
 

 

บทที ่2 
การทบทวนวรรณกรรม 

 
2.1  Poly-β-hydroxybutyrate  (PHB)   
 พอลิบีตาไฮดรอกซีบิวทีเรต เป็นอนุพนัธ์ของพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต ซ่ึงจดัเป็นพอ      
ลิเมอร์ประเภทอะลิฟาติกโพลีเอสเทอร์ (Aliphatic polyester) มีโครงสร้างเป็นสายยาว (ภาพท่ี 1) 
และมีคุณสมบติัต่างๆคล้ายกับพลาสติกทัว่ไป เช่น โพลีโพรไพลีน (Polypropylene; PP) จาก
คุณสมบติัขา้งตน้ท าให้พอลิบีตาไฮดรอกซีบิวทีเรตมีความยืดหยุน่ และสามารถน ามาหลอมเพื่อข้ึน
รูปและใชใ้หม่ไดอี้กคร้ัง (ตริตาภรณ์ และ พรเทพ, 2553 อา้งถึงใน Taguchi and Doi, 2004) 

PHB ถูกคน้พบโดย Maurice Lemoigne นกัจุลชีววิทยาชาวฝร่ังเศส เม่ือปี ค.ศ. 1926 ใน
เซลล์ของแบคทีเรีย  Bacillus megaterium (Scholz, 2010 อา้งถึง Lemoigne, 1926)  ปัจจุบนัมี
จุลินทรียห์ลายชนิดท่ีสามารถสังเคราะห์และสะสม PHB ไวภ้ายในเซลล์  เช่น A. eutropus     

(Turesin et al., 2000), C. necator ( Koutinas  et al., 2007)  และ A. latus (Grothe et al., 1999)   
เป็นตน้ 
 

 
ภาพที ่1  สูตรโครงสร้างโมเลกุลของ PHB 
               ท่ีมา : ตริตาภรณ์ และ พรเทพ (2553) อา้งถึง Turesin et al. (2000) 
 
2.2  คุณสมบัติทัว่ไปของพอลบิีตาไฮดรอกซีบิวทเิรต (ศิริวรรณ, 2552) 
    2.2.1  PHB ไม่สามารถละลายน ้าและตา้นทานต่อปฏิกิริยาไฮโดรไลซีส ท าให้ PHB ต่างจาก
พลาสติกชีวภาพท่ีสามารถย่อยสลายได้ชนิดอ่ืนๆ ซ่ึงสามารถละลายน ้ าได้หรือมีความไวต่อ
ความช้ืน 
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 2.2.2  PHB สามารถตา้นทานต่อรังสีอลัตร้าไวโอเลตและออกซิเจนสามารถซึมผา่นไดดี้ แต่
มีความตา้นทานต่อกรดและเบสต ่า 
 2.2.3  PHB ละลายไดใ้นคลอโรฟอร์มและสารประกอบคลอริเนตไฮโดรคาร์บอนอ่ืนๆ 
 2.2.4  PHB มีความสามารถเขา้กนัไดก้บัเซลล์หรืออวยัวะของส่ิงมีชีวิต (Biocompatible)  
ท าใหส้ามารถน าไปใชผ้ลิตพลาสติกท่ีใชใ้นทางการแพทยไ์ด ้
 2.2.5  PHB มีจุดหลอมเหลวท่ีอุณหภูมิ 175 องศาเซลเซียส มีอุณหภูมิทรานซิสซนั 15 องศา
เซลเซียส และมีความทนแรงดึง 40 Mpa  ซ่ึงมีคุณสมบติัใกลเ้คียงกบัพลาสติกสังเคราะห์ 
 2.2.6  PHB สามารถจมน ้าไดท้  าใหถู้กยอ่ยสลายในสภาวะท่ีไม่ใชอ้ากาศได ้
 นอกจากคุณสมบติัต่างๆ ของสาร PHB ท่ีกล่าวมาน้ีแลว้ PHB ยงัมีคุณสมบติัทางเคมีและ
ทางกายภาพใกลเ้คียงกบัพอลิโพรพิลีนซ่ึงเป็นพลาสติกสังเคราะห์ ดงัแสดงในตารางท่ี 1 
 
ตารางที ่1  เปรียบเทียบคุณสมบติัของโพลีโพรไพลีน (PP) และพอลิบีตาไฮดรอกซีบิวทิเรต        
      (P3(HB)) 

Parameter Polypropylene(PP) P(3HB) 

Melting point Tm [oC] 171-186 171-182 

Glass Transition Temperature Tg [oC] -15 5-10 

Crystallinity [%] 65-70 65-80 

Density [g cm-3] 0.905-0.94 1.23-1.25 

Molecular  weight Mw (x 10-5) 2.2-7 1-8 

Molecular weight  distribution 5-12 2.2-3 

Flexural  modulus [GPa] 1.7 3.5-4 

Tensile  strength [MPa] 39 40 
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Parameter Polypropylene(PP) P(3HB) 

Extension  to  break [%] 400 6-8 

UV resistance poor good 

Solvent  resistance good poor 

Oxygen  permeability [cm-3m-2atm-1d-1] 1700 45 

Biodegradability - good 

Other Due to low density floats 

in aquatic system 

Due to more density 

goes to the sediment in 

aquatic system 

 

ท่ีมา : ตริตาภรณ์ และ พรเทพ (2553) อา้งถึง Khanna and Srivastava (2005) 

2.3  การใช้ประโยชน์จากพอลบิีตาไฮดรอกซีบิวทเิรต 

 จากคุณสมบติัของโพลิเบตา้ไฮดรอกซีบิวทีเรตท่ีสามารถยอ่ยสลายไดง่้าย จึงมีการน าไปใช้
ประโยชน์ในดา้นต่างๆ มากมาย (ตริตาภรณ์ และ พรเทพ, 2553) เช่น 

2.3.1 ด้านการแพทย์ เช่น ไหมเย็บแผล (Sutures) ตวัเย็บแผล (Staples) วสัดุปิดแผล 
(Wound dressing) อุปกรณ์ฝังในร่างกาย (Surgical implants) อุปกรณ์ส าหรับยึดกระดูก 
(Orthopedic fixation devices) วสัดุน าพาหรือส าหรับปล่อยตวัยาซ่ึงสามารถควบคุมอตัราและ
ระยะเวลาในการปล่อยตวัยาไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 

