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หลากหลายชนิด วัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้เพ่ือผลิต PHB จากน้ ามันใช้แล้วโดย Ralstonia 
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Abstract 

  Polyhydroxybytyrate (PHB) is reserved polyesters that accumulate as 
intracellular granules in various microorganisms. The aim of this study is to produce 
PHB from waste cooking oil by Ralstonia eutropha NCIMB 11599  in order to reduce 
PHB production cost.  The waste cooking oil samples of various sources affected the 
production of PHB. The suitable conditions for the PHB production were 30 g/L of 
waste fried chicken oil as a carbon source and without ammonium sulfate as 
nitrogen sources.  In a 3-L fermentation, a polyhydroxybutyrate (PHB) was produced 
from used waste fried chicken oil as the sole carbon source in a batch culture. R. 
eutropha NCIMB 11599 was grown in mineral salt medium (MSM) at 37 °C with a 
stirring speed of 120 rpm. The cell dry weight concentration of 0.89 g/L was obtained 
with the maximum PHB content of 17.63%. The structure of the PHB produced by 
Ralstonia eutropha NCIMB 11599  was also confirmed with standard PHB by FTIR. 
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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
1.1 ท่ีมำและควำมส ำคัญ 
 

ปัจจุบันความต้องการพลาสติกย่อยสลายได้ทางชีวภาพ (Biodegradable plastic) มีเพิ่มมากข้ึน

ตามล าดับ เนื่องจากการใช้พลาสติกสังเคราะห์ที่ทวีมากขึ้น แม้พลาสติกสังเคราะห์เป็นวัสดุที่สามารถน าไปใช้

งานได้สะดวก และมีราคาไม่แพงนัก แต่พบว่ามีการทิ้งปริมาณในปริมาณทวีคูณ ประกอบกับการย่อยสลายที่

ต้องอาศัยระยะเวลาที่ยาวนาน จึงก่อให้เกิดปัญหาด้านสิ่งแวดล้อม ดังนั้นวิธีการหนึ่งที่จะช่วยแก้ปัญหานี้ได้คือ 

การหาวัสดุข้ึนมาใช้ใหม่ทดแทนพลาสติกสังเคราะห์เหล่าน้ี 

พอบีตาไฮดรอกซีบิวทิเรต (poly-ß-hydroxybutyrate ; PHB) เป็นพลาสติกที่ย่อยสลายได้ชนิดหนึ่งมี

คุณสมบัติเช่นเดียวกับเทอร์โมพลาสติก จึงสามารถน ามาท าเป็นฟิล์มห่อของ ไฟเบอร์ และน ามาหลอมเป็น

ภาชนะต่างๆได้ ซึ่ง PHB นั้นพบอยู่ภายในเซลล์ของจุลินทรีย์หลายชนิด โดยจุลินทรีย์จะผลิต PHB ข้ึนใน

สภาวะที่ถูกจ ากัดสารอาหารบางชนิด เช่น ไนโตรเจน ซัลเฟอร์ ฟอสฟอรัส เป็นต้น 

แต่อย่างไรก็ตาม ข้อจ ากัดอย่างหนึ่งส าหรับการผลิต PHB ในระดับอุตสาหกรรม คือต้นทุนในการผลิต 

PHB ยังคงสูงเนื่องมาจากวัตถุดิบที่ใช้ในการผลิตนั้นมีราคาสูง ปัจจุบันจึงได้มีการวิจัยและพัฒนาแหล่ง

คาร์บอนที่เหมาะสมพร้อมทั้งมีราคาถูก เพื่อลดต้นทุนในการผลิตและให้ปริมาณ PHB เพิ่มมากข้ึน ดังนี้

คณะผู้วิจัยจึงได้สนใจศึกษาการผลิต PHB โดยใช้น้ ามันที่เหลือใช้ชนิดต่างๆ ซึ่งหาได้ง่ายและมีราคาถูก มาใช้

เป็นแหล่งคาร์บอนในอาหารส าหรับการผลิต PHB โดยเช้ือ Ralstonia eutropha ซึ่งเป็นเช้ือจุลินทรีย์ชนิด

หนึ่ง ที่มีการน ามาวิจัยค้นคว้าเพื่อใช้ผลิต PHB กันอย่างแพร่หลายโดยมีวัตถุประสงค์เพื่อลดต้นทุนการผลิต 

PHB อีกทั้งยังเป็นการเพิ่มมูลค่าของน้ ามันที่เหลือใช้แล้วได้อีกทางหนึ่งด้วย 
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1.2  วัตถุประสงค์ 
1. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHB โดยใช้น้ ามันใช้แล้วเป็นแหล่งคาร์บอน ในระดับฟลาสก์

เขย่า 

2. ขยายขนาดผลิต PHB โดยการหมักแบบไม่ต่อเนื่อง (Batch fermentation) ในระดับถังปฏิกรณ์

ชีวภาพ  

1.3  ขอบเขตในกำรศึกษำ 
1. ศึกษาและทดลองโดยเปรียบเทียบการใช้น้ ามันพืชใช้แล้วชนิดต่างๆ เป็นแหล่งคาร์บอนในการ

เจริญเตบิโตและการผลิต PHB ในระดับฟลาสก์เขย่า 
2. ศึกษาและทดลองโดยเปรียบเทียบความเข้มข้นของน้ ามันพชืชนิดที่เหมาะสมในอาหารเริ่มต้นต่อ

การผลิต PHB ในระดับฟลาสก์เขย่า 
3. ศึกษาและทดลองเปรียบเทียบหาความเข้มข้นของแหลง่ไนโตรเจนค่าที่เหมาะสมต่อการผลิต PHB 

ในระดับฟลาสก์เขย่า 
4. จากสภาวะทีเ่หมาะสมในระดบัฟลาสกเ์ขย่า น ามาขยายขนาดผลิต PHB โดยการหมกัแบบไม่

ต่อเนื่อง (Batch fermentation) ในระดับถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 1 ลิตร 
 



3 
 

บทที่ 2 
เอกสำรและงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (Polyhydroxybutyrate; PHB) 

พอลิไฮดรอกซบีิวทิเรต (Polyhydroxybutyrate; PHB) เปน็สารประกอบพอลเิอสเทอร์ในกลุ่ม
ของพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoates; PHAs) เป็นสารประกอบพอลิเมอรท์ี่
จุลินทรียผ์ลิตข้ึน มีโครงสร้างทั่วไป ดังภาพที่ 2.1 

 

 
 

ภำพท่ี 2.1 โครงสร้างทั่วไปของ PHB 
 

PHB นั้นได้ถูกค้นพบครั้งแรกในปี 1926 จากเช้ือแบคทีเรยี Bacillus megaterium โดยมี
คุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมีใกลเ้คียงกบัพอลิโพรพลินี (polypropylene; PP) ซึ่งเป็นพลาสติก
สังเคราะห์ ด้วยความที่มีคุณสมบัตเิป็นเทอร์โมพลาสติกจงึสามารถน ามาอัด ปั่น ใหเ้ป็นเส้นใยท าเป็น
แผ่นฟิลม์ได้ แต่มีข้อจ ากัดคือเนื่องจากมีราคาสูงกว่าพลาสติกสงัเคราะหจ์ึงยงัไม่สามารถน ามาผลิต
เป็นระดับอุตสาหกรรมในจ านวนมากได้   

PHB สามารถสังเคราะห์ได้ถึง 80 เปอร์เซ็นต์ของน้ าหนักแห้งของแบคทีเรีย วิถีการสงัเคราะห ์
PHB ได้แสดงไว้ในภาพที่ 2.2 มีความเกี่ยวข้องกบัสารตัวกลางที่เข้าสู่วัฏจกัรเครปส์ (TCA cycle) โดย
เริ่มต้นจากอะซิติลโคเอนไซม์เอ เปลี่ยนเป็นอะซิโตอะซิตลิโคเอนไซม์เอ และไฮดรอกซบีิวทิรลิโค
เอนไซมเ์อ ด้วยการท างานของเอนไซม์ β-ketothiolase (PhaA) และ acetoacetyl-CoA 
reductase (PhaB) ตามล าดับ หลงัจากนั้นเกิดกระบวนการพอลเิมอร์ไรเซช่ัน ไฮดรอกซบีิวทิรลิ-โค
เอนไซมเ์อไปเป็น PHB โดยเอนไซม์ PHB synthase (PhaC) อย่างไรก็ตาม PHB ที่เกิดข้ึนสามารถถูก
ย่อยสลายด้วยเอนไซม์กลุ่ม PHA depolymerase 
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ภำพท่ี 2.2 วิถีการสังเคราะห์ PHB และการย่อยสลายในแบคทีเรีย 
ที่มา : Sudesh และคณะ, 2000 

