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จกัราวธุ ไม้ทิพย์ : การใช้ใบจามจุรี Samanea saman Jacq. Merr. แห้งเป็นแหล่ง
คาร์บอนเพื#อผลิตพอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอตโดยแบคทีเรีย. (UTILIZATION OF DRIED 
RAIN TREE Samanea saman Jacq. Merr. LEAVES AS CARBON SOURCE FOR 
POLYHYDROXYALKANOATE PRODUCTION BY BACTERIA.) 
อ. ที#ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั : ผศ.ดร. สชุาดา จนัทร์ประทีป,  141 หน้า.  

 
 งานวิจัยนี 1มีวัตถุประสงค์เพื#อคดัแยกแบคทีเรียที#สามารถเจริญและผลิต PHAs โดยใช้
สารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพและการย่อยใบจามจุรี โดยใบจามจุรีถูกนําไปปรับ 
สภาพด้วยแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์เพื#อกําจัดลิกนินและย่อยองค์ประกอบเซลลูโลสโดยกรด
ฟอสฟอริกเจือจาง ภาวะที#เหมาะสมคือการใช้ใบจามจรีุขนาด 20-40 เมช ร้อยละ 10 โดยมวลตอ่
ปริมาตร แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 8 และกรดฟอสฟอริกความเข้มข้นร้อยละ 
2.5 ภายใต้อณุหภูมิและแรงดนัไอนํ 1าสงูที# 121oซ และ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ 1วทําให้ได้นํ 1าตาลรีดิวซ์ 
8.85 กรัมต่อลิตร แบคทีเรียสองสายพนัธุ์ได้รับการคดัเลือกจากความสามารถในการเจริญและ
ผลิต PHAs เมื#อเลี 1ยงในอาหารที#มีสารละลายนํ 1าตาลเป็นส่วนประกอบ ผลการวิเคราะห์ยีนบริเวณ 
16S rRNA ของแบคทีเรียเหล่านี 1แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียสายพนัธุ์ MSC-2 และ MSC-5 มีความ
คล้ายคลึงกบั Bacillus megaterium LAMA 262 ร้อยละ 99.79 และ 99.47 จึงตั 1งชื#อเป็น Bacillus 
sp. MSC-2 และ Bacillus sp. MSC-5 ตามลําดบั การเจริญและการผลิต PHAs ของ Bacillus sp. 
MSC-5 ในอาหารที#มีสารละลายนํ 1าตาลคอ่นข้างตํ#าเนื#องจากถกูยบัยั 1งโดยผลิตภัณฑ์ข้างเคียงใน
สารละลายนํ 1าตาล  ประสิทธิภาพการผลิต PHAs สูงขึ 1นจากการเพิ#มปริมาณหวัเชื 1อเริ#มต้น และ/
หรือ เจือจางสารละลายนํ 1าตาลด้วยอาหารที#เสริมด้วยกลโูคส โดยได้ชีวมวล 5.88 กรัมตอ่ลิตรและ
ผลิต PHAs 0.628 กรัมตอ่ลิตร ผลการวิเคราะห์ด้วยแก๊สโครมาโทกราฟฟีร่วมกบั1H-NMR และ 
2D-1H-COSY แสดงให้เห็นว่า Bacillus sp. MSC-5 ผลิต PHB จากสารละลายนํ 1าตาลและผลิต 
PHAs สงูสดุ 0.628 กรัมตอ่ลิตร เมื#อนํา PHB มาทําบริสทุธิAและขึ 1นรูปเป็นแผ่นฟิล์ม ทดสอบสมบตัิ
เชิงกล ความร้อน และค่าการกระจายของนํ 1าหนักโมลกุลของแผ่นฟิล์มที#ได้ เปรียบเทียบกับ
แผน่ฟิล์ม PHB ทางการค้า พบวา่แผน่ฟิล์ม PHB ที#ได้มีสมบตัดิงักลา่วคล้ายกบั PHB ทางการค้า 
ภาควิชา......จลุชีววิทยา...........................ลายมือชื#อนิสิต…………………………...................... 
สาขาวิชา....จลุชีววิทยาทางอตุสาหกรรม...ลายมือชื#อ อ.ที#ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั....................... 
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 The aim of this study was to screen PHAs-producing bacteria which can utilize rain 
tree leaves hydrolysates for growth and PHAs production. Rain tree leaves were pretreated 
with diluted NH4OH to remove lignin and subsequently hydrolyzed the remaining cellulose 
compounds with H3PO4 solution. Optimal condition for the pretreatment was 10% (w/v) 
substrate loading (20-40 mesh particle size), 8% (v/v) NH4OH and 2.5% (v/v) H3PO4 under 
high temperature and steam pressure at 121oC and 15 psi for 60 min that yielded 8.85 g/l 
reducing sugars. Two isolated bacteria were selected based on their growth and PHAs 
production using a selective medium containing cellulosic hydrolysates. The 16S rRNA 
gene analysis of these bacteria showed that the bacteria strain MSC-2 and MSC-5 
exhibited 99.79% and 99.47% similarity to Bacillus megaterium LAMA 262 and was named 
Bacillus sp. MSC-2 and Bacillus sp. MSC-5, respectively. Growth of Bacillus sp. MSC-5 on 
cellulosic hydrolysates was poor and led to low biomass and PHAs content due to 
inhibitory effect of by-product presented in cellulosic hydrolysates. Finally, PHA production 
was enhanced using a large inoculum and/or diluted hydrolysates with production medium 
supplemented with glucose. Under these conditions, 5.88 g/l biomass and 0.628 g/l PHB 
were obtained. The results obtained from GC analysis, 1H-NMR, and 2D-1H-COSY 
spectroscopy demonstrated that Bacillus sp. MSC-5 was able to produce PHB from 
cellulosic hydrolysates. The PHB was purified and prepared as plastic films. The 
mechanical and thermal properties including molecular weight distribution of PHB film 
were tested and compared to commercial PHB. The results demonstrated that PHB 
possessed thermal and mechanical properties in common with those of commercial PHB 
and PS. 
Department :  Microbiology  Student’s Signature  
Field of Study :  Industrial Microbiology  Advisor’s Signature  
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1 

 

บทที� 1 

บทนํา 

 

1.1 ประวัตคิวามเป็นมา 

 “พลาสติก” เป็นวสัดทีุ#มีผู้ นิยมใช้อย่างแพร่หลายทั#วโลก นบัตั 1งแตปี่ค.ศ. 1970 เป็นต้นมา 

โลกต้องพึ#งพาแหล่งเชื 1อเพลิงฟอสซิลในการผลิตพลาสติก ทั 1งยงัมีปัญหาการขาดแคลนพื 1นที#และ

วิธีในการกําจดัขยะพลาสติก รวมไปถึงความกังวลด้านสิ#งแวดล้อมที#เพิ#มขึ 1นเนื#องจากพลาสติก

สงัเคราะห์ไมส่ามารถยอ่ยสลายตามธรรมชาต ิพลาสติกจึงยงัคงตกค้างอยู่ในสิ#งแวดล้อมเป็นเวลา

หลายร้อยปีภายหลงัการใช้และฝังกลบ จากภาวะดงักลา่วจงึกระตุ้นให้เกิดการวิจยัและพฒันาวสัดุ

พอลิเมอร์ชีวภาพที#เป็นมิตรกับสิ#งแวดล้อม (Khardenavis และคณะ, 2007)  พอลิเมอร์ที#ย่อย

สลายได้ทางชีวภาพเมื#อถูกทิ 1งในสิ#งแวดล้อมจะถูกย่อยสลายโดยเอนไซม์จากจุลินทรีย์ เช่น 

แบคทีเรียหรือรา นอกจากนี 1โซ่กิ#งของพอลิเมอร์ยงัสามารถสลายได้โดยไม่ผ่านกระบวนการย่อย

สลายด้วยเอนไซม์ เชน่ การยอ่ยสลายเชิงกล และทางเคมี 

 อตัราการใช้วสัดใุนปัจจบุนัยงัคงเพิ#มขึ 1นอย่างตอ่เนื#อง  จึงทําให้ปริมาณการผลิตพลาสติก

ทั#วโลกมีปริมาณเพิ#มขึ 1นอย่างรวดเร็ว โดยเพิ#มจาก 1.5 ล้านตนัในปี 1950 เป็น 245 ล้านตนัในปี 

2008 หรือมีอตัราเพิ#มขึ 1นประมาณร้อยละ 9 เนื#องจากพลาสติกเป็นวสัดทีุ#นิยมใช้เป็นอย่างมาก

เพราะมีสมบตัิที#หลากหลาย นํ 1าหนกัเบา มีความทนทาน สามารถขึ 1นรูปได้หลากหลายผลิตภณัฑ์ 

และมีราคาถูก แนวทางในการลดปัญหาที#เกิดจากการใช้พลาสติกอย่างแพร่หลาย    คือการ

เปลี#ยนมาใช้วสัดทีุ#มีสมบตัิใกล้เคียงกบัพลาสติกที#ผลิตจากแหล่งปิโตรเคมี แตมี่สมบตัิอีกประการ

คือ สามารถถกูยอ่ยสลายได้ภายหลงัการใช้งาน  (Chanprateep, 2010)  

 พอลิเมอร์ชีวภาพเป็นพอลิเมอร์ที#ได้รับความสนใจในการนํามาใช้ทดแทนพลาสติกที#ผลิต

จากปิโตรเคมี นอกจากนี 1วตัถดุบิที#นํามาใช้ผลิตพอลิเมอร์ชีวภาพสว่นใหญ่ผลิตจากพืช ซึ#งนอกจาก

ชว่ยลดปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ในชั 1นบรรยากาศแล้วยงัเป็นทรัพยากรที#สามารถผลิตขึ 1นใหม่ได้

ในเวลาอนัสั 1น  เมื#อถูกย่อยสลายผ่านกระบวนการย่อยสลายทางชีวภาพจะให้ผลิตภัณฑ์สุดท้าย



2 

 

 

เป็นคาร์บอนไดออกไซด์ นํ 1า ชีวมวล และกรดอินทรีย์ตา่งๆ ขึ 1นกบัโมโนเมอร์ที#เป็นองค์ประกอบของ

พอลิเมอร์ชีวภาพนั 1น (Gross และ Kalra,  2002)  ปัจจบุนัพอลิเมอร์ชีวภาพที#ได้รับการพฒันา

อย่างต่อเนื#องมากที#สุดคือ พอลิแลกติกแอซิด (Polylactic acid; PLA) และพอลิไฮดรอกซี        

แอลคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoates; PHAs) เนื#องจากมีสมบตัิเชิงกล ความร้อน กายภาพ 

และเคมี   ที#มีความเป็นไปได้ในการนํามาพฒันาเพื#อใช้ทดแทนพลาสติกสงัเคราะห์  นอกจากนี 1 

PHAs ยงัเป็นพอลิเมอร์ชีวภาพที#สามารถถกูย่อยสลายได้อย่างรวดเร็วในหลายภาวะเมื#อเทียบกบั            

พอลิแลคตกิแอซิด (Sudesh และ Iwata, 2008)   

 จากปัญหาสิ#งแวดล้อมตลอดจนความตื#นตวัในการตระหนกัถึงความสําคญัในการอนรัุกษ์

สิ#งแวดล้อม ทําให้ปัจจุบนัทั#วโลกมีการใช้พอลิเมอร์ชีวภาพเพิ#มขึ 1นจาก 14 ล้านกิโลกรัมใน       

ค.ศ. 1996 เป็น 68 ล้านกิโลกรัมในค.ศ. 2001 กลุม่ตลาดเป้าหมายของพอลิเมอร์ชีวภาพส่วนใหญ่

เป็นบรรจภุณัฑ์สําหรับอาหาร (Gross และ Kalra, 2002) อย่างไรก็ตามการใช้พอลิเมอร์ชีวภาพ

ยังคงเพิ#มขึ 1นในขอบเขตที#จํากัดเมื#อเทียบกับพลาสติกที#ผลิตจากปิโตรเคมี สาเหตุจากราคาที#

แตกต่างกัน  โดยปัญหาหลักของการผลิตพลาสติกชีวภาพคือ ต้นทุนการผลิตสูงเนื#องจากแหล่ง

คาร์บอนที#ใช้ในการผลิตส่วนใหญ่เป็นแป้ง นํ 1าตาล หรือนํ 1ามัน ซึ#งเป็นวัตถุดิบที# สําคัญใน

อุตสาหกรรมอาหาร  นอกจากนี 1วัตถุดิบเหล่านี 1ยังเป็นที#ต้องการของตลาดในการนําไปผลิต

เชื 1อเพลิงชีวภาพ เชน่  ไบโอเอทานอลและไบโอดีเซล ดงันั 1นทางเลือกหนึ#งที#กําลงัได้รับสนใจคือการ

ใช้วสัดทีุ#ไม่เป็นอาหารของมนษุย์และสตัว์ เช่น ลิกโนเซลลูโลส เพราะหาได้ง่าย มีราคาถูก และมี

อยูใ่นท้องถิ#น จงึชว่ยลดต้นทนุในการผลิตได้  (van Wyk, 2001)   

 ลิกโนเซลลูโลสมีองค์ประกอบสําคญัที#ประกอบด้วย เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน 

พอลิเมอร์ทั 1ง 3 ชนิดนี 1จะเชื#อมตอ่กนัเป็นลิกโนเซลลโูลส  โดยเซลลโูลสเป็นพอลิเมอร์ของดี-กลโูคส

ที#เชื#อมตอ่กนัด้วยพนัธะ β-1,4 ไกลโคซิดิกทําให้โครงสร้างแข็งแกร่งมากขึ 1น และลิกนินที#พบมาก

บริเวณผนัง เซลล์ของพืชเป็นส่วนประกอบที# ทําใ ห้พืชมีความทนทานต่อจุลินทรีย์และ

สภาพแวดล้อม  ดงันั 1นเซลลโูลสและเฮมิเซลลูโลสสามารถนํามาย่อยให้กลายเป็นนํ 1าตาลโมเลกุล

เดี#ยวคือนํ 1าตาลกลโูคสและนํ 1าตาลไซโลสตามลําดบั (Hendriks และ Zeeman, 2009)  
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 การผลิต PHAs จากลิกโนเซลลโูลสแบง่เป็น 2 ขั 1นตอนดงันี 1 ขั 1นตอนที# 1 การย่อยวตัถดุิบ

เพื#อให้ได้นํ 1าตาล และขั 1นตอนที# 2 การผลิต PHAs จากนํ 1าตาลที#ได้โดยจลุินทรีย์  เนื#องจากวตัถดุิบ

ประเภทลิกโนเซลลโูลสนั 1นมีลิกนินเป็นองค์ประกอบและเป็นโครงสร้างที#ขดัขวางการย่อยเซลลโูลส 

ดงันั 1นจึงจําเป็นต้องมีกระบวนการกําจดัลิกนินออกจากลิกโนเซลลโูลสเสียก่อนโดยกระบวนการนี 1

เรียกวา่กระบวนการปรับสภาพ (pretreatment) (Prasad และคณะ, 2007)   

งานวิจยันี 1มุ่งศกึษาศกัยภาพของใบไม้แห้งเพื#อเป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิต PHAs โดย

ผู้ วิจยัเลือกใช้ใบจามจรีุเป็นการทดลองต้นแบบ ต้นจามจรีุ (Samaneasaman (Jacq.) Merr.) หรือ

ต้นก้ามปู เป็นพืชที#พบมากและเจริญเติบโตได้ดีในเขตร้อน และใช้เวลาในการเติบโตไม่นานนัก    

ทั 1งยังทนต่อภาวะแวดล้อมได้ดี จามจุรีเป็นไม้ผลัดใบโดยปริมาณของใบขึ 1นอยู่กับปริมาณนํ 1าที#

ได้รับ นิยมปลูกทางภาคเหนือของประเทศไทยเพื#อใช้เลี 1ยงครั#งและใช้เนื 1อไม้ในงานแกะสลัก        

นบัได้วา่จามจรีุเป็นไม้เศรษฐกิจอีกชนิดหนึ#งที#นา่สนใจในปัจจบุนั 

งานวิจยันี 1มุ่งศึกษาวิธีการย่อยเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสในใบจามจุรีให้ได้นํ 1าตาลและ

ศกึษาปัจจยัที#เหมาะสมในการผลิต PHAs จากจลุินทรีย์ที#คดัแยกได้จากดินและมีความสามารถใน

การผลิต PHAs จากสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการย่อยใบไม้แห้ง  โดยคดัเลือกจุลินทรีย์ที#

สามารถผลิต PHAs ในปริมาณสูงและทนต่อสารยับยั 1งต่างๆที#เกิดจากขั 1นตอนการปรับสภาพ     

ลิกโนเซลลโูลสได้ดี 

 

1.2  วัตถุประสงค์ 

 เพื#อศกึษาภาวะที#เหมาะสมในการปรับสภาพใบจามจรีุด้วยแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์และ

กรดฟอสฟอริกเพื#อนํามาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนสําหรับการผลิต PHAs และคัดเลือกแบคทีเรีย    

สายพนัธุ์ที#เหมาะสมและมีประสิทธิภาพในการผลิต PHAs จากสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการ

ปรับสภาพใบจามจรีุ 
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1.3 ขั #นตอนการดาํเนินการ 

1. วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของใบจามจรีุ 

2. หาภาวะที#เหมาะสมของการปรับสภาพใบจามจรีุโดยการใช้แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ร่วมกบั  

    การใช้กรดฟอสฟอริกเจือจาง 

3. คดัแยกแบคทีเรียที#สามารถผลิต PHAs โดยใช้สารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพ           

    ใบจามจรีุและพิสจูน์เอกลกัษณ์ของแบคทีเรียที#คดัแยกได้ 

4. ศกึษาภาวะที#เหมาะสมในการผลิต PHAs จากสารละลายนํ 1าตาลในระดบัขวดเขยา่ 

5. วิเคราะห์ปริมาณและองค์ประกอบของ PHAs ที#ผลิตได้ 

6. ทดสอบสมบตัทิางกายภาพและสมบตัเิชิงกลของ PHAs 

 

1.4 ประโยชน์ที�คาดว่าจะได้รับ 

 ทราบความเป็นไปได้ในการผลิต PHAs ด้วยสารละลายนํ 1าตาลจากการปรับสภาพใบ

จามจุรีแห้งโดยใช้แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์และกรดฟอสฟอริกเพื#อเป็นแหล่งคาร์บอนสําหรับ     

การผลิต PHAs จากแบคทีเรียที#คดัแยกได้จากธรรมชาติ  นอกจากนั 1นผลการวิจยัยงัเป็นข้อมลูที#

นําไปใช้พฒันาเพื#อลดต้นทนุการผลิต PHAs ได้อีกด้วย 
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บทที� 2 
 

ปริทศัน์วรรณกรรม 
 
2.1 ความรู้ทั�วไปเกี�ยวกับพลาสตกิ 
 
 พอลิเมอร์ (polymer) ได้รับการจํากัดความเป็นครั 1งแรกในปี ค.ศ. 1830 โดย H. V. 
Regnault   หมายถึงสารที#มีนํ 1าหนกัโมเลกลุสงู เกิดจากการรวมกนัของโมเลกลุเล็กๆ จํานวนมาก
ด้วยพนัธะโควาเลนต์ ถ้าโมเลกลุเล็กๆ ซึ#งเรียกว่าโมโนเมอร์มีโครงสร้างเหมือนกนัมารวมกนัเรียก
พอลิเมอร์นั 1นว่า ฮอมอพอลิเมอร์ (homopolymer) แต่ถ้าโมโนเมอร์ตา่งชนิดกนัมารวมกันเรียก    
พอลิเมอร์นั 1นว่าโคพอลิเมอร์ (copolymer) ปฏิกิริยาที#โมโนเมอร์รวมกันเรียกว่าพอลิเมอไรเซชนั 
(polymerization)  มนษุย์รู้จกัและใช้พอลิเมอร์จากธรรมชาติตั 1งแต่สมยัโบราณทั 1งที#ไม่มีความรู้
เรื#องโครงสร้างทางเคมีของพอลิเมอร์ โดยนํามาเป็นวสัดใุช้งานตา่งๆ อยา่งง่าย พอลิเมอร์ธรรมชาติ
บางชนิดถูกนํามาทําปฏิกิริยากับสารเคมีเพื#อให้มีสมบัติหลากหลายตามต้องการโดยขึ 1นกับ
ปฏิกิริยาเคมีนั 1นๆ Thomas Hancock (1819) ค้นพบพอลิเมอร์เป็นครั 1งแรกจากยางธรรมชาติที#ได้
จากการตกตะกอนนํ 1ายาง (Latex) จากต้น Hevea brasilliensis ซึ#งนบัเป็นจุดเริ#มต้นของ
วิทยาศาสตร์พอลิเมอร์ นบัแตน่ั 1นวิวฒันาการของวิทยาศาสตร์พอลิเมอร์ และพอลิเมอร์สงัเคราะห์
มีอย่างตอ่เนื#องในหลายประเทศตั 1งแตก่่อนสงครามโลกครั 1งที# 1 เช่น องักฤษ อเมริกา และเยอรมนี 
แต่การพฒันายงัน้อยกว่าในช่วงก่อนสงครามโลกครั 1งที# 2 ความต้องการใช้วสัดสุงัเคราะห์เพื#อ
ทดแทนพอลิเมอร์จากธรมชาติที#กําลังขาดแคลนในขณะนั 1นได้กระตุ้นให้นักวิทยาศาสตร์ทุ่มเท
ความสามารถในการศกึษาหาโมโนเมอร์ชนิดใหม่ รวมทั 1งคิดค้นพฒันาเทคนิคการสงัเคราะห์และ
ตวัเร่งปฏิกิริยาเพื#อให้ได้พอลิเมอร์สงัเคราะห์ที#มีสมบตัิตามต้องการ หนึ#งในนั 1นคือ พลาสติก 
(plastic) ซึ#งเป็นอุตสาหกรรมที#แยกออกมาจากอุตสาหกรรมนํ 1ามนั ซึ#งมีการเจริญเติบโต และ
ขยายตวัเป็นอย่างมาก จากการที#ได้รับความนิยมอย่างแพร่หลายนบัตงัแตช่่วงหลงัสงครามโลก
ครั 1งที# 2 เป็นต้นมา (มาลินี ชยัศภุกิจสินธ์, 2546)  
 ถึงแม้วา่การค้นพบพลาสตกิสงัเคราะห์จะก่อให้เกิดความสะดวกสบายตอ่มนษุย์เป็นอย่าง
มาก แตใ่นปัจจบุนัมนษุย์ต้องเผชิญกบัความลําบากในการดํารงชีวิตที#เพิ#มมากขึ 1น วิทยาศาสต์และ
เทคโนโลยีมีความเจริญก้าวหน้าไปอย่างตอ่เนื#อง ทั 1งนี 1เป็นเพราะความต้องการของสงัคมสมยัใหม่
ส่วนใหญ่ไม่ว่าจะเป็น พลังงาน เชื 1อเพลิง และวัสดุใช้สอยต่างๆ ล้วนขึ 1นอยู่กับแหล่งฟอสซิลซึ#ง
กําลงัจะหมดไปในไม่ช้านี 1 ก่อให้เกิดปัญหาตา่งๆ ตามมา นอกจากนี 1กิจกรรมตา่งๆ ของมนุษย์ยงั
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ส่งผลกระทบต่อระบบนิเวศในธรรมชาติโดยเกิดจากปริมาณขยะที#มาจากการบริโภคและอุปโภค
ของมนุษย์ ซึ#งขยะเหล่านี 1ส่งผลกระทบต่อการดํารงชีวิตของสิ#งมีชีวิตทกุชนิดบนโลก  เช่น ปัญหา
โลกร้อนและการหมดไปในไมช้่าของแหลง่พลงังานฟอสซิล ปัญหาทั 1งสองอย่างนี 1เกิดขึ 1นจากการใช้
พลังงานในปริมาณมากอย่างสิ 1นเปลือง  ปัญหาเหล่านี 1กระตุ้ นให้ รัฐบาล อุตสาหกรรม และ
สถาบนัการศกึษาต่างพยายามค้นหาวิธีการแก้ปัญหาที#ยั#งยืนตอ่ปัญหาวิกฤตพลงังาน  อย่างไรก็
ตามความพยายามในแก้ปัญหาตา่งๆ ยงัขาดการผลิตและการใช้วสัดทีุ#ผลิตจากแหล่งทรัพยากรที#
ยั#งยืนที#สามารถผลิตขึ 1นมาทดแทนได้ (Sudesh และ Iwata, 2008) 
  
2.2 ประเภทของพลาสตกิ 
 
 พลาสตกิสามารถแบง่ออกตามคณุลกัษณะภายหลงัจากได้รับความร้อนเป็น 2 ประเภท 
คือ เทอร์โมพลาสตกิ (Thermoplastic) และ เทอร์โมเซตตงิพลาสตกิ (Thermosetting plastic) 
(Peacock และ Calhoun, 2006) 
 
 2.2.1 เทอร์โมพลาสติก 
 
 เทอร์โมพลาสตกิ เป็นพลาสตกิที#สามารถหลอมเหลวซํ 1าได้เมื#อได้รับความร้อน จึงสามารถ
ขึ 1นรูปซํ 1าได้หลายครั 1ง และจะแข็งตวัเมื#อเย็น  พลาสตกิประเภทนี 1มีโครงสร้างโมเลกลุเป็นโซ่ตรงยาว 
มีการเชื#อมต่อระหว่างโซ่พอลิเมอร์น้อยมาก และไม่มีพันธะเคมีแบบถาวรระหว่างโซ่พอลิเมอร์    
เมื#อผา่นการอดัแรงมากจะไมทํ่าลายโครงสร้างเดมิ และเมื#อได้รับความร้อน เทอร์โมพลาสติกจะอยู่
ในรูปของของเหลวหนืดที#สามารถไหลได้เมื#อเพิ#มความดัน และเมื#อลดอุณหภูมิลง เทอร์โม
พลาสติกจะอยู่ในรูปทรงตามภาชนะหรือแม่พิมพ์นั 1นจนกว่าจะได้รับความร้อนและแรงดนัอีกครั 1ง
หนึ#ง  ดังนั 1นจึงสามารถนําเทอร์โมพลาสติกมาขึ 1นรูปกลับมาใช่ใหม่ได้  นอกจากนั 1นเทอร์โม
พลาสตกิยงัสามารถละลายในตวัทําละลายได้โดยไมทํ่าลายพนัธะทางเคมีใดๆ ของพอลิเมอร์  การ
ผลิต     เทอร์โมพลาสติกทําได้โดยการเพิ#มความยาวของโซ่พอลิเมอร์ (Chain growth) ชนิดของ
พลาสติกในตระกูลเทอร์โมพลาสติก ได้แก่  พอลิเอทิลีน (Polyethylene; PE)  พอลิโพรพิลีน 
(Polypropylene; PP)  พอลิสไตรีน (Polystyrene; PS)  แซน (styrene-acrylonitrile; SAN)         
เอบีเอส (Acrylonitrile-butadiene-styrene; ABS)  พอลิไวนิลคลอไรด์ (Polyvinylchloride; PVC) 
ไนลอน (Nylon) พอลิเอทิลีนเทอร์ฟะธาเลต (polyethylene terephthalate; PET)                     
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และพอลิคาร์บอเนต (Polycarbonate; PC) พอลิแลคติก (Polylactic acid; PLA) และพอลิไฮด
รอกซีแอลคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoates; PHAs) 
 
 2.2.2 เทอร์โมเซตตงิพลาสติก 
 
            เทอร์โมเซตติงพลาสติก เป็นพลาสติกที#มีสมบตัิพิเศษคือ ทนทานต่อการเปลี#ยนแปลง
อณุหภูมิและทนปฏิกิริยาเคมีได้ดี เกิดคราบและรอยเปื1อนได้ยาก     คงรูปหลงัการผ่านความร้อน
หรือแรงดนัเพียงครั 1งเดียว เมื#อเย็นลงจะมีความแข็งมาก ทนความร้อนและความดนั ไม่อ่อนตวัและ
เปลี#ยนรูปร่างไม่ได้ แตถ้่าอุณหภูมิสงูจะแตกและไหม้เป็นขี 1เถ้าสีดํา ไม่ละลายในตวัทําละลาย แต่
จะอ่อนตวัลงหรือบวมเมื#อแช่อยู่ในตวัทําละลาย พลาสติกประเภทนี 1ประกอบด้วยส่วนผสมหลาย
ชนิดทําปฏิกิริยาซึ#งกันและกัน เกิดการเชื#อมต่อข้ามไปมาระหว่างสายโซ่ของโมเลกุลพอลิเมอร์ 
(cross linking among polymer chains) เมื#อได้รับความร้อนแล้วเปลี#ยนสถานะจากของเหลว
หนืดเป็นของแข็ง โมเลกุลจะเชื#อมโยงกันเป็นร่างแหจับกันแน่น แรงยึดเหนี#ยวระหว่างโมเลกุล
แข็งแรงมาก จึงไม่สามารถนํามาหลอมเหลวได้ ดังนั 1นเมื#อพลาสติกเย็นจนแข็งตัวแล้วจะไม่
สามารถทําให้อ่อนได้อีกโดยใช้ความร้อน หากแตจ่ะสลายตวัทนัทีที#อุณหภูมิสูงถึงจุดหลอมเหลว 
จึงต่างจากเทอร์โมพลาสติก  โดยเมื#อให้ความร้อนจนอยู่ในรูปของเหลวจะไม่สามารถไหลได้เมื#อ
เพิ#มความดนัเหมือนกับเทอร์โมพลาสติก การทําพลาสติกชนิดนี 1ให้เป็นรูปลกัษณะต่างๆ ต้องใช้
ความร้อนสูง และโดยมากต้องการแรงอัดด้วย เทอร์โมเซตติงพลาสติก ได้แก่ เมลามีน  
ฟอร์มาลดีไฮด์ (melamine formaldehyde)   ฟีนอลฟอร์มาดีไฮด์ (phenol-formaldehyde)  
อีพ็อกซี (epoxy) พอลิเอสเทอร์ (polyester)  ยรีูเทน (urethane)  และพอลิยรีูเทน (polyurethane) 
 
2.3 พลาสตกิย่อยสลายได้ทางชีวภาพ (biodegradable plastic) 
  
 ความหลากหลายของพลาสติกสังเคราะห์ได้ทําให้พลาสติกถูกนํามาใช้เป็นผลิตภัณฑ์
ตา่งๆ โดยนํามาใช้แทนโลหะ ไม้ และยางธรรมชาติ อตุสาหกรรมการผลิตพอลิเมอร์สงัเคราะห์ได้
กลายมาเป็นพื 1นฐานของอตุสาหกรรมในประเทศที#พฒันาแล้ว โดยอตุสาหกรรมพลาสติกนบัได้ว่า
เป็นธุรกิจหนึ#งที#ให้ผลกําไรสูงและมีแนวโน้มที#จะเติบโตขึ 1นอย่างต่อเนื#อง ทั 1งนี 1เนื#องจากความ
ต้องการที#เพิ#มขึ 1นจากการพฒันาอย่างก้าวกระโดดของประเทศกําลงัพฒันา เช่น จีน และอินเดีย
เช่นเดียวกบัประเทศตา่งๆ ในเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ (Sudesh และ Iwata, 2008) นบัตั 1งแตต้่น
คริสต์ศตวรรษที# 20  ปัจจบุนัในแตล่ะปีจะมีการผลิตพลาสติกมากกว่า 245 ล้านตนัตอ่ปีในปี ค.ศ. 
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2008 และมีแนวโน้มเพิ#มขึ 1น (Chanprateep, 2010)  พลาสติกส่วนใหญ่ผลิตขึ 1นมาจากแหล่ง
ฟอสซิล การเพิ#มขึ 1นของประชากรโลกทําให้ความต้องการในการใช้แหล่งฟอสซิลเพิ#มขึ 1น เป็นผลให้
แหล่งของฟอสซิลกําลงัจะหมดลงในไม่ช้านี 1  อีกปัญหาหนึ#งที#ตามมาคือ ปัญหาสิ#งแวดล้อมที#เกิด
จากขยะพลาสติกที# เกิดขึ 1นภายหลังการใช้ซึ#งต้องใช้เวลาหลายร้อยปีในการย่อยสลายและ
พลาสติกที#ทิ 1งในสิ#งแวดล้อมจะปล่อยสารเคมีตา่งๆ เช่น ไดออกซิน (Dioxin) ออกมาสู่สิ#งแวดล้อม
นั 1นๆ สําหรับการเผาขยะพลาสติกเป็นอีกวิธีในการกําจดัขยะพลาสติกแตวิ่ธีการนี 1จะทําให้เกิดการ
ปลดปล่อยแก๊สเรือนกระจกสู่สิ#งแวดล้อมสร้างปัญหามลภาวะทางอากาศและยงัก่อให้เกิดปัญหา
โลกร้อนตามมา  ความพยายามในการแก้ปัญหาขยะพลาสติกเริ#มด้วยการนําพลาสติกที#ใช้แล้วนํา
กลบัมาใช้ใหม่ (Recycling) อย่างไรก็ตามการนําพลาสติกกลบัมาใช้ใหม่นั 1นยงัไม่เพียงพอในการ
แก้ปัญหาขยะพลาสตกิ เนื#องจากเป็นการยากในการนําขยะพลาสติกทั 1งหมดเข้าสู่กระบวนการนํา
กลบัมาใช้ใหม ่อีกทั 1งในการนําพลาสติกกลบัมาใช้ใหม่ต้องอาศยักระบวนการที#ซบัซ้อนและต้องใช้
พลงังานปริมาณมาก และการนําพลาสติกที#ใช้แล้วกลบัมาใช้ใหม่ยงัส่งผลให้สมบตัิทางกายภาพ
ของพลาสตกิด้อยลง เชน่ ทําให้พลาสตกิมีความเปราะมากขึ 1น (Koller และคณะ, 2010) 
 ความพยายามในการค้นหาและวิจยัวสัดทีุ#มีความทนทานในการใช้งานและสามารถย่อย
สลายได้ภายหลงัการใช้ได้นําไปสูก่ารพฒันาพลาสตกิที#สามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพ ซึ#งนิยาม
ของพลาสตกิยอ่ยสลายได้ทางชีวภาพตามคําจํากดัความของ ASTM D-833 (2002) ได้ระบไุว้ดงันี 1 

• พลาสติกที#ย่อยสลายได้ หมายถึง พลาสติกที#มีการเปลี#ยนแปลงโครงสร้างทาง
เคมีภายใต้ภาวะที#จําเพาะ ซึ#งเป็นผลให้พลาสตกินั 1นสญูเสียสมบตับิางประการไป 

• พลาสติกย่อยสลายได้ทางชีวภาพ หมายถึง การย่อยสลายพลาสติกที#เกิดจาก
การยอ่ยของจลุินทรีย์ เชน่ แบคทีเรีย รา และสาหร่าย 

โดยปกตกิารยอ่ยสลายของพลาสติกชีวภาพจะเริ#มจากการแตกออกเป็นชิ 1นเล็กๆ โดยกระบวนการ
ทางเคมีหรือปฏิกิริยาจากเอนไซม์จากจุลินทรีย์ ซึ#งทําให้เกิดการสึกกร่อนบริเวณผิวหน้าของ
พลาสตกิ หรือเกิดจากกระบวนการที#ไมเ่กี#ยวข้องกบัสิ#งมีชีวิตโดยผา่นปฏิกิริยาออกซิเดชนั  ปัจจบุนั
พลาสตกิชีวภาพกําลงัได้รับความนิยมมากขึ 1น เป็นผลจากการตระหนกัถึงปัญหาสิ#งแวดล้อมที#เกิด
จากพลาสติกสงัเคราะห์ สําหรับการผลิตพลาสติกชีวภาพนั 1นสามารถแบง่ออกได้เป็น 3 กลุ่ม โดย
ใช้กระบวนการเหนี#ยวนําและชนิดของพอลิเมอร์เป็นเกณฑ์ได้ ดงันี 1 

1. กระบวนการพอลิเมอไรเซชนัของโมโนเมอร์ที#ได้จากกระบวนการชีวภาพ เชน่ PLA 
2. พอลิเมอร์ที#ได้จากการสงัเคราะห์โดยตรงจากจลุินทรีย์ เช่น PHAs 
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3. พอลิเมอร์ที#ได้จากกระบวนการปรับปรุงพอลิเมอร์ธรรมชาติ เช่น แป้ง และ
เซลลโูลส 

 
 สําหรับพอลิเมอร์ชีวภาพทางการค้าที#สําคญัในตลาดโลกนบัตั 1งแตอ่ดีตจนถึงปัจจบุนัแสดง
ไว้ในตารางที# 2.1 
 
 PHAs เป็นพอลิเมอร์ที#มีสมบตัทีิ#สําคญัคือ สามารถยอ่ยสลายได้อย่างรวดเร็วภายใต้ภาวะ
ที#หลากหลายกว่าพลาสติกชนิด PLA โดยระยะเวลาในการย่อยสลายจะแตกตา่งกนัตามชนิดของ
โมโนเมอร์ที#เป็นองค์ประกอบและ PLA ต้องการอณุหภูมิที#สงูกว่าในการย่อยสลาย (ประมาณ 60 
องศาเซลเซียส) ดงัรูปที# 2.1 แสดงการย่อยสลายทางชีวภาพซึ#งแสดงให้เห็นการเปลี#ยนแปลงทาง
กายภาพของแผน่ฟิล์ม PHAs ที#มีองค์ประกอบแตกตา่งกนัซึ#งส่งผลตอ่ระยะเวลาในการย่อยสลาย
ของแผน่ฟิล์มโดยสามารถยอ่ยสลายได้อย่างสมบรูณ์ภายในระยะเวลาน้อยกว่า 50 วนั ทั 1งนี 1ขึ 1นอยู่
กบัองค์ประกอบของโมโนเมอร์ของแผน่ฟิล์ม 
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ตารางที� 2.1 พอลิเมอร์ชีวภาพทางการค้าที#สําคญัสําหรับการนําไปประยกุต์ใช้ตา่งๆ (Sudesh 
และ Iwata, 2008) 
 

ชนิดของพอลิเมอร์ 
พอลิเมอร์ที#เป็น

องค์ประกอบหลกั 
บริษัทผู้ผลิต, ประเทศ ชื#อทางการค้า 

พอลิเมอร์ที#ได้จาก
การสงัเคราะห์ทาง

เคมีและชีวภาพ 

พอลิแลคตกิ 
(Polylactic acid) 

NatureWork, U.S. NatureWork 
Hycail, Netherlands Hycail HM 
Mitsui Chemical, Japan Lacea 
Toyota, Japan U’z 

พอลิบวิทิลีนซคัซิเนต 
(Polybutylene 

succinate) 

Mitsubishi Chemicals, 
Japan 

GS Pla 

Showa High Polymer, 
Japan 

Bionolla 

พอลิเมอร์ที#ได้จาก
การสงัเคราะห์ทาง

ชีวภาพ 

พอลิไฮดรอกซี 
แอลคาโนเอต 

(Polyhyroxyalkanoate) 

Biomer, Germany Biomer 
Telles, USA Mirel™ 
Mitsubishi Gas, Japan Biogreen 
PHB Industrial S/A, Brazil Biocycle 
Metabolix, U.S. Biopol 
Kaneka, Japan - 

พอลิเมอร์ที#ได้จาก
การดดัแปลงพอลิ
เมอร์จากธรรมชาติ 

พอลิเมอร์จากแป้ง 
(Starch polymers) 

Novamont, Italy Mater-Bi 
Rodenburg, Netherlands Solanyl 
BIOP, Germany BIOpar 
Japan Corn Starch, Japan Cornpol 

อนพุนัธ์ของเซลลโูลส 
(Cellulose derivatives) 

Daicel Chemical 
Industries, Japan 

Cellgreen 
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รูปที� 2.1 แสดงการเปลี#ยนแปลงทางกายภาพระหว่างกระบวนการย่อยสลายทางชีวภาพของ
แผ่นฟิล์ม PHAs ที#ระยะเวลาต่างๆกัน (A) พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (Poly-3-hydroxybutyrate; 
P(3HB))  (B) พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-ไฮดรอกซีเฮกซะโนเอต [Poly(3-hydroxybutyrate-co-3-
hydroxyhexanoate); P(3HB-co-3HHx 5 mol% 3HHx)] และ (C) พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-
3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต-โค-3-ไฮดรอกซี-4-เมทิลวาเลอเรต-โค-3-ไฮดรอกซีเฮกซะโนเอต) [Poly(3-
hydroxy-co-3-hydroxyvalerate-co-3-hydroxy-4-methylvalerate-co-3-hydroxyhexanoate); 
P(3HB-co-3HV-co-3H4MV-co-3HHx) 1 mol% 3HV  3 mol% 3H4MV 18 mol% 3HHx] (Chia 
และคณะ, 2010) 
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2.4 พอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoate; PHAs) 
 

 
รูปที� 2.2  ภาพตดัของเซลล์ R. eutropha สายพนัธุ์ A-04 จากกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ
ส่องผ่าน (Transmission Electron Microscopy, TEM) แสดง PHAs ภายในแกรนลูของเซลล์ 
หมายเหต ุเส้นที#ขีดแสดงขนาด 200 นาโนเมตร (Chanprateep และคณะ, 2008)  
 
