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บทคดัย่อ 

 พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (พเีอชเอ) ถูกสังเคราะห์และสะสมในเซลล์ของแบคทเีรียเพื่อ

ใชเ้ป็นแหล่งพลังงาน งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อคัดเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตพีเอชเอได้สูง

จากดินท่ีปนเป้ือนสารพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน และศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมใน 

การผลิตพเีอชเอ ตัวอยา่งดิน 3 บริเวณ คือ บริเวณเผาหญ้า บริเวณปนเป้ือนน้้ามันเคร่ือง และบริเวณ

ปนเป้ือนสารเคมีทางการเกษตร ถูกน้ามาคัดเลือกแบคทีเรียโดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Mineral 

Salt Medium (MSM) ท่ีมีกลูโคสความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยมวลต่อปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอน 

ทดสอบการสังเคราะห์พีเอชเอเบื้องต้นโดยย้อมสีเซลล์ด้วยสีซูดานแบล็คปี พบว่า สามารถคัดเลือก

แบคทีเรียได้ 4 ไอโซเลต จากแบคทีเรีย จ้านวน 91 ไอโซเลต แบคทีเรียไอโซเลต SCODw0.2 ท่ี

แยกได้จากดินบริเวณปนเป้ือนน้้ามันเคร่ือง สามารถผลิตพีเอชเอได้สูงสุดท่ี 0.605 กรัมต่อลิตร  

(ร้อยละ 55.0 โดยน้้าหนักเซลล์แห้ง) การศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตพีเอชเอจากน้้ามันใช้แล้ว

ของแบคทีเรียไอโซเลต SCODw0.2 พบว่า แบคทีเรียสามารถผลิตพีเอชเอได้สูงสุดท่ี 0.879 กรัมต่อลิตร 

(ร้อยละ 68.9 โดยน้้าหนักเซลล์แห้ง) เมื่อเลีย้งในอาหาร MSM ท่ีมีน้้ามันใชแ้ล้วและแอมโมเนยีมซัลเฟต

เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนตามล้าดับ ในอัตราส่วน 100 : 1 พีเอช 7 ท่ีอุณหภูมิ 35  องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 60 ชั่วโมง องค์ประกอบของพีเอชเอท่ีแบคทีเรียสังเคราะห์ได้เมื่อวิเคราะห์ด้วยเทคนิค

แก๊สโครมาโตกราฟี-แมสสเปกโทรเมตรี ประกอบด้วย 3-ไฮดรอกซีโดเดคะโนเอต 3-ไฮดรอกซี

เตตระเดคะโนเอต และอื่นๆ เท่ากับร้อยละ 72.94 12.92 และ 14.14 ตามล้าดับ 
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ค้าส้าคัญ: พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต ดินท่ีปนเป้ือนสารพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน 

แบคทเีรียท่ีแยกได้จากดิน น้้ามันใช้แล้ว  
 

Abstract 

 Polyhydroxyalkanoate (PHA) are synthesized and accumulated in bacterial cells to serve 

as an energy source. The objective of this research was to select bacteria capable of producing high 

PHA from soil contaminated with polycyclic aromatic hydrocarbons and to study the optimum 

conditions for producing PHA. Soil samples of 3 areas: the grass burning area, area 

contaminated with engine oil and area contaminated with agricultural chemicals were used 

for screening bacteria through Mineral Salt Medium (MSM) with 1%w/v glucose as a carbon 

source. PHA synthesis was preliminary tested by staining cells with Sudan Black B. It was 

found that 4 bacterial isolates were selected from 91 bacterial isolates. SCODw0.2 isolated 

from soil contaminated with engine oil was able to produce the highest PHA at 0.605 g/L 

(55.0% of dry cell weight). The optimum conditions of PHA synthesis from used cooking oil 

by SCODw0.2 were investigated. It was found that this isolate bacterium could produce 

highest PHA about 0.879 g/l (68.9% of dry cell weight) when cultured in MSM medium 

containing used cooking oil and ammonium sulphate as carbon source and nitrogen source, 

respectively, at ratio of 100 : 1, pH 7 and incubated at 35 °C for 60 hours. The composition of 

PHA that synthesized by bacteria when analyzed by gas chromatography-mass spectrometry 

was consisted of 3-hydroxydodecanoate, 3-hydroxytetradecanoate and others were 72.94, 12.92 

and 14.14 %, respectively.  

 

Keywords: Polyhydroxyalkanoate, Soil contaminated with polycyclic aromatic hydrocarbons, 

 Soil-isolated bacteria, Used cooking oil  

 

 บทน้า 

 พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (พีเอชเอ) เป็นสารพอลิเมอร์ท่ีมีคุณสมบัติของเทอร์โมพลาสติก

เช่นเดียวกับพอลิเอทิลีนและพอลิโพรไพลีน สามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพโดยไม่มีผลเสีย 

ตอ่สิ่งแวดลอ้ม และมีความเข้ากันได้กับสิ่งมชีวีติ ซึ่งสามารถน้าไปใช้ประโยชนไ์ด้หลากหลาย และ 

มีแนวโน้มท่ีจะน้ามาใช้ทดแทนพลาสติกสังเคราะห์ได้ (Chen, 2009) พีเอชเอสามารถสร้างขึ้น 

จากแหล่งทรัพยากรหมุนเวียนตามธรรมชาติโดยจุลินทรีย์ซึ่งสะสมไว้เป็นแหล่งคาร์บอนและ
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พลังงาน ภายใตภ้าวะท่ีจ้ากัดสารอาหารบางอย่าง เช่น ไนโตรเจน หรือ ฟอสฟอรัส แต่มีปริมาณ

คารบ์อนมากเกินพอ (Kedia et al., 2014)  

 จุลินทรีย์ท่ีสามารถสังเคราะห์พีเอชเอได้จะมีเอนไซม์ส้าคัญ คือ พีเอชเอซินเทส ซึ่งใช ้

(R)-3-ไฮดรอกซีเอซิล-โคเอ ((R)-3-hydroxyacyl-CoA) เป็นสับสเตรท โดยจุลินทรีย์แต่ละชนิด

จะมีวิถีเมแทบอลิซึมในการสร้าง (R)-3-ไฮดรอกซีเอซิล-โคเอ แตกต่างกันขึ้นอยู่กับแหล่ง

คาร์บอนท่ีใช้ ดังนั้นพีเอชเอท่ีสังเคราะห์จึงมีโครงสร้างหลากหลายและมีปริมาณแตกต่างกัน

ขึ้นอยู่กับชนิดของจุลินทรีย์ และแหล่งคาร์บอน (Tan et al., 2014) แหล่งคาร์บอนท่ีสามารถ

น้ามาใช้ในการผลิตพีเอชเอ ได้แก่ แซคคาร์ไรด์ นอร์มอล-อัลเคน นอร์มอล-อัลคาโนอิคแอซิด 

