� R. sphaeroides U7 ,��U������8U������  1.0  vvm  (V��
�3 26)
��-6� ����-���4&�6����	�� T,�����	�� T����-,���	� 3�59��	�23�	� 3����������-� ,�����	�� T

�3-��	��-��� 100 ����6���
� ������7�6�-� (0 ����6���
�) U�&�	��������6���������	[&&����� 
4.3 �&� 4.6 �����6�& �� ���&�����
�3 96 S�3-,�� ����-���-�-��	��- 200 �&�300 ����6���
�U��
�� ��;	[&&��^���� 5.1 �&� 5.8 �����6�& �� ���&�����
�3 60 S�3-,��  [93�����U��	���-6�����-���-�
-��	��- 300 ����6���
� �6�4&�6�	�� ��6����	�� T5����
�	��� R. sphaeroides U7 �
��

-������T5������-��6-�U�T6U�]������	���	�������4�����-6��	[&&���������	&����	S2��U��
���4�������4&�6����[9�46��5������8����              
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V��
�3 26 4&5������-��6����	�� T�&����4& � PHA ������	&���� R. sphaeroides U7 U�

�����	&����	S2���&^��	�
-��[ 	�

�37�6	� ����,�	����[�&	c��6-�������-�	&�
� �-��	5��5�� 40 � && ,�&��� �&���������� 2.0 �����6�& �� ������	�S	� 3����
	��� 7 ��������U������8 1.0 vvm �6�
�3��;�V̂�  30 ��8�	[&	[��� 

Figure 26. Effect of agitation on growth and PHA production from R. sphaeroides U7 
cultivated in glutamate-acetate medium without (NH4)2SO4 supplemented with 40 
mM valeric acid and 2.0 g/l yeast extract, adjusted initial pH at  7 under aeration 

rate at 1.0 vvm and incubated at 30°C.  
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����������7�6�-���
�	��� R. sphaeroides U7  ���������]	�� T7�� 	���4&	�23������� ��;
����8
�3�6�46��U��� ��;	������   ,������-�  300 ��� �6���
� 4& � PHA  7�� 2.5 �����6�& ��

�3 72 S�3-,�� 5;�
�3 200 ����6���
�7�� PHA �^������6� 2.7 �����6�& �� 
�3 60 S�3-,�� U�5;�
�3
����-� 100 ����6���
� 7�� PHA 1.8 �����6�& �� 
�3 60 S�3-,��       ��6���7�6�-�U�� PHA �3�����
	
