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การผลิตพลาสติกชีวภาพพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากนํา้มันปาล์ม 
โดยใช้เช้ือ Pseudomonas aeruginosa TISTR 1287 

 
ศุภรัตน์  ฐิติรัตนอศัว์ 1 สิรภทัร  เทียนสนัเท๊ียะ 1 ป่ินอนงค ์ ธนิกกลุ 2 

ศิริอร  บุญญวนิช 1,2 และ นิพนธ์  พิสุทธ์ิไพศาล 1,2,3* 
 
 

บทคดัย่อ 
งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พ่ือศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตพลาสติกชีวภาพประเภทพอลิไฮดรอกซีอลัคา-

โนเอต โดยใชน้ํ้ ามนัปาลม์เป็นแหล่งคาร์บอน ของ Pseudomonas aeruginosa TISTR 1287 ทาํการทดลองโดยแปรผนั
ความเขม้ขน้ของนํ้ ามนัปาลม์ในอาหารเล้ียงเช้ือเร่ิมตน้ท่ี 0.50, 0.75, 1.00, 1.50 และ 2.00 % โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร 
(ค่าความเป็นกรดด่าง 6.90) ทาํการทดลองแบบกะในตูบ่้มเขยา่ ท่ีอุณหภูมิ 30๐C ความเร็วรอบ 180 รอบต่อนาที จากผล
การทดลองพบว่า ความเขม้ขน้ของนํ้ ามนัปาลม์นั้น มีผลต่อการเจริญเติบโต และนํ้ าหนกัเซลลแ์ห้งของ P. aeruginosa 
TISTR 1287 โดยท่ีความเขม้ขน้ 0.75% โดยนํ้ าหนักต่อปริมาตร มีปริมาณนํ้ าหนักเซลล์แห้งสูงสุด เท่ากบั 2.33 กรัม 
ต่อลิตร ในชัว่โมงการหมกัท่ี 44 นอกจากน้ีช่วงระยะเวลาของการหมกัอาหารนั้นยงัมีผลต่อการผลิตและการสะสม  
พอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตของแบคทีเรีย โดยปริมาณและผลผลิตพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตท่ีสกดัได ้จะเพิ่มข้ึนตาม
ระยะเวลาของการหมกัท่ีมากข้ึนและเพ่ิมข้ึนสูงสุดท่ีระยะเวลาการหมกั 72 ชัว่โมง มีปริมาณ พอลิไฮดรอกซีอลัคา-  
โนเอต 0.65 กรัมต่อลิตร (38.01%) เม่ือนาํเซลลแ์บคทีเรียไปวิเคราะห์ผา่นกลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต ์พบว่าเซลล์
แบคทีเรียมีการเรืองแสงสีแดงของสียอ้ม Nile red ไดช้ดัเจน ในขณะเดียวกนัก็สามารถเห็นลกัษณะของพอลิไฮดรอก-
ซีอลัคาโนเอตท่ีแบคทีเรียสะสมไวใ้นรูปของเแกรนูลสีขาวอยา่งชดัเจน เม่ือนาํไปส่องผา่นกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอน
แบบส่องผา่น จากผลการทดลอง จึงสรุปไดว้่า P. aeruginosa TISTR 1287 สามารถใชน้ํ้ ามนัปาลม์เป็นแหล่งคาร์บอน
เพ่ือผลิตพลาสติกชีวภาพชนิดพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตได ้
 
 
คาํสําคญั : พลาสติกชีวภาพ, พอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต (PHAs), นํ้ามนัปาลม์, Pseudomonas aeruginosa 
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Production of Polyhydroxyalkanoates Bioplastic from Palm Oil using 

Pseudomonas aeruginosa TISTR 1287 
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Abstract 
This research aimed to investigate factors affecting the production of polyhydroxyalkanoates (PHAs) 

from palm oil as a carbon source by Pseudomonas aeruginosa TISTR 1287. The experiments were set-up a batch in 
an orbital shaker incubator at 30๐C with 180 rpm. Four concentrations (0.50, 0.75, 1.00, 1.50 and 2.00 % (w/v)) of 
palm oil were tested and initial pH in the culture medium was fixed at 6.90. The results showed that the 
concentrations of palm oil have the effect on cell growth and cell dry weight of P. aeruginosa TISTR 1287. The 
maximum cell dry weight at 44 hrs was 2.33 g L-1 obtained from the palm oil concentration of 0.75% (w/v). 
Moreover, the culture time also affected the cells growth and intracellular accumulation of PHAs. The PHAs 
concentration and content were increased when increasing the culture time from 0 to 72 hours. The maximum PHAs 
concentration was 0.65 g L-1 and PHAs content was 38.01 % when cultured in medium with 0.75% (w/v) palm oil at 
72 hrs fermentation. The microbial cells in the culture medium showed high red fluorescent, when the cells were 
determined using the fluorescent dye Nile red. The PHAs granules of intracellular the microbial cell were seen 
easily (white granules) by transmission electron microscope. The results demonstrated that P. aeruginosa TISTR 
1287 can be used palm oil as a carbon source for producing the PHAs based bioplastics in an intracellular. 
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1. บทนํา 
ปัจจุบนัผลิตภณัฑ์พลาสติกเขา้มาเป็นส่วนหน่ึงใน

ชีวิตประจาํวนัของมนุษยใ์นรูปแบบต่างๆ เน่ืองจากการ
นํามาใช้งานนั้ นสะดวกสบาย ซ่ึงผลิตภัณฑ์พลาสติก
เหล่าน้ีเป็นพลาสติกชนิดท่ีสังเคราะห์มาจากปิโตรเคมี 
โครงสร้างของพลาสติกมีความแข็งแรงทนทานยากต่อ
การยอ่ยสลายเม่ือนาํไปฝังในบ่อฝังกลบ ดงันั้นการผลิต
พลาสติกจึงควรเลือกใชว้สัดุอ่ืนท่ีสามารถย่อยสลายได้
ง่ายทางชีวภาพมาทดแทน  และเลือกวัสดุมาใช้ให้
เหมาะสมกบัคุณสมบติัของพลาสติกชนิดนั้นๆ เพ่ือลด
ปัญหาส่ิงแวดลอ้มท่ีอาจเกิดข้ึนได ้ดงันั้น จึงมีการริเร่ิม
แนวคิดท่ีจะคน้ควา้เพ่ือพฒันาพลาสติกทางเลือกใหม่
ข้ึนมาทดแทน  โดยพลาส ติกทางเลือกดังก ล่าวมี
คุณสมบัติเทียบได้กับพลาสติกจากปิโตรเคมี และยงั
สามารถย่อยสลายได้ง่ายกว่าด้วยกระบวนการทาง
ชีวภาพ ซ่ึงเรียกพลาสติกประเภทดงักล่าวน้ีว่า พลาสติก
ชีวภาพหรือไบโอพลาสติก 

