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บทคัดย่อ 

 ปัจจุบันได้เกิดปัญหามลภาวะขยะพลาสติกเพิ่มมากขึ้น ท าให้เริ่มมีการสนใจพลาสติกชีวภาพทดแทน
พลาสติกจากพลังงานปิโตรเลียม เน่ืองจากพลาสติกชีวภาพสามารถย่อยสลายได้เร็วเมื่อเทียบกับพลาสติกจาก
พลังงานปิโตรเลียม Polyhydroxyalkanoate (PHAs) เป็นพลาสติกชีวภาพทางเลือกหน่ึงที่เริ่มมีการสนใจมาก
ขึ้น    ซ่ึง PHAs เป็นพอลิเอสเทอร์ที่มีคุณสมบัติคล้ายพลาสติกจากแหล่งปิโตรเลียมและเป็นพอลิเมอร์ชีวภาพ
จากจุลินทรีย์ที่ผลิตได้โดยจุลินทรีย์หลายชนิดและเมื่อเกิดการย่อยสลายในธรรมชาติได้ผลิตภัณฑ์สุดท้ายเป็น
น้ าและแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ในสภาวะไร้อากาศ ซ่ึงสามารถช่วยลดปริมาณขยะตกค้างหลังจากน าไปฝังกลบ
ได้ วัตถุประสงค์ของงานวิจัยน้ีเพื่อคัดแยกหาแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิต PHAs จากดินที่ได้ท าการ
ฝังแผ่น PHB ลงไป แล้วพบว่าน้ าหนักของแผ่นพลาสติกมีน้ าหนักที่ลดลงเมื่อเวลาผ่าน ซ่ึงสามารถคัดแยกได้
ทั้งหมด 8 ไอโซเลต โดยใช้อาหารคัดเลือกที่ท าการผสม Nile Blue A ลงไป เพื่อเป็นการตรวจหาแบคทีเรียที่
สามารถผลิต PHAs ผลการวิเคราะห์ยีนบริเวณ 16S rRNA ของทั้ง 8 ไอโซเลต แสดงให้เห็นว่ามีความคล้ายคลึง
กับ Chryseobacterium daecheongense DSM 15235 98.84 เปอร์เซ็นต์ Pseudomonas tianjinensis  
68 98.70 เปอร์เซ็น Lysinibacillus boronitolerans T-10a 98.93 เปอร์เซ็นต์ Enterobacter hormaechei 
subsp. Xiangfangensis 10-7 99.86 เปอร์เซ็นต์ Sphingopyxis indica DS15 99.47 เปอร์เซ็นต์ Gordonia 
bronchialis DSM 43247 98.57 เปอร์เซ็นต์ Mesorhizobium soli NHI-8 96.53 เปอร์เซ็นต์ และ 
Pseudomonas citronellolis NBRC 103043 99.64 เปอร์เซ็นต์ 
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Abstract 

 The current problem of plastic waste pollution has been increasing. There is interest 

in using biodegradable plastic instead of plastic synthetic because biodegradable plastics can 

be decomposed faster than plastic synthetic. 
 Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are one of the most recognised bioplastics. PHAs are 

polyester having similar properties with petrochemical plastics. Moreover, PHAs are microbial 

biopolymers produced by various types of microorganisms. Biodegradation of PHAs, 

compounds commonly occurring in the natural environment, such as CO2, H2O, NH4, N2, H2 

and biomass are produced.  Which can reduce the amount of residual waste to landfill. 

 Sinsukudomchai P. has studied by burying PHA film in soil and found that weight of 

PHA film decreased in 1 month. Thus, we expected in this soil has PHA - degrading 

microorganisms and may have PHA – producing microorganisms. The goal of this study was 

to isolate the PHA – producing bacteria from soil, as well as to identify microbial producer of 

PHA polymer.  Isolated all 8 isolates by selective medium that mix Nile Blue A for checking 

bacteria that can produce PHAs. Base on 16S rRNA gene analysis of these 8 isolates were 

identified as species belonging to Chryseobacterium daecheongense DSM 15235 (98.84%), 

Pseudomonas tianjinensis  68 (98.70%), Lysinibacillus boronitolerans T-10a (98.93), 
Enterobacter hormaechei subsp. Xiangfangensis 10-7 (99.86%), Sphingopyxis indica DS15 

(99.47%), Gordonia bronchialis DSM 43247 (98.57%), Mesorhizobium soli NHI-8 (96.53%) and 
Pseudomonas citronellolis NBRC 103043 (99.64%). 
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บทที่ 1 

บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญ 

มีการผลิตพลาสติกในปี 2015 ถึง 322 ล้านตัน และมีแนวโน้มในการผลิตมากขึ้นอย่างต่อเน่ือง ในปี 
2016 มีการรายงานการผลิตพลาสติกมากขึ้นถึง 335 ล้านตัน (PlasticsEurope, 2017) และพลาสติกจ านวน
มหาศาลน้ีถูกน าไปใช้อย่างแพร่หลายทั้งในชีวิตประจ าวันและในอุตสาหกรรมต่างๆ เช่น อุตสาหกรรมยานยนต์ 
อุตสาหกรรมการเกษตร (Uchida et al., 2000) แต่อย่างไรก็ตามวัสดุพลาสติกมีข้อเสียบางประการที่ส าคัญ 
คือ เป็นวัสดุที่ย่อยสลายได้ยากในสิ่งแวดล้อมธรรมชาติ  เ น่ืองจากมีความทนทานและต้านทานการ
เสื่อมสภาพ ด้วยเหตุน้ีส่งผลให้อุตสาหกรรมส่วนใหญ่สนใจที่จะใช้พลาสติกชีวภาพทดแทนพลาสติกจากแหล่ง
พลังงานปิโตรเลียม 

พลาสติกชีวภาพ ก าลังก้าวเข้ามามีบทบาทมากขึ้นในตลาดพลาสติกโลก เน่ืองด้วยคุณสมบัติในการ
ผลิตที่ใช้วัตถุดิบธรรมชาติซ่ึงมีส่วนช่วยลดการพึ่งพาน้ ามันหรือคุณสมบัติด้านการย่อยสลายได้ตามธรรมชาติที่
ช่วยบรรเทาปัญหาการก าจัดขยะและสารพิษตกค้างในสิ่งแวดล้อม คุณสมบัติดังกล่าวล้วนแล้วแต่เป็นปัจจัย
ส าคัญที่ผลักดันให้ทั่วโลกหันมาสนใจใช้พลาสติกชีวภาพมากขึ้น ดังกรณีของประเทศในกลุ่มยุโรปที่ เผชิญกับ
ปัญหาการก าจัดขยะพลาสติกที่นับวันจะทวีความรุนแรง   จนกระทั่งทั้งภาครัฐ ภาคธุรกิจ และภาคครัวเรือน
ตระหนักถึงปัญหาดังกล่าวและหันมาให้ความร่วมมือในการใช้ผลิตภัณฑ์พลาสติกชีวภาพมากขึ้น เช่น ประเทศ
ในสหภาพยุโรปที่มีการก าหนดให้ผู้ผลิตรถยนต์เพิ่มสัดส่วนช้ินส่วนพลาสติกที่ ย่อยสลายได้ในการประกอบ
รถยนต์ให้มากขึ้น หรือประเทศอิตาลีที่รัฐบาลได้ออกมาตรการสนับสนุนให้ใช้ถุงพลาสติกที่ย่อยสลายได้ส าหรับ
การใช้งานคร้ังเดียว (single use) รวมถึงประเทศในแถบเอเชียเช่น ญ่ีปุ่น ที่บริษัทยักษ์ใหญ่ด้านเคร่ืองใช้ไฟฟ้า
และอิเล็กทรอนิกส์อย่าง โซน่ี พานาโซนิค และโตชิบา ต่างเปลี่ยนมาใช้บรรจุภัณฑ์ที่เป็นพลาสติกชีวภาพ และ
ยังใช้เป็นส่วนประกอบในการผลิตวัสดุอุปกรณ์คอมพิวเตอร์ต่างๆ มากขึ้นด้วย ขณะเดียวกัน การศึกษาวิจัยของ
บริษัท Samsung Fine Chemicals ก็พบว่าประชาชนส่วนใหญ่มีแนวโน้มจะปรับเปลี่ยนพฤติกรรมมาใ ช้
ผลิตภัณฑ์พลาสติกที่เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อมมากขึ้นหากสินค้ามีคุณภาพใกล้เคียงกันแม้จะต้องเสียค่าใช้จ่าย
มากขึ้นก็ตาม   (ที่มา: https://www.scbeic.com/th/detail/product/332, accessed on April 14, 2019)  

