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บทคัดยอ
 การวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือคัดแยกและคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการ
ผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoates: PHAs) จากดินที่มีการปนเปอน
นํา้มนัในจังหวดัสงขลาโดยใชนํา้มนัเหลือทิง้จากการทอดปอเปยะเปนแหลงคารบอนในการเจรญิ
และสรางพลังงานสะสมในรูปแกรนูลของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต จากการคัดแยกแบคทีเรีย
โดยวิธี Sensitive, Viable-Colony Staining Method พบแบคทีเรียที่สราง PHAs จํานวน 
120 ไอโซเลท เมือ่คดัแยกจากลกัษณะสณัฐานวทิยาท่ีแตกตางกนัพบเพยีง 10 ไอโซเลทท่ีแตกตางกนั 
ซึ่งเปนแบคทีเรียแกรมบวก 7 ไอโซเลทและเปนแบคทีเรียแกรมลบ 3 ไอโซเลท เมื่อทดสอบ
ความสามารถในการเจริญในอาหาร Mineral Salts Mediun (MSM) ที่มีนํ้ามันเหลือทิ้งจาก
การทอดปอเปยะโดยการวัดนํ้าหนักเซลลแหงพบวา 3 ไอโซเลท SR 11 SR12 และ SR22 
มีปริมาณนํ้าหนักเซลลแหงสูงสุดโดยไอโซเลท SR22 ใหปริมาณนํ้าหนักเซลลแหงสูงสุดถึง 
10.40±0.23 กรมัตอลติร นอกจากนีย้งัยนืยนัผลการสรางเมด็แกรนลูของ PHAs ดวยการยอมสี 

Sudan Black B พบวาทุกไอโซเลทมีการสราง PHAs เมื่อทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของ
แบคทเีรยีทีค่ดัเลอืกไดทัง้ 3 ไอโซเลท พบวาไอโซเลท SR11 มคีวามคลายคลงึกบัแบคทเีรยีจนีสั 
Bacillus spp. ในขณะที่ ไอโซเลท SR12 และ SR22 มีความคลายคลึงกบัแบคทีเรียจีนัส 
Pseudomonas spp.

คาํสําคัญ : พลาสติกชีวภาพจากจลุนิทรยี   พอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต   แบคทีเรียผลติพลาสติก
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Abstract

 The aim of this research is isolation and screening of polyhydroxyal-
kanoate-producing bacteria from soil contaminated with oil in Songkhla province. 
The isolation process using the sensitive, viable-colony staining method. It was 
found 120 isolates of PHAs-producing bacteria which were able to classify into 
10 different morphological isolates. Seven of them are Gram positive bacteria 
and the other three are Gram negative bacteria. The growth of bacteria in wasted-oil 
from spring roll cooking process as a carbon source was determined via cell 
dry weight. Three isolates of bacteria showed high amount of cell dry weight, 
isolate SR11, SR12 and SR22 which isolate SR22 represented the highest value 
of cell dry weight 10.40±0.23 g/L. In addition, all isolates showed PHAs granules 
producing which was confi rm by Sudan Black B staining. Biochemical test of selected 
bacteria was performed and the results revealed that isolate SR10 belong to Genus 
Bacillus spp. while, isolate SR12 and SR22 similar to Genus Pseudomas spp.

Keyword: Bioplastics from Microorganisms, Polyhydroxyalkanoates, Plastic 
 Producing Bacteria

