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บทคัดย่อ 
 

 พอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต (PHA) ถกูผลิตและสะสมในไซโทพลาซึมของแบคทีเรียหลายชนิดเพื่อใช้เป็นแหล่ง
คาร์บอนและพลงังาน งานวิจัยนีม้ีจุดประสงค์เพื่อคดัเลือกแบคทีเรียบาซิลลสัที่สามารถผลิตสาร PHA ได้สงูพร้อมทัง้
ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHA ผลการทดลองพบว่าจากเชือ้บาซิลลสัจ านวน 200 ไอโซเลท เชือ้ไอโซเลท 
Bt109-16 สามารถผลิต PHA ได้สงูสดุที่ 0.45 กรัมต่อลิตร (ร้อยละ 34.31 โดยน า้หนกัเซลล์แห้ง) และหลงัจากการปรับ
องค์ประกอบของอาหารเลีย้งเชือ้และสภาวะการเลีย้งพบว่าเชือ้ไอโซเลท Bt109-16 สามารถผลิต PHA ได้สงูสดุที่ 1.86 
กรัมต่อลิตร (ร้อยละ 50.86 โดยน า้หนกัเซลล์แห้ง) เมื่อเลีย้งในอาหาร nitrogen deficient ที่ประกอบด้วยน า้ตาลซูโครส
ความเข้มข้นร้อยละ 2 ทริปโตนความเข้มข้นร้อยละ 0.3  พีเอช 7.0 บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง และจาก
การจัดจ าแนกชนิดของแบคทีเรียโดยการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA พบว่าไอโซเลท Bt109-16 คือ 
Bacillus  thuringiensis  
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Abstract 
 

Polyhydroxyalkanoates (PHA) are produced and accumulated as granules in cytoplasm of various 
bacteria for carbon and energy storages. This work aimed to screen the high PHA-producing Bacillus bacteria 
and optimize culture conditions for PHA production. The results revealed that among 200 bacterial isolates, 
Bt109-16 is the most efficient PHA producing bacterium (0.45 g/L, 34.31% of dry cell weight (DCW)).                  
The maximum PHA production of 1.86 g/L (50.86% DCW) was achieved when culturing the Bt109-16 in               
the optimized medium containing 2% (w/v) sucrose, 0.3% (w/v) tryptone, pH 7.0 and cultured at 37°C for 72 h. 
Identification using 16S rRNA gene sequencing revealed that the Bt109-16 was Bacillus thuringiensis.  
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บทน า  
 ปัจจุบันพลาสติกได้เข้ามามีบทบาทในชีวิตประจ าวันเป็นอย่างมาก มีปริมาณการใช้สูงตามปริมาณของ
ประชากรโลกที่เพิ่มขึน้อย่างต่อเนื่อง ปริมาณขยะจากผลิตภัณฑ์พลาสติกก็สูงขึน้ตาม ซึ่งส่งผลให้เกิดปัญหากับ
สิ่งแวดล้อมจากการจัดการของเสียจากพลาสติกที่ย่อยสลายยาก การฝังกลบเป็นวิธีการก าจัดขยะที่ง่ายและประหยดั
ค่าใช้จ่ายแต่ไม่สามารถแก้ปัญหาขยะพลาสติกได้ การเผาท าลายขยะพลาสติกยังท าให้เกิดแก๊สพิษและกลิ่นไม่พึง
ปรารถนาที่อาจก่ออนัตรายต่อการด ารงชีพของสิ่งมีชีวิตได้ หนึ่งในทางเลือกในการช่วยลดปัญหานีค้ือการใช้ พลาสติก             
ที่สามารถย่อยสลายได้ง่าย โดยมีคุณสมบตัิที่ใกล้เคียงกับพลาสติกสงัเคราะห์จากปิโตรเคมีและใช้งานในด้านต่าง ๆ                
ได้ดี แต่ขณะเดียวกนัก็ย่อยสลายง่ายและรวดเร็วกว่า เช่น พอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต (polyhydroxyalkanoates, PHA) 
จัดเป็นพอลิเมอร์ที่สามารถย่อยสลายได้เองตามธรรมชาติที่ผลิตจากเชือ้แบคทีเรียหลากหลายชนิด  PHA เป็นสารกลุม่              
พอลเิอสเทอร์ที่มีคณุสมบตัิใกล้เคียงกบัพลาสติกที่ใช้กนัในปัจจุบนั โดยสาร PHA ที่เชือ้แบคทีเรียผลติขึน้ที่มีการศกึษากนั
มากที่สุดคือ พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (Polyhydroxybutyrate, PHB) ซึ่งมีคุณสมบัติใกล้เคียงกับพลาสติกที่ใช้กันทัว่ไป            
มากที่สดุ (Suriyamongkol et al., 2007)  

