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 พอลิแลกตกิแอซิด  หรือ PLA เป็น พอลเิมอร์ท่ีสามารถยอ่ยสลายได้ด้วยวิธีการทางชีวภาพ 

และสามารถสงัเคราะห์ได้จากกรดแลกตกิซึง่กรดแลกตกินั ้ นสามารถผลติได้จากกระบวนการหมกั โดย

เชือ้จลุินทรีย์ PLA ได้รับความสนใจเป็นอยา่งมากเน่ืองจากมีบทบาทในการชว่ยแก้ไขปัญหาโลกร้อนได้ 

โดยทัว่ไปแล้ว  PLA สามารถถกูยอ่ยสลายได้โดยเอนไซม์หลากหลายชนิด มีรายงานก่อนหน้านีว้า่ 

เอนไซม์โปรตเิอส ซึง่ผลิตจาก  Actinomadura keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 เป็นเอนไซม์ ท่ีสามารถ

ยอ่ยสลาย PLA ได้โดยสามารถยอ่ย PLA ท่ีพนัธะเอสเทอร์ ดงันัน้จงึนํามา ใช้ในงานวิจยัครัง้นี ้                

ในปัจบุนังานวิจยัท่ีศกึษาเก่ียวกบัสภาวะในการยอ่ยสลาย และการศกึษากระบวนการสงัเคราะห์โดย

ใช้วิธีการทางชีวภาพของพลาสตกิชนดินีย้งัมีน้อย ดงันัน้งานวิจยันีจ้งึมีจดุประสงค์ เก่ียวกบั

กระบวนการ รีไซเคลิ (recycle) พลาสตกิชนิด PLA นีด้้วยกระบวนการทางชีวภาพ โดยใช้เอนไซม์                

ท่ีผลติจากจลุนิทรีย์ ทัง้ในกระบวนการยอ่ยสลาย และ การนํากลบัมาสงัเคราะห์ใหม ่

(repolymerization) การศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการยอ่ยสลาย PLA ทําโดยการออกแบบการ

ทดลองทางสถิตด้ิวยวิธี  central composite design (CCD) พบวา่สภาวะท่ีดีท่ีสดุในการยอ่ยสลาย 

PLA โดยใช้เอนไซม์ท่ีผลิตจาก A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 คือคา่กิจกรรมของเอนไซม์เร่ิมต้น

เป็น 200 U/ml บม่ท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชม. โดยใช้ปริมาณ PLA เร่ิมต้น 4,000 

มิลลิกรัมตอ่ลิตรพบวา่  PLA ถกูย่อยสลายและได้ปริมาณกรดแลกตกิเป็น 3,426.25 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 

ประสทิธิภาพในการยอ่ยสลาย PLA ได้สงูถึงร้อยละ 85.6 จากนัน้ผลติภณัฑ์ท่ีได้จากการยอ่ยสลายเชน่ 

โอลโิกเมอร์ และกรดแลกตกิได้นํากลบัมาสงัเคราะห์ใหมด้่วยเอนไซม์ไลเปสทางการค้า ภายใต้ก๊าซ

ไนโตรเจน เป็นเวลา 6 ชม. ผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดขึน้นัน้เป็นโอลิโกเมอร์สายสัน้ๆของพลาสตกิชนิด PLA มี

จํานวนโมเลกลุเทา่กบั 5 โมเลกลุ และมีนํา้หนกัโมเลกลุเทา่กบั 413 Da งานวิจยันีเ้ป็นรายงานแรกท่ีใช้

วิธี การรีไซเคลิของเสีย PLA โดยกระบวนการทางชีวภาพ และเป็นแนวทางสําหรับ การกําจดั และการ

นําพลาสตกิชีวภาพกลบัมาใช้ประโยชน์ใหม ่ตอ่ไปในอนาคต 
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 Poly(DL-lactic acid) or PLA is a biodegradable polymer ;synthesized from lactic 

acid which has been produced microbially from agricultural products. It has recieved much 

attention since it plays an important role in resolving the global warming problem. In general, 

PLA is degraded by various types of enzymes. The protease produced by Actinomadura 

keratinilytica strain T16-1 was reported previously to have PLA depolymerase potential, 

which hydrolyzes PLA ester bond, and is applicable to PLA biodegradation used in this 

work.The study of degradations condition and re-polymerization of this plastic is limited, 

Therefore, this research aimed to recycle PLA by biological methods, using the microbial 

enzymes for degradation and re-polymerization. The optimization of PLA degradation 

conditions by using statistical methods based on central composite design (CCD) was 

determined. According to the results of regression analysis it was demonstrated that the 

best degradation conditions of PLA by enzymes produced by Actinomadura keratinilytica 

strain T16-1, was an initial enzyme activity of 200 U/ml, incubated at 60 °C for 24 h. Most of 

the 4,000 mg/L PLA powder was degraded to liberate 3,426.25 mg/L lactic acid with 85.6% 

degradation efficiency. The oligomers and lactic acid derived from degradable products 

were re-polymerized repeatedly by using commercial lipase as catalyst under nitrogen 

atmosphere for 6 h.  PLA was achieved and had a molecular weight of 413 Da (n=5). This is 

the first report to demonstrate the recycling of PLA wastes biologically, and it is promising 

for treatment and utilization of biodegradable plastic waste in the future. 
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 อาจารย์ท่ีปรึกษาปริ ญญานิพนธ์ ผู้ซึง่คอยชว่ยเหล่ือ ตกัเตือน

อบรมสัง่สอน ทัง้ในด้านวิชาการ และจริยธรรม ทําให้สามารถจดัทําปริญญานิพนธ์ได้เสร็จสมบรูณ์ 
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 ขอขอบพระคณุ  ผู้ชว่ยศาสตราจารย์  ดร.สมเกียรต ิพรพสิทุธิมาศ รองศาสตราจารย์                   

ดร.อรอนงค์ พริง้ศลุกะ อาจารย์ ดร .ณฎัฐิกา สวุรรณาศรัย  อาจารย์ ดร.อนษิฐาน ศรีนวล และคณาจารย์

ทกุทา่นท่ีมอบความรู้ และคําชีแ้นะตกัเตือนให้แก่ผู้ วิจยัตลอดระยะเวลาการศกึษา และขอบพระคณุเจ้าหน้าท่ี

ทกุทา่น และภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์  สําหรับสถานท่ี และเคร่ืองมือทางวิทยาศาสตร์ในการ

ทําวิจยั 

จากสํานกังานกองทนุสนบัสนนุการวิจยั(สกว.) ปี 2556 และ
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 ขอขอบพระคณุ รองศาสตราจารย์ ดร.วิเชียร กิจปรีชาวนชิ ภาควิชาจลุชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 

มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ ท่ีให้เกียรตเิสียสละเวลา อนัมีคา่มาเป็นผู้ทรงคณุวฒุิในการเป็น กรรมการ
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คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยา ลยัศรีนครินทรวิโรฒ และคณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัรามคําแหง 

สําหรับการชว่ยเหลือ และให้คําปรึกษา แนะนําเก่ียวกบัเคร่ืองมือ วิเคราะห์ ทางเคมี และการวิเคราะห์
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เจ้าหน้าท่ี และคณะอตุสาหกรรม การเกษตร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์  สําหรับการชว่ยเหลือ  และให้

คําปรึกษาแนะนําเก่ียวกบักระบวนการสงัเคราะห์ PLA ด้วยกระบวนการทางชีวภาพ 

 ข้าพเจ้าขอขอบพระคณุ และขอน้อมรําลกึพระคณุ บพุการี บดิา มารดา ท่ีให้กําเนิดคอยเลีย้ง

ดอูบรมสั่งสอนคอยสนบัสนนุ และให้กําลงัใจข้าพเจ้าตัง้แตเ่ร่ิมต้นทําปริญญานิพนธ์ จนสําเร็จลลุว่งไป

ด้วยดี ขอบคณุครอบครัว ญาตพ่ีิน้อง รวมทัง้ กลัยาณมิตรท่ีดี และขอขอบคณุ น้องซาน น้องแนน 

เพ่ือนตาล และทกุคนในคณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ สําหรับความชว่ยเหลือ  และ

แสดงนํา้ ใจให้กนัอยา่งสม่ําเสมอ และขอขอบคณุผู้ มีพระคณุทกุทา่นท่ีมิได้กลา่วนามในท่ีนีจ้นสําเร็จ

ปริญญานิพนธ์ 

 ท้ายท่ีสดุนี ้ข้าพเจ้าขอนําเอาประโยชน์อนัเกิดจากปริญญานพินธ์ฉบบันีท้ัง้หมดเป็นกศุล      

แก่ผู้ มีพระคณุทกุทา่น ท่ีคอยชว่ยเหล่ือข้าพเจ้าตลอดมา 
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บทที่ 1 

บทนํา 

 
ภูมิหลัง 

ในปัจจบุนั จํานวนประชาก รมนษุย์มีเพิม่มากขึน้ ประกอบกบัการพฒันาทางเทคโนโลยีอยา่ง

รวดเร็วสง่ผลให้ความต้องการใช้เคร่ืองอปุโภค บริโภคมีมากย่ิงขึน้ ซึง่ก่อให้เกิดปัญหาตามมา มากมาย 

เชน่ ปัญหาขยะ โดยเฉพาะขยะพลาสตกิซึง่สงัเคราะห์ได้จากสารในกลุม่ปิโตรเคมี และมีโครงสร้างทาง

เคมี ท่ีซบัซ้ อน จงึยอ่ยสลายตามธรรมชาตไิด้ยาก เป็นผลให้ เกิดการสะสม ขยะพลาสตกิชนิดนีเ้ป็น

จํานวนมาก รวมทัง้การเผาทําลาย ขยะพลาสตกิสง่ผลให้เกิด ก๊าซเรือนกระจก  ซึง่เป็นสาเหตุทําให้เกิด

ภาวะโลกร้อน 

ปัจจุบนันกัวิทยาศาสตร์จงึได้มีการคดิค้นพลาสตกิท่ียอ่ยสลายได้ทางชีวภาพขึน้เพ่ือใช้ทดแทน

พลาสตกิเดมิ โดยพลาสตกิชนิดนีส้ามารถถกูยอ่ยสลายได้โดยจลุินทรีย์ตามธรรมชาต ิเชน่ แบคทีเรีย รา 

และแอคตโินมยัสีท (actinomycetes) ซึง่จลุินทรีย์เหลา่นีจ้ะสร้างเอนไซม์เพ่ือ ยอ่ยสลายโดยผลิตภณัฑ์

สดุท้ายทีเ่กิดขึน้ คือ นํา้ พลงังาน มวลชีวภาพ (biomass) ก๊าซมีเทน (methane) และก๊าซาร์บอนไดออกไซด์ 

(Marten; et al.. 2003: 485-501) ซึง่ผลติภณัฑ์ดงักลา่วนีไ้มส่ง่ผลกระทบตอ่สิง่แวดล้อม พลาสตกิท่ีสามารถ

ยอ่ยสลายได้ทางชีวภาพมีหลายชนิด ได้แก่ poly-β-hydroxybutyrate (PHB) poly-L-lactide (PLA) และ 

poly-ε-caprolactone (PCL) 

พลาสตกิชีวภาพชนดิ PLA ได้รับความนิยมในการนํามาใช้เป็นพลาสตกิทดแทน เน่ืองจาก PLA 

สามารถสงัเคราะห์ได้จากกรดแลกตกิ (lactic acid) โดยกรดชนิดนีส้ามารถผลติได้จากกระบวนการหมกั

ผลติผลทางการเกษตร ด้วยจลุินทรีย์ ซึง่วตัถดุบิทางการเกษตรนีถื้อ เป็นทรัพยากรท่ีใช้แล้วไมห่มดไป

สามารถเกิดขึน้ใหมไ่ด้  (Tokiwa; & Jarerat.  2004: 771-777) นอกจากนีย้งัพบวา่ กระบวนการยอ่ย

สลายพลาสตกิชีวภาพ ชนิด PLA นัน้เกิดจากกิจกรรมของ จลุินทรีย์ และเอนไซม์จากจลุินทรีย์ตา่งๆ  ใน

Williams. (1981: 5-7) พบว่า Tritirachium album สามารถยอ่ยสลาย  PLA ได้ ซึง่เป็นรายงานฉบบัแรก

ทําให้เกิดความสนใจในการศกึษาตอ่มา สําหรับการศกึษาในประเทศ มีรายงานวา่ Sukkhum; et al. (2009: 

302-306) แยกแอคตโินมยัสีทชอบร้อนในสกลุ Actinomadura keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 ซึง่สามารถ

ผลิตเอนไซม์ยอ่ยสลาย PLA ได้โดยเอนไซม์ท่ี ได้ผลิตจากเชือ้ชนิดนีเ้ป็นเอนไซม์เซอรีนโปรตเิอส  และเม่ือ

ศกึษาการผลติเอนไซม์ ในระดบัฟลาสก์สามารถผลิตเอนไซม์ได้  44.6 U/ml ในขณะท่ีในระดบัถงัหมกั

แบบอากาศลอยตวัผลิตเอนไซม์ได้ถึง 150 U/ml จากงานวิจยัท่ีผา่นมาเน้นการศกึษาเก่ียวกบัการคดัเลือก

สายพนัธุ์จลุินทรีย์ และศกึษาสภาวะในการผลิตเอนไซม์ ยอ่ยสลายพลาสตกิชีวภาพ ชนิด PLA แต่

การศกึษาการสงัเคราะห์ PLA โดยกระบวนการทางชีวภาพยงัมีการศกึษาไมม่ากนกั  



2 

Chuensangjun; et al. (2012: 154-157) สงัเคราะห์  PLA โดยใช้เอนไซม์ ไลเปสทางการค้า  

เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา  พบวา่ อณุหภมูิท่ีเหมาะสมท่ีสดุคือ 50 องศาเซลเซียส และทําให้เกิดพอลิเมอร์  ของ 

PLA นํา้หนกัโมเลกลุอยูใ่นชว่ง 2,600–4,500 หนว่ย นอกจากนีค้วามเข้มข้นของเอนไซม์ ไลเปสก็สง่ผล

ตอ่นํา้หนกัโมเลกลุของพอลิเมอร์ ซึง่นํา้หนกัโมเลกลุเพิ่มขึน้ได้ถึง ร้อยละ 70หากเพิ่มความเข้มข้นขอ ง

เอนไซม์ไลเปสจากร้อยละ 1.25 เป็นร้อยละ 5 อยา่งไรก็ตาม ภาวะในการยอ่ยสลาย PLA แตกตา่งกนั

ไปตามชนิดของเอนไซม์ และเพ่ือเป็นการลดต้นทนุการใช้เอนไซม์ทางการค้า ใน งานวิจยันีจ้งึ ศกึษา

สภาวะในการยอ่ยสลาย  PLA โดยเอนไซม์ท่ีผลิตจาก Actinomadura keratinilytica สายพนัธุ ์T16-1 และ

การสงัเคราะห์ PLA โดยกระบวนการทางชีวภาพ  เพ่ือนํามาใช้ประโยชน์ในการนําพลาสตกิ ชนิดนี ้

กลบัมาใช้ใหมใ่นอนาคต  

 

จุดมุ่งหมายของงานวิจัย 

ในการวิจยัครัง้นีผู้้ วิจยัได้ตัง้ความมุง่หมายของการศกึษาวิจยัไว้ดงันี ้

1.  ศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการยอ่ยสลาย PLA โดยเอนไซม์จาก A. keratinilytica สายพนัธุ ์

T16-1 

2.  นําผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากการยอ่ยสลาย PLA ด้วยเอนไซม์จาก A. keratinilytica สายพนัธุ ์T16-1              

มาสงัเคราะห์ให้เป็น PLA ใหมด้่วยกระบวนการทางชีวภาพ 

 

ขอบเขตของการวิจัย 

งานวิจยัครัง้นีจ้ะทําการศกึษากระบวนการยอ่ยสลาย PLA โดยเอนไซม์ท่ีผลิต จาก A. keratinilytica 

สายพนัธุ์ T16-1 โดยศกึษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการยอ่ยสลาย  นอกจากนีย้งั นําผลิตภณัฑ์ท่ีได้จาก

การยอ่ยสลาย มาทําการ สงัเคราะห์ให้ เป็น PLA ใหม่ด้วยวิธีการทางชีวภาพ  โดยทําการทดล องท่ี          

สาขาจลุชีววิทยา ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ 

 

สมมุตฐิานของการวิจัย 

อณุหภมูิ เวลา และคา่กิจกรรมของเอนไซม์  มีผลตอ่กระบวนการยอ่ยสลาย  PLA โดยเอนไซม์

จาก A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 นอกจากนีผ้ลติภณัฑ์ท่ีได้จากการยอ่ยสลายสามารถนํากลบัมา

สงัเคราะห์ใหมด้่วยกระบวนการทางชีวภาพโดยใช้เอนไซม์ไลเปสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา 
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวจิัยที่เก่ียวข้อง 

 

ในงานวิจยัครัง้นีผู้้ วิจยัได้ศกึษ าเอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง และได้นําเสนอ ตามหวัข้อ

ตอ่ไปนี ้

 1. พอลเิมอร์ท่ียอ่ยสลายได้ทางชีวภาพ (Biodegradable polymer) 

 2. พลาสตกิท่ียอ่ยสลายได้ทางชีวภาพ (Biodegradable plastic) 

 3. พอลิแลกไทด์หรือพอลิแลกตกิแอซดิ (Poly(Lactide), Poly (Lactic acid) (PLA)) 

 4. กระบวนการยอ่ยสลายพลาสตกิชีวภาพ (Biodegradation of bioplastics) 

 5. จลุนิทรีย์ท่ีสามารถยอ่ยสลาย PLA ได้ (PLA biodegrading microorganisms) 

 6. เอนไซม์ในท่ีใช้กระบวนการยอ่ยสลาย PLA (PLA degrading enzyme) 

 7. การสงัเคราะห์ PLA ด้วยกระบวนการทางชีวภาพ (Biosynthesis of PLA) 

 