2.3.2 ดา้นการเกษตร เช่น ภาชนะปลูกพืช วสัดุห่อหุ้ม และปลดปล่อยยาฆ่าแมลง ยาฆ่า
วชัพืช หรือปุ๋ยตามช่วงเวลาท่ีก าหนด 

2.33  ดา้นบรรจุภณัฑ ์เช่น บรรจุภณัฑท่ี์ใชแ้ลว้ทิ้ง ภาชนะบรรจุอาหาร ขวดน ้ า ถุงพลาสติก 
กล่องโฟม ฟิมลส์ าหรับหีบห่อ เมด็โฟมกนักระแทก ตวัเคลือบภาชนะกระดาษ 
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2.4  การสังเคราะห์ PHB 
วิถีการสังเคราะห์ PHB ภายในเซลล์ของจุลินทรีย์มีความเก่ียวขอ้งกบัสารตวักลางใน       

วฎัจกัรเครปส์ (Kreb’s cycle) โดยเร่ิมตน้จากการสร้างอะซิทิลโคเอนไซมเ์อ (Acetoacetyl-CoA) 
และไฮดรอกซีบิวทิริลโคเอนไซม์เอ (Hydroxylbutyryl-CoA) ด้วยการท างานของเอนไซม์        
เบตา้คีโตไธโอเลส (β-ketothiolase) และอะซิโตอะซิติลโคเอรีดกัเตส (Acetoacetyl-CoA reductase)
ตามล าดบั หลงัจากนั้นจะเกิดขบวนการพอลิเมอไรเซชัน่ (Polymerization) ของไฮดรอกซีบิวทิริล
โคเอนไซมเ์อไปเป็น PHB โดยเอนไซม ์PHB ซินเทส (PHB Synthase) อยา่งไรก็ตาม PHB ท่ีเกิดข้ึน
สามารถถูกย่อยสลายด้วยเอนไซม์โพลิไฮดรอกซีบิวทิเรทดีไฮโดรจิเนส (Polyhydroxybutyrate 
dehydrogenase) เม่ือพิจารณา PHB ท่ีอยู่ในเซลล์พบว่ามีลกัษณะเป็น Granule โดยมี Monolayer 
phospholipid membrane ห่อหุ้มอยูโ่ดยพบวา่มีโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์และการสลาย
แทรกกระจายอยู่โดยรอบ และการควบคุมการผลิต PHB นั้นพบว่ามีความเก่ียวขอ้งกบั phaCBA 
cluster ซ่ึงประกอบดว้ย  phaA  phaB  และ phaC  โดย phaA เป็นส่วนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม ์

β-ketothiolase ซ่ึงเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาในการเปล่ียนแปลง acetyl-CoA ไปเป็น Acetoacetyl-CoA 
ส าหรับ phaB เป็นยนีส่วนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม ์NADPH-oxidoreductase ซ่ึงจะท าการเปล่ียน 
Acetoacetyl-CoA ให้เป็น 3-hydroxylbutyryl-CoA และ phaC เก่ียวขอ้งกบัการสร้างเอนไซม ์PHB 
polymerase ซ่ึงจะน า 3-hydroxylbutyryl-CoA มาสร้างโพลิเมอร์จนได ้PHB (ภาพท่ี 2) 
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ภาพที ่2  วถีิการสังเคราะห์พอลิบีตาไฮดรอกซีบิวทิเรต 
                ท่ีมา : Reddy et al. (2003) 

2.5  การสกดัแยกพอลบิต้ีาไฮดรอกบิวทเิรต ( PHB) และการท าให้บริสุทธ์ิ 
 PHB เป็นสารท่ีสะสมอยูภ่ายในเซลล์ของจุลินทรียด์งันั้นการแยกพอลิเมอร์ของ PHB จึง
ตอ้งมีการท าลายผนงัเซลล์ของจุลินทรียก่์อน ทั้งน้ีในกระบวนการสกดัตอ้งไม่ท าให้คุณสมบติัของ
โพลิเมอร์เปล่ียนแปลง  และภายหลงัการสกดัตอ้งมีการตรวจสอบคุณสมบติัทางฟิสิกส์ของ PHB ท่ี
สกดัไดก่้อนน าไปใชต่้อไป วธีิการสกดั PHB แบ่งได ้3 วธีิคือ 
 2.5.1  การสกดัด้วยตัวท าละลาย (solvent extraction) 
            การสกดั PHB ดว้ยตวัท าละลายอินทรีย ์ เช่น  คลอโรฟอร์ม (Chloroform) เมทิลีน
คลอไรด์ (Methyl chloride) เป็นวิธีท่ีให้ผลผลิตของพอลิเมอร์ท่ีสกดัออกมามีมวลโมเลกุลสูง PHB 
ท่ีสกดัไดด้ว้ยวิธีน้ีจะมีสีขาวสามารถท าเป็นผลึกไดแ้ละมีมวลโมเลกุลสูง แต่วิธีน้ีไม่เหมาะสมท่ีจะ
ใช้ในระดับอุตสาหกรรม เพราะต้องใช้สารสกัดในปริมาณมากแต่มีข้อดีคือ สกัดได้ง่าย และ
สามารถควบคุมความบริสุทธ์ิของโพลิเมอร์ใหสู้งได ้(Lee, 1997) 
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 2.5.2  การสกดัด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรด์ (sodium hypochloride extraction) 
           การสกดัวิธีน้ีเป็นวิธีท่ี Williamson  and  Wikinson ใช้ในการแยกพอลิเมอร์ชนิด   

