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  การคดัแยกจุลนิทรยีท์ี่ย่อยสลายพลาสตกิชวีภาพจากดนิที่เกดิจากการทบัถมกนัของกอง
ขยะหรอืปุ๋ ยหมกั ด้วยวธิกีารเกดิบรเิวณใส (clear zone) บนอาหารแขง็ พอลคิารโ์ปรแลคโตน  
(PCL), พอลแิลคไทด ์(PLA), พอลบิวิธลินีซคัซเินต (PBS)  และ พอลบิวิธลินีซคัซเินตโคอะดเิพท 

(PBSA)  ทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 4 วนั ไดท้ัง้หมด 40 ไอโซเลท ไดแ้ก่ เชือ้ทีย่่อย
สลายบนอาหารแขง็ PLA  9 ไอโซเลท คดิเป็น 22.5 เปอรเ์ซน็ต์จากเชือ้ทัง้หมด เชื้อทีย่่อยสลาย 
PCL 18 ไอโซเลท คดิเป็น 45 เปอรเ์ซน็ต์จากเชือ้ทัง้หมด เชือ้ทีย่่อยสลาย PBS 15 ไอโซเลทคดิ
เป็น 37.5 เปอรเ์ซน็ตจ์ากเชือ้ทัง้หมดและเชือ้ทีย่อ่ยสลาย PBSA  6 ไอโซเลทคดิเป็น 15 เปอรเ์ซน็ต์ 
จากเชือ้ทัง้หมด ตามล าดบั จากตวัอยา่งดนิทัง้หมด 17 ตวัอยา่ง แบคทเีรยี 8 ไอโซเลทสามารถสรา้ง
เอนไซมท์ี่ย่อยสลายพลาสตกิชวีภาพได้มากกว่า 1 ชนิด การจดัจ าแนกโดยการวเิคราะห์บรเิวณ 
16S rDNA ทีม่ขีนาด 1500 bp การศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยาและสรรีวทิยา  พบว่าทัง้ 8 ไอ
โซเลทมลีกัษณะคลา้ยเชือ้สกุล Streptomyces  6  สายพนัธุ ์ และสกุล Saccharothrix  2 สายพนัธุ ์
โดยเชือ้ Saccharothrix  sp. สายพนัธุ ์APL5 (JN387600.1) เป็นเพยีงสายพนัธุเ์ดยีวที่สามารถเกดิ
บรเิวณใสบนอาหารแขง็พลาสตกิชวีภาพทัง้ 4 ชนิดได ้การศกึษาแหล่งคารบ์อนและแหล่งไนโตรเจน
ทีม่ผีลต่อการผลติเอนไซม์ทีย่่อยสลายพลาสตกิชวีภาพในอาหารเหลว พบว่าเมื่อใช ้ PBS ทีค่วาม
เขม้ขน้ 1.5 เปอรเ์ซน็ต์ เป็นแหล่งคารบ์อนในการเจรญิ เชือ้สายพนัธุ ์APL5 สามารถผลติเอนไซมท์ี่
ย่อยสลายพลาสตกิชวีภาพ PBS และ PBSA ไดด้ทีีสุ่ด โดยเอนไซม์มคี่าการท างานของเอนไซม์
จ าเพาะเท่ากบั 19.1 และ 13 ยนูิตต่อมลิลกิรมั ตามล าดบั อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 4 
วนั เมื่อใช ้PBS ทีค่วามเขม้ขน้ 1.5 เปอรเ์ซน็ต์เป็นแหล่งคารบ์อนและใช ้ Yeast extract เป็นแหล่ง
ไนโตรเจน พบว่าเชื้อสามารถผลติเอนไซมย์่อยสลาย PBS ทีม่คี่าการท างานของเอนไซมจ์ าเพาะ
สงูสุดเท่ากบั  20.7  ยนูิตต่อมลิลกิรมั ทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 4 วนั  การศกึษายนีที่
เกี่ยวขอ้งกบัการย่อยสลายพลาสตกิชวีภาพ  พบล าดบัเบสบางส่วนของเอนไซมไ์ลเปสขนาด 300 
bp ซึง่มลี าดบักรดอะมโินจ าเพาะ Gly-His-Ser-Met-Gly ทีค่ลา้ยกบั Gly-X1-Ser-X2-Gly ในบรเิวณ 
lipase box ของเอนไซมก์ลุ่ม esterase-lipase superfamily (serine hydrolase) เมื่อเปรยีบเทยีบ
ล าดบักรดอะมโินในฐานขอ้มลูพบว่าคลา้ยกบัเอนไซม ์triacylglycerol lipase ของเชือ้ Streptomyces 
flavogriseus สายพนัธุ ์ATCC 33331 (YP_004925694.1) 81 เปอรเ์ซน็ต์คลา้ยกบัเอนไซม์ไลเปส
ของเชือ้ Streptomyces pristinaespiralis สายพนัธุ ์ATCC25486 (ZP_06912326.1) 78 เปอรเ์ซน็ต ์
และคลา้ยกบัเอนไซม ์Triacylglycerol lipase ของเชือ้ Amycolatopsis sp. สายพนัธุ ์ ATCC 39116 
(ZP_10048653.1) 77เปอรเ์ซน็ต ์

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/297194928?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=F2CW1X9U01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/385674725?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=7&RID=F2CW1X9U01R


ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF ACTINOMYCETE THAT PRODUCE 
BIOPLASTICS DEGRADING ENZYME  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

AN ABSTRACT 
BY 

LUKSAMEE SUKRAKANCHANA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Presented in Partial Fulfillment of the Requirements for the 

Master of Science Degree in Biotechnology 
at Srinakharinwirot University 

March 2013 
 



Luksamee Sukrakanchana. (2013). Isolation and characterization of  actinomycete  that 
produce bioplastic degrading enzyme. Master thesis, M.Sc. (Biotechnology).  
Bangkok: Graduate school, Srinakharinwirot University. Advisor Committee: 
Dr.Peechapack Somyoonsap, Dr.Sukhumaporn Sukkhum. 

 
 Bioplastic -degrading microorganisms were isolated from  17 soil samples ,compost 

of the rubbish, in Thailand.  Among the 40 isolates, 9 (22.5%), 18 (45%), 15 (37.5%) and 6 
(15%) isolates could be degraded PLA, PCL, PBS and PBSA respectively. Eight of 
bioplastic-degrading bacterial strains were screened for their ability of clear zone formulation 
on bioplastics-emulsified mineral agar plate using polylactic acid (PLA), polycaprolactone 
(PCL), poly-(butylene succinate) (PBS) and polybutylene succinate-co-adipate (PBSA) as 
substrates. Eight active strains classified according to  phenotypic characteristics and 16S 
rDNA sequence were belonged to the genus Streptomyces  (6 strains) and Saccharothrix  
(2 strains). From theirs phenotypic and genetics characterization, strain APL5 (JN387600.1) 
was closely related to Saccharothrix  sp. The strain APL5 demonstrated the best bioplastic-
degrading activity on agar plate. It could be degraded PCL, PLA, PBA, PBSA and utilized 
these bioplastics as sole carbon sourcse in culture broth. The effects of carbon and 
nitrogen sources on the bioplastic-degrading enzyme production by strain APL5 were 
studied. The best carbon source of the enzyme production was 1.5 % (w/v) PBS. Moreover, 
The specific activity of investigation PBS and PBSA-degrading enzyme were 19.1 and 13 
U/mg protein at 37ºC for 4 days, respectively. Besides, strain APL5 demonstrated the 
highest PBS-degrading activity in culture broth when 1.5 % PBS (w/v) and yeast extract 
were used as carbon and nitrogen sources,  respectively with 20.7 U/mg protein at 37ºC for 
4 days. Partial nucleotides of bioplastic depolymerase from strain APL5 was studied. The 
Lpa5 had the highly conserved pentapeptide Gly-His-Ser-Met-Gly, It has been shown that 
most esterase-lipase superfamily (serine hydrolase) contains a Gly-X1-Ser-X2-Gly, called 
lipase box. The deduced of amino acid homology search revealed that It was related to 
triacylglycerol lipase from Streptomyces flavogriseus ATCC 33331 (YP_004925694.1) with 
81 % identity, lipase from Streptomyces  pristinaespiralis  ATCC 25486 (ZP_06912326.1) 
with 78 % identity and triacylglycerol lipase from  Amycolatopsis sp. ATCC 39116 (ZP_ 100 
48653.1) with 77 % identity 
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ปรญิญานิพนธ์ฉบบันี้จะไม่มทีางส าเรจ็ลงได้ หากขาดความช่วยเหลอืและค าแนะน าอย่างดี
ยิง่จาก ดร.พชิาภคั สมยรูทรพัย์ อาจารยท์ีป่รกึษาปรญิญานิพนธ์  ดร.สุขุมาภรณ์ สุขขุม อาจารยท์ี่
ปรกึษาปรญิญานิพนธ์ร่วม ผู้ทีทุ่่มเทให้ความช่วยเหลอือย่างเตม็ทีท่ ัง้ในดา้นการศกึษา และการท า
วจิยัมาโดยตลอด ค่อยตกัเตอืนสัง่สอน  แนะน าทัง้ในดา้นวทิยาการ ความรู ้ จรยิธรรมประกอบการ
ท าปรญิญานิพนธท์ีส่มบรูณ์  ขา้พเจา้กราบขอบพระคุณอยา่งสงูไว ้ ณ ทีน่ี้  

 ขอขอบพระคุณศาสตราจารย ์ ดร.ไพศาล สทิธกิรกุล ผูช้่วยศาสตราจารยข์จนีาฏ โพธเิวช
กุล รองศาสตราจารย ์ ดร.ปรนิทร ์ ชยัวสิุทธางกูร ผูช้่วยศาสตราจารย ์ ดร.อรอนงค ์ พริง้ศุลกะ       
ดร.ณฎัฐกิา สุวรรณาศรยั ดร.ประวตั ิองัประภาพรชยั ดร.ทายาท ศรยีาภยั ดร.วุฒพิงษ์ ทองใบ และ
คณาจารยท์ุกท่านทีใ่หค้วามรูแ้ก่ผูว้จิยัตลอดการศกึษา     

 ขอขอบพระคุณ คุณสมบูรณ์ แตงไทย คุณประกายรตัน์ กสกิรรม ทีไ่ดช้่วยอบรม สัง่สอน 
ให้ความรู้ ความเมตตาและขอคิดเห็นที่เป็นประโยชน์อย่างยิง่ต่อการท างานวจิยัซึ่งมสี่วนท าให้
ปรญิญานิพนธฉ์บบัน้ีส าเรจ็ลงไดด้ว้ยด ี 

 ขอขอบพระคุณรองศาสตราจารย ์ดร.โกสุม จนัทรศ์ริ ิ ทีใ่หค้วามกรุณาผู้วจิยัโดยการเอื้อ 
เฟ้ือสถานที ่ เครือ่งมอื และอุปกรณ์ต่างๆใหข้า้พเจา้ไดใ้ชใ้นการท าวจิยั  

 ขอขอบพระคุณคุณอาชวด์าม ์ภาคพธิเจรญิ คุณไพศาล ขาวสกั ดร. สุพตัรา อารกีจิ และ
พี่ๆ ทีภ่าควชิาชวีเคม ีคณะแพทยศาสตร ์ มหาวทิยาลยัศรนีครนิทรวโิรฒ ทีค่อยใหค้วามรู ้ค าปรกึษา 
แนะน าเรือ่งต่างๆ รวมถงึอุปกรณ์ทีจ่ าเป็นต่อการวจิยัเป็นอยา่งด ี

 ขอขอบพระคุณรองศาสตราจารย ์ดร. วเิชยีร กจิปรชีาวนิชทีก่รณุารบัเป็นประธานการสอบ
ปรญิญานิพนธแ์ละช่วยแกไ้ขปรญิญานิพนธฉ์บบัน้ีใหม้คีวามสมบรูณ์มากยิง่ขึน้ 

 ขอขอบพระคุณบณัฑติวทิยาลยั มหาวทิยาลยัศรนีครนิทรวโิรฒทีไ่ดใ้หเ้งนิทุนอุดหนุนการ
ท าวจิยัครัง้นี้  

 ขอขอบคุณพี่ๆ เพื่อนๆ และน้อง ๆ ทุกคนในเอกเทคโนโลยชีวีภาพ  คณะวทิยาศาสตร ์ 
มหาวทิยาลยัศรนีครนิทรวโิรฒ ส าหรบัมติรภาพ ความช่วยเหลอื และน ้าใจอนัมคีา่ยิง่ 

 ขา้พเจา้ขอน้อมระลกึถงึพระคุณของบดิา มารดาทีส่นับสนุน ช่วยเหลอื ใหก้ าลงัใจและชื่น
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บทท่ี 1 
บทน ำ 

 

ภมิูหลงั 
 ความเจรญิก้าวหน้าของเทคโนโลยแีละการเพิม่ขึ้นของจ านวนประชากรในปจัจุบนัท าให้
ความตอ้งการในการใชพ้ลาสตกิมปีรมิาณสงูขึน้ ซึง่ก่อใหเ้กดิการสะสมของพลาสตกิใชแ้ลว้และเหลอื
ใชเ้ป็นจ านวนมาก (Tokiwa; et al. 2009: 3722-3742) ส่งผลใหเ้กดิปญัหาในดา้นการก าจดัพลาสตกิ
รวมถงึปญัหาทางดา้นสิง่แวดลอ้ม พลาสตกิในชวีติประจ าวนัส่วนใหญ่เป็นพลาสตกิสงัเคราะหท์ีผ่ลติ
จากอุตสาหกรรมปิโตรเคมซีึง่มลีกัษณะโครงสรา้งทางเคมทีีซ่บัซอ้น โดยจุลนิทรยีใ์นสิง่แวดลอ้มส่วน
ใหญ่ไม่สามารถสรา้งเอนไซมท์ีม่ปีระสทิธภิาพในการย่อยสลายพลาสตกิสงัเคราะห์ได้ จงึท าให้เกดิ
การสะสมของพลาสตกิในสิง่แวดลอ้ม โดยกระบวนการผลติและการเผาท าลายพลาสตกิสงัเคราะหจ์ะ
ท าให้เกดิการปล่อยก๊าซเรอืนกระจก (greenhouse gases) เช่น ก๊าซคารบ์อนไดออกไซด์ขึน้เป็น
จ านวนมากซึ่งก๊าซจะลอยขึ้นไปสะสมอยู่ในชัน้บรรยากาศ ก่อให้เกดิการสะสมของพลงังานความ
รอ้นบนชัน้บรรยากาศ และบนผวิโลกมากขึน้ (Thailand and Climate Change. 2550: Online) 
ส่งผลใหช้ัน้บรรยากาศของโลกเกดิการเปลีย่นแปลงขึน้อย่างรวดเรว็ และอกีเป็นสาเหตุหนึ่งของการ
เกดิภาวะโลกรอ้น (global warming) ดงันัน้พลาสตกิชวีภาพ (bioplastics) จงึเป็นอกีทางเลอืกหนึ่ง
ในการพฒันาเป็นวสัดุส าหรบัใชง้านเพื่ออนุรกัษ์สิง่แวดล้อม ทัง้ด้านวตัถุดบิ กระบวนการผลติ และ
กระบวนการท าลาย พลาสตกิชวีภาพจงึเป็นทีส่นใจของนกัวทิยาศาสตรต์ลอดจนนักอุตสาหกรรมชัน้
แนวหน้าทัว่โลก  
 พลาสตกิชวีภาพเป็นพลาสตกิทีส่ามารถย่อยสลายได ้(biodegradable plastics) ชนิดหนึ่ง
ซึ่งมกีลไกการย่อยสลายด้วยเอนไซมจ์ากจุลนิทรยีท์ี่มอียู่ในธรรมชาต ิเมื่อถูกย่อยสลายหมดจะได้
ผลติภณัฑเ์ป็นมวลชวีภาพ (biomass) น ้า ก๊าซมเีทน และ ก๊าซคารบ์อนไดออกไซด ์ผลติภณัฑเ์หล่า 
นี้ถูกน าไปใชใ้นการเจรญิเตบิโต และการด ารงชวีติของพชื โดยไมส่่งผลกระทบต่อสิง่แวดลอ้ม ดงันัน้
พลาสติกชีวภาพจึงมีประโยชน์ และมีคุณสมบัติในการน ามาใช้งานได้เทียบเท่ากับพลาสติก
สงัเคราะห ์และเป็นมติรกบัสิง่แวดลอ้ม (Tokiwa; et al. 2009: 3722-3742) 
 ในหลายประเทศได้มีการพัฒนาและผลักดันด้านนโยบาย การวิจัย และพัฒนา
อุตสาหกรรม รวมถงึการสรา้งผลติภณัฑจ์ากพลาสตกิชวีภาพ เพื่อเร่งรดัใหเ้กดิการทดแทนพลาสตกิ
สงัเคราะห์ เช่น ประเทศสหรฐัอเมรกิา ได้ก้าวมาเป็นผู้น าการผลติพลาสติกชีวภาพ โดยประสบ
ความส าเรจ็ในการผลติเมด็พลาสติกชวีภาพในระดบัอุตสาหกรรม เช่น บรษิทั CargillDow หรอื 
Natureworks ใช้ขา้วโพดเป็นวตัถุดบิเพื่อผลติกรดแลคตกิ และ Polylactic acid (PLA) บรษิทั 
Metabolix Inc. เป็นผูน้ าดา้นการผลติพลาสตกิชวีภาพย่อยสลายไดช้นิด  Polyhydroxyalkanoates 
(PHAs)  และในทวปียุโรปมกีารใชพ้ลาสตกิชวีภาพมากกว่า 60 เปอรเ์ซน็ต์ ของตลาดการผลติวสัดุ
ย่อยสลายได ้ขณะทีป่ระเทศญี่ปุ่นซึ่งถอืเป็นประเทศแรกทีน่ าพลาสตกิชวีภาพมาใชใ้นการผลติเป็น
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ผลติภณัฑเ์กี่ยวกบัอเิลก็ทรอนิกส์ รวมถึงการผลติชิ้นส่วนรถยนต์ โดยบรษิทัโตโยต้าเป็นรายแรก
ของโลกทีใ่ช ้PLA ในการผลติชิน้ส่วน และปลอกครอบยางอะไหล่รถยนต์ ส าหรบัในประเทศไทยนัน้
พลาสตกิชวีภาพถอืเป็นนวตักรรมใหม่ที่ช่วยเพิม่มูลค่าวตัถุดบิทางการเกษตร เช่น ขา้วโพด  มนั
ส าปะหลงั และ ออ้ย เป็นตน้ และมกีารน าพลาสตกิชวีภาพมาใชใ้นการผลติเป็นผลติภณัฑใ์นรปูแบบ
ของภาชนะบรรจุอาหารแบบใชแ้ลว้ทิง้ เช่น กล่องใส่อาหาร ถุงพลาสตกิ จาน ชาม ชอ้น สอ้ม และ 
หลอดพลาสตกิ เป็นตน้  
 นอกจากการพฒันาในด้านการผลติพลาสติกชวีภาพแล้ว การศึกษาการย่อยสลายของ
พลาสตกิชวีภาพโดยจลุนิทรยีน์ัน้กไ็ดร้บัความสนใจจากนักวทิยาศาสตรเ์ช่นกนั ในปี ค.ศ. 1993 นิชิ
ดะ และโทควิะ (Nishida & Tokiwa. 1993: 227-233)  ได้ท าการศกึษาจุลนิทรยีท์ี่ย่อยสลาย
พลาสตกิชวีภาพ Polycaprolactone (PCL) และ polyhydroxybutyrate (PHB)  ซึง่แยกไดจ้ากดนิ
บรเิวณต่างๆ ในเมอืงสกุึบะ ประเทศญี่ปุ่นซึง่ประกอบดว้ยดนิบรเิวณแหล่งน ้าทิง้ ดนินาขา้ว ดนิป่า 
ดนิจากฟารม์ กองปุ๋ ยหมกั ตะกอนทีไ่ดจ้ากการบ าบดัน ้าเสยี และดนิรมิถนน เป็นต้น การศกึษาการ
ย่อยสลายพลาสตกิชวีภาพอาศยัวธิกีารเกดิบรเิวณใส (clear zone) บนจานเพาะเชือ้ และน ามาบ่ม
เป็นเวลา 10-30 วนั จากการทดลองพบว่ามเีชือ้จุลนิทรยีห์ลายชนิดทีส่ามารถย่อยสลาย PCL และ 
PHB ได ้ในปี ค.ศ. 1996 เมอรฟ่ี์และคนอื่นๆ (Murphy; et al. 1996: 456-460) คน้พบเชือ้ราชนิด
ก่อโรคในพชืทีส่ามารถย่อยสลายพลาสตกิชวีภาพ PCL ไดโ้ดยการผลติเอนไซม ์cutinase (serine 
hydrolase) ทีย่่อยควิตนิ (cutin) เมื่อท าการเปรยีบเทยีบสายพนัธุ ์wild-typeและสายพนัธุ์ cutinase-
negative gene replacement mutant strain ของ Fusarium solani f. sp. pisi พบว่าสายพนัธุ์ wild-
type  ของ Fusarium moniliforme สรา้งเอนไซม ์cutinase ทีม่คีวามสามารถในการย่อยสลาย PCL 
ได ้ (PCL depolymerase)  โดยเอนไซมส์ามารถย่อยสลายพอลเิอสเทอรท์ีไ่ม่ละลายน ้า (insoluble 
polyester) ให้ได้ผลผลติทีล่ะลายน ้าได้ และผลผลติที่ได้นัน้สามารถน ามาใช้เป็นแหล่งพลงังานใน
การเจรญิของจลุนิทรยีต่์อไป นอกจากนี้ยงัพบว่าเอนไซม ์(PCL depolymerase) มลีกัษณะคลา้ยกบั
เอนไซมไ์ลเปส ( lipase) เอนไซมเ์อสเทอเรส (esterase) และ ควิตเินส (cutinase)  ตวัอย่างเช่น 
เอนไซมย์่อยสลาย PCL ลกัษณะคลา้ยกบัเอนไซม์ไลเปสในแบคทเีรยี Alcaligenes  faecalis  สาย
พนัธุ ์  273 ต่อมาในปี ค.ศ. 2005 มาเอดะ ยามากาตะและอาเบะ (Maeda; Yamagata; & Abe. 
2005: 778-788) ศกึษาเอนไซมท์ีย่่อยสลายพลาสตกิชวีภาพ Polybutylene succinate (PBS)  และ 
Polybutylene succinate-co-adipate (PBSA) จากเชือ้รา Aspergillus  oryzae  โดยท าการศกึษา
ความสามารถในการยอ่ยสลายพลาสตกิชวีภาพจาก culture supernatant โดยล าดบักรดอะมโินของ
เอนไซมท์ี่แยกได้นัน้มคีล้ายกบัเอนไซม์ควิตเินส มขีนาดมวลโมเลกุล 21.6 กิโลดาลตนั (kDa) 
นอกจากนี้ คลเีบอรแ์ละคนอื่นๆ (Kleeber; et al. 2005: 262-270) ไดท้ าการแยกและศกึษาเอนไซม ์
extracellular hydrolase จากการเลีย้งเชือ้ในอาหารทีม่สี่วนประกอบของซบัสเตรททีม่ลีกัษณะเป็น
พนัธะเอสเทอร ์(ester bond) เพื่อใหเ้ชือ้เกดิการแสดงออกของยนีและผลติเอนไซมท์ีต่้องการศกึษา 
โดยเอนไซมท์ีแ่ยกไดจ้ดัเป็นเอนไซมช์อบรอ้น (thermophilic enzyme) ทีม่ขีนาดมวลโมเลกุลเท่ากบั 
28 กิโลดาลตนั มลี าดบักรดอะมโินคล้ายกบัเอนไซมไ์ลเปส จากเชื้อ Streptomyces  albus          
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(65 เปอรเ์ซน็ต์) และพบล าดบักรดอะมโินบรเิวณ active site เป็น –Gly-X1-Ser-X2-Gly- คุณสมบตัิ
ในการย่อยสลายของเอนไซม์ extracellular hydrolase นัน้ต่างจากเอนไซม์ไลเปส (lipase : EC 
3.1.1.3) โดยเอนไซม์ไลเปสตดัพนัธะเอสเทอร์บรเิวณ hydrophobic surface สลายซบัสเตรทที่
ประกอบดว้ยพนัธะเอสเทอรท์ีไ่มส่ามารถละลายน ้าได้ และสลายสารประกอบประเภทไตรกลเีซอไรด ์
(triglycerides) ของกรดไขมนัสายยาว(10 คารบ์อนอะตอม) ส่วนเอนไซม ์extracellular hydrolase 
สลายพนัธะเอสเทอรค์ล้ายกบัเอนไซม์เอสเทอรเ์รส (esterase: EC 3.1.1.1) สามารถย่อยสลาย
สบัสเตรททีล่ะลายน ้าได ้(water-soluble) และยงัสลายสารประกอบประเภท glycerol esterase ที ่
ประกอบดว้ย acyl chain สายสัน้ๆ ( 10 คารบ์อนอะตอม)  
 ในประเทศไทยมงีานวจิยัทีศ่กึษาเชือ้จุลนิทรยีท์ีย่่อยสลายพลาสตกิชวีภาพไดเ้ช่นกนั ในปี 
ค.ศ. 2009 สุขขุมและคนอื่นๆ (Sukkhum; et al. 2009: 459-467) แยกเชือ้จุลนิทรยีท์ีส่ามารถย่อย
สลายพลาสตกิชวีภาพ Poly (L-lactide) ทัง้หมด 13 สายพนัธุ ์จากดนิในป่าของประเทศไทย โดย
เชื้อที่แยกได้นัน้จดัอยู่ใน Family Thermomonosporaceae, Micromonosporaceae, Bacillaceae, 
Streptosporangiaceae, และ Thermoactinomycetaceae โดยเชือ้ Actinomadura  sp. สายพนัธุ ์
T16-1 นัน้มคีวามสามารถในการย่อยสลายสูงสุดเมื่อน าไปเลี้ยงในอาหารเหลวทีม่แีผ่นฟิลม์ PLLA
เป็นแหล่งคารบ์อน และพบว่าเอนไซมท์ีเ่กีย่วขอ้งกบัการย่อยสลายนัน้เป็นเอนไซม ์serine protease 
ขนาดมวลโมเลกุลประมาณ 30 กโิลดาลตนั มอุีณหภูม ิ และค่า pH ทีเ่หมาะสมในการท างานของ
เอนไซมอ์ยู่ที่ 70 องศาเซลเซยีส และเอนไซมม์คีวามเสถยีรทีอุ่ณหภูม ิ70 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 
1 ชัว่โมง เชือ้แบคทเีรยีที่แยกได้นัน้เป็นเชือ้ชอบรอ้นและมคีวามสามารถในการผลติเอนไซมช์อบ
รอ้นไดใ้นปรมิาณมากจงึเหมาะทีจ่ะน าไปใชใ้นการผลติเอนไซมร์ะดบัอุตสาหกรรม  นอกจากนี้คณะ 
ผูว้จิยัไดท้ าการต่อยอดงานวจิยั โดยท าการศกึษากระบวนการผลติเอนไซมจ์ากเชื้อ Actinomadura 
sp. สายพนัธุ ์T16-1 โดยใชว้ธิกีารพืน้ผวิตอบสนอง (Response Surface Methodology, RSM) มา
ใช้ในการศกึษาปจัจยัที่ส่งผลต่อการผลติเอนไซมข์องเชื้อ เช่น แหล่งคารบ์อน แหล่งไนโตรเจน ที่
เป็นส่วนประกอบในอาหารเลีย้งเชือ้ (Sukkhum; et al. 2009: 302-306) ในปีเดยีวกนั สมยทูรพัย ์
และศริโิภค (Somyoonsap; & Siripoke, 2009)  แยกเชือ้จุลนิทรยีช์อบรอ้นทีย่่อยสลายพลาสตกิ
ชวีภาพ PCL จากตวัอยา่งดนิบรเิวณกองขยะในประเทศไทย วธิกีารทีใ่ชใ้นการคดัเลอืกเชือ้จุลนิทรยี์
ทีส่ามารถย่อยสลาย PCL ไดน้ัน้ใชว้ธิกีารเกดิบรเิวณใสบนอาหารแขง็ เมื่อบ่มเชือ้ไวท้ีอุ่ณหภูม ิ55 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1-10 วนั สามารถแยกเชือ้จุลนิทรยีช์อบรอ้นไดท้ัง้หมด 11  ไอโซเลท การ
จดัจ าแนกสายพนัธุโ์ดยการหาล าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ 16S rDNA พบว่าเชือ้ไอโซเลท S11, S12, 
S41, S42, S61, S81 และ S82 มคีวามคลา้ยกบัเชื้อ Brevibacilus thermoruber  99 เปอรเ์ซน็ต์ ไอ
โซเลท S21 และ S23 คลา้ยกบัเชือ้ Brevibacillus brevis  99 เปอรเ์ซน็ต์  เชือ้ไอโซเลท S43 มี
ความคลา้ยกบัเชือ้ Ureibacillus  suwonensis  99 เปอรเ์ซน็ต์และไอโซเลท S14 มคีวามคลา้ยกบั
เชือ้ Actinomadura  keratinlytica  99 เปอรเ์ซน็ต์ การศกึษาการย่อยสลาย PCL ของเชือ้นัน้พบว่า 
ไอโซเลท S21 และ S23 นัน้สามารถเจรญิและย่อยสลาย PCL ไดอ้ย่างรวดเรว็กว่าสายพนัธุอ์ื่นๆ ที่
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แยกได ้จากงานวจิยัดงักล่าวเหน็ไดว้่า จลุนิทรยีม์คีวามสามารถในการย่อยสลายพลาสตกิชวีภาพได้
หลายชนิดซึง่มทีัง้แบคทเีรยี และเชือ้รา แต่การศกึษาการย่อยสลายพลาสตกิชวีภาพจากแบคทเีรยี
ในกลุ่มแอคตโินมยัสที (actinomycetes) ยงัมกีารศกึษาไมม่ากนกั ดงันัน้จงึเกดิความสนใจในการคดั
แยกเชือ้ และศกึษาการผลติเอนไซมข์องเชือ้กลุ่มนี้ คาดว่าเอนไซมท์ีไ่ดอ้าจมปีระโยชน์ในการน าไป
ประยุกต์ใช้ได้ในระดับอุตสาหกรรม และมคีวามส าคัญทางด้านของการรองรบัการใช้พลาสติก
ชวีภาพในอนาคต  
 

