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บทคัดย่อ 

พลาสติกชีวภาพ ประกอบด้วยวัตถุดิบท่ีผลิตจากแหล่งชีวมวล ซึ่งสามารถหมุนเวียนได้ โดยพลาสติก

ชีวภาพนั้นมีคุณสมบัติเด่นคือ มีความเข้ากันได้ทางชีวภาพ และสามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพภายใต้สภาวะท่ี

เหมาะสม โดยทุกวันนี้พลาสติกชีวภาพถูกน ามาใช้ทดแทนพลาสติกปิโตรเคมีกันแพร่หลายมากยิ่งขึ้ น ซึ่งด้วย

เหตุผลท่ีกล่าวข้างต้นท าให้การย่อยสลายพลาสติกชีวภาพอาจกลายเป็นปัญหาได้ในอนาคต ดังนั้นการรีไซเคิล

ชีวภาพโดยการย่อยสลายพลาสติกชีวภาพท่ีการใช้งานอย่างแพร่หลาย ได้แก่ โคพอลิเมอร์ของ poly(3-
hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate), พอลิแลคติกแอซิด และเทอร์โมพลาสติกสตาร์ชด้วยแบคทีเรียท่ีมี

ความสามารถในการผลิต PHAs เป็นอีกทางเลือกหนึ่งในจัดการขยะพลาสติกชีวภาพ งานวิจัยนี้วิจัยนี้มีจุดประสงค์

เพื่อพัฒนากระบวนการรีไซเคิลชีวภาพโดยการย่อยสลายพลาสติกชีวภาพด้วยเช้ือ Cupriavidus necator strain 
A-04, เ ช้ื อ  Burkholderia contaminans SCN-KJ ซึ่ ง คั ด แยก โน น างส าวก น ก จัน ทร์  ใจบุ ญ  และ เช้ื อ 

Burkholderia gladioli A7 ท่ีคัดแยกโดยนายศิริราชย์ นันทะชัย ซึ่งเป็นแบคท่ีเรียท่ีสามารถผลิต PHAs ได้ จาก

ผลการทดสอบการย่อยสลายพลาสติกชีวภาพในระดับขวดเขย่าพบว่า ในการเล้ียงเช้ือท้ังสามสายพันธุ์โดยพลาสติก

ชีวภาพชนิด PLA เป็นแหล่งคาร์บอนมีเปอร์เซ็นต์การสูญเสียมวลของพลาสติกสูงท่ีสุด ท่ี 11% ด้วยเช้ือ B. 
gladioli A7 และในการเล้ียงเช้ือด้วยพลาสติกชนิด TPS ท่ี 4% ด้วยเช้ือ B. gladioli A7 อย่างไรก็ตามไม่พบการ

ผลิต PHAs จากผลิตภัณฑ์จากการย่อยสลายในท้ังสามสายพันธุ์ท่ีทดสอบ จึงจ าเป็นต้องมีการปรับสภาวะเพิ่มเติม

เพื่อให้เกิดการย่อยสลายพลาสติกชีวภาพและผลิต PHAs พร้อมกัน 
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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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นายศิริราชย์ นันทะชัย รวมไปถึงพี่ๆ ทุกคนในห้องวิจัย ท่ีคอยให้ความรู้ ให้ค าปรึกษา ให้ความช่วยเหลือ และให้

ก าลังใจแก่ผู้วิจัยเสมอมา 
ขอขอบคุณนายธเนศ ศรึโมรา และนางสาวสิริธัช ภมรสูต ท่ีคอยช่วยเหลือ และให้ค าปรึกษาโดยตลอด 

ขอขอบคุณพี่ๆเจ้าหน้าท่ีในภาควิชาจุลชีววิทยา ท่ีคอยให้การช่วยเหลือ อ านวยความสะดวก ให้ความรู้การใช้

อุปกรณ์เป็นอย่างดี  
ขอขอบคุณรุ่นพี่ และรุ่นน้องทุกคนในภาควิชาจุลชีววิทยา ท่ีช่วยเหลือ ให้ค าแนะน า และคอยเป็นก าลังใจ

ให ้
ขอขอบคุณเพื่อนๆ ทุกคนท่ีคอยช่วยเหลือ ให้ค าปรึกษา เป็นก าลังใจ และแรงผลักดันให้เสมอมา 
สุดท้ายนี้ขอขอบคุณบิดา มารดา ของนางสาวสิริยากร มิตรจิตร์ และสมาชิกในครอบครัวทุกคนท่ี 

คอยให้ความช่วยเหลือ ให้ก าลังใจ และสนับสนุนในทุก ๆ อย่างตลอดจนส าเร็จการศึกษา 
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รูปท่ี 3.8 แผ่นฟิล์ม PLA และ TPS หลังการย่อยสลายด้วย B. contaminans SCN+KJ                  17 
รูปท่ี 3.9 ความสัมพันธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์สูญเสียมวลของแผ่นฟิล์มกับเวลา  
โดยใช้พลาสติกชีวภาพเป็นแหล่งคาร์บอน              
  (ก) PLA           18 
  (ข) TPS           18 
รูปท่ี 3.10 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเป็นกรด – ด่างกับเวลา โดยใช้พลาสติกชีวภาพเป็นแหล่งคาร์บอน  
  (ก) PLA            19 
  (ข) TPS            19 
รูปท่ี 3.11 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับเวลา โดยใช้พลาสติกชีวภาพ     
  (ก) PLA                               21   
  (ข) TPS            21 
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รูปท่ี 3.12 ผลการย้อมแกรนูลด้วยสี Sudan black B  โดยใช้พลาสติกชีวภาพ PLA    22 
รูปท่ี 3.13 ผลการย้อมแกรนูลด้วยสี Sudan black B  โดยใช้พลาสติกชีวภาพ TPS    23 
รูปท่ี 3.14 ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณของ PHAs กับเวลา โดยใช้พลาสติกชีวภาพ  
  (ก) PLA           24 
  (ข) TPS           24 
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บทท่ี 1 
บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญ 

พลาสติกด้ังเดิม หรือพลาสติกจากปิ โตรเลียม (petroleum based plastics) พลาสติกเป็นวัสดุ

สังเคราะห์ท่ีมีโครงสร้างเป็นพอลิเมอร์ เกิดจากหน่วยย่อยของพลาสติกหรือมอนอเมอร์มาต่อกันหลาย ๆ หน่วย

ด้วยพันธะโคแวเลนต์ ซึ่งองค์ประกอบของมอนอเมอร์ท่ีแตกต่างกัน จะท าให้ได้คุณสมบัติของพลาสติกท่ีแตกต่าง

กัน โดยในปัจจุบันนี้พลาสติกมีท่ีมาจากถ่านหิน ก๊าซธรรมชาติและน ้ามัน จึงเรียกอีกอย่างว่า พลาสติกจาก

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

ชีวิตประจ าวัน มีการน าพลาสติกมาใช้เป็นองค์ประกอบส าคัญในหลายด้าน เช่น ด้านเครื่องนุ่งห่ม ด้านบรรจุภัณฑ์ 

ด้านอุปกรณ์คมนาคม ตลอดจนอุปกรณ์การแพทย์ (Andrady and Neal, 2009) ด้วยคุณสมบัติท่ีมีความโปร่งใส 
ประหยัดต้นทุน น ้าหนักเบา แข็งแรง และทนทาน (Johnston et al., 2018) ท าให้พลาสติกเหนือกว่าวัสดุอื่น ๆ 

ในด้านการใช้งาน ส่งผลให้ขนาดการผลิตของพลาสติกขยายตัวขึ้น 20 เท่าในช่วง 5 ทศวรรษต้ังแต่ปี พ.ศ. 2507 
ซึ่งมีอัตราการผลิตเกิน 300 ล้านตันต่อปี และสูงถึง 335 ล้านตันในปี พ.ศ. 2558  นอกจากนี้แนวโน้มการผลิต

พลาสติกในอนาคตว่าจะเพิ่มสูงขึ้นเป็นสองเท่าในป ีพ.ศ. 2573 และเกือบส่ีเท่าภายในปี พ.ศ. 2593  
แต่ทว่าคุณสมบัติท่ีมีความเสถียรสูงของพลาสติกอันเกิดจากโครงสร้างโพลีเมอร์แบบโซ่ยาว น ้าหนัก

โมเลกุล (MW) สูง การขาดหมู่ฟังก์ชันท่ีดี การไม่ชอบน ้าและการตกผลึก นั้นส่งผลท าให้กระบวนการย่อยสลาย

ตามธรรมชาติท าได้ยาก (Urbanek et al., 2018) ใช้เวลาในการย่อยสลายเฉล่ียหลายร้อยปี โดยมีพลาสติกเพียง

ส่วนหนึ่งท่ีถูกน าไปรีไซเคิล พลาสติกท่ีเหลือจะถูกก าจัดด้วยการเผา หรือการฝังกลบส่งผลเสียต่อส่ิงแวดล้อมใน

ระยะยาว (Drzyzga and Prieto, 2018) ส่งผลในแง่ขอส่ิงแวดล้อมท าให้มีปริมาณพลาสติกท่ีสะสมในส่ิงแวดล้อม

เพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็ว (Chamas et al., 2020) และในแง่ของสุขภาพนั้นพบว่าเทคโนโลยีการผลิตพลาสติกสมัยใหม่

ท่ีมีการเพิ่มสารเติมแต่งบางชนิดลงไปเพื่อให้พลาสติกมีคุณสมบัติตามความต้องการได้อย่างหลากหลาย เช่น ถุงใส่

อาหาร บรรจุภัณฑ์ใส่อาหารและเครื่องด่ืม ฟิล์มถนอมอาหาร ของเล่นเด็ก อุปกรณ์ก่อสร้าง และ เฟอร์นิเจอร์ เป็น

ต้น ซึ่งสารเหล่านี้อาจปนเป้ือนสู่อาหาร หากมีการใช้งานพลาสติกท่ีไม่ถูกวิธีหรือใช้ไม่เหมาะสมกับประเภทของ

