
งานประชุมวชิาการระดบัชาติ มหาวทิยาลยัรังสิต ประจาํปี ๒๕๖๓  
https://rsucon.rsu.ac.th/proceedings ๑ พฤษภาคม ๒๕๖๓ 

159 
 
เอกสารสืบเน่ืองจากการประชุมวิชาการระดับชาติ มหาวิทยาลยัรังสิต ประจาํปี 2563 
เผยแพร่ออนไลน์: ลิขสิทธ์ิ  © 2559-2563 มหาวิทยาลยัรังสิต 

การพฒันากระบวนการผลติพอลไิฮดรอกซิลบิวทเีรตด้วยกระบวนการหมักบนอาหารแข็ง 

โดยแบคทเีรีย Bacillus megaterium SWU01  
 

The Development of Polyhydroxybutyrate Production Using Solid State Fermentation  

by Bacillus Megaterium SWU01 
 

แพรวสุภา เหล่าศิริ1 ปิยะดา จิตรตั้งประเสริฐ1 ธิปชยั วฒันวจิารณ์2 และ  ศิริขวญั พลประทีป1* 

 
Praewsupa Laosiri1 Piyada Jittungprasert1 Tipachai Vattanavichan2 and Sirikwan Ponprateep1* 

 
1คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย 

2คณะวิทยาศาสตร์ สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย 

1Faculty of Science, Sirikharinwirot University, Bangkok, Thailand 
2Faculty of Science, King Mongkut's Institute of Technology Ladkrabang, Bangkok, Thailand 

*corresponding author, E mail: sirikwanp@g.swu.ac.th 

 

บทคดัย่อ 
 พอลิไฮดรอกซีบิวทีเรต หรือ พีเอชบี เป็นเทอโมพลาสติกชีวภาพ ท่ีสามารถผลิตไดจ้ากแบคทีเรียหลายชนิด
โดยแบคทีเรียผลิตและสะสมพีเอชบีเพ่ือเป็นแหล่งแหล่งพลงังานสาํรองใหก้บัเซลลเ์ม่ืออยูใ่นสภาวะเครียด  งานวิจยัน้ี
มีจุดมุ่งหมายเพ่ือพฒันากระบวนการผลิตพีเอชบีโดยแบคทีเรีย Bacillus megaterium SWU01 ดว้ยกระบวนการหมกั
บนอาหารแข็งท่ีมีส่วนผสมของกากนํ้ าตาล ผลการหาสภาวะท่ีเหมาะสม พบว่า การเพาะเล้ียงโดยใชป้ริมาณหัวเช้ือ
เร่ิมตน้ท่ีค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร เท่ากับ 1 หน่วย ลงบนอาหาร NB ท่ีมีส่วนประกอบของ
กากนํ้ าตาลเขม้ขน้ร้อยละ 2 โดยมวลต่อปริมาตร โดยมีปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ืออยูท่ี่ 20 mL ต่อจานเพาะเช้ือ และบ่มท่ี 
37 oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ไดป้ริมาณพีเอชบีไดเ้ท่ากบั 5.81 ± 0.32 g/L จากนั้นทาํการขยายขนาดการผลิตเพ่ือทาํการ
เปรียบวธีิการสกดัพีเอชบีจากเซลลแ์บคทีเรีย พบวา่การสกดัดว้ยระบบตวัทาํละลายผสม (อะซิโตน/เอทานอล/โพรพิลีน
คาร์บอเนต อตัราส่วนโดยปริมาตรเท่ากบั 1:1:1) ไดป้ริมาณพีเอชบีมากท่ีสุด เท่ากบั 0.22 กรัมต่อกรัมนํ้าหนกัเซลลแ์หง้ 
จากผลการทดลองจะเห็นไดว้่า สภาวะท่ีเหมาะสมดงักล่าวเป็นอีกทางเลือกหน่ึงในการผลิตพลาสติกชีวภาพโดยใช้
ตน้ทุนตํ่าและเป็นกระบวนการผลิตท่ีส่งผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้มนอ้ย  
 
คาํสําคญั: พอลิไฮดรอกซีบิวทีเรต  บาซิลลสั เมกะทีเรียม กากนํา้ตาล กระบวนการหมกับนอาหารแขง็    
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Abstract 
 Polyhydroxybutyrate or PHB is a thermoplastic synthesized by numerous bacteria as intracellular carbon 
source for energy reservation under stress conditions. This work aimed to develop a PHB production by Bacillus 
megaterium SWU01 using solid state fermentation containing molasses. The optimized condition to grow the PHB 
producing bacteria equals 1 unit of the optical density at 600 nm (OD600) of a bacterial culture incubated on 20 mL 
NA medium supplemented 2% molasses (v/v) at 37 oC for 24 h.  The Bacillus megaterium SWU01 can produce  
the PHB reaching to 5.81 ± 0.32 g/L. Then, production of PHB under optimized condition was expanded for the 
large scale to compare the methods of PHB extraction. In order to achieve high recovery of PHB extraction, the best 
extraction method was obtained using environmental solvent mixture, consisting of acetone/ethanol/propylene 
carbonate, provided maximum yield of PHB reached to 0.22 g/g CDW. This process could be a promising 
alternative for producing biodegradable polymer at low cost and with less environmental impact. 
 
Keywords:  Polyhydroxybutyrate, Bacillus megaterium, Molasses, solid state fermentation   

 
1. บทนํา  

การใช้พลาสติกปิโตรเคมีเป็นท่ีนิยมกันอย่างแพร่หลายเน่ืองจากมีคุณสมบัติท่ีสามารถอาํนวยความ
สะดวกสบายให้แก่มวลมนุษย ์มีความทนทาน นํ้ าหนกัเบา ยืดหยุน่ และคงทนต่อสภาวะต่างๆ ไดดี้  สามารถนาํมาใช้
งานไดห้ลากหลายวตัถุประสงคต์ามความเหมาะสม  ทาํให้พลาสติกปิโตรเคมีมีปริมาณเพ่ิมข้ึนเร่ือยๆ แต่ภายหลงัการ
ใชง้านพลาสติกเหล่าน้ีกลายเป็นขยะท่ีตอ้งใชเ้วลานานมากในการย่อยสลาย ส่งผลเสียต่อส่ิงแวดลอ้มจนกลายเป็น
ปัญหาส่ิงแวดลอ้มท่ีส่งผลกระทบรุนแรงข้ึน พลาสติกชีวภาพจึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึงท่ีน่าสนใจในการนาํมาใชแ้ทน
พลาสติกปิโตรเคมีเพ่ือแกปั้ญหาดังกล่าว เน่ืองจากสามารถย่อยสลายไดด้้วยกระบวนการทาํงานของจุลินทรียใ์น
ธรรมชาติ เช่น แบคทีเรีย เช้ือรา และสาหร่ายบางประเภท ในสภาวะท่ีเหมาะสมโดยระยะเวลาอนัสั้น   