บทนํา

 พลาสติกเปนวัสดุสังเคราะหที่มีบทบาทในชีวิตประจําวัน ซึ่งมีคุณสมบัติดีในดาน
ราคาถูก นํ้าหนักเบา แข็งแรงและทนทาน ทําใหพลาสติกกลายเปนที่นิยมและมีปริมาณการ
ใชงานเพิ่มมากขึ้น ถึงแมพลาสติกจะมีความสะดวกในการใชงานและมีขอดีมากกวาวัสดุอื่น ๆ 
แตสารเคมีที่ใชการผลิตพลาสติกหลายชนิดกอใหเกิดอันตรายตอสุขภาพ นอกจากนี้ปริมาณ
การใชพลาสติกที่เพิ่มมากข้ึน ทําใหเกิดปญหาขยะสะสมซ่ึงยอยสลายไดยากทั้งยังเปนมลพิษ
ตอส่ิงแวดลอม เน่ืองจากพลาสติกสังเคราะหจากปโตรเคมีเหลาน้ีไมสามารถยอยสลายไดดวย
จลุนิทรียในธรรมชาต ิดงัน้ันจึงมีการศกึษาและพัฒนาพลาสตกิชีวภาพ (Bioplastics) ขึน้มาเพือ่
เปนพลาสติกทางเลือกใหมทดแทนพลาสติกจากปโตรเคมีโดยเฉพาะโพลีไฮดรอกซีอัลคาโนเอต
(polyhydroxyalkanoates; PHAs) ซึง่ไดรบัความนิยมและเปนพลาสตกิทีผ่ลติโดยจุลนิทรีย มคีณุสมบตัิ
คลายคลึงกับพอลเิมอรสงัเคราะหชนิดพอลิโพรพลินี นาํไปประยุกตใชไดอยางกวางขวาง ทีส่าํคัญ
สามารถยอยสลายไดดวยจุลินทรียในธรรมชาติ (ประดิษนันท เอี่ยมสะอาด. 2560)
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 พอลไีฮดรอกซอีลัคาโนเอตเปนพอลเิอสเทอรทีส่ะสมอยูภายในเซลลของจลุนิทรยีซึง่อยู
ในรปูเมด็แกรนูล พอลไีฮดรอกซีอลัคาโนเอตประกอบดวยโมโนเมอรของ 3-Hydroxy-Acid (HA) 
เชน poly-3-Hydroxybutyric Acid (PHB) พอลเิมอรชนิดน้ีเปนอาหารสะสมของเซลลจลุนิทรยี
เม่ือจุลินทรียอยูในสภาวะที่มีอาหารอุดมสมบูรณเพ่ือเปนพลังงานสํารองสําหรับจุลินทรีย 
สารประกอบของพอลีไฮดรอกซีอลัคาโนเอตทีส่ะสมภายในเซลลจลุนิทรียนัน้มีหลายชนิดข้ึนอยู
กบัสารอาหารท่ีจลุนิทรียไดรบั (Bhuwal and others. 2013) โพลีไฮดรอกซอีลัคาโนเอต จดัเปน
พอลิเมอรประเภทอะลฟิาติกโพลีเอสเตอร (Aliphatic Polyester) มกีารสังเคราะหขึน้ภายในเซลล
ของส่ิงมชีวีติ โดยจะพบมากในแบคทีเรยีหลายสายพันธุ เชน Cupriavidus necator, Alcaligenes 
latus, Azotobacter vinelandii, Ralstonia eutropha, Rhodobacter shaeroides 
และ Pseudomas putida แบคทีเรียในสกุล Methylotrophs sp. และ Pseudomonas sp. 
(ประดิษนันท เอ่ียมสะอาด. 2560) มีงานวิจัยมากมายท่ีพยายามผลิตพลาสติกชีวภาพเหลานี้
จากจุลินทรีย ทั้งไดมีการศึกษาการสะสมสารประกอบคารบอนกลุมพอลีไฮดรอกซีอัลคาโนเอต
ในเซลลของจุลินทรียกลุม Azobacter sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp. และ 
Alcaligenes eutrophus โดยใชนํ้าตาลกลูโคส ฟรุกโตส และซูโครส เปนแหลงคารบอนให
กับจุลินทรียเพ่ือผลิตพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต แตตนทุนในการผลิตสูงกวาการผลิตพอลิเมอร
จากปโตรเคมี ทําใหพอลิเมอรที่ผลิตจากจุลินทรียชนิดนี้ยังไมไดรับความนิยม (Barham 
and others. 1984) ปจจุบันแหลงอาหารในการเพาะเล้ียงจุลินทรียสําหรับการผลิต
พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตยังคงเปนปญหาสําคัญ ดังน้ันการหาวัตถุดิบที่มีราคาถูกหรือเปน
วัตถุดิบเหลือท้ิงมาทดแทนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีราคาแพงจะสามารถชวยลดตนทุนการผลิตได
และทําใหพลาสติกชีวภาพชนิดน้ีมีราคาถูกลง ทั้งยังชวยรักษาสภาพแวดลอมจากการนําวัสดุ
เหลือทิ้งมาใชใหเกิดประโยชนสูงสุด นอกจากนี้ความสําเร็จในการพัฒนาและวิจัยดานการ
ผลิตพลาสติกชีวภาพนั้นสวนหน่ึงข้ึนอยูกับการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิต
โพลีไฮดรอกซีอัลคาโนเอตและการหาแหลงคารบอนท่ีมีราคาถูกเพ่ือลดตนทุนในการผลิตท้ัง
หาสภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเพ่ือใหผลิตโพลีไฮดรอกซีอัลคาโนเอตใหไดปริมาณมาก
ที่สุดและคุมทุนในการผลิต
 ในปจจุบันนี้มีงานวิจัยที่ศึกษาเก่ียวกับการคัดแยกและผลิตโพลีไฮดรอกซีอัลคาโนเอต
จากจุลินทรียในแหลงตาง ๆ มากมาย แตอยางไรก็ตามสารอาหารที่ใชสําหรับการเพาะเล้ียง
จุลินทรียเพื่อการผลิตยังคงมีราคาแพง ดังนั้นในงานวิจัยคร้ังนี้ทางผูวิจัยจึงสนใจที่จะคัดแยก
แบคทีเรียกลุมท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตโพลีไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากดินบริเวณที่มีการ
ปนเปอนนํ้ามันในแถบพื้นที่จังหวัดสงขลาโดยใชนํ้ามันเหลือทิ้งจากการทอดปอเปยะที่มีอยูเปน
จํานวนมากในพ้ืนที่มาใชเปนแหลงคารบอนและพลังงานสําหรับการเพาะเล้ียงแบคทีเรีย เพื่อ
เปนแนวทางในการใชนํ้ามันเหลือทิ้งมาใชใหเกิดประโยชนและเพิ่มคุณคามากยิ่งขึ้น
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วัตถุประสงคของการวิจัย

