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 งานวจิยัน้ีมวีตัถุประสงคเ์พื่อศกึษาการคดัแยกแบคทเีรยีและสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลติ 
polyhydroxyalkanoates (PHAs) จากตวัอย่างดนิ 15 ตวัอย่างในประเทศไทย เช่น ดนิในป่า ดนิป่า
ชายเลน ดนิปนเป้ือนน ้ามนัปาล์ม ดนินาข้าว และดินแปลงเกษตร โดยท าการแยกและคดัเลือก
แบคทเีรยีดว้ยการยอ้มส ี3 ชนิด ไดแ้ก่ Sudan black B (มากกว่า 200 ไอโซเลท) Nile red (64    
ไอโซเลท) และ Nile blue A (29 ไอโซเลท) พบว่า 5 ไอโซเลท คอื PE3, PPL2, PMK1, PMK5 และ 
PMS3 ทีม่ปีรมิาณ PHAs สูงสุด เมื่อระบุชนิดของแบคทเีรยีดว้ยลกัษณะทางสณัฐานวทิยา ชวีเคม ี
ล าดบัเบสบรเิวณยนี 16S rDNA และความสมัพนัธท์างววิฒันาการของแบคทเีรยี พบว่าไอโซเลท 
PE3, PPl2, PMK5 และ PMS3 เป็นแบคทเีรยีแกรมบวก รปูท่อน มคีวามเหมอืนกบัสปีชสี ์Bacillus 
cereus 99 เปอรเ์ซน็ต์ ส าหรบัไอโซเลท PMK1 มคีวามเหมอืนกบัสปีชสี ์Lysinibacillus sphearicus 
99 เปอรเ์ซน็ต์ เมื่อน าตวัอย่าง PHAs ทีส่กดัไดม้าวเิคราะหห์มู่ฟงัชนัก์ดว้ยวธิ ีFTIR พบว่าเป็นสาร
กลุ่มเอสเทอร ์และวิเคราะหโ์ครงสรา้งสารด้วยวธิ ีNMR พบว่าเป็นสาร polyhydroxybutyrate หรอื 
(PHB) การศกึษาหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลติ PHB โดยน า 5 ไอโซเลทเลีย้งในอาหารเหลวเพิม่
แหล่งคาร์บอน คอื กลูโคส ซูโครส ไซโลส อะราบโินส แลกโตส และกลเีซอรอลบรสิุทธิแ์ละสกดั 
PHB ดว้ยวธิคีลอโรฟอรม์ พบว่า B.cereus สายพนัธุ ์PE3 สามารถผลติ PHB ไดสู้งจากทุกแหล่ง
คารบ์อนและทุกวธิกีารสกดัจงึเลอืกมาเพื่อศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมต่อการผลติ PHB โดยใชอ้าหาร
เลีย้งเชือ้ N deficient ทีม่กีลโูคส ซโูครส ฟรกุโตส กลเีซอรอลบรสิุทธ ์โมลาส และกลเีซอรอลดบิเป็น
แหล่งคารบ์อน ทีค่่าความเป็นกรด-เบสเท่ากบั 7 อุณหภูมทิี ่37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
และสกดัดว้ยวธิคีลอโรฟอรม์ พบว่า B.cereus สายพนัธุ ์PE3 สามารถผลติ PHB ไดสู้งสุดในอาหาร
ทีม่หีวัเชือ้ 10 เปอรเ์ซน็ต์ เมื่อเลี้ยงด้วยซูโครส 4 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) ได้ PHB 2.89 กรมัต่อลติร 
(95.5% yield) และกลโูคส 3 เปอรเ์ซน็ต ์(w/v) ได ้PHB 1.24 กรมัต่อลติร (95.08% yield) เมือ่น า 
โมลาสและกลเีซอรอลดบิจากของเหลอืทิง้ทางการเกษตรและไบโอดเีซลน ามาใชเ้ป็นแหล่งคารบ์อน
ส าหรบัผลติ PHB ได้เท่ากบั 2.44 กรมัต่อลติร (85.26% yield) และ 1.19 กรมัต่อลติร (39.70% 
yield) ตามล าดบั เมื่อน ากรดโพรพโิอนิก 0.5 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) และกรดลวิวูลนิิก 0.1 เปอรเ์ซน็ต์ 
(v/v) มาใช้เป็นแหล่งคารบ์อนสามารถผลติ poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) หรอื 
(PHBV) เท่ากบั 0.3 กรมัต่อลติร (22.96% yield) และ 0.27 กรมัต่อลติร (25.66% yield) ตามล าดบั 
เมื่อน าโมลาส 5 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) มาผสมรวมกบักรดไขมนัทัง้สองชนิดไดผ้ลผลติ PHBV เท่ากบั 
0.4 กรมัต่อลติร (20.30% yield) และ 0.22 กรมัต่อลติร (12.19% yield) ตามล าดบั และส่องดู
ภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบสองผ่านพบการสะสมแกรนูล 2-7 แกรนูลภายในเซลล ์
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 The purpose of this study is to isolate and optimize of polyhydroxyalkanoates 
(PHAs) producing bacteria. PHAs producing bacteria were collected from 15 soil samples in 
Thailand such as forest, mangrove forest, palm oil waste, paddy field and agriculture soil. 
The isolates were screened for PHB production by Sudan black B (more than 200 isolates), 
Nile red (64 isolates) and Nile blue A (29 isolates). Five isolates (PE3, PPl2, PMK1, PMK5 
and PMS3) were identified by morphology characterization, biochemical characterization 
and phylogenetic tree analysis. The bacterial strains were identified as Gram positive, rod 
shape and 16S rDNA sequence showed 99% homology to Bacillus cereus (PE3, PPl2, 
PMK5 and PMS3) and 99% to Lysinibacillus sphearicus (PMK1). The functional group of 
extracted PHAs were detected as ester (C=O) group by using Fourier transform infrared 
spectrometer (FTIR) and Nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) which is a 
homopolymer of polyhydroxybutyrate (PHB). The optimization for PHB producing, five 
isolates produced PHB in various carbon sources (glucose, sucrose, xylose, arabinose, 
lactose and pure glycerol) and their PHB produced can be recovered by using chloroform 
extraction method. Strain PE3 displayed the high yield of PHB in all carbon sources and 
extraction methods. Glucose, sucrose, fructose, pure glycerol, molasses and crude glycerol 
were used as carbon sources for optimizing the suitable condition with N deficient medium 
at pH 7, 37oC for 48 h with chloroform extraction method. Maximum amount of PHB with 
10% inoculum from 4% (w/v) sucrose concentration as PHB 2.89 g/L:DCW 3.02 g/L 
(95.50% yield) and 3% (w/v) glucose concentration as PHB 1.24 g/L:DCW 1.30 g/L (95.08% 
yield). Molasses and crude glycerol are by-produced from agriculture and biodiesel 
industrial as carbon source for PHB production to PHB 2.44 g/L:DCW 2.86 g/L (85.26% 
yield) and PHB 1.19 g/L:DCW 3.0 g/L (39.70% yield), respectively. Furthermore, 0.5% (w/v) 
propionic acid and 0.1% (v/v) levulinic acid were used as precursor of copolymer, PHBV. 
The PHBV production were 0.3 g/L:DCW 1.32 g/L (22.96% yield) and 0.27 g/L:DCW 1.06 
g/L (25.66% yield), respectively. Moreover, combination of 5% (v/v) molasses and fatty 
acids (propionic acid and levulinic acid) were showed PHBV production as 0.4 g/L (20.30% 
yield) and 0.22 g/L (12.19% yield), respectively. The accumulate granule was detected by 
transmission electron microscope (TEM) technique showed 2-7 granules of PHB in cell.  
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บทท่ี 1 

บทน า 
ภมิูหลงั 

ปญัหาสิง่แวดล้อมในปจัจุบนัเกดิขึน้จากหลายสาเหตุ เช่น การใช้ทรพัยากรทางธรรมชาติ

อย่างฟุ่มเฟือย ขาดการควบคุมดูแลและการก าจดัทีถู่กต้องเหมาะสมจงึท าใหเ้กดิการสะสมของขยะ

และปลดปล่อยมลพิษจ านวนมากสู่สิ่งแวดล้อม โดยเฉพาะมลพิษจากขยะพลาสติก กระแส         

การรณรงคก์ารลดใชพ้ลาสตกิเพื่อลดปรมิาณขยะบนโลกนัน้เกดิขึน้มานานนับทศวรรษ จงึมผีูส้นใจ

หาวิธีแก้ไขปญัหาน้ีด้วยการผลิตพลาสติกที่ย่อยสลายได้ง่ายมาทดแทนการผลิตพลาสติกจาก

อุตสาหกรรมปิโตรเคมีได้แก่ พลาสติกชีวภาพ (bioplastic) ที่มีคุณสมบัติในการทนความร้อน 

(thermoplastic) สามารถย่อยสลายได้หมดในสภาวะหมกัปุ๋ ย (compost) ได้เป็น ชวีมวล น ้า ก๊าซ

คารบ์อนไดออกไซด์ และไม่เป็นพษิต่อสิง่มชีวีติ (biocompatible) พลาสตกิชวีภาพสามารถผลติได้

จากพชืผลทางการเกษตรพวกแป้งมนัส าปะหลงั ขา้วโพด ออ้ย เช่น พอลแีลคตกิแอซดิ หรอื  
พอลแีลคไทด์ (polylactic acid หรอื polactide) และจากการน าจุลนิทรยีท์ีม่คีวามสามารถในการ

สะสมสารพอลเิอสเตอรป์ระเภทพอลไีฮดรอกซอีลัคาโนเอท (polyhydroxyalkanoates หรอื PHAs) 

มาเลี้ยงในน ้าหมกัเพื่อให้เกดิการสะสม PHAs อยู่ในรูปของแกรนูลเก็บไว้เป็นแหล่งคาร์บอนและ

แหล่งพลงังานภายในเซลล ์โดยจลุนิทรยีท์ีพ่บในธรรมชาตทิีส่ามารถสะสม PHAs ไดส้่วนใหญ่ 

มกัเป็นสารประกอบชนิด พอลไีฮดรอกซบีวิทเิรต (poly-3-hydroxybutyrate หรอื PHB) และ  

พอลไีฮดรอกซบีวิทเิลต-โค-ไฮดรอกซวีาลเีรต (poly-β-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate หรอื 

PHBV)  

 การสะสมพลาสติกชวีภาพภายในเซลล์แบคทเีรยีสามารถเกิดขึ้นได้เมื่อแบคทีเรยีอยู่ใน

สภาวะทีม่แีหล่งของสารอาหารบางชนิดไม่สมดุลจงึต้องมกีารสะสมแกรนูลไว้ใช้เป็นแหล่งพลงังาน

ของเซลลเ์พื่อความอยูร่อด  จากรายงาน ในปี ค.ศ.1973 ดาเวสและซเีนีย (Dawes;& Senior. 1973: 

225-238) พบว่าการสะสม PHAs จะเกดิขึน้เมื่อจุลนิทรยีอ์ยู่ในสภาวะทีส่ารอาหารขาดความสมดุล  

มแีหล่งคาร์บอนมากเกินพอ แต่มสีารอาหารบางชนิดในปรมิาณจ ากดั เช่น ไนโตรเจน ออกซเิจน 

ฟอสฟอรสั ซลัเฟอร์ หรอื แมกนีเซยีมซึ่งจุลนิทรยี์จะสะสม PHAs ได้ปรมิาณสูงเมื่อเข้าสู่ระยะ    

ช่วงปลายของการเจรญิเตบิโตแบบทวคีูณ (log phase) หลงัจากนัน้ในปี ค.ศ.1987 บาลลาดและคน

อื่นๆ (Ballard; et al.1987: 293-314) ไดศ้กึษาลกัษณะของแกรนูลและพบว่าเมื่อเลีย้งเซลลใ์น

สภาวะทีเ่หมาะสมต่อการสะสม PHAs จะไดจ้ านวนแกรนูลต่อเซลลอ์ยู่ในช่วง 8-12 แกรนูลท าให้

เซลลร์ปูท่อนมเีสน้ผ่านศูนยก์ลางประมาณ 0.05 ไมโครเมตร รปูร่างของเซลลจ์ะเปลีย่นเป็นค่อนขา้ง



2 

 

กลมและพบว่าการสะสมแกรนูลจะหยุดเมื่อมปีรมิาณ 80 เปอรเ์ซน็ต์ต่อน ้าหนักเซลลถ์งึแมจ้ะยงัมี

เอนไซมแ์ละสบัสเตรทที่เกี่ยวขอ้งกบัการสงัเคราะห ์PHAs อยู่ก็ตาม ภายในแกรนูลจะเป็น PHAs 

ประมาณ 98 เปอรเ์ซน็ต์โดยน ้าหนัก โปรตนี 2 เปอรเ์ซน็ต์โดยน ้าหนักทีเ่หลอืเป็นไขมนัจ าพวก   

กรดฟอสฟาทดิกิ (phosphatidic acid) และสารประกอบอื่นๆ ทีล่ะลายไดใ้นอะซโิตนเลก็น้อย  

 สารพอลเิมอร ์PHB ทีม่กัพบในแบคทเีรยีนัน้สามารถแยกมาวเิคราะหเ์พื่อหาคุณสมบตัไิด้

เป็นครัง้แรกในปี ค.ศ.1926 โดยลามอยนี (Lamoigne. 1926: 770-782) ตัง้แต่นัน้มา PHB และ 

PHAs ได้รบัความสนใจมากขึ้น นักวทิยาศาสตร์หลายท่านจงึได้ให้ขอ้สรุปจากการศึกษาเกี่ยวกบั 

PHB ว่าแบคทเีรยีจะสะสม PHB ไวเ้ป็นแหล่งพลงังาน แต่ขอ้เสยีของ PHB คอื มเีสถยีรภาพของ 

จุดหลอมเหลวต ่า (poor melt stability) เนื่องจากมอุีณหภูมสิลายตวัที ่200 องศาเซลเซยีส ซึง่ใกล ้

เคยีงกบัอุณหภูมขิองจุดหลอมเหลวที่ประมาณ 160-180 องศาเซลเซยีสซึง่อาจมปีญัหาในการผลติ

เมื่อน ามาขึน้รูป หลงัจากนัน้จงึได้มกีารปรบัปรุงโดยการน ามาผสมให้เป็นสารพอลเิมอร์ร่วม เช่น 

P(3HB) ผสมกบั P(3HV) กลายเป็น Poly(3HB-co-3HV) หรอืน าไปผสมกบัพอลเิมอรช์นิดอื่นๆ  

และถ้ามกีารเพิม่สดัส่วนของ P(3HV) กจ็ะช่วยท าใหคุ้ณสมบตัขิอง PHB ดขีึน้ ท าใหค้วามแขง็ของ

วสัดุลดลงและมคีวามเหนียวมากขึน้ ในปี ค.ศ.1960 PHB ไดร้บัความสนใจจากบรษิทั W.R.Grace 

จงึถูกน ามาผลติขายเป็นพอลเิมอรใ์นเชงิพาณิชยข์นาดเลก็ครัง้แรก (Steinbuchel. 1991: pp. 124-

213)  หลงัจากนัน้ใน ปี ค.ศ.1982 บรษิทั ICI (Imperial Chemical Industrie, Ltd.) ไดพ้ฒันาระบบ

การผลติ PHAs เพื่อผลติพอลเิมอรใ์นระดบัอุตสาหกรรมจนสามารถทราบวธิกีารสกดัแยกส่วนของ

พลาสตกิชวีภาพได ้และน าออกเสนอขายดว้ยเครื่องหมายการคา้ทีช่ื่อว่า Biopol® (Biodegradable 

polymer) (Choi, J.;& Lee, S.Y. 2000: 646-649) ซึง่เป็นพลาสตกิชวีภาพประเภทอะลฟิาตกิพอลิ

เอสเทอร ์(aliphatic polyester) มหีมู่เอสเทอรใ์นสายของโมเลกุลจงึท าใหส้ามารถถูกย่อยสลายได้

โดยจุลินทรยี์ในธรรมชาติ จากการศึกษาพบว่าสามารถย่อยสลายเกือบสมบูรณ์ภายในเวลา 10 

สปัดาห ์ทีอุ่ณหภมู ิ60 องศาเซลเซยีส ความชืน้รอ้ยละ 55 และอตัราส่วนของคารบ์อนต่อไนโตรเจน 

เท่ากบั 18 ต่อ 1 โคพอลเิมอรข์อง PHB ต่อ PHV ในอตัรา ส่วนรอ้ยละ 92 ต่อ 8 โดยน ้าหนัก และ

สามารถยอ่ยสลายเกอืบสมบรูณ์ภายในเวลา 20 วนัภายใต้สภาวะการย่อยสลายแบบไม่ใชอ้อกซเิจน

ในน ้าทิง้ (Gross, RA.;& Kalra, B. 2002: 803-807) ส าหรบัระบบการผลติและการพฒันาการผลติ

พลาสตกิชวีภาพในปจัจุบนัมคีวามก้าวหน้ามาก โดยเฉพาะการค้นพบจุลนิทรยีห์ลายรอ้ยชนิดที่มี

ความสามารถในการผลติพลาสตกิชวีภาพรวมถงึการพฒันาวธิกีารปรบัปรุงสายพนัธุจ์ุลนิทรยีแ์ละวธิี

แยกสกดัสารพอลเิมอรเ์พื่อใหไ้ด้สารพอลเิมอรท์ีม่คีวามบรสิุทธิแ์ละมปีรมิาณเพยีงพอต่อการน ามา

เป็นสารตัง้ตน้ในการขึน้รปูเป็นผลติภณัฑต่์างๆเพื่อการน าไปใชท้ดแทนพลาสตกิจากปิโตรเคม ี 
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โดยจุลินทรยี์ในธรรมชาติที่สามารถสงัเคราะห์พลาสติกชวีภาพกลุ่ม PHAs เช่น Hymenobacter 

aerophilus, Sphingomonas pituitosa, Pectobacterium cypripedii, Alcaligenes euthrophus, 

Pseudomonas sp., Azotobacter sp. และ Bacillus sp. เป็นต้น (กรมวทิยาศาสตรบ์รกิาร. 2553 

อา้งองิจาก Cox, M.K. 1994: pp.120-135) 

 ในช่วงแรกการสงัเคราะห ์PHAs จะใชจุ้ลนิทรยี ์ Alcaligenes euthrophus  โดยใชแ้หล่ง
วตัถุดบิจากน ้าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคารบ์อนให้กบัจุลนิทรยีโ์ดยเชื่อมต่อ acetyl-CoA 2 โมเลกุล 
และเปลีย่นสารนี้ไปเป็นมอนอเมอรส์ าหรบัใชใ้นการผลติเป็น PHB โดยมเีอนไซมเ์ขา้มาเกี่ยวขอ้งใน
ปฏกิริยิาทัง้หมด 3 ชนิด คอื เอนไซม ์3-ketothiolase (PhaA) จะเร่งให้เกดิการรวมตวักนัของ 
acetyl-CoA ไดเ้ป็น acetoacetyl-CoA เอนไซม ์acetoacetyl-CoA reductase (PhaB) จะเป็นตวั
รดีวิซ ์acetoacetyl-CoA ไปเป็น R(-)-3-hydroxybutyryl–CoA และเอนไซม ์PHA synthase (PhaC) 
จะมาเรง่ปฏกิริยิา polymerizes เปลีย่น (R)-3-hydroxybutyryl-CoA ไดเ้ป็นพอลเิมอร ์PHB  
(Tsuge; et al. 2005: 112-117)  
 เมื่อมีการค้นพบและการพัฒนาทางด้านพันธุวิศวกรรมมากขึ้น จึงมีการน าจุลินทรีย์ที่

สามารถผลิตพลาสติกชีวภาพได้มาศึกษาเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตในระดบัอุตสาหกรรม     

จากการศกึษาในปี ค.ศ. 2003 ของเวสเทอรแ์ละคนอื่นๆ (Westers; et al. 2003: 2076-2090) 

พบว่า B.subtilis เป็นจุลนิทรยี์ชนิดหนึ่งที่ใช้กนัอย่างแพร่หลายในอุตสาหกรรมส าหรบัการผลติ

โปรตนี กรดอะมโิน และสารเคม ีและจากรายงานในปี ค.ศ.2009 ซายน์และคนอื่นๆ (Singh; et al. 

2009: 38) ไดร้ายงานพบว่ากลุ่มของ Bacillus spp. เคยมรีายงานการผลติ PHAs โดยไดป้รมิาณ

ของ PHAs สงูถงึ 11-69 เปอรเ์ซน็ต ์(โดยน ้าหนกั PHAs ต่อน ้าหนกัเซลลแ์หง้) เช่น B. cereus,  

B. amyloliquefaciens DSM7, B. licheniformis, B. macerans, B. laterosporus, B. circulans,     

B. firmus G2, B. subtilis  K8, B. sphaericus X3, B. megaterium Y6, B. coagulans, B. brevis, 

B. sphaericus  ATCC 14577, B. thuringiensis, B. mycoides  RLJ B-017, Bacillus sp. JMa5, 

Bacillus sp. INT005 และ B. cereus UW85 เป็นต้น เมื่อน า PHAs มาวเิคราะหก์พ็บว่าเชือ้ใน 

genus Bacillus สามารถผลติโคพอลเิมอรข์อง PHAs ไดห้ลากหลาย เช่น PHB, P(3HB-co-3HV), 

P(3HB-co-3HHx) ซึง่เป็นโคพอลเิมอรข์องบวิทเิรตกบัเฮกซาโนเอต และ P(3HB-co-4HB-co-3HHx) 

ซึง่เป็นโคพอลเิมอรข์อง 3-ไฮดรอกซ,ี 4-ไฮดรอกซบีวิทเิรตกบัเฮกซาโนเอต โดยชนิดของพอลเิมอร์

ทีแ่บคทเีรยีผลติไดน้ัน้ขึน้อยูก่บัสบัสเตรททีน่ ามาใชเ้ป็นแหล่งสารอาหาร จงึมผีูส้นใจน าผลผลติเหลอื

ใชจ้ากอุตสาหกรรมซึง่มรีาคาถูกมาเป็นแหล่งคารบ์อนและพลงังานของแบคทเีรยีมากขึน้ ในปี ค.ศ.

2010 จวนและคนอื่นๆ (Jiun; et al. 2010: 1395-1402) ไดร้ายงานพบว่าจุลนิทรยีท์ีม่คีวามสามารถ

ในการผลติ PHAs จากแหล่งคารบ์อนต่างๆ ที่มรีาคาถูกหรอืทีไ่ด้จากของเสยี เช่น น ้ามนัจากพชื 
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กรดไขมนั แอลเคน และคาร์โบไฮเดรต  ซึ่งในแต่ละปีมปีรมิาณของเสียที่ถูกปล่อยออกมาจาก

อุตสาหกรรมการเกษตรและการแปรรปูอาหารจ านวนมาก และของเสยีเหล่านี้สามารถน ามาใชเ้ป็น

วตัถุดบิทดแทนส าหรบัการผลติ PHAs โดยใชเ้ป็นแหล่งคารบ์อนซึง่ไม่เพยีงแต่ช่วยลดค่าใชจ้่ายใน

ต้นทุนการผลิตแล้วยงัช่วยประหยดัค่าใช้จ่ายในการก าจัดของเสียได้อีกด้วย ในประเทศไทยมี

รายงานอยู่หลายฉบบัทีน่ าของเสยีเหลือใชท้างการเกษตร เช่น มนัส าปะหลงั ขา้วโพด อ้อย น ้ามนั

ปาลม์ และน ้าเสยีจากกระบวนการผลติอาหารมาเป็นแหล่งคารบ์อน โดยมรีายงานในปี ค.ศ. 2012 

สงัขรกัษ์และประเสรฐิสรรพ ์(Sangkharak; & Prasertsan. 2012: 173-182) ไดท้ าการแยกเชือ้จาก

อาหารดอง ดนิ น ้าเสยี มลูววัและไก่ สามารถแยก Bacillus cereus PHA 008 ทีผ่ลติ PHA ไดสู้งถงึ 

64.09 เปอร์เซ็นต์ของน ้าหนักเซลล์แห้งเมื่อน ามาเลี้ยงด้วยน ้าเสยีจากโรงงานผลติน ้ามนัปาล์ม

ภายใตส้ภาวะแบบไมใ่ชอ้อกซเิจน 

 จากความสามารถในการผลติ PHAs ที่ได้พอลเิมอรห์ลากหลายชนิดของแบคทเีรยีและ

วตัถุดบิที่ใช้เป็นแหล่งพลงังานที่แตกต่างกนัไปนัน้ท าให้เกิดงานวจิยัขึ้นอีกมากมายในการศึกษา

สภาวะทีเ่หมาะสม แหล่งสารอาหารทีห่าไดง้่ายราคาถูก และวธิกีารสกดัใหม่ๆ ทีล่ดการใชส้ารพษิที่

เป็นอนัตรายต่อสิง่แวดลอ้มเพื่อใหไ้ดพ้อลเิมอรท์ีม่คีุณภาพสงูเพื่อมาใชเ้ป็นสารตัง้ต้นผลติผลติภณัฑ์

จากพลาสติกชีวภาพ จากแนวคิดนี้ท าให้เกิดความสนใจในการศึกษาจุลินทรยี์ที่สามารถผลิต

พลาสตกิชวีภาพกลุ่ม PHAs โดยท าการศกึษาจุลนิทรยีท์ีค่ดัแยกไดจ้ากดนิในสถานทีท่ีแ่ตกต่างกนั

ในประเทศไทยมาท าการคดัแยกด้วยวิธีการที่หลากหลาย และศึกษาคุณลกัษณะของพลาสติก

ชวีภาพที่สกดัไดจ้ากแบคทเีรยีภายใต้สภาวะและวธิกีารสกดัที่เหมาะสมจากแหล่งสารอาหารราคา

ถูกซึ่งเป็นทางเลือกที่ท าให้เกิดแนวทางการพฒันางานวิจยัเพื่อสิ่งแวดล้อมและน าไปสู่การสร้าง

ประโยชน์จากการศกึษาความสามารถของจลุนิทรยีใ์นกลุ่มนี้ต่อไปไดใ้นอนาคต 
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วตัถปุระสงคข์องการวิจยั 
 1. เพื่อท าการแยก คดัเลอืกและศกึษาลกัษณะเพื่อระบุชนิดแบคทเีรยีทีม่คีวามสามารถใน

การผลติพลาสตกิชวีภาพกลุ่ม PHAs จากดนิในบรเิวณทีแ่ตกต่างกนัในประเทศไทย 

 2. เพื่อศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการเพิม่ผลผลติพลาสตกิชวีภาพกลุ่ม PHAs ไดสู้งสุด

และกระบวนการสกดั PHAs จากแบคทเีรยี 

 3. เพื่อวเิคราะหช์นิดของพลาสตกิชวีภาพกลุ่ม PHAs ทีผ่ลติจากแบคทเีรยี 

  

ขอบเขตของการศึกษาวิจยั 
 การศึกษาแบคทเีรยีที่สามารถผลติพลาสติกชวีภาพกลุ่ม PHAs เริม่จากการคดัแยก

แบคทเีรยีจากตวัอยา่งดนิในบรเิวณต่างๆ ของประเทศไทย เช่น จงัหวดัสตูล จงัหวดัเลย และจงัหวดั

นครนายก โดยใชส้ยีอ้ม 3 ชนิด คอื Sudan black B, Nile blue A และ Nile red เพื่อศกึษาลกัษณะ

การตดิสขีองโคโลนีแบคทเีรยีและแกรนูลภายในเซลลใ์นเบือ้งต้น เมื่อคดัแยกแบคทเีรยีจากการตดิสี

ยอ้มทัง้ 3 ชนิด จากนัน้ท าการระบุชนิดแบคทเีรยีโดยการศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยา ลกัษณะ

ทางชวีเคม ีและทางพนัธุกรรมโดยการหาล าดบันิวคลโีอไทด์บรเิวณยนี 16S rDNA หลงัจากนัน้

ท าการศกึษาหาความสามารถของแบคทเีรยีในการผลติพลาสตกิชวีภาพกลุ่ม PHAs ภายใต้สภาวะ

ทีเ่หมาะสมในแหล่งคารบ์อนและแหล่งไนโตรเจนชนิดต่างๆ ที่เหมาะสมต่อการผลติ จากนัน้ศกึษา

กระบวนการสกดั PHAs ดว้ยสารละลายอนิทรยี ์สารลดแรงตงึผวิ เอนไซม ์และความรอ้นสงู  เพื่อให้

ได้ผลผลติ PHAs จากเซลล์แบคทีเรยีในปรมิาณสูงสุดจากแหล่งสารอาหารที่หลากหลายรวมถึง   

การน าโมลาสและกรดไขมนัมาเป็นแหล่งคาร์บอนให้กบัแบคทเีรยีในการผลติพลาสติกชวีภาพใน

กลุ่ม PHAs ชนิดต่างๆ เช่น PHB และ PHBV สุดท้ายวเิคราะหผ์ลผลติ PHAs ที่ได้ดว้ยเครื่อง  

Fourier transform infrared spectrometer (FTIR), Nuclear magnetic resonance spectroscopy 

(NMR), Scanning electron microscope (SEM) และ Transmission electron microscopy (TEM)  

 

ผลท่ีได้รบัจากการวิจยั 
 การวจิยัน้ีท าใหไ้ดว้ธิกีารคดัแยกเชือ้และลกัษณะส าคญัของแบคทเีรยีทีม่คีวามสามารถใน

การผลติพลาสตกิชวีภาพกลุ่ม PHAs จากดนิในประเทศไทย และสามารถหาสภาวะที่เหมาะสมใน

การผลติ PHAs รวมทัง้กระบวนการสกดัทีด่ต่ีอการผลติ PHAs เพื่อใหไ้ดป้รมิาณและคุณภาพสูงสุด 

และอาจน าไปพฒันากระบวนการผลติ PHAs จากการใชว้สัดุเหลอืใชท้างการเกษตรราคาถูกมาเป็น

แหล่งสารอาหารของแบคทเีรยีไดต่้อไป 



 

บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 

 
พลาสติกย่อยสลายได้ทางชีวภาพ (biodegradable plastics) 
 เน่ืองจากปจัจุบนัพลาสตกิก่อให้เกดิมลพษิต่อสิง่แวดล้อมเมื่อน าไปฝงัดนิจะเกดิการย่อย
สลายไดย้ากและใชเ้วลานาน ท าใหด้นิเสื่อมคุณภาพหรอืถ้าน าไปเผาท าลายจะก่อใหเ้กดิมลพษิทาง
อากาศ ด้วยเหตุนี้นักวทิยาศาสตรจ์งึได้ศกึษาคน้ควา้และผลติพลาสตกิชนิดใหม่ขึน้มาทดแทนเพื่อ
ช่วยลดปญัหามลพษิในสิง่แวดลอ้ม โดยเรยีกพลาสตกิชนิดใหม่น้ีว่า พลาสตกิชวีภาพ (bioplastics) 
หรอื พลาสตกิย่อยสลายได้ทางชวีภาพ (biodegradable plastics) (ธนาวด ีลีจ้ากภยั. 2549: 5) ซึง่
พลาสติกย่อยสลายได้ทางชวีภาพเป็นพลาสติกที่สลายตวัได้ด้วยจุลนิทรยี์ ผลติมาจากวตัถุดบิที่
ทดแทนใหม่ได้จากธรรมชาติ (biobase) หรือ ปิโตรเคมี (petrobase) ซึ่งสามารถท าให้เกิด        
การเปลี่ยนแปลงสมบตัิของโครงสร้างทางเคมีเน่ืองจากปจัจยัต่างๆ ในสภาวะแวดล้อมได้เป็น
ผลติภณัฑท์ี่ถูกดูดซมึและย่อยสลายไดโ้ดยจุลนิทรยีอ์ย่างสมบูรณ์เกดิเป็นก๊าซคารบ์อนไดออกไซด ์
ชวีมวล และน ้าเป็นผลติภณัฑ์สุดท้าย จากรายงานในปี พ.ศ.2553 ของกรมวิทยาศาสตร์บรกิาร  
พลาสตกิชวีภาพถูกจดัเป็นสารพอลเิอสเทอร ์เนื่องจากประกอบดว้ยมพีนัธะเอสเทอรอ์ยู่ในสายโซ่ซึง่
มคีวามแขง็แรงน้อย สามารถแตกตวัได้ง่ายเมื่อท าปฏกิิรยิากบัน ้าโดยอาศยัปฏกิริยิาไฮโดรไลซสิ 
(hydrolysis) ดงันัน้จงึสามารถย่อยสลายเป็นโมเลกุลทีม่ขีนาดเลก็ลงได ้นอกจากนี้พอลเิอสเทอรย์งั
สามารถจ าแนกตามส่วนประกอบของสายโซ่เป็น 2 ประเภท คอื อะลฟิาตกิ พอลเิอสเทอร ์(aliphatic 
polyester) และอะโรมาตกิ พอลเิอสเทอร ์(aromatic polyester) ในปจัจุบนัมกีารผลติพอลเิมอรใ์น
กลุ่มนี้หลายชนิดส่วนใหญ่เป็นประเภท aliphatic polyester เนื่องจากสายโซ่มคีวามเหมาะสมต่อ 
การสลายพนัธะดกีว่า ในส่วนของ aromatic polyester จะต้องท าการปรบัปรุงโครงสรา้งใหเ้หมาะสม
โดยอาจต่อกบัสายโซ่ aliphatic polyester ใหเ้ป็นโคพอลเิมอร ์aliphatic-aromatic polyester ก่อนจงึ
จะสามารถย่อยสลายไดซ้ึง่สามารถใช้ polyethylene terephthalate (PET) เป็นส่วนประกอบหลกั  
ส าหรบัวตัถุดบิทีใ่ชผ้ลติ polyhydroxyalkanoates (PHAs) เป็นวตัถุดบิทีป่ลูกทดแทนใหม่ได ้ไดแ้ก่ 
พชืผลทางการเกษตร เช่น ขา้วโพด มนัฝรัง่ มนัส าปะหลงั และขา้ว ในระยะแรกของการพฒันาระบบ
การผลติ PHAs จะใชเ้ชือ้แบคทเีรยี Alcaligenes euthrophus H16 โดยมนี ้าตาลกลูโคสเป็นแหล่ง
พลงังาน ปจัจุบนัมกีารศกึษาเชื้อชนิดต่างๆ ที่มคีุณสมบตัทิี่ดใีนการผลติหรอืการใช้วสัดุอื่นๆ เพื่อ
เป็นแหล่งพลงังานรวมไปถงึการศกึษาการกระจายตวัของยนีทีส่ าคญัในวถิกีารสรา้ง PHAs ในเซลล์
แบคทเีรยีหรอืการน ายนีทีส่ าคญัไปใส่ในพลาสมดิของจุลนิทรยีช์นิดอื่นๆ เช่น Escherichia coli หรอื 
Saccharomyces cerevisiae แล้วจงึท าการสกดัแยก PHAs ออกมาขึ้นรูปเป็นผลติภณัฑ์ เมื่อ
พลาสติกชีวภาพถูกใช้ไปก็น ามาจ ากัดได้โดยการปล่อยให้ย่อยสลายโดยจุลินทรยี์ในดินภายใต้
สภาวะทีเ่หมาะสม และปจัจยัทีม่ผีลต่อการผลติ PHAs ไดแ้ก่ ความคงตวัของระบบการผลติ ปรมิาณ
เซลลส์ะสม การสกดัไดข้อง PHAs อตัราการใช ้PHAs เพื่อเป็นแหล่งพลงังาน และคุณสมบตัขิอง
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วตัถุดบิที่ใช้เป็นแหล่งอาหาร ซึ่ง PHAs ผลติได้จากการน าแป้งหรอืน ้าตาลมาหมกัด้วยจุลนิทรยี ์ 
หลงัจากนัน้จงึท าการแยกเอา PHAs ออกดว้ยการท าลายเปลอืกนอกหุ้มของจุลนิทรยี ์โดย PHAs 
เป็นพลาสติกชีวภาพที่สามารถขึ้นรูปได้ มีคุณสมบัติทางความร้อนและทางกลใกล้เคียงกับ          
พอลเิอทลินี (polyethylene) หรอื พอลโิพรพลินี (polypropylene) ซึง่เป็นพลาสตกิทีน่ิยมใชก้นัมาก
ทีสุ่ดในปจัจบุนัและเป็นพลาสตกิชวีภาพทีไ่ดร้บัความสนใจจากตลาดเป็นอยา่งมากเนื่องจากสามารถ
น าไปประยกุตใ์ชไ้ดอ้ยา่งหลากหลาย 
 

ประเภทของพลาสติกย่อยสลายได้ทางชีวภาพ 
 พลาสตกิย่อยสลายไดท้างชวีภาพ ได้แก่ แป้งเทอรโ์มพลาสตกิ (thermoplastic starch, 
หรอื TPS), พอลแิลคติกแอซดิ (polylactic acid หรอื PLA), พอลไิฮดรอกซีอลัคาโนเอต 
(polyhydroxyalkanoates หรอื PHA), พอลิคาร์โปแลคโทน (polycaprolactone หรอื PCL),                   
พอลิบิวทิลีนซัคซิเนต (polybutylene succinate หรือ PBS), พอลิบิวทิลีนเทอเรพธาเลต 
(polybutylene terephthalates หรอื PBT), พอลไิตรเมทลินีเทอเรพธาเลต (polytrimethylene 
Terephtalate หรอื PTT),    พอลไิวนิลแอลกอฮอล ์(polyvinyl alcohol หรอื PVA) เป็นต้น ดงัแสดง
ในภาพประกอบ 1 โดยแบ่งประเภทของพลาสตกิตามลกัษณะของโครงสรา้งหลกัได้ 2 แบบ คอื 
แบบสายโซ่ตรง (aliphatic) และ แบบมวีงอะโรมาตกิ (aromatic) และยงัจดักลุ่มของวตัถุดบิทีน่ ามา
ผลติพลาสตกิชวีภาพไดอ้กี 3 แบบ คอื กลุ่ม 1 ผลติจากวตัถุดบิปิโตรเลยีมแต่สามารถย่อยสลายได้
ทางชวีภาพ เช่น PBS, PCL, PBSA, modified PET, AAC เป็นต้น กลุ่ม 2 ผลติจากวตัถุดบิทีป่ลูก
ทดแทนได้ เช่น มนัส าปะหลงั อ้อย ขา้วโพด เป็นต้น แลว้ผ่านกระบวนการทางชวีภาพนัน่คอื PLA 
กลุ่ม 3 ผลติจากจุลนิทรยี ์เช่น PHA, PHB, PHV, PHH และ โคพอลเิมอรข์องสารกลุ่มเดยีวกนั 
(European bioplastics. 2014: Online) 
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ภาพประกอบ 1 แผนภาพแสดงประเภทและตวัอยา่งของพอลเิอสเทอร ์
 

       ทีม่า : ส านกันวตักรรมแห่งชาต ิ(NIA). http://www.nia.or.th/bioplastics/introduction.php 
       PHA   - polyhydroxyalkanoates  PHB   - polyhydroxybutyrate 
       PHH   - polyhydroxyhexanoate  PHV  - polyhydroxyvalerate 
       PLA  - polylactic acid   PCL   - polycaprolactone 
       PBS   - polybutylene succinate  PBSA  - polybutylene succinate  

         adipate 
       AAC   - Aliphatic-Aromatic copolyesters PET  - polyethylene terephthalate 
       PBAT  - polybutylene adipate/terephthalate PTMAT- polymethylene adipate/  

         terephthalate 
 

การย่อยสลายของพลาสติกชีวภาพ  
องค์กรในต่างประเทศหลายๆ องค์กรได้ด าเนินการจดัท ามาตรฐานวิธีการทดสอบและ     

การรบัรองการย่อยสลายไดท้างชวีภาพของผลติภณัฑ ์เช่น ISO (International Organization for 
Standardization), ASTM (American Society for Testing and Materials), DIN (Deutsches 
Institute for Normung or German Institute for Standardization), JIS (Japanese Industrial 
Standard), ORCA (Organic Reclamation and Composting Association, Belgium) และ ISR 
(Institute for Standards Research) โดยขอ้ก าหนดมาตรฐานส าหรบัรบัรองการย่อยสลาย        
ทางชวีภาพ (biodegradability) ในระดบันานาชาตซิึง่มรีายละเอยีดทีใ่กลเ้คยีงกนั หากแต่จะมคีวาม
แตกต่างกนัเล็กน้อยในเรื่ององค์ประกอบ วธิีการทดสอบ และคุณสมบตัิเพื่อผ่านการรบัรองการ  
ย่อยสลายทางชวีภาพซึ่งมหีลกัที่คล้ายคลงึกนั อาทเิช่น การวดัความสามารถในการย่อยสลายได้