พอลิไฮดรอกซีบิวทีเรต (Polyhydroxybutyrate : PHB) หรือ พีเอชบี เป็นพลาสติกชีวภาพท่ีมีคุณสมบติัคลา้ย
พลาสติกสังเคราะห์พอลิโพรพิลีนและพอลิเอทิลีน เช่น ไม่ละลายนํ้ า ทนความร้อนไดสู้ง มีความแขง็แรง ยืดหยุน่และ
นํ้าหนกัเบา ทาํใหส้ามารถนาํมาประยกุตใ์ชป้ระโยชน์ในอุตสาหกรรมไดอ้ยา่งหลากหลาย (Das et al,  2018) โดยพีเอช
บีเป็นสารประเภทไฮดรอกซีเอซิดพอลิเอสเทอร์ท่ีแบคทีเรียหลายชนิดสามารถผลิตและสะสมในแกรนูลเพ่ือเป็นแหล่ง
พลงังานสํารองภายในเซลล ์การสะสมพีเอชบีภายในเซลล์จะเกิดข้ึนเม่ือเซลล์อยูใ่นสภาวะท่ีไม่สมดุล คือ มีปริมาณ
คาร์บอนมากเกินไปในขณะท่ีไนโตรเจนและแร่ธาตุอ่ืนๆ มีจาํนวนจาํกดั โดยในกระบวนการสังเคราะห์พีเอชบีใน
แบคทีเรียเร่ิมจาก acetyl-coA เปล่ียนเป็น acetoacetyl-CoA ดว้ยเอนไซม์ β-ketothiolase จากนั้นเอนไซม์ acetoacetyl-
CoA reductase จะเปล่ียน acetoacetyl-CoA เป็น 3-hyroxylbutyryl-CoA ต่อมาเกิดการสร้างสายพอลิเมอร์เป็นพีเอชบี
ดว้ยเอนไซมพ์อลิไฮดรอกซีบิวทีเรตซินเทส (Verliden et al, 2007) การสะสมพีเอชบี พบในแบคทีเรียหลายชนิดทั้งแก
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รมบวกและแกรมลบ   เช่น  Bacillus, Ralstonia, Alcaligenes, Bacillus, Aeromonas และ Pseudomonas  ในปัจจุบัน  
มีการใช้แหล่งคาร์บอนจากวตัถุดิบท่ีผลิตทดแทนข้ึนใหม่ได้ในธรรมชาติ (Renewable resource) เช่น แป้ง นํ้ าตาล 
นํ้ามนั มาใชใ้นการผลิตพีเอชบีจากแบคทีเรียดว้ย (Obruca et al, 2014)   

แบคทีเรียสายพนัธ์ุ Bacillus megaterium เป็นแบคทีเรียอีกสายพนัธ์ุหน่ึงท่ีสามารถผลิตพีเอชบีไดใ้นปริมาณ
มาก (Maheswari et al, 2017)  โดยในการหมกัแบคทีเรียส่วนใหญ่นิยมหมกัโดยใชอ้าหารเหลว ซ่ึงตอ้งอาศยัเคร่ืองมือท่ี
ราคาแพง เช่น ถงัปฏิกรณ์ เคร่ืองป่ันเหวีย่งสาํหรับเกบ็เซลล ์โดยในการหมกันั้นมีความยุง่ยากในการควบคุมสภาวะการ
หมกัให้คงท่ี งานวิจยัน้ีจึงสนใจท่ีจะศึกษาการหมกัแบคทีเรียบนอาหารแข็งเพ่ือผลิตพีเอชบี ซ่ึงทาํการหมกัไดง่้ายกว่า 
ไม่จาํเป็นตอ้งอาศยัเคร่ืองปฏิกรณ์ สามารถเก็บเซลล์โดยไม่ตอ้งใชเ้คร่ืองป่ันเหวี่ยง จากการศึกษาก่อนหน้าน้ีพบว่ามี
การนาํวสัดุเหลือใชจ้ากอุตสาหกรรมเกษตร เช่น เปลือกถัว่ กากนํ้ าตาล ชานออ้ย มาใชใ้นกระบวนการหมกับนอาหาร
แข็ง ซ่ึงให้ปริมาณเซลลม์ากกวา่การหมกัในอาหารเหลว (Pandey, 2008) นอกจากนั้นกระบวนการเก็บเก่ียวผลผลิตพี
เอชบีจากแบคทีเรียถือว่ามีความสําคญัมาก เพ่ือให้ไดพี้เอชบีท่ีบริสุทธ์ิและปริมาณมาก ส่วนใหญ่นิยมสกดัดว้ยตวัทาํ
ละลายท่ีสามารถทาํลายผนงัเซลลข์องแบคทีเรีย โดยตวัทาํละลายท่ีใชใ้นการสกดันอกจากจะมีผลต่อปริมาณพีเอชบีท่ี
สกดัไดแ้ลว้ยงัส่งผลต่อคุณสมบติัของพีเอชบีท่ีสกดัอีกดว้ย (Ashieh et al, 2018) การสกดัดว้ยคลอโรฟอร์ม (CHCl3) 
เป็นวิธีท่ีเป็นท่ีนิยมกันอย่างแพร่หลายเน่ืองจากให้ร้อยละผลได้และความบริสุทธ์ิของพีเอชบีสูง แต่ทําให้เกิด
สารละลายท่ีเป็นพิษในปริมาณมากหลงัการสกดั นอกจากน้ียงันิยมสกดัดว้ยโซเดียมไฮโปคอไรท์ (NaOCl) ซ่ึงเป็น
เทคนิคท่ีสามารถสกดัท่ีมีความบริสุทธ์ิสูง แต่ให้ร้อยละผลไดข้องพีเอชบีค่อนขา้งตํ่า ดงันั้นงานวิจยัน้ี คณะผูว้ิจยัมี
วตัถุประสงคใ์นการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตพีเอชบีโดยกระบวนการหมกับนอาหารแขง็โดยใชก้ากนํ้าตาล
เป็นแหล่งคาร์บอน รวมถึงศึกษาวิธีการสกดัพีเอชบีจากเซลล์แบคทีเรียให้ไดป้ริมาณมากและความบริสุทธ์ิสูง โดย
คณะผูว้จิยัไดเ้ปรียบเทียบวธีิการสกดัทั้ง 3 วธีิ ไดแ้ก่ การสกดัดว้ยโซเดียมไฮโปคลอไรต,์ คลอโรฟอร์มและระบบตวัทาํ
ละลายผสมท่ีการรีฟลกัซ์ดว้ยตวัทาํละลายระบบอะซิโตน/เอทานอล/โพรพิลีนคาร์บอเนต ซ่ึงเป็นตวัทาํละลายท่ีเป็น
มิตรต่อส่ิงแวดลอ้ม เพ่ือเป็นตน้แบบสาํหรับการสกดัพีเอชบีในปริมาณมากต่อไป 
 