 การย่อยสลายของพลาสติกชีวภาพ จะสามารถย่อยสลายได้รวดเร็วกว่าพลาสติกสังเคราะห์จากแหล่ง
พลังงานปิโตรเลียม เมื่อเทียบในสภาวะที่เหมือนกัน เน่ืองจากพลาสติกชีวภาพผลิตมาจากแหล่งวัตถุดิบจาก
ธรรมชาติและยังย่อยสลายได้ในสภาวะที่สมบูรณ์ไม่เหลือสารตกค้างในสิ่งแวดล้อม 
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รูปที่ 1.1 แสดงการย่อยสลายของพลาสติกชีวภาพภายในเวลา 50 วัน  
(ที่มา : https://en.wikipedia.org/wiki/Biodegradable_plastic/bio_de_pass.html , accessed 

on  April 14, 2019) 

ประเภทของพลาสติกสามารถจ าแนกได้ตามวัตถุดิบต้ังต้นในการผลิตและความสามารในการย่อย
สลายได้ทางชีวภาพได้ดังแสดงในรูปที่ 1.2 

 

รูปที่ 1.2 ประเภทของพลาสติก จ าแนกตามวัตถุดิบต้ังต้นในการผลิตและความสามารถในการย่อย
สลายได้ทางชีวภาพ (ที่มา: https://www.scbeic.com/th/detail/product/332, accessed on April 14, 

2019) 

กลไกการย่อยสลายของพลาสติกชีวภาพแบ่งได้เป็น 4 ประเภทใหญ่ๆ ดังน้ี 
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1. การย่อยสลายได้โดยแสง (Photodegradation) การย่อยสลายโดยแสงมักเกิดจากการเติม
สารเติมแต่งที่มีความว่องไวต่อแสงลงในพลาสติกหรือสังเคราะห์โคพอลิเมอร์ให้มีหมู่ฟังก์ชันหรือพันธะเคมีที่ไม่
แข็งแรง แตกหักง่ายภายใต้รังสี (UV) เช่น หมู่คีโตน (Ketone group) อยู่ในโครงสร้าง เมื่อสารหรือหมู่ฟังก์ชัน
ดังกล่าวสัมผัสกับรังสียูวีจะเกิดการแตกของพันธะกลายเป็นอนุมูลอิสระ (Free radical) ซ่ึงไม่เสถียร จึงเข้าท า
ปฏิกิริยาต่ออย่างรวดเร็วที่พันธะเคมีบนต าแหน่งคาร์บอนในสายโซ่พอลิเมอร์ ท าให้เกิดการขาดของสายโซ่ แต่
การย่อยสลายน้ีจะไม่เกิดขึ้นภายในบ่อฝังกลบขยะ กองคอมโพสท์ หรือสภาวะแวดล้อมอ่ืนที่มืด หรือแม้กระทั่ง
ช้ินพลาสติกที่มีการด้วยหมึกที่หนามากบนพื้นผิว เน่ืองจากพลาสติกจะไม่ได้สัมผัสกับรังสียูวีโดยตรง 

2. การย่อยสลายทางกล (Mechanical Degradation) โดยการให้แรงกระท าแก่ช้ินพลาสติก
ท าให้ช้ินส่วนพลาสติกแตกออกเป็นช้ิน ซ่ึงเป็นวิธีการที่ใช้โดยทั่วไปในการท าให้พลาสติกแตกเป็นช้ินเล็กๆ 

3. การย่อยสลายผ่านปฏิกิริยาออกซิเดชัน (Oxidative Degradation) การย่อยสลายผ่าน
ปฏิกิริยาออกซิเดชันของพลาสติก เป็นปฏิกิริยาการเติมออกซิเจนลงในโมเลกุลของพอลิเมอร์ซ่ึงสามารถเกิดขึ้น
ได้เองในธรรมชาติอย่างช้าๆ โดยมีออกซิเจน และความร้อน แสงยูวี หรือแรงทางกลเป็นปัจจัยส าคัญ เกิดเป็น
สารประกอบไฮโดรเปอร์ออกไซด์ (hydroperoxide, ROOH) ในพลาสติกที่ไม่มีการเติม สารเติมแต่งที่ท าหน้าที่
เพิ่มความเสถียร (stabilizing additive) แสงและความร้อนจะท าให้ ROOH แตกตัวกลายเป็นอนุมูลอิสระ RO 

และ OH) ที่ไม่เสถียรและเข้าท าปฏิกิริยาต่อที่พันธะเคมีบนต าแหน่งคาร์บอนในสายโซ่พอลิเมอร์ ท าให้เกิดการ
แตกหักและสูญเสียสมบัติเชิงกลอย่างรวดเร็ว แต่ด้วยเทคโนโลยีการผลิตที่ได้รับการวิจัยและพัฒนาขึ้นใน
ปัจจุบันท าให้พอลิโอเลฟินเกิดการย่อยสลายผ่านปฏิกิริยาออกซิเดชันกับออกซิเจนได้เร็วขึ้นภายในช่วงเวลาที่
ก าหนด โดยการเติมสารเติมแต่งที่เป็นเกลือของโลหะทรานสิชัน ซ่ึงท าหน้าที่คะตะลิสต์เร่งการแตกตัวของ
สารประกอบไฮโดรเปอร์ออกไซด์ (Hydroperoxpide, ROOH) เป็นอนุมูลอิสระ (Free radical) ท าให้สายโซ่
พอลิเมอร์เกิดการแตกหักและสูญเสียสมบัติเชิงกลรวดเร็วย่ิงขึ้น 

4. การย่อยสลายผ่านปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Hydrolytic Degradation) การย่อยสลายของพอ
ลิเมอร์ที่มีหมู่เอสเทอร์ หรือเอไมด์ เช่น แป้ง พอลิเอสเทอร์ พอลิแอนไฮดรายด์ พอลิคาร์บอเนต และพอลิยูริเทน 
ผ่านปฏิกิริยาก่อให้เกิดการแตกหักของสายโซ่พอลิเมอร์ ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่เกิดขึ้น โดยทั่วไปแบ่งออกเป็น 2 
ประเภท คือ ประเภทที่ใช้คะตะลิสต์ (Catalytic hydrolysis) และไม่ใช้คะตะลิสต์ (Non-Catalytic 

Hydrolysis) ซ่ึงประเภทแรกยังแบ่งออกได้เป็น 2 แบบ คือ แบบที่ใช้คะตะลิสต์จากภายนอกโมเลกุลของพอลิ
เมอร์เร่งให้เกิดการย่อยสลาย (External Catalytic Degradation) และแบบที่ใช้คะตะลิสต์จากจากภายใน
โมเลกุลของพอลิเมอร์เองในการเร่งให้เกิดการย่อยสลาย (Internal catalytic degradation) โดยคะตะลิสต์
จากภายนอกมี 2 ชนิด คือ คะตะลิสต์ที่เป็นเอนไซม์ต่างๆ (Enzyme) เช่น Depolymerase lipase esterase 

และ glycohydrolase ในกรณีน้ีจัดเป็นการย่อยสลายทางชีวภาพ และคะตะลิสต์ที่ไม่ใช่เอนไซม์ (Non-
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enzyme) เช่น โลหะแอลคาไลด์ (alkaline metal) เบส (base) และกรด(acid) ที่มีอยู่ในสภาวะแวดล้อมใน
ธรรมชาติ ในกรณีน้ีจัดเป็นการย่อยสลายทางเคมี ส าหรับปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสแบบที่ใช้คะตะลิสต์จากภายใน
โมเลกุลของพอลิเมอร์น้ันใช้หมู่คาร์บอกซิล (Carboxyl Group) ของหมู่เอสเทอร์ หรือเอไมด์บริเวณปลายของ
สายโซ่พอลิเมอร์ในการเร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายผ่าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 

