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พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) เป็นพลาสติกชีวภาพที่จุลินทรีย์สังเคราะห์ขึ้น แล้วเก็บสะสม

ภายในแกรนูล เพ่ือใช้เป็นแหล่งพลังงานส ารอง PHB มีคุณสมบัติคล้ายกับพลาสติกสังเคราะห์จาก
ปิโตรเลียมชนิดพอลิโพรพิลิน งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาการผลิต PHB โดยใช้ผักตบชวา
ไฮโดรไลเซทเป็นแหล่งคาร์บอนทดแทน โดยศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการปรับสภาพผักตบชวา 
เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์  และสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHB จาก
ผักตบชวาไฮโดรไลเซท (ทั้งชนิดของแหล่งไนโตรเจน และอัตราส่วนโดยน้ าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อ
แหล่งไนโตรเจน) ผลการศึกษาพบว่า การปรับสภาพผักตบชวาด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ความเข้มข้น
ร้อยละ 2.0 โดยมวลต่อปริมาตร ร่วมกับการใช้หม้อนึ่งความดันไอน ้า ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 30 นาที เป็นสภาวะที่ดีที่สุด สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพใน
การไฮโดรไลซิสได้ถึง 5.47 เท่า เมื่อประเมินหาสภาวะที่ เหมาะสมส าหรับการผลิ ต PHB โดย 
Ralstonia eutropha NCIMB 11599 พบว่า yeast extract เป็นแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมส าหรับ
การผลิต PHB ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ผักตบชวาไฮโดรไลเซทเป็นแหล่งคาร์บอน ในอัตราส่วนโดย
น้ าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจนเท่ากับ 20:4 และในการศึกษาการผลิต PHB ในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพ ได้ปริมาณ PHB สูงสุด 1.22 กรัมต่อลิตร ที่เวลา 32 ชั่วโมงของการเพาะเลี้ยง ซึ่ง
ได้ผลได้ของ PHB และอัตราการผลิตเชิงปริมาณ PHB เท่ากับ 0.366 กรัมต่อกรัม และ 0.038 กรัม
ต่อลิตรต่อชั่วโมง ตามล าดับ เมื่อน า PHB ที่ผลิตได้ ไปตรวจสอบคุณสมบัติด้วยเทคนิค 1H NMR, 
FTIR และ DSC พบว่า มีโครงสร้างทางเคมีเหมือนกับ PHB ในทางการค้า และมีจุดหลอมเหลวเท่ากับ 
174.6 องศาเซลเซียส จากการศึกษาแสดงให้เห็นว่า ผักตบชวาไฮโดรไลเซทสามารถใช้เป็นแหล่ง
คาร์บอนที่มีประสิทธิภาพ เพ่ือผลิต PHB ได ้
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

59401203 : Major (BIOTECHNOLOGY) 
Keyword : Polyhydroxybutyrate, Bioplastic, Water hyacinth, Hydrolysate 
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Polyhydroxybutyrate (PHB) is a bioplastic which is synthesized from 
microorganisms and accumulated as storage granules for used as an energy reserve. 
PHB has properties comparable to petroleum-derived plastics, i.e. polypropylene. 
This research aimed to study PHB production using the water hyacinth hydrolysate as 
a potential renewable carbon source. This included the optimal pretreatment 
condition of water hyacinth to facilitate enzymatic saccharification, and optimization 
of culture conditions (nitrogen source and C/N ratio). Results indicated that the 
optimal pretreatment condition which had 2% (w/v) NaOH with autoclaving at 121○C 
and 15 psi for 30 min was increased the enzymatic hydrolysis efficiency up to 5.47-
fold. The optimum conditions for PHB production by Ralstonia eutropha NCIMB 
11599 were obtained using yeast extract as a nitrogen source with C/N ratio of 20:4. 
The PHB production in a bioreactor gave the maximum PHB concentration of 1.22 g/L 
after 32 h cultivation. The PHB yield and volumetric productivity was found to be 
0.366 g/g and 0.038 g/l/h, respectively. The produced PHB was further characterized 
using 1H NMR, FTIR and DSC analysis, and revealed that its chemical structure was 
similar to that of commercial PHB with the melting temperature of 174.6○C. This 
study shows that the water hyacinth hydrolysate is a potential carbon source for PHB 
production. 
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บทที่ 1 

บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

ในปัจจุบันผลิตภัณฑ์พลาสติกมีแนวโน้มการใช้งานเพ่ิมขึ้นเป็นอย่างมาก เนื่องจากสามารถผลิต
เป็นเครื่องมือต่างๆ ได้ และด้วยคุณสมบัติที่คงทน แข็งแรง น้ าหนักเบา มีราคาถูก และสามารถขึ้นรูป
ได้ตามความต้องการ โดยพลาสติกเป็นผลพลอยได้จากอุตสาหกรรมปิโตรเคมี สามารถผลิตได้ปริมาณ
มากในระยะเวลาสั้น  และมีต้นทุนที่ต่ า (Anjum et al., 2016) จึงท าให้พลาสติกเป็นที่ยอมรับและมี
ความต้องการใช้งานเพ่ิมขึ้น แต่ความต้องการที่เพ่ิมขึ้นนั้นส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม โดยพลาสติกที่
ใช้แล้วถูกทิ้งเป็นขยะพลาสติก ซึ่งยากต่อการก าจัด ต้องใช้เวลาในการย่อยสลาย (Porier et al., 
1995) พลาสติกชีวภาพจึงเป็นทางเลือกที่ได้รับความสนใจมากขึ้น ในฐานะพลาสติกเพ่ือสิ่งแวดล้อม 
เนื่องจากสามารถย่อยสลายทางชีวภาพได้เอง (Sudesh et al., 2000) ไม่ทิ้งสารตกค้างที่ เป็น
อันตรายต่อสิ่งแวดล้อม และสามารถใช้ผลิตผลทางการเกษตรเป็นวัตถุดิบหลักในการผลิตเม็ด
พลาสติกชีวภาพ พลาสติกชีวภาพสามารถผลิตขึ้นได้จากจุลินทรีย์ที่พบได้ตามธรรมชาติจากแหล่ง
วัตถุดิบทางธรรมชาติ และพลาสติกชีวภาพก าลังได้รับความสนใจอย่างมาก เช่น พอลิแลคติกแอซิค 
(polylactic acid: PLA), พอลิคาโพรแลคโตน (polycaprolactone: PCL) และพอลิไฮดรอกซีอัลคา
โนเอต (polyhydroxyalkanoates: PHAs) โดยทั่วไปมักพบ PHAs ชนิดพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต 
(polyhydroxybutyrate: PHB) ที่สามารถสังเคราะห์จากจุลินทรีย์ได้หลากหลายชนิด และสะสม 
PHB ไว้ภายในเซลล์ PHB มีโครงสร้างไม่ซับซ้อน (Schlegel et al., 1961) และเป็นชนิดที่พบมาก
ที่สุดในธรรมชาติ ซึ่งจัดเป็นพลาสติกชีวภาพประเภทพอลิเอสเตอร์  (polyester) ที่มีคุณสมบัติคล้าย
กับพลาสติกสังเคระห์จากปิโตรเลียมชนิดพอลิโพรพิลิน (polypropylene : PP) (Yousuf and 
Winterburn, 2016) ซึ่งมีคุณสมบัติเป็นเทอร์โมพลาสติก สามารถน ามาท าเป็นฟิล์ม เส้นใย หรือ
น ามาหลวมรวมเป็นภาชนะต่างๆ อย่างไรก็ตาม การผลิต PHB ยังคงประสบปัญหาในเรื่องของต้นทุน
การผลิตที่สูง (Du et al., 2012; Lenz and Marchessault, 2005) โดยต้นทุนการผลิต PHB อยู่
ระหว่าง 3.1- 4.4 ดอลลาร์สหรัฐต่อกิโลกรัม ในขณะที่ต้นทุนการผลิต PP น้อยกว่า 1 ดอลลาร์สหรัฐ
ต่อกิโลกรัม (Naranjo et al., 2013) ซึ่งร้อยละ 50 ของต้นทุนการผลิต PHB มาจากต้นทุนของสาร
ตั้งต้น โดยประมาณร้อยละ 70-80 ของต้นทุนของสารตั้งต้นมาจากแหล่งคาร์บอน (Wang et al., 
2013) จึงยังคงเป็นอุปสรรคในการเติบโตของอุตสาหกรรมพลาสติกชีวภาพในปัจจุบัน ดังนั้น จึงต้อง
หาวิธีการลดต้นทุนการผลิต โดยใช้สารตั้งต้นที่มีราคาถูก (Annamalai et al., 2014; Khanna and 
Srivastava, 2005) 
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โดยประเทศไทยนั้นมีวัสดุเหลือทิ้งประเภทลิกโนเซลลูโลสจ านวนมาก ลิกโนเซลลูโลสจึงเป็น
ทางเลือกในการน ามาเป็นสารตั้งต้นส าหรับการผลิตสารชีวภาพที่มีมูลค่าสูง เช่น เอทานอล (Wyman, 
2001) โดยในการน าวัสดุเหลือทิ้งประเภทลิกโนเซลลูโลสมาใช้เป็นสารตั้งต้นจ าเป็นต้องมีขั้นตอนการ
ปรับสภาพวัตถุดิบ (Yang and Wyman, 2008) เพ่ือท าลายโครงสร้างที่แข็งของลิกโนเซลลูโลส ท าให้
เอนไซม์สามารถเปลี่ยนเซลลูโลสให้เป็นน้ าตาลรีดิวส์ (reducing sugar) ได้ (Borah et al., 2016; 
Singh et al., 2014) โดยในงานวิจัยนี้ได้ศึกษาวิธีการปรับสภาพผักตบชวาที่เหมาะสม เพ่ือใช้ในการ
ผลิต PHB โดยใช้ผักตบชวาไฮโดรไลเซทเป็นแหล่งคาร์บอน รวมทั้งศึกษาชนิดของแหล่งไนโตรเจน
และอัตราส่วนโดยน้ าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิต PHB ส าหรับ
การศึกษาการผลิต PHB ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ และน า PHB ที่ผลิตได้มาศึกษาคุณสมบัติ เพ่ือเป็น
แนวทางในการเพ่ิมประสิทธิภาพของพลาสติกชีวภาพ และเป็นแนวทางในการลดต้นทุนการผลิต PHB 
ในภาคอุตสาหกรรม 

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

ศึกษาการผลิต PHB จากจุลินทรีย์ โดยใช้ผักตบชวาไฮโดรไลเซทเป็นแหล่งคาร์บอน และ
ตรวจสอบคุณสมบัติของ PHB ที่ผลิตได้ 

1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 

1. เปรียบเทียบวิธีการปรับสภาพผักตบชวาด้วยวิธีทางเคมี ได้แก่ การใช้ด่างเจือจาง และกรดเจือ
จาง  

2. ศึกษาการไฮโดรไลซ์ผักตบชวาด้วยเซลลูเลส 
3. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสม ได้แก่ แหล่งไนโตรเจน และอัตราส่วนโดยน้ าหนักของแหล่งคาร์บอน

ต่อแหล่งไนโตรเจนต่อการเจริญของจุลินทรีย์ โดยใช้ผักตบชวาไฮโดรไลเซทเป็นแหล่งคาร์บอน 

4. ศึกษาการผลิต PHB จากผักตบชวาไฮโดรไลเซทในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบกะ 

5. ตรวจสอบคุณสมบัติของ PHB ที่ผลิตได้ ได้แก่ การศึกษาโครงสร้างของพอลิเมอร์ และ

การศึกษาคุณสมบัติทางความร้อน เป็นต้น 

1.4 ประโยชน์ของงานวิจัย 

สามารถใช้วัสดุเหลือทิ้งประเภทลิกโนเซลลูโลสเป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตพลาสติกชีวภาพ 
และทราบสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิต PHB ของจุลินทรีย์ เพ่ือเป็นแนวทางในการ
ผลิต และลดต้นทุนการผลิตพลาสติกชีวภาพในภาคอุตสาหกรรม และยังช่วยลดผลกระทบที่มีต่อ
สิ่งแวดล้อมด้วย 
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บทที่ 2  

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (polyhydroxyalkanoates: PHAs) 

พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (polyhydroxyalkanoates: PHAs) เป็นพอลิเอสเทอร์แบบกึ่งผลึก 
จัดเป็นเทอร์โมพลาสติก (thermoplastics) ชนิดหนึ่ง สามารถน ามาขึ้นรูปเป็นฟิล์ม เส้นใยได้ 
(Brandl et al., 1990) โดย PHAs สามารถผลิตจากกระบวนการที่ใช้น้ าตาลจากวัสดุทางธรรมชาติ
เป็นสารตั้งต้นส าหรับการเลี้ยงจุลินทรีย์ภายใต้สภาวะควบคุม โดยจุลินทรีย์จะสังเคราะห์ PHAs และ
สะสมไว้ภายในเซลล์ เพ่ือใช้เป็นแหล่งพลังงาน และแหล่งคาร์บอนในสภาวะเครียดต่อสิ่งแวดล้อม 
หรือสภาวะที่ขาดความสมดุลในการเจริญของจุลินทรีย์ เช่น ในสภาวะแวดล้อมที่มีไนโตรเจน 
ออกซิเจน หรือฟอสเฟตอยู่จ ากัด (Anderson and Dawes, 1990; Lee, 1996) ซึ่ งจุลินทรีย์ที่
สามารถสังเคราะห์ PHAs ได้ พบได้ในแบคทีเรียหลายชนิด ทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ 
โดยสารอาหารและจุลินทรีย์ที่ต่างกันสามารถสังเคราะห์พอลิเมอร์ที่มีโครงสร้างทางเคมีต่างกัน เช่น 
พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) และพอลิไฮดรอกซีวาเลอเรต (PHV) โดย PHAs สามารถย่อยสลายได้
ในธรรมชาติโดยเอสเทอร์เรส (esterase) และดีพอลิเมอร์เรส (depolymerase) ในจุลินทรีย์ เมื่อ
ผ่านกระบวนการย่อยสลายจะได้ผลิตภัณฑ์เป็นคาร์บอนไดออกไซด์ และน้ า ซึ่งไม่เป็นพิษต่อ
สิ่งแวดล้อม และวิธีการตรวจสอบจุลินทรีย์ที่สามารถสังเคราะห์ PHAs ท าได้โดยใช้เทคนิคการย้อม
ด้วย Sudan Black B (Schlegel et al., 1961) หรือ Nile Blue A (Ostle and Holt, 1982) 

โครงสร้างของ PHAs เป็นพอลิเอสเทอร์สายตรง สูตรโครงสร้างของ PHAs จะมีโครงสร้าง
สายหลักเป็น 3–กรดไฮดรอกซีอัลคาโนอิก (3-hydroxyalkanoic acid) แต่จะมีหมู่ฟังก์ชันที่ต่างกัน
ตรงต าแหน่งบีต้าคาร์บอน (β-carbon) ท าให้เกิดเป็น PHAs ชนิดต่างๆ แสดงดังรูปที่  1 ซึ่งใน
ธรรมชาติจะพบ PHAs ในรูปของ PHB มากที่สุด โดย PHAs สามารถจ าแนกตามความยาวของสาย
พอลิเมอร์ สามารถแบ่งออกเป็น 3 ประเภท (Kavitha et al., 2018) ได้แก่ 

Short chain length PHAs (scl-PHAs) ประกอบด้วย PHAs ที่มีความยาวของคาร์บอน 3-
5 อะตอม เช่น พอลิไฮดรอกซีโพรพิโอเนต (polyhydroxypropinonate: PHP), พอลิไฮดรอกซีบิว
ทิเรต (PHB) และพอลิไฮดรอกซีวาเลอเรต (polyhydroxyvalerate: PHV) โดยจุลินทรีย์ที่สามารถ
สังเคราะห์ scl-PHAs ได้ เช่น Ralstonia eutropha (Cupriavidus necator) และ Alcaligenes 
latus เป็นต้น  

Medium chain length PHAs (mcl-PHAs) ป ระกอบด้ วย  PHAs ที่ มี ค วามยาวของ
คาร์บอน 6-14 อะตอม เช่น พอลิไฮดรอกซีเฮกซะโนเอต (polyhydroxyhexanoate: PHHx),      
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พอลิไฮดรอกซีออกตะโนเอต (polyhydroxyoctanoate: PHO) และพอลิไฮดรอกซีเดคะโนเอต 
(polyhydroxydecanoate: PHD) เป็นต้น โดยจุลินทรีย์ที่สามารถสังเคราะห์ mcl-PHAs ได้ เช่น 
Pseudomonas putida เป็นต้น 

Long chain length PHAs (lcl-PHAs) ประกอบด้วย PHAs ที่มีความยาวของคาร์บอน 15 
อะตอมขึ้นไป เช่น พอลิไฮดรอกซีเฮกซะเดคะโนเอต (polyhydroxyhexadecanoate: PHHD) และ 
พอลิไฮดรอกซีออกตะเดคะโนเอต (polyhydroxyoctadecanoate: PHOD) เป็นต้น  

รูปที่ 1 สูตรโครงสร้างของ PHAs 
เมื่อ p = 1  

R = ไฮโดรเจน (H) สารนี้คือ  PHP 

R = เมทธิล (CH3) สารนี้คือ  PHB 

R = เอทธิล (C2H5) สารนี้คือ  PHV 

R = โพรพิล (C3H10) สารนี้คือ  PHHx 

R = เพนทิล (C5H11) สารนี้คือ  PHO 

R = โนนิล (C9H19) สารนี้คือ  PHD 

2.2 พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (polyhydroxybutyrate: PHB) 

พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (polyhydroxybutyrate: PHB) ถูกค้นพบครั้งแรกในปี ค.ศ. 1926 ที่ได้
จากการสกัดจาก Bacillus megaterium (Lemoigne, 1926) จัดเป็นอนุพันธ์ของ PHAs ซึ่งเป็น  
พอลิเมอร์ประเภทอะลิฟาติกพอลิเอสเตอร์ (aliphatic polyester) มีโครงสร้างเป็นสายยาว จาก
การศึกษาพบว่า PHB ท าหน้าที่เป็นแหล่งคาร์บอน และเป็นแหล่งพลังงานให้แก่จุลินทรีย์ โดยเก็บ
สะสมไว้ในแกรนูลภายในเซลล์ เปรียบเสมือนไกลโคเจนที่สะสมอยู่ในสัตว์ชั้นสูง หรือแป้งที่สะสมอยู่ใน
พืช (Bloembergen et al., 1986) PHB ที่เกิดขึ้นมีลักษณะเป็นก้อนกลมๆ คล้ายไขมัน ลอยอยู่ใน 
ไซโตพลาสซึม (รูปที่ 2) คิดเป็นร้อยละ 90 ของน้ าหนักเซลล์แห้ง (Schlegel et al., 1961) หลังจาก
จุลินทรีย์ตาย เซลล์จะแตกและปลดปล่อย PHB ออกมา (Doi, 1995) จากการศึกษาที่ผ่านมา พบ
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จุลินทรีย์ที่สามารถสังเคราะห์ PHB ได้หลายสายพันธุ์ เช่น Ralstonia eutropha (เดิมเรียกว่า 
Alcaligenes eutrophus, Wautersia eutropha ห รื อ  Cupriavidus necator), Azotobacter 
sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp., Burkholderia sp., Halomonas sp., Haloferax sp., 
Aeromonas sp., Methylobacterium sp., Thermus thermophilus, Hydrogenophaga 
pseudoflava, Saccharophagus degradans, Comamonas sp., Alcaligenes latus, 
Rhodobacter sphaeroides, Zobellella denitri- ficans, Cyanobacteria, 
Chromobacterium sp., Erwinia sp. และ recombinant E. coli sp. เป็นต้น  (Anjum et al., 
2016) 

รูปที่  2 ลักษณะของจุลินทรีย์ที่สะสม PHB ในแกรนูลของ (A) Bacillus cereus ND153, (B) 
Bacillus cereus ND97, (C) Yangia pacifica QN187 และ (D) Yangia pacifica QN271 ส่อง
โดยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (TEM)  
ที่มา : Van-Thuoc et al. (2012)  

2.3 การสังเคราะห์ PHB จากจุลินทรีย ์

การสังเคราะห์ PHB จะเกิดขึ้นเมื่อจุลินทรีย์เจริญเติบโตผ่านเข้าสู่ระยะคงตัว (stationary 

phase) และอยู่ภายใต้สภาวะเครียดต่อสิ่งแวดล้อม หรือสภาวะที่ขาดแร่ธาตุที่ส าคัญในการ

เจริญเติบโต เช่น ในสภาวะแวดล้อมที่มีไนโตรเจน ออกซิเจน หรือฟอสเฟตอยู่จ ากัด  หรือสภาวะที่มี

ปริมาณแหล่งคาร์บอนที่มากเกินพอ (Lee, 1996) กลไกการสังเคราะห์ PHB ภายในเซลล์เกิดขึ้นโดย

ผ่านกระบวนการทางเมแทบอลิซึม (metabolism) โดยจุลินทรีย์จะเปลี่ยนสารตั้งต้นที่เป็นแหล่ง
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คาร์บอนต่างๆ เช่น กลูโคส, แลคโตส, กลีเซอรอล, หรือกรดไขมันต่างๆ ได้เป็นอะซิติลโคเอ    

(acetyl- CoA) ผ่านกระบวนการไกลโคไลซิส (glycolysis) ในกรณีจุลินทรีย์อยู่ในสภาวะปกติ ที่มี

สารอาหารต่างๆ เพียงพอต่อการเจริญเติบโต อะซิติลโคเอจะเข้าสู่วัฏจักรกรดไตรคาร์บอกซิลิก 

(tricarboxylic acid cycle: TCA cycle) เพ่ือสลายสารอินทรีย์ให้เป็นคาร์บอนไดออกไซด์  (CO2) 

และผลิตอะดีโนซีนไตรฟอสเฟต (adenosine triphosphate: ATP) เพ่ือเป็นพลังงานให้แก่จุลินทรีย์ 

แต่ในกรณีจุลินทรีย์อยู่ภายใต้สภาวะที่มีปริมาณสารอาหารไม่สมดุล โดยมีปริมาณแหล่งคาร์บอนที่

มากเกินพอ หรือแหล่งไนโตรเจนมีจ ากัด จุลินทรีย์จะเปลี่ยนกระบวนการไปเข้าสู่กระบวนการ

สังเคราะห์ PHB แทน โดยบีต้าคีโตไทโอเลส (β-ketothiolase) จะไปเร่งปฏิกิริยาการรวมตัวของ   

อะซิติลโคเอ 2 โมเลกุล ได้เป็นอะซิโตอะซิติลโคเอ (acetoacetyl-CoA) จากนั้นอะซิโตอะซิติลโคเอ  

รีดักเตส (acetoacetyl-CoA reductase) จะเร่งปฏิกิริยารีดักชัน (reduction) โดยมี NAD(P)H เป็น

โคเอนไซม์ ซึ่งจะเปลี่ยนอะซิโตอะซิติลโคเอ ไปเป็นไฮดรอกซีบิวทิริลโคเอ (hydroxybutyryl-CoA) 

และ PHB ซินเทส (PHB synthase) จะเร่งปฏิกิริยาพอลิเมอไรซ์เซชั่น (polymerization) ระหว่าง

หมู่ไฮดรอกซิลของไฮดรอกซีบิวทิริลโคเอกับปลายด้านคาร์บอกซิลของไฮดรอกซีบิวทิริวโคเออีก

โมเลกุลหนึ่ง ท าให้ได้พอลิเมอร์ยาวขึ้น (Anderson and Dawes, 1990; Lee, 1996) ดังรูปที่ 3 

รูปที่ 3 วิถีการสังเคราะห์ PHB  
ที่มา : ดัดแปลงจาก Burns et al. (2007) 
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2.4 คุณสมบัติของ PHB 

PHB เป็นเทอร์โมพลาสติกที่มีคุณสมบัติคล้ายกับพลาสติกสังเคราะห์จากปิโตรเลียม ชนิดพอลิ 
โพรพิลิน มีปริมาณผลึกสูงถึงร้อยละ 80 จุดหลวมเหลว 175 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิกลาส  
ทรานสิชัน (glass transition temperature, Tg) ประมาณ -4 องศาเซลเซียส มีความทนต่อตัวท า
ละลายอินทรีย์ ทนทานต่อแสงอัลตราไวโอเลต ดังตารางที่ 1 ส าหรับคุณสมบัติที่ส าคัญของ PHB คือ 
สามารถย่อยสลายเองได้ตามธรรมชาติ (Hrabak, 1992) 

PHB ยังไม่เป็นที่นิยมน ามาใช้งานมากนัก เนื่องจากต้นทุนการผลิตมีราคาสูง และมีความซับซ้อน

ของกระบวนการปลายน้ า นอกจากนี้ PHB ยังมีข้อด้อย คือ มีความเปราะสูง ท าให้แตกหักได้ง่าย 

และเกิดการสลายได้ง่ายโดยอุณหภูมิ ท าให้สามารถขึ้นรูปเป็นเครื่องมือขึ้นรูปพลาสติกทั่วไปได้ยาก 

วิธีแก้ไขปัญหาสามารถท าได้โดยการท าเป็นโคพอลิเมอร์กับพอลิเมอร์ตัวอ่ืน หรือน าไปผสมรวมกับ  

พอลิเมอร์ตัวอื่น เพ่ือให้เกิดความคงทนมากขึ้น 

ตารางที่ 1 สมบัติของ PHB เทียบกับ PP  

ที่มา : ดัดแปลงจาก Ojumu et al. (2004) 

2.5 การประยุกต์ใช้ PHB ในด้านต่างๆ  

PHAs เป็นที่รู้จักกันว่ามีการใช้งานที่หลากหลายในด้านการบรรจุภัณฑ์ และการแพทย์  แต่ด้วย
คุณสมบัติของ PHB ที่มีความเปราะสูง ท าให้แตกหักได้ง่าย จึงนิยมน ามาท าเป็นโคพอลิเมอร์  หรือ
น าไปผสมรวมกับพอลิเมอร์ตัวอ่ืน เพ่ือให้เกิดความคงทนมากขึ้นและลดความเปราะของ PHB เช่น 
พอลิ ไฮดรอกซี วาเลอ เรต  ได้ เป็ น พอลิ ไฮดรอกซีบิ วทิ เรต -โค -พอลิ ไฮดรอกซี วา เลอ เรต 

คุณสมบัติ PHB PP 
Tm (๐C) 175 176 

ปริมาณผลึก (%) 80 70 

น้ าหนักโมเลกุล (Da) 5 x 105 2 x 105 
Tg (๐C) -4 -10 

ความหนาแน่น (g/cm3) 1.250 0.905 
มอดุลัสของยัง (GPa) 3.5 1.7 

ความสามารถในการต้านแรงดึง (MPa) 40 34.5 

ความสามารถในการขยายตัว (%) 6 400 
ความต้านทานต่อแสงอัลตราไวโอเลต ดี ไม่ดี 

ความทนทานต่อตัวท าละลาย ไม่ดี ดี 
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[poly(hydroxybutyrate-co-hydroxyvalerate) : PHBV]  ซึ่ง PHBV สามารถน ามาใช้ส าหรับฟิล์ม
บรรจุภัณฑ์ ขวดบรรจุภัณฑ์ และใช้เคลือบกระดาษ นอกจากนี้ PHBV ยังน ามาประยุกต์ทางการ
แพทย์ ในด้านการท าศัลยกรรม เนื่องจากมีความสามารถในการย่อยสลายที่ใช้ระยะเวลานาน และ
การเข้ากันไดท้างชีวภาพ (Khosravi-Darani and Bucci, 2015) 

2.5.1 ด้านบรรจุภัณฑ์ 

   เนื่องจาก PHB มีคุณสมบัติคล้ายกับ PP จึงได้รับความสนใจในการน า PHB ไปผลิตเป็น
บรรจุภัณฑ์ที่ใช้แล้วทิ้ง ได้แก่ ภาชนะบรรจุอาหาร ขวดน้ า ถุงพลาสติก กล่องโฟม  ฟิล์มส าหรับหีบห่อ 
เม็ดโฟมกันกระแทก ตัวเคลือบภาชนะกระดาษ เนื่องจากความสามารถในการน ากลับมาใช้ใหม่ 
สามารถย่อยสลายได้เองทางชีวภาพ ไม่เป็นพิษต่อสิ่งแวดล้อม และมีคุณสมบัติป้องกันไอน้ าได้ดี 
นอกจากนี้ PHB ยังสามารถทนต่อแสงและรังสีอัลตราไวโอเลตได้ดีกว่าพลาสติกชีวภาพอ่ืน เช่น PLA 
เป็นต้น (Khosravi-Darani and Bucci, 2015) 

