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การผลติพอลไิฮดรอกซีอลัคาโนเอตจากกรดไขมันของน า้มันปาล์ม 
โดยใช้เช้ือ Pseudomonas fluorescens TISTR 358 
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บทคัดย่อ 
 งานวจิยัน้ีท าการศึกษาการผลิตพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตจากแหล่งคาร์บอนท่ีเป็นกรดไขมนัจากปฏิกิริยา
สะปอนนิฟิเคชัน่ของน ้ ามนัปาลม์ โดยใช ้Pseudomonas fluorescens TISTR 358 ดว้ยกระบวนการหมกัแบบกะในตู ้
บ่มเขยา่ ความเร็วรอบ 180 รอบต่อนาที สภาวะอุณหภูมิ 30๐C ท าการทดลองโดยแปรผนัความเขม้ขน้ของกรดไขมนั
ในอาหารเล้ียงเช้ือเร่ิมตน้ ไดแ้ก่ 0.50, 0.75, 1.00 และ 1.50% โดยมวลต่อปริมาตร ค่าความเป็นกรดด่างท่ี 7.0 จาก     
ผลการทดลอง พบว่า ความเขม้ขน้ของกรดไขมนันั้น มีผลต่อการเจริญเติบโต ค่าความเป็นกรดด่าง การผลิตและ    
การสะสมพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตของ P. fluorescens TISTR 358 โดยน ้ าหนักเซลล์จุลินทรียแ์ห้งมีแนวโน้ม
เพ่ิมข้ึนเร่ือยๆ อยา่งต่อเน่ือง และสูงสุดในชัว่โมงการหมกัท่ี 48 เท่ากบั 1.63, 1.60, 1.08 และ 1.05 กรัมต่อลิตร ท่ีความ
เขม้ขน้ 0.50, 0.75, 1.00 และ 1.50% โดยมวลต่อปริมาตร ตามล าดบั ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต สูงสุดท่ีเช้ือ
ผลิตและสะสมไวต้ลอดระยะเวลาการหมกั 72 ชัว่โมง เท่ากบั 0.17 กรัมต่อลิตร (12.61%) ท่ีความเขม้ขน้กรดไขมนั 
0.50% โดยมวลต่อปริมาตร เซลลจุ์ลินทรียมี์การเรืองแสงสีแดงของสียอ้ม Nile red เม่ือน าไปส่องผา่นกลอ้งจุลทรรศน์
ฟลูออเรสเซนต ์และเห็นลกัษณะแกรนูลพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตท่ีสะสมอยูภ่ายในตวัเซลลจุ์ลินทรีย ์เม่ือน าไปส่อง
ผ่านกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน จากผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่ เช้ือ P. fluorescens TISTR 358 
สามารถใช ้กรดไขมนัจากน ้ ามนัปาลม์ เป็นสารตั้งตน้เพื่อผลิตและสะสมพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตไวภ้ายในเซลลไ์ด ้
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Abstract 
This study aimed to investigate the production of polyhydroxyalkanoates (PHAs) from fatty acids of 

saponified palm oil as a carbon source using Pseudomonas fluorescens TISTR 358. The batch experiments were 
setup in an incubator shaker with 180 rpm at 30ºC. Varying the concentrations of fatty acids including 0.50, 0.75, 
1.00 and 1.50% (w/v), respectively and initial pH 7.0. The results showed that the concentrations of carbon sources 
influenced cell growth, pH and the PHAs production. The maximum of cell dry weight were 1.63, 1.60, 1.08 and 
1.05 g L-1 which were observed in fatty acids concentrations of 0.50, 0.75, 1.00 and 1.50% (w/v), respectively at   
48 hrs incubation. The highest PHAs content after 72 hrs incubation was 12.61% (0.17 g L-1) of fatty acids 
concentrations was 0.50% (w/v). The microbial cells showed high red fluorescent, when the cells were determined 
using the fluorescent dye Nile red and the PHAs granule of intracellular the microbial cell were seen by 
transmission electron microscope. The results indicated that P. fluorescens TISTR 358 could produce PHAs in an 
intracellular by using fatty acids from palm oil. 
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1. บทน า 
เน่ืองดว้ยในปัจจุบนัน้ีมีแนวโน้มการน าผลิตภณัฑ์

พลาสติกมาใชก้นัอยา่งแพร่หลายในชีวิตประจ าวนัของ
มนุษย์ ซ่ึ งพลาสติก เหล่า น้ีผ ลิตมาจากปิโตรเคมี             
มีคุณสมบัติย่อยสลายได้ยากและใช้ระยะเวลานานใน
การย่อยสลาย จึงท าให้เกิดการสะสมและก่อให้เกิด
ปัญหาท่ีส่งผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้ม โดยเฉพาะในดา้น
การก าจัดพลาสติกของเสีย เน่ืองจากการน าพลาสติก
เหล่าน้ีไปเผาท าลายจะก่อให้เกิดก๊าซพิษ ซ่ึงเป็นสาเหตุ
หน่ึงท่ีท าให้เกิดภาวะโลกร้อน ดงันั้นจึงมีการวิจยัและ
พฒันาพลาสติกท่ีมีความสามารถในการย่อยสลายได้
ทางชีวภาพ (Biodegradable plastic) หรือพลาสติก
ชีวภาพข้ึนมา โดยพลาสติกชีวภาพท่ี รู้จักกันอย่าง
แพร่หลายในปัจจุบนั อาทิเช่น พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต 
(Polyhydroxybutyrates, PHBs) พอลิแลกติกแอซิด  
(Polylactic acid, PLA) และพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต 
(Polyhydroxyalkanoates, PHAs) ท่ีก าลงัเป็นท่ีสนใจกนั
อยา่งมากในขณะน้ี [1-2] เน่ืองดว้ยพอลิไฮดรอกซีอลัคา-
โนเอต เป็นสารประเภทพอลิเอสเตอร์ (polyester) ท่ี
สังเคราะห์ได้ด้วยกระบวนการทางชีวภาพ โดยอาศัย
จุลินทรียใ์นการสงัเคราะห์ นอกจากน้ียงัมีคุณสมบติัทาง
กายภาพท่ีโดดเด่นหลายประการ เช่น มีน ้ าหนกัโมเลกุล
สูง ทนต่อความร้อน (Thermoplastic) มีความยืดหยุ่น
เช่นเดียวกบัยางธรรมชาติ (Elastometric) ซ่ึงมีคุณสมบติั
คล้ายกับพลาสติกสังเคราะห์ประเภท พอลิเอธิลีน 
(Polyethylene; PE) และพอลิโพรพิลีน (Polypropylene) 
[1] การน าพลาสติกประเภทพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต 
มาประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ แทนพลาสติกท่ี