ควำมมุ่งหมำยของกำรศึกษำวิจยั 
 ในกำรวิจยัครัง้น้ีได้ตัง้ควำมมุ่งหมำยไว้ดงัน้ี 
  1. เพื่อคดัแยกเชือ้แบคทเีรยีทีม่คีวามสามารถในการยอ่ยสลายพลาสตกิชวีภาพจาก 
      ดนิคอมโพสต ์(compost) ในบรเิวณต่างๆ ของประเทศไทย 
  2. ศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยา และสรรีวทิยาของเชือ้แบคทเีรยีทีแ่ยกได้ 
  3. ศกึษาความสามารถของเชือ้แบคทเีรยีในการผลติเอนไซมย์อ่ยสลายพลาสตกิ 
                     ชวีภาพ 
  4. ศกึษายนีบางส่วนทีเ่กีย่วขอ้งกบักระบวนการยอ่ยสลายพลาสตกิชวีภาพจาก 
                     แบคทเีรยีทีแ่ยกได ้
 
ขอบเขตของกำรศึกษำวิจยั 
 1. คดัแยกและจดัจ าแนกแบคทเีรยีทีย่อ่ยสลายพลาสตกิชวีภาพจากดนิคอมโพสต์ 

 2. ทดสอบความสามารถของเชือ้ในการผลติเอนไซมท์ีย่อ่ยสลายพลาสตกิชวีภาพบน 
     อาหารแขง็และอาหารเหลว 
 3. ศกึษายนีบางส่วนทีเ่กีย่วขอ้งกบักระบวนการยอ่ยพลาสตกิชวีภาพจากแบคทเีรยีทีแ่ยก       
      ได ้
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บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 

 
พลาสติกชีวภาพ 
 ในระยะแรกของการพฒันาผลติภณัฑท์ีส่ามารถย่อยสลายไดท้างชวีภาพ มกีารน าวสัดุทาง
ธรรมชาต ิเช่น ขา้วโพด อ้อย มนัส าปะหลงั แป้ง และโปรตนีจากถัว่ มาเป็นสารตัง้ต้นในการผลติ
ร่วมกบัพอลเิมอรส์งัเคราะห์ เพื่อลดสดัส่วนของสารที่ย่อยสลายยาก และช่วยเพิม่ความสามารถใน
การยอ่ยสลายใหม้ากขึน้ โดยพอลเิมอรท์ีม่กีารศกึษาวจิยัและน ามาผลติเพื่อใชป้ระโยชน์สามารถแบ่ง
ออกเป็น 2 ประเภท คอื 
 พอลเิมอรท์ีม่สี่วนประกอบของแป้งนัน้เป็นการผสมพอลเิมอรบ์างชนิด เช่น พอลเิอสเทอร์
(polyester) และ พอลไิวนิลแอลกอฮอล ์(polyvinyl alcohol) เขา้กบัสายพอลเิมอรข์องแป้งทีเ่ป็นการ
เรยีงตวักนัของน ้าตาลโมเลกุลเดีย่ว เช่น น ้าตาลกลโูคส เชื่อมต่อกนัดว้ยพนัธะ glycosidic linkage 
โดยใชอ้ตัราส่วนผสมตัง้แต่ 10 -90 เปอรเ์ซน็ต์ ขึน้อยูก่บัวตัถุประสงคใ์นการใชง้าน ถา้ส่วนผสมของ
แป้งมากกว่า 60 เปอรเ์ซน็ต์ จะท าใหส้ามารถพลาสตกิยอ่ยสลายไดเ้องตามธรรมชาต ิ หากใชแ้ป้ง
เป็นส่วนผสม 100 เปอรเ์ซน็ตจ์ะท าใหพ้ลาสตกิมคีุณสมบตัใินการดดูความชืน้ไดด้เีหมาะส าหรบัการ
ท าแคปซลูยา มกีารเตมิสารเพิม่ความยดืหยุ่น เช่น sorbitol และ glycerine จะช่วยใหพ้ลาสตกิทน
ต่อความรอ้นไดม้ากขึน้ โดยตลาดการผลติพลาสตกิชวีภาพชนิดนี้มถีงึ 50 เปอรเ์ซน็ตข์องพลาสตกิ
ชวีภาพทัง้หมด 
 พอลเิอสเทอรจ์ดัเป็นพอลเิมอรท์ี่สามารถย่อยสลายได้ทางชวีภาพ เนื่องจากมพีนัธะเอส-
เทอรจ์ านวนมาก โดยพนัธะเอสเทอรม์คีวามแขง็แรงน้อยและสามารถแตกตวัเป็นโมเลกุลที่มขีนาด
เลก็ได้เมื่อท าปฏกิริยิากบัน ้า (hydrolysis) พอลเิอสเทอร์แบ่งออกเป็นสองประเภท คอื อะลฟิาติก  
(aliphatic) และ อะโรมาตกิ (aromatic) พอลเิอสเทอร ์ดงัแสดงในภาพประกอบ 1  
 ปจัจบุนัมกีารผลติพอลเิมอรก์ลุ่มอะลฟิาตกิพอลเิอสเทอร์เป็นส่วนใหญ่เนื่องจากสายโซ่พอ
ลเิมอรถ์ูกสลายพนัธะไดง้า่ย ส่วนของอะโรมาตกิพอลเิอสเทอรน์ัน้ไดม้กีารปรบัปรงุโครงสรา้งโดยน า 
ไปผสมกบัอะลฟิาตกิพอลเิอสเทอร ์จนไดเ้ป็นโคพอลเิมอร ์(aliphatic- aromatic copolyester) ซึง่จะ
ช่วยเพิม่ความสามารถในการย่อยสลายไดม้ากขึน้ พลาสตกิที่ย่อยสลายไดใ้นกลุ่มของอะลฟิาตกิพอ
ลเิอสเทอร ์ประกอบดว้ยพอลเิมอร ์4 กลุ่ม ไดแ้ก่ polyhydroxyalkanoate (PHA), polylactic acid 
(PLA), polybutylene succinate (PBS) และ polycaprolactone (PCL) (กรมวทิยาศาสตรบ์รกิาร. 
2553: Online) 
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ภาพประกอบ 1 แผนภาพแสดงประเภทและตวัอยา่งพอลเิอสเทอรท์ีป่ระกอบดว้ยอะลฟิาตกิและ 
      อะโรมาตกิ  
            PHA -  polyhydroxyalkanoates           PHB - polyhydroxybutyrate,      
            PHH – polyhydroxyhexanoate            PH -   polyhydroxyvalerate               
            PLA -  polylactic acid                       PCL -   polycaprolactone 
            PBS – polybutylene succinate           PBSA – polybutylene  succinate adipate 
            PET -  polyethylene terephthalate      AAC -   Aliphatic-Aromatic copolyesters        
      
 ทีม่า: ส านกันวตักรรมแห่งชาต ิ(NIA) 
 http://www.nia.or.th/bioplastics/introduction.php  
 
 Polylactic acid หรือ PLA เป็นพอลเิมอรท์ี่มแีป้งเป็นองค์ประกอบหลกัในการผลติ ซึ่ง
แป้งถอืเป็นวตัถุดบิจากทรพัยากรธรรมชาตทิีส่ามารถเกดิขึน้ใหม่ได้ (renewable resource) เช่น 
ขา้วโพด และมนัส าปะหลงั ซึง่เป็นพชืทีม่แีป้งเป็นองคป์ระกอบหลกั กระบวนการผลติ PLA เริม่จาก
การบดหรือโม่พืชให้ละเอียดจนเป็นแป้ง จากนัน้ท าการย่อยแป้งให้ได้น ้ าตาลแล้วน าไปหมัก 
(fermentation) ดว้ยจุลนิทรยี ์เช่น เชือ้ Lactobacillus  brevis  จนเกดิเป็นกรดแลกตกิ (lactic acid) 
โมเลกุลเดีย่วซึง่จะถูกน ามาใชเ้ป็นมอนอเมอร์ (monomer) ในขัน้ตอนการสงัเคราะหพ์อลเิมอร์ต่อไป 
การสงัเคราะห์พอลเิมอร์แบ่งได้เป็น  2 กระบวนการ ได้แก่ กระบวนการควบแน่น (polyconden-
sation) และกระบวนการเปิดวง (ring-opening polymerization)  พอลเิมอรท์ีไ่ดจ้ากทัง้สองกระบวน 
การนัน้มโีครงสรา้งและคุณสมบตัเิหมอืนกนัทุกประการ เนื่องจากกระบวนการสงัเคราะหท์ีแ่ตกต่าง
กนัท าใหผ้ลติภณัฑพ์อลเิมอรท์ีไ่ดจ้ากทัง้ 2 กระบวนการนัน้มชีื่อแตกต่างกนั คอื ผลติภณัฑท์ีไ่ดจ้าก
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กระบวนการควบแน่น เรยีกว่า พอลแิลคตกิแอซดิ (polylactic acid) เนื่องจากกระบวนการนี้มกีารใช้
กรดแลคตกิในการสงัเคราะหพ์อลเิมอรโ์ดยตรง ในส่วนของกระบวนการเปิดวงนัน้มกีารเปลีย่นกรด
แลคตกิโดยใชป้ฏกิริยิาการรวมตวัของกรดแลคตกิ 2 โมเลกุล ไดส้ารประกอบทีม่ชีื่อว่า แลคไทด ์
(lactide) จากนัน้จงึน าวงแหวนแลคไทดม์าสงัเคราะหจ์นไดเ้ป็นสายพอลเิมอร ์ ท าใหไ้ดผ้ลติภณัฑท์ี่
ชื่อว่า พอลแิลคไทด ์ (polylactide) โดยความยาวของสายพอลเิมอรน์ัน้เป็นตวัก าหนดให ้ PLA มี
คุณสมบตัเิปลีย่นไปตามลกัษณะการใชง้าน ซึง่ PLA สามารถน าไปเป็นวตัถุดบิในการผลติพลาสตกิ
ไดเ้ช่นเดยีวกบัเมด็พลาสตกิจากอุตสาหกรรมปิโตรเลยีมทีม่คีุณสมบตัเิป็นเทอรโ์มพลาสตกิ (thermo 
plastic) PLA สามารถกกัเกบ็กลิน่และรสชาตไิดด้ ี รวมถงึคุณสมบตัพิเิศษทีเ่กดิจากการใชส้ารเตมิ
แต่ง เช่น มคีวามใส และความวาวสงู PLA จะไมเ่กดิสามารถยอ่ยสลายในสภาพแวดลอ้มทัว่ไป แต่
สามารถยอ่ยสลายไดเ้องเมื่อน าไปฝงักลบในดนิทีม่ตี ัง้แต่อุณหภมู ิ 60 องศาเซลเซยีสขึน้ไปเป็นเวลา
มากกว่า 2 สปัดาห ์ โดย PLA จะถูกยอ่ยสลายไปเป็นกรดแลคตกิและสารประกอบทีล่ะลายน ้าได ้
(water-soluble compound) จลุนิทรยีใ์นดนิจะสามารถน าไปใชใ้นกระบวนการ metabolization จน
ไดเ้ป็นก๊าซคารบ์อนไดออกไซด ์ น ้า และมวลชวีภาพ (biomass) แสดงดงัภาพประกอบ 2 (กรม
วทิยาศาสตรบ์รกิาร. 2553: Online; พชิาภคั สมยรูทรพัย,์ 2553: 177-195) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



8 
 

 
 

ภาพประกอบ 2 วฏัจกัรของการยอ่ยสลายของพลาสตกิชวีภาพ 
 

 ทีม่า: European Bioplastics. 2011  
 http://en.european-bioplastics.org/environment/lcelca/ 
 
 Polycaprolactone หรือ PCL สงัเคราะห์ได้จากกระบวนการ polymerization ของ ε-
caprolactone (6-hexanolide) ซึง่เป็นพลาสตกิชวีภาพสงัเคราะหท์ีส่ามารถยอ่ยสลายไดโ้ดยอาศยั 
จลุนิทรยีใ์นกลุ่ม aerobe และ anaerobe ทีพ่บในสิง่แวดลอ้ม โดย PCL นัน้มขีอ้จ ากดัในการน ามา
ขึน้รปู จงึไดม้กีารพฒันาโดยการน า PCL ไปผสมกบั thermoplastic starch (TPS) เพื่อผลติเป็น
วสัดุต่างๆ เช่น ถุงใส่ขยะ (พชิาภคั สมยรูทรพัย,์ 2553: 177-195, Tokiwa; et al. 2009: 3722- 
3742) 
 
 Polybutylene succinate หรือ PBS  เป็นอะลฟิาตกิพอลเิอสเทอรท์ีส่ามารถย่อยสลาย
ทางชวีภาพได ้การสงัเคราะหโ์ดยใช ้succinic acid และ 1,4-butanediol เป็นมอนอเมอรท์ัง้สองชนิด
สามารถผลติได้จากวตัถุดบิที่มาจากทรพัยากรธรรมชาตทิี่เกิดขึ้นใหม่ได้ เช่น แป้ง โดย succinic 
acid เกดิจากกระบวนการหมกัทางชวีภาพของแป้ง โดย succinic acid จะถูกเปลี่ยนเป็น maleic  
hydride ซึง่เป็นสารตัง้ตน้ของ 1,4-butanediol เมือ่เกดิการรวมตวักนัของมอนอเมอร ์ทัง้สองจะได ้ 

http://en.european-bioplastics.org/environment/lcelca/
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4-hydroxybutyl succinate (4HBS) เป็นโอลโิกเมอร ์(oligomer) ดงัแสดงในภาพประกอบ 3 และถูก
เชื่อมต่อกนัจนเป็นสายโซ่ยาวของ PBS โดยอาศยัปฏกิริยิาการควบแน่น (Lee; Kimura; & Chung. 
2008: 651-658) PBS สามารถน ามาใชแ้ทนพลาสตกิสงัเคราะหห์ลายชนิดรวมถงึ PLA ได ้ ดงันัน้ 
PBS จงึถูกน าไปใชป้ระโยชน์ในดา้นต่างๆ เช่น ผลติภณัฑท์ีใ่ชค้รัง้เดยีวแลว้ทิ้ง ผลติภณัฑท์ี่ใชใ้น
การบรรจุอาหาร ผลติภณัฑอ์นามยั หลอดฉีดยา ในดา้นทางการเกษตรน ามาใชเ้ป็น กระถางต้นไม ้
ฟิล์มคลุมดนิส าหรบัการเกษตร รวมถึงสามารถผลติเป็นส่วนประกอบของชิ้นส่วนตกแต่งภายใน
รถยนต ์(กรมวทิยาศาสตรบ์รกิาร. 2553: Online) 
 

 
 

 
ภาพประกอบ 3 การสงัเคราะห ์4-hydroxybutyl succinate (4HBS) 

 
 ทีม่า: Lee; Kimura; & Chung.(2008). Mechanism of enzymatic degradation of poly 
(butylene succinate). Macromolecular Research (16):p. 654. 
 
 
 Polybutylene succinate-co- adipate หรือ PBSA สงัเคราะหข์ึน้จากการผสมระหว่าง 
PBS และ adipate copolymer หรอืเกดิจากกระบวนการ polymerization ของ butylene glycol, 
succinic acid และ adipic acid สายพอลเิมอรข์อง PBSA นัน้ประกอบดว้ย butylene succinate 
และ butylene adipate ซึง่ PBSA มคีุณสมบตัทิางกายภาพทีด่ ีและมตี้นทุนในการผลติต ่ากว่าพอลิ
เอสเทอรช์นิดอื่นๆ โดยสามารถน ามาผลติเป็นบรรจภุณัฑว์สัดุทางการเกษตรและทางอเิลก็ทรอนิกส์
ได ้(Lee; & Kim. 2010: 184-190; พชิาภคั สมยรูทรพัย,์ 2553: 177-195) 
 ภาพประกอบ 4 แสดงพลาสตกิชวีภาพทีย่อ่ยสลายได ้ซึง่จดัอยู่ในกลุ่มของอะลฟิาตกิพอลิ
เอสเทอรท์ีป่ระกอบดว้ยพอลเิมอร ์4 กลุ่ม ไดแ้ก่ PLA (PDLA, PLLA), PBSA, PBS และ PCL 
 

4-hydroxybutyl succinate (4HBS) 1,4-butanediol Succinic anhydride 
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ภาพประกอบ 4 โครงสรา้งพลาสตกิชวีภาพในกลุ่มของอะลฟิาตกิพอลเิอสเทอร ์
 

 ทีม่า: Thumarat; et al. (2012). Biochemical and genetic analysis of a cutinase-type 
polyesterase from a thermophilic Thermobifida alba  AHK119. Applied Microbiology and Bio- 
 technology (95):p. 423. 
 
 
เอนไซมท่ี์เก่ียวข้องกบัการย่อยสลายพลาสติกชีวภาพ 
 การย่อยสลายของพลาสติกชีวภาพเกิดจากการท างานของเอนไซม์ที่จุลินทรยี์สร้างขึ้น 
การยอ่ยสลายนัน้แบ่งออกเป็น 2 ขัน้ตอน คอื ขัน้ตอนแรกเกดิขึน้บรเิวณภายนอกเซลล ์เนื่องจากพอ
ลิเมอร์มขีนาดใหญ่และไม่ละลายน ้า ท าให้การย่อยสลายในช่วงแรกเกิดจากการที่จุลินทรยี์ได้
ปลดปล่อยเอนไซม์ออกนอกเซลล์ เอนไซม์จะเขา้ยดึเกาะกบัผวิของพอลเิมอร์ได้โดยอาศยัแรงที่
เกดิขึน้ระหว่างบรเิวณ active site ของเอนไซมก์บัพืน้ผวิของพอลเิมอร ์เช่น การเกดิ hydrophobic 
interaction การเกดิพนัธะเอสเทอร์ พนัธะไกลโคซดิกิ และพนัธะเปปไทด์ ดงัแสดงในภาพประกอบ 
5  (Jaeger; et al. 1994: 29-63, Tserki; et al. 2006a: 367-376, Tserki; et al. 2006b: 377-384) 
เอนไซมท์ีไ่ด้จากจุลนิทรยีน์ัน้ม ี2 ประเภท คอื endo-enzyme เป็นเอนไซมท์ี่ท าใหเ้กดิการแตกตวั
ของพนัธะภายในสายพอลเิมอรอ์ย่างไม่เป็นระเบยีบ และ exo-enzyme เป็นเอนไซมท์ีท่ าใหเ้กดิการ
แตกหกัของพนัธะอย่างเป็นระเบยีบจากบรเิวณปลายของสายพอลเิมอร ์เมื่อพอลเิมอรแ์ตกตวัจนมี
ขนาดเลก็พอทีจ่ะแพรผ่่านผนงัเซลลเ์ขา้สู่เซลลน์ัน้จะท าใหเ้กดิการย่อยสลายต่อในขัน้ตอนที ่2 ซึง่ได้
ผลติภณัฑใ์นขัน้ตอนสุดทา้ย (ultimate biodegradation) เป็น พลงังาน ก๊าซคารบ์อนไดออกไซด์ 
ก๊าซมเีทน น ้า เกลอื แร่ธาตุต่างๆ และมวลชวีภาพ (National Metal and Materials Technology 
Center (MTEC). 2007: Online)  
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ภาพประกอบ 5 กระบวนการย่อยสลายพลาสติกชวีภาพของจุลนิทรยี์ โดยจุลนิทรยีป์ล่อยเอนไซม ์ 
      ออกนอกเซลลท์ าใหไ้ดผ้ลผลติเป็นมอนอเมอรแ์ละไดเมอร ์(dimers) ซึง่สามารถส่งผ่านเขา้ผนัง 
      เซลลไ์ด ้ 
 
 ทีม่า: Marten; Muller; & Deckwer. (2003). Studies on the enzymatic hydrolysis of 
polyesters I. Low molecular mass model esters and aliphatic polyesters. Polymer Degrada- 
tion and Stability  (80):p. 486. 
 
            กระบวนการย่อยสลายพลาสติกชีวภาพในสิ่งแวดล้อมเกิดจากกิจกรรมของเอนไซม์ที่
จุลนิทรยีส์รา้งขึน้ เอนไซมท์ีม่กีารศกึษาวจิยัและพบว่ามบีทบาทในกระบวนการย่อยสลายพลาสตกิ
ชวีภาพนัน้ม ี3 ชนิด ไดแ้ก่ 
  1. เอนไซมไ์ลเปส (lipase) เป็นเอนไซมท์ีส่ามารถเร่งการเกดิปฏกิริยิา hydrolysis 
บรเิวณพนัธะเอสเทอรข์องโมเลกุลไตรกลเีซอไรด ์(triglyceride) ทีม่สีายคารบ์อนยาวกว่า 10 อะตอม 
ไดผ้ลผลติเป็น มอนอกลเีซอไรด ์(monoglyceride) ไดกลเีซอไรด ์(diglyceride) และกรดไขมนัอสิระ 
(free fatty acid) เอนไซมไ์ลเปสสามารถยอ่ยสลายพอลเิมอรป์ระเภท อะลฟิาตกิพอลเิอสเทอร ์ เช่น 
เอนไซมไ์ลเปส จากเชือ้ Pseudomonas cepacia ซึง่จดัอยูใ่นกลุ่ม subfamily Pseudomonas lipase 
เอนไซมน์ี้สามารถยอ่ยสลาย PBS และ polybutylene succinate-co-lactate (PBSL) (Taniguchi; et 
al. 2002: 447-455) นอกจากนี้ยงัมรีายงานทีศ่กึษาการยอ่ยสลาย PBS โดยใชเ้อนไซมไ์ลเปสทาง
การคา้ (lipase PS®) พบว่าสามารถยอ่ยสลาย PBS ได ้ เนื่องจาก PBS มโีครงสรา้งทางเคมคีลา้ย
กบั ไดกลเีซอไรดแ์ละไตรกลเีซอไรด ์ ดงัแสดงในภาพประกอบ 6 
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ภาพประกอบ 6 โครงสรา้งของ (a) tridecanoyl-glyceride, (b) didecanoyl-glyceride และ (c) PBS 
       
            ทีม่า:Lee; Kimura; & Chung.(2008). Mechanism of enzymatic degradation of 
poly(butylene succinate). Macromolecular Research (16):p. 655. 
 
  เนื่องจากส่วน succinate unit ที่บรเิวณปลายพอลเิมอร ์มลีกัษณะคล้ายกบัโมเลกุล
ของกลเีซอรอลและโครงสรา้งของ 4-hydroxybutyl succinate (4HBS) ทีเ่ป็นโอลโิกเมอร์มสีาย
คารบ์อนยาวคลา้ยกบัสายของกรดไขมนั (fatty acid) จงึท าใหบ้รเิวณ active site ของเอนไซม ์    
ไลเปสเขา้จบักบั PBS โดยอาศยั hydrophobic interaction และเกดิการย่อยสลายของ PBS ได ้จาก
งานวจิยัส่วนใหญ่พบว่าเชือ้จุลนิทรยีท์ี่แยกได้จากสิ่งแวดลอ้มนัน้สามารถผลติเอนไซม์ไลเปส ย่อย
สลาย PBS ได ้ดงัแสดงในภาพประกอบ 7 (Lee; Kimura; & Chung. 2008: 651-658) 

 

                                
 

                                 
 

ภาพประกอบ 7 การยอ่ยสลาย PBS ดว้ยเอนไซมไ์ลเปส 
 
ทีม่า:Lee; Kimura; & Chung.(2008). Mechanism of enzymatic degradation of  

poly(butylene succinate). Macromolecular Research (16):p. 654. 
 
 

Lipase PS 

Enzymatic hydrolysis 
+ 

+ + 

Hydrolysis 
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  2. เอนไซมเ์อสเทอเรส (esterase) เป็นเอนไซมท์ีเ่ร่งปฏกิริยิาการ hydrolysis โดย
การตดัพนัธะเอสเทอร์ ของกรดไขมนัทีม่สีายคารบ์อนสัน้กว่า 10 อะตอม จากงานวจิยัพบว่าเชื้อ 
จุลนิทรยีห์ลายสายพนัธุ์สามารถสรา้งเอนไซมเ์อสเทอเรสที่ย่อยสลายพอลเิมอรป์ระเภทอะลฟิาตกิ 
พอลเิอสเทอร ์ ไดแ้ก่ เชือ้ Bacillus pumilus สายพนัธุ ์ KT1012 ทีส่ามารถย่อยสลาย PCL, PBSA, 
และ polyethylene succinate (PESu) (Tezuka; et al. 2004: 115-121)  มายมูแิละคนอื่นๆ 
(Mayumi; et al. 2008: 743-750)  ไดท้ าการศกึษาเอนไซมช์นิดใหม่ (novel enzyme) ทีย่่อยสลาย 
PLA จากสิง่แวดลอ้ม โดยพบว่าเอนไซมเ์อสเทอเรสชนิดใหม่ถูกจดัอยู่กลุ่มของ carboxylesterase 
(EC 3.1.1.1) และมรีายงานว่าเอนไซมเ์อสเทอเรสของเชือ้ Leptothrix  sp. สายพนัธุ ์TB-71สามารถ 
ยอ่ยสลาย PBSA (Nakajima-Kambe; et al. 2009a: 1901-1905)  ในปี ค.ศ. 2010 เชาผงิ ฮูและคน
อื่นๆ (Xiaoping Hu; et al. 2010: 771-779) แยกเชือ้ Thermobifida alba สายพนัธุ์ AHK119 ที่
สามารถย่อยสลาย PBS, PBSA, PCL, PES และ PHB และเชือ้ผลติเอนไซมเ์อสเทอเรส (Est119)  
ทนรอ้นทีส่ามารถยอ่ยพลาสตกิชวีภาพทางการคา้ (Ecoflex™) ไดเ้ช่นกนั  
 
  3. เอนไซมโ์ปรติเอส (protease) เป็นเอนไซมท์ีเ่ร่งปฏกิริยิาการ hydrolysis ในการ
ตดัพนัธะเปปไทด์ ของโปรตนี ในปี ค.ศ. 2005 ลมิ ราคุและโทควิะ ( Lim; Raku; & Tokiwa. 2005: 
459-464) ศึกษาการย่อยสลายพลาสติกชีวภาพโดยใช้เอนไซม์ α-chymotrypsin ทางการค้า
เปรยีบเทยีบกบัเอนไซมใ์นกลุ่ม serine protease ชนิดอื่นๆ คอื trypsin, elastase, proteinase K 
และ subtilisin ในการย่อยสลาย PLA, PBS, PBSA, PHB, PCL, PBS/C และ PES พบว่าเอนไซม์
ทัง้หมดสามารถย่อยสลาย PLA ได ้ส่วนเอนไซม ์α-chymotrypsin สามารถย่อยสลาย PLA และ 
PBSA ซึง่เอนไซม ์α-chymotrypsin ถูกสรา้งขึน้จากตบัอ่อนของมนุษย ์และสตัวเ์ลีย้งลูกดว้ยนม ท า
ใหเ้อนไซมย์่อยสลาย biomedical material ทีม่สี่วนประกอบเป็นพลาสตกิชวีภาพได ้เช่น ไหมเยบ็
แผล และแคปซูลยา เป็นต้น และยงัพบว่าเอนไซม์สามารถย่อยพลาสติก ชวีภาพได้เนื่องจากมี
ความจ าเพาะต่อพนัธะ α- ester ของ PLA  
 
 
จลิุนทรียท่ี์ย่อยสลายพลาสติกชีวภาพ 
 
 PLA 
  ในปี ค.ศ. 1997 พานามุดะ โทควิะและทานากะ (Pranamuda; Tokiwa; & Tanaka. 
1997: 1637 – 1640) แยกเชือ้จุลนิทรยี ์Amycolatopsis  sp. สายพนัธุ ์HT32 ซึง่เป็นเชือ้ชนิดแรกที่
จดัอยู่ในกลุ่มแอคตโินมยัสทีทีส่ามารถย่อยสลาย PLA ได้ และยงัพบว่าเอนไซมม์ลีกัษณะคลา้ยกบั
เอนไซมโ์ปรตเิอส  ในปี ค.ศ. 2001 นาคามุระและคนอื่นๆ ( Nakamura; et al. 2001: 345-353)   
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คดัแยกเชือ้ Amycolatopsis  sp. สายพนัธุ ์K104-1 และ K104-2 ทีส่ามารถสรา้งเอนไซมย์่อยสลาย 
PLA จากดนิ ซึง่เอนไซมน์ี้มลี าดบักรดอะมโินคลา้ยกบัเอนไซม ์fibrinolytic serine protease ต่อมา
ในปี ค.ศ. 2001 ซากแิละคนอื่นๆ (Sakai; et al. 2001: 298-300) ไดร้ายงานว่าเอนไซมท์ีย่่อยสลาย 
PLA นัน้มคีุณสมบตัขิองเอนไซมเ์อสเทอเรสและเอนไซมไ์ลเปส  
  ในปี ค.ศ. 2004 มรีายงานการคดัแยกเชื้อจุลนิทรยี์หลายกลุ่มที่สามารถย่อยสลาย 
PLA ไดท้ีอุ่ณหภมู ิ30 องศาเซลเซยีส เชือ้ส่วนใหญ่จดัอยู่ในกลุ่มของ Family Pseudonocardiaceae 
และสกุลอื่นๆ ได้แก่ Lentzae, Kibdelosporangium, Streptoalloteichus, Saccharothrix และ
Amyolatopsis (Tokiwa; & Jarerat. 2004: 771-777) ต่อมาในปี ค.ศ. 2008 มายมูแิละคนอื่นๆ 
(Mayumi; et al. 2008: 743-750) ศกึษาเอนไซม ์poly(DL-lactic acid) depolymerase ชนิดใหม่
จากสิง่แวดลอ้ม โดยน าดเีอน็เอที่สกดัไดจ้ากแผ่นฟิล์มทีฝ่งัอยู่ในดนิคอมโพสต์มาท าการศกึษาดว้ย
เทคนิค metagenomic library พบว่าเอนไซม ์PlaM4, PlaM7 และ PlaM9 ถูกจดัอยู่ในกลุ่มของเอน-
ไซม ์carboxylesterase (EC 3.1.1.1) ซึ่งเอนไซมส์ามารถย่อยสลายอะลฟิาตกิพอลเิอสเทอร์ได้
หลากหลาย เช่น tributyrin, p-nitrophenyl ester (C2-C18), PBS, PBSA, PCL, PHB, และ PLA ที่
อุณหภมู ิ70 องศาเซลเซยีส  
 