1. พอลิเมอร์ที่ย่อยสลายได้ทางชีวภาพ (Biodegradable polymer) 

 1.1 การจัดจาํแนกชนิดของพอลิเมอร์ท่ีย่อยสลายได้ทางชีวภาพ 

  สามารถจดัจําแนกตามแหลง่ท่ีมาได้ 4 แหลง่ ดงัในภาพประกอบ 1 ได้แก่ 

  1.1.1 ผลิตจากผลผลิตทางอตุสาหกรรมปิโตรเคมี ซึง่ตวัอยา่งพอลิเมอร์ประเภทนี ้  ได้แก่ 

poly(vinyl alcohol) (PVA) และ poly(-ε-caprolactone) (PCL) 

  1.1.2 ผลิตจากมวลชีวภาพทางการเกษตร ซึง่ตวัอยา่งพอลิเมอร์ประเภทนี ้ได้แก่ วตัถดุบิท่ี

เป็นพอลแิซคคา ไรด์ท่ีได้จากแป้ง ข้าวสาลี แป้งมนัฝร่ัง แป้งข้าวโพด หรือ วตัถดุบิลิกโนเซลลโูลส 

(lignocellulose) เชน่ ฟาง ไม้ นอกจากนัน้ยงัรวมไปถึงวตัถดุบิในกลุม่ของไคตนิ ไคโตซาน เพคตนิ โปรตีน 

และไขมนัด้วย 

  1.1.3 ผลิตจากการสกดัจากเซลล์จลุินทรีย์  ซึง่ ตวัอยา่งพอลเิมอร์ประเภท นี ้ได้แก่ 

polyhydroxy alkanoate (PHA) และ poly(hydroxy Butyate-co-hydroxy valerate) (PHBV) 
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  1.1.4 ผลิตจากกระบวนการเทคโนโลยีชีวภาพ ซึง่สงัเคราะห์ขึน้จากกระบวนการทางเคมี

โดยใช้มอโนเมอร์ ท่ีได้จากวตัถดุบิ ทางชีวภาพ  เชน่ ข้าวโพด มนัสําปะหลงั อ้อย โดยผา่นกระบว นการ

ทางเทคโนโลยีชีวภาพเปล่ียนแป้งไปเป็นนํา้ตาล และเปล่ียนนํา้ตาลไปเป็นกรดแลกตกิ และนํากรดแลกตกิ 

ท่ีได้มาเช่ือมตอ่เป็นพอลเิมอร์สายยาว ตวัอยา่งพอลเิมอร์ประเภทนี ้ได้แก่  poly(L-lactide) และ Poly 

(Lactic acid, PLA) 

 

2.  พลาสตกิที่ย่อยสลายได้ทางชีวภาพ (Biodegradable plastics) 

 2.1 คาํนิยามของพลาสตกิท่ีย่อยสลายได้ทางชีวภาพ 

 “ASTM D6400-99 – พลาสตกิท่ียอ่ยสลายได้ทางชีวภาพ หมายถึง พลาสตกิท่ียอ่ยสลาย

ได้เองตามธรรมชาต ิโดยกระบวนการจากจลุนิทรีย์ เชน่ แบคทีเรีย เชือ้รา และสาหร่าย” 

 “ISO 472: 1988 (1988) – พลาสตกิท่ียอ่ยสลาย ได้ทางชีวภาพ หมายถึง พลาสตกิท่ีถกู

ออกแบบให้เกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างทางเคมีได้ภายใต้สภาวะทางธรรมชาตท่ีิจําเพาะโดยการ

เปล่ียนแปลงโครงสร้างทางเคมี จะเกิดจากกระบวนการยอ่ยสลายของจลุินทรีย์ท่ีเกิดขึน้ตามธรรมชาต”ิ 

 “BPS Japan (1994) – พลาสตกิท่ียอ่ยสลายได้ทางชีวภาพคือ วสัดพุอลิเมอร์ท่ีจะเปล่ียนไป

เป็นสารประกอบท่ีมีนํา้หนกัโมเลกลุต่ํา หลงัจากผา่นกระบวนการยอ่ยสลายอยา่งน้อย  1 ขัน้ตอน ซึง่

การยอ่ยสลายจะเกิดจากเมแทบอลซิมึ (metabolism) ของสิ่งมีชีวิตในธรรมชาต”ิ 

 “DIN FNK 103.2 (1993) – พลาสตกิชีวภาพคือ พลาสตกิท่ีสามารถเกิดกระบวนการยอ่ย

สลายทางชีวภาพอยา่งสมบรูณ์ตามสภาวะแวดล้อม โดยอตัราการยอ่ยสลายทางชีว ภาพสามารถวดัได้

จากวิธีทดลองมาตรฐาน” (Sukkhum; et al. 2009b: 302-306) 
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3. พอลแิลกไทด์หรือพอลิแลกตกิแอซดิ (Poly(Lactide), Poly(L-lactic acid);PLA) 

 พอลิแลกไทด์หรือพอลิแลกตกิแอซดิ (PLA) เป็นพอลิเอสเทอร์สายตรง ซึง่เกิดจากกรดแลกตกิ  

ตอ่กนัเป็นสายยาวด้วยพนัธะเอสเทอร์ ซึง่กรดแลกตกินัน้สามารถผลติได้จากกระบวนการหมกั หรือ

กระบวนการเปล่ียนรูปทางชีวภาพ (bioconversion) ของผลติผลทางการเกษตร เชน่ มนัสําปะหลงั ข้าว 

ข้าวโพด และซงัข้าวโพด โดยวตัถดุบิดงักลา่วถือเป็นวตัถดุบิท่ีสามารถเกิดขึ ้นใหมไ่ด้ วิธีการผลติกรดแลกตกิ 

เร่ิมจากการบดหรือโมช่ิน้สว่นของพืชให้มีขนาดเล็กลง จนเป็นผง  จากนัน้ยอ่ยสว่นประกอบของพืชท่ีได้

ให้เป็นนํา้ตาล และนําไปหมกัด้วยจลุนิทรีย์  เชน่ Lactobacillus brevis จนได้เป็นกรดแลกติ กท่ีเป็น

โมเลกลุเด่ียว  ซึง่สามารถนํามาใช้เป็นสารตัง้ต้นในการสงัเคราะห์ PLA ได้  ดงัในภาพประกอบ 2 

(Miura; et a.. 2004: 153-157; Oh; et al. 2005: 1492-1498; Xiaodong; et al. 1997: 841-843; Yun;   

et al. 2004: 1613-1616) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 2 กระบวนการสงัเคราะห์ PLA จากวตัถดุบิทางธรรมชาติ 

 

ท่ีมา: Tokiwa; & Jarerat. (2004). Biodegradation of poly(L-lactide). Biotechnology Letters. 

p. 774. 

แป้ง,นํา้ตาล 

(          )n 

http://link.springer.com/journal/10529�
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3.1 คุณสมบัตทิางเคมีของกรดแลคตกิ และPLA 

 กรดแลกตกิท่ีใช้เป็ นมอโนเมอร์ในการผลิต PLA มีสตูรเคมีคือ HOCH3

 กรดแลกตกิชนิดแอลและชนิดดี สามารถตกผลกึได้ 3 รูปแบบ คือ แอลฟา (LL-lactic acid) 

บีตา (LD-lactic acid) และแกมมา (DD-lactic acid) ดงัในภาพประกอบ  4 โครงสร้างแบบแอลฟ ามีความ

เสถียรมากท่ีสดุมีจดุหลอมเหลว 185 องศาเซลเซียส เม่ือเทียบกบัโครงสร้างแบบบีตาท่ีมีจดุหลอมเหลว 

175 องศาเซลเซียส  (Auras; Harte; & Selke. 2004: 835-864) กรดแลกตกิชนิดแอล-ไอโซเมอร์  เป็น

รูปแบบสว่นใหญ่ท่ีพบตามธรรมชาต ิและผลิตได้จากแหลง่ทรัพยากรท่ีสร้างทดแทนได้ 

CHCOOH ซึง่

เป็นโมเลกลุท่ีมีคูอิ่แนนทิโอเมอร์ (enantiomer) คือ กรดแลกตกิชนิดแอล-ไอโซเมอร์ (L-lactic acid) และดี-

ไอโซเมอร์ (D-lactic acid) ดงัในภาพประกอบ 3 (Vink; et al. 2002: 403-419; Miura; et al. 2004: 153-157) 

 PLA จดัเป็นเทอร์โมพลาสตกิ ซึง่สามารถขึน้รูปด้วยกระบวนการผลติทางเคมี คณุสมบตัิ

ของ PLA ในด้านตา่งๆ ได้แก่ สมบตักิารละลาย พบวา่ PLA จะไมล่ะลายในนํา้แตส่ามารถละลายในตวั

ทําละลายอินทรีย์บางชนิด  (Anders; & Mikael. 2002: 1123 -1163) สมบตักิารทนความร้อน  พบวา่ PLA 

สามารถทนความร้อนได้คอ่นข้างสงูกวา่เทอร์โมพลาสตกิ ทั่วไป (Dorgan; Lehermeier; & Mang. 2000: 

1-9) มีการซึมผา่นของนํา้ แก๊สได้ดี และยงัสามารถป้องกนัการแพร่ผา่นของกลิ่นได้ (Lehermeier; Dorgan; 

& Donglas. 2001: 243-251)  

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 3 อิแนนทิโอเมอร์ของกรดแลกตกิชนิด กรดแลกตกิแอล (ซ้าย) และกรดแลกตกิดี (ขวา) 

 

ท่ีมา: Vink; et al. (2002). Application of life cycle assessment to Nature WorksTM

Polymer Degradation and Stability

 polylactide 

(PLA) production. . p. 405. 

http://www.sciencedirect.com/science/journal/01413910�
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ภาพประกอบ 4 โครงสร้างของผลกึท่ีเกิดจากกรดแลกตกิในแตล่ะไอโซเมอร์จบักนั ทําให้เกิดผลกึแลกไทด์    

        3 รูปแบบ คือ แอลฟา (LL-lactic acid) บีตา (LD-lactic acid) และแกมมา (DD-lactic acid) 

 

 ท่ีมา: จตพุร วฒุกินกกาญจน์ ; และคนอ่ืนๆ . (2555). งานวิจยัและสิทธิบตัร ทีเ่ก่ียวขอ้งกบัการ

พฒันาบรรจภุณัฑ์จากพลาสติกชีวภาพชนิด PLA.  (เอกสารประกอบการสอน). หน้า 2. 

 

 

 

  185oC 

  175oC 

  97oC 
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3.2 กระบวนการสังเคราะห์ PLA 

 วิธีการสงัเคราะห์ PLA จากกรดแลกตกิ  สามารถทําได้  2 วิธี ได้แก่ การควบแนน่โดยตรง 

(direct polycondensation) และ กระบวนการเปิดวงแหวน  (ring opening polymerization) ซึ่ งทัง้    

2 กระบวนการเป็นกระบวนการทางเคมี (Vink; et al. 2002: 403-419) ดงัในภาพประกอบ 5 

 

 
 

ภาพประกอบ 5 ขัน้ตอนการสงัเคราะห์ PLA ทัง้การควบแนน่โดยตรง (direct polycondensation)  

 (ด้านบนของภาพ) และการเปิดวงแหวน (ring opening polymerization) (ด้านลา่งของภาพ) 

 

ท่ีมา: Astrid; et al. (2012). Poly-lactic acid synthesis for application in biomedical 

devices. Biotechnology Advances. p. 325.  

 

 

 

 

 

 

Direct 

polycondensation 
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 3.2.1 กระบวนการควบแนน่โดยตรง (direct polycondensation) 

   กระบวนการควบแนน่โดยตรง เป็นวิธีท่ีต้องใช้ตวัทําละลาย และคะตะลสิต์ (catalyst) 

ภายใต้สภาวะสญุญากาศ  ท่ีอณุหภมูิสงู เพ่ือดงึ นํา้ออกทําให้มอโนเมอร์ของกรดแลกตกิ  สร้างพนัธะ  

ตอ่กนัเป็นสาย PLA ดงัในภาพประกอบ 6 ในกระบวนการควบแนน่ของ  PLA พอลเิมอร์ท่ีเกิดขึน้ จะมี

นํา้หนกัโมเลกลุต่ําถึงปานกลาง สามารถใช้ได้ในรูปแบบนี ้หรือนําไปรวมกบัไอโซไซยาเนต (isocyanate)    

อีพอกไซด์ (epoxide) หรือเพอรอกไซด์ (peroxide) เพ่ือให้ได้นํา้หนกัโมเลกลุตา่ง  ๆ ตามต้องการ  (Lunt. 

1998: 145-152; Lunt; & Andrew. 2000: 191-205; Gupta; Revagade; & Hilborn. 2007: 455-

482) Achmad; et al. (2009: 342-350) รายงานวา่ กระบวนการควบแนน่ภายใต้สภาวะสญุญากาศ โดยไม่

ต้องใช้ คะตะลิสต์ ตวัทําละลาย และ สารตัง้ต้นของ ปฏิกิริยาสามารถทําให้เกิด  PLA ได้ แต่

จําเป็นต้องใช้อณุหภมูิสงูในการทํา ปฏิกิริยา  นอกจากนีบ้ริษัท  Mitsui Toatsu Chemical ได้ศกึษา

การควบแนน่ โดยตรงโดยใช้คะตะลสิต์ และตวัทําละลาย อินทรีย์ท่ีจดุเดือดสงู  พบวา่ ได้ผลิตภณัฑ์เป็น 

oligomer ท่ีมีนํา้หนกัโมเลกลุเฉล่ียประมาณ ร้อยละ  10 และยงัพบวา่  มีผลผลิตอ่ืน  ๆ ท่ีไมต้่องการ

เกิดขึน้ได้ด้วย  เน่ืองจากเกิด การจบักั นเองภายในโมเลกลุ  และยงัเกิ ดกระบวนการยอ่ยสลายควบคู่

ไปด้วย  ดงันัน้ กระบวนการควบแนน่โดยตรงจงึไมน่ิยมนํามาใช้ในระดบัการผลิตขนาดใหญ่  ใช้ในการ

สงัเคราะห์ในระดบัห้องปฏิบตักิาร เพียงเทา่นัน้  เน่ืองจากกระบวนการนีมี้ความไวในการ เกิดปฏิกิริยา 

ปลอดภยั และเป็นกระบวนการท่ีงา่ย (Dutkiewicz; Grochowska-Lapienis; & Tomaszewski. 2003: 

66-70)  

 

 
 

ภาพประกอบ 6 ปฏิกิริยาการสงัเคราะห์ PLA ด้วยกระบวนการควบแนน่โดยตรง  

 

ท่ีมา: Lin; et al. (2012). Poly (lactic acid)-based biomaterials: synthesis, modification and 

applications. Biomedical Science, Engineering and Technology. p. 250.  
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 3.2.2 กระบวนการเปิดวงแหวน (Ring opening polymerization) 

 กระบวนการเปิดวงแหวนเป็นวิธีทางเคมีท่ีมีประสิทธิภาพสงู เน่ืองจากให้พอลิเมอร์ท่ีมี

นํา้หนักโมเลกลุสงู กระบวนการเปิดวงแหวน ประกอบด้วย 3 ขัน้ตอน คือ เร่ิมจาก มอโนเมอร์ของกรด

แลกตกิเข้าสูก่ระบวนการควบแนน่  (polycondensation) ทําให้เกิดการสร้างพนัธะตอ่กนั จากนัน้เข้าสู่

ขัน้ตอนท่ี 2 กระบวนการดีพอลิเมอไรเซชนั (depolymerization หรือ cyclization) ทําให้เกิดเป็นวงแหวน

แลกไทด์ และขัน้ตอนสดุท้ายคือกระบวนการเปิดวงแหวน (ring opening polymerization) ทําให้วงแหวน

แลกไทด์สลายพนัธะเปิดวงแหวนออกเป็นพอลิแลกไทด์ ดงัในภาพประกอบ 7 ในกระบวนการดงักลา่ว

ไมต้่องใช้ตวัทําละลายในปฏิกิริยา แตจํ่าเป็นต้องเพิ่มขัน้ตอนการทําให้สารบริสทุธ์ิก่อน เพ่ือกําจดัสารท่ี

ไมต้่องการออกจากผลติภณัฑ์ เชน่ ผา่นการกลัน่ก่อนจงึจําเป็นต้องใช้อปุกรณ์ท่ีซบัซ้อน (Kricheldorf; 

& Kreiser-Saunders. 1996: 85-102; Radano; Baker; & Smith. 2000: 1552-1553) และยงัต้องใช้

คะตะลิสต์ท่ีรุนแรง เชน่ ดีบกุ สงักะสี อะลมูิเนียม และตะกัว่ ใช้ตวัเร่ิมปฏิกิริยา เชน่ n-sec- และ tert-butyl 

lithium หรืออาจจําเป็นต้อง ใช้ตวัทําละลาย เชน่ ไดฟีนลิอีเ ทอร์ (diphenylether) โทลอีูน  (toluene) 

และคลอโรฟอร์ม  (chloroform) ดงัในตาราง 1 (Garlotta. 2001: 63–84; Chen; et al. 2006: 468–

472) นอกจากนีย้งัมีกระบวนการเปิดวงแหวนของแลกไทด์  วิธีอ่ืน เชน่ การเตมิสารเข้าไปแทรกกบัแลก

ไทด์ ซึง่กลไกนีข้ึน้อยูก่บัคะตะลสิต์ ในกระบวนการเปิดวงแหวน(Mehta; et al. 2005: 325-349) ซึง่คะตะ

ลิสต์จะเร่งปฏิกิริยาการดงึนํา้ออก (Auras; Harte; & Selke. 2004: 835-864) การสงัเคราะห์ PLA จากแลก

ไทด์โดยกระบวนการเปิดวงแหวนเป็นวิธีทีรู้จกักนัอยา่งแพร่หลาย และนิยมนํามาใช้ในระดบัอตุสาหกรรม 

(Dutkiewicz; Grochowska-Lapienis; & Tomaszewski. 2003: 66-70) 

 

