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บทคัดย่Ă 

พลาÿติกชีüภาพ ประกĂบด้üยüัตถุดิบท่ีผลิตจากแĀล่งชีüมüล ซึ่งÿามารถĀมุนเüียนได้ โดยพลาÿติก

ชีüภาพนั้นมีคุณÿมบัติเด่นคืĂ มีคüามเข้ากันได้ทางชีüภาพ และÿามารถย่Ăยÿลายได้ทางชีüภาพภายใต้ÿภาüะท่ี

เĀมาะÿม โดยทุกüันนี้พลาÿติกชีüภาพถูกน ามาใช้ทดแทนพลาÿติกปิโตรเคมีกันแพร่Āลายมากยิ่งขึ้ น ซึ่งด้üย

เĀตุผลท่ีกล่าüข้างต้นท าใĀ้การย่ĂยÿลายพลาÿติกชีüภาพĂาจกลายเป็นปัญĀาได้ในĂนาคต ดังนั้นการรีไซเคิล

ชีüภาพโดยการย่Ăยÿลายพลาÿติกชีüภาพท่ีการใช้งานĂย่างแพร่Āลาย ได้แก่ โคพĂลิเมĂร์ขĂง poly(3-
hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate), พĂลิแลคติกแĂซิด และเทĂร์โมพลาÿติกÿตาร์ชด้üยแบคทีเรียท่ีมี

คüามÿามารถในการผลิต PHAs เป็นĂีกทางเลืĂกĀนึ่งในจัดการขยะพลาÿติกชีüภาพ งานüิจัยนี้üิจัยนี้มีจุดประÿงค์

เพื่Ăพัฒนากระบüนการรีไซเคิลชีüภาพโดยการย่Ăยÿลายพลาÿติกชีüภาพด้üยเช้ืĂ Cupriavidus necator strain 
A-04, เ ช้ื Ă  Burkholderia contaminans SCN-KJ ซึ่ ง คั ด แยก โน น างÿ าüก น ก จัน ทร์  ใจบุ ญ  และ เช้ื Ă 

Burkholderia gladioli A7 ท่ีคัดแยกโดยนายýิริราชย์ นันทะชัย ซึ่งเป็นแบคท่ีเรียท่ีÿามารถผลิต PHAs ได้ จาก

ผลการทดÿĂบการย่Ăยÿลายพลาÿติกชีüภาพในระดับขüดเขย่าพบü่า ในการเล้ียงเช้ืĂท้ังÿามÿายพันธุ์โดยพลาÿติก

ชีüภาพชนิด PLA เป็นแĀล่งคาร์บĂนมีเปĂร์เซ็นต์การÿูญเÿียมüลขĂงพลาÿติกÿูงท่ีÿุด ท่ี 11% ด้üยเช้ืĂ B. 
gladioli A7 และในการเล้ียงเช้ืĂด้üยพลาÿติกชนิด TPS ท่ี 4% ด้üยเช้ืĂ B. gladioli A7 Ăย่างไรก็ตามไม่พบการ

ผลิต PHAs จากผลิตภัณฑ์จากการย่Ăยÿลายในท้ังÿามÿายพันธุ์ท่ีทดÿĂบ จึงจ าเป็นต้Ăงมีการปรับÿภาüะเพิ่มเติม

เพื่ĂใĀ้เกิดการย่Ăยÿลายพลาÿติกชีüภาพและผลิต PHAs พร้Ăมกัน 
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Abstract 

Bioplastics are plastic materials produced from renewable resources. Their unique 
properties over petrochemical based plastics are biocompatibility and biodegradable under 
suitable conditions. Nowadays, bioplastics are used to replace petrochemical plastics. 
Degradation of bioplastics may causes problems in the future. Therefore, biorecycling of widely 
used bioplastic  pass through degradation with PHAs-producing bacteria is one of important 
solution that would impact on bioplastic was management. The widely used bioplastic such as 
poly(3-hydroxybutyrate-co-3 -hydroxyvalerate), polylactic acid and thermoplastic starch. The 
objective of this study was to biorecycling process through bioplastic degradation by 
Cupriavidus necator strain A-04, Burkhoderia contaminans SCN-KJ and Burkholderia gladioli A7, 
PHAs producing bacteria. The preliminary degradation study revealed that, among three strains 
tested, the highest weight lost of PLA at 11% was obtained from B. gladioli A7 and the highest 
weight lost of TOS at 4 %  was also obtained from B. gladioli A7 . However, the production of 
PHAs from degrading products was not observed in all three strains tested. Further optimization 
of the conditions for simultaneous bioplastic degradation and PHAs production is required. 
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ขĂขĂบคุณรุ่นพี่ในĀ้Ăงüิจัย 1904/16 นางÿาüกนกจันทร์ ใจบุญ  นางÿาüüรรณรดา Ăัจฉราüรรณ และ

นายýิริราชย์ นันทะชัย รüมไปถึงพี่ๆ ทุกคนในĀ้Ăงüิจัย ท่ีคĂยใĀ้คüามรู้ ใĀ้ค าปรึกþา ใĀ้คüามช่üยเĀลืĂ และใĀ้

ก าลังใจแก่ผู้üิจัยเÿมĂมา 
ขĂขĂบคุณนายธเนý ýรึโมรา และนางÿาüÿิริธัช ภมรÿูต ท่ีคĂยช่üยเĀลืĂ และใĀ้ค าปรึกþาโดยตลĂด 

ขĂขĂบคุณพี่ๆเจ้าĀน้าท่ีในภาคüิชาจุลชีüüิทยา ท่ีคĂยใĀ้การช่üยเĀลืĂ Ă านüยคüามÿะดüก ใĀ้คüามรู้การใช้

Ăุปกรณ์เป็นĂย่างดี  
ขĂขĂบคุณรุ่นพี่ และรุ่นน้Ăงทุกคนในภาคüิชาจุลชีüüิทยา ท่ีช่üยเĀลืĂ ใĀ้ค าแนะน า และคĂยเป็นก าลังใจ

ใĀ ้
ขĂขĂบคุณเพื่Ăนๆ ทุกคนท่ีคĂยช่üยเĀลืĂ ใĀ้ค าปรึกþา เป็นก าลังใจ และแรงผลักดันใĀ้เÿมĂมา 
ÿุดท้ายนี้ขĂขĂบคุณบิดา มารดา ขĂงนางÿาüÿิริยากร มิตรจิตร์ และÿมาชิกในครĂบครัüทุกคนท่ี 

คĂยใĀ้คüามช่üยเĀลืĂ ใĀ้ก าลังใจ และÿนับÿนุนในทุก ๆ Ăย่างตลĂดจนÿ าเร็จการýึกþา 
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  (ก) PLA           15 
  (ข) TPS เป็นแĀล่งคาร์บĂน        16 
รูปท่ี 3.5 แผ่นฟิล์ม PLA และ TPS Āลังการย่Ăยÿลายในชุดคüบคุม     17 
รูปท่ี 3.6 แผ่นฟิล์ม PLA และ TPS Āลังการย่Ăยÿลายด้üย C. necator A-04    17 
รูปท่ี 3.7 แผ่นฟิล์ม PLA และ TPS Āลังการย่Ăยÿลายด้üย B. gladioli A7     17 
รูปท่ี 3.8 แผ่นฟิล์ม PLA และ TPS Āลังการย่Ăยÿลายด้üย B. contaminans SCN+KJ                  17 
รูปท่ี 3.9 คüามÿัมพันธ์ระĀü่างเปĂร์เซ็นต์ÿูญเÿียมüลขĂงแผ่นฟิล์มกับเüลา  
โดยใช้พลาÿติกชีüภาพเป็นแĀล่งคาร์บĂน              
  (ก) PLA           18 
  (ข) TPS           18 
รูปท่ี 3.10 คüามÿัมพันธ์ระĀü่างค่าคüามเป็นกรด – ด่างกับเüลา โดยใช้พลาÿติกชีüภาพเป็นแĀล่งคาร์บĂน  
  (ก) PLA            19 
  (ข) TPS            19 
รูปท่ี 3.11 คüามÿัมพันธ์ระĀü่างค่าการดูดกลืนแÿงกับเüลา โดยใช้พลาÿติกชีüภาพ     
  (ก) PLA                               21   
  (ข) TPS            21 
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รูปท่ี 3.12 ผลการย้Ăมแกรนูลด้üยÿี Sudan black B  โดยใช้พลาÿติกชีüภาพ PLA    22 
รูปท่ี 3.13 ผลการย้Ăมแกรนูลด้üยÿี Sudan black B  โดยใช้พลาÿติกชีüภาพ TPS    23 
รูปท่ี 3.14 คüามÿัมพันธ์ระĀü่างปริมาณขĂง PHAs กับเüลา โดยใช้พลาÿติกชีüภาพ  
  (ก) PLA           24 
  (ข) TPS           24 
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บทท่ี 1 
บทน า 

1.1 คüามเป็นมาและคüามÿ าคัญ 

พลาÿติกด้ังเดิม ĀรืĂพลาÿติกจากปิ โตรเลียม (petroleum based plastics) พลาÿติกเป็นüัÿดุ

ÿังเคราะĀ์ท่ีมีโครงÿร้างเป็นพĂลิเมĂร์ เกิดจากĀน่üยย่ĂยขĂงพลาÿติกĀรืĂมĂนĂเมĂร์มาต่ĂกันĀลาย ๆ Āน่üย

ด้üยพันธะโคแüเลนต์ ซึ่งĂงค์ประกĂบขĂงมĂนĂเมĂร์ท่ีแตกต่างกัน จะท าใĀ้ได้คุณÿมบัติขĂงพลาÿติกท่ีแตกต่าง

กัน โดยในปัจจุบันนี้พลาÿติกมีท่ีมาจากถ่านĀิน ก๊าซธรรมชาติและน ้ามัน จึงเรียกĂีกĂย่างü่า พลาÿติกจาก

ปิโตรเลียม (petroleum based plastics) (Johnston et al, 2018) พลาÿติกดังกล่าüมีบทบาทĂย่างมากใน

ชีüิตประจ าüัน มีการน าพลาÿติกมาใช้เป็นĂงค์ประกĂบÿ าคัญในĀลายด้าน เช่น ด้านเครื่Ăงนุ่งĀ่ม ด้านบรรจุภัณฑ์ 

ด้านĂุปกรณ์คมนาคม ตลĂดจนĂุปกรณ์การแพทย์ (Andrady and Neal, 2009) ด้üยคุณÿมบัติท่ีมีคüามโปร่งใÿ 
ประĀยัดต้นทุน น ้าĀนักเบา แข็งแรง และทนทาน (Johnston et al., 2018) ท าใĀ้พลาÿติกเĀนืĂกü่าüัÿดุĂื่น ๆ 

ในด้านการใช้งาน ÿ่งผลใĀ้ขนาดการผลิตขĂงพลาÿติกขยายตัüขึ้น 20 เท่าในช่üง 5 ทýüรรþต้ังแต่ปี พ.ý. 2507 
ซึ่งมีĂัตราการผลิตเกิน 300 ล้านตันต่Ăปี และÿูงถึง 335 ล้านตันในปี พ.ý. 2558  นĂกจากนี้แนüโน้มการผลิต

พลาÿติกในĂนาคตü่าจะเพิ่มÿูงขึ้นเป็นÿĂงเท่าในป ีพ.ý. 2573 และเกืĂบÿ่ีเท่าภายในปี พ.ý. 2593  
แต่ทü่าคุณÿมบัติท่ีมีคüามเÿถียรÿูงขĂงพลาÿติกĂันเกิดจากโครงÿร้างโพลีเมĂร์แบบโซ่ยาü น ้าĀนัก

โมเลกุล (MW) ÿูง การขาดĀมู่ฟังก์ชันท่ีดี การไม่ชĂบน ้าและการตกผลึก นั้นÿ่งผลท าใĀ้กระบüนการย่Ăยÿลาย

ตามธรรมชาติท าได้ยาก (Urbanek et al., 2018) ใช้เüลาในการย่Ăยÿลายเฉล่ียĀลายร้Ăยปี โดยมีพลาÿติกเพียง

