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บทคัดย่Ă 

 ปัจจุบันได้เกิดปัญĀามลภาüะขยะพลาÿติกเพิ่มมากขึ้น ท าใĀ้เริ่มมีการÿนใจพลาÿติกชีüภาพทดแทน
พลาÿติกจากพลังงานปิโตรเลียม เน่ืĂงจากพลาÿติกชีüภาพÿามารถย่Ăยÿลายได้เร็üเมื่Ăเทียบกับพลาÿติกจาก
พลังงานปิโตรเลียม Polyhydroxyalkanoate (PHAs) เป็นพลาÿติกชีüภาพทางเลืĂกĀน่ึงที่เริ่มมีการÿนใจมาก
ขึ้น    ซ่ึง PHAs เป็นพĂลิเĂÿเทĂร์ที่มีคุณÿมบัติคล้ายพลาÿติกจากแĀล่งปิโตรเลียมและเป็นพĂลิเมĂร์ชีüภาพ
จากจุลินทรีย์ที่ผลิตได้โดยจุลินทรีย์Āลายชนิดและเมื่Ăเกิดการย่Ăยÿลายในธรรมชาติได้ผลิตภัณฑ์ÿุดท้ายเป็น
น้ าและแก๊ÿคาร์บĂนไดĂĂกไซด์ในÿภาüะไร้Ăากาý ซ่ึงÿามารถช่üยลดปริมาณขยะตกค้างĀลังจากน าไปฝังกลบ
ได้ üัตถุประÿงค์ขĂงงานüิจัยน้ีเพื่ĂคัดแยกĀาแบคทีเรียที่มีคüามÿามารถในการผลิต PHAs จากดินที่ได้ท าการ
ฝังแผ่น PHB ลงไป แล้üพบü่าน้ าĀนักขĂงแผ่นพลาÿติกมีน้ าĀนักที่ลดลงเมื่Ăเüลาผ่าน ซ่ึงÿามารถคัดแยกได้
ทั้งĀมด 8 ไĂโซเลต โดยใช้ĂาĀารคัดเลืĂกที่ท าการผÿม Nile Blue A ลงไป เพื่Ăเป็นการตรüจĀาแบคทีเรียที่
ÿามารถผลิต PHAs ผลการüิเคราะĀ์ยีนบริเüณ 16S rRNA ขĂงทั้ง 8 ไĂโซเลต แÿดงใĀ้เĀ็นü่ามีคüามคล้ายคลึง
กับ Chryseobacterium daecheongense DSM 15235 98.84 เปĂร์เซ็นต์ Pseudomonas tianjinensis  
68 98.70 เปĂร์เซ็น Lysinibacillus boronitolerans T-10a 98.93 เปĂร์เซ็นต์ Enterobacter hormaechei 
subsp. Xiangfangensis 10-7 99.86 เปĂร์เซ็นต์ Sphingopyxis indica DS15 99.47 เปĂร์เซ็นต์ Gordonia 
bronchialis DSM 43247 98.57 เปĂร์เซ็นต์ Mesorhizobium soli NHI-8 96.53 เปĂร์เซ็นต์ และ 
Pseudomonas citronellolis NBRC 103043 99.64 เปĂร์เซ็นต์ 
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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 คüามเป็นมาและคüามÿ าคัญ 

มีการผลิตพลาÿติกในปี 2015 ถึง 322 ล้านตัน และมีแนüโน้มในการผลิตมากขึ้นĂย่างต่Ăเน่ืĂง ในปี 
2016 มีการรายงานการผลิตพลาÿติกมากขึ้นถึง 335 ล้านตัน (PlasticsEurope, 2017) และพลาÿติกจ านüน
มĀาýาลน้ีถูกน าไปใช้Ăย่างแพร่Āลายทั้งในชีüิตประจ าüันและในĂุตÿาĀกรรมต่างๆ เช่น ĂุตÿาĀกรรมยานยนต์ 
ĂุตÿาĀกรรมการเกþตร (Uchida et al., 2000) แต่Ăย่างไรก็ตามüัÿดุพลาÿติกมีข้Ăเÿียบางประการที่ÿ าคัญ 
คืĂ เป็นüัÿดุที่ย่Ăยÿลายได้ยากในÿิ่งแüดล้Ăมธรรมชาติ  เ น่ืĂงจากมีคüามทนทานและต้านทานการ
เÿื่Ăมÿภาพ ด้üยเĀตุน้ีÿ่งผลใĀ้ĂุตÿาĀกรรมÿ่üนใĀญ่ÿนใจที่จะใช้พลาÿติกชีüภาพทดแทนพลาÿติกจากแĀล่ง
พลังงานปิโตรเลียม 

พลาÿติกชีüภาพ ก าลังก้าüเข้ามามีบทบาทมากขึ้นในตลาดพลาÿติกโลก เน่ืĂงด้üยคุณÿมบัติในการ
ผลิตที่ใช้üัตถุดิบธรรมชาติซ่ึงมีÿ่üนช่üยลดการพึ่งพาน้ ามันĀรืĂคุณÿมบัติด้านการย่Ăยÿลายได้ตามธรรมชาติที่
ช่üยบรรเทาปัญĀาการก าจัดขยะและÿารพิþตกค้างในÿิ่งแüดล้Ăม คุณÿมบัติดังกล่าüล้üนแล้üแต่เป็นปัจจัย
ÿ าคัญที่ผลักดันใĀ้ทั่üโลกĀันมาÿนใจใช้พลาÿติกชีüภาพมากขึ้น ดังกรณีขĂงประเทýในกลุ่มยุโรปที่ เผชิญกับ
ปัญĀาการก าจัดขยะพลาÿติกที่นับüันจะทüีคüามรุนแรง   จนกระทั่งทั้งภาครัฐ ภาคธุรกิจ และภาคครัüเรืĂน
ตระĀนักถึงปัญĀาดังกล่าüและĀันมาใĀ้คüามร่üมมืĂในการใช้ผลิตภัณฑ์พลาÿติกชีüภาพมากขึ้น เช่น ประเทý
ในÿĀภาพยุโรปที่มีการก าĀนดใĀ้ผู้ผลิตรถยนต์เพิ่มÿัดÿ่üนช้ินÿ่üนพลาÿติกที่ ย่Ăยÿลายได้ในการประกĂบ
รถยนต์ใĀ้มากขึ้น ĀรืĂประเทýĂิตาลีที่รัฐบาลได้ĂĂกมาตรการÿนับÿนุนใĀ้ใช้ถุงพลาÿติกที่ย่Ăยÿลายได้ÿ าĀรับ
การใช้งานคร้ังเดียü (single use) รüมถึงประเทýในแถบเĂเชียเช่น ญ่ีปุ่น ที่บริþัทยักþ์ใĀญ่ด้านเคร่ืĂงใช้ไฟฟ้า
และĂิเล็กทรĂนิกÿ์Ăย่าง โซน่ี พานาโซนิค และโตชิบา ต่างเปลี่ยนมาใช้บรรจุภัณฑ์ที่เป็นพลาÿติกชีüภาพ และ
ยังใช้เป็นÿ่üนประกĂบในการผลิตüัÿดุĂุปกรณ์คĂมพิüเตĂร์ต่างๆ มากขึ้นด้üย ขณะเดียüกัน การýึกþาüิจัยขĂง
บริþัท Samsung Fine Chemicals ก็พบü่าประชาชนÿ่üนใĀญ่มีแนüโน้มจะปรับเปลี่ยนพฤติกรรมมาใ ช้
ผลิตภัณฑ์พลาÿติกที่เป็นมิตรต่Ăÿิ่งแüดล้Ăมมากขึ้นĀากÿินค้ามีคุณภาพใกล้เคียงกันแม้จะต้Ăงเÿียค่าใช้จ่าย
มากขึ้นก็ตาม   (ที่มา: https://www.scbeic.com/th/detail/product/332, accessed on April 14, 2019)  

 การย่ĂยÿลายขĂงพลาÿติกชีüภาพ จะÿามารถย่Ăยÿลายได้รüดเร็üกü่าพลาÿติกÿังเคราะĀ์จากแĀล่ง
พลังงานปิโตรเลียม เมื่Ăเทียบในÿภาüะที่เĀมืĂนกัน เน่ืĂงจากพลาÿติกชีüภาพผลิตมาจากแĀล่งüัตถุดิบจาก
ธรรมชาติและยังย่Ăยÿลายได้ในÿภาüะที่ÿมบูรณ์ไม่เĀลืĂÿารตกค้างในÿิ่งแüดล้Ăม 
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รูปที่ 1.1 แÿดงการย่ĂยÿลายขĂงพลาÿติกชีüภาพภายในเüลา 50 üัน  
(ที่มา : https://en.wikipedia.org/wiki/Biodegradable_plastic/bio_de_pass.html , accessed 

on  April 14, 2019) 

ประเภทขĂงพลาÿติกÿามารถจ าแนกได้ตามüัตถุดิบต้ังต้นในการผลิตและคüามÿามารในการย่Ăย
ÿลายได้ทางชีüภาพได้ดังแÿดงในรูปที่ 1.2 

 