นกัจุลชีววิทยาชาวฝร่ังเศสได้ค้นพบการผลิตและสะสมสาร PHA เป็นครัง้แรกในรูปของสาร PHB ภายในเซลล์
ของแบคทีเรียสายพนัธุ์ Bacillus megaterium (Luengo et al., 2003) และมีการพบการสะสม PHA ในเซลล์ของแบคทีเรีย
ชนิดอื่น ๆ อีกมากมายทัง้แบคทีเรียแกรมลบ เช่น Alcaligenes spp., Pseudomonas spp. (Anderson and Dawes, 
1990) และแบคทีเรียแกรมบวก เช่น B. cereus (Aly et al., 2013) และ B. thuringiensis (Charen et al., 2014) แม้ว่า
การผลิต PHA โดยเชือ้แบคทีเรียแกรมลบจะสามารถท าได้ง่ายกว่ารวมทัง้มีการสะสมภายในเซลล์ที่มากกวา่ แต่การผลติ 
PHA โดยแบคทีเรียแกรมลบมกัมีการปนเปือ้นของ lipopolysaccharide (LPS) ซึ่งอยู่บริเวณ outer membrane ของผนงั
เซลล์ของแบคทีเรียแกรมลบ ที่ทนต่อความร้อนได้ดี และก าจดัได้ยากมาก แม้จะใช้วิธีการให้ความร้อนหรือการฉายรังสี 
(Rai  et al., 2011)  แต่สามารถท าลายด้วยสารเคมี เช่น hydrogen peroxide และ benzoyl peroxide  แต่อาจท าให้
คณุสมบตัิของ PHA เปลี่ยนแปลงไป (Tan  et al., 2014) สง่ผลให้ PHA ที่ผลิตโดยแบคทีเรียแกรมลบไมเ่หมาะสมในการ
ประยกุต์ใช้เป็นพลาสติกท่ีต้องการความบริสทุธ์ิสงู เช่น วสัดอุปุกรณ์ในด้านการแพทย์ เน่ืองจากแบคทีเรียแกรมบวกไมม่ี 
outer membrane จึงเป็นทางเลอืกส าหรับการผลติพลาสติกชีวภาพท่ีมีความบริสทุธ์ิสามารถประยกุต์ใช้ในด้านการแพทย์ 
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โดยการสร้าง PHA เป็นกระบวนการทางชีวภาพจึงต้องค านึงปัจจัยหลายประการที่จะส่งผลต่อชนิด คุณสมบัติ และ
ปริมาณของ PHA ที่ผลิตได้ เนื่องจากมีกลไกการสงัเคราะห์ที่ซับซ้อนสามารถเปลี่ยนแปลงตามสภาวะแวดล้อม  การ
แสดงออกของยีนที่เก่ียวของในการสร้าง PHA และเมตาบอลึซึมของเซลล์แบคทีเรีย โดยเฉพาะแหล่งสารอาหาร และ
สภาวะที่ใช้ในการเลีย้ง 

งานวิจยันีม้ีวตัถปุระสงค์ในการคดัเลอืกแบคทีเรียแกรมบวกในจีนสั Bacillus ที่มีความสามารถในการผลติ PHA 
พร้อมทัง้ศึกษาอาหารเลีย้งเชือ้ และสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHA ให้ได้ผลผลิตสงู เพื่อเป็นแนวทางในทางในการ
พฒันาการผลติพลาสติกชีวภาพตอ่ไป 
 
