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บทคดัย่อ 
พอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต (polyhydroxyalkanoates, PHAs) เป็นสารกลุ่มพอลิเมอร์ทางชีวภาพท่ีไดรั้บ

ความสนใจเป็นอยา่งมากเน่ืองจากคุณสมบติัในการยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพและมีคุณลกัษณะใกลเ้คียงกบัพลาสติก

สังเคราะห์ท่ีใช้กันในปัจจุบัน จากการคดัเลือกเช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถสังเคราะห์ PHAs เบ้ืองตน้จากนํ้ าท้ิง

โรงงานผลิตแป้งมนัสาํปะหลงัโดยการใชเ้ทคนิคการยอ้มเซลลด์ว้ยสี Sudan Black B (SBB)  พบวา่สามารถคดัเลือก

เช้ือแบคทีเรียไดท้ั้งส้ิน 10 ไอโซเลต และจากการจดัจาํแนกสายพนัธ์ุแบคทีเรียดว้ยการศึกษาลาํดบันิวคลีโอไทด์ของ

ช้ินส่วน 16S rDNA ร่วมกบัการศึกษาความสัมพนัธ์ของลาํดบัวิวฒันาการ พบว่าเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดมี้ความ

หลากหลายและจาํแนกเป็น 3 สกุล ประกอบดว้ย Bacillus, Enterobacter และ Sporosarcina นอกจากน้ียงัพบวา่ผล

การศึกษาเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรียไอโซเลต KR_M9 ท่ีมีความใกล้เคียงกับสายพันธ์ุ 

Sporosarcina luteola ซ่ึงยงัไม่เคยพบรายงานเก่ียวกบัการผลิต PHAs มาก่อน ดงันั้นการศึกษาความสามารถในการ

สังเคราะห์ PHAs ของแบคทีเรียไอโซเลต KR_M9 ทั้งในเชิงปริมาณและเชิงคุณภาพจึงเป็นประเด็นท่ีน่าสนใจใน

การศึกษาต่อไปในอนาคต  

 

คาํสําคญั: พอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต, นํ้ าท้ิงโรงงานผลิตแป้งมนัสาํปะหลงั, Sudan Black B 
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Abstract 

Nowadays, Polyhydroxyalkanoates (PHAs) the group of biopolymer has been intensively interested since they 

possess biodegradable efficiency as well as highly similar characteristic to petrochemical plastic. In this study, ten 

PHAs producing bacteria were screened from cassava starch wastewater using Sudan black B (SBB) dying 

technique. Only 10 isolates were subsequently identified through the 16S rDNA sequencing analysis followed by 

phylogenetic relationship evaluation. The results revealed that they were successfully located into three bacterial 

genera including Bacillus, Enterobacter, and Sporosarcina. Interestingly, the molecular identification profile of 

KR_M9 was typically related to the strain Sporosarcina luteola, which has not been reported concerning to PHAs 

accumulation. Hence, it could be classified as the novel PHAs producing bacteria with attention to the further 

quanlitative and quantitative analysis of PHAs production.   

 

Keywords: polyhydroxyalkanoates, cassava starch wastewater, Sudan Black B 

 

บทนํา 

 พอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต (polyhydroxyalkanoates, PHAs) เป็นสารประเภทพอลิเอสเทอร์ทางชีวภาพท่ี

สังเคราะห์และสะสมภายในเซลลส่ิ์งมีชีวิตหลายชนิด ทาํหนา้ท่ีเป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลงังานสาํหรับการ

เจริญในสภาวะจาํกดัสารอาหาร (Madison & Huisman, 1999; Shang et al., 2003) ส่วนใหญ่พบมากในรูปของเม็ด

แกรนูล (PHA granule) สะสมภายในเซลลแ์บคทีเรียหลายชนิด เช่น Cupriavidus necator (Verlinden et al., 2011), 

Alcaligenes latus (Wang et al., 2013) และ Pseudomonas oleovorans (Ashby et al., 2002) โดยทัว่ไป PHAs 