 PHAs เป็นพอลิเอสเทอร์ซึ#งถูกสร้างและสมสมอยู่ในเซลล์จุลินทรีย์ ดงัรูปที# 2.2 โดยมี
รายงานการผลิต PHAs ในจลุินทรีย์กวา่ 107 ชนิด ดงัแสดงในตารางที# 2.2  PHAs จะถกูสร้างและ
สะสมอยู่ภายในเซลล์ได้ถึงร้อยละ 90 ของนํ 1าหนกัเซลล์ภายใต้ภาวะที#มีการขาดธาตุอาหารบาง
ชนิดและมีแหลง่คาร์บอนมากเกินพอ  โดย PHAs จะทําหน้าที#เป็นแหล่งคาร์บอนสํารอง (Madison 
และ Huisman, 1999) ซึ#งจะอยู่ภายในไซโทพลาซึมในรูปของแกรนูลที#ไม่ละลายนํ 1า  PHAs มี
สมบัติเป็นเทอโมพลาสติกและอิลาสโตเมอริก คล้ายกับพอลิเมอร์สังเคราะห์ที#ได้จากแหล่ง
ปิโตรเลียมชนิด PP (SteinbÜchel และ Schlegel, 1991; Müller และ Seebach, 1993) และด้วย
เหตทีุ# PHAs สามารถย่อยสลายได้ในธรรมชาติและผลิตขึ 1นจากแหล่งที#สามารถผลิตขึ 1นได้ใหม่ จึง
ทําให้ PHAs ได้รับความสนใจอย่างมาก  และได้รับการพัฒนาอย่างต่อเนื#องจนถึงปัจจุบัน 
(Williams และ Martin, 2003) นับตั 1งแต่การค้นพบพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (poly(3-
hydroxybutyrate) ; PHB) ใน Bacillus megaterium โดย Lemoigne (1926) และมีการค้นพบ
อนพุนัธ์ของ PHAs อีกหลายชนิด ซึ#งพบว่า PHAs จะมีองค์ประกอบของโซ่กิ#งคาร์บอนที#ตา่งกัน
ระหว่าง 3-16 อะตอมที#บริเวณหมู่อลัคิล ปัจจบุนัมีการค้นพบอนุพนัธ์ของ PHAs มากกว่า 150 
ชนิดซึ#งองค์ประกอบของโมโนเมอร์มีความหลากหลาย ทั 1งนี 1เนื#องจากสารตั 1งต้นที#ใช้ในการผลิตและ
ภาวะที#ใช้ในการเพาะเลี 1ยง ดงัรูปที# 2.3  และจากการที# PHAs มีอนพุนัธ์ที#หลากหลายนั 1นยงัทําให้มี
สมบตัิที#ต่างกันอีกด้วย  โดยสามารถจดัจําแนกชนิดของ PHAs ได้จากความยาวของกิ#งโซ่ ได้แก่  
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medium-chain-length ซึ#งประกอบด้วยคาร์บอน 6-14 อะตอม ส่วนใหญ่สร้างโดยแบคทีเรียใน
กลุม่ Pseudomonas  และ short-chain-length ซึ#งผลิตในแบคเรียหลายชนิด (Rehm, 2010)  
 

 
รูปที�  2.3 แสดงโครงสร้างของ PHA ชนิดตา่งๆ ตามชนิดของโซกิ่#งที#เป็นองค์ประกอบ (A) พอลิ (3-
ไฮดรอกซีโพรพิโอเนต) [Poly(3-hydroxypropionate; P(3HP)] (B) พอลิ (3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) 
[Poly(3-hydroxybutyrate); P(3HB)] (C) พอลิ (3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต) [Poly(3-
hydroxyvalerate); P(3HV)] (D) พอลิ (3-ไฮดรอกซีออกตะโนเอต) [Poly(3-hydroxyoctanoate); 
P(3HO)] (E) พอลิ (4-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) [Poly(4-hydroxybutyrate); P(4HB)] (F) พอลิ(5-       
ไฮดรอกซีวาเลอเรต) [Poly(4-hydroxyvalerate); P(4HV)] (G) พอลิ (3-ไฮดรอกซีเฮกซะโนเอต) 
[Poly(3-hydroxyexanoate); P(3HHx)] (H) พอลิ (5-ไฮดรอกซีวาเลอเรต) [Poly(5-
hydroxyvalerate); P(5HV)] (I) มาเลต (Malate) (J) พอลิ (3-ไฮดรอกซี-5-ฟีนีลวาเลอเรต[Poly(3-
hydroxy-5-phenylvalerate)] (K) พอลิ (7-ไซยาโน-3-ไฮดรอกซีเฮปตะโนเอท [Poly(7-cyano -3-
hydroxyheptanoate)] (L) พอลิ (3-ไฮดรอกซี-8-คลอโรออกทะโนเอต) [Poly(3-hydroxy-8-
chlorooctanonate)] (PÖtter และ SteinbÜchel, 2006) 
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ตารางที� 2.2 แสดงสกลุของจลุินทรีย์ที#มีรายงานการสะสมพอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต (Koller 
และคณะ, 2010) 
 
Acidovorax Clostridium Leptothrix Rhodobacter 

Acinetobacter Comamonas Methanomonas Rhodococcus 

Actinobacillus Corynebacterium Methylobacterium Rhodopseudomonas 

Actinomycetes Cupriavidus Methylosinus Rhodospirillium 

Aeromonas Cyanobacterium Methylocystis Rubrivivax 

Alcaligenes Defluviicoccus Methylomonas Saccharophagus 

Allochromatium Derxia Methylovibrio Shinorhizobium 

Anabaena Delftia Micrococcus Sphaerotilus 

Aphanothece Ectothiorhodospira Microcoleus Spirillum 

Aquaspirillum Erwinia Microcystis Spirulina 

Asticcaulus Escherichia Microlunatus Staphylococcus 

Azomonas Ferrobacillus Moraxella Stella 

Azospirillum Gamphospheria Mycoplana Streptomyces 

Azotobacter Gloeocapsa Nitrobacter Synechococcus 

Bacillus Gloeothece Nitrococcus Syntrophomonas 

Beggiatoa Haemophilus Nocardia Thiobacillus 

Beijerinckia Halobacterium Nostoc Thiococcus 

Beneckea Haloarcula Oceanospirillum Thiocystis 

Brachymonas Haloferax Oscillatoria Thiodictyon 

Bradyrhizobium Halomonas Paracoccus Thiopedia 

Burkholderia Haloquadratum Paucispirillium Thiosphaera 

Caryophanon Haloterrigena Pedomicrobium Variovorax 

Caulobacter Hydrogenophaga Photobacterium Vibrio 

Chloroflexus Hyphomicrobium Protomonas Wautersia 

Chlorogloea Klebsiella Pseudomonas Xanthobacter 

Chromatium Lamprocystis Ralstonia Zoogloea 

Chromobacterium Lampropedia Rhizobium  
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 2.4.1 โครงสร้างของ PHAs  
 
 PHAs มีโครงสร้างเป็นพอลิเอสเทอร์สายตรง (linear polyesters) ประกอบด้วยคาร์บอน 
ออกซิเจน และไฮโดรเจน สตูรโครงสร้างทั#วไปแสดงดงัรูปที# 2.4 โมโนเมอร์ของสายพอลิเมอร์ตอ่กนั
แบบหวัตอ่หาง โดยโมโนเมอร์ในกลุ่มไฮดรอกซีเชื#อมตอ่กนัด้วยพนัธะเอสเทอร์ระหว่างระหว่างหมู่
คาร์บอกซิลิกของโมโนเมอร์ตัวแรกกับหมู่ไฮดรอกซีของโมโนเมอร์ตัวถัดไป ตรงตําแหน่งบีต้า
คาร์บอนจะเป็นไครัลคาร์บอน (chiral carbon) แสดงโครงสร้างเป็น R-configulation (Madison 
และ Huisman, 1999) 
 
 
 
 
 
*C แสดงตําแหนง่บีต้าคาร์บอน 
n = 1 R = ไฮโดรเจน (H)  สารนี 1คือ   พอลิ (3-ไฮดรอกซีโพรพิโอเนต)          หรือ P(3HP) 
 R = เมทธิล (CH3)  สารนี 1คือ   พอลิ (3-ไฮดรอกซีบวิทิเรต)          หรือ P(3HB) 
 R = เอทธิล (C2H5)  สารนี 1คือ   พอลิ (3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต)          หรือ P(3HV) 
 R = โพรพิล (C3H9)  สารนี 1คือ   พอลิ (3-ไฮดรอกซีเฮกซะโนเอต)         หรือ P(3HHx) 
 R = บวิทิล(C4H9) สารนี 1คือ   พอลิ (3-ไฮดรอกซีเฮปตะโนเอต)        หรือ P(3HH) 
 R = เพนทิล(C5H11) สารนี 1คือ   พอลิ (3-ไฮดรอกซีออกตะโนเอต)       หรือ P(3HO) 
 R = เฮกซิล(C6H13) สารนี 1คือ   พอลิ (3-ไฮดรอกซีโนนาโนเอต)          หรือ P(3HN) 
 R = เฮปทิล(C7H15) สารนี 1คือ   พอลิ (3-ไฮดรอกซีเดคะโนเอต)          หรือ P(3HD) 
 R = ออกทิล(C8H17) สารนี 1คือ   พอลิ (3-ไฮดรอกซีอนัเดคะโนเอต)      หรือ P(3HUD) 
 R = โนทิล (C9H19)  สารนี 1คือ   พอลิ (3-ไฮดรอกซีโดเดคะโนเอต)       หรือ P(3HDD) 
n = 2  R = ไฮโดรเจน (H)  สารนี 1คือ   พอลิ (4-ไฮดรอกซีบวิทิเรต)          หรือ P(4HB) 
n = 3  R = ไฮโดรเจน (H)  สารนี 1คือ   พอลิ (5-ไฮดรอกซีวาเลอเรต)             หรือ P(5HV) 
 
รูปที� 2.4 สตูรโครงสร้างทางเคมีของพอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต (Khanna และ Srivastava, 
2005) 
 

* 
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 2.4.2  การจําแนกชนิดของ PHAs 
   
 2.4.2.1 การจดัจําแนกกลุม่โดยแบง่ตามชนิดของโมโนเมอร์ที#เป็นองค์ประกอบในสายพอลิ
เมอร์ แบง่เป็น 2 ประเภทดงันี 1 (สชุาดา จนัทร์ประทีป, 2539) 
  2.4.2.1.1 ฮอมอพอลิเมอร์ (homopolymer) เป็นพอลิเมอร์ที#ประกอบด้วย โมโน
เมอร์เพียงชนิดเดียวมาต่อกัน เช่น พอลิ-3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต (poly-3-hydroxybutyrate) และ    
พอลิ-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต (poly-3-hydroxyvarelate) เป็นต้น 
  2.4.2.1.2 เฮทเทอโรพอลิเมอร์ (heteropolymer) เป็นพอลิเมอร์ที#ประกอบด้วย  
โมโนเมอร์มากกว่า 1 ชนิดมาต่อกัน โดยเรียกชื#อตามจํานวนของโมโนเมอร์ที#เป็นองค์ประกอบ
ตวัอยา่งเชน่ โคพอลิเมอร์ (copolymer) ประกอบด้วยโมโนเมอร์ 2 ชนิดมาตอ่กนัเป็นสายพอลิเมอร์ 
เช่น พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต) [poly (3-hydroxybutyrate-co-3-
hydroxyvalerate) หรือ PHBV] พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-4-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) [poly (3-
hydroxybutyrate-co-4-hydroxybutyrate) หรือ P(3HB-co-4HB)] เป็นต้น สําหรับพอลิเมอร์ที#
ประกอบด้วยโมโนเมอร์ 3 ชนิดมาตอ่กนั เรียกว่า เทอร์พอลิเมอร์ (terpolymer) ตวัอย่างเช่น พอลิ
(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต-โค-4-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) [poly (3-
hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate-co-4-hydroxybutyrate) หรือ P(3HB-co-3HV-co-
4HB)] เป็นต้น 
 
 2.4.2.2 การจดัจําแนกกลุ่มโดยแบง่ตามจํานวนคาร์บอนในหน่วยโมโนเมอร์ แบง่ออกเป็น 
2 ประเภทดงันี 1 (Li และคณะ, 2007)  
  2.4.2.2.1 PHAs สายสั 1น (short chain length, SCL) หรือ scl-PHAs เป็น PHAs 
ที#มีคาร์บอน 3-5 อะตอม 
  2.4.2.2.2 PHAs สายกลาง (medium chain length, MCL) หรือ mcl-PHAs เป็น 
PHAs ที#มีคาร์บอน 6-14 อะตอม  
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2.5 การชีวสังเคราะห์ PHAs 
  
 การชีวสงัเคราะห์ PHAs จากจุลินทรีย์สายพนัธุ์ต่างๆ มีรายงานการศึกษาจํานวนมาก
กล่าวว่า  อะเซทิลโคเอ (acetyl-CoA) เป็นส่วนประกอบสําคญัที#จะทําให้เกิด 3-ไฮดรอกซีแอลคา
โนอิลโคเอ   (3-hydroxyalkanoyl-CoA) ที#มีความยาวต่างกันขึ 1นอยู่กับสารตั 1งต้นและเอนไซม์ที#
จําเพาะในชีวสงัเคราะห์ PHAs เอนไซม์ที#เกี#ยวข้องกบัชีวสงัเคราะห์ PHAs ทั 1งทางตรงและทางอ้อม
ของชีวสงัเคราะห์ PHAs สรุปได้เป็น 4 วิถีหลกัๆ ตามชนิดของสบัสเตรท ดงัแสดงในรูปที# 2.5 และ
ตารางที# 2.3 
 

 
 
รูปที� 2.5  โครงสร้างของจลุินทรีย์ที#มีการสะสม PHAs แกรนลู และกระบวนการเมแทบอลิซมึตา่งๆ 
ในชีวสงัเคราะห์และสลาย PHAs (Luengo และคณะ, 2003) 
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ตางรางที� 2.3 แสดงเอนไซม์และวิถีที#เกี#ยวข้องกบัชีวสงัเคราะห์ PHAs แกรนลู (Luengo และ
คณะ, 2003) 
 

หมายเลข วิถีการสงัเคราะห์ เอนไซม์ที#เกี#ยวข้อง 

1 

แอลเคนออกซิเดชนั              
(Alkane oxidation) 

แอลเคน-1-โมโนออกซีจีเนส 
(alkane 1-monooxygenase) 

2 
แอลกอฮอล์ ดีไฮโดรจีเนส 

(alcohol dehydrogenase) 

3 
แอลดีไฮด์ ดีไฮโดรจีเนส 

(aldehyde dehydrogenase) 

4 

บีตา-ออกซิเดชนั 
ของกรดไขมนั 

(Fatty-acid β-oxidation) 

เอซิล-โคเอ ไลเกส 
(acyl–CoA ligase) 

5 
เอซิล-โคเอ ดีไฮโดรจีเนส 

(acyl–CoA dehydrogenase) 

6 
อีโนอิล-โคเอ ไฮดราเทส 

(enoyl–CoA hydratase) 

7 
3-ไฮดรอกซีเอซิล-โคเอ ดีไฮโดรจีเนส 

(3-hydroxyacyl–CoA dehydrogenase) 
8 3-คีโตไทโอเลส (3-ketothiolase) 

9 
(R)-อีโนอิล-โคเอ ไฮดราเทส 

((R)-enoyl–CoA hydratase) 

10 
3-คีโตเอซิล-โคเอ รีดกัเทส 

(3-ketoacyl–CoA reductase) 

11 
การสงัเคราะห์จาก

คาร์โบไฮเดรต 

 บีตา-คีโตไทโอเลส 
(β-ketothiolase) 

12 
อะซิโตอะซิทิล-โคเอ รีดกัเทส แบบพึ#งพา NADPH 

(NADPH-dependent acetoacetyl–CoA 
reductase) 
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ตางรางที� 2.3 แสดงเอนไซม์และวิถีที#เกี#ยวข้องกบัการสงัเคราะห์ PHAs แกรนลูวิถีตา่งๆ (Luengo 
และคณะ, 2003) (ตอ่) 
 

หมายเลข วิถีการสงัเคราะห์ เอนไซม์ที#เกี#ยวข้อง 

13 

ดีโนโว-ชีวสงัเคราะห์ 
ของกรดไขมนั 

(De novo fatty acid 
synthesis) 

อะซิทิล-โคเอ คาร์บอกซิเลส 
(acetyl–CoA carboxylase) 

14 
ACP-มาโลนิลทรานเฟอเรส 
(ACP-malonyltransferase) 

15 
3-คีโตเอซิล-ACP ซินเทส 

(3-ketoacyl-ACP synthase) 

16 
3-คีโตเอซิล-ACP  รีดกัเทส 

(3-ketoacyl-ACP reductase) 

17 
3-ไฮดรอกซีเอซิล-ACP รีดกัเทส 

(3-hydroxyacyl-ACP reductase) 

18 
อีโนอิล-ACP รีดกัเทส 

(Enoyl- ACP reductase) 

19 
3-ไฮดรอกซีเอซิล-ACP-โคเอ ทรานเอซิลเลส 
(3-hydroxyacyl-ACP–CoA transacylase) 
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 2.5.1 กระบวนการสงัเคราะห์และโครงสร้างของ PHAs แกรนลู 
 

กระบวนการสังเคราะห์ PHAs ในจุลินทรีย์นั 1น PHAs จะอยู่ในรูปของแกรนูลอยู่ใน         
ไซโทพลาซึมของเซลล์  โดยแกรนูลที#มีการสะสม PHAs อย่างสมบูรณ์แล้วจะมีขนาดเส้นผ่าน
ศนูย์กลางประมาณ 200 – 500 นาโนเมตร  แกรนลูของ PHAs ถกูค้นพบครั 1งแรกโดย  Williamson 
และ Wilkinson (1958)  ภายในแกรนลูของ PHAs ประกอบไปด้วย PHAs 97.5% โปรตีน 2% และ
ฟอสฟอลิพิด 0.5% โดยประมาณ (Griebel และคณะ, 1968) แต่บางครั 1งอาจพบว่ามีปริมาณ
ไขมนัมากกว่า 0.5% (SteinbÜchel และ Valentin,1995) Lundgren และคณะ (1964) ได้
ทําการศกึษาลกัษณะพื 1นผิวของ PHAs แกรนลูของ B. megaterium และ B. cereus โดยกล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอน พบว่าผิวหน้าของแกรนูลถูกปกคลุมด้วยเยื#อหุ้ มที#มีความหนาประมาณ     
15-20 นาโนเมตร (Griebel และ Merrick, 1971)  ตอ่มา De Koning และ Maxwell (1993) ได้
จําลองโครงสร้างของแกรนลูซึ#งล้อมรอบไปด้วยฟอสฟอลิพิด ดงัรูปที# 2.6 

  
รูปที� 2.6 แสดงลกัษณะจําลองของ PHAs แกรนูล  สีแดงคือ PHAs synthase    สีนํ 1าเงินคือ       
ฟาซิน (Phasin) สีม่วงคือ PHAs ดีพอลิเมอเรส  สีเขียวคือ ตวัยบัยั 1งของฟาซิน และสีเหลืองคือ 
ฟอสฟอลิพิด (Pötter และ Steinbüchel, 2006) 
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 เป็นที#ทราบกนัว่าแกรนลูของ PHAs จะประกอบไปด้วยโปรตีนที#บริเวณผิวของแกรนลู ซึ#ง
โปรตีนเหลา่นี 1มีผลตอ่โครงสร้างและขนาดของแกรนลู (SteinbÜchel และคณะ, 1995) Mayer และ 
Hoppert (1997) และ Boatman (1964) ได้ทําการศกึษาโปรตีนที#ผิวของแกรนลูเหล่านี 1 พบว่าชั 1น
ของโปรตีนบริเวณผิวของแกรนลูมีความหนา 4 นาโนเมตร แตถ้่ารวมชั 1นของไขมนัจะมีความหนา 8 
นาโนเมตร  ลกัษณะทางกายภาพของแกรนลูมี 2 แบบ คือ เป็นแกรนลูที#มีลกัษณะอสณัฐาน และ 
แกรนลูที#มีลกัษณะเป็นผลึกบางส่วน (Jendrossek และ Handrick, 2002) ลกัษณะโดยทั#วไปของ
ผิวแกรนูลจะล้อมรอบไปด้วยชั 1นของโปรตีนและฟอสฟอลิพิด  เมื#อชั 1นเหล่านี 1ถูกทําลายระหว่าง
กระบวนการคดัแยก  ค่าความเป็นผลึกของพอลิเมอร์จะเพิ#มสงูขึ 1น 50-60% แกรนลูที#มีลกัษณะ
เป็นผลกึจะหลอมละลายที#อณุหภมูิระหวา่ง 170-180 องศาเซลเซียส 

โปรตีนที#อยู่บริเวณผิวของแกรนลู (Granule-associated proteins; GAPs) ของแบคทีเรีย
มีด้วยกัน 4 ชนิด คือ  PHAs ซินเทส (PHAs synthase; PhaC) PHAs ดีพอลิเมอเรส (PHAs 
depolymerases; PhaZi) ฟาซิน (Phasin; PhaP) และตวัควบคุมการแสดงออกของฟาซิน 
(regulator of phasin expression; PhaR) 
 
2.6  การย่อยสลาย PHAs โดยชีววิถี (Biodegradation of PHAs) 
 
 ข้อดีที#ได้เปรียบเหนือพอลิเมอร์ชีวภาพชนิดอื#นๆ ของ PHAs นั#นคือความสามารถในการ
ยอ่ยสลายทั 1งภาวะที#มีออกซิเจน และไมมี่ออกซิเจน อีกทั 1งยงัสามารถยอ่ยสลายได้โดยใช้ความร้อน 
และการย่อยสลายด้วยเอนไซม์  โดยการย่อยสลาย PHAs โดยชีววิถีนั 1นขึ 1นอยู่กับสมบัติทาง
กายภาพและทางเคมีของพอลิเมอร์ เช่น PHAs ที#มีนํ 1าหนกัโมเลกลุตํ#าจะสามารถย่อยสลายได้เร็ว
กวา่ PHAs ที#มีนํ 1าหนกัโมเลกลุสงู เป็นต้น  และเราสามารถแบง่ภาวะของการย่อยสลาย PHAs ได้
ออกเป็น 2 ภาวะ  ดงันี 1 
 
 2.6.1 การยอ่ยสลายโดยชีววิถีในสิ#งแวดล้อม (Biodegradation in the environment)  
 
  ถึงแม้ว่าจลุินทรีย์ที#สามารถผลิตและสะสม PHAs ในภาวะที#ธาตอุาหารถกูจํากดั
จะนํา PHAs ที#ผลิตและสะสมไว้นั 1นสะสมมาย่อยและนําไปใช้เมื#อธาตอุาหารเพียงพอ (Williams 
และ Peoples, 1996) อย่างไรก็ตามความสามารถในการสะสม PHAs ไม่ได้เป็นตวับ่งชี 1ว่า
จลุินทรีย์ชนิดนั 1นจะมีความสามารถในการย่อย PHAs ที#อยู่ในสิ#งแวดล้อม (Gilmore และคณะ, 
1990) พอลิเมอร์แต่ละชนิดนั 1นมีขนาดที#ใหญ่และไม่สามารถผ่านผนงัเซลล์ของจุลินทรีย์ได้  แต่
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จลุินทรีย์จะคอ่ยๆ ปลอ่ยเอนไซม์ออกมาย่อยซึ#งจะย่อยให้กลายเป็นโมโนเมอร์ เช่น ผลิตภณัฑ์ที#ได้
จากการย่อย PHB คือ 3HB (Doi และคณะ, 1992) และถ้าย่อย PHBV จะได้ผลิตภณัฑ์สองชนิด 
คือ 3HB และ 3HV (Luzier, 1992) ซึ#งโมโนเมอร์เหล่านี 1มีความสามารถในการละลายในนํ 1าและมี
ขนาดเล็กพอที#จะแทรกตวัผ่านผนงัเซลล์ของจลุินทรีย์เข้าไปในเซลล์ได้ โมโนเมอร์เหล่านี 1เมื#อเข้าสู่
เซลล์ของจลุินทรีย์จะถกูยอ่ยสลายผ่านวิถีบีตาออกซิเดชนั (β-oxidation) และ Tricarboxylic Acid 
Cycle (TCA) ได้ผลิตภณัฑ์สดุท้าย คือ นํ 1าและคาร์บอนไดออกไซด์ ภายใต้ภาวะที#มีออกซิเจน และ
ได้ผลิตภัณฑ์สุดท้ายเป็นแก๊สมีเทนในภาวะที#ไม่มีออกซิเจน จุลินทรีย์หลายชนิดที#สามารถย่อย
สลาย PHAs ได้ ในภาวะที#มีออกซิเจน หรือในภาวะที#ไม่มีออกซิเจน ในปี 1996 Lee ได้ทําการคดั
แยกแบคทีเรียและเชื 1อราที#สามารถย่อยสลาย PHAs ได้จากสิ#งแวดล้อมต่างๆ จากการทดลอง
สามารถคัดแยก Acidovorax faecilis, Aspergillus fumigatus, Comamonas sp., 
Pseudomonas lemoignei และ Variovorax paradoxus จากดิน  Alcaligenes faecalis และ 
Pseudomonas sp. จากตะกอนบําบดั  Comamonas testosterone จากนํ 1าทะเล Ilyobacter 
delafieldii จากตะกอนบําบดัในระบบที#ไมมี่ออกซิเจน  
  ทั 1งนี 1อตัราการยอ่ยสลายโดยชีววิถีของ PHAs ขึ 1นอยู่กบัภาวะของสิ#งแวดล้อมนั 1นๆ 
เชน่ อณุหภมูิ ความชื 1น pH ธาตอุาหาร รวมไปถึงสมบตัิของ PHAs เช่น องค์ประกอบของ         โม
โนเมอร์ ความเป็นผลึก และพื 1นที#ผิว เป็นต้น โดยปกติ PHAs จะมีความสามารถในการย่อยสลาย
ในธรรมชาติได้มากกว่าเมื#อเปรียบเทียบกับ PLA ที#จะสลายตวัอย่างสมบูรณ์ในภาวะที#จําเพาะ 
(Philip และคณะ, 2007) 
 
 2.6.2 การยอ่ยสลายโดยชีววิถีในระบบสิ#งมีชีวิต (Biodegradation in living systems) 
 
  โดยปกติแล้วเราจะพบ 3HB ในเลือดของสตัว์ชั 1นสูงในส่วนของพลาสมา (Lee, 
1996) ด้วยเหตนีุ 1จงึทําให้ PHAs ได้รับความสําคญัในการนํามาใช้ทางการแพทย์ เช่น การนํามาใช้
เป็นตวัควบคุมในการปลดปล่อยยาในระยะยาว  การนํามาใช้เป็นหมุดและด้ายในการเย็บแผล 
และใช้เป็นกระดกูและหลอดเลือดเทียม ดงันั 1นกระบวนการย่อยสลายทางชีววิถีของ PHAs จึงมี
ความสําคญัอย่างมาก เนื#องจากอตัราการเกิดใหม่ของเนื 1อเยื#อต้องเท่ากันกับอตัราการสลายของ 
PHAs ในการนําไปใช้ปลกูถ่ายเนื 1อเยื#อ ซึ#งจากการศกึษาของ Duvernoy และคณะ (1995) พบว่า 
แผ่นฟิล์ม PHB จะมีการย่อยสลายประมาณร้อยละ 30-80 ภายในเวลา 1 ปี โดยอตัราการย่อย
สลายขึ 1นกบัสมบตัขิอง PHAs นั 1นๆ การยอ่ยสลายโดยชีววิถีของ PHAs ในระบบสิ#งมีชีวิตนั 1นจะเริ#ม
จาก PHAs ถกูยอ่ยโดยเอนไซม์ที#มีอยูใ่นเลือดและเนื 1อเยื#อของสตัว์  โดยจากการศกึษาของ  Atkins 
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และคณะ (1996)  พบว่าอตัราการย่อยสลายของ PHAs ในนํ 1าเลือดนั 1นมากที#สุด รองลงมาคือ 
นํ 1ายอ่ยจากตบัออ่น และนํ 1ายอ่ยจากกระเพาะอาหาร ตามลําดบั 
    
2.7  แหล่งคาร์บอนที�ใช้ในการผลิต PHAs  
 
 แม้ว่าการประยุกต์ทางกระบวนการชีวภาพในการผลิต PHAs ระดับอุตสาหกรรมมี
ศักยภาพในการพัฒนาต่อยอดไปสู่การพัฒนาแบบยั#งยืน ก็ยังถือว่าไม่มีความคุ้ มค่าในด้าน
เศรษฐกิจ เนื#องจากราคาของ PHAs โดยเมื#อเปรียบเทียบกับพลาสติกทั#วไปที#ผลิตจากแหล่ง
ฟอสซิล เมื#อพิจารณาต้นทุนที#ใช้ในการผลิต PHAs สามารถแบ่งประเภทของต้นทุนการผลิตที#
สําคญั ได้แก่ 

• ราคาของแหลง่คาร์บอน 

• ราคาของแหลง่ไนโตรเจน 

• ราคาสารตั 1งต้น (Precursor) 

• ต้นทนุในกระบวนการคดัแยกและทําให้บริสทุธิA 
 

 ในปี 1995 Hänggi ศกึษาต้นทุนในการผลิต PHAs พบว่าวตัถุดิบที#ใช้ในการผลิตเป็น
ปัจจยัหลกัของต้นทนุในการผลิต PHAs โดยเป็นสดัส่วนที#สงูกว่า 50% โดยเฉพาะอย่างยิ#งแหล่ง
คาร์บอน เนื#องจากกระบวนการผลิต PHAs ส่วนใหญ่ใช้แหล่งคาร์บอนบริสทุธิA เช่น แป้ง ซูโครส 
กลูโคส และฟรักโทส แต่ในกระบวนการผลิต PHAs จุลินทรีย์จะสร้างและสะสม PHAs ภายใต้
ภาวะที#มีออกซิเจนทําให้สญูเสียคาร์บอนบางส่วนในกระบวนการหายใจระดบัเซลล์ ดงันั 1นปริมาณ
คาร์บอนที#น้อยกว่าครึ#งหนึ#งของปริมาณคาร์บอนทั 1งหมดจะถกูนําไปชีวสงัเคราะห์เป็น PHAs และ
ชีวมวลของจลุินทรีย์ (Koller และคณะ, 2010) ดงันั 1นการนําวสัดเุหลือทิ 1งมาใช้เป็นวตัถดุิบในการ
ผลิต PHAs นบัเป็นกลยทุธ์หนึ#งที#อาจลดต้นทนุการผลิต PHAs และลดต้นทนุในกระบวนการการ
จดัการของเหลือทิ 1งจากการเกษตรหรืออตุสาหกรรมอีกด้วย ตารางที# 2.4 แสดงตวัอย่างวสัดเุหลือ
ทิ 1งจากภาคการผลิตตา่งๆ ที#มีรายงานด้านการนํามาใช้เป็นแหลง่คาร์บอนเพื#อผลิต PHAs  
 ด้วยเหตนีุ 1จงึเป็นมลูเหตจุงูใจในการทําวิจยัครั 1งนี 1 ในการนําลิกโนเซลลโูลสมาพฒันา
กระบวนการปรับสภาพที#เหมาะสมเพื#อใช้เป็นแหลง่คาร์บอนในการผลิต PHAs โดยผู้ วิจยัเลือกใช้
ใบจามจรีุเป็นต้นแบบในการศกึษาศกัยภาพและความเป็นไปได้ในการนําลิกโนเซลลโูลสมาใช้เป็น
วตัถดุบิ โดยมีวตัถปุระสงค์เพื#อเป็นแนวทางในการพฒันาอยา่งยั#งยืน ในการนําแหลง่คาร์บอนที#
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เป็นวสัดเุหลือทิ 1งทางการเกษตร หรืออตุสาหกรรม ซึ#งสามารถปลกูทดแทนขึ 1นใหมไ่ด้และมีอยู่
ภายในประเทศไทยในการผลิต PHAs ที#อาจมีต้นทนุการผลิตที#ลดลง  
 
2.8 จามจุรี  
 
 
 
  
 
 
 
 จามจรีุ (Rain tree) เป็นพืชสกลุ Samanea เป็นไม้ยืนต้น สงู 10–25 เมตร เรือนยอดแผ่
กว้างคล้ายร่มเมื#อเจริญในที#โล่ง เปลือกแตกล่อนเป็นสะเก็ด เมื#อเจริญเต็มที#มีความสงูประมาณ 
15-25 เมตร และสามารถสงูได้มากถึง 40-50 เมตร เมื#อเจริญในพื 1นที#ที#มีไม้ยืนต้นเจริญอยู่อย่าง
หนาแน่น ใบเป็นใบประกอบแบบขนนกสองชั 1น เรียงสลบั แกนก้านยาวประมาณ 15 เซนติเมตร            
ใบประกอบย่อย 2-5 คู่ มีต่อมระหว่างก้านใบประกอบย่อย ใบย่อย 3–10 คู่ รูปรี รูปไข่ หรือรูป
สี#เหลี#ยมขนมเปียกปนู กว้าง 0.7–4 เซนติเมตร ยาว 1.5–6 เซนติเมตร คู่บนมีขนาดใหญ่กว่าคู่
ด้านล่าง ปลายใบมน มีติ#งแหลม โคนใบกลมหรือตดั เบี 1ยว แผ่นใบด้านล่างมีขนละเอียด ช่อดอก
ออกใกล้ปลายกิ#งมี 1 หรือหลายช่อ ดอกตรงกลางช่อไร้ก้าน กลีบเลี 1ยงติดกนัเป็นหลอด ยาว 8-9  
มิลลิเมตร ปลายเป็นหยกัตื 1นๆ กลีบดอกติดกนัเป็นหลอด ยาวประมาณ 1.2 เซนติเมตร ปลายหยกั
รูปสามเหลี#ยม มีขนด้านบน หลอดก้านเกสรเพศผู้ยาวกว่ากลีบดอกเล็กน้อย ดอกด้านข้างมีก้าน
ดอกสั 1นๆ กลีบเลี 1ยงยาว 5-7 มิลลิเมตร หลอดก้านเกสรเพศผู้สั 1นกว่ากลีบดอก รังไข่เกลี 1ยงไร้ก้าน 
ผลเป็นฝักรูปโค้งเล็กน้อย ยาว 15–20 เซนติเมตร เมื#อแก่จะกลายเป็นสีดํา ภายในฝักมีเมล็ด      
15–25 เมล็ด (Elevitch และ Staples, 2006) 
 จามจรีุมีถิ#นกําเนิดในอเมริกาใต้เขตร้อน นิยมปลกูเป็นไม้ประดบั ใช้ร่มเงาของต้นจามจุรี
ในการบงัแสงแดดให้แก่พืชของเกษตรกร ใช้เป็นอาหารให้แก่ปศสุตัว์และไม้เศรษฐกิจในการเลี 1ยง
ครั#งและงานแกะสลกั บางครั 1งพบกระจายพนัธุ์เองตามริมนํ 1า และที#ราบลุ่มทั#วประเทศ สกลุจามจรีุ
มีสมาชิกประมาณ 18 ชนิด มีเขตการกระจายพนัธุ์เฉพาะในแถบอเมริกาเหนือและใต้ ในไทย
นําเข้ามาปลกู 1 ชนิด คือ จามจรีุ Samanea saman (Jacquin) Merrill  
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ตารางที� 2.4  แหลง่คาร์บอนที#เป็นของเหลือทิ 1งจากอตุสาหกรรมตา่งๆ ที#สามารถนํามาผลิต PHAs 
 

แหลง่คาร์บอน จลุินทรีย์ 
ชนิดของ 
PHAs 

นํ 1าหนกัเซลล์แห้ง 
(กรัมตอ่ลิตร) 

ปริมาณPHAs 
(ร้อยละของนํ 1าหนกั

เซลล์) 
รายงานอ้างอิง 

ของเสียจากกระบวนการผลิต
นํ 1าเชื#อมจากอินทผลมั 

B. megaterium PHB 3 50 Omar และคณะ, 2001 

กลีเซอรอล Zobellella denitrificans strain MW1 PHB 5 87 
Ibrahim และ 

Steinbüchel, 2009 
สารละลายนํ 1าตาลจากการ

ยอ่ยชานอ้อยด้วยกรด 
Ralstonia eutropha PHB 11.1 56.5 Yu และ Stahl, 2008 

ของเสียจากกระบวนการผลิต
นํ 1าเชื#อมจากอินทผาลมั 

B. megaterium PHB 3.3 52 
Ataei และคณะ, 2008 Bacillus sp. PHBV 3.6 71 

Ralstonia eutropha PHB 0.98 35 
กลีเซอรอลดิบ Cupriavidus necator JMP 134 PHB 50 48 Mothes และคณะ, 2007 

กากนํ 1าตาล Mixed culture PHBV - 30 
Albuquerque และคณะ, 

2007 2
5
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ตารางที� 2.4  แหลง่คาร์บอนที#เป็นของเหลือทิ 1งจากอตุสาหกรรมตา่งๆ ที#สามารถนํามาผลิต PHAs (ตอ่) 

แหลง่คาร์บอน จลุินทรีย์ 
ชนิดของ 
PHAs 

นํ 1าหนกัเซลล์แห้ง 
(กรัมตอ่ลิตร) 

ปริมาณPHAs 
(ร้อยละของนํ 1าหนกัเซลล์) 

รายงานอ้างอิง 

หางนม Pseudomonas hydrogenovora PHBV 10.58 1.27 
Koller  

และคณะ, 2008 
หางนม 

Recombinant E. coli PHBV 
11 49.6 Koller  

และคณะ, 2005 กลีเซอรอล 21.3 76 

กากนํ 1าตาล Mixed culture PHBV - 37 
Bengtsson  

และคณะ, 2010 

นํ 1ามนัจากเนื 1อปาล์ม C. necator PHB-4 PHBV 7.9 79 
Bhubalan และคณะ, 

2008 

กากนํ 1าตาล recombinant Klebsiella aerogenes PHB - 65 
Zhang และคณะ, 

1994 
นํ 1ามนัปาล์มดบิ Erwinia sp. USMI-20 PHB - 46 Majid และคณะ, 1999 

ของเสียจาก
อตุสาหกรรม 
แป้งมนัฝรั#ง 

R. eutropha NCIMB 11599 PHB 179 55 Haas และคณะ, 2008 

2
6

 



27 

 

 

2.9  การผลิต PHAs จากแหล่งลิกโนเซลลูโลส 
 
 ถึงแม้ว่าปัจจุบนันกัวิจยัตา่งสนใจศึกษาและพฒันาเทคโนโลยีการผลิต PHAs ในระดบั
อุตสาหกรรมเพิ#มมากขึ 1น โดยเน้นการใช้แหล่งคาร์บอนที#มีราคาถูกหรือเป็นของเหลือทิ 1งจาก
อุตสาหกรรมต่างๆ มาเป็นวัตถุดิบเพื#อลดต้นทุนการผลิต แต่งานวิจยัด้านการผลิต PHAs จาก
แหลง่ลิกโนเซลลโูลสยงัมีอยูน้่อยมาก  ดงัแสดงในตารางที# 2.6 
 ลิกโนเซลลโูลสถือเป็นแหล่งคาร์บอนที#ได้จากธรรมชาติ  ที#มีปริมาณมาก สามารถผลิตขึ 1น
ได้ใหม่  หาได้ง่ายตามแต่ละท้องที# ทําให้ราคาถูกไม่ขึ 1นกบักลไกราคาตลาดโลก ซึ#งตา่งจากแหล่ง 
ปิโตรเคมีที#มีอยา่งจํากดั ซึ#งหากนําลิกโนเซลลโูลสมาผลิตพลาสติกชีวภาพ  จะช่วยลดปริมาณการ
ใช้แหล่งปิโตรเคมี ลดการปลดปล่อยคาร์บอนไดออกไซด์ และช่วยลดปัญหาโลกร้อน  ลิกโน
เซลลโูลสจึงเป็นแหล่งที#น่าสนใจและมีประสิทธิภาพ นอกจากนี 1ลิกโนเซลลโูลสยงัสามารถเปลี#ยน
ให้เป็นได้ทั 1งสถานะของแข็ง ของเหลว และแก๊ส  การเปลี#ยนลิกโนเซลลโูลสนิยมนําไปใช้เป็นแหล่ง
พลังงานไฟฟ้า ความร้อน  เชื 1อเพลิง และสารเคมีต่างๆ ดงันั 1นแหล่งลิกโนเซลลูโลสจึงมีความ
น่าสนใจเมื#อพิจารณาจากประโยชน์ที#ได้รับ (Saxena และคณะ, 2009) โดยแหล่งของลิกโน
เซลลูโลสสามารถแบง่ออกได้เป็น 4 แหล่งที#สําคญั คือ แหล่งป่าไม้ แหล่งการเกษตร วชัพืช และ
ขยะที#มีเซลลโูลสเป็นองค์ประกอบ (van Wyk, 2001) โดยองค์ประกอบของลิกโนเซลลโูลสแตล่ะ
แหล่งแสดงในตารางที# 2.5 โดยส่วนประกอบของลิกโนเซลลโูลสนั 1นขึ 1นอยู่กบัชนิดของพืชนั 1นๆ ซึ#ง
ชนิดและองค์ประกอบของลิกโนเซลลโูลสมีผลตอ่กระบวนการเปลี#ยนสภาพลิกโนเซลลโูลสในการ
นํามาใช้งาน  โดยองค์ประกอบหลกัๆ ของลิกโนเซลลโูลส คือ เซลลูโลส เฮมิเซลลโูลส และลิกนิน 
ดงัรูปที# 2.7 อตัราส่วนโดยเฉลี#ยจะอยู่ที# เซลลโูลสร้อยละ 30-60  เฮมิเซลลโูลสร้อยละ 20-40 และ
ลิกนินร้อยละ 20-25 ดงัแสดงในตารางที# 2.5 
 Prasad และคณะ (2007) รายงานการผลิต PHAs จากลิกโนเซลลโูลสโดยแบง่ออกเป็น 2 
ขั 1นตอน เริ#มจากขั 1นตอนที# 1 การย่อยวัตถุดิบเพื#อให้ได้นํ 1าตาล และขั 1นตอนที# 2 การผลิต PHAs 
โดยจุลินทรีย์จากนํ 1าตาลที#ได้ แต่เนื#องจากลิกโนเซลลูโลสมีลิกนินเป็นองค์ประกอบและเป็น
โครงสร้างที#ขดัขวางการย่อยเซลลโูลสให้เป็นนํ 1าตาล ดงันั 1นจึงจําเป็นที#จะต้องมีกระบวนการกําจดั
ลิกนินออกจากลิกโนเซลลูโลสเสียก่อน โดยกระบวนการนี 1เรียกว่า กระบวนการปรับสภาพ 
(pretreatment)  ปัจจบุนัการย่อยเอนไซม์และการย่อยด้วยกรดเป็นวิธีหลกัในการแปรสภาพลิกโน
เซลลูโลสให้เป็นนํ 1าตาล อย่างไรก็ตามการย่อยลิกโนเซลลูโลสโดยใช้กรดเจือจางเป็นวิธีที#เร็วและ
ง่ายที#สดุ และสามารถขยายขนาดการผลิตได้ตา่งจากเอนไซม์ที#เมื#อขยายขนาดการผลิตจะเกิดสาร
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ยบัยั 1งซึ#งจะขดัขวางการทํางานของเอนไซม์ อีกทั 1งเอนไซม์มีราคาแพงจึงไม่เหมาะที#จะนํามาใช้กับ
การผลิตในระดบัอตุสาหกรรม 
   