 1. เ พ่ือคัดแยกและคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตแกรนูลของ
โพลีไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากดินบริเวณที่มีการปนเปอนนํามันในบริเวณจังหวัดสงขลา
 2. เพื่อทดสอบความสามารถในการผลิตแกรนูลของโพลีไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจาก
แบคทีเรียที่คัดแยกไดโดยใชนํามันเหลือทิ้งจากการทอดปอเปยะเปนแหลงคารบอนและ
พลังงาน

สมมติฐานในการวิจัย

 สามารถคัดแยกและคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการสรางแกรนูลของ
พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต โดยใชนํามันเหลือทิ้งจากการทอดปอดปยะเปนแหลงอาหารในการ
เจริญและสะสมแกรนูล

ขอบเขตการวิจัย

 คดัแยก คดัเลอืกและศกึษาความสามารถของแบคทีเรียในการผลติพอลีไฮดรอกซีอลัคาโนเอต
โดยใชนํา้มันเหลอืท้ิงจากการทอดปอเปยะเปนแหลงคารบอนสําหรบัการเจรญิและสะสมแกรนลู 
โดยนําดนิทีม่กีารปนเปอนน้ํามนัในบรเิวณจังหวัดสงขลามาคัดแยกและคดัเลือกโดยเพาะเล้ียงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ Mineral Salts Medium ที่ผสมดวยนํ้ามันที่เหลือทิ้งจากการทอดปอเปยะ คัด
เลอืกโคโลนีที่เกิดการเรืองแสงภายใตยูวีบนอาหาร Nutrient Agar ที่ผสมสี Nile Red นํามาดู
การสรางแกรนูลภายในเซลลยอมสี Sudan Black B วิเคราะหความสามารถในการเจริญใน
อาหารท่ีผสมน้ํามันเหลือท้ิงจากการทอดปอเปยะเปนแหลงคารบอนดวยการหาน้ําหนักเซลล

แหงและทดสอบคุณสมบัติทางเคมีเบื้องตนเพื่อบงชี้ชนิด
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วิธีดําเนินการวิจัย

1. การเก็บตัวอยาง
 เก็บตัวอยางดินท่ีมกีารปนเปอนน้ํามันในจังหวัดสงขลาไดแก บริเวณสวนปาลมน้ํามันดิน
บริเวณรานขายไกทอด รานขายหมูทอด รานขายลูกช้ินทอด รานปอเปยะทอด และรานขาย
ขาวไขเจียว ทําการเก็บตัวอยางดินท่ีมีการปนเปอนของน้ํามันในพื้นท่ีดังกลาวโดยใชชอน
ปราศจากเชื้อ (Sterile) ตักดินปริมาณ 10 กรัม ใสลงในถุง Polythene (Polythene Bag) 
ทีท่าํการฆาเชือ้ แลวนาํใสกลองโฟมจากนัน้ นาํไปทาํการทดลองในหองปฏบิตักิาร และเกบ็รักษา
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกวาจะใชในการทดลองตอไป (Sasikumar. 2014 )

2. การคัดแยกและคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตแกรนูลของ
พอลีไฮดรอกซีอัลคาโนเอต
 นําตัวอยางดิน 10 กรัมใสลงในฟลาสกที่มีอาหาร Mineral Salts Medium (MSM) 
90 มิลลิลิตรที่ผสมนํามันเหลือทิ้งจากการทอดปอเปยะ (ความเขมขน 1% w/v) (Gomaa. 
2014) จากนั้นนําฟลาสกที่มีตัวอยางดินและอาหารไปบมไวที่อุณหภูมิ 30±1 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 72 ชั่วโมง เพื่อเพิ่มจํานวนแบคทีเรียที่สามารถใชนํามันเปนแหลงอาหารและกระตุนให
มีการสรางอาหารสะสมในรูปแกรนูลภายในเซลลแบคทีเรีย เมื่อครบเวลาที่กําหนดนําตัวอยาง
มาเจือจางในสารละลายโซเดียมคลอไรด (0.85% Normal Saline Solution; 0.85% NSS) ที่
ความเขมขนตาง ๆ จากนั้นเพาะเลี้ยงลงบนอาหาร Nutrient Agar (NA) และ Nutrient Agar 
ที่ผสมสี Nile Red (ความเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 24 ชั่วโมง นับจํานวนเชื้อแบคทีเรียทั้งหมดที่เจริญบนอาหาร NA สวนแบคทีเรียที่
เจริญบนอาหาร NA ผสมสี Nile Red นําไปสองดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลตเพื่อดูการเรืองแสง
ของโคโลนีแบคทีเรีย เนื่องจากสี Nile Red ที่ผสมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อไปจับกับแกรนูลของ 
PHAs ในเซลลแบคทีเรีย ทําใหมองเห็นโคโลนีเรืองแสงสีสมเมื่อสองดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต 
จากน้ันถายเช้ือแบคทีเรียโคโลนีท่ีมีการเรืองแสงมาทําใหบริสุทธ์ิบนอาหารแข็ง NA บันทึกลักษณะ
ของแบคทีเรียที่คัดแยกไดเพื่อศึกษาตอไป (Spiekermann and others. 1999)