ไบโอพลาสติก คือ พลาสติกท่ีสามารถย่อยสลายได้
ทางชีวภาพ เป็นพลาสติกท่ีถูกออกแบบมาเพ่ือให้เกิด
การเป ล่ียนแปลงโครงสร้างทางเคมีภายใต้สภาวะ
แวดลอ้มท่ีกาํหนดไวเ้ฉพาะ ก่อให้เกิดการสูญเสียสมบติั
บางประการ เช่น ความแข็งแรง ในปัจจุบนัมีการพฒันา
พลาสติกชีวภาพข้ึนมาหลายชนิด  แต่ท่ีมีคุณสมบัติ
ใกล้เคียงพลาสติกจากปิโตรเคมีมากท่ีสุดมีอยู่ 2 กลุ่ม
หลกั ได้แก่ พอลิแลคไตด์ (Polylactic acid; PLA) และ
พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoates; 
PHAs) [1-3] ทั้งน้ี พบว่าพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตนั้น
มีความเป็นพลาสติกท่ีดีกว่า PLA และสามารถนํามา
ประยุกต์ใช้งานได้อย่างกวา้งขวางมากกว่า นอกจากน้ี 
พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตยงัจัดเป็นพอลิเอสเตอร์

ชี ว ภ าพ  (Biopolyester)  ก ลุ่ ม ห น่ึ ง ท่ี พ บ ว่ า มี ก า ร
สังเคราะห์ข้ึนภายในเซลล์ส่ิงมีชีวิตประเภทแบคทีเรีย 
ซ่ึงการสะสมพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตภายในเซลล์
ของแบคที เรีย  สามารถ เกิด ข้ึนได้ในสภาวะการ
เจริญเติบโตท่ีไม่สมดุล (unbalanced growth condition) 
ไดแ้ก่ สภาวะท่ีมีการจาํกดัสารอาหารบางประเภท เช่น 
ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส หรือซัลเฟต สภาวะท่ีมีความ
เข้มข้นของออกซิเจนตํ่า หรือเม่ืออัตราส่วนระหว่าง
สารอาหารท่ีเป็นแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจน ท่ีเติมเขา้
สู่ระบบมีปริมาณมากเกินพอ [1] นอกจากน้ียงัพบว่า ใน
ส่ิงแวดลอ้มมีแบคทีเรียจาํนวนมาก ท่ีมีความสามารถใน
การสังเคราะห์พอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต [2] พอลิไฮ-
ดรอกซีอลัคาโนเอต ถูกคน้พบคร้ังแรกโดย Lemoigne 
[3] ซ่ึงพบว่าพอลิเมอร์ชนิดน้ี สังเคราะห์ภายในเซลล์
ของแบคทีเรียภายใต้สภาวะท่ีเกิดความเครียด และมี
แหล่งคาร์บอนมากเกินพอ ในระหว่างท่ีเซลล์มีสภาวะ
อดอาหาร โดยพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตจะถูกนาํมาใช้
เสมือนเป็นแหล่งคาร์บอน และให้พลงังานแก่เซลล ์จาก
งานวิจัยท่ีผ่านมาพบว่า มีแบคทีเรียท่ีสามารถผลิต      
พอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตไดห้ลายชนิด แต่มีเพียงบาง
ชนิดเท่านั้ นท่ีถูกนํามาใช้ในงานวิจัยเพ่ือศึกษาและ
พัฒนาวิธีการในการเพ่ิมปริมาณการสะสมพอลิไฮ-     
ดรอกซีอลัคาโนเอตภายในเซลลข์องแบคทีเรีย อาทิเช่น 
Ralstonia eutrophus Pseudomonas oleovorans แ ล ะ 
Pseudomonas aeruginosa [4-5]  ซ่ึ ง เป็ น แบ ค ที เรี ย ท่ี
สามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากแหล่ง
คาร์บอนท่ีมีอยูท่ ัว่ๆไป ไดแ้ก่ กลูโคส และนํ้ามนัจากพืช
ชนิดต่างๆ เป็นตน้ 

ในปัจจุบนัการนาํพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตไปใช้
ประโยชน์นั้น ถูกจาํกดัดว้ยตน้ทุนในการผลิตท่ีสูง ทาํ
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ให้ไม่สามารถแข่งขนัทางการคา้กบัพลาสติกท่ีผลิตมา      
จากปิโตรเคมีได ้ดงันั้น เพ่ือให้สามารถแข่งขนัดา้นราคา
ในเชิงพาณิชยไ์ด ้จึงจาํเป็นตอ้งหาวิธีในการลดตน้ทุน
การผลิตซ่ึงสามารถทําได้หลายวิธี มีงานวิจัยท่ีมีการ
ค้นควา้คัดเลือกสายพันธุ์แบคทีเรียท่ีมีความสามารถ   
ในการผ ลิตพอ ลิ ไฮดรอก ซี อัลค าโน เอต  พบว่ า 
Pseudomonas aeruginosa มีความสามารถในการผลิต 
พอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต [5] แต่อยา่งไรก็ตามตน้ทุน
หลกัในการผลิตพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต คือราคา
ของสารตั้ งต้น ท่ีจะส่งผลต่อราคาของพอลิไฮดรอก-
ซีอลัคาโนเอตดว้ย งานวิจยัน้ีจึงมีแนวคิดท่ีจะใชน้ํ้ ามนั
ปาล์ม ซ่ึงมีตน้ทุนการผลิตตํ่า มีผลผลิตต่อพ้ืนท่ีสูง แต่
ราคาซ้ือขายในตลาดไม่สูง ปัจจุบันเฉล่ียกิโลกรัมละ 
35.50 บาท นอกจากน้ีนํ้ ามนัปาล์มยงัประกอบดว้ยกรด
ไขมนัหลายชนิด ทาํให้สามารถใช้เป็นแหล่งคาร์บอน
ให้กบัแบคทีเรียในการสร้างพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต  
ซ่ึงเป็นการเพิ่มมูลค่าใหก้บันํ้ามนัปาลม์ไดอี้กดว้ย ดงันั้น 
งานวิจัยน้ีจึงต้องการศึกษาความสามารถในการผลิต   
พอ ลิ ไฮด รอก ซี อัล ค าโน เอต  ขอ ง  Pseudomonas 
aeruginosa TISTR 1287 รวมถึงสภาวะท่ีเหมาะสม โดย
ใชน้ํ้ามนัปาลม์เป็นแหล่งคาร์บอน 
 

