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The aims of this work were to screen newly isolated bacteria from soils 

contaminated with cooking oil for efficient production of polyhydroxyalkanoates (PHAs) 

from waste glycerol, a by product from biodiesel industry where the substrate was 

derived from used-cooking oil. The consortium of bacteria capable of growing in 

medium containing waste glycerol was enriched. Four axenic cultures were obtained 

based on comparative staining of PHAs granules using Nile blue A staining and Sudan 

Black B staining methods. The 16S rRNA gene analysis of these bacteria showed that 

the strain ASC1 exhibited 94.89% similarity to Acinetobacter baumannii RM4 and was 

named Acinetobacter sp. ASC1 . The strain ASC2 exhibited 99.18% similarity to 

Pseudomonas mendocina DS0601-FX and was named Pseudomonas sp. ASC2. The 

strain ASC3 exhibited 99.24% similarity of Enterobacter sp. BSRA2 and was named 

Enterobacter sp. ASC3. The strain ASC4 exhibited 98.40% similarity of Bacillus subtilis 

lAM 12118T and was named Bacillus sp. ASC4 . Effect of total organic carbon and mole 

ratio of carbon to nitrogen were investigated in shake flask cultivation. The GC analysis, 

1 13 1 
H-NMR, C-NMR, and 2D- H-COSY spectroscopy results were demonstrated that all 

isolated bacteria produced PHAs consisting of 3-hydroxyoctanoate (3HO) and 3-

hydroxydecanoate (3HD) from crude waste glycerol. Among them, Pseudomonas sp. 

ASC2 accumulated the highest content of PHAs 61 .80 %wt with 3HO 14.69 mol% and 

3HD 85.31 mol% and the residual biomass of 8.51 giL was obtained at 24 h. The Mw of 

produced PHAs obtained from Acinetobacter sp. ASC1, Pseudomonas sp. ASC2, 

Enterobacter sp. ASC3, and Bacillus sp. ASC4 were 1,222 525 752 and 1,433 Da. 
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ลิตร) ปริมาณ PHA (เปอรเซ็นตของน้ําหนักเซลลแหง) และปริมาณน้ําตาล
กลูโคสที่ลดลง (กรัมตอลิตร) ของ Bacillus sp. ASC4 เม่ือเล้ียงในอาหารเพื่อ
การผลิต PHA ที่มีน้ําตาลกลูโคส 20 กรัมตอลิตร และมีอัตราสวนคารบอนตอ
ไนโตรเจนเทากับ 200..………………………………..…………………………
ปริมาณคารบอนทั้งหมดในของเสียอินทรีย (กรัมตอลิตร) ในอาหารเพื่อการ
ผลิต PHA ในภาวะที่มีปริมาณคารบอนในของเสียอินทรียเทากับ 10 กรัมตอ
ลิตร อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 200 เมื่อเล้ียงดวย 
Pseudomonas sp. ASC2 และ Bacillus sp. ASC4…………………………..
ลักษณะของพอลิเมอรที่สกัดไดจาก Pseudomonas sp. ASC2 เม่ือเล้ียงใน
อาหารเพื่อการผลิต PHAs ที่มีปริมาณคารบอนในของเสียอินทรียเทากับ 10 
กรัมตอลิตร อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 200……………….……... 
สเปกตรัมของ PHAs ที่ผลิตจาก Acinetobacter  sp. ASC1  Pseudomonas 
sp. ASC2  Enterobacter sp. ASC3 และ Bacillus sp. ASC4 จาก  1H-NMR 
ความถี่ 500 MHz ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (A; ASC1  B; ASC2  C; 
ASC3 และ D; ASC4)……………………………………………………….…..
สเปกตรัมของ PHAs ที่ผลิตจาก Pseudomonas sp. ASC2 จาก 2D-1H–
COSY ความถี่ 400 MHz ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส………….………….… 
สเปกตรัมของ PHAs ที่ผลิตจาก Pseudomonas sp. ASC2 จาก  13C-NMR 
ความถี่ 500 MHz ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส……………………………….. 
โครงสรางของ PHAs ที่ผลิตไดจาก Acinetobacter  sp. ASC1  
Pseudomonas sp. ASC2  Enterobacter sp.  ASC3 และ Bacillus sp. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

ปจจุบัน “พลาสติก” กลายเปนผลิตภัณฑที่มีบทบาทในชีวิตประจําวันของมนุษย สามารถ
พบเห็นไดในทุกที่ทุกแหง และมีแนวโนมเพิ่มมากข้ึนเร่ือยๆ โดยพบวาทั่วโลกมีการใชพลาสติกจาก
อุตสาหกรรมปโตรเคมีมากข้ึนอยางรวดเร็วจาก 1.5 ลานตันในป 1950 เปน 245 ลานตันในป 
2008 (Chanprateep, 2010) ทั้งนี้เพราะวาพลาสติกมีคุณสมบัติเชิงวัสดุที่ไดเปรียบหลายประการ 
ที่เหมาะจะนําไปแปรรูปเปนผลิตภัณฑตางๆ  แตดวยสมบัติที่ทนทาน ไมสลายตัวและยากตอการ
นํามารีไซเคิล จึงกอเกิดปญหาในการกําจัดภายหลังจากการใชสอย ผลที่เห็นไดโดยตรงคือ 
มลภาวะที่มาจากกองขยะซึ่งเปนแหลงปฏิกูลและเปนที่สะสมของเชื้อโรค ทําใหเกิดอันตรายตอ
ส่ิงมีชีวิตในบริเวณใกลเคียง (Narayan, 1993) เนื่องจากพลาสติกจากปโตรเคมีคงสภาพอยูใน
ธรรมชาติไดนานเพราะจุลินทรียในดินไมสามารถยอยสลายได และเมื่อนํามาเผาทําลายก็จะได
กาซคารบอนไดออกไซดที่ทําใหเกิดภาวะเรือนกระจก  การพัฒนาพลาสติกชีวภาพที่สามารถถูก
ยอยสลายได เพื่อใชทดแทนพลาสติกสังเคราะหอาจชวยลดปญหาดังกลาว ประเทศตางๆ ทั่วโลก
โดยเฉพาะกลุมสหภาพยุโรปมีการรณรงคและออกกฎหมายบังคับใหมีการใชวัสดุที่ถูกยอยสลาย
ไดงายหรือเปนผลิตภัณฑที่ทํามาจากวัสดุธรรมชาติแทน อยางไรก็ตามดวยลักษณะจําเพาะของ
พลาสติกที่มีน้ําหนักเบา ความแข็งแรง ทนทาน สะดวกในการใช ถือหิ้ว หาไดงาย ตลอดจนมีความ
ทนทาน สามารถทําไดหลากหลายรูปแบบ และที่สําคัญคือมีราคาถูกกวาวัสดุประเภทอ่ืน จึงเปน
การยากที่จะใชผลิตภัณฑอ่ืนเขามาแทนที่พลาสติกได ประเทศตางๆ ทั่วโลกมีการพัฒนาวิธีการ
ผลิตพลาสติกชีวภาพอยางตอเนื่องรวมทั้งประเทศไทย พลาสติกชีวภาพที่ไดรับการพัฒนาจน
สามารถนํามาใชประโยชนในบางรูปแบบผลิตภัณฑ ไดแก พลาสติกผสมแปง พอลิแลคติกแอซิด 
(Polylactic acid, PLA) เปนตน ตัวอยางการใชประโยชนจากพลาสติกชีวภาพในปจจุบัน ไดแก ใช
เปนแคปซูลบรรจุยา เปนบรรจุภัณฑอาหารและบรรจุภัณฑทั่วไป กระถางตนไม สวนประกอบของ
ยานยนต รวมถึงสวนประกอบของคอมพิวเตอร ในอนาคตแนวโนมการนําพลาสติกชีวภาพมาใช
นาจะขยายตัวสูงข้ึน อยางไรก็ตาม พลาสติกผสมแปงและ PLA ไมสามารถถูกยอยสลายไดอยาง
สมบูรณ  ดังนั้น จึงมีงานวิจัยอยางตอเนื่องในการพัฒนา  พอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต 
(polyhydroxyalkanoate, PHA) และอนุพันธของมัน (Madison และ Huisman, 1999) เนื่องจาก
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เปนพลาสติกชีวภาพที่ไดรับการยอมรับวาสามารถถูกยอยสลายไดอยางสมบูรณภายใตภาวะ
มาตรฐานที่กําหนด  

PHAs เปนพอลิเอสเทอรที่จุลินทรียบางชนิดสรางและสะสมภายในแกรนูลของเซลลเพื่อ 
ใชเปนแหลงคารบอนและพลังงานของเซลล และสามารถถูกยอยสลายไดในธรรมชาติโดยจุลินทรีย
ชนิดตางๆ ที่มีเอนไซมเอสเทอเรสและดีพอลิเมอเรส ผลจากการยอยสลายไดสารที่ ไมเปนอันตราย
ตอสภาพแวดลอม ไดแก คารบอนไดออกไซด น้ํา และกรดคารบอกซิลิก (Evans และ Sikdar, 
1987; Brandl และคณะ, 1990; Lee, 1996b) PHAs มีโครงสรางเปนพอลิเอสเทอรสายตรง 
(linear polyester) ซึ่งประกอบดวยโมโนเมอรในกลุมไฮดรอกซีที่เช่ือมตอกันดวยพันธะเอสเทอร
ระหวางหมูคารบอกซิลิกของโมโนเมอรตัวหนึ่งกับหมูไฮดรอกซีของโมโนเมอรอีกตัวหนึ่ง ตรง
ตําแหนงบีตาคารบอนจะเปนไครัลคารบอน (chiral carbon) แสดงโครงรางเปน R-configuration 
และแตละโมโนเมอรจะเช่ือมตอกันแบบหัวตอหาง (head to tail configuration) (Brandl และ
คณะ, 1990) ความไดเปรียบที่สําคัญของ PHAs เมื่อเทียบกับพอลิเมอรที่มาจากอุตสาหกรรม 
ปโตรเคมี มีดวยกัน 3 ประการ คือ ความเปนวัสดุหมุนเวียนตามธรรมชาติ (naturally renewable) 
ความสามารถยอยสลายไดโดยกระบวนการชีวภาพ (biodegradable) และความเขากันไดกับ
ส่ิงมีชีวิต (biocompatible) (ศิริรัตน ศิริพรวิศาล, 2552) 

ปญหาหลักของการผลิตพลาสติกชีวภาพในปจจุบันคือ ตนทุนการผลิตสูงเมื่อเทียบกับ
พลาสติกสังเคราะหจากอุตสาหกรรมปโตรเคมี โดยสวนหนึ่งมีสาเหตุจากตนทุนของแหลงคารบอน 
เชน กลูโคส  ซูโครส  แอลกอฮอล ไขมัน กรดอินทรีย เปนตน ทั้งนี้ข้ึนกับสายพันธุของจุลินทรียและ
ชนิดของ PHAs ที่ตองการผลิต ซึ่งตนทุนการผลิตที่สูงดังกลาวเปนขอจํากัดในการพัฒนาสูการ
ผลิตในระดับอุตสาหกรรมเพื่อแขงขันกับพลาสติกสังเคราะห นักวิจัยจึงใหความสนใจในการ
ประยุกตใชแหลงคารบอนที่เปนของเสียอินทรียจากโรงงานอุตสาหกรรม เพื่อทําใหตนทุนการผลิต
ลดลง 

จากวิกฤตการณดานราคาน้ํามันปโตรเลียมที่สูงข้ึนอยางตอเนื่อง สงผลใหรัฐบาลและ
ประชาชนทั่วไปใหความสําคัญกับพลังงานทดแทนโดยเฉพาะอยางยิ่งการผลิตไบโอดีเซล (ในรูป
เมทิลเอสเทอร) จากน้ํามันปาลม สํานักงานนโยบายพลังงานแหงชาติ ต้ังเปาการผลิตไบโอดีเซลให
ได 600 ลานลิตรตอป ภายในป 2554 (พูนสุข ประเสริฐสรรพ และคณะ, 2550) กลีเซอรอลซ่ึงเปน
องคประกอบในของเสียอินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล ก็จะมีปริมาณเพิ่มข้ึนตามกําลัง
การผลิตไบโอดีเซลที่เพิ่มข้ึน หากมีการแปรรูปของเสียเหลานี้ใหเปนผลิตภัณฑมูลคาเพิ่ม เชน การ
ผลิตพลาสติกชีวภาพ จะชวยใหโรงงานผูผลิตไดกําไรเพิ่มข้ึน และลดตนทุนในการกําจัด เนื่องจาก
ประเทศไทยหันมาสนใจการผลิตน้ํามันไบโอดีเซลกันมากข้ึนซ่ึงเปนทางเลือกที่เหมาะกับประเทศ
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ไทยในอนาคตเพื่อลดการพึ่งพาน้ํามันเชื้อเพลิงจากตางประเทศ ในการผลิตน้ํามันไบโอดีเซลจาก
ปฎิกิริยาเอสเทอรริฟเคชันของนํ้ามันหรือไขมันจากส่ิงมีชีวิต ซึ่งรวมไปถึงน้ํามันที่ผานการใชงาน
หรือน้ํามันเหลือทิ้งในครัวเรือน จะเกิดผลิตภัณฑรวมชนิดหนึ่งคือ กลีเซอรอล โดยกลีเซอรอลที่
เกิดข้ึนนี้จะมีปริมาณสิ่งเจือปน เชน ตัวเรงปฏิกิริยา แอลกอฮอล ไขมัน กรดไขมันอิสระ ความช้ืน 
และส่ิงเจือปนอ่ืนๆ ที่มาจากน้ํามันคอนขางสูง ทางโรงงานกําจัดของเสียนี้โดยการเผาทิ้ง ซึ่งเปนวิธี
ที่ทําลายส่ิงแวดลอมและกอใหเกิดปญหาภาวะโลกรอน ในงานวิจัยนี้จึงมุงศึกษาการผลิตพอลิไฮด
รอกซีแอลคาโนเอต ซึ่งเปนสารประกอบสําคัญที่ใชในการผลิตพลาสติกชีวภาพโดยจุลินทรียซึ่งใช
ของเสียอินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลงคารบอน 

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 
 
1. คัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการใชของเสียอินทรียจากกระบวนการผลิตไบ

โอดีเซลมาใชในการเจริญและการผลิต PHAs  
2. ผลิต PHAs จากแบคทีเรียโดยใชของเสียอินทรียจากกระบวนการผลติไบโอดีเซลจาก

น้ํามันพืชที่ใชแลว  

1.3 วิธีดําเนนิการวิจัย 
 

1. คัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถผลิต PHAs โดยใชของเสียจากการผลิตไบโอดีเซลที่ผลิต
จากน้ํามันพืชใชแลว 

2. การพิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรียที่คัดแยกไดทางอนุกรมวิธาน 
3. ภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHAs จากของเสียที่ไดจากการผลิตไบโอดีเซลในระดับ

ขวดเขยา 
4. วิเคราะหปริมาณและองคประกอบของ PHAs ที่ผลิตได 
5. ทดสอบสมบัติทางกายภาพของ PHAs  

1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

พอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอตจากแบคทีเรียโดยใชของเสียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล
จากน้ํามนัพชืที่ใชแลว 
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บทที่ 2 
 

ปริทัศนวรรณกรรม 

2.1 ความรูทัว่ไปเกีย่วกับพลาสติก 
 
พลาสติก (Plastic) มาจากรากศัพทภาษากรีกวา "plastikos" หมายความวาหลอมหรือ

หลอเปนรูปรางไดงาย ลักษณะที่เดนชัดของพลาสติกอยูตรงท่ีโมเลกุลของพลาสติกมีขนาดใหญ
กวาสารอ่ืนๆ มาก พลาสติกที่ใชสวนใหญไดจากปฏิกิริยาสังเคราะหทางเคมี สวนพลาสติกที่
เกิดข้ึนตามธรรมชาติและใชมากคือ เชลแล็ก (shellac) เปนสารจากธรรมชาติที่ไดจากการแปร
รูปเรซินหรือสารคัดหล่ังที่ไดจากแมลงคร่ัง (สมชาย พวงเพิกศึก และ ชูศักด์ิ แชมเกษม, 2518) 
พลาสติกเปนสารประกอบอินทรีย สารอินทรียหมายถึงสารซ่ึงในโมเลกุลมีธาตุไฮโดรเจน และ
คารบอนรวมกันอยู อาจมีเพียงอะตอมของธาตุทั้งสองหรือมีอะตอมของธาตุอ่ืนรวมอยูดวย เชน 
มีเทน (CH4) เปนสารอินทรียที่มีแตอะตอมของไฮโดรเจน และคารบอน กรดอะซิติก (CH3COOH) 
มีอะตอมของไฮโดรเจน คารบอน และออกซิเจนรวมอยูดวย เปนตน พลาสติกเปนพอลิเมอรที่
สามารถนํามาหลอเปนรูปรางตางๆ ตามแบบ โดยใชความรอนและแรงอัดเพียงเล็กนอย มีจุด
หลอมเหลวระหวาง 80-350 องศาเซลเซียส ข้ึนอยูกับชนิดของพลาสติก  (นิทัศน จิระอรุณ, 2543) 
 
2.2 ประเภทของพลาสติก 
 

พลาสติกแบงออกเปน 2 ประเภท คือ เทอรโมพลาสติก และ เทอรโมเซตติงพลาสติก 
(สารานุกรมเสรี, 2548) 

 
2.2.1 เทอรโมพลาสติก 
 

                   เทอรโมพลาสติก หรือเรซิน เปนพลาสติกที่ใชกันแพรหลายที่สุด เมื่อไดรับความ
รอนจะออนตัว และเม่ือเย็นจะแข็งตัว สามารถเปลี่ยนรูปได พลาสติกประเภทน้ีโครงสรางโมเลกุล
เปนโซตรงยาว มีการเช่ือมตอระหวางโซพอลิเมอรนอยมาก จึงสามารถหลอมเหลว หรือเม่ือผาน
การอัดแรงมากจะไมทําลายโครงสรางเดิม เม่ือหลอมเหลวแลวสามารถนํามาข้ึนรูปกลับมาใชใหม
ได ชนิดของพลาสติกในตระกูลเทอรโมพลาสติก ไดแก  พอลิเอทิลีน (Polyethylene; PE)  พอลิ   
โพรพิลีน (Polypropylene; PP)  พอลิสไตรีน (Polystyrene; PS)  แซน (styrene-acrylonitrile; 
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SAN) เอบีเอส (Acrylonitrile-butadiene-styrene; ABS)  พอลิไวนิลคลอไรด (Polyvinylchloride; 
PVC) ไนลอน (Nylon)  พอลิเอทิลีน เทอรฟะธาเลต (polyethylene terephthalate; PET) และพอลิ
คารบอเนต (Polycarbonate; PC) 
 

2.2.2 เทอรโมเซตติงพลาสติก 
 
         เทอรโมเซตติงพลาสติก (thermosetting plastic) เปนพลาสติกที่มีสมบัติพิเศษ คือ 

ทนทานตอการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิและทนปฏิกิริยาเคมีไดดี เกิดคราบและรอยเปอนไดยาก     
คงรูปหลังการผานความรอนหรือแรงดันเพียงคร้ังเดียว เมื่อเย็นลงจะแข็งมาก ทนความรอนและ
ความดัน ไมออนตัวและเปล่ียนรูปรางไมได แตถาอุณหภูมิสูงจะแตกและไหมเปนข้ีเถาสีดํา 
พลาสติกประเภทน้ีโมเลกุลจะเชื่อมโยงกันเปนรางแหจับกันแนน แรงยึดเหนี่ยวระหวางโมเลกุล
แข็งแรงมาก จึงไมสามารถนํามาหลอมเหลวได กลาวคือ เกิดการเช่ือมตอขามไปมาระหวางสายโซ
ของโมเลกุลพอลิเมอร (cross linking among polymer chains) เหตุนี้หลังจากพลาสติกเย็นจน
แข็งตัวแลวจะไมสามารถทําใหออนไดอีกโดยใชความรอน หากแตจะสลายตัวทันทีที่อุณหภูมิสูงถึง
ระดับ การทําพลาสติกชนิดนี้ใหเปนรูปลักษณะตางๆ ตองใชความรอนสูง และโดยมากตองการ
แรงอัดดวย เทอรโมเซตติงพลาสติก ไดแก เมลามีน  ฟอรมาลดีไฮด (melamine formaldehyde)   
ฟนอลฟอรมาดีไฮด (phenol-formaldehyde)  อีพ็อกซี (epoxy)  พอลิเอสเทอร (polyester)         
ยูรีเทน (urethane)  และพอลิยูรีเทน (polyurethane) 
 
2.3 พลาสติกยอยสลายไดทางชวีภาพ (biodegradable plastic) 
 
 มีการใหคํานิยามของคําวา “biodegradable plastic” หลายๆ นิยามจนเมื่อ American 
Society for Testing and Materials (ASTM) สรุปเปนมาตรฐานและใหคํานิยามของพลาสติก
ประเภทนี้วาเปน “พลาสติกที่ยอยสลายได โดยการยอยมีผลมาจากปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนตาม
ธรรมชาติโดยจุลินทรีย เชน แบคทีเรีย รา ยีสต หรือสาหราย เปนตน” (Raghavan, 1995) ซึ่ง
พลาสติกประเภทนี้มีหลายชนิด ทั้งที่เกิดในธรรมชาติและเปนพลาสติกสังเคราะหที่มีการใส
สารเติมแตง ไดแก 
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 2.3.1 พอลิเมอรสังเคราะหที่มีการใสสารเติมแตง (additive based polymer) 
 
                     ไดแก PE  PP  PS  ที่มีการใสสารเติมแตงธรรมชาติบางชนิด เชน แปงจากขาวโพด
ขาวโพด และเซลลูโลส เปนตน (Evans และ Sikdar, 1990; Raghavan, 1995) เมื่อพลาสติก
เหลานี้ถูกทิ้งในธรรมชาติ จุลินทรียจะยอยสารเติมแตงมีผลใหพลาสติกมีความออนตัวลง มีรูพรุน
และพื้นที่ผิวมากข้ึน โลหะหรือน้ําที่มีอยูในดินจะทําใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดช่ันทําใหสายของพอลิ
เมอรขาดและน้ําหนักโมเลกุลลดลง (Johnson และคณะ, 1993) 
 
 2.3.2 พลาสติกที่ถกูสลายตัวโดยแสงอัลตราไวโอเล็ต (UV degradable plastic) 
 
          เนื่องจากพลาสติกชนิดนี้มีหมูคารบอนิล (C=O) เปนองคประกอบซึ่งมีความไวสูง
ตอแสงอัลตราไวโอเล็ต ทําใหเกิดการแตกตัวของสายพอลิเมอรทําใหพลาสติกกรอบและแตกได 
หรือมีการเติมสารแตงเติมชนิดที่เปนตัวเรงปฏิกิริยาทําลายพอลิเมอรเม่ือไดรับแสงอัลตราไวโอเลต 
เชน เหล็ก และทองแดง เปนตน (Brandl และคณะ, 1990) 
  
 2.3.3 พอลิเมอรจากจุลินทรีย (microbial polymer)  
 
                     เปนพอลิเมอรที่ผลิตจากกระบวนการทางชีวภาพ โดยถูกสรางและสะสมอยูภายใน
เซลลของ จุ ลินท รียบางชนิด  พอลิ เมอร ดั งกล าวไดแก  พอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต 
(Polyhydroxyalkanoate; PHA) ซึ่งจัดเปนเทอรโมพลาสติก หมายถึงมีสมบัติที่สามารถนํามาข้ึน
รูปไดเมื่อไดรับความรอน และเปนพอลิเมอรที่สามารถยอยสลายไดโดยตรงดวยเอนไซมบางชนิด 
เชน เอสเทอเรสหรือดีพอลิเมอเรสจากจุลินทรีย ไดสารที่สามารถนําไปใชเปนแหลงอาหารและ
พลังงานของจุลินทรียตอไป จึงจัดเปนพอลิเมอรที่สามารถถูกยอยสลายไดอยางสมบูรณ (Evans 
และ Sikdar, 1987; Brandl และคณะ, 1990) 
                       ขยะพลาสติกที่ผลิตมาจากปโตรเคมีปจจุบันมีการสะสมในส่ิงแวดลอมเพิ่มมากข้ึน 
พบวาทั่วโลกมีการใชพลาสติกจากอุตสาหกรรมปโตรเคมีมากข้ึนอยางรวดเร็วจาก 1.5 ลานตันใน
ป 1950 เปน 245 ลานตันในป 2008 (Chanprateep, 2010) นักวิจัยไดศึกษา วิจัยและพัฒนา
พลาสติกที่สามารถยอยสลายไดทางชีวภาพเพิ่มมากข้ึน เชน PHA (Verlinden และคณะ, 2007) 
พอลิแลคไทด (Polylactide; PLA) อะลิฟาติกพอลิเอสเทอร (aliphatic polyester) พอลิแซกคาไลน 
(Polysaccharides) เปนตน ในกลุมพอลิเมอรที่กลาวมาพบวา PHA มีคุณสมบัติดานตางๆ ที่
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ใกลเคียงกับพลาสติกที่ผลิตมาจากอุตสาหกรรมปโตรเคมีมากที่สุด (Howell, 1982) มีคุณสมบัติ
ทางกายภาพเปนเทอรโมพลาสติก และมีความยืดหยุน อีกทั้งยังสามารถยอยสลายไดอยาง
สมบูรณภายใตภาวะที่แตกตางกันตามชนิดของจุลินทรียที่ยอยสลายภายในระยะเวลา 1 ป 
(Cavalheiro และคณะ, 2009) 

 

 
 
รูปท่ี 2.1 แสดงการยอยสลายของพลาสติกชีวภาพที่ผลิตมาจาก PHA ภายในระยะเวลา 45 วัน 
ที่มา : www.hdb.hr/bec2008/PDF_files/Braunegg_pha.pdf (Accessed 3 August 2010) 

 
2.4 พอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต (polyhydroxyalkanoate, PHA) 
 
 PHA เปนพอลิเอสเทอรชีวภาพที่จุลินทรียบางชนิดสรางและสะสมภายในแกรนูลในเซลล 
เพื่อใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานของเซลล ภายใตภาวะที่จํากัดสารอาหารบางชนิด 
เชน ฟอสฟอรัส ไนโตรเจน ซัลเฟอร ออกซิเจน แมกนีเซียม เปนตน แตจะตองมีแหลงคารบอนที่
มากเกินพอ (Anderson และ Dawes, 1990; Doi , 1990; Steinbüchel, 1991; Reddy และคณะ, 
2003) จํานวนและขนาดของแกรนูลในหนึ่งเซลลจะแตกตางกันข้ึนอยูกับชนิดของจุลินทรีย จาก
การรายงานของ Byrom (1994) พบวา Cupriavidus necator (ชื่อเดิม Alcaligenes eutrophus) 
ในหนึ่งเซลลจะมีจํานวนแกรนูล 8-13 แกรนูล มีเสนผานศูนยกลางประมาณ 0.2-0.5 μm ซึ่งจะดู
ไดภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็คตรอน PHA สามารถถูกยอยสลายไดตามธรรมชาติโดยจุลินทรีย
ชนิดตางๆ ที่มีเอนไซมเอสเทอเรสและดีพอลิเมอเรส ผลจากการยอยสลายไดสารที่ไมเปนอันตราย
ตอสภาพแวดลอม ไดแก กรดคารบอกซิลิก คารบอนไดออกไซด และนํ้า (Evans และ Sikdar, 
1990; Brandl และคณะ, 1990; Lee, 1996b)  Lee (1996b) ไดกลาววา PHA มีโมโนเมอรที่
มากกวา 300 ชนิดที่ผลิตไดจากจุลินทรียที่สามารถผลิต PHA (Lee, 1996b) เชน Alcaligenes 
sp. Acinetobacter sp. Azotobacter sp. Bacillus sp. Burkholderia sp. Corynebacterium 
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sp. Escherichia sp. Pseudomonas sp. Paracoccus sp. Rhodobacter sp. Rhodococcus 
sp. Rhodopseudomonas sp. Thermus sp. เปนตน (Lu และคณะ, 2009) 
 

 
 
รูปท่ี 2.2 (A) ภาพถายแกรนูลที่มีการสะสม PHA ของ Cupriavidus necator DSM 545 โดยเล้ียง
ในถังหมักแบบตอเนื่องที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอน จากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน 
(Transmission electron microscopy; TEM) กําลังขยาย 150,000 เทา (Koller และคณะ, 2010) 
(B) ภาพตัดแกรนูลที่มีการสะสม PHA ของ Pseudomonas aeruginosa 42A2 โดยมีน้ํามันเมล็ด
ปอ (linseed oil) เปนแหลงคารบอน ภายใตกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน TEM (Bassas และคณะ, 
2008) 
 

 
 
รูปท่ี 2.3 แกรนูลของแบคทีเรียที่ยอมดวย (A) Sudan Black B และ (B) Nile Blue A (López- 
Cortés และคณะ, 2008) 
 