นอร์มอล-อัลกอฮอล์ ก๊าซ (Verlinden et al., 2007) ของเสียชนิดต่างๆ ท่ีให้คาร์บอนอิสระ (Koller  

et al., 2010) เชน่ น้้ามันทอดอาหารใช้แล้ว ของเสียน้้าส้มสายชู ของเสียไขมัน เศษอาหาร ของเสีย

จากการเกษตร น้้าเสีย น้้าท้ิงจากโรงงานน้้ามันพชื กลีเซอรอลดิบจากการผลิตไบโอดีเซล ขยะพลาสติก  

ก๊าซฝังกลบ เป็นต้น ดังนัน้ในการผลิตพีเอชเอในภาคอุตสาหกรรมควรเลือกจุลินทรีย์ท่ีเหมาะสม

กับแหล่งคาร์บอนท่ีใช ้ 

 ข้อเสียเปรียบท่ีส้าคัญของพีเอชเอในการผลิตภาคอุตสาหกรรม คือ ต้นทุนการผลิต 

ซึ่งสูงกว่าต้นทุนในการผลิตพลาสติกสังเคราะห์จากปิโตรเลียมอยู่ 5-10 เท่า (Raza, Abid & 

Banat, 2018) และพบว่า ต้นทุนการผลิตพีเอชเอร้อยละ 50 มาจากแหล่งคาร์บอนท่ีใช้ (Bose et al., 

2020) จึงท้าให้มีงานวิจัยจ้านวนมากท่ีศึกษาการผลิตพีเอชเอจากแหล่งคาร์บอนท่ีเป็นกลุ่มของ

เสียเพื่อลดต้นทุนในการผลิต (Alvi et al., 2014) อุตสาหกรรมอาหารจานด่วนท้าให้เกิดน้้ามัน

ทอดอาหารท่ีใช้แล้วจ้านวนมากซึ่งน้้ามันเหล่านี้มีค่าความต้องการออกซิเจนทางเคมีและ 

ทางชีวภาพสูง จ้าเป็นต้องมีวิธีการก้าจัดท่ีเหมาะสมก่อนปล่อยท้ิงลงสู่สิ่งแวดล้อม จึงท้าให้ 

น้้ามันใช้แล้วเป็นวัตถุดิบท่ีเหมาะสมส้าหรับการผลิตพีเอชเอ Haba et al. (2007) ได้ศึกษาถึง 

การผลิตพีเอชเอของ Pseudomonas aeruginosa 47T2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีน้้ามันทอดอาหาร 

ใชแ้ล้วเป็นแหล่งคาร์บอนในภาวะจ้ากัดปริมาณไนโตรเจนและฟอสฟอรัสท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

พบว่า P. aeruginosa 47T2 สามารถผลิตพีเอชเอได้ร้อยละ 28.2 โดยน้้าหนักเซลล์แห้ง และพีเอชเอ 

ท่ีผลิตได้ประกอบด้วยมอโนเมอร์ 7 ชนิด มอโนเมอร์ท่ีพบมากท่ีสุด คือ 3-ไฮดรอกซีเดคะโนอิก  

3-ไฮดรอกซีโดเดคะโน-อิก และ 3-ไฮดรอกซีของกรดไขมันไม่อิ่มตัว เท่ากับร้อยละ 47.8 15.3  

และ 26.2 โดยน้้าหนักเซลล์แห้ง ตามล้าดับ Song et al. (2008) ได้ศึกษาการผลิตพีเอชเอของ 

Pseudomonas sp. DR2 ในอาหารเหลวท่ีใช้น้้ามันข้าวโพด และน้้ามันทอดอาหารใช้แล้วเป็น 

แหล่งคาร์บอน แต่จ้ากัดปริมาณของฟอสฟอรัส และไนโตรเจน พบว่าเชื้อสามารถผลิตพีเอชเอ 

ได้เท่ากับร้อยละ 37.3 และ 23.5 โดยน้้าหนักเซลล์แหง้ ตามล้าดับ จะเห็นได้ว่าแบคทีเรียหลายๆ 
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ชนิดสามารถผลิตพีเอชเอจากน้้ามันทอดอาหารใช้แล้วได้แต่ผลผลิตท่ีได้ยังน้อยกว่าการใช้น้้ามันพืช

บริสุทธ์ิ (Akaraonye, Keshavarz & Roy, 2010)  

 น้้ามันทอดอาหารใช้แล้วจะมีคุณสมบัติบางประการท่ีคล้ายคลึงกับน้้ามันพืชบริสุทธ์ิ  

แต่เนื่องจากการประกอบอาหารด้วยวิธีการทอดจะท้าให้ลิพิดท่ีพบในน้้ามันพืชเกิดปฏิกิริยาเคมี

ท้าให้ได้ผลิตภัณฑ์ต่างๆ ได้แก่ ไฮโดรคาร์บอน คีโตน แอลดีไฮด์ ออกโซโพรพิลเอสเทอร์  

กรดไขมัน โมโนกลีเซอไรด์ ไดกลีเซอไรด์ กรดคาร์บอกซิลิก สารประกอบไดเมอร์ ดีไฮโดรเมอร์ 

ไดเมอร์อิ่มตัว ไตรเมอร์ และสารประกอบพอลิไซคลิก (Chhetri, Watts & Islam, 2008) ดังนั้น 

การเลือกแบคทีเรียจากแหล่งธรรมชาติท่ีสามารถเจริญอยู่ในสภาวะจ้ากัดสารอาหาร และ

สามารถใช้แหล่งคาร์บอนท่ีมีโครงสร้างหลากหลายและซับซ้อนได้ จะช่วยส่งเสริมการเพิ่ม

ปริมาณการผลิตพเีอชเอจากน้้ามันทอดอาหารได้ โดยพบว่าดินท่ีปนเป้ือนสารพอลิไซคลิกอะโรมาติก

ไฮโดรคาร์บอน ซึ่งเป็นสารท่ีประกอบด้วยวงเบนซีนตั้งแต่ 2 วงขึ้นไป และไม่ละลายน้้า มักพบ

เชื้อจุลินทรีย์หลายชนิดโดยเฉพาะแบคทีเรียท่ีสามารถย่อยสลายพอลิไซคลิกอะโรมาติก

ไฮโดรคารบ์อน แล้วน้าไปใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงานได้ (Saadoun, 2002)  

 ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์ในการคัดเลือกแบคทีเรียจากดินท่ีปนเป้ือน 

สารพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนท่ีมีความสามารถในการผลิตพีเอชเอ พร้อมท้ังศึกษา

สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตพีเอชเอ เพื่อเป็นแนวทางในการพัฒนาการผลิตพลาสติกชีวภาพ

ตอ่ไป 

 

วิธีด้าเนินการวิจัย 

 การผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากน้้ามันใช้แล้วโดยแบคทีเรียท่ีแยกได้จากดิน 