2. อุปกรณ์และวธีิการทดลอง 
 
2.1 เช้ือแบคทีเรีย 

งานวิจัยน้ีใช้แบคทีเรีย  Pseudomonas aeruginosa 
TISTR 1287 จ าก ส ถ าบั น วิ จั ย วิ ท ย าศ าส ต ร์ แ ล ะ
เทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.) นํามาเพ่ิมจํานวน
เซลลใ์นอาหารเหลว (NB) และเก็บรักษาหัวเช้ือ ณ เวลา
ท่ีมีอตัราการเจริญเติบโตอยู่ในช่วง late log phase โดย

เติมกลีเซอรอล ผสมกบัหัวเช้ือแบคทีเรีย ในอตัราส่วน 
1:1 (ปริมาตรเช้ือต่อปริมาตรกลีเซอรอล 30 เปอร์เซ็นต์) 
เกบ็รักษาไวท่ี้อุณหภูมิ -20๐C 
 
2.2 นํา้มันปาล์มและอาหารเลีย้งเช้ือ  

นํ้ ามนัปาลม์ท่ีใชใ้นการทดลองคือ นํ้ ามนัปาลม์ยี่ห้อ
มรกต นํามาผ่านขั้นตอนการทาํให้อนุภาคของนํ้ ามัน
แตกตวัก่อน หรือท่ีเรียกว่า อิมลัชนั (emulsion) ดว้ยการ
ทําปฏิกิริยากับ  Gum Arabic (GA) ในอัตราส่วน  GA 
0.30 กรัม ต่อ นํ้ ามนัปาลม์ 1.00 กรัม ก่อนนาํไปผสมกนั
ดว้ยเคร่ือง โฮโมจีเนส์เซอร์ ท่ีความเร็วรอบ 16,000 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นนาํไปฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้
น่ึงฆ่าเช้ือ ท่ีความดนั 15 บาร์ อุณหภูมิ 121๐C เป็นเวลา 
15 นาที  

อาหารเล้ียงเช้ือจะประกอบด้วย อาหารเล้ียงเช้ือ
ทัว่ไป (NB) และอาหารเล้ียงเช้ือกลุ่มเกลือแร่ (Mineral 
Salt Medium; MSM)  ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  (NH4)2SO4         
1.00 กรัม MgSO4·7H2O 0.20 กรัม Na2HPO4·7H2O 6.70 
ก รั ม  KH2PO4 1.50 ก รั ม  CaCl2·2H2O 10.00 ก รั ม 
Ferrous ammonium citrate  0.06 กรัม และสารละลายแร่
ธาตุ (trace element solution) 1 มิลลิลิตร ทั้งหมดละลาย
ในนํ้ ากลั่น  1  ลิตร  ซ่ึ งแ ร่ธาตุ ต่างๆ  ประกอบด้วย 
ZnSO4·7H2O 0.10 ก รัม  H3BO3 0.30 ก รัมCoCl2·6H2O 
0.20 ก รั ม  Na2MoO4·2H2O 0.03 ก รั ม  NiCl2·6H2O     
0.02 ก รั ม  CuSO4· 5H2O 0.01 ก รั ม  MnCl2· 4H2O        
0.03 กรัม ละลายในนํ้ ากลัน่ 1 ลิตร [6] อาหารเล้ียงเช้ือ
ทั้ง 2 ประเภท ก่อนนาํไปใชจ้ะนาํไปฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึง
ฆ่าเช้ือ ท่ีความดัน  15 บาร์ อุณหภูมิ  121๐C เป็นเวลา    
15 นาที  อาห าร เล้ี ยง เช้ื อ  MSM จะนํ าไปผสมกับ
สารละลายนํ้ามนั เพ่ือใชใ้นการทดลองขั้นตอนต่อไป 
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2.3 การเตรียมหัวเช้ือแบคทีเรียเพื่อใช้ผลิตพอลิไฮดรอก-
ซีอัลคาโนเอต  

ในการเตรียมหัวเช้ือแบคทีเรียเพ่ือใช้ผลิตพอลิ-      
ไฮดรอกซีอลัคาโนเอต โดยนําหัวเช้ือท่ีเก็บรักษาไวท่ี้
อุณหภูมิ -20๐C นาํมากระตุน้และเพ่ิมจาํนวนแบคทีเรีย 
โดยแบคที เรียมีการเจริญ เติบโตสูงสุดในช่วง  late 
logarithmic phase ระหว่างชัว่โมงท่ี 4-36 จากนั้นนาํไป
หมุนเหว่ียงเพ่ือแยกตะกอนเซลล์แบคทีเรียด้วยเคร่ือง
หมุนเหว่ียง ท่ีอุณหภูมิ 4๐C ความเร็วรอบ 9,000 รอบ  
ต่อนาที  เป็ น เวลา  20 นาที  แล้วล้างตะกอน เซลล์
แบคทีเรียด้วยอาหารเล้ียงเช้ือ MSM ท่ีไม่มีคาร์บอน 
ก่อนนําไปใช้ในขั้นตอนการศึกษาการผลิตพอลิไฮ-    
ดรอกซีอลัคาโนเอต โดยจะทาํการวิเคราะห์หานํ้ าหนัก
เซลล์แบค ที เรี ยแห้ ง  (Cell dry weight; CDW) และ
จาํนวนแบคทีเรียท่ีมีชีวิต (Colony Forming Unit; CFU) 
เพ่ือนาํไปสร้างกราฟหาความสัมพนัธ์ระหว่าง นํ้ าหนัก
เซลล์แบคทีเรียแห้ง กบั จาํนวนเซลล์แบคทีเรียท่ีมีชีวิต 
รวมทั้งคาํนวณหาปริมาณแบคทีเรียเร่ิมตน้ท่ีใช้ในการ
ทดลองผลิตพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต 
 
2.4 การผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากนํา้มันปาล์ม 

ในการทดลองเพ่ือศึกษาอิทธิพลของความเข้มข้น
ของนํ้ ามนัปาลม์ต่อการผลิตพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต  
โดยการ ถ่ ายส ารละลายหั ว เช้ื อ เร่ิมต้น  ป ริม าตร           
2.56 มิลลิลิตร  (1.75 x 1011 CFUต่อมิลลิลิตร) ลงใน
อาหาร MSM ท่ีผสมกบัสารละลายนํ้ ามนั ปริมาตรรวม         
300 มิลลิลิตร ในขวดหมักรูปชมพู่ขนาด 1 ลิตร โดย
แปรผนัปริมาณนํ้ ามนัปาล์มท่ีใชใ้นการทดลอง 5 ความ
เข้ ม ข้ น  ไ ด้ แ ก่  0.50, 0.75, 1.00, 1.50 แ ล ะ  2.00 %      
โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร ตามลาํดบั นาํไปหมกัท่ีอุณหภูมิ 
30๐C ความเร็วรอบ  180  รอบต่อนาที  [5] เป็นเวลา       