การตรวจสอบจุลินทรียที่สามารถสังเคราะห PHA สามารถทําไดโดยใชเทคนิคการยอมสี
ของสารประเภทไขมันที่อยูภายในเซลลเนื่องจากแกรนูลที่จุลินทรียสังเคราะหไดเปนสารประเภท
ไขมันชนิดหนึ่ง เชน การยอมดวย Sudan Black B และ Nile Blue A การยอมดวย Sudan Black 
B เปนการทดสอบเบ้ืองตนซึ่งสามารถสองภายใตกลองจุลทรรศนทั่วไปไดโดยจะเหน็แกรนูลเปนจุด
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สีดําภายในเซลล สวนการยอมดวย Nile Blue A จะเห็นแกรนูลเปนจุดสีแดงหรือสีสมภายใตกลอง
ฟลูออเรสเซ็นต (Song และคณะ, 2008) 

PHA ถูกสังเคราะหข้ึนเพื่อเปนแหลงคารบอนสํารองใหกับเซลล จึงหมายความวาจุลินทรีย
จะสลาย PHA เพื่อดึงคารบอนที่สํารองไวกลับไปใชในการเจริญเติบโตเมื่ออยูในสภาพแวดลอมที่
ขาดแคลนแหลงคารบอน นั่นก็เปนการบงช้ีอยางชัดเจนวา PHA มีคุณสมบัติเปนพอลิเอสเทอรที่
สามารถยอยสลายไดดวยกระบวนการชีวภาพ (biodegradable polymer) ซึ่งเปนคุณสมบัติที่ตรง
กับความตองการดานพอลิเมอรสําหรับอุตสาหกรรมยุคใหม (ศิริรัตน ศิริพรวิศาล, 2552)  

คุณสมบัติทางกายภาพของ PHA มีความยืดหยุน ทนความรอน ไมละลายน้ํา 
enantiomeric มีความบริสุทธิ์ ไมเปนพิษ สามารถเขากันไดกับส่ิงมีชีวิต (biocompatible) ไมนํา
ไฟฟา (piezoelectric) จุดหลอมเหลวสูง และบางโมโนเมอรมีน้ําหนักโมเลกุลต้ังแต 1,000,000 
ดาลตัน (Da) ข้ึนไป สามารถนําไปประยุกตใชไดหลายดาน รวมทั้งทางดานการแพทยและเภสัชกร 
(Steinbüchel และ Hein, 2001) 
 

2.4.1 โครงสรางของ PHA 
 
           PHA มีโครงสรางเปนพอลิเอสเทอรสายตรง (linear polyester) ซึ่งประกอบดวยโม
โนเมอรในกลุมไฮดรอกซีเชื่อมตอกันดวยพันธะเอสเทอรระหวางหมูคารบอกซิลิกของโมโนเมอรตัว
หนึ่งกับหมูไฮดรอกซีของโมโนเมอรอีกตัวหนึ่ง ตรงตําแหนงบีตาคารบอนจะเปนไครัลคารบอน 
(chiral carbon) แสดงโครงรางเปน R-confriguration แตละโมโนเมอรจะเช่ือมตอกันแบบหัวตอ
หาง (head to tail confriguration) เชนเดียวกับ PP (Brandl และคณะ, 1990) แสดงในรูปที่ 2.4 
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*C แสดงตําแหนงบีตาคารบอน                                          

n = 1  R = ไฮโดรเจน (H) สารนี้คือ พอลิ (3-ไฮดรอกซีโพรพิโอเนต)          หรือ P(3HP) 
         R = เมทธิล (CH3) สารนี้คือ พอลิ (3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต)          หรือ P(3HB) 

R = เอทธิล (C2H5) สารนี้คือ พอลิ (3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต)           หรือ P(3HV) 
R = โพรพิล (C3H7) สารนี้คือ พอลิ (3-ไฮดรอกซีเฮกซะโนเอต)          หรือ P(3HHx) 
R = บิวทิล (C4H9) สารนี้คือ พอลิ (3-ไฮดรอกซีเฮปตะโนเอต)           หรือ P(3HH) 
R = เพนทิล (C5H11) สารนี้คือ พอลิ (3-ไฮดรอกซีออกตะโนเอต)          หรือ P(3HO) 
R = เฮกซิล (C6H13) สารนี้คือ พอลิ (3-ไฮดรอกซีโนนาโนเอต)          หรือ P(3HN) 
R = เฮปทิล (C7H15) สารนี้คือ พอลิ (3-ไฮดรอกซีเดคะโนเอต)          หรือ P(3HD) 
R = ออกทิล (C8H17)       สารนี้คือ พอลิ (3-ไฮดรอกซีอันเดคะโอเนต)        หรือ P(3HUD) 
R= โนทิล (C9H19) สารนี้คือ พอลิ (3-ไฮดรอกซีโดเดคะพิโอเนต)       หรือ P(3HDD) 

n = 2    R= ไฮโดรเจน (H)           สารนี้คือ พอลิ (4-ไฮดรอกซีบิวทิเรต)                   หรือ P(4HB) 
n =3 R = ไฮโดรเจน (H) สารนี้คือ พอลิ (5-ไฮดรอกซีวาเลอเรต)           หรือ P(3HV) 
 

รูปท่ี 2.4 สูตรโครงสรางทางเคมีของ PHA 
 (ดัดแปลงจาก Braunegg และคณะ, 2004) 

 
2.4.2 การจัดจําแนกชนิดของ PHA  

 
    2.4.2.1 การจัดจําแนกชนิดตามองคประกอบทางเคมีของโมโนเมอร (Luengo และ

คณะ, 2003)  
 

                 2.4.2.1.1 พอลิเมอรที่ประกอบดวยโมโนเมอรทีม่ีอนพุันธของกรดไขมันแบบอะ
โรมาติก 
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                             2.4.2.1.2 พอลิเมอรที่ประกอบดวยโมโนเมอรที่มีอนุพันธของกรดไขมันทั้ง
แบบอะลิฟาติกและแบบอะโรมาติก 

                  2.4.2.1.3 พอลิเมอรที่ประกอบดวยโมโนเมอรที่มีสารประกอบอื่น เชน พอลิ-

แกมา-กลูตามิก แอซิด (poly--glutamic acid) 
 

                 2.4.2.2 การจัดจําแนกชนิดตามจํานวนคารบอนอะตอมในหนวยโมโนเมอร (Lee และ
คณะ, 1996a; Yim และคณะ, 1996; Hazenberg และ Witholt, 1997; Song และคณะ, 2008) 
 

2.4.2.2.1 short-chain-length (SCL) PHA คือ พอลิเมอรที่แตละหนวยโมโน
เมอรประกอบดวยคารบอนอะตอม 3-5 อะตอม 

                   2.4.2.2.2 medium-chain-length (MCL) PHA คือพอลิเมอรที่แตละหนวย   
โมโนเมอรประกอบดวยคารบอนอะตอม 6-14 อะตอม 
                           2.4.2.2.3 long-chain-length (LCL) PHA คือพอลิเมอรที่แตละหนวยโมโน    
เมอรประกอบดวยคารบอนอะตอมมากกวา 14 อะตอม 
 

      2.4.2.3 การจัดจําแนกชนิดโดยแบงตามชนิดของโมโนเมอรที่เปนองคประกอบในสาย
พอลิเมอรแบงเปน 2 ประเภทดังนี้ (Luengo และคณะ, 2003)  
 
                              2.4.2.3.1  โฮโมพอลิเมอร (homopolymer) เปนพอลิเมอรที่ประกอบดวยโม
โน เมอร เพี ย งชนิ ด เ ดียวมาต อกัน  ตั วอย า ง เช น  พอลิ -3-ไฮดรอก ซีบิ วทิ เ รต  (poly-3-
hydroxybutyrate) และพอลิ-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต (poly-3-hydroxyvalerate) เปนตน 

                  2.4.2.3.2 เฮทเทอโรพอลิเมอร (heteropolymer) เปนพอลิเมอรที่
ประกอบดวยโมโนเมอรมากกวา 1 ชนิดมาตอกัน โดยเรียกชื่อตามจํานวนของโมโนเมอรที่เปน
องคประกอบดังนี้ 
                                              2.4.2.3.2.1   โคพอลิเมอร (copolymer) ประกอบดวยโมโนเมอร  
2 ชนิดมาตอกันปนสายพอลิเมอร เชน พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต)
[polyhydroxy(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate); PHBV] พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-
โค-4-ไฮดรอกซีบิวทิเรต) [poly(3-hydroxybutyrate-co-4-hydroxybutyrate; P(3HB-co-4HB)] 
เปนตน 
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2.4.2.3.2.2 เทอรพอลิเมอร (terpolymer) ประกอบดวยโมโน
เมอร 3 ชนิดมาตอกันเปนสายพอลิเมอร เชน พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต
โค-4-ไฮดรอกซีบิวทิเรต [poly(3-hydroxybutyrate-co-hydroxyvalerate-co-4-hydroxybutyrate; 
P(3HB-co-3HV-co-4HB)] พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรตโค-4-ไฮดรอกซีวา
เลอเรต) [poly(3-hydroxybutyrate-co-hydroxyvalerate-co-4-hydroxyvalerate; P(3HB-co-
3HV-co-4HV)] 
 
2.5 วิถีการสังเคราะห PHA 
 
 วิถีการสังเคราะห PHA จากจุลินทรียสายพันธุตางๆ ไดมีการศึกษามาหลายป พบวาอะ
เซทิลโคเอ (acetyl-CoA) เปนสวนประกอบสําคัญที่จะทําใหเกิด 3-ไฮดรอกซีแอลคาโนอิลโคเอ   
(3-hydroxyalkanoyl-CoA) ที่มีความยาวตางกันข้ึนอยูกับสารต้ังตนและเอนไซมที่จําเพาะในการ
สังเคราะห PHA นอกจากนี้ 3-ไฮดรอกซีแอลคาโนอิลโคเอสามารถเกิดจากกระบวนการเบตา

ออกซิเดชัน (-oxidation) ของกรดไขมันไดเชนกัน จากตารางที่ 2.1 มียีนหลายตัวที่แสดงรหสัเปน
เอนไซมที่เกี่ยวของกับการสังเคราะห PHA ทั้งทางตรงและทางออม วิถีการสังเคราะห PHA สรุปได
เปน 8 วิถี แสดงในรูปที่ 2.5 และตารางที่ 2.1 
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รูปที่ 2.5 วิถีการสังเคราะห PHA ตัวเลขแสดงเอนไซม (หรือยีน) ที่เกี่ยวของในวิถีการสังเคราะหแสดงในตารางที ่2.1 (Chen, 2010b) 

 

13 
 

nkam
Typewritten Text
13



 
 

14

ตารางที ่2.1 เอนไซมทีเ่กี่ยวของในวิถีการสังเคราะห PHA (Chen, 2010b) 
 
ตัวเลข  วิถีการสังเคราะห ตัวยอ เอนไซม สายพนัธุ อางอิง

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 

 

Pathway I
 
 

Associated 
way 

 
 

Pathway II 
 
 
 
 

Pathway III 
 

PhaA 
PhaB 
PhaC 
PhaZ  
 
 
 
FabG  
 
PhaJ  
 
 
PhaG 
FabD 
 

-Ketothiolase  
NADPH dependent acetoacetyl-CoA reductase 
PHA synthase 
PHA depolymerase 
Dimer hydrolase 
(R)-3-Hydroxybutyrate dehydrogenase 
Acetoacetyl-CoA synthetase 
3-Ketoacyl-CoA reductase 
Epimerase  
(R)-Enoyl-CoA hydratase/enoyl-CoA hydratase I 
Acyl-CoA oxidase, putative 
Enoyl-CoA hydratase I, putative 
3-Hydroxyacyl-ACP-CoA transferaseMalonyl- 
CoA-ACP transacylase 
 

Ralstonia eutropha 
 
 
Aeromonas hydrophila 4AK4 
 Pseudomonas stutzeri 1317 
R. eutropha 
P. oleovorans 
P. putida KT2442, 
    A. hydrophila 4AK4, 
   P. aeruginosa 
 
 
P. mendocina, 
   recombinant Escherichia   
  coli 

Sudesh และคณะ (2000)  
 
 
Sudesh และคณะ (2000) 
 
 
 
Sudesh และคณะ (2000) 
Mittendorf และคณะ (1998) 
 
 
 
Sudesh และคณะ(2000), 
Zheng และคณะ (2005), 
Taguchi และคณะ (1999) 14 
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ตารางที ่2.1 เอนไซมทีเ่กี่ยวของในวิถีการสังเคราะห PHA (ตอ) 
 
ตัวเลข วิถีการสังเคราะห ตัวยอ เอนไซม สายพนัธุ อางอิง

14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 

Pathway IV 
 
 

Pathway V 
 

Pathway VI 
 

Pathway VII 
Pathway VIII 

 

 
SucD 
4hbD 
OrfZ  
 
 
 
ChnA 
ChnB 
ChnC 
ChnD 
ChnE 

NADH-dependent acetoacetyl-CoA reductase
Succinic semialdehyde dehydrogenase  
4-Hydroxybutyrate dehydrogenase 
4-Hydroxybutyrate-CoA:CoA transferase 
Lactonase, putative  
Hydroxyacyl-CoA synthase, putative 
Alcohol dehydrogenase, putative  
Cyclohexanol dehydrogenase  
Cyclohexanone monooxygenases 
Caprolactone hydrolase 
6-Hydroxyhexanoate dehydrogenase 
6-Oxohexanoate dehydrogenase 
Semialdehyde dehydrogenase, putative 
6-Hydroxyhexanoate dehydrogenase, putative 
Hydroxyacyl-CoA synthase, putative 

Rhizobium (Cicer) sp.CC 1192
Clostridium kluyveri 
 
 
Mutants and recombinant of 
  Alcaligenes eutrophus  
A. hydrophila 4AK4 
Acinetobacter sp. SE19, 
Brevibacterium epidermidis 
HCU 
 

Chohan และ Copeland 
(1998) 
Valentin และ Dennis (1997)  
 
 
Valentin และ Steinbüchel 
(1995) 
Xie และ Chen (2008) 
Brzostowicz และคณะ 
(2002) 

15 
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รูปท่ี 2.6 กระบวนการเมแทบอลิซึมของการชีวสังเคราะห mcl-PHA 1) acyl-CoA synthetase,  
2) acyl-CoA dehydrogenase, 3) enoyl-CoA hydratase, 4) NAD-dependent (S)-3-
hydroxyacyl-CoA dehydrogenase, 5) 3-ketoacyl-CoA thiolase, 6) (R)-specific enoyl-CoA 
hydratase, 7) NADPH-dependent 3-ketoacyl-CoA reducatase, 8) 3-hydroxyacyl-CoA 
epimerase, 9) mcl-PHA polymerase, 10) acetyl-CoA carboxylase, 11) malonyl-CoA-acyl 
carrier protein (ACP) transacylase, 12) 3-keto-ACP synthase,13) 3-keto-ACP reductase, 
14) 3-hydroxyacyl-ACP dehydratase, 15) enoyl-ACP reductase,  16) acyl-ACP thiolase, 
17) (R)-3-hydroxyacyl-ACP-CoA transacylase, 18) mcl-PHA polymerase (Zinn, 2010) 
 

เนื่องจากงานวิจัยนี้ศึกษาถึงแหลงคารบอนคือของเสียอินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอ
ดีเซลที่ผลิตจากน้ํามันพืชที่ใชแลวซ่ึงมีกรดไขมันเปนสวนประกอบ จึงไดเนนศึกษาถึงกระบวนการ 
เบตาออกซิเดชัน ซึ่งแสดงในรูปที่ 2.6 
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เบตาออกซิเดชันเปนวิถีหลักในการชีวสังเคราะห mcl-PHA เม่ือแบคทีเรียเจริญในอาหาร
ที่มีกรดไขมัน (Kessler และ Witholt, 2001) ในกรณีนี้สารต้ังตนในการผลิตจะเกี่ยวของกับ
ผลิตภัณฑที่ได ซึ่งหมายความวา โมโนเมอรที่เปนสวนประกอบใน mcl-PHA จะมีโครงสรางที่
คลายคลึงกับสารต้ังตนแตอาจจะสั้นลงและแตกเปนสองหนวย ดังนั้นกรดไขมันที่มีจํานวน
คารบอนเปนเลขคูจะผลิต (R)-3-hydroxyalkanoates ที่เปนเลขคูเทานั้น สวนกรดไขมันที่มีจํานวน
คารบอนเปนเลขค่ีจะผลิต (R)-3-hydroxyalkanoates ที่เปนเลขค่ีเทานั้น (Huijberts และคณะ, 
1995) หลังจากที่กรดไขมันเกิดปฏิกิริยาเบตาออกซิเดชันแลวจะได เอซิลโคเอ (acyl-CoA) เขาสู
กระบวนการสังเคราะหโมโนเมอรของ PHA ซึ่งเอนไซมที่เกี่ยวของในวิถีนี้แสดงในรูปที่ 2.6 
 วิถีการชีวสังเคราะหที่ 2 จะไดเปน 3-ไฮดรอกซีแอลคาโนอิลโคเอ จากการสังเคราะหดวย
วิถี de novo fatty acid ยกตัวอยางเมื่อแหลงคารบอนเปนคารโบไฮเดรตหรือกลีเซอรอล มีรายงาน
กอนหนานี้กลาววารูปแบบการสังเคราะหนี้ไมเกี่ยวของกับผลิตภัณฑที่ได Huijberts และคณะ 
(1992) รายงานวาโมโนเมอรที่พบใน P. putida KT2442 ซึ่งเจริญในอาหารที่มีกลูโคสเปนแหลง
คารบอนนั้นได PHA ที่มีโมโนเมอรที่ไมอ่ิมตัว เชน (R)-3-ไฮดรอกซีโดเดคะโนอิก แอซิด [(R)-3 
hydroxydodecenoic acid] และ (R)-3-ไฮดรอกซีเตตระเดคีโนอิก แอซิด [(R)-3-
hydroxytetradecenoic acid]  
 
2.6 แหลงคารบอนในการผลิต PHA 
 

ในปจจุบันไดมีการผลิต PHA มาใชแทนพลาสติกที่ผลิตมาจากอุตสาหกรรมปโตรเคมีเพิ่ม
มากข้ึน แตปญหาสําคัญที่ตามมาคือ ตนทุนในการผลิต PHA มีราคาคอนขางสูงเมื่อเปรียบเทียบ
กับตนทุนในการผลิตพลาสติกที่ผลิตมาจากอุตสาหกรรมปโตรเคมี (Lee และคณะ, 1998) โดย
พบวา 40 เปอรเซ็นตของตนทุนในการผลิต PHA เปนตนทุนของวัตถุดิบที่ใชในการผลิต PHA มี    
จุลินทรียหลายชนิดที่สามารถผลิต PHA ไดจากวัตถุดิบเหลานี้ซึ่งมีราคาสูง เชน น้ําตาล น้ําตาล
ทราย หางนม  สไตรีน กรดฟนิลอะซีติก แปงขาวโพด แปงมันฝร่ัง เปนตน (Song และคณะ, 2008) 
ซึ่งแสดงในตารางท่ี 2.2 ในอนาคตการผลิต PHA ในระดับอุตสาหกรรมจะเพิ่มข้ึนจึงไดมีการลด
ตนทุนในการผลิต PHA โดยนําของเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมตางๆ นํากลับมาใชใหมเพื่อเปนแหลง
อาหารใหกับจุลินทรียในการผลิต PHA (Braunegg และคณะ, 2004)  

ดังนั้นจึงเปนมูลเหตุจูงใจในการทําวิจัยคร้ังนี้ โดยการนําของเหลือทิ้งจากโรงงาน
อุตสาหกรรมผลิตไบโอดีเซลซึ่งผลิตมาจากน้ํามันพืชที่ใชแลว โดยในของเสียนี้จะประกอบไปดวย
กลีเซอรอลและสารเคมีชนิดอ่ืนๆ เจือปนอยูจํานวนมาก เพื่อเปนการเพิ่มคุณคาทางเศรษฐกิจของ
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ของเสียนี้โดยการนํามาใชเปนแหลงคารบอนในการผลิต PHA ตอไป เปนการลดตนทุนในการผลิต 
PHA และลดปริมาณขยะอินทรียที่จะถูกกําจัดทิ้งโดยไมเกิดประโยชน 
 
ตารางที ่2.2 วัตถุดิบทีน่ํามาใชเปนแหลงคารบอนใหกบัจุลินทรียในการผลิต PHA (Braunegg 
และคณะ, 2004) 
 
คารโบไฮเดรต กากน้ําตาล (Molasses)

แปง และแปงที่ผานการแตกตัวไดเปนน้ําตาลมอลโตส (Maltose) 
น้ําตาลแลคโตสจากหางนม (Lactose from whey) 
เซลลูโลสที่ผานการแตกตัวแลว (เชน เสนใยที่เหลือทิง้จากอุตสาหกรรม
กระดาษหลังจากผานการไฮโดรไลซิสและใชการแลกเปล่ียนไอออนเพื่อดึง
เอาโลหะหนักออก) 

แอลกอฮอล ของเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลโดยมีเมทานอลและกลีเซอรอล
ผสมอยู 

ไขมันและน้ํามัน ของเหลือทิ้งจากพืชและสัตว 
กรดอินทรีย กรดแลคติคจากอุตสาหกรรมนม
            

 ทุกวันนี้นักวิจัยหันมาสนใจเทคโนโลยีในการผลิต PHA ในระดับอุตสาหกรรมเพิ่มมากข้ึน 
โดยใชแหลงคารบอนที่มีราคาถูกหรือเปนของเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมตางๆ มาเปนวัตถุดิบดัง
แสดงในตารางที่ 2.3 เพื่อลดตนทุนการผลิต ซึ่งเปนอีกทางเลือกหนึ่ง  

จากตารางที่ 2.4 แสดงแหลงคารบอนที่มีกรดไขมันมันเปนองคประกอบ พบวา PHA ที่
ผลิตไดสวนใหญจะเปน mcl-PHAs ข้ึนอยูกับแหลงคารบอนและแบคทีเรียที่ใชในการผลิต PHA 
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ตารางที ่2.3 การผลิต PHA จากแหลงคารบอนที่มีราคาถูกและของเหลือทิง้จากอุตสาหกรรมตางๆ 
 

แหลงคารบอน สายพนัธุจุลินทรีย PHAs โมโนเมอร น้ําหนกัเซลล
แหง (g/L) 

PHAs 
(g/L) 

ปริมาณPHAs 
(wt %) 

อางอิง

Hydrolyzed corn oil
Whey 
Sugar cane molasses 
 
Soy molasses 
Enzymatic extruded 
starch 
Petrochemical plastic 
waste 
Paper mill wastewater 
Bagasse hydrolysates 
Waste tomato starch 
Crude glycerol 

Pseudomonas putida
P. hydrogenovora 
Mixed bacteria 
 
P. corrugate 
Haloferax mediterranei 
 
P. putida CA-3 
 
Activated sludge 
Ralstonia eutropha 
R. eutropha NCIMB 11599 
Cupriavidus necator JMP 134 

mcl-PHAs
PHB 

PHBV 
 

P(HDD-HO-HTDE) 
PHBV 

 
 
 

PHBV 
PHB 
PHB 
PHB 

103 
5 
 
 

3.6 
39.4 

 
1.14 

 
 

11.10.4 
179 
50 

28
1.27 

 
 
 

20 
 

0.84 
 

 
 

94 
 

27.2
 

30 
 

5-17 
50.8 

 
43 

 
48.2 

56.50.5 
55 
48 

Shang และคณะ, 2008 
Koller และคณะ, 2008 
Albuquerque และคณะ, 
2007 
Solaiman และคณะ, 2006 
Chen และคณะ, 2006 
 
Goff และคณะ, 2007 
 
Bengtsson และคณะ, 2008 
Yu และคณะ, 2008 
Haas และคณะ, 2008 
Mothes และคณะ, 2007 
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ตารางที ่2.3 การผลิต PHA จากแหลงคารบอนที่มีราคาถูกและของเหลือทิง้จากอุตสาหกรรมตางๆ (ตอ) 
 

แหลงคารบอน สายพนัธุจุลินทรีย PHAs โมโนเมอร น้ําหนกัเซลล
แหง (g/L) 

PHAs 
(g/L) 

ปริมาณPHAs 
(wt %) 

อางอิง

Palm kernel oil
Plant oils 
Wheat bran 
 
 

C. necator PHB-4
C. necator H16 
P. aeruginosa MTCC 7925 

P(HB-HV-HHx)
PHBV 

P(3HB-co-3HV-co- 
3HHD-co-3HOD) 

 

7.9 
4.4-5.6 
0.168 

6.8 
79
80 

12.5 

Bhubalan และคณะ, 2008 
Lee และคณะ, 2008 
Singh และ Mallick, 2009 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
20 

nkam
Typewritten Text
20



 
 

21

ตารางที ่2.4 การผลิต PHA จากแหลงคารบอนที่มกีรดไขมันผสมอยู 
 

แหลงคารบอน สายพนัธุจุลินทรีย PHAs โมโนเมอร น้ําหนกัเซลล
แหง (g/L) 

ปริมาณPHAs 
(wt %) 

อางอิง

Waste vegetable oil
Saponified vernonia 
galamensis oil 
Reused oil 
Biodiesel Co-
production stream 
Waste glycerol 
Glycerol 
Soybean oil 
Plam kernel oils และ 
sodium valerate 
Oil wastes 
Linseed oil 
Plam oil 

Pseudomonas sp.strain DR2
Alcaligenes eutrophus strain17699 
 
P. aeruginosa 
P. corrugata 388 
 
Cupriavidus necator DSM 545 
Zobellella denitrificans strain MW1 
P. stutzeri 1317 
C. necator H16 
 
Staphylococcus epidermidis 
P. putida strain KT2442 
Wautersia eutropha H16 PHB-4 

mcl-PHAs
PHB 

 
mcl-PHAs 
mcl-PHAs 

 
PHB 
PHB 

3HO,3HD,3HDD 
P(3HB-co-3HV) 

 
PHB 

LC-PHAs 
P(3HB-co-3HHx) 

0.54
0.27 

 

5.410.05 
2.1 

 
38.1 

5 
2.7 
7.5 

 
2.5 
3 

4.3 

23.52
42.8 

 

5.721.0 
42 

 
50 
87 
63 
90 

 
15.02 

20 

872 

Song และคณะ, 2008
Ayorinde และคณะ, 1998 
 
Chan และคณะ, 2006 
Ashby และคณะ, 2004 
 
Cavalheiro และคณะ, 2009 
Ibrahim และ Steinbüchel, 2009 
He และคณะ, 1998 
Lee และคณะ, 2008 
 
Wong และคณะ, 2000 
Casini และคณะ, 1997 
Loo และคณะ, 2005 
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ตารางที ่2.4 การผลิต PHA จากแหลงคารบอนที่มกีรดไขมันผสมอยู (ตอ) 
 
แหลงคารบอน สายพนัธุจุลินทรีย PHAs โมโนเมอร น้ําหนกัเซลล

แหง (g/L) 
ปริมาณPHAs 

(wt %) 
อางอิง

Coprah oil 
Waste cooking oil 
Mustard oil 

P. guezennei biovar. tikehau
P. aeruginosa 47T2 (NCBIM 40044) 
P. aeruginosa MTCC 7925 

P(HO-HD-HDD)
mcl-PHAs 
P(3HB-co-3HV-co- 
3HHD-co-3HOD) 
 

 
7.6 
1.58 

63
36 
27.3 

Simon-Colin และคณะ, 2008 
Haba และคณะ, 2007 
Singh และ Mallick, 2009 
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2.7 ของเสียอินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล (Waste from biodiesel production 
process)  
 

ปจจุบันยุโรปมีการออกกฎหมายใหมใหมีการใช biofuel เพิ่มข้ึนในตลาด 5.75% ในชวง
เดือนธันวาคม ป 2010 (Bozbas, 2008; Vasudevan และ Briggs, 2008) ทําใหมีการผลิตไบโอ
ดีเซลเพิ่มมากข้ึน ซึ่งจะทําใหเกิดผลิตภัณฑรวมปริมาณมากชนิดหนึ่งคือ กลีเซอรอล โดยจะนํามา
เปนวัตถุดิบในการผลิต PHA ได โดยพบวาในการผลิตไบโอดีเซล 1 กิโลกรัมจะทําใหเกิด           
กลีเซอรอล 100 กรัม ไบโอดีเซลเปนเช้ือเพลิงหลักที่นํามาใชแลวไมกอผลเสียใหกับระบบนิเวศของ
ส่ิงมีชีวิตและพบวาไบโอดีเซลมีคุณภาพในการปลอยพลังงานไดดีกวาน้ํามันดีเซลที่มาจาก
อุตสาหกรรม ปโตรเคมีโดยข้ึนอยูกับการนําไปใช (Koller และคณะ, 2010) 

ไบโอดีเซลผลิตมาจากแหลงไขมันที่แตกตางกัน เชน น้ํามันเมล็ดเรพ น้ํามันปาลม เปนตน 
ในปจจุบันการนําน้ํามันพืชที่ใชประกอบอาหารมาผลิตไบโอดีเซลถือวาไมเหมาะสมและทําใหไมได
รับการยอมรับ ดังนั้นจึงนําน้ํามันที่ใชแลวจากรานอาหารและ soapstocks ซึ่งเปนการลดราคา
วัตถุดิบที่ดีมากในการผลิต PHA (Vasudevan และ Briggs, 2008) 