พลาสติก  อาจน ามาซึ่ ง โรค เรื้ อ รั ง ต่ าง  ๆ  เช่น  ไวนิ ล  คลอไร ด์  (vinyl chloride)  และฟอร์มั ล ดี ไฮ ด์  

(formaldehyde) จัดเป็นสารก่อมะเร็งกลุ่ม 1 คือ ก่อให้เกิด โรคมะเร็งในคน จากรายงานของ International 
Agency for Research on Cancer (IARC) (ศุลีพร แสงกระจ่าง และคณะ, 2556)  
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 ต่อมาเพื่อลดผลกระทบจากปัญหาของพลาสติกสังเคราะห์ อุตสาหกรรมต่าง ๆ ได้ริเริ่มพัฒนาและผลิต

พลาสติกท่ีสามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพได้มาทดแทน (Shah et al., 2010) พลาสติกย่อยสลายได้ทางชีวภาพ 
(biodegradable plastic) หรือพลาสติกชีวภาพ หมายถึง พลาสติกท่ีได้รับการออกแบบมา เพื่อรองรับการ

เปล่ียนแปลงคุณสมบัติทางเคมีบางประการภายใต้สภาพแวดล้อมท่ีก าหนด โดยการเปล่ียนแปลงโครงสร้างทาง  
เคมีนั้นเป็นผลมาจากกิจกรรมของจุลินทรีย์ตามธรรมชาติ  

พลาสติกท่ีถูกย่อยสลายได้ทางชีวภาพถูกจ าแนกออกเป็น 4 ประเภท โดยใช้กระบวนการสังเคราะห์และ

แหล่งของวัตถุดิบในการผลิตท่ีแตกต่างกันเป็นเกณฑ์ ดังนี้ (Vieira et al., 2011) 

1. พอลิเมอร์ท่ีได้มาจากวัตถุดิบท่ีเป็นชีวมวล (biomass) ได้แก่ 
- วัตถุดิบท่ีเป็นพอลิแซกคาไรด์ เช่น แป้งข้าวสาลี แป้งมันฝรั่ง แป้งข้าวโพด เป็นต้น  
- วัตถุดิบท่ีเป็นผลิตภัณฑ์ลิกโนเซลลูโลส เช่น ฟาง ไม้ เป็นต้น  
- วัตถุดิบในกลุ่มของไคโตซานและไคติน ท่ีหากน ามาละลายในกรดอินทรีย์จะมีลักษณะเป็นสารละลาย   
   ใสเหนียวคล้ายวุ้น แล้วน ามาขึ้นรูปเป็นพลาสติก  
- วัตถุดิบในกลุ่มคอลลาเจนและเจลาตินท่ีสกัดจากโปรตีนพืชและสัตว์แล้วน ามาขึ้นรูปเป็นพลาสติก  

2. พอลิเมอร์ท่ีได้จากการผลิตของจุลินทรีย์ ได้แก่ โพลิเมอร์ในกลุ่ม PHAs เช่น poly(hydroxybutyrate) 
(PHB) และ poly(hydroxybutyrate cohydroxyvalerate) (PHBV) เป็นต้น  

3. พอลิเมอร์ท่ีสังเคราะห์ข้ึนจากกระบวนการทางเคมี ได้วัตถุดิบท่ีเป็นมอนอเมอร์จากผลิตภัณฑ์ทาง

การเกษตร เช่น ข้าวโพด มันส าปะหลัง อ้อย เป็นต้น น ามาผ่านกระบวนการทางเทคโนโลยีชีวภาพเพื่อ

เปล่ียนแป้งเป็นน ้าตาลและเปล่ียนน ้าตาลไปเป็นมอนอเมอร์ ซึ่งก็คือ กรดแลกติก (lactic acid) และน ามา

เช่ือมต่อเป็นพอลิเมอร์สายยาว ซึ่งพอลิเมอร์ประเภทนี้ คือ poly(lactic acid) (PLA) 
4. พอลิเมอร์ท่ีสังเคราะห์ข้ึนจากมอนอเมอร์หรือพอลิเมอร์จากอุตสาหกรรมปิโตรเคมี 2 กลุ่มหลัก คือ 

- กลุ่มท่ีมีโครงสร้างเป็นโซ่สายตรง เช่น poly(butylene succinate) (PBS) ท่ีมีมอนอเมอร์เป็นกรดซักซ ิ 
  นิคและ 1,4 –บิวเทนไดออล  
- กลุ่มท่ีมีโครงสร้างเป็นวงอะโรมาติก เช่น poly(butylene adipate/terephthalate) (PBAT) เป็นต้น 
จากการจ าแนกประเภทข้างต้นจะสังเกตได้ว่าพลาสติกท่ีถูกย่อยสลายได้ทางชีวภาพทุกประเภทมี

สังเคราะห์จากวัตถุดิบท่ีเป็นทรัพยากรธรรมชาติ ท่ีสามารถสร้างทดแทนใหม่ได้ (renewable resources) ยกเว้น

แค่ท่ีประเภท 4 แต่ทว่าท้ัง 4 ประเภทนั้นสามารถถูกย่อยสลายได้ภายใต้กระบวนการย่อยสลายทางชีวภาพ 

(biodegradation)  โดยกระบวนการย่อยสลายทางชีวภาพเป็นกระบวนการย่อยสลายท่ีเกิดขึ้นจากกิจกรรมของ

จุลินทรีย์ เช่น แบคทีเรีย รา ยีสต์ แอคติโนมัยซิส เป็นต้น แล้วน าไปสู่การหมุนเวียนคาร์บอน ซึ่งหากมีการย่อย
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สลายได้อย่างสมบูรณ์ จะได้ผลผลิตสุดท้ายเป็น ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ น ้า และ  มวลชีวภาพ (Barlaz et al., 
1989) 

กระบวนการย่อยสลายพลาสติกชีวภาพนั้นเริ่มจากการท างานร่วมกันของจุลินทรีย์และปัจจัยภายนอกท่ี

ส่งผลให้พลาสติกชีวภาพแตกออกเป็นช้ินเล็กช้ินน้อย ขั้นตอนนี้เรียกว่า “biodeterioration” จากนั้นจุลินทรีย์จะ

ปล่อยเอนไซม์ออกมานอกเซลล์เพื่ อย่อยสลายสายพอลิเมอร์ของพลาสติกชีวภาพ ขั้นตอนนี้ เรียกว่า 

“depolymerisation” ให้กลายเป็นโมเลกุลเล็ก ๆ ซึ่งโมเลกุลท่ีเกิดขึ้นเหล่านี้จะถูกซึมผ่านเข้าไปในเซลล์ของ

จุลินทรีย์ผ่านทางเยื่อหุ้มเซลล์ และส่งเข้าสู่กระบวนการสันดาปเพื่อน าไปใช้ในการสร้างพลังงานและมวลชีวภาพ 

ขั้นตอนนี้เรียกว่า การดูดซึม (assimilation) (Chandra and Rustgi, 1998) ดังแสดงในรูปท่ี 1.1 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 1.1 กระบวนการย่อยสลายพลาสติกชีวภาพ (จุฑากานต์ บุญมี, 2561) 

ปัจจัยหลายท่ีส่งผลต่ออัตราการย่อยสลายของพลาสติกชีวภาพ ประกอบด้วย ปัจจัยภายนอก และปัจจัย

ด้านคุณสมบัติทางเคมีและกายภาพของพลาสติกแต่ละประเภท เช่น หากมีการน าพลาสติกชีวภาพไปฝังดินหรือท้ิง

ในระบบฝังกลบขยะ ปัจจัยภายนอกท่ีจะมีผลต่ออัตราการย่อยสลายพลาสติกชีวภาพ ได้แก่ อุณหภูมิ ความช้ืนหรือ

ปริมาณน ้าในดิน การถ่ายเทอากาศในดิน ปริมาณธาตุอาหารในดิน ค่าความเป็นกรดเป็นด่างของดิน ลักษณะของ

เนื้อดิน รวมไปถึงชนิดของจุลินทรีย์ในดิน ส่วนปัจจัยด้านคุณสมบัติทางเคมีและกายภาพท่ีแตกต่างกันไปใน

พลาสติกแต่ละประเภท เช่น น ้าหนักโมเลกุล (molecular weight) ของสายพอลิเมอร์ แต่ถึงแม้ว่าอัตราการย่อย

สลายของพลาสติกชีวภาพจะถูกควบคุมโดยปัจจัยมากมาย แต่ก็ย่อยสลายได้ภายในระยะเวลาท่ีรวดเร็ว เมื่อเทียบ

กับพลาสติกสังเคราะห์ท่ีย่อยสลายได้ยากมากใช้เวลาย่อยสลายเฉล่ีย 450 ปี และอาจสลายตัวสะสมในส่ิงแวดล้อม

ตลอดจนร่างกายมนุษย์ในรูปของไมโครพลาสติกอีกด้วย (สถาบันลูกโลกสีเขียว, 2561) 
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ดังนั้นจึงกล่าวได้ว่าพลาสติกท่ีย่อยสลายได้ทางชีวภาพเป็นพลาสติกท่ีเป็นมิตรต่อส่ิงแวดล้อมด้วย (จุฑา

กานต์ บุญมี, 2561) ข้อดีมากมายได้แก่ เพิ่มความอุดมสมบูรณ์ของดิน ผลิตได้จากวัตถุดิบท่ีหมุนเวียนได้ (ลดการ

ปล่อยก๊าซเรือนกระจก) ลดการสะสมของวัสดุพลาสติกขนาดใหญ่ในส่ิงแวดล้อม (ช่วยลดการบาดเจ็บของสัตว์ป่า) 

และลดต้นทุนในการจัดการขยะ นอกจากนี้พลาสติกท่ีย่อยสลายได้ทางชีวภาพยังสามารถน าไปรีไซเคิลเป็นสารท่ีมี