9 
 

ทางชวีภาพ การวดัความสามารถในการแตกเป็นชิ้นเลก็ๆ (disintegration) ของวสัดุทดสอบใน
สภาวะหมกัปุ๋ ย (compost) และการประเมนิการยอ่ยสลายเบือ้งตน้ รวมถงึปรมิาณโลหะหนกัตลอด 
จนการวเิคราะห์คุณภาพ และความเป็นพษิต่อระบบนิเวศของปุ๋ ยทีไ่ด้จากการหมกั (ecotoxicity of 
the compost) การทดสอบการย่อยสลายทางชวีภาพโดยทัว่ไปมกัใชเ้วลาในการทดสอบประมาณ 6 
เดอืน เช่น มาตรฐาน ASTM 5338 ก าหนดไว้ว่า พลาสตกิที่ประกอบด้วยพอลเิมอรเ์พยีง 1 ชนิด 
จะต้องเกดิการย่อยสลายอย่างน้อย 60 เปอรเ์ซน็ต์โดยเกดิการเปลี่ยนแปลงไปเป็นสารประกอบ
โมเลกุลเลก็ เช่น น ้า คารบ์อนไดออกไซด ์สารประกอบอนินทรยี ์สารชวีมวล เป็นต้น ภายใต้สภาวะ
การย่อยสลายโดยจุลนิทรยีแ์บบใช้ออกซเิจนภายในเวลา 6 เดอืน  และส าหรบัพอลเิมอรผ์สมต้อง
เกดิการย่อยสลาย 90 เปอรเ์ซน็ต์ และผลติภณัฑท์ี่ได้จากการหมกัสามารถน าไปใช้ประโยชน์เป็น
สารปรบัสภาพดนิได้ ต้องไม่มคีวามเป็นพษิต่อพชืและสตัว์ และสามารถก าจดัได้โดยกระบวนการ
หมกัขยะอนิทรยี ์ (พริม้ ศรหีานาม. 2553)  การย่อยสลายของพลาสตกิชวีภาพทีย่่อยสลายไดแ้บ่ง
จากลกัษณะการสลายตัวภายใต้สภาวะแวดล้อมและปฏิกิริยาที่แตกต่างกัน (กรมวิทยาศาสตร์
บรกิาร. 2553: อา้งองิจาก Cox, M.K. 1994: pp.120-135) ดงันี้ 
 1.พลาสตกิยอ่ยสลายทางชวีภาพ (biodegradable plastic) 
 เป็นพลาสตกิย่อยสลายไดท้ีม่กีลไกการย่อยสลายดว้ยเอนไซมแ์ละแบคทเีรยีในธรรมชาต ิ
เมือ่ยอ่ยสลายหมดแลว้จะไดผ้ลติภณัฑเ์ป็นน ้า มวลชวีภาพ ก๊าซมเีทน และก๊าซคารบ์อนไดออกไซด์
ซึ่งเป็นสิง่จ าเป็นในการเจรญิเติบโตและด ารงชวีติของพชืรวมถึงมนัส าปะหลงัและข้าวโพดที่เป็น
วตัถุดบิส าหรบัผลติเป็นพลาสตกิชวีภาพ และมแีนวโน้มการท าตลาดที่ดแีละม ีการผลติเพื่อใชเ้ป็น
ผลติภณัฑ ์ไดแ้ก่ PLA และ PHAs ซึง่เป็นพลาสตกิทีไ่ดจ้ากธรรมชาตโิดยใชก้ระบวนการทางชวีเคมี
ในการเปลี่ยนสภาพจากแป้งที่ได้จากมนัส าปะหลงัและข้าวโพดให้เป็นพลาสตกิย่อยสลายได้ทาง
ชวีภาพ นอกจากพลาสตกิ 2 ชนิดนี้แลว้ยงัมพีลาสตกิย่อยสลายไดอ้กีชนิดทีน่ิยมในตลาดเช่นกนัคอื 
poly(butylene dipate-co-terephthalate) หรอื PBSA ซึง่เป็นพอลเิมอร ์  ทีไ่ดจ้ากวตัถุดบิปิโตรเคมี
ซึง่ผลติโดยบรษิทั BASF ประเทศเยอรมนัทีม่คีุณสมบตัทิีส่ามารถยอ่ยสลายไดท้างชวีภาพ  
 2. พลาสตกิชนิดยอ่ยสลายผ่านปฏกิริยิาออกซเิดชนั (oxidative degradation plastics) 
 เป็นพลาสติกที่สลายตัวได้โดยไม่ต้องพึ่งพาจุลินทรยี์ซึ่งมกีารย่อยสลายผ่านปฏิกิรยิา
ออกซเิดชนัของพลาสติก เป็นปฏกิิรยิาการเติมออกซเิจนลงในโมเลกุลของพอลเิมอร์ซึ่งสามารถ
เกดิขึน้ได้เองในธรรมชาตอิย่างช้าๆ โดยมอีอกซเิจน ความรอ้น แสงยูว ีและแรงทางกลเป็นปจัจยั
ส าคญั เกดิเป็นสารประกอบไฮโดรเปอร์ออกไซด์ (hydroperoxide, ROOH) ในพลาสตกิที่ไม่ม ี   
การเตมิสารเตมิแต่งทีท่ าหน้าทีเ่พิม่ความเสถยีร (stabilizing additive) ของแสงและความรอ้นจะท า
ให ้ROOH แตกตวักลายเป็นอนุมลูอสิระ RO และ OH ทีไ่ม่เสถยีรและเขา้ท าปฏกิริยิาต่อทีพ่นัธะ
เคมบีนต าแหน่งคารบ์อนในสายโซ่พอลเิมอร ์ท าให้เกิดการแตกหกัและสูญเสยีสมบตัิเชงิกลอย่าง
รวดเรว็ 
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 3. พลาสตกิยอ่ยสลายดว้ยแสง (photodegradable plastics) 
 การย่อยสลายด้วยแสงมกัเกิดจากการเติมสารเติมแต่งที่มีความว่องไวต่อแสงลงใน
พลาสตกิหรอืสงัเคราะห์โคพอลเิมอรใ์ห้มหีมู่ฟงัก์ชนัหรอืพนัธะเคมทีีไ่ม่แขง็แรง แตกหกัง่ายภายใต้
รงัส ีเช่น หมูค่โีตน (ketone group) อยูใ่นโครงสรา้งเมื่อสารหรอืหมู่ฟงัก์ชนัดงักล่าวสมัผสักบัรงัสยีวูี
จะเกิดการแตกของพนัธะกลายเป็นอนุมูลอสิระซึ่งไม่เสถียร จงึเข้าท าปฏกิิรยิาต่ออย่างรวดเรว็ที่
พนัธะเคมบีนต าแหน่งคารบ์อนในสายโซ่พอลเิมอร ์ท าใหเ้กดิการขาดของสายโซ่ แต่การย่อยสลายนี้
จะไม่เกิดขึ้นภายในบ่อฝงักลบขยะกองปุ๋ ยหมกั หรอื สภาวะแวดล้อมอื่นที่มดื หรอืแม้กระทัง่ชิ้น
พลาสตกิที่มกีารเคลอืบด้วยหมกึที่หนามากบนพื้นผวิ เนื่องจากพลาสตกิจะไม่ได้สมัผสักบัรงัสยีูวี
โดยตรง 
 4. พลาสตกิยอ่ยสลายผ่านปฏกิริยิาไฮโดรไลซสิ (hydrolytic degradation plastics)  
 การยอ่ยสลายของพอลเิมอรท์ีม่หีมูเ่อสเทอร ์หรอื เอไมด ์เช่น แป้ง พอลเิอสเทอร ์ 
พอลแิอนไฮไดรด์ (polyanhydride) พอลคิารบ์อเนต (polycarbonate หรอื PC) และพอลยิรูเิทน 
(polyurethane หรอื PU) ผ่านปฏิกิรยิาก่อให้เกิดการแตกหกัของสายโซ่พอลเิมอร์ โดยทัว่ไป
ปฏกิริยิาไฮโดรไลซสิแบ่งเป็น 2 ประเภท คอื ประเภทที่ใช้ตวัเร่งปฏกิริยิา (catalytic hydrolysis) 
และไม่ใชต้วัเร่งปฏกิริยิา (non-catalytic hydrolysis) ซึง่ประเภทแรกม ี2 แบบ คอื แบบทีใ่ชต้วัเร่ง
ปฏกิริยิาจากภายนอกโมเลกุลเร่งให้เกดิการย่อยสลาย (external catalytic degradation) และ   
แบบที่ใช้ตวัเร่งปฏกิริยิาจากภายในโมเลกุลเองในการเร่งให้เกดิการย่อยสลาย (internal catalytic 
degradation) โดยตวัเร่งปฏกิริยิาจากภายนอกม ี2 ชนิด คอื ตวัเร่งปฏกิริยิาที่เป็นเอนไซมต่์างๆ 
เช่น depolymerase lipase และesterase ในกรณีนี้จดัเป็นการย่อยสลายทางชวีภาพและตวัเร่ง
ปฏกิิรยิาที่ไม่ใช้เอนไซม์ (non-enzyme) เช่น โลหะแอลคาไลน์ เบส และกรด ที่มอียู่ในสภาวะ
แวดลอ้มในธรรมชาต ิในกรณีนี้จดัเป็นการย่อยสลายทางเคม ีส าหรบัปฏกิริยิาไฮโดรไลซสิแบบทีใ่ช้
ตวัเร่งปฏกิริยิาจากภายในโมเลกุลของพอลเิมอรน์ัน้ใช้หมู่คารบ์อกซลิ (carboxyl group) ของหมู ่
เอสเทอร์ หรอื เอไมด์ บรเิวณปลายของสายโซ่พอลิเมอร์ในการเร่งปฏิกิรยิาการย่อยสลายผ่าน
ปฏกิริยิาไฮโดรไลซสิ  
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พอลีไฮดรอกซีอลัคาโนเอต (polyhydroxyalcanoates หรือ PHAs)  
 PHAs เป็นกลุ่มพอลเิมอรป์ระเภทพอลเิอสเทอรท์ีส่งัเคราะหไ์ดท้างธรรมชาตโิดยจุลนิทรยี์
หลากหลายชนิด เช่น Hymenobacter aerophilus, Sphingomonas pituitosa, Pectobacterium  
cypripedii และ Alcaligenes euthrophus เป็นตน้ ถงึแมว้่าปจัจบุนัมกีารคน้พบอนุพนัธพ์อลเิอสเทอร์
ทีอ่ยู่ในกลุ่มนี้มากกว่า 100 ชนิด แต่มเีพยีงไม่กี่ชนิดทีเ่ป็นทีรู่จ้กัแพร่หลายโดยอนุพนัธพ์อลเิมอรท์ี่
เป็นทีรู่จ้กัมากทีสุ่ด ไดแ้ก่ PHB ซึง่ถูกคน้พบเป็นครัง้แรกในปี ค.ศ. 1926 โดย Maurice Lemoigne 
นักวทิยาศาสตรแ์ห่ง Pestuer Institute ณ กรุงปารสี จากเชือ้ Alcaligenes euthrophus H16 เมื่อใช้
กลโูคสเป็นสบัเสตรท  เนื่องจากมโีครงสรา้งหลกัของสายโซ่ทีต่่อกนัดว้ยคารบ์อน 3 อะตอมและมหีมู่
แอลคลิ (alkyl group) ทีแ่ตกต่างกนัมาต่ออยู่ทีบ่รเิวณเบต้า (-β-) หรอื คารบ์อนต าแหน่งที ่3 ของ
สายโซ่หลกัจงึถูกตัง้ชื่อสารพอลเิมอร์ชนิดนี้ว่า “poly-3-hydroxybutyrate”  ต่อมา ในปี ค.ศ. 1982 
บรษิทั Imperial Chemical Industries Ltd. (ICI) ประเทศองักฤษ ไดน้ าเชือ้นี้ไปผลติในระดบัถงัหมกั
ได้ปรมิาณ PHB ถึง 90 เปอรเ์ซ็นต์ต่อน ้าหนักเซลล์แห้ง และมกีารเปลี่ยนชื่อเชื้อ Alcaligenes 
eutrophus อกีหลายครัง้เป็น Ralstonia eutropha หรอื Wautersia eutropha และผลติภณัฑจ์าก 
PHB กถ็ูกน าออกจ าหน่ายดว้ยเครื่องหมายการคา้ชื่อ “Biopol” และ PHB มกัพบบ่อยในจุลนิทรยี์
ธรรมชาตจิงึนิยมน ามาศกึษาเพื่อผลติเป็นผลติภณัฑพ์ลาสตกิชวีภาพโดยผสมกบัวตัถุดบิธรรมชาต ิ
เช่น แป้งหรอืไบโอพอลเิมอรช์นิดอื่นๆเพื่อใหข้ึน้รปูไดง้า่ยขึน้  และจากการศกึษาของ Lemoigne ใน
ปี ค.ศ. 1927 ได้รายงานเป็นครัง้แรกเกี่ยวกับการผลิต PHB ในถังหมักด้วยเชื้อ Bacillus 
megaterium ซึง่สามารถผลติ PHB ได ้44 เปอรเ์ซน็ต์ต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ (Lenz; & Marchessault. 
2004) 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 2  การสะสมแกรนูล PHB ของ Bacillus megaterium. ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 
 อเิลก็ตรอนแบบส่องผ่าน  ขนาดบาร ์500 นาโนเมตร 

 
       ทีม่า :  Tay; et al. (2010). Polyhydroxyalkanoate (PHA) accumulating bacteria from the 
gut of higher termite Macrotermes carbonarius (Blattodea: Termitidae). World Journal 
Microbiology Biotechnology. 26: p.1021   
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การจ าแนกชนิดของ PHAs 
 1. การจดัจ าแนกกลุ่มโดยแบ่งตามชนิดมอนอเมอรอ์งค์ประกอบในสายพอลเิมอรโ์ดย
แบ่งเป็น 2 ประเภท (สริลิกัษณ์ บวัทอง. 2551: 11-12) ดงันี้ 
  1.1 โฮโมพอลเิมอร ์(homopolymer) ประกอบดว้ยมอนอเมอรเ์พยีงชนิดเดยีวมาต่อกนั 
เช่น poly-3-hydroxybutyrate และ poly-3-hydroxyvarerate เป็นตน้ 
  1.2 เฮทเทอโรพอลเิมอร ์(heteropolymer) ประกอบดว้ยมอนอเมอรม์ากกว่า 2 ชนิด
มาต่อกนัโดยเรยีกชื่อตามองคป์ระกอบ ดงันี้ 
   ก. โคพอลเิมอร ์(copolymer) ประกอบดว้ยมอนอเมอร ์2 ชนิดมาต่อกนัเป็นสาย 
ของพอลเิมอร ์เช่น poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvarerate) หรอื PHBV เป็นตน้ 
   ข. เทอรพ์อลเิมอร ์(terpolymer) ประกอบด้วยมอนอเมอร ์3 ชนิดมาต่อกนัเป็น
สายของพอลิเมอร์ เช่น poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvarerate-co-4-hydroxybutyrate) 
หรอื P(3HB-co-3HV-co-4HB) เป็นตน้ 
 2. การจดัจ าแนกกลุ่มโดยแบ่งตามจ านวนคารบ์อนในหน่วยมอนอเมอรโ์ดยแบ่งเป็น   
3 ประเภท (Lee; et al.1996: 431) แสดงในภาพประกอบ 3 ดงันี้  
  2.1 PHAs สายสัน้ (short chain length, SCL) หรอื scl-PHAs มคีารบ์อน  
3-5 อะตอม 
  2.2 PHAs สายกลาง (medium chain length, MCL) หรอื mcl-PHAs มคีารบ์อน  
6-14 อะตอม คน้พบ mcl-PHAs ทีม่คีวามแตกต่างของมอนอเมอรป์ระมาณ 100 ชนิดซึง่ต าแหน่งที่
ถูกออกซไิดซใ์นมอนอเมอรอ์าจไมใ่ช่คารบ์อนตวัที3่ แต่เป็นคารบ์อนต าแหน่งอื่นๆ ได ้เช่น   
4-hydroxybutyrate และ 5-hydroxyvarerate เป็นตน้ 
  2.3 PHAs สายยาว (long chain length, LCL) หรอื lcl-PHAs มคีารบ์อนตัง้แต่  
14 อะตอมขึน้ไป   
  
 ในปี ค.ศ.2013 ดารานิและคนอื่นๆ (Darani; et al. 2013 :1407-1424) รายงานว่ากลไก 
และการเขา้กนัได้ทางชวีภาพ (biocompatibility) ของ PHAs สามารถเปลี่ยนแปลงได้จากการ     
ดดัแปลงหรอืเชื่อมต่อกบัพอลเิมอรอ์ื่นๆ เอนไซม ์และสารอนินทรยี์ซึง่ท าใหเ้กดิชนิดของ PHAs ที ่       
หลากหลายขึน้โดย PHA synthases เป็นเอนไซมท์ี่ส าคญัในการผลติ PHAs โดยมโีคเอนไซม ์     
A-thioester ของ (R)-hydroxy fatty acids เป็นสบัสเตรท และ PHA synthases ยงัมคีวามจ าเพาะ
ต่อความยาวของ hydroxyl fatty acids ไดต่้างกนั 2 ชนิด คอื PHAs สายสัน้ หรอื SCL และ PHA 
สายกลาง หรอื MCL ซึ่ง SCL-PHA พบว่าสงัเคราะหไ์ดจ้ากแบคทเีรยีหลายชนิด เช่น Ralstonia 
eutropha และ Alcaligenes latus ทีส่ามารถผลติ PHB และ MCL-PHA สงัเคราะหไ์ดจ้ากแบคทเีรยี 
Pseudomonas putida และยงัมแีบคทเีรยีอื่นๆทีส่ามารถสงัเคราะหโ์คพอลเิมอร์ชนิด SCL- PHA 
และ MCL-PHA ได ้เช่น Aeromonas hydrophila และ Thiococcus pfennigii เป็นตน้ 
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สตูรโครงสร้างเคมีของ PHAs 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 3  สตูรโครงสรา้งเคมขีอง PHAs 
 

       ทีม่า  : Lu, J.; Tappel, R.C.; & Nomura, C.T. (2009). Mini-review : Biosynthesis of 
poly(hydroxyalkanoates). Polymer. 49: p. 226.  
  
 โครงสรา้งของ PHAs ประกอบดว้ยมอนอเมอรห์ลกัดงัภาพประกอบ 3 และสามารถจ าแนก
ได้ตามความยาวสายโซ่ของหมู่แทนที่ (R) ในหน่วยมอนอเมอรน์ัน่คอื ความยาวสายโซ่ของหมู่
แทนที่ส ัน้ มอนอเมอร์จะประกอบด้วยอะตอมคาร์บอน 3-5 อะตอม ส่วนความยาวสายโซ่ของหมู่
แทนที่ ปานกลาง มอนอเมอรจ์ะประกอบด้วยอะตอมคารบ์อน 6-14 อะตอม และความยาวสายโซ่
ของหมู่แทนที่ยาว มอนอเมอรจ์ะประกอบดว้ยคารบ์อนตัง้แต่ 14 อะตอมขึน้ไป PHAs ที่ผลติได้
โดยทัว่ไปประกอบดว้ยมอนอเมอร ์100-30,000 หน่วย และมคีวามยาวสายโซ่ของหมูแ่ทนทีส่ ัน้  
(กรมวทิยาศาสตรบ์รกิาร. 2553: Online)    
 ในปี ค.ศ.2005 เจยีมนิ, ซนิสกแีละสตูบบ ์(Jiamin; Sinskey; & Stubbe. 2005: 3814-
3824) ไดท้ าการศกึษาการสะสมแกรนูลในช่วงเวลาต่างๆ ซึง่พบพอลเิมอรส์ูง 80-85 เปอรเ์ซน็ต ์
ของน ้าหนักเซลล์แห้งเมื่อตรวจสอบภายใต้กล้อง transmission electron microscopy (TEM)     
พบแกรนูลของ PHB 8-12 แกรนูลภายในเซลล์ ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 0.2-0.5 ไมโครเมตร           
ดงัภาพประกอบ 2 และเคยมรีายงานว่าทีผ่วิของแกรนูลมโีปรตนี synthase (ยนี phaC) ปรมิาณต ่า
และ phasin (ยนี phaP) ในปรมิาณสูง และยงัพบแบคทเีรยีอื่นๆที่สะสมแกรนูล PHB ได ้เช่น 
Bacillus cereus, Bacillus megaterium , Rhodospirillum rubrum และ Chlorogloea fristschii   
เป็นตน้ 
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วิถีการสงัเคราะหส์ารพอลีไฮดรอกซีอลัคาโนเอต 
 การสงัเคราะห ์PHAs มกีระบวนการทีส่ าคญัอยู่ 3 กระบวนการ ไดแ้ก่ de novo fatty acid 
biosynthesis, chain elongation และ fatty acid -oxidationซึง่ทัง้ 3 กระบวนการนี้มสีารประกอบ
คารบ์อนทีน่ าไปสงัเคราะห์ PHAs ได้ คอื (R)-3-hydroxyacyl-acyl carrier protein หรอื ACP, 
ketoacyl-CoA, (S)-3-hydroxyacyl-CoA และ 2-trans-enoyl-CoA โดยมเีอนไซม ์3-hydroxyacyl-
acyl-CoA-ACP transferase (ยนี phaG), ketoacyl-CoA reductase (ยนี phaB), 3-ketothiolase 
(ยนี phaA) และ enoyl-CoA hydratase (ยนี phaJ) เปลีย่นสารประกอบคารบ์อนดงักล่าวไปเป็น 
(R)-3-hydroxyacyl-acyl-CoA ซึ่งเมื่อ (R)-3-hydroxyacyl-acyl-CoA เกิดปฏิกิริยา polymerization 
โดยเอนไซม ์PHA polymerase (ยนี phaC) จะได ้PHAs เป็นผลติภณัฑ ์
 ในปี ค.ศ.2003 อลัดอรแ์ละเคยีสล์งิ (Aldor; & Keasling. 2003: 475-483) รายงานว่า     
มอนอเมอรท์ี่เป็นองคป์ระกอบของสารพอลเิมอรช์วีภาพนัน้จะขึน้อยู่กบัเอนไซม์ PHA synthase 
หรอื PHA polymerase และ hydroxyacyl-CoA thioester แต่อย่างไรกต็ามยงัต้องพึง่กระบวนการ       
เมทาบอลซิมึภายในเซลลแ์ละแหล่งคารบ์อนจากภายนอกเซลล์ กระบวนการสงัเคราะห์มอนอเมอร์
ของ PHAs มวีถิกีารสงัเคราะห์ทีส่ าคญั เช่น tricarboxylic acid cycle หรอื (TCA), fatty acid 
degradation (-oxidation) และ fatty acid biosynthesis ในการสงัเคราะหส์ารตัง้ต้น และยงัมสีารที่
เกีย่วขอ้งหลกั เช่น acetyl-CoA และ โคแฟกเตอร ์เช่น NADPH ดงัแสดงในภาพประกอบ 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 4   วถิกีารสงัเคราะหพ์อลไีฮดรอกซอีลัคาโนเอต ของ Pseudomonas spp. 
 

       ทีม่า : Aldor, S.I.; & Keaslingy, D.J. (2003). Process design for microbial plastic 
factories: metabolic engineering of polyhydroxyalkanoates. Current Opinion in Biotechnology 
14: p. 478.  
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พอลีไฮดรอกซีบิวไทเรต (poly(3-hydroxybutyrate) หรือ PHB) 
 PHB เป็นอนุพนัธ์ของสารพอลีไฮดรอกซอีัลคาโนเอต ซึ่งจดัเป็นพอลิเมอร์ประเภท             
อะลฟิาตกิพอลเิอสเตอร ์(aliphatic polyester) มโีครงสรา้งเป็นสายยาว และมคีุณสมบตัเิชงิกลของ
พอลเิมอรค์ลา้ยกบัพลาสตกิทัว่ไป เช่น พอลโิพรพลีนี (polypropylene; PP) ซึง่เป็นพลาสตกิจาก
ปิโตรเลยีมทีใ่ชข้ึน้รปูเป็นผลติภณัฑท์างการคา้ในปจับุนั  ดงัภาพประกอบ 5    
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 5 สตูรโครงสรา้งของพอลไีฮดรอกซบีวิไทเรต 
 

       ทีม่า : Lenz, R. W.;& Marchessault, R. H. (2004). Bacterial Polyesters: Biosynthesis, 
Biodegradable Plastics and Biotechnology. ACS. Biomacromolecules. 6: p. 2. 
 

 PHB เป็นพอลเิมอรท์ี่ผลติและสะสมไว้เป็นแกรนูลภายในเซลล์จุลนิทรยีห์ลายชนิด เช่น 

Pseudomonas sp., Azotobacter sp., Cupriavidus necator และ recombinant Escherichia coli 

เป็นต้น การผลิตและสะสมพอลีไฮดรอกซบีิวทเิรตเกิดขึ้นเมื่อเซลล์จุลนิทรยี์เจรญิภายใต้สภาวะ

แวดล้อมที่ไม่เหมาะสมโดยเฉพาะในสภาวะที่สารอาหารไม่สมดุล สัดส่วนระหว่างคาร์บอนต่อ

ไนโตรเจนแตกต่างกนัสูงๆ โดยพอลไีฮดรอกซบีวิทเิรตที่จุลนิทรยี์สะสมไว้ในเซลล์ท าหน้าที่เป็น

แหล่งคารบ์อนและพลงังานเพื่อการเจรญิของจลุนิทรยี ์  

 ในปี ค.ศ. 1986 สุซุกแิละคนอื่นๆ (Suzuki; et al. 1986: 322-329) ไดร้ายงานการเลีย้ง
เชือ้ Pseudomonas sp. ดว้ยเมทานอลเป็นแหล่งคารบ์อนไดผ้ลผลติ PHB เท่ากบั 66 เปอรเ์ซน็ต์ 
ต่อน ้าหนักเซลล์ และท าการจ ากดัความเขม้ขน้ของสารอาหารจากแหล่งไนโตรเจน ฟอตเฟต และ
แอมโมเนียมใหต้ ่าลงเพื่อช่วยเพิม่การสะสม PHB ไดม้ากขึน้ และการจ ากดัการละลายของออกซเิจน
จะไปลดการเจรญิของเซลลแ์ละผลผลติของ PHB  
 ในปี ค.ศ.1995 เพจ (Page. 1995: 1-3) พบว่า PHB มคีุณลกัษณะทางเคมทีีเ่กี่ยวขอ้งกบั

แบคทเีรยีสรา้งสปอรน์ัน่คอื Bacillus spp. ซึง่มกีารสรา้ง lipid inclusion สะสมไวภ้ายในเซลลใ์นช่วง 

stationary phase ของการเจรญิเพื่อเป็นแหล่งพลงังาน  
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 ในปี ค.ศ.1996 ยาเมเนและคนอื่นๆ (Yamane; et al. 1996: 165-170) ไดท้ าการศกึษา 

การผลติ PHAs ดว้ยเชือ้ Alcaligenes latus โดยใชซ้โูครสเป็นสบัเสตรทพบว่าใหป้รมิาณเซลลส์ูงสุด 

142 กรมัต่อลติรในชัว่โมงที ่18 เมื่อสิน้สุดกระบวนการหมกัได ้PHB เท่ากบั 50 เปอรเ์ซน็ต์ต่อ

น ้าหนกัเซลล ์จากนัน้ท าการเปรยีบเทยีบการผลติ PHB ดว้ยเชือ้ Ralstonia eutropha ทีเ่ลีย้งภายใต้

สภาวะเดยีวกนัโดยใชก้ลโูคสเป็นสบัเสตรทพบว่าไดป้รมิาณเซลลส์ูงสุด 122 กรมัต่อลติรในชัว่โมงที ่

30 แต่ไดผ้ลผลติ PHB สูงกว่าคดิเป็น 65 เปอรเ์ซน็ต์ต่อน ้าหนักเซลล์ และจากงานวจิยัของ เรนเนอ

และคนอื่นๆ (Renner; et al. 1996: 268-272) ไดท้ าการศกึษาการผลติโคพอลเิมอรจ์ากแบคทเีรยี 

13 สายพนัธุ์พบว่าแบคทเีรยีต่างสายพนัธุ์มคีวามสามารถในการผลติสารกลุ่ม PHAs โดยให้

อตัราส่วนของ PHB และ PHV ทีแ่ตกต่างกนั 

ในปี ค.ศ. 2000 พอลแ์ละพอล (Pal; & Paul. 2000: p.58) ท าการคดัแยกเชื้อในจนีัส 
Azotobacter ซึง่สามารถสะสม PHB ไดเ้ท่ากบั 25-47 เปอรเ์ซน็ต์ต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ และพบว่า 
Azotobacter chroococcum สามารถสะสม PHB ไดถ้งึ 70 เปอรเ์ซน็ต์ต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ภายใต้
สภาวะทีเ่หมาะสม 

ในปี ค.ศ. 2003 ทาจมิะและคนอื่นๆ (Tajima; et al. 2003: 77-81) ท าการคดัแยกแบคทเีรยี
แกรมบวกจากดนิทุ่งหญ้าพบว่าเชือ้ Bacillus sp.สายพนัธุ ์INT005 สามารถผลติ PHAs ไดสู้งกว่า 
Bacillus megaterium และ Ralstonia eutropha ทีอุ่ณหภมู ิ37-45 องศาเซลเซยีส 

ในปี ค.ศ. 2004 อายบัและคนอื่นๆ (Ayub; et al. 2004: 170-174) ท าการศกึษาเชื้อ
Pseudomonas sp. จากแหล่งน ้า Antarctic ซึง่สามารถผลติ PHB ไดป้รมิาณสูงเมื่อเลีย้งดว้ยออก
ทาโนเอท (octanoate) และท าการศกึษาความสมัพนัธ์ทางววิฒันาการของเชื้อทีค่ดัแยกได้ดว้ยยนี
บรเิวณ 16S ribosomal RNA  

ในปี ค.ศ. 2005 โลเกชและคนอื่นๆ (Lokesh; et al. 2005: p.48) ท าการศกึษาแบคทเีรยีที่
ผลติ PHA จากเชื้อ Sphingomonas spp. ซึง่สามารถเจรญิไดใ้นอาหารผสมน ้าตาลทีห่ลากหลาย
และกรดอนิทรยี ์เช่น ไดแซกคาไรด ์แอลโดเฮกโซส แอลกอฮอล ์และกรดอนิทรยีบ์างชนิดเมื่อเลีย้ง
ดว้ยน ้าตาลซโูครสและแมนโนสใหผ้ลผลติ PHA ถงึ 55-60 เปอรเ์ซน็ตต่์อน ้าหนกัเซลล ์

ในปี ค.ศ. 2005 ยลิเมซและคนอื่นๆ (Yilmaz; et al. 2005: 565-566 ) ไดท้ าการศกึษาเชือ้
กลุ่ม Bacillus จ านวน 29 สายพนัธุจ์ากดนิทุ่งหญา้ในประเทศตุรกซีึง่จดัจ าแนกเป็น B. brevis,     
 B. sphaericus, B. cereus, B. megaterium, B. circulans, B. subtilis, B. licheniformis และ        
B. coagulans โดยสามารถผลติ PHB ไดเ้ท่ากบั 1.06-41.67 เปอรเ์ซน็ต์ต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ซึ่ง
พบว่า B. brevis M6 เป็นสายพนัธุท์ีใ่หผ้ลผลติ PHB สงูสุด  
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วิถีการสงัเคราะหส์ารพอลีไฮดรอกซีบิวไทเรต 
 การสงัเคราะห ์PHB ต้องเกี่ยวขอ้งกบัวฎัจกัรเครบ์ (TCA cycle) เมื่อแหล่งคารบ์อนถูก
เปลีย่นเป็นสาร อะเซตทลิ-โคเอ (acetyl-CoA) แลว้เอนไซม ์เบตา-คโีตไทโอเลส (-ketothiolase)  
(ยนี phaA) จะเปลี่ยน อะเซตทลิ-โคเอ (acetyl-CoA) เป็น อะซโิตอะเซตทลิ-โคเอ (acetoacetyl-
CoA) จากนัน้ อะซโิตอะเซตทลิ-โคเอ (acetoacetyl-CoA) จะถูกเปลีย่นเป็น ไฮดรอกซบีวิทริลิ-โคเอ  
(3-hydroxybutyryl-CoA) และ โพลไีฮดรอกซบีวิทเิรต poly(3-hydroxybutyrate)  โดยเอนไซม ์
อะซโิตอะเซตทลิ-โคเอ-รดีกัเทส (acetoacetyl-CoA  reductase) (ยนี phaB) และพอลไีฮดรอกซ-ี 
บวิไทเรตซนีเทส (poly(3-hydroxybutyrate) synthase) (ยนี phaC) ตามล าดบั  PHB จะถูกสะสม
เป็นแกรนูลแลว้ถูกลอ้มรอบไปดว้ยชัน้ของ phospholipid monolayer, โปรตนี phasin (ยนี phaP) 
ท าหน้าทีส่่งเสรมิการคงตวัของแกรนูล, เอนไซม ์polymerase (ยนี phaC), เอนไซม ์depolymerase 
(ยนี phaZ) ช่วยปลดปล่อย R-3-hydroxybutyrate โดยต้องอาศยัเอนไซมอ์ื่นๆมากระตุ้นใหเ้กดิการ
ท างานได้ เช่น ทรปิซนิ และ unknown protein เช่น cytosolic protein ส่วน phospholipid 
envelope ท าหน้าทีเ่ป็นตวัป้องกนัไมใ่หส้าร PHB เปลีย่นแปลงรปูร่างเป็น crystalline form ซึง่จะไป
ท าลายเซลลแ์ละป้องกนัไม่ใหเ้ซลลท์ าปฎกิริยิากบั PHB และ unknown protein อื่นๆ (Sudesh; & 
Doi. 2000: 1503-1555) ดงัแสดงในภาพประกอบ 6   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ  6  วถิกีารสงัเคราะหพ์อลไีฮดรอกซบีวิไทเรต 
 

       ที่มา : Jo; et al. (2006). Production system for biodegradable polyester 
polyhydroxybutyrate by Corynebacterium glutamicum. Journal of Bioscience and 
Bioengineering. 102: p. 236. 
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พอลี(3-ไฮดรอกซีบิวไทเรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาลีเรต) หรือ PHBV 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 7 โครงสรา้งของ PHBV หรอื Poly(Hydroxybutyrate-co-Hydroxyvalerate) 
 
       ทีม่า : Quarkology. (2012). from http://www.quarkology.com 

 
PHBV หรอื poly(hydroxybutyrate-co-hydroxyvalerate) เป็นเทอรม์อพลาสตกิ ประกอบ 

ดว้ยโครงสรา้งของไฮดรอกซบีวิไทเรต หรอื hydroxybutyrate (HB) เชื่อมต่อกบัโครงสรา้งของไฮดร
อกซวีาลเีรต หรอื hydroxyvalerate (HV) ดงัภาพประกอบ 7 เริม่มกีารผลติ PHBV ขึน้  ในปี ค.ศ.
1980 โดยบรษิทั Imperial Chemical Industries (ICI) ระดบัโรงงานต้นแบบและใชแ้บคทเีรยีจนีัส 
Alcaligenes ในการผลติ และพบว่าสาร PHBV ทีไ่ดม้คีุณสมบตัทิีด่กีว่า PHB สามารถทนความรอ้น
ได้สูง มีความยืดหยุ่นมากกว่า และมคีุณสมบัติในการน ามาขึ้นรูปเป็นผลิตภัณฑ์ได้เหมือนกับ
พลาสตกิประเภท polypropylene (Luzier, W.D. 1992: 839-842) 

ในปี ค.ศ.1985 ฮอรเ์มสและคนอื่นๆ (Holmes, P.A. et al. 1985: 32-36) ไดท้ าการศกึษา
การสะสมแกรนูล P(3HB-co-3HV) ของเชือ้ Alcaligenes eutrophus โดยใชก้ลูโคสเป็นสารตัง้ต้น
ของมอนอเมอร ์3HB และใชก้รดโพรพโิอนิกเป็นโคพอลเีมอร ์

ในปี ค.ศ. 1991 เชนและคนอื่นๆ (Chen; et al. 1991: 173-176) รายงานการผลติ          
โคพอลเิมอรร์ะหว่าง 3HB กบั 3-hydroxyvalerate (3HV) ของเชือ้กลุ่ม Bacillus เมื่อท าการเพิม่   
สารตัง้ตน้ประเภท n-alkanoic acids เช่น กรดโพรพโิอนิก กรดวารลีกิ และกรดเฮปทาโนอกิ  

ในปี ค.ศ.1994 ฮอกกงิและมาเชสสอท (Hocking, P. J.; & Marchessault, R. H. 1994: p. 
48-96) ไดท้ าการศกึษาการสะสม PHB ของ mutant Alcaligenes eutrophus NCIMB 11599 ไดถ้งึ 
80 เปอรเ์ซน็ตโ์ดยน ้าหนกัต่อน ้าหนกัเซลลแ์หง้ เมื่อน ากลูโคสมาเป็นแหล่งคารบ์อน และน าเชือ้ชนิด
เดมิไปเลีย้งดว้ยกลูโคสร่วมกบักรดโพรพโิอนิกแบบ two-staged fed-batch พบว่า A. eutrophus 
สามารถสะสม PHBV ไดถ้งึ 70 เปอรเ์ซน็ต์โดยน ้าหนักต่อน ้าหนักเซลลแ์ห้งซึง่มสี่วนของ 3HV      
มอนอเมอรอ์ยู ่33 โมลเปอรเ์ซน็ต ์
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ในปี ค.ศ. 1998 บรวัเนก เลอเฟบเบรอ และเจนเซอร ์(Braunegg; Lefebvre; & Genser. 
1998) รายงานว่าบรษิทั ICI ไดน้ า A. eutrophus มาท าการผลติโคพอลเิมอร์ชนิด HB/HV โดยเพิม่
แหล่งคารบ์อนผสมระหว่างกลูโคสและกรดโพรพโิอนิกในอตัราส่วนต่างๆได้ผลผลติของ PHB/HV 
ถงึ 80 เปอรเ์ซน็ตต่์อน ้าหนกัเซลลแ์หง้ 

ในปี ค.ศ. 2001 ลาบูเซกและราเดกกา (Labuzek;& Radecka. 2001: 353-357) รายงาน
การผลติเทอรโ์คพอลเิมอรช์นิด 3HB, 3HV และ 6-hydroxyhexanoate (6HHx) ของเชือ้ Bacillus 
cereus สายพนัธุ ์UW85A โดยใช ้ε-caprolactone เป็นสบัเสตรท 

ในปี ค.ศ. 2003 ทาจมิะและคนอื่นๆ (Tajima;  et al. 2003: 77-81)  รายงานว่าเชื้อ 
Bacillus sp. สายพนัธุ ์INT005 สามารถผลติสารกลุ่ม PHAs ไดห้ลากหลาย เช่น PHB, P(3HB-co-
3HV), P(3HB-co-3HHx), P(3HB-co-4HB-co-3HHx), และ P(3HB-co-6HHx-co-3HHx) เมื่อใช้
แหล่งคารบ์อนจากสาร butyrate, valerate, hexanoate, octanoate, decanoate, 4HB, และ  
ε-caprolactone ตามล าดบั 

ในปี ค.ศ. 2010 อกักาคาร ์(Agharkar. 2010: p. 1-17) ได้รายงานถงึเชื้อทีส่ามารถผลติ 
PHBV ใชส้บัเสตรทน ้าตาลกบักรดไขมนั เช่น Alcaligenes faecalis, Pseudomonas aeruginosa, 
P. putida, B. cereus, B. mycoides, B. thuringiensis, B. megaterium, Methylobacterium sp. และ 
Azotobacter chrococcum  เป็นตน้ 

ในปี ค.ศ. 2012 เบอรซีนิา (Berezina. 2012: 304-309) ไดร้ายงานถงึการผลติสาร PHBV 
ของเชือ้ Haloferax mediterranei และ Halomonas campisalis จากสบัเสตรท เช่น propionic acid,  
propanol, sodium propionate, valeric acid, pentanol, valerate, levulinic acid, heptanoic acid, 
น ้ามนัมะกอก และน ้ามนัดอกทานตะวนั และศกึษาการผลติ PHBV ของเชือ้ Cupriavidus necator  
ในถงัหมกัเป็นเวลา 48 ชัว่โมงโดยใช ้levulinic acid และ sodium propionate เป็นแหล่งคารบ์อนได้
ผลผลติต่อหน่วยเวลา 2 และ 3.9 มลิลกิรมัต่อลติรต่อชัว่โมง ตามล าดบั 

ในปี ค.ศ. 2013 หวงัและคนอื่นๆ (Wang; et al. 2013: 1-8) ท าการศกึษาคุณสมบตัแิละ
ประสทิธภิาพการผลติ PHBV ของเชือ้ Ralstonia  eutropha H16 เมื่อใชก้รดลวิวูลนิิกเป็นแหล่ง
คารบ์อนทีค่วามเขม้ขน้ 4 กรมัต่อลติรในถงัหมกัขนาด 2 ลติร พบว่าไดผ้ลผลติสูงสุด 12.61 กรมัต่อ
ลติรต่อน ้าหนกัเซลลแ์หง้ 15.53 กรมัต่อลติร คดิเป็น 53.9 เปอรเ์ซน็ต ์

ในปี ค.ศ. 2014 ทอคและควิลากวัแมน (Thuoc; & Quillaguaman. 2014: 991-997) ไดท้ า
การคดัแยกเชือ้ Bacillus sp. ND153 จากดนิป่าชายเลนในเวยีดนาม และน ามาศกึษาการผลติ 
PHAs ภายใต้สภาวะทีม่คีวามเขม้ขน้ของ NH4Cl และ MgSO4 ต ่าและม ีKH2PO4 สูง และใชก้ลูโคส
เป็นแหล่งคารบ์อน พบว่าสามารถผลติ PHAs ไดถ้งึ 79 เปอรเ์ซน็ต์โดยน ้าหนักต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ 
และเมื่อน าสารโพรพโิอเนตมาใชร้่วมกบัแหล่งคารบ์อนกลูโคส พบว่าสามารถผลติโคพอลเิมอรช์นิด 
PHBV ได ้
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วิถีการสงัเคราะหส์ารพอลิ(3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต) 
จากภาพประกอบ 8 แสดงวถิกีารสงัเคราะหส์าร PHB และ PHBV ของเชือ้ Alcaligenes 

eutrophus จากสาร acetyl-CoA โดยอาศยัเอนไซม ์3 ชนิด คอื 3-ketothiolase, acetoacetyl-CoA 

reductase และ PHA synthase เมื่อเชื้อใช้แหล่งคาร์บอนจากกรดโพรพโิอนิกจะมเีอนไซม ์          
CoA-synthetase มาเปลีย่นสารโพรพโิอนิกเป็น propionyl-CoA จากนัน้เอนไซม ์3-ketothiolase จะ
มาเปลี่ยนสาร propionyl-CoA และ acetoacetyl-CoA ไปเป็น 3-ketovaleryl-CoA และเอนไซม ์
acetoacetyl-CoA reductase จะเปลีย่นสารทัง้สองชนิดเป็น R(-)3-hydroxyvaleryl-CoA และสุดทา้ย
เอนไซม ์PHA synthase จะเขา้ท าปฎกิริยิา polymerization น าสาร R(-)3-hydroxyvaleryl-CoA 
และ R(-)3-hydroxybutyryl-CoA มาเชื่อมต่อกนัเป็น P(HB-HV) (Ojumu, T.V.;& Yu, J.; & 
Solomon, B.O. 2004: pp. 18-24)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ  8  วถิกีารสงัเคราะหพ์อล ิ(3-ไฮดรอกซบีวิทเิรต-โค-3-ไฮดรอกซวีาเลอเรต) 
 

       ทีม่า : Ojumu, T.V.; & Yu, J.; & Solomon, B.O. (2004). Production of 
Polyhydroxyalkanoates, a bacterial biodegradable polymer. African Journal of Biotechnology 
Vol. 3 (1): pp. 18-24. 
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คณุสมบติัทางกายภาพของ PHAs 
 ในปี ค.ศ.2007 เวอลนิเดนและคนอื่นๆ (Verlinden; et al. 2007: 1437-1449) ไดร้ายงาน
ว่าแบคทเีรยีทีส่ามารถผลติ PHAs มมีวลโมเลกุล หรอื molecular mass (Mn) อยู่ในช่วง 4.0× 106 
ดาลตนั (Da) โดยมกัมคีวามยาวของแต่ละโมเลกุลไม่เท่ากนั และน ้าหนักโมเลกุลต่างกนั (Mw /Mn) 
ประมาณ 2.0 คุณลกัษณะของพลาสตกิชวีภาพเหล่านี้มคีวามใกลเ้คยีงกบัพลาสตกิทัว่ไปอย่างเช่น 
polypropylene โดยไดเ้ปรยีบเทยีบคุณสมบตัขิอง PHB, PHBV, PHB4B (scl) และ PHBHx (mcl) 
กบัพลาสตกิ polypropylene (PP) ไวใ้นตารางที ่1 PHB มคีวามเป็นผลกึสูง (highly crystalline) 
แขง็แต่เปราะ เมื่อท าการฉีดเป็นเสน้ใยจะเป็นวสัดุทีแ่ขง็และยดืหยุ่น ส่วนโคพอลเิมอร ์เช่น PHBV 
(mcl-PHAs) มคีวามแขง็และเปราะน้อยกว่า PHB ส่วนใหญ่ PHB จะมโีครงสรา้งผลกึแบบเกลยีว 
(helical crystalline structure) PHAs มจีุดหลอมเหลว (melting point) และอุณหภูมกิารสลายตวั
แตกต่างกนัไปตามชนิดของโคพอลเิมอร ์เมื่อเปรยีบเทยีบจาก PHB ของบรษิทั Biopol® การ
สลายตวัจะเริม่ที ่246.3 องศาเซลเซยีส PHBV การสลายตวัจะเริม่ที ่260.4 องศาเซลเซยีสแสดงให้
เหน็ว่าถา้ม ีvalerate ในโครงสรา้งจะท าใหพ้อลเิมอรม์คีวามคงตวัมากขึน้  
 ส่วนคุณสมบตัขิองโคพอลเิมอร ์PHBV ขึน้อยู่กบัปรมิาณ HV ทีเ่ป็นองคป์ระกอบ และการ
เตมิสารเสรมิสรา้งพลาสตกิโคพอลเิมอร ์PHBV ทีม่ปีรมิาณ HV รอ้ยละ 5-12 ม ีTm ในช่วง 173-180 
องศาเซลเซยีส และ Tg ประมาณ 5 องศาเซลเซยีส เนื่องจากหมู่เอทธลิซึง่เป็นสายโซ่ดา้นขา้งของ 
HV ท าใหส้ายพอลเิมอรม์กีารเรยีงตวักนัอย่างไม่แน่น ส่งผลให้จุดหลอมเหลว ความทนต่อแรงดงึ 
(tensile strength) และ modulus strength มคี่าลดลง ในขณะทีค่วามยดืหยุ่น (flexibility) ความทน
ต่อการกระแทก (impact strength) มคี่าเพิม่ขึ้น และสามารถท าให้เป็นเส้นหรอืแผ่นบางได ้
นอกจากนี้โคพอลเิมอร ์PHBV ยงัมคีวามเสถยีรในน ้า น ้ามนั และแอลกอฮอล ์แต่ไม่ทนหรอืทนน้อย
ต่อกรดและด่าง และสามารถยอ่ยสลายไดเ้รว็กว่า (ส านกังานนวตักรรมแห่งชาต:ิ Online) 
 
ตาราง 1 เปรยีบเทยีบคุณสมบตัขิอง PHB, PHBV, PHB4B, PHBHx และ PP 
 
Parameter PHB PHBV PHB4B PHBHx PP 
Melting temperature (oC) 177 145 150 127 176 
Glass transition temperature (oC) 2 -1 -7 -1 -10 
Crystallinity (%) 60 56 45 34 50-70 
Tensile strength (MPa) 43 20 26 21 38 
Extension to break (%) 5 50 444 400 400 
 
       ที่มา : Verlinden; et al. (2007). Bacterial synthesis of biodegradable 
polyhydroxyalkanoates. Journal of Applied Microbiology. 102: p.1439. 



