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 Abstract 

  Polyhydroxybutyrate (PHB) is polyester produced by a variety of microbes under 
unbalanced nutrient conditions and stored as an intracellular carbon and energy material. 
However, the price of PHB is more expensive than petrochemical polymers produced from 
petrochemical industry due to the high cost of carbon source for cell growth. The aim of this 
study is to produce PHB using a cheap carbon source, crude glycerol, which is a major 
byproduct in the biodiesel manufacturing process. The effects of carbon and nitrogen 
sources on the biosynthesis of PHB were investigated. The crude glycerol samples of various 
sources affected the production of PHB. The suitable conditions for the PHB production 
were 10 g/L of crude glycerol (No.1) as a carbon source and 1.5 g/L of Beef extract and 2.5 
g/L of Peptone as nitrogen sources. The maximum PHB content of 23.59% was obtained 
from the ratio of C to N equal to 2.5:1 by weight under the cultivation growth time of 24h at 
37 °C. 
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บทคัดย่อ 

พอลิ-บีตา-ไฮดรอกซีบิวทีเรต (PHB) เป็นพอลิเอสเตอร์ที่ผลิตได้จากจุลินทรีย์หลายชนิดภายใต้สภาวะ

สารอาหารไม่สมดุล และสะสมไว้ภายในเซลล์ของจุลินทรีย์เพ่ือเป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงาน แต่ราคา

ของ PHB ยังคงแพงเมื่อเปรียบเทียบกับพอลิเมอร์จากอุตสาหกรรมปิโตรเคมี เนื่องจากราคาของแหล่งคาร์บอน

ที่ใช้เพาะเลี้ยง ดังนั้นวัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้คือผลิต PHB จากแหล่งคาร์บอนราคาถูก คือ       กลีเซอรอล

ดิบ ซึ่งเป็นผลพลอยได้จากการผลิตไบโอดีเซล โดยศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนต่อการผลิต PHB 

พบว่า แหล่งคาร์บอนมีผลต่อการผลิต PHB และภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิต PHB คือ ใช้กลีเซอรอลดิบ

หมายเลข 1 ความเข้มข้น 10 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอนและ Beef extract 1.5 กรัมต่อลิตร และ 

Peptone 2.5 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งไนโตรเจน ซึ่งคิดเป็นอัตราส่วนโดยน้ าหนักของคาร์บอนต่อไนโตรเจน 

เท่ากับ 2.5:1 ใช้เวลาในการเพาะเลี้ยง 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ได้ปริมาณ PHB content 

23.59% 

ค าส าคัญ : พลาสติกชีวภาพ พอลิ-บีตา-ไฮดรอกซีบิวทีเรต การผลิต กลีเซอรอล ไบโอดีเซล 
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บทที่ 1 

บทน า 
ความส าคัญ ท่ีมาของปัญหาที่ท าการวิจัย  

เนื่องจากน้ ามันเชื้อเพลิงที่ได้จากการสังเคราะห์จากปิโตรเลียมมีราคาเพ่ิมสูงขึ้น ท าให้ผู้บริโภคลด

อัตราการใช้น้ ามันประเภทนี้หรือใช้เชื้อเพลิงชนิดอ่ืนทดแทน นั่นคือ ไบโอดีเซล (Biodiesel) กระบวนการ

ผลิตไบโอดีเซลจะท าให้เกิดผลพลอยได้ (byproduct) หลายชนิด และ byproduct ที่ส าคัญ คือ กลีเซอรอล

ดิบ ซึ่งสามารถน ามาใช้ในการเป็นสารตั้งต้นในการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์เพ่ือการผลิตสารชีวภาพต่างๆ ต่อไปได้

หลายชนิด และปัจจุบันโลกมีการพัฒนาให้มีการผลิตพลาสติกที่สามารถย่อยสลายได้ (Biodegradable 

plastic) เช่น PHB (Poly-3-hydroxybutyrate) เป็นต้น เพ่ือน ามาใช้ทดแทนพลาสติกที่สังเคราะห์จากปิโตร

เคมีซึ่งย่อยสลายได้ยากกว่า โดยกระบวนการผลิตพลาสติกชนิดนี้จะเกิดขึ้นโดยจุลินทรีย์ตลอดทั้งกระบวนการ 

รวมถึงสามารถย่อยสลายได้โดยจุลินทรีย์ในสภาวะที่เหมาะสมได้เป็นน้ าและคาร์บอนไดออกไซด์ แต่เนื่องจาก

การผลิต PHB นี้ยังคงมีต้นทุนที่สูงอยู่มาก การใช้แหล่งอาหารของจุลินทรีย์ที่เหมาะสมและมีราคาถูก หรือเป็น

วัตถุดิบเหลือใช้จากภาคการเกษตร/ภาคอุตสาหกรรมจึงเป็นปัจจัยที่ส าคัญในการเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิต 

PHB ให้สูงขึ้น 

คณะผู้วิจัยได้เล็งเห็นถึงประโยชน์ที่ส าคัญของ PHB และศักยภาพของการผลิต PHB รวมถึงการเพ่ิม

มูลค่ากลีเซอรอลดิบที่ได้จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล จึงมุ่งเน้นการวิจัยไปที่การผลิต PHB จาก

เชื้อจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการผลิต PHB ในสภาวะที่เหมาะสมโดยใช้กลีเซรอลดิบเป็นแหล่งคาร์บอน 

และน าไปขยายผลการศึกษาต่อในด้านต่างๆ 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHB จากจุลินทรีย์โดยใช้กลีเซอรอลดิบเป็นแหล่งคาร์บอน 

2) ผลิต PHB โดยการหมักแบบไม่ต่อเนื่อง (Batch fermentation) ในสภาวะที่เหมาะสม โดย

ควบคุมค่าอัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อไนโตรเจน 

ขอบเขตของการวิจัย 

1) ศึกษาและเปรียบเทียบความเข้มข้นของกลีเซอรอลดิบต่อการผลิต PHB 
2) ศึกษาอัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อไนโตรเจนในการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ โดยใช้กลีเซอรอล

ดิบเป็นแหล่งคาร์บอนด้วยการหมักแบบไม่ต่อเนื่อง (Batch fermentation) เพ่ือให้ได้ความหนาแน่นของเซลล์
และ PHB ที่ผลิตได้มปีริมาณสูง 
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3) วิเคราะห์คุณสมบัติของกลีเซอรอลทางการค้า และกลีเซอรอลดิบที่เป็น byproduct จากการ
ผลิตไบโอดีเซล 

