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พอลิไฮดรอกซีบิวทีเรต หรือ พีเอชบี เป็นพลาสติกชีวภาพท่ีสามารถผลิตได้จากแบคทีเรีย

หลายชนิด โดยแบคทีเรียผลิตและสะสมพีเอชบีเพ่ือเป็นแหล่งพลงังานส ารองให้กบัเซลล์เมื่อเซลล์อยู่ใน
สภาวะเครียด งานวิจัยนีม้ีจุดมุ่งหมายท่ีจะพัฒนากระบวนการผลิตพีเอชบีในแบคทีเรีย  Bacillus 
megaterium SWU01 ด้วยกระบวนการหมกับนอาหารแข็ง โดยมีการใสก่ากน า้ตาลซึง่เป็นแหลง่คาร์บอน
ราคาถูกเพ่ือเพ่ิมผลผลิตพีเอชบี จากการศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพาะเลีย้งแบคทีเรีย พบว่าบน
อาหาร Nutrient agar (NA) ท่ีมีกากน า้ตาลร้อยละ 2 (มวลต่อปริมาตร) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จานเพาะ
เชือ้ขนาด 63.6 ตารางเซนติเมตร โดยใช้หวัเชือ้เร่ิมต้นท่ีค่า OD600 เท่ากบั 1 ปริมาตร 0.8 มิลลิลิตร บ่มท่ี
อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง สามารถผลิตพีเอชบีได้มากท่ีสดุเท่ากบั 3.83 ± 0.23 g/L 
และน า้หนักเซลล์แห้งเท่ากับ 5.81  ± 0.32 g/L จากนัน้ได้ท าการเปรียบวิธีการสกัดพีเอชบีจากเซลล์
แบคทีเรีย 3 วิธี ได้แก่ การสกดัด้วยคลอโรฟอร์ม การสกดัด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรต์และการสกดัด้วยตวั
ท าละลายผสมระบบอะซิโตน/เอทานอล/โพรพิลีนคาร์บอเนต เพ่ือให้ได้ปริมาณมากและมีความบริสุทธ์ิ 
พบว่าการสกัดด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรต์ เป็นวิธีการสกัดท่ีดีท่ีสุดซึ่งได้ปริมาณพีเอชบีมากท่ีสดุเท่ากบั 
1.99  ± 0.27 g/L จากน า้หนกัเซลล์แห้ง 11.06 g/L และมีความบริสทุธ์ิของพีเอชเท่ากบั 90.60% จากนัน้
น าสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตพีเอชบีท่ีได้มาใช้ในการขยายขนาดการผลิตพีเอชบีในอาหารแข็ง
ปริมาตร 1 ลิตร และ 5 ลิตร พบว่าสามารถผลิตพีเอชบีได้  3.27 ± 0.20 g/L และ 3.36 ± 0.22 g/L 
ตามล าดบั ซึง่ปริมาณพีเอชบีท่ีผลิตได้แสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพของกระบวนการผลิตพีเอชบีซึง่ได้ใน
ปริมาณใกล้เคียงกนัเม่ือขยายขนาดการผลิต 
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Polyhydroxybutyrate (PHB) is a biodegradable thermoplastic synthesized by 

numerous bacteria as an intracellular carbon source for energy preservation under stressful 
conditions. This work aimed to develop a process for PHB production by Bacillus 
megaterium SWU01 using solid state fermentation. Molasses, inexpensive carbon sources were 
used to increase the amount of PHB production. The study of optimization condition for bacterial 
culture using the nutrient agar supplemented with 2% of molasses, inoculum sizes at an OD600 
of 1.0, with an incubation time of 24 hours, and the volume of the media was 20 mL/plate showed 
produced the highest PHB at 3.83 ± 0.23 g/L and CDW at 5.81  ± 0.32 g/L.  In order to achieve 
a high recovery and a high purity of PHB extraction, three extraction methods such as 
chloroform extraction, sodium hypochlorite extraction and mixture solvent extraction were used 
to compare the recovery yield and product purity. The best extraction method was obtained by 
using sodium hypochlorite provided a high yield of PHB reached 1.99  ± 0.27 g/L from the CDW 
of 11.06 g/L and a maximum product purity up to 90.60%.  Then, the optimization condition from 
the lab-scale used to expand the PHB production in solid media with volumes 1 liter and 5 liters. 
It was found that the PHB production reached to 3.27 ± 0.20 g/L and 3.36 ± 0.22 g/L in 1L and 
5L of media, respectively. Expanding the solid-state fermentation for PHB production, the 
amount of PHB showed the efficiency of the PHB production process. 
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บทที่ 1 

บทน า 
 

ภูมิหลัง 
ผลิตภัณฑ์พลาสติกจากปิโตรเคมีเป็นท่ีนิยมน ามาใช้งานอย่างแพร่หลาย เน่ืองจากมี

ความทนทาน น า้หนกัเบา มีความยืดหยุน่ และคงทนตอ่สภาวะตา่งๆ ได้ดี  สามารถน าไปใช้งานได้
หลากหลายวัตถุประสงค์ตามความเหมาะสม อย่างไรก็ตาม หลังการใช้งานพลาสติกเหล่านี ้
กลายเป็นขยะท่ีต้องใช้เวลานานมากในการย่อยสลายหรือไม่สามารถย่อยสลายได้โดย
กระบวนการทางชีวภาพ จงึท าให้ขยะเหลา่นีต้กค้างอยูใ่นสิ่งแวดล้อม กลายเป็นปัญหาสิ่งแวดล้อม
ท่ีส่งผลกระทบรุนแรงขึน้เร่ือยๆ  รวมถึงเสียค่าใช้จ่ายจ านวนมากในการก าจดัพลาสติกปิโตรเคมี
และยงัคงหลงเหลือสารเคมีท่ีก่อให้เกิดปัญหาสิ่งแวดล้อมตามมาจากกระบวนการก าจดัด้วย เช่น 
การก าจดัโดยการฝังกลบ ซึง่ใช้เวลานานกว่าร้อยปีกว่าพลาสติกจะมีการย่อยสลายได้หมด  อีกทัง้
ยงัหลงเหลือสารเคมีปนเปือ้นสู่ดนิ หรือการก าจดัโดยการเผาท าลาย ซึง่ก่อให้แก๊สก๊าซเรือนกระจก
สู่สิ่งแวดล้อม นอกจากนี ้ขยะพลาสติดท่ีถูกปล่อยออกสู่สิ่งแวดล้อมยงัส่งผลต่อสิ่งมีชีวิตรวมถึง
ส่งผลกระทบตอ่มนษุย์ด้วย  จากปัญหาดงักล่าว พลาสติกชีวภาพจึงเป็นทางเลือกหนึ่งท่ีสามารถ
น ามาใช้ทดแทนพลาสตกิจากปิโตรเคมีเพ่ือชว่ยลดปัญหาดงักล่าวได้ 

พลาสติกชีวภาพ (Bioplastic หรือ Biodegradable plastic) คือ พลาสติกสามารถย่อย
สลายได้ทางชีวภาพ ซึง่สามารถน าวตัถดุิบทางธรรมชาติมาผา่นการหมกัทางชีวภาพมาใช้เป็นสาร
ตัง้ต้นในการผลิตได้ ภายหลงัการใช้งานสามารถย่อยสลายได้โดยอาศยัการท างานของจลุินทรีย์ท่ี
มีอยูใ่นธรรมชาต ิเชน่ แบคทีเรีย รา และสาหร่าย เป็นต้น โดยเม่ือผลิตภณัฑ์พลาสตกิชีวภาพถกูฝัง
กลบในดนิ จะถกูดดูซมึและย่อยสลายได้เน่ืองจากเอนไซม์ของจลุินทรีย์  โดยสามารถย่อยสลายได้
รวดเร็วเป็นก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ น า้ สารอินทรีย์ มวลชีวภาพท่ีสามารถปลูกหมุนเวียนและ
ทดแทนกันได้ (ไบโอ-อีโค, 2562) พลาสติกชีวภาพมีหลายประเภท เช่น พอลิแล็กติกแอซิด พอ
ลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต  พอลิบวิทีลีนซคัซิเนต และพอลิไฮดรอกซีบวิทีเรต  (สขุสวสัดิ ์ศริิวิมล & วส ุ
ปฐมอารีย์, 2556)  

พอลิไฮดรอกซีบิวทีเรต (polyhydroxybutyrate, PHB) หรือ พีเอชบ ีเป็นพลาสตกิชีวภาพ
ท่ีถูกน ามาใช้อย่างแพร่หลาย  เน่ืองจากเป็นพอลิเมอร์ท่ีมีคุณสมบตัิคล้ายพลาสติกสังเคราะห์ 
Polypopylene และ Polyethylene เช่น ทนความร้อนสงู มีความแข็งแรง ยืดหยุ่นและน า้หนักเบา 
ไม่ละลายน า้ ท าให้สามารถน ามาประยกุต์ใช้ประโยชน์ในอตุสาหกรรมได้อย่างหลากหลาย (Srija 
D., Amrita M., Vasu S., Priya S., & Radha P., 2018) โดยพีเอชบจีดัอยูใ่นกลุม่พอลิไฮดรอกซีอลั
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คาโนเอต เป็นสารประเภท Hydroxy acid Polyester ซึ่งเป็นสารท่ีผลิตและสะสมในแกรนูลของ
แบคทีเรียหลายสายพนัธุ์ เพ่ือเป็นแหล่งพลงังานและแหล่งคาร์บอนภายในเซลล์ การสะสมพีเอชบี
ภายในเซลล์จะเกิดขึน้เม่ือเซลล์อยูใ่นสภาวะท่ีไมส่มดลุ คือ มีปริมาณคาร์บอนมากเกินไปในขณะท่ี
ไนโตรเจนและแร่ธาตุอ่ืนๆ มีจ ากัด (Iftikhar  A. & Nazia., 2018) โดยพีเอชบี สามารถผลิตจาก
วตัถดุบิท่ีผลิตทดแทนขึน้ใหมไ่ด้ในธรรมชาต ิ(renewable resource) เชน่ แปง้หรือน า้ตาลท่ีมาจาก
ทรัพยากรธรรมชาติ เช่น ข้าวโพด มันส าปะหลัง อ้อย ซึ่งพืชเหล่านีมี้แป้งหรือน า้ตาลเป็น
องค์ประกอบหลัก และนอกจากนีย้ังสามารถผลิตได้จากของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม เช่น 
กากน า้ตาล ชานอ้อยและกากกาแฟได้ด้วย (Obruca Stanislav; et al, 2014)  

การสะสมพีเอชบี พบในแบคทีเรียหลายชนิดทัง้แกรมบวกและแกรมลบ  เช่นBacillus, 
Ralstonia, Alcaligenes, Bacillus, Aeromonas และ Pseudomonas มีงานวิจยัก่อนหน้า พบว่า
แบคทีเรียสายพนัธุ์ Bacillus megaterium เป็นแบคทีเรียอีกสายพนัธุ์หนึง่ท่ีสามารถผลิตพีเอชบีได้
ในปริมาณมาก (Uma  M. & Stella  M., 2017) โดยในกระบวนการสงัเคราะห์พีเอชบีในแบคทีเรีย

เร่ิมจาก acetyl-coA เปล่ียนเป็น acetoacetyl-CoA ด้วยเอนไซม์ β-ketothiolase จากนัน้เอนไซม์ 
acetoacetyl-CoA reductase จะเปล่ียน acetoacetyl-CoA เป็น 3-hyroxylbutyryl-CoA ต่อมา
เกิดการสร้างสายพอลิเมอร์เป็น Polyhydroxybutyrate ด้วยเอนไซม์  Polyhydroxybutyrate 
synthase ในการสงัเคราะห์เป็นพีเอชบี จะอาศยัการท างานของเอนไซม์ท่ีส าคญั 3 ชนิดด้วยกัน 

ได้แก่ β-ketothiolase, acetoacetyl-CoA reductase และ PHB synthase ซึ่งแบคทีเรียจะเกิด
การสะสมพีเอชบีเม่ือแบคทีเรียอยู่ในสภาวะอาหารท่ีไม่สมดุล ดงันัน้เม่ือต้องการให้แบคทีเรีย
สะสมพีเอชบีจึงต้องท าการหมกัแบคทีเรียเพ่ือปรับสภาวะให้อาหารเลีย้งเชือ้มีแหล่งคาร์บอนมาก
เกินพอและจ ากดัปริมาณแร่ธาตอ่ืุนๆ ให้มีปริมาณน้อย เพ่ือเอือ้ตอ่สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตพี
เอชบ ี(ศภุรัตน์ ฐิตรัิตนอศัว์, 2561) 

การหมกัแบคทีเรียเพ่ือสงัเคราะห์พีเอชบใีนแบคทีเรีย นิยมหมกั 2 รูปแบบคือ การหมกัใน

อ าห า ร เ ห ล ว  ( Submerged fermentation)  แ ล ะ ก า ร หมั ก บนอ าห า ร แ ข็ ง ( solid-state 
fermentation)  ซึ่งในการหมักแบคทีเรียบนอาหารเหลวจะท าให้สามารถควบคุมค่าพีเอช 
อุณหภูมิและเก็บเก่ียวเซลล์ได้ง่าย แต่มีการใช้สารตัง้ต้นในปริมาณมากและราคาแพง รวมถึงมี
ขัน้ตอนการควบคมุสภาวะในการหมกัคอ่นข้างมาก สว่นการหมกัแบคทีเรียบนอาหารแข็ง สามารถ
ท าการหมกัได้ง่ายกว่ากระบวนการหมกัในอาหารเหลว เน่ืองจากต้องการพลงังานท่ีใช้ในการหมกั
น้อยกว่าและมกัต้องการเงินลงทนุต ่า สามารถใช้สารตกค้างจากอุตสาหกรรมเกษตร เช่น เปลือก
ถัว่ กากน า้ตาล ชานอ้อย นอกจากนี ้ความเข้มข้นของสารต้นต้นของกระบวนการหมกับนอาหาร
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แข็งจะมากกว่าความเข้มข้นในอาหารเหลว ท าให้บนอาหารแข็งได้ปริมาณเซลล์ท่ีมากกว่า 
(Sindhu R., Ashok P., & Binod P., 2015) นอกจากนีย้งัมีงานวิจยัพบว่า การหมกับนอาหารแข็ง
ให้ผลผลิตพีเอชบีท่ีมีคณุสมบตัิเช่นเดียวกับพอลิเมอร์ท่ีใช้ในเชิงพาณิชย์ แตก็่ส่งผลตอ่คณุสมบตัิ
บางประการของพอลิเมอร์ชีวภาพท่ีสังเคราะห์ คือ มีมวลโมเลกุลสูงขึน้และมีระดับผลึกท่ีต ่า  
(Fabiane C. & Oliveira  A., 2006) 

ในปัจจบุนั แม้ว่าพลาสติกชีวภาพจากพีเอชบี ท่ีผลิตจากจลุินทรีย์จะเป็นทางเลือกท่ีดีใน
การน ามาใช้ทดแทนปิโตรพลาสตกิ เพ่ือสิ่งแวดล้อมท่ีเกิดจากการใช้พลาสตกิปิโตรเคมี แตก่ารผลิต
พลาสติกชีวภาพก็ยังมีข้อจ ากัดอยู่มาก เช่น การเพาะเลีย้งจุลินทรีย์ท่ีต้องควบคุมสภาวะให้
เหมาะสมเพ่ือเอือ้ต่อการสะสมพีเอชบีในเซลล์ของจลุินทรีย์ และการเก็บเก่ียวผลผลิตรวมถึงการ
สกดัพีเอชบีจากเซลล์แบคทีเรีย ซึ่งกระบวนการดงักล่าวต้องใช้ต้นทนุค่อนข้างสงู ท าให้อาจไม่คุ้ม
ทุนในการผลิต ส่งผลให้ผลิตภัณฑ์จากพลาสติกชีวภาพราคาสูงไปด้วย จึงไม่เหมาะส าหรับการ
ผลิตในเชิงพานิชย์ เน่ืองจากไมส่ามารถแขง่ขนัทางการค้ากบัพลาสติกจากปิโตรเคมีได้ การพฒันา
กระบวนการผลิตเพ่ือลดต้นทนุจึงเป็นอีกหนึ่งแนวทางในการผลิตพลาสติกชีวภาพราคาถกูลงและ
สามารถน าไปใช้ในเชิงพาณิชย์ได้จริง  

ดงันัน้ในงานวิจยันี ้คณะผู้วิจยัมีวตัถุประสงค์ในการศกึษาสภาวะในการผลิตพีเอชบีให้
ได้ปริมาณมากโดยใช้กระบวนการหมกับนอาหารแข็ง และลดต้นทนุการผลิตโดยใช้วตัถุดิบราคา
ถูก รวมถึงศึกษาการเก็บเก่ียวผลผลิตพีเอชบีจากเซลล์แบคทีเรีย โดยสกัดให้ได้ปริมาณมากและ
ความบริสทุธ์ิสงู ในงานวิจยันีส้นใจท่ีจะน ากากน า้ตาล มาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตพีเอชบี 
เน่ืองจากกากน า้ตาลเป็นวัตถุดิบเหลือใช้จ านวนมากจากอุตสาหกรรม ท่ีประกอบไปด้วย
สารอาหารท่ีจ าเป็นตอ่การเจริญเติบโตของแบคทีเรียจ านวนมาก เช่น กลโูคส ฟรุกโตส ซูโคสรวม
ถึงวิตามินและสารอาหารอ่ืนๆ นอกจากนีใ้นส่วนของการสกัดพีเอชบี  คณะผู้ วิจัยสนใจศึกษา
วิธีการสกัดท่ีท าให้ได้ปริมาณพีเอชบีจากเซลล์แบคทีเรีย โดยศึกษาวิธีการสกัด 3 วิธี ได้แก่ การ
สกดัด้วยคลอโรฟอร์ม การสกดัด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรต์ และการสกดัด้วยตวัท าละลายระบบอะซิ
โตน/เอทานอล/โพรพิลีนคาร์บอเนต โดยเปรียบเทียบวิธีท่ีท าให้ได้ผลิตภณัฑ์ในปริมาณมากและมี
ความบริสทุธ์ิสงู เพ่ือพฒันากระบวนการผลิตพีเอชบีในแบคทีเรีย Bacillus megaterium SWU01 
ให้สามารถผลิตพีเอชบไีด้ในปริมาณมาก 
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ความส าคัญของงานวิจัย 
ทราบกระบวนการผลิตพอลิไฮดรอกซิลบิวทีเรตโดยแบคทีเรีย Bacillus megaterium 

SWU01 บนอาหารแข็งให้ได้ปริมาณมากและทราบวิธีการสกัดพีเอชบีท่ีเหมาะสมซึ่งมีความ
บริสทุธ์ิสงู 

ขอบเขตของงานวิจัย  
ในงานวิจัยนีไ้ด้ท าการออกแบบและพัฒนากระบวนการหมักเชือ้แบคทีเรีย Bacillus 

megaterium SWU01 บนอาหารแข็งโดยใช้กากน า้ตาลเป็นแหล่งคาร์บอนและท าการสกดัพีเอชบี
ให้ได้ปริมาณมากและความบริสทุธ์ิสงู โดยขอบเขตงานวิจยัแบง่ออกเป็นหวัข้อดงันี ้

1. หมักแบคทีเรีย Bacillus megaterium SWU01 ด้วยกระบวนการหมกับนอาหาร
แข็ง (Solid state fermentation)  

2. ใช้กากน า้ตาลเป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตพีเอชบี ในขัน้ตอนการหมกัแบคทีเรีย 
Bacillus megaterium SWU01 

3. หาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตพลาสตกิชีวภาพ ตวัแปรท่ีศกึษาคือ  
3.1 ความเข้มข้นของเชือ้แบคทีเรียท่ีเร่ิมต้น ได้แก่ OD600 เท่ากับ 0.25, 0.50, 

1.00, 1.50, 1.75 และ 2.00  
3.2 ความเข้มข้นของกากน า้ตาลในอาหารเลีย้งเชือ้ ได้แก่ความเข้มข้นร้อยละ 1, 

2, 4 และ 6 โดยมวลตอ่ปริมาตร  
3.3 ระยะเวลาในการผลิตพีเอชบ ีได้แก่ 24, 48 และ 72 ชัว่โมง 
3.4 ปริมาตรอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ ได้แก่ 15.00, 17.50, 20.00, 22.50, 25.00 

mL/plate 
4. น าสภาวะต้นแบบมาใช้ในผลิตพีเอชบีปริมาณมาก ได้แก่ 1 ลิตร และ 5 ลิตร 
5. เปรียบเทียบวิธีสกดัพีเอชบี 3 วิธี ได้แก่ การสกดัด้วยคลอโรฟอร์ม การสกดัด้วยโซ

เดียไฮโปคลอไรต์ และการสกดัด้วยตวัท าละลายระบบอะซิโตน/เอทานอล/โพรพิลีนคาร์บอเนต 
6. ตรวจสอบความบริสุท ธ์ิของพี เอชบีทีไ ด้จากการสกัด ด้วยเทคนิค Gas 

chromatography  
7. ตรวจสอบคณุสมบตัิทางโครงสร้างจากหมู่ฟังก์ชนัด้วยเทคนิค Fourier-transform 

infrared spectroscopy (FT-IR) 
8. ต ร วจสอบคุณสมบัติ ค ว าม ร้ อนของ พอลิ เ มอ ร์ ท่ี ผลิ ต ไ ด้ ด้ ว ย เทคนิ ค 

Thermogravimetric Analysis (TGA) และ Differential Scanning Calorimetry (DSC)   
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บทที่ 2 
ทบทวนวรรณกรรม 

 
งานวิจยันีเ้ป็นกระบวนการผลิตพีเอชบีในแบคทีเรีย Bacillus megaterium SWU01 บน

อาหารแขง็ให้ได้ปริมาณมาก และมีความบริสทุธ์ิสงู โดยคณะผู้วิจยัได้ศกึษาเอกสารและงานวิจยัท่ี
เก่ียวข้อง และได้น าเสนอตามหวัข้อตอ่ไปนี ้ 

1. พลาสตกิชีวภาพ 
2. พอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต (Polyhydroxyalcanoate: PHA)  
3. พอลิไฮดรอกซิลบวิทีเรต (Polyhydroxybutyrate: PHB) 
4. แบคทีเรียท่ีสะสมพอลีไฮดรอกซีบวิทีเรต 
5. แหลง่คาร์บอนท่ีใช้ในอาหารเลีย้งแบคทีเรีย 
6. กระบวนการหมกัแบคทีเรียบนอาหารแข็ง (Solid state fermentation) 
7. เทคนิคการสกดัพอลิไฮดรอกซีบวิทีเรต 
8. เทคนิคการวิเคราะห์คณุสมบตัิด้านอณุหภมูิของพอลิเมอร์ 