ผลิตมาจากปิโตรเคมี [2] จึงเป็นการช่วยลดผลกระทบท่ี
จะเกิดข้ึนกบัส่ิงแวดลอ้มในระยะยาว จากปริมาณการใช้
พลาสติกท่ีเพ่ิมสูงข้ึน 

ปาล์มน ้ ามันเป็นพืชน ้ ามัน ท่ี มีศักยภาพในการ
แข่งขนัสูงกว่าพืชน ้ ามนัชนิดอ่ืน ทั้ งด้านการผลิตและ
การตลาด ส่วนแบ่งการผลิตน ้ ามนัปาล์มต่อน ้ ามนัพืช
ของโลก มีแนวโนม้เพ่ิมสูงข้ึนอยา่งต่อเน่ือง และรวดเร็ว 
คาดว่าจะเพ่ิมสูงข้ึนเป็นร้อยละ 31.2 ในช่วงปี 2549-
2563 [3] ในประเทศไทยมีพ้ืนท่ีเพาะปลูกและผลิต
น ้ ามันปาล์มเป็นอนัดับ 3 ของโลก น ้ ามันปาล์มนั้ น
นอกจากจะมีบทบาทส าคญัในธุรกิจน ้ ามนัพืชเพ่ือการ
บริโภค และเป็นวตัถุดิบส าหรับอุตสาหกรรมต่างๆ แลว้
นั้ น น ้ ามันปาล์มย ังมีบทบาทส าคัญส าหรับใช้เ ป็น
วตัถุดิบในการผลิตพลาสติกชีวภาพประเภท พอลิไฮ-   
ดรอกซีอลัคาโนเอตไดอี้กดว้ย 

มีงานวิจยัท่ีมีการศึกษาการผลิตพอลิไฮดรอกซีอลั-
คาโนเอต จากน ้ ามนัพืชชนิดต่างๆ อาทิเช่น น ้ ามนัร าขา้ว 
น ้ ามันดอกทานตะวนั น ้ ามนัดอกคาโนลา และน ้ ามัน
ข้าวโพด ด้วยแบคทีเรีย Pseudomonas aeruginosa 
พบว่าสามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตได้
ปริมาณ 15-23.5% [4] ซ่ึงปริมาณท่ีไดใ้กลเ้คียงกนักบั
เม่ือใชแ้บคทีเรีย Pseudomonas oleovorans เม่ือใชน้ ้ ามนั
พื ช ช นิ ด เ ดี ย ว กัน  ใ น ขณะ ท่ี เ ม่ื อ น า แ บ ค ที เ รี ย 
Pseudomonas fluorescens S48 มาผลิตพอลิไฮดรอก-
ซีอลัคาโนเอต พบวา่ สามารถผลิตพอลิไฮดรอกซีอลัคา-
โนเอตจากน ้ ามนัขา้วโพดไดถึ้ง 52% และจากน ้ ามนั   
ถัว่เหลือง 76% [5] ทั้งน้ีปริมาณท่ีผลิตไดจ้ะข้ึนอยู่กบั   
ชนิดสารตั้งตน้และแบคทีเรียท่ีใช ้ 
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ในงานวจิยัน้ี จึงมีความสนใจท่ีจะท าการศึกษาปัจจยั
ท่ีมีผลต่อการผลิตพลาสติกชีวภาพชนิดพอลิไฮดรอก-
ซีอลัคาโนเอต รวมถึงประสิทธิภาพการผลิต โดยใชก้รด
ไขมันจากปฏิกิริยาสะปอนนิฟิเคชันของน ้ ามันปาล์ม
เป็นสารตั้ งต้น โดยใช้เ ช้ือ Pseudomonas fluorescens 
TISTR 358 ดว้ยกระบวนการทางชีวภาพภายใตส้ภาวะ
ต่างๆ และวิเคราะห์ผลผลิตพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต
ท่ีได้ เพื่ อน าไปเ ป็นแนวทางในการประยุกต์ใช้
ประโยชน์ต่อไป 
 

2.  อุปกรณ์และวธีิการวจัิย 
 
2.1 เช้ือแบคทเีรีย 

เช้ือแบคทีเรีย Pseudomonas fluorescens TISTR 358 
ท่ีใช้ในงานวิจัย มาจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.) มีลกัษณะเป็นผงอยู่
ในรูปของหลอดเช้ือแหง้แขง็ น ามาเพ่ิมจ านวนเซลลแ์ละ
เก็บรักษาหัวเช้ือ ณ เวลาท่ีมีอตัราการเจริญเติบโตอยู่
ในช่วง late logarithmic phase โดยเติมกลีเซอรอล ใน
อตัราส่วน 1:1 (ปริมาตรเช้ือต่อปริมาตรกลีเซอรอล 
30%) แลว้น าไปเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ -20๐C 
 