สามารถจดัจาํแนกเป็น 3 กลุ่มข้ึนอยูก่บัความยาวของมอนอเมอร์ท่ีเป็นองคป์ระกอบ ดงัเช่น กลุ่มแรก short chain 

length PHAs (scl-PHAs) ประกอบดว้ย PHAs ท่ีมีความยาว C3-C5 กลุ่มท่ีสอง คือ medium chain length PHAs 

(mcl-PHAs) ประกอบดว้ยคาร์บอนตั้งแต่ C6-C16 และกลุ่มสุดทา้ย ไดแ้ก่ long chain length PHAs (lcl-PHAs) เป็น

กลุ่มของ PHA ท่ีมีความยาวของมอนอเมอร์มากกวา่ 16 คาร์บอนอะตอม ซ่ึงความแตกต่างของจาํนวนคาร์บอนใน

โครงสร้างเกิดจากสารตั้งตน้รวมทั้งชนิดของจุลินทรียท่ี์สงัเคราะห์ PHAs (Anderson & Dawes, 1990; Rehm, 2007) 

ปัจจุบนั PHAs เป็นผลิตภณัฑ์ทางชีวภาพท่ีไดรั้บความสนใจเป็นอย่างมาก เน่ืองจากสามารถใชท้ดแทน

พลาสติกสังเคราะห์โดยเฉพาะในงานเก่ียวกบับรรจุภณัฑ์และวสัดุชีวภาพอ่ืนๆ (Khanna & Srivastava, 2005; 

Chanprateep, 2010) นอกจากคุณสมบติัท่ีใกลเ้คียงกบัพลาสติกสังเคราะห์ทางปิโตรเคมีแลว้นั้น ส่ิงสาํคญัท่ีทาํให ้

PHAs ไดรั้บความสนใจเป็นอย่างมากไดแ้ก่ คุณสมบติัในการย่อยสลายไดท้างชีวภาพ รวมทั้งศกัยภาพของการใช ้

วสัดุเหลือท้ิงหลายชนิดในการผลิต    PHAs   ได ้   เช่น    การผลิต    PHAs    จากกลีเซอรอลซ่ึงเป็นของเหลือท้ิงจาก 
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กระบวนการผลิตไบโอดีเซล (Moita et al., 2014)  ทั้งน้ีคุณลกัษณะของ  PHAs  ท่ีผลิตข้ึนและการนาํไปประยกุตใ์ช้

ข้ึนอยู่กับชนิดของมอนอเมอร์ท่ี เ ป็นองค์ประกอบ เ ช่น ในอดีตการสังเคราะห์พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต 

(polyhydroxybutyrate, PHB) ในรูปของ P(3HB) ไม่นิยมนาํไปใชใ้นการผลิตผลิตภณัฑ์ในระดบัอุตสาหกรรม

เน่ืองจากความสามารถในการทนต่ออุณหภูมิไดต้ ํ่าและเปราะแตกง่าย (Lee, 1996) แต่ในปัจจุบันการพฒันา

กระบวนการสังเคราะห์ PHB ให้อยูใ่นรูปของ P(4HB) ทาํให้สามารถใชป้ระโยชน์ PHB ในงานทางการแพทยไ์ด ้เช่น 

การผลิตล้ินหวัใจเทียม (Dohmen & Konertz, 2009)  

เน่ืองดว้ยสภาวการณ์ปัจจุบนั ปัญหาการขาดแคลนทรัพยากรรวมทั้งการสะสมขยะพลาสติกท่ีสังเคราะห์

ดว้ยปิโตรเคมีทวีความรุนแรงมากข้ึน การศึกษาความหลากหลายของสายพนัธ์ุจุลินทรียท่ี์สามารถผลิตพลาสติก

ชีวภาพจึงเป็นทางเลือกท่ีน่าสนใจ โดยงานวิจยัน้ีไดค้ดัแยกเช้ือแบคทีเรียท่ีคาดวา่สามารถผลิต PHAs จากนํ้ าท้ิง