1. พลาสตกิชีวภาพ 
1.1 ความหมายของพลาสตกิชีวภาพ 

พลาสตกิชีวภาพ (Bioplastic) คือ พลาสตกิท่ีสามารถยอ่ยสลายได้ (Biodegradable 
plastics) ชนิดหนึ่ง ด้วยเอนไซม์จากจุลินทรีย์ท่ีมีอยู่ในธรรมชาติ เม่ือพลาสติกชีวภาพอยู่ภายใต้
สภาพแวดล้อมท่ีก าหนดไว้เฉพาะ จะเกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างทางเคมีและสูญเสียสมบตัิ
บางประการ เม่ือถูกสลายหมดจะได้ผลิตภัณฑ์ท่ีเป็นมวลชีวภาพ น า้ ก๊าซมีเทน และก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ (Indira  M., Abraham  K., Venkates  W., John B., & Vidya  K., 2014) ซึ่ง
จะถูกน าไปใช้ในการเจริญเติบโตและการด ารงชีวิตของพืชได้ จึงไม่ส่งผลเสียต่อสิ่งแวดล้อม 
นอกจากนีย้งัสามารถน าวตัถดุิบทางธรรมชาติ เช่น ข้าวโพด อ้อย มนัส าปะหลงั มาใช้เป็นสารตัง้
ต้นในการผลิตพลาสติกชีวภาพได้ ดงันัน้ พลาสติกชีวภาพจึงเป็นอีกหนึ่งทางเลือกในการแก้ไข
ปัญหาพลาสติกได้อยา่งยัง่ยืน (อนพุนัธ์ ยงัปรีดา, 2558) เน่ืองจากมีสมบตัเิชน่เดียวกบัพลาสติกปิ
โตรเคมีทัว่ไป แตส่ามารถย่อยสลายได้รวดเร็วเพียงพอท่ีจะไม่สะสมในสิ่งแวดล้อมและในการยอ่ย
สลายไมท่ิง้สารตกค้างท่ีเป็นอนัตรายสูส่ิ่งแวดล้อม  
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1.2 ประเภทของพลาสตกิย่อยสลายได้  
ประเภทของพลาสติกท่ีสามารถย่อยสลายได้โดยทัว่ไป สามารถแบ่งกลไกการย่อย

สลายของพลาสตกิเป็น 5 ประเภทใหญ่ๆ คือ  (วนักศุล ชนะสิทธ์ิ, 2553) 
1.2.1 การย่อยสลายได้โดยแสง (Photodegradation) เป็นการเติมสารประเภท

Photoactivate เชน่ เหล็ก ทองแดง ลงในพลาสตกิหรือการสงัเคราะห์จากหมูฟั่งก์ชนัหรือพนัธะเคมี
ท่ีแตกหกัง่ายภายใต้รังสีอลัตราไวโอเลต แต่พลาสติกประเภทนีจ้ะไม่เกิดการย่อยสลายเม่ือไม่ มี
แสงหรือมีการใช้หมึกเคลือบบนผลิตภัณฑ์เน่ืองจากท าให้พลาสติกไม่เกิดการสัมผัสรังสี
อลัตราไวโอเลตโดยตรง 

1.2.2 การยอ่ยสลายทางกล (Mechanical Degradation) เป็นวิธีการท่ีนิยมใช้กนั
อย่างแพร่หลายในการท าให้พลาสติกแตกเป็นชิน้เล็กๆ โดยการให้แรงกระท าแก่พลาสติก ท าให้
ชิน้สว่นพลาสตกิแตกออกเป็นชิน้ๆ 

1.2.3 การย่อยสลายด้วยปฏิกิริยาออกซิเดชนั (Oxidation Degradation) เป็นวิธี
ท่ีมีการเตมิออกซิเจนลงในโมเลกลุพอลิเมอร์ โดยพลาสตกิสมัผสักบัอากาศและเกิดการสลายตวัได้
เองตามธรรมชาตอิยา่งช้าๆ ท าให้สายพอลิเมอร์เกิดการแตกหกัและสญูเสียสมบตัเิชิงกล  

1.2.4 การย่อยสลายด้วยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Hydrolysis Degradation) เป็น
วิธีการย่อยสลายของสายพอลิเมอร์ท่ีมีหมู่ฟังก์ชนั Ester หรือ Amide เป็นองค์ประกอบก่อให้เกิด
การแตกหกัของสายโซพ่อลิเมอร์ 

1.2.5 การย่อยสลายทางชีวภาพ (Biodegradation) เป็นการย่อยสลายของสาย
พอลิเมอร์ท่ีสามารถเกิดได้เองตามธรรมชชาติโดยอาศยักระบวนการท างานของจลุินทรีย์ ซึ่งเม่ือ
พลาสติกกลุ่มนีใ้ช้งานแล้ว และน าไปฝังกลบในดิน จะเกิดการย่อยสลายจนหมดไม่มีการ
ปลดปลอ่ยสารพิษสิ่งแวดล้อม  

1.3 ความส าคัญและสถานการณ์ของพลาสตกิชีวภาพในตลาดโลก 
การลงทนุผลิตพลาสติกชีวภาพยงัไม่ค่อยแพร่หลายมากนกั พบในเฉพาะตลาดบาง

กลุ่มเท่านัน้ เน่ืองจากการผลิตใบโอพลาสติกคณุภาพดีมีต้นทนุการผลิตท่ีสงู แตเ่น่ืองจากปัญหา
สิ่งแวดล้อมท่ีสง่ผลกระทบรุนแรงขึน้เร่ือย ๆ เพ่ือสร้างความตระหนกัในปัญหาสิ่งแวดล้อมและช่วย
ลดปัญหาการก าจดัขยะพลาสติก ท าให้ผลิตภณัฑ์ท่ีเป็นมิตรกบัสิ่งแวดล้อมเป็นท่ีน่าสนใจมากขึน้ 
พลาสตกิชีวภาพเป็นอีกหนึง่ทางเลือกท่ีช่วยลดปัญหานี ้เน่ืองจากมีคณุสมบตัิท่ีสามารถย่อยสลาย
ได้ง่ายและสามารถผลิตได้จากทรัพยากรท่ีน ามาหมนุเวียนได้ ท าให้พลาสติกชีวภาพ มีคณุสมบตัิ
บางประการท่ีสามารถน ามาใช้ทดแทนปิโตรพลาสตกิได้ จากตารางท่ี 1 แสดงการเปรียบเทียบของ
พลาสตกิชีวภาพกบัพลาสตกิสงัเคราะห์ (สถาบนัพลาสตกิ, 2554) 
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ตาราง 1 การเปรียบเทียบพลาสตกิชีวภาพกบัพลาสติกสงัเคราะห์ 
 

 พลาสตกิธรรมดา 
(Conventional Plastic) 

พลาสตกิชีวภาพ 
(Biodegradable Plastic) 

วตัถดุบิ ปิโตรเลียม                           
  (Non-renewable resource)          

ไมส่ามารถทดแทนได้ 

ปิโตรเลียม                 
(Renewable resource)  
สามารถหาทดแทนได้ 

ตวัอยา่งเม็ดพลาสตกิ Polypropylene (PP), 
Polycarbonate (PC), 

Polyvinylchloride (PVC) 

Polylactic acid (PLA)  
Polybutylene succinate (PBS) 
Polyhydroxyalcanoate (PHA) 

ราคาเฉล่ียตอ่กิโลกรัม 40 บาท 60-130 บาท 
ระยะเวลาการยอ่ยสลาย          
ในธรรมชาติ 

ใช้เวลายอ่ยสลายโดยเฉล่ีย 200 
ปี หรือไมส่ามารถย่อยสลายได้ 

ใช้เวลายอ่ยสลายโดยเฉล่ีย  
2 เดือน ขึน้อยูก่บัสภาพแวดล้อม

และอณุหภมูิ 
การน ากลบัมารีไซเคลิ สามารถรีไซเคลิได้ 

แตต้่องมีการคดัแยกท่ีดี 
สามารถรีไซเคลิได้เฉพาะชนิดท่ี
มีโครงสร้างพอลิเมอร์เหมือนกบั

พลาสตกิทัว่ไป 
และต้องมีการคดัแยกท่ีดี 

 

ท่ีมา: สถาบนัพลาสตกิ (2554) 

2. พอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต (Polyhydroxyalcanoate: PHA) 
2.1 ความหมายของพอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต 

พอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต หรือ พีเอชเอ คือ พอลิเมอร์ชีวภาพตามธรรมชาติท่ี
สามารถสังเคราะห์ได้จากแบคทีเรียท่ีจัดอยู่ในกลุ่ม  Aliphatic polyester พีเอชเอแต่ละชนิด
แตกตา่งกนัขึน้อยู่กับการรวมตวักนัของหน่วยย่อยมอนอเมอร์ท่ีมีหมู่แทนท่ีต่างกนั โดยโครงสร้าง
ทัว่ไปของพีเอชเอแสดงในภาพประกอบท่ี 1  
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ภาพประกอบ 1 โครงสร้างทัว่ไปของพีเอชเอ 

ท่ีมา :  Stanislav O., Sinisa P., Pavla B., and Zdenek S. (2014) 

2.2 โครงสร้างของพอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต  
กลุม่ของพีเอชเอจะแตกตา่งกนัตามลษัณะของหมู่แทนท่ีคือ poly-3-hydroxybuteric 

acid (PHB) ซึ่งมีหมู่เมทิล (-CH3) เป็นหมู่แทนท่ี เช่น นอกจากนีพ้บว่ามีสารประกอบของพีเอชเอ
มากกว่า 80 ชนิด ซึ่งท าให้โครงสร้างและคณุสมบตัิทางกายภาพเคมีของพีเอชเอแตกต่างกันออก
ไป เช่น พีเอชบีมีสมบตัิคล้ายกับพอลิโพรพิลีน ส่วน (3-hydroxyvalerate) หรือ PHV มีหมู่เอทิล
เป็นแทนท่ี (-CH2CH3) ท าให้ PHV สามารถยืดหยุ่นมากขึน้และมีความเป็นผลึกน้อยกว่า PHB 
ตวัอยา่งลกัษณะโครงสร้างของพีเอชเอแบบตา่งๆ แสดงในตาราง  

 
ตาราง 2 ลกัษณะโครงสร้างพีเอชเอแบบตา่งๆ 
 

หมูแ่ทนท่ี พอลิเมอร์ ตวัย่อ 
ไฮโดรเจน พอลิ(3-ไฮดรอกซีโพรพิเนต) PHP 
เมทิล (-CH3) พอลิ(3-ไฮดรอกซีบวิทีเรต) PHB 

เอทิล (-CH2CH3) พอลิ(3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต) PHV 
โพรพิล (-(CH2)2CH3) พอลิ(3-ไฮดรอกซีเฮกซาโนเอต) PHex 

เพนทิล (-(CH2)4CH3) พอลิ(3-ไฮดรอกซีออกทาโนเอต) PHO 
เฮปทิล (-(CH2)6CH3) พอลิ(3-ไฮดรอกซีเดคาโนเอต) PHD 

 
ท่ีมา: Ross G., Ross S., and Brian J. Tighe (2017) 
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2.3 วัฏจักรการหมุนเวียนองค์ประกอบอินทรีย์ของพีเอชเอ 
การผลิตพีเอชเอจากแบคทีเรีย เร่ิมจากกระบวนการหมกัแบคทีเรียในอาหารเลีย้งเชือ้

เพ่ือให้แบคทีเรียอยูใ่นสภาวะท่ีเอือ้ตอ่การสะสมพีเอชเอภายในเซลล์ ซึง่อาหารเลีย้งเชือ้สว่นใหญ่มี
การน าเอาทรัพยากรท่ีผลิตทดแทนใหม่ได้ (Renewable resource)  เช่น แป้ง ข้าวโพด มัน
ส าปะหลัง หรือวัตถุดิบทางการเกษตรมาให้เป็นแหล่งคาร์บอนภายในเซลล์ (Ashok P., 2008) 
แบคทีเรียจะสร้างและสะสมพีเอชเอในแกรนลูผา่นกระบวนการเมตาบอลิซึมของเซลล์ เม่ือท าการ
สกดัเอาพีเอสเอออกจากเซลล์เพ่ือน ามาแปรรูปเป็นผลิตภณัฑ์พลาสติกชีวภาพตา่งๆ ภายหลงัจาก
ท่ีพลาสติกเหล่านีถู้กใช้งานแล้วถูกน าไปก าจัดโดยการฝังกลบในดินจะเกิดการย่อยสลายทาง
ชีวภาพโดยเอนไซม์ของจลุินทรีย์ท่ีอยู่ในดนิได้เป็นสารประกอบอินทรีย์ คาร์บอนไดออกไซด์และน า้ 
(Lee W., Loo C., Nomura C., & Sudesh K., 2018) ได้เป็นปุ๋ ยท่ีอุดมไปด้วยสารอินทรีย์แก่ดิน
และช่วยเพิ่มปริมาณน า้เพ่ือรักษาสารอาหารในดิน ท าให้พืชได้สารอาหารในดินและสามารถน า
ผลิตภัณฑ์จากการย่อยสลายพีเอชเอไปใช้ในกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสงของพืชเพ่ือการ
เจริญเติบโตต่อไป จากนัน้จึงสามารถน าวัตถุดิบจากการเกษตรเหล่านีม้าใช้เป็นวัตถุดิบในการ
หมกัแบคทีเรียเพ่ือผลิตพีเอชเอตอ่ไปอยา่งเป็นวฏัจกัรตอ่เน่ือง  

3. พอลิไฮดรอกซีบิวทีเรต (Polyhydroxybutyrate: PHB) 
3.1 ความหมายของพอลิไฮดรอกซีบิวเอต 

พอลิไฮดรอกซีบิวทีเรต หรือพีเอชบี เป็นพอลิเมอร์อนพุนัธ์ของพีเอชเอชนิดท่ีพบมาก
ท่ีสุดโดยมีหมู่เมทิลเป็นหมู่แทนท่ีในโครงสร้างทัว่ไปของพีเอชเอ (ภาพประกอบ2) พีเอชบีจดัเป็น 
Polyester สามารถย่อยสลายได้เองตามธรรมชาติ เกิดจากการสะสมสารประกอบคาร์บอนใน
กระบวนการเมตาบอลซึมึของแบคทีเรียหลายชนิด พีเอชบีท่ีเกิดขึน้มีลกัษณะเป็นก้อนกลมๆ คล้าย
ไขมนั ลอยอยูใ่นพลาสซึมของเซลล์ท่ีสะสมอยูใ่นแกรนลู พีเอชบีมีขนาดเส้นผ่าศนูย์กลางจาก 0.2-
0.5 ไมโครเมตร ดงัแสดงในภาพประกอบ 2 ซึง่แบคทีเรียใช้เป็นแหลง่พลงังานภายในเซลล์ เป็นพอ
ลิเมอร์ชีวภาพท่ีไมล่ะลายน า้ ยอ่ยสลายได้สมบรูณ์ มีคณุสมบตัใิกล้เคียงกบัพลาสติกสงัเคราะห์จา
กปิโตรเคมี เชน่ โพลีเอทิลีน และโพลีโพรพิลีน  
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(ก) (ข) (ค) 
 

ภาพประกอบ 2 สตูรโครงสร้างทางเคมีและลกัษณะของพีเอชบี 
โครงสร้างทางเคมีของพีเอชบ ี(ก) ลกัษณะแกรนลูของ PHB ท่ีสะสมอยูภ่ายในเซลล์แบคทีเรีย (ข) 

และโครงสร้างแกรนลูของ PHB (ค) 

ท่ีมา:  Jayven C., Joseph K., Warintorn T., Zibiao L., and Chaobin H. (2018); 
Santos  A., Valentina L., Schulz  A., Adriana M., and Tomaz D. (2017) 

3.2 คุณสมบัตทิั่วไปของพีเอชบี 
1. ไม่ละลายน า้ ท าให้พีเอชบีต่างจากพลาสติกท่ีย่อยสลายได้ชนิดอ่ืนๆ ซึ่งสามารถ

ละลายน า้ได้ หรือไวตอ่ความชืน้ 
2. ทนตอ่รังสี UV แตไ่มส่ามารถทนตอ่ปฏิกิริยากรดเบสได้ 
3. ละลายได้ในคลอโรฟอร์มและสารประกอบคลอริเนตไฮโดรคาร์บอน 
4. สามารถน าไปประยกุต์ใช้กบัเซลล์หรืออวยัวะของสิ่งมีชีวิต (Biocompatible) 
5. มีจดุหลอมเหลว 175 องศาเซลเซียส มีอณุหภมูิทรานซิชนั 15 องศาเซลเซียส และ

มีความทนแรงดงึ 15 เมกะปาสคาล (MPa) 
6. พีเอชบ ีจมน า้ท าให้เกิดการยอ่ยสลายโดยไมใ่ช้อากาศและไมมี่ความเป็นพิษ 
นอกจากคุณสมบัติทั่วไปท่ีกล่าวข้างต้นคุณสมบัติทางเคมีอ่ืนๆ ของ พีเอชบี

เปรียบเทียบกบัพลาสตกิสงัเคราะห์ดงัแสดงในตาราง 3 
 
 
 
 
 



  11 

ตาราง 3 การเปรียบเทียบคณุสมบตัขิองพอลิโพรพิลีนและพอลิไฮดรอกซบวิทีเรต 
 

พารามิเตอร์ พอลีโพรพลีิน พอลิไฮดรอกซีบิว
ทีเรต 

อณุหภมูิหลอมเหลว (˚C) 
(Melting point Temperature, Tm)  

171-186 171-182 

อณุหภมูิเปล่ียนถานะคล้ายแก้ว (˚C) 
(Glass Transition Temperature, Tg)  

-15 5-10 

ความเป็นผลกึของพอลิเมอร์ (%)  
(%Crystallinity)  

65-70 65-80 

ความหนาแนน่ (g/cm3) 
(Density)  

0.905-0.94 1.23-1.25 

น า้หนกัโมเลกลุ (x10-5) 
(Molecular weight, Mw) 

2.2-7 1-8 

การกระจายตวัน า้หนกัโมเลกลุ 
(Molecular weight distribution) 

5-12 2.2-3 

ความแข็ง (GPa) 
(Flexural modulus)  

1.7 3.5-4 

ความสามารถในการขยายตวั (%) 
(Extension to break)  

400 6-8 

ความสามารถในการทนตอ่แสงแดด  
(UV resistance) 

ไมดี่ ดี 

ความสามารถในการทนตอ่ตวัท าละลาย 
(Solvent resistance) 

ดี ไมดี่ 

การซมึผา่นออกซิเจน (cm-3 m-2 atm-1 d-1) 
(Oxygen permeability)  

1700 45 

 
ท่ีมา: ชนะสิทธ์ิ (2553); ถนนแก้ว (2553) 
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3.3 การสังเคราะห์และสะสมพีเอชบีในจุลินทรีย์ 
พีเอชบีสามารถสะสมได้ตามธรรมชาติ โดยมีการสงัเคราะห์และสะสมในแบคทีเรีย

หลายชนิดทัง้แกรมบวก และแกรมลบ จลุินทรีย์สว่นใหญ่สะสมไว้ในแกรนลูเพื่อเป็นแหลง่คาร์บอน  
และ พลงังานเม่ือสารอาหารไม่สมดลุ ซึ่งไม่เป็นอนัตรายตอ่เซลล์แบคทีเรีย ซึ่งพลาสติกท่ีผลิตจาก
พีเอชบีภายหลงัการใช้งานจะมีการย่อยสลายได้โดยกระบวนการท างานของแบคทีเรียท่ีมีอยู่ใน
ธรรมชาตไิด้ โดยมีแบคทีเรียหลายสายพนัธุ์ท่ีสามารถผลิตและสะสมพีเอชบไีด้ในปริมาณมาก เชน่ 
Ralstonia, Alcaligenes, Bacillus, Aeromonas และ Pseudomonas 

การสังเคราะห์พีเอชบีในแบคทีเรีย เร่ิมจากแหล่งคาร์บอนจะถูกกลายสภาพเป็น 

acetyl-coA และเปล่ียนตอ่ไปเป็น acetoacetyl-coA ด้วยเอนไซม์ β-ketothiolase จากนัน้เอนไซม์ 
acetoacetyl-coA reductase จะเปล่ียน acetoacetyl-coA เป็น 3-hyroxylbutyryl-coA ตอ่มาเกิด
การสร้างสายโพลิ เมอร์ (polymerization) เป็นพีเอชบี  ด้วยเอนไซม์  polyhydroxybutyrate 
synthase ดงัแสดงในภาพประกอบ 3  การสงัเคราะห์พีเอชบี ประกอบด้วยการท างานของเอนไซม์

ท่ีส าคัญ 3 ชนิดด้วยกัน ได้แก่  β-ketothiolase enzyme ท าหน้าท่ีเปล่ียน acetyl-coA ให้เป็น 
acetoacetyl-coA จากนัน้acetoacetyl-CoA reductase จะเปล่ียน acetoacetyl-coA ให้เป็น 3-
hyroxylbutyryl-coA  และ PHB synthase จะเร่งปฏิกิริยาในการเกิดพนัธะเอสเทอร์ระหว่างหมู่ไฮ
ดรอกซิล (-OH) ของโมเลกลุหนึ่งไปยงัปลายคาร์บอนิล (-CO-)ของอีกโมเลกุลหนึ่ง ท าให้เกิดการ
สร้างสายพอลิเมอร์ของพีเอชบี ซึ่งเอนไซม์ทัง้ 3 ชนิดถูกควบคมุด้วยยีน 3-ketothiolase (PhaA), 
acetoacetyl-CoA reductase (PhaB) และ PHB synthase (PhaC) โดยยีน PhaC ควบคุมการ
สร้างเอนไซม์ PHB synthase ยีน PhaB ควบคมุการสร้างเอนไซม์ acetoacetyl-CoA reductase 

และ PhaA ควบคุมการสร้าง เอนไซม์ β-ketothiolase  (Verliden R., Hill D., Kenward M., 
Williams C., & Radecka I., 2007) 



  13 

 

 
ภาพประกอบ 3 การสงัเคราะห์และการย่อยสลายพีเอชบีในแบคทีเรีย 

ท่ีมา: Sudesh  K. and Doi H. (2000)  

3.4 การประยุกต์ใช้พีเอชบีในอุตสาหกรรม 
พีเอชบีมี เป็นพลาสติกชีวภาพท่ีไม่ละลายน า้ ทนต่อรังสีอัลตราไวโอเลต สามารถ