รูปที่ 2.7 แสดงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันเปนการนําน้ํามันพืชหรือไขมันสัตวมาทํา
ปฏิกิริยากับแอลกอฮอล โดยใชกรดหรือดางเปนตัวเรงปฏิกิริยาเคมี (catalyst) ซึ่งจะไดผลิตภัณฑ
เปนเอสเทอร หรือที่เรียกวา น้ํามันไบโอดีเซล และกลีเซอรอล โดยแอลกอฮอลที่นิยมนํามาใชไดแก 
เมทานอล หรือเอทานอล ซึ่งเอสเทอรที่ไดนั้นอาจเปนเมทิลเอสเทอร หรือเอทิลเอสเทอร ตามชนิด
แอลกอฮอลที่ เลือกใช และไดกลีเซอรอลเปนผลิตภัณฑรวมปริมาณมากแสดงในรูปที่ 2.8          
(ณัฐกานต บุศรพงษพานิช  และ ณรงคฤทธ์ิ คงอยู, 2548) หากน้ํามันพืชที่นํามาใชผลิตเปนไบโอ
ดีเซลเปนน้ํามันที่ผานการใชงานแลว จะทําใหคุณภาพของกลีเซอรอลตํ่าเนื่องจากมีปริมาณ
ส่ิงเจือปนสูง ยากตอการทําใหบริสุทธิ์เพื่อนํามาใชประโยชนตอไป และเปนปญหาในระบบบําบัด
น้ําเสีย 
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รูปท่ี 2.7 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน 
ที่มา : http://econuz.com/page/7/ (Accessed 11 August 2010) 

 

 
 
รูปท่ี 2.8 ข้ันตอนการผลิตไบโอดีเซล และการนํากลีเซอรอลซึ่งเปนผลพลอยไดมาใชเปนแหลง
อาหารใหกับจุลินทรียในการผลิต PHA รวมทั้งการนําของเสียที่เปนไขมันมาผลิต PHA โดยตรง 
(Koller และคณะ, 2010) 

 
จากการที่น้ํามันจากอุตสาหกรรมปโตรเคมีนั้นมีราคาสูงเพิ่มข้ึนตอเนื่อง ทําใหมีการ

ผลิตไบโอดีเซลเพิ่มข้ึนดวยในหลายพื้นที่ทั่วโลก สงผลใหราคาของกลีเซอรอลซึ่งเปนผลพลอยได
ลดลงดวย ในป 2008 Canakci และ Sanli รายงานวาในป 2006 ทั่วยุโรปมีการผลิตไบโอดีเซล  
4.6 x 106 ตันซ่ึงเพิ่มข้ึนจากเดิม 77 เปอรเซ็นต ในสหรัฐอเมริกามีการผลิต 7.5 x 105 ตัน  ใน
ประเทศออสเตรียมีการผลิตไบโอดีเซลเพิ่มมากข้ึนจาก 121,665  ไปถึง 241,381 ตัน ต้ังแตป 
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2006 ถึง 2007 ซึ่งเพิ่มถึง 98 เปอรเซ็นต ทําใหเกิดกลีเซอรอล 24,000 ตัน การนํากลีเซอรอลมา
ประยุกตใชเปนวัตถุดิบในการผลิตพลาสติกชีวภาพนอกจากเปนการเพ่ิมคุณคาทางเศรษฐกิจแลว
ยังเปนการลดมลพิษทางส่ิงแวดลอมอีกดวย 
 Cavalheiro และคณะ (2009) ศึกษาการผลิต PHB จาก Cupriavidus necator  DSM 
545 โดยใชกลีเซอรอลซึ่งเปนผลพลอยไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลและกลีเซอรอลที่ใชทาง
การคาเปนแหลงคารบอน มีแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน เล้ียงในถังหมักขนาด 2 ลิตร
แบบเฟดแบตช (fed-batch) เปรียบเทียบกัน พบวากลีเซอรอลที่ไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล
เปนแหลงคารบอนมีน้ําหนักเซลลแหง 51.2 กรัมตอลิตร ปริมาณ PHB 62 เปอรเซ็นตของน้ําหนัก
เซลลแหง สวนการกลีเซอรอลที่ใชทางการคาเปนแหลงคารบอนมีน้ําหนักเซลลแหง 38.1 กรัมตอ
ลิตร ปริมาณ PHB 50 เปอรเซ็นตของน้ําหนักเซลลแหง  
 Ibrahim และ Steinbüchel (2009) คัดเลือกแบคทีเรียที่ผลิต PHA จากแหลงน้ํา น้ําเสีย 
และดิน ในประเทศเยอรมันและอียิปต พบวา Zobellella denitrificans สายพันธุ MW1 สามารถ
ผลิต PHA ไดทดสอบเบ้ืองตนโดยการยอมแกรนูลดวย Nile Blue A นํากลีเซอรอลมาเปนแหลง
คารบอน มีการศึกษาหาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมคือ แอมโมเนียมคลอไรด อุณหภูมิที่เหมาะสม
กับการเจริญเติบโต 41 องศาเซลเซียส มีคาความเปนกรด ดางเทากับ 7.3 พบวามีการผลิต PHB 
80.4 เปอรเซ็นตของน้ําหนักเซลลแหง และเมื่อมีการเติมโซเดียมคลอไรด 20 กรัมตอลิตร ทําใหมี
น้ําหนักเซลลแหงเพิ่มข้ึน 5 กรัมตอลิตร มีปริมาณ PHB 87 เปอรเซ็นตของนํ้าหนักเซลลแหง 
นอกจากนี้พบวา Z. denitrificans สายพันธุ MW1 สามารถผลิต P(3HB-co-3HV) ไดเม่ือใชโพรพิ
โอเนตเปนแหลงคารบอนรวมกับกลีเซอรอลดวย 
 Song และคณะ (2008) คัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการนําน้ํามันพืชไปใชเปน
แหลงคารบอน โดยคัดเลือกจากดินในทุงขาวของประเทศเกาหลีโดยใชน้ํามันขาวโพดเปนแหลง
คารบอนในการคัดเลือก พบทั้งหมด 4 สายพันธุที่สามารถนําน้ํามันพืชไปใชได ไดแก 
Enterobacteriaceae sp. CR1, Rhodococcus sp. CR2, Acinetobacter sp. DR1 และ 
Pseudomonas sp. DR2 เมื่อนําไปผลิต PHA โดยใชน้ํามันขาวโพด และน้ํามันที่ใชแลวมาเปน
แหลงคารบอน พบวา Acinetobacter sp. DR1 และ Pseudomonas sp. DR2 สามารถผลิต  
mcl-PHA ได ทําการทดสอบเบ้ืองตนดวยการยอมดวย Nile Blue A แลวนําไปสองภายใตกลอง
ฟลูออเรสเซนต พบวา Pseudomonas sp. DR2 แสดงจุดสีสมจํานวนมากซึ่งมากกวา 
Acinetobacter sp. DR1  Song และคณะจึงไดศึกษาการผลิต mcl-PHAs ตอโดยใช 
Pseudomonas sp. DR2 พบวาเม่ือใชน้ํามันขาวโพด และน้ํามันที่ใชแลวมาเปนแหลงคารบอนได 
PHA เทากับ 37.34 เปอรเซ็นต และ 37.52 เปอรเซ็นตของน้ําหนักเซลลแหง ตามลําดับ [mcl-
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PHAs ที่ไดประกอบดวยโมโนเมอรหลักคือ 3HO (39.63 เปอรเซ็นต, 3-hydroxyoctanoate), 3HD 
(34.13 เปอรเซ็นต, 3-hydroxydecanoate) และ 3HDD (11.37 เปอรเซ็นต,3-
hydroxydodecanoate) สวนโมโนเมอรยอยอ่ืนๆ นอยกวา 15 เปอรเซ็นต] 
 
2.8 วัฏจักรแสดงการหมุนเวียนการสังเคราะห PHA โดยการใชกลีเซอรอลซ่ึงเปนผล
พลอยไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลงคารบอน 
 
 วัฎจักรแสดงการหมุนเวียนองคประกอบอินทรียของ PHA จากของเสียอินทรียจาก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซลแสดงในรูปที่ 2.9 เปนการนํากลีเซอรอลซึ่งเปนผลพลอยไดจาก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซลที่เกิดจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยในกลีเซอรอลนั้นอาจมี
สารอินทรียชนิดอ่ืนๆ และเมทานอลเจือปนจํานวนมากมาเปนแหลงคารบอนใหกับจุลินทรียซึ่งจะ
สรางและสะสมแกรนูลของ PHA ที่ไดจากกระบวนการเมแทบอลิซึมของเซลล จากนั้นสกัด PHA 
และทําใหบริสุทธิ์ นํามาแปรรูปเปนผลิตภัณฑพลาสติกชนิดตางๆ หลังจากผานการใชงานแลว 
PHA อาจถูกกําจัดเชนเดียวกับขยะประเภทของแข็งทั่วไป เม่ือเกิดการยอยสลายโดยธรรมชาติจะ
ไดเปนปุยที่มีแหลงอินทรียคารบอนที่สมบูรณ ชวยเพิ่มปริมาณน้ํา รักษาปริมาณสารอาหารในดิน 
เมื่อยอยสลายอยางสมบูรณจะไดคารบอนไดออกไซดและน้ํา ซึ่งเปนวัตถุดิบที่ใชสําหรับ
กระบวนการสังเคราะหแสงของพืช และนํากลับมาใชเปนวัตถุดิบสําหรับผลิต PHA ตอไป 
(Gerngross, 1999; Dove, 2000; Stevens, 2002; Kim และ Dale, 2005) 
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รูปท่ี 2.9 วัฏจักรแสดงการหมุนเวยีนการสงัเคราะห PHA โดยการใชกลีเซอรอลซึ่งเปนผลพลอยได
จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลงคารบอน  

ที่มา: http://www.bio.org/ind/wc/08/breakout_pdfs (Accessed 10 August 2010) 
 
2.9 การนํา PHA ไปประยกุตใชประโยชน 
 
          PHA ไดรับความสนใจเปนอยางมากในการนําไปประยุกตใชในระดับอุตสาหกรรมผลิตเปน
พลาสติกที่สามารถยอยสลายไดและ/หรือสามารถผสมเขากับพลาสติกเพื่อนําไปประยุกตใช
ประโยชนทางดานอ่ืนๆ อีกมากมาย (Lee, 1996a) ดังแสดงในรูปที่ 10  PHB ที่มีน้ําหนักโมเลกุล
ตํ่า ประกอบดวยโมโนเมอร 100-200 หนวย ซึ่งพบวามีองคประกอบคลายกับผนังเซลลของ
ส่ิงมีชีวิต Reusch และคณะ (1992) ไดพบองคประกอบที่คลายกับ PHB จํานวนมากในพลาสมา
ของเลือดมนุษย (blood plasma) ดังนั้นมีความนาจะเปนไปไดสูงที่จะนํา PHB ไปใชกับเนื้อเยื่อ
ของสัตวเล้ียงลูกดวยนมโดยไมเปนพิษกับส่ิงมีชีวิตนั้นๆ ดวยคุณสมบัติที่ PHA มีสมบัติการเขากัน
ไดกับส่ิงมีชีวิต (biocompatibility) จึงมีศักยภาพในการใชเปนวัสดุปลูกถายทีม่ีสมบัติการเขากันได
กับส่ิงมีชีวิตโดยไมกอใหเกิดกลไกการตอตานระหวางวัสดุปลูกถายและเซลลเนื้อเยื่อของส่ิงมีชีวิต 
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ซึ่งถือเปนคุณสมบัติเดนของ PHA  ที่นําไปสูในการประดิษฐวัสดุทางการแพทย ตัวอยางความ
เปนไปไดที่จะนํา PHA ไปประยุกตใชในดานตางๆ  

 บรรจุภัณฑทางอุตสาหกรรม เชน ฟลมหอหุมวัสดุ กระเปาและถุงบรรจุภัณฑ บรรจุภัณฑที่
ใชในยารักษาโรค ยาฆาแมลง ยากําจัดวัชพืช หรือปุย (Brandl และคณะ, 1990) 

 ผลิตภัณฑที่ออกแบบมาใหใชแลวทิ้ง เชน ใบมีดโกน เคร่ืองใชในบานบางชนิด ผาออม 
หรือผลิตภัณฑที่ใชดูแลทําความสะอาดสําหรับผูหญิง (Lee, 1995) 

 อุตสาหกรรมเคมี เปนวัตถุดิบในการผลิตองคประกอบไครัล (chiral compound) (Chen 
และ Wu, 2005) 

 วัสดุที่ใชทางการแพทย เชน วัสดุตกแตงบาดแผล เข็มที่ใชในการเย็บแผล ผาก็อซหรือสําลี
ที่ใชในการทําความสะอาดบาดแผล (Lee, 1995) 

 วัสดุคํ้าจุนและชวยการผสานกระดูกในทางการแพทยออธอพีดิกซ กระตุนการเจริญของ
กระดูกและสมานกระดูก (Brandl และคณะ, 1990) 

 ใชเปนสารเติมแตงในอาหารเพื่อสุขภาพ (Chen, 2009) 

 อุตสาหกรรมทอผา โดย PHA สามารถนําไปผานกระบวนการผลิตเปนไฟเบอรที่ใชใน
อุตสาหกรรมส่ิงทอเชนเดียวกับไนลอน (Chen, 2009) 

 อุตสาหกรรมยา เฉพาะ PHB ที่มีโครงสรางเปน R-configuration มีคุณสมบัติรักษาโรคอัล
ไซเมอร และโรคพากินสัน (Alzheimer’s และ Parkinson’s diseases) (Kashiwaya และคณะ, 
2000) โรคขอกระดูกอักเสบ (Massieu และคณะ, 2003) ชวยปรับปรุงและฟนฟูความจํา (Zou 
และคณะ, 2009) 

 ใชในการทําบริสุทธิ์โปรตีน (Protein purification) โดยใหแกรนูลของ PHA จับกับ phasin 
proteins (PHA granule binding protein phasin; PhaP) ทําให recombinant proteins บริสุทธิ์ 
(Wang และคณะ, 2008) 
 

ในปจจุบันประเทศที่มีเทคโนโลยีดานพลาสติกยอยสลายไดทางชีวภาพจะเปนผูนําในการ
กําหนดทิศทางการใชสินคาจากพลาสติกยอยสลายไดทางชีวภาพ และพัฒนารูปแบบไปสู
กฎหมายหรือแผนปฏิบัติการระหวางประเทศที่ทําใหเกิดอํานาจตอรองดานธุรกิจการคาในเวทีโลก
เราจึงเห็นไดวาความต่ืนตัวดานพลาสติกยอยสลายไดทางชีวภาพทั้งดานนโยบาย การวิจัยและ
พัฒนาอุตสาหกรรม และการสรางผลิตภัณฑเพื่อเรงรัดใหเกิดการทดแทนพลาสติกทั่วไปนั้นเปนไป
อยางรวดเร็วและมีข้ันตอนที่มีทิศทางอยางชัดเจน เชน ประเทศสหรัฐอเมริกาเปนหนึ่งในประเทศ
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ผูนําดานวิทยาการและเทคโนโลยีพลาสติกยอยสลายไดทางชีวภาพ โดยประสบความสําเร็จในการ
ผลิตเม็ดพลาสติกยอยสลายทางชีวภาพในระดับอุตสาหกรรม เชน บริษัท NatureWorks LLC 
ประเทศสหรัฐอเมริกา ไดใชขาวโพดเปนวัตถุดิบในการผลิตกรดแลคติกและ PLA โดยมีชื่อทาง
การคาวา IngeoTM  ในขณะที่บริษัท Telles ประเทศสหรัฐอเมริกาสามารถผลิต PHAs โดยมีชื่อ
ทางการคาวา MirelTM  ในป 2009 มีการผลิต PHAs 50,000 ตัน โดยกําหนดราคาขายในราคา
กิโลกรัมละ €1.50 (Chanprateep, 2010) 

 

 
 
รูปท่ี 2.10 การนํา PHA ไปประยุกตใชประโยชนในดานตางๆ (Chen, 2010b) 
 

ในปจจุบันมีหลายบริษัททั่วโลกไดพัฒนาการผลิต PHA ดังแสดงในตารางที่ 2.5 บริษัท 
ZENECA Bio-Products หรือบริษัท Imperial Chemical Industries (ICI plc) เปนบริษัทแรกที่ใช
แบคทีเรียสายพันธุ Cupriavidus nacator (โดยช่ือเดิมคือ Ralstonia eutropha หรือ Alcaligenes 
eutrophus) (Vandamme และ Coenye, 2004; Vaneechoutte และคณะ, 2004) ในการผลิตโค
พอลิเมอร P(3HB-co-3HV) และ PHB มีชื่อทางการคาวา BIOPOL  ในป 1990 มีการผลิต 1,000 
ตันตอปและมีการต้ังเปาหมายไววาในป 2008 มีการผลิตถึง 50,000 ตันตอป (Verlinden และ
คณะ, 2007) นอกจากนี้ยังมีหลายบริษัทที่ผลิต PHB เชน Mitsubishi Gas Chemical Company 
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Inc. ประเทศญ่ีปุน มีชื่อทางการคาวา Biogreen®  PHB Industrial Company ประเทศบราซิล มี
ชื่อทางการคาวา Biocycle®  Biomer Inc. ประเทศเยอรมนี มีชื่อทางการคาวา Biomer® บริษัทที่
ผลิต P(3HB-co-3HV) เชน บริษัท Tianan Biologic, Ningbo ประเทศจีน มีชื่อทางการคาวา 
Enmat® เปนตน ปจจุบันมีหลายประเทศท่ีรณรงคและออกกฎหมายเกี่ยวกับการใชถุงพลาสติก 
เชน ในประเทศไอรแลนด สก็อตแลนด เดนมารก และสวีเดนมีการจัดเก็บภาษีการใชถุงพลาสติกที่
ไมสามารถยอยสลายได ในประเทศบังคลาเทศมีการตอตานการใชถุงพลาสติกที่ไมสามารถยอย
สลายไดเร่ิมตนเม่ือเดือนมกราคม ป 2002 ในประเทศอิตาลีมีการเก็บเงินเพิ่ม €0.10–0.20 เม่ือซ้ือ
ของโดยใสถุงพลาสติกเมื่อป 2009 เปนตน (Chanprateep, 2010) 
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ตารางที่ 2.5 บริษัทที่มีการผลิต PHA ในระดับอุตสาหกรรม (Lee, 1996a; Reddy และคณะ, 
2003; Chen, 2010a) 
 

จุลินทรีย / วัตถุดิบ บริษัท 
Alcaligenes eutrophus (H16) 
 
A. latus 
 
 
Aeromonas hydrophila 
Bhurkolderia sp. 
 
พืชตัดแตงพนัธุกรรม 
พืชตัดแตงพนัธุกรรม (เมล็ดเรพ,ถั่วเหลือง) 
พืชตัดแตงพนัธุกรรม (เมล็ดเรพ) 
Escherichia coli ตัดแตงพนัธุกรรม 
 
แปง 
 
 
 
 
 
เฮมิเซลลูโลส 
แบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ 

- ZENECA Bio-Products ชื่อเดิม ICI Ltd.(อังกฤษ)
- Tianjin Northern Food (จีน) 
- Biotechnolgische Forschungs gesellschaft 

mbH (ออสเตรีย) 
- Petrochemia Danubia  
- Procter & Gamble (สหรัฐอเมริกา) 
- PHB Industrial Usina da Pedra-Acucare 

Alcool (บราซิล) 
- Metabolix Inc. (สหรัฐอเมริกา) 
- Monsanto (สหรัฐอเมริกา) 
- ZENECA Seeds (อังกฤษ) 
- Bio Ventures Alberta Inc. (แคนนาดา) 
- Lantian Group (จีน) 
- Warner_s Lambert (สหรัฐอเมริกา) 
- Fertec (Ferruzi e Technologia) (อิตาลี) 
- Biotec(Melitta) Emmerich (เยอรมน)ี 
- BASF Ludwigshafen (เยอรมน)ี 
- Bayer/Wolf Walsrode Leverkusen (เยอรมน)ี 
- Novamont Novara (อิตาลี) 
- Polyferm Inc. (แคนนาดา) 
- Biocorp (สหรัฐอเมริกา) 
- Asahi Chemicals and Institute of Physical and 

Chemical Research (ญ่ีปุน) 
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2.10 การวิเคราะหเพื่อจาํแนกชนิดของ PHA 
 

2.10.1 กาซโครมาโตรกราฟ (Gas Chromatography: GC) (รุจิลักขณ รัตตะรมย, 2549) 
 
           เปนเทคนิคสําหรับแยกสารตัวอยางที่เปนสารผสม โดยเปล่ียนสารผสมใหเปนไอที่

อุณหภูมิหนึ่ง แลวใหไอของสารเหลานั้นผานเขาไปยังคอลัมนที่บรรจุดวยเฟสคงที่ (stationary 
phase) โดยอาศัยการพาไปของเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) หรือกาซตัวพา องคประกอบของ
สารผสมที่มีความสามารถในการเคลื่อนที่และการกระจายตัวผานเฟสคงที่ตางกันจะแยกออกจาก
กัน โดยองคประกอบภายในเคร่ืองกาซโครมาโตรกราฟ แสดงในรูปที่ 2.11 
 

 
 

รูปท่ี 2.11 องคประกอบของเคร่ือง Gas chromatography 
ที่มา:http://classes.engr.oregonstate.edu/cbee/spring2005/che415/PublicTeam1/Biodies

el_Project_Proposal.html (Accessed 15 August 2010) 
 

           ในการวิเคราะหสารผสม ตัวอยางจะถูกฉีดเขาที่ชองฉีดตัวอยาง (injection port) 
สารผสมจะถูกใหความรอนจนกลายเปนไอแลวถูกพาเขาไปในคอลัมนดวยเฟสเคลื่อนที่ 
องคประกอบของสารผสมจะแยกออกจากกันเมื่อเคลื่อนผานคอลัมนและถูกตรวจวัดโดยดีเทค
เตอร สัญญาณการตรวจวัดที่ไดจากดีเทคเตอรจะถูกบันทึกและแสดงออกมาในรูปของโครมาโตร
แกรม  
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            เคร่ืองกาซโครมาโตกราฟ ประกอบดวยสวนตาง ๆ ดังนี้ 
                       กาซตัวพาที่ใชเปนเฟสเคล่ือนที่นั้นตองเปนกาซเฉ่ือยไมทําปฏิกิ ริยา ไดแก 
ไนโตรเจน ฮีเลียม อารกอน และคารบอนไดออกไซด การเลือกชนิดของกาซจะข้ึนอยูกับชนิดของดี
เทคเตอรที่ใช  
                       Sample Injection System อุณหภูมิของ Injector จะสูงกวาใน oven ประมาณ 
50 องศาเซลเซียส สารตัวอยางจะถูกทําใหเปนไอและสงผานสู chamber ปริมาณสารที่ฉีดเขาสู
ระบบ ~1 ไมโครลิตร คอลัมนที่ใชเปนแคพิลลารีคอลัมน (capillary column) เสนผานศูนยกลาง
ภายในประมาณ 0.2 มิลลิเมตร ประกอบดวย wall coated open tubular จะเคลือบผนังภายใน
ดวยเฟสของเหลวคงที่ (liquid stationary phase) และสารเคลือบคํ้าจุน (support coated 
tubular)  เคลือบผนังภายในดวยเฟสของแข็งคงที่ (solid stationary phase) ประสิทธิภาพของ
คอลัมนสองชนิดนี้ดีกวาคอลัมนแบบแพ็ค (packed column) 

           Oven จะเปนสวนที่ควบคุมอุณหภูมิของคอลัมน เพื่อใหไดงานที่มีความแมนยํา 
การควบคุมอุณหภูมิจะตองมีความละเอียดถึง 0.1 องศาเซลเซียส การต้ังคาอุณหภูมินั้นจะข้ึนอยู
กับจุดเดือดของตัวอยาง โดยปกติแลวอุณหภูมิคอลัมนจะถูกต้ังไวสูงกวาจุดเดือดของตัวอยาง
ขณะที่ตัวอยางเคล่ือนที่ผานเฟสคงท่ีอุณหภูมิตํ่าจะใหคาความละเอียดของการวัดสูง แตใชเวลาใน
การวิเคราะหเพิ่มข้ึน ถาสารประกอบแตละชนิดในตัวอยางมีจุดเดือดใกลเคียงกัน จะต้ังคา
อุณหภูมิเพียงคาเดียว (isothermal) ถาสารประกอบแตละชนิดในตัวอยางมีจุดเดือดชวงกวาง จะ
ใชโปรแกรมอุณหภูมิในการแยกสาร คือ อุณหภูมิของคอลัมนจะคอย ๆ เพิ่มข้ึนอยางตอเนื่อง
จนกระทั่งการแยกเสร็จส้ิน สวน detector และ recorder ที่ใชเปนแบบไมจําเพาะเพื่อใหใชงานได
หลากหลาย 

           เมื่อสารถูกแยกและทําการวิเคราะหแลว หนวยประมวลผลจะแสดงผลการ
วิเคราะหออกมาในรูปโครมาโตรแกรมซ่ึงจะแสดงเปอรเซ็นต abundance และเวลาที่ใชในการ
เคล่ือนที่ (retention time) เคร่ืองสามารถวิเคราะหหาความสูงของพีคและพื้นที่ใตพีคเพื่อ
เปรียบเทียบปริมาณสารไดอีกดวย การวิเคราะหเชิงปริมาณ (Quantitative analysis) ดวยวิธีสาร
มาตรฐานภายในเปนวิธีที่ใชหาปริมาณของสารไดถูกตองที่สุด แตทั้งนี้ข้ึนอยูกับสารมาตรฐาน
ภายในตองมีคุณสมบัติดังนี้ สารนั้นตองมีคุณสมบัติคลายสารที่จะวิเคราะห ตองถูกชะออกจาก
คอลัมนหมด ตองใหพีคที่แยกอยูตางหาก โดยพีคจะไมซ้ําหรือเหล่ือมทับพีคอ่ืนๆ และอยูใกลพีคที่
ตองการหา และสารนั้นตองไมทําปฏิกิริยากับสารอ่ืน ๆ ที่เกี่ยวของ 
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2.10.2 นิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโตรสโคป (Nuclear magnetic resonance 
spectroscopy: NMR) (แมน อมรสิทธิ์ และ อมร เพชรสม, 2539) 

 
            นิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโตรสโคป หรือที่เรียกโดยยอวา เอ็นเอ็มอาร 

(NMR) เปนเทคนิคที่เกี่ยวของกับการวัดระดับพลังงานที่แตกตางกันของนิวเคลียสที่อยูภายใต
อิทธิพลของสนามแมเหล็ก มีประโยชนมากในการศึกษาเกี่ยวกับสูตรโครงสรางของสารอินทรียและ
สารอนินทรีย นอกจากนี้ยังนํามาใชในการทําปริมาณวิเคราะหไดดวย แสดงองคประกอบของ
เคร่ือง NMR ในรูปที่ 2.12 

           หลักการของ NMR นิวเคลียสเปนอนุภาคที่มีประจุ ในนิวเคลียสของธาตุบางชนิด
ประจุนี้จะหมุนหรือสปน (spin) เปนวงรอบแกนนิวเคลียส (nuclear axis) (Field และ Sternhell, 
1989)   การสปนของนิวเคลียสนี้จะกอใหเกิดโมเมนตแมเหล็ก (magnetic moment) เมื่อ
สนามแมเหล็กภายนอกกระทํากับนิวเคลียส จะไปทําใหนิวเคลียสที่จําเพาะเจาะจงเกิดการหันไป
ในทิศทางที่แนนอนเมื่อเทียบกับทิศทางของสนามแมเหล็ก ทิศทางการจัดตัวที่ตางกันจะมีคา
พลังงานที่ตางกัน ดังนั้นจึงสามารถนําขอมูลคาพลังงานที่วัดไดมาบงบอกถึงทิศทางการจัดตัวของ
นิวเคลียสชนิดตางๆ ได ในการวัดสัญญาณ NMR จะตองนําตัวอยางที่ละลายในตัวทําละลายที่
เหมาะสม (ซึ่งจะตองปราศจากนิวเคลียสชนิดเดียวกับที่กําลังจะตรวจวัดสัญญาณ NMR 
ตัวอยางเชนหากจะวัดสัญญาณของโปรตอนในสารตัวอยางตัวทําละลายจะตองไมมีโปรตอน เชน 
CCl4 หรือตองเปนตัวทําละลายที่มีดิวทีเรียมแทน เชน CDCl3) อยูในหลอดแกวยาว ไปวางไวใน
สนามแมเหล็กที่มีความแรงมาก ซึ่งในยุคแรกๆ จะใชแมเหล็กไฟฟา ซึ่งสามารถเพิ่มความแรงได
อยางจํากัด ในปจจุบันจะนิยมใชแมเหล็กแบบซูเปอรคอนดักเตอร ซึ่งจะตองหลอเย็นดวยฮีเลียม
เหลวตลอดเวลาจึงจะทํางานได แมเหล็กแบบนี้จะสรางสนามแมเหล็กที่เขมกวาแบบ
แมเหล็กไฟฟาปกติมาก และความแรงสนามแมเหล็กนี้เองที่เปนตัวบงช้ีประสิทธิภาพของเคร่ือง 
NMR โดยมักจะเปรียบเทียบดวยตัวเลขสัญญาณความถี่ของโปรตอน เชน เคร่ือง 500 MHz, 200 
MHz หรือ 60 MHz โดยถายิ่งตัวเลขมาก ก็แสดงวามีประสิทธิภาพสูงกวาทั้งในแงของความไว 
(sensitivity) และความละเอียดของการวัด (resolution) อยางไรก็ตามราคาของเคร่ืองและ
คาใชจายการดูแลรักษาก็จะสูงตามไปดวย เคร่ืองที่ใชกันในหองปฏิบัติการวิจัยทั่วไปปจจุบันจะ
ทํางานที่ความถี่ 200-500 MHz  