ภาพประกอบ 7 ปฎิกิริยาการสงัเคราะห์ PLA ด้วยกระบวนการเปิดวงแหวน 
 

ท่ีมา: Lin; et al. (2012). Poly (lactic acid)-based biomaterials: synthesis, modification and 

applications. Biomedical Science, Engineering and Technology. p. 250. 
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 3.3 การประยุกต์ใช้ PLA 

  การนํา PLA มาใช้งานในชว่งแรกจํากดัอยูใ่นเฉพาะด้านการแพทย์  เชน่ อปุกรณ์การปลกู

ถ่ายอวยัวะ  และไหมละลาย สําหรับการเย็บแผ ลในการผา่ตดั เน่ืองจากการผลิตมีต้นทนุสงู  และผลิต  

ได้ยากจงึไมแ่พร่หลาย จนในปัจจบุนั มีการพฒันาเทคโนโลยีในการผลิตขึน้ทําให้  PLA ถกูนํามาใช้เชงิ

พาณิชย์มากย่ิงขึน้ (Datta; & Henry. 2006: 1119-1129) และนํามาใช้ในด้านตา่ง ๆ เชน่ 

  ด้านเภสชัศาสตร์ เน่ืองจาก PLA สามารถยอ่ยสลายได้เอง จงึให้เกิดการศกึษามากมาย

ทางด้านระบบการสง่ผา่นยา โดยพอลเิมอร์ท่ีบรรจยุา จะถกูยอ่ยโดยกระบวนการแบบไฮโดรไลซิ ส และ

ตวัยาจะถกูปลอ่ยออกมาทีละน้อย (Wood. 1980; 1-18; Langer; & Nikolaus. 1983: 61-126) 

  ด้านเคร่ืองนุง่หม่ โดย บริษัทคาเนโบะ ประเทศญ่ีปุ่ น ได้ผลิตเส้นใย PLA และนํามาตดั

เย็บเป็นเคร่ืองนุง่หม่ ภายใต้ย่ีห้อ LACTRONTM 

  ด้านบรรจภุณัฑ์ โดย PLA ย่ีห้อ Cargill Dow‘s Nature Works

ซึง่ได้จดัแสดงในงาน Nagano Olympics (Lunt; & 

Andrew. 2000: 191-205) 
TM

 

 เป็นพอลเิมอร์ท่ียอ่ย สลาย

ได้เร็วท่ีถกูนํามาใช้อยา่งแพร่หลาย ทัง้ในด้านการบรรจภุณัฑ์ (โดยเฉพาะบรรจภุณัฑ์อาหาร) ฟิล์ม และ

เส้นใย ประโยชน์ของ PLA ท่ีผลิตโดยบริษัท Cargill Dow (Laitinen; et al. 1992: 1012-1016) 

4. กระบวนการย่อยสลายพลาสตกิชีวภาพ (Biodegradation of bioplastic) 

 กระบวนการยอ่ยสลายพลาสตกิชีวภาพโดยจลุิ นทรีย์จะเกิดจาก เอนไซม์ท่ีจลุินทรีย์สร้างขึน้ 

ซึง่การยอ่ยแบง่ออกเป็น 2 ขัน้ตอน คือ ขัน้ตอนท่ี 1 เร่ิมจากการยอ่ยสลาย ท่ีเกิดขึน้ภายนอก เซลล์  

เน่ืองจากขนาดของสายพอลิเมอร์ยงัมีขนาดใหญ่ และไมล่ะลายนํา้จงึไมส่ามารถเข้าสูเ่ซลล์ได้ จลุินทรีย์

จงึต้องสร้างเอนไซม์ภายในเซลล์ และปลดปลอ่ยเอนไซม์ออกนอกเซลล์เพ่ือยอ่ยสลายซึง่เกิดได้ 2 แบบ 

คือใช้ endo-enzyme หรือเอนไซม์ท่ีทําให้เกิดการแตกตวัของพนัธะภายในสายพอลิเมอร์อยา่งไมเ่ป็น

ระเบียบ และ exo-enzyme หรือเอนไซม์ท่ีทําให้เกิดการแตกหกัของพนัธะทีละหนว่ยจากหนว่ยท่ีเล็ก

ท่ีสุดท่ีอยูด้่านปลายของสายพอลเิมอร์ เอนไซม์ท่ีปลอ่ยออกไปจะเ ข้ายดึเกาะกบัผวิของพอลเิมอร์ ด้วย

แรง hydrophobic interaction หรือแรงอ่ืน และเม่ือพอลเิมอร์ถกูยอ่ยสลายให้มีขนาดเลก็ลงแล้ว จะเข้า

สูข่ัน้ตอนท่ี 2 คือ เม่ือพอลเิมอร์ ท่ีแตกตวัจนมีขนาดเล็ก  จะถกูดดูซมึผา่นเข้าเย่ือหุ้มเซลล์ ของจลุินทรีย์

เข้าสูก่ระบวนการ เมทาบอลิซมึ  เ 1ป็นพลงังาน  นํา้ มีเทน คาร์บอนไดออกไซด์ 1 เกลือ แร่ธาตตุา่ง  ๆ และ         

มวลชีวภาพ  โดยท่ี สารบ างสว่นจะไปเหน่ียวนําให้จลุินทรีย์ สร้างเอนไซม์ในปริมาณท่ีมากขึน้ 1ดงัใน                   

ภาพประกอบ 8 (Jaeger; et al. 1994: 29-63, Tserki; et al. 2006a: 367-376, Tserki; et al. 2006b: 377-

384) 
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ภาพประกอบ 8 กลไกการยอ่ยสลายพลาสตกิชีวภาพโดยจลุนิทรีย์ 

 

ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Marten; et al. (2003). Studies on the enzymatic hydrolysis of poly 

esters I. Low molecular mass model esters and aliphatic polyesters. Polymer Degradation and 

Stability. p. 486. 

 

5. จลุนิทรีย์ที่สามารถย่อยสลาย PLA ได้ (PLA biodegrading Microorganisms) 

 จลุินทรีย์เป็นปัจจยัหลกัในกระบวนการยอ่ยสลายทางชีวภาพ โดยจลุนิทรีย์ท่ีสามารถยอ่ยสลาย 

PLA ได้แสดงในตาราง 2 การศกึษาเก่ียวกบัจลุนิทรีย์ท่ีสามารถยอ่ยสลาย PLA  Williams (1981: 5-7) 

เป็นนกัวิทยาศาสตร์คนแรกท่ีรายงานการยอ่ยสลาย PLA โดยใช้เอนไซม์โปรตเินส  เค (proteinase K) 

ซึง่เป็นเอนไซม์เซอรีนโปรตเิอส  (serine protease) ท่ีแยกได้จากรา Tritirachium album ตอ่มา  

Pranamuda; Tokiwa; & Tanaka (1997: 1637-1640) รายงานวา่ Amycolatopsis sp. สายพนัธุ์  HT-32 

เป็นแอคตโินมยัสีทช นดิแรกท่ีสามารถยอ่ยสลาย PLA ได้โดยสามารถสร้างบริเวณใสบนจานเลีย้งเชือ้  

ท่ีมี PLA ได้ และพบวา่เอนไซ ม์ทีไ่ด้มีลกัษณะคล้ ายกบัเอนไซม์โปรตเินส โดยแอคตโินมยัสีทนีส้ามารถ

ยอ่ยสลายฟิล์ม PLA ได้ 60 มิลลิกรัม หลงัการบม่ในอาหารเหลว เป็นเวลา 14 วนั นอกจากแอคตโินมยัสีท 

สายพนัธุ์นีย้งัพบวา่ Amycolatopsis sp. สายพนัธุ ์15 สามารถสร้างบริเวณใสบนอาหารท่ีประกอบด้วย PLA 
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ได้เชน่กนั แสดงให้เห็นวา่  แอคตโินมยัสีทท่ี สามารถยอ่ยสลาย PLA กระจายตวั อยูใ่นสกลุดงักลา่ว      

ในการศกึษาตอ่มา มีรายงานวา่ แอคตโินมยัสีท ท่ีสามารถยอ่ยสลาย PLA ได้นัน้ เป็นแอคตโินมยัสีท          

ในสกลุ Amycolatopsis (Ikura; & Toshiaki. 1999: 247-251; Nakamura; et al. 2001: 345-353;            

Tokiwa; & Jarerat. 2003: 283-289) ตอ่มา Ikura; & Kudo (1999: 247-251) ได้แยก Amycolatopsis           

สายพนัธุ ์3118 จากดนิ นํา้จากบอ่ และแมนํ่า้ โดยพบวา่ มีการยอ่ยสลายฟิล์ม  PLA อยา่งสมบรูณ์ด้วย

จลุินทรีย์ สายพนัธุ์นีภ้ายใน 2 สปัดาห์  และ  Tokiwa; Konno; & Nishida (1999: 355-356) พบ 

Amycolatopsis sp. สายพนัธุ์ KT-s-9 ซึง่สามารถยอ่ยเส้นใยไหม และ PLA ได้ Tomita; Yutaka; & Koat 

(1999: 752-755) รายงานถึงแบคทีเรียทนร้อนชนิด Brevibacillus sp. ซึง่สามารถยอ่ยฟิล์ม  L-PLA ท่ี

อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส โดยแยกได้จากดนิ  จากนัน้ Nakamura; et al. (2001: 345-353) ได้แยก 

Amycolatopsis sp. สายพนัธุ์ K10H-1 และ K104-2 ได้จากตวัอยา่งดนิ ซึง่เอนไซม์นีมี้ลําดบักรดอะมิโน

คล้ายกบัเอนไซม์เซอรีนโปรตเิอส  Sakai; et al. (2001: 298-300) คดัแยกแบคทีเรียทนร้อนซึง่สามารถ

ยอ่ยสลาย  L-PLA ได้จากกองปุ๋ ยหมกั ซึง่ระบวุา่เป็น Bacillus smithii แบคทีเรียสายพนัธุ์นีเ้จริญได้ดี

ในอาหารท่ีมี L-PLA ร้อยละ 1 และนํา้หนกัโมเลกลุของ L-PLA ลดลงร้อยละ 35.6 หลงัจากบม่ไว้เป็น

เวลา 3 วนั ในสภาวะท่ีมีการเขยา่ท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส   Jarerat; Pranamuda; & Tokiwa (2002: 

420-428) ศกึษาการกระจายของจลุนิทรีย์ท่ียอ่ยส ลาย PLA ในกลุม่  แอคติ โนมยัสีทเป็นจํานวน 

105 สายพนัธุ์  โดยศกึษาลําดบัเบสบริเวณ 16S rDNA พบวา่ สายพนัธุ์ท่ียอ่ยสลาย PLA จดัอยูใ่นวงศ์ของ 

Pseudonocardiaceae และสกลุท่ีเก่ียวข้อง ได้แก่ Amycolatopsis, Kibdelosporangium, Saccharothrix, 

Lentzea และStreptoalloteichus Tokiwa; & Jarerat (2003: 283-289)  ยืนยนัวา่แอคตโินมยัสีทในวงศ์ 

Pseudonocardiaceae และสกลุท่ีเก่ียวข้อง มีบทบาทสําคญัในการยอ่ยสลาย PLA ตอ่มา Tomita; et al. 

(2004: 433-438) คดัแยกแบคทีเรียทนร้อนชนิด Geobacillus sp. สายพนัธุ์  41 ท่ีสามารถยอ่ยสลาย    

L-PLA ได้ โดยใช้เวลา 20 วนั ท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส Tokiwa; & Jarerat (2004: 771-777) 

รายงานการคดัแยกจลุนิทรีย์หลายกลุม่ท่ีสามารถยอ่ยสลาย PLA ได้ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส  

จลุินทรีย์สว่นใหญ่จดัอยูใ่นกลุม่ของวงศ์  Pseudonocardiaceae และสกลุอ่ืน  ๆ ได้แก่ Amyolatopsis, 

Lentzae, Kibdelosporangium, Streptoalloteichus และ Saccharothrix Tomita; et al. (2004: 433-438) 

รายงานวา่เม่ือใช้ crude enzyme ท่ีผลิตได้จาก Geobacillus thermocatenulatus สามารถยอ่ยสลาย 

PLA ขนาดโมเลกลุ 47,000 หนว่ย ท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส โดยใช้ร ะยะ เวลา 20 วนั  
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Kim; et al. (2007: 234–239) พบแบคทีเรียทนร้อนชนิดใหมแ่ยกได้จากปุ๋ ยหมกั และระบวุา่เป็น  

Bacillus licheniformis ซึง่ไมเ่พียงแตย่อ่ยสลาย L-PLA ท่ีมีนํา้หนกัโมเลกลุต่ําเทา่นัน้  แตย่งัสามารถ

ยอ่ยสลาย L-PLA ชนิดอ่ืนท่ีมีนํา้หนกัโมเลกลุสงูได้ท่ีอณุหภมูิ  58 องศาเซลเซียส การยอ่ยสลายดงักลา่ว

สามารถยืนยนัได้จากนํา้หนกัโมเลกลุ  และคา่ความหนืดของพอ ลิเมอร์ท่ีเปล่ียนไป  ในปี ค.ศ. 2009 มี

รายงานวา่ พลาสตกิชนดินีส้ามารถถกูยอ่ยสลายได้ด้วยจลุินทรีย์ชนิดอ่ืนได้ด้วย เชน่ Bacillus brevis, B. 

stearothermophilus, B. Licheniformis, N. fastidiosa, Geobacillus thermocatenulatus, Laceyella 

sacchari, Micromonospora echinospora, M. Viridifaciens, Nonomureae terrinata  และ  

Thermoactinomyces vulgaris (Tomita; Yutaka; & Kota. 1999: 752-755; Tomita; et al. 2003: 

167-171; Tomita; et al. 2004: 433-438) Sukkhum; et al. (2009a: 459-467, 2009b: 302-306) พบแอ

คตโินมยัสีทชอบร้อนในสกลุ Actinomadura keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 ซึง่สามารถผลิตเอนไซม์ยอ่ย

สลาย PLA ได้สงู โดยในระดบัฟลาสก์สามารถผลิตเอนไซม์ได้ 44.6 U/ml ในขณะท่ีในระดบัถงัหมกั

แบบอากาศลอยตวั ผลิตเอนไซม์ได้ถึง 150 U/ml ไมน่านมานี  ้Maytiya; et al. (2012: 128-132) ศกึษา

การยอ่ยสลาย PLA โดยใช้ Pseudonocardia alni สายพนัธุ์  AS4.1531T โดยบม่ท่ีอณุหภมูิ 60 องศา

เซลเซียส พบวา่ สามารถยอ่ยสลายฟิล์ม PLA ได้ และทําให้นํา้หนกัลดลงมากกวา่ร้อยละ  70 ภายในเวลา 

20 วนั โดยแอคตโินมยัสีทสายพนัธุ์นีส้ามารถยอ่ย  PLA ได้ 35.8 มลิลกิรัมจากปริมาณ PLA ทัง้หมด 

50 มิลลิกรัม และ Hanparkphoom; et al. (2014: 13-22)ศกึษาลกัษณะของเอนไซม์ท่ียอ่ยสลาย PLA 

ท่ีสร้างจาก Laceyella sacchari สายพนัธุ์ LP175 ซึ่ งเป็นแบคทีเรียทนร้อน พบว่ า เอนไซม์ท่ีได้จาก

จุลินทรีย์ ชนิดนีเ้ป็นเอนไซม์เซอรีนโปรตเิอส ซึง่สามารถยอ่ยสลาย PLA ได้มีสภาวะท่ีเหมาะสมใน     

การยอ่ยสลายคือ สภาวะความเป็นกรด- เบสท่ีเหมาะสมอยูท่ี่  pH 9 อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส และ               

มีความเสถียรของเอนไซม์ท่ีอณุหภมูิสงูถึง 50 องศาเซลเซียส 
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ตาราง 2 จลุินทรีย์ ชนิดของเอนไซม์ และวิธีการตรวจวดัการยอ่ยสลาย PLA 

 

จุลนิทรีย์ ชนิดเอนไซม์ อ้างองิ 

Tritirachium album –  Williams. 1981 

Amycolatopsis sp. HT 32 Protease Pranamuda; Tokiwa; & Tanaka. 1997 

Amycolatopsis sp. 3118 Protease Ikura; & Toshiaki. 1999 

Amycolatopsis sp. KT-s-9 Protease Tokiwa; Yutaka; & Kota.1999 

Amycolatopsis sp. 41 Protease Pranamuda; Tokiwa; & Tanaka., 2001 

Amycolatopsis sp. K104-1 Protease Nakamura; et al. 2001 

Bacillus smithii – Sakai; et al. 2001 

Lentzea waywayandensis Protease Jarerat; Tokiwa; & Tanaka. 2003 

Kibdelosporangium aridum Protease Jarerat; Tokiwa; & Tanaka. 2003 

Tritirachium album ATCC 22563 Protease Jarerat; & Tokiwa. 2001 

Brevibacillus sp. Protease Tomita; Yutaka; & Kota. 1999 

Bacillus stearothermophilus Protease Tomita; et al. 2003 

Bacillus smithii PL 21 Lipase Tomita; et al. 2004 

Bacillus licheniformis PLLA-2 – Kim; et al. 2007 

Paenibacillus amylolyticus TB-13 Lipase Shigeno; et al. 2003 

Bacillus clausii สายพนัธุ์ pLA-M4 Lipase Mayumi; et al. 2008 

Bacillus cereus สายพนัธุ์ pLA-M7 Lipase Mayumi; et al. 2008 

Paecilomyces sp. – Sangwan; & Wu, 2008 

Thermomonospora sp. – Sangwan; & Wu. 2008 

Actinomadura keratinilytica T16-1 Protease Sukkhum; et al. 2009a,b 

Pseudonocardia alni AS4.1531T – Maytiya; et al. 2012 

Laceyella sacchari Protease Hanparkphoom; et al. 2014 
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6. เอนไซม์ที่ใช้ในกระบวนการย่อยสลาย PLA (PLA degrading enzyme) 

