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บทคััดย่่อ
พอลิไิฮดรอกซีอีัลัคาโนเอต (PHA) เป็็นพอลิเิมอร์ย์่อ่ยสลายได้ท้างชีวีภาพ สังัเคราะห์โ์ดยแบคทีเีรียีมีคีุณุสมบัตัิคิล้า้ยพลาสติกิ

จากปิิโตรเคมี ี เป็็นมิติรต่่อสิ่่�งแวดล้อ้ม วิธิีกีารสกัดัแบบเดิมิเป็็นอันัตรายต่่อสิ่่�งแวดล้อ้ม จึงึจำำ�เป็็นต้อ้งมีวีิธิีกีารสกัดัที่่�คุ้้�มค่า่และ

เป็็นมิติรต่่อสิ่่�งแวดล้อ้ม งานวิจิัยันี้้�มีวีัตัถุุประสงค์เ์พื่่�อศึกึษาการสกัดัและทำำ�ให้บ้ริสิุทุธิ์์ �ของ PHA จากเซลล์แ์บคทีเีรียีโดยใช้เ้อนไซม์์

และระบบสารละลายน้ำำ��สองวัฏัภาค (ATPS) แบคทีเีรียีที่่�ใช้ศ้ึกึษาถููกแยกจากดินิเพาะปลูกู และเพาะเลี้้�ยงในอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ

สังัเคราะห์ท์ี่่�ประกอบด้ว้ยเกลืือแร่ช่นิดต่่าง ๆ โดยไม่ม่ีแีหล่ง่คาร์บ์อนที่่�ซับัซ้อ้น และจำำ�กัดัไนโตรเจน เอนไซม์ส์ามชนิด (ไลโซ

ไซม์ ์ปาเปน และไลเปส) ที่่�ความเข้ม้ข้น้ 2-10 กรัมั/กรัมัเซลล์ ์ถูกูใช้ใ้นการย่อ่ยผนังัเซลล์แ์บคทีเีรียีที่่�แยกได้ ้จากนั้้ �นศึกึษาการ

ทำำ�ให้บ้ริสิุทุธิ์์ �ของ PHA ด้ว้ย ATPS ห้า้ระบบ และตรวจสอบองค์ป์ระกอบ PHA ด้ว้ยวิธิีแีก๊๊สโครมาโตกราฟีี-แมสสเปคโตรเมทรี ี

ผลการวิจิัยัพบว่า่ แบคทีเีรียีที่่�แยกได้เ้ป็็นชนิดแกรมบวกในสกุุล Streptomyces griseoincarnatus เอนไซม์ป์าเปน (10 กรัมั/กรัมั

เซลล์)์ มีปีระสิทิธิภิาพสูงูสุดุในการย่อ่ยผนังัเซลล์ ์รองลงมาคืือไลโซไซม์ ์และไลเปส ที่่�ความเข้ม้ข้น้เดียีวกันั โดยให้ค้่า่การลดลง

สัมัพัทัธ์ก์ารดูดูกลืืนแสง 81.9%, 34.2% และ 26.2% ตามลำำ�ดับั การสกัดัมีปีระสิทิธิภิาพสูงูสุดุเมื่่�อใช้ไ้ลโซไซม์เ์ข้ม้ข้น้ 10 กรัมั/

กรัมัเซลล์ ์ย่อ่ยผนังัเซลล์ก์่่อน 8 ชั่่ �วโมง และตามด้ว้ยปาเปนเข้ม้ข้น้ 10 กรัมั/กรัมัเซลล์ ์อีกี 12 ชั่่ �วโมง ให้ผ้ลผลิติ PHA สูงูสุดุ 

87.2% ระบบ PEG6000/K₂HPO₄ เป็็น ATPS ที่่�มีปีระสิทิธิภิาพในการทำำ�ให้ ้PHA ที่่�สกัดัได้ม้ีคีวามบริสิุทุธิ์์ �เพิ่่�มขึ้้�น 58.8% และ

องค์ป์ระกอบของ PHA ที่่�สกัดัได้เ้ป็็นชนิดสายโซ่่กลาง ดังันั้้ �นการพัฒันาวิธิีกีารสกัดัโดยใช้เ้อนไซม์แ์ละวิธิีกีารทำำ�ให้บ้ริสิุทุธิ์์ �โดย 

ATPS เป็็นอีกีแนวทางหนึ่่�งเพื่่�อนำำ�ไปใช้ใ้นการกู้้�คืืน PHA จากเซลล์แ์บคทีเีรียีที่่�มีปีระสิทิธิภิาพและเป็็นมิติรกับัสิ่่�งแวดล้อ้ม

คำำ�สำำ�คัญั: การสกัดั, การทำำ�ให้บ้ริสิุทุธิ์์ �, พอลิไิฮดรอกซีอีัลัคาโนเอต, เอนไซม์,์ ระบบสารละลายน้ำำ��สองวัฏัภาค

Abstract 
Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are biodegradable polymers synthesized by bacteria, exhibiting properties similar to 

petrochemical-based plastics while being environmentally friendly. Traditional extraction methods pose environmental 

hazards, necessitating cost-effective and eco-friendly alternatives. This study aimed to investigate the extraction and 

purification of PHA from bacterial cells using enzymes and an aqueous two-phase system (ATPS). The bacteria used 

in this study were isolated from agricultural soil and cultivated in a nitrogen-limited minimal salts medium without 
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complex carbon sources. Three enzymes—lysozyme, papain, and lipase—at concentrations ranging from 2 to 10 g/g 

cell, were employed to digest the bacterial cell wall. Subsequently, the purification of PHA was examined using five 

different ATPSs, and the composition of the extracted PHA was analyzed by gas chromatography-mass spectrometry 

(GC-MS). The results indicated that the isolated bacterium was identified as the Gram-positive species Streptomyces 

griseoincarnatus. Among the tested enzymes, papain at 10 g/g cell exhibited the highest efficiency in cell wall digestion, 

followed by lysozyme and lipase at the same concentration, with relative absorbance reductions of 81.9%, 34.2%, and 

26.2%, respectively. The optimal extraction efficiency was achieved when lysozyme (10 g/g cell) was used to 

pre-digest the cell wall for 8 hours, followed by papain (10 g/g cell) for an additional 12 hours, yielding the highest 

PHA recovery of 87.2%. The PEG6000/K₂HPO₄ system was found to be the most effective ATPS, increasing the 

purity of the extracted PHA by 58.8%. The extracted PHA was identified as a medium-chain-length polymer. Therefore, 

the development of an enzymatic extraction method combined with ATPS purification provides an efficient and 

environmentally friendly approach for recovering PHA from bacterial cells.

Keywords: Extraction, purification, polyhydroxyalkanoates, enzyme, aqueous two-phase system

