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บทคดัย่อ 

 ปัจจุบนัมีปริมาณการผลิตพลาสติกชีวภาพท่ีสามารถยอ่ยสลายไดเ้พ่ิมข้ึนโดยการใชแ้บคทีเรียในการผลิตจาก

แหล่งคาร์บอนท่ีแตกต่างกนัและไดพ้ลาสติกท่ีมีคุณสมบติัคลา้ยกบัพอลิเมอร์สังเคราะห์ ซ่ึงพลาสติกชีวภาพท่ีนิยมผลิต 

ไดแ้ก่ พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) ซ่ึงสามารถสังเคราะห์ไดจ้ากกลีเซอรอลดิบซ่ึงเป็นผลพลอยไดจ้ากกระบวนการ

ผลิตไบโอดีเซล ในงานวิจยัน้ีจึงไดมี้การเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย Cupriavidus necator ในกลีเซอรอล และศึกษาผลของการ

เติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์เม่ือนาํเซลลท่ี์ไดม้าสกดัดว้ยคลอโรฟอร์มและวิเคราะห์โดยเทคนิค Gas chromatrography 

พบวา่ เซลลท่ี์มีการเติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์มีการสะสม PHB สูงขข้ึนเป็น 86.9 % w/v ในขณะท่ีเซลลท่ี์ไม่มีการ

เติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดมี์การสะสม PHB เพียง 66.9 % w/v เท่านั้น ซ่ึงแสดงวา่ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดช่์วยเพ่ิม

ความเครียดให้แก่เซลล ์ทาํให้เซลลส์ามารถผลิต PHBไดม้ากข้ึน นอกจากน้ี การเติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดม์ากกวา่ 

15 mM ทาํให้เซลลมี์การเจริญเติบโตเพ่ิมข้ึนประมาณ 6 เท่า จึงสรุปไดว้า่ ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์มีผลทาํให้เกิดสาร 
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Reactive Oxygen Species (ROS) ซ่ึงช่วยสนับสนุนให้เซลล์สามารถผลิตสารบางชนิดท่ีมีผลทําให้ เซลล์มีการ

เจริญเติบโตมากข้ึน 
 

คาํสําคญั: พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต กลเีซอรอล ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ Cupriavidus necator  

 

Abstract 

 Nowadays, production of biodegradable bioplastics has been considerably increased.  The bioplastics can 

be produced by using bacteria supplemented with various carbon sources in order to obtain the polymer material 

properties similar to the synthetic polymers. Polyhydroxybutyrate (PHB) is now the most common bio-based plastics 

in the market. PHB can be synthesized from crude glycerol which is a by-product from biodiesel production process. 

Thus, in this research, we focused on the effect of hydrogen peroxide addition on PHB formation, produced by 

Cupriavidus necator grown on glycerol as a whole carbon source. Then, the cells were extracted by chloroform and 

characterized by gas chromatography technique.  The results showed that the bacterial cells with hydrogen peroxide 

addition gave rise on PHB accumulation up to 86. 9 %  w/ v, while the cells without hydrogen peroxide addition 

accumulated PHB only 66.9 wt% .  This result indicated that hydrogen peroxide had increased the stress of cells, 

enabling the increment of the PHB accumulation. In addition, the concentration of hydrogen peroxide over 15 mM 

addition has substantial effect on the cell growth approximately 6 folds higher compared to the initial. This can be 

concluded that hydrogen peroxide affected the generation of the Reactive Oxygen Species ( ROS)  chemicals, 

promoting cell production of some intermediate metabolites that result in the increase of the bacterial cell growth. 

 

Keywords: Polyhydroxybutyrate, Glycerol, Hydrogen peroxide, Cupriavidus necator 

 

1. บทนํา 

Polyhydroxbutyrate (PHB) ท่ีถูกสร้างข้ึนจาก

จุลินทรีย์หลายสายพันธ์ุ  เพ่ือกักเก็บคาร์บอนและ

พลงังาน เป็นสารพอลิเมอร์ท่ีสามารถยอ่ยสลายไดต้าม

ธรรมชาติ ถูกนาํมาใชท้ดแทนพลาสติกท่ีไดม้าจากพอลิ

เมอร์สังเคราะห์จากปิโตรเลียม (Chen, 2009; Lee, 

1996; Witholt and Kessler, 1999) เน่ืองจากมีคุณสมบติั

ท่ีเป็นเอกลักษณ์บางประการ เช่น ย่อยสลายได้ตาม

ธรรมชาติ เขา้กนัไดก้บัธรรมชาติ ทนทานต่อนํ้ า และ

การซึมผ่านของออกซิเจน PHB สามารถนําไปใช้ทาํ

บรรจุภณัฑท่ี์ใชแ้ลว้ท้ิงไดห้ลากหลายชนิดและอาจจะมี

ป ระโยชน์ อย่างสู งใน การนําไป ป ระยุกต์ใช้ท าง

การเกษตรและทางการแพทยอี์กด้วย (Chen and Wu, 

2005; Williams et al.,1999; Zinn et al., 2001) Poly(3-

hydroxybutyrate) หรือ PHB เป็นไบโอพอลิเอสเตอร์ท่ี

ไดรั้บความนิยมแพร่หลายท่ีสุด และถูกสังเคราะห์โดย

จุลินทรีย์หลากหลายชนิดในธรรมชาติ (Lenz and 

Marchessault, 2004; Sudesh et al., 2000) 

 แหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสมเป็นปัจจัยสําคญั

อย่างหน่ึงท่ีสามารถช่วยลดค่าใชจ่้ายในการผลิต PHB 

ได้ วตัถุดิบคาร์บอนท่ีเหมาะสมและราคาค่อนข้าง

ได้รับการพิจารณาเพ่ือให้ได้ผลผลิต PHB ต่อราคา

ตน้ทุนท่ีตํ่าท่ีสุด กลีเซอรอลเป็นผลพลอยได้จากการ

ผลิตไบโอดีเซลซ่ึงเป็นเศษเหลือใช ้เป็นแหล่งคาร์บอน
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ราคาไม่แพงเหมาะสําหรับการนาํไปใชเ้ป็น สารตั้งตน้

และวตัถุดิบ (da Silva et al., 2009; Dellomonaco et al., 

2010; Yazdani and Gonzalez, 2007) นํ้ ามนัและไขมนั

ท่ีไดจ้ากพืช สัตวแ์ละสาหร่ายยงัคงเป็นทรัพยากรหลกั

ของการผลิตไบโอดีเซล โดยเฉพาะในรูปแบบผลผลิต

พลอยได้จากการผลิตอาหารแปรรูปและการเกษตร 

โดยทุกๆ 100 กิโลกรัมของไบโอดีเซลท่ีผลิตข้ึนไดผ้า่น

กระบวนการทรานสเอสเทอริฟิเคชนั จะเกิดผลพลอย

ได้เป็นกลีเซอรอลประมาณ 10 กิโลกรัม โดยกลีเซ

อรอลดิบท่ีไดจ้ากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลน้ี มีกลี

เซอรอลอยู่ประมาณ 85% (Choi, 2008; Yazdani and 

Gonzalez, 2007) เม่ือเปรียบเทียบกบัแหล่งคาร์บอนท่ี

พบทัว่ไปซ่ึงใชต้น้ทุนการผลิต PHB ค่อนขา้งสูงทาํให้

เป็นอุปสรรคในการนํามาสู่กระบวนการผลิต เช่น 

กลูโคส (Ryu et al., 1997) ซูโครส (Wang and Lee, 

1997) และหางนม (ความสามารถในการละลายตํ่าของ

แล็กโทส ) (Ahn et al., 2000; Wong and Lee, 1998) 

แลว้การผลิตพลาสติกชีวภาพ PHA จากกลีเซอรอลดิบ

จะเป็นวิธี ท่ี ดีวิธีห น่ึงในการใช้ประโยชน์ของเสีย

อุตสาหกรรมและลดตน้ทุนการผลิต PHB ลงไดอี้กดว้ย 

ดว้ยความนิยมท่ีเพิ่มข้ึนในวงการอุตสาหกรรมไบโอ

ดีเซลจึงเป็นท่ีคาดว่าจาํนวนกลีเซอรอลท่ีเพิ่มข้ึนจะ

สามารถนาํไปใชไ้ดแ้ละช่วยให้พลาสติก PHB มีตลาด

ท่ีมีศกัยภาพขนาดใหญ่เพ่ือตอบสนองกาํลงัการผลิตไบ

โอดีเซล อย่างไรก็ตามท่ี  กลีเซอรอลไม่ไดเ้ป็นแหล่ง

คาร์บอนท่ีเป็นท่ีนิยมสาํหรับการผลิต PHB เพราะยงัไม่

มีความชัดเจนว่า PHB จากกลีเซอรอลจะเป็นวถุัดิบมี

คุณสมบติัเหมาะสมแก่การนาํไปใชเ้ชิงพาณิชยไ์ด ้

 จากการศึกษาท่ีผ่านมาแสดงให้เห็นว่า PHB 

ถูกผลิตออกมาของ Ashby, Cavalheiro, Ibrahim, Zhu 

แ ล ะ ค ณ ะ  เ ม่ื อ  Cupriavidus necator ( formerly 

Ralstonia eutropha) , Zobellella denitrificans, 

Pseudomonas oleovorans, และ Burkholderia cepacia 

เจริญเติบโตในกลีเซอรอล ซ่ึงเป็นแหล่งคาร์บอนเพียง

ชนิดเดียว (Ashby et al., 2011; Cavalheiro et al., 2009; 

Ibrahim and Steinbuchel, 2 0 0 9 ; Zhu et al. , 2 0 1 0 ) 

แบคทีเรีย C. necator เป็นแบคทีเรียท่ีสามารถผลิต 

PHBได้และสามารถใช้แหล่งคาร์บอนได้หลายชนิด 

เช่น ฟรักโทสกลูโคส กลีเซอรอล นํ้ ามนัพืช และกรด

เลวู ลิ นิ ก  ใน การเจ ริญ เติ บ โต ข องเซ ลล์  และการ

สังเคราะห์ PHB (Budde et al., 2011; Cavalheiro et al., 

2 0 0 9 ; Kim et al. , 1 9 9 4 ; Sugimoto et al. , 1 9 9 9 ; 