มขีั้นตอนดังนี ้

 1.  การเก็บตัวอย่างดิน 

  เก็บตัวอย่างดินจากแหล่งต่างๆ 3 แหล่ง ได้แก่ ดินบริเวณท่ีมีการเผาหญ้า ดินบริเวณ

ท่ีปนเป้ือนน้้ามันเครื่อง และดินบริเวณท่ีปนเป้ือนสารเคมีทางการเกษตร โดยเก็บตัวอย่างดินแบบ 

Composite sample เก็บดิน 6 จุดต่อ 1 แหล่ง ท่ีความลึก 15.0 เซนติเมตร โดยแต่ละจุดใช้พลั่ว 

ขุดหลุมเป็นรูปตัว V ในแนวดิ่ง แล้วรวมดินท้ัง 6 จุดเข้าด้วยกัน จากนั้นแบ่งดินบางส่วนลงใน

ถุงพลาสตกิประมาณ 1.0 กิโลกรัม เก็บรักษาตัวอย่างดินในตู้เย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อ

รอวิเคราะห์ ตอ่ไป (Thuithaisong et al., 2011) 

 2.  การคัดเลือกแบคทีเรียที่ผลิตพีเอชเอ 

  การแยกจุลินทรีย์จากตัวอย่างดนิท่ีเก็บได้ โดยวิธี Pour Plate technique ด้วยอาหาร 

Nutrient agar ชั่งตัวอย่างดิน 1.0 กรัม เติมสารละลาย Winogradsky salt (WS) 9 มิลลิลิตร ท่ีนึ่งฆ่าเชื้อ
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แล้ว (WS 1 ลิตร ประกอบด้วย ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 0.250 กรัม แมกนีเซียมซัลเฟต 

(MgSO4) 0.125 กรัม โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 0.125 กรัม เฟอร์ริกซัลเฟต (Fe2(SO4)3) 2.500 มิลลิกรัม 

และแมงกานีสซัลเฟต (MnSO4) 2.500 มิลลิกรัม) กวนด้วยเคร่ืองกวนสารละลายท่ีความเร็ว 100 รอบ

ต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ปิเปตสารละลายตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองท่ีมีสารละลาย 

WS ท่ีนึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 9 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน (สารละลายตัวอย่างมีความเข้มข้น 10-1) ปิเปต

สารละลายซัสเพนชันของเชื้อท่ีได้ (10-1) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดท่ีมีสารละลาย WS ท่ีนึ่ง

ฆา่เชื้อแล้ว ปริมาตร 9 มลิลิลิตร เขยา่ให้เข้ากัน จะได้ซัสเพนชันของเชื้อท่ี 10-2 แลว้ท้าการเจือจาง

สารละลายซัสเพนชันของเชื้อท่ีได้ตอ่ไปจนถึง 10-10 ปิเปตสารละลายตัวอย่างในแต่ละระดับการเจือ

จางลงในจานเพาะเชื้อละ 1 มิลลิลิตร (2 ซ้้า) น้าไปบ่มท่ี 40 องศาเซลเซียส (อุณหภูมิของตัวอย่าง

ดินขณะเก็บ) เป็นเวลา 5 วัน แล้วน้าแต่ละโคโลนีมา streak plate บนอาหาร Nutrient agar

จนกระท่ังได้เชื้อบริสุทธ์ิ  

  การคัดเลอืกแบคทเีรียท่ีผลิตพีเอชเอ โดยเลีย้งแบคทเีรียบริสุทธ์ิท่ีแยกได้ใน Nutrient 

broth 50 มิลลิลิตร ท่ีเติมน้้าตาลกลูโคสความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยมวลต่อปริมาตร น้าไปบ่มท่ี

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ในเคร่ืองเขย่าด้วยความเร็ว 120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง  

ปิเปตสารละลายซัสเพนชันของเชื้อ 5 มิลลิลิตร มาเติมในอาหารเหลว Mineral Salt Medium (MSM)  

95 มลิลิลิตร (MSM 1 ลิตร ประกอบด้วย กลูโคส 10.0 กรัม แอมโนเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) 1.0 กรัม 

ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเฮปตะไฮเดรต (Na2HPO4.7H2O) 6.7 กรัม โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 

(KH2PO4) 0.1 กรัม แมกนเีซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) 0.2 กรัม แอมโมเนียมเฟอริก

ซิเตรท (NH3FeC6H8O7) 60 มลิลิกรัม แคลเซียมคลอไรด์เฮปตะไฮเดรต (CaCl2.7H2O) 10.0 มิลลิกรัม และ

สารละลาย trace element 1 มิลลิลิตร) น้าไปเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส พร้อมกับเขย่าด้วย

ความเร็ว 120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง น้าไปตรวจสอบการย้อมติดสีแกรม ทดสอบความสามารถ 

ในการผลิตพีเอชเอ โดยการย้อมสีด้วยซูดานแบล็คปี (Sudan Black B) วิเคราะห์หาน้้าหนักเซลล์แห้ง 

และหาปริมาณของพเีอชเอท่ีสังเคราะห์ได้ 

 3. การวิเคราะห์องค์ประกอบของน้้ามันใช้แล้ว 

     ตัวอย่างน้้ามันทอดอาหารใช้แล้วเก็บรวบรวมจากครัวเรือนในอ้าเภอลับแล จังหวัด

อุตรดิตถ์ น้ามาวิเคราะห์ค่าสปอนิฟิเคชัน และองค์ประกอบโดยชั่งน้้ามันใช้แล้ว 40.0 กรัม เติม

สารละลายเมทานอลิกโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 0.5 โมลต่อลิตร ปริมาตร 3 มิลลิลิตร น้าไป

ต้มจนกระท่ังสารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน เติมโบรอนไตรฟลูโอไรด์เมทานอล (BF3-methanol)  

5 มลิลลิิตร ตม้ตอ่ไป 2-3 นาที ปล่อยสารละลายให้เย็นท่ีอุณหภูมิห้อง เติมสารละลายผสมของ

เฮกเซนและสารละลายอิ่มตัวของโซเดียมคลอไรด์อัตราส่วน 1 : 0.8 โดยปริมาตร ตั้งไว้ให้แยก

เป็น 2 ชัน้ แยกสารละลายชัน้บนของเฮกเซนท่ีมีเมทิลเอสเทอร์ของกรดไขมันอยู่ เติมแมกนีเซียม
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ซัลเฟตแอนไฮดรัส 1.0 กรัม กรองสารละลายด้วยกระดาษกรอง น้าสารละลายท่ีได้ไปวิเคราะห์

ด้วยวิธีแก๊สโครมาโตกราฟีแมสสเปกโทรเมตรี 

 4. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตพีเอชเอจากน้้ามันใช้แล้ว 

  ท้าการศึกษาปัจจัยต่างๆ ท่ีมีอิทธิพลต่อน้้าหนักเซลล์แห้งและการผลิตพีเอชเอของ

แบคทเีรียจากดินท่ีสามารถผลิตพีเอชเอได้สูงสุด ได้แก่ ปริมาณของแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีใช้เป็น

