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บทคัดย่อ 

พอลไิฮดรอกซีอลัคาโนเอต (PHAs) เป็นเทอร์โมพลาสติกที่สามารถยอ่ยสลายได้ เป็นมิตรกบัสิง่แวดล้อม และมีความ
เข้ากันได้ทางชีวภาพ แบคทีเรียหลายสปีชีส์สะสมแกรนูลของ PHAs เป็นแหล่งคาร์บอนและพลงังานส ารองไว้ภายในเซลล์ 
การศกึษานีไ้ด้รายงานถึงการหาสภาวะที่เหมาะสม และการผลติพอลไิฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) และพอล(ิ3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-
โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต) (PHBV) จาก Bacillus cereus สายพนัธุ์ PE3 ที่แยกได้จากตวัอยา่งดินในประเทศไทย ในงานวิจยันี ้
ได้ทดลองถึงผลของชนิดอาหารเลีย้งเชือ้ ระยะเวลาการบ่ม แหลง่คาร์บอน แหลง่ไนโตรเจน และค่าความเป็นกรดด่าง (พีเอช) 
ส าหรับการผลติ PHAs โดยสายพนัธุ์ PE3 ผลติ PHB ที่มีความเข้มข้นสงูสดุ 3.1 กรัมตอ่ลติร และปริมาณ PHB คิดเป็น 79.5% 
(3.9 กรัมต่อลิตรของน า้หนักเซลล์แห้ง) เมื่อเพาะเลีย้งในอาหาร Nitrogen deficient medium ที่ประกอบด้วย 3% (w/v) 
glucose เป็นแหลง่คาร์บอน และ 0.25% (w/v) peptone และ 0.25% (w/v) yeast extract เป็นแหลง่ไนโตรเจน ปรับค่าพีเอช
เป็น 7 อุณหภูมิบ่ม 37 องศาเซลเซียส และระยะเวลาการเพาะเลีย้ง 48 ชั่วโมง ผลของแหล่งคาร์บอนและความเข้มข้นของ   
การผลติ PHBV เมื่อเลีย้งใน 5% (v/v) กากน า้ตาล และ 0.5% (w/v) กรดโพรพิโอนิก PHB และPHBV ถกูวิเคราะห์ด้วย fourier 
transform infrared spectroscopy (FTIR) และ nuclear magnetic resonance (NMR) การสะสมแกรนูล PHB ตรวจสอบ
ด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบสอ่งผา่น (TEM) พบ 2-7 แกรนลูในเซลล์ 
 

ค าส าคัญ  :  Bacillus cereus   พอลไิฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB)    พอลไิฮดรอกซีบิวทิเรตโคไฮดรอกซีวาลเีรต (PHBV)                  
                    พอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต (PHAs) 
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Abstract 
 Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are biodegradable, environmentally friendly and biocompatible 
thermoplastics. Various bacterial species accumulate PHAs granules as a carbon and energy reserve inside their 
cells. The present study aimed to optimize culture conditions for the production of polyhydroxybutyrate (PHB) and 
poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) (PHBV) from Bacillus cereus strain PE3 previously isolated from soil 
sample in Thailand. Effect of medium, incubation time, carbon sources, nitrogen sources and initial pH on PHAs 
production were investigated. Strain PE3 showed maximum PHB concentration of 3.1 g/L and PHAs content of 
79.5% (3.9 g/L of cell dry weight) when cultured in Nitrogen deficient medium with 3% (w/v) glucose as a carbon 
source and 0.25% (w/v) peptone and 0.25% (w/v) yeast extract as nitrogen sources at pH 7, 37C and 48 hours 
cultivation. Effect of carbon source and concentration of PHBV production were obtained with 5% (v/v) molasses 
and 0.5% (w/v) propionic acid. PHB and PHBV were analyzed using fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) 
and nuclear magnetic resonance (NMR). The accumulate PHB granule was detected by transmission electron 
microscopy (TEM) showed 2-7 granules in cell.  
 

Keywords :  Bacillus cereus, polyhydroxybutyrate (PHB), polyhydroxybutyrate-co-hydroxyvalerates (PHBV),    
                    polyhydroxyalkanoates (PHAs) 
 