บทนำ
พอลิิไฮดรอกซีีอััลคาโนเอต (PHA) เป็็นพอลิิเมอร์์ที่่�ย่่อยสลาย

ได้้ทางชีีวภาพซึ่่�งสะสมอยู่่�ในเซลล์ของแบคทีีเรีียจำนวนมาก

เพื่่�อใช้้เป็็นแหล่่งสำรองคาร์์บอนและพลัังงานของเซลล์ใน

สภาวะที่่�ขาดสมดุลของสารอาหาร เช่่น สภาวะที่่�มีีปริิมาณ

คาร์์บอนมากเกิินพอ แต่่ขาดธาตุุไนโตรเจน (Gumel et al., 

2013) PHA มีีสมบัติิทางกายภาพใกล้้เคีียงกัับพลาสติกจาก

ปิิโตรเคมีี เช่่น พอลิิโพรพิิรีีน ซึ่่�งเหมาะสำหรัับการนำไปผลิิต

เป็น็เทอร์โ์มพลาสติกิ จัดัเป็น็วัสัดุหุมุุนเวียีนตามธรรมชาติ ิและ

เข้้ากัันได้้กัับสิ่่�งมีีชีีวิิตจึึงมีีแนวโน้้มที่่�จะนำมาใช้้ทดแทน

พลาสติิกที่่�ผลิิตจากอุุตสาหกรรมปิิโตรเคมีีเพื่่�อลดปัญหา

มลภาวะทางสิ่่�งแวดล้อม (Raza et al., 2018) ในการผลิติ PHA 

ในระดัับอุุตสาหกรรมมีีข้้อจำกััดที่่�สำคััญ คืือ ต้้นทุุนการผลิิต

สูงูกว่า่ต้น้ทุนุในการผลิติพลาสติกิจากปิโิตรเคมีปีระมาณ 5-10 

เท่่า โดยต้้นทุุนหลัักของการผลิิต PHA มาจากสองส่่วน คืือ 

ต้้นทุนุวัตัถุดุิบิ และต้้นทุนุกระบวนการสกัดัและทำให้้บริสิุทุธิ์์� ซึ่่�ง

เป็็นกระบวนการปลายทางของการผลิิต PHA ที่่�ส่ง่ผลต่อ่ต้น้ทุนุ

การผลิติมากที่่�สุดุ วิธิีกีารสกัดและทำให้บ้ริสิุทุธิ์์�ของ PHA มี ี2 

วิิธีี คืือ การสกััดด้้วยตััวทำละลายอิินทรีีย์์ เช่่น คลอโรฟอร์์ม 

แอลกอฮอล์ ์คีโีตน เอสเทอร์ ์คาร์บ์อเนต เป็น็ต้น้ และการสกัดั

โดยการทำลายเซลล์ด้ว้ยสารเคมี ีเช่่น สารออกซิิไดซ์ ์กรด-ด่่าง 

สารลดแรงตึึงผิิว และเอนไซม์์ วิิธีีการสกััดด้้วยตััวทำละลาย

อิินทรีีย์์ เป็็นวิิธีีที่่�ได้้ PHA ที่่�มีีความบริิสุุทธิ์์�สููง แต่่ใช้้ต้้นทุุนสููง 

ใช้พ้ลังังานมากในการกำจััดตัวทำละลายอิินทรีีย์เ์น่ื่�องจากต้้อง

ใช้ต้ัวัทำละลายอินิทรียี์จ์ำนวนมากประมาณ 20 เท่า่ของเซลล์์

แบคทีีเรียี และเป็น็วิธีิีที่่�ให้ค้่า่คาร์์บอนฟุตุพริ้้�นสูงูกว่า่การผลิิต

พลาสติิกจากปิิโตรเลีียม (Saavedra del Oso et al., 2020) 

อีกีทั้้�งวิธีิีการดัังกล่่าวต้องใช้้ควบคู่่�กับการปรับสภาพของเซลล์

ก่่อนโดยใช้้โซเดีียมไฮโปคลอไรท์์ หรืือ ความร้้อน เพื่่�อเพิ่่�ม

ประสิทิธิภิาพในการสกัดั (Pagliano et al., 2021) สำหรับัการ

สกัดัโดยใช้ส้ารเคมีใีนการทำลายเซลล์ ์สามารถใช้ก้ับัเซลล์แ์ห้ง้

ของแบคทีีเรีียได้้โดยตรง แต่่อาจส่่งผลต่อลัักษณะของ PHA 

ที่่�สกััดได้้ เช่่น มีีน้้ำหนัักโมเลกุุลลดลงเนื่่�องจากเกิิดการสลาย

ของโมเลกุุลพอลิิเมอร์์ และมีีความบริิสุุทธิ์์�ต่่ำกว่่า แต่่มีีต้้นทุุน

ต่่ำกว่่าการสกััดด้้วยตััวทำละลาย นอกจากนี้้�สารเหล่่านี้้�มัักจะ

ไม่่สามารถนำกลัับมาใช้้ใหม่่ได้้ (Mannina et al., 2020)

	ส ำหรัับการใช้้เอนไซม์์ในการทำลายเซลล์จะมีีข้้อดี ี

ที่่�เหนืือกว่่าการใช้้สารเคมีี คืือ เอนไซม์มีีความจำเพาะต่่อ 

เพปทิโดไกลแคนที่่�เป็็นองค์์ประกอบของผนัังเซลล์ในแบคทีีเรีีย

ชนิดิแกรมบวกและแกรมลบ สภาวะที่่�ใช้ใ้นการทำลายเซลล์ไม่่

รุุนแรง และพอลิิเมอร์์ที่่�สกััดได้้ไม่่เสีียหาย แต่่มีีข้้อเสีียคืือใช้้

เวลานาน ราคาของเอนไซม์สูงูกว่่าสารเคมี ีKapritchkoff et al. 

(2006) ได้้ศึึกษาการใช้้เอนไซม์์ในการสกััดและทำให้้พอลิิไฮ-

ดรอกซีบีิวิทีเีรต (polyhydroxybutyrate, PHB) บริสิุทุธิ์์� ซึ่่�งเป็น็

พอลิเมอร์ท์ี่่�ผลิติโดยแบคทีเีรียี Ralstonia eutropha DSM545 

พบว่่าการใช้้โบรมิิเลนเข้้มข้้น 2% ให้้ผลผลิิต PHB ที่่�มีีความ

บริิสุุทธิ์์� 88.8% ดัังนั้้�นการทำลายเซลล์์โดยใช้้เอนไซม์์ดิิบ 

(crude enzyme) ที่่�หาได้้ง่่ายในท้้องถิ่่�น เช่่น เอนไซม์์ปาเปน 

เอนไซม์์ไลเปสจากยางมะละกอ และเอนไซม์์ไลโซไซม์์จาก 

ไข่ข่าว จึึงน่า่สนใจในการลดต้นทุนุโดยการใช้้เอนไซม์แทนสาร

เคมีี 

	 ระบบสารละลายน้้ำสองวััฏภาค (aqueous two- phase 

system, ATPS) เป็น็เทคนิคิการแยกและทำให้ส้ารทางชีวีภาพ

บริิสุุทธิ์์� โดยใช้้วััฏภาคของเหลวสองชั้้�นที่่�ไม่่ผสมกััน เป็็นมิิตร

กับัสิ่่�งแวดล้อ้ม ต้น้ทุนุต่่ำ และสามารถขยายขนาดการผลิติได้้

ง่่าย (Grilo et al., 2016) ตััวอย่่างการประยุุกต์์ใช้้ของ ATPS 
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เช่่น การทำโปรตีนีและเอนไซม์ใ์ห้บ้ริสิุทุธิ์์� การสกัดัแอนติบิอดีี 

การสกัดกรดนิวคลีีอิกิ การแยกเซลล์และออร์แกเนลล์ เป็น็ต้้น  

ในการทำลายเซลล์ของแบคทีีเรีียโดยใช้้เอนไซม์จะเพิ่่�ม 

ขั้้�นตอนการทำให้้บริสิุทุธิ์์� ดังันั้้�นงานวิจิัยันี้้�จึึงมีคีวามสนใจที่่�จะ

ศึึกษาการสกััด PHA จากเซลล์์ของแบคทีีเรีียโดยใช้้การย่่อย

ด้ว้ยเอนไซม์จากยางมะละกอ และเพิ่่�มความบริิสุทุธิ์์�ของ PHA 

ที่่�สกัดได้โ้ดยใช้้ระบบ ATPS เพื่่�อเป็น็แนวทางในการลดต้นทุนุ

ในการสกััดจากการใช้้ตััวทำละลายอิินทรีีย์์ และเพื่่�อเป็็น 

กระบวนการสกััดที่่�เป็็นมิิตรกัับสิ่่�งแวดล้้อม

การทดลอง
1. 	 การเตรีียมสารละลาย

	ส ารละลาย Winogradsky Salt (WS) ใน 1 ลิิตร 
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(NH
4
)
2
SO