4) ศึกษาและเปรียบเทียบผลของกลีเซอรอลทางการค้า และกลีเซอรอลที่เป็น byproduct จาก
การผลิตไบโอดีเซลต่อการผลิต PHB  

5) ศึกษาและทดสอบคุณสมบัติเบื้องต้นของ PHB ที่ผลิตได้ 

ทฤษฎี สมมติฐาน และกรอบแนวความคิด (Conceptual Framework) ของโครงการวิจัย  

Poly-3-hydroxybutyrate หรือ PHB เกิดจากการสะสมภายในแกรนูลของจุลินทรีย์หลายชนิดเพ่ือ

เป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงานให้กับเซลล์ จุลินทรีย์ที่มีการสะสม PHB มีหลากหลายสายพันธุ์ เช่น 

Pseudomonas sp., Alcaligenes sp., Azotobacter sp., Bacillus sp., Rhizobium sp. เป็นต้น 

(Byrom, 1987) การสะสม PHB จะเกิดขึ้นเมื่อเซลล์เข้าสู่ระยะการเจริญเติบโตสูงสุด และมีแหล่งอาหารไม่

สมดุล เช่น แหล่งคาร์บอนมากเกินพอในขณะที่มีการจ ากัดสารอาหารบางชนิด (Anderson and Dawes, 

1990; Poirier et al., 1995) ปัญหาที่ส าคัญของการผลิต PHB ในระดับอุตสาหกรรม คือ ต้นทุนการผลิต PHB 

สูงเมื่อเปรียบเทียบกับการสังเคราะห์พลาสติกจากปิโตรเคมี สารตั้งต้นที่มีราคาถูกหรือการใช้วัตถุดิบเหลือใช้

จากภาคอุตสาหกรรมจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการแก้ปัญหาดังกล่าว และปัจจุบันการผลิตไบโอดีเซลมีอัตรา

เพ่ิมข้ึนอย่างรวดเร็ว อันเนื่องมาจากปัญหาราคาน้ ามันที่เพ่ิมสูงขึ้น ท าให้เกิด byproduct ได้จากกระบวนการ

ผลิตนี้อีกด้วย นั่นคือ กลีเซอรอลดิบ จากงานวิจัยของ Zhu และคณะ (2009) ได้ท าการผลิต PHB จาก 

Burkholderia cepacia ATCC 17759 โดยใช้กลีเซอรอลดิบเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่า ปริมาณ PHB ที่ได้ 

เท่ากับ 7.4 กรัมต่อลิตร และ Vibrio natriegens สามารถผลิต PHB ได้ 41% ของน้ าหนักเซลล์แห้ง และมี

ลักษณะเด่นอีกอย่างหนึ่ง คือ มีระยะเวลาในการแบ่งตัวสั้น (9.8 นาที) (Chien และคณะ, 2007) การ

เพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการผลิต PHB ภายใต้สภาวะที่เหมาะสมโดยการใช้สารตั้งต้นที่มี

ราคาถูกและผลิต PHB ได้ปริมาณมากจะเป็นการเพ่ิมศักยภาพการผลิต PHB ให้ก้าวหน้าในระดับอุตสาหกรรม

จนสามารถผลิตพลาสติกชนิดนี้น ามาใช้จริงได้ในอนาคต 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  

1) สามารถเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์โดยใช้กลีเซอรอลดิบเป็นแหล่งคาร์บอนเพ่ือผลิต PHB ได้ปริมาณ
มาก อีกทั้งยังเป็นการเพ่ิมมูลค่าเพ่ิมจากกลีเซอรอลดิบที่เป็นของเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล ได้
อีกทางหนึ่งด้วย 

2) เป็นแนวทางในการพัฒนาเพ่ือการผลิตในระดับอุตสาหกรรม จนสามารถน าพลาสติกชนิดนี้
ไปใช้ได้จริงในอนาคต 
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3) เป็นองค์ความรู้ในการวิจัยต่อไป  โดยมีกลุ่มเป้าหมาย คือ นักวิจัย นักวิชาการและผู้สนใจ
เรื่อง PHB 

4) บริการความรู้แก่ประชาชน โดยมีกลุ่มเป้าหมาย คือ ประชาชนจะได้รับความรู้ ความเข้าใจ
เกี่ยวกับพลาสติกชีวภาพ ตลอดจนประโยชน์ของการใช้พลาสติกชีวภาพ และหันมาใส่ใจกับสิ่งแวดล้อม 

5) น าไปสู่การผลิตเชิงพาณิชย์ โดยมีกลุ่มเป้าหมาย คือ โรงงานอุตสาหกรรรมพลาสติกชีวภาพ 
เพ่ือเป็นแนวทางท าไปสู่การพัฒนาผลิตภัณฑ์พลาสติกชีวภาพ และสามารถน าไปใช้ในการผลิตในเชิงพาณิชย์ได้ 

6) เพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิต โดยมีกลุ่มเป้าหมาย คือ การเพ่ิมประสิทธิภาพ การผลิต PHB 
เพ่ือการจ าหน่ายในตลาดภายในและต่างประเทศได้ 

7) สามารถเสนอผลงานวิจัยในการประชุมระดับชาติและนานาชาติได้  
8) สามารถตีพิมพ์ผลงานวิจัยลงในวารสารวิชาการระดับนานาชาติได้ 

แผนการถ่ายทอดเทคโนโลยี หรือผลการวิจัยสู่กลุ่มเป้าหมาย 

น าผลการวิจัยเผยแพร่สู่สาธารณชน โดยการเผยแพร่ในการประชุมวิชาการและการตีพิมพ์ใน

วารสารทางวิชาการทั้งภายในประเทศและระดับนานาชาติ ตลอดจนบริการความรู้แก่ภาคธุรกิจและ

อุตสาหกรรม โดยมีกลุ่มเป้าหมาย คือ การจัดอบรมถ่ายทอดความรู้เกี่ยวกับการผลิตพอลิ -บีตา-ไฮดรอกซีบิว

ทีเรต (PHB) เพ่ือน าไปสู่การผลิตพลาสติกชีวภาพในเชิงพาณิชย์ที่สามารถใช้ได้จริงในอนาคต 
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บทที่ 2 