 
บทน า  
 การใช้พลาสติกที่ผลิตจากปิโตรเคมีมีปริมาณมากขึน้ทกุวนั  สง่ผลเสียต่อสิ่งแวดล้อมเป็นอย่างมากเนื่องจากยอ่ยสลาย
ได้ยากในธรรมชาติ หลายๆ ประเทศตื่นตวัในการหาวสัดุอื่นๆ เพื่อผลิตและน ามาใช้ทดแทน ซึ่งพลาสติกชีวภาพชนิดหนึ่ง            
ที่น่าสนใจ คือ พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (polyhydroxyalcanoates หรือ PHAs) ซึ่งเป็นอะลิฟาติกพอลิเอสเทอร์ของ 
hydroxyalkanoates (HA) ประกอบด้วยมอนอเมอร์ -hydroxyacyl พบสะสมอยูใ่นแบคทีเรียหลายชนิดมีลกัษณะเป็นแกรนลู 
(granules) สีขาวสะสมอยูใ่นไซโตพลาสซึมของแบคทีเรียที่เป็นแหลง่คาร์บอนภายในเซลล์และแหลง่พลงังาน แบคทีเรียเจริญ
ภายใต้สภาวะที่ถกูจ ากดัปริมาณสารอาหาร เช่น ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และออกซิเจน แต่มีแหลง่คาร์บอนที่มากเกินพอ เช่น 
กลโูคส และซูโครส (Matsusaki et al., 1998) PHAs แบ่งออกเป็น 3 ชนิดตามความยาวของสายอะตอมคาร์บอน และ side 
chain (R group) ในหน่วยมอนอเมอร์ของสายพอลิเมอร์ ได้แก่ PHAs สายสัน้ที่มีจ านวนอะตอมคาร์บอน 3-5 อะตอม (short-
chain length PHA, scl-PHA) PHAs สายปานกลางที่มีจ านวนอะตอมคาร์บอน 6-14 อะตอม (medium-chain length PHA, 
mcl-PHA) และ PHAs สายยาวที่มีจ านวนอะตอมคาร์บอนตัง้แต่ 15 อะตอมขึน้ไป (long-chain length PHA, lcl-PHA) 
(Keshavarz & Roy, 2010) แต่ ถ้า  PHAs แบ่งตามลักษณะของพอลิเมอร์ แบ่งได้  2 ชนิด ได้แก่  homopolymer และ
heteropolymer (Anderson & Dawes, 1990) ปัจจยัที่มีผลท าให้ PHAs มีคณุสมบตัิทางกายภาพและทางเคมีแตกตา่งกนั เชน่ 
ชนิดของจลุนิทรีย์ที่ผลติ (แกรมลบ และแกรมบวก) สว่นประกอบของสารอาหารที่ใช้เลีย้งเชือ้ สภาวะของการเลีย้งเชือ้ วิธีเลีย้ง
เชือ้ และการเก็บเก่ียวผลผลิต (Keshavarz & Roy, 2010) การผลิต PHAs สามารถสะสมได้ในพืช เช่น Arabidopsis thaliana 
(Mittendorf et al., 1998) และBrassica napus (Hourniel et al., 1999) และในจุลินทรีย์โดยเฉพาะแบคทีเรียซึ่งมีมากกว่า 
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300 สปีชีส์ เช่น Pseudomonas sp., Bacillus sp. และ Methylobacterium sp. (Suriyamongkol et al., 2007; SteinbÜchel 
& Schlegel, 1991) แตม่ีบางชนิด เช่น Alcaligenes eutrophus, A. latus และ A. vinelandii UWD ที่สะสม PHAs ได้โดยไมม่ี
การจ ากดัปริมาณสารอาหารที่ใช้ในการเลีย้งเชือ้ (Keshavarz & Roy, 2010; Ojumu et al., 2004) 
 พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (polyhydroxybutyrate หรือ PHB) เป็น homopolymer ของ 3-hydroxybutyrate (HB) จดัอยู่ใน
กลุ่ม PHAs ค้นพบเป็นครัง้แรกในปี ค.ศ. 1926 โดย Lamoigne (Lemoigne, 1926) มีคุณสมบัติคล้ายกับ polypropylene 
(PP) แต่มีเสถียรทางความร้อนต ่า และมีความเปราะบาง ต่อมาในปี ค.ศ. 1983 บริษัท Imperial Chemical Industries (ICI) 
ได้พฒันาผลิตภณัฑ์ภายใต้ช่ือทางการค้า BIOPOLTM โดยผลิตโคพอลิเมอร์ที่อยู่ในกลุม่ PHAs ซึ่งเป็นเทอร์โมพลาสติกที่เกิด
จากการรวมตวักันของมอนอเมอร์ 3-hydroxybutyrate (HB) และ3-hydroxyvalerate (HV) เช่ือมต่อกันด้วยพนัธะเอสเทอร์ 
(ester bone) คือ พอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต) (poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) 
หรือ PHBV) ที่มีคณุสมบตัิไมเ่ปราะแตกง่าย และมีความยืดหยุน่สงู (Lee, 1996) และพบว่าหน่วยเปอร์เซ็นต์โมล (% mol) HV 
สงูมีผลตอ่ความยืดหยุน่ ความทนทานของพลาสติก และการขึน้รูปได้ง่าย (Nurbas & Kutsal, 2004) 
 PHB และPHBV สามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพโดยอาศยัเอนไซม์จากจุลินทรีย์จึงเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมสามารถ
น าไปประยกุต์ใช้ในงานด้านตา่งๆ เช่น ด้านการแพทย์และเภสชั ด้านบรรจภุณัฑ์ ด้านการเกษตร แตม่ีข้อจ ากดัในการผลติทาง
การค้า เนื่องจากมีต้นทุนสงูโดยพบว่าต้องใช้กลโูคส 3 ตนัเป็นสบัสเตรทของการผลิตพลาสติก 1 ตนั (Collins, 1987) ดงันัน้
สบัสเตรทที่มีราคาถูก เช่น เมทานอล เอทานอล กลีเซอรอล ข้าวฟ่างหวาน และกากน า้ตาล จึงเป็นทางเลือกหนึ่งที่น ามา               
ลดต้นทนุการผลิต Gouda et al. (2001) ใช้น า้แช่ข้าวโพด และกากน า้ตาลเป็นแหลง่ไนโตรเจนและคาร์บอนที่มีสว่นประกอบ
ของวิตามิน และแร่ธาตุต่างๆ มาเลีย้งเชือ้ Bacillus megaterium เพื่อผลิต PHB จากงานวิจัยก่อนหน้านีไ้ด้ท าการแยกเชือ้ 
Bacillus cereus สายพันธุ์  PE3 ในห้องวิจัย และพบว่ามีศักยภาพในการผลิต PHAs ได้ดี (Joraleerut et al., 2014) ดังนัน้              
ในงานวิจยันีจ้ึงมีวตัถปุระสงค์เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHAs เพื่อเป็นข้อมลูพืน้ฐานในการพฒันาการผลิตระดบั 
large scale ตอ่ไป  
 
วิธีด าเนินการวิจัย  
1. เชือ้จุลินทรีย์ที่ใช้ในการวิจัย 

Bacillus cereus สายพนัธุ์ PE3 แยกได้จากดินป่าชายเลนในจงัหวดัสตลู มีการศกึษาทางสณัฐานวิทยา ชีวเคมี และ
การวิเคราะห์ล าดบัเบสของยีน 16S rDNA จากการทดลองก่อนหน้านี ้(Joraleerut et al., 2014) การคดัเลือกเชือ้เพื่อทดสอบ
การผลิต PHAs เร่ิมต้นใช้วิธีการย้อมสี Sudan black B จากนัน้น าเชือ้ที่มีการผลิต PHAs  ตรวจสอบอีกครัง้เพื่อยืนยนัผล              
การผลิตโดยการย้อมสี Nile blue และ Nile red (Singh & Parmar, 2011; Wang & Bakken,1998)  การรักษาเชือ้โดยการ
เลีย้งเชือ้บน nutrient agar slant และเททบัด้วย 20% (v/v) กลีเซอรอล เก็บไว้ที่ -20 องศาเซลเซียสจนกว่าจะน าออกมาใช้         
ในการทดลองตอ่ไป 
2. การเตรียมเชือ้เร่ิมต้น และอาหารที่ใช้ในการเลีย้งเชือ้ 

การเตรียมเชือ้เร่ิมต้นโดยการน าโคโลนีแบคทีเรียมาเลีย้งในอาหาร Nutrient broth ทีม่ีสว่นผสมของ glucose 10 g/L
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร น าไปบ่มในเคร่ืองเขย่าที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส ท่ีความเร็วรอบ 180 rpm เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
จากนัน้วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ให้อยู่ในช่วง 0.6-0.8 ถ่ายเชือ้เร่ิมต้นปริมาตร 10 มิลลิลิตร  ลงในอาหาร             
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ที่ใช้ในการผลิต PHAs ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และน าไปบ่มในเคร่ืองเขย่าที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ที่ความเร็วรอบ 180 
rpm เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

