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บทคัดย่อ 
   

พอลีไฮดรอกซีบิüทิเรตĀรือพีเอชบี คือ พลาÿติกที่ÿามารถย่อยÿลายได้ทางชีüภาพ โดย            
พีเอชบีเกิดจากการÿะÿมคาร์บอนในจุลินทรีย์ที่ÿามารถÿังเคราะĀ์พอลิเมอร์ได้ ซึ่งพีเอชบีมีประโยชน์
ĀลากĀลายที่ÿามารถนำมาใช้ได้ เช่น ทางการแพทย์ แต่ในการผลิตพีเอชบีมีข้อเÿีย คือ แĀล่ง
คาร์บอนที่ใช้ในการผลิตยังมีต้นทุนที่ÿูง จึงต้องการลดต้นทุนการผลิตใĀ้ลดลง โดยการนำüัตถุดิบ
เĀลือใช้จากทางอุตÿาĀกรรมมาใช้เป็นแĀล่งคาร์บอน โครงงานพิเýþเล่มนี้จึงมีüัตถุประÿงค์เพื่อĀา
ปริมาณคาร์บอนและอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่เĀมาะÿมต่อการผลิตพีเอชบีจากเชื้อ Bacillus 
megaterium SWU01 โดยใช้อาĀาร MSM ที่มีกากน้ำตาลเป็นแĀล่งคาร์บอน ซึ่งจากผลการทดลอง
ที่ได้ พบü่าปริมาณคาร์บอนที่ 24.970 g/L และอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่ 20:1 ÿามารถผลิต
พีเอชบีได้ÿูงÿุดเท่ากับ 1.03 g/L 

 
คำÿำคญั : พอลีไฮดรอกซีบิüทิเรต, พีเอชบี, กากน้ำตาล, Bacillus megaterium 
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Abstract 
 

Polyhydroxybutyrate or PHB is a biodegradable plastic. The PHB is formed by 

carbon accumulation in microorganisms capable of synthesizing polymers. Many 

benefits of PHB can be used, such as medicine, but in the production of PHB, there 

are disadvantages, that is the carbon source used in the production still has a high 

cost. Therefore, it is necessary to reduce production costs to be lower by using waste 

raw materials from industry to be used as a carbon source. This special project aims 

to determine the optimal carbon content and C/N ratio for PHB production from 

Bacillus megaterium SWU01 using molasses-based MSM medium as the carbon 

source. The results were found that a carbon content at 24.970 g/L and C/N ratio of 

20:1 had the highest PHB content of 1.03 g/L. 
 
Keywords : polyhydroxybutyrate, PHB, Molasses, Bacillus megaterium 
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คำย่อ/ÿัญลักþณ์  
 

คำย่อ/ÿัญลักþณ์ คำอธบิาย 
oC Degrees Celsius 

CDW Cell Dry Weight 
FT-IR Fourier Transform Infrared Spectrometer 
g/L Gram/Liter 
IR Infrared 
mg milligram 
mL milliliter 
nm nanometer 
µg Microliter 

MSM Mineral Salt Medium 
NA Nutrient agar 
NB Nutrient broth 
OD Optical density 
rpm Revolutions per minute 
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บทที่ 1 
บทนำ  

 
1.1 คüามเป็นมาและคüามÿำคัญของปัญĀา 

ในปัจจุบันแต่ละปีประเทýไทยจะมีขยะพลาÿติกเป็นจำนüนมาก โดยในช่üง 10 ปีที่ผ่านมา
ประเทýไทยมีปริมาณขยะพลาÿติกเกิดขึ้นประมาณ 2 ล้านตัน โดยที่ประมาณ 1.5 ล้านตัน เป็น
พลาÿติกแบบใช้ครั้งเดียü (กรมคüบคุมมลพิþ, 2563) ซึ่งจะเกิดจากของที่ใช้ในชีüิตประจำüัน เช่น ถุง
ร้อน แก้üน้ำพลาÿติก Āลอดพลาÿติก Āรือกล่องโฟมใÿ่อาĀาร ซึ่งเป็นพลาÿติกที่มีอายุการใช้งานÿั้น 
ไม่มีการนำไปใช้ซ้ำ จึงก่อใĀ้เกิดขยะÿะÿม เนื่องจากไม่ÿามารถย่อยÿลายได้เองตามธรรมชาติ Āรือ
ย่อยÿลายได้ช้า จึงก่อใĀ้เกิดปัญĀาด้านมลพิþตามมา จากปัญĀาที่เกิดขึ้นจึงได้มีแนüทางการýึกþา
เกี่ยüกับพลาÿติกชีüภาพ (Bioplastic) ที่ÿามารถย่อยÿลายได้เองตามธรรมชาติ โดยการนำüัตถุดิบ
เĀลือใช้จากอุตÿาĀกรรมการผลิตน้ำตาลมาใช้ในการผลิตพลาÿติก ทดแทนพลาÿติกที่ผลิตจาก
ปิโตรเลียมที่ย่อยÿลายได้ยาก เช่น พอลีÿไตลีน (พีเอÿ) Āรือพอลีเอทธิลีนเทเรพทาเลท (พีอีที) (Evans 
and Sikdar, 1990) ซึ่งจะเป็นการช่üยลดต้นทุนในการผลิตและไม่ทำลายÿิ่งแüดล้อม โดยพอลีไฮ         
ดรอกซีบิüทิเรต (พีเอชบี) เกิดจากการÿะÿมคาร์บอนในจุลินทรีย์ที่ÿามารถÿังเคราะĀ์พอลิเมอร์ได้ ซึ่ง
แบคทีเรียที่ÿามารถÿังเคราะĀ์พอลิเมอร์ได้มีĀลายชนิด เช่น Alcaligenes, Azotobacter, Bacillus 
และ Pseudomonas (Singh and Parmar, 2011) ซึ ่งพีเอชบีจะมีคุณÿมบัติที ่คล้ายกับพลาÿติก
ÿังเคราะĀ์ประเภทพอลีโพรพิลีนและพอลีเอทิลีน เช่น ไม่ละลายน้ำ ทนคüามร้อน (Das et al, 2018) 
ที่ÿามารถนำมาประยุกต์ใช้ในอุตÿาĀกรรมĀรือทำเป็นภาชนะได้ เช่น ทางการแพทย์ Āรือ การเกþตร 
(Kaynar and Beyatli, 2009) แต่ในการผลิตพีเอชบียังคงมีข้อเÿีย คือ แĀล่งคาร์บอนที่ใช้ในการผลิต
มีต้นทุนÿูง (Choi and Lee, 1997) จึงต้องลดต้นทุนของüัตถุดิบที่นำมาใช้โดยการเลือกüัตถุดิบที่เป็น
ของเĀลือใช้จากอุตÿาĀกรรมการผลิตน้ำตาลนำมาผลิตพีเอชบีได้ เช่น กากน้ำตาลและชานอ้อยที่เป็น
üัตถุดิบเĀลือใช้จากอุตÿาĀกรรมการผลิตน้ำตาลที่ÿามารถนำมาใช้ประโยชน์ได้ (Obruca et al., 
2014) 

ดังนั้นในโครงงานพิเýþนี้จึงได้ýึกþาĀาปริมาณคาร์บอนและอัตราÿ่üนคาร์บอนที่เĀมาะÿม
ต่อการผลิตพลาÿติกชีüภาพจาก Bacillus megaterium SWU01 โดยใช้กากน้ำตาลเป็นแĀล่ง
คาร์บอน เพื่อเป็นการลดต้นทุนในการผลิตพีเอชบี 
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1.2 üัตถุประÿงค์ของงานüิจัย   
เพื่อĀาปริมาณคาร์บอนและอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่เĀมาะÿมต่อการผลิตพอลีไฮ

ดรอกซีบิüทิเรต โดยใช้กากน้ำตาลเป็นแĀล่งคาร์บอน 
1.3 ขอบเขตของงานüิจัย 

1.3.1 ใช้เชื้อ B. megaterium SWU01 ในการผลิตพีเอชบ ี
1.3.2 ใช้ปริมาณคาร์บอน 6.243 g/L, 12.485 g/L และ 24.970 g/L โดยคงอัตราÿ่üน

คาร์บอนต่อไนโตรเจนอยู่ที่ 20:1 โดยปรับปริมาณไนโตรเจนโดยใช้ ammonium sulphate 
1.3.3 ใช้ ammonium sulphate อัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 32:1, 20:1 และ 12:1 

1.4 ประโยชน์ที่คาดü่าจะได้รับ   
ทราบปริมาณคาร์บอนและอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่เĀมาะÿมต่อการผลิตพอลีไฮ 

ดรอกซีบิüทิเรต โดยใช้กากน้ำตาลเป็นแĀล่งคาร์บอน 
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บทที่ 2  
ทฤþฎีและงานüิจัยที่เก่ียüข้อง  

 
2.1 พลาÿติกชีüภาพ 

พลาÿติกชีüภาพ (Bioplastic) คือ พลาÿติกที่ผลิตขึ้นจากüัÿดุจากธรรมชาติĀรือจากน้ำมัน
ปิโตรเลียม ซึ่งมีกลไกการย่อยÿลายด้üยเอนไซม์และแบคทีเรียในธรรมชาติ และเมื่อÿามารถย่อยÿลาย
ได้อย่างÿมบูรณ์จะเปลี่ยนไปอยู่ในรูปของน้ำ คาร์บอนไดออกไซด์ มีเทน และชีüมüล ภายใต้คüามชื้น
ÿัมพัทธ์ อุณĀภูมิ ปริมาณออกซิเจนที่เĀมาะÿม Āรือการผ่านกระบüนการĀมักทางชีüภาพ โดยการ
ผลิตพลาÿติกชีüภาพจะใช้üัตถุดิบทางการเกþตรĀรือจากธรรมชาติ เช่น กากน้ำตาล แป้งจากมัน
ÿำปะĀลัง โปรตีนจากถั่ü Āรือเซลลูโลÿจากพืช ซึ่งพลาÿติกชีüภาพจะมีคุณÿมบัติคล้ายพลาÿติกทั่üไป 
แต่จะแตกต่างกันเมื่อพลาÿติกย่อยÿลายได้ทางชีüภาพกลายเป็นขยะ เมื่ออยู่ในÿภาüะที่เĀมาะÿมก็
จะเกิดการย่อยÿลายได้ ซึ่งพลาÿติกชีüภาพÿามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ประเภทใĀญ่ (ÿถาบันพลาÿติก
, 2013) ดังนี ้

 

2.1.1 พลาÿติกÿลายตัüได้ทางชีüภาพ (Compostable plastics) 
เป็นพลาÿติกที่ÿามารถÿลายตัüได้ตามธรรมชาติ ซึ่งüัตถุดิบĀลักจะมาจากพืช เช่น ข้าüโพด  

มันÿำปะĀลัง เป็นต้น โดยที่พลาÿติกประเภทนี้เป็นพลาÿติกÿลายตัüได้ในทางชีüภาพในÿภาüะที่
เĀมาะÿม เช่น ในกองปุ๋ยĀมักĀรือการฝังกลบ โดยÿุดท้ายเมื่อย่อยÿลายĀมดจะไม่เĀลือÿิ่งตกค้าง
ต่างๆไü้ ตัüอย่างพลาÿติกที่ÿลายตัüได้ทางชีüภาพ ได้แก่ พลาÿติกที่มีแป้งเป็นองค์ประกอบพื้นฐาน 
พอลีแล็กติกแอซิด (พีแอลเอ) และ พอลีไฮดรอกซีแอลคาโนเอตÿ์ (พีเอชเอ) (üชิระ, 2556) 

2.1.2 พลาÿติกที่ผลิตจากชีüมüล (Biobased-plastics) 
เป็นพลาÿติกที่ผลิตจากüัตถุดิบทางการเกþตรที่เป็นทรัพยากรที่ใช้แล้üไม่Āมดไป ÿามารถ

ปลูกขึ้นมาทดแทนได้ (Renewable Resources) พลาÿติกชนิดนี้ผลิตจากüัตถุดิบ เช่น น้ำตาล แป้ง 
น้ำมันĀรือเซลลูโลÿที่ได้จากพืช ตัüอย่างผลิตภัณฑ์ เช่น ผลิตภัณฑ์พอลีเอÿเทอร์ที่ใช้üัตถุดิบจาก     
โพรเพนไดออลที่มาจากพืช (bio-propanediol, bio-PDO) โดยพลาÿติกชีüภาพที่น่าจับตามองใน
กลุ่มนี้ คือ พอลิเมอร์ที่มีโครงÿร้างทางเคมีเĀมือนกับพอลิเมอร์ที่ได้จากปิโตรเคมี แต่มีÿัดÿ่üนของ      
ชีüมüลอยู่ด้üย เช่น พอลีเอธิลีน (bio-polyethylene, bio-PE) พีüีซี (bio-polyvinylchloride, bio-
PVC) Āรือ เพท (bio-PET) ที่ผลิตจากเอทานอลที่ได้มาจากอ้อย 
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2.2 พอลีไฮดรอกซีบิüทิเรต (Polyhydroxybutyrate : PHB) 
พอลีไฮดรอกซีบิüทิเรต Āรือ พีเอชบี คือ พลาÿติกที ่ÿามารถย่อยÿลายได้ทางชีüภาพ 

(Biodegradable Plastic) โดยที่พีเอชบีเกิดจากการÿะÿมคาร์บอนในจุลินทรีย์ที่ÿามารถÿังเคราะĀ์
พ อลิ เ ม อ ร์ ไ ด้  เ ช่ น  Alcaligenes, Azotobacter, Bacillus แ ล ะ  Pseudomonas (Singh and 
Parmar, 2011) พีเอชบีจัดเป็นพอลิเมอร์ที ่อยู ่ในกลุ ่ม  Polyhydroxyalkanoates (พีเอชเอ) ที ่มี
โครงÿร้างทางเคมีเป็นĀมู่เอÿเทอร์ (Ester) Āมู่คาร์บอนิล (Carbonyl) และĀมู่เมทิล (Methyl) ซึ่ง
จัดเป็นÿารประเภทอะลิฟาติกพอลีเอÿเทอร์ (Aliphatic Polyester) มีโครงÿร้างเป็นÿายยาü โดย    
พีเอชบีทำĀน้าที่เป็นแĀล่งคาร์บอน และเป็นแĀล่งพลังงานใĀ้จุลินทรีย์ โดยจะÿะÿมอยู่ในแกรนูล
ภายในเซลล์จุลินทรีย์ โดยพีเอชบีได้เป็นที่ÿนใจในด้านอุตÿาĀกรรมพลาÿติกเนื่องจากพีเอชบีมี
คุณÿมบัติทางเคมีและกายภาพที่ใกล้เคียงกับพอลิเมอร์ÿังเคราะĀ์ โดยเฉพาะพอลีโพรพิลีน (พี พี) 
(Braunegg et al., 1998) ในปัจจุบันพีเอชบีได้มีการนับüัตถุดิบเĀลือใช้จากอุตÿาĀกรรมมาใช้ในการ
ÿังเคราะĀ์พีเอชบี เช่น น้ำตาล แป้ง น้ำมัน เพื่อเป็นการลดต้นทุนในการผลิต จึงทำใĀ้พีเอชบีถูก
นำไปใช้มากขึ้น เช่น ภาชนะบรรจุอาĀาร Āรืออุปกรณ์ทางการแพทย์ เนื ่องจากมี คüามยืดĀยุ่น 
ทนทานต่อการซึมของน้ำและออกซิเจน และเป็นมิตรต่อÿิ่งแüดล้อม (Marang et al., 2013) 

 

 
รูปที่ 2.1 โครงÿร้างทางเคมีของพีเอชบี 

ที่มา : Daris and Knez (2019) 
 