ÿ่üนĀนึ่งท่ีถูกน าไปรีไซเคิล พลาÿติกท่ีเĀลืĂจะถูกก าจัดด้üยการเผา ĀรืĂการฝังกลบÿ่งผลเÿียต่Ăÿ่ิงแüดล้Ăมใน

ระยะยาü (Drzyzga and Prieto, 2018) ÿ่งผลในแง่ขĂÿ่ิงแüดล้Ăมท าใĀ้มีปริมาณพลาÿติกท่ีÿะÿมในÿ่ิงแüดล้Ăม

เพิ่มขึ้นĂย่างรüดเร็ü (Chamas et al., 2020) และในแง่ขĂงÿุขภาพนั้นพบü่าเทคโนโลยีการผลิตพลาÿติกÿมัยใĀม่

ท่ีมีการเพิ่มÿารเติมแต่งบางชนิดลงไปเพื่ĂใĀ้พลาÿติกมีคุณÿมบัติตามคüามต้Ăงการได้Ăย่างĀลากĀลาย เช่น ถุงใÿ่

ĂาĀาร บรรจุภัณฑ์ใÿ่ĂาĀารและเครื่Ăงด่ืม ฟิล์มถนĂมĂาĀาร ขĂงเล่นเด็ก Ăุปกรณ์ก่Ăÿร้าง และ เฟĂร์นิเจĂร์ เป็น

ต้น ซึ่งÿารเĀล่านี้Ăาจปนเป้ืĂนÿู่ĂาĀาร Āากมีการใช้งานพลาÿติกท่ีไม่ถูกüิธีĀรืĂใช้ไม่เĀมาะÿมกับประเภทขĂง

พลาÿติก  Ăาจน ามาซึ่ ง โรค เรื้ Ă รั ง ต่ าง  ๆ  เช่น  ไüนิ ล  คลĂไร ด์  (vinyl chloride)  และฟĂร์มั ล ดี ไă ด์  

(formaldehyde) จัดเป็นÿารก่Ăมะเร็งกลุ่ม 1 คืĂ ก่ĂใĀ้เกิด โรคมะเร็งในคน จากรายงานขĂง International 
Agency for Research on Cancer (IARC) (ýุลีพร แÿงกระจ่าง และคณะ, 2556)  
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 ต่Ăมาเพื่ĂลดผลกระทบจากปัญĀาขĂงพลาÿติกÿังเคราะĀ์ ĂุตÿาĀกรรมต่าง ๆ ได้ริเริ่มพัฒนาและผลิต

พลาÿติกท่ีÿามารถย่Ăยÿลายได้ทางชีüภาพได้มาทดแทน (Shah et al., 2010) พลาÿติกย่Ăยÿลายได้ทางชีüภาพ 
(biodegradable plastic) ĀรืĂพลาÿติกชีüภาพ Āมายถึง พลาÿติกท่ีได้รับการĂĂกแบบมา เพื่ĂรĂงรับการ

เปล่ียนแปลงคุณÿมบัติทางเคมีบางประการภายใต้ÿภาพแüดล้Ăมท่ีก าĀนด โดยการเปล่ียนแปลงโครงÿร้างทาง  
เคมีนั้นเป็นผลมาจากกิจกรรมขĂงจุลินทรีย์ตามธรรมชาติ  

พลาÿติกท่ีถูกย่Ăยÿลายได้ทางชีüภาพถูกจ าแนกĂĂกเป็น 4 ประเภท โดยใช้กระบüนการÿังเคราะĀ์และ

แĀล่งขĂงüัตถุดิบในการผลิตท่ีแตกต่างกันเป็นเกณฑ์ ดังนี้ (Vieira et al., 2011) 

1. พĂลิเมĂร์ท่ีได้มาจากüัตถุดิบท่ีเป็นชีüมüล (biomass) ได้แก่ 
- üัตถุดิบท่ีเป็นพĂลิแซกคาไรด์ เช่น แป้งข้าüÿาลี แป้งมันฝรั่ง แป้งข้าüโพด เป็นต้น  
- üัตถุดิบท่ีเป็นผลิตภัณฑ์ลิกโนเซลลูโลÿ เช่น ฟาง ไม้ เป็นต้น  
- üัตถุดิบในกลุ่มขĂงไคโตซานและไคติน ท่ีĀากน ามาละลายในกรดĂินทรีย์จะมีลักþณะเป็นÿารละลาย   
   ใÿเĀนียüคล้ายüุ้น แล้üน ามาขึ้นรูปเป็นพลาÿติก  
- üัตถุดิบในกลุ่มคĂลลาเจนและเจลาตินท่ีÿกัดจากโปรตีนพืชและÿัตü์แล้üน ามาขึ้นรูปเป็นพลาÿติก  

2. พĂลิเมĂร์ท่ีได้จากการผลิตขĂงจุลินทรีย์ ได้แก่ โพลิเมĂร์ในกลุ่ม PHAs เช่น poly(hydroxybutyrate) 
(PHB) และ poly(hydroxybutyrate cohydroxyvalerate) (PHBV) เป็นต้น  

3. พĂลิเมĂร์ท่ีÿังเคราะĀ์ข้ึนจากกระบüนการทางเคมี ได้üัตถุดิบท่ีเป็นมĂนĂเมĂร์จากผลิตภัณฑ์ทาง

การเกþตร เช่น ข้าüโพด มันÿ าปะĀลัง Ă้Ăย เป็นต้น น ามาผ่านกระบüนการทางเทคโนโลยีชีüภาพเพื่Ă

เปล่ียนแป้งเป็นน ้าตาลและเปล่ียนน ้าตาลไปเป็นมĂนĂเมĂร์ ซึ่งก็คืĂ กรดแลกติก (lactic acid) และน ามา

เช่ืĂมต่Ăเป็นพĂลิเมĂร์ÿายยาü ซึ่งพĂลิเมĂร์ประเภทนี้ คืĂ poly(lactic acid) (PLA) 
4. พĂลิเมĂร์ท่ีÿังเคราะĀ์ข้ึนจากมĂนĂเมĂร์ĀรืĂพĂลิเมĂร์จากĂุตÿาĀกรรมปิโตรเคมี 2 กลุ่มĀลัก คืĂ 

- กลุ่มท่ีมีโครงÿร้างเป็นโซ่ÿายตรง เช่น poly(butylene succinate) (PBS) ท่ีมีมĂนĂเมĂร์เป็นกรดซักซ ิ 
  นิคและ 1,4 –บิüเทนไดĂĂล  
- กลุ่มท่ีมีโครงÿร้างเป็นüงĂะโรมาติก เช่น poly(butylene adipate/terephthalate) (PBAT) เป็นต้น 
จากการจ าแนกประเภทข้างต้นจะÿังเกตได้ü่าพลาÿติกท่ีถูกย่Ăยÿลายได้ทางชีüภาพทุกประเภทมี

ÿังเคราะĀ์จากüัตถุดิบท่ีเป็นทรัพยากรธรรมชาติ ท่ีÿามารถÿร้างทดแทนใĀม่ได้ (renewable resources) ยกเü้น

แค่ท่ีประเภท 4 แต่ทü่าท้ัง 4 ประเภทนั้นÿามารถถูกย่Ăยÿลายได้ภายใต้กระบüนการย่Ăยÿลายทางชีüภาพ 

(biodegradation)  โดยกระบüนการย่Ăยÿลายทางชีüภาพเป็นกระบüนการย่Ăยÿลายท่ีเกิดขึ้นจากกิจกรรมขĂง

จุลินทรีย์ เช่น แบคทีเรีย รา ยีÿต์ แĂคติโนมัยซิÿ เป็นต้น แล้üน าไปÿู่การĀมุนเüียนคาร์บĂน ซึ่งĀากมีการย่Ăย
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ÿลายได้Ăย่างÿมบูรณ์ จะได้ผลผลิตÿุดท้ายเป็น ก๊าซคาร์บĂนไดĂĂกไซด์ น ้า และ  มüลชีüภาพ (Barlaz et al., 
1989) 

กระบüนการย่Ăยÿลายพลาÿติกชีüภาพนั้นเริ่มจากการท างานร่üมกันขĂงจุลินทรีย์และปัจจัยภายนĂกท่ี

ÿ่งผลใĀ้พลาÿติกชีüภาพแตกĂĂกเป็นช้ินเล็กช้ินน้Ăย ขั้นตĂนนี้เรียกü่า “biodeterioration” จากนั้นจุลินทรีย์จะ

ปล่ĂยเĂนไซม์ĂĂกมานĂกเซลล์เพื่ Ăย่ĂยÿลายÿายพĂลิเมĂร์ขĂงพลาÿติกชีüภาพ ขั้นตĂนนี้ เรียกü่า 

“depolymerisation” ใĀ้กลายเป็นโมเลกุลเล็ก ๆ ซึ่งโมเลกุลท่ีเกิดขึ้นเĀล่านี้จะถูกซึมผ่านเข้าไปในเซลล์ขĂง

จุลินทรีย์ผ่านทางเยื่ĂĀุ้มเซลล์ และÿ่งเข้าÿู่กระบüนการÿันดาปเพื่Ăน าไปใช้ในการÿร้างพลังงานและมüลชีüภาพ 

ขั้นตĂนนี้เรียกü่า การดูดซึม (assimilation) (Chandra and Rustgi, 1998) ดังแÿดงในรูปท่ี 1.1 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 1.1 กระบüนการย่Ăยÿลายพลาÿติกชีüภาพ (จุฑากานต์ บุญมี, 2561) 

ปัจจัยĀลายท่ีÿ่งผลต่ĂĂัตราการย่ĂยÿลายขĂงพลาÿติกชีüภาพ ประกĂบด้üย ปัจจัยภายนĂก และปัจจัย

ด้านคุณÿมบัติทางเคมีและกายภาพขĂงพลาÿติกแต่ละประเภท เช่น Āากมีการน าพลาÿติกชีüภาพไปฝังดินĀรืĂท้ิง

ในระบบฝังกลบขยะ ปัจจัยภายนĂกท่ีจะมีผลต่ĂĂัตราการย่Ăยÿลายพลาÿติกชีüภาพ ได้แก่ ĂุณĀภูมิ คüามช้ืนĀรืĂ

ปริมาณน ้าในดิน การถ่ายเทĂากาýในดิน ปริมาณธาตุĂาĀารในดิน ค่าคüามเป็นกรดเป็นด่างขĂงดิน ลักþณะขĂง

เนื้Ăดิน รüมไปถึงชนิดขĂงจุลินทรีย์ในดิน ÿ่üนปัจจัยด้านคุณÿมบัติทางเคมีและกายภาพท่ีแตกต่างกันไปใน

พลาÿติกแต่ละประเภท เช่น น ้าĀนักโมเลกุล (molecular weight) ขĂงÿายพĂลิเมĂร์ แต่ถึงแม้ü่าĂัตราการย่Ăย

ÿลายขĂงพลาÿติกชีüภาพจะถูกคüบคุมโดยปัจจัยมากมาย แต่ก็ย่Ăยÿลายได้ภายในระยะเüลาท่ีรüดเร็ü เมื่Ăเทียบ

กับพลาÿติกÿังเคราะĀ์ท่ีย่Ăยÿลายได้ยากมากใช้เüลาย่Ăยÿลายเฉล่ีย 450 ปี และĂาจÿลายตัüÿะÿมในÿ่ิงแüดล้Ăม

ตลĂดจนร่างกายมนุþย์ในรูปขĂงไมโครพลาÿติกĂีกด้üย (ÿถาบันลูกโลกÿีเขียü, 2561) 
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ดังนั้นจึงกล่าüได้ü่าพลาÿติกท่ีย่Ăยÿลายได้ทางชีüภาพเป็นพลาÿติกท่ีเป็นมิตรต่Ăÿ่ิงแüดล้Ăมด้üย (จุฑา

กานต์ บุญมี, 2561) ข้Ăดีมากมายได้แก่ เพิ่มคüามĂุดมÿมบูรณ์ขĂงดิน ผลิตได้จากüัตถุดิบท่ีĀมุนเüียนได้ (ลดการ