2. วตัถุประสงค์   

เพ่ือพัฒนากระบวนการผลิตพอลิไฮดรอกซิลบิวทีเรตในแบคทีเรีย Bacillus megaterium SWU01 ด้วย
กระบวนการหมกับนอาหารแข็งท่ีมีกากนํ้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอน และเปรียบเทียบวีธีการสกดัเพ่ือให้ไดพี้เอชบีใน
ปริมาณมาก 
 
3. วธีิดาํเนินการวจิัย 
 3.1 ตรวจสอบการผลิตพีเอชบีของแบคทีเรีย Bacillus megaterium SWU01 ดว้ยการยอ้มสี Sudan Black B 
 ยนืยนัการผลิตพีเอชบีของแบคทีเรีย Bacillus megaterium SWU01โดยการยอ้มดว้ยสารละลาย 0.5 % Sudan 
Black B ใน 70% เอทานอล โดยเทสารละลาย Sudan Black B ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีโคโลนีเช้ือแบคทีเรีย Bacillus 
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megaterium SWU01 ข้ึน ท้ิงไว ้30 นาที แลว้ลา้งออกดว้ย 95% เอทานอล ซ่ึงแบคทีเรียท่ีมีการสะสมพีเอชบีภายใน
เซลลจ์ะติดสีดาํของ Sudan Black B   
 
 3.2 วเิคราะห์คุณสมบติัของกากนํ้าตาล (กากนํ้าตาล 77% บริษทั อี เอม็ เอก็ตร้า Thailand)   
 3.2.1 วเิคราะห์ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์ในกากนํ้าตาล ดว้ยวธีิ DNS method (Miller G, 1959) 
               ปิเปตสารละลายกลูโคสมาตรฐานความเขม้ขน้ 0, 0.2, 0.4, 0.6 และ 0.8 mg/mL ลงในหลอดทดลองท่ี 1- 5 
ตามลาํดบั และเจือจางกากนํ้ าตาลโดยปิเปตกากนํ้ าตาลมา 1 mL ทาํให้เจือจางดว้ยนํ้ ากลัน่ 9 mL ผสมให้เขา้กนั จะได้
กากนํ้ าตาลเจือจาง 10 เท่า จากนั้นปิเปตกากนํ้ าตาลท่ีเจือจางน้ีให้เป็น 100 และ1,000 เท่า จากนั้นเติมสารละลาย  3,5-
dinitrosaliculic acid  0.5 mL ลงในสารละลายกลูโคสมาตรฐานทั้ง 5 หลอดและกากนํ้ าตาลทั้ง 3 ความเขม้ขน้ จากนั้น
นาํสารตวัอยา่งท่ีเตรียมไวท้ั้งหมดไปตม้ในอ่างนํ้ าเดือด 5 นาที เติมนํ้ ากลัน่ลงไปอีกหลอดละ 4 mL เพ่ือเจือจาง นาํไป
วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 470 nm จากนั้นสร้างกราฟมาตรฐานของสารละลายกลูโคสมาตรฐานแลว้
คาํนวณหาปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์ในกากนํ้าตาลเทียบกบักราฟมาตรฐานกลโูคส 
 3.2.2 วเิคราะห์ปริมาณนํ้าตาลรวมในกากนํ้าตาล ดว้ยวธีิ Phenol Sulfuric method  
 ปิเปตสารละลายกลูโคสมาตรฐาน 10 ความเขม้ขน้ (0-100 g/mL) ลงในหลอดทดลองท่ี 1- 10 ตามลาํดบั 
และเจือจางกากนํ้ าตาลให้ไดเ้ป็น 10, 100 และ 1000 เท่า แลว้เติมฟีนอล 5% ลงไป 1 mL แลว้เขย่า เติมกรดซัลฟิวริก
เขม้ขน้ 5 mL ลงไปอยา่งรวมเร็ว ตั้งหลอดทดลองท้ิงไว ้10 นาที จากนั้นเขยา่แลว้รออีก 30 นาที นาํไปวดัค่าการดูดกลืน
แสงท่ีความยางคล่ืน 490 nm แลว้สร้างกราฟมาตรฐานของสารละลายกลูโคสมาตรฐานแลว้คาํนวณหาปริมาณนํ้ าตาล
รวมในกากนํ้าตาลเทียบกบักราฟมาตรฐานกลโูคส 
 

3.3 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตพีเอชบีบนอาหารแขง็ท่ีมีกากนํ้าตาลเป็นแหล่งคาร์บอน  
3.3.1 การเตรียมหวัเช้ือแบคทีเรียเร่ิมตน้และอาหารสาํหรับเพาะเช้ือแบคทีเรีย 
แบคทีเรียท่ีใชใ้นงานวิจยัน้ีคือ Bacillus megaterium SWU01  ทาํการเตรียมเช้ือเร่ิมตน้ (Starter culture) โดย

เข่ียโคโลนีของเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัแยกแลว้ 1-2 โคโลนี ใส่ในอาหาร NB (Nutrient Broth, ยีห่อ้ HIMEDIA, India) 5 mL 
บ่มในตูบ่้มแบบเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 oC ท่ีความเร็วรอบ 250 rpm เป็นเวลา 24 ชัว่โมง นาํเช้ือเร่ิมตน้มาวดัความขุ่นของ
เช้ือเร่ิมตน้ท่ีความยาวคล่ืน 600 nm   

 การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย เตรียมโดยเจือจางกากนํ้ าตาลมีความเขม้ขน้ท่ีตอ้งการโดยนาํมาผสมกบั
อาหารเล้ียงเช้ือ NB (Nutrient Broth) กบัผงวุน้ Agar ให้ไดป้ริมาตร 20 mL แลว้นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงแรงดนัสูง 
จากนั้นนาํมาเทในจานเพาะเช้ือเพ่ือข้ึนรูปอาหารแขง็ ท้ิงไวใ้หอ้าหารแขง็ตวั 15 นาที เกบ็เขา้ตูเ้ยน็ 4oC จนกระทัง่ใช ้