โรงงานผลิตแป้งมนัสาํปะหลงัเพ่ือศึกษาความหลากหลายของสายพนัธ์ุแบคทีเรีย 

  

วสัดุอุปกรณ์และวธีิการทดลอง  

1. การคดัแยกเช้ือแบคทเีรียจากนํา้ทิง้โรงงานผลติแป้งมนัสําปะหลงั 

เก็บตวัอย่างนํ้ าท้ิงจากโรงงานผลิตแป้งมันสําปะหลังในพ้ืนท่ีจังหวดัระยอง เพ่ือศึกษาเช้ือแบคทีเรีย           

ท่ีสามารถผลิต PHA ได ้โดยการทาํการจือจางตวัอยา่งเป็นลาํดบัส่วน (serial dilution) ในอาหารเล้ียงเช้ือ mineral salt 

medium [MSM; ประกอบดว้ย (กรัมต่อลิตร): Na2HPO4•7H2O 6.7; NaCl 10; KH2PO4 1.5; NH4Cl 0.1; 

MgSO4•7H2O 0.2; CaCl2 0.01 และ ferrous ammonium citrate 0.06] และ trace elements 1 มิลลิลิตร [ประกอบดว้ย 

(กรัมต่อลิตร): ZnSO4•7H2O 0.13; FeSO4•7H2O 0.02; (NH4)6MO7O24•4H2O 0.06 และ H3BO3 0.06] จากนั้นถ่ายนํ้ า

ตวัอยา่งแต่ละความเขม้ขน้ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพาะเล้ียงบนอาหาร MSM agar ท่ีเติมนํ้ าตาลกลูโคส 5 กรัมต่อลิตร 

ดว้ยวิธีการเกล่ียเช้ือ (spread plate technique) แลว้จึงนาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48-72 ชัว่โมง 

(หรือจนกระทัง่สงัเกตเห็นโคโลนีของแบคทีเรียบนอาหารเล้ียงเช้ือ)  (ปรับปรุงจาก Berlanga et al., 2006) คดัเลือก

โคโลนีแบคทีเรียมาเพาะเล้ียงจนไดเ้ช้ือบริสุทธ์ิเพ่ือศึกษาความสามารถในการสะสม PHA ในลาํดบัต่อไป 

2. การศึกษาการสะสม PHA เบือ้งต้นของเช้ือแบคทเีรียทีแ่ยกได้ 

การศึกษาความสามารถในการสร้าง PHA ของเช้ือแบคทีเรียท่ีคัดแยกจากโรงงานผลิตแป้งมัน

สาํปะหลงัดว้ยการใชเ้ทคนิคการยอ้มสีเซลลด์ว้ย Sudan Black B (SBB) ทาํโดยการเตรียมสารละลาย Sudan Black B 

(Sigma, St. Louis, MO) เขม้ขน้ 3% w/v ในสารละลายเอทานอล 70% สาํหรับยอ้มสีเซลลแ์บคทีเรียเป็นเวลา 10 นาที 

จากนั้นลา้งสีส่วนเกินออกดว้ย xylene (Sigma, St. Louis, MO) แลว้จึงยอ้มเซลลอี์กคร้ังดว้ย safranin O (Sigma,       

St. Louis, MO) เขม้ขน้ 5% w/v เป็นเวลา 10 นาที ลา้งดว้ยนํ้ าสะอาดแลว้ศึกษาความสามารถในการสะสม PHAs 

ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์(Olympus CX23, Japan)   โดยพบวา่ไอโซเลตท่ีคาดวา่สามารถผลิต  PHAs  ไดจ้ะสงัเกตเห็น 
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การติดสีของ PHA granule ภายในเซลล ์(ปรับปรุงจาก Wei et al., 2011) เก็บรักษาแบคทีเรียไอโซเลตท่ียอ้มติดสี 

SBB ในอาหารวุน้เอียง ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเพ่ือรอการศึกษาในลาํดบัต่อไป  