72 ชั่วโมง แลว้เก็บตวัอย่างมาทาํการวิเคราะห์ค่าความ
เป็นกรดด่าง นํ้ าหนักเซลล์แห้ง และการสะสมพอลิไฮ-
ดรอกซีอลัคาโนเอต 

ในการทดลองต่อมา คือการศึกษาช่วงระยะเวลาการ
หมกัท่ีมีผลต่อการเจริญเติบโตและการสะสมพอลิไฮ- 
ดรอกซีอัลคาโนเอตของ P. aeruginosa TISTR 1287 
โดยทาํการเลือกความเขม้ขน้ของนํ้ ามนัปาลม์ท่ีมีผลให้
ปริมาณนํ้ าหนกัเซลลแ์บคทีเรียแห้งมีค่าสูงท่ีสุด แลว้ทาํ
การทดลองโดยควบคุมสภาวะแบบเดียวกัน  แล้วนํา
ตวัอยา่งไปทาํการสกดัพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต ตาม
ช่วงระยะเวลาการหมกัต่างๆ เพ่ือวิเคราะห์เปรียบเทียบ
ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตท่ีแบคทีเรียสะสมไว้
ภายในเซลล ์
 
3. การวเิคราะห์ตัวอย่าง 
 
3.1 การวิเคราะห์นํ้าหนักเซลล์แห้ง (Cell dry weight, 
CDW) 

นําตัวอย่างปริมาตร 3 มิลลิลิตร ไปหมุนเหว่ียงท่ี
ความเร็วรอบ 9,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4๐C เป็นเวลา 
20 นาที แลว้ลา้งตะกอนเซลลแ์บคทีเรียดว้ยนํ้าปราศจาก
ไอออน จาํนวน 2 คร้ัง จากนั้นรวมตะกอนเซลล์ แล้ว
นําไประเหยแห้งด้วยอ่างควบคุมอุณหภูมิ นําไปอบท่ี
อุณหภูมิ 105๐C เป็นเวลา 2 ชัว่โมง จากนั้นทาํให้เยน็ใน
โถดูดความช้ืน แลว้ชัง่นํ้าหนกั [7] 
 
3.2 การวิเคราะห์ลักษณะการสะสมพอลิไฮดรอกซีอัล-  
ค าโน เอต ด้ วย กล้องจุ ลท รรศ น์ ฟ ลูออ เรส เซ น ต์ 
(Fluorescence Microscope) 

ตัวอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมฟอร์มาลีน 30 % 
ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ลงไป จากนั้นเขยา่ 15 คร้ัง แลว้
นาํไปหมุนเหว่ียงดว้ยเคร่ืองหมุนเหว่ียง ท่ีความเร็วรอบ 



บทความวิจยั                                                           วารสารวิชาการเทคโนโลยอีุตสาหกรรม ปีท่ี 14 ฉบบัท่ี 2  พฤษภาคม – สิงหาคม  2561 
The Journal of Industrial Technology, Vol. 14, No. 2  May – August  2018 

 

29 

9,000 รอบต่อนาที  อุณหภูมิ  4๐C เป็น เวลา  20 นาที    
แลว้ลา้งตะกอนเซลลแ์บคทีเรียดว้ยนํ้ าปราศจากไอออน 
2 คร้ัง จากนั้น เทนํ้ าส่วนใสออก นําเซลล์แบคทีเรียไป
เก็บ รักษาท่ีอุณหภูมิ  -18๐C ในการส่องกล้องตรวจ
วิเคราะห์ ให้นาํตะกอนเซลลแ์บคทีเรียมาเสมียร์บนแผ่น
สไลด์ ทาํให้แห้งและตรึงเซลลใ์ห้ติดบนสไลด์โดยการ
ผ่านเปลวไฟ 2-3 คร้ัง จากนั้นหยดสารละลาย Nile red 
ความเขม้ขน้ 0.05 มิลลิโมลาร์ ให้ท่วมเซลลใ์นท่ีมืดเป็น
เวลา 30 นาที จากนั้นลา้งสีออกดว้ย DI เบาๆ ซบัให้แห้ง 
ปิดด้วยกระจกปิดสไลด์ (glass cover slip) ก่อนนําไป
ส่องดูการเรืองแสงของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต
ภายในเซลล์แบคทีเรีย ด้วยกลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรส
เซ น ต์  ( Fluorescence Microscope type 020 518.500 
DM/LS II/99) [8] โดยเซลล์แบคที เรียท่ี มีการสะสม   
พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจะมีการเรืองแสงสีแดง
ออกมา 
 
3.3 การวิเคราะห์ลักษณะการสะสมพอลิไฮดรอกซีอัล-   
คาโนเอต ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน 
(Transmission Electron Microscope, TEM) 

ตวัอย่างปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร หมุนเหว่ียงเพ่ือแยก
ตะกอน  เติ มส ารละลายก ลูต ารัล ดิ ไฮด์  2.5% ใน
สารละลายบฟัเฟอร์ (PBS) 0.1 โมลาร์ ค่าความเป็นกรด
ด่าง 7.4 ไว้ข้ามคืน  เพ่ือรักษาสภาพเซลล์แบคทีเรีย 
จากนั้นลา้งเซลลด์ว้ยสารละลาย PBS จาํนวน 3 คร้ัง คร้ัง
ละ  15 นาที  ตามด้วยการตรึงเซลล์ ด้วยสารละลาย
ออสเมียมเตตรอกไซด์ 1.0% ในสารละลาย PBS เป็น
เวลา 1 ชั่วโมง เพ่ือคงสภาพของผนังเซลล์ไว ้แลว้ลา้ง
ออกดว้ยสารละลาย PBS จาํนวน 3 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที 
ในทุกขั้นตอนจะควบคุมอุณหภูมิท่ี 4๐C ขั้นตอนต่อไป