2.5.2 ด้านการแพทย์ 

 อุปกรณ์ทางการแพทย์ ในปัจจุบันมีการพัฒนาอุปกรณ์ทางการแพทย์ที่ท ามาจาก PHB ใน
การผ่าตัดทางทันตกรรม เช่น การเคลือบและฝังรากฟันเทียมแบบชั่วคราว เป็นต้น น าไปใช้ในการท า
วิศวกรรมเนื้อเยื่อ เช่น ศัลยกรรมกระดูกใบหน้า กระโหลกศีรษะ กระดูก ข้อ เอ็นการผ่าตัดผิวหนัง 
อุปกรณ์ซ่อมแซมและฟ้ืนฟูเนื้อเยื่อที่ถูกน าไปใช้ เซลล์ประสาทตา การปลูกถ่ายอวัยวะทดแทนกระดูก
เดือย เป็นต้น และการรักษาหัวใจและหลอดเลือด เช่น อุปกรณ์ซ่อมแซมข้อบกพร่องผนังหัวใจห้อง
บน เป็นต้น นอกจากนี้ มีการพัฒนาวัสดุปิดแผลทางการแพทย์ที่ผ่านการรับรองทางพิษวิทยาของ
สถาบันเทคนิคการแพทย์ (กระทรวงสาธารณสุขรัสเซีย) ส าหรับการใช้ตาข่ายผ่าตั ดที่ท าจาก PHB 
และเยื่อย่อยสลายทางชีวภาพส าหรับการรักษาโรคปริทันต์ (Bonartsev et al., 2007; Kavitha et 
al., 2018) (รูปที่ 4) โดยอุปกรณ์ทางการแพทย์ที่ท าจาก PHB นั้นจะสามารถย่อยสลายกลายเป็น  
ไฮดรอกซีบิวทิเรต (hydroxybutyrate: HB) ซึ่งจะอยู่ในระบบหมุนเวียนโลหิตของสัตว์เลี้ยงลูกด้วย
นม โดยไมเ่ป็นอันตรายและไมเ่ป็นพิษต่อการปลูกถ่ายอวัยวะต่างๆ (Vroman and Tighzert, 2009)  

 การประยุกต์ใช้ฟิล์ม ไมโครสเฟียร์ และไมโครแคปซูลที่ท าจาก PHB เพ่ือน าส่งยา โดยมี
การศึกษาและพัฒนาการปลดปล่อยตัวยาปฏิชีวนะ ยาแก้อักเสบ จากฟิล์ม PHB และไมโครสเฟียร์ 
และยาที่ละลายน้ าได้ โปรตีน เปปไทด์ และกรดนิวคลีอิก จากไมโครแคปซูล พบว่า สัมประสิทธิ์ของ
การแพร่กระจายของยาขึ้นอยู่กับความหนา ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง และอัตราส่วนของยาต่อวัสดุ PHB 
ท าให้สามารถควบคุมอัตราการปลดปล่อยของยาได้ (Bonartsev et al., 2007) (รูปที่ 5) 
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รูปที่ 4 อุปกรณ์การแพทย์ที่ท าจาก PHB (A) เอ็นเย็บแผลผ่าตัดย่อยสลายทางชีวภาพ (B) สกรูย่อย
สลายทางชีวภาพและแผ่นส าหรับยึดกระดูกอ่อนและกระดูก (C) เยื่อย่อยสลายทางชีวภาพส าหรับการ
รักษาโรคปริทันต์ และ (D) ตาข่ายผ่าตัด PHB แบบบริสุทธิ์ (ซ้าย) ตาข่ายผ่าตัดแบบผสมกับยาต้าน
เกล็ดเลือด (dipyridamole) (ขวา)  
ที่มา : Bonartsev et al. (2007)  

รูปที่ 5 ไมโครสเฟียร์ที่ท าจาก PHB ส าหรับเพ่ือการน าส่งยาต่อเนื่อง (A) ไมโครสเฟียร์ที่ท าจาก PHB 
ที่บรรจุ dipyridamole ปริมาณร้อยละ 10 โดยมวล โดยมีเส้นผ่านศูนย์กลางเฉลี่ย 60 mkm มวล
โมเลกุลของ PHB 1,000 kDa และ (B) การน าส่งยา dipyridamole จาก ไมโครสเฟียร์ที่ท าจาก PHB 
ระยะเวลามากกว่า 1 เดือน  
ที่มา : Bonartsev et al. (2007) 

A B 

C D 

A B 
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2.6 การย่อยสลาย PHB  

การย่อยสลาย PHB สามารถเกิดขึ้นได้เองตามธรรมชาติ ขึ้นอยู่กับหลายปัจจัย เช่น ชนิดของ
จุลินทรีย์ที่ใช้ในการย่อยสลาย ลักษณะพ้ืนผิวของผลิตภัณฑ์ สภาวะแวดล้อม ความชื้น อุณหภูมิ ค่า
ความเป็นกรดด่าง (Boopathy, 2000) โดยจุลินทรีย์สามารถย่อยสลาย PHB ได้เอง โดย PHB จะถูก
ไฮโดรไลซ์ด้วย PHB ไฮโดรเลส (PHB hydrolase) จนได้สายพอลิเมอร์ที่สั้นลง เป็นไตรเมอร์ (trimer) 
หรือไดเมอร์ (dimer) และไดเมอร์ไฮโดรเลส (dimer hydrolase) จะไฮโดรไลซ์ไดเมอร์จนได้
กลายเป็น HB ซึ่งเป็นโมโนเมอร์ (monomer) ของ PHB จากนั้น HB จะถูกเร่งปฏิกิริยาดีไฮโดร       
จี เนชัน  (dehydrogenation) โดยบีต้าไฮดรอกซีบิ วทิ เรตดี ไฮโดรจี เนส  (β-hydroxybutyrate 
dehydrogenase) ได้เป็นอะซิโตอะซิเตท (acetoacetate) และอะซิโตอะซิติลโคเอคีโตไทโอเลส 
(acetoacetyl-CoA thiokinase)  จะไปเร่งปฏิกิริยาเปลี่ยนอะซิโตอะซิเตทเป็นอะซิโตอะซิติลโคเอ  
และบีต้าคีโตไทโอเลส จะเร่งปฏิกิริยาเปลี่ยนอะซิโตอะซิติลโคเอเป็นอะซิติลโคเอ ซึ่งจุลินทรีย์จะ
น าไปใช้เป็นแหล่งคาร์บอนของตัวมันเอง (Pouton and Akhtar, 1996) โดยระยะเวลาของการย่อย
สลาย PHB จะไม่แน่นอน สามารถย่อยสลายได้ภายในระยะเวลาไม่กี่เดือนจนถึงเป็นปี  (Jendrossek 
et al., 1996) 

รูปที่ 6 การย่อยสลายขวดที่ผลิตจาก PHBV ในกากตะกอนจุลินทรีย์ แบบแอโรบิค ที่อุณหภูมิ 20 
องศาเซลเซียส กระบวนการย่อยสลายเกิดขึ้นเมื่อเวลาผ่านไป 0, 2, 4, 6, 8 และ 10 สัปดาห์ (เรียง
จากซ้ายไปขวา) 
 ที่มา : Madison and  Huisman (1999) 
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2.7 ปัจจัยท่ีมีผลต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรียแ์ละการผลิต PHB 

อาหาร และสภาวะสิ่งแวดล้อม เป็นปัจจัยส าคัญที่จะส่งผลต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ และ

การผลิตสารต่างๆ โดยจุลินทรีย์จะผลิต PHB เมื่ออยู่ในสภาวะที่ขาดแร่ธาตุที่ส าคัญในการเจริญเติบโต 

เช่น ในสภาวะแวดล้อมที่มีไนโตรเจน ออกซิเจน หรือฟอสเฟตอยู่จ ากัด หรือสภาวะที่มีปริมาณแหล่ง

คาร์บอนที่มากเกินพอ ดังนั้น การศึกษาสภาวะของอาหารให้เหมาะสมส าหรับการเจริญเติบโตของ

จุลินทรีย์และการผลิต PHB จึงเป็นปัจจัยส าคัญเพ่ือกระตุ้นให้เกิดการผลิต PHB ที่สูงขึ้น  

2.7.1 แหล่งคาร์บอน 

คาร์บอนเป็นแร่ธาตุที่มีความส าคัญในการสังเคราะห์เซลล์ พลังงาน และสารประกอบ
ทางชีวภาพต่างๆ ในงานวิจัยที่ผ่านมา ได้มีการศึกษาเกี่ยวกับปัจจัยที่มีผลต่อการผลิต  PHB ทั้ง
จุลินทรีย์ที่น ามาใช้ อาหารเลี้ยงเชื้อ ตลอดจนสภาวะต่างๆ ในการผลิต PHB และเนื่องจากการผลิต 
PHB ยังมีต้นทุนที่สูง จึงพยายามหาแนวทางการลดต้นทุนในการผลิต PHB โดยการหาแหล่งวัตถุดิบ
ตั้งต้นที่มีราคาถูก เป็นวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร/อุตสาหกรรม หรือผลพลอยได้จากอุตสาหกรรม
ต่างๆ มาเป็นวัตถุดิบในการผลิต (Khanna และ Srivastava, 2005; Annamalai และคณะ, 2014) 
ดังตารางที่  2 เช่น งานวิจัยของ Chomchai and  Chongcharoen (2012) ศึกษาผลของแหล่ง
คาร์บอนต่อการผลิต PHB โดย Alcaligenes latus ATCC 29714 ในอาหาร Basal mineral 
medium ที่มีแหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ 10 ชนิด ได้แก่ เด็กซ์โตรส, น้ าตาลทรายขาว, น้ าตาลทรายดิบ
, น้ าตาลทรายแดง, มอลโตเด็กซ์ตริน, แป้งที่ละลายน้ าได้ (soluble starch), แป้งมันฝรั่ง, แป้งมัน
ส าปะหลัง, กากน้ าตาล และกลีเซอรอล  โดยใช้แอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจน ในอัตราส่วน
โดยน้ าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจน 20:2 พบว่า เมื่อใช้เด็กซ์โตรสเป็นแหล่งคาร์บอน 
สามารถผลิต PHB ได้ 2.25 กรัมต่อลิตร ซึ่งเป็นน้ าตาลพ้ืนฐานที่ใช้ในการผลิต ซึ่งเมื่อใช้น้ าตาลทราย
ดิบ, น้ าตาลทรายแดง และแป้งที่ละลายน้ าได้ เป็นแหล่งคาร์บอนสามารถผลิต PHB ได้ถึง 2.09, 2.64 
และ 2.32 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ ซึ่งได้ปริมาณ PHB ที่ใกล้เคียงกัน แสดงให้เห็นว่าสามารถใช้
วัตถุดิบเหล่านี้แทนเด็กซ์โตรส เพ่ือลดต้นทุนการผลิตได้  

งานวิจัยของ Gouda et al. (2001) ศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนที่มีผลต่อการผลิต 
PHB ได้แก่ ฟรุกโตส, กลูโคส, ไซโลส, แลคโตส, ซูโครส, มอลโทส, โซเดียมกลูโคเนต และกากน้ าตาล 
ที่ ระดับความเข้มข้นเท่ากัน (ร้อยละ 2 โดยปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ) โดยใช้  Bacillus 
megaterium ที่คัดแยกได้จากโรงงานบ าบัดน้ าเสียของเมืองอเล็กซานเดรีย ประเทศอียิปต์ จากผล
การทดลองพบว่า แหล่งคาร์บอนที่ดีที่สุดส าหรับการผลิต PHB คือ กลูโคส โดยสามารถผลิต PHB ได้
สูงถึงร้อยละ 45.6 ของน้ าหนักเซลล์แห้ง รองลงมา คือ กากน้ าตาล โดยสามารถผลิต PHB ได้สูงถึง
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ร้อยละ 44.6 ของน้ าหนักเซลล์แห้ง ผู้ทดลองจึงเลือกใช้กากน้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอน เนื่องจากมี
ราคาถูก และสามารถลดต้นทุนการผลิต PHB ได้ จากนั้นผู้วิจัยศึกษาความเข้มข้นของกากน้ าตาลที่
เหมาะสมต่อการผลิต PHB ต้ังแต่ร้อยละ 1-5 โดยปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ  พบว่า การใช้
กากน้ าตาลความเข้มข้นร้อยละ 2 โดยปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ ให้ผลผลิต PHA และ PHB สูง
ทีสุ่ด คือ ร้อยละ 46.5 และ 46.3 ของน้ าหนักเซลล์แห้ง ตามล าดับ  

งานวิ จั ยของ Jiang et al. (2008) ศึ กษาการผลิ ต  PHB จาก  Pseudomonas 
fluorescens สายพันธุ์ A2a5 ที่คัดแยกจากดินอะแลสกา ในประเทศสหรัฐอเมริกา ซึ่งเป็นจุลินทรีย์ที่
สามารถเจริญเติบโตที่อุณหภูมิต่ ากว่า 30 องศาเซลเซียส และสะสม PHB ขนาดใหญ่ไว้ภายในเซลล์ 
โดยศึกษาการผลิต PHB ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบกะ ขนาด 5 ลิตร โดยใช้ sugarcane liquor เป็น
แหล่งคาร์บอน ที่ความเข้มข้นร้อยละ 50 โดยปริมาตร และใช้ผงชูรสเป็นแหล่งไนโตรเจน ที่ความ
เข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ าหนัก และควบคุมอุณหภูมิที่ 25 องศาเซลเซียส จากการทดลองพบว่า ได้
น้ าหนักแห้งของเซลล์สูงสุด (CDW) เป็น 32 กรัมต่อลิตร ได้ปริมาณ PHB เป็น 22 กรัมต่อลิตร และมี
ปริมาณ PHB ต่อน้ าหนักเซลล์แห้ง สูงถึงร้อยละ 70 และอัตราการผลิตเป็น 0.23 กรัมต่อลิตรต่อ
ชั่วโมง ซ่ึงแสดงให้เห็นว่า Pseudomonas fluorescens สายพันธุ์ A2a5 สามารถผลิต PHB ได้ใน
สภาวะที่มีปริมาณแหล่งคาร์บอนที่มากเกินพอ และสามารถใช้ sugarcane liquor เป็นสารตั้งต้น 
เพ่ือลดต้นทุนการผลิต PHB ได ้

ง าน วิ จั ย ข อ ง  Naranjo et al. (2013) ศึ ก ษ าก า ร ผ ลิ ต  PHB จ าก  Bacillus 
megaterium โดยเปรียบเทียบแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมระหว่างกลีเซอรอลและกลูโคส ส าหรับการ
ผลิต PHB  ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบกะ ขนาด 3.7 ลิตร โดยใช้แอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่ง
ไนโตรเจน ประกอบด้วยกล้าเชื้อคิดเป็นร้อยละ 8 ของอาหารเลี้ยงเชื้อ และศึกษาสภาวะที่เหมาะสม
ส าหรับการผลิต PHB ได้แก่ ความเข้มข้นของกลีเซอรอลเริ่มต้นที่ 10, 20 และ 50 กรัมต่อลิตร โดยใช้
ความเข้มข้นของกลูโคส 20 กรัมต่อลิตร เป็นตัวควบคุม นอกจากนี้ ยังศึกษาอุณหภูมิในกระบวนการ
หมักท่ี 30, 33 และ 35 องศาเซลเซียส ค่า pH ที่ 5.0, 7.0 และ 9.0 และค่าออกซิเจนละลายที่ร้อยละ 
30, 60 และ 80 โดยควบคุมอัตราการกวนที่ความเร็วรอบ 200-300 รอบต่อนาที มีอัตราการให้
อากาศ 12 ลิตรต่อนาที เลี้ยงเป็นระยะเวลา 42 ชั่วโมง ผลการทดลองพบว่า แหล่งคาร์บอนที่
เหมาะสมในการผลิต PHB คือ กลีเซอรอลที่ระดับความเข้มข้น 20 กรัมต่อลิตร อุณหภูมิ 33 องศา
เซลเซียส ค่า pH 7 และค่าออกซิเจนละลายร้อยละ 80 จะได้น้ าหนักแห้งของเซลล์สูงสุด (CDW) เป็น 
7.7 กรัมต่อลิตร ปริมาณ PHB ที่ผลิตได้ 4.8 กรัมต่อลิตร และปริมาณ PHB สะสมคิดเป็นร้อยละ 
62.4 ของน้ าหนักเซลล์แห้ง ซึ่งมีค่ามากกว่าการใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนที่ระดับความเข้มข้น
เดียวกัน ที่ได้น้ าหนักแห้งของเซลล์สูงสุด (CDW) เพียง 7.1 กรัมต่อลิตร ปริมาณ PHB ที่ผลิตได้ 4.2 
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กรัมต่อลิตร ปริมาณ PHB สะสม ได้เพียงร้อยละ 59.1 ของน้ าหนักเซลล์แห้ง จากการวิจัยนี้แสดงให้
เห็นว่า สามารถน ากลีเซอรอลมาใช้เป็นสารตั้งต้นเพ่ือลดต้นทุนในการผลิต PHB และได้ผลผลิต PHB 
สูงกว่าการใช้กลูโคสเป็นสารตั้งต้น  

งานวิจัยของ Sreekanth et al. (2013) ศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนต่อการผลิต PHB 
ร่วมกับการผลิตแอลฟาอะไมเลส (α-amylase) จาก Bacillus sp. CFR 67 โดยใช้แหล่งคาร์บอนที่
แตกต่างกัน ได้แก่ แป้งข้าวโพด, กลูโคส, ซูโครส, แป้งมันฝรั่ง, แป้งมันส าปะหลัง และแป้งที่ละลายน้ า
ได้ ที่ระดับความเข้มข้นเท่ากัน คือ 20 กรัมต่อลิตร และใช้แอมโมเนียมซัลเฟต 1.5 กรัมต่อลิตร เป็น
แหล่งไนโตรเจน โดยควบคุมอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
72 ชั่วโมง จากผลการทดลองพบว่า แป้งข้าวโพดเป็นแหล่งคาร์บอนที่ดีต่อการเจริญเติบโตของ
จุลินทรีย์ ได้น้ าหนักเซลล์แห้งสูงสุด คือ 3.2 กรัมต่อลิตร ในขณะที่แหล่งคาร์บอนที่ดีที่สุดส าหรับการ
ผลิต PHB คือ ซูโครส ซึ่งได้ปริมาณ PHB 480 มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาณ PHB สะสมคิดเป็นร้อยละ 
38.4 ของน้ าหนักเซลล์แห้ง และมีการผลิตแอลฟาอะไมเลส 40.6 หน่วยต่อมิลลิลิตร จากนั้นศึกษาผล
ต่อการเติมสารอาหารเพ่ิมเติม โดยเติมร าข้าวไฮโดรไลเซท ร าข้าวสาลีไฮโดรไลเซท และร าข้าว
ไฮโดรไลเซทผสมกับร าข้าวสาลีไฮโดรไลเซทในอัตราส่วน 1:1 ที่ระดับความเข้มข้น 10, 25 และ 50 
มิลลิลิตรต่อลิตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีซูโครสความเข้มข้น 20 กรัมต่อลิตร โดยควบคุมอุณหภูมิที่ 30 
องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง พบว่า เมื่อเติมร าข้าวสาลี
ไฮโดรไลเซท ที่ความเข้มข้น 50 มิลลิลิตรต่อลิตร ท าให้ได้ปริมาณ PHA เป็น 524 มิลลิกรัมต่อลิตร 
และปริมาณแอลฟาอะไมเลสสูงสุดถึง 73 หน่วยต่อมิลลิลิตร จากการศึกษานี้ชี้ให้เห็นถึงศักยภาพของ
การใช้วัสดุเหลือทิ้งประเภทลิกโนเซลลูโลสที่สามารถลดต้นทุนการผลิตของพลาสติกชีวภาพ และช่วย
ลดมลพิษท่ีเกิดจากการใช้พลาสติกที่ไม่สามารถย่อยสลายทางชีวภาพได้  

ง า น วิ จั ย ข อ ง  Zhang et al. (2013) ศึ ก ษ า ก า ร ผ ลิ ต  PHB จ า ก  Bacillus 
megaterium R11 ที่คัดแยกได้จากดินแหล่งต่างๆ ในประเทศสิงคโปร์ ที่สามารถใช้น้ าตาลได้ทั้ง
กลูโคสและไซโลส โดยใช้ทะลายเปล่าน้ ามันปาล์ม (oil palm empty fruit bunch : OPEFB) เป็น
แหล่งคาร์บอน ซึ่งต้องผ่านการปรับสภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์และไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ แล้ว
น าไปไฮโดรไลซ์ด้วยเซลลูเลส ไฮโดรไลเซทที่ได้น าไปใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิต PHB โดยศึกษา
การผลิต PHB ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ ใช้ไฮโดรไลเซทที่มีความเข้มข้นของน้ าตาลเป็น 60 กรัมต่อลิตร 
และใช้ tryptone เป็นแหล่งไนโตรเจน ในอัตราส่วนโดยน้ าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่ง
ไนโตรเจน เป็น 15:3 จากการทดลองพบว่า ได้น้ าหนักแห้งของเซลล์สูงสุด (CDW) เป็น 24.19 กรัม
ต่อลิตร มีการผลิต PHB 12.48 กรัมต่อลิตร ปริมาณ PHB สะสมคิดเป็นร้อยละ 51.6 ของน้ าหนัก
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เซลล์แห้ง แสดงให้เห็นว่า สามารถใช้ OPEFB ที่ เป็นวัสดุเหลือทิ้งประเภทลิกโนเซลลูโลสเป็น        
สารตั้งต้นในการผลิต PHB ที่สามารถลดต้นทุนการผลิตได้  

2.7.2 แหล่งไนโตรเจน 

นอกจากแหล่งคาร์บอนที่มีความส าคัญต่อกระบวนการทางเมแทบอลิซึมต่างๆ ของ
จุลินทรีย์ แหล่งไนโตรเจนยังถือได้ว่าเป็นอีกหนึ่งปัจจัยที่ส าคัญส าหรับการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์
และการผลิต PHB โดยจุลินทรีย์แต่ละสายพันธุ์มีความต้องการไนโตรเจนที่แตกต่างกัน จุลินทรีย์บาง
สายพันธุ์สามารถเจริญเติบโตได้ดีในไนโตรเจนอนินทรีย์ เช่น แอมโมเนียมคลอไรด์, แอมโมเนียม
ซัลเฟต แอมโมเนียมไนเตรต เป็นต้น และจุลินทรีย์บางสายพันธุ์สามารถเจริญเติบโตได้ดีในไนโตรเจน
อินทรีย์ เช่น yeast extract, beef extract, peptone และ tryptone เป็นต้น ท าให้มีการศึกษาหา
แหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตและการผลิต PHB เช่น งานวิจัยของ Chomchai and  
Chongcharoen (2012) ศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจนต่อการผลิต PHB โดย Alcaligenes latus 
ATCC 29714 ในอาหาร Basal mineral medium ได้แก่ แอมโมเนียมซัลเฟต, แอมโมเนียมไนเตรต, 
ยูเรีย, corn steep liquor, ผงชูรส และ yeast extract โดยศึกษาไปพร้อมกับการศึกษาอัตราส่วน
โดยน้ าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจนที่ 20:2, 20:4, 20:6, 20:8 และ 20:10 ในแต่ละ
แหล่งไนโตรเจน และใช้เด็กซ์โตรสเป็นแหล่งคาร์บอน ผลการทดลองพบว่า ผงชูรสที่อัตราส่วนโดย
น้ าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจน 20:2 มีปริมาณ PHB สะสมสูงสุดถึงร้อยละ 80.6 ของ
น้ าหนักเซลล์แห้ง ส่วน yeast extract ที่อัตราส่วนโดยน้ าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจน 
20:4 แม้มีปริมาณ PHB สะสมเพียงร้อยละ 61.1 ของน้ าหนักเซลล์แห้ง แต่ให้น้ าหนักเซลล์แห้งสูงถึง 
8.15 กรัมต่อลิตร  

งานวิจัยของ Gouda et al. (2001) ศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจนที่มีผลต่อการผลิต 
PHB ได้แก่ แอมโมเนียมคลอไรด์, แอมโมเนียมฟอสเฟต, แอมโมเนียมซัลเฟต, แอมโมเนียมไนเตรต 
แอมโมเนียโมลิบดีนัม, แอมโมเนียมอะซิเตท, แอมโมเนียมออกซาเลต, โซเดียมไนเตรต, yeast 
extract, malt extract, beef extract, peptone, tryptone, ร าข้าวสาลี และ corn steep liquor 
ที่ระดับความเข้มข้นเท่ากัน (เทียบเท่าร้อยละ 0.05 ของแอมโมเนียมคลอไรด์) และใช้กากน้ าตาลที่
ระดับความเข้มข้นร้อยละ 2 โดยปริมาตร ของอาหารเลี้ยงเชื้อ เป็นแหล่งคาร์บอน โดยใช้ Bacillus 
megaterium จากผลการทดลองพบว่า corn steep liquor เป็นแหล่งไนโตรเจนที่ดีที่สุดส าหรับการ
ผลิต PHB ให้ผลผลิต PHA และ PHB สูงที่สุด คือ ร้อยละ 33.02 และ 32.68 ต่อมิลลิกรัมเซลล์แห้ง 
ตามล าดับ ในขณะที่แอมโมเนียมคลอไรด์, แอมโมเนียมซัลเฟต, แอมโมเนียมออกซาเลต และ
แอมโมเนียมฟอสเฟต เป็นแหล่งไนโตรเจนที่ดีต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ จากนั้นศึกษาผลของ
ความเข้มข้น corn steep liquor ที่ใช้เป็นแหล่งไนโตรเจนตั้งแต่ร้อยละ 0.5, 1, 3, 5 และ 7 โดย
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ปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ จากผลการทดลองพบว่า การใช้ corn steep liquor ที่ระดับความ
เข้มข้นร้อยละ 3 โดยปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ ได้ปริมาณ PHB สะสมสูงสุดถึงร้อยละ 46.2 ของ
น้ าหนักเซลล์แห้ง 

งานวิจัยของ Sreekanth et al. (2013) ศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจนต่อการผลิต 
PHB ร่วมกับการผลิตแอลฟาอะไมเลส  (α-amylase) จาก Bacillus sp. CFR 67 โดยใช้แหล่ง
ไนโตรเจนที่แตกต่างกัน จากแหล่งไนโตรเจนอินทรีย์ ได้แก่ ไกลซีน, peptone, beef extract, yeast 
extract, tryptone และยูเรีย และจากแหล่งไนโตรเจนอนินทรีย์ ได้แก่ โซเดียมไนเตรต, โพแทสเซียม
ไนเตรต, ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนออร์โธฟอสเฟต, แอมโมเนียมคลอไรด์, แอมโมเนียมซัลเฟต, 
แอมโมเนียมไนเตรต และแอมโมเนียมอะซิเตต ที่ระดับความเข้มข้น 0.2 กรัมไนโตรเจนต่อลิตร และ
ใช้ซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอนที่ความเข้มข้น 20 กรัมต่อลิตร จากการทดลองพบว่า beef extract เป็น
แหล่งไนโตรเจนที่ดีที่สุดส าหรับการผลิต PHB ได้ถึง 592 มิลลิกรัมต่อลิตร และแอมโมเนียมอะซิเตต
เป็นแหล่งไนโตรเจนที่ดีที่สุดส าหรับการผลิตแอลฟาอะไมเลสได้สูงถึง 36.6 หน่วยต่อมิลลิลิตร  

ง า น วิ จั ย ข อ ง  Zhang et al. (2013) ศึ ก ษ า ก า ร ผ ลิ ต  PHB จ า ก  Bacillus 
megaterium R11 โดยใช้ทะลายเปล่าน้ ามันปาล์ม (oil palm empty fruit bunch : OPEFB) เป็น
แหล่งคาร์บอน ในการศึกษาแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสม ส าหรับการผลิต PHB ได้แก่ แอมโมเนียม
คลอไรด์, แอมโมเนียมซัลเฟต, peptone, yeast extract และ tryptone โดยใช้กลูโคส 10 กรัมต่อ
ลิตร และไซโลส 5 กรัมต่อลิตร และความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนแต่ละชนิด 6 กรัมต่อลิตร พบว่า 
peptone มีปริมาณ PHB สะสมสูงสุดถึงร้อยละ 45.5 ของน้ าหนักเซลล์แห้ง ที่เวลา 72 ชั่วโมง แต่ 
tryptone ได้น้ าหนักเซลล์แห้ง 6.31 กรัมต่อลิตร สามารถผลิต PHB ได้มากสุดถึง 2.72 กรัมต่อลิตร 
ที่เวลา 48 ชั่วโมง ท าให้ผู้ทดลองจึงเลือกใช้ tryptone เป็นแหล่งไนโตรเจนส าหรับการผลิต PHB จาก 
Bacillus megaterium R11 และน าไปศึกษาอัตราส่วนโดยน้ าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่ง
ไนโตรเจนต่อไป  

