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 Actinomadura sp. สายพนัธุ์ TF1 สามารถย่อยสลาย PHBV ได้ดีท่ีสดุ โดยสงัเกตจากวงใส

ท่ีเกิดขึน้จากการย่อยสลายพอลิเมอร์ท่ีประกอบในอาหารแข็ง basal medium การทํางานสงูสุดของ

เอนไซม์ PHBV depolymerase เท่ากบั 5.81 ± 0.22 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร สภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการ

ผลิตเอนไซม์เม่ือเลีย้งในอาหาร basal medium คือ พีเอช 8 อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ท่ีมีความ

เข้มข้นของสบัสเตรท PHBV 0.4 เปอร์เซ็นต์โดยมวลตอ่ปริมาตร ในการศกึษาการย่อยสลายแผ่นฟิล์ม 

PHBV โดยฝังดนิเป็นระยะเวลา 2 สปัดาห์ท่ีอณุหภูมิ 45 องศาเซลเซียสพบว่าแผ่นฟิล์มท่ีฝังดินร่วมกบั

สายพนัธุ์ TF1 นํา้หนกัลดลงไป 86.67±2.31 เปอร์เซ็นต์ เอนไซม์ PHBV depolymerase ถูกผลิต

ภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสมและนําเอนไซม์มาทําให้บริสทุธ์ิโดยตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต 

ไดอะไลซีส และโครมาโทรกราฟฟีแบบแลกเปล่ียนไอออนโดยใช้คอลมัน์ DEAE พบว่าเอนไซม์มีค่า

กิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์เท่ากบั 463.7±4.4 ยนิูตตอ่มิลลิกรัมโปรตีน ให้ผลผลิตร้อยละ 49.9 และมี

ความบริสุทธ์ิเพิ่มขึน้ 2.8 เท่า การทํา SDS-PAGE พบว่า PHBV depolymerase มีนํา้หนกัโมเลกุล

ประมาณ 35 กิโลดาลตนั ผลของอณุหภมูิ    พีเอช ความจําเพาะตอ่สบัสเตรท โลหะหนกั สารเคมี และ

สารท่ียบัยัง้การทํางานของเอนไซม์จะถกูทดสอบการศกึษาสมบตัิของ PHBV depolymerase พบว่า 

อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการทํางานของเอนไซม์ คือ 45 องศาเซลเซียส และเอนไซม์มีความเสถียรท่ี

อณุหภมูิ 35-45 องศาเซลเซียส พีเอชท่ีเหมาะสมตอ่การทํางานของเอนไซม์ คือ 8 และเอนไซม์มีความ

เสถียรท่ีคา่พีเอช 8-9 การศกึษาสบัสเตรทท่ีจําเพาะพบว่า PHBV depolymerase มีความจําเพาะต่อ 

PHBV, PLA, PLLA, casein และ gelatin การเติม Na+ และ K+ ท่ีความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ มีผลใน

การสง่เสริมการทํางานของเอนไซม์ แต ่Fe2+ และ Hg2+ท่ีความเข้มข้น  1 และ 5 มิลลิโมลาร์ และ Cu2+ 

ท่ีความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์มีผลยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์ β-mercaptoethanol และ Triton X-

100 มีผลเพียงเล็กน้อยต่อการทํางานของเอนไซม์ แต่ Tween 80 และ CTAB มีผลเป็นตวัยบัยัง้การ

ทํางานของเอนไซม์ และการศกึษาผลของตวัยบัยัง้พบว่าเอนไซม์ PHBV depolymerase สามารถถกู

ยับยัง้โดย EDTA, PMSF และ DTT ท่ีความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ ดงันัน้เอนไซม์ PHBV 

depolymerase จากสายพนัธุ์ TF1 เป็นโปรตีเอส 
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 Actinomadura sp. strain TF1 demonstrated a high level of activity to degrade PHBV, 

based on clear zone formation on an emulsified PHBV basal medium agar plate at 45 °C. 

Strain TF1 showed the highest amount of activity of PHBV depolymerse which was 

5.81±0.22 U/ml. Maximum production of PHBV depolymerase in basal medium was 

observed at pH 8, 45 °C and 0.4% (w/v) substrate concentration of PHBV. The PHBV film 

was degraded by the action of strain TF1, after soil burial for two weeks at 45 °C. The results 

showed that PHBV film buried in soil with strain TF1 lost weight 86.67± 2.31%. The PHBV 

depolymerse was produced under optimized conditions and purified through ammonium 

sulphate, dialysis and ion exchange (DEAE) column chromatography. The purified enzyme 

exhibited a specific activity of 463.7±4.4 units/mg proteins, while the yield and purification 

fold were 49.9 and 2.8, respectively. The molecular weight of the purified PHBV 

depolymerase, as determined by SDS-PAGE, was approximately 35 kDa. The effects of 

temperature, pH, substrate specificity, metal ions, reagents and inhibitors on PHBV 

depolymerase activity were determined. The optimum enzyme activity was exhibited at 

temperature of 45 °C with thermal stability in a range of 35-45 °C and a pH of 8.0 with 

stability in the range of 8-9. The PHBV depolymerase was strongly active against specific 

substrates such as PHBV, PLA, PLLA, casein and gelatin. The addition of 1 mM Na+ and K+ 

increased the PHBV depolymerase activity, whereas the PHBV depolymerse activity was 

inhibited by 1 and 5 mM Fe2+ and 5 mM Cu2+. β-mercaptoethanol and Triton X-100 had a 

negligible influence on enzyme activity, but Tween 80 and CTAB caused inhibition. The 

inhibitors EDTA, PMSF and DTT strongly inhibited enzyme activity by 10 mM. Therefore, The 

PHBV depolymerase from strain TF1 is protease. 
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บทที่ 1 

บทนํา 

 
ภูมิหลัง 

 ปัจจุบนัประชากรโลกเพิ่มจํานวนมากย่ิงขึน้ส่งผลให้การใช้พลาสติกมีปริมาณสูงขึน้อย่าง

ตอ่เน่ืองในแตล่ะปี  จงึทําให้เกิดการสะสมของเหลือทิง้จากผลิตภณัฑ์พลาสตกิในปริมาณมากย่ิงขึน้ทกุ

วนั จากรายงานลา่สดุของ World Economic Forum คาดการณ์ว่าอนาคตไม่เกินปี ค.ศ. 2050 ขยะ

พลาสติกในมหาสมุทรและแหล่งนํา้จะมีปริมาณเพิ่มขึน้เป็น 13 เมตริกล้านตนัต่อปี (สํานักงาน

นโยบายและแผนทรัพยากรธรรมชาตแิละสิ่งแวดล้อม.  2559) ซึง่พลาสติกเหล่านีส้่วนใหญ่ผลิตมาจาก

สารพวกปิโตรเคมี วิธีการกําจดัขยะพลาสติกเหล่านีจ้ะใช้วิธีการเผา การฝังกลบ และการนํากลบัมาใช้

ใหม ่แตก่ารเผาของขยะพลาสติกจะก่อให้เกิดมลพิษทางอากาศเน่ืองจากการสนัดาปของพลาสติกนัน้

จะปลดปล่อยสารอินทรีย์ท่ีเป็นพิษสงูในอากาศ (Sathya; Ushadevi; & Panneerselvam.  2012) 

ส่งผลให้เกิดสภาวะเรือนกระจกท่ีเกิดจากการปลดปล่อยแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์จํานวนมากในชัน้

บรรยากาศ ในขณะเดียวกนัการกําจดัขยะพลาสติกโดยวิธีการฝังกลบใช้ระยะเวลานานในการกําจดั 

เน่ืองจากขยะพลาสติกเหล่านีย้่อยสลายยาก ทนต่อการย่อยสลายโดยจุลินทรีย์ในธรรมชาติ เพราะมี

มวลโมเลกลุสงู และเป็นวงแหวนอะโรมาติกเป็นส่วนใหญ่ (Shah; et al. 2007a) ส่วนการกําจดัขยะ

พลาสตกิโดยการนํากลบัมาใช้ซํา้ (reuse) การหมนุเวียนกลบัมาใช้ใหม่ (recycle) หรือลดปริมาณการ

ใช้ (reduce) ก็สามารถลดปัญหาได้ในระดบัหนึง่ แตก่ารนําพลาสติกมาใช้ซํา้หรือหมนุเวียนนํากลบัมา

ใช้ใหม่นัน้ อาจพบปัญหาการปนเปือ้นของพลาสติกท่ีนํามาใช้ซํา้หรือหมุนเวียนนํากลับมาใช้ใหม ่

โดยเฉพาะผลิตภณัฑ์ท่ีเป็นบรรจภุณัฑ์ เม่ือนํามาใช้ซํา้ควรคดัแยกและทําความสะอาดให้ถกูต้องด้วย

วิธีการท่ีเหมาะสมตามวัตถุประสงค์ของการใช้งาน ซึ่งค่อนข้างยุ่งยากและมีค่าใช้จ่ายสูงในการ

ดําเนินการ นอกจากนีพ้ลาสติกท่ีนําเข้าสู่กระบวนการหมุนเวียนกลบัมาใช้ใหม่ ผลิตภัณฑ์ท่ีได้จะมี

คณุภาพด้อยลง อนัเน่ืองมาจากการเส่ือมสภาพของพอลิเมอร์ท่ีผ่านกระบวนการผลิตซํา้หลายๆ ครัง้ 

และการแปรสภาพพลาสติกกลบัไปเป็นสารตัง้ต้น เพ่ือนําไปผลิตสารพอลิเมอร์สําหรับผลิตพลาสติก

และผลิตภัณฑ์พลาสติกขึน้มาใหม่ ทําให้ต้นทุนของสารตัง้ต้นเพิ่มมากขึน้ จึงส่งผลให้ต้นทุนของ

ผลิตภัณฑ์เพิ่มมากขึน้ และระหว่างการแปรสภาพก็อาจก่อให้เกิดมลพิษทางอากาศหรือทางนํา้ได้ 

(รมณีย์ หวงัดีธรรม. 2549) ด้วยสาเหตเุหล่านีจ้ึงทําให้เกิดการสะสมของขยะพลาสติกเป็นจํานวนมาก

บนโลก ซึ่งเป็นสาเหตุหลกัของมลพิษทางระบบนิเวศและสิ่งแวดล้อม ดงันัน้พลาสติกชีวภาพจึงเป็น
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ทางเลือกหนึ่งท่ีน่าสนใจ เพ่ือนํามาใช้แทนพลาสติกท่ีผลิตมา   จากปิโตรเคมี (Akbar; et al.  2013) 

เน่ืองจากพลาสตกิชีวภาพเป็นมิตรกบัสิ่งแวดล้อม 

 พลาสติกชีวภาพ คือ พลาสติกท่ีมีคุณสมบัติพิ เศษสามารถสลายตัวได้ทางชีวภาพ 

(compostable) ให้กลายเป็นปุ๋ ยหมกั (compost) กลบัคืนสู่ดิน พลาสติกชีวภาพแบง่ออกเป็น 2 กลุ่ม

หลักตามแหล่งท่ีมา ได้แก่ 1) พลาสติกท่ีสังเคราะห์มาจากปิโตรเคมีแตส่ามารถย่อยสลายได้โดย

จุลินทรีย์ เช่น polycaprolactone (PCL), poly(butylene succinate) (PBS) และ 2) พลาสติกท่ี

สงัเคราะห์ได้จากทรัพยากรท่ีนํากลบัมาใช้ใหมไ่ด้ โดยผ่านกระบวนการเทคโนโลยีชีวภาพการหมกัด้วย

จลุิทรีย์ เช่น poly(lactide) (PLA), polyhydroxyalkanoates (PHAs)  (Tokiwa; et al.  2009) การย่อย

สลายทางชีวภาพของพลาสติกเกิดจากการเปล่ียนพอลิเมอร์ให้กลายเป็นมอนอเมอร์โดยจุลินทรีย์ ซึ่ง

เก่ียวข้องกับเอนไซม์อย่างน้อย 2 ชนิด คือ extracellular depolymerase และ intracellular 

depolymerase ซึ่ง ถ้าเกิดในสภาวะท่ีมีออกซิเจนผลิตภัณฑ์สุดท้ายท่ีได้ คือ มวลชีวภาพ 

คาร์บอนไดออกไซด์ และนํา้ แตถ้่าเกิดในสภาวะไมมี่ออกซิเจนจะได้แก็สมีเทนเป็นผลิตภณัฑ์เพิ่มอีกตวั 

(Thakur.  2012) พลาสตกิชีวภาพมีประโยชน์เป็นอย่างมาก ได้แก่ การเพิ่มปุ๋ ยในดิน การลดการสะสม

ของขยะพลาสติกจํานวนมากในสิ่งแวดล้อมส่งผลให้ลดปัญหามลพิษทางสิ่งแวดล้อม และการลด

ต้นทนุในการจดัการขยะพลาสตกิ  

 ในทศวรรษท่ีผ่านมา การผลิตพลาสติกชีวภาพ polyhydroxyalkanoates (PHAs) มีความ

น่าสนใจเป็นอย่างมากเน่ืองจากเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม สามารถย่อยสลายได้ตามธรรมชาต ิ

(biodegradability) สามารถเข้ากับเนือ้เย่ือของมนุษย์ได้ดี (biocompatibility) สังเคราะห์ได้จาก

จลุินทรีย์ท่ีใช้พืชผลทางการเกษตรเป็นแหล่งคาร์บอน และมีคณุสมบตัิการผลิตท่ีเหมือนกบัพลาสติกท่ี

ได้จากปิโตรเคมี (Wang; et al.  2012) จึงได้มีการประยกุต์ใช้ PHAs ในหลายๆ ด้าน เช่น การแพทย์ 

การเกษตร ทางทะเล บรรจภุณัฑ์ตา่งๆ  (Shah; et al.  2007b)  

 PHAs เป็นพอลิเมอร์ธรรมชาติท่ีเกิดจากการสังเคราะห์และการสะสมภายในเซลล์ของ

จุลินทรีย์บางชนิดในระหว่างการเจริญเติบโตท่ีไม่สมดลุ โดยปริมาณของไนโตรเจน ฟอสเฟต หรือ 

ออกซิเจนมีอย่างจํากดั แตมี่แหล่งคาร์บอนมากเกินพอ (Keshavarz; & Roy.  2010) โดย PHAs มี

หลายชนิดขึน้อยูก่บัความแตกตา่งของหน่วยย่อยมอนอเมอร์ในสายพอลิเมอร์ (Reddy; et al.  2003) 

ประกอบด้วย homopolymer เช่น poly(3-hydroxybuterate) (PHB) ซึ่งเป็นสมาชิกชนิดแรกของ 

PHAs ท่ีสงัเคราะห์ได้และพบได้มากท่ีสดุ และ copolymer เช่น poly(3-hydroxybutyrate-co-3-

hydroxyvalerate) (PHBV) ซึ่งเกิดจากการรวมกันของหน่วยย่อย 3-hydroxybuterate (HB) และ 3-

hydroxyvalerate (HV) เม่ือเปรียบเทียบสมบตัิของ PHB กับ PHBV พบว่า PHBV มีสมบตัิทาง

กายภาพท่ีดีกว่า คือ ทนตอ่การอดัได้ดีกว่า เหนียว หยืดหยุ่นได้ดี และมีคณุสมบตัิอ่ืนๆ ท่ีเก่ียวข้องกับ
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กระบวนการผลิตท่ีดีกว่า (Yuanpeng; et al.  2013) ดงันัน้ PHBV จึงได้รับความสนใจเป็นอย่างมาก

ในทางการค้าสําหรับการผลิตในขนาดใหญ่ของพลาสติกทนร้อนท่ีย่อยสลายได้ตามธรรมชาติ (Shah; 

et al.  2007b) นอกจากนีก้ารยอ่ยสลาย PHBV ก็เป็นสิ่งสําคญัเช่นกนัสําหรับการจดัการขยะพลาสติก

ชีวภาพให้มีความเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม อตัราการย่อยสลายของ PHBV ขึน้อยู่กับประชากรของ

จลุินทรีย์และการแพร่กระจาย (Akbar; et al.  2013) มีงานวิจยัหลายชิน้ท่ีรายงานเก่ียวกบัการคดัแยก

เชือ้จุลินทรีย์ท่ีสามารถย่อยสลาย PHBV ได้ ประกอบไปด้วยแบคทีเรีย เช่น Bacillus strains, 

Acidovorax faceilis, Variovorax paradoxus, Pseudomonas mendocina, Streptomyces sp., 

Actinomadura sp., Micrococus sp., Lysinibacillus sphaericus, Geobacillus toebii, Ralstonia 

pickettii และเชือ้รา เช่น Aspergillus fumigatus,  Penicilium sp.    จะเห็นได้ว่ามีแบคทีเรียบางชนิด

เท่านัน้ท่ีสามารถย่อยสลาย PHBV และมีรายงานวิจยัไม่มากนกัท่ีรายงานเก่ียวกับการทําเอนไซม์ให้

บริสุทธ์ิและศึกษาคณุสมบตัิของเอนไซม์ท่ีย่อยสลาย PHBV ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้ึงมีความสนใจใน

การศกึษาแบคทีเรียท่ีมีศกัยภาพในการผลิตเอนไซม์ท่ีย่อยสลาย PHBV โดยศกึษาการทําบริสทุธ์ิและ

คณุสมบตัิของเอนไซม์ท่ีเชือ้ผลิต ซึ่งคาดว่าจะได้เอนไซม์ท่ีมีประโยชน์เพ่ือรองรับการใช้พลาสติก

ชีวภาพท่ีมากขึน้ในอนาคต 

 

ความมุ่งหมายของการวิจัย 
 ในการวิจัยครัง้นีไ้ด้ตัง้ความมุ่งหมายไว้ดังนี ้

  1. เพ่ือศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพลาสติกชีวภาพ PHBV 

จาก Actinomadura sp. สายพนัธุ์ TF1 

  2. เพ่ือศกึษาการทําบริสุทธ์ิของเอนไซม์ท่ีย่อยสลาย  PHBV จาก Actinomadura sp.       

สายพนัธุ์ TF1 

  3. เพ่ือศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม์ท่ีย่อยสลาย PHBV จาก Actinomadura sp.        

สายพนัธุ์ TF1 
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ขอบเขตของการวิจัย 

 ทดสอบความสามารถของ Actinomadura sp. สายพนัธุ์ TF1 ท่ีแยกได้จากดินปุ๋ ยหมกัจาก

การศึกษาของทายาท ศรียาภัย และคณะ (2557)  ในการย่อยสลายพลาสติกชีวภาพ PHBV โดย

การศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ PHBV depolymerase ได้แก่ พีเอช อณุหภูมิ และ

ความเข้มข้นของสบัเสตรท ด้วยการวดัการทํางานของเอนไซม์ท่ีดดัแปลงจากวิธีของ Shah; et al. 

(2007a) และหาปริมาณโปรตีนโดยใช้วิธีของ Bradford (1976) โดยการเปรียบเทียบกับกราฟ

มาตรฐานของ Bovine serum albumin (BSA) จากนัน้เลีย้งเชือ้ในสภาวะท่ีเหมาะสมเพ่ือนําเอนไซม์ท่ี

ผลิตได้มาทําให้บริสทุธ์ิ โดยการตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟสท่ีจดุอ่ิมตวั 80% ทําไดอะไล-

ซิส (dialysis) ทําโครมาโทกราฟฟีแบบแลกเปล่ียนไอออนชนิด DEAE Sepharose นําหลอดท่ีมีการ

ทํางานของเอนไซม์สงูท่ีสดุมาตรวจสอบหาความบริสุทธ์ิและนํา้หนกัโมเลกลุโดยใช้ SDS-PAGE และ

นําเอนไซม์ท่ีผา่นการทําบริสทุธ์ิมาศกึษาคณุสมบตัติา่งๆ ได้แก่ คา่พีเอชและอณุหภมูิท่ีเหมาะสม ความ

เสถียรของเอนไซม์ท่ีค่าพีเอชและอุณหภูมิต่างๆ  ความจําเพาะต่อสบัเสตรท และผลของตวัยับยัง้ 

สารเคมี และไอออนโลหะตอ่การทํางานของเอนไซม์ 
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บทที่  2  

เอกสารและงานวจิัยที่เก่ียวข้อง 

 
พลาสตกิชีวภาพ (bioplastics) 

 พลาสติกชีวภาพ หมายถึง พลาสติกท่ีสามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพโดยอาศยัเอนไซม์

จากจลุินทรีย์ท่ีอาศยัอยู่ในสิ่งแวดล้อมนัน้ๆ ให้กลายเป็นแร่ธาตกุลบัคืนสู่ดิน สามารถแบ่งออกเป็น 2 

กลุม่หลกัตามแหลง่ท่ีมาดงันี ้

 1. พลาสตกิท่ีได้จากการทบัถมกนัของสารอินทรีย์จากพืชและสตัว์มาเป็นเวลานาน (fossil 

resources)  เชน่ ปิโตรเลียม  ได้แก่ 

  1.1 พอลิคาร์โปรแลคโตน poly(ε-caprolactone) (PCL) 

    PCL เป็นพอลิเอสเทอร์ท่ีมีลกัษณะเป็นผลึก เกิดจากการสงัเคราะห์โดยการเปิด

วงแหวนพอลิเมอร์ของ ε-caprolactone ดงัภาพประกอบ 1 มีจดุหลอมเหลวต่ําประมาณ 59-64 องศา

เซลเซียส PCL นํามาใช้ประโยชน์ในทางชีวการแพทย์เน่ืองจากมีความปลอดภยัตอ่ร่างกายมนษุย์ เช่น 

วสัดนํุาส่งยา (drug delivery)  PCL สามารถย่อยสลายได้โดยจุลินทรีย์แบบใช้และไม่ใช้ออกซิเจนท่ี

แพร่กระจายในระบบนิเวศ เอนไซม์ท่ีย่อยสลาย PCL ได้แก่ ไลเปส (lipase) และเอสเทอร์เรส 

(esterase)  อตัราการยอ่ยสลายของ PCL ขึน้อยู่กบันํา้หนกั  มวลโมเลกลุ และการเป็นผลึก สําหรับช่ือ

ทางการค้าของ PCL เช่น CAPA (จากบริษัทโซลเวย์ ประเทศเบลเย่ียม) Tone (จากบริษัทยเูนียน 

คาร์ไบด์ ประเทศอเมริกา) หรือ Celgreen (จากบริษัทไดเซล ประเทศญ่ีปุ่ น) (Tokiwa; et al.  2009; 

Vroman; & Tighzert.  2009; Woodruff; & Hutmacher.  2010) 

 

 

ภาพประกอบ 1 การสงัเคราะห์ PCL โดยการเปิดวงแหวนพอลิเมอร์ของ ε-caprolactone 

  

 ท่ีมา: Piskin, Erhan; et al.  (2009).  In vivo performance of simvastatin-loaded 

electrospun spiral-wound polycaprolactone scaffolds in reconstruction of cranial bone 

defects in the rat model.  Journal of Biomedical Materials Research Part A.  90(4):  p. 1142. 
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  1.2 พอลิบวิทิลีนซกัซิเนต poly(butylene succinate) (PBS) 

    PBS เป็นอะลิฟาติกพอลิเอสเทอร์ท่ีสงัเคราะห์มาจากปฏิกิริยาการควบแน่นของ

ไกลคอล (glycols) เช่น เอทิลีนไกลคอล และ 1,4-บิวเทนไดออล และกรดไดคาร์บอกซีลิก 

(dicarboxylic acids) เชน่    กรดซกัซินิก และกรดอะดิพิก ดงัในภาพประกอบ 2 โดย PBS ถกูนําไปใช้

ประโยชน์ในด้านต่างๆ เช่น ฟิล์ม   ฟิล์มบรรจุภัณฑ์ ถุงพลาสติก ผลิตภัณฑ์อนามยั โดยสงัเคราะห์

ขึน้มาครัง้แรกในปี ค.ศ. 1990 และพฒันาโดยบริษัท Shower High Polymer ประเทศญ่ีปุ่ น ภายใต้ช่ือ

ทางการค้า Bionolle และ EnPol เป็นช่ือทางการค้าของบริษัท Ire Chemical ประเทศเกาหลี PBS 

สามารถย่อยสลายได้โดยจลุินทรีย์ท่ีแพร่กระจายในสิ่งแวดล้อม (Shah; et al.  2008; Vroman; & 

Tighzert.  2009) 

 

   

 

 

 

 

ภาพประกอบ 2 การสงัเคราะห์ PBS จากกรดซกัซินิก และ 1,4-บวิเทนไดออล 

 

 ท่ีมา: พีระศกัดิ ์เภาประเสริฐ.  (2013).  พอลิเมอร์จากแหลง่ชีวภาพ: การทบทวนวรรณกรรม.  

วารสารวิจยั มหาวิทยาลยัขอนแก่น (ฉบบับณัฑิตศึกษา).  18(3): หน้า 541. 

 

 

  1.3 พอลิบวิทิลีนซกัซิเนต-โค-อะดเิพท poly(butylene succinate-co-adipate) (PBSA) 

    PBSA เป็นพอลิเอสเทอร์ท่ีเป็นโคพอลิเมอร์ของ PBS เกิดจากการรวมตวัแบบสุ่ม

ของ บวิทิลีน(butylene) ซคัซิเนต (succinate) และอะดิเพท (adipate) สามารถสงัเคราะห์ทางเคมีโดย

การควบแน่นของ  1,4-บิวเทนไดออล กับกรดซักซินิกและกรดอะดิพิก ดังในภาพประกอบ 3                  

ถ้าพอลิเมอร์ประกอบด้วยหน่วยย่อยอะดิเพทมากกว่าหน่วยย่อยของ 1,4-บิวทานิดิออลและซคัซิเนต

จะทําให้เกิดกระบวนการย่อยได้รวดเร็วกว่า ดงันัน้จึงเป็นเหตผุลท่ีทําให้ PBSA สามารถย่อยสลายได้

เร็วกว่า PBS การนําไปใช้ประโยชน์ เช่น ฟิล์ม ฟิล์มบรรจุภัณฑ์ ถุงพลาสติก ผลิตภัณฑ์อนามัย  

(Averous; & Pollet.  2012) 
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ภาพประกอบ 3 การสงัเคราะห์ PBSA จาก 1,4-บวิเทนไดออล กรดซกัซินิก และกรดอะดพิิก 

 

 ท่ีมา: Vilela, Carla; et al.  (2014).  The Quest for Sustainable Polyesters-Insights into 

the Future.  Polymer Chemistry. 9: p. 3129. 

  

 2. พลาสตกิท่ีได้จากทรัพยากรท่ีนํากลบัมาใช้ใหมไ่ด้ (renewable resources)   

  2.1 พอลิแลกตกิแอซิด poly(lactic acid) (PLA)   

    PLA เป็นอะลิฟาติกพอลิเอสเทอร์สงัเคราะห์มาจากกรดแลกติก ซึ่งกรดแลคติก

อาจได้มาจากการสังเคราะห์ทางเคมีหรือได้มาจากพืชผลทางการเกษตร เช่น กลูโคส มอลโทส         

เด็กโทรส จากข้าวโพดหรือมนัฝร่ัง ซูโครสจากอ้อยหรือบีท  โดยบดหรือโม่พืชผลทางการเกษตรเหล่านี ้

ให้กลายเป็นแปง้ และยอ่ยแปง้ให้กลายเป็นนํา้ตาล แล้วใช้จลุินทรีย์ในกลุ่ม Lactobacilli หมกันํา้ตาลท่ี

ได้ให้กลายเป็นกรดแลคติก โดย PLA มีไอโซเมอร์ 2 รูปแบบ คือ L-lactic acid และ      D-lactic acid 

จากนัน้จึงใช้กรดแลคติกเหล่านีไ้ปเป็นสารตัง้ต้นในการสงัเคราะห์ PLA ดงัในภาพประกอบ 4 การนํา 

PLA มาใช้ประโยชน์ส่วนใหญ่ทางด้านการแพทย์ เช่น อปุกรณ์ฝังในร่างการ (implant devices) โครง

ร่างเนือ้เย่ือ (tissue scaffolds)  ไหมเย็บแผลภายในร่างกาย (internal sutures)  นอกจากนีย้งันํามาใช้

ในด้านบรรจภุณัฑ์อาหาร รวมทัง้ผลิตภณัฑ์อ่ืนๆ (Garlotta.  2002; Lim; Auras; & Rubino.  2008) 

 

Succinic acid 1,4-Butanediol Adipic acid 

PBSA 
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ภาพประกอบ 4 การสงัเคราะห์ PLA จาก L-lactic acid และ D-lactic acid 

 

 ท่ีมา: Lim, L.-T.; Auras, R,; & Rubino, M.  (2008).  Processing Technologies for 

Poly(lactic acid).  Progress in Polymer Science.  33: p. 822. 

