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บทคัดยIอ 

 พอลิแลคติกแอซิด (PLA) เปXนพลาสติกชีวภาพที่กำลังได-รับความนิยมเปXนอย?างมากในปZจจุบัน โดย
ขยะพลาสติก PLA สามารถย?อยสลายได-ด-วยกระบวนการทางชีวภาพ แต?ใช-เวลานาน  งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค*
เพื ่อคัดเลือกหัวเชื ้อแบคทีเรียผสม (Microbial consortium) ที่มีความสามารถสร-างไบโอฟkล*มบนพื้นผิว
พลาสติก PLA  เพื่อใช-ส?งเสริมการย?อยสลายพลาสติก PLA   โดยเริ่มจากการทดสอบการเจริญของแบคทีเรีย 
5 ชนิด แล-วพบว?าแบคทีเร ีย 3 ชนิด ได -แก? Bacillus subtilis GY19, Gordonia amicalis JC11 และ 
Weissella cibaria PN3 ซึ่งเปXนแบคทีเรียแกรมบวก และมีความสามารถในการสร-างไบโอฟkล*มและผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Biosurfactant) สามารถเจริญร?วมกันบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Tryptone Soya Broth 
โดยโคโลนีมีลักษณะเปXนเมือกและเจริญทั่วจานอาหาร จึงนำแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิด มาใช-เปXนหัวเชื้อแบคทีเรีย
ผสม พบว?าหัวเชื้อแบคทีเรียผสมมีการเจริญได-ดีกว?าการเจริญแบบเชื้อเดี่ยว โดยมีจำนวน 1.1 x 109 CFU/mL 
เมื่อเพาะเลี้ยงเปXนเวลา 6 วัน นอกจากนั้นหัวเชื้อแบคทีเรียผสมสามารถสร-างไบโอฟkล*มในไมโครไทเทอร*เพลท  
ซึ่งคาดว?าจะช?วยส?งเสริมความสามารถในการเกาะของหัวเชื้อแบคทีเรียบนผิวของขยะพลาสติก PLA และ
อาจจะเพิ่มความสามารถในการย?อยสลายพลาสติก PLA ต?อไป  โดยในอนาคตจะนำหัวเชื้อแบคทีเรียผสมไป
ทดสอบการย?อยสลายพลาสติก PLA โดยศึกษาปZจจัยต?าง ๆ ที่ส?งผลต?อการย?อยสลาย PLA ได-แก? ความเข-นข-น
ของแหล?งคาร*บอนและไนโตรเจนที่เหมาะสม อุณหภูมิที่ใช-ในการย?อยสลาย ความเปXนกรดด?าง (pH) ของ
อาหารเลี้ยงเชื้อ เปXนต-น  นอกจากน้ีศึกษาการเปลี่ยนแปลงลักษณะพื้นผิวของพลาสติกที่เวลาต?าง ๆ  ความรู-ท่ี
ได-จะนำไปใช-สำหรับการออกแบบระบบบำบัดขยะพลาสติกต?อไป  
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Abstract 

 Poly-lactic acid (PLA) is one of the most popular bioplastics available today. PLA plastic 
waste is degradable through biological process, but it takes a long time. The objective of this 
research was to select microbial consortium capable of producing biofilm on PLA substrates, 
which will promote the degradation of PLA plastic waste. The study started by investigating 
growth pattern of 5 bacterial strains and found that three bacteria including Bacillus subtilis 
GY19 Gordonia amicalis JC11 and Weissella cibaria PN3 grew well together on Tryptone Soya 
Broth solid culture media and formed slimy colonies over the agar surface. These bacteria are 
Gram-positive and have an ability to form biofilms and produce biosurfactants. Therefore, they 
were selected to use as a bacterial consortium. It was found that the bacterial consortium 
grew better than the single isolate. The number of mixed bacteria was 1.1 x 109 CFU / mL 
when cultured for 6 days. In addition, the bacterial consortium formed biofilm in microthermal 
plates. It is expected to promote the bacterial attachment on the surface of PLA plastic waste 
and may further enhance its degradation. In the future, the bacterial consortium will be tested 
for plastics degradation and various factors that affect the degradation of PLA will be 
investigated such as an optimum concentration of carbon and nitrogen sources, optimum 
temperature, acidity and alkalinity (pH) of the culture media and etc. In addition, the changes 
of plastic surface will be monitored over time. The acquired knowledge will be used for 
designing a plastic waste treatment process.     
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กิตติกรรมประกาศ 

 โครงการการเรียนการสอนเพื่อเสริมประสบการณ*ฉบับนี้สำเร็จลุล?วงไปด-วยดี เนื่องจากได-รับความ

ช?วยเหลืออย?างดียิ่งของรองศาสตราจารย* ดร. เอกวัล ลือพร-อมชัย อาจารย*ที่ปรึกษาโครงการ ที่ได-กรุณา

ถ?ายทอดความรู- ความเมตตา ให-คำปรึกษา คะแนะนำและข-อคิดเห็นต?าง ๆ ท่ีเปXนประโยชน*ต?องานวิจัย รวมถึง

ทั้งช?วยตรวจทานแก-ไขให-โครงการฉบับนี้สมบูรณ*มากยิ่งขึ้น ผู-วิจัยของกราบขอบพระคุณในความเมตตา และ

ความเอาใจใส?ของอาจารย*เปXนอย?างสูงไว- ณ ท่ีน้ีด-วย 

 ขอบกราบขอบพระคุณคณาจารย* ภาควิชาจุลชีววิทยาทุกท?าน ที่กรุณาให-ความรู- คำแนะนำต?าง ๆ 

และให-เกียรติเปXนกรรมการในการสอบโครงการฉบับน้ี 

 ขอขอบพระคุณเจ-าหน-าที่ในภาควิชาจุลชีววิทยาทุกท?านที่ให-ความรู- คำแนะนำและความช?วยเหลือ

ต?าง ๆ ตลอดการทำโครงการฉบับน้ี 

ขอขอบพระคุณเจ-าหน-าที่ในจุฬาลงกรณ*มหาวิทยาทุกท?านที่ให-ความช?วยเหลือต?าง ๆ ตลอดการทำ

โครงการฉบับน้ี 

 ขอขอบพระคุณทุนโครงการวิจัยการเรียนการสอนเพ่ือเสริมประสบการณ* จากงบประมาณภาควิชาจุล

ชีววิทยา ท่ีได-อนุเคราะห*เงินสนับสนุนงานวิจัย 

 ขอขอบคุณพ่ี ๆ และเพื่อน ๆ ร?วมห-องปฏิบัติการ 1704/14 ทุกคน ที่คอยสละเวลาอันมีค?าสำหรับให-

คำปรึกษา ความช?วยเหลือ และคำแนะนำ รวมถึงคอยให-กำลังเปXนอย?างดีตลอดมา 

 ขอขอบคุณพ่ีๆ และเพ่ือนๆ และสมาชิกช้ัน 17 ทุกคน ท่ีคอยให-ความรู- คำแนะนำ และความช?วยเหลือ

ในเร่ืองต?าง ๆ รวมท้ังยังให-กำลังใจในการทำโครงการน้ีเสมอมา 

 ขอขอบคุณเพื่อนทุกคนในรุ?น MCCU44 รวมถึงพ่ี ๆ น-อง ๆ ภาควิชาจุลชีววิทยาทุกคน ที่คอยให-

คำแนะนำ ให-กำลังใจ ช?วยรับฟZงปZญหา และเปXนความสบายใจให-ตลอดการทำโครงการฉบับน้ี 

 สุดท-ายนี้ขอกราบขอบพระคุณบิดามารดา และสมาชิกทุกคนในครอบครัว ที่มอบโอกาสในการเรียนรู-

และให-การสนับสนุนมาโดยตลอด รวมทั้งยังคอยรับฟZงปZญหา และช?วยเหลือผู-วิจัยในทุก ๆ ด-าน ยิ่งไปกว?าน้ัน

ยังเปXนกำลังใจท่ีสำคัญแก?ผู-วิจัยเร่ือยมา 

  

ด-วยความเคารพอย?างสูง 

                   นางสาวภาวิมล เพ็ชรประภา 
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บทที่ 1 

บทนำ 

 

1.1 พลาสติกและปyญหาขยะพลาสติกในปyจจุบัน 

 พลาสติกจัดเปXนสารประกอบไฮโดรคาร*บอน (Hydrocarbons) ที่มีน้ำหนักโมเลกุลสูง ประกอบด-วย
โมเลกุลซ้ำ ๆ กันต?อเปXนโมเลกุลสายยาวที่ประกอบด-วยธาตุสำคัญต?าง ๆ ดังนี้ คาร*บอน (C) ไฮโดรเจน (H) 
และออกซิเจน (O) และนอกจากนี้ยังสามารถมีธาตุอื่น ๆ เปXนองค*ประกอบในโครงสร-างได-ด-วยเช?นกัน ซ่ึงได-แก? 
ไนโตรเจน (N) ฟลูออรีน (F) คลอรีน (Cl) และกำมะถัน (S) เปXนต-น อีกทั้งพลาสติกยังเปXนวัสดุที่มนุษย*คิดค-น
และประดิษฐ*ขึ้นเพื่อช?วยให-เรามีชีวิตที่สะดวกสบายมากยิ่งขึ้น โดยเริ่มผลิตขึ้นเมื่อกลางศตวรรษที่ 19 เพื่อลด
การตัดไม-ทำลายปùาและทดแทนวัสดุด้ังเดิมจากธรรมชาติ ได-แก? แก-ว ไม- กระดาษ ยาง และขนสัตว*  
 

 
รูปท่ี 1.1 ตัวอย?างโครงสร-างของพลาสติกชนิดต?าง ๆ (Jansen, 2016) 

 

 เนื่องจากพลาสติกมีหลายประเภท โดยแต?ละประเภทจะมีคุณสมบัติที่แตกต?างกัน ซึ่งสามารถเลือกไป
ใช-งานได-ต?างวัตถุประสงค*และความเหมาะสม คุณสมบัติหลักของพลาสติกแต?ละประเภทนั้นก็คือ มีความ
เหนียวและยืดหยุ?นที่สูง ทนทานต?อสารเคมีและรอยขีดข?วน ดูดซึมน้ำได-ต่ำมาก มีความคงตัว และยังมีความ
ปลอดภัยโดยสามารถใช-กับอาหารและยาได- เปXนต-น ตัวอย?างโครงสร-างของพลาสติกชนิดต?าง ๆ แสดงในรูปท่ี 
1.1 ด-วยเหตุนี้จึงทำให-พลาสติกได-รับความนิยมเปXนอย?างมาก เมื่อผู-คนหันมาเลือกใช-พลาสติกมากขึ้นนั้นก็เปXน
ข-อดีอย?างหนึ่งคือลดการใช-วัสดุจากธรรมชาติ แต?เมื่อมีข-อดีแล-วก็ยังมีข-อเสียตามมา นั่นคือเปXนปZญหาขยะ
พลาสติกเกิดขึ้นตามมา ซึ่งปZญหาขยะพลาสติกนี้นับว?าเปXนปZญหาใหญ?อันดับต-นของโลก สามารถพบได-ทั้งใน
ประเทศไทยและต?างประเทศ ตัวอย?างเช?น ที่ประเทศสหรัฐอเมริกาพบว?ามีการสร-างขยะพลาสติกมากถึง 42 
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ล-านตันซึ่งถือว?ามากที่สุดในโลก ส?วนประเทศไทยนั้นได-รับการจัดอันดับว?าเปXนประเทศที่สร-างขยะพลาสติกต?อ
ประชากร (กิโลกรัม/ปô) สูงเปXนอันดับท่ี 5 ของโลก และยังมีขยะพลาสติกในขยะท่ัวไปในสัดส?วนมากเปXนอันดับ 
3 ของโลกอีกด-วย (Law และคณะ, 2020) รายชื่อประเทศที่มีการผลิตขยะพลาสติกสูงสุด 5 อันดับของโลกใน
ปô พ.ศ. 2559 แสดงในรูปท่ี 1.2 
 
 

 
 

รูปท่ี 1.2 รายชื่อประเทศที่มีการผลิตขยะพลาสติกที่สูงสุด 5 อันดับของโลกในปô พ.ศ. 2559 (The United 
States’ contribution of plastic waste to land and ocean, 2020) 
 
 

 จากปZญหาข-างต-นจึงนำมาสู?วิธีการลดปZญหาขยะพลาสติกซึ่งสามารถทำได-โดยการงดการใช-พลาสติก 
แต?ถึงแม-การงดการใช-พลาสติกจะเปXนวิธีที่พอทำได-แต?ก็ยังเปXนวิธีการที่ทำได-ยากในชีวิตจริง เนื่องจากพลาสติก
นั้นเปXนส?วนประกอบของของใช-หลายอย?างรอบตัวเราในตอนนี้ และยังไม?สามารถหาวัสดุอื่นที่มีคุณสมบัติ
เทียบเท?ามาใช-ทนแทนได- มีอีกวิธีการหน่ึงท่ีสามารถลดปZญหาขยะพลาสติกได-คือการลดการใช-พลาสติกแล-วหัน
มาใช-พลาสติกชีวภาพ (Bioplastics) แทน ซึ่งพลาสติกชีวภาพนี้มีคุณสมบัติดีเทียบเท?ากับพลาสติกแบบเดิมท่ี
สังเคราะห*มาจากปkโตรเลียม (Petroleum-based plastics) นอกจากนี้พลาสติกชีวภาพยังมีจุดเด?นอยู?หนึ่งข-อ
ที ่พลาสติกแบบเดิมไม?สามารถทำได- นั ่นคือสามารถย?อยสลายได-เองตามธรรมชาติและยังเปXนมิตรต?อ
สิ่งแวดล-อม ตัวอย?างพลาสติกชีวภาพที่กำลังเปXนที่นิยมในขณะนี้ ได-แก? พอลิแลคติกแอซิด (Polylactic Acid) 
หรือ PLA (อมรรัตน*, 2554) 
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1.2 พลาสติกชีวภาพ 

 พลาสติกชีวภาพ (Bioplastic) หรือพลาสติกชีวภาพย?อยสลายได- (Biodegradable plastic) หมายถึง
พลาสติกที่ผลิตขึ้นจากวัสดุธรรมชาติส?วนใหญ?เปXนพืช สามารถย?อยสลายได-ในธรรมชาติ (biodegradable) 
และช?วยลดปZญหามลพิษในสิ่งแวดล-อม โดยวัสดุธรรมชาติที่สามารถนำมาผลิตเปXนพลาสติกชีวภาพมีหลาย
ชนิด ตัวอย?างเช?น เซลลูโลส (cellulose) คอลลาเจน (collagen) เคซีน (casein) พอลิเอสเทอร* (polyester) 
แปüง (starch) โปรตีนจากถั่ว และข-าวโพด เปXนต-น และในบรรดาวัสดุธรรมชาติทั้งหลาย แปüง นับว?าเหมาะสม
ท่ีสุดเพราะมีจำนวนมากและราคาถูก เน่ืองจากสามารถหาได-จากพืชชนิดต?าง ๆ เช?น ข-าวโพด ข-าวสาลี มันฝร่ัง 
มันเทศ มันสำปะหลัง เปXนต-น โดยพลาสติกชีวภาพท่ีผลิจากแปüงโดยตรงจะมีขีดจำกัด เพราะจะเกิดการพองตัว
และเสียรูปร?างเมื่อได-รับความช้ืน จึงได-มีการใช-เชื้อจุลินทรีย*เข-าไปย?อยสลายแปüงแล-วเปลี่ยนแปüงให-กลายเปXน
โมโนเมอร* (monomer) ที่เรียกว?ากรดแลคติก (lactic acid) จากนั้นนำไปผ?านกระบวนการ polymerization 
ทำให-กรดแลคติกเช่ือมกันเปXนสายยาวท่ีเรียกว?า โพลีเมอร* (polymer) (thaigoodview 20th, 2010) 