รูปที่ 1.2 ประเภทขĂงพลาÿติก จ าแนกตามüัตถุดิบต้ังต้นในการผลิตและคüามÿามารถในการย่Ăย
ÿลายได้ทางชีüภาพ (ที่มา: https://www.scbeic.com/th/detail/product/332, accessed on April 14, 

2019) 

กลไกการย่ĂยÿลายขĂงพลาÿติกชีüภาพแบ่งได้เป็น 4 ประเภทใĀญ่ๆ ดังน้ี 
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1. การย่Ăยÿลายได้โดยแÿง (Photodegradation) การย่Ăยÿลายโดยแÿงมักเกิดจากการเติม
ÿารเติมแต่งที่มีคüามü่Ăงไüต่ĂแÿงลงในพลาÿติกĀรืĂÿังเคราะĀ์โคพĂลิเมĂร์ใĀ้มีĀมู่ฟังก์ชันĀรืĂพันธะเคมีที่ไม่
แข็งแรง แตกĀักง่ายภายใต้รังÿี (UV) เช่น Āมู่คีโตน (Ketone group) Ăยู่ในโครงÿร้าง เมื่ĂÿารĀรืĂĀมู่ฟังก์ชัน
ดังกล่าüÿัมผัÿกับรังÿียูüีจะเกิดการแตกขĂงพันธะกลายเป็นĂนุมูลĂิÿระ (Free radical) ซ่ึงไม่เÿถียร จึงเข้าท า
ปฏิกิริยาต่ĂĂย่างรüดเร็üที่พันธะเคมีบนต าแĀน่งคาร์บĂนในÿายโซ่พĂลิเมĂร์ ท าใĀ้เกิดการขาดขĂงÿายโซ่ แต่
การย่Ăยÿลายน้ีจะไม่เกิดขึ้นภายในบ่Ăฝังกลบขยะ กĂงคĂมโพÿท์ ĀรืĂÿภาüะแüดล้ĂมĂ่ืนที่มืด ĀรืĂแม้กระทั่ง
ช้ินพลาÿติกที่มีการด้üยĀมึกที่Āนามากบนพื้นผิü เน่ืĂงจากพลาÿติกจะไม่ได้ÿัมผัÿกับรังÿียูüีโดยตรง 

2. การย่Ăยÿลายทางกล (Mechanical Degradation) โดยการใĀ้แรงกระท าแก่ช้ินพลาÿติก
ท าใĀ้ช้ินÿ่üนพลาÿติกแตกĂĂกเป็นช้ิน ซ่ึงเป็นüิธีการที่ใช้โดยทั่üไปในการท าใĀ้พลาÿติกแตกเป็นช้ินเล็กๆ 

3. การย่Ăยÿลายผ่านปฏิกิริยาĂĂกซิเดชัน (Oxidative Degradation) การย่Ăยÿลายผ่าน
ปฏิกิริยาĂĂกซิเดชันขĂงพลาÿติก เป็นปฏิกิริยาการเติมĂĂกซิเจนลงในโมเลกุลขĂงพĂลิเมĂร์ซ่ึงÿามารถเกิดขึ้น
ได้เĂงในธรรมชาติĂย่างช้าๆ โดยมีĂĂกซิเจน และคüามร้Ăน แÿงยูüี ĀรืĂแรงทางกลเป็นปัจจัยÿ าคัญ เกิดเป็น
ÿารประกĂบไăโดรเปĂร์ĂĂกไซด์ (hydroperoxide, ROOH) ในพลาÿติกที่ไม่มีการเติม ÿารเติมแต่งที่ท าĀน้าที่
เพิ่มคüามเÿถียร (stabilizing additive) แÿงและคüามร้Ăนจะท าใĀ้ ROOH แตกตัüกลายเป็นĂนุมูลĂิÿระ RO 

และ OH) ที่ไม่เÿถียรและเข้าท าปฏิกิริยาต่Ăที่พันธะเคมีบนต าแĀน่งคาร์บĂนในÿายโซ่พĂลิเมĂร์ ท าใĀ้เกิดการ
แตกĀักและÿูญเÿียÿมบัติเชิงกลĂย่างรüดเร็ü แต่ด้üยเทคโนโลยีการผลิตที่ได้รับการüิจัยและพัฒนาขึ้นใน
ปัจจุบันท าใĀ้พĂลิโĂเลฟินเกิดการย่Ăยÿลายผ่านปฏิกิริยาĂĂกซิเดชันกับĂĂกซิเจนได้เร็üขึ้นภายในช่üงเüลาที่
ก าĀนด โดยการเติมÿารเติมแต่งที่เป็นเกลืĂขĂงโลĀะทรานÿิชัน ซ่ึงท าĀน้าที่คะตะลิÿต์เร่งการแตกตัüขĂง
ÿารประกĂบไăโดรเปĂร์ĂĂกไซด์ (Hydroperoxpide, ROOH) เป็นĂนุมูลĂิÿระ (Free radical) ท าใĀ้ÿายโซ่
พĂลิเมĂร์เกิดการแตกĀักและÿูญเÿียÿมบัติเชิงกลรüดเร็üย่ิงขึ้น 

4. การย่Ăยÿลายผ่านปฏิกิริยาไăโดรไลซิÿ (Hydrolytic Degradation) การย่ĂยÿลายขĂงพĂ
ลิเมĂร์ที่มีĀมู่เĂÿเทĂร์ ĀรืĂเĂไมด์ เช่น แป้ง พĂลิเĂÿเทĂร์ พĂลิแĂนไăดรายด์ พĂลิคาร์บĂเนต และพĂลิยูริเทน 
ผ่านปฏิกิริยาก่ĂใĀ้เกิดการแตกĀักขĂงÿายโซ่พĂลิเมĂร์ ปฏิกิริยาไăโดรไลซิÿที่เกิดขึ้น โดยทั่üไปแบ่งĂĂกเป็น 2 
ประเภท คืĂ ประเภทที่ใช้คะตะลิÿต์ (Catalytic hydrolysis) และไม่ใช้คะตะลิÿต์ (Non-Catalytic 

Hydrolysis) ซ่ึงประเภทแรกยังแบ่งĂĂกได้เป็น 2 แบบ คืĂ แบบที่ใช้คะตะลิÿต์จากภายนĂกโมเลกุลขĂงพĂลิ
เมĂร์เร่งใĀ้เกิดการย่Ăยÿลาย (External Catalytic Degradation) และแบบที่ใช้คะตะลิÿต์จากจากภายใน
โมเลกุลขĂงพĂลิเมĂร์เĂงในการเร่งใĀ้เกิดการย่Ăยÿลาย (Internal catalytic degradation) โดยคะตะลิÿต์
จากภายนĂกมี 2 ชนิด คืĂ คะตะลิÿต์ที่เป็นเĂนไซม์ต่างๆ (Enzyme) เช่น Depolymerase lipase esterase 

และ glycohydrolase ในกรณีน้ีจัดเป็นการย่Ăยÿลายทางชีüภาพ และคะตะลิÿต์ที่ไม่ใช่เĂนไซม์ (Non-



4 
 

enzyme) เช่น โลĀะแĂลคาไลด์ (alkaline metal) เบÿ (base) และกรด(acid) ที่มีĂยู่ในÿภาüะแüดล้Ăมใน
ธรรมชาติ ในกรณีน้ีจัดเป็นการย่Ăยÿลายทางเคมี ÿ าĀรับปฏิกิริยาไăโดรไลซิÿแบบที่ใช้คะตะลิÿต์จากภายใน
โมเลกุลขĂงพĂลิเมĂร์น้ันใช้Āมู่คาร์บĂกซิล (Carboxyl Group) ขĂงĀมู่เĂÿเทĂร์ ĀรืĂเĂไมด์บริเüณปลายขĂง
ÿายโซ่พĂลิเมĂร์ในการเร่งปฏิกิริยาการย่Ăยÿลายผ่าปฏิกิริยาไăโดรไลซิÿ 

5. การย่Ăยÿลายทางชีüภาพ (Biodegradation) การย่ĂยÿลายขĂงพĂลิเมĂร์จากการท างาน
ขĂงจุลินทรีย์โดยทั่üไปมีกระบüนการ 2 ขั้นตĂน เน่ืĂงจากขนาดขĂงÿายพĂลิเมĂร์ยังมีขนาดใĀญ่และไม่ละลาย
น้ า ในขั้นตĂนแรกขĂงขĂงการย่Ăยÿลายจึงเกิดขึ้นภายนĂกเซลล์โดยการปลดปล่ĂยเĂ็นไซม์ขĂงจุลินทรีย์ซ่ึง
เกิดได้ทั้งทั้งแบบใช้ endo-enzyme ĀรืĂ เĂนไซม์ที่ท าใĀเกิดการแตกตัüขĂงพันธะภายในÿายโซ่พĂลิเมĂร์
Ăย่างไม่เป็นระเบียบ และแบบ exo-enzyme ĀรืĂเĂนไซม์ที่ท าใĀ้เกิดการแตกĀักขĂงพันธะทีละĀน่üยจาก
Āน่üยซ้ าที่เล็กที่ÿุดที่Ăยู่ด้านปลายขĂงÿายโซ่พĂลิเมĂร์ เมื่ĂพĂลิเมĂร์แตกตัüจนมีขนาดเล็กพĂจะแพร่ผ่านผนัง
เซลล์เข้าไปในเซลล์ และเกิดการย่Ăยÿลายต่Ăในขั้นตĂนที่ 2 ได้ผลิตภัณฑ์ในขั้นตĂนÿุดท้าย (ultimate 

biodegradation) คืĂ พลังงาน และÿารประกĂบขนาดเล็กที่เÿถียรในธรรมชาติ (Mineralization) เช่น แก๊ÿ
คาร์บĂนไดĂĂกไซด์ แก๊ÿมีเทน น้ า เกลืĂ แร่ธาตุต่างๆ และมüลชีüภาพ (biomass) (ที่มา : 