พอลิบีตาไฮดรอกซีบิวทิเรตในปี 1958  จากเช้ือ Bacillus cereus โดยใชโ้ซเดียมไฮโปคลอไรด์ยอ่ย
สลายผนงัเซลล์นาน 30 – 60 นาที จากนั้นน าโพลิเมอร์ท่ีสกดัไดม้าท าให้บริสุทธ์ิยิ่งข้ึนโดยการลา้ง
ดว้ย ไดเอทธิล อีเธอร์ (Diestyl ether) หรือเมธานอล (Methanol) เพื่อก าจดัไขมนัออก และยงัพบอีก
วา่ในการสกดัในสภาวะท่ีมีความเป็นด่างสูงจะท าให้สายพอลิเมอร์ของ PHB ถูกท าลายซ่ึงส่งผลต่อ
คุณสมบติัทางดา้นพื้นผิวและโมเลกุลของสายพอลิเมอร์ และการแช่เซลล์ในสารลดแรงตึงผิวก่อน
ท าการสกดัจะช่วยเพิ่มความบริสุทธ์ิและมวลโมเลกุลของสารถึง 95%  แต่อยา่งไรก็ตาม การสกดั 
โพลิเมอร์ดว้ยวธีิน้ีจะมีโซเดียมไฮโปคลอไรด์หลงเหลืออยูก่บัโพลิเมอร์ซ่ึงสามารถก่อให้เกิดมลพิษ
กบัส่ิงแวดลอ้มได ้
 2.5.3  การสกดัด้วยเอนไซม์ (enzymatic extraction) 
            Doi (1990) ไดก้ล่าวถึงการพฒันากระบวนการสกดัโพลิเมอร์โดยการยอ่ยผนงัเซลล์
ดว้ยเอนไซม์วา่เป็นกระบวนการท่ีนิยมใช้ในอุตสาหกรรม โดยสามารถให้ผลผลิตต่อน ้ าหนกัแห้ง
ของมวลชีวภาพในปริมาณท่ีสูง ซ่ึงมีการใช้เอนไซม์หลายชนิดรวมกนั  เช่น อลัคาเลส(Alcalase) 
ฟอสโฟไลเปส (Phospholipase) แลคซิเตส (Lacitase) และไลโซไซม ์ (Lysozyme) เป็นตน้ 
 
2.6  ปัจจัยทีม่ีผลต่อการผลติพอลบิีตาไฮดรอกซีบิวทเิรต 
 2.6.1  สายพนัธ์ุจุลนิทรีย์  

           สายพนัธ์ุจุลินทรียมี์ผลต่อชนิดหรือกลุ่มของพอลิเมอร์ท่ีตอ้งการผลิต จากรายงาน
พบวา่เม่ือใชแ้หล่งคาร์บอนชนิดเดียวกนัแต่ใชจุ้ลินทรียต่์างสายพนัธ์ุกนัจะท าใหพ้อลิเมอร์ท่ีผลิตได้
แตกต่างกันออกไปด้วย   โดยจุ ลินทรีย์บางชนิดผลิตพอลิ เ มอร์ในรูปโฮโมพอลิ เมอร์ 
(Homopolymer) และบางชนิดผลิตในรูปโคพอลิเมอร์ (Copolymer) เช่น  เม่ือใช้น ้ าตาลฟรุกโตส
เป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตพอลิเมอร์ดว้ย A. eutrophus R3 จะไดพ้อลิเมอร์ชนิดโคพอลิเมอร์ 
(P(3HB-co-3HV))  ขณะท่ีการเพาะเล้ียงดว้ย A.  eutrophus ATCC 17697  จะผลิตพอลิเมอร์ชนิด  
โฮโมพอลิเมอร์ (Anderson and Wynn, 1995)    

           Boman and  Roth (1999) ท าการผลิต PHB จาก Methyrobacterium rhodesianum 
กับ Ralathonia euthopha ในอาหารเคซีนไฮโดรไลเซต ซ่ึงมีการเติมกลีเซอรอลพบว่า                   
M. rhodesianum สามารถผลิต PHB ได ้39% โดยน ้ าหนกัโดยใชร้ะยะเวลาในการเล้ียงประมาณ 92 
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ชั่วโมง  ในระดับฟลากส์ ขณะท่ีท าการเพาะเล้ียงในถังปฏิกรณ์พบว่าท่ีเวลา 45 ชั่วโมง                  
M. rhodesianum ผลิต PHB ไดสู้งถึง 50% โดยน ้ าหนกัในขณะท่ี R. euthopha สามารถผลิตได ้47% 
โดยน ้ าหนกั  หลงัการเล้ียงประมาณ 47 ชัว่โมงในฟลากส์ จากการเล้ียงในถงัปฏิกรณ์เม่ือเวลา 45 
ชัว่โมงสูงถึง 65% โดยน ้าหนกั 

           Patwardhan and Srivastava (2008) ไดศึ้กษาการใช้ Wautersia eutropha NRRL    

B-14690 (ช่ือเดิมคือ  Alcaligenes euthropus) ในการผลิต PHB โดยใชฟ้รุกโตสเป็นแหล่งคาร์บอน

ดว้ยวธีิการหมกัแบบกะ พบวา่ไดชี้วมวลและ PHB สูงสุดเท่ากบั 14 และ 6.1 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั 

คิดเป็นเปอร์เซ็นตก์ารสะสม PHB ในเซลลเ์ท่ากบั 43.6% 

Kim and Chang (1995) ไดศึ้กษาการใช ้A. eutrophus โดยใช ้tapioca hydrolysate 

เป็นแหล่งคาร์บอนเพื่อผลิต PHB ดว้ยกระบวนการหมกัแบบก่ึงกะ พบวา่มี PHB สะสมอยู่  58% 

โดยน ้าหนกัแหง้ คิดเป็นผลไดข้อง PHB ต่อสารตั้งตน้เท่ากบั 0.33 

2.6.2  แหล่งคาร์บอน 
           แหล่งคาร์บอนเป็นองค์ประกอบหลักในอาหารท่ีใช้เพาะเล้ียงจุลินทรีย์  โดย