 
1.2.1 ประเภทของพลาสติกยIอยสลายไดi จะแบ?งออกเปXน 2 ประเภทตามวัตถุดิบ ดังน้ี  

1.2.1.1 พลาสติกแตกสลายทางชีวภาพได- (Biodegradable plastics) เปXนพลาสติกที ่ผลิตจาก
วัตถุดิบที่เปXนชีวมวล (Biomass) ที่สามารถปลูกทดแทนได-เรื่อยๆ (Bio-based materials) หรืออาจจะผลิตจา
กปkโตรเคมีก็ได- (Petro-based material) ความแตกต?างของพลาสติกที่ผลิตจากพืชและพลาสติกที่ผลิตจาก
ปkโตรเลียมแสดงในรูปท่ี 1.3 โดยกระบวนการแตกสลายนั้นสามารถเกิดผ?านกระบวนการหมักทางชีวภาพ 
(Composting) จนในที่สุดก็จะได-แก¢สคาร*บอนไดออกไซด* (CO2) น้ำ (H20) สารประกอบอนินทรีย* และมวล
ชีวภาพอื่นๆ เปXนผลิตภัณฑ*สุดท-าย ตัวอย?างพลาสติกประเภทนี้ ได-แก? พอลิแลคติก แอซิด (PLA) พอลิบิวทีลีน
ซัคซิเนต (PBS) เปXนต-น (สำนักงานนวัตกรรมแห?งชาติ, 2014) 

1.2.12 พลาสติกที่ผลิตจากวัตถุดิบที่ปลูกทดแทนใหม? (Bio-based plastics) พลาสติกชนิดนี้ผลิตมา
จากชีวมวล (Biomass) ที่สามารถปลูกทดแทนใหม?ได- ตัวอย?างพืชชนิดต?าง ๆ ที่นำมาใช-ผลิตพลาสติกประเภท
นี้ ได-แก? ข-าวโพด อ-อย มันฝรั่ง เปXนต-น โดยพลาสติกประเภทนี้อาจสลายได-ทางชีวภาพหรือไม?สลายตัวทาง
ชีวภาพก็ได- ตัวอย?างเช?น Bio-PET และ Bio-PE เปXนต-น (สำนักงานนวัตกรรมแห?งชาติ, 2014) 

ในกรณีของพอลิแลคติก แอซิด หรือ PLA พบว?าเปXนพลาสติกทั้ง 2 ประเภทที่ได-กล?าวมาข-างต-น คือ 
เปXนทั้งพลาสติกแตกสลายได-ทางชีวภาพและพลาสติกที่ผลิตจากวัตถุดิบที่ปลูกทดแทนใหม?ได- เนื่องจาก PLA 
มักผลิตจากแปüงที่ได-จากข-าวโพดซึ่งเปXนส?วนประกอบของวัสดุปลูกทดแทนใหม?ได- อีกทั้งยังสามารถแตกสลาย
ได-ทางชีวภาพ จนเมื่อส้ินสุดปฏิกิริยาการแตกสลายก็จะได-แก¢สคาร*บอนได-ออกไซด*และน้ำเปXนผลิตภัณฑ*
สุดท-ายในท่ีสุด  
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รูปท่ี 1.3 ความแตกต?างของพลาสติกท่ีผลิตจากพืชและพลาสติกท่ีผลิตจากปkโตรเลียม (Happysme, 2019) 

 

1.3 พอลิแลคติกแอซิด  

พอลิแลคติกแอซิด (Polylactic Acid : PLA) เปXนพลาสติกชีวภาพชนิดหนึ่งซึ่งมีคุณสมบัติสำคัญคือ
สามารถย?อยสลายได- (Compostable polymer) โดยจะผลิตขึ ้นจากวัตถุดิบที ่หาได-จากทรัพยากรทาง
ธรรมชาติท่ีเกิดข้ึนใหม?ได- ตัวอย?างเช?น แปüงจากข-าวโพด มันสำปะหลัง เปXนต-น  

ในช?วงแรกนั้น PLA ยังไม?ถูกนำมาใช-อย?างแพร?หลายมากนั้น เนื่องจากเหตุผลหลายประการ ได-แก? 
ต-นทุนการผลิตสูง สังเคราะห*ได-ปริมาณที่น-อย และน้ำหนักโมเลกุลต่ำ แต?ก็ถูกนำมาใช-ประโยชน*อยู?บ-างโดย
นำมาใช-เปXนอุปกรณ*ทางการแพทย* เช?น ไหมเย็บแผลที่ใช-ในร?างกาย เปXนต-น ส?วนในปZจจุบัน PLA กำลังได-รับ
ความนิยมในการใช-งานเปXนอย?างมาก ซึ่งเปXนผลมาจากการที่นักวิจัยสามารถค-นพบและพัฒนาเทคนิคการผลิต
ที่ทำให- PLA มีคุณสมบัติที่ดีและเหมาะสมที่จะใช-ในชีวิตประจำวันมากยิ่งขึ้น ดังนี้ ลดต-นทุนการผลิตให-มีราคา
ต่ำลง และผลิต PLA ท่ีมีน้ำหนักโมเลกุลสูง (สถาบันพลาสติก, 2015) 

 
1.3.1 การผลิตพอลิแลคติกแอซิด ทำได- 2 วิธี ดังน้ี 
  1.3.1.1 การหมักโดยจ ุล ินทร ีย *  (Microbial fermentation) ทำได -โดยนำมอนอเมอร* 

(monomer) ของ PLA ซึ่งก็คือกรดแลคติก (Lactic acid: LA) มาผ?านกระบวนการหมักคาร*โบไฮเดรตโดยใช-
จุลินทรีย* โดยอาจเปXนการหมักแบบฮอมอเฟอร*เมนเททีฟ (Homofermentative) ที ่ได-กรดแลคติกเปXน
ผลิตภัณฑ*มากถึง 95% หรืออาจเปXนการหมักแบบเฮเทอโรเฟอเมนเททีฟ (Heterofermentative) ท่ีจะให-กรด
แลคติกเปXนผลิตภัณฑ*เพียงแค? 50% อีก 50% ที่เหลือจะเปXนกรดอะซิกติก กรดฟอร*มิก (Formic acid) เอ
ทานอล (Ethanol) และแก¢สคาร*บอนไดออกไซด* (มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกล-าพระนครเหนือ, 2561) 
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โดยกระบวนการหมักในอุตสาหกรรมส?วนมากจะเปXนการหมักแบบฮอมอเฟอเมนเททีฟเสียมากกว?า เนื่องจาก
ให-ปริมาณกรดแลคติกที่มาก และยังได-ผลิตภัณฑ*อื่นเจือปนน-อย (Jamshidian และคณะ, 2010) ขั้นตอนการ
ผลิตและการย?อยสลายของ PLA แสดงในรูปท่ี 1.4 
 

 

รูปที่ 1.4 ขั้นตอนการผลิตและการย?อยสลายของ PLA (มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกล-าพระนครเหนือ, 
2561) 
 

          1.3.1.2 การสังเคราะห*ทางเคมี (Chemical synthesis) การสังเคราะห* PLA ด-วยวิธีการน้ีมี
ข-อดีคือ ได- PLA ท่ีมีน้ำหนักโมเลกุลท่ีหลากหลาย โดยเฉพาะอย?างย่ิง PLA มวลโมเลกุลสูงท่ีเปXนท่ีต-องการในอุต
สากรรมบรรจุภัณฑ*ต?าง ๆ  โดยการสังเคราะห*ทางเคมีน้ี จะใช-กระบวนการพอลิเมอร*ไรเซชัน (Polymerization) 
เปXนหลัก กลไกการสังเคราะห* PLA จากการหมักและการสังเคราะห*ทางเคมีแสดงดังรูปท่ี 1.5 ซ่ึงทำได- 3 วิธี 
ดังน้ี  

  1.3.1.2.1 การควบแน?นโดยตรง (direct condensation polymerization ) วิธีน้ีจะเกิดผ?าน
ปฏิกิริยาเอสเทอริฟkเคชัน (Esterification) ของกรดแลคติก และปฏิกิริยานี้ยังมีการดึงน้ำส?วนเกินและตัวทำ
ละลายอื่นออก โดยจะเกิดขึ้นที่สภาวะที่อุณหภูมิสูงและสุญญากาศ ข-อดีของวิธีนี้คือได- PLA ท่ีมีมวลโมเลกุลสูง 
คุณสมบัติดี แต?ข-อเสียคือปฏิบัติยาก 

  1.3.1.2.2 การควบแน?นในสารละลายอะซิโอโทรปโดยตรง (direct polycondensation in 
an azeotropic solution) วิธีนี ้จะเติมตัวเร?งปฏิกิริยาบางอย?างลงไปในสารละลายอะซิโอโทรปเพื ่อเร?ง
ปฏิกิริยาการสังเคราะห* PLA โดยการสังเคราะห*แบบนี้จะเกิดในสารละลายอะซิโอโทรปสารละลายอะซิโอ
โทรปน้ีจะช?วยลดความดันในการกล่ันและช?วยในการแยก PLA มวลโมเลกุลสูงท่ีสังเคราะห*ได-ง?ายข้ึน  
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  1.3.1.2.3 การควบแน?นโดยการเกิดโครงสร-างแลคไทด* (polymerization through lactide 
formation) วิธีนี้นิยมเปXนอย?างมากในอุตสาหกรรมที่ต-องการผลิต PLA มวลโมเลกุลสูง โดยเมื่อแลคไทด*หลาย 
ๆ โมเลกุลมาต?อกันแล-วก็ได-ได-เปXนพอลิแลคไทด* (Polylactide) ซึ่งจะสามารถใช-ได-ทำนองเดียวกันกับ PLA 
(Jamshidian และคณะ, 2010) 

 

 
รูปท่ี 1.5 กลไกการสังเคราะห* PLA จากการหมักและการสังเคราะห*ทางเคมี (Jamshidian และคณะ, 
2019) 
 

1.4 การยIอยสลายพอลิแลคติกแอซิด 

 การย?อยสลาย PLA นั้นสามารถเกิดได-เมื่อมีปZจจัยที่เหมาะสม ได-แก? ความชื้น ออกซิเจน ความเปXน
กรดด?าง (pH) ชนิดจุลินทรีย* สารอาหาร เปXนต-น ซึ่งการย?อยสลาย PLA นี้เริ่มแรกมักเปXนการทำให-สูญเสีย
คุณสมบัติบางอย?างไป โดยเมื่อการย?อยสลาย PLA เกิดขึ้นอย?างสมบูรณ*แล-ว ก็จะได-แก¢สคาร*บอนไดออกไซด*
และน้ำเปXนผลิตภัณฑ*สุดท-าย (Vu T. และคณะ, 2020) 
 สำหรับการย?อยสลาย PLA นั้นสามารถเกิดผ?านหลายกลไกได- ดังนี้  การย?อยสลายผ?านปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิส (Hydrolytic Degradation)  การย?อยสลายโดยแสง (Photodrgradation) การย?อยสลายทางกล 
(Mechanical Degradation) การย?อยสลายผ?านปฏิกิริยาออกซิเดชัน (Oxidative Degradation) และการ
ย?อยสลายทางชีวภาพ (Biodegradation) (Zaaba และ Jaafar, 2020) 

 การย?อยสลายผ?านปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Hydrolytic Degradation) หลังจากที่โครงสร-างของ PLA 
ถูกทำให-แตกออก มวลโมเลกุลลดลง จนเหลืออยู ?ในรูปของดอลิโกเมอร* (Oligomer) และมอนอเมอร* 
(Monomer) โดยการย?อยสลายด-วยวิธีนี้จะเกิดกับพอลิเมอร*ที่มีหมู?เอสเทอร* หรือเอไมด* เช?น แปüง พอลิยูรีเทน 
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(Polyurethane) เปXนต-น ซึ่งสามารถแบ?งย?อยได-อีก 2 แบบ คือ แบบที่ใช-คะตะลิสต* (Catalyst Hydrolysis) 
และแบบที่ไม?ใช-คะตะลิสต* (Non-catalyst Hydrolysis) แบบที่ใช-คะตะลิสต*นั้นยังสามารถแบ?งออกได-เปXน ใช-
คะตะลิสต*จายภายนอกและใช-คะตะลิสต*จากภายในโมเลกุล ตัวอย?างคะตะลิสต*ภายนอก เช?น เอนไซม*ไลเปส 
(Lipase) เอสเทอเรส (Esterase) ไกลโคไฮโดรเลส (Glycohydrolase) เปXนต-น ส?วนแบบที่ไม?ใช-คะตะลิสต* จะ
ใช-อย?างอ่ืนเปXนตัวเร?งปฏิกิริยาแทน เช?น กรด เบส เปXนต-น (Zaaba และ Jaafar, 2020) 

 การย?อยสลายโดยแสง (Photodrgradation) เกิดข้ึนจากการท่ี PLA ดูดกลืนรังสียูวีเข-าไปทำให-รังสียูวี
ทำลายโครงสร-างของพอลิเมอร* โดยเร ิ ่มแรกจะเกิดการเปลี ่ยนแปลงรูปร ?างพอลิเมอร* (Polymer 
transformation) ก?อน จากนั ้นจึงตัดสายพอลิเมอร*ให-สั ้นลง (polymer chain scission) (Zaaba และ 
Jaafar, 2020) 

 การย?อยสลายทางกล (Mechanical Degradation) เปXนการให-แรงกระทำให-พอลิเมอร*หรือพลาสติก
มีขนาดเล็กลง โดยมักทำให-แตกออกเปXนช้ินเล็กๆ (Bio-plastic, 2017) 

 การย?อยสลายผ?านปฏิกิริยาออกซิเดชัน (Oxidative Degradation) เปXนการย?อยสลายที่สามารถพบ
เจอในธรรมชาติอย?างช-าๆ โดยมีปZจจัยสำคัญ คือ ออกซิเจน ความร-อน รังสียูวี และอื่นๆจนเกิดเปXนสารไฮโดร
เปอร*ออกไซด* ให-แตกตัวเปXนอนุมูลอิสระที่ไม?เสถียรซึ่งอนุมูลอิสระเหล?านี้จะเข-าทำปฏิกิริยาที่พันธะเคมีท่ี
คาร*บอนในสายโซ? ทำให-สูญเสียสมบัติเชิงกลอย?างรวดเร็ว (Bio-plastic, 2017) 

 การย?อยสลายทางชีวภาพ (Biodegradation) จะเกิดข้ึนจากกระบวนการทำงานของแบคทีเรีย เม่ือ 
PLA มวลโมเลกุลสูงถูกไฮโดรไลซ*เรียบร-อยแล-ว จุลินทรีย*ที่มีความสามารถในการย?อยสลาย PLA ได- (PLA-
degrading microorganisms) ก็จะหลั่งเอนไซม* (Extracellular enzymes) ออกมาทำลาย PLA ให-อยู?ในรูป
ของโอลิโกเมอร*สายสั้นๆ หรือมอนอเมอร* จากนั้นจึงดูดซึมเข-าสู?เซลล*แล-วจึงย?อยสลายโมเลกุลเหล?านี้ด-วย
เอนไซม*ภายในเซลล* (Intracellular enzyme) จนสามารถย?อยสลายได-แก¢สคาร*บอนได-ออกไซด*และน้ำ (Bio-
plastic, 2017) 