ปล่Ăยก๊าซเรืĂนกระจก) ลดการÿะÿมขĂงüัÿดุพลาÿติกขนาดใĀญ่ในÿ่ิงแüดล้Ăม (ช่üยลดการบาดเจ็บขĂงÿัตü์ป่า) 

และลดต้นทุนในการจัดการขยะ นĂกจากนี้พลาÿติกท่ีย่Ăยÿลายได้ทางชีüภาพยังÿามารถน าไปรีไซเคิลเป็นÿารท่ีมี

ประโยชน์ (มĂนĂเมĂร์และโĂลิโกเมĂร์) ด้üยจุลินทรีย์และเĂนไซม์ (Tokiwa et al., 2009)  
โดยในปัจจุบันมีประยุกต์ใช้งานพลาÿติกชีüภาพในĀลากĀลายด้าน เน้นเป็น 3 ด้านĀลักด้üยกันได้แก่ 

ทางด้านการแพทย์ ทางด้านการเกþตร และทางด้านบรรจุภัณฑ์  
1. การประยุกต์ใช้งานด้านการแพทย์ เช่น ใช้ผลิตรากฟันเทียม (ภัทรนันท์ ทüดĂาจ และคณะ, 2021) ผลิต

แคปซูลยาท่ีÿามารถคüบคุมการปล่Ăยตัüยาได้Ăย่างช้าๆตามต้Ăงการ ผลิตüัÿดุทางการแพทย์ท่ีน ามาใช้กับ

ดüงตา ผลิตไĀมเทียมเพื่Ăใช้ในการผ่าตัด ผลิตเป็นüัÿดุตรึงกระดูกซึ่งพบü่ามีคüามยืดĀยุ่นกü่าการใช้โลĀะ 
นĂกจากนั้นยังมีการพัฒนาเพื่Ăใช้ในการผลิตผิüĀนังเทียม เช่นในกลุ่มขĂงคลĂลาเจน และ ไคติน เป็นต้น 

เพื่Ăใช้ตกแต่งบาดแผลท่ีเกิดจากไฟไĀม้ (üิลาÿ รัตนานุกูล, 2554) 
2. การประยุกต์ใช้งานด้านการเกþตร เช่น มีการน าพลาÿติกชีüภาพมาใช้เป็นตัüคüบคุมการปลดปล่Ăย

ÿารĂาĀารใĀ้กับพืช น ามาใช้เป็นüัÿดุคลุมดินĀรืĂผลผลิต น ามาใช้เป็นภาชนะปลูกพืชเพื่ĂใĀ้เกิดการย่Ăย

ÿลายและเป็นĂาĀารใĀ้กับพืชในระĀü่างการเพาะปลูกด้üย นĂกจากนี้ทางการเกþตรเริ่มÿนใจน า มาใช้

เป็นตัüปรับปรุงคุณภาพขĂงดิน (soil conditioner) ร่üมกับüัÿดุท่ีÿามารถย่Ăยÿลายได้ตามธรรมชาติชนิด

Ăื่น ๆ Ăีกด้üย (ÿüรรยา เช้ืĂพันธุ์, 2553)  
3. การประยุกต์ใช้งานด้านบรรจุภัณฑ์ น ามาผลิตถุงใÿ่ขĂง และถุงใÿ่ขยะเพื่Ăลดขั้นตĂนและระยะเüลาใน

การคัดแยกและก าจัดขยะ (ÿถาบันพลาÿติก, 2556b) 

ตัüĂย่างพลาÿติกท่ีย่Ăยÿลายได้ทางชีüภาพท่ีมีการน ามาใช้Ăย่างแพร่Āลายในปัจจุบัน ได้แก่ โคพĂลิเมĂร์

ขĂง poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) (PHBV), พĂลิแลกติกแĂซิด (PLA) (Tokiwa et al., 
2009) และ เทĂร์โมพลาÿติกÿตาร์ช (TPS) (รังรĂง ยกÿ้าน และคณะ, 2552) เป็นต้น 

โคพĂลิเมĂร์ขĂง poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) (PHBV)  
เป็นพĂลิเมĂร์ท่ีได้จากการผลิตขĂงจุลินทรีย์ Ăยู่ในกลุ่มพĂลิไăดรĂกซีแĂลคาโนเĂต (PHAs) โดยจุลินทรีย์

จะผลิต PHAs ในÿภาüะท่ีมีคüามเครียดĀรืĂภายใต้ÿภาüะการเจริญเติบโตไม่ÿมดุล  เพื่Ăคüบคุมระดับ acetyl 
CoA ภายในเซลล์ท่ีมากเกินพĂ และลดปริมาณ          โดย เฉพาะในÿภาüะ ท่ีมี แĀ ล่งคาร์บĂน ÿูง  และ

ไนโตรเจนต ่า (Bhati et al., 2010) ซึ่ง PHAs ท าĀน้าท่ีเป็นแĀล่งกักเก็บคาร์บĂนÿ ารĂงขĂงจุลินทรีย์ซึ่งมักĂยู่ใน

รูปขĂงแกรนูลภายในเซลล์ (Johnston et al., 2018)  PHBV นั้นเกิดจากการรüมกันขĂงมĂนĂเมĂร์ขĂงพĂลิไă 
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ดรĂกซีแĂลคาโนเĂตท้ังÿĂงชนิด (copolymer) คืĂ บิüทิเรต และüาเลĂเรต (Shah et al., 2010) ซึ่งท าใĀ้มี

ÿมบัติคงทนแข็งแรงมากขึ้นกü่าăĂมĂพĂลิเมĂร์ (ฉันท์ชนก ดüงýรี และ üุฒินันท์ รักþาจิตร์, 2559) มีคุณÿมบัติ

คล้ายกับเทĂร์โมพลาÿติกท่ีผลิตจากปิโตรเคมี แต่ทü่ามีคüามเข้ากันได้ทางชีüภาพและย่Ăยÿลายได้ทางชีüภาพ ซึ่ง 

PHBV จะใช้ในการผลิตเทĂร์โมพลาÿติกเชิงพาณิชย์ขนาดใĀญ่ (Shah et al., 2010) และมีโครงÿร้างท่ัüไปดังรูปท่ี 

1.2 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1.2 โครงÿร้างท่ัüไปขĂง PHBV (Urbanek et al., 2018) 
 
พĂลิแลกติกแĂซิด (PLA) 

  เป็นĂะลิฟาติกพĂลิเมĂร์ ท่ีÿังเคราะĀ์ได้จากกรดแลกติก ซึ่งผลิตมาจากผลผลิตทางการเกþตร เช่น ข้าü 

ข้าüโพด Ă้Ăย มันÿ าปะĀลัง กระบüนการผลิตเริ่มจากการย่Ăยแป้งใĀ้เป็นน ้าตาลและใช้กระบüนการĀมักด้üย

แบคทีเรียได้เป็นกรดแลกติกกับน ้าตาล จากนั้นน ากรดแลกติกท่ีได้มาผ่านกระบüนการทางเคมี เพื่Ăเปล่ียน

โครงÿร้างใĀ้เป็นพĂลิเมĂร์ÿายยาüท่ีเรียกü่า พĂลิแลกติกแĂซิด (PLA) (ýุลีพร แÿงกระจ่าง และคณะ, 2556) มี

คุณÿมบัติคล้ายคลึงกับพĂลิÿไตรีน มีคüามโปร่งใÿÿูง ÿามารถน ากลับมาใช้ใĀม่ได้ ย่ĂยÿลายในกระบüนการĀมัก

ได้ (compostable) ทนต่Ăการละลายน ้า การกระแทก มีคüามต้านทานน ้ามันและไขมันได้ดี แก๊ÿĂĂกซิเจน , 
คาร์บĂนไดĂĂกไซด์ และน ้าแพร่ผ่านได้ดี (Suksawad and Prathum-aree, 2012)  และมีโครงÿร้างท่ัüไปดังรูป

ท่ี 1.3 
 

 
 
 
 
 

รูปที่ 1.3 โครงÿร้างท่ัüไปขĂง PLA (Urbanek et al.,2018) 
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เทĂร์โมพลาÿติกÿตาร์ช (TPS)  
เป็นพĂลิเมĂร์ท่ีมีแป้งเป็นüัตถุดิบĀลัก ĀรืĂเทĂร์โมพลาÿติกท่ีผลิตขึ้นจากแป้ง และผ่านกระบüน  

การท าลายพันธะไăโดรเจนระĀü่างโมเลกุลแป้งท่ีด้üยพลังงานกลในการผลิต โดยแป้งท่ีใช้จะต้Ăงมีปริมาณน ้าต ่า

และมีระดับการท าลายโครงÿร้างÿูง ซึ่งจะท าใĀ้มีคุณÿมบัติเĀมืĂนเทĂร์โมพลาÿติกท่ัüไป มีการĀลĂมไĀüได้ ขึ้น

รูปได้ (Liu et al., 2009) และในกระบüนการผลิตจะต้ĂงมีการเติมพลาÿติไซเซĂร์ เพื่Ăป้ĂงกันการÿลายตัüขĂง

แป้งเมื่Ăผ่านĂุณĀภูมิÿูงลักþณะคล้ายเทĂร์โมเซ็ต (thermoset polymer) ซึ่งพลาÿติไซเซĂร์จะช่üยลดแรงยึด

เĀนี่ยüระĀü่างÿายโซ่ขĂงโมเลกุลแป้ง ใĀ้ÿามารถĀลĂมขึ้นรูปได้ และเพื่Ăป้Ăงกันการกลับคืนคüามเป็นผลึกขĂง

แป้งเมื่Ăÿัมผัÿคüามช้ืน เพราะ TPS มีคüามไüต่Ăคüามช้ืนÿูง (ÿามารถดูดคüามช้ืนได้) (ไพโรจน์ ใบตาเă, 2555) 

และมีโครงÿร้างท่ัüไปดังรูปท่ี 1.4 
 

รูปที่ 1.4 โครงÿร้างท่ัüไปขĂง TPS (ÿถาบันพลาÿติก, 2558a) 
 

1.2 üัตถุประÿงค์ขĂงงานüิจัย 

งานüิจัยนี้มีüัตถุประÿงค์เพื่Ăพัฒนากระบüนการรีไซเคิลชีüภาพโดยการย่Ăยÿลายพลาÿติกชีüภาพ ด้üย

เช้ืĂแบคทีเรียท่ีมีการýึกþาก่ĂนĀน้านี้แล้üü่ามีคüามÿามารถในการผลิต PHAs 3 ÿายพันธุ์ ได้แก่ Cupriavidus 
necator strain A-04, เช้ืĂท่ีคัดแยกโดยนางÿาüกนกจันทร์ ใจบุญ Burkholderia contaminans SCN-KJ และ

เช้ืĂท่ีคัดแยกโดยนายýิริราชย์ นันทะชัย Burkholderia gladioli A7 เพื่Ăผลิต PHAs ขึ้นจากการใช้พลาÿติก

ชีüภาพดังกล่าüเป็นแĀล่งคาร์บĂน 
 
1.3 ประโยชน์ที่คาดü่าจะได้รับ 

ได้ÿายพันธุ์ขĂงจุลินทรีย์และชนิดขĂงพลาÿติกท่ีÿามารถใĀ้ผลผลิตเป็นปริมาณขĂง PHAs Ăย่างมี

ประÿิทธิภาพมากท่ีÿุด 
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บทท่ี 2 
Ăุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และüิธีด าเนินการทดลĂง 

2.1 Ăุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ 

2.1.1 Ăุปกรณ์ที่ใช้ในงานüิจัย 
1. ขüดรูปชมพู่ (erlenmeyer flask) ขĂงบริþัท Pyrex Ltd., USA  
2. ขüดลดคüามดัน (suction flask) ขĂงบริþัท Pyrex Ltd., USA  
3. บีกเกĂร์ (beaker) ขĂงบริþัท Pyrex Ltd., USA  
4. กระบĂกตüง (cylender) ขĂงบริþัท Pyrex Ltd., USA  
5. ĀลĂดทดลĂงฝาเกลียü (screw-cap tube) ขĂงบริþัท Pyrex Ltd., USA  
6. ไมโครปิเปต (micropipette) รุ่น P2, P20, P200 และ P1000 ขĂงบริþัท Gilson Scientific Ltd., 