  

  2.2 พอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต polyhydroxyalkanoates (PHAs)  

    PHAs เป็นตวัแทนของพอลิเอสเทอร์ท่ีได้จากธรรมชาติ โดยเกิดจากแบคทีเรีย

สะสม PHAs ไว้ภายในเซลล์ในสภาวะท่ีมีแหล่งคาร์บอนมากเกินพอแต่แหล่งไนโตรเจนมีจํากัด ใน

จลุินทรีย์บางกลุม่สามารถสะสม PHAs ไว้ภายในเซลล์ได้มากถึง 90 เปอร์เซ็นต์ของนํา้หนกัแห้ง PHAs 

เป็นพลาสตกิชีวภาพกลุม่ใหญ่ท่ีมีอนพุนัธ์พอลิเมอร์เป็นจํานวนมาก โดยขึน้อยู่กบัความยาวสายโซ่ของ

หมู่ท่ีมาแทนท่ี (R) ทําให้ PHAs มีคณุสมบตัิแตกตา่งกนัไปตัง้แตเ่ป็นพลาสติกท่ีมีความแข็งแตเ่ปราะ

ง่ายไปจนถึงพลาสติกท่ีมีความยืดหยุ่นหรือทนต่อแรงดึงได้ดี โดยชนิดของพอลิเมอร์ท่ีได้ขึน้อยู่กับ

ปัจจยัในการเลีย้งเชือ้จลุินทรีย์ เชน่ พีเอช อณุหภมูิ ความเข้มข้น แหล่งคาร์บอน และชนิดของจลุินทรีย์ 

(Vroman; & Tighzert.  2009) PHAs สามารถนํามาใช้ประโยชน์ในด้านตา่งๆ เช่น ด้านทางการแพทย์ 

ด้านบรรจภุณัฑ์ ด้านการเกษตร (Reddy; et al.  2003) 
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พอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoates หรือ PHAs) 

 PHAs เป็นกลุม่พอลิเมอร์ประเภทพอลิเอสเทอร์ธรรมชาติท่ีสงัคราะห์ และสะสมภายในเซลล์

ของจลุินทรีย์หลายกลุม่ภายใต้สภาวะตงึเครียด เชน่ การจํากดัปริมาณไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ออกซิเจน 

แตมี่แหล่งคาร์บอนมากเกินพอ ส่งผลให้เซลล์จุลินทรีย์เกิดการสะสมคาร์บอนและพลงังานเก็บไว้ใช้

ภายในเซลล์ (Keshavarz; & Roy.  2010) ดงัในภาพประกอบ 5 โดยทัว่ไปแหล่งคาร์บอนท่ีใช้เป็น

วัตถุดิบ ได้แก่ พืชผลทางการเกษตรจําพวกแป้ง เช่น ข้าวโพด มนัสําปะหลัง มนัฝร่ัง ข้าว ข้าวสาลี 

นอกจากนีย้งัได้มีการดดัแปลงพนัธุกรรมของจลุินทรีย์และพืชเพ่ือให้สามารถผลิต PHAs ได้ในปริมาณ

สงู (Akbar; et al.  2013) 

 โครงสร้างของ PHAs มีแกนหลกัเป็น R-hydroxyalkanoic acid (HA) แตมี่ความแตกตา่งกนั

ของหมู่ฟังก์ชนัท่ีคาร์บอนตําแหน่งท่ี 3 (C-3) หรือตําแหน่งบีต้า ทําให้ได้เป็น PHAs ชนิดตา่งๆ ดงัใน

ภาพประกอบ 6 โดย PHAs มีองค์ประกอบของมอนอเมอร์ท่ีแตกตา่งกนัมากถึง 150 แบบ อยูใ่นช่วง 

50,000-1,000,000 ดาลตัน  (Da) โครงสร้างท่ีพบมากท่ีสุดคือ พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต 

(polyhydroxybutyrate, PHB) (Keshavarz; & Roy.  2010) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 5 การสะสมแกรนลู PHA ภายในเซลล์ของแบคทีเรีย 

 

 ท่ีมา: Guo-Giang, Chen.; Juanyu, Zhang.; & Ying, Wang. (2015). Hydroxyalkanoates 

and Polyhydroxyalkanoates: Production and Applications.  In Industrial Biorefineries and 

White Biotechnology.  p. 556. 
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ภาพประกอบ 6 สตูรโครงสร้างของ PHAs 

 

 ท่ีมา : Ojumu, T.V.; Yu, J.; & Solomon, B.O.  (2004).  Production of 

Polyhydroxyalkanoates, a Bacterial Biodegradable Polymer.  African Journal of 

Biotechnology.  3(1): p. 19. 

  

 การจําแนกพอลิเมอร์ของ PHAs 

  1. แบง่ตามจํานวนอะตอมคาร์บอน แบง่ออกเป็น 3 กลุม่ (Tan; et al.  2014) ได้แก่  

   1.1 PHA สายสัน้ (short-chain length PHA, scl-PHA) ประกอบด้วยอะตอม

คาร์บอน 3-5 อะตอม เช่น poly(3-hydroxybutyrate) P(3HB), poly(4-hydroxybutyrate) P(4HB), 

poly(3-hydroxyvalerate) P(3HV)  

   1.2 PHA สายปานกลาง (medium-chain length PHA, mcl-PHA) ประกอบด้วย

อะตอมคาร์บอน 6-14 อะตอม เช่น poly(3-hydroxyhexanoate) P(3HHx), poly(3-hydroxyoctano- 

rate) P(3HO), 3-hydroxyheptanoate (PHHp), 3-hydroxynonanoate (PHN), 3-hydroxydeca- 

noate (PHD)      

   1.3 PHA สายยาว (long-chain length PHA, lcl-PHA) ประกอบด้วยอะตอม

คาร์บอน 15 อะตอมขึน้ไป 

  2. แบง่ตามชนิดของหนว่ยยอ่ย แบง่ออกเป็น 2 กลุม่ (Keshavarz; & Roy.  2010) ได้แก่ 

   2.1 โฮโมพอลิเมอร์ (homopolymers) ประกอบด้วยหน่วยย่อยชนิดเดียวกันมา

เช่ือมตอ่กนั เชน่ polyhydroxybutyrate (PHB),  polyhydroxyoctanoate (PHO)  
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          2.2 เฮเทอโรพอลิเมอร์ (heteropolymers) หรือโคพอลิเมอร์ (copolymer) ประกอบ 

ด้วยหนว่ยยอ่ยตา่งชนิดกนัมาเช่ือมตอ่กนั เช่น poly(hydroxybutyrate-co-hydroxyvalerate) (PHBV), 

poly-(3-hydroxybutyrate-co-4-hydroxybutyrate) [P(3HB-co-4HB)] 

 

การนํา PHAs ไปใช้ประโยชน์ในด้านต่างๆ 

 PHAs มีลักษณะเด่นหลายด้าน เช่น สามารถเข้าได้กับเนือ้เย่ือของมนุษย์ ไม่เป็นพิษ 

สงัเคราะห์มาจากวสัดดุิบท่ีหาได้ง่าย สามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพให้กลบักลายไปเป็นแร่ธาตใุน

ดิน ดงันัน้ PHAs จึงสามารถนํามาประยุกต์ใช้ในหลายๆ ด้านเพ่ือทดแทนพลาสติกท่ีไม่สามารถยอ่ย

สลายทางชีวภาพได้ (Keshavarz; & Roy.  2010; Reddy; et al.  2003; Vroman; & Tighzert.  2009) 

ดงันี ้

 1. ด้านการแพทย์และเภสชั PHAs ได้นํามาประยกุต์ให้กบัวสัดปุลดปลอ่ยตวัยาในระยะยาว

เพ่ือควบคมุอตัราและระยะเวลาในการปลดปล่อยยารักษาโรค วสัดสุร้างกระดกูใช้ในการกระตุ้นการ

เจริญของกระดกู วสัดใุนการสร้างทางเดนิปัสสาวะ ไหมเย็บแผลในการผา่ตดั (surgical sutures) ผ้า

ปิดแผล สารห้ามเลือด (haemostatic agents) แคปซูลยา เป็นแนวทางการงอกของเนือ้เย่ือและกระดกู

ในการรักษาฟันและขากรรไกร ผลิตภณัฑ์ท่ีเก่ียวข้องกบัระบบหวัใจและหลอดเลือด เชน่ ซอ่มแซมเย่ือ

หุ้มหวัใจและผนงัหวัใจห้องบน โครงสําหรับการงอกของเนือ้เย่ือหลอดเลือดแดง หลอดเลือดเทียม ชิน้

ปิดโรคหวัใจและหลอดเลือดและลิน้หวัใจ  

2. ด้านบรรจภุณัฑ์ สว่นใหญ่ประยกุต์ใช้เป็นถงุพลาสติก สารเคลือบกระดาษและกระดาษแข็ง 

กล่องนม ปากกา บรรจภุณัฑ์ท่ีใช้แล้วทิง้ มีดโกน เคร่ืองใช้ในครัว ภาชนะบรรจอุาหาร ขวดนํา้ ภาชนะ

บรรจเุคร่ืองสําอาง ขวดบรรจสุารเคมี ขวดแชมพ ูและถ้วย เป็นต้น 

 3. ด้านการเกษตร วสัดหุ่อหุ้มและปลดปลอ่ยฮอร์โมน สารอาหาร ยาฆ่าแมลง ฟีโรโมน ยาฆ่า

วชัพืช และปุ๋ ยตามระยะเวลาท่ีกําหนด ทําเป็นฟิล์มท่ีปกคลมุเรือนกระจกสําหรับเพาะปลกูพืชสวน หรือ

ทําเป็นพลาสติกคลุมดินสําหรับปกป้องพืชท่ียงัอ่อนเพ่ือช่วยรักษาความชืน้ เพิ่มอุณหภูมิในดิน และ

ชว่ยลดวชัพืช แถบสําหรับการกระจายเมล็ดพืช และสารอาหาร กระถางต้นไม้แบบใช้แล้วทิง้  

 4. ด้านเส้นใย เชน่ ผ้าอ้อมสําเร็จรูปเด็ก ผลิตภณัฑ์อนามยัสําหรับผู้หญิง สิ่งทอตา่งๆ 

 5. ด้านทางทะเล เชน่ เชือก ขา่ยจบัปลา 

 6. ด้านอ่ืนๆ เชน่ วสัดสํุาหรับผลิตสี คลิป ลวดเย็บกระดาษ ท่ีตัง้ลกูกอล์ฟเม่ือเร่ิมเลน่กอล์ฟ 

กาวท่ีไวตอ่แรงกดดนัและละลายด้วยความร้อน 
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พอลิ(3-ไฮดรอกซีบวิทเีรต-โค-3-ไฮดรอกซีวาเลอเรต)  

(Poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) หรือ PHBV) 

 

 PHBV เป็นโคพอลิเมอร์ท่ีจดัอยู่ในกลุ่มของ PHAs ซึ่งมีช่ือเรียกอ่ืนๆ เช่น Biopol P(3HB-

3HV, Polyβ-hydroxybutyrate-β-hydroxyvalerate), Poly(hydroxybutyric acid-co-hydroxyvaleric 

acid) เป็นพลาสติกทนร้อนท่ีสามารถย่อยสลายได้เองตามธรรมชาติ ซึ่งเกิดจากการรวมตวักันของ

มอนอเมอร์    3-hydroxybutyrate (HB) และ 3-hydroxyvalerate (HV) แบบสุ่ม เช่ือมตอ่กนัด้วย

พนัธะเอสเทอร์ แกนหลกัประกอบไปด้วยอะตอมของคาร์บอนและออกซิเจน ดงัในภาพประกอบ 7 โดย 

3-hydroxybutyrate (HB) ช่วยทําให้แข็งแตเ่ปราะง่าย ส่วน 3-hydroxyvalerate (HV) จะช่วยในเร่ือง

ของความยืดหยุ่น เม่ือเพิ่มอตัราส่วนของ HV ส่งผลให้จดุหลอมเหลว อณุหภูมิท่ีเปล่ียนเป็นแก๊ส และ

สภาพการเป็นผลกึของพลาสติกลดลงแตเ่พิ่มความทนทานและลดแรงตงึได้ดีขึน้ PHBV สงัเคราะห์ขึน้

ครัง้แรกในปี ค.ศ. 1983 โดย Imperial Chemical Industries (ICI) ภายใต้ช่ือทางการค้าคือ Biopol ใน

การสงัเคราะห์ PHBV จากจุลินทรีย์เกิดจากการควบคมุปัจจยัในกระบวนการหมกัของจลุินทรีย์และ

การเติมแหล่งคาร์บอนท่ีใช้ในการสงัเคราะห์ โดยใช้แหล่งคาร์บอน 2 ชนิดเป็นแหล่งอาหาร นอกจากนี ้

ยงัต้องอาศยัตวักลางท่ีสําคญัคือกรดโพรพิโอนิก โดยจุลินทรีย์จะเปล่ียนกลูโคสให้เป็น อะซิติลโคเอ 

(acetyl-CoA) และเปล่ียนกรดโพรพิโอนิกให้เป็นโพรพิโอนิลโคเอ (propionyl-CoA) หากจลุินทรีย์อยู่ใน

สภาวะท่ีสารอาหารตา่งๆ สมดลุกนั สารทัง้ 2 ชนิดนีจ้ะถกูเปล่ียนเป็นพลงังานและชีวมวล แตถ้่าอยู่ใน

สภาวะท่ีแหล่งอาหารไม่สมดุลแต่มีปริมาณคาร์บอนมากเกินพอ อะซิติลโคเอ (acetyl-CoA) และ      

โพรพิโอนิลโคเอ (propionyl-CoA) จะถกูเปล่ียนเป็น PHBV ซึ่งในการสงัเคราะห์ PHBV นัน้ ต้องอาศยั

เอนไซม์ 3 ชนิด คือ เอนไซม์เบต้า-คีโตไทโอเลส (β-ketothiolase) ทําหน้าท่ีเปล่ียนอะซิติลโคเอ 

(acetyl-CoA) ให้กลายเป็นอะซิโตอะซิทิลโคเอ (acetoacetyl-CoA) และทําให้เกิดการควบแน่นของ  

อะซิติลโคเอ (acetyl-CoA) กบัโพรพิโอนิลโคเอ (propionyl-CoA) ให้กลายเป็นเบต้าคีโตวาเลอริลโคเอ 

(β-ketovaleryl-CoA) จากนัน้เอนไซม์อะซิโตอะซิทิลโคเอรีดกัเทส (acetoacetyl-CoA reductase) จะ

เปล่ียนอะซิโตอะซิทิลโคเอ (acetoacetyl-CoA) ให้เป็นเบต้าไฮดรอกซีบิวทีริลโคเอ (β-hydroxybutyryl-

CoA) และเปล่ียนเบต้าคีโตวาเลอริลโคเอ (β-ketovaleryl-CoA) ให้กลายเป็นเบต้าไฮดรอกซีวาเลอริล-

โคเอ (β-hydroxyvaleryl-CoA) และขัน้ตอนสดุท้ายเอนไซม์ซินเทส (synthase) ทําให้เกิดการรวมตวั

กันของเบต้าไฮดรอกซีบิวทีริลโคเอ (β-hydroxybutyryl-CoA) และเบต้าไฮดรอกซีวาเลอริลโคเอ (β-

hydroxyvaleryl-CoA) ให้กลายเป็น PHBV ดงัในภาพประกอบ 8 นอกจากนี ้PHBV ยังสามารถ

สงัเคราะห์ได้จากพืชท่ีมีการดดัแปลงพนัธุกรรมได้อีกด้วย ประโยชน์ของ PHBV ส่วนใหญ่จะนํามาใช้

ในทางการแพทย์ เช่น ทําเป็นแคปซูลยา วัสดุเทียมทางการแพทย์ และพวกบรรจุภัณฑ์ต่างๆ  
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นอกจากนีย้งันํามาผลิตเป็นขวดสําหรับผู้บริโภค เพ่ือเป็นทางเลือกในการใช้พลาสติกท่ีสามารถย่อย

สลายได้เองตามธรรมชาตแิทนการใช้พลาสตกิท่ียอ่ยสลายเองตามธรรมชาติไม่ได้  (ศิริวรรณ ระเดน่อา

หมดั. 2552; Eschenlauer; et al. 1996; Acagastya. 2015) 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

ภาพประกอบ 7 โครงสร้างทางเคมีของ PHBV  ท่ีเกิดจากการรวมกนัของ HB และ HV 

 

 ท่ีมา:  Lucy; O Connell.  (2013).  PHBV (Biopol).  Online 
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ภาพประกอบ 8 วิถีการสงัเคราะห์ PHBV 

 

 ท่ีมา: Ojumu, T. V. & Solomon, B. O.  (2004).  Production of Polyhydroxyalkanoates, 

a bacterial biodegradable polymer.  African Journal of Biotechnology.  3(1): pp. 18-24. 

 

เอนไซม์ที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลาย PHBV 

 การยอ่ยสลาย PHBV สามารถยอ่ยสลายได้โดยเอนไซม์จากจลุินทรีย์ ซึ่งมีเอนไซม์ท่ีเก่ียวข้อง

อย่างน้อย 2  ประเภท คือ extracellular depolymerase และ intracellular depolymerase เน่ืองจาก

พอลิเมอร์ของ PHBV มีโมเลกุลขนาดใหญ่และไม่สามารถละลายนํา้ได้ จุลินทรีย์จึงไม่สามารถนํา 

PHBV ผ่านผนงัเซลล์ชัน้นอกเข้าสู่เซลล์ได้ ดงันัน้ขัน้ตอนแรกจลุินทรีย์จะหลัง่ extracellular enzyme 

ออกมา ทําให้เกิดกระบวนการ depolymerization ของพอลิเมอร์ภายนอกเซลล์จลุินทรีย์ ซึ่งเป็นพวก 

endo-enzyme เป็นเอนไซม์ท่ีทําให้เกิดการแตกตวัของพนัธะภายในสายพอลิเมอร์อย่างไม่เป็นระเบียบ 

และ exo-enzymes หรือเอนไซม์ท่ีทําให้เกิดการแตกหกัของพนัธะทีละหน่วยจากปลายด้านนอกของ

สายพอลิเมอร์ โดยเอนไซม์จะยึดเกาะกับพืน้ผิวของพอลิเมอร์ ทําให้เกิดการสลายตวัของพอลิเมอร์ท่ี

ซับซ้อนให้เป็นโมเลกุลท่ีมีขนาดเล็กเปล่ียนเป็นสายสัน้ๆ เช่น โอลิโกเมอร์ ไดเมอร์ และเปล่ียนเป็น
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มอนอเมอร์ในท่ีสุด คือ 3-hydroxybuterase และ 3-hydroxyvalerase ซึ่งมีขนาดเล็กเพียงพอท่ี

สามารถดดูซึมเข้าสู่เซลล์จลุินทรีย์โดยใช้นํา้เป็นตวักลาง จลุินทรีย์จึงสามารถนําไปใช้ประโยชน์ได้โดย

นําไปเป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลงังาน  โดย intrecellular enzyme ภายในเซลล์ของจลุินทรีย์ทํา

ให้เกิดเมแทบอลิซึมของ β-oxidation และ tricarboxylic acid cycle (TCA) ผลผลิตสดุท้ายท่ีได้คือ 

นํา้และแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ในสภาวะท่ีมีออกซิเจน ในกรณีท่ีไม่มีออกซิเจนจะได้แก๊สมีเทนเป็น

ผลผลิตเพิ่มอีกตวั (พิชาภคั สมยรูทรัพย์. 2553; Thakur.  2011; Shah; et al.  2008; Rydz; et al.  

2015) ดงัในภาพประกอบ 9  

 

 

 
 

ภาพประกอบ 9 กลไกการย่อยพลาสตกิชีวภาพโดยจลุินทรีย์ 

 

 ท่ีมา: Muller, Rolf-Joachim. (2003).  Biodegradability of polymer: regulations and 

methods fos tesying.  In Biopolymer online.  online. 

 
 PHBV จดัว่าเป็นพอลิเอสเทอร์ตวัหนึ่ง ดงันัน้การย่อยสลายของ PHBV เกิดจากการสลาย

ของพนัธะเอสเทอร์ โดยเกิดจากบริเวณ active site ของ catalytic domain ของเอนไซม์สามารถจดจํา

หน่วยย่อยของสบัสเตรทได้อยา่งน้อย 3 หน่วยย่อย อตัราการย่อยสลายด้วย hydrolysis ของเอนไซม์

ในพนัธะเอสเทอร์ขึน้อยู่กบัโครงสร้างทางเคมีของหน่วยยอ่ยลําดบัท่ี 2 (R2) และหน่วยย่อยลําดบัท่ี 3 
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(R3) ในสายพอลิเอสเทอร์ โดย catalytic site ของเอนไซม์จับกับสับสเตรทโดยมีปฎิสัมพันธ์กับ 

carbonyl group ของหน่วยย่อย hydroxyl-terminated R1 เพ่ือช่วยให้เกิดปฏิกิริยาย่อยสลายด้วยนํา้

ของพนัธะเอสเทอร์ลําดบัท่ี 2 (R2) กบั active site ของ catalytic domain ผลผลิตท่ีได้จากการย่อย

สลายด้วยนํา้ของเอนไซม์ จะมีโครสร้างทางเคมีบางอย่างท่ีเหมือนกัน คือ หน่วยย่อยปลายด้าน 

carboxyl-termini มีสายยาวประมาณ 3 หรือ 4 อะตอมคาร์บอน ในขณะท่ีหน่วยย่อยปลายด้าน 

hydroxyl-termini มีแขนงข้างยาว 0-2 อะตอมคาร์บอน (Sudesh; Abe; & Doi. 2010) ดงัใน

ภาพประกอบ 10 

 

 

 

ภาพประกอบ 10 แผนผงัแบบจําลองการย่อยสลาย PHBV โดยเอนไซม์ในพนัธะเอสเทอร์ 

 

 ท่ีมา: Sudesh, H.; Abe, Y.; & Doi, Y.  (2000).  Synthesis, Structure and Properties of 

Polyhydroxyalkanoates: Biological Polyesters.  Progress in Polymer Science.  25: p. 1536. 
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Actinomadura (Goodfellow; et al.  2012) 

 Domain:    Bacteria 

  Phylum:    Actinobacteria 

   Class:      Actinobacteria 

    Order :     Streptosporangiales  

     Family:    Thermomonosporaceae 

      Genus:     Actinomadura 

 

 เป็นเชือ้ในกลุ่มแอคติโนมัยสีทมีลักษณะเด่นคือ เป็นแบคทีเรียแกรมบวกท่ีมีปริมาณ

ของกัวนีนและไซโตซีน (G+C) ท่ีสูงกว่าแบคทีเรียแกรมบวกทัว่ไป โดยภายในดีเอ็นเอประกอบด้วย 

G+C ประมาณ 66-73 โมลเปอร์เซ็นต์  ดํารงชีวิตแบบใช้ออกซิเจน วงจรชีวิตของ Actinomadura เกิด

จากการพฒันาเซลล์ท่ีเป็นเส้นใยท่ีเรียกว่า เส้นใย (hyphae) และสปอร์ เม่ือเจริญเติบโตบนดินหรือ

อาหารวุ้น Actinomadura จะมีการแตกแขนงของเส้นใย โดยเส้นใยจะสามารถเจริญเติบโตได้ทัง้บน

พืน้ผิวและแทรกลงในดินหรืออาหารวุ้นเพ่ือพัฒนาเส้นใยให้หนาแน่นขึน้เรียกว่า เส้นใยใต้ผิวอาหาร 

(substrate mycelium) มีการสร้างผนงักัน้ (septum) เพ่ือแบง่เส้นใยให้เซลล์มีความยาวมากขึน้ เส้น

ใยมีการแตกแขนงเป็นจํานวนมากแตไ่ม่มีการแตกหกัของเส้นใย เหนือเส้นใยเหล่านีส้ามารถเจริญเป็น

เส้นใยเหนือผิวอาหาร (aerial mycelium) ซึ่งจะอยู่เหนือบริเวณฐานของดินหรืออาหารวุ้น แตอ่าจมี

การลดรูปหรือไม่แสดงให้เห็น แต่ถ้าแสดงให้เห็นเส้นเหนือผิวอาหารจะสามารถสร้างสปอร์ได้สายละ

ประมาณ 50 ทอ่น โดยเชือ้ท่ีโตเตม็ท่ีจะมีสายเส้นใยเหนือผิวอาหารสัน้หรือบางครัง้จะเป็นสายยาวของ 

arthrospores  สายของสปอร์ท่ีสร้างอาจจะเป็นสายตรงยาว มีลักษณะคล้ายตะขอ หรืออาจเป็น

เกลียว  พืน้ผิวของสปอร์อาจมีลกัษณะเป็นรอยพบั ขรุขระ หยกัเป็นลอน มีหนาม หรือเรียบ สีของสปอร์

อาจเป็นสีฟ้า นํา้ตาล ครีม เทา เขียว ชมพู แดง ขาว หรือเหลือง  ผนังเซลล์ของเชือ้ในกลุ่ม 

Actinomadura เป็นแบบท่ีมี meso-diaminopimellic acid เม่ือเซลล์ถูกไฮโดรไลไลซ์ให้เล็กลง 

ผลิตภณัฑ์ท่ีได้ คือ กลูโคส มาดโูรส แมนโนส ไรโบส และกาแลกโตส ส่วนใหญ่เชือ้กลุ่มนีก้ระจายตวั

เป็นจํานวนมากในดิน โดยสามารถเจริญเติบโตได้ท่ีอณุหภูมิประมาณ 10-60 องศาเซียลเซียส บาง  

สายพนัธุ์เป็นเชือ้ก่อโรคในสตัว์และมนษุย์ 
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จุลินทรีย์ที่ย่อยสลาย PHBV 

 Mergaert; et al.  (1994) ทําการทดสอบการย่อยสลาย PHB และ PHBV ในกองปุ๋ ยหมกัใน

ครัวเรือนขนาดเล็กโดยการวดันํา้หนกัท่ีสญูเสียไป และความแข็งแรงเชิงกล โดยใช้แบคทีเรียแกรมบวก 

เชน่ Bacillus megaterium และ Streptomyces strains แบคทีเรียแกรมลบ คือ Acidovorax facilis  

 Kasuya; et al.  (1997) ได้แยก Comamonas acidovorans YM1609 จากนํา้จืดซึ่งสามารถ

ยอ่ยสลาย PHB และ PHBV ได้ 

 Leathers; Govind; & Greene (2000) ได้แยกเชือ้จากนํา้ทะเลบริเวณใกล้ชายฝ่ังทางทิศ

ตะวนัตกเฉียงใต้ของรัฐเปอร์โตริโก ประเทศสเปน พบวา่ Pseudoalteromonas sp. NRRL B-30083 

สามารถย่อยสลาย PHBV ได้ นอกจากนี ้Iyer; et al.  (2000) ได้ศกึษาเอนไซม์ PHB depolymerase 

จาก  Aspergillus fumigatus (Pdf1) พบว่า นอกจากจะสามารถย่อยสลาย PHB ได้แล้วยงัสามารถ

ยอ่ยสลาย PHBV ได้เชน่กนั 

 Mabrouk; & Sabry  (2001) ใช้ Streptomyces sp. สายพนัธุ์ SNG9 ท่ีแยกจากตะกอนนอก

ชายฝ่ังทะเลในเมืองอเล็กแซนเดอร์ ยอ่ยสลายแผ่นฟิล์มของ PHB และ PHBV  ในปีเดียวกนั Asano; & 

Watanabe  (2001) ได้แยก  Arthrobacter sp. strain W6 จากดิน พบว่านอกจากจะสามารถยอ่ย

สลาย PHB ได้แล้วยงัสามารถยอ่ยสลาย   PHBV ท่ีปริมาณ HV 5, 14 และ 22 เปอร์เซ็นต์  

 Khan; et al. (2002) ได้แยกเชือ้จากกากตะกอนนํา้เสีย พบว่า  เชือ้ในแฟมมิล่ี 

Comamonadaceae เป็นเชือ้กลุ่มหลกัท่ีสามารถย่อยสลาย PHBV ได้ และ Sang; et al.  (2002) ได้

ทดสอบการย่อยสลายแผ่นฟิล์ม PHBV ด้วยวิธีการฝังดินโดยใช้เชือ้รา คือ  Paecilomyces liliacinus 

F4-5 เชือ้แอคติโนมยัสีท คือ Streptomyces acidiscabies A2-21 และแบคทีเรีย คือ Acidovorax 

delafieldii B7-21 พบว่าเชือ้ราสามารถย่อยสลายแผ่นฟิล์ม PHBV ได้ดีท่ีสดุ นอกจากนี ้Kim; et al.  

(2002) ได้คดัแยกเชือ้จากตวัอย่างนํา้เสีย โดยใช้ PHB และ PHBV เป็นแหล่งคาร์บอน พบว่า เชือ้รา 

Emericellopsis minima W2 แสดงให้เห็นการยอ่ยสลายได้ดีท่ีสดุ 

 Feng; et al.  (2004) ใช้ PHA depolymerase จากเชือ้จลุินทรีย์ Ralstonia picketti สาย

พนัธุ์ T1 และ Acidovorax sp. สายพนัธุ์ TP4 ศกึษาลกัษณะการย่อยของ PHBV ท่ีมีหน่วยย่อยของ 

3HV อยู่ในช่วง 8-98 เปอร์เซ็นต์โมล โดยพบว่าถ้าหน่วยย่อย 3HV เพิ่มขึน้อตัราการย่อยจะเพิ่มขึน้

เชน่กนั แตจ่ะสงูเพียง 40 เปอร์เซ็นต์โมลเท่านัน้ หลงัจากนัน้อตัราการย่อยก็ลดลง ซึ่ง R. picketti สาย

พนัธุ์ T1 สามารถย่อยสลายหน่วยยอ่ย 3HV ได้ในช่วงกว้าง แต่ Acidovorax sp. สายพนัธุ์ TP4 

สามารถยอ่ยสลาย 3HV ได้น้อยกวา่ 80 เปอร์เซ็นต์โมลเทา่นัน้  

 Ghanem; et al.  (2005) ได้แยก Nocardiopsis aegyptia sp. จากตะกอนชายฝ่ังทะเลใน 

อเล็กซานเดรีย ซึง่สามารถยอ่ยสลาย PHB และ PHBV ท่ีปริมาณ HV 10  และ 20 เปอร์เซ็นต์ 
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 Rhee; Kim; & Shin.  (2006) แยก Pseudomonas luteola M13-4 จากทะเลท่ีสามารถยอ่ย

สลาย PHB ได้ และเม่ือศกึษา poly(3-hydroxyoctanoate) depolymerase พบวา่ สามารถย่อยสลาย 

PHBV ท่ีปริมาณ HV 30 และ 60 เปอร์เซ็นต์ 

 Shah; et al.  (2007a) ได้แยกเชือ้จลุินทรีย์ Micrococus sp . สายพนัธุ์ AF2, Bacillus sp. 