3.3.2 ผลของความเขม้ขน้ของเช้ือแบคทีเรียเร่ิมตน้ต่อการผลิตพีเอชบี 
วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 nm ของหัวเช้ือแบคทีเรียท่ีเตรียมไว ้จากนั้นทาํการเจือจางหัวเช้ือ

แบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือ NB ให้ไดเ้ท่ากบั 0.5, 1, 1.5 และ 2 จากนั้นปิเปตเช้ือเร่ิมตน้ท่ีเจือจางแลว้ 800 L ลงใน
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อาหารแข็งท่ีเตรียมไวจ้ากขอ้ 3.3.1 บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เก็บเซลล์แบคทีเรียโดยการขูดผิวหน้า
อาหาร ละลายใน 1X PBS (Phosphate Buffered Saline) pH 7.4 เพ่ือนาํไปทาํการสกดั PHB และหานํ้ าหนักเซลล์แห้ง 
ทาํการทดลอง 3 ซํ้ า 

 
3.3.3 ผลของความเขม้ขน้ของกากนํ้าตาลท่ีเหมาะสมต่อการผลิตพีเอชบี    

นาํเช้ือเร่ิมตน้ท่ีเจือจางแลว้ 800 L เทลงในอาหารแขง็ท่ีมีกากนํ้าตาลในช่วงความเขม้ขน้ร้อยละ 1, 2, 4 และ 
6 โดยนํ้ าหนักต่อปริมาตรท่ีเตรียมไว ้บ่มในตูบ่้มท่ีอุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เก็บเซลลแ์บคทีเรียโดยการขดู
เกบ็เซลลม์าละลายใน 1X PBS เพ่ือนาํไปทาํการสกดัพีเอชบี และหานํ้าหนกัเซลลแ์หง้ ทาํการทดลอง 3 ซํ้ า 

3.3.4 ผลของเวลาต่อการผลิตพีเอชบี 
นาํเช้ือเร่ิมตน้ท่ีเจือจางแลว้ 800 L  เทลงในอาหารแขง็ท่ีมีกากนํ้ าตาลท่ีเตรียมไว ้ ท้ิงไวใ้ห้เช้ือซึมลงบริเวณ

ผิวของอาหารแขง็ แลว้ปิดฝาให้สนิท บ่มในตูบ่้มท่ีอุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง  เกบ็เซลลแ์บคทีเรีย
โดยการขดูเกบ็เซลลม์าละลายใน 1X PBS เพ่ือนาํไปทาํการสกดัพีเอชบี และหานํ้าหนกัเซลลแ์หง้ ทาํการทดลอง 3 ซํ้ า 
 3.3.5 ผลของปริมาตรของอาหารเพาะเล้ียงต่อการผลิตพีเอชบี 

 นาํเช้ือเร่ิมตน้ท่ีเจือจางแลว้ 800 L เทลงในอาหารแขง็ท่ีเตรียมไวท่ี้ปริมาตร 15, 17.5, 20, 22.5 และ 25 mL 
ท้ิงไวใ้หเ้ช้ือบริเวณผิวของอาหารแขง็แหง้ และบ่มท่ีอุณหภมิู 37 oC ในระยะเวลาท่ีเหมาะสม เกบ็เซลลแ์บคทีเรียโดย
การขดูเกบ็เซลลท่ี์ผวิหนา้ของอาหาร มาละลายใน 1X PBS เพ่ือนาํไปทาํการสกดัพีเอชบี และนํ้าหนกัเซลลแ์หง้ ทาํการ
ทดลอง 3 ซํ้ า 
 
 3.4 การวิเคราะห์นํ้าหนกัเซลลข์องแบคทีเรียและปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรต 
 ทาํการบ่มเซลล์แบคทีเรียในสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากการศึกษาลงในอาหาร 20 mLต่อ 1 จานเพาะเช้ือ 
แลว้ขดูแบคทีเรียบนผิวของหารแขง็มาละลายใน 1X PBS ทาํให้เซลลแ์บคทีเรียกระจายตวัในสารละลายบฟัเฟอร์เป็น
เน้ือเดียวกนัดว้ยเคร่ือง Vortex mixture จากนั้น ชัง่นํ้ าหนกัเซลลเ์ปียกทั้งหมด แลว้แบ่งสารละลายมา 500 L (บนัทึก
นํ้าหนกัเปียก) เพ่ือใชใ้นการวเิคราะห์หานํ้าหนกัเซลลแ์หง้ เซลลเ์ปียกท่ีเหลือนาํไปชัง่นํ้าหนกัและนาํไปสกดัพีเอชบี 
 3.4.1 ปริมาณนํ้าหนกัเซลลแ์หง้ 

     นาํเซลลเ์ปียกท่ีแบ่งมา 500 L มาป่ันเหวี่ยงเพ่ือเก็บตะกอนของเซลลท่ี์ 8,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที แลว้
ลา้งดว้ยนํ้ า 2 คร้ัง ชัง่นํ้ าหนกัเปียกของเซลลแ์บคทีเรียไว ้แลว้นาํไปอบให้นํ้ าหนกัเซลลค์งท่ีอุณหภูมิ 60 oC 24 ชัว่โมง 
คาํนวณนํ้าหนกัเซลลแ์หง้ทั้งหมดต่อจานเพาะเช้ือแลว้คาํนวณปริมาณเซลลแ์หง้ต่ออาหาร 1 ลิตร ตามสูตร ดา้นล่าง  