น ามาประยกุต์ใช้กบัเซลล์หรืออวยัวะของสิ่งมีชีวิต (Biocompatible) ไมก่่อให้เกิดความเป็นพิษ ซึง่
จากคุณสมบัติดังกล่าว ท าให้มีการน าเอาพีเอชบีมาประยุกต์ใช้งานในระดับอุตสาหกรรม
หลากหลายด้าน  

3.4.1 การประยุกต์ใช้ด้านอุตสาหรรมการเกษตร 
แปรรูปเป็นภาชนะส าหรับปลกูพืช ถงุเพาะช ากล้าไม้ วสัดหุอ่หุ้มผลผลิต ยาก าจดั

วชัพืชหรือปุ๋ ยตามชว่งเวลาท่ีก าหนด  (ถนนแก้ว, 2553)  
3.4.2 การประยุกต์ใช้ด้านบรรจุภัณฑ์ 

ในด้านอุตสาหกรรมบรรจุภัณฑ์ พีเอชบีเป็นท่ีนิยมอย่างมากในอุตสาหกรรม
บรรจุภัณฑ์ เพ่ือใช้ทดแทนพลาสติกปิโตรเคมี เน่ืองจากบรรจภุณัฑ์พลาสติกไม่นิยมน ากลบัมารี-
ไซเคิลหรือมีการใช้งานครัง้เดียวเป็นส่วนใหญ่ จึงมีการน า พีเอชบีมาผลิตเป็นบรรจุภัณฑ์
หลากหลายรูปแบบ เช่น ขวดน า้ ถุงพลาสติก กล่องโฟมฟิล์มห่ออาหาร พลาสติกเคลือบภาชนะ
กระดาษ ถาด ช้อน (Bucci D. , Tavares L., & Sell I., 2007) 
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3.4.3 การประยุกต์ใช้ด้านการแพทย์และเภสัชกรรม 
ในด้านอุตสาหกรรมการแพทย์ สามารถน าพีเอชบีมาประยุกต์ใช้เป็นวัสดุชีว

การแพทย์เน่ืองจากไม่ก่อให้เกิดสารอนัตรายแก่ร่างกายและช่วยลดอตัราการน าเข้าวตัถุดิบจาก
ตา่งประเทศ เช่น ไหมเย็บแผล วสัดปิุดแผล วสัดสุ าหรับพาหรือปล่อยยา ซึ่งสามารถควบคมุอตัรา
และระยะเวลาในการปลดปลอ่ยยาได้ (Jayven C. et al., 2018)  

3.4.4 การประยุกต์ใช้ด้านอุตสาหกรรมสิ่งทอ 
ปัจจุบนัมีการพฒันาเส้นใยจากพลาสติกชีวภาพเพ่ือใช้ทดแทนการใช้ไหมหรือ

เส้นใยราคาแพง เช่น เสือ้ผ้า เคร่ืองนุ่งห่ม ผ้าอ้อมส าเร็จรูป  เส้นใยส าหรับบรรจุในเคร่ืองนอน 
นอกจากนีย้งัมการน าพีเอชบีเติมลงไปในเส้นใยเพ่ือให้สมบตัิในการรับความร้อนและคายความ
ร้อนของเส้นใยช้าลงและเพิ่มความแข็งแรงให้กบัเส้นใย (ถนนแก้ว, 2553) 

4. แบคทีเรียที่สะสมพอลีไฮดรอกซีบิวทีเรต 
4.1 การคัดแยกแบคทีเรียที่สะสมพอลีไฮดรอกซีบิวทีเรต 

ในการคัดแยกแบคทีเรียท่ีมีการสะสมพีเอชบีภายในเซลล์เบือ้งต้นใช้กลุ่มสีย้อม 
lipophilic dyes ย้อมเพ่ือแยกความแตกต่างระหว่างจุลินทรีย์ท่ีมีการะสม และ ไม่สะสมพีเอชบี 
โดยใช้ Sudan Black B จะย้อมตดิสีกลุม่กรดไขมนั และ ลิโพโปรตีนบางชนิด (lipoproteins) ดงันัน้
การย้อมฟอสโฟลิปิด (Phospholipids) ด้วย Sudan Black B จงึเป็นแนวทางท่ีใช้คดัแยกแบคทีเรีย
ท่ีมีการสะสมพีเอชบีในเบือ้งต้น แต่การย้อมด้วย Nile Blue A มีความจ าเพาะเจาะจงมากกว่า 
Sudan Black B โดยแกรนลูท่ีมีการสะสมพีเอชบีจะถกูกระตุ้นด้วยแสงท่ี OD460 และเรืองแสงสีส้ม
เม่ือสังเกตใต้กล้องจุลทรรศน์ความเข้มข้นของแสงจะเพิ่มขึน้ตามความเข้มข้นของพีเอชบีใน
แกรนลู (Srija D. et al., 2018) 

4.2 จุลินทรีย์ที่สะสมพอลีไฮดรอกซีบิวทีเรต 
ในธรรมชาติมีพืช รา และแบคทีเรียหลายสายพนัธุ์ท่ีสามารถสงัเคราะห์พอลีไฮดรอก

ซีบิวทีเรตได้ แต่กลุ่มท่ีสงัเคราะห์พีเอชบีได้ในปริมาณมากคือแบคทีเรียหลายสายพนัธุ์สามารถ
ผลิตและสะสมพีเอชบีได้ แต่อย่างไรก็ตาม แบคทีเรียท่ีสามารถผลิตพีเอชบีได้ในปริมาณมาก มี
เพียงไม่ก่ีสายพนัธุ์เท่านัน้ เช่น Azohydromonas lata, Bacillus cereus, Cupriavidus necator, 
Pseudomonas oleovorans เป็นต้น ซึ่งสายพันธุ์ของแบคทีเรียมีผลต่อกลุ่มของพอลิเมอร์ท่ี
ต้องการสงัเคราะห์ โดยพบว่า เม่ือใช้แหล่งคาร์บอนชนิดเดียวกนักบัแบคทีเรียตา่งสายพนัธุ์ในการ
ผลิตพีเอชบี มีผลท าให้พอลิเมอร์ท่ีสงัเคราะห์ได้มีปริมาณและองค์ประกอบท่ีแตกต่างกันไปด้วย 
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นอกจากนีส้ภาวะท่ีเหมาะสมท่ีใช้ในการสกัดพีเอชบีออกจากแบคทีเรียแต่ละสายพนัธุ์ ก็มีความ
แตกตา่งกนัตามลกัษณะสณัฐานวิทยาของแตล่ะสายพนัธุ์นัน้ๆ (Lee W. et al., 2018)  

4.3 ลักษณะท่ัวไปของแบคทีเรีย Bacillus megaterium SWU01 
Bacillus megaterium SWU01 เป็นแบคทีเรียรูปร่างท่อน ติดสีแกรมบวก พบใน

ตะกอนน า้เสียโรงงานทูน่ากระป๋อง จังหวัดสมุทรสาคร จากผลการทดลองนีพ้บว่าการคัดแยก
แบคทีเรียท่ีมีการสะสมพีเอชบี พบวา่ เม่ือท าการย้อมสีแบคทีเรียด้วย Sudan Black B แบคทีเรียท่ี
มีการสะสมพีเอชบีภายในเซลล์จะติดสีด าของ Sudan Black B โคโลนีของแบคทีเรียท่ีได้รับการ
ตรวจสอบการสะสมพีเอชบีโดยการย้อมด้วย Sudan Black B แล้วโคโลนีติดสีด า แสดงว่ามีการ
สะสมพีเอชบีภายในเซลล์ (วิสนัต์ เชือ้วงศ์ et al., 2561)  

 

  
(ก) (ข) 

 
ภาพประกอบ 4 ทดสอบการตดิสี Sudan Black B ของแบคทีเรีย Bacillus megaterium SWU01  
แบคทีเรีย Bacillus megaterium SWU01 ท่ีคดัแยกได้จากกากตะกอนน า้เสียของโรงงานทนูา่

กระป๋องท่ีเจริญบนอาหารแข็ง NA (ก) และโคโลนีของแบคทีเรียท่ีติดสีด าของ Sudan Black B (ข) 

ท่ีมา: วิสนัต์ เชือ้วงศ์ et al. (2561) 

เน่ืองจากส่วนท่ีไม่ชอบน า้ (Hydrophobic) ในโมเลกลุของ Sudan Black B จะติดสี
ด ากบัสว่นท่ีไมช่อบน า้ทัง้หมดภายในเซลล์ของแบคทีเรียรวมทัง้พีเอชบี  ดงันัน้เพ่ือยืนยนัการสะสม
พีเอชบีภายในเซลล์ แบคทีเรียท่ีย้อมติดสีด าของ Sudan Black B จะน ามาย้อมอีกครัง้ด้วยสี Nile 
Blue A ซึ่งมีความจ าเพาะต่อแกรนลูพีเอชบีมากกว่า Sudan Black B โดย Nile Blue A  พบว่า มี
การเรืองแสงสีส้มแดงของ Nile Blue A จึงสามารถยืนยันได้ว่าแบคทีเรีย Bacillus megaterium 
SWU01 มีการสะสมพีเอชบี ดังแสดงในภาพประกอบท่ี 7 จากการศึกษาการผลิตพีเอชบีจาก
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แบคทีเรีย Bacillus megaterium SWU01 โดยใช้น า้ตาลรีดิวซ์จากชานอ้อยเป็นแหล่งคาร์บอน
พบวา่แบคทีเรียสามารถผลิตพีเอชบีได้ 2.01 g/L  

 

            
 

ภาพประกอบ 5 แบคทีเรีย Bacillus megaterium SWU01 ท่ีคดัแยกได้จากกากตะกอนน า้เสียของ
โรงงาน ทนูา่กระป๋อง ย้อมด้วย Nile Blue A โดยสอ่งภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบแบบ bright field

เรืองแสงสีส้มแดงภายแสงฟลอูอเรสเซนต์ใต้กล้องจลุทรรศน์ 

ท่ีมา: วิสนัต์ เชือ้วงศ์ et al. (2561) 

 
ภาพประกอบ 6 ลกัษณะแกรนลูของพีเอชบีภายในเซลล์แบคทีเรีย Bacillus megaterium SWU01 

โดยการส่องกล้องจลุทรรศน์แบบส่องผา่น (TEM) แถบแสดงขนาดของรูป 0.5 µm 

ท่ีมา: วิสนัต์ เชือ้วงศ์ et al. (2561) 
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5. แหล่งคาร์บอน 
คาร์บอน เป็นธาตท่ีุมีความส าคญัในการสร้างพลงังานของเซลล์ ส าหรับสารตัง้ตัน้ท่ีเป็น

แหล่งแหล่งคาร์บอนท่ีนิยมน ามาใช้ในการเพาะเลีย้งแบคทีเรียเพ่ือผลิต PHB จะเป็นกลุ่ม
คาร์โบไฮเดรต ได้แก่ กลูโคส, ซูโครส และ ฟรุกโตส เน่ืองจากปัจจุบันการสังเคราะห์พลาสติก
ชีวภาพยงัมีต้นทุนสูงมากในการผลิตเม่ือเทียบกับการผลิตพลาสติกปิโตรเคมี จึงท าให้พลาสติก
ชีวภาพยงัไม่เป็นท่ีนิยมน ามาใช้อย่างแพร่หลาย ดงันัน้ แนวทางการแก้ปัญหาดงักล่าวคือ การลด
ต้นทนุการผลิตพลาสติกชีวภาพให้ต ่าลง เช่น หาสารตัง้ต้นชนิดใหม่เพ่ือใช้เป็นแหล่งคาร์บอนท่ี มี
ราคาถูก ซึ่งของเสียหรือวสัดเุหลือใช้จากอุตสาหกรรมหลายประเภท สามารถน ามาใช้เป็นแหล่ง
คาร์บอนได้ ตวัอย่างแหล่งคาร์บอนท่ีเป็นของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม เช่น เวย์พอมิเอท คือ
สว่นท่ีเป็นของเหลวท่ีได้จากการกรองอลัตราฟิลเตรชนัเพิ่มความเข้มข้นของเวย์โปรตีน ซึง่จะมีสาร
โมเลกุลเล็กท่ีสามารถผ่านเย่ือกรองอัลตราฟิลเตรชันได้ เช่น แลคโทสและแร่ธาตุต่างๆ เป็น
องค์ประกอบ ดงันัน้เวย์พอมิเอทมีปริมาณแลกโตสมาก สามารถใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในการใช้
เป็นหมกัจุลินทรีย์ได้ (Srija D. et al., 2018) กากกาแฟ ถูกน ามาใช้ประโยชน์ในการใช้เป็นแหล่ง
คาร์บอนส าหรับแบคทีเรียเพ่ือใช้ในการผลิตพีเอชบีได้เช่นกัน เน่ืองจากน า้มนัสกัดจากกากกาแฟ
ประกอบไปด้วยกรดไขมนัอิสระหลายชนิด ท าให้แบคทีเรียสามารถดดูซมึและใช้เป็นแหลง่คาร์บอน
ได้โดยตรง ท าให้แบคทีเรียสามารถผลิตและสะสมพีเอชบไีด้มาก (Stanislav O. et al., 2014)  

5.1 กากน า้ตาล 
น า้ตาลเป็นผลพลอยได้ในอุตสาหกรรมผลิตน า้ตาลทราย จึงมีราคาถูก ซึ่ง

กากน า้ตาลมีลกัษณะเป็นของเหลวท่ีมีลกัษณะหนืดข้น สีด าอมน า้ตาล มีความเข้มข้นสงู โดยการ
ผลิตน า้ตาลทราย 1 ตนั จะใช้น า้อ้อยดบิ 10 ตนั และเกิดผลพลอยได้ของกากน า้ตาล ประมาณ 50 
กิโลกรัม โดยในกากน า้ตาลมีองค์ประกอบท่ีสามารถน าไปประโยชน์มากมาย เช่น มีปริมาณ
น า้ตาลประมาณ 50-60% อีกทัง้แร่ธาตุต่างๆ ท่ีส่งผลต่อการเจริญเติบโตต่อพืชและสตัว์ ดงันัน้ 
กากน า้ตาลจึงนิยมน ามาใช้เป็นสว่นผสมในอาหารสตัว์ เน่ืองจากกากน า้ตาลประกอบด้วยน า้ตาล
เป็นสว่นใหญ่ซึง่เป็นแหลง่พลงังานท่ีเหมาะสมและราคาไม่แพง และยงัสามารถใช้เป็นปุ๋ ยให้กบัพืช
ได้ เน่ืองจากในกากน า้ตาลมีไนโตรเจน(N), ฟอสฟอรัส(P) และโพแทสเซียม(K) ซึง่เป็นสารอาหารท่ี
ส าคญัส าหรับพืช (Songsri K., Atipol B., Bunyarit  M., & Nuttha T., 2009) นอกจากนีก้ากน า้ตาล
ยงัใช้เป็นวตัถุดิบในอุตสาหกรรมการหมกัหลายชนิด เช่น อตุสาหกรรมการหมกัแอลกอฮอล์ สรุา 
กรดแล็กตกิ ผงชรูส ยีสต์ขนมปัง และยีสต์อาหารสตัว์ (Puechkaset, 2017)  เน่ืองจากกากน า้ตาล
มีราคาถูกและเหมาะสมกว่าเม่ือเทียบกับวัตถุดิบชนิดอ่ืน ดงันัน้งานวิจยันี ้ มีความสนใจท่ีจะใช้
กากน า้ตาลเป็นแหล่งคาร์บอนเพ่ือผลิตพีเอชบี เน่ืองจากกากน า้ตาลเป็นสารตัง้ต้นท่ีมีปริมาณ
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คาร์บอนจากน า้ตาลรีดิวซ์และแร่ธาตท่ีุจ าเป็นอ่ืนๆ ท่ีช่วยในการเจริญเติบโตของแบคทีเรียและท า
ให้แบคทีเรียอยูใ่นสภาวะท่ีสามารถผลิตพีเอชบีได้ 

6. เทคนิคกระบวนการหมักแบบอาหารแข็ง  
6.1 ความหมายของกระบวนการหมักแบบอาหารแข็ง 

กระบวนการหมกัแบบอาหารแข็ง (Solid state fermentation: SSF) หมายถึง วิธีการ
หมกัท่ีเชือ้จลุินทรีย์เจริญเติบโตบนอาหารแข็งท่ีไม่ได้อยู่ในสภาพแขวนลอยในอาหารเหลว โดยใน
อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีเป็นของแข็งจะปราศจากน า้อิสระ แตน่ า้จะอยูใ่นรูปของความชืน้ท่ีถกูดดูซบัไว้ใน
อาหารเลีย้งเชือ้เพ่ือรองรับการเจริญเติบโตและการเผาผลาญของเชือ้จุลินทรีย์ (ชนัศรุติพันธุ์ , 
2545)  โดยทัว่ไปมีการใช้กระบวนการหมกับนอาหารแข็งอยู ่2 แบบ  (Sindhu R. et al., 2011) คือ  

1) เกิดขึน้ในวตัถดุบิเฉ่ือย คือ วตัถดุบิท่ีท าหน้าท่ีเป็นแหลง่ท่ีอยูใ่ห้กบัจลุินทรีย์ยึด
เกาะเทา่นัน้โดยไมมี่แหลง่อาหารส าหรับการเจริญเตบิโตของแบคทีเรีย เชน่ มลูสตัว์ กากตะกอน  

2) เกิดขึน้ภายในวตัถุดิบท่ีท าหน้าท่ีเป็นแหล่งท่ีอยู่ให้กับจลุินทรีย์และเป็นแหล่ง
อาหารส าหรับการเจริญเติบโตของแบคทีเรียด้วย เม่ือท าการเพาะเลีย้งเชือ้จลุินทรีย์ลงไปจลุินทรีย์
จะเจริญเตบิโตเฉพาะบนผิวหน้าของวตัถดุิบ เชน่ อาหารเลีย้งเชือ้ Nutrient agar  

6.2 ข้อดีและข้อจ ากัดของกระบวนการหมักแบบอาหารแข็ง 
กระบวนการหมกัแบบอาหารแข็ง เป็นกระบวนการท่ีต้องการเงินลงทนุต ่าเม่ือเทียบ

กบักระบวนการหมกับนอาหารเหลว เน่ืองจาก สามารถใช้สารตกค้างหรือส่วนท่ีเป็นของเสียจาก
อตุสาหกรรมเกษตร เช่น เปลือกถัว่ กากน า้ตาล ชานอ้อย และใช้พลงังานในการหมกัน้อยกว่า มี
การปลดปล่อยของเสียสู่สิ่งแวดล้อมน้อยกว่า นอกจากกนีย้ังเป็นการช่วยก าจัดของเสียจาก
อุตสาหกรรมเกษตรได้อีกด้วย ท าให้กระบวนการหมักบนอาหารแข็งเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม 
(Ashok P., 2008) นอกจากนี ้ความเข้มข้นของสารต้นต้นในกระบวนการหมักบนอาหารแข็งจะ
มากกว่าความเข้มข้นในอาหารเหลว ท าให้บนอาหารแข็งได้ปริมาณเซลล์ท่ีมากกว่า และเน่ืองจาก
ความชืน้ท่ีมีอย่างจ ากัดในกระบวนการหมกับนอาหารแข็ง ดงันัน้ การปนเปือ้นของจลุินทรีย์ชนิด
อ่ืนจึงเป็นไปได้ยาก (Sindhu R. et al., 2015) อย่างไรก็ตาม การหมกับนอาหารแข็งยงัมีข้อจ ากัด
บางประการ เชน่ มีการใช้พืน้ท่ีในการหมกัมากกว่าอาหารเหลว มีความยากล าบากในการดงึเซลล์
แบคทีเรียจากพืน้ผิวท่ีเป็นของแข็งหลงัจากการหมัก นอกจากนีย้งัมีงานวิจัยพบว่า การหมกับน
อาหารแข็งให้ผลผลิตพีเอชบีท่ีมีคณุสมบตัิเช่นเดียวกับพอลิเมอร์ท่ีใช้ในอตุสาหกรรม แตย่งัส่งผล
ตอ่คณุสมบตัิบางประการของพีเอชบี คือ มวลโมเลกลุสงูขึน้และมีระดบัผลึกท่ีต ่า (Fabiane C. & 
Oliveira A., 2006) อย่างไรก็ตามกระบวนการหมักบนอาหารแข็งมีข้อได้เปรียบมากกว่า
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กระบวนการหมกัในอาหารเหลว เช่น ความเข้มข้นของผลิตภณัฑ์ท่ีได้มากกว่า มีความต้องการน า้
น้อยกว่า ความแตกต่างระหว่างการหมักแบคทีเรียในอาหารเหลวและการหมักบนอาหารแข็ง 
แสดงในตาราง 4 

 
ตาราง 4 เปรียบเทียบกระบวนการหมกับนอาหารแข็งและกระบวนการหมกัในอาหารเหลว 
 

กระบวนการหมักบนอาหารแข็ง กระบวนการหมักในอาหารเหลว 

ต้องการน า้ในการหมกัต ่า ไมเ่กิน 12-70% น า้เป็นองค์ประกอบหลกัในการหมกั 
จลุินทรีย์ดดูซมึอาหารบริเวณความชืน้บน
พืน้ผิว 

จลุินทรีย์ดดูซมึอาหารจากของเหลว 

ระบบการหมกัประกอบไปด้วย 3 เฟส 
(แก๊ส ของเหลว และของแข็ง) 

ระบบการหมกัเกิดในเฟสท่ีเป็นของเหลว 
เป็นสว่นใหญ่ 

ระบบหมกัสามารถหมกัได้ในขนาดใหญ่ ระบบหมกัหมกัได้ในขนาดเล็กกวา่ 
ได้ปริมาณผลิตภณัฑ์ต ่ากวา่ ได้ปริมาณผลิตภณัฑ์สงูกวา่ 

ควบคมุความร้อนจากกระบวนการ 
เมตาบอลิซมึของแบคทีเรียได้ยาก 

ควบคมุความร้อนจากกระบวนการเมตาบอลิ
ซมึของแบคทีเรียได้ง่าย 

สารตัง้ต้นราคาถกู สารตัง้ต้นราคาแพงกวา่ 
สามารถควบคมุตวัแปรหรือสภาวะตา่งๆ 
ระหวา่งการหมกัได้ยาก เชน่ คา่ pH, 
ปริมาณสารอาหาร 

สามารถควบคมุตวัแปรหรือสภาวะตา่งๆ
ระหวา่งกรหมกัได้ง่าย 

ใช้พลงังานในกระบวนการหมกัน้อยกวา่ ใช้พลงังานในกระบวนการหมกัมากกว่า 
หมกัในถงัหมกัชีวภาพอยา่งง่ายได้ ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพมีการออกแบบท่ีซบัซ้อน 
กระบวนการเก็บเซลล์ภายหลงัการหมกัท าได้
ง่าย เชน่ ขดูเก็บเซลล์จากพืน้ผิวของอาหาร
เลีย้งเชือ้ 