อาหารที่ ใ ช้ เลี ย้งเ ชื อ้  Bacillus cereus สายพันธุ์  PE3 เพื่อผลิต  PHAs ดัดแปลงสูตรอาหารจาก Gowda & 
Shivakumar (2013) ซึ่ งมีทัง้หมด 5 ชนิดได้แก่  (1) Nutrient broth (NB) ที่ผสม glucose 10 g/L (2) Nitrogen deficient 
medium ประกอบด้วย  glucose 10 g/L, MgSO4 0.2 g/L, NaCl 0.1 g/L, KH2PO4 0.5 g/L, peptone 2.5 g/L และ  yeast 
extract 2.5 g/L (3) Nitrogen  limit medium ประกอบด้วย glucose 10 g/L, yeast extract 2.5 g/L, KCl 3 g/L, (NH4)2SO4  
5 g/L และ defatted soybean dialysate 100 มิลลิลิตร (เตรียมจาก 10 กรัมของ defatted soybean meal ละลายในน า้กลัน่
ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส) (4) Potassium deficient medium ประกอบด้วย glucose 10 g/L, 
peptone 10 g/L, NaCl 13 g/L และ casein 5 g/L และ (5) Sulfur deficient medium ประกอบด้วย glucose 10 g/L, yeast 
extract 2.5 g/L, KCl 3 g/L, NH4Cl 5 g/L  
3. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHAs 

3.1 ผลของอาหารเลีย้งเชือ้ 
ถ่ายเชือ้เร่ิมต้นปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในอาหารชนิดตา่งๆ ได้แก่ Nutrient broth, Nutrient broth ที่มีสว่นผสมของ 

glucose 10 g/L, Nitrogen deficient medium, Nitrogen limit medium, Potassium deficient medium และ Sulfur deficient 
medium ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าที่ความเร็วรอบ 180 rpm เป็นระยะเวลา 48 ชั่วโมง 
หลงัจากนัน้ท าการเก็บเซลล์ วิเคราะห์น า้หนกัเซลล์แห้ง (cell dry weight, CDW) และสกดั PHAs  

3.2 ผลของระยะเวลาที่ใช้ในการเลีย้งเชือ้ 
น าแบคทีเรียมาศกึษาผลของระยะเวลา โดยการถ่ายเชือ้เร่ิมต้นปริมาตร 10 มิลลลิติร ลงในอาหารที่ผลติ PHAs สงูสดุ 

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ท าการเก็บตวัอย่างทุกๆ 6 ชั่วโมง โดยเร่ิมตัง้แต่ชั่วโมงที่ 6 ถึงชั่วโมงที่ 60 ชั่วโมง บ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เขยา่ที่ความเร็วรอบ 180 rpm หลงัจากนัน้ท าการเก็บเซลล์ วิเคราะห์น า้หนกัเซลล์แห้ง และสกดั PHAs  

3.3 ผลของชนิดและความเข้มข้นของแหลง่คาร์บอน 
 ถ่ายเชือ้เร่ิมต้นปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในอาหารที่ผลิต PHAs สงูสดุ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ซึ่งแปรผนัชนิดของ

แหลง่คาร์บอน ได้แก่ glucose, sucrose, xylose, arabinose, fructose, lactose, กากน า้ตาล (molasses), กลเีซอรอล บริสทุธ์ิ 
(pure glycerol) และกลีซอลรอลดิบ (crude glycerol) ที่มีความเข้มข้นตัง้แต่ 1-5 % (w/v) บ่มที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส 
เขย่าที่ความเร็วรอบ 180 rpm โดยใช้ระยะเวลาที่เชือ้มีการผลิต PHAs สงูสดุ หลงัจากนัน้ท าการเก็บเซลล์วิเคราะห์น า้หนกั
เซลล์แห้ง และสกดั PHAs  

    กากน า้ตาลได้จากของเหลอืทิง้โรงงานอตุสาหกรรมในอ าเภอ องครักษ์ จงัหวดั นครนายก โดยสง่ตวัอยา่งกากน า้ตาล
ไปวิเคราะห์สว่นประกอบท่ีสถาบนัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแหง่ประเทศไทย อ าเภอ คลองหลวง จงัหวดั ปทมุธานี 

3.4 ผลของชนิดแหลง่ไนโตรเจน 
ถ่ายเชือ้เร่ิมต้นปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในอาหารที่ผลิต PHAs สงูสดุที่ทราบชนิดและความเข้มข้นที่เหมาะสมของ

แหลง่คาร์บอน โดยใช้แหลง่ไนโตรเจนชนิดตา่งๆ ได้แก่ peptone และ yeast extract, peptone และ(NH4)2SO4, peptone และ 
NH4Cl, yeast extract และ(NH4)2SO4, yeast extract และ NH4Cl โดยใช้ความเข้มข้นของสารแตล่ะชนิดเท่ากบั 0.25% (w/v) 
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จากนัน้น ามาเลีย้งที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าที่ความเร็วรอบ 180 rpm โดยใช้ระยะเวลาที่เชือ้มีการผลิต PHAs สงูสดุ 
หลงัจากนัน้ท าการเก็บเซลล์ วิเคราะห์น า้หนกัเซลล์แห้ง และสกดั PHAs  

3.5 ผลของคา่ความเป็นกรดดา่ง 
ถ่ายเชือ้เร่ิมต้นปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในอาหารที่ผลิต PHAs สงูสดุ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่ทราบชนิดและความ

เข้มข้นของแหล่งคาร์บอน และชนิดของแหล่งไนโตรเจน โดยปรับค่าพีเอชเร่ิมต้นของอาหารเลีย้งเชือ้ให้เท่ากับ  6, 7 และ 8 
จากนัน้น ามาเลีย้งที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าที่ความเร็วรอบ 180 rpm โดยใช้ระยะเวลาที่เชือ้มีการผลิต PHAs สงูสดุ 
ท าการเก็บเซลล์ วิเคราะห์น า้หนกัเซลล์แห้ง และสกดั PHAs   

3.6 การผลติ PHBV จากกากน า้ตาลร่วมกบักรดโพรพิโอนิก 
ถ่ายเชือ้เร่ิมต้นปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในอาหารที่ประกอบด้วย 5% (v/v) กากน า้ตาล, MgSO4 0.2 g/L, NaCl 0.1 

g/L, KH2PO4 0.5 g/L, peptone 2.5 g/L และ yeast extract 2.5 g/L เติมกรดโพรพิโอนิกที่มีความเข้มข้นต่างๆ ดงันี ้0.1, 0.3, 
0.5, 0.7 และ 1% (w/v) โดยเตรียมปริมาตร 100 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เขย่าที่
ความเร็วรอบ 180 rpm หลงัจากนัน้ท าการเก็บเซลล์ วิเคราะห์น า้หนกัเซลล์แห้ง และสกดั PHBV เพื่อน าไปวิเคราะห์ 

ทกุการทดลองปริมาณ PHAs คิดจากคา่เฉลีย่ของผลการทดลองจ านวน 3 ซ า้ 
4. การสกัด PHAs ออกจากเซลล์ 

