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		  ชนดิของแหล่งคาร์บอนทีเ่หมาะสมต่อการเจรญิของเชือ้อลัคาลจิเินส ยโูทรฟัสและผลติพอลไิฮดรอกซบีวิทเิรต 
คือ กากน�้ำตาล จุลินทรีย์จะมีการเจริญ และผลิตเซลล์ได้สูงสุด (4.16 กรัมต่อลิตร ) ผลิตพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตเท่ากับ 
2.35 กรัมต่อลิตร คิดเป็น 56.49 เปอร์เซ็นต์ของน�้ำหนักเซลล์แห้ง ภายในระยะเวลา 108 ชั่วโมง ส�ำหรับสภาวะการหมัก
ที่เหมาะสมคือการหมักแบบกะจุลินทรีย์จะมีการเจริญและผลิตพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตได้สูง (54.69 เปอร์เซ็นต์ของ
น�้ำหนักเซลล์แห้ง) ขณะที่การหมักแบบกึ่งกะจะได้พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตเพียง 38.43 เปอร์เซ็นต์ของน�้ำหนักเซลล์แห้ง 
พอลิเมอร์ที่สกัดได้สามารถระบุว่าเป็นพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตโดยการศึกษาโครงสร้างทางเคมีด้วยเทคนิคฟูเรียร์ทรานส์
ฟอร์มอนิฟราเรดสเปคโตรสโคปี และแก๊สโครมาโทกราฟีโดยเปรยีบเทยีบกบัโครงสร้างพอลไิฮดรอกซบีวิทเิรตทางการค้า
พอลไิฮดรอกซบีวิทเิรตทีไ่ด้สามารถใช้เป็นวตัถดุบิในการผลติไฮดรอกซบีวิทเิรตเมทลิเอสเทอร์ซึง่มโีครงสร้างทางเคมคีล้าย
ไบโอดีเซล 
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Abstract
		  The suitable carbon source for the growth of Alcaligenes eutrophus and polyhydroxybutyrate 
production was molasses. The highest cell growth (4.16 g/L) and polyhydroxybutyrate (2.35 g/L, 56.49% 
of dry cell weight) was obtained from molasses after 108 h of cultivation. Afterwards, the effect of 
fermentation condition was studied. Batch fermentation yielded the highest cell growth and
polyhydroxybutyrate (54.69% of dry cell weight). While only 38.43% of polyhydroxybutyrate was 
obtained under fed-batch fermentation. The isolated polymer was characterized for chemical composition 
by Attenuated Total Reflectance Fourier Transform Infrared Spectroscopy and Gas Chromatography. 
The obtained polymer was similar to polyhydroxybutyrate in comparing with commercial
polyhydroxybutyrate. Isolated polyhydroxybutyrate was utilized as substrate for hydroxybutyrate 
methyl ester. Interestingly, the chemical composition of hydroxybutyrate methyl ester was similar to 
biodiesel. 