Tanadchangsaeng et al., 2009; Yu, 2010) C. necator 

สามารถสะสม PHB สูงสุดถึง 70% ของนํ้ าหนักแห้ง

ของเซลลภ์ายใตเ้ง่ือนไขสารอาหารท่ีเหมาะสม การขาด

สารอาหารในการเจริญเติบโตจะเหน่ียวนาํให้เกิดการ

ผ ลิ ต  PHB ภ าย ใต้ภ าว ะ ส าร อ าห าร จํากัด  ไ ด้แ ก่ 

ไนโตรเจน, ฟอสฟอรัส, แมกนีเซียม, และ ซลัเฟอร์ 

 ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์(H2O2) เป็นสารท่ีมี

แนวโนม้ท่ีสามารถกระตุน้ใหแ้บคทีเรียเกิดความเครียด

ซ่ึงอาจจะก่อให้เกิด Reactive Oxygen Species ซ่ึงเป็น

สารออกซิไดซ์แรงสูงท่ีมีความวอ่งไว สามารถเขา้ไปทาํ

ปฏิกิ ริยากับสารชีวโมเลกุลต่างๆ ก่อให้ เกิดความ

เสียหายแก่องค์ประกอบของเซลล์ โดยอาจจะเขา้ไป

ทาํลายโปรตีนหรือเอนไซม์บางชนิด ทาํให้แบคทีเรีย

สามารถสร้างสารบางชนิดไดม้ากข้ึน 

ดังนั้ น ใน งาน วิจัย น้ี จึงได้มี การเล้ี ยงเช้ือ

แบคทีเรีย Cupriavidus necator โดยการใชก้ลีเซอรอล

เป็นแหล่งคาร์บอนและมีการเติมไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซดล์งไป เพ่ือนาํเซลลท่ี์ไดไ้ปวิเคราะห์หาปริมาณ

การเจริญเติบโตของเซลล์ และปริมาณการผลิตพอลิ

เมอร์ PHB ดว้ยเทคนิค Gas chromatography  

 

2. วตัถุประสงค์ 

 เ พ่ื อ เต รี ย ม เช้ื อ แ บ ค ที เรี ย  Cupriavidus 

necator จากก ลี เซ อ รอล แล ะเติ ม ไฮโดรเจน เป อ ร์
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ออกไซด ์เพ่ือศึกษาผลของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดต่์อ

การเจริญ และการสร้าง PHB ของเช้ือ Cupriavidus 

necator  

 

3. อุปกรณ์และวธีิการ 

3.1 การเตรียมเช้ือแบคทีเรีย 

 ในงานวิจัยน้ีใช้เช้ือแบคทีเรียสายพันธ์ุ C. 

necator (ATCC 17699) เพ่ือใชใ้นการศึกษา เตรียมเช้ือ

แบคทีเรีย โดยนําเช้ือท่ีทาํการเก็บไวม้าทาํการ streak 

บนอาหาร nutrient agar (NA) ท่ีประกอบด้วย peptic 

digest of animal tissue 5. 0 ก รั ม ต่ อ ลิ ต ร  sodium 

chloride 5.0 กรัมต่อลิตร Beef extract 1.5 กรัมต่อลิตร 

yeast extract 1.5 กรัมต่อลิตร และ agar 15.0 กรัมต่อ

ลิตร (pH 7.4) ท่ีเตรียมในจานเพาะเล้ียงเช้ือ เพ่ือแยก

โคโลนีเด่ียว แลว้นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

 เม่ือไดโ้คโลนีเด่ียวแลว้ นาํ loop เข่ียเช้ือท่ีเป็น

โคโลนีเด่ียว ใส่ลงไปในอาหาร nutrient broth (NB) 

peptic digest of animal tissue 5.0 กรัมต่อลิตร Sodium 

chloride 5.0 กรัมต่อลิตร Beef extract 1.5 กรัมต่อลิตร

และ yeast extract 1.5 กรัมต่อลิตร (pH 7.4) ท่ีเตรียมไว้

ในหลอด ปริมาตร 5 มิลลิลิตร โดยเทคนิคปลอดเช้ือ 

จากนั้ นนําไปเขย่าท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 24 ชัว่โมง 

3.2 การเล้ียงเช้ือแบคทีเรียในฟลาสก ์

 ขั้นตอนน้ีจะเป็นการเล้ียงเช้ือแบคทีเรียใน 

ฟลาสกข์นาด 250 มิลลิลิตร มีปริมาตรของอาหารเล้ียง

เช้ื อ  สู ต ร  mineral salt medium (MS)  50 มิ ล ลิ ลิ ต ร 

พ ร้อมเติมกลี เซอรอล 10 และ 20 กรัมต่อลิตรกับ

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ความเขม้ขน้ 1, 3, 5, 10, 15, 