France  
7. ĀลĂดไมโครเซนทริฟิüจ์ (microcentrifuge tube) ขĂงบริþัท Sigma-Aldrich Co.Ltd., USA  
8. ĀลĂดเก็บเช้ืĂแช่แข็ง (cryotube) ขĂงบริþัท Bioadvance Co. Ltd., Thailand 
9. เครื่Ăงผÿมÿาร (vortex mixer) รุ่น G-560E ขĂงบริþัท Science Industies Inc., USA  
10. เครื่Ăงช่ังÿารแบบĀยาบ (laboratory balance) รุ่น PG 2002-S ขĂงบริþัท Metter Toledo Co. Ltd., 

Switzerland และรุ่นATX224R ขĂงบริþัท Shimadzu Corp., Ltd.,Japan 
11. เครื่Ăงช่ังÿารแบบละเĂียด (analytical balance) รุ่น AG 204 ขĂงบริþัท Metter Toledo Co. Ltd., 

Switzerland และรุ่น ขĂงบริþัท Shimadzu Corp., Ltd.,Japan 
12. เครื่Ăงปั่นเĀüี่ยงÿาร (centrifuge) รุ่น 5810 R และ 5810 R ขĂงบริþัท Eppendorf (Thailand) Co., 

Ltd., Thailand 
13. ตู้ปลĂดเช้ืĂ biosafety Cabinet class 2 รุ่น BSC-1100IIA2-X ขĂงบริþัท Biobase Biodustry 

(Shandong) Co., Ltd., China 
14. ตู้บ่มเช้ืĂแบบคüบคุมĂุณĀภูมิ (incubator) รุ่น D06062 ขĂงบริþัท Kubota Co. Ltd., Japan  
15. ตู้ĂบแĀ้ง (hot air oven) ขĂงบริþัท Memmert Co. Ltd., Germany  
16. ตู้เย็นĂุณĀภูม ิ4 Ăงýาเซลเซียÿ ขĂงบริþัท Mitsubishi Electric Co. Ltd., Japan 
17. ตู้แช่แข็งจุดเยืĂกแข็งต ่า (deep freezer) -20 Ăงýาเซลเซียÿ ขĂงบริþัท Sanyo electric Co. Ltd., 

Japan  
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18. เครื่Ăงüัดคüามเป็นกรด - ด่าง (pH meter) รุ่น S20 SevenEasy™ pH ขĂงบริþัท Metter Toledo Co. 
Ltd., Switzerland 

19. เครื่Ăงüัดค่าการดูดกลืนแÿง (visible spectrophotometer) รุ่น BIOMATE 3S UV-Vis ขĂงบริþัท 

Thermo Fisher Scientific Inc., USA 
20. คüĂร์ต คิüเüท (quartz cuvette) ขĂงบริþัท K N science innovaton Co. Ltd., Thailand 
21. เครื่Ăงนึ่งฆ่าเช้ืĂ (autoclave) รุ่น SS-325 และ ES-215 ขĂงบริþัท Tomy Seiko Ltd., Tokyo, Japan 
22. เตาแม่เĀล็กไฟฟ้า (induction cooker) รุ่น NC 501 ขĂงบริþัท Nesco Ltd., Thailand 
23. กล่Ăงถ่ายภาพÿินค้า (lighting studio box) รุ่น UDIOBIZ 40D ขĂงบริþัท Udiobox Ltd., Thailand 
24. ÿกูรเกจไมโครมิเตĂร์ (micrometer screw gauge) ขĂงบริþัท Mitutoyo (Thailand) Co.,Ltd., 

Thailand 
25. ลูกยางซิลิโคน (silicone Bulb) ขĂงบริþัท T. C. Sathaporn Group Ltd., Part., Thailand 
26. กระดาþกรĂงเซลลูโลÿไนเตรท 0.45 ไมครĂน (cellulose nitrate filter) ขĂงบริþัท Sartorius stedim 

biotech Ltd., Germany  
27. ถาดแม่พิมพ์แก้ü (glass baking bowl) ขĂงบริþัท Pyrex Ltd., USA 
 

2.1.2 เคมีภัณฑ์ 
1. ผงโคพĂลิเมĂร์ขĂงพĂลิ(ไăดรĂกซีบิüทิเรต-โค-ไăดรĂกซีüาเลĂเรต) (PHBV)  ขĂงบริþัท Tianan 

biologic material Co. Ltd., Chaina 
2. เม็ดพลาÿติกพĂลิแลกติกแĂซิด (PLA) ขĂงบริþัท Greenwill Solution Co.,Ltd., Thailand 
3. คลĂโรฟĂร์ม (chloroform,       ) ขĂงบริþัท Merck Ltd., Germany 
4. Ăะซิโตน (Acetone,         ) ขĂงบริþัท RCI Labscan Co., Ltd., Thailand 
5. ÿารÿกัดจากยีÿต์ (yeast extract) ขĂงบริþัท Springer Co., Ltd., France 
6. ÿารÿกัดจากเนื้Ă (beef extract) ขĂงบริþัท Lavscan Asia Co., Ltd., Ireland 
7. เพปโทน (peptone) ขĂงบริþัท Lavscan Asia Co., Ltd., Ireland 
8. โซเดียมคลĂไรด์ (sodium chloride, NaCl) ขĂงบริþัท Merck Ltd., Germany 
9. üุ้นผง (agar) ขĂงบริþัท Egton Medical Information Systems Ltd., Chile 
10. แĂมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulfate,            ) ขĂงบริþัท T. C. Sathaporn Group Ltd., 

Part., Thailand 
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11. เมทานĂล (methanol,  ) ขĂงบริþัท Merck Ltd., Germany 
 
2.2 üิธีการด าเนินงาน 

2.2.1 การเตรียมแĀล่งคาร์บĂน 
 2.2.1.1 การข้ึนรูปแผ่นฟิล์มพลาÿติกชีüภาพชนิด PHBV  

การขึ้นรูปแผ่นฟิล์ม PHBV ด้üยüิธี solvent casting technique (Doi et al., 1995) โดยน า PHBV มา

ละลายในคลĂโรฟĂร์มใĀ้มีคüามเข้มข้น 1%  (น ้าĀนักต่Ăปริมาตร) จากนั้นน าไปต้มใĀ้ละลายÿมบูรณ์ท่ีĂุณĀภูมิ 

80 Ăงýาเซลเซียÿ เทÿารละลายพĂลิเมĂร์ลงในถาดแม่พิมพ์แก้ü แล้üน าแผ่นฟĂยดม์าคลุมถามแม่พิมพ์แก้ü พร้Ăม

เจาะรู จากนั้นท้ิงใĀ้แผ่นฟิล์มตกผลึกท่ีĂุณภูมิĀ้Ăง เป็นเüลา 3 - 5 üัน ต่Ăมาน าแผ่นฟิล์มมาตัดด้üยคัตเตĂร์ใĀ้มี

ขนาด 2 ✖ 2 เซนติเมตร แล้üน าแผ่นฟิล์มท่ีตัดเรียบร้Ăยแล้üไปĂบใĀ้แĀ้งในตู้ĂบแĀ้ง จากนั้นน ามาเก็บข้Ăมูลทาง

กายภาพขĂงแผ่นฟิล์ม  

2.2.1.2 การข้ึนรูปแผ่นฟิล์มพลาÿติกชีüภาพชนิด PLA 
การขึ้นรูปแผ่นฟิล์ม PLA ตามüิธี solvent casting technique ขĂง (Doi et al., 1995) โดยน าเม็ด

พลาÿติก PLA มาละลายในคลĂโรฟĂร์มใĀ้มีคüามเข้มข้น 1%  (น ้าĀนักต่Ăปริมาตร) จากนั้นน าไปต้มใĀ้ละลาย

ÿมบูรณ์ท่ีĂุณĀภูมิ 80 Ăงýาเซลเซียÿ แล้üเทÿารละลายพĂลิเมĂร์ลงในถาดแม่พิมพ์แก้ü น าแผ่นฟĂยด์มาคลุมถาด

แม่พิมพ์แก้ü พร้Ăมเจาะรู จากนั้นท้ิงใĀ้แผ่นฟิล์มตกผลึกท่ีĂุณภูมิĀ้Ăง เป็นเüลา 3 - 5 üัน ต่Ăมาน าแผ่นฟิล์มมาตัด

ด้üยคัตเตĂร์ใĀ้มีขนาด 2 ✖ 2 เซนติเมตร จากนั้นน าแผ่นฟิล์มท่ีตัดเรียบร้Ăยแล้üไปĂบใĀ้แĀ้งในตู้ĂบแĀ้ง จากนั้น

น ามาเก็บข้ĂมูลทางกายภาพขĂงแผ่นฟิล์ม  

2.2.1.3 การเตรียมพลาÿตกิชีüภาพชนิด เทĂร์โมพลาÿติกÿตาร์ช 
โดยในการทดลĂงนี้ใช้เป็นถุงรักþ์โลกมาใช้เป็นฟิล์มขĂงพลาÿติชีüภาพชนิด เทĂร์โมพลาÿติกÿตาร์ชมาตัด

ด้üยคัตเตĂร์ใĀ้มีขนาด 2 ✖ 2 เซนติเมตร น าแผ่นฟิล์มท่ีตัดเรียบร้Ăยแล้üไปĂบใĀ้แĀ้งในตู้ĂบแĀ้ง จากนั้นน ามา

เก็บข้ĂมูลทางกายภาพขĂงแผ่นฟิล์ม  
 

2.2.2 การย่Ăยÿลายพลาÿติกชีüภาพในขüดเขย่า 
2.2.2.1 การเตรียมĀัüเชื้ĂขĂง Cupriavidus necator strain A-04 
เล้ียงเช้ืĂ C. necator strain A-04 บนĂาĀารเล้ียงเช้ืĂแข็ง NA (ภาคผนüก ก1) ท่ีĂุณĀภูมิ 30 Ăงýา

เซลเซียÿ เป็นเüลา 2 üัน เพื่Ăเป็นการกระตุ้นการเจริญแก่เช้ืĂ จากนั้นน าเช้ืĂท่ีกระตุ้นแล้üมาเล้ียงเพื่Ăเพิ่มจ านüน

ในĂาĀารÿูตรĂุดมÿ าĀรับเล้ียงกล้าเช้ืĂ (Chanprateep and Kulpreecha, 2006) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน 
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ฟลาÿก์ขนาด 250 มิลลิลิตร เล้ียงท่ีĂุณĀภูมิ 30 Ăงýาเซลเซียÿ Ăัตราการเขย่า 200 รĂบต่Ăนาที เป็นเüลา 1 üัน 

ต่Ăมาดูดเพื่Ăเล้ียงเป็นกล้าเช้ืĂในĂาĀารĂุดมÿมบูรณ์(ภาคผนüก ก3) (Chanprateep and Kulpreecha, 2006) 

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในฟลาÿก์ขนาด 500 มิลลิลิตร เล้ียงท่ีĂุณĀภูมิ 30 Ăงýาเซลเซียÿ Ăัตราการเขย่า 200 
รĂบต่Ăนาที เป็นเüลา 1 üัน เมื่Ăครบก าĀนดเüลาจึงน าไปปั่นเĀüี่ยงเพื่Ăแยกเซลล์ท่ีคüามเร็üรĂบ 4,000 รĂบต่Ă

นาที ĂุณĀภูมิ 4 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 15 นาที เทÿ่üนขĂงเĀลüท้ิง ล้างตะกĂนเซลล์ด้üยÿารละลายโซเดียม

คลĂไรด์ 0.85 % ท่ีปราýจากเช้ืĂ 1 ครั้ง จากนั้นแขüนลĂยตะกĂนเซลล์ท่ีได้ด้üยน ้าด้üยÿารละลายโซเดียมคลĂ

ไรด์ 0.85 % ท่ีปราýจากเช้ืĂเพื่Ăเตรียมเป็นĀัüเช้ืĂ  
2.2.2.2 การเตรียมĀัüเชื้ĂขĂงเชื้Ă Burkholderia contaminans SCN-KJ และ Burkholderia 

gladioli A7 
เล้ียงเช้ืĂท้ังÿĂงชนิดบนĂาĀารเล้ียงเช้ืĂแข็ง NA ท่ีĂุณĀภูมิ 37 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 1 üัน เพื่Ăเป็น