4
 1 กรััม Na

2
HPO

4
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2
PO

4
 0.1 
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3
 60 มิลิลิกรััม 

CaCl
2
.7H

2
O 10 มิิลลิกรััม และสารละลาย Trace element 

1 มิิลลิิลิิตร

	ส ารละลาย Trace element 1 ลิิตร ประกอบด้้วย 

CaCl
2
.7H

2
O 1.67 กรัมั ZnSO

4
.7H

2
O 2.78 กรัมั MnCl

2
.4H

2
O 

1.98 กรััม CuCl
2
.2H

2
O 0.17 กรััม และ FeSO

4
.7H

2
O 0.2 กรััม 

    	ส ารละลายโซเดีียมฟอสเฟตบััฟเฟอร์์ เข้้มข้้น 0.1 

โมลาร์์ พีีเอช 7 ประกอบด้้วย Na
2
HPO

4
.7H

2
O 19.37 กรััม 

NaH
2
PO

4
.H

2
O 10.24 กรััม 

    	ส ารละลายโซเดีียมฟอสเฟตบััฟเฟอร์์ เข้้มข้้น 0.1  

โมลาร์์ พีีเอช 6 ประกอบด้้วย Na
2
HPO

4
.7H

2
O 14.52 กรััม 

NaH
2
PO

4
.H

2
O 6.31 กรััม

    	ส ารละลาย Sudan Black B เข้้มข้้น 0.3% เตรีียม

โดย ชั่่�ง Sudan Black B 0.3 กรััม ละลายในเอทานอล 95% 

ปริิมาตร 100 มิิลลิิลิิตร

2. 	 การคััดเลืือกแบคทีีเรีียที่่�ผลิิต PHA จากดิิน

	 เก็็บตััวอย่่างดิินบริิเวณพื้้�นที่่�เพาะปลููกในตำบล 

ศรีพีนมมาศ อำเภอลับัแล จังัหวัดัอุตุรดิติถ์ ์เก็บ็เศษวัสัดุ ุใบไม้้ 

กิ่่�งไม้อ้อกไปก่อ่นเก็บ็ตัวัอย่า่งดินิ เก็บ็ดินิ 6 จุดุ ที่่�ความลึึก 15 

เซนติิเมตร โดยแต่่ละจุุดใช้้พลั่่�วขุุดหลุุมเป็็นรููปตััว V ในแนว

ดิ่่�ง แล้้วรวมดิินทั้้�ง 6 จุุดเข้้าด้้วยกััน จากนั้้�นแบ่่งดิินบางส่่วน

ลงในถุุงพลาสติิกประมาณ 1 กิิโลกรััม เก็็บรัักษาตััวอย่่างดิิน

ในตู้้�เย็็นอุุณหภููมิิ 4 องศาเซลเซีียส เพื่่�อรอทำการวิิเคราะห์์ 

ต่่อไป (Thuithaisong et al., 2011)

	 การแยกจุุลินิทรียี์จ์ากดินิ ทำำ�ได้โ้ดยชั่่ �งตัวัอย่่างดินิ  

1 กรัมั เติมิสารละลาย WS 9 มิลิลิลิิติร ที่่�นึ่่�งฆ่่าเชื้้�อแล้้ว  

นำำ�ไปเขย่่าในเครื่่�องเขย่่าที่่�อุุณหภููมิหิ้อ้งด้ว้ยความเร็ว็ 100 

รอบต่่อนาที ีเป็็นเวลา 10 นาที ีปิิเปตสารละลาย 1 มิลิลิลิิติร 

ใส่่ในหลอดทดลองที่่�มีีสารละลาย WS ที่่�นึ่่�งฆ่่าเชื้้�อแล้้ว  

9 มิลิลิลิิติร เขย่า่ให้เ้ข้า้กันั (สารละลายตัวัอย่า่งมีคีวามเข้ม้ข้น้ 

10-1) ปิิเปตสารละลายเชื้้�อที่่�ได้ ้ (10-1) ปริมิาตร 1 มิลิลิลิิติร  

ใส่่ในหลอดที่่�มีสีารละลาย WS ที่่�นึ่่�งฆ่่าเชื้้�อแล้้ว ปริมิาตร 

9 มิลิลิลิิติร เขย่า่ให้เ้ข้า้กันั จะได้ส้ารละลายเชื้้�อที่่�ความเข้ม้ข้น้ 10-2 

แล้ว้ทำำ�การเจืือจางสารละลายเชื้้�อต่่อไปจนถึงึความเข้ม้ข้น้ 10-10  

ปิิเปตสารละลายตัวัอย่า่งในแต่่ละระดับัการเจืือจางลงในจาน

เพาะเชื้้�อละ 1 มิลิลิลิิติร (2 ซ้ำำ��) เทอาหาร MSM agar อุุณหภูมูิิ

ประมาณ 45 ± 1 องศาเซลเซียีส ประมาณ 12-15 มิลิลิลิิติร 

ในจานเพาะเชื้้�อ หมุนุจานเพาะเชื้้�อเพื่่�อให้อ้าหารและสารละลาย 

เชื้้�อเข้า้กันั ทิ้้�งไว้จ้นกระทั่่ �งอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อแข็ง็ นำำ�ไปบ่่มที่่�

อุุณหภูมูิ ิ40 องศาเซลเซียีส เป็็นเวลา 5 วันั แล้ว้นำำ�ไปทดสอบ 

การย้อ้มสีแีกรม และความสามารถในการผลิติ PHA โดยการ

ย้อ้มสีดี้ว้ย Sudan Black B

3. 	 การย้้อมสีีแกรม

	 การย้อ้มสีแีกรมของจุลุินิทรียี์บ์ริสิุทุธิ์์ �ที่่�แยกได้จ้ากดินิ 

ว่่ามีลีักัษณะเป็็นแบคทีเีรียีชนิดแกรมบวกหรืือแกรมลบมีขีั้้ �น

ตอนดังันี้้� ใช้ห้่ว่งเขี่่�ยเชื้้�อมาลนไฟจนกระทั่่ �งร้อ้นจัดัแล้ว้แตะน้ำำ��

มาใส่่บนแผ่่นสไลด์์เล็ก็น้้อย จากนั้้ �นใช้ห้่่วงเขี่่�ยเชื้้�อแตะเชื้้�อ

แบคทีเีรียีที่่�แยกได้ใ้นข้อ้ 2 แล้ว้นำำ�มาเกลี่่�ยลงบนแผ่น่สไลด์ใ์ห้้

บางที่่�สุุด ตรึงึโดยผ่่านความร้อ้น และรอให้ส้ไลด์์แห้ง้สนิิท  

หยด Crystal Violet ลงให้ท้่ว่มรอยจุลุินิทรียี์ ์ วางสไลด์ท์ิ้้�งไว้ ้

30 วินิาที ี ล้า้งสีอีอกด้ว้ยน้ำำ��กลั่่ �น จนสีขีอง Crystal Violet 

ถููกชะออกจนหมด จากนั้้ �นหยดสารละลายไอโอดีนีให้ท้่่วม 

รอยจุลุินิทรียี์ต์ั้้ �งทิ้้�งไว้อ้ีกี 30 วินิาที ีล้า้งออกด้ว้ยน้ำำ��กลั่่ �น และ

ล้า้งสีอีอกด้ว้ยเอทานอล 95% หยด Safranin O ตั้้ �งทิ้้�งไว้ ้30 

วินิาที ี ล้า้งออกด้ว้ยน้ำำ��กลั่่ �นจนสีสี่ว่นเกินินอกเหนืือบริเิวณที่่�

ละเลงไว้ถู้กูชะจนหมด จากนั้้ �นวางสไลด์ไ์ว้ใ้ห้แ้ห้ง้สนิิทแล้ว้นำำ�

ไปส่อ่งตรวจด้ว้ยกล้อ้งจุลุทรรศน์ (Optika, B-383PLi, Italy) 

ที่่�กำำ�ลังัขยายของเลนส์ใ์กล้ว้ัตัถุุ 100X ถ้า้เป็็นแบคทีเีรียีแกรม

ลบจะติดิสีแีดงของ Safranin O ถ้า้เป็็นแบคทีเีรียีแกรมบวกจะ

ติดิสีมี่ว่งของ Crystal violet
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4. 	 การทดสอบการสัังเคราะห์์ PHA

	 การทดสอบจุุลิินทรีีย์์ที่่�สามารถผลิิต PHA โดยการ

ย้อ้มสีด้ว้ย Sudan Black B มีรีายละเอีียดดังนี้้� นำห่่วงเขี่่�ยเชื้้�อ

มาลนไฟให้้ปลายห่่วงมีีสีีแดง ใช้้ห่่วงเขี่่�ยเชื้้�อแตะเชื้้�อที่่�แยกได้้

ในข้้อ 2 แล้้วนำมาเกลี่่�ยตรงกลางสไลด์์ รอให้้แห้้งในอากาศ 

ตรึึงโดยผ่่านความร้้อน หยดสารละลาย Sudan Black B 1-2 

หยด วางสไลด์ทิ้้�งไว้ท้ี่่�อุณุหภูมูิหิ้อ้งประมาณ 10 นาทีี ล้า้งสไลด์

ด้้วยน้้ำกลั่่�น ทำสไลด์ให้้แห้้ง แล้้วหยด Safranin O เข้้มข้น 

0.5% วางสไลด์ท์ิ้้�งไว้ ้5 วินิาทีี ล้า้งสไลด์ด์้ว้ยน้้ำกลั่่�น และปล่อ่ย

ให้้แห้้ง นำไปส่่องกล้้องจุุลทรรศน์์โดยใช้้กำลัังขยายของเลนส์์

ใกล้้วััตถุุ 100x หากจุุลิินทรีีย์์มีีการผลิิต PHA ภายในเซลล์์ จะ

ย้้อมติิดสีีน้้ำเงิินของ Sudan Black B ดััดแปลงจาก Burdon 

(1946)