ปริมาณ PHAs ทกุการทดลองในการหาสภาวะที่เหมาะสมจะน ามาสกดั PHAs ออกจากเซลล์ด้วยวิธีการที่ดดัแปลง
จาก Hahn et al. (1994) ภายหลงัเลีย้งเชือ้ในอาหารปริมาตร 100 มิลลิลิตร น ามาป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 6,000 rpm เป็น
เวลา 10 นาที จากนัน้น าเซลล์ pellet มาผสมในสารละลาย phosphate buffered saline (PBS) น ามาป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว
รอบ 6,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที น าเซลล์ pellet มาล้างด้วยน า้กลัน่อีกครัง้และน าไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 6,000 rpm 
เป็นเวลา 10 นาที น าเซลล์ pellet ท าให้แห้งที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้เติมคลอโรฟอร์ม                
และ 5% (v/v) โซเดียมไฮโปคลอไรต์ในอตัราส่วน 12.5 มิลลิลิตรต่อ12.5 มิลลิลิตร น าไปเขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ความเร็วรอบ 180 rpm เป็นเวลา 1 ชัว่โมง น าไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 6,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที สงัเกตเห็นการแยกชัน้
ของสารละลายแบ่งออกเป็น 3 ชัน้ โดยชัน้บนจะเป็นสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรต์ ชัน้กลางเป็นส่วนของตะกอนเซลล์                
และชัน้ลา่งเป็นสารละลายคลอโรฟอร์มและ PHAs จากนัน้เก็บสว่นชัน้ลา่ง เติม 5 เทา่ของเมทานอล น าไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว
รอบ 6,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที น าไประเหยด้วยเคร่ือง rotary evaporator จากนัน้ชั่งน า้หนกั PHAs ที่ได้เพื่อค านวณหา
ปริมาณ ในหนว่ยกรัมตอ่ลติร (PHAs concentration, g/L) ผลการทดลองที่ได้จากการหาคา่น า้หนกัแห้งของเซลล์ (CDW, g/L) 
และปริมาณ PHAs ที่สกดัได้สามารถค านวณคา่เปอร์เซ็นต์ของ PHAs content (Grothe & Chisti, 2000)  

 

%PHAs content =
น า้หนกัของ PHAs ที่สกดัได้

น า้หนกัเซลล์แห้งของเซลล์แบคทีเรีย
× 100 
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5. การวิเคราะห์ PHAs ด้วยวิธี FTIR และ NMR 
FTIR ใช้ในการวิเคราะห์ตรวจสอบโครงสร้างของสาร โดยสง่วิเคราะห์ที่ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยั

ศรีนครินทรวิโรฒ เพื่อยืนยนัผลเปรียบเทียบกบัสาร PHB และ PHBV (Sigma) มาตรฐาน ซึ่ง PHB ให้ผลของสเปกตรัม C=O 
ของกลุ่มเอสเทอร์ที่ 1728 cm-1 และ -CH group ที่ 1282 cm-1 ส าหรับ PHBV แสดงเลขคลื่นที่ C=O 1737 cm-1 และ –CH               
ที่ 1303, 1229, 1196 และ 797 cm–1 การเตรียมตวัอย่างโดยน า PHAs ที่สกัดได้มาอบให้แห้งที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
นาน 2-4 ชั่วโมง ชั่งตัวอย่าง 2-3 มิลลิกรัมใส่หลอดแก้วแล้วละลายด้วยสารคลอโรฟอร์ม 500 ไมโครลิตร น าไปวิเคราะห์               
ด้วยเคร่ือง FTIR spectrometer รุ่น Perkin Elmer FT-IR spectrum BX. 

การวิเคราะห์ NMR ส่งวิเคราะห์ที่ภาควิชาเคมี  คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ เพื่อยืนยัน
ผลเปรียบเทียบกับ PHB มาตรฐานซึ่งให้ผลใกล้เคียงกับค่า chemical shifts 5.25 ppm (ส่วนในล้านส่วน) และ PHBV 
มาตรฐานที่มีค่า chemical shifts 5.17 ppm (ส่วนในล้านส่วน)  โดยน า PHAs ที่สกัดได้มาอบให้แห้งที่อุณหภูมิ  60                     
องศาเซลเซียส นาน 2-4 ชัว่โมง ชัง่ตวัอยา่ง 20-70 มิลลกิรัมใสห่ลอดแก้วแล้วละลายด้วย CDCl3 ปริมาตร 1 มิลลลิติร น าไปฉีด
วิ เคราะห์ในเคร่ืองรุ่น Bruker AVANCE 300 FT-NMR spectrometer และบันทึก spectrum ที่ช่วงคลื่น  300 MHz และ                 
75 MHz 
6. การสะสม PHAs ในเซลล์ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (TEM) 

สง่ตวัอย่างวิเคราะห์ที่ศนูย์เคร่ืองมือวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั เร่ิมเตรียมตวัอย่าง
จากการน า โคโลนีแบคที เ รียที่ เลี ย้ ง ในอาหารเหลว Nitrogen deficient medium เขี่ ย เ ชื อ้มาละลายใน  2 % (v/v) 
glutaraldehyde แล้วน าสารละลายเซลล์หยดลงบนแผ่นกริด และเคลือบทบัด้วย 4 % (v/v) uranyl acetate ทิง้ไว้จนแห้งแล้ว
น าไปสอ่งดภูายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบสอ่งผา่น  
 
ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล  
1. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHAs  

1.1 ผลของอาหารเลีย้งเชือ้ที่ผลติ PHAs 
การศึกษาการผลิต PHAs จากเชือ้ Bacillus cereus สายพันธุ์  PE3 ในสูตรอาหารชนิดต่างๆ พบว่า Nitrogen 