      ปริมาณเซลลแ์หง้ทั้งหมดต่อจานเพาะเช้ือ (g)  =       

      ปริมาณเซลลแ์หง้ทั้งหมดต่ออาหาร 1 ลิตร  (g/L)   =   ปริมาณเซลลแ์หง้ทั้งหมดต่อจานเพาะเช้ือ  50 
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 3.4.2 ปริมาณพีเอชบี 
  นาํเซลลแ์บคทีเรีย ชัง่นํ้ าหนกัตะกอนไว ้(นํ้ าหนกัเปียกท่ีใชใ้นการสกดัพีเอชบี)และนาํเซลลม์าป่ันเหวี่ยงท่ี 
8,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นทาํการสกดัพีเอชบี โดยเติมโซเดียมไฮโปคลอไรด์ เขม้ขน้ 12.5% ปริมาตร 3 mL  
แลว้นาํไปบ่มท่ี 37 oC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จะสังเกตเห็นตะกอนสีขาวของพีเอสบี นาํมาป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 rpm 
5 นาที แลว้เกบ็ตะกอน จากนั้นลา้งตะกอนดว้ยนํ้ากลัน่ 2 คร้ังตามดว้ยอะซิโตนและเอทานอลตามลาํดบั นาํไปอบท่ี 60 
oC เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หรือจนนํ้ าหนักคงท่ี จากนั้นนําไปชั่งนํ้ าหนักแห้ง แลว้คาํนวณหาปริมาณพีเอชบีในเซลล์
แบคทีเรียแลว้คาํนวณเป็นปริมาณพีเอชบีต่ออาหาร 1 ลิตร โดยการเทียบนํ้าหนกักบัปริมาณเซลลข์องแบคทีเรียทั้งหมด 
ดงัสมการ (Grothe & Chisti, 2000) 

ปริมาณพีเอชบีทั้งหมดต่อจานเพาะเช้ือ (g)  =      

 ปริมาณพีเอชบีทั้งหมดต่ออาหาร 1 ลิตร  (g/L)   =   ปริมาณเซลลแ์หง้ทั้งหมดต่อจานเพาะเช้ือ  50 
 

 
3.5 การสกดัพีเอชบีจากแบคทีเรีย Bacillus megaterium SWU01 

 ทาํการบ่มเซลล์แบคทีเรีย Bacillus megaterium SWU01 โดยใช้สภาวะท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากการศึกษาก่อน
หน้า โดยขยายขนาดการผลิตในอาหาร 1 ลิตร (เทอาหาร 100 ml ในถาดสแตนเลสพ้ืนท่ีหน้าตดัถาด  348.75 ตร.ซม. 
จาํนวน 10 ถาด) จากนั้นขดูเกบ็เซลลแ์บคทีเรียมารวมกนัโดยแบ่งใส่หลอดใหมี้นํ้าหนกัเซลลเ์ปียกหลอดละ 2 กรัม เพ่ือ
นาํมาศึกษาวธีิการสกดัและหานํ้าหนกัเซลลแ์หง้ 

3.5.1 ศึกษาการสกดัพีเอชบีจากแบคทีเรียดว้ยคลอโรฟอร์ม (Heinrich et al, 2012)  
 นาํเซลลแ์บคทีเรีย 2 กรัม (นํ้ าหนกัเซลลเ์ปียก) เติมคลอโรฟอร์ม 30 mL ทาํการรีฟลกัซ์ท่ีอุณหภูมิ 60 oC เป็น
เวลา 2 ชัว่โมง จากนั้นนาํมากรองเพ่ือแยกของเหลวออกจากเศษเซลลชี์วมวล จากนั้นตกตะกอนพีเอชบีดว้ยอะซิโตน
เยน็แลว้ลา้งตะกอนดว้ยนํ้ ากลัน่ 2 คร้ังตามดว้ยอะซิโตนและเอทานอลตามลาํดบั จากนั้นทาํการป่ันเหวี่ยงเก็บตะกอน 
นาํไปอบท่ี 60 oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จะไดต้ะกอนพีเอชบี นาํไปชัง่นํ้าหนกัแหง้ ทาํการทดลอง 3 ซํ้ า 

3.5.2 ศึกษาการสกดัพีเอชบีจากแบคทีเรียดว้ยโซเดียมไฮโปคลอไรด ์(วสิันต ์เช้ือวงศ ์และคณะ, 2561)  
นาํเซลลแ์บคทีเรีย 2 กรัม (นํ้ าหนักเซลล์เปียก) เติมโซเดียมไฮโปคลอไรด์ 12.5% โดยปริมาตร 6 mL ลงใน

ตะกอนของเซลลแ์บคทีเรีย แลว้นาํไปบ่มท่ี 37 oC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จะสังเกตเห็นตะกอนสีขาวของพีเอสบี นาํมาป่ัน
เหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 rpm 5 นาที แลว้เก็บตะกอน จากนั้นลา้งตะกอนดว้ยนํ้ ากลัน่ 2 คร้ังตามดว้ยอะซิโตนและ 
เอทานอลตามลาํดบั นาํไปอบท่ี 60 oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จะไดต้ะกอนพีเอชบี นาํไปชัง่นํ้ าหนกัแห้ง ในการทดลองน้ี
ไดน้าํแบคทีเรียทาํการทดลอง 3 ซํ้ า 
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3.5.3 ศึกษาการสกัดพีเอชบีจากแบคทีเรียด้วยทาํละลายระบบอะซิโตน/เอทานอล/โพรพิลีนคาร์บอเนต 
(ปรับปรุงจาก Fei et al, 2016)  

นาํเซลลแ์บคทีเรีย 2 กรัม (นํ้ าหนกัเซลลเ์ปียก) ละลายในเอทานอลนอล 30 mL จากนั้นทาํการโซนิเคชนัดว้ย
เคร่ือง Sonic dismembrantor (ยีห่้อ Sonics&materials,INC USA) 10 นาที ท่ี 70% amplitude นาํมาป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
8,000 rpm 5 นาที แลว้เก็บตะกอน จากนั้นเติมตวัทาํละลายระบบอะซิโตน/เอทานอล/โพรพิลีนคาร์บอเนต (ปริมาตร 
1:1:1 ) 20 mL แลว้ทาํการรีฟลกัซ์ในอ่างนํ้ ามนัอุณหภูมิ 120 oC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง หลงัจากนั้นนาํสารละลายมากรอง
ทนัทีเพ่ือแยกตะกอนของเศษเซลลอ์อกเก็บส่วนสารละลายไว ้(พีเอชบีละลายอยูใ่นตวัทาํละลาย) ทาํการตกตะกอนพี
เอชบีดว้ยอะซิโตน 40 mL ตั้งท้ิงไว ้4   8 ชัว่โมงจะสังเกตเห็นตะกอนพีเอชบีอยูด่า้นล่างของสารละลาย นาํมาป่ันเหวีย่ง
ท่ีความเร็ว 12,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที แลว้เกบ็ตะกอน ลา้งตะกอนดว้ยนํ้ากลัน่ 2 รอบแลว้ตามดว้ยอะซิโตนและเอทา
นอล นาํไปอบท่ีอุณหภมิู 60 oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จะไดต้ะกอนพีเอชบี นาํไปชัง่นํ้าหนกัแหง้ ทาํการทดลอง 3 ซํ้ า 