2.3  การÿังเคราะĀ์และÿะÿมพีเอชบีในแบคทีเรีย 
 พีเอชบีÿามารถÿะÿมได้ตามธรรมชาติ โดยที่พบได้ในแบคทีเรียĀลายชนิดทั้งแบคทีเรียแกรม
บüกและแบคทีเรียแกรมลบ โดยÿ่üนใĀญ่จะÿะÿมในแกรนูลเพื่อเป็นแĀล่งคาร์บอน และพลังงานเมื่อ
ÿารอาĀารไม่ÿมดุล ซึ่งไม่เป็นอันตรายต่อเซลล์แบคทีเรีย ซึ่งพลาÿติกที่ผลิตจากพีเอชบีภายĀลังการ
ใช้งาน จะมีการย่อยÿลายได้โดยอาýัยการทำงานของแบคทีเรียที่มีอยู่ในธรรมชาติ โดยมีการพบ        
พีเอชบีครั้งแรกใน Bacillus Megaterium (Lemoigen, 1926) การýึกþาต่อมาพบü่าแบคทีเรียÿาย
พันธุ ์อ ื ่นนั ้นÿามารถผลิตพีเอชบีได้ÿูง เช่น Alcaligenes, Azotobacter และ Pseudomonas     
เป็นต้นการÿังเคราะĀ์พีเอชบีในแบคทีเรีย เริ่มจากแĀล่งคาร์บอนจะถูกกลายÿภาพเป็น acetyl-coA 
และ เปลี่ ยนต่ อ ไป เ ป็น  acetoacetyl-coA ด้ üย เอนไซม์  ß-ketothiolase จากนั้ น เอนไซม์  
acetoacetyl-coA reductase จะเปลี่ยน acetoacetyl-coA เป็น 3-hyroxylbutyryl-coA ซึ่งต่อมา
จะเกิดการÿร้างÿายพอลิเมอร์เป็นพีเอชบี ด้üยเอนไซม์ polyhydroxybutyrate synthase ดังแÿดง
ในภาพประกอบ 3 ในการÿังเคราะĀ์พีเอชบี ประกอบด้üยการทำงานของเอนไซม์ที่ÿำคัญ 3 ชนิด
ด้üยกัน ได้แก่ เอนไซม์ ß-ketothiolase ทำĀน้าที่เปลี่ยน acetyl-coA ใĀ้เป็น acetoacetyl-coA, 
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เ อ น ไ ซ ม์  acetoacetyl-CoA reductase ท ำ Ā น้ า ที่ เ ป ลี่ ย น   acetoacetyl-coA  ใ Ā้ เ ป็ น 
3hyroxylbutyryl-coA และเอนไซม์ PHB synthase ทำĀน้าที่เร่งปฏิกิริยาในการเกิดพันธะเอÿเทอร์
ระĀü่างĀมู่ไฮดรอกซิล (-OH) ของโมเลกุลĀนึ่งไปยังปลายคาร์บอนิลของอีกโมเลกุลĀนึ่ง ทำใĀ้เกิดการ
ÿร้างÿายพอลิเมอร์ของพอลีไฮดรอกซีบิüทีเรต ซึ่ งเอนไซม์ทั ้ง 3 ชนิดถูกคüบคุมด้üยยีน3-
ketothiolase (PhaA), acetoacetyl-CoA reductase (PhaB) และ PHB synthase (PhaC) โดยยีน 
PhaC คüบคุมการÿร้างเอนไซม์ PHB synthase ยีน PhaB คüบคุมการÿร้างเอนไซม์ acetoacetyl-
CoA reductase และ PhaA คüบคุมการÿร้างเอนไซม์ ß-ketothiolase (Verliden et al., 2007) 
 

 
 รูปที่ 2.2 การÿังเคราะĀ์และการย่อยÿลายพอลีไฮดรอกซีบิüทีเรตในแบคทีเรีย  

ที่มา : Sudesh et al., (2000) 
 

2.4 Bacillus megaterium SWU01 
 

 
รูปที่ 2.3 แÿดงภายในเซลล์ของ B. megaterium SWU01 ติดÿีดำของ Sudan Black B  

ที่มา : üิÿันต ์(2561) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 B. megaterium SWU01 เป็นแบคทีเรียรูปร่างท่อน ติดÿีแกรมบüก ที่คัดแยกและพบได้จาก
กากตะกอนน้ำเÿียโรงงานปลาทูน่ากระป๋อง จังĀüัดÿมุทรÿาคร จากผลการทดลองพบü่าในการคัด
แยกแบคทีเรียที่ผลิตพีเอชบีโดยนำจานอาĀารเพาะเชื้ออาĀารที่มีเชื้อมาย้อมด้üย Sudan Black B ซึ่ง
จะพบü่าแบคทีเรียที่มีการÿะÿมพีเอชบีภายในเซลล์จะติดÿีดำของ Sudan Black B จากนั้นจะนำมา
ยืนยันการผลิตพีเอชบีโดยการย้อมด้üย Nile blue A จะพบการเรืองแÿงÿีÿ้มแดงและÿังเกตการ
ÿะÿมพีเอชบีในเซลล์โดยการนำแบคทีเรียมาÿ่องด้üยกล้องจุลทรรýน์แบบÿ่องผ่าน จะพบพีเอชบี
ÿะÿมอยู่ในลักþณะแกรนูลภายในเซลล์ และเมื่อนำแบคทีเรียมาระบุÿายพันธุ ์โดยการĀาลำดับ        
นิüคลีโอไทด์และคüามÿัมพันธ์ทางüิüัฒนาการของยีน 16s rDNA จากไฟโลเจเนติกทรี จะพบü่า                
B. megaterium SWU01 อยู่ในจีนัÿ Bacillus spp. โดยที่ÿายพันธุ์ SWU01 มีบรรพบุรุþร่üมกับ   
B. megaterium IAM13418 (accession number: D16273) (üิÿันต,์ 2561)  
 
2.5  ปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญของแบคทีเรีย 

 

2.5.1 แĀล่งคาร์บอน 
แĀล่งคาร์บอนที่เป็นองค์ประกอบÿำคัญต่อกระบüนการการÿังเคราะĀ์และÿะÿมพีเอชบี โดย

ที่การÿังเคราะĀ์จะเกิดขึ้นÿูงĀลังจากแบคทีเรียเข้าÿู่ระยะการเกิดแบบทüีคูณ ( log phase) ภายใต้
ÿภาüะÿารอาĀารที่ไม่ÿมดุล ซึ่งในอาĀารเลี้ยงเชื้อต้องมีแĀล่งคาร์บอนมากพอ  และต้องจำกัดปัจจัย
อื่นๆ เช่น ไนโตรเจน ฟอÿฟอรัÿ และออกซิเจน เป็นต้น ซึ่งในปัจจุบันนั้นธรรมชาติยังมีจุลินทรีย์Āลาย
ชนิดที่ÿามารถÿังเคราะĀ์พีเอชบีได้โดยใช้แĀล่งคาร์บอนที่ต่างกัน (ปิยะรัตน์ , 2552) โดยที่แĀล่ง
คาร์บอนที่นิยมนำมาใช้ในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียเพื่อผลิตพีเอชบีจะเป็นกลุ่มของคาร์โบไฮเดรต เช่น 
glucose, sucrose และ fructose และเนื่องจากในปัจจุบันการÿังเคราะĀ์พลาÿติกชีüภาพมีต้นทุนใน
การผลิตที่ÿูง ซึ่งมีÿาเĀตุเกิดจากแĀล่งคาร์บอนที่ใช้ในการผลิต (Choi and Lee,1997) จึงได้มีแนü
ทางการแก้ปัญĀา คือ การลดต้นทุนการผลิตใĀ้ต่ำลง โดยการนำüัตถุดิบเĀลือใช้จากทางอุตÿาĀกรรม
มาใช้เป็นแĀล่งคาร์บอน เช่น กากน้ำตาลที่เป็นüัตถุดิบเĀลือใช้จากอุตÿาĀกรรมการผลิตน้ำตาลที่
ÿามารถนำมาใช้ประโยชน์ได้ (Obruca et al., 2014) 

2.5.2 แĀล่งไนโตรเจน 
 ไนโตรเจนเป็นธาตุที่มีคüามÿำคัญต่อการเจริญของเชื้อจุลินทรีย ์จุลินทรีย์ÿามารถผลิตพีเอชบี
ได้เมื่อจุลินทรีย์อยู่ในÿภาüะที่มีแĀล่งคาร์บอนมากพอ แต่มีปริมาณไนโตรเจนจำกัด คือ  มีอัตราÿ่üน
แĀล่งคาร์บอนและไนโตรเจนมีค่าÿูง (เมทินี, 2561) โดยเชื้อจุลินทรีย์แต่ละชนิดจะมีคüามÿามารถใน
การใช้ไนโตรเจนที่ต่างกัน เชื้อจุลินทรีย์บางชนิดจะÿามารถเจริญได้ดีในอาĀารที่มีไนโตรเจนในรูปของ
ÿารอนินทรีย์ บางชนิดจะÿามารถเจริญได้ดีในอาĀารที่ไนโตรเจนในรูปของÿารอินทรีย์ ในการเลอืกใช้
แĀล่งไนโตรเจนจะต้องเลือกใĀ้เĀมาะกับชนิดของเชื้อจุลินทรีย์ที่ใช้ (Boze et al., 1995) 
 
 
 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.6 กากน้ำตาล (Molasses) 
 กากน้ำตาล (molasses) เป็นของเĀลüที่มีลักþณะĀนืดข้น มีÿีดำอมน้ำตาล เป็นผลผลิตĀนึ่ง
ที่เกิดในกระบüนการผลิตน้ำตาลทราย โดยมีอ้อยเป็นüัตถุดิบ โดยในการผลิตน้ำตาลทราย 1 ตัน จะ
ใช้อ้อยดิบ 10 ตัน และเกิดผลพลอยได้ของกากน้ำตาลประมาณ 50 กิโลกรัม โดยกากน้ำตาลเกิดจาก
กระบüนการผลิตน้ำตาลดิบ ซึ่งจะได้กากน้ำตาลจากขั้นตอนการเคี่ยüที่นำน้ำอ้อยเข้มข้นไปเคี่ยüจน
น้ำตาลตกผลึกเป็นเกล็ด รüมกับกากน้ำตาลที่ไม่ตกผลึก แล้üนำเกล็ดน้ำตาลกับกากน้ำตาลที่ได้ไปปั่น
แยกออก จะได้เป็นน้ำตาลทรายดิบและกากน้ำตาลในที่ÿุด โดยในกากน้ำตาลนั้นมีองค์ประกอบ
ซับซ้อนที่ประกอบไปด้üย glucose, sucrose และ fructose แร่ธาตุต่างๆ และÿารอื่นที่ไม่ใช่น้ำตาล 
ซึ่งองค์ประกอบของกากน้ำตาลได้แÿดงดังตารางที่ 2.1 

 
ตารางที่ 2.1 องค์ประกอบของกากน้ำตาล (Olbrich, 2006) 

ÿ่วนประกอบ เปอร์เซ็นต์ (%) 
sucrose 32 
glucose 14 
fructose 16 
น้ำ 20 
K2O 3.5 
CaO 1.5 
MgO 0.1 
Na2O, Fe2O3, Al2O3 0.2 
SiO2 0.5 
SO3 1.6 
P2O5 0.2 
Chlorides 0.4 
Non-sugar 10 

 
โดยในกากน้ำตาลมีระดับพลังงานระดับต่ำไปถึงระดับปานกลาง ซึ่งจะขึ้นกับปริมาณของน้ำที่

มีอยู่ในกากน้ำตาล และมีแร่ธาตุต่างๆที่ÿ่งผลต่อการเจริญเติบโตของÿิ่งมีชีüิต ได้แก่ ไนโตรเจน , 
ฟอÿฟอรัÿ และโพแทÿเซียม (Songsri et al., 2009) จึงได้มีการนำกากน้ำตาลไปเป็นÿ่üนผÿมของ
ปุ๋ยĀมักĀรือÿารปรับปรุงดิน และนอกจากนั้นกากน้ำตาลยังÿามารถนำไปประยุกต์ใช้เป็นüัตถุดิบใน
อุตÿาĀกรรมได้Āลายประเภท ได้แก่ อุตÿาĀกรรมการผลิตเอทานอล , อุตÿาĀกรรมการผลิต
แอลกอฮอล์และÿุรา, อุตÿาĀกรรมการผลิตยีÿต์และขนมปัง, อุตÿาĀกรรมการผลิตกรดมะนาü Āรือ
อุตÿาĀกรรมการผลิตอาĀารÿัตü์ (พืชเกþตร, 2560) โดยกากน้ำตาลนั้นมีĀลายชนิด เช่น กากน้ำตาล
จากอ้อย กากน้ำตาลจากĀัüบีท Āรือกากน้ำตาลจากÿ้ม เป็นต้น 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



8 
 

 

2.7 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง  
ในการผลิตพีเอชบีนิยมใช้แĀล่งคาร์บอนกลุ่มของคาร์โบไฮเดรต เช่น glucose, sucrose 

และ fructose โดยงานüิจัยของ Faccin et al. (2009) ได้มีการใช้ sucrose เป็นแĀล่งคาร์บอนใน
การผลิตพีเอชบี ซึ่งได้ทำการýึกþาการเพิ่มประÿิทธิภาพของอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเพื่อการ
ผลิตพีเอชบีของ Bacillus megaterium ในอาĀาร Mineral Salt Medium โดยใช้ sucrose เป็น
แĀล่งคาร์บอน และ ammonium sulphate เป็นแĀล่งไนโตรเจน และได้ทำการเปรียบเทียบ
อัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจนĀลายอัตราÿ่üนในการทดลองแบบขüดทดลองและทำการเขย่าที่
คüามเร็üรอบ 160 rpm ที่อุณĀภูมิ 30 oC พบü่าอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่เĀมาะÿมที่ÿุด
ÿำĀรับเพิ่มประÿิทธิภาพในการผลิตพีเอชบีเท่ากับ 8 โดยใช้ sucrose 16 g/L และ ammonium 
sulphate 2 g/L โดยÿามารถÿะÿมพีเอชบีได้ประมาณ 70%   