เป็นการดึงนํ้าออกจากเซลล ์โดยการแทนท่ีนํ้าดว้ยเอทา-
นอล ความเขม้ขน้จากนอ้ยไปมาก ไดแ้ก่ 30, 50, 70, 80, 
90, 95 และ 100 % ตามลําดับ  ความเข้มข้นละ 2 คร้ัง 
คร้ังละ 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4๐C จากนั้ นค่อยๆแทนท่ี     
เอทานอล ด้วยสารละลายผสมระหว่างโพรพิลีนออก
ไซด์และเอทานอล ในอตัราส่วน 1:1 เป็นเวลา 15 นาที 
ตามดว้ยสารละลายโพรพิลีนออกไซด์บริสุทธ์ิ เป็นเวลา     
15 นาที  ท่ีอุณหภูมิ  4๐C หลังจากนั้ นเป็นการแทนท่ี
ดว้ยเรซินโดยการเตรียมเรซินท่ีมีส่วนผสมระหวา่งเรซิน
และสารละลายโพรพิ ลีนออกไซด์ เข้าด้วยกันใน
อตัราส่วน 3:1 และ 1:1 ตามลาํดบั ตั้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 
ท่ีอตัราส่วนละ 1 ชั่วโมง และท่ีอตัราส่วน 1:3 ตั้งไวท่ี้
อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลาขา้มคืน 

ขั้นตอนสุดทา้ยเป็นการฝังตวัอยา่งเซลลแ์บคทีเรียลง
ในเรซิน โดยนําตวัอย่างใส่ลงในบล๊อกพลาสติก แล้ว
เติมเรซินท่ีอยู่ในสภาพของเหลวลงในบล็อกดังกล่าว 
นาํไปอบท่ีอุณหภูมิ 45๐C เป็นเวลา 2 วนั และท่ีอุณหภูมิ 
60๐C เป็นเวลา 2 วนั ตามลาํดบั เพ่ือทาํให้เรซินแข็งตวั 
จากนั้นนาํตวัอยา่งมาตดัดว้ยเคร่ืองตดัตวัอยา่งบางพิเศษ 
(Ultramicrotome) ดว้ยใบมีดแกว้ จากนั้นนาํตวัอยา่งวาง
ลงบนกริด นําไปยอ้มด้วยสารละลายเลดซิเตรท (lead 
citrate) เป็ น เวลา  20  นาที  แล้วล้างด้วยนํ้ ากลั่น ท่ี
ปราศจากคาร์บอนไดออกไซด์  จากนั้ น ย ้อมด้วย
สารละลายยเูรนิลอะซิเตท (uranyl acetate) ความเขม้ขน้ 
1-2% ในท่ีมืดเป็นเวลา 20 นาที จากนั้นนํากริดท่ีมีช้ิน
ตวัอย่างวางบนกระดาษกรองแลว้ทาํให้แห้ง พร้อมกบั
ท้ิ งไว้ 1 คืน  ก่อนนําไป ส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิ เล็ ก ต รอน แบบ ส่ อ งผ่ าน  (Transmission Electron 
Microscope, TEM รุ่น TECNAI 20 TWIN) 
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3.4 การทําเซลล์แบคทีเรียแห้งเพื่อนําไปสกัดพอลิไฮ-    
ดรอกซีอัลคาโนเอต 

นําตัวอย่างในขวดหมัก (อาหารเล้ียงเช้ือและเช้ือ
แบคที เรีย ) ไปห มุน เห ว่ียงเพ่ื อแยกตะกอน เซลล์
แบคทีเรียออก  ท่ีความเร็วรอบ  9,000 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 4๐C เป็นเวลา 20 นาที เทนํ้ าส่วนใสออก แลว้
ล้างตะกอนเซลล์ด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด ์
(NaCl) 0.85 % แล้วนําไปหมุนเหว่ียง จํานวน  2 คร้ัง     
ท่ีสภาวะเดิม จากนั้นนําตะกอนเซลล์ไประเหยนํ้ าออก
จนแห้ ง  แล้วนํ าไปอบ ท่ีอุณห ภู มิ  80๐C เป็ น เวลา             
5 ชัว่โมง [9] จากนั้นทาํให้เยน็ในโถดูดความช้ืน และชัง่
นํ้าหนกัจนนํ้าหนกัคงท่ี 
 
3.5 การสกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตออกจากเซลล์
แบคทีเรีย 

นําตัวอย่างเซลล์แห้งท่ีได้จากหัวข้อ 3.4 ปริมาณ 
0.40 กรัม ใส่ในขวดรูปชมพู่ขนาด 125 มิลลิลิตร เติม     
เอทานอล 95% ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แช่ตะกอนเซลล์
แบคทีเรียไว  ้12 ชั่วโมง แยกส่วนท่ีเป็นตะกอนเซลล์
แบคทีเรียออกใส่ใน Cellulose Extraction Thimble แลว้
นาํไปสกดัอย่างต่อเน่ืองดว้ยเคร่ืองสกดัซอกฮ์เลต โดย
ใช้ไดคลอโรมีเทน ปริมาตร 200 มิลลิลิตร เป็นตัวทํา
ละลาย ทาํการสกดัเป็นเวลา 5 ชัว่โมง จากนั้นนาํส่วนท่ี
สกดัไดไ้ประเหยไดคลอโรมีเทนออกจนแห้งดว้ยเคร่ือง
กลัน่ระเหยแบบสุญญากาศ (rotary evaporator) นาํขวด
ก้นกลมไปอบท่ีอุณหภูมิ  70๐C เป็น เวลา  2 ชั่วโมง 
จากนั้ นทาํให้เย็นในโถดูดความช้ืน และชั่งนํ้ าหนักจน
คงท่ี [9] ส่วนท่ีเหลือในขวดกน้กลม คือพอลิไฮดรอก-
ซีอลัคาโนเอตท่ีสกดัได ้
 

4. ผลการทดลองและวจิารณ์ผลการทดลอง 
 
4.1 ศึกษาอิทธิพลของความเข้มข้นนํ้ามันปาล์มต่อการ
เจริญเติบโตและการสะสมพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 
4.1.1 ค่าความเป็นกรดด่าง 