5. การย่อยสลายทางชีวภาพ (Biodegradation) การย่อยสลายของพอลิเมอร์จากการท างาน
ของจุลินทรีย์โดยทั่วไปมีกระบวนการ 2 ขั้นตอน เน่ืองจากขนาดของสายพอลิเมอร์ยังมีขนาดใหญ่และไม่ละลาย
น้ า ในขั้นตอนแรกของของการย่อยสลายจึงเกิดขึ้นภายนอกเซลล์โดยการปลดปล่อยเอ็นไซม์ของจุลินทรีย์ซ่ึง
เกิดได้ทั้งทั้งแบบใช้ endo-enzyme หรือ เอนไซม์ที่ท าใหเกิดการแตกตัวของพันธะภายในสายโซ่พอลิเมอร์
อย่างไม่เป็นระเบียบ และแบบ exo-enzyme หรือเอนไซม์ที่ท าให้เกิดการแตกหักของพันธะทีละหน่วยจาก
หน่วยซ้ าที่เล็กที่สุดที่อยู่ด้านปลายของสายโซ่พอลิเมอร์ เมื่อพอลิเมอร์แตกตัวจนมีขนาดเล็กพอจะแพร่ผ่านผนัง
เซลล์เข้าไปในเซลล์ และเกิดการย่อยสลายต่อในขั้นตอนที่ 2 ได้ผลิตภัณฑ์ในขั้นตอนสุดท้าย (ultimate 

biodegradation) คือ พลังงาน และสารประกอบขนาดเล็กที่เสถียรในธรรมชาติ (Mineralization) เช่น แก๊ส
คาร์บอนไดออกไซด์ แก๊สมีเทน น้ า เกลือ แร่ธาตุต่างๆ และมวลชีวภาพ (biomass) (ที่มา : 

http://www2.mtec.or.th/th/special/biodegradable_plastic/type_de_plas.html , accessed on 

April 14, 2019) 

พลาสติกชีวภาพชนิดพอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต (polyhydroxyalkanoates, PHAs) จัดเป็น
พลาสติกทางชีวภาพที่ผลิตจากวัตถุดิบทางธรรมชาติและมีกระบวนการผลิตและย่อยสลายที่ไม่ก่อสารอันตราย 
ผลิตขึ้นโดยจุลินทรีย์ในสภาวะที่มีแหล่งคาร์บอนมากเกินพอ แต่สารอาหารชนิดอ่ืน เช่น ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส 
แมกนีเซียม หรือซัลเฟอร์ มีปริมาณจ ากัด โดยสะสมพอลิเมอร์ไว้ภายในเซลล์เพื่อใช้เป็นแหล่งพลังงานและ
คาร์บอน (Chanprateep, 2010) ในรูปของแกรนูล โดยจ านวนและขนาดของแกรนูลในหน่ึงเซลล์จะแตกต่าง
กันขึ้นอยู่กับชนิดของจุลินทรีย์ จากการรายงานของ Byrom (1994) พบว่า Cupriavidus necator ในหน่ึง
เซลล์จะมีจ านวนแกรนูล 8 - 13 แกรนูล มีเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 0.2 - 0.5 ไมโครเมตร ซ่ึงจะดูได้ภายใต้
กล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอน ดังแสดงในรูปที่ 1.3  PHA สามารถถูกย่อยสลายได้ตามธรรมชาติ ดังน้ันจึงถูก
พิจารณาว่ามีศักยภาพเหมาะสมส าหรับใช้เป็นพลาสติกทางเลือกเพื่อทดแทนการใช้พลาสติกจากปิโตรเลียม 
เน่ืองด้วย PHAs น้ันมีคุณสมบัติย่อยสลายได้ในธรรมชาติโดยใช้เอนไซม์ของจุลินทรีย์ได้ผลิตภัณฑ์สุดท้ายเป็น
น้ าและแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ในสภาวะไร้อากาศและได้แก๊สมีเทนเพิ่มขึ้นในสภาวะไร้อากาศ (Muhammadi 

และคณะ, 2015) ซ่ึงสามารถช่วยลดปริมาณขยะตกค้างหลังจากน าไปฝังกลบได้ 
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รูปที ่ 1.3 ภาพถ่ายแกรนูลที่มีการสะสม PHA ของ Cupriavidus necator DSM 545 จากกล้อง
จุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องผ่าน ก าลังขยาย 30,000 เท่า (Martin Koller, 2017) 

โครงสร้างของ PHAs จัดเป็นพอลิเอสเทอร์สายตรง ประกอบด้วยคาร์บอน ออกซิเจน และไฮโดรเจน 

สตูรโครงสร้างทั่วไปแสดงดังรูปที่ฟ1.4ฟมอนอเมอร์ของสายพอลิเมอร์ต่อกันแบบหัวต่อหางโดยมอนอเมอร์ใน
กลุ่มไฮดรอกซีเช่ือมต่อกันด้วยพันธะเอสเทอร์ระหว่างหมู่คาร์บอกซิลิกของมอนอเมอร์ตัวที่หน่ึงกับหมู่ไฮดรอก
ซีของมอนอเมอร์ตัวถัดไป (Madison และ Huisman, 1999) 

การจัดจ าแนกชนิด PHA ตามองค์ประกอบทางเคมีของมอนอเมอร์ (Luengo และคณะ, 2003) 

 1. พอลิเมอร์ที่เประกอบด้วยมอนอเมอร์ที่มีอนุพันธ์ของกรดไขมันแบบอะโรมาติก 

 2.พอลิเมอร์ที่ประกอบด้วยมอนอเมอร์ที่มีอนุพันธ์ของกรดไขมันทั้งแบบอะลิฟาติกและ
แบบอะโรมาติก 

 3. พอลิเมอร์ที่ประกอบด้วยมอนอเมอร์ที่มีสารประกอบอ่ืน เช่น พอลิ-แกมมา-กลูตามิก-แอ
ซิด (poly- γ-glutamic-acid) 

การจัดจ าแนกชนิด PHA ตามจ านวนคาร์บอนอะตอมในหน่วยมอนอเมอร์ (Lee และคณะ, 1996) 

 1. Short-chain-length (SCL) PHA คือ พอลิเมอร์ที่แต่ละหน่วยมอนอเมอร์ประกอบด้วย
คาร์บอนอะตอม 3-5อะตอม 

 2. Medium-chain-length (MCL) PHA คือ พอลิเมอร์ที่แต่ละหน่วยมอนอเมอร์ประกอบ
ด้วยคาร์บอนอะตอม 6-14 อะตอม 
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 3. Long-chain-length (LCL) PHA คือ พอลิเมอร์ที่แต่ละหน่วยมอนอเมอร์ประกอบด้วย
คาร์บอนอะตอมมากกว่า 14 อะตอม 

 

รูปที่ 1.4 สูตรโครงสร้างทางเคมีของพอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต (Tan G. และคณะ, 2014) 

การผลิต PHA เพื่อน ามาประยุกต์ใช้ประโยชน์ในด้านต่างๆ 

 1. การประยุกต์ใช้ทางด้านการเกษตรและปศุสัตว์ 

  ผลิตเป็นแคปซูลส าหรับบรรจุยาฆ่าวัชพืช ยาฆ่าแมลงหรือผลิตเป็นแคปซูลส าหรับ
บรรจุยารักษาโรคของสัตว์และบรรจุยาประเภทที่มีกลไกการออกฤทธิ์นาน (Raddy และคณะ, 2003) 
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 2. การประยุกต์ใช้ทางด้านการแพทย์ 