 การยอ่ยสลาย PLA เกิดจากกระบวนการไฮโดร ลิซิสโดยใช้เอนไซม์ทํา ปฏิกิริยา 2 ขัน้ตอน ขัน้

แรกเอนไซม์จะถกูดดูซมึเข้าไปใน ผวิของพลาสตกิตรงบริเวณ  surface-binding domain และ การเกิด

ไฮโดรไลซิสท่ีตําแหนง่ของพนัธะเอสเทอร์ (Tokiwa; & Buena. 2006: 244-251) ทัง้นีก้ลุม่ของเอนไซม์

ท่ีมีบทบาทในกระบวนการยอ่ยสลายพลาสตกิชีวภาพท่ีมีรายงานนัน้มี 3 ชนิด ได้แก่ 

 6.1 เอนไซม์โปรตเิอส 

  เอนไซม์ โปรตเิอสเป็นเอนไซม์ท่ีสามารถเ ร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิ สของโปรตีน เป็นกรดอะมิโน  

โดยตดัท่ีตําแหนง่พนัธะเปปไทด์  โดย Williams (1981: 5-7) ศกึษาการยอ่ยสลาย L-PLA ด้วยเอนไซม์             

โปรตเินสเคซึง่เป็นเอนไซม์ท่ีได้จาก รา Tritirachium album ตอ่มา Reeve; et al. (1994: 825-831) 

รายงานวา่  กรดอะมโิน ตามธรรมชาตซิึง่เป็นสว่นป ระกอบของโปรตีนมีโครงสร้างเป็น แอล-ไอโซเมอร์            

ซึง่สง่ผลให้เอนไซม์โปรตเิอส มีความจําเพาะกบัแอล- ไอโซเมอร์  โดยจบับริเวณ  repeated L-lactic acid  

ทําให้ไมส่ามารถตดัพนัธะของ  D-PLA ได้ เหตผุลนีจ้งึทําให้สรุปได้ วา่ เอนไซม์โปรตเิอส สามารถยอ่ย

สลาย PLA ท่ีมีลกัษณะเป็น  แอล-ไอโซเมอร์ได้ McDonald; Stephen; & Richard (1996: 7356-7361) 

ใช้เอนไซม์ชนิดนีใ้นการศกึษากลไกการยอ่ยสลาย L-PLA ประเภทแอลไอโซเมอร์  พบวา่ เอนไซม์โปรติ

เอสสามารถยอ่ยสลายได้เพียง แอล-ไอโซเมอร์เทา่นัน้ และทําให้เกิดกรดแลกตกิ Oda; et al. (2000: 

29–32) ศกึษาการยอ่ยสลาย PLA ด้วยเอนไซม์โปรตเิอส ท่ีมีขายตามท้องตลาด  โดยวดัปริมาณของ

กรดแลกตกิท่ีถกูสร้างขึน้หลงัจาก  สิน้สดุปฏิกิริยาด้วยการต้ม 5 นาที พบวา่ เอนไซม์ยอ่ย สลาย PLA 

สว่นใหญ่จดัอยูใ่นกลุม่  alkaline protease ตอ่มา Tsuji; & Takeharu (2001: 59-65) พบวา่ เอนไซม์

โปรตเินสเคสามารถยอ่ยสลาย  PLA ทําให้มีขนาดเล็กลง ได้ Moon; Urayama; & Kimura (2003: 301-

309) รายงานวา่สามารถใช้ เอนไซม์ โปรตเินสเคยอ่ย สลายโคพอลเิมอร์ของฟิล์ม PLA Lim; et al. 

(2005: 459-464) ศกึษาเปรียบเทียบการยอ่ยส ลายพลาสตกิชีวภาพระหวา่งเอนไซม์ทางการค้าคือ          
α-chymotrypsin กบัเอนไซม์ในกลุม่เซอรีนโปรตเิอสชนิดอ่ืน  ๆ ได้แก่  ทริปซิน  (trypsin) อีลาสเทส  

(elastase) โปรตเินสเค และซบัทิลิซิน (subtilisin) โดยใช้พลาสตกิ ยอ่ยสลายทาง ชีวภาพ PLA PBS 

PBSA PHB PCL PBS/C และ PES พบวา่ เอนไซม์ทัง้หมดสามารถยอ่ยสลาย PLA ได้ สว่นเอนไซม์ 

α-chymotrypsin สามารถยอ่ยสลายได้เฉพาะ PLA และ PBSA ได้ โดยเอนไซม์  α-chymotrypsin          

มีความจําเพาะตอ่พนัธะ α-ester ของ PLA ทําให้สามารถยอ่ยพลาสตกิชีวภาพนีไ้ด้ นอกจากนีก้ารยอ่ย

สลาย PLA พบวา่ เป็นเอนไซม์ในกลุม่เซอรีนโปรตเิอส (Sukkhum; et al. 2009b: 302-306, Hanparkphoom; 

et al. 2014: 13-22) 
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 6.2 เอนไซม์ไลเปส 

 เอนไซม์ไลเปสเป็นเอนไซม์ท่ีสามารถเร่งการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสท่ีบริเวณพนัธะเอสเทอร์

ในโมเลกลุของไตรกลีเซอไรด์ท่ีมีสายคาร์บอนยาวมากกวา่ 10 อะตอมได้เป็นมอโนกลีเซอไรด์ไดกลีเซอไรด์ 

และกรดไขมนัอิสระ อยา่งไรก็ตาม  ไลเปสไมส่ามารถตดัพนัธะของ PLA ขนาดใหญ่ท่ีเป็นแอล-  และดี-

พอลิแลกไทด์ในรูปผสมได้ ไลเปสไมส่ามารถยอ่ยอะลิฟาตกิพอลิเอสเทอร์  เน่ืองจาก ไมมี่อะตอม

คาร์บอนท่ีมีหมูเ่มทิลระหวา่งพนัธะเอสเทอร์ พอลิเมอร์ท่ีมี รูปร่างไมแ่นน่อน เชน่ PHB หรือ PLA ซึง่

ตอ่มาพบ วา่การยอ่ยสลาย PLA อยา่งสมบรูณ์นัน้จะต้องใช้เอนไซม์เอสเทอเรส และไลเปส ร่วมกนั  

(Sakai; et al. 2001: 298-300) 

 6.3 เอนไซม์เอสเทอเรส 

 เอสเทอเรส เป็นเอนไซม์ท่ีสามารถเร่ งการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของ กรดไขมนัท่ีมีสาย

คาร์บอนสัน้กวา่ 10 อะตอม โดยการตดัพนัธะเอสเทอร์  Tezuka; et al. (2004: 115-121) พบวา่  

เอนไซม์เอสเทอเร สท่ียอ่ยอะลิฟาตกิพอลิเอสเทอร์  ผลิตได้จาก  Bacillus pumilus สายพนัธุ์ KT1012 

Mayumi; et al. (2008: 743-750) พบวา่ เอนไซม์ท่ียอ่ยสลาย  poly (DL-lactic acid) จดัอยู่ในกลุม่

ของเอนไซม์คาร์บอกซีเอสเทอเรส  (carboxylesterase) (EC 3.1.1.1) ซึง่สามารถยอ่ยสลายอะลฟิาตกิ  

พอลิเอสเทอร์ เชน่ tributyrin p-nitrophenyl ester (C2-C18

 

) PBS PBSA PCL PHB และ PLA 

7. การสังเคราะห์ PLA ด้วยกระบวนการทางชีวภาพ (Biosynthesis of PLA) 

 พลาสตกิชีวภาพชนดิ  PLA เม่ือผา่นกระบวนการยอ่ยสลายตามธรรม ชาตโิดยจลุินทรีย์แล้ว  

จะได้ผลิตภณัฑ์เป็น กรดแลกตกิ ซึง่กรดแลกตกิ นีส้ามารถนํากลบัมาใช้เป็นสารตัง้ต้นในกระบวนการ

สงัเคราะห์พลาสตกิ PLA ได้ อยา่งไรก็ตาม การศกึษาสว่นใหญ่ใช้กระบวนการทางเคมีในการสงัเคราะห์ 

PLA แตก่ารสงัเคราะห์ PLA ใหมด้่วยวิธีการทางชีวภาพนัน้ ยงัมีการศกึษาไมม่ากนกั Takahashi; et al. 

(2004: 346-353) ศกึษา การยอ่ยสลาย PLA ชนิด  DL-PLA โดยใช้เอนไซม์ ไลเปส  ท่ีอณุหภมูิ    

60 องศาเซลเซียส  ซึง่ PLA จะถกูเปล่ียนให้เป็นโอลิโกเมอร์ท่ีเป็นวง แหวนแลกไทด์  และสามารถนํา

กลบัมาใช้ผลิต PLA ได้ เชน่เดียวกบัการใช้เอนไซม์ไลเปสทางการค้าท่ีมีช่ือวา่ lipase CA (Novozyme 

435) ในการยอ่ยสลาย  PLA ซึง่จะได้ผลิตภณัฑ์ โอลิโกเมอร์ท่ีเป็นวง แหวนท่ีสามารถนํากลบัมาใช้ใน

การผลติ PLA ได้อีกครัง้ โดยทําปฏิกิริยาท่ีอณุหภมูิ 100 องศาเซลเซียส (ภาพประกอบ 9) 
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ภาพประกอบ 9 การนํา PLA กลบัมาใช้ใหมโ่ดยใช้เอนไซม์ไลเปส ทัง้ในกระบวนการยอ่ยสลาย PLA      

        และการนํากลบัมาสงัเคราะห์ใหม่ 

 

ท่ีมา: Takahashi; et al. (2004). lipase-catalyzed transformation of poly(lactic acid) 

into cyclic oligomers. Macromolecular Bioscience. p. 349. 

 

 Lassalle; & Ferreira (2008: 1493-1502) ศกึษาภาวะท่ีเหมาะสม ในการนํากรดแลกตกิท่ี

ผา่นกระบวนการยอ่ยสลายมาแล้ว  มาสงัเคราะห์เป็น PLA ขึน้ใหม่โดยใช้คะตะลสิต์คือเอนไซม์ไลเปส

ในตัวทําละลายเฮกเซน จากการศกึษาพบวา่  ภาวะท่ีเหมาะสมในการสงัเค ราะห์ PLA คือท่ีอณุหภมูิ                          

60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 96 ชั่วโมง โดยได้ PLA สงูถึงร้อยละ 55 

 Roeb; et al. (2009: 197-201) ศกึษาการสงัเคราะห์  PLA ใหม่โดยใช้เอนไซม์ไลเปสเป็นคะ

ตะลสิต์ผา่นกระบวนการเ ปิดวงแหวนแลกไทด์  พบภาวะท่ีเหมาะสมคือ ท่ีอณุหภมูิ 65 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 3 วนั โดยใช้กรดแลกตกิร้อยละ 20 (w/v) ในภาวะท่ีมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์เหลว ทัง้นี ้ PLA 

ท่ีเกิดขึน้ มีมอโนเมอร์ตอ่กนัมากถึง 12,900 หนว่ย 
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 Chuensangjun; et al. (2012: 154-157) ศกึษาการนําเอากรดแลกตกิมาสงัเคราะห์ขึน้ใหม่

โดยใช้เอนไซม์ ไลเปสทางการค้าเป็นคะตะลสิต์  และศกึษาคณุสมบตัขิองพอลิเมอร์ ท่ีสงัเคราะห์ได้  

พบวา่  ปัจจยัสําคญัในการรวมตวั ของกรดแลกตกิ คืออณุหภมูิ  ซึง่อณุหภมูิท่ีเหม าะสมท่ีสดุคือ      

50 องศาเซลเซียส  โดยใช้เวลา 5 ชัว่โมง นอกจากนีค้วามเข้มข้น ของเอนไซม์ไลเปสก็สง่ผลตอ่นํา้หนกั

โมเลกลุของ พอลเิมอร์  โดยพบวา่  นํา้หนกัโมเลกลุเพิ่มขึน้ได้ถึงร้อยละ  70 หากเพิ่มความเข้มข้นของ

เอนไซม์ไลเปสจากร้อยละ 1.25 เป็นร้อยละ 5 

 ปัจจบุนักระบวนการยอ่ยสลายและการสงัเคราะห์  PLA ขึน้ใหมด้่วยกระบวนการ ทางชีวภาพ

ถือเป็นวิธีท่ีได้รับการพิจารณาวา่เป็นวิธีท่ียัง่ยืนและไมก่่อผลเสียตอ่ธรรมชาติ  การใช้เอนไซม์ยอ่ยสลาย 

PLA เป็นกรรมวิธีทางชีวภาพท่ีมีประโยชน์ ในการนําขยะพลาสตกิท่ีมี  PLA เป็นสว่นประกอบของ  PLA 

กระบวนการดงักลา่ว  จะดําเนินภายใต้สภาวะท่ีไมรุ่นแรง เป็นกระบวนการท่ีสะอาด  และไมก่่อให้เกิด

ผลติภณัฑ์ข้างเคียงท่ีไมต้่องการภายหลงักระบวนการยอ่ยสลาย  เชน่ สารราซิมิค  (racemic) ของ PLA 

จากรายงานการศกึษาข้างต้นทําให้เกิดแนวคดิในการศกึษาถึงการใช้วิธีการทางชี วภาพ ซึง่การศกึษานี ้

จะใช้เป็นพืน้ฐานในการยอ่ยสลาย PLA และนํามอโนเมอร์กลบัมาสงัเคราะห์ใหมโ่ดยใช้เอนไซม์ไล เปส 

ซึง่การศกึษานีจ้ะใช้เป็นพืน้ฐานในการนํา PLA ไปใช้ให้เกิดประโยชน์สงูสดุตอ่ไป 
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บทที่ 3 

วธีิดาํเนินการวจิัย 

 

1. เคร่ืองมือที่ใช้ในการทดลอง 

 

ตาราง 3 เคร่ืองมือท่ีใช้ในการทดลอง 

 

เคร่ืองมือท่ีใช้ในการทดลอง บริษัท   รุ่น 

1. เคร่ืองชัง่สารเคมี  

     (Dual range analytical balance) 

Denver TC-205 

2. ตู้กรองปลอดเชือ้  

     (Biosafty cabinet; laminar flow) 

NUAIRE NU-440 

 

3. ตู้บม่เพาะเชือ้  

     (High temperature incubator) 

Shel-lab 

 

C1565 

 

4. ตู้บม่เพาะเชือ้แบบเขยา่อณุหภมูิต่ํา  

     (Low temperature shaking incubator) 

Thermo Forma 

 

481 

 

5. ตู้บม่เพาะเชือ้แบบเขยา่อณุหภมูิสงู  

     (High temperature shaking incubator) 

NBW 

 

Inova4000 

 

6. หม้อนึง่ความดนัไอนํา้  

     (Autoclave) 

TOMY ES-315 

 

7. ตู้อบร้อนฆา่เชือ้  

     (Hot air sterilizing oven) 

Fisher Scientific 

 

ISOTemp 

 

8. เคร่ืองวดัพีเอช  

     (pH meter) 

Suntex 

 

SP-2100 
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ตาราง 3 (ตอ่) 

 

เคร่ืองมือท่ีใช้ในการทดลอง บริษัท   รุ่น 

9. เคร่ืองป่ันเหว่ียง  

     (High speed centrifuge) 

Sorvell 

 

RC-50 

10. เคร่ือง Ultrasonic sonicator Labquip FS-250 

11. อา่งนํา้ร้อน  

     (Water bath) 

Heto 

 

Hmt200 

 

12. เคร่ืองวดัคา่การดดูกลืนแสง  

     (UV-Visible Spectrophotometer) 

Shimadzu 

 

UV-1700 

 

13. เคร่ืองป่ันผสม  

     (Vortex) 

Scientific industry G-560E 

14. กล้องจลุทรรศน์  

     (Light compound microscope) 

15. เคร่ืองวิเคราะห์สาร HPLC 

      (High Performance Liquid Chromatography) 

     Olympus 

 

SHIMAZU 

E202Ti/LED 

 

 10A 

16. เคร่ืองวิเคราะห์โครงสร้างโมเลกลุ NMR  

      (Nuclear Magnatic Rasonance) 

17. เคร่ืองวิเคราะห์นํา้หนกัโมเลกลุ LC/MS 

      (Liquid Chromatography / Mass Spectrometry) 

Vance 

 

QTRAP 

NMR-300MHz  

  

     3200 
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2. อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคมี 

 

ตาราง 4 อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคมีท่ีใช้ในการทดลอง 

 

อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคมี           บริษัท ย่ีห้อ 

1. แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2. 2H2 Ajax Finechem Pty, Ltd.  O) Univar 

2. คอปเปอร์ (II) ซลัเฟต (CuSO4.5H2 Merck KGaA O) Merck  

3. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) Ajax Finechem Pty, Ltd.  Univar 

4. โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3 VWR  International  ) AnalarR 

5. โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4 Ajax Finechem Pty, Ltd.  ) Univar 

6. โซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทรต (C4H4KNaO6·4H2 Merck KGaA O) Emsure 

7. เดก็โทรส (Dextrose) Himedia Laboratories Himedia 

8. ไดคลอโรมีเทน (CH3 Fisher Scientific UK  Cl)   Fisher  

9. ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต (K2HPO4 Ajax Finechem Pty, Ltd. ) Univar 

10. ทริปโตน (Tryptone) Himedia Laboratories Himedia 

11. ทริส (ไฮดรอกซีเมธิล)แอมิโนมีเทน     

     (NH2C(CH2OH)3

Ajax Finechem Pty, Ltd. 