กระบวนการเก็บเซลล์ภายหลงัการหมกัท าได้
โดยการป่ันตก กรอง 

ปลอ่ยของเสียสูส่ิ่งแวดล้อมน้อย ปลอ่ยของเสียสูส่ิ่งแวดล้อมในปริมาณมาก 

 
ท่ีมา: Musaalbakri  M. and Webb C (2017); Sindhu R. et al. (2015)   
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7. เทคนิคการสกัดพีเอชบี 
พีเอชบีสะสมอยู่ภายในเซลล์แบคทีเรีย ดงันัน้การแยกพีเอชบีออกมาท าได้โดยการท าให้

เซลล์แบคทีเรียแตกโดยการท าลายผนงัเซลล์ ซึ่งเป็นกระบวนการท่ีต้องระมดัระวงัไม่ได้เกิดการ
เปล่ียนแปลงคณุสมบตัิของพอลิเมอร์ เชน่ พีเอชบีท่ีได้จากการสกดัแบคทีเรียสายพนัธุ์เดียวกนั แต่
อาจมีคณุสมบตัิทางฟิสิกส์แตกตา่งกัน ซึ่งเป็นผลมาจากการสกัด (ปิยาภรณ์ วงัศิริกลุ, เทวญั หยู่
หน,ู นิษา ไพจิตร, & สงัขรักษ, 2557) นอกจากนี ้กระบวนการสกดัพีเอชบีจากเซลล์แบคทีเรีย เป็น
อีกกระบวนการหนึ่งท่ีท าให้ต้นทุนการผลิตพีเอชบีสูงขึน้ ซึ่งขัน้ตอนการสกัดสามารถท าได้
หลากหลายวิธีตามลักษณะท่ีแตกต่างกันของออแกนิซึมในเซลล์จุลินทรีย์  การสกัดพีเอชพีจาก
เซลล์ของแบคทีเรียนิยมสกดัด้วยตวัท าละลายท่ีสามารถท าลายผนงัเซลล์ของแบคทีเรียได้ ท าให้
แบคทีเรียปลดปล่อยพีเอชบีออกมาจากเซลล์ได้ ภายหลงัจากการสกดัสามารถน ามาป่ันแหวง่เพ่ือ
เก็บตะกอนพีเอชบี  ซึ่งตวัท าละลายท่ีใช้สกัดและวิธีท่ีสกัดนอกจากจะมีผลต่อปริมาณพีเอชบีท่ี
สกดัได้แล้วยงัสง่ผลตอ่คณุสมบตัขิองพีเอชบีท่ีสกดัได้อีกด้วย การสกดับางวิธีใช้ตวัท าละลายท่ีเป็น
พิษ เช่น การสกัดด้วยคลอโรฟอร์ม (CHCl3) ซึ่งเป็นตัวท าละลายท่ีนิยมกันอย่างแพร่หลาย
เน่ืองจากได้ร้อยละผลได้ของพีเอชบีสูงและการสกัดมีความบริสุทธ์ิของพอลิเมอร์สูง แต่เกิด
สารละลายท่ีเป็นพิษในปริมาณมากหลงัจากการสกัด จึงไม่เหมาะแก่การผลิตในขัน้อุตสาหกรรม 
(Tao F., Stacy C., Zhiyou W., Lei W., & Tong Wang., 2016) ดงันัน้ในขัน้ตอนการสกัดพีเอชบี
ออกจากเซลล์แบคทีเรีย นอกจากจะมุ่งหวงัปริมาณผลผลิตให้ได้ปริมาณมากและความบริสทุธ์ิสงู
แล้ว ยงัต้องการให้มีการใช้กระบวนการสกัดท่ีปลอดภัย ไม่ก่อให้เกิดสารพิษสู่สิ่งแวดล้อมด้วย มี
งานวิจัยมากมายท่ีสนใจน าตัวท าละลายอินทรีย์ท่ีไม่ก่อให้เกิดสารพิษสู่สิ่งแวดล้อมมาใช้ใน
ขัน้ตอนการสกดั เชน่ วิธีการสกดัด้วยโซเดียมไฮโปคอไรต์ (NaOCl) ซึง่เป็นเทคนิคท่ี สามารถสกดัท่ี
มีความบริสุทธ์ิสูง แต่ให้ร้อยละผลได้ของพีเอชบีค่อนข้างต ่า (Brian S. et al., 2013) และวิธีการ
สกัดด้วยโพรพิลีนคาร์บอเนต ซึ่งเป็นตวัท าละลายท่ีไม่เป็นพิษ เป็นวิธีท่ีต้องใช้ความร้อนในการ
สกดัและให้ผลผลิตท่ีมีความบริสทุธ์ิสงู 

8. การวิเคราะห์คุณสมบัติของพอลิเมอร์ 
8.1 การระบุหมู่ฟังก์ช่ันเอกลักษณ์ของพีเอชบีด้วย Fourier-transform infrared 

spectroscopy (FT-IR)   
FT-IR เป็นเทคนิคอินฟราเรดสเปคโตรสโคปี ใช้ตรวจสอบ fundtional group ของสาร

โดยการวดัการดดูกลืนรังสีท่ีอยู่ในช่วงอินฟราเรดท่ีอยู่ในช่วงเลขคล่ืน (Wave number) 400-4000 
cm-1 เม่ือรังสีอินฟราเรดตกกระทบกับโมเลกุลของสารจะเกิดการสั่นและหมุนของพันธะ โดย
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ความถ่ีในการสั่นของพันธะในโมเลกุลนัน้จะมีการดูดกลืนรังสีอินฟราเรดท่ีความถ่ีเดียวกัน ซึ่ง
สารอินทรีย์แตล่ะชนิดจะมีคา่ความถ่ีในการสัน่จ าเพาะ จงึน าเทคนิคนีม้าใช้ในการวิเคราะห์จ าแนก
ชนิดของสารแตล่ะชนิดได้   

ในการแสดงผล จะแสดงเป็นความสัมพันธ์ระหว่างเลขคล่ืน (Wave number) กับ 
การส่งผ่าน (Transmittance) จะพบสัญญาณท่ีช่วงเลขคล่ืน 1,724 และ 1,278/cm ซึ่งเป็น
สญัญาณของหมูค่าร์บอนิล (-C=O) และหมู ่-CH ตามล าดบั ดงัแสดงในภาพประกอบ 7  

 

 

 
ภาพประกอบ 7 IR spectrum ของพีเอชบี 

ท่ีมา: Jimmy A. López et al. (2012)  

8.2 คุณสมบัตด้ิานอุณหภูมิของพอลิเมอร์ 
พอลิเมอร์เป็นสารโมเลกุลใหญ่ แต่ละสายพอลิเมอร์จะจัดเรียงตัวอย่างไม่เป็น

ระเบียบเป็นส่วนใหญ่ เรียกว่า พอลิเมอร์อสัณฐาน (amorphous polymers ) ส่วนพอลิเมอร์ท่ีมี
การจัดเรียงตวัอย่างเป็นระเบียบอยู่ในสภาพผลึกจะเรียกว่า พอลิเมอร์สภาพผลึก (crystalline 
polymers) พอลิเมอร์ท่ีอยู่ในลกัษณะของแข็งจะเกิดการเปล่ียนแปลงเม่ือได้รับความร้อนทัง้แบบ 
อสณัฐานและสภาพผลึก ซึ่งจะให้ผลการตอบสนองต่อความร้อนท่ีแตกต่างกัน  ค่าท่ีได้จากการ
วิเคราะห์คณุสมบตัด้ิานอณุหภมูิของพอลิเมอร์  ประกอบด้วย  (วงศ์ชนะพิบลูย์, 2556) 

1. อณุหภมูิจดุหลอมเหลว (Melting point temperature, Tm) เป็นอณุหภมูิท่ีส่วน
ท่ีเป็นผลึกของพอลิเมอร์ท่ีเกิดการเปล่ียนสถานะจากของแข็งเป็นของเหลวหนืด สามารถตรวจวดั 
Tm ได้จากการดูดพลังงานจากการหลอมผลึก ท่ีอุณหภูมินีเ้ป็นช่วงค่อนข้างกว้างเพราะผลึกท่ี
เกิดขึน้ภายในโมเลกลุของพอลิเมอร์มีขนาดตา่งกนั โดยทัว่ไปจะมีคา่ Tm ประมาณ 50 oC 
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2. อุณหภูมิการเปล่ียนสถานะคล้ายแก้ว (Glass transition temperature, Tg) 
คืออุณหภูมิท่ีเปล่ียนสมบตัิของพอลิเมอร์ท่ีมีสภาวะคล้ายแก้ว คือเป็นของแข็งและเปราะไปเป็น
สภาวะคล้ายยาง โดยเม่ือให้ความร้อนกบัพอลิเมอร์มากขึน้ สายโซพ่อลิเมอร์จะได้รับพลงังานมาก
พอท่ีจะเคล่ือนไหวได้และเกิดการสัน่ จึงท าให้บริเวณอสณัฐานมีการขยายตวัและเกิดบริเวณว่าง
เพิ่มขึน้ท าให้มีความยืดหยุ่นมากขึน้ ส่วนสัน้ๆ ของสายพอลิเมอร์และหมู่แขนงจะสามารถหมุนได้
ง่ายขึน้ เป็นเหตใุห้พอลิเมอร์มีสมบตัิเปล่ียนไป คือ มีความยืดหยุ่นและเหนียวคล้ายยาง แตพ่อลิ
เมอร์จะยงัคงอยูใ่นสถานะของแข็ง เน่ืองจากมีโครงสร้างเป็นสายโซย่าวท าให้เคล่ือนไหวส่วนต่างๆ 
ได้ยากท าให้สถานะไมเ่ปล่ียนแปลง 

3. อุณหภูมิการเกิดผลึก (Crystallinition temperature, Tc)  เ ป็นอุณหภูมิ ท่ี
เหมาะสมในการเกิดผลึกของพอลิเมอร์บางชนิด ซึ่งกระบวนการเกิดผลึกเป็นกระบวนการเทอร์โม
ไดนามิกส์ท่ีต้องมีความเป็นระเบียบในโครงสร้างจงึเกิดผลึกได้ การเกิดผลกึของพอลิเมอร์สามารถ
เกิดได้ 2 ทางคือเกิดขึน้ในขณะท่ีคอ่ยๆให้ความร้อนแก่พอลิเมอร์ และเกิดขึน้ในขณะท่ีปล่อยให้พอ
ลิเมอร์เย็นตวัลงอยา่งช้าๆ 

4. อุณหภูมิท่ีพอลิเมอร์เกิดการสลายตวั (Degradation temperature, Td) เป็น
กระบวนการแบบดดูความร้อนท าให้พอลิเมอร์เกิดการสลายตวั และหากให้ความร้อนกบัพอลิเมอร์
เพิ่มขึน้เร่ือยๆ ความร้อนท่ีให้เข้าไปจะท าลายแรงยึดเหน่ียวระหว่างสายโซ่โมเลกลุให้แยกออกจาก
กันและยงัสามารถท าลายพนัธะโควาเลนต์ในสายโซ่ด้วย ท าให้เกิดการสลายตวัเป็นโมเลกุลท่ีมี
ขนาดเล็กลงเป็นเหตใุห้สมบตัทิางด้านเชิงกลของพอลิเมอร์เสียไป 

8.3 เทคนิคท่ีใช้ในการวิเคราะห์สมบัติทางอุณหภูมิของพอลิเมอร์  
8.3.1 Differential Scanning Calorimetry 

DSC เป็นเทคนิคท่ีใช้ศึกษาปริมาณความร้อน และการเปล่ียนแปลงความร้อน
ของพอลิเมอร์ โดยท าการทดสอบสารตัวอย่างเปรียบเทียบกับสารอ้างอิงท่ีเ ฉ่ือยต่อการ
เกิดปฏิกิริยาท่ีบรรจุในถ้วยอะลูมิเนียมขนาดเล็กท่ีสามารถท าการวิเคราะห์ได้ท่ีอุณหภูมิสูงกว่า 
800 องศาเซลเซียส จะถกูให้ความร้อนภายใต้ก๊าซไนโตรเจน หลงัจากให้ความร้อน อณุหภูมิของ
สารตวัอย่างและสารอ้างอิงจะเพิ่มด้วยอตัราท่ีไม่เท่ากนั โดยสารตวัอย่างจะต้องใช้พลงังานความ
ร้อนมากกว่าสารอ้างอิง จากนัน้สมบตัิทางอณุภูมิของสารตวัอย่างท่ีเปล่ียนแปลงตามอณุหภูมิใน
ตวัอย่างจะถกูตรวจวดัและแปลผล โดยสารตวัอย่างและสารอ้างอิงจะถกูให้ความร้อนและบนัทึก
คา่พลงังานความร้อนมาสร้างกราฟเทียบกบัอณุหภมูิดงัแสดงในภาพประกอบ 8 
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ภาพประกอบ 8 การวิเคราะห์ปริมาณความร้อน และการเปล่ียนแปลงความร้อนของพอลิเมอร์ 

ท่ีมา: ศนูย์เทคโนโลยีโลหะและวสัดแุหง่ชาต ิ(2553)  

8.3.2 Thermogravimetric Analysis (TGA) 
TGA เป็นการวิเคราะห์ความเสถียรของพอลิเมอร์ โดยใช้การวัดน า้หนักอย่าง

ตอ่เน่ืองด้วยเคร่ืองชัง่ท่ีมีความไวสงูในการวิเคราะห์หาน า้หนกัท่ีเปล่ียนแปลงไป อณุหภูมิของสาร
ตวัอยา่งท่ีอยู่ในก๊าซเฉ่ือยจะถูกท าให้เพิ่มขึน้อย่างตอ่เน่ือง จากนัน้ข้อมลูจะถกูบนัทึกและวิเคราะห์
ผลการเปล่ียนแปลงน า้หนกัของตวัอย่างและอุณหภูมิ ดงัภาพประกอบ 9 การสูญเสียน า้หนกัใน
ช่วงแรกของการวิเคราะห์หรือท่ีอณุหภูมิตา่งๆ อาจเกิดจากการระเหยของน า้หรือตวัท าละลาย แต่
หากอุณหภูมิสูงมากเกินไปจะท าให้พอลิเมอร์เกิดการสลายตวัได้ ซึ่งบ่งบอกถึงความเสถียรต่อ
อณุหภมูิของพอลิเมอร์  

 

 
 

ภาพประกอบ 9 เทอร์โมแกรมท่ีได้จากการวิเคราะห์ด้วย TGA 

ท่ีมา:ศนูย์เทคโนโลยีโลหะและวสัดแุหง่ชาต ิ(2553) 
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บทที่ 3 
วิธีการด าเนินการวิจัย 

 
ในงานวิจยันีเ้ป็นกระบวนการผลิตพีเอชบีในแบคทีเรีย Bacillus megaterium SWU01 

บนอาหารแข็งให้ได้ปริมาณมากและมีความบริสุทธ์ิสูง ในกระบวนการหมักบนอาหารแข็ง 
ผู้ท าการวิจยัได้ด าเนินการตามขัน้ตอนดงันี ้ 

1. ทดสอบการผลิตและสะสมพีเอชบีของแบคทีเรีย  
2. วิเคราะห์ปริมาณน า้ตาลรีดวิซ์และน า้ตาลทัง้หมดในกากน า้ตาล 
3. ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตพีเอชบีบนอาหารแข็งท่ีมีกากน า้ตาลเป็น

แหลง่คาร์บอน 
4. ศกึษาการสกดัพีเอชบีจากแบคทีเรีย  
5. ศกึษาการน าสภาวะท่ีเหมาะสมไปใช้ในการขยายขนาดการผลิตพีเอชบ ี
6. การวิเคราะห์ปริมาณพีเอชบ ี
7. การวิเคราห์ความบริสทุธ์ิของพีเอชบ ี
8. การวิเคราะห์คณุสมบตัทิางโครงสร้างและทางความร้อนของพีเอชบี 

1. เคร่ืองมือที่ใช้ในการทดลอง  
1. เคร่ืองป่ันเหว่ียงแบบควบคมุอณุหภมูิ ย่ีห้อ Hettish รุ่น 320R ประเทศเยอรมนั 
2. ตู้บม่เช่ือแบบเขยา่ ย่ีห้อ ZHICHENG รุ่น ZHWY-100H ประเทศจีน 

3. เคร่ืองไมโครเซนตฟิิวจ์ ย่ีห้อ Witeg Wisd รุ่น CF-10 ประเทศเกาหลี 

4. เคร่ือง vortex  ย่ีห้อ Scientific industries รุ่น G-560E  ประเทศสหรัฐอเมริกา 
5. ตู้ปลอดเชือ้ (Larmina flow) ย่ีห้อ Microtech รุ่น V-3T-0811 ประเทศสหรัฐอเมริกา 
6. เคร่ือง Spectrophotometer ย่ีห้อ MAPADA รุ่น UV-1200 ประเทศจีน 
7. หม้อนึง่ฆา่เชือ้ด้วยไอน า้ (Autoclave) ย่ีห้อ ZEALWAY รุ่น GI54TW ประเทศไทย 
8. เ ค ร่ื อ ง  Ultrasonic processor Model VC 505, 500 watts ย่ี ห้ อ  Sonic & 

materials,INC รุ่น SON-1 VC505 ประเทศสหรัฐอเมริกา 
9. เ ค ร่ื อ ง  Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) ย่ี ห้ อ  Perkin Elmer  

SPECTRUM รุ่น GX FTIR System ประเทศสหรัฐอเมริกา 
10. เค ร่ือง  Differential Scanning Calorimeter (DSC) ย่ี ห้อ  Discovery รุ่น  DSC25 

ประเทศเยอรมนั 
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11. เคร่ือง Thermal gravimetric analysis ย่ีห้อ Perkin Elmer รุ่น PYRIS 1 ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 

12. เคร่ือง Gas chromatography ย่ีห้อ Shimadzu รุ่น GC-2010 ประเทศญ่ีปุ่ น 
13. เตาไฟฟ้า (hot plate) ย่ีห้อ Scilogex รุ่น MA-H280-pro ประเทศสหรัฐอเมริกา 
14. ไมโครเวฟ ย่ีห้อ Sharp รุ่น R-220 ประเทศไทย 
15. ไมโครปิเปต ย่ีห้อ BRAND  ประเทศเยอรมนั 
16. ทิปดดูสาร ย่ีห้อ AxyGen ประเทศสหรัฐอเมริกา 
17. หลอด Centrifuge ขนาด 50 mL 
18. หลอด Microcentrifuge ขนาด 1.5 mL  
21. ลปูเข่ียเชือ้ (Loops Inoculate) 
22. จานเพาะเชือ้พลาสตกิ เส้นผา่ศนูย์กลาง 90 mm    

2. สารเคมีและอาหารเลีย้งเชือ้ 
1. Agar powder ย่ีห้อ HIMEDIA ประเทศอินเดีย 
2. Nutrient broth ย่ีห้อ HIMEDIA ประเทศอินเดีย  
3. สีย้อม Sudan black B ย่ีห้อ AMRESCO ประเทศสหรัฐอเมริกา 
4. Sodium chloride (NaCl) ย่ีห้อ UNIVAR AR grade ประเทศออสเตรเลีย 
5. sulfuric acid (H2SO4) ย่ีห้อ QRëC AR grade ประเทศนิวซีแลนด ์
6. Sodium hydroxide (NaOH) ย่ีห้อ CARLO ERBA  AR grade ประเทศองักฤษ 
7. Sodium hypochlorite (NaOCl) ย่ีห้อ Ajax Finechem ประเทศออสเตรเลีย 
8. Absolute ethanol ย่ีห้อ LabScan AR grade ประเทศไทย 
9. Acetone ย่ีห้อ LabScan AR grade ประเทศไทย 
10. Glucose ย่ีห้อ UNIVAR AR grade ประเทศออสเตรเลีย 
11. Poly[(R)-3-hydroxybutyric acid] ย่ีห้อ Sigma-Aldrich ประเทศเยอรมนั 
12. Hydrochloric acid (HCl) ย่ีห้อ RCI Labscan  ประเทศไทย 
13. Chloroform ย่ีห้อ VWR Chemicals ประเทศฝร่ังเศส  
14. Methyl benzoate ย่ีห้อ CARLO ERBA  AR grade ประเทศองักฤษ  
15. Propylene carbonate ย่ีห้อ Merck ประเทศสหรัฐอเมริกา 
16. Isopropanol ย่ีห้อ CARLO ERBA AR grade ประเทศองักฤษ 
17. กากน า้ตาล 77% บริษัท อี เอ็ม เอ็กตร้า ประเทศไทย 
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3. วิธีการด าเนินงาน 
3.1 ทดสอบการผลิตและสะสมพอลิไฮดรอกซิลบิวทีเรตของแบคทีเรีย  

Bacillus megaterium SWU01 ด้วยการย้อมสี Sudan Black B 

น าเชือ้แบคทีเรีย Bacillus megaterium SWU01 มาเพาะลงบนอาหารแข็ง NA 
(Nutrient Agar) น าไปบม่ท่ี 37 องศาเซลเซียส 24 ชัว่โมง จากนัน้ ตรวจหาแบคทีเรียท่ีผลิตพีเอชบี
โดยการย้อมด้วยสารละลาย 0.5 % Sudan Black B ใน 70% เอทานอล โดยเทสารละลาย Sudan 
Black B ลงบนเพลทท่ีมีโคโลนีเชือ้แบคทีเรียขึน้ ทิง้ไว้ 30 นาที แล้วล้างออกด้วย 95% เอทานอล 
ซึง่แบคทีเรียท่ีมีการสะสมพีเอชบีภายในเซลล์จะตดิสีด าของ Sudan Black B   

3.2 วิเคราะห์คุณสมบัตขิองกากน า้ตาล 
3.2.1 วิเคราะห์ปริมาณน า้ตาลรีดวิซ์ในกากน า้ตาล 

ผสมสารละลาย  3,5-dinitrosalicylic acid ป ริมาตร  0.5 mL กับตัวอย่า ง
กากน า้ตาล (เจือจาง 10, 100 และ 1000 เทา่) และสารละลายกลโูคสมาตรฐาน ความเข้มข้น 0.5, 
0.4, 0.6 และ 0.8 mg/mL (ใช้น า้กลั่นเป็นแบลงค์) ปริมาตร 0.5 mL ลงในหลอดทดลองจากนัน้
น าไปต้มในอ่างน า้เดือด 5 นาที แล้วเติมน า้กลั่นลงไปหลอดละ 4 mL จากนัน้น าไปวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ี OD470  น าค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายกลูโคสมาตรฐานไปสร้างก ราฟ
มาตรฐานเพ่ือค านวณหาปริมาณน า้ตาลรีดวิซ์ในกากน า้ตาล 