20, 25 และ 30 mM จากนั้นทาํการนาํเช้ือท่ีเตรียมไวใ้น

ขอ้ท่ี 3.1 เทลงในอาหารท่ีเตรียมไว ้โดยเทคนิคปลอด

เช้ือ แล้วนําไปเขย่าท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที 

และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง ใน

อาหารสูตร MS ประกอบด้วย NaH2PO4 1.2 กรัมต่อ

ลิตร, MgSO4.7H2O 0.5 ก รัม ต่อลิตร, (NH4) 2SO4 2 

กรัมต่อลิตร, K2HPO4 7.34 กรัมต่อลิตร และ trace 

element solution 1 มิลลิลิตรต่อลิตร ส่วน trace element 

solution เตรียมโดย Fe(NH4)SO4 700 ไมโครโมลาร์, 

ZnSO4.7H2O 17 ไมโครโมลาร์, MnCl2.4H2O 25 ไม

โ ค ร โ ม ล า ร์ , CuSO4.5H2O 8 ไ ม โ ค ร โ ม ล า ร์ , 

NaB4O2. 10H2O 7. 2 ไ ม โ ค ร โ ม ล า ร์ , แ ล ะ 

NaMoO4.2H2O 8.3 ไมโครโมลาร์ และเก็บตัวอย่าง 

ทุกๆ 24,42,48 และ 60 ชัว่โมง ใส่ในหลอดเซนตริฟิวจ ์

แลว้นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 6000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสท้ิง นาํเซลล์ท่ีไดไ้ปทาํให้

แห้งดว้ยเคร่ือง freeze dry แลว้นาํเซลล์แห้งท่ีไดม้าใช้

ในการวเิคราะห์ต่อไป 

3.3 การสกดัและวเิคราะห์หาปริมาณ PHB  

3.3.1 การสกดั PHB ดว้ยเซลลแ์หง้ดว้ยคลอโรฟอร์ม 

 ในขั้นตอนน้ีเป็นการสกดัเซลล์แห้งของเช้ือ

ก่อนท่ีจะนาํไปวิเคราะห์ เร่ิมจากนาํเซลลแ์ห้งท่ีไดผ้า่น

การ freeze dry มาแลว้ ชัง่ใส่ในหลอดทดลอง ประมาณ 

10-50 มิลลิกรัม เติมคลอโรฟอร์ม 2 มิลลิลิตรและเมทา

นอลท่ีทาํให้เป็นกรดดว้ยกรดซัลฟูริกเขม้ขน้ 3 % w/v 

กรดซัลฟู ริก พร้อมด้วยกรดเบนโซอิก 10 mg/mL 

(Internal standard) 2 มิลลิลิตร จากนั้นนาํไปให้ความท่ี 

100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง แลว้ตั้ งท้ิงไวท่ี้

อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลาขา้มคืน หลงัจากนั้นเติมนํ้ากลัน่ 1 

มิลลิลิตร ผสมให้ เข้ากันด้วย vortex นาน 1-4 นาที

ติดต่อกนั ตั้งท้ิงไวข้า้มคืนท่ีอุณหภูมิห้อง นาํไปกรอง

โดยใช ้syringe ดูดส่วนคลอโรฟอร์มชั้นล่าง ใส่หลอด 

vial กรองผ่าน Syringe filter และทําการวิเคราะห์หา 

PHB ดว้ยวธีิ gas chromatography (GC) 

3.3.2 ก ารต รวจวัด ป ริม าณ  PHB ด้วย เท ค นิ ค  Gas 

Chromatography 
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 ในขั้ นตอนน้ีจะเป็นการวิ เคราะห์โดยใช้

เคร่ือง GC: Shimadzu GC-174/Japan คอลัมน์ท่ีใช้ใน

การวิเคราะห์ คือ HP-5 1 Column โดยกาํหนดให้มีค่า

ต่างๆ สําหรับการตรวจวดัเป็น Oven temperature  100 

องศาเซลเซียส Injector temperature 250 องศาเซลเซียส  

Detector temperature 250 องศาเซลเซียส Calibration 

range 4.6-45.2 ไมโครกรัม และทําการสร้างกราฟ

มาตรฐานสําหรับหานํ้ าหนักของ PHB โดยชั่งสาร

มาตรฐาน PHB แตกต่างกัน 5 ระดับ  คือ 3.4, 10.6, 

20.4, 30.6 และ 40.4 มิลลิกรัม โดยใชเ้คร่ืองชัง่ทศนิยม

ห้าตาํแหน่ง และทาํการสกดัดว้ยคลอโรฟอร์มดงัแสดง

ข้างต้น  นําฉีด เข้าเค ร่ือง GC ตาม condition ท่ี ระบุ

ขา้งตน้   

 

4. ผลการวจิัย 

4.1 ผลการวดัการเจริญเติบโตของเซลล ์

 ในขั้นตอนการเตรียมเช้ือแบคทีเรียนั้ นได้มี

การเล้ียงเช้ือ Cupriavidus necator โดยใช้กลีเซอรอล

เป็นแหล่งคาร์บอนและได้มีการเติมไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ แลว้นําไปวดัการเจริญเติบโตดว้ยการวดัค่า