22 
 

การน า PHAs ไปใช้ประโยชน์ในด้านต่างๆ  
 ในปี ค.ศ. 2010 เชน (Chen, G.C. 2010: 17-30) ไดร้ายงานเกี่ยวกบัการน า PHAs       
มอนอเมอรไ์ปใชป้ระโยชน์ในดา้นต่างๆ ดงันี้ 
 1. ด้านการแพทย์ เช่น ไหมเยบ็แผล (sutures) ตวัเยบ็แผล (staples) วสัดุปิดแผล 
(wound dressing) อุปกรณ์ฝงัในร่างกาย (surgical implants) อุปกรณ์ส าหรบัยดึกระดูก 
(orthopedic fixation devices) วสัดุส าหรบัน าพาหรอืปลดปล่อยตวัยา (drug delivery carriers) ซึง่
สามารถควบคุมอตัราและระยะเวลาในการปลดปล่อยยาไดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพ 
 2. ด้านการเกษตร เช่น ภาชนะปลูกพชื วสัดุห่อหุ้ม วสัดุปลดปล่อยยาฆ่าแมลง ยาฆ่า
วชัพชื หรอื ปุ๋ ยตามช่วงเวลาทีก่ าหนด 
 3. ดา้นบรรจุภณัฑ ์เช่น บรรจุภณัฑท์ีใ่ชแ้ลว้ทิ้ง ภาชนะบรรจุอาหาร ขวดน ้า ขวดแชมพู 
ถุงพลาสตกิ กล่องโฟม ฟิลม์ส าหรบัหบีห่อ เมด็โฟมกนักระแทก ตวัเคลอืบภาชนะกระดาษซึง่ท าจาก
พลาสตกิชวีภาพผสมของ PHB-PHV โดยจะใหค้วามยดืหยุน่ไดส้งู 
 4. ดา้นเสน้ใยและแผ่นผา้ เช่น ผลติภณัฑอ์นามยั ผา้ออ้มส าเรจ็รปู เสือ้ผา้และเครื่องนุ่งห่ม 
เสน้ใยส าหรบับรรจใุนเครือ่งนอน 
 5. ดา้นพลงังาน พบว่า โคพอลเิมอรข์อง 3-hydroxybutyrate methyl ester หรอื 3HBME 
และ mcl 3-hydroxyalkanoate methyl หรอื 3HAME ซึง่ถูกเปลีย่นแปลงมาจากโครงสรา้งของ PHB 
และ mcl-PHA โดยปฏกิริยิา esterification เมื่อน า 3HBME, 3HAME, ethanol, n-propanol, n-
butanol, 0 diesel และ 90 gasoline มาผ่านกระบวนการเผาไหมจ้ะปลดปล่อยพลงังานของ 3HBME 
ประมาณ 20 kJ g-1 และ 3HAME ประมาณ 30 kJ g-1 เมื่อเปรยีบเทยีบกบัเอทานอลทีไ่ดพ้ลงังาน
จากการเผาไหมป้ระมาณ 27 kJ g-1 และถ้าน า 3HBME และ 3HAME มาผสมกบัน ้ามนัดเีซลหรอื
ก๊าซโซลนีเพื่อใชเ้ป็นแหล่งพลงังานใหก้บัเครื่องยนต์  จะได ้3HBME/diesel หรอื 3HBME/gasoline 
และ 3HAME/diesel หรอื 3HAME/gasoline ซึง่มรีาคาขายอยูท่ี ่US $1,200 ต่อตนั 
 
การคดัแยกแบคทีเรียด้วยสีย้อมชนิดต่างๆ 
 การคดัแยกแบคทเีรยีที่ผลติสารพอลเิอสเทอร์ไว้ภายในเซลล์มหีลากหลายวธิ ีเพื่อเป็น  
การยนืยนัการผลติแกรนูลของ PHAs  โดยมกันิยมตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์อเิลก็ตรอน   
แต่กม็ขี ัน้ตอนในการเตรยีมเซลลค์่อนขา้งยุ่งยาก และหากต้องการคดัแยกแบคทเีรยีจ านวนมากกย็ิง่
ต้องใช้เวลานานและสิ้นเปลืองงบประมาณ จงึมกีารคิดวิธกีารน าสีย้อมชนิดไม่มขี ัว้ และย้อมติด   
สารจ าพวกไขมนัมาช่วยในการคดัแยกแบคทเีรยีทีผ่ลติสารพอลเิอสเทอรข์ึน้ เช่น Sudan black B 
(C29H24N6), Nile blue A (C40H40N6O6S) และ Nile red (C20H18N2O2) เป็นตน้ 

 ในปี ค.ศ.1940 ฮารท์แมน (Hartman. 1940) ไดร้ายงานการใชส้ ีSudan black B ยอ้ม
ไขมนัของแบคทเีรยีเป็นครัง้แรก และแบคทเีรยีที่ให้ผลบวกจะตดิสยีอ้มสนี ้าเงนิภายในเซลล์ ไดแ้ก่ 
Bacillus cereus, Bacillus mycoides, Azotobacter beijerinckii, Rhizobium leguminosarum, 
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Mycobacterium avium, Mycobacterium leprae, Oospora lactis, Bacillus tumescens และพวก
เชือ้รา  

ในปี ค.ศ. 1942 เบอรด์อนและคนอื่นๆ (Burdon; et al.1942a) ไดย้นืยนัการใชส้ยีอ้มไขมนั
ภายในเซลลแ์บคทเีรยีโดยการยอ้มเซลลบ์นสไลดด์ว้ยสารละลาย Sudan black B ในแอลกอฮอล์
แลว้ยอ้มทบัดว้ยสซีาฟรานิน 
 ในปี ค.ศ.1982 ออสเทลิและโฮลท์ (Ostle; & Holt.1982: 238-241) ไดร้ายงานว่า ส ีNile 
blue A หรอื Nile blue sulfate เป็นสใีนกลุ่ม oxazine ละลายไดใ้นน ้าและเอธลิแอลกอฮอล ์และยงัมี
สใีนกลุ่มนี้อกี คอื Nile pink หรอื ปจัจุบนัเรยีก Nile red ผลติไดจ้ากการน าส ีNile blue มาละลาย
ดว้ยกรดซลัฟูรกิแลว้น าไปต้มจะเกิดปฏกิริยิาจนกลายเป็น ส ีNile red ซึง่สทีัง้สองชนิดนี้สามารถ
ยอ้มตดิไขมนั มกัน าไปใช้กบังานด้านเนื้อเยื่อวทิยา (histology) เพื่อยอ้มดูลกัษณะของชิน้เนื้อเยื่อ  
จงึน าส ีNile blue มาใชก้บัการยอ้ม PHB เปรยีบเทยีบกบัสชีนิดอื่นๆ ซึง่พบว่า ส ีSudan black B มี
ความว่องไวต ่ากว่าส ีNile blue A ต่อการคดัเลอืกแกรนูลของ P(3HA) และชีใ้หเ้หน็ว่าเมด็ PHB 
แสดงการเรอืงแสงสสีม้ทีเ่ขม้กว่าเมื่อยอ้มดว้ยส ีNile blue A และในงานวจิยัอื่นๆ ไดม้กีารใชส้ ีNile 
red ในการวดัปรมิาณการเรอืงแสงของ P(3HB) โดยส ี Nile blue A จะเตรยีมในปรมิาตร 0.05 
เปอรเ์ซน็ต์โดยน ้าหนักต่อปรมิาตรของสารละลายเอทานอลส าหรบัการตรวจสอบโคโลนีแบคทเีรยี
บนอาหารแขง็ซึง่จะเรอืงแสงสสีม้เมือ่อยูบ่นแสงยวูทีีค่วามยาวคลื่น 460 นาโนเมตร 

ในปี ค.ศ.1985 กรนีสปนัและคนอื่นๆ (Greenspan; et al.1985: 965-973) ไดร้ายงานว่า   
สยีอ้ม Nile red (Nile blue oxazone) เป็นสแีดงไม่มขี ัว้ไดจ้ากการต้มสารละลาย Nile blue กบั  
กรดซลัฟิวรกิ สามารถตดิสยีอ้มโดยเขา้ไปจบักบัหยดไขมนัภายในเซลล์ สารนี้สามารถเรอืงแสงได้
เมื่อผสมกบัโปรตนีทีไ่ม่มขี ัว้แต่ส่วนใหญ่จะไม่เรอืงแสงในสารละลายมขีัว้  ในสภาพทีม่ไีขมนัมากจะ
สามารถเรอืงแสงไดห้ลายสตีัง้แต่สแีดงเขม้จนถงึสเีหลอืงทอง ความยาวคลื่น 485-525 นาโนเมตร 
การเรอืงแสงของสยีอ้มจะมากหรอืน้อยขึน้กบัสารละลายทีใ่ช้ ความหนาแน่น และปรมิาณของไขมนั  

ในปี ค.ศ.1996 ทาคากแิละคนอื่นๆ (Takagi; et al.1996: 123) ไดร้ายงานว่าการคดัแยก
แบคทเีรยีผลติ P(3HA) ดว้ยสยีอ้มแกรนูลมหีลายวธิ ีทีใ่ชก้นัมานานคอืสี Sudan black B เป็นที่
ยอมรบัส าหรบัการสนันิษฐานถงึ P(3HB) ในเซลล ์ และมกีารใชส้ ี Sudan black B คดัเลอืกโคโลนี
แบคทเีรยีผลติ P(3HB) ทีเ่ลีย้งบนอาหารแขง็จ ากดัแหล่งไนโตรเจนได ้ 

ในปี ค.ศ.1996 รอลทแีละมาวนิเคฟิ (Rawte; & Mavinkurve. 1998: p.241) ท าการคดัแยก
แบคทเีรยีผลติ PHB จากป่าชายเลนบรเิวณปากแม่น ้า Mandovi แลว้เลีย้งบนอาหารแขง็ tributyrin 
agar จากนัน้จงึคดัแยกดว้ยสยีอ้มฟลูออเรสเซนต์ Nile blue A พบว่า 60 ไอโซเลทสามารถตรงึ
ไนโตรเจนในอากาศเองไดจ้งึสามารถเจรญิเตบิโตไดใ้นอาหารทีไ่ม่มไีนโตรเจนอยู่ 

ในปี ค.ศ.1997 ครานซแ์ละคนอื่นๆ ( Kranz; et al. 1997) ไดอ้ธบิายวธิกีารคกัแยกเชือ้ที่
ผลติ PHAs ในแบคทเีรยีสายพนัธุ ์Rhodobacter capsulatus โดยใชส้ ีNile red ละลายในอะซโิตน
เพื่อดคูวามแตกต่างระหว่างแบคทเีรยีทีส่ามารถผลติ PHAs ไดก้บัทีผ่ลติ PHAs ไมไ่ด ้
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ในปี ค.ศ.1999 สปิเกอรแ์มนและคนอื่นๆ (Spiekermann; et al.1999: 73-80) พบว่า
สามารถเตมิสยีอ้มเหล่านี้ลงไปในอาหารเลี้ยงเชือ้ได้โดยตรงในปรมิาตร 0.5 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร 
โดยไมส่่งผลต่อการเจรญิของเซลล ์สามารถตรวจสอบการสะสม PHAs ไดใ้นระหว่างการเลีย้งเซลล์
โดยมปีระสทิธภิาพทัง้ในแบคทเีรยีแกรมบวกและแกรมลบ ทัง้ส ีNile red และ Nile blue A ไม่ส่งผล
ต่อการเจริญของแบคทีเรีย และยงัใช้สีกลุ่มนี้ในการย้อมดูโคโลนีของแบคทีเรียแกรมลบ เช่น  
Azotobacter vinelandii, Escherichia coli, Pseudomonas putida, และ Ralstonia eutropha และ
แบคทเีรยีแกรมบวก เช่น  Bacillus megaterium และ Rhodococcus ruber  ซึง่อาจจะใชใ้นการ     
ดคูวามแตกต่างระหว่าง  wax, ester และ triacylglycerol ของแบคทเีรยีทัง้แกรมลบและบวก 
 
การสกดั PHAs ให้บริสทุธ์ิ 
 ในปี ค.ศ. 2013 กรฟิฟิน (สริลิกัษณ์ บวัทอง. 2551: 21-22 อ้างองิจาก Griffin; 1994. pp. 
8-154) ไดร้ายงานว่า การสกดั PHAs คอื การแยกเซลล์ออกจากน ้าหมกัแลว้น าไปย่อยเพื่อใหผ้นัง
เซลล์แตกออกแล้วจึงแยก PHAs ออกจากกากตะกอนเซลล์ ในขัน้ตอนการสกัดนี้มีผลต่อ        
ความบรสิุทธิข์อง PHAs และการย่อยสลายของพอลเิมอร ์การแยกเซลล์ออกจากน ้าหมกัมกัใช้
เครือ่งป ัน่เหวีย่ง ส่วนการยอ่ยเซลลน์ัน้ท าได ้3 วธิ ีดงันี้   
 1. การสกดัดว้ยตวัท าละลาย (solvent extraction) PHAs ถูกสกดัออกจากเซลลด์้วย     
ตวัท าละลายอนิทรยี ์ไดแ้ก่ คลอโรฟอรม์ เมทลิลนีคลอไรด ์1,1,2-ไตรคลอโรเอทเธน หรอื โพรพลินี
คารบ์อเนต จากนัน้จงึกรองแยกกากออกแลว้ตกตะกอน PHAs ดว้ยการท าใหส้ารละลายเยน็ตวัลง
อย่างช้าๆ หรอืเติม เมทานอล เอทานอล ไดเอทลิอีเทอร์ หรอื เฮกเซน หากต้องการให้มคีวาม
บรสิุทธิม์ากขึน้ โดยน า PHAs ทีส่กดัไดไ้ปละลายในคลอโรฟอรม์แลว้ตกตะกอนดว้ยไดเอทลิอเีทอร ์
หรอืเฮกเซนอีกครัง้ และยงัเพิ่มความบรสิุทธิไ์ด้ด้วยการล้างเซลล์ด้วยเมทานอล หรอื อะซโิตน    
ก่อนการสกัดด้วยตัวท าละลายอินทรยี์ เพื่อเพิ่มความสามารถในการเลือกผ่านเซลล์เมมเบรน      
ลา้งไขมนัและย่อยโปรตนีทีม่นี ้าหนักโมเลกุลต ่าๆ ออกก่อน จากวธินีี้จะได้ PHAs ทีม่สีขีาว น ้าหนัก
โมเลกุลสงู และมคีวามบรสิุทธิส์งู แต่ตอ้งใชต้วัท าละลายอนิทรยีใ์นปรมิาณมาก 
 2. การย่อยดว้ยโซเดยีมไฮโปคลอไรท ์(sodium hypochlorite digestion) การสกดั PHAs 
โดยน าเซลลไ์ปบ่มในสารละลายโซเดยีมไฮโปคลอไรทเ์ป็นระยะเวลา 30-60 นาท ีเพื่อย่อยผนังเซลล์
และสารประกอบอื่นๆ ที่ไม่ใช่ PHAs จากนัน้ท าให้บรสิุทธิโ์ดยการล้างด้วยไดเอทิลอีเธอร์ หรอื     
เมทานอลเพื่อแยกไขมนัออก แต่การใช้สารเคมทีี่มคีวามเป็นด่างสูงจะไปย่อยสลายสายพอลเิมอร ์
และท าใหน้ ้าหนกัโมเลกุลเปลีย่นแปลงไปดว้ย 
 3. การย่อยดว้ยเอนไซมเ์ฉพาะ (selective enzymatic digestion) วธินีี้ใชค้วามรอ้นเพื่อ
ช่วยในการท าปฏกิริยิาระหว่างเซลลแ์ละเอนไซม ์จากนัน้น าไปลา้งดว้ยสารลดแรงตงึผวิเพื่อละลาย
เศษชวีมวลออกจาก PHAs แต่จะท าใหผ้ลผลติมคีวามบรสิุทธิน้์อย ถ้าต้องการเพิม่ความบรสิุทธิต์้อง
ท าการสกดัรว่มกบัตวัท าละลาย 



25 
 

 ในปี ค.ศ. 1958 วลิเลยีมสนัและวลิคนิสนั (Williamson; & Wilkinson. 1958: 198-209)  
ไดร้ายงานว่า การแยกพอลเิมอรข์อง PHB จากเชือ้ Bacillus cereus โดยใช ้30 เปอรเ์ซน็ต์โดย
น ้าหนักต่อปรมิาตรโซเดยีมไฮโปคลอไรต์ย่อยผนังเซลลน์าน 60 นาท ีและลา้งดว้ยไดเอทธลิอเีธอร ์
หรอื เมทานอล จะท าให้ได้พอลเิมอร์ที่บรสิุทธิย์ ิง่ขึ้น และการใช้สภาวะการสกัดที่เป็นด่างสูงจะ
ท าลายสายพอลิเมอร์จงึมผีลต่อคุณสมบตัิและโมเลกุลของพอลิเมอร์ โดยระยะเวลาที่เหมาะสม
ส าหรบัการใชส้ารโซเดยีมไฮโปคลอไรต์อยู่ทีไ่ม่เกนิ 60 นาท ีซึง่จะได ้PHB สูงถงึ 95 เปอรเ์ซน็ต ์ 
และการใช้สารลดแรงตึงผวิก่อนท าการสกดัจะช่วยเพิม่ความบรสิุทธิแ์ละโมเลกุลของพอลเิมอร์ที่
สงูขึน้ 

ในปี ค.ศ. 1990 ดอย (Doi. 1990) ไดอ้ธบิายวธิกีารสกดัคลอโรฟอรม์โดย PHAs จะถูกสกดั
ด้วยคลอโรฟอร์มร้อนนานกว่าชัว่โมง จากนัน้ PHAs ถูกสกัดแยกออกจากส่วนของไขมนัโดย      
การตกตะกอนกบัอเีทอร์ เฮกเซน เมทานอล หรอืเอทานอล สุดท้าย PHAs จะถูกละลายกลบัใน
คลอโรฟอรม์ใหบ้รสิุทธิโ์ดยการตกตะกอนดว้ยเฮกเซน  

ในปี ค.ศ. 1990 รมัเซยแ์ละคนอื่นๆ (Ramsay; et al. 1990: 221-226) ไดท้ าการศกึษา   
การสกดั PHAs ของเชือ้ Ralstonia eutropha ดว้ยสารโซเดยีมไฮโปคลอไรทร์่วมกบัสารลดแรงตงึ
ผวิ 2 ชนิด คอื Triton X-100 และ sodium dodecyl sulfate (SDS) โดยสารลดแรงตงึผวิช่วยก าจดั
โปรตีนออกไปได้ถึง 85 เปอร์เซ็นต์ และโซเดียมไฮโปคลอไรท์จะช่วยย่อยโปรตีนได้อีก 10 
เปอรเ์ซน็ต ์ 

ในปี ค.ศ. 1994 รมัเซยแ์ละคนอื่นๆ (Ramsay; et al. 1994: 589-594) ไดท้ าการศกึษาการ
สกดั PHAs โดยใช้สารละลายอะซโิตนบ่มกบัเซลล์ก่อน 15 นาท ีจากนัน้ใช้คลอโรฟอรม์ 70 
เปอรเ์ซน็ต์, methylene chloride 24 เปอรเ์ซน็ต์, และ 1,2-dichloroethane 66 เปอรเ์ซน็ต์ ใชเ้วลา
ชนิดละ 15 นาท ีท าใหไ้ด้ PHAs ที่มคีวามบรสิุทธิจ์ากสารละลายแต่ละชนิด 96, 95 และ 93 
เปอรเ์ซน็ต ์ตามล าดบั 

ฮาทน์และคนอื่นๆ (Hahn; et al. 1994: 34-39) ไดร้ายงานว่าสารโซเดยีมไฮโปคลอไรทจ์ะ
ช่วยแยกสารทีไ่ม่ใช่ PHAs ออกจากส่วนของคลอโรฟอรม์ไดง้่ายขึน้โดยท าการสกดั PHAs จากเชือ้ 
Ralstonia eutropha สารโซเดยีมไฮโปคลอไรท์ 30 เปอรเ์ซน็ต์ นาน 90 นาทแีละใชค้ลอโรฟอรม์ต่อ
สารละลายทีส่กดัปรมิาตร 1 ต่อ 1 (โดยปรมิาตรต่อปรมิาตร) จะได ้PHAs 91 เปอรเ์ซน็ต์ต่อน ้าหนัก
เซลลแ์ละมคีวามบรสิุทธิถ์งึ 97 เปอรเ์ซน็ต ์
 ฮุคคงิและคนอื่นๆ (Hocking; et al. 1994: 447-452) ไดร้ายงานว่ากระบวนการสกดั PHAs 
ในระดบัอุตสาหกรรมต้องการปรมิาณของ PHAs สูง โดยวดัจากเปอรเ์ซน็ต์น ้าหนักของ PHAs ต่อ
น ้าหนักแห้งของมวลชวีภาพ จงึมกัใช้เอนไซม์หลายชนิดร่วมกนัโดยเอนไซม์ที่เลอืกใช้ต้องไม่ท า
ปฏกิริยิาย่อยสลายกนัเอง เช่น ไลโซไซม ์(lysozyme) ฟอสฟอไลเปส (phospholipase) แลคซเิตส 
(lacitase) และ อลัคาเลส (alcalase) เป็นตน้ 
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 ในปี ค.ศ. 1996 แสตนเบอเชล (Steinbuchel. 1996: pp.403-464) ไดร้ายงานว่า บรษิทั ICI 
ไดใ้ชเ้อนไซมห์ลายชนิดมาช่วยย่อยส่วนทีไ่ม่ใช่ PHAs ของเซลล ์เช่น lysozyme, phospholipase, 
lecithinase และ proteinase โดยที ่PHAs ไมม่คีวามเสยีหายไปดว้ย 
 ในปี ค.ศ. 2006 คาพรทิครอฟและคนอื่นๆ (Kapritchkoff; et al. 2006: 453-462)                
ได้รายงานผลของการน าเอนไซม์มาสกดัแยก PHB ออกจากเซลล์ของ  Ralstonia eutropha 
DSM545 โดยการใชเ้อนไซม ์trypsin, bromelain, lysozyme, papain, bovine chymotrypsin และ 
cellulase นัน้ขึน้อยู่กบัการแตกของเซลล์ พบว่าเมื่อใช้เอนไซม ์bromelain 2 เปอรเ์ซน็ต์ต่อมวล
ชวีภาพจะใชเ้อนไซมเ์ท่ากบั 14.1 ยนูิตต่อมลิลลิติร ทีอุ่ณหภูม ิ50 องศาเซลเซยีส และค่าความเป็น
กรด-เบสเท่ากบั 9.0 โดยใหผ้ลผลติของ PHB ทีบ่รสิุทธิถ์งึ 88.8 เปอรเ์ซน็ต์ 

 ในปี ค.ศ. 2011 คุนาสุนดารแิละสุเดช (Kunasundari; & Sudesh. 2011: 620-634)        
ไดร้ายงานการคดัแยกและวธิสีกดั PHAs จากเชือ้ต่างๆ ไวว้่าต้นทุนการผลติ PHAs ทีร่าคาสูงส่งผล
ต่อส่วนแบ่งการขายทางการตลาดอนัเน่ืองมาจากขัน้ตอนของการผลติและกระบวนการท าบรสิุทธิ ์
ของพลาสตกิชวีภาพซึง่ปจัจุบนัทัง้ในหอ้งปฏบิตักิารและระดบัอุตสาหกรรมไดม้วีธิสีกดัแยก PHAs 
ทีห่ลากหลาย เช่น การใชส้ารละลายอนิทรยี ์(solvent extraction) สารเคม ี (chemical digestion)
เอนไซม ์(enzymatic treatment) วธิกีล (mechanical disruption) การสกดัดว้ยเทคนิคซูเปอรค์รติิ
คลัฟลูอดิ (supercritical fluid disruption) การลอยแยกของสาร (flotation techniques) การใชร้งัสี
แกมมา (gamma irradiation) และการแยกชัน้ของสาร (aqueous two-phase system) โดย
เปรยีบเทยีบแต่ละวธิจีากความบรสิุทธิข์องผลผลติ PHAs ทีไ่ด ้ พบว่าจากการสกดัดว้ยสารละลาย
อนิทรยี ์เช่น คลอโรฟอรม์ได ้PHAs จากเชือ้ Bacillus cereus SPV ทีม่คีวามบรสิุทธิ ์92 เปอรเ์ซน็ต ์
จากปรมิาณผลผลติ 31 เปอรเ์ซน็ต์ การสกดัดว้ยสารเคม ีเช่น SDS ได ้PHAs จาก recombinant 
Escherichia  coli  ทีม่คีวามบรสิุทธิถ์งึ 99 เปอรเ์ซน็ต์จากปรมิาณผลผลติ 89 เปอรเ์ซน็ต์ และสาร
โซเดยีมไฮโปคลอไรต์ได ้PHAs จากเชือ้ Cupriavidus necator  ทีม่คีวามบรสิุทธิ ์86-93 เปอรเ์ซน็ต ์
การสกดัดว้ยเอนไซม ์เช่น ผสมเอนไซมก์บั SDS ได ้PHAs จากเชือ้ Pseudomonas putida ที่มี
ความบรสิุทธิ ์93 เปอรเ์ซน็ต์ การสกดัดว้ยวธิกีล เช่น การแตกเซลล์ดว้ยคลื่นเสยีง (sonicate) ได ้
PHAs จากเชือ้ Bacillus flexus ทีม่คีวามบรสิุทธิ ์89 เปอรเ์ซน็ต์ จากปรมิาณผลผลติ 20 เปอรเ์ซน็ต ์
การสกดัดว้ยเทคนิคซูเปอรค์รติคิลัฟลูอดิ เช่น ใช ้SC-CO2 เป็นการสกดัโดยใชค้ารบ์อนไดออกไซด์
เป็นตวัท าละลายได ้PHAs จากเชือ้ C. necator  ทีม่ปีรมิาณผลผลติถงึ 89 เปอรเ์ซน็ต์ วธิกีารลอย
แยกของสาร เช่น การใชค้ลอโรฟอรม์ร่วมในการสกดั ได ้PHAs จากเชือ้ Zobellella denitrificans ที่
มคีวามบรสิุทธิ ์98 เปอรเ์ซน็ตจ์ากปรมิาณผลผลติ 85 เปอรเ์ซน็ต์ การใชร้งัสแีกมมาจะใชร้งัสรี่วมกบั
คลอโรฟอรม์ได ้PHAs จากเชือ้ B. flexus  ทีม่ปีรมิาณผลผลติถงึ 45-54 เปอรเ์ซน็ต์ และการแยกชัน้
ของสารได ้PHAs จากเชือ้ B. flexus  ทีม่คีวามบรสิุทธิส์ูงถงึ 95 เปอรเ์ซน็ต์ จากปรมิาณผลผลติถงึ 
50 เปอรเ์ซน็ต ์  
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การผลิต PHAs จากวสัดเุหลือท้ิงราคาถกู 
 การน าวัสดุเหลือทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมและการเกษตรมาเป็นแหล่งคาร์บอนและ
พลงังานให้กบัจุลนิทรยี์เป็นวธิทีี่ช่วยลดปญัหาของการก าจดัขยะที่เหลอืจากกระบวนการผลติใน
อุสาหกรรมต่างๆ ลดต้นทุนการผลติพลาสตกิชวีภาพที่ยงัคงมรีาคาสูงในทอ้งตลาด และเป็นวธิกีาร
สรา้งมูลค่าเพิม่ให้กบัของเหลอืใช้เหล่านัน้อย่างคุ้มค่า วสัดุที่น ามาเป็นแหล่งพลงังาน เช่น น ้าเสยี
จากโรงงานอุตสาหกรรม กลเีซอรอลดบิ น ้ามนัปาล์ม โมลาส น ้าแช่ขา้วโพด หางนมจากการท าชสี 
เป็นตน้ 

ในปี ค.ศ. 1992 เพจ (Page. 1992: 149-158) ได้รายงานการน าวสัดุเหลอืทิ้งทาง
การเกษตรมาใชเ้ป็นสบัเสตรท เช่น โมลาสจากออ้ยและบที มอลทส์กดั น ้าขา้วโพด ร าขา้ว แป้ง และ
น ้าเสยีจากโรงงานผลติชสี  

ในปี ค.ศ. 1994 ลแีละคนอื่นๆ (Lee; et al. 1994: 1337-1347) ได้รายงานว่าเชื้อ 
recombinant Escherichia coli สามารถใช้แหล่งคารบ์อนได้หลากหลาย เช่น กลูโคส ซูโครส     
แลกโตส และไซโลส และเลอืกใชว้ตัถุดบิราคาถูกจากโมลาส (molasses) เวย ์(whey) และ 
เฮมเิซลลโูลส (hemicellulose hydrolysate) มาลดตน้ทุนการผลติ PHAs 

ในปี ค.ศ. 1995 รมัเซย ์ (Ramsay; et al. 1995: 262-266) ไดร้ายงานถงึการผลติ PHBV  
60-70 เปอรเ์ซน็ต์ โดยมสี่วนประกอบของ PHV 20 เปอรเ์ซน็ต์ จากเชือ้ Pseudomonas cepacia 
ATCC 17759  เลีย้งดว้ยไซโลส (10 กรมัต่อลติร) โดยไดป้รมิาณเซลล ์2.6 กรมัต่อลติรคดิเป็น PHB 
60 เปอรเ์ซน็ตโ์ดยน ้าหนกัต่อน ้าหนกัเซลลเ์มือ่เลีย้งในสภาวะทีจ่ ากดัแอมโมเนียม  

ในปี ค.ศ.1999 เมดสินัและฮูสแมน (Madison; & Huisman. 1999.) ไดร้ายงานการใช ้     
กลเีซอรอลดบิไปใชเ้ป็นแหล่งคารบ์อนของแบคทเีรยีโดยน าไปเป็นส่วนส าคญัในกาสงัเคราะห ์PHAs    
ซึง่กลเีซอรอลดบิจะมสี่วนประกอบหลกั คอื เอทานอลหรอืเมทานอล,กลเีซอรนี, กรดเอทลิ (หรอื
เมธลิ) เอสเทอร์ กรดไขมนัและไขมนั พบว่ามแีบคทีเรยีกว่า 300 สายพนัธุ์ที่สามารถสงัเคราะห ์
PHAs โดยเก็บสะสมไว้เป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงานในรูปแกรนูลภายในไซโทรพลาซึม         
การสังเคราะห์นี้จะถูกกระตุ้นจากการที่เซลล์ขาดแหล่งสารอาหารหลัก เช่น ไนโตรเจนหรือ
ฟอสฟอรสั หรอืถูกจ ากดัตวัรบัอเิลก็ตรอนอย่างออกซเิจน หรอืเมื่อจุลนิทรยีอ์ยู่ในสภาพแวดลอ้มทีม่ ี
สารอาหารจ ากดัจงึเกดิการเกบ็สะสมคารบ์อนไวเ้ป็นแหล่งพลงังานชัว่คราว คารบ์อนจงึถูกเกบ็สะสม
ไวใ้นรปูแบบของโครงสรา้ง PHAs ซึง่ปกตโิครงสรา้งทีพ่บ คอื poly-3-hydroxybutyrate (PHB),  
poly-hydroxyvalerate (PHV),และ poly-4-hydroxybutyrate (P4HB) ซึง่ PHB จะมคีุณสมบตัคิลา้ย
กบัพลาสตกิพวก polypropylene   

ในปี ค.ศ. 2000 คาเลยีและคนอื่นๆ (Kalia; et al. 2000: 433-435) ไดร้ายงานการผลติ 
PHB โดยใช้สบัเสตรทจากกรดไขมนั น ้าทิ้งจากบ้านเรอืน เปลอืกกล้วย เปลอืกธญัพชื กากถัว่ 
เปลอืกแอบเปิล ของเสยีจากน ้ามนัปาลม์ โดยใชแ้บคทเีรยี เช่น Alcaligenes eutrophus, Bacillus 
megaterium, Pseudomonas  oleovorans, Azotobacter, Beijerinckia, Rhizobium และ Nocardia  
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 ในปี ค.ศ. 2001 กอดา, สวลิลมั และโอมา (Gouda; Swellam; & Omar. 2001: 201-207) 
ไดศ้กึษาเชือ้ Bacillus megaterium โดยใชก้ากน ้าตาลอ้อยและน ้าแช่ขา้วโพดซึง่เป็นสบัเสตรทราคา
ถูกในประเทศอยีปิต์ เพื่อช่วยลดค่าใชจ้่ายในการผลติพลาสตกิชวีภาพได้ ในงานนี้จงึแสดงผลของ
แหล่งคารบ์อนที่มาที่แตกต่างกนัที่ท าให้ได้ผลผลติ PHB สูงสุดด้วยกากน ้าตาลอ้อยและน ้าตาล
กลูโคสมาเป็นแหล่งคาร์บอนจะได้ PHB เท่ากับ 40.8, 39.9 มลิลิกรมัต่อน ้าหนักเซลล์แห้ง 
ตามล าดบั และเมื่อเลี้ยงเชื้อด้วยโมลาสที่ความเข้มขน้ 3 เปอรเ์ซน็ต์ จะได้ PHB สูงสุด 46.2 
เปอรเ์ซน็ตต่์อมลิลกิรมัของน ้าหนกัเซลลแ์หง้ น ้าแช่ขา้วโพดเป็นแหล่งไนโตรเจนทีด่ทีีสุ่ดส าหรบัการ
สงัเคราะห ์PHB ไดถ้งึ 32.7 มลิลกิรมัต่อเซลลแ์หง้ และในงานวจิยัอื่นๆ ยงัพบว่าเชือ้จะเจรญิเตบิโต
ได้ดีเมื่อได้รบั แอมโมเนียมคลอไรด์, แอมโมเนียมซัลเฟต, แอมโมเนียมออกซาเลต หรือ 
แอมโมเนียมฟอสเฟต มาเป็นแหล่งไนโตรเจน 

ในปี ค.ศ. 2001 โอมารแ์ละคนอื่นๆ (Omar; et al. 2001: 1119-1123) ไดท้ าการศกึษาเชือ้
Bacillus megaterium ดว้ยการเลีย้งเชือ้ในอาหารผสมน ้าเชื่อมและบทีโมลาสซึง่สามารถผลติ PHB 
ไดส้งูและเป็นแหล่งคารบ์อนราคาถูก 