) 

Univar 

12. โบวิน ซีรัม อลับมูนิ  

     (Albumin, Bovine Serum, Fraction V ) 

EMD Chemicals Inc. Calbiochem  

13. เพปโตน (Peptone) Himedia Laboratories Himedia 

14. โพแทสเซียม ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต(KH2PO4 Ajax Finechem Pty, Ltd. )  Univar 

15. พอล ิแอล-แลคตกิ แอซดิ  

     ((Poly (L-lactic acid; PLA)) 

  

16. ฟอลิน ซิโอแคลตรีูเอเจนต์  

     (Folin-Ciocalteu’s phenol reagent) 

Merck KGaA Merck  

17.  แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4.7H2 Merck KGaA O) Merck  

18. เมทานอล (CH3 Merck KGaA OH) Emsure 
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วิธีการดาํเนินการวิจัย 

ในการวจัิยครัง้นี ้ผู้วจัิยได้ดาํเนินการตามขัน้ตอนดงันี ้

 1.  การเตรียมสารเคมี 

 2. การเตรียมจลุินทรีย์ A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 

 3. การผลิตเอนไซม์ท่ียอ่ยสลาย PLA ท่ีผลิตจาก A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 

 4. การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ท่ียอ่ยสลาย PLA 

 5. การศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการยอ่ยสลาย PLA โดยเอนไซม์ท่ีผลิตจาก A. keratinilytica 

สายพนัธุ์ T16-1  

 6.  การวิเคราะห์ผลติภณัฑ์ท่ีได้จากการยอ่ยสลาย PLA  

 7.  การวิเคราะห์ผลทางสถิตเิพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสม ในการยอ่ยสลาย PLA จากเอนไซม์ท่ี

ผลิตจากเชือ้ A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1  

 8. การสงัเคราะห์ PLA จากผลิตภณัฑ์ ท่ีได้จากยอ่ยสลายโดยใช้เอนไซม์  ไลเปสทางการค้า

เป็นคะตะลสิต์โดยกระบวนการทางชีวภาพ 

 9. การวิเคราะห์  PLA ท่ีสงัเคราะห์ท่ีได้จากผลติภณัฑ์ท่ีได้จากการยอ่ยสลาย โดยใช้เอนไซม์

จากเชือ้ A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 โดยวิธีการทางชีวภาพ 

 

3. วิธีการดาํเนินการวิจัย  

 3.1 การเตรียมสารเคมี PLA 

 ละลาย PLA 1 กรัม ในตวัทําละลาย dichoromethane 20 มิลลิลิตร เม่ือละลายเป็นเนือ้เดียวกนั

ทําการเตมิ methanol 50 มิลลิลิตร เพ่ือทําการตกตะกอน PLAจากนัน้เท ตะกอนใสใ่นภาชนะแก้ว    

ทิง้ข้ามคืนเพ่ือระเหยสารละลายออก เก็บ PLA ผงท่ีได้เพ่ือนําไปใช้ในการศกึษาตอ่ไป 

 3.2 การเตรียมจุลนิทรีย์ A. keratinilytica สายพันธ์ุ T16-1   

 นํา A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 มาเลีย้งในอาหารแข็ง ISP-2 (ภาคผนวก ก  หมายเลข 

2) ทําการบม่ท่ีอณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 7 วนั หลงัจากนัน้นําโคโลนี ท่ีเจริญบนอาหารแข็ง

ประมาณ 1-2 ลปู ถ่ายใสล่งในขวดรูปชมพูข่นาด 250 มิลลิลิตร ซึง่บรรจอุาหารเหลว ISP-2 (ภาคผนวก หมายเลข 3) 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  นํามาเข้าเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็วรอบ  150 rpm อณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา  3-4 วนั นําเชือ้ท่ีเตรียมได้ไปใช้ในขัน้ตอนตอ่ไป 
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 3.3 การผลิตเอนไซม์ท่ีย่อยสลาย PLA จาก A. keratinilytica สายพันธ์ุ T16-1 

 นําเชือ้ท่ีเตรียมจากข้อ 3.2 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใสล่งในขวดรูปชมพู่ ปริมาตร 250 มิลลิลิตร 

ท่ีบรรจอุาหาร เหลว Basal medium ปริมาตร 50 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ก หมายเลข 1) ท่ีมีสว่นผสม

ของ PLA ผงร้อยละ 0.01  นํามาเข้าเคร่ืองเขยา่ท่ี ความเร็วรอบ 150 rpm อณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 3 วนั หลงัจากนัน้เก็บตวัอยา่งมาวิเคราะห์เอนไซม์ โดยนํามาป่ันเหว่ียงท่ี  6,000 xg อณุหภมูิ 

4 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 10 นาที เพ่ือแยกกากเซลล์และ PLA ท่ีเหลือออก  จากนัน้เก็บสว่นใสท่ีได้

จากการกรองแล้วนําไปวดักิจกรรมของเอนไซม์ และทดสอบการยอ่ยสลายตอ่ไป 

 3.4 การวเิคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์ย่อยสลาย PLA 

 เตรียม Emulsified PLA ความเข้มข้น  0.1 เปอร์เซ็นต์ โดยการนํา PLA ละลายใน  

dichoromethane 20 มิลลิลิตร จนหมด จากนัน้เตมิ Tris-HCl buffer (pH 9) (ภาคผนวก ข หมายเลข 1) 

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนัน้นํามาทําให้เข้ากนัเป็นเนือ้เดียวโดยเคร่ือง  Ultrasonic sonicator ท่ีตัง้

คา่ Amplify 40 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 2 นาที ทิง้ข้ามคืน  เพ่ือระเหย dichoromethane ออกนําสว่นผสม

ท่ีเตรียมได้ดงักลา่วมา 2.25 มิลลิลิตร และสว่นใสจากข้อ 3.3 ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร มาทําปฏิกิริยาท่ี

อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 30 นาที จากนัน้นํามาหยดุ ปฏิกิริยาในนํา้เย็นเป็นเวลา 5 นาที 

วดักิจกรรมของเอนไซม์โดยการวดัค่ าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 630 นาโนเมตร โดยกําหนดให้ 

1 unit ของเอนไซม์ หมายถึง ปริมาณของเอนไซม์ ท่ีทําให้คา่การดดูกลืนแสงลดลง 1 หนว่ยท่ีความยาว

คล่ืน 630 นาโนเมตร ภายใต้สภาวะท่ีทดสอบ คํานวณได้จาก สมการท่ี 1 

 

กิจกรรมของเอนไซม์ = (คา่ดดูกลืนแสง ควบคมุ – คา่ดดูกลืนแสงเอนไซม์

 

)×4×10×คา่การเจือจาง     (1) 

 

 3.5 การหาจุด ท่ีเหมาะสมในการย่อยสลาย PLA โดยเอนไซม์ จาก A. keratinilytica 

สายพันธ์ุ T16-1 ด้วยวธีิการทางสถติ ิ

 ออกแบบการทดลองแบบ  central composite design (CCD) โดยมีปัจจยัท่ีศกึษาทัง้หมด         

3 ปัจจยั คือ อุณหภมูิ (X1) เวลา (X2) และคา่กิจกรรมของเอนไซม์  (X3

(U/ml) 

) ซึง่ในการออกแบบการทดลอง

จะแบง่การทดลองออกเป็น องค์ประกอบ  3 สว่นท่ีสําคญัคือ  factorial point  center point และstar 

point 
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 สว่นท่ี 1 factorial point ซึ่งใช้สญัลกัษณ์  -1 แทนระดบัต่ํา  และ  +1 แทนระดบัสงูและ

สามารถหาจํานวนการทดลองทัง้หมดได้จาก 

จํานวนการทดลองของจดุ factorial point = 2K

 ในการทดลองครัง้นีมี้จํานวน ปัจจยั k = 3 ทําให้จํานวนการทดลองของจดุ  factorial point 

เทา่กบั 2

  (โดย k คือจํานวนปัจจยั) 

3

 สว่นท่ี 2 center point (n

 = 8 การทดลอง 

o

จํานวนการทดลองของจดุ center point =  n

) ซึง่ใช้สญัลกัษณ์ของ center point คือ 0 โดยจะต้องมีการทําซํา้

มากกวา่ 1 ครัง้ เพ่ือคํานวณหา pure  error และสามารถหาจํานวนการทดลองทัง้หมดได้จาก 

0 

 ในการทดลองครัง้นีมี้จํานวนการทดลองของจดุ  center point มีจํานวนเทา่กบั  n0

 สว่นท่ี 3 star point สามารถหาชว่งหา่งจาก center point ด้วยระยะเทา่กนัคือระยะ  α ซึง่

สามารถหาได้จาก สมการท่ี 2 

 = 3 การ

ทดลอง 

                                                     ระยะหา่ง α =4 √2k

ในการทดลองครัง้นีมี้ระยะหา่ง α =

  

4 √23 

และสามารถหาจํานวนการทดลองของจดุ star point ได้จาก 

 = ±1.68           (2) 

จํานวนการทดลองของจดุ star point = 2k 

ในการทดลองครัง้นีมี้จํานวนการทดลองของจดุ star point มีจํานวนเทา่กบั 2(3) = 6 การทดลอง 

 สามารถออกแบบจํานวนชดุการทดลองทัง้หมดได้จาก สมการท่ี 3  

                                                       2k + 2k + no 

จํานวนชดุการทดลองในครัง้นีเ้ทา่กบั  2

                                                                 (3) 
3

ดงันัน้จงึมีจํานวนการทดลองทัง้สิน้ 17x3 = 51การทดลอง 

 + 2(3) + 3 =17 การทดลอง ซึง่แตล่ะการทดลองทําซํา้ 3 ครัง้  

                การกําหนดคา่ของระดบัแตล่ะปัจจยัสามารถกําหนดได้จากสมการท่ี 4 

                                                                                                                   (4) 

    Xi

    A

 คือ code ของระดบัปัจจยั เชน่ท่ี α = 1.68 

i

    A

 คือ คา่ระดบัท่ีแท้จริงของปัจจยั (true level)  

o

    ΔA คือ คา่การเปล่ียนแปลงจากคา่กลางของระดบัปัจจยั 

   คือ คา่ชว่งกลางของระดบัปัจจยั (center point) จาก (คา่สงูสดุ- คา่ต่ําสดุ)/2 
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 แบง่ปัจจยั  ออกเป็น 5 ระดบั (-α, -1, 0, +1, + α) ดงัสรุปแสดงในตาราง 5 

 

ตาราง 5 การกําหนดชว่งของปัจจยัท่ีศกึษาโดยวิธี central composite design 

 

ปัจจัย -1.68 -1 0 1 1.68 

อณุหภมูิ (องศาเซลเซียส) 43 50 60 70 77 

เวลา (ชั่วโมง) 4 12 24 36 44 

คา่กิจกรรมของเอนไซม์(U/ml) 32 100 200 300 368 

 

 จากระดบัทัง้ 5 ระดบัของ 3 ปัจจยั สามารถออกแบบ การทดลองตามวิธี  CCD ได้ทัง้สิน้ 17 

การทดลอง  ประกอบด้วย factorial point 8 การทดลอง center point 3 การทดลอง และ star point 

อีก 6 การทดลอง แสดงดงัตาราง 6 โดยในแตล่ะการทดลองจะประกอบด้วย PLA ผงปริมาณ        

4,000 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เตมิเอมไซม์ท่ีผลิตได้จาก A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 และผา่นการวดั

กิจกรรมของเอนไซม์ แล้วนํามาเจือจางด้วยด้วย Tris-HCl (pH 9) ให้มีคา่กิจกรรมของเอนไซม์สดุท้าย

ท่ีออกแบบการทดลองไว้ เขยา่ให้เข้ากนั จากนัน้นําไปบม่ในอา่งควบคมุความร้อนแบบแห้ง (day bath) 

ท่ีควบคมุอณุหภมูิตามท่ีกําหนดในแบบการทดลอง  รวมทัง้ กําหนดระยะเวลาในการทํา ปฏิกิริยาตาม

แบบการทดลอง จากตาราง 6 เมือ่ทําปฏิกิริยาสิน้สดุลง แยก PLA ผงท่ีเหลืออยูอ่อก โดยการนําไปป่ัน

เหว่ียง ท่ีความเร็วรอบ 10000 ×g เป็นเวลา 5 นาที ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส นําสว่นใสไปวดัปริมาณ

กรดแลกตกิท่ีเกิดขึน้โดยใช้ HPLC 
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ตาราง 6 การออกแบบการทดลองในการศกึษายอ่ยสลาย PLA ด้วยเอนไซม์จาก A. keratinilytica  สายพนัธุ์ T16-1 โดยใช้วิธี CCD 

 

Treatment Treatment number X X1 X2 Temperature 3 

(°C) 

Time 

(h) 

Enzyme 

activity 

(U/ml) 

Factorial point 1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

-1 

-1 

-1 

-1 

1 

1 

1 

1 

-1 

-1 

1 

1 

-1 

-1 

1 

1 

-1 

1 

-1 

1 

-1 

1 

-1 

1 

50 

50 

50 

50 

70 

70 

70 

70 

12 

12 

36 

36 

12 

12 

36 

36 

100 

300 

100 

300 

100 

300 

100 

300 
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ตาราง 6 (ตอ่) 

 

Treatment Treatment number X X1 X2 Temperature 3 

(°C) 

Time 

(h) 

Enzyme 

activity 

(U/ml) 

Star point 9 

10 

11 

12 

13 

14 

-1.68 

0 

0 

1.68 

0 

0 

0 

-1.68 

0 

0 

1.68 

0 

0 

0 

-1.68 

0 

0 

1.68 

43 

60 

60 

77 

60 

60 

24 

4 

24 

24 

44 

24 

200 

200 

32 

200 

200 

368 

Center point 15 

16 

17 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

60 

60 

60 

24 

24 

24 

200 

200 

200 

30 
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 3.6 การวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากการย่อยสลาย PLA โดยใช้เคร่ือง HPLC 

 นําผลติภณัฑ์ท่ีได้จากการยอ่ยส ลาย PLA มาทําการวิเคราะห์ หาปริมาณกรดแลกตกิโดย

เคร่ือง HPLC (High Performance Liquid Chromatography) โดยนําผลติภณัฑ์ท่ีได้จากการยอ่ยสลาย 

PLA ในแตล่ะการทดลองท่ีออกแบบไว้ตามตาราง 6 มาวดัหาปริมาณความเข้มข้นของ กรดแลกตกิท่ีได้

จากการยอ่ยสลาย โดยใช้เคร่ือง HPLC (ย่ีห้อ SHIMAZU, รุ่น 10 A, Japan) โดยใช้ คอลมัน์เป็น

InertSustain C18 column ซึง่เป็นคอลมัน์ชนิด reversed-phase chromatography ซึง่ตวัอยา่งท่ีใช้

สามารถแยกจากกนัได้โดยใช้คณุสมบตั ิ hydrophobicity นอกจากนีจ้ะใช้  mobile phase เป็น 10 mM 

NH4H2PO4

 3.7 การวเิคราะห์ผลทางสถติเิพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการย่อยสลาย PLA เอนไซม์

จาก A. keratinilytica สายพันธ์ุ T16-1 

 (pH 2.6) อตัราการไหล  1.0 มิลลิตรตอ่นาที ควบคมุอณุหภมูิท่ี 40 องศาเซลเซียส                 

กรดแลกตกิมาตรฐานท่ีใช้เป็น L-lactic acid  ความเข้มข้น 100 200 และ300 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ซึง่มี 

retention time เทา่กบั 5.06 นาทีนําพืน้ท่ีใต้กราฟของสารตวัอยา่งเทียบกบักรดแลกตกิมาตรฐาน    

เพ่ือคํานวณเป็นคา่ความเข้มข้นของกรดแลกตกิท่ีได้จากการยอ่ยสลาย PLA ผง 

 นําข้อมลูผลการทดลองท่ีได้มาทําการวิเคราะห์หาสมการถดถอย โดยใช้โปรแกรม SPSS 

เวอร์ชั่น 20/21 (SPSS  version 20/21 Inc. IBM, USA) และนําสมการถดถอยท่ีได้มาสร้างกราฟพืน้ผวิ

ตอบสนองโดยโปรแกรม Statistica (Statistica Statsoft. Proprietary software, USA) เพ่ือหาสภาวะ

ท่ีเหมาะสมตอ่ไป 

 3.8 การสังเคราะห์ PLA ด้วยกระบวนการทางชีวภาพ  จากผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากก าร

ย่อยสลาย PLA โดยใช้เอนไซม์ไลเปสทางการค้าเป็นคะตะลิสต์ 

 เตรียมชดุพอลเิมอไรเซชนั โดยตอ่ชดุควบแนน่ ชดุให้ก๊าซไนโตรเจน เทอร์โมมิเตอร์ และหวักวน 

เข้ากบัขวดก้นกลมแบบ 4 คอ ขนาด 500 มิลลิลิตร จากนัน้นําผลติภณัฑ์ท่ีได้จากการยอ่ยสลาย  PLA 

ซึง่มีความเข้มข้นของกรดแลกติ กอยูใ่นชว่ง 3,000-3,500 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  มาใสล่งในขวดก้นกลม

จากนัน้เตมิเอนไซม์ไลเป ส (Lipozyme TL IM Novo Nordisk, Denmark) ร้อยละ  15 โดยมวล ตอ่

ปริมาตรของกรดแลกตกิ ปรับปริมาตรโดยใช้โทลอีูน ให้ได้เทา่กบั  100 มิลลิลิตร ทําปฏิกิริยาท่ีอณุหภมูิ 

70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ชม. 
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 กวนตวัอยา่งตอ่เน่ืองภายใต้อตัราการไหลของก๊าซไนโตรเจน 0.1 vvm (volume per volume 

per minute) จากนัน้แยกสว่นตะกอน PLA ที่เกิดขึน้โดยการป่ันเหว่ียงท่ี 10000 ×g เป็นเวลา 5 นาที 

มาวิเคราะห์โครงสร้าง ชนิด และนํา้หนกัโมเลกลุในขัน้ตอนตอ่ไป 

 3.9 การวเิคราะห์ PLA ท่ีสังเคราะห์ได้จากผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากการย่อยสลาย โดยใช้

เอนไซม์จาก A. keratinilytica สายพันธ์ุ T16-1 โดยกระบวนการทางชีวภาพ 

 นําตะกอนผลิตภณัฑ์ที่เกิดขึน้จากสงัเคราะห์ได้โดยใช้เอนไซม์ไลเปสทางการค้าเป็นคะตะลิสต์ 

