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บทคัดย่อ 
                                                                                                    
ประยุกต์ใช้ทางการแพทย์ งานวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อแยกและคัดกรองจุลินทรี ย์ที่สามารถสังเคราะห์ 
Polyhydroxybutyrate P(3HB) โดยใช้น้ าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน จากตัวอย่างดินและน้ าจากประเทศไทยจ านวน
ทั้งส้ิน 94 ตัวอย่าง (เป็นดิน 76 ตัวอย่าง และน้ าจ านวน 18 ตัวอย่าง) ซ่ึงเก็บจากแหล่งที่ทิ้งขยะ แหล่งชุมชนและแหล่ง
โรงงานอุตสาหกรรม น าตัวอย่างดินมาท าการเจือจางด้วยน้ ากลั่นปราศจากเช้ือในอัตราส่วนตัวอย่าง 1 กรัมต่อน้ า 1 
มิลลิลิตรท าการเพาะเลี้ยงเชื้อโดยการ streak บนอาหารเลี้ยงเช้ือชนิด minimal salt agar (MSA) และ nutrient agar (NA) 
ที่ผสมน้ าตาลกลูโคสร้อยละ  1 (น้ าหนัก/ปริมาตร) ท าการตรวจคัดกรองเพื่อหาเช้ือจุลชีพที่สร้าง PHBโดยการย้อมสี 
Sudan black B จากนั้นคัดเลือกเช้ือที่ให้ผลบวกสูงประเมินจากร้อยละของเซลที่ติดสี  Sudan black B มาท าการตรวจ
ยืนยันความสามารถในการสังเคราะห์ P(3HB)  ด้วยวิธี gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) เทียบกับ
สารมาตรฐาน P(3HB) ท าการจ าแนกชนิดของเช้ือดังกล่าวโดยการตรวจการติดสีแกรม การย้อมสปอร์และการทดสอบ 
mass spectrometry based proteomics จากผลการทดลองพบว่าจุลินทรีย์ที่ให้ผลบวกกับการย้อมสี Sudan Black B มี
จ านวน 71 ไอโซเลต (isolate) จากตัวอย่างดินและน้ า จ านวน 57 ตัวอย่าง พบเช้ือจ านวน 2 ไอโซเลตที่มีศักยภาพสูงใน
การผลิต P(3HB) จากอาหารเลี้ยงเชื้อ MSA+1%        ได้แก่ 25.1 M และ16.2 M เมื่อท าการสกัดสารไบโอโพลิเมอร์
จากเซลแห้งของ 25.1 M และ16.2 M ด้วยคลอโรฟอร์ม และตรวจยืนยันด้วยวิธี GC-MS เทียบกับสาร P(3HB) 
มาตรฐาน พบว่าไอโซเลต 25.1 M และ16.2 M สามารถสร้าง P(3HB)  ได้โดย mass spectrum ของสารสกัด
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คลอโรฟอร์มของ C042 ตรงกับสาร P(3HB)  มาตรฐาน เมื่อท าการทดสอบโดยการย้อมสีแกรม และการย้อมสปอร์
พบว่าทั้งสองไอโซเลต เป็น แบคทีเรียชนิดแกมลบและสร้างสปอร์ และเมื่อท าการทดสอบจ าแนกชนิดของเช้ือด้วยวิธี 
mass spectrometry based proteomics สรุปในเบื้องต้นได้ว่าเป็น Genus Bacillus ดังนั้นจึงให้ช่ือเป็น Bacillus sp. 25.1 
M และ Bacillus sp. 16.2 M  
 