ตารางที� 2.5  แสดงองค์ประกอบของลิกโนเซลลโูลสจากแหล่งตา่งๆ และในพืชแตล่ะชนิด (van 
Wyk, 2001 และ Koller และคณะ, 2010) 
 

 
เซลลโูลส 
(ร้อยละ) 

เฮมิเซลลโูลส 
(ร้อยละ) 

ลิกนิน 
(ร้อยละ) 

จําแนกตามแหลง่ของลิกโนเซลลโูลส 
วสัดเุหลือใช้ทางการเกษตร 38 32 17 
ขยะที#มีลิกโนเซลลโูลสเป็นองค์ประกอบ 45 9 10 
แหลง่ป่าไม้ และไม้เนื 1อแข็ง 50 23 22 
วชัพืชที#ใช้เป็นพืชพลงังาน 45 30 15 
จําแนกตามชนิดของพืช 
ใบจามจรีุในการทดลองนี 1 40 - 26 
ซงัข้าวโพด 42-45 33-35 10-15 
ใบและซงัข้าวโพด 35 25-38 35 
ฟางข้าว 39 36 10 
ฟางข้าวสาลี 33-47 22-30 13-19 
ชานอ้อย 40 29 13 
ต้นปอ 44-45 19-21 20-22 
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รูปที�  2.7 แสดงองค์ประกอบของลิกโนเซลลโูลส 
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ตารางที� 2.6  การผลิต PHAs โดยใช้แหลง่ลิกโนเซลลโูลสเป็นแหลง่คาร์บอน 
  

แหลง่คาร์บอน จลุินทรีย์ 
ชนิดของ 
PHAs 

นํ 1าหนกัเซลล์แห้ง 
(กรัมตอ่ลิตร) 

ปริมาณPHAs 
(ร้อยละของนํ 1าหนกัเซลล์) 

อ้างอิง 

กากของต้นอากาเว่
(Agavae)  

Saccharophagus degradans 
(ATCC 43961) 

PHB - - 
Munoz และ Riley, 

2008 

เปลือกถั#ว Bacillus sp. PHB 0.70 62 
Kumar และคณะ, 

2008 

ขี 1เลื#อย 

Brevundimonas vesicularis LMG 
P-23615 3HP 3HB 

และ 3HV 

0.253 64 
Silva และคณะ, 2007 

Sphingopyxis macrogoltabida 
LMG 17324 

0.320 72 

ชานอ้อย 
Ralstonia eutropha 

PHB 
0.65 1.4 

Yu และ Stahl, 2008 Ralstonia eutropha 
(Tolerant inoculums) 

11.1 56.5 

รําข้าว Halomonas boliviensis LC1 PHB 3.19 33.8 
Van-Thuoc และคณะ, 

2007 
  

3
0

 



31 

 

2.10  การปรับสภาพลิกโนเซลลูโลสด้วยกรด 
 
 การปรับสภาพลิกโนเซลลโูลสด้วยกรดนั 1นจะเกิดจากกรดทั 1งที#เจือจางและเข้มข้นจะเข้าไป
ยอ่ยเซลลโูลสและเฮมิเซลลโูลสซึ#งตอ่กนัเป็นพอลิเมอร์สายยาวอยูใ่นชีวมวลของลิกโนเซลลโูลส  ได้
ผลิตภณัฑ์สดุท้ายเป็นนํ 1าตาลชนิดตา่งๆ ทั 1งนี 1ขึ 1นกบัแหล่งของพอลิเมอร์ที#ถกูกรดย่อย เช่น เมื#อย่อย
เซลลโูลสด้วยกรด จะได้นํ 1าตาลกลโูคสและเซลโลไบโอส (รูปที# 2.8)  โดยเฮมิเซลลโูลสจะถกูย่อยได้
ง่ายกว่าเซลลูโลส ข้อดีของการย่อยด้วยกรด คือ การที#กรดสามารถแทรกซึมเข้าไปย่อยเซลลูโลส
และเฮมิเซลลโูลสโดยที#ยงัมีลิกนินอยูไ่ด้ และอตัราการย่อยด้วยกรดยงัมีคา่ที#สงูกว่าการย่อยโดยใช้
เอนไซม์ แตเ่นื#องจากกรดไม่มีความจําเพาะเหมือนเอนไซม์ทําให้ในภาวะที#มีกรด นํ 1าตาลที#ได้อาจ
ถกูกรดย่อยตอ่ไปด้วย  ในกระบวนการย่อยด้วยกรดส่วนใหญ่มกัจะนิยมใช้กรดซลัฟิวริกและกรด
ไฮโดรคลอริก ที#ความเข้มข้นร้อยละ 1-10 ที#อณุหภูมิปานกลาง (100 -150 องศาเซลเซียส) แตก่าร
ย่อยด้วยกรดจะมีประสิทธิภาพตํ#าในการผลิตนํ 1าตาลเฮกโซส  เนื#องจากในระหว่างการย่อยด้วย
กรด นํ 1าตาลเฮกโซสที#ถกูปลดปล่อยออกมาจะถกูย่อยตอ่ด้วยกรด กลายเป็นผลิตภณัฑ์ไม่ต้องการ  
ไ ด้แก่  เฟอฟูรอล (furfural) ซึ# ง เ กิดจากการย่อยนํ 1าตาลเพนโทสด้วยกรด และ 5-
hydroxymethylfurfural (HMF)  ซึ#งเกิดจากการย่อยนํ 1าตาลเฮกโซสด้วยกรด นอกจากนี 1ยงัเกิด
ผลิตภัณฑ์ข้างเคียงชนิดอื#นๆ ได้แก่ กรดอะซิติก (acetic acid) วนิลิน (Vanillin) ไซริงกัลดีไฮด์
(Syringaldehyde) และ 4-ไฮดรอกซีเบนซลัดีไฮด์ (4-hydroxybenzalhyde) ดงัแสดงในรูปที# 2.9 
โดยกรดอะซิติกจะเกิดในช่วงแรกของการย่อยเฮมิเซลลูโลสด้วยกรด ซึ#งจะเข้าทําปฏิกิริยากับหมู ่ 
อะซิทิลของนํ 1าตาล กลายเป็นสารยบัยั 1งกระบวนการหมกั ทําให้เชื 1อเจริญได้ช้า และได้ผลิตภณัฑ์
ลดลง  โดยผลิตภัณฑ์ข้างเคียงเหล่านี 1จะมีปริมาณที#มากขึ 1นหากภาวะที#ใช้ในการย่อยมีอุณหภูมิ
และปริมาณกรดที#เพิ#มขึ 1น  กรดซลัฟิวริกและไฮโดรคลอริกเป็นกรดที#ใช้กันอย่างแพร่หลายในการ
ย่อยวสัดลุิกโนเซลลโูลส  แต่ในทางกลบักนั กรดฟอสฟอริกอาจจะทําให้เกิดข้อได้เปรียบมากกว่า
หากนํามาใช้ในการย่อยลิกโนเซลลโูลส เนื#องจากกรดฟอสฟอริกมีความรุนแรงที#น้อยกว่ากรดชนิด
อื#นๆ ซึ#งจะให้ผลิตภณัฑ์ข้างเคียงที#เป็นสารยบัยั 1งการเจริญของจลุินทรีย์ เชน่ เฟอฟรูอล และกรดอะ
ซิติก  ดงัเช่นการทดลองของ Gámez และคณะ (2004) รายงานว่าการใช้กรดฟอสฟอริกเจือจาง
ความเข้มข้นร้อยละ 6 ย่อยชานอ้อยที#อณุหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 300 นาที  ได้นํ 1าตาล
รีดิวซ์ 21.4 กรัมต่อลิตร และเกิดผลิตภัณฑ์ข้างเคียงน้อยกว่า 4 กรัมต่อลิตร ซึ#งสอดคล้องกับ
งานวิจยัของ Romero และคณะ (2007)  ใช้กรดฟอสฟอริกเจือจางความเข้มข้นร้อยละ 8 ย่อยกิ#ง
ของต้นมะกอก ที#อณุหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 240 นาที ซึ#งสามารถย่อยเฮมิเซลลโูลสใน
วตัถดุบิให้กลายเป็นนํ 1าตาลได้ถึงร้อยละ 77  
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รูปที� 2.8  แสดงกระบวนการไฮโดรไลซ์เซลลโูลสด้วยกรด (van Wyk, 2001) 
 

 
รูปที� 2.9  แสดงกระบวนการการเกิดผลิตภณัฑ์ข้างเคียงระหว่างกระบวนการไฮโดรไลซ์เซลลโูลส
ด้วยกรด (Palmqvist และ Hahn-Hagerdal, 2000) 
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 โดยทั#วไปสารละลายที#ได้จากการยอ่ยด้วยกรดจําเป็นต้องผา่นกระบวนการตา่งๆ ภายหลงั
จากการย่อยหากต้องการนําสารละลายนั 1นมาใช้สําหรับเป็นอาหารของจุลินทรีย์  โดยทั#วไป
กระบวนการที#นิยมเพื#อกําจดัสารยบัยั 1งที#เกิดขึ 1นภายหลงัจากการย่อยลิกโนเซลลูโลสด้วยกรด คือ  
การทําให้ผลิตภัณฑ์เข้มข้นขึ 1น (concentration)  กระบวนการกําจดัสารพาที#เกิดขึ 1นจากการย่อย
ด้วยกรด (detoxification) ทําให้สารละลายเป็นกลาง (neutralization) และการเติมธาตอุาหาร
อื#นๆ (supplementation) ดงัรูปที# 2.10 กระบวนการทําให้สารละลายที#ได้จากการย่อยด้วยกรด
เข้มข้นขึ 1นนั 1นจะใช้การระเหยนํ 1าออกเพื#อเพิ#มความเข้มข้นของนํ 1าตาลในสารละลาย   และ
กระบวนการการกําจดัสารพิษที#เกิดขึ 1นระหว่างการย่อยด้วยกรดจะใช้ผงถ่านกมัมนัต์ในการดดูซบั
สารพิษออกจากสารละลาย  และการปรับคา่ pH ของสารละลายให้เป็นกลางทําโดยการเติมดา่ง
ลงไปในสารละลาย ซึ#งจากกระบวนการนี 1จะเกิดเกลือที#มีความสามารถในการละลายได้ในนํ 1าที#ตํ#า
และสามารถถูกกําจัดออกโดยการกรอง ยกตวัอย่างเช่น ในสารละลายที#ได้จากการย่อยลิกโน
เซลลโูลสด้วยกรดซลัฟิวริกและนํามาปรับให้เป็นกลางด้วยแคลเซียมไฮดรอกไซด์ (Ca(OH)2)  จะ
เกิดเกลือแคลเซียมซัลเฟต (CaSO4) ขึ 1น  และขั 1นตอนสุดท้ายการเติมธาตุอาหารอื#นๆ  ได้แก่ 
ไนโตรเจน และธาตุอาหารต่างๆที#จะเป็นต่อการเจริญขอจุลินทรีย์ที#เพาะเลี 1ยง  และจุดเด่นอีก
ประการของกรดฟอสฟอริก คือหลังจากกระบวนการปรับให้เป็นกลางด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
(NaOH) จะได้เกลือโซเดียมฟอสเฟต  ซึ#งเกลือที#เกิดขึ 1นนี 1ไม่จําเป็นต้องกําจัดออกเนื#องจาก
จุลินทรีย์สามารถใช้เป็นแหล่งของโซเดียมและฟอสเฟตได้  ทําให้สามารถลดขั 1นตอนการกรอง
ตะกอนของเกลือออก ลดขั 1นตอนและต้นทนุของกระบวนการเพราะไม่ต้องเติมแหล่งของโซเดียม
และฟอสเฟตและยงัเป็นมิตรตอ่สิ#งแวดล้อมเนื#องจากไม่เกิดขยะที#มาจากตะกอนของเกลืออีกด้วย 
(Gámeza และคณะ, 2006) 
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รูปที� 2.10  กระบวนการปรับสภาพที#จําเป็นภายหลงัการยอ่ยด้วยกรด (Gámeza และคณะ, 
2006) 
 
 
2.11 วัฏจักรแสดงการหมุนเวียนการสังเคราะห์ PHAs โดยการใช้ลิกโนเซลลูโลสซึ�งเป็น

ผลพลอยได้อุตสาหกรรมการเกษตรเป็นแหล่งคาร์บอน 

 วฎัจกัรแสดงการหมนุเวียนองค์ประกอบอินทรีย์ของ PHAs จากแหล่งลิกโนเซลลโูลส ดงั

แสดงในรูปที# 2.11 เป็นการนําลิกโนเซลลูโลสซึ#งเป็นผลพลอยได้จากกระบวนการผลิตกระดาษ 

อุตสาหกรรมป่าไม้ และการเกษตรซึ#งประกอบด้วยเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสซึ#งสามารถเปลี#ยนให้

กลายเป็นนํ 1าตาลเพื#อเป็นแหล่งคาร์บอนให้กบัจุลินทรีย์ซึ#งจะสร้างและสะสมแกรนูล PHAs เมื#อ

สกดัและทําให้บริสทุธิA นํามาแปรรูปเป็นผลิตภณัฑ์พลาสตกิชนิดตา่งๆ หลงัจากผ่านการใช้งานแล้ว 

PHAs สามารถกําจดัเช่นเดียวกบัขยะประเภทของแข็งทั#วไป เมื#อเกิดการย่อยสลายโดยธรรมชาติ

อยา่งสมบรูณ์ได้คาร์บอนไดออกไซด์และนํ 1า ซึ#งเป็นวตัถดุิบที#ใช้สําหรับกระบวนการสงัเคราะห์แสง

ของพืช และนํากลับมาใช้เป็นวัตถุดิบสําหรับผลิต PHAs ต่อไป ดงันั 1นจึงมั#นใจได้ว่า PHAs 
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สามารถหมุนเวียนเป็นวัฏจักรได้ทางกระบวนการชีวภาพอย่างแท้จริง (Verlinden และคณะ, 

2007)  

 

รูปที� 2.11  วฏัจกัรของ PHAs ที#ใช้ลิกโนเซลลโูลสเป็นแหลง่คาร์บอนและนําไปผลิตพอลิเมอร์ผา่น

กระบวนการหมกัโดยจลุินทรีย์ (Gross และ Kalra, 2002) 

 

2.12  การผลิต PHAs เพื�อนํามาใช้ประโยชน์ในเชิงพานิชย์ 

 การนํา PHAs ไปใช้งานนั 1นไม่ได้จํากัดอยู่ที#นําไปเป็นวสัดหุ่อหุ้มหรือบรรจุเท่านั 1น แต่ยงั
สามารถนําไปประยกุต์ใช้สําหรับงานประเภทต่างๆ ได้อย่างหลากหลายไม่ว่าจะเป็นวสัดสํุาหรับ
การเกษตร  เภสชักรรม และการแพทย์ สําหรับข้อได้เปรียบของ PHAs ที#ทําให้ได้รับความสนใจใน
การนํามาใช้ทดแทนพลาสติกสงัเคราะห์ถึงแม้จะมีราคาที#สูงกว่า โดยการนํา PHAs มาใช้เชิง
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พาณิชย์เริ#มตั 1งแต่ปลายปี ค.ศ. 1982 บริษัทอิมพิเรียล เคมิเคิล อินดสัตรี 1 (Imperial Chemical 
Industries, ICI) ได้พฒันาการผลิต PHB ในระดบัอตุสาหกรรม ซึ#งผลิต PHB จาก R. eutropha 
H16  โดยใช้ชื#อทางการค้าว่า Biopol® (Reddy และคณะ, 2003) นําไปใช้เป็นวตัถดุิบสําหรับผลิต
ขวดแชมพโูดยบริษัท Wella AG ซึ#งนบัเป็นจดุเริ#มต้นของ PHAs ในทางการค้าและตอ่มา Biopol® 
ได้ถูกซื 1อลิขสิทธิAโดยบริษัท Zeneca ให้แก่บริษัท Monsanto ในปี 1996 และในปี 1998 บริษัท 
Metabolic Inc. ได้ซื 1อลิขสิทธิAและพัฒนา PHAs ร่วมกับโรงพยาบาลเด็กในบอสตนั ภายใต้
เครื#องหมายการค้า Tepha ในการพฒันา PHAs สําหรับใช้ในทางการแพทย์ เช่น ลิ 1นหวัใจเทียม 
ด้ายสําหรับเย็บแผล และวสัดสํุาหรับช่วยยึดกระดกู (Philip และคณะ, 2007) ตอ่มีการพฒันาการ
ผลิต PHAs ในระดบัอตุสาหกรรมมากขึ 1น โดยบริษัทระดบัโลกตา่งๆ ที#มีชื#อเสียง ดงัแสดงในตาราง
ที# 2.7 

ในปี 2006 ราคา PHB อยูใ่นชว่ง 10-12 ยโูรตอ่กิโลกรัม ซึ#งมีราคาสงูกวา่พอลิเมอร์ที#ทํา
จากแป้ง และพอลิเมอร์ที#ทําจากวสัดธุรรมชาติอื#นๆ เนื#องจากมีต้นทนุการผลิตที#สงู เชน่ ราคา
วตัถดุบิที#สงูขึ 1น (Kosior และคณะ, 2006) การที#จะนํา PHB ไปใช้ประโยชน์ได้อย่างกว้างขวาง
หรือไมน่ั 1นขึ 1นอยูก่บัต้นทนุการผลิต โดยต้นทนุของการผลิต PHB ในปัจจบุนั (2010) มีราคาถกูลง 
เนื#องจากมีเทคโนโลยีที#มีการพฒันามากขึ 1น และมีหลายบริษัทที#สามารถผลิต PHAs ชนิดตา่งๆ ได้
เชน่ บริษัท Telles เป็นบริษัทร่วมทนุระหวา่ง Metabolix และ Archer Daniels Midland 
Company (ADM) สามารถผลิต PHB โดยใช้ชื#อทางการค้าวา่ MirelTM โดยมีอตัราการผลิต 
50,000 ตนัตอ่ปี โดย Telles ประกาศราคาขายที# 1.50 ยโูรตอ่กิโลกรัม บริษัท P&G สามารถผลิต 
PHBH โดยใช้ชื#อทางการค้าวา่ NodaxTM โดยมีอตัราการผลิต 20,000-50,000 ตนัตอ่ปี และ
ประกาศราคาขายที# 2.50 ยโูรตอ่กิโลกรัม เป็นต้น และมีแนวโน้มที#จะขยายระดบัการผลิตใน
อนาคตตอ่ไป (Kosior และคณะ, 2006) 
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ตารางที� 2.7 ตวัอย่างของบริษัทที#มีการผลิต PHA ทางการค้าในปัจจบุนั (Chanprateep, 2010) 
 

บริษัท 
ชนิดของ 

PHA 
ระดบัการผลิต 

(ตนั) 
ชื#อทางการค้า 

ราคา  
(ยโูรตอ่กิโลกรัม) 

Mitsubishi Gas 
Chemical Company 

Inc. (Japan) 
PHB 10,000 Biogreen 2.5 - 3.0 

Telles (USA) PHB 50,000 Mirel™ 1.50 
PHB Industrial 

Company (Brazil) 
PHB 50 Biocycle - 

Biomer Inc. 
(Germany) 

PHB และ 
PHBV 

50 Biomer 3.0 - 5.0 

Tianan Biologic, 
Ningbo (China) 

PHBV และ 
PHBV ผสม
กบั Ecoflex 

10,000 Enmat 3.26 

P&G (US) PHBH 
20,000 - 
50,000 

Nodax™ 2.50 

Lianyi Biotech 
(China) 

PHBH 2000 Nodax™ 3.70 

Kaneka Corporation 
(Japan) 

PHBH 1000 Kaneka PHBH™ - 

Tianjin Green Bio-
science Co/DSM 

P(3HB-co-
4HB) 

10,000 Green Bio - 

Meredian (US) PHBH 
272,000 
(2013) 

Meredian - 
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2.12.1 การประยกุต์ใช้ทางด้านการเกษตรและปศสุตัว์ 
 

การนํา PHAs ไปประยุกต์ใช้กับการเกษตร ได้แก่การนํา PHAs ไปทําแคปซูล
สําหรับบรรจแุบคทีเรียในกลุ่มที#มีความสามารถในการตรึงไนโตรเจนเพื#อช่วยเพิ#มประสิทธิภาพใน
การเพาะปลกู (Lopez และคณะ, 1998) นอกจากนี 1ยงัได้มีการนํา PHAs ไปทําแคปซูลบรรจยุาฆ่า
วชัพืช ยาฆา่แมลง หรือผลิตเป็นแคปซูลสําหรับบรรจยุารักษาโรคของสตัว์ และบรรจยุาประเภทที#มี
กลไกการออกฤทธิAนาน (Reddy และคณะ, 2003) อีกทั 1ง PHB ยงัได้รับการรับรองจากการทดสอบ
ความเป็นพิษในการนําไปใช้ในรูปอนภุาคนาโนกบัสตัว์ทดลองตามมาตรฐาน ISO 10993 (PÖtter 
และ SteinbÜchel, 2006) และเมื#อไม่นานมานี 1บริษัท P&G ได้ผลิตแผ่นฟิล์ม PHB โดยใช้ชื#อทาง
การค้าว่า Nodax™ สําหรับใช้บรรจุปุ๋ ย ยาฆ่าแมลงและวชัพืช สําหรับใช้ในนาข้าว (Philip และ
คณะ, 2007)  
 

2.12.2 การประยกุต์ใช้ทางด้านการแพทย์ 
 

เนื#องจาก PHAs มีสมบัติเข้ากันได้ทางชีวภาพกับสิ#งมีชีวิต (Biocompatibility)     
ทําให้สามารถนําไปประยกุต์ด้านการแพทย์และทางเภสชักรรมได้เป็นอย่างดี โดยเฉพาะอย่างยิ#ง 
P(3HB) P(3HB-3HV) P(4HB) P(3HO) และ P(3HB-3HHx) ซึ#งได้มีการทดสอบแล้วว่าสามารถ
เข้ากบัได้ทางชีวภาพกบัเนื 1อเยื#อสตัว์หลายชนิด (Valappil และคณะ, 2007) จึงได้มีการนํามาใช้ใน
งานด้านการปลกูถ่ายเนื 1อเยื#อ และวสัดใุนงานศลัยกรรม เช่น ใช้ทําหลอดเลือดเทียม กระดกูเทียม 
เข็มเย็บผ้า ผ้าซบัเลือด (Chen และ Wu, 2005) การใช้เป็นวัสดุในการเพาะเลี 1ยงเนื 1อเยื#อสําหรับ
การปลกูถ่ายเนื 1อเยื#อ (Williams และ Martin, 2002) เป็นต้น ซึ#งไม่ส่งผลกระทบตอ่สิ#งมีชีวิตนั 1นๆ 
ดงัเช่นการทดลองของ Sevastianov และคณะ (2003) ได้ทดสอบการตอบสนองของระบบ
ภูมิคุ้มกันต่อ P(3HB) และ P(3HB-3HV) พบว่าพอลิเมอร์ทั 1งสองชนิดไม่ส่งผลกระทบต่อระบบ
ภูมิคุ้ มกันและการตอบสนองระดับเซลล์ แต่มีการตอบสนองในระบบคอมพลีเม้นท์และการ
เหนี#ยวนําแข็งตวัของเลือด ทั 1งนี 1เนื#องจากกพอลิเมอร์มีลิโพพอลิแซคคาไรด์ (Lipopolysaccharide; 
LPS) ปะปนมากับพอลิเมอร์ทําให้เกิดการตอบสนองต่อระบบคอมพลีเมนท์ ดงันั 1นการนํา PHAs 
มาใช้ในทางการแพทย์ กระบวนการผลิตและทําบริสทุธิA PHAs มีความสําคญัอย่างยิ#ง แตเ่นื#องจาก 
PHAs ที#มีขายในทางการค้านั 1นเป็น PHAs ที#ใช้ในอตุสาหกรรมมากกว่าใช้ในทางการแพทย์ จึงทํา
ให้ PHAs ยังคงมีโปรตีน สารลดแรงตึงผิว และเอนโดทอกซิน (Endotoxin) ซึ#งเป็นไพโรเจน 
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(Pyrogen) ปะปนอยู่ ดงันั 1นในกระบวนการสกัด PHAs เพื#อใช้สําหรับการแพทย์ จะต้องได้
ผลิตภณัฑ์ที#มีความบริสทุธิAสงู ไมมี่สารเคมีที#ใช้ในการสกดั หรือสารอื#นๆ ปะปนอยู่ และพอลิเมอร์ที#
ได้ต้องมีประสิทธิภาพ สามารถย่อยสลายได้ทั 1งหมด และการที#จะได้รับอนญุาตจาก FDA เพื#อใช้
ในทางการแพทย์ PHAs ที#ได้จะต้องพบเอนโดทอกซินไม่เกิน 0.5 US Pharmacopeia endotoxin 
units ตอ่มิลลิลิตร (EU) (Valappil และคณะ, 2007)  

 
2.12.3 การประยกุต์ใช้ในอตุสาหกรรม 

ใช้ทําบรรจุภัณฑ์ประเภทถุง ภาชนะบรรจุอาหารสําเร็จรูป และแผ่นฟิล์มถนอม
อาหาร และวสัดอืุ#นๆเชน่ หมดุกอล์ฟ  ด้ามมีดโกน  แก้วนํ 1า และขวดแชมพ ู ดงัแสดงในรูปที# 2.12 
 

 
 

รูปที� 2.12 ผลิตภณัฑ์ PHAs ทางการค้าภายใต้ชือสินค้า Biopol (A) หมดุกอล์ฟ  (B) ด้ามมีด
โกน  (C) แก้วนํา (D) ขวดแชมพ ู (PÖtter และ SteinbÜchel, 2006) 
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บทที� 3 
 

อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และวิธีทดลอง 
 

3.1 อุปกรณ์และเครื�องมือที�ใช้ในการทดลอง 
 

1. เครื#องวดัความเป็นกรด -เบส  (Digital pH meter) รุ่น SevenEasy บริษัท Mettler Toledo 
Co., Ltd., Switzerland 

2. เครื#องวดัคา่การดดูกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น Spectronic 20 Genesys บริษัท 
Spectronic Unicam, USA, รุ่น Gensys 20 บริษัท Thermo Spectronic, USA 

3. เครื#องชั#งหยาบ (Laboratory balance) รุ่น PG 2002-S, รุ่น PB 3002 และรุ่น AG285 
บริษัท Mettler Toledo Co., Ltd., Switzerland 

4. เครื#องชั#งละเอียด (Analytical balance) รุ่น AG203 และ AG285 ของบริษัท Mettler 
Toledo Co., Ltd., Switzerland 

5. เครื#องนึ#งอบฆ่าเชื 1อ (Autoclave) รุ่น SS-325 และรุ่น ES-315 บริษัท Tomy Seiko, Ltd., 
Japan, รุ่น MLS 3020 บริษัท Sanyo Co., Ltd., Japan และรุ่น HV-25, บริษัท 
Hirayama, Co., Ltd., Japan 

6. ตู้ ถ่ายเชื 1อแบบ laminar flow ISSCO รุ่น BV-124, บริษัท International Scientific 
Supply Co., Ltd., Thailand, รุ่น Clean, รุ่น V 3-4 บริษัท Triwork 2000 Co., Ltd., 
Thailand และ Bosstech รุ่น HVB 120S บริษัท Boss Scientific Associate L.P., 
Thailand 

7. ตู้แช่แข็งชนิดจดุเยือกแข็งตํ#า (Deep freezer)  -20 องศาเซลเซียส บริษัท Sanyo Electric, 
Japan 

8. ตู้แช่แข็งจดุเยือกแข็งตํ#า (Deep freezer)  -80 องศาเซลเซียส บริษัท Forma Scientific, 
USA 

9. อ่างนํ 1าควบคมุอุณหภูมิ (Water bath) รุ่นW 760 และรุ่น WB 14 บริษัท Memmert, 
Germany 

10. ตู้บม่เชื 1อควบคมุอณุหภมูิ (Incubator) รุ่น INE500 บริษัท Memmert, Germany 
11. เครื#องผสมสาร (Vortex-Genie2) รุ่น G-560E บริษัท Scientific Industries Inc., USA 
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12. ตู้อบลมร้อน (Hot air oven) รุ่น UE 600 และรุ่น UL 80 บริษัท Memmert Co., Ltd., 
Germany 

13. เครื#องปั#นเหวี#ยงชนิดควบคมุอุณหภูมิ รุ่น   บริษัท  6500 Kubota, Japan และรุ่น Avanti   
J-30I บริษัท Beckman Coulter, Germany 

14. เครื#องเขย่าควบคมุอณุหภูมิ รุ่น Innova 4330 บริษัท New Brunwick Scientific Co., 
Inc., Edison, N.J., USA และรุ่น Gyromax 707R บริษัท Amerex Instruments, Inc., 
USA 

15. ไมโครปิเปตต์ ขนาด 200 1000 และ 5000 ไมโครลิตร บริษัท Gilson, France 
16. ตู้เย็น (Freezer) อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ของบริษัท Mitsubishi Electric, Japan 
17. กล้องจลุทรรศน์ (Microscope) รุ่น CH30RF200 บริษัท Olympus, Japan 
18. ถงัหมกัขนาด 5 ลิตร และชดุควบคมุถงัหมกัรุ่น EPC-1000 บริษัท EYELA, Japan 
19. เครื#อง Gel Permeation Chromatography (GPC) รุ่น CLASS-VP V6.14 บริษัท 

Shimadzu, Japan 
20. เครื#องวิเคราะห์ Nuclear magnetic resonance (NMR) analyzer บริษัท Varian Inova, 

USA และ บริษัท Bruker Biospin, USA 
21. เครื#องแก๊สโครมาโตกราฟฟี (Gas Chromatography) รุ่น CP-3800 บริษัท Varian, USA 
22. แคปพิลลาลีคอลมัน์ (Capillary column) ชนิด CP-WAX 52CB ขนาด 30mm x 25 mm 

(ID) x 0.25 µm Df 
23. เครื#องดฟิเฟอเรนเชียลสแกนนิงแคลอรีมิเตอร์ (Differential Scanning Calorimeter) รุ่น 

DSC 7 บริษัท Perkin-Elmer 
24. กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผา่น (Transmission Electron Microscope:TEM) 

with EDX Attachment and Specimen Heating Holder รุ่น JEM-2100 บริษัท JEOL, 
Japan 

25. เครื#องวดัปริมาณแรงตอ่พื 1นที#หน้าตดั (Universal Testing Machine) รุ่น 4206 บริษัท 

Instron 
26. เครื#องวิเคราะห์ High Performance Liquid Chromatography รุ่น LC 200 บริษัท 

Perkin-Elmer 
27. ไนโตรเซลลโูลสเมมเบรน (Nitrocellulose membrane) ขนาด 0.45 µm บริษัท Sartorius, 

Germany 
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28. กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 และ 2 บริษัท Whatman International Ltd., England 
29. หลอดเก็บเชื 1อแชแ่ข็ง (Cryotube) บรัท Bioadvance, Thailand 
30. ขวดรูปชมพู ่(Erlymenyer flask) บริษัท PYREX, USA 
31. หลอดทดลอง (Test tube) บริษัท PYREX, USA 
32. กระบอกตวง (Cylinder) บริษัท PYREX, USA 
33. บีกเกอร์ (Beaker) บริษัท PYREX, USA 
34. หลอดทดลองฝาเกลียว (screw-cap tube) บริษัท PYREX, USA 
35. กระบอกเซนตริฟิวจ์ (Centrifuge ware) บริษัท Nalgene, USA 

 
 
3.2 เคมีภัณฑ์ที�ใช้ในการทดลอง 
 

1. สารสกดัจากยีสต์ (Yeast extract) บริษัท Biospringer, France 
2. สารสกดัจากเนื 1อ (beef extract) บริษัท Labscan Asia Co., Ltd., Ireland 
3. ทริปโตส (tryptose) บริษัท Difco Laboratories, USA 
4. เปบโตน (peptone) บริษัท Difco Laboratories, USA 
5. วุ้นผง (agar) บริษัท บกิเบน โปรดคัตอรา เดอ อะการ์ เอส.เอ., Chile 
6. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) บริษัท Merck, Germany 
7. โพแตสเซียมคลอไรด์ (KCl) บริษัท Merck, Germany 
8. โซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทรตเตตระไฮเดรต (KNaC4H4O6·4H2O) บริษัท Merck, 

Germany 
9. กรดซลัฟริูก (H2SO4) บริษัท Merck, Germany 
10. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) บริษัท Merck, Germany 
11. กรดเบนโซอิก (C7H6O2) บริษัท Nacalai tesque, Japan 
12. ซูโครส (Sucrose; C12H22O11) บริษัท Merck, Germany 
13. กลโูคส (Glucose; C6H12O6) บริษัท Sigma Chemical Co., USA 
14. กาแลคโทส (Galactose; C6H12O6) บริษัท Sigma Chemical Co., USA 
15. แมนโนส (Mannose; C6H12O6) บริษัท Fluka,Switzerland 
16. กลีเซอรอล (C3H8O3) บริษัท Merck, Germany 
17. คลอโรฟอร์ม (CHCl3) บริษัท Labscan Asia Co., Ltd., Ireland 
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18. เฮกเซน (C6H14) บริษัท Merck, Germany 
19. เมทานอล (CH3OH) บริษัท Merck, Germany 
20. คอปเปอร์ไดคลอไรด์ไดไฮเดรต (CuCl2·2H2O) บริษัท Farmitalia Carlo Erba S.p.A, Italy 
21. ซิงค์ซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4.7H2O) บริษัท Farmitalia Carlo Erba S.p.A, Italy 
22. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) บริษัท Merck, Germany 
23. เฟอร์รัสซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O) บริษัท Merck, Germany 
24. แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) บริษัท Merck, German 
25. แมงกานีสไดคลอไรด์เตตระไฮเดรต (MnCl2·4H2O) บริษัท Merck, Germany 
26. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) บริษัท Merck, Germany 
27. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) บริษัท Merck, Germany 
28. โซเดียมซิเตรท (C6H5Na3O7) บริษัท Merck, Germany 
29. แอมโมเนียมซลัเฟต ((NH4)2SO4)บริษัท Merck, Germany 
30. เอทานอล (C2H5OH) บริษัท Labscan Asia, Co., Ltd., Thailand 
31. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)บริษัท Merck, Germany 
32. แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2) บริษัท Merck, Germany 
33. สารมาตรฐาน PHB บริษัท Sigma Chemical Co., USA 
34. สารมาตรฐาน Furfural (C5H4O2) บริษัท Sigma Chemical Co., USA 
35. สารมาตรฐาน 5-Hydroxymethylfurfural (C6H6O3) บริษัท Sigma Chemical Co., USA 
36. สารมาตรฐาน Vanillin (C8H8O3) บริษัท Sigma Chemical Co., USA 
37. กรดอะซิตกิ (CH3COOH) บริษัท Merck, Germany 
38. แก๊สไฮโดรเจน (H2) บริษัท PRAXAIR, Thailand 
39. แก๊สออกซิเจน (O2) บริษัท TIG (Thai Industrial Gas), Thailand 
40. แก๊สไนโตรเจน (N2) บริษัท PRAXAIR, Thailand 
41. Sudan Black B (C26H24N4O) บริษัท Merck, Germany 
42. Nystatin (C47H75NO17

 ) บริษัท MP Biomedicals, France 
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3.3 วิธีดาํเนินงานวิจัย 

3.3.1 วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของใบจามจุรี 

เก็บใบจามจรีุสดจากบริเวณจฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั จากนั 1นนํามาอบแห้งที#อณุหภูมิ 80 

องศาเซลเซียส 24 ชั#วโมง จากนั 1นนําใบจามจรีุแห้งปริมาณ 500 กรัมส่งวิเคราะห์องค์ประกอบทาง

เคมีคือ เซลลโูลส โฮโลเซลลโูลส  แอลฟาเซลลโูลส  บีตาเซลลโูลส แกมมาเซลลโูลส ลิกนิน และคา่

การละลายในเบนซีน ที#กรมวิทยาศาสตร์บริการโดยเซลลโูลสทดสอบตามมาตรฐาน TAPPI T 203 

om-93 โฮโลเซลลูโลส  แอลฟาเซลลูโลส  บีตาเซลลูโลส และแกมมาเซลลูโลสทดสอบตาม

มาตรฐาน TAPPI section และ ลิกนินทดสอบตามมาตรฐาน TAPPI T 222 om-88  

3.3.2 หาภาวะที�เหมาะสมของการปรับสภาพใบจามจุรีโดยการใช้แอมโมเนียม 

ไฮดรอกไซด์และกรดฟอสอริกเจือจาง 

 3.3.2.1  ผลของความเข้มข้นของแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ 

 บดใบจามจุรีที#ผ่านการอบแห้งที#อณุหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 24 ชั#วโมงจากนั 1น

นําไปร่อนผ่านตะแกรงร่อนคดัแยกขนาดเพื#อคดัเลือกให้ได้ใบจามจรีุขนาดเล็กกว่า 20 เมช ชั#งใบ

จามจรีุ 3 กรัมนําไปปรับสภาพโดยแช่ในแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้นร้อยละ 0  4  8  10 

และ 12 โดยปริมาตร 10 มิลลิลิตรซึ#งคิดเป็นร้อยละ 10 (ดดัแปลงจาก Laopaiboon และคณะ, 

2010) ที#อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั#วโมง จากนั 1นนําไปกรอง  นําใบจามจุรีที#กรองได้ไปอบที#

อณุหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 24 ชั#วโมง  นําใบจามจรีุที#ได้ไปปรับสภาพโดยการใช้กรดฟอสฟอริก

ความเข้มข้นร้อยละ 2 โดยปริมาตร ปริมาตร 75 มิลลิลิตร นําเข้าเครื#องนึ#งฆ่าเชื 1อที#อณุหภูมิ 121 

องศาเซลเซียสภายใต้ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ 1วเป็นเวลา 60 นาที  กรองผ่านกระดาษกรอง 

Whatman เบอร์ 1 นําส่วนใสที#ได้มาปรับ pH ให้เป็น 7 และวดัปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์โดยวิธี          

ไดไนโตรซาลิไซลิกแอซิด (3,5-Dinitrosalicylic acid,DNSA) (Miller, 1959) (ภาคผนวก ก1) 
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 3.3.2.2  ผลของความเข้มข้นของกรดฟอสฟอริก 

 บดใบจามจุรีที#ผ่านการอบแห้งให้มีขนาดเล็กกว่า 20 เมช ชั#งใบจามจุรี 3 กรัม

นําไปปรับสภาพโดยแช่สารละลายแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ที#ความเข้มข้นที#เหมาะสมซึ#งได้จาก

การทดลองที# 3.3.2.1  จากนั 1นนําไปกรอง  นําใบจามจรีุที#ได้ไปอบที#อณุหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 24 

ชั#วโมง  นําใบจามจรีุที#ได้ไปปรับสภาพโดยใช้กรดฟอสฟอริกความเข้มข้นร้อยละ 0 1  2  2.5 และ 3 

โดยปริมาตรปริมาตร 75 มิลลิลิตรนําเข้าเครื#องนึ#งฆ่าเชื 1อที# 121 องศาเซลเซียสภายใต้ความดนั 15 

ปอนด์ต่อตารางนิ 1วเป็นเวลา 60 นาที หลงัจากการนึ#งฆ่าเชื 1อแล้วทําการกรองผ่านกระดาษกรอง 

Whatman เบอร์ 1 นําส่วนใสที#ได้มาปรับ pH ให้เป็น 7  และวดัปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์ที#ได้โดย 

DNSA (Miller, 1959) (ภาคผนวก ก1) 

 3.3.2.3  ผลของขนาดอนภุาคใบจามจรีุ 

 บดใบจามจรีุที#ผ่านการอบแห้งจากนั 1นนําไปร่อนผ่านตะแกรงร่อนเพื#อคดัเลือกให้

มีขนาด 20-40 เมชและขนาดน้อยกว่า 20 เมช ชั#งใบจามจุรี 3 กรัมนําไปปรับสภาพโดยแช่

สารละลายแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ที#ความเข้มข้นที#เหมาะสมที#ได้จากการทดลองที# 3.3.2.1  

จากนั 1นนําไปกรอง  นําใบจามจรีุที#ได้ไปอบที#อณุหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 24 ชั#วโมง  จากนั 1นนําใบ

จามจรีุที#ได้ไปปรับสภาพโดยการใช้กรดฟอสฟอริกที#ความเข้มข้นที#เหมาะสมที#ได้จากการทดลองที# 

3.3.2.2 ปริมาตร 75 มิลลิลิตรนําเข้าเครื#องนึ#งฆ่าเชื 1อที# 121 องศาเซลเซียสภายใต้ความดนั 15 

ปอนด์ต่อตารางนิ 1วเป็นเวลา 60 นาที หลงัจากการนึ#งฆ่าเชื 1อแล้วทําการกรองผ่านกระดาษกรอง 

Whatman เบอร์ 1 นําส่วนใสที#ได้มาปรับ pH ให้เป็น 7  และวดัปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์ที#ได้โดยวิธี 

DNSA (Miller, 1959) (ภาคผนวก ก1) 

 3.3.2.4  ผลของปริมาณใบจามจรีุ 

 บดใบจามจรีุที#ผ่านการอบแห้งจากนั 1นนําไปร่อนผ่านตะแกรงร่อนเพื#อคดัเลือกให้

มีขนาด 20-40 เมชและขนาดน้อยกวา่ 20 เมช ชั#งใบจามจรีุ 3  6 และ 10 กรัมนําไปปรับสภาพโดย

แช่ในแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ที#ความเข้มข้นที#เหมาะสมซึ#งได้จากการทดลองที# 3.3.2.1  จากนั 1น

นําไปกรอง  แล้วนําใบจามจรีุที#ได้ไปอบที#อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส 24 ชั#วโมง  จากนั 1นนําไปปรับ
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สภาพโดยใช้กรดฟอสฟอริกที#ความเข้มข้นที#เหมาะสมซึ#งได้จากการทดลองที# 3.3.2.2 ปริมาตร 75 

มิลลิลิตร นําเข้าเครื#องนึ#งฆ่าเชื 1อที# 121 องศาเซลเซียสภายใต้ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ 1วเป็น

เวลา 60 นาที หลงัจากการนึ#งฆ่าเชื 1อแล้วทําการกรองผ่านกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1        

นําส่วนใสที#ได้มาปรับ pH ให้เป็น 7  และวิเคราะห์หาปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์โดยวิธี DNSA (Miller, 