แต่เนื่องจากแĀล่งคาร์บอนที่ใช้ในการผลิตมีต้นทุนที่ÿูง จึงต้องการลดต้นทุนการผลิตใĀ้ต่ำลง 
โดยการนำüัตถุดิบเĀลือใช้จากทางอุตÿาĀกรรมมาใช้เป็นแĀล่งคาร์บอน (Obruca et al., 2014) จึง
ได้มีการนำแĀล่งคาร์บอนที่เป็นüัตถุดิบเĀลือใช้ในทางอุตÿาĀกรรมมาทดแทน เช่น งานüิจัยของ 
Gouda et al. (2001) ได้ทำการýึกþาโดยใช้ Bacillus megaterium ที่คัดแยกได้จากโรงงานบำบัด
น้ำเÿีย มาใช้เลี้ยงเชื้อในอาĀารที่ประกอบด้üยกากน้ำตาลจากอ้อยเป็นแĀล่งคาร์บอนและน้ำแช่
ข้าüโพดเป็นแĀล่งไนโตรเจน เพ่ือลดต้นทุนในการผลิตพีเอชบี โดยในการýึกþนี้ ได้ใช้กากน้ำตาลคüาม
เข้มข้นที่ 1, 2, 3, 4 และ 5% เลี้ยงเชื้อเป็นเüลา 48 ชั่üโมง พบü่ากากน้ำตาลคüามเข้มข้น 2% จะได้
ผลผลิตÿูงÿุดของพีเอชบี 46.3% ของน้ำĀนักเซลล์แĀ้ง ต่อมาได้ทำการýึกþาโดยใช้กากน้ำตาลคüาม
เข้มข้น 2% และได้เปรียบเทียบแĀล่งไนโตรเจนที่ĀลากĀลายโดยใช้  ammonuim chloride 0.05% 
เป็นตัüคüบคุม โดยพบü่าน้ำแช่ข้าüโพดได้ผลผลิตÿูงÿุงÿุด คือ 32.68% ของน้ำĀนักเซลล์แĀ้ง ต่อมา 
Zhang et al. (2013) ได้ýึกþาการผลิตพอลีไฮดรอกซีบิüทิเรตของ Bacillus megaterium R11 ใน
อาĀาร Mineral Salt Medium ที่ประกอบไปด้üยÿารละลายน้ำตาลที่ได้จากการย่อยเÿ้นใยทะลาย
ปาล์มน้ำมันเปล่า โดยปรับคüามเข้มข้นน้ำตาลของทะลายปาล์มน้ำมันเปล่าใĀ้เป็น 45 g/L และเติม 
tryptone 9 g/L เพื่อคงอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจนใĀ้เป็น 15 :3 พบü่าการผลิตพีเอชบีจาก
ทะลายปาล์มน้ำมันเปล่าใĀ้ปริมาณพีเอชบีÿูงÿุดถึง 58.5% และยังมีกลีเซอรอลที่เป็นของเÿียจาก
กระบüนการผลิตไบโอดีเซลที่ÿามารถนำมาใช้เป็นแĀล่งคาร์บอนเพื่อลดต้นทุนการผลิตได้ โดย 
Wendy et al. (2022) ได้นำกลีเซอรอลที่เป็นของเÿียมาใช้ในการผลิตพีเอชบีโดยนำ Burkholderia 
cepacia BPT1213 มาเลี้ยงในอาĀาร Mineral Salt Medium ที่ประกอบไปด้üยกลีเซอรอลคüาม
เข้มข้นที่ 2, 4, 6และ 9% พบü่ากลีเซอรอลที่คüามเข้มข้น 2% ใĀ้ปริมาณพีเอชบีÿูงÿุดถึง 66.4%  
 และนอกจากแĀล่งคาร์บอนที่เป็นüัตถุดิบเĀลือใช้ในทางอุตÿาĀกรรมที่กล่าüมาข้างต้นภัครจริา 
และคณะ (2564) ได้ýึกþาการผลิตพลาÿติกชีüภาพชนิดพอลีไฮดรอกซีอัลคาโนเอต โดยใช้อาĀาร 
Minimal medium ที่ประกอบด้üยน้ำของกล้üยÿุกงอมที่ผ่านการแยกกากออกมา 3 ชนิด ได้แก่ 
กล้üยไข่, กล้üยĀอมและกล้üยน้ำü้าเป็นแĀล่งคาร์บอนในการเลี ้ยงเชื ้อแบคทีเร ียÿายพันธุ์ 
Alcaligenes latus โดยใĀ้คüามเข้มข้นน้ำตาลทั้งĀมดในอาĀารเท่ากับ 20 g/L เลี ้ยงที่อุณĀภูมิ          
37 oC เป็นเüลา 48 ชั่üโมง พบü่าในอาĀาร Minimal medium ที่มีน้ำกล้üยไข่ผลิตพีเอชเอได้มาก
ที่ÿุด ÿะÿมพีเอชเอเท่ากับ 46.60% รองลงมาคือน้ำกล้üยĀอม และน้อยที่ÿุดคือน้ำกล้üยน้ำü้า  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทที่ 3  
วิธีการดำเนินงานวิจัย  

 
3.1 เชื้อแบคทีเรยี 
 Bacillus megaterium SWU01 (TISTR10144)  
 
3.2 อุปกรณ์เครื่องมือและÿารเคมี 
 

3.2.1 ÿารเคม ี
1. กากน้ำตาล ยี่Ā้อ M Molasses 
2. Nutrient agar 
3. Nutrient broth 
4. Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) 
5. di-Sodium hydrogen phosphate dodecahydrate (Na2HPO4.12H2O) 
6. Magnesium sulfate-7-hydrate (MgSO4.7H2O) 
7. Calcium chloride-dihydrate (CaCl2.2H2O) 
8. Iron (II) sulfate heptahydrate (FeSO4.7H2O) 
9. Manganese (II) chloride-4-hydrate 
10. Boric acid (H3BO3) 
11. Copper  (II) sulfate -5-hydrate (CuSO4.5H2O) 
12. Cobalt (II) chloride (CoCl2.6H2O) 
13. Ammonium molydate ((NH4)6Mo7O24.H2O) 
14. Zinc sulfate-7-hydrate (ZnSO4.7H2O) 
15. Nickel (II) Sulfate (NiSO4.7H2O) 
16. di-Sodium hydrogen phosphate (Na2HPO4.12H2O) 
17. phosphoric acid 
18. Ammonium sulphate (NH4)2SO4 
19. Sudan Black B 
20. 95% Ethanol 
21. 10% Sodium hypochlorite 
22. Acetone 
23. Sulfuric acid 
24. Chloroform 
25. Potassium Bromide (KBr) 
26. Poly[(R)-3-hydroxybutyric acid บริþัท Sigma-Aldrich 

 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.2.2 อุปกรณ ์
1. กระบอกตüงขนาด 100 mL 
2. filter 0.45 µm 
3. ขüดแก้üรูปชมพู่ขนาด 50 mL และ 500 mL 
4. คิüเüตคüอต 
5. จานเพาะเลี้ยงเชื้อพลาÿติก 
6. ช้อนตักÿาร 
7. ชุดไมโครปิเปต  
8. ทิปขนาดต่างๆ 
9. Ā่üงเขี่ยเช้ือ 
10. ตะเกียงแอลกอฮอล ์
11. ตะแกรงใÿ่Āลอดทดลอง 
12. บีกเกอร ์
13. Āลอดแก้üทดลอง 
14. Āลอดไมโครเซนติฟิüก์ขนาด 1.5 mL 
15. Āลอดเซนติฟิüก์ขนาด 50 mL 
16. พาราฟิล์ม 
17. ปากคีบ  
18. ĀลอดĀยดÿาร 
19. ครกบด 

3.2.3 เครื่องมือ 
1. ตู้ปลอดเชื้อ ยี่Ā้อ Microtech รุ่น V3-T 
2. ตู้ดูดคüัน  
3. ตู้บ่มเช้ือแบบเขย่า ยี่Ā้อ Zhicheng 
4. เครื่องปั่นเĀü่ียง ยี่Ā้อ Hettich รุ่น UNIVERSAL 320R 
5. เครื่องชั่งละเอียด 4 ตำแĀน่ง ยี่Ā้อ Mettler-Toledo รุ่น ME 2014 
6. เครื่องüัดกรด-ด่าง ยี่Ā้อ Suntex รุ่น SP-2100 
7. เครื่องผÿมÿาร ยี่Ā้อ Scientific Industries รุ่น Vortex Genie 2 
8. ตู้อบลมร้อน ยีĀ่้อ Memmert 
9. โถดูดคüามช้ืน  
10. Āม้อนึ่งอัดไอน้ำ ยี่Ā้อ Zealway รุ่น GI54TW 
11. เครื่อง Spectrophotometer ยี่Ā้อ MAPADA รุ่น UV-1200 
12. อ่างน้ำคüบคุมอุณĀภูม ิยี่Ā้อ Bioevopeak รุ่น WB-1R2H-7 
13. เครื่องอัดไฮโดรลิค 
14. เครื่อง Fourier transform infrared spectrophotometer ยี่Ā้อ Shimadzu รุ่น 

IRTracer-100 
15. เครื่อง CHNS/O analyzer ยีĀ่้อ Thermo Scientific รุ่น Flash Smart 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.3 ตรวจÿอบการผลิตและÿะÿมพีเอชบีของ Bacillus megaterium SWU01 
(TISTR10144) 

นำเชื้อแบคทีเรีย B. megaterium SWU01 (TISTR10144) (Chuavong et al., 2022) มา
ทำการ Steak plate ลงบนอาĀาร NA แล้üนำไปบ่มที่ 37 oC เป็นเüลาข้ามคืน จากนั้นตรüจÿอบโดย
การย้อมด้üยÿารละลาย 0.5% Sudan Black B ใน 95% Ethanol โดยเทÿารละลาย Sudan Black 
B ลงบนจานเลี้ยงเชื้อที่มีโคโลนีเชื้อแบคทีเรียขึ้น ทิ้งไü้ 30 นาที แล้üล้างออกด้üย 95% Ethanol ซึ่ง
แบคทีเรียที่มีการÿะÿมพีเอชบีภายในเซลล์จะติดÿีดำของ Sudan Black B  

 
3.4 การเตรียมĀัวเชื้อ 

นำเชื ้อ B. megaterium SWU01 มาทำการ Steak plate ลงบนอาĀาร NA นำไปบ่มที่   
37 oC เป็นเüลาข้ามคืน แล้üทำการเขี่ยเชื้อโคโลนีที่เจริญบนอาĀารแข็งมา 4-5 โคโลนี ใÿ่ลงในอาĀาร 
NB ปริมาตร 50 mL ในขüดรูปชมพู่ขนาด 250 mL แล้üนำไปเขย่าที่คüามเร็üรอบ 250 rpm ที่
อุณĀภูมิ 37oC เป็นเüลาข้ามคืน เพื่อใĀ้แบคทีเรียเพิ่มจำนüน 
 
3.5 การĀาปริมาณคาร์บอนที่เĀมาะÿมในการผลิตพีเอชบี 

ทำการĀาปริมาณคาร์บอนที่เĀมาะÿมในการผลิตพีเอชบี โดยใช้กากน้ำตาลที่ได้จากการÿ่ง
üิเคราะĀป์ริมาณคาร์บอนที่ýูนย์บริการเครื่องมือüิทยาýาÿตร์คณะüิทยาýาÿตร์ÿถาบันเทคโนโลยีพระ
จอมเกล้าเจ้าคุณทĀารลาดกระบังเป็นแĀล่งคาร์บอน (ภาคผนüก ข) ใĀ้ได้ปริมาณคาร์บอนคüาม
เข้มข้น 6.243 g/L, 12.485 g/L และ 24.970 g/L ปรับปริมาณไนโตรเจนโดยใช้  ammonium 
sulphate และคงอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจนใĀ้ได้ 20:1 (ดูüิธีการคำนüณปริมาณคาร์บอนได้ที่
ภาคผนüก ค) โดยทำการเตรียมอาĀาร MSM ที่ประกอบด้üยกากน้ำตาลและ ammonium sulphate 
ดังตารางที ่3.1  
 
ตารางที่ 3.1 Āาปริมาณคาร์บอนที่เĀมาะÿม (โดยคงอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 20:1)  
ปริมาณคาร์บอน : ปริมาณไนโตรเจน กากน้ำตาล (g/L) ammonium sulphate (g/L) 

6.243 g/L : 0.30 g/L 19.51 0.5 
12.485 g/L : 0.60 g/L 39.01 1.0 
24.970 g/L : 1.20 g/L 78.03 2.0 

 
แล้üนำไปฆ่าเช้ือด้üยĀม้อนึ่งอัดไอน้ำที่อุณĀภูมิ 110oC เป็นเüลา 20 นาที โดยเติม trace  

elements และ MgSO4.7H2O ที่ผ่านการกรองด้üย filter 0.45 µm ทีĀลังเพื่อป้องกันการตกตะกอน 
จากนั ้นทำการเติมĀัüเชื ้อแบคทีเร ีย  B. megaterium SWU01 ประมาณ 5% inoculum โดย
กำĀนดใĀ้คüามขุ่นของเชื้อแบคทีเรีย คือ 0.1 (OD600 = 0.1) ใÿ่ในอาĀารในÿภาüะตามตารางที่ 3.1 
ปริมาตร 85 mL ในขüดรูปชมพู่ขนาด 500 mL แล้üนำไปบ่มที่อุณĀภูมิ 37oC เขย่าที่คüามเร็üรอบ 
250 rpm เป็นเüลา 24 ชั่üโมง เมื่อครบแล้üทำการเก็บตัüอย่างแล้üนำไปĀาน้ำĀนักเซลล์แĀ้ง 5 mL 
ต่อĀลอด เก็บซ้ำจำนüณ 5 Āลอด และปริมาณพีเอชบี 10 mL ต่อĀลอด เก็บซ้ำจำนüน 5 Āลอด 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.6 การĀาอัตราÿ่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนในการผลิตพีเอชบี 
ทำการĀาอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจนในการผลิตพีเอชบีโดยใช้ ammonium sulphate 

เป็นแĀล่งไนโตรเจน และใช้ปริมาณคาร์บอนที่ดีที่ÿุดจากการĀาปริมาณคาร์บอนที่เĀมาะÿมในการ
ผลิตพีเอชบ ีใĀ้ได้อัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน  32:1, 20:1 และ 12:1 (ดูüิธีการคำนüณอัตราÿ่üน
คาร์บอนต่อไนโตรเจนได้ที่ภาคผนüก ค) โดยทำการเตรียมอาĀาร MSM ที่ประกอบด้üยกากน้ำตาล
และ ammonium sulphate ดังตารางที่ 3.2 
 
ตารางที่ 3.2 Āาอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 

อัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน กากน้ำตาล (g/L) ammonium sulphate (g/L)  
32:1 78.03 0.0 
20:1 78.03 2.0 
12:1 78.03 6.0 

 
แล้üนำไปฆ่าเชื้อด้üยĀม้อนึ่งอัดไอน้ำที่อุณĀภูมิ 110oC เป็นเüลา 20 นาที โดยเติม trace  

elements และ MgSO4.7H2O ที่ผ่านการกรองด้üย filter 0.45 µm ทีĀลังเพื่อป้องกันการตกตะกอน 
จากนั ้นทำการเติมĀัüเชื ้อแบคทีเร ีย  B. megaterium SWU01 ประมาณ 5% inoculum โดย
กำĀนดใĀ้คüามขุ่นของเชื้อแบคทีเรีย คือ 0.1 (OD600 = 0.1) ใÿ่ในอาĀารในÿภาüะตามตารางที่ 3.2 
ปริมาตร 85 mL ในขüดรูปชมพู่ขนาด 500 mL แล้üนำไปบ่มที่อุณĀภูมิ 37oC เขย่าที่คüามเร็üรอบ 
250 rpm เป็นเüลา 24 ชั่üโมง เมื่อครบแล้üทำการเก็บตัüอย่างแล้üนำไปĀาน้ำĀนักเซลล์แĀ้ง 5 mL 
ต่อĀลอด เก็บซ้ำจำนüน 5 Āลอด และปริมาณพีเอชบี 10 mL ต่อĀลอด เก็บซ้ำจำนüน 5 Āลอด 
 
3.7 การĀาน้ำĀนักเซลล์แĀ้ง 

นำตัüอย่างเชื้อมาตัüอย่างละ 5 mL ไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรอบ 8,000 rpm เป็นเüลา     
10 นาที  เทÿ่üนใÿทิ้ง ล้างเซลล์ด้üยน้ำกลั่น 5 mL ผÿมใĀ้เป็นเนื้อเดียüกัน นำไปปั่นเĀü่ียงที่คüามเร็ü
รอบ 8,000 rpm เป็นเüลา 10 นาที  แล้üเทÿ่üนใÿทิ้ง และล้างเซลล์ซ้ำด้üยน้ำกลั่น 5 mL ผÿมใĀ้
เป็นเนื้อเดียüกัน แล้üนำมาแบ่งใÿ่Āลอดไมโครเซนติฟิüก์ขนาด 1.5 ml ปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรอบ 
8,000 rpm เป็นเüลา 5 นาที  แล้üเทÿ่üนใÿทิ้ง ทำซ้ำจนครบปริมาตร 5 mL เมื่อแบ่งจนครบจะนำ
ตะกอนเซลล์ที่ได้อบที่อุณĀภูมิ 65 oC เป็นเüลาข้ามคืน จนเซลล์แĀ้งและน้ำĀนักคงที่ จากนั้นนำเซลล์
แĀ้งไปช่ังน้ำĀนักเพื่อĀาน้ำĀนักเซลล์แĀ้ง (CDW) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.8 การÿกัดพีเอชบีและĀาปริมาณพีเอชบี 
นำตัüอย่างเชื้อมาตัüอย่างละ 10 mL นำไปปั่นเĀü่ียงที่ 8,000 rpm เป็นเüลา 10 นาที จาก 

