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Abstract 
 

The objective of the special project is to screen and identify bacteria that 
produce polyhydroxybutyrate (PHB) from various natural samples such as cultivation 
soil, canal water, mangrove soil, and rotted wood. In this project, the bacteria were 
isolated using Sudan Black B staining and further confirmed using Nile Blue A staining. 
A total of 102 bacterial isolates were identified, and out of these, 27 isolates were 
stained with Sudan Black B after Nile Blue A confirmation. Among these stained 
isolates, the most fluorescent ones were CW12, MS4, RW7, and RW13. Further 
investigation was conducted on these four isolates to study bacterial growth and PHB 
production. The results showed that CW12 had the highest number of PHB-producing 
bacteria. The isolate CW12 exhibited a dry cell weight of 0.26 g/l and a PHB content 
of 0.61 g/l, equivalent to 43.17% PHB content. To determine the nature of the PHB 
produced by CW12, a comparison was made with standard PHB using the FT-IR 
method. The analysis confirmed that the polymer produced by CW12 was indeed PHB. 
In addition, morphological characterization using Gram staining revealed that the CW12 
isolate belongs to the group of Gram-negative bacteria. 
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บทที่ 1 
บทนำ 

 
1.1 ความเป*นมาและความสำคัญของป6ญหา 

ปúจจุบันขยะพลาสติกเปtนปúญหาที่หลายประเทศทั่วโลกกำลังเผชิญอยูiโดยเฉพาะประเทศไทย
ในปw 2565 มีการสรrางขยะพลาสติกตiอประชากรสูงเปtนอันดับที่ 5 ของโลก โดยมีปริมาณขยะพลาสติก 
4,796,494 ตัน/ปw  (หรือราว 69.54 กิโลกรัม/ปw/คน) และมีสัดสiวนขยะพลาสติกในขยะทั่วไปมากเปtน
อันดับที่ 3 ของโลก ปริมาณพลาสติกในประเทศไทย แบiงเปtนประเภทถุงพลาสติก 1.11 ลrานตัน ขวด
พลาสติก 0.40 ลrานตัน แกrว กลiอง และถาดพลาสติก 0.23 ลrานตัน โดยสiวนใหญiจะถูกทิ้งเปtนขยะมูล
ฝอยในปริมาณและสัดสiวนที่เพิ่มขึ้นอยiางตiอเนื่อง เพราะขยะพลาสติกมีความคงทน และสามารถทน
ตiอแรงอัดไดrสูง จึงใชrพื้นที่ในการฝúงกลบมากกวiาขยะประเภทอื่น อีกทั้งยังใชrเวลาในการยiอยสลายนับ
รrอยปw ทำใหrตrองสิ้นเปลืองงบประมาณและพื้นที่ฝúงกลบ (สำนักงานนโยบายและแผน
ทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดลrอม, 2565) ดrวยเหตุนี้นักวิทยาศาสตร^จึงไดrศึกษาคrนควrา และผลิต
พลาสติกชีวภาพขึ้นมาทดแทนเพื่อชiวยลดปúญหามลพิษในสิ่งแวดลrอม (สถาบันสiงเสริมการสอน
วิทยาศาสตร^และเทคโนโลยี, 2553) เนื่องจากพลาสติกชีวภาพยiอยสลายไดrงiายกวiาเมื่อเทียบกับ
พลาสติกสังเคราะห^ ซึ่งพลาสติกชีวภาพมีกลไกการยiอยสลายดrวยเอนไซม^และแบคทีเรียในธรรมชาติ
เมื่อยiอยสลายแลrวจะไดrน้ำ มวลชีวภาพ กßาซมีเทน และกßาซคาร^บอนไดออกไซด^ ซึ่งจำเปtนตiอการ
เจริญเติบโตของพืช และไมiกiอใหrเกิดผลเสียเหมือนพลาสติกทั่วไป เพราะพลาสติกชีวภาพมี
กระบวนการยiอยสลายที่เปtนมิตรกับสิ่งแวดลrอมมากกวiา (Srisawat Inter Color, 2021) จึงไดrรับ
ความสนใจในปúจจุบันทั้งในงานวิจัย ในทางการแพทย^ และเกษตรกรรม  เชiน พอลิแลคติกแอสิด 
(Polylactic acid ; PLA), พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoates ; PHAs) และพอ
ลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (Polyhydroxybutyrate ; PHB) ซึ่งเปtนสiวนหนึ่งของพลาสติกชีวภาพในตระกูล 
PHAs แตiเนื่องจากพลาสติกชีวภาพยังมีตrนทุนที่สูงอยูiจึงไมiคiอยเปtนที่นิยม แตiอยiางไรก็ตาม ปúญหา
พลาสติกสังเคราะห^ที่มีเพิ่มมากขึ้นเรื่อยๆ และยากตiอการกำจัดเพราะจุลินทรีย^ในธรรมชาติยiอยสลาย
ไดrยาก และกiอใหrเกิดปúญหามลพิษตามมามากมาย จึงทำใหrพลาสติกชีวภาพหรือพลาสติกที่ยiอยสลาย
ไดrโดยจุลินทรีย^เขrามามีบทบาทมากขึ้นเพื่อที่จะทดแทนการใชrพลาสติกสังเคราะห^ (สมคิด และคณะ, 
2553) 

ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงทำการศึกษาการคัดแยกและระบุหาเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตพลาสติก
ชีวภาพประเภทพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต โดยงานวิจัยนี้ไดrเลือกแหลiงธรรมชาติในการคัดแยกแบคทีเรีย 
ไดrแกi ดินจากแหลiงเพาะปลูก ดินจากปzายชายเลน น้ำจากคลอง และไมrผุ เพราะพื้นที่เหลiานี้อุดมไป
ดrวยแรiธาตุและสารอาหารที่จำเปtนสำหรับแบคทีเรีย เพื่อเปtนอีกทางเลือกหนึ่งในการชiวยสiงเสริม เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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การผลิตพลาสติกชีวภาพ ใหrสามารถนำไปประยุกต^ใชrในดrานตiางๆ เชiน การผลิตพลาสติกชีวภาพใน
ระดับอุตสาหกรรมอีกดrวย 

 
1.2 วัตถุประสงค=ของงานวิจัย 

1) เพื่อหาเชื้อที่สามารถผลิตพลาสติกชีวภาพประเภท Polyhydroxybutyrate (PHB) ไดr 
2) เพื่อสามารถจำแนกและระบุเชื้อที่ผลิตพลาสติกชีวภาพประเภท Polyhydroxybutyrate 
(PHB) ไดr 

 
1.3 ขอบเขตงานวิจัย 

1) คัดแยกแบคทีเรียจากแหลiงธรรมชาติ ที่คาดวiาจะพบแบคทีเรีย  4 แหลiง 
2) คัดแยกแบคทีเรียทั้งหมด 20 ตัว จากแหลiงธรรมชาติ ที่คาดวiาจะพบแบคทีเรีย 4 แหลiง 
3) ระบุเชื้อที่สามารถผลิตพีเอชบี ไดrดีที่สุด 1 ตัว 
 

1.4 ประโยชน=ที่คาดวJาจะไดLรับ 
 1) ไดrแบคทีเรียที่สามารถผลิตพลาสติกชีวภาพประเภทพีเอชบี อยiางนrอย 1 ตัว 
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บทที่ 2 
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวขlอง 

 
2.1 พลาสติกชีวภาพ (Bioplastics) 
 พลาสติกชีวภาพ หมายถึง พลาสติกที่ผลิตจากวัตถุดิบทางการเกษตรหรือจากธรรมชาติ 
สามารถปลูกหมุนเวียนและทดแทนกันไดrโดยใชrระยะเวลาอันสั้น เชiน ขrาวโพด อrอย มันสำปะหลัง โดย
มีคุณสมบัติทั้งสามารถยiอยสลายตัวไดrและยiอยสลายตัวไมiไดrทางชีวภาพ (บริษัทไบโออีโค, 2564) โดย
ความสามารถในการสลายตัวทางชีวภาพที่เกิดจากกระบวนการทางเคมี ซึ่งอาจเปtนจุลินทรีย^หรือทาง
ชีวภาพอื่น ๆ ที่เปลี่ยนรูปแบบของวัสดุประเภทหนึ่งไปเปtนสารอินทรีย^ เชiน น้ำ หรือ 
คาร^บอนไดออกไซด^ และการยiอยสลายทางชีวภาพนี้จะมีตัวแปรอื่นเขrามาเกี่ยวขrอง เชiน อุณหภูมิ 
ความดัน ความเปtนกรด-ดiาง เปtนตrน (ภิเษก, 2563) ปúจจุบันมีการใชrศัพท^ที่เกี่ยวขrอง 2 คำ คือ 
พลาสติกยiอยสลายไดrทางชีวภาพ (biodegradable plastics) หมายถึง การที่พลาสติกแตกออกโดย
กิจกรรมของจุลินทรีย^หรือสิ่งมีชีวิต ตrองอยูiในสภาวะที่เหมาะสมจึงจะเกิดการยiอยไดrอยiางสมบูรณ^ 
และพลาสติกสลายตัวไดrทางชีวภาพ (compostable plastics) หมายถึง พลาสติกที่สามารถสลายตัว
ไดrเปtนแรiธาตุและสารประกอบในธรรมชาติ เชiน คาร^บอนไดออกไซด^ น้ำ รวมถึงชีวมวล โดยพลาสติก
ชนิดนี้สามารถสลายตัวทางชีวภาพในสภาวะควบคุมที่เหมาะสมในการหมักปุ£ยระดับอุตสาหกรรมหรือ
เครื่องหมักปุ£ยจากเศษอินทรีย^ (สถาบันวิจัยสภาวะแวดลrอม, 2562)  

 
รูปที่ 2.1 การสลายตัวกลายเปtนปุ£ยของพลาสติกสลายตัวไดrทางชีวภาพ (compostable 

plastics)  
ที่มา : สถาบันวิจัยสภาวะแวดลrอม (2562) 

โดยพลาสติกชีวภาพยังสามารถแบiงออกเปtน 2 ประเภทใหญi ๆ คือ 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.1.1 พลาสติกสลายตัวได%ทางชีวภาพ (compostable plastics)  
เปtนพลาสติกที่อาจผลิตจากวัตถุดิบชีวมวล หรือป™โตรเคมีก็ไดr เชiน พอลิแล็กติกแอ

ซิด (Polylactic Acid, PLA) พอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอตส^ (Polyhydroxyalkanoates, 
PHAs) พอลิบิวทิลีนซักซิเนต (Polybutylene Succinate, PBS) พลาสติกกลุiมนี้ เมื่อผiาน
กระบวนการหมักทางชีวภาพจะยiอยสลายจนไมiหลงเหลือสิ่งที่มองเห็นไดrดrวยตาเปลiา สิ่ง
แปลกปลอมหรือสารพิษ (สถาบันพลาสติก, 2556) 

2.1.2 พลาสติกที่ผลิตจากชีวมวล (biobased-plastics)  
เปtนพลาสติกที่ผลิตจากวัตถุดิบทางการเกษตร เชiน น้ำตาล แป´ง น้ำมัน หรือ

เซลลูโลสที่ไดrจากพืช ซึ่งเปtนทรัพยากรที่ใชrแลrวไมiหมดไป สามารถปลูกขึ้นมาทดแทนใหมiไดr 
(renewable resources) ตัวอยiางพลาสติกชีวภาพกลุiมนี้ เชiน โพลีเอสเทอร^ที่ใชrวัตถุดิบจาก
โพรเพนไดออลจากพืช (bio-propanediol, bio-PDO) พอลิเอธิลีน (bio-polyethylene, 
bio-PE) พีวิซี (bio-polyvinylchloride, bio-PVC) และเพท (bio-PET) เปtนตrน (สถาบัน
พลาสติก, 2556) 
 

2.2 อุตสาหกรรมพลาสติกชีวภาพ 
 พลาสติกซีวภาพในตลาดโลกมีการเติบโตอยiางรวดเร็วในระหวiางปw 2003-2007 

ประมาณปwละ 38% การผลิตพลาสติกชีวภาพทั่วโลกมีเพียงประมาณ 1 ลrานตันตiอปwเทiานั้น สiวนใหญi
อยูiในทวีปอเมริกาประมาณ 46%, เอเชีย 35%, และยุโรป 19% ซึ่งสัดสiวนของพลาสติกชีวภาพเมื่อ
เทียบกับพลาสติกทั่วไป มีเพียง 1% และเพิ่มเปtน 2-3% ในปw 2020 จากปริมาณการใชrพลาสติก
ชีวภาพจากทั่วโลก มากกวiา 300 ลrานตัน มูลคiาของ Green chemicals อยiางไรก็ตามเนื่องจาก
พลาสติกชีวภาพนั้นมีราคาสูงกวiาพลาสติกทั่วไป จึงทำใหrการใชrพลาสติกชีวภาพเปtนเพียงทางเลือก
หนึ่งของผูrบริโภคเทiานั้น และเติบโตในตลาดที่มีความเฉพาะเจาะจง โดยพลาสติกชีวภาพตอบสนอง
ความตrองการในอุตสาหกรรมบรรจุภัณฑ^มากที่สุด รองลงมาเปtนอุตสาหกรรมเสrนใย และในอนาคต
คาดวiาพลาสติกชีวภาพจะมีการเติบโตมากขึ้น โดยเฉพาะอุตสาหกรรมอาหาร และนวัตกรรมใหมi ๆ  ใน
ดrานการแพทย^ เปtนตrน พลาสติกชีวภาพถือเปtนพลาสติกทางเลือกชนิดหนึ่ง ทีมีคุณสมบัติทั้งเหมือน
และแตกตiางไปจากพลาสติกทั่วไป ขึ้นกับวiาเปtนพลาสติกประเภทอะไรและจะนำไปใชrงานอยiางไร 
โดยพลาสติกชีวภาพเปtนอุตสาหกรรมหนึ่งซึ่งนับไดrวiาเปtนอุตสาหกรรมใหมi และเปtนแนวโนrมของโลก
ที่มีการเริ่มวิจัยและผลิตเปtนการคrาในทวีปอเมริกา และมีการใชrในกลุiมประเทศยุโรป สำหรับประเทศ
ในเอเชียที่ไดrริเริ่มพัฒนาผลิตภัณฑ^พลาสติกชีวภาพ ไดrแกi ประเทศญี่ปุzน เปtนตrน ซึ่งสำหรับประเทศ
ไทยนั้นมีอุตสาหกรรมพลาสติก รวมทั้งบุคลากรดrานการวิจัยและพัฒนา ที่มีศักยภาพในการสรrาง
เทคโนโลยี หรือสามารถรองรับการถiายทอดเทคโนโลยีจากตiางประเทศ ประกอบกับการที่ประเทศไทย
เปtนประเทศเกษตรกรรม หากมีอุตสาหกรรมผลิตเม็ดพลาสติกชีวภาพจากวัตถุดิบการเกษตร เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ผูrประกอบการสามารถนำไปสรrางคอมพาวด^ และขึ้นรูปผลิตภัณฑ^พลาสติกชีวภาพไดr (สถาบัน
พลาสติก, 2556) 