ค ำส ำคัญ: โพลิไฮดรอกซีคาโนเอท โพลิไฮดรอกซิลบิวไทเรต บาซิลลัส 

 
Abstract 

Biodegradable plastic produced from microorganisms have been studied widely because of their 
biodegradability and compatibility properties which can be applied for medical approaches. This research aimed to 
isolate microorganisms capable of producing polyhydroxybutyrate P(3HB) using glucose as carbon source from a 
total of 94 samples (76 soil samples and 18 water samples) obtained from various locations in Thailand including 
refuse sites, community area and industrial areas. Each sample was diluted in sterilized distilled water at a ratio 1 
gram sample per 1 ml of distilled water. The sample suspension was then streaked on minimal salt agar (MSA) and 
nutrient agar (NA) supplemented with 1 % glucose (w/v). The polyhydroxybutyrate P(3HB)  production was 
screened by using Sudan Black B staining and was confirmed by using gas chromatography-mass spectrometry (GC-
MS) and compared with P(3HB)  standards. High potential of the isolates that could produce P(3HB)   were 
evaluated by positive cells after Sudan Black B staining and were used for further studies. Identification of bacteria 
was performed by using gram staining, spore staining and using mass spectrometry based proteomics. It was found 
that 71 isolates from 57 soil and water samples showed positive for Sudan Black B staining. Among them two 
isolates showed high potential for P(3HB) production when cultured on MSA+1% glucose. They were isolates 25.1 
M and 16.2 M. Biopolymer was extracted from 25.1 M and 16.2 M dried cells by using chloroform technique and 
the capability of the isolate for P(3HB) production was confirmed by using GC-MS. It was found that, by comparing 
the mass spectrum to standard P(3HB), the biopolymer was P(3HB)  .  The isolates were both gram positive bacilli 
with spore forming which was further identified by using mass spectrometry based proteomics.  Preliminarily, the 
result indicated that the isolates were classified as the Genus Bacillus, therefore the isolates were designed as 
Bacillus sp. 25.1 M and Bacillus sp. 16.2M. 

 
Keywords: polyhydroxyalkanoates, polyhydroxybutyrate, bacillus 
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1. บทน้า 
การใช้พลาสติกได้เติบโตอย่างรวดเร็วในช่วง

ไม่กี่ทศวรรษที่ผ่านมา คาดว่ามีวัสดุพลาสติกที่มีการใช้
เป็นประจ าทั่วโลก ประมาณ 150 ล้านตัน อย่างน้อย
ครึ่งหนึ่งของจ านวนนี้เป็นการประยุกต์ใช้ในระยะส้ัน 
เช่น วัสดุบรรจุภัณฑ์ พลาสติกสังเคราะห์ที่ได้จาก
ปิโตรเลียมเหล่านี้สามารถคงอยู่ในสภาพแวดล้อม คาด
ว่าต้องใช้เวลาอย่างน้อยเป็น100 ปีส าหรับการย่อยสลาย
ส่งผลให้เกิดปัญหามลพิษร้ายแรง การสะสมของ
พลาสติกในสภาพแวดล้อมได้กลายเป็นปัญหาทั่วโลก 
นอกจากนี้ยังมีปัญหาเกี่ยวกับวิธีการก าจัดพลาสติกใน
ลักษณะต่างๆ เช่น ในหลุมฝังกลบอัตราการย่อยสลาย
ของพลาสติกจะช้ามาก การเผามีราคาแพงและอาจสร้าง
ผลิตภัณฑ์ที่เป็นพิษ (Leda et al., 2009) การรีไซเคิล
สามารถท าได้ แต่ใช้เวลานานในการแยกชนิดของ
พลาสติกก่อนน าไปรีไซเคิล (Shilpi & Ashok, 2005)
ความพยายามที่จะลดผลกระทบต่อส่ิงแวดล้อมของ
พลาสติก คือการทดแทนพลาสติกที่ผลิตจากปิโตรเลียม
มาเป็นพลาสติกที่ย่อยสลายได้ (biodegradable plastics) 