นั้นเทÿ่üนใÿทิ้ง ล้างเซลล์ด้üยน้ำกลั่น 10 mL ผÿมใĀ้เป็นเนื้อเดียüกัน นำไปปั่นเĀü่ียงที่คüามเร็üรอบ 
8,000 rpm เป็นเüลา 10 นาที  แล้üเทÿ่üนใÿทิ้ง และล้างเซลล์ซ้ำด้üยน้ำกลั่น 10 mL ผÿมใĀ้เป็น
เนื้อเดียüกัน และนำไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรอบ 8,000 rpm เป็นเüลา 10 นาที  แล้üเทÿ่üนใÿทิ้ง  
ÿกัดพีเอชบีโดยดัดแปลงüิธีการÿกัดของ Han และคณะ นำตะกอนเซลล์ที่ปั่นเĀüี่ยงแล้üมาเติม 10% 
Sodium hypochlorite 10 mL ผÿมใĀ้เป็นเนื้อเดียüกัน และบ่มที่ 37 oC เป็นเüลา 60 นาที เพื่อทำ
ใĀ้เซลล์แตก นำไปปั่นเĀüี่ยงที่ 8,000 rpm เป็นเüลา 10 นาที จากนั้นเทÿ่üนใÿทิ้ง และล้างตะกอน
ด้üยน้ำกลั่น 10 mL ผÿมใĀ้เป็นเนื้อเดียüกัน นำไปปั่นเĀüี ่ยงที่ 8 ,000 rpm เป็นเüลา 10 นาที 
จากนั้นเทÿ่üนใÿทิ้ง และเติม Acetone 10 mL ผÿมใĀ้เป็นเนื้อเดียüกัน นำไปปั่นเĀüี่ยงที่ 8,000 
rpm เป็นเüลา 10 นาที และจากนั้นเทÿ่üนใÿทิ้ง และเติม 95% Ethanol 10 mL ผÿมใĀ้เป็นเนื้อ
เดียüกัน แล้üนำมาแบ่งใÿ่Āลอดไมโครเซนติฟิüก์ขนาด 1.5 ml ปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรอบ 8,000 rpm 
เป็นเüลา 5 นาที  แล้üเทÿ่üนใÿทิ้ง ทำซ้ำจนครบปริมาตร 10 mL เมื่อแบ่งจนครบจะนำตะกอน      
พีเอชบีที่ÿกัดได้อบที่อุณĀภูมิ 65 oC เป็นเüลาข้ามคืน จนตะกอนพีเอชบีแĀ้งและน้ำĀนักคงที่ นำ
ตะกอนพีเอชบีที่ÿกัดได้ไปชั่งน้ำĀนักเพื่อĀาน้ำĀนักพีเอชบี (üิÿันต์, 2561) Āลังจากนั้นตักตะกอน    
พีเอชบีที่ÿกัดได้มาทำกรดโครโตนิก (Crotonic acid) เพื่อĀาปริมาณพีเอชบี โดยชั่งตัüอย่างพีเอชบีที่
ÿกัดได้มาละลายด้üย Chloroform ในĀลอดทดลองใĀ้ได้คüามเข้มข้น 5 ,000 µg/ml ปิดĀลอด
ทดลองด้üยลูกแก้ü แล้üนำไปต้มในอ่างน้ำคüบคุมอุณĀภูมิที ่ 80  oC จน Chloroform ละลายใÿ 
จากนั้นปรับปริมาตรใĀ้ได้เท่าเดิม และนำมาเจือจางด้üย Chloroform ใĀ้ได้คüามเข้มข้น 50 µg/ml, 
25 µg/ml, 12.5 µg/mL และ 6.25 µg/ml โดยใĀ้แต่ละคüามเข้มข้นมีปริมาตรÿุทธิ 5 mL แล้ü
นำไปต้มในอ่างน้ำคüบคุมอุณĀภูมิที่ 80  oC จน Chloroform ระเĀยĀมด จากนั้นเติม Sulfuric acid 
ปริมาตร 5 ml แล้üนำไปต้มในอ่างน้ำคüบคุมอุณĀภูมิที่ 80 oC เป็นเüลา 10 นาที เมื่อครบเüลาทิ้งไü้
ใĀ้เย็น แล้üนำมาทำการüัดค่าดูดกลืนแÿงที่คüามยาüคลื่น 235 nm โดยใช้ Sulfuric acid เป็น 
Blank และนำค่าที่ได้มาเทียบกับกราฟมาตรฐานของพีเอชบี (ภาคผนüก จ) แล้üคำนüณเป็นปริมาณ 
พีเอชบ ี(g/L) 
 
3.9 การวิเคราะĀ์โครงÿร้างจากĀมู่ฟังก์ชั่นด้วยเทคนิค FT-IR 

üิเคราะĀ์Āมู่ฟังก์ชันด้üยเครื่อง Fourier Transform Infrared Spectrometer (FT-IR) โดย
ใช้เป็นการยืนยันเกี ่ยüกับโครงÿร้างของพีเอชบี Āลังจากการÿกัดด้üย Sodium hypochlorite 
เปรียบเทียบกับพีเอชบีมาตรฐาน โดยนำตัüอย่างพีเอชบีที่ÿกัดได้มาประมาณ 2 mg มาบดผÿมกับ 
Postassium Bromide ประมาณ 100-200 mg ในครกบด จากนั้นนำตัüอย่างไปอัดเป็นแผ่นด้üย
เครื่องอัดไฮโดรลิค และนำไปüิเคราะĀ์ด้üยเครื่อง FT-IR ที่ช่üงเลขคลื่น 4000-400 cm-1 

 
3.10 วิเคราะĀ์ทางÿถิติ  

นำข้อมูลน้ำĀนักเซลล์แĀ้งและปริมาณพีเอชบีมาüิเคราะĀ์ทางÿถิติด้üยโปรแกรม IBM SPSS 
Statistics 26 โดย One-Way ANOVA ที่ระดับคüามเชื่อมัน 95% เพื่อพิจารณาคüามแตกต่างอย่างมี
นัยÿำคัญ เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทที่ 4  
ผลการวิจัยและการอภิปรายผล  

 
4.1 ตรวจÿอบการผลิตและÿะÿมพอลีไฮดรอกซีบิวทีเรตแบคทีเรีย Bacillus 
megaterium SWU01  

จากการนำเชื้อแบคทีเรีย B. megaterium SWU01 มาทำการเลี้ยงลงบนอาĀาร NA แล้ü
นำไปบ่มที่ 37 oC เป็นเüลาข้ามคืน จากนั้นนำมาตรüจÿอบโดยการย้อมด้üยÿารละลาย 0.5% Sudan 
Black B ใน 95% Ethanol พบü่าโคโลนีของแบคทีเรียติดÿีดำของ Sudan Black B อย่างชัดเจน 
 

                       
                                (ก)                                                        (ข) 
รูปที่ 4.1 แÿดงแบคทีเรีย B. megaterium SWU01 ที่เลี้ยงบนอาĀาร NA (ก) และĀลังการย้อมด้üย 
Sudan Black B (ข) 
 

จากผลการทดลองการตรüจÿอบการผลิตและÿะÿมพอลีไฮดรอกซีบิüทีเรตของแบคทีเรีย          
B. megaterium SWU01 พบü่าÿอดคล้องกับงานüิจัยของแพรüÿุภา (2562) และüิÿันต์ (2561) ที่
นำ B. megaterium SWU01 มาเลี้ยงบนอาĀาร NA และจากนั้นตรüจÿอบแบคทีเรียที่ผลิตพีเอชบี
โดยการย้อมด้üยÿารละลาย 0.5 % Sudan Black B ใน 70% Ethanol ซึ่งแบคทีเรียที่มีการÿะÿม  
พีเอชบีภายในเซลล์จะติดÿีดำของ Sudan Black B แต่ในงานüิจัยของüิÿันต์ (2561) จะมีการยืนยัน
การÿะÿมพีเอชบีภายในเซลล์โดยย้อมด้üยÿี Nile Blue A อีกครั ้ง เนื ่องจากÿ่üนที ่ไม่ชอบน้ำ
(Hydrophobic) ในโมเลกุลของ Sudan Black B จะติดÿีดำกับÿ่üนที่ไม่ชอบน้ำทั้งĀมดภายในเซลล์
ของแบคทีเรียรüมทั้งพีเอชบีด้üย ซึ่ง Nile Blue A จะมีคüามจำเพาะต่อแกรนูลของพีเอชบีมากกü่า 
Sudan Black B จ ึงได้ม ีการนำ Nile Blue A มาย้อมอีกครั ้ง โดยการย้อม Nile Blue A พบü่า
แบคทีเรียมีการเรืองแÿงÿีÿ้มแดงของ Nile Blue A จึงÿามารถยืนยันได้ü่าแบคทีเรีย B. megaterium 
SWU01 มีการÿะÿมพีเอชบ ี
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4.2 การĀาปริมาณคาร์บอนที่เĀมาะÿมในการผลิตพีเอชบี 
จากการทดลองĀาปริมาณคาร์บอนที ่เĀมาะÿมในการผลิตพีเอชบีในอาĀาร MSM ที่

ประกอบด้üยกากน้ำตาลที่มีปริมาณคาร์บอน 6.243 g/L, 12.485 g/L และ 24.970 g/L ตามลำดับ 
และทำการปรับปริมาณไนโตรเจนในอาĀารด้üย ammonium sulphate โดยคงอัตราÿ่üนคาร์บอน
ต่อไนโตรเจนอยู่ที่ 20:1 และทำการเติมĀัüเชื้อ B. megaterium SWU01 ประมาณ 5% inoculum 
โดยกำĀนดใĀ้คüามขุ่นของเชื้อแบคทีเรีย คือ 0.1 ที่คüามยาüคลื่น 600 nm แล้üนำไปบ่มที่อุณĀภูมิ 
37 oC เขย่าที่คüามเร็üรอบ 250 rpm เป็นเüลา 24 ชั่üโมง พบü่าอาĀาร MSM ที่มีปริมาณคาร์บอน 
24.970 g/L โดยคงอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจนอยู่ที ่ 20:1 ÿามารถผลิตพีเอชบีได้มากที่ÿุด        
1.03 g/L มีน้ำĀนักเซลล์แĀ้ง 4.92 g/L (รูปที่ 4.2) และได้ %PHB Content 20.98 (รูปที่ 4.3) 

 

 
รูปที่ 4.2 แÿดงน้ำĀนักเซลล์แĀ้งและปริมาณพีเอชบี (g/L) ที่ได้จากการผลิตพีเอชบีในอาĀาร MSM 
ที่มีปริมาณคาร์บอน 6.243 g/L, 12.485 g/L และ 24.970 g/L ตามลำดับ โดย a, b และ c แÿดง
คüามแตกต่างกันอย่างมีนัยÿำคัญ ในกลุ่มของ CDW และปริมาณพีเอชบ ี
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.3 แÿดง %PHB Content ที่ได้จากการผลิตพีเอชบีในอาĀาร MSM ที่มีปริมาณคาร์บอน 
6.243 g/L, 12.485 g/L และ 24.970 g/L ตามลำดับ โดย a, b และ c แÿดงคüามแตกต่างกันอย่าง
มีนัยÿำคัญ 
 
 พบü่าปริมาณคาร์บอนที่แตกต่างกัน ในอาĀาร MSM มีน้ำĀนักเซลล์แĀ้ง ปริมาณพีเอชบี 
และ %PHB Content แตกต่างกันอย่างมีนัยÿำคัญ โดยปริมาณคาร์บอนที่ 24.970 g/L มีน้ำĀนัก
เซลล์แĀ้งและปริมาณพีเอชบีมากที ่ÿุด รองลงมาคือ 12.485 g/L และ 6.243 g/L ตามลำดับ          
จึงÿามารถÿรุปได้ü่าอาĀาร MSM ที่มีปริมาณคาร์บอน 24.970 g/L ใĀ้ปริมาณพีเอชบีมากที่ÿุด 
ÿามารถผลิตพีเอชบีได้ 1.03 g/L มีน้ำĀนักเซลล์แĀ้ง 4.92 g/L และได้ %PHB Content 20.98 % 
ดังนั ้นจากการทดลองนี ้จึงเลือกปริมาณคาร์บอนที ่ 24.970 g/L โดยคงอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจนอยู่ที่ 20:1 เป็นปริมาณคาร์บอนที่เĀมาะÿมในการผลิตพีเอชบี เพื่อใช้ ในการĀาอัตราÿ่üน
คาร์บอนต่อไนโตรเจนที่เĀมาะÿมต่อไป 
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4.3 การĀาอัตราÿ่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนในการผลิตพีเอชบี 
จากผลการทดลองĀาปริมาณคาร์บอนที่เĀมาะÿมในการผลิตพีเอชบี พบü่าปริมาณคาร์บอน 

24.970 g/L โดยคงอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจนอยู่ที่ 20:1 เป็นปริมาณคาร์บอนที่เĀมาะÿมใน
การผลิตพีเอชบี จึงเลือกปริมาณคาร์บอน 24.970 g/L มาĀาอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจนในการ
ผลิตพีเอชบีในอาĀาร MSM ที่ประกอบด้üยกากน้ำตาลและ ammonium sulphate โดยมีอัตราÿ่üน
คาร ์บอนต่อไนโตรเจน 32 :1, 20 :1 และ 12 :1 ตามลำดับ โดยทำการเต ิมĀัüเช ื ้อแบคทีเรีย                      
B. megaterium SWU01 ประมาณ 5% inoculum โดยกำĀนดใĀ้คüามขุ่นของเชื้อแบคทีเรีย คือ 
0.1 ที่คüามยาüคลื่น 600 nm แล้üนำไปบ่มที่อุณĀภูมิ 37 oC เขย่าที่คüามเร็üรอบ 250 rpm เป็น
เüลา 24 ชั่üโมง พบü่าอาĀาร MSM ที่มีอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 20:1 ÿามารถผลิตพีเอชบีได้
มากที่ÿุด 1.03 g/L มีน้ำĀนักเซลล์แĀ้ง 4.92 g/L (รูปที่ 4.4) และได้ %PHB Content 20.95%     
(รูปที่ 4.5)   

 

 
รูปที่ 4.4 แÿดงน้ำĀนักเซลล์แĀ้งและปริมาณพีเอชบี (g/L) ที่ได้จากการผลิตพีเอชบีในอาĀาร MSM 

ที่ประกอบด้üยกากน้ำตาลและ ammonium sulphate อัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 32:1, 20:1 

และ 12:1 ตามลำดับ โดย a, b และ c แÿดงคüามแตกต่างอย่างมีนัยÿำคัญในกลุ่มของ CDW และ

ปริมาณพีเอชบี 
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รูปที่ 4.5 แÿดง %PHB Content ที่ได้จากการผลิตพีเอชบีในอาĀาร MSM ที่ประกอบด้üยกากน้ำตาล
และ ammonium sulphate อัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 32:1 , 20:1 และ 12:1 ตามลำดับ  
โดย a และ b แÿดงคüามแตกต่างอย่างมีนัยÿำคัญ 
 