deficient medium เป็นสตูรอาหารท่ีเหมาะสมในการสะสม PHAs ของเซลล์ (PHAs content) คิดเป็น 67.7% (2.1 กรัมตอ่ลติร
ของน า้หนัก  PHAs) รองลงมา ได้แก่  Nutrient broth ที่ผสม glucose 10 g/L, Nitrogen limit medium, Sulfur deficient 
medium และ Potassium deficient medium ผลิต PHAs คิดเป็น 61.26% (1.9 กรัมต่อลิตรของน า้หนัก PHAs), 58.62%        
(1.7 กรัมตอ่ลติรของน า้หนกั PHAs), 56.67% (1.7 กรัมตอ่ลติรของน า้หนกั PHAs) และ 51.72% (1.5 กรัมตอ่ลติรของน า้หนกั 
PHAs) ตามล าดับ Nutrient broth เป็นอาหารที่เชือ้ผลิต PHAs ได้น้อยที่สุดคิดเป็น 36% (0.9 กรัมต่อลิตรของน า้หนัก                
PHAs) (ภาพที่ 1) เนื่องจากสว่นประกอบของอาหารไมม่ีกลโูคสเป็นแหลง่คาร์บอน ซึ่งแหลง่คาร์บอนเป็นแหลง่อาหารท่ีส าคญั
ของเชือ้ในการผลิต PHB ที่ต้องมีปริมาณมากเกินพอ (Linko et al., 1993) กลโูคสเป็นแหลง่คาร์บอนที่เหมาะสมในการผลิต 
(Kim et al., 1994) เนื่องจากเป็นน า้ตาลโมเลกุลเดี่ยวที่แบคทีเรียสามารถดูดซึม และน าไปใช้ในกระบวนการเมทาบอลิซึม              
ได้ง่าย กระบวนการผลิต PHAs ในสภาวะที่จ ากดัปริมาณสารอาหารแต่แหล่งคาร์บอนต้องมีปริมาณมากเกินพอจึงจะท าให้
กลโูคสถกูเปลีย่นเป็น acetyl-CoA จากนัน้ acetyl-CoA ถกูเปลีย่นเป็น PHAs โดยอาศยัเอนไซม์ 3 ชนิดได้แก่ β- ketothiolase, 
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NADPH-dependent acetoacetyl-CoA reductase และ PHA synthase แต่ถ้าแบคทีเรียถูกเลีย้งในอาหารที่มีสารอาหาร
สมดุล acetyl-CoA จะถูกเปลี่ยนเป็นพลงังานและสารชีวมวลจึงไม่สามารถผลิต PHAs ได้ภายในเซลล์ (Aldor & Keasling, 
2003) Gowda & Shivakumar (2013) ได้ศึกษาอาหารเลีย้งเชือ้ที่เหมาะสมในการผลิต PHB จากเชือ้ Bacillus thuringiensis 
IAM 12077 พบว่าอาหารเลีย้งเชือ้ที่จ ากดัปริมาณสารอาหารโพแทสเซียม ไนโตรเจน ซลัเฟอร์ และฟอสฟอรัสนัน้ส่วนใหญ่
จะต้องมีกลโูคสเป็นสว่นประกอบ 10 กรัมตอ่ลติร โดยอาหารเลีย้งเชือ้ Nitrogen deficient medium เป็นสตูรอาหารท่ีเหมาะสม
ในการผลิตซึ่งผลิต PHA ได้ 4 กรัมต่อลิตรเมื่อเลีย้งเชือ้เป็นเวลา 48 ชัว่โมง และพบว่า Sulfur deficient medium, Potassium 
deficient medium และ Phosphate deficient medium สามารถผลิต PHB ได้เช่นกัน ดังนัน้การขาดสารอาหารจึงมีผลต่อ     
การผลติ PHB Valappli et al. (2008) ได้เลีย้งเชือ้ Bacillus cereus SPV ในอาหารเลีย้งเชือ้ที่แตกตา่งกนัโดยการจ ากดัปริมาณ
โพแทสเซียม ไนโตรเจน ซลัเฟอร์ และฟอสเฟต และพบว่า Nitrogen deficient medium เป็นสตูรอาหารเลีย้งเชือ้ที่เหมาะสม  
ทัง้ในการผลติ PHA และการเจริญของเซลล์  

1.2 ผลของระยะเวลาที่ใช้ในการเลีย้งเชือ้ 
 การศกึษาระยะเวลาในการเลีย้งเชือ้ตอ่การผลติ PHAs พบวา่ที่ระยะเวลา 48 ชัว่โมงเชือ้ผลติ PHAs ได้สงูสดุ คิดเป็น 
64.8% (1.6 กรัมต่อลิตรของน า้หนกั PHAs) (ภาพที่ 2) และเมื่อระยะเวลาเพิ่มขึน้การผลิต PHAs ลดลงเนื่องจากน า้หนกัเซลล์
แห้งที่วดัได้มีคา่น้อยลงภายหลงั 48 ชัว่โมง ซึง่สอดคล้องกบัผลการทดลองของ Babruwad et al. (2015) ที่ได้รายงานวา่ความ
เข้มข้นของ PHB ลดลงหลงัจาก 48 ชัว่โมงเมื่อเลีย้งเชือ้ Bacillus cereus PW3A และการผลติ PHAs ลดลงหลงัจาก 72 ชัว่โมง
อาจเนื่องมาจากเชือ้เร่ิมขาดสารอาหาร มีการสะสมพวก metabolites ที่มีผลกระทบต่อการผลิต PHAs โดยทัว่ไปแบคทีเรีย              
มีการสะสม PHAs และปริมาณเซลล์จะสูงสุดในช่วงเร่ิมต้นระยะ stationary phase การลดการสะสม PHB เนื่องจากเกิด
กระบวนการ PHAs metabolism 
 

 
ภาพที ่1 การศกึษาผลของอาหารเลีย้งเชือ้ในการผลติ PHAs จากเชือ้ Bacillus cereus สายพนัธุ์ PE3 โดยเลีย้งเชือ้สายพนัธุ์  
 PE3 ในอาหารเลีย้งเชือ้ Nutrient broth (NB), Nutrient broth ที่ผสม glucose 10 g/L (NB+1% glucose), Nitrogen  
 deficient medium, Nitrogen limit medium, Potassium deficient medium และ Sulfur deficient medium ปริมาตร  

100 มิลลลิติร บม่ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ที่ความเร็วรอบ 180 rpm เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  
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ภาพที ่2  การศกึษาผลของระยะเวลาทีใ่ช้ในการเลีย้งเชือ้ Bacillus cereus สายพนัธุ์ PE3 เมื่อเลีย้งเชือ้ในอาหาร Nitrogen  
  deficient medium น ามาบม่ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซยีส เขยา่ที่ความเร็วรอบ 180 rpm เป็นเวลา 60 ชัว่โมง (h)  