สายพนัธุ์ AF3 และ Bacillus sp. สายพนัธุ์ AF10 จากกากตะกอนนํา้เสียท่ีสามารถย่อยสลาย PHBV 

โดยสังเกตจากบริเวณใสท่ีเกิดขึน้บนอาหารแข็ง และในปีเดียวกัน Shah; et al. (2007b) แยก

เชือ้จลุินทรีย์ Streptoverticillium kashmirense สายพนัธุ์  AF1 จากกากตะกอนบําบดันํา้เสียท่ี

สามารถยอ่ยสลาย PHBV ได้  

 Hermida; Yashchuk; & Miyazaki  (2009) ใช้เชือ้จลุินทรีย์ Streptomyces omiyaensis 

สายพนัธุ์ SSM5670 ศกึษาคณุสมบตักิารย่อยของแผน่ฟิล์ม PHBV พบวา่เม่ือผ่านไป 45 วนั แผน่ฟิล์ม 

PHBV สญูเสียนํา้หนกัไป 45 เปอร์เซ็นต์ 

 Shah; Hasan; & Hameed  (2010) คดัแยกเชือ้จลุินทรีย์ Actinomadura sp. สายพนัธุ์ AF-

555 จากพืน้ผิวของแผ่นฟิล์ม PHBV ท่ีฝังดินจากกองขยะเป็นระยะเวลา 120 วนั และ Volova; et al.  

(2010) ได้ศกึษาความสามารถในการย่อยสลาย PHB และ PHBV ในสิ่งแวดล้อมนํา้ทะเลในทะเลทาง

ตอนใต้ของจีน จากนัน้แยกเชือ้ท่ีอยู่บนพืน้ผิวของแผ่นฟิล์มมาศึกษาด้วย 16S rRNA พบว่าเชือ้ท่ี

สามารถย่อยสลาย PHB และ PHBV ได้ ประกอบไปด้วย Enterobacter sp. IBP-VN1, Enterobacter 

sp. IBP-VN4, Enterobacter sp. IBP-VN5, Enterobacter sp. IBP-VN6, Bacillus sp. IBP-VN2 

และ Gracilibacillus sp. IBP-VN3 

 Shivakumar; et al. (2011) ได้ศกึษาคณุสมบตัขิองเอนไซม์ poly(β)-Hydroxybutyrate 

(PHB) depolymerase (PhaZPen) จาก Penicillium citrinum S2 ท่ีแยกได้จากตวัอยา่งนํา้เสีย พบวา่

สามารถย่อยสลาย PHBV ได้ 

 Arcos-Hernandez; et al.  (2012) ผลิตและย่อยสลาย PHBV โดยเชือ้จลุินทรีย์ท่ีใช้ในการ

กําจดันํา้เสีย นอกจากนี ้Zhanyong; et al.  (2012) ได้คดัแยกเชือ้จลุินทรีย์ Acidovorax sp. สายพนัธุ์ 

HB01 จากตวัอย่างจลุินทรีย์ท่ีใช้ในการกําจดันํา้เสีย โดย PHBV depolymerase สามารถย่อยสลาย 

PHBV ได้ดีในช่วงพีเอช 7 และท่ีอณุหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นอกจากนีย้งัสามารถย่อยสลาย PHB, 

PCL และ P(3HB-co-4HB)ได้เช่นกนั และ Wang; et al.  (2012) แยกเชือ้จลุินทรีย์ Pseudomonas 

mendocina สายพนัธุ์ DSWY0601 จากนํา้เสียโรงงานต้มเหล้า ท่ีสามารถย่อยสลาย PHB เม่ือทําให้

บริสทุธ์ิพบว่า extracellular PHB depolymerase สามารถย่อยสลาย P(3HB-co-4HB) และ PHBV 

แตไ่มส่ามารถยอ่ยสลาย PLA, PBS และ PCL ได้   
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 Akbar; et al.  (2013) ได้แยกเชือ้จลุินทรีย์ AF-11 จากตวัอยา่งตะกอนนํา้เสีย เม่ือวิเคราะห์

ด้วยยีน 16 rRNA พบวา่เหมือนกบั Streptomyces althioticus สายพนัธุ์ NRRL B-3981 ถึง 99 

เปอร์เซ็นต์ และ Hailong; et al. (2013) ใช้ Pseudomonas mendocica DS04-T ยอ่ยสลายฟิล์ม 

PHAs ประกอบด้วย PHB, PHBV และ P(3HB-co-4HB) 

 Yashchuk; Miyazaki; & Hermida.  (2014) แยกเชือ้ Streptomyces sp. SSM5670 เพ่ือ

ย่อยสลาย PHBV นอกจากนีใ้นปีเดียวกนั วราภรณ์ จนัทาสี (2557) ได้คดัแยกจลุินทรีย์จากดินบอ่ฝัง

กลบขยะ ท่ีสามารถเจริญเติบโตได้บนอาหารเลีย้งเชือ้ชนิดแข็งท่ีผสมผงพลาสติก PHBV แบ่งการ

ทดสอบเป็น 3 ขัน้ตอน คือ 1) แบบแตะจดุแบคทีเรียลงบนผิวหน้าอาหาร   2) แบบขีดเชือ้ลงบนผิวหน้า

อาหาร และ 3) แบบแช่ในอาหารเหลว พบว่ามี 13 ไอโซเลทท่ีสามารถเจริญเติบโตได้ดี   เม่ือจําแนก

ชนิดแบคทีเรียและทดสอบความไวตอ่สารปฏิชีวนะ ประกอบด้วยแบคทีเรีย 2 ชนิด คือ Lysinibacillus 

sphaericus และ Geobacillus toebii  

 Vaishnavi & Shivakumar  (2015) ได้ศกึษาเอนไซม์ PHB depolymerase (PHAZpen) จาก 

Penicillium expansum พบวา่สามารถยอ่ยสลาย PHB และ PHBV ได้ 

 

การทาํเอนไซม์ให้บริสุทธ์ิ (enzyme purification) 

 ในสภาวะปกติตามธรรมชาติ ภายในเซลล์จุลินทรีย์ประกอบด้วยเอนไซม์หลายชนิดอยู่

ร่วมกัน ดงันัน้ ถ้าต้องการศกึษาคณุสมบตัิของเอนไซม์ชนิดใดชนิดหนึ่งต้องมีการแยกเอนไซม์ออกมา

ให้บริสทุธ์ิเสียก่อน เพ่ือลดการรบกวนจากเอนไซม์ชนิดอ่ืน ซึ่งเม่ือเอนไซม์มีความบริสทุธ์ิสงูขึน้ ทําให้มี

แอกติวิตี ้(activity) สงูขึน้ด้วย โดยทัว่ไปเทคนิคการแยกเอนไซม์หรือโปรตีนออกจากกันจะเน้นท่ีเร่ือง

ของขนาด ประจ ุและความแตกตา่งของขัว้ระหว่างโมเลกลุ และมีหลายเทคนิคท่ีมีประสิทธิภาพในการ

ทําให้เอนไซม์หรือโปรตีนตวัอยา่งมีความบริสทุธ์ิเพิ่มมากขึน้ ขัน้ตอนการทําเอนไซม์ให้บริสทุธ์ิ (จิตติมา 

เจริญพานิช.  2553; ปราณี พฒันพิพิธไพศาล.  2556; ยวุดี วฒันโภคาสิน.  ม.ป.ป.) มีดงันี ้

 1. การตกตะกอนโปรตีน (protein precipitation) 

  ขัน้ตอนนีเ้ป็นการทําให้สารละลายโปรตีนท่ีได้จากจุลินทรีย์มีความเข้มข้นมากขึน้ โดย

การตกตะกอนโปรตีนท่ีละลายในของเหลว แล้วนําตะกอนมาละลายในบฟัเฟอร์ในบริมาตรท่ีจํากัด 

สารละลายโปรตีนท่ีได้จงึมีความเข้มข้นขึน้ 

  การตกตะกอนด้วยสารละลายเกลือ (salting out) โดยปกติโปรตีนท่ีละลายอยู่ในนํา้ 

โมเลกุลของโปรตีนจะจบักับโมเลกุลของนํา้ได้ดีกว่าการจับกับโมเลกุลของโปรตีนด้วยกันเอง ดงันัน้

โปรตีนจึงไม่เกิดการตกตะกอน การจะทําให้โปรตีนตกตะกอนได้นัน้สามารถทําได้โดยการเติมเกลือ 

เช่น เกลือแอมโมเนียมซลัเฟต (ammonium sulfate, (NH4)2SO4) ซึ่งเป็นท่ีนิยมมากเพราะเอนไซม์จะ
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ไมมี่การเสียสภาพอยา่งถาวรโดยปกตโิปรตีนสว่นใหญ่ละลายได้ดีในสารละลายเกลือท่ีความเข้มข้นต่ํา 

เม่ือความเข้นข้นของเกลือเพิ่มมากขึน้การละลายของโปรตีนจะลดลง ทําให้เกิดการตกตะกอน

เน่ืองจากเกลือ เรียกว่า salting out effect เกิดจากไอออนของเกลือดงึโมเลกลุของนํา้ออกจากโมเลกลุ

โปรตีน ทําให้โมเลกลุของโปรตีนมีโอกาสจบักนัได้มากย่ิงขึน้ โปรตีนจึงตกตะกอนลงมา การตกตะกอน

ด้วยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต ทําโดยการเตมิเกลือลงในสารละลายเอนไซม์ท่ีละน้อยอย่างช้าๆ และคน

อยา่งตอ่เน่ืองจนมีความเข้นข้น 80-100 เปอร์เซ็นต์ของจดุอ่ิมตวั เพ่ือให้ได้ตะกอนโปรตีนเกือบทัง้หมด 

โดยปริมาณเกลือแอมโมเนียมซลัเฟตท่ีใช้เติมขึน้อยู่กับเปอร์เซ็นต์จุดอ่ิมตวัของสารละลายเกลือท่ี

ต้องการ 

  2. การกาํจัดเกลือ (desalting)  

  การกําจดัเกลือเป็นขัน้ตอนหลงัจากการตกตะกอนด้วยสารละลายเกลือ เพ่ือแยกไอออน

ของเกลือออกจากสารละลายโปรตีน วิธีการท่ีนิยมใช้ คือ การไดอะไลซิส (dialysis) เป็นวิธีใช้แยก

โปรตีนซึ่งเป็นสารโมเลกุลใหญ่ออกจากสารอ่ืนๆ ซึ่งมีโมเลกุลเล็กกว่า คือ แยกไอออนของเกลือออก

จากสารละลายโปรตีน โดยนําสารละลายบรรจลุงในถงุท่ีทําจากเซลโลเฟน (cellophane) หรือคอลลา

เจน (collagen) ท่ีมีคณุสมบตัยิอมให้เกลืออนินทรีย์ (inorganic salts) และสารท่ีมีมวลโมเลกลุต่ําผ่าน

เข้าออกได้อย่างอิสระ แต่ไม่ยอมให้โปรตีนหรือสารโมเลกุลใหญ่ผ่านได้ โดยจะต้องแช่ถุงท่ีบรรจุ

สารละลายโปรตีนลงในสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีเหมาะสมประมาณ 12-24 ชัว่โมง ท่ีอณุหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส โดยมีการกวนตลอดเวลา และต้องเปล่ียนบฟัเฟอร์บอ่ยๆ เพ่ือให้ไอออนของเกลือแพร่ผ่านได้

เร็วขึน้  

 3. คอลัมน์โครมาโทกราฟฟี (column chromatography) 

  ในคอลมัน์ประกอบด้วย stationary phase และ mobile phase โดย mobile phase จะ

ไหลผ่าน stationary phase พร้อมกบัตวัอย่างโปรตีนทําให้ตวัอย่างโปรตีนเกิดการแยกออกจากกนั ซึ่ง

ถ้าตวัอย่างโปรตีนท่ีมีปฏิสมัพนัธ์กบั stationary phase อย่างแข็งแรง และมากกว่า mobile phase จะ

ทําให้ตวัอย่างโปรตีนนัน้ไหลออกมาช้า ส่วนตวัอย่างโปรตีนท่ีมีปฏิสมัพนัธ์กบั mobile phase อย่าง

แข็งแรงและมากกวา่ stationary phase จะทําให้ตวัอยา่งโปรตีนนัน้ไหลออกมาเร็ว  

  หลักการทํางานเร่ิมจากการใส่ stationary phase ลงในคอลัมน์ จากนัน้ค่อยๆ ใส่

สารละลายโปรตีนตวัอย่างลงไปตามด้วย mobile phase ซึ่งทําหน้าท่ีเป็นตวัชะผ่านคอลมัน์ลงไป 

ตวัอยา่งโปรตีนท่ีถกูเจือจางตวัชะก็จะถกูแยกออกจากกนั เม่ือสารละลายโปรตีนตวัอย่างไหลออกจาก

คอลัมน์จะถูกเก็บไว้เป็นส่วนๆ จากนัน้นําแต่ละส่วนไปวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนและกิจกรรมของ

เอนไซม์ตอ่ไป (Campbell; & Farrell.  2012) คอลมัน์โครมาโทกราฟีท่ีนิยมใช้แบง่ออกเป็น 2 วิธี คือ 
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  3.1 โครมาโทกราฟีแบบเจลฟิลเตรชนั (gel filtration chromatography) 

   เป็นเทคนิคการแยก และทําให้เอนไซม์บริสุทธ์ิโดยอาศยัความแตกต่างของขนาด

โมเลกุลของเอนไซม์ โดยสารตวักลางท่ีใช้เป็นเจลท่ีมีรูพรุน อาศยัคณุสมบตัิของเม็ดเจลท่ีมีลกัษณะ

เป็นช่องว่างภายในท่ีเกิดจาก การเช่ือมไข้วของพอลิเมอร์ท่ีใช้ในการสร้างเจล โดยทัว่ไปพอลิเมอร์ท่ีใช้

ในการสร้างเจลมี 2 ชนิด คือ 1) พอลเิมอร์ท่ีเป็นคาร์โบไฮเดรต เช่น dextran และ agarose หรือช่ือทาง

การค้าคือ Sephadex และ Sepharose  2) พอลิอะคริลาไมด์ หรือช่ือทางการค้าคือ Bio-Gel โดย

ภายในเม็ดเจลแต่ละเม็ดมีขนาดช่องว่างท่ีจําเพาะยอมให้สารท่ีมีขนาดโมเลกุลคา่หนึ่งผ่านเข้าไปใน

เม็ดเจลได้ ทําให้สารท่ีขนาดใหญ่กว่าไม่สามารถผ่านเข้าไปได้จึงถูกชะออกมาก่อนกับสารละลาย

บฟัเฟอร์ท่ีใช้ชะ ส่วนสารท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็กผ่านเข้าไปวนเวียนอยู่ภายในช่องว่างของเม็ดเจล ทําให้

ใช้เวลานานกวา่จะหลดุออกมาผา่นนอกเจลได้ ทําให้สารท่ีมีโมเลกลุขนาดเล็กหลดุออกมาจากคอลมัน์

ในภายหลงั ตวัอยา่งของเรซินท่ีใช้โครมาโทกราฟีแบบเจลฟิลเตรชนั ดงัในตาราง 1 

  3.2 โครมาโทกราฟีแบบแลกเปล่ียนไอออน (ion exchange chromatography) 

   เป็นเทคนิคการแยกและทําให้เอนไซม์บริสุทธ์ิโดยอาศัยความแตกต่าง และการ

แลกเปล่ียนไอออนระหว่างโปรตีนและสารตวักลางท่ีมีไอออนอยู่ท่ีผิวเรซินแลกเปล่ียนไอออนเป็น        

ลิแกนด์ท่ีอาจจะเป็นขัว้บวกหรือขัว้ลบ  เรซินท่ีเป็นขัว้ลบจะเรียกว่า cation exchanger จะมีหน้าท่ีจบั

กบัสารท่ีมีประจบุวก และเรซินท่ีเป็นขัว้บวกจะเรียกว่า anion exchanger จะมีหน้าท่ีจบักบัสารท่ีมี

ประจลุบ หลกัการทํางาน คือ โปรตีนจะถกูทําให้จบักบัตวัแลกเปล่ียนประจ ุ(ion exchange resin) ใน

คอลมัน์ โดยโปรตีนท่ีมีประจเุหมือนกบัเรซินแลกเปล่ียนประจหุรือโปรตีนท่ีไม่มีประจจุะถกูผลกัให้ผ่าน

คอลมัน์ลงมาก่อน ส่วนโปรตีนท่ีมีประจตุรงข้ามกบัเรซินก็จะติดอยู่กบัคอลมัน์ การแยกโปรตีนท่ีจบักบั

ตวัแลกเปล่ียนประจอุอกมาทีหลงั ทําได้โดยการชะด้วยสารละลายท่ีมีเกลือท่ีมีความเข้มข้นสงู ซึ่งจะไป

รบกวนแรงดึงดูดระหว่างประจุของโปรตีนและตัวแลกเปล่ียนประจุ ด้วยการเพิ่มความเข้มข้น

สารละลายเกลือทีละเล็กละน้อย (salt gradient) โปรตีนท่ีจบักบัเรซินได้อ่อนกว่าก็จะหลดุออกมาก่อน 

ส่วนโปรตีนท่ีจบัแบบแน่นก็จะหลดุออกมาทีหลงั ตวัอย่างเรซินท่ีใช้ในโครมาโทกราฟีแบบแลกเปล่ียน

ไอออนดงัในตาราง 2 
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ตาราง 1  ตวัอยา่งเม็ดเจลท่ีใช้ในโครมาโทกราฟฟีแบบเจลฟิลเตรชนั  

 

Gel type Fractionation range 

(kDa; globular proteins) 

Bead diameter 

(µm) 

Sephadex G-10 

Sephadex G-25 

Sephadex G-100 

Sephadex G-200 

Sephacryl S-100 

Sephacryl S-300 

Sepharose 6-B 

Sepharose 2-B 

Bio-Gel P-2 

Bio-Gel P-6 

Bio-Gel P-30 

Bio-Gel P 100 

Bio-Gel A 0.5m 

Bio-Gel A 5m 

Bio-Gel A 15m 

0-0.7 

1-5 

4-150 

5-600 

1-100 

10-1500 

10-4000 

70-40000 

0.1-1.8 

1-6 

2.5-40 

5-100 

10-500 

10-5000 

40-15000 

40-120 

50-150 

40-120 

40-120 

25-75 

25-75 

45-165 

60-200 

45-90 

90-180 

90-180 

90-180 

75-150 

75-150 

75-150 

  

 ท่ีมา: Walsg, G.  (2002).  Proteins Biochemistry and Biotechnology.  p. 122. 

 

 4. การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเอนไซม์ 

 Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Elertrophoresis (SDS-PAGE) เป็น

วิธีการเพ่ือใช้ในการตรวจสอบความบริสุทธ์ิของโปรตีนในแต่ละขัน้ตอน และใช้ในการหานํา้หนัก

โมเลกุลของโปรตีน กล่าวคือ SDS-PAGE เกิดจาก cross-linked ของ polyacrylamide gel ท่ีมี 

sodium dodecyl sulphate (SDS) และ reducing agent เช่น บีต้าเมอร์แคปโตเอธานอล (β-

mercaptoethanol) เป็นส่วนประกอบ โดยเม่ือโปรตีนรวมตวักบั SDS ประจลุบจาก SDS จะจบักับ

โปรตีนอย่างแน่นหนาทําให้โปรตีนทัง้หมดเป็นประจุลบและทําลายแรงดึงดูดระหว่างโปรตีนทําให้

โปรตีนเกิดการคลายตวัจากโครงสร้างตติยภูมิกลายเป็นรูปแท่ง ดังนัน้การเคล่ือนท่ีของโปรตีนจะ
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เคล่ือนท่ีไปหาประจุบวกในสนามไฟฟ้า และการเคล่ือนท่ีของโปรตีนขึน้อยู่กับนํา้หนกัโมเลกุลเพียง

อย่างเดียว โดยโปรตีนท่ีมีมวลโมเลกุลน้อยจะเคล่ือนท่ีได้เร็วกว่าโปรตีนท่ีมีมวลโมเลกลุมาก ดงันัน้จะ

ทําให้เห็นจํานวนของโปรตีนท่ีมีอยูใ่นสารตวัอยา่ง โดยถ้าโปรตีนบริสทุธ์ิจะปรากฏเพียง 1 แถบหลงัจาก

การนําเจลไปทําการย้อมสี และสามารถกําหนดนํา้หนกัโมเลกลุของโปรตีนโดยเปรียบเทียบกบัตวัอย่าง

โปรตีนมาตรฐานท่ีทราบนํา้หนกัโมเลกลุ 

  

ตาราง 2 ตวัอยา่งเรซินของ stationary phase ในโครมาโทกราฟฟีแบบแลกเปล่ียนไอออน 

 

Ion exchanger Chemical structure of the functional group Abbreiation 

Cation, weak 

Cation, strong 

Cation, strong 

Cation, intermediate 

Anion, weak 

Anion, weak 

Anion, weak 

Anion, strong 

Anion, strong 

Anion, strong 

Anion, strong 

Anion, strong 

Carboxymethyl- 

Sulfopropyl- 

Sulfoethyl- 

Phospho- 

Diethylaminoethyl- 

Dimethylaminoethyl- 

Polyethylencimine 

Trimethylaminoethyl- 

Trimethylaminomethyl- 

Trimethylaminohydroxypropyl- 

Diethyl-(2-hydroxypropyl)-aminoethyl 

Quaternized polyethyleneimine 

CM 

SP 

SE 

P 

DEAE 

DMAE 

PI 

TMAE 

Q 

QA 

QAE 

QPI 

  

 ท่ีมา:  Luqman, I. M.  (2012).  Ion Exchange Technology II: Application. p. 7. 

 

  5. การตรวจสอบหาปริมาณโปรตีน 

  นอกจากการตรวจสอบความบริสทุธ์ิของโปรตีนแล้ว ยงัต้องวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนและ

ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ท่ีเตรียมได้ในแต่ละขัน้ตอน ในส่วนของการวิเคราะห์โปรตีนทําได้โดย

อาศยัคณุสมบตัิต่างๆ ของโปรตีนซึ่งทําได้หลายวิธี โดยแต่ละวิธีจะมีความไวต่อการวิเคราะห์ต่างกัน 

วิธีท่ีใช้กนัมาก คือ 
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  วิธีของแบรดฟอร์ด Bradford  (1976) 

   เป็นการวดัปริมาณโปรตีนโดยใช้ Coomassie Brilliant Blue G-250 ซึ่งสามารถ

ดดูกลืนแสงท่ี 595 นาโนเมตร การย้อมติดสี Coomassie ของโปรตีนจะเกิดขึน้อย่างรวดเร็วและเสร็จ

สมบรูณ์ได้ภายใน 2 นาที และสีจะคงทนอยู่ได้ถึง 1 ชัว่โมง โดยปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้ภายใต้สภาวะท่ีเป็น

กรด สารละลายท่ีใช้จะมีสีแดง (red form)    เม่ือจบักบัโปรตีนจะกลายเป็นสีนํา้เงิน (blue form)  โดย

รูปแบบสีแดงของสีย้อม Coomassie จะให้อิเล็กตรอนอิสระแก่หมู่ไอออนของโปรตีน ซึ่งจะทําให้

โปรตีนแตกตวั   มีสถานะเป็นลบและเกิดส่วนท่ีไม่ชอบนํา้ของโปรตีน ส่วนนีใ้นโครงสร้างตติยภูมิของ

โปรตีนจบักบัสีย้อมบริเวณไม่มีขัว้แบบนอนโควาลเลนท์ (non-covalent) ด้วยแรงแวนเดอวาล์ล พนัธะ

ท่ีจับกันมีความแข็งแรงโดยปฏิกิริยา ไอออนนิกของทัง้โปรตีนและสีย้อม โปรตีนจะติดสีย้อม 

Coomassie ด้วยความคงทนด้วยรูปแบบสีนํา้เงิน ดังนัน้จึงสามารถวัดปริมาณโปรตีนทัง้หมดใน

สารละลายได้โดยการวดัคา่การดดูกลืนแสง 

 6. การตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซม์  

  การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ เป็นการตรวจสอบความสามารถของเอนไซม์ในการ

เร่งปฏิกิริยาหนึ่งๆ ซึ่งสามารถวดัได้จากอตัราการเปล่ียนสบัสเตรทไปเป็นผลิตภัณฑ์ภายใต้สภาวะท่ี

เหมาะสม โดยอาจแสดงในเทอมของปริมาณของสบัสเตรทท่ีถกูสลายไปตอ่หน่วยเวลา หรืออาจแสดง

เป็นยนูิตของเอนไซม์ (enzyme units)  

  ยนิูตของเอนไซม์ หมายถึง ปริมาณเอนไซม์ท่ีแคทาไลสต์หรือเร่งปฏิกิริยาการเปล่ียน 

แปลงของสบัสเตรท 1 โมลตอ่วินาทีภายใต้สภาวะท่ีกําหนด สามารถเขียนเป็นสมการได้ดงันี ้

 

  กิจกรรมของเอนไซม์(ยนิูตตอ่นาที)     =     
ปริมาณสบัสเตรทท่ีถกูแคทาไลสต์

เวลา
 

  

  ภายใต้สภาวะท่ีกําหนด หมายถึง สภาวะท่ีเหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยาโดยเอนไซม์ 

ได้แก่   พีเอช อณุหภมูิ ความเข้มข้นของสบัสเตรท ความแรงไอออน และการมีโคแฟกเตอร์ 

  ในแต่ละขัน้ตอนของการทําเอนไซม์ให้บริสุทธ์ิ ต้องมีการตรวจสอบว่าแต่ละขัน้ตอน

เอนไซม์มีความบริสุทธ์ิมากขึน้เพียงไร โดยการวิเคราะห์กิจกรรมจําเพาะ (specific activity) ของ

เอนไซม์ โดยคํานวณจากปริมาณของสบัสเตรทท่ีถกูแคทาไลสต์โดยเอนไซม์ตอ่ปริมาณโปรตีนทัง้หมด

ในปฏิกิริยาตอ่หนว่ยเวลา หรือคา่กิจกรรมเอนไซม์ตอ่ปริมาณโปรตีนทัง้หมด สามารถคํานวณได้จาก 
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  กิจกรรมจําเพาะ (ยนูิตตอ่มิลลิกรัม)    =     
กิจกรรมของเอนไซม์ทัง้หมด

ปริมาณโปรตีนทัง้หมด
 

  

  

งานวิจัยที่เก่ียวข้องกับการทาํเอนไซม์ PHBV depolymerase ให้บริสุทธ์ิ 

 Sang; et al.  (2006) ได้แยก Paecilomyces lilacinus    F4-5 จากดินซึ่งสามารถยอ่ยสลาย

ฟิล์ม PHBV ได้ ศึกษาเอนไซม์โดยการนําเอนไซม์มาทําให้บริสุทธ์ิ โดยนําสารละลายส่วนใสมา

ตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต จากนัน้นํามาผ่านคอลมัน์ butyl-Sepharose ท่ีชะด้วย 0-1  

โมลาร์ของเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต แล้วเลือก fraction ท่ีมีแอคติวิตีข้องเอนไซม์ท่ีดีท่ีสดุมาไดอะไลซิส

ด้วยบฟัเฟอร์ Tris-HCl ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ จากนัน้ผ่านคอลมัน์ Resource Q ชะด้วย 0-12.5 

มิลลิโมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์ นําเอนไซม์ท่ีได้มาไดอะไลซิสด้วยบฟัเฟอร์ Tris-HCl ความเข้มข้น 10 

มิลลิโมลาร์ จากนัน้ตรวจสอบความบริสทุธ์ิของโปรตีนและหานํา้หนกัโมเลกลุด้วย SDS-PAGE พบว่ามี

นํา้หนกัโมเลกลุ  45 กิโลดาลตนั  เม่ือศกึษาคณุสมบตัิของเอนไซม์พบว่า เอนไซม์สามารถทํางานได้ดีท่ี

อณุหภูมิ 50 องศาเซลเซียส พีเอช 7  และมีความเสถียรเป็นเวลา 30 นาทีท่ีอณุหภูมิต่ํากว่า 40 องศา

เซลเซียส ในขณะท่ีการทํางานของเอนไซม์จะลดลงท่ีอณุหภมูิสงูกวา่ 55 องศาเซลเซียส   

 Shah; et al.  (2007a) ได้แยก Bacillus sp. AF3 สามารถย่อยสลาย PHBV ได้จากกาก

ตะกอนนํา้เสีย อณุหภูมิท่ีเหมาะสมตอ่การเจริญ คือ 37 องศาเซลเซียส พีเอช 7 ทําการเลีย้งเชือ้เป็น

เวลา 20 วันในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมี PHBV เป็นแหล่งคาร์บอน จากนัน้นํามาป่ันเหว่ียงเพ่ือเก็บ