งานวิจัยของ Annamalai and  Sivakumar (2016) ศึกษาการผลิต  PHB จาก 
Ralsonia eutropha โดยใช้ร าข้าวสาลีที่ผ่านปรับสภาพวัตถุดิบด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์  แล้วน ามา
ไฮโดรไลซ์ด้วยเซลลูเลส และบีต้า-กลูโคซิเดส และใช้ส่วนของไฮโดรไลเซทเป็นแหล่งคาร์บอน ศึกษา
แหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสม ได้แก่ แอมโนเนียมคลอไรด์, แอมโมเนียมไนเตรต, แอมโมเนียมซัลเฟต, 
yeast extract, beef extract, tryptone และ peptone โดยใช้กลูโคสความเข้มข้น 10 กรัมต่อลิตร 
และแหล่งไนโตรเจนแต่ละชนิด 2 กรัมต่อลิตร จากการทดลองพบว่า แอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่ง
ไนโตรเจนที่ดีที่สุด ให้น้ าหนักเซลล์แห้งสูงสุดที่ 6.14 กรัมต่อลิตร และมีปริมาณ PHB สูงสุดเป็น 2.69 
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กรัมต่อลิตร ปริมาณ PHB สะสมเท่ากับร้อยละ 43 ของน้ าหนักเซลล์แห้ง ผู้ทดลองจึงเลือกใช้
แอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจนส าหรับการผลิต PHB จาก Ralsonia eutropha และน าไป
ศึกษาอัตราส่วนโดยน้ าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจนต่อไป  

2.7.3 อัตราส่วนโดยน ้าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจน 

จากที่ได้กล่าวมาข้างต้น จุลินทรีย์จะผลิต PHB เมื่ออยู่ในสภาวะที่ขาดแร่ธาตุที่ส าคัญ
ในการเจริญเติบโต เช่น ในสภาวะแวดล้อมที่มีไนโตรเจนอยู่จ ากัด หรือสภาวะที่มีปริมาณแหล่ง
คาร์บอนที่มากเกินพอ ซึ่งจะส่งผลให้เกิดการผลิต PHB แทนการเข้าสู่วัฏจักรกรดไตรคาร์บอกซิลิก 
เพ่ือสะสมเป็นแหล่งพลังงาน ดังนั้น อัตราส่วนโดยน้ าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจนเป็น
ปัจจัยส าคัญในการก าหนดกระบวนการของจุลินทรีย์ เช่น งานวิจัยของ Zhang et al. (2013) ศึกษา
การผลิต PHB จาก Bacillus megaterium R11 โดยใช้ทะลายเปล่าน้ ามันปาล์ม (oil palm empty 
fruit bunch : OPEFB) เป็นแหล่งคาร์บอน ในการศึกษาอัตราส่วนโดยน้ าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อ
แหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมในช่วง 15:1, 15:2, 15:3, 15:4 และ 15:6 โดยใช้อัตราส่วนของกลูโคสต่อ
ไซโลสเป็น 2:1 และใช้ tryptone เป็นแหล่งไนโตรเจน พบว่า ที่อัตราส่วน 15:3 ใช้ระยะเวลาใน
กระบวนการหมัก 48 ชั่วโมง ไดน้้ าหนักแห้งของเซลล์สูงสุด (CDW) เป็น 5.33 กรัมต่อลิตร ได้ปริมาณ 
PHB 2.74 กรัมต่อลิตร ปริมาณ PHB สะสมคิดเป็นร้อยละ 51.4 ของน้ าหนักเซลล์แห้ง และน าผลการ
ทดลองไปศึกษาในระดับถังปฏิกรณ์ชีวภาพ โดยใช้ไฮโดรไลซ์ความเข้มข้น 45 กรัมต่อลิตร และใช้
อัตราส่วนโดยน้ าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจน เป็น 15:3 ได้น้ าหนักแห้งของเซลล์สูงสุด 
(CDW) เป็น 15.93 กรัมต่อลิตร มีการผลิต PHB 9.32 กรัมต่อลิตร ปริมาณ PHB สะสมคิดเป็นร้อย
ละ 58.5 ของน้ าหนักเซลล์แห้ง 

งานวิจัยของ Annamalai and  Sivakumar (2016) ได้ศึกษาการผลิต PHB จาก 
Ralsonia eutropha จากการใช้ร าข้าวสาลีไฮโดรไลเซทเป็นแหล่งคาร์บอน ในศึกษาอัตราส่วนโดย
น้ าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมของกลูโคสและแอมโมเนียมซัลเฟต ที่
อัตราส่วน 20:1, 20:2, 20:3, 20:4 และ 20:5 จากการทดลองพบว่า ที่อัตราส่วน 20:5 ให้น้ าหนัก
เซลล์แห้งสูงสุด 6.23 กรัมต่อลิตร ที่ 36 ชั่วโมง และได้ปริมาณ PHB สะสมต่ าสุดร้อยละ 46.6 ของ
น้ าหนักเซลล์แห้ง ที่ 48 ชั่วโมง และอัตราส่วน 20:1 ให้น้ าหนักเซลล์แห้งต่ าสุด 3.63 กรัมต่อลิตร ที่ 
36 ชั่วโมง แต่ได้ปริมาณ PHB สะสมสูงสุดร้อยละ 62.5 ของน้ าหนักเซลล์แห้ง ที่ 48 ชั่วโมง จากนั้น
น าผลการทดลองไปศึกษาการใช้ร าข้าวสาลีไฮโดรไลเซทเป็นแหล่งคาร์บอนแทนกลูโคสในระดับถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพ โดยใช้ไฮโดรไลเซทที่มีความเข้มข้นของกลูโคส 48 กรัมต่อลิตร และใช้ แอมโมเนียม
ซัลเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจน ที่อัตราส่วนโดยน้ าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจน เป็น 20:1 
พบว่า ได้น้ าหนักเซลล์แห้งสูงสุด 24.43 กรัมต่อลิตร ได้ความเข้มข้นชอง PHB 14.82 กรัมต่อลิตร ที่ 
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60 ชั่วโมง และได้ปริมาณ PHB สะสมร้อยละ 62.55 ของน้ าหนักเซลล์แห้ง ที่ 72 ชั่วโมง จากผลการ
ทดลองแสดงให้เห็นว่าสามารถใช้วัสดุเหลือทิ้งประเภทลิกโนเซลลูโลสมาเป็นแหล่งวัตถุดิบ เพ่ือลด
ต้นทุนในการผลิต PHB ได ้ 
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2.8 การผลิต PHB โดยกระบวนการหมัก (Production of PHB by Fermentation Process) 

มีการศึกษาการผลิต PHB ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพระดับห้องปฏิบัติการ เพ่ือเป็นแนวทางส าหรับ
การน าไปใช้ในกระบวนการผลิตในระดับอุตสาหกรรม โดยกระบวนการหมักมีหลายวิธี เช่น 
กระบวนการหมักแบบกะ (Batch fermentation) และกระบวนการหมักแบบกึ่งกะ (Fed-batch 
fermentation) เช่น งานวิจัยของ Huang et al. (2006) ศึกษาการผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอ
ทจาก Haloferax mediterranei โดยใช้ร าข้าวอัด (extruded rice bran : ERB)  และแป้งข้าวโพด
อัด (extruded cornstarch : ECS) เป็นแหล่งคาร์บอน เพ่ือลดต้นทุนการผลิต PHA  โดยศึกษาการ
ผลิต PHA ในกระบวนการหมักแบบ repeated fed-batch fermentation ในถังปฏิกรณ์ขนาด 5 
ลิตร เมื่อใช้ ECS ใช้เป็นแหล่งคาร์บอนเพียงอย่างเดียว และใช้ yeast extract เป็นแหล่งไนโตรเจน 
ซึ่งก าหนดสภาวะในกระบวนการหมัก โดยควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ วรอบ 800 
รอบต่อนาที และค่า pH ที่ 6.9-7.1 และมีการป้อนไฮโดรไลเซท และ yeast extract ความเข้มข้น 
50 กรัมต่อลิตร และ 85 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ ด้วยอัตราเร็ว 0.7 มิลลิลิตรต่อวินาที จนกระทั่งมี
ปริมาตรรวม 4.5 ลิตร จึงป้อนน้ าหมักออกปริมาตร 2 ลิตร และป้อนไฮโดรไลเซทและ yeast extract 
อีกครั้ง โดยควบคุมค่าการละลายของออกซิเจนไว้ที่ร้อยละ 20 และควบคุมค่าการน าไฟฟ้าที่ 3-4 ซี
เมนส์ต่อเมตร จากการทดลองพบว่า ได้ปริมาณเซลล์ 62.6 กรัมต่อลิตร ปริมาณ PHA 24.2 กรัมต่อ
ลิตร และปริมาณ PHA สะสมร้อยละ 38.7 ของน้ าหนักเซลล์แห้ง เมื่อเปรียบเทียบกับการใช้ ERB ต่อ 
ECS ในอัตราส่วน 1:8 (กรัมต่อกรัม) เป็นแหล่งคาร์บอน จากการทดลองพบว่า ได้ปริมาณเซลล์ 140 
กรัมต่อลิตร ปริมาณ PHA 77.8 กรัมต่อลิตร ปริมาณ PHA สะสมคิดเป็นร้อยละ 55.6 ของน้ าหนัก
เซลล์แห้ง ซึ่งได้ปริมาณของ PHA มากกว่าการใช้ ECS เพียงอย่างเดียว  

งานวิจัยของ Pandian et al. (2010) ศึกษาการเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิต PHB โดย

กระบวนการหมักแบบกึ่งกะ จากของเสียในอุตสาหกรรมนมและน้ าทะเลมาเป็นแหล่งสารอาหาร 

ส าหรับเลี้ยง Bacillus megaterium SRKP-3 ซึ่งเป็นจุลินทรีย์สายพันธุ์แรกที่แยกได้จากน้ ากร่อยที่

สามารถผลิต PHB ได้ โดยน ามาศึกษาแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสม ได้แก่ ของเสียจากอุตสาหกรรมนม 

(150-550 มิลลิลิตร), ร าข้าว (20-60 กรัมต่อลิตร) และน้ าทะเล (150-550 มิลลิลิตรต่อลิตร) 

นอกจากนี้ ยังศึกษาเวลาและ pH เริ่มต้นที่เหมาะสมในช่วง pH 6-11 ผลการทดลองพบว่า ความ

เข้มข้นที่เหมาะสมของของเสียจากอุตสาหกรรมนม, ร าข้าว และน้ าทะเลเป็น 350 มิลลิลิตรต่อลิตร, 

40 กรัมต่อลิตร และ 350 มิลลิลิตรต่อลิตร ตามล าดับ โดยระยะเวลา 36 ชั่วโมง pH เริ่มต้นของ

อาหารเป็น 9 ให้ปริมาณ PHB สูงที่สุด คือ 6.38 กรัมต่อลิตร จากนั้นน าสภาวะที่เหมาะสมมาศึกษา

กระบวนการหมักแบบกึ่งกะ ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ ขนาด 3 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
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ความเร็วรอบ 300 รอบต่อนาที ควบคุม pH เป็น 9 และค่าออกซิเจนละลายเริ่มต้นเป็นร้อยละ 100 

โดยเพาะเลี้ยงแบบกะ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้น 12 ชั่วโมง ป้อนของเสียจากอุตสาหกรรมนม

ปริมาตร 250 มิลลิลิตร และอีก 12 ชั่วโมง ป้อนของเสียจากอุตสาหกรรมนมปริมาตร 200 มิลลิลิตร 

พบว่า ปริมาณการผลิต PHB สูงสุด 11.32 กรัมต่อลิตร ทีเ่วลา 36 ชั่วโมง  

ง า น วิ จั ย ข อ ง  Gahlawat and  Srivastava (2013) ศึ ก ษ า ก า ร ผ ลิ ต  PHB โ ด ย 

Azohydromonas australica DSM 1124 ในกระบวนการหมั กแบบกะ เพ่ื อศึ กษาข้อมู ล

จลนพลศาสตร์การผลิตของ PHB ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 7 ลิตร โดยควบคุมอุณหภูมิที่ 33 องศา

เซลเซียส pH 7 ค่าออกซิเจนละลายร้อยละ 30 ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 36 ชั่วโมง 

ใช้ซูโครส และแอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน ที่ระดับความเข้มข้นเริ่มต้น 25 

กรัมต่อลิตร และ 0.6 กรัมไนโตรเจนต่อลิตร ตามล าดับ จากการทดลองพบว่า ในช่วง 3 ชั่วโมงแรก 

Azohydromonas australica DSM 1124 มีการเจริญเติบโตในช่วงของ lag phage และจะเข้าสู่ 

log phage ซึ่ งพบว่า  มีการผลิต PHB ควบคู่ ไปกับการเจริญ เติบ โตของ  Azohydromonas 

australica เมื่อครบเวลา 36 ชั่วโมง ได้ปริมาณเซลล์เป็น 8.71 กรัมต่อลิตร และปริมาณ PHB เป็น 

6.24 กรัมต่อลิตร (ปริมาณ PHB สะสมร้อยละ 72 ของน้ าหนักเซลล์แห้ง) อัตราการผลิต PHB เป็น 

0.75 กรัมต่อชั่วโมง จากนั้นน าผลการทดลองที่ได้ไปใช้ในกระบวนการแบบกึ่งกะ ในถังปฏิกรณ์

ชีวภาพขนาด 7 ลิตร ความเข้มข้นเริ่มต้นของซูโครสเป็น 25 กรัมต่อลิตร และเพาะเลี้ยงแบบกะเป็น

เวลา 20 ชั่วโมง จากนั้นป้อนซูโครส และแอมโมเนียมซัลเฟต ที่ความเข้มข้น 125 และ 2.8 กรัมต่อ

ลิตร ตามล าดับ ที่อัตราการไหลไม่คงที่ เริ่มจาก 40 มิลลิลิตรต่อชั่วโมง แล้วลดอัตราการไหลลงเป็น 

20 มิลลิลิตรต่อชั่วโมง จนครบเวลา 36 ชั่วโมงของการเพาะเลี้ยง และเปรียบเทียบกับการป้อนซูโครส 

และแอมโมเนียมซัลเฟต ที่ความเข้มข้น 125 และ 2.8 กรัมต่อลิตร ที่อัตราการไหลคงท่ี 100 มิลลิลิตร

ต่อชั่วโมง หยุดการป้อนเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 35 ชั่วโมง และเพาะเลี้ยงต่อในกระบวนการหมักแบบ

กะจนครบ 38 ชั่วโมงของการเพาะเลี้ยง จากการทดลองพบว่า กระบวนการหมักแบบกึ่งกะ ที่มีการ

ป้อนสารอาหารอัตราการไหลไม่คงที่ ให้ปริมาณเซลล์ 19.14 กรัมต่อลิตร ปริมาณ PHB เป็น 14.74 

กรัมต่อลิตร และอัตราการผลิต PHB เป็น 1.06 กรัมต่อชั่วโมง ในกระบวนการหมักแบบกึ่งกะ ที่มีการ

ป้อนสารอาหารอัตราการไหลคงที่ ให้ปริมาณเซลล์ 29.71 กรัมต่อลิตร ปริมาณ PHB เป็น 22.65 กรัม

ต่อลิตร และอัตราการผลิต PHB เป็น 2.13 กรัมต่อชั่วโมง ซึ่งให้ปริมาณ PHB ได้สูงกว่ากระบวนการ

หมักแบบกะ และกระบวนการหมักแบบก่ึงกะที่มีการป้อนสารอาหารอัตราการไหลไม่คงที่  
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งานวิจัยของ Ganesh et al. (2015) ศึกษาการผลิต PHB จาก Escherichia coli JM109 โดย
เปรียบเทียบแหล่งคาร์บอนที่ใช้ ได้แก่ กลูโคส, กลีเซอรอลหยาบ และกลีเซอรอลที่ผ่านการปรับสภาพ 
และใช้เคซีนไฮโดรไลเซทเป็นแหล่งไนโตรเจน ในกระบวนการหมักแบบกะ ขนาด 7.5 ลิตร 
ประกอบด้วยแหล่งคาร์บอน 27.5 กรัมต่อลิตร และเคซีนไฮโดรไลเซท 5.25 กรัมต่อลิตร ควบคุม
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ควบคุม pH ที่ 7 และค่าออกซิเจนละลายร้อยละ 20 อัตราการไหลของ
อากาศ 3.6 ลิตรต่อนาที และเพ่ิมความเร็วรอบจาก 200 เป็น 1,500 รอบต่อนาที เลี้ยงเป็นระยะเวลา 
96 ชั่วโมง จากผลการทดลองพบว่า ปริมาณ PHB ที่ผลิตได้จากกลีเซอรอลที่ผ่านการปรับสภาพ ได้
ปริมาณ PHB สะสมได้มากสุดคือ ร้อยละ 54.5 ของน้ าหนักเซลล์แห้ง ตามมาด้วยกลูโคสและ        
กลีเซอรอลหยาบ ที่ผลิตได้ร้อยละ 49 และ 28.8 ของน้ าหนักเซลล์แห้ง ตามล าดับ  

งานวิจัยของ Moreno et al. (2015) ศึกษาการผลิต PHB จากกลีเซอรอลดิบที่ได้จากโรงงาน 

ไบโอดีเซลในประเทศโคลอมเบีย โดยใช้ Bacillus sp. ที่คัดเลือกจากแหล่งต่างๆ ได้แก่ ดินในสวน น้ า

ในล าน้ าธรรมชาติ เกลือทะเล กากตะกอนน้ าเสีย และกลีเซอรอลดิบ พบว่า มี 3 สายพันธุ์จาก 15 

สายพันธุ์ที่สามารผลิต PHB ได้มาก คือ Bacillus megaterium B1, B2 และ B8 จากนั้นน ามาศึกษา

การผลิต PHB ในระดับฟลาสก์ โดยใช้กลีเซอรอล และไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  เป็นแหล่ง

คาร์บอน และแหล่งไนโตรเจน ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 28 ชั่วโมง พบว่า Bacillus megaterium B2 สามารถผลิต PHB ได้ดีที่สุด (0.0210 กรัม

ต่อลิตรต่อชั่วโมง) จากนั้นน าไปศึกษากระบวนการแบบกะ ในถังปฏิกรณ์ขนาด 7.5 ลิตร ควบคุมอัตรา

การให้อากาศ 4 ลิตรต่อนาที ความเร็วรอบของใบพัด 400 รอบต่อนาที pH ที่ 7 พบว่า สามารถผลิต 

PHB ได้สูงสุด 1.2 กรัมต่อลิตร ที่เวลา 11 ชั่วโมง เมื่อเทียบกับการศึกษาในระดับฟลาสก์ที่ได้เพียง 

0.43 กรัมต่อลิตร ที่เวลา 14 ชั่วโมง แสดงให้เห็นว่าการเพาะเลี้ยงในถังปฏิกรณ์สามารถเพ่ิมผลผลิต

จากในระดับฟลาส์ถึงร้อยละ 179  

2.9 วัสดุเหลือทิ้งประเภทลิกโนเซลลูโลส (lignocellulosic wastes) 

วัสดุเหลือทิ้งประเภทลิกโนเซลลูโลส (lignocellulosic wastes) เป็นวัตถุดิบที่และชีวมวล
ทดแทนที่มีมากที่สุดในธรรมชาติ (Saratale et al., 2014) โดยทั่วไปจะเป็นวัสดุที่เหลือทิ้งหลังการ
เก็บเกี่ยวในไร่นาต่างๆ เช่น ฟางข้าว, เปลือกข้าว, แกลบ, ร าข้าว, ชานอ้อย, เปลือกข้าวโพด, ซัง
ข้าวโพด และเส้นใยข้าวโพด เป็นต้น วัสดุที่เหลือจากอุตสาหกรรมต่างๆ เช่น กากน้ าตาล, ทะลาย
ปาล์มเปล่า, เปลือกถั่ว, เปลือกมะพร้าว, เศษกระดาษ เป็นต้น หรือเป็นวัสดุเหลือทิ้งจากไม้ เช่น ขี้
เลื่อยจากทั้งไม้เนื้ออ่อนและไม้เนื้อแข็ง เป็นต้น รวมถึงวัชพืชในน้ า เช่น ผักตบชวา, จอก และแหน 
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เป็นต้น โดยวัสดุเหลือทิ้งประเภทลิกโนเซลลูโลสมีองค์ประกอบหลักเป็นเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และ
ลิกนิน ที่เป็นองค์ประกอบภายในโครงสร้างของผนังเซลล์ (Lee, 2008) 

2.9.1 องค์ประกอบของวัสดุเหลือทิ งประเภทลิกโนเซลลูโลส 

ประกอบด้วยเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ในอัตราส่วนที่แตกต่างกัน โดยจะ
ขึ้นอยู่กับประเภทของลิกโนเซลลูโลส โดยทั่วไปพบเซลลูโลสร้อยละ 40-60 เฮมิเซลลูโลสร้อยละ 20-
30 และลิกนินร้อยละ 15-30 (Lee, 2008)  

 เซลลูโลส (cellulose)  

เซลลูโลส [C6H10O5]n เป็นพอลิแซ็กคาไรด์ที่พบมากที่สุดในผนังเซลล์พืช ซึ่งเป็นโฮโม 
พอลิเมอร์มีลักษณะเป็นเส้นตรง ไม่มีกิ่งก้าน เกิดจากกลูโคส (D-glucose) เชื่อมต่อด้วยพันธะบีต้า 
1,4-ไกลโคซิดิก (-1,4-glycosidic bond) ต่อกันเป็นสายยาวถึง 2,000-10,000 หน่วยกลูโคส  ดังรูป
ที่ 7 โดยแต่ละสายของเซลลูโลสจะสร้างพันธะไฮโดรเจน (hydrogen bond) และพันธะแวนเดอร์
วาลส์ (Van der Waals bond) เชื่อมต่อระหว่างสายประมาณ 20-300 สาย เกิดเป็นไมโครไฟบริล 
(microfibril) ซึ่งล้อมรอบด้วยเฮมิเซลลูโลสและลิกนิน โดยทั่วไปในธรรมชาติพบเซลลูโลส 2 แบบ คือ 
crystalline cellulose แ ล ะ  amorphous cellulose ส่ ว น ข อ ง  crystalline cellulose จ ะ มี
โครงสร้างเป็นผลึก ซึ่งจะมีความแข็งแรงมากกว่า amorphous cellulose ที่มีโครงสร้างไม่แน่นอน 
จึ งท า ให้  crystalline cellulose ไฮ โด รไลซ์ ด้ ว ย เอน ไซม์ ย ากกว่ า  amorphous cellulose 
(Laureano-Perez et al., 2005) 

รูปที่ 7 โครงสร้างทางเคมีของเซลลูโลส 
ที่มา : ดัดแปลงจาก Ghaemi et al. (2019) 
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 เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) 

เฮมิเซลลูโลส [C5H8O4]n หรือ [C6H10O5]n เป็นพอลิแซ็กคาไรด์ที่พบรองลงมาจาก
เซลลูโลสมีโครงสร้างซับซ้อน โครงสร้างเป็นสายกิ่งมาก ท าให้เฮมิเซลลูโลสมีโครงสร้างเป็นแบบ 
amorphous hemicellulose เฮมิ เซลลู โลสจัด เป็ น เฮท เทอโรพอลิแซ็กคาไรด์  เนื่ องจากมี
องค์ประกอบเป็นน้ าตาลหลายชนิด เช่น ไซโลส (D-xylose), อะราบิโนส (L-arabinose), กาแลคโตส 
(D-galactose), และแมนโนส (D-mannose) ซึ่งเฮมิเซลลูโลสสามารถแบ่งออกเป็น 3 ประเภทจาก
สาย โซ่ ห ลั ก  ได้ แก่  ไซแลน  (xylan), ก าแลกแตน  (galactan), และแมนแนน  (mannan) 
(Holtzapple, 2003) เช่น กลูคูโรโนไซแลน  (glucuronoxylan) ซึ่งเป็นเฮมิเซลลูโลสหลักในไม้เนื้อ
แข็ ง  กาแลคโตกลู โคแมนแนน  (galactoglucomannan) และอะราบิ โนกลู คู โร โน ไซแลน 
(arabinoglucuronoxylan) เป็นเฮมิเซลลูโลสหลักในไม้เนื้ออ่อน เป็นต้น (Pu et al., 2008) โดยสาย
โซ่หลักเกิดจากมอนอเมอร์เชื่อมต่อด้วยพันธะบีต้า 1,4-ไกลโคซิดิก เช่น อะราบิโนกลูคโูรโนไซแลนเกิด
จากไซโลสเชื่อมต่อด้วยพันธะบีต้า 1,4-ไกลโคซิดิก เกิดเป็นไซแลนที่เป็นสายโซ่สาย มีกรดกลูคูโรนิก 
และน้ าตาลอะราบิโนส เชื่อมต่อออกจากสายโซ่หลักด้วยพันธะแอลฟา 1,2-ไกลโคซิดิก (α-1,2-
glycosidic bond) และแอลฟา 1,3-ไกลโคซิดิก (α-1,3-glycosidic bond) ตามล าดับ (Bastawde, 
1992) ดังรูปที่ 8 

รูปที่ 8 โครงสร้างของเฮมิเซลลูโลสแบบอะราบิโนกลูคูโรโนไซแลน 
ที่มา : ดัดแปลงจาก Bastawde (1992) 
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 ลิกนิน (lignin) 

ลิกนิน [C10H12O4]n เป็นสารประกอบอะโรมาติก ที่สังเคราะห์จากปฏิกิริยาพอลิเมอไรซ์
เซชั่น  ของอนุ พันธ์ ฟีนิลโพรเพน (phenylpropane) 3 ชนิด คือ coniferyl alcohol, sinapyl 
alcohol และ p-coumaryl alcohol (Pu et al., 2008) ดั งรูปที่  9  ลิ กนิ น เป็ นพอลิ เมอร์ที่ มี
โครงสร้างเป็น 3 มิติ ไม่มีรูปผลึก โดยจะพบลิกนินในผนังเซลล์พืชอยู่ร่วมกับเซลลูโลสและเฮมิ
เซลลูโลส โดยลิกนินมีหน้าที่ในการยึดเกาะเส้นใยเข้าด้วยกัน นอกจากนี้ ยังป้องกันการท าลายผนัง
เซลล์พืช และป้องกันไม่ให้เซลลูโลสถูกท าลายจากการย่อยสลายของจุลินทรีย์ โดยปริมาณลิกนินเป็น
ตัวก าหนดความแข็งแรงโครงสร้างลิกโนเซลลูโลส และในลิกโนเซลลูโลสแต่ละชนิดจะมีปริมาณ    
ลิกนินแตกต่างกัน เช่น ไม้เนื้ออ่อนมีปริมาณลิกนินสูงกว่าลิกโนเซลลูโลสอ่ืน ท าให้แยกเซลลูโลสออก
จากโครงสร้างลิกโนเซลลูโลสได้ยาก (Ghaemi et al., 2019) 

รู ป ที่  9 โค ร งส ร้ า งข อ ง (a) coniferyl alcohol (b) sinapyl alcohol แล ะ  (c) p-coumaryl 
alcohol 
ที่มา : ดัดแปลงจาก Pu et al. (2008)  

2.10 กระบวนการปรับสภาพ (pretreatment) 

กระบวนการปรับสภาพวัตถุดิบเป็นการกระตุ้นให้มีการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติทางด้าน
กายภาพ โดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือก าจัดลิกนิน ที่เคลือบโครงสร้างของเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส และ
ช่วยเพ่ิมขนาดรูพรุนของตัววัตถุดิบ ลดการเกิดผลึกของเซลลูโลส (cellulose crystallinity) ท าให้
เอนไซม์สามารถเข้าท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลสให้เป็นน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวได้
ง่ายขึ้น (Sun and Cheng, 2002) ดังแสดงในรูปที่ 10 โดยกระบวนการปรับสภาพวัตถุดิบสามารถ
แบ่งออกเป็น 4 ประเภท ได้แก่ การปรับสภาพทางกายภาพ การปรับสภาพทางกายภาพร่วมกับเคมี 
การปรับสภาพทางเคมี และการปรับสภาพทางชีวภาพ 
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รูปที่ 10 องค์ประกอบทางเคมีของลิกโนเซลลูโลส 
 

2.10.1 การปรับสภาพทางกายภาพ (physical pretreatment) 

 การใช้แรงทางกล (mechanical communition)  

เป็นวิธีการลดขนาดของลิกโนเซลลูโลสให้มีขนาดเล็กลงโดยทางกล ซึ่งสามารถลดผลึก
ของเซลลูโลส (cellulose crystallinity) และเพ่ิมพ้ืนที่ผิวในการเกิดปฏิกิริยาให้มากขึ้น เช่น การบด 
การโม่ การเขย่าวัตถุดิบ เป็นต้น วัตถุดิบที่ผ่านการบดหยาบจะมีขนาด 10-30 มิลลิเมตร และวัตถุดิบ
ที่ผ่านการบดละเอียดจะมีขนาด 0.2-2 มิลลิเมตร (Sun and Cheng, 2002) 