ในปี ค.ศ. 2005 ซูจาตาและคนอื่นๆ (Sujata; et al. 2005: 216-221) ท าการศกึษา
แบคทีเรยีผลิต PHB จากหลายสถานที่ เช่น ดินสวน น ้าทิ้งโรงงานฟอกหนัง ตะกอนน ้าเสีย       
โดยสามารถผลติ PHB ไดสู้งสุดจากเชือ้แกรมบวกเมื่อเลีย้งเชือ้ดว้ยน ้าทิง้จากโรงงานฟอกหนังและ
ตะกอนน ้าเสยี  
 ในปี ค.ศ. 2009 ซานตมิาโนและคนอื่นๆ (Santomano; et al. 2009:89-96) ไดศ้กึษาเชือ้  
Bacillus sp. strain COL1/A6 ซึ่งแยกจากฮวิมสัมาท าการผลติ PHAs โดยน าของเหลอืใชจ้าก
อุตสาหกรรมการเกษตรไดแ้ก่ เศษขนมปงัจากโรงงาน เปลอืกสม้ และกากน ้าตาลอ้อย มาเป็นแหล่ง
คารบ์อนจะไดผ้ลผลติของ PHAs เท่ากบั 64.41, 54.68 และ 47.5 เปอรเ์ซน็ต์ต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ 
ตามล าดบั  
 ในปี ค.ศ. 2009 กุลปรชีาและคนอื่นๆ (Kulpreecha; et al. 2009: 240-245) ท าการศกึษา
การผลติ PHB ของเชือ้ Bacillus megaterium BA-019 โดยใชโ้มลาสจากออ้ยเป็นแหล่งคารบ์อนและ
ยูเรยีเป็นแหล่งไนโตรเจนในถงัหมกัแบบ fed-batch ได้ผลผลติสูงสุด 42 เปอรเ์ซน็ต์ของน ้าหนัก
เซลลแ์หง้ ต่อมาในปี ค.ศ. 2011 ไดท้ าการศกึษาการผลติ PHBV ของเชื้อ Bacillus megaterium 
P12 แบบสองระยะในถงัหมกั 5 ลติร เมื่อใชน้ ้าตาลอ้อย 9 กรมัต่อลติรและโซเดยีมโพรพโิอเนต 4.5 
กรมัต่อลติร พบว่าไดผ้ลผลติ PHBV 23.01 เปอรเ์ซน็ต์โดยน ้าหนักเซลลแ์หง้ และสดัส่วนของ 3HV 
เท่ากบั 25 โมลเปอรเ์ซน็ต ์
 อนัชูแมนและคนอื่นๆ (Anshuman A.; et al. 2009: p. 2558-2565) กล่าวไวว้่าการน าของ
เสยีมาใชเ้ป็นแหล่งคารบ์อนและไนโตรเจนในการผลติ PHB ของเชือ้ Bacillus megaterium อย่างโม
ลาสจะไดธ้าตุอาหารและวติามนิจากออ้ยไปช่วยส่งเสรมิการสะสม PHB ไดด้ ี แต่กเ็คยมกีารรายงาน
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ว่าโมลาสทีน่ าไปใชผ้ลติ PHB ของเชือ้ Ralstonia eutropha NRRL B14690 และพบว่าระหว่างการ
หมกัเกดิเอทานอลและกรดกลโูคนิกขึน้จงึไปยบัยัง้การเจรญิของเซลลไ์ดเ้ช่นกนั 
 ในปี ค.ศ. 2011 แก้วกนัเนตรและธนะมลู (Kaewkannetra; & Tanamool. 2011: 397-400) 
ไดร้ายงานว่าในประเทศไทยนัน้มรีายงานการผลติ PHAs จากจุลนิทรยีใ์นจนีัส Bacillus ทีน่ าวสัดุ
เหลอืใช้ทางการเกษตรมาเป็นแหล่งสารอาหารอยู่หลายฉบบั เชื้อ B. aryabhattai ที่แยกจากดนิ  
สามารถผลติ PHAs ได้สูงถงึ 57.62 เปอรเ์ซน็ต์ของน ้าหนักเซลลเ์มื่อน าน ้าขา้วฟ่างมาเป็นแหล่ง
คารบ์อน   
 ในปี ค.ศ. 2011 ราวนีเดรนและคนอื่นๆ (Raveendran; et al. 2011: 783-794) ได้
ท าการศึกษาการผลติ PHB จากกลีเซอรอลดิบที่ได้จากการผลติไบโอดีเซลของเชื้อ Bacillus 
sphaericus NII 0838 ทีเ่ลีย้งในอาหารจ ากดัไนโตรเจนโดยใหผ้ลผลติ PHB เท่ากบั 31 เปอรเ์ซน็ต์
ค่า Tm 165.24 องศาเซลเซยีส 
 ในปี ค.ศ. 2012 สงัขรกัษ์และประเสรฐิสรรพ ์(Sangkharak; & Prasertsan. 2012: 173-
182) ไดท้ าศกึษาแยกเชือ้จากอาหารดอง ดนิ น ้าเสยี มลูววัและไก่ จนแยกได ้Bacillus cereus PHA 
008 ทีส่ามารถผลติ PHA ไดส้งูถงึ 64.09 เปอรเ์ซน็ตข์องน ้าหนกัเซลลแ์หง้เมือ่น ามาเลีย้งดว้ยน ้าเสยี
จากโรงงานผลติน ้ามนัปาลม์ภายใตส้ภาวะแบบไมใ่ชอ้อกซเิจน งานวจิยัเหล่านี้จงึเป็นการสรา้งมลูค่า
ของของเหลอืทิง้และช่วยลดตน้ทุนการผลติพลาสตกิชวีภาพได้ 
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แบคทีเรีย Bacillus cereus  
 Bacillus cereus เป็นแบคทเีรยีชนิดทีท่ าใหเ้กดิโรค (pathogen) อาหารเป็นพษิ เซลลย์อ้ม
ตดิสแีกรมบวก (Gram positive bacteria) รปูร่างท่อน (rod shape) สรา้งสปอรไ์ด ้(spore forming 
bacteria) เจรญิไดใ้นทีม่อีากาศ (aerobic bacteria) สามารถสรา้งสารพษิ (toxin) ทีท่นต่อความรอ้น
ได้เมื่ออยู่ในสภาวะออกซิเจนต ่ า เจริญได้ดีที่อุณหภูมิปานกลาง เช่น ในร่างกายมนุษย์และ
สตัวเ์ลอืดอุ่น อุณหภูมทิีเ่หมาะสมคอื 28-37 องศาเซยีลเซยีส เจรญิทีอุ่ณหภูม ิ4-55 องศาเซลเซยีล  
ค่า pH ทีเ่หมาะสมต่อการเจรญิเตบิโตของเชือ้อยู่ระหว่าง 6-7 และสามารถเตบิโตไดด้ใีนสภาพทีม่ ี
ออกซเิจน และจะสรา้งสารพษิเมื่ออยู่ภายใต้สภาพทีม่อีอกซเิจนน้อย จงึเป็นสาเหตุทีท่ าใหอ้าหาร
เน่าเสยีเมื่อเกบ็ไว้เป็นเวลานาน โดยมกีารจดัหมวดหมู่ของแบคทเีรยี Bacillus cereus ไว้ดงันี้ 
(Drobniewski. 1993: 324-338) 
  
 Kingdom: Bacteria 
  Phylum: Firmicutes 
   Class: Bacilli 
    Order: Bacillales 
       Family: Bacillaceae 
            Genus: Bacillus  
        Species: cereus  
  
 ถงึแม ้Bacillus cereus จะเป็นสาเหตุใหอ้าหารเน่าเสยีและเกดิอาการอาหารเป็นพษิในคน  
แต่ในการน ามาใชผ้ลติพลาสตกิชวีภาพกลุ่ม PHAs พบว่า การน าเชือ้แกรมบวกมาผลติ PHAs เพื่อ
ท าวสัดุทางการแพทยจ์ะไม่เป็นอนัตรายต่อระบบต่างๆในร่างกาย เพราะองค์ประกอบของเซลล์
แบคทเีรยีแกรมบวกไม่มสี่วนของ LPS หรอื lipopolysaccharide  ซึง่ LPS มคีุณสมบตัเิป็นสารพษิ
เอนโดทอกซนิ พบอยู่ที่ชัน้นอกสุดของเมมเบรนชัน้นอกของแบคทเีรยีแกรมลบเท่านัน้  โดยมี
ส่วนประกอบส าคญั (1) lipid A อยูใ่นเมมเบรนชัน้นอก (outer membrane) มคีวามส าคญัในการเป็น 
toxic component (endotoxin) (2) core polysaccharide พบอยู่ทีผ่วิเมมเบรนท าหน้าทีเ่ชื่อม Lipid 
A กบั Core Polysaccharid (3) specific antigen หรอื O antigen polysaccharide เป็นส่วนทีย่ ื่น
ออกมาจากผวิเมมเบรน ส าหรบัในร่างกายมนุษย ์LPS จะไปจบักบัตวัรบั CD14 บนโมโนไซต ์
แมโครฟาจ หรอืนิวโตรฟิล กระตุน้การตอบสนองของระบบภูมคิุม้กนัโดยธรรมชาต ิการตอบสนองนี้
จะหลัง่ cytokines และกระตุ้นการท างานของระบบภูมคิุม้กนั เช่น อาการบวม มเีลอืดออกและการ
ขาดเลอืดไปเลีย้งอวยัวะส าคญั ผูป้ว่ยถงึแก่ชวีติได ้ (Chen; & Wu. 2005: 6565-6578) 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0429/pathogen-%E0%B8%88%E0%B8%B8%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B9%8C%E0%B8%81%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1134/gram-positive-bacteria-%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B9%81%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%A1%E0%B8%9A%E0%B8%A7%E0%B8%81
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1117/spore-forming-bacteria-%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%88%E0%B8%AA%E0%B8%A3%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B8%87%E0%B8%AA%E0%B8%9B%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1117/spore-forming-bacteria-%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%88%E0%B8%AA%E0%B8%A3%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B8%87%E0%B8%AA%E0%B8%9B%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1119/aerobic-bacteria-%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%88%E0%B8%95%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B8%99


บทท่ี 3 
วิธีด าเนินการวิจยั 

 
อปุกรณ์และสารเคมี 
    1.  เครื่องมือท่ีใช้ในการทดลอง 
          
ตาราง 2  เครือ่งมอืทีใ่ชใ้นการทดลอง 
 
เครื่องมือท่ีใช้ในการทดลอง บริษทั 
   1.  ตูป้ลอดเชือ้ (laminar air flow) 
   2.  ตูบ้่มเพาะเชือ้ (incubator) 
   3.  ตูบ้่มเพาะเชือ้แบบเขยา่ (incubator shaker) 
   4.  หมอ้นึ่งความดนัไอน ้า (autoclave) 
   5.  เครือ่งวดัพเีอช (pH meter) 
   6.  เครือ่งป ัน่หมนุเหวีย่ง (centrifuge) 
   7.  เครือ่งป ัน่หมนุเหวีย่งแบบควบคุมอุณหภมู ิ 
       (refrigerated centrifuge) 
   8.  กลอ้งจลุทรรศน์ (microscope) 
   9.  กลอ้งจลุทรรศน์ฟลอูอเรสเซนต ์ 
       (fluorescence microscope) 
  10. เครือ่ง thermo cycler 
  11. เครือ่งอเิลค็โตรโฟเรซสิ (electrophoresis)  
  12. ชุดถ่ายภาพเจล (gel doc)  
  13. อ่างน ้าควบคุมอุณหภมู ิ(water bath)  
  14. ตูอ้บฆา่เชือ้ (hot air sterilizing oven) 
  15. เครือ่งวดัการดดูกลนืแสง (uv-vis spectrophotometer)     
  16. เครือ่งใหก้ าเนิดแสง UV (uv transilluminator)  

BIOBASE 
Shel-lab 
New Brunswick Scientific 
TOMY 
Fisher Scientific 
Hsiangtat 
Sorvall 
 
Olympus 
Olympus 
 
Eppendorf 
Bioer Technology 
Major science 
ISOTEMP 
Astell 
SHIMADZU 
Labnet 

 

 
 
 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=6&cad=rja&uact=8&ved=0CDoQFjAF&url=http%3A%2F%2Fwww.bestsci.com%2Findex.php%3Flay%3Dshow%26ac%3Dcat_show_pro_detail%26pid%3D107178&ei=0kgvU5ToCs6qrAeizYHIAg&usg=AFQjCNHAiTh3Am1XTzTvqvLYz4OswIl-ZQ&bvm=bv.62922401,d.bmk
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=8&cad=rja&uact=8&ved=0CFUQFjAH&url=http%3A%2F%2Fwww.aquatoyou.com%2Findex.php%2F2013-05-16-04-06-08%2F874-uv-vis-spectrophotometer&ei=-0kvU8zVBoOnrAfpgIH4Aw&usg=AFQjCNG1iSML4TY84ooQsgnzNOfgRd2pWA
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        2.  อาหารเล้ียงเช้ือและสารเคมี 
     
ตาราง 3  อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคมทีีใ่ชใ้นการทดลอง 
 

อาหารเล้ียงเช้ือและสารเคมี บริษทั 
1.  Poly[(R)-3-hydroxybutyric acid]  (P-3HB)  
2.  Poly(3-hydroxybutyric acid-co-3-hydroxyvaleric acid) 
3.   Sudan Black B (MW 456.54 g/mol) 
4.   Nile red (MW 732.85 g/mol) 
5.   Nile blue A (MW 318.37 g/mol) 
6.   Chloroform (CHCl3) 
7.   Sodium dodecyl sulfate (SDS) 
8.   Dichloromethane (CH2Cl2) 
9.   Methanol (CH4O) 
10.  Sulfuric acid 
11. Luria Bertani broth (LB broth) 
12. Nutrient broth (NB) 
13. Lysozyme 
14. Sodium hypochlorite (NaOCl) 
15. Tris 
16. Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 
17. TEA buffer 
18. Dimethyl sulfoxide (DMSO) 
19. Nucleospin®Extract II Kit 
20. Ex Taq DNA polymerase 
21. Agarose 
22. Acetic acid 
23. D-Glucose 
24. D(+)-Xylose 
25. L(+)Arabinose 
26. Sucrose 
27. Lactose 
28. Glycerol 

Sigma 
Sigma 
Sigma 
Sigma 
Sigma 
LAB-SCAN 
Bio Basic Inc. 
Merck 
Ajax Finechem 
Merck 
Bio Basic Inc. 
TM MEDIA 
Bio Basic Inc. 
Chemicals CO.LTD. 
Research Organics,Inc 
Bio Basic Inc. 
Merck 
Sigma 
Macheray-Nagel 
TaKaRa 
Bio-Active Co.,Ltd. 
Merck 
Bio Basic Inc. 
Merck 
HiMedia 
Bio Basic Inc. 
DIFCO 
OmniPur® 
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ตาราง 3 (ต่อ) 

29. Fructose 
30. Sodium propionate 
31. Levulinic acid 
32. Yeast Extract 
33. Peptone 
34. Sodium Chloride (NaCl) 
35. Potassium phosphate (KH2PO4) 
36. Magnesium sulfate (MgSO4) 
37. Ammonium chloride (NH4Cl) 
38. Ammonium sulfate (NH4)2SO4 
39. Potassium chloride (KCl) 
40. (defatted) soybean meal 
41. Casein 

Merck 
Sigma 
ALDRICH 
Biotech 
BactoTM 
Univar 
Univar 
ALDRICH 
Univar 
Univar 
Univar 
BactoTM 
BactoTM 
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วิธีด าเนินการวิจยั 
 ผูวิ้จยัได้ด าเนินการตามขัน้ตอนดงัน้ี 

1. การเกบ็กลุ่มตวัอยา่งดนิเพื่อน ามาคดัแยกแบคทเีรยี 
2. การแยกและการคดัเลอืกแบคทเีรยีที่สามารถผลติพลาสตกิชวีภาพ PHAs ได้จาก

ตวัอยา่งดนิ 

3. การระบุชนิดแบคทเีรยีดว้ยการศกึษาล าดบัเบสบรเิวณยนี 16S rDNA 

4. การศกึษาลกัษณะเซลลแ์บคทเีรยีทางสณัฐานวทิยาและลกัษณะทางชวีเคม ี

5. การศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลติ PHAs 

6. การศกึษาวธิกีารสกดั PHAs ออกจากเซลลท์ีเ่ลีย้งภายใตส้ภาวะทีเ่หมาะสม 4 วธิ ี

7. การศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลติ PHAs ใหไ้ดส้งูสุดเมือ่เลีย้งดว้ยอาหารที ่

   จ ากดัสารอาหารและใชแ้หล่งคารบ์อนทีแ่ตกต่างกนั 

8. การศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลติ PHAs เมือ่เลีย้งในอาหารจ ากดัสารอาหาร

ผสมกรดไขมนัทีใ่หผ้ลผลติของพลาสตกิชวีภาพในรปูแบบโครงสรา้งของ PHBV ที่

เป็นโคพอลเิมอรข์อง PHAs 

9. การศึกษาการวิเคราะห์ผลผลิต PHAs ที่สกัดได้จากแบคทีเรียด้วยเครื่องมือ

วทิยาศาสตร ์ไดแ้ก่ FTIR, NMR, SEM และ TEM 
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วิธีด าเนินการวิจยั 
1. การเกบ็กลุ่มตวัอย่างดินเพ่ือน ามาคดัแยกแบคทีเรีย 
 กลุ่มตวัอย่างดนิทีน่ ามาคดัแยกแบคทเีรยีถูกสุ่มเกบ็มาจากหลากหลายสถานทีใ่นประเทศ

ไทยซึ่งได้รบัความอนุเคราะห์จากผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.พชิาภคั สมยูรทรพัย ์และ อาจารย ์ดร.

ทายาท ศรยีาภยั จ านวน 15 ตวัอยา่ง คอื ดนิบรเิวณเขตป่าชายเลนจงัหวดัสตูล (8 ตวัอย่าง) ดนินา

เขตจงัหวดัสตูลและจงัหวดัราชบุร ี(2 ตวัอย่าง) ดนิและน ้าจากสวนปาลม์จงัหวดัสตูล (2 ตวัอย่าง) 

ดนินาเขตจงัหวดันครนายก (3 ตวัอยา่ง) และดนิบรเิวณรากพชืเขตจงัหวดัเลย (1 ตวัอย่าง) โดยเกบ็

ดนิลกึลงไปจากหน้าดนิประมาณ 5 เซนตเิมตร ตวัอย่างดนิที่น ามาศกึษา แสดงขอ้มูลในตารางที ่4 

ดงัต่อไปนี้ 

  
ตาราง  4  กลุ่มตวัอยา่งดนิทีเ่กบ็จากบรเิวณต่างๆ ในประเทศไทย  
 

ตวัอย่างดิน สถานท่ีเกบ็ตวัอย่าง 
 1. ดนิสวนปาลม์  จ.สตูล 
 2. ดนิปา่ชายเลน  อ.ทุ่งหวา้ จ.สตูล 
 3. ดนิปา่ชายเลน  อ.ละง ูจ.สตูล 
 4. ดนิปา่ชายเลน  อ.เมอืง จ.สตูล 
 5. น ้าหบีปาลม์ จ.สตูล 
 6. ดนินาบา้นโคกโพยม  อ.ละง ูจ.สตูล 
 7. ดนิปา่ชายเลนบา้นโคกโพยม  อ.ละง ูจ.สตูล 
 8. ดนิปา่ชายเลนบา้นน ้าเคม็ ต.ท่าแพ จ.สตูล 
 9. ดนิปา่ชายเลนบา้นหวัทาง อ.เมอืง จ.สตูล 
10. ดนิแปลงเกษตรเคม ี อ.องครกัษ์  จ.นครนายก 
11. ดนิแปลงเกษตรอนิทรยี ์ อ.องครกัษ์  จ.นครนายก 
12. ดนิหว้ยน ้าพุรอ้น จ.ราชบุร ี
13. ดนิรากพชืในปา่  จ.เลย 
14. ดนิอุทยานขนุด่านปราการชล จ.นครนายก 
15. ดนิปา่ชายเลนบา้นน ้าเคม็ใต ้ ต.ท่าแพ จ.สตูล 
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2. การแยกและการคดัเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิต PHAs ได้จากตวัอย่างดิน 
 2.1 การคดัแยกแบคทีเรียจากตวัอย่างดิน 

    ชัง่ตัวอย่างดินมา 1 กรมั ละลายในสารละลาย Winogradsky salt solution 

(ภาคผนวก ข ขอ้ 1) (Wang J.G.; et al. 1996: 94-101) ในอตัราส่วน 1:10 มลิลลิติร จากนัน้    

เจอืจางสารละลายดินในหลอดทดลองที่ระดบัความเจอืจางตัง้แต่ 10-1 ถึง 10-6 โดยแต่ละความ

เขม้ขน้ปิเปตลงบนอาหารแขง็ Yeast extract-peptone agar medium (YP) และ M9 Salts agar 

(ภาคผนวก ก ขอ้ 1 และ 5) (Singh; & Parmar. 2011: 4907-4919) จานละ 100 ไมโครลติร 

จากนัน้กระจายสารละลายดินให้ทัว่ทัง้จานอาหารและน าไปบ่มที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส      

เป็นเวลา 3 ถงึ 5 วนั เลอืกเก็บโคโลนีเดี่ยวแบคทเีรยีมาเพาะเลี้ยงต่อในหลอดอาหารแขง็เอยีง 

nutrient agar slant (ภาคผนวก ก ขอ้ 3) บ่มทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 3 วนัจงึยา้ยไป

เกบ็ในตูเ้ยน็อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีสเพื่อรอการทดสอบขัน้ต่อไป   

           2.2 การคดัเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิต PHAs ด้วยสีย้อม Sudan black B    

  น าแบคทเีรยีที่เป็นเชื้อควบคุมและแบคทเีรยีทุกไอโซเลทที่แยกไดม้าวงกลมเป็นจุด 

(spot) ลงบนจานอาหารแขง็ nutrient agar ทีเ่ตมิ 1 เปอรเ์ซน็ต์ของกลูโคส (ภาคผนวก ก ขอ้ 3 ) 

โดยเชื้อควบคุมที่ใช้ในการทดลองได้แก่ Alcaligenes eutrophus, Pseudomonas oleovorans, 

Azotobacter vinelandii จากสถาบันวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.)   

Bacillus megaterium ใช้เป็นเชื้อควบคุมผลบวกที่มกีารสะสมพอลเิมอร ์และ Escherichia coli 

strain DH5 เป็นเชื้อควบคุมผลลบที่ไม่พบการสะสมของพอลิเมอร์ บ่มที่อุณหภูมิ 37            

องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 3 วนั เตรยีมสารละลาย Sudan black B (ภาคผนวก ข ขอ้ 4) (Phanse; 

et al. 2011: 27-32) ทีค่วามเขม้ขน้ 0.03 เปอรเ์ซน็ต์โดยน ้าหนักต่อปรมิาตรในเอทานอลเก็บไวใ้น

ขวดสชีา หลงับ่มเชือ้ครบ 3 วนั จากนัน้น าสารละลาย Sudan black B หยดทบัโคโลนีใหท้่วมและ

วางทิง้ไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้งนาน 30 นาท ีจากนัน้เททิง้และลา้งดว้ย 96 เปอรเ์ซน็ต์ของเอทานอลนาน 

10 วนิาท ีหลงัจากนัน้บนัทกึผลบวกโดยดจูากสโีคโลนีสนี ้าเงนิหรอืน ้าเงนิเขม้และผลลบของโคโลนีที่

ไมม่กีารตดิส ี
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 2.3 การศึกษาลกัษณะแกรนูลภายในแบคทีเรียท่ีสามารถผลิต PHAs ด้วยสีย้อม 

Sudan black B   

             การยอ้มเซลลด์ว้ยสยีอ้ม Sudan black B (Singh; & Parmar. 2011: 4907-4919)  

โดยน าเซลล์ของทุกไอโซเลทที่ให้ผลบวกและเชื้อควบคุมมากระจายเชื้อ (smear) บนแผ่นกระจก   

ทิง้ใหแ้หง้ ตรงึเซลลด์ว้ยความรอ้นหยดทบัดว้ยสารละลาย 0.03 เปอรเ์ซน็ต์โดยน ้าหนักต่อปรมิาตร 

Sudan black B (ภาคผนวก ข ขอ้ 4) ใน 60 เปอรเ์ซน็ต์ของเอทานอลนาน 10 นาท ีลา้งออกดว้ย 

น ้ากลัน่หยดทบัดว้ย 0.5 เปอรเ์ซน็ต์โดยน ้าหนักต่อปรมิาตรของซาฟรานินนาน 5 วนิาท ีลา้งออก

ดว้ย 96 เปอรเ์ซน็ต์ของเอทานอล ตรวจสอบเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใชแ้สงทีก่ าลงัขยาย 

1000 เท่า จากนัน้บนัทกึผลบวกจากการตดิสแีกรนูลสนี ้าเงนิเขม้ภายในเซลล์ และผลลบจากการ  

ไมต่ดิสแีกรนูลสนี ้าเงนิ 

 2.4 การคดัเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิต PHAs ด้วยสีย้อม Nile red  

  คดัเลอืกเฉพาะไอโซเลททีใ่หผ้ลบวกจากการทดสอบเมื่อยอ้มดว้ยส ีSudan black B 

มาทดสอบต่อในขัน้ตอนนี้ โดยเตรยีมสารละลายส ีNile red เตรยีมจาก 0.25 มลิลกิรมัของ Nile red 

ต่อ 1 มลิลลิติรของ Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Wang, J.G.; et al. 1996: 94-101) ปรมิาตร 100 

ไมโครลติร น าไปใส่ลงในอาหารแขง็ minimal agar ทีม่ ี1 เปอรเ์ซน็ต์โดยน ้าหนักต่อปรมิาตรของ

กลูโคส (ภาคผนวก ก ขอ้ 3) เขย่าขวดอาหารเบาๆ เพื่อให้สผีสมเขา้กนัดก่ีอนเทลงจานเพาะเลีย้ง 

จากนัน้ขดีเชื้อ (streak) ที่ต้องการทดสอบลงบนจานอาหารแข็งที่เตรยีมไว้ น ามาบ่มที่อุณหภูม ิ   

37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 3 วนั ตรวจสอบการเกดิสเีรอืงแสงของเชือ้ทีส่ามารถผลติ PHAs ได ้ 

โดยดูผลบวกจากการเรอืงแสงสสีม้ภายใต้แสงอลัตราไวโอเลต (ช่วงคลื่นประมาณ 312 นาโนเมตร)  

และผลลบของเซลลท์ีไ่มเ่รอืงแสง  

 2.5 การคดัเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิต PHAs ด้วยสีย้อม Nile blue A  

  คดัเลอืกเฉพาะไอโซเลททีใ่หผ้ลบวกจากการทดสอบดว้ยการยอ้มส ี Sudan black B 

มาทดสอบต่อในขัน้ตอนนี้ โดยเตรยีมสารละลายส ีNile blue A เตรยีมจาก 0.5 มลิลกิรมัของ Nile 

blue A ต่อ 1 มลิลลิติรของ DMSO (Wang, J.G.; et al. 1996: 94-101) ปรมิาตร 100 ไมโครลติร  

ใส่ลงในอาหารแขง็ minimal agar ทีม่ ี1 เปอรเ์ซน็ต์โดยน ้าหนักต่อปรมิาตรของกลูโคส (ภาคผนวก 

ก ขอ้ 3) เขย่าขวดอาหารเบาๆ ใหส้ผีสมเขา้กนัดก่ีอนเทลงจานเพาะเลีย้ง จากนัน้ขดีเชือ้ทีต่้องการ

ทดสอบลงบนจานอาหารแขง็ทีเ่ตรยีมไว้ น ามาบ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 3 วนั  

ตรวจสอบการเกดิสเีรอืงแสงของเชื้อทีส่ามารถผลติ PHAs ไดโ้ดยดูผลบวกจากการเรอืงแสงสฟ้ีา
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ภายใต้แสงอลัตราไวโอเลต (ช่วงความยาวคลื่นประมาณ 312 นาโนเมตร) และผลลบของเซลลท์ีไ่ม่

เรอืงแสง 

 2.6 การศึกษาลกัษณะเซลลท่ี์ติดสีย้อม Nile blue A ภายในแบคทีเรียท่ีสามารถ

ผลิต PHAs ภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสงฟลอูอเรสเซนต ์(fluorescence microscope)    

   การทดลองนี้ไดท้ าการยอ้มสตีามวธิขีองราวนีดราน (Raveendran; et al. 2011: 783-

794) โดยน าเซลลข์องไอโซเลททีใ่หผ้ลบวกจากการยอ้มดว้ยสี Nile red และ Nile blue A และ     

เชื้อควบคุมมากระจายเชื้อบนแผ่นกระจก ทิ้งให้แห้งในอากาศ (air dry) ตรงึเซลล์ด้วยความรอ้น 

(heat fix) หยดทบัดว้ยสารละลาย 1 เปอรเ์ซน็ต์โดยน ้าหนักต่อปรมิาตรของ Nile blue A วางบน 

อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมทิีอุ่ณหภูม ิ55 องศาเซลเซยีส นาน 10 นาท ีแลว้ลา้งด้วย 8 เปอรเ์ซน็ต์        

โดยปรมิาตรต่อปรมิาตรของกรดอะซติกิ วางทิง้ไว้จนแห้ง จากนัน้น าไปตรวจสอบผลบวกจากการ    

เรอืงแสงสแีดง-สม้ของเซลลท์ีย่อ้มตดิส ีNile blue A ภายใต้กลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ทีช่่วง

ความยาวคลื่น 390 นาโนเมตร   

 

3. การระบชุนิดแบคทีเรียด้วยการศึกษาล าดบัเบสบริเวณยีน 16S rDNA 
   3.1 การสกดัดีเอน็เอของแบคทีเรีย 

    การสกดัจโีนมกิดเีอ็นเอ (genomic DNA) เริม่จากการเพาะเลี้ยงเซลล์แบคทีเรยี       

ทีต่้องการศกึษาในอาหารเหลว Luria Bertani broth (ภาคผนวก ก ขอ้ 4) ปรมิาตร 10 มลิลลิติรใน

หลอดทดลองขนาด 50 มลิลลิติร เขยา่ทีค่วามเรว็รอบ 180 รอบต่อนาท ีอุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส 

เป็นเวลา 24 ชัว่โมง น ามาป ัน่เหวีย่งแยกเกบ็เซลลด์ว้ยเครือ่งหมุนเหวีย่ง (centrifuge) ความเรว็รอบ 

9,100xg นาน 10 นาท ีเก็บเฉพาะเซลลไ์ปสกดัดเีอน็เอ การสกดัจโีนมกิดเีอ็นเอเริม่จากเตมิ TES 

buffer pH 8 (ภาคผนวก ข ขอ้ 9) เพื่อละลายเซลล ์เตมิเอนไซม์ไลโซไซม ์(lysozyme) โดยเตรยีม

จากความเขม้ขน้ 0.1 กรมัต่อมลิลลิติร บ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส นาน 1-2 ชัว่โมงบนเครื่อง

เขย่าทีค่วามเรว็ 180 รอบต่อนาท ีเตมิ 50 มลิลโิมลารข์อง MgCl2 แลว้น าไปป ัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็

รอบ 9,100xg นาน 5 นาท ีทิง้ส่วนใสแลว้เตมิ HTE buffer pH 8 (ภาคผนวก ข ขอ้ 10) และผสม

เซลลใ์หเ้ขา้กนั แลว้เตมิ 10 เปอรเ์ซน็ต์ของ sodium dodecyl sulfate (SDS) บ่มทีอุ่ณหภูม ิ 65 

องศาเซลเซยีส นาน 30 นาท ีเตมิ solution III (ภาคผนวก ข ขอ้ 12) บ่มทีอุ่ณหภูม ิ0 ถงึ 4 องศา

เซลเซยีส นาน 45 นาท ีจากนัน้น าไปป ัน่เหวี่ยงที่ความเรว็รอบ 9,100xg นาน 5 นาท ีเก็บเฉพาะ

ส่วนใสมาตกตะกอนดเีอน็เอดว้ย isopropanol โดยบ่มทีอุ่ณหภูม ิ 0 ถงึ 4 องศาเซลเซยีส นาน 20 

นาท ีน าไปป ัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็รอบ 9,100xg นาน 1 นาท ีสงัเกตเหน็ตะกอนอยู่ล่างสุดจงึเทส่วนใส
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ทิง้ไป เตมิ 70 เปอรเ์ซน็ต์ของเอทานอล น าไปป ัน่เหวีย่งอกีครัง้เทส่วนใสทิง้ วางทิง้ไวจ้นแหง้แลว้

ละลายตะกอนดว้ยการเตมิน ้ากลัน่ปราศจากเชือ้ double distilled water (ddH2O) จากนัน้น าดเีอน็เอ 

ไปวเิคราะหต่์อดว้ยวธิอีเิลก็โทรโฟเรซสิ โดยเตรยีม 1 เปอรเ์ซน็ต์ของ agarose gel (ผงอะกาโรส 1 

กรมั ผสมกบั 0.5X TEA buffer 100 มลิลลิติร น าไปหลอมละลายเทลง gel apparatus)   หลงัทิง้เจล

ไวจ้นแขง็ตวัน าไปใส่ chamber เท 0.5X TEA buffer จนท่วมเจล น าดเีอน็เอทีผ่สม loading dye 

แลว้หยอดลงแต่ละช่องของเจลและเปรยีบเทยีบกบัดเีอน็เอมาตรฐาน Lambda Hind III marker ต่อ

ชุดอุปกรณ์ใหค้รบสมบูรณ์และเปิดระบบไฟฟ้าทีค่วามต่างศกัย ์100 โวลต์ นาน 40 นาท ี ตรวจดู

แถบดเีอน็เอทีแ่ยกตามขนาดต่างๆ ภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต (UV light) จากนัน้ตรวจสอบและเกบ็

ดเีอน็เอไวท้ีอุ่ณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส เพื่อรอการศกึษาขัน้ต่อไป 

 3.2  การระบชุนิดของเช้ือด้วยวิธีวิเคราะหยี์น 16S rDNA   

  วธิวีเิคราะหย์นี 16S rDNA เพื่อยนืยนัและระบุว่าเชือ้แต่ละไอโซเลทที่แยกไดม้คีวาม

ใกลเ้คยีงกบัเชือ้ชนิดใดในฐานขอ้มลู GenBank เริม่จากน าจโีนมกิดเีอน็เอทีส่กดัไดม้าเป็นแม่แบบใน

การเพิม่จ านวนดเีอน็เอดว้ยวธิ ีPolymerase Chain Reaction (PCR) โดยใชไ้พรเมอรท์ีถู่กออกแบบ

ใหม้คีวามจ าเพาะต่อบรเิวณยนี 16S rDNA ซึง่มลี าดบัเบส (Lane, D.J. 1991: pp. 115-175) ดงันี้ 

 Forward primer : 16SmetaF  5’ -AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG- 3’ 

 Reverse primer : 16SmetaR  5’ -GGT TAC CTT GTT ACG ACT T- 3’ 

 

ตาราง 5  ส่วนประกอบการท า PCR ส าหรบัการเพิม่จ านวนยนี16S rDNA 

 

ส่วนผสม PCR Reaction Volume Final concentration 

1. TaKaRa Ex TaqTM (5 units/µl) 

2. 10X Ex Buffer 

3. 2.5 mM dNTP Mixture 

4. Genomic DNA Template 

5. Primer  16SmetaF (20µM) 

6. Primer  16SmetaR (20µM) 

7. Sterile ddH2O 

0.1 µl 

2.5 µl 

1.5 µl 

1.0 µl 

2.0 µl 

2.0 µl 

15.9 µl 

0.5 unit 

1X 

0.15 mM 

- 

1.6 µM 

1.6 µM 

- 

ปรมิาตรสุทธ ิ 25.0 µl 
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การก าหนดอุณหภมูแิละเวลาส าหรบัเพิม่จ านวนยนี 16S rDNA ดว้ยเครือ่ง Thermo cycler มดีงันี้ 

ข ัน้ตอนที ่1 initial denaturation  อุณหภมู ิ95 องศาเซลเซยีส  เป็นเวลา 5 นาท ี

ขัน้ตอนที ่2 denaturation   อุณหภมู ิ95 องศาเซลเซยีส  เป็นเวลา  45 วนิาท ี

ขัน้ตอนที ่3 annealing    อุณหภมู ิ50 องศาเซลเซยีส  เป็นเวลา   2    นาท ี

ขัน้ตอนที ่4 extension    อุณหภมู ิ72 องศาเซลเซยีส  เป็นเวลา   2 นาท ี

ขัน้ตอนที ่5 ท าซ ้าขัน้ตอนที ่2-4  เป็นจ านวน 30 รอบ (cycles) 

ขัน้ตอนที ่6 final extension   อุณหภมู ิ72 องศาเซลเซยีส  เป็นเวลา  10 นาท ี

ขัน้ตอนที ่7        อุณหภมู ิ  4 องศาเซลเซยีส  คงทีต่ลอด 

 น าผลผลติของ PCR (PCR product) มาวเิคราะหข์นาดของแถบดเีอน็เอดว้ยวธิอีเิลก็โทร
โฟเรซสิตามขัน้ตอนในขอ้ 3.1 ไดผ้ลผลติ PCR ขนาดประมาณ 1,500 คู่เบส (bp) จากนัน้ตดัเก็บ
แถบดเีอน็เอจากแผ่นเจลเพื่อน ามาสกดัดเีอน็เอออกจากเจลดว้ยชุด Nucleospin® Extract II Kit น า
ดีเอ็นเอที่สกัดได้มาจดัจ าแนกแบคทีเรียแต่ละไอโซเลทโดยมาหาล าดับเบสด้วยการท า DNA 
Sequencing  และน าผลล าดบัเบสของดเีอ็นเอมาวเิคราะห์ผลต่อด้วยโปรแกรม Bioedit และ
โปรแกรม BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) จากนัน้น าขอ้มูลล าดบัเบสมาจดัท าแผนภาพ
ววิฒันาการของจุลนิทรยี ์(Phylogenetic tree) ดว้ยโปรแกรม MEGA 4.1 โดยเลอืกล าดบัเบสของ
แบคทเีรยีที่มคีวามคล้ายคลงึกนั 2-3 ล าดบัแรกมาเปรยีบเทยีบกบัแบคทเีรยีที่ท าการศกึษาที่ค่า 
bootstrapping 1,000 ครัง้ 
 

4. การศึกษาลกัษณะเซลลแ์บคทีเรียทางสณัฐานวิทยาและลกัษณะทางชีวเคมี 
 4.1 การศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาด้วยการย้อมสีแกรม 

 เริม่จากการเพาะเลีย้งเซลลแ์บคทเีรยีทีต่อ้งการศกึษาในอาหารเหลว nutrient broth ทีเ่พิม่ 

1 เปอรเ์ซน็ตโ์ดยน ้าหนกัต่อปรมิาตรของกลโูคส (ภาคผนวก ก ขอ้ 3) น าไปเขยา่ทีอุ่ณหภมู ิ 37         

องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หยดน ้ากลัน่บนแผ่นกระจกโดยใชล้ปูกระจายเชือ้ ทิง้ใหแ้หง้ใน

อากาศ ตรงึเซลลด์ว้ยความรอ้น หยดทบัดว้ยสคีรสิตลัไวโอเลตนาน 1 นาท ี และเทสทีิง้ลา้งดว้ย    

น ้ากลัน่ หยดสารละลายไอโอดนีนาน 1 นาท ี หลงัจากนัน้หยด 95 เปอรเ์ซน็ตข์องเอทานอล ทิง้ไว้

ประมาณ 15 วนิาท ีลา้งดว้ยน ้ากลัน่ หยดสซีาฟรานินทิง้ไว ้1 นาท ีเทสทีิง้แลว้ลา้งน ้ากลัน่ วางทิง้ไว้

จนแหง้น าไปตรวจดใูตก้ลอ้งจลุทรรศน์แบบใชแ้สง จากนัน้บนัทกึผลการตดิสมีว่งของเชือ้แกรมบวก 

การตดิสแีดงของเชือ้แกรมลบ และลกัษณะรปูร่างของเซลลแ์บคทเีรยี (Beveridge. 2001) 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)%20%20หลังจาก
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 4.2 การศึกษาลกัษณะทางชีวเคมี  
 เพาะเลีย้งเซลลแ์บคทเีรยีทีต่้องการศกึษาในอาหารแขง็ nutrient broth ทีเ่พิม่ 1 เปอรเ์ซน็ต์
ของกลูโคสโดยน ้าหนักต่อปรมิาตร (ภาคผนวก ก ข้อ 3) เขย่าที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส       
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง น าตวัอย่างตรวจวเิคราะห์ลกัษณะทางชวีเคมทีี่บรษิทัห้องปฏบิตักิารกลาง 
(ประเทศไทย) จ ากดัเพื่อน าขอ้มลูมาเปรยีบเทยีบกบัลกัษณะทางชวีเคมขีองแบคทเีรยีกลุ่ม Bacillus 
sp. ทีม่รีายงานผลมาก่อนหน้านี้ (Priest; et al., 1988) และศกึษาการทดสอบการใชน้ ้าตาลไดแ้ก่ 
กลูโคส ซูโครส ไซโลส อะราบโินส แลคโตส โมลาส และ กลเีซอรอลลบรสิุทธิ ์โดยสงัเกตจากการ
เปลีย่นสมี่วงของสอีนิดเิคเตอร์ brom cresol purple ไปเป็นสเีหลอืง แสดงว่าสามารถใชน้ ้าตาลแลว้
เกดิกรดขึน้ในอาหารเหลว nutrient broth ทีผ่สมแหล่งคารบ์อนชนิดต่างๆ 

 

5. การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต PHAs  
 5.1 การศึกษาความสามารถในการผลิต PHAs ด้วยแหล่งคารบ์อนต่างๆ 

  เริม่จากการเพาะเลีย้งแบคทเีรยีในอาหารเหลว nutrient broth (ภาคผนวก ก ขอ้ 3 ) 

ปรมิาตร 100 มลิลลิติร ในฟลาสกข์นาด 250 มลิลลิติร ทีม่ ี 1 เปอรเ์ซน็ตข์องแหล่งคารบ์อนต่างๆ  

คอื กลโูคส ซโูครส อะราบโินส ไซโลส แลกโตส และกลเีซอรอลบรสิุทธิ ์ เขยา่ทีอุ่ณหภมู ิ 37       

องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง น ามาป ัน่เหวีย่งเพื่อเกบ็เซลลด์ว้ยเครือ่งหมนุเหวีย่งทีค่วามเรว็