polyhydroxyalkanoates (PHAs) เป็นกลุ่มของ
โพลีเอสเตอร์ย่อยสลายได้ที่ผลิตโดยจุลินทรีย์และ
ได้รับความสนใจในหลายปีที่ผ่านมา เพื่อใช้ทดแทน
พลาสติกสังเคราะห์ (Mamtesh et al., 2009) ในกลุ่ม 
PHAs นั้นพบว่าแบคทีเรียส่วนใหญ่สามารถผลิต 
polyhydroxybutyrate P(3HB) ได้ดี  P(3HB)    
จัดเป็นไบโอพลาสติกที่เป็นเทอร์โมพลาสติกสามารถ
น ามาใช้เป็นวัสดุที่ย่อยสลายทางชีวภาพ นอกจากนี้ยังมี
คุณสมบัติพิเศษ คือ biocompatibility ซ่ึงจะไม่สร้าง
สารพิษใดๆ จากการย่อยสลาย นอกจากนี้พบว่า 
P(3HB)    เป็นองค์ประกอบปกติที่พบในเลือดและช้ัน
ผิวเซลล์ของยูคาริโอต (Wiggam et al., 1997)จึงเหมาะ
ส าหรับน ามาใช้ในอุปกรณ์ทางการแพทย์ (Chen et al., 
2005) และบรรจุภัณฑ์อาหาร จากการศึกษาพบว่าเช้ือ

หลายชนิด เช่น Ralstonia, Alcaligenes latus และ 
recombinant E. coli มีความสามารถในการผลิต 
P(3HB)   รวมถึงโคโพลิเมอร์อื่นๆในกลุ่ม PHAs ได้
โดยใช้น้ าตาลต่างๆ เช่น กลูโคส แลคโตส เป็นแหล่ง
คาร์บอน (Shilpi & Ashok, 2005) 

แต่การผลิตเชิงพาณิชย์ของ PHAs ถูกจ ากัด
ด้วยต้นทุนการผลิตสูงเมื่อเทียบกับพลาสติกสังเคราะห์ 
(Okwuobi & Ogunjobi, 2012) เนื่องจากผลกระทบของ
ราคาของแหล่งคาร์บอนที่ใช้ในการผลิต PHAs ซ่ึงมี
ต้นทุนสูง หนึ่งในวิธีการที่ส าคัญในการลดค่าใช้จ่าย คือ 
การใช้ของเหลือทิ้งและผลิตภัณฑ์อื่นที่สร้างขึ้น จาก
อุตสาหกรรมเกษตรเป็นวัสดุส าหรับการเพาะเลี้ยง
จุลินทรีย์ (Choi & Lee, 1999; Wagus et al., 2011)  

ใ น ป ร ะ เ ท ศ ไ ท ย มี ข อ ง เ ห ลื อ ทิ้ ง จ า ก
อุตสาหกรรมเกษตรจ านวนมาก เช่น กากอ้อย โมลาส 
เปลือกผลไม้ ฯลฯ ซ่ึงน่าจะได้มีการศึกษาถึงการ
น าไปใช้เป็นแหล่งคาร์บอนต่อไป งานวิจัยนี้จึงเป็นการ
ทดลองศึกษาเบื้องต้นเพื่อแยกจุลชีพที่มีความสามารถ
ในการสังเคราะห์ P(3HB)   ได้ จากตัวอย่างดินและน้ า
ที่ เ ก็ บ จ ากแหล่ ง ข ย ะ  แหล่ ง ชุ มชนและแหล่ ง
อุตสาหกรรมภายในประเทศไทย โดยเริ่มต้นจากการใช้
น้ าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน 