 
3.6 การวเิคราะห์ทางสถิติ  
นาํขอ้มูลมาวิเคราะห์ค่าทางสถิติดว้ยโปรแกรม SPSS เวอร์ชนั 26 วิเคราะห์ดว้ย One-way ANOVA ท่ีระดบั

ความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 เพ่ือพิจารณาความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั 
 

4. ผลการวจิัย 
 4.1 ตรวจสอบการผลิตและสะสมพอลิไฮดรอกซิลบิวทีเรตของแบคทีเรีย Bacillus megaterium SWU01 
ดว้ยการยอ้มสี Sudan Black B 
 นําแบคทีเรีย Bacillus megaterium SWU01 ท่ีทําการเล้ียงบนอาหารแข็ง NA เป็นเวลา 24 ชั่วโมง มา
ตรวจสอบการสะสมพีเอชบีในเซลล์ โดยการยอ้มดว้ย Sudan black B พบว่า โคโลนีของแบคทีเรียมีการยอ้มติดสีดาํ
ของ Sudan Black B อยา่งชดัเจนดงัแสดงดงัภาพท่ี 1 ซ่ึงแสดงถึงการสะสมพีเอชบีภายในเซลลข์องแบคทีเรีย Bacillus 
megaterium SWU01 

      
(ก) (ข) 

รูปที ่1 แบคทีเรีย Bacillus megaterium SWU01 บนอาหารเล้ียงเช้ือ NA (ก) และโคโลนีท่ีติดสียอ้ม Sudan Black B ของแบคทีเรีย 
Bacillus megaterium SWU01บนอาหารเล้ียงเช้ือ NA (ข) 
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 4.2 การวเิคราะห์คุณสมบติัของกากนํ้าตาล  
 ในการทดลองน้ีมีการใชก้ากนํ้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนในการเพาะเล้ียงแบคทีเรียเพ่ือผลิตพีเอชบี โดยได้
วิเคราะห์ปริมาณนํ้ าตาลรีดิวซ์ในกากนํ้ าตาลดว้ยวิธี DNS พบว่า มีปริมาณนํ้ าตาลรีดิวซ์อยูร้่อยละ 20.09 โดยมวลต่อ
ปริมาตร และจากการวดัปริมาณนํ้าตาลทั้งหมดในกากนํ้าตาลดว้ยวิธี Phenol sulfuric method  พบวา่ กากนํ้าตาลท่ีใชใ้น
การทดลอง มีปริมาณนํ้าตาลทั้งหมดอยูท่ี่ร้อยละ 48.00 โดยมวลต่อปริมาตร   
 
 4.3 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตพีเอชบีบนอาหารแขง็ท่ีมีกากนํ้าตาลเป็นแหล่งคาร์บอน 
 4.3.1 ความเขม้ขน้ของกากนํ้าตาลท่ีเหมาะสมต่อการผลิตพีเอชบี 

จากการผลิตพีเอชบีบนอาหารแขง็ NA ท่ีมีกากนํ้าตาลในช่วงความเขม้ขน้ร้อยละ 1, 2, 4 และ 6 โดยนํ้าหนกั
ต่อปริมาตร พบวา่ความเขม้ขน้ของกากนํ้าตาลท่ีเหมาะสมท่ีทาํใหแ้บคทีเรียสามารถผลิตพีเอชบีไดม้ากท่ีสุดคือ ความ
เขม้ขน้ของกากนํ้าตาลร้อยละ 2 โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร ซ่ึงมีนํ้าหนกัเซลลแ์หง้และปริมาณพีเอชบี เท่ากบั 4.90 ± 0.28 
และ 1.12 ± 0.01 g/L ตามลาํดบั ดงัรูปท่ี 2ก ซ่ึงใหป้ริมาณพีเอชบีมากถึง 4.67 เท่า เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีไม่มี
กากนํ้าตาลเป็นส่วนประกอบ 

4.3.2 ผลของความเขม้ขน้ของเช้ือแบคทีเรียเร่ิมตน้ต่อการผลิตพีเอชบี 
จากการศึกษาปริมาณหวัเช้ือแบคทีเรียต่อการผลิตพีเอชบี โดยใชเ้ช้ือแบคทีเรียเร่ิมตน้ท่ีมีค่าการดูดกลืนแสงท่ี 

OD600 เท่ากบั 0.25, 0.50, 1.00, 1.25, 1.50, 1.75 และ 2.00 หน่วย ในการหมกับนอาหารแข็งท่ีมีกากนํ้ าตาลเขม้ขน้ร้อย
ละ 2 เป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าความเขม้ขน้ของเช้ือแบคทีเรียเร่ิมตน้ท่ีมีค่าการดูดกลืนแสงท่ี OD600 เท่ากบั 1 และ1.5 
ให้ปริมาณนํ้ าหนักเซลล์แห้งและปริมาณพีเอชบีท่ีสูงท่ีสุด ดงันั้น ผูว้ิจยัจึงเลือกใชค้่าความเขม้ขน้ของเช้ือแบคทีเรีย 
OD600 เท่ากับ 1 ซ่ึงมีนํ้ าหนักเซลล์แห้งและปริมาณพีเอชบีมากท่ีสุดคือ 5.12 ±  0.001 g/L และ 1.73 ±  0.007 g/L 
ตามลาํดบั ดงัรูปท่ี 2ข  

4.3.3 ผลของเวลาในการบ่มต่อการผลิตพีเอชบี 
 การศึกษาระยะเวลาในการหมกัแบคทีเรียต่อการผลิตพีเอชบี โดยนาํเช้ือแบคทีเรียเร่ิมตน้ท่ีมีค่าการดูดกลืน

แสงท่ี OD600  เท่ากบั 1 เทลงในอาหารแขง็ท่ีมีกากนํ้ าตาลเขม้ขน้ร้อยละ 2 โดยบ่มเป็นเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง  จาก
การทดลองพบว่า ระยะเวลาในการหมกั 24 ชั่วโมง เป็นระยะเวลาในการหมกัท่ีเหมาะสมท่ีสุดท่ีทาํให้แบคทีเรียมี
นํ้าหนกัเซลลแ์หง้และปริมาณพีเอชบี มากท่ีสุดคือ 5.34  ± 0.40 g/L และ 2.47 ± 0.001g/L ตามลาํดบั โดยพบวา่มีความ
แตกต่างจากกลุ่มอ่ืนอยา่งมีนยัสาํคญั ดงัรูปท่ี 2ค 