5. 	การจััดจำแนกสายพัันธุ์์�แบคทีีเรีียที่่�แยกได้้จากดิิน

	 นำแบคทีีเรีียไอโซเลตที่่�สามารถผลิิตและสะสม  

PHA ได้้ มาจััดจำแนกสายพัันธุ์์�ด้วยวิิธีีการวิิเคราะห์์ลำดัับ 

นิวิคลีโีอไทด์ข์องยีนี 16S rRNA โดยส่ง่วิเิคราะห์ท์ี่่�สถาบันัวิจัิัย

วิิทยาศาสตร์์และเทคโนโลยีีแห่่งประเทศไทย

6. 	 การเตรีียมเซลล์์แบคทีีเรีีย 

	 นำแบคทีเีรียีที่่�แยกได้ใ้นข้อ้ 2 มาเลี้้�ยงในอาหารเหลว

สูตูร MSM โดยปรับพีเีอชของอาหารให้้เท่า่กับั 7 บ่ม่ที่่�อุณุหภูมูิิ 

35 องศาเซลเซีียส ในเครื่่�องเขย่่าด้้วยความเร็็ว 100 รอบ 

ต่อ่นาทีี เป็น็เวลา 60 ชั่่�วโมง ได้้ปริมาณเซลล์ 30 กรััม ที่่�สะสม 

PHA คิิดเป็็น 68.9% โดยน้้ำหนัักเซลล์์แห้้ง (พรทิิพพา  

พิญิญาพงษ์,์ 2564) นำสารละลายซัสัเพนชันัของเซลล์ท์ั้้�งหมด 

2000 มิิลลิิลิิตร มาแบ่่งปั่่�นแยกเซลล์ด้้วยเคร่ื่�องปั่่�นเหวี่่�ยง 

(centrifuge) จำนวน 10 ครั้้�ง ด้ว้ยความเร็ว็ 7000 รอบต่อ่นาทีี 

เป็น็เวลา 15 นาทีี นำตะกอนเซลล์ท์ี่่�ได้ม้ารวมกันั แล้ว้ล้า้งด้ว้ย

น้้ำกลั่่�นที่่�นึ่่�งฆ่่าเชื้้�อแล้้ว 2 ครั้้�ง จากนั้้�นอบเซลล์์ให้้แห้้งที่่�

อุุณหภููมิิ 80 องศาเซลเซีียส (Bhuwal et al., 2013) เพื่่�อนำไป

ศึึกษาในขั้้�นตอนต่่อไป

7. 	 การย่่อยเซลล์์แบคทีีเรีียโดยเอนไซม์์

	 เตรีียมสารละลายเซลล์ความเข้้มข้น 20 กรััม/ลิิตร 

เพื่่�อใช้้ในการศึึกษาความสามารถในการย่่อยเซลลแบคทีีเรีีย 

โดยเอนไซม์์ 3 ชนิิด ได้้แก่่ ปาเปนจากผงมะละกอ ไลเปสจาก

ยางมะละกอ และไลโซไซม์จากไข่่ขาว ดัังนี้้� ตวงสารละลาย

โซเดีียมฟอสเฟตบัฟัเฟอร์ ์เข้ม้ข้น้ 0.1 โมลาร์ ์พีเีอช 7 ปริมิาตร 

50 มิิลลิิลิิตร เติิมลงในขวดรููปชมพู่่�ใบที่่� 1 (ทดสอบการย่่อย

เซลล์์ของเอนไซม์์ไลโซไซม์์จากไข่่ขาว) และใบที่่� 2 (ทดสอบ

การย่่อยเซลล์ของเอนไซม์ไลเปสจากยางมะละกอ) ตวง

สารละลายโซเดียีมฟอสเฟตบัฟัเฟอร์ ์เข้ม้ข้น้ 0.1 โมลาร์ ์พีเีอช 

6 ปริมิาตร 50 มิลิลิลิติร เติิมลงในขวดรูปชมพู่่�ใบที่่� 3 (ทดสอบ

การย่่อยเซลล์ข์องเอนไซม์ป์าเปนจากผงมะละกอ) จากนั้้�นเติมิ

สารละลายเซลล์์ (ความเข้้มข้้น 20 กรััม/ลิิตร) ปริิมาตร 50 

มิลิลิลิติร ลงในขวดรูปชมพู่่�ทั้้�ง 3 ใบ แล้้วเติิมเอนไซม์ไลโซไซม์

จากไข่่ขาว เอนไซม์์ไลเปสจากยางมะละกอ และเอนไซม์ ์

ปาเปนจากผงมะละกอ อย่่างละ 2 กรััม ลงในขวดรููปชมพู่่�ใบที่่� 

1, 2 และ 3 ตามลำดัับ (ความเข้้มข้้นของเอนไซม์์ต่่อมวล

แบคทีีเรียีเท่่ากับั 2%) นำสารละลายในขวดรูปชมพู่่�ใบที่่� 1 และ 

3 ไปบ่มในเคร่ื่�องเขย่าด้้วยความเร็็ว 200 รอบต่่อนาทีี ที่่�

อุณุหภููมิ ิ40 องศาเซลเซียีส สำหรัับสารละลายในขวดรูปชมพู่่�

ใบที่่� 2 นำไปบ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 50 องศาเซลเซีียส และเขย่่าด้้วย

ความเร็ว็ 200 รอบต่อ่นาทีี ิิ(Kapritchkoff et al., 2006) สำหรัับ

การทดลองควบคุุมดำเนิินการแบบคู่่�ขนานโดยใช้้สารละลาย

บััฟเฟอร์แทนเอนไซม์ เก็็บสารละลายตััวอย่่าง ปริิมาตร 0.5 

มิิลลิิลิิตร ในช่่วงเวลา 4, 8 และ 12 ชั่่�วโมง ตามลำดัับ นำมา

เจืือจางด้้วยน้้ำกลั่่�น 25 มิิลลิิลิิตร (อััตราส่่วน 1:50) นำไปวััด

ค่่าการดููดกลืืนแสงที่่�ความยาวคลื่่�น 560 นาโนเมตรโดยใช้้น้้ำ

กลั่่�นเป็็น blank นำค่่าการดููดกลืืนแสงที่่�ได้้ไปคำนวณเป็็นค่่า

การลดลงสัมัพัทัธ์ข์องการดูดูกลืืนแสง (Relative absorbance 

reduction; AR) ดัังสมการ

AR = [(Abs
min

 – Abs
0
) x 100]/Abs

0

เมื่่�อ	 Abs
min

 คืือ ค่่าการดููดกลืืนแสงของสารละลายปฏิิกิิริิยา

	 Abs
0
 คืือ ค่่าการดููดกลืืนแสงของการทดลองควบคุุม

	 ทำการทดลองซ้้ำดังักล่า่วข้า้งต้น้ โดยเปลี่่�ยนปริมิาณ

เอนไซม์์แต่่ละชนิิด เป็็น 4, 6, 8 และ 10 กรััม ตามลำดัับ

	ส ำหรับัการศึึกษาการใช้เ้อนไซม์ส์องชนิดิ (ไลโซไซม์์ 

และปาเปน) ในการสกััด PHA ออกจากเซลล์์แบคทีีเรีียแบบ

เรีียงลำดัับ เริ่่�มต้นโดยตวงสารละลายเซลล์์เข้้มข้น 20 กรััม/

ลิิตร ปริิมาตร 50 มิิลลิิลิิตร ลงในขวดรููปชมพู่่�ขนาด 250 

มิลิลิลิติร จำนวน 3 ใบ จากนั้้�นเติมิสารละลายโซเดีียมฟอสเฟต

บััฟเฟอร์์ เข้้มข้้น 0.1 โมลาร์์ พีีเอช 7 ปริิมาตร 50 มิิลลิิลิิตร 

ลงในขวดรููปชมพู่่�ทั้้�งสามใบ เติิมเอนไซม์์ไลโซไซม์์ 10 กรััม 

แล้้วนำไปบ่มที่่�อุณุหภููมิ ิ40 องศาเซลเซียีส พร้้อมทั้้�งเขย่าด้้วย

ความเร็็ว 200 รอบต่่อนาทีี โดยขวดรููปชมพู่่�ใบที่่� 1, 2 และ 3 

บ่่มเป็็นเวลา 4, 8 และ 12 ชั่่�วโมง ตามลำดัับ จากนั้้�นนำ

สารละลายในขวดรููปชมพู่่�แต่่ละใบไปปั่่�นแยกเซลล์์ด้้วยเคร่ื่�อง

ปั่่�นเหวี่่�ยงที่่�ความเร็็ว 7000 รอบต่่อนาทีี เป็็นเวลา 15 นาทีี นำ

ตะกอนเซลล์มาล้้างด้้วยน้้ำกลั่่�นที่่�นึ่่�งฆ่่าเชื้้�อแล้้ว 1 ครั้้�ง แล้้ว

ตามด้ว้ยการล้า้งด้ว้ยสารละลายโซเดียีมฟอสเฟตบัฟัเฟอร์ ์เข้ม้ข้น้ 

0.1 โมลาร์์ พีีเอช 6 อีีกครั้้�งจากนั้้�นนำไปปั่่�นแยกด้้วยเครื่่�อง 
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ปั่่�นเหวี่่�ยง ที่่�ความเร็็ว 7000 รอบต่่อนาทีี เป็็นเวลา 15 นาทีี 