1959) (ภาคผนวก ก1) 

3.3.3 วิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ข้างเคียงที�เกิดขึ #นจากกระบวนการปรับสภาพใบจามจุรี 

  วิ เคราะห์หาปริมาณสารซึ#ง เป็นผลพลอยได้จากกระบวนการปรับสภาพ             

ลิกโนเซลลโูลส เช่น เฟอร์ฟูรัล (Furfural) 5-ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟูรัล (5-Hydroxymethyl-furfural)      

วานิลลิน (Vanillin) และกรดอะซิติก (Acetic acid) ในสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการย่อย         

ใบจามจุรีที#ผ่านการปรับสภาพจากข้อ 3.3.2 โดยเครื#องโครมาโทกราฟฟีของเหลวสมรรถนะสูง             

(High Performance Liquid Chromatography; HPLC) (Yu และ Stahl, 2008) ใช้คอลมัน์ชนิด 

Universal อุณหภูมิคอลัมน์ 65 องศาเซลเซียส โดยใช้สารละลายกรดซัลฟิวริก pH 2 เป็น

สารละลายตวัพา อตัราการไหล 0.8 มิลลิลิตรตอ่นาที ตรวจวดัโดย UV detectors ที#ความยาวคลื#น 

284 นาโนเมตร ฉีดสารละลายตัวอย่างปริมาตร 20 ไมโครลิตร โดยนําโครมาโทแกรมที#ได้

เปรียบเทียบชนิดของสารมาตรฐานจากเวลาที#สารตวัอยา่งถกูชะออกจากคอลมัน์  

 
3.3.4 คัดเลือกแบคทีเรียที�สามารถผลิต PHAs โดยใช้สารละลายนํ #าตาลที�ได้จาก

การย่อยใบจามจุรีที�ผ่านการปรับสภาพ 

 3.3.4.1 การเก็บตวัอยา่งดิน 

 เก็บตัวอย่างดินจากจังหวัดต่างๆ ในประเทศไทยได้แก่กรุงเทพมหานคร

สมุทรปราการ นครนายก นครราชสีมา สระบุรี เชียงใหม่ และลําปาง บนัทึกวันและเวลาที#เก็บ

ตวัอย่าง นํามาแยกเชื 1อทนัทีหรือเก็บรักษาที#อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกว่าจะดําเนินการแยก

เชื 1อ 
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 3.3.4.2 การคดัแยกแบคทีเรียที#มีความสามารถในการผลิต PHAs โดยใช้

สารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพใบจามจรีุ 

 นําตวัอย่างดิน 2 กรัม เติมลงในอาหารสงัเคราะห์ปริมาตร 100 มิลลิลิตรที#มี   

กากมนัสําปะหลงัปริมาณ 2 กรัมเป็นแหล่งคาร์บอน (ดดัแปลงจาก Chanprateep และคณะ, 

2008) ปรับ pH เท่ากับ 7 ในฟลาสก์ขนาด 500 มิลลิลิตร โดยเติม Nystatin (ภาคผนวก ข5)         

ซึ#งเป็นสารยับยั 1งการเจริญเติบโตของเชื 1อรา (ความเข้มข้น 40 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร)                 

เลี 1ยงบนเครื#องเขยา่อตัราเร็ว 200 รอบตอ่นาทีที#อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส จากนั 1นกระจายเชื 1อบน

อาหารแข็ง แยกโคโลนีเดี#ยวและทําให้ได้เชื 1อที#บริสทุธิA นําเชื 1อที#บริสทุธิAมาย้อมด้วย Sudan Black 

B (ภาคผนวก ข4) เพื#อตรวจสอบเบื 1องต้นว่าแบคทีเรียที#คดัแยกได้สามารถผลิต PHAs ได้หรือไม่

จากการย้อมแกรนูล PHAs แบคทีเรียที#มีแกรนูล PHAs จะถูกนํามาศึกษาต่อไปโดยนําไป

เพาะเลี 1ยงในอาหารเพื#อการผลิตและนําเซลล์ที#ได้มาสกัดและหาปริมาณ PHAs โดยวิธี             

แก๊สโครมาโทกราฟีดงัวิธีตามข้อ 3.3.7 และเปรียบเทียบกบั Cupriavidus necator สายพนัธุ์ A-04 

ซึ#งเป็นแบคทีเรียสายพนัธุ์ที#สามารถผลิต PHAs ได้ในปริมาณสงู (Chanprateep, 2010) 

 3.3.4.3 การย้อมแบคทีเรียที#ผลิต PHAs ด้วย Sudan Black B ตามวิธีของ

Burdon (1946)  

 นําแบคทีเรียที#บริสุทธิAแล้วมากระจายตัวลงบนสไลด์หยดสารละลาย Sudan 

Black B ร้อยละ 1 (ภาคผนวก ข4) ทิ 1งไว้เป็นเวลา 5 นาที ล้างด้วยไซลีน และหยด Safranin O ทิ 1ง

ไว้เป็นเวลา 1 นาที ล้างด้วยนํ 1ากลั#น จากนั 1นนําไปส่องด้วยกล้องจลุทรรศน์กําลงัขยาย 100 เท่า ถ้า

มี PHAs ซึ#งสะสมอยู่ในรูปของแกรนลู โดยแกรนลูจะติดสีดําของ Sudan Black B และเซลล์ของ

แบคทีเรียจะตดิสีแดงของ Safranin O 
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 3.3.4.4 การเก็บรักษาจลุินทรีย์ 

  3.3.4.4.1 การเก็บรักษาจลุินทรีย์ในระยะสั 1น   

                       เขี#ยจลุินทรีย์โดยใช้ลปูเขี#ยเชื 1อลาก (streak) บนอาหารแข็งเอียง LB เลี 1ยง

ที#อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั#วโมง และนําไปเก็บรักษาที#อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

จนกวา่จะนํามาใช้ และถ่ายลงในอาหารใหมท่กุๆ 1 เดือน 

    3.3.4.4.2 การเก็บรักษาจลุินทรีย์ในระยะยาว 

           เลี 1ยงจลุินทรีย์ในอาหารเหลวสําหรับเลี 1ยงกล้าเชื 1อ (ภาคผนวก ก1) นําไป

เลี 1ยงในตู้บม่ควบคมุอณุหภมูิ ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 

ชั#วโมง หลังจากนั 1นนํามาปั#นแยกเซลล์ออกจากอาหารเหลวที#ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที 

อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เทส่วนนํ 1าใสทิ 1ง ล้างเซลล์ด้วยสารละลายโซเดียม

คลอไรด์เข้มข้น 0.85 เปอร์เซ็นต์ที#ปราศจากเชื 1อ (ภาคผนวก ข7) จากนั 1นปั#นแยกเซลล์และทําซํ 1าอีก

รอบ กระจายเซลล์ในกลีเซอรอลร้อยละ 10 (ภาคผนวก ข6) นําไปวดัค่าการดดูกลืนแสงที#ความ

ยาวคลื#น 600 นาโนเมตร และปรับให้อยู่ในช่วง 0.8-1.0 บรรจลุงในหลอดเยือกแข็ง (cryotube) ที#

ปลอดเชื 1อ เก็บรักษาที#อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 เดือน หรือเก็บที#อณุหภูมิ -80 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 1 ปี 

3.3.5  การพสูิจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียที�คัดแยกได้ทางอนุกรมวิธาน 

 3.3.5.1 การศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาและการทดสอบชีวเคมีเบื 1องต้น 

 เพาะเลี 1ยงแบคทีเรียสายพนัธุ์ที#คดัเลือกได้จากข้อ 3.3.4.2 บนอาหารเลี 1ยงเชื 1อแข็ง 

(ภาคผนวก ก2) ที#อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั#วโมง สังเกตลักษณะโคโลนี 

หลงัจากนั 1นทําการย้อมสีเซลล์แบคทีเรีย โดยวิธีย้อมสีแกรม เพื#อศกึษารูปร่าง และลกัษณะการติด

สีแกรมของแบคทีเรีย ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ 
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 3.3.5.2  การศกึษาสมบตัทิางชีวเคมี 

 แปรผลการทดสอบต่างๆ โดยการอ้างอิงต่อคู่มือการจดัหมวดหมู่ของแบคทีเรีย 

Bergey’s Mannual of Determinative Bacteriology (Buchanan และ Gibbons, 1974)  เตรียม

แบคทีเรียที#มีอาย ุ18-24 ชม. เขี#ยโคโลนีเดี#ยว ลงในอาหารชนิดตา่งๆ และทดสอบทางชีวเคมี ได้แก่ 

ความสามารถในการใช้แหล่งคาร์บอน  ความสามารถในการหมักนํ 1าตาล  ความสามารถ           

ในการเคลื#อนที# (Motility test) ความสามารถในการสร้างเอนไซม์ออกซิเดส (Oxidase test)

ความสามารถในการสร้างเอนไซม์แคทาเลส (Catalase test) ความสามารถในการผลิต indole 

(Indole test) การทดสอบ Methyl Red–Vogesprokauer tests (MR-VP test) การทดสอบการใช้ 

ซิเตรต (citrate utilization test) การทดสอบTriple Sugar Iron (TSI) reaction ความสามารถใน

การสร้างไฮโดรเจนซลัไฟด์ (H2S)  ความสามารถในการสร้างเอนไซม์ Lysine decarboxylase  

Lysine deaminase  และ Ornithine decarboxylase  

 3.3.5.3 การวิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอไทด์ของ 16S ribosomal RNA (16S rRNA)  

  3.3.5.3.1  วิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA 

  คดัเลือกเชื 1อที#มีความสามารถในการใช้สารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการ

ปรับสภาพใบจามจรีุและสะสมแกรนลู PHAs จากข้อ 3.3.4.2 มาวิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอไทด์ของ 

16S rRNA โดยนําเชื 1อบริสทุธิAที#คดัแยกได้ในรูปของโคโลนีในจานเพาะเชื 1อ ส่งไปวิเคราะห์หาลําดบั

นิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอที# Macrogen., Inc  ประเทศเกาหลีใต้ โดยใช้ไพร์เมอร์ 518F และ 800R 

เมื#อได้ข้อมูลลําดบันิวคลีโอไทด์ของชิ 1นดีเอ็นเอแล้ว นําไปเชื#อมลําดบันิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม 

DNASIS-Mac software version 2.05 (Hitachi Software Engineering Co.Ltd, Japan)  นํา

ข้อมูลที#ได้มาวิเคราะห์และเปรียบเทียบกับข้อมูลใน GenBank ด้วยโปรแกรม BlastN 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

เพื#อจําแนกชนิดของเชื 1อที#คดัแยกได้ 
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  3.3.5.3.2 สร้าง Phylogenetic tree 

  นําลําดบันิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA ที#ผา่นการวิเคราะห์แล้ว และลําดบั

นิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA ของแบคทีเรียที#คดัเลือกไว้ ทําการปรับแนวของลําดบันิวคลีโอไทด์ 

(multiple alignment) โดยใช้โปรแกรม Clustal X จากนั 1นนําข้อมลูที#ผ่านการปรับแนว มาคํานวณ 

distance matrix สร้าง phylogenetic tree ด้วยการวิเคราะห์แบบ neighbor-joining และ 

bootstrap ด้วยโปรแกรม PHYLIP software package version 3.6 ซึ#งประกอบไปด้วย 

DNADIST.EXE NEIGHBOR.EXE SEQBOOT.EXE และ CONSENSE.EXE ตามลําดับ 

phylogenetic tree ที#ถกูสร้างขึ 1น นําเสนอโดยใช้โปรแกรม TREEVIEW (Kimura, 1980) 

3.3.6  การผลิต PHAs จากสารละลายนํ #าตาลที�ได้จากการปรับสภาพใบจามจุรีใน

ระดับขวดเขย่า 

 3.3.6.1 การเตรียมกล้าเชื 1อ 

 เตรียมกล้าเชื 1อโดยทําการเลี 1ยงแบคทีเรียในอาหารเตรียมกล้าเชื 1อ โดยใช้อาหาร

เตรียมกล้าเชื 1อ (ภาคผนวก ก1) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาดปริมาตร 250 มิลลิลิตรเติม

หวัเชื 1อที#เก็บรักษาในสารละลายกลีเซอรอลร้อยละ 10 ปริมาตร 500 ไมโครลิตรตอ่ 1 ฟลาสก์เลี 1ยง

ที#อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อตัราการเขย่า 200 รอบตอ่นาที  เป็นเวลา 24 ชั#วโมง จากนั 1นนํามา

ปั#นแยกเซลล์ที#ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอ่นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที    

เก็บตะกอนเซลล์มาล้างด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ร้อยละ 0.85 ที#ปราศจากเชื 1อ ทําซํ 1า     

อย่างน้อย 2 ครั 1ง จากนั 1นละลายเซลล์ด้วยนํ 1ากลั#นปราศจากเชื 1อเพื#อเตรียมสําหรับการเลี 1ยงใน

ระดบัขวดเขยา่ 

 3.3.6.2 การผลิตในระดบัขวดเขยา่ 

  3.3.6.2.1 ศกึษาหาปริมาณสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพใบ

จามจุรีที#เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิต PHAs ของแบคทีเรียในระดบัขวดเขย่าตามวิธีของ 

Chanprateep และคณะ (2008)  
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  นํากล้าเชื 1อจากข้อ 3.3.6.1 ถ่ายลงสู่อาหารเพื#อการผลิต (ดดัแปลงจาก 

Chanprateep และคณะ, 2008) ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ปรับคา่ pH เท่ากบั 7 ในฟลาสก์ขนาด

ปริมาตร 500 มิลลิลิตรแปรผนัปริมาณสารละลายนํ 1าตาลในอาหารเพื#อการผลิต PHAs (ภาคผนวก 

ก3) ร้อยละ 0  20  40  60  80 และ 100  โดยปริมาตร แหลง่ไนโตรเจนคือแอมโมเนียมซลัเฟต และ

อตัราส่วนคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั  200 เลี 1ยงที#อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส    อตัราการเขย่า 

200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 96 ชั#วโมง เก็บอาหารเลี 1ยงเชื 1อทกุ 24 ชั#วโมงเพื#อวิเคราะห์นํ 1าหนกัเซลล์

แห้งตามข้อ 3.3.6.2.2 ปริมาณไนโตรเจนตามข้อ 3.3.6.2.3 ปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์ตามข้อ 3.3.6.2.4 

และปริมาณและองค์ประกอบของ PHAs ตามขั 1นตอนในข้อ 3.3.7 

  3.3.6.2.2 ศึกษาผลของปริมาณหวัเชื 1อเริ#มต้นที#เหมาะสมต่อการเจริญ

และการผลิต PHAs ของแบคทีเรียในระดบัขวดเขยา่ตามวิธีของ Yu และ Stahl (2008) 

  เตรียมอาหารเพื#อการผลิตที#มีสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพ

ใบจามจุรีเป็นแหล่งคาร์บอน (ภาคผนวก ก3) ปรับค่า pH เท่ากับ 7 ปริมาตร 150 มิลลิลิตร         

ในฟลาสก์ขนาดปริมาตร 500 มิลลิลิตร แปรผนัปริมาณกล้าเชื 1อที#ใช้ 0.2 1.0 และ 2.0  กรัมตอ่ลิตร

ของนํ 1าหนกัเซลล์แห้ง แหลง่ไนโตรเจนคือแอมโมเนียมซลัเฟต และอตัราส่วนคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน

เท่ากบั  200 เลี 1ยงที#อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อตัราการเขย่า 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 96 

ชั#วโมง เก็บอาหารเลี 1ยงเชื 1อทกุ 24 ชั#วโมงเพื#อวิเคราะห์นํ 1าหนกัเซลล์แห้งตามข้อ 3.3.6.2.2 ปริมาณ

ไนโตรเจนตามข้อ 3.3.6.2.3 ปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์ตามข้อ 3.3.6.2.4 และปริมาณและองค์ประกอบ

ของ PHAs ตามขั 1นตอนในข้อ 3.3.7 

  3.3.6.2.3 วิเคราะห์นํ 1าหนกัเซลล์แห้ง 

  อบเมมเบรนไนโตรเซลลโูลสขนาดรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร จนได้นํ 1าหนกั

คงที# กรองนํ 1าหมกัปริมาตร 5 มิลลิลิตร นําไปอบที# 80 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 48 ชั#วโมง เก็บไว้ใน

เดซิเคเตอร์จนได้นํ 1าหนกัคงที#คํานวณหานํ 1าหนกัเซลล์แห้งในหนว่ยกรัมตอ่ลิตร 
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  3.3.6.2.4 วิเคราะห์ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตตามวิธีของ Kemper 

(1974)  

  นํานํ 1าหมักที# ปั# นแยกเซลล์ออกแล้วมาเจือจางให้ได้ความเข้มข้นที#

เหมาะสม นํานํ 1าหมกัที#เจือจางแล้ว ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และชุดควบคมุใช้นํ 1ากลั#น ปริมาตร 5 

มิลลิลิตร เติมโปแตสเซียมคลอไรด์ (ภาคผนวก ข2) ความเข้มข้น 2 โมลาร์ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

เติมสารละลายเอทิลีนไดอะมีนเตตราอะซิติก (EDTA) (ภาคผนวก ข2) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสม

ให้เข้ากัน จากนั 1นเติมฟีนอลไนโตรพัสไซด์รีเอเจนท์ (ภาคผนวก ข2) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร               

เตมิบฟัเฟอร์ไฮโปคลอไรด์รีเอเจนต์ (ภาคผนวก ข2) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร และเติมนํ 1ากลั#น    ปลอด

ประจ ุปริมาตร 8 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั นําไปอุ่นในอ่างนํ 1าควบคมุอณุหภูมิ 40 องศาเซลเซียส

เป็นเวลา 30 นาที นําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงที# 636 นาโนเมตรแล้วนําคา่ที#ได้มาเปรียบเทียบกบั

กราฟมาตรฐานระหว่างปริมาณแอมโมเนียม-ไนโตรเจน (NH4
+-N) (ภาคผนวก ค3) คํานวณ

ปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟตหนว่ยเป็นกรัมตอ่ลิตร 

  3.3.6.2.5 วิเคราะห์ปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์ (Reducing sugar) โดยวิธี 

DNSA (Miller, 1959) 

  นํานํ 1าหมักปริมาตร 1 มิลลิลิตร ขณะเดียวกันทําชุดควบคุมโดยใช้       

นํ 1ากลั#น ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมสารละลาย DNSA (ภาคผนวก ข1) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน

สารละลายตวัอย่าง ผสมให้เข้ากันที#อุณหภูมิห้อง จากนั 1นนําไปต้มในนํ 1าเดือดเป็นเวลา 10 นาที    

ทิ 1งให้เย็นและเติมนํ 1ากลั#น ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงที#ความยาวคลื#น 540 

นาโนเมตร จากนั 1นนํามาเปรียบเทียบค่าปริมาณนํ 1าตาลกับกราฟมาตรฐานนํ 1าตาลกลูโคส       

ความเข้มข้น 0 – 2 กรัมตอ่ลิตร (ภาคผนวก ค1) 

   3.3.6.2.6 การวิเคราะห์ปริมาณนํ 1าตาลทั 1งหมดโดยวิธี Phenol  sulfuric 

acid (Dubois และคณะ,1956) 

  นํานํ 1าหมักที#แยกเซลล์แบคทีเรียออกแล้ว 1 มิลลิลิตร ขณะเดียวกันทํา 

ชุดควบคุมโดยใช้นํ 1ากลั#น 1 มิลลิลิตร เติมสารละลายฟีนอล (Phenol reagent) ความเข้มข้น    
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ร้อยละ 5  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในสารละลายตวัอยา่ง ผสมให้เข้ากนัที#อณุหภูมิห้อง จากนั 1นเติม

กรดซลัฟูริกเข้มข้นปริมาตร 5 มิลลิลิตร ตั 1งทิ 1งไว้ที#อณุหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที เขย่าผสมให้เข้า

กัน ตั 1งทิ 1งไว้ที#อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 20 นาที นําไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที#ความยาวคลื#น 490    

นาโนเมตร จากนั 1นนํามาเปรียบเทียบค่าปริมาณนํ 1าตาลกับกราฟมาตรฐานนํ 1าตาลกลูโคส       

ความเข้มข้น 0-100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร  

3.3.7 วิเคราะห์ปริมาณและองค์ประกอบของ PHAs ที�ผลิตได้ 

วิ เ ค ร า ะ ห์ ช นิ ด แ ล ะ ป ริ ม า ณ ข อ ง พ อ ลิ เ ม อ ร์ โ ด ย วิ ธี แ ก๊ ส โ ค ร ม า โ ท ก ร า ฟี                         

(Gas chromatography: GC) ตามวิธีของ Comeau และคณะ (1998) แยกเซลล์ออกจากนํ 1าหมกั

โดยการปั#นที# 8,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 15 นาที ล้างด้วยนํ 1ากลั#น 2 ครั 1ง นําเซลล์ที#ได้ไปอบแห้ง

ที# 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั#วโมง ชั#งนํ 1าหนกัเซลล์แห้งประมาณ 20 มิลลิกรัม ใส่ลงใน

หลอดฝาเกลียว เติมคลอโรฟอร์ม 2 มิลลิลิตรและเติมเมทานอลปริมาตร 2 มิลลิลิตร ที#มีกรด       

ซลัฟูริกร้อยละ 3 และมีกรดเบนโซอิก 2 กรัมต่อลิตรเป็นสารมาตรฐานภายใน (ภาคผนวก ข3)     

ปิดฝาเกลียวให้แน่น นําไปให้ความร้อนที# 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั#วโมง เขย่าด้วยเครื#อง

เขยา่ทกุ 30 นาที เมื#อครบตามเวลาที#กําหนด ทิ 1งให้เย็นเติมนํ 1ากลั#นปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขย่าผสม

ให้เข้ากนัด้วยเครื#องเขย่าอย่างรุนแรงเป็นเวลา 5 นาที ทิ 1งให้สารละลายแยกเป็น 2 ชั 1น เก็บเฉพาะ

สารละลายชั 1นล่างซึ#งเป็นชั 1นของคลอโรฟอร์มเก็บในขวดฝาเกลียวขนาดเล็ก ปิดฝาให้แน่น          

นําสารละลายที#ได้ไปวิเคราะห์ปริมาณ PHAs โดยวิธีแก๊สโครมาโทกราฟีโดยใช้ภาวะการวิเคราะห์

และการคํานวณตามวิธีของสชุาดา จนัทร์ประทีป (2539) ภายใต้ภาวะดงันี 1 

  ชนิดของคอลมัน์   : แคปพิลลารีคอลมัน์ชนิด CP-WAX 52CB
                   ยาว 30 mm., 25 mm.(ID), 0.25 µm. (df) 
  อณุหภมูิของ injector  : 250 องศาเซลเซียส (isothermal) 
  อณุหภมูิของ column  : 130 องศาเซลเซียสนาน 6 นาที  
         เพิ#มอณุหภมูิเป็น 160 องศาเซลเซียส 
         ด้วยอตัรา 5 องศาเซลเซียสตอ่นาที  
                                                                             รักษาอณุหภมูิไว้ที# 160 องศาเซลเซียส 
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อณุหภมูิของ detector (FID) :  250 องศาเซลเซียส (isothermal) 
Split ratio   :  10 ตอ่ 1 
แก๊สตวัพา (carrier gas)  :  N2 อตัราการไหล 2 มิลลิลิตรตอ่นาที 
ปริมาตรฉีด   :  1  ไมโครลิตร 
 

การวิเคราะห์ชนิดของโมโนเมอร์ โดยการเปรียบเทียบเวลาที#อยู่ในคอลัมน์ (retention 

time) ของสารตวัอย่างกับเวลาที#อยู่ในคอลมัน์ของสารมาตรฐาน การคํานวณปริมาณโมโนเมอร์

ของ PHAs (กรัมตอ่ลิตร) คํานวณปริมาณโมโนเมอร์ (ที#มีสารมาตรฐานภายในเป็นกรดเบนโซอิก 2 

มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร) เปรียบเทียบกบัสารมาตรฐานที#วิเคราะห์ในภาวะเดียวกนั     

 

 3.3.8 ศึกษาลักษณะแกรนูลภายในเซลล์แบคทีเรียโดยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน

แบบส่องผ่าน (Transmission electron micrograph; TEM) 

 เพื#อศึกษาลกัษณะของแกรนูลภายในเซลล์แบคทีเรียโดยกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ

สอ่งผา่น โดยทําการเลี 1ยงแบคทีเรียที#ได้จากการทดลองที# 3.3.6.2 ที#เลี 1ยงในอาหารเพื#อการผลิตที#มี

สารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพใบจามจรีุเป็นแหล่งคาร์บอน เป็นเวลา 96 ชั#วโมง แยก

เซลล์ออกจากนํ 1าหมกัโดยการปั#นที# 8,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 15 นาที ล้างด้วยนํ 1ากลั#น 2 ครั 1ง 

และตรึงเซลล์ที#ได้โดยแช่ในกลตูารัลดีไฮด์ (glutaraldehyde) ความเข้มข้นร้อยละ 2.5 ในบฟัเฟอร์

โซเดียมคาโคไดเลท (sodium cacodylate buffer) ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์  เป็นเวลาอย่างน้อย 4 

ชั#วโมง ล้างโดยแช่เซลล์ในบฟัเฟอร์โซเดียมคาโคไดเลทความเข้มข้น 0.1 โมลาร์เป็นเวลา 1 คืน 

จากนั 1นนําสง่วิเคราะห์ที#ศนูย์เครื#องมือวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั                                                             

 

 3.3.9 การผลิต PHAs ในระดับถังหมัก  

เพื#อให้ได้ปริมาณ PHAs เพียงพอสําหรับทําการทดสอบสมบตัิทางกายภาพและเชิงกล จึง

ต้องผลิต PHAs จากแบคทีเรียที#คดัแยกได้ในระดบัถังหมัก โดยในการทดลองนี 1จะใช้ถังหมัก 

EYELA รุ่น EPC-1000 ขนาด 5 ลิตร เลี 1ยงเชื 1อแบบแบช (batch) โดยเตรียมกล้าเชื 1อตามข้อ 

3.3.6.1 ถ่ายลงสู่อาหารเพื#อการผลิตที#มีสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพใบจามจุรีที#มี



55 

 

    

ปริมาณนํ 1าตาลรีดวิซ์ 8 กรัมตอ่ลิตรเป็นแหลง่คาร์บอน ปริมาตร 2.5 ลิตร ภาวะที#ใช้ในการผลิต คือ 

อัตราการกวน 500 รอบต่อนาที อัตราการให้อากาศ 2.5 มิลลิลิตรต่อนาที pHเท่ากับ 7.00 

อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั#วโมง 

 
3.3.10 ทดสอบสมบัตเิชิงกล และทางกายภาพของ PHAs  

 
3.3.10.1 สกดัแยกพอลิเมอร์และทําให้บริสทุธิAตามวิธีของ Doi และคณะ (1995) 

 ปั#นแยกเซลล์ออกจากนํ 1าหมกัที#ความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที 

ล้างเซลล์ด้วยนํ 1ากลั#น 2 ครั 1ง นําเซลล์ทั 1งหมดไปอบแห้งที# 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั#วโมง 

บรรจเุซลล์อบแห้งในกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 2 เย็บปิดด้วยด้ายให้สนิททกุด้าน บรรจลุงใน

ขวด Duran และสกัดพอลิเมอร์ด้วยคลอโรฟอร์มที#อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 

ชั#วโมง จากนั 1นเทใส่ภาชนะ ตั 1งทิ 1งไว้ที#อุณหภูมิห้องให้คลอโรฟอร์มระเหยในตู้ดดูไอระเหย จะได้ 

PHAs ที#มีลกัษณะเป็นแผน่ฟิล์ม  จากนั 1นละลายแผ่นฟิล์มที#ได้ด้วยคลอโรฟอร์มร้อนที#อณุหภูมิ 80 

องศาเซลเซียส นํามาตกตะกอนพอลิเมอร์ในเฮกเซนปริมาตร 4 เท่า ทิ 1งไว้ให้ตกตะกอนที#

อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 24 ชั#วโมง  จากนั 1นนําตะกอนพอลิเมอร์มาละลายในคลอโรฟอร์มแล้วทําให้

บริสุทธิAโดยการตกตะกอนด้วยเฮกเซนทําซํ 1า 2 ครั 1ง จากนั 1นอบผงพอลิเมอร์ที#ได้ให้แห้งแล้วเก็บ

รักษาไว้ในเดซิเคเตอร์ 

3.3.10.2 เตรียมแผน่ฟิล์มสําหรับการทดสอบสมบตัเิชิงกล และทางกายภาพ  

ตามวิธีของ Yoshie และคณะ (1995)  

 ละลายพอลิเมอร์ด้วยคลอโรฟอร์มให้มีความเข้มข้นร้อยละ 1 (นํ 1าหนักต่อ

ปริมาตร) เตรียมแผ่นฟิล์มโดยวิธีการเทสารละลายพอลิเมอร์ลงในแม่พิมพ์ที#ปรับระดบัให้เท่ากัน

ทุกด้าน ปริมาตรของสารละลายพอลิเมอร์ขึ 1นอยู่กับขนาดของแม่พิมพ์โดยแผ่นฟิล์มในงานวิจัย 

นําไปอบแห้งในตู้อบแห้งที#อณุหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั#วโมงแล้วทิ 1งให้แผ่นฟิล์ม   

ตกผลึกที#อณุหภูมิห้องเพื#อให้มีการตกผลึกอย่างสมบรูณ์เป็นเวลาไม่ตํ#ากว่า 7 วนั  นําแผ่นฟิล์มที#
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ได้สง่วิเคราะห์ตามข้อ 3.3.9.3 ที#ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั และข้อ 

3.3.9.4 ข้อ 3.3.9.5 ข้อ 3.3.9.6 ที#วิทยาลยัปิโตรเลียมและปิโตรเคมี จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  

3.3.10.3 การวิเคราะห์องค์ประกอบของพอลิเมอร์ด้วยเครื#องนิวเคลียร์แมก

เนตกิเรโซแนนซ์ 

 นํา PHAs ที#ได้จากข้อ 3.3.8.2 ปริมาณ 10 มิลลิกรัมมาละลายในดิวเทอโร

คลอโรฟอร์ม (CDCl3) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นําไปวิเคราะห์โปรตอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์

สเปกโทรสโกปี (1H-NMR) ด้วยฟูเรียร์ทรานสฟอร์มนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโทรสโคปี 

(Fourier transform nuclear magnetic resonance spectrometer) ความถี# 500 MHz ที#อณุหภูมิ 

25 องศาเซลเซียส และวิเคราะห์ Two dimension-1H-correlation spectroscopy (2D-1H - 

COSY) ด้วยฟเูรียร์ทรานสฟอร์มนิวเคลียร์แมกเนตกิเรโซแนนซ์สเปกโทรสโคปี ความถี# 400 MHz ที#

อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส ที#ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

 3.3.10.4 วิเคราะห์อุณหภูมิหลอมเหลว (Melting temperature, TM) อณุหภูมิ

กลาสทรานซิชนั (Glass transition temperature, TG) ตามวิธีของ Chanprateep และคณะ 

(2003)  

 ชั#งพอลิเมอร์ให้มีนํ 1าหนักในช่วง 5-10 มิลลิกรัมต่อชิ 1นใส่ในถ้วยอะลูมิเนียม 

(aluminium crucible) ปริมาตร 25 ไมโครลิตร วิเคราะห์ภายใต้ภาวะไนโตรเจน โดยวิเคราะห์เป็น 

2 ขั 1นตอนดงันี 1 

1) หาคา่ TM  และคา่ความร้อนของการหลอมเหลว (Heat of fusion, ∆Hfus) โดย

เพิ#มอณุหภูมิจาก 30 องศาเซลเซียส ถึง 180 องศาเซลเซียส ด้วยอตัรา 10 องศาเซลเซียส

ตอ่นาที 

2) ลดอณุหภูมิอย่างรวดเร็วจาก 180 องศาเซลเซียส ถึง -80 องศาเซลเซียสแล้ว

วิเคราะห์หาคา่ TG โดยเพิ#มอณุหภูมิจาก -80 องศาเซลเซียสถึง 180 องศาเซลเซียส ด้วย
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อตัรา 10 องศาเซลเซียสตอ่นาที ภายใต้ภาวะไนโตรเจนโดยมีสารมาตรฐานเปรียบเทียบ

คือ Al2O3 

3.3.10.5 วิเคราะห์สมบตัเิชิงกลของแผน่ฟิล์มด้วยเครื#องทดสอบยนิูเวอแซล 

(Universal Testing Machine) ตามวิธีมาตรฐาน ASTM D882-91 (Annual Book of 

ASTM Standard, V08.01) และ Chanprateep และ Kulpreecha (2006)  

 มาตรฐาน ASTM D882-91 กําหนดให้แผ่นฟิล์มมีความหนาไม่ตํ#ากว่า 0.025 

มิลลิเมตร กว้าง 50 มิลลิเมตรยาว 150 มิลลิเมตร โดยเป็นระยะทดสอบ 100 มิลลิเมตร ที#เหลือ

ด้านละ 25 มิลลิเมตร เป็นระยะยึดของเขี 1ยวจบัสําหรับเครื#องทดสอบยนิูเวอแซล ดงึด้วยอตัรา 10 

มิลลิเมตรต่อนาที จนชิ 1นตวัอย่าง (specimen) ขาด ทั 1งนี 1ต้องทดสอบ 5 ซํ 1าต่อ 1 ตวัอย่าง ค่า

ทดสอบที#ได้คือ Load at Max.Load (N), Displacement at Max.Load (mm), Stress at 

Max.Load (MPa), %Strain at Max.Load (%), Toughness (MPa) และ Modulus (MPa) นําคา่

ทดสอบที#ได้เปรียบเทียบกับค่าทดสอบของ Polyhydroxybutyrate (PHB) (Sigma-Aldrich)       

ซึ#งทดสอบภายใต้ภาวะเดียวกนั 

3.3.10.6 การวิเคราะห์นํ 1าหนกัโมเลกลุของตามวิธีของพอลิเมอร์ด้วยวิธีเจลเพอมิ

เอชนัโครมาโทกราฟฟี#  Abate และคณะ (1995)  

 ละลายพอลิเมอร์ในคลอโรฟอร์มชนิดเกรด HPLC เข้มข้นร้อยละ 1 กรองด้วย  

เมมเบรน ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.45 ไมครอนนําไปวิเคราะห์หานํ 1าหนักโมเลกุลด้วยวิธี         

เจลเพอเมิชันโครมาโทกราฟฟี (Gel Permeation Chromatography; GPC) รุ่น Shimadzu 

CLASS-VP V6.14 ที#วิทยาลยัปิโตรเลียมและปิโตรเคมี จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั โดยใช้คอลมัน์ 

Water Styragel HT 6E มีตวัพาเป็นคลอโรฟอร์ม อตัราการชะที# 1 มิลลิลิตรตอ่นาที ที#อณุหภูมิ 40 

องศาเซลเซียส  คํานวณนํ 1าหนักโมเลกุลของพอลิเมอร์โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ   

พอลิสไตรีนที#มีนํ 1าหนกัโมเลกลุในช่วง 96,400 ดาลตนั (Da) ถึง 456 ดาลตนั (Da) ซึ#งวิเคราะห์

ภายใต้ภาวะเดียวกนั 
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บทที� 4 
ผลการทดลอง 

 
 
4.1 วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของใบจามจุรี 
 
 นําใบจามจรีุที#ผ่านการอบแห้งที#อณุหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 24 ชั#วโมง ปริมาณ 500 กรัม

ส่งวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี ได้แก่  เซลลูโลส (cellulose)  โฮโลเซลลูโลส (holocellulose)  

แอลฟาเซลลูโลส (α-cellulose)  บีตาเซลลูโลส (β-cellulose)  แกมมาเซลลโูลส (γ-cellulose) 

และลิกนิน (lignin) ที#กรมวิทยาศาสตร์บริการ กระทรวงวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี ทดสอบตาม

วิธีมาตรฐานของ Technical Association of the Pulp and Paper Industry (TAPPI)  โดย

เซลลโูลสทดสอบตามมาตรฐาน TAPPI T 203 om-93  โฮโลเซลลูโลสทดสอบตามมาตรฐาน  

TAPPI Section  และลิกนินทดสอบตามมาตรฐาน  TAPPI T 222 om-88  ผลการวิเคราะห์แสดง

ในตารางที# 4.1 ซึ#งพบว่าองค์ประกอบหลกัของใบจามจรีุคือ เซลลโูลส  (ร้อยละ 40.3) รองลงมา 

คือ ลิกนิน (ร้อยละ 25.8) โดยชนิดของเซลลูโลสที#มีมากสุด คือ แอลฟาเซลลูโลส (ร้อยละ 26.5)  

รองลงมาคือ แกมมาเซลลโูลส (ร้อยละ 8.5) และบีตาเซลลโูลส (ร้อยละ 5.2) ตามลําดบั จากผล

การวิเคราะห์เห็นได้ว่าใบจามจุรีมีเซลลูโลสและลิกนิกในปริมาณสูง  ซึ#งลิกนินเป็นสารประกอบ  

อะโรมาติกเชิงซ้อนที#มีมวลโมเลกลุสงู มกัพบอยู่รวมกบัเซลลโูลส ลิกนินมีคณุสมบตัิไม่ละลายนํ 1า 

ไม่มีความยืดหยุ่นและทําหน้าที#ช่วยป้องกนัโครงสร้างของพืช โดยทําให้โครงสร้างของพืชมีความ

แข็งแรง นอกจากนี 1ลิกนินยงัมีคณุสมบตัิเป็นสารยบัยั 1งจุลชีพบางชนิดด้วย (van Wyk, 2001) 

ดังนั 1นเพื#อช่วยให้ปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส (hydrolysis) ด้วยกรดฟอสฟอริกเกิดขึ 1นได้ดีและลด

ผลิตภัณฑ์ข้างเคียงที#เกิดจากการทําปฏิกิริยาระหว่างกรดฟอสฟอริกกับลิกนิน จึงจําเป็นที#จะต้อง

กําจดัลิกนินที#มีอยูใ่นใบจามจรีุออกไปบางสว่นดงัการทดลองขั 1นตอนตอ่ไป 
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ตารางที� 4.1 แสดงองค์ประกอบทางเคมีของใบจามจรีุ (Samanea saman (Jacq.) Merr.)