ประโยชน์ (มอนอเมอร์และโอลิโกเมอร์) ด้วยจุลินทรีย์และเอนไซม์ (Tokiwa et al., 2009)  
โดยในปัจจุบันมีประยุกต์ใช้งานพลาสติกชีวภาพในหลากหลายด้าน เน้นเป็น 3 ด้านหลักด้วยกันได้แก่ 

ทางด้านการแพทย์ ทางด้านการเกษตร และทางด้านบรรจุภัณฑ์  
1. การประยุกต์ใช้งานด้านการแพทย์ เช่น ใช้ผลิตรากฟันเทียม (ภัทรนันท์ ทวดอาจ และคณะ, 2021) ผลิต

แคปซูลยาท่ีสามารถควบคุมการปล่อยตัวยาได้อย่างช้าๆตามต้องการ ผลิตวัสดุทางการแพทย์ท่ีน ามาใช้กับ

ดวงตา ผลิตไหมเทียมเพื่อใช้ในการผ่าตัด ผลิตเป็นวัสดุตรึงกระดูกซึ่งพบว่ามีความยืดหยุ่นกว่าการใช้โลหะ 
นอกจากนั้นยังมีการพัฒนาเพื่อใช้ในการผลิตผิวหนังเทียม เช่นในกลุ่มของคลอลาเจน และ ไคติน เป็นต้น 

เพื่อใช้ตกแต่งบาดแผลท่ีเกิดจากไฟไหม้ (วิลาส รัตนานุกูล, 2554) 
2. การประยุกต์ใช้งานด้านการเกษตร เช่น มีการน าพลาสติกชีวภาพมาใช้เป็นตัวควบคุมการปลดปล่อย

สารอาหารให้กับพืช น ามาใช้เป็นวัสดุคลุมดินหรือผลผลิต น ามาใช้เป็นภาชนะปลูกพืชเพื่อให้เกิดการย่อย

สลายและเป็นอาหารให้กับพืชในระหว่างการเพาะปลูกด้วย นอกจากนี้ทางการเกษตรเริ่มสนใจน า มาใช้

เป็นตัวปรับปรุงคุณภาพของดิน (soil conditioner) ร่วมกับวัสดุท่ีสามารถย่อยสลายได้ตามธรรมชาติชนิด

อื่น ๆ อีกด้วย (สวรรยา เช้ือพันธุ์, 2553)  
3. การประยุกต์ใช้งานด้านบรรจุภัณฑ์ น ามาผลิตถุงใส่ของ และถุงใส่ขยะเพื่อลดขั้นตอนและระยะเวลาใน

การคัดแยกและก าจัดขยะ (สถาบันพลาสติก, 2556b) 

ตัวอย่างพลาสติกท่ีย่อยสลายได้ทางชีวภาพท่ีมีการน ามาใช้อย่างแพร่หลายในปัจจุบัน ได้แก่ โคพอลิเมอร์

ของ poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) (PHBV), พอลิแลกติกแอซิด (PLA) (Tokiwa et al., 
2009) และ เทอร์โมพลาสติกสตาร์ช (TPS) (รังรอง ยกส้าน และคณะ, 2552) เป็นต้น 

โคพอลิเมอร์ของ poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) (PHBV)  
เป็นพอลิเมอร์ท่ีได้จากการผลิตของจุลินทรีย์ อยู่ในกลุ่มพอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต (PHAs) โดยจุลินทรีย์

จะผลิต PHAs ในสภาวะท่ีมีความเครียดหรือภายใต้สภาวะการเจริญเติบโตไม่สมดุล  เพื่อควบคุมระดับ acetyl 
CoA ภายในเซลล์ท่ีมากเกินพอ และลดปริมาณ          โดย เฉพาะในสภาวะ ท่ีมี แห ล่งคาร์บอน สูง  และ

ไนโตรเจนต ่า (Bhati et al., 2010) ซึ่ง PHAs ท าหน้าท่ีเป็นแหล่งกักเก็บคาร์บอนส ารองของจุลินทรีย์ซึ่งมักอยู่ใน

รูปของแกรนูลภายในเซลล์ (Johnston et al., 2018)  PHBV นั้นเกิดจากการรวมกันของมอนอเมอร์ของพอลิไฮ 
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ดรอกซีแอลคาโนเอตท้ังสองชนิด (copolymer) คือ บิวทิเรต และวาเลอเรต (Shah et al., 2010) ซึ่งท าให้มี

สมบัติคงทนแข็งแรงมากขึ้นกว่าฮอมอพอลิเมอร์ (ฉันท์ชนก ดวงศรี และ วุฒินันท์ รักษาจิตร์, 2559) มีคุณสมบัติ

คล้ายกับเทอร์โมพลาสติกท่ีผลิตจากปิโตรเคมี แต่ทว่ามีความเข้ากันได้ทางชีวภาพและย่อยสลายได้ทางชีวภาพ ซึ่ง 

PHBV จะใช้ในการผลิตเทอร์โมพลาสติกเชิงพาณิชย์ขนาดใหญ่ (Shah et al., 2010) และมีโครงสร้างท่ัวไปดังรูปท่ี 

1.2 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1.2 โครงสร้างท่ัวไปของ PHBV (Urbanek et al., 2018) 
 
พอลิแลกติกแอซิด (PLA) 

  เป็นอะลิฟาติกพอลิเมอร์ ท่ีสังเคราะห์ได้จากกรดแลกติก ซึ่งผลิตมาจากผลผลิตทางการเกษตร เช่น ข้าว 

ข้าวโพด อ้อย มันส าปะหลัง กระบวนการผลิตเริ่มจากการย่อยแป้งให้เป็นน ้าตาลและใช้กระบวนการหมักด้วย

แบคทีเรียได้เป็นกรดแลกติกกับน ้าตาล จากนั้นน ากรดแลกติกท่ีได้มาผ่านกระบวนการทางเคมี เพื่อเปล่ียน

โครงสร้างให้เป็นพอลิเมอร์สายยาวท่ีเรียกว่า พอลิแลกติกแอซิด (PLA) (ศุลีพร แสงกระจ่าง และคณะ, 2556) มี

คุณสมบัติคล้ายคลึงกับพอลิสไตรีน มีความโปร่งใสสูง สามารถน ากลับมาใช้ใหม่ได้ ย่อยสลายในกระบวนการหมัก

ได้ (compostable) ทนต่อการละลายน ้า การกระแทก มีความต้านทานน ้ามันและไขมันได้ดี แก๊สออกซิเจน , 
คาร์บอนไดออกไซด์ และน ้าแพร่ผ่านได้ดี (Suksawad and Prathum-aree, 2012)  และมีโครงสร้างท่ัวไปดังรูป

ท่ี 1.3 
 

 
 
 
 
 

รูปที่ 1.3 โครงสร้างท่ัวไปของ PLA (Urbanek et al.,2018) 
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เทอร์โมพลาสติกสตาร์ช (TPS)  
เป็นพอลิเมอร์ท่ีมีแป้งเป็นวัตถุดิบหลัก หรือเทอร์โมพลาสติกท่ีผลิตขึ้นจากแป้ง และผ่านกระบวน  

การท าลายพันธะไฮโดรเจนระหว่างโมเลกุลแป้งท่ีด้วยพลังงานกลในการผลิต โดยแป้งท่ีใช้จะต้องมีปริมาณน ้าต ่า

และมีระดับการท าลายโครงสร้างสูง ซึ่งจะท าให้มีคุณสมบัติเหมือนเทอร์โมพลาสติกท่ัวไป มีการหลอมไหวได้ ขึ้น

รูปได้ (Liu et al., 2009) และในกระบวนการผลิตจะต้องมีการเติมพลาสติไซเซอร์ เพื่อป้องกันการสลายตัวของ

แป้งเมื่อผ่านอุณหภูมิสูงลักษณะคล้ายเทอร์โมเซ็ต (thermoset polymer) ซึ่งพลาสติไซเซอร์จะช่วยลดแรงยึด

เหนี่ยวระหว่างสายโซ่ของโมเลกุลแป้ง ให้สามารถหลอมขึ้นรูปได้ และเพื่อป้องกันการกลับคืนความเป็นผลึกของ

แป้งเมื่อสัมผัสความช้ืน เพราะ TPS มีความไวต่อความช้ืนสูง (สามารถดูดความช้ืนได้) (ไพโรจน์ ใบตาเฮ, 2555) 

และมีโครงสร้างท่ัวไปดังรูปท่ี 1.4 
 

รูปที่ 1.4 โครงสร้างท่ัวไปของ TPS (สถาบันพลาสติก, 2558a) 
 

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนากระบวนการรีไซเคิลชีวภาพโดยการย่อยสลายพลาสติกชีวภาพ ด้วย

เช้ือแบคทีเรียท่ีมีการศึกษาก่อนหน้านี้แล้วว่ามีความสามารถในการผลิต PHAs 3 สายพันธุ์ ได้แก่ Cupriavidus 
necator strain A-04, เช้ือท่ีคัดแยกโดยนางสาวกนกจันทร์ ใจบุญ Burkholderia contaminans SCN-KJ และ

เช้ือท่ีคัดแยกโดยนายศิริราชย์ นันทะชัย Burkholderia gladioli A7 เพื่อผลิต PHAs ขึ้นจากการใช้พลาสติก

ชีวภาพดังกล่าวเป็นแหล่งคาร์บอน 
 
1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ได้สายพันธุ์ของจุลินทรีย์และชนิดของพลาสติกท่ีสามารถให้ผลผลิตเป็นปริมาณของ PHAs อย่างมี

ประสิทธิภาพมากท่ีสุด 
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บทท่ี 2 
อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และวิธีด าเนินการทดลอง 