           สวนประกอบสําคัญอีกสวนหน่ึงนอกจากแมเหล็กก็คือตัวสง (radiofrequency 
generator) และตัวรับสัญญาณคล่ืนวิทยุ (detector and amplifier) ซึ่งจะทําหนาที่สงสัญญาณ
คล่ืนวิทยุไปยังตัวอยางและตรวจวัดสัญญาณที่ถูกดูดกลืน หรือปลดปลอยออกมา ในยุคแรกการ
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วัดสัญญาณ NMR จะทําในลักษณะที่เรียกวาคล่ืนตอเนื่อง (continuous wave; CW) โดย
เคร่ืองสงสัญญาณคล่ืนวิทยุจะตองแปรความถี่ของคล่ืนวิทยุที่สงผานเขาไปในตัวอยางไปเร่ือยๆ 
และตรวจวัดสัญญาณหลังจากผานตัวอยางเปรียบเทียบกับสัญญาณที่สงเขาไปที่ความถี่เดียวกัน 
หากความเขมของสัญญาณลดลงก็แสดงวามีการดูดกลืนเกิดข้ึน ลักษณะการดูดกลืนก็จะเปนพีค
ซึ่งจะนํามาพล็อตเทียบกับความถี่คลายกับในกรณีของอินฟราเรดสเปกตรัม อยางไรก็ตามการทํา
เชนนี้จะกินเวลามาก และไมคอยมีประสิทธิภาพนัก เคร่ือง NMR สมัยใหมจะใชเทคนิคที่เรียกวา 
Pulsed NMR ซึ่งจะเปนการสงสัญญาณคลื่นวิทยุที่ทุกความถี่ในชวงที่สนใจเขาไปยังตัวอยาง
พรอมๆ กัน ซึ่งจะทําใหเกิดการฟลิปของสปนทั้งหมดอยางทันทีทันใดเรียกวาอยูในสถานะถูก
กระตุน (excited state) จากนั้นนิวเคลียสก็จะกลับเขาสูสถานะเดิม (ground state) พรอมทั้ง
ปลดปลอยพลังงานออกมาในรูปของคลื่นวิทยุ เฉพาะความถี่ที่เกิดการดูดกลืน ซึ่งอาจมีมากกวา  
1 คาก็ได ความถี่ของคล่ืนที่ปลดปลอยออกมานี้จะอยูในรูปของคล่ืนที่ซอนกันที่เรียกวาสัญญาณ 
FID (free induction decay) ซึ่งสามารถแยกออกเปนแตละความถี่ โดยที่แตละความถี่ก็มีความ
เขมของสัญญาณที่แตกตางกันไดโดยกระบวนการทางคณิตศาสตรที่เรียกวาฟูเรียรทรานสฟอรม 
(Fourier transform) ดังนั้นเครื่อง NMR สมัยใหมจึงมักเรียกวา FT NMR การทําฟูเรียร       
ทรานสฟอรมจะตองใชการคํานวณที่ซับซอน คอมพิวเตอรสําหรับเก็บขอมูลและประมวลผลจึงเปน
ส่ิงสําคัญอยางยิ่งสําหรับ FT NMR ในขณะที่อาจไมใชส่ิงจําเปนนักสําหรับ CW NMR ขอดี
ประการสําคัญของ FT NMR คือสามารถเก็บสัญญาณ FID รวมกันหลายๆ คร้ัง แลวนํามาทําฟู
เรียรทรานสฟอรมเพียงคร้ังเดียว ซึ่งจะทําใหไดสัญญาณที่ชัดเจนข้ึน โดยเฉพาะกับสารตัวอยางที่มี
ปริมาณนอยหรือเมื่อบันทึก NMR สเปกตรัมของนิวเคลียสที่มีปริมาณนอยในธรรมชาติเชน 13C 
15N เปนตน  
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รูปท่ี 2.12 องคประกอบของเคร่ืองนวิเคลยีรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโตรสโคป 
ที่มา http://hyperphysics.phy-astr.gsu.edu/hbase/nuclear/nmr.html                    

(Accessed 15 August 2010) 
 

2.10.3 เจลเพอรมิเอชันโครมาโตรกราฟ (Gel permeation chromatography: GPC) 
(แมน อมรสิทธิ์ และ อมร เพชรสม, 2539) 

 
           เปนเทคนิคที่ใชกันอยางกวางขวางเพื่อศึกษาการกระจายของน้ําหนักโมเลกุลของ

พอลิเมอร หรืออาจเรียกอีกช่ือหนึ่งวา  size exclusion chromatography (SEC)  แสดง
องคประกอบของเครื่อง GPC ในรูปที่ 2.14 เปนวิธีแยกและตรวจหาสารประกอบที่มีน้ําหนัก
โมเลกุลสูง คอลัมนที่ใชบรรจุดวยอนุภาคที่มีขนาดของรูพรุนตางๆ กัน การเลือกขนาดของรูของตัว 
packing ข้ึนอยูกับขนาดและรูปรางของโมเลกุลของตัวถูกละลายที่ตองการแยก มีบอยคร้ังที่สาร
ตัวอยางที่ตองการแยกประกอบดวยตัวถูกละลายมีขนาดตางๆ กัน (น้ําหนักโมเลกุลตางกัน) และ 
packing มีรูขนาดเดียว จึงไมสามารถแยกทุกตัวที่ละลายในสารตัวอยางนั้นได เนื่องจากโมเลกุล
บางตัวที่มีขนาดใหญกวารูของอนภุาคจะถูกชะออกไป และปรากฎออกมาเปนพีคแรกและพีคเดียว
ในโครมาโตแกรม และพีคนี้จะมี retention volume เทากับ Vm สวนโมเลกุลตัวอ่ืนๆ ที่มีขนาดเล็ก
กวารูของอนุภาคก็จะแพรผานเขาไปในอนุภาคและจะปรากฎออกมาที่ retention volume ตางๆ 
กัน  
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รูปท่ี 2.13 กลไกการทาํงานของ Gel permeation chromatography 
         ที่มา: http://pharamcytimes.wordpress.com/category/instrumental-analysis-        

studies/chromatography/ (Accessed 15 August 2010) 
 

            GPC เปนวิธีการแยกโดยอาศัยขนาดโมเลกุลของพอลิเมอร การแยกเกิดข้ึนใน
คอลัมนโครมาโตกราฟที่บรรจุเม็ด (bead) ของแข็งที่มีรูพรุนหรือเจล (gel) โดยทั่วไปมักใชเม็ดพอ
ลิสไตรีนที่ผานการเชื่อมโยงระหวางโมเลกุล และมีรูพรุน หรือแกวที่เปนรูพรุน 

           ตัวอยางของสารละลายพอลิเมอรเจือจางจะถูกใสลงไปในคอลัมน และชะดวย
กระแสของตัวทําละลาย โมเลกุลพอลิเมอรจะผานเม็ดรูพรุนและสามารถแพรเขาไปในรู ซึ่ง
ลักษณะการแพรนี้ข้ึนกับขนาดโมเลกุลของพอลิเมอรและขนาดของรูพรุน โมเลกุลขนาดตาง ๆ จะ
ถูกชะออกมาจากคอลัมนตามลําดับขนาด โมเลกุลขนาดใหญที่ไมสามารถแพรเขาไปในรูพรุนได
จะผานคอลัมนออกมากอนเปนอันดับแรก สวนโมเลกุลขนาดเล็กจะติดอยูในรูพรุนของเจลและใช
เวลาอยูในคอลัมนนานกวาและถูกชะออกมาภายหลัง ดังแสดงในรูปที่ 2.13 
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รูปท่ี 2.14 องคประกอบของเคร่ืองเจลเพอรมิเอชันโครมาโตรกราฟ 
ที่มา: http://www.answers.com/topic/gel-permeation-chromatography                

(Accessed 15 August 2010) 
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บทที่ 3 
 

อุปกรณและวิธีดําเนินการทดลอง 
 
3.1 อุปกรณที่ใชในงานวจิัย 
 

1. ถังหมักขนาด 5 ลิตรและชุดควบคุมถังหมกั รุน EPC-1000 ของบริษัท EYELA, Japan 

2. เคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิ (shaker) รุน Innova 4330 ของบริษัท New Brunwick 
Scientific Co., Inc., Edison, N.J., USA และรุน Gyromax 707R ของบริษัท Amerex 
Instruments, Inc., USA 

3. เคร่ืองปนเหวีย่งชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน 1920, รุน 6500 ของ
บริษัท Kubota, Japan และรุน Avanti J-30I ของบริษัท Beckman Coulter, Germany 

4. เคร่ืองชั่งหยาบ (laboratory balance) รุน PG 2002-S และรุน PG 6002-S ของบริษัท 
Mettler Toledo Co., Ltd., Switzerland 

5. เคร่ืองชั่งละเอียด (analytical balance) รุน AG 204 และรุน AG 285 ของบริษัท Mettler 
Toledo Co., Ltd., Switzerland 

6. เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Spectronic 20 Genesys ของ
บริษัท Spectronic Unicam, USA, รุน Gensys 20 ของบริษัท Thermo Spectronic, 
USA และรุน Perkin Elmer instruments Lamda 25 UV/VIS Spectrometer ของบริษัท 
PerkinElmer, Inc., USA 

7. เคร่ืองวิเคราะหปริมาณคารบอน (Total organic carbon analyzer) รุน TOC V-csh ของ  
บริษัท Shimadzu  

8. เคร่ือง Gel Permeation Chromatography (GPC) รุน CLASS-VP V6.14 ของบริษัท 
Shimadzu 

9. เคร่ืองวิเคราะห Nuclear magnetic resonance analyzer ของบริษัท Varian Inova, 
USA 

10. เคร่ืองผสมสาร (vortex mixer) รุน G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA 

11. กลองจุลทรรศน (microscope) รุน CH30RF200 ของบริษัท Olympus, Japan 

12. กลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต ของบริษทั Olympus, Japan 
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13. ตูถายเช้ือแบบ laminar flow ISSCO รุน BV-124 ของบริษัท International Scientific 
Supply Co., Ltd., Thailand, รุน Clear รุน V3-4 ของบริษัท Triwork 2000 Co., Ltd., 
Thailand และ Bosstech รุน HVB 120S ของบริษัท Boss Scientific Associate L.P., 
Thailand 

14. ตูอบแหง (hot air oven) ของบริษัท Memmert Co., Ltd., Germany 
15. เคร่ืองนึ่งอบฆาเชื้อจุลินทรีย (autoclave) รุน SS-325 และรุน ES-315 ของบริษัท Tomy 

Seiko Ltd., Japan รุน MLS 3020 ของบริษัท Sanyo Co., Ltd., Japan และรุน HV-25 
ของบริษัท Hirayama Co., Ltd., Japan 

16. เคร่ืองวัดคาความเปนกรดดาง (pH meter) รุน SevenEasy ของบริษทั Mettler Toledo 
Co., Ltd., Switzerland 

17. ตูบมเช้ือ (incubator) รุน INE 500 ของบริษัท Memmert Co., Ltd., Germany 
18. เคร่ืองกวนแมเหล็ก (magnetic stirrer) รุน 502P-2 ของบริษัท PMC, USA 

19. เคร่ืองใหความรอน (stirring hot plate) รุน DS 201HS ของบริษัท DMC, Japan 

20. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน WB14 และรุน W760 ของบริษัท Memmert, 
Germany 

21. เคร่ืองกาซโครมาโตรกราฟ (Gas Chromatography) รุน 3400C ของบริษัท Varian, USA 

22. แคปพิลลาลีคอลัมน (capillary column) ชนิด cabowax-PEG ขนาด 60 m×25 mm ID× 
25 μm Df 

23. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งตํ่า (deep freezer) อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซยีส ของบริษัท Forma 
Scienctific, USA และ Sanyo Electric, Japan 

24. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งตํ่า (deep freezer) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส ของบริษัท Sanyo 
Electric, Japan 

25. ตูเย็น (freezer) อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส ของบริษัท Mitsubishi Electric, Japan 

26. ไมโครปเปตต (Micropipette) รุน P200 P1000 และ P5000 ของบริษทั Gilson, France 

27. ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน (Nitrocellulose membrane) ขนาด 0.45 μm ของบริษัท 
Sartorius, Germany 

28. กระดาษกรอง Whatman เบอร 1 และ 2 ของบริษัท Whatman International Ltd., 
England 

29. หลอดเก็บเช้ือแชแข็ง (cryotube) จัดจําหนายโดยบริษทั Bioadvance, Thailand 

30. ขวดรูปชมพู (Erlenmeyer flask) ของบริษัท PYREX 
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31. หลอดทดลอง (test tube) ของบริษัท PYREX 

32. กระบอกตวง (Cylinder) ของบริษัท PYREX 

33. บีกเกอร (Beaker) ของบริษทั PYREX 

34. หลอดทดลองฝาเกลียว (screw-cap tube) ของบริษัท PYREX 

35. กระบอกเซน็ตริฟวจ (centrifuge ware) ของบริษัท Nalgene 
 
3.2 เคมีภัณฑ 
 

1. ของเสียอินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล ของบริษัท Witcorp Co.Ltd., Thailand 
2. กรดซัลฟูริกเขมเขน (H2SO4) ของบริษัท Merck, Germany 
3. กรดเบนโซอิก (C7H6O2) ของบริษัท Nacalai tesque, Japan 
4. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท Merck, Germany 
5. กลีเซอรอล (C3H8O3) ของบริษัท Merck, Germany 
6. คลอโรฟอรม (CHCl3) ของบริษัท Labscan Asia Co., Ltd., Ireland 
7. คอปเปอรไดคลอไรดไดไฮเดรต (CuCl2·2H2O) ของบริษทั Farmitalia Carlo Erba S.p.A, 

Italy 
8. แคลเซียมคลอไรด (CaCl2) ของบริษัท Farmitalia Carlo Erba S.p.A, Italy 
9. ซิงคซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4.7H2O) ของบริษัท Farmitalia Carlo Erba S.p.A, Italy 
10. โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany 
11. โซเดียมซิเตรท (C6H5Na3O7) ของบริษัท Merck, Germany 
12. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษัท Merck, Germany 
13.  ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) ของบริษัท Merck, Germany 
14. ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) ของบริษทั Merck, Germany 
15. ทริปโตส (tryptose) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
16. เปบโตน (peptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
17. โพแตสเซียมคลอไรด (KCl) ของบริษัท Merck, Germany 
18. โพแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษทั Merck, Germany 
19. เฟอรรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O) ของบริษัท Merck, Germany 
20. เมทานอล (CH3OH) ของบริษัท Merck, Germany 
21. แมกนีเซยีมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H20) ของบริษัท Merck, Germany 
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22. แมงกานีสไดคลอไรดเตตระไฮเดรต (MnCl2·4H2O) ของบริษัท Merck, Germany 
23. วุนผง (agar) ของบริษัท บิกเบน โปรดัคตอรา เดอ อะการ เอส.เอ., Chile 
24. สารสกัดจากเนื้อ (beef extract) ของบริษทั Labscan Asia Co., Ltd., Ireland 
25. สารสกัดจากยสีต (yeast extract) ของบริษัท Springer, France 
26. อะซีโตน (C3H6O) ของบริษัท Merck, Germany 
27. เอทานอล (C2H5OH) ของบริษัท Merck, Germany 
28. แอมโมเนยีมซัลเฟต [(NH4)2SO4] ของบริษทั Merck, Germany       
29. เฮกเซน (C6H14) ของบริษัท Merck, Germany 
30. Sudan Black B ของบริษัท Merck, Germany 
31. Nystatin (C47H75NO17

 ) ของบริษัท MP Biomedicals, France 
32. Nile Blue A ของบริษัท Sigma, USA 
33. กรดออกตะโนอิก (C8H16O2) ของบริษัท Merck, Germany 
34. กรดเดคะโนอิก (C10H20O2) ของบริษัท Merck, Germany 
35. กาซไฮโดรเจน (H2) ของบริษัท PRAXAIR, Thailand 
36. กาซออกซิเจน (O2) ของบริษัท TIG (Thai Industrial Gas), Thailand 
37. กาซไนโตรเจน (N2) ของบริษัท PRAXAIR, Thailand 

 
หมายเหตุ: สารเคมีที่ใชทกุชนิดเปนเกรดเพื่อการวิเคราะห (analytical grade) 
 
3.3. จุลินทรยี 
 

       จุลินทรียที่ใชในงานวิจยัคือ Acinetobacter sp. ASC1, Pseudomonas sp. ASC2, 
Enterobacter sp. ASC3 และ Bacillus sp. ASC4 เปนแบคทีเรียที่คัดแยกโดย อัมทกิา เมืองวงษ
มีความสามารถในการสรางและสะสมพอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต (PHA) ซึ่งคัดแยกมาจากดินที่
ปนเปอนน้าํมนัพืชที่ใชแลวในจังหวัดสุพรรณบุรี 
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3.4 การเก็บรกัษาจลุินทรยี 
 

3.4.1 การเกบ็รักษาจุลินทรียในระยะส้ัน   
 

                       เข่ียจุลินทรียโดยใชลูปเข่ียเช้ือลาก (streak) บนอาหารแข็งเอียง LB (ภาคผนวก ก
1) เล้ียงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง และนําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ                  
4 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาใช และถายลงในอาหารใหมทุกๆ 1 เดือน 
 

3.4.2 การเกบ็รักษาจุลินทรียในระยะยาว 
 
         เล้ียงจุลินทรียในอาหารเหลวสําหรับเล้ียงกลาเชื้อ (ภาคผนวก ก2) นําไปเล้ียงในตู

บมควบคุมอุณหภูมิ ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
หลังจากนั้นนํามาปนแยกเซลลออกจากอาหารเหลวที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ         
4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง ลางเซลลดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด
เขมขน 0.85 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ข4) จากนั้นปนแยกเซลลและทําซํ้าอีกรอบ กระจายเซลลใน
กลีเซอรอล 10 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ข1) นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโน
เมตร และปรับใหอยูในชวง 0.8-1.0 (จํานวน 109 CFUตอมิลลิลิตร) บรรจุลงในหลอดเยือกแข็ง 
(cryotube) ที่ปลอดเชื้อ เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 เดือน หรือเก็บที่
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ป 

 
3.5 การคัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถผลิต PHAs โดยใชของเสียจากการผลิตไบโอดีเซลท่ี
ผลิตจากน้ํามันพืชใชแลว 
 
       3.5.1 การเก็บตัวอยางดินที่ปนเปอนน้ํามันพืชที่ใชแลว 
 
                      เก็บตัวอยางดินจากบริเวณที่ปนเปอนน้ํามันพืชที่ใชแลว บันทึกวันและเวลาที่เก็บ 
นําตัวอยามาแยกเช้ือทันที หรือเก็บรักษาตัวอยางที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกวาดําเนินการ
แยกเชื้อ 
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3.5.2 การเก็บตัวอยางของเสียอินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล 
 
          เก็บตัวอยางของเสียอินทรียจากโรงงานผลิตไบโอดีเซลซึ่งผลิตมาจากน้ํามันพืชที่ใช

แลวของบริษัท วิทยคอรป จํากัด มหาชน ต้ังอยูเลขที่ 52/4 หมู 6 ซอยสุชัย ถนนพระราม 2 ตําบล
ทาทราย อําเภอเมือง จังหวัดสมุทรสาคร นําไปนึ่งฆาเช้ือที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เก็บไวที่อุณหภูมิหองเพื่อใชในการเตรียมอาหาร
สังเคราะหสําหรับคัดแยกเช้ือแบคทีเรีย และเปนแหลงคารบอนใหแบคทีเรียในการผลิต PHA 
ตอไป 

 
       3.5.3 การคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิต PHAs โดยใชของเสียที่ไดจาก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซล 
 
                      นําตัวอยางดิน 10 กรัม เติมลงในอาหารสังเคราะห (Chanprateep และคณะ, 
2008) โดยมีของเสียอินทรียปริมาณ 5 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน ปรับคาความเปนกรด ดาง
เทากับ 7 ซึ่งบรรจุปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร โดยเติม Nystatin ซึ่งเปน
สารยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือรา (ความเขมขน 40 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) (ภาคผนวก ข7) 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เล้ียงบนเคร่ืองเขยาอัตราเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส จนกระทั่งอาหารเร่ิมขุน ถายอาหารเล้ียงเชื้อลงบนอาหารสังเคราะหสูตรเดิมทําซํ้า 3 คร้ัง 
จากนั้นกระจายเช้ือบนอาหารแข็งสูตรเดียวกัน แยกโคโลนีเด่ียวและทําใหไดเช้ือที่บริสุทธิ์ นําเช้ือที่
บริสุทธิ์มายอมดวย Sudan Black B และ Nile Blue A ตามวิธีขอ 3.5.4 เพื่อตรวจสอบเบ้ืองตนวา
แบคทีเรียนั้นสามารถผลิต PHAs ไดหรือไม จากการยอมแกรนูล PHAs  แบคทีเรียที่มีแกรนูล 
PHAs จะถูกนํามาศึกษาตอไป และเก็บรักษาแบคทีเรียโดยการเตรียมหัวเชื้อใน 10 เปอรเซ็นต   
กลีเซอรอลที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื่อทําเปนหัวเช้ือตามขอ 3.4.1 และ 3.4.2 
 
 3.5.4 การยอมแบคทีเรียที่ผลิต PHAs ดวย Sudan Black B และ Nile Blue A ตามวิธี
ของ Jenkins และคณะ (1993) และ Song และคณะ (2008) ตามลําดับ 
                        

          นําแบคทีเรียที่บริสุทธิ์แลวมากระจายตัวบนสไลด ยอมดวย Sudan Black B 
(ภาคผนวก ข4) เปนเวลา 10 นาที จากนั้นลางดวยน้ํากล่ัน ยอมดวย Safranin เปนเวลา 5-10 
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วินาที ลางดวยน้ํากล่ัน ทิ้งไวใหแหง นําไปสองภายใตกลองจุลทรรศน ถามี PHAs ซึ่งสะสมอยูใน
รูปของแกรนูล แกรนูลจะติดสีเทาดําและอยูภายในเซลลของแบคทีเรีย   

การยอมดวย Nile blue A นําแบคทีเรียที่บริสุทธิ์แลวมากระจายตัวบนสไลด ยอม
ดวย Nile blue A (ภาคผนวก ข5) เปนเวลา 5 นาที จากนั้นลางดวยเอทานอล 100 เปอรเซ็นต 
นําไปตรวจสอบแกรนูลภายใตกลองฟลูออเรสเซนตดวยแสงอัลตราไวโอเลต ถามี PHAs ซึ่งสะสม
ในรูปของแกรนูลภายในเซลลจุลินทรีย แกรนูลจะมีสีแดงหรือสีสม   
 
3.6 การพิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดทางอนุกรมวิธาน 
 
         3.6.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphological characteristic) 
 
           เพาะเล้ียงแบคทีเรียสายพันธุที่คัดเลือกไดจากขอ 3.5.3 บนอาหารแข็งสําหรับเล้ียง
เชื้อจุลินทรียเพื่อการผลิต PHA (ภาคผนวก ก3) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง
สังเกตลักษณะโคโลนีและการเจริญบนอาหาร ศึกษารูปรางและลักษณะการยอมติดสีแกรม 
ภายใตกลองจุลทรรศน 
 
 3.6.2 การศึกษาสมบัติทางสรีรวิทยา หรือการทดสอบทางชีวเคมีเบ้ืองตน (Physiological 
characteristic and Biochemical test) 
 

          แปรผลการทดสอบตางๆ โดยการอางอิงกับคูมือการจัดหมวดหมูของแบคทีเรีย 
Bergey’s Mannual of Determinative Bacteriology (Buchanan และ Gibbons, 1974) 
 
                        เตรียมแบคทีเรียที่มีอายุ 24 ชั่วโมง เข่ียโคโลนีเด่ียวลงบนอาหารตางๆ และ
ทดสอบทางชีวเคมี ไดแก ศึกษาการเจริญบนอาหารแข็ง McConky ความสามารถในการใชแหลง
คารบอน ความสามารถในการหมักน้ําตาล ความสามารถในการเคลื่อนที่ (Motility test) 
ความสามารถในการสรางเอนไซมออกซิเดส (Oxidase test) ความสามารถในการสรางเอนไซมคะ
ตะเลส (Catalase test) ความสามารถในการผลิต Indole (Indole test) การทดสอบ Methyl Red-
Vogesprokauer tests (MR-VP test) การทดสอบการใชซิเตรต (citrate utilization test) การ
ทดสอบ Triple Sugar Iron (TSI) reaction ความสามารถในการสรางไฮโดรเจนซัลไฟด (H2S) 
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ความสามารถในการสรางเอนไซม Lysine decarboxylase  Lysine deaminase และ Ornithine 
decarboxylase และทดสอบความสามารถในการผลิตยูรีเอส (Urease test)  
 

3.6.3 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S ribosomal RNA (16S rRNA) 
 

                       นําจุลินทรียที่มีความสามารถในการใชของเสียอินทรียที่ไดจากการผลิตไบโอดีเซล
และสะสมแกรนูล PHA ภายในเซลลจากขอ 3.5.4 มาวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S 
rRNA โดยนําแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่เก็บในกลีเซอรอล 10 เปอรเซ็นต  สงวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอ
ไทดที่บริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี โดยใชไพรเมอรคือ 518F และ 800R เม่ือไดขอมูลลําดับ          
นิวคลีโอไทดของช้ินดีเอ็นเอแลว เช่ือมลําดับนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม DNASIS-Mac Software 
Version 2.05 (Hitachi Software Engineering Co.Ltd., Yokohama, Japan) นําขอมูลที่ไดมา
วิ เคราะหและเป รียบเทียบกับขอมูลใน  GenBank ดวยโปรแกรม  BlastN 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) ของ National Center for Biotechnology Information 
(NCBI) เพื่อจําแนกชนิดของแบคทีเรียที่คัดแยกได 
 
             3.6.4 ตนไมวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) 
 
    นําลําดับนิวคลีโอดของ 16S rRNA ที่ผานการวิเคราะหแลว และลําดับนิวคลีโอไทด
ของ 16S rRNA ของแบคทีเรียที่คัดเลือกไว ทําการปรับแนวของลําดับนิวคลีโอไทด (multiple 
alignment) โดยใชโปรแกรม Clustal X จากนั้นนําขอมูลที่ผานการปรับแนว มาคํานวณ distance 
matrix สราง phylogenetic tree ดวยการวิเคราะหแบบ Neighbor-joining และ Bootstrap ดวย
โปรแกรม PHYLIP software package version 3.752c ซึ่งประกอบดวย PRODIST.EXE 
NEIGHBOR.EXE SEQBOOT.EXE และ CONSENSE.EXE ตามลําดับ ตนไมวิวัฒนาการที่ถูก
สรางข้ึน นําเสนอโดยใชโปรแกรม TREEVIEW (Kimura,1980) 
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3.7 ภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHAs จากของเสียที่ไดจากการผลิตไบโอดีเซลในระดับ
ขวดเขยา 
       

 3.7.1 การเตรียมกลาเชื้อ  
                        
                        เตรียมกลาเชื้อโดยเล้ียงแบคทีเรียในอาหารเตรียมกลาเชื้อ (Chanprateep และ
คณะ, 2008) โดยใชอาหารเตรียมกลาเชื้อ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาดปริมาตร 250 
มิลลิลิตร เติมหัวเช้ือที่เก็บรักษาในกลีเซอรอล 10 เปอรเซ็นต (จํานวน 109 CFUตอมิลลิลิตร) 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตรตอ 1 ฟลาสก เล้ียงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตราการเขยา 200 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 24  ชั่วโมง จากนั้นนํามาปนแยกเซลลที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที เก็บตะกอนเซลลมาลางดวยสารละลาย 0.85 
เปอรเซ็นต โซเดียมคลอไรดที่ปราศจากเชื้อ ทําซ้ําอยางนอย 2 คร้ัง จากนั้นกระจายเซลลดวยน้ํา
กล่ันปราศจากเช้ือเพื่อเตรียมสําหรับการเล้ียงในระดับขวดเขยา 

 
3.7.2 การวิเคราะหปริมาณคารบอนทั้งหมดในของเสียอินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอ

ดีเซล 
 

                   นําของเสียอินทรียที่ไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลประมาณ 10 มิลลิลิตร 
วิเคราะหดวยเคร่ือง Total organic carbon analyzer (TOC analyzer) ที่วิทยาลัยปโตรเลียม
และปโตรเคมี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
        

 3.7.3 การผลิตในระดับขวดเขยา 
 
                        3.7.3.1 ศึกษาหาปริมาณของเสียอินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล ปริมาณ
ไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิต PHAs ของแบคทีเรียในระดับขวดเขยาตามวิธีของ 
Chanprateep และคณะ (2008) 
 