6���� 1.3 �����6�& �� 
�3 60 S�3-,�� [93��� ��; PHA 
�3	� �59��	�23������	� 3�-��	��-���5�����
�-�	� 3�����-,����
�3����-6��� ��;  PHA  ����&6�-	����� ��;
�3	[&������]4& �7���^���� 
]9���������	�&�3����&��V�-�5��� 3��-�&������	���4&�����-�������] ��2�8���V���^����
5��	[&&��6��������������������
�3�������- ]����4& � PHA  
3.4  	
������,	"���F
���
��F
!����	������#��@
�?��A��� 
 ���������	[&&����� (lyophilized cell) 
�37��������	&����	S2�� R.sphaeroides U7 U������
	&����	S2���&^��	�
-��[ 	�
�6-�������-�	&�� �-��	5��5�� 40 mM ��������� 2 �����6�& �� 7�6
	� ����,�	����[�&	c� ������	�S	� 3����	��� 7 ��������U������8 1.0 vvm �&��-�
�3 200       
����6���
� �6�
�3��;�V̂�  30 ��8�	[&	[��� ����������&�V��U���V�-�
�3	������5������ 
����������	[&&�����
�37����89�:�-�������]5����-
��&�&��7����6 	�
���&, 7�&�,���	
�, 
	�
� &�������	�� (Ganzeveld et al., 1999) �&�&�,�c���� (Hahn et al., 1994),�������-
��
&�&������&6�-��������& 	����V��U�	[&&� �������	��������&�&��U��̂� methyl ester �������
���- 	�������-� GC-MS (V��
�3 27) ��-6����&�&��
�����3S� �U��,���,�����U�S6-�	-&�
	���-������ methyl hydroxybutyrate  ����U��	���	�2������-6���-
��&�&������&6�-�����]&�&�� 
PHA 7�� ,���� ��;
�3&�&����������6����� 	
6���� 2.34, 1.91, 1.73 �&� 1.53 � && �����6�
� && & �� ���&�����	�23�� ���;��	�����5�����������
�3���7����� GC ��-� mass 
spectroscopy ��-6����������
�37��������US�&�,�c�������	����������� methyl 
hydroxybutyrate U�5;�
�3�	�����
�3 	� �59��5����������������-
��&�&��S� ��23�U��
	�	�����7�6������ methyl hydroxybutyrate ����U��	���-6�&�,�c����	�����-
��&�&��
�3
	�������������U����US����� PHA V��U�	[&&� [93�&�,�c����	�����-
��&�&������<��
�3US�
U�������� PHA U�5;�
�37�&�,���	
�]9����-6�-����5��-��U�&�	������&�,�c�����&�
�����]&�&�� PHA 7���� ��6��-6�-�US�7�&�,���	
�����������
���� ��
� �    PHA  [93�
����-����
���� ��
� � PHA    ����8��������������-� non solvent  	�23�
�����&�-�������]
U����&�&��5�� PHA U���-
��&�&�� �&������������-
��&�&�� 
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Figure 27. Effect of different organic solvents on PHA concentration extraction from  
R. sphaeroides U7. 
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3.5 � ���	\��P�.�����#�� 

3.5.1 �����
�!����]��	��Q�P�����#���B�� Gas chromatography mass 

spectrometer; GC-MS 

 �&��������	����� methylester 5����& 	����
�37���������������	[&&�5�� Rhodobacter 
sphaeroides U7 ��-� GC-MS ����z,���,�����[93�����]9� methylester 5������	���� 	�23�
	�����	
�����& 	����
�37��������	&����U������	&����	S2���^��    �&^
�	��-��[ 	�
 (glutamate-
acetate medium) ����^���&^
�	��-��[ 	�
�6-�������-�	&�� � (glutamate-acetate-valeric acid 
medium) ��-6����US������	&����	S2���^���&^
�	��-��[ 	�
 �6�	�� ����4& �,~,���& 	���� 
	�23�����U�,���,���������	�6�	���� 1 ��5�� methyl hydroxybutyrate �&��� retention time 
	
6���� 8.371 ��
�  (V��
�3 28) U�5;�
�3�����	&����	S2���^���&^
�	��-��[ 	�
�6-�������-�	&�
� ��6� 	�� ����4& �,��& 	����  	�23 �����,���,��������� 2  �� 	�6�5�� methyl 
hydroxybutyrate 
�3 retention time 	
6���� 8.371 ��
� �&� methyl hydroxyvalerate [93��� retention 
time 	
6���� 13.36 ��
�  (V��
�3 29) 

3.5.2 �����
�!�!
 �!@X#�!�#�!�� (Tm) ��� �!@X#��PO�"�� (Tc) P���c	����#��

�B������ DSC 
�����������& 	����
�37��������	&����	[&&� Rhodobacter sphaeroides U7 U�������&^��

	�
-��[ 	�
�6-�������-�	&�� ��&���& 	��������<��
��� PHB �&� PHBV (8 % PHV) (5��
�� :�
 Aldrich) ��89�:���;�V̂� �&��	�&- �&���;�V̂� �5����-5��4&9���& 	������-����US�
	�23�� Differential scanning calorimetry (DSC) 4&���
�&��������������
�3 10 ��-6�	�23������
U��-����������
�3 1 �&�����
�3 2 ������z��5����;�V̂� �&��	�&-��-4&9� (Tm) 
�3��6�U�&�	���
���,����
�37�������& 	�������	V
,~,���& 	������&��:;������&� �&��&��������- 	�����

��& 	��������<�� PHB ��-6���6� Tm 	
6���� 172.7 °C U�5;�
�36� glass temperature (Tg) 	
6���� 

1.038°C �&�6���;�V̂� �5����-5��4&9� (Tc) 	
6���� 121.2°C 	�23������& 	��������<�� PHBV 
[93�	�����& 	�������	V
,��& 	���� ������z&��:;�5������-��� (broad band) &��:;���

����&6�-	���&��:;�5��,��& 	���� ,����6� Tm 	
6����  156.7°C �&�6� Tg 	
6����   -0.777°C 

�������6� Tc ��6�	
6����  118.866°C ��6	�23�
�����- 	�������& 	������-��6��
�34& �7�����	S2��
��
�	������	�������� U7 ��-6�U��&��:;���5��6� Tm 	���&��:;�����-��� �&�U��6� Tm 

	
6���� 166.033°C U�5;�
�3��-6���6� Tg &�&������& 	���� PHB [93���6�	
6���� -5.855°C 

U�5;�
�3 Tc ��6�	
6����  121.033°C  
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V��
�3 28 ,���,�����5����& 	������ ��
� � (- 	�������-� GC-MS) 
�37��������	&����

	S2�� Rhodobacter sphaeroides U7 U������	&����	S2���^���&^
�	��-��[ 	�
  
Figure 28. Chromatogram of purified polymer (analyzed by GC-MS) from R. sphaeroides 

U7 cultivated in glutamate-acetate medium.  
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V��
�3 29 ,���,�����5����& 	������ ��
� � (- 	�������-� GC-MS) 
�37��������	&����

	S2�� Rhodobacter sphaeroides U7 U������	&����	S2���^���&^
�	��-��[ 	�
 
�6-�������-�	&�� �-��	5��5�� 40 � && ,�&���  

Figure 29. Chromatogram of purified polymer (analyzed by GC-MS) from R. sphaeroides 
U7 cultivated in glutamate-acetate medium with 40 mM valeric acid.  
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�����
�3 10 ��;�V̂� �&��	�&-��-4&9� �&���;�V̂� �5����-4&9�5����& 	������ ��
� ����	S2�� 
R. sphaeroides U7 	�����	
��������& 	����
������� 4  S� � 

Table 10. The melting point and crystalline temperature of extracted purified polymer  
  from R. sphaeroides U7 compared to other four commercial polymers. 
 

First heat Second heat 
Samples 

Tg Tc Tm Tg Tc Tm 

PHB (Aldrich 
Nature origin) 

 
- 120.5 173.83 1.04 121.2 172.7 

PHBV (Aldrich  
PHV 8%) 

 
- 119.5 150.67 -0.78 118.86 156.7 

Polyprolylene - - - -10 176 267 
Nylon-6,6 - - - 50 190 265 

R. sphaeroides U7 
extracted polymer 

- 120.5 162 -5.86 121.03 166.03 

 

3.5.3 !#XQVd�+���P�����#�� 
 ���89�:��;����� 5�������-��6����-� Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) 
	������-��-��	5��5����� ��2����&��5�����
�3-����-&23��6��|�����6���6�	�23��	
������	-&� 
	����-6� Time-Domain Spectroscopy ��2�,��
�3-7�	����-6� Fourier Transform Spectroscopy 
������� Time-Domain Spectroscopy ��]^�	�&�3��	��� frequency-domain spectrum ��-� Fourier 
Transform ������US�� � ��&��� -	���� ,��
�3-7��&�-� �c��	���	��,
��,���� ��US�	���
	
� �����������2�� �^���	��3�-���,�������5������ �
���� [93�������z�����
�3-��]�3�6��| 
��� ,�����������������5�� wave number ���c����S����&�����
�3�̂��&2����� �c��	��7�����
�&���&������ (Oliveira et al., 2007)  � ���;����	�23�
�����- 	�������& 	����
�37������������
�&�
���� ��
� ����      R.  sphaeroides U7 ��-�	
�  FT-IR 	�����	
������ PHBV (12% PHV 
5���� :�
 Aldrich) 4&5���	������
�3	� �59���������V��
�3 30    �&�	�23�� ���;��	�����5��
��& 	����
�34& �7��     ���  
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 (a) 