3.2.2 วิเคราะห์ปริมาณน า้ตาลรวมในกากน า้ตาล ด้วยวิธี Phenol Sulfuric 
method  

เตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐาน 10 ความเข้มข้น ได้แก่ 0, 10, 20, 30, 40, 
50, 60, 70, 80, 90 และ 100 g/mL ลงในหลอดทดลองท่ี  1- 10 ตามล าดับ และเจือจาง
กากน า้ตาลให้ได้เป็น 10, 100 และ 1000 เท่า แล้วเติมฟีนอล 5% ลงไป 1 mL แล้วเขย่า เติมกรด
ซลัฟิวริกเข้มข้น 5 mL ลงไปอยา่งรวดเร็ว ตัง้หลอดทดลองทิง้ไว้ 10 นาที จากนัน้เขยา่แล้วรออีก 30 
นาที แล้วน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี OD490  แล้วสร้างกราฟมาตรฐานของสารละลายกลูโคส 
จากนัน้ค านวณหาปริมาณน า้ตาลรวมในกากน า้ตาลเทียบกบักราฟมาตรฐานกลโูคส 
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3.3. ศึกษาสภาวะที่ เหมาะสมในการผลิตพีเอชบีบนอาหารแข็งที่ มีกากน า้ตาล
เป็นแหล่งคาร์บอน 

3.3.1 การเตรียมกากน า้ตาลเพื่อใช้เป็นแหล่งคาร์บอน 
เจือจางกากน า้ตาล 20 g ในน า้กลัน่ปริมาตร 1.0 L เพ่ือให้ได้กากน า้ตาลท่ีความ

เข้มข้นร้อยละ 2 โดยมวลตอ่ปริมาตร  
3.3.2 การเตรียมอาหารส าหรับเพาะเชือ้แบคทีเรีย 

เตรียมอาหารเลี ย้งเชื อ้แบคทีเ รีย  NB (Nutrient Broth) ท่ีประกอบไปด้วย 
peptone 5 g, NaCl 5 g, meat extract 1.5 g  และ yeast extract 1.5 g  กบัผงวุ้น Agar  (Nutrient 
Agar; NA) 15 g ผสมกบักากน า้ตาลในข้อ 3.3.1 ปริมาตร 1 ลิตร  แล้วน าไปนึง่ฆา่เชือ้ด้วยหม้อนึ่ง
แรงดนัสงู  ท่ีอณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส แรงดนัไอน า้ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ จากนัน้น ามาเทใน
จานเพาะเชือ้  เส้นผ่าศนูย์กลาง 90 mm (ย่ีห้อ Hycon) เพ่ือขึน้รูปเป็นอาหารแข็ง ทิง้ไว้ให้อาหาร
แข็งตวั 15 นาที  

3.3.3 เชือ้แบคทีเรีย  
เตรียมเชือ้แบคทีเรียเร่ิมต้นโดยเข่ียโคโลนีของแบคทีเรียมา 1-2 โคโลนีลงใน

อาหารเลีย้งเชือ้ NB บม่ท่ี 37 องศาเซลเซียส 24 ชัว่โมง จากนัน้วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี OD600 ของ
หวัเชือ้แบคทีเรียท่ีเตรียมไว้ในตู้ปลอดเชือ้ จากนัน้ท าการเจือจางหวัเชือ้แบคทีเรียในอาหารเลีย้ง
เชือ้ NB ให้ได้เท่ากบั 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0  (ด้วยการค านวณจากสตูร C1V1 = C2V2 ) จากนัน้น า
เชือ้เร่ิมต้นท่ีเจืองจางแล้ว 800 µL ปิเปตลงในอาหารแข็งท่ีเตรียมไว้จากข้อ 3.3.2 ทิง้ไว้ให้เชือ้ซมึลง
บริเวณผิวของอาหารแข็ง แล้วปิดฝาให้สนิท บ่มในตู้บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ชัว่โมง 
ท าการเก็บเซลล์เพ่ือหาปริมาณพีเอชบีและน า้หนกัเซลล์แห้ง ท าการทดลอง 3 ซ า้ 

3.3.4 ความเข้มข้นของกากน า้ตาล 
เตรียมอาหารแข็ง (NA) ท่ีมีกากน า้ตาลในชว่งความเข้มข้นร้อยละ 1, 2, 4 และ 6 

โดยน า้หนกัต่อปริมาตร (ภาคผนวก ก) จากนัน้น าเชือ้เร่ิมต้นท่ีความเข้มข้นท่ี OD600 เท่ากับ 0.5 

มาปิเปตลงในอาหารแข็งท่ีเตรียมไว้  800 L ทิง้ไว้ให้เชือ้ซึมลงบริเวณผิวของอาหารแข็ง แล้วปิด
ฝาให้สนิท บม่ในตู้บม่ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ชัว่โมง เก็บเซลล์แบคทีเรียโดยการขูดเก็บ
เซลล์มาละลายใน 1X PBS (Phosphate Buffered Saline)  pH 7.4  เพ่ือน าไปท าการสกดัพีเอชบี 
และหาน า้หนกัเซลล์แห้ง ท าการทดลอง 3 ซ า้  

3.3.5 ผลของความเข้มข้นของเชือ้แบคทีเรียเร่ิมต้นต่อการผลิตพีเอชบี 
น าหวัเชือ้แบคทีเรียท่ีผ่านการเลีย้งข้ามคืนมาวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี OD600 และ

ค านวณเพ่ือเจือจางให้หวัเชือ้แบคทีเรียมีคา่เท่ากบั 0.25, 0.50, 1.00, 1.50, 1.75 และ 2.00 ปิเปต
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เชือ้ปริมาตร  800 L ลงในอาหารแข็งมีความเข้มข้นของกากน า้ตาลท่ีเหมาะสมท่ีเตรียมไว้ (ผล
จากข้อ 3.3.3)  ทิง้ไว้ให้เชือ้ซึมลงบริเวณผิวของอาหารแข็ง แล้วปิดฝาให้สนิท บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส 24 ชัว่โมง เก็บเซลล์แบคทีเรียโดยการขูดเก็บเซลล์มาละลายใน 1X PBS pH 7.4  
เพ่ือน าไปท าการสกดัพีเอชบ ีและหาน า้หนกัเซลล์แห้ง ท าการทดลอง 3 ซ า้ 

3.3.6 ผลของเวลาในการหมักแบคทีเรียต่อการผลิตพีเอชบี 

ปิเปตเชือ้เร่ิมต้นท่ีเจือจางให้ได้ OD600 เท่ากบั 1 หน่วย ปริมาตร 800 L  ลงใน
อาหารแข็งท่ีเตรียมไว้  ทิง้ไว้ให้เชือ้ซมึลงบริเวณผิวของอาหารแข็งในตู้ปลอดเชือ้ แล้วปิดฝาให้สนิท 
บม่ในตู้บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 24, 48 และ 72 ชัว่โมง เก็บเซลล์แบคทีเรียโดยการขูดเก็บ
เซลล์มาละลายใน 1X PBS pH 7.4 เพ่ือน าไปท าการสกัดพีเอชบีและหาน า้หนกัเซลล์แห้ง ท าการ
ทดลอง 3 ซ า้ 

3.3.7 ผลของปริมาตรของอาหารเพาะเลีย้งต่อการผลิตพีเอชบี 

น าเชือ้เร่ิมต้นท่ีเจือจางเจือจางให้ได้ OD600 เท่ากบั 1 หน่วยปริมาตร 800 L เท
ลงในอาหารแข็งท่ีเตรียมไว้ท่ีปริมาตร 15.0, 17.5, 20.0, 22.5 และ 25.0 mL ทิง้ไว้ให้เชือ้ซึมลง
บริเวณผิวของอาหารแข็ง แล้วปิดฝาให้สนิท บม่ในตู้บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ในระยะเวลา
ท่ีเหมาะสม (ผลจากข้อ 3.3.5) เก็บเซลล์แบคทีเรียโดยการขูดเก็บเซลล์มาละลายใน 1X PBS pH 
7.4 เพ่ือน าไปท าการสกดัพีเอชบแีละน า้หนกัเซลล์แห้ง ท าการทดลอง 3 ซ า้ 

3.4 การน าสภาวะท่ีเหมาะสมไปใช้ในการขยายขนาดการผลิตพีเอชบี 
3.4.1 การเตรียมอาหารส าหรับเพาะเชือ้แบคทีเรีย  

ท าการขยายขนาดเพาะเลีย้งจากจานเพาะเชือ้ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง 90 mm. 
เป็นถาดอะลูมิเนียมขนาด 15.5 x 22.5 cm. เตรียมอาหารเลีย้งเชือ้แบคทีเรียโดยเจือจางให้
กากน า้ตาลมีความเข้มข้นร้อยละ 2 โดยมวลต่อปริมาตร น ามาผสมกับอาหารเลีย้งเชือ้  NB 
(Nutrient Broth) ปรับปริมาตรเป็น 1.0 L  แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยหม้อนึ่งแรงดนัสูง  ท่ีอุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส แรงดนัไอน า้ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ จากนัน้น ามาแบง่ใสใ่นขวดรูปชมพู่ขนาด 
250 mL ครัง้ละ 100 mL แล้วเติมผลวุ้น Agar 1.5 g คลมุปากขวดด้วยพลาสติกใสเจาะรู แล้วท า
การอุน่ด้วยไมโครเวฟท่ีไฟแรงปานกลางเป็นเวลา 5 นาที จากนัน้เทลงในถาดเพ่ือขึน้รูปเป็นอาหาร
แข็ง ครัง้ละ 100 mL ตอ่ถาด ทิง้ไว้ให้อาหารแข็งตวั 30 นาทีในตู้ปลอดเชือ้ 

3.4.2 การบ่มเชือ้เร่ิมต้นลงบนอาหารแข็ง 
ท าการเจือจางเชือ้แบคทีเรียเร่ิมต้นให้มีความเข้มข้นของเชือ้เร่ิมต้นท่ี OD600 

เท่ากับ 1 หน่วย จากนัน้ปิเปตเชือ้ลงบนอาหารแข็งท่ีเตรียมไว้ในตู้ปลอดเชือ้ ปริมาตร 4 mL ต่อ
ถาด จากนัน้ท าการบ่มในกล่องฝาปิดสนิทท่ีท าการท าความสะอาดด้วยเอทานอล 70 % บ่มเป็น
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เวลา 24 ชัว่โมง ท่ีอณุหภูมิห้อง โดยน าถาดท่ีมีอาหารเลีย้งเชือ้ท่ียงัไม่ได้ปิเปตเชือ้เร่ิมต้นลงไปบ่ม
ด้วยเพ่ือเป็นการตรวจสอบการปนเปือ้นของจลุินทรีย์ ท าการทดลองซ า้ 3 ซ า้  

 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพประกอบ 10 การบม่แบคทีเรียในรูปแบบการขยายขนาดการผลิตพีเอชบี โดยหมกัแบคทีเรีย
บนอาหารแข็งในถาดอะลมูิเนียม 

 

จากการศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตพีเอชบีบนอาหารแข็งของแบคทีเรีย 
Bacillus megaterium SWU01 ซึง่ผู้วิจยัใช้เป็นสภาวะต้นแบบในการผลิตพีเอชบีโดยท าการขยาย
ขนาดการผลิตจากจานเพาะเชือ้ (Petri dish) เส้นผ่านศูนย์กลาง 90 mm. มาเพาะเลีย้งในถาด 
สแตนเลส ขนาด 15.5 x 22.5 เซนติเมตร ซึ่งท าการขยายขนาดการผลิตโดยหมักแบคทีเรียบน

อาหารปริมาตร 1 L และ 5 L โดยในการทดลองได้ท าการเทอาหารเลีย้งเชือ้ NB ท่ีมีกากน า้ตาล
อยู่ร้อยละ 2 โดยมวลต่อปริมาตร จ านวน 100 mL ต่อถาด หลงัจากการเพาะเลีย้งปิเปตเชือ้
เร่ิมต้นท่ีเจือจางแล้ว 4 mL ลงในอาหารแข็งท่ีเตรียมไว้ จากนัน้น าไปบ่มในกล่องฝาปิดสนิท 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้ท าการขูดเก็บเซลล์แบคทีเรียเพ่ือน าไปท าการวิเคราะห์หา
ปริมาณพีเอชบี และ น า้หนกัเซลล์แห้งตามวิธีในข้อ 7 

3.5 ศึกษาการสกัดพีเอชบีจากแบคทีเรีย Bacillus megaterium SWU01 
3.5.1 ศึกษาการสกัดพีเอชบีจากแบคทีเรียด้วยคลอโรฟอร์ม ตามวิธีของ 

Daniel Heinrich และคณะ 
ชัง่แบคทีเรียท่ีท าการขดูเก็บจากการบม่ในอาหารแข็งมา 2 กรัม (เซลล์เปียก) เตมิ

คลอโรฟอร์ม 30 mL ท าการรีฟลกัซ์ในอา่งน า้  60 องศาเซลเซียส  2 ชัว่โมง จากนัน้น ามากรองเพ่ือ
แยกของสารละลายออกจากเศษเซลล์ชีวมวล แล้วท าการตกตะกอนพีเอชบีโดยการเติมอะซิโตน
เย็นปริมาตร 20 mL ท าการป่ันเหว่ียงเก็บตะกอนท่ีความเร็วรอบ 12,000 rpm 10 นาที ล้างตะกอน
ด้วยน า้กลัน่ 1 mL 2 รอบโดยการผสมตะกอนกบัน า้ด้วยการวอร์เทกซ์ จากนัน้ท าการป่ันเหว่ียงเก็บ

ถาดอะลมูเินียม 

ลกัษณะด้านข้างในการหมกั 

กลอ่งฝาปิดสนิท 
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ตะกอน แล้วน ามาล้างตะกอนตอ่ด้วย อะซิโตน 1 mL และเอทานอล 1 mL ตามล าดบั น าตะกอน
ไปอบท่ี 60 oC 24 ชัว่โมงหรือจนน า้หนกัคงท่ี ท าการชัง่น า้หนกัตะกอนท่ีได้ จะได้ตะกอนพีเอชบี ท า
การทดลอง 3 ซ า้ 

3.5.2 ศึกษาการสกัดพีเอชบีจากแบคทีเรียด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรต์ ตามวิธีของ
วิสันต์ เชือ้วงศ์ และคณะ 

ชัง่แบคทีเรียท่ีท าการขูดเก็บจากการบ่มในอาหารแข็งมา 2 กรัม (เซลล์เปียก) เติม
โซเดียมไฮโปคลอไรต์เข้มข้น 12.5% ปริมาตร 5 mL ลงในตะกอนของเซลล์แบคทีเรียแล้วผสมให้
เป็นเนือ้เดียวกันด้วยการวอร์เทกซ์ แล้วน าไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ท าการ
เก็บตะกอนโดยน ามาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 rpm 10 นาที ล้างตะกอนด้วยน า้กลัน่ 1 mL 2 
รอบโดยการผสมตะกอนกับน า้ให้เป็นเนือ้เดียวกนัด้วยการวอร์เทกซ์ จากนัน้ท าการป่ันเหว่ียงเก็บ
ตะกอน แล้วน ามาล้างตอ่ด้วยอะซิโตน 1 mL และเอทานอล 1 mL ตามล าดบั หลงัจากนัน้น าไปอบ
ท่ี 60 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมงหรือจนน า้หนักคงท่ี จะได้ตะกอนพีเอชบี น าตะกอนท่ีได้ไปชั่ง
น า้หนกั ท าการทดลอง 3 ซ า้ 

3.5.3 ศึกษาการสกัดพีเอชบีจากแบคทีเรียด้วยท าละลายระบบอะซิโตน/เอ
ทานอล/โพรพลีินคาร์บอเนต ตามวิธีของ Tao Fei และคณะ 

ชัง่แบคทีเรียท่ีท าการขดูเก็บจากการบม่ในอาหารแข็งมา 2 กรัม(เซลล์เปียก) ละลาย
ในเอทานอล 6 mL จากนัน้ท าการโซนิเคชันด้วยเคร่ือง Sonic dismembrantor 10 นาที ท่ี 70% 
amplitude เก็บตะกอนโดยป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 8,000 rpm 10 นาที จากนัน้เติมตัวท าละลาย
ระบบอะซิโตน/เอทานอล/โพรพิลีนคาร์บอเนต (สดัส่วนโดยปริมาตร 1:1:1 ) 20 mL แล้วท าการรีฟ
ลกัซ์ในอ่างน า้มนัอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส 1 ชัว่โมง หลงัจากการรีฟลกัซ์น าสารละลายมาก
รองด้วยกรวยกรองสญุญากาศทนัทีเพ่ือแยกตะกอนของเศษเซลล์ออกเก็บส่วนสารละลายไว้ น า
สารละลายท่ีผ่านกระดาษกรองมาตกตะกอนพีเอชบีโดยผสมอะซิโตน 20 mL ตัง้ทิง้ไว้ 48 ชัว่โมง 
เก็บตะกอนพีเอชบีโดยน ามาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 rpm 10 นาที ล้างตะกอนด้วยน า้กลัน่ 1 
mL 2 รอบ หลงัจากนัน้น าไปอบท่ี 60 องศาเซลเซียส 24 ชัว่โมงหรือจนน า้หนกัคงท่ี จะได้ตะกอนพี
เอช น าตะกอนไปชัง่ ท าการทดลอง 3 ซ า้  

3.6 การวิเคราะห์ปริมาณน า้หนักแห้งเซลล์ในแบคทีเรียและพีเอชบี  Bacillus 
megaterium SWU01 จากสภาวะต้นแบบ 

3.6.1 หาปริมาณน า้หนักเซลล์แห้ง 
น าแบคทีเรียท่ีเก็บเซลล์ (ในจานอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 

เซนติเมตร) โดยใช้ช้อนตกัสาร spatula ขูดแบคทีเรียท่ีอยู่บนบริเวณผิวของอาหาร แล้วน าเซลล์
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แบคทีเรียทัง้หมดมาละลายใน 1X PBS buffer solution 3 mL ท าการเขย่าด้วยเคร่ือง Vortext 
mixture เพ่ือให้เซลล์แบคทีเรียกระจายตวัในสารละลายบฟัเฟอร์ จากนัน้ใช้ปิเปตแบง่สารละลาย

มา 500 L เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์หาน า้หนกัเซลล์แห้ง (ส่วนท่ีเหลือน าไปสกดัพีเอชบี ชัง่น า้หนกั
เซลล์เปียกของเซลล์แบคทีเรียไว้ เป็นน า้หนกัเซลล์เปียกของแบคทีเรียท่ีแบง่มา)  น าเซลล์แบคทีเรีย
ท่ีแบง่มาป่ันเหว่ียงเพื่อเก็บตะกอนของเซลล์ท่ี 8,000 rpm 10 นาที แล้วล้างด้วยน า้ 2 ครัง้ หลงัจาก
นัน้น าไปอบให้น า้หนกัเซลล์คงท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 24 ชัว่โมง ชัง่น า้หนกัและจดบนัทึก

(น า้หนกัเซลล์แห้งท่ีแบง่มา) ค านวณน า้หนกัเซลล์แห้งทัง้หมดต่อจานเพาะเชือ้ ตามสตูร ด้านล่าง 
(น า้หนกัเซลล์เปียกของแบคทีเรียทัง้หมด คือ น า้หนกัเซลล์เปียกท่ีใช้สกัดพีเอชบีรวมกับน า้หนัก
เซลล์เปียกของแบคทีเรียท่ีแบง่มาในการหาปริมาณเซลล์แห้ง) 

 

ปริมาณเซลล์แห้งทัง้หมด =
น า้หนกัเซลล์แห้งท่ีแบง่มา ×  น า้หนกัเซลล์เปียกของแบคทีเรียทัง้หมด 

น า้หนกัเซลล์เปียกของแบคทีเรียท่ีแบ่งมา
 

 

3.6.2 หาปริมาณพีเอชบี 
น าเซลล์แบคทีเรีย (เซลล์เปียก) ท่ีเหลือจากการแบง่เพ่ือหาปริมาณน า้หนกัเซลล์แห้ง

มาสกดัพีเอชบีโดยน าเซลล์แบคทีเรียท่ีเหลือมาป่ันเหว่ียงท่ี 8,000 rpm 10 นาที ชัง่น า้หนกัตะกอน
ไว้ (น า้หนกัเปียกของเซลล์แบคทีเรียท่ีใช้ในการสกดัพีเอชบี) แล้วท าการสกดัพีเอชบีจากแบคทีเรีย
สามวิธีในหัวข้อท่ี 5.1, 5.2 และ 5.3  ภายหลังจากการสกัด น าพีเอชบีท่ีได้มาอบท่ีอุณหภูมิ 60
องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง ให้น า้หนักของตะกอนพีเอชบีคงท่ีแล้ว ชั่งน า้หนักและจดบันทึก 
ค านวณหาปริมาณพีเอชบีในเซลล์แบคทีเรียโดยการเทียบน า้หนกักับปริมาณเซลล์ของแบคทีเรีย
ทัง้หมดดงัสมการตามสตูรด้านลา่ง 
 

ปริมาณพีเอชบีทัง้หมด =
น า้หนกัตะกอนพีเอชบีที่สกดัได้ ×  น า้หนกัเซลล์เปียกของแบคทีเรียทัง้หมด 

น า้หนกัเซลล์เปียกที่ใช้สกดัพีเอชบี
 

 
 

ร้อยละของพีเอชบี =
น า้ปริมาณพีเอชบีทัง้หมด × 100

ปริมาณเซลล์แห้งทัง้หมด
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3.7 วิเคราะห์ความบริสุทธ์ิเพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพการสกัดพีเอชบีโดยใช้ 
Gas Chromatography ตามวิธีของ Janina R. Juengert และคณะ    

น าตวัอย่างพีเอชบีท่ีได้จากการสกัดมา 5 mg ละลายในคลอโรฟอร์ม 1 mL เติมสาร 

methanol supplemented 15% โดยปริมาตร 1 mL (150 μL H2SO4 + 850 μL methanol ต่อ
ตวัอย่าง) ท่ีอณุหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 150 นาที  ทิง้ไว้ให้สารละลายเย็นตวัลง 5 นาที 