 
2. วัตถุประสงค์ 

ศึ ก ษ า เ บื้ อ ง ต้ น เ พื่ อ แ ย ก จุ ลิ น ท รี ย์ ที่ มี
ความสามารถในการสังเคราะห์ P(3HB)   ได้โดยการใช้
น้ าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน จากตัวอย่างดินและ
น้ าที่ เ ก็บจากแหล่งขยะ  แหล่ง ชุมชนและแหล่ ง
อุตสาหกรรมภายในประเทศไทย หลังจากแยกได้
จุลินทรีย์ที่มีความสามารถสังเคราะห์ P(3HB) แล้วมี
การคัดกรองสายพันธ์ุที่สังเคราะห์ P(3HB)ได้ปริมาณ
P(3HB) สูงพอที่เหมาะสมจะศึกษาต่อไป 
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3. อุปกรณ์และวิธีการ 
3.1 การเก็บตัวอย่าง ส าหรับตัวอย่างดิน  เลือกเก็บ
บริเวณที่ชุ่มและร่วน โดยขุดลึกลงจากพื้นดินประมาณ 
0.5 – 1.0 ฟุต เพื่อให้ได้ดินที่มีความชุ่มช้ืนและจุลชีพที่
อาศัยในดินไม่ตายจากแสงแดดหรือถูกชะล้างไปจาก
หน้าดิน เก็บให้ได้ปริมาณ 100 กรัม บรรจุในภาชนะ 
ปิดฝาให้เรียบร้อยเก็บที่ 4 องศาเซลเซียสและท าการ
ทดสอบขั้นต่อไปโดยเก็บไว้ไม่เกิน 24 ช่ัวโมง  ส าหรับ
ตัวอย่างน้ า เลือกเก็บบริเวณที่เป็นแหล่งน้ าทิ้งชุมชน 
โดยจ้วงลึกจากผิวน้ าประมาณ 1 ฟุต เก็บให้ได้ปริมาณ 
100 มิลลิลิตร บรรจุในภาชนะปราศจากเช้ือ ปิดฝาให้
เรียบร้อย เก็บที่ 4 องศาเซลเซียส และท าการทดสอบขั้น
ต่อไปโดยเก็บไว้ไม่เกิน 24 ช่ัวโมง สถานที่เก็บตัวอย่าง 
ได้แก่ ดินจากกองขยะ น้ าจากแหล่งชุมชน แหล่ง
โรงงานอุตสาหกรรม จากพื้นที่ในบริ เวณจังหวัด
กรุงเทพมหานครและเขตปริมณฑล เป็นจ านวนทั้งส้ิน 
94 ตัวอย่าง  
 
3.2 การเพาะเลี้ยงจุลชีพ น าตัวอย่างจ านวน 1 กรัม ผสม
กับน้ ากลั่นที่ปราศจากเช้ือ 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน
แล้ว streak บน NA และ MSA ที่มี 1% glucose เป็น
แหล่งคาร์บอนและมแีอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่งไน 

โตรเจน น าไป อบที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ช่ัวโมง แยกโคโลนีเดี่ยวที่มีลักษณะโคโลนีที่แตกต่าง
กัน โดยพิจารณาจาก สี ขนาด ความวาว และอื่นๆ ท า
การ subculture ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดเดิมให้ได้เช้ือ
บริสุทธ์ิ จากนั้น subculture เช้ือบริสุทธ์ิโดยการ streak 
ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดเดิม อบที่ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อตรวจกรองการสร้าง P(3HB)    
ด้วยการย้อมสี Sudan Black B  ต่อไป 
 

3.3 การย้อมสี Sudan Black B  ด้วยวิธีสไลด์ ท าการ
ป้ายเช้ือบริสุทธ์ิลงบนแผ่นแก้วสไลด์ เกลี่ยและทิ้งให้
แห้ง     โดยผ่านความร้อน จากนั้นท าการย้อมด้วยสี 
Sudan Black B  ด้วยวิธีที่ประยุกต์จากวิธีดั้งเดิม 
(Okwuobi และ Ogunjobi, 2012) คือ หยด 0.3%  Sudan 
black B ใน 95% Ethanol (น้ าหนัก/ปริมาตร) ทิ้งไว้ 10 
นาที ล้างออกด้วยน้ าประปาที่ก าลังไหล ย้อมทับด้วย 
0.5% aqueous safranine เป็นเวลา 5 วินาที ล้างออกด้วย
น้ าประปาที่ ก าลั งไหล ปล่อยให้สไลด์แห้ งแล้ว
ตรวจสอบการติดสีด้วยกล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 
1000x อ่านผลบวกเมื่อ granule ภายในเซล ติดสีน้ าเงิน
ด า อ่านผลลบเมื่อเซลติดสีแดงของ safranine 
 