 
2.2 เชื้อจุลินทรีย์ส ำหรับผลิต PHB 

จากหลายงานวิจัยที่ผ่านมาพบว่ามจีุลินทรียห์ลายชนิดทีส่ามารถผลิต PHB ได้ โดยจุลินทรียร์ที่
สามารถน ามาใช้ผลิต PHB แบ่งเป็น 2 กลุ่ม (Lee, 2008) คือ 

กลุ่มท่ี 1 แบคทีเรียที่ใช้สารอาหารในปริมาณจ ากัด คือไนโตรเจน ฟอสฟอรสั แมกนีเซียม 
โปแตสเซียม ออกซเิจน หรือซัลเฟอร์ในการสังเคราะห์ PHB แต่ใช้แหล่งคารบ์อนเป็นแหล่งอาหาร 
ได้แก่ Ralstonia eutropha, Protomonas extorquens, Pseudomonas oleovorans เป็นต้น 

กลุ่มท่ี 2 จุลินทรีย์ที่ไม่ต้องจ ากัดปรมิาณอาหารในการสงัเคราะห์ PHB และสามารถเพิ่ม
ปริมาณพอลเิมอร์ในระหว่างการเจรญิเติบโต ได้แก่ Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandi 
ที่ผ่านการท าใหก้ลายพันธ์ุและรีคอมบิแนนต์เช้ือ E. coli ที่ได้รับยีนจาก Ralstonia eutropha 
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Ralstonia eutropha เป็นเช้ือจุลินทรีย์ชนิดหนึง่ ที่มีการน ามาวิจัยค้นคว้าเพื่อใช้ผลิต PHB 
กันอย่างแพรห่ลาย เนื่องจาก R. eutropha สามารถสะสม PHB ไว้ในเซลล์ได้มากถึงปรมิาณร้อยละ 
80 โดยน้ าหนักเซลล์แห้ง และสามารถเจรญิเติบโตได้ดีในแหลง่คาร์บอนง่ายๆ เช่น กลโูคส เป็นต้น 

แม้ว่าการผลิต PHB ในแหล่งคาร์บอนชนิดเดียวกันและความเข้มข้นเท่ากัน แต่หากใช้สายพันธ์ุ
ของจลุินทรีย์ต่างชนิดกันก็มผีลท าใหป้ริมาณของพอลิเมอรท์ีผ่ลิตได้แตกต่างกัน  
 
2.3 กำรผลิต PHB 

ชนิดของแหล่งคาร์บอนที่น ามาใช้นับว่าเป็นปจัจัยหนึ่งทีส่ าคัญในการผลิต PHB โดยพบว่า
จุลินทรีย์ชนิดเดียวกันแต่แหล่งคาร์บอนต่างกัน มีผลท าใหป้ริมาณของพอลิเมอร์ที่ได้ต่างกันด้วย การ
ผลิต PHB จากเช้ือจลุินทรีย์น้ันโดยทั่วไป มักจะใช้แหลง่คาร์บอนเป็นกลูโคส ฟรุกโตส กลีเซอรอล 
และอื่นๆ เช่น น้ ามันจากพืช ดังตัวอย่างงานวิจัยต่อไปนี ้

Wannan และคณะ (1998) ได้ศึกษาการผลิต PHB จากเช้ือ Pseudomonas stutzeri 1317 

โดยเปรียบเทียบการใช้แหล่งคาร์บอน 2 ชนิด คือ กลูโคส และน้ ามันถ่ัวเหลือง ในการศึกษาการผลิต 

PHB โดยใช้กลูโคส ความเข้มข้น 10 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอนน้ัน พบว่าเช้ือ P. stutzeri 1317 

สามารถผลิต PHB ได้ 52 % ของน้ าหนักเซลล์แห้ง 2.3 กรัมต่อลิตร ในขณะที่การใช้น้ ามันถ่ัวเหลือง

เป็นแหล่งคาร์บอน ที่ความเข้มข้น 10 กรัมต่อลิตร เมื่อเวลาผ่านไป 48 ช่ัวโมง เช้ือ P. stutzeri 1317 

สามารถผลิต PHB ได้เพิ่มข้ึนเป็น 63 % ของน้ าหนักเซลล์แห้ง 2.7 กรัมต่อลิตร 

Majid และคณะ (1998) ได้ศึกษาการผลิต PHB จากเช้ือ Erwinia sp. USMI-20 โดย

เปรียบเทียบการผลิต PHB จากน้ ามันปาล์ม 3 ชนิด เป็นแหล่งคาร์บอน คือ น้ ามันปาลม์ดิบ น้ ามัน

ปาล์มโอลีน และน้ ามันปาล์มจากเมล็ดปาลม์ ท าการศึกษาในขวดรูปชมพู่ขนาด 500 มิลลลิิตรที่มี

ปริมาณอาหาร 100 มิลลลิิตร ก าหนดความเข้มข้นเริ่มต้นของน้ ามันปาล์มแต่ละชนิดเป็น 3 กรัมต่อ

ลิตร แล้วน าไปบ่มเป็นเวลา 72 ช่ัวโมง จากนั้นได้เลอืกน้ ามนัปาล์มโอลีนมาศึกษาการผลิต PHB ในถัง

ปฏิกรณ์แบบกะ ขนาด 10 ลิตร พบว่าเมื่อเวลาผ่านไป 48 ช่ัวโมง เช้ือ Erwinia sp. USMI-20 

สามารถผลิต PHB ได้ 46 wt% และปริมาณน้ าหนักเซลล์แห้ง 3.6 กรัมต่อลิตร 

Kahar และคณะ (2004) ได้ศึกษาการผลิต PHB โดย Ralstonia eutropha H16 และสาย

พันธ์ุ PHB-4/pJRDEE32d13 โดยใช้น้ ามันถ่ัวเหลืองเป็นแหลง่คาร์บอน ก าหนดความเข้มข้นเริ่มต้น

ของน้ ามันเป็น 20 กรัมต่อลิตร ท าการหมกัเป็นแบบกะ ปรมิาตรเริ่มต้น 5 ลิตรในถังปฏิกรณ์ขนาด 10 

ลิตร หลงัจาก 96 ช่ัวโมง พบว่าการผลิต PHB โดยเช้ือสายพันธ์ุ H16 ได้ปริมาณ PHB สูงสุด 76% 
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น้ าหนักเซลล์แหง้ 126 กรัมต่อลิตร และส าหรบัการผลิต PHB ของสายพันธ์ุ PHB-4/pJRDEE32d13 

ได้ปริมาณ PHB สูงสุด 74% น้ าหนักเซลล์แห้ง 138 กรัมต่อลิตร  

Bhubalan และคณะ (2007) ได้ใช้น้ ามันปาล์มจากเมล็ด เป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิต 

P(3HB-co-3HV-co-4HHx) จาก เช้ือ Cupriavidus necator PHB-4/pBBREE32d13 ใช้ Sodium 

propionate และ Sodium valerate เป็น 3HV-precursors งานวิจัยนี้พบว่า เมื่อท าการหมักเป็น

เวลา 72 ช่ัวโมง ได้ปริมาณ P(3HB-co-3HV-co-4HHx) สูงสุด 79 wt% จากน้ าหนักเซลล์แห้ง 7.9 

กรัมต่อลิตร 

Urmila และคณะ (2009) ได้ท าการศึกษาการผลิตโคพอลิเมอร์ P(3HB-co-4HB) จากเช้ือ 

Cupriavidus necator หรือ R. eutropha ATCC17699 โดยน้ ามันปาล์มจากเนื้อปาล์มเป็นแหล่ง