 PCL 
  ในช่วงปี ค.ศ.1970 มกีารคดัแยกเชือ้จลุนิทรยีท์ีส่ามารถยอ่ยสลาย PCL จากดนิคอม
โพสต ์(Goldberg; D. 1995: 61-67) ในปี ค.ศ. 1998 ทาเซโกะและโทควิะ (Tansengco; &  Tokiwa. 
1998: 133-138) ศกึษาปรมิาณเชือ้จลุนิทรยีท์ีส่ามารถยอ่ย PCL ในดนิ พบว่ามปีรมิาณเชือ้ 3- 49 
เปอรเ์ซน็ต์ (0.4-3.5 x104CFU/น ้าหนกัดนิ 1 กรมั) ของจ านวนจลุนิทรยีท์ัง้หมดทีเ่จรญิบนอาหาร
แขง็ PCL ทีอุ่ณหภมู ิ50 องศาเซลเซยีส  ในปี ค.ศ. 2003 ธรีภทัรพรชยัและคนอื่นๆ(Teeraphatpo- 
rnchai; et al. 2003: 23-28) แยกเชือ้สายพนัธุ ์ TB-13 ทีค่ลา้ยกบัเชือ้ Paenibacillus amylolyticus  
สามารถยอ่ยสลาย PCL, PLA, PBS, PBSA และ poly(ethylene succinate) หรอื PES, PESu ที่
อุณหภมู ิ30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 14 วนั  ต่อมาในปี ค.ศ. 2004 ซซิกูะและคนอื่นๆ (Tezuka; 
et al. 2004: 115-121) แยกเชือ้ Bacillus pumillus สายพนัธุ ์KT1012 ทีส่ามารถสรา้งเอนไซมเ์อส
เทอเรส ยอ่ยสลาย PCL, PBSA , PESu และ olive oil ไดท้ีอุ่ณหภูม ิ20- 50 องศาเซลเซยีส ซึง่เชือ้
เจรญิไดด้ทีีอุ่ณหภูม ิ40 องศาเซลเซยีส จดัเป็นเชือ้ในกลุ่ม mesophile ในปี ค.ศ. 2009 สมยรูทรพัย์
และศริโิภค (Somyoonsap; & Siripoke. 2009) แยกเชือ้จลุนิทรยีใ์นกลุ่ม ชอบรอ้น (thermophilic) 
ทีม่คีวามสามารถในการยอ่ยสลาย PCL จากดนิบรเิวณกองขยะในประเทศไทย การคดัแยกเชือ้ใช้
วธิกีารเกดิวงใสบนอาหารแขง็ PCL ทีอุ่ณหภมู ิ 55 องศาเซลเซยีส และสามารถคดัแยกไดท้ัง้หมด 
11 ไอโซเลท โดย 7 ไอโซเลทคลา้ยกบั Brevibacillus thermoruber อกี 2 ไอโซเลทคลา้ยกบั 
Brevibacillus brevis และ 1 ไอโซเลทคลา้ยกบั Ureibacillus suwonensis นอกจากนัน้ยงัคดัแยก
เชือ้ในกลุ่มแอคตโินมยัสทีได ้1 ไอโซเลทคลา้ยกบัเชือ้ Actinomadura keratinilytica  
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    PBS 
  ในปี ค.ศ. 2002 อูชดิะและคนอื่นๆ(Uchida; et al. 2002: 245-247) ศกึษาเชื้อ 
Acidovorax delafieldii สายพนัธุ ์BS-3 สามารถสรา้งเอนไซมท์ีย่่อยสลาย PBS ซึง่มลีกัษณะคลา้ย
กบัเอนไซมไ์ลเปส ของ Streptomyces sp. และ Mollaxlla  sp. ในปี ค.ศ. 2005 มาเอดะและคนอื่นๆ 
(Maeda; et al. 2005: 778-788) ศกึษาเอนไซมท์ีย่่อยสลาย PBS จากเชือ้ Aspergillus oryzae ซึง่มี
ลกัษณะคลา้ยกบัเอนไซมค์วิตเินส ต่อมาในปี ค.ศ. 2010 อาเบะและคนอื่นๆ (Abe; et al. 2010:138-
143) แยกเชื้อจุลนิทรยีท์ีย่่อยสลายพลาสตกิชวีภาพดา้นการเกษตร โดยคดัแยกเชื้อรา Fusarium 
solani สายพนัธุ ์WF-6 ทีย่่อยสลายฟิลม์ PBS (GS Pla®) จากดนิในพืน้ทีเ่กษตรกรรม และศกึษา
เชือ้ Stenotrophomonas  maltophilia ทีไ่ม่สามารถย่อยสลาย PBS ไดแ้ต่เมื่อน ามาเลี้ยงรวมกนั
สามารถช่วยส่งเสรมิใหเ้ชือ้ราสายพนัธุ ์WF-6 ย่อยสลายฟิลม์ PBS ไดด้กีว่าการใชเ้ชือ้ราเพยีงสาย
พนัธุเ์ดยีว ในปี ค.ศ. 2011 อชบิาและคนอื่นๆ (Asheeba; et al. 2011: 1021-1029) คดัแยกเชือ้ 
Bacillus  subtilis และเชือ้ Pseudomonas  fluorescens ทีส่ามารถสรา้งเอนไซมไ์ลเปส จากดนิใน
บรเิวณต่างๆ ของเมอืง Chennai ประเทศอนิเดยี ซึง่เอนไซมส์ามารถย่อยสลายฟิลม์ PBS และเกดิ
บรเิวณใสไดบ้นอาหารแขง็ tributyrin เมื่อบ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส นอกจากนี้ ล ิฟาน และ
คนอื่นๆ (Li, Fan; et al. 2011: 2591-2596) ศกึษาการท าใหเ้กดิการกลายพนัธุข์องเชือ้ Aspergillus  
sp. สายพนัธุ ์XH0501-a ทีเ่ป็น wild type โดยการใช ้UV และ LiCl เพื่อช่วยใหเ้อนไซมจ์ากสาย
พนัธุก์ลายมกีารท างานไดส้งูกว่า wild type ถงึ 38.89 เปอรเ์ซน็ต ์โดยเอนไซมท์ างานไดด้ทีีอุ่ณหภูม ิ
40 องศาเซลเซยีส pH 8.5  
 
 PBSA 
  ในปี ค.ศ 2000 อูชดิะและคนอื่นๆ (Uchida; et al. 2000: 25-29) แยกเชื้อ 
Acidovorax  delafieldii  สายพนัธุ์ BS-3 ซึง่เป็นสายพนัธุ์แรกทีส่ามารถย่อยสลายเมด็พลาสตกิของ 
PBSA และสามารถยอ่ย PBS ทีอ่ยูใ่นรปูของสารละลาย (emulsified) โดยเชือ้สามารถสรา้งเอนไซม ์
ไลเปสไดด้เีมือ่มกีารกระตุน้ใหเ้กดิการสรา้งเอนไซมโ์ดยการใชต้วักระตุน้เป็น PBSA ในปี ค.ศ. 2005 
ซ่าวและคนอื่นๆ (Zhao; et al. 2005: 2273-2278) แยกเชือ้ Aspergillus vercolor ทีส่ามารถย่อย
สลายฟิลม์ PBSA ไดป้ระมาณ 91 เปอรเ์ซน็ต ์ภาย 25 วนั ในปี ค.ศ. 2009 นาคาจมิา คาเบะและคน
อื่นๆ (Nakajima-Kambe; et al. 2009b: 1901-1905) แยกเชือ้ Leptothrix  sp. สายพนัธุ์ TB 71 ที่
สามารถย่อยสลายฟิลม์ PBSA ความหนา 0.5 มลิลเิมตรไดอ้ย่างสมบูรณ์ทีอุ่ณหภูม ิ30 องศาเซล-
เซยีสเป็นเวลา 48 ชัว่โมง เอนไซมม์ลีกัษณะการท างานคลา้ยเอนไซมเ์อสเทอเรส ต่อมาในปี ค.ศ. 
2010  ลแีละคมิ (Lee; & Kim. 2010: 184 - 190) คดัแยกเชือ้ทีย่่อยสลาย PBSA จากดนิในพืน้ที่
การเกษตรและแอกทเิวเตด็สลดัจ ์ (activated sludge) ซึง่พบเชือ้ Burkholderia cepacia สายพนัธุ ์
PBSA -1 และเชือ้ Pseudomonas aeruginosa สายพนัธุ ์PBSA-2 ทีส่ามารถย่อยสลายฟิลม์ PBSA 
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ความหนา 0.2 มลิลเิมตร ทีอุ่ณหภูม ิ27 และ 37 องศาเซลเซยีส ภายในเวลา 40 วนั และท าการ 
ศกึษายนีที่เกี่ยวขอ้งกบัการย่อยสลาย PBSA (lipA) ซึ่งเป็นยนีที่ควบคุมการท างานของเอนไซม ์
ไลเปส โดยมีล าดบักรดอะมิโนเป็น Gly-X1-Ser-X2-Gly ซึ่งเป็นล าดบักรดอะมิโนจ าเพาะ 
(consensus  motif) ทีพ่บไดใ้นล าดบักรดอะมโินของเอนไซมไ์ลเปสและเอนไซมเ์อสเทอเรส ของเชือ้
สายพนัธุ ์PBSA-1 และ PBSA-2 คลา้ยกบัเอนไซมไ์ลเปสของเชือ้ Pseudomonas lemoignei  สาย
พนัธุ ์LMG2207 ประมาณ 24 เปอรเ์ซน็ต ์ต่อมาช่าวผงิ ฮูและคนอื่นๆ (Xiaoping ; et al. 2010:771- 
779) ศกึษาเชือ้ทนรอ้นThermobifida  alba สายพนัธุ ์AHK119 ทีผ่ลติเอนไซมเ์อสเทอเรส (Est119) 
ซึง่พบว่ามลี าดบักรดอะมโินคลา้ยกบับรเิวณกรดอะมโินจ าเพาะของเอนไซม ์ไลเปสและเอนไซมเ์อส
เทอเรส เอนไซม ์Est119 ท างานได้ดกีบัซบัสเตรทที่มสีายคารบ์อนสัน้และ สามารถย่อยสลายอะล-ิ
ฟาตกิอะโรมาตกิโคพอลเิอสเทอร ์(aliphatic-aromatic copolyesters) ทางการคา้ (Ecoflex™), PCL 
และ PBSA ไดท้ีอุ่ณหภมู ิ50 องศาเซลเซยีส  
 
 
การกระจายตวัของแอคติโนมยัสีทในดิน 
 เชื้อแอคตโินมยัสทีส่วนใหญ่พบได้ในชัน้ดนิที่อยู่ลกึจากผวิดนิประมาณ 10 เซนตเิมตร 
หรอืไมเ่กนิ 1 เมตร  สามารถพบไดใ้นน ้า ปุ๋ ยหมกั หรอืบรเิวณรากพชื (Alexander. 1997; Hayaka- 
wa; Ishizawa; & Nonumura. 1988: 367-373; Khan & Williams. 1975: 345-348) โดยปกตจิะพบ
เชือ้แอคตโินมยัสทีในดนิประมาณ 105-108 เซลลต่์อดนิ 1 กรมั ปรมิาณและชนิดของเชือ้ทีพ่บขึน้อยู่
กบัชนิด ลกัษณะ ค่า pH คุณสมบตัทิางกายภาพ และปรมิาณอนิทรยีวตัถุในดนิ ดนิทีม่ลีกัษณะแหง้ 
และมสีภาพเป็นด่างจะพบเชือ้แอคตโินมยัสทีมากทีสุ่ดถงึ 95 เปอรเ์ซน็ตข์องจ านวนจลุนิทรยีท์ัง้หมด 
ดนิทีม่ลีกัษณะเปียกชืน้และมสีภาพเป็นกรดจะพบเชือ้แอคตโินมยัสทีประมาณ  80 เปอรเ์ซน็ต ์ของ
เชือ้จลุนิทรยีท์ัง้หมด (Alexander, 1997) การกระจายตวัของแอคตโินมยัสทีหายาก (rare actinomy- 
cete) นัน้ขึน้อยูก่บัชนิดของดนิ ค่า pH ลกัษณะของกรดฮวิมกิ (humic acid) และปรมิาณฮวิมสั 
(humus) ทีพ่บในดนิ โดยดนิทีใ่ชเ้พาะปลกูจะพบปรมิาณฮวิมสัสงู และมคี่า pH ประมาณ  6.5-7.0 
ซึง่ดนิลกัษณะนี้จะพบปรมิาณเชือ้มากทีสุ่ด ส่วนดนิทีม่ปีรมิาณฮวิมสัสงูแต่มสีภาพเป็นกรด (pH 5.0-
6.5) พบเชือ้แอคตโินมยัสทีหายากสกุล Microbispora  และ Streptosporangium มากทีสุ่ด ส่วนดนิ
ทีเ่ป็นด่างและมปีรมิาณฮวิมสัต ่าจะพบเชือ้ในสกุล Saccharomonospora  (Hayakawa; et al. 1988: 
367-373) เชือ้แอคตโินมยัสทีส่วนใหญ่เป็นพวก mesophile อุณหภมูทิีเ่หมาะสมต่อการเจรญิอยู่ที ่
25 – 30 องศาเซลเซยีส แต่สามารถพบเชือ้นี้ทีเ่จรญิไดท้ีอุ่ณหภมู ิ50 – 65 องศาเซลเซยีส ไดใ้นดนิ 
กองปุ๋ ยหมกั และปุ๋ ยคอก (Cross. 1968: 36-53) นอกจากน้ียงัพบว่า ดนิในป่ามคีวามหลากหลาย
ของเชือ้แอคตโินมยัสทีมากกว่าดนิทีใ่ชใ้นการท าการเกษตรและเมือ่ความอุดมสมบูรณ์ลดลงปรมิาณ
แอคตโินมยัสทีจะมปีรมิาณลดลงตามไปดว้ย (Xu; Li; & Jiang. 1996: 244-248) 
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ลกัษณะโดยทัว่ไปของเช้ือแอคติโนมยัสีท  
 เชื้อในกลุ่มแอคติโนมนัสทีจดัเป็นแบคทีเรยีแกรมบวกที่มลีกัษณะทางสณัฐานวิทยาที่
หลากหลาย ตัง้แต่ลกัษณะเป็นท่อน ทรงกลม มลีกัษณะเป็นเสน้สายคลา้ยเชือ้รา เชือ้ในกลุ่มนี้มกีาร
สรา้งสปอรแ์บบไมอ่าศยัเพศเกดิจากการแตกหกัของเสน้ใย (fragmentation) หรอืการสรา้งสปอรบ์น
เสน้ใยชขูึน้มาในอากาศ (aerial mycelium) ซึง่เป็นลกัษณะทีพ่บในแอคตโินมยัสที สปอรท์ีส่รา้งขึน้มี
ทัง้ลกัษณะสปอรแ์บบไมม่ถุีงหุม้ซึง่เกดิขึน้บรเิวณปลายเสน้ใย (conidia) อาจพบเป็นเมด็เดี่ยวๆหรอื 
เรยีงตวัต่อกนัเป็นสายยาว และแบบทีส่รา้งสปอรอ์ยูใ่นอบัสปอร ์(sporangium) ดงัแสดงในภาพประ 
กอบ 8 เชือ้ในกลุ่มนี้ส่วนใหญ่เป็นผูย้อ่ยสลาย (saprophyte) ทีส่ามารถย่อยสลายสารอนิทรยีไ์ด ้เช่น 
แป้ง (starch) เซลลูโลส (cellulose) เคอราตนิ (keratin) และไคตนิ (chitin) (McCarthy; & Williams, 
1992: 189-192; Holmalahti; Wright; & Raatikainen. 1994: 1544-1546) แอคตโินมยัสทีเมื่อเจรญิ
บนอาหารแขง็สามารถสรา้งเสน้ใยเจรญิลงไปใต้ผวิหน้าอาหาร (substrate mycelium) โดยเกดิขึน้ใน
การเจรญิระยะแรก ซึง่โคโลนีมผีวิเรยีบ และต่อมาสรา้งเสน้ใยชูขึน้มาในอากาศท าใหโ้คโลนีทีเ่กดิขึ้น
นัน้มลีกัษณะเป็นกลุ่มก้อนคล้ายก ามะหยี ่(velvet) หรอืเป็นผงฝุ่นคล้ายแป้ง (powdery) ลกัษณะ
โคโลนีมอียู่หลายแบบ เช่น ลกัษณะคลา้ยไลเคน (lichenoid) คลา้ยเนยเหลว (butterous) แบบแผ่
กระจาย (discrete) หรอืแขง็คลา้ยแผ่นหนัง (leathery) ผวิโคโลนีมลีกัษณะเรยีบหรอืขรุขระ สขีอง
โคโลนีนัน้ขึน้อยู่กบัสขีองสปอรท์ีเ่กดิขึน้ เช่น ขาว เทา เหลอืง ส้ม เขยีว แดง ม่วง และน ้าเงนิ ส่วน
เสน้ใยดา้นล่างอาหารมกัมสีนี ้าตาลเป็นส่วนใหญ่ แต่อาจพบว่ามสีเีหมอืนกบัสปอรไ์ด ้ 
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ภาพประกอบ 8 วงชวีติของแอคตโินมยัสที 
 

 ทีม่า: Institute of Immunology and Experimental Therapy. Laboratory of Molecular     
  Biology of Microorganisms. From      
  http://www2.iitd.pan.wroc.pl/dept/mic/gb/projects.html 

 
 การศกึษาองคป์ระกอบทางเคมขีองเชือ้เแอคตโินมยัสที โดยดูจาก DAP และกรดอะมโินที่
เป็นส่วนประกอบของผนังเซลล์ รวมทัง้ชนิดของน ้าตาลภายในเซลล์ ท าใหส้ามารถจ าแนกชนิดของ
องคป์ระกอบของผนงัเซลลไ์ดเ้ป็น 4 ลกัษณะดงัแสดงในภาพประกอบ 9 
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ภาพประกอบ 9 องคป์ระกอบของผนงัเซลล ์และชนิดของน ้าตาลภายในเซลลข์องเชือ้แอคตโินมยัสที 
 
          ทีม่า: Williams.(1989). Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology. (Vol.4) 
 
 
การจดัจ าแนกประเภทของเช้ือแอคติโนมยัสีท (Classification of Actinomycetes)   
 เชือ้แอคตโินมยัสทีถูกจดัจ าแนกออกเป็นกลุ่มโดย Bergey’s Manual of Systematic 
Bacteriology เล่มที ่ 4 (Williams R.H. 1989) ซึง่ใชล้กัษณะทางสณัฐานวทิยา และลกัษณะ
องคป์ระกอบทางเคมขีองเซลล ์โดยแบ่งออกเป็น 8 กลุ่มดงันี้ Nocardioforms, Multilocularsporan- 
gia, Actinoplanetes, Streptomycetes, Maduromycete, Thermomonospora, Thermoactinomy- 
cetes และสกุลทีเ่กีย่วขอ้ง 
 ต่อมาในปี ค.ศ. 1997 ไดม้กีารจดักลุ่มเชื้อแอคตโินมยัสทีขึน้ใหม่ โดยอาศยัลกัษณะทาง
สณัฐานวทิยาและองคป์ระกอบของผนังเซลล ์ตามวธิกีารของ The Atlas of Actinomycetes (Shinji, 
1997.) ซึง่สามารถแบ่งเชือ้แอคตโินมยัสทีออกเป็น 8 กลุ่ม ดงันี้ 
 
  1. Micrococcus, Microbacterium และสกลุท่ีเก่ียวข้อง 
   เชื้อแอคติโนมยัสกีลุ่มนี้จดัเป็นเชื้อนี้มคีวามส าคัญทางอุตสาหกรรม บางสปีชสี ์
(species) นัน้เป็นเชือ้ก่อโรคทีพ่บในคน สตัวแ์ละพชื เชือ้กลุ่มนี้ไม่สามารถสรา้งสปอรใ์นรปูกลมและ
รปูแท่งได ้เป็นพวก aerobic  สามารถใชล้กัษณะของ DAP บนผนังเซลลใ์นการจ าแนกได ้เชือ้กลุ่ม
นี้มทีัง้หมด 8 สกุล คอื Arthrobacter, Promicromonospora, Oerskovia, Dermatophilus, Aureo-
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bacterium, Curtobacterium, Argomyces และ Nocardoides  การจดักลุ่มโดยการศกึษาแผนภูมิ
ทางววิฒันาการ (phylogenetic tree) พบว่าสกุล Nocardoides  จดัอยูใ่นกลุ่มที ่1 ซึง่เป็นกลุ่มเดยีว 
กบัสกุล Luteococcus, Microlunatus เป็นต้น ซึง่กลุ่มนี้ไม่มคีวามสมัพนัธใ์กลช้ดิกบักลุ่มที ่1 กลุ่ม
อื่น  
 
  2. Mycobacterium, Nocardia และสกลุท่ีเก่ียวข้อง 
   เชือ้กลุ่มนี้มทีัง้หมด 8 สกุลคอื Mycobacterium, Nocardia, Gordona, Dielzia 
Rhodococcus, Tsukamurella และ Turicella ซึง่เชือ้ในกลุ่มนี้มคีวามส าคญัทางอุตสาหกรรม และ
เป็นเชื้อก่อโรคที่พบในคน สตัว์เลี้ยงลูกนมและปลา เชื้อในกลุ่มนี้มโีครงสร้างผนังเซลล์ที่ซบัซ้อน  
ลกัษณะผนังเซลลข์องเชือ้กลุ่มนี้พบ meso-A2pm บน peptidoglycan พบ mycolic acid และ arabi- 
galactan ซึง่เป็นลกัษณะหนึ่งทีใ่ชใ้นการจดัจ าแนกเชือ้กลุ่มนี้ได้ เชือ้หลายสกุลมผีนังเซลลเ์ป็นแบบ 
glycolyl type  
 
  3. Family Pseudonocardiaceae และ สกลุท่ีเก่ียวข้อง    
   เชือ้กลุ่มในนี้มทีัง้หมด 6 สกุลคอื Saccharopolyspora, Actinopolyspora, Amy- 
colatopsis, Kibdelosporangium, Pseudonocardia และ Saccharomonospora เชือ้กลุ่มนี้ม ีDAP 
บนผนงัเซลลเ์ป็นแบบ meso-A2pm มนี ้าตาลในเซลลเ์ป็นอะราบโินสและกาแลคโทส ไม่พบ mycolic 
acidบนผนังเซลล์ menaquinone ส่วนใหญ่เป็นแบบ MK-9(H4) ยกเวน้สกุล Pseudocardia ที่มี
ลกัษณะเป็น MK-8(H4) การจดักลุ่มเชือ้โดยการใชล้ าดบัเบสบรเิวณ 16S rDNA ในการศกึษาแผน- 
ภมูทิางววิฒันาการ พบว่าเชือ้สกุล  Actinokineospora  และ Saccharothrix จดัอยู่ใน Family Pseu- 
donocardiaceae  
 
  4. Family Micromonosporaceae 
   แอคตโินมยัสทีในกลุ่มนี้ม ี3 สกุลคอื Actinoplanes, Dactylosporangium และ 
Pilimelia ลกัษณะส าคญัของเชื้อในกลุ่มนี้คอื สามารถสร้างสปอร์ที่เคลื่อนที่ได้ โดยสปอร์จะอยู่
ภายใน sporangium หรอื spore vesicle ทีพ่บบน substrate mycelium ผนังเซลลเ์ป็นแบบ glycolyl 
type พบน ้าตาลไซโลสและกรดอะมโิน L-lysine หรอื meso-A2pm บนผนงัเซลล ์
  
  5. Family Thermomonosporaceae 
   กลุ่มนี้ประกอบดว้ยเชือ้ทัง้หมด 4 สกุลคอื Thermomonospora, Actinomadura, 
Spirillospora และ Actinocorallia  จากการศกึษาแผนภูมทิางววิฒันาการ ร่วมกบัการศกึษาเคมี
อนุกรมวธิาน (chemotaxonomy) พบว่าสกุล Excellospora viridilutea และ Excellospora rubro- 
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brunea ไดถู้กเปลีย่นเป็น Actinomadura viridilutea และ Actinomadura rubrobrunea  (Zhang; et 
al. 2001: 373-383;Greiner-Mei; et al. 1987:96-109)  ผนังเซลลข์องสกุล Thermomonospora พบ
กรดอะมโินแบบ meso-A2pm ไม่พบน ้าตาลไซโลส อะราบโินส และกาแลคโทส ม ีmenaquinones 
เป็นแบบ MK-9(H4), (H6) และ MK-10(H6), (H8) ในสกุล Thermomonospora และ Excellospora 
จดัเป็นพวกชอบรอ้น อุณหภมูทิีเ่หมาะสมในการเจรญิอยูท่ี ่45-55 องศาเซลเซยีส 
 
  6. Family Streptosporangiaceae 
   เชือ้แอคตโินมยัสทีในกลุ่มนี้มทีัง้หมด 6 สกุลคอื Microbispora, Microtetraspora 
Planobispora,  Planomonospora,  Herbidospora  และม ีStreptosporangium เป็นสกุลหลกั (type 
genus) ลกัษณะส าคญัทีใ่ชใ้นการจ าแนกคอืลกัษณะการสรา้งหรอืไม่สรา้ง sporangia รวมถงึจ านวน
สปอรท์ีพ่บบน sporophore และ sporangia ผนังเซลลข์องเชือ้ในกลุ่มนี้จะพบ DAP แบบ meso-
A2pm ม ีmenaquinones แบบ MK-9(H2), MK-9(H4) และ MK-9 เป็นหลกั ยกเวน้สกุล Herbidospo- 
ra  ทีม่ลีกัษณะเป็น MK-10(H4) พบน ้าตาลมาดูโรส เป็นน ้าตาลทีพ่บไดใ้นเชือ้สกุล Actinomadura 
โดยเชื้อสกุลนี้ไม่ได้จดัอยู่ใน Family Streptosporangiaceae  การศึกษาล าดบัเบสบรเิวณ 16S 
rDNA รว่มกบัการศกึษา lipid composition จะท าใหแ้ยกเชือ้กลุ่มนี้ออกจากสกุล Actinomadura  ได ้
 
  7. Family Streptomycetaceae 
   เชื้อสกุล Streptomyces นัน้ถูกจดัอยู่ใน Family Streptomycetaceae โดยเชื้อ
สกุลนี้เป็นกลุ่มที่มกีารกระจายตวัในสิ่งแวดล้อม เช่น ทะเล แม่น ้า อากาศ และพบมากที่สุดในดนิ 
เชื้อบางสายพันธุ์เป็นเชื้อก่อโรคในคน สัตว์ และพืช สกุลนี้จะพบลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
สรรีวทิยา และลกัษณะทางชวีเคม ี(biochemical characteristic) ทีห่ลากหลาย ต่อมาพบเชือ้อกี 6 
สกุล ไดแ้ก่ Kitasatoa, Chainia, Microellobosporia, Elyrosporangium, Actinosporangium และ 
Actinopycnidium ไดถู้กจดัอยู่ในสกุลของ Streptomyces โดยอาศยัลกัษณะทางสณัฐานวทิยา เช่น 
ลกัษณะโครงสรา้งทีค่ลา้ยกบั sporangium, sclerotia และ pyenidia เป็นต้น รวมถงึการศกึษาล าดบั
เบสของบรเิวณ 16S rDNA  
   ลกัษณะของ aerial mycelium นัน้จะพบสปอรท์ี่ต่อกนัเป็นสายยาว มเีพยีงบาง
สายพนัธุ์เท่านัน้ที่จะพบสปอรส์ายสัน้ และจะไม่พบการแตกหกัของ substrate mycelium ลกัษณะ
การเกดิสปอร ์(sporulation)  ลกัษณะของสายโซ่สปอรแ์ละพืน้ผวิของสปอรน์ัน้สามารถน ามาใชใ้น
การจดักลุ่ม และจดัจ าแนกสายพนัธุข์องเชือ้ในกลุ่มนี้ได ้ลกัษณะของ peptidoglycan ของ Strepto- 
myces ยกเว้นสกุล Kitasatosporia นัน้มลีกัษณะ DAP เป็น LL-A2pm จะพบ phosphatidy-  
lethanolamine และไมพ่บ glucosamine ในส่วนของ phospholipid  
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  8. สกลุอ่ืนๆ 
   เชื้อในกลุ่มนี้มลีกัษณะทางสณัฐานวทิยาและเคมอีนุกรมวธิานที่หลากหลาย เช่น 
เชือ้สกุล Actinobispora มผีนังเซลลป์ระกอบดว้ยกรดอะมโินแบบ meso-A2pm พบน ้าตาล อะราบิ
โนส กาแลคโทส และไซโลส ม ีmenaquinones เป็นแบบ MK-7(H2) และ MK-9(H2) สกุล 
Actinocorallia กรดอะมโินแบบ meso-A2pm ไม่พบน ้าตาลทีจ่ าเพาะบนผนังเซลล ์นอกจากนี้ยงัพบ
เชื้อสกุลอื่นๆเช่น Geodermatophilus, Nocardiopsis, Kineosporia, Spirillospora, Sporichtha, 
Actinocorallia, Actinobispora, Glycomyces และ Frankia 
   ลกัษณะการจดักลุ่มของแอคตโินมยัสที โดยการวเิคราะห์ในส่วน small subunit 
ของ ribosome (16S rRNA) รว่มกบัล าดบัเบสบรเิวณ 16S rDNA ของเชือ้ทัง้หมด 30 families และ 
10 suborder ดงัภาพประกอบ 10 การใชเ้ทคนิคทางอณูชวีวทิยานัน้ช่วยในการแยก true bacteria 
ออกจากเชือ้แอคตโินมยัสทีได ้นอกจากนี้การน าล าดบัเบสบรเิวณ 16S rDNA ของเชือ้ทัง้หมด 90 
สกุล มาจัดกลุ่มด้วยการศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ ด้วยแผนภูมิทางวิวัฒนาการ 
(phylogenetic tree) พบว่าสามารถแบ่งเชือ้ไดเ้ป็น 8 กลุ่ม ดงัภาพประกอบ 11 (Yokata. 1997)  
   ภาพประกอบ 12 ไดแ้สดงการจดักลุ่มแอคตโินมยัสทีในปจัจุบนัซึง่มทีัง้หมด 219 
สกุลออกเป็น 48 families และ 13 suborder ไดแ้ก่ Corynebacterineae, Pseudonocardineae, 
Streptomycineae, Catenulisporineae, Micromonosporineae, Frankineae, Kineosporineae, 
Microccineae, Streptosporangineae, Propionibacterineae, Actinopolysporineae, Actinomycin-
eae,  และ Glycomycineae (Zhi; et al. 2009;589-608) 
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ภาพประกอบ 10 การจดัหมวดหมูข่องชัน้ Actinobacteria ตามความสมัพนัธข์องบรเิวณ 16S rDNA 
 