จากผลการทดลอง พบว่า ค่าความเป็นกรดด่างของ
อาหารเล้ียงเช้ือลดลงอย่างรวดเร็ว ในทุกความเขม้ข้น
ของนํ้ ามนัปาลม์ในช่วง 6.34-6.40 ในช่วงระยะเวลาการ
หมกั 12 ชัว่โมงแรก เน่ืองดว้ยแบคทีเรียมีการยอ่ยสลาย
นํ้ ามนัโดยการย่อยสลายพนัธะเอสเทอร์ในโมเลกุลของ
ไตรกลีเซอร์ไรด์  ทําให้ เป็นกรดไขมันอิสระโดยมี      
เอมไซม์ไลเปสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา ก่อนจะดูดซึมเขา้สู่
เซลล์ เพ่ือใช้ในการเจริญ เติบโต  ซ่ึ งจะเห็นได้จาก
นํ้ าหนกัเซลลแ์ห้งท่ีเพ่ิมสูงข้ึนอยา่งรวดเร็ว (รูปท่ี 2) ทาํ
ให้ มีค่ าความเป็นกรดด่างลดลงอย่างรวดเร็ว  [10] 
จากนั้น ค่าความเป็นกรดด่างในทุกความเขม้ขน้จะค่อยๆ
ลดลง เร่ื อ ยๆ ใน ขณ ะ ท่ี  P. aeruginosa TISTR 1287 
เจ ริญ เติบ โต เข้า สู่ ระยะ  log phase (12-44 ชั่ วโม ง )       
(รูปท่ี 2) หลงัชัว่โมงการหมกัท่ี 44 ค่าความเป็นกรดด่าง
จะอยูใ่นช่วงท่ีไม่แตกต่างกนัมากนกั จนส้ินสุดการหมกั      
72 ชัว่โมง จากงานวิจยัแสดงให้เห็นว่า ค่าความเป็นกรด
ด่างเร่ิมต้น  มีผลต่อการเจริญ เติบโต  และการผลิต          
พอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต เน่ืองจากมีผลต่อการเขา้ถึง
ส ารอาห าร  (bioavailability) ของธาตุอาห าร  (trace 
element) [11] การควบคุมค่าความเป็นกรดด่างเร่ิมต้น
ให้อยูใ่นช่วงท่ีเหมาะสมต่อแบคทีเรีย จึงเป็นส่ิงท่ีสาํคญั 
ซ่ึงในงานวิจยัน้ีค่าความเป็นกรดด่างเร่ิมตน้อยู่ในช่วง 
6.94-6.97 (ค่าความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสมเท่ากับ 7) 
ทั้งน้ีค่าความเป็นกรดด่างจะลดลงมากหรือน้อยนั้น จะ
ข้ึนอยู่กับชนิดของแหล่งคาร์บอนและปริมาณความ
เขม้ขน้ท่ีใชใ้นการผลิตพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต 
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รูปท่ี 1 ค่าความเป็นกรดด่างของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีความเขม้ขน้นํ้ ามนัปาลม์ 0.50 (), 0.75 (□), 1.00 (), 1.50 (■) 
และ 2.00 (○) % โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร ในช่วงระยะเวลาการหมกั 72 ชัว่โมง 
 
4.1.2 นํา้หนักเซลล์แห้ง 

ความ เข้มข้นของนํ้ ามันปาล์มนั้ น มีผลต่อการ
เจริญเติบโตของ P. aeruginosa TISTR 1287 โดยนํ้ ามนั
ปาล์มท่ีมีความเขม้ขน้ 0.75 เปอร์เซ็นต์โดยนํ้ าหนักต่อ
ปริมาตร มีปริมาณนํ้ าหนักเซลล์แห้งสูงท่ีสุด เท่ากับ 
2.33 กรัมต่อลิตร ในขณะท่ีความเขม้ขน้ 0.50, 1.00, 1.50 
และ 2.00% โดยนํ้ าหนักต่อปริมาตร มีปริมาณนํ้ าหนัก
เซลลแ์ห้งสูงสุดไม่แตกต่างกนัอย่างมีนยัสําคญัเชิงสถิติ 
ไดแ้ก่ 1.95, 1.83, 1.80 และ 2.08 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั 
ในช่วงระยะเวลาการหมัก 44 ชั่วโมง ซ่ึงจะเห็นได้ว่า 
แบคทีเรียมีการเจริญเติบโตไดร้วดเร็วในช่วง 12 ชัว่โมง
แรกของการหมกั ซ่ึงสอดคลอ้งกบัค่าความเป็นกรดด่าง
ท่ีลดลงอย่างรวดเร็ว จากนั้น หลงัชัว่โมงการหมกัท่ี 24 
แบคทีเรียเร่ิมมีอตัราการเจริญเติบโตท่ีชา้ลง เห็นไดจ้าก
ปริมาณนํ้ าหนักเซลลท่ี์ลดลง โดยเฉพาะท่ีความเขม้ขน้ 
1.00, 1.50  และ  2 .0 0 % โด ยนํ้ าห นั ก ต่ อป ริม าต ร          

เม่ือพิจารณาค่าความเป็นกรดด่าง พบว่ายงัคงลดลงอยา่ง
ต่อเน่ืองทาํให้สภาวะไม่เหมาะสมกับการเจริญเติบโต 
ทําให้ เกิดการขาดความสมดุลระหว่างปริมาณของ
ไฮโดรเจนและไฮดรอกไซดไ์อออนส่งผลต่อการผา่นเขา้
ออกของสารอาหาร ทําให้แบคทีเรียไม่สามารถนํา
สารอาหารเข้าสู่เซลล์ได้ [12] นอกจากน้ีจะเห็นได้ว่า    
ท่ีความเข้มข้นนํ้ ามันปาล์ม  2.00 % โดยนํ้ าหนักต่อ
ปริมาตร มีปริมาณนํ้ าหนักเซลล์แห้งเม่ือเทียบกบัความ
เข้มข้นอ่ืนๆ  มีแนวโน้มสูงข้ึนเพียงเล็กน้อย แต่มีค่า
ความเป็นกรดด่างลดตํ่าลงท่ี 6.09 เน่ืองจากมีปริมาณ
นํ้ามนัมากเกินไป เม่ือเกิดการยอ่ยสลายนํ้ามนั จึงทาํให้มี
ความเป็นกรดมากข้ึน เม่ือเทียบกบัความเขม้ขน้อ่ืนๆ ซ่ึง
การท่ีอาหารเล้ียงเช้ือมีสภาวะความเป็นกรดมากเกินไป
จะมีผลทาํให้อตัราการเจริญเติบโตของแบคทีเรียชา้ลง 
เน่ืองจากเป็นสภาวะท่ีไม่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโต 
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รูปท่ี 2 แสดงปริมาณนํ้าหนกัเซลลแ์หง้ ณ ชัว่โมงการหมกันั้นๆ โดยไม่รวมปริมาณนํ้าหนกัเซลลเ์ร่ิมตน้ ท่ีความเขม้ขน้
นํ้ ามนัปาล์ม 0.50 (), 0.75 (□), 1.00 (), 1.50 (■) และ 2.00 (○) % โดยนํ้ าหนักต่อปริมาตร ในช่วงระยะเวลา   
การหมกั 72 ชัว่โมง 
 