วิธีด าเนินการวิจัย 
การคัดเลือกแบคทีเรียผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (PHA) 
 น าเชือ้แบคทีเรีย Bacillus spp. จ านวน 200 ไอโซเลท ที่แยกได้จากตวัอย่างดินจากภูมิภาคต่าง ๆ ทัว่ประเทศ
ไทยและผา่นการตรวจสอบคณุลกัษณะตา่ง ๆ แล้ววา่เป็นเชือ้ Bacillus spp. โดยได้รับความอนเุคราะห์จาก ศาสตราจารย์ 
ดร. ทิพย์วดี อรรถธรรม ภาควิชากีฏวิทยา คณะเกษตรก าแพงแสน มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก าแพงแสน มา
ทดสอบการสร้างและสะสม PHA ด้วยวิธีการย้อมส ีSudan black B โดยเลีย้งเชือ้แบคทีเรียแบบ point inoculation ลงบน
อาหาร nutrient agar (NA) ที่มีน า้ตาลซูโครสความเข้มข้นร้อยละ 5 น าไปบ่มที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง หลังจากนัน้ย้อมสีโคโลนีบนจานอาหารเลีย้งเชือ้ด้วย Sudan black B เป็นเวลา 30 นาที และล้างออกด้วย
เอทิลแอลกอฮอล์ความเข้มข้นร้อยละ 95 ตามวิธีที่รายงานโดย Mohamed et al., (2012) หลังจากนัน้น าไอโซเลท             
ที่โคโลนีติดสีน า้เงินเข้มของ Sudan black B มาท าการย้อมเซลล์ โดยเตรียมสเมียร์เชือ้บนสไลด์ และท าการย้อมเซลล์
แบคทีเรียด้วยสี Sudan black B เป็นเวลา 15 นาที หลงัจากนัน้ล้างสไลด์ด้วย xylene แล้วน ามาย้อมด้วยสี Safranin-O 
เป็นเวลา 10 วินาที และล้างออกด้วยน า้ (Murray et al., 1994) จากนัน้น าไปศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และท าการ
คดัเลอืกไอโซเลทท่ีเซลล์มีสว่นของแกรนลูขนาดใหญ่ที่ติดส ีSudan black B เข้มไปใช้ในการทดลองตอ่ไป 
การผลิต PHA ในอาหารเหลว          

 เตรียมกล้าเชือ้แบคทีเรีย Bacillus spp. ที่สามารถผลิต PHA ได้สงูจากขัน้ตอนก่อนหน้า โดยปลกูเชือ้ 1 ลปู              
ในอาหารเหลว nutrient broth (NB) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 12 ชัว่โมง วดัค่าการดดูกลืนแสงของเซลล์แขวนลอยที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรให้ได้เท่ากบั 1.0 และถ่าย
กล้าเชือ้ลงในอาหาร NB ที่มีน า้ตาลซูโครสความเข้มข้นร้อยละ 5  ในอตัราร้อยละ 2 โดยปริมาตร จากนัน้น าไปบ่มแบบ
เขยา่ที่ความเร็ว 150 รอบตอ่นาที ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง และท าการวิเคราะห์หามวลเซลล์และ
ปริมาณ PHA ที่ผลติได้ 