 ทีม่า: Stackebrandt; Rainey; & Rainey. (1997). Proposal for a new hierarchic classi- 
fication system, Actinobacteria classis nov. International Journal of Systematic Bacteriology  
(47):p. 480. 
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ภาพประกอบ 11 การจดักลุ่มของเชือ้แอคตโินมยัสทีตามความสมัพนัธข์องล าดับเบสบรเิวณ 16S   
      rDNA ดว้ยแผนภูมทิางววิฒันาการ วธิขีอง neighbor-joining  ซึง่สามารถจดักลุ่มแอคตโินมยัส ี 
      สทีไดท้ัง้หมด  7 กลุ่ม ดงันี้ 1. Micrococcus, Microbactrium และ สกุลทีเ่กี่ยวขอ้ง 2. Myco- 
      bacterium, Nocardia และสกุลทีเ่กี่ยวขอ้ง  3. Family Pseudonocardiaceae และสกุลทีเ่กี่ยว 
      ขอ้ง 4. Family Micromonosporaceae  5. Family Streptosporangiaceae,  6. Family Ther- 
      monosporaceae 7. Family Streptomycetaceae 
 
 ทีม่า: Yokota. (1997). Phylogenetic relationship of actinomycetes. In M. Shinji. Atlas 
of actinomycetes. Japan: Asakura publishing. 
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ภาพประกอบ 12 แสดงการจดักลุ่มของแอคติโนมยัสทีโดยการใชล้ าดบัเบสบรเิวณ 16S rDNA ใน   
      การศกึษาแผนภูมทิางววิฒันาการ สามารถจดักลุ่มเชือ้ไดท้ัง้หมด 5 orders ดงันี้ Actinomyce-    
        tales, Bifidobacteriales, Acidimicrobiales และ Rubrobavterales  
 
 ทีม่า: Zhi; et al. Stackebrandt.(2009). An update of the structure and 16S rRNA  
gene sequence-based definition of higher ranks of the class Actinobacteria, with the propo- 
sal of two new suborders and four new families and emended descriptions of the existing 
higher taxa. International journal of systematic and  evolutionary microbiology .(59):p. 601. 
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อนุกรมวิธานของแอคติโนมยัสีท (Taxonomy of actinomycetes) 
 
 การจดัจ าแนกเช้ือแอคติโนมยัสีทในระดบัสกลุ 
  การจดัจ าแนกในระดบัสกุลใชล้กัษณะทางสณัฐานวทิยาในการจดักลุ่มของแอคตโินมยั
สที เช่น ศกึษาลกัษณะของเชือ้ที่มกีารเจรญิบนอาหารเลี้ยงเชือ้โดยตรง ลกัษณะของเส้นใยทีเ่จรญิ
ในอาหารซึง่มกีารสรา้ง aerial mycelium หรอื substrate mycelium ลกัษณะการเรยีงตวัของสปอร์
รวมถึงการใช้องค์ประกอบทางเคมีของเซลล์มาใช้ในการจัดจ าแนก เช่น ชนิดของน ้ าตาล , 
phospholipid, menaquinone และ ชนิดของ diaminopimelic acid (DAP) ในผนังเซลล์ เป็นต้น 
(Yamaguchi.1965: 445-453; Yamada. 1998)  
 
  1. ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 
   ลกัษณะทางสณัฐานวทิยาเป็นสิง่ส าคญัที่ใช้ในการจดัจ าแนกเชื้อแอคตโินมยัสที
โดยอาศัยกล้องจุลทรรศน์เพื่อศึกษาลกัษณะการเจรญิของเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ลกัษณะทาง
สณัฐานวทิยาทีต่อ้งพจิารณาในการจ าแนกเชือ้ในระดบัสกุล (Holt; et al. 1994) ไดแ้ก่  
    1.1 เส้นใย (mycelium) แบ่งออกเป็น aerial mycelium และ substrate 
mycelium ซึง่เชือ้แต่ละสายพนัธุจ์ะมลีกัษณะการสรา้งเสน้ใยทีแ่ตกต่างกนั โดยเชือ้สามารถสรา้งเสน้
ใยแบบใดแบบหนึ่ง หรอืสรา้งทัง้สองแบบ มเีชื้อเพยีงบางชนิดเท่านัน้ที่พบการสรา้งเฉพาะ aerial 
mycelium เส้นใยที่เกิดขึ้นอาจแข็งแรงหรือมกีารแตกหักได้ บางชนิดเส้นใยที่แตกหักสามารถ
เคลื่อนทีไ่ด ้บางชนิดเสน้ใยมลีกัษณะเป็น vesicle และไมส่รา้งสปอร ์ 
    1.2 โคนีเดยี (conidia) คอืสปอรแ์บบไม่อาศยัเพศ ซึง่แอคตโินมยัสทีนัน้สามา
รถสรา้งโคนีเดยีไดห้ลายแบบ ดงันี้ 
     1.2.1 โคนีเดยีเดีย่ว (single conidia) มลีกัษณะเป็นสปอรเ์ดีย่ว พบได้
ทัว่ไปโดยเฉพาะในกลุ่มของ Saccharomonospora, Thermonospora และ Micromonospora เป็น
ตน้ บางชนิดม ีendospore ทีส่ามารถทนความรอ้นไดด้ ี 
     1.2.2 โคนีเดยีแบบคู่ (pairs of conidia) ลกัษณะเรยีงตวัตามยาวอยู่บน 
aerial mycelium เช่น Planobispora และ Microbispora  เป็นตน้ 
     1.2.3 โคนีเดยีเรยีงตวัเป็นสายสัน้ (short chains of conidia) โคนีเดยีใน
ลกัษณะนี้มกีารเรยีงตวัของจ านวนสปอรไ์ม่เกนิ 20 สปอร ์เชือ้ทีส่ามารถสรา้งสปอร์ในลกัษณะนี้มี
หลายชนิด บางชนิดสรา้งสปอรส์ายสัน้และมถุีงหุม้ล้อมรอบ ซึ่งอาจอยู่บน aerial mycelium หรอื 
substrate mycelium ได ้
     1.2.4 โคนีเดยีเรยีงตวัเป็นเส้นยาว (long chains of conidia) เชือ้ที่
สามารถสรา้งสปอรใ์นลกัษณะน้ีมหีลายชนิด บางชนิดโคนีเดยีสามารถเคลื่อนทีไ่ด ้ 
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    1.3 อบัสปอร ์เป็นถุงทีบ่รรจุสปอรไ์วภ้ายใน อาจสรา้งบน aerial mycelium 
หรอื substrate mycelium บางชนิดอาจสรา้งอยูใ่นเนื้อวุน้ 
    1.4 โครงสร้างอื่นๆ แอคติโนมยัสีทบางชนิดสามารถสร้างโครงสร้างที่มี
ลกัษณะพเิศษ เช่น การสรา้งกลุ่มสปอรบ์รเิวณแกนของเส้นใย การสรา้งสปอรใ์นลกัษณะนี้เรยีกว่า 
multilocular sporangia 
   แอคตโินมยัสทีหลายชนิดสรา้งโครงสรา้งทีม่ลีกัษณะกลมบน aerial mycelium มี
ลกัษณะเป็นเสน้ใยมว้นบดิตวัเป็นวงกลมในสายสปอร ์โครงสรา้งนี้อาจพบใน substrate mycelium 
โดยพบโครงสรา้งมรีปูร่างทีไ่ม่แน่นอน เช่น sclerotia ที่เชื้อ Streptomyces บางชนิดสรา้งขึน้ ซึ่ง
อาจไมม่สีปอรอ์ยูภ่ายในแต่จะพบไขมนัอยูแ่ทน 
        
  2. องคป์ระกอบทางเคมีของเซลล ์
   การจดัจ าแนกในระดบัสกุลโดยใช้องค์ประกอบทางเคมขีองเซลล์มาใช้ในการจดั
จ าแนกรว่มกบัลกัษณะทางสณัฐานวทิยา องคป์ระกอบทางเคมขีองเซลลท์ีน่ ามาพจิารณา เช่น 
    2.1 ชนิดของ 2,6-Diaminopimelic acid (DAP) เป็นกรดอะมโินซึง่เป็นองค ์
ประกอบของผนังเซลล์แบคทเีรยีทุกชนิด ยกเว้น archaebacteria และ mycoplasma แบคทเีรยี
ทัว่ไปม ีpeptidoglycan หรอื mureinเป็นองคป์ระกอบของผนังเซลล์ ซึ่ง peptidoglycan ประกอบ 
ดว้ย peptidoglycan monomer ทีเ่กดิจากการเชื่อมต่อกนัของน ้าตาลอะมโิน (amino sugar) 2 ชนิด 
คอื N-acetylglucosamine (NAG) และ N-acetylmuramic acid (NAM) ทีเ่ชื่อมอยู่กบักรดอะมโิน 4 
ชนิด เช่น glycine, lysine, alanine กรดกลูตามกิ และ DAP เป็นต้น แอคตโินมยัสทีส่วนใหญ่ผนัง
เซลลม์กีารเชื่อมขา้มสายระหว่าง alanine กบั lysine หรอื DAP กบั alanine โดย peptidoglycan 
ของแอคตโินมยัสทีอาจพบ DAPไดห้ลายแบบ เช่น meso-isomer, LL-isomer และOH-isomer หรอื 
ไมม่กีไ็ด ้จงึสามารถน าชนิดของ DAP มาใชจ้ดัจ าแนกระดบัสกุลได ้ดงัแสดงตามภาพประกอบ 13 
  (Lechevalier; & Gerber. 1971: 47-72) 
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ภาพประกอบ 13 โครงสรา้งและการจดัเรยีงตวัของชัน้ peptidoglycan ทีป่ระกอบดว้ย DAP บน    
      ผนงัเซลลข์องแบคทเีรยี 
 

 ทีม่า: Todar, K. 2012. Peptidoglycan. Cell wall of bacteria. Retrieved May 10, 2012,  
  from http://www.textbookofbacteriology.net. 

 
   2.2 ผนังเซลล์ของแบคทเีรยีนัน้ประกอบด้วยน ้าตาลหลายชนิด เช่น น ้าตาล
กลูโคส กาแลคโตส แรมโนส ไซโลส อะราบโินส แมนโนส ไรโบส และมาดูโรส  รปูแบบน ้าตาลนัน้
สามารถแบ่งแอคตโินมยัสทีที่ม ีDAP แบบ meso-isomer ออกเป็น 4 ประเภท คอื Type A ที่มี
น ้าตาลอะราบโินสและกาแลคโทส แต่ไม่มนี ้าตาลไซโลส แบบ Type B มนี ้าตาลมาดูโรส แต่ไม่มี
น ้าตาลไซโลสกบัน ้าตาลอะราบโินส แบบ Type C นัน้ไมส่ามารถระบุน ้าตาลทีเ่ฉพาะได้และ Type D 
มนี ้าตาลอะราบโินส และไซโลสเป็นองคป์ระกอบ ดงัทีแ่สดงไวใ้นภาพประกอบ 9 (Lechevalier; & 
Gerber. 1971: 47-72)  
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ยีนท่ีเก่ียวข้องกบัการย่อยสลายพลาสติกชีวภาพ 
 การศกึษายนีที่เกี่ยวขอ้งกบัการย่อยสลายพลาสตกิชวีภาพส่วนใหญ่นัน้พบว่ามลีกัษณะ
คล้ายกบัยนีของเอนไซมไ์ลเปสเอสเทอเรสและโปรตเิอส ซึง่มหีลายงานวจิยัทีไ่ดท้ าการศกึษา เช่น 
ในปี ค.ศ. 2002 อูชดิะและคนอื่นๆ (Uchida; et al. 2002: 245-247 ) ไดศ้กึษายนีของเอนไซม ์PBS 
depolymerase (pbsA) ทีส่ามารถย่อยสลาย PBS และ PBSA  จากเชือ้ Acidovorax delafieldii สาย
พนัธุ ์BS-3 โดยใชเ้ทคนิคหอ้งสมุดจโีนม (genomic library) พบว่าเอนไซม ์pbsA มลี าดบัเบสคลา้ย
กบัเอนไซมไ์ลเปสจากเชือ้ Streptomyces  sp. และ Mollaxwlla  sp. พบล าดบักรดอะมโินจ าเพาะ 
172Gly-Trp-Ser-Met-Gly176 คลา้ยกบับรเิวณ lipase box ของเอนไซมไ์ลเปส ทีม่ลี าดบักรดอะมโิน
เป็น Gly-X1-Ser-X2-Gly ปี ค.ศ. 2003 อคุซ ึชเิคโนะและคนอื่นๆ (Akutsu-Shigeno; et al. 2003: 
2498-2504)  ไดใ้ชเ้ทคนิคหอ้งสมุดจโีนมในการศกึษายนีของเอนไซม ์PLA depolymerase (plaA) 
จากเชือ้ Paenibacillus  amylolyticus สายพนัธุ์ TB-13 พบล าดบักรดอะมโิน Ala-X1-Ser-X2-Gly  
ซึง่เป็นล าดบักรดอะมโินจ าเพาะของเอนไซมไ์ลเปสทีพ่บในเชือ้สกุล Bacillus (Bacillus family I-4 
lipase) โดยเอนไซม ์PlaA สามารถย่อยสลาย PLA, PBS, PBSA, PES, triglycerides, tributyrin 
และ triolein ได ้ต่อมาในปี ค.ศ. 2005 มะสดึะและคนอื่นๆ (Matsuda; et al. 2005: 7333-7340) ได้
ท าการศกึษายนีของเอนไซม ์PLA depolymerase (PLD) จากเชือ้ Amycolatopsis sp. สายพนัธุ ์
K104-1 โดยใชเ้ทคนิคหอ้งสมุดจโีนม พบว่าเอนไซม์ PLD นัน้คลา้ยกบัเอนไซม ์eukaryotic serine 
protease และมลี าดบักรดอะมโินจ าเพาะ His57 Asp102 และ Ser195 ซึง่เป็นบรเิวณ catalytic domain 
ทีพ่บในเอนไซม ์chymotrypsin ปี ค.ศ. 2010 ซ่าวผงิและคนอื่นๆ (Xiaoping; et al.2010:771-779)  
ไดท้ าการศกึษายนีของเอนไซมเ์อสเทอเรสทนรอ้น (est119) จากเชือ้ Thermobifida alba สายพนัธุ ์
AHK119  โดยออกแบบ degenerated primer ในการท า inverse PCR  พบล าดบักรดอะมโิน Gly-
His-Ser-Met-Gly ที่คล้ายกบักรดอะมโินจ าเพาะบรเิวณ lipase box มลี าดบักรดอะมโินบรเิวณ 
catalytic tried (Ser, Asp และ His) และพบบรเิวณ oxyanion hole ซึง่เป็นลกัษณะทีพ่บในเอนไซม์
กลุ่ม esterase-lipase superfamily (serine hydrolase) โดยล าดบักรดอะมโินของเอนไซม ์est119 
นัน้มคีวามคลา้ยกบัเอนไซม ์ไฮโดรเลส (hydrolase) จากเชือ้ Thermobifida fusca  สายพนัธุ ์DSM 
43793  84 เปอรเ์ซน็ต์ เอนไซมไ์ลเปสจากเชือ้ Streptomyces  albus  62 เปอรเ์ซน็ต์ และเชือ้ 
Streptomyces  exfoliates  61 เปอรเ์ซน็ต์ และในปี ค.ศ. 2011 สุขขุมและคนอื่นๆ (Sukkhum; et 
al. 2011:2575-2582) ได้ท าการศกึษาล าดบัเบสบางส่วนของเอนไซม ์Poly (L-lactide) deploy- 
merase (pla) จากเชือ้ Actinomadura  keratinilytica สายพนัธุ ์T16-1 พบว่ามลี าดบักรดอะมโิน
บรเิวณ N terminal คล้ายกบัเอนไซม ์subtilisin like serine protease จากเชือ้ Streptomyces 
griseus subsp. griseus สายพนัธุ ์ NBRC 13350  43 เปอรเ์ซน็ต์ และคลา้ยกบั Streptomyces  
pristinaespiralis  สายพนัธุ ์ATCC 25486 46 เปอรเ์ซน็ต ์ดงัภาพประกอบที ่14  
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ภาพประกอบ 14 แสดงการเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินบรเิวณปลาย N terminal ของเอนไซม ์   
      Poly(L-lactide) depolymerase (pla) จาก Actinomadura keratinilytica สายพนัธุ ์T16-1 กบั 
      ล าดบักรดอะมโินของเอนไซม ์serine protease จากเชือ้ Streptomyces  griseus  subsp.  
      griseus สายพนัธุ ์NBRC 13350, Streptomyces  pristinaespiralis สายพนัธุ ์ATCC 25486   
      และ Streptomyces avermitilis สายพนัธุ ์MA-4680  
 
 ทีม่า: Sukkhum S.; et al. (2011). A novel poly (L-lactide) degrading thermophilic 
actinomycetes,Actinomadura keratinilytica strain T16-1 and pla sequencing. Journal of     
Microbiology  (5):p. 2581. 
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บทท่ี 3 
วิธีด ำเนินกำรวิจยั 

 

อปุกรณ์และสำรเคมี  
 1. เครื่องมือท่ีใช้ในกำรทดลอง 
 
ตาราง 1 เครือ่งมอืทีใ่ชใ้นการทดลอง 
 

 
 
 
 
 
 
 

เครื่องมือท่ีใช้กำรทดลอง บริษทั 
1. ตูป้ลอดเชือ้ (laminar flow)  
2. ตูบ้่มเพาะเชือ้ (incubator) 
3. ตูบ้่มเพาะเชือ้แบบเขยา่ (Incubator Shaker)  
4. หมอ้นึ่งความดนัไอน ้า (autoclave) 
5. ตูอ้บฆา่เชือ้ (hot air sterilizing oven)  
6. เครือ่งวดัพเีอช  (pH meter) 
7. เครือ่งหมนุเหวีย่ง (centrifuge) 
8. เครือ่งหมนุเหวีย่งแบบความคุมอุณหภูม ิ

    (refrigerated centrifuge) 
9. กลอ้งจลุทรรศน์ (microscope) 
10. เครือ่ง Thermo cycler 
11. เครือ่งอเิลค็โทรโฟเรซสิ และ อุปกรณ์ 

    (electrophoresis apparatus) 
12. ชุดถ่ายภาพเจล 
13. เครือ่ง sonicator 
14. เครือ่ง evaporator 

Science Tech 
Shel-lab 

New Brunswick Scientific 
Meditop.Co.,Ltd 

Astell 
Fisher Scientific 

Hsiangtat 
Sorvall 

 
Olympus 
Eppendoft 

Bioer Technology 
 

Vlber Lourmat 
Labquip 
Buchi 

 

 

http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&sqi=2&ved=0CD0QFjAC&url=http%3A%2F%2Fwww.nbsc.com%2F&ei=sHp0T7eHIcnrrQfenrW7DQ&usg=AFQjCNF_xwE98al7V7vkRZ6xDPd37rkO5Q
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 2. อำหำรเล้ียงเช้ือและสำรเคมี 
 

ตาราง 2 อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคมทีีใ่ชใ้นการทดลอง 
 
                อำหำรเล้ียงเช้ือและสำรเคมี บริษทั 
1. Poly(lactide) (PLA) (MW 54,000 Da) 
2. Polycaprolactone (PCL)  

    (MW14,000 Da), (MW 70,000-100,000 Da) 
3. Polybutylene succinate (PBS)  
4. Polybulyene succinic adipate (PBSA)   
5. Luria Bertani broth (LB broth) 
6. Tris 
7. Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 
8. Sucrose 
9. Sodium dodecyl sulfate (SDS) 
10. TAE buffer  
11. Nucleospin®Extract II Kit   
12. 100bp. DNA Ladder 
13. Lysozyme 
14. Ex Taq DNA polymerase   
15. Ribonuclease A (RNase A) 
16. Dimethyl sulfoxide (DMSO) 
17. Ampicilin  
18. Bradford Reagent 
19. Bovine serum albumin (BSA) 
20. Agarose 
21. HPTLC cellulose 

Kyoto Institute of Technology (KIT) 
Kyoto Institute of Technology (KIT) 

 
Kyoto Institute of Technology (KIT) 
Kyoto Institute of Technology (KIT) 

Bio Basic Inc. 
Research Organics,Inc 

Bio Basic Inc. 
Bio Basic Inc. 

Sigma 
Merck 

Macherey-Nagel 
Favorgen 

Bio Basic Inc. 
TaKaRa 

US Biological 
Sigma 
Sigma  

Fermentas 
Sigma 
Sigma 
Merck 
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วิธีด ำเนินกำรวิจยั 
              ขัน้ตอนกำรด ำเนินกำรสรปุได้ดงัน้ี 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

กำรแยกยีนท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนกำรย่อยสลำยพลำสติกชีวภำพ  
 

ศึกษำกำรผลิตเอนไซมย่์อยสลำยพลำสติกชีวภำพ 

กำรศึกษำทำงสณัฐำนวิทยำ และลกัษณะทำงชีวเคมีของแบคทีเรีย 
 

กำรจดัจ ำแนกแบคทีเรียด้วยกำรวิเครำะหยี์น 16S rDNA 
 

กำรคดัแยกแบคทีเรียท่ีย่อยสลำยพลำสติกชีวภำพจำกตวัอย่ำงดิน 

กำรเกบ็ตวัอย่ำงดิน 
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วิธีด ำเนินกำรวิจยั 
1.กำรเกบ็ตวัอย่ำงดิน  

  เกบ็ตวัอยา่งดนิจากบรเิวณต่างๆ ของประเทศไทยทัง้หมด 7 จงัหวดั คอื กรุงเทพมหา- 
นคร ทัง้หมด (5 ตวัอย่าง) ปทุมธานี (4 ตวัอย่าง) อุตรดติถ์ (4 ตวัอย่าง) พจิติร (1 ตวัอย่าง) สงิหบ์ุร ี
(1 ตวัอย่าง) และ น่าน (2 ตวัอย่าง) รวมทัง้สิ้น 17 ตวัอย่าง โดยเก็บตัง้แต่ เดอืนตุลาคม 2551 ถึง 
สงิหาคม 2553 เกบ็ตวัอยา่งดนิทีค่วามลกึลงไปประมาณ 10 เซนตเิมตร จากบรเิวณทีม่กีารทบัถมกนั
ของกองขยะหรอืปุ๋ ยหมกั ตวัอยา่งดนิทัง้หมดถูกเกบ็ในตูเ้ยน็ทีอุ่ณหภมู ิ10 องศาเซลเซยีส จนกระทัง่
น ามาทดลอง 
  
 2. กำรคดัแยกแบคทีเรียท่ีย่อยสลำยพลำสติกชีวภำพจำกตวัอย่ำงดิน        
  พลาสตกิชวีภาพทีใ่ชใ้นงานวจิยันี้ไดแ้ก่ PCL, PLA, PBS และ PBSA พลาสตกิเหล่านี้
ถูกใชเ้ป็นแหล่งคารบ์อนของเชือ้แบคทเีรยีในการเตรยีมอาหารแขง็ (bioplastics agar plate) การ
ทดสอบการย่อยสลายพลาสติกชวีภาพของเชื้อนัน้ใช้วธิสีงัเกตการเกิดบรเิวณใส โดยประยุกต์ใช้
วธิกีารของ นิชดิะและโทควิะ (Nishida & Tokiwa; 1993: 227-233) 
  การเตรยีมตวัอยา่งดนิ น าตวัอยา่งดนิมาเจอืจางดว้ยน ้ากลัน่ปราศจากเชือ้ โดยเจอืจาง
จนถงึความเขม้ขน้ 10-4 ดดูตวัอย่างดนิทีท่ าการเจอืจางแลว้ 0.1 มลิลลิติร มาเกลีย่บนผวิหน้าอาหาร
ทีม่ ีPCL, PLA, PBS และ PBSA เป็นแหล่งคารบ์อน (emulsified agar plate) (ภาคผนวก ก ขอ้ที ่
1) จากนัน้น าไปบ่มทีอุ่ณหภมู ิ 37 45 และ 55 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 วนั ตรวจดผูลทุกวนั 
แบคทเีรยีทีส่ามารถยอ่ยสลายพลาสตกิชวีภาพไดน้ัน้จะสงัเกตเหน็บรเิวณใส(clear zone) รอบโคโลนี
บนจานเพาะเชือ้ จากนัน้แยกเชือ้ดว้ยวธิกีารท า cross streak จนไดเ้ชือ้บรสิุทธิ ์เพื่อน าไปทดสอบใน
ขัน้ต่อไป  
  การทดสอบความสามารถในการย่อยสลายพลาสติกชวีภาพ เริม่จากน าแบคทเีรยีที่
แยกได้ มาทดสอบโดยการจุดเชือ้ (spot) ลงในอาหารแขง็ PLA, PCL, PBS และ PBSA บ่มที่
อุณหภมู ิ37 45 และ 55 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 วนั สงัเกตและวดัขนาดบรเิวณใสทีเ่กดิขึน้ 
 
 3. กำรจดัจ ำแนกแบคทีเรียโดยศึกษำล ำดบัเบสบริเวณ 16S rDNA 
  3.1 กำรสกดัดีเอน็เอของแบคทีเรีย  
   การสกดัจโีนมกิดเีอน็เอ (genomic DNA) ของเชือ้แต่ละไอโซเลท (isolates) ท า
ตามวธิกีารของ คเีซอรแ์ละคนอื่นๆ (Kieser; et al. 2000) โดยเริม่จากการเลี้ยงเชือ้ในอาหารเหลว 
Luria Bertani low salt broth (LB low salt broth) 10 มลิลลิติร (ภาคผนวก ก ขอ้ 2) ในหลอด
ทดลองขนาด 50 มลิลลิติร เขย่าทีค่วามเรว็รอบ 190 - 250 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 2 – 4 วนั ที่
อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซยีส จากนัน้เกบ็เซลล์โดยป ัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็รอบ 8,000 รอบต่อนาท ีที่
อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาท ีเทส่วนใส (supernatant) ทิง้ จากนัน้เตมิ TES buffer 
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pH 8 (ภาคผนวก ข ขอ้ 2) ลงไปละลายเซลล ์เตมิเอนไซม ์lysozyme (ความเขม้ขน้ 0.1 กรมั/
มลิลลิติร) บ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส 1 – 2 ชัว่โมง เตมิ 50 mM MgCl2  แลว้น าไปป ัน่เหวีย่ง
ทีค่วามเรว็รอบ 12,000 รอบต่อนาท ี เป็นเวลา 5 นาท ีเทส่วนใสทิง้ เตมิ HTE buffer pH 8 
(ภาคผนวก ข ขอ้ 3) ลงไป จากนัน้ resuspend เซลล์ใหเ้ป็นเนื้อเดยีวกนั และเตมิ 10 เปอรเ์ซน็ต ์ 
sodium dodecyl sulfate (SDS) (ภาคผนวก ข ขอ้ 8) น าไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ65 องศาเซลเซยีส เป็น
เวลา 30 นาท ีเตมิ solution III (ภาคผนวก ข ขอ้ 4) บ่มทีอุ่ณหภูม ิ0-4 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 45 
นาท ีน าไปป ัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็รอบ 12,000 รอบต่อนาท ี เป็นเวลา 5 นาท ีน าส่วนใสดา้นบนมา
ตกตะกอนดเีอน็เอ โดยใช ้isopropanol บ่มทีอุ่ณหภูม ิ0-4 องศาเซลเซยีสขา้มคนืหรอืทีอุ่ณหภูม ิ20 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาท ีน าไปป ัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็รอบ 13,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 1 
นาท ีจนเหน็ส่วนตะกอน (pellet) ตกอยู่ดา้นล่าง เทส่วนใสดา้นบนทิง้ ตัง้ทิง้ไวจ้นแหง้ เตมิ double 
distilled water (ddH2O) ปราศจากเชือ้เพื่อละลายตะกอนด้านล่าง จากนัน้น าไปบ่มกบัเอนไซม ์
RNaseA (ความเขม้ขน้ 0.1 กรมั/มลิลลิติร) ทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาท ีน าดี
เอน็เอไปวเิคราะหด์ว้ยวธิอีเิลก็โทรโฟเรซสิ (electrophoresis) ใช ้1 เปอรเ์ซน็ต์ agarose gel โดย
ชัง่อะกาโรส 1 กรมั ผสมกบั 0.5X TAE buffer 100 มลิลลิติร น ามาหลอมใหล้ะลาย จากนัน้เทลงใน 
gel apparatus ทิง้ไวจ้นเจลแขง็ตวั จงึน ามาใส่ chamber เท 0.5 X TAE buffer จนท่วมเจล น าดี
เอน็เอผสมกบั loading dye แลว้ load ลงในช่องภายในเจล ใชก้ระแสไฟฟ้าทีค่วามต่างศกัย ์100 
โวลต ์เป็นเวลา 40 นาท ีน าเจลมายอ้มดว้ยสารละลาย ethidium bromide เป็นเวลา 5 นาท ีแลว้ลา้ง
น ้าเป็นเวลา 10 นาท ีตรวจดูเจลภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตซึ่งจะเหน็แถบดเีอ็นเอเป็นสสี้ม การ
ตรวจสอบดว้ยวธินีี้จะเปรยีบเทยีบกบัดเีอนเอมาตรฐาน 100bp. DNA Ladder จากนัน้เกบ็ดเีอน็เอที่
อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส เพื่อท าการศกึษาขัน้ต่อไป 
 
  3.2 กำรจ ำแนกเช้ือโดยวิธีวิเครำะห์บริเวณ 16S rDNA และกำรศึกษำ
ควำมสมัพนัธท์ำงวิวฒันำกำร (phylogenetic analysis) 
   การจดัจ าแนกเชื้อโดยใช้ส่วนบรเิวณ 16S rDNA มาท าการศกึษาเพื่อยนืยนัและ
ระบุเชื้อแต่ละไอโซเลทที่แยกได้นัน้มคีวามใกล้เคียงกับเชื้อชนิดใดที่มรีายงานอยู่ในฐานข้อมูล  
GenBank โดยเริม่จากน าจโีนมกิดเีอ็นเอทีส่กดัได้มาเป็นดเีอน็เอแม่แบบ (template DNA) ในการ
เพิม่จ านวนดเีอน็เอดว้ยวธิ ีPolymerase Chain Reaction (PCR) ส่วน primer จะมคีวามจ าเพาะกบั
บรเิวณ16S rDNA ทีป่ระยกุตจ์ากวธิขีองเลน (Lane. 1991: 371-375)  
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Primer ส าหรบัเพิม่จ านวนบรเิวณ 16S rDNA มลี าดบัเบส ดงันี้  
 
