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บทคัดย่อ 
การสกดัพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต  จากเช้ือ Alcaligenes eutrophus ดว้ยบรอมิเลนจากน ้ าสับปะรด แบ่งออกเป็น

สามการทดลอง โดยท าการศึกษาผลของอายสุบัปะรดท่ีมีต่อกิจกรรมของเอนไซม ์การประยกุตใ์ชบ้รอมิเลนในการสกดั
พีเอชบี และการยนืยนัโครงสร้างพอลิเมอร์ดว้ยเคร่ืองอินฟราเรดสเปคโตรสโคปี ผลการทดลองพบวา่ น ้ าสับปะรดจาก
ผลท่ีมีอายุแตกต่างกัน (100-200 วนัหลงัจากบังคบัดอก) จะมีปริมาณโปรตีนในช่วง 98.7-123.46 มิลลิกรัม และมี
กิจกรรมของบรอมิเลนในช่วง 1.41-1.64  ยนิูตต่อมิลลิลิตร โดยพบวา่ปริมาณโปรตีนและกิจกรรมของเอนไซมไ์ม่มีความ
แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัในผลสับปะรดท่ีใชใ้นการทดลอง เม่ือน าน ้ าสับปะรดมาสกดัพีเอชบีจากเช้ือ A. eutrophus ท่ี
เล้ียงในอาหาร Nutrient broth  โดยมีกลูโคสความเขม้ขน้ 40 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน จะไดพ้ีเอชบีปริมาณ 1.57 
กรัมต่อลิตร คิดเป็น 82.63 เปอร์เซ็นตต์่อน ้ าหนกัเซลลแ์หง้  จากการวเิคราะห์โครงสร้างดว้ยเคร่ืองอินฟราเรดสเปคโตรส
โคปีเปรียบเทียบกบัพีเอชบีทางการคา้พบวา่พอลิเมอร์ท่ีไดเ้ป็นพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต 
ค าส าคญั : เช้ือ Alcaligenes eutrophus ฟเูรียร์ทรานส์ฟอร์มอินฟราเรดสเปคโตรสโคปี Nutrient Broth NB พอลิไฮ-       
                   ดรอกซีบิวทิเรต บรอมิเลน 

Abstract 
The study of polyhydroxybutyrate (PHB) extraction from Alcaligenes eutrophus by bromelain from 

pineapple juice was separated into three experiments including the effect of pineapple age on enzyme activity, the 
application of bromelain for PHB extraction and the confirmation of isolated polymer by Infrared spectroscopy. The 
result revealed that pineapple juice from different age (100-200 days of cultivation) had protein content and bromelain 
activity in the range of 98.7-123.46 mg and 1.41-1.64 unit/mL, respectively. However, the content did not show the 
significant different. Pineapple age did not affected on protein content and bromelain activity. Therefore, pineapple 
juice was utilized for PHB extraction from A. eutrophus cultivated in Nutrient broth (NB) contained glucose (40 g/L) 
as carbon source. The extraction yielded PHB content at 1.57 g PHB /L with 82.63 % of dry cell weight (DCW). The 
structure of isolated polymer was confirmed by Infrared spectroscopy compared with commercial PHB. The structure 
indicated that isolated polymer was polyhydroxybutyrate. 
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บทน า 
พลาสติกถือวา่เป็นวสัดุท่ีนิยมน ามาใชเ้ป็นวตัถุส่ิงของต่าง ๆ ท่ีใชใ้นชีวิตประจ าวนั เน่ืองจากอ านวยความ