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

April 14, 2019) 

พลาÿติกชีüภาพชนิดพĂลิไăดรĂกซีแĂลคาโนเĂต (polyhydroxyalkanoates, PHAs) จัดเป็น
พลาÿติกทางชีüภาพที่ผลิตจากüัตถุดิบทางธรรมชาติและมีกระบüนการผลิตและย่Ăยÿลายที่ไม่ก่ĂÿารĂันตราย 
ผลิตขึ้นโดยจุลินทรีย์ในÿภาüะที่มีแĀล่งคาร์บĂนมากเกินพĂ แต่ÿารĂาĀารชนิดĂ่ืน เช่น ไนโตรเจน ฟĂÿฟĂรัÿ 
แมกนีเซียม ĀรืĂซัลเฟĂร์ มีปริมาณจ ากัด โดยÿะÿมพĂลิเมĂร์ไü้ภายในเซลล์เพื่Ăใช้เป็นแĀล่งพลังงานและ
คาร์บĂน (Chanprateep, 2010) ในรูปขĂงแกรนูล โดยจ านüนและขนาดขĂงแกรนูลในĀน่ึงเซลล์จะแตกต่าง
กันขึ้นĂยู่กับชนิดขĂงจุลินทรีย์ จากการรายงานขĂง Byrom (1994) พบü่า Cupriavidus necator ในĀน่ึง
เซลล์จะมีจ านüนแกรนูล 8 - 13 แกรนูล มีเÿ้นผ่านýูนย์กลางประมาณ 0.2 - 0.5 ไมโครเมตร ซ่ึงจะดูได้ภายใต้
กล้Ăงจุลทรรýน์Ăิเล็คตรĂน ดังแÿดงในรูปที่ 1.3  PHA ÿามารถถูกย่Ăยÿลายได้ตามธรรมชาติ ดังน้ันจึงถูก
พิจารณาü่ามีýักยภาพเĀมาะÿมÿ าĀรับใช้เป็นพลาÿติกทางเลืĂกเพื่Ăทดแทนการใช้พลาÿติกจากปิโตรเลียม 
เน่ืĂงด้üย PHAs น้ันมีคุณÿมบัติย่Ăยÿลายได้ในธรรมชาติโดยใช้เĂนไซม์ขĂงจุลินทรีย์ได้ผลิตภัณฑ์ÿุดท้ายเป็น
น้ าและแก๊ÿคาร์บĂนไดĂĂกไซด์ในÿภาüะไร้Ăากาýและได้แก๊ÿมีเทนเพิ่มขึ้นในÿภาüะไร้Ăากาý (Muhammadi 

และคณะ, 2015) ซ่ึงÿามารถช่üยลดปริมาณขยะตกค้างĀลังจากน าไปฝังกลบได้ 
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รูปที ่ 1.3 ภาพถ่ายแกรนูลที่มีการÿะÿม PHA ขĂง Cupriavidus necator DSM 545 จากกล้Ăง
จุลทรรýน์ĂิเลคตรĂนแบบÿ่Ăงผ่าน ก าลังขยาย 30,000 เท่า (Martin Koller, 2017) 

โครงÿร้างขĂง PHAs จัดเป็นพĂลิเĂÿเทĂร์ÿายตรง ประกĂบด้üยคาร์บĂน ĂĂกซิเจน และไăโดรเจน 

ÿตูรโครงÿร้างทั่üไปแÿดงดังรูปที่ฟ1.4ฟมĂนĂเมĂร์ขĂงÿายพĂลิเมĂร์ต่ĂกันแบบĀัüต่ĂĀางโดยมĂนĂเมĂร์ใน
กลุ่มไăดรĂกซีเช่ืĂมต่Ăกันด้üยพันธะเĂÿเทĂร์ระĀü่างĀมู่คาร์บĂกซิลิกขĂงมĂนĂเมĂร์ตัüที่Āน่ึงกับĀมู่ไăดรĂก
ซีขĂงมĂนĂเมĂร์ตัüถัดไป (Madison และ Huisman, 1999) 

การจัดจ าแนกชนิด PHA ตามĂงค์ประกĂบทางเคมีขĂงมĂนĂเมĂร์ (Luengo และคณะ, 2003) 

 1. พĂลิเมĂร์ที่เประกĂบด้üยมĂนĂเมĂร์ที่มีĂนุพันธ์ขĂงกรดไขมันแบบĂะโรมาติก 

 2.พĂลิเมĂร์ที่ประกĂบด้üยมĂนĂเมĂร์ที่มีĂนุพันธ์ขĂงกรดไขมันทั้งแบบĂะลิฟาติกและ
แบบĂะโรมาติก 

 3. พĂลิเมĂร์ที่ประกĂบด้üยมĂนĂเมĂร์ที่มีÿารประกĂบĂ่ืน เช่น พĂลิ-แกมมา-กลูตามิก-แĂ
ซิด (poly- γ-glutamic-acid) 

การจัดจ าแนกชนิด PHA ตามจ านüนคาร์บĂนĂะตĂมในĀน่üยมĂนĂเมĂร์ (Lee และคณะ, 1996) 

 1. Short-chain-length (SCL) PHA คืĂ พĂลิเมĂร์ที่แต่ละĀน่üยมĂนĂเมĂร์ประกĂบด้üย
คาร์บĂนĂะตĂม 3-5ĂะตĂม 

 2. Medium-chain-length (MCL) PHA คืĂ พĂลิเมĂร์ที่แต่ละĀน่üยมĂนĂเมĂร์ประกĂบ
ด้üยคาร์บĂนĂะตĂม 6-14 ĂะตĂม 
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 3. Long-chain-length (LCL) PHA คืĂ พĂลิเมĂร์ที่แต่ละĀน่üยมĂนĂเมĂร์ประกĂบด้üย
คาร์บĂนĂะตĂมมากกü่า 14 ĂะตĂม 

 

รูปที่ 1.4 ÿูตรโครงÿร้างทางเคมีขĂงพĂลิไăดรĂกซีแĂลคาโนเĂต (Tan G. และคณะ, 2014) 

การผลิต PHA เพื่Ăน ามาประยุกต์ใช้ประโยชน์ในด้านต่างๆ 

 1. การประยุกต์ใช้ทางด้านการเกþตรและปýุÿัตü์ 

  ผลิตเป็นแคปซูลÿ าĀรับบรรจุยาฆ่าüัชพืช ยาฆ่าแมลงĀรืĂผลิตเป็นแคปซูลÿ าĀรับ
บรรจุยารักþาโรคขĂงÿัตü์และบรรจุยาประเภทที่มีกลไกการĂĂกฤทธิ์นาน (Raddy และคณะ, 2003) 
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 2. การประยุกต์ใช้ทางด้านการแพทย์ 

  ใช้เป็นüัÿดุÿิ้นเปลืĂงในงานýัลยกรรม เช่น ใช้ท าĀลĂดเลืĂดเทียม กระดูกเทียม เข็ม
เย็บผ้า ผ้าซับเลืĂด เป็นต้น (Chen และ Wu, 2005) ใช้ผลิตเป็นแคปซูลบรรจุยาเพื่ĂใĀ้ตัüยาถูกปล่ĂยĂĂกมา
Ăย่างช้าๆ ทีละน้Ăย (Gould และคณะ, 1987) 

 3. การประยุกต์ใช้ในด้านบรรจุภัณฑ์ĀรืĂüัÿดุใช้ÿĂย 

  ใช้บรรจุภัณฑ์ประเภทถุง ภาชนะบรรจุĂาĀารÿ าเร็จรูป แผ่นฟิล์มถนĂมĂาĀาร และ
üัÿดุĂ่ืนๆ เช่น üัÿดุเÿ้นใย ÿารเคลืĂบผิü แผ่นฟิล์ม เป็นต้น (Clarinval และ Halleux, 2005) 

การÿังเคราะĀ์ PHAs จะใช้เĂนไซม์ PHA synthase ที่ถูกเข้ารĀัÿจากยีน phaC ขĂงกลุ่มจุลินทรีย์ ที่
จะพĂลิเมĂไรซ์พĂลิไăดรĂกซีบิüทีเรต (polyhydroxybutyrate, PHB) มĂนĂเมĂร์ขĂง PHAs ใĀ้กลายเป็น
ÿายพĂลิเมĂร์ (Rehm, 2003) และมียีน phaZ ที่เมื่Ăผ่านการเข้ารĀัÿจะได้เĂนไซม์ PHA depolymerase จะ
ท าĀน้าที่ย่Ăยÿลาย PHAs ที่ÿะÿมĂยู่ในจุลินทรีย์ไปใช้เป็นพลังงานขĂงเซลล์ ดังแÿดงในรูปที่ 1.5 