 การแยกสลายด้วยความร้อน (pyrolysis)  

เป็นวิธีการอบที่ใช้ความร้อนที่อุณหภูมิสูงกว่า 300 องศาเซลเซียส เซลลูโลสจะเกิด
การไฮโดรไลซ์อย่างรวดเร็ว กลายเป็นผลผลิตในสภาพของแก๊สและส่วนที่เหลือเป็นถ่าน (Kilzer and 
Broido, 1965; Shafizadeh and Bradbury, 1979) แต่ข้อเสียของวิธีนี้ คือ เมื่อใช้อุณหภูมิต่ ากว่า 
300 องศาเซลเซียส การแยกสลายจะเกิดได้ช้า การแยกสลายด้วยความร้อน โดยใช้กรดซัลฟิวริก
ความเข้มข้น 1 นอร์มัล ที่อุณหภูมิ 97 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2.5 ชั่วโมง สามารถไฮโดรไลซ์
เซลลูโลสให้เป็นน้ าตาลรีดิวซ์ได้ถึงร้อยละ 80-85 และโดยได้กลูโคสมากกว่าร้อยละ 50 (Fan et al., 
1987) 

2.10.2 การปรับสภาพทางกายภาพร่วมกับเคมี (physico-chemical pretreatment) 

 การระเบิดด้วยไอน ้า (steam explosion : autohydrolysis) 

เป็นวิธีการที่น าวัตถุดิบที่ผ่านการลดขนาดแล้วมาให้ความร้อนด้วยไอน้ าอ่ิมตัวที่ความ
ดันสูง และลดความดันลงอย่างรวดเร็ว ท าให้เซลล์พืชระเบิดออกมา และเกิดการแยกตัวของเซลลูโลส 
เฮมิเซลลูโลส และลิกนินออกจากกัน การระเบิดด้วยไอน้ าจะท าที่อุณหภูมิ 160-260 องศาเซลเซียส 
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ความดัน 0.69-4.83 เมกะปาสคาล วัตถุดิบจะผสมกับไอน้ าอ่ิมตัวแล้วระเบิดออกมา ท าให้เฮมิ
เซลลูโลสสลายตัว และลิกนินเกิดการเปลี่ยนรูปที่อุณหภูมิสูง ส่งผลให้การไฮโดรไลซ์เซลลูโลสได้ดีขึ้น 
โดยในงานวิจัยของ Grous et al. (1986) พบว่า เศษไม้ที่ปรับสภาพด้วยวิธีนี้ สามารถไฮโดรไลซ์ด้วย
เอนไซม์ในเวลา 24 ชั่วโมง ได้ประสิทธิภาพถึงร้อยละ 90 ในขณะที่เศษไม้ที่ไม่ได้ปรับสภาพ สามารถ
ไฮโดรไลซ์ได้เพียงร้อยละ 15 เท่านั้น โดยปัจจัยที่มีผลต่อวิธีการนี้ คือ เวลาที่ใช้ อุณหภูมิ ขนาดของ
วัตถุดิบ และปริมาณความชื้น (Duff and Murray, 1996) ข้อดีของวิธีนี้ คือ ใช้พลังงานต่ า เมื่อเทียบ
กับวิธีการลดขนาดทางกล ซึ่งใช้พลังงานถึงร้อยละ 70 แต่ให้ผลที่ใกล้เคียงกัน (Holtzapple et al., 
1989) วิธีการนี้จะไม่มีของเหลือทิ้ง และลดค่าใช้จ่ายในด้านสิ่งแวดล้อม เหมาะกับการปรับสภาพไม้
เนื้อแข็งและวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรมากกว่าไม้เนื้ออ่อน (Clark and Mackie, 1987) แต่มี
ข้อจ ากัดคือ วิธีนี้จะท าลายโครงสร้างของไซแลน และท าลายโครงสร้างของลิกนินไม่สมบูรณ์ ท าให้
เกิดสารประกอบที่ไปยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ การไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์ และกระบวนการ
หมักได้ (Mackie et al., 1985) ซึ่งจะต้องมีการก าจัดสารยับยั้งโดยการล้างน้ า แต่อาจท าให้น้ าตาลที่
ละลายน้ าได้ถูกก าจัดออกไปด้วย (McMillan, 1994) 

 การระเบิดด้วยแอมโมเนีย (ammonia fiber explosion, AFEX)  

เป็นวิธีการใช้แอมโมเนียเหลวภายใต้อุณหภูมิและความดันสูงเป็นเวลาระยะหนึ่ง และ
ลดความดันอย่างรวดเร็ว โดยทั่วไปจะใช้แอมโมเนียเหลว 1-2 กิโลกรัมต่อน้ าหนักแห้งของชีวมวล ที่
อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที วิธีนี้ไม่มีผลต่อปริมาณของเฮมิเซลลูโลส เนื่องจากเฮมิ
เซลลูโลสไม่สามารถละลายในวิธีการระเบิดด้วยแอมโมเนีย ซึ่งจะส่งผลให้กระบวนการแซ็กคาริฟิเคชัน 
(Saccharification) เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสดีขึ้น เช่น หญ้าเบอร์มูดา (มีลิกนินร้อยละ 5) และชาน
อ้อย (มีลิกนินร้อยละ 15) ที่ปรับสภาพด้วย AFEX เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสถูกไฮโดรไลซ์มากกว่า
ร้อยละ 90  (Holtzapple et al., 1991) ข้อดีของวิธีนี้ คือ แอมโมเนียสามารถน ากลับมาใช้ใหม่ได้ 
สามารถลดต้นทุนการผลิต ไม่เกิดเป็นของเสีย รักษาสิ่งแวดล้อม วิธีนี้ไม่เกิดสารประกอบยับยั้งการ
เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส เมื่อเทียบกับการปรับสภาพด้วยการระเบิดด้วยไอน้ า จึงไม่ต้องมีขั้นตอนการ
ล้างน้ า และไม่ต้องลดขนาดของวัตถุดิบก่อน แต่วิธีนี้ ไม่เหมาะสมกับพืชที่มีลิกนินอยู่มาก เช่น
หนังสือพิมพ์ (มีลิกนินร้อยละ 18-30) และเศษไม้ (มีลิกนินร้อยละ 25) เป็นต้น โดยเกิดการ    
ไฮโดรไลซิสหนังสือพิมพ์ และเศษไม้ที่ปรับสภาพด้วย AFEX ได้เพียงร้อยละ 40 และ 50 ตามล าดับ
(McMillan, 1994) 
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 การระเบิดด้วยคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2 explosion) 

เป็นวิธีการใช้คาร์บอนไดออกไซด์ที่อุณหภูมิต่ า เมื่อละลายในน้ า แก๊สจะเกิดเป็นกรด
คาร์บอนิก (carbonic acid) ขึ้น และเข้าท าปฏิกิริยาย่อยสลายลิกโนเซลลูโลส ซึ่งจะช่วยเพ่ิมอัตรา
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเซลลูโลส โดยในงานวิจัยของ Dale and  Moreira (1982) ใช้วิธีการระเบิดด้วย
คาร์บอนไดออกไซด์ในการปรับสภาพต้นอัลฟัลฟ่า (Alfalfa) โดยใช้คาร์บอนไดออกไซด์ 4 กิโลกรัมต่อ
เส้นใย 1 กิโลกรัม ที่ความดัน 5.62 เมกะปาสคาล ท าให้ได้กลูโคสร้อยละ 75 จากการไฮโดรไลซ์ด้วย
เอนไซม์เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ซึ่งผลผลิตที่ต่ ากว่าการปรับสภาพด้วยวิธีการการระเบิดด้วยไอน้ า และ
วิธีการระเบิดด้วยแอมโมเนีย แต่ได้ผลผลิตสูงกว่าการไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์โดยไม่ต้องปรับสภาพ  
และในงานวิจัยของ Zheng et al. (1998) ได้เปรียบเทียบการปรับสภาพกระดาษรีไซเคิล ชานอ้อย 
และของเสียจากกระดาษรีไซเคิล ด้วยวิธีการระเบิดด้วยคาร์บอนไดออกไซด์ วิธีการระเบิดด้วยไอน้ า 
และวิธีการระเบิดด้วยแอมโมเนีย พบว่า การปรับสภาพด้วยวิธีการระเบิดด้วยคาร์บอนไดออกไซด์ลด
ค่าใช้จ่ายได้มากกว่าวิธีการการระเบิดด้วยแอมโมเนีย และไม่เกิดสารประกอบยับยั้งเหมือนกับที่พบใน
วิธีการระเบิดด้วยไอน้ า  

 การปรับสภาพด้วยคลื่นไมโครเวฟ (microwave pretreatment)  

เป็นวิธีการที่ใช้ความร้อนจากคลื่นไมโครเวฟในการปรับสภาพวัตถุดิบ และมีการใช้
สารเคมีเจือจางร่วมด้วยในการแช่วัตถุดิบในขณะให้ความร้อนด้วยคลื่นไมโครเวฟ (Radhakrishin, 
2009) คลื่นไมโครเวฟเป็นวิธีการท าความร้อนซึ่งใช้สนามแม่เหล็กไฟฟ้าโดยตรงกับโครงสร้างโมเลกุล
ของวัตถุดิบที่ให้ความร้อน ซึ่งก่อให้เกิดปฏิกิริยาทางฟิสิกส์ เคมี หรือชีวภาพ จึงได้น ามาประยุกต์ใช้ใน
การปรับสภาพวัตถุดิบซึ่งจะท าให้วัตถุดิบบวมและแตกออก เป็นการเพ่ิมพ้ืนที่ผิวจ าเพาะ ลดการเกิด
พอลิเมอร์ ลดความเป็นผลึกของเซลลูโลส และท าลายโครงสร้างลิกนิน ท าให้เอนไซม์สามารถเข้าท า
ปฏิกิริยาได้ (Peng et al., 2014) เป็นวิธีที่ง่ายต่อการควบคุม สามารลดขนาดของเครื่องมือใน
กระบวนการได้ และลดของเหลือทิ้ง โดยในงานวิจัยของ Zhu et al. (2006) พบว่า การใช้คลื่น
ไมโครเวฟร่วมกับสารละลายด่างมีประสิทธิภาพในการปรับสภาพมากกว่าการใช้คลื่นไมโครเวฟ
ร่วมกับสารละลายกรด  

2.10.3 การปรับสภาพทางเคมี (chemical pretreatment) 

 การท้าปฏิกิริยากับโอโซน (ozonolysis) 

โอโซนสามารถท าลายโครงสร้างของลิกนิน และเฮมิเซลลูโลสได้ ซึ่งไม่มีผลกระทบกับ
เซลลูโลสในโครงสร้างวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส เช่น ฟางข้าว ชานอ้อย เปลือกถั่ว เป็นต้น จาก
งานวิจัยของ Vidal and  Molinier (1988) เมื่อใช้โอโซนในการปรับสภาพฟางข้าวสาลี สามารถ
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ก าจัดลิกนินได้ถึงร้อยละ 60 และเพ่ิมอัตราการเกิดไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์ได้ 5 เท่า และในการปรับ
สภาพขี้เลื่อยของต้นพอปลาร์ด้วยโอโซน สามารถเพ่ิมผลผลิตจากการไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์จากร้อย
ละ 0 เป็นร้อยละ 57 และลดปริมาณลิกนินจากร้อยละ 29 เป็นร้อยละ 8 ซึ่งข้อดีของการใช้โอโซนใน
การปรับสภาพวัตถุดิบ คือ สามารถก าจัดลิกนินได้ ไม่ท าให้เกิดสารพิษตกค้างในกระบวนการปลายน้ า 
และสามารถท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิและความดันห้องได้ แต่มีข้อเสีย คือ ความต้องการใช้ปริมาณ
โอโซนที่มาก ท าให้ต้นทุนการผลิตสูง (Sun and Cheng, 2002) 

 การปรับสภาพด้วยกรด (acid pretreatment) 

ชนิดของกรดที่น ามาใช้ในการปรับสภาพวัตถุดิบมีหลายชนิด ได้แก่ กรดซัลฟิวริก 
ไฮโดรคลอริก ไนตริก และฟอสฟอริก ซึ่งการไฮโดรไลซ์ด้วยกรดมี 2 วิธี คือ การไฮโดรไลซ์กรดเจือจาง 
และการไฮโดรไลซ์กรดเข้มข้น 

o การปรับสภาพด้วยกรดเจือจาง  

เป็นวิธีหนึ่งที่ได้รับความสนใจศึกษากันอย่างมากและแพร่หลายที่สุด (Mussatto et 
al., 2005) การปรับสภาพด้วยกรดซัลฟิวริกเจือจางสามารถเพ่ิมอัตราการเกิดปฏิกิริยาและมีการ
ไฮโดรไลซ์เซลลูโลสได้สูง (Esteghlalian et al., 1997) โดยการปรับสภาพด้วยกรดเจือจางที่อุณหภูมิ
ต่ ากว่า 160 องศาเซลเซียส สามารถเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของเฮมิเซลลูโลส โดยเปลี่ยนไซแลนเป็น
ไซโลสได้อย่างมีประสิทธิภาพ และในการปรับสภาพด้วยกรดเจือจางที่อุณหภูมิสูงกว่า 160 องศา
เซลเซียส จะท าให้เกิดการไฮโดรไลซ์เซลลูโลสได้มาก ได้ปริมาณน้ าตาลกลูโคสสูง และมีการสลายตัว
ของลิกนิน (McMillan, 1994) แม้ว่าการปรับสภาพกรดแบบเจือจางจะสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการ
ไฮโดรไลซ์เซลลูโลสได้ แต่ในการปรับสภาพ ความเข้มข้นของกรดที่ใช้ และอุณหภูมิที่ใช้ปรับสภาพ
อาจจะมีผลท าให้เกิดสารพิษ หรือสารยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ได้ ซึ่งจ าเป็นต้องก าจัดออก
ก่อนน าวัตถุดิบไปไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์ และต้องท าให้วัตถุดิบมีค่าเป็นกลางก่อน นอกจากนี้
ค่าใช้จ่ายในการปรับสภาพที่สูงกว่ากระบวนการปรับสภาพทางกายภาพร่วมกับเคมีบางอย่าง เช่น 
การระเบิดด้วยไอน้ า หรือ AFEX (Sun and Cheng, 2002) 

o การปรับสภาพด้วยกรดเข้มข้น 

กรดเข้มข้นที่นิยมใช้ในการปรับสภาพ คือ กรดซัลฟิวริก และไฮโดรคลอริก ได้ถูก
น ามาใช้ในการปรับสภาพวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสซึ่งเป็นสารที่มีฤทธิ์ในการไฮโดรไลซ์เซลลูโลส
ได้สูง แต่ข้อเสียของวิธีนี้คือ กรดเข้มข้นเป็นมีความเป็นพิษ สามารถกัดกร่อน และเป็นอันตรายอย่าง
มาก ซึ่งต้องใช้เครื่องปฏิกรณ์ที่ทนต่อการกัดกร่อน นอกจากนี้  กรดเข้มข้นที่ใช้ในการปรับสภาพ
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จะต้องถูกน ามากลับมาใช้ใหม่หลังการไฮโดรไลซิส เพ่ือให้การใช้กระบวนการนี้มีความเป็นไปได้ในทาง
เศรษฐกิจ (Sivers and Zacchi, 1995) 

 การปรับสภาพด้วยด่าง (alkaline pretreatment) 

เป็นวิธีการที่สามารถไฮโดรไลซ์เฮมิเซลลูโลสและลดปริมาณลิกนินได้ ท าให้เซลลูโลส
ถูกไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์ได้ง่าย โดยกลไกของการไฮโดรไลซ์ด้วยด่างเกิดจากปฏิกิริยาซาพอนนิฟิเค
ชัน (saponification) ของพันธะเอสเทอร์ที่เชื่อมโยงภายในโมเลกุลของไซแลน หรือระหว่างโมเลกุล
ของเฮมิเซลลูโลสกับลิกนิน ท าให้เกิดช่องว่างในวัตถุดิบมากขึ้น (Tarkow and Feist, 1969) โดย
ประสิทธิภาพของการปรับสภาพด้วยด่าง ขึ้นอยู่กับปริมาณลิกนินในวัตถุดิบ (Fan et al., 1987)  ซึ่ง
สารเคมีที่ใช้ปรับสภาพ เป็นสารที่ไม่เป็นพิษและไม่กัดกร่อน เช่น แอมโมเนีย, โซเดียมไฮดรอกไซด์, 
โซเดียมคาร์บอเนต และแคลเซียมไฮดรอกไซด์ (Kim et al., 2016)  

การใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์เจือจางในการปรับสภาพวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส จะ
ท าให้เกิดการบวมของโครงสร้างลิกโนเซลลูโลส ซึ่งเป็นการเพ่ิมพ้ืนที่ผิวภายในโมเลกุล ลดระดับของ
การเกิดพอลิเมอร์ ลดความเป็นผลึก การแยกโครงสร้างที่เชื่อมต่อระหว่างลิกนินและคาร์โบไฮเดรต 
และท าลายโครงสร้างของลิกนิน (Fan et al., 1987) จากงานวิจัยของ Millet et al. (1976) ได้ใช้
โซเดียมไฮดรอกไซด์เจือจางในการปรับสภาพไม้เนื้อแข็ง พบว่า สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการ
ไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์จากร้อยละ 14 เป็นร้อยละ 55 และลดปริมาณของลิกนินจากร้อยละ 24-55 
เหลือเพียงร้อยละ 20 แต่พบว่า การใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์ไม่มีผลกับไม้เนื้ออ่อนที่มีปริมาณของ
ลิกนินมากกว่าร้อยละ 26  

 การก้าจัดลิกนินโดยปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidative delignification) 

เป็นวิธีการย่อยสลายของลิกนินด้วยเปอร์ออกซิเดส (peroxidase) ในสภาวะที่มี
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ในงานวิจัยของ Azzam (1989) ศึกษาการปรับสภาพชานอ้อยด้วยไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์ โดยน าวัตถุดิบที่มีปริมาณของลิกนินร้อยละ 50 และปริมาณเฮมิเซลลูโลสที่มาก มา
ละลายในไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ความเข้มข้นร้อยละ 2 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใน 8 
ชั่วโมง และน ามาไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่า
ประสิทธิภาพการผลิตน้ าตาลกลูโคสจากเซลลูโลสเป็นร้อยละ 95 และในงานวิจัยของ Bjerre et al. 
(1996) ใช้วิธีการย่อยเปียก (wet oxidation) และการปรับสภาพด้วยด่างในการปรับสภาพฟางข้าว
สาลี โดยใช้ฟางข้าวสาลี 20 กรัม/ลิตร ท าปฎิกิริยาที่อุณหภูมิ 170 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5–10 
นาที พบว่า ประสิทธิภาพการผลิตน้ าตาลกลูโคสจากเซลลูโลสเป็นร้อยละ 85  
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 การใช้ตัวท้าละลายอินทรีย์ (organosolv process) 

เป็นวิธีการใช้ตัวท าละลายอินทรีย์ในการปรับสภาพวัตถุดิบ จะใช้ตัวท าละลายอินทรีย์
ร่วมกับตัวเร่งปฏิกิริยากรดอนินทรีย์และกรดอินทรีย์ เพ่ือท าลายพันธะภายในของลิกนินและเฮมิ
เซลลูโลส โดยตัวท าละลายอินทรีย์ที่ใช้ในการปรับสภาพ ได้แก่ เมทานอล, เอทานอล, อะซิโตน,    
เอธิลีนไกลคอล และไตรเอธิลีนไกลคอล เป็นต้น (Thring et al., 1990) กรดอนินทรีย์และกรด
อินทรีย์ที่ใช้เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาในการใช้ตัวท าละลายอินทรีย์ เช่น กรดซัลฟิวริก, กรดไฮโดรคลอริก, 
กรดออกซาลิก, กรดแอซีทิลซาลิไซลิก และกรดซาลิไซลิก เป็นต้น ซึ่งเมื่อเติมกรดลงในกระบวนการ 
จะท าให้ได้ปริมาณไซโลสสูง แต่เมื่อท าปฏิกิริยาอุณหภูมิสูงกว่า 185 องศาเซลเซียส ไม่จ าเป็นที่
จะต้องเติมตัวเร่งปฏิกิริยาในการก าจัดลิกนิน (Sarkanen, 1980) ซึ่งในการใช้ตัวท าละลายอินทรีย์จะ
มีข้อจ ากัด คือตัวท าละลายที่ใช้ในกระบวนการนี้จ าเป็นต้องระบายออกจากเครื่องปฏิกรณ์ โดยการ
ระเหย และน ากลับมาใช้ใหม่เพ่ือลดต้นทุน การก าจัดตัวท าละลายออกจากระบบเป็นสิ่งจ าเป็น 
เนื่องจากตัวท าละลายสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ การไฮโดรไลซ์ของเอนไซม์ และ
กระบวนการการหมักได้ (Sun and Cheng, 2002) 

2.10.4 การปรับสภาพทางชีวภาพ (biological pretreatment)  

จุลินทรีย์สามารถน ามาใช้ในการปรับสภาพวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสได้ และยัง
ช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในไฮโดรไลซ์วัตถุดิบด้วยเอนไซม์ โดยจุลินทรีย์จะย่อยสลายลิกนินและเฮมิ
เซลลูโลส เซลลูโลสจะถูกย่อยสลายได้น้อยมาก เนื่องจากเซลลูโลสมีโครงสร้างที่แข็งแรง จึงสามารถ
ย่อยได้ยากกว่าโครงสร้างอ่ืน มีการใช้จุลินทรีย์ชนิดราผุสีน้ าตาล (brown-rot fungi), ราผุสีขาว 
(white-rot fungi) และราผุอ่อน (soft-rot fungi) ในการปรับสภาพวัตถุดิบ โดยราผุสีน้ าตาล จะ
ท าลายโครงสร้างของเซลลูโลสเป็นหลัก แต่ราผุสีขาวและราผุอ่อน จะท าลายทั้งโครงสร้างเซลลูโลส 
และลิกนิน (Sun and Cheng, 2002) ซึ่งราผุสีขาวเป็นราที่มีประสิทธิภาพสูงสุดส าหรับการปรับ
สภาพทางชีวภาพของวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส (Fan et al., 1987)  

จุลินทรีย์ที่นิยมน ามาใช้ในการปรับสภาพ เช่น Phanerochaete chrysosporium, 
Ceriporia lacerata, Cyathus stercolerus, Ceriporiopsis subvermispora, Pycnoporus 
cinnarbarinus และ Pleurotus ostreaus ซึ่งเป็นจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพสูงในการปรับสภาพ
วัตถุดิบทางชีวภาพ (Sreenath et al., 2001) ในงานวิจัยของ Akin et al. (1995) ศึกษาการย่อย
สลายทางชีวภาพของหญ้าแพรกโดยใช้ Ceriporiopsis subvermispora และ Cyathus stercoreus 
พบว่า หลังจาก 6 สัปดาห์ มีการย่อยสลายทางชีวภาพ คิดเป็นร้อยละ 29-32 และร้อยละ 63-77 
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ตามล าดับ ข้อดีของการปรับสภาพทางชีวภาพ คือ ใช้พลังงานต่ า และสภาวะแวดล้อมที่ไม่รุนแรง แต่
มีอัตราการย่อยสลายในการปรับสภาพทางชีวภาพน้อยมาก (Sun and Cheng, 2002) 

2.11 การไฮโดรไลซ์เซลลูโลสด้วยเอนไซม์ (enzymatic hydrolysis of cellulose) 

 การไฮโดรไลซ์เซลลูโลสด้วยเซลลูเลส (cellulase) จะได้ผลิตภัณฑ์ของการไฮโดรไลซิสเป็น
น้ าตาลรีดิวซ์ (reducing sugar) คือ กลูโคส โดยต้นทุนการใช้เอนไซม์ในการการไฮโดรไลซ์เซลลูโลส
จะต่ ากว่าการใช้กรดหรือด่าง เนื่องจากการไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์มักเกิดขึ้นในสภาวะที่ไม่รุนแรง (pH 
4.8 และอุณหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียส) และไม่มีปัญหาเรื่องการกัดกร่อน (Duff and Murray, 
1996) ซึ่งในธรรมชาติพบจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเซลลูเลสส าหรับการไฮโดรไลซ์วัตถุดิบประเภทลิกโน
เซลลูโลสได้ ทั้ งในจุลินทรีย์ที่ต้องการออกซิเจน (aerobic), จุลินทรีย์ที่ ไม่ต้องการออกซิเจน 
(anaerobic),  จุลินทรีย์ที่ ชอบอุณหภูมิปานกลาง (mesophilic) และจุลินทรีย์ที่ทนร้อนได้ 
(thermophilic) ซึ่งแบคทีเรียที่สามารถผลิตเซลลูเลสส าหรับการไฮโดรไลซ์วัตถุดิบประเภทลิกโน
เ ซ ล ลู โ ล ส ไ ด้  ไ ด้ แ ก่  Clostridium, Cellulomonas, Bacillus, Thermomonospora, 
Ruminococcus, Bacteriodes, Erwinia, Acetovibrio, Microbispora และ Streptomyces เป็น
ต้น (Bisaria, 1991) โดย Clostridium thermocellum และ Bacteroides cellulosolvens เป็น
แบคทีเรียที่ไม่ต้องการออกซิเจนที่สามารถผลิตเซลลูเลสที่มีกิจกรรมจ าเพาะ (specific activity) สูง 
แต่สามารถผลิตเซลลูเลสได้ปริมาณน้อย เนื่องจากแบคทีเรียที่ไม่ต้องการออกซิเจนมีอัตราการ
เจริญเติบโตที่ต่ า และต้องการสภาวะการเจริญเติบโตแบบไม่ใช้ออกซิเจน การวิจัยส่วนใหญ่ส าหรับ
การผลิตเซลลูเลสในเชิงพาณิชย์จึงมุ่งเน้นไปที่รา (Duff and Murray, 1996) และราที่ผลิตเซลลูเลส 
ไ ด้ แ ก่  Sclerotium rolfsii, P. chrysosporium, ส ปี ชี ส์ ข อ ง Trichoderma, Aspergillus, 
Schizophyllum และ Penicillium เป็นต้น ซึ่งราในสปีชีส์ของ Trichoderma ถูกน ามาใช้ในการ
ผลิตเซลลูเลสมากที่สุด (Sternberg, 1976) โดยต้นทุนการใช้เอนไซม์ในการการไฮโดรไลซ์เซลลูโลส
จะต่ ากว่าการใช้กรดหรือด่าง เนื่องจากการไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์มักเกิดขึ้นในสภาวะที่ไม่รุนแรง (pH 
4.8 และอุณหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียส) และไม่มีปัญหาเรื่องการกัดกร่อน (Duff and Murray, 
1996) 

2.11.1 เซลลูเลส (cellulase) 

 เซลลูเลสเป็นเอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซ์โมเลกุลของเซลลูโลสที่เชื่อมต่อด้วย

พันธะบีต้า 1,4-ไกลโคซิดิก ให้ได้เป็นน้ าตาลกลูโคส โดยเซลลูเลสมักจะมีส่วนผสมของเอนไซม์หลาย

ชนิด โดยมีเอนไซม์เชิงซ้อน 3 ชนิดที่ส าคัญของเซลลูเลสทีม่ีส่วนร่วมในกระบวนการไฮโดรไลซิส ได้แก่  
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(1) เอนโดกลูคาเนส (endoglucanase, EC 3.2.1.4) มีหน้าที่ย่อยสลายพันธะบีต้า 

1,4-ไกลโคซิดิกภายในสายเซลลูโลสแบบสุ่มที่เป็นโครงสร้างผลึกให้เป็นเซลลูโลสสายโซ่  

(2) เอกโซกลูคาเนส (exoglucanase, EC 3.2.1.91) หรือที่เรียกว่าเซลโลไบโอไฮโดร

เลส (cellobiohydrolase) มีหน้าที่ย่อยสลายเซลลูโลสสายโซ่ออกจากปลายสายโซ่ ได้เป็นเซลโล

ไบโอส (cellobiose) ซ่ึงเซลโลไบโอสเป็นไดแซ็กคาไรด์ที่ประกอบด้วยน้ าตาลกลูโคส 2 หน่วย 

(3) บีต้ากลูโคซิเดส (β-glucosidase, EC 3.2.1.21) มีหน้าที่ย่อยสลายพันธะบีต้า 

1,4-ไกลโคซิดิกของเซลโลไบโอส ได้เป็นกลูโคส (Sun and Cheng, 2002) 

 นอกจากเซลลูเลส 3 ชนิดที่ส าคัญนี้ ยังมีเอนไซม์อ่ืนๆ ที่ไฮโดรไลซ์เฮมิเซลลูโลส ใน

ระหว่างการไฮโดรไลซ์เซลลู โลสด้วยเซลลูเลส เช่น กลูคู โรนิ เดส (glucuronidase), อะเซทิล    