  ใช้เป็นวัสดุสิ้นเปลืองในงานศัลยกรรม เช่น ใช้ท าหลอดเลือดเทียม กระดูกเทียม เข็ม
เย็บผ้า ผ้าซับเลือด เป็นต้น (Chen และ Wu, 2005) ใช้ผลิตเป็นแคปซูลบรรจุยาเพื่อให้ตัวยาถูกปล่อยออกมา
อย่างช้าๆ ทีละน้อย (Gould และคณะ, 1987) 

 3. การประยุกต์ใช้ในด้านบรรจุภัณฑ์หรือวัสดุใช้สอย 

  ใช้บรรจุภัณฑ์ประเภทถุง ภาชนะบรรจุอาหารส าเร็จรูป แผ่นฟิล์มถนอมอาหาร และ
วัสดุอ่ืนๆ เช่น วัสดุเส้นใย สารเคลือบผิว แผ่นฟิล์ม เป็นต้น (Clarinval และ Halleux, 2005) 

การสังเคราะห์ PHAs จะใช้เอนไซม์ PHA synthase ที่ถูกเข้ารหัสจากยีน phaC ของกลุ่มจุลินทรีย์ ที่
จะพอลิเมอไรซ์พอลิไฮดรอกซีบิวทีเรต (polyhydroxybutyrate, PHB) มอนอเมอร์ของ PHAs ให้กลายเป็น
สายพอลิเมอร์ (Rehm, 2003) และมียีน phaZ ที่เมื่อผ่านการเข้ารหัสจะได้เอนไซม์ PHA depolymerase จะ
ท าหน้าที่ย่อยสลาย PHAs ที่สะสมอยู่ในจุลินทรีย์ไปใช้เป็นพลังงานของเซลล์ ดังแสดงในรูปที่ 1.5 

  

รูปที่ 1.5 แสดงวิถีการสังเคราะห์ P(3HB)/MCL-PHA ภายในเซลล์ (PhaA , β-ketothiolase; 

PhaB, NADPH-dependent acetoacetyl-CoA reductase; PhaC, PHA synthase; PhaZ, PHA 

depolymerase) 

(ที่มา: https://www.researchgate.net/figure/Biosynthesis-pathways-of-P3HB-MCL-PHA-and-

intracellular-mobilization-of-accumulated_fig1_324268622, accessed April 14, 2019) 
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 เอนไซม์ PHA depolymerase สามารถจัดเป็น intracellular และ extracellular โดยขึ้นอยู่โหมด
ของปฏิกิ ริยาต่อ PHAs ที่สะสมอยู่ภายในเซลล์เพื่อน าไปใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงานให้กับ
จุลินทรีย์ในการเจริญเติบโต ซ่ึงจุลินทรีย์ส่วนใหญ่จะสามารถสร้าง PHAs ด้วยเอนไซม์ PHA synthase ที่ถูก
ถอดรหัสจากยีน phaC เพือเก็บเป็นแหล่งพลังงาน จากน้ันจึงมีการสังเคราะห์ PHA depolymerase ที่
ถอดรหัสจากยีน phaZ เพื่อย่อย PHAs ที่สะสมภายในแกรนูลที่อยู่ในเซลล์และน าไปใช้เป็นพลังงานต่อไป 

 โดย PHA depolymerase จะไปไฮโดรไลซ์ ในส่วนของ amorphouse จากน้ันจึงเข้าจับกับส่วน 
crystalline (Organ และ Barham, 1988) เอนไซม์จะไปท าลายพันธะเอสเทอร์ของพอลิเมอร์ท าให้คุณสมบัติ
ของพอลิเมอร์เปลี่ยนไป ซ่ึงคุณสมบัติที่เปลี่ยนไปน้ีส่งผลถึงความสามารถในการย่อยสลายของ PHA 

 การตรวจสอบจุลินทรีย์ที่สามารถสังเคราะห์ PHA สามารถท าได้โดยใช้เทคนิคการย้อมสีของสารไขมัน
ที่อยู่ภายในเซลล์เน่ืองจากแกรนูลที่ จุลินทรีย์สังเคราะห์ได้สารประเภทไขมันชนิดหน่ึง เช่น การย้อมด้วย 
Sudan Black B และ Nile Blue A การย้อมด้วย Sudan Black B เป็นการทดสอบเบื้องต้นซ่ึงสามารถส่อง
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ทั่วไปได้โดยจะเห็นแกรนูลเป็นจุดสีด าภายในเซลล์ ส่วนการย้อม Nile Blue A จะเห็น
เป็นแกรนูลเป็นจุดสีแดงหรือสีส้มภายใต้กล้องฟลูออเรสเซ็นต์ (Song และคณะ, 2008) และสามารถใช้ผสมกับ
อาหารที่จะน ามาคัดเลือกหาแบคทีเรียที่ผลิต PHA ได้โดยตรง ในปริมาตรที่เหมาะสม คือ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 

และตรวจสอบโดยเห็นการเรืองแสงสีส้มเมื่อท าการส่องภายใต้ล าแสง UV ที่ความยาวคลื่น 365 นาโนเมตร 
(Spiekermann, 1999)  

 

  

 

      รูปที่ 1.6 แกรนูลของแบคทีเรียที่ย้อมด้วย (A) Sudan Black B (B) Nile Blue A (Taku N. และคณะ, 

2012) และ (C) ลักษณะการเรืองแสงของโคโลนีบนอาหารที่ผสม Nile Blue A เมื่อส่องภายใต้ล าแสง UV 

(Al-Keddo K. และคณะ, 2016) 

A B 

C

. 
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ได้มีการรายงานว่า อัมมทิกา เมืองวงษ์และคณะ (2016) สามารถคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถ
ในการผลิต polyhydroxyalkanoate จากกลีเซอรอลดิบที่ได้จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล และพบว่าไอโซ
เลตที่ คัดแยกมาได้อยู่ในสกุล Acinetobacter sp. Pseudomonas sp. และ Enterobacter sp. และเมื่อ
ท าการศึกษาในระดับชวดเขย่า พบว่าสามารถในการผลิตพอลิไฮดรอกซิแอลคาโนเอต เช่นเดียวกับ Bhuwal 

A. และคณะ (2013) ที่สามารถคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถผลิต PHB ในสกุล Enterococcus sp. และ 
Brevundimonas sp. จากน้ าเสียที่ได้จากโรงงานผลิตกระดาษ และในปี 2014 Ciesielski S. และคณะ 
สามารถคัดแยก Pseudomonas sp. และ Janthinobacterium sp. ที่ได้จากน้ าจืด Glacier เมือง King 

George ประเทศไอซ์แลนด์ ในทวีปแอนตาร์กติค จากรายงานทั้งหมดดังกล่าว แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียที่มี
ความสารถในการผลิตพอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอตสามารถพบได้ในสิ่งแวดล้อมทั่วไปและมีความหลากหลาย
มากในระบบนิเวศ   

ดินเป็นแหล่งธรรมชาติที่ส าคัญเน่ืองจากดินเป็นแหล่งที่อยู่ของสิ่งมีชีวิตหลายชนิด เช่น พืช สัตว์ และ
จุลินทรีย์ รวมถึงมีความส าคัญต่อการย่อยสลายพลาสติกชีวภาพและเป็นแหล่งจุลินทรีย์ที่มีความสามารถใน
การย่อยสลาย PHA (Boyandin และคณะ, 2012) ซ่ึงคาดว่าอาจมีจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการผลิตพอ
ลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต งานวิจัยน้ีเป็นงานวิจัยต่อเน่ืองจากการศึกษาการย่อยสลายของฟิล์มวัสดุเชิงประกอบ
ทางชีวภาพระหว่างพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรตจาก Cuprividus necator สายพันธุ์ A-04 และไมโครคริสตัลลีน
เซลลูโลสจากใบสับปะรด (พิชญ์นันท์ สินสุขอุดมชัย, 2018) ที่ได้น าแผ่น PHB ฝังลงไปในดินและเมื่อเวลาผ่าน
ไป 1 เดือน น้ าหนักของแผ่น PHB มีน้ าหนักที่ลดลง จึงคาดว่าในดินจะมีจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อย
สลาย PHB ที่เป็นมอนอเมอร์ของ PHA เช่นเดียวกับคาดว่ามีจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการผลิต PHB  