วิเคราะห์โดยกรมวิทยาศาสตร์บริการ กระทรวงวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี ทดสอบตามวิธี

มาตรฐานของ Technical Association of the Pulp and Paper Industry (TAPPI) 

 
ชนิดขององค์ประกอบทางเคมี ร้อยละของนํ 1าหนกัตวัอยา่งอบแห้ง 

ลิกนิน (Lignin) 25.8 
โฮโลเซลลโูลส (Holocellulose) 40.3 

� แอลฟาเซลลโูลส (α-cellulose) 26.5 

� บีตาเซลลโูลส (β-cellulose) 5.2 

� แกมมาเซลลโูลส (γ-cellulose) 8.5 

 
 
4.2 หาภาวะที�เหมาะสมของการปรับสภาพและการย่อยใบจามจุรีโดยการใช้แอมโมเนียม 
ไฮดรอกไซด์และกรดฟอสฟอริกเจือจาง 
 
 4.2.1 ผลการแปรผนัความเข้มข้นของแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ 
 
 จากผลการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของใบจามจุรีโดยกรมวิทยาศาสตร์บริการ

กระทรวงวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี พบวา่ในตวัอย่างใบจามจรีุมีปริมาณลิกนินเป็นองค์ประกอบ

อยู่มาก (ร้อยละ 25.8) จึงจําเป็นที#จะต้องกําจดัลิกนินบางส่วนออกจากใบจามจรีุก่อนที#จะนําไป

ปรับสภาพด้วยกรดฟอสฟอริก   

 Laopaiboon และคณะ (2010) ทดลองกําจดัลิกนินออกจากชานอ้อยก่อนนําไปย่อยด้วย

กรดเพื#อนําไปใช้ในการผลิตกรดแลคติก โดยเลือกใช้แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ในการปรับสภาพ

เนื#องจากมีสมบัติในการฟอกสีและสกัดลิกนินออกมาได้ ซึ#งพบว่าที#ความเข้มข้นของแอมโม 

เนียมไฮดรอกไซด์ร้อยละ 10 สามารถกําจดัลิกนินออกจากชานอ้อยได้มากที#สดุและได้นํ 1าตาลจาก

ชานอ้อยมากที#สดุเมื#อนําชานอ้อยที#ได้ไปย่อยด้วยกรดซลัฟิวริก  ดงันั 1นในการทดลองนี 1ผู้ วิจยัจึงได้

เลือกใช้แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ในการกําจดัลิกนินที#มีในใบจามจรีุ  โดยแปรผนัความเข้มข้นของ

แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ร้อยละ 0  4  8  10 และ 12 โดยปริมาตร เพื#อหาความเข้มข้นที#เหมาะสม
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ในการกําจดัลิกนินออกจากใบจามจุรีก่อนนําไปย่อยด้วยกรดฟอสฟอริก  โดยวดัปริมาณนํ 1าตาล

รีดวิซ์ที#ถกูปลดปล่อยออกมาจากใบจามจรีุที#ละลายอยู่ในสารละลายเป็นตวัชี 1วดั  ดงัผลที#ได้แสดง

ไว้ในตารางที# 4.2  และรูปที# 4.1 

 จากผลการวิจยัพบวา่  เมื#อเพิ#มความเข้มข้นของแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์จากร้อยละ 0 ถึง 

ร้อยละ 8 โดยปริมาตร ได้นํ 1าตาลรีดิวซ์เพิ#มขึ 1นจาก 1.25 กรัมตอ่ลิตรเป็น 2.33 กรัมตอ่ลิตร ความ

เข้มข้นของแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ที#เหมาะสมที#สดุ คือ ร้อยละ 8 โดยปริมาตร ได้ปริมาณนํ 1าตาล

รีดวิซ์สงูสดุ 2.33 กรัมตอ่ลิตร  แตเ่มื#อเพิ#มความเข้มข้นของแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์เป็นร้อยละ 10 

และ 12 โดยปริมาตร พบว่าปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์มีค่าลดลง คือ 2.23 และ 2.09 กรัมต่อลิตร

ตามลําดบั จากผลดงักลา่วแสดงให้เห็นวา่แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ที#ความเข้มข้นที#เหมาะสมมีผล

ในการลดปริมาณลิกนินและช่วยให้กรดฟอสฟอริกสามาถย่อยใบจามจุรีได้ดีขึ 1นและได้นํ 1าตาล

รีดวิซ์เพิ#มขึ 1นด้วย 

 
 
ตารางที� 4.2 ผลของความเข้มข้นแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ในการปรับสภาพและยอ่ยใบจามจรีุ 

 
แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ 

(ร้อยละโดยปริมาตร) 
กรดฟอสฟอริก 

(ร้อยละโดยปริมาตร) 
นํ 1าตาลรีดวิซ์ 
(กรัมตอ่ลิตร) 

0 

2 

1.25 
4 1.95 
8 2.33 
10 2.23 
12 2.09 

 
 
 



 

 

รูปที� 4.1 ผลของความเข้มข้นของแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ในการปรับสภาพ

 
 4.2.2 ผลของความเข้มข้นของกรดฟอสฟอริก

 
 วตัถุประสงค์ของการทดลองนี 1

ปรับสภาพและย่อยใบจามจรีุ โดยแปรผนัความเข้มข้นกรดฟอสฟอริกร้อยละ 

โดยปริมาตรและใช้ความเข้มข้นของแอมโมเนียมไฮดรอกไซ

4.2.1 ในการปรับสภาพใบจามจรีุ

ที#ได้มาวิเคราะห์ปริมาณนํ 1าตาลรีดวิซ์

 จากผลการวิจยัพบว่าเมื#อเพิ#มความเข้มข้นของกรดฟอสฟอริก

ย่อยจะได้ปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์เพิ#มขึ 1น โดยปริมาณกรดฟอสฟอริกที#เหมาะสมในการปรับสภาพ

และยอ่ยใบจามจรีุ คือ ความเข้มข้นร้อ

เมื#อเพิ#มความเข้มข้นของกรดฟอสฟอริกเป็นร้อยละ 

1.87 กรัมต่อลิตร ซึ#งน้อยกว่านํ 1าตาลรีดิวซ์ที#ได้จากการใช้กรดฟอสฟอริก

และ 2 โดยปริมาตร ซึ#งได้นํ 1า

กรดฟอสฟอริกความเข้มข้น
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0

0.5

1

1.5

2

2.5
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ผลของความเข้มข้นของแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ในการปรับสภาพและยอ่ย

ผลของความเข้มข้นของกรดฟอสฟอริกในการปรับสภาพและยอ่ยใบจามจรีุ

ของการทดลองนี 1เพื#อหาความเข้มข้นของกรดฟอสฟอริกที#เหมาะสมในการ

ใบจามจรีุ โดยแปรผนัความเข้มข้นกรดฟอสฟอริกร้อยละ 

ใช้ความเข้มข้นของแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ร้อยละ 8 ที#ได้จากการทดลองข้อ 

ในการปรับสภาพใบจามจรีุก่อนนํามาย่อยด้วยกรดฟอสฟอริก จากนั 1นนําสารละลายนํ 1าตาล

มาณนํ 1าตาลรีดวิซ์  ผลที#ได้แสดงไว้ในตารางที# 4.3 และ รูปที# 

จากผลการวิจยัพบว่าเมื#อเพิ#มความเข้มข้นของกรดฟอสฟอริกที#ใช้ในการปรับสภาพ

ได้ปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์เพิ#มขึ 1น โดยปริมาณกรดฟอสฟอริกที#เหมาะสมในการปรับสภาพ

ใบจามจรีุ คือ ความเข้มข้นร้อยละ 2.5 โดยปริมาตร ได้นํ 1าตาลรีดิวซ์ 

เมื#อเพิ#มความเข้มข้นของกรดฟอสฟอริกเป็นร้อยละ 3 โดยปริมาตร นํ 1าตาลรีดิวซ์ที#ได้ลดลง คือ 

น้อยกว่านํ 1าตาลรีดิวซ์ที#ได้จากการใช้กรดฟอสฟอริกความเข้มข้นร้อยละ 

นํ 1าตาลรีดิวซ์ 1.95  และ 2.30 กรัมตอ่ลิตร ตามลําดบั   ทั 1งนี 1อาจเกิดจาก

ความเข้มข้นร้อยละ 3 โดยปริมาตรที#ใช้นั 1นมีปริมาณของกรดมากเกิน

1.95

2.33
2.23

4 8 10

ความเข้มข้นของแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ 

(ร้อยละโดยปริมาตร)
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และยอ่ยใบจามจรีุ 

ในการปรับสภาพและยอ่ยใบจามจรีุ 

เพื#อหาความเข้มข้นของกรดฟอสฟอริกที#เหมาะสมในการ

ใบจามจรีุ โดยแปรผนัความเข้มข้นกรดฟอสฟอริกร้อยละ 0  1  2  2.5 และ 3 

ที#ได้จากการทดลองข้อ 

จากนั 1นนําสารละลายนํ 1าตาล

และ รูปที# 4.2 

ที#ใช้ในการปรับสภาพและ

ได้ปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์เพิ#มขึ 1น โดยปริมาณกรดฟอสฟอริกที#เหมาะสมในการปรับสภาพ

นํ 1าตาลรีดิวซ์ 2.45 กรัมตอ่ลิตร แต่

นํ 1าตาลรีดิวซ์ที#ได้ลดลง คือ 

ความเข้มข้นร้อยละ 1 

มลําดบั   ทั 1งนี 1อาจเกิดจาก

นั 1นมีปริมาณของกรดมากเกิน ทําให้      

2.09

12
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กรดฟอสฟอริกสว่นเกินทําปฏิกิริยากบันํ 1าตาลรีดิวซ์กลายเป็นเฟอฟูรอล และ5-ไฮดรอกซีเมทิลเฟอ

ฟูรอล (Lenihan และคณะ, 2010) ทําให้ปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์ที#ได้ลดลง และในชดุควบคมุที#ไม่มี

กรดฟอสฟอริก ได้ปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์ 0.29 กรัมต่อลิตร ซึ#งน้อยกว่าการปรับสภาพและย่อย     

ใบจามจุรีโดยใช้กรดฟอสฟอริกในทุกความเข้มข้น ดงันั 1นการทดลองนี 1แสดงให้เห็นว่าการใช้กรด

ฟอสฟอริกสามารถนํามาใช้ในการปรับสภาพและยอ่ยใบจามจรีุได้ เห็นได้จากชดุควบคมุที#ไม่มีการ

เติมกรดฟอสฟอริก นํ 1าตาลรีดิวซ์ที#ได้มีปริมาณน้อยเมื#อเทียบกับชุดการทดลองอื#นๆ ที#มีการเติม

กรดฟอสฟอริกในการปรับสภาพใบจามจรีุ  โดยกรดฟอสฟอริกจะยอ่ยเซลลโูลสและเฮมิเซลลโูลสที#

มีอยู่ในใบจามจุรีได้เป็นนํ 1าตาลรีดิวซ์ซึ#งจะอยู่ในส่วนของสารละลายที#ผ่านการกรองด้วย              

เมมเบรนภายหลงักระบวนการปรับสภาพ  

 
ตารางที�  4.3 ผลของกรดฟอสฟอริกในการปรับสภาพและยอ่ยใบจามจรีุ 

 

แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ 
(ร้อยละโดยปริมาตร) 

กรดฟอสฟอริก 

(ร้อยละโดยปริมาตร) 

นํ 1าตาลรีดวิซ์ 
(กรัมตอ่ลิตร) 

8 

0 0.29 
1 1.97 
2 2.21 

2.5 2.41 
3 1.83 

 



 

 
รูปที�  4.2 ผลของกรดฟอสฟอริกในการปรับสภาพ
  
 4.2.3 ผลของขนาดอนภุาค
 
 การทดลองนี 1มีวัตถุประสงค์เพื#อศึกษาผล

และย่อยใบจามจุรี โดยแปรผนัขนาดอนุภาคใบจามจรีุระหว่างขนาด 

กว่า 20 เมช โดยใช้ความเข้มข้นของแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์และกรดฟอสฟอริก

การทดลองที# 4.2.1 และการทดลองที# 

 ผลการวิจยัพบวา่

มีขนาดอนภุาคน้อยกว่า 20 

ดงัแสดงในตารางที# 4.4 

เหมาะสมกบัความเข้มข้นของแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ที#ร้อยละ 

ของกรดฟอสฟอริกที#ร้อยละ 

อนภุาค 20-40 เมช ร่วมกบั

ฟอสฟอริกความเข้มข้นร้อยละ 
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ผลของกรดฟอสฟอริกในการปรับสภาพและย่อยใบจามจรีุ 

ผลของขนาดอนภุาคใบจามจรีุในการปรับสภาพและยอ่ยใบจามจรีุ

การทดลองนี 1มีวัตถุประสงค์เพื#อศึกษาผลของขนาดอนุภาคใบจามจุรี

แปรผนัขนาดอนุภาคใบจามจรีุระหว่างขนาด 20-40 

ความเข้มข้นของแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์และกรดฟอสฟอริก

และการทดลองที# 4.2.2   

ผลการวิจยัพบวา่อนภุาคใบจามจรีุขนาด 20-40 เมชมีความเหมาะสมมากกว่าใบจามจรีุที#

20 เมช  ได้ปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์ 3.27 และ 2.37 กรัมตอ่ลิตรตามลําดบั  

4.4 และรูปที# 4.3 ซึ#งขนาดของอนุภาคใบจามจุรีขนาด 

เหมาะสมกบัความเข้มข้นของแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ที#ร้อยละ 8 โดยปริมาตร และความเข้มข้น

ของกรดฟอสฟอริกที#ร้อยละ 2.5 โดยปริมาตร  ดงันั 1นการทดลองตอ่จากนี 1จะ

เมช ร่วมกบัแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 8 โดยปริมาตร และกรด

ร้อยละ 2.5 โดยปริมาตร 

1.97

2.21

2.41

1 2 2.5

ความเข้มข้นของกรดฟอสฟอริก 

(ร้อยละโดยปริมาตร)
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ในการปรับสภาพและยอ่ยใบจามจรีุ 

ใบจามจุรีในการปรับสภาพ

40 เมช และขนาดน้อย

ความเข้มข้นของแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์และกรดฟอสฟอริกที#ได้จาก         

มีความเหมาะสมมากกว่าใบจามจรีุที#

กรัมตอ่ลิตรตามลําดบั  

ซึ#งขนาดของอนุภาคใบจามจุรีขนาด 20-40 เมช มีความ

โดยปริมาตร และความเข้มข้น

ดงันั 1นการทดลองตอ่จากนี 1จะใช้ใบจามจรีุที#มีขนาด

โดยปริมาตร และกรด

1.83

3



 

ตารางที� 4.4 ผลของขนาดอนภุาคใบ

 
แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ 

(ร้อยละโดยปริมาตร) 

8 

 
 
 

 
รูปที� 4.3 ผลของขนาดอนภุาคใบจามจรีุในการปรับสภาพ

 
 4.2.4 ผลของปริมาณใบจามจรีุ
  
 ในการทดลองที# 

ฟอสฟอริกที#ใช้นั 1นพบว่า

สดัสว่นที#ตา่งกนัมาก เพื#อเป็นการลดปริมาณการใช้

กระบวนการปรับสภาพและย่อยใบจามจุรี
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ขนาดอนภุาคใบจามจรีุ 

 กรดฟอสฟอริก 
(ร้อยละโดยปริมาตร) 

ขนาดอนภุาคของใบจามจรีุ
(เมช) 

2.5 
20-40 
< 20 

ผลของขนาดอนภุาคใบจามจรีุในการปรับสภาพและยอ่ยใบจามจรีุ

ผลของปริมาณใบจามจรีุ 

ในการทดลองที# 4.2.3 เมื#อเปรียบเทียบปริมาณของใบจามจุรีกับปริมาณของกรด

พบว่าสัดส่วนระหว่างสารเคมีที#ใช้ในการปรับสภาพกับปริมาณใบจามจุรี

เพื#อเป็นการลดปริมาณการใช้แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์แล

และย่อยใบจามจุรี ดงันั 1นการทดลองนี 1จะแปรผันปริมาณใบจามจุรี

2.37

3.27

<20 20-40

ขนาดอนุภาคของใบจามจุรี (เมช)
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ขนาดอนภุาคของใบจามจรีุ นํ 1าตาลรีดวิซ์ 
(กรัมตอ่ลิตร) 

3.27 
2.37 

 

ใบจามจรีุ 

เมื#อเปรียบเทียบปริมาณของใบจามจุรีกับปริมาณของกรด       

สัดส่วนระหว่างสารเคมีที#ใช้ในการปรับสภาพกับปริมาณใบจามจุรีมี

แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์และกรดฟอสฟอริกใน

แปรผันปริมาณใบจามจุรีที#ใช้ 



 

โดยใช้ใบจามจรีุขนาด 20

ทดลองในข้อ 4.2.1 ข้อ 4.2.2 

 ผลการวิจยัพบว่าเมื#อเพิ#มปริมาณของใบจามจุรี

ปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์สงูสดุ

10 กรัม  

 
ตารางที� 4.5 ผลของปริมาณใบจามจรีุในการปรับสภาพใบจามจรีุ

 
แอมโมเนียม 
ไฮดรอกไซด์ 

(ร้อยละโดยปริมาตร) 

กรดฟอสฟอริก

8 

 

 
รูปที� 4.4 ผลของปริมาณใบจามจรีุในการปรับสภาพ
 

2.32
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20-40 เมช ปริมาณ 3 6 และ 10 กรัม โดยใช้ภาวะที#เหมาะสมที#ได้

4.2.2 และข้อ 4.2.3 ผลที#ได้แสดงในตารางที# 4.5 และรูปที#

ผลการวิจยัพบว่าเมื#อเพิ#มปริมาณของใบจามจุรีจะได้ปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์เพิ#มขึ 1น โดย

ปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์สงูสดุที#ได้ คือ 8.85 กรัมตอ่ลิตร เมื#อใช้ใบจามจรีุขนาด 

ผลของปริมาณใบจามจรีุในการปรับสภาพใบจามจรีุ 

กรดฟอสฟอริก 
(ร้อยละโดย
ปริมาตร) 

ขนาดอนภุาค
ของใบจามจรีุ 

(เมช) 

ปริมาณ 
ใบจามจรีุ 

(กรัม) 

2.5 20-40 
3 
6 
10 

ผลของปริมาณใบจามจรีุในการปรับสภาพและยอ่ยใบจามจรีุ 

6.66

8.85

6 10

ปริมาณใบจามจุรี (กรัม)
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าวะที#เหมาะสมที#ได้จากการ

และรูปที# 4.4 

มาณนํ 1าตาลรีดิวซ์เพิ#มขึ 1น โดย

ขนาด 20-40 เมช ปริมาณ 

นํ 1าตาลรีดวิซ์ 
(กรัมตอ่ลิตร) 

2.32 
6.66 
8.85 

 

9.29

12
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 จากผลที#ได้จากข้อ 4.2.1 ข้อ 4.2.2 ข้อ 4.2.3 และข้อ 4.2.4 พบว่าภาวะที#เหมาะสมในการ

ปรับสภาพใบจามจุรีโดยใช้แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์และกรดฟอสฟอริกคือ แอมโมเนียม          

ไฮดรอกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 8 กรดฟอสฟอริกความเข้มข้นร้อยละ 2.5 ขนาดอนุภาคของ      

ใบจามจุรีเท่ากับ 20-40 เมช และปริมาณใบจามจุรีเท่ากับ 12 กรัม จะได้ปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์

สงูสดุคือ 9.29 กรัมต่อลิตร ดงัแสดงในตารางที# 4.6 และรูปที# 4.5 แตจ่ะได้ปริมาณสารละลาย

นํ 1าตาลในปริมาณตํ#าเนื#องจากถูกดดูซบัไว้โดยการใบจามจุรีที#เหลือ เพื#อให้มีปริมาณสารละลาย

นํ 1าตาลในการนําไปทดลองมากพอ ดงันั 1นจึงเลือกใช้ใบจามจุรีปริมาณ 10 กรัม เพื#อใช้ในการ    

ปรับสภาพและย่อยใบจามจุรีสําหรับใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในอาหารเพื#อการผลิตสําหรับ            

การทดลองตา่งๆ  ตอ่จากนี 1 

 

ตารางที� 4.6  แสดงผลการหาภาวะที#เหมาะสมในการปรับสภาพใบจามจรีุ 

 
ขนาดอนภุาค

ของใบ

จามจรีุ 

(เมช) 
 

แอมโมเนียม 
ไฮดรอกไซด์ 

(ร้อยละโดยปริมาตร) 

กรดฟอสฟอริก 
(ร้อยละโดยปริมาตร) 

ปริมาณ 
ใบจามจรีุ 

(กรัม) 

นํ 1าตาลรีดวิซ์ 
(กรัมตอ่ลิตร) 

< 20 

8 2.5 

3 3.23 
6 3.27 
10 3.95 

20-40 
3 2.32 
6 6.66 
10 8.85 

 



 

 
รูปที�   4.5 แสดงผลของ

แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ

ร้อยละ 2.5 โดยปริมาตร 

 
4.3 วิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ข้างเคียงที�เกิดขึ #นจากกระบวนการปรับสภาพใบจามจุรี

 นําสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการทดลองที# 

ข้างเคียง ได้แก่ เฟอร์ฟูรัล

วานิลลิน (Vanillin) และกรดอะซิติก 

สงู (High Performance Liquid Chromatography; 

วิทยาศาสตร์ สถาบนัเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคณุทหารลาดกระบงั

มาเปรียบเทียบชนิดของ

ทดลองพบว่าในสารละลายนํ 1าตาลที#ได้นั 1นมีผลิตภัณฑ์ข้างเคียง

ย่อยใบจามจุรีด้วยแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์และกรดฟอสฟอริก โดย

เมทิลเฟอร์ฟรัูล วานิลลิน และกรดอะซิตกิ ดงัแสดงในตารางที# 

0

2

4

6

8

10

3

3.23

ปริ
มา

ณ
นํ

#าต
าล

รีด
ิวซ์

 (ก
รัม

ต่อ
ลิต

ร)

 

แสดงผลของขนาดอนุภาคใบจามจุรีในการปรับสภาพและย่อย

ดรอกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 8 โดยปริมาตร และกรดฟอสฟอริกความ

 

วิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ข้างเคียงที�เกิดขึ #นจากกระบวนการปรับสภาพใบจามจุรี

นําสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการทดลองที# 4.2.4 ไปวิเคราะห์หาปริมาณ

รัล (Furfural) 5-ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟูรัล (5-Hydroxymethyl

และกรดอะซิติก (Acetic acid) โดยเครื#องโครมาโทกราฟฟีของเหลวสมรรถนะ

(High Performance Liquid Chromatography; HPLC) ที#ศนูย์เครื#องมือ

วิทยาศาสตร์ สถาบนัเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคณุทหารลาดกระบงั และนําโครมาโทแกรมที#

ของสารมาตรฐานจากเวลาที#สารตวัอย่างถูกชะออกจากคอลัมน์

ทดลองพบว่าในสารละลายนํ 1าตาลที#ได้นั 1นมีผลิตภัณฑ์ข้างเคียงที#เกิดจากการปรับสภาพและก

ย่อยใบจามจุรีด้วยแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์และกรดฟอสฟอริก โดยพบ เฟอร์ฟูรัล 

วานิลลิน และกรดอะซิตกิ ดงัแสดงในตารางที# 4.7 

6
10

23
3.27 3.95

2.32

6.66

8.85

ปริมาณใบจามจุรี (กรัม)
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ย่อยใบจามจุรีโดยใช้

โดยปริมาตร และกรดฟอสฟอริกความเข้มข้น    

วิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ข้างเคียงที�เกิดขึ #นจากกระบวนการปรับสภาพใบจามจุรี 

วิเคราะห์หาปริมาณผลิตภัณฑ์

Hydroxymethyl-furfural)     

กราฟฟีของเหลวสมรรถนะ

ที#ศนูย์เครื#องมือวิทยาศาสตร์  คณะ

นําโครมาโทแกรมที#ได้ 

จากเวลาที#สารตวัอย่างถูกชะออกจากคอลัมน์   ผลการ

ที#เกิดจากการปรับสภาพและการ

พบ เฟอร์ฟูรัล 5-ไฮดรอกซี

<20 เมช

20-40 เมช
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ตารางที� 4.7 ปริมาณผลิตภณัฑ์ข้างเคียงในสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพและการ

ยอ่ยใบจามจรีุด้วยแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์และกรดฟอสฟอริกโดยเครื#อง HPLC 

ผลิตภัณฑ์ข้างเคียง ปริมาณ (กรัมต่อลิตร) 
เฟอร์ฟรัูล 0.0037 

5-ไฮดรอกซีเมทิล 
เฟอร์ฟรัูล 

0.0029 

วานิลลิน ไมพ่บ 
กรดอะซิตกิ 0.023 

 

4.4 คัดเลือกแบคทีเรียที�สามารถผลิต PHAs โดยใช้สารละลายนํ #าตาลที�ได้จากการย่อยใบ

จามจุรีที�ผ่านการปรับสภาพ 

 เก็บตัวอย่างดินบริเวณที#มีเศษใบไม้เน่าเปื# อยจากจังหวัดต่างๆ ในประเทศไทย ได้แก่    

เขตจตุจักร จังหวัดกรุงเทพมหานคร อําเภอพระสมุทรเจดีย์ จังหวัดสมุทรปราการ อําเภอเมือง

นครนายก จงัหวดันครนายก อําเภอปากช่อง จงัหวดันครราชสีมา อําเภอมวกเหล็ก จงัหวดัสระบรีุ 

อําเภอเกาะคา จงัหวดัลําปาง และอําเภอเมือง จงัหวดัเชียงใหม่ นําตวัอย่างดินที#เก็บมาจากแหล่ง

ต่างๆ ไปเพาะเลี 1ยงในอาหารสูตรอุดม (ภาคผนวก ก1) ที#มีกากมนัสําปะหลงัเป็นแหล่งคาร์บอน   

และเติม Nystatin ความเข้มข้น 40 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรเพื#อยับยั 1งการเจริญของเชื 1อรา              

ผลการทดลองสามารถแยกจลุินทรีย์ที#สามารถเจริญในอาหารนี 1ทั 1งหมด 26 สายพนัธุ์  

 นําจลุินทรีย์ทั 1ง 26 สายพนัธุ์ไปทดสอบความสามารถในการผลิต PHAs เบื 1องต้นโดยนําไป

ย้อมแกรนลู พบวา่มีแบคทีเรีย 5 สายพนัธุ์ที#มองเห็นแกรนลูภายใต้กล้องจลุทรรศน์กําลงัขยาย 100 

เท่า โดยให้แบคทีเรียทั 1ง 5 สายพันธุ์นั 1นชื#อว่า MSC-1 MSC-2  MSC-3 MSC-4 และ MSC-5      

นําจุลินทรีย์ทั 1ง 5 สายพันธุ์ เลี 1ยงในอาหารเพื#อการผลิตที#มีสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการ         

ปรับสภาพใบจามจรีุที#มีนํ 1าตาลรีดวิซ์ 8 กรัมตอ่ลิตรเป็นแหลง่คาร์บอน                                         

 จากการศกึษาพบว่ามีแบคทีเรีย 2 สายพนัธุ์ที#สามารถเจริญได้บนอาหารนี 1 คือ แบคทีเรีย

สายพนัธุ์   MSC-2 และ MSC-5  จากนั 1นนําแบคทีเรียทั 1ง 2 สายพนัธุ์ไปย้อมด้วย Sudan Black B 
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ตามวิธีของ Burdon (1946) โดยสามารถตรวจพบแกรนลู PHAs ภายในเซลล์แบคทีเรียสายพนัธุ์ 

MSC-2 และ MSC-5 โดยแกรนลูจะติดสีดําของ Sudan Black B และเซลล์ของแบคทีเรียจะติดสี

แดงของ Safranin O ดงัรูปที# 4.6 จากนั 1นทําการศกึษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิต PHAs 

เบื 1องต้น    โดยคดัเลือกแบคทีเรียมีประสิทธิภาพการผลิต PHAs สงูที#สดุโดยการวิเคราะห์ปริมาณ

และองค์ประกอบของ PHAs ตามวิธีในข้อ 3.3.7 โดยเปรียบเทียบกบัการเจริญของ Cupriavidus 

necator สายพนัธุ์ A-04 ในอาหารชนิดเดียวกนั                                                                   

  จากผลการทดลองพบว่าแบคทีเรียสายพนัธุ์ MSC-5 มีประสิทธิภาพในการผลิต 

PHAs สงูสดุเมื#อเทียบกบัสายพนัธุ์ MSC-2 โดยสามารถผลิต PHAs ได้ 0.035 กรัมตอ่ลิตร คิดเป็น

ร้อยละ 4.7 ของนํ 1าหนกัเซลล์แห้ง ที# 96 ชั#วโมงของการเพาะเลี 1ยง (รูปที# 4.7) และเมื#อเปรียบเทียบ

กบั C. necator  A-04 พบว่า C. necator A-04 มีการเจริญและการสะสม PHAs ที#ตํ#า (รูปที# 4.8)  

เนื#องจากความเป็นพิษของสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพและการย่อยใบจามจุรีด้วย

แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์และกรดฟอสฟอริก ดงันั 1นจึงคดัเลือกแบคทีเรียสายพนัธุ์  MSC-5 ใน

การศกึษาตอ่จากนี 1ไป 

 

 

 

 

 

 

รูปที� 4.6 แสดงแกรนลูภายในเซลล์แบคทีเรียสายพนัธุ์ MSC-2 (รูป A) และ MSC-5 (รูป B) ที#

เจริญบนอาหารเพื#อการผลิตที#มีสารละลายนํ 1าตาลจากการปรับสภาพใบจามจรีุเป็นแหล่งคาร์บอน 

และแอมโมเนียมซลัเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจน เมื#อย้อมเซลล์ด้วย Sudan Black B และ Safranin O 

และตรวจสอบภายใต้กล้องจลุทรรศน์กําลงัขยาย 100 เทา่ 

A B 
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รูปที�  4.7 แสดงปริมาณ PHAs (กรัมต่อลิตร) ปริมาณนํ 1าหนกัชีวมวลสุทธิ (กรัมต่อลิตร) และ

ปริมาณ PHAs (เปอร์เซ็นต์ของนํ 1าหนกัเซลล์แห้ง) ของแบคทีเรียสายพนัธุ์ MSC-5 เมื#อเลี 1ยงใน

อาหารเพื#อการผลิตที#มีนํ 1าตาลรีดิวซ์ 8 กรัมต่อลิตรที#ได้จากการปรับสภาพใบจามจุรีเป็นแหล่ง

คาร์บอน และมีอตัราสว่นคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเทา่กบั 200 

 

รูปที�  4.8 แสดงปริมาณ PHAs (กรัมต่อลิตร) ปริมาณนํ 1าหนกัชีวมวลสุทธิ (กรัมต่อลิตร) และ

ปริมาณ PHAs (เปอร์เซ็นต์ของนํ 1าหนกัเซลล์แห้ง) ของ C. necator A-04 เมื#อเลี 1ยงในอาหารเพื#อ

การผลิตที#มีนํ 1าตาลรีดวิซ์ 8 กรัมตอ่ลิตรที#ได้จากการปรับสภาพใบจามจรีุเป็นแหล่งคาร์บอน และมี

อตัราสว่นคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเทา่กบั 200 
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4.5 การพสูิจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียที�คัดแยกได้ทางอนุกรมวิธาน 

 4.5.1 การศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา (Morphological characteristic) 

 จากการศกึษาลกัษณะสณัฐานวิทยาของแบคทีเรียสายพนัธุ์ MSC-2 และ MSC-5 พบว่า

ลกัษณะโคโลนีของแบคทีเรียสายพนัธุ์ MSC-2 และ MSC-5 บนอาหาร MSM โคโลนีมีขนาดใหญ่ 

มีลกัษณะกลม สีขาวครีม ขอบเรียบ และมีลกัษณะด้าน และจากการศกึษาภายใต้กล้องจลุทรรศน์

พบวา่เซลล์ของแบคทีเรียมีลกัษณะรูปร่างแทง่สั 1น ตดิสีแกรมบวก และสร้างสปอร์  ดงัแสดงในรูปที# 

4.9 

 4.5.2 การทดสอบทางชีวเคมี (Biochemical test) 

 เพื#อศกึษาสมบตัิทางชีวเคมีเบื 1องต้นของจลุินทรีย์สายพนัธุ์ MSC-2 และ MSC-5 ดงันั 1นใน

การทดลองนี 1จึงได้ศึกษาสมบตัิทางชีวเคมีเบื 1องต้น ได้แก่ ความสามารถในการเคลื#อนที# (mobility 

test) ความสามารถในการสร้างเอนไซม์ออกซิเดส (oxidase test) ความสามารถในการสร้าง

เอนไซม์แคทาเลส (catalase test) ความสามารถในการผลิตอินโดล (indole test) การทดสอบ 

Methyl Red-Vogesprokauer test (MR-VP test) การทดสอบการใช้ซิเตรต (citrate utilization 

test) การทดสอบ Triple Sugar Iron (TSI) reaction ความสามารถในการสร้างไฮโดรเจนซลัไฟด์ 

(H2S) ความสามารถในการสร้างเอนไซม์ไลซีนดีคาร์บอกซิเลส (lysine decarboxylase)             

ไลซีนดีอะมิเนส (lysine deaminase) และออนิทีนดีคาร์บอกซิเลส (ornithine decarboxylase) 

ความสามารถในการผลิตเอนไซม์ยรีูเอส (urease test) ผลการทดลองแสดงไว้ในตารางที# 4.8  

 จากตารางที# 4.8 พบว่าเมื#อนําผลการทดสอบสมบตัิทางชีวเคมีของแบคทีเรียสายพันธุ์

MSC-2 และ MSC-5 อ้างอิงตาม Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology ในเบื 1องต้น

คาดวา่แบคทีเรียสายพนัธุ์ MSC-2 และ MSC-5 จดัเป็นแบคทีเรียในสกลุ Bacillus sp. 

 



 

 

รูปที� 4.9 ลกัษณะสณัฐานวิทยา

(C),(D) ภาพ (A) เป็นลักษณะการติดสีแกรมบวกเมื#อตรวจสอบ

กําลงัขยาย 100 เท่า และ

เมื#อตรวจสอบภายใต้กล้อง

เมื#อตรวจสอบภายใต้กล้อง

ภายในเซลล์แบคทีเรียสายพนัธุ์ 

เทา่ 

A 

C 

 

ลกัษณะสณัฐานวิทยาและสปอร์ของแบคทีเรียสายพนัธุ์ MSC-2 (A)

เป็นลักษณะการติดสีแกรมบวกเมื#อตรวจสอบภายใต้กล้อง

และภาพ (B) แสดงตําแหน่งสปอร์ภายในเซลล์แบคที

ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ที#กําลงัขยาย 100 เท่า (C) เป็นลกัษณะการติดสีแกรมบวก

เมื#อตรวจสอบภายใต้กล้องจลุทรรศน์ที#กําลงัขยาย 100 เท่า และภาพ (D) 

ภายในเซลล์แบคทีเรียสายพนัธุ์ MSC-5 เมื#อตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์

B 

D 
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2 (A),(B) และ MSC-5 

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที#

ภายในเซลล์แบคทีเรียสายพนัธุ์ MSC-2

เป็นลกัษณะการติดสีแกรมบวก

(D) แสดงตําแหน่งสปอร์

จุลทรรศน์ที#กําลงัขยาย 100 
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ตารางที� 4.8 ผลการทดสอบสมบตัทิางชีวเคมีของแบคทีเรียสายพนัธุ์ MSC-2 และ MSC-5 

หมายเหตุ + สามารถใช้ได้  เจริญได้ หรือเกิดปฏิกิริยากบัการทดสอบ 
               -  ไมส่ามารถใช้ได้ ไมเ่จริญ หรือ ไมเ่กิดปฏิกิริยากบัการทดสอบ,  A/N สร้างกรดที#ผิวหน้าอาหาร, NG ไมเ่กิดแก๊ส 

การทดสอบ 
แบคทีเรียสายพนัธุ์ 

MSC-2 MSC-5 

Motility + + 

Catalase + + 

Indole production - - 

Methyl red - - 

Voges-Proskauer - + 

Citrate (Simmons) + + 

TSI reaction A/N A/N 

H2S production (TSI) - - 

Lysine decarboxylase + + 

Lysine deaminase + + 

Ornithine decarboxylase + + 

Urease + + 

Nitrate reduction + + 

การทดสอบความสามารถในการใช้คาร์โบไฮเดรต 
กลโูคส 

กาแลคโทส 
ฟรักโทส 

แมนนิทอล 
มอลโทส 
ซูโครส 

ซอร์บทิอล 
ไซลิทอล 

 
+/NG 
+/NG 
+/NG 
+/NG 
+/NG 
+/NG 
+/NG 
+/NG 

 
+/NG 
+/NG 
+/NG 
+/NG 
+/NG 
+/NG 
+/NG 
+/NG 
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 4.5.3 การวิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA 

  4.5.3.1 วิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA 

  ผลการวิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ16S rDNA ตามวิธีในข้อ 3.5.3.1 ของ

แบคทีเรียสายพนัธุ์ MSC-2 และ MSC-5 มีความยาว 1,449 และ 1,333 bps ตามลําดบั   (ลําดบั

นิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรียทั 1ง 2 สายพนัธุ์แสดงในภาคผนวก ง) เปรียบเทียบกบัลําดบันิวคลีโอไทด์

บริเวณ  16S rRNA ของแบคทีเรียสายพันธุ์ต่างๆที#มีบนัทึกไว้ในฐานข้อมูล GenBank โดยใช้

โปรแกรม BLASTn พบว่าลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA ของแบคทีเรียสายพนัธุ์ MSC-2 

และ MSC-5 มีความคล้ายกับลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA ของ B. megaterium        

สายพนัธุ์ LAMA 262  99.79 และ 99.47% ตามลําดบั  และนําลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 16s 

rRNA ไปเสนอใน Genbank เพื#อให้ได้ accession number จึงให้แบคทีเรียสายพนัธุ์ MSC-2 และ 

MSC-5 ชื#อว่า Bacillus sp. MSC-2 (HQ694774) และ Bacillus sp. MSC-5 (HQ678105) 

ตามลําดบั 

  4.5.3.2 สร้าง Phylogenetic tree 

  เมื#อนําลําดบันิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA ของ Bacillus sp. MSC-2 และ 

Bacillus sp. MSC-5 เปรียบเทียบกบัลําดบันิวคลีโอไทด์จากฐานข้อมลู (BLASTn) โดยทําการปรับ

แนวของลําดบันิวคลีโอไทด์ (multiple alignment) โดยใช้โปรแกรม Clustal X และนําข้อมลูที#ผ่าน

การปรับแนวมาสร้าง phylogenetic tree ด้วยโปรแกรม PHYLIP software package พบว่า 

Bacillus sp. MSC 2 และ Bacillus sp. MSC 5 มีความใกล้เคียงกับแบคทีเรียในสกุล              

B. megaterium สายพนัธุ์ LAMA 262 ดงัแสดงในรูป 4.10   
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รูปที�  4.10 Phylogenetic tree ของ 16S rRNA ของ Bacillus megaterium MSC 2 (HQ694774) และ Bacillus megaterium MSC 5 (HQ678105) โดย

ใช้ 16S rRNA ของ Virgibacillus sp. PEB03 (GU213159) เป็น out-group และตวัเลขที#กิ#งสาขาบอกถึงการนบัที#ให้ผลซํ 1าจากทั 1งหมด 100 ครั 1งด้วย 

bootstrap 

7
5
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4.6 หาภาวะที�เหมาะสมในการผลิต PHAs จากสารละลายนํ #าตาลที�ได้จากการปรับสภาพ

และการย่อยใบจามจุรีในระดับขวดเขย่า 

 4.6.1 ศกึษาความเข้มข้นของสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพและการย่อยใบ

จามจรีุที#เหมาะสมตอ่การเจริญและการผลิต PHAs ของ Bacillus sp. MSC-5 ในระดบัขวดเขยา่ 

  จากผลการทดลองในข้อ 4.4 พบว่าการใช้สารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับ

สภาพใบจามจรีุมาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิต PHAs โดย Bacillus sp. MSC-5 มีอตัราการ

ผลิต PHAs ในปริมาณน้อย คือ 0.035 กรัมตอ่ลิตร หรือคิดเป็นร้อยละ 4.7 ของนํ 1าหนกัเซลล์แห้ง 

ซึ#งเกิดจากสารยบัยั 1งที#มีอยู่ในสารละลายนํ 1าตาล เนื#องจากในระหว่างกระบวนการปรับสภาพและ

ยอ่ยใบจามจรีุนอกจากจะปลดปลอ่ยนํ 1าตาลรีดิวซ์แล้วยงัปล่อยสารอื#นๆ ที#เป็นสารยบัยั 1งการเจริญ

ของจลุินทรีย์ออกมาด้วย ได้แก่ กรดอินทรีย์ที#ระเหยได้ (volatile organic acids)  Furfural และ 

aromatic compounds (Yu และ Stahl, 2008) และจากผลการวิเคราะห์โดย HPLC ในข้อ 4.3 

พบว่าในสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพและการย่อยใบจามจุรีมี เฟอร์ฟิวรอล               

5-ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรอล และกรดอะซิติก เป็นองค์ประกอบอยู่ด้วย  ดงันั 1นเพื#อเป็นการลด

ความเป็นพิษและความเข้มข้นของสารยบัยั 1งที#มีอยู่ในสารละลายนํ 1าตาล ในการทดลองนี 1จึงได้ทํา

การเจือจางสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพและยอ่ยใบจามจรีุที#มีปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์ 8 

กรัมต่อลิตร ด้วยอาหารเพื#อการผลิตที#มีปริมาณธาตอุาหารเท่ากันและจําลองปริมาณนํ 1าตาลให้

ใกล้เคียงกันโดยใช้นํ 1าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนปริมาณ 8 กรัมต่อลิตร  ทําการแปรผัน

อตัราส่วนระหว่างสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพใบจามจรีุต่ออาหารเพื#อการผลิตที#มี

กลโูคสเป็นแหล่งคาร์บอนในอตัราส่วนร้อยละ  100:0  80:20  60:40  40:60  20:80 และ 0:100  

โดยปริมาตร และใช้แอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจน อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน

เท่ากบั 200  ปริมาณหวัเชื 1อเริ#มต้น 0.2 กรัมตอ่ลิตร เลี 1ยงในภาวะอณุหภูมิ 30  องศาเซลเซียส 

อตัราการเขย่า 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 120 ชั#วโมง เก็บตวัอย่างทกุๆ 24 ชั#วโมงเพื#อวิเคราะห์

นํ 1าหนักเซลล์แห้ง ปริมาณไนโตรเจน ปริมาณนํ 1าตาลทั 1งหมด ปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์และปริมาณ 

PHAs ตอ่ไป  
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  4.6.1.1 วิเคราะห์การเจริญเติบโตของ Bacillus sp. MSC-5 จากนํ 1าหนกัเซลล์

แห้ง และปริมาณ PHAs ที#ผลิตได้โดยแก๊สโครมาโทกราฟี 

   ผลการทดลองดงัแสดงในรูปที# 4.11 - 4.22 พบว่าเมื#อเลี 1ยง Bacillus sp. 

MSC-5 ในอาหารเพื#อการผลิตที#มีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนเพียงอย่างเดียว โดยมีแอมโมเนียม

ซลัเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจน เป็นเวลา 120 ชั#วโมง เก็บตวัอย่างทุกๆ 24 ชั#วโมง Bacillus sp.    

MSC-5 มีแนวโน้มการเจริญเติบโตดีที#สดุเมื#อเปรียบเทียบกบัภาวะอื#นๆ โดยพิจารณาจากนํ 1าหนกั

เซลล์แห้งสงูสดุในแตล่ะภาวะ โดยมีนํ 1าหนกัเซลล์แห้ง 2.73 กรัมตอ่ลิตร ในชั#วโมงที# 72 และมีการ

สะสม PHAs ตั 1งแตช่ั#วโมงที# 48 เป็นต้นไป โดยปริมาณ PHAs สงูสดุ คือ 0.67 กรัมตอ่ลิตร หรือคิด

เป็นร้อยละ 24.73 ของนํ 1าหนกัเซลล์แห้งในชั#วโมงที# 72 เช่นเดียวกนั ดงัแสดงในรูปที# 4.11 แตเ่มื#อ

เลี 1ยง Bacillus sp. MSC-5  ในอาหารเพื#อการผลิตที#ใช้สารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพ

และการย่อยใบจามจรีุเพียงอย่างเดียว พบว่า Bacillus sp. MSC-5 มีการเจริญน้อยโดยมีนํ 1าหนกั

เซลล์แห้งสงูสดุ 0.74 กรัมตอ่ลิตร การสะสม PHAs มีปริมาณตํ#า โดยมีปริมาณสงูสดุ 0.035 กรัม

ตอ่ลิตร หรือคดิเป็นร้อยละ 4.7 ของนํ 1าหนกัเซลล์แห้งในชั#วโมงที# 96 ดงัแสดงในรูปที# 4.21 และเมื#อ

เจือจางความเข้มข้นของสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพและการย่อยใบจามจุรีด้วย

อาหารเพื#อการผลิตที#มีกลโูคสเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าการเจริญและการสะสม PHAs มีปริมาณ

เพิ#มขึ 1นแปรผนัตามอตัราส่วนของอาหารเพื#อการผลิตที#มีกลโูคสเป็นแหล่งคาร์บอนที#เพิ#มขึ 1น โดยที#

อตัราส่วนระหว่างสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพและการย่อยใบจามจุรีตอ่อาหารเพื#อ

การผลิตที#มีกลโูคสเป็นแหล่งคาร์บอน 80:20 Bacillus sp. MSC-5 มีนํ 1าหนกัเซลล์แห้งสงูสดุ 0.74 

กรัมตอ่ลิตร การสะสม PHAs มีปริมาณเพิ#มขึ 1นเป็น 0.07 กรัมตอ่ลิตร หรือคิดเป็นร้อยละ 5.8 ของ

นํ 1าหนกัเซลล์แห้งในชั#วโมงที# 96 ดงัแสดงในรูปที# 4.19 ที#อตัราส่วน 60:40 Bacillus sp. MSC-5 มี

การเจริญที#ดีขึ 1น โดยมีนํ 1าหนกัเซลล์แห้งสงูสดุ 1.42 กรัมตอ่ลิตร การสะสม PHAs มีปริมาณเพิ#มขึ 1น

เป็น 0.174 กรัมตอ่ลิตร หรือคิดเป็นร้อยละ 12.24 ของนํ 1าหนกัเซลล์แห้งในชั#วโมงที# 96 ดงัแสดงใน

รูปที# 4.17  ที#อตัราส่วน 40:60 Bacillus sp. MSC-5 มีการเจริญที#ดี โดยมีนํ 1าหนกัเซลล์แห้งสงูสดุ 

1.72 กรัมตอ่ลิตร การสะสม PHAs มีปริมาณเพิ#มขึ 1นเป็น 0.41 กรัมตอ่ลิตร หรือคิดเป็นร้อยละ 

23.69 ของนํ 1าหนกัเซลล์แห้งในชั#วโมงที# 96 ดงัแสดงในรูปที# 4.15 และที#อตัราส่วน 20:80 Bacillus 
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sp. MSC-5 มีการเจริญที#ดีที#สดุในอาหารที#มีสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพและการ

ย่อยใบจามจรีุเป็นองค์ประกอบ โดยมีนํ 1าหนกัเซลล์แห้งสงูสดุ 2.20 กรัมตอ่ลิตร การสะสม PHAs 

มีปริมาณเพิ#มขึ 1นเป็น 0.64 กรัมตอ่ลิตร หรือคิดเป็นร้อยละ 29.1 ของนํ 1าหนกัเซลล์แห้งในชั#วโมงที# 

96 ดงัแสดงในรูปที# 4.13          

   จากผลการทดลองพบว่าการเจือจางสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับ

สภาพและการยอ่ยใบจามจรีุด้วยอาหารเพื#อการผลิตที#มีกลโูคสเป็นแหลง่คาร์บอน สามารถช่วยลด

ความเป็นพิษลงได้ เนื#องจากผลิตภณัฑ์ข้างเคียงที#ส่งผลในการยบัยั 1งการเจริญของ Bacillus sp. 