Keywords : Polyhydroxybutyrate, Polyhydroxyalkanoate, Alcaligenese Eutrophus

บทน�ำ
		  ปัจจบุนันีผ้ลติภณัฑ์จากพลาสตกิสงัเคราะห์เข้ามามบีทบาทในชวีติประจ�ำวนัของมนษุย์เพิม่มากขึน้ และยงัคง
มีแนวโน้มในการประยุกต์ใช้ไปอีกเป็นระยะเวลานาน โดยเฉพาะการใช้เป็นบรรจุภัณฑ์ที่มีระยะเวลาการใช้งานสั้น เช่น 
ถุงพลาสติก ฟิล์มห่ออาหาร และกล่องโฟม เป็นต้น ก่อให้เกิดเป็นวัสดุเหลือทิ้งในชุมชนและส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม
อย่างมาก  เนือ่งจากพลาสตกิสงัเคราะห์ส่วนใหญ่เป็นผลพลอยได้จากอตุสาหกรรมปิโตรเคม ี อยูใ่นรปูของพอลโิพรพลินี 
พอลเิอทลินีและพอลไิวนลิคลอไรด์ เป็นต้น ซึง่เกดิการย่อยสลายได้ยาก  ไม่สามารถย่อยสลายได้ด้วยจลุนิทรย์ีในธรรมชาติ 
โดยส่วนใหญ่จึงมักมีการก�ำจัดพลาสติกเหล่านี้ด้วยการฝังกลบ วิธีนี้จะใช้เวลานานกว่าร้อยปีกว่าพลาสติกจะมีการย่อย
สลายได้หมด หรือการเผาท�ำลาย ซึ่งจะส่งผลให้เกิดก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ขึ้นอยู่ในชั้นบรรยากาศมากเกินไปจนความ
ร้อนจากพืน้โลกไม่สามารถสะท้อนออกนอกโลกได้  ทัง้หมดล้วนก่อให้เกดิความแปรปรวนของสภาวะอากาศอย่างรนุแรง
ทัว่โลก ดงันัน้จงึมแีนวทางทีจ่ะลดปัญหาต่อสิง่แวดล้อม โดยมกีารน�ำถงุพลาสตกิสงัเคราะห์มาใช้ซ�้ำ หรอืเลอืกบรรจภุณัฑ์
ทีไ่ม่ส่งผลกระทบต่อสิง่แวดล้อม  โดยการเลอืกใช้ผลติภณัฑ์พลาสตกิย่อยสลายได้ทางธรรมชาตหิรอืพลาสตกิชวีภาพเป็น
อีกแนวทางหนึ่งที่มีความน่าสนใจ เนื่องจากพลาสติกชีวภาพสามารถสลายตัวได้ด้วยการท�ำงานของจุลินทรีย์ชนิดต่าง ๆ  
เช่น แบคทีเรีย เชื้อรา หรือสาหร่ายต่าง ๆ ในระยะเวลาไม่นาน จึงไม่ก่อให้เกิดผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม [1] โดย
พอลิไฮดรอกซีบิวทิ เรต (Polyhydroxybutyrate : PHB) จัดอยู ่ ในกลุ ่มของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต
(Polyhydroxyalkanoate : PHA) ถกูค้นพบโดย  Maurice Lemoigne เป็นครัง้แรกในปี ค.ศ. 1926 ณ สถาบนัปาสเตอร์ 
กรุงปารีส ประเทศฝรั่งเศส พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตเป็น พอลิเอสเทอร์ชนิดหนึ่งที่สามารถสังเคราะห์ได้จากแบคทีเรีย
หลายชนิด เช่น Alcaligenes eutrophus, Azospirillum brasilense, Bacillus  megaterium  และ Azotobacter  
beijerinckii เป็นต้น [2-4] แบคทีเรียจะสะสมพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตภายในเซลล์เพื่อใช้เป็นแหล่งพลังงานส�ำรองใน
สภาวะที่มีอาหารจ�ำกัด [5] ในปัจจุบันพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตถูกน�ำมาใช้งานในนด้านต่าง ๆ เช่น อุตสาหกรรมอาหาร 
อตุสาหกรรมยาและอืน่ ๆ  เมือ่ไม่นานมานีม้กีารค้นพบว่าพอลไิฮดรอกซบีวิทเิรตสามารถใช้เป็นวตัถดุบิทีส่ามารถผลติเป็น
เชือ้เพลงิชวีภาพชนดิใหม่คอืไฮดรอกซบีวิทเิรตเมทลิเอสเทอร์ [Hydroxybutyrate methyl ester (HBME)]  ได้ [6] ดังนั้น
ในการวิจัยครั้งนี้จึงมีความสนใจในการหาสภาวะที่เหมาะสมส�ำหรับการผลิตพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตจากเชื้อจุลินทรีย์