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

 งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อคัดแยกและระบุลักษณะสมบัติของแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิต
พอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอตจากดิน 

1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ก. ในด้านความรู้และประสบการณ์ 

  ทราบถึงขั้นตอนในการคัดแยกแบคทีเรียจากธรรมชาติเพื่อหาแบคทีเรียที่มีความสามารถใน
การผลิตพอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต เข้าใจกลไกในการผลิตพอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต มีความรู้พื้นฐาน
เกี่ยวกับพลาสติกชีวภาพฝึกคิด และ วิเคราะห์ปัญหาโดยอาศัยกระบวนการทางวิทยาศาสตร์ เส ริม
ประสบการณ์ในการท างานในห้องปฏิบัติการทางวิทยาศาสตร์ และสามารถน าไปต่อยอดได้ในอนาคต 

 



10 
 

ข. ความรู้ ความเข้าใจที่น าไปสู่การแก้ไขปัญหาของสังคมหรือสภาพแวดล้อม 

  สามารถน าความรู้ที่ได้ใช้ในการคัดแยกจุลินทรีย์ในธรรมชาติที่มีความสามารถในการผลิต
พลาสติกชีวภาพไปช่วยแก้ปัญหาขยะพลาสติกที่เป็นปัญหาอยู่ในปัจจุบัน เน่ืองจากพลาสติกชีวภาพเมื่อมีการ
ย่อยสลายจะไม่เหลือสารตกค้างซ่ึงเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม 
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บทที่ 2 

อุปกรณ์ เคมภีณัฑ์ และวิธดี าเนนิงานวจิยั 

อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 

 1. กระบอกตวง (cylender) ของบริษัท Pyrex, USA   

 2. กล้องจุลทรรศน์ (microscope) รุ่น CH30RF200 ของบริษัท Olympus, Japan    

 3. ขวดรูปชมพู่ (erlenmeyer flask) ของบริษัท Pyrex, USA 

4.เคร่ืองผสมสาร (vortex mixer) รุ่น G-560E ของบริษัท Science Industies, USA 

 5. เคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือ (autoclave) รุ่น SS-325 และรุ่น ES-215 ของบริษัท Tomy Seiko Ltd., 

Tokyo, Japan 

 6. เคร่ืองส่องยูวีแบบถือ (hand held UV) รุ่น VL – 6.LC ของบริษัท VILBER LOURMAT 

 7. เคร่ืองช่ังหยาบ (laboratory balance) รุ่น PG 2002-S และรุ่น PG 6002-S ของบริษัท Metter 

Toledo Co. Ltd., Switzerland 

  8. เคร่ืองช่ังละเอียด (analytical balance) รุ่น AG 204 และรุ่น PG 285 ของบริษัท Metter 

Toledo Co. Ltd., Switzerland 

9. เคร่ืองให้ความร้อน (stirring hot plate) รุ่น DS 201HS ของบริษัท DMC, Japan 

10. เคร่ือง PCR (PCR machine) รุ่น T100 ของบริษัท Bio-Rad, Japan    

11. เคร่ืองให้ก าเนิดแสง (BluPAD Dual LED Blue/White Light Transilluminator) ของบริษัท 
bio-helix, Taiwan 

12. จานเลี้ยงเพาะเช้ือ (petri dish) ของบริษัท Pyrex, USA 

13. ชุดเคร่ืองมือท าอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส (agarose gel electrophoresis) 

  - Mini gel electrophoresis system ของบริษัท Bio-Rad, USA 

  - Electrophoresis complete system ของบริษัท Bio-Rad, USA 

 14. ตู้ถ่ายเช้ือแบบ laminar flow ISSO รุ่น BV-124 ของบริษัท International Scientific Supply 

Co. Ltd., Thailand 
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15. ตู้แช่แข็งจุดเยือกแข็งต่ า (deep freezer) -20 องศาเซลเซียส ของบริษัท Sanyo electric, 

Japan 

 16. ตู้แช่แข็งจุดเยือกแข็งต่ า (deep freezer) อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ของบริษัท Forma 

Scientific, USA 

17. ตู้บ่มเช้ือแบบควบคุมอุณหภูมิ (incubator) รุ่น D06062 ของบริษัท Kubota, Japan 

18. ตู้เย็น อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ของบริษัท Mitsubishi Electric, Japan 

 19. ตู้อบแห้ง (hot air oven) ของบริษัท Memmert Co. Ltd., Germany 

20. บีกเกอร์ (beaker) ของบริษัท Pyrex, USA  

21.ไมโครปิเปต (micropipette) รุ่น P2, P20, P200 และ P1000 ของบริษัท Gilson, France 

 22. ปิเปตแก้ว (graduated pipette) ของบริษัท Pyrex, USA  

23. หลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ (microcentrifuge tube) ของบริษัท Sigma-Aldrich, USA 

 24. หลอดทดลอง (test tube) ของบริษัท Pyrex, USA 

 25.หลอดเก็บเช้ือแช่แข็ง (cryotube) ของบริษัท Bioadvance, Thailand 

 26. หลอดทดลองฝาเกลียว (screw-cap tube) ของบริษัท Pyrex, USA 

 27. อ่างควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุ่น WC14 และรุ่น W760 ของบริษัท Memmert Co., Ltd., 

Germany 

เคมีภัณฑ์ 

 1. กลูโคส (glucose; C6H12O6) ของบริษัท Sigma Chemical Co.,USA  

 2. กลีเซอรอล (C3H8O3) ของบริษัท Merck, Germany 

  3. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany  

4. ทริปโทน (tryptone) ของบริษัท Merck, Germany 

  5. วุ้นผง (agar) ของบริษัท Productora de agar S.A., Chile 

 6. ผงสีไนล์บลูเอ (nile blue A dye) ของบริษัท The Matheson Company 
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7. สารสกัดจากเน้ือ (beef extract) ของบริษัท Lavscan Asia Co., Ltd., Ireland 

 8. สารสกัดจากยีสต์ (yeast extract) ของบริษัท Spinger, France 

9. อะกาโรสเจล (agarose gel) ของบริษัท ABgene, UK 

 10. แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)SO4) ของบริษัท Merck, Germany 

 11. Kod OneTM taq polymerase ของบริษัท Toyobo 

2.1 คดัแยกแบคทีเรยีจากดนิตวัอยา่ง 

น าแผ่น PHB ที่มีดินติดอยู่มาชะดินออกด้วยน้ ากลั่น ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากน้ันท าการเจือจางที่
ความเข้มข้น 10-3 – 10-6 จากน้ันน ามากระจายบนอาหารแข็ง Luria-Bertani (ภาคผนวก ก1)  จากน้ันน าไป
บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-4 วัน จากน้ัน จึงมาคัดแยกโคโลนีเด่ียวบนอาหารเดิมเพื่อให้ได้เป็น
ไอโซเลตเด่ียวๆออกมา ดัดแปลงจาก Urbanek A และคณะ (2017) 

2.1.1 การเก็บรกัษาจุลนิทรยี ์

  เขี่ยเช้ือไอโซเลตที่บริสุทธิ์ลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง Luria-Bertani (LB) ท าการบ่มที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส 1-2 วัน จากน้ันน ามาเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และน าโคโลนีเด่ียวเขี่ยลงอาหาร
ใหม่ทุกๆ 1-2 สัปดาห์ 

2.2 คัดแยกแบคทีเรยีที่มคีวามสามารถในการผลติ PHA 

 เขี่ยเช้ือไอโซเลตที่บริสุทธิ์มากระจายลงบนอาหารตามสูตร Mizuno K. และคณะ (2010) (ภาคผนวก 
ก2) จากน้ันน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน จากน้ันน าโคโลนีมาส่องภายใต้ล าแสง UV ที่
ความยาวคลื่น 365 นาโนเมตร คัดเลือกไอโซเลตที่มีการเรืองแสง จากน้ันน าไปย้อม Gram’s stain และ 
Sudan Black B ตามวิธีข้อ 2.2.1 และ 2.2.2 ตรวจสอบลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