MSC-5 มีความเข้มข้นลดลง โดยสามารถเห็นการเจริญของเซลล์ได้ชดัเจนขึ 1นเมื#ออตัราการเจือจาง

เพิ#มขึ 1น แตท่ั 1งนี 1การเจริญและการสะสม PHAs ของ Bacillus sp. MSC-5 ยงัคงถกูยบัยั 1งอยู่บ้าง

เล็กน้อย เห็นได้จากเวลาในการเจริญและสะสม PHAs สงูสดุใช้เวลานานขึ 1นจาก 72 ชั#วโมงเป็น 

96 ชั#วโมง เมื#อเปรียบเทียบกบัการใช้อาหารเพื#อการผลิตที#มีกลูโคสเพียงอย่างเดียว ดงัแสดงใน

ตารางที# 4.9  

  4.6.1.2 ศึกษาปริมาณนํ 1าตาลทั 1งหมด นํ 1าตาลรีดิวซ์และปริมาณแอมโมเนียม

ซลัเฟตที#เหลือทั 1งหมดในนํ 1าหมกั 

   ผลการทดลองพบว่าในอาหารเพื#อการผลิตที#มีกลโูคสเป็นแหล่งคาร์บอน

เมื#อสิ 1นสดุการทดลองที#ชั#วโมงที# 120 มีปริมาณนํ 1าตาลทั 1งหมด ปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์เหลืออยู่ 2.98 

และ 2.68 กรัมตอ่ลิตร ตามลําดบั และปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟตเริ#มหมดไปในชั#วโมงที# 24 ดงั

แสดงในรูปที# 4.12 และเมื#อเพิ#มอตัราส่วนระหว่างสารละลายนํ 1าตาลต่ออาหารเพื#อการผลิตที#มี

กลโูคสเป็นแหลง่คาร์บอนในอตัราสว่น 20:80 พบวา่เมื#อสิ 1นสดุการทดลองในชั#วโมงที# 120 ปริมาณ

นํ 1าตาลรีดิวซ์มีปริมาณเพิ#มขึ 1นจาก 8 กรัมตอ่ลิตรเป็น 9.58 กรัมตอ่ลิตร แตป่ริมาณนํ 1าตาลทั 1งหมด

ลดลงจาก 12.8 กรัมตอ่ลิตร เหลือ 10.67 กรัมตอ่ลิตร และปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟต หมดลงใน

ชั#วโมงที# 24  ดงัแสดงในรูปที# 4.14 ที#อตัราสว่น 40:60 ปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์มีปริมาณเพิ#มขึ 1นจาก 8 

กรัมตอ่ลิตรเป็น 11.70 กรัมตอ่ลิตร แตป่ริมาณนํ 1าตาลทั 1งหมดลดลงจาก 15.23 กรัมตอ่ลิตร เหลือ 

11.87 กรัมตอ่ลิตร และปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟตหมดลงในชั#วโมงที# 24 เช่นเดียวกนั ดงัแสดงใน

รูปที# 4.16 ที#อัตราส่วน 60:40 ปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์มีปริมาณเพิ#มขึ 1นเช่นเดียวกันจาก 8 กรัม      
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ต่อลิตรเป็น 10.19 กรัมต่อลิตร แต่ปริมาณนํ 1าตาลทั 1งหมดลดลงจาก 19.34 กรัมต่อลิตร เหลือ 

10.79 กรัมตอ่ลิตร และปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟตหมดลงในชั#วโมงที# 24 ดงัแสดงในรูปที# 4.18  ที#

อตัราส่วน 80:20 ปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์มีปริมาณเพิ#มขึ 1นเช่นเดียวกนัจาก 8 กรัมตอ่ลิตรเป็น 12.26 

กรัมตอ่ลิตร แตป่ริมาณนํ 1าตาลทั 1งหมดลดลงจาก 24.63 กรัมตอ่ลิตร เหลือ 12.57 กรัมตอ่ลิตร และ

ปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟตหมดลงในชั#วโมงที# 24 ดงัแสดงในรูปที# 4.20และในอาหารเพื#อการผลิต

ที#มีสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพและการย่อยใบจามจรีุเป็นแหล่งคาร์บอนเพียงอย่าง

เดียว หรือที#อตัราส่วน 100:0 พบว่าปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์มีปริมาณเพิ#มขึ 1นเช่นเดียวกนัจาก 8 กรัม

ต่อลิตรเป็น 11.12 กรัมต่อลิตร แต่ปริมาณนํ 1าตาลทั 1งหมดลดลงจาก 30.7 กรัมต่อลิตร เหลือ 

17.87 กรัมต่อลิตร และปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟตหมดลงในชั#วโมงที# 24 ดงัแสดงในรูปที# 4.22

           

   ผลการทดลองที#ได้แสดงให้เห็นว่าสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับ

สภาพใบจามจรีุมีผลต่อการใช้นํ 1าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนในการเจริญของ Bacillus sp. MSC-5 

จากการทดลองที#ใช้อาหารเพื#อการผลิตที#กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนเพียงอย่างเดียว ปริมาณ

นํ 1าตาลรีดิวซ์จะลดลงตลอดระยะเวลาการเพาะเลี 1ยง  แต่ในอาหารเพื#อการผลิตมีสารละลาย

นํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพและย่อยใบจามจุรีเป็นส่วนประกอบที#อัตราส่วนต่างๆ พบว่า

ปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์มีคา่เพิ#มขึ 1น ทั 1งนี 1อาจเกิดจาก Bacillus sp. MSC-5 ใช้นํ 1าตาลรีดิวซ์พร้อมกบั

ยอ่ยนํ 1าตาลโมเลกลุใหญ่ชนิดอื#นที#มีอยูใ่นสารละลายนํ 1าตาลแล้วได้ผลิตภณัฑ์เป็นนํ 1าตาลรีดิวซ์ จึง

ทําให้ปริมาณนํ 1าตาลทั 1งหมดมีค่าลดลง และปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์มีค่าเพิ#มมากขึ 1น หรืออาจเกิด

จากการถูกขดัขวางการใช้นํ 1าตาลจากผลิตภัณฑ์ข้างเคียงที#เกิดขึ 1นในระหว่างกระบวนการปรับ

สภาพและยอ่ยใบจามจรีุ ได้แก่ เฟอร์ฟิวรอล  5-ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรอล และกรดอะซิติก ทั 1งนี 1

เนื#องจากกรดอะซิตกิจะไปขดัขวางการทํางานของเอนไซม์ในกระกวนการไกลโคไลซิส ส่งผลให้การ

ใช้นํ 1าตาลลดลง  เฟอร์ฟิวรอลจะลดประสิทธิภาพในการผลิต ATP ภายในเซลล์ส่งผลให้การเจริญ

ของเซลล์ถูกยับยั 1ง และ5-ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรอล จะส่งผลต่อการเจริญโดยจะทําให้ lag-

phase มีระยะเวลานานขึ 1นเนื#องจากไปลดสมบัติความเป็นเยื#อเลือกผ่านของเยื#อหุ้ มเซลล์  

(Palmqvast และ Hahn-Hägerdal, 2000) ซึ#งส่งผลให้การใช้นํ 1าตาลลดลง จุลินทรีย์จึงย่อย

นํ 1าตาลโมเลกลุใหญ่ชนิดอื#นแทน ซึ#งยงัสง่ผลให้การเจริญลดลงอีกด้วย 



80 

 

    

 

รูปที� 4.11 แสดงปริมาณนํ 1าหนกัเซลล์แห้ง ปริมาณ PHAs และร้อยละของ PHAs ตอ่นํ 1าหนกัเซลล์

แห้ง ของ Bacillus sp. MSC-5 เมื#อเลี 1ยงในอาหารที#มีอตัราส่วนระหว่างสารละลายนํ 1าตาลกับ

อาหารเพื#อการผลิตเทา่กบั 0:100 

 

รูปที� 4.12 แสดงปริมาณนํ 1าตาลทั 1งหมด นํ 1าตาลรีดิวซ์และแอมโมเนียมซลัเฟตในนํ 1าหมกัที#ชั#วโมง
ตา่งๆ ของ Bacillus sp. MSC-5 เมื#อเลี 1ยงในอาหารที#มีอตัราส่วนระหว่างสารละลายนํ 1าตาลกับ
อาหารเพื#อการผลิตเทา่กบั 0:100 
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รูปที� 4.13 แสดงปริมาณนํ 1าหนกัเซลล์แห้ง ปริมาณ PHAs และร้อยละของ PHAs ตอ่นํ 1าหนกัเซลล์
แห้ง ของ Bacillus sp. MSC-5 เมื#อเลี 1ยงในอาหารที#มีอตัราส่วนระหว่างสารละลายนํ 1าตาลกับ
อาหารเพื#อการผลิตเทา่กบั 20:80 

 

รูปที� 4.14  แสดงปริมาณนํ 1าตาลทั 1งหมด นํ 1าตาลรีดิวซ์และแอมโมเนียมซลัเฟตในนํ 1าหมกัที#ชั#วโมง
ตา่งๆ ของ Bacillus sp. MSC-5 เมื#อเลี 1ยงในอาหารที#มีอตัราส่วนระหว่างสารละลายนํ 1าตาลกับ
อาหารเพื#อการผลิตเทา่กบั 20:80 
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รูปที� 4.15  แสดงปริมาณนํ 1าหนกัเซลล์แห้ง ปริมาณ PHAs และร้อยละของ PHAs ตอ่นํ 1าหนกั
เซลล์แห้ง ของ Bacillus sp. MSC-5 เมื#อเลี 1ยงในอาหารที#มีอตัราส่วนระหว่างสารละลายนํ 1าตาล
กบัอาหารเพื#อการผลิตเทา่กบั 40:60 

 

รูปที� 4.16  แสดงปริมาณนํ 1าตาลทั 1งหมด นํ 1าตาลรีดิวซ์และแอมโมเนียมซลัเฟตในนํ 1าหมกัที#ชั#วโมง
ตา่งๆ ของ Bacillus sp. MSC-5 เมื#อเลี 1ยงในอาหารที#มีอตัราส่วนระหว่างสารละลายนํ 1าตาลกับ
อาหารเพื#อการผลิตเทา่กบั 40:60 
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รูปที� 4.17  แสดงปริมาณนํ 1าหนกัเซลล์แห้ง ปริมาณ PHAs และร้อยละของ PHAs ตอ่นํ 1าหนกั
เซลล์แห้ง ของ Bacillus sp. MSC-5 เมื#อเลี 1ยงในอาหารที#มีอตัราส่วนระหว่างสารละลายนํ 1าตาล
กบัอาหารเพื#อการผลิตเทา่กบั 60:40 

 

รูปที� 4.18 แสดงปริมาณนํ 1าตาลทั 1งหมด นํ 1าตาลรีดิวซ์ และแอมโมเนียมซลัเฟตในนํ 1าหมกัที#ชั#วโมง
ตา่งๆ ของ Bacillus sp. MSC-5 เมื#อเลี 1ยงในอาหารที#มีอตัราส่วนระหว่างสารละลายนํ 1าตาลกับ
อาหารเพื#อการผลิตเทา่กบั 60:40 
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รูปที� 4.19  แสดงปริมาณนํ 1าหนกัเซลล์แห้ง ปริมาณ PHAs และร้อยละของ PHAs ตอ่นํ 1าหนกั
เซลล์แห้ง ของ Bacillus sp. MSC-5 เมื#อเลี 1ยงในอาหารที#มีอตัราส่วนระหว่างสารละลายนํ 1าตาล
กบัอาหารเพื#อการผลิตเทา่กบั 80:20 

 

รูปที� 4.20  แสดงปริมาณนํ 1าตาลทั 1งหมด นํ 1าตาลรีดิวซ์และแอมโมเนียมซลัเฟตในนํ 1าหมกัที#ชั#วโมง
ตา่งๆ ของ Bacillus sp. MSC-5 เมื#อเลี 1ยงในอาหารที#มีอตัราส่วนระหว่างสารละลายนํ 1าตาลกับ
อาหารเพื#อการผลิตเทา่กบั 80:20 
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รูปที� 4.21  แสดงปริมาณนํ 1าหนกัเซลล์แห้ง ปริมาณ PHAs และร้อยละของ PHAs ตอ่นํ 1าหนกั
เซลล์แห้ง ของ Bacillus sp. MSC-5 เมื#อเลี 1ยงในอาหารที#มีอตัราส่วนระหว่างสารละลายนํ 1าตาล
กบัอาหารเพื#อการผลิตเทา่กบั 100:0 

 

รูปที� 4.22  แสดงปริมาณนํ 1าตาลทั 1งหมด นํ 1าตาลรีดิวซ์และแอมโมเนียมซลัเฟตในนํ 1าหมกัที#ชั#วโมง

ตา่งๆ ของ Bacillus sp. MSC-5 เมื#อเลี 1ยงในอาหารที#มีอตัราส่วนระหว่างสารละลายนํ 1าตาลกับ

อาหารเพื#อการผลิตเทา่กบั 100:0 
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ตารางที� 4.9  ปริมาณนํ 1าหนกัเซลล์แห้งสงูสดุ ปริมาณ PHAs สงูสดุและปริมาณ PHAs สงูสดุของ 

Bacillus sp. MSC-5 เมื#อเลี 1ยงในอาหารเพื#อการผลิตที#มีสารละลายนํ 1าตาลจากการปรับสภาพใบ

จามจุรีเป็นแหล่งคาร์บอน และแอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจน โดยแปรผันอัตราส่วน

ระหว่างสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพใบจามจุรีกับอาหารเพื#อการผลิตในอตัราส่วน 

100:0  80:20  60:40  40:60  20:80 และ 0:100 ตามลําดบั 

 

อตัราสว่นระหว่าง
สารละลายนํ 1าตาลตอ่
อาหารเพื#อการผลิต 

นํ 1าหนกัเซลล์แห้ง 
(กรัมตอ่ลิตร) 

PHAs 
(กรัมตอ่ลิตร) 

ปริมาณ PHAs 
(%ของนํ 1าหนกัเซลล์แห้ง) 

0:100 2.73 (72 h) 0.670 (72 h) 24.73 (72 h) 
20:80 2.20 (96 h) 0.640 (96 h) 29.10 (96 h) 
40:60 1.72 (96 h) 0.410 (96 h) 23.69 (96 h) 
60:40 1.42 (96 h) 0.174 (96 h) 12.24 (96 h) 
80:20 1.17 (96 h) 0.070 (96 h) 5.80 (96 h) 
100:0 0.74 (96 h) 0.035 (96 h) 4.70 (96 h) 

 

 

 4.6.2 ศึกษาหาปริมาณหวัเชื 1อเริ#มต้นที#เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิต PHAs ของ 

Bacillus sp. MSC-5 ในระดบัขวดเขยา่ 

  จากการทดลองที# 4.6.1 พบว่าการเจือจางสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับ

สภาพและการย่อยใบจามจุรีนั 1นสามารถช่วยลดความเป็นพิษของผลิตภัณฑ์ข้างเคียงที#เกิดขึ 1น

ระหว่างกระบวนการปรับสภาพและการย่อยใบจามจรีุได้ แตจ่ากผลการทดลองที#ได้พบว่าต้องทํา

การเจือจางสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพและการย่อยใบจามจุรีด้วยอาหารเพื#อการ

ผลิตที#มีกลโูคสเป็นแหลง่คาร์บอนในอตัราสว่น 40:60 เพื#อลดความเป็นพิษของผลิตภณัฑ์ข้างเคียง

ที#เกิดขึ 1นต่อการผลิตและสะสม PHAs ลักษณะดังกล่าวไม่ตอบสนองต่อวัตถุประสงค์ของการ
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ทดลองที#ตั 1งไว้ได้มากนกัเพราะยงัคงใช้นํ 1าตาลกลโูคสเป็นแหลง่คาร์บอนในการผลิตในปริมาณมาก 

ดงันั 1นการทดลองนี 1จงึศกึษาปริมาณหวัเชื 1อเริ#มต้นที#เหมาะสมตอ่การผลิต PHAs ของ Bacillus sp. 

MSC-5 โดยทําการแปรผันปริมาณหัวเชื 1อเริ#มต้นเท่ากับ 0.2 1.0 และ 2.0 กรัมต่อลิตร         

(นํ 1าหนกัเซลล์แห้ง) ในอาหารเพื#อการผลิตที#มีสารละลายนํ 1าตาลจากการปรับสภาพและการย่อย 

ใบจามจุรีที#มีปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์ 8 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งคาร์บอนและใช้แอมโมเนียมซลัเฟต   

เป็นแหล่งไนโตรเจน อตัราส่วนคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน (C/N) เท่ากบั 200  เลี 1ยงในภาวะอณุหภูมิ 

30  องศาเซลเซียส อตัราการเขย่า 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 120 ชั#วโมง เก็บตวัอย่างทกุๆ 24 

ชั#วโมงเพื#อวิเคราะห์นํ 1าหนกัเซลล์แห้ง ปริมาณไนโตรเจน ปริมาณนํ 1าตาลทั 1งหมด ปริมาณนํ 1าตาล

รีดวิซ์และปริมาณ PHAs ตอ่ไป  

  4.6.2.1 วิเคราะห์การเจริญเติบโตของ Bacillus sp. MSC-5 จากนํ 1าหนกัเซลล์

แห้ง และปริมาณ PHAs ที#ผลิตได้โดยแก๊สโครมาโทกราฟี  

   ผลการทดลองที#ได้พบว่าเมื#อเลี 1ยง Bacillus sp. MSC-5 ในอาหารเพื#อ

การผลิตที#มีสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพและการย่อยใบจามจุรีเป็นแหล่งคาร์บอน

เพียงอย่างเดียว โดยมีแอมโมเนียมซลัเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจน และมี C/N เท่ากบั 200 เป็นเวลา 

120 ชั#วโมง เก็บตวัอย่างทกุๆ 24 ชั#วโมงพบว่านํ 1าหนกัเซลล์แห้งและปริมาณ PHAs เพิ#มขึ 1นตาม

ปริมาณหวัเชื 1อเริ#มต้นที#ใช้ โดยที#ปริมาณหวัเชื 1อเริ#มต้น 0.2 กรัมตอ่ลิตร พบว่านํ 1าหนกัเซลล์แห้งและ

ปริมาณ PHAs ของ Bacillus sp. MSC-5 เพิ#มขึ 1นเพียงเล็กน้อย ซึ#งอาจเป็นผลมาจากผลิตภณัฑ์

ข้างเคียงที#เกิดขึ 1นระหว่างกระบวนการปรับสภาพและการย่อยใบจามจรีุ โดยได้นํ 1าหนกัเซลล์แห้ง

สงูสดุ 0.92 กรัมตอ่ลิตรและมีการสะสม PHAs ตั 1งแตช่ั#วโมงที# 24 เป็นต้นไป โดยมีปริมาณ PHAs 

สงูสดุ 0.045 กรัมตอ่ลิตร หรือคิดเป็นร้อยละ 4.94 ของนํ 1าหนกัเซลล์แห้ง ในชั#วโมงที# 96 ดงัแสดง

รายละเอียดในรูปที# 4.23 เมื#อเพิ#มปริมาณหวัเชื 1อเริ#มต้นเป็น 1.0 กรัมตอ่ลิตร พบว่ามีนํ 1าหนกัเซลล์

แห้งสงูขึ 1น โดยมีนํ 1าหนกัเซลล์แห้งสงูสดุ 3.78 กรัมตอ่ลิตร มีปริมาณ PHAs สงูสดุ 0.453 กรัมตอ่

ลิตร หรือคิดเป็นร้อยละ 11.99 ของนํ 1าหนกัเซลล์แห้งในชั#วโมงที# 96 ดงัแสดงรายละเอียดในรูปที# 

4.25และเมื#อเพิ#มปริมาณหวัเชื 1อเริ#มต้นเป็น 2.0 กรัมตอ่ลิตร ได้นํ 1าหนกัเซลล์แห้งสงูสดุ5.88กรัมตอ่

ลิตร ในชั#วโมงที# 72 โดยมีปริมาณ PHAs สงูสดุ คือ 0.628 กรัมตอ่ลิตร หรือคิดเป็นร้อยละ 10.68



88 

 

    

ของนํ 1าหนกัเซลล์แห้งในชั#วโมงที# 72 ดงัแสดงรายละเอียดในรูปที# 4.27   

  จากผลการทดลองดงัรูปที# 4.23 4.25 และ 4.27 และตารางที# 4.10 แสดงให้เห็น

ว่าการเพิ#มปริมาณหัวเชื 1อเริ#มต้นสามารถช่วยเพิ#มประสิทธิภาพการผลิต PHAs และได้ชีวมวล

สงูขึ 1น  

  4.6.2.2 ศึกษาปริมาณนํ 1าตาลทั 1งหมด นํ 1าตาลรีดิวซ์ ปริมาณแอมโมเนียม     

ซลัเฟต ปริมาณเฟอร์ฟิวรอล 5-ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรอล และกรดอะซิตกิ 

   ผลการทดลองที#ได้พบว่าเมื#อเลี 1ยง Bacillus sp. MSC-5 ในอาหารเพื#อ

การผลิตที#มีสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพและการย่อยใบจามจุรีเป็นแหล่งคาร์บอน 

โดยเมื#อใช้ปริมาณหวัเชื 1อเริ#มต้น 0.2 กรัมตอ่ลิตร เมื#อสิ 1นสดุการทดลองในชั#วโมงที# 120 พบว่า

ปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์มีปริมาณเพิ#มขึ 1นอย่างตอ่เนื#องจาก 8 กรัมตอ่ลิตรเป็น 12.01 กรัมตอ่ลิตร ใน

ชั#วโมงที# 120 ปริมาณนํ 1าตาลทั 1งหมดลดลงจาก 30.7 กรัมตอ่ลิตร เหลือ 17.92 กรัมตอ่ลิตร ซึ#งอาจ

เนื#องมาจาก Bacillus sp. MSC-5 ถกูยบัยั 1งโดยผลิตภณัฑ์ข้างเคียงที#มีอยู่ในสารละลายนํ 1าตาลทํา

ให้ไม่สามารถนํานํ 1าตาลรีดิวซ์ไปใช้ได้ จึงย่อยนํ 1าตาลโมเลกุลใหญ่ได้เป็นนํ 1าตาลรีดิวซ์ จึงพบว่า

ปริมาณนํ 1าตาลทั 1งหมดลดลงอย่างตอ่เนื#อง แตป่ริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์กลบัมีคา่เพิ#มขึ 1น และปริมาณ

แอมโมเนียมซลัเฟตหมดลงในชั#วโมงที# 24 ดงัแสดงในรูปที# 4.24 เมื#อเพิ#มปริมาณหวัเชื 1อเริ#มต้น 1.0 

กรัมตอ่ลิตร เมื#อสิ 1นสดุการทดลองที#ชั#วโมงที# 120 พบวา่ ปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์มีปริมาณเพิ#มขึ 1นจาก 

8 กรัมตอ่ลิตรเป็น 11.34 กรัมตอ่ลิตรภายในเวลา 24 ชั#วโมง โดยปริมาณนํ 1าตาลทั 1งหมดลดลงจาก 

30.7 กรัมตอ่ลิตร เหลือ 23.57 กรัมตอ่ลิตร ภายหลงัจาก 24 ชั#วโมง ซึ#งอาจเนื#องมาจาก Bacillus 

sp. MSC-5 นํานํ 1าตาลรีดิวซ์ไปใช้พร้อมกบัย่อยนํ 1าตาลโมเลกลุใหญ่ให้เป็นนํ 1าตาลรีดิวซ์ จึงพบว่า

ปริมาณนํ 1าตาลทั 1งหมดลดลงอย่างต่อเนื#องเช่นเดียวกับนํ 1าตาลรีดิวซ์ และปริมาณแอมโมเนียม

ซลัเฟต หมดลงในชั#วโมงที# 24  ดงัแสดงในรูปที# 4.26  และเมื#อเพิ#มปริมาณหวัเชื 1อเริ#มต้นเป็น 2.0 

กรัมตอ่ลิตร เมื#อสิ 1นสดุการทดลองในชั#วโมงที# 120 พบว่าปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์มีปริมาณเพิ#มขึ 1น

เช่นเดียวกนัจาก 8 กรัมตอ่ลิตรเป็น 9.25 กรัมตอ่ลิตร ในชั#วโมงที# 24 และลดลงอย่างตอ่เนื#องจน

เหลือปริมาณ 3.6 กรัมต่อลิตรในชั#วโมงที# 120 ปริมาณนํ 1าตาลทั 1งหมดลดลงอย่างต่อเนื#องจาก 

30.7 กรัมตอ่ลิตร เหลือ 9.47 กรัมตอ่ลิตรในชั#วโมงที# 120 ซึ#งอาจเนื#องมาจาก Bacillus sp. MSC-
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5 นํานํ 1าตาลรีดิวซ์ไปใช้พร้อมกับย่อยนํ 1าตาลโมเลกุลใหญ่ให้เป็นนํ 1าตาลรีดิวซ์ จึงพบว่าปริมาณ

นํ 1าตาลทั 1งหมดลดลงอยา่งตอ่เนื#องเชน่เดียวกบันํ 1าตาลรีดวิซ์ และปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟต หมด

ลงในชั#วโมงที# 24 ดงัแสดงในรูปที# 4.28   

   ผลการทดลองที#ได้แสดงให้เห็นว่าปริมาณหัวเชื 1อเริ#มต้นมีผลต่อการใช้

นํ 1าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนในการเจริญของ Bacillus sp. MSC-5 โดยเมื#อใช้ปริมาณหวัเชื 1อเริ#มต้น 

0.2 กรัมต่อลิตร ปริมาณนํ 1าตาลทั 1งหมดจะค่อยๆลดลง แต่ปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์จะเพิ#มขึ 1นอย่าง

ตอ่เนื#อง ตั 1งแตช่ั#วโมงที# 24  ซึ#งอาจเกิดจาก Bacillus sp. MSC-5 ย่อยนํ 1าตาลโมเลกลุใหญ่ให้เป็น

นํ 1าตาลรีดวิซ์และใช้นํ 1าตาลรีดวิซ์ไปพร้อมกนัเพื#อการเจริญและการผลิต PHAs แตเ่นื#องจากหวัเชื 1อ

มีปริมาณน้อยทําให้เกิดการยบัยั 1งจากผลิตภณัฑ์ข้างเคียงที#เกิดขึ 1นระหว่างกระบวนการปรับสภาพ

และการย่อยใบจามจรีุที#มีอยู่ในสารละลายนํ 1าตาล (Wierckx และคณะ, 2009) เมื#อเพิ#มปริมาณ 

หวัเชื 1อเริ#มต้นตั 1งแต ่1.0 กรัมตอ่ลิตรขึ 1นไปพบว่า นํ 1าตาลทั 1งหมดและนํ 1าตาลรีดิวซ์มีปริมาณลดลง 

ซึ#งอาจเกิดจากปริมาณหวัเชื 1อมีมากพอและอาจใช้ผลิตภัณฑ์ข้างเคียงที#อยู่ในสารละลายนํ 1าตาล 

และเมื#อทําการวิเคราะห์ผลิตภณัฑ์ข้างเคียงที#เหลืออยู่ในนํ 1าหมกัเมื#อสิ 1นสุดการทดลองในชั#วโมงที# 

120 โดยเครื#อง HPLC พบวา่ในนํ 1าหมกัมีปริมาณเฟอร์ฟิวรอล   5-ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรอล และ

กรดอะซิติกลดลง โดยอตัราการลดของผลิตภัณฑ์ข้างเคียงสมัพนัธ์กับปริมาณหวัเชื 1อเริ#มต้นที#ใช้ 

ดงัตารางที# 4.11  นั#นแสดงว่า Bacillus sp. MSC-5 สามารถใช้ผลิตภัณฑ์ข้างเคียงที#มีอยู่ใน

สารละลายนํ 1าตาล เช่น เฟอร์ฟิวรอล  5-ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรอล  และกรดอะซิติก ซึ#ง

สอดคล้องกบัรายงานของ Wierckx และคณะ (2009) ที#ได้ใช้สารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการย่อย

ฟางข้าวสาลีในการผลิต PHAs โดยใช้ C. basilensis HMF14 และ Yu และ Stahl (2008) ที#ใช้

สารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการย่อยชานอ้อยในการผลิต PHAs โดย R. eutropha ซึ#งรายงานทั 1ง

สองพบว่าเมื#อสิ 1นสดุการทดลองปริมาณนํ 1าตาลมีคา่เพิ#มขึ 1น แตป่ริมาณผลิตภณัฑ์ข้างเคียง ได้แก่ 

เฟอร์ฟิวรอล  5-ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรอล กรดฟอร์มิก และกรดอะซิตกิมีปริมาณลดลง 
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รูปที� 4.23 แสดงปริมาณนํ 1าหนกัเซลล์แห้ง ปริมาณ PHAs และร้อยละของ PHAs ตอ่นํ 1าหนกัเซลล์

แห้ง ของ Bacillus sp. MSC-5 เมื#อเลี 1ยงในอาหารเพื#อการผลิตที#มีสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการ

ปรับสภาพและการยอ่ยใบจามจรีุเป็นแหลง่คาร์บอนและใช้หวัเชื 1อเริ#มต้น 0.2 กรัมตอ่ลิตร 

 

รูปที� 4.24 แสดงปริมาณนํ 1าตาลทั 1งหมด นํ 1าตาลรีดิวซ์และแอมโมเนียมซลัเฟตในนํ 1าหมกัที#ชั#วโมง

ตา่งๆ ของ Bacillus sp. MSC-5 เมื#อเลี 1ยงในอาหารเพื#อการผลิตที#มีสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการ

ปรับสภาพและการยอ่ยใบจามจรีุเป็นแหลง่คาร์บอนและใช้หวัเชื 1อเริ#มต้น 0.2 กรัมตอ่ลิตร 
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รูปที� 4.25 แสดงปริมาณนํ 1าหนกัเซลล์แห้ง ปริมาณ PHAs และร้อยละของ PHAs ตอ่นํ 1าหนกัเซลล์

แห้ง ของ Bacillus sp. MSC-5 เมื#อเลี 1ยงในอาหารเพื#อการผลิตที#มีสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการ

ปรับสภาพและการยอ่ยใบจามจรีุเป็นแหลง่คาร์บอนและใช้หวัเชื 1อเริ#มต้น 1.0 กรัมตอ่ลิตร 

 

รูปที� 4.26 แสดงปริมาณนํ 1าตาลทั 1งหมด นํ 1าตาลรีดิวซ์และแอมโมเนียมซลัเฟตในนํ 1าหมกัที#ชั#วโมง

ตา่งๆ ของ Bacillus sp. MSC-5 เมื#อเลี 1ยงในอาหารเพื#อการผลิตที#มีสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการ

ปรับสภาพและการยอ่ยใบจามจรีุเป็นแหลง่คาร์บอนและใช้หวัเชื 1อเริ#มต้น 1.0 กรัมตอ่ลิตร 
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รูปที� 4.27 แสดงปริมาณนํ 1าหนกัเซลล์แห้ง ปริมาณ PHAs และร้อยละของ PHAs ตอ่นํ 1าหนกัเซลล์

แห้ง ของ Bacillus sp. MSC-5 เมื#อเลี 1ยงในอาหารเพื#อการผลิตที#มีสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการ

ปรับสภาพและการยอ่ยใบจามจรีุเป็นแหลง่คาร์บอนและใช้หวัเชื 1อเริ#มต้น 2.0 กรัมตอ่ลิตร 

 

รูปที� 4.28 แสดงปริมาณนํ 1าตาลทั 1งหมด นํ 1าตาลรีดิวซ์และแอมโมเนียมซลัเฟตในนํ 1าหมกัที#ชั#วโมง

ตา่งๆ ของ Bacillus sp. MSC-5 เมื#อเลี 1ยงในอาหารเพื#อการผลิตที#มีสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการ

ปรับสภาพและการยอ่ยใบจามจรีุเป็นแหลง่คาร์บอนและใช้หวัเชื 1อเริ#มต้น 2.0 กรัมตอ่ลิตร 
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ตารางที� 4.10 ปริมาณนํ 1าหนกัเซลล์แห้งสูงสุด ปริมาณ PHAs สงูสดุและปริมาณ PHAs สูงสุด

ของ Bacillus sp. MSC-5 เมื#อเลี 1ยงในอาหารเพื#อการผลิตที#มีสารละลายนํ 1าตาลจารการปรับสภาพ

ใบจามจรีุเป็นแหล่งคาร์บอน และแอมโมเนียมซลัเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจน โดยแปรผนัปริมาณหวั

เชื 1อเริ#มต้นเทา่กบั 0.2 1.0 และ 2.0 กรัมตอ่ลิตร ตามลําดบั 

 

ปริมาณหวัเชื 1อเริ#มต้น 
(กรัมตอ่ลิตร) 

นํ 1าหนกัเซลล์แห้ง 
(กรัมตอ่ลิตร) 

PHAs 
(กรัมตอ่ลิตร) 

ปริมาณ PHAs 
(%ของนํ 1าหนกัเซลล์แห้ง) 

0.2 0.92 (96 h) 0.045 (96 h) 4.94 (96 h) 
1.0 3.78 (96 h) 0.453 (96 h) 11.99 (96 h) 
2.0 5.88 (72 h) 0.628 (72 h) 10.68 (72 h) 

 

 

ตารางที� 4.11 ปริมาณผลิตภณัฑ์ข้างเคียงที#เหลืออยู่ในนํ 1าหมกั เมื#อเลี 1ยง Bacillus sp. MSC-5 ใน

อาหารเพื#อการผลิตที#มีสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพและการย่อยใบจามจรีุเป็นแหล่ง

คาร์บอนเป็นเวลา 120 ชั#วโมง วิเคราะห์โดยเครื#อง HPLC 

 

ปริมาณ     
หวัเชื 1อเริ#มต้น 
(กรัมตอ่ลิตร) 

ชั#วโมงที# 0 ชั#วโมงที# 120 
ปริมาณผลิตภณัฑ์ข้างเคียง (กรัมตอ่ลิตร) ปริมาณผลิตภณัฑ์ข้างเคียง (กรัมตอ่ลิตร) 

เฟอร์ฟิวรอล 
5-ไฮดรอกซี

เมทิล 
เฟอร์ฟิวรอล 

กรดอะซิตกิ เฟอร์ฟิวรอล 
5-ไฮดรอกซี

เมทิล 
เฟอร์ฟิวรอล 

กรดอะซิตกิ 

0.2 
0.0037 0.0029 0.023 

0.0035 0.0027 0.027 
1.0 0.0024 0.0022 0.019 
2.0 0.0020 0.0014 0.010 
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4.7 ศึกษาลักษณะแกรนูลภายในเซลล์แบคทีเรียโดยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ 

ส่องผ่าน (Transmission electron micrograph; TEM) 

 เพื#อศึกษาลกัษณะของแกรนูลภายในเซลล์แบคทีเรียโดยกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ

ส่องผ่าน จึงนําเซลล์ Bacillus sp. MSC-5 จากการทดลองที# 4.5 ที#เลี 1ยงในอาหารเพื#อการผลิตที#มี

สารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพใบจามจุรีเป็นแหล่งคาร์บอน เป็นเวลา 96 ชั#วโมง       

มาเตรียมตวัอยา่งและนําสง่วิเคราะห์ที#ศนูย์เครื#องมือวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จฬุาลงกรณ์

มหาวิทยาลยั  ผลการวิเคราะห์โดยกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งผา่น สามารถเห็นแกรนลูได้

อย่างชดัเจนภายในเซลล์  Bacillus sp. MSC-5 ซึ#งมีรูปร่างเป็นท่อนสั 1น  โดยในแต่ละเซลล์

ประกอบด้วยแกรนลูประมาณ 4-7 แกรนลูตอ่เซลล์ โดยแกรนลูที#พบมีเส้นผ่านศนูย์กลางประมาณ 

200-500 นาโนเมตร ดงัรูปที# 4.29  

 

รูปที� 4.29 ภาพจากกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่านของ Bacillus sp. MSC-5 จากภาพ

จะเห็นเซลล์มีลักษณะกลม (สีเทาเข้ม) มีเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 4-6 ไมโครเมตร และ     

แกรนูลซึ#งอยู่ภายในเซลล์ มีลักษณะกลม และมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 200-500      

นาโนเมตร (สีขาว) ดงัลกูศรชี 1 
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4.8  การทดสอบสมบัตทิางกายภาพ และเชิงกลของ PHAs 

 4.8.1 สกดัแยกพอลิเมอร์ตามวิธีของ Doi และคณะ (1995) 

 ในการพัฒนาพอลิเมอร์ที#ผลิตได้ไปใช้ประโยชน์นั 1น จําเป็นต้องศึกษาสมบตัิต่างๆ ของ   

พอลิเมอร์ เชน่ สมบตัทิางเคมี  โครงสร้าง สมบตัิทางกายภาพ และสมบตัิเชิงกลของพอลิเมอร์เพื#อ

เป็นข้อมูลเบื 1องต้นในการนําพอลิเมอร์ที#ผลิตได้ไปใช้ให้ตรงกบัวตัถปุระสงค์ หรือเพื#อทราบสมบตัิ

เบื 1องต้นของพอลิเมอร์ที#ผลิตได้และนําข้อมูลที#ได้ไปพัฒนาพอลิเมอร์ให้มีสมบตัิที#ดีขึ 1นกว่าเดิม

เพื#อให้ได้ปริมาณเซลล์มากพอสําหรับสกดั PHAs เพื#อใช้ในการวิเคราะห์สมบตัิทางกายภาพและ

สมบัติเชิงกล การทดลองนี 1จึงเพาะเลี 1ยง Bacillus sp. MSC-5 ในอาหารเพื#อการผลิตที#มี

สารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพใบจามจรีุเป็นแหล่งคาร์บอนที#มีปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์ 8 

กรัมต่อลิตร และมีอตัราส่วนของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 200 ในถงัหมกั EYELA รุ่น EPC-

1000 ขนาด 5 ลิตร โดยภาวะที#ใช้ในการผลิต คือ อตัราการกวน 500 รอบตอ่นาที อตัราการให้

อากาศ 2.5 มิลลิลิตรตอ่นาทีควบคมุให้ความเป็นกรด เบส เท่ากบั 7 อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 72 ชั#วโมง  

 สชุาดา จนัทร์ประทีป (2539) รายงานว่าการใช้คลอโรฟอร์มในการสกดั PHAs จากเซลล์

จลุินทรีย์เป็นวิธีการสกดัวิธีหนึ#งที#มีประสิทธิภาพในการสกดัที#ดี ไม่ทําลายโครงสร้างของพอลิเมอร์

เมื#อเปรียบเทียบกบัวิธีการสกดัโดยใช้สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรด์ และมีขั 1นตอนในการสกดัไม่

ยุ่งยาก ดงันั 1นการทดลองนี 1จึงทําการสกัดพอลิเมอร์ด้วยคลอโรฟอร์มร้อน  โดยนําเซลล์ Bacillus 

sp. MSC-5 ที#ได้จากการเลี 1ยงในอาหารเพื#อการผลิตที#มีสารละลายนํ 1าตาลจากการปรับสภาพใบ

จามจรีุเป็นแหล่งคาร์บอนไปอบแห้งที#อณุหภูมิ 80 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั#วโมง บรรจลุงใน

กระดาษกรอง Whatman หมายเลข 2 แล้วเย็บปิดให้สนิททุกด้าน นําไปสกัดพอลิเมอร์ด้วย

คลอโรฟอร์มร้อน ที#อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชั#วโมง พอลิเมอร์จะละลายใน

คลอโรฟอร์มเมื#อระเหยคลอโรฟอร์มจะได้พอลิเมอร์ดงัแสดงในรูปที# 4.30 
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รูปที� 4.30 พอลิเมอร์ที#สกดัได้จากเซลล์ของ Bacillus sp. MSC-5 เมื#อเลี 1ยงในอาหารเพื#อการผลิต

ที#มีสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพใบจามจรีุเป็นแหลง่คาร์บอนเป็นเวลา 72 ชั#วโมง 

 4.8.2 การเตรียมแผ่นฟิล์มสําหรับทดสอบสมบตัิทางกายภาพ และสมบตัิเชิงกลตามวิธี

ของ Yoshie และคณะ (1995) 

 เนื#องจากพอลิเมอร์ที#ได้อาจมีสิ#งปนเปื1อน เช่น สีที#มาจากองค์ประกอบของอาหารปะปน

อยู่ พอลิเมอร์ที#ได้จากข้อ 4.8.1 จะถูกทําให้บริสุทธิAโดยการตกตะกอนในเฮกเซนปริมาตร 4 เท่า 