ตรวจเอกสาร 
ในปี ค.ศ. 1925 Maurice Lemoigne ค้นพบ PHB เป็นครั้งแรก ณ สถาบันปาสเตอร์ กรุงปารีส โดย

การสกัด PHB ออกจาก Bacillus megaterium ด้วยคลอโรฟอร์ม (Doi, 1990) ซึ่งมีสูตรโครงสร้างดังรูป 2.1 
 

 
 

รูปที่ 2.1 สูตรโครงสร้างของ PHB (Sudesh และคณะ, 2000) 

จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า การสะสม PHB ภายในแกรนูล (granule) ของเซลล์นั้น (Byrom, 
1987; Amor และคณะ, 1991) เกิดได้ในเชื้อจุลินทรีย์หลายชนิด ทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและลบ หลากหลาย
สายพันธุ์ เช่น Pseudomonas sp., Alcaligenes sp., Azotobacter sp., Bacillus sp., Rhizobium sp. 
เป็นต้น (Byrom, 1987) PHB มีลักษณะเป็นก้อนกลมๆ คล้ายไขมัน ลอยอยู่ในไซโตพลาสซึมภายในเซลล์ของ
จุลินทรีย์  (ดังรูป 2.2) หลังจากเซลล์ตายและมีการแตกเซลล์ พอลิเมอร์จะถูกปล่อยออกมา (Doi, 1995) กลไก
การสะสม PHB จะท าหน้าที่เป็นเสมือนแหล่งคาร์บอนและพลังงานให้กับเซลล์ 

 

 
 

รูปที่ 2.2 ลักษณะของ PHB ที่สะสมอยู่ภายในแกรนูลของเซลล์ Alcaligenes eutrophus 
โดยกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอน (Wieczorek et al., 1995) 
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กระบวนการสังเคราะห์และสะสม PHB  จะเกิดขึ้นเมื่อเซลล์จุลินทรีย์ผ่านเข้าสู่ระยะการเจริญเติบโต

สูงสุดแล้ว ภายใต้ภาวะที่สารอาหารไม่สมดุล กล่าวคือมีแหล่งคาร์บอนมากเกินพอ แต่มีปัจจัยบางชนิดจ ากัด 

เช่น ออกซิเจน ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส แมกนีเซียม หรือ ซัลเฟอร์ เป็นต้น (Lee, 1996b;  Anderson และ 

Dawes, 1990; Poirier และคณะ, 1995) 

PHB สามารถสังเคราะห์ได้ถึง 80 เปอร์เซ็นต์ของน้ าหนักแห้งของแบคทีเรีย วิถีการสังเคราะห์ PHB 
ได้แสดงไว้ในรูปที่ 2.3 มีความเกี่ยวข้องกับสารตัวกลางที่เข้าสู่วัฏจักรเครปส์ โดยเริ่มต้นจากอะซิติลโคเอนไซม์
เอ เปลี่ยนเป็นอะซิโตอะซิติลโคเอนไซม์เอ และไฮดรอกซีบิวทิริลโคเอนไซม์เอ ด้วยการท างานของเอนไซม์ 
beta-ketothiolase (PhaA) และ acetoacetyl-CoA reductase (PhaB) ตามล าดับ หลังจากนั้นเกิด
กระบวนการพอลิเมอร์ไรเซชั่น ไฮดรอกซีบิวทิริล-โคเอนไซม์เอไปเป็น PHB โดยเอนไซม์ PHB synthase 
(PhaC) อย่างไรก็ตาม PHB ที่เกิดขึ้นสามารถถูกย่อยสลายด้วยเอนไซม์กลุ่ม PHA depolymerase 
 

 
 
รูปที่ 2.3 วิถีการสังเคราะห์ PHB และการย่อยสลายในแบคทีเรีย (Sudesh และคณะ, 2000) 
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ประเทศไทยประสบปัญหาเรื่องราคาน้ ามันเชื้อเพลิงที่มีราคาสูงขึ้นมาก โดยเฉพาะราคาน้ ามันดีเซล 

จึงท าให้มีการผลิตไบโอดีเซลขึ้นมาทดแทนเชื้อเพลิงดังกล่าว ไบโอดีเซลหรือเมทิลเอสเตอร์เป็นเชื้อเพลิง

ชีวภาพที่เป็นพลังงานหมุนเวียน ซึ่งสามารถใช้ทดแทนน้ ามันดีเซลได้ เนื่องจากมีสมบัติการเป็นเชื้อเพลิง

ใกล้เคียงกับน้ ามันดีเซลมากที่สุด นอกจากนี้ไบโอดีเซลยังเป็นพลังงานสะอาดซึ่งมีการปลดปล่อยมลภาวะน้อย

กว่าน้ ามันดีเซลโดยเฉพาะแก๊สซัลเฟอร์ไดออกไซด์ ไบโอดีเซลเกิดขึ้นจากการท าปฎิกริยาทางเคมีของน้ ามันพืช

หรือน้ ามันสัตว กับเมทานอลหรือเอทานอลโดยเรียกปฏิกิริยานี้ว่า ปฏิกิริยาทรานส์เอสเตอริฟิเคชัน 

(tranesterification) ซึ่งเป็นปฏิกิริยาระหว่างไตรกลีเซอไรด์ (triglyceride) ของไขมันสัตว์หรือน้ ามันพืชกับ

แอลกอฮอล์ โดยมีเบสเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา ส าหรับผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้น คือ เมทิลเอสเตอร์หรือไบโอดีเซล และได้

กลีเซอรอลดิบเป็น byproduct  ดังรูปที่ 2.4 

 

รูปที่ 2.4 กลีเซอรอลดิบที่เกิดจากการผลิตไบโอดีเซล (Ayoub และ Abdullah, 2012) 

กลีเซอรอลดิบที่เกิดจากการผลิตไบโอดีเซล สามารถน ามาใช้ในการเป็นสารตั้งต้นในการเพาะเลี้ยง

จุลินทรีย์เพ่ือการผลิตสารชีวภาพต่างๆ ต่อไปได้หลายชนิด เช่น  1, 3-propanediol, Citric acid, 

Docosahexaenoic acid, Lipids และ ผลิตพลาสติกที่สามารถย่อยสลายได้ (Biodegradable plastic) เช่น 