2.2 กรดไขมนัและอาหารเลีย้งเช้ือ  

กรดไขมนัจากปฏิกิริยาสปอนนิฟิเคชั่นของน ้ ามนั
ปาล์ม มีขั้นตอนการเตรียมดังน้ี น ้ ามนัปาล์ม 8.0 กรัม 
เติมสารละลายผสมของโพแทสเซียมไฮดรอกไซด ์
(KOH)   2.8 กรัม   ละลายในเอทานอลปริมาตร             
100 มิลลิลิตร ลงไปน าไปท าการรีฟลกัซ์แบบเปิดบนเตา

หลุม เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เพ่ือใหเ้กิดปฏิกิริยาสะปอนนิฟิ-
เคชนั ดงัรูปท่ี 1 จากนั้นน าไประเหยเอทานอลออกจน
หมด ดว้ยเคร่ืองกลัน่ระเหยแบบหมุนภายใตสุ้ญญากาศ 
(Rotary evaporator) [6] จะไดข้องแข็งในรูปเกลือของ
กรดไขมันท่ีมีลักษณะเป็นผงสีขาวขุ่น ก่อนน าไป       
ท าการทดลองจะน ามาละลายในน ้ ากลั่นตามความ
เขม้ขน้ท่ีตอ้งการ และปรับค่าความเป็นกรดด่างท่ี 7.0 
 

 
 

       ไตรกลีเซอร์ไรด ์                      กลีเซอรอล          สบู ่
         (Triglyceride)                        (Glycerol)         (soap) 
 

รูปที ่1 ปฏิกิริยาสะปอนนิฟิเคชนัของน ้ ามนัปาลม์ 
 

อาหารเล้ียงเช้ือจะประกอบด้วย อาหารเล้ียงเช้ือ
ทัว่ไป (Nutrient broth; NB) และอาหารเล้ียงเช้ือกลุ่ม  
แร่ธาตุ (Mineral Salt Medium; MSM) ท่ีประกอบดว้ย 
ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต (KH2PO4) 2.0 กรัม              
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 0.6 กรัม 
แมกนีเ ซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O)      
0.2 กรัม แอมโมเนียมซลัเฟต (NH4)2SO4 1.0 กรัม yeast 
extract 1.0 กรัม และ trace element 1 มิลลิลิตร (ซิงค-์
ซัลเฟต (ZnSO4.7H2O) 1.3 กรัม แคลเซียมคลอไรด์ 
(CaCl2) 0.2 กรัม เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต 
(FeSO4.7H2O) 0.2 กรัม แอมโมเนียมโมลิบเดท 
((NH4)6Mo7O24.4H2O) 0.6 กรัม และกรดบอริก (H3BO3) 
0.6 กรัม [7] ทั้งหมดละลายในน ้ ากลัน่ 1 ลิตร 
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2.3 การเตรียมหัวเช้ือแบคทเีรีย 
เช้ือ P. fluorescens TISTR 358 ท่ีเก็บรักษาไวท่ี้

อุณหภูมิ -20๐C น ามาถ่ายลงในอาหาร NB แลว้น าไปบ่ม
ในตูบ่้ม ท่ีอุณหภูมิ 30๐C ความเร็วรอบ 180 รอบต่อนาที 
เพ่ือเป็นการกระตุน้และเพ่ิมจ านวน โดยเช้ือแบคทีเรียมี
การเติบโตสูงสุดในช่วง late logarithmic phase ระหวา่ง
ชัว่โมงท่ี 8-18 จากนั้นน าไปหมุนเหวี่ยง ท่ีอุณหภูมิ 4๐C 
ดว้ยความเร็ว 9,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที เพื่อ
แยกตะกอนเซลล์แบคทีเรียออกมา จากนั้นลา้งตะกอน
ดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ MSM จ านวน 2 คร้ัง ท าการรวม
ตะกอน น าไปวิเคราะห์หาน ้ าหนักเซลล์แบคทีเรียแห้ง 
(Cell dry weight, CDW) และจ านวนเซลล์แบคทีเรีย 
(Colony Forming Unit; CFU) เพื่อน าไปสร้างกราฟหา
ความสัมพนัธ์น ้ าหนักเซลล์แห้งต่อปริมาณแบคทีเรีย 
(CDW:CFU) และน าไปค านวณเพ่ือหาปริมาณเช้ือ
แบคทีเรียเร่ิมตน้ท่ีใชใ้นการทดลองในขั้นตอนต่อไป 
 
2.4 การผลติพอลไิฮดรอกซีอลัคาโนเอตจากกรดไขมนั 

การทดลองศึกษาอิทธิพลของความเขม้ขน้ของกรด
ไขมนัต่อการผลิตพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตโดยแปร
ผนัความเขม้ขน้ของกรดไขมนั ไดแ้ก่ 0.50, 0.75, 1.00 
และ 1.50% โดยมวลต่อปริมาตร ตามล าดบั ลงในอาหาร 
MSM ปริมาตรรวม 300 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 
1 ลิตร ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 7.0 จากนั้นถ่ายเช้ือ
เร่ิมตน้ลงในขวดหมกัแต่ละขวด ปริมาตร 6.38 มิลลิลิตร 
(4.7 x 1011 โคโลนีต่อมิลลิลิตร) น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ    
30๐C ท่ีความเร็วรอบ 180 รอบต่อนาที แลว้ท าการเก็บ
ตวัอยา่งเพ่ือวเิคราะห์ค่าความเป็นกรดด่าง น ้ าหนกัเซลล์
แห้ง และการสะสมพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตภายใน
เซลลแ์บคทีเรีย 