สะดวกสบายให้แก่มวลมนุษย ์ทั้ งในเร่ืองรูปแบบของผลิตภัณฑ์ การตอบสนองด้านการใช้งาน ความคงทนถาวร
ตลอดจนราคาท่ีเหมาะสม เน่ืองจากง่ายต่อการข้ึนรูปเป็นรูปทรงต่าง ๆ ไม่ว่าจะเป็นเส้นใย (fiber) หรือแมก้ระทัง่เป็น
แผ่นฟิล์มบาง ๆ แมว้่าผลิตภณัฑ์ท่ีท าจากพลาสติกจะอ านวยความสะดวกสบายในการใช้งานแต่ในขณะเดียวกันก็
ก่อใหเ้กิดปัญหาตามมาจากการใชพ้ลาสติกดงักล่าว เน่ืองจากพลาสติกเป็นสารท่ีผลิตข้ึนจากปิโตรเคมีหรืออนุพนัธ์ของ 
ปิโตรเคมี ซ่ึงไม่สามารถยอ่ยสลายได ้ก่อให้เกิดปัญหาในดา้นการจดัการในการก าจดัพลาสติก เน่ืองจากปริมาณขยะท่ี
เป็นพวกพลาสติกจะมีปริมาณท่ีเพ่ิมสูงข้ึนทุก ๆ ปี และเพ่ือเป็นการลดปัญหา ท่ีเกิดจากขยะพลาสติกท่ีไม่สามารถยอ่ย
สลายไดง่้ายทางธรรมชาติจึงเกิดแนวคิดในการน าพลาสติกชีวภาพหรือพลาสติกท่ีสามารถยอ่ยสลายไดท้างธรรมชาติมา
ใชแ้ทนพลาสติกท่ีผลิตไดจ้ากปิโตรเคมี [3] ซ่ึงพอลิเมอร์ท่ีย่อยสลายไดห้รือพลาสติกชีวภาพมีคุณสมบัติคลา้ยกับ
พลาสติกสงัเคราะห์ อยา่งเช่นพอลิไฮดรอกซีบิวทิเลตเป็นอนุพนัธ์ของพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต ซ่ึงจดัเป็นพอลิเมอร์ 
ประเภทอะลิฟาติก พอลีเอสเตอร์ (aliphatic polyester) มีโครงสร้างเป็นสายยาว และมีคุณสมบติัต่าง ๆ คลา้ยกบัพลาสติก
ทัว่ไป เช่นพอลิโพรไพลีน [2] นอกจากน้ีพอลิไฮ-  ดรอกซีบิวทิเรตยงัสามารถยอ่ยสลายไดด้ว้ยกระบวนการทางชีวภาพ
ไดเ้ป็นก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ และน ้ า แต่การใชพ้อลิไฮดรอกซีบิวทิเรตยงัมีขอ้จ ากดัในเร่ืองของราคา เน่ืองจากใน
กระบวนการผลิตตอ้งท าการสกดัพอลิไฮดรอกซีบิว-ทิเรตออกมาจากเซลลจุ์ลินทรีย ์ซ่ึงวิธีการสกดัท่ีไดรั้บการนิยมใน
อุตสาหกรรมคือ การใชต้วัท าละลายในการสกดัพอ-ลิไฮดรอกซีบิวทิเรต อยา่งเช่น chlorinated solvents และ isoamilic 
alcohol เป็นตน้ แต่สารเคมีดงักล่าวมีขอ้เสียคือสารท่ีใชไ้ม่เป็นมิตรกบัส่ิงแวดลอ้ม มีราคาแพง และลดน ้ าหนักมวล
โมเลกลุของพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตท าใหพ้อลิไฮดรอกซี-บิวทิเรตท่ีไดไ้ม่เหมาะสมในการใชง้านในระดบัอุตสาหกรรม 
ส าหรับอีกวิธี ท่ีเหมาะสมคือ การสกดัดว้ยเอนไซมซ่ึ์งมีขอ้ดีคือ เกิดปฏิกิริยาไดดี้ ไม่ท าลายผลผลิตท่ีตอ้งการ และได้
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บทน า 
พลาสติกถือวา่เป็นวสัดุท่ีนิยมน ามาใชเ้ป็นวตัถุส่ิงของต่าง ๆ ท่ีใชใ้นชีวิตประจ าวนั เน่ืองจากอ านวยความ