1.5 การยIอยสลายพอลิแลคติกแอซิด โดยจุลินทรีย@ 

 กลไกการย?อยสลาย PLA เริ่มจากการที่จุลินทรีย*เจริญเติบโตและสร-างโคโลนีบนพื้นผิวของพลาสติก 
จากนั้นจึงเริ่มเกิดกระบวนการย?อยสลายโดยการหลั่งเอนไซม*ที่เกี่ยวข-องกับปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) 
โดยเอนไซม*ที่จุลินทรีย*หลั่งออกมานั้นจะไปจับกับพอลิเมอร* แล-วจะเร?งให-เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลติกคลีเวจ 
(Hydrolytic cleavage) ซึ่งส?งผลทำให-พอลิเมอร* (PLA) นั้นมีขนาดและน้ำหนักโมเลกุลที่ลดลงแล-วปรากฏอยู?
ในรูปของไดเมอร* (dimer) และมอนอเมอร* (monomer) โดยเมื่อถูกย?อยสลายจนสิ้นสุดปฏิกิริยาแล-วจะได-
แก¢สคาร*บอนไดออกไซด*และน้ำเปXนผลิตภัณฑ*สุดท-าย ซึ่งแก¢สคาร*บอนไดออกไซด*และน้ำนั้นล-วนเปXนสิ่งจำเปXน
ในการเจริญเติบโตและดำรงชีวิตของส่ิงมีชีวิตหลากหลายชนิด (Jamshidian และคณะ, 2010) 



8 
 

 การย?อยสลาย PLA โดยจุลินทรีย*เปXนวิธีการทางชีวภาพ โดยเอนไซม*ในกลุ?มไฮโดรเลส (Hydrolytic 
enzyme) เช?น เอนไซม*โปรตีเอส (Protease) และเอนไซม*ไลเปส (Lipase) โดยเอนไซม*เหล?านี้เปXนเอนไซม*ท่ี 
ทำให-เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสบริเวณพันธะเอสเทอร*อยู?ภายในโครงสร-างของ PLA โดยจุลินทรีย*หลั่งออกมา
เพื่อไฮโดรไลซ* PLA โมเลกุลใหญ?ให-เปXนกรดแลคติก ทำให-โครงสร-างของ PLA มีขนาดเล็กลงจนจุลินทรีย*
สามารถดูดซึมไปใช-ในการเจริญเติบโตได- ในที่สุดก็จะได-แก¢สคาร*บอนไดออกไซด*และน้ำเปXนผลิตภัณฑ*สุดท-าย 
(Fu และคณะ, 2020) กระบวนการย?อยสลายพลาสติกชีวภาพ (Biodegradation process) แสดงดังรูปท่ี 1.6  

 
รูปท่ี 1.6 กระบวนการย?อยสลายพลาสติกชีวภาพ (Biodegradation process) ซ่ึงในกรณีของ PLA ก็เปXน
เช?นเดียวกัน (POLYMER, 2012) 
 

1.6 แบคทีเรียและกลุIมแบคทีเรียท่ีเก่ียวขiองกับการยIอยสลายพอลิแลคติก แอซิด 

 อย?างที่ทราบกันดีอยู?แล-วว?าจุลินทรีย*หลายชนิดมีความสามารถในการผลิตเอนไซม*เพื่อมาย?อยสลาย 
PLA ได- ตัวอย?างเช?น แบคทีเรียในสกุล Bacillus ซึ่งเปXนแบคทีเรียแกรมบวกที่สามารถสร-างสปอร*ได- รูปทรง
แท?ง ได-แก? B. subtilis และ B. thuringiensis เปXนต-น โดยแบคทีเรียสองชนิดที่ยกตัวอย?างนี้เปXนแบคทีเรีย
ที่มาความสามารถในการผลิตและหลั่งเอนไซม*ออกมาที่บริเวณผิวเซลล*ได-มาก (Schallmey และคณะ, 2004) 
โดยเอนไซม*ที่แบคทีเรียผลิตขึ้นมาสำหรับย?อยสลาย PLA มักเปXนเอนไซม*ในกลุ?มไฮโดรเลส ตัวอย?างเช?น โปร
ตีเนส เค (Proteinase K) โดยจุลินทรีย*จะหลั่งเอนไซม*ที่ผลิตออกมาภายนอกเซลล* (Extracellular enzyme) 
บริเวณที่ผิวเซลล* เพื่อทำลายโครงสร-างของพอลิเมอร*ให-เล็กลง (depolymerized) ซึ่งเอนไซม*นี้นับว?าเปXน
เอนไซม*ท่ีสำคัญท่ีช?วยในการย?อยสลาย PLA (Nair และคณะ, 2016) 
 สภาวะท่ีส?งเสริมการย?อยสลาย PLA มีดังนี้ ความเข-มข-นและหล?งคาร*บอนที่เหมาะสม โดยเมื่อใช-
น้ำตาลโมเลกุลคู? เช?น มอลโทส เปXนแหล?งคาร*บอนอันดับแรก (primary carbon source) จะทำให-มีการย?อย
สลาย PLA มากกว?าการใช-กลูโคสเปXนแหล?งคาร*บอน ทั้งนี้เนื่องจากการใช-น้ำตาลโมเลกุลคู? จุลินทรีย*สามารถ
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นำไปใช-ได-ยากกว?าน้ำตาลโมเลกุลเดี่ยว จึงทำให-ต-องมีการแสดงออกของยีนที่สามารถผลิตเอนไซม* เช?น โปร
ทีเนส เค ออกมานอกเซลล*เพ่ือย?อยสลาย PLA สำหรับเปXนแหล?งคาร*บอนท่ีใช-ใช-ในการเจริญต?อไป ในกรณีของ
การเติมกลูโคสก็สามารถส?งเสริมการย?อยสลาย PLA ได-เช?นกัน แต?ก็ยังไม?ได-มีประสิทธิภาพเท?ากับการเติม
น้ำตาลโมเลกุลคู? เช?น มอลโทส เนื่องจากกลูโคสเปXนแหล?งคาร*บอนที่จุลินทรีย*สามารถนำไปใช-ได-ง?ายที่สุด จึง
ทำให-ยังไม?มีการกระตุ-นการแสดงออกของยีนที่ผลิตเอนไซม*เพื่อที่จะมาย?อยสลาย PLA ในสภาวะที่ยังมีกลูโคส
อยู? เน่ืองจากโมเลกุลกลูโคสจุลินทรีย*สามารถนำไปใช-ได-สะดวกกว?า (Bonifer และคณะ, 2019) 
 แหล?งไนโตรเจนก็สำคัญเกี่ยวกับกระบวนการย?อยสลาย PLA โดยจุลินทรีย*เช?นกัน การเติมไบโตรเจน
ให-กับจุลินทรีย*ไม?ได-เพิ่มความสามารถในการย?อยสลาย PLA เสมอไป การเติมไนโตรเจนในรูปของกรดอะมิโน
จะช?วยเพิ่มความสามารถในการย?อยสลาย PLA ได- ยกเว-นการเติมเบสอะดีนีน (Adenine) ซึ่งจะทำให-การเกิด
การย?อยสลาย PLA เกิดได-ไม?ดี ที่เปXนเช?นนี้เพราะเบสอะดีนีนจะไปทำให-เกิดกระบวนการพิวรีนไรโบสวิตช* 
(Purine riboswitch) ทำให-โครงสร-าง mRNA ที่ใช-ในการแสดงออกของยีนที่ผลิตเอนไซม*เปลี่ยนแปลงไป จึง
ทำให-สามารถผลิตเอนไซม*ออกมาย?อยสลาย PLA ได-ลดลง (Bonifer และคณะ, 2019) 
 อุณหภูมิ โดยอุณหภูมิที่เหมาะสมควรจะเปXนไปตามชนิดของแบคทีเรีย ควรเปXนอุณหภูมิที่ทำให-
แบคทีเรียสามารถเจริญเติบโตได-ดีและกระตุ-นการทำงานของเอนไซม* โดยเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นจะช?วยเร?งอัตรา
การย?อยสลายทางชีวภาพได-มากข้ึน 
 ความชื้นก็เปXนปZจจัยหนึ่งที่สำคัญในการย?อยสลาย PLA เนื่องจากน้ำจะช?วยในการเกิดปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิส หากมีความช้ืนมากเกินไปก็จะทำให-การย?อยสลายลดลงได- 
 pH ควรใช- pH ที่เหมาะสมต?อการเจริญของจุลินทรีย* ซึ่งส?วนมากมักใช- pH เปXนกลาง เนื่องจากท่ี pH 
เปXนกลางจะช?วยให-การย?อยสลายเกิดข้ึนได-รวดเร็วกว?าช?วงกรดหรือด?าง     
 ชนิดของจุลินทรีย* โดยจุลินทรีย*ที่สามารถย?อยสลาย PLA ได-นั้นจะต-องมีความสามารถในการผลิต
เอนไซม*ท่ีจำเพาะเหมาะสมต?อพอลิเมอร*น้ันๆ (Nair และคณะ, 2016) 
 

1.7 ไบโอฟÄล@ม 

 ไบโอฟkล*ม (Biofilm) เปXนการรวมกลุ?มกันของจุลินทรีย*จากการเกาะติดบนพื้นผิวที่มีความชื้นสูงหรือ
อยู?ในสภาพแวดล-อมท?ีมีของเหลวล-อมรอบ โดยจุลินทรีย*เหล?านี้จะร?วมกันผลิตพอลิเมอร*ที่มีลักษณะเปXนเมท
ริกซ*ประกอบด-วยสารคาร*โบไฮเดรต โปรตีน และกรดนิวคลีอิก ทำหน-าที่เปXนโล?ปüองกันสมาชิกที่อยู?ภายใน
โครงสร-าง ทั้งนี้สภาพภายในโครงสร-างรวมทั้งการเจริญและเพิ่มจํานวน มีความแตกต?างจากจุลินทรีย*ชนิด
เดียวกันที่อย?ูในสภาวะเซลล*เดี่ยว โดยลักษณะรูปร?างของไบโอฟkล*มมีความแตกต?างกันตามชนิดของจุลินทรีย* 
และสภาพแวดล-อมเปXนหลัก	(Boonbumrung, 2018) 

 นอกจากนี้ไบโอฟkล*มยังเปXนโครงสร-างที่สำคัญและเกี่ยวข-องกับการย?อยสลายซับสเตรทบางชนิด โดย
ในกรณีของ PLA ซึ่งเปXนหนึ่งในไฮโดรคาร*บอนที่มีคาร*บอนเปXนโครงสร-างหลักในโมเลกุล ซึ่งคาร*บอนภายใน
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โครงสร-าง PLA นี้ หากจุลินทรีย*สามารถผลิตเอนไซม*มาย?อยสลายได-ก็จะสามารถใช-คาร*บอนเปXนแหล?งอาหาร
สำหรับการเจริญต?อไปได- กล?าวคือ ไบโอฟkล*มมีความสัมพันธ*กับการย?อยสลาย PLA ดังนี้ เมื่อจุลินทรีย*สร-าง
โครงสร-างไบโอฟkล*มขึ้นมาเพื่อยึดเกาะพื้นผิวของ PLA แล-ว จุลินทรีย*ที่เจริญอยู?ภายในโครงสร-างไบโอฟkล*มก็จะ
ผลิตเอนไซม*ในกลุ?มไฮโดรเลส ซึ่งเปXนเอนไซม*ที่มีความสามารถในการย?อยสลาย PLA ได-ออกมา จากนั้น PLA 
ก็จะถูกย?อยสลายเปXนโมเลกุลเล็ก เช?น โอลิโกเมอร* (Oligomer) และ มอนอเมอร* (Monomer) และถูกดูดซึม
เข-าสู?ภายในเซลล* จากนั้นเอนไซมภายในเซลล* (Intracellular enzymes) ก็จะย?อยสลายโมเลกุลดังกล?าวให-
เปXนแก¢สคาร*บอนไดออกไซด*และน้ำในท่ีสุด (Boonbumrung, 2018) 

  

1.7.1 องค@ประกอบโครงสรiางของไบโอฟÄล@ม 

 เอกโซพอลิแซ็กคาไรด* (exopolysaccha- rides) เปXนองค*ประกอบหลักของโครงสร-าง ซึ่งมีสัดส?วนได-
สูงถึงร-อยละ 90 ประกอบด-วยสารอินทรีย* หลายชนิดแตกต?างกันตามชนิดของจุลินทรีย*ภายใน โดยส?วนมาก
เป Xนสารพอล ิแซ ็กคาไรด *  เอกโซพอล ิแซ ็กคาไรด*ม ีสมบ ัต ิ ไม?ชอบน้ำ (hydrophobic) และชอบน้ำ  
(hydrophilic) ทั้งนี้สมบัติการละลายน้ำขึ้นกับชนิดของสารประกอบ เช?น เอกโซพอลิแซ็กคาไรด* ท่ีทำหน-าท่ี
เปXนโครงสร-างหลักประกอบด-วย 1,3- หรือ 1,4 -ß-linked hexose residues มีความแข็งแรง ไม?ละลายน้ำ
หรือละลายน้ำไม?ดี แต?หากเปXนชนิดอ่ืนจะละลายน้ำได-ดีกว?า ทำให-มีสมบัติอุ-มน้ำได-ดี สารประกอบภายใน
โครงสร-างไบโอฟkล*มมีความซับซ-อนมาก สามารถพบโปรตีน ไขมัน และท่ีน?าสนใจคือ ยังพบว?ามีการตรวจพบ
สารพันธุกรรมชนิด extra-cellular DNA (eDNA) ซึ่งมีส?วนสำคัญในการส?งต?อ ถ?ายทอด และแลกเปลี่ยนสาร
พันธุกรรมให-สมาชิกท่ีอยู?ภายใน (Flemming และคณะ, 2000) 

 ในกรณีของแบคทีเรียแกรมลบถ-าเปXนแบคทีเรียแกรมลบ สารประกอบพอลิเมอร*มักเปXนชนิดประจุลบ 
หรือเปXนกลางทำให-เชื่อมต?อกับสารที่มีประจุบวก เช?น แคลเซียม แมกนีเซียม เกิดเปXนโครงสร-างที่แข็งแรงข้ึน 
ในขณะท่ีแบคทีเรียแกรมบวกจะพบสารประกอบที่เปXนประจุบวก โดยเชื้อที่อยู?ภายใต-โครงสร-างไบโอฟkล*มน้ี
อาจเปXนเชื้อเพียงชนิดเดียวหรือจะเปXนเชื้อหลายชนิดผสมกันก็ได- แต?พบว?าไบโอฟkล*มที่มีเชื้อชนิดเดียวเปXน
องค*ประกอบจะมีความหนาน-อยกว?าไบโอฟkล*มท่ีเกิดจากเช้ือผสม (Donlan, 2002) 
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1.7.2 ปyจจัยท่ีมีผลตIอการสรiางไบโอฟÄล@ม 

 1.7.2.1 สภาพพ้ืนผิวของพลาสติกสำหรับให-เกิดการสร-างไบโอฟkล*มโดยแบคทีเรีย ซ่ึงหมายถึงความมัน
เงา โดยพลาสติก PLA จะมีความมันเงาค?อนข-างมาก ทำให-เกิดการเกาะและสร-างไบโอฟkล*มได-ยากกว?า PHBH 
และ PCL สามารถทำให-สรุปได-ว?าพื้นผิวที่มีความมันเงามากกว?า จะทำให-เกิดโครงสร-างไบโอฟkล*มได-ยากกว?า 
(Morohoshi และคณะ, 2018) 