คาร์บอนหลัก ความเข้มข้น 20 กรัมต่อลิตร และมีการเติม 1,4-butanediol เป็น precursor 

ด าเนินการหมักในขวดรูปชมพู่ขนาด 1 ลิตร ปริมาตรอาหาร 300 มิลลิลิตร เขย่าด้วยอัตรา  200 รอบ

ต่อนาที ด าเนินการที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบว่าที่เวลา 144 ช่ัวโมง พบว่าให้ปริมาณ P(3HB-

co-4HB) สูงที่สุด คือ 81 wt% ของน้ าหนักเซลล์แห้ง โดยผลผลิตที่ได้จะอยู่ในช่วงระหว่าง 70 – 81 

wt% ของน้ าหนักเซลล์แห้ง 

Ng  และคณะ (2010) ได้ศึกษาการผลิตโคพอลเิมอร์ของ PHB โดยใช้น้ ามันสบู่ด าเป็นแหล่ง

คาร์บอน งานวิจัยน้ีได้ใช้เช้ือ  Cupriavidus necator H16 ในการเพาะเลี้ยง ด าเนินการหมกัแบบกึ่ง

กะ เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในเครื่องเขย่าอัตรา 200 รอบต่อนาที พบว่ามี

การสะสมของ PHB 87 wt% จากน้ าหนักเซลล์แห้ง 13.1 กรัมต่อลิตร 

ปี 2011 Ng และคณะ ได้ใช้น้ ามันสบู่ด าร่วมกับ Sodium valerate เป็นแหลง่คาร์บอนให้กบั 

Cupriavidus necator H16 พบว่าในกรณีของการใช้เพียงน้ ามันสบู่ด าอย่างเดียวเป็นแหลง่คาร์บอน

นั้น ปริมาณน้ าหนกัเซลล์แหง้และ PHA นั้นเพิ่มข้ึนเมือ่ความเข้มข้นของน้ ามันสบู่ด าเพิ่มข้ึนสูงสุดเป็น 

12.5 กรัมต่อลิตร และจะลดลงเมื่อเข้มข้นของน้ ามันสบู่ด าสงูกว่า 12.5 กรัมต่อลิตร ปรมิาณ PHA ที่

สะสมอยู่ในช่วง 78 – 84 wt% ในกรณีที่ใช้น้ ามันสบู่ด าเป็นแหลง่คาร์บอนร่วมกบั Sodium 

valerate พบว่าการเพิม่ความเข้มข้นของ Sodium valerate จะให้ปริมาณ PHA ทั้งหมดและ

น้ าหนักเซลล์แหง้ลดลง แต่ขณะเดียวกันสัดส่วนโมลของค์ประกอบ 3HV จะเพิ่มสูงข้ึน 

Cuellar และคณะ (2011) ได้ศึกษาการผลิต PHB โดยใช้น้ ามันคาโนล่า (canola oil) เป็น

แหล่งคาร์บอนส าหรับการเจริญเติบโตของ Wautersia eutropha ท าการหมักแบบ 3 ข้ันตอน โดย
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ทุกข้ันตอนจะด าเนินการในถังปฎิกรณ์ขนาด 5 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิให้คงที่ 30 องศาเซลเซียส อัตรา

การให้อากาศ 5 ลิตรต่อนาที ควบคุม pH เท่ากบั 7 การหมกัเริม่ต้นจากการเลี้ยงเช้ือแบบกะ เพื่อการ

ปรับตัวของเช้ือจลุินทรีย์ ก าหนดอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 14 ปริมาตรอาหารเริ่มต้น 3 

ลิตร ในข้ันตอนที่สอง จะเป็นการเลี้ยงแบบกึง่กะ มีวัตถุประสงค์เพื่อเพิ่มปริมาณเซลล์ โดยมีการป้อน

สารละลายน้ าตาลฟรุกโตส 30 กรัมต่อลิตร และ แอมโมเนียมซัลเฟต 9.54 กรัมต่อลิตร อัตราการ

ป้อน 0.9 ลิตรตอ่ช่ัวโมง และในข้ันตอนทีส่าม จะเป็นข้ันตอนการผลิต PHB โดยมีการเตมิน้ ามันคาโน

ล่า ความเข้มข้น 75 กรัมตอ่ลิตร เป็นแหล่งคารบ์อนแทนฟรุกโตส ภายใต้สภาวะที่มีการจ ากัดแหลง่

ไนโตรเจนในอาหาร (อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนมากกว่า 120) จากงานวิจัยน้ีพบว่า 

เช้ือจุลินทรียส์ามารถผลิต PHB ได้สูงถึง 92 % 

Park และ Kim (2011) ได้ศึกษาการผลิต P(3HB) ในการเลี้ยงแบบกะ และกึง่กะ และผลิต 

P(3HB-co-4HB) ในการเลี้ยงแบบกะโดยเช้ือ Ralstonia eutropha KCTC 2662 ใช้น้ ามันถ่ัวเหลือง

และ γ-butyrolactone เป็นแหละคาร์บอน กรณีใช้น้ ามันถ่ัวเหลืองเพียงชนิดเดียวเป็นแหล่งคารบ์อน 

ในการด าเนินการหมักแบบกะ ใหป้รมิาณ P(3HB) สูงสุด 83 wt% น้ าหนักเซลล์แห้ง 32 กรัมต่อลิตร 

และในการด าเนินการหมกัแบบกึ่งกะ ให้ปริมาณ P(3HB) สูงสุด 78 wt% น้ าหนักเซลล์แหง้ 32 กรัม

ต่อลิตร ในกรณีที่ใช้น้ ามันถ่ัวเหลืองเป็นแหล่งคารบ์อนร่วมกบัการป้อน γ-butyrolactone พบว่าการ

ผลิตโคพอลเิมอร์ P(3HB-co-4HB) ให้การสะสม PHA สูงสดุ 0.50 กรัมของ PHA ต่อกรัมของแหลง่

คาร์บอนที่ใช้ และพบว่าสัดส่วนโมลของ 4HB สูงสุด 10 mol% 

จุลินทรีย์ชนิดเดียวกัน แต่แหลง่คาร์บอนต่างชนิดกัน มีผลท าให้ชนิดและปริมาณของพอลเิมอร์

ที่ได้ต่างกันด้วย เช่น ในการใช้น้ ามันพืชต่างชนิดกัน ก็ให้ปริมาณ PHB ต่างกันด้วย ดังที่สรุปไว้ใน

ตารางที่ 2.1 

นอกจากนี ้ ตามรายงานของ Science Daily (2012) ได้รายงานว่า มีการผลิต PHB จาก

น้ ามันใช้แล้วโดย เช้ือ Ralstonis eutropha H16 ซึ่งประสบผลส าเร็จ ไดป้ริมาณ PHB เพิ่มข้ึน เมื่อ

เปรียบเทียบกับการใช้กลูโคสเป็นแหล่งคารบ์อน
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ตำรำงท่ี 2.1 สรุปผลของการศึกษาการผลิต PHAs ในแหลง่คาร์บอนทีเ่ป็นน้ ามันพืชต่างๆ 

แบคทีเรีย แหล่งคำร์บอน 
PHA 

content 
PHAs References 

Cupriavidus necator H16 Jatropha oil 72% P(3HB) Ng et al. (2010) 
Cupriavidus necator H16 Palm olein 70% P(3HB) Lee at al. (2008) 

Crude palm oil 75% 
Crude palm 
kernel oil 

67% 

Olive oil 80% 
Sunflower oil 72% 
Coconut oil 76% 
Soybean oil 82% 

Cupriavidus necator H16 Palm kernel 
oil+Sodium 
propionate 

90% P(3HB-co-
3HV) 

Lee at al. (2008) 

Palm kernel oil 75% P(3HB) 
Ralstonia eutropha PHB-
4/pJRDEE32d13 

Soybean oil 74% P(3HB)และ
P(3HB-co-

3HHx) 

Kahar et al. (2003) 

Cupriavidus necator PHB-
4/pBBREE32d13 

Palm kernel oil 79% P(3HB-co-
3HHx) 

Bhubalan et al. (2007) 

