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บทคัดย่อ 
แอคติโนมยัสที Saccharothrix sp. APL5 แยกได้จากดินกองขยะในประเทศไทยและสามารถยอ่ยสลาย พอลบิิวทิลนี

ซัคซิเนต (PBS) มีความเหมือนกับ Saccharothrix texasensis (ความคล้ายคลึง 98 เปอร์เซ็นต์) ด้วยการวิเคราะห์ยีน 16S 
rDNA สภาวะที่เหมาะสมส าหรับการผลติเอนไซม์ PBS depolymerase ในอาหารเลีย้งเชือ้ประกอบด้วยความเข้มข้นของ PBS 
ปริมาตร 1.5 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตรส าหรับเป็นแหล่งคาร์บอน, yeast extract ปริมาตร 0.12 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อ
ปริมาตร ส าหรับเป็นแหลง่ไนโตรเจน pH 7 และบม่ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 96 ชัว่โมง เมื่อวดัคา่การท างานของ

เอนไซม์จ าเพาะสงูสดุเทา่กบั 35.6  2.31 ยนูิตตอ่มิลลกิรัม สายพนัธุ์ APL5 สามารถยอ่ยสลายแผน่ฟิล์ม PBS ในอาหารเลีย้ง
เชือ้ basal medium เป็นเวลา 56 วนัท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส พบวา่มีการเปลีย่นแปลงลกัษณะผิวหน้า เช่น เกิดการกร่อน 
และพืน้ผิวขรุขระด้วยรูพรุนเมื่อศกึษาด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบสอ่งกราด การศกึษา IR spectra ของแผน่ฟิล์ม PBS 
ที่ถูก treated ด้วย APL5 แสดงแถบ broad absorption บริเวณ 3400-3000 cm-1 (OH stretch) และบริเวณ peak ที่ 1740 
cm-1(C=O stretch) พบว่า peak มีขนาดลดลง ล าดบันิวคลีโอไทด์บางสว่นของยีนที่ย่อยสลายพลาสติกชีวภาพจากสายพนัธุ์ 
APL5 น ามาศกึษาล าดบักรดอะมิโนของ Lpa5 พบวา่มีความเหมือนกบั pentapeptide catalytic triad (Gly-His-Ser-Met-Gly) 
ที่เป็นสว่นหนึง่ใน esterase-lipase superfamily (serine hydrolase) 
 

ค าส าคัญ  : พอลบิิวทิลนีซคัซเินต, พีบีเอส ดีพอลเิมอเรส, พลาสติกชีวภาพ, Saccharothrix sp. 
 
 
 
*Corresponding author. E-mail : peechapack@g.swu.ac.th  



บทความวิจยั 

วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ปีที่  24  (ฉบบัที่ 3)  กนัยายน – ธันวาคม  พ.ศ. 2562 1161  
 

Abstract 
 An actinomycete, Saccharothrix sp. APL5 was isolated from rubbish soil in Thailand and had the ability to 
degrade polybutylene succinate (PBS) that identified as Saccharothrix texasensis (98% similarity) by 16S rDNA 
gene analysis. The optimum conditions found for PBS depolymerase production in medium were 1.5% (w/v) PBS 
as carbon source, 0.12% (w/v) yeast extract as nitrogen source, pH 7 and incubated at 37C for 96 hours. The 

highest of specific activity against PBS was determined as 35.62.31 U/mg. Strain APL5 could degrade PBS films 
in basal medium for 56 days at 37C showed many changes in surface morphology such as erosion and extensive 
roughening of the surface with pit formation using scanning electron microscopy. The IR spectra of PBS film treated 
with APL5 showed a broad absorption band in the region of 3400-3000 cm-1(OH stretch) and the less intense peak 
at of 1740 cm-1(C=O stretch). Partial nucleotides of bioplastic depolymerase gene from strain APL5 was studied. 
The amino acid of Lpa5 had a highly conserved pentapeptide catalytic triad (Gly-His-Ser-Met-Gly), which has been 
shown to be part of the esterase-lipase superfamily (serine hydrolase).  
 

Keywords : polybutylene succinate, PBS depolymerase, bioplastics, Saccharothrix sp. 