3. การเพาะเล้ียงเชือ้แบคทีเรียท่ีคดัเลอืกไดเพ่ือสะสมแกรนูลของพอลไีฮดรอกซอีลัคาโนเอต
 นําเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกไดมาเพาะเลี้ยงลงในอาหารเหลว MSM ที่ผสมนํามัน
เหลือทิ้ง (1%) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 30±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง
จากนั้นทําการเจือจางซัสเพนชั่นของเซลล (Cell Suspension) ในสารละลายโซเดียมคลอไรด 
(0.85% normal saline solution; 0.85% NSS) ใหมีความเขมขนของเซลลเทากับ 108 Cfu/mL 
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เพื่อเปนกลาเชื้อตั้งตน ถายเชื้อ (10% v/v) ลงในอาหารเหลว MSM ที่ผสมนํามันเหลือทิ้ง
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร นําไปเลี้ยงบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ 30±1 องศาเซลเซียส ที่
ความเร็วรอบ 120 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ชั่วโมง เพื่อใหแบคทีเรียผลิตอาหารสะสมในรูป
ของแกรนูลของพอลีไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (Spiekermann and others. 1999)

4. วิเคราะหการเจริญโดยการหานํ้าหนักเซลลแหง (Cell Dry Weight Assay)
 หลังจากเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในอาหารเหลว MSM ที่ผสมนํามันเหลือทิ้ง (1%v/v) 
เปนเวลา 48 ชั่วโมง นําซัสเพนชั่นของเซลลปริมาตร 50 มิลลิลิตร ไปปนเหวี่ยงดวยเครื่อง
หมุนเหวี่ยง (Centrifuge) ความเร็วรอบ 6,000 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที เทสวนของเหลวทิ้ง 
ลางเซลลดวยนํากลั่น 1 รอบปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทําซํา 2 ครั้ง จากนั้นเทลงในถวยอลูมีเนียม
ที่ชั่งนําหนักแลวจากนั้นอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง เก็บใน
ตูดูดความชื้นใหน ําหนักคงที่ และชั่งน ําหนักคํานวณหาปริมาณนําหนักเซลลแหงหนวย
เปนกรัมตอลิตร (Gomaa. 2014)

5. การบงช้ีชนิดและศึกษาสณัฐานวิทยาเบ้ืองตนของแบคทีเรีย (Ludwig and others. 1989)
 5.1 การตรวจสอบการสรางอาหารสะสมในรูปแกรนูลของ PHA ภายในเซลล
แบคทีเรีย โดยนําแบคทีเรียที่คัดแยกไดเพาะเลี้ยงลงบนอาหาร Nutrient Agar บมที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 48 ชั่วโมง นําแบคทีเรียแตละไอโซเลทมายอมสี Sudan Black B 
เพื่อยืนยันผลการสรางพอลีไฮดรอกซีอัลคาโนเอต
 5.2 บงชี้ชนิดของแบคทีเรียโดยอาศัยคุณสมบัติทางชีวเคมีและสัณฐานวิทยา
  บงช้ีชนิดของแบคทีเรียโดยอาศัยขอมูลการจัดจําแนกตามหลักอนุกรมวิธานวิทยา
ของ Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology โดยนําเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกไดมา
เพาะเลี้ยงบนอาหาร NA ที่อุณหภูมิ 37±1 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนํามา
ยอมสีแกรม (Gram Stain) ดูลักษณะของแบคทีเรียที่คัดแยกได การจัดเรียงตัวของเซลล และ
รูปรางภายใตกลองจุลทรรศนที่กําลังขยาย 1,000 เทา โดยเชื้อที่ยอมติดสีมวงแดง จัดเปน
แบคทีเรียแกรมบวก (Gram Positive Bacteria) เชื้อที่ยอมติดสีแดงจัดเปนแบคทีเรีย
แกรมลบ (Gram Negative Bacteria) ทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมคาตาเลส 
(Catalase Test) โดยการหยด 3% ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ลงบนสไลด จากนั้นเขี่ยเชื้อแบคทีเรีย
แตละไอโซเลท ลงบนแผนสไลดดูการเกิดฟององอากาศ หากมีฟองอากาศเกิดขึ้นแสดงวา