A. eutrophus และศกัยภาพในการน�ำพอลไิฮดรอกซบีวิทเิรตมาใช้เป็นสารตัง้ต้นในการผลติไฮดรอกซบีวิทเิรตเมทลิเอสเทอร์
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วัสดุและวิธีการ
1. จุลินทรีย์ และอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้
		  ท�ำการเพาะเลี้ยงเชื้อ A. eutrophus สายพันธุ์ TISTR 1095 จากศูนย์จุลินทรีย์สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยีแห่งประเทศไทย โดยขยายหัวเชื้อลงในอาหารแข็ง Nutrient Agar (NA) ที่ประกอบด้วย Agar, Beef extract 
และ Peptone  บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง  จากนั้นท�ำการเขี่ยเชื้อ A. eutrophus บนอาหาร
แข็งจ�ำนวน 1 ลูป ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร  ที่มีอาหารเหลว Nutrient Broth (NB) ที่ประกอบด้วย
Beef extract และ Peptone ปริมาตร 100 มิลลิลิตร น�ำไปเขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง
2. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญและผลิตพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตจาก A. eutrophus
		  2.1 การศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนต่อการเจริญ และการผลิตพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตจาก A. eutrophus
เติมหัวเชื้อเริ่มต้นร้อยละ 10 (ปริมาตรต่อปริมาตร) ในอาหาร NB ที่มีการเติมแหล่งคาร์บอน ดังนี้ กากน�้ำตาล  ซูโครส 
ฟรกุโตส และกลโูคส ทีค่วามเข้มข้น 20 กรมัต่อลติร พเีอชเริม่ต้นเท่ากบั 7 จากนัน้น�ำไปเขย่าทีค่วามเรว็ 200 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 144 ชั่วโมง โดยท�ำการเก็บตัวอย่างทุก 24 ชั่วโมง ตรวจสอบปริมาณกากน�้ำตาล
ที่เหลือด้วยวิธี Phenol-sulfuric method [7] รวมถึงวิเคราะห์หาปริมาณเซลล์และปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต
ที่ผลิตได้ 
		  2.2 การศกึษาผลของวธิกีารหมกัทีเ่หมาะสมต่อการเจรญิและการผลติพอลไิฮดรอกซบีวิทเิรตจาก A. eutrophus 
เติมหัวเชื้อเริ่มต้นร้อยละ  10 (ปริมาตรต่อปริมาตร) ในอาหาร NB ที่มีการเติมแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสม (ผลจากการ
ทดลอง 2.1) ท�ำการเลี้ยง A. eutrophus แบบไม่ต่อเนื่อง (Batch) และแบบกึ่งต่อเนื่อง (Fed batch) ปริมาตร 3 ลิตร
ในถังหมักขนาด 5 ลิตร เลี้ยงที่อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส อัตราการกวน 200 รอบต่อนาทีโดยไม่ท�ำการควบคุมค่า
ความเป็นกรดด่างในกระบวนการหมักโดยท�ำการเก็บตัวอย่างทุก 24 ชั่วโมง วิเคราะห์หาปริมาณเซลล์และปริมาณ              
พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตที่ผลิตได้
3. การวิเคราะห์ปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต
		  พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตที่ได้จะน�ำมาค�ำนวณหาเปอร์เซ็นต์ของปริมาณ (กรัมต่อลิตร) ความเข้มข้น (เปอร์เซ็นต์