พบü่าอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจนต่างๆ ในอาĀาร MSM มีน้ำĀนักเซลล์แĀ้งที่อัตราÿ่üน
คาร์บอนต่อไนโตรเจนที่ 20:1 แตกต่างกันอย่างมีนัยÿำคัญ โดยมีน้ำĀนักเซลล์แĀ้งมากที่ÿุด แต่เมื่อ
พิจารณาปริมาณพีเอชบีของอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจนของ 32 :1 และ 20:1 พบü่าไม่แตกต่าง
กันอย่างมีนัยÿำคัญ แต่ปริมาณพีเอชบีที่อัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 12:1 แตกต่างกันอย่างมี
นัยÿำคัญ โดยอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่ 20:1 มีน้ำĀนักเซลล์แĀ้งและปริมาณพีเอชบีมาก
ที่ÿุด จึงÿามารถÿรุปได้ü่าอาĀาร MSM ที่ประกอบด้üยกากน้ำตาลและ ammonium sulphate โดย
มีอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 20:1 ใĀ้ปริมาณพีเอชบีมากที่ÿุด ÿามารถผลิตพีเอชบีได้ 1.03 g/L 
มีน้ำĀนักเซลล์แĀ้ง 4.92 g/L และได้ %PHB Content 20.95%  

 
จากผลการทดลองการĀาอัตราÿ่üนคาร์บอนในการผลิตพีเอชบี โดยการเติม ammonium 

sulphate เพื ่อเป็นแĀล่งไนโตรเจน พบü่าการเจริญเติบโตของเซลล์จากน้ำĀนักเซลล์แĀ้งมีการ

เจริญเติบโตมากกü่าการÿะÿมปริมาณพีเอชบี ซึ่งÿอดคล้องกับงานüิจัยของ Dslsasso et al. (2019) 
ที่ใช้น้ำกากÿ่าและกากน้ำตาลในการผลิตพีเอชบี โดยใช้ Cupriavidus necator ที่มีการตั้งÿมมติฐาน

ของงานüิจัยü่ากากน้ำตาลอาจมีไนโตรเจนเพียงพอที่จะกระตุ้นการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได้      

โดยเมื่อปริมาณไนโตรเจนมาก NADPH ที่เกิดขึ้นในกระบüนการÿะÿมคาร์บอนโดยผ่านüิถี Entner-
Doudoroff จะถูกใช้ÿำĀรับการเจริญเติบโตของเซลล์ แต่เมื่อปริมาณไนโตรเจนถูกจำกัด NADPH จะ

ถูกใช้ในการผลิตพีเอชบีแทน ซึ่งในโครงงานพิเýþนี้ได้มีการเติม ammonium sulphate เพิ่มลงไปใน

อาĀาร MSM ที ่ประกอบด้üยกากน้ำตาล ซึ่งอาจทำใĀ้มีปริมาณไนโตรเจนมากเกินไป จึงทำใĀ้ 

NADPH ถูกใช้ÿำĀรับการเจริญเติบโตของเซลล์ ทำใĀ้น้ำĀนักเซลล์แĀ้งมีการเจริญเติบโตมากกü่าการ
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ÿะÿมปริมาณพีเอชบี และเมื่อนำผลการทดลองอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่ 20:1 ของโครงงาน

พิเýþนี้มาเปรียบเทียบกับงานüิจัยของ Faccin et al. (2009) ที่ทำการýึกþาเกี่ยüกับการผลิตพีเอชบี

โดยใช้เชื ้อ Bacillus megaterium เลี ้ยงในอาĀาร MSM ที ่ม ีซ ูโครÿเป็นแĀล่งคาร์บอนและมี 

ammonium sulphate เป็นแĀล่งไนโตรเจน (sucrose 16 g/L ammonium sulphate 2 g/L) โดย

ที่ sucrose 16 g/L มีปริมาณคาร์บอน 6.72 g/L และ ammonium sulphate 2 g/L มีปริมาณ

ไนโตรเจน 0.42 g/L โดยจากผลการทดลองพบü่าอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่เĀมาะÿมต่อการ

ผลิตพีเอชบี เท่ากับ 16:1 ซึ่งไม่ÿอดคล้องกับโครงงานพิเýþนี้ที่มีอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจนอยู่ที่ 

20:1 โดยมีปริมาณคาร์บอน 12.485 g/L และมีปริมาณไนโตรเจน 0.60 g/L แต่ในโครงงานพิเýþนี้

ÿอดคล้องกับงานüิจัยของ ÿมคิด และ อรุณี (2554) ที่ýึกþาเกี่ยüกับการĀาÿภาüะที่เĀมาะÿมในการ

ผลิตพีเอชบีโดยใช้เชื้อ Exiguobacterium sp. WT24 เลี้ยงในอาĀาร Medium 2 ที่ประกอบด้üย 

KH2PO4 1 g/L, Na2HPO4 2.5 g/L แล้üทำการýึกþาชนิดของแĀล่งคาร์บอนที่เĀมาะÿมต่อการผลิต

พีเอชบี โดยการนำอาĀาร Medium 2 มาเติมแĀล่งคาร์บอนที่เป็นของเĀลือทิ ้งชนิดต่างๆ คือ 

กากน้ำตาล, น้ำแป้งข้าüโพด, Āางน้ำนม, น้ำมันพืชที่ใช้แล้ü, น้ำทิ้งจากโรงอาĀารกลางมĀาüิทยาลัย

แม่โจ้, กลีเซอรอล และÿารละลายน้ำตาลจากการไฮโดรไลซิÿฟางข้าü โดยใช้คüามเข้มข้นของแĀล่ง

คาร์บอนแต่ละชนิดเท่ากับ 10 g/L และใช้ Urea 10 g/L เป็นแĀล่งไนโตรเจน โดยใช้อัตราÿ่üน

คาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 1:1 จากการทดลองพบü่ากากน้ำตาลเป็นแĀล่งคาร์บอนที่เĀมาะÿม

ที่ÿุด จากนั้นจึงนำกากน้ำตาลมาทำการýึกþาชนิดของแĀล่งไนโตรเจนที่เĀมาะÿมต่อการผลิตพีเอชบี 

โดยการนำอาĀาร Medium 2 ที่มีกากน้ำตาลคüามเข้มข้น 10 g/L และเติมแĀล่งไนโตรเจนชนิด

ต ่างๆ ค ือ Urea, ammonium sulphate และ yeast extract โดยใช ้คüามเข ้มข ้นของแĀล่ง

ไนโตรเจนแต่ละชนิดเท่ากับ 10 g/L โดยใช้อัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 1:1 จากการ

ทดลองพบü่า ammonium sulphate เป็นแĀล่งไนโตรเจนที่เĀมาะÿมที่ÿุด ซึ ่งเมื ่อทราบแĀล่ง

คาร์บอนและแĀล่งไนโตรเจนที่ดีที่ÿุดแล้ü จึงได้ýึกþาอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่เĀมาะÿมต่อ

การผลิตพีเอชบี โดยนำกากน้ำตาลและ ammonium sulphate มาใช้ โดยกำĀนดใĀ้อัตราÿ่üน

คาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 1:1, 10:1, 20:1 และ 30:1 จากการทดลองพบü่าอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อ

ไนโตรเจนที่ 20:1 เป็นอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่ เĀมาะÿมต่อการผลิตพีเอชบี ซึ ่งเป็น

อัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่ÿอดคล้องกับโครงงานพิเýþนี ้
 
4.4 การวิเคราะĀ์โครงÿร้างจากĀมู่ฟังก์ชั่นด้วยเทคนิค FT-IR 

จากการนำตัüอย่างพีเอชบีที่ÿกัดได้Āลังจากการÿกัดด้üย Sodium hypochlorite มา
üิเคราะĀ์โครงÿร้างจากĀมู่ฟังก์ชันด้üยเทคนิค Fourier Transform Infrared Spectrometer     
(FT-IR) ที่ช่üงเลขคลื่นที่ 4000 - 400 cm-1 เพื่อเป็นการยืนยันโครงÿร้างของพีเอชบี โดยทำการ
เปรียบเทียบกับพีเอชบีมาตรฐาน ซึ่งจะพบĀมู่ฟังก์ชันที่ÿำคัญของพีเอชบีมาตรฐาน ได้แก่ Āมู่ฟังก์ชัน 
C=O stretching ที่ช่üงเลขคลื่น 1724.36 cm-1, O-H ที่ช่üงเลขคลื่น 3437.15 cm-1 และ C-H 
stretching ที่ช่üงเลขคลื่น 2976.16-2935.66 cm-1 แÿดงดังรูปที่ 4.6 แต่จากการüิเคราะĀ์Āมู่
ฟังก์ชันของตัüอย่างพีเอชบีที่ÿกัดได้จะพบĀมู่ฟังก์ชันที่ÿำคัญ ได้แก่ C=O stretching ที่ช่üงเลขคลื่น 
1722.43 cm-1, Āมู่ฟังก์ชัน C-H stretching ที่ช่üงเลขคลื่น 2978.09-2933.73 cm-1 และĀมู่ฟังก์ชัน 
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O-H ที่ช่üงเลขคลื่น 3444.87 cm-1 แÿดงดังรูปที่ 4.7  ซึ่งมีĀมู่ฟังก์ชันที่ใกล้เคียงกับพีเอชบีมาตรฐาน 
จึงÿามารถÿรุปได้ü่าตัüอย่างพีเอชบีที่ÿกัดได้เป็นพีเอชบ ี 

 

 
รูปที่ 4.6 ÿเปกตรัมของพีเอชบีมาตรฐาน ช่üงเลขคลื่นที่ 4000-400 cm-1  

 

 
รูปที่ 4.7 ÿเปกตรัมของตัüอย่างพีเอชบีที่ÿกัดได ้ช่üงเลขคลื่นที่ 4000-400 cm-1 

 
จากผลการทดลองตัüอย่างพีเอชบีที่ÿกัดได้มีĀมู่ฟังก์ชันที่ÿำคัญใกล้เคียงกับพีเอชบีที่ÿกัดได้ 

จากงานüิจัยของอนุตรา และคณะ (2560) ได้แก่ Āมู่ฟังก์ชัน C=O stretching ที่ช่üงเลขคลื่น 
1730.15 cm-1, O-H 3439.08 cm-1 และ C-H stretching ที่ช่üงเลขคลื่น 2981.95-2935.66 cm-1 
และตัüอย่างพีเอชบีที่ÿกัดได้อาจมีพีคอื่นแทรกมาเนื่องจากขั้นตอนการÿกัดพีเอชบีไม่บริÿุทธิ์พอ และ
มี Background ที่กü้างกü่าเมื่อเทียบกับของพีเอชบีมาตรฐาน ซึ่งอาจเกิดจากการเตรียมตัüอย่างที่ไม่
ดี ทำใĀ้ IR ที่ÿ่องผ่านตัüอย่างนั้นเจอทั้งÿ่üนที่ใÿและขุ่น จึงทำใĀ้เกิดการรบกüนจากÿ่üนที่ขุ่น ซึ่งทำ
ใĀ้ Background ของพีเอชบีที่ÿกัดได้เกิดพีคและจุดบอดที่เป็นÿ่üนเÿริมในช่üงคลื่นเดียüกัน

O-H 

C-H stretching 

C=O stretching 

O-H 

C-H stretching 
C=O stretching 
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บทที่ 5  
ÿรุปผลการวิจัยและข้อเÿนอแนะ  

 
5.1 ÿรุปผลการวิจัย  
 จากการทดลองĀาปริ ม าณคาร์ บ อนที่ เ Āม าะÿม ในกา รผลิ ตพี เ อ ชบี โ ด ย เ ชื้ อ                         
Bacillus megaterium SWU01 ในอาĀาร MSM ที่ประกอบด้üยกากน้ำตาลที่มีปริมาณคาร์บอน 
6.243 g/L, 12.485 g/L และ 24.970 g/L และทำการปร ับปร ิมาณไนโตรเจนในอาĀารด ้üย 
ammonium sulphate โดยคงอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจนอยู่ที่ 20:1 พบü่าอาĀาร MSM ที่มี
ปริมาณคาร์บอน 24.970 g/L ÿามารถผลิตพีเอชบีได้มากที่ÿุด และได้นำปริมาณคาร์บอน 24.970 
g/L มาĀาอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจนในการผลิตพีเอชบีในอาĀาร  MSM ที่ประกอบด้üย
กากน้ำตาลและ ammonium sulphate โดยมีอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 32:1 20:1 และ 
12:1 พบü่าอาĀาร MSM ที่ประกอบด้üยกากน้ำตาลและ ammonium sulphate ที่มีอัตราÿ่üน
คาร์บอนต่อไนโตรเจน 20:1 ÿามารถผลิตพีเอชบีได้มากที่ÿุด 1.03 g/L มีน้ำĀนักเซลล์แĀ้ง 4.92 g/L 
และได้นำตัüอย่างพีเอชบีที่ÿกัดไดม้าüิเคราะĀĀ์าĀมู่ฟังก์ชันด้üยเทคนิค FT-IR พบü่าตัüอย่างพีเอชบีที่
ÿกัดได้มีĀมู่ฟังก์ชันที่ใกล้เคียงกับพีเอชบีมาตรฐาน จึงÿามารถÿรุปได้ü่าตัüอย่างพีเอชบีที่ÿกัดได้เป็น 
พีเอชบี  
 
5.2 ข้อเÿนอแนะ 

1. คüรทดลองĀาüิธีการÿกัดพีเอชบเีพิ่มเติม เพื่อเพ่ิมคุณภาพของพีเอชบีที่ÿกัดได้ 
2. คüรใช้ biomass ชนิดอื่นเพ่ือไม่ใĀ้เกิดตะกอนในอาĀารที่ทำการเลี้ยงเชื้อ   
3. คüรเปลี่ยนการปั ่นเĀüี ่ยงเซลล์เป็นการกรองเซลล์ เพื ่อใĀ้เซลล์แĀ้งและลดคüาม

คลาดเคลื่อนของผลน้ำĀนักเซลล์แĀ้ง 
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมอาĀารเลี้ยงเชื้อและÿารเคมี 

 
การเตรียมอาĀารเลี้ยงเชื้อและÿารเคมี 
1. อาĀาร NA 

ประกอบด้üยอาĀาร NA 23 g แล้üทำการปรับปริมาตรด้üยน้ำกลั่นใĀ้ได้ 1000 mL จากนั้น
นำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้üยĀม้อนึ่งอัดไอน้ำ ที่อุณĀภูมิ 121 oC เป็นเüลา 15 นาที ก่อนนำไปเทลงเพลท โดย 
ในขั้นตอนการเทลงเพลทนั้นต้องใช้เทคนิคปลอดเชื้อ  

 
2. อาĀาร NB 
 ประกอบด้üยอาĀาร NB 13 g แล้üทำการปรับปริมาตรด้üยน้ำกลั่นใĀ้ได้ 1000 mL จากนั้น
นำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้üยĀม้อน่ึงอัดไอน้ำ ที่อุณĀภูมิ 121 oC เป็นเüลา 15 นาที 
 
3. การเตรียมกากน้ำตาลเจือจาง 10 เท่า 
 ตüงกากน้ำตาลใĀ้ได้ปริมาตร 100 mL นำมาเจือจางด้üยน้ำกลั่น 900 mL จากนั้นใช้แท่ง
แก้üคนÿารคนใĀ้กากน้ำตาลและน้ำกลั่นผÿมเป็นเน้ือเดียüกัน 
 
4. อาĀาร MSM (Mineral Salt Medium) 

4.1 MSM ประกอบด้üย 
KH2PO4     1.50 g/L 

  Na2HPO4.12H2O   9.00 g/L 
  MgSO4.7H2O     0.20 g/L 

CaCl2.2H2O     0.01 g/L 
Citric acid     0.10 g/L 
1000X trace elements   1.00 mL/L  

4.2 1000X trace elements ประกอบด้üย 
FeSO4.7H2O    20.00 g/L 
MnCl2.4H2O    0.03  g/L 
H3BO4     0.30  g/L 
CuSO4.5H2O    0.01 g/L 
CoCl2.6H2O    0.20 g/L 
(NH4)6Mo7O24.H2O   0.03 g/L 
ZnSO4.7H2O    0.03 g/L 
NiSO4.7H2O    0.03 g/L 