ในงานวิจัยน้ี  P. aeruginosa TISTR 1287 สามารถ
เจริญเติบโตไปพร้อมกบัการสะสมพอลิไฮดรอกซีอลั-
คาโนเอต และสะสมได้สูงสุดเม่ือมีการเจริญเติบโต
สูงสุด [2] จากรูปท่ี 2 จะเห็นไดว้่าช่วงท่ีแบคทีเรียมีการ
เจริญเติบโตสูงสุด คือในชัว่โมงการหมกัท่ี 44 ก่อนถึง
ช่วง stationary phase หลงัจากนั้นปริมาณนํ้ าหนักเซลล์
แห้งจะลดลงในชัว่โมงการหมกัท่ี 56 ในทุกความเขม้ขน้
ของนํ้ ามันปาล์ม  และนํ้ าหนักเซลล์แห้งเร่ิมคงท่ีจน
ส้ินสุดการหมกั จากการทดลองน้ีจึงสามารถบ่งช้ีไดว้่าท่ี
ความ เข้มข้นนํ้ ามันปาล์ม  0 .75% โดยนํ้ าหนัก ต่อ
ปริมาตร เป็นความเข้มข้นท่ีเหมาะสมท่ีสุดสําหรับ
แบคทีเรียในการเจริญเติบโตและสะสมพอลิไฮดรอก-
ซีอลัคาโนเอต 
4.1.3 การศึกษาการผลิตและสะสมพอลิไฮดรอกซีอัลคา-
โนเอตด้วยกล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ 

การวิเคราะห์การผลิตและสะสมพอลิไฮดรอกซีอลั-
คาโนเอตของแบคทีเรีย โดยการยอ้มสีแลว้นําไปส่อง

กลอ้งนั้น เป็นการวิเคราะห์ผลเบ้ืองตน้ว่า P. aeruginosa 
TISTR 1287 มีการผลิตและสะสมพอลิไฮดรอกซีอลัคา-
โนเอตอยู่ภายในตวัเซลล์หรือไม่ โดยแบคทีเรียท่ีมีการ
ผลิตและสะสมพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตไวภ้ายใน
เซลล์ จะติดสี Nile red ซ่ึงเป็นสียอ้มฟลูออเรสเซนต์
(fluorescent dye) ซ่ึงมีความจําเพาะต่อพอลิไฮดรอก-
ซีอลัคาโนเอต [8] แบคทีเรียท่ีมีการสะสมพอลิไฮดรอก-
ซีอลัคาโนเอตภายในเซลล ์จะมีการเรืองแสงสีแดงสว่าง
ปรากฏออกมาอย่างเห็นได้ชัดเจน ดังแสดงในรูปท่ี 3 
โดยการสะสมพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตภายในเซลล ์
P. aeruginosa TISTR 1287 ในชั่วโมงการหมัก ท่ี  24 
และ 44 มีลกัษณะการเรืองแสงท่ีไม่แตกต่างกนัมากนัก 
จึงไม่สามารถวิเคราะห์ในเชิงปริมาณไดว้่าแบคทีเรียมี
การสะสมพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตในปริมาณมาก
หรือน้อย แต่สามารถบ่งบอกไดว้่า แบคทีเรียมีการผลิต
และสะสมพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตไวภ้ายในเซลล์
แบคทีเรีย ทั้ งน้ีจะทําการศึกษาลักษณะของพอลิไฮ-    
ดรอกซีอลัคาโนเอตท่ีผลิตไดค้วบคู่ไปดว้ย 
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รูปท่ี 3 การติดสี Nile red ของ P. aeruginosa TISTR 1287 ท่ีมีการสะสมพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตภายในเซลล ์      
ท่ีความเขม้ขน้นํ้ามนั 0.75% โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร (ก) ท่ีระยะเวลาการหมกั 24 ชัว่โมง และ (ข) ท่ีระยะเวลาการหมกั 
44 ชัว่โมง โดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนส์กาํลงัขยาย 400 เท่า 
 
4.1.4 การศึกษาการผลิตและสะสมพอลิไฮดรอกซีอัลคา-
โนเอตด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน 
(Transmission Electron Microscope, TEM) 

พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตท่ีสะสมอยู่ภายในตัว
เซลลแ์บคทีเรีย มีลกัษณะเป็นแกรนูลสีขาว 3-5 แกรนูล 
ขนาดแตกต่างกันดังแสดงในรูปท่ี  4 โดยมีเส้นผ่าน
ศูนยก์ลางประมาณ 0.2-0.5 ไมโครเมตร เรียงตัวตาม

ความยาวของตวัเซลล์แบคทีเรียท่ีเป็นรูปท่อน กระจาย
อยู่ทั่วไปบริเวณไซโทพลาสซึม และพบว่าขนาดของ
แกรนูลจะเพ่ิมข้ึนตามปริมาณการสะสมพอลิไฮดรอก-
ซีอลัคาโนเอต กล่าวคือเม่ือมีการสะสมพอลิไฮดรอก-
ซีอลัคาโนเอต ปริมาณมาก ขนาดของแกรนูลจะเพิ่มข้ึน
ตามไปด้วย และจะเห็นการเรืองแสงสีส้มแดงสว่างท่ี
ซอ้นทบักนัของแกรนูล ภายในเซลลไ์ดอ้ยา่งชดัเจน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4 ลกัษณะแกรนูลพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตท่ีสะสมไวภ้ายในเซลล์ของ P. aeruginosa TISTR 1287 ท่ีความ
เขม้ขน้นํ้ ามนั 0.75 % โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร ระยะเวลาการหมกั 72 ชัว่โมง ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ
ส่องผา่น ท่ีกาํลงัขยาย ก: 2,500 และ ข: 5,000 เท่า 

ก ข 

ข 

แกรนูล PHA 

ข ก 
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4.2 การศึกษาระยะเวลาการหมักท่ีมีผลต่อการเจริญ   
เติบโตและการสะสมพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

การศึกษาระยะเวลาในการหมักท่ี มีผลต่อการ
เจริญเติบโตและการสะสมพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต
นั้น จะเลือกความเข้มข้นของนํ้ ามันปาล์มท่ีมีปริมาณ
นํ้ าหนักเซลล์แห้งสูงท่ีสุดคือ 2.33 กรัมต่อลิตร จากผล
วิเคราะห์นํ้ าหนักเซลล์แห้งในหัวข้อ 4.1.2 และให้ผล
ผลิตสูงท่ีสุดในชั่วโมงการหมักท่ี  44 ท่ีความเข้มข้น       
0.75% โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร แต่ยงัไม่สามารถบ่งช้ีได้
ว่าเป็นความเข้มข้นท่ีดีท่ีสุด เน่ืองจากท่ีความเข้มข้น
อ่ืนๆ มีปริมาณนํ้ าหนักเซลล์แห้งใกล้เคียงกัน โดยทาํ
การทดลองในตู้บ่มเขย่าท่ีสภาวะเดิม (30๐C 180 รอบ 
ต่อนาที) แลว้เก็บตวัอย่างในช่วงเวลาการหมกัท่ี 24, 44 
และ 72 ชัว่โมง ซ่ึงเป็นช่วงเวลาท่ีมีปริมาณนํ้าหนกัเซลล์
แห้งเพ่ิมสูงข้ึนอยา่งรวดเร็ว (24 ชัว่โมง) เพ่ิมข้ึนสูงท่ีสุด 
(44 ชั่วโมง) และช่วงเวลาส้ินสุดกระบวนการหมัก     
(72 ชัว่โมง) เม่ือพิจารณาจากกราฟนํ้ าหนกัเซลลแ์ห้งใน