ผสมให้เข้ากนั และตั 1งทิ 1งไว้ที#อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 24 ชั#วโมง เก็บตะกอนพอลิเมอร์ที#ได้มาละลาย

ซํ 1าในคลอโรฟอร์มแล้วทําการตกตะกอนด้วยเฮกเซนซํ 1า 2-3 ครั 1ง จนได้พอลิเมอร์ที#มีลกัษณะเป็นผง

สีขาว  ดงัรูปที# 4.31  จากนั 1นละลายตะกอนพอลิเมอร์ที#ได้ด้วยคลอโรฟอร์มร้อน 80 องศาเซลเซียส 

เมื#อพอลิเมอร์ละลายเป็นเนื 1อเดียวกนัเทลงในพิมพ์ขนาดที#ต้องการ และระเหยคลอโรฟอร์มในตู้ดดู

ไอระเหยที#อณุหภูมิห้อง เมื#อคลอโรฟอร์มระเหยหมดจะได้แผ่นฟิล์ม PHAs ที#ต้องการ (รูปที# 4.32) 

และนําแผน่ฟิล์ม PHAs ที#ได้ดงัรูปที# 4.33 ไปศกึษาลกัษณะสมบตัิทางกายภาพ เคมี และเชิงกลใน

การทดลองตอ่ไป  
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รูปที�  4.31 การทําบริสุทธิAโดยนําพอลิเมอร์ที#ผลิตจาก Bacillus sp. MSC-5 มาตกตะกอนใน       

เฮกเซน ภาพ (A) คือตะกอนพอลิเมอร์ในขั 1นตอนการทําบริสุทธิAโดยการตกตะกอนในเฮกเซน     

(B) คือตะกอนพอลิเมอร์ที#ได้หลงัจากระเหยเฮกเซนจนแห้ง 

 

B 

A 
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รูปที� 4.32 ลกัษณะของแผ่นฟิล์ม PHB ที#ผลิตจาก Bacillus sp. MSC-5 หลงัผ่านขั 1นตอนการทํา

บริสทุธิAแล้ว 

   

รูปที� 4.33 ลกัษณะของแผ่นฟิล์มพอลิเมอร์ PHB ที#ขึ 1นรูปในแม่พิมพ์ขนาก กว้างxยาว เท่ากับ 
5x10 เซนตริเมตร 
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 4.8.3 วิเคราะห์สมบตัเิชิงกลของแผน่ฟิล์มโดยเตรียมตวัอยา่งตามวิธีมาตรฐาน ASTM 

D882-91 (Annual Book of ASTM Standard, V08.01) และ Chanprateep และ Kulpreecha 

(2006)  

 การพิจารณาเลือกวสัดเุพื#อนํามาใช้งานในลกัษณะตา่งๆ จําเป็นจะต้องทราบถึงสมบตัิของ

วสัด ุ เพื#อให้ได้วสัดทีุ#เหมาะสมกับสภาพงานนั 1นๆ หนึ#งในสมบตัิของวสัดทีุ#จะต้องพิจารณา คือ 

สมบตัิเชิงกล (Mechanical Properties) ซึ#งเป็นสมบตัิที#เกี#ยวกับปฏิกิริยาที#เกิดขึ 1นของวสัดเุมื#อมี

แรงจากภายนอกมากระทําต่อวสัด ุสมบตัิเชิงกล ได้แก่ ความแข็งแรง (Strength), ความแข็ง 

(Hardness), ความสามารถในการยืดตวั (Elongation), ความยืดหยุ่น (Elasticity) และความ

เหนียว (Ductility) ความแกร่ง (Toughness) เป็นต้น  ในงานวิศวกรรมสมบตัิเชิงกลมีความสําคญั

มากที#สุด เพราะเมื#อเราจะเลือกใช้วสัดใุดๆ ก็ตาม สมบตัิเชิงกลของวสัดนุั 1นคือสิ#งแรกที#จะนํามา

พิจารณาเป็นสําคญั 

             การทดสอบสมบตัิเชิงกลของ PHB ที#ผลิตจากงานวิจยันี 1 เมื#อนําไปเตรียมเป็นแผ่นฟิล์ม      

พอลิเมอร์และทดสอบสมบตัิเชิงกลด้วยเครื#อง Instron universal testing machine รุ่น 

Instron:4206 ตามวิธีการทดลองข้อ 3.3.9.5 (ASTM D882-91) เป็นการศึกษาพฤติกรรมที#

เปลี#ยนแปลงของพอลิเมอร์เมื#อใสค่วามเค้น (stress) แล้วดงึให้พอลิเมอร์ยืดยาว (elongate) จนถึง

จดุที#พอลิเมอร์ขาด โดยผลที#ได้จากทดสอบได้แก่ ความเหนียว (Toughness, MPa) ระยะยืดของ

แผ่นฟิล์มเมื#อถูกดึงจนขาดซึ#งคํานวณในรูปเปอร์เซ็นต์ของระยะที#ยืดออกเทียบกับระยะเดิม (% 

Elongation at break) คา่การต้านแรงดงึสูงสดุก่อนแผ่นฟิล์มขาด (Stress at max load หรือ 

Tensile strength, MPa) และคา่แรงตอ่พื 1นที#หน้าตดัของแผ่นฟิล์ม (Young’s Modulus,MPa) ซึ#ง

เป็นดชันีที#ใช้บ่งบอกถึงความต้านทานการเปลี#ยนแปลงรูปร่างของแผ่นฟิล์ม ผลการทดสอบแสดง

ไว้ในตารางที# 4.12 พบว่าแผ่นฟิล์ม PHB ที#ผลิตโดย Bacillus sp. MSC-5 มีความเหนียว เท่ากบั 

0.70 MPa  สามารถถกูยืดได้ยาวกว่าระยะเดิมร้อยละ  2.9 ของความยาวเริ#มต้น คา่การต้านแรง

ดงึสงูสดุก่อนขาด เท่ากบั 8 MPa และคา่ Young’s Modulus เท่ากบั 682  เมื#อนําไปเปรียบเทียบ

กบัพอลิเมอร์ PHB จาก Sigma พบว่า PHB ที#ผลิตได้นี 1มีคา่ Young’s Moldulus ตํ#ากว่า ส่งผลให้

ความแข็งและความเปราะลดลง จงึมีระยะยืดเพิ#มขึ 1น แตมี่คา่การต้านแรงดงึสงูสดุก่อนขาดสงูกว่า
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เมื#อเปรียบเทียบกบั PHB ที#ผลิตโดย R. eutropha สายพนัธุ์ A-04 (Chanprateep และคณะ, 

2010) พบว่ามีคา่การต้านแรงดงึสงูสดุก่อนแผ่นฟิล์มขาด และระยะยืดของแผ่นฟิล์มเมื#อถกูดงึจน

ขาดสูงกว่า แต่มีความเหนียว และค่าแรงต่อพื 1นที#หน้าตัดของแผ่นฟิล์มตํ#ากว่า และเมื#อนําไป

เปรียบเทียบกบัพลาสติกจากปิโตรเลียมพบว่ามีคา่ Young’s Moldulus ของ PHB ที#ได้มีคา่สงูกว่า

พลาสตกิชนิด PS และ PVC โดยมีคา่ความเหนียว คา่การต้านแรงตงึสงูสดุก่อนขาด และระยะการ

ยืดยาวใกล้เคียงกบั PS ซึ#งเป็นตวัแทนของพลาสติกชนิดที#มีความแข็งและเปราะ เมื#อเปรียบเทียบ

กบั PLA พบว่า PHB ที#ได้จากงานวิจยันี 1มีคา่การต้านแรงดงึสงูสดุก่อนแผ่นฟิล์มขาด ระยะยืดของ

แผ่นฟิล์มเมื#อถูกดึงจนขาด และค่าแรงต่อพื 1นที#หน้าตดัของแผ่นฟิล์มตํ#ากว่า อย่างไรก็ตาม PLA 

(Ecopia) รายงานโดย Gross และ Kalra (2002) มีระยะยืดของแผ่นฟิล์มเมื#อถูกดึงจนขาด

ใกล้เคียงกบั PHB ที#ผลิตได้ในงานวิจยันี 1 ผลการทดสอบที#ได้นบัว่าเป็นข้อมลูเบื 1องต้นที#มีประโยชน์

ในการศึกษาพอลิเมอร์ที#ได้จาก  Bacillus sp. MSC-5 เพื#อให้สามารถปรับปรุงสมบตัิของ           

พอลิเมอร์ชีวภาพให้มีสมบตัทีิ#ดีพอในการนําไปใช้ทดแทนพลาสติกจากปิโตรเคมีตามวตัถปุระสงค์ 

แต่เป็นการยากที#จะทําให้พอลิเมอร์ชีวภาพมีสมบตัิทุกประการดีเทียบเท่าพลาสติกจากปิโตรเคมี 

เพราะพลาสติกจากปิโตรเคมีนั 1นสงัเคราะห์โดยปฏิกิริยาเคมีและสารเติมแตง่ รวมถึงการควบคมุ

ปฏิกิริยาระหว่างกระบวนการผลิตเพื#อให้พลาสติกที#ได้มีสมบตัิตรงตามความต้องการ ต่างจาก  

พอลิเมอร์ชีวภาพซึ#งเป็นพอลิเมอร์ที#ได้จากจลุินทรีย์ ซึ#งในกระบวนการชีวสงัเคราะห์ภายในเซลล์

จุลินทรีย์นั 1นไม่สามารถควบคมุให้จุลินทรีย์ผลิตพอลิเมอร์ให้มีสมบตัิตามที#กําหนดได้  ดงันั 1นจึง

ต้องนําข้อมลูที#ได้จากการศกึษานี 1ไปใช้เพื#อเป็นแนวทางสําหรับการพฒันาพอลิเมอร์ชีวภาพไปใช้

ประโยชน์ได้จริง  
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ตารางที� 4.12 สมบตัิเชิงกลของ PHB ผลิตโดย Bacillus sp. MSC-5 เมื#อใช้สารละลายนํ 1าตาลที#

ได้จากการปรับสภาพใบจามจรีุเป็นแหล่งคาร์บอน เปรียบเทียบกบั PHB และพอลิเมอร์สงัเคราะห์

ชนิดอื#น 

ชนิดของ 
พอลิเมอร์ 

Toughness 
(MPa) 

% 
Elongation 
at Break 

Stress at 
Max.Load 

(MPa) 

Young’s 
Modulus 

(MPa) 
อ้างอิง 

PHB 0.70 2.9 8 682 การทดลองนี # 
PHB 

(Sigma) 
1.222 1.99 1.827 1068 

Chanpreteep 
และคณะ, 2010 

PHB 
(Biopol) 

- 6 40 4000 Gross และ Kalra, 2002 

PHB 1.544 1.93 1.926 1497 
Chanpreteep 

และคณะ, 2010 
PLA - 8.91 65.78 1680 Yang และคณะ, 2008 

PLA (Ecopia) - 3 45 2800 Gross และ Kalra, 2002 

HDPE 62 576 19 640 
Chanpreteep และ 
Kulpreecha, 2006 

PP 64 435 27 590 
Chanpreteep และ 
Kulpreecha, 2006 

LDPE 15 126 13 156 
Chanpreteep และ 
Kulpreecha, 2006 

PS 0.565 0.36 0.99 76.76 
Chanprateep  

และคณะ, 2010 

PVC 2.59 1.59 12.05 388.14 
Chanprateep 

และคณะ, 2010 
UV 

degradable 
60 384 24 674 

Chanpreteep และ 
Kulpreecha, 2006 

Ecoflex - 820 36 80 Gross และ Kalra, 2002 
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4.8.4  การศกึษาโครงสร้าง PHAs โดย 1H-NMR และ 2D-1H-COSY สเปกโทรสโกปี 
 
 การทดลองนี 1มีวตัถุประสงค์เพื#อศกึษาโครงสร้างทางเคมีและองค์ประกอบโมโนเมอร์ของ

PHAs ที#ผลิตโดย Bacillus sp. MSC-5 เมื#อใช้สารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพใบจามจรีุ

เป็นแหลง่คาร์บอนไป  โดยนํา PHAs ที#ทําบริสทุธิAแล้วไปส่งวิเคราะห์ 1H-NMR spectra ด้วยฟูเรียร์

ทรานฟอร์มนิวเคลียแมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโทรสโคปีที#ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ 

จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ตามวิธีในข้อ 3.3.10.3 ได้ผลการทดลอง 1H-NMR ดงัแสดงในรูปที# 4.34 

และ 2D-1H-COSY ดงัแสดงในรูปที# 4.35 

 จากผลการวิเคราะห์พบว่าโครมาโทแกรมของพอลิเมอร์ที#ได้จากการเลี 1ยง Bacillus sp. 

MSC-5 เมื#อนําไปเปรียบเทียบกบัโครมาโทแกรมสารมาตรฐาน PHB (Sigma) ในการทดลองของ 

Shrivastav และคณะ (2010) พบว่าพอลิเมอร์ที#ผลิตได้จาก Bacillus sp. MSC-5 เป็นฮอมอ     

พอลิเมอร์ชนิด PHB โดยพบ 3 สญัญาณที#ชดัเจนในโครมาโทแกรมในช่วง δ  = 1.0 – 5.3 ซึ#งเป็น

สญัญาณของ anomeric proton โดยให้ชื#อตําแหน่งเป็น B2 B3 และ B4 ที#บง่ชี 1ว่าเป็น PHB โดยที#

ตําแหน่ง δ = 5.30 ppm เป็นสญัญาณของโปรตอนจากหมู่ asymmetric carbon (-HC=CH-) ใน

ตําแหนง่ B3 สญัญาณที#ตําแหน่ง δ = 2.50 ppm เป็นสญัญาณของโปรตอนจากหมู่เอทิล (-CH2-) 

ในตําแหนง่ B2 และสญัญาณที#ตําแหน่ง δ = 1.20 ppm เป็นสญัญาณที#หนาแน่นของโปรตอนจาก

หมู่เมทิล (-CH3) ในตําแหน่ง B4 และที#ตําแหน่ง δ = 7.235 ppm แสดงสญัญาณที#หนาแน่นของ

โปรตรอนจาก CDCl3 ซึ#งเป็นตวัทําละลาย PHAs ที#ใช้ในการวิเคราะห์  นอกจากสญัญาณที#กล่าว

มายงัพบสญัญาณที#ตําแหน่งอื#นๆ ได้แก่ ที#ตําแหน่ง δ = 0.00  0.80 และ 3.60 ppm ซึ#งไม่สามารถ

ระบไุด้วา่เป็นสญัญาณที#เกิดจากโปรตอนที#เป็นโมโนเมอร์ชนิดใหม่ที#ยงัไม่มีการรายงานก่อนหน้านี 1

ในโครงสร้างของ PHAs หรือเป็นโปรตอนของสารปนเปื1อนอื#นๆ ที#ปนอยู่กบั PHAs ที#ผลิตได้  ดงันั 1น

จึงต้องนําพอลิเมอร์ไปทดสอบ 2D-1H-NMR เพื#อเป็นการยืนยันโครงสร้างของพอลิเมอร์ และ

สญัญาณโปรตอนดงักล่าว  โดยผลการทดสอบ 2D-1H-NMR ของพอลิเมอร์ที#ได้จาก Bacillus sp. 

MSC-5 แสดงไว้ในรูปที# 4.35 

 จากผลการวิเคราะห์ 2D-1H-NMR ของพอลิเมอร์ที#ผลิตจาก Bacillus sp.  MSC-5 พบว่า

สญัญาณที#ตําแหนง่ B3 มีการเชื#อมตอ่กบัตําแหน่ง B3 B2 และ B4 โดยทั 1งหมดนี 1เป็นการยืนยนัว่า
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ตําแหน่ง B3 หรือหมู่ asymmetric carbon (=CH-) มีการเชื#อมตอ่กบัหมู่เอทิล (-CH3) ในตําแหน่ง 

B4 ดงัรูปที# 4.34 จากการวิเคราะห์ด้วย 2D-1H-COSY สามารถสรุปได้ว่าสญัญาณโปรตรอน

ในช่วง δ = 0 0.8 และ 3.7 ในรูปที# 4.35 (A) เป็นสญัญาณโปรตรอนของสารปนเปื1อนที#ปะปนมา

กบัพอลิเมอร์ของ PHB โดยทราบได้จาก 2D-1H-COSY  (รูปที# 4.28) เพราะตําแหน่งในช่วงนี 1ไม่ได้

สมัพนัธ์กับตําแหน่งโปรตรอนใดๆ ของ PHB  ดงันั 1นจึงสามารถสรุปได้ว่า Bacillus sp. MSC-5 

ผลิตพอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต ชนิดฮอมอพอลิเมอร์ PHB เมื#อใช้สารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการ

ปรับสภาพใบจามจรีุเป็นแหลง่คาร์บอน 
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รูปที� 4.34 โครมาโทแกรมของ PHAs ที#ได้จาก Bacillus sp. MSC-5 (B) และสารมาตรฐาน PHB 

(Sigma) (A) (Shrivastav และคณะ, 2010) จากโปรตอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโทร  

สโกปี (1H-NMR) ความถี# 500 MHz ที#อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส  

P(3HB) 

(Sigma) 

B4 

B2 
B3 

MSC 5 
MSC 5 B4 

B2 
B3 

A 

B 
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รูปที� 4.35 โครมาโทแกรมของ PHAs ที#ผลิตได้จาก Bacillus sp. MSC-5 จาก 2D-1H-NMR (Two dimension-1H-correlation spectroscopy) ความถี# 500 
MHz ที#อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส
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4.8.5  การวิเคราะห์อณุหภูมิหลอมเหลว (Melting temperature, TM) อณุหภูมิกลาสทรานซิชนั 

(Glass transition temperature, TG) อณุหภูมิของการตกผลึก (Crystallization temperature, TC) 

และความร้อนแฝงของการหลอมเหลว (Heat of fusion, ∆Hfus) ตามวิธีของ Chanprateep และ

คณะ (2003) 

 
 อุณหภูมิหลอมเหลว อุณหภูมิกลาสทรานซิชั#น อุณหภูมิของการตกผลึก และความร้อน

แฝงของการหลอมเหลวของพอลิเมอร์เป็นข้อมลูเชิงความร้อนที#มีความสําคญัอย่างยิ#งในการนําไป

พฒันาสมบตัแิละความสามารถในการขึ 1นรูปรวมถึงการนําไปใช้ประโยชน์  โดยปกติเมื#อพอลิเมอร์

มีอณุหภูมิที#ตํ#ากว่าอณุหภูมิกลาสทรานซิชั#น พอลิเมอร์จะมีลกัษณะแข็งและเปราะคล้ายแก้ว เมื#อ

ได้รับความร้อนสูงกว่าอุณหภูมิกลาสทรานซิชั#น พอลิเมอร์จะมีลักษณะยืดหยุ่นคล้ายยาง

จนกระทั#งอณุหภมูิสงูกวา่อณุหภมูิหลอมเหลวจงึเปลี#ยนสถานะเป็นของเหลว  

อุณหภูมิหลอมเหลว อุณหภูมิกลาสทรานซิชั#น อุณหภูมิของการตกผลึก และความร้อน

แฝงของการหลอมเหลวของพอลิเมอร์สามารถหาได้โดยใช้เครื#องดิฟเฟอเรนเชียลสแกนนิงแคลอรี

มิเตอร์ (Differential Scanning Calorimeter; DSC)  โดยส่งทดสอบที#วิทยาลยัปิโตรเลียมและ  

ปิโตรเคมี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ซึ#งใช้ PHAs ที#ทําบริสุทธิAและ PHB (Sigma) นํ 1าหนัก 10 

มิลลิกรัมใส่ในถ้วยอะลูมิเนียม (aluminium crucible) ปริมาตร 25 ไมโครลิตรวิเคราะห์ภายใต้

ภาวะไนโตรเจน โดยวิเคราะห์หาคา่ TM และ ∆Hfus โดยเพิ#มอณุหภูมิจาก 30 องศาเซลเซียส ถึง 

180 องศาเซลเซียส ด้วยอตัรา 10 องศาเซลเซียสตอ่นาที จากนั 1นลดอณุหภูมิอย่างรวดเร็วจาก 180 

องศาเซลเซียส ถึง -80 องศาเซลเซียสแล้ววิเคราะห์หาค่า Tg โดยเพิ#มอุณหภูมิจาก -80 องศา

เซลเซียสถึง 180 องศาเซลเซียส ด้วยอตัรา 10 องศาเซลเซียสตอ่นาที ภายใต้ภาวะไนโตรเจนโดยมี

สารมาตรฐานเปรียบเทียบคือ Al2O3 ผลที#ได้จากการวิเคราะห์แสดงไว้ในตารางที# 4.13 และรูปที# 

4.36-4.37  จากผลการศกึษาสมบตัิทางกายภาพของพอลิเมอร์ที#ได้จาก Bacillus sp.  MSC-5 

สรุปเปรียบเทียบกบั PHB (Sigma) และ PHB จากผู้ วิจยักลุ่มอื#น พบว่า PHB ที#ผลิตได้มีคา่ TM  TG  

TC ใกล้เคียงกบั PHB ที#ได้จากผู้ วิจยักลุม่ตา่งๆ PHB (Sigma) รวมถึง PLA และ PP  
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ตารางที� 4.13 คา่ TM  TG  TC และ ∆Hfus ของพอลิเมอร์ซึ#งผลิตโดย Bacillus sp.  MSC-5 
เปรียบเทียบกบั PHB ที#รายงานก่อนหน้าจากคณะวิจยัตา่งๆ 
 

จลุินทรีย์ 
แหลง่

คาร์บอน 
TG (๐C) TC (

๐C) TM (๐C) 
∆Hfus 
(J/g) 

อ้างอิง 

Recombinant 
E.coli 

หางนม 7.0 63.40 155.2 - Koller  
และคณะ, 2005 กลีเซอรอล 7.0 64.50 133.7 - 

C. necator  
A-04 

ฟรักโทส 2.4 116.3 178.2 98.01 
Chanpreteep  

และคณะ, 2010 

Spirulina 

subsalsa 
CO2 4.5 - - - 

Shrivastav  
และคณะ, 2010 

Pseudomonas 

hydrogenovora 
หางนม 5.5 - 169.3 - 

Koller  
และคณะ, 2008 

B. cereus กลโูคส -1.45 - 2.72 54.10 160 - 170 - 
Valappil  

และคณะ, 2010 
Bacillus sp. 

MSC-5 
ใบจามจุรี 0.26 62.35 165.29 27.31 ในการทดลองนี # 

PHB 
(Sigma) 

8 112 182 10.28 ในการทดลองนี # 

PHB 5 - 10 - 171 - 182 - Doi, 1990 

PHB 1 - 180 - 
Martin และ 

Williams, 2003 

PLA 65 - 175 - 
Martin และ 

Williams, 2003 

PP -10 - 176  
Akaraonye และ

คณะ, 2010 
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รูปที� 4.36 โครมาโทแกรมของพอลิเมอร์ PHB จาก Bacillus sp. สายพนัธุ์ MSC-5 ซึ#งทําการวิเคราะห์หาอณุหภมูิหลอมเหลว อณุหภมูิกลาสทรานชั#น

อณุหภมูิของการตกผลึก และความร้อนแฝงของการหลอมเหลว ด้วยเครื#อง DSC ที#วิทยาลยัปิโตรเลียมและปิโตรเคมี จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

1
0

8
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รูปที� 4.37 โครมาโทแกรมของพอลิเมอร์ PHB (Sigma) ซึ#งทําการวิเคราะห์หาอณุหภูมิหลอมเหลว อณุหภมูิกลาสทรานชั#นอณุหภมูิของการตกผลกึ และ

ความร้อนแฝงของการหลอมเหลว ด้วยเครื#อง DSC ที#วิทยาลยัปิโตรเลียมและปิโตรเคมี จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 1
0

9
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4.8.6  การวิเคราะห์นํ 1าหนกัโมเลกลุของพอลิเมอร์ด้วยวิธีของ  Abate และคณะ (1995) 

 
 ผลการวิเคราะห์นํ 1าหนกัโมเลกลุเฉลี#ยโดยจํานวน (Number average molecular weight ; 

Mn)  นํ 1าหนกัโมเลกลุเฉลี#ยโดยนํ 1าหนกั (Weight average molecular weight ; Mw) และคา่ดชันี

การกระจายของนํ 1าหนักโมเลกุล (Polydispersity index; PDI) ด้วยวิธี Gel Permeation 

Chromatography (GPC)  โดยใช้คอลมัน์ Water styragel HT 6E และมีคลอโรฟอร์มเป็นตวัพา ที#

อตัราการชะ 1 มิลลิลิตรตอ่นาที อณุหภมูิ 40 องศาเซลเซียส คํานวณนํ 1าหนกัโมเลกลุของพอลิเมอร์

โดยเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานพอลิสไตรีนที#มีนํ 1าหนกัโมเลกลุในชว่ง 456 ถึง 190,000 Da  

ผลการทดลองแสดงในตารางที# 4.14 
 จากผลการวิเคราะห์พบว่า PHB ที#ผลิตได้จากงานวิจยันี 1มี Mw = 9.9 x104 Da Mn = 3.7 x 

104  Da และมีคา่ PDI = 2.62 ซึ#งพบว่ามีนํ 1าหนกัโมเลกลุที#คอ่นข้างตํ#าและขนาดโมเลกลุของสาย

พอลิเมอร์มีขนาดตา่งกนั ทั 1งนี 1อาจเนื#องมาจากอาจมีผลิตภณัฑ์ข้างเคียงที#เกิดจากการปรับสภาพ

และย่อยลิกโนเซลลโูลสซึ#งอาจเป็นสารยบัยั 1งการเจริญของจลุินทรีย์อยู่ด้วยจึงทําให้ Bacillus sp. 

MSC-5 สร้างและสะสมพอลิเมอร์สายสั 1นๆ และได้พอลิเมอร์ที#มีนํ 1าหนกัโมเลกลุที#ตํ#า  

 
ตารางที� 4.14  นํ 1าหนกัโมเลกลุเฉลี#ยโดยนํ 1าหนกั (Mw) นํ 1าหนกัโมเลกลุเฉลี#ยโดยจํานวน (Mn)  และ
คา่ดชันีการกระจายของนํ 1าหนกัโมเลกลุ (PDI) ของพอลิเมอร์ PHB จาก Bacillus sp. MSC-5  
 

Mw (Da) Mn (Da) PDI 
9.9 x104 3.7 x 104 2.62 
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รูปที� 4.38  โครมาโทแกรมของพอลิเมอร์ PHB จาก Bacillus sp. สายพนัธุ์ MSC-5 ซึ#งทําการ

วิเคราะห์หาโมเลกลุเฉลี#ยโดยนํ 1าหนกั (Mw) นํ 1าหนกัโมเลกลุเฉลี#ยโดยจํานวน (Mn)  และคา่ดชันีการ

กระจายของนํ 1าหนกัโมเลกลุ (PDI) ของพอลิเมอร์ ด้วยเครื#อง GPC ที#วิทยาลยัปิโตรเลียมและปิโตร

เคมี จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
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บทที� 5 
 

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 
 

 PHAs เป็นพอลิเอสเทอร์ที#สร้างและสะสมในรูปของแกรนลูภายในเซลล์จลุินทรีย์บางชนิด

ซึ#งมีสมบัติเฉพาะตัวคือมีสมบัติเป็นเทอร์โมพลาสติกสามารถย่อยสลายได้อย่างสมบูรณ์ใน

ธรรมชาติสามารถนํามาใช้ทดแทนพลาสติกจากแหล่งปิโตรเลียมที#ใช้กนัอยู่ในปัจจบุนั แต่ปัญหา

สําคญัในการผลิต PHAs คือ ต้นทนุการผลิตจากแหล่งคาร์บอนที#สงูถึงกว่าร้อยละ 50 ของราคา

ต้นทนุรวมทําให้ PHAs ยงัไม่เป็นที#นิยมมากนกัเมื#อเทียบกบัพลาสติกจากแหล่งฟอสซิล (Ataei 

และคณะ, 2008) เพื#อแก้ไขปัญหาต้นทุนการผลิต PHAs ที#มีราคาสงู งานวิจยันี 1จึงมุ่งหาแหล่ง

คาร์บอนอื#นที#มีราคาถูกหาง่ายและไม่ใช่แหล่งอาหารของมนุษย์เช่น วสัดเุหลือใช้ทางการเกษตร 

ซึ#งเป็นวสัดปุระเภทลิกโนเซลลูโลสโดยศกึษาศกัยภาพในการนําใบจามจรีุ (Samanea  saman 

Jacq. Merr.) มาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิต PHAs เพื#อเป็นการทดลองต้นแบบในการนํา

แหลง่ลิกโนเซลลโูลสมาใช้ให้เกิดประโยชน์สงูสดุ อีกทั 1งยงัเป็นการเพิ#มมลูคา่ให้กบัวสัดเุหลือใช้ทาง

การเกษตร โดยทําการเก็บใบจามจุรีภายในจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยตั 1งแต่เดือนตลุาคม ปีพ.ศ. 

2552 ถึงเดือนมกราคม ปีพ.ศ. 2553 สําหรับใช้ในการทดลอง 

  

 ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของใบจามจุรีแห้งพบว่าใบจามจุรีมีเซลลูโลส

ปริมาณสงู (40.3%) และมีลิกนินในปริมาณสงูด้วยเช่นกนั (25.8%) โดยลิกนินซึ#งมีหน้าที#ช่วยให้

โครงสร้างของพืชมีความแข็งแรงจะขัดขวางกระบวนการปรับสภาพด้วยกรดทําให้ได้ปริมาณ

นํ 1าตาลลดลงอีกทั 1งลิกนินยงัเป็นสารที#มีฤทธิAในการยบัยั 1งการเจริญของจลุินทรีย์ (van Wyk, 2001) 

ดงันั 1นจึงต้องกําจัดลิกนินออกก่อนนําไปปรับสภาพด้วยกรด ในงานวิจัยนี 1เลือกใช้แอมโมเนียม   

ไฮดรอกไซด์ในการกําจดัลิกนิน เนื#องจากแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์สามารถสกัด   ลิกนินออกจาก

วสัดลุิกโนเซลลโูลสได้ (Laopaiboon และคณะ, 2010) และใช้กรดฟอสฟอริกในการย่อยใบจามจรีุ

เนื#องจากกรดฟอสฟอริกมีข้อดี เช่น เป็นกรดที#ทําปฏิกิริยาไม่รุนแรงผลิตภัณฑ์ข้างเคียงที#เกิดขึ 1น
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ระหวา่งการปรับสภาพตํ#าและตะกอนเกลือที#ได้หลงัการปรับ pH  ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์สามารถ

ใช้เป็นแหล่งของโซเดียมและฟอสเฟตให้แก่จุลินทรีย์ได้ โดยไม่ต้องกําจัดออกเหมือนเกลือของ

กรดซลัฟริูก และไฮโดรคลอริก (Lenihan และคณะ, 2010)     

 

 จากการศกึษาภาวะที#เหมาะสมของการปรับสภาพใบจามจรีุโดยการแปรผนัความเข้มข้น

ของแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ที#ใช้ในการปรับสภาพใบจามจุรีก่อนนําไปย่อยด้วยกรดฟอสฟอริก

ความเข้มข้นร้อยละ 2 โดยปริมาตร พบว่าแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์มีผลในการกําจดัลิกนินที#มีอยู่

ในใบจามจรีุ  กลา่วคือเมื#อเพิ#มความเข้มข้นของแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์ที#ได้

จะเพิ#มขึ 1นและแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ที#ความเข้มข้นร้อยละ 8 โดยปริมาตรมีความเหมาะสมที#สดุ

ในการปรับสภาพใบจามจรีุโดยให้ปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์สงูสดุ 2.33 กรัมตอ่ลิตรหรือคิดเป็น 1.86 

เท่าของชุดควบคมุ (ไม่มีแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์) แต่เมื#อเพิ#มความเข้มข้นของแอมโมเนียม     

ไฮดรอกไซด์มากกว่าร้อยละ 8 โดยปริมาตรปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์ที#ได้กลับลดลงเช่นเดียวกับ

รายงานของ Laopaiboon และคณะ (2010) ที#ใช้แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ในการกําจดัลิกนิน   

ออกจากชานอ้อยพบว่าเมื#อเพิ#มปริมาณแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ลิกนินจะถูกกําจดัออกมากขึ 1น

โดยที#ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยปริมาตรมีความเหมาะสมและมีประสิทธิภาพมากกว่าชดุควบคมุ

ถึง 8.5 เท่าแต่เมื#อเพิ#มความเข้มข้นมากกว่าร้อยละ 10 โดยปริมาตรประสิทธิภาพจะลดลงด้วย

เชน่กนั 

 

 การแปรผนัความเข้มข้นของกรดฟอสฟอริกพบว่าปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์ที#ถูกปลดปล่อย

ออกมาจะเพิ#มขึ 1นตามความเข้มข้นของกรดฟอสฟอริกที#ใช้โดยเมื#อใช้กรดฟอสฟอริกที#ความเข้มข้น

ร้อยละ 2.5 โดยปริมาตรได้ปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์สงูสดุคือ 2.41 กรัมตอ่ลิตรหรือคิดเป็น 8.31 เท่า

ของชดุควมคมุ (ไม่มีกรดฟอสฟอริก) แตเ่มื#อเพิ#มความเข้มข้นของกรดฟอสฟอริกมากกว่าร้อยละ 

2.5 โดยปริมาตรปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์ที#ได้กลบัลดลง เช่นเดียวกบัรายงานของ Lenihan และคณะ 

(2010) ที#ใช้กรดฟอสฟอริกความเข้มข้นร้อยละ 2.5 - 10 ในการปรับสภาพชานอ้อยพบว่าเมื#อเพิ#ม

ความเข้มข้นของกรดฟอสฟอริกปริมาณนํ 1าตาลที#ได้จะเพิ#มขึ 1นและได้ปริมาณนํ 1าตาลสงูสดุที#ความ

เข้มข้นของกรดร้อยละ 7.5  แตเ่มื#อเพิ#มความเข้มข้นของกรดฟอสฟอริกมากกว่าร้อยละ 7.5  
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นํ 1าตาลที#ได้มีปริมาณลดลงทั 1งนี 1เนื#องจากปริมาณกรดที#มากเกินไปจะไปทําปฏิกิริยากับนํ 1าตาลที#

ถกูยอ่ยออกมากลายเป็นผลิตภณัฑ์ข้างเคียง ทําให้ปริมาณนํ 1าตาลที#มีอยูล่ดลง  

      

 จากการศกึษาผลของขนาดอนภุาคและปริมาณใบจามจรีุพบว่าเมื#อเพิ#มปริมาณใบจามจรีุ

ปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์ที#ได้จะเพิ#มขึ 1น โดยเมื#อใช้ใบจามจรีุที#มีขนาดอนุภาคขนาด <20 เมช จะได้

ปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์สงูสดุคือ 3.95 กรัมตอ่ลิตร เมื#อใช้ใบจามจรีุขนาดอนภุาค <20 เมช ปริมาณ 

10 กรัม หรือคิดเป็น 1.22 เท่าของชดุควมคมุ (ใบจามจรีุขนาดอนภุาค <20 เมช ปริมาณ 3 กรัม) 

และเมื#อใช้ใบจามจรีุที#มีขนาดอนภุาคขนาด 20-40 เมช จะได้ปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์สงูสดุคือ 8.85 

กรัมตอ่ลิตร เมื#อใช้ใบจามจรีุขนาดอนภุาค 20-40 เมช ปริมาณ 10 กรัม หรือคิดเป็น 3.82 เท่าของ

ชดุควมคมุ (ใบจามจรีุขนาดอนภุาค 20-40 เมช ปริมาณ 3 กรัม) แตท่ั 1งนี 1หากเพิ#มปริมาณมากกว่า

ร้อยละ 10 โดยมวลตอ่ปริมาตร ปริมาณนํ 1าตาลที#ได้จะเพิ#มขึ 1นแตป่ริมาณสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จะ

ลดลงเนื#องจากกากใบจามจุรีที#เหลืออยู่จะดดูซบัสารละลายนํ 1าตาลเอาไว้ เมื#อกรองด้วยกระดาษ

กรอง Whatman เบอร์ 1 แล้วจะได้สารละลายนํ 1าตาลไม่มาก ผู้ วิจัยจึงเลือกใช้ปริมาณของใบ

จามจรีุ 10 กรัมและผลของขนาดใบจามจรีุมีผลตอ่นํ 1าตาลรีดิวซ์ที#ได้สงูสดุ โดยใช้ใบจามจรีุขนาด 

20-40 เมชให้นํ 1าตาลรีดิวซ์มากกว่าใบจามจุรีขนาดเล็กกว่า 20 เมช 2.24 เท่าเมื#อปรับสภาพที#

ภาวะเดียวกันจากการศกึษาภาวะที#เหมาะสมในการปรับสภาพใบจามจุรีด้วยแอมโมเนียไฮดรอก

ไซด์และกรดฟอสฟอริกพบว่าภาวะที#เหมาะสมคือแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 8  

โดยปริมาตรกรดฟอสฟอริกร้อยละ 2.5 โดยปริมาตรใช้ใบจามจรีุที#มีขนาดอนภุาค 20-40 เมช และ

ปริมาณใบจามจรีุ 10 กรัม ได้นํ 1าตาลรีดิวซ์ 8.85 กรัมตอ่ลิตร จึงเลือกภาวะนี 1ในการปรับสภาพใบ

จามจรีุเพื#อใช้เป็นแหลง่คาร์บอนสําหรับใช้ในการทดลองตอ่ไป 

 

 เมื#อนําสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพและการย่อยใบจามจุรีจากภาวะที#

เหมาะสมมาวิเคราะห์หาปริมาณผลิตภัณฑ์ข้างเคียงที#เกิดขึ 1นระหว่างกระบวนการปรับสภาพ 

ได้แก่  เฟอร์ฟิวรอล (Furfural) 5-ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรอล (5-Hydroxemethylfurfural) วานิลิน 

(Vanillin) และ กรดอะซิติก (Acetic acid) โดยเครื#องโครมาโทกราฟฟีของเหลวสมรรถนะสงู(High 

Performance Liquid Chromatography; HPLC) พบว่าในสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับ
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สภาพใบจามจุรีมีผลิตภัณฑ์ข้างเคียงเกิดขึ 1น โดยพบ เฟอร์ฟิวรอล 0.0037 กรัมต่อลิตร               

5-ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรอล 0.0029 กรัมตอ่ลิตร และกรดอะซิติก 0.023 กรัมตอ่ลิตร แตไ่ม่พบ

วานิลินในสารละลายนํ 1าตาล  สารยบัยั 1งเหล่านี 1มกัพบเมื#อทําการย่อยลิกโนเซลลโูลสด้วยกรด โดย

ปริมาณที#พบขึ 1นอยู่กบัชนิด และปริมาณกรดที#ใช้ เช่น Yu และ Stalh (2008) ได้ใช้กรดซลัฟูริกใน

การปรับสภาพและย่อยชานอ้อย ที#อณุหภูมิ 100 - 130 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 120 - 300 นาที 

ซึ#งในสารละลายนํ 1าตาลที#ได้พบเฟอร์ฟิวรอล 0.11 - 1.0 กรัมต่อลิตร  5-ไฮดรอกซีเมทิล           

เฟอร์ฟิวรอล 0.054 - 0.19 กรัมตอ่ลิตร และกรดอะซิติก 2.35 - 2.80 กรัมตอ่ลิตร แตไ่ม่พบวานิลิน

เชน่กนั และในการทดลองของ Silva และคณะ (2004) ได้ใช้แคลเซียมออกไซด์ร่วมกบักรดฟอสฟอ

ริกในการปรับสภาพและย่อยชานอ้อย และเกิดผลิตภัณฑ์ข้างเคียงเช่นกัน โดยพบเฟอร์ฟิวรอล 

0.245 กรัมตอ่ลิตร  5-ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรอล 0.103 กรัมตอ่ลิตร และกรดอะซิติก 0.145 กรัม

ตอ่ลิตร แตไ่ม่พบ   วานิลินเช่นกนั ซึ#งจะเห็นได้ว่าผลิตภัณฑ์ข้างเคียงที#เกิดขึ 1นหลงัการปรับสภาพ

และการย่อยใบจามจุรีในการทดลองนี 1มีปริมาณน้อยกว่าการทดลองข้างต้นที#กล่าวมาอยู่

ค่อนข้างมาก จึงไม่จําเป็นที#จะต้องเพิ#มขั 1นตอนการกําจัดผลิตภัณฑ์ข้างเคียงดงักล่าว เพื#อลด

กระบวนการที#เกี#ยวข้องและลดต้นทนุที#ใช้ดงัวตัถปุระสงค์ที#ตั 1งไว้ 

 

 จากการคดัแยกจลุินทรีย์ที#มีความสามารถในการสะสม PHAs โดยใช้สารละลายนํ 1าตาลที#

ได้จากการปรับสภาพใบจามจุรีเป็นแหล่งคาร์บอนจากดินแหล่งต่างๆ ในประเทศไทย  พบว่า

สามารถแยกแบคทีเรียสายพนัธุ์ MSC-2 และ MSC-5 ที#มีความสามารถในการผลิต PHAs โดยใช้

สารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสถาพใบจามจรีุเป็นแหล่งคาร์บอน โดยทราบจากการนําเซลล์

ไปย้อมแกรนลูด้วยสีย้อม Sudan Black B ซึ#งพบแกรนลูภายในเซลล์ โดยแกรนลูจะติดสีดําของ 

Sudan Black B เนื#องจากบริเวณผิวของแกรนลูมีไขมนัเป็นองค์ประกอบจึงติดสีย้อมของ Sudan 

Black B และเซลล์แบคทีเรียจะติดสีแดงของ Safranin O อีกทั 1งเมื#อพิจารณาปริมาณ PHAs ที#

ผลิตได้โดยใช้แก๊สโครมาโทกราฟี พบว่าแบคทีเรียทั 1งสองสายพนัธุ์มีการผลิต PHAs และแบคทีเรีย

สายพนัธุ์ MSC-5 มีการผลิต PHAs ได้ดีกว่าเมื#อเปรียบเทียบกบัแบคทีเรียสายพนัธุ์ MSC-2 และ 

Cupriavidus necator A-04 เมื#อใช้สารละลายนํ 1าตาลที#ได้จาการปรับสภาพและการย่อยใบ

จามจรีุ โดยแบคทีเรียสายพนัธุ์ MSC-5 มีนํ 1าหนกัเซลล์แห้งสงูสดุ 0.74 กรัมตอ่ลิตรในชั#วโมงที# 96 
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และ PHAs สงูสดุ 0.035 กรัมตอ่ลิตร ในชั#วโมงที# 72 และ C. necator A-04 มีนํ 1าหนกัเซลล์แห้ง

สงูสุด 0.47 กรัมต่อลิตร และ PHAs สูงสุด 0.027 กรัมต่อลิตร ในชั#วโมงที# 96 ผู้ วิจยัจึงเลือก

แบคทีเรียสายพนัธุ์ MSC-5 มาใช้ในการทดลองขั 1นตอนตอ่ไป 

 

 การพิสจูน์เอกลกัษณ์ของแบคทีเรียสายพนัธุ์ MSC-5 ทางอนกุรมวิธาน โดยศกึษาลกัษณะ

ทางสณัฐานวิทยา และสมบตัิทางสรีรวิทยาหรือการทดสอบทางชีวเคมี พบว่าโคโลนีมีขนาดใหญ่ 

มีลกัษณะกลม สีขาวครีม ขอบเรียบ และมีลกัษณะด้าน และจากการศกึษาภายใต้กล้องจลุทรรศน์

พบว่าเซลล์ของแบคทีเรียมีลักษณะรูปร่างแท่งสั 1น ติดสีแกรมบวก และสร้างสปอร์ และจาก

การศกึษาลกัษณะของแกรนูลภายในเซลล์แบคทีเรียโดยกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน 

โดยนําเซลล์ Bacillus sp. MSC-5 ที#เลี 1ยงในอาหารเพื#อการผลิตที#มีสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการ

ปรับสภาพใบจามจุรีเป็นแหล่งคาร์บอน เป็นเวลา 96 ชั#วโมง พบว่าสามารถเห็นแกรนูลได้อย่าง

ชดัเจนภายในเซลล์  Bacillus sp. MSC-5 ซึ#งมีรูปร่างเป็นกลม  โดยในแตล่ะเซลล์ประกอบด้วย

แกรนูลประมาณ 4-7 แกรนูลต่อเซลล์ โดยแกรนูลที#พบมีเส้นผ่านศนูย์กลางประมาณ 200-500   

นาโนเมตร รวมทั 1งการวิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอไทด์ของ 16s rDNA พบว่าแบคทีเรียสายพันธุ์   

MSC-5 จัดเป็นแบคทีเรียในสกุล Bacillus เมื#อเปรียบเทียบกับลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S 

rRNA ของแบคทีเรียสายพนัธุ์ตา่งๆ ที#มีบนัทกึไว้ในฐานข้อมลู GenBank โดยใช้โปรแกรม BLASTn 

พบว่า ลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA ของแบคทีเรียสายพันธุ์  MSC-2 มีความคล้ายกับ

ลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA ของ Bacillus megaterium สายพนัธุ์ LAMA 262 เท่ากบั 

98.97 เปอร์เซ็นต์ แบคทีเรียสายพนัธุ์ MSC-5 มีความคล้ายกับลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S 

rRNA ของ Bacillus megaterium สายพนัธุ์ LAMA 262 เท่ากบั 98.57 เปอร์เซ็นต์และนําลําดบั  

นิวคลีโอไทด์บริเวณ16S rRNA ไปเสนอใน Genbank เพื#อให้ได้ accession numbers จึงให้    

แบคเรียสายพนัธุ์  MSC 2 และ MSC 5 ชื#อว่า Bacillus sp. MSC-2 (GU227612) และ Bacillus 

sp. MSC-5 (GU227615) ตามลําดบั 

 

 การศกึษาการผลิต PHAs จาก Bacillus sp. MSC-5 ในระดบัขวดเขย่า จากขั 1นตอนการ

คดัเลือกแบคทีเรียที#สามารถผลิต PHAs โดยมีสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพใบจามจรีุ
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เป็นแหล่งคาร์บอน  พบว่า Bacillus sp. MSC-5 สามารถเจริญและสะสม PHAs ได้ในปริมาณ

น้อย โดยได้นํ 1าหนกัเซลล์แห้งสงูสดุ 0.74 กรัมตอ่ลิตร และ PHAs ปริมาณสงูสดุ 0.11 กรัมตอ่ลิตร

หรือคิดเป็นร้อยละ 3 ของนํ 1าหนกัเซลล์แห้ง ซึ#งอาจเกิดจากผลิตภัณฑ์ข้างเคียงที#เกิดขึ 1นระหว่าง

กระบวนการปรับสภาพไปยับยั 1งการเจริญและการผลิต PHAs ดังนั 1นในการทดลองนี 1จึงหา

ภาวะการผลิตที#ลดผลกระทบของผลิตภณัฑ์ข้างเคียงที#เกิดขึ 1นระหว่างกระบวนการปรับสภาพและ

การยอ่ยที#มีอยูใ่นสารละลายนํ 1าตาลตอ่การเจริญและการสร้างและสะสม PHAs ของ Bacillus sp. 