2.1 อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ 

2.1.1 อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 
1. ขวดรูปชมพู่ (erlenmeyer flask) ของบริษัท Pyrex Ltd., USA  
2. ขวดลดความดัน (suction flask) ของบริษัท Pyrex Ltd., USA  
3. บีกเกอร์ (beaker) ของบริษัท Pyrex Ltd., USA  
4. กระบอกตวง (cylender) ของบริษัท Pyrex Ltd., USA  
5. หลอดทดลองฝาเกลียว (screw-cap tube) ของบริษัท Pyrex Ltd., USA  
6. ไมโครปิเปต (micropipette) รุ่น P2, P20, P200 และ P1000 ของบริษัท Gilson Scientific Ltd., 

France  
7. หลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ (microcentrifuge tube) ของบริษัท Sigma-Aldrich Co.Ltd., USA  
8. หลอดเก็บเช้ือแช่แข็ง (cryotube) ของบริษัท Bioadvance Co. Ltd., Thailand 
9. เครื่องผสมสาร (vortex mixer) รุ่น G-560E ของบริษัท Science Industies Inc., USA  
10. เครื่องช่ังสารแบบหยาบ (laboratory balance) รุ่น PG 2002-S ของบริษัท Metter Toledo Co. Ltd., 

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

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

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

(Shandong) Co., Ltd., China 
14. ตู้บ่มเช้ือแบบควบคุมอุณหภูมิ (incubator) รุ่น D06062 ของบริษัท Kubota Co. Ltd., Japan  
15. ตู้อบแห้ง (hot air oven) ของบริษัท Memmert Co. Ltd., Germany  
16. ตู้เย็นอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส ของบริษัท Mitsubishi Electric Co. Ltd., Japan 
17. ตู้แช่แข็งจุดเยือกแข็งต ่า (deep freezer) -20 องศาเซลเซียส ของบริษัท Sanyo electric Co. Ltd., 

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

19. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (visible spectrophotometer) รุ่น BIOMATE 3S UV-Vis ของบริษัท 

Thermo Fisher Scientific Inc., USA 
20. ควอร์ต คิวเวท (quartz cuvette) ของบริษัท K N science innovaton Co. Ltd., Thailand 
21. เครื่องนึ่งฆ่าเช้ือ (autoclave) รุ่น SS-325 และ ES-215 ของบริษัท Tomy Seiko Ltd., Tokyo, Japan 
22. เตาแม่เหล็กไฟฟ้า (induction cooker) รุ่น NC 501 ของบริษัท Nesco Ltd., Thailand 
23. กล่องถ่ายภาพสินค้า (lighting studio box) รุ่น UDIOBIZ 40D ของบริษัท Udiobox Ltd., Thailand 
24. สกูรเกจไมโครมิเตอร์ (micrometer screw gauge) ของบริษัท Mitutoyo (Thailand) Co.,Ltd., 

Thailand 
25. ลูกยางซิลิโคน (silicone Bulb) ของบริษัท T. C. Sathaporn Group Ltd., Part., Thailand 
26. กระดาษกรองเซลลูโลสไนเตรท 0.45 ไมครอน (cellulose nitrate filter) ของบริษัท Sartorius stedim 

biotech Ltd., Germany  
27. ถาดแม่พิมพ์แก้ว (glass baking bowl) ของบริษัท Pyrex Ltd., USA 
 

2.1.2 เคมีภัณฑ์ 
1. ผงโคพอลิเมอร์ของพอลิ(ไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-ไฮดรอกซีวาเลอเรต) (PHBV)  ของบริษัท Tianan 

biologic material Co. Ltd., Chaina 
2. เม็ดพลาสติกพอลิแลกติกแอซิด (PLA) ของบริษัท Greenwill Solution Co.,Ltd., Thailand 
3. คลอโรฟอร์ม (chloroform,       ) ของบริษัท Merck Ltd., Germany 
4. อะซิโตน (Acetone,         ) ของบริษัท RCI Labscan Co., Ltd., Thailand 
5. สารสกัดจากยีสต์ (yeast extract) ของบริษัท Springer Co., Ltd., France 
6. สารสกัดจากเนื้อ (beef extract) ของบริษัท Lavscan Asia Co., Ltd., Ireland 
7. เพปโทน (peptone) ของบริษัท Lavscan Asia Co., Ltd., Ireland 
8. โซเดียมคลอไรด์ (sodium chloride, NaCl) ของบริษัท Merck Ltd., Germany 
9. วุ้นผง (agar) ของบริษัท Egton Medical Information Systems Ltd., Chile 
10. แอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulfate,            ) ของบริษัท T. C. Sathaporn Group Ltd., 

Part., Thailand 
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11. เมทานอล (methanol,  ) ของบริษัท Merck Ltd., Germany 
 
2.2 วิธีการด าเนินงาน 

2.2.1 การเตรียมแหล่งคาร์บอน 
 2.2.1.1 การข้ึนรูปแผ่นฟิล์มพลาสติกชีวภาพชนิด PHBV  

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

ละลายในคลอโรฟอร์มให้มีความเข้มข้น 1%  (น ้าหนักต่อปริมาตร) จากนั้นน าไปต้มให้ละลายสมบูรณ์ท่ีอุณหภูมิ 

80 องศาเซลเซียส เทสารละลายพอลิเมอร์ลงในถาดแม่พิมพ์แก้ว แล้วน าแผ่นฟอยดม์าคลุมถามแม่พิมพ์แก้ว พร้อม

เจาะรู จากนั้นท้ิงให้แผ่นฟิล์มตกผลึกท่ีอุณภูมิห้อง เป็นเวลา 3 - 5 วัน ต่อมาน าแผ่นฟิล์มมาตัดด้วยคัตเตอร์ให้มี

ขนาด 2 ✖ 2 เซนติเมตร แล้วน าแผ่นฟิล์มท่ีตัดเรียบร้อยแล้วไปอบให้แห้งในตู้อบแห้ง จากนั้นน ามาเก็บข้อมูลทาง

กายภาพของแผ่นฟิล์ม  

2.2.1.2 การข้ึนรูปแผ่นฟิล์มพลาสติกชีวภาพชนิด PLA 
การขึ้นรูปแผ่นฟิล์ม PLA ตามวิธี solvent casting technique ของ (Doi et al., 1995) โดยน าเม็ด

พลาสติก PLA มาละลายในคลอโรฟอร์มให้มีความเข้มข้น 1%  (น ้าหนักต่อปริมาตร) จากนั้นน าไปต้มให้ละลาย

สมบูรณ์ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส แล้วเทสารละลายพอลิเมอร์ลงในถาดแม่พิมพ์แก้ว น าแผ่นฟอยด์มาคลุมถาด

แม่พิมพ์แก้ว พร้อมเจาะรู จากนั้นท้ิงให้แผ่นฟิล์มตกผลึกท่ีอุณภูมิห้อง เป็นเวลา 3 - 5 วัน ต่อมาน าแผ่นฟิล์มมาตัด

ด้วยคัตเตอร์ให้มีขนาด 2 ✖ 2 เซนติเมตร จากนั้นน าแผ่นฟิล์มท่ีตัดเรียบร้อยแล้วไปอบให้แห้งในตู้อบแห้ง จากนั้น

น ามาเก็บข้อมูลทางกายภาพของแผ่นฟิล์ม  

2.2.1.3 การเตรียมพลาสตกิชีวภาพชนิด เทอร์โมพลาสติกสตาร์ช 
โดยในการทดลองนี้ใช้เป็นถุงรักษ์โลกมาใช้เป็นฟิล์มของพลาสติชีวภาพชนิด เทอร์โมพลาสติกสตาร์ชมาตัด

ด้วยคัตเตอร์ให้มีขนาด 2 ✖ 2 เซนติเมตร น าแผ่นฟิล์มท่ีตัดเรียบร้อยแล้วไปอบให้แห้งในตู้อบแห้ง จากนั้นน ามา

เก็บข้อมูลทางกายภาพของแผ่นฟิล์ม  
 

2.2.2 การย่อยสลายพลาสติกชีวภาพในขวดเขย่า 
2.2.2.1 การเตรียมหัวเชื้อของ Cupriavidus necator strain A-04 
เล้ียงเช้ือ C. necator strain A-04 บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง NA (ภาคผนวก ก1) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน เพื่อเป็นการกระตุ้นการเจริญแก่เช้ือ จากนั้นน าเช้ือท่ีกระตุ้นแล้วมาเล้ียงเพื่อเพิ่มจ านวน

ในอาหารสูตรอุดมส าหรับเล้ียงกล้าเช้ือ (Chanprateep and Kulpreecha, 2006) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน 
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ฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตราการเขย่า 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 วัน 

ต่อมาดูดเพื่อเล้ียงเป็นกล้าเช้ือในอาหารอุดมสมบูรณ์(ภาคผนวก ก3) (Chanprateep and Kulpreecha, 2006) 

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 500 มิลลิลิตร เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตราการเขย่า 200 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 วัน เมื่อครบก าหนดเวลาจึงน าไปปั่นเหวี่ยงเพื่อแยกเซลล์ท่ีความเร็วรอบ 4,000 รอบต่อ

นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เทส่วนของเหลวท้ิง ล้างตะกอนเซลล์ด้วยสารละลายโซเดียม

คลอไรด์ 0.85 % ท่ีปราศจากเช้ือ 1 ครั้ง จากนั้นแขวนลอยตะกอนเซลล์ท่ีได้ด้วยน ้าด้วยสารละลายโซเดียมคลอ

ไรด์ 0.85 % ท่ีปราศจากเช้ือเพื่อเตรียมเป็นหัวเช้ือ  
2.2.2.2 การเตรียมหัวเชื้อของเชื้อ Burkholderia contaminans SCN-KJ และ Burkholderia 

gladioli A7 
เล้ียงเช้ือท้ังสองชนิดบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง NA ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 วัน เพื่อเป็น

การกระตุ้นการเจริญแก่เช้ือ จากนั้นน าเช้ือท่ีกระตุ้นแล้วมาเล้ียงเพื่อเพิ่มจ านวนในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YP ความ