                  
  
 (b) 

                   
 
 
V��
�3 30 � �c�	���	�����5����& 	����
�37�������������&�
���� ��
� ����  
  R. sphaeroides U7 (a) 	�����	
��������& 	���� PHBV ����<�� (b) 
Figure 30. The intrared spectrum of extracted purified polymer and standard PHBV  
  compound from R. sphaeroides U7 by FT-IR (a) extracted purifying polymer  

(b) standard PHBV.  
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��& 	���� PHBV ����<�� ��-6��	�����5��
��������-��&���&9���� �&�	�23����-���& 
	���� PHBV 	�����& 	����
�3
���,��������&����2��^��,�������
�3��6����9�
��U�������]
- 	������&�� ���;��	�����
�3	� �59��7���6�� ������������	
���	�������	�����5����& 
	���� PHBV ����<�� �9�
��U��4&5�����- 	�������-��]^�������6����� 3�59�� ,�������]����
�	�����	�6�|5����& 	����
�37�������������&�
���� ��
� ���� R. sphaeroides U7 ��������
�3 11 
	�23�� ���;�� �c�	���	�����5����& 	����
�37�������������&�
���� ��
� ���� R. sphaeroides 
U7 ��-6�U�������6�-��]�3	
6���� 3443.19 [93�	���������6�5��� �c�	���	�����5����^67~��
��[ & ,����& 	����
�34& �7��U��6��	�����U�S6-��-�����6��	���7��S�� ����U��	���]9��� ��;
5����^67~����[ &
�3�����������	���4&�2�	�23�������U�5���������	�������-��6�������
-��S2��5����-��6���^��9�
��U��	� ��	�����5����^67~����[ &
�3�����,�	&��&5������ ��67�67��
	���4&�����5���������������-����&�&��,[	����7~,�&�7�
������
��&��,�������5����
& 	����������&�&��,[	����7~,�&�7�
� 
��U����& 	������5�������&� �&���4&U��	� ���^67~��
��[ &� ���5���&����& 	�����������| 	�������- 	�������-�  FT-IR 	������� �^���	��&��:;�
��2��;&��:;�5����� ���������& 	����
�3US�- 	����������� ��;��2�����-�,�	&��&�����2�
�����	�������	� �59��	S6�	���-��� 
 
�����
�3 11 �	�����
�3	� �59�� �&� wave number (- 	�������-� FT-IR) 5����^6c����S�3�
�3

�̂��&2���������& 	����
�37�������������&�
���� ��
� ���� R. sphaeroides U7 
Table  11. The dominant spectrum and wave number (analyzed by FT-IR) of extracted 

purified polymer from R. sphaeroides U7. 
 
Frequency (cm-1) Functional group 
3443.19 OH (H2O, ROH, PhOH) 
2978.33 -CH2- , -CH3 (C-H streching) 
2935.86 -CH2- , -CH3 (C-H streching) 
2882.16 C-H (C-H streching) 
1724.96 C=O (ester) 
1460 -CH2-, -CH3- (C-H deformations) 
1383 -CH3 (-CH3 symmetrical deformation) 
725 -CH2 (CH2 rocking) 
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3.5.4 �-F
!��	.#��	 ��e����P�.�����#�� 
���-��6��-&,�	&��&,��- �����-��-����2�������-��	��3�-5������5���5��,�	&��& 