 1.7.2.2 การให-แรงเชิงกลกระทำกับพลาสติก ก็มีผลในการช?วยให-เกิดการสร-างเปXนโครงสร-างไบโอ
ฟkล*มได-ง?ายขึ้น เช?น การทุบ อัด บีบ ขัด หรือตัด เนื่องจากจะช?วยลดความมันเงาของ PLA จะมีผลทำให-
จุลินทรีย*สามารถสร-างโครงสร-างไบโอฟkล*มได-ง?ายข้ึน (Morohoshi และคณะ, 2018) 

 1.7.2.3 ส ังคมจุล ินทรีย * (Microbial Community) ในงานวิจ ัยนี ้ผ ู -ว ิจ ัยได -เช ื ้อเป Xน Bacterial 
Consortium โดยการที่จุลินทรีย*อยู?ร?วมกันเปXนกลุ?มนั้นอาจจะช?วยกระตุ-นการสร-างไบโอฟkล*มได-มากขึ้น โดย
จะมีการส่ือสารกันระหว?างจุลินทรีย*โดยใช- Quorum Sensing (Morohoshi และคณะ, 2018) 

 1.7.2.4 ชนิดของจุลินทรีย* จุลินทรีย*ที่นำมาใช-ต-องมีความสามารถในการผลิตโครงสร-างไบโอฟkล*มได- 
ไม?ว?าจะในรูปแบบของการใช-เชื้อเดี่ยว หรือเชื้อผสม หากจุลินทรีย*ที่นำมาใช-ไม?มีความสามารถในการสร-าง
โครงสร-างไบโอฟkล*มก็จะไม?สามารถสร-างไบโอฟkล*มมายึดเกาะบริเวณพ้ืนผิวต?างๆได- (Kirstein และคณะ, 2019) 

1.7.2.5 สภาพแวดล-อมต?างๆ เช?น อุณหภูมิ ปริมาณมาณแก¢สออกซิเจน ความชื้น ความเปXนกรดด?าง 
อัตราส?วนคาร*บอนต?อไนโตรเจน รวมถึงสารอาหารต?าง ๆ ซึ่งจะต-องเหมาะสมกับจุลินทรีย*เพื่อให-เกิดการเพ่ิม
จำนวนของเช้ือซ่ึงจะนำไปสู?การสร-างไบโอฟkล*ม อีกท้ังความหนาแน?นของเซลล*จุลินทรีย*ก็ยังเปXนอีกปZจจัยหน่ึงท่ี
เก่ียวข-องกับการสร-างไบโอฟkล*ม (Oberbeckmann และคณะ, 2018) 

  

1.8 การสรiางไบโอฟÄล@มของเช้ือจุลินทรีย@ 

 อย?างที่พอจะทราบมาแล-วว?าการสร-างไบโอฟkล*มของเชื้อจุลินทรีย*นั้นทำเพื่อส?งสัญญาณติดต?อและ
ประสานงานกับจุลินทรีย*เซลล*อื่นให-รับรู- หรือที่เรียกว?า Quorum sensing (QS) เมื่อมีการเกิด QS เกิดขึ้นก็
จะทำให-เกิดการรวมตัวกันของแบคทีเรีย ซึ่งในช?วงนี้อาจจะทำให-มีแบคทีเรียบางเซลล*หลุดล?องลอยและ
กลับมาเกาะได-อีก จากนั้นจึงเริ่มมีการสร-างโคโลนี แล-วจึงแบ?งตัวเพิ่มจำนวนอีกราว 4 รอบของการแบ?งตัว ซ่ึง
นักวิจัยพบว?าโคโลนีขนาดเล็กจะเกิดขึ้นใหม? จึงทำให-ทราบว?าแบคทีเรียมีการแยกตัวออกจากโครงสร-างไบโอ
ฟkล*มเดิมแล-วเคล่ือนมาเกาะพ้ืนผิวใหม?และเร่ิมข้ันตอนการสร-างไบโอฟkล*มต?อไป (Boonbumrung, 2018) 
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 1.8.1. ขั้นตอนการสรiางไบโอฟÄล@ม การสร-างไบโอฟkล*มในขั้นตอนต?างๆ แสดงดังรูปท่ี 1.7 ประกอบ
ไปด-วย 4 ข้ันตอน ดังน้ี  

  1.8.1.1 ในขั้นตอนที่หนึ่ง แบคทีเรียจะยึดเกาะกับพื้นผิวใดๆ (Bacterial attachment) ก?อน 
เปXนการเริ ่มเกาะติดบนพื้นผิวแบบสามารถผันกลับไปมาได- (reversible) ทำให-เกิดลักษณะเหมือนการ
แพร?กระจาย ซึ่งมีผลทำให-แบคทีเรียสามารถเคลื่อนที่ได-เร็วขึ้นและมีทิศทางเดียวกันกับการเคล่ือนที่ของ
ของเหลว 

  1.8.1.2 ข้ันตอนท่ีสอง จะเกิดการสร-างเปXนโคโลนีขนาดเล็กข้ึน (Microcolony formation)  

  1.8.1.3 ข้ันตอนท่ีสาม จะเปXนการสร-างและพัฒนาโครงสร-างไบโอฟkล*มท่ีแบคทีเรียสร-างข้ึนมา 
(Biofilm maturation) โดยจุลินทรีย*ที่อยู?ในโครงสร-างนี้จะยึดติดอยู?กับพื้นผิวที่ได-สร-างไบโอฟkล*มขึ้นมา ซ่ึง
จุลินทรีย*เหล?านี้จะผลิตเอนไซม*และแสดงออกลักษณะทางพันธุกรรมต?างๆ จุลินทรีย*ที่อยู?ภายในนั้นจะไม?
สามารถผันกลับไปอยู?ในสภาวะล?องลอยเปXนเซลล*อิสระได- เมื่อมีการเข-ายึดเกาะโดยจุลินทรีย*ชนิดใดชนิดหน่ึง
แล-วจะสามารถเหนี่ยวนำให-จุลินทรีย*ชนิดอื่นเข-าร?วมเกาะพื้นผิวในบริเวณเดียวกันได- ในระยะเริ่มต-นของการ
ยึดเกาะกับพื้นผิว เซลล*เปXนชั้นเดียว (monolayer) จากนั้นจึงเริ ่มมีการเรียงตัวเปXนชั้นถัดขึ้นมาด-วยการ
เคล่ือนท่ีแบบคืบคลานไปบนช้ันเซลล*เดิม (twitching motility) (Boonbumrung, 2018) 

  1.8.1.4 ขั้นตอนสุดท-าย จะเกิดการหลุดออก (Detachment) ของจุลินทรีย*และนำไปสู?การ
สร-างโคโลนีใหม?ที่บริเวณอื่นๆ เนื่องจากเซลล*ที่อยู?ภายในโครงสร-างถูกจำกัดด-วยอาหาร พื้นที่ และของเสียท่ี
เซลล*ขับออกมา จึงนำไปส?ูการกระจายตัวออกจากโครงสร-างไบโอฟkล*ม เรียกกระบวนการนี้ว?า การปลดปล?อย
เซลล* (releasing) ภายในให- ล?องลอยและเกิดการเกาะติดบนพื้นผิวใหม? ส?วนด-านการแสดงออกของโปรตีนท่ี
เกี่ยวข-องกับการเจริญและการแบ?งตัวก็มีความแตกต?างจากเซลล*ท่ีล?องลอยอย?างอิสระอยู?นอกโครงสร-าง 
(Crouzet และคณะ, 2014) 
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รูปท่ี 1.7 การสร-างไบโอฟkล*มในข้ันตอนต?างๆ (ที่มา https://www.visittbo.com/what-is-biofilm-th.html) 

 

1.9 ภาพรวมของงานวิจัย 

 โครงงานวิจัยนี้สนใจที่จะพัฒนาหัวเชื้อแบคทีเรียเพื่อใช-ย?อยสลายขยะพลาสติก PLA ที่มีอยู?มากใน
ปZจจุบัน  โดยเริ่มจากการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถสร-างไบโอฟkล*มบนพื้นผิวพลาสติก  เนื่องจากแบคทีเรียท่ี
นำมาใช-ในงานวิจัยนี้ส?วนมากสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได- โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและไบโอ
ฟkล*มน้ันก็มีความสัมพันธ*กัน  การท่ีแบคทีเรียผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพข้ึนมาน้ันจะช?วยให-ผิวเซลล*แบคทีเรีย
มีความไม?ชอบน้ำมากขึ้น จึงนำไปสู?การยึดเกาะกับซับสเตรทที่ไม?ชอบน้ำด-วยเช?นกัน ตัวอย?างเช?น พลาสติก 
PLA จากนั้นแบคทีเรียจึงสร-างโครงสร-างไบโอฟkล*มขึ้นมา แบคทีเรียที่เจริญอยู?ในโครงสร-างนั้นก็จะหลั่งเอนไซม*
ในกลุ?มไฮโดรเลสออกมาย?อยสลาย PLA สำหรับใช-เปXนแหล?งคาร*บอนได- งานวิจัยน้ีสนใจท่ีจะทดสอบแบคทีเรีย 
5 ชนิด ได-แก? Bacillus subtilis สายพันธุ * GY19 รหัส MSCU 0789 ท่ีแยกได-จากดิน จ.ชลบุรี, Bacillus 

amyloliquefaciens สายพันธุ* GY30 รหัส MSCU 0790 ที่แยกได-จากดิน จ. ชลบุรี, Gordonia westfalica 

สายพันธุ* GY40 รหัส MSCU 0793 ซึ่งแยกได-จากดิน จ. ชลบุรี,  Gordonia amicalis สายพันธุ* JC11 รหัส 
MSCU 0794 ซ่ึงแยกได-จากน้ำทะเล จ.จันทบุรี และ Weissella cibaria สายพันธุ* PN3 รหัส MSCU 0840 ท่ี
แยกได-จากแหนม ซึ่งจะใช-เปXนหัวเชื ้อในรูปแบบของกลุ?มของแบคทีเรีย (Microbial consortium) ซึ่งจะ
คัดเลือกเพียง 3 ชนิด ที่สามารถเจริญและสามารถทำงานร?วมกันได-  จากนั้นจึงนำมาทดสอบการสร-างไบโอ
ฟkล*ม  เพื่อดูความสามารถในการยึดเกาะของกลุ?มแบคทีเรีย (Microbial consortium) เหล?านี้ ต?อมาจึงสนใจ
ที่จะนำไปทดสอบการสร-างไบโอฟkล*มบนพื้นผิวของพลาสติก PLA ที่มาจากแก-วกาแฟอินทนิลที่ผ?านการใช-งาน
มาแล-ว แล-วนำไปส?องด-วยกล-องจุลทรรศน*อิเล็กตรอนแบบส?องกราด (Scanning Electron Microscope : 
SEM) เพ่ือดูลักษณะการเกาะและลักษณะพ้ืนผิวของพลาสติก PLA ท่ีเปล่ียนแปลงไป 
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1.10 วัตถุประสงค@ 

 1. เพ่ือค-นหากลุ?มของแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการสร-างไบโอฟkล*ม (Biofilm) บนพ้ืนผิวพลาสติก 
ชนิด PLA ได- 

 2. เพ่ือศึกษาและตรวจติดตามการย?อยสลายของขยะพลาสติก PLA หลังจากท่ีมีการสร-างไบโอฟkล*ม
(Biofilm) ข้ึนมาบนพ้ืนผิวพลาสติก  

 

1.11 วิธีการดำเนินงาน 

 1. คัดเลือกกลุ?มแบคทีเรียจากแบคทีเรีย 5 ชนิด 

 2. ศึกษาลักษณะการเจริญของหัวเช้ือแบคทีเรียผสมและนับจำนวน 

 3. ทดสอบการสร-างไบโอฟkล*ม (Biofilm) ของหัวเช้ือแบคทีเรียผสม และการย?อยพลาสติก PLA 

 

1.12 ประโยชน@ท่ีคาดวIาจะไดiรับ 

1. ในด-านความรู-และประสบการณ*ต?อตัวนิสิตเอง 
               การทำวิจัยเปXนการพัฒนากระบวนการคิดให-มีความเปXนระบบและรอบคอบมากยิ่งขึ้น อีกทั้งยัง
ช?วยพัฒนาวิธีการคิดแก-ไขปZญหาที่ไม?ได-คาดว?าจะเกิดขึ้นตามมา ช?วยเพิ่มประสบการณ*ในการทำการทดลอง
มากยิ่งขึ้นเพื่อเตรียมพร-อมสำหรับการทำงานในชีวิตจริง และทำให-รับความรู-มากมายจากการศึกษาบทความ
วิจัยต?างๆ    ยิ่งไปกว?านั้นยังฝÆกให-มีความคิดเชื่อมโยง หาสาเหตุและผลที่เกิดตามมาเสมอ ช?วยพัฒนาด-านการ
คิดวิเคราะห* และฝÆกความอดทนต?างๆ 

          
 2. ความรู- ความเข-าใจท่ีนำไปสู?การแก-ไขปZญหาของสังคมหรือสภาพแวดล-อม  

               สามารถนำกลุ?มแบคทีเรียผสมที่ทราบชนิดของแบคทีเรีย มาใช-ในการย?อยสลายพลาสติก PLA ได- 
ซึ่งอาจเปXนอีกวิธีการหนึ่งท่ีสามารถนำไปใช-ในการแก-ไขปZญหาทางสังคมและปZญหาสิ่งแวดล-อมที่เกิดข้ึนใน
ปZจจุบันได- อีกทั้งยังลดปZญหาทางมลภาวะทางอากาศ ภาวะแก¢สเรือนกระจกที่เกิดจากการเผาเพื่อกำจัด
พลาสติกได- เนื่องจากการย?อยสลายพลาสติกด-วยจุลินทรีย*ซึ่งเปXนกระบวนการทางชีวภาพอย?างหนึ่ง จะได-
ผลิตภัณฑ*สุดท-ายเปXนแก¢สคาร*บอนไดออกไซด*และน้ำท่ีไม?เปXนพิษต?อสิ่งแวดล-อม โดยสิ่งมีชีวิตบนโลกก็สามารถ
นำไปใช-ในการสร-างพลังงานและก?อให-เกิดประโยชน*อ่ืนๆ ได-  
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บทที่ 2 

อุปกรณ3 สารเคมี และชุดทดสอบ 

 
2.1 อุปกรณ3ที่ใชDในงานวิจัย 

1. กระบอกตวง (Cylinder) ของบริษัท PYREX, USA 
2. กระบอกเซนตริฟkวจ* (Centrifuge ware) ของบริษัท NALGENE, USA 
3. ขวดรูปชมพู? (Erlenmeyer flask) ของบริษัท PYREX, USA 
4. เครื ่องเขย?า (Incubator shaker) รุ ?น Innova 2100 ของบริษัท New Brunswick Scientific 

Co., Edison, N.J., USA และร ุ ?น GREEN SSeriker 2 ของบร ิษ ัท PanaPolytech Co., Ltd., 
Thailand 

5. เครื ่องชั ่งหยาบ (Laboratory balance) รุ ?น PG 2002-S ของบริษัท Mettler Toledo Co., 
Ltd., Switzerland 