Cupriavidus necator 
ATCC17699 

Spent palm oil 81% P(3HB-co-
4HB) 

Urmila et al. (2009) 

Ralstonia eutropha KCTC 
2662 

Soybean oil 83% P(3HB) Park และ Kim (2011) 

Wautersia eutropha Canola oil 92% P(3HB) Cuellar et al. (2010) 
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บทที่ 3 
วิธีด ำเนนิกำร 

 
3.1 กำรศึกษำลักษณะเบ้ืองต้นของเชื้อ Ralstonia eutropha NCIMB 11599 ในอำหำร 

 
       3.1.1 ลักษณะในอำหำรเหลว Nutrient broth (NB) 

เข่ียเช้ือลงในอาหารเพาะเลี้ยงเช้ือ NB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นน าไปส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์เพื่อดูลักษณะของเช้ือ 
 
       3.1.2 ลักษณะในอำหำรเหลว Nutrient-rich medium (NR) 

เข่ียเช้ือลงในอาหารเพาะเลี้ยงเช้ือ NR ปริมาตร 5 มิลลลิิตร แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง หลงัจากนั้นน าไปส่องภายใต้กล้องจลุทรรศน์เพื่อดูลกัษณะของเช้ือ 
 
       3.1.3 ลักษณะในอำหำรแข็ง Nutrient agar (NA) 

ใช้ลูป (loop) จุ่มลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ ท าการเข่ียลงบน NA plate แล้วน าไปบ่มทีอุ่ณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง หลงัจากนั้นน าไปส่องภายใต้กล้องจลุทรรศน์เพื่อดูลกัษณะของเช้ือ 

 

3.2 กำรเก็บรักษำเชื้อจุลินทรีย์ 
 
       3.2.1 กำรเก็บรักษำระยะสั้น 
 เข่ียเช้ือลงในอาหารเพาะเลี้ยงเช้ือ NB ปริมาตร 5 มิลลลิิตร แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นใช้ลูป (loop) จุ่มลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ แล้วท าการเข่ียลงบน NA 
slant น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง แล้วน าไปเก็บไว้ในตู้อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 
 
       3.2.2 กำรเก็บรักษำระยะยำว 

เข่ีย Single colony จาก NA slant ลงในอาหาร NB ปรมิาตร 5 มิลลิลิตร บม่ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ดูดเช้ือ 450 ไมโครลิตร และ 80% กลีเซอรอล (ที่ผ่านการฆ่าเช้ือแล้ว) ปริมาตร 
50 ไมโครลิตร ลงใน micro centrifuge tube พันด้วยแผน่พาราฟินทีฝ่า น าเช้ือเกบ็ไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศา
เซลเซียส 
 
 
 



10 
 

3.3 กำรเตรียมกล้ำเชื้อ 
 
       3.3.1 กำรเตรียมกล้ำเชื้อในหลอดทดลอง 

เข่ียเช้ือจาก NA Slant ลงในหลอดทดลองทีม่ีอาหาร Nutrient-rich medium (NR) อยู่ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร แล้วน าไปบม่ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 

 
       3.3.2 กำรเตรียมกล้ำเชื้อในขวดรูปชมพู่ 

เทเช้ือที่ไดจ้ากการเตรียมกล้าเช้ือในหลอดทดลองลงในขวดชมพู่ที่มีอาหาร Mineral salt medium 
(MSM) อยู่ปริมาตร 50 มิลลลิิตร แล้วน าไปบม่บนเครื่องเขย่า ความเร็ว 120 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 

 
3.4 กำรศึกษำกำรผลิตพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (Polyhydroxybutyrate ; PHB) 
 
       3.4.1 ศึกษำผลของชนิดของน้ ำมันพืชต่อกำรเจริญและผลิต PHB ของเชื้อ Ralstonia eutropha 
NCIMB 11599 

เจือจางกล้าเช้ือที่เตรียมไว้จากข้อ 3.3.2 ด้วย MSM ให้มีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นา
โนเมตรเป็น 1.5 โดยใช้ MSM เป็น blank หลังจากนั้นถ่ายกล้าเช้ือทีเ่จอืจางแล้ว 5 มิลลิลิตร ลงในขวดรูป
ชมพู่ที่มี MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยใช้น้ ามันพืชชนิดต่างๆจ านวน 8 ชนิด เป็นแหล่งคาร์บอน ดังที่แสดง
ไว้ในตารางที่ 3.1 และใช้กลูโคส เป็นแหล่งคาร์บอนเปรยีบเทียบ ก าหนดค่าความเข้มข้นของน้ ามันพืชและ
กลูโคสในอาหารเลี้ยงเช้ือตอนเริม่ต้นเป็น 20 กรัมต่อลิตร แล้วน าไปบ่มบนเครือ่งเขย่าอัตรา 120 รอบต่อนาท ี
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 36 ช่ัวโมง หลังจากนั้นเก็บตัวอย่างน าไปวิเคราะห์หาความหนาแน่น
เซลล์, Residual biomass, ความเข้มข้นของแอมโมเนียมซลัเฟตและปรมิาณ PHB
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ตำรำงท่ี 3.1 ชนิด ลักษณะและที่มาของน้ ามันพืชที่น ามาใช้ศึกษาเป็นแหล่งคารบ์อน 
ชนิดของน้ ำมันพืช ลักษณะ แหล่งท่ีมำ 

น้ ำมันพืชที่
น ำมำใช้ทอดลูกชิ้น 
(น้ ามันจากเนื้อ
ปาล์ม ตรา ลีลา)  

ก่อนใช้ (ซ้าย) หลงัใช้ (ขวา) 

ร้ำนลูกชิ้นลุง 
บริเวณตรงข้ามหอพัก
ชยาทิพ  ต.สนาม
จันทร์ อ.เมือง จ.
นครปฐม 

น้ ำมันพืชที่
น ำมำใช้ทอดไก่ 
(น้ ามันจากเมล็ดใน
ปาล์ม ตรา บัว)  

ก่อนใช้ (ซ้าย) หลงัใช้ (ขวา) 

ร้ำนไก่ทอดรำชำ
หำดใหญ่ 
บริเวณหน้าร้าน
สะดวกซื้อ 7-11 
สาขายิงเป้า อ.เมอืง 
จ.นครปฐม 

น้ ำมันพืชที่
น ำมำใช้ทอดลูกชิ้น 
(น้ ามันผสมหลาย
ชนิด)  

ก่อนใช้ (ซ้าย) หลงัใช้ (ขวา) 

ร้ำนขำยลูกชิ้นทอด
บริเวณหน้าหอพกั
เรือนขวัญ ต.สนาม
จันทร์ อ.เมือง จ.
นครปฐม 

น้ ำมันพืชท่ี
น ำมำใช้ทอดไก่ 
(น้ ามันจากเนื้อ
ปาล์ม ตรา หยก)  

ก่อนใช้ (ซ้าย) หลงัใช้ (ขวา) 

ร้ำนข้ำวมันไก่ ป้ำจ๋ำ 
สำขำ 2  
อ.เมือง จ.นครปฐม 
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       3.4.2 ศึกษำผลของควำมเข้มข้นของน้ ำมันพืชชนิดท่ีเหมำะสมต่อกำรเจริญและผลิต PHB ของเชื้อ 
Ralstonia eutropha NCIMB 11599 

แหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมทีสุ่ดจากการศึกษาในข้อ 3.4.1 จะถูกน ามาใช้เป็นแหล่งคารบ์อนเพื่อศึกษา
หาความเข้มข้นที่เหมาะสม โดยเจอืจางกล้าเช้ือที่เตรียมไว้จากข้อ 3.3.2 ด้วย MSM ให้มีค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเป็น 1.5 โดยใช้ MSM เปน็ blank หลงัจากนั้นถ่ายกล้าเช้ือที่เจือจางแล้ว 5 
มิลลิลิตร ลงในขวดรปูชมพู่ที่มี MSM ปรมิาตร 50 มิลลิลิตร ก าหนดค่าความเข้มข้นของแหลง่คาร์บอนในตอน
เริ่มต้นเป็นค่าต่างๆ คือ 10,  20, 30, 40 และ 50 กรมัต่อลติร แล้วน าไปบม่บนเครื่องเขย่าอัตรา 120 รอบตอ่
นาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 36 ช่ัวโมง หลังจากนั้นเก็บตัวอย่างน าไปวิเคราะห์หาความ
หนาแน่นเซลล,์ Residual biomass, ความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตและปรมิาณ PHB 
 