                                     นํากลาเช้ือจากขอ 3.7.1 ถายลงสูอาหารเพื่อการผลิตปริมาตร           
150 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด ดางเทากับ 7 บรรจุในฟลาสกขนาดปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
แปรผันปริมาณแหลงคารบอนคือ ของเสียอินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลที่เติมลงใน
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อาหารเพื่อการผลิตดังนี้ 5  10  และ 20 กรัมตอลิตร แหลงไนโตรเจนคือ แอมโมเนียมซัลเฟต โดย
แปรผันอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนดังนี้ 4  20  80  และ 200 ทั้งนี้ตองวิเคราะหปริมาณ
คารบอนทั้งหมดในของเสียอินทรีย (Total Organic Carbon; TOC) เพื่อใชคํานวณอัตราสวน
คารบอนตอไนโตรเจน เล้ียงในสภาวะอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตราการเขยา 200 รอบตอนาที 
เปนเวลา 96  ชั่วโมง เก็บอาหารเลี้ยงเชื้อทุก 12 ชั่วโมง เพื่อวิเคราะหน้ําหนักเซลลแหงตามขอ 
3.7.3.3  ปริมาณไนโตรเจนตามขอ 3.7.3.5 ปริมาณของคารบอนในของเสียอินทรียที่เหลืออยูตาม
ขอ 3.7.3.4 และองคประกอบของ PHAs ตามข้ันตอนในขอ 3.8.1 ตอไป 
 
  3.7.3.2 ศึกษาการผลิต PHAs ในระดับขวดเขยาโดยใชน้ําตาลกลูโคสเปนแหลง
คารบอนแทนของเสียอินทรียในกระบวนการผลิตไบโอดีเซล 
 
               นํากลาเชื้อจากขอ 3.7.1 ถายลงอาหารเพื่อการผลิตปริมาตร            
150 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด ดางเทากับ 7 บรรจุใน ฟลาสกขนาดปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
แหลงคารบอนคือ น้ําตาลกลูโคสปริมาณ 20 กรัมตอลิตร แหลงไนโตรเจนคือ แอมโมเนียมซัลเฟต 
อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน 200 เล้ียงในสภาวะอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตราการเขยา 
200 รอบตอนาที เปนเวลา 72  ชั่วโมง เก็บอาหารเล้ียงเชื้อทุก 12 ชั่วโมง เพื่อวิเคราะหน้ําหนัก
เซลลแหงตามขอ 3.7.3.3  ปริมาณไนโตรเจนตามขอ 3.7.3.5  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซตามขอ 
3.7.3.6 และองคประกอบของ PHAs ตามข้ันตอนในขอ 3.8.1 ตอไป 
 

  3.7.3.2 วิเคราะหน้ําหนักเซลลแหง  
 

               อบเมมเบรนไนโตรเซลลูโลสขนาด 0.45 ไมโครเมตร จนไดน้ําหนักคงท่ี 
กรองน้ําหมักปริมาตร 5 มิลลิลิตร นําไปอบที่ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง เก็บไวใน     
เดซิเคเตอรจนไดน้ําหนักคงที่ คํานวณหาน้ําหนักเซลลแหงในหนวยกรัมตอลิตร    
 

 3.7.3.3 วิเคราะหปริมาณคารบอนท่ีเหลือทั้งหมดในของเสียอินทรียจาก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซล 

 
  นําน้ําหมักที่ปนแยกเซลลออกแลววิเคราะหดวยเคร่ือง TOC analyzer ที่

วิทยาลัยปโตรเลียมและปโตรเคมี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
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3.7.3.4 วิเคราะหปริมาณไนโตรเจนตามวิธีของ Kempers (1974)  
 

นําน้ําหมักที่ปนแยกเซลลออกแลว มาเจือจางใหไดความเขมขนที่
เหมาะสม นําน้ําหมักที่เจือจางแลวปริมาตร 5 มิลลิลิตร เติมโปแตสเซียมคลอไรด ความเขมขน     
2 โมลาร 5 มิลลิลิตร เติมสารละลาย Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 1 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากัน จากนั้นเติมฟนอลไนโตรพัสไซดรีเอเจนท 2 มิลลิลิตร เติมบัฟเฟอรไฮโปคลอไรดรีเอ
เจนต 4 มิลลิลิตร และเติมน้ํากล่ันปลอดประจุ 8 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันนําไปอุนในอางน้าํควบคุม
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 636 นาโนเมตร แลว
นําคาที่ไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานระหวางปริมาณแอมโมเนียม-ไนโตรเจน และคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 636 นาโนเมตร คํานวณปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตหนวยเปนกรัมตอลิตร 
  

3.7.4 การผลิตในระดับถังหมัก 
 
         นําภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHAs ของแบคทีเรียที่คัดแยกได คือมีปริมาณ

คารบอนในของเสียอินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเทากับ 10 กรัมตอลิตร อัตราสวน
คารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 200 เล้ียงในถังหมัก EYELA รุน EPC-1000 ขนาด 5 ลิตร เล้ียงเชื้อ
แบบแบบแบตช (batch) เตรียมกลาเช้ือตามขอ 3.7.1 ถายลงสูอาหารเพื่อการผลิตปริมาตร      
2.5 ลิตร อัตราเร็วในการกวน 600 รอบตอนาที มีอัตราการใหอากาศ 2.5 มิลลิลิตรตอนาที คา
ความเปนกรด ดาง เร่ิมตนของการเลี้ยงเชื้อเทากับ 7 เล้ียงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
96 ชั่วโมง  
 
3.8 ศึกษาการผลิต PHAs โดยใชน้ําตาลกลูโคสเปนแหลงคารบอนแทนของเสียอินทรียใน
กระบวนการผลิตไบโอดีเซล 
 

3.8.1 ศึกษาการผลิต PHAs ในระดับขวดเขยาโดยใชน้ําตาลกลูโคสเปนแหลงคารบอน
แทนของเสียอินทรียในกระบวนการผลิตไบโอดีเซล 

 
นํากลาเชื้อจากขอ 3.7.1 ถายลงอาหารเพื่อการผลิตปริมาตร 150 มิลลิลิตร ปรับคา

ความเปนกรด ดางเทากับ 7 บรรจุในฟลาสกขนาดปริมาตร 500 มิลลิลิตร แหลงคารบอนคือ 
น้ําตาลกลูโคสปริมาณ 20 กรัมตอลิตร แหลงไนโตรเจนคือ แอมโมเนียมซัลเฟต อัตราสวนคารบอน
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ตอไนโตรเจน 200 เล้ียงในสภาวะอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตราการเขยา 200 รอบตอนาที 
เปนเวลา 72  ชั่วโมง เก็บอาหารเลี้ยงเชื้อทุก 12 ชั่วโมง เพื่อวิเคราะหน้ําหนักเซลลแหงตามขอ 
3.7.3.2 ปริมาณไนโตรเจนตามขอ 3.7.3.4 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซตามขอ 3.8.2 และองคประกอบ
ของ PHAs ตามข้ันตอนในขอ 3.9.1 ตอไป 

 
             3.8.2 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซตามวิธีของ Bernfeld (1995) 
 

 นําน้ําหมักที่ปนแยกเซลลออกแลว มาเจือจางดวยน้ํากล่ันตามความเหมาะสม
เพื่อใหไดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตรอยูในชวง 0.2 ถึง 0.8 จากนั้นใช
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาเติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (dinitrosalicylic acid หรือ DNSA 
reagent, ภาคผนวก ข13) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวนําไปตมในอางน้ําเดือดเปน
เวลา 10 นาที ทิ้งไวใหเย็นแลวเติมน้ํากล่ัน 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปวัดคาการดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร แลวนําคาที่ไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานระหวางกลูโคส
และคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร (ภาคผนวก ค1) หนวยเปนกรัมตอลิตร 
 
3.9 วิเคราะหปริมาณและองคประกอบของ PHAs ที่ผลิตได 
 

3.9.1 วิเคราะหชนิดและปริมาณของพอลิเมอรโดยวิธีกาซโครมาโตรกราฟ (Gas 
chromatography: GC) ตามวีธีของ Comeau และคณะ (1988)  

 
            แยกเซลลออกจากน้ําหมัก โดยการปนที่ 8,000 รอบตอนาที นาน 15 นาที แลว

ลางดวยน้ํากล่ัน 2 คร้ัง แลวนําเซลลที่ไดไปอบแหงที่ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ชั่ง
น้ําหนักเซลลแหงประมาณ 20 มิลลิกรัม ใสเซลลแหงที่ชั่งแลวลงในหลอดฝาเกลียว เติม
คลอโรฟอรม 2 มิลลิลิตร และเติมสารละลาย 3 เปอรเซ็นต กรดซัลฟูริกในเมทานอล 2 มิลลิลิตร ที่
มีกรดเบนโซอิก 2 กรัมตอลิตรเปนสารมาตรฐานภายใน ปดฝาเกลียวใหแนน นําไปใหความรอนที่ 
80 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง เขยาดวยเคร่ืองเขยาอยางรุนแรงทุก 30 นาที เม่ือครบตามเวลาที่
กําหนด ทิ้งใหเย็น เติมน้ํากล่ันปริมาตร 1 มิลลิลิตร และเขยาผสมใหเขากันนาน 5 นาที ทิ้งให
สารละลายแยกเปน 2 ชั้น เลือกเก็บช้ันลางซึ่งเปนชั้นของคลอโรฟอรมและเก็บในขวดฝาเกลียว
ขนาดเล็ก ปดฝาใหแนน วิเคราะหปริมาณ PHA โดยวิธีแกสโครมาโตรกราฟโดยใชภาวะการ
วิเคราะหและการคํานวณตามวิธีของสุชาดา จันทรประทีป (2539)  ภายใตภาวะดังนี้ 
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             ชนิดของคอลัมน                      : แคปพิลลารีคอลัมน ชนิด cabowax-PEG  
                                                             ขนาด 60 m×25 mm ID× 25 μm Df 
             อุณหภูมิของ injector               : 250 องศาเซลเซียส (isothermal) 
             อุณหภูมิของ column               : 130 องศาเซลเซียส นาน 6 นาท ีเพิม่อุณหภูมิเปน      
                                                              180 องศาเซลเซียส ดวยอัตรา 5 องศาเซลเซียสตอนาท ี
                                                              รักษาอุณหภูมไิวที่ 180 องศาเซลเซียส 
             อุณหภูมิของ detector (FID)     : 250 องศาเซลเซียส (isothermal) 
              split ratio                               : 50 ตอ 1 
              กาซตัวพา (carrier gas)          : He อัตราการไหล 2 มิลลิลิตรตอนาท ี
              ปริมาตรฉีด                             : 1 ไมโครลิตร 

 
             การวิเคราะหชนิดของโมโนเมอร โดยการเปรียบเทียบเวลาที่อยูในคอลัมน 

(retention time) ของสารตัวอยางกับเวลาที่อยูในคอลัมนของสารมาตรฐาน 
 

การคํานวณปริมาณโมโนเมอรของ PHA (กรัมตอลิตร) คํานวณปริมาณโมโนเมอร 
(ที่มีสารมาตรฐานภายในเปนกรดเบนโซอิก 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน
ที่วิเคราะหในภาวะเดียวกัน (ภาคผนวก ค2 และ ค3) 
 

3.9.2 การสกดั PHA จากเซลลแหงและการทําใหบริสุทธิ ์
 

            ใชวิธีของ Doi และคณะ (1995) โดยปนแยกเซลลออกจากน้ําหมัก ที่ความเร็ว 
8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เทสวนใสทิ้ง ลางเซลลดวยน้ํากลั่น 2 คร้ัง นําเซลลทั้งหมดไป
อบที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง หรือจนกวาจะแหง จากนั้นบรรจุเซลลแหงลง
ในถุงกระดาษกรอง whatman เบอร 2 เย็บปดดวยดายทุกดานใหสนิท นําไปใสขวดที่มีฝาปดสนิท
และสกัดพอลิเมอรดวยคลอโรฟอรมที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นเท
ใสภาชนะต้ังทิ้งไวที่ตูระเหยสารเคมีที่อุณหภูมิหอง เพื่อระเหยคลอโรฟอรมออกใหหมด จะได
ผลิตภัณฑที่มีลักษณะเปนแผนฟลม นํามาทําใหบริสุทธิ์อีกรอบ โดยละลายแผนฟลมที่ไดใน
คลอโรฟอรมที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส จนเปนเนื้อเดียวกันอีกคร้ัง นํามาตกตะกอนในเฮกเซน
ปริมาตร 4 เทา ผสมใหเขากัน และต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง เก็บพอลิเมอรที่
ตกตะกอนในเฮกเซนซ่ึงเปนผลิตภัณฑของพอลิเมอรที่มีลักษณะเปนผงสีขาวไวในเดซิเคเตอร 



 
 

52

 3.9.3 การวิเคราะหองคประกอบของพอลิเมอรดวยเคร่ืองนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซ  
  
                      นําพอลิเมอรที่บริสุทธิ์ที่ไดจากขอ 3.9.2 มาละลายดวย CDCI3 วิเคราะหโปรตอน
นิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโทรสโกป (1H-NMR) และคารบอนนิวเคลียรแมกเนติกเร
โซแนนซสเปกโทรสโกป (13C-NMR) spectra ดวยฟูเรียรทรานสฟอรมนิวเคลียรแมกเนติกเร
โซแนนซสเปกโทรสโคป (Fourier transform nuclear magnetic resonance spectrometer) 
ความถี่ 500 MHz ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ที่ศูนยเคร่ืองมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย วิเคราะห Two dimension-1H-correlation spectroscopy (2D-1H - 
COSY) ดวยฟูเรียรทรานสฟอรมนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโทรสโคป ความถี่ 400 MHz ที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ที่ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 
3.10 ทดสอบสมบัติทางกายภาพของ PHAs  
 
       การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของสารผลิตภัณฑตามวิธีของ Abate และคณะ (1995) 
 
         ละลายพอลิเมอรในคลอโรฟอรมชนิดเกรด HPLC เขมขน 1 เปอรเซ็นต กรองดวยเมมเบรน 
ขนาด 0.45 ไมครอน นําไปวิเคราะหหาน้ําหนักโมเลกุลดวยวิธี Gel Permeation 
Chromatography รุน Shimadzu CLASS-VP V6.14 ที่วิทยาลัยปโตรเลียมและปโตรเคมี 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โดยใชคอลัมน Water Styragel HT 6E มีตัวพาเปนคลอโรฟอรม อัตรา
การชะที่ 1 มิลลิลิตรตอนาที อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส คํานวณน้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอร 
โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของพอลิสไตรีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลในชวง 96,400  ถึง 456 
ดาลตัน (Da) ซึ่งวิเคราะหในภาวะเดียวกัน 
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิต PHAs โดยใชของเสียจากการผลิตไบโอดีเซลที่
ผลิตจากน้ํามันพืชใชแลว 
 
 เก็บตัวอยางดินจากบริเวณที่ปนเปอนน้ํามันพืชที่ใชแลวจากอําเภอศรีประจันต จังหวัด
สุพรรณบุรี และของเสียอินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลซึ่งผลิตมาจากน้ํามันพืชที่ใชแลว
จากบริษัท วิทยคอรป จํากัด มหาชน อําเภอเมือง จังหวัดสมุทรสาคร ปจจุบันโรงงานไดบําบัดของ
เสียอินทรียนี้โดยการกล่ันเพื่อใหเปนกลีเซอรอลใส แลวนําไปเปนวัตถุดิบในการผลิตสบู แสดง
องคประกอบของกีเซอรอลใสในตารางที่ 4.1 เแสดงสถานที่การผลิตน้ํามันไบโอดีเซลในรูปที่ 4.1 
โดยของเสียอินทรียมีลักษณะเปนของเหลวสีน้ําตาลเขมแสดงในรูปที่ 4.2 มาคัดเลือกแบคทีเรียที่มี
ความสามารถในการผลิต PHAs โดยใชอาหารสําหรับเล้ียงจุลินทรียเพื่อการผลิต PHAs 
(Chanprateep และคณะ, 2008) ที่มีของเสียอินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลง
คารบอนและเติม Nystatin ความเขมขน 40 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เพื่อยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เชื้อรา ผลการทดลองพบจุลินทรียทั้งหมด 20 สายพันธุที่สามารถเจริญไดบนอาหารนี้  
 นําจุลินทรียทั้ง 20 สายพันธุไปทดสอบความสามารถในการผลิต PHAs เบ้ืองตนโดยนําไป
ยอมสีแกรม พบวามีแบคทีเรีย 4 สายพันธุที่มองเห็นแกรนูลภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 
เทา จากนั้นนําแบคทีเรียทั้ง 4 สายพันธุไปยอมดวย Sudan Black B และ Nile Blue A ตามวิธีของ 
Jenkins และคณะ (1993) และ Song และคณะ (2008) ตามลําดับ เมื่อนําไปยอมดวย Sudan 
Black B จะแสดงเปนจุดสีดําภายในเซลล และเมื่อนําไปยอมดวย Nile Blue A จะแสดงเปนจุดสี
สมสะทอนแสงภายใตกลองฟลูออเรสเซนต แสดงในรูปที่ 4.3 โดยใหแบคทีเรียทั้ง 4 สายพันธุนั้น
ชื่อวา ASC1  ASC2  ASC3 และ ASC4 
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ตารางที่ 4.1 องคประกอบของกลีเซอรอลใส 
 

การวิเคราะห หนวย รายละเอียด วิธีวิเคราะห
1. ลักษณะปรากฎ ใสไมมีสี ใสไมมีสี - 
2. กล่ิน - Odourless BS 5711: Part 9
3. ปริมาณกลีเซอรอล %wt 99.5 %Min A.O.C.S Ea 7-50
4. Specific Gavity - 1.2606 Min A.O.C.S Ea 7-50
5. สี (APHA) - 10 Max Lovibond
6. โลหะหนัก ppm 5 Max BS 5711: Part 15
7. ปริมาณน้ํา %wt 0.5% Max Karl Fisher
8. สารที่กอใหติดไฟ %wt 0.01 Max USP-30
9. สารหนู ppm 1.5 Max BS 5711: Part 10
10. ไดเอทิลีนไกลคอล (DEG) %wt 0.1% Max USP-30
11. ซัลเฟต %wt 0.002% Max USP-30
12. ปริมาณเหล็ก ppm 10 Max USP-31
 
ที่มา: บริษัท วิทยคอรป จํากัด มหาชน 
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รูปท่ี 4.1 โรงงานการผลิตน้าํมันไบโอดีเซลจากน้ํามนัพชืที่ใชแลวของบริษัทวทิยคอรป จํากัด   
    มหาชน 
 

 
 

รูปท่ี 4.2 ของเสียอินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลที่ผลิตมาจากน้ํามันพืชที่ใชแลวของ 
บริษัทวทิยคอรป จํากัด มหาชน 
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รูปท่ี 4.3 การสะสม PHAs ในแบคทีเรียสายพันธุ ASC1  ASC2  ASC3 และ ASC4 ในอาหารเพื่อ
การผลิตที่มีของเสียอินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลงคารบอน และมีแอมโมเนียม
ซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน โดยรูป (A) ยอมแกรมภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา (B) 
ยอมดวย Sudan Black B กําลังขยาย 100 เทา (C) ยอมดวย Nile Blue A กําลังขยาย 40 เทา 
 
4.2 การพิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได 
 
       4.2.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphological characteristic) 
 
                จากการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียสายพันธุ  ASC1  ASC2  ASC3 
และ ASC4 เม่ือเล้ียงบนอาหารแข็งสําหรับเล้ียงกลาเช้ือ (Chanprateep และคณะ, 2008) พบวา
โคโลนีของแบคทีเรียสายพันธุ  ASC1  ASC2  ASC3 และ ASC4 มีลักษณะดังแสดงในตารางที่ 
4.2 
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ตารางที่ 4.2 ลักษณะของโคโลนีและลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนของแบคทีเรียสายพันธุ  
ASC1  ASC2  ASC3 และ ASC4 
 
สายพนัธุ ลักษณะโคโลนี ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศน

ASC1 มีลักษณะกลม ขนาดเล็ก สีขาวครีม ขอบเรียบ เซลลมีรูปรางกลม ติดสีแกรมลบ
ASC2 มีลักษณะกลม สีสมออน ขอบเรียบ เซลลมีรูปรางกลม ติดสีแกรมลบ
ASC3 มีลักษณะกลม ขนาดใหญ สีขาวครีม ขอบเรียบ เซลลมีรูปรางกลม ติดสีแกรมลบ
ASC4 มีขนาดใหญ แหงยน สีขาวครีม เซลลมีรูปรางแทงส้ัน ติดสีแกรม

บวก 
 
      4.2.2 การศึกษาสมบัติทางสรีรวิทยา และการทดสอบทางชีวเคมีเบ้ืองตน (Physiological 
characteristic and Biochemical test) 
       
          เมื่อศึกษาลักษณะทางชีวเคมี เพื่อเปนแนวทางในการจัดจําแนกแบคทีเรียโดยทดสอบเล้ียง
บนอาหารแข็ง MacConkey พบวาแบคทีเรียสายพันธุ ASC3 ชนิดเดียวที่สามารถยอยน้ําตาลแลค
โทสในอาหารได จึงมีโคโลนีสีชมพู และมีลักษณะเปนเมือกเยิ้ม 

พบวาจากการทดสอบสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียสายพันธุ  ASC1  ASC2  ASC3 
และ ASC4 อางอิงตาม Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology โดยพิจารณาจากการ
ทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีตางๆ ไดผลดังแสดงในตารางที่ 4.3 ในเบ้ืองตนคาดวาแบคทีเรียสาย
พันธุ  ASC1  ASC2  ASC3 และ ASC4 จัดเปนแบคทีเรียในสกุล Acinetobacter sp.  
Pseudomonas sp.  Enterobacter sp. และ Bacillus sp. ตามลําดับ 
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ตารางที่ 4.3 ลักษณะทางชีวเคมีของแบคทีเรียสายพันธุ  ASC1  ASC2  ASC3 และ ASC4 
 

การทดสอบ ASC1 ASC2 ASC3 ASC4
Motility + + + +

Oxidase - + - +
Catalase + + + +

Indole production - - - -
Methyl red - - - -

Voges-Proskauer + - + -
Citrate (Simmons) + + + +

TSI reaction A/A K/K A/A K/A
H2S production (TSI) - - - -

Lysine decarboxylase - - - +
Lysine deaminase - - - -

Ornithine decarboxylase + + + +
Urease - - + +
Nitrate  + + + -

 
หมายเหตุ:   (+) สามารถใชได เจริญได หรือ เกิดปฏิกิริยากับการทดสอบ  

   ( - )  ไมสามารถใชได ไมเจริญ หรือ ไมเกิดปฏิกิริยากับการทดสอบ 
   A/A สรางกรดและกาซ 
   K/A สรางเบสและกาซ 
   K/K  ไมหมกัน้ําตาล 

 
    4.2.3 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S ribosomal RNA (16S rRNA) 
 

จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ16S rRNA ตามวิธีในขอ 3.6.3 ของแบคทีเรีย
สายพันธุ ASC1  ASC2  ASC3 และ ASC4 มีความยาว 1,536  1,465  1,453 และ 1,503 bp 
ตามลําดับ (ลําดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรียทั้ง 4 สายพันธุแสดงในภาคผนวก ง) เปรียบเทียบกับ
ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rRNA ของแบคทีเรียสายพันธุตางๆ ที่มีบันทึกไวในฐานขอมูล 
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GenBank โดยใชโปรแกรม BLASTn พบวาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rRNA ของแบคทีเรีย
สายพันธุ  ASC1 มีความคลายกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rRNA ของ Acinetobacter 
baumannii  สายพันธุ RM4 94.89 เปอรเซ็นต แบคทีเรียสายพันธุ ASC2 คลายกับลําดับนิวคลีโอ
ไทดบริเวณ 16S rRNA ของ Pseudomonas mendocina สายพันธุ DS0601-FX 99.18 
เปอรเซ็นต แบคทีเรียสายพันธุ ASC3 คลายกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rRNA ของ 
Enterobacter sp. สายพันธุ BSRA2 99.24 เปอรเซ็นต และแบคทีเรียสายพันธุ ASC4 คลายกับ
ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ16S rRNA ของ Bacillus subtilis สายพันธุ IAM 12118T 98.40 
เปอรเซ็นต และนําลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rRNA ไปเสนอใน Genbank เพื่อใหได 
ascession number จึงใหแบคเรียสายพันธุ  ASC1  ASC2  ASC3 และ ASC4 ชื่อวา 
Acinetobacter  sp. ASC1 (GU227612)  Pseudomonas sp. ASC2 (GU227613)  
Enterobacter sp. ASC3 (GU227614) และ Bacillus sp. ASC4 (GU227615) ตามลําดับ  

 
    4.2.4 ตนไมวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) 

 
                เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rRNA ของ Acinetobacter  sp. ASC1  
Pseudomonas sp. ASC2  Enterobacter sp. ASC3 และ Bacillus sp. ASC4 และลําดับนิวคลีโอ
ไทดจากฐานขอมูล (BLASTn) มาทําการปรับแนวของลําดับนิวคลีโอไทด (multiple alignment) โดย
ใชโปรแกรม Clustal X และนําขอมูลที่ผานการปรับแนวมาสรางตนไมวิวัฒนาการดวยโปรแกรม 
PHYLIP software package พบวา Acinetobacter  sp. ASC1  Pseudomonas sp. ASC2  
Enterobacter sp. ASC3 และ Bacillus sp. ASC4 มีความใกลเคียงกับ Acinetobacter 
baumannii  สายพันธุ RM4  Pseudomonas mendocina สายพันธุ DS0601-FX  Enterobacter 
sp. สายพันธุ BSRA2 และ Bacillus subtilis ดังแสดงในรูปที่ 4.4 ถึงรูปที่ 4.7  
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รูปที่ 4.4 ตนไมวิวัฒนาการของ 16S rRNA ของ Acinetobacter  sp. ASC1 (GU227612) โดยใช 16S rRNA ของ Pseudomonas oleovorans (AY623816) เปน 

out-group และตัวเลขที่กิ่งสาขาบอกถึงการนับที่ใหผลซ้ําจากทั้งหมด 100 ครั้ง ดวย bootstrap 
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รูปที่ 4.5 ตนไมวิวัฒนาการของ 16S rRNA ของ Pseudomonas sp. ASC2  (GU227613)  โดยใช 16S rRNA ของ Cupriavidus necator A-04 (EF988626) เปน 

out-group และตัวเลขที่กิ่งสาขาบอกถึงการนับที่ใหผลซ้ําจากทั้งหมด 100 ครั้ง ดวย bootstrap 61 
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รูปที่ 4.6 ตนไมวิวัฒนาการของ 16S rRNA ของ Enterobacter sp. ASC3 (GU227614) โดยใช 16S rRNA ของ Pseudomonas oleovorans (AY623816) เปน 

out-group และตัวเลขที่กิ่งสาขาบอกถึงการนับที่ใหผลซ้ําจากทั้งหมด 100 ครั้ง ดวย bootstrap 
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รูปที่ 4.7 ตนไมวิวัฒนาการของ 16S rRNA ของ Bacillus sp. ASC4 (GU227615) โดยใช 16S rRNA ของ Cupriavidus necator A-04 (EF988626) เปน          
out-group และตัวเลขที่กิ่งสาขาบอกถึงการนับที่ใหผลซ้ําจากทั้งหมด 100 ครั้ง ดวย bootstrap 
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4.3 ภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHAs จากของเสยีที่ไดจากการผลิตไบโอดีเซลในระดับ
ขวดเขยา 
 

ศึกษาหาปริมาณของเสียอินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล ปริมาณไนโตรเจนที่
เหมาะสมตอการเจริญและการผลิต PHAs ของแบคทีเรียในระดับขวดเขยาตามวิธีของ 
Chanprateep และคณะ (2008) 

 Acinetobacter  sp. ASC1 Pseudomonas sp. ASC2  Enterobacter sp. ASC3 และ 
Bacillus sp. ASC4 สามารถเจริญและผลิต PHAs ไดในอาหารเพื่อการผลิตที่มีของเสียอินทรีย
จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลงคารบอน โดยปริมาณคารบอนทั้งหมดในของเสียอินทรีย
จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลวิเคราะหโดยเครื่อง TOC analyzer ตามขอ 3.7.2 มีปริมาณ
คารบอนทั้งหมด 300.88 กรัมตอลิตร  

ศึกษาหาปริมาณของเสียอินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล ปริมาณไนโตรเจนที่
เหมาะสมตอการเจริญและการผลิต PHA ของแบคทีเรียในระดับขวดเขยาตามขอ 3.7.3.1 โดยแปร
ผันปริมาณคารบอนในของเสียอินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลที่เติมลงในอาหารเพื่อการ
ผลิตดังนี้  5  10 และ 20 กรัมตอลิตร แหลงไนโตรเจนคือ แอมโมเนียมซัลเฟต โดยแปรผัน
อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนดังนี้  4  20  80 และ 200 เล้ียงในสภาวะอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส อัตราการเขยา 200 รอบตอนาที เปนเวลา 96  ชั่วโมง เก็บอาหารเล้ียงเชื้อทุก 12 ชั่วโมง 
เพื่อวิเคราะหน้ําหนักเซลลแหง ปริมาณไนโตรเจน ปริมาณของคารบอนในของเสียอินทรียที่
เหลืออยูดวยเคร่ือง TOC analyzer และปริมาณ PHA ดวยกาซโครมาโตรกราฟตอไป 

 
 4.3.1 วิเคราะหการเจริญเติบโตของ Acinetobacter  sp. ASC1  Pseudomonas sp. 
ASC2  Enterobacter sp. ASC3 และ Bacillus sp. ASC4 จากน้ําหนักเซลลแหง 