เข้มข้น 1 เท่า (ภาคผนวก ก2) ซึ่งเป็นอาหารท่ีใช้ในการคัดแยกเช้ือมาจากธรรมชาติ ปริมาตร 200 มิลลิลิตรต่อ

เช้ือ 1 ชนิด ใน ฟลาสก์ขนาด 500 มิลลิลิตร เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการเขย่า 200 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 1 วัน เมื่อครบก าหนดเวลาจึงน าไปปั่นเหวี่ยงเพื่อแยกเซลล์ท่ีความเร็วรอบ 4,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 

4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาทีส าหรับเช้ือ B. gladioli A7 และ 30 นาทีส าหรับเช้ือ B. contaminans SCN-
KJ จากนั้นเทส่วนของเหลวทิ้ง ล้างตะกอนเซลล์ด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85 % ท่ีปราศจากเช้ือ 1 ครั้ง 

จากนั้นแขวนลอยตะกอนเซลล์ท่ีได้ด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85 % ท่ีปราศจากเช้ือ เพื่อเตรียมเป็นหัวเช้ือ  
2.2.2.3 การย่อยสลายพลาสติกชีวภาพ 
ใส่หัวเช้ือจุลินทรีย์แต่ละชนิดท่ีเตรียมในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YP ความเข้มข้น 0.1 เท่า (ภาคผนวก ก4)

เป็น 5 % ของปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยมีแผ่นฟิล์มพลาสติกชีวภาพขนาด 2 ✖ 2 

เซนติเมตร ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือด้วยการแช่สารละลายเอทานอลความเข้มข้น 70 % เป็นเวลา 10 นาที เป็นแหล่ง

คาร์บอน เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตราการเขย่า 200 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างท่ี 0, 3, 7, 10 และ 14 
วัน เมื่อครบก าหนดเวลาจะน าไปวิเคราะห์น ้าหนักเซลล์แห้ง ตามวิธีข้อ 2.2.2.4 การวิเคราะห์เปอร์เซ็นต์สูญเสีย

มวลของแผ่นฟิล์ม ตามวิธีข้อ 2.2.2.5 วิเคราะห์ค่าความเป็นกรด – ด่าง ตามวิธีข้อ 2.2.2.6 วิเคราะห์ค่าการ

ดูดกลืนแสง ตามวิธีข้อ 2.2.2.7 ย้อม Sudan black B ตามวิธีข้อ 2.2.2.8 และวิเคราะห์ปริมาณของ PHAs ตามวิธี

ข้อ 2.2.2.9 
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2.2.2.4 การวิเคราะห์น ้าหนักเซลล์แห้ง  
น ากระดาษกรองเซลลูโลสไนเตรท 0.45 ไมครอนไปอบในตู้อบแห้งท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

3 วัน แล้วน ามาช่ังน ้าหนักก่อนท าการกรองเซลล์ โดยกรองเช้ือในอาหารเหลวปริมาตร 2 มิลลิลิตร บนกระดาษ

กรอง จากนั้นน าไปอบในตู้อบแห้งท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน แล้วน ามาช่ังน ้าหนักหลังการกรอง 

ค านวณหาน ้าหนักเซลล์แห้งในหน่วยกรัมต่อลิตร  
2.2.2.5 การวิเคราะหเ์ปอร์เซ็นต์สูญเสียมวลของแผ่นฟิล์ม 
เมื่อครบก าหนดเวลาเก็บตัวอย่าง น าแผ่นฟิล์มพลาสติกชีวภาพท่ีผ่านการบ่มตามเวลา มาล้างด้วยน ้า

ปราศจากไอออน 2 ครั้ง จากนั้นน าไปอบในตู้อบแห้งท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน แล้วน ามาช่ัง

น ้าหนักหลังการเล้ียงเช้ือ ค านวณหาเปอร์เซ็นต์สูญเสียมวลของแผ่นฟิล์ม 
2.2.2.6 การวิเคราะห์ความเป็นกรด – ด่าง 
น าเช้ือในอาหารเหลวท่ีครบก าหนดเวลาเก็บตัวอย่างมาวัดค่าความเป็นกรด – ด่าง ด้วยเครื่องวัดความ

เป็นกรด -ด่าง (pH meter) ท่ี ผ่านการสอบเทียบ (calibration) เรียบร้อยแล้ว แล้วน าค่ามาสร้างกราฟ

ความสัมพันธ์ระหว่างเวลาและความเป็นกรด – ด่าง 
2.2.2.7 การวิเคราะห์ค่าการดูดกลืนแสง 
น าเช้ือในอาหารเหลวท่ีครบก าหนดเวลาเก็บตัวอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปั่นเหวี่ยงเพื่อแยกเซลล์ท่ี

ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที เทส่วนของเหลวท้ิง ล้างตะกอนเซลล์และแขวนลอยด้วยน ้า

ปราศจากไอออน น าสารแขวนลอยมาวัดค่าการดูดกลืนแสง ด้วยเครื่องเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง ท่ี 600 นาโน

เมตร  แล้วน าค่ามาสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างเวลาและค่าความดูดกลืนแสง   
2.2.2.8 การย้อมสี Sudan black B  
น าเช้ือท่ีแขวนลอยด้วยน ้าปราศจากไอออน น าเซลล์แขวนลอยมากระจายบนสไลด์ แล้วท าให้ติดแน่นโดย

ใช้ความร้อน ย้อมด้วย Sudan black B เป็นเวลา 5  นาที เมื่อครบเวลาล้างด้วยน ้าปราศไอออน ต่อมาหยด 

Safanin O เป็นเวลา 1 นาที ล้างออกด้วยน ้าปราศไอออน และน าไปส่องดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง โดย

ไขมันจะย้อมติดสีม่วงด า และเซลล์จะย้อมติดสีแดง 
2.2.2.9 การวิเคราะห์ปริมาณของ PHAs  
น าเช้ือในอาหารเหลวที่ครบก าหนดเวลาเก็บตัวอย่างท่ีเหลือน าไปป่ันเหวี่ยงเพื่อแยกเซลล์ท่ีความเร็วรอบ 

4,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 12 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 20 นาที เทส่วนของเหลวท้ิง ล้างตะกอนเซลล์ด้วย

สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85 % ท่ีปราศจากเช้ือหนึ่งครั้ง น าไปอบในตู้อบท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 3 วัน จากนั้นช่ังเซลล์แห้งหนัก 20 มิลลิกรัม ใส่ในหลอดฝาเกลียว เติมคลอโรฟอร์ม ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 
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จากนั้นเติมกรดเบนโซอิก 2 กรัมต่อลิตรท่ีละลายอยู่ใน 3 % กรดซัลฟูริกในเมทานอล ปริมาตร2 มิลลิลิตร ปิดฝา

ให้สนิท น าไปต้มท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ช่ัวโมง โดยทุก ๆ 30 นาทีจะน ามาเขย่าเป็นเวลา 1 
นาที เมื่อครบเวลา น าออกมาต้ังท้ิงไว้ให้เย็น แล้วเติมน ้าท่ีปราศจากไอออนปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขย่าผสมเป็นเวลา 

5 นาที ต้ังท้ิงไว้ให้สารแยกช้ัน แล้วใช้พาสเจอร์ปิเปตต์ดูดช้ันของคลอโรฟอร์มด้านล่าง เพื่อจ าไปวิเคราะห์ปริมาณ 

PHAs ด้วยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟี (gas chromatography) โดยมสีภาวะ ดังนี้ 
เครื่องแก๊สโครมาโทรกราฟี   : รุ่น 3400C ของบริษัท Varian, USA 
คอลัมน์      : แคพิลลาลีคอลัมน์ แบบ Cabowax- 

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

อุณหภูมอิินเจคเตอร ์(injector)   : 250 องศาเซลเซียส  
อุณหภูมคิอลัมน ์    : 140 องศาเซลเซียส  
อุณหภูมดีิเทคเตอร์ชนิด flame ionization : 250 องศาเซลเซียส  
อัตราส่วนการสพลิท (split ratio)   : 50 ต่อ 1 
ก๊าซตัวพา    :  อัตราการไหล 2 มิลลิลิตรต่อนาที 

:  อัตราการไหล 2 มิลลิลิตรต่อนาที 
:  อัตราการไหล 2 มิลลิลิตรต่อนาที 

ปริมาตรฉีด     : 1 ไมโครลิตร 
จากนั้นค านวณตามวิธีของ (Chanprateep and Kulpreecha, 2006) เพื่อหาปริมาณของ PHAs  
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บทที่ 3 
ผลการทดลอง 

 
3.1 การเตรียมแหล่งคาร์บอน 

3.1.1 การข้ึนรูปแผ่นฟิล์มพลาสติกชีวภาพชนิด PHBV 
จากการขึ้นรูปแผ่นฟิล์ม PHBV ด้วยวิธี solvent casting technique ของ (Doi et al., 1995) พบว่าได้

แผ่นฟิล์มลักษณะสีขาวขุ่น บางจุดโปร่งแสง มีผลึกสีขาวกระจายประปราย ผิวด้านทึบแสง ขนาดกว้าง 7.5 

เซนติเมตร ยาว 15.5 เซนติเมตร ดังแสดงในรูปท่ี 3.1 แต่เนื่องจากมหาวิทยาลัยปิดท าการจากสถานการณ์โรค

ระบาด COVID-19 จึงยังไม่ได้ท าการทดลองจนเสร็จสมบูรณ์   
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 3.1 ลักษณะแผ่นฟิล์ม PHBV  
 

3.1.2 การข้ึนรูปแผ่นฟิล์มพลาสติกชีวภาพชนิด PLA  
จากการขึ้น รูปแผ่นฟิ ล์ม  PLA ตามวิธี  solvent casting technique (Doi et al., 1995) พบว่าได้