      Forward primer:  16sE8-F        (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) 
      Reverse primer:  16sE1509-R   (5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’) 
 
ตาราง 3 ส่วนผสมของการท า PCR เพื่อสงัเคราะหบ์รเิวณส่วน 16S rDNA 
 

ส่วนผสมของ  PCR reaction ควำมเข้มข้นสดุท้ำย 

1. Sterile ddH2O 
2. Genomic DNA  
3. 10X Ex buffer 
4. 0.2 mM dNTP 
5. Ex Taq DNA polymerase (5 units/µl) 
6. 16sE8-F (10 µM/ µl) 
7. 16sE1509-R (10 µM/ µl) 

- 
- 

1.0X 
0.012 mM 
0.02 unit 
0.08 µM 
0.08 µM 

ปริมำตรสทุธิ 25.0 

 
ก าหนดอุณหภมู ิและเวลาของเครือ่ง thermal cycle ส าหรบัเพิม่จ านวนบรเิวณ 16S rDNA ดงันี้ 
ข ัน้ตอนที ่1 intial denaturation อุณหภมู ิ95 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา  5 นาท ี
ขัน้ตอนที ่2 denaturation   อุณหภมู ิ95 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 45 วนิาท ี
ขัน้ตอนที ่3 annealing   อุณหภมู ิ50 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 วนิาท ี
ขัน้ตอนที ่4 extenion    อุณหภมู ิ72 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา  2 นาท ี
ขัน้ตอนที ่5 ท าซ ้าขัน้ตอนที ่2 – 4 เป็นจ านวน 30 รอบ (cycles) 
ขัน้ตอนที ่6 final extension  อุณหภมู ิ72 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาท ี
ขัน้ตอนที ่7 อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส คงทีต่ลอด 
   น าผลผลติของ PCR มาวเิคราะหข์นาดดว้ยวธิอีเิลก็โทรโฟเรซสิเช่นเดยีวกบัการ
ทดลองในขอ้ 3.1 จากนัน้ตดัแถบดเีอน็เอที่ต้องการออกจากแผ่นเจล เพื่อท าการสกดัดเีอน็เอออก
จากเจลโดยใชชุ้ดสกดั Nucleospin®Extract II การจดัจ าแนกแบคทเีรยีแต่ละไอโซเลทโดยการน า
ผลผลติ PCR แต่ละไอโซเลทมาหาล าดบัเบสดว้ยการท า ABI PRISM BigDye™(บรษิทั WARD 
MEDIC ) วเิคราะหล์ าดบัเบสดว้ยโปรแกรม Bioedit และ BLAST (Thompson; Higgins; & Gibson. 
1994:4673–4680)  การสรา้งแผนภูมวิวิฒันาการ โดยใชโ้ปรแกรม MEGA 5 (Tamura; et al. 2011: 
2731-2739) ดว้ยวธิ ีneighbor-joining ทีค่่า bootstrap 1,000 ครัง้ 
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 4. กำรศึกษำทำงสณัฐำนวิทยำ องคป์ระกอบทำงเคมีของเซลลแ์ละลกัษณะทำง
ชีวเคมีของจลิุนทรีย ์
  4.1 กำรศึกษำสณัฐำนวิทยำ (Morphological characterization) 
   การศกึษาสณัฐานวทิยาของแอคตโินมยัสทีไดป้ระยุกต์ใชว้ธิกีารของเชอรล์ิง่ และ
กอ็ทลฟี (Shirling; & Gottlieb. 1966: 313-340) โดยศกึษาลกัษณะการเจรญิเตบิโต เช่น การสรา้ง
เมด็ส ี(pigment) ลกัษณะสสีปอรข์อง aerial mycelium และ substrate mycelium ที่เกดิขึน้บน
อาหารเลี้ยงเชื้อต่างชนิดกนั และการวเิคราะห์องค์ประกอบทางเคมขีองเซลล์ โดยใช้วธิกีารของ 
สเน็ค และโรเบริต์ (Staneck & Roberts;. 1974: 226-231) ไดแ้ก่ การวเิคราะหไ์อโซเมอรข์อง 
diaminopimelic acid (DAP) ในผนงัเซลล ์และการวเิคราะหน์ ้าตาลในเซลล ์ 
   4.1.1 กำรศึกษำลกัษณะกำรเจริญของแอคติโนมยัสีท 
    เลีย้งแอคตโินมยัสทีโดยใชอ้าหารของ International Streptomyces Project 
(ISP) ไดแ้ก่  Yeast – malt extract agar  (ISP2), Oatmeal agar (ISP3), Inorganic salt-starch 
agar (ISP4) และ Glycerol-asparagine agar (ISP5) (ภาคผนวก ก ขอ้ 4, 5, 6, 7) การศกึษาเริม่
จากการเขีย่เชือ้ลงในอาหาร ISP2, ISP3, ISP4, ISP5 จากนัน้น าไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา 7-21 วนั โดยดูผลในวนัที ่7, 14 และ 21 สงัเกตและบนัทกึลกัษณะการเจรญิ
และสขีองมวลสปอร ์(color of spore mass) ทีส่รา้งขึน้บน aerial mycelium และ substrate 
mycelium  
   4.1.2 กำรศึกษำลกัษณะของแอคติโนมยัสีทภำยใต้กล้องจลุทรรศน์อิเลค 
ตรอนแบบส่องผำ่น (SEM) 
   เลีย้งเชือ้บนอาหารแขง็ Rye medium (ภาคผนวก ก ขอ้11) ทีอุ่ณหภูม ิ30 และ 
37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 - 14 วนั จากนัน้ศกึษาลกัษณะของเชื้อแอคตโินมยัสทีโดยใช้วธิ ี
การของวลิเลยีมและเดวสิ (Williams S. T. & Davies F. L.; 1967: 171-177) 
   4.1.3 กำรวิเครำะหอ์งคป์ระกอบทำงเคมีของเซลล ์
    4.1.3.1 กำรศึกษำไอโซเมอรข์อง diaminopimelic acid (DAP) ในผนัง
เซลล ์
     ชัง่เซลลแ์หง้ 10 มลิลกิรมัใส่ในหลอดทดลอง น ามาย่อยเซลลด์ว้ย 6 N 
HCl ปรมิาตร 20 – 50 มลิลลิติรในหลอดฝาปิดสนิท น าไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส 15 
นาท ีโดยอาศยัเครื่อง autoclave จากนัน้ ดูดสารละลายทีไ่ดไ้ปท า Thin Layer Chromatography 
(TLC) โดยใชแ้ผ่น TLC อลูมเินียมทีเ่คลอืบดว้ย cellulose ขนาด 10 x 20 เซนตเิมตร การท า TLC 
เริม่จากน าสารละลายทีไ่ดห้ยดลงบนแผ่น TLC ซึ่งเทยีบกบั สารมาตรฐาน คอื 0.01 M  LL-DAP 
และ meso-DAP ทิ้งให้แห้ง จากนัน้จุ่มลงในสารละลายผสมที่ประกอบด้วย methanol: deionized 
water: HCl: pyridine [80:17.5:2.5:10, v/v] ทิง้ไวจ้นสารละลายเคลื่อนทีจ่นสุดแผ่น ทิง้แผ่น TLC ที่
ได ้ไวจ้นแหง้ แลว้ฉีดพ่นดว้ยสารละลาย 0.2 เปอรเ์ซน็ต์ ninhydrin ผสมกบั acetone น าไปอบที่
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อุณหภูม ิ100 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 3 - 5 นาท ีบนัทกึต าแหน่งการเคลื่อนทีข่อง DAP ในแต่ละ
ตวัอยา่งเมือ่เทยีบกบั DAP มาตรฐาน (Staneck; & Roberts. 1974: 226-231)         
    4.1.3.2 กำรวิเครำะหน์ ้ำตำลในเซลล ์ 
     ชัง่เซลลแ์หง้ 50 มลิลกิรมัในหลอดทดลอง ยอ่ยเซลลด์ว้ย 1 N H2SO4 
ปรมิาตร 1 มลิลลิติร บ่มทีอุ่ณหภมู ิ100 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ทิง้ใหเ้ยน็ จากนัน้ปรบั 
pH ดว้ยสารละลายอิม่ตวั Ba(OH)2  จนได ้pH ประมาณ 5.2-5.5 จากนัน้ป ัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็ 3000 
รอบต่อนาท ีทีอุ่ณหภูม ิ 4 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 20 นาท ี ส่วนใสทีไ่ดจ้ะถูกทิง้ใหร้ะเหยจนแหง้ 
ละลายตะกอนดว้ยน ้ากลัน่ 0.3 มลิลลิติร ดดูสารละลายทีไ่ด ้ ไปท า TLC โดยใชแ้ผ่นอลมูเินียม
เคลอืบดว้ยเซลลโูลสขนาด 10 x 20 เซนตเิมตร การท า TLC นัน้จะน าสารละลายทีไ่ดห้ยดลงบน
แผ่น TLC เทยีบกบัน ้าตาลมาตรฐาน 6 ชนิดทีค่วามเขม้ขน้ 1 เปอรเ์ซน็ต์ คอืน ้าตาลไซโลส อะราบิ
โนส กาแลคโตส แมนโนส แรมโนสและกลโูคส ทิง้ใหแ้หง้แลว้จุม่แผ่น TLC ลงในสารละลายผสมที่
ประกอบดว้ยn-butanol:distilled water:pyridine :toluene [10:6:6:1,v/v] ทีไ่วจ้นสารละลายเคลื่อนที่
จนสุดแผ่น ทิง้แผ่น TLC ไวจ้นแหง้ ฉีดพ่นดว้ยสารละลายผสมของ aniline phthalate ทีป่ระกอบ 
ดว้ย phthalic acid 3.25 กรมั และ aniline 2 มลิลลิติร ในบวิทานอลทีอ่ิม่ตวัดว้ยน ้า 100 มลิลลิติร 
น าไปอบทีอุ่ณหภูม ิ 100 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 5-10 นาท ี บนัทกึแถบสขีองน ้าตาลแต่ละชนิด
ของแต่ละตวัอยา่งเปรยีบเทยีบกบัน ้าตาลมาตรฐาน 
 
  4.2 กำรศึกษำสรีรวิทยำของเช้ือ (Physiological characterization) 
   การศกึษาสรรีวทิยาของเชือ้ในกลุ่มแอคตโินมยัสที โดยการศกึษาแหล่งคารบ์อน  
(1 เปอรเ์ซน็ต์น ้าหนักต่อปรมิาตร) ทีเ่หมาะสมต่อการเจรญิของเชือ้ การศกึษาอุณหภูมทิี่เหมาะสม
ต่อการเจรญิของเชื้อ ความสามารถในการทนเคม็ของเชื้อทีค่วามเขม้ขน้ของเกลอืโซเดยีมคลอไรด ์
(NaCl) ที่แตกต่างกนั ตัง้แต่ 0-10 เปอรเ์ซน็ต์น ้าหนักต่อปรมิาตร และการศกึษาความสามารถใน
การยอ่ยสลายเซลลโูลสโดยมวีธิกีารศกึษา ดงันี้ 
    4.2.1 กำรศึกษำกำรใช้แหล่งคำรบ์อนในกำรเจริญของเช้ือ 
     เริม่จากการเลี้ยงเชือ้ใน Tryptone-yeast extract broth (ISP1) (ภาค 
ผนวก ก ขอ้ 3) เป็นเวลา 3-5 วนั จากนัน้เกบ็เซลลโ์ดยการป ัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็รอบ 8,000 รอบต่อ
นาท ีทีอุ่ณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาท ีน าเซลลม์าลา้ง และ resuspend ดว้ยน ้ากลัน่ที่
ปราศจากเชื้อ จากนัน้หยดเชื้อ 0.05 มลิลลิติร ลงบน Carbon utilization medium (ISP9) 
(ภาคผนวก ก ขอ้ 7) ทีม่แีหล่งคารบ์อนเป็นน ้าตาลกลูโคส ราฟฟิโนส อนิโนซทิอล ไซโลส แมนโนส 
อะราบโินส แรมโนมโนส ซูโครส ฟรุกโตส และซอรบ์ทิอล น าไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 10 – 12 วนั โดยใชน้ ้าตาลกลโูคส เป็นตวัควบคุม (control) เพื่อเปรยีบเทยีบการเจรญิของ
เชือ้บนอาหารทีม่แีหล่งคารบ์อนทีแ่ตกต่างกนั 
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   4.2.2 กำรศึกษำกำรควำมสำมำรถในกำรทนเคม็ และอณุหภมิูท่ีใช้ในกำร
เจริญ 
    เริม่จากเขีย่เชือ้บนอาหาร ISP2 ทีม่รีะดบัความเขม้ขน้ของเกลอืโซเดยีมคลอ
ไรด ์ (NaCl) เท่ากบั 0, 2, 4, 6, และ 10 เปอรเ์ซน็ต์น ้าหนักต่อปรมิาตร น าไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 – 12 วนั โดยใชอ้าหาร ISP2 ทีไ่ม่เตมิเกลอืเป็นตวัควบคุม ส าหรบั
การศกึษาอุณหภมูทิีใ่ชใ้นการเจรญินัน้ โดยเริม่จากเขีย่เชือ้ลงบน ISP2  แลว้น าไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ30 
– 50 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 7 วนั สงัเกตดกูารเจรญิของเชือ้ 
 
   4.2.3 ศึกษำควำมสำมำรถในกำรย่อยสลำยของเช้ือ  
    การทดสอบความสามารถในการย่อยสลายของเชื้อทัง้ 8 สายพนัธุ ์โดยการ
เลีย้งเชือ้บนอาหารแขง็ Actinomyces medium (ภาคผนวก ก ขอ้ 12) ทีม่กีารเตมิซบัสเตรท เช่น 
xylan, soluble starch, carboxymethylcellulose (CMC), และ skim milk  น าไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 7 วนั สงัเกตการย่อยสลายและวดัขนาดบรเิวณที่เกดิการย่อยสลายของ
ซบัสเตรทบนอาหารแขง็ และการทดสอบความสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลสของเชือ้ โดยเขีย่
เชือ้ลงในหลอดทดลองทีม่อีาหาร cellulose medium (ภาคผนวก ก ขอ้ 9) น าไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ37
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 7 วนั สงัเกตลกัษณะการยอ่ยสลายเซลลโูลส 
 
 
5.  กำรศึกษำกำรผลิตเอนไซมย่์อยสลำยพลำสติกชีวภำพ 
 5.1 กำรศึกษำอุณหภมิูและค่ำ pH ท่ีเหมำะสมต่อกำรผลิตเอนไซมย่์อยสลำย
พลำสติกชีวภำพ  (bioplastic – degrading enzyme)        
  เลี้ยงเชือ้ในอาหาร basal medium broth (ภาคผนวก ก ขอ้ 1) ที่มคี่า pH 7-8 
ประกอบดว้ยแหล่งคารบ์อนเป็น PBSA ความเขม้ขน้ 0.1 เปอรเ์ซน็ต์ (น ้าหนักต่อปรมิาตร) ปรมิาณ 
20 มลิลลิติร ในฟลาสก์ขนาด 125 มลิลลิติร ทีอุ่ณหภูม ิ37 และ 45 องศาเซลเซยีส น าไปเขย่าที่
ความเรว็รอบ 180 – 190 รอบต่อนาท ี  เก็บตวัอย่างทุก 24 ชัว่โมงเป็นเวลา 7 วนั จากนัน้น า
ตวัอย่างที่เกบ็ในแต่ละวนัมาป ัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็รอบ 12,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 5 นาท ีเก็บ
ส่วนใสดา้นบนมาวดัการท างานของเอนไซม ์มาวดัความขุ่นทีล่ดลงของสารละลายซบัสเตรทซึง่เป็น
สารละลาย PBSA ทีม่คีวามเขม้ขน้ 0.1% ใน Tris-HCl buffer pH 7-8 (ภาคผนวก ข ขอ้ 1.1) โดย
ประยุกต์วธิขีองสุขขุมและคนอื่นๆ (Sukkhum; et al. 2009: 459-467)  โดยการทดลองนัน้จะท า
ทัง้หมด 3 ครัง้ 
  การเตรยีมสารละลายเอนไซมท์ าการเจอืจางให้เหมาะสมปรมิาตร 2 มลิลลิติร โดย
ผสมเป็น reaction mixture ซึ่งประกอบด้วย สารละลายเอนไซม ์0.25 มลิลลิติร และสารละลาย  
ซบัสเตรท 2.25 มลิลลิติร น าไปบ่มทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส 30 นาท ี 
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  ก าหนดให ้1 ยนูิตของเอนไซมย์อ่ยสลายพลาสตดิชวีภาพ หมายถงึ ปรมิาณเอนไซมท์ี่
ท าใหค้่า optical density ที ่630 นาโนเมตร (OD630) ลดลงไป 0.05 ในเวลา 30 นาท ีภายใต้สภาวะ
ทดสอบ 
  การวิเคราะห์ปรมิาณโปรตีน โดยการวดัปรมิาณโปรตีนในตัวอย่างเอนไซม์โดยใช้
วธิกีารของแบรดฟอร์ด (Bradford.1976: 248-254) เตรยีมสารละลาย Bovine serum albumin 
(BSA) เป็นโปรตนีมาตรฐานเพื่อสรา้งเป็นกราฟมาตรฐาน (standard curve)  
 
 5.2 กำรศึกษำแหล่งคำร์บอนท่ีมีผลต่อกำรผลิตเอนไซม์ท่ีย่อยสลำยพลำสติก
ชีวภำพ   
  เลีย้งในอาหาร basal medium broth ทีม่คี่า pH 7 ซึง่ประกอบดว้ยแหล่งคารบ์อนเป็น
น ้าตาล และพลาสตกิชวีภาพทีม่คีวามเขม้ขน้ 0.1 เปอรเ์ซน็ต์ (น ้าหนักต่อปรมิาตร)  ไดแ้ก่ น ้าตาล
กลูโคส ฟรุกโตส แลคโตส ซูโครส PCL PLA PBS  และ PBSA  ปรมิาณ 20 มลิลลิติร ใน ฟลาสก์
ขนาด 125 มลิลลิติร ทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส น าไปเขยา่ทีค่วามเรว็รอบ 190 รอบต่อนาท ีเกบ็
ตวัอย่างทุก 24 ชัว่โมงเป็นเวลา 5 วนั จากนัน้น าตวัอย่างทีเ่กบ็ในแต่ละวนัมาป ัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็
รอบ 12,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 5 นาท ีเกบ็ส่วนใสดา้นบนมาวดัการท างานของเอนไซม์มาวดั
ความขุ่นทีล่ดลงของสารละลายซบัสเตรทซึง่เป็นสารละลาย PLA, PCL, PBS และ PBSA ทีม่คีวาม
เขม้ขน้ 0.1 เปอรเ์ซน็ต์ (น ้าหนักต่อปรมิาตร) ใน Tris-HCl buffer pH 7 (ภาคผนวก ข ขอ้ 1.1) ท า
การทดลองทัง้หมด 3 ครัง้ โดยท าการเตรยีม reaction mixture เช่นเดยีวกบัการทดลองขอ้ 5.1   
 
 5.3 กำรศึกษำควำมเข้มข้นของแหล่งคำรบ์อนท่ีมีผลต่อกำรผลิตเอนไซมท่ี์ย่อย
สลำยพลำสติกชีวภำพ 
   เลีย้งเชือ้ในอาหารเหลว basal medium ทีค่่า pH 7 ซึง่ประกอบดว้ยแหล่งคาร-์ 
บอนเป็น PCL, PLA, PBS และ PBSA ทีม่คีวามเขม้ขน้ตัง้แต่  0.1 – 2 เปอรเ์ซน็ต์ (น ้าหนักต่อ
ปรมิาตร) ปรมิาณ 20 มลิลลิติร ในฟลาสก์ขนาด 125 มลิลลิติร ทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส น ามา
เขยา่ทีค่วามเรว็รอบ 190 รอบต่อนาท ีเกบ็ตวัอยา่งทุก 24 ชัว่โมงเป็นเวลา 5 วนั เกบ็ส่วนใสดา้นบน
มาวดักจิกรรมของเอนไซม ์มาวดัความขุ่นทีล่ดลงของสารละลายซบัสเตรท (enzyme activity) ซึง่
เป็นสารละลาย PLA, PCL, PBS และ PBSA ทีม่คีวามเขม้ขน้ 0.1 เปอรเ์ซน็ต์ (น ้าหนักต่อปรมิาตร)  
ใน Tris-HCl buffer pH 7  ท าการทดลองทัง้หมด 3 ครัง้ โดยท าการเตรยีม reaction mixture 
เช่นเดยีวกบัการทดลองขอ้ 5.1   
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 5.4 กำรศึกษำแหล่งไนโตรเจนท่ีมีผลต่อกำรผลิตเอนไซมท่ี์ย่อยสลำยพลำสติก
ชีวภำพ 
  เลีย้งเชือ้ในอาหารเหลว basal medium ทีป่ระกอบดว้ยแหล่งไนโตรเจน ไดแ้ก่  Yeast 
exact (NH4)2SO4 ,Gelatin, Casein , Yeast extract กบั (NH4)2SO4 และการไมเ่ตมิแหล่งไนโตรเจน 
ในส่วนของแหล่งคารบ์อนจะใช้พลาสตกิชวีภาพที่มคีวามเข้มขน้ที่เหมาะสมจากการทดลองที่ 5.3  
ปรมิาณ 20 มลิลลิติร ในฟลาสก์ขนาด 125 มลิลลิติร ทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส น ามาเขย่าที่
ความเรว็รอบ 190 รอบต่อนาท ี เกบ็ตวัอยา่งทุก 24 ชัว่โมงเป็นเวลา 5 วนั เกบ็ส่วนใสดา้นบนมาวดั
การท างานของเอนไซม ์มาวดัความขุน่ทีล่ดลงของสารละลายซบัสเตรทซึง่เป็นสารละลาย  PBS ทีม่ ี
ความเขม้ขน้ 0.1 เปอรเ์ซน็ต์ (น ้าหนักต่อปรมิาตร)  ใน Tris-HCl buffer pH ท าการทดลองทัง้หมด 
3 ครัง้ โดยท าการเตรยีม reaction mixture เช่นเดยีวกบัการทดลองขอ้ 5.1   
 
 
6. กำรศึกษำยีนท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนกำรย่อยสลำยพลำสติกชีวภำพ โดยกำรใช้เทคนิค 
Degenerated primer 
  การสกดัจโีนมกิดเีอ็นเอท าเช่นเดยีวกบัขัน้ตอนที ่3.1 เพื่อน ามาใชใ้นการคน้หายนีที่
เกี่ยวขอ้งกบัการย่อยสลายพลาสตกิชวีภาพ โดยการใช้ degenerated primer ที่ออกแบบจาก
เปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของเอนไซม ์PBS depolymerase (pbsA) จากเชื้อ Acidovorax 
delafieldii สายพนัธุ ์BS-3 (BAB86909.1) (Uchida; et al. 2002: 245-247) เอนไซมเ์อสเทอเรส 
(est119) จากเชือ้ Thermobifida alba สายพนัธุ ์AHK119  (AB445476.2) และล าดบักรดอะมโิน
ของเอนไซมม์คีวามคล้ายกบัเอนไซม ์est119 เช่น เอนไซมไ์ลเปสจากเชื้อ Streptomyces albus 
(U03114.2), Streptomyces coelicolor (AF009336.1) และStreptomyces  exfoliates (AAB51445) 
(Xiaoping; et al. 2010:771-779)  
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Degenerated primer ส าหรบัเพิม่จ านวนยนีของเอนไซม์เกี่ยวข้องกบัการย่อยสลายพลาสติก
ชวีภาพ มลี าดบัเบส ดงันี้  
 
      Forward primer:  LPAF1        (5’-GGCTWCSGSGSSGGCACCRTSTACTAC-3’) 
      Reverse primer:  LPAR1       (5’-SSWGCCGCCGCCGCCCATSSWSYRGCC-3’) 
 
ตาราง 4 ส่วนผสมของการท า PCR เพื่อสงัเคราะหย์นีบางส่วนของเอนไซมย์่อยสลายพลาสตกิ 
     ชวีภาพ 
 

ส่วนผสมของ  PCR reaction ควำมเข้มข้นสดุท้ำย 

1. Sterile ddH2O 
2. Genomic DNA  
3. 10X Ex buffer 
4. 0.2 mM dNTP 
5. Ex Taq DNA polymerase (5 units/µl) 
6. LPAF1 (10 µM/ µl) 
7. LPAR1 (10 µM/ µl) 

- 
- 

1.0X 
0.012 mM 
0.02 unit 
0.08 µM 
0.08 µM 

ปริมำตรสทุธิ 25.0 µl 

 
ก าหนดอุณหภมู ิและเวลาของเครือ่ง thermal cycle ส าหรบัเพิม่จ านวนยนี  ดงันี้ 
ข ัน้ตอนที ่1 intial denaturation อุณหภมู ิ95 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา  5 นาท ี
ขัน้ตอนที ่2 denaturation   อุณหภมู ิ98 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 วนิาท ี
ขัน้ตอนที ่3 annealing   อุณหภมู ิ68 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา  30 วนิาท ี
ขัน้ตอนที ่4 extenion    อุณหภมู ิ72 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา  30  นาท ี
ขัน้ตอนที ่5 ท าซ ้าขัน้ตอนที ่2 – 4 เป็นจ านวน 35 รอบ (cycles) 
ขัน้ตอนที ่6 final extension  อุณหภมู ิ72 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา  10  นาท ี
ขัน้ตอนที ่7 อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส คงทีต่ลอด 
       น าผลผลติของ PCR มาวเิคราะหข์นาดดว้ยวธิอีเิลก็โทรโฟเรซสิเช่นเดยีวกบัการทดลองในขอ้ 
3.1 โดยผลผลติ PCR ของยนีเอนไซมไ์ลเปส (lpa5) มขีนาดประมาณ  300  คู่เบส (bp) จากนัน้ตดั
แถบดีเอ็นเอที่ต้องการออกจากแผ่นเจลเพื่อท าการสกัดดีเอ็นเอออกจากเจลโดยใช้ชุดสกัด 
Nucleospin®Extract II  
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  6.1 กำรวิเครำะหล์ ำดบัดีเอน็เอ 
   ท าการวเิคราะหล์ าดบัเบสดเีอน็เอ ตรวจสอบ ORF (open reading frame) โดย
การใชโ้ปรแกรม ORF Finder ในฐานขอ้มลู NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/) 
วเิคราะหล์ าดบัเบสและล าดบักรดอะมโินดว้ยโปรแกรม Bioedit และโปรแกรม BLAST (http://blast 
.ncbi.nlm.nih.gov/) เพื่อเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินกบัล าดบักรดอะมโินทีม่รีายงานในฐานขอ้มลู 
GenBank 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

http://blast/


44 

 

บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 
 

1. การคดัแยกเช้ือแบคทีเรียท่ีย่อยสลายพลาสติกชีวภาพจากตวัอย่างดิน 
 แยกเชื้อแบคทเีรยีที่ย่อยสลายพลาสติกชวีภาพจากตวัอย่างดนิที่เกิดจากการทบัถมกนั
บรเิวณกองขยะหรอืปุ๋ ยหมกัจากบรเิวณต่างๆของประเทศไทยทัง้หมด  6 จงัหวดั คอื ปทุมธานี 
กรุงเทพมหานคร อุตรดติถ์ พจิติร สงิห์บุร ีและน่าน  การคดัแยกเชือ้ที่ย่อยสลายพลาสตกิชวีภาพ
บนอาหารแขง็ทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส พบเชือ้ทัง้หมด 40 ไอโซเลท  ไดแ้ก่ เชือ้ทีย่่อยสลาย
บนอาหารแขง็ PLA  9 ไอโซเลท คดิเป็น 22.5 เปอรเ์ซน็ตจ์ากเชือ้ทัง้หมด เชือ้ทีย่่อยสลาย PCL  18 
ไอโซเลท คดิเป็น 45 เปอรเ์ซน็ต์จากเชือ้ทัง้หมด เชือ้ทีย่่อยสลาย PBS  15 ไอโซเลทคดิเป็น 37.5 
เปอรเ์ซน็ต์จากเชือ้ทัง้หมด และเชือ้ทีย่่อยสลาย PBSA  6 ไอโซเลท คดิเป็น 15 เปอรเ์ซน็ต์จากเชือ้
ทัง้หมด ดงัภาพประกอบ 15 พบเชือ้ 8 ไอโซเลท ทีส่ามารถยอ่ยสลายพลาสตกิชวีภาพไดม้ากกว่า 1 
ชนิด ไดแ้ก่ ไอโซเลท APL1, APL2, APL3, APL4, APL5, APL6, APL7 และ APL8  

 
 

       
 
ภาพประกอบ 15 การคดัแยกแบคทเีรยีทีย่อ่ยสลายพลาสตกิชวีภาพบนอาหารแขง็ PLA ที ่อุณหภมู ิ     
      37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 วนั 
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ตาราง 5 ขนาดบรเิวณใสทีเ่กดิจากการเลีย้งเชือ้ทีแ่ยกไดบ้นอาหารแขง็พลาสตกิชวีภาพ โดยบ่มเชือ้  
     ทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 วนั 
 

ไอโซเลท 
ขนาดเส้นผา่นศนูยก์ลางของบริเวณใส (เซนติเมตร) 

PCL PLA PBS PBSA 
APL1 
APL2 
APL3 
APL4 
APL5 
APL6 
APL7 
APL8 

1.5 
1.4 
1.5 
1.5 
1.2 
1.3 
1.5 
1.5 

1.0 
1.2 
1.4 
1.4 
1.0 
1.0 
1.5 
1.4 

0.8 
0.9 
0.8 
- 

0.6 
- 

0.6 
0.5 

- 
- 
- 
- 

1.3 
1.1 
- 
- 

 
หมายเหตุ :  -    ไมพ่บการยอ่ยสลาย 

 
       จากตาราง 5 พบว่าเชือ้ทัง้ 8 ไอโซเลทสามารถเกดิบรเิวณใสบนอาหารแขง็ PLA และ PCL ดงั
แสดงในภาพประกอบ 16 โดยพบ 6 ไอโซเลทซึง่ไดแ้ก่ APL1, APL2, APL3, APL4, APL7 และ 
APL8 ทีส่ามารถย่อยสลาย PLA, PCL และ PBS ได ้  ไอโซเลท APL5 สามารถย่อยสลาย PLA, 
PCL, PBS และ PBSA ไอโซเลท APL6 สามารถยอ่ยสลาย PLA, PCL และ PBSA ได ้โดยทัง้ 2 ไอ
โซเลทสามารถเกดิบรเิวณใสบนอาหารแขง็ PLA และ PBSA ได้ที่อุณหภูม ิ45 องศาเซลเซยีส
เช่นกนั  
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APL1                                    APL5 