จุลินทรียจ์ะน าแหล่งคาร์บอนไปใชใ้นการสร้างพลงังานและสร้างส่วนประกอบต่างๆของเซลล์   ใน
กระบวนการหมักโดยทั่วไปนิยมวสัดุทางการเกษตรท่ีมีคาร์โบไฮเดรตเป็นแหล่งคาร์บอน  
คาร์โบไฮเดรตท่ีมีมากและนิยมใช้กนัอย่างกวา้งขวางได้แก่  แป้งขา้วโพด  แป้งจากธัญพืชชนิด
ต่างๆ  แป้งมนัฝร่ัง และแป้งมนัส าประหลงั (สมใจ, 2001)  โดยแหล่งคาร์บอนแต่ละชนิดนั้นจะมีผล
ต่อองค์ประกอบของพอลิเมอร์ท่ีได้ ดงันั้นในการผลิต จึงตอ้งศึกษาถึงชนิดและแหล่งคาร์บอนท่ี
เหมาะสม  

Ruan  et al. (2003) ศึกษาการใช้น ้ าตาลฟรุกโตสและกรดบิวทิริก (Butyric acid)  
เป็นแหล่งคาร์บอนในการเพาะเล้ียง  A. eutrophus โดยใช้น ้ าตาลฟรุกโตสและกรดบิวทิริกความ
เขม้ขน้ 20 และ 10 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั พบวา่ เม่ือใชน้ ้ าตาลฟรุกโตส A. eutrophus สามารถผลิต         
พอลิเมอร์ได้ให้  12.3  มิลลิกรัมต่อลิตร  ในขณะท่ีการใช้กรดบิวทิริกสามารถผลิต PHB ได ้2.4 
มิลลิกรัมต่อลิตร  

Borman and Roth (1999) ท าการเพาะเล้ียงเช้ือ M.  rhodesianum  ในอาหารท่ีใช ้  
กลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอน  พบวา่แบคทีเรียสามารถผลิต PHB ได ้39% โดยน ้ าหนกัแห้ง ซ่ึงใช้
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เวลาในการผลิต 92 ชัว่โมง  และเม่ือท าการเพาะเล้ียงในถงัหมกัพบว่าสามารถผลิต  PHB  ได้
เพิ่มข้ึนเป็น  50% โดยน ้าหนกัแหง้ 

Yezza et al. (2007) ไดศึ้กษาการผลิต PHB จากแบคทีเรีย A.  latus  โดยใช ้maple 

sap  ซ่ึงมีน ้ าตาลซูโครสเป็นส่วนประกอบหลกัเป็นแหล่งคาร์บอน ท าการทดลองในระดบัฟลาสก์

เขย่า พบวา่ได ้ชีวมวลของ A. latus สูงสุดเท่ากบั  4.4±0.5  กรัมต่อลิตร  และมี PHB สะสมอยู่

ภายในเซลล์  77.6±1.5 % โดยน ้ าหนกัแห้ง และเม่ือท าการศึกษาในถงัหมกัขนาด 20 ลิตร พบว่า

ไดผ้ลใกลเ้คียงกบัการทดลองในระดบัฟลาสก์ โดยไดชี้วมวลของ A. latus  เท่ากบั  4.2±0.3 กรัมต่อ

ลิตร  และมี PHB สะสมอยูเ่ท่ากบั 77.0±2.6 % โดยน ้าหนกัแหง้ 

Yu et al. (1999) น า A. latus  DSM 1124 มาใชใ้นการผลิต PHB โดยใชข้องเหลือ

จากโรงงานผลิตเบียร์และโรงงานผลิตนมถัว่เหลืองมาใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนดว้ยวิธีการหมกัแบบก่ึง

กะ พบวา่การใชซู้โครสเป็นแหล่งคาร์บอนเพียงแหล่งเดียวไดค้่า PHB เท่ากบั 36.26% โดยน ้ าหนกั

แห้ง  ส่วนการใชซู้โครสและมอลตจ์ากโรงเบียร์เป็นแหล่งคาร์บอนสามารถผลิต PHB ได ้70.69% 

โดยน ้ าหนกัแห้ง และการใช้ซูโครสและกากถัว่เหลืองจากโรงงานผลิตนมถัว่เหลืองเป็นแหล่ง

คาร์บอนพบวา่ได ้PHB เท่ากบั 32.57% โดยน ้าหนกัแหง้ 

 Koutinas et al. (2007) ศึกษาการใช ้C. necator NCIMB 11599 ในการผลิต PHB 

จาก Wheat flour hydrolysates ซ่ึงมีน ้ าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน พบวา่มีการสะสม PHB ได ้

0.36 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้ าหนกัแห้ง โดยการสะสม PHB ในเซลล์ของ C.  necator เกิดจากการจ ากดั

สารอาหารท่ีใชใ้นการเจริญเติบโต  

 2.6.3  แหล่งไนโตรเจน 
 จุลินทรียมี์ไนโตรเจนเป็นส่วนประกอบประมาณร้อยละ 8-10 ของน ้ าหนกัเซลล์แห้ง
ความตอ้งการไนโตรเจนของจุลินทรียแ์ต่ละชนิดจะแตกต่างกนัไปจุลินทรียบ์างชนิดสามารถ
เจริญได้ในอาหารท่ีมีอนินทรีย์ไนโตรเจน แต่บางชนิดต้องการไนโตรเจนจากสารประกอบ
อินทรีย ์

       2.6.3.1  แหล่งอนินทรีย์ไนโตรเจน        
            แหล่งอนินทรียไ์นโตรเจนท่ีนิยมใช้ในอุตสาหกรรมการหมกั  เช่น เกลือ
แอมโมเนียม  และไนเตรท  ซ่ึงเกลือแอมโมเนียม ท่ีมีราคาถูกท่ีสุดได้แก่ แอมโมเนียมซัลเฟต 
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((NH4)2SO4) ซ่ึงปกติจะท าใหอ้าหารเล้ียงเช้ือมีสภาพเป็นกรดเน่ืองจาก เม่ือ NH4
+ ถูกใชไ้ป จะเกิด 

SO4
-2 ข้ึน อาหารเล้ียงเช้ือ  ในทางตรงขา้มแก๊สแอมโมเนียและไนเตรทเม่ือถูกเมแทบอไลซ์

ตามปกติจะท าให้เกิดสภาวะท่ีเป็นด่างในอาหารเล้ียงเช้ือแต่ในกรณีท่ีใช้แอมโมเนียมไนเตรท 
ตามปกติในระยะแรก NH4