แผ่นฟิล์มลักษณะโปร่งใส ผิวมัน ขนาดกว้าง 7.5 เซนติเมตร ยาว 15.5 เซนติเมตร จากนั้นน ามาตัดให้มีขนาด 2 x 
2 เซนติเมตร ดังแสดงในรูปท่ี 3.2 แผ่นฟิล์มหลังตัดมีน ้าหนักโดยเฉล่ีย 5.8 ± 0.28 มลิลิกรัม 

 

รูปที่ 3.2 ก่อนและหลังตัดแผ่นฟิล์ม PLA ให้มีขนาด 2 x 2 เซนติเมตร 
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3.1.3 การเตรียมพลาสติกชีวภาพชนิด เทอร์โมพลาสติกสตาร์ช 
น าถุงรักษ์โลกของบริษัท Advanced Know-How Co., Ltd. ลักษณะสีขาวขุ่น ผิวด้าน ถุงมีขนาดกว้าง 

14.3 เซนติเมตร ยาว 28.0 เซนติเมตร ตัดให้มีขนาด 2 x 2 เซนติเมตร ดังแสดงในรูปท่ี 3.3 แผ่นฟิล์มหลังตัดมี

น ้าหนักโดยเฉล่ีย 10.4 ± 5.3 มิลลิกรัม 
 

 
 

 
รูปที่ 3.3 ก่อนและหลังตัดแผ่นฟิล์ม TPS ให้มีขนาด 2 x 2 เซนติเมตร 

 
3.2 การย่อยสลายพลาสติกชีวภาพในขวดเขย่า 

จากการน าแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิต PHAs ท้ัง 3 ชนิด ได้แก่ C. necator A-04, เช้ือ B. 
contaminans SCN+KJ คัดแยกโดยนางสาวกนกจันทร์ ใจบุญ และเช้ือ B. gladioli A7 คัดแยกโดยนายศิริราชย์ 

นันทะชัย เพื่อทดสอบการย่อยสลายพลาสติชีวภาพท้ังสามชนิดข้างต้น ในระดับขวดเขย่า โดยเล้ียงเช้ือในอาหาร

เล้ียงเช้ือแบบเหลว YP ความเข้มข้น 0.1 เท่า เพื่อให้เช้ืออยู่ในสภาวะขาดแคลนแหล่งคาร์บอนและคาดว่าจะย่อย

สลายพลาสติกชีวภาพเพื่อใช้เป็นแหล่งคาร์บอน ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยมี

แผ่นฟิล์มพลาสติกชีวภาพขนาด 2 ✖ 2 เซนติเมตร ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือด้วยการแช่สารละลายเอทานอลความเข้มข้น 

70 % เป็นเวลา 10 นาที เป็นแหล่งคาร์บอน เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (ส าหรับ C. necator strain A-
04) และ 37 องศาเซลเซียส (ส าหรับ B. contaminans SCN-KJ และ B. gladioli A7) อัตราการเขย่า 200 รอบ

ต่อนาที เก็บตัวอย่างท่ี 0, 3, 7, 10 และ 14 วัน ( 33 วัน ในการเล้ียงเช้ือด้วยพลาสติกชีวภาพ PLA เนื่องจาก

มหาวิทยาลัยปิดท าการจากสถานการณ์โรคระบาด COVID-19  ไม่สามารถเข้าไปเก็บผลได้ตามท่ีวางแผนไว้)  เพื่อ

วิเคราะห์น ้าหนักเซลล์แห้ง เปอร์เซ็นต์สูญเสียมวลของแผ่นฟิล์ม ค่าความเป็นกรด - ด่าง ค่าการดูดกลืนแสง ย้อมสี 

Sudan black B และปริมาณของ PHAs ด้วยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟี  
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3.3 วิเคราะห์น ้าหนักเซลล์แห้ง   
 จากการน าตัวอย่างท่ีบ่มตามระยะเวลาท่ีก าหนดมากรองเซลล์ โดยใช้กรองกระดาษกรองเซลลูโลสไนเตรท 
0.45 ไมครอน พบว่า ในการเล้ียงเช้ือท้ังสามสายพันธุ์ โดยใช้พลาสติกชีวภาพชนิด PLA เป็นแหล่งคาร์บอนนั้น ใน

ตอนเริ่มต้น B. contaminans SCN-KJ จะค่าน ้าหนักเซลล์แห้งสูงท่ีสุดเป็น 0.33 กรัมต่อลิตร รองลงเป็น C. nec 
ator A-04 (0.10 กรัมต่อลิตร) และ B. gladioli A7 (0.13 กรัมต่อลิตร) ตามล าดับ  มีการเพิ่มข้ึนเล็กน้อยในวันท่ี 
3 ของการเล้ียงเช้ือส าหรับ B. contaminans SCN-KJ และ B. gladioli A7 ในวันท่ี 7 ของการเล้ียงเช้ือท้ังสาม

สายพันธุ์มีการลดลงอย่างชัดเจนของน าหนักเซลล์แห้ง จากนั้นเพิ่มสูงขึ้นมีจุดสูงสุดในวันท่ี 10 และค่อย ๆ ลด

ต ่าลงในวันท่ี 33 ของการเล้ียงเช้ือ โดยเช้ือ B. gladioli A7 (0.28 กรัมต่อลิตร) มีค่าของน ้าหนักเซลล์แห้งสุดท้าย

สูงท่ีสุด ตามมาด้วย A7 (0.10 กรัมต่อลิตร) B. contaminans SCN-KJ (0.05 กรัมต่อลิตร) ตามล าดับ ดังแสดงใน

รูป 3.4 (ก) 
 และในการเล้ียงเช้ือโดยใช้พลาสติกชีวภาพ ชนิด TPS เป็นแหล่งคาร์บอน ในวันท่ี 0  B. contaminans 
SCN-KJ จะค่าน ้าหนักเซลล์แห้งสูงท่ีสุดเป็น 0.30 กรัมต่อลิตร รองลงเป็น C. necator A-04 (0.28 กรัมต่อลิตร) 
และ B. gladioli A7 (0.25 กรัมต่อลิตร) ตามล าดับ  มีการลดลงเล็กน้อยในวันท่ี 3 ส าหรับ B. contaminans 
SCN-KJ และ B. gladioli A7 ต่อมามีการเพิ่มข้ึนเห็นได้ชัดของน ้าหนักเซลล์แห้งจนเป็นจุดสูงสุดในวันท่ี 7 ส าหรับ 
B. contaminans SCN-KJ ส่วน B. gladioli A7 และ C. necator A-04 เพิ่มขึ้นอย่างช้า ๆ ต่อมาในวันท่ี 10 B. 
contaminans SCN-KJ มีการลดต ่าลงจนถึงจุดต ่าสุดต่างจากอีกสองสายพันธ์ท่ีเพิ่มขึ้น และในวันท่ี 14 A-04 มีค่า

น ้าหนักเซลล์แห้งสูงสุด เป็น 0.50 กรัมต่อลิตร รองลงมาเป็น B. contaminans SCN-KJ และ B. gladioli A7 ท่ีมี

ค่าเท่ากันเป็น 0.44 กรัมต่อลิตร ดังแสดงในรูป 3.4 (ข) 
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รูปท่ี 3.4 ความสัมพันธ์ระหว่างน ้าหนักเซลล์แห้งกับเวลา โดยใช้พลาสติกชีวภาพ (ก) PLA และ (ข) TPS

เป็นแหล่งคาร์บอน 
 
3.3 วิเคราะห์เปอร์เซ็นต์สูญเสียมวลของแผ่นฟิล์ม 
  จากการทดสอบการย่อยสลายพลาสติกชีวภาพในระดับขวดเขย่า เมื่อก าหนดเวลาเก็บตัวอย่างจะน า

แผ่นฟิล์มพลาสติชีวภาพมาล้างด้วยน ้าปราศจากไอออน 2 ครั้ง จากนั้นน าไปอบในตู้อบแห้ง จะพบว่า ในการเล้ียง

เช้ือด้วยพลาสติกชีวภาพชนิด PLA เมื่อเวลาผ่านไปจะพบการย่อยสลายของแผ่นฟิล์มมากยิ่งขึ้น แม้จะอยู่ในชุด

ควบคุม (รูปท่ี 3.5) ท่ีปราศจากการใส่เช้ือก็ตาม โดยในชุดทดลองท่ีมีการใส่เช้ือ จะเห็นได้ว่า B. gladioli A7 มีการ

ย่อยสลายของแผ่นฟิล์มได้ดีท่ีสุด ถึง 11 เปอร์เซ็นต์ในวันท่ี 33 ของการบ่ม รองลงมาคือ B. contaminans SCN-
KJ ท่ีมีจุดสูงสุดเปอร์เซ็นต์การสูญเสียมวลอยู่ ท่ี 8 เปอร์เซ็นต์ ในวันท่ี 10 ตามมาด้วย C. necator A-04 (3 

เปอร์เซ็นต์ ในวันท่ี 10) และชุดควบคุม 2 เปอร์เซ็นต์ในวันท่ี 33 ดังแสดงในรูปท่ี 3.9 (ก) 
  แต่ทว่าในการเล้ียงเช้ือโดยใช้พลาสติกชีวภาพ ชนิด TPS เป็นแหล่งคาร์บอนนั้นแทบไม่พบการย่อยสลายท่ี

เห็นได้ชัด แต่เมื่อน ามาวิเคราะห์เปอร์เซ็นต์การสูญเสียมวลจากการช่ังน ้าหนักของแผ่นฟิล์มพบว่ามีการสูญเสียมวล

เกิดขึ้น โดยมี B. gladioli A7 เป็นสายพันธุ์ทีมีการสูญเสียมวลมาท่ีสุด เป็น 4 เปอร์เซ็นต์ ในวันท่ี 10 รองลงมา

เป็น B. contaminans SCN-KJ (เป็น 3 เปอร์เซ็นต์ ในวันท่ี 14) และ C. necator A-04 (ต้ังแต่วันท่ี 7 ) กับชุด