สะดวกสบายให้แก่มวลมนุษย ์ทั้ งในเร่ืองรูปแบบของผลิตภัณฑ์ การตอบสนองด้านการใช้งาน ความคงทนถาวร
ตลอดจนราคาท่ีเหมาะสม เน่ืองจากง่ายต่อการข้ึนรูปเป็นรูปทรงต่าง ๆ ไม่ว่าจะเป็นเส้นใย (fiber) หรือแมก้ระทัง่เป็น
แผ่นฟิล์มบาง ๆ แมว้่าผลิตภณัฑ์ท่ีท าจากพลาสติกจะอ านวยความสะดวกสบายในการใช้งานแต่ในขณะเดียวกันก็
ก่อให้เกิดปัญหาตามมาจากการใชพ้ลาสติกดงักล่าว เน่ืองจากพลาสติกเป็นสารท่ีผลิตข้ึนจากปิโตรเคมีหรืออนุพนัธ์ของ 
ปิโตรเคมี ซ่ึงไม่สามารถยอ่ยสลายได ้ก่อให้เกิดปัญหาในดา้นการจดัการในการก าจดัพลาสติก เน่ืองจากปริมาณขยะท่ี
เป็นพวกพลาสติกจะมีปริมาณท่ีเพ่ิมสูงข้ึนทุก ๆ ปี และเพ่ือเป็นการลดปัญหา ท่ีเกิดจากขยะพลาสติกท่ีไม่สามารถยอ่ย
สลายไดง่้ายทางธรรมชาติจึงเกิดแนวคิดในการน าพลาสติกชีวภาพหรือพลาสติกท่ีสามารถยอ่ยสลายไดท้างธรรมชาติมา
ใชแ้ทนพลาสติกท่ีผลิตไดจ้ากปิโตรเคมี [3] ซ่ึงพอลิเมอร์ท่ีย่อยสลายไดห้รือพลาสติกชีวภาพมีคุณสมบัติคลา้ยกับ
พลาสติกสงัเคราะห์ อยา่งเช่นพอลิไฮดรอกซีบิวทิเลตเป็นอนุพนัธ์ของพอลิไฮดรอกซีอลัคาโนเอต ซ่ึงจดัเป็นพอลิเมอร์ 
ประเภทอะลิฟาติก พอลีเอสเตอร์ (aliphatic polyester) มีโครงสร้างเป็นสายยาว และมีคุณสมบติัต่าง ๆ คลา้ยกบัพลาสติก
ทัว่ไป เช่นพอลิโพรไพลีน [2] นอกจากน้ีพอลิไฮ-  ดรอกซีบิวทิเรตยงัสามารถยอ่ยสลายไดด้ว้ยกระบวนการทางชีวภาพ
ไดเ้ป็นก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ และน ้ า แต่การใชพ้อลิไฮดรอกซีบิวทิเรตยงัมีขอ้จ ากดัในเร่ืองของราคา เน่ืองจากใน
กระบวนการผลิตตอ้งท าการสกดัพอลิไฮดรอกซีบิว-ทิเรตออกมาจากเซลลจุ์ลินทรีย ์ซ่ึงวิธีการสกดัท่ีไดรั้บการนิยมใน
อุตสาหกรรมคือ การใชต้วัท าละลายในการสกดัพอ-ลิไฮดรอกซีบิวทิเรต อยา่งเช่น chlorinated solvents และ isoamilic 
alcohol เป็นตน้ แต่สารเคมีดงักล่าวมีขอ้เสียคือสารท่ีใชไ้ม่เป็นมิตรกบัส่ิงแวดลอ้ม มีราคาแพง และลดน ้ าหนักมวล
โมเลกลุของพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตท าใหพ้อลิไฮดรอกซี-บิวทิเรตท่ีไดไ้ม่เหมาะสมในการใชง้านในระดบัอุตสาหกรรม 
ส าหรับอีกวิธี ท่ีเหมาะสมคือ การสกดัดว้ยเอนไซมซ่ึ์งมีขอ้ดีคือ เกิดปฏิกิริยาไดดี้ ไม่ท าลายผลผลิตท่ีตอ้งการ และได้
ผลิตผลท่ีมีความบริสุทธ์ิสูง แต่การใชเ้อนไซมใ์นการสกดัมีขอ้จ ากดัคือ เอนไซมมี์ราคาแพง ซ่ึงเอนไซมท่ี์มีประสิทธิภาพ
ในการสกดัพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตไดดี้คือ เอนไซม์บรอมี-เลนโดยผลการทดลองของ [6] พบวา่ ผลจากการทดลองใช้
โบรมีเลนทางการคา้ในการสกดัพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตจากเช้ือ Alcaligenes eutrophus จะไดพ้อลิไฮดรอกซีบิวทิเรตท่ีมี
ความบริสุทธ์ิสูงสุดถึง 88.8% แต่วิธีการดงักล่าวมีขอ้จ ากดั คือ การใชเ้อนไซมท์างการคา้จะท าให้ตน้ทุนการผลิตสูงอีก
ทั้งในงานวจิยัดงักล่าวเป็นเพียงแค่การศึกษาถึงชนิดเอนไซมท่ี์เหมาะสมต่อการสกดัเพียงเบ้ืองตน้เท่านั้น ดงันั้นเพ่ือเป็น
การลดตน้ทุนการผลิตพอลิไฮ-     ดรอกซีบิวทิเรต วตัถุประสงคข์องการวิจยัน้ีจึงมุ่งเนน้ท่ีการสกดั และท าบริสุทธ์ิ
เอนไซมบ์รอมีเลนจากสับปะรดในธรรมชาติ และท าการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการใช้บรอมีเลนจากสับปะรดใน
การสกดั รวมทั้งการประเมินความคุม้ค่าทางเศรษฐกิจของผลิตภณัฑอี์กดว้ย เน่ืองจากสับปะรดเป็นพืชท่ีสามารถหาได้
ง่ายในจงัหวดัพทัลุง แลว้จึงน าเอนไซมม์าประยกุตใ์ชใ้นการสกดัพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตจากเช้ือ Alcaligenes eutrophus 