1. การวิเคราะห์มวลเซลล์ด้วยน า้หนักเซลล์แห้ง 
 หาน า้หนกัเซลล์แห้งโดยน าเซลล์ที่เลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ปริมาตร 50 มิลลิลิตร มาป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้น าตะกอนเซลล์มาล้างด้วยน า้กลัน่  2 ครัง้ แล้วน าไปอบที่อุณหภูมิ 105 
องศาเซลเซียส จนได้น า้หนกัคงที่ แล้วค านวณหาน า้หนกัเซลล์แห้งตอ่อาหารปริมาตร 1 ลติร 
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2. การวิเคราะห์ปริมาณ PHA ชนิด PHB (ดัดแปลงจาก Slepecky and Law, 1960; Santhanam and 
Sasidharan, 2010) 
 ท าการป่ันเหวี่ยงแยกเซลล์ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ด้วยเคร่ืองป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 10 นาที อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส จากนัน้เติมสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ความเข้มข้นร้อยละ 4 ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร เขย่าและบ่มที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-2 ชัว่โมง จากนัน้ท าการป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และท าการล้างตะกอนด้วยน า้กลัน่ 2 ครัง้ และล้างด้วย                           
อะซิโตน เมทานอล และไดเอทิลอีเทอร์ (1:1:1) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และท าการป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอ่
นาที เป็นเวลา 10 นาที อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส หลงัจากนัน้เติมคลอโรฟอร์มปริมาตร 5 มิลลิลิตร และน าไปต้มในน า้
เดือด จนคลอโรฟอร์มระเหยหมด และเติมกรดซลัฟูริกเข้มข้นปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วน าไปต้มที่อุณหภูมิ 100 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เพื่อเปลี่ยนพลาสติกไปเป็นกรดโครโทนิค น าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 235    
นาโนเมตร และค านวณหาปริมาณ PHA เทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดโครโทนิค และค านวณร้อยละการสะสมของ 
PHA โดยการเทียบอตัราสว่นระหวา่งปริมาณ PHA (กรัมตอ่ลติร) กบัน า้หนกัเซลล์แห้ง (กรัมตอ่ลติร) ดงัสมการท่ี 1 
 

                       ร้อยละการสะสม PHA    =        
ความเข้มข้น PHA (กรัมต่อลิตร)

น า้หนกัเซลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร)
    x 100               (1) 

 
 
การหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHA 

 น าเชือ้แบคทีเรีย Bacillus spp. ที่มีการสะสม PHA ได้สงูสดุมาศึกษาสภาวะต่าง ๆ ที่เหมาะสมในผลิต PHA 
เตรียมกล้าเชือ้โดยเลีย้งแบคทีเรีย Bacillus spp. ในอาหารเหลว NB บ่มแบบเขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที อณุหภมูิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชัว่โมง วดัค่าการดดูกลืนแสงของเซลล์แขวนลอยที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ให้ได้
เทา่กบั 1.0 และถ่ายกล้าเชือ้ลงในอาหาร nitrogen deficient (MgSO4 0.2 g/L, NaCl 0.1 g/L, KH2PO4 0.5 g/L, Peptone 
2.5 g/L, Yeast extract 2.5 g/L และ Sucrose 10 g/L) (Pal et al., 2009) ความเข้มข้นร้อยละ 2 โดยปริมาตร โดยมี
การศึกษาปัจจยัตา่ง ๆ เช่น เปลี่ยนแหลง่คาร์บอนจากน า้ตาลซูโครสเป็นน า้ตาลกลโูคส กากน า้ตาล แป้ง และกลีเซอรอล 
ความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร เปลีย่นแหลง่ไนโตรเจนจาก Yeast extract และ Peptone เป็นแอมโมเนียม
ซลัเฟต แอมโมเนียมไนเตรต สารสกดัยีสต์ ยเูรีย และทริปโตน ความเข้มข้นร้อยละ 0.25 โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร ศกึษาผล
ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนโดยใช้แหล่งคาร์บอนที่ทราบผลว่าเชือ้สามารถผลิต PHA ได้ดีที่สดุ มาปรับให้ได้ความ
เข้มข้นต่าง ๆ คือ ร้อยละ 1, 2, 3, 4 และ 5 โดยน า้หนกัต่อปริมาตร ศึกษาผลของความเข้มข้นของแหลง่ไนโตรเจนโดยใช้
แหล่งไนโตรเจนที่ทราบผลว่าเชือ้สามารถผลิต PHA ได้ดีที่สดุมาปรับความเข้มข้นเป็นร้อยละ 0.15, 0.20, 0.25, 0.30, 
0.35 และ 0.40 โดยน า้หนกัต่อปริมาตร ศึกษา pH เร่ิมต้นของอาหารเลีย้งเชือ้โดยปรับค่า pH ที่ 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 และ 
9.0 และศกึษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลีย้งเชือ้โดยบม่เชือ้ที่ 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 และ 96 ชัว่โมง โดยแตล่ะ
การทดลองท าการเลีย้งเชือ้แบคทีเรียในอาหารเลีย้งเชือ้ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บ่มแบบเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที 
และน าไปวิเคราะห์ปริมาณ PHA  ท าการทดลองซ า้ 3 ครัง้ 
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การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา และการจัดจ าแนกแบคทีเรียด้วยอณูชีววิทยา  
 การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียที่คัดเลือก โดยน าเชือ้  Bacillus spp. ไอโชเลทที่ผลิต PHA               
ได้สงูสดุมาศึกษา รูปร่าง การติดสีแกรม การสร้างสปอร์ และจัดจ าแนกสายสายพนัธุ์แบคทีเรียโดยการวิเคราะห์ความ
เหมือนของล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA กับที่รายงานในฐานข้อมูลของ GenBank จาก National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) โดยใช้โปรแกรม Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)  
 
ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล 
การคัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถผลิต PHA  

จากการน าแบคทีเรีย Bacillus spp. จ านวน 200 ไอโซเลท มาทดสอบความสามารถในการสร้าง PHA ด้วยการ
ย้อมสโีคโลนีและเซลล์ของแบคทีเรียด้วยส ีSudan Black B พบแบคทีเรียที่สะสม PHA 9 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 4.5 และ
จากการศึกษาการผลิต PHA ในอาหารเหลว พบว่าไอโซเลทที่มีการผลิต PHA ได้มากที่สดุคือ Bt109-16 ซึ่งมีการสะสม 
PHA ร้อยละ 34.31 ของน า้หนกัเซลล์แห้ง (ตารางที่ 1) ดงันัน้จึงเลือกใช้เชือ้แบคทีเรียไอโซเลท Bt109-16 ในการศึกษา
ตอ่ไป 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา และการจัดจ าแนกแบคทีเรีย Bt109-16 ด้วยอณูชีววิทยา  

จากการศึกษาลกัษณะสณัฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์พบว่าเชือ้ไอโซเลท Bt109-16 เป็นแบคทีเรียแกรม
บวก รูปร่างทอ่น สร้างเอนโดสปอร์ และผลการจ าแนกชนิดโดยวิเคราะห์เปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์  16S rRNA gene 
กบัล าดบัท่ีรายงานในฐานข้อมลู NCBI พบวา่ไอโซเลท Bt109-16 เป็นเชือ้ Bacillus thuringiensis โดยมีความเหมือนร้อย
ละ 99 และจากการศกึษาการผลิต PHA ที่พบว่าเชือ้ Bt109-16 มีการสะสม PHA ร้อยละ 34.31 ของน า้หนกัเซลล์แห้งนัน้
สอดคล้องกบัรายงานของ Pal et al. (2009) ทีร่ายงานวา่เชือ้ B. thuringiensis IAM 12077 สามารถผลติและสะสม PHA 
ชนิด PHB ได้ร้อยละ 24-43 ของน า้หนกัเซลล์แห้งเมื่อใช้กลโูคสเป็นแหลง่คาร์บอน และสอดคล้องกบังานวิจยัของ Charen 
et al. (2014) ที่รายงานถึงการผลิตและสะสม PHB จากเชือ้ B. thuringiensis GVP ได้ร้อยละ 31.26 ของน า้หนกัเซลล์
แห้งเมื่อใช้กลโูคสเป็นแหลง่คาร์บอน แสดงให้เห็นวา่เชือ้ B. thuringiensis สามารถผลติ PHA ได้ โดยความสามารถในการ
ผลติและสะสม PHA แตกตา่งกนัไปตามสายพนัธุ์แบคทีเรียและสภาวะที่ใช้เลีย้ง  
 

        ตารางที ่1  การสะสม PHA ของเชือ้แบคทีเรียทีค่ดัเลอืก 
Isolate        PHA (g/L) PHA accumulation (% of DCW) 