 เก็บตวัอยา่งทกุๆ 6 ชัว่โมง 
 

1.3 ผลของชนิดและความเข้มข้นของแหลง่คาร์บอน 
 การศึกษาชนิดและความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่ผลิต PHAs ได้ดีที่สุด คือ การเลีย้งเชือ้ในอาหาร Nitrogen 
deficient medium ที่ประกอบด้วย 3% (w/v) glucose เป็นระยะเวลา 48 ชัว่โมง มีการสะสม PHAs เทา่กบั 72.1 % (2.45 กรัม
ต่อลิตรของน า้หนัก PHAs) (ภาพที่ 3) เนื่องจากเป็นน า้ตาลโมเลกุลเดี่ยวที่เชือ้น าไปใช้ได้ง่ายในการเจริญและผลิต PHAs 
(Khanna & Srivastava, 2005) รองลงมา 3% (w/v) sucrose มีการะสม PHAs เท่ากับ 68.7% (2.2 กรัมต่อลิตรของน า้หนกั 
PHAs) นอกจากนีย้ังพบว่า 5% กากน า้ตาลมีการสะสม PHAs เท่ากับ 55.2% (1.55 กรัมต่อลิตรของน า้หนัก PHAs)             
เมื่อวิเคราะห์สารประกอบของกากน า้ตาลที่น ามาวิจัยพบว่าประกอบด้วย 18.93% (w/v) sucrose, 7.88 % (w/v) glucose, 
10.36% (w/v) fructose, 0.54%(w/v) สารประกอบไนโตรเจน และ 0.33% (w/v) น า้ตาลรีดิวซ์ ดงันัน้กากน า้ตาลจึงเป็นแหลง่
อาหารท่ีเชือ้สามารถสะสม PHAs ได้เนื่องจากมีสว่นประกอบของน า้ตาลหลายชนิด และยงัประกอบด้วย trace elements และ
วิตามินที่ส าคัญ เช่น thiamine riboflavin pyridoxine และ niacinamide (Gouda et al., 2001) ความเข้มข้นของแหล่ง
คาร์บอนก็เป็นปัจจยัส าคญัในการสะสมพลาสติก Page (1992) รายงานว่าการผลิต 55.2% PHB ต่อน า้หนกัเซลล์แห้งเมื่อใช้ 
5% (v/v) กากน า้ตาลเลีย้งเชือ้ Azotobacter vinelandii UWD และผลิต 32% PHB ต่อน า้หนกัเซลล์แห้งเมื่อเลีย้งใน 3% (v/v) 
กากน า้ตาล ดังนัน้กากน า้ตาลจึงเป็นแหล่งคาร์บอนราคาถูกเมื่อเปรียบเทียบกับน า้ตาลกลูโคสจึงเป็นทางเลือกหนึ่ง                  
ในการน ามาใช้ในการผลิต (Page, 1992) Kulpreecha et al. (2009) ผลิต PHB จาก Bacillus megaterium ด้วยวิธี fed-
batch โดยใช้กากน า้ตาลและยเูรียเป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนตามล าดบั แหล่งกลีเซอรอลบริสทุธ์ิเป็นแหล่งคาร์บอน              
ที่เชือ้ผลิต PHAs ได้เช่นกันเนื่องจากเชือ้จะน าไปใช้ได้โดยผ่านกระบวนการ -oxidation มีเอนไซม์ enoyl-CoA hydratase   
เข้ามาเปลี่ยนกรดไขมนัเป็น 3-hydroxyacyl-CoA เกิดกระบวนพอลิเมอร์ไรเซชันโดยเอนไซม์ PHA polymerase ได้ PHAs           
เป็นผลิตภณัฑ์ (Aldor & Keaslingy, 2003) สว่นกลีเซอรอลดิบให้ผลการผลิตต ่าลงเนื่องจากมีการเจริญของเชือ้น้อยแสดงว่า
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กลีเซอรอลดิบอาจมีสารอื่นๆ เจือปนอยู่มากจึงไปยบัยัง้การเจริญของเชือ้ ส าหรับน า้ตาลฟรุกโตสเมื่อเพิ่มความเข้มข้นของ
แหลง่คาร์บอนพบว่าการผลิต PHAs น้อยลงเนื่องจากฟรุกโตสเมื่อเข้าสูข่ัน้ตอนไกลโคไลซิสจะมีการผลิตกรดออกมาปริมาณ
มากกวา่น า้ตาลชนิดอื่นๆ สง่ผลให้ไปยบัยัง้การเจริญของเซลล์ จากรายงานก่อนหน้านีพ้บว่าการเพิ่มปริมาณความเข้มข้นของ
น า้ตาลฟรุกโตสมีผลในการยบัยัง้การเจริญของ Ralstonia eutropha และไปเพิ่มแรงดนัออสโมซิสสง่ผลให้เกิดความไมส่มดลุ
กนัระหวา่งกระบวนการไกลโคไลซิสและกระบวนการออกซิเดชนัภายในเซลล์ และเมื่อแหลง่คาร์บอนถกูการเผาผลาญมากเกิน
ความจ าเป็นจะท าให้เกิดกรดอะซิเตทซึง่มีผลตอ่การยบัยัง้การเจริญของเชือ้ (Tabanden & Vasheghani-Farahani, 2002) 

1.4 ผลของชนิดแหลง่ไนโตรเจน 
 การศึกษาชนิดแหล่งไนโตรเจนในการผลิต PHAs พบว่าสายพันธุ์  PE3 เมื่อใช้ peptone และ yeast extract                
เป็นแหลง่ไนโตรเจนมีการผลติ PHAs สงูสดุเทา่กบั 76.4% (2.4 กรัมตอ่ลติรของน า้หนกั PHAs) ซึง่เป็นแหลง่อินทรีย์ไนโตรเจน
ที่ผลิต PHAs หลงัจาก 48 ชั่วโมง ผลของแหล่งอินทรีย์โนโตรเจน เช่น peptone, beef extract, yeast extract และ tryptone               
มีผลในการผลิต PHB จากเชือ้ Bacillus cereus PW3A และพบว่า peptone และ yeast extract เป็นแหลง่ไนโตรเจนที่ดีที่สดุ
ในการผลิต PHB (ภาพที่ 4) เมื่อเปรียบเทียบกับ tryptone (Babruwad et al., 2015) Page (1992) ศึกษาการผลิต PHB                  
โดยใช้แหล่งไนโตรเจนต่างๆ ดังนี  ้ fish peptone, protease peptone, yeast extract, casitone, phytone และ tryptone               
ซึ่งช่วยในการผลิต PHB ได้ดีจากเชือ้ Azotobacter vinelandii UWD (Page, 1992) ซึ่งผลการทดลองเหมือนกบัการเลีย้งเชือ้ 
Bacillus licheniformis, Anaerobiospirillum succiniproducens และ Phafia rhodozyma ที่เลีย้งใน yeast extract ชนิดเดยีว 
และ เลีย้งใน yeast extract และ peptone (Lee & Choi, 1999) 
 

 
 
ภาพที่ 3 การศกึษาผลของชนิดและความเข้มข้นของแหลง่คาร์บอน เมื่อเลีย้งเชือ้ Bacillus cereus สายพนัธุ์ PE3 ในอาหาร 
 Nitrogen deficient medium ที่มีแหลง่คาร์บอน และปริมาณความเข้มข้นท่ีแตกตา่งกนั แหลง่คาร์บอนที่ใช้ 

ได้แก่ glucose, sucrose, xylose, arabinose, fructose, lactose, molasses, pure glycerol และ crude glycerol  
ซึง่มีความเข้มข้นท่ีแตกตา่งกนัตัง้แต่ 1-5 เปอร์เซ็นต์ บม่ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ที่ความเร็วรอบ 180 rpm  
เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
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ภาพที ่4 การศกึษาผลของชนิดแหลง่ไนโตรเจน เมื่อเลีย้งเชือ้ Bacillus cereus สายพนัธุ์ PE3 ในอาหาร Nitrogen deficient  
 medium ทีป่ระกอบด้วยกลโูคส 3 เปอร์เซ็นต์โดยมวลตอ่ปริมาตร ที่มีแหลง่ไนโตรเจนแตกตา่งกนั น ามาบม่ที่อณุหภมูิ    