MSC-5 แบ่งออกเป็น 2 แนววิธี  โดยวิธีแรกทําการเจือจางอาหารเพื#อการผลิตที#มีสารละลาย

นํ 1าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนด้วยอาหารเพื#อการผลิตที#มีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนในอัตราส่วน   

ต่างๆ กัน  จากผลการทดลองพบว่าการเจือจางสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพ          

ใบจามจุรีด้วยสารละลายนํ 1าตาลกลูโคสในอาหารเพื#อการผลิตมีผลต่อการเจริญเติบโต และ      

การผลิต PHAs ของ Bacillus sp. MSC-5 โดยเมื#อในอาหารมีสารละลายนํ 1าตาลจะส่งผลให้     

การผลิต PHAs ที#สงูที#สดุใช้เวลาเพิ#มขึ 1นอีก 24 ชั#วโมง เมื#อเทียบกับชดุควบคมุและเมื#อทําการ    

เจือจางสารละลายนํ 1าตาลเพิ#มขึ 1น Bacillus sp. MSC-5 จะมีปริมาณเซลล์แห้ง ปริมาณ PHAs 

และร้อยละของ PHAs ตอ่นํ 1าหนกัเซลล์แห้งเพิ#มขึ 1นโดยที#อตัราการเจือจาง 20:80 จะได้ปริมาณ 

PHAs ร้อยละ 29.1 ของนํ 1าหนกัเซลล์แห้งในชั#วโมงที# 96 ซึ#งมีปริมาณสงูกวา่ชดุควบคมุ 

 

 เมื#อพิจารณาผลที#ได้ข้างต้นพบว่าในอาหารเพื#อการผลิตที#มีสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จาก

การปรับสภาพใบจามจรีุเป็นแหล่งคาร์บอนจะส่งผลให้การเจริญและการสะสม PHAsเกิดช้าขึ 1น

เมื#อเทียบกับชุดควบคุมแม้จะทําการเจือจางแล้วก็ตาม ซึ#งแสดงว่าผลิตภัณฑ์ข้างเคียงที#มีอยู่

สารละลายนํ 1าตาลมีผลกระทบตอ่การเจริญและกระบวนการสะสม PHAs จากรายงานของ Yu 

และ Stahl (2008) ได้ทําการทดลองโดยใช้สารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพชานอ้อยด้วย

กรดซัลฟูริกเพื#อผลิต PHAs จาก Ralstonia eutropha (ถูกจดัจําแนกใหม่เป็น Cupriavidus 

necator) จากการทดลอง พบว่า R. eutropha มีการเจริญตํ#าในอาหารที#มี#สารละลายนํ 1าตาลโดย

ไมพ่บการเจริญของเซลล์ ภายหลงัเลี 1ยงเป็นเวลา 48 ชั#วโมงและไมมี่การสะสม PHAsเกิดขึ 1นซึ#งเกิด

จากกระบวนการสงัเคราะห์ PHAs ถกูยบัยั 1งเพื#อเป็นการสงวนพลงังาน (ATP) และการที#จลุินทรีย์

เจริญในอาหารที#มีสบัเสตรทหลายชนิด สบัสเตรทบางชนิดเช่น กรดอะซิติกและฟีนอลจะไปยบัยั 1ง
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การใช้นํ 1าตาลของเซลล์ทําให้ปริมาณนํ 1าตาลยังคงอยู่ในอาหารและไม่ถูกนําไปใช้เพื#อเป็นการ

แก้ปัญหาที#เกิดขึ 1นแนวทางที#สองที#ใช้ คือ การแปรผนัปริมาณหวัเชื 1อเริ#มต้นที#ใช้ระหว่าง 0.2 - 2.0 

กรัมตอ่ลิตร โดยเลี 1ยงในอาหารเพื#อการผลิตที#มีสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพและย่อย

ใบจามจุรีเป็นแหล่งคาร์บอน จากผลการทดลองพบว่าเมื#อเพิ#มปริมาณหัวเชื 1อเริ#มต้น ปริมาณ

นํ 1าหนกัเซลล์แห้งและปริมาณ PHAs จะเพิ#มขึ 1นด้วย โดยปริมาณหวัเชื 1อเริ#มต้น 2.0 กรัมตอ่ลิตรจะ

ให้ปริมาณนํ 1าหนกัเซลล์แห้งสงูสดุ 5.88 กรัมตอ่ลิตร และปริมาณ PHAs สงูสดุ 0.628 กรัมตอ่ลิตร

ในชั#วโมงที# 72 ซึ#งเร็วกว่าการใช้ปริมาณหวัเชื 1อเริ#มต้น 0.2 และ 1.0 กรัมตอ่ลิตร ถึง 24 ชั#วโมง ซึ#ง

แสดงให้เห็นวา่การเพิ#มปริมาณหวัเชื 1อเริ#มต้นสามารถทําให้เซลล์แบคทีเรียทนตอ่ความเป็นพิษของ

ผลิตภณัฑ์ข้างเคียงที#มีอยู่ในสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพและย่อยใบจามจรีุได้  และ

เมื#อทําการหาปริมาณผลิตภัณฑ์ข้างเคียงที#เหลืออยู่ในนํ 1าหมักเมื#อสิ 1นสุดการทดลองพบว่า        

เฟอร์ฟิวรอล 5-ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรอล และกรดอะซิติกมีปริมาณลดลง ซึ#งอาจเกิดจาก 

Bacillus sp. MSC-5 สามารถใช้ผลิตภณัฑ์ข้างเคียงเหลา่นี 1ในการเจริญได้ด้วย  ทั 1งนี 1การแก้ปัญหา

ผลิตภัณฑ์ข้างเคียงที#เกิดขึ 1นจากกระบวนการปรับสภาพลิกโนเซลลูโลสนั 1นสามารถทําได้โดยวิธี

อื#นๆ เช่นการคัดเลือกเชื 1อจุลินทรีย์ที#สามารถทนทานหรือใช้ผลิตภัณฑ์ข้างเคียงที#เกิดขึ 1นจาก

กระบวนการปรับสภาพได้  (Yu และ Stahl, 2008) หรืออาจใช้วิธีการเติมสารอื#นๆ ที#ช่วยเสริมการ

เจริญเช่นสารสกัดจากยีสต์ (yeast extract) เพื#อช่วยเสริมการเจริญของจลุินทรีย์ (Van-Thouc 

และคณะ, 2008) 

 

 เมื#อวิเคราะห์การลดลงของปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์  นํ 1าตาลทั 1งหมด และแอมโมเนียมซลัเฟต 

พบวา่ ในการทดลองการเจือจางอาหารเพื#อการผลิตที#มีสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพ

และย่อยใบจามจุรีเป็นแหล่งคาร์บอนด้วยอาหารเพื#อการผลิตที#มีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนใน

อตัราสว่นตา่งๆเมื#อใช้กลโูคสเป็นแหลง่คาร์บอนเพียงอยา่งเดียว ปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์ และปริมาณ

นํ 1าตาลทั 1งหมดจะลดลง จาก 8 กรัมตอ่ลิตร เหลือ 2.68 และ 2.98 กรัมตอ่ลิตร ตามลําดบั แตเ่มื#อมี

การเพิ#มสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพและย่อยใบจามจรีุพบว่าสารละลายนํ 1าตาลจะมี

ปริมาณนํ 1าตาลรีดวิซ์เพิ#มขึ 1นแตมี่ปริมาณนํ 1าตาลทั 1งหมดลดลง ทั 1งนี 1เกิดจากผลิตภณัฑ์ข้างเคียงใน

สารละลายนํ 1าตาลส่งผลยับยั 1งการใช้นํ 1าตาลของจุลินทรีย์ (Palmqvist และ Hahn-Hägerdal, 
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2000) ทําให้ Bacillus sp. MSC-5 ต้องไปใช้คาร์โบไฮเดรตชนิดอื#น เช่น โอลิโกแซกคาไรด์ โดย 

Bacillus sp. MSC-5 จะยอ่ยโอลิโกแซกคาไรด์เหลา่นั 1นได้ผลิตภณัฑ์สดุท้ายเป็นนํ 1าตาลรีดิวซ์จึงทํา

ให้ปริมาณนํ 1าตาลรีดวิซ์เพิ#มขึ 1น และปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟตที#ใช้เป็นแหล่งไนโตรเจนนั 1น พบว่า

ทกุชดุการทดลองจะไม่พบแอมโมเนียมซลัเฟตตั 1งแต่ชั#วโมงที# 24 ของการทดลอง และสําหรับใน

การทดลองการแปรผนัปริมาณหวัเชื 1อเริ#มต้น โดยใช้สารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพและ

ย่อยใบจามจุรีเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าเมื#อใช้ปริมาณหวัเชื 1อเริ#มต้น 0.2 กรัมต่อลิตร ปริมาณ

นํ 1าตาลทั 1งหมดจะลดลง แต่ปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์จะเพิ#มขึ 1น แต่เมื#อเพิ#มปริมาณหวัเชื 1อเริ#มต้นเป็น 

1.0 และ 2.0 กรัมต่อลิตร พบว่าทั 1งปริมาณนํ 1าตาลทั 1งหมดและปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์มีค่าลดลง  

โดยน่าจะเกิดจากปริมาณหัวเชื 1อ 0.1 กรัมต่อลิตรนั 1นมีปริมาณน้อย จึงไวต่อการยับยั 1งโดย

ผลิตภณัฑ์ข้างเคียงซึ#งยบัยั 1งการใช้นํ 1าตาลของจลุินทรีย์ (Palmqvist และ Hahn-Hägerdal, 2000) 

ทําให้ Bacillus sp. MSC-5 ใช้โอลิโกแซคคาไรด์ได้ผลิตภัณฑ์สดุท้ายเป็นนํ 1าตาลรีดิวซ์ ปริมาณ

นํ 1าตาลรีดิวซ์จึงเพิ#มขึ 1น แต่เมื#อเพิ#มปริมาณหวัเชื 1อเริ#มต้นจนสามารถทนตอ่ผลิตภณัฑ์ข้างเคียงที#มี

อยู่ในสารละลายนํ 1าตาลแล้ว จะพบว่า Bacillus sp. MSC-5 สามารถใช้ได้ทั 1งนํ 1าตาลรีดิวซ์และ

คาร์โบไฮเดรตชนิดอื#นๆ สังเกตได้จากปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์และปริมาณนํ 1าตาลทั 1งหมดที#ลดลง 

สําหรับปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟตในทกุชดุการทดลองพบว่าปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟตจะหมด

ไปตั 1งแตช่ั#วโมงที# 24 ของการทดลอง และเมื#อทําการวิเคราะห์ผลิตภณัฑ์ข้างเคียงที#เหลืออยู่ในนํ 1า

หมกั ได้แก่ เฟอร์ฟิวรอล 5-ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรอล และกรดอะซิติก พบว่าผลิตภณัฑ์ข้างเคียง

เหลา่นี 1มีปริมาณลดลง ซึ#งอตัราการลดลงสอดคล้องกบัปริมาณหวัเชื 1อเริ#มต้นที#เพิ#มขึ 1น จึงสรุปได้ว่า 

Bacillus sp. MSC-5 สามารถใช้ผลิตภณัฑ์ข้างเคียงเหล่านี 1ได้อีกด้วยเช่นเดียวกับรายงานของ 

Wierckx และคณะ (2009) ที#ได้ใช้สารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการย่อยฟางข้าวสาลีในการผลิต 

PHAs โดยใช้ C. basilensis HMF14 ซึ#งพบว่าเมื#อสิ 1นสดุการทดลองปริมาณนํ 1าตาลมีคา่เพิ#มขึ 1น 

แตป่ริมาณผลิตภณัฑ์ข้างเคียง ได้แก่ เฟอร์ฟิวรอล  5-ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรอล กรดฟอมิก และ

กรดอะซิตกิมีปริมาณลดลง  

 

 เพื#อให้ได้ปริมาณ PHAs ในปริมาณที#มากเพียงพอตอ่การนํามาศกึษาสมบตัิพื 1นฐานของ

พอลิเมอร์ จึงนําภาวะที#เหมาะสม คือ  เลี 1ยงในอาหารเพื#อการผลิตที#มีสารละลายนํ 1าตาลที#ได้จาก
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การปรับสภาพใบจามจุรีเป็นแหล่งคาร์บอนที#มีปริมาณนํ 1าตาลรีดิวซ์ 8 กรัมต่อลิตร และมี

อตัราส่วนของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 200 ปริมาณหวัเชื 1อเริ#มต้น 2.0 กรัมตอ่ลิตร มาขยาย

ส่วนการผลิตในถงัหมกั EYELA รุ่น EPC-1000 ขนาด 5 ลิตร โดยภาวะที#ใช้ในการผลิตคือ อตัรา

การกวน 500 รอบต่อนาที อตัราการให้อากาศ 2.5 มิลลิลิตรต่อนาทีควบคมุให้ pH เท่ากับ 7         

ที#อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั#วโมงจากนั 1นเก็บเซลล์ที#ได้ และนํามาสกัด PHAs    

โดยใช้คลอโรฟอร์มร้อน (สชุาดา จนัทร์ประทีป, 2539) นํา PHAs ที#ได้จาก Bacillus sp. MSC-5 

ไปทําให้บริสุทธิAมากขึ 1นโดยตกตะกอนในเฮกเซนแล้วนํามาขึ 1นรูปเพื#อนําไปศึกษาสมบตัิทางเคมี

และทางกายภาพจากการศกึษาโครงสร้างของ PHAs ที#ได้โดยวิธี1H NMR เมื#อนําโครมาโทแกรม   

ที#ได้ไปเทียบกบัโครมาโทแกรมของ PHB (sigma) พบว่า PHAsจาก Bacillus sp. MSC-5           

มีสญัญาณโปรตรอนที#ชดัเจนและตรงกบัตําแหน่งโปรตรอนในโครมาโทแกรมของ PHB แตท่ั 1งนี 1   

ยงัไมส่ามารถสรุปได้เนื#องจากพบสญัญาณโปรตรอนอื#นๆ ด้วย ดงันั 1นเพื#อยืนยนัให้แน่ชดั ผู้ วิจยัจึง

วิเคราะห์ PHAs จาก Bacillus sp. MSC-5 ด้วยวิธี 2D-1H-NMR (COSY) ผลที#ได้พบว่าสญัญาณ

โปรตรอนที#ตําแหนง่อื#นๆที#ตา่งไปจากสญัญาณโปรตรอนของ PHB ไม่สมัพนัธ์กบัตําแหน่งใดๆของ 

PHAs แสดงว่าสัญญาณโปรตรอนดังกล่าวเป็นสัญญาณโปรตรอนจากสารปนเปื1อนที#ไม่ใช่

องค์ประกอบของ PHAs ที#ผลิตได้ จึงสามารถสรุปได้ว่า PHAs ที#ผลิตโดย Bacillus sp. MSC-5 

เป็น PHB 

 

 จากการศึกษาสมบตัิทางกายภาพของแผ่นฟิล์ม PHB โดยใช้เครื#องดิฟเฟอเรนเชียล   

สแกนนิงแคลอรีมิเตอร์ (Differential Scanning Calorimeter; DSC) พบว่า PHB ที#ผลิตจาก 

Bacillus sp. MSC-5 มีลกัษณะอ่อนนิ#มที#อุณหภูมิห้องเนื#องจากค่า TG ที#ตํ#ากว่าอุณหภูมิห้อง 

(0.26 องศาเซลเซียส) และเมื#อเปรียบเทียบกบั PHB ทางการค้า (Sigma-Aldrich) พบว่า PHB     

ที#ผลิตได้จากBacillus sp. MSC-5 มีคา่ TM  TG  TC ใกล้เคียงกบั PHB ที#ได้จากผู้ วิจยักลุ่มตา่งๆ 

และ PHB ทางการค้า (Sigma-Aldrich) และเมื#อเปรียบเทียบกบัพลาสติกชนิดอื#นพบว่า PHB       

ที#ผลิตจากBacillus sp. MSC-5 คา่ TM  TG  TC ใกล้เคียงกบัพลาสตกิชนิด PLA และ PP 
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 ผลการวิเคราะห์นํ 1าหนกัโมเลกลุเฉลี#ยของ PHB ที#ผลิตโดย Bacillus sp. MSC-5 มี

นํ 1าหนกัโมเลกลุเฉลี#ยโดยนํ 1าหนกั (Mw) เท่ากบั 9.9 x104  นํ 1าหนกัโมเลกลุเฉลี#ยโดยจํานวน (Mn) 

เท่ากบั 3.7 x 104 และมีคา่การกระจายของขนาดโมเลกลุพอลิเมอร์ (PDI) เท่ากบั 2.62 ซึ#งพบว่ามี

นํ 1าหนกัโมเลกลุที#ค่อนข้างตํ#าทั 1งนี 1อาจเนื#องมาจากผลิตภัณฑ์ข้างเคียงซึ#งเป็นสารยบัยั 1งการเจริญ

ของจุลินทรีย์และชีวสงัเคราะห์ PHAs อยู่ด้วยทําให้ Bacillus sp. MSC-5 สร้างและสะสม         

พอลิเมอร์สายสั 1นๆ และด้วยนํ 1าหนกัโมเลกลุที#คอ่นข้างตํ#าของ PHB ที#ผลิตได้จาก Bacillus sp. 

MSC-5 จงึสง่ผลให้ TG มีคา่ลดลง 

 

 ผลการวิเคราะห์สมบตัิเชิงกลของ PHB ที#ผลิตโดย Bacillus sp. MSC-5 โดยเตรียม

ตวัอย่างตามวิธีมาตรฐาน ASTM D882-91และนําไปทดสอบสมบตัิเชิงกล ได้แก่ ความเหนียว 

(Toughness, MPa) ระยะยืดของแผน่ฟิล์มเมื#อถกูดงึจนขาดซึ#งคํานวณในรูปเปอร์เซ็นต์ของระยะที#

ยืดออกเทียบกบัระยะเดิม (% Elongation at break) คา่การต้านแรงดงึสงูสดุก่อนแผ่นฟิล์มขาด 

(Stress at max load หรือ Tensile strength, MPa) และคา่แรงตอ่พื 1นที#หน้าตดัของแผ่นฟิล์ม 

(Young’s Modulus,MPa) ด้วยเครื#อง Instron testing machine ผลการทดลองที#ได้พบว่า

แผน่ฟิล์ม PHB ที#ผลิตโดย Bacillus sp. MSC-5 มีความเหนียว เท่ากบั 0.70 MPa  สามารถถกูยืด

ได้ยาวกว่าระยะเดิมร้อยละ 2.9 ของความยาวเริ#มต้น คา่การต้านแรงดึงสงูสดุก่อนขาด เท่ากบั 8 

MPa และคา่ Young’s Modulus เทา่กบั 682  เมื#อเปรียบเทียบกบัสมบตัิเชิงกลของแผ่นฟิล์ม PHB 

จากงานวิจัยต่างๆ พบว่ามีสมบัติเชิงกลที#คล้ายคลึงกัน แต่ PHB ที#ผลิตจากงานวิจัยนี 1มีค่า 

Young’s Moldulus ตํ#ากว่างานวิจยัอื#นๆ ซึ#งการที# PHB มีคา่ Young’s Moldulus ที#ตํ#านี 1ส่งผลให้

ความแข็งและความเปราะลดลง จึงทําให้มีระยะยืดเพิ#มขึ 1น แตมี่คา่การต้านแรงดงึสงูสุดก่อนขาด

ลดลง  และเมื#อนําไปเปรียบเทียบกบัพลาสติกจากปิโตรเลียมพบว่ามีคา่ Young’s Moldulus ของ 

PHB ที#ได้มีค่าใกล้เคียงกบัพลาสติกชนิด PS โดยมีคา่ความเหนียว คา่การต้านแรงตึงสงูสดุก่อน

ขาด และระยะการยืดยาวมากกว่า PS  ดงันั 1นหากต้องการนํา PHB  ที#ผลิตได้ไปใช้ทดแทน

พลาสติกชนิดอื#นๆ นั 1น จําเป็นต้องปรับปรุงสมบตัิของพอลิเมอร์ชีวภาพให้มีสมบตัิที#ดีพอโดยนํา

ข้อมูลที#ได้จากการศึกษานี 1ไปใช้เพื#อเป็นแนวทางสําหรับการนําพอลิเมอร์ชีวภาพไปใช้ประโยชน์

ตอ่ไป 
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 งานวิจยันี 1สามารถใช้ลิกโนเซลลโูลสเป็นแหลง่คาร์บอนในการผลิต PHAs โดยใช้ใบจามจรีุ

เป็นการทดลองต้นแบบด้วยการปรับสภาพด้วยแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์และย่อยด้วยกรด     

ฟอสฟอริกสามารถคดัแยกเชื 1อ Bacillus sp. MSC-5 ที#สามารถเจริญและสะสม PHAs โดยใช้

สารละลายนํ 1าตาลที#ได้จากการปรับสภาพใบจามจรีุเป็นแหลง่คาร์บอนและสามารถลดผลกระทบที#

เกิดจากผลิตภณัฑ์ข้างเคียงที#เกิดจากกระบวนการปรับสภาพซึ#งยบัยั 1งการเจริญของ Bacillus sp. 

MSC-5 โดยการเจือจางสารละลายนํ 1าตาล และการเพิ#มปริมาณหวัเชื 1อเริ#มต้นและ PHAs ที#ผลิตได้

เป็นชนิด PHB ที#มีสมบตัิเชิงกล และสมบตัิทางกายภาพใกล้เคียงกบั PHB ในงานวิจยัตา่งๆ รวม

ไปถึง PHB ทางการค้า และ PS  อย่างไรก็ตามงานวิจยันี 1เป็นเพียงการทดลองต้นแบบที#ศกึษา

ความเป็นไปได้ในการนําวัสดุลิกโนเซลลูโลสมาใช้ในการผลิต PHAs โดยมีจุดประสงค์เพื#อลด

ต้นทนุในการผลิตที#เกิดจากแหล่งคาร์บอน โดยการทดลองใช้แหล่งลิกโนเซลลโูลสที#ไม่มีมลูคา่ใดๆ 

และไม่ใช่อาหารของมนุษย์ มาพฒันาวิธีการผลิตและคดัเลือกสายพันธุ์จุลินทรีย์ที#สามารถผลิต 

PHAs ให้ได้เป็นแนวทางการศกึษาตอ่ในอนาคต ซึ#งหากจะนําไปใช้จริงจะต้องมีการศกึษาเพิ#มเติม

อีกมากเพื#อเพิ#มประสิทธิภาพในการปรับสภาพและยอ่ยลิกโนเซลลโูลสชนิดตา่งๆ เพื#อให้ได้นํ 1าตาล

สงูสดุและเกิดผลิตภณัฑ์ข้างเคียงน้อยที#สดุ และการปรับปรุงความทนทานตอ่ผลิตภัณฑ์ข้างเคียง

ชนิดตา่งๆ ของจลุินทรีย์  และการหาภาวะที#เหมาะสมในการผลิตเพื#อเพิ#มประสิทธิภาพในการผลิต 

รวมไปถึงการปรับปรุงคณุภาพ PHAs ที#ผลิตได้ให้มีสมบตัติามต้องการ 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี #ยงเชื #อ 
 

1. อาหารเลี #ยงเชื #อเหลวสูตรอุดม (rich medium) 
  
 อาหาร 1 ลิตรประกอบด้วย 
 ผงสกดัจากยีสต์ (yeast extract)    10  กรัม 
 ผงสกดัจากเนื 1อ (beef extract)    5 กรัม 
 แอมโมเนียมซลัเฟต (NH4)2SO4    5 กรัม 

ทริปโตส (tryptose)     10  กรัม 
 
 ละลายสาร 4 ชนิดในนํ 1ากลั#นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับคา่ pH ด้วยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 นอร์มลั เป็น 7.0 นําไปนึ#งฆา่เชื 1อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์   
ตอ่ตารางนิ 1ว อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
 
 
2. อาหารเลี #ยงเชื #อแข็งสูตรอุดม (rich medium agar) 
  
 เตรียมอาหารด้วยวิธีเดียวกบัอาหารเลี 1ยงเชื 1อเหลวสตูรอดุมและละลายวุ้น 15 กรัมตอ่
อาหาร 1 ลิตรเพิ#มลงไป จากนั 1นนําไปนึ#งฆา่เชื 1อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ 1ว อณุหภมูิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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3. อาหารเพื�อการผลิต (Production medium) 
 
 อาหาร 1 ลิตรประกอบด้วย 
 แอมโมเนีมซลัเฟต (ขึ 1นอยูก่บัอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน)   
 โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  3.4 กรัม 
 ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  5.8  กรัม 
 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  3.0 กรัม 
 แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต  0.12 กรัม 
 โซเดียมซิเตรต    5 กรัม 
 สารละลาย trace element   1 มิลลิลิตร 
  
 สารละลาย teace element ใน 1M HCl 1 ลิตรประกอบด้วย 
  คอปเปอร์ไดคลอไรด์ไดไฮเดรตไฮเดรต 0.17 กรัม 
  ซิงค์ซลัเฟตเฮบตะไฮเดรต  2.78 กรัม 
  แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต  1.67 กรัม 
  เฟอรัสซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต  0.29 กรัม 
  แมงกานีสไดคลอไรด์เตตระไฮเดรต 1.98 กรัม 
 แยกสารละลายเกลือ, แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต และ trace element เพื#อละลาย
แล้วนํามารวมกนั ปรับ pH โดยใช้สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 1 โมลาร์ นึ#งฆา่เชื 1อแบบ
มาตรฐาน 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีที�ใช้ในการทดลอง 
 
1. วิธีเตรียมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (DNSA reagent) 
  
 ละลาย 1.0 กรัมของกรดไดไนโตรซาลิไซลิกในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความ
เข้มข้น 2.0 โมลาร์ ปริมาตร 20.0 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วเติมนํ 1ากลั#น 50 มิลลิลิตร เติม   
โปแตสเซียมโซเดียวตาร์เตรต 30.0 กรัม ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 มิลลิลิตรด้วยนํ 1ากลั#น      
เก็บในขวดสีชา 
 
2. การเตรียมสารละลายที�ใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต 
  
 สารละลายโปแตสเซียมคลอไรด์ความเข้มข้น 2 โมลาร์ เตรียมโดยละลายโปแตสเซียม  
คลอไรด์150 กรัมในนํ 1ากลั#นปลอดประจปุริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรสดุท้ายเป็น 1,000 
มิลลิลิตร 
 สารละลายไนโตรพสัซายด์ เตรียมโดยละลายฟีนอล 7 กรัมและโซเดียมไนโตรพสัซายด์ 34 
มิลลิกรัมในนํ 1ากลั#นปลอดประจปุริมาตร 80 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรสดุท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร เก็บ
ในขวดสีชาที#อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
 สารละลายบฟัเฟอร์ไฮโปคลอไรด์ เตรียมโดยละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 1.480 กรัมในนํ 1า
ปลอดประจปุริมาตร 70 มิลลิลิตร เตมิไดโซเดียมโมโนไฮโดรเจนฟอสเฟต 4.98 กรัม และเตมิ
สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรด์ (5-5.25 %) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ปรับคา่ pH ให้อยู่ในชว่ง 
11.4-12.2 ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ ปรับปริมาตรสดุท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร 
 สารละลาย EDTA เตรียมโดยละลายเกลือของ EDTA ไดโซเดียม (EDTA disodium salt) 
6 กรัมในนํ 1ากลั#นปลอดประจปุริมาตร 80 มิลลิลิตร ปรับ pH เป็น 7.0 ปรับปริมาตรสดุท้ายเป็น 
100 มิลลิลิตร 
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3. สารละลาย 3 เปอร์เซ็นต์ กรดซัลฟูริกในเมทานอล 2 มิลลิลิตร ที�มีกรดเบนโซอิก 2 
กรัมต่อลิตรเป็นสารมาตรฐานภายใน 

 เตรียมโดยใช้ขวดดแูรนฝาเกลียวขนาด 500 มิลลิลิตร เติมเมทานอลเกรด AR ปริมาตร 
485 มิลลิลิตร ลงไปช้าๆ จะเกิดความร้อนและเกิดควนั จึงควรทําที#ตู้ดดูไอระเหยปิดฝา เขย่าผสม
ให้เข้ากัน ชั#งกรดเบนโซอิก 1 กรัม ละลายในสารละลายดงักล่าว เก็บไว้ในตู้ เย็นที#อณุหภูมิ   4 
องศาเซลเซียส เขียนระบทีุ#ข้างขวดว่าเป็น 2 กรัมต่อลิตร กรดเบนโซอิกและเมทานอลที#มี    3
เปอร์เซ็นต์กรดซลัฟริูก 

4. Sudan Black B 

 เตรียมโดยละลาย Sudan Black B 0.3 กรัม ใน 70 เปอร์เซ็นต์ v/v เอทานอล ปริมาตร
100 มิลลิลิตร นําไปกรองผา่นเมมเบรนขนาด 0.2 ไมโครเมตร เก็บไว้ในขวดสีชา 
 
5. Nystatin 

 
 เตรียมโดยละลาย Nyatatin 40 มิลลิกรัมใน DMSO 1 มิลลิลิตร กรองผา่นเมมเบรนขนาด  
0.2  ไมโครเมตร ใสใ่นภาชนะที#ไมโ่ดนแสง เก็บที# -20 องศาเซลเซียส 
 
6. กลีเซอรอล 10 เปอร์เซ็นต์ 

 เตรียมโดยนํากลีเซอรอล 87 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 11.5 มิลลิลิตร ละลายในนํ 1ากลั#นปลอด
ประจปุริมาตร 88.5 มิลลิลิตร นําไปนึ#งฆา่เชื 1อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ 1ว 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

7. สารละลาย 0.85 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมคลอไรด์ (0.85 เปอร์เซ็นต์ NaCl) 

 เตรียมโดยละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85 กรัม ในนํ 1ากลั#นปลอดประจุปริมาตร 100 
มิลลิลิตร นําไปนึ#งฆ่าเชื 1อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ 1ว 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที 
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ภาคผนวก ค 

 
กราฟมาตรฐาน 

 

1.  กราฟมาตรฐานนํ 1าตาลรีดวิซ์เมื#อวิเคราะห์ด้วยวิธี DNSA 

 

 
กราฟมาตรฐานแสดงคา่การดดูกลืนแสงที#ความยาวคลื#น 540 นาโนเมตร กบันํ 1าตาลกลโูคสความ

เข้มข้น 0-2 กรัมตอ่ลิตร 

 

 

 

y = 0.5267x + 0.0328
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2. โครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน PHB 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปโครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน PHB ปริมาณ 1 2 3 4 5 กรัมตอ่ลิตร แสดงดงัรูป ก ข ค ง จ 
ตามลําดบั 

 

PH PH PHBenz Benz Benz

PH Benz PH Benz
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ภาคผนวก ง 
ลาํดับนิวคลีโอไทด์ 

ลาํดับนิวคลีโอไทด์ 16S rRNA ของ Bacillus sp. สายพันธ์ุ MSC-2 (HQ694774) 

     1 atgttttttt tacgctcagg atgaacgctg gcggcgtgcc taatacatgc aagtcgagcg 

  61 aactgattag aagcttgctt ctatgacgtt agcggcggac gggtgagtaa cacgtgggca 

 121 acctgcctgt aagactggga taacttcggg aaaccgaagc taataccgga taggatcttc 

 181 tccttcatgg gagatgattg aaagatggtt tcggctatca cttacagatg ggcccgcggt 

 241 gcattagcta gttggtgagg taacggctca ccaaggcaac gatgcatagc cgacctgaga 

 301 gggtgatcgg ccacactggg actgagacac ggcccagact cctacgggag gcagcagtag 

 361 ggaatcttcc gcaatggacg aaagtctgac ggagcaacgc cgcgtgagtg atgaaggctt 

 421 tcgggtcgta aaactctgtt gttagggaag aacaagtaca agagtaactg cttgtacctt 

 481 gacggtacct aaccagaaag ccacggctaa ctacgtgcca gcagccgcgg taatacgtag 

 541 gtggcaagcg ttatccggaa ttattgggcg taaagcgcgc gcaggcggtt tcttaagtct 

 601 gatgtgaaag cccacggctc aaccgtggag ggtcattgga aactggggaa cttgagtgca 

 661 gaagagaaaa gcggaattcc acgtgtagcg gtgaaatgcg tagagatgtg gaggaacacc 

 721 agtggcgaag gcggcttttt ggtctgtaac tgacgctgag gcgcgaaagc gtggggagca 

 781 aacaggatta gataccctgg tagtccacgc cgtaaacgat gagtgctaag tgttagaggg 

 841 tttccgccct ttagtgctgc agctaacgca ttaagcactc cgcctgggga gtacggtcgc 

 901 aagactgaaa ctcaaaggaa ttgacggggg cccgcacaag cggtggagca tgtggtttaa 

 961 ttcgaagcaa cgcgaagaac cttaccaggt cttgacatcc tctgacaact ctagagatag 

1021 agcgttcccc ttcgggggac agagtgacag gtggtgcatg gttgtcgtca gctcgtgtcg 

1081 tgagatgttg ggttaagtcc cgcaacgagc gcaacccttg atcttagttg ccagcattta 

1141 gttgggcact ctaaggtgac tgccggtgac aaaccggagg aaggtgggga tgacgtcaaa 

1201 tcatcatgcc ccttatgacc tgggctacac acgtgctaca atggatggta caaagggctg 

1261 caagaccgcg aggtcaagcc aatcccataa aaccattctc agttcggatt gtaggctgca   

1321 actcgcctac atgaagctgg aatcgctagt aatcgcggat cagcatgcgc gggttgaata 

1381 cgttcccggg ccttgtacac accgcccgtc acaccacgag agtttgtaac acccgaagtc 

1441 ggtggagta 

 
ลาํดับนิวคลีโอไทด์ 16S rRNA ของ Bacillus sp. สายพันธ์ุ MSC-5 HQ678105 

   1 gctcaggatg aacgctggcg gcgtgcctaa tacatgcaag tcgagcgaac tgattagaag 

  61 cttgcttcta tgacgttagc ggcggacggg tgagtaacac gtgggcaacc tgcctgtaag 

 121 actgggataa cttcgggaaa ccgaagctaa taccggatag gatcttctcc ttcatgggag 

 181 atgattgaaa gatggtttcg gctatcactt acagatgggc ccgcggtgca ttagctagtt 

 241 ggtgaggtaa cggctcacca aggcaacgat gcatagccga cctgagaggg tgatcggcca 

 301 cactgggact gagacacggc ccagactcct acgggaggca gcagtaggga atcttccgca 

 361 atggacgaaa gtctgacgga gcaacgccgc gtgagtgatg aaggctttcg ggtcgtaaaa 

 421 ctctgttgtt agggaagaac aagtacaaga gtaactgctt gtaccttgac ggtacctaac 

 481 cagaaagcca cggctaacta cgtgccagca gccgcggtaa tacgtaggtg gcaagcgtta 

 541 tccggaatta ttgggcgtaa agcgcgcgca ggcggtttct taagtctgat gtgaaagccc 

 601 acggctcaac cgtggagggt cattggaaac tggggaactt gagtgcagaa gasaaaagcg 

 661 gaattccacg tgtagcggtg aaatgcgtag agatgtggag gaacaccagt ggcgaaggcg 

 721 gctttttggt ctgtaactga cgctgaggcg cgaaagcgtg gggagcaaac aggattagat 

 781 accctggtag tccacgccgt aaacgatgag tgctaagtgt tagagggttt ccgcccttta 

 841 gtgctgcagc taacgcatta agcactccgc ctggggagta cggtcgcaag actgaaactc 

 901 aaaggaattg acgggggccc gcacaagcgg tggagcatgt ggtttaattc gaagcaacgc 

 961 gaaaaacctt accaggtctt gacatcctct gacaactcta gagatagagc gttccccttc  

1021 ggggggacac agtgacaggt ggtgcatggt tgtcgtcagc tcgtgtcgtg agatgttggg 

1081 ttaagtcccg caacgagcgc aacccttgat cttagttgcc agcatttagt tgggcactcc 

1141 aaggtgactg ccggtgacaa atcggaggaa ggtggggatg acgtcaaatc atcatgcccc 

1201 ttatgacctg ggctacacac gtgctacaat ggatggtaca aagggctgca agaccgcaag 

1261 gtcaagccaa tcccataaaa ccattctcag ttcggattgt aggctgcaac tcgcctacat 

1321 gaagctggaa tcg 
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 
 
 นายจักราวุธ ไม้ทิพย์  เกิดวันที# 30 มีนาคม พ  .ศ  .  2529  ที#จังหวัดกรุงเทพฯ   ได้รับ
ปริญญาวิทยาศาสตรบณัฑิต สาขาจลุชีววิทยาอตุสาหกรรม จากภาควิชาชีววิทยาประยกุต์  คณะ
วิทยาศาสตร์  สถาบนัเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบงั  ในปีการศึกษา 2550   
และเข้าศึกษาต่อในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม ที#ภาควิชา      
จุลชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  ในปีการศึกษา 2551  ที#อยู่ปัจจุบนั  
49/125 ซอยนวมินทร์ 157  ถนนนวมินทร์ เขตบงึกุ่ม กรุงเทพฯ 10230 
 
ผลงานตีพิมพ์เผยแพร่ 
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ตลุาคม 2553 ณ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ วิทยาเขตตรัง ในหวัข้อเรื#อง  “Production of 
Polyhydroxyalkanoates from Cellulose Hydrolysates”  
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