การดูดกลืนแสงท่ี 620 นาโนเมตร ทุก 24,42,48 และ 60 

ชั่วโมง (ตารางท่ี 1)  เม่ือเล้ียงเช้ือ C.necator โดยเติม

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ีความเข้มข้นแตกต่างกัน 

แลว้จึงไดท้าํการทดลองเพ่ิม โดยเลือกความเขม้ขน้ของ

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ีปริมาณ 5,10 และ 15 mM 

เพราะเป็นช่วงท่ีเช้ือมีการเจริญเติบโตได้ดี พร้อมทั้ ง

เล้ียงท่ีความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลท่ีแตกต่างกนัดว้ย 

และวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 620 นาโน

เมตร ท่ี เวลา 24, 42, 48 และ 60 ชั่วโมง ตามลําดับ 

(ตารางท่ี 2) 

 

ตารางที่ 1 แสดงค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 620 นาโน

เม ต ร ข องเช้ื อ  Cupriavidus necator ท่ี เติ ม ไฮโดรเจน เป อ ร์

ออกไซด ์(H2O2) ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 

ตัวอย่าง 

ค่าการดูดกลืนแสงทีค่วามยาว

คล่ืน    620  นาโนเมตร 

24h 42h 48h 60h 

Glycerol 10 g/l 18.4 26.3 44.1 41.1 

Gly 10 g/l+H2O2  1  

mM 

15 23.5 42.1 39.9 

Gly 10 g/l+H2O2  3  

mM 

14.7 22.7 35.9 34.3 

Gly 10 g/l+H2O2  5  

mM 

17.8 26.3 37.9 33.9 

Gly 10 g/l+H2O2  

10mM 

15 22.8 38.5 37.1 

Gly 10 g/l+H2O2  

15mM 

4.4 6.5 32.2 36.9 

Gly 10 g/l+H2O2  

20mM 

4.8 7.2 33.2 37.2 

Gly 10 g/l+H2O2  

25mM 

4.9 6.8 30.5 38.1 

Gly 10 g/l+H2O2  

30mM 

4.3 5.2 26.3 31.9 

 

ตารางที ่2 แสดงค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 620 นาโน

เมตร ของเช้ือ Cupriavidus necator ในสภาวะท่ีเติม กลีเซอรอล 

และ/หรือ H2O2  ท่ีสภาวะต่างๆกนั 

ตัวอย่าง 

ค่าการดูดกลืนแสงทีค่วามยาว

คล่ืน    620  นาโนเมตร 

24h 42h 48h 60h 

Glycerol 10 g/l 9.48 16.0 16.8 13.9 

Glycerol 20 g/l 10.22 40.6 42.2 37.1 

Glycerol 40 g/l 10.12 44.3 49.3 62.3 

Gly 20 g/l+H2O2  5  

mM 
7.56 30.1 28.2 26.3 

Gly 20 g/l+H2O2  

10mM 
3.52 35.2 36.9 36.1 

Gly 20 g/l+H2O2  1.88 24.3 27.3 29.4 
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15mM 

*Glycerol 10 g/l (5 คร้ัง) 8.34 39.0 44.6 60.4 

**Gly 10 g/l + H2O2   

2.5 mM (5 คร้ัง) 
8.90 28.8 36.1 45.4 

***Gly 20 g/l + H2O2         

5 mM (5 คร้ัง) 
10.86 38.2 37.1 36.1 

*เติมกลีเซอรอลปริมาณ 10 g/L เป็นจาํนวน 5 คร้ัง ท่ีระยะเวลา 

0, 12, 24, 36 และ 48 ชัว่โมง  

**เติม H2O2  ปริมาณ 2.5 mM เป็นจาํนวน 5 คร้ัง ท่ีระยะเวลา 0, 

12, 24, 36 และ 48 ชัว่โมง 

***เติม H2O2  ปริมาณ 5 mM เป็นจาํนวน 5 คร้ัง ท่ีระยะเวลา 0, 

12, 24, 36 และ 48 ชัว่โมง 

****ตวัอยา่งอ่ืนๆเติมกลีเซอรอล และ/หรือ H2O2  ท่ีเวลาเร่ิมตน้ 

0 ชัว่โมง 

 

4.2 ผลการวเิคราะห์ปริมาณ PHB ดว้ยเทคนิค GC 

4.2.1 ผลการสร้างกราฟมาตรฐาน 

 ในการทดลองน้ีมีการสร้างกราฟมาตรฐาน 

โดยนําเอาสารมาตรฐานท่ีเตรียมไวไ้ปวิเคราะห์ด้วย

เทคนิค Gas chromatography (ตารางท่ี 3) 
 

ตารางที่ 3 การตรวจวดั peak area ของ PHB ท่ีมีนํ้ าหนักต่างๆ 

ดว้ยเคร่ือง GC สาํหรับการสร้างกราฟมาตรฐาน 

PHB 

wt.(mg) 

PHB peak 

area 

Internal std. 

peak area 

PHB peak area / 

Internal std. 

peak area 

3.4 389.8 6660.9 0.059 

10.6 1086.8 6521.5 0.167 

20.4 2162.9 6949.9 0.311 

30.6 2871.2 5800.2 0.495 

40.4 3610.6 5408 0.668 
 

 