�&�&��:;���������-5��,�	&��& 7�6	��3�-5����������������2��-&5��,�	&��&��6��6��U� �������6�
�-&,�	&��&
�3-��7����-�- ��-��-����2��9�7�6US6
���6�    number-averaged molecular weight    
(Mn) �&� weight-averaged molecular weight (Mw) ��6	���6��-&,�	&��&	�&�3�	S �-����2� 
(viscosity-average molecular weight, Mv) ,����-�������������6� Mn �&� Mw ������                    
Mn< Mv ≤ Mw ,��-����������5�� Mn, Mw �&� Mv ��-��	��3�-5������6� a [93�	���6��
�3
�3��
-�������������-�������]U����&�&��5�������& 	����U���-
��&�&�� �&��������̂��6��
5��,�	&��&�����& 	����U����&�&�� ,������6���^6U�S6-� 0 ≤ a ≤ 1 [93�	�23� a 	
6���� 0 �����
& 	����7�6&�&��U���-
��&�&��
�3������ 	�23�  a 	
6���� 0.5 �����& 	���������]&�&��U���-
��
&�&��
�3������7�������&���������
�����-6��,�	&��&�����& 	������������-
��&�&��������� 

��U��,�	&��&�����& 	��������������-���5��&� (coil or sphere) ��6��;�
�3 a 	
6���� 1 �����& 
	���������]&�&��U���-
��&�&��
�3������U��	�����6���� ��������
�����-6��,�	&��&�����& 
	������������-
��&�&���^���� 
��U��,�	&��&�����& 	��������������-���	S �	��� (linear or rod) 
��6�������6� a 5�����&�&����& 	����,��
�3-7���6���^6U�S6-� 0.6-0.8 
�3��;�V̂� �
�3��93�| ���
6� a U�S6-�����&6�-�9���������
�����-6��,�	&��&��& 	���������-
��&�&������-�,�	&��&  
��& 	��������������-U�&��:;�5���-�����6� (random coil) ����������- 	�������������,�	&��&
5����& 	���� PHBV �����]������6� a 7��	��� 0.78 U���-
��&�&��&�,�c���� (Luo and 
Netravali, 2003) �&�4&������
�&����7��6� intrinsic viscosity [η] [93�	���6�-����2�5��
���&�&�� 	�23�-��	5��5��5�����&�&��	
6����8^��� �&����-;��������,�	&��&��������5�� 
Mark Houwick Sakurada Equation ,��������6� K 	
6���� 1.18x10-4(Luo and Netravali, 2003) 

������
�&����-6���& 	����
�37�������������&�
���� ��
� ���� R. sphaeroides U7 U��
6�5����������,�	&��&��^6U�S6-��-���������6 200,000 ]9� 500,000 ��&��� [93������]�� ���4&���

�&������&6�-7��-6�	���4&������������U�5����������������̂& PHA ������	[&&�5��     
R. sphaeroides U7 [93�- �����
�3US�	��� Gravimetric method �����US����&�&��,[	����7~,�&�
7�
�	������ oxidizing agent 	�23�
��&��4���	[&&�U��	[&&���
�	������ �&������]&�&���6-�
�3
	��� cell pellet 	�2��
��������	-�� PHA granule ��������9�
���������	�-�3����� PHA �����	�23�

���� ��
� ��6�7� U�5������5������6��	[&&���-����&�&��,[	����7~,�&�7�
�����7�6-�US�
	-&������	� �7� S6-�����	-&�
�3	��������^6���-6�� 30 ��
� ]9� 1 S�3-,�� (Hahn et al.,1994)  
���US�	-&�U�����6����-����&�&��,[	����7~,�&�7�
����	� �7�����4&
��U��	� ����
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������5�������& 	����
��U���������& 	��������&� 
��U��	�23�
�����- 	���������������,�	&��&
�9�U��6�
�3����6����� ���	��2��������	-&�U�����6��	[&&���-����&�&��,[	����7~,�&�
7�
����� 3���93�
�3�����]	���������
�3�6�4&U��	� ����&�5������5����& 	������3�2�-��	5��5��
5�����&�&��,[	����7~,�&�7�
�
�3US� [93�-��	5��5���^�����,����
��&�������& 	����7���^�
�-6�-��	5��5���3�� U�
��������5������US�-��	5��5��5��   ��-
��&�&���3��	� �7���4&U��	[&&�
���7�6���^�;� ��2�7�6�����]��� PHA granule �����������	[&&� �������-��	5��5��5��
���&�&��,[	����7~,�&�7�
��&�����	-&�U�����6��	[&&��9����6-�����T�6�5�����2�
��������,�	&��& �������	�23������US�-��	5��5��5�����&�&��,[	����7~,�&�7�
����59��-�US�
	-&�U������&�  