แหล่งไนโตรเจน (C : N) พเีอช อุณหภูมิ และเวลา โดยศกึษาคร้ังละหนึ่งปัจจัย คือ เปลี่ยนแปลงเฉพาะ

ปัจจัยท่ีศกึษาในขณะท่ีปัจจัยอ่ืนคงที่ โดยปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีใช้ในการศึกษา ได้แก่ 0.1 

0.3 0.5 0.7 0.9 และ 1.0 กรัมต่อลิตร (C : N 100 : 1 33 : 1 20 : 1 14 : 1 11 : 1 และ 10 : 1 

ตามล้าดับ) ค่าพีเอชเร่ิมต้นของอาหาร คือ 5 6 7 8 และ 9 อุณหภูมิท่ีใช้ในการบ่ม ได้แก่ 25 35 

45 55 และ 65 องศาเซลเซียส เวลาท่ีใช้ในการบ่ม ได้แก่ 12 24 36 48 60 และ 72 ชั่วโมง 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีใช้ในการศึกษา คือ MSM ท่ีมีน้้ามันใช้แล้วความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยมวลต่อ

ปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอน ปริมาตร 95 มิลลิลิตร เติมกล้าเชื้อเร่ิมต้นความเข้มข้นร้อยละ 5 

โดยปริมาตร เขยา่ด้วยความเร็ว 120 รอบตอ่นาท ีในแต่ละปัจจัยท้าการทดลองซ้้า 3 ครัง้ 

 5. การวิเคราะห์หาน้้าหนักเซลล์แห้ง 

  น้าสารละลายซัสเพนชันของเซลล์ 50 มลิลลิิตร มาเซนตริฟิวจ์ ด้วยความเร็ว 7,000 

รอบตอ่นาที ท่ีอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ล้างตะกอนเซลล์ด้วยน้้ากลั่นท่ีนึ่งฆ่าเชื้อ

แล้ว จ้านวน 2 คร้ังๆ ละ 5 มิลลิลิตร น้าตะกอนเซลล์ท่ีได้ไปอบท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 

จนกระท่ังเซลล์แหง้และน้้าหนักคงที่ ชั่งน้้าหนักเซลล์แหง้ท่ีได้ (Bhuwal et al., 2013) 

 6. การสกัดและวิเคราะห์ปริมาณของพีเอชเอ  

  ท้าการสกัดและวิเคราะห์ปริมาณของพีเอชเอตามวิธีของ ดุษฎี และคณะ (2560) 

โดยปิเปตสารละลายซัสเพนชันของเซลล์ปริมาตร 5 มิลลิลิตร มาเซนตริฟิวจ์ด้วยความเร็ว 7,000 

รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แยกส่วนสารละลายท้ิงไป เติม

โซเดยีมไฮโปคลอไรท์เข้มข้นร้อยละ 4 โดยปริมาตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในตะกอนของเซลล์ 

น้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในเครื่องเขย่าด้วยความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา  

2 ชั่วโมง น้าสารละลายท้ังหมดไปเซนตริฟิวจ์ท่ีความเร็ว 7,000 รอบตอ่นาที ท่ีอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส 

นาน 15 นาที ล้างตะกอนเซลล์ด้วยน้้ากลั่น 5 มิลลิลิตร จ้านวน 2 คร้ัง แล้วล้างต่อด้วยสารละลาย

ผสมของอะซีโตน เมทานอลและไดเอทิลอีเธอร์ ในอัตราส่วน 1 : 1 : 1 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร น้าไป

เซนตริฟิวจ์ท่ีความเร็ว 7,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เติม

คลอโรฟอร์ม 5 มิลลิลิตร ลงไปในส่วนของตะกอน แล้วน้าไปต้มในอ่างน้้าเดือดเพื่อให้คลอโรฟอร์ม

ระเหยออกไป จึงเตมิกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 5 มลิลลิิตร ลงไป น้าไปตม้ในอา่งน้้าเดอืดนาน 10 นาที 

น้าสารละลายไปวัดคา่การดูดกลนืแสงท่ีความยาวคลื่น 235 นาโนเมตร แลว้น้าไปเทียบกับกราฟ
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มาตรฐานของกรดโครโทนิกเพื่อค้านวณหาปริมาณของพเีอชเอและค้านวณร้อยละการสะสมของ

พเีอชเอ ดังสมการ 
 

ร้อยละการสะสมพเีอชเอ = [ความเข้มข้นพเีอชเอ (กรัมตอ่ลิตร)/น้้าหนักเซลลแ์ห้ง (กรัมตอ่ลิตร)] x 100  
 

 7.  การวิเคราะห์องค์ประกอบของพีเอชเอ 

  แยกเซลล์ออกจากน้้าเลี้ยงโดยน้าสารละลายซัสเพนชันของเซลล์มาเซนตริฟิวจ์ 

ท่ีความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที แล้วล้างด้วยน้้ากลั่น 2 คร้ัง น้าเซลล์ไปอบให้แห้ง 

ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ชั่งน้้าหนักเซลล์แห้งประมาณ 20 มิลลิกรัม ใส่ลง

ในหลอดฝาเกลียว เติมคลอโรฟอร์ม 2 มิลลิลิตร และเติมสารละลายกรดซัลฟูริกเข้มข้นร้อยละ 3  

โดยปริมาตรในเมทานอล 2 มลิลลิิตร ปิดฝาเกลียวให้แน่น น้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 

นาน 3 ชั่วโมง เขย่าด้วยความเร็ว 150 รอบต่อนาที เมื่อครบตามเวลาท่ีก้าหนดท้ิงให้เย็น แล้วเติม 

น้้ากลั่น 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันนาน 5 นาที ท้ิงให้สารละลายแยกเป็น 2 ชั้น เลือกเก็บชั้นล่าง

ซึ่งเป็นชั้นของคลอโรฟอร์มไว้ในขวดฝาเกลียวขนาดเล็ก ปิดฝาให้แน่น น้าไปวิเคราะห์ชนิดและ

องค์ประกอบของพเีอชเอ โดยวิธีแก๊สโครมาโตกราฟีแมสสเปกโทรเมตรีภายใต้ภาวะดังนี้ แคปพิลลา

รีคอลัมน์ ชนิด DB-5 อุณหภูมิเร่ิมต้นของคอลัมน์ 80 องศาเซลเซียส แล้วเพิ่มอุณหภูมิเป็น  

180 องศาเซลเซียส ด้วยอัตรา 10 องศาเซลเซียสต่อนาที อุณหภูมิของ Injector 230 องศาเซลเซียส 

อุณหภูมิของ Detector (FID) 250 องศาเซลเซียส แก๊สตัวพาใชฮ้ีเลียม อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที 