3.  การวเิคราะห์ตัวอย่าง 
 
3.1 การวเิคราะห์น า้หนักเซลล์แห้ง  

น าตัวอย่างปริมาตร 2 มิลลิลิตร ไปหมุนเหวี่ยงท่ี
ความเร็วรอบ 9,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4๐C เป็นเวลา 
20 นาที แลว้ลา้งตะกอนเซลล์แบคทีเรียด้วยน ้ า DI 
จ านวน 2 คร้ัง จากนั้นรวมตะกอนเซลล์ แลว้น าไป
ระเหยแห้งด้วยอ่างควบคุมอุณหภูมิ น าไปอบในตูอ้บ   
ท่ีอุณหภูมิ 105๐C เป็นเวลา 2 ชัว่โมง จากนั้นน าไปใส่ใน
โถดูดความช้ืน แลว้ชัง่น ้ าหนกั [8] 
 
3.2 การวิเคราะห์ลักษณะการสะสมพอลิไฮดรอกซีอัล-
คาโนเอตด้วยกล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ 

ตัวอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดเก็บ
ตวัอย่าง เติมฟอร์มาลีน 30% ปริมาตร 15 ไมโครลิตร 
จากนั้นเขยา่ 15 คร้ัง แลว้น าไปหมุนเหวี่ยง ท่ีความเร็ว
รอบ 9,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4๐C เป็นเวลา 20 นาที 
จากนั้นลา้งตะกอนเซลลด์ว้ยน ้ า DI จ านวน 2 คร้ัง เทน ้ า
ส่วนใสออก น าตะกอนเซลล์แบคทีเรียไปเก็บรักษาท่ี
อุณหภูมิ -18๐C [9] 

เม่ือน าไปส่องกลอ้งตรวจวเิคราะห์ ใหห้ยดน ้ า DI ลง
บนแผ่นสไลด์เล็กน้อย ใช้ลวดเข่ียเช้ือมาเสมียร์ให้
กระจายบางๆ ทัว่บริเวณเล็กๆ บนแผ่นสไลด์ ท าให้รอย
เสมียร์แห้งโดยน าแผ่นสไลด์มาผ่านเหนือเปลวไฟ    
โดยใหเ้ปลวไฟผา่นใตส้ไลดต์รงรอยเสมียร์อยา่งรวดเร็ว    
2-3 คร้ัง เพ่ือเป็นการดึงน ้ าออกจากเซลลท์ าให้เซลลต์รึง
แน่นกับสไลด์ จากนั้ นหยดสารละลายสี Nile red    
ความเขม้ขน้ 0.05 มิลลิโมลาร์ ให้ท่วมรอยเสมียร์ ตั้งท้ิง
ไวใ้นท่ีมืดเป็นเวลา 30 นาที ลา้งออกดว้ยน ้ า DI เบาๆ 
ซบัน ้ าท่ีสไลด์ให้แห้ง ก่อนน าไปส่องการเรืองแสงของ
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เซลล์แบคทีเรียด้วยกล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ 
(Fluorescence Microscope type 020 518.500 DM/LS 
II/99) 
 
3.3 การวิเคราะห์ลักษณะการสะสมพอลิไฮดรอกซีอัล-
คาโนเอตด้วยกล้องจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบส่องผ่าน 

ตวัอย่างจากขวดหมกัน าไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว
รอบ 2,500 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4๐C เป็นเวลา 2 นาที 
เติมสารละลายกลูตารัลดิไฮด์ (Glutaraldehyde) 2.5% 
ในสารละลายบฟัเฟอร์ (PBS) 0.1 โมลาร์ ค่าความเป็น
กรดด่าง 7.4 ท้ิงไวข้า้มคืน ท่ีอุณหภูมิ 4๐C จากนั้นลา้ง
เซลลด์ว้ยสารละลาย PBS จ านวน 3 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที 
ท าการตรึงเซลล์ดว้ยสารละลายออสเมียมเตตรอกไซด์ 
(Osmium tetraoxide) 1.0% ในสารละลาย PBS เป็นเวลา 
1 ชั่วโมง แล้วล้างออกด้วยสารละลาย PBS จ านวน        
3 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที จากนั้นเป็นขั้นตอนการดึงน ้ า
ออกจากเซลล์  โดยการแทนท่ีน ้ าด้วย เอทานอล        
ความเขม้ขน้ 30, 50, 70, 80, 90, 95 และ 100% 
ตามล าดับ ความเขม้ขน้ละ 2 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที 
จากนั้ นค่อยๆ แทนท่ีเอทานอล ด้วยสารละลายผสม
ระหวา่งโพรพิลีน-ออกไซด์และเอทานอล ในอตัราส่วน 
1:1 เป็นเวลา 15 นาที ตามดว้ยสารละลายโพรพิลีนออก-
ไซด์บริสุทธ์ิ เป็นเวลา 15 นาที โดยในทุกขั้นตอนจะท า
ท่ีอุณหภูมิ 4๐C หลงัจากนั้นจะเป็นการแทนท่ีดว้ยเรซิน 
การเตรียมเรซิน โดยผสมเรซินและสารละลายโพร-      
พิลีนออกไซด์ เขา้ดว้ยกันในอตัราส่วน 3:1, 1:1 และ  
1:3 ตามล าดับ ตั้ งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง อัตราส่วนละ           
1 ชั่วโมง และตั้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลาขา้มคืนท่ี
อตัราส่วน 1:3 