นำเซลล์ที่่�ได้้มาเติิมสารละลายโซเดีียมฟอสเฟตบััฟเฟอร์  

เข้้มข้้น 0.1 โมลาร์์ พีีเอช 6 ปริิมาตร 50 มิิลลิิลิิตร จากนั้้�นเติิม 

เอนไซม์ป์าเปน 10 กรัมั ลงไปในสารละลายขวดรูปูชมพู่่�ทั้้�งสามใบ 

นำไปบ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 40 องศาเซลเซีียส เขย่่าด้้วยความเร็็ว  

200 รอบต่่อนาทีี เป็็นเวลา 12 ชั่่�วโมง เก็็บสารละลายตััวอย่่าง 

ปริิมาตร 5 มิิลลิิลิิตร ในช่่วงเวลา 4, 8 และ 12 ชั่่�วโมง  

ตามลำดัับ นำไปวิิเคราะห์์ปริิมาณ PHA ต่่อไป

8. 	 การคััดเลืือกระบบสารละลายน้้ำสองวััฏภาคในการ

ทำ PHA ให้้บริิสุุทธิ์์�

	 ระบบสารละลายน้้ำสองวััฏภาคได้้มาจากการผสม

สารละลายพอลิิเมอร์์สองชนิิดที่่�ต่่างกััน เช่่น พอลิเอทิิลีีน- 

ไกลคอล (Polyethylene glycol, PEG) กัับเด็็กซ์์แทรน 

(Dextran) พอลิเอทิลิีนีไกลคอลกับมอลโตเดกซ์์ทรินิ (maltodextrin) 

เป็น็ต้น้ หรืือ การผสมพอลิเิมอร์เ์พียีงชนิดิเดียีวกับัสารประกอบ

เกลืืออนิินทรีีย์์ เช่่น พอลิิเอทิิลีีนไกลคอลกัับ K
2
HPO

4
 (Grilo 

et al., 2016) ในการศึึกษาครั้้�งนี้้�ได้้เตรีียมระบบสารละลายน้้ำ

สองวััฏภาค 5 ระบบในหลอดทดลอง ได้้แก่่ PEG8000/

K
2
HPO

4
, PEG6000/K

2
HPO

4
, PEG4000/K

2
HPO

4
, PEG4000/ 

Maltodextrin และ PEG4000/Dextran40000 แต่ล่ะระบบมีนี้้ำ

หนัักรวม 40 กรััม โดยส่่วนประกอบที่่�สร้างวััฏภาค คืือ 

14.6:9.0, 18.0:7.5, 11.0:12.0, 10.5:9.2 และ 5.4:8.0 (%โดย

น้้ำหนักั) ตามลำดับั ซึ่่�งได้จ้ากการศึึกษาแผนภาพวัฏัภาคของ

การเกิิดระบบสารละลายน้้ำสองวััฏภาคเบื้้�องต้้น (พรทิิพพา 

พิิญญาพงษ์์, 2567) จากนั้้�นเติิมสารละลายผสมของเอนไซม์์

กัับเซลล์์จากการทดลองในข้้อ 7 ปริิมาตร 5 มิิลลิิลิิตร ลงใน

ระบบสารละลายน้้ำสองวัฏัภาคแต่ล่ะระบบ เขย่า่สารละลายให้้

เข้า้กันัแล้ว้ตั้้�งทิ้้�งไว้จ้นกระทั่่�งเกิดิการแยกวััฏภาคอย่า่งสมบูรณ์์ 

ทำการวิิเคราะห์์ปริิมาณของ PHA ในแต่่ละวััฏภาค

9. 	 การวิิเคราะห์์ปริิมาณ PHA 

	 นำสารละลายในแต่่ละวััฏภาคมาเติิมคลอโรฟอร์ม 

ปริมาตร 5 มิิลลิลิิตร เพ่ื่�อสกัด PHA ให้้มาอยู่่�ในชั้้�นของ

คลอโรฟอร์ม์ นำสารละลายในชั้้�นของคลอโรฟอร์ม์ไปต้ม้ในอ่า่ง

น้้ำเดืือดเพื่่�อระเหยคลอโรฟอร์ม์ออกไป จากนั้้�นเติิมกรดซัลัฟิวิริกิ

เข้้มข้้น ปริิมาตร 5 มิิลลิิลิิตร ลงไป แล้้วนำไปต้้มต่่อในอ่่างน้้ำ

เดืือดอีีก 10 นาทีี เพื่่�อเปลี่่�ยน PHA ให้้เป็็นกรดโครโทนิิค 

(crotonic acid) แล้้วนำไปวััดค่่าการดููดกลืืนแสงที่่�ความยาว 

คลื่่�น 235 นาโนเมตร นำค่่าการดููดกลืืนแสงที่่�ได้้ไปเทีียบกัับ

กราฟมาตรฐานของกรดโครโทนิิค เพ่ื่�อคำนวณหาปริมาณของ 

PHA ทำการทดลองซ้้ำ 3 ครั้้�ง

10. การวิิเคราะห์์องค์์ประกอบของ PHA 

	 ชั่่�งน้้ำหนักัเซลล์แห้ง้ 20 มิลิลิกรัมั ใส่ใ่นหลอดทดลอง

ที่่�มีีฝาปิิด เติิมคลอโรฟอร์ม 2 มิิลลิลิิตร และสารละลายกรด 

ซัลัฟูริูิกในเมทานอลความเข้ม้ข้น้ 3% 2 มิลิลิลิิิตร ปิดิฝาให้แ้น่น่ 

นำไปแช่่ในอ่่างน้้ำร้้อนอุุณหภููมิิ 80 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 

3 ชั่่�วโมง ปล่่อยสารละลายทิ้้�งไว้้ให้้เย็็นที่่�อุุณหภููมิิห้้องแล้้วเติิม

น้้ำกลั่่�น 1 มิลิลิลิิิตร เขย่า่ให้เ้ข้า้กันันาน 5 นาที ีตั้้�งหลอดทดลอง 

ไว้้ที่่�อุุณหภููมิิห้้องจนกระทั่่�งสารละลายแยกเป็็น 2 ชั้้�น เก็็บ

สารละลายในชั้้�นคลอโรฟอร์มเพ่ื่�อนำไปวิิเคราะห์์ด้้วยเคร่ื่�อง

แก๊๊สโครมาโตกราฟีี-แมสสเปกโตรมิิเตอร์์ โดยใช้้แคปพิิลลารีี

คอลััมน์์ ชนิิด DB-5 (30 เมตร x 0.25 มิิลลิิเมตร) ความหนา 

0.25 ไมโครเมตร อุณุหภูมูิ ิinjector เท่า่กับั 230 องศาเซลเซียีส 

อุณุหภูมูิคิอลัมัน์ ์เริ่่�มต้น้ที่่� 80 องศาเซลเซียีส แล้ว้เพิ่่�มอุณุหภูมูิิ

ด้้วยอััตรา 10 องศาเซลเซีียส/นาทีี จนกระทั่่�งถึึง 180 องศา-

เซลเซียีส อุณุหภููมิ ิdetector เท่่ากับั 250 องศาเซลเซียีส split 

ratio เท่่ากัับ 1:50 ใช้้แก๊๊สฮีีเลีียมเป็็นแก๊๊สตััวพาด้้วยอััตราการ

ไหล 1 มิิลลิิลิิตรต่่อนาทีี ปริิมาตรตััวอย่่างที่่�ฉีีด 1 ไมโครลิิตร

ผลการทดลองและอภิิปรายผล
	 การคััดเลืือกแบคทีีเรีียจากดิินและจำแนกชนิิด

ของแบคทีีเรีียที่่�ผลิิต PHA 

	 จากการนำตััวอย่างดิินเพาะปลููก มาทำการเจืือจาง

แบบต่่อเนื่่�อง (serial dilution) และเพาะเชื้้�อในอาหารสููตร 

MSM agar ตรวจพบจำนวนจุลุินิทรียี์ท์ั้้�งหมดเท่า่กับั 5.5 x 106 

CFU/g เม่ื่�อพิจารณาการเจริิญของโคโลนีพบว่่ามีคีวามแตกต่่างกััน 

อยู่่� 2 ลัักษณะ คืือ โคโลนีีที่่�เจริิญอยู่่�บนอาหารแข็็ง และโคโลนีี

เจริิญอยู่่�ใต้้อาหารแข็็ง โดยกำหนดเป็็นไอโซเลต 1 และ 

ไอโซเลต 2 ตามลำดัับ ผลการตรวจสอบการย้้อมสีีแกรม และ

ความสามารถในการผลิติ PHA เบื้้�องต้น้ด้ว้ย Sudan Black B 

ของทั้้�งสองไอโซเลต แสดงใน Table 1 และ Figure 1 สำหรัับ

ผลการจำแนกสายพัันธุ์์�ด้ว้ยวิธิีกีารวิเิคราะห์์ลำดับันิวิคลีโีอไทด์์

ของยีีน 16S rRNA แสดงใน Table 2

Table 1	Characteristics of isolated bacteria observed 

under the microscope.