4.3.4 ผลของปริมาตรของอาหารเพาะเล้ียงต่อการผลิตพีเอชบี 
   ศึกษาปริมาตรของอาหารเพาะเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมต่อการผลิตพีเอชบี โดยนาํเช้ือเร่ิมตน้ท่ีเจือจางแลว้เทลงใน

อาหารแขง็ท่ีเตรียมไวท่ี้ปริมาตร 10, 12.5, 15, 17.5, 20, 22.5 และ 25 mL ต่อ จากนั้นบ่มในระยะเวลาท่ีเหมาะสม พบวา่
ปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ 20 mL เป็นปริมาตรอาหารท่ีทาํให้แบคทีเรียมีการสะสมปริมาณพีเอชบีมากท่ีสุดคือ 3.83 ± 
0.23 g/L และมีนํ้าหนกัเซลลแ์หง้ เท่ากบั 5.81  ± 0.32 g/L ดงัรูปท่ี 2ง 
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(ก) (ข) 

 
(ค) (ง) 

 
 

รูปที ่2 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตพีเอชบีของแบคทีเรีย Bacillus megaterium SWU01 บนอาหารแขง็ ไดแ้ก่ ศึกษาระยะเวลาท่ี
เหมาะสมในการผลิตพีเอชบี (ก) ความเขม้ขน้ของกากนํ้าตาลท่ีเหมาะสม (ข) ค่าการดูดกลืนแสงของเช้ือเร่ิมตน้ท่ี OD600 (ค) เวลาในการบ่ม 

และ (ง) ปริมาตรอาหารเพาะเช้ือท่ีเหมาะสม ตามลาํดบั จากการวเิคราะห์ขอ้มูลทางสถิติดว้ย One-way ANOVA กราฟแท่งท่ีมีอกัษร 
A,B,C,...และ a,b,c,… ต่างกนั มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p < 0.05) ของนํ้าหนกัแหง้และพีเอชบี ตามลาํดบั 

 
4.4 ศึกษาการสกดัพีเอชบีจากแบคทีเรีย Bacillus megaterium SWU01 
จากการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตพีเอชบีบนอาหารแข็งของแบคทีเรีย Bacillus megaterium 

SWU01 ซ่ึงผูว้ิจยัใชเ้ป็นสภาวะตน้แบบในการผลิตพีเอชบี โดยทาํการขยายขนาดการในการเล้ียงแบคทีเรียจากจาน
เพาะเช้ือมาเพาะเล้ียงในถาดสแตนเลสขนาด 15.5 x 22.5 เซนติเมตร ซ่ึงทาํการหมกัคร้ังละ 1 ลิตร โดยเทอาหาร 100 
mL ต่อถาด จาํนวน 10 ถาด หลงัจากการเพาะเล้ียงได้ทาํการขูดเก็บเซลล์แบคทีเรียมาผสมกันและแบ่งแบคทีเรีย 
(นํ้ าหนกัเปียก)  หลอดละ 2 กรัม ซ่ึงนาํไปคาํนวณนํ้ าหนกัเซลลแ์ห้ง (CDW) ไดเ้ท่ากบั 11.059 g/L  ทาํการสกดัพีเอชบี
เพ่ือเปรียบเทียบกนั 3 วิธี ไดแ้ก่ การสกดัดว้ยคลอโรฟอร์ม  การสกดัดว้ยโซเดียมไฮโปคลอไรด์ และการสกดัดว้ยทาํ
ละลายระบบอะซิโตน/เอทานอล/โพรพิลีนคาร์บอเนต ไดผ้ลการทดลองดงัตารางท่ี 1 พบว่าการสกดัดว้ยทาํละลาย
ระบบอะซิโตน/เอทานอล/โพรพิลีนคาร์บอเนตเป็นวิธีการสกดัท่ีทาํใหไ้ดป้ริมาณพีเอชบีมากท่ีสุดคือ 2.39  ± 0.16  g/L 
คิดเป็นร้อยละ 21.6 ต่อนํ้าหนกัเซลลแ์หง้ 
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ตารางที ่1 เปรียบเทียบผลการสกดัพีเอชบีจากแบคทีเรีย Bacillus megaterium SWU01ทั้ง 3 วธีิ 
วธีิการสกดั ปริมาณพีเอชบี (g/L) ร้อยละพีเอชบีต่อนํ้าหนกัเซลลแ์หง้ 

สกดัดว้ยคลอโรฟอร์ม 1.85  ± 0.31 16.7 

สกดัดว้ยโซเดียมไฮโปคลอไรด ์ 1.99  ± 0.27 18.0 

สกดัดว้ยทาํละลายระบบอะซิโตน/เอทานอล/โพรพิลีนคาร์บอเนต 2.39  ± 0.16 21.6 

 