จากนัน้ เตมิน า้ DI เพ่ือหยดุปฏิกิริยาแล้วเตมิ methyl benzoate 0.2% โดยปริมาตร (2 μL methyl 

benzoate + 998 μL chloroform ต่อตวัอย่าง) เพ่ือใช้เป็นสาร internal standard ผสมให้เข้ากัน
และเก็บตัวอย่าง ท่ี เ กิดจากการแยกชัน้  โดยน าส่วนของคลอโรฟอร์ม (ชัน้ล่าง ) ท่ี มี  3-
hydroyxybutyrate methyl ester ละลายอยู่ ไปวิ เคราะ ห์ ด้วย  Gas chromatography-frame 
ionization detector (รุ่นGC-2010 Shimadzu ประเทศญ่ีปุ่ น) คอลัมน์ท่ีใช้ในการวิเคราะห์ คือ 
HP-5 capillary column คา่ Oven temperature เทา่กบั 50 องศาเซลเซียส Injector temperature 
เท่ากับ 300 องศาเซลเซียส และ Detector temperature เท่ากับ 300 องศาเซลเซียส จากนัน้ 
วิเคราะห์ความบริสุทธ์ิจากการเปรียบเทียบอตัราส่วนของพืน้ท่ีใต้พีคของพอลิเมอร์ต่อพืน้ท่ีใต้พีค
ทัง้หมดท่ีได้จากการวิเคราะห์โดยใช้ Gas Chromatography ดงัสมการตามสตูรด้านลา่ง  

 

ร้อยละความบริสทุธ์ิ =
พืน้ท่ีใต้พีคของพีเอชบี/พืน้ท่ีพีคของ  Internal standard 

พืน้ท่ีใต้พีคทัง้หมด /พืน้ท่ีพีคของ Internal standard
  x 100 

 

3.8. ศึกษาคุณสมบัตขิองพอลิไฮดรอกซิลบิวทีเรต  
3.8.1 ศึกษาคุณสมบัติทางโครงสร้างด้วยเทคนิค Fourier-transform infrared 

spectroscopy (FT-IR)  
น าพีเอชบีมาตรฐานและพีเอชบีทีได้จากการสกัดจากทัง้ 3 วิธีการสกัด ไป

วิเคราะห์เพ่ือตรวจสอบพีคหมู่ฟังก์ชนัเอกลกัษณ์ โดยน าพีเอชบีประมาณ 2 mg วางบนแท่นวาง
ตวัอยา่งของเคร่ือง Perkin Elmer Spectrum GX FTIR System แล้วท าการวิเคราะห์ท่ีชว่งเลขคล่ืน 
4000-400 cm-1  

3.8.2 วิเคราะห์ความเสถียรของพอลิเมอร์ด้วยเทคนิค Thermogravimetric 
Analysis (TGA) ตามวิธีของ Srija Das และคณะ 

ชั่งสารตัวอย่าง 10 mg ให้ความร้อน 50-900 องศาเซลเซียส อัตราการเพิ่ม
อณุหภมูิ 10 องศาเซลเซียสตอ่นาที ภายใต้อตัราการแพร่ของก๊าซไนโตรเจน เทา่กบั 200 mL min-1 
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โดยในงานวิจยันีไ้ด้ท าการสง่ตรวจท่ีศนูย์ให้บริการเคร่ืองมือวิทยาศาสตร์ประจ าคณะวิทยาศาสตร์ 
สถาบนัเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคณุทหารลาดกระบงั 

3.8.3 ศึกษาค่าพลังงานความร้อนของพอลิเมอร์ด้วยเทคนิค Differential 
Scanning Calorimetry (DSC) ตามวิธีของ Srija Das และคณะ   

ชัง่ตวัอย่างประมาณ 5 mg ลงใน Aluminium pans เพ่ือศกึษาคา่พลงังานความ
ร้อนของโพลิเมอร์ด้วยเคร่ือง Different Scanning Calorimetry (DSC) ช่วงอุณหภูมิ -30 องศา
เซลเซียสถึง 300 องศาเซลเซียส อตัราการเพิ่มอณุหภูมิ 10 องศาเซลเซียสตอ่นาที โดยในงานวิจยั
นีไ้ด้ท าการส่งตรวจท่ีศูนย์ให้บริการเคร่ืองมือวิทยาศาสตร์ประจ าคณะวิทยาศาสตร์  สถาบัน
เทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคณุทหารลาดกระบงั 

3.9 การวิเคราะห์ทางสถติ ิ 
น าข้อมูลน า้หนกัเซลล์แห้งและพีเอชบีท่ีได้จากการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมมา

วิเคราะห์ค่าทางสถิติด้วยโปรแกรม SPSS เวอร์ชนั 26 วิเคราะห์ด้วย One-way ANOVA ท่ีระดบั
ความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 เพ่ือพิจารณาความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญั 
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บทที่ 4 
ผลการศึกษา 

 

1.  ตรวจสอบการผลิตและสะสมพอลิไฮดรอกซิลบิวทีเรตของแบคทีเรีย Bacillus 
megaterium SWU01 ด้วยการย้อมสี Sudan Black B 

น าแบคทีเรีย Bacillus megaterium SWU01 ท่ีท าการเลีย้งบนอาหารแข็ง NA เป็นเวลา 
24 ชัว่โมง มาตรวจสอบการสะสมพีเอชบีในเซลล์ โดยการย้อมด้วย Sudan black B พบวา่ โคโลนี
ของแบคทีเรียมีการย้อมติดสีด าของ Sudan Black B อย่างชดัเจนดงัแสดงดงัภาพท่ี 10 ซึ่งแสดง
ถึงการสะสมพีเอชบีภายในเซลล์ของแบคทีเรีย Bacillus megaterium SWU01 
 
 

     
(ก) (ข) 

  
ภาพประกอบ 11 แบคทีเรีย Bacillus megaterium SWU01 บนอาหารเลีย้งเชือ้ NA (ก) และ

หลงัจากย้อม Sudan Black B (ข) 

2. การวิเคราะห์คุณสมบัติของกากน า้ตาล  
ในการทดลองนีมี้การใช้กากน า้ตาลเป็นแหล่งคาร์บอนในการเพาะเลีย้งแบคทีเรียเพ่ือ

ผลิตพีเอชบี โดยได้วิเคราะห์ปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ในกากน า้ตาลด้วยวิธี DNS พบว่า มีปริมาณ
น า้ตาลรีดิวซ์อยู่ร้อยละ 20.09 โดยมวลตอ่ปริมาตร (ภาคผนวก ก )และจากการวดัปริมาณน า้ตาล
ทัง้หมดในกากน า้ตาลด้วยวิธี Phenol sulfuric method  พบว่า กากน า้ตาลท่ีใช้ในการทดลอง มี
ปริมาณน า้ตาลทัง้หมดอยูร้่อยละ 48.00 โดยมวลตอ่ปริมาตร  (ภาคผนวก ข) 
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3. ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตพีเอชบีบนอาหารแข็งที่มีกากน า้ตาลเป็นแหล่ง
คาร์บอน 

3.1 ความเข้มข้นของกากน า้ตาลที่เหมาะสมต่อการผลิตพีเอชบี 
จากการผลิตพีเอชบีบนอาหารแข็ง NA ท่ีมีกากน า้ตาลเป็นส่วนผสมเข้มข้นร้อยละ 1, 

2, 4 และ 6 โดยน า้หนักต่อปริมาตร พบว่าความเข้มข้นของกากน า้ตาลท่ีเหมาะสมท่ีท าให้
แบคทีเรียสามารถผลิตพีเอชบีได้มากท่ีสุดคือ ความเข้มข้นของกากน า้ตาลร้อยละ 2 โดยน า้หนกั
ต่อปริมาตร ซึ่งท าให้ได้น า้หนักเซลล์แห้งและปริมาณพีเอชบี เท่ากับ 4.90 ± 0.28 และ 1.12 ± 
0.01 g/L ตามล าดับ ดังรูปท่ี 12ก พบว่าเชือ้แบคทีเรียมีการผลิตพีเอชบีสูงขึน้ถึง 4.67 เท่า ซึ่ง
แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญั เม่ือเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุท่ีไมมี่กากน า้ตาลเป็นสว่นประกอบ 

3.2 ผลของความเข้มข้นของเชือ้แบคทีเรียเร่ิมต้นต่อการผลิตพีเอชบี 
จากการศึกษาปริมาณหวัเชือ้แบคทีเรียต่อการผลิตพีเอชบี โดยน าหวัเชือ้แบคทีเรีย

มาท าการเจือจางให้เชือ้แบคทีเรียเร่ิมต้นท่ี OD600 เท่ากบั 0.25, 0.50, 1.00, 1.25, 1.50 และ 2.00 
หน่วย ในการหมกับนอาหารแข็งท่ีมีกากน า้ตาลเข้มข้นร้อยละ 2 เป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าความ
เข้มข้นของเชือ้แบคทีเรียเร่ิมต้นท่ี OD600 เทา่กบั 1 และ 1.5 หนว่ย ให้ปริมาณน า้หนกัเซลล์แห้งและ
ปริมาณพีเอชบีท่ีสูงท่ีสุดและแตกต่างจากกลุ่มอ่ืนอย่างมีนัยส าคญั ดงันัน้ ผู้ วิจัยจึงเลือกใช้ค่า
ความเข้มข้นของเชือ้แบคทีเรีย OD600 เท่ากับ 1 หน่วย ซึ่งมีน า้หนกัเซลล์แห้งและปริมาณพีเอชบี
มากท่ีสดุคือ 5.12 ±  0.001 g/L และ 1.73 ±  0.007 g/L ตามล าดบั ดงัรูปท่ี 12ข  

3.3 ผลของเวลาในการบ่มต่อการผลิตพีเอชบี 
การศึกษาระยะเวลาในการหมกัแบคทีเรียต่อการผลิตพีเอชบี โดยน าเชือ้แบคทีเรีย

เร่ิมต้นท่ี OD600  เท่ากับ 1 หน่วย เทลงในอาหารแข็งท่ีมีกากน า้ตาลเข้มข้นร้อยละ 2 โดยบ่มเป็น
เวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง  จากการทดลองพบวา่ ระยะเวลาในการหมกัแบคทีเรียเพ่ือสร้างพีเอช
บี 24 ชัว่โมง เป็นระยะเวลาท่ีเหมาะสมท่ีสดุท่ีท าให้แบคทีเรียมีน า้หนกัเซลล์แห้งและปริมาณพีเอช
บี มากท่ีสดุคือ 5.34  ± 0.40 g/L และ 2.47 ± 0.001g/L ตามล าดบั โดยพบวา่มีความแตกตา่งจาก
กลุม่อ่ืนอยา่งมีนยัส าคญั ดงัรูปท่ี 12ค 

3.4 ผลของปริมาตรของอาหารเพาะเลีย้งต่อการผลิตพีเอชบี 
ศึกษาปริมาตรของอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ท่ีเหมาะสมต่อการผลิตพีเอชบี  โดยน าเชือ้

เร่ิมต้นท่ีเจือจางแล้วเทลงในจานเพาะเชือ้เส้นขนาด 63.64 ตารางเซนติเมตร ท่ีบรรจุอาหารแข็ง 
NA ท่ีมีปริมาตรแตกตา่งกนัได้แก่ 10, 12.5, 15, 20, 22.5 และ 25 mL ตอ่ จากนัน้บม่เชือ้แบคทีเรีย
เป็นเวลา 24 ชม.  พบว่าปริมาตรอาหารเลีย้งเชือ้ 20 mL (คิดเป็น 0.31 mL/ตอ่ตารางเซนตริเมตร) 
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เป็นปริมาตรอาหารท่ีท าให้แบคทีเรียมีการสะสมปริมาณพีเอชบีมากท่ีสดุคือ 3.83 ± 0.23 g/L และ
มีน า้หนกัเซลล์แห้ง เทา่กบั 5.81  ± 0.32 g/L ดงัรูปท่ี 12ง 

 
(ก) 

 

(ข) 

 
(ค) 

 

(ง) 

 
 

 
ภาพประกอบ 12 ศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตพีเอชบีของแบคทีเรีย  

Bacillus megaterium SWU01 บนอาหารแข็ง 
 

ได้แก่ (ก) ความเข้มข้นของกากน า้ตาลท่ีเหมาะสม (ข) ปริมาณเชือ้เร่ิมต้นท่ี OD600        
(ค)เวลาในการบม่ และ (ง)ปริมาตรอาหารเพาะเชือ้ท่ีเหมาะสม และวิเคราะห์ข้อมลูทางสถิติด้วย 
One-way ANOVA กราฟแท่ง ท่ี มีอักษร A,B,C,...และ a,b,c,… มีความแตกต่างกันอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิต ิ(p < 0.05) ของน า้หนกัแห้งและพีเอชบี ตามล าดบั 

4.  ศึกษาวธีิการสกัดและการตรวจสอบความบริสุทธ์ิของพีเอชบีจากแบคทีเรีย  
Bacillus megaterium SWU01 

จากการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตพีเอชบีบนอาหารแข็งของแบคทีเรีย 
Bacillus megaterium SWU01 ซึ่งผู้ วิจยัใช้เป็นสภาวะต้นแบบในการผลิตพีเอชบีในปริมาณมาก 
เพ่ือน ามาศกึษาวิธีการสกดัพีเอชบีท่ีเหมาะสมเพ่ือให้ได้พีเอชบีในปริมาณมากและมีความบริสทุธ์ิ
สูง โดยท าการขยายขนาดในการเลีย้งแบคทีเรียจากจานเพาะเชือ้มาเพาะเลีย้งในถาดสแตนเลส 
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ขนาด 15.5 x 22.5 เซนตเิมตร ซึง่ท าการหมกัครัง้ละ 1 ลิตร โดยเทอาหาร 100 mL ตอ่ถาด จ านวน 
10 ถาด หลงัจากการเพาะเลีย้งแล้ว ได้ท าการขดูเก็บเซลล์แบคทีเรียมาผสมกนัและแบง่แบคทีเรีย 
(น า้หนกัเปียก)  หลอดละ 2 กรัม ซึ่งได้น า้หนกัเซลล์แห้ง (CDW) ได้เท่ากบั 0.41 g หรือได้น า้หนกั
เซลล์แห้งเท่ากับ 11.059 g/L จากนัน้ได้น ามาศึกษาวิธีการสกัดพีเอชบีเพ่ือเปรียบเทียบกัน 3 วิธี 
ได้แก่ การสกดัด้วยคลอโรฟอร์ม การสกดัด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรต์ และการสกดัด้วยตวัท าละลาย
ระบบอะซิโตน/เอทานอล/โพรพิลีนคาร์บอเนต  

จากผลการวิจัยพบว่า การสกัดด้วยท าละลายระบบอะซิโตน/เอทานอล/โพรพิ ลีน
คาร์บอเนต เป็นวิธีการสกดัท่ีท าให้ได้ปริมาณพีเอชบีมากท่ีสดุคือ 2.39  ± 0.16  g/L คดิเป็นร้อยละ 
21.6 ตอ่น า้หนกัเซลล์แห้ง ดงัแสดงในตาราง 5  จากการทดลองพบว่าการสกดัท่ีแตกตา่งกนัท าให้
ลกัษณะทางกายภาพของพีเอชบีท่ีได้จากการสกดัมีลกัษณะแตกตา่งกนั แสดงในภาพประกอบ 13
ในการตรวจสอบความบริสุทธ์ิของพีเอชบีท่ีสกัดได้ ได้ใช้เทคนิค gas chromatography ซึ่งแสดง
ตวัอย่างโครมาโตแกรมของพีเอชบีมาตรฐานและพีเอชบีท่ีได้จากการสกัดด้วยวิธีต่าง  ๆ ดงัแสดง
ภาพประกอบท่ี 14 พบว่าสญัญาณสูงสุด (Peak) ของพีเอชบีมีค่า Retention time ประมาณ 4.5 
นาที และสญัญาณสงูสดุ (Peak) ของ Benzoic acid methyl ester ซึ่งใช้ เป็น internal standard 
มีคา่ Retention time ประมาณ 14 นาที ในการเปรียบเทียบความบริสทุธ์ิของพีเอชบีท่ีได้จากการ
สกดัพบว่า วิธีการสกดัด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรต์ให้ร้อยละความบริสุทธ์ิของการสกัดมากท่ีสุดถึง
ร้อยละ 90.60 (ภาคผนวก ค) 

 
ตาราง 5 เปรียบเทียบผลการสกดัและความบริสทุธ์ิของพีเอชบท่ีีสกดัจากจากแบคทีเรีย  
Bacillus megaterium SWU01 ทัง้ 3 วิธี 
 

วิธีการสกัด ปริมาณพีเอชบี 
(g/L) 

ร้อยละพีเอชบต่ีอ
น า้หนักเซลล์แห้ง  

ร้อยละความ
บริสุทธ์ิ 

สกดัด้วยคลอโรฟอร์ม 1.85  ± 0.31 16.7 83.97 
สกดัด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรต์ 1.99  ± 0.27 18.0 90.60 
สกดัด้วยท าละลายระบบอะซิโตน/ 
เอทานอล/โพรพิลีนคาร์บอเนต 

2.39  ± 0.16 21.6 82.98 
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(ก) (ข) (ค) 

   
ภาพประกอบ 13 พีเอชบีท่ีได้จากการสกดัด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรต์ (ก), พีเอชบีท่ีได้จากการสกดั
ด้วยคลอโรฟอร์ม (ข) และพีเอชบีท่ีได้จากการสกดัด้วยตวัท าละลายระบบอะซิโตน/เอทานอล/ 

โพรพิลีนคาร์บอเนต 
 
 

(ก) 

 

 (ข) 

 
(ค) 

 

 (ง) 

 
    

ภาพประกอบ 14 โครมาโตแกรมจากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Gas chromatography ของพีเอชบ ี
ได้แก่ พีเอชบีมาตรฐานมาตรฐาน (ก) พีเอชบีท่ีได้จากการสกดัด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรต์ (ข) พีเอช
บีท่ีได้จากการสกัดด้วยคลอโรฟอร์ม (ค) และพีเอชบีท่ีได้จากการสกัดด้วยท าละลายระบบอะซิ
โตน/เอทานอล/โพรพิลีนคาร์บอเนต (ง) โดย 3HBME (3-hydroyxybutyrate methyl ester) คือ 
PHB ท่ีต้องการหา และ BAME คือ (Benzoic acid methyl ester) ซึง่ใช้ เป็น internal standard 

PHB standard Sodium hypochlorite Extraction 

Chloroform Extraction Mixture Solvent Extraction 

Sodiumhypochlorite Extraction Chloroform Extraction Mixture Solvent Extraction 
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5. การขยายขนาดการผลิตพีเอชบีโดยใช้สภาวะต้นแบบ 
ในการทดลองนีไ้ด้ท าการขยายขนาดการผลิตพีเอชบีบนอาหารเลีย้งเชือ้แบคทีเรีย

ปริมาตร 1 ลิตร และ 5 ลิตร โดยท าการเพาะเลีย้งในถาดอะลมูิเนียมท่ีมีพืน้ท่ีเทา่กบั 348.75 ตาราง
เซนติเมตร (ขนาด 15.5 x 22.5 เซนติเมตร) ซึ่งบรรจุอาหารปริมาตร 100 mL ต่อถาด จากการ
เปรียบเทียบวิธีการสกัดพีเอชบีและการตรวจสอบความบริสุทธ์ิ พบว่า การสกดัด้วยโซเดียมไฮโป
คลอไรต์เป็นวิธีการสกดัท่ีได้ปริมาณพีเอชบีเหมาะสมท่ีสดุโดยให้พีเอชบีปริมาณมากและให้ความ
บริสทุธ์ิสงู  ดงันัน้ในการขยายขนาดการผลิตคณะผู้วิจยัจงึได้ใช้วิธีโซเดียมไฮโปคลอไรต์ในการสกดั
พีเอชบีจากแบคทีเรีย Bacillus megaterium SWU01 จากการทดลองพบว่า การเลีย้งเชือ้
แบคทีเรียบนอาหารปริมาตร 1 ลิตร และ 5 ลิตร ได้ปริมาณน า้หนกัเซลล์แห้งของแบคทีเรียเท่ากบั 
7.54 ± 0.50 g และได้ปริมาณพีเอชบีเท่ากับ 2.37 ± 0.20 g จากอาหาร 1 ลิตร และได้ปริมาณ
น า้หนักเซลล์แห้ง 40.55 ± 0.03 g และได้ปริมาณพีเอชบีเท่ากับ 16.82 ± 1.44 g จากอาหาร 5 
ลิตร ดงัแสดงในตาราง 6  

 
ตาราง 6 เปรียบเทียบการผลิตพีเอชบีจากแบคทีเรีย Bacillus megaterium SWU01 
ในปริมาตรอาหาร 1 ลิตร และ 5 ลิตร  
 

ปริมาตร
อาหาร 

(L) 

น า้หนัก 
เซลล์แห้ง 

 (g) 

น า้หนัก 
เซลล์แห้ง 

(g/L) 

น า้หนัก 
พีเอชบี 
 (g) 

ปริมาณ 
พีเอชบี  
(g/L) 

ร้อยละความ
บริสุทธ์ิของ 
พีเอชบี 

0.02   0.12 ± 0.01 5.81 ± 0.32 0.08 ± 0.01 3.83 ± 0.23 NA 

1   7.54 ± 0.50 7.54 ± 0.50 3.27 ± 0.20 3.27 ± 0.20 86.98 

5 40.55 ± 0.03 8.11 ± 0.66 16.82 ± 1.44 3.36 ± 0.22 89.46 

 

6. ศึกษาคุณสมบัตทิางพอลิเมอร์ของพีเอชบี  
6.1 วิเคราะห์หมู่ฟังก์ช่ันเอกลักษณ์ของพีเอชบี 

จากการน าพีเอชบีท่ีสกัดได้จากทัง้ 3 วิธีมาวิเคราะห์หมู่ฟังค์ชนัด้วยเทคนิค FT-IR 
โดยเปรียบเทียบกบัพีเอชบีมาตรฐาน ผลท่ีได้พบว่า พีเอชบีท่ีสกดัได้จากทัง้ 3 วิธี มีพีคของหมู่คาร์
บอนิล C=O แถบการยืดอยู่ระหว่าง 1719.8 -1723.8 cm-1 OH strech แถบการยืดอยู่ระหว่าง 
2973.3-2980.6 cm-1 ซึ่งเป็นพีคท่ีส าคญัของพีเอชบี นอกจากนีย้งัพบพีคของหมู่ -CH ท่ีแถบการ
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ยืดอยู่ระหว่าง 1232.1-1278.2 cm-1 ด้วย (ภาพประกอบ 15)  ซึ่งสอดคล้องกับพีคของพีเอชบี
มาตรฐาน จงึสามารถสณันิฐานได้วา่สารสกดัท่ีผลิตได้คือ พีเอชบี       

 

 

 

 

            
 