       3.4.3 ศึกษำผลของควำมเข้มข้นของแอมโมเนียมซลัเฟตต่อกำรเจริญและผลิต PHB ของเชื้อ 
Ralstonia eutropha NCIMB 11599 

เจือจางกล้าเช้ือที่เตรียมไว้จากข้อ 3.3.2 ด้วย MSM ให้มีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นา
โนเมตรเป็น 1.5 โดยใช้ MSM เป็น blank หลังจากนั้นถ่ายกล้าเช้ือทีเ่จอืจางแล้ว 5 มิลลิลิตร ลงในขวดรูป
ชมพู่ที่มี MSM ปรมิาตร 50 มิลลลิิตร ก าหนดชนิดและความเข้มข้นของแหล่งคารบ์อนจากการศึกษาในข้อ 
3.4.1 และ 3.4.2 ตามล าดับ ใช้แอมโมเนียมซลัเฟตเปน็แหล่งในโตรเจน โดยก าหนดค่าความเข้มข้นของ
แอมโมเนียมซลัเฟตตอนเริ่มต้นเป็น 0, 0.5, 1.0, 2.0 และ 4.0 กรัมต่อลิตร แล้วน าไปบม่บนเครื่องเขย่าอัตรา 
120 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 36 ช่ัวโมง หลงัจากนั้นเกบ็ตัวอย่างน าไปวิเคราะห์
หาความหนาแน่นเซลล์, Residual biomass, ความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตและปรมิาณ PHB 
 
       3.4.4 ศึกษำกำรผลิต PHB ในถังปฏิกรณ์แบบกะ 
 เจือจางกล้าเช้ือที่เตรียมไว้จากข้อ 3.3.2 ด้วย MSM ให้มีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นา
โนเมตรเป็น 1.5 โดยใช้ MSM เป็น blank หลงัจากนั้นถ่ายกล้าเช้ือทีเ่จือจางแล้ว 150 มิลลลิิตร (10 % w/w) 
ลงในถังปฏิกรณ์ขนาด 3 ลิตร ที่มี MSM ปรมิาตร 1,500 มิลลิลิตร ก าหนดให้ชนิดของแหลง่คาร์บอน ความ
เข้มข้นของแหล่งคาร์บอนและแอมโมเนียมซลัเฟตที่เหมาะสมตามที่ได้ศึกษาไว้ในข้อ 3.4.1, 3.4.2 และ 3.4.3 
ตามล าดับ ด าเนินการหมักแบบกะ อัตราเร็วใบพัดกวน 120 รอบต่อนาที อัตราการใหอ้ากาศ 1 vvm อุณหภูม ิ
37 องศาเซลเซียส เก็บตัวอย่างทุกๆ 2 ช่ัวโมง น าไปวิเคราะห์หาความหนาแน่นเซลล์, Residual biomass, 
ความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตและปริมาณ PHB 
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3.5 กำรวิเครำะห์ 
  
       3.5.1 กำรวิเครำะห์หำควำมหนำแน่นของเซลล์ 

เก็บตัวอย่างน้ าหมัก 5 มิลลลิิตร ปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เทส่วน
ใสออก ละลายตะกอนเซลล์โดยเติมน้ ากลั่น 5 มิลลลิิตรและเขย่าใหเ้ข้ากัน แล้วน าไปวัดความหนาแน่นเซลล์
ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมเิตอร์ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร แล้วเทียบหาปรมิาณเซลลโ์ดยเทียบจาก
กราฟมาตรฐาน 

 

       3.5.2 Residual Biomass 
สามารถค านวณหาปริมาณของ Residual biomass (R) ได้จากผลต่างระหว่างน้ าหนักเซลล์แห้ง(X) 

กับปริมาณ PHB (P) 
R = X – P 

 

       3.5.3 กำรวิเครำะห์หำปริมำณแอมโมเนียมซัลเฟตดว้ยวิธี Phenol-Hypochlorite (Weatheburn, 
1967) 

1. น าส่วนใสที่เหลอืจากการวิเคราะหห์าความหนาแน่นของเซลล์มาวิเคราะหห์าปริมาณแอมโมเนียม
ซัลเฟตด้วยวิธี Phenol-Hypochlorite ดังนี ้

2. ดูดสารละลาย Reagent A ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสห่ลอดทดลอง 
3. เติมส่วนใส 1 มิลลิลิตร เขย่าใหเ้ข้ากัน 
4. ดูดสารละลาย Reagent B ปริมาตร 2 มิลลลิิตรใส่ หลอดแล้วเขย่าให้เข้ากัน 
5. ต้มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ปล่อยใหเ้ย็นที่อุณหภูมิหอ้ง 
6. วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร 
 

3.6 กำรสกัดและวิเครำะห์หำปริมำณ PHB 
 

3.6.1 วิธีกำรสกัด PHB (ปรับปรงุจาก สง่ศรี กลุปรีชา, 1995) 
1. น าตัวอย่างน้ าหมัก 5 มิลลลิิตร ปั่นเหว่ียงที่ 4,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 15 นาที 
2. น าส่วนของตะกอนเซลล์ที่ได้มาล้างโดยการเติมเฮกเซน 5 มิลลลิิตร แล้วน าไปปั่นเหว่ียงที่ 4,000 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นน าตะกอนเซลล์มาลา้งอีกครัง้ด้วยการเตมิน้ ากลั่น 5 มิลลลิิตร แล้ว
น าไปปั่นเหว่ียงที่ 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที 

3. น าตะกอนเซลลม์าเติมโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 1 มิลลลิิตร ทิ้งไว้นาน 1 ช่ัวโมง ในอ่างน้ าอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส หลังจากนั้นเติมน้ ากลั่น 4 มิลลลิิตร แล้วเขยา่ให้เข้ากัน 

4. เติมคลอโรฟอร์ม 5 มิลลิลิตร แล้วน ามาต้มในน้ าเดือดเปน็เวลา 30 วินาที ทิ้งไว้ให้เย็น 
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5. ดูดสารละลายในช้ันของคลอโรฟอรม์ใสห่ลอดที่มีขีดบอกปริมาตร จากนั้นระเหยคลอโรฟอรม์จน
เหลือปริมาตร 3 มิลลลิิตร ซึง่ PHB จะละลายอยู่ในคลอโรฟอร์ม เรียกส่วนน้ีว่า Stock PHB เก็บตัวอย่างส่วน
นี้ไว้วิเคราะห์หาปริมาร PHB ต่อไป 

 
       3.6.2 กำรวิเครำะห์ปริมำณ PHB (ส่งศรี กุลปรีชา, 1995) 

1. ดูด Stock PHB มา 1 มิลลลิิตร แล้วระเหยคลอโรฟอรม์ จนเหลือตะกอน PHB 
2. เติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 3 มิลลลิิตร ต้มที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ี
3. น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 235 นาโนเมตร แล้วหาปริมาณ PHB โดยเทียบจาก

กราฟมาตรฐาน 
 

       3.6.3 กำรหำ PHB content (%) 
 PHB content คือสัดส่วนของปรมิาณ PHB ต่อน้ าหนักเซลล์แห้ง สามารถหาได้จากสมการ 

             
         

          
     

 
3.7 กำรศึกษำจลนพลศำสตร์ของกำรหมัก 

การศึกษาจลนพลศาสตร์ของการเพาะเลี้ยงแบบกะและแบบกึ่งกะโดยน าผลที่ได้จากการวิเคราะห์ มา 
Plot graph เทียบกับเวลา โดยมีค่าความหนาแน่นของเซลล ์(X), residual biomass (R), PHB (P), Nitrogen 
(N) และน้ ามันพืช (S) จากนั้นศึกษาผลของความเข้มข้นน้ ามนัพืชเริ่มต้นที่มีผลต่อค่า μmax  และ QP เมื่อ 