รูปท่ี 2 แล้วนํามาทําให้อยู่ในรูปเซลล์แห้งก่อนนํามา
สกดั จากการวิเคราะห์พบว่า ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอลั-
คาโนเอตท่ีสกดัไดจ้ะเพ่ิมข้ึนตามระยะเวลาการหมกัท่ี
เพ่ิมข้ึน  และสูงสุดท่ีระยะเวลาการหมัก  72 ชั่วโมง 
เท่ากบั 0.65 กรัมต่อลิตร (38.01%) และท่ีช่วงระยะเวลา
การหมัก 24 และ 44 ชั่วโมง มีปริมาณพอลิไฮดรอก-
ซีอลัคาโนเอต 0.17 (13.59%) และ 0.66 (33.67%) กรัม
ต่อลิตร (รูปท่ี 5) ตามลาํดับ ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกับผล
การทดลองก่อนหนา้น้ีท่ีไดมี้การศึกษาการผลิตพอลิไฮ-
ดรอกซีอัลคา-โนเอต จากนํ้ ามันเมล็ดในปาล์มท่ีผ่าน
กระบวนการ สปอนนิฟิเคชั่น ด้วยเช้ือ Pseudomonas 
putida PGA1 [9] พบว่าปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคา- 
โนเอตท่ีผลิตไดสู้งสุดไม่แตกต่างกนั (37% ของนํ้ าหนกั
เซลลแ์ห้ง) แต่พบว่าผลผลิตพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต
ในงานวิจยัน้ี มีปริมาณน้อยกว่าการผลิตจากนํ้ ามนัเมล็ด
ในป าล์มด้วย เช้ื อ  Pseudomonas mosselii TO7 (47% 
ของนํ้าหนกัเซลลแ์หง้) [10] 

 

 
รูปท่ี 5 ปริมาณนํ้ าหนักเซลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร) (●) ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต (กรัมต่อลิตร) (○) และ
ผลผลิตพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต (%) (■) ท่ีสกดัไดใ้นช่วงระยะเวลาการหมกั 24, 44 และ 72 ชัว่โมง ท่ีความเขม้ขน้
นํ้ามนัปาลม์ 0.75% โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร 
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แต่อย่างไรก็ตาม จากปริมาณพอลิไฮดรอกซีอลัคา-
โน เอตท่ีผลิตได้  สามารถบ่งช้ีได้ว่ า  P. aeruginosa 
TISTR 1287 มีประสิทธิภาพในการผลิตและสะสม    
พอ ลิ ไฮดรอก ซี อัล ค าโน เอต  ควบ คู่ ไป กับ ก าร
เจริญเติบโต จากรูปท่ี 5 จะเห็นไดว้่าในชัว่โมงการหมกั
ท่ี 44 ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตท่ีสกัดได้ไม่
แตกต่างกนักบัชัว่โมงการหมกัท่ี 72 สามารถอธิบายได้
ว่า แบคทีเรียเจริญเติบโตสูงสุดในชัว่โมงการหมกัท่ี 44 
โดยพิจารณาจาก ปริมาณนํ้ าหนักเซลล์แห้งท่ีสูงท่ีสุด
จากกราฟ และจะมีการสะสมลดนอ้ยลงเม่ือเวลาผ่านไป 
ซ่ึงสอดคล้องกับงานวิจัยของ Madison and Huisman, 
1999 [2] ท่ีพบว่า P. aeruginosa สามารถสะสมพอลิไฮ-
ดรอกซีอลัคาโนเอต ในระหว่างการเจริญเติบโตและจะ
สะสมได้น้อยลง หลงัจากแบคทีเรียมีการเจริญเติบโต
สูงสุดแลว้ 
 

5. สรุปผล 
จากการศึกษาสภาวะท่ีใช้ในการเจริญเติบโตของ 

Pseudomonas aeruginosa TISTR 1287 พบว่าแบคทีเรีย
มีการเจริญเติบโตสูงสุดในช่วง late logarithmic phase ท่ี 
24 ชั่วโมง เม่ือนําแบคทีเรียไปศึกษาการผลิตพอลิไฮ- 
ดรอกซีอลัคาโนเอตจากนํ้ ามนัปาลม์ พบว่าความเขม้ขน้
ของนํ้ ามนัปาลม์ มีผลต่อการเจริญเติบโต นํ้ าหนักเซลล์
แห้ง และค่าความเป็นกรดด่าง โดยท่ีความเข้มข้น      
0.75% โดยนํ้ าหนักต่อปริมาตร มีปริมาณนํ้ าหนักเซลล์
แห้งสูงสุดในชั่วโมงการหมักท่ี 44 เท่ากับ 2.33 กรัม   
ต่อลิตร โดยมีการสะสมแกรนูลพอลิไฮดรอกซีอลัคา-
โนเอต  ไว้ภายในเซลล์ นํ้ ามันปาล์มท่ีความเข้มข้น 
0.75% โดยนํ้ าหนักต่อปริมาตร เป็นความเข้มข้นท่ี
เหมาะสมสําหรับ P. aeruginosa TISTR 1287 ในการ

เจริญเติบโตควบคู่ไปกับการผลิตและสะสมพอลิไฮ-   
ดรอกซีอลัคาโนเอต ในการทดลองน้ี และจากการศึกษา
ผลของระยะเวลาในการหมักอาหาร ผลการทดลอง
แสดงให้เห็นว่า ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต จะ
เพ่ิมข้ึนตามระยะเวลาการหมกัท่ีเพ่ิมข้ึน โดยท่ีระยะเวลา
การหมัก 24 ชั่วโมง มีปริมาณพอลิไฮดรอกซีอัลคา-    
โนเอต 0.17 กรัมต่อลิตร (13.59%) และเพ่ิมข้ึนสูงสุดจน
เร่ิมคงท่ี ท่ี ระยะเวลาการหมัก  72 ชั่วโมง  ปริมาณ            
0.65 กรัมต่อลิตร (38.01%) 
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