การกระตุ้นการเจริญแก่เช้ืĂ จากนั้นน าเช้ืĂท่ีกระตุ้นแล้üมาเล้ียงเพื่Ăเพิ่มจ านüนในĂาĀารเล้ียงเช้ืĂเĀลü YP คüาม

เข้มข้น 1 เท่า (ภาคผนüก ก2) ซึ่งเป็นĂาĀารท่ีใช้ในการคัดแยกเช้ืĂมาจากธรรมชาติ ปริมาตร 200 มิลลิลิตรต่Ă

เช้ืĂ 1 ชนิด ใน ฟลาÿก์ขนาด 500 มิลลิลิตร เล้ียงท่ีĂุณĀภูมิ 37 Ăงýาเซลเซียÿ Ăัตราการเขย่า 200 รĂบต่Ăนาที 

เป็นเüลา 1 üัน เมื่Ăครบก าĀนดเüลาจึงน าไปปั่นเĀüี่ยงเพื่Ăแยกเซลล์ท่ีคüามเร็üรĂบ 4,000 รĂบต่Ăนาที ĂุณĀภูมิ 

4 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 15 นาทีÿ าĀรับเช้ืĂ B. gladioli A7 และ 30 นาทีÿ าĀรับเช้ืĂ B. contaminans SCN-
KJ จากนั้นเทÿ่üนขĂงเĀลüทิ้ง ล้างตะกĂนเซลล์ด้üยÿารละลายโซเดียมคลĂไรด์ 0.85 % ท่ีปราýจากเช้ืĂ 1 ครั้ง 

จากนั้นแขüนลĂยตะกĂนเซลล์ท่ีได้ด้üยÿารละลายโซเดียมคลĂไรด์ 0.85 % ท่ีปราýจากเช้ืĂ เพื่Ăเตรียมเป็นĀัüเช้ืĂ  
2.2.2.3 การย่Ăยÿลายพลาÿติกชีüภาพ 
ใÿ่Āัüเช้ืĂจุลินทรีย์แต่ละชนิดท่ีเตรียมในĂาĀารเล้ียงเช้ืĂเĀลü YP คüามเข้มข้น 0.1 เท่า (ภาคผนüก ก4)

เป็น 5 % ขĂงปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาÿก์ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยมีแผ่นฟิล์มพลาÿติกชีüภาพขนาด 2 ✖ 2 

เซนติเมตร ท่ีผ่านการฆ่าเช้ืĂด้üยการแช่ÿารละลายเĂทานĂลคüามเข้มข้น 70 % เป็นเüลา 10 นาที เป็นแĀล่ง

คาร์บĂน เล้ียงท่ีĂุณĀภูมิ 30 Ăงýาเซลเซียÿ Ăัตราการเขย่า 200 รĂบต่Ăนาที เก็บตัüĂย่างท่ี 0, 3, 7, 10 และ 14 
üัน เมื่Ăครบก าĀนดเüลาจะน าไปüิเคราะĀ์น ้าĀนักเซลล์แĀ้ง ตามüิธีข้Ă 2.2.2.4 การüิเคราะĀ์เปĂร์เซ็นต์ÿูญเÿีย

มüลขĂงแผ่นฟิล์ม ตามüิธีข้Ă 2.2.2.5 üิเคราะĀ์ค่าคüามเป็นกรด – ด่าง ตามüิธีข้Ă 2.2.2.6 üิเคราะĀ์ค่าการ

ดูดกลืนแÿง ตามüิธีข้Ă 2.2.2.7 ย้Ăม Sudan black B ตามüิธีข้Ă 2.2.2.8 และüิเคราะĀ์ปริมาณขĂง PHAs ตามüิธี

ข้Ă 2.2.2.9 
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2.2.2.4 การüิเคราะĀ์น ้าĀนักเซลล์แĀ้ง  
น ากระดาþกรĂงเซลลูโลÿไนเตรท 0.45 ไมครĂนไปĂบในตู้ĂบแĀ้งท่ีĂุณĀภูมิ 60 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 

3 üัน แล้üน ามาช่ังน ้าĀนักก่Ăนท าการกรĂงเซลล์ โดยกรĂงเช้ืĂในĂาĀารเĀลüปริมาตร 2 มิลลิลิตร บนกระดาþ

กรĂง จากนั้นน าไปĂบในตู้ĂบแĀ้งท่ีĂุณĀภูมิ 60 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 3 üัน แล้üน ามาช่ังน ้าĀนักĀลังการกรĂง 

ค านüณĀาน ้าĀนักเซลล์แĀ้งในĀน่üยกรัมต่Ăลิตร  
2.2.2.5 การüิเคราะĀเ์ปĂร์เซ็นต์ÿูญเÿียมüลขĂงแผ่นฟิล์ม 
เมื่Ăครบก าĀนดเüลาเก็บตัüĂย่าง น าแผ่นฟิล์มพลาÿติกชีüภาพท่ีผ่านการบ่มตามเüลา มาล้างด้üยน ้า

ปราýจากไĂĂĂน 2 ครั้ง จากนั้นน าไปĂบในตู้ĂบแĀ้งท่ีĂุณĀภูมิ 60 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 3 üัน แล้üน ามาช่ัง

น ้าĀนักĀลังการเล้ียงเช้ืĂ ค านüณĀาเปĂร์เซ็นต์ÿูญเÿียมüลขĂงแผ่นฟิล์ม 
2.2.2.6 การüิเคราะĀ์คüามเป็นกรด – ด่าง 
น าเช้ืĂในĂาĀารเĀลüท่ีครบก าĀนดเüลาเก็บตัüĂย่างมาüัดค่าคüามเป็นกรด – ด่าง ด้üยเครื่Ăงüัดคüาม

เป็นกรด -ด่าง (pH meter) ท่ี ผ่านการÿĂบเทียบ (calibration) เรียบร้Ăยแล้ü แล้üน าค่ามาÿร้างกราฟ

คüามÿัมพันธ์ระĀü่างเüลาและคüามเป็นกรด – ด่าง 
2.2.2.7 การüิเคราะĀ์ค่าการดูดกลืนแÿง 
น าเช้ืĂในĂาĀารเĀลüท่ีครบก าĀนดเüลาเก็บตัüĂย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปั่นเĀüี่ยงเพื่Ăแยกเซลล์ท่ี

คüามเร็üรĂบ 10,000 รĂบต่Ăนาที เป็นเüลา 2 นาที เทÿ่üนขĂงเĀลüท้ิง ล้างตะกĂนเซลล์และแขüนลĂยด้üยน ้า

ปราýจากไĂĂĂน น าÿารแขüนลĂยมาüัดค่าการดูดกลืนแÿง ด้üยเครื่Ăงเครื่Ăงüัดค่าการดูดกลืนแÿง ท่ี 600 นาโน

เมตร  แล้üน าค่ามาÿร้างกราฟคüามÿัมพันธ์ระĀü่างเüลาและค่าคüามดูดกลืนแÿง   
2.2.2.8 การย้Ăมÿี Sudan black B  
น าเช้ืĂท่ีแขüนลĂยด้üยน ้าปราýจากไĂĂĂน น าเซลล์แขüนลĂยมากระจายบนÿไลด์ แล้üท าใĀ้ติดแน่นโดย

ใช้คüามร้Ăน ย้Ăมด้üย Sudan black B เป็นเüลา 5  นาที เมื่Ăครบเüลาล้างด้üยน ้าปราýไĂĂĂน ต่ĂมาĀยด 

Safanin O เป็นเüลา 1 นาที ล้างĂĂกด้üยน ้าปราýไĂĂĂน และน าไปÿ่Ăงดูภายใต้กล้Ăงจุลทรรýน์แบบใช้แÿง โดย

ไขมันจะย้Ăมติดÿีม่üงด า และเซลล์จะย้Ăมติดÿีแดง 
2.2.2.9 การüิเคราะĀ์ปริมาณขĂง PHAs  
น าเช้ืĂในĂาĀารเĀลüที่ครบก าĀนดเüลาเก็บตัüĂย่างท่ีเĀลืĂน าไปป่ันเĀüี่ยงเพื่Ăแยกเซลล์ท่ีคüามเร็üรĂบ 

4,000 รĂบต่Ăนาที ĂุณĀภูมิ 12 Ăงýาเซลเซียÿ  เป็นเüลา 20 นาที เทÿ่üนขĂงเĀลüท้ิง ล้างตะกĂนเซลล์ด้üย

ÿารละลายโซเดียมคลĂไรด์ 0.85 % ท่ีปราýจากเช้ืĂĀนึ่งครั้ง น าไปĂบในตู้Ăบท่ีĂุณĀภูมิ 60 Ăงýาเซลเซียÿ เป็น

เüลา 3 üัน จากนั้นช่ังเซลล์แĀ้งĀนัก 20 มิลลิกรัม ใÿ่ในĀลĂดฝาเกลียü เติมคลĂโรฟĂร์ม ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 
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จากนั้นเติมกรดเบนโซĂิก 2 กรัมต่Ăลิตรท่ีละลายĂยู่ใน 3 % กรดซัลฟูริกในเมทานĂล ปริมาตร2 มิลลิลิตร ปิดฝา

ใĀ้ÿนิท น าไปต้มท่ีĂุณĀภูมิ 80 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 4 ช่ัüโมง โดยทุก ๆ 30 นาทีจะน ามาเขย่าเป็นเüลา 1 
นาที เมื่Ăครบเüลา น าĂĂกมาต้ังท้ิงไü้ใĀ้เย็น แล้üเติมน ้าท่ีปราýจากไĂĂĂนปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขย่าผÿมเป็นเüลา 

5 นาที ต้ังท้ิงไü้ใĀ้ÿารแยกช้ัน แล้üใช้พาÿเจĂร์ปิเปตต์ดูดช้ันขĂงคลĂโรฟĂร์มด้านล่าง เพื่Ăจ าไปüิเคราะĀ์ปริมาณ 

PHAs ด้üยเทคนิคแก๊ÿโครมาโทกราฟี (gas chromatography) โดยมÿีภาüะ ดังนี้ 
เครื่Ăงแก๊ÿโครมาโทรกราฟี   : รุ่น 3400C ขĂงบริþัท Varian, USA 
คĂลัมน์      : แคพิลลาลีคĂลัมน์ แบบ Cabowax- 

 PEG ขนาด 60m × 25mm ID× 25μm 
 Df :250 

ĂุณĀภูมĂิินเจคเตĂร ์(injector)   : 250 Ăงýาเซลเซียÿ  
ĂุณĀภูมคิĂลัมน ์    : 140 Ăงýาเซลเซียÿ  
ĂุณĀภูมดีิเทคเตĂร์ชนิด flame ionization : 250 Ăงýาเซลเซียÿ  
Ăัตราÿ่üนการÿพลิท (split ratio)   : 50 ต่Ă 1 
ก๊าซตัüพา    :  ĂัตราการไĀล 2 มิลลิลิตรต่Ăนาที 

:  ĂัตราการไĀล 2 มิลลิลิตรต่Ăนาที 
:  ĂัตราการไĀล 2 มิลลิลิตรต่Ăนาที 

ปริมาตรฉีด     : 1 ไมโครลิตร 
จากนั้นค านüณตามüิธีขĂง (Chanprateep and Kulpreecha, 2006) เพื่ĂĀาปริมาณขĂง PHAs  
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บทที่ 3 
ผลการทดลĂง 

 
3.1 การเตรียมแĀล่งคาร์บĂน 

3.1.1 การข้ึนรูปแผ่นฟิล์มพลาÿติกชีüภาพชนิด PHBV 
จากการขึ้นรูปแผ่นฟิล์ม PHBV ด้üยüิธี solvent casting technique ขĂง (Doi et al., 1995) พบü่าได้

แผ่นฟิล์มลักþณะÿีขาüขุ่น บางจุดโปร่งแÿง มีผลึกÿีขาüกระจายประปราย ผิüด้านทึบแÿง ขนาดกü้าง 7.5 