จากนั้นทาํการสร้างกราฟมาตรฐานระหว่าง 

PHB wt.(mg) (แกน X) กับ  PHB peak area / internal 

standard peak area (แกน Y) แสดงสมการเส้นตรง ดงั

รูปท่ี 1 เพ่ือใชส้าํหรับการหานํ้าหนกัของ PHB  

 

รูปที่ 1 กราฟมาตรฐานระหวา่ง PHB wt.(mg) (แกน X) กบั PHB 

peak area/internal standard peak area (แกน Y)  

4.2.2 การคํานวณ ห าร้อยละของนํ้ าหนัก PHB ต่อ

นํ้าหนกัเซลลแ์หง้ (%) 

 เม่ือทําการวิเคราะห์หาปริมาณ PHB ด้วย

เคร่ือง Gas Chromatography (GC)  ผลท่ีได้จะแสดง

ออกมาในรูปของกราฟ (รูปท่ี 2) ซ่ึงจะบอกว่าสารท่ี

ต้องการหา ออกมาในช่วงเวลาท่ีเท่าไหร่ (Retention 

time) แล้วนําพ้ืนท่ีใต้กราฟ (Peak Area) ท่ี ช่วงเวลา

นั้นๆมาคาํนวณหาปริมาณ PHB ดงัสมการต่อไปน้ี 

 

PHB(wt%) = PHB(mg) x 100 / นํ้าหนกัเซลลแ์หง้(mg) 

 

 
รูปที่ 2  แสดงผลการวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง Gas Chromatography 

(GC) โดย 3HBME (3-hydroyxybutyrate methyl ester) คือ PHB 

ท่ีตอ้งการหา ส่วน BAME คือ (Benzoic acid methyl ester) ซ่ึงใช้

เป็น internal standard 

 

y = 0.0165x - 0.0077
R² = 0.9979
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 จากการศึกษาการตรวจวดั peak area ของ 

PHB ท่ีมีนํ้ าหนักต่างๆ ด้วยเคร่ือง GC และนําข้อมูล

สร้างกราฟมาตรฐาน พบว่า peak area ของ PHB จะ

แปรผนัตรงกบันํ้ าหนักของ PHB และมีค่า R2 เท่ากับ 

0.9979 

 

 

 

ตารางที่ 4 แสดงผลการวดัปริมาณ PHB ของเช้ือ Cupriavidus 

necator ท่ีช่วงเวลาต่างๆ 

ตัวอย่าง 
PHB wt % 

24h 42h 48h 60h 

Glycerol 10 g/l 52.5 58.2 66.9 60.2 

Gly 10 g/l+H2O2  1  

mM 

49.5 77.2 80.5 60.8 

Gly 10 g/l+H2O2  3  

mM 

30.7 73.9 67.3 59.1 

Gly 10 g/l+H2O2  5  

mM 

39.4 57.9 47.4 54.7 

Gly 10 g/l+H2O2  

10mM 

23.4 86.9 65.0 54.6 

Gly 10 g/l+H2O2  

15mM 

11.2 52.9 53.2 57.6 

Gly 10 g/l+H2O2  

20mM 

21.6 51.1 58.9 62.6 

Gly 10 g/l+H2O2  

25mM 

9.9 58.1 43.5 61.7 

Gly 10 g/l+H2O2  

30mM 

13.6 48.8 60.5 51.2 

 

ตารางที่ 5 แสดงผลการวดัปริมาณ PHB ของเช้ือ Cupriavidus 

necator ท่ีช่วงเวลาต่างๆ 

ตัวอย่าง 
PHB wt % 

24h 42h 48h 60h 

Glycerol 10 g/l 11.4 41.4 51.2 38.5 

Glycerol 20 g/l 32.2 63 57 66.4 

Glycerol 40 g/l 45.1 67 47.8 85.4 

Gly 20 g/l+H2O2  5  

mM 

21.1 60 52.6 62.1 

Gly 20 g/l+H2O2  

10mM 

32.8 56.6 66.1 74.8 

Gly 20 g/l+H2O2  

15mM 

6.6 40.7 54.7 66.2 

*Glycerol 10 g/l 20.8 56.3 66.4 57.8 

**Gly 10 g/l + H2O2  

2.5 mM 

17.3 54 64.9 78.1 

***Gly 20 g/l + H2O2         

5 mM 

24.1 68.8 70 70.8 

*เติมกลีเซอรอลปริมาณ 10 g/L เป็นจาํนวน 5 คร้ัง ท่ีระยะเวลา 

0, 12, 24, 36 และ 48 ชัว่โมง  

**เติม H2O2  ปริมาณ 2.5 mM เป็นจาํนวน 5 คร้ัง ท่ีระยะเวลา 0, 

12, 24, 36 และ 48 ชัว่โมง 

***เติม H2O2  ปริมาณ 5 mM เป็นจาํนวน 5 คร้ัง ท่ีระยะเวลา 0, 

12, 24, 36 และ 48 ชัว่โมง 

****ตวัอยา่งอ่ืนๆเติมกลีเซอรอล และ/หรือ H2O2  ท่ีเวลาเร่ิมตน้ 

0 ชัว่โมง 

จากตารางท่ี 4 และ 5 สามารถอธิบายไดว้่าท่ี 

42 ชัว่โมง จะมีค่า PHB wt% เพ่ิมข้ึนประมาณ 2 เท่าใน

ตวัอย่างท่ีมีการเพ่ิม H2O2 1-5 มิลลิโมล และท่ี H2O2 

10-30 มิลลิโมล จะเพ่ิมข้ึนประมาณ 4 เท่า จาก 24 

ชั่วโมงแรก และเม่ือพิจารณาค่า PHB wt% ท่ี 42, 48 

และ 60 ชัว่โมง มีความแตกต่างกนัเลก็นอ้ย 

 