ขั้นตอนสุดทา้ยเป็นการฝังตวัอยา่งเซลลแ์บคทีเรียลง
ในเรซิน โดยน าตวัอย่างใส่ลงในบล็อกพลาสติก แลว้
เติมเรซินท่ีอยู่ในสภาพของเหลวลงในบล็อกพลาสติก 
น าไปอบดว้ยเตาอบท่ีอุณหภูมิ 45๐C เป็นเวลา 2 วนั และ
ท่ีอุณหภูมิ 60๐C เป็นเวลา 2 วนั ตามล าดบั เพื่อให้เรซิน 
แข็งตวั จากนั้นน าตวัอย่างมาตดัดว้ยเคร่ืองตดัตวัอย่าง
บางพิเศษ (Ultramicrotome) ด้วยใบมีดแก้วให้เป็น     
รูป ส่ีเหล่ียมคางหมูขนาดเล็ก ขนาดประมาณ 60-         
90 นาโนเมตร จากนั้นน าตวัอยา่งวางบนกริด น าไปยอ้ม
ด้วยสารละลายเลดซิเตรท (Lead citrate) เป็นเวลา       
20 น า ที  แ ล้ ว ล้ า ง ด้ ว ย น ้ า ก ลั่ น ท่ี ป ร า ศ จ า ก
คาร์บอนไดออกไซด์ จากนั้ นย ้อมด้วยสารละลาย        
ยเูรนิลอะซิเตท (Uranyl acetate) ความเขม้ขน้ 1.0-2.0% 
ในท่ี มืด เป็นเวลา 20 นาที  แล้วล้างด้วยน ้ ากลั่น ท่ี
ปราศจากคาร์บอนไดออกไซด์ จากนั้นน ากริดท่ีมีช้ิน
ตวัอย่างวางบนกระดาษกรอง ท าให้แห้งและปล่อยไว้
ขา้มคืน จากนั้นน าไปส่องกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
แบบส่องผ่าน (Transmission Electron Microscope, 
TEM รุ่น TECNAI 20 TWIN) 
 
3.4 การเตรียมเซลล์แห้งเพื่อสกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคา-
โนเอต 

การท าเซลลแ์บคทีเรียแหง้โดยน าอาหารในขวดหมกั
ไปหมุนเหวี่ยง ท่ีความเร็วรอบ 9,000 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 4๐C เป็นเวลา 20 นาที เพื่อแยกตะกอนเซลล์
แบคทีเรียออกมา แลว้ลา้งตะกอนเซลล์ดว้ยสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์เขม้ขน้ 0.85% จากนั้นน าตะกอนไป
ระเหยให้แห้งแลว้น าไปอบท่ีอุณหภูมิ 80๐C เป็นเวลา    
5 ชัว่โมง [10] ท าใหเ้ยน็ในโถดูดความช้ืน และชัง่น ้ าหนกั
จนน ้ าหนกัคงท่ี 
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3.5 การสกัดพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตออกจากเซลล์

แบคทเีรีย 

ตะกอนเซลล์แห้งปริมาณ 0.5 กรัม ใส่ในขวด       

รูปชมพู่  เ ติมเอทานอล 95% ปริมาตร 10 มิลลิลิตร       

แช่ตะกอนแบคทีเรียท้ิงไวเ้ป็นเวลา 12 ชัว่โมง จากนั้น

แยกส่วนท่ี เป็นตะกอนเซลล์แบคทีเ รียออกใส่ใน 

Cellulose Extraction Thimble น าไปสกดัด้วยเคร่ือง

สกัดซอกฮ์เลต โดยมีไดคลอโรมีเทน ปริมาตร           

200 มิลลิลิตร เป็นตัวท าละลาย ท าการสกัดเป็นเวลา      

5 ชัว่โมง จากนั้นระเหยไดคลอโรมีเทนออกดว้ยเคร่ือง

กลัน่ระเหยสารแบบหมุนภายใตสุ้ญญากาศ (Rotary 

evaporator ยี่ห้อบูชิ รุ่น R II, Switzerland) แลว้น าขวด

กน้กลมไปอบท่ีอุณหภูมิ 70๐C เป็นเวลา 2 ชัว่โมง [10] 

น าไปใส่ในโถดูดความช้ืนและชัง่น ้ าหนกัจนกวา่จะคงท่ี 

 