3.5.5 �Q
	
��	����c	 ( Crystallinity) P���c	����#�� 
������89�:��;&��:;��&��;����� 	�2������5�� PHA �&�6�,~,���& 	����7����6 PHB 

��-6������;����� ,��
�3-7�2��5����6	���� ����������4& �,��& 	����	�23���
��
����US�,~
,���& 	�������� �9��������9�]9��;����� 5��-���
�5��,�������5����& 	����	�23�
�����
59���̂�	���V�S�� ���US�	�23�� X-ray diffractometer �������- 	����������	� �4&9� (crystallinity) 
5����& 	�����9���-�����	��� 	�23����	� �]9�-��	������5������6-�5����& 	����
�3������
59���������	����
������ block �&� random polymer ��2���������93�	�23�� ���;�-���5�����

�
����2�-���
�5����& 	����
�34& � ,��6����	� �4&9���������U��̂�5����������	� �
4&9� (degree of crystallinity) [93������6� crystallinity �^�-���6��^��-6� 50% (Doi, 1990) ������
- 	����� PHBV 
�37�������������&�
���� ��
� ����	S2�� R. sphaeroides U7 ��-6��� % crystallinity 
	
6���� 66.84 [93���6�����-6� 50 % �9����-6���& 	����
�34& �7����-���
� ��2�-���5�����
6��5����^� U�������6� % crystallinity ��US����������- 	�����S� �5����& 	����-6�	���,~,�
��& 	���� ��2�   ,��& 	�����������	�������US��;����� ��2�	
� �23���	�� ����	�23�U��7��4&
�3
]^�������6���� ���US�	�;�� % crystallinity 
�3��6��^��-6�  50 % ���7�6�����]S��S��7�� 	�23����� 
PHB [93��� 0 % PHV ��6�  % crystallinity 	
6���� 55 % ��6��-,���5��6� % crystallinity 5��    
��& 	����
�3��6��^�����,����	�����& 	�����&�6�,��& 	���� �������6� % crystallinity -�����-6�
��2�	
6����    55 % (Doi, 1990) 	�23�	�����	
���6� % crystallinity �����& ,��7�&�� �&�7�&��
��-6�U��6�	
6���� 30-50 �&� 40-60%  ���&����� ������
�36� % crystallinity 5��,��& 	������6�
�^� �6���	���4&	�23�������,�������5��,��& 	���� ��-��	��� amorphous ����-6�                    
,~,���& 	���� �9�
��U��,���������-���2����6���2�	����-	� 3�59�� (Doi, 1990) �̂����5����
�3
	� �59��������- 	�������& 	������-�	�23�� X-ray diffractometer �������V��
�3 31 



 

 

99 

 
 
V��
�3 31 �̂����
�3	� �59��5����& 	����
�3����7�����	S2�� R. sphaeroides U7 U����&�&��
  &�,�c���� ��-�	�23�� X-ray diffractometer 
Figure 31. X-ray diffraction patterns from polymer extracted from R. sphaeroides U7 in a 

chloroform  solution analyzed by X-ray diffractometer. 
 