โดยกระบวนการทางชีวภาพ มาทําการเตรียมสารโดย นําสว่นชัน้ นํา้มาเตมิ methanol และดงึนํา้ออก

โดยกระบวนการ evaporation จนได้สารหนืดสีนํา้ตาลหนกั 0.5084 กรัม นําสารท่ีได้มาแยกจากนั ด้วย

วิธี TLC (Thin-laver chromatography) ในตวัทําละลาย CH2Cl ตอ่ Hexane อตัราสว่น 60 : 40 จน

ได้ของแข็งสีนํา้ตาล หนกั 64.7 มิลลิกรัม  ของแข็งท่ีได้นํามาทํา การวิเคราะห์หาโครงสร้างโมเลกลุ  โดย

ใช้เคร่ือง  1H NMR (ย่ีห้อ Vance, รุ่น NMR-300 MHz Spectrometer Brcker, USA) โดยทําการ

วิเคราะห์ ท่ีภาควิชาเคมี คณะ วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยั ศรีนครินทรวิโรฒ และวิเคราะห์ หานํา้หนกั

โมเลกลุ   โดยใช้เคร่ือง LC/MS (Thermo Finnigan LC-Q mass spectrometer) (ย่ีห้อ 7 QTRAP, รุ่น 

73200, USA) ซึง่ภาวะท่ีใช้เป็น ภาวะมาตรฐาน โดยวิเคราะห์ ท่ีคณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยั

รามคําแหง 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 

1. การหาจดุที่เหมาะสมในการย่อยสลาย PLA โดยวิธีพืน้ผิวตอบสนอง 

 การศกึษาปัจจยัท่ีมีผลตอ่การยอ่ยสลาย PLA โดยใช้เอนไซม์จาก  A. keratinilytica สายพนัธุ์             

T16-1 ซึง่ได้กําหนดปัจจยั ในการศกึษาดงันี  ้ อณุหภมูิ (องศาเซลเซียส ) (X1), เวลา (ชม.) (X2) และ                  

คา่กิจกรรมของเอนไซม์  (U/ml) (X3

 

) โดยการกําหนดชว่งของปัจจยัโดยวิธี central composite design             

ดงัแสดงในตาราง 7 และสามารถออกแบบการทดลองได้ทัง้หมด 17 การทดลองโดยแบง่เป็นการทดลอง  

ท่ี 1-8 คือ factorial point การทดลองท่ี  9-14 คือ star point และการทดลองท่ี 15-17 คือ center point                      

ดงัแสดงในตาราง 8 โดยทําการทดลองทัง้หมด 3 ซํา้ ดงันัน้จงึมีจํานวนการทดลองเทา่กบั 51(n=51) 

และนําผลิตภณัฑ์ ท่ีได้มาทําการวิเคราะห์หาปริมาณ กรดแลกติกจากผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดขึน้โดยวิธี  HPLC                    

จากผลการทดลองในการทดลองท่ี 15-17 ซึ่ งเป็น center point พบวา่สภาวะท่ีสามารถยอ่ยสลาย PLA 

แล้วได้กรดแลกตกิ สงูสดุ  ประกอบด้วย  อณุหภมูิ  60 องศาเซลเซียส เวลา 24 ชม. และกิจกรรม ของ

เอนไซม์ 200 (U/ml) ตามลํา ดบั  โดยได้ปริมาณกรดแลก ติกเฉล่ีย เทา่กบั  3,539.1  3,572.8 และ  

3,343.0 มิลลิกรัมตอ่ลติร และการทดลองท่ี 1 เป็นสภาวะท่ีใช้ในการยอ่ยสลาย PLA และได้กรดแลกตกิ 

น้อยท่ีสดุ 841.5 มิลลกิรัมตอ่ลติร ดงัแสดงในตาราง 8                     

ตาราง 7  การกําหนดชว่งของปัจจยัท่ีศกึษาโดยวิธี central composite design 

 

Factors -1.68 -1 0 1 1.68 

Temperature (°C) 43 50 60 70 77 

Time (h) 4 12 24 36 44 

Enzyme activity (U/ml) 32 100 200 300 368 
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ตาราง 8 ผลการทดลองในการยอ่ยสลาย PLA  โดยใช้เอนไซม์จาก A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 โดยใช้ วิธีการออกแบบการทดลอง  

       central composite design 

 

Treatment Treatment 

number 

X X1 X2 Temperature 3 

(°C) 

Time 

(h) 

Enzyme 

activity 

(U/ml) 

Lactic acid 

concentration 

(mg/l) 

Factorial point 1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

-1 

-1 

-1 

-1 

1 

1 

1 

1 

-1 

-1 

1 

1 

-1 

-1 

1 

1 

-1 

1 

-1 

1 

-1 

1 

-1 

1 

50 

50 

50 

50 

70 

70 

70 

70 

12 

12 

36 

36 

12 

12 

36 

36 

100 

300 

100 

300 

100 

300 

100 

300 

841.5 

1,773.8 

1,679.2 

1,828.2 

2,029.7 

1,557.5 

2,102.8 

2,344.4 
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ตาราง 8 (ตอ่) 

 

Treatment Treatment 

number 

X X1 X2 Temperature 3 

(°C) 

Time 

(h) 

Enzyme 

activity 

(U/ml) 

Lactic acid 

concentration 

(mg/l) 

Star point 9 

10 

11 

12 

13 

14 

-1.68 

0 

0 

1.68 

0 

0 

0 

-1.68 

0 

0 

1.68 

0 

0 

0 

-1.68 

0 

0 

1.68 

43 

60 

60 

77 

60 

60 

24 

4 

24 

24 

44 

24 

200 

200 

32 

200 

200 

368 

2,225.8 

980.7 

1,912.0 

2,018.5 

2,859.2 

2,501.5 

Center point 15 

16 

17 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

60 

60 

60 

24 

24 

24 

200 

200 

200 

3,539.1 

3,572.8 

3,343.0 

35 
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 1.1 การวเิคราะห์การถดถอย (regression analysis) 

  1.1.1 การประมาณสัมประสิทธ์ิการถดถอยเชิงพหุคูณ 

  ในการสร้างสมการ ถดถอย  นําผลการทดลองมา วิเคราะห์ประมาณคา่สมัประสิทธ์ิของ

ปัจจยัท่ีศกึษา  และทดสอบหาทิศทาง  และอิทธิพลของตวัแปรวา่มี ทิศทางใดตอ่ปัจจยัการยอ่ยสลาย 

PLA โดยใช้เอนไซม์จาก  A. keratinilytica สายพนัธุ์  T16-1 รวมทัง้ทําการประเมินคา่ความนา่จะเป็น

ของตวัแปรท่ีศกึษา โดยจากการวิเคราะห์พบวา่  ตวัแปรอิสระท่ีมีอิทธิพลตอ่การยอ่ยสลาย PLA โดยใช้

เอนไซม์จาก   A. keratinilytica สายพนัธุ์  T16-1 ซึ่งมีคา่  p-value น้อยกวา่ 0.05 คือ อณุหภมูิ  (X1),   

พจน์อิทธิพลร่วมระหวา่งอณุหภมูิและเวลา (X1X2), พจน์กําลงัสองของอณุหภมูิ  (X1
2), พจน์กําลงัสอง

ของเวลา (X2
2) และพจน์กําลงัสองของกิจกรรมของเอนไซม์ (X3

2) ซึง่ตวัแปรท่ีมีอิทธิพลนัน้แสดงให้เห็น

วา่สว่นของ quadratic term (ตวัแปรกําลงัสอง) ท่ีได้จากการออกแบบการทดลองด้วยวิธี CCD มีอิทธิพล

ตอ่การเปล่ียนแปลงของตวัแปรตาม  และตวัแปรอิสระท่ีไมมี่อิทธิ พลตอ่การยอ่ยสลาย PLA โดยใช้

เอนไซม์จาก  A. Keratinilytica สายพนัธุ์  T16-1 ซึ่งมีคา่ p-value มากกวา่ 0.05  ได้แก่ เวลา (X2), คา่

กิจกรรมของเอนไซม์ (X3), อิทธิพลร่วมระหวา่งอณุหภมู ิและคา่กิจกรรมของเอนไซม์ (X1X3) และอิทธิพล

ร่วมระหวา่งเวลา  และคา่กิจกรรมของเอนไซม์  (X2X3

  

) ดงัแสดงในตาราง  10 ซึง่จากตารางนํามาเขียน

เป็นสมการถดถอยแสดง ดงัสมการท่ี 5  

         Y = 3,499.507– 13.423X1 – 4.258X1X2 – 716.839X1
2 – 588.460X2

2 – 335.114X3
2

                                                                                                                                                                                                       

       (5) 

โดยจากสมการท่ี 5 พบวา่สมัประสิทธ์ิหน้าตวัแปร (X1), (X1X2), (X1
2), (X2

2) และ (X3
2) มีคา่เป็นลบ

หมายความวา่ตวัแปรดงักลา่ว มีอิทธิพล ทางลบ กบัตวัแปรตาม  (ปริมาณกรดแลกตกิ ) กลา่วคือ หาก

เพิ่มคา่สมัประสิทธ์ิหน้าตวัแปรอิสระเหลา่นี ้(X1), (X1X2), (X1
2), (X2

2) และ (X3
2

 

) จะสง่ผลให้ตวัแปร

ตาม หรือปริมาณกรดแลกตกิ มีคา่ลดลง 
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 1.1.2 การทดสอบสมมตฐิานของสมการการถดถอยหรือสมการความสัมพันธ์ 

 นําผลปริมาณแลกตกิ ของแตล่ะการทดลอง ท่ีได้ไปวิเคราะห์ หาสมการการถดถอยเชงิ

พหคุณูเพ่ือประเมินผล ของปัจจยัท่ีมี ตอ่การยอ่ยสลาย PLA โดยใช้เอนไซม์จาก  A. keratinilytica    

สายพนัธุ์ T16-1 โดยนํามาวิเคราะห์ข้อมลูด้วยวิธี ANOVA ซึ่งจากผลการวิเคราะห์ พบวา่ การออกแบบ   

การทดลองนี  ้มีคา่สถิติ F (F-test) เทา่กบั 18.654 โดยมี degree of freedom (df) เป็น 9, 41 และ 50 

ตามลําดบั โดยมีคา่ความนา่จะเป็นของการทดลอง  (p-value) น้อยกวา่ 0.05 ซึง่แสดงให้เห็นวา่ปัจจยั

ท่ีเลือกในการศกึษามีผลตอ่การยอ่ยสลาย PLA โดยใช้เอนไซม์จาก  A. keratinilytica สายพนัธุ์  T16-1 

ได้อยา่งมีนยัสําคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95  ดงัแสดงผลในตาราง 9  

ตาราง 9 การวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ของการวิเคราะห์การถดถอยเชงิพหคุณู   

                         

Model  Sum of squares df Mean square F Sig. 

1 Regression 24140000.00 9 2681721 18.654 0.000 

 Residual 5894312.91 41 143763.7   

 Total 30030000.00 50    

df = degree of freedom, F = 18.654 
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ตาราง 10 คา่การวิเคราะห์สมัประสิทธ์ิของสมการการถดถอยและคา่สมัประสิทธ์ิการตดัสินใจ  

 

Model Unstandardize coefficient Standardize coefficient t Sig. 

B Std. error Beta 

Constant 3499.507 126.122  27.747 0.000 

X -13.423 1 59.263 -.016 -.227 0.022 

X 141.471 2 59.263 .165 2.387 0.822 

X 18.101 3 59.263 .021 .305 0.762 

X1X -4.258 2 77.396 -.004 -.055 0.040 

X1X -163.834 3 77.396 -.146 -2.117 0.956 

X2X -8.308 3 77.396 -.007 -.107 0.915 

X1 -716.839 2 65.288 -.816 -10.980 0.000 

X2 -588.460 2 65.288 -.670 -9.013 0.000 

X3 -335.114 2 65.288 -.382 -5.133 0.000 

A significant at 95% level (p<0.05), R2 = 0.804; R2adj = 0.761 and R=0.897 
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 นอกจากนี ้ตาราง 10 สามารถหาคา่สมัประสิทธ์ิการตดัสินใจ (R2) เน่ืองจากมีจํานวนการทดลอง

ทัง้สิน้ 51 การทดลองโดยจํานวนการทดลองท่ีทําจริงมีคา่น้อยกวา่ 58.8 ซึง่คํานวณมาจาก  R2 = 0.804  

คดิเป็นร้อยละ 80.4 อีกร้อยละ 19.6 ไมส่ามารถอธิบายได้ และคา่ท่ีไมส่ามารถ อธิบายได้ เป็นผลมาจาก               

ตวัแปรอิสระ 3 ตวัแปร ดงันัน้จงึคดิเป็น 19.6 x 3 = 58.8 ซึง่หากจํานวนการทดลองทัง้หมดมากกวา่ 58.8 

จะต้องใช้คา่สมัประสิทธ์ิการตดัสินใจท่ีปรับคา่แล้ว (R2 

 1.2  การตรวจสอบความเหมาะสมของข้อมูลท่ีนํามาใช้ในการวเิคราะห์การถดถอย 

adj.) แตจ่ากผลการวิเคราะห์นีพ้บวา่มีจํานวนการ

ทดลองเป็น 51 ซึง่น้อยกวา่ 58.8 จงึสามารถสรุปได้วา่ ตวัแปรอิสระทัง้ 3 ตวัแปรมีอิทธิพลตอ่การยอ่ยสลาย 

PLA ได้เป็นกรดแลกตกิโดยใช้เอนไซม์จาก A. keratinilytica สายพนัธุ์  T16-1 ซึง่รูปแบบสมการถดถอยท่ี

สร้างขึน้สามารถอธิบายตวัแปรตาม ได้ร้อยละ 80.4 ในขณะท่ีอีกร้อยละ 19.6 ไมส่ามารถใช้ในการอธิบาย

ได้หมายความวา่ การเปล่ียนแปลงท่ีเกิดขึน้เป็นผลจากตวัแปรอิสระอ่ืนท่ีไมส่ามารถควบคมุได้  

 เม่ือหา สมการการถดถอย ได้แล้วจงึทํา การตรวจสอบความเหมาะสมของ สมการการถดถอย  

(model adequacy checking) ซึง่ตรวจสอบโดยการวิเคราะห์ความคลาดเคล่ือน  (residual analysis) หาก

แบบจําลองถกูต้อง ความคลาดเคล่ือนจะต้องไมมี่รูปแบบ โดยตรวจสอบความเหมาะสมมีดงันี ้

  1.2.1 การทดสอบความคงท่ีของความคลาดเคล่ือน 

   1.2.1.1 การทดสอบการแจกแจงแบบปกต ิ(normal distribution) 

   จากการตรวจสอบความเหมา ะสมของสมการการถดถอยโดยวิธี  normal probability 

plot พบวา่ลกัษณะของจดุของข้อมลูบนกราฟสว่นใหญ่มีการกระจายตวัใกล้แนวเส้นตรงซึง่เป็นคา่มาตรฐาน

ดงัแสดงในภาพประกอบ 10 จากกราฟจงึสรุปได้วา่ ความคลาดเคล่ือน จากการทดลอง มีการแจกแจงเป็น

แบบปกต ิ 
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ภาพประกอบ 10 normal probability plot ของคา่ความคลาดเคล่ือน 

 

 1.2.2 การทดสอบความคงท่ีความแปรปรวนของความคลาดเคล่ือน 

 จากกราฟการกระจาย  (scatter plot) ระหวา่งคา่  regression standardized residual บน

แกน X กบัคา่ regression predicted value บนแกน Y พบวา่ จุดของกราฟมีการกระจายอยา่งไมมี่รูปแบบ

ท่ีแน่นอนและกระจายอยูร่อบศนูย์  ทําให้ทราบวา่ความแปรปรวนของความคลาดเคล่ื อนคอ่นข้างมีความ

คงท่ีดงัภาพประกอบ 11 
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ภาพประกอบ 11 scatter plot ของคา่ความคลาดเคล่ือนกบัค่าทํานาย 

 

จากการตรวจสอบความเหมาะสมของรูปแบบสมการการถดถอยด้วยวิธีวิเคราะห์ ความคงท่ี ของ

ความแปรปรวนความคลาดเคล่ือนจาก กราฟ scatter plot พบวา่ รูปแบบสมการการถดถอยหรือสมการ

ความสมัพนัธ์ท่ีได้จากการทดลองนัน้เป็นรูปแบบท่ีเหมาะสม จงึสามารถนําสมการ การถดถอยท่ีได้ไปใช้ใ น

การทํานายการสลาย PLA โดยใช้เอนไซม์จาก A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 ได้ตอ่ไป 
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ตาราง 11 ผลการวิเคราะห์ปริมาณกรดแลกตกิจากการยอ่ยสลาย PLA โดยใช้เอนไซม์จาก A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1และคา่ทํานายปริมาณกรดแลกตกิท่ีได้                 

      จากสมการถดถอย 

 

Treatment 
Treatment 

number 
X X1 X2 

Temperature 
3 

(°C) 

Time 

(h) 

Enzyme 

           Activity 

(U/ml) 

Lactic acid 

concentration 

(mg/l) 

Predict 

Factorial point 1 -1 -1 -1 50 12 100 841.5 1,966.4 

2 -1 -1 1 50 12 300 1,773.8 2,348.3 

3 -1 1 -1 50 36 100 1,679.2 2,274.8 

4 -1 1 1 50 36 300 1,828.2 2,622.1 

5 1 -1 -1 70 12 100 2,029.7 2,276.0 

6 1 -1 1 70 12 300 1,557.5 2,002.0 

7 1 1 -1 70 36 100 2,102.8 2,568.3 

8 1 1 1 70 36 300 2,344.4 2,259.6 
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ตาราง 11 (ตอ่) 

 

Treatment 
Treatment 

number 
X X1 X2 

Temperature 
3 

(°C) 

Time 

(h) 

Enzyme 

Activity 

(mg/l) 

Lactic acid 

concentration 

(mg/l) 