รอบ 9,100xg นาน 10 นาท ี ชัง่น ้าหนกัเซลลเ์ปียกและเกบ็เซลลไ์วใ้นตูเ้ยน็ทีอุ่ณหภมู ิ 4 องศา

เซลเซยีสเพื่อน าไปสกดั PHAs ในขัน้ต่อไปทัง้ 4 วธิ ีจากนัน้จงึน ามาเปรยีบเทยีบหาปรมิาณ PHAs 

ทีไ่ดส้งูสุดของแต่ละไอโซเลท 

 5.2 การศึกษาความสามารถในการผลิต PHAs ด้วยแหล่งไนโตรเจนต่างๆ 

  เริม่จากการเพาะเลีย้งแบคทเีรยีในอาหารเหลว nutrient broth (ภาคผนวก ก ขอ้ 3)  

ปรมิาตร 100 มลิลลิติร ในฟลาสก์ขนาด 250 มลิลลิติร ที่เตมิ 1 เปอร์เซน็ต์ของแหล่งไนโตรเจน

ต่างๆ ไดแ้ก่ แอมโมเนียมซลัเฟต ((NH4)2SO4) แอมโมเนียมคลอไรด ์(NH4Cl)  เปปโตน (peptone)  

และสารสกดัยสีต์ (yeast extract) เขย่าทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้

น ามาป ัน่เหวี่ยงเพื่อเก็บเซลล์ด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 9,100xg นาน 10 นาท ี        

ชัง่น ้ าหนักเซลล์เปียกและท าการสกัดพลาสติกชีวภาพด้วยวิธีคลอโรฟอร์ม จากนัน้น ามา

เปรยีบเทยีบหาปรมิาณ PHAs ทีส่กดัได ้
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 5.3 การศึกษาความสามารถในการผลิต PHAs ในอาหารเหลวสตูรต่างๆ 

  เริม่จากการเพาะเลีย้งแบคทเีรยีในอาหารเหลว N deficient medium (ภาคผนวก ก ขอ้ 

6) N limit medium (ภาคผนวก ก ขอ้ 7) และ K limit medium (ภาคผนวก ก ขอ้ 8) ปรมิาตร 100 

มลิลลิติรในฟลาสก์ขนาด 250 มลิลลิติร ที่เตมิกลูโคส 1 เปอร์เซน็ต์ เขย่าที่อุณหภูม ิ37 องศา

เซลเซยีส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง น ามาป ัน่เหวีย่งเพื่อเกบ็เซลลด์ว้ยเครื่องหมุนเหวีย่งทีค่วามเรว็รอบ 

9,100xg นาน 10 นาที จากนัน้น าไปชัง่น ้าหนักเซลล์เปียกและสกัดพลาสติกชีวภาพด้วยวิธี

คลอโรฟอรม์เพื่อเปรยีบเทยีบปรมิาณ PHAs ทีไ่ด ้

 5.4 การศึกษาความสามารถในการผลิต PHAs ท่ีค่าความเป็นกรด-เบส  

  เริม่จากการเพาะเลีย้งแบคทเีรยีในอาหารเหลว N deficient medium (ภาคผนวก ก ขอ้ 

6) ปรมิาตร 100 มลิลลิติรในฟลาสก์ขนาด 250 มลิลลิติร ที่เตมิ 1 เปอรเ์ซน็ต์ของกลูโคส เขย่าที่

อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 48 ชัว่โมงโดยปรบัค่าความเป็นกรด-เบสในอาหารเลีย้งเชือ้

ตัง้แต่ 5-9 ดว้ยเครื่อง pH meter ก่อนน าอาหารเลีย้งเชือ้ไป autoclave ภายหลงัจากเลีย้งเซลล์ได ้

48 ชัว่โมง น าเชือ้มาป ัน่เหวีย่งเพื่อเกบ็เซลลด์ว้ยเครื่องหมุนเหวีย่งทีค่วามเรว็รอบ 9,100xg นาน 10 

นาที จากนัน้ชัง่น ้ าหนักเซลล์เปียกและท าการสกัดพลาสติกชีวภาพด้วยวิธีคลอโรฟอร์มเพื่อ

เปรยีบเทยีบหาปรมิาณ PHAs ทีไ่ด ้

5.5 การศึกษาความสามารถในการผลิต PHAs ท่ีช่วงเวลาต่างๆ 
  เริม่จากการเพาะเลีย้งแบคทเีรยีในอาหารเหลว N deficient medium (ภาคผนวก ก ขอ้ 6)  
ปรมิาตร 100 มลิลลิติร ในฟลาสกข์นาด 250 มลิลลิติร ทีเ่ตมิ 1 เปอรเ์ซน็ตข์องกลโูคส เขยา่ที่
อุณหภมู ิ 37 องศาเซลเซยีส ปรบัค่าความเป็นกรด-เบสเท่ากบั 7 จ านวน 8 ฟลาสกโ์ดยเกบ็เซลล ์ 
แต่ละฟลาสกใ์นระยะเวลาห่างกนัทุก 6 ชัว่โมงจนครบ 48 ชัว่โมง ในแต่ละฟลาสกเ์กบ็เซลลป์รมิาตร 
2 มลิลลิติรเพื่อมาวดัค่าการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 600 นาโนเมตร จากนัน้น าเซลลท์ีเ่หลอืมา
สกดัหาปรมิาณ PHAs ดว้ยวธิคีลอโรฟอรม์ 
 
6. การศึกษาวิธีการสกดั PHAs ออกจากเซลลท่ี์เลีย้งภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสม  

4 วิธี 
6.1 การสกดั PHAs ด้วยตวัท าละลายอินทรียค์ลอโรฟอรม์  (Chang; et al. 1994: 256-

261 และ Law, J.H.; & Slepecky, R.A. 1961: 33-36) 

 เริม่จากน าเซลล์ทีเ่กบ็ไว้มาละลายด้วยสารละลาย phosphate buffered saline (PBS)  

ป ัน่เหวี่ยงเก็บเซลล์ด้วยความเรว็รอบ 9,100xg นาน 10 นาที เติมคลอโรฟอร์ม (CHCl3) และ        

6 เปอรเ์ซน็ต์ของโซเดยีมไฮโปคลอไรต์ (NaOCl) (อตัราส่วน 12.5 ไมโครลติร:12.5 ไมโครลติร) ต่อ
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มลิลกิรมัของน ้าหนักเซลลท์ีช่ ัง่ได ้เขย่าที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส 1 ชัว่โมง จากนัน้น ามาป ัน่

เหวีย่งแยกเซลลด์ว้ยความเรว็รอบ 9,100xg นาน 10 นาท ีสงัเกตเหน็การแยกชัน้ของสารละลาย

เป็น 3 ชัน้ คอื ชัน้บนสุดเป็นสารละลายโซเดยีมไฮโปคลอไรต์ ชัน้กลางเป็นส่วนของตะกอนเซลล ์ 

และชัน้ล่างสุดเป็นสารละลายคลอโรฟอรม์กบั PHAs จากนัน้ใชปิ้เปตดูดเกบ็เฉพาะชัน้ล่างสุดไปไว้

ในหลอดใหม่ จากนัน้เตมิ 5 เท่าของเมทานอลต่อน ้ากลัน่ (อตัราส่วน 7:3 โดยปรมิาตรต่อปรมิาตร)  

น าไปป ัน่เหวี่ยงผสมที่ความเร็วรอบ 9,100xg นาน 10 นาที ย้ายสารละลายทัง้หมดไปไว้ใน

หลอดแกว้ เตมิกรดซลัฟูรกิเขม้ขน้ ปรมิาตร 0.1 มลิลลิติร เขย่าผสมเลก็น้อยปิดปากหลอดดว้ยแผ่น

ฟลอยด์น าไปต้มในอ่างควบคุมอุณหภูมทิี่อุณหภูม ิ90-100 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 20 นาท ี 

สงัเกตเหน็ตะกอนของ PHAs ทีก่น้หลอด จากนัน้เกบ็มาชัง่น ้าหนกัและเปรยีบเทยีบกบัปรมิาณเซลล์

แห้ง  การหาปรมิาณเปอรเ์ซน็ต์ PHAs ที่ผลติได้ คดิได้โดยการเทยีบอตัราส่วนระหว่างปรมิาณ 

PHAs (กรมัต่อลติร) ต่อน ้าหนกัเซลลแ์หง้ (กรมัต่อลติร) ดงัสมการ 

                   น ้าหนกัของ PHAs (g/L)  

             น ้าหนกัเซลลแ์หง้ (g/L) 

 

         6.2 การสกดั PHAs ด้วยวิธีท่ีไม่ใช้ตวัท าละลายอินทรียค์ลอโรฟอรม์ (ดดัแปลงจาก 

Naheed; et al. 2011: 4097-4104 และ Louis, P.; & Paladino, A. 2009) 

 6.2.1 การสกดั PHAs ด้วยสาร sodium dodecyl sulfate (SDS) และความร้อนสงู 

  น าเซลลม์าละลายดว้ยสารละลาย phosphate buffered saline (PBS) หรอืน ้ากลัน่  

ป ัน่เหวีย่งเพื่อเกบ็เซลลด์ว้ยความเรว็รอบ 9,100xg นาน 10 นาท ี เตมิสารละลาย 20 เปอรเ์ซน็ต์ 

ของ SDSโดยน ้าหนกัต่อปรมิาตรและน ้ากลัน่ในอตัราส่วน 1:1 ปรมิาตร 0.5 มลิลลิติรต่อกรมัของ

น ้าหนกัเซลลท์ีช่ ัง่ได ้เขย่าทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส นาน 1 ชัว่โมง จากนัน้ท าใหเ้ซลลแ์ตกดว้ย

เครือ่ง autoclave ทีอุ่ณหภมู ิ121 องศาเซลเซยีส นาน 15 นาท ีทิง้ไวใ้หเ้ยน็ จากนัน้ป ัน่เหวีย่งเพื่อ

เกบ็เซลลด์ว้ยความเรว็รอบ 9,100xg นาน 10 นาทเีพื่อน ามาสกดัพลาสตกิชวีภาพขัน้ต่อไป 

 6.2.2 การสกดัพลาสติกชีวภาพด้วยสาร sodium dodecyl sulfate (SDS)  

  น าเซลล์แบคทเีรยีละลายด้วยสารละลาย phosphate buffered saline (PBS) หรอื   

น ้ากลัน่ ป ัน่เหวี่ยงเพื่อเก็บเซลล์ด้วยความเรว็รอบ 9,100xg นาน 10 นาที เติมสารละลาย 20 

เปอรเ์ซน็ตข์อง SDS โดยน ้าหนกัต่อปรมิาตรและน ้ากลัน่ในอตัราส่วน 1:1 ปรมิาตร 0.5 มลิลลิติรต่อ

กรมัของน ้าหนักเซลลท์ีช่ ัง่ได ้เขย่าทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส นาน 1 ชัว่โมง จากนัน้ป ัน่เหวีย่ง

เพื่อเกบ็เซลลด์ว้ยความเรว็รอบ 9,100xg นาน 10 นาทเีพื่อน ามาสกดัพลาสตกิชวีภาพขัน้ต่อไป 

X 100 %PHAs content = 
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6.2.3  การสกดัพลาสติกชีวภาพด้วยสาร sodium dodecyl sulfate (SDS) เอนไซม ์

และความร้อนสงู 

  น าเซลล์แบคทเีรยีมาละลายดว้ยสารละลาย phosphate buffered saline (PBS) หรอื

น ้ากลัน่ ป ัน่เหวี่ยงเก็บเซลล์ด้วยความเรว็รอบ 9,100xg นาน 10 นาที เติมเอนไซม์ไลโซไซม ์  

ความเข้มข้น 0.01 ไมโครกรมัต่อมลิลลิิตร ปรมิาตร 100 มลิลิลติร และเติมน ้ากลัน่ปรมิาตร 0.5 

มลิลลิติรต่อกรมัของน ้าหนักเซลลท์ีช่ ัง่ได ้น าไปเขย่าทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส นาน 1 ชัว่โมง  

จากนัน้เตมิ 20 เปอรเ์ซน็ต์ของ SDS โดยน ้าหนักต่อปรมิาตร ปรมิาตร 0.5 มลิลลิติรต่อกรมัของ

น ้าหนักเซลลท์ี่ชัง่ได ้เขย่าที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส นาน 1 ชัว่โมง จากนัน้น าไปท าใหเ้ซลล์

แตกดว้ยเครือ่ง autoclave ทีอุ่ณหภมู ิ121 องศาเซลเซยีส นาน 15 นาท ีแลว้ทิง้ไวใ้หเ้ยน็ป ัน่เหวีย่ง

เพื่อเกบ็เซลลด์ว้ยความเรว็รอบ 9,100xg นาน 10 นาท ีเพื่อน ามาสกดัพลาสตกิชวีภาพขัน้ต่อไป 

  หลงัจากนัน้น าเซลล์ที่เก็บได้จาก ข้อ 6.2.1, 6.2.2 และ 6.2.3 มาท าการสกัดแยก 

PHAs ออกจากตวัเซลล์โดยเตมิ 5 เปอรเ์ซน็ต์ของโซเดยีมไฮโปคลอไรต์ และสารละลายอนิทรยี ์  

ไดคลอโรมเีทนในอตัราส่วน 1:1 น าไปป ัน่เหวีย่งด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยงความเรว็ 9,100xg นาน    

10 นาท ีสงัเกตเหน็การแยกชัน้ของสารละลายเป็น 3 ชัน้ คอื ชัน้บนสุดเป็นสารละลายโซเดยีมไฮโป

คลอไรต์ ชัน้กลางเป็นส่วนของตะกอนเซลล ์และชัน้ล่างสุดเป็นสารละลายคลอโรฟอรม์กบัพลาสตกิ

ชวีภาพ PHAs จากนัน้ใชปิ้เปตดดูเกบ็เฉพาะชัน้ล่างสุดไปไวใ้นหลอดใหม่ เตมิเมทานอล 2 เท่าของ

สารละลายทีเ่กบ็ได ้(เตรยีมจากเมทานอลต่อน ้ากลัน่ อตัราส่วน 7:3 โดยปรมิาตรต่อปรมิาตร) น าไป

ป ัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็รอบ 9,100xg นาน 10 นาท ียา้ยสารละลายทัง้หมดไปไวใ้นหลอดแก้วแลว้เตมิ

กรดซลัฟูรกิเขม้ขน้ ปรมิาตร 0.1 มลิลลิตร เขย่าผสมเลก็น้อยปิดปากหลอดดว้ยแผ่นฟลอยดน์ าไป

ต้มในอ่างควบคุมอุณหภูมทิีอุ่ณหภูม ิ90-100 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 20 นาท ีสงัเกตเหน็ตะกอน

ของพลาสตกิชวีภาพทีก่น้หลอดแลว้เกบ็มาชัง่น ้าหนกั และเทยีบกบัปรมิาณเซลลท์ีเ่กบ็ได้ว่าสามารถ

ผลติพลาสตกิชวีภาพไดเ้ท่าใด ค านวณจากสตูรในขอ้ 6.1 

 

7. การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต PHAs ให้ได้สงูสดุ เม่ือเลีย้งด้วยอาหาร
เลีย้งเช้ือจ ากดัสารอาหารและใช้แหล่งคารบ์อนท่ีแตกต่างกนั 
 เมื่อทราบแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนที่เหมาะสม จากนัน้จงึเลือกแหล่งคาร์บอนที่ให้ 
ผลผลติ PHAs สงูสุด (ซโูครส, กลโูคส, ฟรุกโตส และกลเีซอรอลบรสิุทธิ)์ มาเลีย้งเซลลเ์ปรยีบเทยีบ
กบัโมลาส และ กลเีซอรอลดบิ (crude glycerol) ซึ่งน ามาใช้เป็นแหล่งคารบ์อนและแหล่งพลงังาน
ใหก้บัแบคทเีรยี (Naheed; et al. 2011: 4097-4104) โดยใชอ้าหารเลีย้งเชือ้ N deficient medium 
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(ภาคผนวก ก ขอ้ 6) (Gowda; & Shivakumar. 2013: 794-802) ปรมิาตร 100 มลิลลิติรในฟลาสก์
ขนาด 250 มิลลิลิตร จากนัน้ท าการเปรียบเทียบความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนตัง้แต่                
1-5 เปอร์เซ็นต์และเปรยีบเทยีบผลผลติ PHAs จากการใช้หวัเชื้อเริม่ต้น 1 เปอรเ์ซน็ต์ และ           
10 เปอรเ์ซน็ต์ เขย่าที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง น ามาป ัน่เหวีย่งเกบ็เซลล์
ดว้ยเครื่องป ัง่เหวีย่งทีค่วามเรว็รอบ 9,100xg นาน 10 นาท ีชัง่น ้าหนักเซลลเ์ปียก และเซลลท์ีเ่หลอื
น ามาสกดัหาปรมิาณ PHAs ดว้ยวธิคีลอโรฟอรม์   
 

8.  การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต PHAs เม่ือเลี้ยงในอาหารจ ากดั

สารอาหารผสมกรดไขมนัท่ีให้ผลผลิตของพลาสติกชีวภาพในรปูแบบโครงสร้าง

ของ PHBV ท่ีเป็นโคพอลิเมอรข์อง PHAs 
 8.1 การศึกษาการผลิต PHBV ด้วยแหล่งคารบ์อนจากกรดไขมนั กรดโพรพิโอนิก 
(propionic acid) และ กรดลิววลิูนิก (levulinic acid) ท่ีความเข้มข้นต่างๆ 
  เริม่จากเลีย้งเซลลใ์นอาหารเหลว N deficient medium (ภาคผนวก ก ขอ้ 6) ปรมิาตร 
100 มลิลลิติร ในฟลาสก์ขนาด 250 มลิลลิติร โดยใช้    กรดโพรพโิอนิกและกรดลวิวูลนิิกที่ความ
เขม้ขน้ของแหล่งคารบ์อนตัง้แต่ 0.1-1 เปอรเ์ซน็ต์โดยน ้าหนักต่อปรมิาตรและเปรยีบเทยีบผลผลติ 
PHAs จากการใช้หวัเชื้อเริม่ต้น 1 เปอรเ์ซน็ต์ และ 10 เปอรเ์ซน็ต์ เขย่าที่อุณหภูม ิ37 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง น ามาป ัน่เหวี่ยงเก็บเซลล์ด้วยเครื่องป ัน่เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
9,100xg นาน 10 นาท ีชัง่น ้าหนักเซลลเ์ปียก ส าหรบัเซลลท์ีเ่หลอืน ามาสกดัหาปรมิาณ PHAs ดว้ย
วธิคีลอโรฟอรม์ จากนัน้วเิคราะหต์วัอยา่งพลาสตกิชวีภาพทีส่กดัไดเ้พื่อยนืยนัผลของสาร PHBV 

 8.2 การศึกษาการผลิต PHBV ด้วยแหล่งคารบ์อนจากกรดไขมนั กรดโพรพิโอนิก 
และ กรดลิววลิูนิก ร่วมกบัแหล่งคารบ์อนจากโมลาส ท่ีความเข้มข้นต่างๆ 

 เริม่จากเลีย้งเซลลใ์นอาหารเหลว N deficient medium (ภาคผนวก ก ขอ้ 6) ปรมิาตร 100 
มลิลลิติร ในฟลาสกข์นาด 250 มลิลลิติร โดยใชก้รดโพรพโิอนิกและกรดลวิวูลนิิกทีค่วามเขม้ขน้ของ
แหล่งคาร์บอนตัง้แต่ 0.1-1 เปอร์เซ็นต์โดยน ้าหนักต่อปรมิาตรผสมกับโมลาสที่ความเข้มข้น 5 
เปอรเ์ซน็ต์โดยปรมิาตรต่อปรมิาตร จากนัน้เปรยีบเทยีบผลผลติ PHAs จากการใชห้วัเชือ้เริม่ต้น 1 
เปอรเ์ซน็ตก์บั 10 เปอรเ์ซน็ต ์เขยา่ทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง แลว้น ามาป ัน่
เหวีย่งเกบ็เซลลด์ว้ยเครื่องป ัน่เหวีย่งที่ความเรว็รอบ 9,100xg นาน 10 นาท ีชัง่น ้าหนักเซลลเ์ปียก 
และเซลล์ที่เหลือน ามาสกัดหาปรมิาณ PHAs ด้วยวิธีคลอโรฟอร์ม จากนัน้วิเคราะห์ตวัอย่าง
พลาสตกิชวีภาพทีส่กดัไดเ้พื่อยนืยนัผลของสาร PHBV 
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9. การศึกษาการวิเคราะหผ์ลผลิต PHAs ท่ีสกดัได้จากแบคทีเรียด้วยเครื่องมือ

วิทยาศาสตร ์
 9.1 การยืนยนัผลของการผลิต PHAs ด้วย FTIR spectrometer (Fourier Transform 

Infrared Spectrometer)  

  FTIR ใชใ้นการวเิคราะหต์รวจสอบโครงสรา้งของสาร โดยการวดัการดูดกลนืรงัสทีีอ่ยู่

ในช่วงอนิฟราเรดทีอ่ยูใ่นช่วงเลขคลื่น (Wave number) ประมาณ 10-12800 cm-1 โดยส่งวเิคราะหท์ี ่

ภาควชิาเคม ีคณะวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัศรนีครนิทรวโิรฒ เพื่อยนืยนัผลเปรยีบเทยีบกบัสาร 

พอลไีฮดรอกซบีวิไทเลต หรอื PHB (Sigma) มาตรฐานซึ่งใหผ้ลของสเปกตรมั C=O ของกลุ่ม    

เอสเทอร ์(ester group) ที ่1728 cm-1 และ -CH group ที ่1282 cm-1 ส่วน PHBV แสดงเลขคลื่นที่

C=O 1737 cm-1 และ –CH ที ่1303,1229, 1196 และ 797 cm–1 (Shamala; et al. 2009: 251–

258) โดยน า PHAs ที่สกดัไดม้า อบใหแ้ห้งทีอุ่ณหภูม ิ60 องศาเซลเซยีส นาน 2-4 ชัว่โมง ชัง่

ตวัอยา่ง 2-3 มลิลกิรมัใส่หลอดแกว้แลว้ละลายดว้ยสารคลอโรฟอรม์ 500 ไมโครลติร  น าไปวเิคราะห์

ดว้ยเครื่อง FTIR spectrometer รุ่น  Perkin Elmer FT-IR spectrum BX. (Raveendran; et al. 

2011: 783-794 

 9.2 การยืนยนัผลของการผลิต PHAs ด้วย 1H-nuclear magnetic resonance 

spectroscopy (NMR) 

  NMR เป็นเทคนิคทีใ่ชว้เิคราะหป์รมิาณ และโครงสรา้งในสารละลายของสารประกอบ

เหล่าน้ีได้โดยการใช้รงัสีแม่เหล็กไฟฟ้าที่มีความถี่อยู่ในช่วงคลื่นวิทยุเข้าไปกระตุ้นอะตอมใน

สารประกอบตวัอยา่งทีอ่ยูใ่นสนามแมเ่หลก็ทีก่ าหนดไว้และแสดงออกมาเป็นค่าของ chemical shifts 

โดยส่งวิเคราะห์ที่ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ เพื่อยืนยัน

ผลเปรยีบเทยีบกบัสารพอลไิฮดรอกซบีวิทเิรต PHB (Sigma) มาตรฐาน ซึ่งใหผ้ลใกลเ้คยีงกบั       

ค่า chemical shifts 5.25 ppm (ส่วนในลา้นส่วน) และ PHBV มคี่า chemical shifts 5.17 ppm 

(ส่วนในล้านส่วน) โดยน า PHAs ที่สกดัได้มาอบใหแ้ห้งที่อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซยีส นาน 2-4 

ชัว่โมง ชัง่ตวัอยา่ง 20-70 มลิลกิรมัใส่หลอดแกว้แลว้ละลายดว้ยสาร  ดวิเทอโรคลอโรฟอรม์ (CDCl3) 

1 มลิลลิติร น าไปฉีดวเิคราะห์ดว้ยเครื่องรุ่น Bruker AVANCE 300 FT-NMR spectrometer และ

บนัทกึ spectrum ทีช่่วงคลื่น 300 MHz และ 75 MHz (Andreal; et al. 2010: 1119-1127)   
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 9.3 การยืนยนัผลของการผลิต PHAs ด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่อง

กราด หรือ SEM (Scanning Electron Microscope) 

  กล้องจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนที่มกี าลงัขยายไม่สูงเท่ากบัเครื่อง TEM การสรา้งภาพท า

ไดโ้ดยการตรวจวดัอเิลก็ตรอนทีส่ะทอ้นจากพืน้ผวิหน้าของตวัอย่างทีท่ าการส ารวจซึง่ภาพทีไ่ดจ้าก

เครือ่ง SEM นี้จะเป็นภาพลกัษณะของ 3 มติ ิดงันัน้เครื่อง SEM จงึถูกน ามาใชใ้นการศกึษาสณัฐาน

และรายละเอยีดของลกัษณะพืน้ผวิของตวัอย่าง เช่น ลกัษณะพืน้ผวิดา้นนอกของเนื้อเยื่อและเซลล์ 

โดยส่งตวัอยา่งวเิคราะหท์ี ่กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย ์กรุงเทพมหานคร เตรยีมตวัอย่างจากการน า

โคโลนีแบคทเีรยีที่เลี้ยงบนอาหารแขง็ Nutrient agar ที่มกีลูโคส 1 เปอร์เซ็นต์โดยน ้าหนักต่อ

ปรมิาตร 

 9.4 การยืนยนัผลของการผลิต PHAs ด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องผา่น 

หรือ TEM (Transmission electron microscopy) 

  กล้องจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบส่องผ่านที่ใช้ศึกษาตวัอย่างแบคทเีรยีเพื่อยนืยนัผล

การสะสมแกรนูล PHA ภายในเซลล์ โดยส่งตวัอย่างวเิคราะหท์ี ่ศูนยเ์ครื่องมอืวจิยัวทิยาศาสตรแ์ละ

เทคโนโลย ีจฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั เริม่เตรยีมตวัอยา่งจากการน าโคโลนีแบคทเีรยีทีเ่ลีย้งในอาหาร

เหลว N deficient medium ทีม่กีลูโคส 1 เปอรเ์ซน็ต์โดยน ้าหนักต่อปรมิาตร เขีย่เชือ้มาละลายใน    

2 เปอรเ์ซน็ตข์อง glutaraldehyde แลว้น าสารละลายเซลลห์ยดลงบนแผ่นกรดิ (grid) และเคลอืบทบั

ดว้ย 4 เปอรเ์ซน็ต์ของ uranyl acetate ปล่อยทิ้งไวจ้นแห้งแลว้น าไปส่องดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์

อเิลก็ตรอนแบบส่องผ่าน  รุ่น JEM-2100 (200kV) ทีก่ าลงัขยาย 5x1000 เท่า  (Berlanga; et al. 

2006: 95-102) 

  9.5 การวิเคราะหน์ ้าตาลโมลาส 

  การวเิคราะหน์ ้าตาลโมลาสเพื่อศกึษาส่วนประกอบต่างๆทีส่ าคญัในการเจรญิเตบิโต

ของเซลลแ์บคทเีรยี  และเปรยีบเทยีบปรมิาณแหล่งสารอาหารทีจ่ าเป็นต่อการผลติ PHAs เช่น  

ซโูครส, กลโูคส, ฟรกุโตส และสารประกอบไนโตรเจน เป็นตน้ (Beedle; et al. 2000: 375-383)   

โดยท าการเตรยีมตวัอยา่งน ้าตาลโมลาสบรรจใุส่ขวดแก้ว ปรมิาตรขวดละ 100 มลิลลิติร และเกบ็ไว้

ทีอุ่ณหภมู ิ25 องศาเซลเซยีส และน าส่งวเิคราะหต์วัอยา่งที่ศูนยท์ดสอบและมาตรวทิยา สถาบนัวจิยั

วทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย เพื่อท าการวเิคราะหด์ว้ยเครือ่งมอื High Performance 

Liquid Chromatography (HPLC) 



บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 
 

1. การคดัเลือกเช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถผลิต PHAs ด้วยสีย้อม Sudan black B 
 จากการน าตวัอยา่งดนิจากแหล่งต่างๆ ในประเทศไทยทัง้หมด 15 ตวัอยา่งมาท าการ 

คดัแยกเชื้อแบคทเีรยีโดยเลี้ยงบนอาหารแขง็ที่จ ากดัสารอาหาร yeast extract-peptone agar 

medium (YP) และ M9 Salts agar จนไดโ้คโลนีเดีย่วจากเพลททีค่วามเจอืจางตัง้แต่ 10-3  จากนัน้

น าเชือ้มาเลีย้งต่อบนอาหาร nutrient agar ทีเ่พิม่ปรมิาณกลโูคสลงไป 1 เปอรเ์ซน็ต์ (โดยน ้าหนักต่อ

ปรมิาตร หรอื w/v) เป็นเวลา 3-5 วนั ทีอุ่ณหภูม ิ 37 องศาเซลเซยีส  พบว่าเชือ้แบคทเีรยีทีไ่ดส้่วน

ใหญ่เจรญิเตบิโตโดยใหโ้คโลนีสขีาวขุ่น (cream) หรอื เหลอืง (yellow) รปูร่างโคโลนีกลม (circular) 

และรูปร่างไม่แน่นอน (irregular) ขอบโคโลนีมทีัง้แบบโค้งมนเสมอกนั (entire) และแบบหยกัไม่

สม ่าเสมอ (undulate) ผวิหน้าโคโลนีเรยีบแบน (smooth and flat) (Seeley; & Vandemark. 1962)  

หลงัจากนัน้เขีย่เชือ้ทีต่้องการทดสอบมาขดีวนเป็นจุดกลม (spot inoculation) และขดีลงบนอาหาร

แขง็ชนิดเดมิโดยเลีย้งต่อเป็นเวลา 3 วนั จงึยอ้มทบัดว้ยสยีอ้ม Sudan black B และลา้งออกดว้ย 

เอทานอล 96 เปอรเ์ซน็ต์ (โดยปรมิาตรต่อปรมิาตร หรอื v/v)ผลการทดลองพบว่ามกีารตดิสขีอง

โคโลนีทีแ่ตกต่างกนั คอื โคโลนีของแบคทเีรยีทีค่าดว่าน่าจะสามารถสะสม PHAs ไดจ้ะตดิสยีอ้มสี

ฟ้า-น ้าเงนิเขม้  จงึบนัทกึผลการตดิสยีอ้มตามความเขม้ของ  สบีนโคโลนีด้วยสญัลกัษณ์บวก (+) 

โดยเปรียบเทียบกับการติดสีของเชื้อควบคุมที่ให้ผลบวก คือ Alcaligenes eutrophus, 

Pseudomonas oleovorans, Azotobacter vinelandii  และ Bacillus megaterium โดยให ้(+) คอื 

ตดิสไีดน้้อย (poorly stained), (++) คอื ตดิสไีดป้านกลาง (medium stained), (+++) คอื ตดิสไีดด้ ี

(strongly stained) และ(++++) คอื ตดิสไีดด้มีาก (excellently stained)  ส่วนโคโลนีทีไ่ม่ตดิสยีอ้ม

หรอืตดิสยีอ้มน้อยมากจะถอืว่าเป็นผลลบ (-) ไม่สามารถสะสม PHAs ได้โดยใช้เชื้อ Escherichia 

coli strain DH5 เป็นเชื้อควบคุมของผลลบ  จากโคโลนีทัง้หมดได้ผลบวกของการตดิสยีอ้ม 

Sudan black B มากกว่า 200 ไอโซเลทซึง่เป็นจุลนิทรยีท์ีค่ดัแยกไดจ้ากตวัอย่างดนิทีม่าจากดนิใน

ป่า จงัหวดัเลย  ดนิทีป่นเป้ือนน ้ามนัปาลม์, ดนิป่าชายเลน และดนินาขา้ว จงัหวดัสตูล ดนิในแปลง

เกษตร จงัหวดันครนายก จากนัน้ท าการเลี้ยงเชื้อเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีสเพื่อท าการ

ทดสอบดว้ยสยีอ้ม Nile blue A และ Nile red ต่อไป ส าหรบัผลการตดิ สยีอ้ม Sudan black B ของ

เชือ้แบคทเีรยีทีส่ามารถสะสม PHAs ไดแ้สดงตวัอยา่งไวด้งัภาพประกอบ 1(a) พบการตดิสยีอ้มไดด้ี
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มาก (++++) ของแบคทเีรยีไอโซเลท PE3, PPL2, PMK5, PMS3, PMK1 และการตดิสไีดด้ ี(+++) 

ของเชื้อ Alcaligenes eutrophus  และภาพประกอบ 9 (b) แสดงการตดิสยีอ้มของเชื้อควบคุม

ทัง้หมด คอื Alcaligenes eutrophus (+++), Bacillus megaterium (++), Pseudomonas 

oleovorans (+) และ Azotobacter vinelandii (+)  ส าหรบั Escherichia coli strain DH5  ซึง่เป็น

เชือ้ควบคุมผลลบไมพ่บการตดิสยีอ้มของ Sudan black B และหลุดออกจากหน้าอาหารเมื่อลา้งดว้ย

เอทานอล        

 

a        b 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 9 การตดิสยีอ้ม Sudan black B ของ (a) ไอโซเลท PE3, PPL2, PMK5, PMS3, 

        PMK1 และ Alcaligenes eutrophus และการตดิสยีอ้ม Sudan black B ของ (b) เชือ้ควบคุม 

        ผลบวก Alcaligenes eutrophus, Bacillus megaterium, Pseudomonas oleovorans,  

         Azotobacter vinelandii, และเชือ้ควบคุมผลลบ Escherichia coli strain DH5  
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2. การศึกษาลกัษณะแกรนูลภายในเซลล์แบคทีเรียท่ีผลิต PHAs ด้วยสีย้อม 

Sudan black B   
 เมื่อคัดแยกแบคทีเรียจากดินแหล่งต่างๆ ด้วยการย้อมสีโคโลนีแบคทีเรีย จากนั ้น       

เพื่อยนืยนัผลการทดลองในการยอ้มตดิส ีSudan black B ของแต่ละไอโซเลททีม่กีารสะสมแกรนูล 

PHAs จงึน าแบคทเีรยีทุกไอโซเลทที่ใหผ้ลบวกมาเลี้ยงในอาหารเหลว nutrient broth เพิม่กลูโคส   

1 เปอรเ์ซน็ต์ บนเครื่องเขย่าทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 3 วนั และน ามาตรงึบนแผ่น

กระจก จากนัน้ยอ้มทบัดว้ยส ีSudan black B ทีค่วามเขม้ขน้ 0.03 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) และสซีาฟานิน 

(Singh; & Parmar. 2011: 4907-4919)  แลว้จงึส่องดูใต้กลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สงเพื่อตรวจสอบ

การตดิสขีองแกรนูล PHAs ภายในเซลลข์องแบคทเีรยี  ซึง่แบคทเีรยีทีม่คีวามสามารถในการสะสม 

PHAs จะสงัเกตเหน็การตดิสฟ้ีาเขม้ของ Sudan black B บนผวิของแกรนูลทีม่ลีกัษณะเป็นเมด็กลม

ขนาดเลก็ภายในเซลล ์ หลงัส่องใต้กลอ้งจุลทรรศน์ร่วมกบัชุดกลอ้งถ่ายภาพดจิติอลดว้ยก าลงัขยาย 

500 เท่า  พบว่าเหน็การตดิสฟ้ีาของ Sudan black B ลกัษณะเป็นเมด็กลมเลก็ๆ เรยีงต่อกนัภายใน

เซลลข์องแบคทเีรยี  ดงัแสดงในภาพประกอบที ่10  แต่อาจสงัเกตความชดัเจนของเมด็สบีนแกรนูล 

PHAs ได้ค่อนขา้งน้อยและมกีารจบัตวัเป็นก้อนของสี Sudan black B บนแผ่นกระจกบางส่วน  

อาจจะเป็นเพราะสทีีต่ดิบนแกรนูลถูกชะลา้งออกไปด้วยเอทานอลในขัน้ตอนการลา้งสขี ัน้สุดทา้ยจงึ

มองเหน็สฟ้ีาได้ไม่ชดัเจนและการละลายของสทีีย่งัไม่ดพีอท าใหส้จีบัตวัเป็นก้อนได ้จงึท าใหส้งัเกต

แกรนูลภายในเซลลด์ว้ยสายตาไดย้ากภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์แบบใชแ้สงเพยีงอยา่งเดยีว 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 10 การยอ้มตดิส ีSudan black B บนแกรนูล PHAs ภายในเซลลแ์บคทเีรยีของ 

         ไอโซเลท PE3 ภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์ รุน่ Olympus BX51 และกลอ้งถ่ายภาพดจิติอล 

         Canon EOS 450D ทีก่ าลงัขยาย 500 เท่า 

PHB granules 
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3. การคดัเลือกเช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถผลิต PHAs ด้วยสีย้อม Nile red 
 ภายหลงัจากการคดัแยกแบคทเีรยีดว้ยสยีอ้ม Sudan black B จากนัน้จงึน าทุกไอโซเลท 

ทีใ่หผ้ลบวกมาขดีเชือ้ลงบนหน้าอาหารแขง็ minimal agar ทีเ่พิม่กลูโคส 1 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) และ

ไซโลส 1 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) ผสมรวมกบัสยีอ้ม Nile red (Wang, J.G.; et al. 1996: 94-101)  บ่มที่

อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 3 วนั จากนัน้ท าการบนัทกึผลบวกของไอโซเลทที่มี

ความสามารถในการสะสม PHAs โดยการวางจานอาหารเลีย้งเชือ้ลงบนเครื่องก าเนิดแสงอลัตราไว

โอเลททีช่่วงความยาวคลื่น 300-500 นาโนเมตร ผลการทดลองพบว่าไอโซเลททีใ่หผ้ลบวกจะแสดง

การเรอืงแสงสแีดง-ส้มของโคโลนีตามรอยขดีเชื้อบนหน้าอาหารได้อย่างชดัเจน ส่วนไอโซเลทที่

ใหผ้ลลบจะไม่มกีารแสดงการเรอืงแสงของโคโลนีเกดิขึน้ ดงันัน้จากแบคทเีรยี 200 ไอโซเลททีท่ า

การคดัแยกดว้ยส ีSudan black B จงึเหลอืผลบวกจากการเรอืงแสงสสีม้ของ Nile red บนอาหาร

เลีย้งเชือ้ทีม่สี่วนผสมของกลูโคสเป็นจ านวน 64 ไอโซเลท และบนอาหารเลีย้งเชือ้ทีม่สี่วนผสมของ

ไซโลสเป็นจ านวน 27 ไอโซเลท ดงัแสดงในภาพประกอบที ่11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 11 การเรอืงแสงของโคโลนีบนอาหารแขง็ minimal agar ผสมส ีNile red ภายใตแ้สง 

      อลัตราไวโอเลต (ภาพซา้ย) และ โคโลนีภายใตแ้สงปกต ิ(ภาพขวา) ของไอโซเลท  

      (a) PE3, (b) PPL2, (c) PMK5, (d) PMS3, (e) PMK1 และ (f)  Alcaligenes eutrophus  
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5. การศึกษาลกัษณะเซลลท่ี์ติดสีย้อม Nile blue A ภายในแบคทีเรียท่ีผลิต PHAs 

ภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสงฟลอูอเรสเซนต ์
 การศกึษาลกัษณะเซลลท์ีต่ดิสยีอ้ม  Nile blue A ภายในแบคทเีรยีท าไดโ้ดยน าเซลลข์อง

ไอโซเลททีใ่หผ้ลบวกจากการยอ้มดว้ยสี Nile red และ Nile blue A มายอ้มดว้ยสารละลายส ี    

Nile blue A 1 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) (Raveendran; et al. 2011: 783-794) แลว้จงึน ามาตรวจสอบการ

ตดิสภีายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงฟลูออเรสเซนต์ Olympus BX51 ที่ช่วงความยาวคลื่น

ประมาณ 390 นาโนเมตร ผลการทดลองพบว่าการเรอืงแสงสสี้ม-แดงของเซลล์แบคทเีรยีที่มี

ความสามารถในการสะสม PHAs ดงัแสดงในภาพประกอบ 13 ส่วนแบคทเีรยีทีไ่ม่มกีารเรอืงแสงสี

ใดๆของเซลลแ์สดงว่าไม่สามารถสะสม PHAs และ Escherichia coli strain DH5 นัน้พบว่าไม่มี

การเรอืงแสงของเซลลภ์ายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์แบบใชแ้สงฟลอูอเรสเซนต์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

  

 

 

ภาพประกอบ 13 การยอ้มตดิส ีNile blue A ภายในเซลลแ์บคทเีรยีของ ไอโซเลท Alcaligenes 

          eutrophus, PE3, PPL2,PMK1, PMK5 และ PMS3  ภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์ Olympus  

        BX51 (UV filter) ทีช่่วงความยาวคลื่น 390 นาโนเมตร   

 



54 

 

ตารางที ่6 จ านวนไอโซเลทของแบคทเีรยีทีค่ดัเลอืกไดจ้ากสยีอ้ม 3 ชนิด 

 

Sudan black B Nile red Nile blue A 

(glucose) (glucose) (xylose) (glucose) 

200+ 64 27 29 

 

6. การระบุชนิดแบคทีเรียด้วยการศึกษาล าดบัเบสบริเวณยีน 16S rDNA และ

ความสมัพนัธท์างวิวฒันาการ (Phylogenetic analysis) 
 6.1 การศึกษาล าดบัเบสบริเวณยีน 16S rDNA 