5. การอภิปรายผล 
 งานวิจยัน้ีสกดัพีเอชบีจากแบคทีเรีย Bacillus megaterium SWU 01 ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีคณะผูว้ิจยัคดัเลือกมา
จากการศึกษาก่อนหนา้น้ี พบวา่สามารถผลิตพีเอชบีไดใ้นปริมาณมาก โดยทัว่ไปการหมกัแบคทีเรียสามารถหมกัไดท้ั้ง
ในอาหารเหลว (Submerged fermentation) และการหมักบนอาหารแข็ง(solid-state fermentation)   แต่กระบวนการ
หมกับนอาหารแข็ง สามารถทาํการหมกัไดง่้ายกว่า เน่ืองจากตอ้งการพลงังานท่ีใชใ้นการหมกัน้อยกว่า ตอ้งการเงิน
ลงทุนตํ่าและความเขม้ขน้ของสารตน้ตน้ของกระบวนการหมกับนอาหารแขง็จะมากกวา่ความเขม้ขน้ในอาหารเหลว 
ทาํให้บนอาหารแข็งไดป้ริมาณเซลล์ท่ีมากกว่า (Sindh et al, 2015) โดยการหมกัแบคทีเรียให้เกิดการสะสมพีเอชบี
จะตอ้งทาํให้เซลลอ์ยูใ่นสภาวะท่ีมีปริมาณคาร์บอนมากแต่ธาตุอ่ืนๆ มีอยูอ่ยา่งจาํกดั ในการศึกษาการผลิตพีเอชบีจาก
แบคทีเรียพบวา่ยงัไม่เคยมีการศึกษาการเพาะเล้ียงแบคทีเรีย Bacillus megaterium บนอาหารแขง็ ดงันั้นผูว้จิยัจึงสนใจท่ี
จะเพาะเล้ียงแบคทีเรียบนอาหารแขง็และใชก้ากนํ้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอน เน่ืองจากราคาถูกและใชร่้วมกบัอาหารเล้ียง
เช้ือ NA ได ้โดยกากนํ้ าตาลเขม้ขน้ร้อยละ 2 โดยมวลต่อปริมาตรให้ปริมาณเซลลแ์บคทีเรียและให้ปริมาณพีเอชบีสูง
กว่าไม่ใส่กากนํ้ าตาลถึง 4.67 เท่า ซ่ึงผลการวิจัยสอดคล้องกับงานวิจัยของ Mona K et al, 2001 ท่ีพบว่าในอาหาร
สังเคราะห์ท่ีมีการเติมกากนํ้ าตาล 2% และหมกัดว้ยแบคทีเรีย Bacillus megaterium ให้ผลผลิตพีเอชบีสูงสุดถึง 44.6% 
ของนํ้ าหนกัเซลลแ์ห้ง นอกจากนั้นในการทดลองน้ียงัไดศึ้กษาปริมาณหัวเช้ือท่ีใชบ่้มในอาหารพบวา่ หัวเช้ือท่ีเจือจาง
ให้ค่าดูดกลืนแสงท่ี 600 nm เท่ากบั 1 หน่วย สามารถผลิตพีเอชบีไดม้ากท่ีสุด เน่ืองจากการเพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรียบน
อาหารแข็งถา้ใชเ้ช้ือเร่ิมตน้นอ้ยเกินไปจะทาํให้ไดป้ริมาณแบคทีเรียท่ีเพาะเล้ียงโตชา้และไม่เต็มพ้ืนท่ีบนหน้าอาหาร 
แต่หากปริมาณเช้ือเร่ิมตน้มีความเขม้ขน้สูงเกินไปจะทาํให้เกิดการแข่งขนัระหวา่งเซลลแ์บคทีเรียทาํใหผ้ลิตพีเอชบีได้
นอ้ย (Das et al, 2018)  จากสภาวะดงักล่าวคณะผูว้ิจยัใชเ้ป็นตน้แบบในการขยายขนาดการผลิตโดยใชถ้าดสแตนเลส 
ขนาด 15.5 x 22.5 เซนติเมตร ในการเพาะเล้ียงเซลลแ์บคทีเรียขนาด 1 ลิตร เพ่ือนาํมาใชใ้นการศึกษาและเปรียบเทียบ
วธีิการสกดัพีเอชบีจากแบคทีเรีย  
 จากการศึกษาวิธีการสกดัพีเอชบีจากแบคทีเรียดว้ยตวัทาํละลายผสมท่ีเป็นมิตรต่อส่ิงแวดลอ้ม ระบบอะซิ
โตน/เอทานอล/โพรพิลีนคาร์บอเนต เปรียบเทียบกบัการสกดัดว้ยโซเดียมไฮโปคลอไรด์และคลอโรฟอร์ม พบว่า  
การสกดัพีเอชบีจากแบคทีเรียดว้ยตวัทาํละลายผสมท่ีเป็นมิตรต่อส่ิงแวดลอ้มเป็นวิธีการสกดัท่ีทาํใหไ้ดป้ริมาณพีเอชบี
มากท่ีสุด เน่ืองจากเป็นระบบตวัทาํละลายท่ีมีสภาพขั้วใกลเ้คียงกบัพีเอชบีมากท่ีสุดทาํให้สกดัพีเอชบีออกมาจากเซลล์
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ของแบคทีเรียไดม้าก (พิบูลย ์วงศช์นะ, 2556) แต่อยา่งไรก็ตาม การสกดัดว้ยตวัทาํละลายผสมดงักล่าว มีขั้นตอนการ
สกดัค่อนขา้งมากเม่ือเปรียบเทียบกบัการสกดัดว้ยโซเดียมไฮโปคลอไรตท่ี์ถึงแมจ้ะไดป้ริมาณพีเอชบีนอ้ยกวา่แต่เป็น
วธีิการสกดัท่ีมีขั้นตอนไม่ซบัซอ้นและไดพี้เอชบีท่ีมีความบริสุทธ์ิสูง จึงสามารถนาํไปใชเ้ป็นตน้แบบในการผลิตพีเอช
บีอย่างง่ายได้ (Aramvash et al, 2018) ส่วนการสกัดด้วยคลอโรฟอร์มเป็นวิธีท่ีได้ปริมาณพีเอชบีน้อยท่ีสุดเม่ือ
เปรียบเทียบกบัวิธีการสกดัอีก 2 วิธี รวมถึงทาํให้เกิดสารละลายท่ีเป็นพิษภายหลงัการสกดัดว้ย จึงไม่เหมาะแก่การ
นาํมาใชใ้นการสกดัพีเอชบีในเชิงพานิชย ์ 
 

6. บทสรุป  
 แบคทีเรีย Bacillus megaterium SWU สามารถเพาะเล้ียงเพ่ือผลิตพีเอชบีได้บนอาหารแข็งท่ีมีการเติม 2% 

กากนํ้ าตาล โดยเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ซ่ึงให้ปริมาณพีเอชบีมากท่ีสุด เท่ากบั  3.83 ± 0.23 g/L 
และมีนํ้ าหนักเซลล์แห้ง เท่ากบั 5.81 ± 0.32 g/L คิดเป็นร้อยละ 66 กรัมต่อนํ้ าหนักเซลล์แห้ง เม่ือทาํการขยายขนาด 
การผลิตและสกัดดว้ยระบบตวัทาํละลายอะซิโตน/เอทานอล/โพรพิลีนคาร์บอเนต อตัราส่วน 1:1:1 โดยปริมาตร 
วิธีการสกดัน้ีให้ปริมาณพีเอชบีมากท่ีสุด เท่ากบัร้อยละ 21.6 ต่อนํ้ าหนกัเซลลแ์ห้ง จากผลการทดลองทั้งหมดแสดงให้
เห็นว่า การผลิตพีเอชบีบนอาหารแข็งเป็นอีกทางเลือกนึง ซ่ึงมีกระบวนการผลิตง่าย ไม่ยุ่งยากและไม่จาํเป็นตอ้งใช้
เคร่ืองปฏิกรณ์ซ่ึงมีราคาแพง สามารถเก็บเก่ียวผลผลิตไดง่้าย วิธีท่ีใชใ้นการสกดัพีเอชบีโดยระบบตวัทาํละลายผสม
สามารถให้ผลิตมากและส่งผลกระทบต่อส่ิงแวดล้อมน้อยกว่ากระบวนการผลิตทั่วไปท่ีนิยมใช้คลอโรฟอร์มใน 
การสกดั 
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