4. ผลการทดลองและวจิารณ์ผลการทดลอง 
 

4.1 ศึกษาอิทธิพลของความเข้มข้นกรดไขมันต่อการ

ผลติและสะสมพอลไิฮดรอกซีอลัคาโนเอต 

4.1.1 ค่าความเป็นกรดด่าง 

อาหารเล้ียงเช้ือมีค่าความเป็นกรดด่างเร่ิมตน้ในช่วง 

7.18-7.26 และมีแนวโน้มลดลงอย่างรวดเร็ว ในช่วง

ระยะเวลาการหมกัท่ี 0-24 ชัว่โมง อยูใ่นช่วง 6.60-6.68 

ในทุกความเข้มขน้ของกรดไขมัน (รูปท่ี 2) หลังจาก

ชัว่โมงการหมกัท่ี 24 ค่าความเป็นกรดด่างยงัคงลดลง

เร่ือยๆ ตามความเข้มข้นของกรดไขมันท่ีลดลง และ

ลดลงต ่าสุดท่ีความเขม้ขน้กรดไขมนั 0.50% โดยมวล 

ต่อปริมาตร จนส้ินสุดการหมกัท่ี 72 ชัว่โมง อยูใ่นช่วง 

6.17-6.45 จากผลการทดลองจะเห็นไดว้่าค่าความเป็น

กรดด่างเ ร่ิมต้นนั้ น  มีผลต่อการเจริญเ ติบโต และ        

การผลิตพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต จึงควรควบคุมค่า

ความเป็นกรดด่างเ ร่ิมต้นให้อยู่ในช่วงท่ีเหมาะสม 

ในขณะท่ีค่าความเป็นกรดด่างท่ีลดลงเม่ือระยะเวลาการ

หมกัผา่นไปนั้น จะข้ึนอยูก่บัชนิดของเช้ือแบคทีเรียและ

แหล่งคาร์บอนท่ีใช้ [10] ค่าความเป็นกรดด่างในการ

ทดลองน้ีลดลงอย่างมาก แต่ปริมาณน ้ าหนักเซลล์แห้ง

ยงัคงเพ่ิมข้ึน (รูปท่ี 2 และ 3) และปริมาณเซลลแ์ห้งเร่ิม

คงท่ี เม่ือค่าความเป็นกรดด่างเร่ิมคงท่ีดว้ยเช่นกนั ในทุก

ความเขม้ข้นกรดไขมนั ซ่ึงสอดคลอ้งกับงานวิจัยของ 

Grothe et al., (1999) [11] ท่ีพบวา่ค่าความเป็นกรดด่าง

ของอาหารสามารถลดลงได้ถึง 5.5 เม่ือ Alcaligenes 

latus ATCC 29713 เจริญเขา้สู่ระยะ log phase แต่

ปริมาณน ้ าหนกัเซลลแ์หง้ ยงัคงเพ่ิมข้ึนเร่ือยๆ 

4.1.2 น า้หนักเซลล์แห้ง 

ปริมาณน ้ าหนกัเซลลแ์หง้ของกรดไขมนัแต่ละความ

เขม้ขน้ มีแนวโนม้เพ่ิมสูงข้ึนตามระยะเวลาของการหมกั 

โดยจะเห็นได้ว่า ชั่วโมงการหมักท่ี 0-12 มีปริมาณ

น ้ าหนักเซลล์แห้ง เ พ่ิมข้ึนอย่างรวดเ ร็ว ดัง รูปท่ี  3

เน่ืองจากแบคทีเรียมีการย่อยสลายกรดไขมนัประเภท  

ไม่อ่ิมตัวท่ีย่อยสลายได้ง่ายก่อน ประกอบกับมีแหล่ง

ไนโตรเจนท่ีมากพอท าใหมี้การเจริญเติบโตอยา่งรวดเร็ว 

แต่ท่ีความเข้มข้น 0.50% โดยมวลต่อปริมาตรนั้ น 

น ้ าหนักเซลล์แห้งจะมีแนวโน้มเพ่ิมข้ึนเร่ือยๆ อย่าง

ต่อเน่ือง อาจเป็นเพราะความเขม้ขน้ของกรดไขมนัท่ีต ่า

และอยู่ในสภาวะท่ีมีสารอาหารท่ีสมดุลกันระหว่าง
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แหล่งคาร์บอนกับแหล่งไนโตรเจน ท าให้ได้ผลพลอย

ไดเ้ป็นพลงังานและชีวมวลออกมา [2] แต่ในชัว่โมงการ

หมกัท่ี 12-24 ปริมาณน ้ าหนกัเซลลแ์หง้มีแนวโนม้ลดลง

อย่างรวดเร็ว อาจเน่ืองมาจากมีการใชพ้ลงังานท่ีสะสม

ไว ้ และแบคทีเรียค่อยๆ ยอ่ยสลายกรดไขมนัประเภท

อ่ิมตวัซ่ึงย่อยสลายได้ยากหลงัจากนั้นปริมาณน ้ าหนัก

เซลล์แห้งมีแนวโน้มค่อยๆ เพ่ิมข้ึนอีกคร้ังหลงัชัว่โมง

การหมกัท่ี 24และในช่วงน้ีอาจจะมีการผลิตและสะสม

พอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตซ่ึงเป็นช่วงท่ีอยูใ่นสภาวะท่ี

ไม่สมดุล ก็คือมีแหล่งคาร์บอนมากเกินพอและขาด

แหล่งอาหารอ่ืน ก็คือ ไนโตรเจน ท าให้ในชัว่โมงท่ี 48 

มีปริมาณน ้ าหนักเซลลแ์ห้งสูงท่ีสุด เท่ากบั 1.63, 1.60, 

1.08 และ 1.05 กรัมต่อลิตร ท่ีความเขม้ขน้ 0.50, 0.75, 

1.00 แล 1.50% โดยมวลต่อปริมาตร ตามล าดบั หลงัจาก

นั้นน ้ าหนกัเซลลแ์ห้งจะลดลงในชัว่โมงท่ี 60 และกลบั

เพ่ิมข้ึนอีกคร้ังในชัว่โมงท่ี 72 ในทุกความเขม้ขน้ของ

กรดไขมนั 

จากการทดลองจะสังเกตได้ว่า เม่ือเปรียบเทียบ      

ค่าความเป็นกรดด่างกบัน ้ าหนักเซลล์แห้งแลว้ มีความ

สอดคลอ้งกนั เน่ืองจากช่วงท่ีมีปริมาณเซลลแ์ห้งสูงสุด

จะมีค่าความเป็นกรดด่างลดลงต ่าสุด แสดงให้เห็นว่า 

เช้ือแบคทีเรียมีการเจริญเติบโตจากการท่ีมีปริมาณ

น ้ าหนักเซลล์แห้งเพ่ิมข้ึน ซ่ึงส่งผลท าให้ค่าความเป็น

กรดด่างลดลงดว้ยเช่นเดียวกนั 

 

 

 

 