  การตรวจวเิคราะห์ดเีอ็นเอของแบคทเีรยีเพื่อการจ าแนกชนิดของแบคทเีรยีนัน้นิยม

ตรวจสอบทีย่นี 16S rDNA ซึง่พบในแบคทเีรยีทุกชนิดมขีนาดประมาณ 1500 คู่เบสหรอืมากกว่า  

โดยท าการเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว LB broth จากนัน้น ามาสกดัจโีนมกิดเีอ็นเอ (genomic 

DNA)  แล้วจงึท าการเพิม่จ านวนดเีอน็เอด้วยวธิ ี Polymerase Chain Reaction (PCR) และน า

ผลผลติของดเีอน็เอ หรอื PCR product ทีไ่ดม้าท าการตรวจสอบขนาดทีไ่ดด้ว้ยวธิอีเิลก็โทรโฟเรซสิ

จะไดผ้ลผลติ PCR ขนาดประมาณ 1,500 คู่เบส เปรยีบเทยีบกบัขนาดของ 100 bp DNA ladder 

marker ดงัแสดงในภาพประกอบ 14  ซึง่จะเหน็แถบของดเีอน็เอของแบคทเีรยีทัง้ 5 ไอโซเลททีไ่ด้

ท าการศกึษาการผลติ PHAs แลว้ไดผ้ลผลติสงูสุด 5 ล าดบัแรกจากทุกไอโซเลททีค่ดัเลอืกดว้ยสยีอ้ม  

จากผลการทดลองพบว่ามแีถบของดเีอน็เอทีศ่กึษาขึน้ในบรเิวณเดยีวกนักบั marker ทีข่นาด 1.5  

กโิลเบส (Kb) จากนัน้น าชิ้นดเีอ็นเอที่ได้ไปท าให้บรสิุทธิก่์อนส่งไปวเิคราะห์หาล าดบันิวคลโีอไทด ์    

เพื่อน ามาเปรยีบเทยีบความคลา้ยคลงึกบัแบคทเีรยีอื่นๆในฐานขอ้มลู GenBank 
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7. การศึกษาลกัษณะเซลลแ์บคทีเรียทางสณัฐานวิทยาและลกัษณะทางชีวเคมี 

 7.1 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา (Morphological characterization) 

  หลงัจากคดัแยกแบคทเีรยีที่สะสม PHAS ดว้ยสยีอ้มทัง้ 3 ชนิด จากนัน้จงึน าเชื้อมา

ศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยาและลกัษณะทางชวีเคม ีโดยเพาะเลี้ยงเซลล์แบคทเีรยีในอาหาร

เหลว  nutrient broth ทีเ่พิม่กลูโคส 1 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) (ภาคผนวก ก ขอ้ 3) เขย่าทีอุ่ณหภูม ิ37     

องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ยอ้มเซลลต์ามวธิยีอ้มแกรมเพื่อศกึษาลกัษณะของเซลล์

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงที่ก าลังขยาย 1000 เท่า ผลการทดลองพบว่าแบคทีเรียที่

ท าการศึกษาจดัอยู่ในกลุ่ม Bacillus ซึ่งสงัเกตได้จากการย้อมติดสีแกรมบวก (Gram positive 

bacteria) รปูรา่งเป็นท่อน (rod shape) มคีวามยาวของเซลลต์ัง้แต่ 2-5 ไมโครเมตร และในตวัเซลล์

ของสายพนัธุ์ PE3 ยงัพบการตดิสมี่วงของสคีรสิตัลไวโอเลทมลีกัษณะเป็นจุดเขม้เรยีงตวัภายใน

เซลลอ์ยา่งชดัเจน  ดงัแสดงในภาพประกอบ 16 และเหน็การตดิสเีป็นจุดม่วงเขม็ไดช้ดัเจนทีสุ่ดของ

สายพนัธุ ์PE3 และ PMK5 ซึง่ตวัเซลล์มขีนาดใหญ่กว่าเซลลอ์ื่นๆ ส่วนสายพนัธุ ์PPL2 และ PMS3 

มกีารตดิสมี่วงน้อยกว่าแต่ยงัสามารถสงัเกตเหน็ลกัษณะเซลลเ์ป็นท่อนสัน้มจีุดม่วงเขม้ทีบ่รเิวณหวั

และทา้ยของตวัเซลล ์ส่วนสายพนัธุ ์PMK1 มขีนาดเซลลค์่อนขา้งเลก็กว่าเซลลอ์ื่นๆ  

  

 

 

 

 

ภาพประกอบ 16 การยอ้มสแีกรมของ PE3, PPL2, PMK1, PMK5 และ PMS3  ภายใตก้ลอ้ง 

      จลุทรรศน์แบบใชแ้สง ทีก่ าลงัขยาย 1000 เท่า   

 

 

 

 

 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1226/bacillus-%E0%B8%9A%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B8%B1%E0%B8%AA
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1134/gram-positive-bacteria-%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B9%81%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%A1%E0%B8%9A%E0%B8%A7%E0%B8%81
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1134/gram-positive-bacteria-%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B9%81%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%A1%E0%B8%9A%E0%B8%A7%E0%B8%81
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 7.2 ลกัษณะทางชีวเคมี (Biochemistry characterization) 

  การศกึษาลกัษณะทางชวีเคมขีองแบคทเีรยีสายพนัธุ ์PE3 ซึง่เป็นการตรวจหาสารเคมี

บางชนิดทีแ่บคทเีรยีมกีารผลติ เช่น โปรตนี กรดไขมนั เพื่อจ าแนกจนีัส (Genus) ของแบคทเีรยีซึง่

จนีัสเดยีวกนันัน้คุณสมบตัขิองแบคทเีรยีนัน้จะคล้ายกนัอาจจะแตกต่างกนัทางชวีเคมใีนการใชส้าร

บางอย่างท าให้สามารถแยกแบคทเีรยีชนิดนัน้ออกเป็นสปีชสี ์(species) ไดเ้มื่อน ามาเพาะเลีย้งใน

อาหารจ าเพาะชนิดต่างๆ ข้อมูลดงักล่าวสามารถหารายละเอียดในการจ าแนกแบคทีเรยีได้จาก

หนังสอื Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology 1st editon ปี 1986 Volume 2 และ 2nd 

editon ปี 2009 Volume 3  

  ผลการทดสอบยนืยนัไดว้่าสายพนัธุ ์PE3 คอืแบคทเีรยีในกลุ่มของ Bacillus cereus  

และน าผลทดสอบที่ได้มาเปรยีบเทียบกบัลกัษณะทางชีวเคมขีองเชื้อ Bacillus cereus ที่เคยมี

การศกึษามาก่อนหน้านี้ (Priest; et al. 1988) พบว่าสายพนัธุ ์ PE3 สามารถเจรญิเตบิโตไดด้ใีน

อาหารเหลว nutrient broth ภายใต้สภาวะที่มอีอกซเิจน คอื กลุ่มแอโรบคิแบคทเีรยี (aerobic 

bacteria) ทีอุ่ณหภูมปิานกลาง (mesophile) ตัง้แต่ 30-37 องศาเซลเซยีส ที่ค่า pH เท่ากบั 6-8 

(neutrophile) สามารถเจรญิไดใ้นอาหารทีม่คีวามเขม้ขน้ของ NaCl ตัง้แต่ 0-5.0 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) 

ซึง่มคีวามทนทานต่อเกลอืได้สูง เมื่อทดสอบดว้ยอาหารจ าเพาะจะใหผ้ลบวก (+) ในอาหาร Vogas 

Proskauer, Hydrolysis starch, Hydrolysis casein, Hemolytic activity, Nitrate, Tyrosine, 

Oxidase, Methyl Red  และให้ผลลบ (-) เมื่อทดสอบด้วยอาหาร Citrate, Indole, Catalase  และ 

PE3 ยงัมคีวามสามารถในการใชน้ ้าตาลเป็นแหล่งคารบ์อนที่หลากหลาย คอื Glucose, Sucrose, 

Xylose และ Glycerol แต่สามารถเจรญิในอาหารทีม่นี ้าตาล Arabinose และ Lactose ไดน้้อยกว่า

แหล่งคารบ์อนอื่นๆ โดยสงัเกตไดจ้ากการเปลีย่นสมี่วงของสอีนิดเิคเตอร์ brom cresol purple จากสี

มว่งไปเป็นสเีหลอืง ซึง่แสดงว่ามกีารใชน้ ้าตาลแลว้ผลติกรดเกดิขึน้และดูจากปรมิาณเซลลท์ีเ่จรญิได้

ในอาหารเหลว nutrient broth ทีผ่สมแหล่งคารบ์อนชนิดต่างๆ  และเชือ้นี้ยงัสามารถเจรญิเตบิโตได้

ในอาหารทีม่แีหล่งคารบ์อนอยา่งน ้าตาลโมลาสจากอ้อย (sugarcane molasses) ซึง่เป็นผลพลอยได้

หรอืของเหลอืทิง้ทางอุตสาหกรรมการเกษตร ดงัสรุปไวใ้นตารางที ่6 และ NR (not show result) 

หมายถงึ ไมม่กีารรายงานผลไว ้
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ตารางที ่7 การศกึษาลกัษณะทางชวีเคมขีอง สายพนัธุ ์PE3 เปรยีบเทยีบกบั B.cereus  

 

Characterization Strain PE3 B.cereus 

Growth conditions 

   Optimum temp. (oC) 

   Optimum pH 

   Tolerance to NaCl (%, w/v) 

Physiological 

   Vogas Proskauer 

   Citrate 

   Hydrolysis starch 

   Hydrolysis casein 

   Hemolytic activity 

   Nitrate 

   Tyrosine 

   Indole 

   Catalase 

   Oxidase 

   Methyl Red 

   Rhizoid growth 

   Toxin crystal 

Growth on source 

   Glucose 

   Sucrose 

   Lactose 

   Arabinose 

   Xylose 

   Glycerol 

   Sugarcane molasses 

 

30-37 

6-8 

5.0 

 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

 

37 

6-8 

< 2.0 

 

+ 

+ 

+ 

+ 

NR 

NR 

NR 

- 

+ 

+ 

+ 

NR 

NR 

 

+ 

+ 

- 

NR 

- 

+ 

NR 
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8. การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต PHAs ของเช้ือแบคทีเรียท่ีสนใจทัง้ 5 

สายพนัธุ ์
 8.1 การศึกษาความสามารถในการผลิต PHAs เม่ือเล้ียงด้วยแหล่งคารบ์อนชนิด

ต่างๆ และท าการสกดัพลาสติกชีวภาพด้วยวิธีท่ีแตกต่างกนั 4 วิธี  

 เมื่อท าการคดัเลอืกเชื้อแบคทเีรยีด้วยสยีอ้มทัง้ 3 ชนิด จากนัน้น ามาเลี้ยงต่อในอาหาร

เหลว nutrient broth เพิม่ 1 เปอรเ์ซน็ต ์(w/v) ของแหล่งคารบ์อนต่างๆ คอื กลูโคส, ซูโครส, ไซโลส,        

อะราบโินส, แลกโตส และกลเีซอรอลบรสิุทธิ ์โดยเลีย้งบนเครื่องเขย่าทีค่วามเรว็รอบ 180 รอบต่อ

นาท ีอุณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส ปรมิาตร 100 มลิลลิติร เป็นเวลา 48 ชัว่โมง หลงัจากนัน้เกบ็เซลล์

แบคทเีรยีเพื่อน ามาสกดัแยกพลาสตกิชวีภาพออกจากตวัเซลล์ด้วย 4 วธิ ีคอื (1) การสกดัด้วย

สารละลายอนิทรยีค์ลอโรฟอรม์ (chloroform), (2) การสกดัดว้ยสาร sodium dodecyl sulfate (SDS) 

และความรอ้นสูง, (3) การสกดัดว้ย sodium dodecyl sulfate (SDS) และ (4) การสกดัดว้ย sodium 

dodecyl sulfate (SDS) ร่วมกบัเอนไซม ์และความรอ้นสูง จากนัน้เปรยีบเทยีบปรมิาณผลผลติ

พลาสตกิชวีภาพทีไ่ดจ้ากการสกดัทัง้ 4 วธิใีนแหล่งคารบ์อนทีแ่ตกต่างกนั ดงัแสดงในภาพประกอบ 

17-22 

8.1.1 การสกดัพลาสตกิชวีภาพดว้ยสารละลายอนิทรยีค์ลอโรฟอรม์ 

  การสกดัด้วยสารละลายอนิทรยีค์ลอโรฟอรม์เป็นวธิทีี่นิยมใชม้านาน เพราะจะได้

ผลผลติพลาสติกชวีภาพจากเซลล์แบคทเีรียที่ค่อนข้างสะอาดและปรมิาณสูง เมื่อน าแบคทเีรยีที่

คดัเลอืกดว้ยสยีอ้มทัง้หมดมาท าการเลีย้งในอาหารเหลวผสมกลูโคสและสกดัเซลลด์ว้ยคลอโรฟอรม์  

ผลการทดลองพบว่าจากแบคทเีรยีทัง้หมดไดผ้ลผลติสงูสุดจ านวน 5 สายพนัธุ ์คอื PE3 จากตวัอย่าง

ดนิในป่า PPL2 จากตวัอย่างดนิปนเป้ือนน ้ามนัปาลม์ PMK1, PMK5 และ PMS3 จากตวัอย่างดนิ

ป่าชายเลน จงึน าทัง้ 5 สายพนัธุ์มาท าการเลี้ยงต่อในแหล่งคารบ์อนต่างๆ และเลอืกใช้แบคทเีรยี

Alcaligenes eutrophus ซึ่งเคยมรีายงานว่าสามารถผลติ PHAs ได้มาสกดัพลาสตกิชวีภาพเพื่อ

เปรยีบเทยีบกบัแบคทเีรยีทีส่นใจศกึษา หลงัจากสกดั PHAs จากเซลล์พบว่าสายพนัธุ์ทีใ่หผ้ลผลติ

สูงสุด คอื PMS3, PE3, PPL2, PMK5, Alcaligenes eutrophus และ PMK1 ตามล าดบัซึง่สายพนัธุ ์

PE3 สามารถใชแ้หล่งคารบ์อนได้ครบทุกชนิดและให้ผลผลติ PHAs สูงสุดเมื่อเลี้ยงด้วยกลูโคส

เท่ากบั 0.6 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ 1.34 กรมัต่อลติร คดิเป็น 44.78 เปอรเ์ซน็ต์ รองลงมา

คอื ซโูครสให ้PHAs เท่ากบั 0.56 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ 1.31 กรมัต่อลติร คดิเป็น 42.75 

เปอรเ์ซน็ต์ สายพนัธุ์ PMS3 เมื่อเลี้ยงดว้ยซูโครสได ้PHAs เท่ากบั 1.09 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนัก

เซลล์แหง้ 1.39 กรมัต่อลติร คดิเป็น 51.77 เปอรเ์ซน็ต์ รองลงมาคอืกลูโคสได ้PHAs เท่ากบั 1.0 
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กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ 1.11 กรมัต่อลติร คดิเป็น 45.37 เปอรเ์ซน็ต์ สายพนัธุ ์PPL2 เมื่อ

เลีย้งดว้ยกลูโคสได ้PHAs เท่ากบั 0.99 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ 2.28 กรมัต่อลติร คดิเป็น 

43.42 เปอรเ์ซน็ต์ รองลงมาคอื ซูโครสได ้ PHAs เท่ากบั 0.55 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลลแ์ห้ง 

1.29 กรมัต่อลติร คดิเป็น 40.64 เปอรเ์ซน็ต ์สายพนัธุ ์PMK5 เมื่อเลีย้งดว้ยกลูโคสได ้PHAs เท่ากบั 

1.3 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลล์แห้ง 2.63 กรมัต่อลติร คดิเป็น 39.43 เปอรเ์ซ็นต์ รองลงมาคอื 

ซูโครส ได ้PHAs เท่ากบั 0.1 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ 0.36 กรมัต่อลติร คดิเป็น 27.78 

เปอรเ์ซน็ต ์สายพนัธุ ์PMK1 เมือ่เลีย้งดว้ยกลโูคสได ้PHAs เท่ากบั 0.2 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลล์

แหง้ 1.0 กรมัต่อลติร คดิเป็น 20.00 เปอรเ์ซน็ต์ และไซโลสได ้PHAs เท่ากบั 0.23 กรมัต่อลติรต่อ

น ้าหนักเซลลแ์หง้ 1.19 กรมัต่อลติร คดิเป็น 17.96 เปอรเ์ซน็ต์ แต่สายพนัธุ ์PMK1 ไม่ผลติ PHAs 

เมื่อเลี้ยงด้วยแลกโตสและกลเีซอรอลบรสิุทธิ ์ส่วน Alcaligenes eutrophus นัน้ให้ผลผลติ PHAs 

สูงสุดเมื่อเลีย้งดว้ยซูโคสได ้PHAs เท่ากบั 0.1 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ 0.51 กรมัต่อลติร 

คดิเป็น 19.61 เปอรเ์ซน็ต์ และให้ผลผลติในแหล่งคารบ์อนต่างๆ ไดค้่อนขา้งต ่า จากผลการทดลอง

เห็นได้ว่าทุกสายพนัธุ์ที่ท าการศกึษาสามารถใช้แหล่งคาร์บอนที่ให้ผลผลติ PHAs ได้สูงสุด คอื 

ซูโครสและกลูโคส หลงัจากท าการสกดัด้วยสารละลายอนิทรยี์คลอโรฟอรม์ และผลผลติ PHAs ที่

สกดัได้น าส่งวเิคราะห์ชนิดของพลาสตกิชวีภาพ โดยท าการวเิคราะหโ์ครงสรา้งของสารด้วยเครื่อง 

NMR และวเิคราะหห์มู่ฟงัชนัก์ของสารดว้ยเครื่อง FTIR ผลการวเิคราะหต์วัอย่างจากทุกสายพนัธุ์มี

ลกัษณะโครงสรา้งและหมูฟ่งัชนักช์นิดเดยีวกนักบัสาร PHB มาตรฐาน 

8.1.2 การสกดัพลาสตกิชวีภาพด้วยสาร sodium dodecyl sulfate (SDS) และ    

ความรอ้นสงู 

การสกดัดว้ยสาร sodium dodecyl sulfate (SDS) ซึง่เป็นสารลดแรงตงึผวิจะช่วยท า

ใหผ้นังเซลลถ์ูกท าลายแทนการใชค้ลอโรฟอรม์ซึง่ค่อนขา้งเป็นพษิและย่อยสลายยากในสิง่แวดลอ้ม  

และใชค้วามรอ้นสงูจากหมอ้นึ่งความดนัไอน ้าช่วยท าลายเซลลเ์พิม่ขึน้ ในขัน้ตอนต่อไปกจ็ะสามารถ

ละลาย PHAs ออกจากตวัเซลลไ์ดง้่ายด้วยสารละลายอนิทรยี์ทีม่คีวามเป็นพษิต่อสิง่แวดลอ้มน้อย

กว่าคลอโรฟอรม์ เช่น ไดคลอโรมเีทน ผลการทดลองพบว่าจากการสกดัดว้ยวธิดีงักล่าวจะใหผ้ลผลติ 

PHAs ทีแ่ตกต่างกนั โดยสายพนัธุ ์ PE3 จะใหผ้ลผลติ PHAs สงูสุดเมื่อเลีย้งดว้ยซูโครสได ้PHAs 

เท่ากบั 1.0 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ 0.32 กรมัต่อลติร คดิเป็น 31.25 เปอรเ์ซน็ต์ ส าหรบั

สายพนัธุ ์PMK5 เมื่อเลีย้งดว้ยซูโครสได ้PHAs เท่ากบั 0.2 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ 0.82 

กรมัต่อลติร คดิเป็น 24.39 เปอรเ์ซน็ต์ สายพนัธุ ์PMS3 เมื่อเลีย้งดว้ยซูโครสได ้PHAs เท่ากบั 0.3 

กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ 1.65 กรมัต่อลติร คดิเป็น 28.02 เปอรเ์ซน็ต์ สายพนัธุ์PPL2 เมื่อ
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เลีย้งดว้ยกลูโคสได ้PHAs เท่ากบั 0.17 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ 0.75 กรมัต่อลติร คดิเป็น 

22.67 เปอรเ์ซน็ต์ ส าหรบัสายพนัธุ์ PMK1 เมื่อเลีย้งดว้ยไซโลสได ้PHAs เท่ากบั 0.17 กรมัต่อลติร

ต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ 0.97 กรมัต่อลติร คดิเป็น 17.55 เปอรเ์ซน็ต์ และ Alcaligenes eutrophus เมื่อ

เลีย้งดว้ยกลเีซอรอลบรสิุทธิไ์ด ้PHAs เท่ากบั 0.03 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ 0.26 กรมัต่อ

ลติร คดิเป็น 11.54 เปอรเ์ซน็ต ์  

8.1.3 การสกดัพลาสตกิชวีภาพดว้ยสาร sodium dodecyl sulfate (SDS)  

   การสกดั PHAs ดว้ย sodium dodecyl sulfate (SDS) ร่วมกบัการใชค้วามรอ้นที่

อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซยีสเพื่อเปรยีบเทยีบปรมิาณผลผลติ PHAs ที่ได้กบัการใช้ความรอ้นสูง 

(หวัขอ้ 8.1.2) และเป็นการลดขัน้ตอนของการใชอุ้ปกรณ์การสกดัราคาแพงอย่างเช่นหมอ้นึ่งความ

ดนัไอน ้าโดยเปลี่ยนเป็นการต้มในอ่างน ้าร้อนควบคุมอุณหภูมแิทน ผลการทดลองพบว่าสามารถ

สกดั PHAs ออกมาในปรมิาณที่น้อยกว่าวธิทีี่ใชค้วามรอ้นสูง โดยสายพนัธุ์ PE3 ให้ผลผลติจาก

แหล่งคารบ์อนไดค้รบและสูงทีสุ่ดเมื่อเลีย้งดว้ยกลูโคสได ้PHAs เท่ากบั 0.2 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนัก

เซลล์แห้ง 0.89 กรมัต่อลติร คดิเป็น 22.50 เปอรเ์ซน็ต์ สายพนัธุ์ PPL2 เมื่อเลี้ยงด้วยซูโครสได ้

PHAs เท่ากบั 0.25 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ 1.58 กรมัต่อลติร คดิเป็น 15.82 เปอรเ์ซน็ต์ 

แต่ไม่สามารถสกดั PHAs จากแหล่งคาร์บอนอะราบิโนส แลกโตส และกลีเซอรอลบรสิุทธิไ์ด ้      

สายพนัธุ ์PMK5 เมือ่เลีย้งดว้ยกลเีซอรอลบรสิุทธิไ์ด ้PHAs เท่ากบั 0.3 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลล์

แหง้ 2.1 กรมัต่อลติร คดิเป็น 14.29 เปอรเ์ซน็ต์ สายพนัธุ ์PMS3 เมื่อเลีย้งดว้ยกลูโคสได ้PHAs 

เท่ากบั 0.1 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลลแ์ห้ง 1.22 กรมัต่อลติร คดิเป็น 8.19 เปอรเ์ซน็ต์ สายพนัธุ ์

PMK1 ไดป้รมิาณ PHAs ต ่าและสกดัไดเ้ฉพาะในกลูโคสไดเ้ท่ากบั 10.10 เปอรเ์ซน็ต์และไซโลส 

6.00 เปอรเ์ซน็ต์เท่านัน้ ส่วน Alcaligenes eutrophus พบว่าสามารถสกดั PHAs จากกลเีซอรอล  

บรสิุทธิเ์ท่ากบั 6.45 เปอรเ์ซน็ตแ์ละกลโูคส 1.35 เปอรเ์ซน็ต ์  

8.1.4 การสกดัพลาสตกิชวีภาพดว้ยสาร sodium dodecyl sulfate (SDS) ร่วมกบั

เอนไซมแ์ละความรอ้นสงู 

   การสกดั PHAs ออกจากตวัเซลลด์ว้ยสาร sodium dodecyl sulfate (SDS) และ 

ความรอ้นสงูนัน้จะเหน็ไดว้่าสามารถสกดั PHAs ไดค้่อนขา้งสงูกว่าการใช ้SDS เพยีงอย่างเดยีว 

จงึมกีารน าวธิีนี้มาเพิ่มขัน้ตอนของการบ่มเซลล์ด้วยเอนไซม์ไลโซไซม์ก่อนการใช้สาร SDS     

เพื่อช่วยยอ่ยสลายส่วนของโปรตนีภายในเซลลแ์ละท าใหก้ารสกดัขัน้ต่อไปง่ายขึน้ โดยสายพนัธุ ์

PE3 ให้ผลผลติสูงที่สุดเมื่อเลีย้งด้วยกลเีซอรอลบรสิุทธิไ์ด้ PHAs เท่ากบั 0.73 กรมัต่อลติร    

ต่อน ้าหนกัเซลลแ์หง้ 2.33 กรมัต่อลติร คดิเป็น 31.61 เปอรเ์ซน็ต ์สายพนัธุ ์PPL2 เมื่อเลีย้งดว้ย
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กลเีซอรอลบรสิุทธิไ์ด้ PHAs เท่ากบั 0.24 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ 1.33 กรมัต่อลติร 

คดิเป็น 17.79 เปอรเ์ซน็ต์ สายพนัธุ ์PMK5 เมื่อเลีย้งดว้ยกลเีซอรอลบรสิุทธิไ์ด ้PHAs เท่ากบั 

0.52 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลล์แหง้ 1.82 กรมัต่อลติร คดิเป็น 28.57 เปอรเ์ซน็ต์ สายพนัธุ ์

PMS3 เมือ่เลีย้งดว้ยกลเีซอรอลบรสิุทธิไ์ด ้PHAs เท่ากบั 0.33 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ 

1.63 กรมัต่อลติร คดิเป็น 20.25 เปอรเ์ซน็ต์ Alcaligenes eutrophus เมื่อเลีย้งดว้ยกลูโคสได ้

PHAs เท่ากบั 0.17 กรมัต่อลิตรต่อน ้าหนักเซลล์แห้ง 1.73 กรมัต่อลิตร คิดเป็น 23.29 

เปอรเ์ซน็ต์ และสายพนัธุ์ PMK1 สามารถสกดั PHAs ไดป้รมิาณต ่าจากการเลีย้งในอาหารผสม

กลโูคสและซโูครสเท่านัน้   
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ภาพประกอบ 17 กราฟรอ้ยละของการสกดั PHAs ของเชือ้แบคทเีรยี ไอโซเลท PE3, PPL2,  

      PMK1, PMK5, PMS3 และ Alcaligenes eutrophus เมือ่เลีย้งดว้ยกลโูคส 

 

 

ภาพประกอบ 18 กราฟรอ้ยละของการสกดั PHAs ของเชือ้แบคทเีรยี ไอโซเลท PE3, PPL2,  

      PMK1, PMK5, PMS3 และ Alcaligenes eutrophus เมือ่เลีย้งดว้ยซโูครส 
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ภาพประกอบ 19 กราฟรอ้ยละของการสกดั PHAs ของเชือ้แบคทเีรยี ไอโซเลท PE3, PPL2,  

      PMK1, PMK5, PMS3 และ Alcaligenes eutrophus เมือ่เลีย้งดว้ยไซโลส 

 

ภาพประกอบ 20 กราฟรอ้ยละของการสกดั PHAs ของเชือ้แบคทเีรยี ไอโซเลท PE3, PPL2,  

      PMK1, PMK5, PMS3 และ Alcaligenes eutrophus เมือ่เลีย้งดว้ยอะราบโินส 
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ภาพประกอบ 21 กราฟรอ้ยละของการสกดั PHAs ของเชือ้แบคทเีรยี ไอโซเลท PE3, PPL2,  

      PMK1, PMK5, PMS3 และ Alcaligenes eutrophus เมือ่เลีย้งดว้ยแลกโตส 

 

ภาพประกอบ 22 กราฟรอ้ยละของการสกดั PHAs ของเชือ้แบคทเีรยี ไอโซเลท PE3, PPL2,  

      PMK1, PMK5, PMS3 และ Alcaligenes eutrophus เมือ่เลีย้งดว้ยกลเีซอรอลบรสิุทธิ ์
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 8.2 การศึกษาความสามารถในการผลิต PHAs เมื่อเล้ียง Bacillus cereus สายพนัธุ์ 

PE3 ด้วยแหล่งไนโตรเจนต่างๆ 

 ภายหลงัจากการศึกษาหาแหล่งคาร์บอนและวธิีการสกัดที่เหมาะสมในการผลติ PHAs  

พบว่าแบคทเีรยี Bacillus cereus สายพนัธุ ์ PE3 สามารถใหผ้ลผลติไดส้ม ่าเสมอจงึถูกคดัเลอืกมา

ศึกษาต่อในสภาวะต่างๆ  เมื่อน ามาศึกษาหาแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมโดยท าการเลี้ยงเชื้อใน

อาหารเหลว nutrient broth เพิม่กลูโคส 1 เปอรเ์ซน็ต์และเพิม่แหล่งไนโตรเจนทีค่วามเขม้ขน้ 0.1-1 

เปอรเ์ซน็ต์ ได้แก่ แอมโมเนียมซลัเฟต ((NH4)2SO4), แอมโมเนียมคลอไรด ์(NH4Cl), ยสีต์สกดั 

(yeast extract) และเปปโตน (peptone) เลี้ยงบนเครื่องเขย่าความเรว็รอบ 180 รอบต่อนาท ี

อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง และท าการสกดั PHAs ดว้ยวธิคีลอโรฟอรม์ ผล

การทดลองพบว่าแหล่งไนโตรเจนทีใ่หผ้ลผลติสูงสุด คอื ยสีต์สกดั, เปปโตน, แอมโมเนียมซลัเฟต 

และ แอมโมเนียมคลอไรด์ ตามล าดบั ซึ่งยสีต์สกดัให้ผลผลติ PHAs สูงสุดที่ความเข้มข้น 0.1 

เปอรเ์ซน็ตไ์ด ้PHAs เท่ากบั 0.22 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนกัเซลลแ์หง้ 1.40 กรมัต่อลติร คดิเป็น 15.62 

เปอรเ์ซน็ต์ และทีค่วามเขม้ขน้ 0.3 เปอรเ์ซน็ต์ได ้PHAs เท่ากบั 0.27 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลล์

แห้ง 1.93 กรมัต่อลติร คดิเป็น 14.03 เปอรเ์ซ็นต์ เปปโตนให้ผลผลติสูงสุดที่ความเขม้ข้น 0.3 

เปอรเ์ซน็ตไ์ด ้PHAs เท่ากบั 0.04 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนกัเซลลแ์หง้ 0.26 กรมัต่อลติร คดิเป็น 15.12 

เปอรเ์ซน็ต ์และทีค่วามเขม้ขน้ 1 เปอรเ์ซน็ตไ์ด ้PHAs เท่ากบั 0.37 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ 

3.44 กรมัต่อลติร คดิเป็น 10.78 เปอรเ์ซน็ต์ แอมโมเนียมซลัเฟตทีค่วามเขม้ขน้ 0.5 เปอรเ์ซน็ต์ได ้

PHAs เท่ากบั 0.03 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ 0.88 กรมัต่อลติร คดิเป็น 3.52 เปอรเ์ซน็ต ์ 

และแอมโมเนียมคลอไรดท์ีค่วามเขม้ขน้ 1 เปอรเ์ซน็ตไ์ด ้PHAs เท่ากบั 0.02 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนัก

เซลลแ์หง้ 1.01 กรมัต่อลติร คดิเป็น 1.39 เปอรเ์ซน็ต์ ดงัแสดงในภาพประกอบ 15 แหล่งไนโตรเจน

ทีเ่หมาะสมในการผลติ PHAs คอื ยสีต์สกดัและเปปโตนทีค่วามเขม้ขน้ 0.1-0.3 เปอรเ์ซน็ต์ซึ่งให้

ผลผลติ PHAs ไดส้งูสุดและใกลเ้คยีงกนั ดงัแสดงไวใ้นภาพประกอบ 23 
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ภาพประกอบ 23 กราฟรอ้ยละของการผลติ PHAs ของ Bacillus cereus สายพนัธุ ์PE3 ดว้ยแหล่ง 

      ไนโตรเจนชนิดต่างๆทีค่วามเขม้ขน้ 0.1-1 เปอรเ์ซน็ต ์(w/v) 
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 8.3 การศกึษาความสามารถในการผลติ PHAs เมื่อเลีย้ง Bacillus cereus สายพนัธุ ์PE3 

ในอาหารเหลวสตูรต่างๆ 

 การศกึษาการผลติ PHAs ของ Bacillus cereus สายพนัธุ ์PE3 ดว้ยสูตรอาหารทีแ่ตกต่าง

กนัเพื่อหาแหล่งสารอาหารและสภาวะทีเ่หมาะสมในการช่วยใหแ้บคทเีรยีเกดิการสะสมแกรนูลของ 

PHAs ได้สูงที่สุดโดยท าการคดัเลอืกสูตรอาหารเหลวซึ่งจ ากดัปรมิาณส่วนประกอบที่จ าเป็นใน

อาหารที่ใชเ้ลี้ยงเซลล์แตกต่างกนัไป เช่น การจ ากดัปรมิาณไนโตรเจน โพแทสเซยีม และซลัเฟอร ์

(Gowda; & Shivakumar. 2013: 794-802) โดยเลีย้งเซลลบ์นเครื่องเขย่าความเรว็รอบ 180 รอบต่อ

นาท ีอุณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง และใชก้ลูโคส 1 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) เป็นแหล่ง

คารบ์อน ผลการทดลองการผลติ PHAs ในสูตรอาหารต่างๆ แสดงไว้ในภาพประกอบ 24 พบว่า 

สูตรอาหารทีใ่หผ้ลผลติ PHAs สูงสุด คอื N deficient medium ได ้PHAs เท่ากบั 1.06 กรมัต่อลติร 

ต่อน ้าหนักเซลลแ์ห้ง 1.99 กรมัต่อลติร คดิเป็น 54.11 เปอรเ์ซน็ต์ สูตร N deficient medium มี

ปรมิาณแหล่งไนโตรเจนจาก yeast extract และ peptone อยู่ถงึอย่างละ 0.25% (w/v) ซึ่งท าให้

ไดผ้ลผลติในปรมิาณทีส่งูกว่าสตูรอาหารอื่นๆ รองลงมา คอื สูตร N limit medium ได ้PHAs เท่ากบั 

0.55 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลล์แหง้ 1.46 กรมัต่อลติร คดิเป็น 37.09 เปอรเ์ซน็ต์ สูตร K limit 

medium ได้ PHAs 0.60 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลล์แห้ง 2.20 กรมัต่อลติร คดิเป็น 27.46 

เปอรเ์ซน็ต ์และสูตร S limit medium ได ้PHAs เท่ากบั 0.44 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ 2.12 

กรมัต่อลติร คดิเป็น 23.65 เปอรเ์ซน็ต์ ดงันัน้สูตรอาหารเลีย้งเชือ้ N deficient medium เหมาะสมที่

จะน ามาใชเ้ป็นสูตรอาหารหลกัในการเพิม่ผลผลติ PHAs ของ Bacillus cereus สายพนัธุ์ PE3 ใน

การศกึษาขัน้ตอนต่อไป 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 24 กราฟรอ้ยละของการผลติ PHAs ของ Bacillus cereus สายพนัธุ ์PE3 ดว้ยสตูร 

      อาหารจ ากดัสารอาหาร 4 สตูร คอื N deficient, N limit, K limit และ S limit   
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8.4 การศกึษาความสามารถในการผลติ PHAs เมื่อเลีย้ง Bacillus cereus สายพนัธุ์ PE3 ที่

ค่าความเป็นกรด-เบสแตกต่างกนั  

 การศกึษาการผลติ PHAs ของ Bacillus cereus สายพนัธุ ์ PE3 ทีค่่าความเป็น กรด-เบส 

คอื ค่าตัง้แต่ 5-9 โดยเลีย้งเซลลด์ว้ยอาหาร N deficient medium และใชก้ลูโคส 1 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) 

เป็นแหล่งคารบ์อน เขยา่ทีค่วามเรว็รอบ 180 รอบต่อนาท ีอุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 48 

ชัว่โมง ผลการทดลองพบว่าเซลล์มกีารเจรญิได้ดตีัง้แต่ค่าความเป็นกรด-เบสตัง้แต่ 6-8 แต่เมื่อท า

การเลีย้งในอาหารทีป่รบัค่าความเป็นกรด-เบส 5 และ 9 จะไม่พบการเจรญิเตบิโตของเซลล์ และที่

ค่าความเป็นกรด-เบสเท่ากบั 7 ไดผ้ลผลติ PHAs สูงทีสุ่ดเท่ากบั 0.62 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลล์

แหง้ 1.19 กรมัต่อลติร คดิเป็น 53.92 เปอรเ์ซน็ต์ รองลงมาคอื ค่าความเป็นกรด-เบสเท่ากบั 6 ได ้

PHAs เท่ากบั 0.38 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ 1.14 กรมัต่อลติร คดิเป็น 34.28 เปอรเ์ซน็ต์  

และทีค่่าความเป็นกรด-เบสเท่ากบั 8 ได ้PHAs เท่ากบั 0.55 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ 2.19 

กรมัต่อลติร คดิเป็น 27.50 เปอรเ์ซน็ต ์ดงันัน้การเลีย้งเซลลใ์นอาหารเหลวที่มคี่าความเป็นกรด-เบส

เท่ากบั 7 จงึเหมาะสมต่อการผลติ PHAs ดงัแสดงในภาพประกอบ 25 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 25 กราฟรอ้ยละของการผลติ PHAs ของ Bacillus cereus สายพนัธุ ์PE3 ดว้ยสตูร 

      อาหาร N deficient ทีค่่าความเป็น กรด-ด่าง (pH 6-8) 
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8.5 การศกึษาความสามารถในการผลติ PHAs ของ Bacillus cereus สายพนัธุ์ PE3 ที่

ช่วงเวลาต่างๆ 

 การศกึษาการผลติ PHAs ของ Bacillus cereus สายพนัธุ ์PE3 ทีช่่วงเวลาทีแ่ตกต่างกนั 

ตัง้แต่ 6-48 ชัว่โมง และท าการวดัการเจรญิเตบิโตของเซลล์ทุก 6 ชัว่โมงที่ค่าการดูดกลนืแสง      

600 นาโนเมตร เพื่อเปรยีบเทยีบปรมิาณผลผลติ PHAs ทีไ่ดก้บัระยะเวลาทีเ่หมาะสมในการเลีย้ง

เชือ้และเกบ็เซลลม์าท าการสกดั PHAs โดยเลีย้งเซลลด์ว้ยอาหาร N deficient medium ทีม่กีารเตมิ

กลูโคส 1 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) เป็นแหล่งคารบ์อน โดยปรบัค่าความเป็นกรด-เบสเท่ากบั 7 เขย่าที่

ความเรว็รอบ 180 รอบต่อนาท ี อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส ผลการทดลองพบว่าการเจรญิเตบิโต

ของเซลลส์ูงสุด ในชัว่โมงที ่36 เมื่อวดัการดูดกลนืแสงที ่OD600 เท่ากบั 3.733 และได ้PHAs 0.52

กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ 1.84 กรมัต่อลติร คดิเป็น 28.37 เปอรเ์ซน็ต์ หลงัจากชัว่โมงที ่36 

พบว่าการเจรญิเตบิโตของเซลลเ์ริม่ลดลงแต่ใหผ้ลผลติ PHAs ทีเ่พิม่สูงขึน้ ในชัว่โมงที ่42 ได ้PHAs 

0.63 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ 1.68 กรมัต่อลติร คดิเป็น 36.03 เปอรเ์ซน็ต์ และชัว่โมงที ่48 

ได ้PHAs 0.95 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ 1.87 กรมัต่อลติร คดิเป็น 50.76 เปอรเ์ซน็ต์ จงึมี

การทดลองเลีย้งเซลล์ต่อจนครบชัว่โมงที่ 72 ปรมิาณ PHAs ทีส่กดัได้กไ็ม่เพิม่สูงขึน้ไปมากกว่า

ชัว่โมงที ่48 และยงัพบว่าการเจรญิเตบิโตของเซลลก์ไ็ม่มกีารเปลีย่นแปลงหรอืสูงขึน้เช่นกนั ดงันัน้

ช่วงเวลาทีท่ าการเลีย้งเซลลท์ีเ่หมาะสมทีสุ่ด คอื 48 ชัว่โมง ดงัแสดงในภาพประกอบ 26 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 26 กราฟรอ้ยละของการผลติ PHAs ของ Bacillus cereus สายพนัธุ ์PE3 ทีช่่วงเวลา 

      ต่างๆ เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
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9. การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต PHAs ได้สงูสดุของ Bacillus cereus  

สายพนัธุ์ PE3 เม่ือเลี้ยงด้วยอาหารจ ากดัสารอาหารและใช้แหล่งคาร์บอนท่ี

แตกต่างกนั 
 9.1 เม่ือเล้ียงด้วยหวัเช้ือ (inoculum) เร่ิมต้น 1 เปอรเ์ซน็ต ์(v/v) 

   การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHAs ให้ได้สูงสุดของเชื้อ Bacillus 

cereus สายพนัธุ ์ PE3 โดยใช้หวัเชื้อเริม่ต้น 1 เปอรเ์ซน็ต์ (v/v) โดยเลี้ยงเซลล์ด้วยอาหาร N 

deficient medium และหาความเขม้ขน้ทีเ่หมาะสมของแหล่งคารบ์อน 1-5 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) ทีค่่า