3. การวเิคราะห์ลาํดบันิวคลโีอไทด์ของช้ินส่วน 16S rDNA  

ศึกษาขอ้มูลนิวคลีโอไทด์ของช้ินส่วน 16S rDNA  โดยการเพาะเล้ียงแบคทีเรียไอโซเลตท่ีคาดว่า

สามารถสะสม PHAs ในอาหารเหลว MSM บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าท่ี 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา          

48 ชัว่โมง แลว้จึงเก็บเซลลเ์พ่ือนาํมาสกดั DNA ดว้ยชุดสกดัทางการคา้ (Geneaid, Taiwan) จากนั้นเพ่ิมปริมาณ

ช้ินส่วน 16S rDNA ดว้ย ดว้ยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) โดยใชไ้พรเมอร์ 27F: 5' AGAGTTTGA 

TCMTGGCTCAG 3' และ 1492R: 5' TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3' (Lane, 1991) และ Taq DNA 

polymerase (Invitrogen, USA) แลว้ส่งตวัอยา่งดีเอน็เอไปวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด ์(Macrogen Inc, Korea) 

4. การบ่งช้ีสายพนัธ์ุแบคทเีรียด้วยและการศึกษาความสัมพนัธ์ของลาํดบัววิฒันาการ 

เปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด์ของช้ินส่วน 16S rDNA ของแบคทีเรียทั้ง 10 ไอโซเลตกบัฐานขอ้มูล 

GenBank (national center for biotechnology information server, NCBI) โดยใชโ้ปรแกรม BLASTn algorithm เพ่ือ

บ่งช้ีสายพนัธ์ุแบคทีเรีย จากนั้นศึกษาความสัมพนัธ์ของลาํดบัวิวฒันาการของแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดโ้ดยการสร้าง

แผนภูมิลาํดบัวิวฒันาการ (phylogenetic tree) ดว้ยโปรแกรม PHYLIP (version 3.695) และโปรแกรมการสร้าง

แผนภูมิลาํดบัววิฒันาการ TREEVIEW (version 0.5.0) 

  

ผลการทดลอง  

1. การคดัแยกเช้ือแบคทเีรียทีส่ามารถผลติ PHAs เบือ้งต้นจากนํา้ทิง้โรงงานแป้งมนัสําปะหลงั 

การคดัแยกแบคทีเรียท่ีสามารถสะสม PHAs จากนํ้ าท้ิงโรงงานผลิตแป้งมนัสาํปะหลงัในจงัหวดัระยอง 

ดว้ยการคดัแยกในอาหารเล้ียงเช้ือ MSM และการยอ้มเซลลด์ว้ยสี Sudan Black B พบวา่สามารถแยกเช้ือแบคทีเรียได้

จาํนวนทั้งส้ิน 10 ไอโซเลตท่ีสะสม PHA ภายในเซลลโ์ดยสงัเกตจากการติดสียอ้ม SBB ไดแ้ก่ ไอโซเลต KR_M4, 

KR_M5, KR_M6, KR_M8, KR_M9, KR_M10, KR_P1, KR_P5, KR_P7 และ KR_P10  ลกัษณะเซลลแ์บคทีเรียท่ี

ติดสียอ้ม SBB แสดงตวัอยา่งในรูปท่ี 1 

2. การจดัจาํแนกสายพนัธ์ุแบคทเีรียและศึกษาความสัมพนัธ์ของลาํดบัววิฒันาการ 

การศึกษาขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทด์ของช้ินส่วน 16S rDNA ของแบคทีเรียท่ีสามารถสะสม PHAs 

ภายในเซลลจ์าํนวน 10 ไอโซเลต สามารถจดัจาํแนกไดเ้ป็น 3 สกุล ไดแ้ก่ Bacillus, Enterobacter และ Sporosarcina 

ผลการจดัจาํแนกแสดงในตารางท่ี 1 โดยผลจากการเปรียบเทียบสายพนัธ์ุแบคทีเรียพบวา่ไอโซเลต KR_M9 ท่ีมี