เอสเตอเรส (acetylesterase), ไซลาเนส (xylanase), บีต้าไซโลซิเดส (β-xylosidase), กาแลคโต

แมนแนนเนส (galactomannanase) และกลูโคแมนแนนเนส (glucomannanase) (Duff and 

Murray, 1996) 

 การไฮโดรไลซ์เซลลูโลสด้วยเซลลูเลสประกอบด้วย 3 ขั้นตอน คือ (1) การดูดซับเซลลู
เลสบนผิวเซลลูโลส (2) การสลายตัวทางชีวภาพของเซลลูโลสไปเป็นน้ าตาลรีดิวซ์ และ (3) การ
ปลดปล่อยเซลลูเลส ซ่ึงกิจกรรมเซลลูเลสจะลดลงในระหว่างการไฮโดรไลซิส เป็นผลมาจากการดูดซับ
เซลลูเลสบนเซลลูโลสที่ไม่สามารถกลับคืนรูปได้ ท าให้เซลลูเลสเสียสภาพไป (Converse et al., 
1988) จึงมีการเติมสารลดแรงตึงผิว (surfactant) ระหว่างการไฮโดรไลซิส เพ่ือปรับเปลี่ยนคุณสมบัติ
ของผิวเซลลูโลส และช่วยให้เซลลูเลสมีความเสถียรมากขึ้น สารลดแรงตึงผิวที่ใช้ในกระบวนการ
ไฮโดรไลซิส  ได้แก่  ทวีน 20 (Tween 20), ทวีน 80 (Tween 80) และพอลี เอทธิลีนไกลคอล 
(polyethylene glycol, PEG) เป็นต้น (Sun and Cheng, 2002) 

2.12 ผักตบชวา (water hyacinth) 

 ผักตบชวา (water hyacinth) มีชื่อวิทยาศาสตร์ คือ Eichhornia crassipes (Mart.) Solms 
จัดอยู่ในวงศ์ผักตบ (Pontederiaceae) มีถิ่นก าเนิดที่ทวีปอเมริกาใต้ ประเทศบราซิล (Hill and 
Coetzee, 2008) เป็นพืชที่เจริญอยู่บนผิวน้ า จัดเป็นประเภทลอยน้ า (floating plant) สามารถลอย
น้ าได้โดยไม่ต้องมีที่ยึดเกาะ (Xia et al., 2013) ล าต้นมีลักษณะสั้นแตกใบเป็นกอ ใบเป็นใบเดี่ยว
คล้ายรูปหัวใจหรือเกือบกลม เป็นมันหนา ก้านใบกลมอวบน้ า ตรงกลางพองออกภายใน เป็นช่อง
อากาศช่วยท าให้พืชสามารถลอยน้ าได้ รากจะแตกออกจากล าต้นตรงบริเวณข้อ รากมีสีม่วงด า ออก
ดอกเป็นช่ออยู่กลางกอ ไม่มีก้านดอก เกิดเป็นช่อที่ปลายยอดมีดอกย่อย 3-25 ดอก สีม่วงอ่อน มีกลีบ
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ดอก 6 กลีบ กลีบบนสุดจะมีขนาดใหญ่กว่ากลีบอ่ืนๆ และจะมีจุดหรือแต้มสีเหลืองที่กลางกลีบ (รูปที่ 
11) สามารถแพร่พันธุ์ได้รวดเร็วมาก (Dersseh et al., 2019) 

รูปที่ 11 ลักษณะของต้นผักตบชวา และดอกผักตบชวา 

 ผักตบชวาสามารถเจริญเติบโตได้ทุกสภาวะแวดล้อม ทั้งในน้ าสกปรกและน้ าสะอาด และ
เจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็ว จึงถือเป็นวัชพืชน้ าที่ส่งผลกระทบต่อหลายด้าน เช่น ด้านการชลประทาน 
เนื่องจากผักตบชวาไปกีดขวางการไหลของน้ า ท าให้อัตราการไหลของน้ าลดลง ก่อให้เกิดการระบาย
น้ าไม่ทัน ด้านกระประมง เนื่องจากผักตบชวาที่ขึ้นอย่างหนาแน่น จะเป็นอุปสรรคต่อการเจริญเติบโต
ของปลาและสิ่งมีชีวิตในแหล่งน้ า และยังท าให้แสงส่องลงในแหล่งน้ าได้ลดลง เป็นผลท าให้พืชที่อาศัย
อยู่ในน้ าและแพลง์ตอนซึ่งเป็นอาหารปลามีปริมาณลดลง ด้านการคมนาคมทางน้ า ผักตบชวาเป็น
อุปสรรคที่กีดขวางการสัญจรทางน้ า ท าให้การสัญจรทางเรือเป็นไปได้ยาก (Dersseh et al., 2019) 

 การเจริญเติบโตของผักตบชวานั้น ไม่ได้เป็นปัญหาแค่ในประเทศไทยเท่านั้น แต่ยังเป็นปัญหา
ให้กับหลายประเทศทั่วโลกอีกด้วย จึงได้มีความคิดที่จะน าผักตบชวามาท าให้เกิดประโยชน์ในด้าน
ต่างๆ เช่น การท าหัตถกรรมเป็นเครื่องมือเครื่องใช้ต่างๆ น ามาท าเป็นอาหารสัตว์ และปุ๋ยหมัก รวมถึง
น ามาใช้เป็นสารตั้งต้นในกระบวนการหมักเพ่ือผลิตสารที่มีมูลค่า เนื่องจากผักตบชวานั้นถือว่าเป็นวัสดุ
เหลือทิ้งประเภทลิกโนเซลลูโลส ซึ่งเป็นทรัพยากรที่สามารถน ากลับมาใช้และสร้างใหม่ได้ จึงเป็น
ทางเลือกในการใช้เป็นสารตั้ งต้นในการผลิต เพ่ือลดต้นทุนการผลิตในภาคอุตสาหกรร มได้ 
(Annamalai et al., 2014; Khanna and Srivastava, 2005) เช่น ในงานวิจัยของ Pawongrat 
(2011) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมไฮโดรไลเสทผักตบชวาโดยหม้อนึ่งไอน้ าแรงดันสูง  เพ่ือ
ผลิตเอทานอล โดยน าผักตบชวาจากส่วนล าต้นและใบมาวิเคราะห์องค์ประกอบเส้นใยของวัตถุดิบ 
ประกอบด้วยเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และ ลิกนิน คิดเป็นร้อยละ 44.71, 14.85 และ 3.06 โดย
น้ าหนัก ตามล าดับ จากนั้นน ามาหาสภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพผักตบชวาโดยใช้วิธีทาง
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กายภาพร่วมกับทางเคมี 3 วิธี คือ (1) น าผักตบชวาไปแช่น้ าเปล่า (2) น าผักตบชวาไปแช่สารละลาย
กรด และ (3) น าผักตบชวาไปแช่สารละลายด่าง ทิ้งไว้ที่อุณภูมิห้อง นาน 6 ชั่วโมง แล้วแยกส่วนที่เป็น
ของเหลวออกก่อนน าไปย่อยด้วยหม้อนึ่งไอน้ าแรงดันสูง จากนั้นน ามาวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลและ
สารประกอบอนุพันธ์ที่เป็นพิษ และวิเคราะห์โครงสร้างวัตถุดิบหลังการปรับสภาพ พบว่า การปรับ
สภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 2 โดยน้ าหนัก ร่วมกับหม้อนึ่งไอน้ าแรงดันสูง เป็น
วิธีการปรับสภาพผักตบชวาที่ดีที่สุด ท าให้ได้เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส สูงถึงร้อยละ 47.38 และ 
23.16 โดยน้ าหนักตามล าดับ และมีปริมาณลิกนินอยู่เพียงร้อยละ 3.71 โดยน้ าหนัก และยังให้
ลักษณะโครงสร้างทางกายภาพเหมาะส าหรับการน าไปใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตเอทานอล  

 งานวิจัยของ Suntonchaiboon and  Pawongrat (2012) เปรียบเทียบการปรับสภาพ
ผักตบชวาและจอก 3 วิธี คือ (1) การปรับสภาพด้วยคลื่นไมโครเวฟร่วมกับโซเดียมไฮดรอกไซด์ความ
เข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ าหนัก (2) การปรับสภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 1 โดย
น้ าหนัก และ (3) ไม่ปรับสภาพ (ชุดควบคุม) พบว่า ผักตบชวาและจอกที่ไม่ผ่านการปรับสภาพมี
ปริมาณเซลลูโลสสูงที่สุด คือร้อยละ 75.25 โดยน้ าหนัก จึงเลือกใช้ผักตบชวาและจอกที่ไม่ผ่านการ
ปรับสภาพไปศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ 1000 ยูนิตต่อ 1 กรัมของสารตั้ง
ต้น ใน 4 สภาวะ คือ (1) ใช้เซลลูโลส 10 มิลลิลิตร (2) ใช้ไซลาเนส 10 มิลลิลิตร (3) ใช้เซลลูเลส 5 
มิลลิลิตร และไซลาเนส 5 มิลลิลิตร และ (4) ใช้ไซลาเนส 5 มิลลิลิตร ทิ้งไว้ 24 ชั่วโมง แล้วเติมเซลลู
เลส 5 มิลลิลิตร พบว่า เมื่อใช้เซลลูเลส 10 มิลลิลิตร สามารถย่อยสลายเซลลูโลสได้ปริมาณมากที่สุด  
คือร้อยละ 47.63 โดยน้ าหนัก และให้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ 0.24 กรัมต่อ 1 กรัมของสารตั้งต้น  

 งานวิจัยของ Xia et al. (2013) ศึกษาการปรับสภาพผักตบชวาด้วยคลื่นไมโครเวฟร่วมกับกรด
ซัลฟิวริกเจือจาง โดยศึกษาผลของก าลังไฟไมโครเวฟ (100 - 1000 วัตต์) อุณหภูมิไมโครเวฟ (0 – 
300 องศาเซลเซียส) เวลาท าปฏิกิริยา (5 – 45 นาที) ปริมาณของวัตถุดิบ (0.2 – 0.6 กรัม) และ
ความเข้มข้นของกรดซัลฟิวริก (ร้อยละ 0 – 2 โดยปริมาตร) ต่อองค์ประกอบของลิกโนเซลลูโลส 
ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ และการไฮโดรไลซิสผักตบชวาด้วยเอนไซม์ จากการทดลองพบว่า จากการปรับ
สภาพ เฮมิเซลลูโลสถูกไฮโดรไลซ์ให้เป็นโมโนแซคคาไรด์ และเซลลูโลสจ านวนมากถูกปลดปล่อย
ออกมาจากโครงสร้างของลิกโนเซลลูโลส ส่งผลให้เซลลูเลสสามารถเข้าไปยังพ้ืนผิวของเซลลูโลสได้ง่าย 
เป็นผลให้กระบวนการแซ็กคาริฟิเคชันด้วยเอนไซม์ของผักตบชวาดีขึ้น และปริมาณกลูโคสเพ่ิมขึ้น
หลังจากการไฮโดรไลซิสของเอนไซม์ เมื่อปรับสภาพผักตบชวาที่ความเข้มข้น 20 กรัมต่อลิตร ด้วย
คลื่นไมโครเวฟ ที่อุณหภูมิ 140 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ด้วยกรดซัลฟิวริก ความเข้มข้น 
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ร้อยละ 1 โดยปริมาตร พบว่า ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์หลังการไฮโดรไลซิสคือ 48.3 กรัมต่อ 100 กรัม
ผักตบชวา ซึ่งเป็นร้อยละ 94.6 ของน้ าตาลรีดิวซ์  

  งานวิจัยของ  Pradhan et al. (2017) ศึกษาการสังเคราะห์ PHB จากวัชพืชสองชนิด ได้แก่ 
P. hysterophorus และ E. crassipes ที่ใช้เป็นแหล่งคาร์บอน ซึ่งน ามาท าการปรับสภาพด้วยกรด
เจือจางร่วมกับหม้อนึ่งไอน้ าแรงดันสูง โดยใช้กรดซัลฟิวริกความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยปริมาตร และ
ก าจัดสารประกอบที่เป็นพิษและลิกนินออก จากนั้นน าไปไฮโดรไลซ์ด้วยเซลลูเลสและเซลลูไบเอส เพ่ือ
ใช้เป็นแหล่งน้ าตาลเพนโตส และเฮกโทนในกระบวนการหมัก ส าหรับการเพาะเลี้ยง  Ralstonia 
eutropha MTCC 8320 จากการทดลองพบว่า น้ าตาลเฮกโทนจาก E. crassipes สามารถผลิต PHB 
ได้สูงสุด 0.96 กรัมต่อลิตร ผลผลิต PHB เท่ากับ 36.41 x 10-3 กรัม PHB ต่อกรัมของสารตั้งต้น  
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บทที่ 3 

วิธีการด าเนินงานวิจัย 

3.1 การเตรียมผักตบชวา 

เก็บผักตบชวาในส่วนใบและล าต้น น ามาล้างท าความสะอาด แล้วตัดผักตบชวาให้ยาวประมาณ 

2 เซนติเมตร จากนั้นน าไปอบในตู้อบลมร้อน อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จนกระทั่งผักตบชวาแห้ง

สนิท แล้วน าไปบดให้มีขนาดเล็กกว่า 1 มิลลิเมตร ด้วยเครื่อง hammer mill (Retsch, type SR 

200, Haan, Germany)  

3.2 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของการปรับสภาพผักตบชวา  

3.2.1 การปรับสภาพด้วยด่างเจือจาง  

น าผักตบชวาจากขั้นตอนที่ 3.1 มาปรับสภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้นร้อย

ละ 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 โดยมวลต่อปริมาตร ในอัตราส่วนผักตบชวาต่อโซเดียมไฮดรอกไซด์ 1:10 

โดยมวลต่อปริมาตร น าไปให้ความร้อนโดยใช้หม้อนึ่งความดันไอน ้า ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15, 30, 45 และ 60 นาที จากนั้นกรองผักตบชวาด้วยผ้า

ขาวบาง ล้างผักตบชวาด้วยน้ ากลั่นให้ pH เป็นกลาง และน าผักตบชวาไปอบในตู้อบลมร้อน อุณหภูมิ 

60 องศาเซลเซียส จนกระทั่งผักตบชวาแห้งสนิท แล้วน าไปวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีเพ่ือหา

ปริมาณเส้นใยภายในโครงสร้าง ได้แก่ เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ด้วยวิธี TAPPI 203 om-

88 (ภาคผนวก ค) 

3.2.2 การปรับสภาพด้วยกรดเจือจาง  

น าผักตบชวาจากขั้นตอนที่ 3.1 มาปรับสภาพด้วยกรดซัลฟิวริก ความเข้มข้นร้อยละ 0.5, 

1.0, 1.5 และ 2.0 โดยปริมาตร ในอัตราส่วนผักตบชวาต่อกรดซัลฟิวริก 1:10 โดยมวลต่อปริมาตร 

น าไปให้ความร้อนโดยใช้หม้อนึ่งความดันไอน ้า ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15, 30, 45 และ 60 นาที จากนั้นกรองผักตบชวาด้วยผ้าขาวบาง ล้างผักตบชวา

ด้วยน้ ากลั่นให้ pH เป็นกลาง และน าผักตบชวาไปอบในตู้อบลมร้อน อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  

จนกระทั่งผักตบชวาแห้งสนิท แล้วน าไปวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีเพ่ือหาปริมาณเส้นใยภายใน

โครงสร้าง ได้แก่ เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ด้วยวิธี TAPPI 203 om-88 (ภาคผนวก ค) 
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3.3 การไฮโดรไลซิสผักตบชวาด้วยเอนไซม์ (ดัดแปลงจาก Ruangmee (2012)) 

เติมซิเตรตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ (pH 4.8) ลงในผักตบชวาที่ผ่านการปรับสภาพ

จากการศึกษาในข้อ 3.2 ในอัตราส่วนผักตบชวาต่อซิเตรตบัฟเฟอร์ 1:40 โดยมวลต่อปริมาตร จากนั้น

เติมเซลลูเลส (Jinan Tiantianxiang Co., Ltd., China) 15 FPU ต่อกรัมสารตั้งต้น แล้วน าไปบ่มที่ 

50 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 180 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างทุก 6 ชั่วโมง น ามาวิเคราะห์ปริมาณ

น้ าตาลรีดิวซ์ (ภาคผนวก ข) จนกระท่ังปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์คงที่  

3.4 การเตรียมกล้าเชื้อ 

ถ่ายโคโลนี Ralstonia eutropha NCIMB 11599 ลงในอาหาร nutrient broth (NB) ปริมาตร 

5 มิลลิลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นถ่ายเชื้อลงในอาหาร 

NB ปริมาตร 45 มิลลิลิตร ด้วยเทคนิคปลอดเชื้อ แล้วน าไปบ่มบนเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิที่ 37 

องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

3.5 การศึกษาสภาวะการผลิต PHB  

3.5.1 การศึกษาชนิดของแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิต PHB  

น ากล้าเชื้อมาวัดคา่การดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เจือจางเชื้อตั้งต้นให้มี

ค่าการดูดกลืนแสงในช่วง 0.70 - 0.75 จากนั้นถ่ายกล้าเชื้อตั้งต้น ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในอาหาร 

mineral salt medium (MSM) ปริมาตร 45 มิลลิลิตร ที่เสริมน้ าตาลรีดิวซ์ 10 กรัมต่อลิตร จาก

ผักตบชวาไฮโดรไลเซท และแหล่งไนโตรเจน 2 กรัมต่อลิตร จากนั้นน าไปบ่มบนเครื่องเขย่าควบคุม

อุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างน าไป

วิเคราะห์ปริมาณเซลล์ ปริมาณ PHB และปริมาณ PHB สะสม (ร้อยละของน้ าหนักเซลล์แห้ง) 

(ภาคผนวก ข) 

แต่ละชุดการทดลอง จะเปลี่ยนชนิดของแหล่งไนโตรเจนเป็นแอมโมเนียมซัลเฟต,    

แอมโนเนียมคลอไรด์, tryptone, peptone, yeast extract และยูเรีย  

3.5.2 การศึกษาอัตราส่วนโดยน ้าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อ

การผลิต PHB  

น ากล้าเชื้อมาวัดค่าการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เจือจางเชื้อตั้งต้นให้มี

ค่าการดูดกลืนแสงในช่วง 0.70 - 0.75 ถ่ายเชื้อตั้งต้น ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในอาหาร MSM 

ปริมาตร 45 มิลลิลิตร ที่เสริมน้ าตาลรีดิวซ์ 10 กรัมต่อลิตร จากผักตบชวาไฮโดรไลเซท และใช้แหล่ง
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ไนโตรเจนที่เหมาะสมจากการศึกษาในข้อ 3.5.1 ในอัตราส่วนโดยน้ าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่ง

ไนโตรเจน เท่ากับ 20:1, 20:2, 20:3, 20:4 และ 20:5 จากนั้นน าไปบ่มบนเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ

ที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างน าไปวิเคราะห์

ปริมาณเซลล์ ปริมาณ PHB และปริมาณ PHB สะสม (ร้อยละของน้ าหนักเซลล์แห้ง)  

3.6 การศึกษาการผลิต PHB ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบกะ 

น ากล้าเชื้อมาวัดค่าการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เจือจางเชื้อตั้งต้นให้มีค่า

การดูดกลืนแสงในช่วง 0.70 - 0.75 ถ่ายเชื้อตั้งต้น ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ลงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ

ขนาด 3 ลิตร ที่มีอาหาร MSM ปริมาตร 1.35 ลิตร โดยใช้สภาวะที่เหมาะสมจากการศึกษาข้อ 3.5 

และควบคุมอุณหภูมิที่ 37±4 องศาเซลเซียส อัตราการกวน 150 รอบต่อนาที อัตราการให้อากาศ 1 

vvm โดยเก็บตัวอย่างทุก 4 ชั่วโมง เพ่ือน าไปวิเคราะห์ปริมาณเซลล์ ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ ปริมาณ 

PHB และปริมาณ PHB สะสม (ร้อยละของน้ าหนักเซลล์แห้ง) 

3.7 การสกัดแยก PHB  

ปั่นแยกเซลล์ออกจากน้ าหมักปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่ความเร็วรอบ 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 

10 นาที เทส่วนใสทิ้ง เติมสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในตะกอนเซลล์ 

และละลายตะกอนเซลล์ จากนั้นตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เมื่อครบก าหนดเวลา เติม

น้ ากลั่น 4 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน จากนั้นน าไปสกัด PHB ด้วยคลอโรฟอร์ม ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

น าไปต้มในน้ าเดือด เป็นเวลา 30 วินาที ดูดสารละลายในชั้นของคลอโรฟอร์มใส่ลงในหลอดทดลองฝา

เกลียว และเติมคลอโรฟอร์มจนปริมาตรรวมเป็น 10 มิลลิลิตร น าไปวิเคราะห์ปริมาณ PHB ต่อไป 

(ภาคผนวก ข) 

3.8 การศึกษาคุณลักษณะของพอลิเมอร์ 

3.8.1 การวิเคราะห์ด้วยเทคนิคนิวเคลียร์เมกเนติคเรโซแนนซ์  สเปคโตรมิเตอร์ (Nuclear 

Magnetic Resonance Spectrometer; NMR) 

น าพอลิเมอร์ที่ผลิตโดย R. eutropha NCIMB 11599 น้ าหนักประมาณ 5 มิลลิกรัม 

ละลายใน CDCl3 ประมาณ 0.5 มิลลิลิตร ถ่ายลงในหลอด NMR แล้วน าไปวิเคราะห์หาโครงสร้าง 

ด้วยเครื่องนิวเคลียร์เมกเนติคเรโซแนนซ์ สเปคโตรมิเตอร์ รุ่น BRUKER 300 MHz ผลิตโดยบริษัท 

Bruker 
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3.8.2 การวิเคราะห์ด้วยฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรด สเปคโตรมิเตอร์ (Fourier Transform 

Infrared Spectroscopy; FTIR) 

น าแผ่นพอลิเมอร์ที่ผลิตโดย R. eutropha NCIMB 11599 วางบนแท่นวางตัวอย่างของ

เครื่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรด สเปกโทรมิเตอร์รุ่น NICOLET iS5 ผลิตโดยบริษัท Thermo 

Scientific โดยตั้งค่าช่วงวิเคราะห์ที่เลขคลื่น (scan range) 4,000-400 cm-1 

3.8.3 การวิเคราะห์ด้วยดิฟเฟอเรนเชียลสแกนนิงแคลอริมิเตอร์ (Differential Scanning 

Calorimetry; DSC) 

น าพอลิเมอร์ที่ผลิตโดย R. eutropha NCIMB 11599 น้ าหนัก 2 มิลลิกรัม ใส่ลงในถาดที่

ใช้ส าหรับใส่สารตัวอย่าง (sample pan) แล้วน าไปวิเคราะห์หาจุดหลอมเหลว (melting point) ด้วย

เครื่อง Differential Scanning Calorimetry (DSC) รุ่น pyris ผลิตโดยบริษัท Perkin Elmer ซึ่งใช้

สภาวะการวิเคราะห์ดังนี้  

อุณหภูมิเริ่มต้น    30.0 องศาเซลเซียส  

อัตราการเพ่ิมอุณหภูมิ   10.0 องศาเซลเซียสต่อนาที  

อุณหภูมิสุดท้าย    200.0 องศาเซลเซียส  

อัตราการไหลของแก๊สไนโตรเจน  50.0 มิลลิลิตรต่อนาที 

3.9 การวิเคราะห์ทางสถิติ 

ทดลองซ้ า 3 ครั้ง รายงานผลการทดลองเป็นค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และประเมิน 
ทางสถิติ โดยการวิเคราะห์ข้อมูลใช้การวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบทางเดียว (one-way ANOVA) 

ก าหนดระดับนัยส าคัญ p<0.05 โดยใช้โปรแกรม SPSS Version 21.0 ส าหรับ Windows  
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บทที่ 4 

ผลและวิจารณ์ผลการวิจัย 

4.1 การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของผักตบชวา 

การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของผักตบชวา ที่เก็บมาจากบริเวณคลองน้ าเสีย ต าบลสระกะ

เทียม อ าเภอเมืองนครปฐม จังหวัดนครปฐม ที่ผ่านการอบให้แห้ง แล้วน าไปบดให้มีขนาดเล็กกว่า 1 

มิลลิเมตร และน าไปวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีเพ่ือหาปริมาณเส้นใยภายในโครงสร้าง ได้แก่ 

เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ด้วยวิธี TAPPI 203 om-88 ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 3 

พบว่า ผักตบชวาที่น ามาวิเคราะห์มีปริมาณเซลลูโลสมากที่สุด ถึงร้อยละ 86.44 ± 0.77 ของน้ าหนัก

แห้ง รองลงมาคือ เฮมิเซลลูโลสและลิกนิน คิดเป็นร้อยละ 8.32 ± 0.92 และ 5.24 ± 0.15 ของ

น้ าหนักแห้ง ตามล าดับ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Suntonchaiboon and  Pawongrat (2012) 

พบว่า ปริมาณองค์ประกอบทางเคมีของผักตบชวาที่มีปริมาณมากท่ีสุด คือ เซลลูโลส รองลงมาคือ เฮ

มิเซลลูโลสและลิกนิน คิดเป็นร้อยละ 75.25, 20.05 และ 3.70 ของน้ าหนักแห้งตามล าดับ 

เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Pradhan et al. (2017) พบปริมาณโฮโลเซลลูโลส (holocellulose) ที่

ประกอบด้วยปริมาณเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส ถึงร้อยละ 82.20 ของน้ าหนักแห้ง และมีปริมาณ

ลิกนิน ร้อยละ 4.10 ของน้ าหนักแห้ง โดยจากผลการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี แสดงให้เห็นว่า

ผักตบชวาที่เก็บมาจากบริเวณคลองน้ าเสีย ต าบลสระกะเทียม อ าเภอเมืองนครปฐม จังหวัดนครปฐม 

เหมาะสมที่จะน ามาใช้เป็นสารตั้งต้นส าหรับการผลิต PHB แต่เนื่องจากในโครงสร้างของผักตบชวานั้น

มีลิกนินเป็นองค์ประกอบ ท าให้เอนไซม์เข้าท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลสให้เป็น

น้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวได้ยาก จึงต้องมีการปรับสภาพผักตบชวา เพ่ือก าจัดลิกนินออกจากโครงสร้าง 

เพ่ือให้โครงสร้างของเซลลูโลสอยู่ในสภาพที่เหมาะสมต่อการไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์ 

ตารางที่ 3 องค์ประกอบทางเคมีของผักตบชวา 
องค์ประกอบทางเคมี ร้อยละของน้ าหนักแห้ง 

เซลลูโลส 86.44   ±   0.77 
เฮมิเซลลูโลส 8.32   ±   0.92 

ลิกนิน 5.24   ±   0.15 
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4.2 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของการปรับสภาพผักตบชวา 

 จากการหาสภาวะที่เหมาะสมของการปรับสภาพผักตบชวาในการก าจัดลิกนินออกจากโครงสร้าง

ของผักตบชวา ด้วยวิธีการทางกายภาพร่วมกับเคมี โดยใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์ ที่ความเข้มข้นร้อยละ 

0.5, 1, 1.5 และ 2 โดยมวลต่อปริมาตร และกรดซัลฟิวริก ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.5, 1, 1.5 และ 2 

โดยปริมาตร ร่วมกับการให้ความร้อนโดยใช้หม้อนึ่งความดันไอน ้า ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15, 30, 45 และ 60 นาที น าผักตบชวาที่ผ่านการปรับ

สภาพไปวิเคราะห์หาร้อยละปริมาณของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน  ด้วยวิธี TAPPI 203 om-

88 จากผลการทดลองการปรับสภาพผักตบชวาด้วยวิธีด่างเจือจางร่วมกับการให้ความร้อน พบว่า 

วิธีการปรับสภาพผักตบชวาด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ความเข้มข้นร้อยละ 2.0 โดยมวลต่อปริมาตร 

ร่วมกับการใช้หม้อนึ่งความดันไอน ้า ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 

เป็นเวลา 30 นาที เป็นสภาวะที่เหมาะสมต่อการปรับสภาพผักตบชวาด้วยวิธีด่างเจือจางร่วมกับการ

ให้ความร้อน เนื่องจากสามารถเพ่ิมปริมาณของเซลลูโลสเมื่อเทียบกับผักตบชวาก่อนปรับสภาพ ได้ถึง

ร้อยละ 8.24 ของน้ าหนักแห้ง (จากร้อยละ 86.44 ± 0.77 เป็น 94.68 ± 0.62 ของน้ าหนักแห้ง) และ

ในขณะเดียวกัน สามารถลดปริมาณเฮมิเซลลูโลส และปริมาณลิกนินได้ร้อยละ 3.71 (จากร้อยละ 