ควบคุม (ในวันท่ี 14) เป็น 2 เปอร์เซ็นต์เท่ากัน ดังแสดงในรูปท่ี 3.9 (ข) 
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4  
5  
6  

รูปที่ 3.5 แผ่นฟิล์ม PLA และ TPS หลังการย่อยสลายในชุดควบคุม 

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

รูปที่ 3.7 แผ่นฟิล์ม PLA และ TPS หลังการย่อยสลายด้วย B. gladioli A7 
 

 
 
 
 

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

 D-   
 33 

 D-   
 33 

 D-   
 33 

 D-   
 33 
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  รูปท่ี 3.9 ความสัมพันธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์สูญเสียมวลของแผ่นฟิล์มกับเวลา โดยใช้พลาสติกชีวภาพ (ก) 
PLA และ (ข) TPS เป็นแหล่งคาร์บอน 
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3.5 วิเคราะห์ค่าความเป็นกรด – ด่าง 
  จากการน าตัวอย่างท่ีบ่มตามระยะเวลาท่ีก าหนดมาวัดค่าความเป็นกรด – ด่างด้วยเครื่องวัดความเป็นกรด 

- ด่าง (pH meter) ท่ีผ่านการสอบเทียบแล้ว พบว่า ในการเล้ียงเช้ือโดยใช้พลาสติกชีวภาพ ชนิด PLA เป็นแหล่ง

คาร์บอนนั้น ท้ังสามสายพันธุ์ของเช้ือท่ีน ามาทดสอบมีแนวโน้มการเปล่ียนแปลงของค่าความเป็นกรด - ด่าง

เหมือนกัน โดยท่ีเริ่มต้นการทดสอบจะมีค่าความเป็นกรด - ด่างอยู่ท่ีประมาณ 6.7 – 7.0 แล้วค่าเพิ่มขึ้นอย่าง

รวดเร็วเป็น 8.4 - 8.6 ในวันท่ี 3 จากนั้นลดลงอย่างช้า ๆ จนมีค่าประมาณ 6.8 – 7.3 ในวันท่ี 33 และชุดควบคุม

ท่ีมีค่าคามเป็นกรด - ด่างเพิ่มข้ึนเล็กน้อยในวันท่ี 10 จากนั้นลดลงอย่างช้า ๆ จนมีค่าเป็น 7.2 ในวันท่ี 33 ดังแสดง

ในรูปท่ี 3.10 (ก) 
  ส่วนในการเล้ียงเช้ือโดยใช้พลาสติกชีวภาพ ชนิด TPS เป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าท้ังสามสายพันธุ์ของเช้ือ 

และชุดควบคุมท่ีน ามาทดสอบมีแนวโน้มการเปล่ียนแปลงของค่าความเป็นกรด -ด่างเหมือนกัน โดยท่ีเริ่มต้นการ

ทดสอบจะมีค่าความเป็นกรด - ด่างอยู่ ท่ีประมาณ 6.7 – 7.0 แล้วค่าค่อยๆเพิ่มขึ้นเป็น 8.3 - 8.6 ในวันท่ี 7  

จากนั้นลดลงจนมีค่าประมาณ 7.4 – 8.0 และค่อนข้างคงท่ีจนถึงวันท่ี 33 ดังแสดงในรูปท่ี 3.10 (ข) 
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  รูปที่ 3.10 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเป็นกรด – ด่างกับเวลา โดยใช้พลาสติกชีวภาพ (ก) PLA และ 

(ข) TPS เป็นแหล่งคาร์บอน 
 
3.6 วิเคราะห์ค่าการดูดกลืนแสง  
จากการน าตัวอย่างท่ีบ่มตามระยะเวลาท่ีก าหนดมาวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยวัดค่าการดูดกลืนแสง ด้วยเครื่อง

เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง ท่ี 600 นาโนเมตร พบว่า ในการเล้ียงเช้ือโดยใช้พลาสติกชีวภาพ ชนิด PLA เป็นแหล่ง

คาร์บอนนั้น เช้ือ C. necator A-04 และ B. gladioli A7 นั้นมีแนวโน้มของค่าการดูดกลืนแสงท่ีคล้ายคลึงกัน คือ

ลดลงอย่างช้า ๆในช่วง 7 วันแรกจากนั้นลดอย่างรวดเร็วจนถึงจุดต ่าสุดในวันท่ี  10 แล้วเพิ่มขึ้นอย่างช้า ๆ

จนกระท่ังถึงวันท่ี 33 ซึ่งต่างจาก B. contaminans SCN-KJ ท่ีเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วในวันท่ี 3 แล้วค่อนข้างคงท่ี

แล้วมาลดลงอย่างรวดเร็วอีกท่ีในวันท่ี 10 ดังแสดงในรูปท่ี 3.11 (ก) 
ใน ส่วนการเล้ียงเช้ือโดยใช้พลาสติกชีวภาพ ชนิด TPS เป็นแหล่งคาร์บอนนั้ น  พบว่าเช้ือ  B. 

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

กันท่ี เมื่อเวลาผ่านไปค่าการดูดกลืนแสงจะค่อยๆลดลง ต่างกันท่ี B. contaminans SCN-KJ จะมีการเพิ่มขึ้น

เล็กน้อยแต่ C.necator A-04 จะลดลงอย่างเห็นได้ชัด ในช่วงวันท่ี 10-14ของการบ่ม แต่ส าหรับ B. gladioli A7 

นั้นจะมีการลดลงของค่าการดูดกลืนแสงอย่างรวดเร็วในช่วง 3 แรก แล้วค่อยๆเพิ่มขึ้นเมื่อเวลาผ่านไป ดังแสดงใน

รูปท่ี 3.11 (ข) 
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  รูปท่ี 3.11 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับเวลา โดยใช้พลาสติกชีวภาพ (ก) PLA และ  
(ข) TPS เป็นแหล่งคาร์บอน 
 
 
 
 
 
 
 



22 
 
3.7 ย้อมแกรนูลด้วย  Sudan black B  
  จากการน าตัวอย่างท่ีบ่มตามระยะเวลาท่ีก าหนดมาย้อมด้วย Sudan black B เพื่อดูการสะสมไขมัน

ภายในเซลล์ โดยไขมันท่ีสะสมนั้นจะติดสีม่วงด า และเซลล์จะย้อมติดสีแดง พบว่าในการเล้ียงเช้ือโดยใช้พลาสติก

ชีวภาพท้ัง PLA (รูปท่ี 3.12) และ TPS (รูปท่ี 3.13) เป็นแหล่งคาร์บอนนั้น เช้ือท้ังสามสายพันธุ์มีการติดม่วงด า

ภายในเซลล์ลดน้อยลงเมื่อเวลาผ่านไป 

 
รูปท่ี 3.12 ผลการย้อมแกรนูลด้วยสี Sudan black B  โดยใช้พลาสติกชีวภาพ PLA เป็นแหล่งคาร์บอน 

 
 
 

 
 
 

 
0 3 7 10 33 
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B. gladioli 
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B. contaminans 
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วัน 
 เชื้อ 
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รูปท่ี 3.13 ผลการย้อมแกรนูลด้วยสี Sudan black B  โดยใช้พลาสติกชีวภาพ TPS เป็นแหล่งคาร์บอน 
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3.8 วิเคราะห์ปริมาณของ PHAs 

จากการน าตัวอย่างท่ีบ่มตามระยะเวลาท่ีก าหนดวิเคราะห์ปริมาณของ PHAs ชนิด PHB ภายในเซลล์ของ

แบคทีเรีย ด้วยเทคนิคแก๊สโครมาโทรกราฟี พบว่า ในการเล้ียงเช้ือโดยใช้พลาสติกชีวภาพท้ัง PLA (รูปท่ี 3.14 (ก))  
และ TPS (รูปท่ี 3.14 (ข)) เป็นแหล่งคาร์บอนนั้น เช้ือท้ังสามสายพันธุ์มีปริมาณของ PHAs ภายในเซลล์ลดต ่าลง

อย่างเห็นได้ชัด  

รูปท่ี 3.14 ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณของ PHAs กับเวลา โดยใช้พลาสติกชีวภาพ (ก) PLA และ  
(ข) TPS เป็นแหล่งคาร์บอน 
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บทที่ 4 
สรุปผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 
งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาความสามารถและประสิทธิภาพในการย่อยสลายพลาสติกชีวภาพ 3 ชนิดท่ีมีการ

ใช้อย่างแพร่หลาย ประกอบด้วย PHBV (ไม่ได้ท าการทดลอง เนื่องมาจากระยะเวลาท่ีจ ากัด และสภาวการณ์โรค

ระบาด COVID-19), PLA และ TPS ด้วยเช้ือแบคทีเรียท่ีมีการศึกษาก่อนหน้านี้แล้วว่ามีความสามารถในการผลิต 

PHAs ชนิ ด  PHB จ าน วน  3 สายพั นธุ์  ไ ด้แก่  Cupriavidus necator A-04, Burkholderia contaminans 
SCN+KJ คัดแยกโดยนางสาวกนกจันทร์ ใจบุญ และ Burkholderia gladioli A7 คัดแยกโดยนายศิริราชย์ นันทะ

ชัย เพื่อผลิต PHAs ขึ้นจากการใช้พลาสติกชีวภาพดังกล่าวเป็นแหล่งคาร์บอน ซึ่งจัดเป็นการรีไซเคิลทางชีวภาพ

ของ PHAs   
 จากการขึ้นรูปแผ่นฟิล์มเพื่อเป็นแหล่งคาร์บอนให้แก่เช้ือแบคทีเรียท่ี โดยน าผงหรือเม็ดพลาสติกท่ีต้องการ

มาขึ้นรูปด้วยวิธี solvent casting technique ของ (Doi et al., 1995) พบว่า เมื่อใช้ผงพลาสติกชีวภาพชนิด 

PHBV จะได้แผ่นฟิล์มลักษณะสีขาวขุ่น มีผลึกสีขาวกระจายประปราย ผิวด้านทึบแสง และเมื่อใช้เป็นเม็ดพลาสติก