โดยจะทำการใÿ่กากน้ำตาลเจือจางและ ammonium sulphate ตามที่คำนüณดังตารางที่ 
3.1 และ 3.2 จากนั้น จะนำไปปรับ pH ใĀ้เป็น 7 แล้üไปนึ่งฆ่าเชื้อด้üยĀม้อนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณĀภูมิ         
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110 oC เป็นเüลา 20 นาที รอใĀ้เย็น แล้üเติม trace elements และ MgSO4.7H2O ที่ผ่านการกรอง
ด้üย filter 0.45 µm ทีĀลังเพื่อป้องกันการตกตะกอน 

 
5. ÿารละลาย Sudan Black B 0.5% 
 ชั่งÿีย้อม Sudan Black B 0.125 g ละลายใน 95% Ethanol 25 mL 
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ภาคผนวก ข 
ปริมาณคารบ์อนและปริมาณไนโตรเจนในกากน้ำตาล 

 
ปริมาณคาร์บอนและปริมาณไนโตรเจนของกากน้ำตาลที่ได้จากการÿ่งüิเคราะĀ์ที่ýูนย์บริการ

เครื่องมือüิทยาýาÿตร์คณะüิทยาýาÿตร์ÿถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทĀารลาดกระบังด้üย
เครื่อง CHNS/O analyzer มีผลที่ได้เป็น %w/w 

 

 
รูปภาคผนวก ข-1 แÿดงผลüเิคราะĀ์ปริมาณคาร์บอนและไนโตรเจนด้üยเครื่อง CHNS/O analyzer 
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ภาคผนวก ค 
คำนวณปริมาณคารบ์อนต่อปริมาณไนโตรเจนและอัตราÿ่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 

 
1. คำนวณปริมาณคารบ์อน 

ในงานüิจัยก่อนĀน้าพบü่ามีอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 8 :1 (Sucrose 16 g/L 

และ ammonium sulphate 2 g/L) (Faccin et at., 2009) โดยที่ Sucrose 16 g/L มีปริมาณ

คาร์บอน 6.72 g/L และ ammonium sulphate 2 g/L มีปริมาณไนโตรเจน 0.42 g/L จึงได้คำนüณ

ปริมาณคาร์บอนของกากน้ำตาลใĀ้มีปริมาณคาร์บอน 3.36 g/L, 6.72 g/L และ 13.44 g/L และใช้ 

ammonium sulphate ปรับปริมาณไนโตรเจน โดยคงอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจนอยู่ที่ 16:1 ซึ่ง

ปริมาณคาร์บอนของกากน้ำตาลที่ได้จากการÿ่งüิเคราะĀ์มีผลที่ได้เป็น %w/w โดยมี Carbon 

Content ของกากน้ำตาลเท่ากับ 320 g/L และมี Nitrogen Content ของกากน้ำตาลเท่ากับ 10 g/L 

แต่ในการคำนüณมีคüามผิดพลาดที่ได้คำนüณเป็น %w/v โดยมีปริมาณกากน้ำตาลและ ammonium 

sulphate ดังตารางที่ ค-1  
 
ตารางที่ ค-1 Āาปริมาณคาร์บอนที่เĀมาะÿม (โดยคงอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 16:1) 

ปริมาณคาร์บอน : ปริมาณไนโตรเจน ปริมาณกากน้ำตาลที่เจือจาง 10 เท่า 
(mL/L) 

ammonium sulphate 
(g/L) 

3.36 g/L : 0.21 g/L 105.0 0.5 
6.72  g/L : 0.42 g/L 210.0 1.0 
13.44  g/L : 0.84 g/L 420.0 2.0 
 
จึงได้คำนüณปริมาณคาร์บอนของปริมาณกากน้ำตาลอีกครั้ง เพื่อเปลี่ยนกากน้ำตาลจาก 

%w/v ใĀ้เป็น %w/w ซึ่งใช้คüามĀนาแน่นของกากน้ำตาลในการคำนüณ โดยทำการชั่งกากน้ำตาล

ปริมาตร 100 mL ได้ค่าเท่ากับ 185.79 g แล้üนำมาĀาคüามĀนาแน่นของกากน้ำตาล 
จากÿูตร   D   =   m 

      V 
D   =   185.79 g 

      100 mL 
     D   =   1.8579 g/mL 
 

เมื่อได้คüามĀนาแน่นของกากน้ำตาลแล้ü จึงนำมาคำนüณĀามüลของกากน้ำตาลที่เจือจาง 

10 เท่า เพื่อĀาปริมาณคาร์บอนต่อไนโตรเจนต่อไป โดยในการเจือจางกากน้ำตาล 10 เท่า  
1. ถ้าเจือจางกากน้ำตาลใĀ้มีปริมาณ  1000 mL จะมีกากน้ำตาล 100 mL 
     นำปริมาณกากน้ำตาลที่เจือจางมาใช้ 105 mL จะมีกากน้ำตาล (105 mL)(100 mL) = 10.5 mL 

   1000 mL 
ดังนั้นกากน้ำตาล 10.5 mL มีมüลเท่ากับ (10.5 mL)(1.8579 g/mL) = 19.50795 g 
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แล้üนำมาคำนüณ Carbon content ของกากน้ำตาล 
จากÿูตร   C1V1   = C2V2   

(320 g/L)(19.50795 g) = C2 (1000 g) 
       C2   = (320 g/L)(19.50795 g) 
      1000 g 
        C2   = 6.243 g/L 

คำนüณ Nitrogen content ของกากน้ำตาล 
จากÿูตร   C1V1    = C2V2   

(10 g/L)(19.50795 g)   = C2 (1000 g) 
       C2    = (10 g/L)(19.50795 g) 
      1000 g 
        C2    = 0.195 g/L 

และนำมาคำนüณĀาปริมาณไนโตรเจน โดยปริมาณไนโตรเจน คือ Nitrogen content ของ

กากน้ำตาลรüมกับ Nitrogen content ของ ammonium sulphate 0.5 g  
โดยปริมาณไนโตรเจน = 0.195 g/L + 0.105 g/L = 0.30 g/L 
 
ดังนั้นกากน้ำตาล 19.51 g มีปริมาณคาร์บอน 6.243 g/L ปริมาณไนโตรเจน 0.30 g/L และ

มีอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 20:1 
 
2. ถ้าเจือจางกากน้ำตาลใĀ้มีปริมาณ 1000 mL จะมีกากน้ำตาล 100 mL 

นำปริมาณกากน้ำตาลที่เจือจางมาใช้ 210 mL จะมีกากน้ำตาล (210 mL)(100 mL) = 21 mL 
            1000 mL 

ดังนั้นกากน้ำตาล 21 mL มีมüลเท่ากับ (21 mL)(1.8579 g/mL) = 39.0159 g 
แล้üนำมาคำนüณ Carbon content ของกากน้ำตาล 

จากÿูตร   C1V1   = C2V2   
(320 g/L)(39.0159 g) = C2 (1000 g) 

       C2   = (320 g/L)(39.0159 g) 
      1000 g 
        C2   = 12.485088 g/L 

คำนüณ Nitrogen content ของกากน้ำตาล 
จากÿูตร   C1V1    = C2V2   

(10 g/L)(39.0159 g)   = C2 (1000 g) 
       C2    = (10 g/L)(39.0159 g) 
      1000 g 
        C2    = 0.390 g/L เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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และนำมาคำนüณĀาปริมาณไนโตรเจน โดยปริมาณไนโตรเจน คือ Nitrogen content ของ

กากน้ำตาลรüมกับ Nitrogen content ของ ammonium sulphate 1.0 g  
โดยปริมาณไนโตรเจน = 0.390 g/L + 0.210 g/L = 0.60 g/L 
 
ดังนั้นกากน้ำตาล 39.01 g มีปริมาณคาร์บอน 12.485 g/L ปริมาณไนโตรเจน 0.60 g/L และ 

มีอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 20:1 
 
3. ถ้าเจือจางกากน้ำตาลใĀ้มีปริมาณ 1000 mL จะมีกากน้ำตาล 100 mL 
     นำปริมาณกากน้ำตาลที่เจือจางมาใช้ 420 mL จะมีกากน้ำตาล (420 mL)(100 mL) = 42 mL 
           1000 mL 

ดังนั้นกากน้ำตาล 42 mL มีมüลเท่ากับ (42 mL)(1.8579 g/mL) = 78.0318 g 
แล้üนำมาคำนüณ Carbon content ของกากน้ำตาล 
 

จากÿูตร   C1V1   = C2V2   
(320 g/L)(78.0318 g) = C2 (1000 g) 

       C2   = (320 g/L)(78.0318 g) 
      1000 g 
        C2   = 24.970 g/L 

คำนüณ Nitrogen content ของกากน้ำตาล 
จากÿูตร   C1V1    = C2V2   

(10 g/L)(78.0318 g)   = C2 (1000 g) 
       C2    = (10 g/L )(78.0318 g) 
      1000 g 
        C2    = 0.780 g/L 

และนำมาคำนüณĀาปริมาณไนโตรเจน โดยปริมาณไนโตรเจน คือ Nitrogen content ของ

กากน้ำตาลรüมกับ Nitrogen content ของ ammonium sulphate 2.0 g  
โดยปริมาณไนโตรเจน = 0.780 g/L + 0.420 g/L = 1.20 g/L 
 
ดังนั้นกากน้ำตาล 78.03 g มีปริมาณคาร์บอน 24.970 g/L ปริมาณไนโตรเจน 1.20 g/L 

และมีอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 20:1 
 
2. คำนวณอัตราÿ่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 

ทำการĀาอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจนในการผลิตพีเอชบีโดยใช้ ammonium sulphate 

เป็นแĀล่งไนโตรเจน และใช้ปริมาณคาร์บอนที่ดีที่ÿุดจากการĀาปริมาณคาร์บอนที่เĀมาะÿมในการ

ผลิตพีเอชบี คือ 24.970 g/L มาคำนüณĀาอัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน ซึ่งĀาได้จากปริมาณ

ไนโตรเจนที่รüมกับ Nitrogen content ของ ammonium sulphate โดยจากเดิมที่การคำนüณมี

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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คüามผิดพลาดที่ได้คำนüณเป็น %w/v ทำใĀ้จะเติม ammonium sulphate 0 g/L, 2.0 g/L และ 

6.0 g/L ตามลำดับ 
โดยถ้าเจือจางกากน้ำตาลใĀ้มีปริมาณ 1000 mL จะมีกากน้ำตาล 100 mL 
นำปริมาณกากน้ำตาลที่เจือจางมาใช้ 420 mL จะมีกากน้ำตาล (420 mL)(100 mL) = 42 mL 
        1000 mL 

ดังนั้นกากน้ำตาล 42 mL มีมüลเท่ากับ (42 mL)(1.8579 g/mL) = 78.0318 g 
แล้üนำมาคำนüณ Carbon content ของกากน้ำตาล 
จากÿูตร   C1V1   = C2V2   

(320 g/L)(78.0318 g) = C2 (1000 g) 
       C2   = (320 g/L)(78.0318 g) 
      1000 g 
        C2   = 24.970 g/L 
คำนüณ Nitrogen content ของกากน้ำตาล 
จากÿูตร    C1V1    = C2V2   

   (10 g/L)(78.0318 g)   = C2 (1000 g) 
       C2    = (10 g/L )(78.0318 g) 
      1000 g 
        C2    = 0.780 g/L 
 

1. นำมาคำนüณĀาปริมาณไนโตรเจน โดยปริมาณไนโตรเจน ค ือ Nitrogen content ของ
กากน้ำตาลรüมกับ Nitrogen content ของ ammonium sulphate 0 g  

โดยปริมาณไนโตรเจน = 0.780 g/L + 0 g/L = 0.780 g/L 
ดังนั ้นปริมาณคาร์บอน 24.970 g/L มีปริมาณไนโตรเจน 0.780 g/L และมีอัตราÿ่üน

คาร์บอนต่อไนโตรเจน 32:1 
 

2. นำมาคำนüณĀาปริมาณไนโตรเจน โดยปริมาณไนโตรเจน คื อ Nitrogen content ของ
กากน้ำตาลรüมกับ Nitrogen content ของ ammonium sulphate 2.0 g  

โดยปริมาณไนโตรเจน = 0.780 g/L + 0.42 g/L = 1.200 g/L 
ดังนั ้นปริมาณคาร์บอน 24.970 g/L มีปริมาณไนโตรเจน 1.200 g/L และมีอัตราÿ่üน

คาร์บอนต่อไนโตรเจน 20:1 
 

3. นำมาคำนüณĀาปริมาณไนโตรเจน โดยปริมาณไนโตรเจน ค ือ Nitrogen content ของ
กากน้ำตาลรüมกับ Nitrogen content ของ ammonium sulphate 6.0 g  

โดยปริมาณไนโตรเจน = 0.780 g/L + 0.1.26 g/L = 2.010 g/L 
ดังนั ้นปริมาณคาร์บอน 24.970 g/L มีปริมาณไนโตรเจน 2.010 g/L และมีอัตราÿ่üน

คาร์บอนต่อไนโตรเจน 12:1 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ภาคผนวก ง 
ผังการดำเนินงาน 

 
1. ตรวจÿอบการผลิตและÿะÿมพีเอชบีของเชื้อ Bacillus megaterium SWU01 

และนำมาเตรียมĀัวเชื้อ 
 

 
 

Steak plate เชื้อ B. megaterium SWU01 ลงบนอาĀาร NA จำนüน 2 เพลท 

อาĀาร NA ทีม่ีเชื้อ 
B. megaterium SWU01 

เทÿารละลาย 0.5 %  
Sudan Black B  

ใน 95% Ethanol 

ทิ้งไü้ 30 นาท ี

ล้างออกด้üย 95% Ethanol 

ÿังเกตÿีของโคโลนีของแบคทเีรีย 
โดยแบคทีเรียที่มีการÿะÿมพีเอชบีภายใน 

เซลล์จะติดÿีดำของ Sudan Black B 

อาĀาร NA ทีม่ีเชื้อ 
B. megaterium SWU01 

เขี่ยโคโลนีมา 4-5 โคโลน ี
ใÿ่ลงในอาĀาร NB ปรมิาตร 50 mL 

บ่มที่ 37 oC 

เป็นเüลาข้ามคืน 

นำไปเขย่าที่ 250 rpm 
ที่อุณĀภูมิ 37 oC  
เป็นเüลาข้ามคืน 

Āัüเชื้อ 

บ่มที่ 37 oC 

เป็นเüลาข้ามคืน 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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2. การĀาปริมาณคาร์บอนทีเ่Āมาะÿมในการผลิตพีเอชบี 
 

 

 

2.1 Āาน้ำĀนักเซลล์แĀ้ง 

 

 

 

 

เตรียมอาĀาร MSM ที่ประกอบด้üย 
กากน้ำตาล และ ammonium sulphate ดังตารางที่ 3.1 

ฆ่าเชื้อที่อุณĀภูมิ 110oC เป็นเüลา 20 นาที 

อาĀาร MSM ที่ประกอบด้üยกากน้ำตาล 
และ ammonium sulphate 

เติมĀัüเชื้อประมาณ 5% inoculum   
โดยกำĀนดใĀ้ OD600 = 0.1 ลงในอาĀาร 

นำไปเขย่าที่ 250 rpm ที่อุณĀภูมิ 37 oC เป็นเüลา 24 ชั่üโมง 

เก็บตัüอย่างปริมาตร 5 mL ต่อĀลอด จำนüน 5 ซ้ำ 

เพื่อĀาน้ำĀนักเซลล์แĀ้ง 

เก็บตัüอย่างปริมาตร 10 mL ต่อĀลอด  
จำนüน 5 ซ้ำ เพื่อไปÿกัดแล้üĀาปริมาณพีเอชบี 

นำตัüอย่างปริมาตร 5 mL ปั่นเĀüี่ยงที่ 8,000 rpm เป็นเüลา 10 นาที เทÿ่üนใÿทิ้ง 

เติมน้ำกลั่น 5 mL ผÿมใĀ้เป็นเนื้อเดียüกัน ปั่นเĀüี่ยงที่ 8,000 rpm เป็นเüลา 10 นาที เทÿ่üนใÿทิ้ง 