3.4 การจ าแนกชนิดของจุลชีพที่สามารถสร้าง P(3HB)    
ท าโดยการย้อมสีแกรม การย้อมสปอร์ด้วยสี malachite 
green และการทดสอบ mass spectrometry-based 
proteomics ส าหรับการทดสอบ mass spectrometry- 
based proteomics ด าเนินการโดยห้องปฏิบัติการจุล
ชีววิทยา โรงพยาบาลนพรัตน์ราชธานี กรุงเทพ 
 
3.5 การสกัดไบโอโพลิเมอร์จากเซลแห้งของ Bacillus 
sp. 25.1M และ Bacillus sp. 16.2M ด้วยวิธี chloroform  
ท าการเพาะเลี้ยง Bacillus sp. 25.1M และ Bacillus sp. 
16.2M บน MSA ที่มี 1%น้ าตาลกลูโคสผสมอยู่  ที่  30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นขูดเช้ือและ
ล้างเซลหนึ่งครั้งด้วยน้ ากล่ัน โดยการปั่นเหว่ียงที่ 500 g 
เป็นเวลา 30 นาที อบใน      (Memmert) ที่ 105 องศา
เซลเซียส จนมีน้ าหนักคงที่ ช่ังเซลแห้ง 20 มิลลิกรัมใส่
ในหลอดฝาเกลียว เติม           2 มิลลิลิตรและ 
3% H2SO4 (ปริมาตร/ปริมาตร) ใน methanol 2 
มิลลิลิตรที่มี benzoic internal standard ผสมอยู่ 10 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร   ที่ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
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3.5 ช่ัวโมง โดยน าออกมาเขย่าทุกๆ 30 นาที จากนั้นแช่
ในน้ าแข็งให้เย็น เติมน้ ากลั่น 2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน
ด้วย vortex เป็นเวลา 5 นาที ตั้งหลอดทดลองทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้องข้ามคืน ดูดชั้น           ใส่หลอด vial 
ส าหรับการตรวจสอบ GC-MS ต่อไป โดยท าลักษณะ
เดียวกันกับสารมาตรฐาน P(3HB)     
 
3.6 การตรวจยืนยันการสร้าง P(3HB) ด้วย Gas 
Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) น าสาร
สกัด           จากเซลแห้งของ Bacillus sp. 25.1M 
และ Bacillus sp. 16.2M และของสารมาตรฐาน P(3HB)  
จ านวน 1 ไมโครลิตรฉีดเข้าเครื่อง GC-MS (Perkin Elmer 
Clarus 500 GC/MS 17) โดยใช้ capillary column (MS) 
ขนาด 30 เมตร x 0.25 มิลลิเมตร เคลือบด้วย DB-5 ที่มี
ความหนา 0.25 ไมโครเมตร                เป็น 80 องศา
เซลเซียส และเพิ่มเป็น 150 องศาเซลเซียส ด้วยอัตรา 10 
องศาเซลเซียส /นาที อุณหภูมิ injection port เป็น 230 องศา
เซลเซียส ความดันของ carrier gas (helium) คงที่มีอัตรา
การไหล 1 มิลลิลิตร/นาที  