เพื่อเป็นการลดตน้ทุนการผลิตพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต 
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ได้วิเคราะห์โปรตีน และกิจกรรมของเอนไซม์ ท าการเปรียบเทียบผลของอายุสับปะรดท่ีมีต่อปริมาณโปรตีน และ
กิจกรรมของบรอมิเลน 
การทดสอบกจิกรรมของบรอมิเลน [5] 
สารสกดัหยาบจากน ้ าสับปะรด 10 ไมโครลิตร เติม 50 มิลลิโมลาร์ disodium hydrogen phosphate  (pH 7) 1 มิลลิลิตร 
จากนั้นน าสารละลายท่ีไดม้าเติม 0.65% casein 1 มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
ตกตะกอนโปรตีนท่ีไม่ถูกยอ่ยดว้ย 110 มิลลิโมลาร์ Trichloro acetic acid 2.5 มิลลิลิตร  แลว้น าไปบ่มต่อท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที น าสารละลายท่ีไดไ้ปเซนตริฟิวกท่ี์ 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที แลว้จึงแยกเอา
เฉพาะส่วนใสมาวดัปริมาตรท่ีได ้น าสารละลายท่ีไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร ค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีวดัไดจ้ะน ามาเทียบกบักราฟไทโรซีนมาตรฐานเพ่ือค านวณปริมาณไทโรซีน 
ก าหนดให ้1 หน่วยของเอนไซมบ์รอมิเลนหมายถึงปริมาณ เอนไซมท่ี์เร่งปฏิกิริยาการยอ่ยสลายโปรตีนให้ไดไ้ทโรซีน 1 
ไมโครกรัมต่อนาที ภายใตอุ้ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เวลา 10 นาที 
การวเิคราะห์ปริมาณโปรตีน [7] 
สารสกดัหยาบจากน ้ าสับปะรด 50 ไมโครลิตร เติม Alkaline copper reagent 5 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนั เขยา่ แลว้น าไป
วางท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 15 นาที เติม Folin Ciocalteau 0.3 มิลลิลิตร บ่มเป็นเวลา 30 นาที น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสง
ท่ี 650 นาโนเมตร น าค่าท่ีไดม้าเทียบกบักราฟมาตรฐาน BSA  
การเลีย้งเช้ือ Alcaligenes eutrophus [3]  
เล้ียงเช้ือดว้ยอาหาร Nutrient broth (NB) ท่ีประกอบดว้ย peptone และ  beef extract โดยมีการเติมกลูโคสความเขม้ขน้ 40 
กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน เติมกลา้เช้ือท่ีเตรียมไดป้ริมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ลงในอาหาร NB ท าการเขยา่ท่ีความเร็ว  
200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 72 ชัว่โมง เก็บตวัอยา่งทั้งหมดน าไปหมุนเหวี่ยง ท่ีความเร็ว 6,000 
รอบต่อนาที นาน 20 นาที ชัง่น ้ าหนกัเซลลท่ี์ได ้เซลลท่ี์ไดจ้ะน าไปสกดัพีเอชบีดว้ยน ้ าสบัปะรดในการทดลองถดัไป 
การสกดัพอลไิฮดรอกซีบิวทเิรต [6] 
เซลลท่ี์ไดจ้ากการเล้ียงเช้ือในอาหาร NB น ามาสกดัดว้ยน ้ าสับปะรดโดยเติมสารละลายบฟัเฟอร์ pH  7 ปริมาณ   5 
มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ี 85 องศาเซลเซียส 15 นาที เพ่ือก าจดัเซลลส่์วนท่ีเป็นผนงัเซลลบ์างส่วนท่ีเป็นสารพนัธุกรรมและ
โปรตีนออกเพ่ือท าให้การสกดัมีคุณภาพมากข้ึน แลว้น าไปเซนตริฟิวก์ 6,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที น าเซลลท่ี์
ไดไ้ปเติมบฟัเฟอร์ 50 มิลลิลิตร พร้อมเติมน ้ าสับปะรด 5 มิลลิลิตร ท่ีมีปริมาณโปรตีน 108.02±6.14 มิลลิกรัม และ
กิจกรรมเอนไซม ์1.59±0.03 ยนิูตต่อมิลลิลิตร ตั้งเขยา่ท่ี 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 ชัว่โมง แลว้น ามาเซนตริฟิวก ์
6,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที น าเซลลท่ี์ไดอ้บให้แห้ง ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 8 ชัว่โมง ชัง่น ้ าหนกัพีเอชบี 
แลว้น ามาค านวณเปอร์เซ็นตพ์ีเอชบี ดงัสมการท่ี 1 