PHB (Poly-3-hydroxybutyrate) เป็นต้น (Yang และคณะ, 2012) ดังตารางที่ 2.1 
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ตารางท่ี 2.1 การประยุกต์ใช้กลีเซอรอลดิบ (Yang และคณะ, 2012) 
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ปัญหาส าคัญส าหรับการผลิต PHB คือมีต้นทุนการผลิตที่ค่อนข้างสูง การแก้ไขปัญหาดังกล่าวสามารถ

ท าได้โดยการใช้เชื้อจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพในการผลิต PHB ได้ปริมาณมาก โดยการใช้สารตั้งต้นราคาถูก 

เช่น ของเสียที่ได้จากการเกษตรหรือ byproduct จากกระบวนการอุตสาหกรรม การใช้กลีเซอรอลดิบเป็น

แหล่งคาร์บอนเพ่ือการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์เพื่อการผลิต PHB นั้นสามารถใช้ได้จริงและมีประสิทธิภาพสูง  (ดัง

ตารางที่ 2.2) ทางผู้วิจัยจึงได้เสนอโครงการวิจัยนี้ เพ่ือพัฒนากระบวนการผลิต PHB โดยจุลินทรีย์ให้มี

ประสิทธิภาพเพ่ิมข้ึนและเป็นการเพ่ิมมูลค่า byproduct ที่ได้จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล รวมทั้งสามารถ

น าไปประยุกต์ใช้ในระดับอุตสาหกรรม จนสามารถน าพลาสติกชนิดใหม่นี้ไปใช้ทดแทนพลาสติกสังเคราะห์ได้

ต่อไปในอนาคต 

ตารางท่ี 2.2 การผลิต PHB โดยใช้กลีเซอรอลชนิดต่างๆ (Posada และคณะ, 2011) 
Microorganism Carbon and nitrogen 

sourcea 
Maximum PHB 
accumulation (g/L) 

% of PHB  
(dry cell weight) 

Yield 
(gPHB/L h) 

Cupriavidus necator  
DSM 545 
Osmophillic organism 
Methylobacterium 
rhodesianum 
MB 126 
Ralstonia eutropha 
DMS 11348 
Cupriavidus necator  
JPM 134 
Escherichia coli CT 1061 
Escherichia coli 
(ATCC:PTA-1579) 

CG/(NH4)2SO4 
 
WG/YE 
CG/CH 
 
 
CG/CP 
CG/CA 
CG/(NH4)2SO4 
WG/( NH4)2SO4 
CG (microaireation) 
 
CG as the sole carbon 
source, and yeast extract 
and peptone as nitrogen 
source 

51.2 
38.1 
16.2 
11 
 
 
9.7 
17.6 
- 
- 
18.8 
 
- 

62 
50 
49.6 
50 
 
 
42 
65 
70 
48 
51 
 
60 
 

1.51 
1.1 
0.05 
0.23 
 
 
0.210 
0.39 
- 
- 
0.18 
 
- 
 

aCA: casaminoacids, CG: commercial glycerol, CH: casein hydrolysates, CP: casein peptone, WG: waste 
glycerol, YE: yeast extract. 
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บทที่ 3 

วิธีทดลอง 

3.1 การเตรียมหัวเชื้อจุลินทรีย์ตั้งต้น  
ถ่ายเชื้อจุลินทรีย์ที่เก็บรักษาบน NA slant (ที่มีกลีเซอรอลดิบเป็นแหล่งคาร์บอน) ลงในอาหารเหลว 

NB 5 มิลลิลิตร (ที่มีกลีเซอรอลดิบเป็นแหล่งคาร์บอน) บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นจึง
ถ่ายเชื้อจุลินทรีย์ลงในอาหารเหลว NB (ที่มีกลีเซอรอลดิบเป็นแหล่งคาร์บอน) ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วปริมาตร 
50 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุในขวดทรงกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร อีกครั้งด้วยวิธีการปลอดเชื้อ แล้วน าไปเลี้ยงบน
เครื่องเขย่าความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ปริมาณหัวเชื้อจุลินทรีย์ตั้ง
ต้นที่ใช้ส าหรับการทดลองแต่ละครั้งคือ 10 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร 

3.2 การศึกษาผลของปริมาณสารอาหารต่อการผลิต PHB 
การศึกษาผลของปริมาณสารอาหารต่อการผลิต PHB โดยการหมักแบบไม่ต่อเนื่อง (Batch 

fermentation) จะท าการทดลองในระดับขวดแก้วทรงกรวย โดยศึกษาปัจจัยต่างๆ ดังนี้ แหล่งของกลีเซอรอล
ดิบ ความเข้มข้นของกลีเซอรอลดิบ อัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจน และการใช้กลีเซอรอลทางการค้าและ
กลีเซอรอลดิบ ต่อการผลิต PHB รายละเอียดดังนี้ 

3.2.1 การศึกษาผลของแหล่งของกลีเซอรอลดิบ 
เพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ในขวดแก้วทรงกรวย โดยการถ่ายเชื้อจุลินทรีย์ตั้งต้นที่ผ่านการเจือจางแล้ว 

(ค่าการดูดกลืนแสงอยู่ในช่วง 0.7-0.8) ลงในอาหาร NA ที่มีกลีเซอรอลดิบจากแหล่งต่างๆ เป็นแหล่งคาร์บอน 
(ควบคุมความเข้มข้นเริ่มต้นที่ 5 g/L) ซึ่งผ่านการฆ่าเชื้อแล้วปริมาตร 50 มิลลิลิตร บรรจุในขวดทรงกรวย
ขนาด 250 มิลลิลิตร ด้วยวิธีปลอดเชื้อแล้วน าไปเลี้ยงบนเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิที่ 37 oC ความเร็วรอบ 
120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 4,000 rpm 
เป็นเวลา 15 นาที  น าตะกอนไปหาความหนาแน่นของเซลล์และวิเคราะห์ปริมาณ PHB ที่ผลิตได้ ทดลองซ้ า 3 
ครั้ง 

3.2.2 การศึกษาผลของความเข้มข้นของกลีเซอรอลดิบ 
ท าการทดลองตามข้อ 3.2.1 โดยเปลี่ยนความเข้มข้นของกลีเซอรอลดิบที่ใช้ ให้อยู่ในช่วง 0-15 g/L 
3.2.3 การศึกษาผลของอัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนต่อการผลิต PHB  
ท าการทดลองตามข้อ 3.2.1 โดยเปลี่ยนอัตราส่วนโดยน้ าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่ใช้ ให้