ต่อน�้ำหนักเซลล์แห้ง) ตามวิธีการของปิยาภรณ์ และคณะ [8] นอกจากนี้วิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของพอลิไฮดรอกซี
บิวทิเรตด้วยเทคนิค Fourier transform infrared spectroscopy  และ Gas chromatographyโดยเปรียบเทียบกับ
โครงสร้างพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตทางการค้า (Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา)
4. การเตรียมไฮดรอกซีบิวทิเรต เมทิลเอสเทอร์จากพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต
		  น�ำพอลไิฮดรอกซบีวิทเิรตปรมิาณ 1.5 กรมั ละลายในคลอโรฟอร์มปรมิาตร 20 มลิลลิติร จากนัน้เตมิเมทานอล
ที่มีตัวเร่งปฏิกิริยากรดซัลฟูริค 15 เปอร์เซ็นต์ (โดยปริมาตร) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงไปในสารละลาย ท�ำการรีฟลักซ์
เป็นเวลา 60  ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ  67 องศาเซลเซียส  ตั้งให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง  ท�ำการเติมน�้ำกลั่นปริมาตร 4 มิลลิลิตร      
ลงไปในสารละลายที่เย็นแล้ว เขย่าให้ส่วนผสมแยกชั้นกัน น�ำส่วนของชั้นสารละลายอินทรีย์ไปท�ำการระเหยเอา
คลอโรฟอร์มและเมทานอลที่เหลือบางส่วนออกภายใต้สุญญากาศ [9] ตรวจสอบปริมาณกรดไขมันด้วยวิธีการไทเทรต
ตามมาตรฐาน AOCS Official method Ca-5a-40 และหาปริมาณเมทิลเอสเทอร์ด้วย GC (อ้างอิงวิธีการทดสอบ          
WI-RES-GC-01 )
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ผลการวิจัยและอภิปราย
1. การเตรียมเชื้อจุลินทรีย์ A. eutrophus
		  กล้าเชื้อจุลินทรีย์ A. eutrophus สายพันธุ์ TISTR 1095  เมื่อท�ำการเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ในอาหารแข็ง NA ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่าเชื้อจุลินทรีย์ที่ได้มีลักษณะโคโลนีกลมนูน สีเหลืองอ่อน  โดยเชื้อ 
A. eutrophus เป็นแบคทีเรียแกรมลบพวก facultative มีรูปร่างเป็นแท่งกว้างประมาณ 0.5 ไมโครเมตร ยาวประมาณ    
1.8-2.6 ไมโครเมตร มสีขีาวหรอืครมี หากมอีายหุลายวนัจะเป็นสนี�ำ้ตาล อณุหภมูทิีเ่หมาะสมต่อการเจรญิคอื 30 องศาเซลเซยีส 
ถิ่นอาศัยคือในดินและในน�้ำ [10] สามารถสะสมพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตไว้ในเซลล์ได้มากถึงร้อยละ 80 ของน�้ำหนักเซลล์
โดยการใช้แหล่งคาร์บอน เช่น กลูโคส แอลกอฮอล์ และกรดอินทรีย์ [11]  
2. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญและผลิตพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตจาก  A. eutrophus
		  2.1 การศกึษาชนดิของแหล่งคาร์บอนทีเ่หมาะสมต่อการเจรญิและผลติพอลไิฮดรอกซบีวิทเิรตจาก  A. eutrophus
การศึกษาแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมในการเจริญและผลิตพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตจาก A. eutrophus ท�ำการทดลองโดย
การเตรียมอาหารเหลว NB ที่มีแหล่งคาร์บอนที่แตกต่างกัน คือ กากน�้ำตาล ซูโครส ฟรุกโตส และกลูโคส ที่ความเข้มข้น 
คือ 20 กรัมต่อลิตร เมื่อใช้กากน�้ำตาลเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่า A. eutrophus จะเจริญ และให้ปริมาณเซลล์สูงสุด 