4.1.3 การผลติและสะสมพอลไิฮดรอกซีอลัคาโนเอต  

การวิเคราะห์การสะสมพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต 

ดว้ยการส่องกลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต ์จากรูปท่ี 4 

จะเห็นได้ว่ามีการเรืองแสงสีแดงอ่อนๆ ของตวัเซลล์

แบคทีเรียท่ีไม่แตกต่างกนัมากนกั ในแต่ละความเขม้ขน้

ของกรดไขมนั ท่ีชัว่โมงการหมกัเดียวกนั (48 ชัว่โมง) 

แต่จะมีการกระจายตวัของเซลล์แตกต่างกัน ทั้ งน้ีการ

วเิคราะห์โดยการยอ้มสีเพื่อดูการเรืองแสงนั้น เป็นเพียง

การวิเคราะห์เชิงกายภาพเท่านั้น จากการเปรียบเทียบ

ลกัษณะการเรืองแสงของเซลล์ จึงไม่สามารถระบุถึง

ปริมาณการผลิตและการสะสมพอลิไฮดรอกซีอลัคาโน-

เอตไดว้า่มีมากหรือน้อยเพียงใด [10] เม่ือเปรียบเทียบ

การเรืองแสงของเซลลใ์นชัว่โมงการหมกัท่ี 48 และ 60 

จะเห็นได้ว่า ในชั่วโมงการหมกัท่ี 48 จะมีการเรือง     

แสแดงท่ีสวา่งกวา่ชัว่โมงการหมกัท่ี 60 (รูปท่ี 4 และ 5) 

ในทุกความเขม้ขน้ของกรดไขมนั สามารถบ่งช้ีไดว้า่ใน

ชัว่โมงการหมกัท่ี 48 เป็นช่วงท่ีมีการผลิตและสะสม  

พอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตสูงกว่าชั่วโมงท่ี 60 ท าให้

จ านวนแกรนูลหรือพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต ท่ีสะสม

ไวภ้ายในเซลล์เพ่ิมข้ึนและมีขนาดใหญ่ข้ึนจึงท าให้เม่ือ

น ามาส่องกลอ้งแลว้จึงติดสีท่ีแกรนูลไดดี้กวา่ ท าให้เห็น

การเ รืองแสงชัด เจนกว่าในชั่วโมงการหมัก ท่ี  60 

นอกจากน้ีอาจเป็นเพราะแบคทีเรียมีการน าพลังงาน

ส ารองในรูปแกรนูลพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตท่ีสะสม

ไวม้าใช ้หลงัจากแหล่งคาร์บอนหมดลง ท าให้การเรือง

แสงสีแดงของเซลล์ไม่เ ด่นชัดเท่ากับชั่วโมงท่ี  48 

นอกจากน้ียงัสอดคลอ้งกบัน ้ าหนักเซลล์แห้งในชัว่โมง

การหมกัท่ี 60 ท่ีลดลงดว้ยเช่นเดียวกนั 
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รูปที่ 2 แสดงค่าความเป็นกรดด่างของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีความเขม้ขน้กรดไขมนั 0.50 (♦), 0.75 (○), 1.00 (▲) และ 
1.50 (■)% โดยมวลต่อปริมาตร ในช่วงระยะเวลาการหมกั 72 ชัว่โมง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่3 แสดงปริมาณน ้ าหนกัเซลลแ์หง้โดยไม่รวมปริมาณน ้ าหนกัเซลลเ์ร่ิมตน้ ท่ีความเขม้ขน้ของกรดไขมนั 0.50 (♦), 
0.75 (○), 1.00 (▲) และ 1.50 (■)% โดยมวลต่อปริมาตร ในช่วงระยะเวลาการหมกั 72 ชัว่โมง 
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รูปที่ 4 การติดสี Nile red ของ P. fluorescens TISTR 358 ท่ีมีการสะสมพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต ท่ีความเขม้ขน้ 
กรดไขมนั 0.50 (ก), 0.75 (ข), 1.00 (ค) และ 1.50 (ง) % โดยมวลต่อปริมาตร ระยะเวลาการหมกั 48 ชัว่โมง ก าลงัขยาย   
400 เท่า 
 
4.1.4 การวเิคราะห์การสะสมพอลไิฮดรอกซีอลัคาโนเอต
ด้วยกล้องจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบส่องผ่าน 
จากการวเิคราะห์ พบวา่เซลล ์P. fluorescens TISTR 358 
มีลกัษณะเป็นรูปท่อน ภายในเซลลมี์การสะสมพอลิไฮ-
ดรอกซีอลัคาโนเอต ลกัษณะเป็นแกรนูลสีขาว ลกัษณะรี 
เส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 0.2-0.5 ไมโครเมตร 
กระจายอยู่ ในไซโทพลาสซึมตามความยาวของ       
เซลล์แบคทีเรีย ดังรูปท่ี 6 ขนาดของเม็ดแกรนูลจะ

เพ่ิมข้ึนตามการสะสมของพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต 
หากมีการสะสมพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตมากขนาด
ของเม็ดแกรนูลจะมีขนาดใหญ่ตามไปดว้ย จากผลการ
วิ เ คราะ ห์ดังกล่ าว น้ี  จึ งสามารถยืนย ันได้ว่ า เ ช้ือ              
P. fluorescens TISTR 358 มีความสามารถในการใช ้    
กรดไขมนัจากน ้ ามนัปาล์มเป็นสารตั้งตน้ในการผลิต 
พอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตได ้
 

ก ข 

ง ค 
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รูปที่ 5 การติดสี Nile red ของ P. fluorescens TISTR 358 ท่ีมีการสะสมพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตท่ีความเขม้ขน้  
กรดไขมนั 0.50 (ก), 0.75 (ข), 1.00 (ค) และ 1.50 (ง) % โดยมวลต่อปริมาตร ระยะเวลาการหมกั 60 ชัว่โมง ก าลงัขยาย   
400 เท่า 
 