 
          การเจริญเติบโตของแบคทีเรียทั้ง 4 สายพันธุเม่ือเล้ียงในอาหารเพื่อการผลิตโดยมี

ของเสียอินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลงคารบอน และแอมโมเนียมซัลเฟตเปน
แหลงไนโตรเจน เล้ียงเปนเวลา 96 ชั่วโมงเก็บตัวอยางทุกๆ 12 ชั่วโมง พบวาเม่ือเล้ียงในภาวะที่มี
ปริมาณคารบอนในของเสียอินทรียเทากับ 10 กรัมตอลิตร และอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน
เทากับ 4 มีแนวโนมการเจริญเติบโตดีที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับสภาวะอ่ืนๆ โดยดูจากปริมาณ
น้ําหนักชีวมวลสุทธิสูงสุดในแตละภาวะการทดลองแสดงในตารางที่ 4.4 น้ําหนักชีวมวลสุทธิใน
หนวยกรัมตอลิตรคํานวณไดโดยนําปริมาณน้ําหนักเซลลแหงในหนวยกรัมตอลิตรลบดวยปริมาณ 
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PHAs หนวยกรัมตอลิตร พบวาในภาวะที่มีปริมาณคารบอนในของเสียอินทรียเทากับ 10 กรัมตอ
ลิตร และอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 4  Acinetobacter sp. ASC1 มีการเจริญเติบโต
ดีที่สุดโดยมีน้ําหนักชีวมวลสุทธิเทากับ 23.57 กรัมตอลิตร ในชั่วโมงที่ 12 จากการศึกษาคาดวา
ปริมาณคารบอนและปริมาณไนโตรเจนมีผลตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย แสดงใหเห็นวาใน
อาหารเพื่อการผลิตเมื่อมีไนโตรเจนในปริมาณที่มากข้ึนแบคทีเรียจะมีการเจริญเติบโตที่เพิ่มข้ึน แต
เมื่อปริมาณของเสียอินทรียเพิ่มมากข้ึนการเจริญเติบโตของแบคทีเรียกลับลดลงสาเหตุ
เนื่องมาจากในของเสียอินทรียมีปริมาณสารพิษจํานวนมากซึ่งมีผลตอการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรีย 

 
ตารางที่ 4.4 น้ําหนักชีวมวลสุทธิสูงสุดของ Acinetobacter  sp. ASC1  Pseudomonas sp. 
ASC2  Enterobacter sp. ASC3 และ Bacillus sp. ASC4 เมื่อเล้ียงในอาหารเพื่อการผลิตที่มีของ
เสียอินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลงคารบอน และแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลง
ไนโตรเจน โดยแปรผันปริมาณคารบอนในของเสียอินทรียเปน  5  10  และ 20 กรัมตอลิตร และ
อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ  4  20  80 และ 200 ตามลําดับ 
 

สภาวะ น้ําหนกัชีวมวลสุทธิสูงสุด (กรัมตอลิตร) 
ASC1 ASC2 ASC3 ASC4

คารบอน 5 กรัมตอลิตร 
C/N 200 10.79 (24 h) 10.24 (72 h) 10.84 (48 h) 

 
8.68 (72 h) 

คารบอน 10 กรัมตอลิตร 
C/N 4 
C/N 20 
C/N 80 
C/N 200 

23.57 (12 h) 
13.69 (36 h) 
20.93 (60 h) 
8.51 (24 h) 

22.46 (12 h) 
12.15 (36 h) 
19.72 (36 h) 
10.78 (84 h) 

22.54 (24 h) 
15.10 (24 h) 
16.96 (60 h) 
9.80 (24 h) 

 
17.27 (24 h) 
10.77 (48 h) 
16.50 (72 h) 
17.80 (48 h) 

คารบอน 20 กรัมตอลิตร 
C/N 200 27.29 (24 h) 24.24 (12 h) 27.25 24 h) 

 
21.73 (36 h) 
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4.3.2 วิเคราะหปริมาณ PHAs ของ Acinetobacter  sp. ASC1  Pseudomonas sp. 
ASC2  Enterobacter sp. ASC3 และ Bacillus sp. ASC4 ที่ผลิตไดโดยกาซโครมาโตรกราฟ 

 
          การผลิต PHAs ของแบคทีเรียทั้ง 4 สายพันธุเม่ือเล้ียงในอาหารเพื่อการผลิตโดยมี

ของเสียอินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลงคารบอน และแอมโมเนียมซัลเฟตเปน
แหลงไนโตรเจน เล้ียงเปนเวลา 96 ชั่วโมงเก็บตัวอยางทุกๆ 12 ชั่วโมง นําเซลลแหงมาสกัดตามขอ 
3.8.1 พบวาเมื่อเล้ียงในภาวะที่มีปริมาณคารบอนในของเสียอินทรียเทากับ 10 กรัมตอลิตร 
อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 200 แบคทีเรียทั้ง 4 สายพันธุมีการผลิต PHAs ปริมาณ
สูงสุดเมื่อเปรียบเทียบกับสภาวะอ่ืนๆ เมื่อวิเคราะหดวยวิธีกาซโครมาโตรกราฟ โดยมีเบนโซอิกเปน
สารมาตรฐานภายใน ดังแสดงในตารางที่ 4.5 พบวา Pseudomonas sp. ASC2 มีการผลิต PHAs 
ไดสูงสุดเทากับ 61.80 เปอรเซ็นตของน้ําหนักเซลลแหงในช่ัวโมงที่ 36 จึงไดแสดงปริมาณน้ําหนัก
ชีวมวลสุทธิ และปริมาณ PHAs ของแบคทีเรียทั้ง 4 สายพันธุในภาวะที่มีปริมาณคารบอนในของ
เสียอินทรียเทากับ 10 กรัมตอลิตร อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 200 ซึ่งเปนภาวะในการ
ผลิต PHAs ที่เหมาะสมที่สุดดังแสดงในรูปที่ 4.8 และรูปที่ 4.9 ตามลําดับ   

ในการวิเคราะหปริมาณ PHAs ดวยวิธีกาซโครมาโตรกราฟพบวามีเวลาที่ใชใน
การเคลื่อนที่ข้ึน 2 ชวงเวลาแสดงวา PHAs ที่แบคทีเรียทั้ง 4 สายพันธุผลิตไดมี 2 โมโนเมอร จาก
การวิเคราะหโครงสรางของ PHAs แสดงผลในขอ 4.7 พบวาโมโนเมอรทั้งสองชนิดคือ 3-ไฮดรอกซี
ออกตะโนเอต (3HO) และ 3-ไฮดรอกซีเดคะโนเอต (3HD) พบวาแบคทีเรียสายพันธุตางกันและ
ภาวะการเจริญเติบโตที่ตางกันจะมีอัตราสวนโมโนเมอรที่ตางกัน ในภาวะที่มีปริมาณคารบอนใน
ของเสียอินทรียเทากับ 10 กรัมตอลิตร อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 200  
Acinetobacter  sp. ASC1 ผลิต PHAs ไดสูงสุดเทากับ 54.62 เปอรเซ็นตของน้ําหนักเซลลแหง 
ในช่ัวโมงที่ 36 มีอัตราสวนของ 3HO 5.05 โมลเปอรเซ็นต และ 3HD 94.95 โมลเปอรเซ็นต แสดง
ในรูปที่ 4.10  Pseudomonas sp. ASC2 ผลิต PHAs ไดสูงสุดเทากับ 61.80 เปอรเซ็นตของ
น้ําหนักเซลลแหง ในชั่วโมงที่ 36 มีอัตราสวนของ 3HO 14.69 โมลเปอรเซ็นต และ 3HD 85.31 
โมลเปอรเซ็นต แสดงในรูปที่ 4.11  Enterobacter sp. ASC3 ผลิต PHAs ไดสูงสุดเทากับ 47.15 
เปอรเซ็นตของน้ําหนักเซลลแหง ในช่ัวโมงที่ 36 มีอัตราสวนของ 3HO 1.94 โมลเปอรเซ็นต และ 
3HD 98.06 โมลเปอรเซ็นต แสดงในรูปที่ 4.12 และ Bacillus sp. ASC4 ผลิต PHAs ไดสูงสุด
เทากับ 47.42 เปอรเซ็นตของนํ้าหนักเซลลแหง ในชั่วโมงที่ 60 มีอัตราสวนของ 3HO 7.2 โมล
เปอรเซ็นต และ 3HD 92.8 โมลเปอรเซ็นต แสดงในรูปที่ 4.13 ดังนั้นภาวะการผลิต PHAs ที่
เหมาะสมนั้นจะตองมีแหลงคารบอนที่มากเกนิพอและมีปริมาณไนโตรเจนท่ีจํากัดจึงจะผลิต PHAs 
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ไดในปริมาณมาก จากการทดลองเมื่อเพิ่มปริมาณของเสียอินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล 
แบคทีเรียทั้ง 4 สายพันธุมีการเจริญเติบโตสูงข้ึนข้ึนอยูกับปริมาณของแหลงไนโตรเจนดวย
เชนเดียวกับปริมาณ PHAs ที่ผลิตไดจากแบคทีเรียทั้ง 4 สายพันธุลดลงเม่ือเพิ่มปริมาณของเสีย
อินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลอาจเนื่องมาจากในของเสียอินทรียมีปริมาณสารเคมีที่เปน
พิษกับจุลินทรียในปริมาณมากจึงทําใหการผลิต PHAs ลดลง 
 
ตารางที่ 4.5 ปริมาณ PHAs สูงสุดของ Acinetobacter  sp. ASC1  Pseudomonas sp. ASC2  
Enterobacter sp. ASC3 และ Bacillus sp. ASC4 เม่ือเล้ียงในอาหารเพื่อการผลิตที่มีของเสีย
อินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลงคารบอน และแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลง
ไนโตรเจน โดยแปรผันปริมาณคารบอนในของเสียอินทรียเปน  5  10 และ 20 กรัมตอลิตร และ
อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ  4  20  80 และ 200 ตามลําดับ 
 

สภาวะ ปริมาณ PHAs (เปอรเซ็นตของน้ําหนักเซลลแหง) 
ASC1 ASC2 ASC3 ASC4

คารบอน 5 กรัมตอลิตร 
C/N 200 15.63 (36 h) 22.44 (72 h) 18.46 (84h) 

 
33.49 (60h) 

คารบอน 10 กรัมตอลิตร 
C/N 4 
C/N 20 
C/N 80 
C/N 200 

30.21 (48 h) 
25.41 (60h) 
29.79 (36 h) 
54.62 (36 h) 

27.72 (48 h) 
28.15 (48h) 
26.26 (48 h) 
61.80 (36 h) 

33.01 (60 h) 
33.73 (60 h) 
29.92 (48 h) 
47.15 (36 h) 

 
32.42 (36 h) 
33.94 (48h) 
29.17 (36 h) 
47.42 (60 h) 

คารบอน 20 กรัมตอลิตร 
C/N 200 23.37 (60h) 39.43 (24 h) 29.96 (60 h) 

 
33.80 (48 h) 
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รูปที่ 4.8 ปริมาณน้ําหนักชีวมวลสุทธิ (กรัมตอลิตร) ของ Acinetobacter  sp. ASC1  
Pseudomonas sp. ASC2  Enterobacter sp. ASC3 และ Bacillus sp. ASC4 เม่ือเล้ียงใน
อาหารเพื่อการผลิต PHA ที่มีปริมาณคารบอนในของเสียอินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล 
10 กรัมตอลิตร และมีอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 200 
 

 
 
รูปท่ี 4.9 ปริมาณ PHAs (เปอรเซ็นตของน้ําหนักเซลลแหง) ที่ Acinetobacter  sp. ASC1  
Pseudomonas sp. ASC2  Enterobacter sp. ASC3 และ Bacillus sp. ASC4 ผลิตไดเม่ือเล้ียง
ในอาหารเพื่อการผลิต PHAs ที่มีของเสียอินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล 10 กรัมตอลิตร 
และมีอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 200 
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รูปท่ี 4.10 สัดสวนของโมโนเมอร 3HO และ 3HD ที่ Acinetobacter  sp. ASC1 ผลิตไดในภาวะที่
มีปริมาณคารบอนในของเสียอินทรียเทากับ 10 กรัมตอลิตร อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน
เทากับ 200  

 
 
รูปที่ 4.11 สัดสวนของโมโนเมอร 3HO และ 3HD ที่ Pseudomonas sp. ASC2 ผลิตไดในภาวะที่
มีปริมาณคารบอนในของเสียอินทรียเทากับ 10 กรัมตอลิตร อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน
เทากับ 200 
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รูปท่ี 4.12 สัดสวนของโมโนเมอร 3HO และ 3HD ที่ Enterobacter sp. ASC3 ผลิตไดในภาวะที่มี
ปริมาณคารบอนในของเสียอินทรียเทากับ 10 กรัมตอลิตร อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 
200 

 
 
รูปที่ 4.13 สัดสวนของโมโนเมอร 3HO และ 3HD ที่ Bacillus sp. ASC4 ผลิตไดในภาวะที่มี
ปริมาณคารบอนในของเสียอินทรียเทากับ 10 กรัมตอลิตร อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 
200 
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4.4 ศึกษาการผลิต PHAs ในระดับขวดเขยาโดยใชน้ําตาลกลูโคสเปนแหลงคารบอนแทน
ของเสียอินทรียในกระบวนการผลิตไบโอดีเซล และมีแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลง
คารบอน 
 

การผลิต PHAs ในระดับขวดเขยาโดยมีของเสียอินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล
เปนแหลงคารบอน และแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน พบวาในภาวะที่มีปริมาณ
คารบอนในของเสียอินทรียเทากบั 10 กรัมตอลิตร และอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 200 
เปนภาวะที่มีการผลิต PHAs ดีที่สุด จึงนําภาวะนี้มาศึกษาตอโดยเปล่ียนแหลงคารบอนจากของ
เสียอินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลมาเปนน้ําตาลกลูโคส โดยมีวัตถุประสงคเบ้ืองตนใน
การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียที่คัดแยกไดวามีคุณสมบัติในการใชแหลงคารบอนชนิดอ่ืน
ในการผลิต PHA ไดหรือไม ศึกษาความสามารถในการผลิต PHB เนื่องจากกอนหนานี้มีรายงาน
วา Pseudomonas sp. (Haywood และคณะ, 1990) และ Bacillus sp. (Kulpreecha และคณะ, 
2009) สามารถผลิต PHB ไดโดยมีกลูโคสเปนแหลงคารบอน และศึกษาความสามารถในการผลิต 
PHAs ที่มีองคประกอบเปนโมโนเมอรอ่ืนนอกเหนือจาก 3HO และ 3HD โดยใชน้ําตาลกลูโคส
เทากับ 20 กรัมตอลิตร และอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 200 เล้ียงเปนเวลา 72 ชั่วโมง
เก็บตัวอยางทุกๆ 12 ชั่วโมง สวน Pseudomonas sp. ASC2 และ Bacillus sp. ASC4 มีการ
เจริญเติบโตและการผลิต PHAs ที่ดีกวา Acinetobacter  sp. ASC1 และ Enterobacter sp. 
ASC3 จึงศึกษาเฉพาะ Pseudomonas sp. ASC2 และ Bacillus sp. ASC4 เทานั้น 

         นํา Pseudomonas sp. ASC2 และ Bacillus sp. ASC4 มาเล้ียงในอาหารเพื่อการ
ผลิตที่มีน้ําตาลกลูโคสเปนแหลงคารบอน เล้ียงเปนเวลา 72 ชั่วโมง เก็บตัวอยางมาทุกๆ 12 ชั่วโมง 
นํามาวิเคราะหปริมาณน้ําหนักเซลลแหง วิเคราะหปริมาณ PHAs ดวยกาซโครมาโตรกราฟตามขอ 
3.8.1 และวิเคราะหปริมาณน้ําตาลกลูโคสที่ลดลงตามวิธีของ Bernfeld (1995) ในการวิเคราะห
ปริมาณ PHAs ดวยกาซโครมาโตรกราฟ พบวาพอลิเมอรที่ไดเปนโฮโมพอลิเมอรซึ่งคลายคลึงกับ
พอลิเมอรที่ไดจากการใชของเสียอินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลงคารบอนใหกับ
แบคทีเรียในการผลิต PHAs เนื่องจากการวิเคราะหดวยกาซโครมาโตรกราฟพบวาเวลาที่ใชในการ
เคล่ือนที่ของพอลิเมอรที่ไดจากการใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนมีหนึ่งชวงเวลาที่ข้ึนชวงเดียวกับ
พอลิเมอรที่ไดจากการใชของเสียอินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลงคารบอน พอลิ
เมอรนั้นคือ 3HD จากการวิเคราะหพบวา Pseudomonas sp. ASC2 มีน้ําหนักเซลลแหงสูงสุด
เทากับ 2.42 กรัมตอลิตรในช่ัวโมงที่ 12  น้ําหนักชีวมวลสุทธิสูงสุดเทากับ 2.12 กรัมตอลิตรใน
ชั่วโมงที่ 12  ปริมาณ PHAs ที่ผลิตไดสูงสุดเทากับ 21.73 เปอรเซ็นตของน้ําหนักเซลลแหงใน
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ชั่วโมงที่ 36  และปริมาณน้ําตาลกลูโคสที่เหลือในช่ัวโมงที่ 72 เทากับ 5.73 กรัมตอลิตร แสดงใน
รูปที่ 4.14  สวน Bacillus sp. ASC4 มีน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 4.08 กรัมตอลิตรในช่ัวโมงที่ 
12  ปริมาณน้ําหนักชีวมวลสุทธิสูงสุดเทากับ 3.34 กรัมตอลิตรในช่ัวโมงที่ 12  ปริมาณ PHAs ที่
ผลิตไดสูงสุดเทากับ 18.90 เปอรเซ็นตของน้ําหนักเซลลแหงในชั่วโมงที่ 24  และปริมาณน้ําตาล
กลูโคสที่เหลือในช่ัวโมงที่ 72 เทากับ 2.07 กรัมตอลิตร แสดงในรูปที่ 4.15 
 

 
 
รูปท่ี 4.14 ปริมาณน้ําหนักเซลลแหง (กรัมตอลิตร) ปริมาณน้ําหนักชีวมวลสุทธิ (กรัมตอลิตร) 
ปริมาณ PHA (เปอรเซ็นตของน้ําหนักเซลลแหง) และปริมาณน้ําตาลกลูโคสที่ลดลง (กรัมตอลิตร) 
ของ Pseudomonas sp. ASC2 เม่ือเล้ียงในอาหารเพื่อการผลิต PHA ที่มีน้ําตาลกลูโคส 20 กรัม
ตอลิตร และมีอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 200 
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รูปท่ี 4.15 ปริมาณน้ําหนักเซลลแหง (กรัมตอลิตร) ปริมาณน้ําหนักชีวมวลสุทธิ (กรัมตอลิตร) 
ปริมาณ PHA (เปอรเซ็นตของน้ําหนักเซลลแหง) และปริมาณน้ําตาลกลูโคสที่ลดลง (กรัมตอลิตร) 
ของ Bacillus sp. ASC4 เม่ือเล้ียงในอาหารเพื่อการผลิต PHA ที่มีน้ําตาลกลูโคส 20 กรัมตอลิตร 
และมีอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 200 
 
4.5 ศึกษาปริมาณคารบอนท่ีเหลือท้ังหมดในของเสียอินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอ
ดีเซลและปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตที่ลดลง 
 
 ในการผลิตน้ํามันไบโอดีเซลจากปฎิกิริยาเอสเทอรริฟเคชันของนํ้ามันหรือไขมันจาก
ส่ิงมีชีวิต ซึ่งรวมไปถึงน้ํามันที่ผานการใชงานหรือน้ํามันเหลือทิ้งในครัวเรือนจะเกิดผลิตภัณฑรวม
ชนิดหนึ่งคือ กลีเซอรอล โดยกลีเซอรอลที่เกิดข้ึนนี้จะมีปริมาณส่ิงเจือปน เชน ตัวเรงปฏิกิริยา
แอลกอฮอล ไขมัน กรดไขมันอิสระ ความชื้น และส่ิงเจือปนอ่ืนๆ ที่มาจากน้ํามันคอนขางสูง จึงนํา
กลีเซอรอลซึ่งเปนของเสียอินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลมาวิเคราะหหาปริมาณคารบอน
ทั้งหมดดวยเคร่ือง TOC analyzer พบวามีปริมาณคารบอนทั้งหมดเทากับ 300.88 กรัมตอลิตร ซึ่ง
ไดรายงานไปแลวในขอ 4.3 เมื่อนําของเสียอินทรียนี้ไปเปนแหลงคารบอนในการศึกษาการผลิต 
PHAs ดวย Acinetobacter  sp. ASC1  Pseudomonas sp. ASC2  Enterobacter sp. ASC3 
และ Bacillus sp. ASC4 ในขอ 4.3 ภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการผลิต PHAs คือมีปริมาณ
คารบอนในของเสียอินทรียเร่ิมตนเทากับ 10 กรัมตอลิตร อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 
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200 ในภาวะนี้ Pseudomonas sp. ASC2  และ Bacillus sp. ASC4 มีการเจริญเติบโตและการ
ผลิต PHAs ที่ดี จึงศึกษาการลดลงของปริมาณคารบอนในอาหารเพื่อการผลิตดวยเคร่ือง TOC 
analyzer เมื่อเล้ียงดวย Pseudomonas sp. ASC2 และ Bacillus sp. ASC4 เทานั้น พบวา
ปริมาณคารบอนในของเสียอินทรียเมื่อเล้ียงดวย Pseudomonas sp. ASC2 มีปริมาณคารบอน
เร่ิมตนเทากับ 6.58 กรัมตอลิตร เมื่อเล้ียงครบ 96 ชั่วโมงปริมาณคารบอนลดลงเหลือ 0.09 กรัมตอ
ลิตร เมื่อเล้ียงดวย Bacillus sp. ASC4 มีปริมาณคารบอนเร่ิมตนเทากับ 5.78 กรัมตอลิตร เมื่อ
เล้ียงครบ 96 ชั่วโมงปริมาณคารบอนลดลงเหลือ 1.73 กรัมตอลิตรตามลําดับ ดังแสดงในรูปที่ 
4.16 สวนปริมาณไนโตรเจนในงานวิจัยนี้ใชแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน เม่ือวิเคราะห
ปริมาณไนโตรเจนดวยวิธีของ Kempers (1974) ไมสามารถวิเคราะหไดเพราะน้ําหมักที่เก็บ
ตัวอยางไดในแตละชั่วโมงเมื่อนําเซลลของแบคทีเรียออกจากน้ําหมักดวยการปนแยกเซลลแลวน้ํา
หมักยังคงมีลักษณะขุนซึ่งเกิดจากน้ํามันเกิดการแตกตัวขณะอยูในเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิ
และแขวนลอยเปนอิมัลชัน (emulsion) 
 

 
 
รูปที่ 4.16 ปริมาณคารบอนทั้งหมดในของเสียอินทรีย (กรัมตอลิตร) ในอาหารเพื่อการผลิต PHA 
ในภาวะที่มีปริมาณคารบอนในของเสียอินทรียเทากับ 10 กรัมตอลิตร อัตราสวนคารบอนตอ
ไนโตรเจนเทากับ 200 เมื่อเล้ียงดวย Pseudomonas sp. ASC2 และ Bacillus sp. ASC4 
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4.6 การสกัด PHAs จากเซลลแหงและการทําใหบรสิุทธิ ์
  

นํา Acinetobacter  sp. ASC1  Pseudomonas sp. ASC2  Enterobacter sp. ASC3 
และ Bacillus sp. ASC4 เล้ียงในภาวะที่เหมาะสมตอการผลิต PHAs โดยมีปริมาณคารบอนใน
ของเสียอินทรียเทากับ 10 กรัมตอลิตร อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากบั 200 เล้ียงในถังหมัก
ขนาด 5 ลิตรเพื่อใหไดเซลลแบคทีเรียจํานวนมากเพื่อนํามาสกัด PHAs การสกัด PHAs ใชวิธีของ 
Doi และคณะ (1995) โดยสกัดพอลิเมอรดวยคลอโรฟอรมที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เนื่องจาก
มีรายงานวาการสกัดพอลิเมอรจากเซลลแหงของแบคทีเรีย ดวยคลอโรฟอรมเปนวิธีที่มี
ประสิทธิภาพ (สุชาดา จันทรประทีป, 2539) จะไดผลิตภัณฑที่มีลักษณะเปนแผนฟลม นํามาทําให
บริสุทธิ์อีกรอบ โดยละลายแผนฟลมที่ไดในคลอโรฟอรมที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส จนเปนเนื้อ
เดียวกันอีกคร้ัง นํามาตกตะกอนในเฮกเซนปริมาตร 4 เทา ตามขอ 3.9.2 แตในงานวิจัยนี้พอลิเมอร
ที่ไดจะมีลักษณะเปนแวกซแสดงในรูปที่ 4.17 เนื่องจากพอลิเมอรที่ไดจัดเปน mcl-PHAs ซึ่งทราบ
ไดจากโครงสรางของพอลิเมอร และน้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอรที่วิเคราะหได  

พอลิเมอรที่ไดหลังจากการทําใหบริสุทธิ์แลว จะนําไปศึกษาโครงสรางของพอลิเมอรและ
น้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอรตอไปในขอ 4.7 และ 4.8 

 

 
 

รูปท่ี 4.17 ลักษณะของพอลิเมอรที่สกัดไดจาก Pseudomonas sp. ASC2 เมื่อเล้ียงในอาหารเพื่อ
การผลิต PHAs ที่มีปริมาณคารบอนในของเสียอินทรียเทากับ 10 กรัมตอลิตร อัตราสวนคารบอน
ตอไนโตรเจนเทากับ 200 
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4.7 ศึกษาโครงสรางของ PHAs โดย 1H-NMR  13C-NMR และ 2D-1H-COSY spectroscopy 
 
 จากการศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHAs จากของเสียที่ไดจากการผลิต           
ไบโอดีเซลในระดับขวดเขยาจากขอ 4.3 โดยมีของเสียอินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปน
แหลงคารบอน และแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน พบวาภาวะที่เหมาะสมในการผลิต 
PHAs คือมีปริมาณคารบอนในของเสียอินทรียเทากับ 10 กรัมตอลิตร และอัตราสวนคารบอนตอ
ไนโตรเจนเทากับ 200  เม่ือนํา PHAs ที่ผลิตไดจาก Acinetobacter  sp. ASC1  Pseudomonas 
sp. ASC2  Enterobacter sp. ASC3 และ Bacillus sp. ASC4 ในภาวะการเล้ียงดังกลาวมา
วิเคราะห 1H-NMR spectra ดวยฟูเรียรทรานสฟอรมนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโทรสโคป
ตามวิธีในขอ 3.9.3 ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.18 วิเคราะห 2D-1H–COSY ไดผลดังแสดงในรูปที่ 
4.19 และ 13C-NMR spectra ดวยฟูเรียรทรานสฟอรมนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโทรสโก
ป ไดผลแสดงในรูปที่ 4.20 
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รูปที่ 4.18 สเปกตรัมของ PHAs ที่ผลิตจาก Acinetobacter  sp. ASC1  Pseudomonas sp. 
ASC2  Enterobacter sp. ASC3 และ Bacillus sp. ASC4 จาก  1H-NMR ความถี่ 500 MHz ที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (A; ASC1  B; ASC2  C; ASC3 และ D; ASC4) 

 
A 

B 

 

 



 
 

78

 
 

 
  
รูปที่ 4.18 (ตอ) สเปกตรัมของ PHAs ที่ผลิตจาก Acinetobacter  sp. ASC1  Pseudomonas 
sp. ASC2  Enterobacter sp. ASC3 และ Bacillus sp. ASC4 จาก  1H-NMR ความถี่ 500 MHz 
ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (A; ASC1  B; ASC2  C; ASC3 และ D; ASC4) 

C 
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            จากรูปที่ 4.18 (A)  (B)  (C) และ (D) พบวามีตําแหนง  (chemical shift) ที่ข้ึนในแตละ
ตําแหนงตรงกันแตมี สัดส วนโมโนเมอรที่ ต างกัน  จากการศึกษาในขอ  4.3.1.2 พบวา 
Pseudomonas sp. ASC2 มีการผลิต PHAs เทากับ 61.80 เปอรเซ็นตของน้ําหนักเซลลแหง ซึ่ง
สูงสุดในภาวะที่มีคารบอนในของเสียอินทรียเทากับ 10 กรัมตอลิตร และมีอัตราสวนคารบอนตอ
ไนโตรเจนเทากับ 200 จึงไดศึกษา PHAs ที่ไดจาก Pseudomonas sp. ASC2 อยางละเอียด จาก

รูปที่ 4.18 (B) พบวามี 6 สัญญาณท่ีชัดเจนในชวง   เทากับ 0.845 – 5.356 ppm ซึ่งเปน

สัญญาณของ anomeric proton โดยใหชื่อตําแหนงเปน a  b  c  d  e และ f ที่ตําแหนง   เทากับ 
0.880 ppm (a) แสดงสัญญาณที่ชัดเจนซึ่งเปนสัญญาณโปรตอนจากหมูเมทิล (CH3) ของ PHAs 

สวนที่ตําแหนง   เทากับ 1.255 (d)  1.616 (c)  2.015 (f) และ 2.302 ppm (a) แสดงสัญญาณ