อยู่ในช่วงอัตราส่วน 0.625-2.5  
3.2.4 การศึกษาผลของกลีเซอรอลทางการค้า และกลีเซอรอลดิบที่เป็น byproduct จากการผลิตไบ

โอดีเซลต่อการผลิต PHB 
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ท าการทดลองตามข้อ 3.2.1 โดยเปรียบเทียบแหล่งคาร์บอนที่ใช้ระหว่างกลีเซอรอลทางการค้า และ
กลีเซอรอลดิบที่ได้จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล 

3.3 การวัดปริมาณเซลล์ 
ปั่นแยกเซลล์จากน้ าหมัก 5 มิลลิลิตร ด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 4,000 รอบต่อนาที นาน 

10 นาที เก็บส่วนของตะกอนเซลล์ไว้ ล้างตะกอนเซลล์ด้วยน้ ากลั่น โดยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วและเวลาเท่า
เดิม จากนั้นเติมน้ ากลั่น 5 มิลลิลิตร ท าการกระจายเซลล์ให้เข้ากัน น าสารละลายเซลล์ไปวัดค่าการดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร แล้วหาปริมาณเซลล์จากกราฟมาตรฐาน 

หมายเหตุ วิเคราะห์ซ้ า 3 ครั้ง 

3.4 การวิเคราะห์หาปริมาณ PHB  
 วิธีการสกัดแยก PHB 

ปั่นแยกเซลล์จากน้ าหมัก 5 มิลลิลิตร ด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 4,000 รอบต่อนาที นาน 
10 นาที เก็บส่วนของตะกอนเซลล์ไว้ แล้วเติมสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรด์ 1 มิลลิลิตร จากนั้นทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้อง นาน 1 ชั่วโมง เติมน้ ากลั่นลงไป 4 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน จากนั้นเติมคลอโรฟอร์ม 5 มิลลิลิตร 
ต้มในน้ าเดือด 30 วินาที ทิ้งไว้ให้เย็น ดูดสารละลายในชั้นของคลอโรฟอร์มใส่หลอดแก้วฝาเกลียวที่มีขีดบอก
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เติมคลอโรฟอร์มจนครบปริมาตร 10 มิลลิลิตร PHB จะอยู่ในคลอโรฟอร์ม เก็บส่วนนี้ไว้
วิเคราะห์ปริมาณ PHB ต่อไป 
 การวิเคราะห์หาปริมาณ PHB  

น าสารละลาย PHB ที่สกัดได้มา 1 มิลลิลิตร ปล่อยให้ระเหยจนแห้ง เติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 3 
มิลลิลิตร ต้มในน้ าเดือด 10 นาที ทิ้งให้เย็น จึงน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 235 นาโนเมตร แล้วหาปริมาณ 
PHB จากกราฟมาตรฐาน 

หมายเหตุ วิเคราะห์ซ้ า 3 ครั้ง 

3.5 การวิเคราะห์หาปริมาณ PHB content 
 การหาปริมาณ PHB content ท าได้โดยการเทียบอัตราส่วนระหว่างปริมาณ PHB (กรัมต่อลิตร) ต่อ
น้ าหนักเซลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร) ในหน่วยของเปอร์เซนต์  

3.6 การวิเคราะห์คุณสมบัติกลีเซอรอลทางการค้า และกลีเซอรอลท่ีได้จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล 
 ท าได้โดยการวิเคราะห์ด้วย HPLC (Cavalheiro และคณะ, 2009) 

3.7 การทดสอบคุณสมบัติเบื้องต้นของ PHB ที่ผลิตได้ 
 ท าการสกัด PHB ออกจากเซลล์และท าให้บริสุทธิ์ จากนั้นทดสอบคุณสมบัติเบื้องต้นของ PHB ที่ผลิต
ได้  
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บทที่ 4 

ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 

การศึกษาผลของปริมาณสารอาหารต่อการผลิต PHB โดยการหมักแบบไม่ต่อเนื่อง (Batch 

fermentation) จะท าการทดลองในระดับขวดแก้วทรงกรวย โดยศึกษาปัจจัยต่างๆ ดังนี้ แหล่งของกลีเซอรอล

ดิบ ความเข้มข้นของกลีเซอรอลดิบ อัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจน และการใช้กลีเซอรอลทางการค้าและ

กลีเซอรอลดิบ ต่อการผลิต PHB รายละเอียดดังนี้ 

4.1 การศึกษาผลของแหล่งของกลีเซอรอลดิบต่อการผลิต PHB  

 กลีเซอรอลดิบที่ใช้ในการทดลองเพ่ือศึกษาผลของแหล่งของกลีเซอรอลดิบต่อการผลิต PHB ในระดับ

ขวดแก้วทรงกรวย มาจากโรงงานผลิตไบโอดีเซล จ. พระนครศรีอยุธยา และบริษัทวีระสุวรรณ จ ากัด จ. 

สมุทรสาคร รูปที่ 4.1 และตารางที่ 4.1 ลักษณะทางกายภาพเบื้องต้นของกลีเซอรอลดิบทั้ง 3 หมายเลข ดังรูป

ที่ 4.1 จากนั้นน าตัวอย่างทั้งหมดไปวิเคราะห์องค์ประกอบด้วยเครื่อง HPLC ได้ผลดังรูปที่ 4.2 เมื่อ

เปรียบเทียบรูปที่ 4.2 พบว่ากลีเซอรอลดิบหมายเลข 2 มีสิ่งเจือปนอยู่ด้วย เนื่องจากเป็นกลีเซอรอลดิบที่ไม่

ผ่านการกลั่นเอทานอล จึงอาจมีเอทานอลปนอยู่ได้ ในขณะที่กลีเซอรอลดิบหมายเลข 1 และ 3 ไม่พบ

สิ่งเจือปน ซึ่งการมีสิ่งเจือปนมากหรือน้อยนี้ ขึ้นอยู่กับแหล่งที่มา ตลอดจนวิธีการเตรียมกลีเซอรอลดิบ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.1 กลีเซอรอลดิบจากบริษัทวีระสุวรรณ จ ากัด 

น้ ามันพืชที่ผ่านการใช้แล้ว กระบวนการผลิตไบโอดีเซล 

กลีเซอรอลดิบ 2 

หอกลั่นเอทานอล 

กลีเซอรอลดิบ 3 
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ตารางท่ี 4.1 แหล่งที่มาของกลีเซอรอลดิบที่ใช้ในการทดลอง 