ความใกลเ้คียงกบัแบคทีเรียสายพนัธ์ุ Sporosarcina luteola เป็นไอโซเลตท่ีน่าสนใจศึกษาเก่ียวกบัการผลิต PHAs 

เป็นอยา่งมาก เน่ืองจากยงัไม่พบรายงานเก่ียวกบัการผลิต PHAs มาก่อน นอกจากน้ีผลการเปรียบเทียบสายพนัธ์ุของ

ไอโซเลต  KR_M8  และ  KR_M6  พบวา่มีความใกลเ้คียงกบัสายพนัธ์ุ   Enterobacter  aerogenes  และ   E.  cloacae  
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ตามลาํดบั ซ่ึงแบคทีเรียทั้งสองสายพนัธ์ุมีรายงานเก่ียวกบัการผลิต PHAs แต่ยงัพบไม่มากนกั ในขณะท่ีแบคทีเรียท่ี

แยกไดใ้นคร้ังน้ีส่วนใหญ่จดัอยูใ่นสกลุ Bacillus ประกอบดว้ยไอโซเลต KR_M5, KR_P5 และ KR_P7 ใกลเ้คียงกบั

สายพนัธ์ุ Bacillus sp. ในขณะท่ีไอโซเลต KR_M4, KR_M10, KR_P1 และ KR_P10 แสดงความสัมพนัธ์ใกลเ้คียง

กบัแบคทีเรียสายพนัธ์ุ Bacillus megaterium ซ่ึงจดัเป็นกลุ่มของแบคทีเรียท่ีมีรายงานเก่ียวกบัการผลิต PHAs (López  

et al., 2012) 

เม่ือศึกษาความสัมพนัธ์ของลาํดับวิวฒันาการของแบคทีเรียท่ีแยกได้ทั้ ง 10 ไอโซเลต โดยการสร้าง

แผนภูมิลาํดบัวิวฒันาการ (phylogenetic tree) (รูปท่ี 2) ในการอธิบายความสัมพนัธ์ของกลุ่มแบคทีเรียท่ีสังเคราะห์ 

PHAs ท่ีแยกจากโรงงานผลิตแป้งมนัสาํปะหลงั กลุ่มของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ะมีความใกลเ้คียงกนัในระดบัสกุล 

โดยเฉพาะอยา่งยิง่ไอโซเลตท่ีจดัอยูใ่นสกลุ Bacillus และจะเห็นความห่างของลาํดบัวิวฒันาการมากข้ึนในสกุลของ

แบคทีเรียท่ีต่าง ๆ กนั ซ่ึงในแผนภูมิแสดงลาํดบัวิวฒันาการจะเห็นความสัมพนัธ์เป็น 3 กลุ่มใหญ่ ไดแ้ก่ Bacillus, 

Enterobacter และ Sporosarcina ตามลาํดบั 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่1. เซลลแ์บคทีเรียไอโซเลต KR_P1 ท่ียอ้มติดสี SBB เม่ือศึกษาภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ท่ีกาํลงัขยาย 1000 เท่า 

 

วจิารณ์และสรุปผลการทดลอง  

 การคดัแยกแบคทีเรียจากนํ้ าท้ิงโรงงานอุตสาหกรรมผลิตแป้งมนัสาํปะหลงัเพ่ือหาเช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถ

ผลิต PHAs ในการศึกษาคร้ังน้ีไดเ้ลือกใชว้ิธีการยอ้มเซลลด์ว้ยสี Sudan Black B พบวา่สามารถคดัแยกเช้ือไดท้ั้งส้ิน

จาํนวน 10 ไอโซเลต และเม่ือเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด์พบวา่แบคทีเรียท่ีแยกไดส้ามารถจดัจาํแนกได ้3 สกุล 

โดยส่วนมากจดัอยูใ่นกลุ่มของ Bacillus ตามดว้ย Enterobacter และ Sporosarcina ตามลาํดบั เป็นท่ีน่าสนใจเป็น