โปรตอนจากหมูเอทิล (–CH2) ที่ตําแหนง   เทากับ 5.342 ppm (b) แสดงสัญญาณโปรตอนจาก

หมู asymmetric carbons (CH) และที่ตําแหนง   เทากับ 7.235  ppm แสดงสัญญาณท่ี
หนาแนนของโปรตอนจาก CDCl3 ซึ่งเปนตัวทําละลายพอลิเมอรของ PHAs (Haywood และคณะ, 
1990) 

 จากรูป 4.18 (A) - (D) สัญญาณในชวง   เทากับ 3.592-3.724 ppm สันนิษฐานวา
อาจจะแสดงสัญญาณโปรตอนของโมโนเมอรชนิดใหมที่ยังไมมีการรายงานมากอนหนานี้ หรือ
แสดงสัญญาณโปรตอนของสารที่ปนเปอนที่ปนมากับพอลิเมอรที่ได ทําการยืนยันโดยการ
วิเคราะหดวย 2D-1H -COSY ตอไป ดังแสดงในรูปที่ 4.19  
 จากรูปที่ 4.19 แสดง 2D-1H–COSY ของ PHAs ที่ผลิตจาก Pseudomonas sp. ASC2 
พบวาในตําแหนง e มีการเช่ือมตอกับตําแหนง e  d และ c ในตําแหนง d มีการเช่ือมตอกับ
ตําแหนง e, d, c และ f ในตําแหนง c มีการเชื่อมตอกับตําแหนง e  d  c และ a ในตําแหนง f มี
การเช่ือมตอกับตําแหนง d และ f ในตําแหนง a มีการเช่ือมตอกับตําแหนง c และ a และใน
ตําแหนง b มีการเชื่อมตอกับตําแหนง c  a และ b โดยทั้งหมดนี้เปนการยืนยันวาตําแหนง b (CH) 
มีการเชื่อมตอกับหมูเอทิล (–CH2) ในตําแหนง c และ a ตามรูปที่ 4.21 ตําแหนง c เช่ือมตอกับหมู
เอทิลในตําแหนง d ตอไป และสุดทายตําแหนง d ไปเช่ือมตอกับหมูเมทิล (CH3) ในตําแหนง e 
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รูปที่ 4.19 สเปกตรัมของ PHAs ที่ผลิตจาก Pseudomonas sp. ASC2 จาก 2D-1H–COSY 
ความถี่ 400 MHz ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
 
           จากการวิ เคราะหดวย  2D-1H–COSY สามารถสรุปไดวาสัญญาณโปรตอนในชวง             

  เทากับ 3.592-3.724 ppm ในรูป 4.18 (A) - (D) เปนสัญญาณโปรตอนของสารปนเปอนที่ปน
มากับพอลิเมอร เนื่องจาก PHAs ยังมีไมมีความบริสุทธิ์พอ โดยสารที่ปนเปอนนั้นไมไดเปน
องคประกอบของ PHAs ทราบไดจาก 2D-1H -COSY (รูปที่ 4.19) เพราะตําแหนงในชวงนี้ไมได 
correlation กับตําแหนงโปรตอนของ PHAs 
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รูปที่ 4.20 สเปกตรัมของ PHAs ที่ผลิตจาก Pseudomonas sp. ASC2 จาก  13C-NMR ความถี่ 500 MHz ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส
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นอกเหนือจากโปรตอนแลวยังมีนิวเคลียสอ่ืนอีกที่สามารถใหสัญญาณ NMR ได แตใน
บรรดานิวเคลียสเหลานี้มี 13C ที่มีการใชงานกันอยางกวางขวางที่สุดรองลงมาจาก 1H เนื่องจาก
เปนธาตุที่เปนองคประกอบพื้นฐานของสารอินทรียทุกชนิด จากรูป 4.20 เม่ือเปรียบเทียบตําแหนง 

  ของ 13C-NMR ของ PHAs ที่ผลิตไดจาก Pseudomonas sp. ASC2 กับตารางที่ 4.6 พบวา
องคประกอบของ PHAs ที่ผลิตไดจาก Pseudomonas sp. ASC2 นี้ประกอบดวยโมโนเมอรของ 

3HO และ 3HD ซึ่งมีตําแหนง   ของ  13C-NMR ที่ตรงกัน โดยที่ชวงตําแหนง   เทากับ 170-180 

ppm แสดงตําแหนงของหมูคารบอนิล (CO) ที่ชวงตําแหนง   เทากับ 39-22 ppm แสดงตําแหนง

ของหมูเอทิล (–CH2 ) ที่ชวงตําแหนง   เทากับ 70.26-70.52 แสดงตําแหนงของหมู asymmetric 

carbons (CH) และตําแหนง   เทากับ 14.09 แสดงตําแหนงของหมูเมทิล (CH3) ของ 3HO และ 
3HD  

ตําแหนง   ของ 1H-NMR  13C-NMR และ 2D-1H–COSY อาจจะมีการเล่ือนตําแหนงไป
บางเล็กนอยโดยข้ึนอยูกับความถี่ของเคร่ือง NMR ที่ใช 
 
ตารางที ่4.6 ตําแหนง Chemical shift (ppm) 13C-NMR ของ PHAs (Gross และคณะ, 1989 ; 
Pantazaki และคณะ, 2009) 
 
คารบอน โมโนเมอรของ PHAs

HB HV HHx HH HO HN HD
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 

169.13 
40.80 
67.61 
19.77 

169.51
38.80 
71.88 
26.85 
9.37 

169.41
39.12 
70.61 
35.91 
18.31 
13.78 

169.38
39.11 
70.82 
33.49 
27.14 
22.40 
13.89 

169.40
39.08 
70.83 
33.74 
24.70 
31.51 
22.49 
13.97 

169.40 
39.10 
70.84 
33.81 
25.01 
29.04 
31.69 
22.56 
14.04 

169.39
39.12 
70.86 
33.82 
25.07 
29.35 
29.17 
31.78 
22.62 
14.06 
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รูปที่ 4.21 โครงสรางของ PHAs ที่ผลิตไดจาก Acinetobacter  sp. ASC1  Pseudomonas sp. 
ASC2  Enterobacter sp. ASC3 และ Bacillus sp. ASC4 
 
4.8 ทดสอบสมบัติทางกายภาพของ PHAs 
  
 การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของสารผลิตภัณฑตามวิธีของ Abate และคณะ (1995) โดย
ละลายพอลิเมอรในคลอโรฟอรมชนิดเกรด HPLC เขมขน 1 เปอรเซ็นต กรองดวยเมมเบรนขนาด 
0.45 ไมครอน นําไปวิเคราะหหาน้ําหนักโมเลกุลดวยวิธี Gel Permeation Chromatography ที่
วิทยาลัยปโตรเลียมและปโตรเคมี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โดยใชคอลัมน Water Styragel HT 
6E มีตัวพาเปนคลอโรฟอรม อัตราการชะที่ 1 มิลลิลิตรตอนาที อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
คํานวณน้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอร โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของพอลิสไตรีนที่มี
น้ําหนักโมเลกุลในชวง 96,400 ถึง 456 ดาลตัน แสดงคาน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยน้ําหนัก 
(Molecular weight ; Mw)  น้ําหนักโมเลกุลเฉล่ียโดยจํานวน (Number- average molegular 
weight ; Mn) และคาดัชนีการกระจายของน้ําหนักโมเลกุล (Polydispersity index ; Mw/Mn) ของ
พอลิเมอรที่ Acinetobacter  sp. ASC1  Pseudomonas sp. ASC2  Enterobacter sp. ASC3 
และ Bacillus sp. ASC4 ผลิตไดในตารางที่ 4.7 
 
 



    
 

                                                                                                                                        84
 

ตารางที่ 4.7  คา Mw  Mn  Mw/Mn ของพอลิเมอรที่ Acinetobacter  sp. ASC1  Pseudomonas 
sp. ASC2  Enterobacter sp. ASC3 และ Bacillus sp. ASC4 ผลิตได 
 

แบคทีเรียสายพันธุ Mw (Da) Mn (Da) Mw/Mn

Acinetobacter  sp. ASC1   1,222  710 1.72
Pseudomonas sp. ASC2   525 397 1.32
Enterobacter sp. ASC3 752 559 1.35
Bacillus sp. ASC4 1,433 680 2.11
 
 ในป 1998 He และคณะ ไดมีการศึกษาการผลิต PHAs โดยใชน้ํามันถั่วเหลืองเปนแหลง
คารบอน พบวา Pseudomonas stutzeri สายพันธุ 1317 สามารถผลิต mcl-PHAs ได โดยมี Mw 
อยูในชวง 188-244 ดาลตัน ซึ่งใกลเคียงกับผลการวิจัยที่ได และในป 2007 Hazer และ 
Steinbüchel ไดรายงานวาคาดัชนีการกระจายตัวของน้ําหนักโมเลกุลของ mcl-PHAs มีคาอยู
ในชวง 1.3-2.6 ซึ่งสอดคลองกับผลที่ไดจากงานวิจัยนี้ 
 Mw ของ Acinetobacter sp. ASC1  Pseudomonas sp. ASC2   Enterobacter sp. 
ASC3 และ Bacillus sp. ASC4 เทากับ 1,222  525 752 และ 1,433 ดาลตัน ตามลําดับ ซึ่งมี Mw 
ตํ่าทําใหพอลิเมอรที่ไดมีลักษณะเปนแวกซ ไมสามารถข้ึนรูปได สอดคลองกับการรายงานของ 
Song และคณะ (2008) ไดนําน้ํามันพืชที่ใชแลวมาเปนแหลงคารบอนในการผลิต PHAs โดย 
Pseudomonas sp. สายพันธุ DR2 พบวา PHAs ที่ผลิตไดเปน mcl-PHAs พอลิเมอรที่ไดมี
ลักษณะเปนแวกซเชนกัน 
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บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

PHAs เปนพอลิเอสเทอรชีวภาพที่จุลินทรียบางชนิดสรางและสะสมภายในแกรนูลในเซลล 
เพื่อใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานของเซลล ภายใตภาวะที่จํากัดสารอาหารบางชนิด 
และมีแหลงคารบอนที่มากเกินพอ (Reddy และคณะ, 2003) แตปญหาสําคัญในการผลิต PHAs 
คือตนทุนในการผลิตมีราคาคอนขางสูงเมื่อเปรียบเทียบกับตนทุนการผลิตพลาสติกสังเคราะหจาก
อุตสาหกรรมปโตรเคมี โดยสวนหนึ่งมีสาเหตุจากแหลงคารบอน ผูวิจัยมีความสนใจนําของเหลือทิ้ง
จากอุตสาหกรรมมาใชเปนแหลงคารบอนในการผลิต PHAs โดยจุลินทรีย เพื่อลดตนทุนการผลิต 
เนื่องจากประเทศไทยมีการผลิตน้ํามันไบโอดีเซลมากข้ึนเพราะเปนพลังงานทางเลือกที่เหมาะกับ
ประเทศไทยในอนาคตเพื่อลดการพึ่งพาน้ํามันเช้ือเพลิงจากตางประเทศ น้ํามันไบโอดีเซลเกิดจาก
ปฎิกิริยาเอสเทอรริฟเคชันของนํ้ามันหรือไขมันจากส่ิงมีชีวิต ซึ่งรวมไปถึงน้ํามันที่ผานการใชงาน
หรือน้ํามันเหลือทิ้งในครัวเรือน งานวิจัยนี้ไดรับความรวมมือจากบริษัท วิทยคอรป จํากัด มหาชน 
ซึ่งผลิตน้ํามันไบโอดีเซลจากน้ํามันพืชที่ใชแลว ในกระบวนการผลิตไบโอดีเซลนั้นมีผลิตภัณฑรวม
เกิดข้ึนคือ กลีเซอรอลซึ่งเปนของเสียอินทรียโดยมีสารเคมีที่เปนพิษเจือปนอยูจํานวนมาก ทาง
โรงงานจึงมีแนวคิดในการนําของเสียอินทรียนี้มาพัฒนาใหเกิดมูลคาใหกับของเสียอินทรียนี้แทน
การสงเขาสูกระบวนการบําบัด หรือกระบวนการกล่ันเพื่อนํากลีเซอรอลกลับมาใชในดานอ่ืนๆ 
ผูวิจัยไดรับความอนุเคราะหของเสียอินทรียเพื่อเปนแหลงคารบอนใหกับจุลินทรียในการผลิต 
PHAs โดยไดรับตัวอยางในชวงเดือนสิงหาคม ป 2551 เม่ือนําของเสียอินทรียนี้ไปวิเคราะห
ปริมาณคารบอนดวยเคร่ือง TOC analyzer พบวามีปริมาณคารบอนทั้งหมดเทากับ 300.88 กรัม
ตอลิตร  

การคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิต PHAs จากดินที่ปนเปอนน้ํามันโดยใช
อาหารเพื่อการผลิต PHA ที่มีของเสียอินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลงคารบอน 
จากนั้นทําการทดสอบเบ้ืองตนโดยการยอมแกรม Sudan Black B และ Nile Blue A ตามวิธีของ 
Song และคณะ (2008) ซึ่งแบคทีเรียที่มีการสะสม PHAs เม่ือยอมดวย Nile Blue A จะเห็นเปน
จุดสีสมสะทอนแสงภายใตกลองฟลูออเรสเซ็นต สวนการยอมดวย Sudan Black B จะเห็นเปนจุด
สีดําภายในเซลลแบคทีเรียภายใตกลองจุลทรรศน พบวามีแบคทีเรียทั้งหมด 20 สายพันธุ และคัด
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แยกแบคทีเรียที่ผลิต PHA ได 4 สายพันธุ จึงต้ังช่ือแบคทีเรียทั้ง 4 สายพันธุวา ASC1  ASC2  
ASC3 และ ASC4 ตามลําดับ 

การพิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรียสายพันธุ ASC1  ASC2  ASC3 และ ASC4 ทาง
อนุกรมวิธานโดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา การทดสอบทางชีวเคมี รวมถึงการวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rRNA พบวาแบคทีเรียสายพันธุ  ASC1  ASC2  ASC3 และ 
ASC4 จัดเปนแบคทีเรียในสกุล  Acinetobacter  Pseudomonas  Enterobacter  และ Bacillus 
ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rRNA ของแบคทีเรียสายพันธุตางๆ 
ที่มีบันทึกไวในฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม BLASTn พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 
16S rRNA ของแบคทีเรียสายพันธุ  ASC1 มีความคลายกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ16S rRNA 
ของ Acinetobacter baumannii  สายพันธุ RM4 94.89 เปอรเซ็นต  แบคทีเรียสายพันธุ ASC2 
คลายกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ16S rRNA ของ Pseudomonas mendocina สายพันธุ 
DS0601-FX 99.18 เปอรเซ็นต แบคทีเรียสายพันธุ ASC3 คลายกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ16S 
rRNA ของ Enterobacter sp. สายพันธุ BSRA2 99.24 เปอรเซนต และแบคทีเรียสายพันธุ ASC4 
คลายกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ16S rRNA ของ Bacillus subtilis สายพันธุ IAM 12118T 
98.40 เปอรเซ็นต และนําลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ16S rRNA ไปเสนอใน Genbank เพื่อใหได 
accession numbers จึงใหแบคเรียสายพันธุ  ASC1  ASC2  ASC3 และ ASC4 ชื่อวา 
Acinetobacter  sp. ASC1 (GU227612)  Pseudomonas sp. ASC2 (GU227613)  
Enterobacter sp. ASC3 (GU227614) และ Bacillus sp. ASC4 (GU227615) ตามลําดับ  

จากการศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHAs โดยแปรผันปริมาณคารบอนในของเสีย
อินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลที่เติมลงในอาหารเพื่อการผลิตเทากับ  5  10 และ 20 กรัม
ตอลิตร มีแหลงไนโตรเจนคือแอมโมเนียมซัลเฟต โดยแปรผันอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน
เทากับ  4  20  80 และ 200 พบวาภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHAs ของ Acinetobacter  sp. 
ASC1  Pseudomonas sp. ASC2  Enterobacter sp. ASC3 และ Bacillus sp. ASC4 ในระดับ
ขวดเขยาคือภาวะที่มีปริมาณคารบอนในของเสียอินทรียเทากับ 10 กรัมตอลิตร อัตราสวน
คารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 200 ซึ่งสอดคลองกับการรายงานของ Lee และคณะ (1999) ที่
รายงานวา PHAs มีการสะสมในแกรนูลของแบคทีเรียภายใตภาวะที่มีการจํากัดสารอาหารบาง
ชนิด เชน ไนโตรเจน ออกซิเจน ฟอสฟอรัส ซัลเฟอร แมกนีเซียม เปนตน และตองมีแหลงคารบอนที่
มากเกินพอ ในภาวะนี้ Pseudomonas sp. ASC2 มีการผลิต PHAs ไดสูงสุดในชั่วโมงที่ 36 
เทากับ 61.80 เปอรเซ็นตของน้ําหนักเซลลแหง มีน้ําหนักชีวมวลสุทธิสูงสุดในช่ัวโมงที่ 24 เทากับ 
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8.51 กรัมตอลิตร จึงกลาวไดวาปริมาณของเสียอินทรียและอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนอาจจะ
มีผลตอการเจริญเติบโตและปริมาณ PHAs ที่แบคทีเรียผลิตได จากผลงานวิจัยเม่ือเพิ่มปริมาณ
ของเสียอินทรียในอาหารเพื่อการผลิต พบวาการผลิต PHAs ของแบคทีเรียทั้ง 4 สายพันธุลดลง
เนื่องจากในของเสียอินทรียมีปริมาณสารเคมีที่เปนพิษกับจุลินทรียในปริมาณมากจึงทําใหการ
ผลิต PHAs ลดลง และถามีอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนนอย (มีปริมาณไนโตรเจนมาก) การ
เจริญเติบโตของแบคทีเรียก็มากข้ึนเพราะแบคทีเรียนําไนโตรเจนไปใชในการเจริญเติบโต            
1. เนื่องจากอะเซทิลโคเอถูกนําไปใชใน tricarboxylic acid cycle (TCA cycle)  2. งานวิจัยนี้ยัง
พบอีกวาจุลินทรียที่คัดแยกไดในงานวิจัยนี้ทั้ง 4 สายพันธุมีวิถีชีวสังเคราะห PHA ที่ไมเกี่ยวของกับ
การเจริญ (non-growth associate product)  3. เม่ือแบคทีเรียเจริญเติบโตดีจึงไมมีการสรางและ
สะสม PHAs ทําใหอัตราการผลิต PHAs ลดลง และพบวาแบคทีเรียทั้ง 4 สายพันธุตองถูกจํากัด
ปริมาณไนโตรเจน จากการวิเคราะหปริมาณ PHAs ดวยเคร่ืองกาซโครมาโตรกราฟพบวาเวลาที่ใช
ในการเคลื่อนที่ของ PHAs มีสองชวงเวลา แสดงวา PHAs ประกอบดวย 2 โมโนเมอรที่แตกตางกัน 
เม่ือวิเคราะหโครงสรางทางเคมีพบวาแตละโมโนเมอรคือ 3HO และ 3HD เม่ือคํานวณสัดสวนโมล
ระหวาง 3HO และ 3HD พบวามีอัตราสวนของ 3HO เทากับ 14.69 โมลเปอรเซ็นต และ 3HD 
เทากับ 85.31 โมลเปอรเซ็นต สอดคลองกับการรายงานของ Haywood และคณะ (1990) ที่พบวา 
Pseudomonas sp. สายพันธุ NCIMB 40135 สามารถผลิต PHAs โดยมีกลีเซอรอลเปนแหลง
คารบอน มีแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน ผลิต PHAs ไดเทากับ 5 เปอรเซ็นตของ
น้ําหนักเซลลแหง พอลิเมอรที่ไดประกอบดวย 2 โมโนเมอร ไดแก  3HO 10 โมลเปอรเซนต และ 
3HD 90 โมลเปอรเซ็นต และจากรายงานของ Song และคณะ (2008) ที่รายงานวา 
Pseudomonas sp. สายพันธุ DR2 สามารถผลิต PHAs โดยนําน้ํามันพืชที่ใชแลวมาเปนแหลง
คารบอน และมีแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน ผลิต PHAs ไดเทากับ 23.52 เปอรเซ็นต
ของน้ําหนักเซลลแหง พอลิเมอรที่ไดประกอบดวย 5 โมโนเมอร ไดแก 3HHx 5.86 โมลเปอรเซ็นต 
3HO 45.67 โมลเปอรเซ็นต  3HD 36.74 โมลเปอรเซ็นต  3HTD 7.5 โมลเปอรเซ็นต และ 3HHxD 
5.24 โมลเปอรเซ็นต ตามลําดับ 

เมื่อวิเคราะหการลดลงของปริมาณ TOC โดยศึกษาจากการทดลองของการผลิต PHA 
โดยเฉพาะใน Pseudomonas sp. ASC2 และ Bacillus sp. ASC4 ทั้งนี้เนื่องจากแบคทีเรีย
ดังกลาวสามารถผลิต PHAs ไดในปริมาณมาก โดยเมื่อเล้ียงในอาหารเพื่อการผลิตในภาวะที่มี
ปริมาณคารบอนในของเสียอินทรียเทากับ 10 กรัมตอลิตร อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 
200 เปนเวลา 96 ชั่วโมง พบวาปริมาณคารบอนในของเสียอินทรียมีปริมาณลดลงเหลือ 0.09 และ 
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1.73 กรัมตอลิตร ตามลําดับ สอดคลองกับรายงานของ Ibrahim และ Steinbüchel (2009) ซึ่งได
ศึกษาการใชกลีเซอรอลเปนแหลงคารบอนในการผลิต PHB โดย Zobellella denitrificans สาย
พันธุ MW1 โดยแปรผันปริมาณกลีเซอรอลเร่ิมตนเปน  5  10  15  20  30 และ 50 กรัมตอลิตร 
พบวาปริมาณกลีเซอรอลเร่ิมตนเทากับ  5  10  15 และ 20 กรัมตอลิตรนั้น Z. denitrificans สาย
พันธุ MW1 สามารถผลิต PHB เพิ่มข้ึนเร่ือยๆ แตเม่ือมีปริมาณ กลีเซอรอลเร่ิมตนเทากับ 30 และ 
50 กรัมตอลิตร จะผลิต PHB ลดลง นอกจากนี้ Ibrahim และ Steinbüchel ไดวิเคราะหปริมาณกลี
เซอรอลที่ลดลงเม่ือเล้ียงเชื้อเปนเวลา 96 ชั่วโมง พบวาที่กลีเซอรอลเร่ิมตนเปน 5 และ 10 กรัมตอ
ลิตร ปริมาณกลีเซอรอลลดลงเปน 0 กรัมตอลิตร สวนกลีเซอรอลเร่ิมตนเปน 15  20  30 และ 50 
กรัมตอลิตร เหลือปริมาณกลีเซอรอลเทากับ  2.8  9.5  21.1 และ 45.1 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 
สวนปริมาณของแอมโมเนียมซัลเฟตไมสามารถวิเคราะหไดเพราะน้ําหมักที่เก็บตัวอยางไดในแต
ละชั่วโมงเมื่อนําเซลลของแบคทีเรียออกจากน้ําหมักดวยการปนแยกเซลลแลวน้ําหมักยังคงมี
ลักษณะขุนซึ่งเกิดจากน้ํามันเกิดแขวนลอยเปนอิมัลชันขณะอยูในเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิ 

เมื่อไดภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHAs โดยมีของเสียอินทรียจากกระบวนการผลิต    
ไบโอดีเซลเปนแหลงคารบอนแลว ผูวิจัยไดนําภาวะนั้นมาศึกษาการผลิต PHAs โดยเปล่ียนแหลง
คารบอนจากของเสียอินทรียเปนน้ําตาลกลูโคสดวย Pseudomonas sp. ASC2 และ Bacillus sp. 
ASC4  โดยใชปริมาณน้ําตาลกลูโคส 20 กรัมตอลิตร อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 200 
เล้ียงในอาหารเพื่อการผลิตเปนเวลา 72 ชั่วโมง พบวา Pseudomonas sp. ASC2 มีน้ําหนักเซลล
แหงสูงสุดเทากับ 2.42 กรัมตอลิตรในช่ัวโมงที่ 12  น้ําหนักชีวมวลสุทธิสูงสุดเทากับ 2.12 กรัมตอ
ลิตรในช่ัวโมงที่ 12  ปริมาณ PHAs ที่ผลิตไดสูงสุดเทากับ 21.73 เปอรเซ็นตของน้ําหนักเซลลแหง
ในช่ัวโมงที่ 36  และปริมาณน้ําตาลกลูโคสที่เหลือในช่ัวโมงที่ 72 เทากับ 5.73 กรัมตอลิตร สวน 
Bacillus sp. ASC4 มีน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 4.08 กรัมตอลิตรในช่ัวโมงที่ 12  ปริมาณ
น้ําหนักชีวมวลสุทธิสูงสุดเทากับ 3.34 กรัมตอลิตรในช่ัวโมงที่ 12  ปริมาณ PHAs ที่ผลิตไดสูงสุด
เทากับ 18.90 เปอรเซ็นตของน้ําหนักเซลลแหงในช่ัวโมงที่ 24  และปริมาณน้ําตาลกลูโคสที่เหลือ
ในช่ัวโมงที่ 72 เทากับ 2.07 กรัมตอลิตร แสดงในรูปที่ 4.15 จากการวิเคราะหดวยเคร่ืองกาซโครมา
โตรกราฟพบวาโครมาโตรแกรมที่ไดมีพีคข้ึนที่เวลาเดียวกันกับพีคของโมโนเมอร 3HD ที่ไดจากการ
ใชของเสียอินทรียเปนแหลงคารบอน จึงสรุปไดวาพอลิเมอรที่ไดจากการใชกลูโคสเปนแหลง
คารบอนเปน 3HD เพียงโมโนเมอรเดียว ในการใชน้ําตาลกลูโคสเปนแหลงคารบอนพบวา 
Pseudomonas sp. ASC2 และ Bacillus sp. ASC4 สามารถนําน้ําตาลไปใชในการเจริญเติบโต
และการผลิต PHAs ได แตน้ําหนักเซลลแหง น้ําหนักชีวมวลสุทธิ และปริมาณ PHAs ที่แบคทีเรีย
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ทั้ง 2 สายพันธุนั้นผลิตไดนอยกวาการใชของเสียอินทรียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลง
คารบอน เนื่องมาจากแบคทีเรียนี้ไดทําการคัดเลือกมาเพื่อการผลิต PHAs โดยใชของเสียอินทรีย
เปนแหลงคารบอนโดยเฉพาะเมื่อเปล่ียนแหลงคารบอนเปนชนิดอ่ืนแบคทีเรียจึงมีการเจริญเติบโต
และผลิต PHAs ไดในปริมาณที่นอยลง 

เพื่อใหได PHAs ในปริมาณที่มากเพียงพอตอการศึกษาสมบัติพื้นฐานของพอลิเมอร จึง
นําภาวะที่เหมาะสมคือ ปริมาณคารบอนในของเสียอินทรียเทากับ 10 กรัมตอลิตร อัตราสวน
คารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 200 มาขยายสวนการผลิตในระดับถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยมี
ภาวะการเล้ียงที่ 30 องศาเซลเซียส ควบคุมคาความเปนกรด ดางเทากับ 7 อัตราการกวนเทากับ 
600 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศเทากับ 2.5 vvm จากนั้นเก็บเกี่ยวเซลลโดยการปนเหวี่ยง
แลวนําไปอบใหแหง จากนั้นนํามาสกัด PHAs โดยใชคลอโรฟอรมเนื่องจากมีรายงานวาการสกัด
พอลิเมอรจากเซลลแหงของแบคทีเรียดวยคลอโรฟอรมเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพ (สุชาดา จันทร
ประทีป, 2539) นํา PHAs ที่สกัดไดไปตกตะกอนดวยเฮกเซนเพ่ือใหพอลิเมอรที่ไดมีความบริสุทธิ์
เพิ่มมากข้ึน นําพอลิเมอรที่ไดไปวิเคราะหโครงสรางของพอลิเมอรดวย 1H-NMR 13C-NMR และ 
2D-1H-NMR-COSY พบวาพอลิเมอรที่ไดจากแบคทีเรียทั้ง 4 สายพันธุประกอบดวย 2 โมโนเมอร 
ไดแก 3HO และ 3HD เหมือนกันแตมีสัดสวนโมโนเมอรที่ตางกัน  เมื่อนําพอลิเมอรที่ไดไปวิเคราะห
น้ําหนักโมเลกุลดวยเคร่ือง GPC พบวาพอลิเมอรของ Acinetobacter  sp. ASC1  
Pseudomonas sp. ASC2  Enterobacter sp. ASC3 และ Bacillus sp. ASC4 ที่ผลิตไดมีคา Mw 
เทากับ 1,222  525  752  1,433  Da ตามลําดับ สอดคลองกับการรายงานของ He และคณะ 
(1998) ซึ่งรายงานการผลิต PHAs ดวย P. stutzeri 1317 โดยมีน้ํามันถั่วเหลือง 10 กรัมตอลิตร 
เปนแหลงคารบอนซ่ึงจัดเปนกรดไขมันเชนเดียวกับของเสียอินทรียจากการผลิตไบโอดีเซล มี
แอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน เลี้ยงเปนเวลา 48 ชั่วโมง พบวา Mw มีคาใกลเคียงกับ
งานวิจัยนี้ นอกจากน้ีในงานวิจัยนี้ไดแสดงคา Polydispersity index (Mw/Mn) ของ PHAs ที่ 
Acinetobacter  sp. ASC1  Pseudomonas sp. ASC2  Enterobacter sp. ASC3 และ Bacillus 
sp. ASC4 ผลิตไดเทากับ  1.72  1.32  1.35  และ 2.11 ซึ่งตรงกับการรายงานของ Zinn และคณะ 
(2001) และ Hazer และ Steinbüchel (2007) ไดรายงานตรงกันวาคา Polydispersity index ของ 
mcl-PHAs มีคาอยูในชวง 1.3 -2.6  