หมายเลข แหล่งที่มา ข้อมูลเบื้องต้น 

1 
โรงงานผลิตไบโอดีเซล 
จ. พระนครศรีอยุธยา 

สีใส ไม่มีตะกอน เหลว 

2 บริษัท วีระสุวรรณ จ ากัด 
จ. สมุทรสาคร 

สีน้ าตาลเข้ม หนืด มีตะกอน ไม่ผ่านการกลั่นเอทานอล 
3 สีน้ าตาล เมื่อตั้งทิ้งไว้จะแยกชั้น ผ่านการกลั่นเอทานอล 

 

 

 

 
 

รูปที่ 4.2 ลักษณะทางกายภาพเบื้องต้นของกลีเซอรอลดิบที่ใช้ในการทดลอง 
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รูปที่ 4.3 องค์ประกอบของกลีเซอรอลดิบเมื่อวิเคราะห์ เครื่อง HPLC 

จากการทดลองศึกษาผลของแหล่งของกลีเซอรอลดิบต่อการผลิต PHB โดยเชื้อ C5 (พิมพ์ชนก, 
2558, Piwpan และคณะ, 2015) โดยการถ่ายเชื้อจุลินทรีย์ตั้งต้นที่ผ่านการเจือจางแล้ว (ค่าการดูดกลืนแสง
อยู่ในช่วง 0.7-0.8) ลงในอาหาร NA ที่มีกลีเซอรอลดิบจากแหล่งต่างๆ เป็นแหล่งคาร์บอน (ควบคุมความ
เข้มข้นเริ่มต้นที่ 5 กรัมต่อลิตร) ซึ่งผ่านการฆ่าเชื้อแล้วปริมาตร 50 มิลลิลิตร บรรจุในขวดทรงกรวยขนาด 250 
มิลลิลิตร ด้วยวิธีปลอดเชื้อแล้วน าไปเลี้ยงบนเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิที่ 37 oC ความเร็วรอบ 120 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 4,000 rpm เป็นเวลา 
15 นาที  น าตะกอนไปหาความหนาแน่นของเซลล์และวิเคราะห์ปริมาณ PHB ที่ผลิตได้ ทดลองซ้ า 3 ครั้ง 
พบว่าเชื้อ C5 สามารถเจริญและผลิต PHB เมื่อใช้กลีเซอรอลดิบหมายเลข 1 และ 3 เป็นแหล่งคาร์บอน โดย
จะมี PHB content เป็น 7 และ 4 % ตามล าดับ ในขณะที่เชื้อ C5 ไม่สามารถเจริญและผลิต PHB ได้เมื่อ
เพาะเลี้ยงในอาหารที่มีกลีเซอรอลดิบหมายเลข 2 เป็นแหล่งคาร์บอน ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากกลีเซอรอลดิบ
หมายเลข 2 มีเอทานอลผสมอยู่ ซึ่งส่งผลยับยั้งการเจริญของเชื้อ C5 ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับงานวิจัย
ของ Mothes และคณะ (2007) ที่รายงานว่าเมื่อใช้กลีเซอรอลดิบจากแหล่งต่างๆ เพ่ือผลิต PHB จากเชื้อ 
Cupriavidus necator จะให้ปริมาณ PHB ที่แตกต่างกันขึน้กับแหล่งกลีเซอรอลดิบที่ใช้  

ดังนั้นในการทดลองต่อไปจะใช้กลีเซอรอลดิบหมายเลข 1  เพ่ือศึกษาผลของความเข้มข้นของแหล่ง

คาร์บอนต่อการผลิต PHB 

Crude Glycerol 1 Crude Glycerol 2 

Crude Glycerol 3 Pure  Glycerol  
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4.2 การศึกษาผลของความเข้มข้นของกลีเซอรอลดิบต่อการผลิต PHB  

ในการทดลองนี้จะเพาะเลี้ยงเชื้อ C5 ในอาหาร NB ที่มีกลีเซอรอลดิบหมายเลข 1  เป็นแหล่ง
คาร์บอน โดยเปลี่ยนความเข้มข้นของกลีเซอรอลดิบที่ใช้ ให้อยู่ในช่วง 0-15 กรัมต่อลิตร ได้ผลการทดลองดัง
รูปที่ 4.4 พบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อ C5 ในกลีเซอรอลดิบแต่ละความเข้มข้น (2.5-15 กรัมต่อลิตร) เชื้อมีการ
เจริญเติบโตใกล้เคียงกัน (ระหว่าง 0.55-0.65 กรัมต่อลิตร) และมีปริมาณมากที่สุด         เมื่อใช้ความเข้มข้น
กลีเซอรอล 5 กรัมต่อลิตร ในขณะที่เมื่อไม่มีการเติมกลีเซอรอลดิบเชื้อไม่ค่อยเจริญเติบโต (0.25 กรัมต่อลิตร) 
การสะสมของ PHB จะเพ่ิมข้ึนเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของกลีเซอรอลดิบจนกระทั่งได้ PHB สูงสุด (62 µg/mL) ที่
ความเข้มข้นของกลีเซอรอลดิบ 10 กรัมต่อลิตร เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของกลีเซอรอลดิบเป็น 15 กรัมต่อลิตร 
จะส่งผลให้การสะสม PHB ลดลง อาจเนื่องมาจากเกิดการยับยั้งจากสารตั้งต้น จากนั้นหาปริมาณ PHB 
content ท าได้โดยการเทียบอัตราส่วนระหว่างปริมาณ PHB (กรัมต่อลิตร) ต่อน้ าหนักเซลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร) 
ในหน่วยของเปอร์เซนต์ และเมื่อคิดเป็นปริมาณ % PHB content ของเชื้อ C5 พบว่ามีปริมาณเพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ 
แปรผันตามความเข้มข้นของกลีเซอรอล  ซ่ึงมีปริมาณมากที่สุดที่กลีเซอรอล 10 กรัมต่อลิตรเช่นเดียวกัน โดยมี 
PHB content 11% ดังนั้นในการทดลองต่อไป จะใช้กลีเซอรอลดิบความเข้มข้น 10 กรัมต่อลิตร เพ่ือศึกษาผล
ของอัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนต่อการผลิต PHB  
 จากการทดลองของ Mothes และคณะ (2007) พบว่าเมื่อเพาะเลี้ยง Cupriavidus necator JMP 