6. เครื่องปZ∞นเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (High Speed Refrigerated Centrifuge) รุ?น 6500 ของ
บริษัท KUBOTA, Japan 

7. เคร่ืองผสมสาร (Vortex mixer) รุ?น G-560E ของบริษัท Scientific industries, USA 
8. เครื ่องวัดค?าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ ?น Genesys 20 ของบริษัท Thermo 

Scientific, USA 
9. จานเพาะเล้ียงเช้ือ (Petri dish) ของบริษัท Hycon Plastics 
10. ตู-ปลอดเชื้อ (Laminar flow) แบบ ISSco รุ?น BV-124 ของบริษัท Internal Scientific Supply 

Co., Ltd., Thailand 
11. ตู-อบลมร-อน (Hot Air Oven)  
12. ตะเกียงแอลกอฮอล* (Alcohol burner) 
13. ทิปไมโครปkเปต (Pipette tip) ขนาด 200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร ของบริษัท Hycon 

Plastics 
14. บีกเกอร* (Beaker) ของบริษัท PYREX, USA 
15. ลูปเข่ียเช้ือ (Loop)  
16. หม-อนึ่งฆ?าเชื้อด-วยไอน้ำ (Autoclave) รุ?น ES-315 ของบริษัท Tomy Kogyo Co., Ltd., Japan 

และรุ?น HV-25 ของบริษัท HIRAYAMA, Japan 
17. หลอดทดลอง (Test tube) ของบริษัท PYREX, USA 
18. ไมโครปkเปต (Micropipette) รุ ?น P10, P200, P1000 และ P5000 ของบริษัท Eppendorf, 

Thailand 
19. ไมโครไทเทอร*เพลท (Microtiter plate or 96-well plate)  
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20. ไมโครเพลท รีดเดอร* (Microplate reader) ของบริษัท Bio-Rad Laboratories, USA 
 

2.2 สารเคมีที่ใชDในงานวิจัย 

1. Tryptone Soya Broth ของบริษัท Sisco Research Laboratories, India 
2. โซเดียมคลอไรด* (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany 
3. ผงวุ-น ตรานางเงือก ของบริษัท ห-างหุ-นส?วนจำกัด 
4. เอทานอล (Ethanol) ของบริษัท Merck, Germany 
5. คริสตัลไวโอเลต (Crystal Violet) 
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บทที่ 3 

วิธีดำเนินการทดลอง 

 
3.1 แบคทีเรีย อาหารเล้ียงเช้ือและพลาสติกท่ีใชiในการทดลอง 

 แบคทีเรียที่ใช-วิจัย ได-แก? Bacillus subtilis สายพันธุ* GY19 รหัส MSCU 0789 ท่ีแยกได-จากดิน จ.
ชลบุรี, Bacillus amyloliquefaciens สายพันธุ *  GY30 รหัส MSCU 0790 ที ่แยกได-จากดิน จ. ชลบุรี, 
Gordonia westfalica สายพันธุ* GY40 รหัส MSCU 0793 ซ่ึงแยกได-จากดิน จ. ชลบุรี,  Gordonia amicalis 

สายพันธุ* JC11 รหัส MSCU 0794 ซึ่งแยกได-จากน้ำทะเล จ.จันทบุรี และ Weissella cibaria สายพันธุ* PN3 
รหัส MSCU 0840 ที ่แยกได-จากแหนม โดยเชื ้อทั ้ง 5 ถูกเก็บไว-ในคลังจุลินทรีย* ภาควิชาจุลชีววิทยา 
จุฬาลงกรณ*มหาวิทยาลัย รูปแบคทีเรียท้ัง 5 ชนิดท่ีใช-ในงานวิจัย แสดงในรูปท่ี 3.1 
 อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช-ตลอดงานวิจัยนี้ ได-แก? Tryptone Soya Broth ส?วนพลาสติกที่ใช-ในการทดลอง 
ได-แก? แก-วน้ำ PLA จากร-านกาแฟอินทนิลที่ผ?านการใช-งานมาแล-ว นำมาล-างทำความสะอาด จากนั้นปล?อยให-
แห-ง แล-วนำมาตัดเปXนส่ีเหล่ียมจัตุรัสขนาด 1 เซนติเมตร x 1 เซนติเมตร 

 

 

 
 
ร ู ป ท่ี  3.1 แบคท ี เ ร ี ยท ี ่ ใ ช - ใ น งานว ิ จ ั ย  ได - แก ?  Bacillus subtilis สายพ ั นธ ุ *  GY19 (ก ) , Bacillus 

amyloliquefaciens สายพันธุ* GY30 (ข), Gordonia westfalica สายพันธุ* GY40 (ค), Gordonia amicalis 

สายพันธุ* JC11 (ง) และ Weissella cibaria สายพันธุ* PN3 (จ) 
 

 

 

 

ก ค ข 

จ ง 
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3.2 คัดเลือกกลุIมแบคทีเรียจากแบคทีเรีย 5 ชนิด 

แบคทีเรียที ่นำมาใช-ในงานวิจัยนี ้ ได-แก? Bacillus subtilis GY19, Bacillus amyloliquefaciens 
GY30, Gordonia westfalica GY40, Gordonia amicalis JC11 และ  Weissella cibaria PN3 โ ดยจะ
คัดเลือกเชื ้อมาแค? 3 ชนิด เพื ่อมาเพาะเลี ้ยงให-เจริญร?วมกันในรูปแบบของกลุ ?มแบคทีเรีย (Microbial 
consortium) 

 โดยขั้นตอนในการคัดเลือกแบคทีเรียที่ใช- คือ นำแบคทีเรียแต?ละชนิดมาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ
เหลว TSB ปริมาตร 30 มิลลิลิตร จากนั้นบ?มไว-ที ่อุณหภูมิห-อง เขย?าที่ 180 รอบต?อนาที เปXนเวลา 2 วัน 
จากนั้นจึงนำมาขีดทดสอบ (cross streak) ทีละ 3 เชื้อต?อหนึ่งจานอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง TSB (TSB agar) 3 ซ้ำ 
แล-วนำมาบ?มท่ีอุณหภูมิห-องเปXนระยะเวลา 2 วัน ส?วนแบคทีเรียท่ีเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว TSB นำมา
วัด OD600nm ทุกๆ 2 วัน จนครบระยะเวลา 10 วัน เพ่ือสร-างกราฟแสดงการเจริญของแบคทีเรียแต?ละชนิด 

เมื่อได-กราฟแสดงการเจริญของแบคทีเรียแต?ละชนิดมาแล-ว ทำให-สามารถดูการเจริญของแบคทีเรีย
แต?ละชนิดได- เพ่ือนำมาคัดเลือกในรูปแบบของกลุ?มแบคทีเรีย (Microbial consortium) โดยจะนำมาพิจารณา
ร?วมกับผลจากการขีดทดสอบ (cross streak) 
 

 

3.3 ศึกษาการเจริญของหัวเช้ือแบคทีเรียผสมและนับจำนวน 

นำเชื้อ Bacillus subtilis GY19, Gordonia amicalis JC11 และ Weissella cibaria PN3 เชื้อละ 
1 ลูป (อัตราส?วน 1 : 1 : 1) ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเพลว TSB ปริมาตร 30 มิลลิลิตร จากนั้นบ?มที่อุณหภูมิห-อง
เปXนระยะเวลา 1 วัน เขย?าที่ 180 รอบต?อนาที แล-วนำมาวัด OD600nm ให-อยู?ในช?วง 0.2 – 0.5 ก็จะได-เปXนหัว
เชื้อแบคทีเรียผสม แล-ววัด OD600nm ทุก 2 วันจนครบระยะเวลา 14 วัน เพื่อสร-างกราฟการเจริญของหัวเช้ือ
แบคทีเรียผสมน้ี  

 จากนั้นนำหัวเชื้อแบคทีเรียผสมที่บ?มเปXนระยะเวลา 2, 4, 6, 8, 10, 12 และ 14 วัน มาปZ∞นแยกส?วน 
(centrifuge) ที่ 8000 รอบต?อนาที เปXนเวลา 10 นาที เพื่อให-เกิดการแยกชั้นระหว?างตะกอนของหัวเช้ือ
แบคทีเรียผสมและอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นนำมาแขวนลอย (resuspend) ในสารละลายโซเดียมคลอไรด* 
(NaCl) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล-วจึงเจือจางหัวเช้ือแบคทีเรียผสมโดยนำเซลล*หัวเช้ือแบคทีเรียผสม 1 มิลลิลิตร 
ลงสู?สารละลายโซเดียมคลอไรด* 9 มิลลิลิตร ทำแบบนี้ไปเรื่อย ๆ จนได-ความเข-มข-น 10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 
10-6 10-7 แล-วจึงนำไปดรอปเพลท (Drop plate) บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง TSB (TSB agar) โดยปริมาตรที่ใช-
คือ จุดละ 10 ไมโครลิตร โดยจะใช- 3 จุดต?อความเข-มข-นหนึ่ง ๆ ทำแบบนี้ความเข-มข-นละ 3 ซ้ำ แล-วคำนวณ
กลับเปXน CFUs/mL 
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 เมื ่อได-ผลจากการศึกษาการเจริญของหัวเชื ้อแบคทีเรียผสมและนับจำนวนแล-ว ผลที่ได-สามารถ
นำไปใช-สำหรับพิจารณาระยะเวลาที่ใช-เลี้ยงหัวเชื้อแบคทีเรียในการทดลองต?อไปได- นั่นคือการทดสอบการ
สร-างไบโอฟkล*ม  

3.4 ทดสอบการสรiางไบโอฟÄล@มของแบคทีเรียผสมและการยIอยพลาสติก PLA 

3.4.1 ทดสอบการสรiางไบโอฟÄล@มในไมโครไทเทอร@เพลท  

นำหัวเชื ้อแบคทีเรียผสมท่ี OD600nm ให-อยู ?ในช?วง 0.2 – 0.5 ลงในไมโครไทเทอร*เพลท (96-well 
plate) จำนวน 6 คอลัมน* คอลัมน*ละ 20 ไมโครลิตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB 180 ไมโครลิตร จากนั้นจึงเจือ
จางลงทีละ 10 เท?า (10-fold dilutions) จนถึงความเข-มข-น 10-7จากนั้นปkดด-วยพาราฟkล*ม (Parafilm) บ?มไว-
ที่อุณหภูมิห-องและเขย?าท่ี 180 รอบต?อนาที เปXนระยะเวลา 1, 2, 4 และ 7 วัน เพื่อให-หัวเชื้อแบคทีเรียผสม
เกิดการสร-างไบโอฟkล*ม 

 เมื่อครบระยะเวลาที่กำหนดจึงนำมาย-อมไบโอฟkล*มโดยใช-คริสตัลไวโอเลต (Crystal violet staining) 
โดยนำอาหารเลี้ยงเชื้อออกไปก?อน แล-วจึงล-างด-วยน้ำปราศจากเชื้อ ปริมาตร 250 ไมโครลิตร จำนวน 3 คร้ัง 
จากนั้นวางทิ้งไว-ให-แห-ง (Air dry) 30 นาทีในตู-ลามินา แล-วจึงนำมาย-อม 1% คริสตัลไวโอเลตในน้ำ ปริมาตร 
200 ไมโครลิตร ปล?อยไว- 45 นาที แล-วจึงล-างด-วยน้ำปราศจากเชื้อ ปริมาตร 250 ไมโครลิตร จำนวน 3 คร้ัง 
ปล?อยทิ้งไว-ให-แห-งในตู-ลามินาเปXนเวลา 30 นาที แล-วเติม 95% เอทานอล ปริมาตร 200 ไมโครลิตร แล-วบ?มท่ี
อุณหภูมิห-อง 10-15 นาที จากนั้นจึงนำสารละลายไบโอฟkล*มในคริสตัลไวโอเลต ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ไป
วัด OD600nm โดยใช- Microplate reader (Gressler และคณะ, 2015) 

 

3.4.2 ทดสอบการยึดเกาะของแบคทีเรียผสมและการยIอยพลาสติก PLA 

ในการทดลองนี้ผู-วิจัยไม?ได-ทดลอง เนื่องจากติดสถานการณ*การระบาดของโรคโควิด-19 จึงทำให-ไม?
สามารถเข-าปฏิบัติการทดลองได- 
    

3.4.2.1 ทดสอบการยึดเกาะของแบคทีเรียผสมบนพลาสติก PLA 

 นำแก-วพลาสติก PLA จากร-านกาแฟอินทนิลที่ผ?านการใช-งานมาแล-ว โดยนำมาล-างทำความ
สะอาดด-วยน้ำสบู?และล-างด-วยน้ำกลั่น จากนั้นตัดเปXนชิ้นส่ีเหลี่ยมขนาดเล็ก (1 เซนติเมตร x 1เซนติเมตร) แล-ว
นำไปทำให-แห-งท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปXนเวลา 16 ช่ัวโมง (Mukherjee และคณะ, 2016)  
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  เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว TSB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จำนวน 21 ขวดรูปชมพู? จากนั้นนำ
พลาสติก PLA ที่เปXนสี่เหลี่ยมขนาดเล็ก ขนาด 1 เซนติเมตร x 1 เซนติเมตร ใส?ลงไปขวดละ 5 ชิ้น จากน้ัน
นำไปบ?มที่อุณหภูมิห-อง เขย?าที่ 180 รอบต?อนาที แล-วนำมาวัดไบโอฟkล*มและจำนวนเช้ือที่เกาะอยู?บนช้ิน
พลาสติกทุก 2 วัน เปXนระยะเวลา 14 วัน โดยการเก็บผลจะแยกเปXน 2 ส?วน คือ 
 

- นำมาทดสอบการสร-างไบโอฟkล*ม 
                      เก็บตัวอย?างชิ้นพลาสติก PLA มา 2 ชิ้น จากนั้นนำมาทำให-เกิดการสั่นสะเทือน 
(sonicate) ให-แบคทีเรียหลุดแล-วจึงนำมาย-อมย-อมคริสตัลไวโอเลต โดยจะคีบชิ้นพลาสติกออกมา แล-วจึงล-าง
ด-วยน้ำปราศจากเชื้อ จำนวน 3 ครั้ง จากนั้นวางทิ้งไว-ให-แห-ง (Air dry) 30 นาทีในตู-ลามินา แล-วจึงนำมาย-อม 
1% คริสตัลไวโอเลตในน้ำ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปล?อยไว- 45 นาที แล-วจึงล-างด-วยน้ำปราศจากเชื้อจำนวน 3 
ครั้ง ปล?อยทิ้งไว-ให-แห-งในตู-ลามินาเปXนเวลา 30 นาที แล-วเติม 95% เอทานอล ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แล-วบ?มท่ี
อุณหภูมิห-อง 10-15 นาที จากนั้นจึงปkเปตสารละลายไบโอฟkล*มในคริสตัลไวโอเลต ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงสู? 
96-well plate แล-วจึงนำไปวัด OD600nm โดยใช- Microplate reader  
 
 

- นำมานับจำนวนเช้ือ 
            โดยจะเก็บตัวอย?างชิ้นพลาสติก PLA มา 2 ชิ้นเช?นเดียวกัน จากนั้นมาปZ∞นแยกส?วน 