แบ่งใÿ่Āลอดไมโครเซนติฟิüก์ ปั่นเĀüี่ยงที่ 8,000 rpm เป็นเüลา 5 นาที เทÿ่üนใÿทิ้ง ทำซ้ำจนครบ 5 ml 
 

อบตะกอนเซลล์ที่อุณĀภูมิ 65 oC เป็นเüลาข้ามคืน จนน้ำĀนักเซลล์แĀ้งและคงที่ 

เอาĀลอดเข้า Desiccator 

นำไปชั่งน้ำĀนัก เพื่อĀานำ้Āนักเซลล์แĀ้ง 

üิเคราะĀ์ทางÿถิติ 

เติมน้ำกลั่น 5 mL ผÿมใĀ้เป็นเนื้อเดียüกัน  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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2.2 การÿกัดพีเอชบีและĀาปริมาณพเีอชบี 
 

 

นำตัüอย่างปริมาตร 10 mL ปั่นเĀüี่ยงที่ 8,000 rpm เป็นเüลา 10 นาที เทÿ่üนใÿทิ้ง 

เติมน้ำกลั่น 10 mL ผÿมใĀ้เป็นเนื้อเดียüกัน ปั่นเĀüี่ยงที่ 8,000 rpm เป็นเüลา 10 นาที เทÿ่üนใÿทิ้ง 

แบ่งใÿ่Āลอดไมโครเซนติฟิüก์ ปั่นเĀüี่ยงที่ 8,000 rpm เป็นเüลา 5 นาที เทÿ่üนใÿทิ้ง ทำซ้ำจนครบ 10 ml 
 

อบตะกอนเซลล์ที่อุณĀภูมิ 65 oC เป็นเüลาข้ามคืน จนน้ำĀนักเซลล์แĀ้งและคงที่ 

เอาĀลอดเข้า Desiccator แล้üนำไปชั่งน้ำĀนัก 

ตักตะกอนพีเอชบีที่ÿกัดได้มาละลายใน Chloroform ใĀ้ได้ 5,000 µg/mL 

เติม Sodium hypochlorite 10 mL ผÿมใĀ้เป็นเนื้อเดียüกัน บ่มที่อุณĀภูมิ 37 oC เป็นเüลา 60 นาที 

ปั่นเĀüี่ยงที่ 8,000 rpm เป็นเüลา 10 นาที เทÿ่üนใÿทิ้ง 
 

เติมน้ำกลั่น 10 mL ผÿมใĀ้เป็นเนื้อเดียüกัน ปั่นเĀüี่ยงที่ 8,000 rpm เป็นเüลา 10 นาที เทÿ่üนใÿทิ้ง 

เติม Acetone 10 mL ผÿมใĀ้เป็นเนื้อเดียüกัน ปั่นเĀüี่ยงที่ 8,000 rpm เป็นเüลา 10 นาที เทÿ่üนใÿทิ้ง 

เติม 95% Ethanol 10 mL ผÿมใĀ้เป็นเนื้อเดียüกัน  

เติมน้ำกลั่น 10 mL ผÿมใĀ้เป็นเนื้อเดียüกัน ปั่นเĀüี่ยงที่ 8,000 rpm เป็นเüลา 10 นาที เทÿ่üนใÿทิ้ง 

นำไปต้มใน Water bath ที่อุณĀภูม ิ80 oC จน Chloroform ละลายใÿ จากนั้นปรับปริมาตรใĀ้ได้เท่าเดิม 

นำมาเจือจางด้üย Chloroform ใĀ้ได้ 50 µg/mL, 25 µg/mL, 12.5 µg/mL และ 6.25 µg/mL  

นำไปต้มใน Water bath ที่อุณĀภูม ิ80 oC จน Chloroform ระเĀยĀมด  

ใÿ่ Sulfuric acid ปริมาตร 5 mL ลงในแต่ละĀลอด นำไปต้มใน Water bath เป็นเüลา 10 นาที แล้üพักใĀ้เย็น 

นำไปüัด OD 235 nm แล้üนำค่าที่ได้มาเทียบกับกราฟพีเอชบีมาตรฐาน แล้üนำมาคำนüณเป็นปริมาณพีเอชบีต่อไป 

üิเคราะĀ์ทางÿถิติ 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3. การĀาอัตราÿ่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนในการผลิตพีเอชบ ี
 

 

 

3.1 Āาน้ำĀนักเซลล์แĀ้ง 

 

 

 

 

เตรียมอาĀาร MSM ที่ประกอบด้üย 
กากน้ำตาล และ ammonium sulphate ดังตารางที่ 3.2 

ฆ่าเชื้อที่อุณĀภูมิ 110oC เป็นเüลา 20 นาที 

อาĀาร MSM ที่ประกอบด้üยกากน้ำตาล 
และ ammonium sulphate 

เติมĀัüเชื้อประมาณ 5% inoculum   
โดยกำĀนดใĀ้ OD600 = 0.1 ลงในอาĀาร 

นำไปเขย่าที่ 250 rpm ที่อุณĀภูมิ 37 oC เป็นเüลา 24 ชั่üโมง 

เก็บตัüอย่างปริมาตร 5 mL ต่อĀลอด จำนüน 5 ซ้ำ 

เพื่อĀาน้ำĀนักเซลล์แĀ้ง 

เก็บตัüอย่างปริมาตร 10 mL ต่อĀลอด  
จำนüน 5 ซ้ำ เพื่อไปÿกัดแล้üĀาปริมาณพีเอชบี 

นำตัüอย่างปริมาตร 5 mL ปั่นเĀüี่ยงที่ 8,000 rpm เป็นเüลา 10 นาที เทÿ่üนใÿทิ้ง 

เติมน้ำกลั่น 5 mL ผÿมใĀ้เป็นเนื้อเดียüกัน ปั่นเĀüี่ยงที่ 8,000 rpm เป็นเüลา 10 นาที เทÿ่üนใÿทิ้ง 

แบ่งใÿ่Āลอดไมโครเซนติฟิüก์ ปั่นเĀüี่ยงที่ 8,000 rpm เป็นเüลา 5 นาที เทÿ่üนใÿทิ้ง ทำซ้ำจนครบ 5 ml 
 

อบตะกอนเซลล์ที่อุณĀภูมิ 65 oC เป็นเüลาข้ามคืน จนน้ำĀนักเซลล์แĀ้งและคงที่ 

เอาĀลอดเข้า Desiccator 

นำไปชั่งน้ำĀนัก เพื่อĀานำ้Āนักเซลล์แĀ้ง 

üิเคราะĀ์ทางÿถิติ 

เติมน้ำกลั่น 5 mL ผÿมใĀ้เป็นเนื้อเดียüกัน  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3.2 การÿกัดพีเอชบีและĀาปริมาณพเีอชบี 
 

 

นำตัüอย่างปริมาตร 10 mL ปั่นเĀüี่ยงที่ 8,000 rpm เป็นเüลา 10 นาที เทÿ่üนใÿทิ้ง 

เติมน้ำกลั่น 10 mL ผÿมใĀ้เป็นเนื้อเดียüกัน ปั่นเĀüี่ยงที่ 8,000 rpm เป็นเüลา 10 นาที เทÿ่üนใÿทิ้ง 

แบ่งใÿ่Āลอดไมโครเซนติฟิüก์ ปั่นเĀüี่ยงที่ 8,000 rpm เป็นเüลา 5 นาที เทÿ่üนใÿทิ้ง ทำซ้ำจนครบ 10 ml 
 

อบตะกอนเซลล์ที่อุณĀภูมิ 65 oC เป็นเüลาข้ามคืน จนน้ำĀนักเซลล์แĀ้งและคงที่ 

เอาĀลอดเข้า Desiccator แล้üนำไปชั่งน้ำĀนัก 

ตักตะกอนพีเอชบีที่ÿกัดได้มาละลายใน Chloroform ใĀ้ได้ 5,000 µg/mL 

เติม Sodium hypochlorite 10 mL ผÿมใĀ้เป็นเนื้อเดียüกัน บ่มที่อุณĀภูมิ 37 oC เป็นเüลา 60 นาที 

ปั่นเĀüี่ยงที่ 8,000 rpm เป็นเüลา 10 นาที เทÿ่üนใÿทิ้ง 
 

เติมน้ำกลั่น 10 mL ผÿมใĀ้เป็นเนื้อเดียüกัน ปั่นเĀüี่ยงที่ 8,000 rpm เป็นเüลา 10 นาที เทÿ่üนใÿทิ้ง 

เติม Acetone 10 mL ผÿมใĀ้เป็นเนื้อเดียüกัน ปั่นเĀüี่ยงที่ 8,000 rpm เป็นเüลา 10 นาที เทÿ่üนใÿทิ้ง 

เติม 95% Ethanol 10 mL ผÿมใĀ้เป็นเนื้อเดียüกัน  

เติมน้ำกลั่น 10 mL ผÿมใĀ้เป็นเนื้อเดียüกัน ปั่นเĀüี่ยงที่ 8,000 rpm เป็นเüลา 10 นาที เทÿ่üนใÿทิ้ง 

นำไปต้มใน Water bath ที่อุณĀภูม ิ80 oC จน Chloroform ละลายใÿ จากนั้นปรับปริมาตรใĀ้ได้เท่าเดิม 

นำมาเจือจางด้üย Chloroform ใĀ้ได้ 50 µg/mL, 25 µg/mL, 12.5 µg/mL และ 6.25 µg/mL  

นำไปต้มใน Water bath ที่อุณĀภูม ิ80 oC จน Chloroform ระเĀยĀมด  

ใÿ่ Sulfuric acid ปริมาตร 5 mL ลงในแต่ละĀลอด นำไปต้มใน Water bath เป็นเüลา 10 นาที แล้üพักใĀ้เย็น 

นำไปüัด OD 235 nm แล้üนำค่าที่ได้มาเทียบกับกราฟพีเอชบีมาตรฐาน แล้üนำมาคำนüณเป็นปริมาณพีเอชบีต่อไป 

üิเคราะĀ์ทางÿถิติ 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ภาคผนวก จ 
การเตรียมกราฟมาตรฐานของพีเอชบี 

 
การเตรียมกราฟมาตรฐานของพีเอชบี 
 เตรียมÿารละลายพีเอชบีมาตรฐานโดยชั่งพีเอชบีมาตรฐานมาละลายด้üย Chloroform ใน
ĀลอดทดลองใĀ้ได้คüามเข้มข้น 5,000 µg/mL ปิดĀลอดทดลองด้üยลูกแก้ü แล้üนำไปต้มในอ่างน้ำ
คüบคุมอุณĀภูมิที่ 80 oC จน Chloroform ละลายใÿ จากนั้นปรับปริมาตรใĀ้ได้เท่าเดิม และนำมา
เจือจางด้üย Chloroform ใĀ้ได้คüามเข้มข้น 0–25 µg/mL โดยใĀ้แต่ละคüามเข้มข้นมีปริมาตรÿุทธิ 
5 mL แล้üนำไปต้มในอ่างน้ำคüบคุมอุณĀภูมิที่ 80  oC จน Chloroform ระเĀยĀมด จากนั้นเติม 

Sulfuric acid ปริมาตร 5 mL แล้üนำไปต้มในอ่างน้ำคüบคุมอุณĀภูมิที่ 80  oC เป็นเüลา 10 นาที 
เมื่อครบเüลาทิ้งไü้ใĀ้เย็น จากนั้นทำการüัดค่าดูดกลืนแÿงที่คüามยาüคลื่น 235 nm โดยใช้ Sulfuric 
acid เป็น blank แล้üนำไปÿร้างกราฟมาตรฐาน ดังแÿดงในภาพภาคผนüก ข-1 
 

 
รูปภาคผนวก จ-1 แÿดงกราฟมาตรฐานพีเอชบี 

 
 
 
 
 
 
 

 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ภาคผนวก ฉ 
ตารางแÿดงผลการทดลอง 

 
ตารางที่ ฉ-1 แÿดงน้ำĀนักเซลล์แĀ้ง ปริมาณพีเอชบีเฉลี่ยและ %PHB content ของการĀาปริมาณ
คาร์บอนที่เĀมาะÿมในการผลิตพีเอชบ ี

ปริมาณคาร์บอน : ปริมาณไนโตรเจน CDW  
(g/L) 

ปริมาณพีเอชบี  
(g/L) 

% PHB content 

6.243 g/L : 0.30 g/L 1.03±0.05 0.07±0.01     6.88±0.73 
12.485  g/L : 0.60 g/L 3.77±0.06 0.62±0.09 16.47±2.02 
24.970  g/L : 1.20 g/L 4.92±0.04 1.03±0.06 20.98±1.12 

 
ตารางที่ ฉ-2 แÿดงน้ำĀนักเซลล์แĀ้ง ปริมาณพีเอชบีและ %PHB content ของการĀาอัตราÿ่üน
คาร์บอนต่อไนโตรเจนในการผลิตพีเอชบี 

อัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน CDW  
(g/L) 

ปริมาณพีเอชบี  
(g/L) 

% PHB content 

32:1 4.87±0.05 0.96±0.10 19.75±1.96 
20:1 4.92±0.04 1.03±0.06 20.95±1.17 
12:1 4.85±0.02 0.86±0.02 17.62±0.41 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ภาคผนวก ช 
การวิเคราะĀ์ทางÿถิต ิ

 
การวิเคราะĀ์และความแตกต่างอย่างมีนัยÿำคัญทางÿถิติของน้ำĀนักเซลล์แĀ้ง

ของการĀาปริมาณคาร์บอนที่เĀมาะÿมในการผลิตพีเอชบี โดยใช้อาĀาร MSM ที่มี
ปริมาณคาร์บอนแตกต่างกัน โดยคงอัตราÿ่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนอยู่ที่ 20:1  

 
ตารางที่ ช-1 แÿดงผลการüิเคราะĀ์ทางÿถิติด้üย ANOVA ของน้ำĀนักเซลล์แĀ้งของการĀาปริมาณ
คาร์บอนที่เĀมาะÿม  

Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 39.949 2 19.975 8416.326 .000 
Within Groups .028 12 .002   
Total 39.978 14    

 
ตารางที่ ช-2 แÿดงค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของน้ำĀนักเซลล์แĀ้งของการĀาปริมาณ
คาร์บอนที่เĀมาะÿม  
  

N 
 

Mean 
 

Std. 
Deviation 

 
Std. 
Error 

95% Confidence 
Interval Mean 

 
Minimum 

 
Maximum 

Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

1 5 1.032000 .0460435 .0205913 .974829 1.089171 .9600 1.0800 
2 5 3.768000 .0593296 .0265330 3.694333 3.841667 3.7000 3.8600 
3 5 4.924000 .0384708 .0172047 4.876232 4.971768 4.8800 4.9800 
Total 15 3.241333 1.6898430 .4363156 2.305529 4.177137 .9600 4.9800 

 
ĀมายเĀตุ :  1 = ปรมิาณคาร์บอน 6.243 g/L 

     2 = ปริมาณคาร์บอน 12.485 g/L 
     3 = ปริมาณคาร์บอน 24.970 g/L 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ช-3 แÿดงคüามแตกต่างอย่างมีนัยÿำคัญทางÿถิติของน้ำĀนักเซลล์แĀ้งของการĀาปริมาณ
คาร์บอนที่เĀมาะÿม 

   Subset for alpha = 0.05 
 Conc. N 1 2 3 
Student-Newman-Keulsa 1 5 1.032000   

2 5  3.768000  
3 5   4.924000 
Sig.  1.000 1.000 1.000 

Tukey HSDa 1 5 1.032000   
2 5  3.768000  
3 5   4.924000 
Sig.  1.000 1.000 1.000 

Duncana 1 5 1.032000   
2 5  3.768000  
3 5   4.924000 
Sig.  1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000. 