ปริมาตรของตัวอยา่งที่ฉีดเข้าเครื่อง 1 ไมโครลิตร 

 

ผลการวิจัย 

1.  ผลการคัดเลือกแบคทีเรียที่ผลิตพีเอชเอ 

 จากการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียจากดินท้ัง 3 แหล่งในอาหาร Nutrient agar พบว่า  

แบคทเีรียท่ีเจรญิบนอาหารแข็งมจี้านวนท้ังหมด 91 โคโลน ีจ้าแนกเป็น 35 โคโลนีจากดินบริเวณ

ท่ีมีการเผาหญ้า (BCD) 33 โคโลนีจากดินบริเวณปนเป้ือนน้้ามันเคร่ือง (SCOD) และ 23 โคโลนี

จากดินบริเวณปนเป้ือนสารเคมีทางการเกษตร (CSD) หลังจากน้าแต่ละไอโซเลตไปท้าให้บริสุทธ์ิ

โดยวิธี Streak plate และน้าไปเลี้ยงในอาหาร Nutrient agar ท่ีเติมกลูโคสความเข้มข้นร้อยละ 1 โดย

มวลต่อปริมาตร พบว่า มีเพียง 4 ไอโซเลตท่ีสามารถเจริญเติบโตได้ คือ SCODw0.2 SCODy0.2 

CSDW และ CSDY ผลการตรวจสอบการย้อมสีแกรม น้้าหนักเซลล์แห้งและความสามารถใน 

การผลิตพเีอชเอของแบคทีเรียท้ัง 4 ไอโซเลต พบว่า ไอโซเลต SCODw0.2 ท่ีแยกได้จากดินบริเวณ

ปนเป้ือนน้้ามันเครื่องมกีารผลิตพีเอชเอได้มากท่ีสุด ซึ่งสามารถสะสมพีเอชเอได้ร้อยละ 55.0 โดย
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น้้าหนักเซลล์แห้ง ดังตารางท่ี 1 ดังนั้นจึงเลือกใช้แบคทีเรียไอโซเลต SCODw0.2 ในการศึกษา

ตอ่ไป 

 

ตารางที่ 1 การตดิสแีกรมและการสะสมพเีอชเอของแบคทเีรียท่ีคัดแยกได้ 

ไอโซเลต 
การติด 

สีแกรม 

การติดส ี

Sudan 

Black B 

พีเอชเอ  

(กรัมตอ่ลติร) 

น้้าหนักเซลล์

แห้ง 

(กรัมตอ่ลติร) 

การสะสม 

พีเอชเอ 

(%) 

SCODw0.2 แกรมบวก สีด้า 0.605±0.030 1.100±0.055 55.0 

SCODy0.2 แกรมลบ สีด้า 0.197±0.010 0.649±0.032 30.3 

CSDW แกรมบวก สีด้า 0.116±0.006 0.525±0.026 22.1 

CSDY แกรมบวก สีม่วง 0.159±0.008 0.529±0.026 30.0 
 

 2. สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตพีเอชเอจากน้้ามันใช้แล้ว 

  2.1  องค์ประกอบของน้้ามันใช้แล้ว 

   น้้ามันใชแ้ล้วท่ีน้ามาใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนซึ่งเก็บรวบรวมได้จากครัวเรือน เมื่อน้ามา

วิเคราะห์หาองค์ประกอบของกรดไขมันด้วยเทคนิคแก๊สโครมาโตกราฟี-แมสสเปกโทรเมตรี 

พบว่า มีกรดไลโนเลอิกมากท่ีสุด (ร้อยละ 53.8) รองลงมา คือ กรดโอเลอิก (ร้อยละ 24.1) และ

กรดปาล์มมิติก (ร้อยละ 11.7) ตามล้าดับ มีเลขสพอนิฟิเคชัน เท่ากับ 193 และน้้าหนักโมเลกุล

โดยเฉลี่ยเท่ากับ 870 

  2.2 ผลการศกึษาอัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่เหมาะสม 

   จากการเลี้ยงแบคทีเรียไอโซเลต SCODw0.2 ในอาหารเหลว Nutrient broth เป็นเวลา  

12 ชั่วโมง แล้วน้ามาเลี้ยงในอาหารเหลว MSM ท่ีมีน้้ามันใช้แล้วเป็นแหล่งคาร์บอน และแอมโมเนียม

ซัลเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจนในอัตราส่วน 10 : 1 ถึง 100 : 1 ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส พบว่า 

เมื่ออัตราส่วนของแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจนลดลง ปริมาณเซลล์ของ SCODw0.2 จะเพิ่มขึ้น 

ในขณะท่ีปริมาณพเีอชเอท่ีจุลินทรีย์สามารถผลิตได้จะลดลง ดังภาพท่ี 1 โดยท่ีอัตราส่วน 100 : 1 

33 : 1 20 : 1 14 : 1 11 : 1 และ 10 : 1 แบคทีเรียไอโซเลต SCODw0.2 สามารถผลิตพีเอชเอได้

เท่ากับ 0.499±0.025 0.469±0.023 0.440±0.022 0.322±0.016 0.218±0.010 และ 0.195±0.009 

กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ ซึ่งร้อยละการสะสมของพีเอชเอจะแปรผันตามอัตราส่วนของแหล่ง

คารบ์อนตอ่ไนโตรเจน และอัตราส่วนของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนท่ีเหมาะสม คือ 100 : 1 
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อัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจน 

DCW PHAs

  2.3  ผลการศกึษาค่าพีเอชที่เหมาะสมในการผลิตพีเอชเอ 

   จากการเลีย้งกล้าเชื้อของไอโซเลต SCODw0.2 ในอาหารเหลว MSM ท่ีมีน้้ามัน

ใช้แล้วและแอมโมเนียมซัลเฟตในอัตราส่วน 100 : 1 เป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน และปรับพีเอช

ของอาหารเหลวให้มีค่าอยู่ระหว่าง 5-9 น้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

พบวา่ แบคทีเรียไอโซเลต SCODw0.2 จะผลิตและสะสมพเีอชเอได้สูงสุดท่ี 0.590±0.029 กรัมต่อลิตร 

(คิดเป็นร้อยละ 66.0 โดยน้้าหนักเซลล์แห้ง) ในอาหารท่ีมีค่าพีเอชเท่ากับ 7 ซึ่งตรงกับค่าพีเอช

เร่ิมต้นของอาหารเหลว MSM เมื่อพีเอชของอาหาร MSM มีค่ามากกว่าหรือน้อยกว่า 7 ปริมาณเซลล์ 

และการสะสมพีเอชเอภายในเซลล์มีแนวโน้มลดลง ดังภาพท่ี 2 โดยแบคทีเรียไอโซเลต SCODw0.2  

จะผลิตพีเอชเอ ท่ีพีเอช 5 6 7 8 และ 9 ได้เท่ากับ 0.245±0.012 0.421±0.021 0.590±0.029 