ความเป็นกรด-เบสเท่ากบั 7 เขย่าทีค่วามเรว็รอบ 180 รอบต่อนาท ี อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส 

โดยเลอืกใช้แหล่งคารบ์อนที่แตกต่างกนัจ านวน 6 ชนิด คอื กลูโคส, ซูโครส, กลเีซอรอลบรสิุทธิ,์ 

ฟรุกโตส, โมลาส และกลีเซอรอลดิบ ผลการทดลองพบว่าแหล่งคาร์บอนที่ให้ผลผลิตสูงสุดคือ 

ซูโครสทีค่วามเขม้ขน้ 4 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) ได ้PHAs เท่ากบั 1.34 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ 

1.84 กรมัต่อลติร คดิเป็น 78.81 เปอรเ์ซน็ต์ กลูโคสทีค่วามเขม้ขน้ 3 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) ได ้ PHAs 

เท่ากบั 0.83 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนกัเซลลแ์หง้ 1.17 กรมัต่อลติร คดิเป็น 71.18 เปอรเ์ซน็ต ์ 

กลเีซอรอลบรสิุทธิท์ีค่วามเขม้ขน้ 4 เปอรเ์ซน็ต์ (v/v) ได ้PHAs เท่ากบั 1.31 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนัก

เซลลแ์หง้ 2.8 กรมัต่อลติร คดิเป็น 46.82 เปอรเ์ซน็ต์ ฟรุกโตสทีค่วามเขม้ขน้ 1 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) 

ได ้PHAs เท่ากบั 1.09 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ 3.0 กรมัต่อลติร คดิเป็น 36.33 เปอรเ์ซน็ต์ 

โมลาสทีค่วามเขม้ขน้ 5 เปอรเ์ซน็ต์ (v/v) ได ้ PHAs เท่ากบั 1.3 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลลแ์ห้ง 

1.84 กรมัต่อลติร คดิเป็น 70.60 เปอรเ์ซน็ต์ และกลเีซอรอลดบิทีค่วามเขม้ขน้ 1 เปอรเ์ซน็ต์ (v/v) 

ได้ PHAs เท่ากบั 0.46 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลล์แห้ง 2.54 กรมัต่อลติร คดิเป็น 17.96 

เปอรเ์ซน็ต ์ดงัแสดงในภาพประกอบ 27 
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 9.2 เม่ือเล้ียงด้วยหวัเช้ือ (inoculum) เร่ิมต้น 10 เปอรเ์ซน็ต ์(v/v) 

  การศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลติ PHAs ใหไ้ดส้งูสุดของเชือ้ Bacillus cereus  

สายพนัธุ์ PE3 โดยใช้หวัเชื้อเริม่ต้น 10 เปอรเ์ซน็ต์ (v/v) เลี้ยงเซลล์ด้วยอาหาร N deficient 

medium และท าการหาความเขม้ขน้ทีเ่หมาะสมของแหล่งคารบ์อน 1-5 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) ทีค่่า pH 7 

เขย่าทีค่วามเรว็รอบ 180 รอบต่อนาท ี อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส และเลอืกใชแ้หล่งคารบ์อนที่

แตกต่างกนัจ านวน 6 ชนิด คอื กลูโคส, ซูโครส, กลเีซอรอลบรสิุทธิ,์ ฟรุกโตส, โมลาส และกลเีซ

อรอลดบิ พบว่าแหล่งคารบ์อนที่ใหผ้ลผลติสูงสุดคอื ซูโครสที่ความเขม้ขน้ 4 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) ได ้

PHAs เท่ากบั 2.89 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลล์แหง้ 3.02 กรมัต่อลติร คดิเป็น 95.5 เปอรเ์ซน็ต ์ 

กลูโคสทีค่วามเขม้ขน้ 3 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) ได ้PHAs เท่ากบั 1.24 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ 

1.3 กรมัต่อลติร คดิเป็น 95.08 เปอรเ์ซน็ต์ กลเีซอรอลบรสิุทธิท์ีค่วามเขม้ขน้ 4 เปอรเ์ซน็ต์ (v/v) ได ้

PHAs เท่ากบั 0.94 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลล์แหง้ 3.0 กรมัต่อลติร คดิเป็น 31.03 เปอรเ์ซน็ต์  

ฟรกุโตสทีค่วามเขม้ขน้ 1 เปอรเ์ซน็ต ์(w/v) ได ้PHAs เท่ากบั 1.19 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ 

2.09 กรมัต่อลติร คดิเป็น 56.88 เปอรเ์ซน็ต์ โมลาสทีค่วามเขม้ขน้ 5 เปอรเ์ซน็ต์ (v/v) ได ้ PHAs 

เท่ากบั 2.44 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนกัเซลลแ์หง้ 2.86 กรมัต่อลติร คดิเป็น 85.26 เปอรเ์ซน็ต ์และ 

กลเีซอรอลดบิทีค่วามเขม้ขน้ 1 เปอรเ์ซน็ต์ (v/v) ได ้ PHAs เท่ากบั 1.19 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนัก

เซลลแ์หง้ 3.0 กรมัต่อลติร คดิเป็น 39.7 เปอรเ์ซน็ต์ ดงัแสดงในภาพประกอบ 18 จะเหน็ว่าแหล่ง

คารบ์อนที่เพิม่ผลผลติ PHAs ได้สูงสุด คอื ซูโครส และ กลูโคส ซึ่งให้ผลผลติรอ้ยละของ PHAs 

ใกลเ้คยีงกนัสงูถงึ 95 เปอรเ์ซน็ต ์ดงัแสดงในภาพประกอบ 28 
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ภาพประกอบ 27 กราฟรอ้ยละของการผลติ PHAs ของ Bacillus cereus สายพนัธุ ์PE3 ภายใต ้

      สภาวะทีเ่หมาะสมในการเพิม่ผลติ PHAs ใหไ้ดส้งูสุดดว้ยแหล่งคารบ์อนต่างๆ ทีค่วามเขม้ขน้ 

      1-5 เปอรเ์ซน็ต ์และใชห้วัเชือ้เริม่ตน้ 1 เปอรเ์ซน็ต ์(v/v) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 28 กราฟรอ้ยละของการผลติ PHAs ของ Bacillus cereus สายพนัธุ ์PE3 ภายใต ้

      สภาวะทีเ่หมาะสมในการเพิม่ผลติ PHAs ใหไ้ดส้งูสุดดว้ยแหล่งคารบ์อนต่างๆ ทีค่วามเขม้ขน้ 

      1-5 เปอรเ์ซน็ต ์และใชห้วัเชือ้เริม่ตน้ 10 เปอรเ์ซน็ต ์(v/v) 
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9.3 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต PHAs เมื่อเล้ียงในอาหารจ ากดั

สารอาหารผสมกรดไขมนัท่ีให้ผลผลิตของพลาสติกชีวภาพในรปูแบบโครงสร้างของ PHBV 

  9.3.1 การผลิต PHBV ด้วยแหล่งคารบ์อนจากกรดไขมนั กรดโพรพิโอนิก 

(propionic acid) และ กรดลิววลิูนิก (levulinic acid) ท่ีความเข้มข้นต่างๆ 

  การศกึษาแหล่งคารบ์อนทีเ่หมาะสมในการผลติ PHAs และการเกบ็ตวัอย่างผลผลติที่

ได้ไปวเิคราะห์โครงสรา้งของสารด้วยเครื่อง NMR และหมู่ฟงัก์ชัน่ของสารด้วยวธิ ีFTIR พบว่า   

เป็นพลาสตกิชวีภาพชนิด PHB หรอื Polyhydroxybutyrate จงึมกีารน า Bacillus cereus สายพนัธุ ์

PE3 มาเลีย้งในกรดโพรพโิอนิก (propionic acid) และ กรดลวิวูลนิิก (levulinic acid) ทีค่วามเขม้ขน้

ต่างๆ ซึ่งแบคทเีรยีจะใช้กรดไขมนักลุ่มนี้ไปเป็นแหล่งคารบ์อนร่วมที่ได้ผลผลติเป็น PHBV หรอื 

Poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) ซึ่งเป็นพลาสติกชีวภาพที่มีคุณภาพดีกว่า PHB 

เพราะมคีวามยดืหยุ่นสูงเหมาะแก่การน าไปขึ้นรูปเป็นผลิตภณัฑ์อื่นได้ดี  โดยจุลินทรยี์จะน า       

กรดไขมนันี้ไปเป็นแหล่งคารบ์อนเพื่อร่วมสร้างสารตัง้ต้น หรอื มอนอเมอรข์อง 3HV (3-hydroxy 

valerate) เชื่อมต่อกบั มอนอเมอร ์3HB (3-hydroxy butyrate) ไดเ้ป็นโครงสรา้งของสาร PHBV เมื่อ

ท าการเลีย้งเชื้อสายพนัธุ์ PE3 ในอาหารจ ากดัสารอาหารโดยใช้กรดโพรพโิอนิกและกรดลวิวูลนิิก

เป็นแหล่งคาร์บอนที่ความเข้มเขน้ 0.1-1 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) พบว่าสามารถสกดัพลาสตกิชวีภาพ

ออกมาได้ในปรมิาณน้อยซึ่งกรดโพรพโิอนิกใหผ้ลผลติสูงสุดที่ความเขม้ขน้ 0.5 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) 

เมื่อเลีย้งด้วยหวัเชือ้เริม่ต้น 10 เปอรเ์ซน็ต์ (v/v) ได ้ PHBV เท่ากบั 0.30 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนัก

เซลลแ์หง้ 1.32 กรมัต่อลติร คดิเป็น 22.96 เปอรเ์ซน็ต์ ดงัแสดงในภาพประกอบ 29 ส าหรบัการใช้

กรดลวิวลูนิิกจะใหผ้ลผลติสูงสุดทีค่วามเขม้ขน้ 0.1 เปอรเ์ซน็ต์ (v/v) เมื่อเลีย้งดว้ยหวัเชือ้เริม่ต้น 10 

เปอรเ์ซน็ต ์(v/v) ได ้PHBV เท่ากบั 0.27 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนกัเซลลแ์หง้ 1.06 กรมัต่อลติร  

คดิเป็น 25.66 เปอรเ์ซน็ต ์ดงัแสดงในภาพประกอบ 30 
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ภาพประกอบ 29 กราฟรอ้ยละของการผลติ PHBV ของ Bacillus cereus สายพนัธุ ์PE3  

      ดว้ยกรดโพรพโิอนิก ทีค่วามเขม้ขน้ 0.1-1 เปอรเ์ซน็ต ์(w/v) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 30 กราฟรอ้ยละของการผลติ PHBV ของ Bacillus cereus สายพนัธุ ์PE3  

      ดว้ยกรดลวิวลูนิิก ทีค่วามเขม้ขน้ 0.1-1 เปอรเ์ซน็ต ์(v/v) 
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 9.3.2 การผลิต PHBV ด้วยแหล่งคารบ์อนจากกรดไขมนั กรดโพรพิโอนิกและ 

กรดลิววลิูนิกร่วมกบัแหล่งคารบ์อนจากโมลาสท่ีความเข้มข้นต่างๆ   

  เมื่อน าสารประเภทกรดไขมนั คอื กรดโพรพโิอนิกและลวิวูลนิิกที่ความเขม้ขน้ตัง้แต่ 

0.1-1 เปอรเ์ซน็ต ์มาผสมรวมกบัน ้าตาลโมลาสทีค่วามเขม้ขน้ 5 เปอรเ์ซน็ต์ โดยใชห้วัเชือ้เริม่ต้น 10  

เปอรเ์ซน็ต์ เพื่อใช้สารทัง้สองชนิดเป็นแหล่งคารบ์อนในอาหาร N deficient และเป็นสารตัง้ต้นให้

เซลลน์ าไปใชส้รา้งพลาสตกิชวีภาพ ชนิด PHBV พบว่าเมื่อเลีย้งเซลลใ์นอาหารผสมกรดโพรพโิอนิก

ร่วมกบัโมลาสที่ความเข้มข้น 5 เปอรเ์ซ็นต์ สามารถสกดั PHBV ได้สูงสุดที่ความเข้มข้น 0.5 

เปอรเ์ซน็ต ์(w/v) ของโพรพโิอนิกได ้PHBV เท่ากบั 0.4 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ 1.86 กรมั

ต่อลติร คดิเป็น 20.30 เปอรเ์ซน็ต์ แต่เมื่อเลีย้งเซลลใ์นความเขม้เขม้ที ่0.7-1 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) ของ

กรดโพรพโิอนิกจะไม่พบการผลติ PHBV ส่วนกรดลวิวูลนิิกนัน้เมื่อน ามารวมกบัโมลาสที่ความ

เขม้ขน้ 5 เปอรเ์ซน็ต์ (v/v) สามารถผลติ PHBV ได้สูงสุดที่ความเขม้ขน้ 0.1 เปอรเ์ซน็ต์ (v/v) 

เท่านัน้ได ้ PHBV เท่ากบั 0.22 กรมัต่อลติรต่อน ้าหนักเซลลแ์หง้ 1.78 กรมัต่อลติร คดิเป็น 12.19 

เปอรเ์ซน็ต ์ดงัแสดงในภาพประกอบ 31 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 31 กราฟรอ้ยละของการผลติ PHBV ของ Bacillus cereus สายพนัธุ ์PE3  

      ดว้ยน ้าตาลโมลาส 5 เปอรเ์ซน็ต ์(v/v) ผสมกรดโพรพโิอนิก ทีค่วามเขม้ขน้  

      0.1-1 เปอรเ์ซน็ต ์(w/v) 
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10. การศึกษาและยืนยนัผลของการผลิต PHAs ด้วย FTIR spectrometer (Fourier 

Transform Infrared Spectrometer) 
 FTIR เป็นเครื่องมอืทีใ่ชว้เิคราะห์หาหมู่ฟงัชนัก์ในโมเลกุลของสารอนิทรยีโ์ดยวดัค่าการ

ดูดกลนืแสงอนิฟาเรดของสารอนิทรยีใ์นช่วงเลขคลื่น (wave number) 4000-400 cm-1 สามารถ

วิเคราะห์ตัวอย่างได้ทัง้ของแข็ง ของเหลว และก๊าซ ให้ข้อมูลออกมาเป็นอินฟาเรด สเปกตรมั 

(Infared spectrum) ซึ่งแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างเลขคลื่น กบั เปอรเ์ซน็ต์ทรานสมติแตนซ ์(% 

transmittance) (วไิลวลัย;์& พนัธุมนาวนิ. 2548) ในขัน้ตอนการวเิคราะหน์ัน้เริม่จากเก็บตวัอย่าง

พลาสตกิชวีภาพทีส่กดัไดม้าละลายดว้ยคลอโรฟอรม์และหยดสารละลายลงบนเซลล ์NaCl เกดิเป็น

แผ่นฟิลม์บาง (thin film) แลว้ท าการวเิคราะหด์ว้ยเครื่อง Perkin Elmer FT-IR spectrum BX FT-IR 

spectrometer จากนัน้เปรยีบเทยีบกบัสเปกตรมัของ PHB บรสิุทธิ ์ผลการวเิคราะหส์เปกตรมัของ

ตวัอย่างจาก Bacillus cereus สายพนัธุ ์PE3 ทีเ่ลีย้งดว้ยกลูโคส พบแถบการดูดกลืนของคารบ์อนิล 

(C=O) ของหมู่เอสเทอร ์(ester group) ที่บรเิวณ 1723.35 cm-1 และ ของ C-O-C ทีบ่รเิวณ 

1216.47 cm-1 ดงัแสดงในภาพประกอบ 32  ซึ่งเมื่อเปรยีบเทยีบกบัสเปกตรมัของสาร PHB 

มาตรฐานพบแถบการดูดกลนืของคารบ์อนิล (C=O) ทีบ่รเิวณ 1722.58 cm-1 และ C-O-C ทีบ่รเิวณ 

1280.69 cm-1 ของหมู่เอสเทอร ์(ester group) ซึง่ทัง้สองค่ามเีลขคลื่นทีใ่กลเ้คยีงกนัมากจงึสามารถ

สรุปไดว้่าตวัอย่างทีส่กดัไดจ้ากเซลล ์B. cereus สายพนัธุ ์PE3 เป็นสารประเภทเดยีวกนักบั PHB 

บรสิุทธิ ์ดงัแสดงในภาพประกอบ 33 และท าการวเิคราะหต์วัอย่างจากแบคทเีรยีอกี 4 สายพนัธุ ์คอื 

PPL2, PMK1, PMK5 และ PMS3 ที่ท าการ ศกึษาก็พบว่าให้ผลการวเิคราะห์ใกล้เคยีงกนัได้

ลกัษณะโครงสรา้งของสาร PHB เหมอืนกนัทัง้หมด  
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11. การศึกษาและยืนยนัผลของการผลิต PHAs ด้วย nuclear magnetic 

resonance spectroscopy (NMR) 
NMR spectrometer เป็นเครื่องมอืที่ใช้วเิคราะห์หาโครงสรา้งของสารโดยใช้หลกัการ

ดูดกลนืคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้าของสารในช่วงคลื่นวทิยุซึ่งมพีลงังานอยู่ในช่วงที่ท าให้นิวเคลยีสของ
อะตอมในโมเลกุลของสารเมื่ออยู่ภายใต้สนามแม่เหลก็เกดิการเปลีย่นทศิการสปินได ้ (spin flip) ให้
ขอ้มลูออกมาเป็น เอน็ เอม อาร ์สเปกตรมั (NMR spectrum) แสดงความสมัพนัธร์ะหว่างค่าความ
เขม้สมัพทัธข์องสญัญาณ ซึง่ไม่มหีน่วย และค่าความถี่สมัพทัธ ์หรอื เคมคิลัชฟิต์ (chemical shift, 
) มหีน่วยเป็น ppm (วไิลวลัย;์& พนัธุมนาวนิ. 2548) เมื่อท าการส่งตวัอย่างวเิคราะหด์ว้ยเครื่อง 
Bruker AVANCE 300 FT-NMR spectrometer วเิคราะหท์ัง้โปรตอน (1H) ทีค่วามถี่ 300 MHz และ 
คารบ์อนอะตอม (13C) ที่ความถี่ 75 MHz โดยใช ้CDCl3 และ CD3OD  เป็นตวัท าละลายผสม ผล
การวเิคราะห์ 1H NMR spectrum แสดงไวใ้นภาพประกอบที ่34 พบสญัญาณแบบ doublet ของ 
methyl proton ต าแหน่ง 4 ที ่ 1.19 ppm  สญัญาณแบบ doublet of doublet จ านวน 2 ชุด ของ 
methylene proton ต าแหน่ง 2 ที ่ ในช่วง 2.4-2.7 ppm  และสญัญาณแบบ multiplet ของ 
methine proton ต าแหน่ง 3  ที ่ ในช่วง 5.2-2.3 ppm  ส่วนผลการวเิคราะห ์13C NMR spectrum 
ดงัภาพประกอบที ่35 พบสญัญาณของ methyl carbon ต าแหน่ง 4 ที ่ 19.6 ppm methylene 
carbon ต าแหน่ง 2 ที ่ 40.7 ppm methane carbon ต าแหน่ง 3 ที ่ 67.65 ppm และ carbonyl 
carbon ที ่ 169.3 ppm จากขอ้มลู 1H  และ 13C NMR สรปุไดว้่าพลาสตกิชวีภาพทีไ่ดจ้าก Bacillus 
cereus สายพนัธุ ์PE3 เมื่อเลีย้งดว้ยกลูโคส 1 เปอรเ์ซน็ต์ คอื PHB และน า Bacillus cereus สาย
พนัธุ ์PE3 มาเลีย้งดว้ยแหล่งคารบ์อนจากโมลาส 5 เปอรเ์ซน็ต์และกรดโพรพโิอนิก 0.5 เปอรเ์ซน็ต์  
จากขอ้มลู 1H NMR ดงัภาพประกอบที ่37 พบสญัญาณของ P(HB) ทีค่่า  1.1-1.4 ppm (methyl 
proton ทีต่ าแหน่ง 4) ค่า  2.4-2.6 ppm (methylene proton ทีต่ าแหน่ง 2) ค่า  5.2-5.3 ppm 
(methane proton ทีต่ าแหน่ง 3) และพบสญัญาณของ P(HV) ที ่ค่า  0.7-0.9 ppm (methyl proton 
ทีต่ าแหน่ง 9), ค่า  1.4-1.7 ppm (methylene proton ทีต่ าแหน่ง 8), ค่า  2.4-2.6 ppm 
(methylene proton ทีต่ าแหน่ง 6) และค่า  5.1-5.2 ppm (methane proton ทีต่ าแหน่ง 7) เมื่อ
เปรยีบเทยีบขอ้มลู 1H NMR ทีไ่ดก้บั PHBV มาตรฐาน แสดงในภาพประกอบที ่36 พบว่าพลาสตกิ
ชวีภาพทีไ่ดจ้าก Bacillus cereus สายพนัธุ ์PE3 เมื่อเลีย้งดว้ยโมลาส 5 เปอรเ์ซน็ต์ และกรดโพรพิ
โอนิก 0.5 เปอรเ์ซน็ต์ คอื PHBV ส่วนผลของการเลีย้งเชือ้ดว้ยกรดโพรพโิอนิกและลวิวูลนิิก เพยีง
สารเดยีวพบการแสดงสญัญาณของ P(HV) ทีต่ ่ามากเนื่องจากตวัอย่างทีส่กดัไดล้ะลายไดน้้อยเมื่อ
น าไปละลายดว้ยสารละลายอนิทรยีก่์อนการฉีดวเิคราะห์ 
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12. การศึกษาลกัษณะของเซลลแ์บคทีเรีย Bacillus cereus สายพนัธุ ์PE3 ภายใต้

กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด Scanning electron microscope 

(SEM)  
 น าเซลลแ์บคทเีรยี Bacillus cereus สายพนัธุ ์PE3 เลีย้งบนอาหารแขง็ nutrient agar เพิม่

กลูโคส 1 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) บ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เมื่อน ามาส่องดู

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบส่องกราดจะเหน็ลกัษณะของตวัเซลลท์ี่เป็นรปูท่อนได้อย่าง

ชดัเจน ความยาวเซลลม์ากกว่า 2 ไมโครเมตร ดงัแสดงในภาพประกอบที ่38 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 38  ลกัษณะของเซลลแ์บคทเีรยี Bacillus cereus สายพนัธุ ์PE3 บนอาหารแขง็ 

      nutrient agar ทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์ 

      อเิลก็ตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope) 
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13. การศึกษาลกัษณะแกรนูลของ Bacillus cereus สายพนัธุ ์PE3 ภายใต้กล้อง

จลุทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องผา่น Transmission electron microscope ( TEM)   
 น าเซลลแ์บคทเีรยี Bacillus cereus สายพนัธุ ์PE3 เลีย้งในอาหารเหลว N deficient เพิม่

กลูโคส 1 เปอรเ์ซน็ต์ ทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  จากนัน้เกบ็ตะกอนเซลล์

ไวใ้นสารละลาย glutaraldehyde 2 เปอรเ์ซน็ต์ (v/v) ก่อนน าส่งเซลลไ์ปเคลอืบลงแผ่นกรติเพื่อท า

การตดัขวางผ่านตวัเซลล์และเมื่อน ามาส่องดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบส่องผ่าน รุ่น 

JEM-2100 (200kV) ที่ก าลงัขยาย 5x1000 เท่า  จะสงัเกตเหน็ลกัษณะของตวัเซลลท์ี่เป็นรูปท่อน

มองเหน็ส่วนของแกรนูล PHB สขีาวไดอ้ย่างชดัเจน  จากภาพประกอบ 39 จะเหน็ว่ามกีารสะสม

แกรนูล PHB ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลางประมาณ 0.5 ไมโครเมตร เรยีงตวัตามความยาวของตวัเซลล์

ตัง้แต่ 2-7 แกรนูล   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 39 ลกัษณะภาพตดัขวางของเซลลแ์บคทเีรยี Bacillus cereus สายพนัธุ ์PE3  

      ในอาหาร N deficient เพิม่กลโูคส 1 เปอรเ์ซน็ต ์เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ภายใต ้

      กลอ้งจลุทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบส่องผ่าน ทีก่ าลงัขยาย 5x1000 เท่า 
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14. การผลิตพลาสติกชีวภาพชนิด PHAs ท่ีท าการสกดัได้จากเซลลแ์บคทีเรียท่ี

ท าการศึกษา 
 ผลผลติ PHAs ทีส่กดัไดจ้ากเซลลแ์บคทเีรยีทีส่นใจศกึษาทัง้ 5 สายพนัธุ ์เมื่อผ่านการสกดั

ขัน้สุดทา้ยดว้ยการต้มทีค่วามรอ้นประมาณ 90 องศาเซลเซยีส สามารถเกบ็ชิน้พลาสตกิชวีภาพใน

หลอดแกว้ไดห้ลากหลายลกัษณะ คอื  

 1. ลกัษณะเป็นแผ่นฟิลม์บางขนาดใหญ่ น ้าหนกัเบา  

 2. ลกัษณะเป็นแผ่นฟิลม์ตดิขอบหลอดและจบัตวัเป็นกอ้นแขง็ทีก่น้หลอด  

 3. ลกัษณะเป็นกอ้นแขง็เนื้อสารหนาแน่น น ้าหนกัสงู  

 4. ลกัษณะเป็นชิน้เลก็ๆ จ านวนมาก เปราะหกังา่ย ค่อนขา้งเกบ็รวบรวมไดย้าก   

 หลังจากนัน้น าผลผลิตพลาสติกชีวภาพที่ได้มาท าให้แห้ง ชัง่น ้ าหนัก และท าการส่ง

ตวัอย่างชิ้นพลาสตกิชวีภาพไปวเิคราะหด์้วยเครื่อง NMR และ FTIR เพื่อยนืยนัผลว่าเป็น PHB 

หรอื PHBV โดยใชส้ารมาตรฐาน PHB และ PHBV ทีม่คีวามบรสิุทธิส์ูงจาก sigma ในการวเิคราะห์

เปรยีบเทยีบ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 40 ภาพตวัอยา่งชิน้ส่วนพลาสตกิชวีภาพทีส่กดัไดจ้าก Bacillus cereus  

      สายพนัธุ ์PE3  

 

1 

4 3 

2 
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15. การศึกษาสารประกอบในตวัอย่างน ้าตาลโมลาสท่ีใช้เป็นแหล่งคารบ์อน 
 น ้าตาลโมลาสที่น ามาใช้ในการศกึษาครัง้นี้ เป็นผลพลอยได้จากอุตสาหกรรมการเกษตร

การท าน ้าตาลทรายจากพชือ้อย ซึง่มสีารประกอบส าคญัหลายชนิดทีแ่บคทเีรยีสามารถน ามาใชเ้ป็น

แหล่งสารอาหารได ้โดยท าการส่งตวัอย่างตรวจวเิคราะห์ ศูนยท์ดสอบและมาตรวทิยา สถาบนัวจิยั

วทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย ท าการวเิคราะห์ดว้ยเครื่องมอื High Performance 

Liquid Chromatography (HPLC) ซึง่เป็นเทคนิคทีใ่ชใ้นการแยกสารผสมทีอ่ยู่ในสภาวะของเหลว 

อาศยัความแตกต่างของอตัราการเคลื่อนทีข่องสารประกอบทีผ่่านไปในคอลมัน์ (เฟสทีอ่ยู่กบัที)่ โดย

การชะหรอืการพาของเฟสเคลื่อนที่ พบว่าในน ้าตาลโมลาส 100 กรมั ทีน่ ามาศกึษามปีรมิาณ ซูโคส 

18.93 กรมั กลูโคส 7.88 กรมั ฟรุกโตส 10.36 กรมั สารประกอบไนโตรเจน 0.5462 กรมั และ

น ้าตาลรดีวิส ์0.33 กรมั ดงัสรปุไวใ้นตาราง 7 

 

ตารางที ่8 สารประกอบในน ้าตาลโมลาสทีท่ าการศกึษา 

 

Parameter g./100 g. of molasses 

Colour 

pH 

Sucrose 

Glucose 

Fructose 

Nitrogen compounds 

Reducing sugar 

Dark brown 

5.5 

18.93 

7.88 

10.36 

0.5462 

0.33 

 



บทท่ี 5 

สรปุและอภิปรายผลการทดลอง 
 การศกึษาการคดัแยกแบคทเีรยีทีม่คีวามสามารถในการผลติพลาสตกิชวีภาพในกลุ่มของ

พอลไีฮดรอกซอีลัคาโนเอท หรอื PHAs เช่น PHB และ PHBV เป็นต้น จุลนิทรยีส์ามารถผลติ

พลาสตกิชวีภาพเหล่านี้ได้ขึน้อยู่กบัชนิดของจุลนิทรยีแ์ละแหล่งของสารอาหารทีน่ าไปใชใ้นสภาวะ

แวดลอ้มทีม่สีารอาหารไมส่มดุล โดยจะตอ้งมปีรมิาณแหล่งคารบ์อนทีม่ากเกนิพอและมแีหล่งสาร 

อาหารหลกั เช่น ไนโตรเจน ซลัเฟอร ์และโพแทสเซยีมอยู่อย่างจ ากดั (Singh; & Parmar. 2011: 

4907-4919) จากการทดลองพบว่าเมื่อน าตวัอย่างดนิจากสถานที่ต่างๆในประเทศไทยทัง้หมด 15 

ตวัอยา่ง เช่น ดนิจากรากพชืในปา่ ดนิจากนาขา้ว ดนิทีป่นเป้ือนน ้ามนัปาลม์ ดนิป่าชายเลน ดนิจาก

เขื่อนขุนด่านปราการชล และดนิจากแปลงการเกษตรสามารถท าการคดัเลอืกแบคทเีรยีที่สามารถ

สะสมพลาสตกิชวีภาพได้ดว้ยวธิกีารยอ้มส ีSudan Black B, Nile red และ Nile blue A ได้

แบคทเีรยีทีย่อ้มตดิสนี ้าเงนิของ Sudan Black B มากกว่า 200 ไอโซเลท การยอ้มตดิสขีอง Sudan 

Black B เคยมรีายงานว่าเป็นวธิคีดัเลอืกจุลนิทรยี์ทีส่ามารถผลติ PHAs ได ้โดยสชีนิดนี้จะเขา้ไปจบั

กับสารที่ไม่มีข ัว้ที่บริเวณผิวของแกรนูลของพลาสติกชีวภาพภายในไซโทพลาสซึมของเซลล ์

(Madison; & Huisman. 1999: 21-53) แบคทเีรยีส่วนใหญ่ทีเ่ลอืกมาศกึษาสามารถสงัเกตการตดิสี

ไดด้กีว่าเมือ่ท าการเปรยีบเทยีบกบัการตดิสขีองเชือ้ควบคุมซึง่ตดิสไีดไ้มช่ดัเจน ดงันัน้การใหค้ะแนน

การตดิสมีากหรอืน้อยดว้ยสายตาของผูท้ดลองจงึเป็นส่วนส าคญัในการพิจารณาคดัเลอืกไอโซเลทที่

ต้องการ และแบคทีเรียส่วนใหญ่ที่ย้อมติดสีชนิดนี้ เป็นแบคทีเรียแกรมบวกซึ่งมีโครงสร้างที่

ประกอบด้วยชัน้ไขมนัน้อยกว่าแบคทเีรยีแกรมลบ เนื่องจากสยี้อมชนิดนี้จะติดไขมนัได้ดี ดงันัน้  

พวกแบคทเีรยีแกรมลบจะมปีรมิาณไขมนัทีผ่นงัเซลลส์งูท าใหเ้มือ่ชะลา้งสดีว้ยสารละลายแอลกอฮอล์

ผนงัเซลลจ์ะเกดิรพูรนุมากขึน้ ไขมนัจงึถูกลา้งออกและจะหลุดออกจากเซลลไ์ดง้่ายกว่า ดงันัน้การใช้

สยีอ้ม Sudan Black B เพยีงชนิดเดยีวจงึไม่เพยีงพอต่อการคดัเลอืกแบคทเีรยีที่สามารถผลติ

พลาสตกิชวีภาพ 

 การน าเชือ้มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมด้วยส ีNile red ทีค่วามเขม้ขน้สุดทา้ย 0.5 

ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร จะพบการเรอืงแสงของรอยขดีเชือ้เป็นสสีม้ค่อนขา้งชดัเจนเมื่อน าจานเพาะ

เชือ้ไปตรวจสอบภายใต้แสงอลัตราไวโอเลตท าใหส้ามารถคดัเลอืกแบคทเีรยีจากการคดัเลอืกดว้ยส ี

Sudan Black B กว่า 200 ไอโซเลททีส่ะสม PHAs ไดจ้ าเพาะมากขึน้ โดยไดแ้บคทเีรยีทีส่ามารถ

สะสม PHAs จากส ีNile red จ านวน 64 ไอโซเลท ส าหรบัแบคทเีรยีทีไ่ม่ปรากฏการเรอืงแสงใดๆ 

ได้คดัทิ้งออกไปเช่นเดยีวกบัการเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชือ้ผสมส ีNile blue A ที่ความเขม้ขน้
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เดยีวกนั แบคทเีรยีที่สามารถสะสม PHAs ไดจ้ะเรอืงแสงสฟ้ีาหรอืเขยีวภายใต้แสงอลัตราไวโอเลต  

จงึสามารถคดัเลอืกแบคทเีรยีจากส ีNile blue A ได้จ านวน 29 ไอโซเลท และท าการยอ้มเซลล์

แบคทเีรยีทีต่ดิสทีัง้ 3 ชนิดไดด้ดีว้ยสารละลาย Nile blue A เพื่อน าไปศกึษาการตดิสแีกรนูลของ 

PHAs ภายในตวัเซลลภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สงฟลูออเรสเซนส ์เซลลจ์ะแสดงแสงสสีม้แดง

ออกมาอย่างชดัเจน ผลการทดลองพบว่าได้ไอโซเลททีต่ดิสยีอ้มทัง้ 3 ชนิดมาท าการศกึษาต่อใน

ขัน้ตอนการสกดัพลาสตกิชวีภาพด้วยคลอโรฟอร์ม การคดัเลอืกแบคทเีรยีด้วยการใช้สยีอ้มทัง้ 3 

ชนิด พบว่าการยอ้มดว้ยส ีNile red และ Nile blue A ใหผ้ลของการตดิสทีีด่แีละชดัเจนกว่า Sudan 

black B โดยส ี Nile red และ Nile blue A จะเขา้จบักบัสารประเภทไขมนัภายในเซลลซ์ึ่งจดัเป็น

สารประกอบในกลุ่มเอสเทอร ์(ester group) ซึง่แกรนูลของ PHAs กเ็ป็นสารประกอบในกลุ่มของ 

เอสเทอรเ์ช่นเดยีวกนั และสชีนิดนี้จะเรอืงแสงเกดิสไีดห้ลายส ีเช่น แดง-เหลอืง ทีช่่วงความยาวคลื่น

ประมาณ 400-500 นาโนเมตร การเรอืงแสงมากหรอืน้อยจะขึน้อยู่กบัสารละลายทีใ่ช้ความหนาแน่น

ของเชือ้ และปรมิาณไขมนั (Greenspan; et al.1985: 965-973) จากการศกึษาก่อนหน้านี้พบว่าการ

ทดสอบประสทิธภิาพของการใชส้ยีอ้มแกรนูลดว้ยส ีSudan black B จะมคีวามไวต ่ากว่าส ีNile blue 

A และ Nile red ในการคดัเลอืกแกรนูลของ P(3HA) และ PHB เมื่อยอ้มดว้ยส ีNile blue A จะแสดง

การเรอืงแสงทีเ่ขม้กว่าการใชส้ยีอ้ม Sudan black B และพบว่าสามารถใชส้ ีNile red ในการวดั

ปรมิาณการเรอืงแสงของ P(3HB) ได้ดกีว่าการยอ้มดว้ยสี Sudan black B เช่นกนั (Ostle; & 

Holt.1982: 238-241)   

 การน าแบคทเีรยีที่ยอ้มตดิสทีัง้ 3 ชนิดไปทดลองต่อโดยการเลีย้งเชือ้ในอาหารเหลวทีเ่พิม่

ปรมิาณกลูโคสเพื่อใหเ้กดิการสะสม PHAs มากขึน้ และน าไปสกดัพลาสตกิชวีภาพออกจากเซลล์

ดว้ยวธิคีลอโรฟอรม์ โดยคดัเลอืกเฉพาะไอโซเลททีใ่หป้รมิาณการสะสมของ PHAs สูงสุด 5 ล าดบั

แรกมาศึกษาการระบุชนิดของแบคทเีรยีด้วยการศกึษาล าดบัเบสบรเิวณยนี 16S rDNA และ

วเิคราะหค์วามสมัพนัธท์างววิฒันาการ พบว่าแบคทเีรยีไอโซเลท PE3, PPL2, PMK5 และ PMS3 มี

ความเหมอืนทางพนัธุกรรมกบัแบคทเีรยีในสปีชสี์ Bacillus cereus ส าหรบัไอโซเลท PMK1 มคีวาม

เหมอืนกบัแบคทเีรยีในสปีชสี์ Lysinibacillus sphearicus ส าหรบัแบคทเีรยีในจนีัสของ Bacillus sp. 