μmax [h-1] อัตราการเจริญเติบโตสูงสุด 
QP [g/L·h] อัตราการผลิตเชิงปริมาณของ PHB 

 
3.8 กำรทดสอบคุณสมบัติเบ้ืองต้นของ PHB ท่ีผลิตได ้
 ท าการสกัด PHB ออกจากเซลล์และท าให้บริสุทธ์ิ จากนั้นทดสอบคุณสมบัติเบื้องต้นของ PHB ที่ผลิต
ได้  
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บทที่ 4 
ผลกำรทดลอง 

 
4.1 กำรศึกษำลักษณะเบ้ืองต้นของเชื้อ Ralstonia eutropha NCIMB 11599 ในอำหำร 
 

โดยสังเกตลกัษณะของเช้ือจุลินทรีย์ R. eutropha NCIMB 11599 ดังนี ้
 

4.1.1 ลักษณะในอำหำรเหลว Nutrient broth (NB) 
 น าเช้ือจุลินทรีย ์ R. eutropha NCIMB 11599 เพาะเลี้ยงและเพิม่จ านวนในอาหาร NB ปริมาตร 5 

มิลลิลิตร แล้วน าไปบม่ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เมื่อเวลาผ่านไปครบ 24 ช่ัวโมง 
เช้ือจุลินทรียม์ีการเจริญเติบโต ซึง่สงัเกตได้จากลักษณะอาหาร NB ที่มีสีขาวขุ่นข้ึน เมื่อเปรียบเทียบกับจาก
เดิมที่อาหารมีสเีหลืองอ่อนใส ดังภาพที่ 4.1 

 

 
 

ภำพท่ี 4.1 ลักษณะการเจริญเตบิโตของ R. eutropha NCIMB 11599 ใน Nutrient broth (NB) 
เมื่อ A คือ การเจรญิของ R. eutropha NCIMB 11599  และ B คือ Nutrient broth (NB) 

 
 
 

A B 
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4.1.2 ลักษณะในอำหำรเหลว Nutrient-rich broth (NR) 
 น าเช้ือจุลินทรีย ์ R. eutropha NCIMB 11599 เพาะเลี้ยงและเพิม่จ านวนในอาหาร NR ปริมาตร 5 

มิลลิลิตร แล้วน าไปบม่ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เมื่อเวลาผ่านไปครบ 24 ช่ัวโมง 
เช้ือจุลินทรียม์ีการเจริญเติบโต ซึง่สงัเกตได้จากลักษณะอาหาร NR ที่มีสีขาวขุ่นข้ึน เมื่อเปรียบเทียบกับจาก
เดิมที่อาหารมีสเีหลืองเข้มและใส ดังภาพที่ 4.2 

 

 
 

ภำพท่ี 4.2 ลักษณะการเจริญเตบิโตของ R. eutropha NCIMB 11599 ใน Nutrient-rich broth (NR) 
เมื่อ A คือ Nutrient-rich broth (NR) และ B คือ การเจรญิของ R. eutropha NCIMB 11599 

 
4.1.3 ลักษณะในอำหำรแข็ง Nutrient agar (NA) 

น าเช้ือจุลินทรีย ์R. eutropha NCIMB 11599 มา steak ลงบน NA plate แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูม ิ
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เมื่อเวลาผ่านไป 24 ช่ัวโมง โคโลนีมลีักษณะสเีหลืองอ่อนและใส ขอบ
เรียบ ผิวหน้าโคโลนีมลีักษณะนูนข้ึนเล็กน้อย ดังรูปที่ 4.3 

A B 
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ภำพท่ี 4.3 ลักษณะโคโลนีของ R. eutropha NCIMB 11599 บน Nutrient agar (NA) 
 

4.1.4 ลักษณะภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ 
 เช้ือจุลินทรีย ์ R. eutropha NCIMB 11599 เป็นแบคทีเรียแกรมลบ เมือ่น ามาสอ่งภายใต้กลอ้ง
จุลทรรศน์พบว่าเซลล์มลีักษณะรปูร่างกลมใส ไม่มสีี 
 

 
 

ภำพท่ี 4.4 ลักษณะของ R. eutropha NCIMB 11599 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ก าลังขยาย 100X 
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4.2 กำรศึกษำกำรผลิตพอลีไฮดรอกซีบิวทิเรต (Polyhydroxybutyrate ; PHB) 
 

4.2.1 ศึกษำผลของชนิดของน้ ำมันพืชต่อกำรเจริญและผลิต PHB ของเชื้อ Ralstonia eutropha 
NCIMB 11599 

จากการเพาะเลี้ยงเช้ือ R. eutropha NCIMB 11599 ในขวดรูปชมพู่ (ภาพที่ 4.5) ที่มี MSM ปรมิาตร 
50 มิลลลิิตร บนเครือ่งเขย่าอัตรา 120 รอบต่อนาที ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 36 ช่ัวโมง 
โดยใช้น้ ามันพืชชนิดต่างๆ (ตารางที่ 3.1) เป็นแหล่งคารบ์อน 

 

 
 

ภำพท่ี 4.5 ลักษณะการเพาะเลี้ยง R. eutropha NCIMB 11599 ในขวดรูปชมพู ่
 
เมื่อเปรียบเทียบการใช้น้ ามันพืชกับกลโูคสเป็นแหล่งคาร์บอนส าหรับการเจรญิและผลิต PHB ของเช้ือ 

R. eutropha NCIMB 11599 ดังแสดงไว้ในภาพที่ 4.6 พบว่า ในกลูโคสนั้นเซลลจ์ะเจริญได้ดีกว่าน้ ามันพืช คือ
ให้ปรมิาณเซลล์ 0.34 - 0.35 กรมัต่อลิตร ในขณะที่การใช้น้ ามันพืชเป็นแหล่งคารบ์อนน้ันให้ปริมาณเซลล์ที่
น้อยกว่าคืออยู่ในช่วง 0.17 – 0.23 กรัมต่อลิตร แต่ในน้ ามนัพืชนั้นพบว่าให้ปริมาณ PHB content ที่สูงกว่า
กลูโคส โดยในน้ ามันพืชที่ใช้แล้วจากร้านไก่ทอดน้ันให้ PHB content มากทีสุ่ด คือ 2.60 % หรือปรมิาณ PHB 
5.37 มิลลกิรมัต่อลิตร ซึ่งสงูกว่าในน้ ามันพืชชนิดอื่นๆ ที่น ามาศึกษาเป็นแหลง่คาร์บอน ดังนั้นจากผลการ
ทดลองจึงไดเ้ลือกน้ ามันพืชที่ใช้แล้วจากร้านไก่ทอดเปน็แหลง่คาร์บอนที่จะน ามาศึกษาความเข้มข้นที่เหมาะสม
ต่อไป 
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ภำพท่ี 4.6 ผลของชนิดของน้ ามันพืชต่อการเจริญและผลิต PHB ของเช้ือ R. eutropha NCIMB 11599 
เมื่อ คือความเข้มข้นของเซลล์ (กรัม/ลิตร),  คือความเข้มข้นของ PHB (มิลลิกรัม/ลิตร) และ  คือ PHB 
content (%) 
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        4.2.2 ศึกษำผลของควำมเข้มข้นของน้ ำมันพืชชนิดท่ีเหมำะสมต่อกำรเจริญและผลิต PHB ของเชื้อ 
Ralstonia eutropha NCIMB 11599 

จากการเพาะเลี้ยงเช้ือ R. eutropha NCIMB 11599  ในขวดรูปชมพู่ (ภาพที่ 4.5) ที่มี MSM 

ปริมาตร 50 มิลลลิิตร บนเครื่องเขย่าอัตรา 120 รอบต่อนาที ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 36 

ช่ัวโมง โดยใช้น้ ามันพืชจากร้านไก่ทอดเป็นแหลง่คารบ์อนทีม่ีความเข้มข้นต่างกันคือ 10, 20, 30, 40 และ 50 

กรัมต่อลิตร ผลการทดลองได้แสดงไว้ดังภาพที่ 4.7 พบว่าความเข้มข้นของน้ ามันพืชนั้นมผีลต่อการเจริญของ