0.445±0.022 และ 0.180±0.009 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

ภาพที่ 1  ปริมาณเซลล ์(DCW) และปริมาณพีเอชเอ (PHAs) ของแบคทีเรียไอโซเลต SCODw0.2   

             เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว MSM ท่ีเปลี่ยนอัตราส่วนโดยน้้าหนักของแหล่งคาร์บอน 

             ตอ่ไนโตรเจน  
 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2 ปริมาณเซลล ์(DCW) และปริมาณพีเอชเอ (PHAs) ของแบคทีเรียไอโซเลต SCODw0.2  

             เมื่อเลีย้งในอาหารเหลว MSM ท่ีมีการปรับเปลี่ยนค่าพเีอช 

100: 1              33: 1                 20: 1               14: 1                 11: 1                10: 1 
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   2.4 ผลการศกึษาอุณหภูมทิี่เหมาะสมในการผลิตพีเอชเอ 

   จากการน้ากล้าเชื้อของแบคทีเรียไอโซเลต SCODw0.2 มาเลี้ยงในอาหารเหลว 

MSM ท่ีมีน้้ามันใช้แล้วและแอมโมเนียมซัลเฟตในอัตราส่วน 100 : 1 เป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน 

ปรับพเีอชให้เท่ากับ 7 แลว้น้าไปบ่มท่ีอุณหภูมติา่งๆ ได้แก่ 25 35 45 55 และ 65 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบวา่ SCODw0.2 จะผลิตและสะสมพีเอชเอได้สูงสุดท่ี 0.748±0.037 กรัมต่อลิตร 

(คิดเป็นร้อยละ 68.0 โดยน้้าหนักเซลล์แห้ง) ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เมื่ออุณหภูมิท่ีใช้ใน 

การเลี้ยงแบคทีเรียสูงขึ้น ปริมาณเซลล์และการผลิตพีเอชเอมีแนวโน้มิลลิลิตรดลง ดังภาพท่ี 3 

โดยท่ีอุณหภูมิ 25 35 45 55 และ 65 องศาเซลเซียส แบคทีเรียไอโซเลต SCODw0.2 ผลิตพีเอชเอ  

ได้เท่ากับ เท่ากับ 0.492±0.024 0.748±0.037 0.494±0.025 0.042±0.002 และ 0.014±0.001 

กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพที่ 3 ปริมาณเซลล์ (DCW) และปริมาณพีเอชเอ (PHAs) ของไอโซเลต SCODw0.2 เมื่อเลี้ยง 

             ในอาหารเหลว MSM ท่ีมีการปรับเปลี่ยนอุณหภูมิในการเลีย้ง 

 

 2.5 ผลการศึกษาเวลาทีเ่หมาะสมในการผลิตพเีอชเอ 

  จากการติดตามการเจริญเติบโตและการผลิตพีเอชเอของแบคทีเรียไอโซเลต 

SCODw0.2 ในอาหารเหลว MSM ท่ีมีน้้ามันใช้แล้วและแอมโมเนียมซัลเฟตในอัตราส่วน 100 : 1  

ค่าพเีอชของอาหาร เท่ากับ 7 ท่ีอุณหภูม ิ35 องศาเซลเซียส โดยเวลาท่ีใช้ในการบ่ม ได้แก่ 12 24 

36 48 60 และ 72 ชั่วโมง พบว่า แบคทีเรียไอโซเลต SCODw0.2 มีแนวโน้มในการเจริญและ 

การผลิตพเีอชเอเพิ่มมากขึน้ เมื่อเวลาในการเลีย้งเซลล์มากขึน้ ซึ่งสามารถผลิตและสะสมพเีอชเอ

ได้สูงสุดท่ี 0.879±0.043 กรัมต่อลิตร (คิดเป็นร้อยละ 68.9 โดยน้้าหนักเซลล์แห้ง) ท่ีเวลา 60 ชั่วโมง 

แต่หลังจาก 60 ชั่วโมง แบคทีเรียจะเจริญเติบโตได้ลดลง โดยแบคทีเรียไอโซเลต SCODw0.2 
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สามารถผลิตพีเอชเอได้เท่ากับ 0.200±0.010 0.400±0.020 0.500±0.025 0.700±0.035 0.879±0.043 

และ 0.689±0.034 กรัมต่อลิตร ท่ีเวลา 12 24 36 48 60 และ 72 ชั่วโมง ตามล้าดับ เมื่อคิดเป็นร้อย

ละการสะสมของพเีอชเอ พบวา่ ปริมาณพีเอชเอท่ีสะสมในเซลล์ท่ีเวลา 60 และ 72 ชั่วโมง เท่ากัน 

คือ ร้อยละ 68.9 ดังภาพท่ี 4 ดังนัน้เวลาท่ีเหมาะสมในการผลิตพเีอชเอจะเลอืกท่ี 60 ชั่วโมง 

           ผลการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตพีเอชเอจากน้้ามันใช้แล้วของ 

ไอโซเลต SCODw0.2 ได้แก่ อาหารเหลว MSM ท่ีมีน้้ามันใช้แล้วและแอมโมเนียมซัลเฟตเป็น 

แหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน ตามล้าดับ ในอัตราส่วนเท่ากับ 100 : 1 พีเอช 7 บ่มท่ีอุณหภูมิ 

35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 ชั่วโมง 

  2.6 ผลการวิเคราะห์ชนิดและองค์ประกอบของพีเอชเอ 

        องค์ประกอบของพีเอชเอท่ีผลิตและสะสมอยู่ในเซลล์ของแบคทีเรียไอโซเลต 

SCODw0.2 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว MSM ท่ีมีน้้ามันใช้แล้วเป็นแหล่งคาร์บอน และแอมโมเนียม

ซัลเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจน โดยส่วนใหญ่จะเป็นพีเอชเอท่ีมีจ้านวนคาร์บอนตั้งแต่ 5-14 อะตอม 

ซึ่งจัดอยู่ในกลุ่มของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตสายโซ่กลาง (Medium-chain-length PHAs หรือ

mcl-PHAs) ดังตารางที่ 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4 ร้อยละการสะสมพีเอชเอของไอโซเลต SCODw0.2 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว MSM ท่ีม ี

             การปรับเปลี่ยนระยะเวลาในการเลีย้ง 
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ตารางที ่2 องคป์ระกอบของพเีอชเอท่ีผลิตจากเซลลข์องแบคทเีรียไอโซเลต SCODw0.2 

DCW 

(กรัมต่อลิตร) 

PHA 

(กรัมต่อลิตร) 

4-HVa 

(%) 

3-hydroxyalkanoate,methyl ester (%) อื่นๆ 

(%) 3HOb 3HDc 3HDDd 3HTDe 

1.28 0.879 0.59 0.14 1.99 72.94 12.92 14.14 

หมายเหตุ:  a = 4-ไฮดรอกซีวาเลอเรต b = 3-ไฮดรอกซีออกตะโนเอต c = 3-ไฮดรอกซีเดคะโนเอต  

d = 3-ไฮดรอกซีโดเดคะโนเอต และ e = 3-ไฮดรอกซีเตตระเดคะโนเอต 

 