+ จะถูกใช้ไปก่อน ท าให้เกิดสภาวะท่ีเป็นกรด จนกระทัง่ NH4
+ หมด

จุลินทรีย์จึงสังเคราะห์เอนไซม์ Nitrate reductase และใช้ไนเตรทเป็นแหล่งไนโตรเจนได ้
(Beaulieu et al., 1995) 

           2.6.3.2  แหล่งอนิทรีย์ไนโตรเจน  
  แหล่งไนโตรเจนชนิดน้ีอาจใช้ในรูปกรดอะมิโน โปรตีน หรือยูเรีย ก็ได ้

โดยทั่วไปจุลินทรีย์จะเจริญในอาหารท่ีมีอินทรีย์ไนโตรเจนได้เร็วกว่าอาหารท่ีมีอนินทรีย์
ไนโตรเจน วตัถุดิบท่ีนิยมใช้เป็นแหล่งอินทรียไ์นโตรเจนในอุตสาหกรรมการหมกั ไดแ้ก่ น ้ าแช่
ขา้วโพด ถัว่เหลือง กากถัว่เหลือง กากถัว่ลิสง  Distillers soluble casein hydrolysate และ Yeast 
extract เป็นตน้ (สมใจ, 2001) 

Grothe et al. (1999) ท าการศึกษาเปรียบเทียบการใชแ้หล่งไนโตรเจนของ
เช้ือ A. latus ATCC 29714 โดยใช้ซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน และแหล่งไนโตรเจนท่ีใช้ไดแ้ก่ 
แอมโมเนียมซัลเฟต แอมโมเนียมคลอไรด์ แอมโมเนียมไนเตรต และยูเรีย พบว่า การเติม
แอมโมเนียมซลัเฟต 1.4 กรัมต่อลิตร (โมลคาร์บอนต่อโมลไนโตรเจนเท่ากบั 28.3) มีผลท าให้มีการ
ผลิต PHB ไดสู้งสุดเท่ากบั 4.6 กรัมต่อลิตร 

Kumar et al. (2004) ศึกษาการผลิต PHB จากกลุ่มตะกอนเร่ง (Activated  
sludge)  ของโรงงานผลิตอาหารโดยใชค้วามเขม้ขน้ตะกอนเร่งเร่ิมตน้เท่ากบั 3.15 กรัมต่อลิตรท า
การเพาะเล้ียงในอาหารสังเคราะห์ท่ีมีกรดอะซิติกเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีความเขม้ขน้ 500 ถึง 3000 
มิลลิกรัมต่อลิตร  และศึกษาอตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนท่ี 24 96 120 144 และ 168 (โมลต่อ
โมล) ตามล าดบั ผลการทดลองพบวา่เม่ืออตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเพิ่มข้ึนท าให้มีการสะสม 
PHB  ในเซลล์มากยิ่งข้ึน  โดยท่ีอตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 144 มีการสะสม PHB 
สูงสุดเท่ากบั 33 เปอร์เซ็นต ์โดยน ้าหนกัแหง้          

Kim et al. (1994) ได้ท าการทดลองผลิต PHB ด้วยการเล้ียงเช้ือ A.  
eutrophus  แบบก่ึงกะ (Fed-batch) โดยท าการควบคุมความเขม้ขน้ของน ้ าตาลกลูโคสและปริมาณ
ไนโตรเจนใหอ้ยูใ่นช่วง 60-70 และ 10-20 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั พบวา่ A. eutrophus  สามารถผลิต 
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PHB ไดสู้งข้ึนเท่ากบั 76% ของน ้าหนกัเซลลแ์หง้ คิดเป็นอตัราการผลิตและผลไดข้อง PHB  เท่ากบั 
2.42  กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และ 0.3 กรัม PHB ต่อกรัมกลูโคส ตามล าดบั 

2.6.4   ฟอสฟอรัส  อาหารเสริมและเกลอืแร่ 
 Ryu et al. (1997) ไดศึ้กษาการผลิต PHB โดยเล้ียงเช้ือ A. eutrophus ในสภาวะท่ีมี

ปริมาณฟอสเฟสจ ากดั มีการควบคุมความเป็นกรดด่าง  เท่ากบั6.8 โดยใชแ้อมโมเนียมไฮดรอกไซด ์
และกรดไฮโดรคลอริก  เพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 34 องศาเซลเซียส มีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน  พบวา่
เม่ือความเขม้ขน้ฟอสเฟตเร่ิมตน้สูง  A. eutrophus  จะผลิต PHB สูงข้ึน โดยท่ีความเขม้ขน้ฟอสเฟต
เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 กรัมต่อลิตรจะใหป้ริมาณเซลลแ์ละ PHB สูงท่ีสุด 

Grothe  et al. (1999)  ศึกษาผลของการเติมและไม่เติมธาตุอาหารรองต่อการเจริญ
และผลิต PHB ของเช้ือ A. latus โดยใชซู้โครสเป็นแหล่งคาร์บอนพบว่า การเติมธาตุอาหารรอง 
ไดแ้ก่ ZnSO2·7H2O 0.1 กรัมต่อลิตร CuSO4·5H2O 0.01 กรัมต่อลิตร NiSO·7H2O 0.02 กรัมต่อลิตร 
CaCl2·6H2O 10 กรัมต่อลิตร MnCl2·4H2O 0.03 กรัมต่อลิตร Ammonium Fe (III) citrate 6 กรัมต่อ
ลิตร ท าให ้ A. latus มีการสร้างมวลเซลลแ์ละ PHB เท่ากบั 6.8 และ 3.2 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั 