เช้ือ R. eutropha NCIMB 11599 คือ เมื่อความเข้มข้นของน้ ามันพืชสงูข้ึนจะให้ปริมาณเซลล์ของ R. 

eutropha NCIMB 11599 มากขึ้นตามล าดับ โดยที่ความเข้มข้นของน้ ามันพืช 50 กรมัต่อลิตรใหป้ริมาณเซลล ์

0.054 กรมัต่อลิตร ขณะที่ PHB content จะค่อยๆเพิ่มข้ึนจากความเข้มข้นของน้ ามัน 10 กรัมต่อลิตร และให ้

PHB content สูงสุด 4.25 % ที่ความเข้มข้นของน้ ามันพืช 30 กรัมต่อลิตร ได้ปริมาณ PHB 14.07 มิลลิกรมั

ต่อลิตร จากนั้น PHB content จะลดลง ดังนั้นจากผลการทดลองจึงไดเ้ลือกค่าความเข้มข้นของน้ ามันพืชที่ใช้

แล้วจากร้านไกท่อดที่ 30 กรัมต่อลิตรเป็นค่าความเข้มข้นของแหล่งคารบ์อนทีจ่ะน ามาศึกษาในข้ันตอนต่อไป 

 

ภำพท่ี 4.7 ผลของความเข้มข้นของน้ ามันพืชที่ใช้แล้วจากรา้นไก่ทอด ต่อการเจรญิและผลิต PHB ของเช้ือ R. 
eutropha NCIMB 11599 เมื่อ  คือความเข้มข้นของเซลล์ (กรัม/ลิตร),   คือความเข้มข้นของ PHB 
(มิลลิกรัม/ลิตร) และ  คือ PHB content (%) 
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       4.2.3 ผลของควำมเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตต่อกำรเจริญและผลิต PHB ของเชื้อ Ralstonia 
eutropha NCIMB 11599 

จากการเพาะเลี้ยงเช้ือ R. eutropha NCIMB 11599  ในขวดรูปชมพู่ (ภาพที่ 4.5) ที่มี MSM 
ปริมาตร 50 มิลลลิิตร บนเครื่องเขย่าอัตรา 120 รอบต่อนาที ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 36 
ช่ัวโมง ใช้น้ ามันพืชจากร้านไกท่อดเป็นแหล่งคารบ์อนทีม่ีความเข้มข้น 30 กรมัต่อลิตร โดยก าหนดความ
เข้มข้นของแอมเนียมซลัเฟตใน MSM เป็นค่าความเข้มข้นทีต่่างกันคือ 0, 0.5, 1.0, 2.0 และ 4.0 กรัมต่อลิตร 
เนื่องจากไนโตรเจนมีผลต่อการเจรญิและการสะสม PHB ภายในเซลล์ ผลการทดลองได้แสดงไว้ดังภาพที่ 4.8 
จากผลการทดลองนี้ พบว่าความเข้มข้นของแอมโมเนียมซลัเฟตแปรผกผันกับการเจริญเตบิโตของเซลล์ คือ 
เมื่อความเข้มของแอมโมเนียมซลัเฟตเพิ่มข้ึน ปริมาณเซลล์ทีผ่ลิตได้กจ็ะลดลง โดยเซลลจ์ะเจรญิได้ดีที่สุดที่
ความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตเป็น 0 กรัมต่อลิตร ใหป้ริมาณเซลล์ 0.32 กรัมต่อลิตร ขณะที่ความเข้มข้น
ของแอมโมเนียมซัลเฟตเป็น 0.5, 1.0, 2.0 และ 4.0 กรมัต่อลิตร ได้ปริมาณเซลล์ 0.31, 0.31, 0.27 และ 0.20 
กรัมต่อลิตร ตามล าดับ ที่ความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟต 0 กรัมต่อลิตร ยังให้ปริมาณ PHB และ PHB 
content สูงที่สุดคือ 15.14 กรัมต่อลิตร และ 4.74% ตามล าดับ โดยที่ความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตสงู
ข้ึน PHB content ที่ได้ก็จะลดลง คือที่ความเข้มข้นของแอมโมเนียมซลัเฟต เป็น 0.5, 1.0, 2.0 และ 4.0 ให้ 
PHB content เป็น 4.65, 4.47, 4.41 และ 3.90 % ตามล าดับ 
 

 
 
ภำพท่ี 4.8 ผลของความเข้มข้นของแอมโมเนียมซลัเฟตต่อการเจริญและผลิต PHB ของเช้ือ R. eutropha 
NCIMB 11599 เมื่อ  คือความเข้มข้นของเซลล์ (กรมั/ลิตร),  คือความเข้มข้นของ PHB (มิลลิกรัม/ลิตร) 
และ   คือ PHB content (%) 
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       4.2.4 ศึกษำกำรผลิต PHB ในถังปฏิกรณ์แบบกะ 
 ถ่ายกล้าเช้ือจลุินทรีย์ R. eutropha NCIMB 11599 ที่ถูกเพิ่มจ านวนในอาหารเลี้ยงเช้ือ NR และ
ขยายให้มีปริมาณเพิม่ขึ้นโดยถ่ายลงในขวดรปูชมพู่ที่มี MSM ลงในถังปฏิกรณ์ขนาด 3.0 ลิตร ที่มี MSM อยู ่
1.5 ลิตร ด าเนินการหมกัแบบกะ (ภาพที่ 4.9) ลักษณะของน้ าหมักจะมีสเีหลืองขุ่น ซึง่จากเดิมจะมลีักษณะสี
เหลืองใส 
 

 
 

ภำพท่ี 4.9 ลักษณะการหมกัแบบกะ 
 

 การเพาะเลี้ยงจุลินทรีย ์R. eutropha NCIMB 11599 เพื่อผลิต PHB ในถังหมักแบบกะ ใช้แหลง่

คาร์บอนเป็นน้ ามันพืชที่ใช้แล้วจากการทอดไก่ความเข้มข้น 30 กรัมตอ่ลิตรและความเข้มข้นของแอมโมเนียม

ซัลเฟตเป็น 0 กรัมตอ่ลิตร โดยถ่ายกล้าเช้ือที่ถูกเพิ่มจ านวนในอาหารเลี้ยงเช้ือ NR และขยายให้มีปริมาณ

เพิ่มข้ึนโดยถ่ายลงใน MSM ในขวดรูปชมพู่ และเพาะเลี้ยงในถังหมักขนาด 3 ลิตร ที่มีอาหาร MSM อยู่ 1.5 

ลิตร ด าเนินการหมักแบบกะ เป็นเวลา 38 ช่ัวโมง ไดผ้ลการทดลองแสดงดงัภาพที่ 4.10 
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ภำพท่ี 4.10 ผลจากการเพาะเลี้ยง R. eutropha NCIMB 11599 ภายใต้การเพาะเลี้ยงแบบกะ 
 

 จากภาพที่ 4.10 จะเห็นได้ว่าเมื่อท าการเพาะเลี้ยง R. eutropha NCIMB 11599 ในถังปฏิกรณ์แบบ
กะ ปริมาณ PHB สามารถผลิตได้เพิม่ขึ้นเมื่อเวลาผ่านไป โดยสามารถผลิต PHB ได้ปริมาณสงูสุด 0.14 กรัมต่อ
ลิตร หรือได้ PHB content สูงสุด 17.63% นับได้ว่ายังได้ปริมาณ PHB ที่น้อย เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยที่
ผ่านมาของ Dee Hoo Park และ Beom Soo Kim (2011) ที่ได้ศึกษาการผลิต PHB ในการเลี้ยงแบบกะโดย
เช้ือจุลินทรีย์ชนิดเดียวกัน และใช้น้ ามันถ่ัวเหลืองเป็นแหลง่คาร์บอน พบว่าได้ปริมาณ PHB content สูงสุดถึง 
83 % ค่าจลนพลศาสตร์ของการเพาะเลี้ยงแบบกะ สรุปได้ดังตารางที่ 4.1 
 
ตำรำงท่ี 4.1 สรุปค่าจลนพลศาสตร์ของการเพาะเลี้ยงแบบกะ 

Cell (g/L) PHB (g/L) %PHB content µmax (h
-1) QP (g/L·h) 