Isolate Colony  
characteristics

Gram 
staining

Staining with 
Sudan Black B

1 Round-shaped 
and clustered 

together,
resembling a 

grape-like 
arrangement 

Gram 
positive

Dark blue

2 Filamentous and 
clustered together

Gram 
positive

Reddish-orange
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Table 2	Analysis of the gene nucleotide sequence of 16S 

rRNA.

Isolate Similar to %Identity

1 Streptomyces  
griseoincarnatus

99.40

Streptomyces
griseoflavus

99.00

Streptomyces
althioticus

98.70

2 Streptomyces
kebangsaanensis

99.10

Streptomyces cyslabdanicus 98.60

Streptomyces corchorusii 98.40

 

                   

Table 2 Analysis of the gene nucleotide sequence 
of 16S rRNA. 

Isolate Similar to %Identity 
1 Streptomyces 

griseoincarnatus 
99.40 

Streptomyces 
griseoflavus 
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Streptomyces 
althioticus 
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2 Streptomyces 
kebangsaanensis 

99.10 

 Streptomyces 
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Figure 1 The characteristics of bacteria stained with 
Sudan Black B under a microscope are observed 

when (a) it is isolated bacterium 1 and (b) it is 
isolated bacterium 2. 

 ผลการตรวจสอบแบคทีเรียที่แยกได้ทัง้สอง 
ไอโซเลตเบื้องต้นโดยการย้อมสีด้วย Sudan Black B 
แสดงใหเ้หน็ว่าแบคทเีรยีไอโซเลต 1 สามารถผลติ PHA 
ได้ เนื่ องจากเซลล์แบคทีเรียยังคงมีสีน ้ าเงินเข้มหลัง
กระบวนการล้างสี ซึ่งถูกจดัว่าเป็นสายพันธุ์ที่สามารถ
ผลิต PHA ได้อย่างมีประสิทธิภาพ (Adebajo et al., 
2024) จากการศึกษา 16S rRNA ของแบคทีเรียไอโซ-
เลต 1 ทีแ่ยกได ้จดัอยู่ในกลุ่ม Streptomyces ซึ่งมคีวาม
ใกล้เคยีงกบั Streptomyces griseoincarnatus มากที่สุด 
สอดคล้องกับรายงานการศึกษาเกี่ยวกับการแยก
แบคทเีรยีสายพนัธุ์ Streptomyces จากตวัอย่างดนิ เป็น
แบคทีเรียแกรมบวก สามารถผลิตสารออกฤทธิท์าง
ชวีภาพ เช่น สารต้านจุลชพี และสารออกฤทธิท์างเภสชั
กรรม ได้  (Zhang et al., 2023) แ ต่ยังไม่ มี ราย งาน
การศกึษาเกี่ยวกบัการผลติ PHA ดงันัน้ในงานวจิยันี้จงึ
น าแบคทีเรีย S. griseoincarnatus มาเลี้ยงในอาหาร
เหลวสูตร MSM เพื่อท าการศึกษาการสกัด PHA ออก
จากเซลล์ของแบคทเีรยีโดยวธิกีารใชเ้อนไซม์และท าให้
บรสุิทธิโ์ดยระบบสารละลายน ้าสองวฏัภาค 
 
การกู้คืนพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตจากเซลลข์อง
แบคทีเรียโดยวิธีการสกดัโดยใช้เอนไซม ์
 ผลการศึกษาการใช้เอนไซม์สามชนิด ได้แก่ 
ปาเปน ไลโซไซม์  และไลเปส ในการท าลายเซลล์ 
S. griseoincamatus แสดงใน Figure 2 จะเหน็ไดว้่าเมื่อ
เพิม่ความเขม้ขน้ของเอนไซมแ์ต่ละชนิดจะท าใหเ้ซลลถ์ูก
ท าลายเพิม่ขึน้ตามไปดว้ย ซึ่งพจิารณาไดจ้ากค่าการลด
ค่ าการดูดกลืนแสงสัมพัทธ์ที่ ความยาวคลื่น  560  
นาโนเมตร เมื่อพิจารณาที่ความเข้มข้นของเอนไซม์ 
แต่ละชนิดเท่ากับ 10 กรัม/กรัมเซลล์ พบว่าเอนไซม์
ปาเปนสามารถท าลายเซลลแ์บคทเีรยีไดสู้งทีสุ่ด (ค่า AR 
เท่ากบั 81.9%) ในขณะทีเ่อนไซมไ์ลโซไซม ์และเอนไซม์
ไลเปสท าลายเซลล์แบคทีเรียได้น้อยกว่า (ค่า AR < 
56%) ซึ่งอาจเป็นเพราะในโครงสร้างของผนังเซลล์
แบคทีเรียประกอบด้วยเพปติโดไกลแคนและโปรตีน 
อื่น ๆ ภายในเซลล์ ซึ่งคิดเป็น 55% ของมวลชีวภาพ
ทัง้หมดจงึท าใหเ้อนไซม์ปาเปนซึ่งจดัอยู่ในกลุ่มเอนไซม์ 
โปรติเอสสามารถท าการย่อยเซลล์ได้ดกีว่าเอนไซม์อีก
สองชนิด (Kapritchkoff et al., 2006) แมว้่าไลโซไซม์จะ

Figure 1 The characteristics of bacteria stained  

with Sudan Black B under a microscope are observed 

when (a) it is isolated bacterium 1 and (b) it is isolated 

bacterium 2.