สารละลายส่วนใส แล้วทําให้บริสุทธ์ิโดยตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต และนําโปรตีนมา

ผ่านโครมาโทกราฟฟีแบบ เจลฟิลเตรชัน่ด้วย Sephadex G-75 วิเคาระห์โปรตีนด้วยวิธีเลาวร่ี และ

ตรวจสอบความบริสุทธ์ิของโปรตีนและหาขนาดนํา้หนักโมเลกุลด้วย SDS-PAGE พบว่ามีนํา้หนัก

โมเลกลุประมาณ 37 กิโลดาลตนั นอกจากนี ้ Shah; et al.  (2007b) ยงัได้แยก Streptoverticillium 

kashmirense AF1 จากกากตะกอนในกระบวนการบําบดันํา้เสีย อณุหภูมิท่ีเหมาะสมตอ่การเจริญคือ 

45 องศาเซลเซียส พีเอช 8 จากนัน้นําสารละลายส่วนใสท่ีได้มาทําให้บริสทุธ์ิโดยตกตะกอนด้วยเกลือ

แอมโมเนียมซลัเฟตท่ี 80% จากนัน้ทําโครมาโทกราฟฟีแบบเจลฟิลเตรชัน่ด้วย Sephadex G-75 พบว่า

มี 2 พีคท่ีมีแอคติวิตีข้องเอนไซม์ท่ีดีท่ีสดุ วิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธีเลาวร่ี และตรวจสอบความบริสุทธ์ิ

และหาขนาดนํา้หนกัโมเลกลุด้วย SDS-PAGE พบว่ามีนํา้หนกัโมเลกลุประมาณ 35 และ 45 กิโลดาล-

ตนั 

 Zhanyong; et al.  (2012) คดัแยกเชือ้จลุินทรีย์ Acidovorax sp. สายพนัธุ์ HB01 จาก

ตวัอยา่งจลุินทรีย์ท่ีใช้ในการกําจดันํา้เสีย โดยการเลีย้งเชือ้ 24 ชัว่โมง จากนัน้นํามาป่ันเหว่ียงเพ่ือให้ได้
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สารละลายส่วนใสและทําให้เข้มข้นขึน้ โดยการกรองด้วยกระดาษกรอง   Pall Omega ซึ่งจะตดั

สารละลายท่ีมีนํา้หนกัโมเลกลุน้อยกวา่ 10 กิโลดาลตนัออกไป จากนัน้นําสารละลายท่ีได้มาไดอะไลซีส 

และลงคอลมัน์โครมาโทรกราฟีแบบแลกเปล่ียนไอออน Q Sepharose fast flow ชะด้วยโซเดียมคลอ-

ไรด์ท่ีความเข้มข้น 0-1 โมลาร์ จากนัน้เก็บ fraction เพ่ือทดสอบการย่อยสลาย PHBV แล้วนํา fraction 

ท่ีมีแอคติวิตีข้องเอนไซม์ท่ีดีท่ีสดุมาไดอะไลซีสตอ่และลงคอลมัน์ Sephadex G-75 และขนาดนํา้หนกั

โมเลกลุด้วย SDS-PAGE  พบวา่มีนํา้หนกัโมเลกลุประมาณ 43.3 กิโลดาลตนั การตรวจสอบโปรตีนจะ

ใช้ BCA Protein Assay Kits พีเอชและอณุหภูมิท่ีเหมาะสมตอ่การทํางานของเอนไซม์ คือ 7.0 และ  

50 องศาเซลเซียสตามลําดบั นอกจากนีก้ารศกึษาผลของไอออนโลหะ พบว่า Na+, K+ และ Ca2+ 

สามารถเพิ่มอตัราการยอ่ยไดดีย่ิงขึน้ ในขณะท่ี Zn2+, Mg2+, Mn2+, Cu2+ และ Fe2+ จะยบัยัง้การทํางาน

ของเอนไซม์ รวมทัง้ EDTA ก็มีผลยบัยัง้ท่ีสําคญัตอ่การทํางานของเอนไซม์ และในปีเดียวกนันี ้ Wang; 

et al.  (2012) ได้แยกเชือ้จลุินทรีย์ Pseudomonas mendocina สายพนัธุ์ DSWY0601 จากนํา้เสีย

โรงงานต้มเหล้า ท่ีสามารถยอ่ยสลาย PHB และ PHBV โดยการเลีย้งเชือ้ท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

24 ชัว่โมง จากนัน้นํามาป่ันเหว่ียงเพ่ือให้ได้สารละลายส่วนใส และกรองด้วย Pall Filtration ทําการ

ไดอะไลซีสและลงคอลมัน์โครมาโทกราฟีแบบแลกเปล่ียนไอออน DEAE-Sepharose fast flow ชะด้วย

โซเดียมคลอไรด์ 0-1 โมลตอ่ลิตร จากนัน้นํา fraction ท่ีมีแอคติวิตีข้องเอนไซม์สงูท่ีสดุมาทําไดอะไลซีส 

และตอ่ด้วยลงคอลมัน์โครมาโทกราฟีแบบแลกเปล่ียนไอออน Phenyl Sepharose 6 fast flow ชะด้วย

แอมโมเนียมซลัเฟต 0-0.8 โมลาร์ ตวรจสอบความบริสทุธ์ิตรวจและหาขนาดนํา้หนกัโมเลกลุด้วย SDS-

PAGE พบว่า มีนํา้หนักโมเลกุลประมาณ 59.8 กิโลดาลตนั พีเอชและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการ

ทํางานของเอนไซม์ คือ 8.5 และ 50 องศาเซลเซียสตามลําดบั เสถียรต่ออุณหภูมิท่ี 20-50 องศา

เซลเซียส เสถียรท่ีพีเอช 8-9.5 และนอกจากนีย้งัพบว่า PMSF และ SDS  มีผลยบัยัง้การทํางานของ

เอนไซม์ 

 Akbar; et al.  (2013) ได้แยกเชือ้จลุินทรีย์ Sreptomyces AF-11 จากตวัอย่างตะกอนนํา้เสีย 

เลีย้งเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 96 ชัว่โมง จากนัน้นํามาป่ันเหว่ียงเพ่ือให้ได้สารละลาย

สว่นใส นํามาตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟตท่ีจดุอ่ิมตวั 60% นําไปป่ันเหว่ียง และนําส่วนใส

ท่ีได้มาตกตะกอนต่อด้วยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟตท่ีจุดอ่ิมตวั 80% จากนัน้นําไปป่ันเหว่ียงอีกครัง้ 

โปรตีนทัง้หมดทําการไดอะไลซิสโดย protein dialysis kit เพ่ือกําจดัเกลือ จากนัน้โปรตีนตวัอย่าง 2 

มิลลิลิตร ถูกโหลดลงคอลมัน์ Sephadex G-75 นํา fraction ท่ีมีแอคติวีตีข้องเอนไซม์ท่ีดีท่ีสุดไป

ตรวจสอบความบริสุทธ์ิของโปรตีนและหาขนาดนํา้หนกัโมเลกุลด้วย SDS-PAGE พบว่า มีนํา้หนัก

โมเลกุลประมาณ 51 กิโลดาลตนั เม่ือศึกษาคณุสมบตัิของเอนไซม์ พบว่า เอนไซม์เสถียรท่ีอณุหภูมิ 

35-55 องศาเซลเซียส พีเอช 6-8 ไอออนโลหะท่ีมีผลยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์ คือ  Zn2+  และพบว่า 
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EDTA และ PMSF  สามารถยับยัง้การทํางานของเอนไซม์ได้นัน่แสดงว่าเอนไซม์ท่ีได้เป็นกลุ่มของ 

serine hydrolase และในปีเดียวกนั Hailong; et al.  (2013) เลีย้ง Pseudomonas mendocina ท่ี 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้นําไปป่ันเหว่ียงเพ่ือเก็บสารละลายส่วนใส แล้วกรองด้วย

กระดาษกรองเพ่ือกําจดัสารละลายท่ีมีนํา้หนกัมวลโมเลกลุน้อยกว่า 10 กิโลดาลตนัออกไป ต่อด้วย

ไดอะไลซิสและลงคอลมัน์โครมาโทกราฟีแบบแลกเปล่ียนไอออน Q Sepharose Fast Flow ชะด้วย

โซเดียมคลอไรด์ 0-1 โมลาร์ จากนัน้เก็บแต่ละ fraction ไปทดสอบความสามารถในการย่อยสลาย 

เลือก fraction ท่ีมีแอคติวิตีข้องเอนไซม์ท่ีดีท่ีสดุไปผสมกบัเกลือแอมโมเนียมซลัเฟตท่ีความเข้มข้น 1.3 

โมลลาร์ ก่อนท่ีจะโหลดลงคอลมัน์ phenyl Sepharose 6 Fast Flow แล้วชะโดยเกลือแอมโมเนียม

ซลัเฟตท่ีความเข้มข้น 1.3-0  โมลาร์ แล้วนํามาไดอะไลซิสอีกครัง้ จากนัน้นําโปรตีนโหลดลงคอลมัน์ 

Sephadex G-75 วดัปริมาณโปรตีนโดยใช้ BCA protein assay kit และสุดท้ายตรวจสอบความ

บริสทุธ์ิและหาขนาดนํา้หนกัโมเลกลุโดย SDS-PAGE พบว่า มีนํา้หนกัโมเลกลุ 59.4 และ 33.8 กิโล-

ดาลตนั เม่ือศกึษาคณุสมบตัิของเอนไซม์พบว่า คา่พีเอชท่ีเหมาะสมคือ 8 ส่วนอณุหภูมิท่ีเหมาะสมคือ 

50 องศาเซลเซียส ผลของไอออนโลหะพบวา่ Na+ และ  K+ ชว่ยเพิ่มอตัราการยอ่ยสลายได้ดีขึน้ 

 Yashchuk; Miyazaki; & Hermida.  (2014) เลีย้ง Streptomyces sp. SSM 5670 ท่ี

อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 110 ชัว่โมง จากนัน้นําไปป่ันเหว่ียงเพ่ือเก็บสารละลายส่วนใส 

จากนัน้กรองด้วยกระดาษกรอง YM 10 regenerated cellulose นําโปรตีนลงคอลมัน์   โครมาโทกราฟี

แบบแลกเปล่ียนไอออน DEAE-Sephedex A-50 ชะด้วยโซเดียมคลอไรด์ 0-0.7 โมลาร์ เลือก fraction 

ท่ีมีแอคตวิิตีข้องเอนไซม์ดีท่ีสดุไปทําให้เข้มข้นขึน้ด้วยกระบวนการอลัตราฟิลเตรชนั จากนัน้นําเอนไซม์

มาโหลดลงคอลมัน์ Sephadex G-100 และทําให้เข้มข้นขึน้ด้วยกระบวนการอลัตราฟิลเตรชนั วัด

ปริมาณโปรตีนโดยใช้วิธีการของแบรดฟอร์ด และตรวจสอบความบริสทุธ์ิและหาขนาดนํา้หนกัโมเลกลุ

โดย SDS-PAGE พบว่ามีนํา้หนกัโมเลกุล 24 กิโลดาลตนั เม่ือศึกษาคุณสมบตัิของเอนไซม์พบว่า 

สามารถทํางานได้ท่ีท่ีอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พีเอช 7.5 และการทํางานของเอนไซม์จะลดลงเม่ือ

อณุหภมูิสงูกวา่ 45 องศาเซลเซียส 
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บทที่ 3 

วธีิดาํเนินการวจิัย 

 
อุปกรณ์และสารเคมี 
 1.  เคร่ืองมือท่ีใช้ในการทดลอง 

 

ตาราง  3 เคร่ืองมือท่ีใช้ในการทดลอง 

 

              เคร่ืองมือท่ีใช้ในการทดลอง          บริษัท 

1.  ตู้ปลอดเชือ้ (laminar flow clean bench) 

2.  ตู้บม่เชือ้ (incubator) 

3.  ตู้บม่เชือ้แบบเขย่า (incubator shaker) 

4.  ตู้อบฆา่เชือ้ (hot air sterilizing) 

5.  หม้อนึง่ความดนัไอนํา้ (autoclave) 

6.  เคร่ืองวดัพีเอช (pH meter) 

7.  เคร่ืองหมนุเหว่ียง (centrifuge) 

8.  เคร่ืองหมนุเว่ียงแบบควบคมุอณุหภมูิ  

     (refrigerated centrifuge) 

9.  เคร่ืองอลัตราโซนิเคเตอร์ (ultrasonicator) 

10. เคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (spectrophotometer) 

11. เคร่ือง hotplate stirrer 

12. เคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ตําแหนง่ (analytical balance) 

13. อา่งนํา้ควบคมุอณุหภมูิ (water bath) 

Lab leader 

Delta Laboratory 

New Brunswick Scientific 

Astell 

Meditop.Co.,Ltd 

Fisher Scientific 

Hsiangtat 

Meditop 

 

Labquip 

Bangkok High Lab 

Laboratory & Medical Supplies 

Ohaus Corporation 

TN-Science 
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 2. สารเคมีท่ีใช้ในการทดลอง 

 

ตาราง 4 สารเคมีท่ีใช้ในการทดลอง 

 

สารเคมี บริษัท 

1.  Poly(3-hydroxybutyric acid –co-3-hydroxyvaleric acid)    

     (PHBV) 

2.  Poly[(R)-3-hydroxybutyric acid] (PHB) 

3.  Polybutylene  succinate (PBS) 

4.  Polybutylene  succinic adipate (PBSA) 

5.  Poly(L-lactide) (PLA) 

6.  Polycaprolactone (PCL) 

7.  Tris 

8.  Glycine 

9.  Resolving Gel Buffer 

10.10x Tris/Glycine/SDS Buffer 

11. Stacking Gel Buffer 

12. 2-Mercaptoethanol 

13. Ammonium Persulfate 

14. TEMED 

15. 2x Laemmli Sample 

16. 30% Acrylamide/Bis Solution 29:1 

17. Prestained Protein Ladder, Broad Range 

18. Coomassie Brilliant Blue R-250 

19. Dichloromethane 

20.  2-Propanol 

21. Acetic acid 

22. Yeast Extract 

23.  Peptone 

24.  Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA 

Sigma-Aldrich 

 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Pacific Science 

Pacific Science 

Bio-Rad Laboratories 

Bio-Rad Laboratories 

Bio-Rad Laboratories 

Bio-Rad Laboratories 

Bio-Rad Laboratories 

Bio-Rad Laboratories 

Bio-Rad Laboratories 

Bio-Rad Laboratories 

BioLab 

Pacific Science 

Merck 

Merck Merck 

Bio Basic Canada Inc. 

Becton, Dickinson and  

Company 

Bio Basic Inc. 
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ตาราง 4 (ตอ่)  

 

สารเคมี บริษัท 

25.  Sodium dodecyl sulfate (SDS) 

26.  Phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF) 

27.  1,4-dithiothreitol (DTT) 

28.  Trichloroacetic Acid (TCA) 

29.  Casein 

30.  Gelatin 

31.  Cetyl trimethyl ammonium bromide (CTAB) 

32. Sodium carbonate  (Na2CO3) 

33. Tween 80 

34. Triton X-100 

35. Calcium chloride (CaCl2) 

36. Sodium chloride (NaCl) 

37. Potassium chloride (KCl) 

38. Iron(II)sulfate(FeSO4) 

39. Magnesium sulfate (MgSO4) 

40. Manganese(II)sulfate (MnSO4) 

41. Zinc sulfate (ZnSO4) 

42. Copper(II)sulfate (CuSO4) 

Bio Basic Canada Inc.Sigma 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Loba Chemie 

EMD Chemicals 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Ajax Finechem Pty Ltd 

Ajax Finechem Pty Ltd 

Ajax Finechem Pty Ltd 

Ajax Finechem Pty Ltd 

Ajax Finechem Pty Ltd 

Carlo Erba 

Ajax Finechem Pty Ltd 

Ajax Finechem Pty Ltd 
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วิธีดาํเนินการวิจัย 
 ขัน้ตอนการดาํเนินการ สรุปได้ดังนี ้

 

ศกึษาความสามารถในการย่อยสลายพลาสตกิชีวภาพชนิดตา่งๆ จาก Actinomadura sp.             

สายพนัธุ์ TF1 

 

ศกึษาการยอ่ยสลายแผน่ฟิล์มพลาสตกิ PHBV โดยการฝังดนิ 

 

ศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเลีย้ง Actinomadura sp. สายพนัธุ์ TF1 เพ่ือผลิตเอนไซม์ได้ในปริมาณ

สงูโดยทดสอบคา่พีเอช ผลของอณุหภมูิ และความเข้มข้นของ PHBV ท่ีเหมาะสมในการเตรียมอาหาร

เลีย้งเชือ้          

 

ศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการทํางานของเอนไซม์ท่ีย่อยสลาย PHBV 

โดยทดสอบหาคา่พีเอช ความเข้มข้นของพลาสตกิ PHBV ท่ีเป็นสบัสเตรท 

และระยะเวลาในการทํางานของเอนไซม์ท่ีย่อยสลาย PHBV  

 

การทําบริสทุธ์ิเอนไซม์ท่ียอ่ยสลาย PHBV และการหาขนาดมวลโมเลกลุของโปรตีน 

 

ศกึษาคณุสมบตัขิองเอนไซม์ท่ียอ่ยสลาย PHBV  

 

 

การหาคา่พีเอช และอณุหภมูิท่ีเหมาะสมตอ่การทํางานของเอนไซม์ท่ียอ่ยสลาย PHBV 

 

การหาคา่ความเสถียรของคา่พีเอช และอณุหภมูิตอ่การทํางานของเอนไซม์ท่ียอ่ยสลาย PHBV 

 

การทดสอบสบัเสตรทท่ีจําเพาะของเอนไซม์  

 

การทดสอบผลของตวัยบัยัง้ สารเคมี และไอออนโลหะตอ่การทํางานของเอนไซม์ 
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1.  การทดสอบความสามารถในการย่อยสลายพลาสตกิชีวภาพชนิดต่างๆ จากเชือ้ 

Actinomadura sp.   สายพันธ์ุ TF1 

 การเตรียมเชือ้จลุินทรีย์โดยนํา Actinomadura sp. สายพนัธุ์ TF1 ท่ีแยกได้จากดินปุ๋ ยหมกัซึ่ง

ได้รายงานมาก่อนหน้านี ้(ทายาท ศรียาภยั; และคณะ. 2557) มาเตรียมเป็นเชือ้เร่ิมต้น (starter) โดย

เลีย้งเชือ้บนอาหารแข็ง yeast-malt extract agar International Streptomyces Project (ISP-2) 

(ภาคผนวก ก ข้อ 1) บนจานเพาะเชือ้แล้วนําไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-5 วนั 

 การทดสอบการย่อยสลายของพลาสติกชีวภาพด้วยวิธีการเกิดบริเวณใส (clear zone) ได้

ประยกุต์ใช้วิธีการของ  Nishida; & Tokiwa.  (1993) พลาสติกชีวภาพท่ีใช้ในงานวิจยันีไ้ด้แก่ PHBV, 

PHB, PBSA, PLA และ PCL ซึ่งใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในการเจริญของ Actinomadura sp. สายพนัธุ์ 

TF1 การเตรียมอาหารแข็งเร่ิมจากชัง่พลาสติกชีวภาพ 1 กรัม ละลายใน dichloromethane 20 

มิลลิลิตร นํามาผสมรวมกนักบั 1 ลิตร basal medium (ภาคผนวก ก ข้อ 2) โดยอาศยัเคร่ืองอลัตราโซ-

นิคเคเตอร์ (ultrasonicator) นําอาหารท่ีเตรียมบม่ไว้ท่ีอณุหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

เพ่ือให้ dichloromethane ระเหย เติมวุ้น (agar) 20 กรัม และนําไปฆ่าเชือ้ด้วยการ autoclave เป็น

เวลา 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เทใส่จานเพาะเชือ้ การทดสอบการย่อยสลายของ

พลาสตกิชีวภาพโดยการวน Actinomadura sp. สายพนัธุ์ TF1 บนผิวหน้าอาหารแข็ง จากนัน้นําไปบม่

ท่ีอณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-7 วนั สงัเกตและวดัขนาดบริเวณใสท่ีเกิดขึน้  

 

2. การศึกษาการย่อยสลายแผ่นฟิล์มพลาสตกิ PHBV โดยการฝังดนิ 
 2.1 การเตรียมแผ่นฟิล์มพลาสตกิ PHBV 

  นําเม็ดพลาสติก PHBV 1 กรัม ละลายในคลอโรฟอร์มปริมาตร 20 มิลลิลิตร เม่ือเม็ด

พลาสติกละลายหมดให้เทสารละลายทัง้หมดลงในจานแก้ว ทิง้ไว้ 24 ชัว่โมงโดยไม่ให้ถูกแสงเพ่ือให้

แผน่ฟิล์มพลาสตกิ PHBV แข็งตวั ทกุขัน้ตอนทําภายในตู้ดดูควนั จากนัน้นําแผ่นฟิล์มพลาสติก PHBV 

ท่ีได้ตดัออกเป็น 4 สว่นเทา่ๆ กนั และนําไปชัง่นํา้หนกั 

 

 2.2 การเตรียมดนิ 

  ดนิท่ีใช้ในการทดลองครัง้นีเ้ป็นดนิมลูไส้เดือน เตรียมโดยนําดินท่ีได้มาบม่ฆ่าเชือ้ด้วยการ 

autoclave เป็นเวลา 15 นาที ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส  ทิง้ไว้ให้เย็น  
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 2.3 การเตรียม Actinomadura sp. สายพันธ์ุ TF1  

  นํา Actinomadura sp. สายพนัธุ์ TF1 เลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ LB low salt ปริมาตร 100 

มิลลิลิตรในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร พีเอช 8 ท่ีอณุหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ท่ีความเร็ว 180 รอบตอ่

นาที เป็นเวลา 96 ชั่วโมง จากนัน้ทําการเก็บเซลล์โดยนําอาหารเลีย้งเชือ้ป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 

6,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 15 นาที เตมิ basal medium ปริมาตร 40 มิลลิลิตรลงไปในหลอดทดลอง

และ resuspend ให้เข้ากนัเพ่ือเตรียมเป็นเชือ้ท่ีใช้ในการทดลองตอ่ไป  

 

 2.4 การเตรียมหน่วยทดลอง 

  ประกอบด้วยกระบะขนาด 35 x 25 เซนติเมตร โดยแบง่ออกเป็นกระบะควบคมุและ

กระบะทดลอง เร่ิมจากนําดนิท่ีผา่นการฆ่าเชือ้ปริมาณ 1 กิโลกรัม เทลงในกระบะเกล่ียให้ทัว่ทัง้กระบะ 

จากนัน้นําแผน่ฟิล์มพลาสตกิ PHBV มาวางบนดนิ (แผน่ฟิล์มพลาสตกิผา่นการฆ่าเชือ้โดยการล้างด้วย

เอทิลแอลกอฮอล์ 70% และ นํา้กลัน่  2 ครัง้) เททบัด้วยดินอีก 1 กิโลกรัม สําหรับกระบะควบคมุจะเท 

basal medium ท่ีไม่มีสายพนัธุ์ TF1 ในอาหารเลีย้งเชือ้ปริมาตร 40 มิลลิลิตรลงไปในกระบะ สําหรับ

กระบะทดลองจะเทอาหาร basal medium ปริมาตร   40 มิลลิลิตรท่ีมีสายพนัธุ์ TF1 ในอาหารเลีย้ง

เชือ้ซึ่งเตรียมได้จากข้อ 2.3 จากนัน้คลุมกระบะด้วยแผ่นพลาสติก นําไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 45 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 2 สปัดาห์ เก็บแผน่พลาสตกิ PHBV ทกุสปัดาห์เพ่ือนํามาชัง่นํา้หนกัท่ีลดลง 

 

 2.5 การวิเคราะห์ผล 

  นําแผ่นฟิล์มพลาสติก PHBV ออกจากกระบะไปล้างด้วยนํา้กลัน่จนสะอาด เช็ดให้แห้ง

และทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้นําแผน่พลาสตกิท่ีได้ไปชัง่นํา้หนกัเพ่ือหานํา้หนกัท่ี

หายไป และศึกษาลักษณะบนพืน้ผิวของพลาสติกด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 

(scanning electron microscope; SEM) โดยส่งวิเคราะห์แผ่นพลาสติกท่ีศนูย์เคร่ืองมือวิทยาศาสตร์

และเทคโนโลยี จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

  

3.  การผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพลาสตกิชีวภาพจาก Actinomadura sp. สายพันธ์ุ 

TF1 ในอาหารเหลว  

 นํา Actinomadura sp. สายพนัธุ์ TF1 มาเลีย้งในอาหารเหลว LB low salt (ภาคผนวก ก ข้อ 

3) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร เป็นเวลา 96 ชัว่โมง (4 วนั) เพ่ือเตรียมเป็น

เชือ้เร่ิมต้น จากนัน้นําเชือ้เร่ิมต้นมาเลีย้งตอ่ในอาหาร basal medium ท่ีประกอบไปด้วยแหล่งคาร์บอน

ของ PHBV ท่ีความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลตอ่ปริมาตร ปริมาณ 100 มิลลิลิตร ใน ฟลาสก์
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ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีอณุหภูมิ 45 องศาเซลเซียส นําไปเขย่าท่ีความเร็ว 180 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 

96 ชัว่โมง จากนัน้นําอาหารเลีย้งเชือ้ไปป่ันเหว่ียงท่ีอณุหภูมิ 10 องศาเซลเซียส ท่ีความเร็วรอบ 10,000 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที เก็บส่วนใส (supernatant) มาวดัการทํางานของเอนไซม์ท่ีย่อยสลาย 

PHBV 

 

4.  การวัดการทาํงานของเอนไซม์ที่ย่อยสลาย PHBV และการวิเคราะห์ปริมาณ

โปรตีน 

 การวดัการทํางานของเอนไซม์ท่ีย่อยสลาย PHBV โดยดไูด้จากความขุ่น (turbidity) ท่ีลดลง

ของสารละลาย PHBV โดยประยกุวิธีการของ Shah และคณะ (Shah; et al. 2007a) โดยทําการเตรียม

สารละลายสบัสเตรท PHBV ท่ีความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลตอ่ปริมาตรในสารละลายบฟัเฟอร์ 

Tris-HCl ท่ีความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ท่ีมีคา่พีเอช 8 (ภาคผนวก ข) ด้วยเคร่ืองอลัตราโซนิคเคเตอร์ 

จากนัน้เตรียม reaction mixture โดยการผสมกันระหว่างสารละลายสบัสเตรท PHBV 0.9 มิลลิลิตร 

และส่วนใสปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร นําไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้

นํามาวดั optical density ท่ี 650 นาโนเมตร (OD650) กําหนดให้ 1 ยนิูตของเอนไซม์ท่ีย่อยสลาย PHBV 

เท่ากับ ปริมาณเอนไซม์ท่ีทําให้ค่าการดดูกลืนแสงลดลง 1 หน่วยท่ีความยาวคล่ืน 650 นาโนเมตร  

ภายใต้สภาวะทดสอบ การวดัการทํางานของเอนไซม์ทําการทดลอง 3  ซํา้ 

 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยชดุหาโปรตีน (Coomassie (Bradford) Protein Assay Kit) 

จากบริษัท Thermo Scientific ท่ีดดัแปลงวิธีการของ Bradford  (Bradford. 1976) โดยดดูสารละลาย

ตวัอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลอง เติมสารละลายผสม Coomassie 1 มิลลิลิตรผสมให้

เข้ากัน ทิง้ไว้ 10 นาที จากนัน้นําไปวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร (OD595) 

ด้วยเคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (spectrophotometer) การหาค่าความเข้มข้นของโปรตีนโดยการ

เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน (standard curve) ซึ่งการเตรียมกราฟมาตรฐานจะใช้สารละลาย 

Bovine serum albumin (BSA) เป็นโปรตีนมาตรฐานท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ ดงันี ้0, 2.5, 5, 10, 15, 20 

และ 25 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค ข้อ 1) 

 

5. การหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลาย  PHBV  จาก

Actinomadura sp. สายพันธ์ุ TF1  

 โดยการหาผลของคา่พีเอช อณุหภูมิ และความเข้มข้นของ PHBV ท่ีเหมาะสมในการเตรียม

อาหารเลีย้งเชือ้   
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 5.1  การหาค่าพีเอชท่ีเหมาะสม 

  นํา Actinomadura sp. สายพนัธุ์ TF1 มาเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ LB low salt เป็นเวลา 

96 ชัว่โมง เพ่ือเตรียมเป็นเชือ้เร่ิมต้น จากนัน้นําเชือ้เร่ิมต้นปริมาตร 8 มิลลิลิตร เลีย้งในอาหาร basal 

medium ท่ีมี PHBV ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลตอ่ปริมาตร ปรับคา่พีเอชในอาหารเลีย้งเชือ้

ให้มีคา่ 6, 7, 8 และ 9 เตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร 

นําไปบม่ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เขย่าท่ีความเร็ว 180 รอบตอ่นาที เก็บตวัอย่างทกุๆ 48 ชัว่โมง

เป็นเวลา 10 วนั โดยเก็บสว่นใสมาวดั การทํางานของเอนไซม์ตามวิธีการข้อ 4 

 

 5.2  การหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสม 

  นํา Actinomadura sp. สายพนัธุ์ TF1 เลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ LB low salt เป็นเวลา 96 