(centrifuge) ที่ 8000 รอบต?อนาที เปXนเวลา 10 นาที เพื่อให-เกิดการแยกชั้นระหว?างเซลล*แบคทีเรียผสม 
จากนั้นนำมาแขวนลอย (resuspend) ในสารละลายโซเดียมคลอไรด* (NaCl) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล-วจึงเจือ
จางหัวเชื้อแบคทีเรียผสมโดยนำเซลล*หัวเชื้อแบคทีเรียผสม 1 มิลลิลิตร ลงสู?สารละลายโซเดียมคลอไรด* 9 
มิลลิลิตร ทำแบบนี้ไปเรื่อย ๆ จนได-ความเข-มข-น 10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7 แล-วจึงนำไปดรอปเพลท 
(Drop plate) บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง TSB (TSB agar) โดยปริมาตรที่ใช-คือ จุดละ 10 ไมโครลิตร โดยจะใช- 3 
จุดต?อความเข-มข-นหน่ึง ๆ ทำแบบน้ีความเข-มข-นละ 3 ซ้ำ แล-วคำนวณกลับเปXน CFUs/mL 
 

 3.4.2.2 ทดสอบการยIอยสลายพลาสติก PLA 

                     โดยการนำชิ้นพลาสติก PLA ที่นำไปบ?มที่อุณหภูมิห-อง และเขย?าที่ความเร็ว 180 รอบต?อ
นาที ในจำนวนวันต?าง ๆ มาส?องกล-องจุลทรรศน*แบบส?องกราด (SEM : Scanning Electron Microscope) 
เพ่ือติดตามการย?อยสลายโดยดูจากพ้ืนผิวของพลาสติกท่ีเปล่ียนแปลงไป 
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

 
4.1 ผลการคัดเลือกกลุIมแบคทีเรียจากแบคทีเรีย 5 ชนิด 

 จากผลการคัดเลือกกลุ?มแบคทีเรีย 3 ชนิดจากแบคทีเรียที่ใช-ทั้งหมด 5 ชนิด โดยใช-วิธีการขีดทดสอบ  

(cross streak) และการวัดการเจริญของแบคทีเรียแต?ละชนิดร?วมกันทำให-ได-ว?า แบคทีเรีย 3 ชนิดที่เหมาะสม

ต?อการใช-ในรูปของกลุ?มของแบคทีเรีย (Microbial consortium) ได-แก? Bacillus subtilis GY19, Gordonia 

amicalis JC11 และ Weissella cibaria PN3 ซึ่งพิจารณาจากค?า OD600nm ของเชื้อแต?ละชนิดเทียบกันและ

จากการเจริญร?วมกันบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง TSB แสดงในรูปท่ี 4.1, 4.2 และ 4.3 ตามลำดับ 

 
 

 
 
ร ูปท ี ่  4.1 กราฟการเจร ิญของเช ื ้อแบคท ี เร ียท ั ้ ง  5 ชน ิด ได -แก ?  Bacillus subtilis GY19, Bacillus 
amyloliquefaciens GY30, Gordonia westfalica GY40, Gordonia amicalis JC11 และ  Weissella 

cibaria PN3 ในอาหารเล้ียงเช้ือ TSB จากการวัดความขุ?นของการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร (OD600nm) 
 
 

 หัวเชื ้อแบคทีเรียผสมที ่ประกอบด-วย Bacillus subtilis GY19, Gordonia amicalis JC11 และ 

Weissella cibaria PN3 คัดเลือกได-จากการพิจารณาการเจริญจากการขีดทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 

TSB ร?วมกับการพิจารณาค?า OD600nm ร?วมด-วย จาก OD600nm นำมาสร-างกราฟการเจริญของเชื้อแต?ละชนิด 

ในรูปท่ี 4.1 พบว?า กราฟการเจริญของแต?ละเช้ือมีการเจริญไปในทางเดียวกันในช?วงวันท่ี 0 – 2 แบคทีเรียจะมี

การปรับตัวในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB นี้และเมื่อเวลาผ?านไป เชื้อจะมีการเจริญที่แตกต?างกัน โดย Bacillus 
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subtilis GY19 เชื้อจะมีการเจริญเพิ่มขึ้นในช?วงวันท่ี 2 ถึงวันที่ 4 จากนั้นก็จะค?อยๆ ลดการเจริญลง Bacillus 

amyloliquefaciens GY30 เชื้อมีการเจริญลดลงอย?างรวดเร็วตั้งแต?วันท่ี 2 ถึงวันท่ี 8 และมีแนวโน-มที่จะ

เจริญเพิ่มขึ้นในวันท่ี 10 ส?วน Gordonia westfalica GY40 มีการเจริญเพิ่มขึ้นในวันท่ี 4 และจะค?อยๆลดลง

เวลาระยะเวลาผ?านไป สำหรับ Gordonia amicalis JC11 มีการเจริญเติบโตอย?างรวดเร็วในวันท่ี 2 ถึงวันท่ี 4 

ซึ่งสังเกตได-จากกราฟที่มีความชันมากขึ้นอย?างเห็นได-ชัด และจึงค?อยๆ ลดการเจริญลงเมื่อเวลาผ?านไป และ

สุดท-าย Weissella cibaria PN3 มีการเจริญเติบโตเรื่อย ๆ เมื่อระยะเวลาเพิ่มขึ้น แสดงในรูปท่ี 4.1 และ 4.2

ตามลำดับ 

 จากผลการทดลองการหาหัวเชื้อแบคทีเรียผสมที่สามารถเจริญร?วมกันได- พบว?าเมื่อขีดเชื้อทดสอบ 

(cross streak) ด-วย 3 เชื้อนี้ ได-แก? ให-โคโลนีที่มีการเจริญร?วมกันได-ดีมากที่สุดเมื่อเทียบกับ 3 เชื้ออื่นๆ ดังรูป

ท่ี 4.3 โดยโคโลนีมีลักษณะ ดังนี้ โคโลนีมีสีขาวออกเหลืองอ?อน สามารถเจริญได-ทั้งบนรอยขีดทดสอบและ

เจริญไปทั่วอาหารเลี้ยงเชื้อ อีกทั้งยังมีลักษณะเปXนเมือก จึงสันนิษฐานว?าอาจจะเปXนโครงสร-างไบโอฟkล*มหรือ

สารเมแทบอไลต*บางอย?างที่แบคทีเรียทั้ง 3 เชื้อ นี้ ร?วมกันผลิตขึ้นมาเพื่อช?วยในการเจริญ แสดงในรูปที่ ข-1 

จะแสดงลักษณะโคโลนีของเชื้อแต?ละชนิดที่ใช-ในการทดลอง ได-แก? Bacillus subtilis GY19 (ก), Bacillus 

amyloliquefaciens GY30 (ข) , Gordonia westfalica GY40 (ค) , Gordonia amicalis JC11 (ง) และ 

Weissella cibaria PN3 (จ) ส?วนผลการทดลองของการขีดทดสอบด-วย 3 เชื้ออื่น ๆ ดังแสดงในรูปที่ 4.4, 

4.5, 4.6, 4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11 และ 4.12 

 

 

 
 

 

 

ก 
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รูปที่ 4.2 กราฟการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย 3 ชนิด ไดPแกQ Bacillus subtilis GY19 (ก), Gordonia amicalis JC11 (ข) และ 
Weissella cibaria PN3 (ค) ในอาหารเลี ้ยงเชื ้อ TSB จากการวัดความขุ Qนของการดูดกลืนแสงเฉลี ่ยที่ 600 นาโนเมตร 
(OD600nm) 

  

 

 

ข

 

ค 



24 
 

 
 

รูปที่ 4.3 การเจริญรQวมกันของโคโลนีของเชื้อทั้ง 3 ชนิด ไดPแกQ Bacillus subtilis GY19, Gordonia amicalis JC11 และ 
Weissella cibaria PN3 จากการขีดทดสอบ (cross streak) บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง TSB โดยจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ก., ข. 
และ ค. แสดงถึงการทำซ้ำ 3 ครั้ง (triplicate) 
 

 
รูปที่ 4.4 การเจริญรQวมกันของโคโลนีของเชื้อทั้ง 3 ชนิด ไดPแกQ Bacillus subtilis GY19, Bacillus amyloliquefaciens 
GY30 และ Gordonia westfalica GY40 จากการขีดทดสอบ (cross streak) บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง TSB โดยจานอาหาร
เลี้ยงเชื้อ ก., ข. และ ค. แสดงถึงการทำซ้ำ 3 ครั้ง (triplicate) 
 

 

ก ข ค 

ก ข ค 

ก ข ค 
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รูปที่ 4.5 การเจริญรQวมกันของโคโลนีของเชื้อทั้ง 3 ชนิด ไดPแกQ Bacillus subtilis GY19, Bacillus amyloliquefaciens 
GY30 และ Gordonia amicalis JC11จากการขีดทดสอบ (cross streak) บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง TSB โดยจานอาหารเลี้ยง
เชื้อ ก., ข. และ ค. แสดงถึงการทำซ้ำ 3 ครั้ง (triplicate) 
 

 
รูปที่ 4.6 การเจริญรQวมกันของโคโลนีของเชื้อทั้ง 3 ชนิด ไดPแกQ Bacillus subtilis GY19, Bacillus amyloliquefaciens 
GY30 และ Weissella cibaria PN3จากการขีดทดสอบ (cross streak) บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง TSB โดยจานอาหารเลี้ยง
เชื้อ ก., ข. และ ค. แสดงถึงการทำซ้ำ 3 ครั้ง (triplicate) 

 

 
รูปที่ 4.7 การเจริญรQวมกันของโคโลนีของเชื้อทั้ง 3 ชนิด ไดPแกQ Bacillus subtilis GY19, Gordonia westfalica GY40 และ 
Gordonia amicalis JC11 จากการขีดทดสอบ (cross streak) บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง TSB โดยจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ก., ข. 
และ ค. แสดงถึงการทำซ้ำ 3 ครั้ง (triplicate) 

 

ก

 

ก

 

ข ค 
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รูปที่ 4.8 การเจริญรQวมกันของโคโลนีของเชื้อทั้ง 3 ชนิด ไดPแกQ Bacillus subtilis GY19, Gordonia westfalica GY40 และ 
Weissella cibaria PN3 จากการขีดทดสอบ (cross streak) บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง TSB โดยจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ก., ข. 
และ ค. แสดงถึงการทำซ้ำ 3 ครั้ง (triplicate) 
 

 
รูปที่ 4.9 การเจริญรQวมกันของโคโลนีของเชื้อทั้ง 3 ชนิด ไดPแกQ Bacillus amyloliquefaciens GY30, Gordonia 
westfalica GY40 และ Gordonia amicalis JC11 จากการขีดทดสอบ (cross streak) บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง TSB โดย
จานอาหารเลี้ยงเชื้อ ก., ข. และ ค. แสดงถึงการทำซ้ำ 3 ครั้ง (triplicate) 
 

 
รูปที่ 4.10 การเจริญรQวมกันของโคโลนีของเชื้อทั้ง 3 ชนิด ไดPแกQ Bacillus amyloliquefaciens GY30, Gordonia 
westfalica GY40 และ Weissella cibaria PN3 จากการขีดทดสอบ (cross streak) บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง TSB โดยจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อ ก., ข. และ ค. แสดงถึงการทำซ้ำ 3 ครั้ง (triplicate) 

ก

 

ก

 

ก
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รูปที่ 4.11 การเจริญรQวมกันของโคโลนีของเชื้อทั้ง 3 ชนิด ไดPแกQ Bacillus amyloliquefaciens GY30, Gordonia 
amicalis JC11 และ Weissella cibaria PN3 จากการขีดทดสอบ (cross streak) บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง TSB โดยจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อ ก., ข. และ ค. แสดงถึงการทำซ้ำ 3 ครั้ง (triplicate) 
 

 

 
รูปที่ 4.12 การเจริญรQวมกันของโคโลนีของเชื้อทั้ง 3 ชนิด ไดPแกQ Gordonia westfalica GY40, Gordonia amicalis JC11 
และ Weissella cibaria PN3 จากการขีดทดสอบ (cross streak) บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง TSB โดยจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ก., 
ข. และ ค. แสดงถึงการทำซ้ำ 3 ครั้ง (triplicate) 
 

 

 จากการศึกษาการเตรียมหัวเชื้อแบคทีเรียในรูปแบบกลุ?มแบคทีเรียพบว?า แบคทีเรียที่ใช-ในการทดลอง
ท ั ้ ง หมด  5 ชน ิ ด   ไ ด - แ ก ?  Bacillus subtilis GY19, Bacillus amyloliquefaciens GY30, Gordonia 
westfalica GY40, Gordonia amicalis JC11 และ Weissella cibaria PN3 ทดสอบโดยการขีดทดสอบท่ี
ละ 3 เช้ือ (cross streak) พบว?ากลุ?มหัวเช้ือแบคทีเรียท่ีประกอบด-วยเช้ือ Bacillus subtilis GY19, Gordonia 
amicalis JC11 และ Weissella cibaria PN3 มีการเจริญร?วมกันได-ดีที่สุด โดยพบว?าลักษณะโคโลนีมีสีขาว 
โคโลนีมีลักษณะเงาและเปXนเมือก อีกทั้งมีการเจริญรอบจานอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งนอกเหนือจากรอยที่ขีด
ทดสอบ (รูปที่ 4.3 ) และจากการพิจารณากราฟแสดงการเจริญของเชื้อแบคทีเรียแต?ละชนิดร?วมด-วย พบว?า

ก

 

ก

 

ข ค 

ข ค 
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กราฟแสดงการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย Bacillus subtilis GY19, Gordonia amicalis JC11 และ Weissella 

cibaria PN3 มีแนวโน-มใช-เวลาในการเจริญจนถึงช?วงระยะ log phase ใกล-เคียงกัน ดังรูปที่ 4.1 และ 4.2 คือ
การเลี้ยงเชื้อเปXนเวลา 2 ถึง 4 วัน ซึ่งเปXนระยะเวลาที่ใช-เพาะเลี้ยงเชื้อเพื่อนำมาขีดทดสอบความสามารถใน
การเจริญร?วมกัน (cross streak) ดังนั ้นจึงมีความเปXนไปได-จะนำเชื้อแบคทีเรีย Bacillus subtilis GY19, 
Gordonia amicalis JC11 และ Weissella cibaria PN3 มาใช-เตรียมในรูปแบบหัวเชื้อแบคทีเรียผสมเพ่ือ
นำไปใช-ทดสอบการย?อยพลาสติก PLA ต?อไป 

 

 

4.2 ผลการศึกษาการเจริญของหัวเช้ือแบคทีเรียผสมและนับจำนวน 

 จากการทดลองศึกษาการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย Bacillus subtilis GY19, Gordonia amicalis 
JC11 และ Weissella cibaria PN3 พบว?า Bacillus subtilis GY19, Gordonia amicalis JC11 และ 
Weissella cibaria PN3 มีการเจริญเข-าสู?ช?วง log phase หลังจากวันท่ี 2 เปXนต-นไป ดังท่ีแสดงในรูปท่ี 4.14 
หลังจากน้ันจึงทดลองศึกษาการเจริญโดยผสมแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิด ในรูปแบบหัวเช้ือผสม 
 จากการผลการทดลองที่แสดงในรูปที่ 4.3 พบว?าการเจริญของหัวเชื้อแบคทีเรียผสมที่ประกอบไปด-วย
แบคทีเร ีย Bacillus subtilis GY19, Gordonia amicalis JC11 และ Weissella cibaria PN3 เจร ิญอยู?
ร?วมกันได- และจากการวัดความขุ ?นของเชื ้อผสมทุก ๆ 2 วันจนครบ 14 วัน พบว?ากลุ ?มแบคทีเรียมีการ
เจริญเติบโตที่เพิ่มขึ้นเล็กน-อยในแต?ละวัน โดยการเจริญของหัวเชื้อแบคทีเรียผสมเข-าสู?ระยะ log phase ตั้งแต?
วันท่ี 2 เปXนต-นไป ดังผลการทดลองท่ีแสดงในรูปท่ี 4.13  
 