		  ผลการตรวจสอบแบคทีีเรีียที่่�แยกได้้ทั้้�งสอง 

ไอโซเลตเบื้้�องต้น้โดยการย้อ้มสีดี้ว้ย Sudan Black B แสดงให้้

เห็็นว่่าแบคทีีเรีียไอโซเลต 1 สามารถผลิิต PHA ได้้ เนื่่�องจาก

เซลล์์แบคทีีเรีียยัังคงมีีสีีน้้ำเงิินเข้้มหลัังกระบวนการล้้างสีี 

ซึ่่�งถููกจััดว่่าเป็็นสายพัันธุ์์�ที่่�สามารถผลิิต PHA ได้้อย่่างมีี

ประสิิทธิิภาพ (Adebajo et al., 2024) จากการศึึกษา 16S 

rRNA ของแบคทีีเรีียไอโซเลต 1 ที่่�แยกได้้ จััดอยู่่�ในกลุ่่�ม 

Streptomyces ซึ่่�งมีีความใกล้้เคีียงกัับ Streptomyces 

griseoincarnatus มากที่่�สุุด สอดคล้้องกัับรายงานการศึึกษา

เกี่่�ยวกับการแยกแบคทีีเรีียสายพัันธุ์์� Streptomyces จาก

ตััวอย่างดิิน เป็็นแบคทีีเรีียแกรมบวก สามารถผลิิตสารออก

ฤทธิ์์�ทางชีีวภาพ เช่่น สารต้้านจุุลชีีพ และสารออกฤทธิ์์�ทาง

เภสััชกรรมได้้ (Zhang et al., 2023) แต่่ยัังไม่่มีีรายงานการ

ศึึกษาเกี่่�ยวกับการผลิิต PHA ดัังนั้้�นในงานวิิจััยนี้้�จึึงนำ

แบคทีีเรีีย S. griseoincarnatus มาเลี้้�ยงในอาหารเหลวสููตร 

MSM เพื่่�อทำการศึึกษาการสกัด PHA ออกจากเซลล์์ของ

แบคทีีเรีียโดยวิิธีีการใช้้เอนไซม์์และทำให้้บริิสุุทธิ์์�โดยระบบ

สารละลายน้้ำสองวััฏภาค

	 การกู้้�คืนพอลิิไฮดรอกซีีอััลคาโนเอตจากเซลล์์

ของแบคทีีเรีียโดยวิิธีีการสกััดโดยใช้้เอนไซม์์

	 ผลการศึึกษาการใช้้เอนไซม์์สามชนิิด ได้้แก่่ ปาเปน 

ไลโซไซม์ และไลเปส ในการทำลายเซลล์ S. griseoincamatus 

แสดงใน Figure 2 จะเห็็นได้้ว่่าเมื่่�อเพิ่่�มความเข้้มข้้นของ

เอนไซม์แ์ต่่ละชนิดิจะทำให้เ้ซลล์ถูกูทำลายเพิ่่�มขึ้้�นตามไปด้ว้ย 

ซึ่่�งพิิจารณาได้้จากค่่าการลดค่่าการดููดกลืืนแสงสััมพััทธ์์ที่่�

ความยาวคล่ื่�น 560 นาโนเมตร เม่ื่�อพิจารณาที่่�ความเข้้มข้้น

ของเอนไซม์แต่่ละชนิิดเท่่ากัับ 10 กรััม/กรััมเซลล์ พบว่่า 

เอนไซม์ปาเปนสามารถทำลายเซลล์แบคทีีเรีียได้้สููงที่่�สุุด  

(ค่่า AR เท่่ากัับ 81.9%) ในขณะที่่�เอนไซม์์ไลโซไซม์์ และ 

เอนไซม์ไ์ลเปสทำลายเซลล์แ์บคทีเีรีียได้้น้อ้ยกว่า่ (ค่า่ AR < 56%) 

ซึ่่�งอาจเป็น็เพราะในโครงสร้า้งของผนังัเซลล์แ์บคทีเีรียีประกอบด้ว้ย 

เพปติิโดไกลแคนและโปรตีีนอื่่�น ๆ ภายในเซลล์์ ซึ่่�งคิิดเป็็น 

55% ของมวลชีวีภาพทั้้�งหมดจึึงทำให้เ้อนไซม์ป์าเปนซึ่่�งจัดัอยู่่�

ในกลุ่่�มเอนไซม์โปรติิเอสสามารถทำการย่่อยเซลล์ได้้ดีีกว่่า

เอนไซม์อีกีสองชนิิด (Kapritchkoff et al., 2006) แม้้ว่า่ไลโซไซม์ 

จะมีปีระสิทิธิภิาพต่่ำกว่า่ปาเปนในการทำลายเซลล์แ์ต่ไ่ลโซโซม 

สามารถย่อยพัันธะบีีต้้า 1,4-ไกลโคซิิดิิกระหว่่างเอ็็นอะซีีทิิล 

กลููโคซามีนี (N-acetylglucosamine, GlcNAc) และเอ็น็อะซีทีิลิ 

มููรามิิคแอซิด (N-acetylmuramic acid, MurNAc) ซึ่่�งเป็็น 

ส่่วนประกอบของเพปติโดไกลแคนที่่�พบอยู่่�ในผนัังเซลล์ของ

แบคทีีเรีียโดยเฉพาะชนิิดที่่�ย้้อมติิดสีีแกรมบวก (Vanderkelen 

et al., 2011) ส่่วนเอนไซม์์ไลเปสจากยางมะละกอจะมีีความ

สามารถในการย่่อยเซลล์ได้้น้้อยที่่�สุุด ซึ่่�งอาจเนื่่�องจาก 

เอนไซม์์ไลเปสจากยางมะละกอมีีความสามารถในการไฮโดรไลซิสิ

ไตรกลีเีซอไรด์ท์ำให้ไ้ด้ก้รดไขมันัและกลีีเซอรอล จึึงไม่่สามารถ

ย่่อยฟอสฟาติิดิิลกลีีเซอรอล กรดริิบิิทอลไทโคอิิกและกรด 

ไลโปเตอิิโคอิิกที่่�เป็็นองค์์ประกอบในผนัังเซลล์์ของแบคทีีเรีีย

สกุุล Streptomyces ได้้ (Mistou et al., 2016)
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Figure 2 The ability of each enzyme to reduce 

absorbance after 12 hours of incubation.

	ดั งนั้้�นในการเพิ่่�มประสิิทธิิภาพของการย่่อยเซลล์์

แบคทีีเรีีย S. griseoincamatus โดยใช้้เอนไซม์์ จึึงทำการ

ศึึกษาการใช้เ้อนไซม์ส์องชนิดิในการย่อ่ยเซลล์แ์บคทีเีรียีแบบ

เรีียงลำดัับ คืือ เริ่่�มต้้นย่่อยเซลล์์โดยใช้้เอนไซม์์ไลโซไซม์์ก่่อน

แล้ว้ตามด้วยเอนไซม์ปาเปน ผลการศึึกษาพบว่่า การสกัดโดย

ใช้้ไลโซไซม์์เข้้มข้้น 10 กรััม/กรััมเซลล์์ เป็็นเวลา 4 ชั่่�วโมง ที่่�

พีีเอช 7 อุุณหภููมิิ 40 องศาเซลเซีียส แล้้วตามด้้วยการสกััด

โดยใช้้ปาเปนเข้้มข้้น 10 กรััม/กรััมเซลล์์ เป็็นเวลา 12 ชั่่�วโมง 

ที่่�พีีเอช 6 อุุณหภููมิิ 40 องศาเซลเซีียส ทำให้้ได้้ปริิมาณ PHA 

84.5% (Table 3) เม่ื่�อเพิ่่�มเวลาในการสกัดโดยเอนไซม์ 

ไลโซไซม์์เป็็น 8 ชั่่�วโมง แล้้วตามด้้วยปาเปน 12 ชั่่�วโมง จะได้้

ปริิมาณของ PHA เพิ่่�มขึ้้�นเป็็น 87.2% ซึ่่�งใกล้้เคีียงกัับการ

ศึึกษาของ Yasotha et al. (2006) ทำการสกััด PHA สายโซ่่

กลางจากเซลล์์ Pseudomonas putida ด้้วยเอนไซม์์อััลคาเลส 

กัับ SDS ที่่�พีีเอช 8.5 อุุณหภููมิิ 55 องศาเซลเซีียส แล้้วตาม

ด้ว้ยเอนไซม์ไ์ลโซไซม์ก์ับั EDTA ที่่�พีเีอช 7 อุณุหภูมูิ ิ30 องศา-

เซลเซีียส ให้้ปริิมาณ PHA เกืือบ 90% แต่่ถ้้าเพิ่่�มเวลาในการ

สกัดัด้ว้ยไลโซไซม์เ์พิ่่�มขึ้้�นเป็น็ 12 ชั่่�วโมง แล้้วตามด้ว้ยปาเปน 

อีีก 12 ชั่่�วโมง จะทำให้้ปริิมาณ PHA ลดลงเหลืือ 82.2% 

(Table 3) ซึ่่�งเป็็นไปได้้ว่่าการใช้้เวลาในการบ่่มเซลล์์กัับ 

ไลโซไซม์ที่่� 12 ชั่่�วโมงจะส่่งผลให้้เกิิดการสลายผนัังเซลล์ 

มากเกิินไปจึึงทำให้้ความหนืืดของสารละลายเพิ่่�มขึ้้�น  

(Eggink & Northolt, 1999) 

Table 3	The sequential enzymatic extraction of PHA 

begins with lysozyme, followed by papain.