เซนติเมตร ยาü 15.5 เซนติเมตร ดังแÿดงในรูปท่ี 3.1 แต่เนื่ĂงจากมĀาüิทยาลัยปิดท าการจากÿถานการณ์โรค

ระบาด COVID-19 จึงยังไม่ได้ท าการทดลĂงจนเÿร็จÿมบูรณ์   
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 3.1 ลักþณะแผ่นฟิล์ม PHBV  
 

3.1.2 การข้ึนรูปแผ่นฟิล์มพลาÿติกชีüภาพชนิด PLA  
จากการขึ้น รูปแผ่นฟิ ล์ม  PLA ตามüิธี  solvent casting technique (Doi et al., 1995) พบü่าได้

แผ่นฟิล์มลักþณะโปร่งใÿ ผิüมัน ขนาดกü้าง 7.5 เซนติเมตร ยาü 15.5 เซนติเมตร จากนั้นน ามาตัดใĀ้มีขนาด 2 x 
2 เซนติเมตร ดังแÿดงในรูปท่ี 3.2 แผ่นฟิล์มĀลังตัดมีน ้าĀนักโดยเฉล่ีย 5.8 ± 0.28 มลิลิกรัม 

 

รูปที่ 3.2 ก่ĂนและĀลังตัดแผ่นฟิล์ม PLA ใĀ้มีขนาด 2 x 2 เซนติเมตร 
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3.1.3 การเตรียมพลาÿติกชีüภาพชนิด เทĂร์โมพลาÿติกÿตาร์ช 
น าถุงรักþ์โลกขĂงบริþัท Advanced Know-How Co., Ltd. ลักþณะÿีขาüขุ่น ผิüด้าน ถุงมีขนาดกü้าง 

14.3 เซนติเมตร ยาü 28.0 เซนติเมตร ตัดใĀ้มีขนาด 2 x 2 เซนติเมตร ดังแÿดงในรูปท่ี 3.3 แผ่นฟิล์มĀลังตัดมี

น ้าĀนักโดยเฉล่ีย 10.4 ± 5.3 มิลลิกรัม 
 

 
 

 
รูปที่ 3.3 ก่ĂนและĀลังตัดแผ่นฟิล์ม TPS ใĀ้มีขนาด 2 x 2 เซนติเมตร 

 
3.2 การย่Ăยÿลายพลาÿติกชีüภาพในขüดเขย่า 

จากการน าแบคทีเรียท่ีมีคüามÿามารถในการผลิต PHAs ท้ัง 3 ชนิด ได้แก่ C. necator A-04, เช้ืĂ B. 
contaminans SCN+KJ คัดแยกโดยนางÿาüกนกจันทร์ ใจบุญ และเช้ืĂ B. gladioli A7 คัดแยกโดยนายýิริราชย์ 

นันทะชัย เพื่ĂทดÿĂบการย่Ăยÿลายพลาÿติชีüภาพท้ังÿามชนิดข้างต้น ในระดับขüดเขย่า โดยเล้ียงเช้ืĂในĂาĀาร

เล้ียงเช้ืĂแบบเĀลü YP คüามเข้มข้น 0.1 เท่า เพื่ĂใĀ้เช้ืĂĂยู่ในÿภาüะขาดแคลนแĀล่งคาร์บĂนและคาดü่าจะย่Ăย

ÿลายพลาÿติกชีüภาพเพื่Ăใช้เป็นแĀล่งคาร์บĂน ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขüดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยมี

แผ่นฟิล์มพลาÿติกชีüภาพขนาด 2 ✖ 2 เซนติเมตร ท่ีผ่านการฆ่าเช้ืĂด้üยการแช่ÿารละลายเĂทานĂลคüามเข้มข้น 

70 % เป็นเüลา 10 นาที เป็นแĀล่งคาร์บĂน เล้ียงท่ีĂุณĀภูมิ 30 Ăงýาเซลเซียÿ (ÿ าĀรับ C. necator strain A-
04) และ 37 Ăงýาเซลเซียÿ (ÿ าĀรับ B. contaminans SCN-KJ และ B. gladioli A7) Ăัตราการเขย่า 200 รĂบ

ต่Ăนาที เก็บตัüĂย่างท่ี 0, 3, 7, 10 และ 14 üัน ( 33 üัน ในการเล้ียงเช้ืĂด้üยพลาÿติกชีüภาพ PLA เนื่Ăงจาก

มĀาüิทยาลัยปิดท าการจากÿถานการณ์โรคระบาด COVID-19  ไม่ÿามารถเข้าไปเก็บผลได้ตามท่ีüางแผนไü้)  เพื่Ă

üิเคราะĀ์น ้าĀนักเซลล์แĀ้ง เปĂร์เซ็นต์ÿูญเÿียมüลขĂงแผ่นฟิล์ม ค่าคüามเป็นกรด - ด่าง ค่าการดูดกลืนแÿง ย้Ăมÿี 

Sudan black B และปริมาณขĂง PHAs ด้üยเทคนิคแก๊ÿโครมาโทกราฟี  
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3.3 üิเคราะĀ์น ้าĀนักเซลล์แĀ้ง   
 จากการน าตัüĂย่างท่ีบ่มตามระยะเüลาท่ีก าĀนดมากรĂงเซลล์ โดยใช้กรĂงกระดาþกรĂงเซลลูโลÿไนเตรท 
0.45 ไมครĂน พบü่า ในการเล้ียงเช้ืĂท้ังÿามÿายพันธุ์ โดยใช้พลาÿติกชีüภาพชนิด PLA เป็นแĀล่งคาร์บĂนนั้น ใน

ตĂนเริ่มต้น B. contaminans SCN-KJ จะค่าน ้าĀนักเซลล์แĀ้งÿูงท่ีÿุดเป็น 0.33 กรัมต่Ăลิตร รĂงลงเป็น C. nec 
ator A-04 (0.10 กรัมต่Ăลิตร) และ B. gladioli A7 (0.13 กรัมต่Ăลิตร) ตามล าดับ  มีการเพิ่มข้ึนเล็กน้Ăยในüันท่ี 
3 ขĂงการเล้ียงเช้ืĂÿ าĀรับ B. contaminans SCN-KJ และ B. gladioli A7 ในüันท่ี 7 ขĂงการเล้ียงเช้ืĂท้ังÿาม

ÿายพันธุ์มีการลดลงĂย่างชัดเจนขĂงน าĀนักเซลล์แĀ้ง จากนั้นเพิ่มÿูงขึ้นมีจุดÿูงÿุดในüันท่ี 10 และค่Ăย ๆ ลด

ต ่าลงในüันท่ี 33 ขĂงการเล้ียงเช้ืĂ โดยเช้ืĂ B. gladioli A7 (0.28 กรัมต่Ăลิตร) มีค่าขĂงน ้าĀนักเซลล์แĀ้งÿุดท้าย

ÿูงท่ีÿุด ตามมาด้üย A7 (0.10 กรัมต่Ăลิตร) B. contaminans SCN-KJ (0.05 กรัมต่Ăลิตร) ตามล าดับ ดังแÿดงใน

รูป 3.4 (ก) 
 และในการเล้ียงเช้ืĂโดยใช้พลาÿติกชีüภาพ ชนิด TPS เป็นแĀล่งคาร์บĂน ในüันท่ี 0  B. contaminans 
SCN-KJ จะค่าน ้าĀนักเซลล์แĀ้งÿูงท่ีÿุดเป็น 0.30 กรัมต่Ăลิตร รĂงลงเป็น C. necator A-04 (0.28 กรัมต่Ăลิตร) 
และ B. gladioli A7 (0.25 กรัมต่Ăลิตร) ตามล าดับ  มีการลดลงเล็กน้Ăยในüันท่ี 3 ÿ าĀรับ B. contaminans 
SCN-KJ และ B. gladioli A7 ต่Ăมามีการเพิ่มข้ึนเĀ็นได้ชัดขĂงน ้าĀนักเซลล์แĀ้งจนเป็นจุดÿูงÿุดในüันท่ี 7 ÿ าĀรับ 
B. contaminans SCN-KJ ÿ่üน B. gladioli A7 และ C. necator A-04 เพิ่มขึ้นĂย่างช้า ๆ ต่Ăมาในüันท่ี 10 B. 
contaminans SCN-KJ มีการลดต ่าลงจนถึงจุดต ่าÿุดต่างจากĂีกÿĂงÿายพันธ์ท่ีเพิ่มขึ้น และในüันท่ี 14 A-04 มีค่า

น ้าĀนักเซลล์แĀ้งÿูงÿุด เป็น 0.50 กรัมต่Ăลิตร รĂงลงมาเป็น B. contaminans SCN-KJ และ B. gladioli A7 ท่ีมี

ค่าเท่ากันเป็น 0.44 กรัมต่Ăลิตร ดังแÿดงในรูป 3.4 (ข) 
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รูปท่ี 3.4 คüามÿัมพันธ์ระĀü่างน ้าĀนักเซลล์แĀ้งกับเüลา โดยใช้พลาÿติกชีüภาพ (ก) PLA และ (ข) TPS

เป็นแĀล่งคาร์บĂน 
 
3.3 üิเคราะĀ์เปĂร์เซ็นต์ÿูญเÿียมüลขĂงแผ่นฟิล์ม 
  จากการทดÿĂบการย่Ăยÿลายพลาÿติกชีüภาพในระดับขüดเขย่า เมื่Ăก าĀนดเüลาเก็บตัüĂย่างจะน า

แผ่นฟิล์มพลาÿติชีüภาพมาล้างด้üยน ้าปราýจากไĂĂĂน 2 ครั้ง จากนั้นน าไปĂบในตู้ĂบแĀ้ง จะพบü่า ในการเล้ียง

เช้ืĂด้üยพลาÿติกชีüภาพชนิด PLA เมื่Ăเüลาผ่านไปจะพบการย่ĂยÿลายขĂงแผ่นฟิล์มมากยิ่งขึ้น แม้จะĂยู่ในชุด

คüบคุม (รูปท่ี 3.5) ท่ีปราýจากการใÿ่เช้ืĂก็ตาม โดยในชุดทดลĂงท่ีมีการใÿ่เช้ืĂ จะเĀ็นได้ü่า B. gladioli A7 มีการ

ย่ĂยÿลายขĂงแผ่นฟิล์มได้ดีท่ีÿุด ถึง 11 เปĂร์เซ็นต์ในüันท่ี 33 ขĂงการบ่ม รĂงลงมาคืĂ B. contaminans SCN-
KJ ท่ีมีจุดÿูงÿุดเปĂร์เซ็นต์การÿูญเÿียมüลĂยู่ ท่ี 8 เปĂร์เซ็นต์ ในüันท่ี 10 ตามมาด้üย C. necator A-04 (3 

เปĂร์เซ็นต์ ในüันท่ี 10) และชุดคüบคุม 2 เปĂร์เซ็นต์ในüันท่ี 33 ดังแÿดงในรูปท่ี 3.9 (ก) 
  แต่ทü่าในการเล้ียงเช้ืĂโดยใช้พลาÿติกชีüภาพ ชนิด TPS เป็นแĀล่งคาร์บĂนนั้นแทบไม่พบการย่Ăยÿลายท่ี

เĀ็นได้ชัด แต่เมื่Ăน ามาüิเคราะĀ์เปĂร์เซ็นต์การÿูญเÿียมüลจากการช่ังน ้าĀนักขĂงแผ่นฟิล์มพบü่ามีการÿูญเÿียมüล

เกิดขึ้น โดยมี B. gladioli A7 เป็นÿายพันธุ์ทีมีการÿูญเÿียมüลมาท่ีÿุด เป็น 4 เปĂร์เซ็นต์ ในüันท่ี 10 รĂงลงมา

เป็น B. contaminans SCN-KJ (เป็น 3 เปĂร์เซ็นต์ ในüันท่ี 14) และ C. necator A-04 (ต้ังแต่üันท่ี 7 ) กับชุด

คüบคุม (ในüันท่ี 14) เป็น 2 เปĂร์เซ็นต์เท่ากัน ดังแÿดงในรูปท่ี 3.9 (ข) 
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4  
5  
6  