  

รูปที่ 1.5 แÿดงüิถีการÿังเคราะĀ์ 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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 เĂนไซม์ PHA depolymerase ÿามารถจัดเป็น intracellular และ extracellular โดยขึ้นĂยู่โĀมด
ขĂงปฏิกิ ริยาต่Ă PHAs ที่ÿะÿมĂยู่ภายในเซลล์เพื่Ăน าไปใช้เป็นแĀล่งคาร์บĂนและแĀล่งพลังงานใĀ้กับ
จุลินทรีย์ในการเจริญเติบโต ซ่ึงจุลินทรีย์ÿ่üนใĀญ่จะÿามารถÿร้าง PHAs ด้üยเĂนไซม์ PHA synthase ที่ถูก
ถĂดรĀัÿจากยีน phaC เพืĂเก็บเป็นแĀล่งพลังงาน จากน้ันจึงมีการÿังเคราะĀ์ PHA depolymerase ที่
ถĂดรĀัÿจากยีน phaZ เพื่Ăย่Ăย PHAs ที่ÿะÿมภายในแกรนูลที่Ăยู่ในเซลล์และน าไปใช้เป็นพลังงานต่Ăไป 

 โดย PHA depolymerase จะไปไăโดรไลซ์ ในÿ่üนขĂง amorphouse จากน้ันจึงเข้าจับกับÿ่üน 
crystalline (Organ และ Barham, 1988) เĂนไซม์จะไปท าลายพันธะเĂÿเทĂร์ขĂงพĂลิเมĂร์ท าใĀ้คุณÿมบัติ
ขĂงพĂลิเมĂร์เปลี่ยนไป ซ่ึงคุณÿมบัติที่เปลี่ยนไปน้ีÿ่งผลถึงคüามÿามารถในการย่ĂยÿลายขĂง PHA 

 การตรüจÿĂบจุลินทรีย์ที่ÿามารถÿังเคราะĀ์ PHA ÿามารถท าได้โดยใช้เทคนิคการย้ĂมÿีขĂงÿารไขมัน
ที่Ăยู่ภายในเซลล์เน่ืĂงจากแกรนูลที่ จุลินทรีย์ÿังเคราะĀ์ได้ÿารประเภทไขมันชนิดĀน่ึง เช่น การย้Ăมด้üย 
Sudan Black B และ Nile Blue A การย้Ăมด้üย Sudan Black B เป็นการทดÿĂบเบื้Ăงต้นซ่ึงÿามารถÿ่Ăง
ภายใต้กล้Ăงจุลทรรýน์ทั่üไปได้โดยจะเĀ็นแกรนูลเป็นจุดÿีด าภายในเซลล์ ÿ่üนการย้Ăม Nile Blue A จะเĀ็น
เป็นแกรนูลเป็นจุดÿีแดงĀรืĂÿีÿ้มภายใต้กล้ĂงฟลูĂĂเรÿเซ็นต์ (Song และคณะ, 2008) และÿามารถใช้ผÿมกับ
ĂาĀารที่จะน ามาคัดเลืĂกĀาแบคทีเรียที่ผลิต PHA ได้โดยตรง ในปริมาตรที่เĀมาะÿม คืĂ 0.5 มิลลิกรัมต่Ăลิตร 

และตรüจÿĂบโดยเĀ็นการเรืĂงแÿงÿีÿ้มเมื่Ăท าการÿ่Ăงภายใต้ล าแÿง UV ที่คüามยาüคลื่น 365 นาโนเมตร 
(Spiekermann, 1999)  

 

  

 

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

2012) และ (C) ลักþณะการเรืĂงแÿงขĂงโคโลนีบนĂาĀารที่ผÿม Nile Blue A เมื่Ăÿ่Ăงภายใต้ล าแÿง UV 

(Al-Keddo K. และคณะ, 2016) 

A B 

C

. 
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ได้มีการรายงานü่า Ăัมมทิกา เมืĂงüงþ์และคณะ (2016) ÿามารถคัดแยกแบคทีเรียที่มีคüามÿามารถ
ในการผลิต polyhydroxyalkanoate จากกลีเซĂรĂลดิบที่ได้จากกระบüนการผลิตไบโĂดีเซล และพบü่าไĂโซ
เลตที่ คัดแยกมาได้Ăยู่ในÿกุล Acinetobacter sp. Pseudomonas sp. และ Enterobacter sp. และเมื่Ă
ท าการýึกþาในระดับชüดเขย่า พบü่าÿามารถในการผลิตพĂลิไăดรĂกซิแĂลคาโนเĂต เช่นเดียüกับ Bhuwal 

A. และคณะ (2013) ที่ÿามารถคัดแยกแบคทีเรียที่ÿามารถผลิต PHB ในÿกุล Enterococcus sp. และ 
Brevundimonas sp. จากน้ าเÿียที่ได้จากโรงงานผลิตกระดาþ และในปี 2014 Ciesielski S. และคณะ 
ÿามารถคัดแยก Pseudomonas sp. และ Janthinobacterium sp. ที่ได้จากน้ าจืด Glacier เมืĂง King 

George ประเทýไĂซ์แลนด์ ในทüีปแĂนตาร์กติค จากรายงานทั้งĀมดดังกล่าü แÿดงใĀ้เĀ็นü่าแบคทีเรียที่มี
คüามÿารถในการผลิตพĂลิไăดรĂกซีแĂลคาโนเĂตÿามารถพบได้ในÿิ่งแüดล้Ăมทั่üไปและมีคüามĀลากĀลาย
มากในระบบนิเüý   

ดินเป็นแĀล่งธรรมชาติที่ÿ าคัญเน่ืĂงจากดินเป็นแĀล่งที่Ăยู่ขĂงÿิ่งมีชีüิตĀลายชนิด เช่น พืช ÿัตü์ และ
จุลินทรีย์ รüมถึงมีคüามÿ าคัญต่Ăการย่Ăยÿลายพลาÿติกชีüภาพและเป็นแĀล่งจุลินทรีย์ที่มีคüามÿามารถใน
การย่Ăยÿลาย PHA (Boyandin และคณะ, 2012) ซ่ึงคาดü่าĂาจมีจุลินทรีย์ที่มีคüามÿามารถในการผลิตพĂ
ลิไăดรĂกซีแĂลคาโนเĂต งานüิจัยน้ีเป็นงานüิจัยต่Ăเน่ืĂงจากการýึกþาการย่ĂยÿลายขĂงฟิล์มüัÿดุเชิงประกĂบ
ทางชีüภาพระĀü่างพĂลิไăดรĂกซีบิüทีเรตจาก Cuprividus necator ÿายพันธุ์ A-04 และไมโครคริÿตัลลีน
เซลลูโลÿจากใบÿับปะรด (พิชญ์นันท์ ÿินÿุขĂุดมชัย, 2018) ที่ได้น าแผ่น PHB ฝังลงไปในดินและเมื่Ăเüลาผ่าน
ไป 1 เดืĂน น้ าĀนักขĂงแผ่น PHB มีน้ าĀนักที่ลดลง จึงคาดü่าในดินจะมีจุลินทรีย์ที่มีคüามÿามารถในการย่Ăย
ÿลาย PHB ที่เป็นมĂนĂเมĂร์ขĂง PHA เช่นเดียüกับคาดü่ามีจุลินทรีย์ที่มีคüามÿามารถในการผลิต PHB  

1.2 üัตถุประÿงค์ขĂงงานüิจัย 

 งานüิจัยน้ีมีüัตถุประÿงค์เพื่ĂคัดแยกและระบุลักþณะÿมบัติขĂงแบคทีเรียที่มีคüามÿามารถในการผลิต
พĂลิไăดรĂกซีแĂลคาโนเĂตจากดิน 

1.3 ประโยชน์ที่คาดü่าจะได้รับ 

ก. ในด้านคüามรู้และประÿบการณ์ 

  ทราบถึงขั้นตĂนในการคัดแยกแบคทีเรียจากธรรมชาติเพื่ĂĀาแบคทีเรียที่มีคüามÿามารถใน
การผลิตพĂลิไăดรĂกซีแĂลคาโนเĂต เข้าใจกลไกในการผลิตพĂลิไăดรĂกซีแĂลคาโนเĂต มีคüามรู้พื้นฐาน
เกี่ยüกับพลาÿติกชีüภาพฝึกคิด และ üิเคราะĀ์ปัญĀาโดยĂาýัยกระบüนการทางüิทยาýาÿตร์ เÿ ริม
ประÿบการณ์ในการท างานในĀ้Ăงปฏิบัติการทางüิทยาýาÿตร์ และÿามารถน าไปต่ĂยĂดได้ในĂนาคต 
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ข. คüามรู้ คüามเข้าใจที่น าไปÿู่การแก้ไขปัญĀาขĂงÿังคมĀรืĂÿภาพแüดล้Ăม 