อยา่งยิ่งเก่ียวกบัผลการเปรียบเทียบสายพนัธ์ุของไอโซเลต KR_M9 ท่ีใกลเ้คียงกบัสายพนัธ์ุ Sporosarcina luteola  

เน่ืองจากยงัไม่พบรายงานเก่ียวกบัการสงัเคราะห์  PHAs  มาก่อน   และยงัเป็นแบคทีเรียสายพนัธ์ุใหม่ท่ีเพ่ิงมีรายงาน 
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เป็นคร้ังแรกโดย Tominaga et al. (2009) นอกจากน้ียงัพบวา่แบคทีเรียท่ีคดัแยกไดใ้นคร้ังน้ีส่วนใหญ่เป็นสายพนัธ์ุท่ี

มีรายงานประสิทธิภาพในการผลิต PHAs ดงัเช่น แบคทีเรียสายพนัธ์ุ Enterobacter cloacae ซ่ึงแยกไดจ้ากดินบริเวณ

รากถัว่ลิสง สามารถสะสม PHAs ไดสู้งถึง 94% ของนํ้ าหนกัเซลลแ์ห้ง (Samrot et al., 2011) ในขณะท่ีแบคทีเรียท่ี

แยกไดใ้นคร้ังน้ีส่วนใหญ่จดัอยูใ่นสกุล Bacillus ไดแ้ก่ Bacillus sp. และ Bacillus megaterium ซ่ึงพบมีรายงานวิจยั

เป็นจาํนวนมากเก่ียวกบัการศึกษาการผลิต PHAs จากแบคทีเรียในสกลุน้ี (Wu et al., 2001; Ali & Jamil, 2016; Bikar 

et al., 2017)  

 

ตารางที ่1. การบ่งช้ีสายพนัธ์ุแบคทีเรียดว้ยลาํดบันิวคลีโอไทดข์องช้ินส่วน 16S rDNA 
 

ลาํดบัที ่ ไอโซเลต สายพนัธ์ุแบคทเีรีย เปอร์เซ็นต์ความเหมอืน (% identity) 

1 KR_P1 Bacillus megaterium 99 

2 KR_P5 Bacillus sp. 99 

3 KR_P7 Bacillus  sp. 100 

4 KR_P10 Bacillus megaterium 99 

5 KR_M4 Bacillus megaterium 99 

6 KR_M5 Bacillus  sp. 100 

7 KR_M6 Enterobacter cloacae 99 

8 KR_M8 Enterobacter aerogenes 99 

9 KR_M9 Sporosarcina luteola 99 

10 KR_M10 Bacillus megaterium 100 

 

จากผลการศึกษาในคร้ังน้ีสามารถสรุปไดว้า่การแยกเช้ือแบคทีเรียสายพนัธ์ุใหม่ ๆ ท่ีสามารถผลิต PHAs 

ไดย้งัคงมีความจาํเป็นเพ่ือหาแหล่งผลิต PHAs ใหมี้ความหลากหลายและตอบสนองต่อความตอ้งการในปัจจุบนั แต่

อย่างไรก็ตามผลจากการศึกษาในคร้ังน้ีสามารถแยกเช้ือแบคทีเรียท่ีคาดว่ามีความสามารถในการผลิต PHAs          

สายพนัธ์ุท่ียงัไม่พบการรายงานเก่ียวกบัการผลิต PHAs มาก่อน ดงัเช่น สายพนัธ์ุ Sporosarcina luteola แต่อยา่งไรก็

ตามการศึกษาประสิทธิภาพในการผลิต PHAs ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุดงักล่าวทั้งในเชิงปริมาณและเชิงคุณภาพยงัคง

เป็นประเด็นท่ีน่าสนใจ เพ่ือประโยชน์ในการประยกุตใ์นระดบัอุตสาหกรรมต่อไปในอนาคต 
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รูปที ่2. แผนภูมิลาํดบัววิฒันาการของแบคทีเรียท่ีสามารถผลิต PHAs ได ้จาํนวน 10 ไอโซเลต     
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