ชีวภาพชนิด PLA จะได้แผ่นฟิล์มท่ีมีลักษณะโปร่งใส ผิวมัน ซึ่งเป็นลักษณะพิเศษของ  PLA (Suksawad and 
Prathum-aree, 2012) 

เมื่อน าแบคทีเรียท่ีมีการศึกษาก่อนหน้านี้แล้วว่าสามารถผลิต PHAs ได้ 3 สายพันธุ์ มาใช้ในการทดสอบ

ความสามารถในการย่อยสลายพลาสติชีวภาพท้ัง 3 ชนิด โดยการเล้ียงให้อยู่ในสภาวะขาดแคลนแหล่งคาร์บอน คือ

ในอาหารเล้ียงเช้ือแบบเหลว YP ความเข้มข้น 0.1 เท่า แล้วใส่แผ่นฟิล์มพลาสติกชีวภาพเป็นแหล่งคาร์บอน เมื่อ

น ามาวัดค่าการดูดกลืนแสง ท่ี 600 นาโนเมตร พบว่าพลาสติกชีวภาะท้ังสองชนิดให้แนวโน้มค่าการดูดกลืนแสงท่ี

เพิ่มมากขึ้นเล็กน้อย ซึ่งหมายถึงมีการเพิ่มปริมาณของเซลล์ในระหว่างการเล้ียงเช้ือมากขึ้น และเมื่อวิเคราะห์

น ้าหนักเซลล์แห้ง โดยการดูดตัวอย่าง 2 มิลลิลิตรมากรองผ่านกระดาษกรองเซลลูโลสไนเตรท 0.45 ไมครอน 

พบว่าในส่วนการเล้ียงเช้ือโดยใช้พลาสติกชีวภาพ ชนิด TPS เป็นแหล่งคาร์บอนนั้นจะให้แนวโน้มของน ้าหนักเซลล์

แห้งท่ีเพิ่มขึ้น หมายถึงมีปริมาณเซลล์เพิ่มมากขึ้นระหว่างการเล้ียงเช้ือ แต่ในขณะท่ีใช้พลาสติกชีวภาพชนิด PLA 
ให้แนวโน้มท่ีมีการแปรผันสูง ซึ่งน่าจะเป็นผลมาจากปริมาณเซลล์ท่ีน้อยมากในอาหารเล้ียงเช้ือและเมื่อน ามากรอง

ในปริมาณท่ีน้อยมากเช่นกันจึงอาจท าให้ไม่ได้ค่าของน ้าหนักเซลล์แห้งท่ีสามารถยอมรับได้ ควรใช้ตัวอย่างปริมาตร 

5 มิลลิลิตร กรณีตัวอย่างท่ีมีจ านวนเซลล์มาก เช่น จ านวนเซลล์จากกระบวนการหมัก เป็นต้น หรือปริมาตร 100  
มิลลิลิตรกรณีตัวอย่างท่ีมีจ านวนเซลล์น้อย (Stone et al.,1992) 
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ต่อมาน าตัวอย่างวัดค่าความเป็นกรด - ด่าง พบว่าในการเล้ียงเช้ือท่ีใช้ PLA มีการเพิ่มขึ้นของค่าความเป็น

กรด-ด่างในช่วง 3 วันแรก จากนั้นลดลงอย่างช้า ๆ ในช่วงหลังจากวันท่ี 3 ในขณะท่ี TPS ค่อยๆเพิ่มสูงขึ้นเล็กน้อย 

ซึ่งการลดลงของค่าความเป็นกรด - ด่างนั้นช้ีให้เห็นว่ามีการย่อยสลายของพลาสติกชีวภาพเกิดขึ้น และจาก

เปอร์เซ็นต์การสูญเสียมวลของแผ่นฟิล์ม พบว่าในการเล้ียงด้วย PLA เช้ือ B. gladioli A7 มีเปอร์เซ็นต์การสูญเสีย

มวลสูงท่ีสุดมีค่าเป็น 11 เปอร์เซ็นต์ สอดคล้องกับใน TPS ท่ี B. gladioli A7 ( 4 เปอร์เซ็นต์) สูงท่ีสุดเช่นกัน ซึ่ง

สามารถสรุปได้ว่ามีการย่อยสลายของพลาสติกชีวภาพเกิดขึ้นในการเล้ียงเช้ือท้ัง 2 ชนิดของพลาสติกชีวภาพ และ

ท้ัง 3 สายพันธุ์ของแบคทีเรีย โดยในสายพันธุ์ B. gladioli A7 มีความสามารถในการย่อยสลายพลาสติกชีวภาพท้ัง 

2 ชนิด มากท่ีสุด 
เมื่อน าตัวอย่างมาย้อมเซลล์ด้วยสี Sudan black B เพื่อดูการสะสมของไขมันภายในเซลล์ ซึ่งสี Sudan 

black B  จัดเป็นสีย้อมท่ีละลายในไขมัน โดยเมื่อไขมันแล้วจะให้ผลเป็นแกรนูลสีม่วงด า (Hartman, 2009) พบว่า

ในการเล้ียงเช้ือด้วยพลาสติกชีวภาพท้ังสองชนิดมีแนวโน้มท่ีเหมือนกัน คือมีการติดสีม่วงด าภายในเซลล์ท่ีน้อยลง

เมื่อเวลาในการบ่มมากขึ้น ซึ่งหมายถึงมีปริมาณของ PHAs ชนิด PHB ภายในเซลล์ของแบคทีเรียท่ีลดต ่าลง และ

เมื่อวิเคราะห์ปริมาณ PHAs ชนิด PHB ภายในเซลล์ด้วยเทคนิคแก๊สโครมาโทรกราฟีพบว่าท้ังสองพลาสติกชีวภาพ

ไม่พบการเพิ่มขึ้นของปริมาณ PHAs ภายในเซลล์ นอกจากนี้เช้ือท่ีพบว่ามีปริมาณ PHAs เริ่มต้นภายในเซลล์อย่าง 

C. necator A-04 และ B. contaminans SCN-KJ ก็มีการลดลงอย่างเห็นได้ชัด ซึ่งสามารถสรุปได้ว่าเช้ือท้ัง 3 
สายพันธุ์นั้นมีปริมาณของ PHB ภายในเซลล์ท่ีลดลงอย่างชัดเจนระหว่างการทดลอง 

จากผลการทดลองท้ังหมดจึงสรุปได้ว่า แบคทีเรียท้ัง 3 สายพันธุ์ สามารถย่อยพลาสติกชีวภาพท้ัง 2 ชนิด

ได้ โดยสามารถย่อยสลายพลาสติกชีวภาพชนิด PLA ได้ดีกว่าชนิด TPS ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้าท่ีได้

ศึกษาว่าเช้ือ Burkholderia spp. มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเปส (lipase) ซึ่งสามารถย่อยสลายไขมัน

ให้กลายเป็นกรดไขมันอิสระ (Putra et al., 2019) เช่นเดียวกับเช้ือ C. necator (Schmidt et al., 2016) แต่

ทว่าไม่สามารถน าผลผลิตจากการย่อยสลายของพลาสติกชีวภาพท้ัง 2 ชนิดมาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนเพื่อผลิตเป็น 

PHAs ได้ แม้จะมีการศึกษาก่อนหน้านี้แล้วว่าเช้ือ Burkholderia spp. พบการแสดงออกของโอเปอรอน ในยีน 
Pha ท่ีประกอบไปด้วยยีน PhaC1, PhaC2, PhaC3 ซึ่งสามารถสังเคราะห์ได้เป็น PHB (Urtuvia et al., 2018) 
เช่นเดียวกับเช้ือ C. necator (Mifune et al., 2010) ก็ตาม ซึ่งอาจเกิดจากสภาวะท่ีไม่เหมาะสมต่อการผลิต 

PHAs ชนิด PHB ของเช้ือท้ัง 3 สายพันธุ์ จึงจ าเป็นท่ีจะต้องหาสภาวะท่ีเหมาะสมเพื่อให้เกิดท้ังการย่อยสลาย

พลาสติกชีวภาพและผลิต PHAs ไปพร้อมกัน  
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นอกจากนี้ผลท่ีคาดว่าจะได้รับหากด าเนินการครบทุกขั้นตอนของปฏิบัติการทดลอง คือ พัฒนา

กระบวนการรีไซเคิลชีวภาพโดยการย่อยสลายพลาสติกชีวภาพท้ังสองชนิดท่ีได้ท าการทดลองมาแล้ว รวมท้ังชนิด 

PHBV ให้เป็นแหล่งคาร์บอนแก่เช้ือท้ัง 3 สายพันธุ์ และผลิตเป็น PHAs ชนิด PHB และอาจลดความผิดพลาดของ

ผลการทดลองบางอย่างท่ีอาจจะเป็นผลมาจากสภาวการณ์โรคระบาด COVID-19 
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ภาคผนวก ก 
สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ 

1. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง nutrient agar (NA) 
อาหาร 1 ลิตร ประกอบด้วย 

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

นึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 

2. อาหารเลี้ยงเชื้อ yeast peptone ความเข้มข้น 1 เท่า (YP) 
อาหาร 1 ลิตร ประกอบด้วย 

Yeast extract     5 กรัม 
Peptone     10 กรัม 

นึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 

3. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตรอุดม (enrich medium) 
อาหาร 1 ลิตร ประกอบด้วย 

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

นึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 

4. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YP ความเข้มข้น 0.1 เท่า (production medium) 
อาหาร 50 มิลลิลิตร ประกอบด้วย 

Yeast extract 0.0235 กรัม 
Peptone 0.05 กรัม 

นึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
สารเคมีและวิธีการเตรียมท่ีใช้ในการทดลอง 

 
1. สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์ 

ละลายผงโซเดียมคลอไรด์ 0.85 กรัม ในน ้าปราศจากไอออนปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ข้ากัน นึ่งฆ่า

เช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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