 
2.3 พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoate, PHA)  
 พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (PHA) เปtนสารพอลิเมอร^ที่มีคุณสมบัติของเทอร^โมพลาสติกซึ่ง
ใกลrเคียงกับพลาสติกที่ใชrในปúจจุบัน โดยโครงสรrางทั่วไปของพีเอชเอ เปtนดังรูปที่ 2.4 พีเอชเอถูก
สังเคราะห^และสะสมในเซลล^ของแบคทีเรียเพื่อใชrเปtนแหลiงพลังงาน ภายใตrภาวะปกติ (normal 
condition) หรือภายใตrภาวะการเจริญที่ไมiสมดุล  สามารถยiอยสลายทางชีวภาพโดยไมiมีผลเสียตiอ
สิ่งแวดลrอม ซึ่งสามารถนำไปใชrประโยชน^ไดrหลากหลาย (พรทิพพา, 2564) โดยแบคทีเรียและไซยาโน
แบคทีเรียสายพันธุ^ที่นำมาใชrประโยชน^ในการผลิต PHAs ในระดับอุตสาหกรรม เชiน Azotobacter 
vinelandii, Ralstonia eutropha (ฉันท^ชนก และวุฒินันท^, 2559) ซึ่ง PHA ที่เชื้อแบคทีเรียผลิตขึ้น
ที่มีการศึกษากันมากที่สุด คือ พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (Polyhydroxybutyrate, PHB) เนื่องจากมี
คุณสมบัติใกลrเคียงกับพลาสติกที่กันทั่วไปมากที่สุด (ดุษฎี และคณะ, 2560)  
	

 
รูปที่ 2.2 โครงสรrางทั่วไปของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoate, PHA) 

ที่มา : ประดินินท^ เอี่ยมสะอาด (2560) 
 
2.4 พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (Polyhydroxybutyrate, PHB) 

พอลิไฮดรอกซิบิวทิเรต ถูกคrนพบครั้งแรก โดย Maurice Lemoigne ในปw ค.ศ. 1926 ณ 
สถาบันปาสเตอร^ ประเทศฝรั่งเศส โดยพีเอชบีที่คrนพบ คือ เชื้อจุลินทรีย^ Bacillus megaterium 
(Luengo et al., 2003) ซึ่ง พีเอชบีเปtนสารชีวโมเลกุลเชิงซrอนในกลุiมไขมันที่สะสมไดrในสิ่งมีชีวิตและ
เปtนสiวนหนึ่งของสารประกอบที่พบมากที่สุดในกลุiมพีเอชเอ  ซึ่งเปtนพลาสติกที่ยiอยสลายตัวไดrทาง
ชีวภาพ ที่เกิดจากการสะสมของคาร^บอนในเซลล^จุลินทรีย^ที่สามารถสังเคราะห^เปtนพอลิเมอร^ไดr 
จุลินทรีย^ที่สามารถผลิตพีเอชบีไดr เชiน Alcaligenes, Azobacter, Bacillus, Pseudomonas และ 
Alcaligenes eutrophus (Barham, 1984) ในขั้นตอนแรกจะใชrน้ำตาลกลูโคส ฟรุกโตส และซูโครส 
เพื่อเปtนแหลiงคาร^บอนใหrกับจุลินทรีย^สำหรับผลิตพีเอชบี ซึ่งมีตrนทุนในการผลิตสูงกวiาการผลิตพอลิ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เมอร^จากป™โตรเคมี ซึ่งปúจจุบัน พีเอชบียังไมiเปtนที่แพรiหลายมากนัก แตiก็ไดrมีการพัฒนาโดยใชrแหลiง
สารประกอบคาร^บอนจากผลผลิตทางการเกษตร เชiน ขrาว อrอย มัน สำปะหลัง และทำใหrผลผลิตที่ไดr
ในอุตสาหกรรม เชiน กากน้ำตาล กลีเซอรอล คาร^บอนไดออกไซด^ มาใชrในการสังเคราะหพ̂ีเอชบี จึง
สiงผลใหrตrนทุนในการผลิตลดลง ทำใหrพีเอชบีถูกนำมาใชrมากขึ้น เชiน ภาชนะบรรจุอาหาร, ชิ้นสiวน
รถยนต^, พลาสติกคลุมดิน, อุปกรณ^ทางการแพทย^ เปtนตrน 

 
2.4.1 โครงสร%างทางเคมีของพีเอชบี 

พีเอชบีจัดเปtนพอลิเมอร^ สายสั้นที่อยูiในกลุiมพอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต (PHA)  
ที่มีโครงสรrางทางเคมี ที่ประกอบดrวย หมูiเอสเทอร^ (Ester) หมูiคาร^บอนิล (Carbonyl) และ
หมูiเมทิล (Methyl) จัดเปtนสารประเภท อะลิฟาติกพอลิเอสเทอร^ (Aliphatic polyester) โดย 
สะสมอยูiภายในเซลล^ของจุลินทรีย^ พีเอชบีไดrรับความสนใจในวงการอุตสาหกรรมพลาสติก
อยiางมาก เนื่องจากมีคุณสมบัติทางเคมี และทางกายภาพใกลrเคียงกับพอลิเมอร^สังเคราะห^ 

รูปที่ 2.3 โครงสรrางของพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต 
ที่มา : material selection (2023) 

 
2.4.2 ลักษณะ และคุณสมบัติทั่วไปของพีเอชบี 

พีเอชบีเปtนสารที่มีลักษณะคลrายไขมัน ลอยตัวเปtนกrอนอยูiภายในไซโตพลาสซึมของ
เซลล^แบคทีเรีย ทำหนrาที่เปtนแหลiงคาร^บอนและแหลiงพลังงานใหrแกiเซลล^ โดยลักษณะทาง
กายภาพของพีเอชบี จะมีลักษณะเปtนของแข็งสีขาว (สมคิด, 2553) และคุณสมบัติทั่วไปของ
พีเอชบี มีดังนี้ 
1. พีเอชบีไมiสามารถละลายน้ำไดr และตrานทานตiอปฏิกิริยาไฮโดรไลซีส 
2. พีเอชบีสามารถตrานทานตiอรังสีอัลตรrาไวโอเลต และออกซิเจนสามารถซึมผiานไดrดี 
3. พีเอชบีละลายไดrในคลอโรฟอร^ม และสารประกอบคลอริเนตไฮโดรคาร^บอน อื่น ๆ 
4. พีเอชบีมีความสามารถเขrากันไดrกับเซลล^ หรืออวัยวะของสิ่งมีชีวิต จึงทำใหrสามารถนำไปใชr
ผลิตพลาสติกชีวภาพที่ใชrในทางการแพทย^ไดr 
5. พีเอชบีสามารถทนความรrอนไดrถึง 175 องศาเซลเซียส 
6. พีเอชบีสามารถจมน้ำไดrดี ทำใหrถูกยiอยสลายในสภาวะที่ไมiใชrอากาศไดr (ศิริวรรณ, 2552) 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.5 การประยุกต=ใชLพลาสติกชีวภาพในอุตสาหกรรม 
จากปúญหาการสะสมของพลาสติกสังเคราะห^ที่ไมiยiอยสลาย สiงผลใหrมีการหาแนวทางในการ

แกrปúญหาของพลาสติกสังเคราะห^ แตiตrนทุนในการผลิตพลาสติกชีวภาพมีราคาสูง ในระดับ
อุตสาหกรรมจึงตrองการสายพันธุ^จุลินทรีย^ ที่สามารถเจริญเติบโตไดrรวดเร็ว ใชrสารอาหารราคาถูกไดr   
และตrองมีคุณสมบัติที่ใกลrเคียงกับพลาสติกสังเคราะห^ ซึ่งจุลินทรีย^ในธรรมชาติมีความหลากหลาย 
และอาจจะยังไมiเคยถูกคัดเลือกมาใชrประโยชน^ ดังนั้นการคัดเลือกจุลินทรีย^จึงมีความสำคัญ เพื่อที่จะ
นำไปเปtนแนวทางการพัฒนาการผลิตพลาสติกชีวภาพในระดับอุตสาหกรรมไดr (วรัญญา และคณะ, 
2553) เชiน 
1. อุตสาหกรรมทางการแพทย^ เชiน เปtนวัสดุในงานศัลยกรรม, ใชrทำหลอดเลือดเทียม กระดูกเทียม ผrา
ซับเลือด ไหมละลาย เปtนตrน (วาสนา, 2565)  
2. อุตสาหกรรมทางการเกษตร เชiน วัสดุคลุมหนrาดิน เมื่อเกิดการยiอยสลายจะไมiสiงผลเสียตiอพืชทาง
การเกษตร (สมคิด และคณะ, 2553) และภาชนะปลูกพืช, วัสดุหiอหุrม และปลดปลiอยยาฆiาแมลงถุง
เพาะชำ, ถุงหiอผลไมr เปtนตrน ดังนั้นจึงเปtนการสรrางมูลคiาเพิ่มใหrแกiผลผลิตทางการเกษตร   
3. อุตสาหกรรมสิ่งทอ มีการพัฒนาเสrนใยจากพลาสติกชีวภาพเพื่อทดแทนการใชrเสrนใยราคาแพง เชiน 
ผrาอrอมสำเร็จรูป เครื่องนุiงหiม เสrนใยสำหรับบรรจุในเครื่องนอน เปtนตrน  
4. อุตสาหกรรมบรรจุภัณฑ^ เพื่อทดแทนการใชrพลาสติกสังเคราะห^ ดังนั้นพลาสติกชีวภาพที่ไดrจาก
ธรรมชาติ มีความปลอดภัย ยiอยสลายทางชีวภาพไดr โดยพีเอชบี สามารถผลิตเปtนบรรจุภัณฑ^ไดrหลาย
รูปแบบ เชiน การทำหลอด, แกrว, ถุง, ถrวย เปtนตrน (มหาวิทยาลัยพระจอมเกลrาพระนครเหนือ, มปป) 
 
2.6 งานวิจัยที่เกี่ยวขLอง 
 การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตพีเอชบีไดr โดยจุลินทรีย^ในธรรมชาติมีความ
หลากหลาย ซึ่งอาจจะมีจุลินทรีย^หลายสายพันธุ^ที่ยังไมiถูกคัดเลือกนำมาใชrประโยชน^ เพราะฉะนั้นการ
คัดเลือกจุลินทรีย^ จึงมีความสำคัญเปtนอยiางมาก โดยงานวิจัยของ มาริสา และคณะ ไดrเก็บตัวอยiางดิน
จากสถานที่ตiาง ๆ 5 แหiงในประเทศไทย โดยคัดแยกแบคทีเรียทั้งหมด 85 ไอโซเลท ซึ่งมาจากดินใน
อำเภอวังสะพุง จังหวัดเลย ที่ปนเป±²อนโลหะหนัก และไมiมีการปนเป±²อน ไดrแกi ดินที่ไมiปนเป±²อนตะกั่ว 
20 ไอโซเลท, ดินที่ปนเป±²อนตะกั่ว 36 ไอโซเลท, ดินใตrกองฟางในอำเภอโพนทอง จังหวัดรrอยเอ็ด 19 
ไอโซเลท, ดินที่ปนเป±²อนขยะ ในจังหวัดกาฬสินธ^ 10 ไอโซเลท และปนเป±²อนแคดเมียม 24 ไอโซเลท ซึ่ง
จากการศึกษากiอนหนrานี้พบวiา คัดเลือกแบคทีเรียไดr 109 ไอโซเลท (ศิริพร, 2013) เปtนแบคทีเรียแก
รมบวก 35 ไอโซเลต เปtนแกรมลบ 74 ไอโซเลท และการยrอมสี Sudan Black B  ใหrผลบวก 65 ไอโซ
เลต คิดเปtน 59.63% จากทั้งหมด 109 ไอโซเลท มีทั้งที่ติดสีน้ำเงินอiอนจนถึงเขrม และตรวจหาพีเอชบี 
โดยใชr UV Spectrophotometer-based พบวiาที 14 ไอโซเลตที่ผลิตพีเอชบีไดrอยiางมีประสิทธิภาพ 
ทำการวิเคราะห^โดยใชrกลrองจุลทรรศน^อิเล็กตรอนแบบสiองผiาน (TEM)  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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พบวiา พีเอชบี มีเสrนผiานศูนย^กลาง 0.2-0.7 ไมโครเมตร และสายพันธุ^ที่ผลิตพีเอชบีไดrมีประสิทธิภาพ 
คือ Priestia megaterium KKR5 พบปริมาณน้ำหนักพีเอชบี 1.36±0.07 กรัมตiอลิตร (มาริสา และ
คณะ, 2566)  