นําหนักเซลลแหง (กรัมตอลิตร) = นําหนักเซลล x 1000
 50
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เชื้อจุลินทรียนั้นสามารถผลิตเอนไซมคาตาเลสได (ผลบวก) แตหากไมมีฟองอากาศเกิดขึ้น 
แสดงวาแบคทีเรียไมสามารถผลิตเอนไซมคาตาเลสได (ผลลบ) ศึกษาการสรางเอนโดสปอร 
(Endospore Staining) โดยนําเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกไดมาเพาะเลี้ยงบนอาหาร NA บมที่
อุณหภูมิ 37±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง นํามายอมสี Malachite Green เพื่อดูการ
สรางเอนโดสปอรโดยสองดูภายใตกลองจุลทรรศนที่กําลังขยาย 1,000 เทา โดยเอนโดสปอร
จะติดสีเขียวและตัวเซลลจะติดสีแดง ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียสายพันธุที่คัด
เลือกโดยการทดสอบ Starch-Hydrolysis, VP-Test, Citrate Test, Oxidase Test, Nitrate 
Test, Glucose Fermentation และ Mennitol Fermentation

ผลการวิจัยและอภิปรายผลการวิจัย

1. การคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตพอลีไฮดรอกซีอัลคาโนเอต
 จากการคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการสรางพอลีไฮดรอกซีอัลคาโนเอต
เปนอาหารสะสมในตัวเซลลจากตัวอยางดินท่ีมีการปนเปอนน้ํามันในพ้ืนท่ีจังหวัดสงขลาดวย
วิธี Sensitive, Viable-Colony Staining Method (Spiekerman and others. 1999) โดย
การเพาะเลี้ยงแบคทีเรียลงบนอาหาร Nutrient Agar (NA) และ N utrient Agar ที่ผสม Nile 
Red บมเปนเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นสองดูภายใต Ultraviolet Box (UV-Box) ที่ความยาวคลื่น 
312 นาโนเมตร พบวาลักษณะโคโลนีบนจานอาหาร Nutrient Agar ที่ผสม Nile Red แตกตาง
กันโดย พบแบคทีเรียบางโคโลนีที่มีการเรืองแสงสีสมและสีฟาบนจานอาหาร เนื่องจากสี Nile 
Red ซึ่งอยูในรูปของ Fluorescent Oxazone Form ซึ่งผสมลงในอาหาร NA จะเขาไปจับกับ 
PHAs ภายในเซลลของแบคทีเรีย เมื่อแบคทีเรียมีการเจริญและสะสม PHAs ภายในเซลลโดยสี 
Nile Red ที่ผสมลงไปในอาหารจะไมมีผลตอการเจริญของแบคทีเรีย เมื่อสี Nile Red จับกับ 
PHAs จะเกิดการเรอืงแสงสีสม เม่ือสองดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต สวนโคโลนทีีไ่มมกีารสะสม 
PHAs แกรนูลจะมีการเรืองแสงสฟีา ซึง่เกดิมาจากการดูดกลนืแสงยูวใีนสวนของลปิดทีอ่ยูบรเิวณ
เซลลเมมเบรนด (Al-Kaddo and others. 2016)
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ภาพประกอบ 1 ลกัษณะโคโลนขีองแบคทีเรียท่ีเจริญบนอาหาร Nutrient Agar (A) โคโลนขีอง
 แบคทีเรียบนอาหาร Nutrient Agar ผสมสี Nile Red สองดูภายใต Ultraviolet Box 
 (UV-Box) ที่ความยาวคล่ืน 312 นาโนเมตร (B) โคโลนีของแบคทีเรียที่เรืองแสงสีสม
 ภายใต Ultraviolet Box นํามา Streak ลงบนอาหาร Nutrient Agar (C)

 จากการคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถผลิต PHAs จากดินบริเวณที่มีการปนเปอนนํามัน
ในจังหวัดสงขลาดวยวิธี Sensitive, Viable-Colony Staining Method พบแบคทีเรียที่
สามารถสรางแกรนูลของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต จํานวน 120 ไอโซเลท จากตัวอยางดิน
บริเวณรานขายลูกช้ินทอดท่ีมีการหกกระจายและปนเปอนของนํามันสูงมีจํานวนพบจุลินทรีย
ที่สราง PHAs มากสุด 56 ไอโซเลท รองลงมาเปนดินจากบริเวณสวนปาลม อําเภอเทพา
จังหวัดสงขลา และที่พบนอยที่สุดคือดินจากรานขายขาวไขเจียว อําเภอเมืองสงขลา
จังหวัดสงขลา จํานวน 26 และ 5 ไอโซเลทตามลําดับ ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับจํานวนแบคทีเรีย
ทั้งหมดที่เจริญบนอาหาร NA จากตัวอยางเดียวกันจํานวนทั้งหมด 1,009 ไอโซเลท พบวา
แบคทีเรียที่มีความสามารถในการสรางแกรนูลมีประมาณ 10% ของแบคทีเรียทั้งหมดใน
ธรรมชาติที่พบ คัดเลือกโคโลนีที่มีลักษณะแตกตางกัน โดยดูลักษณะโคโลนีที่แตกตาง สี รูปราง 
การจัดเรียงตัวภายใตกลองจุลทรรศน ซึ่งสามารถคัดแยกไดทั้งหมด 10 ไอโซเลท ไดแก SR1, 
SR6, SR8, SR10, SR12, SR16, SR19, SR22, SR29 และ SR60