รูปที่ 3.5 แผ่นฟิล์ม PLA และ TPS Āลังการย่Ăยÿลายในชุดคüบคุม 

 
รูปที่ 3.6 แผ่นฟิล์ม PLA และ TPS Āลังการย่Ăยÿลายด้üย C. necator A-04 

รูปที่ 3.7 แผ่นฟิล์ม PLA และ TPS Āลังการย่Ăยÿลายด้üย B. gladioli A7 
 

 
 
 
 

 
รูปที่ 3.8 แผ่นฟิล์ม PLA และ TPS Āลังการย่Ăยÿลายด้üย B. contaminans SCN+KJ  

 D-   
 33 

 D-   
 33 

 D-   
 33 

 D-   
 33 
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  รูปท่ี 3.9 คüามÿัมพันธ์ระĀü่างเปĂร์เซ็นต์ÿูญเÿียมüลขĂงแผ่นฟิล์มกับเüลา โดยใช้พลาÿติกชีüภาพ (ก) 
PLA และ (ข) TPS เป็นแĀล่งคาร์บĂน 
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3.5 üิเคราะĀ์ค่าคüามเป็นกรด – ด่าง 
  จากการน าตัüĂย่างท่ีบ่มตามระยะเüลาท่ีก าĀนดมาüัดค่าคüามเป็นกรด – ด่างด้üยเครื่Ăงüัดคüามเป็นกรด 

- ด่าง (pH meter) ท่ีผ่านการÿĂบเทียบแล้ü พบü่า ในการเล้ียงเช้ืĂโดยใช้พลาÿติกชีüภาพ ชนิด PLA เป็นแĀล่ง

คาร์บĂนนั้น ท้ังÿามÿายพันธุ์ขĂงเช้ืĂท่ีน ามาทดÿĂบมีแนüโน้มการเปล่ียนแปลงขĂงค่าคüามเป็นกรด - ด่าง

เĀมืĂนกัน โดยท่ีเริ่มต้นการทดÿĂบจะมีค่าคüามเป็นกรด - ด่างĂยู่ท่ีประมาณ 6.7 – 7.0 แล้üค่าเพิ่มขึ้นĂย่าง

รüดเร็üเป็น 8.4 - 8.6 ในüันท่ี 3 จากนั้นลดลงĂย่างช้า ๆ จนมีค่าประมาณ 6.8 – 7.3 ในüันท่ี 33 และชุดคüบคุม

ท่ีมีค่าคามเป็นกรด - ด่างเพิ่มข้ึนเล็กน้Ăยในüันท่ี 10 จากนั้นลดลงĂย่างช้า ๆ จนมีค่าเป็น 7.2 ในüันท่ี 33 ดังแÿดง

ในรูปท่ี 3.10 (ก) 
  ÿ่üนในการเล้ียงเช้ืĂโดยใช้พลาÿติกชีüภาพ ชนิด TPS เป็นแĀล่งคาร์บĂน พบü่าท้ังÿามÿายพันธุ์ขĂงเช้ืĂ 

และชุดคüบคุมท่ีน ามาทดÿĂบมีแนüโน้มการเปล่ียนแปลงขĂงค่าคüามเป็นกรด -ด่างเĀมืĂนกัน โดยท่ีเริ่มต้นการ

ทดÿĂบจะมีค่าคüามเป็นกรด - ด่างĂยู่ ท่ีประมาณ 6.7 – 7.0 แล้üค่าค่Ăยๆเพิ่มขึ้นเป็น 8.3 - 8.6 ในüันท่ี 7  

จากนั้นลดลงจนมีค่าประมาณ 7.4 – 8.0 และค่Ăนข้างคงท่ีจนถึงüันท่ี 33 ดังแÿดงในรูปท่ี 3.10 (ข) 
 

 



20 
 

 
 
  รูปที่ 3.10 คüามÿัมพันธ์ระĀü่างค่าคüามเป็นกรด – ด่างกับเüลา โดยใช้พลาÿติกชีüภาพ (ก) PLA และ 

(ข) TPS เป็นแĀล่งคาร์บĂน 
 
3.6 üิเคราะĀ์ค่าการดูดกลืนแÿง  
จากการน าตัüĂย่างท่ีบ่มตามระยะเüลาท่ีก าĀนดมาüัดค่าการดูดกลืนแÿงด้üยüัดค่าการดูดกลืนแÿง ด้üยเครื่Ăง

เครื่Ăงüัดค่าการดูดกลืนแÿง ท่ี 600 นาโนเมตร พบü่า ในการเล้ียงเช้ืĂโดยใช้พลาÿติกชีüภาพ ชนิด PLA เป็นแĀล่ง

คาร์บĂนนั้น เช้ืĂ C. necator A-04 และ B. gladioli A7 นั้นมีแนüโน้มขĂงค่าการดูดกลืนแÿงท่ีคล้ายคลึงกัน คืĂ

ลดลงĂย่างช้า ๆในช่üง 7 üันแรกจากนั้นลดĂย่างรüดเร็üจนถึงจุดต ่าÿุดในüันท่ี  10 แล้üเพิ่มขึ้นĂย่างช้า ๆ

จนกระท่ังถึงüันท่ี 33 ซึ่งต่างจาก B. contaminans SCN-KJ ท่ีเพิ่มขึ้นĂย่างรüดเร็üในüันท่ี 3 แล้üค่Ăนข้างคงท่ี

แล้üมาลดลงĂย่างรüดเร็üĂีกท่ีในüันท่ี 10 ดังแÿดงในรูปท่ี 3.11 (ก) 
ใน ÿ่üนการเล้ียงเช้ืĂโดยใช้พลาÿติกชีüภาพ ชนิด TPS เป็นแĀล่งคาร์บĂนนั้ น  พบü่าเช้ืĂ  B. 

contaminans SCN-KJ และ C. necator A-04 นั้นมีแนüโน้มการเปล่ียนแปลงขĂงค่าการดูดกลืนแÿงคล้ายคลึง

กันท่ี เมื่Ăเüลาผ่านไปค่าการดูดกลืนแÿงจะค่Ăยๆลดลง ต่างกันท่ี B. contaminans SCN-KJ จะมีการเพิ่มขึ้น

เล็กน้Ăยแต่ C.necator A-04 จะลดลงĂย่างเĀ็นได้ชัด ในช่üงüันท่ี 10-14ขĂงการบ่ม แต่ÿ าĀรับ B. gladioli A7 

นั้นจะมีการลดลงขĂงค่าการดูดกลืนแÿงĂย่างรüดเร็üในช่üง 3 แรก แล้üค่Ăยๆเพิ่มขึ้นเมื่Ăเüลาผ่านไป ดังแÿดงใน

รูปท่ี 3.11 (ข) 
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  รูปท่ี 3.11 คüามÿัมพันธ์ระĀü่างค่าการดูดกลืนแÿงกับเüลา โดยใช้พลาÿติกชีüภาพ (ก) PLA และ  
(ข) TPS เป็นแĀล่งคาร์บĂน 
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3.7 ย้Ăมแกรนูลด้üย  Sudan black B  
  จากการน าตัüĂย่างท่ีบ่มตามระยะเüลาท่ีก าĀนดมาย้Ăมด้üย Sudan black B เพื่Ăดูการÿะÿมไขมัน

ภายในเซลล์ โดยไขมันท่ีÿะÿมนั้นจะติดÿีม่üงด า และเซลล์จะย้Ăมติดÿีแดง พบü่าในการเล้ียงเช้ืĂโดยใช้พลาÿติก

ชีüภาพท้ัง PLA (รูปท่ี 3.12) และ TPS (รูปท่ี 3.13) เป็นแĀล่งคาร์บĂนนั้น เช้ืĂท้ังÿามÿายพันธุ์มีการติดม่üงด า

ภายในเซลล์ลดน้Ăยลงเมื่Ăเüลาผ่านไป 

 
รูปท่ี 3.12 ผลการย้Ăมแกรนูลด้üยÿี Sudan black B  โดยใช้พลาÿติกชีüภาพ PLA เป็นแĀล่งคาร์บĂน 
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รูปท่ี 3.13 ผลการย้Ăมแกรนูลด้üยÿี Sudan black B  โดยใช้พลาÿติกชีüภาพ TPS เป็นแĀล่งคาร์บĂน 
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3.8 üิเคราะĀ์ปริมาณขĂง PHAs 

จากการน าตัüĂย่างท่ีบ่มตามระยะเüลาท่ีก าĀนดüิเคราะĀ์ปริมาณขĂง PHAs ชนิด PHB ภายในเซลล์ขĂง

แบคทีเรีย ด้üยเทคนิคแก๊ÿโครมาโทรกราฟี พบü่า ในการเล้ียงเช้ืĂโดยใช้พลาÿติกชีüภาพท้ัง PLA (รูปท่ี 3.14 (ก))  
และ TPS (รูปท่ี 3.14 (ข)) เป็นแĀล่งคาร์บĂนนั้น เช้ืĂท้ังÿามÿายพันธุ์มีปริมาณขĂง PHAs ภายในเซลล์ลดต ่าลง

Ăย่างเĀ็นได้ชัด  

รูปท่ี 3.14 คüามÿัมพันธ์ระĀü่างปริมาณขĂง PHAs กับเüลา โดยใช้พลาÿติกชีüภาพ (ก) PLA และ  
(ข) TPS เป็นแĀล่งคาร์บĂน 
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บทที่ 4 
ÿรุปผลและüิจารณ์ผลการทดลĂง 

 
งานüิจัยนี้เป็นการýึกþาคüามÿามารถและประÿิทธิภาพในการย่Ăยÿลายพลาÿติกชีüภาพ 3 ชนิดท่ีมีการ

ใช้Ăย่างแพร่Āลาย ประกĂบด้üย PHBV (ไม่ได้ท าการทดลĂง เนื่Ăงมาจากระยะเüลาท่ีจ ากัด และÿภาüการณ์โรค

ระบาด COVID-19), PLA และ TPS ด้üยเช้ืĂแบคทีเรียท่ีมีการýึกþาก่ĂนĀน้านี้แล้üü่ามีคüามÿามารถในการผลิต 

PHAs ชนิ ด  PHB จ าน üน  3 ÿายพั นธุ์  ไ ด้แก่  Cupriavidus necator A-04, Burkholderia contaminans 
SCN+KJ คัดแยกโดยนางÿาüกนกจันทร์ ใจบุญ และ Burkholderia gladioli A7 คัดแยกโดยนายýิริราชย์ นันทะ

ชัย เพื่Ăผลิต PHAs ขึ้นจากการใช้พลาÿติกชีüภาพดังกล่าüเป็นแĀล่งคาร์บĂน ซึ่งจัดเป็นการรีไซเคิลทางชีüภาพ

ขĂง PHAs   
 จากการขึ้นรูปแผ่นฟิล์มเพื่Ăเป็นแĀล่งคาร์บĂนใĀ้แก่เช้ืĂแบคทีเรียท่ี โดยน าผงĀรืĂเม็ดพลาÿติกท่ีต้Ăงการ

มาขึ้นรูปด้üยüิธี solvent casting technique ขĂง (Doi et al., 1995) พบü่า เมื่Ăใช้ผงพลาÿติกชีüภาพชนิด 

PHBV จะได้แผ่นฟิล์มลักþณะÿีขาüขุ่น มีผลึกÿีขาüกระจายประปราย ผิüด้านทึบแÿง และเมื่Ăใช้เป็นเม็ดพลาÿติก

ชีüภาพชนิด PLA จะได้แผ่นฟิล์มท่ีมีลักþณะโปร่งใÿ ผิüมัน ซึ่งเป็นลักþณะพิเýþขĂง  PLA (Suksawad and 
Prathum-aree, 2012) 

เมื่Ăน าแบคทีเรียท่ีมีการýึกþาก่ĂนĀน้านี้แล้üü่าÿามารถผลิต PHAs ได้ 3 ÿายพันธุ์ มาใช้ในการทดÿĂบ

คüามÿามารถในการย่Ăยÿลายพลาÿติชีüภาพท้ัง 3 ชนิด โดยการเล้ียงใĀ้Ăยู่ในÿภาüะขาดแคลนแĀล่งคาร์บĂน คืĂ