(4.16 กรัมต่อลิตร) ซึ่งสอดคล้องกับผลผลิตพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตได้สูงสุดเท่ากับ 2.35 กรัมต่อลิตร คิดเป็น 56.49 
เปอร์เซ็นต์ของน�้ำหนักเซลล์แห้ง ในชั่วโมงที่ 108 ของการหมัก ซึ่งสูงกว่าการใช้ กลูโคส ฟรุกโตส และซูโครส เป็นแหล่ง
คาร์บอน ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับงานวิจัยของ Beulieu et al. [12] ที่ได้มีการทดลองเปรียบเทียบประสิทธิภาพ
ในการผลิตพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตจากเชื้อ A. eutrophus จากแหล่งคาร์บอนกลูโคสและกากน�้ำตาล พบว่าการใช้
กากน�ำ้ตาลเป็นแหล่งคาร์บอนจะเพิม่ประสทิธภิาพในการผลติพอลไิฮดรอกซบีวิทเิรตได้มากกว่ากลโูคสถงึ  9 เปอร์เซน็ต์ 
		  2.2 การศึกษากระบวนการหมักที่เหมาะสมต่อการเจริญและผลิตพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตจาก A. eutrophus
การหมกัจลุนิทรย์ี A. eutrophus ในสภาวะปลอดเชือ้ โดยใช้อาหารเลีย้งเชือ้ 3 ลติร ทีม่กีากน�ำ้ตาลเข้มข้น 20 กรมัต่อลติร
เป็นแหล่งคาร์บอน ท�ำการทดลองในถังปฏิกรณ์ขนาด 5 ลิตร เลี้ยงในอุณหภูมิห้อง อัตราการกวน 200 รอบต่อนาที
โดยไม่มกีารควบคมุค่าความเป็นกรดด่างและปรมิาณออกซเิจน ผลการทดลองดงัแสดงในภาพที ่1 พบว่าในการเลีย้งแบบกะ
ในช่วง 24 ชั่วโมงแรกของการเจริญ A. eutrophus ปริมาณของกากน�้ำตาลลดลงอย่างชัดเจนจาก 20 กรัมต่อลิตร
ลดลงเหลือ 13.57 กรัมต่อลิตร โดยหลังจากผ่านไป 24 ชั่วโมง ปริมาณของกากน�้ำตาลค่อย ๆ ลดลง และในชั่วโมงที่ 
168 ปริมาณความเข้มข้นของกากน�้ำตาลคงเหลือเท่ากับ 6.90 กรัมต่อลิตร  มีความเข้มข้นของเซลล์สูงสุดเท่ากับ
1.84 กรัมต่อลิตรในชั่วโมงที่ 72 และมีความเข้มข้นของพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตสูงสุดเท่ากับ 0.90 กรัมต่อลิตรในชั่วโมง
ที่ 168 ซึ่งมีการสะสมของพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตเท่ากับ 54.69 เปอร์เซ็นต์ 
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		  เมื่อเปรียบเทียบผลการทดลองกับการเพาะเลี้ยงแบบกึ่งต่อเนื่อง พบว่าปริมาณคาร์บอนจะค่อย ๆ ลดลงจาก 
20 กรัมต่อลิตร จนเหลือ 10.26 กรัมต่อลิตร ในชั่วโมงที่ 264 ของการหมัก จากนั้นจึงท�ำการเติมแหล่งคาร์บอนเพิ่มให้
เท่ากบั 20 กรมัต่อลติรอกีครัง้ ส�ำหรบัผลผลติเซลล์ทีไ่ด้คอื 1.38 กรมัต่อลติร ปรมิาณพอลไิฮดรอกซบีวิทเิรตเท่ากบั 0.53 
กรัมต่อลิตร คิดเป็นความเข้มข้นพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต เท่ากับ 38.43 เปอร์เซ็นต์ต่อน�้ำหนักเซลล์แห้ง ซึ่งน้อยกว่าการ
เพาะเลี้ยงแบบกะถึง 1.42 เท่า (ภาพที่ 2) การหมักแบบกึ่งกะ คือการหมักที่มีการเติมสารอาหารบางอย่างเพิ่มลงไปใน
อาหารเลีย้งเชือ้เป็นระยะ ๆ  ทัง้นีใ้นกระบวนการหมกัซึง่ใช้ระยะเวลานานกว่าแบบกะ อาจเกดิการผลติและสะสมสารพษิ 
หรอืสารทีม่ผีลยบัยัง้การเจรญิหรอืการผลติพอลไิฮดรอกซบีวิทเิรต จงึท�ำให้ได้ปรมิาณเซลล์และพอลไิฮดรอกซบีวิทเิรตต�ำ่ 
[13-14]