 
บทน า 

ความเจริญก้าวหน้าทางเทคโนโลยีและการเพิ่มขึน้ของจ านวนประชากรโลกในปัจจบุนัสง่ผลให้เกิดความต้องการใน
การใช้พลาสติกในปริมาณสงูจึงก่อให้เกิดการสะสมขยะพลาสติกทีใ่ช้แล้วและที่เหลอืใช้อยูเ่ป็นจ านวนมาก จึงเป็นปัญหาวิกฤต
ที่ส าคญัในการก าจดัพลาสติกที่สง่ผลกระทบทางสิ่งแวดล้อมและเศรษฐกิจของประเทศ ในช่วงระยะเวลากว่า 50 ปีที่ผ่านมา 
การผลิตและความต้องการอปุโภคพลาสติกทัว่โลกยงัคงสงูขึน้ ในปี ค.ศ. 2013 มีรายงานการผลิตพลาสติกทัว่โลกประมาณ 
299 ล้านตนั ซึ่งเพิ่มขึน้จากปี ค.ศ. 2012 ถึงร้อยละ 4 ในปี ค.ศ. 2016 การผลิตพลาสติกทัว่โลกประมาณ 322 ล้านตนั และมี
แนวโน้มว่าจะเพิ่มสงูขึน้เป็น 2 เท่าในอีก 20 ปีข้างหน้า ส าหรับประเทศไทยจากข้อมูลปริมาณขยะพลาสติกคิดเป็นร้อยละ 20 
ของปริมาณขยะทัง้หมดหรือมีประมาณ 2 ล้านตนัต่อปีซึ่งมีการน าขยะพลาสติกกลบัมาใช้ประโยชน์เฉลี่ยประมาณปีละ 0.5 
ล้านตนัซึ่งถือว่าน้อยมาก สว่น 1.5 ล้านตนัถกูน าไปก าจดัโดยการเผาและฝังกลบซึ่งสง่ผลให้เกิดสารตกค้างอยู่ในสิ่งแวดล้อม 
(Department of Environmental Quality Promotion, 2018) เนื่องจากขยะพลาสติกต้องใช้เวลา 450 ปีในการยอ่ยสลายท าให้
มีผลกระทบสู่สิ่งแวดล้อมในระยะยาว และเมื่อน ามาเผาจะท าให้เกิดมลพิษและเกิดสภาวะเรือนกระจกเพิ่มมากขึน้
(Simachaya, 2018) ข้อสงัเกตเก่ียวกบัปัญหาขยะพลาสติกในประเทศไทยนัน้เกิดจากขาดการปลกูจิตส านึกที่ดีในการลดละ
เลกิใช้ถงุพลาสติก ขาดความรู้และความเข้าใจที่ดีในการคดัแยกขยะอยา่งจริงจงั ขาดการจดัการขยะอยา่งมีประสิทธิภาพขาด
งบประมาณในการสร้างนวตักรรมเพื่อการก าจดัหรือการตัง้โรงงานส าหรับเปลีย่นขยะพลาสติกไปเป็นพลงังานไฟฟ้า  