 
4. ผลการวิจัยและข้อวิจารณ์ 
4.1 การคัดกรองจุลชีพที่สามารถสร้าง P(3HB)  ที่เจริญ
บน MSA และ NA ที่มี 1%น้ าตาลกลูโคสผสมอยู่ จาก
ตัวอย่างทั้งส้ินจ านวน 94 ตัวอย่าง โดยจ าแนกเป็น
ตัวอย่างดินจ านวน 76 ตัวอย่าง (80.85%)  โดยแบ่งเป็น
ตัวอย่างดินจากแหล่งชุมชน 66 ตัวอย่างและจาก
โรงงานอุตสาหกรรม 10 ตัวอย่าง ตัวอย่างที่ได้จากน้ า
จ านวน 18 ตัวอย่าง โดยแบ่งเป็นตัวอย่างน้ าจากแหล่ง
ชุมชน 12 ตัวอย่าง และจากโรงงานอุตสาหกรรม 6  
ตัวอย่าง ซ่ึงตัวอย่างทั้งหมดได้ท าการเก็บตัวอย่างจาก
จังหวัดนครนายก 51 ตัวอย่าง (54.26%) จากจังหวัด
กรุงเทพมหานคร 43 ตัวอย่าง (45.75%)    

 จากการตรวจกรองการสร้าง P(3HB) โดยน า
ตัวอย่างมาเพาะเลี้ยงเช้ือบน MSA และ NA และได้ 
จุลินทรีย์ที่บริสุทธ์ิ น าไปตรวจคัดกรองเช้ือที่มีการ
สร้าง P(3HB) โดยการย้อมด้วยสี Sudan Black B ด้วย
วิธีสไลด์ พบว่าจากตัวอย่างทั้งหมด 94 ตัวอย่าง มี
แบคทีเรียที่ให้ผลการตรวจกรองเป็นผลบวก จ านวน
ทั้งส้ิน 71 ไอโซเลต จาก 54 ตัวอย่าง โดยพบเช้ือที่ให้
ผลบวกในอาหารเลี้ยงเช้ือชนิด NA ที่มี 1%น้ าตาล
กลูโคสผสมอยู่  จ านวน 28 ไอโซเลต (39.44% ) และ
ในอาหารเลี้ยงเช้ือชนิด MSA ที่มี 1%น้ าตาลกลูโคส
ผสมอยู่ จ านวน 43 ไอโซเลต (60.56%)  ผู้วิจัยได้คัดเลือก
ไอโซเลต ที่มีศักยภาพในการสร้าง P(3HB) สูง จ านวน 2 
ไอโซเลต ได้แก่ 25.1M และ16.2M ส าหรับการทดลอง
ขั้นต่อไป ตัวอย่างของผลบวกและผลลบในการย้อม
ด้วยสี Sudan black B ดังแสดงในรูปที่ 1 และ 2  
ตามล าดับ 

 
     
 
 
 
 
รูปที่ 1 แสดงภาพการติดสี Sudan black B ของจุลชีพที่แยกได้
และให้ผลบวกโดยพบการติดสีน้ าเงินด าของแกรนูลภายในเซล 
 

 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2 แสดงภาพการติดสี Sudan black B ของE. coli 
                              P(3HB)    จะแสดงเป็นผลลบโดยเซล
ติดสีแดงของ safranine และไม่พบการติดสีน้ าเงินด าของแกรนูล
ภายในเซล  
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4.2 การจ าแนกชนิดของไอโซเลต 25.1M และ16.2M 
ด าเนินการจ าแนกชนิดของไอโซเลต 25.1M และ
16.2M  พบว่าทั้งสองเช้ือให้ผลการย้อมสีแกรมเป็น 
positive bacilli  เมื่อย้อมสปอร์พบว่าเป็น endospore ดัง
แสดงในตารางที่ 1 และเมื่อท าการทดสอบจ าแนกชนิด
ของเช้ือด้วยวิธี mass spectrometry based proteomics 
พบว่าจากข้อมูลเปรียบเทียบที่มีสรุปในเบื้องต้นไดเ้พยีง
ว่าเป็น Genus Bacillus ดังนั้นจึงให้ช่ือเป็น Bacillus sp. 
25.1 M และ Bacillus sp. 16.2 M  
 
ตารางที่ 1 แสดงผลการย้อมสีแกรมและการย้อมสปอร์ของไอโซ
เลต 25.1 M และ 16.2 M 
ไอโซเลต Cell morphology ผลการย้อมสปอร์ 