พอลิเมอรที่ไดจากงานวิจัยนี้คือ 3HO และ 3HD จัดเปน mcl-PHAs เนื่องมาจาก 3HO 
ประกอบดวยคารบอน 8 อะตอม และ 3HD ประกอบดวยคารบอน 10 อะตอม สอดคลองการ
รายงานของ Kim และคณะ (2007) ที่รายงานวา mcl-PHAs คือพอลิเมอรที่แตละหนวยโมโนเมอร 
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ประกอบดวยคารบอนอะตอม 6-14 อะตอม เชนเดียวกับการรายงานของ Chan และคณะ (2006) 
มีการผลิต PHAs ดวย P. aeroginosa โดยใชกรดไขมันชนิดตางๆ เปนแหลงคารบอน พบวา 
PHAs ที่ผลิตไดเปน mcl-PHAs ประกอบดวย 3HO  3HD และ 3HDD  Kessler และ Witholt 
(2001) กลาววา เบตาออกซิเดชันหรือวีถีชีวสังเคราะห Fad (Fad Pathway) เปนวิถีหลักในการ  
ชีวสังเคราะห mcl-PHA เมื่อแบคทีเรียเจริญในอาหารที่มีกรดไขมันเปนแหลงคารบอน               
วิถีชีวสังเคราะหนี้สามารถพบไดในแบคทีเรียหลายชนิด เชน P. oleoverans  P. fragii               
P. aeroginosa โดยสังเคราะห mcl-PHAs จากกรดแอลคาโนอิก (alkanoic acid) หรือกรดไขมัน 
ในกรณีนี้สารต้ังตนในการผลิตจะเกี่ยวของกับผลิตภัณฑที่ได ซึ่งหมายความวา โมโนเมอรที่เปน
สวนประกอบใน mcl-PHA จะมีโครงสรางที่คลายคลึงกับสารต้ังตนแตอาจจะส้ันลงและแตกเปน
สองหนวย (Huijberts และคณะ, 1995) สารตัวกลางในวิถีเบตาออกซิเดชัน รวมทั้งอีโนอิลโคเอ 
(enoyl-CoA) 3-คีโตเอซิลโคเอ (3-ketoacyl-CoA) และ (S)-3-ไฮดรอกซีเอซิลโคเอ [(S)-3-
hydroxyacyl-CoA] จัดเปนสารต้ังตนของ mcl-(R)-3-ไฮดรอกซีเอซิลโคเอ [mcl-(R)-3- 
hydroxyacyl-CoA] แสดงในรูป 2.6 ซึ่งเปนการสังเคราะห mcl-PHAs โดยตรง (Suriyamongkol 
และคณะ, 2007)  Zinn และคณะ (2001) ไดกลาววา mcl-PHAs มีลักษณะยืดหยุน (elastic) หรือ
มีลักษณะคลายของก่ึงเหลวก่ึงแหง ซึ่งมีลักษณะคลายกับพอลิเมอรที่ไดจากงานวจิัยคร้ังนี ้ตกผลึก
ไดที่อุณหภูมิตํ่า และมีจุดหลอมเหลวตํ่า mcl-PHAs จึงเหมาะที่จะนําไปประยุกตใชทางดาน
การแพทย นอกจากนี้ Hazer และ Steinbüchel (2007) ไดกลาววา mcl-PHAs และหมูฟงกชัน 
(functional group) นั้นมีความนาสนใจเปนอยางมาก เพราะการเปล่ียนหมูฟงกชันนั้นสามารถ
ปรับปรุงคุณสมบัติทางกายภาพของพอลิเมอรได นอกจากนี้บางหมูฟงกชันสามารถปรับเปล่ียนได
โดยปฎิกิริยาเคมีเพื่อใหไดพอลิเมอรที่นําไปใชประโยชนในดานอ่ืนๆ ที่หลากหลายมากข้ึน มีการนํา 
mcl-PHAs ไปประยุกตใชในการผลิตพลาสติกที่สามารถยอยสลายไดในธรรมชาติและนําไปเปน
วัตถุดิบทางชีวภาพทางการแพทยมากข้ึน 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ 
 
1. สูตรอาหารแข็งสาํหรับเก็บรักษาเชือ้ (stock culture medium) ใน 1 ลิตร ประกอบดวย 
 
      สารสกัดจากเนื้อ          3       กรัม 
                   เปปโตน                      5       กรัม 
                              วุนผง                        15       กรัม 
 
ปรับ pH เปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาท ี(การนึง่ฆาเชื้อแบบมาตรฐาน) 
 
2. สูตรอาหารเหลวสําหรบัเลี้ยงกลาเชื้อ (seed culture medium) โดย Chanprateep และคณะ 
(2008) ใน 1 ลิตร ประกอบดวย 
 

ผงสกัดจากยสีต  10    กรัม 
สารสกัดจากเนื้อ    5    กรัม 
ทริปโตส   10     กรัม 
แอมโมเนยีมซัลเฟต    5     กรัม 
 

ปรับ pH เปน 7.0 นึ่งฆาเชือ้ที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาท ี
 
3. สูตรอาหารสาํหรับเลีย้งเชื้อจลุินทรียเพ่ือการผลิต PHA (Production Medium) สูตร
ปรับปรุงโดย Chanprateep และคณะ (2008) ใน 1ลิตรประกอบดวย  
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โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต       3.4     กรัม 
ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต        5.8     กรัม 
แมกนีเซยีมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต        0.12    กรัม 
โซเดียมซิเตรท                                     5.0    กรัม 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต                3.0    กรัม 
แอมโมเนยีมซัลเฟต แปรผันตามอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน 

   สารละลาย trace element                   1.0     มิลลิลิตร 
 
ปรับ pH เปน 7.0 นึ่งฆาเชือ้ที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาท ี
 
สารละลาย trace element ใน HCl 1 ลิตร ประกอบดวย 
 

แคลเซียมคลอไรด                               1.67    กรัม 
ซิงคซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต                    2.78    กรัม 
แมงกานีสไดคลอไรดเตตระไฮเดรต       1.98    กรัม 
คอปเปอรไดคลอไรดไดไฮเดรต              0.17    กรัม 
เฟอรรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต                  0.2    กรัม 
 

แยกละลายเกลือ แมกนเีซยีมซัลเฟต และ สารละลาย trace element เมื่อละลายแลวจงึนาํมา
รวมกัน ปรับ pH เปน 7.0 โดยใชสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 3 โมลาร นึ่งฆาเชื้อทีค่วาม
ดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีและวิธีเตรียมที่ใชในการทดลอง 
 

1. กลีเซอรอล 10 เปอรเซ็นต 
 

เตรียมโดยนาํกลีเซอรอล 87 เปอรเซ็นต ปริมาตร 11.5 มิลลิลิตร ละลายในน้าํกล่ันปลอด
ประจุปริมาตร 88.5 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 121 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
 

2. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 โมลาร (NaOH 1 M) 
 

เตรียมโดยละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 5.844 กรัม ในน้ํากล่ันปลอดประจุปริมาตร 100 
มิลลิลิตร นําไปน่ึงฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 121 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาที 

 
3. สารละลายกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 3 โมลาร (HCl 3 M) 
 

เตรียมโดยเติมน้ํากล่ันปลอดประจุไปปริมาตรหนึ่ง จากนั้นเติมกรดไฮโดรคลอริกเขมขน    
37 เปอรเซ็นต ลงไป 48.99 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรสุดทายเปน 300 มิลลิลิตร 
 

4. สารละลาย 0.85 เปอรเซ็นต โซเดียมคลอไรด (0.85 เปอรเซ็นต NaCl) 
 

เตรียมโดยละลายโซเดียมคลอไรด 0.85 กรัม ในน้ํากล่ันปลอดประจุปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 
นาที 
 

5. Nile blue A  
 

เตรียมโดยละลาย Nile blue A 0.05 มิลลิกรัม ใน dimethyl sulfoxide (DMSO) ปริมาตร
100 มิลลิลิตร นําไปกรองผานเมมเบรนขนาด 0.2 ไมโครเมตร เก็บไวในขวดสีชา 
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6. Sudan Black B 
 

เตรียมโดยละลาย Sudan Black B 0.3 กรัม ใน 70 เปอรเซ็นต v/v เอทานอล ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร นําไปกรองผานเมมเบรนขนาด 0.2 ไมโครเมตร เก็บไวในขวดสีชา 
 

7. Nyatatin 
 

เตรียมโดยละลาย Nyatatin 40 มิลลิกรัมใน DMSO 1 มลิลิลิตร กรองผานเมมเบรนขนาด   
      0.2  ไมโครเมตร ใสในภาชนะที่ไมโดนแสง เก็บที่ -20 องศาเซลเซยีส 
 
8. สารละลายโปแตสเซียมคลอไรด ความเขมขน 2 โมลาร (KCl 2 M) 
 

เตรียมโดยละลายโปแตสเซียมคลอไรด 150 กรัม ในน้าํกล่ันปลอดประจุปริมาตร 800 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรสุดทายเปน 1,000 มิลลิลิตร 
 

9. สารละลาย Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 
 

เตรียมโดยละลายเกลือของ EDTA ไดโซเดียม (EDTA disodium salt) 6 กรัม ในน้ํากล่ัน
ปลอดประจุปริมาตร 80 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด ดางเทากับ 7.0 ปรับปริมาตร
สุดทายเปน 100 มิลลิลิตร 
 

10. สารละลายฟนอลไนโตรพสัไซดรีเอเจนท 
 

เตรียมโดยละลายฟนอล 7 กรัมและโซเดียมไนโตรพัสซายด 34 มิลลิกรัม ในน้ํากล่ันปลอด
ประจุปริมาตร 80 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรสุดทายเปน 100 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชาที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 

11. สารละลายบฟัเฟอรไฮโปคลอไรดรีเอเจนต  
 

เตรียมโดยละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 1.48 กรัม ในน้ํากล่ันปลอดประจุปริมาตร 70 
มิลลิลิตร เติมไดโซเดียมโมโนไฮโดเจนฟอสเฟต 4.98 กรัม และเติมสารละลายโซเดียมไฮโป
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คลอไรท (5-5.25 เปอรเซ็นต) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ปรับคา pH ใหอยูในชวง 11.4-12.2 
ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด ปรับปริมาตรสุดทายเปน 100 มิลลิลิตร 
 

12. สารละลาย 3 เปอรเซ็นต กรดซัลฟรูิกในเมทานอล 2 มิลลลิิตร ที่มีกรดเบนโซอิก 2 
กรัมตอลิตรเปนสารมาตรฐานภายใน 
 
เตรียมโดยใชขวดดูแรนฝาเกลียวขนาด 500 มิลลิลิตร เติมเมทานอลเกรด AR ปริมาตร 485 
มิลลิลิตร ลงไปชาๆ จะเกิดความรอนและเกิดควัน จงึควรทําที่ตูดูดไอระเหยปดฝา เขยาผสม
ใหเขากนั ชัง่กรดเบนโซอิก 1 กรัม ละลายในสารละลายดังกลาว เก็บไวในตูเยน็ที่อุณหภูมิ   
4 องศาเซลเซยีส เขียนระบุที่ขางขวดวาเปน 2 กรัมตอลิตร กรดเบนโซอิกและเมทานอลที่มี    
3เปอรเซ็นตกรดซัลฟูริก  

 
13. สารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลกิ (DNSA reagent) 
 

เตรียมโดยละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก 1 กรัมในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน   
2 โมลาร ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน เติมน้าํกล่ัน 50 มิลลิลิตร ละลายบนเคร่ือง
กวนสารแบบใหความรอน (Hotplate Stirrer) เติมโปแตสเซียมตารเตรต 30 กรัม จากน้ัน
ปรับปริมาตรสุดทายเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้าํกล่ันปลอดประจุ เกบ็ไวในขวดสีชา 

 
14. สารละลายมาตรฐานของกรดออกตะโนอิค (Octanoic acid) 
 

กรดออกตะโนอิค (สามารถละลายไดใน 2 กรัมตอลิตร กรดเบนโซอิกและเมทานอลที่ม ี     
3เปอรเซ็นตกรดซัลฟูริก) เตรียมโดยละลายกรดออกตะโนอิค 1 กรัม ใน 2 กรัมตอลิตร กรด
เบนโซอิกและเมทานอลที่ม ี 3 เปอรเซ็นตกรดซัลฟูริกปริมาตร 100 มิลลิลิตร (เขมขน         
10 กรัมตอลิตร) เก็บไวเปนสตอก โดยเตรียมกรดออกตะโนอิคความเขมขน 1  2  3  4 และ 
5 กรัมตอลิตรตามลําดับ ทีค่วามเขมขน 1  2  3  4 และ 5 กรัมตอลิตร เติมกรดออกตะโนอิค
ปริมาตร 0.2  0.4  0.6  0.8 และ 1.0 มิลลิลิตร ในหลอดฝาเกลียว จากนั้นเติม 2 กรัมตอ
ลิตร กรดเบนโซอิกและเมทานอลที่ม ี 3 เปอรเซ็นตกรดซัลฟูริกปริมาตร 1.8  1.6  1.4  1.2 
และ 1.0 มิลลิลิตร และเติมคลอโรฟอรมปริมาตร 2.0 มิลลิลิตรในทุกความเขมขน โดยมี
ปริมาตรรวมในทกุความเขมขนเทากับ 4 มิลลิลิตร 
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15. สารละลายมาตรฐานของกรดเดคะโนอิค (Decanoic acid) 
 

กรดเดคะโนอิค (สามารถละลายไดในคลอโรฟอรม) เตรียมโดยละลายกรดเดคะโนอิค        
1 กรัม ในคลอโรฟอรมปริมาตร 100 มิลลิลิตร (เขมขน 10 กรัมตอลิตร) เก็บไวเปนสตอก 
โดยเตรียมกรดเดคะโนอิคความเขมขน 1  2  3  4 และ 5 กรัมตอลิตรตามลําดับ ที่ความ
เขมขน 1  2  3  4 และ 5 กรัมตอลิตร เติมกรดเดคะโนอิคปริมาตร 0.2  0.4  0.6  0.8 และ 
1.0 มิลลิลิตร ในหลอดฝาเกลียว จากนั้นเติมคลอโรฟอรมปริมาตร 1.8  1.6  1.4  1.2 และ 
1.0 มิลลิลิตร และเติม 2 กรัมตอลิตร กรดเบนโซอิกและเมทานอลที่มี 3 เปอรเซ็นตกรดซัลฟู
ริกปริมาตร 2.0 มิลลิลิตรในทุกความเขมขน โดยมีปริมาตรรวมในทุกความเขมขนเทากับ         
4 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 
 

โครมาโตแกรม 
 

1. กราฟมาตรฐานของนํ้าตาลกลูโคส 
 

 
 

กราฟมาตรฐานแสดงคาการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร กับน้าํตาลกลูโคสความ
เขมขน 0-2 กรัมตอลิตร 
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2. โครมาโตรแกรมของสารมาตรฐาน HD 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปโครมาโตรแกรมของสารมาตรฐาน HD ปริมาณ 1  2  3  4 และ 5 กรัมตอลิตร แสดงดังรูป A  B  
C  D และ E ตามลําดับ 

 

D E

A B C
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3. โครมาโตรแกรมของสารมาตรฐาน HO 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปโครมาโตรแกรมของสารมาตรฐาน HO ปริมาณ 1  2  3  4 และ 5 กรัมตอลิตร แสดงดังรูป A  B  
C  D และ E ตามลําดับ 
 

A B C

D E
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ภาคผนวก ง 
 
1. ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rRNA ของ Acinetobacter  sp. ASC1 (GU227612) 
 
   1 cggggaacgt attcgccggg gcattctgat tcatcgatta actagcgatt cagatttcaa 
  61 gctttgagtt gcaaacgtcg agagtttgat catggctcag attgaacgct ggcggcaggc 
 121 ttaacacatg caagtcgagc gggggaagtt gcttcggtaa ctaacctagc ggcggacggg 
 181 tgagtaatgc ttaggaatct gcctattaat gggggacaac atctcgaaag ggatgctaat 
 241 accgcatacg ccctacgggg gaaagcaggg gatcttcgga ccttgcgtta atagatgagc 
 301 ctaagtcgga ttagctagtt ggtggggtaa aggcctacca aggcgacgat ctgtagcggg 
 361 tctgagagga tgatccgcca cactgggact gagacacggc ccagactcct acgggaggca 
 421 gcagtgggga atattggaca atggggggaa ccctgatcca gccatgccgc gtgtgtgaag 
 481 aaggccttat ggttgtaaag cactttaagc gaggaggagg ctcctgtagt taatacctac 
 541 agagagtgga cgttactcgc agaataagca ccggctaact ctgtgccagc agccgcggta 
 601 atacagaggg tgcgagcgtt aatcggattt actgggcgta aagcgtgcgt aggcggcttt 
 661 ttaagtcgga tgtgaaatcc ccgagcttaa cttgggaatt gcattcgata ctgggaagct 
 721 agagtatggg agaggatggt agaattccag gtgtagcggt gaaatgcgta gagatctgga 
 781 ggaataccga tggcgaaggc agccatctgg cctaatactg acgctgaggt acgaaagcat 
 841 ggggagcaaa caggattaga taccctggta gtccatgccg taaacgatgt ctactagccg 
 901 ttggggcctt tgaggcttta gtggcgcagc taacgcgata agtagaccgc ctggggagta 
 961 cggtcgcaag actaaaactc aaatgaattg acgggggccc gcacaagcgg tggagcatgt 
1021 ggtttaattc gatgcaacgc gaagaacctt acctggcctt gacatactag aaactttcca 
1081 gagatggatt ggtgccttcg ggaatctaga tacaggtgct gcatggctgt cgtcagctcg 
1141 tgtcgtgaga tgttgggtta agtcccgcaa cgagcgcaac ccttttcctt acttgccagc 
1201 atttcggatg ggaactttaa ggatactgcc agtgacaaac tggaggaagg cggggacgac 
1261 gtcaagtcat catggccctt acggccaggg ctacacacgt gctacaatgg tcggtacaaa 
1321 gggttgctac ctagcgatag gatgctaatc tcaaaaagcc gatcgtagtc cggattggag 
1381 tctgcaactc gactccatga agtcggaatc gctagtaatc gcggatcaga atgccgcggt 
1441 gaatacgttc ccgggccttg tacacaccgc ccgtcacacc atggagtttg ttgcaccaga 
1501 gtagctagcc tactgcaaag agggcgtaca cgtgtg 

 
2. ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rRNA ของ Pseudomonas sp. ASC2 (GU227613)  

 
  1 catggctcag attgaacgct ggcggcaggc ctaacacatg caagtcgagc ggatgaaggg 
  61 agcttgctcc ctgatttagc ggcggacggg tgagtaatgc ctaggaatct gcctggtagt 
 121 gggggataac gttccgaaag gaacgctaat accgcatacg tcctacggga gaaagcaggg 
 181 gaccttcggg ccttgcgcta tcagatgagc ctaggtcgga ttagctagtt ggtgaggtaa 
 241 tggctcacca aggcgacgat ccgtaactgg tctgagagga tgatcagtca cactggaact 
 301 gagacacggt ccagactcct acgggaggca gcagtgggga atattggaca atgggcgaaa 
 361 gcctgatcca gccatgccgc gtgtgtgaag aaggtcttcg gattgtaaag cactttaagt 
 421 tgggaggaag ggcattaacc taatacgtta gtgttttgac gttaccaaca gaataagcac 
 481 cggctaactt cgtgccagca gccgcggtaa tacgaagggt gcaagcgtta atcggaatta 
 541 ctgggcgtaa agcgcgcgta ggtggttcgt taagttggat gtgaaagccc cgggctcaac 
 601 ctgggaactg catccaaaac tggcgagcta gagtacggta gagggtggtg gaatttcctg 
 661 tgtagcggtg aaatgcgtag atataggaag gaacaccagt ggcgaaggcg accacctgga 
 721 ctgatactga cactgaggtg cgaaagcgtg gggagcaaac aggattagat accctggtag 
 781 tccacgccgt aaacgatgtc aactagccgt tggaatcctt gagattttag tggcgcagct 
 841 aacgcattaa gttgaccgcc tggggagtac ggccgcaagg ttaaaactca aatgaattga 
 901 cgggggcccg cacaagcggt ggagcatgtg gtttaattcg aagcaacgcg aagaacctta 
 961 cctggccttg acatgctgag aactttccag agatggattg gtgccttcgg gaactcagac 
1021 acaggtgctg catggctgtc gtcagctcgt gtcgtgagat gttgggttaa gtcccgtaac 
1081 gagcgcaacc cttgtcctta gttaccagca cctcgggtgg gcactctaag gagactgccg 
1141 gtgacaaacc ggaggaaggt ggggatgacg tcaagtcatc atggccctta cggccagggc 
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1201 tacacacgtg ctacaatggt cggtacaaag ggtccccaag cccgcgaggt ggagctaatc 
1261 ccataaaacc gatcgtagtc cggatcgcag tctgcaactc gactgcgtga agtcggaatc 
1321 gctagtaatc gtgaatcaga atgtcacggt gaatacgttc ccgggccttg tacacaccgc 
1381 ccgtcacacc atgggagtgg gttgctccag aagtagctag tctaaccttc gggggacgtt 
1441 accacggatg atcatgactg ggtga 
 
 

3. ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rRNA ของ Enterobacter sp. ASC3 (GU227614)  
 
  1 gctcagattg aacgctggcg gcaggcctaa cacatgcaag tcgaacggta gcacagagag 
  61 cttgctctcg ggtgacgagt ggcggacggg tgagtaatgt ctgggaaact gcctgatgga 
 121 gggggataac tactggaaac ggtagctaat accgcataac gtcgcaagac caaagagggg 
 181 gaccttcggg cctcttgcca tcagatgtgc ccagatggga ttagctagta ggtggggtaa 
 241 cggctcacct aggcgacgat ccctagctgg tctgagagga tgaccagcca cactggaact 
 301 gagacacggt ccagactcct acgggaggca gcagtgggga atattgcaca atgggcgcaa 
 361 gcctgatgca gccatgccgc gtgtatgaag aaggccttcg ggttgtaaag tactttcagc 
 421 ggggaggaag gtgttgtggt taataaccac agcaattgac gttacccgca gaagaagcac 
 481 cggctaactc cgtgccagca gccgcggtaa tacggagggt gcaagcgtta atcggaatta 
 541 ctgggcgtaa agcgcacgca ggcggtctgt caagtcggat gtgaaatccc cgggctcaac 
 601 ctgggaactg cattcgaaac tggcaggctg gagtcttgta gaggggggta gaattccagg 
 661 tgtagcggtg aaatgcgtag agatctggag gaataccggt ggcgaaggcg gccccctgga 
 721 caaagactga cgctcaggtg cgaaagcgtg gggagcaaac aggattagat accctggtag 
 781 tccacgccgt aaacgatgtc gatttggagg ttgtgccctt gaggcgtggc ttccggagct 
 841 aacgcgttaa atcgaccgcc tggggagtac ggccgcaagg ttaaaactca aatgaattga 
 901 cgggggcccg cacaagcggt ggagcatgtg gtttaattcg atgcaacgcg aagaacctta 
 961 cctggtcttg acatccacag aactttccag agatggattg gtgccttcgg gaactgtgag 
1021 acaggtgctg catggctgtc gtcagctcgt gttgtgaaat gttgggttaa gtcccgcaac 
1081 gagcgcaacc cttatccttt gttgccagcg gttaggccgg gaactcaaag gagactgcca 
1141 gtgataaact ggaggaaggt ggggatgacg tcaagtcatc atggccctta cgaccagggc 
1201 tacacacgtg ctacaatggc gcatacaaag agaagcgacc ttcgcgagag caagcggacc 
1261 tcataaagtg cgtcgtagtc cggattggag tctgcaactc gactccatga agtcggaatc 
1321 gctagtaatc gtagatcaga atgctacgtg aatacgttcc cgggcttgta cacaccgccc 
1381 gtcacaccat ggagtggttg caaagaagta gtagctaacc ttcgggaggc gcttaccact 
1441 ttgtgatcat ga 

 
4. ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rRNA ของ Bacillus sp. ASC4 (GU227615)  

 
   1 ttattgtatg tttttttttt tcgctcagga cgaacgctgg cggcgtgcct aatacatgca 
  61 agtcgagcgg acagatggga gccttgctcc ctgatgttag cggcggacgg gtgagtaaca 
 121 cgtgggtaac ctgcctgtaa gactgggata actccgggaa accggggcta ataccggatg 
 181 gttgtttgaa ccgcatggtt caaacataaa aggtggcttc ggctaccact tacagatgga 
 241 cccgcggcgc attagctagt tggtgaggta acggctcacc aaggcaacga tgcgtagccg 
 301 acctgagagg gtgatcggcc acactgggac tgagacacgg cccagactcc tacgggaggc 
 361 agcagtaggg aatcttccgc aatggacgaa agtctgacgg agcaacgccg cgtgagtgat 
 421 gaaggttttc ggatcgtaaa gctctgttgt tagggaagaa caagtaccgt tcgaataggg 
 481 cggtaccttg acggtaccta accagaaagc cacggctaac tacgtgccag cagccgcggt 
 541 aatacgtagg tggcaagcgt tgtccggaat tattgggcgt aaagggctcg caggcggttt 
 601 cttaagtctg atgtgaaagc ccccggctca accggggagg gtcattggaa actggggaac 
 661 ttgagtgcag aagaggagag tggaattcca cgtgtagcgg tgaaatgcgt agagatgtgg 
 721 aggaacacca gtggcgaagg cgactctctg gtctgtaact gacgctgagg agcgaaagcg 
 781 tggggagcga acaggattag ataccctggt agtccacgcc gtaaacgatg agtgctaagt 
 841 gttagggggt ttccgcccct tagtgctgca gctaacgcat taagcactcc gcctggggag 
 901 tacggtcgca agactgaaac tcaaaggaat tgacgggggc ccgcacaagc ggtggagcat 
 961 gtggtttaat tcgaagcaac gcgaagaacc ttaccaggtc ttgacatcct ctgacaatcc 
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1021 tagagatagg acgtcccctt cgggggcaga gtgacaggtg gtgcatggtt gtcgtcagct 
1081 cgtgtcgtga gatgttgggt taagtcccgc aacgagcgca acccttgatc ttagttgcca 
1141 gcattcagtt gggcactcta aggtgactgc cggtgacaaa ccgggaggaa ggtggggatg 
1201 acgtcaaatc atcatgcccc tttatgacct ggggctacac acgtgctaca atggacagaa 
1261 acaaagggca gcgaaacccg cgaggttaag ccaatcccca caaatctgtt ctcagttcgg 
1321 atcgcagtct gcaactcgac tgcgtgaagc tggaatcgct agtaatcgcg gatcagcatg 
1381 ccgcggtgaa tacgttcccg ggccttgtac acaccgcccg tcacaccacg agagtttgta 
1441 acacccgaag tcgtgaggta accttttaga gccagccgcc gaagtggaca gatgatgggt 
1501 gat 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 
 นางสาว อัมทิกา เมืองวงษ เกิดวันที่ 18 มกราคม พ.ศ. 2528 ที่จังหวัดสุพรรณบุรี สําเร็จ
การศึกษาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยาอุตสาหกรรม ภาควิชาชีววิทยาประยุกต คณะ
วิทยาศาสตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง เมื่อปการศึกษา 2549 

 
เขาศึกษาตอในระดับบัณฑิตศึกษา สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม ภาควิชาจุลชีววิทยา 

คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2550 ไดนําเสนอบทความเร่ือง 
“Production of Polyhydroxyalkanoates Using Organic Wastes from Biodiesel Production 
Process” ในการประชุมสัมมนาเชิงวิชาการระดับนานาชาติ “The 3rd Technology and Innovation 
for Sustainable Development Conference (TISD 2010)” ซึ่งจัดโดยคณะวิศวกรรมศาสตร 
มหาวิทยาลัยขอนแกน ระหวางวันที่ 4-6 มีนาคม 2553 ณ โรงแรม รอยัลแมโขง หนองคาย จังหวัด
หนองคาย ไดรับรางวัล “ TISD 2010 Best Presentation Award” และไดนําเสนอบทความเร่ือง 
“Production of Polyhydroxyalkanoates Using Organic Wastes from Biodiesel Production 
Process” ในการประชุมวิชาการโครงการทุนวิจัยมหาบัณฑิต สํานักงานกองทุนวิจัยมหาบัณฑิต 
สํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัยสาขาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีคร้ังที่ 4 ระหวางวันที่ 30 
มีนาคม- 1 เมษายน 2553 ณ โรงแรมจอมเทียน ปาลม บีช รีสอรท เมืองพัทยา จังหวัดชลบุรี 
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