2. วิเคราะหการเจริญโดยการหานํ้าหนักเซลลแหง (Cell Dry Weight Assay)
 จากการนําแบคทีเรียทั้ง 10 ไอโซเลทที่คัดเลือกไดมาวิเคราะหหานํ้าหนักเซลลแหง โดย
ใชนํา้มันเหลือท้ิงจากการทอดปอเปยะเปนแหลงคารบอนในการเจรญิของแบคทเีรีย พบวาแตละ
ไอโซเลท ทีค่ดัเลอืกไดมกีารเจรญิท่ีแตกตางกนั โดยมคีาเฉล่ียน้ําหนกัเซลแหงมากท่ีสดุสามลําดับ
แรกของไอโซเลท SR 22 SR12 และ SR60 ซึ่งมีคาเฉลี่ยนํ้าหนักเซลลแหงเทากับ 10.40±0.23 
กรัมตอลิตร 6.6±0.11 กรัมตอลิตร และ 6.6±0.11 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ในขณะที่ไอโซเลท 
SR60 มีคาเฉลี่ยนํ้าหนักเซลลแหงนอยที่สุดเทากับ 0.20±0.20 กรัมตอลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับ
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ชุดควบคุมที่ไมมีเชื้อจุลินทรีย SR Control ดังแสดงในตารางที่ 1 จากการวิเคราะหการเจริญ
โดยการหานํา้หนักเซลลแหงของแบคทเีรียท่ีคดัเลือกไดชีใ้หเห็นวาแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดทัง้สาม
ไอโซเลท SR22, SR12 และ SR10 สามารถเจริญไดดีมีการเพิ่มจํานวนเซลลไดสูงในอาหารที่มี
การผสมน้ํามันเหลือท้ิงจากการทอดปอเปยะ ซึ่งแสดงใหเห็นวาท้ังสามไอโซเลทมีกระบวนการ
เมทาบอลิซึมของน้ํามันท่ีผสมลงในอาหารเกิดกระบวนการยอยสลายนํ้ามันและนําไปสรางเปน
องคประกอบของเซลลและเปนอาหารสะสมในรูปแกรนูลของ PHAs ไดดี จากรายงานการวิจัย
ดานการผลิต PHAs พบวาอัตราการเจริญของจุลินทรียซึ่งวิเคราะหโดยการหานํ้าหนักเซลล
แหงมีคาเปนไปในทิศทางเดียวกันกับปริมาณการผลิต PHAs (Anbreen and others. 2016) 
แตอยางไรก็ตามควรมีการสกัด PHAs ออกมาจากตัวเซลลเพื่อทําการวิเคราะหหาสัดสวนของ
แกรนูล PHAs ที่แบคทีเรียสรางเพื่อเทียบกับนํ้าหนักเซลลแหงของแบคทีเรีย