ภาพประกอบ 15  FT-IR ของพีเอชบีมาตรฐานและพีเอชบีท่ีได้จากการสกดัจาก 3 วิธี 
พีเอชบีมาตรฐาน (ก), พีเอชบีท่ีได้สกดัด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรต์ (ข), 

พีเอชบีท่ีได้สกดัด้วยคลอโรฟอร์ม (ค) และพีเอชบีท่ีได้จาการสกดัด้วยตวัท าละลายะบบอะซโตน/ 
เอทานอล/โพรพิลีนคาร์บอเนต 

PHB Standard 

Sodium hypochlorite Extraction 
 

Chloroform Extraction 
 

Mixture Solvent Extraction 
 

(ก) 

(ข) 

(ค) 

(ง) 
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6.2 วิเคราะห์ความเสถียรของพอลิเมอร์ด้วยเทคนิค Thermogravimetric Analysis 
6.2.1 วิเคราะห์ความเสถียรของพอลิเมอร์ด้วยเทคนิค Thermogravimetric 

Analysis (TGA) 
จากการศึกษาคุณสมบตัิทางความร้อนของพีเอชบีท่ีทดสอบด้วย TGA ภายใต้

ไนโตรเจนของพีเอชบีท่ีสกัดด้วยตวัท าละลายทัง้ 3 วิธี ได้แก่ คลอโรฟอร์ม  โซเดียมไฮโปคลอไรต์ 
และตวัท าละลายผสมระบบอะซิโตน/เอทานอล/โพรพิลีนคาร์บอเนต พบวา่ จากเทอร์โมแกรมแสดง
ร้อยละน า้หนักคงเหลือกับอุณหภูมิของพีเอชบีท่ีได้จากการสกัดด้วยคลอโรฟอร์ม  สกัดด้วย
โซเดียมไฮโปคลอไรต์ และสกดัด้วยท าละลายระบบอะซิโตน/เอทานอล/โพรพิลีนคาร์บอเนต เกิด
การสลายตัวสูงสุดหลังจาก  249.75 °C, 229.44 °C และและ 237.30 °C ตามล าดับ ดัง
ภาพประกอบ 16 และเทอร์โมแกรมแสดงร้อยละน า้หนกัคงเหลือกบัอณุหภูมิของพีเอชบีมาตรฐาน 
ดงัภาพประกอบท่ี 17 

 

 
 

      

(ก) 

(ข) 

สกดัด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรด์ 

สกดัด้วยคลอโรฟอร์ม
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ภาพประกอบ 16 เทอโมแกรมจากการวิเคราะห์ด้วย TGA ของพีเอชบีท่ีได้จากการสกดัจาก 3 วิธี  

สกดัด้วยคลอโรฟอร์ม (ก) สกดัด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรต์ (ข) 
และสกดัด้วยท าละลายระบบอะซิโตน/เอทานอล/โพรพิลีนคาร์บอเนต (ค) 

 

 
 
ภาพประกอบ 17 เทอโมแกรมจากการวิเคราะห์ด้วย TGA ของพีเอชบมีาตรฐาน 

ท่ีมา : วิสนัต์ เชือ้วงศ์ et al. (2561) 

 
 
 
 

(ค) 

สกดัด้วยท าละลายระบบอะซิโตน/ 
เอทานอล/โพรพิลีนคาร์บอเนต  

พีเอชบีมาตรฐาน  
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6.2.2 ศึกษาค่าพลังงานความร้อนของพอลิเมอร์ด้วยเทคนิค Differential 
Scanning Calorimetry (DSC)    

จากผลการวิเคราะห์ค่าพลงังานความร้อนของพีเอชบีด้วยวิธีการสกัดทัง้ 3 วิธี
ได้แก่ พีเอชบีท่ีสกัดด้วยคลอโรฟอร์ม  โซเดียมไฮโปคลอไรต์ และสกัดด้วยท าละลายระบบอะซิ
โตน/เอทานอล/โพรพิลีนคาร์บอเนต พบว่า ทัง้  3 วิ ธีการสกัด มีค่าอุณหภูมิการเกิดผลึก 
(Crystallization temperature, Tc) ซึ่งเป็นอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเกิดผลึกของพอลิเมอร์บาง
ชนิด, อณุหภูมิการหลอมตวัของผลึก (Melting point temperature, Tm) ซึ่งเป็นอณุหภูมิท่ีสายโซ่
พอลิเมอร์ส่วนท่ีเป็นผลึกเปล่ียนสถานะจากของแข็งเป็นของเหลว ร้อยละความเป็นผลึก (% 

Crystallinity) จากการทดลองพบว่า การสกัดด้วยคลอโรฟอร์มเป็นวิธีท่ีได้ร้อยละการเกิดผลึก
สูงสุด ดังแสดงในตารางท่ี 7 และเทอโมแกรมของพีเอชบีท่ีได้จากการสกัดทัง้ 3 วิธีแสดงใน
ภาพประกอบ 18 และเทอโมแกรมของพีเอชบีมาตรฐานแสดงในภาพประกอบ 19 

 
ตาราง 7 คณุสมบตัด้ิานอณุหภมูิของพีเอชบีท่ีสกดัได้จากการสกดัทัง้ 3 วิธี 

วิธีการสกัด Tm (°C) TC (°C) % Crystallinity 
สกดัด้วยคลอโรฟอร์ม 173.17 71.06 40.349 

สกดัด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรต์ 164.06 41.36 29.298 

สกดัด้วยท าละลายระบบอะซิโตน/เอทานอล/ 
โพรพิลีนคาร์บอเนต 

145.05 50.25 39.139 

 
 

 
 

(ก) 

สกดัด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรด์ 
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ภาพประกอบ 18 เทอโมแกรมจากการวิเคราะห์ด้วย DSC ของพีเอชบีท่ีได้จากการสกดั 
สกดัด้วยคลอโรฟอร์ม (ก) สกดัด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรต์ (ข) และสกดัด้วยท าละลายระบบอะซิ

โตน/เอทานอล/โพรพิลีนคาร์บอเนต (ค) 
 

 
 

ภาพประกอบ 19 จากการวิเคราะห์ด้วย DSC ของพีเอชบมีาตรฐาน 

ท่ีมา : วิสนัต์ เชือ้วงศ์ et al. (2561) 

(ข) 

(ค) 

สกดัด้วยคลอโรฟอร์ม

 

สกดัด้วยท าละลายระบบอะซิโตน/ 
เอทานอล/โพรพิลีนคาร์บอเนต  
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บทที่ 5  
สรุป อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

 
ในการวิจัยเร่ือง การพัฒนากระบวนการผลิตพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรตในแบคทีเรีย 

Bacillus megaterium SWU01 ในกระบวนการหมกับนอาหารแข็ง ผู้วิจยัได้ท าการศกึษาสภาวะท่ี
เหมาะสมท่ีท าให้แบคทีเรียสะสมพีเอชบีมากท่ีสุดและศึกษาวิธีการสกัดพีเอชบีจากแบคทีเรีย
เพ่ือให้ได้ผลผลิตในปริมาณมากและความบริสทุธ์ิ จากนัน้ท าการศึกษาคณุสมบตัิทางโครงสร้าง
และทางความร้อนของพีเอชบีท่ีได้ หลงัจากได้ผลการวิจยัแล้ว สามารถสรุปผลการวิจยั โดยแบ่ง
หวัข้อในการสรุปผลได้ดงัตอ่ไปนี ้

1. สรุปและอภิปรายผลการวิจยั 
2. ข้อเสนอแนะ 

สรุปและอภปิรายผลการวิจัย 
งานวิจยันีศ้กึษากระบวนการผลิตพีเอชบีจากแบคทีเรีย Bacillus megaterium SWU 01 

ตัง้แต่การหมักจนถึงวิธีการสกัดจากงานวิจัยก่อนหน้า แบคทีเรียนีส้ามารถผลิตพีเอชบีได้ใน
ปริมาณมาก ซึง่การหมกัแบคทีเรียเพ่ือสงัเคราะห์พีเอชบี สามารถหมกัได้ทัง้ 2 รูปแบบคือ การหมกั
ในอาหาร เหลว  ( Submerged fermentation) และการหมักบนอาหา รแข็ ง ( solid-state 
fermentation)   แต่กระบวนการหมักบนอาหารแข็ง สามารถท าการหมักได้ง่ายกว่า เน่ืองจาก
ต้องการพลงังานท่ีใช้ในการหมกัน้อยกวา่ ต้องการเงินลงทนุต ่าและความเข้มข้นของสารต้นต้นของ
กระบวนการหมักบนอาหารแข็งจะมากกว่าความเข้มข้นในอาหารเหลว ท าให้บนอาหารแข็งได้
ปริมาณเซลล์ท่ีมากกว่า (Sindhu R. et al., 2015) โดยการหมกัแบคทีเรียให้เกิดการสะสมพีเอชบี
จะต้องท าให้เซลล์อยูใ่นสภาวะท่ีมีปริมาณคาร์บอนมากเกินพอแตธ่าตอ่ืุนๆ มีอยูอ่ยา่งจ ากดั ดงันัน้
งานวิจยันีจ้งึใช้กากน า้ตาล ซึง่เป็นแหลง่คาร์บอนราคาถกู ซึง่เป็นผลพลอยได้จากอตุสาหกรรมการ
ผลิตน า้ตาลจากอ้อยเพ่ือลดต้นทนุในการผลิต  โดยในงานวิจยัชิน้นีไ้ด้ใช้อาหารเลีย้งเชือ้ NA ผสม
กับกากน า้ตาล และหมักด้วยกระบวนการหมักบนอาหารแข็ง โดยใช้แบคทีเรีย Bacillus 
megaterium SWU 01 ซึ่งคณะผู้ วิจัยได้ท าการคัดแยกมาจากมูลวัวจากการศึกษาก่อนหน้านี ้
เพ่ือให้แน่ใจได้ว่าแบคทีเรียท่ีน ามาใช้ในกระบวนการหมักสามารถผลิตพีเอชบีได้ จึงต้องท าการ
ยืนยนัการสะสมพีเอชบีโดยวิธีการย้อมแกรนูลของเซลล์แบคทีเรียด้วย Sudan Black B (Srija D. 
et al., 2018) ถ้าแบคทีเรียผลิตพีเอชบีได้โคโลนีจะติดสีด า โดยสีย้อม Sudan Black B จะสามารถ
ย้อมสารประเภทลิโพฟิลิกได้ จากนัน้จึงได้เลือกแบคทีเรียนีม้าใช้ในการผลิตพีเอชบีเพ่ือศึกษา
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สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตพีเอชบีบนอาหารแข็ง จากผลการศึกษาพบว่า การใช้กากน า้ตาล
ความเข้มข้นร้อยละ 2 โดยมวลต่อปริมาตรเป็นแห่งคาร์บอนให้กับเซลล์ท าให้ได้ปริมาณเซลล์
แบคทีเรียและมีการสะสมเอชบีได้มากท่ีสุด ซึ่งผลการวิจัยสอดคล้องกับ (Mona K., Azza S., & 
Omar S. H., 2001) ท่ีได้ศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนต่อการผลิตพีเอชบีในแบคทีเรีย Bacillus 
megaterium ในอาหารเหลว Growth medium พบว่า ความเข้มข้นของกากน า้ตาลท่ีท าให้เซลล์
สามารถสะสมพีเอชบีได้มากท่ีสดุคือ กากน า้ตาลร้อยละ 2 เน่ืองจากแบคทีเรียจะเกิดการสะสมพี
เอชบีเม่ืออยู่ในภาวะท่ีมีคาร์บอนมากเกินพอ หากใช้แหล่งคาร์บอนท่ีมีความเข้มข้นต ่าจะท าให้
เซลล์แบคทีเรียอยู่ในสภาวะปกติและเปล่ียนแหล่งคาร์บอนเป็นพลงังานโดยเข้าสู่กระบวนหายใจ
ระดบัเซลล์และใช้ในการเจริญเติบโตโดยไม่เกิดการสะสมพีเอชบี และหากเซลล์ของแบคทีเรียอยู่
ในสภาวะท่ีมีความเข้มข้นของน า้ตาลสูงจะท าให้เซลล์แบคทีเรียเจริญเติบโตได้น้อยลงเน่ืองจาก
เป็นสภาวะท่ีไม่เหมาะสมกับแอคทิวิตีข้องน า้ (water activity) ภายในเซลล์ (Verliden R. et al., 
2007) นอกจากนีจ้ะท าให้แบคทีเรียชนิดนีส้ร้างสปอร์ได้อีกด้วย  เม่ือทราบถึงความเข้มข้นของ
กากน า้ตาลท่ีเหมาะสมในการผลิตพีเอชบีแล้ว จึงได้น ามาใช้ในการศึกษาปริมาณเชือ้ เร่ิมต้นท่ี
เหมาะสมในการเป็นหวัเชือ้เพ่ือผลิตพีเอชบีโดยการวดัค่าความขุ่นหรือการดดูกลืนแสดงท่ีความ
ยาวคล่ืน 600 nm พบวา่ท่ีความยาวคล่ืนนีเ้ทา่กบั 1 หนว่ย ได้ปริมาณเซลล์แบคทีเรียมากท่ีสดุและ
เซลล์มีการสะสมเอชบีได้มากท่ีสุด ซึ่งหากความเข้มข้นของเชือ้เร่ิมต้นน้อยเกินไปจะท าให้ได้
ปริมาณแบคทีเรียน้อยไม่เหมาะสมกับอาหารท่ีใช้ในการผลิต (อาหารมากแต่แบคทีเรียน้อย) แต่
หากปริมาณเชือ้เร่ิมต้นมีความเข้มข้นสงูเกินไปจะท าให้เกิดการแขง่ขนัแยง่สารอาหารระหวา่งเซลล์
แบคทีเรีย (competition between the organisms) ท าให้ผลิตพีเอชบีได้น้อย (Srija D. et al., 
2018) เม่ือทราบความเข้มข้นของกากน า้ตาลและเชือ้เร่ิมต้นท่ีเหมาะสมแล้ว จึงไ ด้ท าการศึกษา
ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในหมักเพ่ือผลิตพีเอชบีของแบคทีเรีย โดยพบว่า เวลา 24 ชั่วโมง เป็น
ระยะเวลาท่ีเหมาะสมท่ีสดุในการหมกัแบคทีเรียบนอาหารแข็ง เน่ืองจากเป็นระยะเวลาท่ีแบคทีเรีย
ท่ีได้จากการเพาะใช้อาหารเลีย้งเชือ้หมดพอดี ถ้าใช้เวลาในการหมกันานเกินไปจะท าให้ได้พีเอชบี
น้อยเน่ืองจากเชือ้แบคทีเรียเข้าสู ่Death phase เน่ืองจากอาหารหมด เชือ้จะน าอาหารส ารองมาใช้
จนหมดและตาย จากนัน้ทดลองน าความเข้มข้นของกากน า้ตาล ความเข้มข้นของเชือ้เร่ิมต้นและ
ระยะเวลาท่ีเหมาะสมมาศกึษาปริมาตรอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใช้ในการเพาะแบคทีเรียบนจานเพาะเชือ้
ท่ีมีพืน้ท่ีหน้าตดั 56.75 ตารางเซนติเมตร พบว่า อาหารเลีย้งเชือ้ 20 mL เป็นปริมาตรอาหารท่ี
เหมาะสมท่ีสุดท่ีท าให้แบคทีเรียสะสมพีเอชบีได้มากท่ีสุดในสภาวะดังกล่าว เน่ืองจากท าให้
ปริมาณสารอาหารเพียงพอกบัการหมกัเซลล์แบคทีเรียท่ีความเข้มข้นของเชือ้เร่ิมต้นและเวลาท่ี 24 
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ชัว่โมง ถ้าปริมาณอาหารน้อยไป แบคทีเรียก็จะโตช้าหรือปริมาณอาหารมากเกินไปก็ไม่สามารถ
เพิ่มปริมาณของพีเอชบีได้ เน่ืองจากถกูจ ากดัด้วยพืน้ผิวหน้าอาหาร  
 เม่ือทราบสภาวะต้นแบบในการสกัดพีเอชบีแล้ว คณะผู้วิจยัได้ท าการศกึษาวิธีการสกัดพี
เอชบี โดยในการสกดัพีเอชบีจากเซลล์ของแบคทีเรียจะต้องท าการท าลายผนงัเซลล์ของแบคทีเรีย
เพ่ือให้สามารถปลดปล่อยพีเอชบีออกมาจากเซลล์  เน่ืองจากในการทดลองนีใ้ช้ Bacillus 
megaterium ในการผลิตพีเอชบี ซึ่งแบคทีเรียชนิดนีเ้ป็นแบคทีเรียแกรมบวก มีผนงัเซลล์หนา ซึ่ง
อาจจะไม่สามารถใช้วิธีทั่วไปในการสกัดได้ (Sabeel P., Valappil R., Christopher B., & Ipsita 
R., 2007) ในการวิจยันีไ้ด้เปรียบเทียบวิธีการสกดัพีเอชบีด้วยตวัท าละลาย (Solvent extraction) 3 
วิธี ได้แก่ คลอโรฟอร์ม และตวัท าละลายผสมระบบอะซิโตน/เอทานอล/โพรพิลีนคาร์บอเนต และ
สกดัด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรต์ซึ่งเป็นสารประกอบคลอไรด์ท่ีสามารถย่อยผนงัเซลล์ของแบคทีเรีย
ได้ จากการศกึษาวิธีการสกดัพีเอชบีจากแบคทีเรียด้วยการตวัท าละลายระบบอะซิโตน/เอทานอล/
โพรพิลีนคาร์บอเนต ซึง่เป็นสารท่ีเป็นมิตรตอ่สิ่งแวดล้อม เปรียบเทียบกบัการสกดัด้วยโซเดียมไฮโป
คลอไรต์และคลอโรฟอร์ม พบว่า การสกดัพีเอชบีจากแบคทีเรียด้วยตวัท าละลายระบบอะซิโตน/เอ
ทานอล/โพรพิลีนคาร์บอเนตเป็นวิธีการสกัดท่ีท าให้ได้ปริมาณพีเอชบีมากท่ีสุด  เน่ืองจากตวัท า
ละลายผสมระบบอะซิโตน/เอทานอล/โพรพิลีนคาร์บอเนตมีสภาพขัว้ใกล้เคียงกบัพีเอชบีมากท่ีสดุ
ท าให้สกดัพีเอชบีออกมาจากเซลล์ของแบคทีเรียได้มาก (ธีระพล วงศ์ชนะพิบลูย์, 2556) อีกทัง้ยงั
เป็นระบบตวัท าละลายท่ีส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อมน้อยกว่ากระบวนการผลิตทั่วไปท่ีนิยมใช้
คลอโรฟอร์มในการสกดั (Tao F. et al., 2016) แตอ่ยา่งไรก็ตาม เม่ือท าการตรวจสอบความบริสทุธ์ิ
ของพีเอชบีท่ีได้จากการสกดัโดยใช้เทคนิค gas chlomatography โดยวิเคราะห์ความบริสทุธ์ิจาก
การเปรียบเทียบอตัราส่วนของพืน้ท่ีใต้พีคของพอลิเมอร์ตอ่พืน้ท่ีใต้พีคทัง้หมด พบวา่ การสกดัด้วย
คลอโรฟอร์มให้ร้อยละความบริสทุธ์ิของพีเอชบีเทา่กบั 83.97 การสกดัด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรต์ให้
ร้อยละความบริสทุธ์ิของพีเอชบีเท่ากับ 90.60 และการสกดัด้วยตวัท าละลายผสมระบบอะซิโตน/
เอทานอล/โพรพิลีนคาร์บอเนตมีร้อยละความบริสุทธ์ิเท่ากับ 82.98  จากการทดลองจะเห็นได้ว่า 
การสกดัด้วยตวัท าละลายผสมดงักล่าวมีร้อยละความบริสทุธ์ิน้อยท่ีสุดเม่ือเทียบกบัการสกัดด้วย
โซเดียมไฮโปคลอไรด์และคลอโรฟอร์ม  เน่ืองจากการสกดัด้วยระบบตวัท าละลายผสมนีต้้องใช้ตวั
ท าละลายหลายชนิดเพ่ือท าให้สภาพขัว้ของตวัท าละลายผสมมีสภาพขัว้ใกล้เคียงกับพอลิเมอร์
มากท่ีสดุ ท าให้ในการล้างตะกอนของพอลิเมอร์มีความยุ่งยากมากขึน้เน่ืองจากตวัท าละลายบาง
ชนิดไมล่ะลายและไม่สามารถล้างออกได้โดยการชะล้างจากการล้างตะกอนและไมส่ามารถระเหย
ได้โดยการอบท่ี 60 °C ท าให้ยงัคงหลงเหลือตวัท าละลายอยู่ส่งผลให้พอลิเมอร์มีความบริสุทธ์ิต ่า 
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อีกทัง้ยังใช้ตวัท าละลายในการสกัดในปริมาณมาก ท าให้ไม่เหมาะสมในการน ามาใช้ในระดบั
อุตสาหกรรม และในการสกัดด้วยคลอโรฟอร์มเป็นวิธีการสกัดท่ีท าให้ได้ปริมาณพีเอชบีออกมา
น้อยท่ีสดุ เน่ืองจากพีเอชบีสามารถละลายในคลอโรฟอร์มได้ดีมาก ดงันัน้ในการท าการตกตะกอน
ให้พอลิเมอร์เกิดผลึกใหม่ (Recrystallization) จึงท าได้ยาก ท าให้ปริมาณผลึกพีเอชบีน้อย(Tao F. 
et al., 2016) ดงันัน้ในการขยายขนาดการผลิตพีเอชบีคณะผู้วิจยัจึงเลือกใช้โซเดียมไฮโปคลอไรต์
ในการสกดัพีเอชบีจากเซลล์แบคทีเรียซึง่ให้ความบริสทุธ์ิสงู และการสกดัท าได้ง่ายกวา่ทัง้ 2 วิธี แต่
อย่างไรก็ตามในการสกัดพีเอชบีด้วยวิธีนี ต้้องคอยตรวจสอบปริมาณ active chlorine ใน
สารละลาย ซึ่งอาจจะลดน้อยลงตามอายกุารใช้งานของสารภายหลงัจากการเปิดใช้และส่งผลต่อ
การสกดัพีเอชบ ีท าให้มีการปนเปือ้นของเศษซากเซลล์ได้สง่ผลให้ความบริสทุธ์ิลดลง 
 เม่ือท าการน าสภาวะต้นแบบท่ีเหมาะสมท่ีท าให้แบคทีเรียสามารถผลิตพีเอชบีได้มากท่ีสดุ
และวิธีการสกดัท่ีเหมาะสมท่ีสุดแล้ว คณะผู้วิจยัได้ท าการขยายขนาดการผลิตในอาหารเลีย้งเชือ้
ปริมาตร 1 ลิตรและ 5 ลิตร โดยท าการขยายขนาดการผลิตจากจานเพาะเชือ้เส้นผา่นศนูย์กลาง 90 
mm. มาเพาะเลีย้งในถาดสแตนเลส ขนาด 15.5 x 22.5 เซนติเมตร โดยในการเตรียมอาหารจะ
เตรียมจากการเตรียมอาหารเหลว NB ท่ีมีกากน า้ตาลเป็นส่วนผสมร้อยละ  2 โดยมวลตอ่ปริมาตร
แล้วน าไปฆ่าเชือ้ด้วยหม้อนึง่แรงดนัสงูก่อน จากนัน้จึงแบง่มาท าการเตรียมอาหารแข็งครัง้ละ 100 
mL ในขวดรูปชมพู่แล้วเติมผงวุ้น Agar ลงไป แล้วน าไปให้ความร้อนด้วยไมโครเวฟแล้วเทอาหาร
ลงถาดเพ่ือขึน้รูปเป็นอาหารแข็ง แล้วปิเปตเชือ้แบคทีเรียลงไปบนถาดอาหารท่ีเตรียมไว้ในตู้ปลิด
เชือ้ แล้วท าการบ่มเชือ้ในกล่องพลาสติกท่ีท าความสะอาดด้วย 70 %เอทานอลแล้ว เพ่ือเป็นการ
ป้องกันการปนเปือ้นของจุลินทรีย์ และทดสอบการปนเปือ้นของเชือ้แบคทีเรีย โดยท าการเตรียม
อาหารด้วยวิธีเดียวกนัแตไ่มไ่ด้ปิเปตเชือ้แบคทีเรียลงไปในอาหาร 1 ถาด น าไปบม่พร้อมกบัถาดท่ีมี
การบ่มเชือ้แบคทีเรียเป็นเวลา 24 ชั่วโมง หากถาดอาหารท่ีไม่มีการปิเปตเชือ้แบคทีเรียลงไปมี
โคโลนีของแบคทีเรียเกิดขึน้ แสดงวา่ขัน้ตอนการเตรียมอาหารอาจมีการปนเปือ้นของจลุินทรีย์จาก
ผลการทดลองพบว่า ในการขยายขนาดการผลิต สามารถผลิตพีเอชบีได้ 3.27 ± 0.20 g/L และ 
3.36 ± 0.22 g/L และมีร้อยละความบริสุทธ์ิเท่ากับ 86.98 และ 89.46 บนอาหารปริมาตร 1 ลิตร
และ 5 ลิตร ตามล าดบั แตอ่ย่างไรก็ตาม เน่ืองจากในการเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ในการขยายขนาด
การผลิต มีขัน้ตอนการเตรียมอาหารท่ีคอ่นข้างยุ่งยาก เน่ืองจากในการเตรียมแบบขยายขนาดการ
ผลิตจ าเป็นท่ีจะต้องเตรียมอาหารเหลวแล้วท าการนึ่งฆา่เชือ้ด้วยหม้อนิ่งแรงดนัสงูแยกแล้วเตมิผง
วุ้นทีหลงั เน่ืองจากหากเตมิผงวุ้นลงไปท าการฆา่เชือ้เลยอาจท าให้ผลวุ้นเกิดการแข็งตวัก่อน ท าให้
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ไมส่ามารถเทอาหารลงในถาดได้ ดงันัน้ กระบวนการหมกับนอาหารแข็งจงึอาจจะไมเ่หมาะกบัการ
ท าในระดบัอตุสาหกรรม  
 ในการผลิตพีเอชบี เม่ือท าการสกดัแล้วจ าเป็นต้องตรวจสอบเอกลกัษณ์ของพอลิเมอร์เพ่ือ
ท าการยืนยนัชนิดของพอลิเมอร์โดยท าการทดสอบคณุสมบตัิทางโครงสร้างโดยการวิเคราะห์หมู่
ฟังก์ชันเอกลักษณ์ของพีเอชบีด้วยเทคนิค Fourier-transform infrared spectroscopy (FT-IR) 
พบว่า พีเอชบีท่ีได้จากการสกดัมีพีคเอกเอกษณ์ท่ีสอดคล้องกบัพีเอชบีมาตรฐานโดยมีพีคของหมู่
คาร์บอนิล (-C=O) แถบการยืดอยู่ระหว่าง 1719.8 – 1723.8 cm-1 และพีคของหมู่ไฮดรอกซี (-OH 
stretch) แถบการยืดอยู่ระหว่าง 2973.3 - 2980.6 cm-1และมีผล FT-IR spectra ท่ีใกล้เคียงกับ
งานวิจัยของ Raveendran S. และคณะ ท่ีท าการศึกษาการผลิตพีเอชบีโดยใช้กลีเซอรอลและ
การศึกษาคุณสมบัติของพีเอชบีจาก Bacillus sphaericus NII 0838 (Raveendran S. et al., 
2011) เม่ือท าการทดสอบคุณสมบตัิทางความร้อนของพีเอชบีด้วยเทคนิค Thermogravimetric 
Analysis (TGA) และ Differential Scanning Calorimetry (DSC) พบว่า จากการวิเคราะห์ด้วย 
TGA พีเอชบีท่ีสกัดได้จากทัง้ 3 วิธี มีช่วงอุณหภูมิท่ีท าให้พอลิเมอร์เกิดการสลายตวัได้มากท่ีสุด
ใกล้เคียงกนักบัพีเอชบีมาตราฐาน (พีเอชบีท่ีสกดัด้วยด้วยคลอโรฟอร์ม  สกดัด้วยโซเดียมไฮโปคลอ
ไรต์ และสกดัด้วยท าละลายระบบอะซิโตน/เอทานอล/โพรพิลีนคาร์บอเนต เกิดการสลายตวัสงูสดุท่ี
อุณหภูมิ 249.75 °C, 229.44 °C และและ 237.30 °C ตามล าดบั) ซึ่งผลการวิจัยสอดคล้องกับ
งานวิจัยของ Basavaraj H. ท่ีได้ท าการทดสอบเอกลักษณ์ของพีเอชบี (Characterization) จาก 
Bacillus cereus PW3A พบว่าพีเอชบีท่ีสกัดได้เกิดการสลายตัวสูงสุด ท่ีอุณหภูมิ  214.9 °C 
(Basavaraj H., 2015) และจากการวิเคราะห์ด้วย DSC ซึง่เป็นเทคนิคท่ีใช้ศกึษาปริมาณความร้อน 
และการเปล่ียนแปลงความร้อนท่ีเก่ียวข้องกับอณุหภูมิของพอลิเมอร์ พบว่า พีเอชบีท่ีสกดัได้จาก
ทัง้ 3 วิธีการสกัด มีค่าอุณหภูมิการเกิดผลึก (Tc) อยู่ในช่วง 145.05 – 173.17 °C , อุณหภูมิการ
หลอมตวัของผลกึ (Tm) อยูใ่นชว่ง 41.36 - 71.06 °C และมีร้อยละความเป็นผลกึ (% Crystallinity) 
อยู่ในช่วง 29.30 – 40.35 °C โดยการสกัดด้วยคลอโรฟอร์มให้ค่าอุณหภูมิการเกิดผลึก, อุณหภูมิ
การหลอมตวัของผลึกและร้อยละความเป็นผลึกมากท่ีสุดเม่ือเทียบกับอีก 2 วิธี เน่ืองจากเป็นการ
สกัดท่ีผ่านกระบวนการท่ีส่งผลต่อการคลายตวัของสายพอลิเมอร์น้อยท่ีสุด เปรียบเทียบกับการ
สกัดด้วยระบบตัวท าละลายผสมระบบอะซิโตน/เอทานอล/โพรพิลีนคาร์บอเนตท่ีได้ท าการ 
Sonication ก่อน ซึง่สง่ผลตอ่ความเป็นผลึกของสายพอลิเมอร์ได้ รวมถึงการสกดัด้วยโซเดียมไฮโป
คลอไรต์ ซึ่งเป็นการสกดัด้วยสารประกอบคลอไรด์ท่ีสามารถกดักร่อนโครงสร้างของพอลิเมอร์และ
สง่ผลตอ่ความเป็นผลึกของพอลิเมอร์ได้เช่นกนั  ซึง่สอดคล้องกบังานวิจยัของ Sergio L. และคณะ
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ท่ีได้ศกึษาความบริสุทธ์ิและเอกลกัษณ์ของพีเอชบีใน Cupriavidus necator โดยท าการสกัดด้วย
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) พบว่า พีเอชบีมีค่า melting point (Tm) ประมาณ 170 °C ขณะท่ี
ได้คา่อณุหภมูิการเกิดผลกึ (Tc) ประมาณ 85 °C (Sergio L. et al., 2010) ซึง่คอ่นข้างท่ีจะแตกตา่ง
จากคา่อณุหภมูิการเกิดผลึกในงานวิจยันีเ้น่ืองจากในการสกดัด้วยวิธีท่ีแตกตา่งกนั ท าให้ได้ร้อยละ
การเกิดผลกึท่ีแตกตา่งกนั ท าให้อณุหภมูิการเกิดผลกึ (Tc) ตา่งกนัเชน่กนั ซึง่ในงานวิจยันี ้การสกดั
ด้วยวิธีท่ีแตกตา่งกันมีผลต่อร้อยละการเกิดผลึกของพอลิเมอร์โดยการสกัดด้วยโซเดียมไฮโปคลอ
ไรต์เป็นการสกดัท่ีท าให้ได้ร้อยละการเกิดผลึกน้อยท่ีสดุ อาจเน่ืองมาจากคลอรีนไปท าลายสายพอ
ลิเมอร์และท าให้โครงสร้างของพอลิเมอร์เปล่ียนไปได้ และท าให้การเกิดผลึกน้อยลง (Aneesh B., 
Arjun J., & Harikrishnan K., 2018) 