  ÿามารถน าคüามรู้ที่ได้ใช้ในการคัดแยกจุลินทรีย์ในธรรมชาติที่มีคüามÿามารถในการผลิต
พลาÿติกชีüภาพไปช่üยแก้ปัญĀาขยะพลาÿติกที่เป็นปัญĀาĂยู่ในปัจจุบัน เน่ืĂงจากพลาÿติกชีüภาพเมื่Ăมีการ
ย่Ăยÿลายจะไม่เĀลืĂÿารตกค้างซ่ึงเป็นมิตรกับÿิ่งแüดล้Ăม 
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บทที่ 2 

อุปกรณ์ เคมภีณัฑ์ และüิธดี าเนนิงานüจิยั 

Ăุปกรณ์ที่ใช้ในงานüิจัย 

 1. กระบĂกตüง (cylender) ขĂงบริþัท Pyrex, USA   

 2. กล้Ăงจุลทรรýน์ (microscope) รุ่น CH30RF200 ขĂงบริþัท Olympus, Japan    

 3. ขüดรูปชมพู่ (erlenmeyer flask) ขĂงบริþัท Pyrex, USA 

4.เคร่ืĂงผÿมÿาร (vortex mixer) รุ่น G-560E ขĂงบริþัท Science Industies, USA 

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

Tokyo, Japan 

 6. เคร่ืĂงÿ่ĂงยูüีแบบถืĂ (hand held UV) รุ่น VL – 6.LC ขĂงบริþัท VILBER LOURMAT 

 7. เคร่ืĂงช่ังĀยาบ (laboratory balance) รุ่น PG 2002-S และรุ่น PG 6002-S ขĂงบริþัท Metter 

Toledo Co. Ltd., Switzerland 

  8. เคร่ืĂงช่ังละเĂียด (analytical balance) รุ่น AG 204 และรุ่น PG 285 ขĂงบริþัท Metter 

Toledo Co. Ltd., Switzerland 

9. เคร่ืĂงใĀ้คüามร้Ăน (stirring hot plate) รุ่น DS 201HS ขĂงบริþัท DMC, Japan 

10. เคร่ืĂง PCR (PCR machine) รุ่น T100 ขĂงบริþัท Bio-Rad, Japan    

11. เคร่ืĂงใĀ้ก าเนิดแÿง (BluPAD Dual LED Blue/White Light Transilluminator) ขĂงบริþัท 
bio-helix, Taiwan 

12. จานเลี้ยงเพาะเช้ืĂ (petri dish) ขĂงบริþัท Pyrex, USA 

13. ชุดเคร่ืĂงมืĂท าĂะกาโรÿเจลĂิเล็กโทรโฟริซิÿ (agarose gel electrophoresis) 

  - Mini gel electrophoresis system ขĂงบริþัท Bio-Rad, USA 

  - Electrophoresis complete system ขĂงบริþัท Bio-Rad, USA 

 14. ตู้ถ่ายเช้ืĂแบบ laminar flow ISSO รุ่น BV-124 ขĂงบริþัท International Scientific Supply 

Co. Ltd., Thailand 
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15. ตู้แช่แข็งจุดเยืĂกแข็งต่ า (deep freezer) -20 Ăงýาเซลเซียÿ ขĂงบริþัท Sanyo electric, 

Japan 

 16. ตู้แช่แข็งจุดเยืĂกแข็งต่ า (deep freezer) ĂุณĀภูมิ -80 Ăงýาเซลเซียÿ ขĂงบริþัท Forma 

Scientific, USA 

17. ตู้บ่มเช้ืĂแบบคüบคุมĂุณĀภูมิ (incubator) รุ่น D06062 ขĂงบริþัท Kubota, Japan 

18. ตู้เย็น ĂุณĀภูมิ 4 Ăงýาเซลเซียÿ ขĂงบริþัท Mitsubishi Electric, Japan 

 19. ตู้ĂบแĀ้ง (hot air oven) ขĂงบริþัท Memmert Co. Ltd., Germany 

20. บีกเกĂร์ (beaker) ขĂงบริþัท Pyrex, USA  

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

 22. ปิเปตแก้ü (graduated pipette) ขĂงบริþัท Pyrex, USA  

23. ĀลĂดไมโครเซนทริฟิüจ์ (microcentrifuge tube) ขĂงบริþัท Sigma-Aldrich, USA 

 24. ĀลĂดทดลĂง (test tube) ขĂงบริþัท Pyrex, USA 

 25.ĀลĂดเก็บเช้ืĂแช่แข็ง (cryotube) ขĂงบริþัท Bioadvance, Thailand 

 26. ĀลĂดทดลĂงฝาเกลียü (screw-cap tube) ขĂงบริþัท Pyrex, USA 

 27. Ă่างคüบคุมĂุณĀภูมิ (water bath) รุ่น WC14 และรุ่น W760 ขĂงบริþัท Memmert Co., Ltd., 

Germany 

เคมีภัณฑ์ 

 1. กลูโคÿ (glucose; C6H12O6) ขĂงบริþัท Sigma Chemical Co.,USA  

 2. กลีเซĂรĂล (C3H8O3) ขĂงบริþัท Merck, Germany 

  3. โซเดียมคลĂไรด์ (NaCl) ขĂงบริþัท Merck, Germany  

4. ทริปโทน (tryptone) ขĂงบริþัท Merck, Germany 

  5. üุ้นผง (agar) ขĂงบริþัท Productora de agar S.A., Chile 

 6. ผงÿีไนล์บลูเĂ (nile blue A dye) ขĂงบริþัท The Matheson Company 
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7. ÿารÿกัดจากเน้ืĂ (beef extract) ขĂงบริþัท Lavscan Asia Co., Ltd., Ireland 

 8. ÿารÿกัดจากยีÿต์ (yeast extract) ขĂงบริþัท Spinger, France 

9. Ăะกาโรÿเจล (agarose gel) ขĂงบริþัท ABgene, UK 

 10. แĂมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)SO4) ขĂงบริþัท Merck, Germany 

 11. Kod OneTM taq polymerase ขĂงบริþัท Toyobo 

2.1 คดัแยกแบคทีเรยีจากดนิตüัอยา่ง 

น าแผ่น PHB ที่มีดินติดĂยู่มาชะดินĂĂกด้üยน้ ากลั่น ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากน้ันท าการเจืĂจางที่
คüามเข้มข้น 10-3 – 10-6 จากน้ันน ามากระจายบนĂาĀารแข็ง Luria-Bertani (ภาคผนüก ก1)  จากน้ันน าไป
บ่มที่ĂุณĀภูมิ 30 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 3-4 üัน จากน้ัน จึงมาคัดแยกโคโลนีเด่ียüบนĂาĀารเดิมเพื่ĂใĀ้ได้เป็น
ไĂโซเลตเด่ียüๆĂĂกมา ดัดแปลงจาก Urbanek A และคณะ (2017) 

2.1.1 การเก็บรกัþาจุลนิทรยี ์

  เขี่ยเช้ืĂไĂโซเลตที่บริÿุทธิ์ลงบนĂาĀารเลี้ยงเช้ืĂแข็ง Luria-Bertani (LB) ท าการบ่มที่ĂุณĀภูมิ 
30 Ăงýาเซลเซียÿ 1-2 üัน จากน้ันน ามาเก็บรักþาที่ĂุณĀภูมิ 4 Ăงýาเซลเซียÿ และน าโคโลนีเด่ียüเขี่ยลงĂาĀาร
ใĀม่ทุกๆ 1-2 ÿัปดาĀ์ 

2.2 คัดแยกแบคทีเรยีที่มคีüามÿามารถในการผลติ PHA 

 เขี่ยเช้ืĂไĂโซเลตที่บริÿุทธิ์มากระจายลงบนĂาĀารตามÿูตร Mizuno K. และคณะ (2010) (ภาคผนüก 
ก2) จากน้ันน าไปบ่มที่ĂุณĀภูมิ 30 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 2 üัน จากน้ันน าโคโลนีมาÿ่Ăงภายใต้ล าแÿง UV ที่
คüามยาüคลื่น 365 นาโนเมตร คัดเลืĂกไĂโซเลตที่มีการเรืĂงแÿง จากน้ันน าไปย้Ăม Gram’s stain และ 
Sudan Black B ตามüิธีข้Ă 2.2.1 และ 2.2.2 ตรüจÿĂบลักþณะภายใต้กล้Ăงจุลทรรýน์ 

 2.2.1 การยอ้มแกรม Gram’s stain ตามüธิีของ Gram (1884)  