ชัว่โมง เพ่ือเตรียมเป็นเชือ้เร่ิมต้น จากนัน้นําเชือ้เร่ิมต้นปริมาตร 8 มิลลิลิตร เลีย้งต่อในอาหาร basal 

medium ท่ีมี PHBV ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใน 

ฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ปรับคา่พีเอชท่ีเหมาะสม จากนัน้นําไปเลีย้งเชือ้ท่ีอณุหภูมิ 30, 35, 40, 45 

และ 55 องศาเซลเซียส เขย่าท่ีความเร็ว 180 รอบตอ่นาที เก็บตวัอย่างทกุๆ 48 ชัว่โมงเป็นเวลา 10 วนั 

โดยเก็บสว่นใสมาวดัการทํางานของเอนไซม์ตามวิธีการข้อ 4  

 

 5.3  การหาความเข้มข้นของ PHBV ท่ีเหมาะสม 

  โดยนํา Actinomadura sp. สายพนัธุ์ TF1 มาเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ LB low salt เป็น

เวลา  96 ชัว่โมง เพ่ือเตรียมเป็นเชือ้เร่ิมต้น จากนัน้นําเชือ้เร่ิมต้นปริมาตร 8 มิลลิลิตรเลีย้งตอ่ในอาหาร 

basal medium ท่ีมี PHBV ท่ีมีความเข้มข้นแตกตา่งกนัดงันี ้ 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 เปอร์เซ็นต์ 

(นํา้หนกัตอ่ปริมาตร) ท่ีมีคา่พีเอชท่ีเหมาะสม ปริมาณ 100 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร 

โดยทําการเลีย้งเชือ้ท่ีอณุหภูมิท่ีเหมาะสมตอ่การเจริญของเชือ้ นําไปเขย่าท่ีความเร็ว 180 รอบตอ่นาที 

เก็บตวัอย่างทกุๆ 48 ชัว่โมงเป็นเวลา 10 วนั โดยเก็บส่วนใสด้านบนมาวดัการทํางานของเอนไซม์ตาม

วิธีการข้อ 4  

 

6.  การหาสภาวะที่เหมาะสมในการวัดการทาํงานของเอนไซม์ที่ย่อยสลาย PHBV 

 นํา Actinomadura sp. สายพนัธุ์ TF1 เลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ LB low salt เป็นเวลา 96 

ชัว่โมง เพ่ือเตรียมเป็นเชือ้เร่ิมต้น จากนัน้นําเชือ้เร่ิมต้นปริมาตร 8 มิลลิลิตร เลีย้งต่อในอาหาร basal 

medium ท่ีมี PHBV ท่ีความเข้มข้นท่ีเหมาะสม ปรับคา่พีเอชท่ีเหมาะสม ปริมาณ 100 มิลลิลิตร ใน 

ฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร จากนัน้นํามาเลีย้งท่ีอณุหภูมิท่ีเหมาะสม เขย่าท่ีความเร็ว 180 รอบต่อ
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นาที เก็บตวัอย่างท่ีระยะเวลาท่ีเหมาะสม จากนัน้เก็บส่วนใสโดยการนําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 

10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที นําส่วนใสมาทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมในการทํางานของ

เอนไซม์หยาบ (crude enzyme) โดยทําการเตรียมสารละลายสบัสเตรท PHBV ท่ีความเข้มข้น 0.1 

เปอร์เซ็นต์โดยมวลตอ่ปริมาตรในสารละลายบฟัเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์    Tris-HCl ท่ีมีคา่พีเอช 7, 8 และ 

9 โดยอาศยัเคร่ืองอลัตราโซนิคเคเตอร์ จากนัน้เตรียม reaction mixture ตามวิธีการข้อ 4 นํามาบม่ท่ี

อณุหภมูิ 35, 45 และ 55 องศาเซลเซียส ระยะเวลาท่ีใช้ในการบม่ได้แก่ 1, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 และ 

24 ชัว่โมง จากนัน้นําแตล่ะตวัอยา่งมาวดัการทํางานของเอนไซม์ 

 

7.  การทาํเอนไซม์ย่อยสลาย PHBV ให้บริสุทธ์ิ และการหาขนาดโมเลกุลของ

โปรตีน 
 7.1 การเลีย้ง Actinomadura sp. สายพันธ์ุ TF1 เพ่ือผลิตเอนไซม์ท่ีย่อยสลาย PHBV 

  นํา Actinomadura sp. สายพนัธุ์ TF1 เลีย้งในอาหารเหลว LB low salt ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร เป็นเวลา 96 ชัว่โมง เพ่ือเตรียมเป็นเชือ้เร่ิมต้น จากนัน้เก็บ

เซลล์โดยนําเชือ้เร่ิมต้นมาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 15 นาที ล้างเซลล์

ด้วย basal medium นํามาป่ันเหว่ียงเพ่ือเก็บเซลล์ จากนัน้นําเซลล์มาเลีย้งต่อในอาหาร basal 

medium ปริมาณ 100 มิลลิลิตร ท่ีประกอบด้วย PHBV ท่ีความเข้มข้น 0.4 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อ

ปริมาตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีอณุหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 144 ชัว่โมง เขย่าท่ี

ความเร็ว 180 รอบต่อนาที นําอาหารเลีย้งเชือ้ไปป่ันเหว่ียงท่ีอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส ท่ีความเร็ว

รอบ 10,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 15 นาที จากนัน้เก็บส่วนใสเพ่ือนํามาวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีน

และคํานวณหาคา่การทํางานของเอนไซม์ท่ีย่อยสลาย PHBV 

 

 7.2 การตกตะกอนโปรตีนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 

  นําสารละลายส่วนใสท่ีได้จากข้อ 7.1 มาทําการตกตะกอนโปรตีนด้วยเกลือแอมโมเนียม

ซลัเฟต ท่ีระดบัความอ่ิมตวัของเกลือ 80 เปอร์เซ็นต์โดยมวลตอ่ปริมาตร (ภาคผนวก ง) โดยคอ่ยๆเติม

เกลือแอมโมเนียมซลัเฟต ท่ีละน้อยอย่างช้า ๆ พร้อมทัง้มีการกวนตลอดเวลาด้วยแท่งแม่เหล็กกวนสาร 

(magnetic bar) ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส จากนัน้นําสารละลายเกลือแอมโมเนียมซลัเฟตทัง้หมดไป

ป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 20 นาที ท่ีอณุหภูมิ  4 องศาเซลเซียส เก็บส่วน

ท่ีเป็นตะกอนโปรตีนไว้ท่ีอณุหภมิ -20 องศาสเซลเซียส จนกวา่จะนําไปใช้ในการทดลองตอ่ไป 
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 7.3 การกาํจัดเกลือโดยการไดอะไลซิส 

  นําตะกอนโปรตีนท่ีได้จากข้อ 7.2 มาละลายในสารละลายบฟัเฟอร์ Tris-HCl ความ

เข้มข้น 50  มิลลิโมลาร์ ท่ีคา่พีเอช 8 จากนัน้นําสารละลายท่ีได้บรรจลุงในถงุไดอะไลซิส (dialysis bag) 

ซึ่งขนาดมวลโมเลกุลของสารท่ีสามารถผ่านเข้าออกได้ประมาณ 12-14 กิโลดาลตนั  โดยนําถุง  

ไดอะไลซิสไปแช่ในสารละลายบฟัเฟอร์ Tris-HCl ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ท่ีพีเอช 8.0 มีการกวน

ตลอดเวลาท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส     โดยเปล่ียนสารละลายบฟัเฟอร์ทกุๆ 1, 2, 4 ชัว่โมง และทิง้

ไว้ข้ามคืน จากนัน้ดูดสารละลายออกจากถุงไดอะไลซิสเพ่ือนํามาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 10,000 

รอบตอ่นาที เป็นเวลา 15 นาที ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บส่วนใสท่ีได้มาวิเคราะห์หาปริมาณ

โปรตีนและวดัการทํางานของเอนไซม์ 

 

 7.4 การทาํให้เอนไซม์บริสุทธ์ิด้วยวิธีโครมาโทกราฟีแบบแลกเปล่ียนไอออน 

  เร่ิมจากนําสารละลายเอนไซม์ท่ีได้จากข้อ 7.3 มาผ่านคอลมัน์ท่ีภายในบรรจเุรซิน (resin) 

แลกเปล่ียนไอออนชนิด diethylaminoethanol (DEAE) Sepharose การเตรียมเรซินโดยการนําเรซิน 

มาบรรจลุงคอลมัน์ (เส้นผ่านศนูย์กลาง 2.5 เซนติเมตร x ความยาวคอลมัน์ 20 เซนติเมตร) ล้างเรซิน 

ด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ Tris-HCl  พีเอช 8 ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ จากนัน้นําสารละลายเอนไซม์

ผา่นลงคอลมัน์และชะตอ่ด้วยสารละลายบฟัเฟอร์Tris-HCl พีเอช 8 ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ท่ีผสม

กบัสารละลายโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ท่ีมีความเข้มข้นแตกตา่งกนัตัง้แต ่0, 50, 100, 200, 300, 400 

และ 500 มิลลิโมลาร์ เก็บสารละลายท่ีถูกชะออกมาหลอดละ 5 มิลลิลิตร เพ่ือนํามาวิเคราะห์หา

ปริมาณโปรตีนและคา่การทํางานของเอนไซม์ตอ่ไป  

 

 7.5 การตรวจสอบหาความบริสุทธ์ิและนํา้หนักมวลโมเลกุลของเอนไซม์ด้วยวิธี 

sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

  การเตรียมเจล 12.5 เปอร์เซ็นต์ของโพลิอะคริละไมด์โดยประยุกต์วิธีการของ Laemmli  

(1970) ประกอบด้วยเจลส่วนชัน้ล่าง (resolving gel) (ภาคผนวก จ ข้อ 1) และเจลส่วนชัน้บน 

(stacking gel) (ภาคผนวก จ ข้อ 2) โปรตีนมาตรฐานท่ีใช้เปรียบเทียบขนาดของโปรตีนตวัอย่างมีมวล

โมเลกลุขนาดตัง้แต ่245, 180, 135, 100, 75, 63, 48, 35, 25, 20, 17 และ 11 กิโลดาลตนั (kDa) การ

เตรียมโปรตีนตวัอย่างโดยการเติม 2x loading buffer (ภาคผนวก จ ข้อ 3 )และนํามาต้มในอ่างนํา้

ควบคมุอณุหภูมิ (waterbath) เป็นเวลา 5 นาที จากนัน้โหลดโปรตีนตวัอย่าง และโปรตีนมาตรฐานลง

ในแผน่เจล ตัง้คา่เคร่ืองอิเล็กโตรโฟเรซิสแบบแนวตัง้ (electrophoresis vertical) โดยใช้กระแสไฟฟ้าท่ี

มีความตา่งศกัย์ 150 โวลต์ เป็นเวลา  1 ชัว่โมง  นําแผ่นเจลมาย้อมด้วย staining buffer (ภาคผนวก จ 
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ข้อ 4)  เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้นําแผ่นเจลมาล้างด้วย destaining buffer (ภาคผนวก จ ข้อ 5 และ 

6)  เพ่ือสงัเกตการเกิดแถบของโปรตีนตวัอย่าง และเปรียบเทียบการเคล่ือนท่ีของโปรตีนตวัอย่างกับ

โปรตีนมาตรฐาน 

 

 7.6 การศึกษาการทาํงานของเอนไซม์ด้วยวิธีไซโมแกรม (zymogram) 

  เตรียมเจล 12.5 เปอร์เซ็นต์โพลิอะคริละไมด์ตามวิธีการข้อ 7.5 ผสมกบัสบัสเตรท PHBV 

ท่ีมีความเข้มข้น 0.04 เปอร์เซ็นต์ (นํา้หนกัตอ่ปริมาตร) ในสารละลาย 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl ท่ีพีเอช 

8 จากนัน้เตรียมโปรตีนตวัอย่างโดยการเติม 2x loading buffer โหลดโปรตีนลงแผ่นเจล ตัง้คา่เคร่ือง 

อิเล็กโตรโฟเรซิสแบบแนวตัง้โดยใช้กระแสไฟฟ้าท่ีมีความตา่งศกัย์ 150 โวลต์ เป็นเวลา 1 ชัว่โมง  การ

ล้าง SDS ออกจากแผ่นเจลโดยนําแผ่นเจลมาล้างด้วย 25 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) 

isopropanol ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง และนํามาล้างต่อด้วยนํา้กลัน่อีก 2 ครัง้

เพ่ือล้าง isopropanol จากนัน้นําไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง สงัเกตบริเวณ

ใสท่ีเกิดขึน้บนแผน่เจล การถ่ายรูปเจลโดยนําเจลวางบนแผน่กระดาษสีดําจะปรากฎภาพเป็นแบนสีดํา 

 

8.  การศึกษาคุณสมบัตขิองเอนไซม์ที่ย่อยสลาย PHBV 
 8.1 ค่าพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซม์ 

  นําสารละลายเอนไซม์ท่ีผ่านการทําให้บริสุทธ์ิมาเจือจางให้ได้ความเข้มข้นท่ีเหมาะสม 

จากนัน้ตรวจสอบการทํางานของเอนไซม์ในสารละลายบัฟเฟอร์ชนิดต่างๆ ท่ีความเข้มข้น                 

50 มิลลิโมลาร์ ท่ีพีเอชตัง้แต ่3-12 โดยเตรียมบฟัเฟอร์ดงันี ้acetate buffer (พีเอช 3-6), phosphate 

buffer (พีเอช 6-8), Tris-HCl buffer (พีเอช 8-10) และ glycine-NaOH buffer (พีเอช 10-12) โดยบม่

เอนไซม์ร่วมกบัสบัเสตรทในอา่งนํา้ควบคมุอณุหภมูิท่ีอณุหภมูิและระยะเวลาท่ีเหมาะสมท่ีได้ผลจากข้อ 

6  

 

 8.2 ผลของอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซม์ 

  นําสารละลายเอนไซม์ท่ีผ่านการทําให้บริสุทธ์ิมาเจือจางให้ได้ความเข้มข้นท่ีเหมาะสม 

จากนัน้ตรวจสอบการทํางานของเอนไซม์ โดยบม่เอนไซม์ร่วมกบัสบัเสตรทในอ่างนํา้ควบคมุอณุหภูมิท่ี

แตกตา่งกนัดงันี ้35, 45, 55, 65, 75, 85 และ 95 องศาเซลเซียส ท่ีพีเอชท่ีเหมาะสมตอ่การทํางานของ

เอนไซม์ท่ีได้ผลจากข้อ 8.1 และในระยะเวลาท่ีเหมาะสมท่ีได้ผลจากข้อ 6  
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 8.3 การศึกษาความเสถียรของเอนไซม์ท่ีค่าพีเอชต่างๆ 

  นําสารละลายเอนไซม์ท่ีผ่านการทําให้บริสุทธ์ิมาเจือจางให้ได้ความเข้มข้นท่ีเหมาะสม  

จากนัน้นําสารละลายเอนไซม์ท่ีได้ไปเก็บไว้ในสารละลายบฟัเฟอร์ชนิดตา่งๆ ท่ีความเข้มข้น 500 มิลลิ-

โมลาร์ ท่ีพีเอชตา่งๆ ดงันี ้acetate buffer (พีเอช 3-6), phosphate buffer (พีเอช 6-8), Tris-HCl 

buffer (พีเอช 8-10) และ glycine-NaOH buffer (พีเอช 10-12) ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลล์เซียส เป็น

เวลา 24 ชัว่โมง แล้วนําไปวดัการทํางานของเอนไซม์  

 

 8.4 การศึกษาความเสถียรของเอนไซม์ท่ีอุณหภูมิต่างๆ 

  นําสารละลายเอนไซม์ท่ีผ่านการทําให้บริสุทธ์ิมาเจือจางให้ได้ความเข้มข้นท่ีเหมาะสม 

จากนัน้นําสารละลายเอนไซม์บม่ในอ่างนํา้ควบคมุอณุหภูมิท่ีอณุหภูมิตา่งๆ ดงันี ้35, 45, 55, 65, 75, 

85 และ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30, 60, 90, 120, 150 และ 180 นาที และนําไปวดัการทํางาน

ของเอนไซม์  

 

 8.5 การศึกษาสับสเตรทท่ีจาํเพาะต่อเอนไซม์ 

  เตรียมสบัสเตรทพลาสติกชีวภาพ (PHBV, PHB, PLA, PBS และ PCL) ท่ีความเข้มข้น 

0.1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลตอ่ปริมาตร ในสารละลายบฟัเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl พีเอช 8 การวดั

การทํางานของเอนไซม์ประยกุต์ใช้วิธีของ  Oda; et al.  (1997) โดย reaction mixture ประกอบด้วย

เอนไซม์ท่ีบริสทุธ์ิ 0.5 มิลลิลิตร รวมกับสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีประกอลด้วยสบัสเตรทพลาสติกชีวภาพ 

2.5 มิลลิลิตร นําไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที นําไปวดัคา่ OD ท่ี 650 นาโน-

เมตร กําหนด 1 ยนิูตของการทํางานของเอนไซม์เท่ากบัความขุ่นท่ีลดลง 1 หน่วย ท่ี OD 650 นาโน-

เมตรภายใต้สภาวะท่ีกําหนด  

  สบัสเตรทท่ีใช้ในการวดัการทํางานของโปรตีเอส (protease) ได้แก่ เคซีน (casein) และ      

เจลาติน (gelatin) สําหรับการวดัการทํางานของเอนไซม์ caseinase (casenolytic activity) โดย

เตรียมสารละลายเคซีน 0.6 เปอร์เซ็นต์โดยมวลตอ่ปริมาตรในสารละลายบฟัเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ Tris-

HCl พีเอช 8 จากนัน้นําเอนไซม์ท่ีบริสทุธ์ิ 0.5 มิลลิลิตรผสมกบัสารละลายเคซีน ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร 

บม่ท่ีอณุหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  หยดุปฏิกิริยาและตกตะกอนโปรตีนด้วยการเติม

กรดไตรคลอโรอะซิติก (trichloroacetic acid: TCA) ความเข้มข้น 0.3 โมลาร์ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

ผสมให้เข้ากนั ทิง้ไว้ 20 นาที จากนัน้กรองด้วยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 นําของเหลวท่ีกรองได้ 

2 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) 6 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และเติมสารละลายโฟลินฟีนอล (Folin and Ciocalteu’s phenol reagent) ความ
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เข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร บม่ท่ี 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30  นาที นําไปวดัคา่ OD 

ท่ี 660 นาโนเมตร การวัดการทํางานของโปรตีเอสโดยการเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน ซึ่งการ

เตรียมกราฟมาตรฐานจะใช้ไทโรซีน (L-tyrosine) ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ ดงันี ้0, 50, 100, 150, 200, 

250 และ 300 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค ข้อ 2) กําหนด 1 ยนิูตของการทํางานของเอนไซม์

โปรตีเอสเท่ากบัความสามารถของเอนไซม์ในการย่อยสลายเคซีนได้ไทโรซีน 1 ไมโครกรัม ในเวลา 1 

นาที ภายใต้สภาวะท่ีกําหนด สําหรับการวดัการทํางานของ gelatinase   (gelatinas activity) โดย

เตรียมสารละลายเจลาติน 0.6 เปอร์เซ็นต์โดยมวลตอ่ปริมาตรในสารละลายบฟัเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ 

Tris-HCl พีเอช 8 จากนัน้นําเอนไซม์ท่ีบริสุทธ์ิ 0.5 มิลลิลิตรผสมกบัสารละลายเจลาติน ปริมาตร 2.5 

มิลลิลิตร บม่ท่ีอณุหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  จากนัน้เติมเมอร์คิวรีคลอไรด์ (HgCl2) 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ทิง้ไว้ 20 นาที นําไปวดัคา่ OD ท่ี 630 นาโนเมตร กําหนด 1 ยนิูตของการทํางาน

ของเอนไซม์เจลาตเินสเทา่กบัความขุน่ท่ีลดลง 1 หนว่ย ท่ี OD 630 นาโนเมตรภายใต้สภาวะท่ีกําหนด 

  สับสเตรทท่ีใช้ ในการวัดการทํางานของเอนไซม์ เอสเทอเรส (esterase) ไ ด้แก่                

p-nitrophenyl-acetate (C2), p-nitrophenyl-butyrate (C4), p-nitrophenyl-decanoate (C10),      

p-nitrophenyl-palmitate (C16) และ   p-nitrophenyl-stearate (C18) โดยนํามาบ่มกับเอนไซม์ท่ี

อณุหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที วดัการดดูกลืนแสงของ p-nitophenol ท่ีถูกปลดปล่อย

ออกมาจากสบัสเตรทท่ี OD 410 นาโนเมตร กําหนด 1 ยนิูตของเอนไซม์เท่ากบัปริมาณเอนไซม์ท่ีผลิต 

1 ไมโครโมลของ  p-nitophenol ตอ่ 1 นาทีท่ีอณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส  

 สบัสเตรทท่ีใช้ในการวดัการทํางานของเอนไซม์ไลเปส (lipase) ได้แก่ olive oil โดยเตรียม

สารละลาย olive oil ท่ีความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรตอ่ปริมาตรในสารละลายบฟัเฟอร์ 50 

มิลลิโมลาร์ Tris-HCl พีเอช 8 โดยอาศยัเคร่ืองอลัตราโซนิคเคเตอร์ การวดัการทํางานของเอนไซม์โดย 

reaction mixture ประกอบด้วยเอนไซม์ท่ีบริสุทธ์ิ 0.5 มิลลิลิตร รวมกับสารละลาย olive oil  2.5 

มิลลิลิตร นําไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที นําไปวดัค่า OD ท่ี 650 นาโนเมตร 

กําหนด 1 ยูนิตของการทํางานของเอนไซม์เท่ากบัความขุ่นท่ีลดลง 1 หน่วย ท่ี OD 650 นาโนเมตร

ภายใต้สภาวะท่ีกําหนด 

 

 8.6 การศึกษาผลของตัวยับ้ยัง้ท่ีมีต่อการทาํงานของเอนไซม์ 

  นําสารละลายเอนไซม์ท่ีผา่นการทําให้บริสทุธ์ิมาเจือจางให้ได้ความเข้มข้นท่ีเหมาะสมใน

สารละลายบัฟเฟอร์ท่ีเหมาะสมท่ีได้ผลจากข้อ 8.1 จากนัน้เติมตัวยับยัง้เอนไซม์ต่างๆ ได้แก่ 

phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF), ethylenediaminetetraacetate (EDTA) และ 1,4-

dithiothreitol (DTT) ท่ีระดบัความเข้มข้น 1, 5 และ 10 มิลลิโมลาร์ โดยบม่เอนไซม์ร่วมกบัสบัสเตรทใน
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อา่งนํา้ควบคมุอณุหภมูิในอณุหภมูท่ีิเหมาะสม ในระยะเวลาท่ีเหมาะสมจากข้อ 6 จากนัน้วิเคราะห์การ

ทํางานของเอนไซม์  

  

 8.7 การศึกษาผลของสารเคมีท่ีมีผลต่อการทาํงานของเอนไซม์ 

     นําสารละลายเอนไซม์ท่ีผ่านการทําให้บริสทุธ์ิมาเจือจางให้ได้ความเข้มข้นท่ีเหมาะสมใน

สารละลายบฟัเฟอร์ท่ีเหมาะสมท่ีได้จากข้อ 8.1  จากนัน้เติมสารสารเคมีตา่งๆ ได้แก่ cetyl trimethyl 

ammonium bromide (CTAB), sodium dodecyl sulfate (SDS), Tween 80, และ β-

mercaptoethanol (β-ME) ท่ีความเข้มข้น  1 และ  5 เปอร์เซ็นต์ โดยบม่เอนไซม์ร่วมกบัสบัสเตรทใน

อา่งนํา้ควบคมุอณุหภมูิในอณุหภมูิท่ีเหมาะสม และในระยะเวลาท่ีเหมาะสมจากข้อ 6 จากนัน้วิเคราะห์

การทํางานของเอนไซม์  

 

 8.8 การศึกษาผลของไอออนโลหะท่ีมีผลต่อการทาํงานของเอนไซม์ 

  นําสารละลายเอนไซม์ท่ีผ่านการทําให้บริสุทธ์ิมาเจือจางให้ได้ความเข้มข้นท่ี

เหมาะสมในสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีเหมาะสมท่ีได้จากข้อ 8.1 จากนัน้เติมสารละลายไอออนโลหะตา่งๆ 

ได้แก่ Na+, Ca2+, K+, Fe2+ Mg2+, Mn2+, Zn+, Cu2+ และ Hg2+ ท่ีระดบัความเข้มข้นสดุท้าย 1 และ 5 

มิลลิโมลาร์ โดยบม่เอนไซม์ร่วมกบัสบัสเตรทในอ่างนํา้ควบคมุอณุหภูมิในอณุหภูมิท่ีเหมาะสม และใน

ระยะเวลาท่ีเหมาะสมจากข้อ 6 จากนัน้วิเคราะห์การทํางานของเอนไซม์  
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

 
1.  การทดสอบความสามารถในการย่อยสลายพลาสตกิชีวภาพชนิดต่างๆ จาก 

Actinomadura sp. สายพันธ์ุ TF1 

 เพาะเลีย้งสายพนัธุ์  TF1 บนอาหารแข็ง ISP2 ท่ีอณุหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5  วนั 

จากนัน้นําสายพนัธุ์ TF1 วนบนผิวอาหารแข็งพลาสติกชีวภาพชนิดตา่งๆ ประกอบไปด้วย PBSA, 

PHB, PHBV, PLA และ PCL บม่ท่ี 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนัสงัเกตและวดับริเวณใสท่ีเกิดขึน้ 

ผลการทดลองแสดงในตาราง 5 

  

ตาราง 5 ขนาดบริเวณใสท่ีเกิดจากการเลีย้งสายพนัธุ์ TF1 บนอาหารแข็งพลาสตกิชีวภาพ โดยบม่ท่ี  

       อณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั 

 

พลาสตกิชีวภาพ ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณใส (เซนตเิมตร) ± S.E. 