ภาพที่ 1 ปริมาณคาร์บอน (กรัมต่อลิตร), พีเอช, ปริมาณเซลล์ (กรัมต่อลิตร), ปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต
(กรัมต่อลิตร) และความเข้มข้นของพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (เปอร์เซ็นต์ต่อน�้ำหนักแห้ง) จาก A. eutrophus

เมื่อท�ำการเลี้ยงในถังปฏิกรณ์แบบกะ

ภาพที่ 2 ปริมาณคาร์บอน (กรัมต่อลิตร), พีเอช, ปริมาณเซลล์ (กรัมต่อลิตร), ปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต            
(กรัมต่อลิตร)  และความเข้มข้นของพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (เปอร์เซ็นต์ต่อน�้ำหนักแห้ง) จาก A. eutrophus

เมื่อท�ำการเลี้ยงในถังปฏิกรณ์แบบกึ่งกะ
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3. การวิเคราะห์และยืนยันโครงสร้างพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต
		  พอลิเมอร์ที่สกัดได้จาก A. eutrophus จะถูกน�ำมาวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีด้วยเทคนิค Attenuated 
Total Reflectance Fourier Transform Infrared Spectroscopy (ATR-FTIR) โดยท�ำการเปรียบเทียบโครงสร้าง       
พอลิเมอร์ที่สกัดได้ด้วยพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตทางการค้าดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1 แถบข้อมูลก�ำรดูดกลืนแสงที่ส�ำคัญของพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตท�ำงก�ำรค�้ำและพอลิเมอร์จ�ำก A. eutrophus

		  การยนืยนัโครงสร้างของพอลเิมอร์ทีส่กดัได้จากเชือ้จลุนิทรย์ี A. eutrophus ด้วยเทคนคิ ATR-FTIR ผลปรากฏ
ว่าเป็นพอลเิมอร์ชนดิพอลไิฮดรอกซบีวิทเิรต โดยท�ำการเปรยีบเทยีบกบัโครงสร้างของพอลไิฮดรอกซบีวิทเิรตทางการค้า 
ซึ่งสอดคล้องกับการยืนยันโครงสร้างด้วยเทคนิคแก๊สโครมาโทรกราฟี ซึ่งพบว่าพอลิเมอร์ที่สกัดได้มีพีคของ
hydroxybutyric acid ที่ retention time เท่ากับ 8.33 นาที ซึ่งตรงกับพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตทางการค้า
4. การวิเคราะห์ไฮดรอกซี เมทิล เอสเทอร์ที่ได้จากพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตจากเชื้อ A. eutrophus
		  พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตที่สกัดได้ปริมาณ 1.5 กรัม เมื่อน�ำมาท�ำปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชั่นกับเมทานอลใช้ตัวเร่ง
ปฏกิริยิาเป็นกรดซลัฟรูคิ 15 เปอร์เซน็ต์ (โดยปรมิาตร) 20 มลิลลิติร รฟีลกัซ์ทีอ่ณุหภมู ิ67 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 60 ชัว่โมง 
จะได้ไฮดรอกซี เมทิลเอสเทอร์ปริมาตร13 มิลลิลิตร โดยไฮดรอกซีเมทิลเอสเทอร์ที่ได้จะมีสีน�้ำตาลเข้ม (ภาพที่ 3) 

ประเภทการสั่น พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตทางการค้า พอลิเมอร์จาก A. eutrophus

O-H Stretching (cm-1) - 3253

CH3 Stretching(cm-1) 2973 2967

CH2 Stretching (cm-1) 2930 2928

C=O Stretching (cm-1) 1720 1720

C-O Stretching (cm-1) 1275, 1129, 1043 1275, 1129, 1045

ภาพที่ 3 ไฮดรอกซีบิวทิเรต เมทิลเอสเทอร์จากพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตจากเชื้อ A. eutrophus
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		  จากนัน้ท�ำการวเิคราะห์ไบโอดเีซลโดยการใช้เทคนคิ ATR-FTIR เพือ่เป็นการวเิคราะห์หมูฟั่งก์ชนัของ เมทลิเอส
เทอร์ พบว่ามีโครงสร้างทางเคมีคล้ายคลึงกับไบโอดีเซล (ตารางที่ 2)  

ตารางที่ 2 หมู่ฟังก์ชันของไฮดรอกซีบิวทิเรต เมทิลเอสเทอร์ จากพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตจากเชื้อ A. eutrophus และ
			   ไบโอดีเซล ที่วิเคราะห์โดยวิธี ATR-FTIR