มคีวามหลากหลายสูงและแต่ละสปีชสีจ์ะมคีวามใกลเ้คยีงกนัมาก นอกจาก Bacillus cereus ยงัม ี  

สปีชสีอ์ื่นๆ ทีส่ามารถสรา้งพษิในอาหารได ้เช่น B.thuringiensis และ B.mycoides โดยในปจัจุบนัน้ี

การใชล้ าดบัเบสบรเิวณยนี 16S rDNA จงึไม่ถูกต้องเพยีงพอส าหรบัการระบุสปีชสีข์องแบคทเีรยีใน

จนีัส Bacillus sp. จงึมกีารระบุชนิดของแบคทเีรยีจนีัส Bacillus sp. โดยการออกแบบไพรเมอรท์ีม่ ี

ความจ าเพาะสูงต่อบรเิวณยนีไกเรส (gyrase gene) เพื่อให้สามารถตรวจหา Bacillus cereus ได้
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ง่าย รวดเรว็ และมคีวามจ าเพาะสูงถึงแมจ้ะมปีรมิาณเชื้ออยู่น้อยก็ตาม วธินีี้จงึน ามาใช้ในขัน้ตอน

ของการตรวจสอบคุณภาพอาหารในระบบอุตสาหกรรมไดด้ ี(Manzano; et al. 2003: 1361-1366) 

จากการศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของแบคทเีรยีทัง้ 5 สายพนัธุ ์และศกึษาลกัษณะทางชวีเคมี

ไปพรอ้มๆกบัการศกึษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลติ PHAs และวธิกีารสกดัที่ดทีี่สุดจงึคดัเลอืก

แบคทเีรยี Bacillus cereus สายพนัธุ ์PE3 มาท าการศกึษาหาสภาวะทีด่ทีีสุ่ดในการผลติ PHAs ให้

ไดสู้งสุด เนื่องจาก Bacillus cereus สายพนัธุ ์PE3 สามารถใชแ้หล่งคารบ์อนไดห้ลากหลาย เช่น 

กลูโคส, ซูโครส, ไซโลส, อะราบิโนส, แลกโตส, โมลาส ซึ่งเป็นผลพลอยได้จากอุตสาหกรรม

การเกษตร, กลเีซอรอลบรสิุทธิ ์และกลเีซอรอลดบิทีไ่ด้จากขัน้ตอนการผลติน ้ามนัไบโอดเีซลจาก

น ้ามนัเหลอืทิ้งในครวัเรอืน และยงัสามารถผลติพลาสตกิชวีภาพออกมาในปรมิาณสูงสม ่าเสมอใน

แหล่งคารบ์อนทีแ่ตกต่างกนั 

 การศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลติ PHAs ของแบคทเีรยีทัง้ 5 สายพนัธุ ์โดยใชแ้หล่ง

คารบ์อนทีแ่ตกต่างกนั 6 ชนิด คอื กลูโคส, ซูโครส, ไซโลส, กลเีซอรอลบรสิุทธิ,์ อะราบโินส และ  

แลกโตส ดว้ยวธิกีารสกดัทีแ่ตกต่างกนั 4 วธิ ีจากนัน้น าน ้าหนักของผลผลติ PHAs ทีส่กดัได ้(กรมั

ต่อลติร) มาเปรยีบเทยีบกบัน ้าหนกัของเซลลแ์หง้ (กรมัต่อลติร) และคดิเป็นผลผลติรอ้ยละ (%Yield) 

จากผลผลติทีไ่ดท้ัง้หมดพบว่าวธิสีกดัดว้ยคลอโรฟอรม์เป็นการสกดัที่ดทีี่สุดซึง่สามารถสกดั PHAs 

ออกมาไดสู้งกว่าวธิอีื่นๆ โดยสายพนัธุ ์PMS3 เมื่อเลี้ยงด้วยซูโครสได้ผลผลติของ PHAs สูงสุด

เท่ากบั 1.09 กรมัต่อลติร (51.77 เปอรเ์ซน็ต์) สายพนัธุ ์PE3 เมื่อเลีย้งดว้ยกลูโคสเท่ากบั 1.09 กรมั

ต่อลติร (44.78 เปอรเ์ซน็ต์) สายพนัธุ ์PPL2 เมื่อเลีย้งด้วยกลูโคสเท่ากบั 0.99 กรมัต่อลติร (43.42 

เปอรเ์ซน็ต)์ สายพนัธุ ์PMK5 เมือ่เลีย้งดว้ยกลโูคสเท่ากบั 1.3 กรมัต่อลติร (39.43 เปอรเ์ซน็ต)์  

สายพนัธุ ์PMK1 เมื่อเลีย้งดว้ยกลูโคสเท่ากบั 0.2 กรมัต่อลติร (20.0 เปอรเ์ซน็ต์) และ Alcaligenes 

eutrophus เมื่อเลี้ยงดว้ยซูโครสเท่ากบั 0.1 กรมัต่อลติร (19.61 เปอรเ์ซน็ต์) ซึง่จะเหน็ไดว้่าแหล่ง

คารบ์อนทีแ่บคทเีรยีน าไปใชผ้ลติ PHAs ไดป้รมิาณสูงสุด คอื ซูโครสและกลูโคส และการสกดัดว้ย

สารละลายอนิทรยีค์ลอโรฟอรม์วธินีี้จะได ้PHAs ทีม่สีขีาว น ้าหนักโมเลกุลสูง และมคีวามบริสุทธิส์ูง 

แต่ตอ้งใชต้วัท าละลายอนิทรยีใ์นปรมิาณมาก (Griffin. 1994: pp. 8-154) มรีายงานก่อนหน้านี้พบว่า

การสกดัดว้ยสารละลายอนิทรยี ์เช่น คลอโรฟอรม์ จะได้ PHAs จาก Bacillus cereus ทีม่คีวาม

บรสิุทธิถ์งึ 92 เปอรเ์ซน็ต์จากปรมิาณผลผลติ 31 เปอรเ์ซน็ต์ (Kunasundari; & Sudesh. 2011: 

620-634)  

 วธิกีารสกดัดว้ยสารละลาย SDS ทีเ่ลอืกมาใชส้กดัพลาสตกิชวีภาพเพื่อต้องการลดการใช้

สารคลอโรฟอรม์ซึง่มคีวามเป็นพษิและย่อยสลายไดย้ากในสิง่แวดลอ้ม การสกดัดว้ย SDS ทัง้ 3 วธิ ี
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พบว่าการสกดัด้วย SDS และความรอ้นสูง สามารถสกัดพลาสตกิชวีภาพออกมาได้ดทีี่สุด โดยได้

ผลผลติ PHAs สูงสุดจากสายพนัธุ์ PE3 เมื่อเลี้ยงด้วยซูโครสเท่ากบั 1.0 กรมัต่อลติร (31.25 

เปอรเ์ซน็ต์) รองลงมาคอืวธิกีารสกดัดว้ย SDS ร่วมกบัไลโซไซมแ์ละความรอ้นสูงไดผ้ลผลติ PHAs 

สูงสุดจากสายพนัธุ์ PE3 เมื่อเลี้ยงด้วยกลเีซอรอลบรสิุทธิเ์ท่ากบั 0.73 กรมัต่อลิตร (31.61 

เปอรเ์ซน็ต์) ส าหรบัการสกดัดว้ย SDS เพยีงอย่างเดยีวไดผ้ลผลติ PHAs สูงสุดจากสายพนัธุ ์PE3 

เมื่อเลี้ยงด้วยกลูโคสเท่ากบั 0.2 กรมัต่อลติร (22.50 เปอรเ์ซน็ต์) จะเห็นได้ว่าปรมิาณสูงสุดของ 

PHAs ทีส่กดัไดจ้าก Bacillus cereus สายพนัธุ ์PE3 ค่อนขา้งใกลเ้คยีงกนัแต่ผลผลติทีไ่ด้มาจาก

แหล่งคารบ์อนทีแ่ตกต่างกนั ส าหรบัทัง้ 3 วธิทีีใ่ช ้SDS เป็นสารสกดัหลกัในการบ่มเซลลแ์ละยงัใช้

สารที่มคีวามเป็นด่างสูงร่วมด้วย คอื โซเดยีมไฮโปคลอไรท์ ซึ่งเคยมรีายงานมาก่อนหน้านี้ว่าการ

แยก PHB จากเชือ้ Bacillus cereus ดว้ยโซเดยีมไฮโปคลอไรตจ์ะช่วยยอ่ยผนงัเซลล์ และลา้งดว้ย 

เมทานอลจะท าใหไ้ดพ้อลเิมอรท์ีบ่รสิุทธิย์ ิง่ขึน้ การใชส้ภาวะการสกดัทีเ่ป็นด่างสูงจะท าลายสายของ       

พอลเิมอร์จงึมผีลต่อคุณสมบตัแิละโมเลกุลของพอลเิมอรโ์ดยระยะเวลาที่เหมาะสมอยู่ที่ไม่เกนิ 60 

นาที และการใช้สารลดแรงตึงผิวก่อนท าการสกัดจะช่วยเพิ่มความบริสุทธิแ์ละได้โมเลกุลของ        

พอลเิมอรท์ีส่งูขึน้ดว้ย (Williamson; & Wilkinson. 1958: 198-209) 

 การผลติ PHAs ในเซลล์แบคทเีรยีจะเกดิขึน้เมื่อเซลล์อยู่ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่สภาวะไม่

สมดุลจงึตอ้งสะสมแหล่งพลงังานไวใ้นรปูของแกรนูลซึง่สภาวะนัน้ต้องมแีหล่งคารบ์อนทีม่ากเกนิพอ

และมแีหล่งไนโตรเจนทีจ่ ากดั (Sindhu; et al. 2011: 783-794) การศกึษาหาแหล่งไนโตรเจนที่

เหมาะสมโดยการเลีย้งเชือ้ในอาหารเหลว nutrient broth ทีเ่พิม่กลูโคส 1 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) และเพิม่

แหล่งไนโตรเจนที่ความเขม้ขน้ 0.1-1 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) ได้แก่ แอมโมเนียมซลัเฟต, แอมโมเนียม

คลอไรด,์ ยสีต์สกดั และเปปโตน พบว่ายสีต์สกดัทีค่วามเขม้ขน้ 0.1 เปอรเ์ซน็ต์ใหผ้ลผลติ PHAs 

สูงสุดเท่ากบั 0.22 กรมัต่อลติร (15.62 เปอร์เซ็นต์) เปปโตนที่ความเข้มข้น 0.3 เปอร์เซ็นต์ให้

ผลผลติ PHAs สูงสุดเท่ากบั 0.04 กรมัต่อลติร (15.12 เปอรเ์ซน็ต์) แต่สารอาหารทัง้สองชนิดเป็น

ส่วนประกอบที่มอียู่แล้วใน nutrient broth อย่างละ 0.15 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) ดงันัน้ปรมิาณความ

เขม้ขน้สุดทา้ยทีผ่ลติ PHAs ไดสู้งสุดโดยใชย้สีต์สกดัเป็นแหล่งไนโตรเจนทีค่วามเขม้ขน้ทีเ่หมาะสม

เท่ากบั 0.25 เปอรเ์ซน็ต ์(w/v) 

 เมื่อทราบแหล่งคารบ์อน แหล่งไนโตรเจน และวธิสีกดัที่เหมาะสม จงึท าการเลี้ยงเซลลใ์น

สตูรอาหารทีม่กีารจ ากดัปรมิาณแหล่งไนโตรเจน โพแทสเซยีม และซลัเฟอร ์ไดแ้ก่ สตูร N deficient,  

N limit, K limit และ S limit (Gowda; & Shivakumar. 2013: 794-802) ซึง่พบว่าสูตรอาหารทีใ่ห ้

ผลผลติสูงสุด คอื สูตร N deficient ได ้PHAs เท่ากบั 1.06 กรมัต่อลติร (54.11 เปอรเ์ซน็ต์) อาหาร
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สูตรนี้มสี่วนประกอบของแหล่งไนโตรเจนจากยสีต์สกดัและเปปโตนอย่างละ 2.5 กรมัต่อลติร หรอื 

0.25 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) เมื่อรวมกนัจะมแีหล่งไนโตรเจนอยู่ทัง้หมด 0.5 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) ซึง่เป็น

ปรมิาณความเขม้ขน้ทีอ่ยู่ในช่วงทีเ่หมาะสมในการผลติ PHAs แต่เมื่อปรบัสูตรอาหาร N deficient 

โดยการน าแหล่งไนโตรเจนออกทัง้หมดพบว่าเซลลแ์บคทเีรยีเจรญิเตบิโตไดน้้อยและไม่ผลติ PHAs 

ดงันัน้แหล่งไนโตรเจนจงึมคีวามส าคญัในการเจรญิและการสะสม PHAs ของเซลล ์ 

 การศกึษาสภาวะความเป็นกรด-เบสตัง้แต่ 5-9 โดยเลีย้งเซลลด์ว้ยอาหาร N deficient และ

ใชก้ลูโคส 1 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) เป็นแหล่งคารบ์อนพบว่าทีค่่าความเป็นกรด-เบสเท่ากบั 7 มคีวาม

เหมาะสมทีสุ่ดในการผลติ PHAs โดยใหผ้ลผลติ PHAs สูงถงึ 0.62 กรมัต่อลติร (53.92 เปอรเ์ซน็ต์) 

แต่เมือ่เลีย้งเซลลใ์นอาหารทีป่รบัค่าความเป็นกรด-ด่างต ่ากว่า 6 หรอื สูงกว่า 8 พบว่าเซลลไ์ม่มกีาร

เจรญิเตบิโต ส าหรบัช่วงเวลาทีเ่หมาะสมในการเลีย้งเซลลพ์บว่าเซลลม์กีารเจรญิเตบิโตสูงสุดชัว่โมง

ที ่36 วดัการดูดกลนืแสงได ้OD600 เท่ากบั 3.733 และไดผ้ลผลติ PHAs เท่ากบั 0.52 กรมัต่อลติร 

(28.37 เปอรเ์ซน็ต)์ หลงัจากนัน้เซลลก์เ็ริม่เจรญิน้อยลงและเมื่อเลีย้งเซลลจ์นครบ 48 ชัว่โมง พบว่า

มกีารสะสม PHAs สงูสุดเท่ากบั 0.95 กรมัต่อลติร (50.76 เปอรเ์ซน็ต)์ 

การศกึษา Bacillus cereus สายพนัธุ ์PE3 ในสภาวะทีม่แีหล่งคารบ์อนเหมาะสมและถูก
จ ากดัแหล่งสารอาหารบางชนิดกจ็ะช่วยใหก้ารสะสม PHAs ในตวัเซลลเ์พิม่สูงขึน้ การเพิม่ผลผลติ 
PHAs โดยเลีย้งเซลลด์ว้ยสตูรอาหาร N deficient และหาความเขม้ขน้ทีเ่หมาะสมของแหล่งคารบ์อน 
1-5 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) ทีม่คี่าความเป็นกรด-เบสเท่ากบั 7 โดยเลอืกใชแ้หล่งคารบ์อนทีแ่ตกต่างกนั
จ านวน  6 ชนิด คอื กลูโคส, ซูโครส, กลเีซอรอลบรสิุทธิ,์ ฟรุกโตส, โมลาส และกลเีซอรอลดบิ    
เมื่อใช้หวัเชื้อเริม่ต้น 1 เปอรเ์ซน็ต์ (v/v) พบว่าผลผลติ PHAs ที่ได้จากแหล่งคาร์บอนมกีารเพิม่
สงูขึน้ตามความเขม้ขน้และใหป้รมิาณ PHAs สงูสุด คอื ซโูครส, กลโูคส, โมลาส, กลเีซอรอลบรสิุทธิ,์      
ฟรกุโตส และกลเีซอรอลดบิ ตามล าดบั โดยซูโครสทีค่วามเขม้ขน้ 4 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) จะใหผ้ลผลติ 
PHAs เท่ากบั 1.34 กรมัต่อลติร (78.81 เปอรเ์ซน็ต์) แต่ผลผลติ PHAs ทีส่กดัไดจ้ากฟรุกโตสและ
กลเีซอรอลดบิจะลดต ่าลงเมื่อความเขม้ขน้เพิม่สูงขึน้ เมื่อเปรยีบเทยีบกบัการเลีย้งเซลล์ดว้ยหวัเชื้อ
เริม่ต้น 10 เปอรเ์ซน็ต์ (v/v) พบว่ามกีารผลติ PHAs เพิม่สูงขึน้ และใหป้รมิาณ PHAs สูงสุด คอื 
ซโูครส, กลโูคส, โมลาส,ฟรุกโตส, กลเีซอรอลบรสิุทธิ ์และกลเีซอรอลดบิ ตามล าดบั ผลผลติ PHAs 
สูงสุดจากซูโครสทีค่วามเขม้ขน้ 4 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) เท่ากบั 2.89 กรมัต่อลติร (95.50 เปอรเ์ซน็ต์) 
แต่ผลผลติ PHAs จากกลเีซอรอลบรสิุทธิท์ีค่วามเขม้ขน้เดยีวกนักลบัต ่ากว่าเดมิ ส าหรบัโมลาสซึง่
เป็นผลพลอยได้จากอุตสาหกรรมการเกษตรก็สามารถน ามาใช้เป็นแหล่งคารบ์อนเพื่อผลติ PHAs 
ไดด้โีดยใหผ้ลผลติสูงกว่าการเลีย้งดว้ยหวัเชือ้ 1 เปอรเ์ซน็ต์ (v/v) ถงึ 14.67 เปอรเ์ซน็ต์ แต่เมื่อท า
การเลี้ยงเชื้อในอาหารผสมโมลาสที่ความเข้มข้นสูงกว่า 5 เปอร์เซ็นต์ (v/v) กลบัไม่พบการ
เจรญิเตบิโตของเซลลแ์สดงว่าสารอนิทรยีต่์างๆทีป่ะปนอยู่ในโมลาสมผีลต่อการยบัยัง้การเจรญิของ
เซลล ์ส าหรบักลเีซอรอลดบิไม่สามารถผลติ PHAs ได้อย่างสม ่าเสมอในหลอดทดลองเนื่องจากมี
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ปรมิาณของเสยีปนเป้ือนอยู่มาก และมคี่าความเป็นเบสสูงถงึ 9 จงึต้องมกีารใช ้1N HCl ปรมิาณ
มากในการปรบัความเป็นกรด-เบสจงึอาจเกดิเกลอืขึน้ซึ่งจะไปจ ากดัการเจรญิของเซลล์ได้ ส าหรบั
ผลผลติจากกลเีซอรอลบรสิุทธิถ์งึแมจ้ะมแีนวโน้มของการผลติเพิม่สูงขึน้ตามความเขม้ขน้ แต่ที่หวั
เชือ้เริม่ต้น 10 เปอรเ์ซน็ต์ (v/v) กลบัใหผ้ลผลติสูงสุดทีค่วามเขม้ขน้ 4 เปอรเ์ซน็ต์ (v/v) เพยีง 0.94 
กรมัต่อลติร (31.33 เปอรเ์ซน็ต์) ซึง่ต ่ากว่าผลผลติจากการใชห้วัเชือ้เริม่ต้น 1 เปอรเ์ซน็ต์ (v/v) ที่
ความเขม้ขน้เดยีวกนัไดผ้ลผลติ 1.31 กรมัต่อลติร (46.82 เปอรเ์ซน็ต์) แสดงว่ากลเีซอรอลบรสิุทธิ ์
เมือ่มกีารเพิม่ปรมิาณหวัเชือ้เริม่ตน้สงูขึน้แต่ปรมิาณแหล่งคารบ์อนเท่าเดมิจงึอาจไม่เพยีงพอต่อเชือ้
ที่เพิ่มขึ้นในอาหารเหลวผลผลิตที่ได้จึงลดต ่ าลง กลีเซอรอลบริสุทธิน์ัน้จะถูกเชื้อน าไปใช้ใน
กระบวนการเมตาบอลซิมึของเซลลต่์างจากสารกลุ่มน ้าตาลโดยผ่านกระบวนการของ β-oxidation มี
เอนไซม ์enoyl-CoA hydratase จากยนี phaJ เขา้มาเปลีย่นกรดไขมนัไปเป็น 3-hydroxyacyl-CoA 
แลว้เกดิปฏกิริยิา polymerization โดยเอนไซม ์PHA polymerase จากยนี phaC ได ้PHA เป็น
ผลติภณัฑ ์(Aldor; & Keaslingy. 2003: 475-483) ส่วนกลเีซอรอลดบินัน้ใหผ้ลผลติลดต ่าลงตาม
ความเข้มข้นและมกีารเจรญิเติบโตของเซลล์น้อยมาก เนื่องจากกลเีซอรอลดบิที่น ามาใช้มคีวาม
บรสิุทธิต์ ่าอาจมสีารอื่นๆเจอืปนอยูม่าก จงึมผีลไปยบัยัง้การเจรญิของเซลลไ์ดซ้ึง่ส่วนประกอบทีม่อียู่
ในกลเีซอรอลทีเ่ป็นผลพลอยไดจ้ากกระบวนการผลติไบโอดเีซลประกอบดว้ย กลเีซอรนี, เอทานอล
หรอืเมทานอล, น ้า, โซเดยีมคลอไรด ์และสารประกอบอนิทรยี ์(เมทลิ/เอทลิเอสเทอรแ์ละกรดไขมนั
อสิระ) (Cvengros; & Povazance. 1996: 145-150) ฟรุกโตสให้ผลผลติสูงสุดที่ความเขม้ขน้ 1 
เปอรเ์ซน็ต ์(w/v) และผลผลติลดต ่าลงเมือ่เพิม่ความเขม้ขน้ของแหล่งคารบ์อน แสดงว่าฟรุกโตสเมื่อ
เขา้สู่ข ัน้ตอนของไกลโคไลซสิจะมกีารผลติกรดออกมาปรมิาณมากกว่าน ้าตาลชนิดอื่นๆจนไปยบัยัง้
การเจรญิของเซลลไ์ด ้จากการรายงานก่อนหน้านี้พบว่าการเพิม่ปรมิาณความเขม้ขน้ของฟรุกโตสจะ
ไปยบัยัง้การเจรญิของ Ralstonia eutropha เนื่องจากไปเพิม่แรงดนัออสโมซสิท าใหเ้กดิความไม่
สมดุลกนัระหว่างกระบวนการไกลโคไลซสิและกระบวนการออกซเิดชนัภายในเซลล์และเมื่อแหล่ง
คารบ์อนเขา้สู่การเผาผลาญมากเกนิความจ าเป็นของเซลลจ์งึเกดิการผลติกรด เช่น กรดอะซเิตท  
มายบัยัง้การเจรญิของเซลลไ์ด ้(Tabandeh; & Farahani. 2002: 37-42) 

ผลผลติ PHAs ทีส่กดัไดจ้ากแหล่งคารบ์อนต่างๆ ท าการวเิคราะหโ์ครงสรา้งของสารดว้ย

วธิ ีNMR และหมู่ฟงัก์ชัน่ของสารด้วย FTIR พบว่าผลผลติจากทุกแหล่งคารบ์อนเป็นพลาสติก

ชวีภาพชนิด PHB หรอื Polyhydroxybutyrate ทัง้หมด จงึมกีารเปลี่ยนแหล่งคารบ์อนจากน ้าตาล

เป็นกรดไขมนั คอื กรดโพรพโิอนิกและกรดลวิวูลนิิกที่ความเขม้ขน้ 0.1-1 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) โดย         

กรดโพรพโิอนิกที่ความเขม้ขน้ 0.5 เปอรเ์ซน็ต์ (w/v) ให้ผลผลติสูงสุด 0.3 กรมัต่อลติร (22.96 

เปอรเ์ซน็ต์) และกรดลวิวูลนิิกที่ความเขม้ขน้ 0.1 เปอรเ์ซน็ต์ (v/v) ใหผ้ลผลติสูงสุด 0.27 กรมัต่อ

ลติร (25.66 เปอรเ์ซน็ต์) แต่ภายหลงัสกดัเกบ็ชิน้พลาสตกิไดค้่อนขา้งยากเพราะมลีกัษณะเป็นก้อน

แขง็ขนาดเลก็กระจายอยู่ในสารละลายภายในหลอดทดลอง เมื่อเพิม่ความเขม้ขน้ของสารมากขึ้น
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เซลลม์กีารเจรญิน้อยลงจงึใหผ้ลผลติ PHBV น้อยลงตามไปดว้ยอาจเป็นเพราะการใชก้รดลวิวูลนิิกที่

ปรมิาณความเขม้ขน้สูงจะเป็นพษิต่อเซลลแ์บคทเีรยีท าใหแ้บคทเีรยีเจรญิเตบิโตไดน้้อยลง (Wang; 

et al. 2013: 1-8) เมื่อศกึษาจากผลการวเิคราะหต์วัอย่างดว้ย NMR และ FTIR พบว่าตวัอย่าง

ละลายได้ไม่หมดในสารละลายคลอโรฟอร์มอาจเป็นเพราะมสีารอื่นๆ เจอืปนอยู่และมสีเปกตรมั

คลา้ยกบัโคพอลเิมอร ์PHBV มาตรฐานแต่ค่อนขา้งต ่ากว่าสเปกตรมัมาตรฐาน ดงันัน้กรดไขมนัทัง้

สองชนิดนี้จงึเป็นแหล่งคารบ์อนทีน่่าสนใจในการน าไปใชเ้ป็นแหล่งคารบ์อนของเชือ้เพื่อใหเ้กดิการ

ปรบัเปลี่ยนโครงสร้างสารจาก PHB เป็น PHBV จงึน ากรดโพรพิโอนิกที่ความเข้มข้น 0.5 

เปอรเ์ซน็ต ์(w/v) ผสมรวมกบัแหล่งคารบ์อนจากโมลาสทีค่วามเขม้ขน้สูงสุด 5 เปอรเ์ซน็ต์ (v/v) โดย

ใหผ้ลผลติ 0.4 กรมัต่อลติร (20.30 เปอรเ์ซน็ต์) แสดงว่าเชือ้สามารถใชแ้หล่งคารบ์อนจากโมลาสมา

เป็นแหล่งคารบ์อนน ามาสรา้งเป็นสารตัง้ต้นของมอนอเมอร ์P(3HB) และใชก้รดโพรพโิอนิกมาเป็น

แหล่งคารบ์อนน ามาสรา้งเป็นสารตัง้ต้นของมอนอเมอร ์P(3HV) แลว้ไดเ้อนไซม ์PHA synthase 

จากยนี phaC มาท าปฏกิริยิา polymerization เชื่อมต่อโมโนเมอรท์ัง้สองชนิดเขา้ดว้ยกนัเป็นสาร

ประเภทโคพอลิเมอร์ Poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) ซึ่งเคยมีการรายงานก่อน

หน้านี้พบว่า Bacillus sp. หลายสายพนัธุ์สามารถสะสม PHBV ไดเ้มื่อเลี้ยงด้วยสาร n-alkanoic 

acids เช่น propionic acid, valeric acid และ heptanoic acid (Chen; et al. 1991: 173-176)  

ปี ค.ศ. 1992 ไดร้ายงานว่าการใชก้รดโพรพโิอนิกจะไปยบัยัง้การเจรญิของเชือ้ A. eutrophus เมื่อใช้

ความเขม้ขน้สูงกว่า 0.5 กรมัต่อลติรในการหมกั (Kim, J.H. et al. 1992: 903-906) และผลผลติ 

PHBV ส่วนใหญ่ทีไ่ดจ้าก Bacillus sp. ทีใ่ช ้n-alkanoic acids เพิม่เขา้มาเป็นแหล่งสารอาหารมกัจะ

มกีารสะสม PHBV ไดต้ ่าในตวัเซลล ์แต่ถงึอยา่งไรกต็าม PHBV กย็งัคงเป็นทีต่อ้งการทางการแพทย์

เพราะมโีครงสรา้งทีย่ดืหยุ่นไดสู้ง สามารถเขา้กบัเนื้อเยื่อร่างกายไดด้ ีและสามารถย่อยสลายไดเ้อง 

(Valappil; et al. 2007: 1-17.; & Philip; et al. 2007: 233-247) และถ้าต้องการทราบปรมิาณของ

มอนอเมอร ์P(HB) กบั P(HV) จากผลผลติ PHBV ไดน้ัน้ต้องน าตวัอย่างพลาสตกิชวีภาพทีส่กดัได้

ไปวเิคราะหด์ว้ยวธิ ีgas-chromatography (GC) เป็นการวเิคราะหห์าปรมิาณสารตวัอย่างทีเ่ป็นสาร

ผสมโดยอาศยัความแตกต่างของอตัราการเคลื่อนทีข่องแต่ละองคป์ระกอบของสารผสมบนเฟสคงที่

ภายใตก้ารพาของเฟสเคลื่อนที ่อาศยัความแตกต่างของน ้าหนกัโมเลกุล จดุเดอืด โครงสรา้งของสาร 

และสมบตัทิางเคมใีนการท าปฏกิริยิากบัสารที่อยู่ภายในคอลมัน์จงึสามารถวเิคราะห์ P(HB) กบั 

P(HV) แยกกนัไดเ้ป็นโมลเปอรเ์ซน็ตจ์งึจะทราบปรมิาณทีแ่น่นอนของมอนอเมอรแ์ต่ละชนิดทีม่อียู่ใน

สารตวัอยา่งได ้(Goh; & Tan 2012: 211-219) ซึง่เคยมรีายงานตัง้แต่ ปี ค.ศ. 1991 ว่าสามารถผลติ

โคพอลเิมอรร์ะหว่าง 3-hydroxybutyrate (3HB) กบั 3-hydroxyvalerate (3HV) ของเชือ้จนีัส 
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Bacillus เมื่อท าการเพิม่สารตัง้ต้นประเภท n-alkanoic acids เช่น กรดโพรพโิอนิก กรดวารลีกิ และ

กรดเฮปทาโนอกิ (Chen; et al. 1991: 173-176) ส าหรบัการน าวสัดุเหลอืทิ้งมาใชเ้ป็นแหล่ง

คารบ์อน เคยมกีารศกึษาการผลติ PHBV ของเชือ้ Bacillus megaterium P12 แบบสองระยะในถงั

หมกั 5 ลติร เมือ่ใชน้ ้าตาลออ้ย 9 กรมัต่อลติรและโซเดยีมโพรพโิอเนต 4.5 กรมัต่อลติร พบว่าไดผ้ล

ผลติ PHBV 23.01 เปอรเ์ซน็ต์โดยน ้าหนักเซลลแ์หง้ และไดป้รมิาณสดัส่วนของ 3HV เท่ากบั 25 

โมลเปอรเ์ซน็ต ์(Kulpreecha; et al. 2009: 240-245) 

จากผลการศกึษา Bacillus cereus สายพนัธุ ์PE3 พบว่ามศีกัยภาพสูงในการผลติสารกลุ่ม 

PHAs ได้ปรมิาณสูงและเชือ้นี้สามารถผลติพลาสตกิชวีภาพชนิด PHB เมื่อใชแ้หล่งคารบ์อนจาก

น ้าตาลที่หลากหลายและสามารถใช้แหล่งคารบ์อนจากวสัดุเหลอืทิ้งอย่างโมลาสได้ด ีโดยสามารถ

ผลติ PHB ไดถ้งึ 85 เปอรเ์ซน็ต์ของน ้าหนักเซลลแ์หง้โดยใหผ้ลผลติสูงกว่ารายงานอื่นซึง่ใชเ้ชือ้ใน

จนีัส Bacillus sp. เช่นเดยีวกนั ดงัรายงานที่มก่ีอนหน้านี้ว่าการน า B. megaterium BA-019 มา

เลีย้งโดยใชโ้มลาสจากน ้าตาลออ้ยเป็นแหล่งคารบ์อนและใชย้เูรยีเป็นแหล่งไนโตรเจนในถงัหมกัแบบ 

fed-batch ไดผ้ลผลติสูงสุด 42 เปอรเ์ซน็ต์ของน ้าหนักเซลลแ์หง้ (Kulpreecha; et al. 2009: 240-

245) และ Bacillus cereus PHA 008 ทีแ่ยกไดจ้ากดนิในประเทศไทยสามารถผลติ PHA ได ้64.09 

เปอร์เซ็นต์ของน ้าหนักเซลล์แห้งเมื่อน ามาเลี้ยงด้วยน ้าเสียจากโรงงานผลิตน ้ามนัปาล์มภายใต้

สภาวะแบบไม่ใชอ้อกซเิจน (Sangkharak; & Prasertsan. 2012: 173-182) และ Bacillus cereus 

สายพนัธุ ์PE3 ยงัสามารถผลติโคพอลเิมอร ์PHBV ไดเ้มื่อมกีารเพิม่แหล่งคารบ์อนจากกรดไขมนั 

เช่น กรดโพรพิโอนิกและกรดลวิวูลินิก แม้ว่าจะสามารถผลิดได้น้อยก็ตาม ฉนัน้การหาสภาวะที่

เหมาะสมส าหรบัการผลติพลาสตกิชวีภาพชนิด PHBV โดยใช ้Bacillus cereus สายพนัธุ์ PE3 

น่าจะเป็นสิง่ที่น่าสนใจส าหรบัการทดลองในอนาคต นอกจากนี้การศึกษาขัน้ต่อไปควรน าผลผลติ 

PHAs ทีส่กดัไดม้าท าการวเิคราะหค์ุณสมบตัทิางกายภาพของพอลเิมอร ์เช่น อุณหภูมหิลอมเหลว 

(Melting Temperature หรอื Tm) อุณหภูมกิลาสทรานสชินั (Glass Transition Temperature หรอื 

Tg) อุณหภูมสิลายตวั (Degradation Temperature หรอื Td) ความทนต่อแรงดงึ (Tensile strength) 

ความยดืหยุ่น (Flexibility) และความทนต่อการกระแทก (Impact strength) เป็นต้น (Asrar, J.; & 

Gruys, K.J. 2001: 53-90) และการศกึษาประสทิธภิาพของ PHAs ทีส่กดัไดต่้อการย่อยสลายไดเ้อง

ในสภาวะแวดล้อมธรรมชาต ิรวมถงึการพฒันาปรบัปรุงโครงสรา้งโดยการเลี้ยงเชื้อด้วยสบัเสตรท

อื่นๆใหเ้หมาะสมต่อการผลติโคพอลเิมอรเ์พื่อการขึน้รปูเป็นผลติภณัฑ์ 
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ภาคผนวก ก 
 
สตูรอาหารเลีย้งเช้ือ 
1. อาหารเล้ียงเช้ือส าหรบัคดัแยกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตพลาสติกชีวภาพ (minimal agar) 
          M9 Salts มสี่วนประกอบ ดงันี้ 

Na2HPO4·7H20      30   กรมั 
KH2PO4              15   กรมั 
NaCl      2.5    กรมั 
NH4Cl      5    กรมั  
agar      20  กรมั 
น าไปฆา่เชือ้ดว้ยการ autoclave ทีอุ่ณหภมู ิ121 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ี

ตัง้ทิง้ไวใ้หอุ้ณหภมูลิดลงจนพอจบัขวดอาหารได้ ประมาณ 45 องศาเซลเซยีส  แลว้จงึน าไปรวมกบั
สารอื่นๆทีท่ าการฆา่เชือ้แยกไว ้คอื 
 MgSO4       2   มลิลโิมลาร ์ 

CaCl2       0.1   มลิลโิมลาร ์
glucose (หรอื แหล่งคารบ์อนอื่นๆ)   0.4%   น ้าหนกั/ปรมิาตร 
เตมิน ้ากลัน่ทีฆ่่าเชือ้แลว้ใหค้รบปรมิาตร 1 ลติร  เขย่าเบาๆ ใหอ้าหารผสมเขา้กนัดจีงึเทลง

จานเพาะเชือ้ 
 
2. อาหารเล้ียงเช้ือส าหรบัเพ่ิมจ านวนแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตพลาสติกชีวภาพ (minimal 
media) 
 เตรยีมสารละลาย M9 salts ทีค่วามเขม้ขน้สูงๆ แลว้จงึแบ่งน าไปผสมกบัสารละลายอื่นๆ 
เมือ่ตอ้งการเลีย้งเชือ้ในอาหารเหลว  มสีตูรดงันี้ 

Na2HPO4·7H2O    64  กรมั 
KH2PO4     15  กรมั 
NaCl      2.5  กรมั 
NH4Cl      5.0  กรมั 
เติมน ้ากลัน่ที่ฆ่าเชื้อแล้วให้ครบปรมิาตร 1 ลติร  กวนผสมให้สารละลายเขา้กนัด ี แบ่ง

สารละลายไว้ฟาสก์ละ 200 มลิลลิติร  น าไปฆ่าเชื้อด้วยการ autoclave ที่อุณหภูม ิ121 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ีตัง้ทิง้ไวใ้หเ้ยน็เมื่อต้องการเลีย้งเชือ้จงึน าไปผสมกบัสารละลายอื่นๆที่
ฆา่เชือ้แลว้ตามปรมิาตร ดงันี้ 
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น ้ากลัน่      700  มลิลลิติร 
M9 salts      200   มลิลลิติร 
1M MgSO4      2  มลิลลิติร 
20% glucose (หรอื แหล่งคารบ์อนอื่นๆ)  20   มลิลลิติร 
1M CaCl2      100  ไมโครลติร 
เติมน ้ากลัน่ที่ฆ่าเชื้อแล้วให้ครบปรมิาตร 1 ลิตร  เขย่าเบาๆ ผสมให้สารละลายเข้ากนัด ี 

แบ่งสารละลายใส่ฟาสกท์ีอ่บฆา่เชือ้แลว้ ฟาสกล์ะ 100 มลิลลิติร ส าหรบัเลีย้งเชือ้ต่อไป 
 
3.  Nutrient broth เตมิ 1 เปอรเ์ซน็ตข์องแหล่งคารบ์อน 
 Nutrient broth     13  กรมั 
 Glucose (หรอื แหล่งคารบ์อนอื่นๆ)  10  กรมั 
 น ้ากลัน่      1  ลติร 
 ปรบั pH ประมาณ 7 น าไปฆ่าเชือ้ดว้ยการ autoclave ทีอุ่ณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เป็น
เวลา 15 นาท ี ส าหรบัอาหารแขง็เตมิ agar 20 กรมั ก่อนน าไปฆา่เชือ้ 
 3.1 แหล่งคารบ์อนทีใ่ชใ้นการทดลอง คอื glucose, sucrose, arabinose, lactose, xylose 
และ pure glycerol 
 3.2 แหล่งคารบ์อนจากผลผลติเหลอืใช ้ โดยเตรยีม stock 40 เปอรเ์ซน็ต์ของกากน ้าตาล
และกลเีซอรอลดบิ  ปรบั pH ประมาณ 7 น าไปฆ่าเชื้อด้วยการ autoclave ทีอุ่ณหภูม ิ121 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาท ี
 
4.  Luria Bertani broth 
 Luria Bertani     10  กรมั 
 น ้ากลัน่      1  ลติร 
 น าไปฆา่เชือ้ดว้ยการ autoclave ทีอุ่ณหภมู ิ121 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ี
 
5.  Yeast extract-peptone agar medium (YP) 
 peptone      5  กรมั  

yeast extract     1  กรมั 

FePO4      0.01   กรมั 

agar       20   กรมั 

น ้ากลัน่      1  ลติร  

 ปรบั pH ประมาณ 7.0 น าไปฆ่าเชือ้ดว้ยการ autoclave ทีอุ่ณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 15 นาท ี
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6.  N deficient medium 
 Glucose     10  กรมั 
  MgSO4      0.2  กรมั 
 NaCl      0.1  กรมั 
 KH2PO4      0.5   กรมั 

Peptone      2.5  กรมั 
  Yeast extract     2.5  กรมั 

น ้ากลัน่      1  ลติร  

ปรบั pH ประมาณ 7.0 น าไปฆ่าเชือ้ดว้ยการ autoclave ทีอุ่ณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 15 นาท ี
 6.1 แหล่งคารบ์อนทีใ่ชใ้นการทดลอง คอื glucose, sucrose, fructose, molasses และ 

crude glycerol ใชค้วามเขม้ขน้ตัง้แต่ 1-5 เปอรเ์ซน็ต์  propionate และ levulinic acid ใชค้วาม

เขม้ขน้ตัง้แต่ 0.1-1 เปอรเ์ซน็ต ์

 

7.  N limit medium 

 Glucose      10  กรมั 

Yeast extract     2.5  กรมั 

KCl      3  กรมั 

(NH4)2SO4     5.0   กรมั 

defatted soybean dialysate    100  มลิลลิติรl 

น ้ากลัน่      1  ลติร  

ปรบั pH ประมาณ 7.0 น าไปฆ่าเชือ้ดว้ยการ autoclave ทีอุ่ณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 15 นาท ี

7.1 defatted soybean dialysate เตรยีมจาก defatted soybean meal 10 กรมัละลายในน ้า

กลัน่ 1 ลติร น าไปฆ่าเชือ้และเกบ็ไวท้ีอุ่ณหภูม ิ4oC 

 

8.  K limit medium 

 Glucose     10  กรมั 

Peptone     10  กรมั 

Casein       5  กรมั 
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NaCl      13  กรมั 

น ้ากลัน่      1  ลติร  

ปรบั pH ประมาณ 7.0 น าไปฆ่าเชือ้ดว้ยการ autoclave ทีอุ่ณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 15 นาท ี
 

9.  S limit medium 

 Glucose      10  กรมั 

Yeast extract     2.5  กรมั 

KCl      3  กรมั 

NH4Cl      5.0   กรมั 

น ้ากลัน่      1  ลติร  

ปรบั pH ประมาณ 7.0 น าไปฆ่าเชือ้ดว้ยการ autoclave ทีอุ่ณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 15 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
 
บฟัเฟอรแ์ละวิธีการเตรียมสาร 
1.  สารละลายส าหรบัคดัแยกแบคทเีรยีจากตวัอยา่งดนิ (Winogradsky salt)  

K2HPO4      0.25   กรมั  
MgSO4       0.125   กรมั  
NaCl        0.125   กรมั 
Fe2(SO4)3      2.5  มลิลกิรมั 
MnSO4       2.5   มลิลกิรมั 
น ้ากลัน่       1  ลติร 
น าไปฆา่เชือ้ดว้ยการ autoclave ทีอุ่ณหภมู ิ121 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ี

 
2.  5% sodium hypochlorite 
 sodium hypochlorite    5  มลิลลิติร 
 เตมิน ้ากลัน่ใหค้รบปรมิาตร   100  มลิลลิติร 
 
3.  20% sodium dodecyl sulfate (SDS) 
 sodium dodecyl sulfate    20  กรมั 

เตมิน ้ากลัน่ใหค้รบปรมิาตร   100  มลิลลิติร 
 
4.  Sudan Black B solution 
 Sudan Black B     0.03  กรมั 
 เอทานอล     60  มลิลลิติร 

เตมิน ้ากลัน่ใหค้รบปรมิาตร   100  มลิลลิติร 
 เกบ็สารละลายในขวดสชีาทีอุ่ณหภมูหิอ้ง 
5.  phosphate buffer stock solution  

KH2PO4     64   กรมั  
Na2HPO4     34   กรมั  
เตมิน ้ากลัน่ใหค้รบปรมิาตร   1  ลติร  
ปรบั pH ประมาณ 7 น าไปฆ่าเชือ้ดว้ยการ autoclave ทีอุ่ณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เป็น

เวลา 15 นาท ี
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6.  Nile red  
stock : Nile red     0.5  มลิลกิรมั 

Dimethyl sulfoxide  (DMSO)  1  มลิลลิติร 
 ผสมรวมกบัอาหารทีฆ่่าเชือ้แลว้  โดยปรบัใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ย  0.5 ไมโครกรมัต่อ
มลิลลิติร 
 
7.  Nile blue A 

stock : Nile blue A    0.5  มลิลกิรมั 
Dimethyl sulfoxide  (DMSO)  1  มลิลลิติร 

 ผสมรวมกบัอาหารทีฆ่่าเชือ้แลว้  โดยปรบัใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ย  0.5 ไมโครกรมัต่อ
มลิลลิติร 
 
8.  Stock solution 
     8.1 1 M Tris-HCl pH 8 
 Tris      12.11  กรมั 

เตมิน ้ากลัน่ใหค้รบปรมิาตร   100  มลิลลิติร 
 ปรบั pH ดว้ย 0.1 N HCl 
     8.2 0.5 M EDTA pH 8 
 EDTA      18.6  กรมั 

เตมิน ้ากลัน่ใหค้รบปรมิาตร   100  มลิลลิติร 
 ปรบั pH ดว้ย 0.1 N NaOH 
     8.3 1 M Sucrose 
 Sucrose     34.23  กรมั 
 เตมิน ้ากลัน่ใหค้รบปรมิาตร   100  มลิลลิติร 
 
9.  TES buffer pH 8  (10 mM Tris, 25 mM EDTA, 0.6 M Sucrose) 
 1 M Tris-HCl pH 8    1  มลิลลิติร 
 0.5 M EDTA pH 8    5  มลิลลิติร 
 1 M Sucrose     60  มลิลลิติร 
 น ้ากลัน่      34  มลิลลิติร 
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10.  HTE buffer pH 8 
 1 M Tris-HCl pH 8    5  มลิลลิติร 
 0.5 M EDTA pH 8    4  มลิลลิติร 

น ้ากลัน่      91  มลิลลิติร 
 
11.  1 M MgCl2 
 MgCl2      9.52  กรมั 

เตมิน ้ากลัน่ใหค้รบปรมิาตร   100  มลิลลิติร 
 
12.  Solution III 
 CH3COOH     11.5  มลิลลิติร 
 CH3COOK     29.4  กรมั 

เตมิน ้ากลัน่ใหค้รบปรมิาตร   100  มลิลลิติร 
น า stock solution และ buffer ไปฆ่าเชือ้ด้วยการ autoclave ทีอุ่ณหภูม ิ121 องศา

เซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ี
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