 น าแบคทีเรียที่บริÿุทธิ์แล้üมากระจายบนÿไลด์ รĂใĀ้แĀ้งและท าการตรึงเช้ืĂด้üยการน าÿไลด์
ไปผ่านไฟ ย้Ăมด้üย crystal violet (ภาคผนüก ข1) เป็นเüลา 1 นาที จากน้ันล้างด้üยน้ ากลั่น และĀยด
ÿารละลายไĂโĂดีน (ภาคผนüก ข2) เป็นเüลา 1 นาที จากน้ันล้างÿีĂĂกด้üย 95% ethanol และĀยุดปฏิกิริยา
ด้üยน้ ากลั่น จากน้ันĀยด safranin O (ภาคผนüก ข3) เป็นเüลา 30 üินาที ล้างด้üยน้ ากลั่น ทิ้งไü้ใĀ้แĀ้ง น าไป
ÿ่Ăงภายใต้กล้Ăงจุลทรรýน์ถ้าเซลล์ติดÿีม่üงน้ าเงินแÿดงü่าเป็นแบคทีเรียแกรมบüกและถ้าติดÿีแดงแÿดงü่า
เป็นแบคทีเรียแกรมลบ 
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2.2.2 การยอ้มแกรนลู PHA ดü้ย Sudan Black B ตามüิธขีอง Jenkins และคณะ (1993) 

 น าแบคทีเรียที่บริÿุทธิ์แล้üมากระจายบนÿไลด์ รĂใĀ้แĀ้ง และท าการตรึงเช้ืĂด้üยการน าÿไลด์
ไปผ่านไฟ ย้Ăมด้üย Sudan Black B (ภาคผนüก ข4) เป็นเüลา 10 นาที จากน้ันล้างด้üยน้ ากลั่น ย้Ăมด้üยÿี 
Safranin O เป็นเüลา 5 - 10 üินาที ล้างด้üยน้ ากลั่น ทิ้งไü้ใĀ้แĀ้ง น าไปÿ่Ăงภายใต้กล้Ăงจุลทรรýน์ ถ้ามี PHA 

ซ่ึงÿะÿมĂยู่ในรูปขĂงแกรนูลจะติดÿีเทาและĂยู่ภายในเซลล์ขĂงแบคทีเรีย 

2.3 คดัแยกลกัþณะคüามตอ้งการออกซิเจน 

 ใช้ปิเปตต์ดูดเช้ืĂ ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ลงใน LB agar tall ที่ĀลĂมเĀลüไü้ที่ĂุณĀภูมิ 42 – 45 Ăงýา
เซลเซียÿ ค่Ăยๆ ĀมุนĀลĂดใĀ้เช้ืĂและĂาĀารเลี้ยงเช้ืĂกระจายเข้ากัน โดยไม่เขย่าเพื่Ăไม่ใĀ้ĂĂกซิเจนจาก
Ăากาýละลายเข้าไป จากน้ัน ต้ังทิ้งไü้ใĀ้ĂาĀารเลี้ยงเช้ืĂแข็ง บ่มที่ĂุณĀภูมิ 30 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 2 üัน 
น ามาดูผลการเจริญและบริเüณที่เช้ืĂเจริญภายในĀลĂด (Benson, 2002) 

2.4 จ าแนกÿายพนัธุ์ของแบคทีเรยีที่มคีüามÿามารถในการผลติ PHAs ÿายพันธุ์บริÿทุธิ์ 

 2.4.1 การÿกดั DNA จากแบคทีเรียดü้ยüธิี Colony PCR 

  น าโคโลนีที่บริÿุทธิ์จ านüน 1 ลูป ใÿ่ลงในĀลĂดไมโครเซนทริฟิüจ์ที่มี Tris-EDTA (TE) buffer 

30 ไมโครลิตร กระจายตะกĂนเซลล์ใĀ้เป็นเน้ืĂเดียüกัน จากน้ันน าไปต้มที่ĂุณĀภูมิ 94 Ăงýาเซลเซียÿ 10 
นาที 

 2.4.2 เพิ่มจ านüน DNA บริเüณ 16S rRNA 

  เพิ่มจ านüน DNA บริเüณ 16S rRNA ด้üยüิธี PCR ในĀลĂดปฏิกิริยาลูกโซ่พĂลิเมĂร์เรÿ โดย
ใช้ไพรเมĂร์ 27F และ 1492R (ล าดับนิüคลีโĂไทด์ขĂงไพรเมĂร์แÿดงในตารางที่ 2.1) เกิดผลิตภัณฑ์ PCR 

ขนาดประมาณ 1,500 bp Ăงค์ประกĂบขĂงÿารต่างๆ ในปฏิกิริยาแÿดงในตารางที่ 2.2 ด าเนินปฏิกิริยาด้üย
เคร่ืĂงเพิ่มปริมาณ DNA ตามÿภาüะดังน้ี 

1. denaturation  ĂุณĀภูมิ 98 Ăงýาเซลเซียÿ 10  üินาที 
  2. annealing   ĂุณĀภูมิ 52 Ăงýาเซลเซียÿ 30  üินาที 
  3. extension   ĂุณĀภูมิ 68 Ăงýาเซลเซียü 12  üินาที 
  4. ท าขั้นตĂนที่ 1-3 จ านüน 35 รĂบ 

  5. final extension  ĂุณĀภูมิ 72 Ăงýาเซลเซียÿ  3  นาที 
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ตารางที่ 2.1 ไพรเมĂร์ที่ใช้ในงานüิจัย 

ไพรเมĂร์ ล าดับนิüคลีโĂไทด์ (5’-3’) ขนาดผลิตภัณฑ์ PCR 

(bp) 

Ă้างĂิง 

ไพรเมĂร์ที่จ าเพาะต่ĂนิüคลีโĂไทด์บริเüณ 16S rRNA 

27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG ~1,500 Lane, 1991 

1492R GGTTACCTTGTTACGACTT   

 

ตรüจÿĂบผลิตภัณฑ์ PCR ที่เกิดขึ้นด้üยüิธีĂะกาโรÿเจลĂิเล็กโทรโฟรีซิÿ (agarose gel 

electrophoresis) ที่คüามเข้มข้นเจล 0.6 เปĂร์เซ็น ตามที่ระบุใน 2.4.3 และผลิตภัณฑ์ PCR 3 ไมโครลิตร ที่
ผÿมÿีติดตาม 1 ไมโครลิตร เปรียบเทียบกับÿารละลาย DNA มาตรฐาน VC 1kb DNA Ladder  

ตารางที่ 2.2 Ăงค์ประกĂบขĂงÿารในปฏิกิริยาลูกโซ่พĂลิเมĂเรÿ (ปริมาตรÿุดท้าย 30 ไมโครลิตร) 

ÿาร ปริมาตร (ไมโครลิตร) คüามเข้มข้นÿุดท้ายขĂงÿาร 
น้ าปลĂดปราýจากเช้ืĂ 14.04  

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

DNA แม่แบบ 0.06  

 

 2.4.3.  การท าอะกาโรÿเจลอิเลก็โทรโฟรซิิÿ (agarose gel electrophoresis) 

  เตรียมเจลโดยช่ังผงĂะกาโรÿ 0.6 กรัม ใÿ่ลงในขüดÿ าĀรับเตรียมเจล เติมบัฟเฟĂร์ 1X TAE 

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ละลายเจลด้üยไมโครเüฟจนกระทั่งผงเจลละลายĀมด เทลงในถาดÿ าĀรับขึ้นรูปเจล 
รĂจนกระทั่งเจลแข็งตัüประมาณ 30 นาที จากน้ันüางĂะกาโรÿเจลลงในแชมเบĂร์ขĂงเคร่ืĂงĂิเล็กโทรโฟริซิÿ 
เทบัฟเฟĂร์ 1X loading buffer และใช้ VC 1kb DNA Ladder เป็นดีเĂ็นเĂมาตรฐาน จากน้ันท าĂิเล็กโทรโฟ
ริซิÿโดยใช้ชุดท าĂิเล็กโทรโฟริซิÿ ใช้กระแÿไฟฟ้า 120 โüลต์ เป็นเüลา 20 นาที และน าเจลไป ÿ่Ăงในเคร่ืĂงใĀ้
ก าเนิดแÿง 

 2.4.4 üิเคราะĀ์ล าดบันüิคลีโอไทด์บริเüณ 16S rRNA 

น าผลิตภัณฑ์จากข้Ă 2.4.2 มาüิเคราะĀ์ล าดับนิüคลีโĂไทด์บริเüณ 16S rRNA โดยÿ่งบริþัท 
U2bio ประเทýเกาĀลี เพื่Ăท าผลิตภัณฑ์ PCR ใĀ้บริÿุทธิ์และüิเคราะĀ์Āาล าดับนิüคลีโĂไทด์โดยใช้ไพรเมĂร์ 
27F และ 1492R  (ดังที่แÿดงในตารางที่ 2.1) เมื่Ăได้รับข้Ăมูลล าดับนิüคลีโĂไทด์ขĂงช้ินดีเĂ็นเĂแล้ü เช่ืĂมล าดับ
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นิüคลีโĂไทด์ด้üยโปรแกรม DNA Baser Version 3 (Heracle BioSoft S.R.L., Romania) น าข้Ăมูลที่ได้มา
üิเคราะĀ์และเปรียบเทียบใน GenBank ด้üยโปรแกรม BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) 