134 ในอาหารที่มีกลีเซอรอลดิบ และ 5.5 % NaCl เซลล์สามารถผลิต PHB ได้ PHB content 48 % ในขณะ

ที่ Sindhu และคณะ (2007) ได้เพาะเลี้ยงเชื้อ Bacillus sphaericus NII 0838 ในอาหารที่มีกลีเซอรอลดิบ

เป็นแหล่งคาร์บอนเพียงอย่างเดียว ช่วงความเข้มข้น 1-5% (v/v) พบว่าที่ความเข้มข้น 1% จะได้ PHB yield 

สูงที่สุด และท่ีความเข้มข้นของสารตั้งต้นสูงขึ้นจะเกิดการยับยั้งการผลิต PHB นอกจากนี้ยังมีการใช้กลีเซอรอล

ดิบเป็นแหล่งคาร์บอนเพ่ือการผลิต PHB โดยเชื้อจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ แสดงดังตารางที่ 4.2 

ตารางท่ี 4.2 การเปรียบเทียบการผลิต PHB โดยเชื้อจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ ซึ่งใช้กลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอน 

Microorganism Carbon source Concentration % PHB References 

Osmophilic organism Waste glycerol - 49.6 Koller และคณะ (2005) 

Cupriavidus necator JMP134 Crude glycerol  48 Mothes และคณะ (2007) 

Cupriavidus necator JPM134 Waste glycerol  - 48 Shen และคณะ (2009) 

Cupriavidus necator Crude Glycerol - 38 Cavalheiro  และคณะ (2009) 
Bacillus spp. Crude glycerol 2% (v/v) 13.3gm/ 

100 ml 
Sathianachiyar และ Devaraj 
(2013) 

Pseudomonas Crude glycerol 2% (v/v) 11.2gm/ 
100 ml 

Sathianachiyar และ Devaraj 
(2013) 

strain C5 Crude Glycerol 10 g/L 11 This study 
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รูปที่ 4.4  ผลของความเข้มข้นของกลีเซอรอลดิบต่อการผลิต PHB 
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4.3 การศึกษาผลของอัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนต่อการผลิต PHB  
ในการทดลองนี้จะเพาะเลี้ยงเชื้อ C5 ในอาหาร NB ที่มีกลีเซอรอลดิบหมายเลข 1  เป็นแหล่ง

คาร์บอน ที่มีความเข้มข้น 10 กรัมต่อลิตรและเปลี่ยนอัตราส่วนโดยน้ าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่
ใช้ ให้อยู่ในช่วงอัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อไนโตรเจนเป็น 0.625-2.5  ดังตารางที่ 4.3 ได้ผลการทดลองดัง
รูปที่ 2.5  
 
ตารางท่ี 4.3 อัตราส่วนโดยน้ าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่ใช้เปรียบเทียบการผลิต PHB  

แหล่งคาร์บอน (g/L) 
แหล่งไนโตรเจน (g/L) อัตราส่วนโดยน้ าหนักของแหล่ง

คาร์บอนต่อไนโตรเจน Beef extract  Peptone  

10 0 0 non-N 

10 1.5 2.5 2.5 

10 3.0 5.0 1.25 

10 4.5 7.5 0.83 

10 6.0 10.0 0.625 

 

 เมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อ C5 ในอาหาร NB ที่มีการเปลี่ยนอัตราส่วนโดยน้ าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อ

ไนโตรเจน และค านวณหาปริมาณ PHB content โดยการเทียบอัตราส่วนระหว่างปริมาณ PHB (กรัมต่อลิตร) 

ต่อน้ าหนักเซลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร) ในหน่วยของเปอร์เซนต์ และเมื่อคิดเป็นปริมาณ % PHB content พบว่า

เชื้อ C5 สะสม PHB ได้สูงที่สุด (%PHB content เท่ากับ 23.59%) ทีอั่ตราส่วนโดยน้ าหนักของแหล่งคาร์บอน

ต่อไนโตรเจน เท่ากับ 2.5 (ประกอบด้วยกลีเซอรอล 10 กรัมต่อลิตร, Beef extract 1.5 กรัมต่อลิตร และ 

Peptone 2.5 กรัมต่อลิตร) เมื่ออัตราส่วนโดยน้ าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจนลดลงจะส่งผลให้การ

สะสม PHB ลดลงเหลือประมาณ 10-13 %PHB content  
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รูปที่ 2.5  ผลของอัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนต่อการผลิต PHB 
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non-N          2.5:1          1.25:1        0.83:1       0.625:1 

non-N          2.5:1          1.25:1        0.83:1       0.625:1 

non-N          2.5:1          1.25:1        0.83:1       0.625:1 
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4.4 การศึกษาผลของกลีเซอรอลทางการค้า และกลีเซอรอลดิบที่เป็น byproduct จากการผลิตไบโอ
ดีเซลต่อการผลิต PHB 

ในการทดลองนี้จะเพาะเลี้ยงเชื้อ C5 ในอาหาร NB ที่มีกลีเซอรอลดิบและกลีเซอรอลทางการค้า เป็น
แหล่งคาร์บอน ที่มีความเข้มข้น 10 กรัมต่อลิตรและอัตราส่วนโดยน้ าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่ใช้ 
คือ 2.5:1 (ประกอบด้วย Beef extract 1.5 กรัมต่อลิตร และ Peptone 2.5 กรัมต่อลิตร) ได้ผลการทดลองดัง
ตารางที่ 4.3 จะเห็นว่าเมื่อใช้กลีเซอรอลทางการค้าเป็นแหล่งคาร์บอนจะให้ %PHB content ที่สูงกว่าเมื่อใช้
กลีเซอรอลดิบเป็นแหล่งคาร์บอน ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Cavalheiro และคณะ (2009) พบว่าการ
เพาะเลี้ยง Cupriavidus necator ด้วยกลีเซอรอลทางการค้าจะผลิต PHB ได้มากว่าเมื่อใช้กลีเซอรอลดิบเป็น
แหล่งคาร์บอน 