37 องศาเซลเซียส เขยา่ที่ความเร็วรอบ 180 rpm เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
 

1.5 ผลของคา่ความเป็นกรดดา่ง 
การศึกษาผลของพีเอชเร่ิมต้นของอาหารเลีย้งเชือ้ในการผลิต PHAs พบว่า อาหารเลีย้งเชือ้ Nitrogen deficient 

medium ที่ประกอบด้วย 3% (w/v) glucose, 0.25%(w/v) yeast extract และ 0.25%(w/v) peptone ที่ pH 7.0 ผลิต PHAs 
เท่ากับ 79.5% (3.1 กรัมต่อลิตรของน า้หนกั PHAs ต่อ 3.9 กรัมต่อลิตรของน า้หนกัเซลล์แห้ง) (ภาพที่ 5) โดยทัว่ไป pH 7.0 
เป็นค่า pH ที่เหมาะสมในการเจริญของแบคทีเรีย และพบว่า Bacillus cereus สายพันธุ์  PE3 ผลิต PHB ได้ในปริมาณ              
ที่มากกว่า Bacillus cereus สายพนัธุ์  PW3A ที่ผลิต PHB ได้เพียง 0.3453 กรัมต่อลิตรเมื่อเลีย้งในอาหารที่เหมาะสมต่อการ
เจริญของเชือ้เพื่อผลิต PHB ซึ่งประกอบด้วย glucose 50 g/L, KH2PO4 0.5 g/L, MgSO4 0.2 g/L, NaCl 0.1 g/L, peptone 
2.5 g/L, yeast extract 2.5 g/L ที่คา่พีเอช 7 (Babruwad et al., 2015) 

1.6 การผลติ PHBV จากกากน า้ตาลร่วมกบักรดโพรพิโอนิก 
การศกึษาการผลติ PHBV จากกากน า้ตาลพบวา่ เชือ้สายพนัธุ์ PE3 ผลติ PHBV ที่ความเข้มข้น 5% (v/v) กากน า้ตาล 

และ 0.5% (w/v) กรดโพรพิโอนิก ผลิตได้เท่ากับ 62.2% (2.4 กรัมต่อลิตรของน า้หนัก PHAs) (ภาพที่ 6) การเติมกรดโพร               
พิโอนิกลงในอาหารเลีย้งเชือ้ซึ่งเป็นสบัสเตรทร่วม (cosubstrate) ส าหรับการผลิต PHBV ถ้าใช้ความเข้มข้นที่มากเกินไป                
อาจ เ ป็นพิษต่อ เ ซล ล์  Ramsay et al. (1990) พบว่ า  Alcaligenes latus, Alcaligenes eutrophus, Bacillus cereus, 
Pseudomonas pseudoflava, Pseudomonas cepacia (ปัจจุบันเปลี่ยนเป็น Burkholderia cepacia) และ Micrococcus 
halodenitrificans สะสม PHBV เมื่อเลีย้งในกลูโคส กรดโพรพิโอนิก และจ ากัดปริมาณแหล่งไนโตรเจน และพบว่า Bacillus 
cereus เจริญได้ใน 5 กรัมต่อลิตรของกรดโพรพิโอนิก แต่ไม่เกิดกระบวน PHA synthesis ที่มีความเข้มข้นต ่าของกรด ผลของ
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กรดอินทรีย์ที่มีต่อการสะสม PHBV ขึน้กบัความเข้มข้นและชนิดของแหลง่คาร์บอนที่เป็นปัจจยัส าคญัในการผลิต เช่น ถ้าให้
เซลล์มีการสะสม PHB จะเลีย้งในอาหารท่ีประกอบด้วยกลโูคส และกรดบิวทิริก แต่ถ้าให้สะสม PHBV ต้องเลีย้งเชือ้ในอาหาร        
ที่ประกอบด้วย กลโูคส ซูโครส กรดบิวทิริก กรดวาเลอริก และกรดโพรพิโอนิก (Nurbas & Kutsal, 2004) 

 

 
ภาพที ่5 การศกึษาผลของความเป็นกรดดา่งเมื่อเลีย้งเชือ้ Bacillus cereus สายพนัธุ์ PE3 ในอาหาร Nitrogen deficient  
 medium ที่ประกอบด้วย 3% (w/v) glucose 0.25%(w/v) yeast extract และ 0.25%(w/v) peptone ปรับคา่พีเอช 

ตา่งกนัตัง้แต ่6-8 บม่ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ที่ความเร็วรอบ 180 rpm เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
 
 
 

 
 
ภาพที ่6 การศกึษาการผลติ PHBV เมื่อเลีย้งเชือ้ Bacillus cereus สายพนัธุ์ PE3 ในอาหาร Nitrogen deficient medium  

ที่ประกอบด้วย 5 % (w/v) กากน า้ตาล 0.25 % (w/v) peptone 0.25 % (w/v) yeast extract และกรดโพรพิโอนิกที่มี 
ความเข้มข้นตัง้แต ่0.1- 0.5 % (w/v) ปรับคา่พีเอชเทา่กบั 7 บม่ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ที่ความเร็วรอบ  
180 rpm เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
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2. การวิเคราะห์ PHAs ด้วยวิธี FTIR และ NMR 
จากผลการวิเคราะห์สเปกตรัมของตวัอย่างจากสายพนัธุ์  PE3 ที่เลีย้งด้วยกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนปรากฏแถบ    

การดดูกลนืของคาร์บอนิล (C=O) ของหมูเ่อสเทอร์ ที่บริเวณ 1723.35 cm-1 และของ C-O-C ที่บริเวณ 1216.47 cm-1 ดงัแสดง
ในภาพที่ 7(a) เมื่อเปรียบเทียบกับสเปกตรัมของสาร PHB มาตรฐาน พบแถบการดูดกลืนของคาร์บอนิล (C=O) ที่บริเวณ 
1722.58 cm-1 และ C-O-C ที่บริเวณ 1280.69 cm-1 ของหมูเ่อสเทอร์ ซึง่ทัง้สองคา่มีเลขคลืน่ท่ีใกล้เคียงกนัมากจึงสามารถสรุป
ได้วา่ตวัอยา่งที่สกดัได้เป็นสารประเภทเดียวกนักบั PHB บริสทุธ์ิ 