 2.2.1 การยอ้มแกรม Gram’s stain ตามวธิีของ Gram (1884)  

 น าแบคทีเรียที่บริสุทธิ์แล้วมากระจายบนสไลด์ รอให้แห้งและท าการตรึงเช้ือด้วยการน าสไลด์
ไปผ่านไฟ ย้อมด้วย crystal violet (ภาคผนวก ข1) เป็นเวลา 1 นาที จากน้ันล้างด้วยน้ ากลั่น และหยด
สารละลายไอโอดีน (ภาคผนวก ข2) เป็นเวลา 1 นาที จากน้ันล้างสีออกด้วย 95% ethanol และหยุดปฏิกิริยา
ด้วยน้ ากลั่น จากน้ันหยด safranin O (ภาคผนวก ข3) เป็นเวลา 30 วินาที ล้างด้วยน้ ากลั่น ทิ้งไว้ให้แห้ง น าไป
ส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์ถ้าเซลล์ติดสีม่วงน้ าเงินแสดงว่าเป็นแบคทีเรียแกรมบวกและถ้าติดสีแดงแสดงว่า
เป็นแบคทีเรียแกรมลบ 
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2.2.2 การยอ้มแกรนลู PHA ดว้ย Sudan Black B ตามวิธขีอง Jenkins และคณะ (1993) 

 น าแบคทีเรียที่บริสุทธิ์แล้วมากระจายบนสไลด์ รอให้แห้ง และท าการตรึงเช้ือด้วยการน าสไลด์
ไปผ่านไฟ ย้อมด้วย Sudan Black B (ภาคผนวก ข4) เป็นเวลา 10 นาที จากน้ันล้างด้วยน้ ากลั่น ย้อมด้วยสี 
Safranin O เป็นเวลา 5 - 10 วินาที ล้างด้วยน้ ากลั่น ทิ้งไว้ให้แห้ง น าไปส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ถ้ามี PHA 

ซ่ึงสะสมอยู่ในรูปของแกรนูลจะติดสีเทาและอยู่ภายในเซลล์ของแบคทีเรีย 

2.3 คดัแยกลกัษณะความตอ้งการออกซิเจน 

 ใช้ปิเปตต์ดูดเช้ือ ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ลงใน LB agar tall ที่หลอมเหลวไว้ที่อุณหภูมิ 42 – 45 องศา
เซลเซียส ค่อยๆ หมุนหลอดให้เช้ือและอาหารเลี้ยงเช้ือกระจายเข้ากัน โดยไม่เขย่าเพื่อไม่ให้ออกซิเจนจาก
อากาศละลายเข้าไป จากน้ัน ต้ังทิ้งไว้ให้อาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน 
น ามาดูผลการเจริญและบริเวณที่เช้ือเจริญภายในหลอด (Benson, 2002) 

2.4 จ าแนกสายพนัธุ์ของแบคทีเรยีที่มคีวามสามารถในการผลติ PHAs สายพันธุ์บริสทุธิ์ 

 2.4.1 การสกดั DNA จากแบคทีเรียดว้ยวธิี Colony PCR 

  น าโคโลนีที่บริสุทธิ์จ านวน 1 ลูป ใส่ลงในหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ที่มี Tris-EDTA (TE) buffer 

30 ไมโครลิตร กระจายตะกอนเซลล์ให้เป็นเน้ือเดียวกัน จากน้ันน าไปต้มที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 10 
นาที 

 2.4.2 เพิ่มจ านวน DNA บริเวณ 16S rRNA 

  เพิ่มจ านวน DNA บริเวณ 16S rRNA ด้วยวิธี PCR ในหลอดปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส โดย
ใช้ไพรเมอร์ 27F และ 1492R (ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์แสดงในตารางที่ 2.1) เกิดผลิตภัณฑ์ PCR 

ขนาดประมาณ 1,500 bp องค์ประกอบของสารต่างๆ ในปฏิกิริยาแสดงในตารางที่ 2.2 ด าเนินปฏิกิริยาด้วย
เคร่ืองเพิ่มปริมาณ DNA ตามสภาวะดังน้ี 

1. denaturation  อุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส 10  วินาที 
  2. annealing   อุณหภูมิ 52 องศาเซลเซียส 30  วินาที 
  3. extension   อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียว 12  วินาที 
  4. ท าขั้นตอนที่ 1-3 จ านวน 35 รอบ 

  5. final extension  อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  3  นาที 
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ตารางที่ 2.1 ไพรเมอร์ที่ใช้ในงานวิจัย 

ไพรเมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5’-3’) ขนาดผลิตภัณฑ์ PCR 

(bp) 

อ้างอิง 

ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA 

27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG ~1,500 Lane, 1991 

1492R GGTTACCTTGTTACGACTT   

 

ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR ที่เกิดขึ้นด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (agarose gel 

electrophoresis) ที่ความเข้มข้นเจล 0.6 เปอร์เซ็น ตามที่ระบุใน 2.4.3 และผลิตภัณฑ์ PCR 3 ไมโครลิตร ที่
ผสมสีติดตาม 1 ไมโครลิตร เปรียบเทียบกับสารละลาย DNA มาตรฐาน VC 1kb DNA Ladder  

ตารางที่ 2.2 องค์ประกอบของสารในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (ปริมาตรสุดท้าย 30 ไมโครลิตร) 

สาร ปริมาตร (ไมโครลิตร) ความเข้มข้นสุดท้ายของสาร 
น้ าปลอดปราศจากเช้ือ 14.04  

KOD OneTM PCR Master Mix 15 1 เท่า 
10 ไมโครโมลาร์ ไพรเมอร์ 0.9 (ชนิดละ) 0.3 ไมโครโมลาร์ (ชนิดละ) 

DNA แม่แบบ 0.06  

 

 2.4.3.  การท าอะกาโรสเจลอิเลก็โทรโฟรซิิส (agarose gel electrophoresis) 

  เตรียมเจลโดยช่ังผงอะกาโรส 0.6 กรัม ใส่ลงในขวดส าหรับเตรียมเจล เติมบัฟเฟอร์ 1X TAE 

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ละลายเจลด้วยไมโครเวฟจนกระทั่งผงเจลละลายหมด เทลงในถาดส าหรับขึ้นรูปเจล 
รอจนกระทั่งเจลแข็งตัวประมาณ 30 นาที จากน้ันวางอะกาโรสเจลลงในแชมเบอร์ของเคร่ืองอิเล็กโทรโฟริซิส 
เทบัฟเฟอร์ 1X loading buffer และใช้ VC 1kb DNA Ladder เป็นดีเอ็นเอมาตรฐาน จากน้ันท าอิเล็กโทรโฟ
ริซิสโดยใช้ชุดท าอิเล็กโทรโฟริซิส ใช้กระแสไฟฟ้า 120 โวลต์ เป็นเวลา 20 นาที และน าเจลไป ส่องในเคร่ืองให้
ก าเนิดแสง 

 2.4.4 วิเคราะห์ล าดบันวิคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA 

น าผลิตภัณฑ์จากข้อ 2.4.2 มาวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA โดยส่งบริษัท 
U2bio ประเทศเกาหลี เพื่อท าผลิตภัณฑ์ PCR ให้บริสุทธิ์และวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์โดยใช้ไพรเมอร์ 
27F และ 1492R  (ดังที่แสดงในตารางที่ 2.1) เมื่อได้รับข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของช้ินดีเอ็นเอแล้ว เช่ือมล าดับ
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นิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม DNA Baser Version 3 (Heracle BioSoft S.R.L., Romania) น าข้อมูลที่ได้มา
วิเคราะห์และเปรียบเทียบใน GenBank ด้วยโปรแกรม BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) 

ของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) และเปรียบเทียบใน Ezbiocloud ด้วย
โปรแกรม 16S-based ID (https://www.ezbiocloud.net/identify) ดัดแปลงจาก Muangwong และคณะ 
(2016) 
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บทที่ 3 