8.32 ± 0.92 เหลือ 4.61 ± 0.60 ของน้ าหนักแห้ง) และร้อยละ 4.53 ของน้ าหนักแห้ง (จากร้อยละ 

5.24 ± 0.15 เหลือ 0.71 ± 0.14 ของน้ าหนักแห้ง) ตามล าดับ (รูปที่ 12) และจากผลการทดลองการ

ปรับสภาพผักตบชวาด้วยวิธีกรดเจือจางร่วมกับการให้ความร้อน ที่แสดงดังรูปที่ 13 พบว่า วิธีการ

ปรับสภาพผักตบชวาด้วยกรดซัลฟิวริกที่ความเข้มข้นร้อยละ 2.0 โดยปริมาตร ร่วมกับการใช้หม้อนึ่ง

ความดันไอน ้า ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 30 นาที 

เป็นสภาวะที่เหมาะสมต่อการปรับสภาพผักตบชวาด้วยวิธีกรดเจือจางร่วมกับการให้ความร้อน 

เนื่องจากสามารถลดปริมาณลิกนินเมื่อเทียบกับผักตบชวาก่อนปรับสภาพ ได้ร้อยละ 3.48 (จากร้อย

ละ 5.24 ± 0.15 เหลือ 1.76 ± 0.12  ของน้ าหนักแห้ง)  

 เมื่อเปรียบเทียบทั้ง 2 สภาวะ พบว่า วิธีการปรับสภาพผักตบชวาด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ 

สามารถก าจัดลิกนินออกจากโครงสร้างของผักตบชวาได้มากกว่าวิธีการปรับสภาพผักตบชวาด้วยกรด

ซัลฟิวริกร้อยละ 1.05 ของน้ าหนักแห้ง และยังสามารถเพ่ิมปริมาณของเซลลูโลสได้มากกว่าวิธีการ

ปรับสภาพผักตบชวาด้วยกรดซัลฟิวริกร้อยละ 8.38  ของน้ าหนักแห้ง ซึ่งจากผลการทดลองแสดงให้

เห็นว่า วิธีการปรับสภาพผักตบชวาด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ร่วมกับการให้ความร้อนโดยใช้หม้อนึ่ง

ความดันไอน ้า สามารถแยกเซลลูโลสออกจากเฮมิเซลลูโลสและลิกนินได้ดีกว่าวิธีการปรับสภาพ
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ผักตบชวาด้วยกรดซัลฟิวริกร่วมกับการให้ความร้อนโดยใช้หม้อนึ่งความดันไอน้ า ซึ่งมีความสอดคล้อง

กับงานวิจัยของ Qing et al. (2017) ที่ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการปรับสภาพเปลือกถั่ว

เหลืองและฟางถั่วเหลืองเพ่ือผลิตน้ าตาลส าหรับการหมัก โดยเปรียบเทียบวิธีการปรับสภาพด้วยด่าง 

และวิธีการปรับสภาพด้วยกรด ที่ความดัน และอุณหภูมิสูง จากการทดลองพบว่า เปลือกถั่วเหลืองที่

ผ่านการปรับสภาพด้วยด่าง และเปลือกถั่วเหลืองที่ผ่านการปรับสภาพด้วยกรดภายใต้สภาวะที่

เหมาะสม เมื่อผ่านการไฮโดรไลซ์เซลลูโลสด้วยเอนไซม์ จะได้ผลผลิตน้ าตาลรวมสูงสุดคือ ร้อยละ 

86.9 และร้อยละ 75.6 ตามล าดับ ซึ่งแสดงให้เห็นว่า การปรับสภาพด้วยด่างมีประสิทธิภาพในการ

ก าจัดลิกนิน และการไฮโดรไลซ์เซลลูโลสด้วยเอนไซม์มากกว่าการปรับสภาพด้วยกรด และงานวิจัย

ของ Yuan et al. (2019) ที่ศึกษาการปรับสภาพก้านยาสูบ ส าหรับการผลิตไบโอเอทานอล โดย

เปรียบเทียบวิธีการปรับสภาพด้วยด่าง และวิธีการระเบิดด้วยไอน้ า โดยใช้กรดเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา 

(acid-catalyzed steam pretreatment) พบว่า วิธีการปรับสภาพด้วยด่างสามารถก าจัดลิกนินได้

ดีกว่าวิธีการระเบิดด้วยไอน้ า โดยใช้กรดเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา ดังนั้น จึงเลือกใช้วิธีการปรับสภาพ

ผักตบชวาด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ความเข้มข้นร้อยละ 2.0 โดยมวลต่อปริมาตร ร่วมกับการใช้หม้อ

นึ่งความดันไอน ้า ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 30 นาที 

ในการศึกษาการไฮโดรไลซิสผักตบชวาด้วยเอนไซม์ต่อไป  
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4.3 การไฮโดรไลซิสผักตบชวาด้วยเอนไซม์ 

จากการศึกษาการไฮโดรไลซิสผักตบชวาด้วยเอนไซม์ โดยไฮโดรไลซ์ผักตบชวาที่ปรับสภาพด้วย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ความเข้มข้นร้อยละ 2.0 โดยมวลต่อปริมาตร ร่วมกับการใช้หม้อนึ่งความดัน
ไอน ้า ที่ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 30 นาที ด้วย   
เซลลูเลส ความเข้มข้น 15 FPU ต่อกรัมสารตั้งต้น ในซิเตรตบัฟเฟอร์ (pH 4.8) ในอัตราส่วน
ผักตบชวาต่อซิเตรตบัฟเฟอร์ 1:40 โดยมวลต่อปริมาตร จากนั้นน าไปบ่มที่ 50 องศาเซลเซียส 
ความเร็วรอบ 180 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างทุกๆ 6 ชั่วโมง โดยน าตัวอย่างมาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว
รอบ 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที และน าผักตบชวาไฮโดรไลเซท (ส่วนใส) ไปวิเคราะห์
ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์  โดยวิธี dinitrosalicylic acid จนกระทั่งปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์คงที่  โดย
เปรียบเทียบปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้กับผักตบชวาที่ไม่ผ่านการปรับสภาพ ผลการทดลองการ
ไฮโดรไลซิสผักตบชวาด้วยเซลลูเลส พบว่า เวลาที่เหมาะส าหรับการไฮโดรไลซิสของผักตบชวาที่ปรับ
สภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ความเข้มข้นร้อยละ 2.0 โดยมวลต่อปริมาตร ร่วมกับการใช้หม้อนึ่ง
ความดันไอน ้า ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 30 นาที คือ 
24 ชั่วโมง ซึ่งสามารถไฮโดรไลซ์ได้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ถึง 13.54 ± 0.87 กรัมต่อลิตร ในขณะที่
ผักตบชวาที่ไม่ผ่านการปรับสภาพถูกไฮโดรไลซ์ได้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์เพียง 2.81 ± 0.02 กรัมต่อลิตร 
ดังรูปที่ 14 และเมื่อน าไฮโดรไลเซทของผักตบชวาที่ผ่านการปรับสภาพ และผักตบชวาที่ไม่ผ่านการ
ปรับสภาพที่ เวลา 24 ชั่ วโมง ไปวิ เคราะห์ชนิดของน้ าตาลรีดิวซ์ด้วยเทคนิค HPLC พบว่า            
โครมาโทรแกรมของผักตบชวาที่ไม่ผ่านการปรับสภาพ ปรากฏพีค 2 พีค คือ พีคของโอลิโกแซ็กคาไรด์
สายสั้น และพีคของกลูโคส โดยมี retention time ที่ 12.232 และ 18.681 นาที ตามล าดับ ดังรูปที่ 
15 โครมาโทรแกรมของผักตบชวาที่ปรับสภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ความเข้มข้นร้อยละ 2.0 โดย
มวลต่อปริมาตร ร่วมกับการใช้หม้อนึ่งความดันไอน ้า ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 
ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 30 นาที ปรากฏพีค 3 พีค คือ พีคของโอลิโกแซ็กคาไรด์สายสั้น และพีค
ของมอลโทส และพีคของกลูโคส โดยมี retention time ที่ 11.866, 15.087 และ 18.682 นาที 
ตามล าดับ ดังรูปที่ 16 เมื่อพิจารณาจากค่า %area ของพีคโอลิโกแซ็กคาไรด์สายสั้น พบว่า มี %area 
ลดลงจากร้อยละ 87.039 เป็นร้อยละ 50.720 ในขณะที่ %area ของพีคกลูโคสเพ่ิมขึ้นจากร้อยละ 
12.961 เป็นร้อยละ 36.053 และเกิด %area ของพีคมอลโทส เพ่ิมข้ึนมาร้อยละ 12.777 จากผลการ
ทดลองแสดงให้เห็นว่าผักตบชวาที่ปรับสภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ความเข้มข้นร้อยละ 2.0 โดย
มวลต่อปริมาตร ร่วมกับการใช้หม้อนึ่งความดันไอน ้า ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 
ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 30 นาที สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการไฮโดรไลซ์โอลิโกแซ็กคาไรด์สาย
สั้นให้กลายเป็นน้ าตาลรีดิวซ์ได้ดีขึ้น โดยผักตบชวาที่ปรับสภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ความเข้มข้น
ร้อยละ 2.0 โดยมวลต่อปริมาตร ร่วมกับการใช้หม้อนึ่งความดันไอน ้า ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
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ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 30 นาที มีปริมาณกลูโคสและมอลโทส เป็น 11.92 ± 2.09 
และ 4.06 ± 0.60 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ คิดเป็นปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ทั้งหมด 15.98 ± 2.69 กรัม
ต่อลิตร (639.2 ± 0.11 มิลลิกรัมต่อกรัมสารตั้งต้น) แต่ผักตบชวาที่ไม่ผ่านการปรับสภาพมีเพียง
กลูโคส 2.92 ± 0.20 กรัมต่อลิตร (116.81 ± 0.01 มิลลิกรัมต่อกรัมสารตั้งต้น) ดังตารางที่ 4 ซึ่ง
พบว่าการปรับสภาพผักตบชวาด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ความเข้มข้นร้อยละ 2.0 โดยมวลต่อ
ปริมาตร ร่วมกับการใช้หม้อนึ่งความดันไอน ้า ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ้ว เป็นเวลา 30 นาที สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการไฮโดรไลซิสได้ถึง 5.47 เท่า 

จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าการปรับสภาพผักตบชวาด้วยก่อนการไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์ 

เป็นสิ่งจ าเป็นในการท าลายและก าจัดโครงสร้างลิกนินที่ล้อมรอบเฮมิเซลลูโลสและเซลลูโลสอยู่ ท าให้

เอนไซม์สามารถเข้าท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเซลลูโลสให้เป็นน้ าตาลรีดิวซ์ส าหรับเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์

เพ่ือผลิต PHB ได้ง่ายขึ้น (Sun and Cheng, 2002; Yang and Wyman, 2008) ซึ่ งจากผลการ

ทดลองนี้ ได้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์สูงกว่าในงานวิจัยของ Su et al. (2010) ที่ศึกษากระบวนการปรับ

สภาพผักตบชวาด้วยวิธีการใช้ความร้อนด้วยไอน้ า (steam heating) และวิธีการปรับสภาพด้วยคลื่น

ไมโครเวฟร่วมกับโซเดียมไฮดรอกไซด์ โดยเปรียบเทียบปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการไฮโดรไลซิส

ด้วยเซลลูเลส เพ่ือน าไปผลิตแก๊สไฮโดรเจน จากการทดลองพบว่า ผักตบชวาที่ผ่านการปรับสภาพด้วย

คลื่นไมโครเวฟร่วมกับโซเดียมไฮดรอกไซด์ถูกไฮโดรไลซ์ด้วยเซลลูเลส ได้ผลผลิตน้ าตาลรีดิวซ์ 30.57 

กรัมต่อ 100 กรัมผักตับชวา (305.7 มิลลิกรัมต่อกรัมผักตบชวา) งานวิจัยของ Xia et al. (2013) ที่

ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการปรับสภาพผักตบชวาด้วยคลื่นไมโครเวฟร่วมกับกรดซัลฟิวริก เพ่ือ

เพ่ิมประสิทธิภาพการไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์ จากการทดลองพบว่า ผักตบชวาที่ผ่านการปรับสภาพ

ด้วยกรดซัลฟิวริกความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยปริมาตร ร่วมกับคลื่นไมโครเวฟ ที่อุณหภูมิ 140 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ถูกไฮโดรไลซ์ด้วยเซลลูเลส ได้ผลผลิตน้ าตาลรีดิวซ์ 48.3 กรัมต่อ 100 

กรัมผักตับชวา (483 มิลลิกรัมต่อกรัมผักตบชวา) และงานวิจัยของ Pradhan et al. (2017) ที่ศึกษา

การสังเคราะห์ PHB จาก P. hysterophorus และ E. crassipes ที่ผ่านการปรับสภาพด้วยกรด

ซัลฟิวริก ที่ความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยปริมาตร ร่วมกับการให้ความร้อนโดยใช้หม้อนึ่งความดันไอน ้า 

ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 30 นาที และไฮโดรไลซ์

ด้วยเซลลูเลส และเซลโลบิเอส ความเข้มข้น 135 และ 75 FPU ต่อกรัมสารตั้งต้น ตามล าดับ พบว่า 

สามารถไฮโดรไลซ์เซลลูโลสของ P. hysterophorus และ E. crassipes ได้น้ าตาลรีดิวซ์ 293.2 และ 

379.3 มิลลิกรัมต่อกรัมชีวมวล ตามล าดับ  
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รูปที่ 14 ระยะเวลาการไฮโดรไลซิสผักตบชวาผักตบชวาที่ปรับสภาพด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอก
ไซด์ที่ความเข้มข้นร้อยละ 2.0 โดยมวลต่อปริมาตร ร่วมกับการใช้หม้อนึ่งความดันไอน ้า ที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 30 นาที และผักตบชวาที่ไม่ผ่านการ
ปรับสภาพ ด้วยเซลลูเลสเลสทีค่วามเข้มข้น 15 FPU ต่อกรัมของสารตั้งต้น  
รายงานผลการทดลองเป็น ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

รูปที่ 15 โครมาโทรแกรมของไฮโดรไลเซทจากผักตบชวาที่ไม่ผ่านการปรับสภาพ ที่เวลา 24 ชั่วโมง
ของการไฮโดรไลซิสด้วยเซลลูเลส  
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รูปที่ 16 โครมาโทรแกรมของไฮโดรไลเซทจากผักตบชวาที่ปรับสภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ความ
เข้มข้นร้อยละ 2.0 โดยมวลต่อปริมาตร ร่วมกับการใช้หม้อนึ่งความดันไอน ้า ที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 30 นาที ที่เวลา 24 ชั่วโมงของการไฮโดรไลซิส
ด้วยเซลลูเลส 
 
 
 

ตารางที่ 4 ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ผ่านการไฮโดรไลซิสด้วยเซลลูเลสที่เวลา 24 ชั่วโมง 

วิธีการปรับสภาพ 
ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ (กรัมต่อลิตร) ผลผลิตน้ าตาล 

(มิลลิกรัมต่อกรัมสารตั้งต้น) กลูโคส มอลโทส รวม 
ไม่ปรับสภาพ 2.92 ± 0.20 NA 2.92 ± 0.20 116.81 ± 0.01 

2% (w/v) NaOH, 
30 นาที 

11.92 ± 2.09 4.06 ± 0.60 15.98 ± 2.69 639.29 ± 0.11 

หมายเหตุ NA = ตรวจไม่พบ 

 

 

 

กลูโคส 

โอลิโกแซ็กคาไรด์สายสั้น 

มอลโทส 
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4.4 การผลิต PHB จากผักตบชวาไฮโดรไลเซท 

 จากการศึกษาการผลิต PHB จากผักตบชวาไฮโดรไลเซท โดยน ากล้าเชื้อเริ่มต้นที่มีค่าการดูดกลืน

แสง ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เท่ากับ 0.725 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ถ่ายลงในอาหาร MSM 

โดยเสริมผักตบชวาไฮโดรไลเซท ที่ความเข้มข้นของน้ าตาลรีดิวซ์ 10 กรัมต่อลิตร และ yeast extract 

2 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 45 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 

150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง โดยเปรียบเทียบการผลิต PHB จากผักตบชวาไฮโดรไลเซทกับ

การผลิต PHB จากกลูโคส พบว่า R. eutropha สามารถเจริญเติบโต และผลิต PHB ในอาหารที่ใช้

กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนได้สูงกว่าอาหารที่ใช้ผักตบชวาไฮโดรไลเซทเป็นแหล่งคาร์บอน ได้น้ าหนัก

เซลล์แห้ง เท่ากับ 7.05 ± 0.09 และ 5.49 ± 0.18 กรัมต่อลิตร และปริมาณ PHB เท่ากับ 1.26 ± 

0.16 และ 1.08 ± 0.22 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ (รูปที่ 17) เนื่องจากกลูโคสเป็นน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว 

ทีจุ่ลินทรีย์สามารถน าไปเข้าสู่กระบวนการทางเมแทบอลิซึมต่างๆ ได้ทันที เป็นผลให้จุลินทรีย์สามารถ

เจริญเติบโต และผลิต PHB ได้ดี จึงท าให้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนพ้ืนฐานที่นิยมใช้ในการผลิต PHB 

(Sen et al., 2019) ในขณะที่อาหารที่ใช้ผักตบชวาไฮโดรไลเซทเป็นแหล่งคาร์บอน ที่ความเข้มข้น

ของน้ าตาลรีดิวซ์ 10 กรัมต่อลิตร มีน้ าตาล 2 ชนิดเป็นองค์ประกอบ คือ กลูโคส และมอลโทส จึงท า

ให้ R. eutropha สามารถเจริญเติบโต และผลิต PHB ในอาหารที่ใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนได้

ดีกว่า แต่เนื่องจากการใช้กลูโคสเป็นสารตั้งต้น ท าให้มีต้นทุนการผลิต PHB ที่สูง (Wang et al., 

2013) การใช้น้ าตาลจากลิกโนเซลลูโลสจึงเป็นทางเลือกในน ามาเป็นสารตั้งต้นส าหรับการผลิต PHB 

เนื่องจากเป็นแหล่งคาร์บอนที่มีราคาถูก (Du et al., 2012; Khanna and Srivastava, 2005) และ

เมื่อพิจารณาจากผลการทดลอง พบว่า การใช้ผักตบชวาไฮโดรไลเซทสามารถผลิต PHB ได้ใกล้เคียง

กับการใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน แสดงให้เห็นว่า ผักตบชวาไฮโดรไลเซทสามารถน ามาใช้เป็นแหล่ง

คาร์บอนแทนกลูโคสได้อย่างมีประสิทธิภาพ เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Annamalai and  Sivakumar 

(2016) ที่ศึกษาการผลิต PHB โดยใช้ร าข้าวสาลีไฮโดรไลเซทเป็นแหล่งคาร์บอนจาก Ralsonia 

eutropha NCIMB 11599 ในอาหารเหลว MSM โดยเสริมร าข้าวสาลีไฮโดรไลเซท ที่ความเข้มข้น

ของน้ าตาลเริ่มต้น 48 กรัมต่อลิตร และแอมโมเนียมซัลเฟต 4.8 กรัมต่อลิตร พบว่า R. eutropha 

สามารถเจริญเติบโต ได้น้ าหนักเซลล์แห้ง เท่ากับ 24.43 กรัมต่อลิตร และผลิต PHB ได้ 14.82 กรัม

ต่อลิตร และในงานวิจัยของ Yustinah et al. (2019) ที่ศึกษาการผลิต PHB โดยใช้ทะลายเปล่า

น้ ามันปาล์มไฮโดรไลเซทเป็นแหล่งคาร์บอน จาก Bacillus cereus suaeda B-001 โดยเสริมทะลาย

ปาล์มเปล่าไฮโดรไลเซทที่ความเข้มข้นของน้ าตาลเริ่มต้น 20 กรัมต่อลิตร และแอมโมเนียมซัลเฟต 3 
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กรัมต่อลิตร พบว่า Bacillus cereus suaeda B-001 สามารถเจริญเติบโต ได้น้ าหนักเซลล์แห้ง 

เท่ากับ 5.94 กรัมต่อลิตร และสามารถสะสมปริมาณ PHB ร้อยละ 55.4 ของน้ าหนักเซลล์แห้ง  

รูปที่ 17 ชนิดของแหล่งคาร์บอนต่อปริมาณเซลล์ (กรัมต่อลิตร), ปริมาณ PHB (กรัมต่อลิตร) และ
ปริมาณ PHB สะสม (ร้อยละของน้ าหนักเซลล์แห้ง) จากการเพาะเลี้ยง R. eutropha NCIMB 11599 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง  
รายงานผลการทดลองเป็น ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
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4.5  การศึกษาสภาวะการผลิต PHB  

4.5.1 ผลของชนิดของแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิต PHB 

จากการศึกษาชนิดของแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิต PHB ได้แก่ แอมโมเนียม

ซัลเฟต แอมโนเนียมคลอไรด์ tryptone peptone yeast extract และยูเรีย โดยการน ากล้าเชื้อ

เริ่มต้นที่มีค่าการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เท่ากับ 0.725 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

ถ่ายลงในอาหารเหลว MSM โดยเสริมผักตบชวาไฮโดรไลเซท ที่มีความเข้มข้นของน้ าตาลรีดิวซ์ 10 

กรัมต่อลิตร และแหล่งไนโตรเจน 2 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 45 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่า R. eutropha สามารถ

เจริญเติบโตได้ในแหล่งไนโตรเจนทุกชนิด แต่เจริญเติบโตได้ดีสุดเมื่อใช้แอมโมเนียมซัลเฟต ได้น้ าหนัก

เซลล์แห้งเท่ากับ 6.02 ± 0.45 กรัมต่อลิตร รองลงมาคือ yeast extract   แอมโนเนียมคลอไรด์ ยูเรีย 

tryptone และ peptone ที่ได้น้ าหนักเซลล์แห้ง เท่ากับ 5.49 ± 0.18, 5.42 ± 0.23, 5.26 ± 0.20, 

3.95 ± 0.18 และ 3.15 ± 0.21 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ แสดงดังรูปที่ 18A 

เมื่อพิจารณาปริมาณ PHB ที่ผลิตได้ พบว่า R. eutropha สามารถผลิตปริมาณ PHB 

สูงสุด เมื่อใช้ yeast extract เป็นแหล่งไนโตรเจน ได้ถึง 1.08 ± 0.22 กรัมต่อลิตร ซึ่งคิดเป็นปริมาณ 

PHB สะสมเท่ากับ ร้อยละ 19.62 ± 4.15 ของน้ าหนักเซลล์แห้ง รองลงมาคือ แอมโมเนียมซัลเฟต        

peptone tryptone แอมโมเนียมคลอไรด์ และยูเรีย ที่ผลิต PHB ได้ 0.708 ± 0.19, 0.690 ± 0.07, 

0.681 ± 0.12, 0.473 ± 0.08 และ 0.152 ± 0.03 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ โดยมีปริมาณ PHB สะสม 

เท่ากับร้อยละ 11.76 ± 2.35, 21.86 ± 3.34, 17.27 ± 2.3, 8.73 ± 1.27 และ 2.89 ± 0.60 ของ

น้ าหนักเซลล์แห้ง ตามล าดับ แสดงดังรูปที่ 18B และรูปที่ 18C  
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รูปที่ 18 ชนิดของแหล่งไนโตรเจนต่อปริมาณเซลล์ (A) ปริมาณ PHB (B) และปริมาณ PHB สะสม (C) 

จากการเพาะเลี้ยง R. eutropha NCIMB 11599 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

รายงานผลการทดลองเป็น ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกัน คือ 
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญท่ี p<0.05 
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จากผลการทดลอง พบว่า yeast extract เป็นแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมส าหรับการ

ผลิต PHB จาก R. eutropha ซึ่งแตกต่างจากงานวิจัยของ Sreekanth et al. (2013) ที่ศึกษาชนิด

ของแหล่งไนโตรเจนต่อการผลิต PHB จาก Bacillus sp. CFR 67 พบว่า beef extract เป็นแหล่ง

ไนโตรเจนที่ดีที่สุดส าหรับการผลิต PHB (592 มิลลิกรัมต่อลิตร) งานวิจัยของ Zhang et al. (2013) 

ศึกษาชนิดของแหล่งไนโตรเจนต่อการผลิต PHB จาก B. megaterium R11 พบว่า tryptone เป็น

แหล่งไนโตรเจนที่ดีที่สุด ส าหรับการเจริญเติบโตและการผลิต PHB ซึ่งได้น้ าหนักเซลล์แห้ง 6.31 กรัม

ต่อลิตร สามารถผลิต PHB ได้มากสุด 2.72 กรัมต่อลิตร และจากงานวิจัยของ Annamalai and  

Sivakumar (2016) ที่ศึกษาชนิดของแหล่งไนโตรเจนต่อการผลิต PHB จาก R. eutropha NCIMB 

11599 พบว่า แอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจนที่ดีที่สุด ส าหรับการเจริญเติบโตและการผลิต 

PHB ซึ่งได้น้ าหนักเซลล์แห้ง 6.14 กรัมต่อลิตร และมีปริมาณ PHB 2.69 กรัมต่อลิตร โดยมีปริมาณ 

PHB สะสม เท่ากับร้อยละ 43 ของน้ าหนักเซลล์แห้ง แสดงให้เห็นว่าชนิดแหล่งไนโตรเจนมีผลต่อการ

เติบโตของจุลินทรีย์  และการสะสมของ PHB (Zhang et al., 2013) ดังนั้น จึงเลือกใช้ yeast 

extract เป็นแหล่งไนโตรเจนในการศึกษาอัตราส่วนโดยน้ าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจน

ที่เหมาะสมต่อการผลิต PHB ต่อไป  
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4.5.2 ผลของอัตราส่วนโดยน ้าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิต 

PHB  

จากการศึกษาอัตราส่วนโดยน้ าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อ

การผลิต PHB ที่อัตราส่วนโดยน้ าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจนที่ใช้ศึกษาแสดงดังตาราง

ที่ 5  โดยการน ากล้าเชื้อเริ่มต้นที่มีค่าการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เท่ากับ 0.719 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ถ่ายลงในอาหารเหลว MSM โดยเสริมผักตบชวาไฮโดรไลเซท และ yeast 

extract ปริมาตร 45 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่า อัตราส่วนโดยน้ าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจน

ที่เหมาะสมต่อการผลิต PHB จาก R. eutropha คือ 20:4 ซึ่งได้น้ าหนักเซลล์แห้งเท่ากับ 5.19 ± 

0.05 กรัมต่อลิตร ปริมาณ PHB เท่ากับ 0.829 ± 0.16 กรัมต่อลิตร และมีปริมาณ PHB สะสม 

เท่ากับร้อยละ 16.01 ± 3.15 ของน้ าหนักเซลล์แห้ง แสดงดังรูปที่ 19 

จากผลการทดลอง พบว่า น้ าหนักเซลล์แห้งและปริมาณ PHB ของ R. eutropha เพ่ิมข้ึน 

เมื่ออัตราส่วนโดยน้ าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจนลดลง แสดงให้เห็นว่า R. eutropha 

ไม่จ าเป็นต้องจ ากัดไนโตรเจน (nitrogen limitation) เพ่ือการสะสม PHB เช่นเดียวกับงานวิจัยของ 

Zhang et al. (2013) ที่ศึกษาอัตราส่วนโดยน้ าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจนที่

เหมาะสมในช่วง 15:1, 15:2, 15:3, 15:4 และ 15:6 ส าหรับการผลิต PHB จาก Bacillus 

megaterium R11 โดยใช้ทะลายเปล่าน้ ามันปาล์ม พบว่าที่อัตราส่วนโดยน้ าหนักของแหล่งคาร์บอน

ต่อแหล่งไนโตรเจน เท่ากับ 15:3 ได้น้ าหนักแห้งของเซลล์สูงสุด (CDW) เท่ากับ 5.33 กรัมต่อลิตร 

ปริมาณ PHB เท่ากับ 2.74 กรัมต่อลิตร และปริมาณ PHB สะสมคิดเป็นร้อยละ 51.4 ของน้ าหนัก

เซลล์แห้ง  

ตารางที่ 5 อัตราส่วนโดยน้ าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจน 

น้ าตาลรีดิวซ์จากไฮโดรไลเซท 
(กรัมต่อลิตร) 

yeast extract               
(กรัมต่อลิตร) 

อัตราส่วนโดยน้ าหนักของแหล่ง
คาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจน 

10 0.5 20:1 

10 1.0 20:2 
10 1.5 20:3 

10 2.0 20:4 

10 2.5 20:5 
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รูปที่ 19 อัตราส่วนโดยน้ าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจนต่อปริมาณเซลล์ (A) ปริมาณ 

PHB (B) และปริมาณ PHB สะสม (C) จากการเพาะเลี้ยง R. eutropha NCIMB 11599 ที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง  