และนอกจากตัวอยiางดินในงานวิจัยที่กลiาวขrางตrน พักตร^พิมล และคณะ ทำการศึกษาการ
ผลิตโพลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) จากเชื้อแบคทีเรีย ที่คัดแยกไดrจากตัวอยiางดินจากโรงงานไบโอดีเซล 
จังหวัดสมุทรสาคร ของประเทศไทย โดยมีการใชrกลีเซอรอลดิบเปtนแหลiงคาร^บอน ในการศึกษานี้
พบวiา แบคทีเรียสายพันธุ^ C5 ที่เลี้ยงบนอาหาร NA ที่มีสiวนประกอบของ Nile red และกลีเซอรอลดิบ 
เมื่อนำเชื้อไปสiองภายใตrยูวีพบวiามีการเรืองแสงของพีเอชบี จากเชื้อแบคทีเรียทั้งหมด ที่คัดแยกไดr 8 
ไอโซเลท ซึ่งสายพันธุ^ C5 มีการสะสมพีเอชบีสูงสุด 75.50 ไมโครกรัมตiอมิลลิลิตร คิดเปtน 23.59% ของ
น้ำหนักแหrงที่กลีเซอรอลดิบ ปริมาตร 10 กรัมตiอลิตร โดยมีอัตราสiวนของคาร^บอนตiอไนโตรเจน 
เทiากับ 1:0:4 เมื่อนำมาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา และลักษณะทางชีวเคมี พบวiา คือ Bacillus 
sp. (พักตร^พิมล และคณะ, 2559) 

แตiเนื่องจากจุลินทรีย^ในธรรมชาติมีหลากหลายสายพันธุ^ที่ยังไมiถูกคักแยก และคัดเลือก
นำมาใชrประโยชน^ นอกจากตัวอยiางดินแลrว ยังสามารถพบจุลินทรีย^ในน้ำหลากหลายสายพันธุ^ โดย
งานวิจัยของ Mukesh, Konka and Rahul จึงไดrทำการคัดแยกแบคทีเรีย ที่สามารถผลิตพีเอชบีไดr
จากตัวอยiางน้ำจืดในทะเลสาบ Varaldevi, Bhiwandi, Thane, Maharashtra ผลการศึกษา สามารถ
แยกแบคทีเรียไดrทั้งหมด 15 ไอโซเลท เมื่อทำการยrอมดrวยสี Sudan black B พบวiา มีแบคทีเรีย 9 ไอ
โซเลทที่แสดงผลเปtนบวก เกิดการติดสีน้ำเงินดำของสียrอมซูดาน และ พบวiาใน 9 ไอโซเลท มีแบคทีเรีย 
3 ไอโซเลท ที่แสดงความสามารถในการผลิตพีเอชบีไดrดีที่สุด ไดrแกi ไอโซเลท 2, 5 และ 9 มีการสะสม
พีเอชบีสูงที่สุด คือ 7.79%, 7.53% และ 9.00% ตามลำดับ เมื่อนำมาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
และวิเคราะห^ลักษณะทางชีวเคมี พบวiา คือ แบคทีเรีย Bacillus sp. (Mukesh, Konka and Rahul, 
2020) 
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บทที่ 3 
วิธีการทดลอง 

 
3.1 เครื่องมือ 

3.1.1 ตูrปลอดเชื้อ (Laminar Air Flow) 
3.1.2 เครื่องชั่งสี่ตำแหนiง 
3.1.3 เครื่องปúµนเหวี่ยง (Centifuge) รุiน MIKRO 200/200R/220R, Universal 320/320R 
3.1.4 เครื่องปúµนเหวี่ยง (Centifuge) รุiน CF-10 
3.1.5 เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร^ (Spectrophotometer) รุiน  UV-1200 
3.1.6 กลrองจุลทรรศน^ถiายภาพ 
3.1.7 ตูrบiมเชื้อ (Incubator) 
3.1.8 เครื่องเขยiาควบคุมอุณหภูมิ (Incubator shaker) 
3.1.9 หมrอนึ่งความดันไอน้ำ (Autoclave) 
3.1.10 ตูrแชiแข็ง -80 องศาเซลเชียส 
3.1.11 เครื่องปúµนเหวี่ยงขนาดเล็ก (Spin-down centrifuge) 

 
3.2 อุปกรณ= 

3.2.1 รูปชมพูi (Erlenmeyer flask) ขนาด 125, 250 และ 500 มิลลิลิตร 
3.2.2 ขวดดูแรน (Duran) ขนาด 250 และ 1,000 มิลลิลิตร 
3.2.3 บีเกอร^ (Beaker) ขนาด 250, 500 และ 1,000 มิลลิลิตร 
3.2.4 ปwเปตแกrว (Pipette) 
3.2.5 ไมโครปwเปต (Micropipette) 
3.2.6 ทิป ( Tip) 
3.2.7 ตะเกียงแอลกอฮอล^ 
3.2.8 Loop 
3.2.9 แผiนสไลด^ 
3.2.10 แทiงแกrวคนสาร 
3.2.11 Rack 
3.2.12 หลอดเซนติฟ™วก็ ขนาด 1.5 และ 50 มิลลิลิตร 
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3.3 สารเคมี 
3.3.1 น้ำกลั่น (Distilled water) 
3.3.2 Crystal Violet 
3.3.3 Safranin O 
3.3.4 lodine 
3.3.5 Sudan Black B 
3.3.6 Glycerol 
3.3.7 Sodium hypochlorite (NaOCl) 
3.3.8 Acetone(C3H60) 
3.3.9 Ethanol (C2H6O) 
3.3.10 Absolute Ethanol 
3.3.11 Nutrient agar (NA) 
3.3.12 Nutrient broth (NB) 

 
3.4 สถานที่เก็บตัวอยJาง 

1. ดินจากแหลiงเพาะปลูก บริเวณ หมูiบrานหนองแดง ต. กุดโบสถ^ อ. เสิงสาง จ. นครราชสีมา  
2. ดินจากปzาชายเลน แขวง ทiาขrาม เขต บางขุนเทียน กรุงเทพมหานคร 
3. น้ำคลองจากแหลiงชุมชน วัดหนามแดง ต. บางแกrว อ. บางพลี จ. สมุทรปราการ 
4. ไมrผุ บริเวณ หมูiบrานหนองแดง ต. กุดโบสถ^ อ. เสิงสาง จ. นครราชสีมา 

 
3.5 การเก็บตัวอยJาง 

1. ตัวอยiางดินจากแหลiงเพาะปลูก เก็บโดยใชrพลั่วสแตนเลสขุดดินลึก ประมาณ 10 
เซนติเมตร จากนั้นดินที่ไดrเก็บรวบรวมใสiถุงพลาสติก หรือขวดพลาสติก 

2. ตัวอยiางดินจากปzาชายเลน เก็บโดยใชrพลั่วสแตนเลสขุดดินลึก ประมาณ 10 เซนติเมตร 
จากนั้นดินที่ไดrเก็บรวบรวมใสiถุงพลาสติก หรือขวดพลาสติก 

3. ตัวอยiางน้ำคลองจากแหลiงชุมชน เก็บโดยตักน้ำในระดับลึกพอประมาณ จากนั้นนำน้ำที่ไดr
เก็บรวบรวมใสiขวดพลาสติกสะอาด 

4. ตัวอยiางไมrผุ เก็บโดยใชrพลั่วสแตนเลสแซะเอาเนื้อไมrดrานนอก ขนาดหนา 2-3 เซนติเมตร 
จากนั้นไมrผุที่ไดrเก็บรวบรวมใสiถุงพลาสติก  

และเก็บรักษาตัวอยiางทั้งหมดไวrในกลiองเก็บอุณหภูมิหรือกระติก โดยใชrเจลเย็นเพื่อเก็บ
รักษาสภาพของตัวอยiางที่ใชrในการทดลอง 
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3.6 การคัดแยกเชื้อจุลินทรีย=ที่ผลิตพีเอชบี 
ตัวอยiางดินจากแหลiงเพาะปลูก ดินปzาชายเลน และไมrผุ ชั่งตัวอยiาง ปริมาณ 1 กรัม และ

ตัวอยiางน้ำคลองจากแหลiงชุมชน ทำการดูดตัวอยiาง ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นำตัวอยiางทั้งหมด มาเจือ
จางดrวยน้ำกลั่นปราศจากเชื้อ โดยการเจือจาง 10 เทiา ดูดตัวอยiางที่ทำการเจือจางแลrว ปริมาตร 0.1 
มิลลิลิตร  มากระจายบนผิวหนrาอาหาร Nutrient Agar (NA) ที่ความเจือจาง 10-3 - 10-6  และนำไป
บiมที่อุณหภูมิหrอง เปtนเวลา 24-36 ชั่วโมง 
 
3.7 การเก็บรักษาเชื้อบริสุทธิ์ 

การเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย^ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient Broth  (NB)   โดยนำเชื้อที่เพาะเลี้ยง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ NA จำนวน 1 โคโลนี ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ NB ปริมาตร 2 มิลลิลิตร จากนั้นนำไป
เขยiาที่ความเร็วรอบ 250 รอบตiอนาที เปtนเวลา 1 คืน หรือจนอาหารเลี้ยงเชื้อมีความขุiน คือ มีการ
เพิ่มจำนวนของเชื้อแบคทีเรีย และนำมาใสiในหลอดฝาเกลียว ขนาด 1.5 มิลลิลิตร โดยใสi 50%  
กลีเซอรอล ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และเชื้อแบคทีเรีย ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมใหrเขrากัน 
จากนั้นนำไปเก็บไวrที่ตูrอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

 
3.8 การยLอมสี Sudan Black B  

3.8.1 การยLอมสี Sudan Black B ในเพลท 
ลากหรือขีดเชื้อแบคทีเรียลงบนอาหาร NA โดยเตรียม 0.5% (W/V) Sudan Black 

B ปริมาณ 0.05 กรัม ใน 95% Ethanol (V/V) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวr 30 นาที และ
ลrางออกดrวย 95% Ethanol (V/V) และสังเกตการติดสีน้ำเงินดำของ Sudan Black B 

 
3.8.2 ตรวจยืนยันโดยการยLอมสี Sudan Black B บนสไลด= 

ทำการเขี่ยเชื้อบริสุทธิ์ลงบนแผiนสไลด^ที่หยด 0.85% (W/V) NaCl จากนั้นเกลี่ยและ
ทิ้งใหrแหrง ตรึงโดยผiานความรrอน และทำการยrอมดrวยสี Sudan Black B โดยวิธี หยด 0.3% 
(V/V) Sudan Black B  ใน 70% (V/V) Ethanol ทิ้งไวr 10 นาที และลrางออกดrวย Xylene 
จากนั้นยrอมทับดrวย 0.25% (W/V) safranine O เปtนเวลา 10 วินาที จากนั้นลrางออกดrวยน้ำ
กลั่น ปลiอยใหrสไลด^แหrง ตรวจสอบการติดสีดrวยกลrองจุลทรรศน^ที่กำลังขยาย 1000 เทiา อiาน
ผลบวก เมื่อแกรนูลภายในเซลล^ติดสีน้ำเงินดำ อiานผลลบ เมื่อเซลล^ติดสีแดงของ 0.25% 
(W/V) safranine O (วิสันต^, 2561) 
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3.9 การตรวจสอบสัณฐานวิทยาโดยการยLอมสีแกรม 
บiงชี้ชนิดของแบคทีเรียโดยอาศัยขrอมูลการจัดจำแนกตามหลักอนุกรมวิธานวิทยาของ 

Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology ดrวยการนำแบคทีเรียที่คัดแยกไดr มาเพาะเลี้ยงบน
อาหาร NA ที่อุณหภูมิหrอง เปtนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนำมายrอมสีแกรม ดูลักษณะสัญฐานวิทยาของ
แบคทีเรียที่คัดแยกไดr ภายใตrกลrองจุลทรรศน^ที่กำลังขยาย 1,000 เทiา โดยเชื้อที่ยrอมติดสมีiวงของสี
ยrอม Crystal violet จัดเปtนแบคทีเรียแกรมบวก เชื้อที่ยrอมติดสีแดงของ Safranin O จัดเปtน
แบคทีเรียแกรมลบ 
 
3.10 การตรวจยืนยันดLวย Nile blue A 

ทำการตรวจยืนยันหาพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) โดยดูการเรืองแสงของเชื้อแบคทีเรีย 
ผiานเครื่อง Mini Blue LED Transilluminator เตรียมสียrอม Nile blue A ปริมาณ 5 มิลลิกรัม ละลาย
ใน Absolute Ethanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพื่อทำการป™เปต ลงในอาหาร NA ปริมาตร 200 
มิลลิลิตร โดยใสi Nile blue A ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จากนั้นขีดเชื้อลงบนอาหาร NA ที่มีสียrอม 
Nile blue A ประกอบดrวยเชื้อแบคทีเรีย Bacillus megaterium SWU01 (TISTR10144) เปtนเชื้อ
ควบคุมที่ใหrผลบวก คือมีการเรืองแสงเปtนสีเหลืองสrม และเชื้อแบคทีเรีย Escherichia coli เปtนเชื้อ
ควบคุมที่ใหrผลลบ คือไมiมีการเรืองแสง รวมทั้งเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกจากการติดสีน้ำเงินดำของ 
Sudan Black B บนสไลด^ เพื่อเปรียบเทียบความเรืองแสงของเชื้อแบคทีเรีย 
 
3.11 ศึกษาการสกัดพีเอชบีจากแบคทีเรียที่คัดแยกไดLจากแหลJงธรรมชาติ 

3.11.1 การเตรียมหัวเชื้อ 
นำเชื้อแบคทีเรียที่ผiานการยืนยัน จากการติดสี Sudan Black B บนสไลด^ และการ