อภปิรายผล 

 การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตพีเอชเอจากดินท่ีปนเป้ือนสาร 

พอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน 3 แหล่ง ได้แก่ ดินบริเวณเผาหญ้า ดินบริเวณปนเป้ือน

น้้ามันเคร่ือง และดินบริเวณปนเป้ือนสารเคมีทางการเกษตร โดยใช้อาหารเพื่อการผลิตพีเอชเอ 

ท่ีมีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน แล้วทดสอบเบื้องต้นโดยการย้อมซูดานแบล็คปี แบคทีเรียท่ีมี 

การสะสมพีเอชเอจะเห็นเป็นจุดสีด้าภายในเซลล์แบคทีเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (Song et al., 

2008) พบว่า มีแบคทีเรียท่ีผลิตพีเอชเอได้ 4 ไอโซเลต คือ SCODw0.2 และ SCODy0.2 แยกได้

จากดินบริเวณปนเป้ือนน้้ามันเคร่ือง CSDW และ CSDY แยกได้จากดินบริเวณปนเป้ือนสารเคมี

ทางการเกษตร แบคทีเรียไอโซเลต SCODw0.2  CSDW และ CSDY มีรูปร่างเป็นแท่งยาวติดกัน 

ย้อมติดสีแกรมบวก ขณะท่ีไอโซเลต SCODy0.2 มีรูปร่างเป็นแท่งสั้นและย้อมติดสีแกรมลบ ซึ่ง

สอดคล้องกับงานวิจัยของ Srilakshmi & Ramachandra (2012) ท่ีพบว่าแบคทีเรียท้ังแกรมบวก

และแกรมลบสามารถสร้างและสะสมพเีอชเอภายในแกรนูลในเซลล์ เพ่ือใชเ้ป็นแหล่งพลังงานของ

เซลล์ ภายใต้ภาวะท่ีจ้ากัดสารอาหารบางชนิดและมีแหล่งคาร์บอนท่ีมากเกินพอ งานวิจัยนี้ได้

คัดเลือกไอโซเลตท่ีมีศักยภาพในการผลิตพีเอชเอได้สูงสุดส้าหรับการศึกษาในขั้นต่อไป คือ 

SCODw0.2 ท่ีแยกได้จากดินบริเวณปนเป้ือนน้้ามันเคร่ืองซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Samuel  

et al. (2019) ท่ีรายงานว่าแบคทีเรียท่ีแยกได้จากดินปนเป้ือนน้้ามันเคร่ืองใช้แล้วมีความสามารถ

ทนต่อสภาวะท่ีมีสารอาหารจ้ากัดได้สูง และสะสมพีเอชเอเพื่อใช้เป็นแหล่งพลังงานส้ารองของ

เซลล์ได้ดี เมื่อเลี้ยง SCODw0.2 ในอาหารเหลว MSM ท่ีมีกลูโคสความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยมวล

ตอ่ปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอน สามารถสังเคราะหพ์เีอชเอได้ 0.605 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ

ในการสะสมเท่ากับร้อยละ 55.0 โดยน้้าหนักเซลล์แห้ง ซึ่งสามารถสังเคราะห์พีเอชเอได้สูงกว่า

แบคทีเรียในกลุ่มแกรมบวก เช่น แบคทีเรียสายพันธ์ุ Bacillus thuringiensis IAM 12077 ท่ีสามารถผลิต

และสะสมพีเอชเอได้ร้อยละ 24-43 โดยน้้าหนักเซลล์แห้ง เมื่อใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน  

(Pal et al., 2009) 

 จากการศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตพีเอชเอของแบคทีเรียไอโซเลต SCODw0.2     

โดยมีน้้ามันใช้แล้วเป็นแหล่งคาร์บอน มีแหล่งไนโตรเจนคือแอมโมเนียมซัลเฟต และแปรผัน
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อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C:N) เท่ากับ 100 : 1 33 : 1 20 : 1 14 : 1 11 : 1 และ 10 : 1 

พบว่า ภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตพีเอชเอ คือ อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 100 : 1 

ซึ่งสอดคล้องกับการรายงานของ Lee et al. (1999) ท่ีรายงานว่าพีเอชเอมีการสะสมในแกรนูล 

ของแบคทีเรียภายใต้ภาวะท่ีมีการจ้ากัดสารอาหารบางชนิด เช่น ไนโตรเจน ออกซิเจน ฟอสฟอรัส 

ซัลเฟอร์ แมกนีเซียมเป็นต้น และต้องมีแหล่งคาร์บอนท่ีมากเกินพอ ในภาวะนี้แบคทีเรียไอโซเลต 

SCODw0.2 มีการผลิตพีเอชเอได้สูงสุดในชั่วโมงท่ี 60 เท่ากับ 0.879 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 

68.9 โดยน้้าหนักเซลล์แห้ง ซึ่งใกล้เคียงกับรายงานการวิจัยของ อัมทิกา เมืองวงษ์ (2553)  

ในการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตพีเอชเอของ Pseudomonas sp. ASC2 ท่ีแยกได้จากดินท่ี

ปนเป้ือนน้้ามันพืชท่ีใช้แล้ว โดยแปรผันอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน และพบว่า Pseudomonas 

sp. ASC2 สามารถผลิตพีเอชเอได้สูงสุดในชั่วโมงท่ี 36 เท่ากับร้อยละ 61.8 โดยน้้าหนักเซลล์แห้ง 

ในสภาวะที่ใชอ้ัตราส่วนคารบ์อนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 200 จากผลการวิจัยพบว่า ถ้ามีอัตราส่วน

คาร์บอนต่อไนโตรเจนน้อย (มีปริมาณไนโตรเจนมาก) การเจริญเติบโตของแบคทีเรียก็มากขึ้น 

แตอ่ัตราการผลิตพเีอชเอลดลง เพราะแบคทีเรียน้าไนโตรเจนไปใชใ้นการเจริญเติบโต ส่วนอะเซทิลโคเอ

ถูกน้าไปใชใ้นวัฏจักรกรดซิตริก จึงท้าให้ไม่มีการสร้างและสะสมพเีอชเอ ดังนัน้แบคทเีรียไอโซเลต 

SCODw0.2 จัดอยู่ในกลุ่มแบคทีเรียท่ีต้องถูกจ้ากัดปริมาณไนโตรเจนแต่ใช้แหล่งคาร์บอนเป็น

แหล่งอาหารในการสังเคราะห์พีเอชเอ (วิมล และคณะ, 2558) ในส่วนของการศึกษาค่าพีเอช 

ท่ีเหมาะสมในการผลิตพีเอชเอ พบว่า พีเอช 7 เป็นพีเอชท่ีท้าให้แบคทีเรียไอโซเลต SCODw0.2 