2.6.5  ออกซิเจน 
 ปริมาณออกซิเจนมีผลต่อการผลิต PHB ของจุลินทรียโ์ดยในสภาวะท่ีมีออกซิเจน
จ ากัด  เอนไซม์ซิเตรทซินเทส (citrase synthase) และไอโซซิเตรทดีไฮโดรจิเนส (Isocitrase  
dehydrogenase) จะถูกยบัย ั้งการท างานโดยการสะสม Nicotinamide adenine dinucleotide (NADH)  
ท าให ้Acetyl Co A ไม่สามารถเขา้สู่วฏัจกัรเครปส์ (Kreb’s cycle) ได ้ Acetyl-CoA จึงถูกเปล่ียนไป
เป็น Acetoacetyl-CoA และเขา้สู่การสังเคราะห์ PHB โดยการท างานของเอนไซม์  Ketothiolase  
นอกจากน้ีการมีปริมาณออกซิเจนจ ากดัยงัท าให้กระบวนการหายใจลดลงจุลินทรียจึ์งไม่สามารถ
ยอ่ยสลายแหล่งคาร์บอนไดอ้ย่างสมบูรณ์  จึงเกิดการสะสม PHB ซ่ึงเป็นแหล่งพลงังานส ารองใน
สภาวะท่ีมีอาหารไม่สมบูรณ์ ( Luengo et al., 2003 ) 

 2.6.6  พเีอช 
 พีเอชเร่ิมต้นมีผลต่ออตัราการเจริญของจุลินทรีย์และการผลิตพอลิเมอร์ของเช้ือ 
พบว่าการผลิตพอลิเมอร์จะเกิดได้ดีเม่ือควบคุมพีเอชเร่ิมตน้ท่ี 7.0 ในขณะท่ีจากงานวิจยัของ  
Kinoshita et al. (1991) พบวา่พีเอชเร่ิมตน้ท่ีมีผลต่อการเจริญของ A. eutrophus No. 4 โดยแบคทีเรีย
สามารถเจริญเติบโตและผลิต PHB ไดสู้งเม่ือพีเอชเร่ิมตน้สูงกวา่ 7.0 
 



13 

 

 

 

 2.6.7  อุณหภูมิ 
 Yezza et al. (2007) ไดศึ้กษาการผลิต PHB จากแบคทีเรีย A.  latus  โดยใช ้Maple 
sap  โดยท าการเพาะเล้ียง A. latus  ท่ีอุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียล ซ่ึงใกลเ้คียงกบัอุณหภูมิท่ี Yu et al. 
(1999) ใชเ้พาะเล้ียง A. latus  DSM 1124 เพื่อศึกษาการผลิต PHB โดยท าการเพาะเล้ียงใช้ท่ี            
35 องศาเซลเซียล  

 

2.7  กระบวนการหมัก   

 การผลิตพีเอชบีนั้นสามารถใช้กระบวนการหมกัได้หลายวิธี เช่น กระบวนการหมกัแบบกะ 
(Batch fermentation) (Koutinas et al., 2007) การหมกัแบบก่ึงกะ (Fed-batch fermentation) 
(Patwardhan and Srivastava, 2008) และการหมกัแบบต่อเน่ือง (Continuous fermentation)        
(Tan  et al., 2011) 
  2.7.1  การหมักแบบกะ (Batch fermentation) เป็นการหมกัในระบบปิดท่ีมีอาหารเร่ิมตน้
ปริมาณจ ากดั เม่ือใส่จุลินทรียล์งในอาหาร ในระยะแรกเป็นระยะท่ีจุลินทรียก์  าลงัปรับตวั เซลล์จะยงั
ไม่มีการเพิ่มจ านวน เรียกวา่ช่วง Lag phase หลงัจากนั้นจุลินทรียจ์ะมีการเจริญเพิ่มข้ึนแบบทวีคูณ 
เรียกวา่ ช่วง Log phase จากนั้นจุลินทรียก์็เร่ิมหยุดการเจริญเติบโตและเขา้สู่ช่วง Stationary phase 
เน่ืองจากจุลินทรีย์จะถูกจ ากัดด้วยสารอาหารและสารพิษท่ีจุลินทรีย์สร้างข้ึน โดยหลังจากท่ี
จุลินทรียเ์จริญเติบโตอย่างรวดเร็วไประยะหน่ึงแลว้ อตัราการเจริญก็จะค่อย ๆ ลดลง และหยุดการ
เพิ่มจ านวน โดยเม่ือใส่จุลินทรียแ์ลว้ การหมกัแบบกะน้ีจะไม่มีการเติมสารอาหารใด ๆ เพิ่มลงไปอีก  
ระบบน้ีมีขอ้ดี คือ ปลอดจากการปนเป้ือน เน่ืองจากท าในระบบปิด   จุลินทรียมี์โอกาสกลายพนัธ์ุต ่า
และพลงังานในระหว่างการหมกัน้อย  แต่ก็มีขอ้เสีย คือ ตอ้งใช้แรงงานจ านวนมากในการเตรียม
อาหารเล้ียงเช้ือ เตรียมการหมกั และการเก็บผลผลิต (กนกวรรณ และคณะ, 2553) 
  Quillaquaman et al. (2008) ศึกษาการผลิตพลาสติกชีวภาพ PHB จาก Halomonas 
boliviensis ดว้ยกระบวนการหมกัแบบกะ การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต PHB ดว้ยการ
หมกัแบบกะพบวา่ปริมาณของ (NH4)2SO4 , KH2PO4 และYeast extract ท่ีเหมาะสมต่อการผลิต 
PHB คือ 0.15, 0.20 และ 0.15 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้ าหนกัต่อปริมาตร (%, w/v) ตามล าดบั โดยได ้PHB 
และน ้าหนกัเซลลแ์หง้ (CDW) เท่ากบั 69 โดยน ้ าหนกั และ 3.57 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั จากนั้นเม่ือ
เพิ่มความเขม้ขน้ของ Yeast extract เป็น 1.5 % (น ้าหนกัต่อปริมาตร) จะได ้PHB และ CDW เพิ่มข้ึน
เป็น 44 โดยน ้ าหนกั และ 12 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ต่อมาศึกษาผลของปริมาณออกซิเจนต่อการ
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ผลิต PHB โดยผนัแปรอตัราการกวนท่ี 800 900 และ 1000 รอบต่อนาที (rpm) พบวา่ท่ีอตัราการกวน 
900 rpm ได ้PHB และ CDW สูงสุดเท่ากบั 54 โดยน ้าหนกั และ 14 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั 
 Yezza et al. (2007)  ท าการหมกัแบบกะของ A. latus  เพื่อศึกษาการผลิต PHB ท่ีใช ้Maple 

sap เป็นแหล่งคาร์บอนเพียงแหล่งเดียวในถงัหมกัขนาด 10 ลิตร  PHB ท่ีผลิตข้ึนสูงสุดถึง 77 

เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั หลงัจากการบ่ม 27 ชัว่โมง 

 2.7.2  การหมักแบบกึ่งกะ (Fed – batch  fermentation)  เป็นการหมกัท่ีมีการเติมสารอาหาร

บางอยา่งเพิ่มลงไปในอาหารท่ีใชเ้พาะเล้ียงจุลินทรียเ์ป็นระยะ ๆ เพื่อให้จุลินทรียเ์จริญเติบโตและใช้

สารอาหารไดอ้ย่างเต็มท่ีโดยไม่มีการถ่ายอาหารเก่าออก การหมกัแบบน้ีส่วนใหญ่ใชเ้พื่อแกปั้ญหา

เก่ียวกบัขอ้จ ากดั เร่ืองความเขม้ขน้ของสารอาหารเร่ิมตน้ ซ่ึงในการหมกัถ้ามีการเติมสารอาหาร

เร่ิมตน้มากเกินไปอาจจะผลยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียเ์น่ืองจากแรงดนัออสโมติกได ้ (Osmotic 

pressure) แต่มีขอ้เสีย คือ เส่ียงต่อการปนเป้ือนจากจุลินทรียช์นิดอ่ืนในระหวา่งการเติมสารอาหารและ

มีความเขม้ขน้ของสารอาหารมากเกินไป (กนกวรรณ  และคณะ, 2553)  

 Quillaquaman et al. (2008) ศึกษา การผลิตพลาสติกชีวภาพ PHB จาก Halomonas 

boliviensis ดว้ยกระบวนการหมกัแบบก่ึงกะ โดยผนัแปรความเขม้ขน้ของสารอาหารท่ีใชเ้พาะเล้ียง 

H. boliviensis เม่ือแบคทีเรียเจริญเติบโตจึงเติมอาหารใหม่ซ่ึงมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลซูโครสสูง

(700 กรัมต่อลิตร) ลงไปในระหว่างการเพาะเล้ียง พบว่าได้ PHB และ CDW เพิ่มข้ึนสูงสุด 90 

เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั และ 23 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั  

 2.7.3  การหมักแบบต่อเน่ือง (Continuous  fermentation)  เป็นการหมกัท่ีมีการเติมอาหาร      

ใหม่ลงไปและถ่ายอาหารเก่าออกจากระบบในอตัราเดียวกนั ซ่ึงจะสามารถยดืระยะเวลาในการเจริญ

ช่วง Log phase ไดโ้ดยการเติมอาหารใหม่เขา้ไปแทนในปริมาณเท่าเดิม จะท าให้จุลินทรียเ์จริญเพิ่ม

ไดอ้ยา่งต่อเน่ือง และถา้มีการถ่ายอาหารเก่าออกและเติมอาหารใหม่ลงไปอยา่งต่อเน่ืองในปริมาณท่ี

เหมาะสม จะท าใหเ้กิดสภาวะคงท่ี (Steady state) จุลินทรียมี์อาหารเพียงพอส าหรับการเจริญเติบโต  

สามารถผลิตสารต่าง ๆ ไดอ้ยา่งต่อเน่ืองโดยไม่มีขอ้จ ากดัในเร่ืองอาหารและปริมาณเซลล์ท่ีเกิดข้ึน

ใหม่จะเท่ากบัปริมาณเซลลใ์นอาหารเก่าท่ีถ่ายออก (กนกวรรณ และคณะ, 2553)  



15 

 

 

 

  การหมกัแบบต่อเน่ืองมีขอ้ดี คือ ไดผ้ลผลิตท่ีสูงและสามารถหมกัไดเ้ป็นเวลานานหลาย

สัปดาห์หรือหลายเดือน แต่มีขอ้เสีย คือ การควบคุมระบบให้อยู่ในสภาวะสมดุลท าได้ยากและมี

ปัญหาการปนเป้ือนจากจุลินทรียภ์ายนอก และการหมกัเป็นเวลานานจะท าให้จุลินทรียเ์กิดการ

กลายพนัธ์ุได้ 

 

2.8  ลกัษณะทัว่ไปของ Alacligenes euthophus  
A. euthophus เป็นเช้ือจุลินทรียท่ี์นิยมใชศึ้กษาการผลิต PHB กนัอยา่งกวา้งขวาง เน่ืองจาก

จุลินทรียช์นิดน้ีมีความสามารถท่ีจะสะสมสาร PHB ไวภ้ายในเซลล์ไดม้ากถึงประมาณร้อยละ 80 
โดยน ้ าหนกัเซลล์  A. euthophus  เป็นแบคทีเรียแกรมลบ  มีรูปร่างเป็นแท่งกวา้งประมาณ 0.5 µm 
ยาวประมาณ 1.8-2.6 µm มีสีขาวหรือสีครีมและจะกลายเป็นสีน ้ าตาลเม่ืออายุมากข้ึน อุณหภูมิท่ี
เหมาะสมต่อการเจริญคือ 30 องศาเซลเซียส พบไดใ้นดินและในน ้า (Holding and Shewan, 1974) 

A.  euthophus  สามารถสร้างและสะสม PHB ได ้โดยใชแ้หล่งคาร์บอนง่ายๆ เช่น กลูโคส  
ฟรุกโตส  เป็นตน้ และสามารถเพิ่มอตัราการผลิตไดเ้ม่ือท าการเพาะเล้ียงแบบก่ึงกะ และจะสะสม 
PHB ในปริมาณมากเม่ือจุลินทรียเ์ขา้สู่ระยะคงตวั และอยู่ภายใตก้ารเจริญท่ีมีสารอาหารไม่สมดุล 
เช่น เม่ือจุลินทรียอ์ยูใ่นภาวะท่ีจ ากดัสารอาหารบางชนิด เช่น ไนโตรเจน ออกซิเจน จึงมีการสะสม 
PHB โดย A.  euthophus  จะสะสม PHB ไวใ้นลกัษณะของเม็ดแกรนูล (Granule) สีขาว ซ่ึง PHB ท่ี
สะสมอยูใ่นแกรนูลจะมีขนาดต่างๆกนั ปัจจุบนัน้ีมีจุลินทรียท่ี์สามารถผลิต PHB ไดห้ลายชนิด ดงั
ตารางท่ี 2 

 
ตารางที ่2  จุลินทรียท่ี์สามารถผลิต PHB ได ้

Organism Cell conc. 