เรืองแสงของ Nile blue A จากเพลท ทำการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในอาหาร NA บiมที่
อุณหภูมิหrอง เปtนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนำโคโลนีจำนวน 3-4 โคโลนี ลงในขวดรูปชมพูi 
ขนาด 125 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร NB ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ทำการเขยiาโดยเครื่อง ZHWY-
100H ที่ความเร็วรอบ 250 รอบตiอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปtนเวลา 24 ชั่วโมง 
เพื่อเปtนการเพิ่มจำนวนของแบคทีเรีย  และนำไปวัดคiาการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 600 
นาโนเมตร โดยเครื่อง UV-1200 Spectrophotometer ใชrอาหาร NB เปtนแบลงค^ และเจือ
จางเชื้อแบคทีเรีย ใหrไดrคiา OD600 ที่ 0.5 จากนั้นเติมหัวเชื้อ 10% inoculum ลงในขวดรูป
ชมพูi ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร NB ปริมาตร 70 มิลลิลิตร ทำการเขยiา 250 รอบตiอ
นาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปtนเวลา 24 ชั่วโมง และแบiงเชื้อแบคทีเรียจากขวดรูป
ชมพูi ใสiในหลอดเซนติฟ™วก^ ขนาด 50 มิลลิลิตร ปริมาตรหลอดละ 20 มิลลิลิตร จากนั้นนำไป
ปúµนเหวี่ยง โดยเครื่อง Universal 320R  ที่ความเร็วรอบ 8000 รอบตiอนาที  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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เปtนเวลา 10 นาที แลrวลrางตะกอนดrวยน้ำกลั่น 2 ครั้ง ครั้งละ 20  มิลลิลิตร นำไปปúµนเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 8000 รอบตiอนาที เปtนเวลา 10 นาที จากนั้นเติมน้ำกลั่น 10 มิลลิลิตร ผสมใหr
เขrากัน ทำการแบiงใสiหลอดเซนติฟ™วก^ ขนาด 50 มิลลิลิตร เพื่อนำไปหาน้ำหนักเซลล^แหrง และ
สกัดหาพีเอชบี หลอดละ 5 มิลลิลิตร ทำการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ำ 

 
3.11.2 วิเคราะห=หาน้ำหนักเซลล=แหLง 

นำเชื้อแบคทีเรียใสiหลอดไมโครเซนติฟ™วก^ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ครั้งละ 1 มิลลิลิตร 
จากนั้นนำไปปúµนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8000 รอบตiอนาที เปtนเวลา 10 นาที แลrวเทสiวนใสทิ้ง 
จนครบ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แลrวนำไปอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปtนเวลา 1 คืน และ
นำไปชั่งเพื่อหาน้ำหนักเซลล^แหrง 
 
3.11.3 การสกัดพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) 

นำเชื้อแบคทีเรียมาเติมสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท^ ความเขrมขrน 10 % (V/V) 
ในอัตราสiวน 1:1 ในหลอดเซนติฟ™วก^ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บiมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เปtนเวลา 1 ชั่วโมง นำมาปúµนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8000 รอบตiอนาที เปtนเวลา 10 นาที แลrว
ลrางออกดrวยน้ำกลั่น 1 ครั้ง และเปลี่ยนใสiหลอดไมโครเซนติฟ™วก^ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ทำการ
ปúµนเหวี่ยงจนครบ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากนั้นเติมอะซิโตน ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นำมาปúµน
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8000 รอบตiอนาที เปtนเวลา 10 นาที เทสiวนใสทิ้ง และเติม 95% (V/V) 
ethanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นำมาปúµนเหวี่ยงดrวยเครื่องที่ความเร็วรอบ 8000 รอบตiอนาที 
เปtนเวลา 10 นาที และเทสiวนใสทิ้ง จากนั้นนำพีเอชบีที่ไดrไปอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
เปtนเวลา 1 คืน และนำไปชั่งเพื่อหาน้ำหนักพีเอชบี (วิสันต^, 2561) 
 

สูตร   PHB% = 
น้ำหนักพีเอชบี

น้ำหนักเซลล^แหrง
   x 100 

 
 
3.12 การจำแนกสายพันธุ=แบคทีเรีย 

การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรีย แตiละไอโซเลท ทำตามวิธีของชุดสกัด FavorPrep 
Tissue Genomic DNA extraction Mini Kit โดยนำหัวเชื้อ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นำไปปúµนเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 12000 รอบตiอนาที เปtนเวลา 2 นาที เทสiวนใสทิ้ง จากนั้นใสiสารละลายไลโซไซม^ 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บiมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปtนเวลา 30-60 นาที จากนั้นเติม 
Proteinase K  ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และ FATG 2 Buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บiมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปtนเวลา 30 นาที โดยระหวiางการบiมตrองทำการผสมดrวยการวอร^
เทกซ^เปtนครั้งคราว และบiมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปtนเวลา 15 นาท ีจากนั้นรอใหrเย็น แลrวเติม 
Absolute Ethanol ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมใหrเขrากัน และนำไปหมุนดrวยความเร็วเพื่อเอาหยด
น้ำที่เกาะฝาออก จากนั้นเตรียมคอลัมน^ โดยวาง FATG mini column ลงใน Collection tube นำ
สารละลายที่ไดr เติมลงใน FATG mini column จากนั้นนำไปปúµนเหวี่ยงดrวยความเร็วรอบ 12000 รอบ
ตiอนาที เปtนเวลา 1 นาที และยrาย FATG mini column ลงใน Collection tube อันใหมi และเติม 
W1 Buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใน FATG mini column นำไปปúµนเหวี่ยงดrวยความเร็วรอบ 
12000 รอบตiอนาที เปtนเวลา 1 นาที เทสiวนใสiทิ้ง  แลrวเติม Wash Buffer ปริมาตร 750 ไมโครลิตร 
นำไปปúµนเหวี่ยงดrวยความเร็วรอบ 12000 รอบตiอนาที เปtนเวลา 3 นาที เพื่อใหrคอลัมน^แหrงจากนั้นเติม
น้ำ (ddH2O) pH 7.5-9.0 ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ลงตรงกลาง FATG mini column นำไปปúµนเหวี่ยง
ดrวยความเร็วรอบ 12000 รอบตiอนาที เปtนเวลา 2 นาที และนำไปวัดคiาการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 260 นาโนเมตร เพื่อคำนวณหาคiาจีโนมิกดีเอ็นเอ  
 

3.12.1 การจำแนกสายพันธุ=ของแบคทีเรียโดยวิธี Polymerase Chain 
Reaction (PCR) ที่บริเวณยีน 16s rDNA โดยใชLไพรเมอร=ที่มีความจำเพาะ ดัง
ตารางที่ 3.1 

 
    ตารางที่ 3.1 ไพรเมอร^ที่ใชrในการเพิ่มปริมาณยีน 16S rDNA 

ลำดับ ชื่อไพรเมอร^ ลำดับนิวคลีโอไทด^ ใชrเพิ่ม
ปริมาณยีน 

1 P021-16s-F 
 

5' CCCGGGAACGTATTCACCG 3' 
 

16s rDNA 

2 P022-16s-R 
 

5' GCTTAAYACATGCAAGTCGA 3' 16s rDNA 

3 P085 16sNEW-F 
 

5' GCTGGCGGCATGCTTAACACAT 3' 
 

16s rDNA 

4 P086 16sNEW-R 
 

5' GGAGGTGATCCAGCCGCAGGT 3' 16s rDNA 

 
 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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โดยใชrจำนวน 2 คูi ไพรเมอร^ลำดับที่ 1 และ 2 และไพรเมอร^ลำดับที่ 3 และ 4 
ปฏิกิริยาพีซีอาร^ ประกอบดrวย 10X Standard Taq Reaction Buffer ปริมาตร 2.5 
ไมโครลิตร,  dNTPs ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร, Forward Primer และ Reverse Primer อยiาง
ละ 0.5 ไมโครลิตร,  Taq DNA Polymerase ปริมาตร 0.125 ไมโครลิตร และจีโนมิคดีเอ็น
เอความเขrมขrน 20 นาโนกรัม ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และปรับปริมาตร ดrวยน้ำ DI ปริมาตร
สุทธิ 25 ไมโครลิตร ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ คือ initial denaturation อุณหภูมิ 95 องศา
เซลเชียส เปtนเวลา 3 นาที, denaturation อุณหภูมิ 95 องศาเซลเชียส เปtนเวลา 30 วินาที, 
annealing อุณหภูมิ 58 องศาเซลเชียส เปtนเวลา 1 นาที, extension อุณหภูมิ 68 องศาเซล
เชียส เปtนเวลา 1 นาที จำนวน 30 รอบ และ final extention อุณหภูมิ 68 องศาเซลเชียส 
เปtนเวลา 5 นาที และตรวจสอบผลิตภัณฑ^พีซีอาร^ดrวย 1.2% agarose gel electrophoresis 
โดยใชrกระแสไฟฟ´า 100 โวลต^ เปtนเวลา 30 นาที และตรวจสอบแถบดีเอ็นเอใตrแสงยูวี เพื่อ
นำไปหาไปหาลำดับนิวคลิโอไทด^ตiอไป 

 
3.13 การตรวจยืนยันการสรLางพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) ดLวย Fourier 
transform infrared spectroscopy (FTIR) 
 วิเคราะห^ดrวย FTIR โดยใชrเปtนการยืนยันเกี่ยวกับโครงสรrางพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต โดย
เปรียบเทียบกับพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตมาตรฐาน ทำการบดโพแทสเซียมโบรไมด^ (KBr) เพื่ออัดเม็ดใชr
ในการวัดคiาพื้นหลัง จากนั้นเตรียมตัวอยiาง โดยนำตัวอยiาง ปริมาณ 2 มิลลิกรัม และ KBr ปริมาณ 200 
มิลลิกรัม ผสมกันในอัตราสiวน 1:9 แลrวนำไปอัดเปtนแผiนดrวยเครื่องอัดไฮโดรลิค และนำไปวิเคราะห^
ดrวยเครื่อง FT-IR ที่เลขคลื่น 4000-400 cm-1 
 
 3.14 การวิเคราะห=ทางสถิติ 
 นำน้ำหนักเซลล^แหrงและน้ำหนักพีเอชบี มาวิเคราะห^ดrวยโปรแกรม IBM SPSS Statistics 25 
โดย One Way ANOVA ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% เพื่อพิจารณาความแตกตiางอยiางมีนัยสำคัญ 
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บทที่ 4 
ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 

 
4.1 การแยกและคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่ผลิตพีเอชบี 
 จากการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียจากตัวอยiางธรรมชาติ 4 แหลiง คัดเลือกแบคทีเรียไดrทั้งหมด 
102 ไอโซเลท ไดrแกi ดินจากแหลiงเพาะปลูกพบแบคทีเรีย 30 ไอโซเลท น้ำคลองจากแหลiงชุมชนพบ
แบคทีเรีย 38 ไอโซเลท ดินปzาชายเลนพบแบคทีเรีย 32 ไอโซเลท และไมrผุพบแบคทีเรีย 28 ไอโซเลท 
ซึ่งแหลiงที่พบแบคทีเรียมากที่สุด คือ น้ำคลองจากแหลiงชุมชน เพราะเนื่องจากน้ำทิ้งจากชุมชนจะมี
พวกสารอินทรีย^, เศษอาหาร, ไขมัน รวมถึงสิ่งโสโครกจากครัวเรือน (ณรงค^, 2525) และสิ่งปฏิกูลจาก
แหลiงชุมชน เชiน น้ำที่ใชrซักฟอกทำความสะอาดสiวนใหญiจะมีสารอินทรีย^ปะปนมากับน้ำทิ้งเหลiานั้น  
(สาเหตุและผลกระทบจากมลพิษทางน้ำ, 2558) โดยสารอินทรีย^มีความจำเปtนอยiางมากตiอการเจริญ
ของแบคทีเรียหลายชนิด  ซึ่งงานวิจัยของสาธิตา มีการนำตัวอยiางดินเลน ทั้งหมด 5 แหลiง พบทั้งหมด 
44 ไอโซเลท ไดrแกi อiาวบiอทองหลาง จังหวัดประจวบคีรีขันธ^, หาดบrานกรูด จังหวัดประจวบคีรีขันธ^, 
ป´อมพระจุลจอมเกลrา จังหวัดสมุทรปราการ, นากุrง ตำบลสาขลา จังหวัดสมุทรปราการ และทางเดิน
ใน ตำบลสาขลา จังหวัดสมุทรปราการ พบวiา มีไอโซเลท 2, 5, 11, 11 และ 14 ไอโซเลท ตามลำดับ 
(สาธิตา, 2554)  
 
 4.1.1 การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียโดยการยLอมสี Sudan Black B 

จากการนำตัวอยiางที่มีความหลากหลาย ไดrแกi ดินจากแหลiงเพาะปลูก น้ำ
คลองจากแหลiงชุมชน ดินปzาชายเลน และไมrผุ มาเพาะเลี้ยงในอาหาร NA โดยการขีดเชื้อใน
จานเพาะเชื้อ ที่อุณหภูมิหrอง เปtนเวลา 24-36 ชั่วโมง  และคัดเลือกโดยสังเกตโคโลนีที่
แตกตiางกัน 102 ไอโซเลท นำมายrอมดrวยสี Sudan Black B พบวiา มีการติดสีน้ำเงินดำของ 
Sudan Black B ทั้งหมด 27 ไอโซเลท ดังตารางที่ 4.1 ซึ่งงานวิจัยของ Mohamed et al. ไดr
ทำการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียจากตัวอยiางดินเหนียวจากประเทศอินเดีย, ตัวอยiางดินทรายรiวน
จากฟาร^ม National Research Centre (NRC) และตัวอยiางดินอื่น ๆ จากประเทศอียิปต^ พบ
แบคทีเรียทั้งหมด 180 ไอโซเลท เมื่อนำมายrอมดrวยสี Sudan Black B ในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
พบวiา มี 45 ไอโซเลทที่ติดสีดำของ Sudan Black B (Mohamed et al, 2012)  

 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.1 ลักษณะโคโลนีที่คัดแยกไดrจากการยืนยันจากการติดสี Sudan Black B 
รหัส ลักษณะ สี ผิวขอบ ผิวโคโลนี Gram stain 

ดินจากแหลAงเพาะปลูก (จังหวัด นครราชสีมา) 
CS1 กลม ขาวเหลือง เรียบ มัน, นูน ลบ 
CS2 กลม ขาวเหลือขุAน หยัก ดSาน, นูน บวก 
CS3 กลม เหลืองขุAน เรียบ ดSาน, นูน ลบ 
CS4 กลม เหลืองขุAน เรียบ มัน, นูน บวก 
CS5 กลม ขาวเหลือง เรียบ ดSาน, แบน ลบ 
CS6 กลม เหลืองขุAน เรียบ มัน, นูน ลบ 
CS7 กลม ขาวปนชมพู หยัก ดSาน, นูน บวก 