0.89 0.14 17.63 0.171 0.004 
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4.3 กำรตรวจสอบคุณสมบัติเบ้ืองต้นของ PHB ท่ีผลิตได ้

 การทดลองนี้ตรวจสอบ PHB ที่ผลิตไดจ้ากการเพาะเลี้ยงจลุนิทรีย ์R. eutropha NCIMB 11599 โดย
ใช้แหล่งคารบ์อนเป็นน้ ามันพืชที่ใช้แล้วจากการทอดไก่ความเข้มข้น 30 กรัมต่อลิตร และความเข้มข้นของ
แอมโมเนียมซลัเฟตเป็น 0 กรมัต่อลิตร  เพื่อวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีเปรียบเทียบกบั PHB ทางการค้าด้วย
เครื่อง FTIR (รูปที ่4.11) พบว่า FTIR spectra ของ PHB มพีีคเกิดข้ึนบริเวณ 3392 cm-1 ซึ่งแสดงถึงกลุม่ของ 
OH-hydroxyl ของ alcohol ที่เป็นองค์ประกอบของพอลเิมอร์ PHB และพีคที่ 2973-2974 และ 2930-2931 
cm-1 เป็นผลมาจาก stretching sp3 ของ CH3 และ CH2 ตามล าดับ นอกจากนี้พีคบริเวณ 1722-1726 cm-1 
แสดงใหเ้ห็นว่ามี ester carbonyl group อยู่ด้วย ซึ่งสอดคล้องกบังานวิจัยของคนอื่น เช่น  OH (3200–3500 
cm−1) (Wang et al.,2011), OH  (3435 cm-1) (Alarfaj ei al., 2015) ในขณะที่ Lopez-Cortes et al. 
(2010) รายงานว่า OH extension ของ PHB จาก canola oil คือ 3444 cm−1 และ 3449 cm−1  ตามล าดับ 
และ 1731 cm-1 แสดงถึง C=O (Carbonyl) และCOO (ester) groups (Alarfaj ei al., 2015) 
 

 

 

รูปท่ี 4.11 FTIR spectra ของ PHB ที่ผลิตจากน้ ามันพืชที่ใช้แล้วและ PHB ทางการค้า 
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บทที่ 5 
สรุปผลกำรทดลอง 

 
 จากการทดลองศึกษาการใช้น้ ามันพืชที่ใช้แล้วมาเป็นแหล่งคาร์บอนให้แก่เช้ือจุลินทรีย์ R. eutropha 
NCIMB 11599 ในการผลิต PHB พบว่าน้ ามันพืชที่ใช้แล้วสามารถผลิต PHB ได้ โดยน้ ามันพืชที่ใช้แล้วจากร้าน
ไก่ทอดราชาหาดใหญ่นั้นใหป้รมิาณ PHB และ PHB content คือ 5.37 มิลลิกรัมต่อลิตรและ 2.60 % 
ตามล าดับ ทั้งนีจ้ากข้อมลูผลการทดลอง เมื่อเปรียบเทียบน้ ามันพืชจากแหลง่เดียวกันทัง้ก่อนใช้และที่ใช้แล้ว 
พบว่าน้ ามันพืชที่ใช้แล้วมีแนวโน้มทีจ่ะสามารถผลิต PHB ได้ปริมาณทีสู่งกว่าน้ ามันพืชก่อนใช้ อาจเนื่องมาจาก
น้ ามันพืชที่ใช้แล้วนั้นได้ผ่านการเกิดปฏิกริิยาไฮโดรไลซสิ (hydrolysis) ซึ่งน้ ามันแตกตัวเป็นกรดไขมันอิสระ 
จุลินทรียจ์ึงสามารถน าไปใช้ได้ง่ายย่ิงข้ึน จึงเป็นที่น่าสนใจว่าสามารถนีจ่ะน าน้ ามันพืชที่ใช้แล้วมาพัฒนาเพื่อ
เป็นแหล่งคาร์บอนให้แก่เช้ือจุลินทรีย์ในการผลิต PHB ให้มปีริมาณมากขึ้นต่อไปได ้

เมื่อน าน้ ามันพืชชนิดนี้มาใช้ศึกษาหาความเข้มข้นทีเ่หมาะสมในการผลิต PHB พบว่าความเข้มข้นที่
เหมาะสมคือ 30 กรมัต่อลิตรและความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟต (แหลง่ไนโตรเจน) ที่เหมาะสมคือ 0 
กรัมต่อลิตร และจากการศึกษาการผลิต PHB ในถังปฏิกรณ์แบบกะ พบว่า ให้ปรมิาณ PHB content สูงสุด 
17.63% 
 
ข้อเสนอแนะ 

1. ควรพัฒนาหรือปรับปรงุการผลิตเพือ่เพิม่ PHB content  และควรศึกษาค านวณความคุ้มทุน 
2. ขยายขนาดถังหมักในระดบั 50 ลิตร เพื่อศึกษาการผลิต PHB ในระดับที่ใกล้เคียงกบัต้นแบบมาก

ข้ึน 
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อำหำรเลี้ยงเชื้อและกำรเตรียมสำรเคมี 
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ภำคผนวก ก 
อำหำรเลี้ยงเชื้อและกำรเตรียมสำรเคมี 

 
1. Nutrient Broth (NB) 

Beef extract    3 กรัมต่อลิตร 
Peptone    5 กรัมต่อลิตร 
 

2. Nutrient Agar (NA) 
Beef extract    3 กรัมต่อลิตร 
Peptone    5 กรัมต่อลิตร 
Agar     15 กรัมต่อลิตร 

 
3. Nutrient-rich medium (NR)  

Meat extract     10 กรัมต่อลิตร 
Peptone    10 กรัมต่อลิตร 
 Yeast extract     2 กรัมต่อลิตร 

 
4. Mineral salt medium (MSM) 

(NH4)2SO4    1 กรัมต่อลิตร 
KH2PO4     1.5  กรัมต่อลิตร 
Na2HPO4·12H2O   9 กรัมต่อลิตร 
MgSO4·7H2O    0.2 กรัมต่อลิตร 

  Trace element solution   1 มิลลิลิตรต่อลิตร 
 โดย Trace element solution ประกอบด้วย 
  H3BO3     0.3 กรัมต่อลิตร 

CoCl2·6H2O    0.2  กรัมต่อลิตร 
ZnSO4·7H2O    0.1 กรัมต่อลิตร 
MnSO4·4–5H2O    0.03 กรัมต่อลิตร 
(NH4)6Mo7O24·4H2O   0.03 กรัมต่อลิตร 

   NiCl2·6H2O    0.02 กรัมต่อลิตร 
CuSO4·5H2O    0.01 กรัมต่อลิตร



32 
 

 
 

5. กำรเตรียม Phenol plus nitroprusside (Reagent A) 
ช่ังฟีนอล 5 กรัม และโซเดียมไนโตรพลสัไซด์ (sodium nitroprusside) 25 มิลลกิรัม ต่อสารละลาย 

500 มิลลิลิตร เกบ็ไว้ในขวดสีชา หลังจากเตรียมแล้วเก็บไว้ใช้ได้ไม่เกิน 4 เดือน 
 

6. กำรเตรียม Alkaline hypochorite (Reagent B) 
ช่ังโซเดียมไฮดรอกไซด์ 2.5 กรัม และโซเดียมไฮโปคลอไรท์ (sodium hypochlorite) 4.2 มิลลลิิตร 

ในสารละลาย 500 มิลลิลิตร ไว้ในขวดสีชา หลังจากเตรียมแล้วเก็บไว้ใช้ได้ไม่เกิน 1 เดือน 
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ภำคผนวก ข 
กรำฟมำตรฐำน 
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ภำคผนวก ข 
กรำฟมำตรฐำน 

 
 

1. กรำฟมำตรฐำน PHB (PHB standard curve) 
 

 
 
 
2. กรำฟมำตรฐำนเซลล์  (Cell standard curve) 
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3. กรำฟมำตรฐำนแอมโมเนียมซัลเฟต (Ammonium sulfate standard curve) 
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