ในĂาĀารเล้ียงเช้ืĂแบบเĀลü YP คüามเข้มข้น 0.1 เท่า แล้üใÿ่แผ่นฟิล์มพลาÿติกชีüภาพเป็นแĀล่งคาร์บĂน เมื่Ă

น ามาüัดค่าการดูดกลืนแÿง ท่ี 600 นาโนเมตร พบü่าพลาÿติกชีüภาะท้ังÿĂงชนิดใĀ้แนüโน้มค่าการดูดกลืนแÿงท่ี

เพิ่มมากขึ้นเล็กน้Ăย ซึ่งĀมายถึงมีการเพิ่มปริมาณขĂงเซลล์ในระĀü่างการเล้ียงเช้ืĂมากขึ้น และเมื่ĂüิเคราะĀ์

น ้าĀนักเซลล์แĀ้ง โดยการดูดตัüĂย่าง 2 มิลลิลิตรมากรĂงผ่านกระดาþกรĂงเซลลูโลÿไนเตรท 0.45 ไมครĂน 

พบü่าในÿ่üนการเล้ียงเช้ืĂโดยใช้พลาÿติกชีüภาพ ชนิด TPS เป็นแĀล่งคาร์บĂนนั้นจะใĀ้แนüโน้มขĂงน ้าĀนักเซลล์

แĀ้งท่ีเพิ่มขึ้น Āมายถึงมีปริมาณเซลล์เพิ่มมากขึ้นระĀü่างการเล้ียงเช้ืĂ แต่ในขณะท่ีใช้พลาÿติกชีüภาพชนิด PLA 
ใĀ้แนüโน้มท่ีมีการแปรผันÿูง ซึ่งน่าจะเป็นผลมาจากปริมาณเซลล์ท่ีน้ĂยมากในĂาĀารเล้ียงเช้ืĂและเมื่Ăน ามากรĂง

ในปริมาณท่ีน้Ăยมากเช่นกันจึงĂาจท าใĀ้ไม่ได้ค่าขĂงน ้าĀนักเซลล์แĀ้งท่ีÿามารถยĂมรับได้ คüรใช้ตัüĂย่างปริมาตร 

5 มิลลิลิตร กรณีตัüĂย่างท่ีมีจ านüนเซลล์มาก เช่น จ านüนเซลล์จากกระบüนการĀมัก เป็นต้น ĀรืĂปริมาตร 100  
มิลลิลิตรกรณีตัüĂย่างท่ีมีจ านüนเซลล์น้Ăย (Stone et al.,1992) 
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ต่Ăมาน าตัüĂย่างüัดค่าคüามเป็นกรด - ด่าง พบü่าในการเล้ียงเช้ืĂท่ีใช้ PLA มีการเพิ่มขึ้นขĂงค่าคüามเป็น

กรด-ด่างในช่üง 3 üันแรก จากนั้นลดลงĂย่างช้า ๆ ในช่üงĀลังจากüันท่ี 3 ในขณะท่ี TPS ค่Ăยๆเพิ่มÿูงขึ้นเล็กน้Ăย 

ซึ่งการลดลงขĂงค่าคüามเป็นกรด - ด่างนั้นช้ีใĀ้เĀ็นü่ามีการย่ĂยÿลายขĂงพลาÿติกชีüภาพเกิดขึ้น และจาก

เปĂร์เซ็นต์การÿูญเÿียมüลขĂงแผ่นฟิล์ม พบü่าในการเล้ียงด้üย PLA เช้ืĂ B. gladioli A7 มีเปĂร์เซ็นต์การÿูญเÿีย

มüลÿูงท่ีÿุดมีค่าเป็น 11 เปĂร์เซ็นต์ ÿĂดคล้Ăงกับใน TPS ท่ี B. gladioli A7 ( 4 เปĂร์เซ็นต์) ÿูงท่ีÿุดเช่นกัน ซึ่ง

ÿามารถÿรุปได้ü่ามีการย่ĂยÿลายขĂงพลาÿติกชีüภาพเกิดขึ้นในการเล้ียงเช้ืĂท้ัง 2 ชนิดขĂงพลาÿติกชีüภาพ และ

ท้ัง 3 ÿายพันธุ์ขĂงแบคทีเรีย โดยในÿายพันธุ์ B. gladioli A7 มีคüามÿามารถในการย่Ăยÿลายพลาÿติกชีüภาพท้ัง 

2 ชนิด มากท่ีÿุด 
เมื่Ăน าตัüĂย่างมาย้Ăมเซลล์ด้üยÿี Sudan black B เพื่ĂดูการÿะÿมขĂงไขมันภายในเซลล์ ซึ่งÿี Sudan 

black B  จัดเป็นÿีย้Ăมท่ีละลายในไขมัน โดยเมื่Ăไขมันแล้üจะใĀ้ผลเป็นแกรนูลÿีม่üงด า (Hartman, 2009) พบü่า

ในการเล้ียงเช้ืĂด้üยพลาÿติกชีüภาพท้ังÿĂงชนิดมีแนüโน้มท่ีเĀมืĂนกัน คืĂมีการติดÿีม่üงด าภายในเซลล์ท่ีน้Ăยลง

เมื่Ăเüลาในการบ่มมากขึ้น ซึ่งĀมายถึงมีปริมาณขĂง PHAs ชนิด PHB ภายในเซลล์ขĂงแบคทีเรียท่ีลดต ่าลง และ

เมื่ĂüิเคราะĀ์ปริมาณ PHAs ชนิด PHB ภายในเซลล์ด้üยเทคนิคแก๊ÿโครมาโทรกราฟีพบü่าท้ังÿĂงพลาÿติกชีüภาพ

ไม่พบการเพิ่มขึ้นขĂงปริมาณ PHAs ภายในเซลล์ นĂกจากนี้เช้ืĂท่ีพบü่ามีปริมาณ PHAs เริ่มต้นภายในเซลล์Ăย่าง 

C. necator A-04 และ B. contaminans SCN-KJ ก็มีการลดลงĂย่างเĀ็นได้ชัด ซึ่งÿามารถÿรุปได้ü่าเช้ืĂท้ัง 3 
ÿายพันธุ์นั้นมีปริมาณขĂง PHB ภายในเซลล์ท่ีลดลงĂย่างชัดเจนระĀü่างการทดลĂง 

จากผลการทดลĂงท้ังĀมดจึงÿรุปได้ü่า แบคทีเรียท้ัง 3 ÿายพันธุ์ ÿามารถย่Ăยพลาÿติกชีüภาพท้ัง 2 ชนิด

ได้ โดยÿามารถย่Ăยÿลายพลาÿติกชีüภาพชนิด PLA ได้ดีกü่าชนิด TPS ซึ่งÿĂดคล้Ăงกับงานüิจัยก่ĂนĀน้าท่ีได้

ýึกþาü่าเช้ืĂ Burkholderia spp. มีคüามÿามารถในการผลิตเĂนไซม์ไลเปÿ (lipase) ซึ่งÿามารถย่Ăยÿลายไขมัน

ใĀ้กลายเป็นกรดไขมันĂิÿระ (Putra et al., 2019) เช่นเดียüกับเช้ืĂ C. necator (Schmidt et al., 2016) แต่

ทü่าไม่ÿามารถน าผลผลิตจากการย่ĂยÿลายขĂงพลาÿติกชีüภาพท้ัง 2 ชนิดมาใช้เป็นแĀล่งคาร์บĂนเพื่Ăผลิตเป็น 

PHAs ได้ แม้จะมีการýึกþาก่ĂนĀน้านี้แล้üü่าเช้ืĂ Burkholderia spp. พบการแÿดงĂĂกขĂงโĂเปĂรĂน ในยีน 
Pha ท่ีประกĂบไปด้üยยีน PhaC1, PhaC2, PhaC3 ซึ่งÿามารถÿังเคราะĀ์ได้เป็น PHB (Urtuvia et al., 2018) 
เช่นเดียüกับเช้ืĂ C. necator (Mifune et al., 2010) ก็ตาม ซึ่งĂาจเกิดจากÿภาüะท่ีไม่เĀมาะÿมต่Ăการผลิต 

PHAs ชนิด PHB ขĂงเช้ืĂท้ัง 3 ÿายพันธุ์ จึงจ าเป็นท่ีจะต้ĂงĀาÿภาüะท่ีเĀมาะÿมเพื่ĂใĀ้เกิดท้ังการย่Ăยÿลาย

พลาÿติกชีüภาพและผลิต PHAs ไปพร้Ăมกัน  
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นĂกจากนี้ผลท่ีคาดü่าจะได้รับĀากด าเนินการครบทุกขั้นตĂนขĂงปฏิบัติการทดลĂง คืĂ พัฒนา

กระบüนการรีไซเคิลชีüภาพโดยการย่Ăยÿลายพลาÿติกชีüภาพท้ังÿĂงชนิดท่ีได้ท าการทดลĂงมาแล้ü รüมท้ังชนิด 

PHBV ใĀ้เป็นแĀล่งคาร์บĂนแก่เช้ืĂท้ัง 3 ÿายพันธุ์ และผลิตเป็น PHAs ชนิด PHB และĂาจลดคüามผิดพลาดขĂง

ผลการทดลĂงบางĂย่างท่ีĂาจจะเป็นผลมาจากÿภาüการณ์โรคระบาด COVID-19 
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ภาคผนüก ก 
ÿูตรและüิธีการเตรียมĂาĀารเลี้ยงเช้ืĂ 

1. ĂาĀารเลี้ยงเชื้Ăแข็ง nutrient agar (NA) 
ĂาĀาร 1 ลิตร ประกĂบด้üย 

Beef      1  กรัม 
Yeast extract     1  กรัม 
Peptone     5  กรัม 
NaCl      5  กรัม 
Agar      5  กรัม 

นึ่งฆ่าเช้ืĂด้üยคüามดันไĂ 15 ปĂนด์ต่Ăตารางนิ้ü ĂุณĀภูม ิ121 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 15 นาที 
 

2. ĂาĀารเลี้ยงเชื้Ă yeast peptone คüามเข้มข้น 1 เท่า (YP) 
ĂาĀาร 1 ลิตร ประกĂบด้üย 

Yeast extract     5 กรัม 
Peptone     10 กรัม 

นึ่งฆ่าเช้ืĂด้üยคüามดันไĂ 15 ปĂนด์ต่Ăตารางนิ้ü ĂุณĀภูม ิ121 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 15 นาที 
 

3. ĂาĀารเลี้ยงเชื้ĂเĀลüÿูตรĂุดม (enrich medium) 
ĂาĀาร 1 ลิตร ประกĂบด้üย 

Yeast extract     10  กรัม 
Peptone     10  กรัม 
Beef extract    5 กรัม 
Ammonium sulfate   5 กรัม 

นึ่งฆ่าเช้ืĂด้üยคüามดันไĂ 15 ปĂนด์ต่Ăตารางนิ้ü ĂุณĀภูม ิ121 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 15 นาที 
 

4. ĂาĀารเลี้ยงเชื้ĂเĀลü YP คüามเข้มข้น 0.1 เท่า (production medium) 
ĂาĀาร 50 มิลลิลิตร ประกĂบด้üย 

Yeast extract 0.0235 กรัม 
Peptone 0.05 กรัม 

นึ่งฆ่าเช้ืĂด้üยคüามดันไĂ 15 ปĂนด์ต่Ăตารางนิ้ü ĂุณĀภูม ิ121 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 15 นาที 
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ภาคผนüก ข 
ÿารเคมีและüิธีการเตรียมท่ีใช้ในการทดลĂง 

 
1. ÿารละลายโซเดียมคลĂไรด์ 0.85 เปĂร์เซ็นต์ 

ละลายผงโซเดียมคลĂไรด์ 0.85 กรัม ในน ้าปราýจากไĂĂĂนปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผÿมใĀเ้ข้ากัน นึ่งฆ่า

เช้ืĂด้üยคüามดันไĂ 15 ปĂนด์ต่Ăตารางนิ้ü ĂุณĀภูม ิ121 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 15 นาที 
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