Predict 

Star point 9 -1.68 0 0 43 24 200 2,225.8 1,903.8 

10 0 -1.68 0 60 4 200 980.7 1,859.4 

11 0 0 -1.68 60 24 32 1,912.0 2,005.9 

12 1.68 0 0 77 24 200 2,018.5 2,481.4 

13 0 1.68 0 50 44 200 2,859.2 2,928.0 

14 0 0 1.68 50 24 368 2,501.5 2,989.5 

Center point 15 0 0 0 60 24 200 3,539.1 3,499.9 

16 0 0 0 60 24 200 3,572.8 3,499.9 

17 0 0 0 60 24 200 3,343.0 3,499.9 
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 1.3 การเปรียบเทียบค่าจริงจากการทดลอง  และค่าทาํนายปริมาณกรดแลกตกิจาก การ

ย่อยสลาย PLA โดยใช้เอนไซม์จาก A. keratinilytica สายพันธ์ุ T16-1 

 เม่ือทําการตรวจสอบความเหมาะสมของสมการการถดถอยแล้วพบวา่ สมการท่ีได้มีความเหมาะสม

สําหรับการนํามาใช้ในการ ทํานายผลของตวัแปรตาม  จากนัน้นําสมการการถดถอยท่ีได้  (สมการท่ี 5) ไป

ทํานายผลของตัวแปร อณุหภมูิ (X1), เวลา (X2) และคา่กิจกรรมของเอนไซม์  (X3

 

) พบวา่ ได้ผลการทํานาย

ดงัแสดงในตาราง  11 จากสมการการถดถอยท่ี ได้ใช้ในการทํานายปริมาณกรดแลกตกิจาก การยอ่ยสลาย 

PLA โดยใช้เอนไซม์จาก A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 พบวา่ คา่ทํานายมีแนวโน้มของทิศทางสอดคล้อง

กบัคา่จริงจากการทดลอง 

2. การหาจุดที่ เหมาะสมของตัวแปรที่ ศึกษาต่อ การสลาย PLA โดยใช้เอนไซม์จาก           

A. keratinilytica สายพนัธ์ุ T16-1 

 การศกึษาจดุท่ีเหมาะสมของปัจจยัทัง้ 3 คือ อณุหภมูิ (องศาเซลเซียส) เวลา (ชม.) และคา่กิจกรรม

ของเอนไซม์ (U/ml) ซึง่มีผลตอ่การยอ่ยสลาย PLA ทําได้โดยนําสมการถดถอยท่ีได้จากข้อ 4.1.1.2 (สมการ

ท่ี 5) มาใช้ในการสร้างกราฟพืน้ท่ีผิวตอบสนอง แบบภาพ 3 มิต ิและแผนภาพคอนทวัร์ พลอ็ต (ภาพ 2 มิติ) 

เพ่ือหาตําแหนง่ท่ีทําให้ได้คา่ตวัแปรตาม (ปริมาณกรดแลกตกิ ) สงูท่ีสดุ ซึง่จากภาพประกอบ  12 แสดงให้

เห็นวา่ เม่ือควบคมุอณุหภมูิเทา่กบั 58-62 องศาเซลเซียส และใช้เวลาในการยอ่ยสลายเทา่กบั 24-27.6 ชม. 

โดยกําหนดให้กิจกรรมของเอนไซม์คงท่ี  ท่ีคา่กลางของการทดลอง คือ  200 U/ml ทําให้ได้คา่ทํานาย

ปริมาณกรดแลกตกิสงูท่ีสดุ  นอกจากนี ้เม่ือพิจารณากราฟพืน้ท่ีตอบสนองและคอน ทวัร์พล๊อตระหวา่ง

อณุหภมูิ และคา่กิจกรรมของเอนไซม์ (ภาพประกอบ 13 ) พบวา่เม่ือทําการเพิ่มอณุหภมูิ  และคา่กิจกรรม

ของเอนไซม์ ถึงชว่งประมาณคา่กลางของการทดลอง (code value = 0) จะทําให้ได้ปริมาณกรดแลกตกิสงู  

เม่ือกําหนดเวลาเทา่กบั 24 ชม.  

 เม่ือพิจารณา ความสมัพนัธ์ ระหว่าง เวลากบัคา่กิ จกรรมของเอนไซม์ (ภาพประกอบ 14) พบวา่   

เม่ือเพิ่มระยะเวลาตัง้แตค่า่กลางของข้อมลู (24 ชม.) จนถึง 30 ชม. และคา่กิจกรรมของเอนไซม์ เป็น จะทํา

ให้ได้ปริมาณกรดแลกตกิสงูท่ีสดุ เม่ือกําหนดให้อณุหภมูเิป็นคา่กลาง (60 องศาเซลเซียส.) 

 ดงันัน้จงึสรุปได้วา่จุ ดท่ีเหมาะสมในการ ยอ่ยสลาย PLA โดยใช้เอนไซม์จาก  A. keratinilytica                             

สายพนัธุ์  T16-1 คือ อณุหภมูิเทา่กบั 60 องศาเซลเซียส  และใช้เวลาในการยอ่ยสลายเทา่กบั 24 ชม.              

โดยกําหนดให้คา่กิจกรรมของเอนไซม์คงท่ีท่ีคา่กลางของการทดลอง คือ 200 U/ml ซึง่สภาวะดงักลา่วสง่ผล

ให้คํานวณคา่ทํานายปริมาณกรดแลกตกิ จากสมการถดถอย ได้เทา่กบั 3,510 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  และเม่ือทํา

การทดลองจริง พบวา่ ได้ปริมาณกรดแลกตกิ จากการสลาย PLA โดยใช้เอนไซม์จาก  A. keratinilytica  

สายพนัธุ์  T16-1 เทา่กบั 3,426.25 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ซึง่มีความใกล้เคียงจากคา่ทํานาย นอกจากนีย้งัพบวา่  

เอนไซม์ท่ีได้จาก A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 มีความสามารถยอ่ยสลาย PLA ได้เทา่กบัร้อยละ 85.6  
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ภาพประกอบ 12 ภาพพืน้ผวิตอบสนอง (response surface plot) และคอนทวัร์พล๊อตของผลอณุหภมูิ  

   และเวลา ซึง่ตวัแปรตาม คือ ความเข้มข้นของกรดแลกตกิท่ีได้จากการยอ่ยสลาย PLA โดยใช้เอนไซม์ 

   จาก A. keratinilytica สายพนัธุ ์T16-1 โดยกําหนดคา่กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีระดบักลางเทา่กบั 200 U/ml 
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ภาพประกอบ 13 ภาพพืน้ผวิตอบสนอง (response surface plot) และคอนทวัร์พล๊อตของผลอณุหภมูิ  

 และคา่กิจกรรมของเอนไซม์ ซึง่ตวัแปรตาม คือ ความเข้มข้นของกรดแลกตกิท่ีได้จากการยอ่ยสลาย PLA    

  โดยใช้เอนไซม์จาก A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 โดยกําหนดเวลาท่ีระดบักลางเทา่กบั 24 ชม. 
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ภาพประกอบ 14 ภาพพืน้ผวิตอบสนอง (response surface plot) และคอนทวัร์พล๊อตของผลเวลา และ       

คา่กิจกรรมของเอนไซม์ ซึง่ตวัแปรตาม คือ ความเข้มข้นของกรดแลกตกิ ท่ีได้จากการยอ่ยสลาย PLA 

โดยใช้เอนไซม์ A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 โดยกําหนดอณุหภมูิท่ีระดบักลางเทา่กบั 36 องศา

เซลเซียส 
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ปริมาณ                                                                       

(mg/L) 

 

                    (U/ml)                                                  (h) 

 



48 

3. การประเมินการสังเคราะห์ PLA จากผลิตภัณฑ์ที่ ได้จากการย่อยสลาย  PLA โดยใช้

เอนไซม์ไลเปสทางการค้าเป็นคะตะลิสต์  

                การประเมิน การสงัเคราะห์ PLA ด้วยกระบวนการทางชีวภาพ ทําได้โดยนําผลิตภณัฑ์ ท่ีได้จาก

การยอ่ยสลายภายใต้ สภาวะท่ีเหมาะสมมา ใช้เป็นสารตัง้ต้นใน การสงัเคราะห์  PLA โดยใช้เอนไซม์ไลเปส

เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา ในขวดก้นกลมท่ีเตมิเอนไซม์ ไลเปสร้อยละ 15 ปรับปริมาตรโดยใช้โทลอีู นให้ได้เทา่กบั               

100 มิลลิลิตร ควบคมุอณุหภมูิท่ี 70 องศาเซลเซียส ทําการกวนตอ่เน่ืองภายใต้บรรยากาศของก๊าซไนโตรเจน 

0.1 vvm เป็นเวลา 6 ชม. แยกสว่นตะกอน PLA ออก และวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง NMR แสดงผลในภาพประกอบ 15 

จากภาพแสดงโปรตรอน NMR spectrum ของการวิเคราะห์ผล ผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากการสงัเคราะห์ PLA โดย

กระบวนการทางชีวภาพพบวา่ พีคสญัญาณท่ีชดัเจนท่ีสดุเป็นพีคของ -CH- ซึ่ง มีคา่ chemical shift เป็น 

4.19 ppm, q, 2H, J = 6.8Hz และพีคของ  -CH3- มีคา่ chemical shift เป็น 1.35 ppm d, 3H, J = 6.8Hz 

ซึง่พีคเหลา่นี ้สรุปได้วา่เป็ นโครงสร้างของกรดแลกตกิซึง่เป็น มอนอเมอร์ในขณะท่ีพีคสญัญาณอ่ืนๆ ท่ี ต่ํา

กวา่เป็นพีค ของโอลโิกเมอร์ ซึง่รายละเอียดดงันีคื้อ ท่ี chemical shift เทา่กบั 5.15 ppm, q, 0.09H, J = 

7.0Hz (แสดงโปรตอนของ H ตําแหนง่ a, Ha) ท่ี chemical shift เทา่กบั 5.06 ppm, q, 0.27H, J = 7.1Hz 

(แสดงโปรตอนของ H ตําแหนง่ b, Hb) ท่ี chemical shift เท่ากบั 4.28 ppm แสดงไฮโดรเจนอะตอม

ตําแหนง่ C (แสดงโปรตอนของ H ตําแหนง่c, Hc) ท่ี 1.52 ppm, d, J = 7.1Hz, 0.31H แสดงหมู ่ -CH3- 

ตําแหนง่ a (CHa
3) ท่ี 1.47 ppm, d, J = 7.1Hz, 0.8H แสดงหมู่ -CH3- ท่ี H3 ตําแหนง่ b (CHb

3) และท่ี 

chemical shift เป็น 1.40 ppm, d, J = 7.0 Hz แสดงหมู ่-CH3- ท่ี H3 ตําแหนง่ c (CH3
c

 

) โดยตําแหนง่ของ

โปรตอน และหมูต่า่งๆ แสดงในภาพประกอบ 16 
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ภาพประกอบ 16 ภาพโครงสร้างโมเลกลุจําลองของโอลโิกเมอร์ PLA (n=5) 

 

 จากภาพประกอบ  17 แสดงนํา้หนกัโมเลกลุของผลิตภณัฑ์ ท่ีได้จากการสงัเคราะห์ PLA โดย

กระบวนการทางชีวภาพ  พบวา่ พีคทีมี่คา่ relative abundance สงูมีทัง้หมด 4 พีค ด้วยกนัคือ พีค A, B, C 

และ D โดยท่ีพีค A มีนํา้หนกัโมเลกลุเทา่กบั 180.6 ซึง่เป็นคา่นํา้หนกัโมเลกลุข อง PLA ไดเมอร์ (dimer)   

พีค B มีนํา้หนกัโมเลกลุเทา่กบั 242.3 ซึง่เป็นคา่นํา้หนกัโมเลกลุของ PLA ไตรเมอร์ (trimer) พีค C มีนํา้หนกั

โมเลกลุเทา่กบั 342.1ซึง่เป็นคา่นํา้หนกัโมเลกลุของ PLA เตตระเมอร์ (tetramer) และพีค สดุท้ายคือ พีค D 

มีนํา้หนกัโมเลกลุเทา่กบั 413.8 ซึง่เป็นคา่นํา้หนกัโมเลกลุของ PLA เพนตะเมอร์ (pentamer) ซึง่นํา้หนกั

โมเลกลุท่ีได้เป็นนํา้หนกัโมเลกลุท่ีรวมนํา้หนกัของโพแทสเซียมไอออน [M+K]+

 

 ท่ีอยูใ่นระบบวิเคราะห์ ดงันัน้

สรุปได้วา่ จํานวน n ของ กรดแลกตกิท่ีเช่ือมตอ่กนัเป็น โอลิโกเมอร์ นัน้มี n ตัง้แต ่ 2 ไปจนถึง n สงูท่ีสดุ

เทา่กบั 5  
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บทที่ 5 

สรุปและอภปิรายผลการทดลอง 

 

 การศกึษาการยอ่ยพลาสตกิชนดิ PLA โดยใช้เอนไซม์ยอ่ยสลาย PLA (โปรตเิอส )จาก                      

A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 จากการทดลองพบ วา่สภาวะท่ีเหมาะสมในการ นํามาใช้ยอ่ยสลาย 

PLA โดย ใช้ PLA เร่ิมต้น 4,000 มิลลิกรัมตอ่ลิ ตร  ได้ผลดงันี คื้อ  ชว่งอณุหภมูิท่ี เหมาะสมเทา่กบั                     

58-62 องศาเซลเซียส  โดยอณุหภมูิท่ีเหมาะสมในการทําปฏิกิริยาคือ  60 องศาเซลเซียส  ชว่ง เวลา                  

ท่ีเหมาะสมในการบม่ 24-30 ชม. และจดุของเวลาท่ีเหมาะสมคือ  24 ชม และคา่กิจกรรมของเอนไซม์             

ท่ีเหมาะสมคือ 200 U/ml และเม่ือนําผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดขึน้จากการยอ่ยสลาย มาทําการวิเคราะห์ ปริมาณ            

กรดแลกตกิโดยใช้เคร่ือง HPLC พบวา่คา่ความเข้มข้นของกรดแลกตกิสงูสดุเทา่กบั 3,426.25 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 

ซึง่เม่ือเทียบกบัคา่ท่ีทํานายปริมาณกรดแลกตกิ จากการออกแบบการทดลองทางสถิติ ด้วยวิธี CCD ซึง่

มีคา่เทา่กบั 3,510 มิลลิกรัมตอ่ลิตร พบวา่ผลท่ีได้ใกล้เคียงกนั  และสามารถคํานวณหาร้อยละ การยอ่ย

สลาย PLA ได้สงูถึงร้อยละ 85.6 จากสภาวะท่ีเหมาะสมในการยอ่ยสลาย PLA จงึนําสภาวะนีม้า ทํา

การยอ่ยสลาย PLA โดยเอนไซม์จาก  A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 และนําผลติภณัฑ์ท่ีได้จากการ              

ยอ่ยสลายนํามาทําการสงัเคราะห์ PLA ใหมด้่วยกระบวนการทางชีวภาพ โดยใช้เอนไซม์ไลเปส ทางการค้า   

เป็นตวัคะตะลสิต์ ท่ีอณุหภมูิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ชั่วโมง ภายใต้บรรยากาศของก๊าซไนโตรเจน 

หลงัจากทําปฏิกิริยา  แยกสว่นตะกอน ทีเ่กิดขึน้มาทําการวิเคราะห์หาโครงสร้างโมเลกลุ โดยใช้เคร่ือง  

NMR และวิเคราะห์หานํา้หนกัโมเลกลุโดยใช้เคร่ือง  LC/MS ซึง่จากการวิเคราะห์โดยเคร่ือง NMR 

พบวา่ผลิตภณัฑ์ท่ี ได้จากการสงัเคราะห์ นัน้มีหลายชนิด ซึง่ประกอบด้วย มอนอเมอร์  และ โอลโิกเมอร์

ของ PLA และเม่ือวิเคราะห์ด้วย LC/MS พบวา่ผลิตภณัฑ์ท่ีได้ มีจํานวน โครงสร้าง โมเลกุ ลมากท่ีสดุ

เทา่กบั 5 โมเลกลุ และเม่ือวิเคราะห์นํา้หนกัโมเลกลุพบวา่ มีนํา้หนกัโมเลกลุ มากท่ีสดุเทา่กบั 413 Da 

ซึง่นํา้หนกัโมเลกลุท่ีได้เป็นนํา้หนกัโมเลกลท่ีุรวมนํา้หนกัของ โพแทสเซียมไ อออน [M+K]+

 

 ท่ีอยูใ่น

ระบบวิเคราะห์ ซึง่เห็นได้วา่ผลิตภณัฑ์ท่ีได้นัน้เป็นโอลโิกเมอร์สายสัน้ ๆ ของพลาสตกิชนิด PLA 



53 

 มีรายงานการศกึษาสภาวะการยอ่ยสลาย PLA โดยใช้จลุินทรีย์ Tomita; et al. (2004: 433-

438) รายงานวา่ ใช้ crude enzyme ท่ีผลิตได้จาก Geobacillus thermocatenulatus สามารถยอ่ย

สลาย PLA ขนาดโมเลกลุ 47,000 หนว่ย ท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียสโดยใช้ระยะเวลา 20 วนั Sukkhum; 

et al. (2009a: 459-467) ค้นพบแอคตโินมยัสีทชอบร้อน Actinomadura keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 

ซึง่สามารถผลิตเอนไซม์ยอ่ยสลาย  PLA ได้ และระบวุ่าเอนไซม์ชนิดนี เ้ป็นเอนไซม์กลุม่เซอรีนโปรตเิอส  

Sukkhum; et al. (2009b: 302-306) พบวา่อณุหภมูิท่ีดีท่ีสดุในการยอ่ยสลาย PLA อยูท่ี่อณุหภมูิ                         

60 องศาเซลเซียส  ตอ่มา Hanparkphoom; et al. (2014: 13-22) พบ Laceyella sacchari สายพนัธุ์ 

LP175 สามารถผลิตเอนไซม์ท่ียอ่ยสลาย PLA ซึง่มีสภาวะท่ีเหมาะสมในการยอ่ยสลาย  PLA คือ ท่ี

อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส และสภาวะความเป็นกรด- เบสอยูท่ี่ pH จากรายงานการศกึษาข้างต้นทํา

ให้ในงานวิจยันีไ้ด้เลือกใช้ Actinomadura keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 เพ่ือทําการผลิตเอนไซม์ ใน

การยอ่ยสลาย PLA และหาสภาวะท่ีเหมาะสม ของเอนไซม์สําหรับการยอ่ยสลาย PLA พบวา่สภาวะท่ี

เหมาะสมของอณุหภมู ิ60 องศาเซลเซียส มีความสอดคล้องกบัรายงานอ่ืนๆ ท่ีใช้ในการยอ่ยสลาย PLA 

ท่ีอณุหภมูิสงู ซึง่โดยปกตแิล้วเอนไซม์จะมีความจําเพาะ และมีความสามารถในการทําปฏิกิริยา เคมีกบั

สารตัง้ต้นได้ดีท่ีสดุท่ีชว่งอณุหภมูิหนึง่ หากอณุหภมูิ ไมเ่หมาะสม  จะทําให้การเกิดปฎิกิริยาได้ไมดี่ หรือ 

อาจไมเ่กิดปฏิกิริยา  แตห่ากอณุหภมูใินการทําปฎิกิริยาเคมีสงูเกินระดบัท่ีเหมาะจะสง่ผลตอ่โครงสร้าง

ของโปรตีนท่ีเป็นเอนไซม์ซึง่อาจทําให้เอนไซม์ เสียสภาพได้ (denature) ทําให้เอนไซม์ ไมส่ามารถใช้ใน

การทําปฏิกิริยาได้ เพราะฉะนัน้ ท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส เป็นอณุหภมูท่ีิ สามารถยอ่ยสลาย PLA 

ให้ปริมาณกรดแลกตกิสงูสดุในขณะท่ีเอนไซม์ยงัไมเ่สียสภาพ นอกจากนีเ้วลาท่ีเหมาะสมท่ีได้ คือ 24 ชม. 