   PHB% = น ้าหนกั    
น ้าหนกัเซลล์

  × 100                                     ......................... 1 
การวเิคราะห์โครงสร้างพอลไิฮดรอกซีบิวทเิรตด้วยเคร่ืองอนิฟราเรดสเปคโตรสโคปี [4] 
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ได้วิเคราะห์โปรตีน และกิจกรรมของเอนไซม์ ท าการเปรียบเทียบผลของอายุสับปะรดท่ีมีต่อปริมาณโปรตีน และ
กิจกรรมของบรอมิเลน 
การทดสอบกจิกรรมของบรอมิเลน [5] 
สารสกดัหยาบจากน ้ าสับปะรด 10 ไมโครลิตร เติม 50 มิลลิโมลาร์ disodium hydrogen phosphate  (pH 7) 1 มิลลิลิตร 
จากนั้นน าสารละลายท่ีไดม้าเติม 0.65% casein 1 มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
ตกตะกอนโปรตีนท่ีไม่ถูกยอ่ยดว้ย 110 มิลลิโมลาร์ Trichloro acetic acid 2.5 มิลลิลิตร  แลว้น าไปบ่มต่อท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที น าสารละลายท่ีไดไ้ปเซนตริฟิวกท่ี์ 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที แลว้จึงแยกเอา
เฉพาะส่วนใสมาวดัปริมาตรท่ีได ้น าสารละลายท่ีไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร ค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีวดัไดจ้ะน ามาเทียบกบักราฟไทโรซีนมาตรฐานเพ่ือค านวณปริมาณไทโรซีน 
ก าหนดให ้1 หน่วยของเอนไซมบ์รอมิเลนหมายถึงปริมาณ เอนไซมท่ี์เร่งปฏิกิริยาการยอ่ยสลายโปรตีนให้ไดไ้ทโรซีน 1 
ไมโครกรัมต่อนาที ภายใตอุ้ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เวลา 10 นาที 
การวเิคราะห์ปริมาณโปรตีน [7] 
สารสกดัหยาบจากน ้ าสับปะรด 50 ไมโครลิตร เติม Alkaline copper reagent 5 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนั เขยา่ แลว้น าไป
วางท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 15 นาที เติม Folin Ciocalteau 0.3 มิลลิลิตร บ่มเป็นเวลา 30 นาที น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสง
ท่ี 650 นาโนเมตร น าค่าท่ีไดม้าเทียบกบักราฟมาตรฐาน BSA  
การเลีย้งเช้ือ Alcaligenes eutrophus [3]  
เล้ียงเช้ือดว้ยอาหาร Nutrient broth (NB) ท่ีประกอบดว้ย peptone และ  beef extract โดยมีการเติมกลูโคสความเขม้ขน้ 40 
กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน เติมกลา้เช้ือท่ีเตรียมไดป้ริมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ลงในอาหาร NB ท าการเขยา่ท่ีความเร็ว  
200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 72 ชัว่โมง เก็บตวัอยา่งทั้งหมดน าไปหมุนเหวี่ยง ท่ีความเร็ว 6,000 
รอบต่อนาที นาน 20 นาที ชัง่น ้ าหนกัเซลลท่ี์ได ้เซลลท่ี์ไดจ้ะน าไปสกดัพีเอชบีดว้ยน ้ าสบัปะรดในการทดลองถดัไป 
การสกดัพอลไิฮดรอกซีบิวทเิรต [6] 
เซลลท่ี์ไดจ้ากการเล้ียงเช้ือในอาหาร NB น ามาสกดัดว้ยน ้ าสับปะรดโดยเติมสารละลายบฟัเฟอร์ pH  7 ปริมาณ   5 
มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ี 85 องศาเซลเซียส 15 นาที เพ่ือก าจดัเซลลส่์วนท่ีเป็นผนงัเซลลบ์างส่วนท่ีเป็นสารพนัธุกรรมและ
โปรตีนออกเพ่ือท าให้การสกดัมีคุณภาพมากข้ึน แลว้น าไปเซนตริฟิวก์ 6,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที น าเซลลท่ี์
ไดไ้ปเติมบฟัเฟอร์ 50 มิลลิลิตร พร้อมเติมน ้ าสับปะรด 5 มิลลิลิตร ท่ีมีปริมาณโปรตีน 108.02±6.14 มิลลิกรัม และ
กิจกรรมเอนไซม ์1.59±0.03 ยนิูตต่อมิลลิลิตร ตั้งเขยา่ท่ี 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 ชัว่โมง แลว้น ามาเซนตริฟิวก ์
6,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที น าเซลลท่ี์ไดอ้บให้แห้ง ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 8 ชัว่โมง ชัง่น ้ าหนกัพีเอชบี 
แลว้น ามาค านวณเปอร์เซ็นตพ์ีเอชบี ดงัสมการท่ี 1 