Lysozyme

(g/g cell)

Extraction 

time (h)

Papain

(g/g cell)

Extraction 

time (h)

Extracted 

PHA (%)

10 4 10 4 82.5

8 83.6

12 84.5

10 8 10 4 85.7

8 86.4

12 87.2

10 12 10 4 80.5

8 81.3

12 82.2

	 การทำพอลิิไฮดรอกซีีอััลคาโนเอตที่่�ได้้จากการ

สกััดให้้บริิสุุทธิ์์�

	 ผลการศึึกษาระบบสารละลายน้้ำสองวััฏภาคชนิิด

ต่่าง ๆ 5 ระบบ ได้้แก่่ (1) PEG8000/K
2
HPO

4
 (2) PEG6000/

K
2
HPO

4
 (3) PEG4000/K

2
HPO

4
 (4) PEG 4000/Maltodextrin 

และ (5) PEG4000/Dextran 40,000 ในการแยก PHA ออก

จากสารละลายผสมของเซลล์์และเอนไซม์์ แสดงใน Table 4 

พบว่่าค่่าสััมประสิิทธิ์์�การแบ่่งส่่วนของ PHA (partition 

coefficient, K
pa
) ซึ่่�งคำนวณได้้จากอััตราส่่วนของผลผลิิตที่่�ได้้

ในวััฏภาคบนสุุดต่อวััฏภาคล่่างสุุด ของระบบ PEG6000/

K
2
HPO

4
 มีีค่่าสููงสุุด รองลงมาคืือระบบ PEG4000/K

2
HPO

4
, 

PEG4000/Maltodextrin, PEG 4000/Dextran และ PEG8000/

K
2
HPO

4
 ตามลำดัับ ผลผลิิต (yield) ของ PHA ที่่�แยกได้้เป็็น

ไปในแนวทางเดีียวกัันกัับค่่าสััมประสิิทธิ์์�การแบ่่งส่่วน ขณะที่่�

ความบริิสุุทธิ์์�ของ PHA ที่่�แยกได้้จากระบบสารละลายน้้ำสอง

วััฏภาค PEG8000/K
2
HPO

4
 จะมีีค่่าสููงสุุดเท่่ากัับ 59.9% ส่่วน

ระบบอื่่�น ๆ มีีค่่าความบริิสุุทธิ์์�ของ PHA อยู่่�ในช่่วง 43.8 – 

47.0% ถึึงแม้ว้่า่ PEG ที่่�มีนี้้ำหนัักโมเลกุลสูงูจะมีแีนวโน้้มที่่�จะ

สร้้างระบบสารละลายน้้ำสองวััฏภาคที่่�เสถีียร และเพิ่่�มระดัับ

การแบ่่งวััฏภาคได้้มากกว่่า PEG ที่่�มีีน้้ำหนัักโมเลกุลต่่ำ 

(Nontawong et al., 2023) อย่า่งไรก็็ตามการแยกชั้้�นของ PHA 

ในระบบอาจมีคีวามซับซ้้อนขึ้้�นอยู่่�กับโครงสร้างของ PHA และ

สภาพแวดล้อมอีกีทางหนึ่่�งด้ว้ย ในการศึึกษาครั้้�งนี้้�จึึงเลืือกน้้ำ

หนัักโมเลกุุลของ PEG ที่่� 6000 เนื่่�องจากทำให้้ระบบ

สารละลายน้้ำสองวััฏภาคที่่�ได้้มีีค่่าสััมประสิิทธิ์์�การแบ่่งส่่วน

ของ PHA และผลผลิติของ PHA ที่่�ได้สูู้งสุดุ (29%) เมื่่�อเปรียีบ

เทีียบกัับการทำให้้ PHA ที่่�สกััดได้้จาก P. putida บริิสุุทธิ์์�โดย

วิธีิีอัลัตราฟิลิเตรชันั (ultrafiltration) ซึ่่�งทำให้ ้PHA บริิสุทุธิ์์�ขึ้้�น

ถึึง 92.6% (Yasotha et al., 2006) อย่่างไรก็็ตามการใช้้ระบบ
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สารละลายน้้ำสองวััฏภาคเป็็นระบบที่่�เตรีียมได้้ง่่าย ราคาถููก 

สามารถนำกลัับมาใช้้ใหม่่ได้้อีีก

Table 4 	Purification of PHA using different types of  

aqueous two-phase systems.

Aqueous two-phase 

system

Partition 

coefficient

(K
pa

)

Yield 

(%)

Purity 

(%)

PEG8000/K
2
HPO

4
0.681 13.7 59.9

PEG6000/K
2
HPO

4
1.630 29.0 47.0

PEG4000/K
2
HPO

4
1.332 26.9 47.2

PEG4000/Maltodextrin 0.804 17.2 43.8
PEG4000/Dextran 0.796 17.3 47.1

	 องค์์ประกอบของพอลิิไฮดรอกซีีอััลคาโนเอตที่่�

ผลิิตได้้โดยเชื้้�อ Streptomyces griseoincarnatus

	 จากการวิิเคราะห์์องค์์ประกอบของ PHA ที่่�ผลิิตโดย

เซลล์์ S. griseoincarnatus ด้้วย GC-MS ผลการวิิเคราะห์์

แสดงใน Table 5 จะเห็็นได้้ว่่า สาร PHA ที่่�สกััดได้้จััดเป็็น 

พอลิเิมอร์ช์นิดิสายโซ่่กลางที่่�ประกอบด้ว้ย 3-ไฮดรอกซี-ี14-เมทิลิ 

เพนตะเดคาโนเอต (3-hydroxy-14-methylpentadecanoate) 

มากที่่�สุุด รองลงมาคืือ 3-ไฮดรอกซีีเฮกซะเดคาโนเอต 

(3-hydroxyhexadeca- noate, C16) 3-ไฮดรอกซีีเตตระเดคา

โนเอต (3-hydroxy-tetradecanoate, C14) 3-ไฮดรอกซีเีตตระ

เดซีโีนเอต (3-hydroxytetradecenoate, C14:1) 3-ไฮดรอกซี-ี 

เฮกซะเดคาไดอีโนเอต (3-hydroxy-hexade cadienoate, 

C16:2) 3-ไฮดรอกซีีเฮกซะเดซีีโนเอต(3-hydroxyhex 

adeceno-ate, C16:1) และ 3-ไฮดรอกซี-ี12-เมทิลิไตรเดคาโนเอต 

(3-hydroxy-12-methyltrideca- noate, C15) ตามลำดัับ ซึ่่�งไม่่

สอดคล้อ้งกับัการศึึกษาของ Valappil et al. (2007) พบว่า่องค์์

ประกอบของ PHA ส่่วนใหญ่่ที่่�พบใน Streptomyces sp. 

(ATCC1238) เป็็นชนิิดสายโซ่่สั้้�น ทั้้�งนี้้�อาจเนื่่�องจากการใช้้

แหล่่งของคาร์์บอนและแร่่ธาตุุในอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อแตกต่่างกััน 

(Wampfler et al., 2010) 

Table 5	The composition of polyhydroxyalkanoates in the 

form of methyl esters produced by S. griseoin-

carnatus.

Peak

No

Retention 

time (min)

Compound identified Composition 

(%)

1 19.010 3-hydroxy-12-methyltride-

canoate

2.19

2 21.162 3-hydroxytetradecenoate 7.15

3 21.325 3-hydroxytetradecanoate 16.27

4 23.235 3-hydroxy-14-methylpen-

tadecanoate

34.42

5 23.961 3-hydroxyhexadecenoate 6.39

6 25.194 3-hydroxyhexadeca dien-

oate

6.76

7 25.353 3-hydroxyhexadecanoate 19.12

สรุุปผลการทดลองและข้้อเสนอแนะ
	 ผลการวิิจััยนี้้�แสดงให้้เห็็นการใช้้เอนไซม์์ปาเปน 

ร่ว่มกับัไลโซไซม์ซ์ึ่่�งมีปีระสิทิธิภิาพสูงูในการทำลายผนังัเซลล์์

ของแบคทีเีรียีสกุลุ S. griseoincarnatus ทำให้ไ้ด้ป้ริมิาณของ 

PHA สููงสุุด โดยไลโซไซม์์จะช่่วยย่่อยเพปติิโดไกลแคนทำให้้

ผนัังเซลล์ถููกทำลาย ซึ่่�งส่่งผลให้้ปาเปนสามารถเข้้าไปย่อย

โปรตีีนภายในเซลล์์ได้้อย่่างมีีประสิิทธิิภาพ ระบบสารละลาย

น้้ำสองวััฏภาคสามารถนำมาใช้้ในการทำ PHA ให้้มีีความ

บริิสุุทธิ์์�สููงขึ้้�นได้้ โดยการใช้้ระบบ PEG/K
2
HPO

4
 ทำให้้ PHA 

ที่่�สกััดได้้มีีความบริิสุุทธิ์์�เพิ่่�มขึ้้�น และ PHA ที่่�ได้้จากแบคทีีเรีีย 

S. griseoincarnatus เป็็นชนิิดสายโซ่่กลาง ดัังนั้้�นควรมีีการ

ศีกีษาคุณุลักัษณะของ PHA ที่่�สกัดได้ต้่อ่ไป เพื่่�อจะได้น้ำ PHA 

ไปแปรรููปเป็็นผลิิตภััณฑ์์ที่่�เหมาะสมต่่อไป รวมถึึงการทดลอง

สกััดและทำให้้ PHA ให้้บริิสุุทธ์์ในระดัับการผลิิตที่่�มากขึ้้�นเพื่่�อ
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