ตารางที่ 1 แสดงผลการวิเคราะหนํ้าหนักของเซลลแหงของแบคทีเรียที่คัดเลือกได

ไอโซเลท คาเฉลี่ยนํ้าหนักเซลลแหง (กรัม/ลิตร)
SR1 2.50±0.14

SR6 5.80±0.21

SR8 4.33±0.12

SR10 6.10±0.10

SR12 6.60±0.11

SR16 4.90±0.20

SR19 5.60±0.12

SR22 10.40±0.23

SR29 4.90±0.20

SR60 0.20±0.20

control 0.11±0.14

* คาน้ำหนกัเซลลแหงทําการทดสอบซ้ำโดยหาคาเฉล่ียและนาํคาท่ีไดมาหาคาเบีย่งเบนมาตรฐาน 
(Standard Derivation: SD)
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3. ผลการบงชี้ชนิดและศึกษาสัณฐานวิทยาเบื้องตนของแบคทีเรีย
 แบคทเีรียท่ีคดัเลือกได 10 สายพันธุนาํมาทดสอบประสิทธิภาพในการสราง PHAs ดนูํา้หนัก
เซลลแหงจากนัน้คัดเลอืกแบคทีเรียมาจํานวน 3 ไอโซเลททีส่ามารถสราง PHAs แกรนลูไดและเจรญิ
ไดดีในอาหารท่ีผสมนํ้ามันเหลือทิ้งจากการทอดปอเปยะ จากการศึกษาสัณฐานวิทยาเบ้ืองตน 
และยืนยนัความสามารถในการสราง PHAs โดยการยอมสีแกรนูลโดยใช Sudan Black B (ภาพ
ประกอบ 1) พบการสรางแกรนลูซึง่ตดิสดีาํของ Sudan Black B ในทกุไอโซเลท จากการยอมสแีกรม 
(Gram Stain) และสองดูภายใตกลองจุลทรรศนพบแบคทีเรียแกรมบวกรูปแทง 7 ไอโซเลท 
ไดแก SR1, SR6, SR8, SR10, SR16, SR29 และ SR60 แบคทีเรียแกรมลบรูปแทง 3 ไอโซเลท 
ไดแก SR12, SR19 และ SR22 จากผลการคดัแยกจุลนิทรยีทีส่ามารถสรางแกรนลูของ PHAs พบ
แบคทีเรียแกรมบวกจํานวนมากกวาแบคทเีรียแกรมลบ แมวาการผลติ PHAs โดยเช้ือแบคทเีรีย
แกรมลบจะสามารถทําไดงายกวารวมทั้งมีการสะสมภายในเซลลที่มากกวา แตการผลิต PHAs 
โดยแบคทีเรียแกรมลบ มักมีการปนเปอนของ Lipo Poly Saccharide (LPS) ซึ่งอยูบริเวณ 
Outer Membrane ของผนังเซลลแบคทีเรียแกรมลบท่ีทนตอความรอนไดดีและกําจัดไดยาก
มากแมจะใชวธิกีารใหความรอนหรอืใชรงัสี แตอยางไรก็ตามสารเคม ีเชน Hydrogen Peroxide 
และ Benzoyl Peroxide สามารถทําลาย LPS ไดแตอาจจะสงผลทําใหคุณสมบัติของ PHAs 
เปลี่ยนแปลงไปได (Tan and others. 2014) สงผลให PHAs ที่ผลิตโดยแบคทีเรียแกรมลบไม
เหมาะสมในการประยุกตใชเปนพลาสติกท่ีตองการความบริสุทธ์ิสูง เชน วัสดุอุปกรณในดาน
การแพทย ขณะที่แบคทีเรียแกรมบวกไมมี Outer Membrane จึงเหมาะสําหรับการผลิต
พลาสติกชีวภาพที่มีความบริสุทธ์ิ จึงทําการคัดเลือกเช้ือแบคทีเรีย แกรมบวกที่สามารถสราง 
PHAs ไดและใชนํ้ามันเหลือทิ้งจากการทอดปอเปยะ ในการเจริญไดดี ไดแก ไอโซเลท SR22, 
SR12 และ SR10 โดยมีคาเฉลี่ยนํ้าหนักเซลลแหงมากที่สุด
 จากการทดสอบคณุสมบตัทิางชวีเคมเีพือ่บงช้ีชนดิพบวา ไอโซเลท SR10 เปนแกรมบวก
รปูทอน มคีวามสามารถในการสรางเอมไซมคะตะเลส สรางเอนโดสปอร จากการทดสอบ Starch 
Hydrolysis บนอาหาร Starch Agar พบวาเชือ้สามารถสรางเอ็นไซมยอยแปงได นอกจากนีย้งัพบวา 
VP Test ใหผลเปนบวกเนื่องจากเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท SR10 มีความสามารถในการสรางสาร
Acetylmethylcarbinol (Acetoin) จาก Glucose ซึ่งสารนี้จะมีฤทธ์ิเปนกลางและจะถูก 
Oxidise โดย KOH และอากาศไดเปน Diacetyl ซึง่เมือ่มีการหยด Alpha-Naphthol และ KOH 
พบวามีวงแหวนสีชมพูเกิดขึ้นบนผิวหนาอาหาร เมื่อทดสอบความสามารถในการใช Citrate 
เปนแหลง คารบอนในกระบวนการ Metabolism พบวาไอโซเลท SR10 มีการใช Citrate ใน
การเจริญและเปลี่ยน Citrate ไปเปน Oxaloacetate และ Acetrate และมีการสังเคราะห
เอ็นไซม Oxaloacetate Decarboxylase มาเปลี่ยน Oxaloacetate ไปเปนไพรูเวตและ
คารบอนไดออกไซด นอกจากนี้เมื่อทดสอบความสามารถในการรีดิวซ Nitrate ไปเปน Nitrite 
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พบวาอาหารเปลี่ยนเปนสีแดงซึ่งใหผลเปนบวก และยังสามารถหมักนํ้าตาล Glucose ไดแตไม
สามารถหมักนํ้าตาล Mennitol ได จากการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีดังกลาวพบวาไอโว
เลท SR10 มีความไกลเคียงกับแบคทีเรียจีนัส Bacillus sp. (Ludwig and others. 1989) ใน
ขณะที่ไอโซเลท SR12 และ SR22 เปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปแทง ไมสรางเอนโดสปอร และยัง
พบวาแบคทีเรียท้ังสองไอโซเลท มีความสามารถในการสรางเอ็นไซม Catalase โดยเม่ือเข่ียเช้ือ
ลงบน H