3.5.6 ��	\����c		
�@
�P�����#�� 
�&������������ PHA ���	[&&� R. sphaeroides U7 ��-����&�&��,[	����7~,�&�7�
� 

��2�&����[� 	����6-�
�3	����������&�����-���[�,���&�&�����-�	�
����&�� ��
� � 99.8%  
	����6-�5�������
�37���&�-&�&����-����&�&��&�,�c���� U��-������	�23�U�� PHA &�&��
��6�����^�;� 
 ��7-�U��	������7�����	����6-�U�7-� �������������&�&������&6�-�����������-�	~
�	[� �&�-������7������� PHA  ����������7���U������
�3 80 ��8�	[&	[��� �������� PHA 
�3
7�����������������-�	~�	[���89�:��;&��:;���2��;����� ��-�	�23�� scanning electron 
microscopy (SEM) 	�23�� ���;�5����&��̂��6��5������� PHA ��-6�U�5���������
���� ��
� � 
PHA ��-����&�&��U����&�&��&�,�c�������� ���	�������& 	����
�37��������������� R. 
sphaeroides U7 -��	5���^�U����&�&��&�,�c�������� 	�23�
������������ PHA ��-�	~�	[�
�����
�37����	����������5�- ��&��:;�c^&���,c� �����	S23���6����5�����V� PHA �&����̂
����	� �59�����V��
�3 32 (a)  ���	���4&��������&�-�������]U����&�&��U���-
��&�&��
��6��
��
���-����&�&��
�3���	��� non solvent [93�U���;����	���	~�	[� ,�������]	� �����9��̂�
���-6��,�	&��&���-6��&�,�c�������	~�	[�7�����-6�&�,�c������� PHBV ��2�����&6�--6�
���	� �	~�	[�	������&�6� dielectric constant 5�� PHBV 
��U��7�6�����]	� �����9��̂����-6��
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,�	&��&5����& 	���������-
��&�&�� �9�
��U����& 	�����������  ��6�
�
�3���������&���6��
S��|��6���6�	�23�� �&����4&U��	� ��������������������6���-�	��-
��U�����V�5�� PHBV 
7�6�����]��������������6��S��	�� �9������	S23���6����5�����V���&��:;�	���	������ 
U�5;�
�3���	�������-��6��	�23����������-�	~�	[�U�-��	5��5��
�37�6�^�	� �7� 2�7�6�����
��	����-
��&�&�� ����� PHA 
�3 	� �59����	���4���5�- ��&��:;�	������V�
���&�
	���46�8^����&�������; 0.7-1.0 µm ���V��
�3 32 (b) 
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 (a)       

                                           
(b) 

                               
 
V��
�3 32 V��]6�� scanning electron micrograph ����&��:;������ PHBV 
�37��������

�����&����������-�	~�	[�	�23�	�����U�&�,�c����-��	5��5���6�����  
(a) PHBV ������	�����U�-��	5��5���^�U����&�&��&�,�c���� US�
���&��5��� 7500 	
6� 
(b) PHBV  ������	�����U�-��	5��5��
�3 	������U����&�&��
&�,�c���� US����&��5��� 15,000 	
6� 

Figure 32. Scanning electron micrograph of PHBV extracted and precipitated with different 
concentration of n-hexane. 
(a) PHBV obtained by using high concentration of chloroform (x7500). 
(b) PHBV obtained by using optimal concentration of chloroform (x15,000). 
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3.5.7 ����Q�����]��	�#��#��P�����#�� 
�&������������ PHA ���	[&&� R. sphaeroides U7 ��-����&�&��,[	����7~,�&�7�
� 

��2�&����[� 	����6-�
�3	����������&�����-���[�,���&�&�����-�	�
����&�� ��
� � 99.8%  
	����6-�5�������
�37��&�&����-����&�&��&�,�c����  U��-������	�23�U�� PHA &�&����6��
���^�;�
 ��7-�U��	������7�����	����6-�U�7-� �������������&�&������&6�-�����������-�	~�	[� 
�&�-������7������� PHA  ����������7���U������
�3 80 ��8�	[&	[��� �������� PHA 
�37��
���������������-�	~�	[���89�:��;&��:;���2��;����� ��-� 500 MHz 13C-NMR ,�����
��& 	����
�37��&�&��U����&�&��&�,�c�����&�-������ ���;�]9� chemical shift 	�23�U���6���6�
���	5��U��������� 3HB �&� 3HV ��-���T&��:;� B ��� V ���&����� 4&���
�����������V��

�3 32 [93���-6�U�S6-� 169.1-169.6 ppm �����&�6�5���	�����5����^6������ & 	�23�� ���;�
��6��&�	������-6���������-� 3 ���&�� [93�	���4&�2�	�23�����-������6��5������	����
���-6�� 3HB �&� 3HV ,�������]� ���;������6&���7��-6� 
�3������6� 169.14 ppm 	����6-�
5����^6������ &
�37�����&�����5������	������� BB [93�	����	�����
�3	� �59����6��
	S6�	���-���	�23�	
���	�������	�����5�� PHB homopolymer ���������
�3������6� 169.31, 
169.34 �&� 169.51 ppm �����]� ���;�7��-6�	����6-�5����^6������ &
�37����� BV, VB �&� 
VV ���&����� 	�23�� ���;���
�3 2, 6 �&� 8 [93�	�����5�� CH2 ��-6�U�������6�
�3 2 [93���^6U�S6-� 
40.6-41.0 ppm [93��������]	� ���� BV �&� BB 
�3������6� 40.8 �&� 40.85 ppm ���&����� 
U�5;� CH2 5����
�3 6 ��^6U�S6-� 38.7-38.9 ppm [93��������]	� ���� VV*V, BV*V, VV*B 
�&� BV*B ���&����� ���������
�3 8 �����]	� ���� VV*V, BV*V, VV*B �&� BV*B ���&����� 
�������V��
�3 33   

���6� chemical shift �&�  peak number 
�3����z5�����������]����]9�������6�5�� 
������V��U�,�������5�� PHBV (�����
�3 12) [93�,��& 	����S� � PHBV ������59����-� 2 
����	����2� 3HB �&� 3HV ���������	�����6-��6��5����& 	���� �9�
��U��6��	�����
�3
	� �59��	���6�
�37�����������	����
������  
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V��
�3 33 �	�����
�3	� �59��5����& 	����
�37������������&�
���� ��
� ���� R. sphaeroides U7 
Figure 33. The typical 500 MHz 13C-NMR spectrum of extracted purified polymer from R. sphaeroides U7. 
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(a)       (b) 

                            
 
(c)       (d) 

     
 
V��
�3 34 �	�����
�3	� �59��5����& 	����
�37������������&�
���� ��
� ����R. sphaeroides 

U7 ��-����US� 500 MHz 13C-NMR �����������6�S��]9��;&��:;�5����& 	���� 
  (a) CO (1), CO (5) (b) CH2 (2) (c) CH2 (6) (d) CH2 (8) 
Figure 34. The typical 500 MHz 13C-NMR spectrum of extracted purified polymer from     

R. sphaeroides U7. 
  (a) CO (1), CO (5) (b) CH2 (2) (c) CH2 (6) (d) CH2 (8) 
 
 
 

CO (1), CO (5) CH2 (2) 

CH2 (6) CH2 (8) 
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�����
�3 12 6� chemical shift �&� peak number  (- 	�������-� 500 MHz 13C-NMR )         
5����& 	������ ��
� ����      R. sphaeroides U7 �������� ���;������5��
������U���6&�����	����
�3�6����U�,�������5����& 	����    

Table 12. Chemical shift and peak number (analyzed by 500 MHz 13C-NMR)  of extracted 
purified polymer from   R. sphaeroides U7 to determine carbon atom in each 
monomer of  polymer structure. 

 

 
 

Chemical shift (ppm) Peak number Carbon position 
169 1, 5 B1 
40 2 B2 
68 3 B3 
20 4 B4 
169 1, 5 V1 
38 6 V2 
72 7 V3 
27 8 V4 
9 9 V5 

 
��T&��:;� B US��
� hydroxybutyrate (HB)  ��T&��:;� V US��
� hydroxyvalerate (HV) 
B; hydroxybutyrate (HB)  
V; hydroxyvalerate (HV) 

O-CH-CH2-C 

   CH3 

  O 

O-CH-CH2-C 

CH2 

CH3 

  O 

n m 
B1 

B2 B3 

B4 

V1 

V2 V3 

V4 

V5 