		  การตรวจสอบปริมาณกรดไขมันอิสระของไฮดรอกซี เมทิล เอสเทอร์ที่ได้ด้วยวิธีการไทเทรตตามมาตรฐาน 
AOCS Official method Ca-5a-40 เทยีบกบั ไบโอดเีซล และไฮดรอกซเีมทลิเอสเทอร์ทีใ่ช้พอลไิฮดรอกซบีวิทเิรตทางการ
ค้าเป็นวตัถดุบิ พบว่าไฮดรอกซเีมทลิเอสเทอร์ทีใ่ช้พอลไิฮดรอกซบีวิทเิรตทางการค้าเป็นวตัถดุบิมปีรมิาณกรดไขมนัอสิระ
เท่ากับ 1.590 มิลลิกรัมโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ต่อกรัมในขณะที่ใช้พอลิไฮดรอกซีบิวทีเรตจาก A. eutrophus เป็น
วัตถุดิบจะมีปริมาณกรดไขมันอิสระเท่ากับ 1.173 มิลลิกรัมโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ต่อกรัม ซึ่งมีปริมาณสูงกว่ามาตร
ฐานของไบโอดีเซลที่จะต้องมีค่าความเป็นกรดไม่เกิน 0.50 มิลลิกรัมโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ต่อกรัม [15] ซึ่งหากมี
ปริมาณกรดไขมันอิสระมากกว่ามาตรฐานก�ำหนดส่งผลต่อการกัดกร่อนในเครื่องยนต์ ท�ำให้อายุการใช้งานของปั๊ม และ
ไส้กรองน�้ำมันลดลง ซึ่งในอนาคตต้องมีการศึกษาเพื่อปรับปรุงคุณภาพต่อไป

สรุปผลการศึกษา
		  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญและผลิตพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตจากเชื้อจุลินทรีย์ A. eutrophus
เริ่มจากการหาแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมโดยเปรียบเทียบแหล่งคาร์บอน 4 ชนิด ได้แก่ กลูโคส, ซูโครส, ฟรุกโตส และ 
กากน�้ำตาล ที่ความเข้มข้น 20 กรัมต่อลิตร พบว่าการใช้แหล่งคาร์บอนเป็นกากน�้ำตาลจะให้การเจริญและผลิตพอลิไฮ
ดรอกซีบิวทิเรตจากเชื้อจุลินทรีย์ A. eutrophus ได้ดีที่สุด โดยมีความเข้มข้นของเซลล์เท่ากับ 4.16 กรัมต่อลิตร ปริมาณ
ความเข้มข้นของพอลไิฮดรอกซบีวิทเิรตเท่ากบั 2.35 กรมัต่อลติรโดยคดิเป็นปรมิาณพอลไิฮดรอกซบีวิทเิรตสะสมเท่ากบั 
56.49 เปอร์เซ็นต์ของน�้ำหนักเซลล์แห้ง การเปรียบเทียบระบบการหมักในถังปฏิกรณ์ระหว่างการหมักในระบบกะ และ
การหมักในระบบกึ่งกะ พบว่าในการเลี้ยงในถังปฏิกรณ์ในระบบกะ จะให้การเจริญและผลิตพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตจาก
เชือ้จลุนิทรย์ี A. eutrophus ได้ดกีว่าการเลีย้งในระบบกึง่กะ และสามารถผลติเมทลิเอสเทอร์ชนดิไฮดรอกซเีมทลิเอสเทอร์ได้ 
โดยไฮดรอกซีเมทิลเอสเทอร์ที่ได้มีโครงสร้างทางเคมีเหมือนไบโอดีเซล และมีค่าความเป็นกรดอยู่ที่ 1.173 มิลลิกรัม
โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ต่อกรัม

กิตติกรรมประกาศ
		  ขอขอบคณุสถาบนัวจิยัและพฒันา มหาวทิยาลยัทกัษณิ และสาขาเคม ีคณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัทกัษณิ

ประเภทการสั่น
HBME จากพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต

จากเชื้อ A. eutrophus

ไบโอดีเซลจาก

น้ำ�มันปาล์ม [16]

O-H Stretching (cm-1) 3340 2500-3300

CH3 Stretching (cm-1) 2939 -

CH2 Stretching (cm-1) 2833 724

C=O Stretching (cm-1) 1642 1740

C-O Stretching (cm-1) 1180,1004 1171, 1207
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