แสดงให้เห็นวา่เวลาท่ี 24 ชม. เป็นเวลาท่ีเอนไซม์ยอ่ยสลาย PLA จาก A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 

สามารถยอ่ยสลาย PLA ตัง้ต้น ให้ได้ เป็นผลิตภณัฑ์กรดแลกตกิได้สงูท่ีสดุ กลา่วคือ เวลาในการเกิด

ปฎิกิริยาเคมี มีความสมัพนัธ์กบั ปริมาณสาร ตัง้ต้น  และปริมาณของ เอนไซม์ท่ีใช้ในป ฎิกิริยาเคมี ใน

ทิศทางเดียวกนั  โดยอตัราการเกิดปฎิกิริยาเคมีสามารถหาได้จากอตัราสว่นของสารตัง้ต้นท่ีลดลงตอ่

เวลาท่ีใช้ในการเกิดปฎิกิริยาเคมี หรือ จากอตัราสว่นของ ปริมาณสารผลิตภณัฑ์ท่ีเพิ่ม ตอ่เวลาท่ีใช้ใน

การเกิดปฎิกิริยาเคมี ซึง่หมายความวา่ หากใช้เวลา ในการเกิดปฎิกิริยาเคมี น้อยเกินไป ส่งผลให้อตัรา

การเกิดปฎิกิริยาระหวา่งสารตั ้ งต้นกบัเอนไซม์ น้อยตามไปด้วย  สง่ผลให้ปริมาณผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดจาก

ปฎิกิริยาอาจได้เพียงเลก็น้อย แตห่ากใช้เวลามากเกิน จดุท่ีเหมาะสม จะสง่ผลให้ ปริมาณผลิตภณัฑ์ท่ี
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เกิดขึน้อาจไมม่ากขึน้   อนัเน่ืองมาจากปริม าณสารตัง้ต้นท่ีใช้ในการ เกิดปฎิกิริยาเคมี ถกูใช้ในการทํา

ปฎิกิริยากบัเอนไซม์ หมดไปแล้ว ทําให้ไมส่ามารถเกิดผลิตภณัฑ์เพิ่มขึน้ได้ อีก เพราะฉะนัน้  ท่ีเวลาคือ 

24 ชม. จงึเป็นเวลาท่ีเหมาะท่ีสดุในการยอ่ยสลาย PLA โดยเอนไซม์จาก A. keratinilytica สายพนัธุ์ 

T16-1 และคา่กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีเหมาะสมในการยอ่ยสลาย PLA โดยเอนไซม์จาก A. keratinilytica 

สายพนัธุ์ T16-1 คือ 200 U/ml จากผลการวิจยัพบวา่คา่ปริมาณกิจกรรมของเอนไซม์ แปรผนัตาม ปริมาณ

ผลิตภณัฑ์กรดแลกตกิท่ีเกิดขึน้ กลา่วคือเม่ือเพิ่มปริมาณเอนไซม์สงูขึน้ผลท่ีตามมาคือปริมาณผลิตภณัฑ์

กรดแลกตกิจะเพิ่มขึน้เชน่กนั และจะน้อยลงเม่ือ PLA ตัง้ต้นลดลงจนหมด (ปราณี พฒันพิพิธไพลศาส . 

2556: 27-41) 

 นอกจากนีมี้รายงานเก่ียวกบั การศึ กษากระบวน การสงัเคราะห์ พลาสตกิชนิด  PLA ด้วย

กระบวนการตา่งๆ Achmad. et al. (2009: 342–350) ศกึษากระบวนการสงัเคราะห์ PLA โดยกระบวนการ

ทางเคมี โดยการควบแนน่ภายใต้สภาวะสญุญากาศ พบวา่สามารถทําให้เกิด  PLA ได้แตจํ่าเป็นต้องใช้

อณุหภมูิสงูในการทําปฏิกิริยา Piemonte; & Gironi (2013: 313-318) รายงานถึงกระบวนการสงัเคราะห์ 

PLA โดยกระบวนการทาง เคมี ซึง่ในการสงัเคราะห์นัน้ได้ใช้อณุหภมูิ 160-180 องศาเซลเซียส และใช้

ปริมาณกรดแลกตกิท่ีได้จากการยอ่ยสลาย PLA สงูถึงร้อยละ 95 นอกจากนีย้งัมีการรายงานเก่ียวกบั

การนําพลาสตกิชนดิ PLA กลบัมาใช้ใหมโ่ดยกระบวนการทางชีวภาพโดย  Takahashi; et al. (2004: 

346-353) ศกึษาการยอ่ยสลาย PLA ชนิด DL-PLA โดยใช้เอนไซม์ไลเปส ท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส 

ซึง่ PLA จะถกูเปล่ียนให้เป็น โอลิโกเมอร์ท่ีเป็นวงแหวนแลกไทด์ และสามารถนํากลบัมาใช้ผลติ PLA ได้ 

เชน่เดียวกนัโดยใช้เอนไซม์ไลเปสทางการค้าท่ีมีช่ือวา่ lipase CA (Novozyme 435) ในการยอ่ยสลาย  

PLA และการสงัเคราะห์ โดยทําปฏิกิริยา ท่ีอณุหภมูิ 100 องศาเซล เซียส  ซึง่จากการศกึษานีพ้บวา่                 

โอลโิกเมอร์  ท่ีมีลกัษณะ เป็นวงแหวน สามารถนํากลบัมาใช้ในการผลติ PLA ได้อีกครั ง้ จากรายงาน

การศกึษาข้างต้นเห็นได้วา่กระบวนการนําพลาสตกิชนิด  PLA กลบัมาใช้ใหม่ โดยกระบวนการทา งเคมี

ใช้อณุหภมูิ สงูกวา่กระบวนการทางชีวภาพ  สง่ผลให้ในการวิจยั ครัง้นีจ้งึเลือกกระบวนการสงัเคราะห์ 

PLA โดยกระบวนการทางชีวภาพ ในปัจจบุนัการสงัเคราะห์ PLA ใหมด้่วยวิธีการทางชีวภาพนัน้ยงัมี

การศกึษาไมม่ากนกั โดยมีรายงานเก่ียวกบัสารท่ีใช้การทําปฎิกิริยา  Kondabagil; & Soundar (2003: 

859-865) พบวา่ เอนไซม์ไลเปสท างการค้า สามารถใช้ เป็นตวัคะตะลสิต์ ในการสงัเคราะห์ PLA โดย

พบวา่ PLA ท่ีได้นํา้หนกัโมเลกลุสดุถึง 3,300 Da เม่ือไมน่านมานี มี้การศกึษาเก่ียวกบัสภาวะท่ีใช้ใน

กระบวนการสงัเคราะห์ PLA โดยกระบวนการทางชีวภาพ Chuensangjun; et al. (2012: 154-157) 
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รายงานวา่ สามารถสงัเคาะห์ PLA โดยใช้เอนไซม์ไลเปสทางการค้าเป็นตวัคะตะลิสต์ (Lipozyme TL IM) 

และใช้กรดแลกตกิทางการค้า ซึง่ในปฎิกิริยาใช้ระย ะเวลา 5 ชม. ท่ีอณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส ภายใต้

บรรยากาศของ ก๊าซไนโตรเจน พบวา่เม่ือเพิ่มความเข้มข้นของเอน ไซม์จะสง่ผลให้นํา้หนกัโมเลกลุของ

ผลิตภณัฑ์ PLA เพิ่มขึน้โดยผลิตภณัฑ์ที่เกิดขึน้แสดงให้เห็นวา่เอนไซม์ไลเปสมีผลนัน้มี นํา้หนกัโมเลกลุ

อยูใ่นชว่ง 2,600-4,500 Da จากรายงานการศกึษาข้างต้นทําให้ในการวิจยัครัง้นีเ้ลือกใช้ เอนไซม์ไลเปส

ทางการค้าเป็นตวัคะตะลสิต์ (Lipozyme TL IM) และได้นําสภาวะท่ีใช้ในการสงัเคร าะห์ดงักลา่วมาใช้

ในการทําปฏิกิริยาการสงัเคราะห์ PLA โดยกระบวนการทางชีวภาพในงานวิจยันี ้ 

 จากผลการวิจยั พบวา่ผลิตภณัฑ์ ท่ีได้จากการสงัเคราะห์ PLA โดยกระบวนการทางชีวภาพ 

โดยใช้เอนไซม์ไลเปสทางการค้าเป็นตวัคะตะลิสต์  มีจํานวนโครงสร้างโมเลกลุท่ีสงูท่ีสดุเทา่กบั 5 โมเลกลุ 

และมีนํา้หนกัโมเลกลุเทา่กบั 413 Da ซึง่เห็นได้วา่ผลิตภณัฑ์ท่ีได้เป็นโอลิโกเมอร์สายสัน้  ๆของพลาสตกิ

ชนิด PLA สาเหตท่ีุผลิตภณัฑ์ มี ขนาดเลก็และมีนํา้หนกัโมเลกลุน้อย อาจเป็นมาจากหลายปัจจยั เชน่                      

ในการศกึษาก่อนหน้านี ้ใช้ สารตัง้ต้นในการ สงัเคราะห์ PLA เป็นกรดแลกตกิทางการ ค้า ซึง่มีความ

บริสทุธ์ิของสารมากกวา่ผลิตภณัฑ์ได้จากการยอ่ยสลาย PLA (Chuensangjun; et al. 2012: 154-157)  

 แตอ่ยา่งไรก็ตามถึงแม้ผลติภณัฑ์จากการสงัเคราะห์  PLA จะมีจํานวนโมเลกลุสงูสดุเพียง                     

5 โมเลกลุ และมีนํา้ หนกัเพียง 413 Da แตพ่บวา่ สามารถนําไป ประยกุต์ ใช้ได้หลายด้าน โดยพบวา่                  

ได้มีงานวิจยัของ  Jamshidian; & Xiao. (2010: 552-572)  และXiao; et al. (2010: 1057-1065) รายงาน

วา่โอลโิกเมอร์ชนดิ PLA สายสัน้ ๆ นัน้สามารถนําไปประยกุต์ใช้ในการสงัเคราะห์เป็นสา รสง่ถ่ายยา

ระดบันาโน รวมทัง้สามารถนําไปใช้สงัเคราะห์ พอลเิมอร์ร่วม (copolymer) ระหวา่งพลาสตกิชนิด PLA 

และพลาสตกิชนิดอ่ืน ๆ ได้เชน่  PCL หรือ PBS เป็นต้น 

 จากการศกึษานี แ้สดงให้เห็นวา่ ผลิต ภณัฑ์ท่ีได้จากการยอ่ยสลาย PLA โดยใช้เอนไซม์ยอ่ย

สลาย PLA จาก A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 สามารถนํากลบัมาสงัเคราะห์ได้ใหม ่ด้วยกระบวนการ

ทางชีวภาพ โดยทําการสงัเคราะห์โดยใช้เอนไซม์ไลเปสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา ซึง่ PLA ท่ีสงัเคราะห์ได้เป็ น 

โอลโิกเมอร์สายสัน้ ๆ แต่สามารถนํามาทําการประยกุต์ใช้ให้เกิดประโยชน์ ตอ่ไปในอนาคต  รวมถึงอาจ

พฒันาสภาวะ และกระบวนการ ท่ีใช้ในการ สงัเคราะห์  PLA โดยกระบวนการทางชีวภาพเพ่ือให้ได้

ขนาด และนํา้หนกัโมเลกลุท่ีมากขึน้ตอ่ไป 
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สูตรอาหารเลีย้งเชือ้ 

 

 1. Basal medium 

  (NH4)2 

  K

SO4                                  4.0   กรัมตอ่ลติร 

2HPO4

  KH

                                    4.0   กรัมตอ่ลติร 

2PO4

                    MgSO

                                                     2.0   กรัมตอ่ลติร        

4. 7H2

  Gelatine                                                               2.38   กรัมตอ่ลติร         

O                             0.2    กรัมตอ่ลติร 

                   PLA powder                                         0.35   กรัมตอ่ลติร  

ปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยนํา้กรอง และละลายสว่นผสมทัง้หมดให้เข้ากนั นําไปนึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ  

121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที  

 

 2. ISP-2 agar 

  yeast extract     4  กรัมตอ่ลติร 

  malt extract   10  กรัมตอ่ลติร 

  dextrose       4  กรัมตอ่ลติร 

  agar      15  กรัมตอ่ลติร 

 ปรับปริมาตรด้วยนํา้กรองให้มีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ        

121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 

 

 3. ISP-2 broth 

  yeast extract     4  กรัมตอ่ลติร 

  malt extract                    10   กรัมตอ่ลติร 

  dextrose                         4  กรัมตอ่ลติร 

 ปรับปริมาตรด้วยนํา้กรองให้มีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ       

121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
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บัฟเฟอร์และวิธีการเตรียม 

1. Tris-HCl Buffer pH 9 

   Solution A 0.2 M Tris 

        Tris-HCl                                                               24.2               กรัม 

        H2

   Solution B 0.2 M HCl 

O                                                                      1.0                 ลติร 

        Conc HCl                                                            0.16            มิลลิลติร 

         H2

เตรียมสารละลาย A และสารละลาย B ตามขัน้ตอนด้านบน จากนัน้ผสมสารละลาย A                  

100 มิลลิลิตร ในสารละลาย B 10 มิลลิลิตร ปรับpH ให้เทา่กบั 9 จากนัน้ ปรับปริมาตรด้วยนํา้กลัน่

ให้เป็น 400 มิลลิลติร 

O                                                                      100           มิลลิลติร 
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ภาคผนวก ค 
ผลงานนําเสนองานวจิัย 
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ประวัตย่ิอผู้วจิัย 
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ประวัตย่ิอผู้วจิัย 

 
 

ช่ือ ช่ือสกลุ นายอนพุนัธ์ ยงัปรีดา 

วนัเดือนปีเกิด 18 สิงหาคม พ.ศ. 2530 

สถานท่ีเกิด เขต ุบางแค กรุงเทพมหานคร  

สถานท่ีอยูปั่จจบุนั 34/1 หมู ่9 ต.อ้อมน้อย อ.กระทุม่แบน จ.สมทุรสาคร 74130   

ประวตักิารศกึษา  

            พ.ศ. 2548  จบการศกึษาในระดบัมธัยมศกึษาตอนปลาย  

 จาก โรงเรียนมธัยมสาธิตมหาวิทยาลยัราชภฎัสวนสนุนัทา กรุงเทพ 

            พ.ศ. 2552  จบการศกึษาในระดบัปริญญาตรี สาขาจลุชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์  

 (วท.บ.)  

 จาก มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีพระจอมเกล้าธนบรีุ กรุงเทพ 

            พ.ศ. 2558  จบการศกึษาในระดบัปริญญาโทสาขาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 

 (กศ.ม.)  

 จาก มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ   กรุงเทพ 

 

ผลงาน เข้าร่วมการประชมุงานวิชาการ ระดบั นานา ชาติ  “วิทยาศาสตร์วิจยั ”                                

The 7th 

                                       ได้รับรางวลัชมเชย การนําเสนองานวิจนัยอดเย่ียม สาขา  วิทยาศาสตร์และ

เทคโนโลยีชีวภาพ การประชมุงานวิชาการระดบันานาชาต ิ “วิทยาศาสตร์

วิจยั” The 7

National Science Conference  และจดัแสด งผลงานวิจยัเร่ือง                               

“ Study of poly(L-lactide)(PLA)recycle process by using biological 

method ” ณ มหาวิทยาลยันเรศวร จ.พษิณโุลก 

th 
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The 6

National Science Conference  ณ มหาวิทยาลยันเรศวร                 

จ. พษิณโุลก 

th Congress of European Microbiologist จดัโดย FEMS (Fedration 

of European Microbiologist Societies) และจดัแสดงผลงานวิจยัเร่ือง  

“ Biological recycling of poly(L-lactide)(PLA) by Microbial Enzyme ” 

ณ. ศนูย์การประชมุ MECC เมือง Maastricht ประเทศ เนเธอแลนด์ 
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