สามารถผลิตพีเอชเอได้สูงสุด ซึ่งอธิบายได้ว่าในสภาวะท่ีพีเอชน้อยกว่า 7 จะขาดความสมดุล

ระหว่างปริมาณไฮโดรเจนไอออน และไฮดรอกไซด์ไอออน ส่งผลให้แบคทีเรียไม่สามารถน้า

สารอาหารเข้าสูเ่ซลล์ได้ ดังนั้นการปรับพีเอชเร่ิมต้นของอาหารให้เท่ากับ 7 เป็นการปรับปริมาณ

ไฮโดรเจนอิสระท่ีแสดงประจุบวกให้ลดลงด้วยไฮดรอกไซด์ซึ่งมีประจุลบ ท้าให้ไฮโดรเจนไอออน

ไม่สามารถส่งผลกระทบโดยตรงต่อเซลล์แบคทีเรียได้ (Du, Si & Yu, 2001) ส้าหรับอุณหภูมิ 

ท่ีเหมาะสมในการผลิตพีเอชเอของแบคทีเรียไอโซเลต SCODw0.2 คือ 35 องศาเซลเซียส โดยมี

อุณหภูมิต่้ากว่าอุณหภูมิท่ีใช้ในขั้นตอนแยกเชื้อ (40 องศาเซลเซียส) ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษา

ของ โสภา (2547) ท่ีได้ศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิต่อการผลิตพีเอชเอด้วยเชื้อผสม พบว่า อุณหภูมิ

ส่งผลตอ่อัตราการผลิตและผลผลิตของพเีอชเอ คือ อัตราการผลิตและผลผลิตพีเอชเอจะเพิ่มขึ้น

ท่ีอุณหภูมิต้่า   

 จากการวเิคราะห์โครงสร้างทางเคมขีองพีเอชเอท่ีผลิตได้ พบว่า ประกอบด้วยโมโนเมอร์ของ 

4-ไฮดรอกซีวาเลอเรต 3-ไฮดรอกซีออกตะโนเอต 3-ไฮดรอกซีเดคะโนเอต 3-ไฮดรอกซี 

โดเดคะโนเอต และ 3-ไฮดรอกซีเตตระเดคะโนเอต ในปริมาณร้อยละ 0.59 0.14 1.99 72.94 และ 

12.92 ตามล้าดับ ซึ่งแสดงให้เห็นว่าองค์ประกอบหลักของโมโนเมอร์ท่ีพบในพีเอชเอ คือ 3-ไฮดรอกซี
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โดเดคะโนเอต และ 3-ไฮดรอกซีเตตระเดคะโนเอต ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Song et al. 

(2008) ท่ีรายงานว่า Pseudomonas sp. สายพันธ์ุ DR2 สามารถผลิตพีเอชเอจากน้้ามันพืชท่ีใช้

แล้วซึ่งใช้เป็นแหล่งคาร์บอน และมีแอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจน ผลิตพีเอชเอท่ี

ประกอบด้วย 5 โมโนเมอร์ ได้แก่ 3-ไฮดรอกซีเฮกซะโนเอต 3-ไฮดรอกซีออกตะโนเอต 3-ไฮดรอกซี

เดคะโนเอต 3-ไฮดรอกซีเตตระ-เดคะโนเอต และ 3-ไฮดรอกซีเฮกซะเดคะโนเอต 5.24 45.67 

36.74 7.50 5.86 โมลเปอร์เซ็นต ์ตามล้าดับ 

 พอลิเมอร์ท่ีได้จากงานวิจัยนี้จัดเป็นพีเอชเอท่ีมีสายโซ่ขนาดกลาง เพราะแต่ละหน่วย 

โมโนเมอร์ ประกอบด้วย คาร์บอนอะตอม 6-14 อะตอม วิถีหลักในการสังเคราะห์พีเอชเอท่ีมี 

สายโซ่ขนาดกลางของแบคทีเรียท่ีเลี้ยงในอาหารท่ีมีกรดไขมันเป็นแหล่งคาร์บอน คือ เบต้า

ออกซิเดชัน ซึ่งสามารถพบได้ในแบคทีเรียหลายชนิด เช่น P. oleoverans P. fragii P. aeruginosa 

โดยสังเคราะห์พีเอชเอท่ีมีสายโซ่ขนาดกลางจากกรดแอลคาโนอิกหรือกรดไขมัน ซึ่งแสดง 

ให้เห็นว่าสารตั้งต้นในการผลิตมีความเกี่ยวข้องกับผลิตภัณฑ์ท่ีได้ (Kessler & Witholt, 2001)  

ผลการศึกษาคร้ังนี้แสดงให้เห็นศักยภาพของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได้จากดินบริเวณท่ีปนเป้ือน

น้้ามันเคร่ืองในการน้าไปใช้ประโยชน์ในการผลิตพลาสติกชีวภาพจากน้้ามันใช้แล้ว ซึ่งเป็นแหล่ง

คารบ์อนท่ีราคาถูก 

 

สรุปผลการวิจัย 

 จากผลการศึกษาในคร้ังนี้ท้าให้ทราบข้อมูลพื้นฐานของการเจริญเติบโตและการสังเคราะห์

พีเอชเอของแบคทีเรียท่ีแยกได้จากดินท่ีปนเป้ือนสารพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน  

3 แหลง่ คือ ดินบริเวณเผาหญ้า ดินบริเวณปนเป้ือนน้้ามันเครื่อง และดินบริเวณปนเป้ือนสารเคมี

ทางการเกษตร โดยพบว่าแบคทีเรียไอโซเลต SCODw0.2 ท่ีแยกได้จากดินบริเวณปนเป้ือน

น้้ามันเคร่ืองสามารถผลิตพีเอชเอได้สูงสุด ร้อยละ 68.9 โดยน้้าหนักเซลล์แห้ง ในอาหารเหลว 

MSM ท่ีมีอัตราส่วนของน้้ามันใช้แล้วต่อแอมโมเนียมซัลเฟต เท่ากับ 100 : 1 ท่ีมีพีเอชเร่ิมต้นเท่ากับ 7 

บ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 ชั่วโมง ซึ่งเป็นสภาวะที่เหมาะสมส้าหรับการผลิต 

พีเอชเอของ SCODw0.2 การวิจัยคร้ังนี้สามารถน้าไปประยุกต์ใช้ให้เกิดประโยชน์ในการน้า

แบคทีเรียท่ีแยกได้ไปใช้ในการผลิตพีเอชเอจากน้้ามันใช้แล้วในระดับถังหมักต่อไป เพื่อลดต้นทุน

ของวัตถุดิบในการผลิตพีเอชเอโดยใช้น้้ามันใช้แล้วและแบคทีเรียตามธรรมชาติท่ีแยกได้จากดิน

ปนเป้ือนน้้ามันเครื่อง 
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