น้ำคลองจากแหลAงชุมชน (จังหวัด สมุทรปราการ) 
CW3 กลม ขาวขุAน เรียบ มัน, นูน ลบ 
CW4 กลม ขาวขุAน หยัก มัน, นูน ลบ 
CW12 กลม เหลือง เรียบ มัน, นูน ลบ 
CW14 กลม เหลือง เรียบ ดSาน, เรียบ บวก 
CW16 กลม ขาวปนแดง เรียบ มัน, นูน บวก 

ดินป]าชายเลน บางขุนเทียน (กรุงเทพมหานคร) 
MS1 กลม ขาวปนชมพู หยัก มัน, นูน บวก 
MS4 กลม เหลืองใส เรียบ มัน, นูน บวก 
MS9 กลม ขาวปนชมพู หยัก มัน, แบน บวก 
MS12 กลม ขาวขุAน เรียบ ดSาน, นูน บวก 
MS14 กลม ขาวขุAน หยัก ดSาน, ขรุขระ ลบ 
MS15 กลม ขาวขุAน หยัก ดSาน, นูน บวก 
MS16 กลม ขาวปนสSม เรียบ ดSาน, นูน บวก 

ไมSผุ (จังหวัดนครราชสีมา) 
RW1 กลม ขาวเหลือขุAน เรียบ ดSาน, แบน บวก 
RW4 กลม ขาวขุAน หยัก มัน, นูน บวก 
RW5 กลม ขาวขุAน เรียบ ดSาน, นูน บวก 
RW7 กลม ขาวขุAน เรียบ ดSาน, นูน บวก 
RW8 กลม ขาวเหลือง เรียบ ดSาน, นูน บวก 
RW9 กลม เหลืองใส เรียบ มัน, นูน บวก 
RW10 กลม ขาวขุAน เรียบ มัน, นูน บวก 
RW13 กลม เหลืองขุAน หยัก ดSาน, นูน ลบ 

หมายเหตุ :  CS : ดินจากแหลiงเพาะปลูก, CW : น้ำคลองจากแหลiงชุมชน, MS : ดินปzาชายเลน,  
     RW : ไมrผุ เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4.1.2 การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียจากการยืนยันการติดสี Sudan Black B บน 
สไลด= และการเรืองแสงของ Nile Blue A  

 
ตารางที่ 4.2 ผลการยืนยันจากการติดสี Sudan Black B บนสไลด^ และการเรืองแสงของ Nile Blue 
A 

รหัส/ชื่อเชื้อ Sudan Black B สไลด^ 
(1000x) 

Nile Blue A 

เชื้อควบคุม 
Escherichia coli 0 0 

B.megaterium SWU01 
(TISTR10144) 

+++ +++ 

ดินจากแหลiงเพาะปลูก (จังหวัด นครราชสีมา) 
CS2 +++ 0 
CS4 + + 
CS6 +  +  

น้ำคลองจากแหลiงชุมชน (จังหวัด สมุทรปราการ) 
CW3 +  0  
CW12 +++  +++ 

ดินปzาชายเลน บางขุนเทียน (กรุงเทพมหานคร) 
MS4 ++ ++ 
MS12 +  0  

ไมrผุ (จังหวัดนครราชสีมา) 
RW7 ++ ++  
RW13 +++  +++ 

หมายเหตุ :  
§ +++  ติดสี Sudan Black B เขrมมากที่สุด และมีการเรืองแสงของ Nile Blue A มากที่สุด 
§ ++ ติดสี Sudan Black B เขrมปานกลาง และมีการเรืองแสงของ Nile Blue A ปานกลาง 
§ + ติดสี Sudan Black B เขrมนrอยที่สุด และมีการเรืองแสงของ Nile Blue A นrอยที่สุด 
§ 0 ไมiติดสี Sudan Black B และไมiมีการเรืองแสงของ Nile Blue A  

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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จากการทดลองพบวiา เชื้อแบคทีเรียที่มีการติดสีของ Sudan Black B ไดrแกi  CS2, 
CW12, RW13  ติดสีดำเขrมที่สุด  และ CS4, CS6, CW3, MS4, MS12, RW7 ติดสีดำนrอย
ที่สุด จากงานวิจัยของประดินันท^ มีการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถสังเคราะห^ PHAs 
เบื้องตrนจากน้ำทิ้งโรงงานผลิตแป´งมันสำปะหลัง โดยการยrอมสี Sudan Black B บนสไลด^ 
พบวiาสามารถคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียไดrทั้งหมด 10 ไอโซเลต ไดrแกi KR_M4, KR_M5, 
KR_M6, KR_M8, KR_M9, KR_M10, KR_P1, KR_P5, KR_P7 และ KR_P10 (ประดินันท^, 
2561) และนำมาตรวจยืนยันอีกครั้งดrวย Nile blue A พบวiา CW12, RW13 มีการเรืองแสง
มากที่สุด MS4, RW7 มีการเรืองแสงปานกลาง และ CS4, CS6 มีการเรืองแสงนrอยที่สุด เมื่อ
เทียบกับ B.megaterium SWU01 (TISTR10144) ซึ่งเปtนเชื้อควบคุมที่ใหrผลบวก และ 
E.coli เปtนเชื้อควบคุมที่ใหrผลลบ จากงานวิจัยของสาธิตา พบวiามีการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย
ที่มีประสิทธิภาพในการผลิตพีเอชบี มาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งที่มี Nile red ปริมาณ 0.5 
ไมโครกรัมตiอมิลลิลิตร โดยการการสังเกตจากการเรืองแสงที่เกิดขึ้นเมื่อสiองดูภายใตrแสง
อัลตราไวโอเลต มี 8 ไอโซเลตที่มีการเรืองแสง จากทั้งหมด 44 ไอโซเลต ไดrแกi M26, M27, 
M28, M36, M38, M40, M43 และ M44 (สาธิตา, 2554) ดังนั้นจึงไดrทำการคัดเลือกเพียง 4 
ไอโซเลท คือ CW12, MS4, RW7, RW13 และ B.megaterium SWU01 (TISTR10144) เปtน
เชื้อควบคุม ไปทำการสกัดหาน้ำหนักเซลล^แหrง และสกัดหาปริมาณพีเอชบี  

 
4.2 ผลการสกัดหาน้ำหนักเซลล=แหLงและปริมาณพีเอชบีของเชื้อแบคทีเรีย 
 

ตารางที่ 4.3 แสดงปริมาณน้ำหนักเซลล^แหrง (กรัมตiอลิตร), น้ำหนักพีเอชบี (กรัมตiอลิตร) และ 
%PHB content ที่ไดrจากการผลิตพีเอชบีในอาหาร nutrient broth ของแบคทีเรียที่คัดแยกไดr
จากแหลiงธรรมชาติ CW12, MS4, RW7 และ RW13 ตามลำดับ โดยเปรียบเทียบกับ 
B.megaterium SWU01 (TISTR10144)  

ไอโซเลท น้ำหนักเซลล^แหrง 
(กรัมตiอลิตร) 

น้ำหนักพีเอชบี 
(กรัมตiอลิตร) 

%PHB content 

CW12 0.61 ± 0.025a 0.26 ± 0.029a 43.17 ± 4.734a 
MS4 0.55 ± 0.187a 0.11 ± 0.047b 19.36 ± 8.591c 
RW7 0.53 ± 0.044a 0.12 ± 0.015b 23.27 ± 2.887c 
RW13 0.71 ± 0.085a 0.24 ± 0.021a 33.33 ± 2.931b 

SWU01 0.54 ± 0.026a 0.13 ± 0.006b 23.45 ± 1.068c 
*มีระดับนัยสำคัญ เทiากับ 0.05 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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จากการทดลองเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 4 ไอโซเลท ไดrแกi CW12, MS4, RW7 และ 
RW13 รวมทั้ง B.megaterium SWU01 (TISTR10144) ในอาหาร NB ปริมาตร 70 มิลลิลิตร 
บนเครื่องเขยiาควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ดrวยความเร็วรอบ 250 รอบตiอนาท ีเปtน
เวลา 24 ชั่วโมง พบวiา น้ำหนักเซลล^แหrง คือ 0.61, 0.55, 0.53, 0.71 และ 0.54 กรัมตiอลิตร 
ตามลำดับ น้ำหนักพีเอชบี 0.26, 0.11, 0.12, 0.24 และ 0.13 กรัมตiอลิตร ตามลำดับ และ 
B.megaterium SWU01 (TISTR10144) ไดrน้ำหนักเซลล^แหrง เทiากับ 0.54 กรัมตiอลิตร มี
ปริมาณพีเอชบี เทiากับ 0.13 กรัมตiอลิตร ดังตารางที่ 4.3 จากการศึกษาพบวiา เชื้อแบคทีเรีย
ที่สามารถผลิตพีเอชบีไดrปริมาณมากที่สุด และใกลrเคียงกัน 2 ไอโซเลท คือ CW12 และ 
RW13 คิดเปtน %PHB Content เทiากับ 43.17% และ 33.33% ตามลำดับ ซึ่งจากงานวิจัย
ของสาธิตา พบวiา เชื้อแบคทีเรีย 8 ไอโซเลท ไดrแกi M26, M27, M28, M36, M38, M40, 
M43 และ M44 มีน้ำหนักเซลล^แหrง 2.57, 2.30, 2.39, 2.11, 1.75, 2.63, 2.62 และ 2.75 
กรัมตiอลิตร ตามลำดับ และปริมาณพีเอชบี 0.065, 0.066, 0.052, 0.004, 0.002, 0.003, 
0.031 และ 0.040 กรัมตiอลิตร ตามลำดับ พบวiาเชื้อจุลินทรีย^ที่สามารถผลิตพีเอชบี มากที่สุด 
5 ไอโซเลท คือ M26, M27, M28, M43, M44 คิดเปtน %PHB content เทiากับ 2.53%, 
2.88%, 2.16%, 1.17% และ 1.45% ตามลำดับ (สาธิตา, 2554) 

	

 
รูปที่ 4.1 แสดงปริมาณน้ำหนักเซลล^แหrงและน้ำหนักพีเอชบี (กรัมตiอลิตร) ที่ไดrจากการผลิต
พีเอชบีในอาหาร nutrient broth ของแบคทีเรียที่คัดแยกไดrจากแหลiงธรรมชาติ CW12, 
MS4, RW7 และ RW13 ตามลำดับ โดยเปรียบเทียบกับ B.megaterium SWU01 
(TISTR10144)  
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รูปที่ 4.2 แสดง %PHB content ที่ไดrจากการผลิตพีเอชบีในอาหาร nutrient broth ของ
แบคทีเรียที่คัดแยกไดrจากแหลiงธรรมชาติ CW12, MS4, RW7 และ RW13 ตามลำดับ โดย
เปรียบเทียบกับ B.megaterium SWU01 (TISTR10144)  

 
4.3 ผลการจำแนกสายพันธุ=ของแบคทีเรียดLวยวิธี Polymerase Chain 

Reaction (PCR) ที่บริเวณยีน 16s rDNA 
จากการเพิ่มปริมาณยีน 16s DNA ของแบคทีเรีย 4 ไอโซเลท ไดrแกi CW12, MS4, 

RW7 และ RW13 โดยการวิเคราะห^แถบผลิตภัณฑ^พีซีอาร^ ดrวย 1.2% agarose gel 
electrophoresis ซึ่งมีการใชrไพรเมอร^ 2 คูi คือ P021-16s-F, P021-16s-R และ 
P085_16sNEW-F และ P086_16sNEW-R พบวiา ผลที่ไดrปรากฏแถบของผลิตภัณฑ^พีซีอาร^  
4 แถบ ไดrแกi เลนที่ 3, 4, 5 และ 7 โดยเลนที่ 3 และ 4 คือ RW7 และ RW13 ที่ใชrคูiไพรเมอร^ 
P085_16sNEW-F และ P086_16sNEW-R มีผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอขนาดประมาณ 100 
และ 200 คูiเบส ตามลำดับ โดยเลนที่ 5 และ 7 คือ CW12 และ RW7  ที่ใชrคูiไพรเมอร^ P021-
16s-F และ P021-16s-R  มีผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอขนาดประมาณ 100 และ 100, 1500 
คูiเบส ตามลำดับ และเลนที่ 1, 2, 6, 8 ที่ไมiปรากฏแถบของผลิตภัณฑ^พีซีอาร^ และ เลนที่ 3, 
4, 5, 8 ถึงแมrจะปรากฏแถบของผลิตภัณฑ^พีซีอาร^แตiมีความไมiชัดเจด อาจมีสาเหตุเนื่องจาก
ในขั้นตอน Denaturation ซึ่งเปtนขั้นตอนในการแยกสายดีเอนเอตrนแบบ โดยการใชrอุณหภูมิ
สูง เนื่องจากอุณหภูมิและเวลามีผลตiอผลิตภัณฑ^พีซีอาร^ หากใชrอุณหภูมิสูงเปtนเวลานาน
อาจจะทำใหrดีเอ็นเอและเอนไซม^เสียสภาพ และหากใชrอุณหภูมิต่ำอาจจะทำใหrเกลียวดีเอ็นเอ
แยกออกจากกันไมiดี สiงผลใหrผลิตภัณฑ^พีซีอาร^นrอยลง (ไลโฟมิกส^, 2563)  
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ในขั้นตอน Annealing เปtนการลดอุณหภูมิลงใหrไพรเมอร^เขrาไปจับกับดีเอ็นเอ ถrาอุณหภูมิต่ำ
จะทำใหrไพรเมอร^จับดีเอ็นเอผิดต่ำแหนiง และถrาใชrอุณหภูมิสูงเปtนเวลานานอาจจะทำใหr
ผลิตภัณฑ^พีซีอาร^เขrาไปจับกับดีเอ็นเอเป´าหมายแทนดีเอ็นเอตrนแบบ (อรทัย และจิรภาส, 
2554) ซึ่งการทดลองของผูrวิจัยใชrชุดคิต Taq DNA Polymerase with Standard Taq 
Buffer ของบริษัท NEW ENGLAND BioLabs for a Routine PCR  ใชrอุณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียส เปtนเวลา 30 วินาที ในขั้นตอน Denaturation ซึ่งเปtนการใชrเวลาสูงสุดตามชุดคิต 
จึงคาดวiาเลือกใชrเวลาไมiเหมาะสมจึงสiงผลในดีเอ็นเอ และเอนไซม^เสียสภาพไดr และใน
ขั้นตอน Annealing ใชrอุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส เปtนเวลา 1 นาที  ซึ่งเปtนการใชrเวลาสูงสุด
ตามชุดคิตเชiนกัน อาจสiงผลใหrไพรเมอร^ไมiจับกับดีเอ็นเอตrนแบบ 