4.2 ปริมาณการผลิตและสะสมพอลิไฮดรอกซีอัลคาโน-
เอต 

กรดไขมนัท่ีความเขม้ขน้ 0.50, 0.75, 1.00 และ     
1.50% โดยมวลต่อปริมาตร มีปริมาณพอลิไฮดรอกซี-
อลัคาโนเอต ท่ีสกดัได ้0.17, 0.22, 0.11 และ 0.12 กรัม
ต่อลิตร ของน ้ าหนกัแห้งท่ีสกดัได ้คิดเป็น12.61, 10.45, 
6.90 และ 8.00% ตามล าดบั ดงัแสดงในรูปท่ี 7 การ
พิจารณาการผลิตและสะสมพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต 
นั้นต้องค านึงถึงหลายๆ ปัจจัยร่วมกัน ไม่ว่าจะเป็น 

ปริมาณน ้ าหนกัเซลลแ์หง้ ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอลัคา-
โนเอต และเปอร์เซ็นตผ์ลผลิตพอลิไฮดรอกซีอลัคาโน-
เอตท่ีสกดัได ้ร่วมกนั จากกราฟในรูปท่ี 7 ความเขม้ขน้
กรดไขมันท่ี 0.75% โดยมวลต่อปริมาตร มีปริมาณ
น ้ าหนกัเซลล์แห้งและปริมาณพอลิไฮดรอกซีอลัคาโน-
เอตสูงท่ีสุด แต่ให้ผลผลิตพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต 
ไม่ไดสู้งท่ีสุด ในขณะท่ี ความเขม้ขน้กรดไขมนั 0.50% 
โดยมวลต่อปริมาตร มีปริมาณน ้ าหนักเซลล์แห้งน้อย
กว่า แต่มีผลผลิตพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตสูงท่ีสุด 

ค 

ก ข 

ง 
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สามารถอธิบายไดว้า่ปริมาณน ้ าหนกัเซลลแ์ห้งท่ีเพ่ิมข้ึน
หรือลดลง ไม่ได้บ่งบอกถึงผลผลิตพอลิไฮดรอกซีอลั-
คาโนเอต ท่ีเซลลแ์บคทีเรียสะสมไวไ้ด ้แบคทีเรียอาจมี
การเติบโต แต่จะมีหรือไม่มีการผลิตและสะสมพอลิไฮ-   
ดรอกซีอัลคาโนเอตก็เป็นได้ ในขณะท่ีความเข้มข้น 

1.00 และ 1.50% โดยมวลต่อปริมาตร จะเห็นไดว้่ามี
ปริมาณน ้ าหนักเซลล์แห้งและปริมาณพอลิไฮดรอกซี-
อลัคาโนเอต ใกลเ้คียงกนั และผลผลิตพอลิไฮดรอกซี-
อลัคาโนเอตก็ไม่ไดแ้ตกต่างกนัมากในเชิงสถิติ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่6 ลกัษณะพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตแกรนูล ท่ีสะสมไวภ้ายในเซลล ์ท่ีความเขม้ขน้กรดไขมนั 1.00% โดยมวล
ต่อปริมาตร ระยะเวลาการหมกั 48 ชัว่โมง ก าลงัขยาย 5,000 เท่า 
 

 

รูปที่ 7 ปริมาณน ้ าหนกัเซลลแ์ห้ง (กรัมต่อลิตร) (▲), ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต (กรัมต่อลิตร) (○) และ
ผลผลิตพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต (%) (■) ท่ีระยะเวลาการหมกั 72 ชัว่โมง ของกรดไขมนัความเขม้ขน้ต่างๆ 
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5. สรุปผล 
จากการทดลองพบว่า P. fluorescens TISTR 358 

สามารถผลิตและสะสมพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต โดย
ใช้กรดไขมันจากน ้ ามันปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอน          
มีปริมาณน ้ าหนกัเซลลแ์ห้งสูงสุดในแต่ละความเขม้ขน้
ของกรดไขมนัแตกต่างกนัตามระยะเวลาในการหมกัท่ี
เพ่ิมข้ึน ในชัว่โมงการหมกัท่ี 48 เป็นช่วงท่ีแบคทีเรียมี
การเจริญเติบโตสูงท่ีสุด ค่าความเป็นกรดด่างลดลง
ต ่าสุด ส่งผลให้มีปริมาณน ้ าหนักเซลล์แห้งสูงท่ีสุด    
การเรืองแสงสีแดงอ่อนๆของเซลล์แบคทีเรีย และ       
แกรนูลพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตภายในเซลล์ แสดง
ถึงการผลิตและสะสมพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 
ภายในตวัเซลลแ์บคทีเรีย ปริมาณพอลิไฮดรอกซีอลัคา-
โนเอตท่ีสกัดได้ ท่ีความเขม้ข้น 0.50% โดยมวลต่อ
ปริมาตร มีผลผลิตพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอตสูงสุด 
12.61% (0.17 กรัมต่อลิตร) ดังนั้ นจึงสรุปได้ว่า         
กรดไขมนัเป็นแหล่งคาร์บอนท่ี P. fluorescens TISTR 
358 สามารถใช้ในการเจริญเติบโตและผลิตพอลิไฮด
รอก-ซีอลัคาโนเอตได ้นอกจากน้ีความเขม้ขน้ของกรด
ไขมนัท่ีแตกต่างกนัยงัมีผลต่อปริมาณการผลิตพอลิไฮด
รอก-ซีอลัคาโนเอตอีกดว้ย 
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