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

ผลการทดลอง 

3.1 การคดัแยกแบคทีเรยีจากดนิตüัอยา่ง 

  ผลจากการการคัดแยกแบคทีเรียจากดินตัüĂย่างที่ท าการฝังแผ่น PHB ลงไป โดยคัดแยกบน
ĂาĀาร LB และท าการบ่มที่ĂุณĀภูมิ 30 Ăงýาเซลเซียÿเป็นเüลา 3-4 üัน พบü่าÿามารถคัดแยกแบคทีเรีย
เบื้Ăงต้นได้ทั้งĀมด 21 ไĂโซเลต ดังแÿดงในรูปที่ 3.1 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

3.2 การคดัเลือกแบคทีเรยีที่มคีüามÿามารถในการผลติ PHA 

จากการคัดเลืĂกĀาแบคทีเรียที่มีคüามÿามารถในการผลิต PHA จากทั้งĀมด 21 ไĂโซเลตโดยคัดเลืĂก
บนĂาĀารตามÿูตร Kouhei M และคณะ (2010) ที่ท าการผÿมผงÿีไนล์บลู และน ามาÿ่Ăงภายใต้ล าแÿง UV ที่
คüามยาüคลื่น 365 นาโนเมตร พบü่า มี 8 ไĂโซเลตที่ใĀ้การเรืĂงแÿง โดยทั้ง 8 ไĂโซเลตน้ีจะใĀ้รĀัÿเป็น SG1 

- SG8 จึงคาดü่ามีคüามÿามารถในการผลิต PHA โดยลักþณะการเรืĂงแÿงดังแÿดงในรูปที่ 3.2 

รูปที่ 3.1 แÿดงลักþณะโคโลนีขĂงแต่ทั้ง 21 ไĂโซเลตที่คัดแยกจากดิน
ตวัอย่าง 
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ผลจากการย้Ăมแกรมในทั้ง 8 ไĂโซเลตพบü่า มี 7 ไĂโซเลต ที่จัดü่าเป็นแบคทีเรียแกรมลบ คืĂ SG1 

SG2 SG3 SG4 SG5 SG7 และ SG8 และมีเพียง SG8 ที่จัดü่าเป็นแกรมบüก ผลจากการย้Ăม Sudan Black B 

พบü่า ทั้ง 8 ไĂโซเลตแÿดงใĀ้เĀ็นการย้Ăมติดน้ าเงินภายในเซลล์ ซ่ึงคาดü่ามีการÿะÿมขĂงมันภายในเซลล์ ดัง
แÿดงในรูปที่ 3.3 ลักþณะขĂงโคโลนีและลักþณะภายใต้กล้Ăงจุลทรรýน์ขĂงทั้ง 8 ไĂโซเลต ดังแÿดงตารางที่ 
3.1 

 

SG1 

  

SG5 

Cupriavidus necator strain A-04 
d. 

รูปที่ 3.2 แÿดงลักþณะการเรืĂงแÿงขĂงโคโลนีที่ผ่านการÿ่Ăงภายใต้แÿง UV คüามยาüคลื่น 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 แÿดงผลการย้Ăม Gram’s stain (a.) และ Sudan Black B (b.) ขĂงทั้ง 8 ไĂโซเลต ภายใต้กล้Ăง
จุลทรรýน์ที่ก าลังขยาย 1000 เท่า  

ตารางที่ 3.1 ลักþณะขĂงโคโลนีและลักþณะภายใต้กล้Ăงจุลทรรýน์ขĂงแบคทีเรีย SG1 SG2 SG3 SG4 SG5 

SG6 SG7 และ SG8  

ไอโซเลต ลักþณะโคโลน ี ลักþณะภายใต้กล้องจุลทรรýน ์

SG1 มีลักþณะกลม ขนาดเล็ก ÿีเĀลืĂง ขĂบเรียบ เซลล์มีรูปร่างกลม ติดÿีแกรมลบ 

SG2 มีลักþณะกลม ขนาดปานกลาง ÿีขาü ขĂบเรียบ เซลล์มีรูปร่างแท่งÿั้น ติดÿีแกรมลบ 

SG3 มีลักþณะกลม ขนาดใĀญ่ ÿีขาü ขĂบเรียบ เซลล์มีรูปร่างแท่งยาü ติดÿีแกรมลบ 

SG4 มีลักþณะกลม ขนาดเล็ก ÿีขาü ขĂบเรียบ เซลล์มีรูปร่างกลม ติดÿีแกรมลบ 

SG5 มีลักþณะกลม ขนาดเล็ก ÿีเĀลืĂง ขĂบเรียบ เซลล์มีรูปร่างแท่งÿั้น ติดÿีแกรมลบ 

SG6 มีลักþณะกลม ขนาดเล็ก ÿีชมพู ขĂบเรียบ เซลล์มีรูปร่างแท่งÿั้น ติดÿีแกรมบüก 

SG7 มีลักþณะกลม ขนาดเล็ก ÿีขาü ขĂบเรียบ เซลล์มีรูปร่างแท่งÿั้น ติดÿีแกรมลบ 

SG8 มีลักþณะกลม ขนาดเล็ก ÿีขาü ขĂบเรียบ เซลล์มีรูปร่างแท่งÿั้น ติดÿีแกรมลบ 

 

3.3 คดัแยกลกัþณะคüามตอ้งการออกซิเจน 

 ผลจากการคัดแยกลักþณะคüามต้ĂงการĂĂกซิเจนขĂงทั้ง 8 ไĂโซเลต พบü่า มี 3 ไĂโซเลตจัดü่าเป็น 
facultative anaerobic bacteria คืĂ SG1 SG3 และ SG4 โดยÿังเกตจากการเจริญต้ังแต่ผิüĀน้าĂาĀาร
จนถึงช่üงกลางĀลĂด และมี 5 ไĂโซเลต ที่จัดü่าเป็น aerobic bacteria โดยÿังเกตจากการเจริญเฉพาะ
บริเüณผิüĀน้าĂาĀาร ดังแÿดงในรูปที่ 3.4 และ ตารางที่ 3.2 
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SG1 

 

SG5 

 
SG2 

 

SG6 

 
SG3 

 

SG7 

 
SG4 

 

SG8 

 
รูปที่ 3.4 แÿดงผลการคัดแยกลักþณะคüามต้ĂงการĂĂกซิเจนขĂงทั้ง 8 ไĂโซเลต 
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ตารางที่ 3.2 ลักþณะคüามต้ĂงการĂĂกซิเจน ขĂง SG1 SG2 SG3 SG4 SG5 SG6 SG7 และ SG8 

ไอโซเลต ลักþณะคüามตอ้งการออกซิเจน 

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 การüิเคราะĀ์ล าดับนüิคลีโอไทด์บริเüณ 16S ribosomal RNA (16S rRNA) 

จากการตรüจĀายีนบริเüณ 16S rRNA ในปฏิกิริยาลูกโซพĂลิเมĂเรÿโดยใช้ไพรเมĂร์ 27F และ 
1492R จากน้ัน น ามาท าĂะกาโรÿเจลและผลิตภัณฑ์ที่ได้ มีขนาดประมาณ 1 ,500 bp ดังแÿดงในรูปที่ 3.5  
จากน้ัน น ามาüิเคราะĀ์ล าดับนิüคลีโĂไทด์บริเüณ 16S rRNA ตามüิธีในข้Ă 2.4 ขĂงไĂโซเลต SG1 SG2 SG3 

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

ตามล าดับ เมื่Ăเปรียบเทียบกับล าดับนิüคลีโĂไทด์บริเüณ 16S rRNA ขĂงแบคทีเรียÿายพันธุ์ต่างๆที่มีบันทึกไü้
ในฐานข้Ăมูล GenBank ด้üยโปรแกรม BlastN และเปรียบเทียบใน Ezbiocloud ด้üยโปรแกรม 16S-based 

ID พบü่าล าดับนิüคลีโĂไทด์บริเüณ 16S rRNA ขĂงไĂโซเลต SG1 มีคüามคล้ายกับล าดับนิüคลีโĂไทด์บริเüณ 
16S rRNA ขĂง  Chryseobacterium daecheongense ÿายพันธุ์ DSM 15235 เท่ากับ 98.84 เปĂร์เซ็นต์    
ไĂโซเลต SG2 มีคüามคล้ายกับล าดับนิüคลีโĂไทด์บริเüณ 16S rRNA ขĂง Pseudomonas tianjinensis ÿาย
พันธุ์ 68 เท่ากับ 98.70 เปĂร์เซ็นต์ ไĂโซเลต SG3 มีคüามคล้ายกับล าดับนิüคลีโĂไทด์บริเüณ 16S rRNA ขĂง 
Lysinibacillus boronitolerans ÿายพันธุ์ T-10a เท่ากับ 98.93 เปĂร์เซ็นต์ ไĂโซเลต SG4 มีคüามคล้ายกับ
ล าดับนิüคลีโĂไทด์บริเüณ 16S rRNA ขĂง  Enterobacter hormaechei subsp. xiangfangensis ÿายพันธุ์ 
10-7 เท่ากับ 99.86 เปĂร์เซ็นต์ ไĂโซเลต SG5 มีคüามคล้ายกับล าดับนิüคลีโĂไทด์บริเüณ 16S rRNA ขĂง  
Sphingopyxis indica ÿายพันธุ์ DS15 เท่ากับ 99.47 เปĂร์เซ็นต์ ไĂโซเลต SG6 มีคüามคล้ายกับล าดับนิüคลี
โĂไทด์บริเüณ 16S rRNA ขĂง Gordonia bronchialis ÿายพันธุ์ DSM 43247 เท่ากับ 98.57 เปĂร์เซ็นต์ ไĂ
โซเลต SG7 มีคüามคล้ายกับล าดับนิüคลีโĂไทด์บริเüณ 16S rRNA ขĂง Mesorhizobium soli ÿายพันธุ์ NHI-
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รูปที่ 3.5 ภาพĂะกาโรÿเจลĂิเล็กโทรโฟริซิÿขĂงปฏิกิริยาลูกโซ่พĂลิเมĂเรÿโดยใช้ไพรเมĂร์ 27F และ 1492R 