25.1M Gram positive bacilli endospore 

16.2M Gram positive bacilli endospore 

 
4.3 ผลการตรวจการสร้าง PHB ด้วยวิธี GC-MS เมื่อน า
สารสกัดคลอโรฟอร์มจากเซลแห้งของ Bacillus sp. 25.1 
M และ Bacillus sp. 16.2 M ไปตรวจสอบเปรียบเทียบกับ
สารมาตรฐาน P(3HB)    ด้วยวิธี GC-MS โดยพบ P(3HB) 
peak (นาทีที่ 6) ในสารสกัด           จากเซลแห้งของ 
Bacillus sp. 25.1 M และ Bacillus sp. 16.2 M ตรงกับ 
P(3HB) peak ของสารมาตรฐาน และ benzoic internal 
standard peak ณ ต าแหน่งที่ 8 ดังตารางที่ 2 ตัวอย่างของ 
GC chromatogram ของสารสกัด           จากเซลแห้ง
ของ Bacillus sp. 16.2 M ดังรูป 3 (ก) เมื่อตรวจสอบ mass 
spectrum ของ P(3HB) peak จากสารสกัดchloroform จาก
เซลแห้งของ Bacillus sp. 25.1 M และ Bacillus sp. 16.2 M 
เปรียบเทียบกับ mass spectrum ของสารมาตรฐาน P(3HB) 
พบว่าสอดคล้องกัน ดังแสดงในรูปที่ 3ข, 3ค  และ 3ง 
ตามล าดับ 
 

ตารางที่ 2 แสดงต าแหน่งของ PHA peak และ benzoic acid 
internal standard peak จาก GC chromatogram จากการตรวจ
ยืนยันด้วย GC-MS 
สารสกัด
            

ต าแหน่ง 
PHA peak 
(นาที) 

ต าแหน่ง 
benzoic acid peak

(นาที) 

P(3HB) 
มาตรฐาน    

6.33 8.97 

Bacillus sp. 
25.1 M 

6.26 8.93 

Bacillus sp. 
16.2M 

6.29 8.90 

 

 
 (ก) 

    
(ข) 
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(ค) 

 
(ง) 
รูปที่ 3 แสดงตัวอย่างของ GC chromatogram ของสารสกัด
           จากเซลแห้งของ Bacillus sp. 16.2 M (ก) และ 
mass spectrum ของ PHA peak ของสารสกัด          จาก
เซลแห้งของ Bacillus sp. 25.1 M (ข) Bacillus sp. 16.2 M (ค) 
และสารมาตรฐาน P(3HB) (ง)  

 
5. การอภิปรายผล 
5.1 การศึกษาตรวจกรองจุลชีพที่มีการสร้าง P(3HB)     
จากตัวอย่างดินและน้ าทั้งหมด 94 ตัวอย่างพบ เช้ือ
60.56% ที่ผลบวกเมื่อเพาะบนอาหารเลี้ยงเช้ือชนิด 
MSA ซ่ึงมากกว่าในอาหารเลี้ยงเช้ือชนิด NA (39.44%) 
แสดงว่าสามารถพบแบคทีเรียที่มีการสร้าง PHAs บน
อาหารเลี้ ย ง เ ช้ือทั้ งชนิด  MSA และบน NA  
                      MSA      ถ                    
P(3HB) ได้ดีกว่าซ่ึงสอดคล้องกับจากงานวิจัยของ Lee 
S.Y. (1996) ได้ศึกษาปัจจัยด้านอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีต่อ
การสร้าง PHAs ของเช้ือแบคทีเรีย และได้แบ่ง
แบคทีเรียที่สามารถสร้าง PHAs เป็นสองกลุ่ม คือ กลุ่มที่ 1  