4.3 การคาํนวณหาอตัราการเติบโตจาํเพราะ (µ) อตัรา

การเติบโตของเซลล ์และอตัราการผลิต PHB  

4.3.1 การคาํนวณหาค่าอตัราการเติบโตจาํเพราะ(µ) 

 จากการทดลองไดน้าํค่า ค่าท่ีไดจ้ากตารางท่ี

1 และ 2 มาสร้างกราฟโดยแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่ง

ค่า ln OD กับเวลา ดังแสดงในกราฟ รูปท่ี 3 และใน

ตารางท่ี 6      
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รูปที่  3 กราฟระหว่าง ln(OD) และ ระยะเวลาในช่วงของการ

เติบโตของเช้ือ Cupriavidus necator อย่างรวดเร็วท่ีช่วงเวลา 24 

42 และ 48 ชัว่โมง สําหรับประมาณค่าอตัราการเติบโตจาํเพาะ 

(slope) ของตัวอย่างท่ีมีแนวโน้มท่ีถูกผลกระทบจากการเติม

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์

 

 

 

 

ตารางที่ 6 ค่าอตัราการเจริญเติบโตจาํเพาะ (µ) ของตวัอย่างท่ีมี

แนวโนม้ท่ีถูกผลกระทบจากการเติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์

ตัวอย่าง µ  

(hr-1) 

µ  

(min-1) 

Glycerol 10 g/l  0.034 2.04 

Gly10 + H2O210mM 0.037 2.22 

Gly10 + H2O215mM 0.069 4.14 

  

จากตารางท่ี 6 พบว่า ค่าอัตราการเติบโตจาํ

เพราะ(µ) ของ Gly 10 กรัม/ลิตร, Gly 10 กรัม/ลิตร กบั 

H2O2 10 มิลลิโมล และ Gly 10 กรัม/ลิตร กบั H2O2 15 

มิลลิโมล คือ 2.04, 2.22 และ 4.14 min-1 ตามลาํดบั  
 

4.3.2 การคาํนวณหาค่าอตัราการเติบโตและอตัราการ

ผลิต PHB  

 จากการทดลองได้คาํนวณหาค่าอตัราการ

เติบโตและอตัราการผลิต PHB แสดงดงัตารางท่ี 7 

 

ตารางที ่7 ค่านํ้ าหนกัเซลล ์แหง้ อตัราการโตของเซลล ์และอตัรา

การผลิต PHB ของตวัอยา่งท่ีถูกผลกระทบจากการเติม H2O2 

เวลา 

(hr) 

ตัวอย่าง นน. 

เซลล์ 

(g/L) 

อตัราการโต

ของเซลล์  

(g/L/hr) 

อตัราการ

ผลติ PHB 

(g/L/hr) 

  

  

 24 

Glycerol 10g/l  3.26 0.136 0.015 

Glycerol 20g/l 3.41 0.142 0.046 

 Glycerol 40g/l 3.37 0.141 0.063 

Gly10+H2O2   

10mM 

5.00 0.208 0.049 

Gly10+ H2O2   

15mM  

1.47 0.061 0.007 

 

  

 42 

Glycerol 10g/l  5.33 0.127 0.053 

Glycerol 20g/l 13.53 0.322 0.203 

 Glycerol 40g/l 14.77 0.352 0.236 

Gly10+ H2O2  

10mM 

7.60 0.181 0.157 

Gly10+ H2O2   

15mM  

2.17 0.052 0.027 

 

  

48 

Glycerol 10g/l  5.60 0.117 0.060 

Glycerol 20g/l 14.07 0.293 0.167 

 Glycerol 40g/l 16.43 0.342 0.164 

Gly10+ H2O2   

10mM 

12.83 0.267 0.174 

Gly10+ H2O2  

15mM  

10.73 0.224 0.119 

 

  

 60 

Glycerol 10g/l  4.63 0.077 0.030 

Glycerol 20g/l 12.37 0.206 0.137 

 Glycerol 40g/l 20.77 0.346 0.296 

Gly10+ H2O2  

10mM 

12.37 0.206 0.113 

Gly10+ H2O2   

15mM  

12.30 0.205 0.118 

 

จากตารางท่ี 7 แสดงพบว่าในช่วงเวลา 24 – 

42 ชั่วโมงท่ี Gly 20 และ 40 กรัม/ลิตร มีค่าอตัราการ
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เติบโตของเซลล์ และอตัราการผลิต PHB เพ่ิมข่ึน 2-3 