ผลการทดลอง 

3.1 การคดัแยกแบคทีเรยีจากดนิตวัอยา่ง 

  ผลจากการการคัดแยกแบคทีเรียจากดินตัวอย่างที่ท าการฝังแผ่น PHB ลงไป โดยคัดแยกบน
อาหาร LB และท าการบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3-4 วัน พบว่าสามารถคัดแยกแบคทีเรีย
เบื้องต้นได้ทั้งหมด 21 ไอโซเลต ดังแสดงในรูปที่ 3.1 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

3.2 การคดัเลือกแบคทีเรยีที่มคีวามสามารถในการผลติ PHA 

จากการคัดเลือกหาแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิต PHA จากทั้งหมด 21 ไอโซเลตโดยคัดเลือก
บนอาหารตามสูตร Kouhei M และคณะ (2010) ที่ท าการผสมผงสีไนล์บลู และน ามาส่องภายใต้ล าแสง UV ที่
ความยาวคลื่น 365 นาโนเมตร พบว่า มี 8 ไอโซเลตที่ให้การเรืองแสง โดยทั้ง 8 ไอโซเลตน้ีจะให้รหัสเป็น SG1 

- SG8 จึงคาดว่ามีความสามารถในการผลิต PHA โดยลักษณะการเรืองแสงดังแสดงในรูปที่ 3.2 

รูปที่ 3.1 แสดงลักษณะโคโลนีของแต่ทั้ง 21 ไอโซเลตที่คัดแยกจากดิน
ตวัอย่าง 
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c. SG4 

SG7 
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ผลจากการย้อมแกรมในทั้ง 8 ไอโซเลตพบว่า มี 7 ไอโซเลต ที่จัดว่าเป็นแบคทีเรียแกรมลบ คือ SG1 

SG2 SG3 SG4 SG5 SG7 และ SG8 และมีเพียง SG8 ที่จัดว่าเป็นแกรมบวก ผลจากการย้อม Sudan Black B 

พบว่า ทั้ง 8 ไอโซเลตแสดงให้เห็นการย้อมติดน้ าเงินภายในเซลล์ ซ่ึงคาดว่ามีการสะสมของมันภายในเซลล์ ดัง
แสดงในรูปที่ 3.3 ลักษณะของโคโลนีและลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของทั้ง 8 ไอโซเลต ดังแสดงตารางที่ 
3.1 

 

SG1 

  

SG5 

Cupriavidus necator strain A-04 
d. 

รูปที่ 3.2 แสดงลักษณะการเรืองแสงของโคโลนีที่ผ่านการส่องภายใต้แสง UV ความยาวคลื่น 365 นาโนเมตร 
(a) : SG6, SG2 (b.) : SG1, SG8 (c.) : SG3, SG4, SG5, SG7 และ (d.) : Cupriavidus necator strain A-04 

เป็น positive control 

 

a. b. 
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SG2 

  

SG3 

  

SG4 

  

SG5 

  

SG6 

  

SG7 
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SG8 

  
 100X 100X 

รูปที่ 3.3 แสดงผลการย้อม Gram’s stain (a.) และ Sudan Black B (b.) ของทั้ง 8 ไอโซเลต ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ที่ก าลังขยาย 1000 เท่า  

ตารางที่ 3.1 ลักษณะของโคโลนีและลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของแบคทีเรีย SG1 SG2 SG3 SG4 SG5 

SG6 SG7 และ SG8  

ไอโซเลต ลักษณะโคโลน ี ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน ์

SG1 มีลักษณะกลม ขนาดเล็ก สีเหลือง ขอบเรียบ เซลล์มีรูปร่างกลม ติดสีแกรมลบ 

SG2 มีลักษณะกลม ขนาดปานกลาง สีขาว ขอบเรียบ เซลล์มีรูปร่างแท่งสั้น ติดสีแกรมลบ 

SG3 มีลักษณะกลม ขนาดใหญ่ สีขาว ขอบเรียบ เซลล์มีรูปร่างแท่งยาว ติดสีแกรมลบ 

SG4 มีลักษณะกลม ขนาดเล็ก สีขาว ขอบเรียบ เซลล์มีรูปร่างกลม ติดสีแกรมลบ 

SG5 มีลักษณะกลม ขนาดเล็ก สีเหลือง ขอบเรียบ เซลล์มีรูปร่างแท่งสั้น ติดสีแกรมลบ 

SG6 มีลักษณะกลม ขนาดเล็ก สีชมพู ขอบเรียบ เซลล์มีรูปร่างแท่งสั้น ติดสีแกรมบวก 

SG7 มีลักษณะกลม ขนาดเล็ก สีขาว ขอบเรียบ เซลล์มีรูปร่างแท่งสั้น ติดสีแกรมลบ 

SG8 มีลักษณะกลม ขนาดเล็ก สีขาว ขอบเรียบ เซลล์มีรูปร่างแท่งสั้น ติดสีแกรมลบ 

 

3.3 คดัแยกลกัษณะความตอ้งการออกซิเจน 

 ผลจากการคัดแยกลักษณะความต้องการออกซิเจนของทั้ง 8 ไอโซเลต พบว่า มี 3 ไอโซเลตจัดว่าเป็น 
facultative anaerobic bacteria คือ SG1 SG3 และ SG4 โดยสังเกตจากการเจริญต้ังแต่ผิวหน้าอาหาร
จนถึงช่วงกลางหลอด และมี 5 ไอโซเลต ที่จัดว่าเป็น aerobic bacteria โดยสังเกตจากการเจริญเฉพาะ
บริเวณผิวหน้าอาหาร ดังแสดงในรูปที่ 3.4 และ ตารางที่ 3.2 
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SG1 

 

SG5 

 
SG2 

 

SG6 

 
SG3 

 

SG7 

 
SG4 

 

SG8 

 
รูปที่ 3.4 แสดงผลการคัดแยกลักษณะความต้องการออกซิเจนของทั้ง 8 ไอโซเลต 
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ตารางที่ 3.2 ลักษณะความต้องการออกซิเจน ของ SG1 SG2 SG3 SG4 SG5 SG6 SG7 และ SG8 

ไอโซเลต ลักษณะความตอ้งการออกซิเจน 

SG1 facultative anaerobic bacteria 

SG2 aerobic bacteria 

SG3 facultative anaerobic bacteria 

SG4 facultative anaerobic bacteria 

SG5 aerobic bacteria 

SG6 aerobic bacteria 

SG7 aerobic bacteria 

SG8 aerobic bacteria 

 

3.4 การวิเคราะห์ล าดับนวิคลีโอไทด์บริเวณ 16S ribosomal RNA (16S rRNA) 

จากการตรวจหายีนบริเวณ 16S rRNA ในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใช้ไพรเมอร์ 27F และ 
1492R จากน้ัน น ามาท าอะกาโรสเจลและผลิตภัณฑ์ที่ได้ มีขนาดประมาณ 1 ,500 bp ดังแสดงในรูปที่ 3.5  
จากน้ัน น ามาวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA ตามวิธีในข้อ 2.4 ของไอโซเลต SG1 SG2 SG3 

SG4 SG5 SG6 SG7 และ SG8 มีความยาว 1,381 1,384 1,402 1,386 1,333 1,333 1,358 และ 1,408 bp 

ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA ของแบคทีเรียสายพันธุ์ต่างๆที่มีบันทึกไว้
ในฐานข้อมูล GenBank ด้วยโปรแกรม BlastN และเปรียบเทียบใน Ezbiocloud ด้วยโปรแกรม 16S-based 