ข้อเสนอแนะ  
1.  ควรใช้เคร่ืองควบคมุอณุหภมูิในการบม่เชือ้แบคทีเรียเพ่ือให้การผลิตพีเอชบีคงท่ี  
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีกากน า้ตาลเป็นสว่นผสมท่ีความเข้มข้นตา่งๆ 
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เตรียมอาหารแข็ง (NA) ที่มีกากน า้ตาลในช่วงความเข้มข้นร้อยละ 1, 2, 4 และ 6 โดย
น า้หนักต่อปริมาตร 
 1. เจือจางกากน า้ตาล 1 g ในน า้กลัน่ 100 mL  
 2. น ากากน า้ตาลท่ีเจือจางแล้วไปผสมกบัอาหารเลีย้งเชือ้แบคทีเรีย NB (Nutrient Broth) 
ท่ีประกอบไปด้วย peptone 0.5 g, NaCl 0.5 g, meat extract 0.15 g และ yeast extract 0.15 g  
กบัผงวุ้น Agar  (Nutrient Agar; NA) 1.5 g จะได้อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีความเข้มข้นของกากน า้ตาล
ร้อยละ 1 โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร ทัง้หมด100 mL  
 3. น าอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีส่วนผสมของกากน า้ตาลไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยหม้อนึ่งแรงดนัสูง ท่ี
อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส แรงดนัไอน า้ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ 15 นาที 
 4. น าอาหารท่ีฆ่าเชือ้เรียบร้อยแล้วมาเทในจานเพาะเชือ้เพ่ือขึน้รูปเป็นอาหารแข็ง 
ปริมาตร 20 mL ต่อจานเพาะเชือ้ ทิง้ไว้ให้อาหารแข็งตวั 15 นาทีในตู้ปลอดเชือ้ เก็บไว้ในตู้ เย็น 4 
oC เตรียมใช้งาน  
 5. ในการเตรียมอาหารแข็งท่ีมีกากน า้ตาลเป็นส่วนผสมความเข้มข้นร้อยละ 2, 4 และ 6 
โดยน า้หนักต่อปริมาตร ให้เจือจางกากน า้ตาล 2, 4 และ 6 กรัม ตามล าดบั แล้วท าการเตรียม
เช่นเดียวกับการเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีความเข้มข้นของกากน า้ตาลร้อยละ 1 โดยน า้หนกัต่อ
ปริมาตร 
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ภาคผนวก ข 
การค านวณหาปริมาณน า้ตาลริวซ์และน า้ตาลทัง้หมดในกากน า้ตาล 
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1. การวิเคราะห์ปริมาณน า้ตาลรีดวิซ์ในกากน า้ตาล 
1.1 จากการน าค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายกลูโคสมาตรฐาน ความเข้มข้น 

0.5, 0.4, 0.6 และ 0.8 mg/mL มาสร้างกราฟมาตรฐาน ผลการทดลองพบว่า สามารถสร้างกราฟ
มาตรฐานได้ ดงัภาพประกอบ 20 

 

 
 
ภาพประกอบ 20 กราฟมาตรฐานของความเข้มข้นของสารละลายกลโูคสมาตรฐานท่ีใช้ในการ

เปรียบเทียบหาปริมาณน า้ตาลรีดวิซ์ 
 

 1.2 จากการเปรียบเทียบหาปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ในกากน า้ตาล พบว่า 
กากน า้ตาลท่ีท าการเจือจาง 10 เท่า,100 เท่า, 1,000 เท่า และ 10,000 โดยเตรียมจาก Stock 
solution ท่ีมีความเข้มข้น 150 mg/mL แล้วท าการเจือจางแบบ 10-fold dilution มีคา่การดดูกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืน 470 nm ปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ (ตวัแปล x) ท่ีได้จากการค านวณจากสมการ
เส้นตรงของกราฟมาตรฐาน มีคา่ดงัแสดงในตาราง 8 

 
ตาราง 8 ปริมาณน า้ตาลรีดวิซ์ท่ีได้จากการค านวณ  
ความเข้มข้นของ
กากน า้ตาล 

OD540 

กากน า้ตาล 
ปริมาณน า้ตาล 

(mg/ml) 1x หมายเหต ุ
10x 0.958 1.016701881 10.1670188 ใช้ไมไ่ด้คา่ODเกิน 

100x 0.247 0.301338163 30.1338163  
1000x 0.003 0.05483449 54.8344904 ใช้ไมไ่ด้คา่ODไมข่ึน้ 

10000x 0.002 0.055840628 558.406278 ใช้ไมไ่ด้คา่ODไมข่ึน้ 

  

y = 1.048x - 0.0525
R² = 0.9939
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3. ค านวณปริมาณน า้ตาลรีดวิซ์จากกากน า้ตาลท่ีเจือจาง 100 เทา่ 
จะได้ กากน า้ตาล  150  mg/mL มี reducing sugar 30.1338 mg/mL   
ดงันัน้ กากน า้ตาล  100  mg/mL มี reducing sugar 20.086 mg/mL  
   ดงันัน้ กากน า้ตาลท่ีน ามาท าการทดลอง มีปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์อยูร้่อยละ 20.09 

โดยมวลตอ่ปริมาตร 
 
2. การวิเคราะห์ปริมาณน า้ตาลทัง้หมดในกากน า้ตาล 
 2.1 จากการน าค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายกลูโคสมาตรฐาน 10 ความ

เข้มข้น (0-100 g/mL) มาสร้างกราฟมาตรฐาน ผลการทดลองพบว่า สามารถสร้างกราฟ
มาตรฐานได้ ดงัภาพประกอบท่ี 21 

 

 
 

ภาพประกอบ 21 กราฟมาตรฐานของความเข้มข้นของสารละลายกลโูคสท่ีใช้ในการเปรียบเทียบ
หาปริมาณน า้ตาลทัง้หมด 

 
 2.2 จากการเปรียบเทียบหาปริมาณน า้ตาลทัง้หมดในกากน า้ตาล พบว่า 

กากน า้ตาลท่ีท าการเจือจาง 10 เท่า,100 เท่า, 1,000 เท่า และ 10,000 โดยเตรียมจาก Stock 
solution ท่ีมีความเข้มข้น 150 mg/mL แล้วท าการเจือจางแบบ 10-fold dilution มีคา่การดดูกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืน 490 nm ปริมาณน า้ตาลรีทัง้หมด (ตวัแปลx) ท่ีได้จากการค านวณจากสมการ
เส้นตรงของกราฟมาตรฐาน มีคา่ดงัแสดงในตาราง 9 

 
 
 

y = 0.0058x - 0.0569
R² = 0.996
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ตาราง 9 ปริมาณน า้ตาลรีทัง้หมดท่ีได้จากการค านวณ 
 

[molasses] OD490 
Total sugar  

(ug/ml) 
Total sugar 

x factor dilute 
%Total sugar  

 

10x 3 304.5353 3045.3535 over 

100x 2.345 238.3737 23837.374 over 

1000x 0.698 72.0101 72010.101 48.00 

10000x 0.082 9.7878 97878.788 65.25 

 
2.3 ค านวณปริมาณน า้ตาลทัง้หมดจากความเข้มข้นของกากน า้ตาลท่ีเจือจาง 1000 เทา่  
ความเข้มข้นกากน า้ตาลเร่ิมต้น = 150 mg/mL (กากน า้ตาล 0.15 g ในน า้ 1 mL) 
กากน า้ตาล 150 mg/mL มีน า้ตาลท้งหมด 72.01 mg/mL 
กากน า้ตาล 100 mg/mL มีน า้ตาลท้งหมด 48.00666667 mg/mL 
ดงันัน้ กากน า้ตาลท่ีน ามาท าการทดลอง มีปริมาณน า้ตาลทัง้หมดอยู่ร้อยละ 48.00 โดย

มวลตอ่ปริมาตร 
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ภาคผนวก ค 
การวิเคราะห์ความบริสทุธ์ิของพีเอชบีท่ีได้จากการสกดั 
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การวิเคราะห์ความบริสุทธ์ิของพีเอชบีท่ีได้จากการสกัด 

1. อินทิเกรตพืน้ท่ีใต้พีคของพีเอชบี internal standard และพืน้ท่ีใต้พีคของ impurity 
จากโปรแกรม Labsolution  

2. ค านวณ Normalized area ของพีเอชบีจากอตัราสว่นระหวา่งพืน้ท่ีใต้พีคของพีเอช
บีตอ่พืน้ท่ีใต้พีคของ internal standard 

3. ค านวณ Normalized area ของ impurity ทัง้หมดจากอตัราส่วนระหว่างพืน้ท่ีใต้
พีคของ impurity ตอ่พืน้ท่ีใต้พีคของ internal standard 

4. ค านวณร้อยละความบริสุทธ์ิ (% purity) ดังสมการตามสูตรด้านล่าง ผลการ
ทดลองเป็นไปดงัตารางท่ี 10 

 

ร้อยละความบริสทุธ์ิ =
พืน้ท่ีใต้พีคของพีเอชบี/พืน้ท่ีพีคของ  Internal standard 

พืน้ท่ีใต้พีคทัง้หมด /พืน้ท่ีพีคของ Internal standard
  x 100 

 

ตาราง 10 ผลการ Normalization ของ PHB, Impurity และร้อยละความบริสทุธ์ิจากการสกดั 
 

วิธีการสกดั 
Normalized area 

of PHB 
Total Normalized 
area  of impurity 

Total Normalized 
area %purity 

NaOCl 2.2293 0.13387 2.3631 94.3352 

AEP 2.1744 0.6567 2.8311 76.8036 

CHCl3 1.5177 0.2634 1.7811 85.2116 
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ภาคผนวก ง 

กาวิเคราะห์ทางสถิติ 
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การวิเคราะห์ทางสถติใินหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตพีเอชบีของ

แบคทเีรีย Bacillus megaterium SWU01ด้วยโปรแกรมSPSS เวอร์ช่ัน 26.0 
 
1. ความเข้มข้นของกากน า้ตาล 

CDW 

 concentratio

n N 

Subset for alpha = 0.05 

 1 2 3 4 

Duncana 4% 3 .736133    

NB 3  2.597100   

1% 3   3.522400  

2% 3    4.900033 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

PHB 

 

Concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

 1 2 3 

Duncana 4% 3 .124367   

0% 3 .236167 .236167  

1% 3  .326533  

2% 3   1.119300 

Sig.  .066 .124 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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2. ความเข้มข้นของเชือ้เร่ิมต้น 
 

 

CDW 

Duncana   

OD N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

1.25 3 1.464233   

0.5 3 1.984667   

0.25 3  3.076167  

1.75 3   4.672393 

1.0 3   5.030700 

1.5 3   5.073567 

1.0 3   5.115967 

Sig.  .154 1.000 .255 

Means for groups in homogeneous subsets are 

displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

PHB 

Duncana   

OD N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

1.50 3 1.723900  

0.50 3 1.955200  

0.25 3 2.606467  

2.00 3  4.250833 

1.75 3  4.351833 

1.00 3  5.116067 

7 3  5.581933 

Sig.  .248 .098 

Means for groups in homogeneous subsets are 

displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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3.  ระยะเวลาที่เหมาะสม 
 

CDW 

 

time N 

Subset for alpha = 0.05 

 1 2 

Duncana 72 3 3.319633  

48 3 3.575367  

24 3  5.339567 

Sig.  .416 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

 

 

PHB 

 

time N 

Subset for alpha = 0.05 

 1 2 3 

Duncan
a 

72 3 .211733   

48 3  .682733  

24 3   2.472267 

Sig.  1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are 

displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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4.ปริมาตรอาหารเลีย้งเชือ้ 
 

CDW 

Duncana   

volume N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

10 3 1.489967    

12.5 3  2.416333   

17.5 3  2.778900   

15 3  2.878533   

22.5 3   3.795933  

20 3    5.808033 

25 3    5.929833 

Sig.  1.000 .091 1.000 .624 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

PHB 

Duncana   

volume N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

12.5 3 .547933     

10 3 .615300 .615300    

22.5 3  1.036433 1.036433   

17.5 3   1.145433   

15 3   1.472333   

25 3    2.195500  

20 3     3.827800 

Sig.  .752 .064 .067 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
 
 



 

ประวัติผ ู้เขียน 
 

ประวัตผู้ิเขียน 
 

ช่ือ-สกุล แพรวสภุา เหลา่ศิริ 
วัน เดือน ปี เกิด 6 กรกฎาคม 2537 
สถานที่เกิด จงัหวดัขอนแก่น 
วุฒกิารศึกษา พ.ศ. 2560  

ปริญญาตรี หลกัสตูรการศกึษาบณัฑิต สาขาวิชาเคมี จากมหาวิทยาลยั
ศรีนครินทรวิโรฒ  
พ.ศ.2562  
ปริญญาโท หลกัสตูรการศกึษามหาบณัฑิต สาขาวิชาเคมี จาก
มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ 

ท่ีอยู่ปัจจุบัน 128 หมู ่2 ต าบลแวงใหญ่ อ าเภอแวงใหญ่ จงัหวดัขอนแก่น 40330   
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