2
O

2
 ที่หยดไวบนสไลดมีฟองกาซเกิดขึ้น นอกจากนี้เมื่อทดสอบ Oxidase Test พบวา

เชื้อแบคทีเรียทั้งสองไอโซเลท มีการสรางเอ็นไซม Cytochrome C Oxidase ซึ่งจะออกซิไดซ 
Tetramethyl-P-Phenylenediamine Dihydrochloride ที่หยดไวบนกระดาษกรองใหเปนสี
มวงหรอืน้ําเงิน จากการทดสอบคุณสมบตัทิางเคมโีดยใช Bergey’s Manual of Determinative 
Bacteriology ในการบงชี้ชนิดพบวาไอโซเลท SR12 และ SR22 มีความคลายคลึงกับแบคทีเรีย
ในจีนัส Pseudomonas spp. (Ludwig and others. 1989)

ตารางที่ 2 การทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีและบงชี้ชนิดของแบคทีเรียที่คัดเลือก

การทดสอบคณุสมบตัทิาง
ชวีเคมี ไอโซเลท SR10 ไอโซเลท SR12 ไอโซเลท SR22

การตดิสแีกรม + - -
รปูราง แทง แทง แทง
การสรางสปอร + - -
catalase test + + +
oxidase test - + +
starch Hydrolysis + - -
VP-test + - -
citrate + - -
nitrate + - -
glucose fermentation + - -
mannitol fermentation - - -

Genus Bacillus spp. Pseudomonas 
spp.

Pseudomonas 
spp.
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ภาพประกอบ 2 การติดสี Sudan Black B ของแกรนูลพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตในแบคทีเรีย
 ไอโซเลท SR12

สรุปผลการวิจัย

 จ ากการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิต PHAs จากดินที่มีการปนเปอนนํามันใน
จังหวัดสงขลา โดยใชนํามันเหลือทิ้งจากการทอดปอเปยะเปนแหลงอาหารในการเจริญ สามารถ
คัดแยกแบคทีเรีย ไดทั้งหมดจํานวน 120 ไอโซเลท จากตัวอยางดินทั้งหมด 6 แหลง ทําการคัด
เลือกจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่แตกตางกันสามารถคัดเลือกแบคทีเรียที่สราง PHAs ได 
จํานวน 10 ไอโซเลท ไดแก SR1, SR6, SR8, SR10, SR12, SR16, SR19, SR22, SR29 และ SR60 
จากนั้นทดสอบความสามารถในการเจริญและใชนํามันเหลือทิ้งจากการทอดปอเปยะเปน
แหลงคารบอนในการสราง PHAs โดยการวัดนําหนักเซลลแหงพบวาไอโซเลท SR22 ใหนําหนัก
เซลลแหงสูงถึง 10.40 กรัม ตอลิตร จากนั้นทําการยืนยันผลการสรางแกรนูลในรูป PHAs โดย
การยอมสี Sudan Black B พบวาทั้งสามไอโซเลทมีการสรางแกรนูล และเมื่อทดสอบคุณสมบัติ
ทางชีวเคมี พบวาไอโซเลท SR10 มีความคลายคลึงกับแบคทีเรียจีนัส Bacillus spp. ในขณะที่ 
ไอโซเลท SR12 และ SR22 มีความคลายคลึงกับแบคทีเรียจีนัส Pseudomonas spp.
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ขอเสนอแนะเพื่อนําผลการวิจัยไปใช

 จากการศึกษาประสิทธิภาพในการผลิตพอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอทของแบคทีเรีย
ที่คัดแยกไดโดยใชนํ้ามันเหลือท้ิงจากการทอดปอเปยะเปนแหลงอาหารในการเจริญของ
แบคทีเรีย ผูวิจัยมีขอเสนอแนะวาควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมโดยการหาสภาวะท่ีเหมาะสม
ตอการผลิตพอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอทของแบคทีเรียเพื่อเพิ่มปริมาณการผลิต PHAs 
นอกจากนี้ควรมีการวิเคราะหหา PHAs ทั้งในเชิงปริมาณและเชิงคุณภาพและศึกษา
คุณสมบัติของพอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอทของแบคทีเรียที่คัดแยกได  เพื่อสามารถ
นําไปประยุกตใชในการผลิตพลาสติกชีวภาพและเปนแนวทางในการผลิตเม็ดพลาสติกชีวภาพ
ไดเองภายในประเทศ และเพื่อผลิตเปนวัสดุทางเลือกที่ใชทดแทนพลาสติกสังเคราะหซึ่งเปน
มติรตอสิง่แวดลอม ทัง้ยงัเปนแนวทางในการเลือกวัตถดุบิสาํหรับเพาะเลีย้งแบคทีเรยีซึง่ชวยลด
ตนทุนการผลิตพลาสติกยอยสลายไดทางชีวภาพ เพื่อแขงขันกับการผลิตพลาสติกสังเคราะหได
และยังชวยลดปญหามลพิษที่เกิดจากขยะพลาสติกที่ยอยสลายยากในสิ่งแวดลอม
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