ID พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA ของไอโซเลต SG1 มีความคล้ายกับล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 
16S rRNA ของ  Chryseobacterium daecheongense สายพันธุ์ DSM 15235 เท่ากับ 98.84 เปอร์เซ็นต์    
ไอโซเลต SG2 มีความคล้ายกับล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA ของ Pseudomonas tianjinensis สาย
พันธุ์ 68 เท่ากับ 98.70 เปอร์เซ็นต์ ไอโซเลต SG3 มีความคล้ายกับล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA ของ 
Lysinibacillus boronitolerans สายพันธุ์ T-10a เท่ากับ 98.93 เปอร์เซ็นต์ ไอโซเลต SG4 มีความคล้ายกับ
ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA ของ  Enterobacter hormaechei subsp. xiangfangensis สายพันธุ์ 
10-7 เท่ากับ 99.86 เปอร์เซ็นต์ ไอโซเลต SG5 มีความคล้ายกับล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA ของ  
Sphingopyxis indica สายพันธุ์ DS15 เท่ากับ 99.47 เปอร์เซ็นต์ ไอโซเลต SG6 มีความคล้ายกับล าดับนิวคลี
โอไทด์บริเวณ 16S rRNA ของ Gordonia bronchialis สายพันธุ์ DSM 43247 เท่ากับ 98.57 เปอร์เซ็นต์ ไอ
โซเลต SG7 มีความคล้ายกับล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA ของ Mesorhizobium soli สายพันธุ์ NHI-
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รูปที่ 3.5 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยใช้ไพรเมอร์ 27F และ 1492R 

ของทั้ง 8 ไอโซเลต 

8 เท่ากับ 96.53 เปอร์เซ็นต์ และไอโซเลต SG8 มีความคล้ายกับล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA ของ 
Pseudomonas citronellolis สายพันธุ์ NBRC 103043 เท่ากับ 99.64 เปอร์เซ็นต์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  M   SG1  SG2  SG3  SG4  SG5  SG6  SG7  SG8 

2,500 bp 

1,500 bp 
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บทที่ 4 

สรุปและวจิารณผ์ลการทดลอง 

 ปัจจุบันจากปัญหามลภาวะขยะพลาสติกที่เพิ่มขึ้นอย่างต่อเน่ือง จึงท าให้ผู้คนตระหนักและสนใจ
พลาสติกชีวภาพมากขึ้น PHAs เป็นพลาสติกชีวภาพอีกทางเลือกหน่ึงที่เป็นที่รู้จักและมีการศึกษามายาวนาน 
แต่เน่ืองด้วยต้นทุนการผลิตที่ค่อนข้างสูงจึงยังไม่ถูกน ามาใช้เชิงพาณิชย์อย่างแพร่หลาย อย่างไรก็ตาม PHAs 
ได้รับความสนใจในปัจจุบันมากขึ้น ดังน้ันการคัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถผลิตและย่อยสลาย PHAs ได้ จึง
ยังคงเป็นประโยชน์ในการน าไปใช้และพัฒนาการผลิตพลาสติกชีวภาพพอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต  

 จากงานวิจัยของนางสาวพิชญ์นันท์  สินสุขอุดมชัย (2018) ที่ฝังตัวอย่างแผ่น PHB ในดิน และตรวจพบ
การย่อยสลายของพลาสติกภายใน 63 วัน สามารถคัดแยกแบคทีเรียได้ 21 ไอโซเลต และเมื่อน าไปโซเลตที่
บริสุทธิ์ทั้ง 21 ไอโซเลตมาคัดเลือกบนอาหารตามสูตร Kouhei M. และคณะ (2010) ที่มีส่วนประกอบของ Nile 

Blue A และน าไปส่องภายใต้ล าแสง UV ที่ความยาวคลื่น 365 นาโนเมตร จะเห็นลักษณะโคโลนีที่เรืองแสงสี
ส้ม แสดงให้เห็นถึงการสะสมไขมันอยู่ภายในเซลล์ จึงอาจเป็นไปได้ว่ามีการสะสม PHAs ที่เป็นไขมันชนิดหน่ึง 
พบว่ามีทั้งหมด 8 ไอโซเลต ที่ให้ลักษณะการเรืองแสงสีส้ม จึงต้ังช่ือไอโซเลตทั้ง 8 ไอโซเลตว่า SG1 SG2 SG3 

SG4 SG5 SG6 SG7 และ SG8  

 จากการค้นคว้าหาข้อมูลเบื้องต้น พบว่าได้มีการรายงานเกี่ยวกับ Sphingopyxis sp. ว่ามี
ความสามารถในการผลิต PHAs ตามการรายงานของ Tobella L. และคณะ (2005) โดยพอลิเมอร์ที่ได้เป็น โค
พอลิเมอร์ของ SCL-PHAs และ MCL-PHAs เช่นเดียวกับใน Lysinibacillus sp  ที่รายงานถึงความสามารถใน
การผลิตโคพอลิเมอร์ PHAs ทั้ง 2 ชนิด ตามรายงานของ Mohapatra S. และคณะ (2016) ใน Enterobacter 
sp. มีรายงานว่ามีความสามารถในการผลิต SCL-PHAs จากงานวิจัยของ Arshad A. และคณะ (2017) และ 
Pseudomonas sp. เป็นสกุลแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิต MCL-PHAs อย่างแพร่หลาย ส่วนในสกุล 
Chryseobacterium sp. และ Gordonia sp. ยังไม่พบการรายงานถึงความสามารถในการผลิต PHAs 

 จากผลการทดลองน้ีจึงสรุปได้ว่าดินที่ท าการฝังแผ่นพลาสติก PHB ลงไปเป็นระยะเวลาหน่ึงจะช่วยให้
สามารถคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตพอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอตได้และงานวิจัยน้ีเป็นการ
คัดเลือกหาแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิต PHAs เบื้องต้น อาจต้องมีการศึกษาค้นคว้าเพิ่มเติมในระดับ
โมเลกุล รวมถึงการศึกษาในระดับการผลิต PHAs เพื่อเป็นการยืนยันถึงความสามารถในการผลิต PHAs ในทั้ง 
8 ไอโซเลต  
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวธิีการเตรยีมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

1. อาหารเลีย้งเชือ้แข็ง Luria-Bertani   

 อาหาร 1 ลิตร ประกอบด้วย 

  Tryptone    10  กรัม 

  Yeast extract      5   กรัม 

  Sodium chloride (NaCl)   5   กรัม 

  Agar     20  กรัม    

 น าไปน่ึงฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว  อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที 

2. อาหารเลีย้งเชือ้แข็งตามสตูร Mizuno K. และคณะ (2010) 

 อาหาร 1 ลิตร ประกอบด้วย 

  Yeast extract    0.5  กรัม 

  Peptone     1   กรัม 

  Glucose    10  กรัม 

  Nile blue A    0.5  มิลลิกรัม 

  Agar     20   กรัม 

น าไปน่ึงฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว  อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที 
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ภาคผนวก ข 

สารเคมีและวิธกีารเตรยีมที่ใช้ในการทดลอง 

1. Crystal violet 

เตรียมโดยละลายผง crystal violet 20 กรัม ใน 95% v/v เอทานอล ปริมาตร 100 มิลลิลิตร น าไป
กรองผ่านเมมเบรนขนาด 0.2 ไมโครเมตร เก็บไว้ในขวดสีชา 

 

2. สารละลาย Gram iodine  

เตรียมโดยบด iodine crystal จ านวน 1 กรัม และ potassium iodine จ านวน 2 กรัม ในน้ ากลั่น
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ละลายจนหมด แล้วเติมน้ ากลั่นจนปริมาตรครบ 240 มิลลิลิตร หลังจากน้ันเติม
สารละลาย 5% sodium bicarbonate ปริมาตร 60 มิลลิลิตร ผสมให้เป็นเน้ือเดียวกัน เก็บไว้ในขวด
สีชา 

 

3. Safranin O  

เตรียมโดยละลาย safranin O จ านวน 2.5 กรัม ใน 95% ethanol ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสมให้
เข้ากัน ใช้เป็น stock solution โดยเก็บไว้ในขวดสีชา และเตรียม working solution โดยเจือจาง 
stock solution จ านวน  ส่วนในน้ ากลั่น 9 ส่วน (1:10)  

4. Sudan Black B  

เตรียมโดยละลายผง Sudan Black B 0.3 กรัม ใน 70% v/v เอทานอล ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
น าไปกรองผ่านเมมเบรนขนาด 0.2 ไมโครเมตร เก็บไว้ในขวดสีชา 
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