 
เลนที่         1     2      3      4      5     6      7     8      9 

  
          Base Pairs    DNA Mass 

   (bp)         (NB/5 ul) 
 
รูปที่ 4.3 เลนที่ 1-4 ใชrไพรเมอร^ P085_16sNEW-F และ P086_16sNEW-R เลนที่ 5-8 ใชrไพร
เมอร^ P021-16s-F และ P021-16s-R และเลนที่ 9 คือ Marker ซึ่งเลนที่ 1,5 = CW12, เลนที่ 
2,6 = MS4, เลนที่ 3,7 = RW7, เลนที่ 4,8 = RW13 

 
 
 
 

100                      40 
200                      40 

500                     100 

1.5k                      70 
3k                        40 
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4.4 ผลการตรวจยืนยันการสรLาง พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) ดLวย Fourier 
transform infrared spectroscopy (FTIR)  

จากการนำไปวิเคราะห^ดrวย FTIR ที่ชiวงการวิเคราะห^ 4000 – 400 cm-1 โดยทำการ
เปรียบเทียบกับพีเอชบีมาตรฐาน จากการวิเคราะห^พบวiา พีเอชบีที่สกัดไดr ดังรูปที่ 4.4 ข. พบ
พีคที่แสดงถึงหมูiฟúงก^ชันของ C=O Stretching  ปรากฏที่เลขคลื่น 1724.36 cm-1  พีคที่แสดง
ถึงหมูiฟúงก^ชันของ O-H Stretching  ปรากฎที่เลขคลื่น 3437.15 cm-1  และพีคที่แสดงถึงหมูi
ฟúงก^ชันของ C-H Stretching  ปรากฏที่เลขคลื่น 2976.16 และ 2935.66 cm-1 จากการศึกษา
พบวiาพีคของหมูiฟúงก^ชันของพีเอชบีมาตรฐาน ปรากฏเลขคลื่นที่ตรงกันกับพีเอชบีของไอโซ
เลท CW12 ที่สกัดไดr ดังรูปที่ 4.4 ก. ซึ่งจากงานวิจัยของอนุตรา และคณะ ไดrทำการ
เปรียบเทียบ พีเอชบีบริสุทธิ์ ที่สกัดจาก B.megaterrium SWU01 (TISTR10144) กับพีเอชบี
มาตรฐาน พบหมูiฟúงก^ชันที่สำคัญ คือ  C=O Stretching, O-H Stretching พบพีคปรากฏที่
เลขคลื่น 1730.15 cm-1, 3439.08 cm-1 ตามลำดับ และ C-H Stretching พบพีคปรากฏที่
เลขคลื่น 2981.95 cm-1 และ 2935.66 cm-1 (อนุตรา และคณะ, 2560) ดังนั้นจึงสามารถ
ยืนยันไดrวiาพีเอชบีที่สกัดไดrจากไอโซเลท CW12 คือ พีเอชบี 
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รูปที่ 4.4 FTIR-Spectra ของพีเอชบีมาตรฐาน (ก) เปรียบเทียบกับพีเอชบีที่สกัดไดrจาก 
ไอโซเลท CW12 (ข) 

Standard PHB 
C=O stretching 

C-H stretching 

O-H stretching 

(ก) 

CW12 

O-H stretching 

C-H stretching 

C=O stretching 

(ข) 
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัยและขlอเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการวิจัย 

การทดลองการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียจากแหลiงธรรมชาติ 4 แหลiง ไดrแกi ดินเพาะปลูก และไมr
ผุ บริเวณอำเภอเสิงสาง จังหวัดนครราชสีมา บริเวณดินปzาชายเลน ที่เขตบางขุนเทียน 
กรุงเทพมหานคร และน้ำจากคลองสำโรง อำเภอบางพลี จังหวัดสมุทรปราการ พบวiามีเชื้อแบคทีเรีย 6 
ไอโซเลท จากทั้งหมด 27 ไอโซเลท ที่มีความสามารถในการสะสมพีเอชบีภายในเซลล^แบคทีเรีย จาก
การยrอมสี Sudan Black B พีเอชบีจะติดสีน้ำเงินดำภายในแกรนูลของเซลล^แบคทีเรีย และมีการตรวจ
ยืนยันดrวย Nile Blue A ที่มีความจำเพาะเจาะจงมากกวiา Sudan Black B โดยเชื้อแบคทีเรียที่มีการ
ผลิตพีเอชบี จะเรืองแสงสีสrมเหลืองเมื่อสiองผiานแสงสีฟ´า โดยเปรียบเทียบกับเชื้อควบคุมที่เปtนผลบวก
และผลลบ จากนั้นนำเชื้อแบคทีเรีย 4 ไอโซเลทจาก 6 ไอโซเลทที่เรืองแสงมากที่สุด ไดrแกi CW12, 
MS4, RW7 และ RW13 มาทำการสกัดหาปริมาณพีเอชบี พบวiา สามารถผลิตพีเอชบีไดrสูงสุด 0.26 
กรัมตiอลิตร ตiอปริมาณน้ำหนักเซลล^แหrง 0.61 กรัมตiอลิตร, 0.11 กรัมตiอลิตร ตiอปริมาณน้ำหนักเซลล^
แหrง 0.55 กรัมตiอลิตร, 0.12 กรัมตiอลิตร ตiอปริมาณน้ำหนักเซลล^แหrง 0.53 กรัมตiอลิตร และ 0.24 
กรัมตiอลิตร ตiอปริมาณน้ำหนักเซลล^แหrง 0.71 กรัมตiอลิตร ตามลำดับ ซึ่งสามารถคิดเปtน %PHB 
content ไดrเทiากับ 43.17%, 19.36%, 23.27% และ 33.33% ตามลำดับ เมื่อเปรียบเทียบกับ 
B.megaterium SWU01 (TISTR10144) ซึ่งสามารถผลิตพีเอชบีไดrสูงสุด 0.13 กรัมตiอลิตร ตiอ
ปริมาณน้ำหนักเซลล^แหrง 0.54 กรัมตiอลิตร คิดเปtน %PHB content เทiากับ 23.45% และจากการ
จำแนกสายพันธุ^ของแบคทีเรียดrวยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) ที่บริเวณยีน 16s rDNA 
ผลที่ไดrปรากฏแถบของผลิตภัณฑ^พีซีอาร^ 4 แถบ ไดrแกi เลนที่ 3, 4, 5 และ 7 โดยเลนที่ 3 และ 4 คือ 
RW7 และ RW13 ที่ใชrคูiไพรเมอร^ P085_16sNEW-F และ P086_16sNEW-R มีผลการเพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอขนาดประมาณ 100 และ 200 คูiเบส ตามลำดับ โดยเลนที่ 5 และ 7 คือ CW12 และ RW7 ที่ใชr
คูiไพรเมอร^ P021-16s-F และ P021-16s-R มีผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอขนาดประมาณ 100 และ 
100, 1500 คูiเบส ตามลำดับ จากนั้นนำเชื้อแบคทีเรียที่ผลิตพีเอชบีไดrสูงสุด คือ CW12 จากตัวอยiาง
น้ำคลองจากแหลiงชุมชน มาทำการวิเคราะห^โครงสรrางของพอลิเมอร^ดrวย FT-IR ที่ทำการเปรียบเทียบ
พีเอชบีที่สกัดไดrและพีเอชบีมาตรฐาน พบวiาพีคของหมูiฟúงก^ชันที่สำคัญของพีเอชบีมีคiาเลขคลื่นเทiากัน 
ดังนั้นสามารถสรุปไดrวiาไอโซเลท CW12 คือพีเอชบ ี
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5.2 ขLอเสนอแนะ 
1)  ควรใชrอาหาร NB ที่มีแหลiงคาร^บอนเพื่อเพิ่มปริมาณการผลิตพีเอชบีของเชื้อแบคทีเรีย
กiอนการสกัดพีเอชบี 
2) ศึกษาอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกไดrจากแหลiง
ธรรมชาติ เพื่อใหrเชื้อแบคทีเรียเจริญไดrดี 
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี 

 
ก.1 สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ก.1.1 อาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient Agar 
ประกอบดrวย สารสกัดยีสต^ 3 กรัม เปปโตน 5 กรัม ผงวุrน 15 กรัม ตiอน้ำ

กลั่น 1 ลิตร นำไปนึ่งฆiาเชื้อดrวยหมrอนึ่งอัดไอน้ำ ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เปtนเวลา 15 นาที 
ก.1.2 อาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient Broth 

ประกอบดrวย สารสกัดยีสต^ 3 กรัม เปปโตน 5 กรัม ผงวุrน ตiอน้ำกลั่น 1 
ลิตร นำไปนึ่งฆiาเชื้อดrวยหมrอนึ่งอัดไอน้ำ ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปtนเวลา 
15 นาที 

ก.2 การเตรียมสารเคมี 
ก.2.1 กลีเซอรอล 50%  

ความเขrมขrนเริ่มตrน 100% นำมาเจือจางดrวยน้ำกลั่นใหrไดr 50% นำไปนึ่ง
ฆiาเชื้อดrวยหมrอนึ่งอัดไอน้ำ  ที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปtนเวลา 20 นาที 
ก.2.2 Safranin O 

ชั่ง Safranin O 2.5 กรัม ละลายใน 95% เอทานอล 100 มิลลิลิตร แลrว
เก็บสารละลายในขวดสีชา  
ก.2.3 สารละลาย Sudan Black B 0.5% 

ชั่งสีย*อม Sudan Black B 0.5 กรัม ละลายใน 95% เอทธานอล 
100 มิลลิลิตร 
ก.2.4 Nile blue A 0.5 ug/ml 

เตรียม Nile Blue A 5 มิลลิกรัมตiอมิลลิลิตร โดยชั่งสียrอม Nile Blue A 5 
มิลิกรัม ละลายใน Absolute Ethanol ปริมาตร 1 ml 
 

 
 
 
 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ภาคผนวก ข 
สถานที่เก็บตัวอย1าง 

 
ข.1 แหลuงที่ 1 ดินจากแหลiงเพาะปลูก           ข.2 แหลuงที่ 2 น้ำคลองจาก 
ต.กุดโบสถ, อ.เสิงสาง   จ.นครราชสีมา                แหลiงชุมชน 

   ต.บางแก:ว อ.บางพลี จ.สมุทรปราการ                

 
ข.3 แหลJงที่ 3 ดินปJาชายเลน               ข.4 แหลJงที่ 4 ไม*ผุ  

             แขวง ทAาข:าม เขต บางขุนเทียน                          ต.กุดโบสถ, อ.เสิงสาง จ.นครราชสีมา                                                                                

 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ภาคผนวก ค 
ผลการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย 

 
ตารางที่ ค.1 เชื้อควบคุม 
ชื่อเชื้อ ผลกiอนยrอม Sudan 

Black B 
ผลหลังยrอม 

Sudan Black B 
Gram Stain 

(1000X) 
Sudan Black B 
สไลด^ (1000X) 

Nile 
Blue 

A 
 
 

Escherichia 
coli 

(Negative) 
  

 
 

Gram negative 

 
 

0 

 
 
0 

 
B.megaterium 

SWU01 
(TISTR10144) 

(Positive) 
 

  

Gram positive 

 
 

+++ 

 
 
+++ 

หมายเหตุ :  
§ +++  ติดสี Sudan Black B เขrมมากที่สุด และมีการเรืองแสงของ Nile Blue A มากที่สุด 
§ ++ ติดสี Sudan Black B เขrมปานกลาง และมีการเรืองแสงของ Nile Blue A ปานกลาง 
§ + ติดสี Sudan Black B เขrมนrอยที่สุด และมีการเรืองแสงของ Nile Blue A นrอยที่สุด 
§ 0 ไมiติดสี Sudan Black B และไมiมีการเรืองแสงของ Nile Blue A  

 
 
 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ค.2 การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่ติดสียrอมของ Sudan Black B และการเรืองแสงของ Nile 
blue ของตัวอยiางดินจากแหลiงเพาะปลูก 

ที่มา / 
ชื่อเชื้อ 

ผลกiอนยrอม 
Sudan Black B 

ผลหลังยrอม 
Sudan Black B 

Gram Stain 
(1000X) 

Sudan Black B 
สไลด^ (1000X) 

Nile Blue A 

 
 

CS1 

  

 

Gram negative 

 

0 

 
 

CW12	
CW12	

- 

 
 

CS2 

  

 

Gram positive 

 

+++ 

 

0 

 
 

CS3 

  

 

Gram negative 

 

+ 

 

0 

 
 

CS4 

  

 

Gram positive 

 

+ 

 
 
 
 
- 

 
 

CS5 

  

 

Gram negative 

 

0 

 
 
- 

SWU01	

CS2	

E.coli	

SWU01	E.coli	

CS3	

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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CS6 

  

 

Gram negative 

 
 

+ 

 
 

+ 

 
 

CS7 

 

 

 

Gram positive 

 

0 

 
 
- 

หมายเหตุ : CS คือ ดินบริเวณแหลiงเพาะปลูก 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