  
 
รูปที่ 4.13 กราฟการเจริญของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิด ไดPแกQ ที่เจริญอยูQรQวมกันในรูปแบบของหัวเชื้อแบคทีเรียผสม Bacillus 
subtilis GY19, Gordonia amicalis JC11 และ Weissella cibaria PN3 
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 จากผลการนับจำนวนเช้ือกลุ?มแบคทีเรียผสมท่ีระยะเวลาผ?านไปต้ังแต? 2, 4, 6, 8, 10, 12 และ 14 วัน 
พบว?าเมื่อเลี้ยงเชื้อนานขึ้นปริมาณของเชื้อกลุ?มแบคทีเรียผสมก็เพิ่มมากขึ้น ตามลำดับ อีกทั้งยังพบว?าเมื่อเจือ
จางเจือจนให-ได-ความเข-มข-น 10-6 จะทำให-ได-จำนวนโคโลนีอยู?ในช?วง 3-30 โคโลนี/จุด ซึ่งสามารถเปXนช?วงท่ี
ยอมรับได- ตามตารางท่ี 1 และรูปท่ี 4.7 ที่แสดงด-านล?างน้ี โดยข-อมูลนี้ทำให-ทราบระยะเวลาที่เหมาะสมใน 
การเลี้ยงเชื้อที่เพื่อให-ได-หัวเชื้อแบคทีเรียผสมอยู?ในปริมาณที่ต-องการ คือ 6 วัน และการทราบจำนวนเชื้อที่มี
อยู?ในแต?ละวันหลังจากการเพาะเลี้ยงก็สามารถช?วยในการหาความสัมพันธ*ระหว?างปริมาณเชื้อและการสร-างไบ
โอฟkล*มในการทดลองต?อไปได- ที่เริ่มนับเชื้อตั้งแต?วันท่ี 4 เนื่องจากวันท่ี 2 ไม?สามารถเข-าไปเก็บผลการทดลอง
ได- จึงเปXนผลทำให-ไม?ได-ข-อมูลสำหรับการนับปริมาณหัวเช้ือ 
 

 

 
 
 

 
 

ก 

ข 
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รูปที่ 4.14 กราฟการเจริญเฉลี่ยที่วันตQางๆ ของเชื้อแตQละชนิด ดังนี้ Bacillus subtilis GY19 (ก) , Gordonia amicalis JC11 
(ข) และ Weissella cibaria PN3 (ค) 

 
 

ตารางท่ี 1 ปริมาณหัวเช้ือแบคทีเรียผสม  
 

Day ปริมาณหัวเช้ือแบคทีเรียผสม 
(CFU/mL) 

Avg. log 
CFU/mL 

Sd. 

4 6.0 x 108 3.0 x 108 5.0 x 108 4.7 x 108 8.651 0.156 
6 1.0 x 109 1.1 x 109 1.2 x 109 1.1 x 109 9.040 0.040 
8 1.1 x 109 8.0 x 108 1.1 x 109 1.0 x 109 8.995 0.080 
10 6.0 x 108 4.0 x 108 1.8 x 109 9.3 x 108 8.878 0.338 
12 1.0 x 109 8.0 x 108 1.1 x 109 9.7 x 108 8.981 0.071 
14 8.0 x 108 4.0 x 108 1.0 x 109 7.3 x 108 8.835 0.208 

 
 
 

ค 
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รูปที่ 4.15 ปริมาณหัวเชื้อแบคทีเรียผสมเฉลี่ยที่วันตQางๆ (log CFU/mL) 
 
 

4.3 ผลการทดสอบการสรiางไบโอฟÄล@มของแบคทีเรียผสมและการยIอยพลาสติก PLA 

4.3.1 ทดสอบการสรiางไบโอฟÄล@มในไมโครไทเทอร@เพลท  

 จากการทดสอบการสร-างไบโอฟkล*มโดยการเลี้ยงหัวเชื้อแบคทีเรียผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว TSB 
บ?มไว-ที่อุณหภูมิห-องและเขย?าท่ี 180 รอบต?อนาที เปXนระยะเวลา 4 วัน เพื่อให- OD600nm ให-อยู?ในช?วง 1.0 โดย
มีจำนวนหัวเชื้อแบคทีเรียผสมเริ่มต-น คือ 4.7 x 108 CFU/mL ที่เลือกเพาะเลี้ยงเชื้อเปXนเวลา 4 วันเนื่องจาก
เปXนช?วงที่หัวเชื้อแบคทีเรียผสมเจริญอยู?ในช?วง log phase และระยะเวลาในการทดลองมีจำกัด จึงมีความ
จำเปXนที่ต-องเพาะลี้ยงที่ระยะเวลา 4 วัน จากนั้นนำลงในไมโครไทเทอร*เพลท (96-well plate) เพื่อทดสอบ
ความสามารถในการสร-างไบโอฟkล*มท่ีวันต?าง ๆ สำหรับการทดลองน้ีผู-วิจัยสามารถทดสอบความสามารถในการ
สร-างไบโอฟkล*มได-เพียงวันท่ี 2 เท?านั้น เนื่องจากระยะเวลาในการทดลองมีจำกัด  โดยผลการทดลองทราบได-
จากการเปรียบเทียบค?าความขุ?นจากการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรที่ใช-สำหรับตรวจติดตาม
การสร-างไบโอฟkล*ม ในวันท่ี 2 หลังจากเพาะเลี้ยงเชื้อในไมโครไทเทอร*เพลทพบว?าหัวเชื้อแบคทีเรียผสมมี
ปริมาณ 4.7 x 103 CFU/mL มีความสามารถสร-างไบโอฟkล*มได-มากที่สุด ในขณะที่หัวเชื ้อแบคทีเรียผสม
ปริมาณ 4.7 x 105  CFU/mL สามารถสร-างไบโอฟkล*มได-น-อยท่ีสุด ซ่ึงสร-างได-เพียง 0.825 เท?าน้ัน ดังท่ีแสดงใน
ตารางท่ี 2   
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ตารางท่ี 2 ค?าการดูดกลืนแสงของตัวอย?างหลังจากย-อมด-วย Crystal violet ที่ใช-ตรวจติดตามการสร-างไบโอ
ฟkล*ม เม่ือใช-จำนวนเช้ือเร่ิมต-นท่ีแตกต?างกัน   
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

รูปที่ 4.16 การศึกษาความสามารถในการสรPางไบโอฟÅลÇมของหัวเชื้อผสมโดยวิธีการ microtiter dish biofilm formation 
assay  

 

  

Bacterial cell 
number (CFU/mL) 

OD600 (Day 0) OD600 (Day 2) 

4.7 x 105 0.00 0.825 

4.7 x 104 0.00 1.6055 

4.7 x 103 0.00 1.7355 

4.7 x 101 0.00 1.495 
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บทที่ 5 

สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 
5.1 การคัดเลือกกลุIมแบคทีเรียจากแบคทีเรีย 5 ชนิด 

 การท่ีแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิด คือ Bacillus subtilis GY19, Gordonia amicalis JC11 และ Weissella 

cibaria PN3 สามารถเจริญอยู?ด-วยกันได-ในรูปแบบของกลุ?มแบคทีเรีย (Microbial consortium) นั้น น?าจะ
เปXนผลมาจากท่ีแบคทีเรียชนิดใดชนิดหนึ่ง สองชนิด หรือท้ังสามชนิด เมื่อมาเจริญอยู?ร?วมกันแล-ว  ส?งเสริมให-มี
การผลิตสารพอลิแซคคาไรด*บางอย?างออกมา  สำหรับส?งเสริมการเจริญเติบโต และยึดเกาะพื้นที่ผิวนั้น ๆ ซ่ึง
ทำให-เปXนไบโอฟkล*ม (Biofilm) (Morohoshi และคณะ, 2018) โดยที่มีการสันนิษฐานว?าเปXนไบโอฟkล*มนั้นเปXน
ผลมาจากทั้งแบคทีเรีย Bacillus subtilis ที่มีความสามารถในการสร-างไบโอฟkล*มได-อย?างแน?นอน เนื่องจาก 

Bacillus subtilis เปXนแบคทีเรียที่ใช-เปXนแบคทีเรียหลักที่ใช-ในการศึกษาการสร-างไบโอฟkล*มและกลไกต?าง ๆ
อยู?แล-ว (Pisithkul และคณะ, 2019) ยิ ่งไปกว?านั้นยังมีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
(Biosurfactants) ได - โดยสารลดแรงตึงผ ิวช ีวภาพที ่แบคทีเร ียชนิดนี ้ผล ิตได-เป Xนพวกลิโพเพพไทด* 
(Lipopeptides) ซึ ่งเปXนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีมวลโมเลกุลต่ำซึ ่งเหมาะสำหรับการใช-ลดแรงตึงผิว 
(Surface tension) บริเวณพ้ืนผิวหรือบริเวณผิวหน-าของสารต?างๆท่ีสัมผัสกัน (Pacwa-Plociniczak และคณะ
, 2011) ซึ่งก็น?าจะเหมาะสมหากมีการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพออกมาก?อน จะมีการสร-างไบโอฟkล*มเพื่อให-
แบคทีเรียยึดเกาะและย?อยสลายพลาสติก PLA ท่ีสนใจ ส?วนแบคทีเรีย Gordonia amicalis นั้นยังเปXน
แบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได-เช?นเดียวกันกับแบคทีเรียชนิดก?อนหน-า 
(Domingos และคณะ, 2013) อีกทั้งยังสามารถผลิตเอนไซม*ในกลุ?มไฮโดรเลส เช?น ไลเปส (Lipase) และเอส
เทอเรส (Esterase) ได- โดยเอนไซม*ในกลุ?มนี้เปXนเอนไซม*ที่มีความสามารถในการย?อยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคาร*บอนที่มีพันธะเอสเทอร*เปXนส?วนประกอบในโครงสร-าง ซึ่งพอลิแลคติก แอซิด หรือ PLA ก็มีพันธะ
ดังกล?าวอยู ?ในโครงสร-างเช?นกัน และแบคทีเรียชนิดสุดท-าย Weissella cibaria PN3 เปXนแบคทีเรียที ่มี
ความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพซึ่งเปXนสารลดแรงชีวภาพพวกไกลโคลิพิด (Glycolipid) 
(Subsanguan และคณะ, 2020) ที่มีความสามารถในการลดแรงตึงผิวในทำนองเดียวกับสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพพวกลิโพเพพไทด* (Franzentti และคณะ, 2010)  

ดังนั้นจึงสนใจที่จะนำมาเชื้อแบคทีเรียทั้ง 3 เชื้อมาใช-ร?วมกันเปXนหัวเชื้อแบคทีเรียผสมในงานวิจัยน้ี 
เนื่องจากการที่แบคทีเรียแต?ละชนิดมีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได- ก็จะนำมาสู?การย?อย
สลายพลาสติก PLA ได-เมื่อมีการยึดเกาะที่ผิวพลาสติก PLA โดยหัวเชื้อแบคทีเรียผสม โดยสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพและไบโอฟkล*มนั้นก็มีความสัมพันธ*กัน คือ เมื่อแบคทีเรียผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมาบริเวณที่ผิว
เซลล*ก็จะทำให-ผิวเซลล*มีความไม?ชอบน้ำมากขึ้น (Hydrophobic) จึงส?งผลทำให-แบคทีเรียไปเกาะหรือยึดติด
อยู?กับซับสเตรทที่มีความไม?ชอบน้ำด-วยเช?นกัน จากนั้นแบคทีเรียก็จะเกิดการสร-างโครงสร-างไบโอฟkล*มขึ้นมา
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บนซับสเตรทที่ไม?ชอบน้ำ แล-วแบคทีเรียที่เจริญอยู?ในโครงสร-างไบโอฟkล*มก็จะผลิตเอนไซม*ในกลุ?มไฮโดรเล
สเพ่ือมาย?อยสลายซับสเตรทน้ันๆได- (Bak และคณะ, 2015) 

 
5.2 การศึกษาการเจริญของหัวเช้ือแบคเทีเรียผสมและนับจำนวน 

 จากผลการทดลองการคัดเลือกกลุ?มแบคทีเรียจากแบคทีเรีย 5 ชนิด ทำให-สามารถคัดเลือกแบคทีเรีย 
3 ชน ิด ท ี ่สามารถเจร ิญร ?วมก ันได -  น ั ่นค ือ Bacillus subtilis GY19, Gordonia amicalis JC11 และ 
Weissella cibaria PN3 และจากการศึกษาการเจริญของกลุ?มหัวเชื้อแบคทีเรียผสมเปรียบเทียบกับการเจริญ
ของเชื้อแบคทีเรียแต?ละชนิดเดี่ยว ๆ พบว?า เมื่อจุลินทรีย*ทั้ง 3 ชนิด มาเจริญอยู?ร?วมกันนั้นมีการเจริญเติบโตได-
ดีมากขึ้น ซึ่งทราบได-จากการวัดค?าความขุ?นของการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร (OD600nm) โดยพบว?าค?า
ความขุ?นของการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตรของแบคทีเรียผสมนั้นมีค?าสูงกว?าค?าความขุ?นของการดูดกลืน
แสงที่ 600 นาโนเมตรของแบคทีเรียแต?ละชนิดแบบเดี่ยวที่เพาะเลี้ยงในจำนวนวันที่เท?ากัน ดังนั้นจึงสามารถ
สรุปได-ว?าแบคทีเรียผในรูปแบบหัวเช้ือผสมน้ีสามารถเจริญได-ดีกว?าการเจริญแบบเช้ือเด่ียว  

 ส?วนการนับจำนวนเชื้อแบคทีเรียผสมเมื่อเวลาผ?านไป 2, 4, 6, 8, 10, 12 และ 14 วัน พบว?าเม่ือ
เพาะเลี้ยงหัวเชื้อแบคทีเรียผสมเปXนเวลา 6 วัน ทำให-มีปริมาณของแบคทีเรียผสมเฉลี่ยมากที่สุด ซึ่งมีปริมาณ
เชื ้อแบคทีเรียผสมมากถึง 1.1 x 109 CFU/mL ด-วยเหตุนี ้จึงส?งผลทำให-ระยะเวลาการเพาะเลี ้ยงหัวเช้ือ
แบคทีเรียผสม 6 วัน เปXนจำนวนวันที่เหมาะสมสำหรับใช-ศึกษาการสร-างไบโอฟkล*มของกลุ?มแบคทีเรียเหล?าน้ี
ต?อไป แต?ในงานวิจัยนี้มีความจำเปXนที่ต-องเพาะเลี้ยงหัวเรือแบคทีเรียผสมแค?ระยะเวลา 4 วัน เนื่องจาก
ระยะเวลาในการทดลองมีจำกัด จึงสนใจที่จะศึกษาการสร-างไบโอฟkล*มของหัวเชื้อแบคทีเรียผสมเมื่อเพาะเลี้ยง
เปXนระยะเวลา 4 วันแทน 6 วัน 