                   Bt109-16 0.4529                         34.31 
                   Bt109-6 0.3518                         26.06 
                   Bt111-18 0.0674                           8.87 
                   Bt111-21 0.0978                         15.52 
                   Bt111-30 0.0392                           4.84 
                   Bt123-1 0.0644                           9.08 
                   Bt127-1 0.3710                         28.98 
                   Bt142-2 0.0099                           1.01 
                   Bt143-9 0.1032                         12.43 
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สภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHA  
 1. ผลของชนิดและความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนต่อการผลิต PHA  
 จากการเพาะเลีย้งเชือ้ Bacillus ไอโซเลท Bt109-16 ในอาหาร nitrogen deficient ที่มีแหลง่คาร์บอนเป็นน า้ตาล
กลโูคส น า้ตาลซูโครส กากน า้ตาล แป้ง และกลีเซอรอล พบว่าเชือ้แบคทีเรียไอโซเลท Bt109-16 สามารถผลิต PHA ใน
อาหารที่มีแหล่งคาร์บอนแต่ละชนิดได้ แต่ผลิตและสะสม PHA ได้ดีไม่แตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติในอาหารที่มี
น า้ตาลกลูโคสและซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน (ภาพที่ 1ก) โดยมีการสะสม PHA ภายในเซลล์สูงที่สุด (ร้อยละ 48.89              
โดยน า้หนกัเซลล์แห้ง) ในอาหารที่มีซูโครสเป็นแหลง่คาร์บอน ซึ่งสอดคล้องกบั Singhaboot and Kaewkannetra (2015) 
ทีศ่กึษาการผลติ PHA โดยเชือ้แบคทีเรีย Alcaligenes latus โดยใช้แหลง่คาร์บอน คือ น า้ตาลกลโูคส น า้ตาลฟรุกโตส และ
น า้ตาลซูโครส พบว่าน า้ตาลซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการผลิต PHA ซึ่งมีการสะสม PHA ร้อยละ 78.09 
ของน า้หนกัเซลล์แห้ง ทัง้นีอ้าจเป็นผลมาจากเชือ้จลุนิทรีย์ที่มีกิจกรรมของเอนไซม์อินเวอร์เทสในการย่อยน า้ตาลซูโครสซึ่ง
เป็นไดแซคคาไรด์ โดยได้ผลิตภัณฑ์คือน า้ตาลกลโูคสและน า้ตาลฟรุกโตส อย่างละ 1 โมล ที่เชือ้จุลินทรีย์สามารถน า
น า้ตาลทัง้ 2 ชนิดไปใช้ในการเจริญและการผลิต PHA ได้ดีกว่าการใช้น า้ตาลกลโูคสเพียงชนิดเดียว ประกอบกับราคา
น า้ตาลซูโครสที่ถกูกวา่จึงเลอืกใช้น า้ตาลซูโครสเป็นแหลง่คาร์บอนในการผลติ PHA ในการทดลองตอ่ไป  
 จากการศึกษาผลของความเข้มข้นของน า้ตาลซูโครสร้อยละ 1, 2, 3, 4 และ 5 โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร (ภาพที่ 1
ข) โดยเชือ้มีการสะสม PHA น้อยที่สดุ (ร้อยละ 43.12 โดยน า้หนกัเซลล์แห้ง) ที่ความเข้มข้นน า้ตาลร้อยละ 1 โดยน า้หนกั
ต่อปริมาตร และพบว่าเชือ้มีการสะสม PHA ไม่แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติเมื่อเลีย้งในอาหารที่มีความเข้มข้น
ของน า้ตาลซูโครสร้อยละ 2-5 โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร ดงันัน้จึงใช้ความเข้มข้นของน า้ตาลซูโครสร้อยละ 2 โดยน า้หนกัตอ่
ปริมาตร ในการผลิต PHA ต่อไป ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Aly et al. (2013) ที่รายงานถึงความเข้มข้นของแหล่ง
คาร์บอนที่เหมาะสมในการผลิต PHA โดยเชือ้ Bacillus cereus MM7 ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
คือน า้ตาลกลโูคสความเข้มข้นร้อยละ 2 โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร   
 
 
 
 

 
 

 

 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 1  การผลติ PHA ของเชือ้แบคทีเรีย B. thuringiensis Bt109-16 (ก)ในอาหาร Nitrogen deficient ที่มีแหลง่ 
               คาร์บอนชนิดตา่ง ๆ และ (ข) ในอาหาร Nitrogen deficient ที่มีน า้ตาลซูโครสความเข้มข้นร้อยละ 1-5 เขยา่ 

 ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 150 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  

(ก) (ข) 