PBSA 

PHB 

PHBV 

PLA 

PCL 

1.8 ± 0.2 

1.5 ± 0.3 

2.5 ± 0.2 

2.0 ± 0.3 

- 

 

 จากตาราง 5 พบวา่ สายพนัธุ์ TF1 สามารถยอ่ยพลาสตกิชีวภาพ PBSA, PHBV และ PLA 

ได้ ดงัภาพประกอบ 11 โดยสามารถยอ่ยสลายพลาสติกชีวภาพ PHBV ได้ดีท่ีสดุ มีขนาดบริเวณใส   

2.5 ± 0.2 เซนตเิมตร รองลงมาคือ พลาสตกิชีวภาพ PLA และ PBSA โดยมีขนาดบริเวณใส 2.0 ± 0.3 

และ 1.8 ± 0.2 เซนตเิมตรตามลําดบั ดงันัน้จงึเลือกพลาสตกิชีวภาพ PHBV ทําการศกึษาตอ่ในขัน้ตอน

ตอ่ไป 
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                                         PLA                                                        PBSA 

         PHB                                                    PHBV  

                                                                           

ภาพประกอบ 11 การเกิดบริเวณใสของสายพนัธุ์ TF1 บนอาหารแข็งพลาสตกิชีวภาพชนิดตา่งๆ ท่ี   

        อณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั 

 

2. การศึกษาการย่อยสลายแผ่นฟิล์มพลาสตกิ PHBV โดยการฝังดนิ 

 การศึกษาการย่อยสลายแผ่นฟิล์มพลาสติก PHBV จากสายพนัธุ์ TF1 โดยการฝังดินเป็น

ระยะเวลา 2 สปัดาห์  เก็บผลทกุสปัดาห์เพ่ือเปรียบเทียบนํา้หนกัของแผ่นฟิล์มพลาสติก PHBV ในกลุ่ม

ควบคมุและกลุม่ทดลอง ผลการทดลองแสดงในตาราง 6 
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ตาราง  6 ผลการวิเคราะห์ร้อยละการยอ่ยสลายของแผน่ฟิล์ม PHBV (โดยนํา้หนกั) 

 

แผ่นฟิล์ม PHBV นํา้หนักก่อนย่อย 

(g) 

นํา้หนักหลังย่อย

(g) 

นํา้หนักท่ีลดลง

(g) 

%การย่อยสลาย 

สปัดาห์ท่ี 1 

Control 

1 

2 

3 

สปัดาห์ท่ี 2 

Control 

1 

2 

3 

 

0.25 

0.25 

0.25 

0.25 

 

0.25 

0.25 

0.25 

0.25 

 

0.25 

0.11 

0.12 

0.12 

 

0.25 

0.03 

0.04 

0.03 

 

0.00 

0.14 

0.13 

0.13 

 

0.00 

0.22 

0.21 

0.22 

 

0.00 

56.00 

52.00 

52.00 

 

0.00 

88.00 

84.00 

88.00 

 

 จากตาราง 6 การศกึษาการยอ่ยแผ่นฟิล์มพลาสติก PHBV ด้วยสายพนัธุ์ TF1 เป็นระยะเวลา 

2 สปัดาห์ โดยการเปรียบเทียบนํา้หนกัของแผ่นฟิล์มพลาสติก PHBV ในกลุ่มควบคมุและกลุ่มทดลอง  

พบว่าแผ่นฟิล์มในกลุ่มควบคมุทัง้ในสปัดาห์ท่ี 1 และ 2 นํา้หนกัของแผ่นฟิล์ม PHBV ยงัเหลือเท่าเดิม 

ส่วนแผ่นฟิล์มในกลุ่มทดลองในสปัดาห์ท่ี 1 นํา้หนกัของแผ่นฟิล์ม PHBV หายไปประมาณ 53.33 ± 

2.31 เปอร์เซ็นต์ และในสปัดาห์ท่ี 2 นํา้หนกัของแผ่นฟิล์มพลาสตกิ PHBV หายไปประมาณ 86.67± 

2.31  เปอร์เซ็นต์ และเม่ือสงัเกตลกัษณะพืน้ผิวแผ่นฟิล์ม PHBV ด้วยตาเปล่า พบว่า สงัเกตเห็นการ    

ผกุร่อนเกิดขึน้ ดงัในภาพประกอบ 12 

 เม่ือสงัเกตการเปล่ียนแปลงลกัษณะภายนอกของแผ่นฟิล์มพลาสติก PHBV ในกลุ่มควบคมุ

และกลุม่ทดลองเพิ่มเตมิ โดยการสงัเกตบริเวณพืน้ผิวด้านบนของแผน่ฟิล์มพลาสติก PHBV ด้วยกล้อง

จลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) พบว่า เม่ือเปรียบเทียบลกัษณะพืน้ผิวของแผ่นฟิล์มใน

กลุม่ควบคมุและกลุ่มทดลองมีความแตกตา่งกนัในส่วนของโครงสร้าง และลกัษณะทางสณัฐานวิทยา

อย่างชดัเจน โดยแผ่นฟิล์มพลาสติก PHBV ในกลุ่มควบคมุมีลกัษณะค่อนข้างเรียบ และไม่มีรูพรุน 

ส่วนแผ่นฟิล์มพลาสติก PHBV ในกลุ่มทดลองพบว่า มีลกัษณะพืน้ผิวท่ีขรุขระ มีรูพรุนเกิดขึน้เป็น

จํานวนมาก มีทัง้รูพรุนขนาดเล็กและขนาดใหญ่ มีรอยเว้าหรือลกัษณะเป็นโพรงเกิดขึน้บนพืน้ผิวของ

แผน่ฟิล์ม ดงัในภาพประกอบ 13 
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ภาพประกอบ 12  รูปการยอ่ยสลายแผน่ฟิล์มพลาสตกิ PHBV โดยสายพนัธุ์ TF1 ด้วยการฝังดนิเป็น  

        ระยะเวลา 2 สปัดาห์   (ก)  แผน่ฟิล์มพลาสตกิ PHBV  ในกลุม่ควบคมุท่ีไมมี่การใสเ่ชือ้สายพนัธุ์   

        TF1 ลงไปในดนิ  (ข) แผน่ฟิล์มพลาสตกิ PHBV ท่ีฝังดนิเป็นระยะเวลา 1 สปัดาห์   (ค) แผน่ฟิล์ม  

        พลาสตกิ PHBV ท่ีฝังดนิเป็นระยะเวลา 2 สปัดาห์ 

  

 

 

ภาพประกอบ 13  ลกัษณะของแผน่พลาสตกิ PHBV ท่ีผา่นการยอ่ยสลายโดยสายพนัธุ์ TF1 ด้วยการ  

        ฝังดนิเป็นระยะเวลา  2  สปัดาห์  ด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด   (ก)  แผน่ฟิล์ม  

        พลาสตกิ PHBV ในกลุม่ควบคมุ (ข) แผน่ฟิล์มพลาสตกิ PHBV ในกลุม่ทดลอง 

 

 

(ก) (ค) (ข) 

(ก) (ข) 
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3. การหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลาย PHBV จาก

Actinomadura sp. สายพันธ์ุ TF1  

 
  3.1  การหาค่าพีเอชท่ีเหมาะสม 

   นําสายพนัธุ์ TF1 มาเลีย้งในอาหาร basal medium ท่ีมี PHBV ความเข้มข้น 0.1 

เปอร์เซ็นต์โดยมวลตอ่ปริมาตร  ซึ่งปรับคา่พีเอชในอาหารเลีย้งเชือ้ให้มีคา่ 5, 6, 7, 8 และ 9 แล้วนํามา

บม่ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วนั โดยเก็บสารละลายส่วนใสมาวดัการทํางานของ

เอนไซม์ทกุๆ 48 ชัว่โมง  ผลการทดลองแสดงในภาพประกอบ  14 

 

 
 

ภาพประกอบ 14  ผลของพีเอชท่ีเหมาะสมตอ่การผลิตเอนไซม์  PHBV depolymerase จากสายพนัธุ์   

        TF1 เม่ือเลีย้งในอาหารเหลว basal medium ท่ีมี PHBV ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลตอ่  

        ปริมาตรปรับคา่พีเอชในอาหารแตกตา่งกนั เลีย้งเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส   เป็นเวลา 240   

        ชัว่โมง 

 

 จากภาพประกอบ 14  พบวา่ สายพนัธุ์ TF1 สามารถผลิตเอนไซม์ได้ดีท่ีสดุเม่ือเลีย้งในอาหาร

เลีย้งเชือ้ท่ีมีพีเอช 8 ท่ี 96 ชัว่โมง มีคา่การทํางานของเอนไซม์เทา่กบั 4.32±0.02 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร 

รองลงมาคือในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีพีเอช 9 และ 7  มีคา่การทํางานของเอนไซม์เทา่กบั 3.21±0.18 และ  

3.05±0.21  ยนิูตตอ่มิลลิลิตร ตามลําดบั  สว่นในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีพีเอชเป็นกรด คือ 5 และ 6 พบวา่

เอนไซม์ท่ีได้มีคา่การทํางานของเอนไซม์ลดลงมากกวา่ร้อยละ 90 
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 3.2  การหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสม 

  นําสายพนัธุ์ TF1 มาเลีย้งในอาหาร basal medium ท่ีมี PHBV ความเข้มข้น 0.1 

เปอร์เซ็นต์โดยมวลตอ่ปริมาตร  พีเอช 8  บม่ท่ีอณุหภูมิ 30, 35, 40, 45  และ 55 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 10 วนั โดยเก็บสารละลายส่วนใสมาวดัการทํางานของเอนไซม์ทกุๆ 48 ชัว่โมง  ผลการทดลอง

แสดงในภาพประกอบ 15 

 

 
 

ภาพประกอบ 15   ผลของอณุหภมูิท่ีเหมาะสมตอ่การผลิตเอนไซม์  PHBV  depolymerase  จาก        

        สายพนัธุ์ TF1 ในระยะเวลา 240 ชัว่โมง เม่ือเลีย้งในอาหารเหลว basal medium ท่ีมี PHBV   

        ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลตอ่ปริมาตร ท่ีคา่พีเอช 8 เลีย้งเชือ้ท่ีอณุหภมูิแตกตา่งกนั   

        เป็นเวลา 240 ชัว่โมง 

 
 จากภาพประกอบ 15 พบว่า สายพนัธุ์ TF1 สามารถผลิตเอนไซม์ได้ดีท่ีสุดเม่ือเลีย้งเชือ้ท่ี

อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ท่ี 96 ชัว่โมง มีค่าการทํางานของเอนไซม์เท่ากับ 4.86±0.1 ยูนิตต่อ

มิลลิลิตร รองลงมาท่ีอณุหภมูิ 40 และ 35 องศาเซลเซียส มีคา่การทํางานของเอนไซม์เท่ากบั 4.4±0.08 

และ  3.87±0.04    ยนูิตตอ่มิลลิลิตร ตามลําดบั 
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 3.3  การหาความเข้มข้นของ PHBV ท่ีเหมาะสม 

  นําสายพนัธุ์ TF1 มาเลีย้งในอาหาร basal medium ท่ีมี PHBV ความเข้มข้น 0.1, 0.2, 

0.3, 0.4 และ 0.5  เปอร์เซ็นต์โดยมวลตอ่ปริมาตร  พีเอช 8  บม่ท่ีอณุหภูมิ 45  องศาเซลเซียส เป็น  

เวลา 10 วนั โดยเก็บสารละลายส่วนใสมาวดัการทํางานของเอนไซม์ทกุๆ 48 ชัว่โมง  ผลการทดลอง

แสดงในภาพประกอบ 16 

 

 
 

ภาพประกอบ 16  ผลของความเข้มข้น PHBV ท่ีเหมาะสมตอ่การผลิตเอนไซม์ PHBV depolymerase   

        เม่ือเลีย้งสายพนัธุ์ TF1  ในอาหารเหลว basal medium ท่ีมี PHBV ความเข้มข้นแตกตา่งกนั ท่ีคา่  

        พีเอช 8 เลีย้งเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 240 ชัว่โมง 

 

 จากภาพประกอบ 16 พบว่า สายพนัธุ์ TF1 สามารถผลิตเอนไซม์ได้ดีท่ีสดุเม่ือเลีย้งเชือ้ใน

อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีความเข้มข้นของ PHBV 0.4 เปอร์เซนต์โดยมวลตอ่ปริมาตร ท่ี 144  ชัว่โมง  มีคา่

การทํางานของเอนไซม์เท่ากบั 5.81±0.22 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร รองลงมาท่ีความเข้มข้น PHBV  0.5 และ 

0.3 เปอร์เซ็นต์โดยมวลตอ่ปริมาตร มีคา่การทํางานของเอนไซม์เท่ากบั 5.36±0.14  และ  4.87±0.12  

ยนูิตตอ่มิลลิลิตร ตามลําดบั 
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4.  การหาสภาวะที่เหมาะสมในการวัดการทาํงานของเอนไซม์ที่ย่อยสลาย PHBV 

 นําเอนไซม์ท่ีผลิตได้ในสภาวะท่ีเหมาะสม มาวดัการทํางานของเอนไซม์ดิบ โดยทําการเตรียม

สารละลายสับสเตรท PHBV ท่ีความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร  ในสารละลาย

บฟัเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl ท่ีมีคา่พีเอช 7, 8 และ 9  จากนัน้เตรียม reaction mixture บม่ท่ี

อณุหภูมิ 35, 45 และ 55  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 และ 24  ชัว่โมง  ดงัใน

ภาพประกอบ  17 

 จากการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการทํางานของเอนไซม์ จากสายพันธุ์  TF1 ท่ีช่วงพีเอช 

ระยะเวลาในการบม่ และท่ีอณุหภมูิตา่งๆ พบวา่ ท่ีอณุหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เอนไซม์สามารถทํางาน

ได้ดีท่ีสุดท่ีสารละลายสับสเตรทมีค่าพีเอช 8 ระยะเวลาในการบ่ม 12 ชั่วโมง มีค่าการทํางานของ

เอนไซม์เทา่กบั 3.18±0.06 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร  รองลงมาสารละลายสบัสเตรทท่ีพีเอช 9 มีคา่การทํางาน

ของเอนไซม์เท่ากบั 3.12±0.04 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร  ส่วนสารละลายสบัสเตรทท่ีพีเอช 7 เอนไซม์สามารถ

ทํางานได้ดีท่ีสดุในระยะเวลาการบม่ 24 ชัว่โมง  มีคา่การทํางานของเอนไซม์เท่ากบั 2.44±0.15  ยนิูต 

ตอ่มิลลิลิตร   

 ท่ีอณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส พบว่า เอนไซม์สามารถทํางานได้ดีท่ีสดุท่ีสารละลายสบัสเตรท

มีคา่พีเอช 8 ระยะเวลาในการบม่ 6  ชัว่โมง มีค่าการทํางานของเอนไซม์เท่ากบั 5.22±0.06 ยนูิตต่อ

มิลลิลิตร  ซึ่งให้ผลใกล้เคียงกบัท่ีระยะเวลาในการบ่ม 12 ชัว่โมง มีคา่การทํางานของเอนไซม์เท่ากับ

5.18±0.12 ยูนิตต่อมิลลิลตร  ส่วนสบัสเตรทท่ีมีค่าพีเอช 9 เอนไซม์สามารถทํางานได้ดีท่ีสุดใน

ระยะเวลาการบม่ 9  ชัว่โมง  มีคา่การทํางานของเอนไซม์เท่ากบั 4.62±0.11 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร  และ

สารละลายสบัสเตรทท่ีมีคา่พีเอช 7 เอนไซม์สามารถทํางานได้ดีท่ีสดุในระยะเวลาการบม่ 12  ชัว่โมง  มี

คา่การทํางานของเอนไซม์เทา่กบั 3.16±0.06 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร   

 และท่ีอณุหภมูิ 55 องศาเซลเซียส พบว่า เอนไซม์สามารถทํางานได้ดีท่ีสดุท่ีพีเอช 8 และ 9 ท่ี

ระยะเวลาในการบม่ 9 ชัว่โมง มีคา่การทํางานของเอนไซม์เท่ากบั 3.44±0.01 และ 3.44±0.07 ยนิูตตอ่

มิลลิลิตร  ส่วนสารละลายสบัสเตรทท่ีมีคา่พีเอช 7 เอนไซม์สามารถทํางานได้ดีท่ีสดุในระยะเวลาการ

บม่ 12  ชัว่โมง  มีคา่การทํางานของเอนไซม์เท่ากบั 2.24±0.14 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร  และเม่ือเปรียบเทียบ

สภาวะท่ีเหมาะสมในการวดัการทํางานของเอนไซม์ ทัง้สามช่วงอุณภูมิพบว่า ท่ีอุณหภูมิ 45 องศา

เซลเซียส สบัสเตรทมีคา่พีเอช 8  ระยะเวลาในการบม่ 6 ชัว่โมง เอนไซม์สามารถทํางานได้ดีท่ีสดุ ดงันัน้

จงึนําคา่ท่ีได้มาใช้ในการศกึษาตอ่ไป 
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ภาพประกอบ 17 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวดัการทํางานของเอนไซม์ PHBV depolymerase   

        โดยเลีย้งเชือ้สายพนัธุ์  TF1 ในสภาวะท่ีเหมาะสม นําสว่นใสมาวดัการทํางานของเอนไซม์   โดย  

        เตรียมสบัสเตรท PHBV ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลตอ่ปริมาตร ในสารละลายบฟัเฟอร์     

        50  มิลลิโมลาร์  Tris-HCl  ท่ีมีคา่พีเอช 7, 8 และ 9 จากนัน้เตรียม reaction mixture นํามาบม่ท่ี  

        อณุหภมูิ 35, 45 และ 55 องศาเซลเซียส ระยะเวลาท่ีใช้ในการบม่ ได้แก่ 1, 3, 6,  9, 12, 15, 18,   

        21 และ 24 ชัว่โมง  
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5.  การทาํเอนไซม์ย่อยสลาย PHBV ให้บริสุทธ์ิ และการหาขนาดโมเลกุลของ

โปรตีน 
 5.1 การทาํบริสุทธ์ิของเอนไซม์ท่ีย่อยสลาย PHBV 

  การทําบริสทุธ์ิของเอนไซม์ท่ีย่อยสลาย PHBV จากสายพนัธุ์ TF1 โดยนําเอนไซม์ดิบท่ีได้

จากการเลีย้งเชือ้ในสภาวะท่ีเหมาะสมมาผ่านขัน้ตอนการทําให้บริสุทธ์ิ โดยเร่ิมจากตกตะกอนด้วย

เกลือแอมโมเนียมซลัเฟตท่ีระดบัความอ่ิมตวัของเกลือ 80 เปอร์เซ็นต์โดยมวลตอ่ปริมาตร จากนัน้นําไป

ป่ันเหว่ียงเพ่ือเก็บตะกอนโปรตีน แล้วนําตะกอนโปรตีนท่ีได้มาไดอะไลซีสในสารละลายบฟัเฟอร์ 50 

มิลลิโมลาร์ Tris-HCl พีเอช 8 และทําโครมาโทรกราฟฟีแบบแลกเปล่ียนไอออนโดยใช้คอลมัน์ DEAE 

แล้วชะคอลมัน์ด้วยโซเดียมคลอไรด์ท่ีความเข้มข้น 0-0.5  โมลาร์ ใน 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl พีเอช 8  

ด้วยอตัราการไหล 1 มิลลิลิตรตอ่นาที เก็บตวัอย่างละ 5 มิลลิลิตร  นํามาวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนและ

หาคา่การทํางานของเอนไซม์ ผลการทดลองแสดงในภาพประกอบ 18  

 

 
 

ภาพประกอบ 18  การทําบริสทุธ์ิของเอนไซม์ท่ียอ่ยสลาย PHBV จากสายพนัธุ์ TF1 โดยทําโครมาโทร-  

        กราฟฟีแบบแลกเปล่ียนไอออนโดยใช้คอลมัน์   DEAE   ชะคอลมัน์ด้วยโซเดียมคลอไรด์ท่ีความ  

        เข้มข้น 0-0.5  โมลาร์ ใน 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl พีเอช 8 อตัราการไหล 1 มิลลิลิตรตอ่นาที เก็บ  

        ตวัอยา่งละ 5 มิลลิลิตร 
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 จากภาพประกอบ 18 พบวา่ มีโปรตีนออกจากคอลมัน์ 5  ชว่ง ได้แก่ 2-7, 20-24, 38-48, 58-

61 และ 75-85 จากนัน้หาคา่การทํางานของเอนไซม์พบวา่ชว่งท่ี 3 สารละลายในหลอดท่ี 39-48  

เอนไซม์มีทํางานได้ดี โดยหลอดท่ี 40 เอนไซม์สามารถทํางานได้ดีท่ีสดุ เท่ากบั 4.86±0.23 ยนิูตตอ่

มิลลิลิตร และมีปริมาณโปรตีนเทา่กบั 0.049 มิลลิกรัมโปรตีนตอ่มิลลิลิตร คดิเป็นคา่กิจกรรมจําเพาะ

ของเอนไซม์เทา่กบั 99.18±4.76 ยนูิตตอ่มิลลิกรัมโปรตีน จากนัน้รวมหลอดท่ี 39-48 แล้วทําไดอะไลซีส 

ด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl พีเอช 8  จากนัน้นําโปรตีนมาทําให้มีความเข้มข้นขึน้ 

การทําบริสทุธ์ิของเอนไซม์ย่อยสลาย PHBV จากสายพนัธุ์ TF1  ผลการทดลองแสดงในตาราง 7 

 

ตาราง 7  การทําบริสทุธ์ิเอนไซม์ท่ียอ่ยสลาย PHBV จากสายพนัธุ์ TF1 

 

Purification step Total protein  

(mg) 

Total activity 

(U) 

Specific activity 

(U/mg) 

Yield 

(%) 

Purification 

fold  

Culture supernatant 

Dialysis 

DEAE-Sepharose 

19.7 

10.7 

3.5 

3,271±80.8 

2,334±45.1 

1,630±15.3 

165.7±4.1 

218.5±2.3 

463.7±4.4 

100.0 

71.4 

49.9 

1.0 

1.3 

2.8 

 

 จากตาราง 7 พบว่า การทําบริสุทธ์ิของเอนไซม์ย่อยสลาย PHBV ด้วยคอลัมน์ DEAE-

Sepharose คา่การทํางานของเอนไซม์เพิ่มขึน้ส่วนปริมาณโปรตีนลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบั Culture 

supernatant โดยค่ากิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์ Culture supernatant เท่ากับ 165.7±4.1 ยนูิตต่อ

มิลลิกรัมโปรตีน ในขัน้ตอนการทําเอนไซม์ให้บริสทุธ์ิโดยการตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต ท่ี

ระดบัความอ่ิมตวัของเกลือ 80 เปอร์เซ็นต์โดยมวลตอ่ปริมาตรแล้วนํามาไดอะไลซีส พบว่ามีคา่กิจกรรม

จําเพาะของเอนไซม์เทา่กบั 218.5±2.3 ยนิูตตอ่มิลลิกรัมโปรตีน ให้ผลผลิตร้อยละ 71.4 และมีความ

บริสุทธ์ิเพิ่มขึน้ 1.3 เท่า จากนัน้ทําโครมาโทรกราฟฟีแบบแลกเปล่ียนไอออนโดยใช้คอลมัน์ DEAE 

พบว่ามีคา่กิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์เท่ากบั 463.7±4.4 ยนิูตตอ่มิลลิกรัมโปรตีน ให้ผลผลิตร้อยละ 

49.9 และมีความบริสทุธ์ิเพิ่มขึน้ 2.8 เทา่ 
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 5.2 การตรวจสอบหาความบริสุทธ์ิและนํา้หนักมวลโมเลกุลของเอนไซม์ด้วยวิธี 

sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

  นําเอนไซม์ท่ีย่อยสลาย PHBV ท่ีผ่านการทําให้บริสุทธ์ิในขัน้ตอนตา่งๆ มาตรวจสอบ

ความบริสทุธ์ิและหาขนาดโมเลกลุของเอนไซม์ด้วย SDS-PAGA ผลการทดลองแสดงในภาพประกอบ 

19 

   

 
 

ภาพประกอบ 19  SDS-PAGE  ของเอนไซม์ท่ีย่อยสลาย PHBV จากสายพนัธุ์  TF1 ในขัน้ตอนการทํา  

         ให้บริสทุธ์ิ ได้แก่ แถวท่ี 1 โปรตีนมาตรฐาน แถวท่ี 2 โปรตีนภายหลงัจากการทําไดอะไลซีส  และ  

         แถวท่ี  3 โปรตีนหลงัจากท่ีผา่นคอลมัน์  DEAE-Sepharose 
 

 ภาพประกอบ 19  แสดงลกัษณะแถบโปรตีนท่ีย่อยสลาย PHBV ท่ีทําให้บริสุทธ์ิในขัน้ตอน

ตา่งๆ พบว่า เอนไซม์ท่ีแยกได้ในแต่ละขัน้ตอนมีความบริสุทธ์ิเพิ่มขึน้ โดยแถวท่ี 1 คือ ขนาดโมเลกุล

ของโปรตีนมาตรฐาน สามารถแยกโปรตีนได้ในข่วง 17-75 กิโลดาลตนั  ในแถวท่ี  2 คือ เอนไซม์ท่ีผ่าน

การทําบริสุทธ์ิบางส่วนโดยการตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตและผ่านกระบวนการ     

ไดอะไลซิส พบวา่มีแถบโปรตีนหลายแถบตอ่กนั และในแถวท่ี 3 คือ เอนไซม์ท่ีทําให้บริสทุธ์ิด้วยโครมา

โทรกราฟฟีแบบแลกเปล่ียนไอออนโดยใช้คอลัมน์ DEAE พบว่ามีโปรตีนเพียง 1 แถบ จากนัน้

คํานวณหาขนาดโมเลกลุของโปรตีนโดยเปรียบเทียบกบัโปรตีนมาตรฐาน พบว่ามีขนาดโมเลกลุเท่ากบั 

35 กิโลดาลตนั 
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 5.3 การศึกษาการทาํงานของเอนไซม์ด้วยวิธีไซโมแกรม (zymogram) 

  นําเอนไซม์ท่ีย่อยสลาย PHBV ท่ีผ่านการทําให้บริสุทธ์ิ มาตรวจสอบการทํางานของ

เอนไซม์ เพ่ือยืนยนัขนาดโมเลกุลของเอนไซม์ท่ีย่อยสลาย PHBV ด้วยวิธีไซโมแกรม ผลการทดลอง

แสดงในภาพประกอบ 20 

 

 

 
 

 

ภาพประกอบ 20 Zymogram ของเอนไซม์ท่ีย่อยสลาย PHBV จากสายพนัธุ์  TF1 ท่ีผา่นการทําบริสทุธ์ิ   

        ได้แก่ แถวท่ี 1 โปรตีนมาตรฐาน และแถวท่ี 2 โปรตีนภายหลงัผา่นคอลมัน์ DEAE-Sepharose 

 

 จากภาพประกอบ 20 พบว่า แถบโปรตีนขนาด 35  กิโลดาลตนั  เพียงแถบเดียวท่ีแสดงให้

เห็นการทํางานของเอนไซม์ โดยเกิด clear zone ขึน้ ซึ่งสอดคล้องกบัการหาขนาดโมเลกลุของเอนไซม์

โดยวิธี SDS-PAG  แสดงให้เห็นวา่ แถบโปรตีนท่ีขนาด 35 กิโลดาลตนั เป็นแถบโปรตีนเปา้หมาย  
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6.  การศึกษาคุณสมบัตขิองเอนไซม์ที่ย่อยสลาย PHBV 
 6.1 ค่าพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซม์  

   นําเอนไซม์ท่ีผ่านการทําบริสุทธ์ิมาตรวจสอบการทํางานของเอนไซม์ โดยบ่มใน

สารละลายบฟัเฟอร์ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ท่ีมีคา่พีเอชในช่วง 3-12  ดงันี ้acetate buffer (พีเอช 

3-6), phosphate buffer  (พีเอช 6-8), Tris-HCl buffer (พีเอช 8-10) และ glycine-NaOH buffer     

(พีเอช 10-12)  ท่ีอณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  6 ชัว่โมง ผลการทดลองแสดงในภาพประกอบ 

21 

 

 
 

ภาพประกอบ 21 ผลของพีเอชท่ีเหมาะสมตอ่การทํางานของเอนไซม์ท่ียอ่ยสลายพลาสติกชีวภาพ   

        PHBV 

 

 จากภาพประกอบ 21 พบว่า คา่พีเอชท่ีเหมาะตอ่การทํางานของเอนไซม์จะอยู่ในช่วง 8-9 ซึ่ง

เอนไซม์สามารถทํางานได้มากกวา่ร้อยละ 80  ในขณะท่ีเอนไซม์สามารถทํางานได้ 100 เปอร์เซ็นต์ ท่ี 

พีเอช 8 ในสารละลายบฟัเฟอร์ Tris-HCl  ดงันัน้ พีเอชท่ีเหมาะตอ่การทํางานของเอนไซม์มากท่ีสดุคือ 

พีเอช 8 นอกจากนีพ้บว่าท่ีพีเอช 4, 5 และ 10 การทํางานของเอนไซม์ลดลงน้อยกว่าร้อยละ 50 และท่ี 

พีเอช 3, 11 และ 12 จะยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์ 
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 6.2 ผลของอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซม์ 

  นําเอนไซม์ท่ีผ่านการทําบริสุทธ์ิมาตรวจสอบการทํางานของเอนไซม์ โดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 

35, 45, 55, 65, 75, 85 และ 95 องศาเซลเซียส ในสารละลายบฟัเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl พีเอช 

8 เป็นเวลา 6 ชัว่โมง  ผลการทดลองแสดงในภาพประกอบ 22  

 

 
 

ภาพประกอบ  22 ผลของอณุหภมูิท่ีเหมาะสมตอ่การทํางานของเอนไซม์ท่ียอ่ยสลายพลาสตกิชีวภาพ   

        PHBV 

 

 จากภาพประกอบ  22 พบว่า เอนไซม์สามารถทํางานได้ดีในช่วงอุณหภูมิประมาณ 35-45 

องศาเซลเซียส โดยอณุหภูมิท่ีเอนไซม์สามารถทํางานได้ดีท่ีสดุ คือ 45 องศาเซลเซียส และพบว่าเม่ือ

อณุหภมูิสงูขึน้หรือลดต่ําลงจาก 45 องศาเซลเซียส การทํางานของเอนไซม์จะลดลง และท่ีอณุหภูมิสงู

กวา่ 65  องศาเซลเซียส การทํางานของเอนไซม์ลดลงมากกวา่ 90 เปอร์เซ็นต์ 
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 6.3 การศึกษาความเสถียรของเอนไซม์ท่ีค่าพีเอชต่างๆ 

  นําเอนไซม์ท่ีผ่านการทําบริสุทธ์ิแล้วไปเก็บไว้ในสารละลายบฟัเฟอร์ชนิดต่างๆ ท่ีความ

เข้มข้น 500 มิลลิโมลาร์ ท่ีมีคา่พีเอชตา่งๆ ดงันี ้ acetate buffer (พีเอช 3-6), phosphate buffer      

(พีเอช 6-8), Tris-HCl buffer (พีเอช 8-10) และ glycine-NaOH buffer (พีเอช 10-12) ท่ีอณุหภูมิ 4 

องศาเซลล์เซียส เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้นําไปวดัการทํางานของเอนไซม์ ผลการทดลองแสดง

ในภาพประกอบ 23 

 

 

 
 

ภาพประกอบ  23 ผลของความเสถียรของเอนไซม์ท่ียอ่ยสลายพลาสติกชีวภาพ PHBV ท่ีคา่พีเอชตา่งๆ

  

 จากภาพประกอบ 23 พบวา่ ทกุชว่งพีเอชท่ีใช้ในการบม่เอนไซม์ เอนไซม์ยงัสามารถทํางานได้

ดีมากกว่าร้อยละ 50  โดยเอนไซม์มีความเสถียรดีท่ีสดุเม่ือบม่ในสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีมีพีเอช 7-10 

โดยเอนไซม์ยงัสามารถทํางานดีได้มากกวา่ร้อยละ 80  
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 6.4 การศึกษาความเสถียรของเอนไซม์ท่ีอุณหภูมิต่างๆ 

   นําเอนไซม์ท่ีผา่นการทําบริสทุธ์ิแล้วบม่ในอา่งนํา้ควบคมุท่ีอณุหภมูิตา่งๆ ดงันี ้ 35, 

45, 55, 65, 75, 85 และ 95องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30, 60, 90, 120, 150 และ 180 นาที แล้วนําไป

วดัการทํางานของเอนไซม์ ผลการทดลองแสดงในภาพประกอบ 24  

 

 
  

ภาพประกอบ 24 ผลของความเสถียรของเอนไซม์ท่ียอ่ยสลายพลาสติกชีวภาพ PHBV ท่ีคา่อณุหภมู ิ 