SWU01	 E.coli	

CS6	

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ค.3 การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่ติดสียrอมของ Sudan Black B และการเรืองแสงของ Nile 
blue ของตัวอยiางน้ำคลองจากแหลiงชุมชน 

ที่มา / 
ชื่อเชื้อ 

ผลกiอนยrอม 
Sudan Black B 

ผลหลังยrอม 
Sudan Black B 

Gram Stain 
(1000X) 

Sudan Black B 
สไลด^ (1000X) 

Nile Blue A 

 
 

CW3 

  

 

Gram negative 

 

+ 

 

0 

 
 

CW6 

  

 

Gram negative 

 

0 
 

 

 
 
- 

 
 

CW12 

  

 

Gram negative 

 

+++ 

 

+++ 

 
 

CW14 

  

 

Gram positive 

 

0 

 
 
- 

 
 

CW16 

  

 

Gram positive 

 

0 

 
 
- 

หมายเหตุ : CW คือ น้ำคลองจากแหลiงชุมชน 

CW4	

SWU01	 E.coli	

CW12	

SWU01	E.coli	

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ค.3 การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่ติดสียrอมของ Sudan Black B และการเรืองแสงของ Nile 
blue ของตัวอยiางดินปzาชายเลน 

ที่มา / 
ชื่อเชื้อ 

ผลกiอนยrอม Sudan 
Black B 

ผลหลังยrอม 
Sudan Black B 

Gram Stain 
(1000X) 

Sudan Black B 
สไลด^ (1000X) 

Nile Blue A 

 
 

MS1 

  

 

Gram positive 

 

0 

 
 
- 

 
 

MS4 

  

 

Gram positive 

 

++ 

 

++ 

 
 

MS9 

  

 

Gram positive 

 

0 

 
 
- 

 
 

MS12 

  

 

Gram positive 

 

+ 

 

+ 

SWU01	E.coli	

MS4	

SWU01	

MS12	

E.coli	

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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MS14 

  

 

Gram negative 

 

0 

 
 
- 

 
 

MS15 

 

  

Gram positive 

 

0 

 
 
- 

 
 

MS16 

  

 

Gram positive 

 

0 

 
 
- 

หมายเหตุ : MS คือ ดินปzาชายเลน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ค.5 การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่ติดสียrอมของ Sudan Black B และการเรืองแสงของ Nile 
blue ของตัวอยiางไมrผุ 

ที่มา / 
ชื่อเชื้อ 

ผลกiอนยrอม  
Sudan Black B 

ผลหลังยrอม 
Sudan Black B 

Gram Stain 
(1000X) 

Sudan Black B 
สไลด^ (1000X) 

Nile Blue A 

 
 

RW1 

  

 

Gram positive 

 

0 

 
 
- 

 
 

RW4 

 

 

 

Gram positive 

 

0 

 
 
- 

 
 

RW5 

  

 

Gram positive 

 

0 

 
 
- 

 
 

RW7 

  

 

Gram positive 

 

++ 

 

++ 

 
 

RW8 

  

 

Gram positive 

 

0 

 
 
- 

SWU01	E.coli	

RW7	

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



40	
	

 
 

RW9 

  

 

Gram positive 

 

0 

 
 
- 

 
 

RW10 

 

 

 

Gram positive 
 

 

+ 

 

0 

 
 

RW13 

  

 

Gram negative  

 

+++ 

 

+++ 

หมายเหตุ : RW คือ ไมrผุ 
 

  

SWU01	E.coli	

RW10	

SWU01	E.coli	

RW13	

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ภาคผนวก ง 
ผลการสกัดน้ำหนักเซลล)แหOงและปริมาณพีเอชบีของเชื้อแบคทีเรีย 
 
ตารางที่ ง.1  ผลการสกัดน้ำหนักเซลล^แหrง 

เชื้อ น้ำหนักหลอด
กAอนอบ 
(กรัม) 

น้ำหนักหลอด 
+ เซลล, 
(กรัม) 

น้ำหนักเซลล,
แห:ง (กรัม/
มิลลิลิตร) 

ปริมาตร 
(มิลลิลิตร) 

OD หัวเชื้อ 
(10x) 

OD กAอนสกัด 

CW12 

ซ้ำที่ 1 0.9889 0.9951 0.0062 10 0.208 1.225 
ซ้ำที่ 2 0.9938 1.0003 0.0065 10 0.208 1.218 
ซ้ำที่ 3 0.9797 0.9854 0.0057 10 0.207 1.216 
คAาเฉลี่ย   0.0061 10 0.208 1.220 

MS4 
ซ้ำที่ 1 0.9786 0.9827 0.0041 10 0.173 0.940 
ซ้ำที่ 2 0.9825 0.9872 0.0047 10 0.171 0.934 
ซ้ำที่ 3 0.9741 0.9817 0.0076 10 0.170 0.932 
คAาเฉลี่ย   0.0055 10 0.171 0.935 

RW7 

ซ้ำที่ 1 0.9881 0.9937 0.0056 10 0.184 1.371 
ซ้ำที่ 2 0.9885 0.9933 0.0048 10 0.183 1.365 
ซ้ำที่ 3 0.9758 0.9813 0.0055 10 0.183 1.360 
คAาเฉลี่ย   0.0053 10 0.183 1.365 

RW13 

ซ้ำที่ 1 0.9871 0.9851 0.0080 10 0.280 1.213 
ซ้ำที่ 2 0.9837 0.9900 0.0063 10 0.288 1.210 
ซ้ำที่ 3 0.980 0.9876 0.0070 10 0.285 1.211 
คAาเฉลี่ย   0.0071 10 0.284 1.211 

SWU01 (TISTR10144) 

ซ้ำที่ 1 0.9784 0.9837 0.0053 10 0.202 1.118 
ซ้ำที่ 2 0.9765 0.9817 0.0052 10 0.198 1.114 
ซ้ำที่ 3 0.9888 0.9945 0.0057 10 0.200 1.109 
คAาเฉลี่ย   0.0054 10 0.200 1.114 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ง.2  ผลการสกัดน้ำหนักพีเอชบี 
เชื้อ น้ำหนัก

หลอดกiอน
อบ (กรัม) 

น้ำหนัก
หลอด + พี
เอชบี (กรัม) 

น้ำหนักพี
เอชบี 
(กรัม/

มิลลิลิตร) 

ปริมาตร 
(มิลลิลิตร) 

OD หัวเชื้อ 
(10x) 

OD กiอน
สกัด 

CW12 
ซ้ำที่ 1 0.9934 0.9962 0.0028 10 0.208 1.225 
ซ้ำที่ 2 0.9946 0.9974 0.0028 10 0.208 1.218 
ซ้ำที่ 3 0.9851 0.9874 0.0023 10 0.207 1.216 
คiาเฉลี่ย   0.0026 10 0.208 1.220 

MS4 
ซ้ำที่ 1 0.9938 0.9945 0.0007 10 0.173 0.940 
ซ้ำที่ 2 0.9903 0.9919 0.0016 10 0.171 0.934 
ซ้ำที่ 3 0.9998 1.0007 0.0009 10 0.170 0.932 
คiาเฉลี่ย   0.0011 10 0.171 0.935 

RW7 
ซ้ำที่ 1 0.8872 0.8886 0.0014 10 0.184 1.371 
ซ้ำที่ 2 0.9914 0.9926 0.0012 10 0.183 1.365 
ซ้ำที่ 3 0.9898 0.9909 0.0011 10 0.183 1.360 
คiาเฉลี่ย   0.0012 10 0.183 1.365 

RW13 
ซ้ำที่ 1 0.9929 0.9955 0.0026 10 0.280 1.213 
ซ้ำที่ 2 0.9927 0.9950 0.0023 10 0.288 1.210 
ซ้ำที่ 3 0.9934 0.9956 0.0022 10 0.285 1.211 
คiาเฉลี่ย   0.0024 10 0.284 1.211 

SWU01 (TISTR10144) 
ซ้ำที่ 1 0.9849 0.9861 0.0012 10 0.202 1.118 
ซ้ำที่ 2 0.9978 0.9991 0.0013 10 0.198 1.114 
ซ้ำที่ 3 0.9966 0.9979 0.0013 10 0.200 1.109 
คiาเฉลี่ย   0.0013 10 0.200 1.114 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ง.3 การเปรียบเทียบปริมาณ PHB และน้ำหนักเซลล^แหrง 
เชื้อ น้ำหนักเซลล^แหrง 

 (กรัมตiอลิตร) 
พีเอชบี (กรัมตiอลิตร) %พีเอชบี 

(%W/W) 
CW12 

ซ้ำที่ 1 0.62 0.28 45.16 
ซ้ำที่ 2 0.65 0.28 43.03 
ซ้ำที่ 3 0.57 0.23 40.35 
คiาเฉลี่ย 0.61 0.26 42.86 

MS4 
ซ้ำที่ 1 0.41 0.07 17.07 
ซ้ำที่ 2 0.47 0.16 34.04 
ซ้ำที่ 3 0.76 0.09 11.84 
คiาเฉลี่ย 0.55 0.11 20.99 

RW7 
ซ้ำที่ 1 0.56 0.14 25 
ซ้ำที่ 2 0.48 0.12 25 
ซ้ำที่ 3 0.55 0.11 20 
คiาเฉลี่ย 0.53 0.12 23.33 

RW13 
ซ้ำที่ 1 0.80 0.26 32.50 
ซ้ำที่ 2 0.63 0.23 36.51 
ซ้ำที่ 3 0.70 0.22 31.43 
คiาเฉลี่ย 0.71 0.24 33.48 

SWU01 (TISTR10144) 
ซ้ำที่ 1 0.53 0.12 22.64 
ซ้ำที่ 2 0.52 0.13 25.00 
ซ้ำที่ 3 0.57 0.13 22.81 
คiาเฉลี่ย 0.54 0.13 23.48 

 
 

  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ภาคผนวก จ 
การวิเคราะห)ทางสถิติ 

ตารางที่ จ.1 การวิเคราะห^ทางสถิติและความแตกตiางอยiางมีนัยสำคัญของชุดขrอมูลน้ำหนักเซลล^แหrง  
ตารางคiาเฉลี่ยและคiาเบี่ยงเบนมาตรฐานของน้ำหนักเซลล^แหrง 

 
Multiple Comparisons 

Dependent Variable:   DCW   
 

(I) 
isolates 

(J) 
isolates 

Mean 
Difference 

(I-J) 
Std. 
Error Sig. 

95% Confidence Interval 
 Lower 

Bound 
Upper 
Bound 

        
Tukey 
HSD 

CW12 MS4 .10000 .07795 .707 -.1565 .3565 

RW7 .11667 .07795 .586 -.1399 .3732 
RW13 -.06333 .07795 .921 -.3199 .1932 
SWU01 .10667 .07795 .659 -.1499 .3632 

MS4 CW12 -.10000 .07795 .707 -.3565 .1565 
RW7 .01667 .07795 .999 -.2399 .2732 
RW13 -.16333 .07795 .293 -.4199 .0932 
SWU01 .00667 .07795 1.000 -.2499 .2632 

RW7 CW12 -.11667 .07795 .586 -.3732 .1399 
MS4 -.01667 .07795 .999 -.2732 .2399 
RW13 -.18000 .07795 .219 -.4365 .0765 
SWU01 -.01000 .07795 1.000 -.2665 .2465 

RW13 CW12 .06333 .07795 .921 -.1932 .3199 
MS4 .16333 .07795 .293 -.0932 .4199 
RW7 .18000 .07795 .219 -.0765 .4365 
SWU01 .17000 .07795 .261 -.0865 .4265 

SWU01 CW12 -.10667 .07795 .659 -.3632 .1499 
MS4 -.00667 .07795 1.000 -.2632 .2499 
RW7 .01000 .07795 1.000 -.2465 .2665 
RW13 -.17000 .07795 .261 -.4265 .0865 

LSD CW12 MS4 .10000 .07795 .228 -.0737 .2737 
RW7 .11667 .07795 .165 -.0570 .2903 
RW13 -.06333 .07795 .435 -.2370 .1103 
SWU01 .10667 .07795 .201 -.0670 .2803 

MS4 CW12 -.10000 .07795 .228 -.2737 .0737 
RW7 .01667 .07795 .835 -.1570 .1903 
RW13 -.16333 .07795 .063 -.3370 .0103 
SWU01 .00667 .07795 .934 -.1670 .1803 

RW7 CW12 -.11667 .07795 .165 -.2903 .0570 
MS4 -.01667 .07795 .835 -.1903 .1570 
RW13 -.18000* .07795 .044 -.3537 -.0063 
SWU01 -.01000 .07795 .900 -.1837 .1637 

RW13 CW12 .06333 .07795 .435 -.1103 .2370 
MS4 .16333 .07795 .063 -.0103 .3370 
RW7 .18000* .07795 .044 .0063 .3537 
SWU01 .17000 .07795 .054 -.0037 .3437 

SWU01 CW12 -.10667 .07795 .201 -.2803 .0670 
MS4 -.00667 .07795 .934 -.1803 .1670 
RW7 .01000 .07795 .900 -.1637 .1837 
RW13 -.17000 .07795 .054 -.3437 .0037 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางแสดงผลการวิเคราะห^ทางสถิติดrวย ANOVA 
 
ANOVA 

DCW   
 

Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups .076 4 .019 2.097 .156 

Within Groups .091 10 .009   
Total .168 14    

 
 
 

ตารางความแตกตiางอยiางมีนัยสำคัญของชุดขrอมูลน้ำหนักเซลล^แหrง 
 

DCW 
 

isolates N 

Subset for alpha 
= 0.05 

 1 
Student-Newman-Keulsa RW7 3 .5300 

SWU01 3 .5400 
MS4 3 .5467 
CW12 3 .6467 
RW13 3 .7100 
Sig.  .219 

Tukey HSDa RW7 3 .5300 
SWU01 3 .5400 
MS4 3 .5467 
CW12 3 .6467 
RW13 3 .7100 
Sig.  .219 

Duncana RW7 3 .5300 
SWU01 3 .5400 
MS4 3 .5467 
CW12 3 .6467 
RW13 3 .7100 
Sig.  .060 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

 

 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ จ.2 การวิเคราะห^ทางสถิติและความแตกตiางอยiางมีนัยสำคัญของชุดขrอมูลน้ำหนักพีเอชบี 
ตารางคiาเฉลี่ยและคiาเบี่ยงเบนมาตรฐานของน้ำหนักพีเอชบี 

 
Multiple Comparisons 

Dependent Variable:   PHB   
 

(I) 
isolate 

(J) 
isolate 

Mean 
Difference 

(I-J) 
Std. 
Error Sig. 