ตารางท่ี 4.3 เปรียบเทียบการผลิต PHB จากแหล่งคาร์บอนต่างๆ 

Carbon source 
Cell dry weight 

(g/L) 
PHB concentration 

(µg/mL) 
%PHB content 

Crude glycerol 0.32 75.50 23.59 
Commercial glycerol  0.28 85.76 30.63 

แต่อย่างไรก็ถามถึงแม้ว่าการใช้กลีเซอรอลทางการค้าเป็นแหล่งคาร์บอนจะให้ %PHB content ที่สูง
กว่า    ก็ต้องค านึกถึงราคาของต้นทุนของการผลิต PHB ด้วย     ซึ่งกลีเซอรอลทางการค้าจะมีราคาแพงกว่า
กลีเซอรอลดิบมาก เนื่องจากกลีเซอรอลดิบเป็นผลได้จากการผลิตไบโอดีเซล จึงไม่ต้องเสียเงินในส่วนของราคา
ของแหล่งคาร์บอน ท าให้ต้นทุนในการผลิต PHB ลดลง  

 
4.5 การตรวจสอบคุณสมบัติเบื้องต้นของ PHB ที่ผลิตโดยเครื่อง FTIR  

 การทดลองนี้ตรวจสอบ PHB ที่ผลิตจากเชื้อ C5 เพ่ือวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีเปรียบเทียบระหว่าง

การใช้กลีเซอรอลทางการค้าและกลีเซอรอลดิบเป็นแหล่คาร์บอนโดยเครื่อง FTIR เมื่อน า PHB ที่ผลิตได้จาก

เชื้อ C5 มาวิเคราะห์คุณสมบัติเบื้องต้นด้วยวิธี FTIR (รูปที่ 2.6) พบว่า FTIR spectra ของ PHB มีพีคเกิดขึ้น

บริเวณ 3437-3438 cm-1 ซึ่งแสดงถึงกลุ่มของ OH-hydroxyl ของ alcohol ที่เป็นองค์ประกอบของพอลิ

เมอร์ PHB และพีคท่ี 2973-2974 และ 2930-2931 cm-1 เป็นผลมาจาก stretching sp3 ของ CH3 และ CH2 

ตามล าดับ นอกจากนี้พีคบริเวณ 1722-1726 cm-1 แสดงให้เห็นว่า PHB ที่ผลิตจากเชื้อ C5 มี ester 

carbonyl group อยู่ด้วย 
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รูปที่ 2.6 FTIR spectra ของ PHB เมื่อใช้ (ก) กลีเซอรอลดิบ และ (ข) กลีเซอรอลทางการค้า เป็นแหล่คาร์บอน 

(ก) 

(ข) 
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลอง 

จากการศึกษาผลของปริมาณสารอาหารต่อการผลิต PHB โดยการหมักแบบไม่ต่อเนื่อง (Batch 

fermentation) ในระดับขวดแก้วทรงกรวย โดยศึกษาปัจจัยต่างๆ ดังนี้ แหล่งของกลีเซอรอลดิบ ความเข้มข้น

ของกลีเซอรอลดิบ อัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจน และการใช้กลีเซอรอลทางการค้าและกลีเซอรอลดิบ 

ต่อการผลิต PHB สามารถสรุปผลการทดลองได้ดังนี้ 

1. แหล่งของกลีเซอรอลดิบที่ใช้เป็นแหล่งคาร์บอนมีผลต่อการผลิต PHB พบว่ากลีเซอรอลดิบ

หมายเลข 1 สามารถผลิต PHB ได้สูงที่สุด 7 % PHB content  

2. เมื่อศึกษาผลของความเข้มข้นของกลีเซอรอลดิบต่อการผลิต PHB พบว่ากลีเซอรอลดิบความ

เข้มข้น 10 กรัมต่อลิตร สามารถผลิต PHB ได้ดีที่สุด 11 % PHB content 

3. เมื่อใช้กลีเซอรอลดิบความเข้มข้น 10 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งคาร์บอน และ Beef extract 1.5 

กรัมต่อลิตร และ Peptone 2.5 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งไนโตรเจน คิดเป็นอัตราส่วนระหว่าง

คาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 2.5:1 สามารถผลิต PHB ได้ดีที่สุด 23.59 % PHB content 

4. เมื่อใช้กลีเซอรอลทางการค้าเป็นแหล่งคาร์บอนจะสามารถผลิต PHB ได้มากกว่าการใช้กลีเซ

อรอลดิบเป็นแหล่งคาร์บอน 

  

  

ข้อเสนอแนะ 

จากผลการทดลองจะเห็นว่าการเพาะเลี้ยงเชื้อ C5 ในระดับขวดแก้วทรงกรวย สามารถเพ่ิมปริมาณ

การผลิต PHB ได้ด้วยปัจจัยต่างๆ ที่ศึกษา แต่อย่างไรก็ตามการทดลองนี้ยังให้ปริมาณ PHB น้อย เมื่อ

เปรียบเทียบกับเชื้อสายพันธุ์อ่ืน  ท าให้ยังไม่มีความคุ้มทุนของงานวิจัยนี้ ซึ่งแนวทางการแก้ไขอาจท าได้โดย

พัฒนาการเพาะเลี้ยงแบบกะหรือกึ่งกะในระดับถังหมัก ซึ่งมีระบบควบคุมที่ดีกว่า เพ่ือให้ได้ผลผลิต PHB ที่เพ่ิม

มากขึ้น จะได้น างานวิจัยนี้ไปต่อยอดในภาคอุตสาหกรรมได้ในอนาคตต่อไป 

 นอกจากนี้ควรวิเคราะห์ปัจจัยต่างๆ ให้ครอบคลุม เพื่อตีพิมพ์ในวารสาร                                                                                                                            
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ภาคผนวก 
 

1. การเตรียมอาหารส าหรับการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์   
NB ใน 1 ลิตร มีองค์ประกอบดังนี้ 

Beef extract 28 กรัม 
 Peptone 2.5 กรัม 
ฆ่าเชื้อด้วยความร้อนจากไอน้ าที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
หมายเหตุ *เติมในกรณีที่ต้องการเตรียมเป็นอาหารแข็ง (NA agar plate และ NA agar 

slant) จะต้องละลายส่วนผสมทั้งหมดให้เข้ากันก่อน ยกเว้นผงวุ้น แล้วเติมผงวุ้น (15 กรัม) พร้อมให้
ความร้อนจนผงวุ้นละลายเป็นเนื้อเดียวกับสารละลาย ก่อนน าไปฆ่าเชื้อ 
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2. กราฟมาตรฐานน้ าหนักเซลล์ 
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3. กราฟมาตรฐานพอลิ-บีตา-ไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) 
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