        ตา่งๆ  

 

 จากภาพประกอบ 24 พบวา่ เอนไซม์มีความเสถียรอยูใ่นชว่งอณุหภูมิ 35- 45  องศาเซลเซียส 

การทํางานของเอนไซม์จะค่อยลดลงอย่างช้าๆ โดยเอนไซม์ยังสามารถทํางานได้มากกว่าร้อยละ 80 

ส่วนท่ีอณุหภูมิ 55 องศาเซลเซียส การทํางานของเอนไซม์เร่ิมลดลงอยา่งรวดเร็ว โดยเอนไซม์สามารถ

ทํางานได้น้อยกว่าร้อยละ 40 ท่ีช่วงการบม่ 180 นาที  แตสํ่าหรับอณุหภูมิ 65 และ 75 องศาเซลเซียส

นัน้ การทํางานของเอนไซม์ลดลงอย่างรวดเร็วตัง้แต่ช่วงการบ่มท่ี 30 นาทีแรก โดยการทํางานของ

เอนไซม์ลดลงเหลือน้อยกวา่ร้อยละ 60 และ 30 ตามลําดบั 
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 6.5 การศึกษาสับสเตรทท่ีจาํเพาะต่อเอนไซม์ 

  ศกึษาความจําเพาะตอ่สบัสเตรทของเอนไซม์โดยใช้สบัสเตรทในกลุม่พอลิเอสเทอร์ คือ 

PHBV, PHB, PBS, PBSA, PLA, PLLA และ PCL กลุ่มโปรตีน คือ casein และ gelatin กลุ่ม p-

Nitrophenol ester คือ pNP-acetate (C2), pNP-butyrate (C4), pNP-octanoate (C8), pNP-

decanoate (C10) และ pNP-palmitate (C16) และกลุ่มไขมนั คือ Olive oil แล้ววดัการทํางานของ

เอนไซม์ ผลการทดลองแสดงในตาราง 8  
 

ตาราง 8 สบัสเตรทท่ีจําเพาะตอ่การทํางานของเอนไซม์ท่ีย่อยสลายพลาสติกชีวภาพ PHBV จาก       

        สายพนัธุ์ TF1 

 

Substrate Spacific activity (U/mg protein) 

Polyester 

       PHBV 

       PHB 

       PBS 

       PBSA 

       PLA 

       PLLA 

       PCL 

Protein 

       Casein 

       Gelatin 

p-Nitrophenol ester 

       pNP-acetate (C2) 

       pNP-butyrate (C4) 

       pNP-octanoate (C8) 

       pNP-decanoate (C10) 

       pNP-palmitate (C16) 

Olive oil 

 

216.54 ± 8.61 

  10.83 ± 6.75 

  26.67 ± 4.86 

  39.76 ± 6.48 

180.24 ± 3.43 

191.90 ± 4.36 

0.00 

 

285.56 ± 5.83 

     137 ± 3.56 

 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 
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 จากตาราง 8 พบว่า เอนไซม์สามารถย่อยสบัสเตรทในกลุ่มพอลอเอสเทอร์ได้ทกุชนิด ยกเว้น 

PCL โดยสามารถย่อย  PHBV ได้ดีท่ีสดุ มีค่ากิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์เท่ากับ 216.54±8.61          

ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน นอกจากนีพ้บว่าเอนไซม์ยังสามารถย่อยสับสเตรทในกลุ่มโปรตีนได้ ทัง้ 

casein และ gelatin  โดยสามารถย่อย casein ได้ดีท่ีสุด มีค่ากิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์เท่ากับ 

285.56±5.83 แตเ่อนไซม์ไม่สามารถย่อยสบัเสตรทในกลุ่ม p-Nitrophenol ester และไขมนัได้ ดงันัน้

เอนไซม์ท่ียอ่ยสลาย PHBV จงึมีคณุสมบตัเิหมือนพวก protease 

 

 6.6 การศึกษาผลของตัวยับ้ยัง้ท่ีมีต่อการทาํงานของเอนไซม์ 

   นําเอนไซม์ท่ีผา่นการทําบริสทุธ์ิแล้ว บม่ในสารละลายบฟัเฟอร์  50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl  

พีเอช 8 ร่วมกบั 1, 5 และ 10 มิลลิโมลาร์  ของ EDTA, PMSF และ DTT แล้ววดัการทํางานของเอนไซม์ 

ผลการทดลองแสดงในตาราง 9 
 

ตาราง 9 ผลของตวัยบัยัง้ท่ีมีตอ่การทํางานของเอนไซม์ท่ียอ่ยสลายพลาสตกิชีวภาพ PHBV จาก       

        สายพนัธุ์ TF1 

 

           Reagent Concentration (mM) %Reative activity 

control 

 

100 

EDTA 1 63.21 ± 0.22 

 5 58.55 ± 0.29 

 10 54.66 ± 0.37 

PMSF 1 73.70 ± 0.51 

 5 71.98 ± 0.32 

 10 52.21 ± 1.77 

DTT 1 53.47 ± 0.18 

 5 13.54 ± 0.36 

 10 0.00 

 

 จากตาราง 9 พบว่า EDTA, PMSF และ DTT  มีผลยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์ โดย DTT ท่ี

ความเข้มข้น 10  มิลลิโมลาร์  สามารถยบัยัง้การทํางานเอนไซม์ได้อยา่งสมบรูณ์  
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 6.7 การศึกษาผลของสารเคมีท่ีมีผลต่อการทาํงานของเอนไซม์ 

   นําเอนไซม์ท่ีผ่านการทําบริสุทธ์ิแล้ว บ่มในสารละลายบฟัเฟอร์  50 มิลลิโมลาร์    

Tris-HCl  พีเอช 8 ร่วมกบั 0.1 และ 0.5 เปอร์เซ็นต์ ของ cetyl trimethyl ammonium bromide 

(CTAB), sodium dodecyl sulfate (SDS), Tween 80, Triton X-100 และ β-mercaptoethanol (β-

ME) และวดัการทํางานของเอนไซม์ ผลการทดลองแสดงในตาราง 10 

 

ตาราง 10 ผลของสารเคมีท่ีมีตอ่การทํางานของเอนไซม์ท่ียอ่ยสลายพลาสตกิชีวภาพ PHBV จาก        

        สายพนัธุ์ TF1 

 

           Reagent Concentration %Reative activity 

control 

 

100 

β-mercaptoethanol 0.10% 94.51 ± 0.17 

  0.50% 91.51 ± 0.09 

Triton X-100 0.10% 93.82 ± 0.16 

  0.50% 93.32 ± 0.01 

Tween 80 0.10%   0.00 

  0.50%   0.00 

SDS 0.10% 95.75 ± 0.25 

  0.50% 16.92 ± 0.50 

CTAB 0.10% 35.39 ± 0.15 

  0.50% 15.86 ± 0.12 

  

 จากตาราง 10 พบว่า β-mercaptoethanol และ Triton X-100 ท่ีความเข้ม 0.1 และ 0.5 

เปอร์เซ็นต์ มีผลเพียงเล็กน้อยต่อการทํางานของเอนไซม์ แต่ Tween 80 และ CTAB  ท่ีความเข้มข้น 

0.1 และ 0.5 เปอร์เซ็นต์มีผลเป็นตวัยับยัง้การทํางานของเอนไซม์ ส่วน SDS ท่ีความเข้มข้น 0.1 

เปอร์เซ็นต์มีผลเพียงเล็กน้อยตอ่การทํางานของเอนไซม์ แตท่ี่ความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ มีผลยบัยัง้

การทํางานของเอนไซม์ 
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 6.8 การศึกษาผลของไอออนโลหะท่ีมีผลต่อการทาํงานของเอนไซม์ 

 นําเอนไซม์ท่ีผา่นการทําบริสทุธ์ิแล้ว บม่ในสารละลายบฟัเฟอร์  50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl     

พีเอช 8 ร่วมกบั 1 และ 5 มิลลิโมลาร์ ของ  Na+, Ca2+, K+, Fe2+ Mg2+, Mn2+, Zn+, Cu2+  และ Hg2+

แล้ววดัการทํางานของเอนไซม์ ผลการทดลองแสดงในตาราง 11 

 

 ตาราง 11 ผลของไอออนโลหะท่ีมีตอ่การทํางานของเอนไซม์ท่ีย่อยสลายพลาสตกิชีวภาพ PHBV  จาก  

        สายพนัธุ์ TF1 

 

Metal ion Concentration (mM) %Relative activity 

control 

 

100 

Ca2+ 1 98.94 ± 0.07 

  5 68.29 ± 0.11 

Na+ 1         100.75 ± 0.07 

  5 99.31 ± 0.03 

K+ 1         101.12 ± 0.12 

  5 96.94 ± 0.13 

Fe2+ 1 23.72 ± 0.64 

  5   2.75 ± 0.04 

Mg2+ 1 97.57 ± 0.06 

  5 79.40 ± 0.11 

Mn2+ 1 96.19 ± 0.07 

  5 58.43 ± 0.30 

Zn2+ 1 85.64 ± 0.07 

  5 52.25 ± 0.11 

Cu2+ 1 90.26 ± 0.14 

Hg2+ 

 

5 

1 

5 

14.17 ± 0.74 

68.44 ± 0.16 

38.52 ± 0.23 
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 จากตาราง 11 พบวา่  Ca2+ , Mg2+, Mn2+, Cu2+ และ Zn2+ ท่ีความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ มีผล

เพียงเล็กน้อยตอ่การทํางานของเอนไซม์  สว่น Na+ และ K+ ท่ีความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ มีผลสง่เสริม

การทํางานของเอนไซม์  แต ่Fe2+ และ Hg2+ ท่ีความเข้มข้น 1 และ 5 มิลลิโมลาร์  และ Cu2+ ท่ีความ

เข้มข้น 5  มิลลิโมลาร์มีผลยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์  
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บทที่ 5 

สรุป อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 
 

 งานวิจยัในครัง้นีมี้วตัถุประสงค์เพ่ือศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลาย

พลาสติกชีวภาพ PHBV จาก Actinomadura sp. สายพันธุ์ TF1 จากนัน้ทําให้บริสุทธ์ิโดยการ

ตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต แล้วนําไปทําโครมาโทรกราฟีแบบแลกเปล่ียนประจุด้วย

คอลมัน์ DEAE  และศกึษาคณุสมบตัขิองเอนไซม์ท่ีได้ ซึง่สามารถสรุปและอภิปรายผลได้ดงันี ้ 

 

สรุปและอภปิรายผลการวิจัย 
การทดสอบความสามารถในการย่อยสลายพลาสตกิชีวภาพ 

 การทดสอบความสามารถในการย่อยสลายพลาสติกชีวภาพชนิดตา่งๆ ของ Actinomadura 

sp.   สายพนัธุ์ TF1 ประกอบไปด้วยอาหารแข็ง PBSA, PHB, PHBV, PLA และ PCL  บม่ท่ีอณุหภูมิ 

45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั โดยสงัเกตบริเวณใสท่ีเกิดขึน้ พบว่า สายพนัธุ์ TF1 สามารถย่อย

สลายพลาสติกชีวภาพ PHBV ได้ดีท่ีสุด การเกิดบริเวณใสรอบๆ การเจริญของเชือ้บนอาหารแข็ง 

ชีใ้ห้เห็นว่าสายพนัธุ์ TF1 สามารถใช้พลาสติกชีวภาพ PHBV เป็นแหล่งคาร์บอนในการเจริญเติบโต 

โดยพลาสติกชีวภาพ PHBV ถกูย่อยสลายด้วยเอนไซม์จากสายพนัธุ์ TF1 ให้กลายเป็นสารท่ีสามารถ

ละลายนํา้ได้ โดยการย่อยสลายขึน้อยู่กับการหลัง่ของ exoenzyme การแพร่กระจายผ่านอาหารวุ้น

พลาสติก และปฏิสมัพนัธ์ระหว่างเอนไซม์และพอลิเมอร์ (Shah; Hasan; & Hameed. 2010) มี

การศึกษาพบว่าเอนไซม์ท่ีสามารถย่อยสลาย PHBV พบได้ทัง้ใน แบคทีเรีย พวกแอคติโนมยัสีท และ

เชือ้รา เช่น Bacillus sp. AF3, Paecilomyces lilacinus, Pseudomonas mendocina, 

Streptomyces sp. AF-11, Streptoverticillium kashmirense AF1,  Aspergillus sp. NA-25 (Sang; 

et al. 2006; Shah; et al. 2007a; Shah; et al. 2007b; Nadhman; et al. 2012; Akbar; et al. 2013; 

Hailong; et al. 2013) 

 

การศึกษาการย่อยสลายแผ่นฟิล์ม PHBV โดยการฝังดนิ 

 การศึกษาการย่อยสลายแผ่นฟิล์มพลาสติก PHBV จากสายพนัธุ์ TF1 เป็นระยะเวลา 2 

สปัดาห์  โดยการเปรียบเทียบนํา้หนกัของแผ่นฟิล์มพลาสติก PHBV ในกลุ่มควบคมุและกลุ่มทดลอง 

ก่อนการฝังดินชัง่นํา้หนกัแผน่ฟิล์มได้เท่ากับ 0.25 กรัม เม่ือนําไปฝังดินและเก็บในสปัดาห์ท่ี 1 และ 2 

พบว่าแผ่นฟิล์มจากกลุ่มทดลองชัง่นํา้หนกัได้เท่ากบั 0.12±0.01 กรัม และ 0.03±0.01 กรัมตามลําดบั 

ดงันัน้แผ่นฟิล์มในกลุ่มทดลองนํา้หนกัลดลง 53.33 ± 2.31  เปอร์เซ็นต์ และ 86.67± 2.31   เปอร์เซ็นต์
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ภายหลงัจากฝังดิน 1 และ 2 สปัดาห์ตามลําดบั  นอกจากนีเ้ม่ือสงัเกตลกัษณะของแผ่นฟิล์มพลาสติก

พบวา่แผน่ฟิล์มในกลุม่ทดลองถกูย่อยสลายให้มีขนาดเล็กลง บางลง เป็นชิน้เล็กๆ มีรูพรุนเกิดขึน้ และ

มีบางสว่นท่ีถกูย่อยสลายไปแสดงว่าสายพนัธุ์ TF1 ปลดปล่อยเอนไซม์เพ่ือมาย่อยสลายแผ่นพลาสติก

จงึทําให้นํา้หนกัแผน่ฟิล์มลดลง การยอ่ยสลายบนแผ่นฟิล์มขึน้อยู่กบัประชากรและการกระจายตวัของ

จลุินทรีย์ท่ีเจริญบนผิวหน้า (surface) แผ่นฟิล์ม ในงานวิจยัของ Zhanyong; et al. (2012)   ศกึษาการ

ย่อยสลายแผ่นฟิล์มพลาสติก PHBV จาก Acidovorax sp. HB01 พบว่านํา้หนกัของแผ่นฟิล์มหายไป

เกือบ 100 เปอร์เซ็นต์ภายใน 32 ชัว่โมง Kuntanoo; et al. (2013) ศึกษาการย่อยสลายแผ่นฟิล์ม

พลาสติก PHBV โดยการฝังดินพบว่าใช้ระยะเวลาการย่อยสลาย 45 วนันํา้หนกัของแผ่นฟิล์มหายไป 

20 เปอร์เซ็นต์ และงานวิจยัของ Arcos-Hernandez; et al. (2012) ได้ศกึษาการย่อยสลายแผ่นฟิล์ม 

PHBV ท่ีประกอบไปด้วยเปอร์เซ็นต์โมล (%mol) ของ  HV ตัง้แตช่่วง 12-72 เปอร์เซ็นต์โมลกากตะกอน

นํา้เสีย พบว่า หลงัจากสปัดาห์ท่ี 23.4 มีการย่อยสลายเกิดขึน้มากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ เม่ือสงัเกตการ

เปล่ียนแปลงลกัษณะภายนอกบนแผ่นฟิล์มพลาสติก PHBV โดยการสงัเกตบริเวณผิวหน้าแผ่นฟิล์ม

พลาสติกด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดพบว่าแผ่นฟิล์มพลาสติก PHBV ในกลุ่ม

ควบคุมมีลักษณะค่อนข้างเรียบ และไม่มีรูพรุน สําหรับแผ่นฟิล์มพลาสติกในกลุ่มทดลองพบว่ามี

ลกัษณะผิวหน้าท่ีขรุขระมีรูพรุนเกิดขึน้เป็นจํานวนมากมีทัง้ขนาดเล็กและขนาดใหญ่ มีรอยเว้าหรือ

ลกัษณะเป็นโพรงเกิดขึน้บนพืน้ผิวของแผน่ฟิล์ม  แสดงว่ามีกระบวนการย่อยสลายเกิดขึน้ซึ่งเป็นผลมา

จากสายพนัธุ์ TF1 ท่ีเกาะบริเวณพืน้ผิวหน้าของแผ่นฟิล์มทําให้เกิดการเปล่ียนแปลงคณุสมบตัิและ

ส่วนประกอบพืน้ฐานของพอลิเมอร์ ผลการทดลองสอดคล้องกบังานวิจยัของ Mabrouk; et al. (2001) 

ศกึษาการย่อยแผ่นฟิล์มพลาสติก PHBV โดย Streptomyces sp. SNG9  Sang; et al. (2006) ศกึษา

การย่อยแผ่นฟิล์มพลาสติก PHBV โดย Paecilomyces lilacinus F4-5  Goncalves; et al. (2009) 

ศกึษาการย่อยสลายแผ่นฟิล์มพลาสติก PHBV ด้วยจลุินทรีย์ท่ีอยู่ในดิน Shah; Hasan; & Hameed. 

(2010)  ศกึษาการยอ่ยสลายแผน่ฟิล์มพลาสตกิ PHBV โดย Actinomadura sp. AF-555  

 

การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลาย PHBV 

 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลาย PHBV จาก Actinomadura sp. 

สายพนัธุ์ TF1  โดยการหาผลของคา่พีเอช อณุหภูมิ และความเข้มข้นของ PHBV ท่ีเหมาะสมในการ

เตรียมอาหารเลีย้งเชือ้  เน่ืองจากปัจจยัเหล่านีจ้ะมีอิทธิพลอย่างมากตอ่การผลิตเอนไซม์ พบว่าอาหาร

เลีย้งเชือ้ท่ีมีค่าพีเอช 8 โดยใช้พลาสติกชีวภาพ PHBV ท่ีความเข้มข้น  0.4 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อ

ปริมาตร และเลีย้งเชือ้ท่ีอณุหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 144 ชัว่โมง เป็นสภาวะท่ีเหมาะตอ่การ

ผลิตเอนไซม์ย่อยสลาย PHBV โดยมีค่าการทํางานของเอนไซม์สงูสุดเท่ากับ 5.81±0.22 ยูนิตต่อ      
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มิลลิลิตร แสดงให้เห็นว่า สายพนัธุ์ TF1 เป็นจลุิทรีย์ท่ีชอบร้อน จึงส่งผลให้เอนไซม์ท่ีได้มีศกัยภาพใน

การย่อยสลายได้ดีย่ิงขึน้เน่ืองจากท่ีอุณหภูมิสูงจะช่วยเพิ่มอัตราเมทาบอลิซึม (metabolism) ได้ 

(Shah; et al. 2007b) แตท่ี่อณุหภูมิสงูกว่า 55 องศาเซลเซียสเอนไซม์ผลิตได้น้อยลงเน่ืองจากเชือ้ไม่

สามารถเจริญเตบิโตได้ สว่นความเข้มข้นของสบัสเตรทท่ีใช้เม่ือเพิ่มความเข้มข้นของสบัสเตรทเป็น 0.5 

เปอร์เซ็นต์โดยมวลตอ่ปริมาตร พบว่าสายพนัธุ์ TF1 ผลิตเอนไซม์ได้ลดลงอาจเน่ืองมาจากความอ่ิมตวั

ของเอนไซม์อยา่งรวดเร็วโดยสบัสเตรทในบริเวณใกล้เคียงสง่ผลให้การเจริญเติบโตของจลุินทรีย์ลดลง

ทําให้หลัง่เอนไซม์ได้ลดลง นอกจากนีอ้าจเป็นไปได้วา่การลดลงของคา่การทํางานของเอนไซม์อาจจะ

เกิดจากการเปล่ียนแปลงปัจจัยในการเลีย้ง เช่น ในสภาวะท่ีเป็นกรดหรือเบสแก่ จาก by-products 

ของกระบวนการเมทาบอลิซิมของสายพนัธุ์ TF1 หรือจากการย่อยสลายอย่างสมบรูณ์ของพอลิเมอร์ 

จากการศึกษาของ Shah; et al. (2007b) พบว่าสภาวะท่ีเหมาะสมตอ่การผลิตเอนไซม์ย่อยสลาย 

PHBV จาก Streptoverticillium kashmirense AF1 คืออาหารเลีย้งเชือ้ท่ีพีเอช 8 ความเข้มข้นของ

พลาสติก PHBV  0.1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลตอ่ปริมาตร บม่ท่ีอณุหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ส่วนการศกึษา

ของ Nadhman; et al. (2012) พบว่าสภาวะท่ีเหมาะสมตอ่การผลิตเอนไซม์ย่อยสลาย PHBV จาก 

Aspergillus sp. NA-25 คืออาหารเลีย้งเชือ้ท่ีพีเอช 7 ความเข้มข้นของพลาสติก PHBV 0.2 เปอร์เซ็นต์

โดยมวลตอ่ปริมาตร บม่ท่ีอณุหภูมิ 45 องศาเซลเซียส แตจ่ากงานวิจยัส่วนใหญ่พบว่าจลุินทรีย์ท่ีย่อย

สลาย PHBV จะเจริญได้ดีท่ีอุณหภูมิประมาณ 37  องศาเซลเซียส เช่น การศึกษาของ Sanyal; 

Samaddar & Paul (2006) พบว่าสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยสลาย PHBV จาก 

Aspergillus spp. คืออาหารเลีย้งเชือ้ท่ีพีเอช 6.8 ความเข้มข้นของพลาสติก PHBV  0.2 เปอร์เซ็นต์

โดยมวลตอ่ปริมาตร บม่ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และจากการศกึษาของ Shah; et al. (2007a) 

พบว่าสภาวะท่ีเหมาะสมตอ่การผลิตเอนไซม์ย่อยสลาย PHBV จาก Bacillus sp. AF3 คืออาหารเลีย้ง

เชือ้ท่ีพีเอช 7 ความเข้มข้นของพลาสตกิ PHBV  0.4 เปอร์เซ็นต์โดยมวลตอ่ปริมาตร บม่ท่ีอณุหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส 

 

การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวัดการทาํงานของเอนไซม์ท่ีย่อยสลาย PHBV 

 ในการวดัการทํางานของเอนไซม์ PHBV depolymerase จากสายพนัธุ์ TF1 พบว่าเอนไซม์

ทํางานได้ดีในสบัสเตรท PHBV ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร ในสารละลาย

บฟัเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์  Tris-HCl ท่ีมีคา่พีเอช 8 บม่ท่ีอณุหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ชัว่โมง 

วดัการทํางานของเอนไซม์ได้เท่ากับ 5.22 ± 0.06 ยูนิตตอ่มิลลิลิตร  จึงเป็นคา่ท่ีเหมาะสมในการ

นํามาใช้หาคา่การทํางานของเอนไซม์ซึง่ใช้เวลาการบม่น้อยกว่าวิธีท่ีเคยมีรายงานมาก่อนหน้านี ้Shah; 

et al. (2007a) ผลิตเอนไซม์ PHBV depolymerase จาก Bacillus sp. AF3 นํามาบม่กบัสบัสเตรท 
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PHBV 0.3 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตรละลายใน  50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl ท่ีค่าพีเอช 7.5 บม่ท่ี

อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง วดัการทํางานของเอนไซม์ได้เท่ากับ 0.24 ยูนิตต่อ

มิลลิลิตร และ Shah; Hasan; & Hameed. (2010) ศกึษาการย่อยสลาย PHBV จาก Actinomadura 

sp. AF-555 ท่ีแยกได้จากดนิ วดัการทํางานของเอนไซม์ได้ 1.102 ยนูิตตอ่มิลลิลิตรซึ่งบม่ท่ีอณุหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ดงันัน้เม่ือเปรียบเทียบเชือ้ในจีนสัเดียวกนัพบว่าสายพนัธุ์ TF1 มี

ศกัยภาพท่ีดีในการผลิตเอนไซม์ PHBV depolymerase และเอนไซม์ยงัทํางานได้ดีท่ีอณุหภูมิสงูถึง 45  

องศาเซลเซียส จงึสามารถนําไปใช้ประโยชน์ได้ดีในการยอ่ยสลายในคอมโพสต์ 

  

การทาํเอนไซม์ให้บริสุทธ์ิและหาขนาดโมเลกุลของเอนไซม์ท่ีย่อยสลายพลาสตกิ PHBV 

 เอนไซม์ดิบจากสายพนัธุ์ TF1 มีค่าความจําเพาะของเอนไซม์เท่ากบั 165.7±4.1 ยูนิตต่อ

มิลลิกรัมโปรตีน จากนัน้นําเอนไซม์ดิบท่ีได้มาตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟตท่ีระดบัความ

อ่ิมตวัของเกลือ 80 เปอร์เซ็นต์แล้วนํามาไดอะไลซีส พบว่ามีค่ากิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์เท่ากับ 

218.5±2.3  ยูนิต ต่อมิลลิกรัมโปรตีน จากนัน้ทําโครมาโทรกราฟฟีแบบแลกเปล่ียนไอออนโดยใช้

คอลมัน์ DEAE พบวา่มีคา่กิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์เท่ากบั 463.7±4.4  ยนิูตตอ่มิลลิกรัมโปรตีน ให้

ผลผลิตร้อยละ 49.9 และมีความบริสุทธ์ิเพิ่มขึน้ 2.8 เท่า สอดคล้องกับการศึกษาของ Yashchuk; 

Miyazaki; & Hermida (2014) พบว่าเอนไซม์ย่อยสลาย PHBV จาก Streptomyces sp. SSM 5670 

มีความบริสทุธ์ิโดยใช้คอลมัน์ DEAE Sephadex A-50 เพิ่มขึน้ 2.5  เท่า และให้ผลผลิตร้อยละ 61.9 

จากนัน้ตอ่ด้วยคอลมัน์ Sephadex   G-100 เอนไซม์มีความบริสทุธ์ิเพิ่มขึน้ 10.5 เท่า และให้ผลผลิต

ร้อยละ 20.5  เช่นเดียวกบัการศกึษาของ Wang; et al. (2012) พบว่า PHB depolymerase จาก 

Pseudomonas mendocica DSWY0601 มีความบริสุทธ์ิโดยใช้คอลมัน์ DEAE-Sepharose flast 

flow เพิ่มขึน้ 2.1 เท่า และให้ผลผลิตร้อยละ 7.7 จากนัน้ตอ่ด้วยคอลมัน์ Phenyl Sepharose 6 flast 

flow  เอนไซม์มีความบริสทุธ์ิเพิ่มขึน้ 4.2 เทา่ และให้ผลผลิตร้อยละ 5.7 

 ตรวจสอบความบริสุทธ์ิและหาขนาดโมเลกุลของเอนไซม์ท่ียอ่ยสลาย PHBV จากสายพนัธุ์ 

TF1 ท่ีผ่านการตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต การไดอะไลซีส และผ่านคอลัมน์  DEAE-

Sepharose โดยการทําพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟไลซีสแบบเสียสภาพ (SDS-PAGE) พบว่า 

เอนไซม์มีความบริสทุธ์ิเพิ่มมากขึน้ โดยเม่ือทําให้บริสทุธ์ิด้วยการตกตะกอนเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต 

และผ่านการไดอะไลซีสพบแถบโปรตีนจํานวนมาก และเม่ือนําเอนไซม์ผ่านคอลัมน์ DEAE-

Sepharose พบแถบโปรตีนเพียง 1 แถบ มีขนาดโมเลกุลเท่ากับ 35 กิโลดาลตนั จากนัน้ทําการ

ตรวจสอบยืนยนัแถบโปรตีนเป้าหมายด้วยไซโมแกรม พบว่า ปรากฏแถบโปรตีนท่ีสามารถย่อยสลาย 

PHBV เพียง 1 แถบ คือท่ีขนาดโมเลกลุ 35 กิโลดาลตนั แสดงให้เห็นว่า แถบโปรตีนท่ีได้จาก SDS-
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PAGE คือแถบโปรตีนเปา้หมาย สอดคล้องกบัการศึกษาของ Shah; et al. (2007b) พบว่า ขนาด

โมเลกลุของ PHBV depolymerase จาก  Streptoverticillium kashmirense AF1 มีขนาด 35 และ 45 

กิโลดาลตนั ส่วนการศกึษาของ Yashchuk; Miyazaki; & Hermida (2014) พบว่า ขนาดโมเลกลุของ 

PHBV depolymerase จาก Streptomyces sp. SSM 5670 มีขนาด 24 กิโลดาลตนั  และการศกึษา

ของ Akbar; et al. (2013) พบว่าขนาดโมเลกลุของ PHBV depolymerase จาก Steptomyces sp. 