   PHB% = น ้าหนกั    
น ้าหนกัเซลล์
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ผลการวจัิยและอภิปรายผลการวจัิย 
งานวิจยัเร่ืองการสกดัพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (พีเอชบี) จากเช้ือ Alcaligenes eutrophus ดว้ยบรอมิเลนจากน ้ าสับปะรด 
แบ่งออกเป็นสามการทดลอง โดยท าการศึกษาผลของอายสุับปะรดท่ีมีต่อกิจกรรมของเอนไซม ์การประยกุตใ์ชบ้รอมิ-
เลนในการสกดัพีเอชบี และการยนืยนัโครงสร้างของพอลิเมอร์ท่ีสกดัไดด้ว้ยเคร่ืองอินฟราเรดสเปคโตรสโคปี 
1. ผลของอายุสับปะรดทีม่ีต่อกจิกรรมของเอนไซม์ 
สบัปะรดผลแก่ ผลแกว้ ผลสุก ผลสุกงอม อายตุั้งแต่ 100-200 วนัหลงัจากบงัคบัดอก จะมีปริมาณโปรตีนในสารละลาย
ก่อนและหลงัเซนตริฟิวก์อยูใ่นช่วง 98.7-123.46  มิลลิกรัม และกิจกรรมเอนไซมอ์ยูใ่นช่วง 1.46-1.63 ยนิูตต่อมิลลิลิตร 
ซ่ึงมีค่าปริมาณของโปรตีน และกิจกรรมของ บรอมิเลนจากน ้ าสับปะรดท่ีแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคญั จากการ
วิเคราะห์ทั้ งปริมาณโปรตีนและกิจกรรมบรอมิเลนเพ่ือน าไปศึกษาในการสกัดพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตจากเช้ือ A. 
eutrophus ดว้ยเอนไซมบ์รอมิเลนจากสับปะรด เน่ืองจากมีงานวิจยัของ [6] พบวา่ ผลจากการทดลองใชโ้บรมีเลนทาง
การคา้ในการสกดัพอลิไฮ-ดรอกซีบิวทิเรตจากเช้ือ Alcaligenes eutrophus จะไดพ้อลิไฮดรอกซี-บิวทิเรตท่ีมีความ
บริสุทธ์ิสูงสุดถึง 88.8%  จึงน าเอนไซมบ์รอมิเลนจากสบัปะรดมาสกดั ดงัแสดงในตารางท่ี 1 
 
ตารางที ่ 1 แสดงปริมาณโปรตีนของค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่งน ้ าสบัปะรด 

ชนิด และ 
อายุของผลสับปะรด 

ก่อนเซนตริฟิวก์ หลงัเซนตริฟิวก์ 
ปริมาณโปรตนี 
(มลิลกิรัม) 

กจิกรรมของบรอมเิลน 
(ยูนิตต่อมลิลลิติร) 

ปริมาณโปรตนี 
(มลิลกิรัม) 

กจิกรรมของบรอมเิลน 
(ยูนิตต่อมลิลลิติร) 