รายงานผลการทดลองเป็น ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกัน คือ 
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญท่ี p<0.05 
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4.6 การศึกษาการผลิต PHB ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบกะ 

จากการศึกษาการผลิต PHB ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบกะ โดยการน ากล้าเชื้อเริ่มต้นที่มีค่าการ

ดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เท่ากับ 0.735 ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ถ่ายลงในถัง

ปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 3 ลิตร ที่มีอาหารเหลว MSM เสริมด้วยผักตบชวาไฮโดรไลเซทที่มีความเข้มข้น

ของน้ าตาลรีดิวซ์ 10 กรัมต่อลิตร และ yeast extract 2 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 1,350 มิลลิลิตร 

ควบคุมอุณหภูมิที่ 37±4 องศาเซลเซียส อัตราการกวน 150 รอบต่อนาที อัตราการให้อากาศ 1 vvm 

โดยเก็บตัวอย่างทุก 4 ชั่วโมง พบว่า ที่ เวลา 32 ชั่วโมง R. eutropha สามารถผลิต PHB และมี

ปริมาณ PHB สูงสุด เท่ากับ 1.22 ± 0.02 กรัมต่อลิตร และร้อยละ 21.99 ± 0.03 ของน้ าหนักเซลล์

แห้ง ตามล าดับ และหลังจากชั่วโมงที่ 32 ปริมาณ PHB สะสมมีค่าลดลงอย่างต่อเนื่อง แต่ขณะที่ R. 

eutropha ยังคงมีการเจริญเติบโต อาจเนื่องมาจากดีโพลิเมอเรสถูกกระตุ้นให้ย่อยสลาย PHB ที่อยู่

ภายในเซลล์มาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนแทน (Annamalai and Sivakumar, 2016) แสดงดังรูปที่ 20 

เมื่อน าข้อมูลดังกล่าวมาค านวณหาค่าจลนพลศาสตร์ของการผลิต PHB ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ

แบบกะ พบว่า ผลได้ของเซลล์จากสารตั้งต้น (YX/S), ผลได้ของ PHB จากสารตั้งต้น (YP/S), ผลได้ของ 

PHB จากเซลล์ (YP/X) และอัตราการผลิตเชิงปริมาณ PHB (QP) มีค่าเท่ากับ 1.492±0.409 กรัมต่อ

กรัม, 0.366±0.110 กรัมต่อกรัม, 0.244±0.007 กรัมต่อกรัม และ 0.038±0.001 กรัมต่อลิตรต่อ

ชั่วโมง ตามล าดับ ซึ่ งเมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Marudkla et al. (2018) ที่ศึกษาค่า

จลนพลศาสตร์ของการผลิต PHB จาก Cupriavidus necator DSM 545 โดยใช้กลูโคสเป็นแหล่ง

คาร์บอน พบว่าค่า YX/S, ค่า YP/S, ค่า YP/X และค่า QP มีค่าเท่ากับ 0.537 ± 0.082 กรัมต่อกรัม, 

0.128 ± 0.006 กรัมต่อกรัม, 0.229 ± 0.030 กรัมต่อลิตร และ 0.031 ± 0.001 กรัมต่อลิตรต่อ

ชั่วโมง ตามล าดับ ซึ่งได้ค่าจลนพลศาสตร์ต่ ากว่าในงานวิจัยนี้ทั้งหมด แสดงให้เห็นว่าผักตบชวา

ไฮโดรไลเซทสามารถน ามาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนต้นทุนต่ าได้ แต่เมื่อพิจารณาจากค่า YX/S และค่า YP/S 

จะพบว่าค่า YX/S มีค่าสูง ในขณะที่ค่า YP/S มีค่าต่ า ชี้ให้เห็นว่าสารตั้งต้นถูกน าไปใช้ในการเจริญเติบโต

มากกว่าน าไปสังเคราะห์  PHB ดังนั้น  จึงมีความจ าเป็นในการพัฒนากระบวนการหมักที่มี

ประสิทธิภาพมากขึ้น ส าหรับการผลิต PHB จากผักตบชวาไฮโดรไลเซท เช่น ใช้ความเข้มข้นของ

กลูโคสในผักตบชวาไฮโดรไลเซทเริ่มต้นส าหรับกระบวนการหมักที่เพ่ิมขึ้น หรือการก าจัดสารยับยั้งที่

อาจเกิดจากการปรับสภาพผักตบชวา ก่อนน ามาใช้ ในกระบวน การหมั ก  เช่น  furfural, 

hydroxylmethylfurfural, กรดอะซิติก, สารประกอบฟีนอลิก และลิกนินที่ละลายน้ าได้ เป็นต้น 

(Annamalai and Sivakumar, 2016) 
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รูปที่ 20 ปริมาณเซลล์ (กรัมต่อลิตร), ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ (กรัมต่อลิตร), ปริมาณ PHB (กรัมต่อลิตร) 
และปริมาณ PHB สะสม (ร้อยละของน้ าหนักเซลล์แห้ง) จากการเพาะเลี้ยง R. eutropha NCIMB 
11599 ที่อุณหภูมิ 37±4 องศาเซลเซียส อัตราการกวน 150 รอบต่อนาท ีอัตราการให้อากาศ 1 vvm  
รายงานผลการทดลองเป็น ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

 

 

 

 

 

 

 

0

5

10

15

20

25

30

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44

PH
B 

co
nt

en
t (

%
)

ปริ
มา

ณ
เซ

ลล
์ (ก

รัม
ต่อ

ลิต
ร)

,น
้ าต

าล
รีดิ

วซ์
(ก

รัม
ต่อ

ลิต
ร)

,  
 

ปริ
มา

ณ
 P

HB
 (ก

รัม
ต่อ

ลิต
ร)

เวลา (ชั่วโมง)

DCW (g/L) Reducing sugar (g/L)

PHB (g/L) PHB Content (%)



 59 

 

4.7 การศึกษาคุณลักษณะของ PHB 

4.7.1 การวิเคราะห์ด้วยเทคนิคนิวเคลียร์เมกเนติคเรโซแนนซ์  สเปคโตรมิเตอร์ (Nuclear 

Magnetic Resonance Spectrometer; NMR) 

     น าพอลิเมอร์ที่ผลิตโดย R. eutropha NCIMB 11599 น้ าหนักประมาณ 5 มิลลิกรัม 
ละลายใน CDCl3 ประมาณ 0.5 มิลลิลิตร ไปวิเคราะห์โครงสร้างด้วยเทคนิค 1H NMR แสดงดังรูปที่ 
21 พบว่า พอลิเมอร์ที่ผลิตโดย R. eutropha NCIMB 11599 มีค่า chemical shift ที่ต าแหน่ง 
1.26-1.28 ppm ซึ่งเป็นสัญญาณของเมททิลโปรตอน (methyl protons; –CH3 ) นอกจากนี้ ยังพบ
ค่า chemical shift ในช่วงต าแหน่ง 2.43-2.64 ppm และ 5.20-5.31 ppm ที่เป็นสัญญาณของ    
เมทิลีนโปรตอน (methylene protons; –CH2) และสัญญาณของเมไทน์ (methine proton; –CH) 
ตามล าดับ ที่เป็นหมู่ฟังก์ชั่นในโครงสร้างของ PHB ซึ่งแสดงให้เห็นว่า เมื่อเปรียบเทียบสเปกตรัม 1H 
NMR ของพอลิเมอร์ที่ ผลิตโดย R. eutropha NCIMB 11599 กับสเปกตรัม 1H NMR ของสาร
มาตรฐาน PHB (รูปที่ 22) พบว่ามีค่า chemical shift ที่ใกล้เคียงกันทุกต าแหน่ง จึงสรุปได้ว่าพอลิ
เมอร์ที่ผลิตโดย R. eutropha NCIMB 11599 นั้น คือ PHB ซึ่งมีโครงสร้างเหมือนกับ PHB ใน
งานวิจัยของ Pradhan et al. (2017) ที่ศึกษาการผลิต PHB โดย Ralstonia eutropha MTCC 
8320 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ผักตบชวาไฮโดรไลเซทเป็นแหล่งคาร์บอน จากการศึกษาพบว่าสเปกตรัม 
1H NMR ของ PHB ที่ ผลิตโดย   R. eutropha MTCC 8320  มีค่า chemical shift ที่ ต าแหน่ ง  
1.15-1.36, 2.16-2.61 และ 5.24 ppm ซึ่งเป็นต าแหน่งที่ตรงกับสเปกตรัม 1H NMR ของ PHB ที่
ผลิตจาก R. eutropha NCIMB 11599 ในการศึกษานี้ และนอกจากนี้ PHB ที่ผลิตได้ยังเหมือน PHB  
ใน งานวิ จั ยของ Sabarinathan et al. (2018) ที่ ศึ กษ าการผลิ ต  PHB โดย  Pseudomonas 
plecoglossicida ซึ่งมีค่า chemical shift ที่ต าแหน่ง  1.26-1.28, 2.44-2.63 และ 5.21-5.29 
ppm  
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รูปที่ 21  สเปกตรัม 1H NMR ของ PHB ทีผ่ลิตโดย R. eutropha NCIMB 11599 

รูปที่ 22 สเปกตรัม 1H NMR ของสารมาตรฐาน PHB 
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4.7.2 การวิเคราะห์ด้วยฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรด สเปคโตรมิเตอร์  (Fourier Transform 

Infrared Spectroscopy; FTIR) 

น าพอลิเมอร์ที่ผลิตโดย R. eutropha NCIMB 11599 ไปวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชัน ด้วย
เทคนิค FTIR โดยวิเคราะห์เลขคลื่นในช่วง 4,000-400 cm-1 แสดงดังรูปที่ 23 พบพีคการดูดกลืนที่
บริเวณเลขคลื่น (wave number) 1719 cm-1 ที่เกิดจากการยืดตัวของคาร์บอนิล (C=O) ในหมู ่  
เอสเทอร์ (ester) แถบการดูดกลืนในช่วงเลขคลื่นประมาณ 1,000-1,500 cm-1 เกิดจากการยืดตัว
ของหมู่ เมธิล (-CH3) หมู่ เมทิลีน (-CH2) และการยืดตัวของพันธะ C-O โดยที่ต าแหน่งเลขคลื่น
ประมาณ 1380 cm-1 เกิดจากการยืดตัวของหมู่เมททิล (–CH3 group) และในต าแหน่งเลขคลื่น
ประมาณ 1,460 cm-1 เกิดจากการสั่นแบบไม่สมมาตร (asymmetrical stretching) ของหมู่เมททิล 
แถบการดูดกลืนที่ต าแหน่งเลขคลื่นประมาณ 1,280 cm-1 เกิดจากการยืดตัวของพันธะ C–O–C แถบ
ที่ต าแหน่งเลขคลื่น 1,040 cm-1 เกิดจากการยืดตัวของพันธะ C–O ของหมู่เอสเทอร์ และการดูดกลืน
เล็กน้อยในช่วงเลขคลื่น 3,000-2,800 cm-1 ซึ่งเป็นหมู่ฟังก์ชันของ, –CH จากผลการทดลองแสดงให้
เห็นว่า พอลิเมอร์ที่ผลิตโดย R. eutropha NCIMB 11599 พบแถบการดูดกลืนที่ใกล้เคียงกับสาร
มาตรฐาน PHB (รูปที่ 24) จึงสรุปได้ว่าพอลิเมอร์ที่ผลิตโดย R. eutropha NCIMB 11599 นั้น คือ 
PHB และจากการวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันของ PHB ที่ผลิตจากแบคทีเรียในสกุลเดียวกัน ตัวอย่างเช่น 
งานวิจัยของ Radhika and  Murugesan (2012) พบว่า PHB ที่ผลิตโดย C. necator MTCC-1472 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ผักตบชวาไฮโดรไลเซทเป็นแหล่งคาร์บอน  คาร์บอน พบแถบการดูดกลืนส าคัญ
ที่ต าแหน่งเลขคลื่นประมาณ 1,276, 1,720, และ 3010-2,960 cm-1 เช่นเดียวกับงานวิจัยของ 
Pradhan et al. (2017) พบว่า PHB ที่ผลิตโดย R. eutropha MTCC 8320  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้
ผักตบชวาไฮโดรไลเซทเป็นแหล่งคาร์บอน พบแถบการดูดกลืนส าคัญที่ต าแหน่งเลขคลื่นประมาณ 
1,058, 1,289, 1,726, 2,933 และ 2,975 cm-1 ซึ่งพบว่ามีแถบการดูดกลืนที่ส าคัญในต าแหน่งที่
ใกล้เคียงกับแถบเลขคลื่นของ PHB ที่ผลิตโดย R. eutropha NCIMB 11599 ในการศึกษานี้ 
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รูปที่ 23 สเปกตรัม IR ของ PHB ทีผ่ลิตโดย R. eutropha NCIMB 11599 

รูปที่ 24 สเปกตรัม IR ของสารมาตรฐาน PHB 
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4.7.3 การวิเคราะห์ด้วยดิฟเฟอเรนเชียลสแกนนิงแคลอริมิเตอร์ (Differential Scanning 

Calorimetry; DSC) 

ดิฟเฟอเรนเชียลสแกนนิงแคลอริมิเตอร์ (DSC) เป็นเทคนิคที่ใช้วิเคราะห์วัสดุโดยการวัด

ค่าพลังงานความร้อนและอุณหภูมิของตัวอย่าง เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน โดยใช้วิเคราะห์หาจุด

ห ล อม เห ล ว  (melting point) อุณ ห ภู มิ ก าร เป ลี่ ย น สถ าน ะค ล้ าย แก้ ว  (glass transition 

temperature) ความเสถียรต่ออุณหภูมิ (thermal stability) และสภาพเป็นผลึก (Crystallinity) 

และความบริสุทธิ์ของวัสดุ (purity) เป็นต้น โดยในงานวิจัยนี้ ใช้ดิฟเฟอเรนเชียลสแกนนิง แคลอริ

มิเตอร์เพื่อหาจุดหลอมเหลวของ PHB ที่ผลิตโดย R. eutropha NCIMB 11599 เพราะจุดหลอมเหลว

นั้นเป็นคุณสมบัติที่ส าคัญของพอลิเมอร์ ส าหรับควบคุมคุณสมบัติเชิงกลของวัสดุ (Radhika and 

Murugesan, 2012) จากการศึกษาพบว่า  PHB ที่ ผลิตโดย R. eutropha NCIMB 11599 ที่ ใช้

ผักตบชวาไฮโดรไลเซทเป็นแหล่งคาร์บอน มีจุดหลอมเหลวที่อุณหภูมิ 174.6 องศาเซลเซียส แสดงดัง

รูปที่ 25 ซึ่งมีจุดหลอมเหลวใกล้เคียงกับจุดหลอมเหลวของพอลีโพรพีลีน และมีจุดหลอมเหลว

ใกล้เคียงกับ PHB ในงานวิจัยของ Saratale and  Oh (2015) ที่ผลิต PHB โดย R. eutropha ATCC 

17699 จากฟางข้าว พบว่า PHB ที่ผลิตได้มีจุดหลอมเหลวเท่ากับ 172.27 องศาเซลเซียส และ

งานวิจัยของ Pradhan et al. (2017) ที่ผลิต PHB โดย R. eutropha MTCC 8320  จากผักตบชวา

ไฮโดรไลเซท พบว่า PHB ที่ผลิตได้มีจุดหลอมเหลวเท่ากับ 175 องศาเซลเซียส 

รูปที่ 25 เทอร์โมแกรม DSC ของ PHB ทีผ่ลิตโดย R. eutropha NCIMB 11599 
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลอง 
งานวิจัยนี้ได้ศึกษาเกี่ยวกับวิธีการปรับสภาพผักตบชวาที่เหมาะสม เพ่ือจะน าผักตบชวา

ไฮโดรไลเซทไปใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิต PHB รวมทั้งศึกษาชนิดของแหล่งไนโตรเจนและ
อัตราส่วนโดยน้ าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิต PHB ส าหรับการ
ผลิต PHB ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบกะ และน า PHB ที่ผลิตได้มาศึกษาคุณสมบัติ ผลการทดลอง
พบว่า สภาวะที่เหมาะสมส าหรับการปรับสภาพผักตบชวา คือ การปรับสภาพผักตบชวาด้วย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ความเข้มข้นร้อยละ 2.0 โดยมวลต่อปริมาตร ร่วมกับการใช้หม้อนึ่งความดัน
ไอน ้า ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 30 นาที  สามารถ
เพ่ิมปริมาณของเซลลูโลสเมื่อเทียบกับผักตบชวาก่อนปรับสภาพ ได้ถึงร้อยละ 8.24 ของน้ าหนักแห้ง 
และในขณะเดียวกัน สามารถลดปริมาณเฮมิเซลลูโลส และปริมาณลิกนินได้ร้อยละ 3.71 และ 4.53 
ของน้ าหนักแห้ง ตามล าดับ และยังสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการไฮโดรไลซิสได้ถึง 5.47 เท่า เมื่อ
เทียบกับผักตบชวาที่ไม่ผ่านการปรับสภาพ จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHB ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความเข้มข้นของน้ าตาลรีดิวซ์เท่ากับ 10 กรัมต่อลิตร พบว่า แหล่งไนโตรเจนที่
เหมาะสม คือ yeast extract และอัตราส่วนโดยน้ าหนักของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจนที่
เหมาะสมเท่ากับ 20:4 จากการศึกษาการผลิต PHB ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบกะ เพ่ือประเมินค่า
จลนพลศาสตร์ของการผลิต PHB พบว่า ค่า YX/S, YP/S, และ YP/X เท่ากับ 1.492, 0.366, 0.244 กรัม
ต่อกรัม ตามล าดับ และ QP เท่ากับ 0.038 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง  และจากการศึกษาคุณลักษณะของ 
PHB ที่ผลิตโดย R. eutropha NCIMB 11599 ด้วยเทคนิค 1H NMR, FTIR และ DSC พบว่า มี
โครงสร้างทางเคมีเหมือนกับ PHB ทางการค้า และมีจุดหลอมเหลวเท่ากับ 174.6 องศาเซลเซียส จาก
การศึกษาแสดงให้เห็นว่า ผักตบชวาไฮโดรไลเซทสามารถใช้เป็นแหล่งคาร์บอนต้นทุนต่ าแทนกลูโคส 
เพ่ือเป็นแนวทางในการเพ่ิมประสิทธิภาพของพลาสติกชีวภาพ และเป็นแนวทางในการลดต้นทุนการ
ผลิต PHB    
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อและสารละลาย 
การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

1. อาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient broth (NB) 

Beef extract      3 กรัม 

Peptone      5 กรัม 

น าส่วนประกอบทั้งหมดมาละลายในน้ ากลั่นจนเป็นเนื้อเดียวกัน และปรับปริมาตรเป็น 1,000 

มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอน้ า 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี

2. อาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient agar (NA) 

Beef extract      3 กรัม 

Peptone      5 กรัม 

Agar       15 กรัม 

น าส่วนประกอบทั้งหมดมาละลายในน้ ากลั่นจนเป็นเนื้อเดียวกัน และปรับปริมาตรเป็น 1,000 

มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอน้ า 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี

3. อาหารเลี้ยงเชื้อ Mineral salts medium (MSM) for PHB production 

Yeast extract      2 กรัม 

Potassium dihydrogen orthophosphate (KH2PO4)  2.4 กรัม 

Anhydrous disodium phosphate (Na2HPO4)  2.5 กรัม 

Magnesium sulfate (MgSO4)    0.5 กรัม 

Ferric ammonium citrate     0.1 กรัม 

น าส่วนประกอบทั้งหมดมาละลายในผักตบชวาไฮโดรไลเซท ที่มีความเข้มข้นของน้ าตาลรีดิวซ์ 10 

กรัมต่อลิตร จนเป็นเนื้อเดียวกัน ปรับพีเอชให้เท่ากับ 6.8 ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความ

เข้มข้น 2 นอร์มัล และปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอน้ า 

121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
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การเตรียมสารเคม ี 

1. สารละลายส าหรับการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของผักตบชวา (TAPPI 203 om-88) 

1.1 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 17.5 โดยมวลต่อปริมาตร 

ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด์ 175 กรัมในน้ ากลั่น ละลายด้วยน้ ากลั่น และปรับปริมาตรเป็น 1,000 

มิลลิลิตร 

1.2 สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตความเข้มข้น 0.5 นอร์มัล  

ชั่งโพแทสเซียมไดโครเมต [K2Cr2O7]  24.52 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่น และปรับปริมาตรเป็น 

1,000 มิลลิลิตร 

1.3 สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตมาตรฐานความเข้มข้น 0.100 นอร์มัล 

ชั่งโพแทสเซียมไดโครเมต 0.4904 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่น และปรับปริมาตรเป็น 100 

มิลลิลิตร 

1.4 สารละลายเฟอร์รัสแอมโมเนียซัลเฟตความเข้มข้น 0.100 นอร์มัล  

ชั่งเ ฟ อ ร์ รั ส แ อ ม โ ม เ นี ย ซั ล เ ฟ ต [Fe(NH4)(SO4)·6H2O] 40.5 ก รั ม ละลายด้วย

น้ ากลั่นจนเป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นค่อยๆ เติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และปรับ

ปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร 

หมายเหตุ ต้องหาความเข้มข้นที่แน่นอนทุกครั้งที่ใช้ โดยน าไปไตเตรทกับสารละลาย

โพแทสเซียมไดโครเมตมาตรฐาน  

วิธีหาค่าความเข้มข้นที่แน่นอน : ปิเปตสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตมาตรฐาน ปริมาตร 

5 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมน ้ากลั่น ปริมาตร 45 มิลลิลิตร จากนั้น

ค่อยๆ เทกรดซัลฟุริกเข้มข้น ปริมาตร 6 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว้ให้เย็น หยดอินดิเคเตอร์ 2-4 หยด น าไป 

ไตเตรทกบัสารละลายเฟอร์รัสแอมโมเนียซัลเฟตที่ต้องการทราบความเข้มข้นที่แน่นอน  

วิธีการค านวณ :  จากสมการ N2V2= N1V1  

เมื่อ N1 = ความเข้มข้นของสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต (นอร์มัล)  

N2 = ความเข้มข้นของสารละลายเฟอร์รัสแอมโมเนียซัลเฟต (นอร์มัล)  

V1 = ปริมาตรของสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต (มิลลิลิตร) 

V2 = ปริมาตรของสารละลายเฟอร์รัสแอมโมเนียซัลเฟต (มิลลิลิตร) 
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1.5 สารละลายอินดิเคเตอร์ (indicator)  

ชั่ง 1,10 - ฟี น า น โ ธ ร ลี น โ ม โ น ไ ฮ เ ด ร ท [C12H8N2·H2O] 1.5 ก รั ม และเฟอร์

รัสซัลเฟต (FeSO4.H2O) 0.7 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่น และปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 

1.6 สารละลายกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 3 นอร์มัล  

ค่อยๆ เทกรดซัลฟิวริกเข้มข้นปริมาตร 83.5 มิลลิลิตร ลงในบีกเกอร์ที่มีน ้ากลั่นบรรจุอยู่ และ

ปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร 

2. สารละลายส าหรับการวิเคราะห์กิจกรรมเซลลูเลส (Filter paper assay) 

2.1 สารละลายซิเตรตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ พีเอช 4.8 

Solution A: ชั่งกรดซิตริก [C6H8O7] 4.803 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่นปราศจากอิออน และ

ปรับปริมาตรเป็น 250 มิลลิลิตร 

Solution B: ชั่งไตรโซเดียมซิเตรต [C6H5O7Na3·2H2O] 14.706 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่น

ปราศจากอิออน และปรับปริมาตรเป็น 500 มิลลิลิตร 

ผสม Solution A 200 มิลลิลิตร และ Solution B 300 มิลลิลิตร จนเป็นเนื้อเดียวกัน แล้ว

ปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร ด้วยน้ ากลั่นปราศจากอิออน 

2.2 สารละลาย 3,5-ไดไนโตรซาลิไซลิก (3,5-Dinitrosalicylic acid (DNS)) 

ชั่ง 3,5-Dinitrosalicylic acid 10 กรัม และโซเดียมไฮดรอกไซด์ 16 กรัม ละลายด้วยน้ า

กลั่น 700 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 50-60 องศาเซลเซียส จนกระทั่งเป็นเนื้อเดียวกัน แล้วค่อยๆเติม

โซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทรต 403 กรัม เมื่อละลายเป็นเนื้อเดียวกันแล้ว ปรับปริมาตรเป็น 1,000 

มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 

กราฟมาตรฐานและการค านวณ 
กราฟมาตรฐานน้ าหนักเซลล์แห้ง (cell dry weight) 

1. อบถ้วยอะลูมิเนียมในตู้อบไฟฟ้าที่มีอุณหภูมิ 105±5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น า

ออกจากตู้อบใส่ในโถดูดความชื้น จนกระทั่งอุณหภูมิของถ้วยอะลูมิเนียมเท่ากับอุณหภูมิห้อง แล้วจึง

ชั่งน้ าหนักถ้วยอะลูมิเนียมด้วยเครื่องชั่ง 4 ต าแหน่ง  

2. น ากล้าเชื้อเริ่มต้น ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 4000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเทส่วนใสทิ้ง ล้างตะกอนเซลล์ด้วยน้ ากลั่น ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วปั่น

เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 4000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเทส่วนใสทิ้ง เป็นจ านวน 2 รอบ 

และกระจายตะกอนเซลล์ด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 10 มิลลิลิตร  

3. เจือจางตะกอนเซลล์ โดยท าเป็นล าดับ ล าดับละ 2 เท่า  

4. ปิเปตสารตัวอย่างแต่ละล าดับ ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ใส่ลงในถ้วยอะลูมิเนียมที่ทราบน้ าหนักที่

แน่นอนแล้ว จากนั้นน าไปอบในตู้อบไฟฟ้าที่มีอุณหภูมิ 105±5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  

5. ตัวอย่างที่เหลือในแต่ละล าดับน าไปวัดความหนาแน่นของเซลล์ ที่ค่าการดูดกลืนแสงที่ความ

ยาวคลื่น 600 นาโนเมตร จะได้ผลดังตารางที่ 6 

6. เมื่อครบเวลา 24 ชั่วโมง น าตัวอย่างที่อบอยู่ในตู้อบไฟฟ้าออกมาใส่โถดูดความชื้น แล้วชั่ง

น้ าหนักของถ้วยอะลูมิเนียม จะได้ผลดังตารางที่ 7 แล้วน าไปเขียนกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่า

การดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร กับน้ าหนักเซลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร) ดังรูปที่ 26 

ตารางที่ 6 ค่าการดูดกลืนแสงของความหนาแน่นของเซลล์ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 

อัตราส่วนเจือจาง 
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 

1 2 3 เฉลี่ย 
1:24 0.172 0.173 0.173 0.173 

1:12 0.338 0.331 0.338 0.336 

1:8 0.491 0.480 0.479 0.483 
1:6 0.638 0.641 0.651 0.643 

1:4 0.917 0.930 0.938 0.928 
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ตารางที่ 7 น้ าหนักเซลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร) ในอัตราส่วนเจือจางต่างๆ 

อัตราส่วนเจือจาง น้ าหนักเซลล์แห้ง (ใน 3 มิลลิลิตร) น้ าหนักเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลิตร) 1 2 3 เฉลี่ย 

1:24 0.0001 0.0002 0.0002 0.0002 0.056 

1:12 0.0004 0.0003 0.0003 0.0003 0.111 
1:8 0.0004 0.0005 0.0006 0.0005 0.167 

1:6 0.0006 0.0008 0.0006 0.0007 0.222 
1:4 0.0007 0.0009 0.0012 0.0009 0.311 

 

รูปที่ 26 กราฟมาตรฐานน้ าหนักเซลล์แห้ง (cell dry weight) 

การหาน้ าหนักเซลล์แห้ง  

จากกราฟมาตรฐานการวิเคราะห์น้ าหนักเซลล์แห้ง ได้สมการ y = 2.9529x  

โดย y คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร  

x คือ น้ าหนักเซลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร) 

สามารถค านวณหาน้ าหนักเซลล์แห้งไดด้ังนี้  

น้ าหนักเซลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร) = (OD600 / 2.9529) × อัตราส่วนเจือจาง 

 

y = 2.9529x
R² = 0.9992
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กราฟมาตรฐานของน้ าตาลรีดิวซ์ 

1. ปิเปตสารละลายกลูโคสมาตรฐาน ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ใส่หลอดทดลองให้ได้ความเข้มข้น

ของกลูโคส ที่ความเข้มข้นตั้งแต่ 0-2.50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (หลอดควบคุมใช้น้ ากลั่นแทนสาร

ตัวอย่าง) 

2. ปิเปต DNS reagent ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ลงในสารละลายกลูโคสมาตรฐาน ผสมให้เข้า

กัน  

3. ต้มที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาท ีและตัง้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง 