  

APL2                                     APL6 

  

APL3                                      APL7 

  

APL4                                       APL8 
 
 
ภาพประกอบ 16 การเกดิบรเิวณใสของเชือ้ทัง้หมด 8 ไอโซเลททีแ่ยกไดจ้ากดนิบนอาหารแขง็ PCL  
      ทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 วนั  
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2. การจ าแนกเช้ือโดยวิธีวิเคราะหบ์ริเวณ  16S rDNA  และ การศึกษาความ 
สมัพนัธท์างวิวฒันาการ (Phylogenetic  analysis )          
 ล าดบัเบสบรเิวณ 16S rDNA เป็นบรเิวณพบไดใ้นแบคทเีรยีทุกชนิด โดยมคีวามส าคญั
และส่งผลต่อการด ารงชวีติของสิง่มชีวีติ (housekeeping gene)  ดงันัน้ล าดบัเบสบรเิวณ 16S rDNA 
จงึเกดิการเปลีย่นแปลงไดย้าก ยกเวน้ในกรณีการเกดิววิฒันาการ (evolution) ของสิง่มชีวีติเท่านัน้ 
และบรเิวณ 16S rDNA มขีนาดใหญ่เท่ากบั 1500 คู่เบส (bp) ซึง่เป็นขนาดทีเ่หมาะสมในการจ าแนก
แบคทเีรยี (Janda; J. Michael & Abbott; Sharon L. 2007: 2761-2764) การศกึษาล าดบัเบส
บรเิวณ 16S rDNA ทีม่ขีนาด 1500 bp ของเชือ้แบคทเีรยี 8 ไอโซเลท แสดงดงัภาพประกอบ 17
เปรยีบเทยีบความคล้ายคลงึกบัแบคทเีรยีสปีชสี์ต่างๆในฐานขอ้มูล GenBank โดยใช้โปรแกรม  
BLAST คดัเลอืกสปีชสีท์ีม่คีวามคลา้ย 3 อนัดบัแรกในแต่ละไอโซเลทมาท าการเปรยีบเทยีบและท า
การวเิคราะหผ์ลในรปูแบบของแผนภมูทิางววิฒันาการ (phylogenetic tree) ดงัภาพประกอบ 18 
 

     
 
ภาพประกอบ 17 บรเิวณ 16S rDNA ขนาด 1500 คู่เบส ของเชือ้ 8 ไอโซเลท จากการท า PCR 
               Lane M : 100 bp DNA Ladder marker     Lane 5 : Strain APL 5 
               Lane 1 : Strain APL 1     Lane 6 : Strain APL 6 
               Lane 2 : Strain APL 2    Lane 7 : Strain APL 7 
    Lane 3 : Strain APL 3    Lane 8 : Strain APL 8 
    Lane 4 : Strain APL 4 

 
 
 

M 
       
Kb       M          1          2            3           4           5              6           7         8 

         1.5  Kb 1.5  

3  

1  
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 เมื่อน าล าดบัเบสบรเิวณ 16S rDNA ของสายพนัธุ ์APL1 (JN387596.1) เปรยีบเทยีบกบั
ฐานข้อมูลพบว่าคล้ายกบัเชื้อ Streptomyces antibioticus  100 เปอร์เซ็นต์ สายพนัธุ์ APL2 
(JN387597.1) คลา้ยกบัเชือ้ Streptomyces olivochromogenes  100 เปอรเ์ซน็ต์ สายพนัธุ ์APL3 
(JN387598.1) คล้ายกบัเชื้อ Streptomyces antibioticus  98 เปอร์เซน็ต์ สายพนัธุ์ APL4 
(JN387599.1)  คลา้ยกบัเชือ้ Streptomyces thermocoprophilus   98 เปอรเ์ซน็ต์ สายพนัธุ ์APL 5 
(JN387600.1) และ APL6 (JN387601.1) นัน้คล้ายกบัเชื้อ Saccharothrix texasensis  98 
เปอรเ์ซน็ต์ สายพนัธุ ์APL7 (JN387602.1) คลา้ยกบัเชือ้ Streptomyces ansochromogenes  98 
เปอรเ์ซน็ต์ และสายพนัธุ ์APL8 (JN387603.1) คลา้ยกบัเชื้อ Streptomyces  coelicoflavus  99 
เปอรเ์ซน็ต ์ โดยแสดงผลทัง้หมดดงัตาราง 6 
 
ตาราง 6   เปอรเ์ซน็ตค์วามคลา้ยคลงึของเชือ้แต่ละไอโซเลท เมือ่เปรยีบเทยีบกบัฐานขอ้มลู  
     GenBank  
   

ไอโซเลท สายพนัธุ ์(% identitiy) Accession number 
APL1 
APL2 
APL3 
APL4 
APL5 
APL6 
APL7 
APL8 

 Streptomyces antibioticus  100% 
 Streptomyces olivochromogenes  100 %        
 Streptomyces antibioticus  98 %                
 Streptomyces thermocoprophilus  98 %   
 Saccharothrix texasensis  98 % 
 Saccharothrix texasensis  98 % 
 Streptomyces ansochromogenes  98 %  
 Streptomyces  coelicoflavus   99 % 

JN387596.1 
JN387597.1 
JN387598.1 
JN387599.1 
JN387600.1 
JN387601.1 
JN387602.1 
JN387603.1 
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ภาพประกอบ 18  แผนภมูทิางววิฒันาการของล าดบัเบสบรเิวณ 16S rDNA  จากเชือ้ 8 สายพนัธุ ์ 
      และเชือ้มคีวามคลา้ยกบัเชือ้ทัง้ 8 สายพนัธุจ์ากฐานขอ้มลู GenBank ทีค่่า bootstrapping  
      1,000 ครัง้   
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3.การศึกษาทางสณัฐานวิทยาและลกัษณะทางชีวเคมีของจลิุนทรีย ์
 3.1 การศึกษาสณัฐานวิทยา (Morphological characterization) 
  การศกึษาสณัฐานวทิยาของเชือ้แอคตโินมยัสที 8 สายพนัธุ์  โดยเลี้ยงเชื้อในอาหาร
แขง็ yeast – malt extract agar (ISP2) พบว่าเชือ้สกุล Streptomyces  ทัง้ 6 สายพนัธุ ์ไดแ้ก่ สาย
พนัธุ ์APL1, APL2, APL3, APL4, APL7 และ APL8 สรา้ง substrate mycelium ทีม่ลีกัษณะเป็นสี
ครมีแต่พบลกัษณะสขีอง aerial mycelium ทีแ่ตกต่างกนั โดยสายพนัธุ ์ APL1, APL2, APL3 และ 
APL4 มลีกัษณะเป็นสขีาว สายพนัธุ ์APL7 และ APL8 นัน้พบเป็นสเีทา เชือ้สกุล Saccharothrix  มี
ลกัษณะ substrate mycelium และ aerial mycelium ทีแ่ตกต่างจากเชือ้สกุล Streptomyces  ไดแ้ก่ 
สายพนัธุ ์APL5 มลีกัษณะ substrate mycelium เป็นแผ่นสสีม้คลา้ยยางบรเิวณขอบโคโลนีย่นพบ
การสรา้ง aerial mycelium  สขีาว แตกต่างจากสายพนัธุ ์APL6 ทีพ่บลกัษณะ substrate mycelium 
และ aerial mycelium เป็นสเีทา สายพนัธุ ์APL6 เป็นเพยีงสายพนัธุเ์ดยีวทีส่ามารถสรา้งรงควตัถุสี
น ้าตาลบนอาหารเลีย้งเชือ้ได ้โดยสงัเกตจากการเปลีย่นสขีองอาหารเลีย้งเชื้อจากสสีม้เป็นสนี ้าตาล   
การศกึษาลกัษณะของเชือ้เมื่อเลีย้งบนอาหารแขง็ oatmeal agar (ISP3)  เชือ้สกุล Streptomyces  
สายพนัธุ ์APL1, APL2, APL3, APL4, APL7 และ APL8  มลีกัษณะ substrate mycelium และ 
aerial mycelium เป็นสนี ้าตาล โดยสายพนัธุ ์APL8 และ APL2 สามารถสรา้งรงควตัถุสนี ้าตาลบน
อาหารเลีย้งเชือ้ได ้ เชือ้สกุล Saccharothrix  สายพนัธุ ์APL5 และ APL6 นัน้พบลกัษณะ substrate 
mycelium สนี ้าตาล และ aerial mycelium สขีาว การศกึษาลกัษณะของเชือ้บนอาหารแขง็ inorga- 
nic salt-starch agar (ISP4)  เชือ้สกุล Streptomyces  สายพนัธุ ์APL1, APL2, APL3, APL4, 
APL7 และ APL8   มลีกัษณะ aerial mycelium เป็นสเีทา แต่มลีกัษณะ substrate mycelium ที่
แตกต่างกนั โดยสายพนัธุ ์APL1 และ APL8 มลีกัษณะ substrate mycelium เป็นสคีรมี สายพนัธุ ์
APL3, APL4 และ APL7 มลีกัษณะ substrate mycelium เป็นสนี ้าตาล และสายพนัธุ ์APL2 มี
ลกัษณะ substrate mycelium เป็นสขีาว เชือ้สกุล Saccharothrix  สายพนัธุ ์APL5 และ APL6 นัน้
ไม่พบการสรา้ง aerial mycelium และมลีกัษณะ substrate mycelium เป็นสนี ้าตาล ไม่พบสายพนัธุ์
ใดที่สามารถสรา้งรงค์วตัถุได้  การศกึษาลกัษณะของเชื้อเมื่อเลี้ยงบนอาหาร glycerol-asparagine 
agar (ISP5) เชือ้สกุล Streptomyces  สายพนัธุ ์APL1, APL2, APL3, APL7 และ APL8  มลีกัษณะ 
aerial mycelium เป็นสเีทา แต่พบลกัษณะ substrate mycelium ทีแ่ตกต่างกนั โดยสายพนัธุ ์APL1 
และ APL8 พบ substrate mycelium  เป็นสสี้ม สายพนัธุ์ APL2, APL3 และ APL7 มลีกัษณะ 
substrate mycelium  เป็นสนี ้าตาล สายพนัธุ ์APL4 มลีกัษณะ substrate mycelium และ aerial 
mycelium ที่แตกต่างจากเชื้อสกุล Streptomyces สายพันธุ์อื่น โดยมีลักษณะเป็นสีน ้ าตาลทัง้ 
substrate mycelium และ aerial mycelium เชือ้สกุล Streptomyces ทัง้ 6 สายพนัธุส์ามารถสรา้ง
รงควตัถุสเีหลอืงบนอาหารเลี้ยงเชื้อได้ เชื้อสกุล Saccharothrix สายพนัธุ์ APL5 และ APL6 มี
ลกัษณะ substrate mycelium เป็นสคีรมี และ aerial mycelium เป็นสขีาว จากการเลีย้งเชือ้แอคติ
โนมยัสที 8 สายพนัธุ ์ในอาหาร ISP1, ISP2, ISP3, ISP4 และ ISP 5 นัน้พบว่าเชื้อสกุล 
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Streptomyces  สามารถสรา้ง aerial mycelium ไดด้กีว่าเชือ้สกุล Saccharothrix  โดยลกัษณะการ
เจรญิของเชือ้ทัง้ 8 สายพนัธุ ์บนอาหาร ISP ดงัแสดงในภาพประกอบ 19 และ 20 
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ISP2 ISP3 ISP4 ISP5 

    
APL1 APL1 APL1 APL1 

    
APL2 APL2 APL2 APL2 

    
APL3 APL3 APL3 APL3 

    
APL4 APL4 APL4 APL4 

 
 
ภาพประกอบ 19  ลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของแอคตโินมยัสที 4 สายพนัธุ ์ไดแ้ก่ สายพนัธุ ์APL1,  
      APL2, APL3 และ APL4 บนอาหารแขง็ ISP2, ISP3, ISP4 และ ISP5   
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ภาพประกอบ 20 ลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของแอคตโินมยัสที 4 สายพนัธุ์  ได้แก่ สายพนัธุ ์  
      APL5, APL6, APL7 และ APL8 บนอาหารแขง็ ISP2, ISP3, ISP4 และ ISP5 
 
 
 
 
 
 

ISP2 ISP3 ISP4 ISP5 

    
APL5 APL5 APL5 APL5 

    
APL6 APL6 APL6 APL6 

    
APL7 APL7 APL7 APL7 

    
APL8 APL8 APL8 APL8 
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  3.1.1 การวิเคราะหอ์งคป์ระกอบของเซลล ์
   3.1.1.1 การศึกษาไอโซเมอรข์อง diaminopimelic acid (DAP) ในผนังเซลล ์ 
    การศกึษาไอโซเมอรข์อง DAP ซึง่เป็นกรดอะมโินทีเ่ป็นองคป์ระกอบบนผนัง
เซลลข์องเชือ้แอคตโินมยัสที 8 สายพนัธุว์่าเป็นแบบ LL-isomer หรอื meso-isomer โดยเทยีบกบั 
DAP มาตรฐาน  ตรวจสอบโดยการพ่นดว้ยสารละลาย 0.2  เปอรเ์ซน็ต์  นินไฮดรนิผสมกบัอะซโิตน 
จะพบแถบของ DAP โดยต าแหน่งของ LL-isomer จะอยู่เหนือแถบของ meso- isomer เลก็น้อย 
พบว่าเชือ้สกุล Streptomyces สายพนัธุ ์APL1, APL2, APL3, APL4, APL7  และ APL8 นัน้มี
รปูแบบของ DAP เป็น LL-isomer ทัง้หมด ส่วนเชือ้สกุล Saccharothrix สายพนัธุ ์APL5 และ APL6 
นัน้มรีปูแบบ DAP เป็น meso-isomer  ดงัแสดงในภาพประกอบ 21 
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ภาพประกอบ 21 ต าแหน่งไอโซเมอรข์อง DAP จากแอคตโินมยัสที 8 สายพนัธุ ์เปรยีบเทยีบ 
      กบั DAP มาตรฐานบนแผ่น Thin layer chromatography (TLC) 

                  Lane M : LL-isomer และ meso- DAP  Lane 5 : Strain APL 5 
                  Lane 1 : Strain APL 1     Lane 6 : Strain APL 6 
           Lane 2 : Strain APL 2    Lane 7 : Strain APL 7 
           Lane 3 : Strain APL 3    Lane 8 : Strain APL 8 
           Lane 4 : Strain APL 4 

 
 
 
 
 

     M          1      2      3      4  M       5    6 

meso-DAP meso-DAP 

LL-DAP LL-DAP 

meso-DAP 

LL-DAP 

    M           7     8 
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   3.1.1.2  การวิเคราะหน์ ้าตาลในเซลล ์
    ในการวเิคราะหน์ ้าตาลในเซลลจ์ะท าการศกึษาเชือ้สกุล Saccharothrix เนื่อง  
จากเชือ้สกุล Streptomyces นัน้มลีกัษณะรปูแบบน ้าตาลภายในเซลล์  (Whole-cell sugar pattern)  
ทีไ่ม่แน่นอน  (Williams R.H. 1989) โดยน าเชือ้ Saccharothrix  sp. สายพนัธุ ์APL5 ที ่มาท าการ
วเิคราะหช์นิดของน ้าตาลภายในเซลล ์ โดยเปรยีบเทยีบกบัน ้าตาลมาตรฐาน พบน ้าตาลกาแลคโตส 
แมนโนส กลโูคสและไซโลส ดงัแสดงตามภาพประกอบ 22 
 
 

 
 
ภาพประกอบ 22  รูปแบบของน ้าตาลในเซลล์ของเชื้อสายพนัธุ์ APL5 เปรยีบเทยีบกบัน ้าตาล 
      มาตรฐาน บนแผ่น Thin layer chromatography (TLC)  Std.1 : น ้าตาลไซโลส น ้าตาลอะราบ ิ
      โนส น ้าตาลกาแลคโตส  Std.2 : น ้าตาลกลูโคส น ้าตาลแมนโนส น ้าตาลแรมโนส        
         Gal :  น ้าตาลกาแลคโตส  Rham : น ้าตาลแรมโนส 
         Ara :  น ้าตาลอะราบโินส   Man   : น ้าตาลแมนโนส 
         Xyl  :  น ้าตาลไซโลส             Glu    : น ้าตาลกลโูคส 
 
        
 
 
 
 
 
 

Glu 

Man Gal 

Ara 

Xyl 

Gal 

Glu 
Man 

xyl 

  Std.1    Std.2      APL5 
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  3.1.2 การศึกษาลกัษณะของเช้ือสายพนัธุ ์APL5 ภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบ
ส่องผา่น (SEM) 
   เมือ่เลีย้งเชือ้ Saccharothrix  sp. สายพนัธุ ์APL5  บนอาหารแขง็ Rye medium 
เป็นเวลา 12 วนั ทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส พบว่าเชือ้มกีารสรา้งสปอรผ์วิเรยีบรปูไขบ่น aerial 
mycelium  และเกดิการแตกหกัของเสน้ใย (fragmentation)  ดงัแสดงตามภาพประกอบ 23 
 
 

 
 
ภาพประกอบ 23  ลกัษณะ aerial mycelium ของเชือ้ Saccharothrix  sp. สายพนัธุ ์APL5 โดยเลีย้ง 
      บนอาหาร Rye medium  ที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 12 วนั ภายใต้กล้อง  
      จลุทรรศน์อเิลคตรอนแบบส่องผ่าน (SEM)  
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 ตาราง 7 สรปุผลการศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของเชือ้แอคตโินมยัสที 
 

                                  สายพนัธุ ์
 APL1 APL2 APL3 APL4 

 
DAP type 
 
Morphological character 
ISP2  
Substrate mycelium 
Aerial mycelium 

 
ISP3 
Substrate mycelium 
Aerial mycelium 

 
ISP4  
Substrate mycelium 
Aerial mycelium 
 
ISP5 
Substrate mycelium 
Aerial mycelium 
 

 
LL  
 

 
 

Cream 
White 

 
 

Brown 
Brown 

 
 

Cream 
Gray 

 
 

Orange 
Gray 

 

 
LL  
 

 
 

Cream 
White 

 
 

Brown 
Brown 

 
 

White 
Gray 

 
 

Brown 
Gray 

 

 
LL  
 

 
 

Cream 
White 

 
 

Brown 
Brown 

 
 

Brown 
Gray 

 
 

Brown 
Gray 

 

 
LL  
 

 
 

Cream 
White 

 
 

Brown 
Brown 

 
 

Brown 
Gray 

 
 

Brown 
Brown 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ลกัษณะของเช้ือ 
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ตาราง 7 (ต่อ)  
 

 สายพนัธุ์ 

 APL5 APL6 APL7 APL8 

 
DAP type 
 
Morphological character 
ISP2  
Substrate mycelium 
Aerial mycelium 

 
ISP3 
Substrate mycelium 
Aerial mycelium 

 
ISP4  
Substrate mycelium 
Aerial mycelium 
 
ISP5 
Substrate mycelium 
Aerial mycelium 
 

 
meso  

 
 
 

Orange 
White 

 
 

Brown 
White 

 
 

Brown 
- 
 
 

Cream 
White 

 

 
meso  

 
 
 

Gray 
Gray 

 
 

Brown 
White 

 
 

Brown 
- 
 
 

Cream 
White 

 

 
LL  
 

 
 

Cream 
Gray 

 
 

Brown 
Brown 

 
 

Brown 
Gray 

 
 

Brown 
Gray 

 

 
LL  
 

 
 

Cream 
Gray 

 
 

Brown 
Brown 

 
 

Cream 
Gray 

 
 

Orange 
Gray 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ลกัษณะของเช้ือ 
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 3.2 การศึกษาสรีรวิทยาของเช้ือ (Physiological characterization) 
  3.2.1 การศึกษาการใช้แหล่งคารบ์อนในการเจริญของเช้ือ 
   การศึกษาความสามารถในการใช้แหล่งคารบ์อนในการเจรญิโดยใช้อาหารเลี้ยง
เชือ้ทีป่ระกอบดว้ยน ้าตาลกลูโคสเป็นตวัควบคุม (positive control) เนื่องจากเป็นน ้าตาลทีจุ่ลนิทรยี์
ส่วนใหญ่สามารถใชเ้ป็นแหล่งคารบ์อนในการเจรญิได้ พบว่าทุกสายพนัธุส์ามารถใชน้ ้าตาลอนิโนซิ
ทอล ไซโลส แมนโนส แรมโนส กลูโคส และฟรุกโตสได ้โดยสามารถใชน้ ้าตาลกลูโคสและฟรุกโตส
ไดด้ทีีสุ่ด น ้าตาลซูโครสและซอรบ์ทิอล นัน้มเีพยีงเชือ้ Streptomyces  sp.สายพนัธุ ์ APL1, APL2, 
APL3, APL4 และเชือ้ Saccharothrix  sp. สายพนัธุ ์APL5 เท่านัน้ทีส่ามารถใชไ้ด้ น ้าตาลราฟฟิ
โนสนัน้มเีพยีงเชื้อ Saccharothrix  sp. สายพนัธุ ์APL5 ทีไ่ม่สามารถใชเ้ป็นแหล่งคารบ์อนในการ
เจรญิได ้  
 
  3.2.2 การศึกษาการความสามารถในการทนเคม็ และอณุหภมิูท่ีใช้ในการเจริญ 
   การศกึษาความสามารถในการทนเคม็ของเกลอืโซเดยีมคลอไรด ์(NaCl) ทีค่วาม
เขม้ขน้ 2-10 เปอรเ์ซน็ต์น ้าหนักต่อปรมิาตร  พบว่าเชือ้สกุล Streptomyces ทัง้ 6 สายพนัธุน์ัน้
สามารถเจรญิไดถ้งึความเขม้ขน้ 6 เปอรเ์ซน็ตน์ ้าหนกัต่อปรมิาตร เชือ้ Saccharothrix  sp. สายพนัธุ ์
สายพนัธุ ์APL5 และ APL6 สามารถเจรญิไดใ้นช่วงความเขม้ขน้ 2-4 เปอรเ์ซน็ต์น ้าหนักต่อปรมิาตร 
และไมม่สีายพนัธุใ์ดสามารถเจรญิไดท้ีค่วามเขม้ขน้ 10 เปอรเ์ซน็ตน์ ้าหนกัต่อปรมิาตร   
   การศึกษาอุณหภูมทิี่ใช้ในการเจรญิ พบว่าทุกสายพนัธุ์สามารถเจริญได้ในช่วง
อุณหภมู ิ30 – 40 องศาเซลเซยีส  โดยสามารถเจรญิไดด้ทีีสุ่ดทีอุ่ณหภูม ิ40 องศาเซลเซยีส มเีพยีง
เชือ้ Streptomyces  sp. สายพนัธุ์ APL3, APL7 และ APL8 ทีส่ามารถเจรญิไดท้ีอุ่ณหภูม ิ50 องศา
เซลเซยีส  
 
  3.2.3 การศึกษาความสามารถในการย่อยสลายของเช้ือแอคติโนมยัสีท 
   การศึกษาความสามารถในการย่อยสลายของเชื้อแอคติโนมยัสที พบว่าเชื้อทุก
สายพนัธุส์ามารถย่อยสลายแป้ง (starch) และ skim milk ได ้ โดยสงัเกตบรเิวณสเีหลอืงทีเ่กดิจาก
การหยดสารละลายไอโอดนีลงบนอาหารทีม่แีป้งเป็นส่วนประกอบและสงัเกตบรเิวณใสทีเ่กดิขึน้บน
อาหารทีม่ ี skim milk เป็นส่วนประกอบ พบว่าเชือ้ Streptomyces  sp.  สายพนัธุ ์APL1, APL2, 
APL3, APL7 และ Saccharothrix  sp. สายพนัธุ ์APL6 5 สามารถย่อยสลาย xylan ได ้โดยสงัเกต
จากบรเิวณใสที่เกดิขึน้รอบโคโลนี พบเพยีงเชือ้ Saccharothrix  sp. สายพนัธุ ์APL5 และ APL6 
เท่านัน้ทีส่ามารถยอ่ยสลาย carboxymethylcellulose (CMC) ได ้สงัเกตจากการเกดิบรเิวณสสีม้รอบ
โคโลนี เมื่อท าการยอ้มดว้ยส ีcongo red  โดยผลการทดลองแสดงดงัตาราง 9 การศกึษาการย่อย
สลายเซลลูโลส (cellulose) โดยสงัเกตการย่อยสลายของกระดาษ Whatman No.1 พบว่าไม่มสีาย
พนัธุใ์ดทีส่ามารถยอ่ยสลายได ้ 
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ตาราง 8 ผลการศกึษาลกัษณะทางชวีเคมขีองเชือ้แอคตโินมยัสที    
 

 สายพนัธุ์ 
 APL1 APL2 APL3 APL4 

 
Growth at 
 0%    NaCl (control) 
 2 %   NaCl 
 4 %   NaCl 
 6 %   NaCl 
10 %  NaCl 
 
Growth temperature 
 
C-utilization 
Glucose (control) 
Raffinose 
Inositol 
Xylose 
Manitol 
Arabinose 
Rhamnose 
Sucrose 
Fructose 
Sorbitol 

 
 
+ 
++ 
++ 
+ 
- 

 
30-40 oC 

 
 

+ 
+ 
+ 
++ 
++ 
++ 
++ 
+ 
++ 
+ 

 
 
+ 
++ 
++ 
+ 
- 

 
30-40 oC 

 
 

+ 
++ 
+ 
++ 
++ 
++ 
++ 
+ 
++ 
+ 

 
 
+ 
++ 
++ 
+ 
- 

 
30-50 oC 

 
 

+ 
+ 
+ 
+ 
++ 
++ 
+ 
+ 
++ 
+ 

 
 
+ 
++ 
++ 
+ 
- 

 
30-40 oC 

 
 

+ 
+ 
++ 
++ 
++ 
++ 
++ 
+ 
++ 
+ 

 
 
หมายเหตุ  :  +    เจรญิเท่า positive control  
              :  ++   เจรญิมากกว่า positive control 
              :   -     ไมพ่บการเจรญิ 
 
 
 
 
 
 

ลกัษณะของเช้ือ 
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ตาราง 8 (ต่อ)  
 

 สายพนัธุ์ 
 APL5 APL6 APL7 APL8 

 
Growth at 
 0%    NaCl (control) 
 2 %   NaCl 
 4 %   NaCl 
 6 %   NaCl 
10 %  NaCl 
 
Growth temperature 
 
C-utilization 
Glucose (control) 
Raffinose 
Inositol 
Xylose 
Manitol 
Arabinose 
Rhamnose 
Sucrose 
Fructose 
Sorbitol 

 
 
+ 
+ 
+ 
- 
- 

 
30-40 oC 

 
 

+ 
- 
+ 
+ 
+ 
++ 
+ 
+ 
++ 
+ 

 
 
+ 
+ 
+ 
- 
- 

 
30-40 oC 

 
 

+ 
+ 
+ 
+ 
++ 
+ 
+ 
- 

++ 
- 

 
 
+ 
++ 
++ 
++ 
- 

 
30-50 oC 

 
 

+ 
++ 
+ 
++ 
++ 
++ 
++ 
- 

++ 
- 

 
 
+ 
++ 
++ 
++ 
- 

 
30-50 oC 

 
 

+ 
++ 
+ 
++ 
++ 
++ 
++ 
- 

++ 
- 

 
 หมายเหตุ :  +    เจรญิเท่า posistive control  
              :  ++   เจรญิมากกว่า posistive control 
              :   -     ไมพ่บการเจรญิ 
 
 
 
 
 
 

ลกัษณะของเช้ือ 



63 

 

ตาราง 9 การศกึษาความสามารถในการยอ่ยสลายของเชือ้แอคตโินมยัสที   
  

  
หมายเหตุ :  -    ไมพ่บการยอ่ยสลาย  
 
 

4. การศึกษาการผลิตเอนไซมย่์อยสลายพลาสติกชีวภาพ 
 4.1 การศึกษาค่า pH และ อุณหภมิูท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมย่์อยสลาย
พลาสติกชีวภาพ 
  เนื่องจากเชือ้ Saccharothrix  sp. สายพนัธุ ์APL5 สามารถเกดิบรเิวณใสบนอาหาร
แขง็ PBSA ไดด้ทีีสุ่ด ดงัผลทีแ่สดงในตาราง 5 การทดลองในขัน้ตอนนี้จงึท าการเลีย้งเชือ้ในอาหาร 
basal medium broth ทีค่่า pH 7-8  โดยใช ้PBSA ความเขม้ขน้ 0.1 เปอรเ์ซน็ต์เป็นแหล่งคารบ์อน 
พบว่าเชือ้สามารถผลติเอนไซมย์่อยสลาย PBSA ทีม่คี่ากจิกรรมเอนไซมจ์ าเพาะ (specific activity) 
ไดส้งูสุดเท่ากบั 6.40 ยนูิตต่อมลิลกิรมัโปรตนี (U/mg) ทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส ในอาหารเลีย้ง
เชือ้ทีค่่า pH 7 เป็นเวลา 96 ชัว่โมง พบว่าอาหารเลีย้งเชือ้มลีกัษณะใสกว่าอาหารเลีย้งเชือ้ในชุด
ควบคุม ดงัภาพประกอบ 24 ดงันัน้จงึใชส้ภาวะดงักล่าวในการเลีย้งเชือ้เพื่อศกึษาแหล่งคารบ์อนและ
แหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลติเอนไซมย์่อยสลายพลาสตกิชวีภาพของเชื้อสายพนัธุ ์ APL5 
ในขัน้ตอนต่อไป โดยค่าการท างานของเอนไซมจ์ าเพาะทัง้หมดแสดงดงัตาราง 10  
 
 
 
 
 
 

 ขนาดเส้นผา่นศนูยก์ลาง (เซนติเมตร) 
ลกัษณะ APL1 APL2 APL3 APL4 APL5 APL6 APL7 APL8  

 
Degradation 
CMC 
xylan 
Starch 
Skim milk 

 
 
- 

2.3 
2.4 
2.0 

 

 
 