AF-111  มีขนาด 51 กิโลดาลตนั 
 

การศึกษาคุณสมบัตขิองเอนไซม์ท่ีย่อยสลาย PHBV 

 ผลของพีเอชต่อการทาํงานของเอนไซม์ 

 การศกึษาผลของพีเอชตอ่การทํางานของเอนไซม์ได้ทําการศกึษาทัง้ความเสถียรของเอนไซม์

ท่ีคา่พีเอชตา่งๆ และค่าพีเอชท่ีเหมาะสมตอ่การทํางานของเอนไซม์ พบว่าทุกช่วงพีเอชท่ีใช้ในการบ่ม

เอนไซม์ เอนไซม์ยงัสามารถทํางานได้ดีมากกว่าร้อยละ 50  โดยเอนไซม์มีความเสถียรดีมากเม่ือบม่ใน

สารละลายบฟัเฟอร์ท่ีมีพีเอช 7-10 โดยเอนไซม์ยงัสามารถทํางานดีได้มากกว่าร้อยละ 80 และเม่ือ

ศกึษาคา่พีเอชท่ีเหมาะสมตอ่การทํางานของเอนไซม์ พบว่าคา่พีเอชท่ีเหมาะตอ่การทํางานของเอนไซม์

มากท่ีสุด คือ พีเอช 8  และพบว่าท่ีพีเอชสงูกว่าหรือน้อยกว่า 8  การทํางานของเอนไซม์ลดลง อาจ

เน่ืองมาจากการเปล่ียนแปลงในค่าพีเอชมีผลกระทบต่อโครงสร้างของโปรตีนทําให้ค่าการทํางานของ

เอนไซม์ลดลง ซึ่งสอดคล้องกับ  Hailong; et al. (2013) พบว่าเอนไซม์ย่อยสลาย PHBV จาก 

Pseudomonas mendocina มีค่าความเสถียรของเอนไซม์อยู่ในช่วงพีเอช 5.5-10.5 และพีเอชท่ี

เหมาะสมตอ่การทํางานของเอนไซม์เท่ากบั 8  เช่นเดียวกบั Akbar; et al. (2013) พบว่าเอนไซม์ย่อย

สลาย PHBV จาก Steptomyces sp. AF-111  มีคา่ความเสถียรของเอนไซม์อยู่ในช่วงพีเอช 6-8 และมี

ค่าพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการทํางานของเอนไซม์เท่ากบั 7 และ 8 ส่วน Yashchuk; Miyazaki; & 

Hermida (2014) พบว่าเอนไซม์ย่อยสลาย PHBV จาก Streptomyces sp. SSM 5670 มีคา่ความ

เสถียรของเอนไซม์อยูใ่นชว่งพีเอช 6.5-7.5 และมีคา่พีเอชท่ีเหมาะสมตอ่การทํางานของเอนไซม์เท่ากบั 

7.5  ในขณะท่ี Sang; et al. (2006) พบว่าเอนไซม์ย่อยสลาย PHBV จาก Paecilomyces lilacinus 

F4-5 มีคา่พีเอชท่ีเหมาะสมตอ่การทํางานของเอนไซม์เทา่กบั 7 
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 ผลของอุณหภูมิต่อการทาํงานของเอนไซม์ 

 การศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการทํางานของเอนไซม์ได้ทําการศึกษาทัง้ความเสถียรของ

เอนไซม์ท่ีอุณหภูมิต่างๆ และอณุหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการทํางานของเอนไซม์ พบว่า เอนไซม์มีความ

เสถียรท่ีอุณหภูมิ 35-45 องศาเซลเซียส โดยการทํางานของเอนไซม์จะค่อยลดลงอย่างช้าๆ และ

เอนไซม์ยงัสามารถทํางานได้มากกว่าร้อยละ 80 ส่วนท่ีอณุหภูมิ 55 องศาเซลเซียส การทํางานของ

เอนไซม์เร่ิมลดลงอยา่งรวดเร็ว และเม่ือศกึษาคา่อณุหภูมิท่ีเหมาะสมตอ่การทํางานของเอนไซม์ พบว่า 

เอนไซม์สามารถทํางานได้ดีท่ีสดุท่ีอณุหภูมิ 45 องศาเซลเซียส และพบว่าเม่ืออณุหภูมิสงูขึน้หรือลดลง

จาก 45 องศาเซลเซียส การทํางานของเอนไซม์จะลดลง ทัง้นีเ้น่ืองจากเอนไซม์เกิดการเสียสภาพจาก

อณุหภูมิ ในขณะท่ี Yashchuk; Miyazaki; & Hermida (2014) พบว่าเอนไซม์ย่อยสลาย PHBV จาก 

Streptomyces sp. SSM 5670 มีคา่ความเสถียรของเอนไซม์อยูใ่นช่วงอณุหภูมิ 30-37 องศาเซลซียส  

และมีคา่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการทํางานของเอนไซม์เท่ากับ 30 องศาเซลเซียส ส่วน Zhanyong;   

et al.  (2012) พบว่า เอนไซม์ย่อยสลาย PHBV จาก Acidovorax sp. HB01 มีคา่ความเสถียรของ

เอนไซม์อยู่ในช่วงอุณหภูมิ 30-70 องศาเซลซียส  และมีค่าอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการทํางานของ

เอนไซม์เท่ากบั 50 องศาเซลเซียส เช่นเดียวกับ Hailong; et al. (2013)  พบว่าเอนไซม์ยอ่ยสลาย 

PHBV จาก Pseudomonas mendocina มีคา่ความเสถียรของเอนไซม์อยู่ในช่วงอณุหภูมิ 20-50 องศา

เซลซียส  และมีคา่อณุหภมูิท่ีเหมาะสมตอ่การทํางานของเอนไซม์คือ 50 องศาเซลเซียสแสดงว่าเชือ้แต่

ละชนิดมีการผลิตเอนไซม์ท่ีมีคณุสมบตักิารทํางานแตกตา่งกนั 

 

 สับสเตรทท่ีจาํเพาะต่อการทาํงานของเอนไซม์ 

 การศึกษาสับสเตรทท่ีจําเพาะต่อการทํางานของเอนไซม์ พบว่าเอนไซม์สามารถย่อย

สบัสเตรท ในกลุ่ม Polyester ได้ทกุชนิด ยกเว้น PCL โดยเอนไซม์สามารถย่อย  PHBV ได้ดีท่ีสดุ มีคา่

กิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์เท่ากับ 216.54±8.61 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน เ ม่ือเปรียบเทียบ

ความจําเพาะต่อเอนไซม์ของพลาสติกชีวภาพในกลุ่ม PHAs คือ PHB และ PHBV พบว่า เอนไซม์

สามารถย่อย copolymer (PHBV) ได้ดีกว่า homopolymer (PHB) ชีใ้ห้เห็นว่า PHBV ย่อยสลายโดย

เอนไซม์ได้ง่ายกว่า PHB อาจเน่ืองมาจาก จุดเดือด ความเป็นผลึกท่ีน้อยกว่า และมวลโมเลกุลของ   

พอลิเมอร์ (Allen; et al. 2011) แสดงให้เห็นว่าเอนไซม์มีความจําเพาะตอ่  PHBV  มากกว่า PHB ซึ่ง

สอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้านี ้Allen; et al. (2011) พบว่า PHBV depolymerase จาก 

Streptomyces sp. IN1 มีความจําเพาะตอ่  PHBV  มากกว่า PHB นอกจากนีย้งัพบว่าเอนไซม์ไม่มี

ความจําเพาะตอ่ PCL  อาจเน่ืองมาจากโครงสร้างของ PCL เกิดจากมอนอเมอร์ของ  ε-caprolactone 
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ท่ีมีลกัษณะคล้ายกรดไขมนั โดย ε-caprolactone เป็นไฮโดรคาร์บอนสายยาวและมีหมู่คาร์บอซิลอยู่

ปลายโมเลกุลซึ่งเป็นบริเวณท่ีเอนไซม์ไลเปสย่อยสลายได้ และยังพบว่าเอนไซม์มีความจําเพาะต่อ 

PBS น้อยมาก เน่ืองมาจากบริเวณปลายพอลิเมอร์ของ PBS มีลกัษณะคล้ายโมเลกลุของกลีเซอรอลท่ี

เหมาะตอ่การยอ่ยสลายของเอนไซม์ไลเปส (ลกัษมี ศกุระกาญจนะ. 2556) ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่าเอนไซม์

จากสายพนัธุ์ TF1 ไมใ่ชเ่อนไซม์ในกลุม่ไลเปส สอดคล้องกบัการศกึษาการย่อยสลาย olive oil ท่ีพบว่า

เอนไซม์ไม่ความจําเพาะตอ่ olive oil  แตพ่บว่าเอนไซม์ PHBV depolymerae มีความจําเพาะตอ่ PLA 

และ PLLA   ซึ่งเอนไซม์โดยส่วนใหญ่ท่ีสามารถย่อยสลาย PLA และ PLLA ได้เป็นเอนไซม์ในกลุ่ม     

โปรติเอส เน่ืองจากเอนไซม์มีความจําเพาะตอ่พนัธะ α-ester ของ PLA และ PLLA และตําแหน่งทาง

เคมีของสายคาร์บอนในหน่วยย่อยกรดแลกติกของ PLA และ PLLA มีลกัษณะเป็น analogue กับ

กรดอะมิโน L-alanine (Tokiwa; et al. 2009) ทําให้เอนไซม์โปรติเอสสามารถย่อยสลาย PLA และ 

PLLA ได้ สอดคล้องกบัการศกึษาความจําเพาะตอ่สบัสเตรทในกลุ่มโปรตีเอส พบว่าเอนไซม์สามารถ

ย่อยสบัสเตรทในกลุ่มโปรตีนได้ ทัง้ casein และ gelatin โดยสามารถย่อย casein ได้ดีท่ีสุด มีค่า

กิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์เท่ากับ 285.56±5.83  แสดงให้เห็นว่าเอนไซม์จากสายพนัธุ์  TF1 เป็น

เอนไซม์ในกลุ่มโปรตีเอสท่ีสามารถย่อยได้ทัง้โปรตีน (พนัธะเฟบไทด์) และ PHBV, PLA และ PLLA 

(พนัธะเอสเทอร์)ได้ สอดคล้องกบัการศกึษาก่อนหน้านีข้อง Sukkhum; et al. (2009) พบว่า เอนไซม์

โปรตีเอส จาก  Actinomadura keratinilytica T16-1 สามารถย่อย PLA, casein และ gelatin  แตไ่ม่

สามารถย่อย PCL ได้ ส่วนการศกึษาความจําเพาะตอ่สบัสเตรท ในกลุ่ม p-Nitrophenol ester  พบว่า

เอนไซม์ไม่สามารถย่อยสลายสบัสเตรทในกลุ่มนีไ้ด้ แสดงให้เห็นว่าเอนไซม์จากสายพนัธุ์ TF1 ไม่ใช่

เอนไซม์ในกลุม่เอสเทอเรส   

 

 ผลของตัวยับยัง้ต่อการทาํงานของเอนไซม์ 

 การศกึษาผลของตวัยบัยัง้ตอ่การทํางานของเอนไซม์โดยใช้ EDTA, PMSF และ DTT  ซึ่งมี

หน้าท่ีเป็นตวัยบัยัง้โปรตีเอส ท่ีความเข้มข้น 1, 5 และ 10 มิลลิโมลาร์   โดย EDTA ทําหน้าท่ีเป็นตวั

ยบัยัง้ metalloproteinase  ส่วน PMSF ทําหน้าท่ีเป็นตวัยบัยัง้ serine protease และ และ DTT  ทํา

หน้าท่ีเป็นตวัยบัยัง้ thaiolprotease หรือ cysteinproteinase พบว่า EDTA ท่ีความเข้มข้น 10 มิลลิโม-

ลาร์ ทําให้ค่าการทํางานของเอนไซม์ลดลงเหลือร้อยละ 54 โดย EDTA ทําปฎิกิริยากับ transition-
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metal ions ซึง่เป็นสว่นประกอบของเอนไซม์ เกิดเป็นสาร chelate ท่ีเสถียรทําให้เอนไซม์ไม่สามารถทํา

หน้าท่ีได้อย่างปกติ ส่วน PMSF ท่ีความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ ทําให้คา่การทํางานของเอนไซม์ลดลง

เหลือร้อยละ 52 โดย PMSF จะจบัอย่างจําเพาะตอ่ active site ของ serine ในโปรตีเอส ทําให้โปรตีน

ไม่สามารถจบักับสบัสเตรทได้ และ DTT  ท่ีความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ ทําให้คา่การทํางานของ

เอนไซม์ลดลงเหลือร้อยละ 0  แสดงว่า DTT สามารถยบัยัง้การทํางานเอนไซม์ได้อย่างสมบรูณ์ โดย 

DTT ทําลายพนัธะ disulfide bond (S-S) ระหว่างกรดอะมิโนซิสเทอีน (Cysteine) และเติมหมู่ –SH 

ทําให้กรดอะมิโนซิสเทอีนไม่สามารถกลบัมาสร้างพนัธะระหว่างกนัได้อีก (สทุธาสินี แจ้งเดชา. 2552) 

ทําให้โปรตีนไมส่ามารถทําหน้าท่ีได้ แสดงวา่ พนัธะ disulfide bond มีความเก่ียวข้องกบัโครงสร้างของ

เอนไซม์ PHBV depolymerase  โดยภาพรวมจะเห็นได้ว่าเอนไซม์ PHBV depolymerase สามารถถกู

ยบัยัง้โดย EDTA, PMSF และ DTT  ดงันัน้เอนไซม์ PHBV depolymerase จึงมีคณุสมบตัิเป็นพวก  

โปรตีเอส ซึ่งจากการศกึษาก่อนหน้านีข้อง Akbar; et al. (2013) พบว่า PHBV depolymerase จาก 

Streptomyces sp. AF1-111 เป็นเอนไซม์ในกลุม่ serine protease 

 

 ผลของสารเคมีท่ีมีผลต่อการทาํงานของเอนไซม์ 

 การศึกษาผลของสารเคมีต่อการทํางานของเอนไซม์พบว่า β-mercaptoethanol และ Triton 

X-100 ท่ีความเข้ม 0.1 และ 0.5 เปอร์เซ็นต์ มีผลเพียงเล็กน้อยตอ่การทํางานของเอนไซม์ แต ่Tween 

80 และ CTAB  ท่ีความเข้มข้น 0.1 และ 0.5 เปอร์เซ็นต์ มีผลเป็นตวัยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์ ส่วน 

SDS ท่ีความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์มีผลเพียงเล็กน้อยตอ่การทํางานของเอนไซม์ แตท่ี่ความเข้มข้น 0.5 

เปอร์เซ็นต์ มีผลยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์  โดยพบว่า Tween 80 มีผลยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์  

100 เปอร์เซ็นต์  แสดงให้เห็นว่าตําแหน่งไม่ชอบนํา้ (hydrophobic region) อาจจะอยู่ใกล้หรืออยู่ใน

ตําแหน่งบริเวณเร่ง (active site) ของเอนไซม์ (Allen; et al. 2011; Yashchuk; Miyazaki & Hermida. 

2014) สอดคล้องกบัการศกึษาของ Yashchuk; Miyazaki & Hermida (2014) พบว่า Tween 80  มีผล

เป็นตวัยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์ PHBV depolymerase ส่วนศกึษาของ Hailong; et al. (2013) 

พบว่า Triton X-100 ท่ีความเข้ม 0.1 เปอร์เซ็นต์ มีผลเพียงเล็กน้อยตอ่การทํางานของเอนไซม์ PHBV 

depolymerase แต ่β-mercaptoethanol ท่ีความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ มีผลเป็นตวัยบัยัง้การทํางาน

ของเอนไซม์ ซึง่ให้ผลเชน่เดียวกบัการศกึษาของ Zhanyong; et al. (2012) พบว่า β-mercaptoethanol 

ท่ีความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ มีผลเป็นตวัยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์ PHBV depolymerase 

ในขณะท่ีการศึกษาของ Allen; et al. (2011) พบว่า Tween 80  มีผลเป็นตวัยบัยัง้การทํางานของ

เอนไซม์ PHBV depolymerase แต ่Triton X-100 มีผลสง่เสริมการทํางานของเอนไซม์   
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 ผลของไอออนโลหะท่ีมีผลต่อการทาํงานของเอนไซม์ 

 การศกึษาผลของไอออนโลหะต่อการทํางานของเอนไซม์พบว่า  Ca2+ , Mg2+, Mn2+, Cu2+ 

และ Zn2+ ท่ีความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ มีผลเพียงเล็กน้อยต่อการทํางานของเอนไซม์  ส่วน Na+ และ 

K+ ท่ีความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ มีผลส่งเสริมการทํางานของเอนไซม์  แต่ Fe2+ และ Hg2+ ท่ีความ

เข้มข้น 1 และ 5 มิลลิโมลาร์  และ Cu2+ ท่ีความเข้มข้น 5  มิลลิโมลาร์  มีผลยบัยัง้การทํางานของ

เอนไซม์  โดย monovalent ion และ divalent ion มีผลตอ่การทํางานและความเสถียรของเอนไซม์ อาจ

เน่ืองมาจากไอออนโลหะมีผลปรับเปล่ียนโครงสร้างของโปรตีน โดยไอออนโลหะจับกับบริเวณท่ี

จําเพาะของเอนไซม์ ซึ่งโดยทั่วไปเกิดบริเวณสายด้านข้างของกรดอะมิโนท่ีมีประจุเป็นลบ โดยถ้า

ไอออนโลหะจบักบักรดอะมิโนบริเวณท่ีอยูไ่กลจากบริเวณเร่งปฏิกิริยา (catalytic site) ก็อาจจะไม่มีผล

หรือมีผลเพียงเล็กน้อยตอ่การทํางานของเอนไซม์ แตถ้่าไอออนโลหะจบักบับริเวณเร่งปฏิกิริยาก็อาจจะ

เพิ่มการทํางานของเอนไซม์โดยทําหน้าท่ีเป็นโคแฟกเตอร์ (cofactors) หรืออาจจะลดการทํางานของ

เอนไซม์เน่ืองไปขดัขวางการจบัของสบัสเตรทตอ่การเกิดปฏิกิริยากบักรดอะมิโน (Akbar; et al. 2013) 

จากการศึกษาครัง้นีอ้าจจะเป็นไปได้ว่า monovalent ion ทําหน้าท่ีเป็นโคแฟกเตอร์เอนไซม์ ส่วน 

divalent ion มีผลเพียงเล็กน้อยตอ่การทํางานของเอนไซม์ ยกเว้น Fe2+ และ Cu2+ ทําหน้าท่ีเป็นตวั

ยบัยัง้ของเอนไซม์ ดงันัน้จะเห็นได้ว่าเอนไซม์สามารถทนตอ่ไอออนโลหะได้หลายชนิด ซึ่งเอนไซม์ชนิด

นีจ้งึเหมาะท่ีจะนําไปย่อยพลาสติกชีวภาพ PHBV ในธรรมชาติได้ จากการศกึษาของ  Hailong; et al. 

(2013) พบว่า Na+ , Zn2+, Mg2+ และ K+ มีผลส่งเสริมการทํางานของเอนไซม์ PHBV depolymerase 

แต่ Fe2+  มีผลยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์ เช่นเดียวกับการศึกษาของ Zhanyong; et al. (2012) 

พบว่า Ca2+, Na+ และ K+  มีผลส่งเสริมการทํางานของเอนไซม์ PHBV depolymerase แต ่Fe2+  และ 

Cu2+มีผลยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์ และการศกึษาของ Akbar; et al. (2013) พบว่า Ca2+ , Mg2+, 

Na+ และ K+  มีผลเพียงเล็กน้อยตอ่การทํางานของเอนไซม์ PHBV depolymerase แต ่Fe2+  มีผลยบัยัง้

การทํางานของเอนไซม์ 

 

  สําหรับงานวิจยันีไ้ด้ทําการศกึษาคณุสมบตับิางอย่างของเอนไซม์ PHBV depolymerase 

ดงันัน้จึงมีความจําเป็นต้องทําการศกึษาหาลําดบัเบส หรือ ลําดบักรดอะมิโนท่ีปลาย N-terminal เพ่ือ

ระบยืุนยนัวา่เป็นเอนไซม์ชนิดใด จากนัน้ศกึษาลกัษณะการแสดงออกของยีน เพ่ือผลผลิตให้ได้จํานวน

มากนําไปสูก่ารประยกุต์ใช้ในระดบัอตุสาหกรรมตอ่ไป 
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อาหารเลีย้งเชือ้ที่ใช้ในการวิเคราะห์ 
1. yeast-malt extract agar International Streptomyces Project (ISP2) 

  Yeast extract     4  กรัม 

  Malt extract    10  กรัม 

  Dextrose      4  กรัม 

  Agar      20  กรัม 

 ปรับ pH ให้ได้ 7.3 และนําไปฆา่เชือ้ด้วยการ autoclave ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 15 นาที 

 

2. Basal medium 

 ละลาย PBS, PBSA, PHB หรือ PHBV 1 กรัม  ในสารละลาย  dichloromethane 20-30 

มิลลิลิตร และนําไปผสมกบั basal medium 1 ลิตร โดยใช้เคร่ืองอลัตราโซนิคเคเตอร์ (ultrasonicator) 

อาหาร basal medium ประกอบด้วย 

  Yeast extract    0.2  กรัม 

  (NH4)2SO4     1  กรัม 

  NaCl      0.1  กรัม 

  MgSO4.7H2O    0.2  กรัม 

  CaCl2.2H2O    0.02  กรัม 

  FeSO4.7H2O    0.01  กรัม 

  Na2MoO4.2H2O   0.0005  กรัม 

  Na2WO4.2H2O    0.005  กรัม 

  MnSO4      0.005  กรัม 

  K2HPO4      1.6  กรัม 

  KH2PO4     0.2  กรัม 

 ปรับ pH ให้ได้ประมาณ 7 นําไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เพ่ือ

ระเหย dichloromethane จากนัน้เตมิวุ้น (agar) 20 กรัม/ลิตร นําไปฆา่เชือ้ด้วยการ autoclave ท่ี

อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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3. Luria Bertani low salt broth (LB low salt) 

  Peptone     10  กรัม 

  Yeast extract     5  กรัม 

  NaCl       5  กรัม 

  นํา้กลัน่       1  กรัม 

 นําไปฆา่เชือ้ด้วยการ autoclave ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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บัฟเฟอร์และวิธีการเตรียมสาร 
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บัฟเฟอร์และสารเคมีที่ใช้ 
1. Stock solution 

 1.1  1 N Acetate buffer pH 3-6  

  Acetic acid      6   กรัม 

  เตมินํา้กลัน่ให้ได้ปริมาตร   100   มิลลิลิตร 

  ปรับ pH ด้วย 1N  Sodium acetate 

  1N  Sodium acetrate เตรียมโดย 

  Sodium acetrate    8.2   กรัม 

  เตมินํา้กลัน่ให้ได้ปริมาตร   100   มิลลิลิตร 

 

 1.2  1 M Phosphate buffer pH 6.0-8.0 

  KH2PO4     13.61   กรัม 

  เตมินํา้กลัน่ให้ได้ปริมาตร   100   มิลลิลิตร 

  ปรับ pH ด้วย 1M K2HPO4   

  1M K2HPO4   เตรียมโดย 

  K2HPO4     17.42   กรัม  

  เตมินํา้กลัน่ให้ได้ปริมาตร   100   มิลลิลิตร 

 

 1.3  1M Tris-HCl buffer pH 5-10 

  Tris      12.11   กรัม 

  เตมินํา้กลัน่ให้ได้ปริมาตร   100   มิลลิลิตร 

  ปรับ pH ด้วย 1 N HCl 

    

 1.4  1M Glycine-NaOH buffer pH 10-12 

  Glycine     7.51   กรัม 

  เตมินํา้กลัน่ให้ได้ปริมาตร   100   มิลลิลิตร 

  ปรับ pH ด้วย 1 M NaOH 
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วิธีการทาํกราฟโปรตีนมาตรฐาน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



90 
 

 
1. การสร้างกราฟมาตรฐานโปรตีน 

 ผสมสารละลายโปรตีนมาตรฐานกบันํา้ลงในหลอดทดลองให้ได้ความเข้มข้น 0, 2.5, 5, 10, 

15, 20, และ 25 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตรตามลําดบั ดงัตาราง 5 ความเข้มข้นละ 3 หลอด ยกเว้นหลอด

ท่ีความเข้มข้น 0 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (Blank) ทําเพียง 1 หลอด จากนัน้ปิเปตสารละลายโปรตีน

มาตรฐานแตล่ะความเข้มข้นปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้วเติม Coomassie Reagent ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

ลงในหลอดทดลองแตล่ะหลอด ผสมให้เข้ากนั ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 10 นาที จากนัน้นําไป

วดัคา่การดดูกลืนแสงด้วยเคร่ืองสเปกโทรโฟโทมิเตอร์ ท่ีคา่ความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร จากนัน้นํา

คา่การดดูกลืนแสงท่ีได้ สร้างเป็นกราฟมาตรฐานระหวา่งความเข้มข้นของสารละลายโปรตีนกบัคา่การ

ดดูกลืนแสง โดยให้แกน X เป็นปริมาณความเข้มข้นของสารละลายโปรตีนมาตรฐาน (BSA) หนว่ยเป็น

ไมโครกรัม ส่วนแกน Y เป็นคา่การดดูกลืนแสง (OD) ท่ีวดัได้ท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร 

 

ตาราง 12 ปริมาณสารท่ีใช้ในการเตรียมสารละลายมาตรฐาน(BSA) 

 

Vial Volume of Diluent Volume and Source of BSA Final BSA Concentration 

A 

B 

C 

D 

E 

F 

G 

2370µL 

4950µL 

3970µL 

2500µL 

2000µL 

1500µL 

5000µL 

30µL of Stock 

50µL of Stock 

30µL of Stock 

2500µL of vial B dilution 

2000µL of vial D dilution 

1500µL of vial E dilution 

0 

25µg/mL 

20µg/mL 

15µg/mL 

10µg/mL 

5µg/mL 

2.5µg/mL 

0µg/mL=Blank 
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กราฟมาตรฐานโปรตีน 

 

 
2. การสร้างกราฟมาตราฐานไทโรซีน 

 1. ชัง่ไทโรซีน  10   มิลลิกรัม ละลายในนํา้กลัน่  10 มิลลิลิตร  สารละลายท่ีได้คือสารละลาย

ไทโรซีน 1 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตรเก็บไว้เป็น stock solution 

  2. เตรียมสารละลายไทโรซีนเข้มข้น 0, 50, 100, 150, 200, 250  และ 300  ไมโครกรัมตอ่

มิลลิลิตร  

 3. นําไปวดัคา่ OD ท่ี 660 นาโนเมตร 

 4. เขียนกราฟมาตรฐานแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มข้นของไทโรซีนกบัคา่ OD ท่ี 

660 นาโนเมตร เพ่ือนําไปคํานวณหาคา่การทํางานของเอนไซม์ 

 5. การคํานวณ 

  การทํางานของเอนไซม์โปรติเอส = 
คา่ OD×ปริมาตรทัง้หมด ×ความเจือจาง

สโลปของกราฟมาตรฐาน ×เวลา
 

 

 

y = 0.0475x + 0.0043 
R² = 0.9981 
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กราฟมาตรฐาน ความเข้นข้นของไทโรซีน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

y = 0.0002x 
R² = 0.9731 
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ภาคผนวก ง 

ปริมาณเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 
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ตาราง 13 นํา้หนกัของเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต (กรัม) ท่ีใช้เตมิในสารละลาย 1 ลิตร ท่ีเปอร์เซ็นต์จดุ  

    อ่ิมตวัแตกตา่งกนั 
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ภาคผนวก จ 
การเตรียม SDS-PAGE 
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1. สว่นผสมของการทํา Lower gel 

 

Total 15% 12.5% 10% 7.5% 

20ml 10ml 20ml 10ml 20ml 10ml 20ml 10ml 

Water 4.9ml 2.45ml 6.6ml 3.3ml 8.2ml 4.1ml 9.9ml 4.95ml 

4x LGB 5ml 2.5ml 5ml 2.5ml 5ml 2.5ml 5ml 2.5ml 

30% 

Acrylamide 

10ml 5ml 8.3ml 4.15ml 6.7ml 3.35ml 5ml 2.5ml 

10% APS 100µl 50µl 100µl 50µl 100µl 50µl 100µl 50µl 

TEMED 10µl 5µl 10µl 5µl 10µl 5µl 10µl 5µl 

 

2. สว่นผสมของการทํา Upper gel (4.5% acrylamide) 

 

4XUGB 3 ml 1 ml 

30% Acrylamide 1.8 ml 0.6 ml 

Water 7.0 ml 2.4 ml 

TEMED 15 µl 5 µl 

10% APS 150 µl 50 µl 

Tatal 12 ml 4 ml 

 

3. สว่นผสมของ 2x SDS Sample buffer (freshly prepare) 

 

2-mercaptoethanol 0.5 ml 

0.5% (w/v) Bromphenol blue 0.5 ml 

0.5 M TrisHCl 1.5 ml 

10% SDS 2 ml 

Glycerol 2.5 ml 

dH2O 3.0 ml 

Total 10 ml 
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4. Staining solution I 

Methanol : Acetic acid : Water : Coomassie Brillian Blue-R-250 

270 ml : 60 ml : 270 ml : 1.5 g  

 

5. สว่นผสมของ Destaining solution I 

 

Methanol 25 ml 225 ml 

Glacial acetic acid 8 ml 72 ml 

Water 65 ml 585 ml 

Total 98 ml 882 ml 

 

6. สว่นผสมของ Destaining solution II 

 

Methanol 50 ml 10 ml 

Glacial acetic acid 75 ml 15 ml 

Water 875 ml 175 ml 

Total 1000 ml 200 ml 
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