 
ĀมายเĀตุ :  1 = ปรมิาณคาร์บอน 6.243 g/L  

     2 = ปริมาณคาร์บอน 12.485 g/L  
     3 = ปริมาณคาร์บอน 24.970 g/L  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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การวิเคราะĀ์และความแตกต่างอย่างมีนัยÿำคัญทางÿถิติของปริมาณพีเอชบี
ของการĀาปริมาณคาร์บอนที่เĀมาะÿมในการผลิตพีเอชบี โดยใช้อาĀาร MSM ที่มี
ปริมาณคาร์บอนแตกต่างกัน โดยคงอัตราÿ่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนอยู่ที่ 20:1 

 
ตารางที่ ช-4 แÿดงผลการüิเคราะĀ์ทางÿถิติด้üย ANOVA ของปริมาณพีเอชบีของการĀาปริมาณ
คาร์บอนที่เĀมาะÿม  

Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 2.330 2 1.165 306.818 .000 
Within Groups .046 12 .004   
Total 2.375 14    

 
ตารางที่ ช-5 แÿดงค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของปริมาณพีเอชบีของการĀาปริมาณคาร์บอน
ที่เĀมาะÿม 
  

N 
 

Mean 
 

Std. 
Deviation 

 
Std. Error 

95% Confidence 
Interval Mean 

 
Minimum 

 
Maximum 

Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

1 5 .071280 .0104863 .0046896 .05826 .084300 .0556 .0807 
2 5 .621600 .0857703 .0383576 .51510 .728098 .5318 .7346 
3 5 1.03334 .0626428 .028014 .955559 1.11112 .9643 1.0988 
Total 15 .575407 .411917 .1063567 .347294 .803519 .0556 1.0988 

 
ĀมายเĀตุ :  1 = ปริมาณคาร์บอน 6.243 g/L  

     2 = ปริมาณคาร์บอน 12.485 g/L  
     3 = ปริมาณคาร์บอน 24.970 g/L 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ช-6 แÿดงคüามแตกต่างอย่างมีนัยÿำคัญทางÿถิติของปริมาณพีเอชบีของการĀาปริมาณ
คาร์บอนที่เĀมาะÿม  

   Subset for alpha = 0.05 
 Conc. N 1 2 3 
Student-Newman-Keulsa 1 5 .071280   

2 5  .621600  
3 5   1.033340 
Sig.  1.000 1.000 1.000 

Tukey HSDa  1 5 .071280   
2 5  .621600  
3 5   1.033340 
Sig.  1.000 1.000 1.000 

Duncana 1 5 .071280   
2 5  .621600  
3 5   1.033340 
Sig.  1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000. 

 
ĀมายเĀตุ :  1 = ปรมิาณคาร์บอน 6.243 g/L 

     2 = ปริมาณคาร์บอน 12.485 g/L 
     3 = ปริมาณคาร์บอน 24.970 g/L 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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การวิเคราะĀ์และความแตกต่ างอย่างมีน ัยÿำคัญทางÿถิติของ %PHB 
Content ของการĀาปริมาณคาร์บอนที่เĀมาะÿมในการผลิตพีเอชบี โดยใช้อาĀาร 
MSM ที่มีปริมาณคาร์บอนแตกต่างกัน โดยคงอัตราÿ่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนอยู่ที่ 
20:1 
 
ตารางที่ ช-7 แÿดงผลการüิเคราะĀ์ทางÿถิติด้üย ANOVA ของ %PHB Content ของการĀาปริมาณ
คาร์บอนที่เĀมาะÿม  

Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 518.564 2 259.282 131.995 .000 
Within Groups 23.572 12 1.964   
Total 542.136 14    

 
ตารางที่ ช-8 แÿดงค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของ %PHB Content ของการĀาปริมาณ
คาร์บอนที่เĀมาะÿม 
  

N 
 

Mean 
 

Std. 
Deviation 

 
Std. Error 

95% Confidence 
Interval Mean 

 
Minimum 

 
Maximum 

Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

1 5 6.879700 .7349028 .3286585 5.967198 7.792202 5.7889 7.6103 
2 5 16.472640 2.0240040 .9051621 13.959507 18.98577 14.3739 19.0308 
3 5 20.979440 1.1208540 .5012612 19.587716 22.37116 19.7607 22.1497 
Total 15 14.777260 6.2228609 1.6067358 11.331154 18.223366 5.7889 22.1497 

 
ĀมายเĀตุ :  1 = ปรมิาณคาร์บอน 6.243 g/L 

     2 = ปริมาณคาร์บอน 12.485 g/L 
     3 = ปริมาณคาร์บอน 24.970 g/L 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ช-9 แÿดงคüามแตกต่างอย่างมีนัยÿำคัญทางÿถิติของ %PHB Content ของการĀาปริมาณ
คาร์บอนที่เĀมาะÿม  

   Subset for alpha = 0.05 
Conc. N 1 2 3 

Student-Newman-Keulsa 1 5 6.879700   
2 5  16.472640  
3 5   20.979440 
Sig.  1.000 1.000 1.000 

Tukey HSDa  1 5 6.879700   
2 5  16.472640  
3 5   20.979440 
Sig.  1.000 1.000 1.000 

Duncana 1 5 6.879700   
2 5  16.472640  
3 5   20.979440 
Sig.  1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000. 

 
ĀมายเĀตุ :  1 = ปรมิาณคาร์บอน 6.243 g/L 

     2 = ปริมาณคาร์บอน 12.485 g/L 
     3 = ปริมาณคาร์บอน 24.970 g/L 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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การวิเคราะĀ์และความแตกต่างอย่างมีนัยÿำคัญทางÿถิติของน้ำĀนักเซลล์แĀ้ง
ของการĀาอัตราÿ่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนในการผลิตพีเอชบี โดยใช้อาĀาร MSM ที่มี
ปริมาณ ammonium sulphate แตกต่างกัน  

 
ตารางที ่ ช-10 แÿดงผลการüิเคราะĀ์ทางÿถิติด้üย ANOVA ของน้ำĀนักเซลล์แĀ้งของการĀา
อัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจนในการผลิตพีเอชบ ี 

Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups .016 2 .008 5.788 .017 
Within Groups .017 12 .001   
Total .033 14    

 
ตารางที่ ช-11 แÿดงค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของน้ำĀนักเซลล์แĀ้งของการĀาอัตราÿ่üน
คาร์บอนต่อไนโตรเจนในการผลิตพีเอชบ ี
  

N 
 

Mean 
 

Std. 
Deviation 

 
Std. 
Error 

95% Confidence 
Interval Mean 

 
Minimum 

 
Maximum 

Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

1 5 4.86800 .0481664 .0215407 4.808194 4.927806 4.8000 4.9200 
2 5 4.92800 .03663318 .0162481 4.882888 4.973112 4.8800 4.9800 
3 5 4.85200 .0228035 .0101980 4.823686 4.880314 4.8200 4.8800 
Total 15 4.882667 .0483243 .0124773 4.855906 4.909428 4.8000 4.9800 

 
ĀมายเĀตุ :  1 = อัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 32:1 
      2 = อัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 20:1 

     3 = อัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 12:1 
 

 

 

 

 

 

 

 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที ่ ช-12 แÿดงคüามแตกต่างอย่างมีนัยÿำคัญทางÿถิติของน้ำĀนักเซลล์แĀ้งของการĀา
อัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจนในการผลิตพีเอชบ ี

 ratio  Subset for alpha = 0.05  
N 1 2 

Student-Newman-Keulsa 3 5 4.852000  
1 5 4.868000 

 

2 5  4.928000 
Sig.  .510 1.000 

Tukey HSDa  3 5 4.852000  
1 5 4.868000 4.868000 
2 5  4.928000 
Sig.  .780 .062 

Duncana 3 5 4.852000  
1 5 4.868000 

 

2 5  4.928000 
Sig.  .510 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000. 

 
ĀมายเĀตุ :  1 = อัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 32:1 
      2 = อัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 20:1 

     3 = อัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 12:1 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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การวิเคราะĀ์และความแตกต่างอย่างมีนัยÿำคัญทางÿถิติของปริมาณพีเอชบี
ของการĀาอัตราÿ่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนในการผลิตพีเอชบี โดยใช้อาĀาร MSM ที่มี
ปริมาณ ammonium sulphate แตกต่างกัน  

 
ตารางที่ ช-13 แÿดงผลการüิเคราะĀ์ทางÿถิติด้üย ANOVA ของปริมาณพีเอชบีของการĀาอัตราÿ่üน
คาร์บอนต่อไนโตรเจนในการผลิตพีเอชบี  

Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups .080 2 .040 8.025 .006 
Within Groups .060 12 .005   
Total .141 14    

 
ตารางที่ ช-14 แÿดงค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของปริมาณพีเอชบีของการĀาอัตราÿ่üน
คาร์บอนต่อไนโตรเจนในการผลิตพีเอชบ ี
  

N 
 

Mean 
 

Std. 
Deviation 

 
Std. Error 

95% Confidence 
Interval Mean 

 
Minimum 

 
Maximum 

Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

1 5 .961980 .1027460 .0459494 .834404 1.08955 .8981 1.1440 
2 5 1.03334 .0626428 .0280147 .955559 1.111121 .9643 1.0988 
3 5 .855080 .0237779 .0106338 .825556 .884604 .8206 .8788 
Total 15 .95133 .1002422 .0258824 .894621 1.005646 .8206 1.1440 

 
ĀมายเĀตุ :  1 = อัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 32:1 
      2 = อัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 20:1 

     3 = อัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 12:1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ช-15 แÿดงคüามแตกต่างอย่างมีนัยÿำคัญทางÿถิติของปริมาณพีเอชบีของการĀาอัตราÿ่üน
คาร์บอนต่อไนโตรเจนในการผลิตพีเอชบ ี

 ratio  Subset for alpha = 0.05  
N 1 2 

Student-Newman-Keulsa 3 5 .855080  
1 5  .961980 
2 5  1.033340 
Sig.  1.000 .137 

Tukey HSDa  3 5 .855080  
1 5 .961980 .961980 
2 5  1.033340 
Sig.  .081 .286 

Duncana 3 5 .855080  
1 5  .961980 
2 5  1.033340 
Sig.  1.000 .137 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000. 

 
ĀมายเĀตุ :  1 = อัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 32:1 
      2 = อัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 20:1 

     3 = อัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 12:1 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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การวิ เคราะĀ์และความแตกต่างอย่างมีนัยÿำคัญทางÿถิติของ %PHB 
Content ของการĀาอัตราÿ่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนในการผลิตพีเอชบี โดยใช้อาĀาร 
MSM ที่มีปริมาณ ammonium sulphate แตกต่างกัน  
 
ตารางที ่ ช-16 แÿดงผลการüิเคราะĀ์ทางÿถิติด้üย ANOVA ของ %PHB Content ของการĀา
อัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจนในการผลิตพีเอชบ ี 

Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 28.367 2 14.184 7.906 .006 
Within Groups 21.529 12 1.794   
Total 49.896 14    

 
ตารางที่ ช-17 แÿดงค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของ %PHB Content ของการĀาอัตราÿ่üน
คาร์บอนต่อไนโตรเจนในการผลิตพีเอชบี 
  

N 
 

Mean 
 

Std. 
Deviation 

 
Std. 
Error 

95% Confidence 
Interval Mean 

 
Minimum 

 
Maximum 

Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

1 5 19.751320 1.9629854 .8778738 17.31395 22.18868 18.7108 23.2530 
2 5 20.947320 1.1659061 .5214091 19.499656 22.39498 19.6001 22.1497 
3 5 17.622180 .4119328 .1842219 17.110698 18.133662 17.0252 18.0091 
Total 15 19.440273 1.8878628 .4874441 18.394810 20.48573 17.0252 23.2530 

 
ĀมายเĀตุ :  1 = อัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 32:1 
      2 = อัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 20:1 

     3 = อัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 12:1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที ่ ช-18 แÿดงคüามแตกต่างอย่างมีนัยÿำคัญทางÿถิติของ %PHB Content ของการĀา
อัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจนในการผลิตพีเอชบ ี

   Subset for alpha = 0.05 
ratio N 1 2 

Student-Newman-Keulsa 3 5 17.622180  
1 5  19.751320 
2 5  20.947320 
Sig.  1.000 .183 

Tukey HSDa  3 5 17.622180  
1 5 19.751320 19.751320 
2 5  20.947320 
Sig.  .065 .366 

Duncana 3 5 17.622180  
1 5  19.751320 
2 5  20.947320 
Sig.  1.000 .183 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000. 

 
ĀมายเĀตุ :  1 = อัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 32:1 
      2 = อัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 20:1 

     3 = อัตราÿ่üนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 12:1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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งานทะเบียนคณะüิทยาýาÿตร ์

ÿถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทĀารลาดกระบัง 

คำรับรองเล่มโครงงานพิเýþ 

 

üันที ่19 เดือน มิถุนายน พ.ý. 2566 

 ข้าพเจ้า นางÿาü ณัฐกฤตา  เรืองเผือก  รĀÿัประจำตัü 62050486 

          นางÿาü บุญÿิตา  พพิัฒนกุล   รĀÿัประจำตัü 62050509 

นักýึกþาĀลักÿูตรüิทยาýาÿตรบัณฑิต  ÿาขาüิชาเทคโนโลยีชีüภาพ  ภาคüิชาชีüüิทยา  ขอรับรองü่า

โครงงานพิเýþ เรื่อง  

ชื่อภาþาไทย การผลิตพลาÿติกชีüภาพจาก Bacillus megaterium SWU01 โดยใช้กากน้ำตาลเป็น

แĀล่งคาร์บอน  

ชื่อภาþาอังกฤþ Bioplastic Production from Bacillus megaterium SWU01 using molasses 

as a carbon source   

ปีการýึกþา 2565  

เป็นผลงานüิจัยที่มิได้คัดลอกĀรือละเมิดลิขÿิทธิ์ของผู้อื ่นและได้ผ่านการตรüจÿอบคüามซ้ำซ้อน

เรียบร้อยแล้ü และได้แนบเอกÿารการตรüจÿอบการลอกเลียนงานüรรณกรรมที่ตรüจÿอบจากเล่ม

โครงงานพิเýþฉบับÿมบูรณ์แล้ü 

โปรแกรมอักขราüิÿุทธิ ์1.41 % 

 
ลงชื่อ...............................................         ลงชื่อ............................................ 

                    (ณัฐกฤตา  เรืองเผือก)                           (บุญÿิตา  พิพัฒนกุล) 
     นักýึกþา                            นักýึกþา 

 
ข้าพเจ้า ผý.ดร. ธิปชัย  üัฒนüิจารณ์ อาจารย์ที่ปรึกþาโครงงานพิเýþ ได้ตรüจÿอบโครงงานพิเýþ

ของนักýึกþาข้างต้นแล้ü ขอรับรองü่าเป็นผลงานüิจัยของนักýึกþาจริงและมีเนื้อĀาÿมบูรณ์  จึงลงชื่อ

ไü้เป็นĀลักฐาน 

 
ลงชื่อ............................................... 

(ผý.ดร. ธิปชัย  üัฒนüิจารณ์) 
อาจารย์ที่ปรึกþา 

ณฐักฤตา เรืองเผือก บุญสิตาพิพฒั นกุล

สินชยัวฒันวิจารณ์
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้