แบคที เ รี ยที่ ใ ช้สารอาหารในปริม าณจ ากัด  คื อ 
ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส   แมกนีเซียมโปแทสเซียม 
ออกซิเจน หรือซัลเฟอร์ แต่ใช้แหล่งคาร์บอนเป็นแหล่ง
อาหารในการสังเคราะห์  PHAs ได้แก่ Ralstonia 
eutrophus, Protomonas extorquens, Pseudomonas 
oleovorans และกลุ่มที่ 2  แบคทีเรียที่ไม่ต้องจ ากัด
ปริมาณสารอาหารในการสังเคราะห์ PHAs และ
สามารถเพิ่มปริมาณพอลิเมอร์ในระหว่างการเติบโต 
ได้แก่ Alcaligenes latus, Azotobacter  vinelandi ที่ผ่าน
การท าให้กลายพันธ์ุ และรีคอมบิแนนต์ของเช้ือ E.coli 
ที่ได้รับยีนจาก Ralstonia eutrophus 
 
5.2 ด้วยข้อจ ากัดของข้อมูลในการจ าแนกสายพันธ์ุด้วย
วิธี mass spectrometry based proteomics ท าให้สามารถ
ระบุได้เพียง genus ของไอโซเลต 25.1M และ16.2M 
ซ่ึงในการศึกษาต่อไปอาจต้องอาศัยเทคนิคอื่นๆ เช่น 
เทคนิค polymerase chain reaction (PCR) ศึกษายีนของ 
16S rDNA โดยการท า DNA sequencing ซ่ึงจะสามารถ
ช่วยในการจ าแนกชนิดเชื้อให้ชัดเจนยิ่งขึ้น  
 
5.3 จากการตรวจยืนยันการสร้างสารกลุ่ม PHAs ของ 
Bacillus sp. 25.1 M และ Bacillus sp. 16.2 M พบว่าจุล
ชีพทั้งสองที่แยกได้นั้นสามารถสร้าง PHB ได้เนื่องจาก
ตรวจพบสารอย่ า งน้ อ ยหนึ่ ง ชนิ ด ในสารสกั ด
คลอโรฟอร์ม ที่ให้ mass spectrum สอดคล้องกับ mass 
spectrum ของสารมาตรฐาน P(3HB) (รูปที่ 3) 

 
6. บทสรุป 
 จากการศึกษาเพื่อแยกจุลินทรีย์จากตัวอย่าง
ดินในประเทศไทยที่สามารถสร้าง P(3HB)    ได้ โดย
การเพาะเลี้ยงเชื้อบน MSA ที่มีน้ าตาลกลูโคสเป็นแหล่ง
คาร์บอนในครั้งนี้ สามารถคัดเลือก Bacillus sp. 25.1M 
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และ Bacillus sp. 16.2M ที่มีศักยภาพสูงเพื่อ
ท าการศึกษาในขั้นต่อไป ซ่ึงจะเป็นการศึกษาเพื่อหา
ภาวะที่เหมาะสมในการผลิต PHB ให้มีปริมาณสูงและ
ศึกษาความสามารถของจุลชีพดังกล่าวในการใช้ของ
เหลือทิ้ งในอุตสาหกรรมเกษตรต่างๆ เป็นแหล่ง
คาร์บอน รวมถึงความสามารถในการผลิตโพลิเมอร์
อื่นๆ ในกลุ่ม PHAs นอกเหนือจาก P(3HB)     
 
7. กิตติกรรมประกาศ 
                ขอขอบคุณห้องปฏิบั ติการจุล ชีว วิทยา 
โรงพยาบาลนพรัตน์ราชธานี ที่เอื้อเฟื้อการตรวจจ าแนก
ชนิดของเช้ือ ขอขอบคุณคุณจิตสุภา ใช้ช้าง คุณชัญญา 
รอดหมาน คุณนุชนาถ เส้งช ูคุณรัชฎาภรณ์ ชาภักดีและ
คุณวรางรัตน์ หมั่นการ ส าหรับการเก็บตัวอย่างและ
ตรวจกรองเชื้อเบื้องต้น 
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