ขĂงทั้ง 8 ไĂโซเลต 

8 เท่ากับ 96.53 เปĂร์เซ็นต์ และไĂโซเลต SG8 มีคüามคล้ายกับล าดับนิüคลีโĂไทด์บริเüณ 16S rRNA ขĂง 
Pseudomonas citronellolis ÿายพันธุ์ NBRC 103043 เท่ากับ 99.64 เปĂร์เซ็นต์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  M   SG1  SG2  SG3  SG4  SG5  SG6  SG7  SG8 

2,500 bp 

1,500 bp 
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บทที่ 4 

ÿรุปและüจิารณผ์ลการทดลอง 

 ปัจจุบันจากปัญĀามลภาüะขยะพลาÿติกที่เพิ่มขึ้นĂย่างต่Ăเน่ืĂง จึงท าใĀ้ผู้คนตระĀนักและÿนใจ
พลาÿติกชีüภาพมากขึ้น PHAs เป็นพลาÿติกชีüภาพĂีกทางเลืĂกĀน่ึงที่เป็นที่รู้จักและมีการýึกþามายาüนาน 
แต่เน่ืĂงด้üยต้นทุนการผลิตที่ค่Ăนข้างÿูงจึงยังไม่ถูกน ามาใช้เชิงพาณิชย์Ăย่างแพร่Āลาย Ăย่างไรก็ตาม PHAs 
ได้รับคüามÿนใจในปัจจุบันมากขึ้น ดังน้ันการคัดเลืĂกแบคทีเรียที่ÿามารถผลิตและย่Ăยÿลาย PHAs ได้ จึง
ยังคงเป็นประโยชน์ในการน าไปใช้และพัฒนาการผลิตพลาÿติกชีüภาพพĂลิไăดรĂกซีแĂลคาโนเĂต  

 จากงานüิจัยขĂงนางÿาüพิชญ์นันท์  ÿินÿุขĂุดมชัย (2018) ที่ฝังตัüĂย่างแผ่น PHB ในดิน และตรüจพบ
การย่ĂยÿลายขĂงพลาÿติกภายใน 63 üัน ÿามารถคัดแยกแบคทีเรียได้ 21 ไĂโซเลต และเมื่Ăน าไปโซเลตที่
บริÿุทธิ์ทั้ง 21 ไĂโซเลตมาคัดเลืĂกบนĂาĀารตามÿูตร Kouhei M. และคณะ (2010) ที่มีÿ่üนประกĂบขĂง Nile 

Blue A และน าไปÿ่Ăงภายใต้ล าแÿง UV ที่คüามยาüคลื่น 365 นาโนเมตร จะเĀ็นลักþณะโคโลนีที่เรืĂงแÿงÿี
ÿ้ม แÿดงใĀ้เĀ็นถึงการÿะÿมไขมันĂยู่ภายในเซลล์ จึงĂาจเป็นไปได้ü่ามีการÿะÿม PHAs ที่เป็นไขมันชนิดĀน่ึง 
พบü่ามีทั้งĀมด 8 ไĂโซเลต ที่ใĀ้ลักþณะการเรืĂงแÿงÿีÿ้ม จึงต้ังช่ืĂไĂโซเลตทั้ง 8 ไĂโซเลตü่า SG1 SG2 SG3 

SG4 SG5 SG6 SG7 และ SG8  

 จากการค้นคü้าĀาข้Ăมูลเบื้Ăงต้น พบü่าได้มีการรายงานเกี่ยüกับ Sphingopyxis sp. ü่ามี
คüามÿามารถในการผลิต PHAs ตามการรายงานขĂง Tobella L. และคณะ (2005) โดยพĂลิเมĂร์ที่ได้เป็น โค
พĂลิเมĂร์ขĂง SCL-PHAs และ MCL-PHAs เช่นเดียüกับใน Lysinibacillus sp  ที่รายงานถึงคüามÿามารถใน
การผลิตโคพĂลิเมĂร์ PHAs ทั้ง 2 ชนิด ตามรายงานขĂง Mohapatra S. และคณะ (2016) ใน Enterobacter 
sp. มีรายงานü่ามีคüามÿามารถในการผลิต SCL-PHAs จากงานüิจัยขĂง Arshad A. และคณะ (2017) และ 
Pseudomonas sp. เป็นÿกุลแบคทีเรียที่มีคüามÿามารถในการผลิต MCL-PHAs Ăย่างแพร่Āลาย ÿ่üนในÿกุล 
Chryseobacterium sp. และ Gordonia sp. ยังไม่พบการรายงานถึงคüามÿามารถในการผลิต PHAs 

 จากผลการทดลĂงน้ีจึงÿรุปได้ü่าดินที่ท าการฝังแผ่นพลาÿติก PHB ลงไปเป็นระยะเüลาĀน่ึงจะช่üยใĀ้
ÿามารถคัดแยกแบคทีเรียที่มีคüามÿามารถในการผลิตพĂลิไăดรĂกซีแĂลคาโนเĂตได้และงานüิจัยน้ีเป็นการ
คัดเลืĂกĀาแบคทีเรียที่มีคüามÿามารถในการผลิต PHAs เบื้Ăงต้น Ăาจต้Ăงมีการýึกþาค้นคü้าเพิ่มเติมในระดับ
โมเลกุล รüมถึงการýึกþาในระดับการผลิต PHAs เพื่Ăเป็นการยืนยันถึงคüามÿามารถในการผลิต PHAs ในทั้ง 
8 ไĂโซเลต  
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ภาคผนüก ก 

ÿูตรและüธิีการเตรยีมอาĀารเลี้ยงเชื้อ 

1. อาĀารเลีย้งเชือ้แข็ง Luria-Bertani   

 ĂาĀาร 1 ลิตร ประกĂบด้üย 

  Tryptone    10  กรัม 

  Yeast extract      5   กรัม 

  Sodium chloride (NaCl)   5   กรัม 

  Agar     20  กรัม    

 น าไปน่ึงฆ่าเช้ืĂด้üยคüามดันไĂ 15 ปĂนด์ต่Ăตารางน้ิü  ĂุณĀภูมิ 121 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 15 
นาที 

2. อาĀารเลีย้งเชือ้แข็งตามÿตูร Mizuno K. และคณะ (2010) 

 ĂาĀาร 1 ลิตร ประกĂบด้üย 

  Yeast extract    0.5  กรัม 

  Peptone     1   กรัม 

  Glucose    10  กรัม 

  Nile blue A    0.5  มิลลิกรัม 

  Agar     20   กรัม 

น าไปน่ึงฆ่าเช้ืĂด้üยคüามดันไĂ 15 ปĂนด์ต่Ăตารางน้ิü  ĂุณĀภูมิ 121 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 15 
นาที 
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ภาคผนüก ข 

ÿารเคมีและüิธกีารเตรยีมที่ใช้ในการทดลอง 

1. Crystal violet 

เตรียมโดยละลายผง crystal violet 20 กรัม ใน 95% v/v เĂทานĂล ปริมาตร 100 มิลลิลิตร น าไป
กรĂงผ่านเมมเบรนขนาด 0.2 ไมโครเมตร เก็บไü้ในขüดÿีชา 

 

2. ÿารละลาย Gram iodine  

เตรียมโดยบด iodine crystal จ านüน 1 กรัม และ potassium iodine จ านüน 2 กรัม ในน้ ากลั่น
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ละลายจนĀมด แล้üเติมน้ ากลั่นจนปริมาตรครบ 240 มิลลิลิตร Āลังจากน้ันเติม
ÿารละลาย 5% sodium bicarbonate ปริมาตร 60 มิลลิลิตร ผÿมใĀ้เป็นเน้ืĂเดียüกัน เก็บไü้ในขüด
ÿีชา 

 

3. Safranin O  

เตรียมโดยละลาย safranin O จ านüน 2.5 กรัม ใน 95% ethanol ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผÿมใĀ้
เข้ากัน ใช้เป็น stock solution โดยเก็บไü้ในขüดÿีชา และเตรียม working solution โดยเจืĂจาง 
stock solution จ านüน  ÿ่üนในน้ ากลั่น 9 ÿ่üน (1:10)  

4. Sudan Black B  

เตรียมโดยละลายผง Sudan Black B 0.3 กรัม ใน 70% v/v เĂทานĂล ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
น าไปกรĂงผ่านเมมเบรนขนาด 0.2 ไมโครเมตร เก็บไü้ในขüดÿีชา 
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