การวิเคราะห์ทัง้โปรตอน (1H) ที่ความถ่ี 300 MHz และ คาร์บอนอะตอม (13C) ที่ความถ่ี 75 MHz โดยใช้ CDCl3 และ 
CD3OD เป็นตัวท าละลายผสม ผลการวิเคราะห์  1H NMR spectrum แสดงในรูปที่ 7 (b) พบสัญญาณแบบ doublet ของ 

methyl proton ต าแหนง่ 4 ที่  1.19 ppm สญัญาณแบบ doublet of doublet จ านวน 2 ชดุ ของ methylene proton ต าแหนง่ 

2 ที่  ในช่วง 2.4-2.7 ppm และสญัญาณแบบ multiplet ของ methine proton ต าแหน่ง 3 ที่  ในช่วง 5.2-2.3 ppm สว่นผล

การวิเคราะห์ 13C NMR spectrum พบสญัญาณของ methyl carbon ต าแหนง่ 4 ที่  19.6 ppm methylene carbon ต าแหนง่ 

2 ที่  40.7 ppm methane carbon ต าแหนง่ 3 ที่  67.65 ppm และ carbonyl carbon ที่  169.3 ppm จากข้อมลู 1H  และ 
13C NMR สรุปได้วา่พลาสติกชีวภาพท่ีได้จากสายพนัธุ์ PE3 เมื่อเลีย้งด้วยอาหารท่ีเหมาะสมในการผลติ คือ PHB วิธี FTIR และ 
NMR เป็นวิธีที่เหมาะสมในการวิเคราะห์โครงสร้างของ PHB ซึ่งสอดคล้องกบัผลการทดลองก่อนหน้านีท้ี่ได้มีการศึกษาการ
ผลิต PHB จากเชือ้ Bacillus cereus PW3A (Bubruwad et al., 2015), Bacillus mycoides (Aarthi & Ramana, 2011) และ 
Bacillus thuringiensis (Rohini et al., 2006) 

เมื่อน าสายพนัธุ์ PE3 มาเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ที่ประกอบด้วยกากน า้ตาลและกรดโพรพิโอนิก จากข้อมลู NMR ดงั

แสดงในภาพที่  8 (b) พบสัญญาณของ P(HB) ที่ค่า  1.1-1.4 ppm (methyl proton ที่ต าแหน่ง 4) ค่า  2.4-2.6 ppm 

(methylene proton ที่ต าแหน่ง 2) ค่า  5.2-5.3 ppm (methine proton ที่ต าแหน่ง 3) และพบสญัญาณของ P(HV) ที่ ค่า  

0.7-0.9 ppm (methyl proton ที่ต าแหน่ง 9), ค่า  1.4-1.7 ppm (methylene proton ที่ต าแหน่ง 8), ค่า  2.4-2.6 ppm 

(methylene proton ที่ต าแหน่ง 6) และค่า  5.1-5.2 ppm (methine proton ที่ต าแหน่ง 7) เมื่อเปรียบเทียบข้อมูล 1H NMR            
ที่ได้กับ PHBV มาตรฐาน (ภาพที่ 8 (a)) แสดงว่าแบคทีเรียมีการผลิต PHBV เมื่อใช้กากน า้ตาล และกรดโพรพิโอนิก                 
เป็นสบัสเตรทร่วมกนัในการผลติ 
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ภาพที ่7 FTIR (a) และ NMR spectrum (b) ของการผลติ PHB จากเชือ้ Bacillus cereus สายพนัธุ์ PE3 เมื่อเลีย้งใน 

แหลง่อาหารท่ีมีสภาวะเหมาะสม น ามาบม่ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ที่ความเร็วรอบ 180 rpm  
เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่8 NMR spectrum ของ PHBV มาตรฐาน (a) และPHBV ที่สกดัได้จาก Bacillus cereus สายพนัธุ์ PE3 เมื่อเลีย้งใน 
 อาหาร Nitrogen deficient medium ที่ประกอบด้วย 5 % (w/v) กากน า้ตาล 0.25 % (w/v) peptone 0.25 % (w/v)  
 yeast extract และ 0.5 % (w/v) กรดโพรพิโอนิก ทีค่า่พีเอช 7 บม่ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ที่ความเร็วรอบ  
 180 rpm เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
 
3. การสะสม PHAs ในเซลล์ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (TEM) 

การสะสม PHB จากแบคทีเรียสายพนัธุ์ PE3 พบวา่ลกัษณะของตวัเซลล์ที่เป็นรูปทอ่น มองเห็นสว่นของแกรนลู PHB 
สีขาวได้อย่างชดัเจน (ภาพที่ 9) มีการสะสมแกรนลู ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางประมาณ 0.5 ไมโครเมตร เรียงตวัตามความยาว
ของตวัเซลล์ตัง้แต ่2-7 แกรนลู  

 

(a) (b) 

(a) (b) 
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ภาพที่ 9  แกรนลู PHB ของ Bacillus cereus สายพนัธุ์ PE3 ที่เลีย้งบนอาหาร Nitrogen deficient agar บม่ที่อณุหภมูิ  
 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง สอ่งดภูายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบสอ่งผา่นที่ก าลงัขยาย 5000 เทา่ 

 
สรุปผลการวิจัย 
 PHAs เป็นเทอร์โมพลาสติกส าหรับน าไปประยกุต์ใช้ในหลายๆ ด้าน เช่น ด้านอาหาร ด้านการแพทย์ ซึง่พลาสติกที่ใช้
อยูใ่นปัจจบุนั ได้แก่ PHB และPHBV ในการผลติ PHAs ต้องค านงึถึงต้นทนุการผลติ ดงันัน้แหลง่คาร์บอนและแหลง่ไนโตรเจน
ที่น่าสนใจสว่นใหญ่จะได้จากวสัดเุหลือใช้ทางธรรมชาติ หรือของเหลือทิง้ทางอตุสาหกรรม เช่น กากน า้ตาล กลีเซอรอล น า้แช่
ข้าวโพด (Gouda et al., 2001) จากการศึกษาพบว่า Bacillus cereus สายพันธุ์  PE3 สามารถผลิต PHB เท่ากับ 79.5 %                
(3.1 กรัมต่อลิตรของ PHB) ที่สภาวะเหมาะสมต่อการผลิต นอกจากนีย้งัพบว่าสามารถผลิต PHBV ได้เมื่อใช้กากน า้ตาลและ      
กรดโพรพิโอนิกเป็นแหลง่คาร์บอน ส าหรับการศึกษาต่อไปนัน้ควรน า PHB ที่สกดัได้มาศึกษาคณุสมบตัิเชิงกลและคณุสมบตัิ
ความร้อนของพอลิเมอร์เพื่อดคูวามเหมาะสมต่อการน าไปประยกุต์ใช้ในอนาคต ส าหรับการผลิต PHBV ควรศึกษาหน่วย HB 
ตอ่ HV ในสภาวะที่เหมาะสม และศกึษาคณุสมบตัิของพลาสติกตอ่ไป 
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