- 

2.1 
2.5 
2.2 

 
 
- 

2.2 
2.0 
2.4 

 

 
 
- 
- 

2.8 
3.0 

 

 
 

2.25 
2.4 
2.6 
3.2 

 

 
 

2.55 
2.6 
2.2 
3.4 

 
 
- 
- 

2.6 
2.3 

 
 
- 
- 

2.0 
2.8 
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ตาราง 10 ค่ากจิกรรมเอนไซมจ์ าเพาะของเอนไซมย์อ่ยสลาย PBSA ของเชือ้สายพนัธุ ์APL5 
 

 ค่ากิจกรรมเอนไซมจ์ าเพาะ (U/mg protein) 

 

 
 

37 องศาเซลเซียส 45 องศาเซลเซียส 

pH 7 pH 8 pH 7 pH 8 

  0 0 0 0 

  1.85 1.16 0 0 

  5.25 2.24 0 0 

  6.40 4.37 2.26 1.63 

 3.21 2.11 1.92 1.06 

 1.88 1.46 1.03 0.94 

 1.2 0.3 0.88 0.45 

 
 
 

 
 
ภาพประกอบ 24  การเปรยีบเทยีบระหว่างชุดควบคุม (control) กบั PBSA -basal medium broth 
       ทีม่กีารเลีย้งเชือ้สาย Saccharothrix  sp.  สายพนัธุ ์APL5 ทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส 
       เป็นเวลา 96 ชัว่โมง และทีอุ่ณหภูม ิ45 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 168 ชัว่โมง     
       

control 37 oC  45 oC 

72  ชัว่โมง 

96  ชัว่โมง 

120  ชัว่โมง 

168  ชัว่โมง 

เวลา 

144  ชัว่โมง 

24  ชัว่โมง 

48  ชัว่โมง 
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 4.2 การศึกษาแหล่งคารบ์อนท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซมท่ี์ย่อยสลายพลาสติก
ชีวภาพ                
  การเลีย้งเชือ้สายพนัธุ ์APL5 ในอาหาร basal medium broth ประกอบดว้ยแหล่ง
คารบ์อนทีแ่ตกต่างกนั พบว่าเชือ้สามารถใช ้PCL, PLA, PBS และ PBSA เป็นแหล่งคารบ์อนในการ
สรา้งเอนไซมย์่อยสลาย PCL, PLA, PBS และ PBSA ที่มคี่าการท างานของเอนไซมจ์ าเพาะได้ดี
ทีสุ่ด ทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 96 ชัว่โมง โดยเชือ้สามารถใช้ PCL, PLA, PBS และ 
PBSA เป็นแหล่งคารบ์อนในการสรา้งเอนไซมย์่อยสลาย PCL (PCL depolymerase) ทีม่คี่าการ
ท างานของเอนไซมจ์ าเพาะเท่ากบั 3.18, 2.86, 2.6 และ 2.41 ยนูิตต่อมลิลกิรมัโปรตนี การผลติ
เอนไซมย์่อยสลาย PBS (PBS depolymerase) เชือ้สามารถใช้ PBS, PLA, PCL และ PBSA เป็น
แหล่งคารบ์อนในการสรา้งเอนไซมท์ีม่คี่าการท างานของเอนไซมจ์ าเพาะเท่ากบั 12.6, 10.02, 9.95 
และ 9.43 ยนูิตต่อมลิลกิรมัโปรตนี และการเอนไซมย์่อยสลาย PBSA (PBSA depolymerase) เชือ้
สามารถใช ้ PBSA, PBS, PCL และ PLA เป็นแหล่งคารบ์อนในการสรา้งเอนไซมท์ีม่คี่าการท างาน
ของเอนไซมจ์ าเพาะเท่ากบั 6.34, 5.84, 5.61 และ 4.8 ยูนิตต่อมลิลกิรมัโปรตนี ตามล าดบั 
นอกจากนี้ยงัพบว่าเชือ้สามารถใชน้ ้าตาลแลคโตสเป็นแหล่งคารบ์อนในการผลติเอนไซมย์่อยสลาย 
PCL, PLA และ PBS ทีม่คี่าการท างานของเอนไซมจ์ าเพาะเท่ากบั 2.14, 2.53 และ 5.8 ยนูิตต่อ
มลิลกิรมัโปรตนี แต่ไม่สามารถใชเ้ป็นแหล่งคารบ์อนในการผลติเอนไซมย์่อยสลาย PBSA ได ้ โดย
ผลการทดลองทัง้หมดแสดงดงัภาพประกอบ 25 จากการศกึษาค่ากจิกรรมของเอนไซมย์่อยสลาย
พลาสติกชีวภาพต่อปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ พบว่าเชื้อสามารถผลิตได้ปริมาณสูงเมื่อใช้
พลาสตกิชวีภาพเป็นแหล่งคารบ์อน โดยเชือ้สามารถใช ้PCL, PLA และ PBSA เป็นแหล่งคารบ์อน
ในการผลติเอนไซมย์่อยสลาย PCL, PLA และ PBSA ทีม่ปีรมิาณเท่ากบั 0.11, 0.13 และ 0.2 ยนูิ
ตต่อมลิลลิติร (U/ml) ตามล าดบั เชือ้สามารถผลติเอนไซม์ย่อยสลาย PBS ไดป้รมิาณสูงทีสุ่ดเท่ากบั 
0.42 ยูนิตต่อมลิลลิติร เมื่อใช้ PBS เป็นแหล่งคารบ์อนในการผลติ โดยผลทีไ่ด้นัน้สอดคล้องกบั
การศึกษาค่าการท างานเอนไซม์จ าเพาะ นอกจากนี้เชื้อยงัสามารถใช้น ้าตาลแลคโตสเป็นแหล่ง
คารบ์อนในการผลติเอนไซมย์่อยสลาย PCL และ PLA  ทีม่ปีรมิาณเอนไซมเ์ท่ากบั 0.06 และ 0.07  
ยนูิตต่อมลิลลิติร ตามล าดบั และเชือ้สามารถผลติเอนไซมย์่อยสลาย PBS ไดป้รมิาณสูงถงึ 0.29 ยนูิ
ตต่อมลิลลิติร เมือ่ใชน้ ้าตาลกลโูคสเป็นแหล่งคารบ์อน ดงัแสดงในภาพประกอบ 26 
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ภาพประกอบ 25  ค่ากจิกรรมเอนไซมจ์ าเพาะของเอนไซมย์่อยสลายพลาสตกิชวีภาพ (U/mg) เมื่อ     
      เลีย้งในแหล่งคารบ์อนชนิดต่างๆทีค่่า pH ของอาหารเลีย้งเชือ้เท่ากบั 7 ทีอุ่ณหภูม ิ 37 องศา 
      เซลเซยีส เป็นเวลา 96 ชัว่โมง 
 

 

 
 
ภาพประกอบ 26  ค่ากจิกรรมของเอนไซมย์่อยสลายพลาสตกิชวีภาพ (U/ml) เมื่อเลี้ยงในแหล่ง 
      คารบ์อนชนิดต่างๆที่ค่า pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อเท่ากบั 7 ที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซยีส  
      เป็นเวลา 96 ชัว่โมง 
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 4.3 การศึกษาความเข้มข้นของแหล่งคารบ์อนท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซมท่ี์ย่อย
สลายพลาสติกชีวภาพ  
  การศกึษาความเขม้ขน้ของแหล่งคารบ์อนพบว่าเชือ้สามารถผลติเอนไซมไ์ดด้ทีีสุ่ดเมือ่
ใช ้PBS ทีค่วามเขม้ขน้1.5 เปอรเ์ซน็ตเ์ป็นแหล่งคารบ์อน เชือ้สามารถผลติเอนไซมย์อ่ยสลาย PCL 
PLA, PBS และ PBSA ทีม่คี่าการท างานของเอนไซมจ์ าเพาะเท่ากบั 3.7, 1.58, 19.1 และ 13 ยนูติ 
ต่อมลิลกิรมัโปรตนี ทีอุ่ณหภมู ิ 37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 96 ชัว่โมง เชือ้ยงัสามารถใช ้ PCL ที่
ความเขม้ขน้ 1.5 เปอรเ์ซน็ตเ์ป็นแหล่งคารบ์อนในการผลติเอนไซมย์อ่ยสลาย PCL, PLA, PBS และ 
PBSA ทีม่คี่าการท างานของเอนไซมจ์ าเพาะเท่ากบั 3.7, 1.8, 14 และ 11.7 ยนูติต่อมลิลกิรมัโปรตนี 
ตามล าดบั แสดงผลการทดลองดงัภาพประกอบ 27 และ 29 การศกึษาค่ากจิกรรมของเอนไซมย์อ่ย
สลายพลาสตกิชวีภาพต่อปรมิาตรอาหารเลีย้งเชือ้ พบว่าเชือ้สามารถผลติเอนไซมย์่อยสลาย PBS 
ไดป้รมิาณสงูทีสุ่ดเมือ่ใช ้PBS ทีค่วามเขม้ขน้ 0.1 เปอรเ์ซน็ตเ์ป็นแหล่งคารบ์อน โดยมปีรมิาณเอน-
ไซมเ์ท่ากบั 0.6  ยนูิตต่อมลิลลิติร (U/ml)  และเชือ้สามารถใช ้PCL ทีค่วามเขม้ขน้ 0.1 เปอรเ์ซน็ต์
เป็นแหล่งคารบ์อนในการผลติเอนไซมย์อ่ยสลาย PBS ไดป้รมิาณสงูสุดเท่ากบั 0.54 ยนูิตต่อมลิล-ิ 
ลติรดงัแสดงในภาพประกอบ 28 และ 30 ตามล าดบั 
 
 

 
 
ภาพประกอบ 27 ค่ากจิกรรมเอนไซมจ์ าเพาะของเอนไซมย์่อยสลายพลาสตกิชวีภาพ (U/mg) เมื่อ 
      เลีย้งเชือ้ในอาหารเลีย้งเชือ้ทีม่คี่า pH 7 โดยใช ้PBS ทีค่วามเขม้ขน้แตกต่างกนัเป็นแหล่ง 
      คารบ์อน ทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 96 ชัว่โมง 
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ภาพประกอบ 28 ค่ากจิกรรมเอนไซมข์องเอนไซมย์่อยสลายพลาสตกิชวีภาพ (U/ml) เมื่อเลีย้งเชื้อ 
      ในอาหารเลีย้งเชือ้ทีม่คี่า pH 7 โดยใช ้PBS ทีค่วามเขม้ขน้แตกต่างกนัเป็นแหล่งคารบ์อนที ่  
      อุณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 96 ชัว่โมง 
 

 
 

ภาพประกอบ 29 ค่ากจิกรรมเอนไซมจ์ าเพาะของเอนไซมย์อ่ยสลายพลาสตกิชวีภาพ (U/mg) เมือ่    
      เลีย้งเชือ้ในอาหารเลีย้งเชือ้ทีม่คี่า pH 7 โดยใช ้PCL ทีค่วามเขม้ขน้แตกต่างกนั เป็นแหล่ง 
       คารบ์อน  ทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 96 ชัว่โมง 
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ภาพประกอบ 30 ค่ากจิกรรมเอนไซมข์องเอนไซมย์่อยสลายพลาสตกิชวีภาพ (U/ml) เมื่อเลีย้งเชื้อ 
      ในอาหารเลีย้งเชือ้ทีม่คี่า pH 7 โดยใช ้PCL ทีค่วามเขม้ขน้แตกต่างกนัเป็นแหล่งคารบ์อนที ่     
      อุณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 96 ชัว่โมง  
 
 4.4 การศึกษาแหล่งไนโตรเจนท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซมท่ี์ย่อยสลายพลาสติก
ชีวภาพ 
  การศกึษาแหล่งคารบ์อนที่เหมาะสมต่อการผลติเอนไซม ์พบว่าเชื้อสายพนัธุ์ APL5 
สามารถใช ้ PBS ทีค่วามเขม้ขน้ 1.5 เปอรเ์ซน็ต์เป็นแหล่งคารบ์อนในการผลติเอนไซมไ์ดด้ทีีสุ่ด ใน
ขัน้ตอนน้ีจงึไดใ้ช ้PBS ทีค่วามเขม้ขน้ 1.5 เปอรเ์ซน็ตเ์ป็นแหล่งคารบ์อน และมใีชแ้หล่งไนโตรเจนที่
แตกต่างกนั ดงันี้ Yeast extract กบั (NH4)2SO4 , Yeast exact, (NH4)2SO4 ,Gelatin, Casien  และ
ไมเ่ตมิแหล่งไนโตรเจน   
  จากผลการศกึษาพบว่า การใช ้Yeast extract เป็นแหล่งไนโตรเจนเพยีงอย่างเดยีว 
เชื้อสามารถผลติเอนไซมย์่อยสลาย PBS (PBS depolymerase) ที่มคี่าการท างานของเอนไซม์
จ าเพาะเท่ากบั 20.7 ยูนิตต่อมลิลกิรมัโปรตีน ซึ่งสูงกว่าสูตรอาหารปกติที่ใช้ในการเลี้ยงเชื้อที่
ประกอบดว้ย  Yeast extract และ (NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน ทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 96 ชัว่โมง แสดงผลการทดลองดงัภาพประกอบ 31 การศกึษาค่ากจิกรรมของเอนไซมย์่อย
สลายพลาสติกชีวภาพต่อปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ พบว่าเชื้อสามารถผลิตเอนไซม์ PBS 
depolymerase ไดป้รมิาณสูงทีสุ่ดเมื่อใช ้Yeast extract เป็นแหล่งไนโตรเจน โดยมปีรมิาณเอนไซม์
เท่ากบั 0.61  ยนูิตต่อมลิลลิติร ซึง่พบปรมิาณเอนไซมม์ากกว่าการใช้ Yeast extract กบั (NH4)2SO4 

เป็นแหล่งไนโตรเจนเพยีงเลก็น้อย ดงัแสดงในภาพประกอบ 32 
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ภาพประกอบ 31 ค่าการท างานของเอนไซมจ์ าเพาะของเอนไซม ์(U/mg) ยอ่ยสลาย PBS เมือ่เลีย้ง  
      เชือ้ในอาหารเลีย้งเชือ้ทีม่คี่า pH 7 ใช ้PBS ทีค่วามเขม้ขน้ 1.5 เปอรเ์ซน็ตเ์ป็นแหล่งคารบ์อน 
      และใชแ้หล่งไนโตรเจนทีแ่ตกต่างกนั ทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 96 ชัว่โมง   
 

 
 
ภาพประกอบ 32 ค่าการท างานของเอนไซม ์(U/ml) ยอ่ยสลาย PBS เมือ่เลีย้งเชือ้ในอาหารเลีย้งเชือ้ 
      ทีม่คี่า pH 7 ใช ้PBS ทีค่วามเขม้ขน้ 1.5 เปอรเ์ซน็ตเ์ป็นแหล่งคารบ์อนและใชแ้หล่งไนโตรเจน 
      ทีแ่ตกต่างกนั ทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 96 ชัว่โมง   
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5. การศึกษายีนท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนการย่อยสลายพลาสติกชีวภาพ โดยใช้ 
Degenerated primer 
 การใช้ degenerated primer นัน้เป็นเทคนิคที่ใช้ในการหาล าดบัเบสของยนีที่ต้องการ
ศกึษาจากเชือ้สายพนัธุ ์APL5 โดยการทดลองนี้จะใช ้degenerate primer ทีถู่กออกแบบจากบรเิวณ
ล าดบักรดอะมโินอนุรกัษ์ (conserved sequence) ของเอนไซม์ไลเปสจากเชื้อ Streptomyces 
ร่วมกบัล าดบักรดอะมโินของเอนไซมไ์ลเปสและเอนไซมเ์อสเทอเรสจากเชือ้ที่มรีายงานการวจิยัว่า
สามารถผลติเอนไซมใ์นการยอ่ยสลายพลาสตกิชวีภาพได ้ 
 จากการทดลองพบว่า degenerated primer สามารถสงัเคราะหแ์ละเพิม่จ านวนยนีของ
เอนไซมใ์นกลุ่มที่มขีนาด 300 คู่เบส ดงัแสดงในภาพประกอบ 33 เนื่องจากพบล าดบักรดอะมโิน
จ าเพาะ Gly-His-Ser-Met-Gly ทีค่ลา้ยกบับรเิวณ lipase box ของเอนไซมไ์ลเปส ทีม่ลี าดบักรดอะมิ
โนเป็น Gly-X1-Ser-X2-Gly  ดงัแสดงในภาพประกอบ 34 และเมือ่น าไปเปรยีบเทยีบกบัล าดบักรดอะ
มโินในฐานขอ้มลูพบว่ามคีวามคล้ายกบัเอนไซม์ triacylglycerol lipase ของเชื้อ Streptomyces 
flavogriseus สายพนัธุ ์ATCC 33331  81 เปอรเ์ซน็ตค์ลา้ยกบัเอนไซม ์ไลเปสของเชือ้ Streptomy- 
ces pristinaespiralis  สายพนัธุ ์ATCC 25486 78 เปอรเ์ซน็ต ์และคลา้ยกบัเอนไซม ์Triacylglyce- 
rol lipase ของเชือ้ Amycolatopsis sp. สายพนัธุ ์ ATCC 39116  77เปอรเ์ซน็ต ์
 

 
 
ภาพประกอบ 33 ขนาดของเอนไซมไ์ลเปส ( lpa5) ทีม่ขีนาดเท่ากบั 300 คู่เบส ทีไ่ดจ้ากการท า 
      PCR  เมือ่เทยีบกบัดเีอน็เอมาตรฐาน 100bp DNA Ladder marker  
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ภาพประกอบ 34  การเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของเอนไซมย์อ่ยสลายพลาสตกิชวีภาพ ( lpa5) 
      กบัล าดบักรดอะมโินของเอนไซม ์ ไลเปสจากเชือ้ Streptomyces  coelicolor  สายพนัธุ ์ A3(2) 
      M145 (S. coeli), Streptomyces  albus (S. albus), Streptomyces  exfoliates สายพนัธุ ์M11 
      (S.exfol), Acidovorax  delafieldii  สายพนัธุ ์ BS-3 (A.delafieldii) และล าดบักรดอะมโินของ 
      เอนไซมเ์อสเทอเรสจากเชือ้ Thermobifida  alba สายพนัธุ ์ AHK119  (T. alba) ภายในกรอบ   
      แสดงบรเิวณ lipase box  
 
 
 
 

 

Gly-X1-Ser-X2-Gly   
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บทท่ี 5 

สรปุ อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

 การแยกเชือ้แบคทเีรยีที่ย่อยสลายพลาสตกิชวีภาพจากตวัอย่างจากดนิที่เกดิจากการทบั

ถมกนัของกองขยะหรอืปุ๋ ยหมกั บรเิวณต่างๆของประเทศไทยทัง้หมด 17 ตวัอย่าง  สามารถแยก

เชือ้ทีย่่อยสลายพลาสตกิชวีภาพบนอาหารแขง็ (bioplastic agar plate) ทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซล-

เซยีส ไดท้ัง้หมด 40 ไอโซเลท ไดแ้ก่ เชือ้ทีย่อ่ยสลายบนอาหารแขง็ PLA  9 ไอโซเลท คดิเป็น 22.5 

เปอรเ์ซน็ต์จากเชือ้ทัง้หมด เชือ้ที่ย่อยสลาย PCL 18 ไอโซเลท คดิเป็น 45 เปอรเ์ซน็ต์จากเชื้อ

ทัง้หมด เชือ้ทีย่อ่ยสลาย PBS  15 ไอโซเลทคดิเป็น 37.5 เปอรเ์ซน็ต์จากเชือ้ทัง้หมด และเชือ้ทีย่่อย

สลาย PBSA  6 ไอโซเลท คดิเป็น 15 เปอรเ์ซน็ต์จากเชือ้ทัง้หมด ตามล าดบั จ านวนเชื้อทีแ่ยกได้

สอดคลอ้งกบัจ านวนประชากรเชื้อที่สามารถย่อยสลายพลาสตกิชวีภาพในดนิ  โดยมปีรมิาณเชื้อที่

ย่อยสลาย PCL ไดม้ากกว่า PBS และ PLA (Pranamuda, H.; Tokiwa, Y.; & Tanaka, H. 1997: 

1637–1640; Tansengco, M.L.; & Tokiwa, Y. 1998:133-138)  พบ 8 ไอโซเลท ทีส่ามารถย่อย

สลายพลาสตกิชวีภาพไดม้ากกว่า 1 ชนิด ไดแ้ก่ APL1, APL2, APL3, APL4, APL5, APL6, APL7 

และ APL8  เมือ่ท าการจดัจ าแนกดว้ยวธิวีเิคราะหบ์รเิวณ 16S rDNA  และการน าล าดบัเบสของเชือ้

ทัง้ 8 สายพนัธุ ์มาใชใ้นการสรา้งแผนภูมทิางววิฒันาการ โดยสามารถจ าแนกเชือ้แอคตโินมยัสทีทัง้ 

8 สายพนัธุไ์ดเ้ป็น 2 กลุ่ม ไดแ้ก่ กลุ่มเชือ้สกุล Saccharothrix  ประกอบดว้ยสายพนัธุ ์APL5 และ 

APL6 ซึง่มคีวามสมัพนัธใ์กล้ชดิกนัและแยกตวัออกจากกลุ่มของเชือ้สกุล Streptomyces  6 สาย

พนัธุอ์ยา่งชดัเจน  

 การศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของเชือ้แอคตโินมยัสที โดยการเลี้ยงเชือ้บนอาหาร 

ISP พบว่าการเจรญิของเชือ้สกุล Saccharothrix  มลีกัษณะการสรา้ง aerial mycelium, substrate 

mycelium และสขีองมวลสปอร ์(color of spore mass) แตกต่างจากเชือ้สกุล Streptomyces  การ 

ศกึษาชนิดไอโซเมอรข์อง diaminopimelic acid (DAP) พบว่าเชื้อทัง้ 2 สกุลมลีกัษณะ DAP ที่

แตกต่างกนั โดยเชือ้สกุล Streptomyces  มรีปูแบบ DAP เป็น LL-isomer  เชือ้สกุล Saccharothrix  

มรีูปแบบเป็น meso-isomer ซึ่งเป็นลักษณะของแอคติโนมยัสีทในกลุ่มที่ไม่ใช่สเตรปโตมยัสีท  

(non-streptomyces) (Williams et al.,1989) ของเชือ้สกุล Saccharothrix  พบน ้าตาลไซโลส กลโูคส 
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กาแลคโตส และแมนโนส ซึง่สอดคลอ้งกบัชนิดของน ้าตาลทีพ่บในผนังเซลลข์องเชือ้สกุล  Saccha- 

rothrix  คอื น ้าตาลกาแลสโตส และน ้าตาลแมนโนส (Labeda D.P.; et al. 1984:426-431; Labeda 

D.P; & Lyons A.J.1989:355-358; Xia, Yan; et al.2012:141-146) 

 การศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของเชือ้ Saccharothrix  sp. สายพนัธุ ์APL5 ภายใต้

กล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องผ่าน พบว่าเชื้อมีการสร้างสปอร์ผิวเรียบรูปไข่บน aerial 

mycelium  และสามารถเกดิการแตกหกัของเสน้ใย (fragmentation) ซึง่สอดคลอ้งกบัลกัษณะโครง 

สรา้งของเชือ้ในสกุล Saccharothrix  (Xia, Yan; et al.2012:141-146) 

 การศกึษาลกัษณะทางสรรีวทิยาเชื้อแอคติโนมยัสทีโดยศกึษาแหล่งคาร์บอนที่ใช้ในการ

เจรญิ พบว่าทุกสายพนัธุส์ามารถใชน้ ้าตาลฟรุกโตสไดด้ทีีสุ่ด มเีพยีงบางสายพนัธุเ์ท่านัน้ทีส่ามารถ

ใช้น ้าตาลซูโครส ซอร์บิทอล และราฟฟิโนสได้ การศึกษาความสามารถในการทนเค็มเชื้อสกุล 

Streptomyces สามารถเจรญิในอาหารทีม่คีวามเขม้ขน้ของ NaCl สูงไดด้กีว่าเชือ้สกุล Saccharo-

thrix  ทีส่ามารถเจรญิในอาหารทีค่วามเขม้ขน้ของ NaCl ระหว่าง 2-4 เปอรเ์ซน็ต์น ้าหนักต่อปรมิาตร 

การศกึษาอุณหภมูทิีใ่ชใ้นการเจรญิของเชือ้ พบว่าทุกสายพนัธุส์ามารถเจรญิไดด้ทีีสุ่ดทีอุ่ณหภูม ิ40 

องศาเซลเซยีส ซึง่ใกลเ้คยีงกบัอุณหภูมปิกตทิีเ่ชือ้ใชใ้นการเจรญิ เชือ้สายพนัธุ์ APL3, APL7 และ 

APL8 สามารถเจรญิไดถ้งึอุณหภูม ิ50 องศาเซลเซยีส จงึจดัเป็นพวกชอบรอ้น (Thermophile) 

การศกึษาความสามารถในการย่อยสลายของทัง้ 8 สายพนัธุ ์ พบว่าทุกสายพนัธุส์ามารถย่อยสลาย

แป้งและ skim milk ได ้พบเชือ้สกุล Streptomyces  3 สายพนัธุแ์ละสกุล Saccharothrix   2 สาย

พนัธุท์ีส่ามารถย่อยสลาย xylan ได ้ มเีพยีงเชือ้ Saccharothrix สายพนัธุ ์APL5 และ APL6 เท่านัน้

ทีส่ามารถย่อยสลาย carboxymethylcellulose (CMC) และทุกสายพนัธุไ์ม่สามารถย่อยสลายเซลล-ู 

โลสได ้ 

 การศกึษาค่า pH และ อุณหภมูทิีเ่หมาะสมต่อการผลติเอนไซมย์่อยสลายพลาสตกิชวีภาพ

ของเชือ้ Saccharothrix  sp. สายพนัธุ ์APL5 พบว่าอาหารทีม่คี่า pH  7 และเลีย้งเชือ้ทีอุ่ณหภูม ิ37 

องศาเซลเซยีส เป็นสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจรญิของเชื้อและการท างานของเอนไซม์ โดยเชื้อ

สามารถผลติเอนไซมย์อ่ยสลาย PBSA ทีม่คี่าการท างานจ าเพาะไดสู้งทีสุ่ดเท่ากบั 6.4 ยนูิตต่อมลิล-ิ 

กรมัโปรตนี การศกึษาแหล่งคารบ์อนที่มผีลต่อการผลติเอนไซมย์่อยสลายพลาสตกิชวีภาพ พบว่า

เมื่อใช ้ PCL, PLA, PBS และ PBSA เป็นแหล่งคารบ์อน เชื้อสามารถผลติเอนไซมย์่อยสลาย

พลาสตกิชวีภาพทีม่คี่าการท างานของเอนไซมจ์ าเพาะต่อพลาสตกิชวีภาพชนิดนัน้ไดสู้ง ซึ่งเชือ้จะ

สามารถผลติเอนไซมย์่อยสลาย PCL, PLA, PBS และ PBSA ที่มคี่าการท างานจ าเพาะเท่ากบั 
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3.18,4.58,12.6 และ 5.35 ยนูิตต่อมลิลกิรมัโปรตนี การใช ้PBS ความเขม้ขน้ 0.1 เปอรเ์ซน็ต์เป็น

แหล่งคาร์บอน พบว่าเชื้อสามารถสร้างเอนไซม์มคี่าการท างานของเอนไซม์จ าเพาะต่อพลาสติก

ชวีภาพไดม้ากกว่า 1 ชนิด เชือ้สามารถผลติเอนไซมย์่อยสลาย PLA, PCL, PBS และ PBSA ทีม่คี่า

การท างานของเอนไซมจ์ าเพาะเท่ากบั 7.26, 2.6, 12.6 และ 5.84  ยูนิตต่อมลิลกิรมัโปรตนี ที่

อุณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 96 ชัว่โมง นอกจากการใชพ้ลาสตกิชวีภาพแลว้เชือ้ยงัสามารถ

ใชน้ ้าตาลเป็นแหล่งคารบ์อนในการผลติเอนไซมย์่อยสลายPCL, PLA และ PBS ได ้เอนไซมย์่อย

สลายพลาสตกิชวีภาพทีเ่ชือ้ผลติขึน้จงึจดัอยูใ่นกลุ่มของ constitutive enzyme เป็นเอนไซมท์ีม่คีวาม

จ าเป็นต่อการด ารงชวีติของเซลลซ์ึ่งถูกผลติขึน้อยู่ตลอดเวลา ในการผลติเอนไซมย์่อยสลาย PBSA 

ต้องใช้พลาสตกิชวีภาพเป็นแหล่งคาร์บอนเท่านัน้เชื้อจงึสามารถผลติเอนไซมย์่อยสลายพลาสติก

ชวีภาพได ้ เอนไซมท์ีเ่ชือ้ผลติขึน้จงึจดัอยูใ่นกลุ่มของ inducible enzyme เนื่องจากเชือ้สามารถผลติ

เอนไซมไ์ดต่้อเมือ่มสีภาวะทีช่กัน าใหเ้กดิการสรา้งเอนไซมเ์ท่านัน้ (หทัยา กาววีงศ์. 2546)การศกึษา

ความเขม้ขน้ของแหล่งคารบ์อน พบว่าเชือ้สามารถผลติเอนไซมท์ีย่่อยสลาย PCL, PLA, PBS และ 

PBSA ไดด้ทีีสุ่ด เมื่อใช้ PBS ความเขม้ขน้ 1.5 เปอรเ์ซน็ต์เป็นแหล่งคารบ์อน โดยสามารถผลติ

เอนไซมท์ีย่อ่ยสลาย PCL, PLA, PBS และ PBSA ทีม่คี่าการท างานของเอนไซมจ์ าเพาะเท่ากบั 3.7, 

1.58, 20.7 และ 13 ยนูิตต่อมลิลกิรมัโปรตนีทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา  96 ชัว่โมง

การศกึษาแหล่งไนโตรเจนทีส่่งผลต่อการผลติเอนไซม ์พบว่าการเลีย้งเชือ้โดยใช ้PBS ความเขม้ขน้ 

1.5 เปอรเ์ซน็ต์เป็นแหล่งคารบ์อน และ Yeast extract เป็นแหล่งไนโตรเจนนัน้ เชือ้สามารถผลติ

เอนไซมย์่อยสลาย PBS ทีม่คี่าการท างานของเอนไซมจ์ าเพาะทีสู่งกว่าสูตรอาหารปกตทิีใ่ชใ้นการ