เท่า แต่ Gly 10 กรัม/ลิตรและ Gly 10 กรัม/ลิตร กับ 

H2O2 10 มิลลิโมล มีค่าแตกต่างกนัน้อยมาก และ Gly 

10 กรัม/ลิตร กับ H2 O2 15 มิลลิโมล ท่ี เวลา 42-48 

ชัว่โมงจะมีค่าอตัราการเติบโตของเซลล ์และอตัราการ

ผลิต PHB เพิ่มข่ึน 4 เท่า 

 

5. การอภิปรายผล 

ในการทดลองได้มีการเตรียมเช้ือแบคทีเรีย 

Cupriavidus necator โดยใช้ก ลี เซ อรอลเป็ น แห ล่ ง

คาร์บอนและเติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ซ่ึงจาก

ตารางท่ี 1 จะเห็นไดว้่า ท่ีความเขม้ขน้ของไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซดท่ี์ 10 มิลลิโมล ท่ีเวลา 42 และ 48 ชัว่โมง

นั้น เซลล์มีการเจริญเติบโตเพ่ิมข้ึนประมาณ 1 เท่า ซ่ึง

ในขณะท่ีความเขม้ขน้ของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์15 

มิลลิโมล ท่ีเวลาเดียวกันนั้ น เซลล์มีการเจริญเติบโต

ม าก ถึ งป ร ะ ม าณ 6 เท่ า  นั่ น อ าจ จ ะ เป็ น เพ ร าะ ว่ า 

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ไปมีผลทําให้เกิด Reactive 

Oxygen Species (ROS) คือเซลลเ์กิดความเครียด ทาํให้

เซ ล ล์ ส า ม า ร ถ ผ ลิ ต ส า ร บ า ง อ ย่ า ง ไ ด้ ม า ก ข้ึ น 

(Govindasamy et al., 2008) ซ่ึงสารท่ีผลิตไดอ้าจจะไป

มีผลทาํให้เซลล์มีการเจริญเติบโตมากข้ึน และท่ีความ

เขม้ขน้ 20, 25 และ 30 มิลลิโมล ก็จะพบว่าเซลลมี์การ

เจริญเติบโตเพ่ิมข้ึนอยา่งรวดเร็วมากเช่นกนั และผลการ

วิ เค ร า ะ ห์ ห า ป ริ ม า ณ  PHB ด้ ว ย เท ค นิ ค  Gas 

chromatography นั้ น ผ ล ท่ี ได้ก็แป รผัน ต รงกับ ก าร

เจริญเติบโตของเซลล์ และเม่ือคาํนวณหาค่าอตัราการ

เติบโตจาํเพราะ(µ) ของ Gly 10 กรัม/ลิตร, Gly 10 กรัม/

ลิตร กบั H2O2 10 มิลลิโมล และ Gly 10 กรัม/ลิตร กบั 

H2 O2 15 มิล ลิโมล คือ  2.04, 2.22 และ 4.14 min-1

ตามลาํดบั ซ่ึงการทดลองในคร้ังน้ีก็ยงัไม่สามารถท่ีจะ

บอกได ้จะตอ้งทาํการวิเคราะห์หาโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้ง

ดว้ยเทคนิคทางโปรตีโอมิกส์ต่อไป 

 

6. บทสรุป 

จากผลการทดลองพบว่า ความเข้มข้นของ

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ี 15, 20, 25 และ 30 mM จะ

เห็นได้ว่าในช่วงระยะเวลาแรกๆเช้ือ Cupriavidus 

necator มีการเจริญเติบโตได้น้อยมากใน 24 ชั่วโมง

แรก แต่มีการเจริญเติบโตเพ่ิมมากข้ึนท่ีเวลา 48 ชัว่โมง 

ซ่ึ งเม่ือนําไป วิ เค ราะห์ การผลิต  PHB ด้วยวิ ธี  Gas 

Chromatography (GC) ค่าอตัราการเติบโตจาํเพราะ ค่า

อัตราการเติบโต และ ค่าอัตราการผลิต PHB พบว่า

ปริมาณ PHB ท่ีไดมี้ค่าแปรผนัตรงกบัการเจริญเติบโต

นั่นคือใน 24 ชั่วโมงแรกเช้ือมีการผลิต PHB ได้น้อย 

แต่เม่ือเวลาผา่นมามีการผลิต PHB ไดม้ากข้ึน (ตารางท่ี 

3, 4, 5 และ 7)  เซ ลล์ ท่ี มีการเติม ไฮโดรเจน เป อร์

ออกไซดมี์การสะสม PHB มากถึง 86.9 wt% ในขณะท่ี

เซลล์ท่ีไม่มีการเติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์มีการ

สะสม PHB เพียง 66.9 wt% เท่านั้น  และมีค่าอตัราการ

เติบโตจาํเพราะ 2.04, 2.22 และ 4.14 min-1 (ตารางท่ี 6) 

ซ่ึงการทดลองในคร้ังน้ียงัไม่สามารถบอกได ้ตอ้งทาํ

การทดลองต่อโดยเอาเซลลท่ี์ได ้ไปทาํการวิเคราะห์หา

โปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งดว้ยวธีิทางโปรตีโอมิกส์ต่อไป 
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