ผลแกว้ (100 วนั) 104.76±4.90 1.51±0.09 106.3±27.64 1.45±0.06 

ผลสุก (160 วนั) 116.13±10.01 1.46±0.02 115.6±17.32 1.61±0.06 

ผลแก่ (180 วนั) 123.46±9.98 1.62±0.05 120.73±25.83 1.63±0.01 

ผลสุกงอม (200 วนั) 98.7±1.83 1.60±0.03 131.4±20..03 1.54±0.04 
 
2. การประยุกต์ใช้บรอมิเลนจากน า้สับปะรดในการสกดัพเีอชบี 
เซลล ์ A. eutrophus ในอาหาร NB ท่ีมีกลูโคสความเขม้ขน้ 40 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน มีการเจริญเติบโตของ
เซลล ์การใชน้ ้ าตาล และปริมาณพีเอชบี ในแต่ละชัว่โมง ดงัแสดงในภาพท่ี 1 จากกราฟแสดงให้เห็นวา่ ในการเพาะเล้ียง
ปริมาณเซลล์และพีเอชบีจะเพ่ิมข้ึนตามระยะเวลาท่ีเพ่ิมข้ึน ในชั่วโมงท่ี 36 ปริมาณเซลล์ลดลงอาจเน่ืองจากเซลล์
จุลินทรียเ์กิดการปรับตวัโดยเม่ือ 12 ชัว่โมง ผา่นไปท าใหป้ริมาณเซลลเ์พ่ิมข้ึน แสดงวา่เซลลอ์าจจะปรับตวัให้สามารถท่ี
จะด ารงอยูไ่ด ้  
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ภาพที ่1 แสดงการเจริญเติบโต ปริมาณน ้ าตาล และปริมาณพีเอชบี จากเช้ือ A. eutrophus ท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร NB ท่ีมี
กลูโคสความเขม้ขน้ 40 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน  ความ เป็นเช้ือท าการเขยา่ 200 รอบต่อนานท่ี อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส ตวัอยา่งจะถูกเก็บมาวเิคราะห์ทุก ๆ 12 ชัว่โมง จนครบ 72 ชัว่โมง 
การใชเ้ช้ือจุลินทรีย ์A. eutrophus เป็นจุลินทรียท่ี์มีการวิจยัคน้ควา้เพื่อใชผ้ลิตพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) 

กนัอยา่งกวา้งขวาง เน่ืองจากจุลินทรียช์นิดน้ีมีความสามารถท่ีจะสะสมสารพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตไวภ้ายในเซลลไ์ดม้าก
ถึงประมาณร้อยละ 80  โดยน ้ าหนกัเซลลโ์ดยการเพาะเล้ียงดว้ยแหล่งคาร์บอนง่าย ๆ เช่น กลูโคส นอกจากกลูโคสยงั
สามารถใชส้ารประกอบอินทรียเ์พ่ือเป็นแหล่งคาร์บอนไดห้ลากหลาย ไดแ้ก่ กลูโคส ฟรุคโตส  ฟีนอล เพนโตส เป็นตนั 
ในการทดลองน้ีไดใ้ชก้ลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนเน่ืองจากสามารถหาไดง่้ายและมีราคาถูก [1] 
 
3. การวเิคราะห์โครงสร้างของพอลเิมอร์ทีส่กัดได้ด้วยเคร่ืองอนิฟราเรดสเปคโตรสโคปี 
จากผลการทดลองพบวา่ โดยมีหมู่ฟังกช์นั C=O ท่ี 1695.125  หมู่ C-O ท่ี 1240.142 หมู่ O-H 3350 และ C-H ท่ี 1333.510  
cm-1 (ภาพท่ี 2) จึงสามารถยนืยนัไดว้า่พอลิเมอร์ท่ีสกดัไดเ้ป็นพีเอชบี โดยเปรียบเทียบกบัพีเอชบีทางการคา้  (ตารางท่ี 2) 
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การใชเ้ช้ือจุลินทรีย ์A. eutrophus เป็นจุลินทรียท่ี์มีการวิจยัคน้ควา้เพื่อใชผ้ลิตพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB) 
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ในการทดลองน้ีไดใ้ชก้ลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนเน่ืองจากสามารถหาไดง่้ายและมีราคาถูก [1] 
 
3. การวเิคราะห์โครงสร้างของพอลเิมอร์ทีส่กัดได้ด้วยเคร่ืองอนิฟราเรดสเปคโตรสโคปี 
จากผลการทดลองพบวา่ โดยมีหมู่ฟังกช์นั C=O ท่ี 1695.125  หมู่ C-O ท่ี 1240.142 หมู่ O-H 3350 และ C-H ท่ี 1333.510  
cm-1 (ภาพท่ี 2) จึงสามารถยนืยนัไดว้า่พอลิเมอร์ท่ีสกดัไดเ้ป็นพีเอชบี โดยเปรียบเทียบกบัพีเอชบีทางการคา้  (ตารางท่ี 2) 
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ภาพที ่2 สเปคตรัมของพอลิเมอร์ท่ีสกดัไดจ้ากเช้ือ A. eutrophus ท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร NB ท่ีมีกลูโคสความเขม้ขน้ 40 

กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน โดยใชน้ ้ าสบัปะรดเป็นตวัสกดั 
 
ตารางที ่2 Wavelength number ของพอลิเมอร์ท่ีสกดัไดจ้ากเช้ือ A. eutrophus ท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร NB ท่ีมีกลูโคสความ
เขม้ขน้ 40 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน โดยใชน้ ้ าสบัปะรดเป็นตวัสกดั เปรียบเทียบกบัพีเอชบีทางการคา้ 
 

Spectrum Wavelength number  (cm-1) 
พเีอชบีก พเีอชบีทางการค้าข 

C=O stretching 
C-O stretching 
O-H 
C-H bending 

1695.125 
1240.142 

3350 
1333.51 

1725 และ 1277 
1000-1300 

3444 
1375 และ 1450 

ก พีเอชบีท่ีสกดัไดจ้ากการทดลองน้ี 
ข พีเอชบีทางการคา้จากบริษทั Biocycle [4] 

 
สรุปผลการทดลอง 

จากการทดลองการศึกษาผลของอายุสับปะรดต่อโปรตีน และกิจกรรมของเอนไซมพ์บวา่ น ้ าสับปะรดจากผลท่ีมีอายุ
แตกต่างกนั (100-200 วนั) จะมีปริมาณโปรตีนในช่วง 98.7-123.46  มิลลิกรัม และมีกิจกรรมของ บรอมิเลนในช่วง 1.46-
1.64   ยูนิตต่อมิลลิลิตร โดยพบว่าปริมาณโปรตีนและกิจกรรมของเอนไซม์ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนัยส าคญัในผล
สบัปะรดท่ีมีอายตุ่างกนัในการทดลอง เน่ืองจากการสุกของผลสบัปะรดข้ึนอยูก่บัการบ่มใหสุ้กแต่ผลท่ีไดจ้ากการทดลอง
มีกิจกรรมของเอนไซมบ์รอมิเลยแตกต่างกนัอยา่งไม่มีนยัส าคญั  เม่ือน าน ้ าสับปะรดมาสกดัพีเอชบีจากเช้ือ A. eutrophus 
ท่ีเล้ียงในอาหาร Nutrient broth (NB) ท่ีมีกลูโคสความเขม้ขน้ 40 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน จะไดพี้เอชบีปริมาณ 
1.57 กรัมต่อลิตร คิดเป็น 82.63 เปอร์เซ็นตต์่อน ้ าหนกัเซลล์แห้ง โดยมีกิจกรรมของเอนไซมบ์รอมิเลน 1.62±0.03 จาก
การวเิคราะห์โครงสร้างดว้ยเคร่ืองอินฟราเรดสเปคโตรสโคปีเปรียบเทียบกบัพีเอชบีทางการคา้พบวา่พอลิเมอร์ท่ีไดเ้ป็น
พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต โดยมีหมู่ฟังก์ชนั C=O ท่ี 1695.125  หมู่ C-O ท่ี 1240.142 หมู่ O-H 3350 และ C-H ท่ี 1333.510  
cm-1  

C=O C-O 

 

O-H 
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ค าขอบคุณ 
งานวิจยัน้ีเป็นส่วนหน่ึงของงานวิจยัเร่ืองการใช้เอนไซม์ในการสกดัและท าบริสุทธ์ิพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตจากเช้ือ 
Cupriavidus necator ซ่ึงไดรั้บทุนอุดหนุนการวิจยัจากงบประมาณแผ่นดิน มหาวิทยาลยัทกัษิณ ประจ าปีงบประมาณ 
พ.ศ. 2555  
ขอขอบคุณ สถาบนัวิจยัและพฒันา มหาวิทยาลยัทกัษิณ และขอบคุณสาขาวิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ ท่ีอ านวยความ
สะดวกในเร่ืองของหอ้งปฏิบติัการและเคร่ืองมือ รวมทั้งขอบคุณเอกสารอา้งอิงทุก ๆ ฉบบัท่ีใหข้อ้มูลและความรู้  
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