 
5.3 การทดสอบการสรiางไบโอฟÄล@มของแบคทีเรียผสมและการยIอยพลาสติก PLA 

5.3.1 ทดสอบการสรiางไบโอฟÄล@มในไมโครไทเทอร@เพลท  

 จากผลการทดลองการสร-างไบโอฟkล*มของหัวเช้ือแบคทีเรียผสมท่ีเพาะเล้ียงในไมโครไทเทอร*เพลทเปXน
ระยะเวลา 2 วัน โดยปริมาณหัวเชื้อแบคทีเรียผสมเริ่มต-น เท?ากับ 4.7 x 108  CFU/mL พบว?าเมื่อจำนวนหัว
เช้ือแบคทีเรียมีปริมาณลดลงเหลือ 4.7 x 103 CFU/mL จะมีความสามารถสร-างไบโอฟkล*มได-มากท่ีสุด  

 จากตารางท่ี 2 และรูปท่ี 4.7 ทำให-สามารถสรุปได-ว?า เมื่อที่ปริมาณเชื้อน-อยจะมีความสามารถในการ
สร-างโครงสร-างไบโอฟkล*มได-มากกว?า เมื่อเปรียบเทียบท่ี 2 วัน แต?เมื่อปริมาณเชื้อน-อยลงจนสู?ค?าหนึ่ง ซึ่งในการ
ทดลองของผู-วิจัยนี้ คือ 4.7 x 101 CFU/mL จะทำให-ความสามารถในการสร-างไบโอฟkล*มเริ่มกลับมาลดลงอีก
ครั้ง ที่เปXนเช?นน้ีเกิดจากหัวเชื้อแบคทีเรียผสมมีปริมาณหนึ่ง แบคทีเรียจะมีการติดต?อระหว?างกันด-วย QS เพ่ือ
กระตุ-นการรวมกลุ?มและเจริญร?วมกัน แต?เมื่อที่เชื ้อมีปริมาณมาณมากขึ้นจนถึงจุดหนึ่งอาจทำให-มีความ
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หนาแน?นของจำนวนแบคทีเรียมากเกินไป เกิดการแย?งสารอาหารที่ใช-ในการเจริญเติบโตซึ่งกันและกันได- 
ในขณะที่เชื้อปริมาณน-อยๆ สามารถสร-างไบโอฟkล*มได-ดีกว?านั้น มาจากการที่เชื้อไม?ได-นำอาหารไปใช-สำหรับ
การเจริญและเพิ่มจำนวน โดยเมื่อเชื้อเจริญเติบโตจนมีปริมาณหนึ่ง ซึ่งในที่น้ี คือ 4.7 x 103 CFU/mL หัวเช้ือ
แบคทีเรียผสมน้ี จะนำสารอาหารที่ได-ไปใช-ในการสร-างไบโอฟkล*มซึ่งเปXนสารเมแทบอไลต*ทุติยภูมิ (Secondary 
metabolites) เพื่อยึดเกาะกับพื้นผิววัสดุและปüองกันอันตรายให-กับแบคทีเรียที่อยู?ในโครงสร-างไบโอฟkล*ม เพ่ือ
เพ่ิมความสามารถในการอยู?รอดในส่ิงแวดล-อมต?อไป (Guzmán-Soto และคณะ, 2021) 
 
5.4 แผนการทดลองท่ีจะทดลองตIอในอนาคต 

 จากผลการทดลองท้ังหมดท่ีผู-วิจัยได-ทดลอง ทำให-ทราบว?า เช้ือแบคทีเรีย 3 ชนิด สามารถเจริญร?วมกัน
ในรูปแบบของหัวเช้ือแบคทีเรียผสมได- พบว?าเม่ือเพาะเล้ียงหัวเช้ือแบคทีเรียผสมเปXนเวลา 6 วัน มีปริมาณของ
หัวแบคทีเรียผสมเฉล่ียมากท่ีสุด คือ 1.1 x 109 CFU/mL ด-วยเหตุน้ีผู-วิจัยจึงสนใจท่ีจะเพาะเล้ียงเช้ือเปXน
ระยะเวลา 6 วัน ก?อนท่ีจะนำไปทดสอบการสร-างไบโอฟkล*ม 

แต?เนื่องมาจากระยะเวลาสำหรับการทดลองมีจำกัด ผู-วิจัยจึงเพาะเลี้ยงหัวเชื้อแบคทีเรียผสมเพียงแค? 
4 วัน โดยให-มีค?าความขุ?นจากการดูดกลืนแสง 600 นาโนเมตร ประมาณ 1.0 ปริมาณหัวเชื้อแบคทีเรียผสม
เริ่มต-น คือ 4.7 x 103 CFU/mL พบว?าปริมาณเชื้อน-อยจะมีความสามารถในการสร-างโครงสร-างไบโอฟkล*มได-ดี
มากกว?าที่ปริมาณเชื้อที่มาก โดยจากผลการทดลองที่มีอยู?เพียงเท?านี้อาจยังไม?เพียงพอที่จะศึกษาเกี่ยวกับการ
ย?อยสลาย PLA ต?อไป จึงต-องมีการทดลองเพ่ิม ดังน้ี  

5.4.1 ทดสอบการยึดเกาะของแบคทีเรียผสมบนพลาสติก PLA แก-วพลาสติก PLA จากร-านกาแฟ
อินทนิลที่ผ?านการใช-งานมาแล-ว โดยนำมาล-างทำความสะอาดด-วยน้ำสบู?และล-างด-วยน้ำกลั่น จากนั้นตัดเปXน
ชิ้นสี่เหลี่ยมขนาดเล็ก (1 cm x 1 cm) แล-วนำไปทำให-แห-งที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปXนเวลา 16 ชั่วโมง 
จากนั้นนำไปใส?ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว TSB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู? โดยจะใส?ชิ้นพลาสติกลง
ไป 5 ช้ิน ต?อ 1 ขวดอาหารเล้ียงเช้ือ  

5.4.2 ทดสอบความสามารถในการสร-างไบโอฟkล*มบนชิ้นพลาสติก PLA ต?อเนื่องจากการทดลองใน
หัวข-อ 5.4.1 จึงเก็บตัวอย?างพลาสติกมาย-อมไบโอฟkล*ม ทุกๆ 2 วัน ไปเรื่อยๆ จนครบ 14 วัน โดยจะเก็บ
ตัวอย?างมา 2 ช้ิน ต?อ 1 ขวดอาหารเล้ียงเช้ือ และการทดลองน้ีทำ 3 ซ้ำ (Triplicates) ดังน้ันในหน่ึงวันของการ
เก็บผลการทดลองจะเก็บตัวอย?างพลาสติกวันละ 6 ช้ิน เพ่ือนำไปศึกษาความสามารถในการสร-างไบโอฟkล*มโดย
การย-อมด-วยคริสตัลไวโอเลต  

5.4.3 การนับจำนวนหัวเชื้อแบคทีเรียผสมเพื่อหาปริมาณเชื้อที่เหมาะสมในการสร-างไบโอฟkล*ม โดย
พลาสติกที่เหลือในขวดอาหารเลี้ยงเชื้อจากการทดลองในห-อห-อ 5.4.2 จะนำมานับจำนวนโดยนำมาปZ∞นแยก
ส?วน (centrifuge) ที ่ 8000 รอบต?อนาที เปXนเวลา 10 นาที จากนั ้นนำมาแขวนลอย (resuspend) ใน
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สารละลายโซเดียมคลอไรด* (NaCl) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล-วจึงเจือจางหัวเชื้อแบคทีเรียผสมโดยนำเซลล*หัว
เชื้อแบคทีเรียผสม 1 มิลลิลิตร ลงสู?สารละลายโซเดียมคลอไรด* 9 มิลลิลิตร ทำแบบนี้ไปเรื่อยๆ จนได-ความ
เข-มข-น 10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7 แล-วจึงนำไปดรอปเพลท (Drop plate) บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 
TSB (TSB agar) โดยปริมาตรที่ใช-คือ จุดละ 10 ไมโครลิตร โดยจะใช- 3 จุดต?อความเข-มข-นหนึ่งๆ ทำแบบน้ี
ความเข-มข-นละ 3 ซ้ำ แล-วคำนวณกลับเปXน CFUs/mL เพื่อดูปริมาฯหัวเชื้อแบคทีเรียผสมเปรียบเทียบกับการ
สร-างไบโอฟkล*มบนพ้ืนผิวช้ินพลาสติก PLA 

5.4.5 ส?วนขั้นตอนสุดท-าย ก็จะนำชิ้นพลาสติกตัวอย?างที่เหลืออีก 1 ชิ้นในขวดอาหารเลี้ยงเชื้อไปส?อง
ด-วยกล-องจุลทรรศน*แบบส?องกราด (SEM) เพื่อดูลักษณะพื้นผิวชิ้นพลาสติก PLA ที่เปลี่ยนแปลงไป ซึ่งนำไปสู?
ข-อสรุปว?าการใช-หัวเชื้อแบคทีเรียผสมจากเชื้อ 3 ชนิดนี้มีความสามารถในการเปลี่ยนแปลงลักษณะพื้นผิว PLA 
ซ่ึงจะนำไปสู?การย?อยสลาย PLA ในอนาคตได-หรือไม? 

 
5.5 ผลการทดลองท่ีคาดหวัง  

 ผู -ว ิจ ัยมีความเห็นว?ามีความเปXนไปได-ที ่หัวเชื ้อแบคทีเรียผสมจากงานวิจัยน้ี จะสามารถผลิต
โครงสร-างไบโอฟkล*มมายึดเกาะที่ผิวหน-าของชิ้นพลาสติก PLA ที่มีความเห็นเช?นนี้ เนื่องจากผลการทดลองการ
ทดสอบการสร-างไบโอฟkล*มในไมโครไทเทอร*เพลท พบว?าหัวเชื้อแบคทีเรียผสมนี้สามารถสร-างไบโอฟkล*มในไม
โครไทเทอร*เพลทได- โดยไมโครไทเทอร*เพลทผลิตจากพลาสติกชนิดพอลีสไตลีน (PVC) ซึ่งเปXนพลาสติกที่มี
ความมันเงาในระดับหนึ่ง การที่หัวเชื้อผสมสามารถสร-างไบโอฟkล*มบนพลาสติกนี้ได-นั้น คาดว?าจะนำไปสู?การ
เปลี่ยนแปลงบริเวณพื้นผิวของ PLA และการย?อยสลายขยะพลาสติก PLA ต?อไป   ในอนาคตจะนำหัวเช้ือ
แบคทีเรียผสมไปทดสอบการย?อยสลายพลาสติก PLA โดยศึกษาปZจจัยต?างๆ ที่ส?งผลต?อการย?อยสลาย PLA 
ได-แก? ความเข-นข-นของแหล?งคาร*บอนและไนโตรเจนที่เหมาะสม อุณหภูมิที่ใช-ในการย?อยสลาย ความเปXนกรด
ด?าง (pH) ของอาหารเลี้ยงเชื้อ เปXนต-น นอกจากนี้ศึกษาการเปลี่ยนแปลงลักษณะพื้นผิวของพลาสติกที่เวลา
ต?างๆ  ความรู-ท่ีได-จะนำไปใช-สำหรับการออกแบบระบบบำบัดขยะพลาสติกต?อไป  
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ภาคผนวก 

ภาคผนวก ก 

อาหารเล้ียงเช้ือและสารเคมี 

 
1. อาหารเล้ียงเช้ือ Tryptone Soya Broth 

 อาหารสำเร็จรูป      30.0 กรัม 

 ละลายอาหารสำเร็จรูป 30.0 กรัม ในน้ำกลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นำไปนึ่งฆ?าเชื้อด-วยความดัน

ไอ 15 ปอนด*ต?อตารางน้ิว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปXนเวลา 15 นาที 

 

2. อาหารเล้ียงเช้ือแข็ง Tryptone Soya Broth 

อาหารสำเร็จรูป      30.0 กรัม 

ผงวุ-นตรานางเงือก     18.0 กรัม 

 ละลายอาหารสำเร็จรูป 30.0 กรัม และผงวุ-น 18.0 กรัม ในน้ำกลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นำไปน่ึง

ฆ?าเช้ือด-วยความดันไอ 15 ปอนด*ต?อตารางน้ิว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปXนเวลา 15 นาที 

 

3. สารละลายโซเดียมคลอไรด@เขiมขiน 0.85 เปอร@เซ็นต@ 

 โซเดียมคลอไรด*      8.5 กรัม 

 ละลายโซเดียมคลอไรด* 0.85 กรัม ในน้ำกลั่นปริมาตรในน้ำกลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นำไปนึ่งฆ?า

เช้ือด-วยความดันไอ 15 ปอนด*ต?อตารางน้ิว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปXนเวลา 15 นาที 

 

4. สียiอมคริสตัลไวโอเลต  

 คริสตัลไวโอเลต      2.0   กรัม 

 เอทิลแอลกอฮอล*      20.0 มิลลิลิตร 

 แอมโมเนียมออกซาเลต     0.8   กรัม 

 น้ำกล่ัน       80.0 มิลลิลิตร 

 ละลายคริสตัลไวโอเลต 2.0 กรัม ในเอทิลแอลกอฮอล*ปริมาตร 20.0 มิลลิลิตร และละลายแอมโมเนีย

มออกซาเลต 0.8 กรัม ในน้ำกล่ันปริมาตร 80.0 มิลลิลิตร แล-วนำท้ังสองส?วนผสมเข-าด-วยกันและคนให-เข-ากัน 
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ภาคผนวก ข 

ขiอมูลจากการทดลอง 

 

 
 
รูปที่ ข-1 การเจริญของเชื้อแบคทีเรียแตQละชนิดบนอาหารเลี้ยงแข็ง TSB ดังนี้ Bacillus subtilis GY19 (ก), 

Bacillus amyloliquefaciens GY30 (ข), Gordonia westfalica GY40 (ค), Gordonia amicalis JC11 (ง) และ Weissella 
cibaria PN3 (จ) 

 

 

 

 

 

 

 

ง จ 
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ตารางท่ี ข-1 ค?าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ที่วันต?างๆ ของแบคทีเรียแต?ละชนิด

และหัวเช้ือแบคทีเรีย 

 วัน ค?าการดูดกลืนแสงเฉล่ียท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร 

B. subtilis GY19 G. amicalis JC11 W. cibaria PN3 Microbial 

consortium 

2 0.512 0.652 0.210 1.029 

4 0.530 0.797 1.053 1.058 

6 0.522 0.676 1.032 1.081 

8 0.530 0.736 1.042 1.075 

10 0.554 0.818 1.148 1.065 

12 0.562 0.820 1.174 1.091 

14 0.602 0.866 1.234 1.160 

 

ตารางที่ ข-2 ผลต?างของค?าความขุ?นของสารละลายไบโอฟkล*มจากการวัดการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร 
เม่ือเทียบกับชุดควบคุม 

ปริมาณ
เช้ือ 

(CFU/mL) 

ผลต?างของค?าความขุ?นของสารละลายไบโอฟkล*ม 
จากการวัดการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร 

เฉล่ีย 

คอลัมน*ท่ี 
1 

คอลัมน*ท่ี 
2 

คอลัมน*ท่ี 
3 

คอลัมน*ท่ี 
4 

คอลัมน*ท่ี 
5 

คอลัมน*ท่ี 
6 

106 0.186 1.419 *** *** *** *** 0.8025 
105 1.215 1.541 1.364 1.719 1.718 2.076 1.6055 

104 *** *** *** 2.473 *** 0.994 1.7355 

102 *** 1.495 *** *** *** *** 1.495 

หมายเหตุ : *** หมายถึง ไม?สามารถอ?านค?าได- 
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