4. ปิเปตสารตัวอย่าง ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับน้ ากลั่น ปริมาตร 4.5 มิลลิลิตร ให้เข้ากัน  

5. วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร จะได้ผลดังตารางที่ 8  และสร้าง

กราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของกลูโคสมาตรฐาน กับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

540 นาโนเมตร ดังรูปที่ 27 

ตารางที ่8 ค่าการดูดกลืนแสงของกลูโคสมาตรฐาน ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

ความเข้มข้นกลูโคสมาตรฐาน 
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 
1 2 3 เฉลี่ย 

0.00 0.000 0.000 0.000 0.000 

1.00 0.373 0.366 0.366 0.368 
1.25 0.472 0.472 0.473 0.472 

1.50 0.575 0.550 0.568 0.564 
1.75 0.657 0.647 0.650 0.651 

2.00 0.757 0.758 0.752 0.756 

2.25 0.850 0.847 0.828 0.842 
2.50 0.943 0.934 0.930 0.936 
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รูปที่ 27 กราฟมาตรฐานส าหรับการวิเคราะห์น้ าตาลรีดิวซ์ด้วยวิธี DNS 

การหาปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ 

จากกราฟมาตรฐานการวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ ได้สมการ y = 0.3747x  

โดย y คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร  

x คือ ความเข้มข้นกลูโคส (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

สามารถค านวณหาปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ไดด้ังนี้  

ความเข้มข้นกลูโคส (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) = (OD540 / 0.3747) × อัตราส่วนเจือจาง 
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กราฟมาตรฐานของน้ าตาลรีดิวซด์้วยเครื่อง High Performance Liquid Chromatography 

(HPLC) 

1. น าสารละลายมาตรฐานน้ าตาลรีดิวซ์ ปริมาตร 1-1.5 มิลลิลิตร ที่ความเข้มข้นตั้งแต่ 2-10 

กรัมต่อลิตร ไปกรองด้วย nylon syringe filter มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.22 ไมโครเมตร ใส่ลงใน

ขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร  

2. น าไปฉีดวิเคราะห์ด้วยเครื่อง High Performance Liquid Chromatography (HPLC) โดย

ใช้สภาวะที่ใช้ในการวิเคราะห์ดังนี้ 

Detector   Refractive index (RI) detector 

Column   Rezek RNM carbohydrate Column  

Mobile phase  น้ าปราศจากไออน (deionized water) 

Flow rate    0.4 มิลลิลิตรต่อนาที 

Injection   10 ไมโครลิตร 

Analysis time  30 นาท ี

Temperature   45 องศาเซลเซียส 

1. สารมาตรฐานกลูโคส 

รูปที่ 28 โครมาโทรแกรมของสารมาตรฐานกลูโคส ที่ความเข้มข้น 10 กรัมต่อลิตร 

Retention time = 18.605 นาท ี
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รูปที่ 29 กราฟมาตรฐานส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณกลูโคสด้วยเครื่อง HPLC  

การหาปริมาณกลูโคสด้วยเครื่อง HPLC 

จากกราฟมาตรฐานการวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ ได้สมการ y = 179779x  

โดย y คือ ค่า area ของพีคกลูโคส   

x คือ ความเข้มข้นกลูโคส (กรัมต่อลิตร) 

สามารถค านวณหาปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ไดด้ังนี้  

ความเข้มข้นน้ าตาลกลูโคส (กรัมต่อลิตร) = (area / 179779) × อัตราส่วนเจือจาง 
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2. สารมาตรฐานมอลโทส 

รูปที่ 30 โครมาโทรแกรมของสารมาตรฐานมอลโทส ที่ความเข้มข้น 10 กรัมต่อลิตร 

 
 

รูปที่ 31 กราฟมาตรฐานส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณมอลโทสด้วยเครื่อง HPLC 

 

 

Retention time = 15.635 นาท ี
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การหาปริมามอลโทสด้วยเครื่อง HPLC 

จากกราฟมาตรฐานการวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ ได้สมการ y = 184112x  

โดย y คือ ค่า area ของพีคมอลโทส   

x คือ ความเข้มข้นมอลโทส (กรัมต่อลิตร) 

สามารถค านวณหาปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ไดด้ังนี้  

ความเข้มข้นน้ าตาลมอลโทส (กรัมต่อลิตร) = (area / 184112) × อัตราส่วนเจือจาง 
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กราฟมาตรฐานของ PHB 

1. ปิเปตสารละลาย PHB มาตรฐาน ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่หลอดทดลองให้ได้ความเข้มข้น

ของ PHB ที่ความเข้มข้นตั้งแต่ 0-0.007 กรัมต่อลิตร (หลอดควบคุมใช้คลอโรฟอร์มแทนสารตัวอย่าง) 

ตั้งระเหยจนแห้ง  

2. เติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น ปริมาตร 3 มิลลิลิตร  

3. ต้มในน้ าเดือด เป็นเวลา 10 นาที และตัง้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง  

4. วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 235 นาโนเมตร จะได้ผลดังตารางที่ 9  และสร้าง

กราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ PHB กับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 235 นาโน

เมตร ดังรูปที่ 32 

ตารางที่ 9 ค่าการดูดกลืนแสงของ PHB มาตรฐาน ที่ความยาวคลื่น 235 นาโนเมตร 

ความเข้มข้น PHB มาตรฐาน    
(กรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 235 นาโนเมตร 
1 2 3 เฉลี่ย 

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

0.002 0.106 0.141 0.125 0.124 
0.003 0.173 0.218 0.205 0.199 

0.004 0.272 0.259 0.245 0.259 
0.006 0.399 0.405 0.380 0.395 

0.007 0.442 0.465 0.466 0.458 
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รูปที่ 32 กราฟมาตรฐานส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณ PHB 
 

การหาปริมาณ PHB 

จากกราฟมาตรฐานการวิเคราะห์ปริมาณ PHB ได้สมการ y = 65.354x  

โดย y คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 235 นาโนเมตร  

X คือ ความเข้มข้นของ PHB (กรัมต่อลิตร) 

สามารถค านวณหาปริมาณ PHB ไดด้ังนี้  

ความเข้มข้น PHB (กรัมต่อลิตร) = (OD235 / 65.354) × อัตราส่วนเจือจาง 

การวิเคราะห์ปริมาณ PHB สะสม (%PHB content) 

การหาปริมาณ PHB สะสม (ร้อยละของน้ าหนักเซลล์แห้ง) ท าได้โดยการเทียบอัตราส่วน

ระหว่างปริมาณ PHB (กรัมต่อลิตร) ต่อน้ าหนักเซลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร) ในหน่วยร้อยละ ดังสมการ 

%PHB content   =   
ความเข้มข้น PHB (กรัมต่อลิตร) 

น้ าหนักเซลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร)
   x   100 

 

y = 65.354x
R² = 0.9995
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ภาคผนวก ค 

การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของผักตบชวา 
การวิเคราะห์ปริมาณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน โดยวิธี TAPPI 203 om-88  

1. การเตรียมตัวอย่าง 

1.1 ชั่งตัวอย่าง 0.5 กรัมน ้าหนักแห้ง และบันทึกน ้าหนักตัวอย่าง  

1.2 เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 17.5 โดยมวลต่อปริมาตร ปริมาตร

50 มิลลิลิตร ปิดด้วยกระจกนาฬิกา จากนั้นน าไปกวนบนเครื่องกวนสาร 30 นาที โดยจับเวลาทันที

หลังเติมสารละลาย 

1.3 เมื่อครบเวลา เติมน ้ากลั่น ปริมาตร 50 มิลลิลิตร กวนให้เข้ากัน และตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง

ต่ออีก 30 นาท ี

1.4 กรองสารละลายตัวอย่าง โดยเก็บส่วนใส เพ่ือน าไปวิเคราะห์ปริมาณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส 

และลิกนิน  

2. การวิเคราะห์ปริมาณแอลฟา-เซลลูโลส (เซลลูโลส)  

2.1 ปิเปตสารละลายตัวอย่าง ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใส่ขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร เติม

สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตความเข้มข้น 0.5 นอร์มัล ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และน ้ากลั่น 

ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน  

2.2 ค่อยๆ เทกรดซัลฟิวริกเข้มข้น ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ลงไป โดยเอียงขวดท ามุม 45 องศากับ

พ้ืนเพื่อป้องกนัการเดือดอย่างรุนแรงของสารละลาย และตั้งทิ้งไว้ให้เย็น  

2.3 หยดอินดิเคเตอร์ 2–4 หยด แล้วน าไปไตเตรตกับสารละลายเฟอร์รัสแอมโมเนียซัลเฟตที่

ทราบความเข้มข้นแน่นอน จนสารละลายเปลี่ยนจากสีเหลืองอมส้มเป็นสีน้ าตาลอมม่วง ดังรูปที่ 33

บันทึกปริมาตรสารละลายเฟอร์รัสแอมโมเนียซัลเฟต 

หมายเหตุ สารละลายควบคุม (blank) เตรียมโดยปิเปตสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความ

เข้มข้นร้อยละ 17.5 โดยมวลต่อปริมาตร ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร และน ้ากลั่นบรรจุอยู่ 2.5 มิลลิลิตร 

แทนสารละลายตัวอย่าง  

 

 



  

 

91 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 33 สีของสารละลายตัวอย่างก่อนไตเตรตกับสารละลายเฟอร์รัสแอมโมเนียซัลเฟต (ซ้าย) สีของ
สารละลายตัวอย่างหลังไตเตรตกับสารละลายเฟอร์รัสแอมโมเนียซัลเฟต โดยเปลี่ยนจากสีเหลืองอม
ส้มเป็นสีน้ าตาลอมม่วง (ขวา) 

การค านวณหาปริมาณแอลฟา-เซลลูโลส 

แอลฟา-เซลลูโลส (ร้อยละ) = 100 – [(6.85 (V2-V1) x N x 20) / AW] 

เมื่อ  V1 = ปริมาตรเฟอร์รัสแอมโมเนียซัลเฟตที่ใช้ในการไตเตรตกับสารละลายตัวอย่าง (มิลลิลิตร) 

       V2 = ปริมาตรเฟอร์รัสแอมโมเนียซัลเฟตที่ใช้ในการไตเตรตกับสารละลายควบคุม (มิลลิลิตร)  

       N = ความเข้มข้นที่แน่นอนของสารละลายเฟอร์รัสแอมโมเนียซัลเฟต (นอร์มัล)  

       A = ปริมาตรสารละลายตัวอย่างที่ใช้ (มิลลิลิตร) 

       W = น ้าหนักตัวอย่าง (กรัม) 

       6.85 = มิลลิกรัมสมมูลของสารละลายเฟอร์รัสแอมโมเนียซัลเฟตที่ท าปฏิกิริยาพอดีกับเซลลูโลส 
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3. การวิเคราะห์ปริมาณแกมม่า-เซลลูโลส  

3.1 ปิเปตสารละลายตัวอย่าง ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ใส่ขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร จากนั้น

เติมกรดซัลฟุริกความเข้มข้น 3 นอร์มัล ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ผสมให้เป็นเนื้อเดียวกนั 

3.2 ต้มที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที  

3.3 กรองสารละลายตัวอย่าง โดยเก็บส่วนใสน าไปวิเคราะห์วิธีเดียวกับการวิเคราะห์ปริมาณ

แอลฟา-เซลลูโลส 

การค านวณหาปริมาณแกมม่า-เซลลูโลส  

แกมม่า-เซลลูโลส = [(6.85 (V4-V3) x N x 20) / AW] 

เมื่อ  V3 = ปริมาตรเฟอร์รัสแอมโมเนียซัลเฟตที่ใช้ในการไตเตรตกับสารละลายตัวอย่าง (มิลลิลิตร) 

       V4 = ปริมาตรเฟอร์รัสแอมโมเนียซัลเฟตที่ใช้ในการไตเตรตกับสารละลายควบคุม (มิลลิลิตร 

4. การวิเคราะห์ปริมาณเบต้า-เซลลูโลส (เฮมิเซลลูโลส)  

เบต้า-เซลลูโลส (ร้อยละ) = 100 – (แอลฟา-เซลลูโลส + แกมม่า-เซลลูโลส) 

5. การวิเคราะห์ปริมาณลิกนิน  

ลิกนิน (ร้อยละ) = 100 – (ร้อยละเซลลูโลส + ร้อยละเฮมิเซลลูโลส) 
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ภาคผนวก ง 

การวิเคราะห์กิจกรรมเซลลูเลส  
วิธีวิเคราะห์ 

การหากิจกรรมเซลลูเลสในการย่อยกระดาษกรอง (filter paper assay) โดยดัดแปลงวิธีของ 

Ghose (1987) ซ่ึงมีวิธีการดังน ี้ 

1. ใส่กระดาษกรอง เบอร์ 1 ขนาด 1x6 เซนติเมตร (50 มิลลิกรัม) ลงในหลอดทดลอง 

2. ปิเปตสารละลายซิเตรตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ พีเอช 4.8 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

และปิเปตสารละลายเซลลูเลส 0.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน   

3. อุ่นในอ่างควบคุมอุณหภูมิที่ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาท ี 

4. เมื่อครบเวลา หยุดปฏิกิริยาโดยปิเปต DNS reagent ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอด

ปฏิกิริยา (reaction, RE) 

5. ต้มที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาท ีและตัง้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง 

6. ปิเปตสารละลายจากหลอดปฏิกิริยา ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับน้ ากลั่น ปริมาตร 4.5 

มิลลิลิตร ให้เข้ากัน  

7. วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

หมายเหตุ ส าหรับหลอดควบคุม (blank), หลอดควบคุมสารตั้งตั้น (substrate blank, SB) และ

หลอดควบคุมเอนไซม์ (enzyme blank, EB) ใช้ส่วนประกอบ ดังตารางที่ 10 ส าหรับการท าปฏิกิยา 

ตารางที่ 10 ส่วนประกอบในหลอดควบคุม (blank), หลอดควบคุมสารตั้งตั้น (substrate blank, SB) 
และหลอดควบคุมเอนไซม์ (enzyme blank, EB) ส าหรับหากิจกรรมเซลลูเลส 
 blank SB EB 

กระดาษกรอง เบอร์ 1 (กรัม) - 50 - 

สารละลายซิเตรตบัฟเฟอร์ (มิลลิลิตร) 1.5 1.5 1.0 
สารละลายเซลลูเลส (มิลลิลิตร) - - 0.5 
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การค านวณกิจกรรมเซลลูเลส 

ก าหนดให้ 1 ยูนิตของเซลลูเลส (filter paper units, FPU) คือ ปริมาณเซลลูเลสที่ย่อยสลายสาร

ตั้งต้นให้เป็นกลูโคส 1 ไมโครโมล ภายใน 1 นาที ภายใต้สภาวะที่ท าการทดลอง  

นั่นคือ 1 ยูนิตของเซลลูเลส  = 1 ไมโครโมลของกลูโคสที่ถูกปล่อยออกมาใน 1 นาที  

= 0.180 มิลลิกรัมของกลูโคสที่ถูกปล่อยออกมาใน 1 นาท ี

โดย กลูโคส 0.180 มิลลิกรัม มีค่าเท่ากับ 1 ไมโครโมล 

ถ้าเอนไซม์ย่อยสลายได้กลูโคส X มิลลิกรัม จะมีค่าเท่ากับ  
X

 0.180  หรือ 5.556X ไมโครโมล 

ในระยะเวลา 60 นาที กลูโคสถูกปล่อยออกมาเท่ากับ 5.556X ไมโครโมล  

ระยะเวลา 1 นาท ีจะมีกลูโคสถูกปล่อยออกมาเท่ากับ  
5.556X

 60   หรือ 0.0926X ไมโครโมล/นาที 

เมื่อใช้เอนไซม์ 0.5 มิลลิลิตร จะมีกลูโคสเท่ากับ 0.0926X ไมโครโมล/นาที  

ถ้าใช้เอนไซม์ 1.0 มิลลิลิตร จะมีกลูโคสเท่ากับ  
0.0926X

 0.5   หรือ 0.185X ไมโครโมล/นาที/มิลลิลิตร 

ซ่ึงมีค่าเท่ากับ 0.185X ยูนิต/มิลลิลิตร (Filter paper units: FPU/ml) 

 

หรือสามารถค านวณหากิจกรรมเซลลูเลสได้จาก 

กิจกรรมเซลลูเลส (FPU/ml)  =  
OD540

 0.3747 X 
1000
 180  X 1.5 X 

1
 60 

 X 
1

 0.5 

โดย OD540 = ODRE – (ODSB + ODEB) 
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ภาคผนวก จ 

ข้อมูลผลการทดลอง 
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ส 
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2 
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1 
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ูโล
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ลูโ

ลส
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า 

1 
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19
.55
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22
.85

 
22

.90
 

22
.88
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.89
 

8.9
7 

5.1
4 
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.44
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8.3
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2 
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2 
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.00
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.80
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.99
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0 

4.9
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.15
 

22
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4.5
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.00

 
24

.05
 

24
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1 
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21
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.05

 
23
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3.5

3 
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1.5 % (w/v) NaOH 

15
 

1 
1 

21
.40
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.50
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.45
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91
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3.7

4 
4.2
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21
.78
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3.1

2 

2 
1 

21
.08

 
21
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.69
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4.5

5 

2 
20

.75
 

20
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.55
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.55
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.55
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1 
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.63
 

93
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5 
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2.0 % (w/v) NaOH 

15
 

1 
1 

22
.20

 
21

.85
 

22
.03

 
23

.10
 

24
.00

 
23

.55
 

93
.27

 
4.1

8 
2.5

5 

92
.61

±1
.02

 
4.4

5±
0.5

9 
2.9

4±
0.4

4 
2 

21
.20

 
21

.25
 

21
.23

 
23

.15
 

23
.20

 
23

.18
 

91
.08

 
5.3

4 
3.5

8 

2 
1 

21
.90

 
21

.95
 

21
.93

 
23

.50
 

23
.40

 
23

.45
 

93
.00

 
4.1

8 
2.8

2 

2 
21

.90
 

22
.00

 
21

.95
 

23
.40

 
23

.50
 

23
.45

 
93

.07
 

4.1
1 

2.8
2 

30
 

1 
1 

22
.30

 
22

.20
 

22
.25

 
23

.90
 

23
.80

 
23

.85
 

93
.89

 
5.2

5 
0.8

6 

94
.68

±0
.62

 
4.6

1±
0.6

0 
0.7

1±
0.1

4 
2 

22
.60

 
22

.50
 

22
.55

 
24

.10
 

24
.00

 
24

.05
 

94
.71

 
4.7

0 
0.5

9 

2 
1 

22
.90

 
22

.70
 

22
.80

 
23

.95
 

23
.85

 
23

.90
 

95
.40

 
3.8

1 
0.7

9 

2 
22

.50
 

22
.60

 
22

.55
 

24
.00

 
24

.10
 

24
.05

 
94

.71
 

4.7
0 

0.5
9 

45
 

1 
1 

21
.80

 
21

.90
 

21
.85

 
23

.60
 

23
.65

 
23

.63
 

91
.65

 
6.5

8 
1.7

7 

91
.92

±0
.21

 
6.1

2±
0.3

9 
1.9

6±
0.1

7 
2 

21
.95

 
21

.90
 

21
.93

 
23

.60
 

23
.50

 
23

.55
 

91
.85

 
6.2

8 
1.8

7 

2 
1 

22
.00

 
22

.05
 

22
.03

 
23

.40
 

23
.30

 
23

.35
 

92
.12

 
5.7

4 
2.1

4 

2 
22

.00
 

22
.00

 
22

.00
 

23
.45

 
23

.35
 

23
.40

 
92

.05
 

5.8
7 

2.0
8 

60
 

1 
1 

21
.50

 
21

.70
 

21
.60

 
23

.25
 

23
.40

 
23

.33
 

91
.96

 
4.8

7 
3.1

7 

92
.04

±0
.38

 
4. 

90
±0

.14
 

3.0
5±

0.2
8 

2 
21

.70
 

21
.90

 
21

.80
 

23
.50

 
23

.45
 

23
.48

 
92

.52
 

4.7
3 

2.7
5 

2 
1 

21
.60

 
21

.70
 

21
.65

 
23

.35
 

23
.50

 
23

.43
 

92
.10

 
5.0

1 
2.8

9 

2 
21

.40
 

21
.55

 
21

.48
 

23
.25

 
23

.25
 

23
.25

 
91

.60
 

5.0
1 

3.3
9 

100 
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2 
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0.5 % (v/v) H2SO4 

15
 

1 
1 

18
.10

 
17

.70
 

17
.90

 
21

.10
 

21
.30

 
21

.20
 

79
.94

 
9.1

3 
10

.93
 

78
.78

±0
.99

 
10

.17
±1

.01
 

11
.05

±0
.21

 
2 

17
.70

 
17

.50
 

17
.60

 
21

.00
 

21
.10

 
21

.05
 

79
.11

 
9.5

5 
11

.35
 

2 
1 

17
.10

 
17

.00
 

17
.05

 
21

.10
 

21
.20

 
21

.15
 

77
.58

 
11

.35
 

11
.07

 

2 
17

.35
 

17
.40

 
17

.38
 

21
.40

 
21

.05
 

21
.23

 
78

.48
 

10
.65

 
10

.86
 

30
 

1 
1 

18
.10

 
17

.90
 

18
.00

 
21

.70
 

21
.60

 
21

.65
 

81
.51

 
10

.00
 

8.4
9 

81
.09

±0
.30

 
10

.89
±0

.98
 

8.0
1±

0.9
0 

2 
17

.70
 

17
.80

 
17

.75
 

21
.50

 
21

.50
 

21
.50

 
80

.82
 

10
.28

 
8.9

1 

2 
1 

17
.80

 
17

.80
 

17
.80

 
22

.30
 

22
.20

 
22

.25
 

80
.96

 
12

.19
 

6.8
5 

2 
17

.70
 

18
.00

 
17

.85
 

21
.90

 
21

.90
 

21
.90

 
81

.09
 

11
.10

 
7.8

1 

45
 

1 
1 

18
.30

 
18

.60
 

18
.45

 
22

.60
 

22
.40

 
22

.50
 

81
.23

 
11

.43
 

7.3
4 

82
.01

±1
.43

 
11

.20
 ±

0.9
8 

6.7
9±

0.5
9 

2 
18

.20
 

18
.10

 
18

.15
 

22
.55

 
22

.55
 

22
.55

 
80

.39
 

12
.42

 
7.2

0 

2 
1 

19
.30

 
19

.10
 

19
.20

 
22

.90
 

22
.65

 
22

.78
 

83
.35

 
10

.09
 

6.5
6 

2 
19

.10
 

19
.10

 
19

.10
 

23
.00

 
22

.90
 

22
.95

 
83

.07
 

10
.87

 
6.0

7 

60
 

1 
1 

19
.75

 
19

.65
 

19
.70

 
23

.30
 

23
.50

 
23

.40
 

84
.98

 
9.8

3 
5.1

8 

84
.72

±0
.42

 
10

. 2
8 

±0
.43

 
5.0

0±
0.1

8 
2 

19
.35

 
19

.40
 

19
.38

 
23

.45
 

23
.40

 
23

.43
 

84
.12

 
10

.76
 

5.1
2 

2 
1 

19
.55

 
19

.65
 

19
.60

 
23

.70
 

23
.40

 
23

.55
 

84
.72

 
10

.50
 

4.7
8 

2 
19

.75
 

19
.70

 
19

.73
 

23
.65

 
23

.35
 

23
.50

 
85

.05
 

10
.03

 
4.9

2 

101 
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1.0 % (v/v) H2SO4 

15
 

1 
1 

17
.15

 
17

.00
 

17
.08

 
21

.10
 

20
.90

 
21

.00
 

80
.19

 
10

.43
 

9.3
8 

79
.82

±0
.28

 
10

.90
±0

.37
 

9.2
8±

0.2
3 

2 
16

.80
 

16
.85

 
16

.83
 

21
.00

 
21

.10
 

21
.05

 
79

.52
 

11
.23

 
9.2

5 

2 
1 

17
.05

 
16

.75
 

16
.90

 
21

.00
 

20
.90

 
20

.95
 

79
.72

 
10

.76
 

9.5
1 

2 
16

.80
 

17
.10

 
16

.95
 

21
.20

 
21

.10
 

21
.15

 
79

.85
 

11
.16

 
8.9

8 

30
 

1 
1 

20
.55

 
20

.25
 

20
.40

 
22

.90
 

22
.80

 
22

.85
 

87
.65

 
6.5

8 
5.7

7 

86
.85

±0
.84

 
6.7

7±
0.8

7 
6.3

8±
0.4

6 
2 

20
.25

 
20

.40
 

20
.33

 
22

.40
 

22
.50

 
22

.45
 

87
.45

 
5.7

1 
6.8

5 

2 
1 

19
.90

 
19

.60
 

19
.75

 
22

.50
 

22
.60

 
22

.55
 

85
.90

 
7.5

2 
6.5

8 

2 
19

.70
 

19
.80

 
19

.75
 

22
.60

 
22

.70
 

22
.65

 
85

.90
 

7.7
9 

6.3
1 

45
 

1 
1 

19
.70

 
19

.95
 

19
.83

 
23

.20
 

23
.30

 
23

.25
 

85
.11

 
9.6

7 
5.2

2 

85
.71

±0
.40

 
9.0

1±
0.4

4 
5.2

7±
0.0

7 
2 

20
.10

 
20

.10
 

20
.10

 
23

.20
 

23
.20

 
23

.20
 

85
.89

 
8.7

5 
5.3

6 

2 
1 

20
.10

 
20

.10
 

20
.10

 
23

.30
 

23
.20

 
23

.25
 

85
.89

 
8.8

9 
5.2

2 

2 
20

.20
 

20
.05

 
20

.13
 

23
.20

 
23

.25
 

23
.23

 
85

.96
 

8.7
5 

5.2
9 

60
 

1 
1 

19
.80

 
19

.60
 

19
.70

 
22

.90
 

22
.70

 
22

.80
 

86
.58

 
8.5

8 
4.8

4 

86
.80

±0
.68

 
9.1

0±
0.8

4 
4.1

0±
0.5

1 
2 

20
.00

 
20

.25
 

20
.13

 
23

.20
 

23
.00

 
23

.10
 

87
.75

 
8.2

3 
4.0

1 

2 
1 

19
.85

 
19

.65
 

19
.75

 
23

.30
 

23
.10

 
23

.20
 

86
.72

 
9.5

5 
3.7

4 

2 
19

.55
 

19
.55

 
19

.55
 

23
.15

 
23

.20
 

23
.18

 
86

.16
 

10
.03

 
3.8

1 
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1.5 % (v/v) H2SO4 

15
 

1 
1 

17
.90

 
17

.90
 

17
.90

 
21

.50
 

21
.85

 
21

.68
 

81
.15

 
10

.24
 

8.6
1 

81
.28

±0
.35

 
10

.38
±0

.12
 

8.3
4±

0.3
2 

2 
17

.60
 

18
.00

 
17

.80
 

21
.55

 
21

.80
 

21
.68

 
80

.88
 

10
.51

 
8.6

1 

2 
1 

18
.00

 
18

.00
 

18
.00

 
21

.80
 

21
.90

 
21

.85
 

81
.42

 
10

.44
 

8.1
4 

2 
18

.00
 

18
.20

 
18

.10
 

21
.80

 
22

.00
 

21
.90

 
81

.69
 

10
.31

 
8.0

0 

30
 

1 
1 

19
.90

 
20

.10
 

20
.00

 
23

.60
 

23
.50

 
23

.55
 

85
.33

 
9.8

2 
4.8

4 

84
.90

±0
.56

 
10

.36
±0

.95
 

4.7
4±

0.4
1 

2 
19

.80
 

19
.80

 
19

.80
 

23
.50

 
23

.60
 

23
.55

 
84

.78
 

10
.38

 
4.8

4 

2 
1 

19
.70

 
19

.45
 

19
.58

 
23

.80
 

23
.80

 
23

.80
 

84
.16

 
11

.69
 

4.1
5 

2 
20

.00
 

20
.00

 
20

.00
 

23
.50

 
23

.40
 

23
.45

 
85

.33
 

9.5
5 

5.1
2 

45
 

1 
1 

20
.40

 
20

.50
 

20
.45

 
23

.70
 

23
.30

 
23

.50
 

87
.14

 
8.5

2 
4.3

3 

87
.18

±0
.29

 
7.7

6±
0.7

5 
5.0

7±
0.5

5 
2 

20
.30

 
20

.40
 

20
.35

 
23

.20
 

23
.30

 
23

.25
 

86
.86

 
8.1

0 
5.0

3 

2 
1 

20
.50

 
20

.70
 

20
.60

 
23

.10
 

22
.95

 
23

.03
 

87
.56

 
6.7

8 
5.6

6 

2 
20

.45
 

20
.45

 
20

.45
 

23
.15

 
23

.20
 

23
.18

 
87
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