95% Confidence 
Interval 

 Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

Tukey 
HSD 

CW12 MS4 .15667* .02241 .000 .0829 .2304 

RW7 .14000* .02241 .001 .0662 .2138 
RW13 .02667 .02241 .757 -.0471 .1004 
SWU01 .13667* .02241 .001 .0629 .2104 

MS4 CW12 -.15667* .02241 .000 -.2304 -.0829 
RW7 -.01667 .02241 .941 -.0904 .0571 
RW13 -.13000* .02241 .001 -.2038 -.0562 
SWU01 -.02000 .02241 .893 -.0938 .0538 

RW7 CW12 -.14000* .02241 .001 -.2138 -.0662 
MS4 .01667 .02241 .941 -.0571 .0904 
RW13 -.11333* .02241 .003 -.1871 -.0396 
SWU01 -.00333 .02241 1.000 -.0771 .0704 

RW13 CW12 -.02667 .02241 .757 -.1004 .0471 
MS4 .13000* .02241 .001 .0562 .2038 
RW7 .11333* .02241 .003 .0396 .1871 
SWU01 .11000* .02241 .004 .0362 .1838 

SWU01 CW12 -.13667* .02241 .001 -.2104 -.0629 
MS4 .02000 .02241 .893 -.0538 .0938 
RW7 .00333 .02241 1.000 -.0704 .0771 
RW13 -.11000* .02241 .004 -.1838 -.0362 

LSD CW12 MS4 .15667* .02241 .000 .1067 .2066 

RW7 .14000* .02241 .000 .0901 .1899 
RW13 .02667 .02241 .262 -.0233 .0766 
SWU01 .13667* .02241 .000 .0867 .1866 

MS4 CW12 -.15667* .02241 .000 -.2066 -.1067 
RW7 -.01667 .02241 .474 -.0666 .0333 
RW13 -.13000* .02241 .000 -.1799 -.0801 
SWU01 -.02000 .02241 .393 -.0699 .0299 

RW7 CW12 -.14000* .02241 .000 -.1899 -.0901 
MS4 .01667 .02241 .474 -.0333 .0666 
RW13 -.11333* .02241 .000 -.1633 -.0634 
SWU01 -.00333 .02241 .885 -.0533 .0466 

RW13 CW12 -.02667 .02241 .262 -.0766 .0233 
MS4 .13000* .02241 .000 .0801 .1799 
RW7 .11333* .02241 .000 .0634 .1633 
SWU01 .11000* .02241 .001 .0601 .1599 

SWU01 CW12 -.13667* .02241 .000 -.1866 -.0867 
MS4 .02000 .02241 .393 -.0299 .0699 
RW7 .00333 .02241 .885 -.0466 .0533 
RW13 -.11000* .02241 .001 -.1599 -.0601 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 

 

 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางแสดงผลการวิเคราะห^ทางสถิติดrวย ANOVA 
 
ANOVA 

PHB   
 

Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups .064 4 .016 21.119 .000 

Within Groups .008 10 .001   
Total .071 14    

 
 

ตารางความแตกตiางอยiางมีนัยสำคัญของชุดขrอมูลน้ำหนักพีเอชบี 
 

PHB 
 

isolate N 
Subset for alpha = 0.05 

 1 2 
Student-Newman-Keulsa MS4 3 .1067  

RW7 3 .1233  
SWU01 3 .1267  
RW13 3  .2367 
CW12 3  .2633 
Sig.  .657 .262 

Tukey HSDa MS4 3 .1067  
RW7 3 .1233  
SWU01 3 .1267  
RW13 3  .2367 
CW12 3  .2633 
Sig.  .893 .757 

Duncana MS4 3 .1067  
RW7 3 .1233  
SWU01 3 .1267  
RW13 3  .2367 
CW12 3  .2633 
Sig.  .414 .262 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ จ.3 การวิเคราะห^ทางสถิติและความแตกตiางอยiางมีนัยสำคัญของชุดขrอมูล %PHB content  
ตารางคiาเฉลี่ยและคiาเบี่ยงเบนมาตรฐานของ %PHB content 

 
Multiple Comparisons 

Dependent Variable:   PHBcontent   
 

(I) 
isolates 

(J) 
isolates 

Mean 
Difference 

(I-J) 
Std. 
Error Sig. 

95% Confidence Interval 
 Lower 

Bound 
Upper 
Bound 

Tukey 
HSD 

CW12 MS4 23.77333* 3.90374 .001 10.9258 36.6209 

RW7 19.89667* 3.90374 .003 7.0491 32.7442 
RW13 9.83333 3.90374 .162 -3.0142 22.6809 
SWU01 19.71333* 3.90374 .004 6.8658 32.5609 

MS4 CW12 -23.77333* 3.90374 .001 -36.6209 -10.9258 
RW7 -3.87667 3.90374 .853 -16.7242 8.9709 
RW13 -13.94000* 3.90374 .032 -26.7875 -1.0925 
SWU01 -4.06000 3.90374 .832 -16.9075 8.7875 

RW7 CW12 -19.89667* 3.90374 .003 -32.7442 -7.0491 
MS4 3.87667 3.90374 .853 -8.9709 16.7242 
RW13 -10.06333 3.90374 .148 -22.9109 2.7842 
SWU01 -.18333 3.90374 1.000 -13.0309 12.6642 

RW13 CW12 -9.83333 3.90374 .162 -22.6809 3.0142 
MS4 13.94000* 3.90374 .032 1.0925 26.7875 
RW7 10.06333 3.90374 .148 -2.7842 22.9109 
SWU01 9.88000 3.90374 .159 -2.9675 22.7275 

SWU01 CW12 -19.71333* 3.90374 .004 -32.5609 -6.8658 
MS4 4.06000 3.90374 .832 -8.7875 16.9075 
RW7 .18333 3.90374 1.000 -12.6642 13.0309 
RW13 -9.88000 3.90374 .159 -22.7275 2.9675 

LSD CW12 MS4 23.77333* 3.90374 .000 15.0753 32.4714 

RW7 19.89667* 3.90374 .000 11.1986 28.5947 
RW13 9.83333* 3.90374 .030 1.1353 18.5314 
SWU01 19.71333* 3.90374 .000 11.0153 28.4114 

MS4 CW12 -23.77333* 3.90374 .000 -32.4714 -15.0753 
RW7 -3.87667 3.90374 .344 -12.5747 4.8214 
RW13 -13.94000* 3.90374 .005 -22.6381 -5.2419 
SWU01 -4.06000 3.90374 .323 -12.7581 4.6381 

RW7 CW12 -19.89667* 3.90374 .000 -28.5947 -11.1986 
MS4 3.87667 3.90374 .344 -4.8214 12.5747 
RW13 -10.06333* 3.90374 .028 -18.7614 -1.3653 
SWU01 -.18333 3.90374 .963 -8.8814 8.5147 

RW13 CW12 -9.83333* 3.90374 .030 -18.5314 -1.1353 
MS4 13.94000* 3.90374 .005 5.2419 22.6381 
RW7 10.06333* 3.90374 .028 1.3653 18.7614 
SWU01 9.88000* 3.90374 .030 1.1819 18.5781 

SWU01 CW12 -19.71333* 3.90374 .000 -28.4114 -11.0153 
MS4 4.06000 3.90374 .323 -4.6381 12.7581 
RW7 .18333 3.90374 .963 -8.5147 8.8814 
RW13 -9.88000* 3.90374 .030 -18.5781 -1.1819 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 

 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางแสดงผลการวิเคราะห^ทางสถิติดrวย ANOVA 
 

ANOVA 

PHBcontent   
 

Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 1122.668 4 280.667 12.278 .001 

Within Groups 228.588 10 22.859   
Total 1351.256 14    

 
 
 

ตารางความแตกตiางอยiางมีนัยสำคัญของชุดขrอมูล %PHB content 
 

PHBcontent 
 

isolates N 
Subset for alpha = 0.05 

 1 2 3 
Student-Newman-Keulsa MS4 3 19.3933   

RW7 3 23.2700 23.2700  
SWU01 3 23.4533 23.4533  
RW13 3  33.3333  
CW12 3   43.1667 
Sig.  .570 .065 1.000 

Tukey HSDa MS4 3 19.3933   
RW7 3 23.2700 23.2700  
SWU01 3 23.4533 23.4533  
RW13 3  33.3333 33.3333 
CW12 3   43.1667 
Sig.  .832 .148 .162 

Duncana MS4 3 19.3933   
RW7 3 23.2700   
SWU01 3 23.4533   
RW13 3  33.3333  
CW12 3   43.1667 
Sig.  .344 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

	

	

	

	เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ภาคผนวก ฉ 
ผังงานวิธีการดำเนินการ 

 
การคัดแยกเชื้อจุลินทรีย=ที่ผลิตพีเอชบี 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

การยLอมสี Sudan Black B ในเพลท 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ชั่งตัวอยiาง 1 g. 

เจือจางดrวยน้ำกลั่น 9 ml. 

ดูดตัวอยiาง 100 µl. มากระจายลงบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อ NA  

บiมที่อุณหภูมิหrอง เปtนเวลา 24-36 ชั่วโมง 

ละลาย 0.5% Sudan Black B 
ใน 95% เอทานอล  

เทสารละลายลงในเพลทที่มีเชื้อ
แบคทีเรีย 

ตั้งทิ้งไวr 30 นาท ี

ลrางออกดrวย 95% เอทานอล 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



51	
	

การตรวจยืนยันโดยการยLอมสี Sudan Black B บนสไลด= 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
การตรวจยืนยันดLวย Nile blue A 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

เกลี่ยเชื้อบริสุทธิ์ลงบนแผiนสไลด^  

ยrอมดrวยสี Sudan Black B 

ลrางออกดrวย Xylene 

ยrอมทับดrวย Safranin O 

สiองภายใตrกลrองจุลทรรศน^ที่
กำลังขยาย 1000 เทiา 

ลrางออกดrวยน้ำกลั่น 

ขีดเชื้อที่ผiานการยืนยันดrวย Sudan Black B ลงบน
อาหารเลี้ยงเชื้อ NA ที่ผสมสี Nile Blue A 

นำมาสiองผiานแสงสีน้ำเงิน โดยดูการเรืองแสงของเชื้อ
แบคทีเรียผiานเครื่อง Mini Blue LED Transilluminator 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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การสกัดพีเอชบีจากแบคทีเรียที่คัดแยกไดLจากแหลJงธรรมชาติ 
การเตรียมหัวเชื้อ  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

นำ 3-4 โคโลนีลงในอาหาร NB 
ปริมาตร 30 ml. 

วัดคiาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
600 nm เจือจางใหrไดrคiาความขุiน 0.5 

โดยใชr NB เปtนแบลงค ̂

เขยiาที่ความเร็วรอบ 250 rpm 
ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 °C   

ทิ้งไวrขrามคืน 

เติมเชื้อ 10% inoculum ลงในอาหาร 
NB ปริมาตร 70 ml.   

เขยiาที่ความเร็วรอบ 250 rpm 
ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 °C เปtน

เวลา 24 ชั่วโมง 
ทำการทดลอง 3 ซ้ำ โดยแบiงหลอดละ 

20 ml.  

ลrางตะกอนดrวยน้ำกลั่น 10 ml.  
ทำ 2 ซ้ำ 

เติมน้ำกลั่น 10 ml. และแบiงสำหรับหา
ปริมาณน้ำหนักเซลล^แหrงและสกัดพีเอชบี 

หลอดละ 5 ml. 

ปúµนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8000 
rpm เปtนเวลา 10 นาที และเท

สiวนใสทิ้ง 

ปúµนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8000 
rpm เปtนเวลา 10 นาที และเท

สiวนใสทิ้ง 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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การหาปริมาณน้ำหนักเซลล=แหLง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
การสกัดพีเอชบี 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

นำเชื้อแบคทีเรีย 5 ml. ไปปúµนเหวี่ยง
ครั้งละ 1 ml. จนครบปริมาตร 5 ml.  

ปúµนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8000 
rpm เปtนเวลา 10 นาที และเท

สiวนใสทิ่ง 
อบที่อุณหภูมิ 60 °C เปtนเวลา 1 คืน  

นำไปชั่งน้ำหนักหาปริมาณเซลล^แหrง 

นำเชื้อแบคทีเรีย 5 ml. ไปปúµนเหวี่ยง  ปúµนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8000 
rpm เปtนเวลา 10 นาที และเท

สiวนใสทิ้ง 
เติมโซเดียมไฮโปคลอไรท^ 5 ml.  

บiมที่อุณหภูมิ 37 °C เปtนเวลา 1 
ชั่วโมง 

นำเชื้อแบคทีเรีย 5 ml. ไปปúµนเหวี่ยง
ครั้งละ 1 ml. จนครบปริมาตร 5 ml.  

ปúµนเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 

8000 rpm เปtน
เวลา 10 นาที และ

เทสiวนใสทิ้ง 

เติมอะซิโตน 1 ml.  

เติม 95% เอทานอล ปริมาตร 1 ml. 

อบที่อุณหภูมิ 60 °C  
เปtนเวลา 1 คืน 

นำไปชั่งน้ำหนักพีเอชบ ี
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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งานทะเบียนคณะวิทยาศาสตร^ 
สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลrาเจrาคุณทหารลาดกระบัง 

คำรับรองเลiมโครงงานพิเศษ/ปúญหาพิเศษ/สหกิจศึกษา 

 

วันที่............เดือน................................พ.ศ............. 

ขrาพเจrา  นางสาวอาทิตตยา  ทิพย^บำหราบ  รหัสประจำตัว 62050666 
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