เลีย้งเชือ้ทีใ่ช ้yeast extract กบั (NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน แต่เชือ้สามารถผลติเอนไซมไ์ดใ้น

ปรมิาณเท่ากนักบัการใช้ Yeast extract กบั (NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน เมื่อเลีย้งทีอุ่ณหภูม ิ

37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 96 ชัว่โมง  

 ดงันัน้จากการศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมต่อการผลติเอนไซมย์่อยสลายพลาสตกิชวีภาพของ

เชือ้สายพนัธุ ์APL5 พบว่าเมื่อเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ทีม่คี่า pH 7 โดยใชพ้ลาสตกิชวีภาพ PBS ที่

ความเขม้ขน้ 1.5 เปอรเ์ซน็ต์เป็นแหล่งคารบ์อน และใช ้yeast extract เป็นแหล่งไนโตรเจน ที่

อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา  96 ชัว่โมง เชือ้สามารถผลติเอนไซมย์่อยสลาย PBS ทีม่คี่า

การท างานจ าเพาะสงูทีสุ่ดเท่ากบั 20.7 ยนูิตต่อมลิลกิรมัโปรตนี  

 จากการศกึษาความสามารถในการผลติเอนไซมย์่อยสลายพลาสตกิชวีภาพ พบว่าเชือ้สาย

พนัธุ์ APL5 สามารถใช ้ PBS เป็นแหล่งคารบ์อนในการผลติเอนไซมย์่อยสลายพลาสตกิชวีภาพ 
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(depolymerase) ได้ดกีว่า PCL โดยเอนไซม์ที่เชื้อผลิตขึ้นมคีวามสามารถคล้ายกบัเอนไซม์กลุ่ม 

esterase-lipase superfamily (serine hydrolase) เนื่องจากโครงสรา้งของ PBS มลีกัษณะที่

เหมาะสมต่อการย่อยสลายของเอนไซมไ์ลเปส  มากกว่าโครงสรา้งของ PCL โดยส่วน  succinate 

unit บรเิวณปลายพอลเิมอรข์อง PBS มลีกัษณะคลา้ยโมเลกุลของกลเีซอรอล และส่วนโอลโิกเมอร ์

หรอื 4-hydroxybutyl succinate (4HBS) มลีกัษณะเป็นสายคารบ์อนยาวคล้ายกรดไขมนั (Lee; 

Kimura; & Chung. 2008: 651-658)  ดงันัน้การใช ้PBS เป็นแหล่งคารบ์อนจงึสามารถกระตุ้นให้

เชือ้เกดิการสรา้งเอนไซมย์่อยสลายพลาสตกิชวีภาพ (depolymerase) ทีม่ลีกัษณะคลา้ยเอนไซมไ์ล

เปสได ้ เอนไซม ์depolymerase ยงัสามารถย่อยสลาย PBSA ทีม่ลีกัษณะโครงสรา้งคลา้ยกบั PBS 

และย่อยสลาย PCL กบั PLA ทีม่ลีกัษณะเป็น aliphatic polyester ได ้ เอนไซมส์ามารถย่อยสลาย 

PCL ไดเ้นื่องจากโครงสรา้งของ ε-caprolactone  ซึง่เป็นมอนอเมอรข์อง PCL มลีกัษณะคลา้ยกรด

ไขมนั โดย ε-caprolactone มลีกัษณะเป็นไฮโดรคารบ์อนสายยาวและพบหมู่คารบ์อซลิอยู่บรเิวณ

ปลายโมเลกุลซึง่เป็นบรเิวณทีเ่อนไซมส์ามารถย่อยสลายได ้(Sivalingam G.; Chattopadhyay S.; & 

Madras G. 2003:2911-2919) เชือ้สามารถผลติเอนไซมย์่อยสลาย PLA ที่มลีกัษณะแตกต่างจาก

เชือ้สกุล Saccharothrix  สายพนัธุ์อื่นๆ ทีม่ลีกัษณะคลา้ยเอนไซมโ์ปรตเิอส (Jarerat  A.; Prana- 

muda H.; & Tokiwa Y. 2002: 420–428) เอนไซมท์ีย่่อยสลาย PLA ไดส้่วนใหญ่จดัอยู่ในกลุ่มของ

เอนไซมโ์ปรตเิอส เนื่องจากเอนไซมม์คีวามจ าเพาะต่อพนัธะ α- ester ของ PLA และโครงสรา้งของ 

PLA มลีกัษณะเป็น analogue กบักรดอะมโิน L-alanine ( Lim; Raku; & Tokiwa. 2005: 459-464; 

Jarerat, A.; Tokiwa Y.;& Tanaka H. 2004: 139-146) ท าใหเ้อนไซมโ์ปรตเิอสสามารถย่อยสลาย 

PLA ไดด้กีว่าเอนไซม์ไลเปลและเอสเทอเรส ซึ่งสอดคลอ้งกบัผลการทดลองทีพ่บว่าเอนไซมท์ีเ่ชื้อ

สรา้งขึน้มคี่าการท างานของเอนไซมจ์ าเพาะต่อ PLA น้อยทีสุ่ด 

 การศกึษายนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัการยอ่ยสลายพลาสตกิชวีภาพจากเชือ้สายพนัธุ์ APL5 โดยใช ้

degenerated primer ทีอ่อกแบบจากการเปรยีบเทยีบล าดบักรดอะมโินของเอนไซมท์ีส่ามารถย่อย

สลายพลาสตกิชวีภาพได ้โดยพบว่า degenerate primer สามารถสงัเคราะหแ์ละเพิม่จ านวนยนีทีม่ ี

ขนาด 300 คู่เบส โดยพบล าดบักรดอะมโินจ าเพาะ Gly-His-Ser-Met-Gly ทีค่ลา้ยกบั Gly-X1-Ser-

X2-Gly ในบรเิวณ lipase box ของเอนไซมก์ลุ่ม esterase-lipase superfamily (serine hydrolase) 

เมื่อน าไปเปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนในฐานข้อมูลพบว่ามีความคล้ายกับเอนไซม์  

triacylglycerol lipase ของเชือ้ Streptomyces flavogriseus สายพนัธุ ์ATCC 33331 (YP_0049 

25694.1)  81 เปอรเ์ซน็ต์คลา้ยกบัเอนไซม์ ไลเปสของเชือ้ Streptomyces pristinaespiralis  สายพ
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พนัธุ ์ATCC 25486 (ZP_06912326.1) 78 เปอรเ์ซน็ต์ และคลา้ยกบัเอนไซม ์Triacylglycerol lipase 

ของเชือ้ Amycolatopsis sp. สายพนัธุ ์ ATCC 39116 (ZP_10048653.1) 77เปอรเ์ซน็ต ์

 ส าหรบังานวจิยันี้ได้ท าการหาล าดบัเบสบางส่วนของเอนไซมย์่อยสลายพลาสตกิชวีภาพ

ได ้ดงันัน้จงึจ าเป็นต้องท าการหาล าดบัเบสทัง้หมดของยนี โดยการใชเ้ทคนิคการท า inverse PCR 

หรอืการท า primer walking เพื่อให้ได้ล าดบัเบสที่ครบสมบูรณ์ จากนัน้ท าการโคลนชิ้นยนีเขา้สู่ 

expression vector และศกึษาลกัษณะการแสดงออกของยนีต่อไป เพื่อเป็นการสรุปและยนืยนัอย่าง

แน่ชดัว่ายนีทีไ่ดท้ าการคดัแยกนัน้เป็นเอนไซมท์ีส่ามารถยอ่ยสลายพลาสตกิชวีภาพไดจ้รงิ 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/297194928?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=F2CW1X9U01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/385674725?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=7&RID=F2CW1X9U01R
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อาหารเลีย้งเช้ือท่ีใช้ในการวิเคราะห ์
1. อาหารเล้ียงเช้ือท่ีใช้คดัแยกแบคทีเรีย (Basal medium) 
       ละลาย PLA, PBS, PBSA หรอื PCL 1 กรมั ใน dichloromethane 20 มลิลลิติร และ
น าไปผสมกบั basal medium 1 ลติร โดยการใชเ้ครือ่งอลัตราโซนิคเคเตอร ์(ultrasonicator) 
อาหาร basal medium ประกอบดว้ย 
             Yeast extract                               0.2  กรมั 
           (NH4)2SO4                                    1   กรมั 
           MgSO4.7H2O                               0.2            กรมั 
           NaCl                                          0.1            กรมั 
           CaCl2.2H2O                                0.02           กรมั  
           FeSO4.7H2O                               0.01           กรมั  
           Na2MoO4.2H2O                         0.0005          กรมั 
           Na2WO4.2H2O                            0.005          กรมั 
           MnSO4                                     0.005           กรมั 
           K2HPO4                                       1.6           กรมั   
           KH2PO4                                       0.2           กรมั  
       ปรบั pH ใหไ้ดป้ระมาณ 7-8 น าไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ50 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาท ีเพื่อ
ระเหย dichloromethane จากนัน้ใส่วุน้ (agar) 20 กรมั/ลติร น าไปฆ่าเชือ้ดว้ยการ autoclave ที่
อุณหภมู ิ121 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ี
        
2. Luria Bertani low salt broth 
            Peptone                                      10            กรมั 
          Yeast extract                                 5            กรมั 
          NaCl                                            5            กรมั 
          น ้ากลัน่                                         1             ลติร 
       น าไปฆ่าเชือ้ดว้ยการ autoclave ทีอุ่ณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ี
 
3. Trytone-yeast extract broth (ISP1) 
            Tryptone                                        5           กรมั 
          Yeast extract                                  3           กรมั 
          น ้ากลัน่                                          1           ลติร 
       น าไปฆ่าเชือ้ดว้ยการ autoclave ทีอุ่ณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ี
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4. Yeast – malt extract agar (ISP2) 
           Yeast extract                                   4          กรมั 
         Malt extract                                    10         กรมั 
         Dextrose                                         4         กรมั 
         Agar                                             20         กรมั 
       ปรบั pH ใหไ้ด ้7.3 และน าไปฆ่าเชือ้ดว้ยการ autoclave ทีอุ่ณหภมู ิ121 องศาเซลเซยีส เป็น
เวลา 15 นาท ี
 
5. Oatmeal agar (ISP3) 
          Oatmeal                                        20          กรมั 
        Agar                                             18          กรมั  
       น า oatmeal  20 กรมั ตม้กบัน ้ากลัน่ 1 ลติร เป็นเวลา 20 นาทจีนสุก แลว้ไปกรองเอาแต่น ้า
โดยใชผ้า้ขาวบาง น าน ้าทีไ่ดผ้สมกบั Trace salt solution 1 มลิลลิติร ซึง่มสี่วนผสมดงันี้ 
 Trace salt solution 
           FeSO4.7H2O                                  0.1         กรมั 
         MnCl2.4H2O                                   0.1        กรมั  
         ZnSO4.7H2O                                  0.1         กรมั  
         น ้ากลัน่                                         100        ลติร    
       ปรบั pH ใหไ้ด ้7.2 และน าไปฆ่าเชือ้ดว้ยการ autoclave ทีอุ่ณหภมู ิ121 องศาเซลเซยีส เป็น
เวลา 15 นาท ี
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6. Inorganic salt-starch agar (ISP4)  
       Solution I 
             Soluble starch                              10             กรมั   
           น ้ากลัน่                                      500            มลิลลิติร 
      Solution II        
           K2HPO4                                       1             กรมั   
           NaCl                                           1             กรมั 
           MgSO4.7H2O                                1             กรมั  
           CaCO3                                        2             กรมั  
           (NH4)2SO4                                    2             กรมั 
           น ้ากลัน่                                     500             มลิลลิติร 
           Agar                                          20             กรมั 
           Trace salt solution                         1             มลิลลิติร 
Trace salt solution 
           FeSO4.7H2O                                  0.1         กรมั 
         MnCl2.4H2O                                   0.1        กรมั  
         ZnSO4.7H2O                                  0.1         กรมั  
         น ้ากลัน่                                         100        ลติร    
            น า solution I และ solution II ผสมกนั ปรบั pH ใหไ้ด ้7.0 -7.4 และน าไปฆา่เชือ้ดว้ยการ 
autoclave ทีอุ่ณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ี
 
7. Glycerol-asparagine agar (ISP5) 
           L-asparagline                                1             กรมั 
           Glycerol                                      10             กรมั 
           K2HPO4                                       1              กรมั   
           น ้ากลัน่                                        1               ลติร 
           Agar                                          20              กรมั 
           Trace salt solution                         1               มลิลลิติร 
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Trace salt solution 
           FeSO4.7H2O                                  0.1         กรมั 
         MnCl2.4H2O                                   0.1        กรมั  
         ZnSO4.7H2O                                  0.1         กรมั  
         น ้ากลัน่                                         100        ลติร               
            ปรบั pH ใหไ้ด ้7.0 -7.4 และน าไปฆ่าเชือ้ดว้ยการ autoclave ทีอุ่ณหภมู ิ121 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ี
 
8. Carbon utilization medium (ISP9)  
           (NH4)2SO4                                2.64             กรมั 
           K2HPO4                                   2.38             กรมั   
           KH2PO4                                   5.65             กรมั  
           MgSO4.7H2O                            1.00             กรมั  
           น ้ากลัน่                                    1.00              ลติร 
           Agar                                      15.00             กรมั 
          Pridham and Gottlied trace salts    1.00             มลิลลิติร 
  Pridham and Gottlied trace salts 
           CuSO4.5H2O                             0.64             กรมั 
           FeSO4.7H2O                             0.11             กรมั 
           MnCl2.4H2O                              0.79             กรมั 
           ZnSO4 .7H2O                             0.15             กรมั 
           น ้ากลัน่                                     100              มลิลลิติร 
      น าไปฆา่เชือ้ดว้ยการ autoclave ทีอุ่ณหภมู ิ121 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ี
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9. Cellulose medium  
            NaNO3                     0.2               กรมั 
            K2HPO4                0.1                กรมั 
            KCl                     0.05               กรมั 
            MgSO4.7H2O              0.05               กรมั  
            FeSO4.7H2O     0.001               กรมั 
           น ้ากลัน่                 100              มลิลลิติร 
       ปรบั pH ใหไ้ด ้7.0-7.2 จากนัน้เตมิอาหารลงในหลอดแก้วทดลอง หลอดละ 3 มลิลลิติร ตดั
กระดาษกรอง (Whatman No.1) ขนาด 1 x 13.5 เซนตเิมตร ใส่ลงในหลอดทดลอง และน าไปฆ่า
เชือ้ดว้ยการ autoclave ทีอุ่ณหภมู ิ121 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ี
 
10. SOC medium 
       SOB medium 
         Tryptone                                     2                กรมั 
         Yeast extract                              0.5               กรมั 
         NaCl                                        0.05              กรมั 
         น ้ากลัน่                                     100               มลิลลิติร 

น าไปฆา่เชือ้ดว้ยการ autoclave ที ่อุณหภมู1ิ21 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ี
     การผสม SOC medium ประกอบดว้ย SOB medium 10 มลิลลิติร 1M MgCI2 100 ไมโครลติร,     
1M KCI 100 ไมโครลติร และ 50 % glucose 72 ไมโครลติร 
 
11. Rye flakes medium 
         Rye flakes                                  10               กรมั 
         Yeast extract                                1               กรมั 
         Glucose                                       2              กรมั 
         CaCO3                   2   กรมั 
         Agar                                          15             กรมั 
         น ้ากลัน่                                     1000               มลิลลิติร 
            ปรบั pH ใหไ้ด ้7.2 และน าไปฆา่เชือ้ดว้ยการ autoclave ทีอุ่ณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 15 นาท ี
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12. Actinomyces medium  
 Yeast extract        2   กรมั 
 Peptone             1   กรมั 
 (NH4)2SO4           1.4   กรมั 
 K2HPO4              2   กรมั 
 KH2PO4           1.5   กรมั 
 Tween 80                 2   มลิลลิติร 
 Trace element solution       1   มลิลลิติร 
             เตมิ xylan, carboxymethylcellulose (CMC), soluble starch และ skim milk ทีค่วาม
เขม้ขน้ 1 เปอรเ์ซน็ต์ (น ้าหนักต่อปรมิาตร) ปรบั pH ใหไ้ด ้5.0 โดยใช ้0.1 M HCl และน าไปฆ่าเชือ้
ดว้ยการ autoclave ทีอุ่ณหภมู ิ121 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
บฟัเฟอรแ์ละวิธีการเตรียมสาร 
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 บฟัเฟอรแ์ละสารเคมีท่ีใช้ 
1. Stock solution 
       1.1  1 M Tris-HCl pH 7-8 
            Tris                                               12.11      กรมั 
            เตมิน ้ากลัน่ใหไ้ดป้รมิาตร                      100       มลิลลิติร  
            ปรบั pH ดว้ย 0.1 N HCl                                                                                  
      1.2  0.5 M EDTA pH 8 
            EDTA                                             18.6       กรมั  
            เตมิน ้ากลัน่ใหไ้ดป้รมิาตร                      100        มลิลลิติร  
            ปรบั pH ดว้ย 0.1 NaOH                                                                            
      1.3  1 M Sucrose 
            Sucrose                                        34.23       กรมั 
            เตมิน ้ากลัน่ใหไ้ดป้รมิาตร                      100       มลิลลิติร  
           
2. TES buffer pH 8 (10 mM Tris,25mM EDTA,0.6 M Sucrose) 
             1 M Tris-HCl pH 8                                1        มลิลลิติร 
           0.5 M EDTA                                        5        มลิลลิติร 
           1 M Sucrose                                       60       มลิลลิติร 
           น ้ากลัน่                                               34       มลิลลิติร 
        
3. HTE buffer pH 8 
             1 M Tris-HCl pH 8                                5        มลิลลิติร 
           0.5 M EDTA                                        4        มลิลลิติร 
           น ้ากลัน่                                               91       มลิลลิติร 
 
4. Solution III  
             CH3COOH                                          11.5     มลิลลิติร  
           CH3COOK                                          29.4     กรมั 
           เตมิน ้ากลัน่ใหไ้ดป้รมิาตร                         100      มลิลลิติร  
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5. 1 M MgCl2 

                   MgCl2                                                 9.52       กรมั 

           เตมิน ้ากลัน่ใหไ้ดป้รมิาตร                          100       มลิลลิติร                
 น า stock solution และ บฟัเฟอรไ์ปฆา่เชือ้ดว้ยการ autoclave ที ่121 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 15 นาท ี
 
6. 250 mM KCI 
         KCI                                                  1.86        กรมั 
        เตมิน ้ากลัน่ใหไ้ดป้รมิาตร                          100       มลิลลิติร 
 น าไปฆา่เชือ้ดว้ยการ autoclave ที ่121 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ี
 
7. 50% glucose 
        Glucose                                                20          กรมั 
        เตมิน ้ากลัน่ใหไ้ดป้รมิาตร                          100        มลิลลิติร 
 น าไปฆา่เชือ้ดว้ยการ autoclave ที ่121 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ี
 
8. 10 % sodium dodecyl sulfate (SDS)  
            sodium dodecyl sulfate                            10      กรมั 
          เตมิน ้ากลัน่ใหไ้ดป้รมิาตร                          100      มลิลลิติร 
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ภาคผนวก ค 
วิธีการท ากราฟโปรตีนมาตรฐาน 

และล าดบัของเช้ือสายพนัธุ ์APL1-8 
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การวิเคราะหป์ริมาณโปรตีนด้วยวิธีของ Bradford         
 วธิกีารนี้เป็นการวดัปรมิาณโปรตนี โดยใช ้ Coomassie brilliant blue G-250 ซึง่โมเลกุล
ของสนีัน้มปีระจุลบที่สามารถจบักบัประจุบวกบนโมเลกุลของโปรตนีได้  (Bradford. 1976: 248-
254)  ภายในสชีนิดนี้ประกอบดว้ยองคป์ระกอบ  2  รปูแบบ คอืรปูแบบสแีดง (red form) มคี่าการ
ดูดกลนืแสงสูงสุดที่ 465 นาโนเมตร และรปูแบบสนี ้าเงนิ (blue form) มคี่าการดูดกลนืแสงสูงสุดที ่ 
595 นาโนเมตร เมื่ออยู่ในรปูของสารละลาย รปูแบบสแีดงจะมมีากกว่าสนี ้าเงนิ ท าใหส้ารละลายมี
ลกัษณะเป็นสมี่วง เมื่อประจุลบของโมเลกุลสเีขา้จบักบัประจุบวกบนโมเลกุลโปรตนีจะท าใหร้ปูแบบ
สแีดงเปลีย่นเป็นรปูแบบสนี ้าเงนิ จงึท าให้สามารถใช้วธิกีารนี้ในการวดัปรมิาณโปรตนีทัง้หมดใน
สารละลายได ้นอกจากนัน้วธิกีารนี้ยงัไม่ถูกรบกวนปฏกิริยิาโดยสารชนิดอื่น โดยปฏกิริยิาจะเกดิขึน้
อยา่งสมบรูณ์ ภายใน 2 นาท ี สทีีเ่กดิขึน้จะคงทีอ่ยูน่าน 1 ชัว่โมง  
 
การสร้างกราฟมาตรฐานโปรตีน 
 ผสมสารละลายโปรตนีมาตรฐานกบัน ้าใหไ้ด้ความเขม้ขน้เท่ากบั 0,1.25, 2.5, 5, 10, 15, 
20 และ 25 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติรตามล าดบั ดงัตาราง ลงในหลอดทดลองความเขม้ขน้ละ 3 หลอด 
ส่วนหลอดที ่ความเขม้ขน้ 0 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติรเป็น blank ท าเพยีงหลอดเดยีว รวมเป็น 22 
หลอด จากนัน้ปิเปตสารละลายโปรตนีมาตรฐานปรมิาตร 750 ไมโครลติร เติมสารละลายสยี้อม
ปรมิาตร 750 ไมโครลติร ลงในหลอดทดลองแต่ละหลอด ผสมใหเ้ขา้กนั ตัง้ทิง้ไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้งนาน  
5 นาท ี จากนัน้น าไปวดัค่าการดูดกลนืแสงดว้ยเครื่องสเปกโทรโฟโทมเิตอร ์ ทีค่วามยาวคลื่น 595 
นาโนเมตร น าค่าการดูดกลนืแสงที ่ได้ ไปสรา้งกราฟมาตรฐานระหว่างความเขม้ขน้ของสารละลาย
โปรตนีกบัค่าการดูดกลนืแสง โดยใหแ้กน x เป็นปรมิาณความเขม้ข้นของ BSA (ไมโครกรมั)  ส่วน
แกน y เป็นค่าการดดูกลนืแสงทีว่ดัไดท้ีค่วามยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 
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ตาราง 11 ปรมิาณสารทีใ่ชใ้นการท ากราฟมาตรฐานความเขม้ขน้ของโปรตนี 
 

Stock BSA 
(µg/ml) 

ความเขม้ขน้
สุดทา้ย 

BSA (µl) น ้า (µl) 

200 
50 
50 
10 
10 
5 
5 

Blank 

25 
20 
15 
10 
5 

2.5 
1.25 

0 

250 
800 
600 
- 

1000 
1000 
500 
- 

1750 
1200 
140 
- 

1000 
1000 
1500 
2000 
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ล าดบัเบสของเช้ือสายพนัธุ ์APL1-8 
 
Streptomyces  sp. APL1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
GenBank: JN387596.1 
>GAACGATGAACCTCCTTCGGGAGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGG
CAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACGAGC
CTCCAAGGCATCTTGGAGGTTGGAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTA
TCAGCTTGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAG
GGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
GGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACG
GCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAGAGTGACGGTACCTGCAG
AAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTT
GTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGC
CCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGA
GATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGC
GAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACA
TTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCC
GCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGC
TTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAAGCATTAG
AGATAGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTG
TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCA
GGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGT
GGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGG
CCGGTACAAAGAGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAG
TTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATC
AGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAA
AGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAGCTGTCGAAGT 
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Streptomyces  sp. APL2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
GenBank: JN387597.1 
>ATGAACCTCCTTCGGGAGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATC
TGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACGAGCCTCCA
AGGCATCTTGGAGGTTGGAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGC
TTGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCG
ACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG
AATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCT
TCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAA
GCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCG
GAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGG
GGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCG
GAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGG
CGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCAC
GTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG
CTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATT
CGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAAGCATTAGAGATAG
TGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCC
TTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGA
CGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGT
ACAAAGAGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGG
ATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAT
TGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTC
GGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCC 
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Streptomyces  sp. APL3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
GenBank: JN387598.1 
>TGCAGTCGAACGATGAACCTCCTTCGGGAGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAAC
ACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCCG
GATACGAGCCTCCAAGGCATCTTGGAGGTTGGAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCC
CGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCG
GCCTGAGAGGGCGACCGGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTG
AGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGGAAGAAGCGAGAGTGAC
GGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG
GCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTC
GGTTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAG
TTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGG
AACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCG
TGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAG
GTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTTAAGTGCCCCGCCTG
GGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
CGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACAC
CGGAAAAGCATTAGAGATAGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTC
CCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCA
ACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCA
CACGTGCTACAATGGCCGGTACAAAGAGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCTCA
AAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCG
CTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG
CCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGA
GGGAG 
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Streptomyces sp. APL4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
GenBank: JN387599.1 
>CTTACCATGCAGTCGACGATGAACCTCCTTCGGGAGGGGATTAGTGGCGAACGGGTG
AGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAA
TACCGGATACGACTCAGGACCGCATGGTCTCTGGGTGGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGA
TGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGACGGG
TAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGC
CGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGGAAGAAGCGAG
AGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGT
CGCGTCGGTTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGG
CTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCA
GGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCG
AAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGG
CACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAAGTGCCC
CGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA
AGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGCAGAACCTTACCAAGGCTTGAC
ATACACCGGCAAACATCCAGAGATGGGTGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGC
ATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC
CCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCG
GGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTTATGTCTTG
GGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCG
AATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCG
GAGTCGCTAGTAAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTA
CACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCT
TGTGGGAGGGAGCTGTCGAAGTG 
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Saccharothrix sp. APL5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
GenBank: JN387600.1 
>AAGTCGAGCGGTAAGGCCCTTCGGGGTACACGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGT
GGGTAACCTGCCCTGTACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACTAGGTCTAATACCGGATATG
ACCTTCTCAGGCATCTTCGATGGTGGAAAGTTCCGGCGGTACGGGATGGACCCGCGGC
CTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGA
GAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATG
ACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGTGAGTGACGGTACCTG
CAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGC
GTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTTGCGTCGGCCGTGAA
AACTTCACGCTTAACGTGGAGCCTGCGGTCGATACGGGCAGACTTGAGTTCGGCAGGG
GAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCATGAGGAACACCGGTG
GCGAAGGCGGGTCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCCACGCCGTAAACGGTGGGTGCTAGGTGTGGGGG
ACTTCCACGTTCTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACCCCGCCTGGGGAGTACGG
CCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCCGGCGGAGCATGT
GGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTGACATGCACCGGAAACCTG
CAGAGATGTAGGCCTCTTCGGACTGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCCATGTTGCCAG
CGCGTTATGGCGGGGACTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGG
ATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCG
GTACAGAGGGCTGCTAAGCCGTGAGGTGGAGCGAATCCCACAAAGCCGGTCTCAGTTC
GGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCCGCAGATCA
GCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAA
AGTCGGTAACACCCGAAGCCCGTGGCCCAACCAGCTTGCTGGGGGAGCGGTCGAAG 
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Saccharothrix sp. APL6 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
GenBank: JN387601.1 
>CCCTTCGGGGTACACGAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTGT
ACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACTAGGTCTAATACCGGATATGACCATTTCAGGCATCC
TCGATGGTGGAAAGTTCCGGCGGTACGGGATGGACCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGT
GGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCA
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCA
CAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGT
AAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGTGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGC
TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTG
GGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTTGCGTCGGCCGTGAAAACTTCACGCTTAACGT
GGAGCCTGCGGTCGATACGGGCAGACTTGAGTTCGGCAGGGGAGACTGGAATTCCCTG
GTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCT
GGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGTGCTAGGTGTGGGGGACTTCCACGTTCTCCGTG
CCGCAGCTAACGCATTAAGCACCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCA
AAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACG
CGAAGAACCTTACCTGGGCTTGACATGCACCGGAAACCTGCAGAGATGTAGGCCTCTTC
GGACTGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCCATGTTGCCAGCGCGTTATGGCGGGGACT
CATGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATG
CCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGCTGCTAAGCC
GTGAGGTGGAGCGAATCCCACAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCG
ACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTT
CCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCCG
TGGCCCAACCAGCTTGCT 
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Streptomyces sp. APL7 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
GenBank: JN387602.1 
>GGCTAAATGGCAAGTCGAACGATGAACCTCCTTCGGGAGGGGATTCGTGGCGAACGG
GTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCTTACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAA
TACCCGGATACGAGCCTCCAAGGCATCTTCGGAGGTTGGAAAGCTCCGGCGGTGAAGG
ATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGACGG
GTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACG
CCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGGAAGAAGCGA
GAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTG
TCACGTCGGTTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAG
GCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATAT
CAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAG
CGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTG
GGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAAGTGC
CCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGC
ACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTT
GACATACACCGGGAAAGCATTAGAGATAGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGT
GCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC
AACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCG
CCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTTATGTC
TTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAAAGAGCTGCGATACCGTGAGGTGGA
GCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAG
TCGGAGTCGCTAGTAAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTT
GTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACCACCCGAAAGCCGGTGGCCCCA
CCCCTTTGTGGGAGGGAGCTTCGAAGGT 
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Streptomyces sp. APL8 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
GenBank: JN387603.1 
>CTTACCATGCAGTCGAACGATGAACCTCCTTCGGGAGGGGATTAGTGGCGAACGGGT
GAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTA
ATACCCGGATACGAGCCTCCAAGGCATCTTGGAGGTTGGAAAGCTCCGGCGGTGAAGG
ATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGACGG
GTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACG
CCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGGAAGAAGCGA
GAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTG
TCACGTCGGTTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAG
GCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATAT
CAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAG
CGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTG
GGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCAATTAAGTGC
CCCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG
CACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTTATTTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCT
TGACATACACCGGGAAAGCATTAGAGATAGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGG
TGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATTGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC
AACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCG
CCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCT
TGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAAAGAGCTGCGATACCGTGAGGTGGAG
CGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGT
CGGAGTCGCTAGTAAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG
TACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCC
CTTGTGGGAGGGAGCTTCGAAGGTG 
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