(g l-1) 

PHB conc. 

(g l-1) 

PHB content 

(%) 

Productivity 

(g l-1 h-1) 

Azotobacter  chroococcum 54 25 46 0.35 

Haloferax  mediterranei 10 6 60 1.03 

Ralstonia  eutropha 106 61 58 1.03 
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Organism Cell conc. 

(g l-1) 

PHB conc. 

(g l-1) 

PHB content 

(%) 

Productivity 

(g l-1 h-1) 

Recombinant Escherichia  coli 31 25 80 0.48 

Methylobacterium  sp. ZP24 9.9 5.9 59.5 0.123 

Pseudomonas  cepacia 3.57 2 56 0.0167 

Azotobacter  vinelandii  UWD 33 22 66 0.61 

Alcaligenes latus 32.36 22.68 70.69 0.44 

Alcaligenes eutrophus NCIMB 

11599 

 5.40  0.12 

Alcaligenes eutrophus DSM 545   69 0.2 

ท่ีมา : ดดัแปลงจาก Kim. (2000) 

2.9  งานวจัิยทีเ่กีย่วข้อง 
Yezza et al. (2007) ไดศึ้กษาการผลิต poly-β-hydroxybutyrate (PHB)  จากแบคทีเรีย 

Alcaligenes  latus  โดยใช ้Maple sap  ซ่ึงมีซูโครสเป็นส่วนประกอบหลกัเป็นแหล่งคาร์บอน ท า

การทดลองในระดบั ฟลาสกเ์ขยา่ พบวา่ได ้ชีวมวลของ A. latus สูงสุดเท่ากบั  4.4±0.5  กรัมต่อลิตร  

และมี PHB สะสมอยูภ่ายในเซลล์  77.6±1.5 % โดยน ้ าหนกั และเม่ือท าการศึกษาในถงัหมกัขนาด 

20 ลิตร พบวา่ไดผ้ลใกลเ้คียงกบัการทดลองในระดบัฟลาสก์ โดยไดชี้วมวลของ A. latus  เท่ากบั  

4.2±0.3 กรัมต่อลิตร  และมี PHB สะสมอยูเ่ท่ากบั 77.0±2.6 %  

Yu et al. (1999) ไดใ้ช ้A. latus  DSM 1124 มาใชใ้นการผลิต PHB โดยใชข้องเหลือจาก

โรงงานอุตสาหกรรมมาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนดว้ยวิธีการหมกัแบบก่ึงกะ พบว่าการใชซู้โครสเป็น

แหล่งคาร์บอนเพียงแหล่งเดียวไดค้่า PHB 36.26% โดยน ้ าหนกั  ส่วนการใชซู้โครสและมอลตจ์าก
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โรงเบียร์เป็นแหล่งคาร์บอนได ้PHB 70.69% โดยน ้ าหนกั และการใชซู้โครสและกากถัว่เหลืองจาก

โรงงานผลิตนมถัว่เหลืองเป็นแหล่งคาร์บอนพบวา่ได ้PHB  32.57%  โดยน ้าหนกัแหง้ 

Koutinas et al. (2007) ไดศึ้กษาการใช ้C. necator NCIMB  11599 ( ปัจจุบนัคือ Wautersia 

eutropha) มาใชศึ้กษาการผลิต PHB โดยใช ้ Wheat flour hydrolysates ซ่ึงมีน ้ าตาลกลูโคส เป็น

แหล่งคาร์บอน พบวา่มีการสะสม PHB  ได ้0.36 % โดยน ้ าหนกัแห้ง โดยการสะสม PHB ในเซลล์

ของ Cupriavidus  necator เกิดจากการจ ากดัสารอาหารจึงสามารถเจริญเติบโตไดโ้ดยมีความเขม้ขน้

ของกลูโคสนอ้ยกวา่ 10 กรัมต่อลิตร  แสดงใหเ้ห็นวา่กลูโคสมีความส าคญัในการผลิต PHB  

Patwardhan and Srivastava  (2008) ไดศึ้กษาการใช้ W. eutropha NRRL B-14690 ในการ

ผลิต PHB โดยใชฟ้รุกโตสเป็นแหล่งคาร์บอนดว้ยวธีิการหมกัแบบกะ พบวา่ไดม้วลสูงสุดและความ

เขม้ขน้ของ PHB เท่ากบั 14 กรัมต่อลิตร และ 6.1 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั PHB ของเซลลคื์อ 43.6% 

Oliveira et al. (2007) ไดศึ้กษาการใช้ C. necator DSM 545 โดยใช ้soy cake เป็นแหล่ง

คาร์บอน และเติม Supplement medium เพิ่มในอาหาร พบวา่การเติม Supplemented medium และ 

กากน ้ าตาล ให้ผลผลิต PHB 33.3 เปอร์เซ็นต์โดยน ้ าหนัก สูงกว่าการไม่เติม non-supplemented 

medium ซ่ึงได ้PHB เท่ากบั 14.4 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้ าหนกั แสดงวา่ใน Supplemented medium มี

สารอาหารท่ีจ าเป็นต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรียจึงส่งผลท าใหแ้บคทีเรียมีการสะสม PHB ข้ึน 

Kim and Chang (1995) ไดศึ้กษาการใช ้A. eutrophus โดยใช ้Tapioca hydrolysate เป็น

แหล่งคาร์บอนเพื่อผลิต PHB ดว้ยกระบวนการหมกัแบบก่ึงกะ พบวา่ไดค้่า PHB สะสมอยู่  58%  

โดยน ้าหนกัแหง้ ไดค้่า yield เท่ากบั 0.33 (กรัม PHB ต่อกรัมสารตั้งตน้) 

 