บทความวิจยั 

วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ปีที่  22  (ฉบบัพิเศษ) การประชมุวิชาการระดบัชาติ “วิทยาศาสตร์วิจยั ครัง้ที่ 9” 294 

 
 

 
ผลของแหล่งไนโตรเจนและความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนต่อการผลิต PHA 
จากการเพาะเลีย้งเชือ้แบคทีเรียไอโซเลท Bt109-16 ในอาหาร nitrogen deficient ที่มีแหล่งไนโตรเจนเป็น

แอมโมเนียมซลัเฟต แอมโมเนียมไนเตรต สารสกดัยีสต์ ยเูรีย และทริปโตน พบว่าเชือ้สามารถผลติ PHA ได้ปริมาณสงูสดุ
ในอาหารที่มีแหลง่ไนโตรเจน คือ สารสกดัยีสต์ รองลงมาคือ ทริปโตน แอมโมเนียมซลัเฟต ยเูรีย และแอมโมเนียมไนเตรต 
ตามล าดบั (ภาพที่ 2ก) แต่พบว่ามีการสะสม PHA สงูสดุคือร้อยละ 54.21 โดยน า้หนกัเซลล์แห้งเมื่อเลีย้งในอาหารที่มี  
ทริปโตนเป็นแหลง่ไนโตรเจน ซึ่งสอดคล้องกบัรายงานโดย Taran (2011) ที่พบว่าแหลง่ไนโตรเจนที่เหมาะสมในการผลติ 
PHA ของเชือ้ Haloarcula sp. IRU1 คือ ทริปโตน ดงันัน้จึงเลอืกใช้ทริปโตนเป็นแหลง่ไนโตรเจนในการผลติ PHA ตอ่ไป 
 และจากการศกึษาผลของทริปโตนที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.15, 0.20, 0.25, 0.30, 0.35 และ 0.40 โดยน า้หนกัตอ่
ปริมาตรเป็นแหลง่ไนโตรเจน พบว่าเชือ้สามารถผลิต PHA ได้ปริมาณสงูในอาหารที่มีทริปโตนความเข้มข้นร้อยละ 0.30 
โดยน า้หนกัต่อปริมาตร โดยผลิต PHA ได้ 1.88 กรัมต่อลิตร (ร้อยละ 52.91 โดยน า้หนกัเซลล์แห้ง) (ภาพที่ 2ข) ดงันัน้จึง
เลอืกใช้ทริปโตนความเข้มข้นร้อยละ 0.30  โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตรในการผลติ PHA ตอ่ไป 
 
 

 
 
ภาพที่ 2 การผลิต PHA ของเชือ้แบคทีเรีย B. thuringiensis Bt109-16 (ก) ในอาหาร Nitrogen deficient ที่มีแหล่ง
ไนโตรเจนชนิดต่าง ๆ และ (ข) ในอาหาร Nitrogen deficient ที่มีทริปโตนความเข้มข้นร้อยละ 0.15-0.40 โดยน า้หนกัต่อ
ปริมาตร เขยา่ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 150 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  
 
 
 ผลของ pH ของอาหารเลีย้งเชือ้ต่อการผลิต PHA 
 จากการเพาะเลีย้งเชือ้ไอโซเลท Bt109-16 ในอาหาร nitrogen deficient ที่มีน า้ตาลซูโครสความเข้มข้นร้อยละ 2 
โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร ทริปโตนความเข้มข้นร้อยละ 0.3 โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร และมี pH ต่าง ๆ คือ 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 
และ 9.0 พบวา่มีแบคทีเรียเจริญได้ดีที่ pH เร่ิมต้นของอาหารเลีย้งเชือ้ตัง้แต ่7.0-9.0 โดยสามารถผลติ PHA ได้ไมแ่ตกตา่ง
อย่างมีนยัส าคญั (ภาพที่ 3) ที่ pH 5-6 เซลล์มีการเจริญน้อยและผลติ PHA ได้น้อย ดงันัน้ pH เร่ิมต้นของอาหารเลีย้งเชือ้

0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40

(ก) (ข) 
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ในการผลิต PHA จึงไม่ควรต ่ากวา่ pH 7.0 ซึ่งสอดคล้องกบังานวิจยัก่อนหน้าที่รายงานวา่ pH อาหารเลีย้งเชือ้ที่เหมาะสม
ในการผลติ PHA โดยเชือ้ B. thuringiensis คือ pH 7.5 (Desouky et al., 2014) 

การศึกษาระยะเวลาการเพาะเลีย้งเชือ้ในการผลิต PHA 
จากการเลีย้งเชือ้ไอโซเลท Bt109-16 ในอาหาร nitrogen deficient ที่มีน า้ตาลซูโครสความเข้มข้นร้อยละ 2 โดย

น า้หนกัต่อปริมาตร ทริปโตนความเข้มข้นร้อยละ 0.30 โดยน า้หนกัต่อปริมาตร pH เท่ากับ 7.0 บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส และเก็บตวัอยา่งที่ชัว่โมงที่ 0, 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 และ 96 มาวิเคราะห์พบวา่มีปริมาณ PHA เพิ่มขึน้
อยา่งตอ่เนื่องในช่วงชัว่โมงที่ 12-60 และปริมาณ PHA คงที่ในช่วงชัว่โมงที่ 60-96 (ภาพท่ี 4) แสดงถึงเชือ้มีการสร้าง PHA 
ในระหว่างการเจริญใน log phase เมื่อจุลินทรีย์เข้าสู่ stationary phase จะมีการผลิต PHA คงที่ อาจเนื่องมาจากแหลง่
คาร์บอนเร่ิมหมด หรือ เซลล์ไมม่ีเนือ้ที่พอที่จะเก็บแกรนลู PHA (Luengo et al., 2003) ผลการทดลองพบวา่ใน stationary 
phase ที่ชัว่โมงที่ 72 เชือ้มีการสะสม PHA มากที่สดุเทา่กบัร้อยละ 50.86 โดยน า้หนกั สอดคล้องกบังานวิจยัของ Gowda 
and Shivakumar (2013) ท่ีรายงานวา่ B. thuringiensis มีการสะสม PHA มากที่สดุใน stationary phase  

 

 
ภาพที่ 3  การผลติ PHA ของเชือ้แบคทีเรีย B. thuringiensis Bt109-16 ในอาหาร Nitrogen deficient  

 ที่มี pH เร่ิมต้นของอาหารเลีย้งเชือ้ระหวา่ง 5-9 เขยา่ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 150 รอบ 
 ตอ่นาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
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ภาพที่ 4  การผลติ PHA ของเชือ้แบคทีเรีย B. thuringiensis Bt109-16 ในอาหาร Nitrogen deficient ทีม่ีน า้ตาลซูโครส 

 ความเข้มข้นร้อยละ 2 โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร ทริปโตนความเข้มข้นร้อยละ 0.30 โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร pH  
 7.0 บม่แบบเขยา่ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 150 รอบตอ่นาที ที่ระยะเวลาตา่ง ๆ  

 
สรุปผลการวิจัย 
 จากการคดัเลือกเชือ้แบคทีเรียที่สามารถผลิต PHA ด้วยวิธีการย้อมสีโคโลนีและเซลล์จุลินทรีย์ด้วยสี Sudan 
Black B สามารถคดัเลือกเชือ้ที่สามารถผลิต PHA ได้สงูที่สดุคือ แบคทีเรียไอโซเลท Bt109-16 มีการสะสม PHA ร้อยละ 
34.31 โดยน า้หนกัเซลล์แห้ง เมื่อน ามาหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHA พบว่ามีการสะสม PHA เพิ่มขึน้เป็นร้อยละ 
50.86 โดยน า้หนักเซลล์แห้ง โดยเลีย้งเชือ้ในอาหาร nitrogen deficient ที่มีน า้ตาลซูโครสความเข้มข้นร้อยละ 2               
โดยน า้หนักต่อปริมาตร ทริปโตนความเข้มข้นร้อยละ 0.30 โดยน า้หนักต่อปริมาตร pH 7.0 บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง จากการจดัจ าแนกพบวา่แบคทีเรียไอโซเลท Bt109-16 คือเชือ้ Bacillus thuringiensis  
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