พลาสติกชีวภาพ (bioplastic) ผลิตขึน้จากวสัดทุางธรรมชาติ (ได้แก่ พืช) มีคณุสมบตัิยอ่ยสลายได้ในธรรมชาติ และ
ย่อยสลายได้อย่างสมบรูณ์ในสภาวะการหมกัปุ๋ ย (compost) จุลินทรีย์ (แบคทีเรียและรา) สามารถผลิตเอนไซม์ออกมาย่อย
สลายพลาสติกชีวภาพเพื่อเปลีย่นไปเป็นน า้ ก๊าซมีเทน ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ และมวลชีวภาพ โดยไมท่ิง้สารพิษตกค้างที่เป็น
อนัตรายต่อสิ่งแวดล้อมและไม่มีสารตกค้างที่เป็นพิษต่อผู้บริโภค ปัจจุบนัพลาสติกที่ย่อยสลายได้ทางชีวภาพมีอยู่หลายชนิด      
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แต่ชนิดที่ได้รับความสนใจและก าลงัพฒันาสูร่ะดบัอตุสาหกรรม คือ พอลิแลคติคแอซิด (polylactic acid, PLA) และพอลิบิว         
ทิลีนซคัซิเนต (polybutylene succinate, PBS) โดย PBS มีลกัษณะเป็นสายตรงอะลิฟาติกพอลิเอสเทอร์ที่ย่อยสลายได้และ              
มีสมบัติทางกลและทางกายภาพคล้ายพอลิเอทิลีนเทเรฟทาเลต (polyethylene terephthalate, PET) เข้ากับเนือ้เยื่อได้ดี 
(biocompatibility) มีจุดหลอมเหลวประมาณ 112-200 องศาเซลเซียส PBS เกิดจากกระบวนการเช่ือมต่อเป็นสายพอลิเมอร์ 
(polymerization) ของ succinic acid, butanediol, aliphatic dicarboxylic acid และalkyldiols (Fujimaki, 1998; Sriyapai 
et al., 2014) โดยทัว่ไป PBS ผลิตขึน้ด้วยการผสมกับสารประกอบต่างๆ เช่น ถ้าผสมกับแป้งจะได้เทอร์โมพลาสติกสตาร์ช 
( thermoplastic starch, TPS) และ ถ้า  PBS ผสมกับ  adipate copolymers จะไ ด้พอลิบิ วทิลีนซัคซิ เ นต โคอะดิ เพท 
(polybutylene succinate-co-adipate, PBSA) PBS สามารถน ามาประยุกต์ใช้ในการผลิตฟิล์มคลุมพืน้ดินรอบต้นไม้ ฟิล์ม
บรรจุอาหาร กระเป๋า รวมถึงชิน้ส่วนเพื่อการตกแต่งภายในรถยนต์ ดงันัน้จึงมีความส าคญัในการศึกษาความสามารถของ
จลุนิทรีย์ในการยอ่ยสลาย PBS จลุนิทรีย์ที่ยอ่ยสลายพลาสติกชีวภาพ PLA, PBS และ PCL (polycaprolactone) สว่นใหญ่อยู่
กลุ่มแอคติโนมยัสีท เช่น Amycolatopsis sp., Saccharothrix sp., Actinomadura sp. และ Streptomyces sp. กลุ่มรา เช่น 
Paecilomyces sp., Fusarium sp., Aspergillus sp. และ  กลุ่มยี ส ต์  เ ช่ น  Pseudozyma sp. (Penkhrue et al., 2015) 
โดยเฉพาะกลุ่มแอคติโนมัยสีทที่ย่อยสลาย PBS นัน้พบว่ายังมีรายงานค่อนข้างน้อย เช่น Amycolatopsis sp. HT-6 
(Pranamuda et al., 1995), Actinomadura sp. TF1 (Sriyapai et al., 2014), Microbispora rosea, Excellospora japonica 
และExcellospora viridilutea (Ghosh et al., 2013) ดังนัน้งานวิจัยนีเ้ป็นงานวิจัยที่ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมใน  การย่อย
สลาย PBS ทัง้แบบเม็ดพลาสติกและแผ่นฟิล์ม นอกจากนีย้งัศึกษาล าดบักรดอะมิโนที่เก่ียวข้องกบัการย่อยสลาย PBS จาก 
Saccharothrix sp. APL5 
 
วิธีด าเนินการวิจัย  
1. จุลินทรีย์ทีใ่ช้ในการวิจยั และการทดสอบการย่อยสลาย PBS 
 Saccharothrix sp. APL5 แยกได้จากดินกองขยะในจงัหวดักรุงเทพมหานคร และวิเคราะห์ล าดบัเบสของยีน 16S 
rDNA (accession no. JN387600 ขนาดยีน 1,391 คู่เบส) (Sukrakanchana et al., 2011) ทดสอบการย่อยสลายพลาสติก
ชีวภาพ PBS ด้วยวิธีวัดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณโซนใสที่ เ กิดขึน้บนอาหารแข็ง  PBS (Nishida & Tokiwa, 1993) ซึ่ง
ประกอบด้วย 1 กรัม PBS ละลายใน dichloromethane ปริมาตร 20 มิลลิลิตร น ามาผสมกับ  basal medium 1 ลิตร 

(ประกอบด้วย yeast extract 0.2 กรัม, (NH4)2SO4 1 กรัม, NaCl 0.1 กรัม, MgSO47H2O 0.2 กรัม, CaCl22H2O 0.02 กรัม, 

FeSO47H2O 0.01 กรัม, Na2MoO42H2O 0.005 กรัม, Na2WO42H2O 0.005 กรัม, MnSO4 0.005 กรัม , K2HPO4 1.6 กรัม 
และKH2PO4 0.2 กรัม) โดยอาศยัเคร่ืองอลัตราโซนิคเคเตอร์ อาหารที่เตรียมถกูน าไประเหย dichloromethane จากนัน้เติมวุ้น     
20 กรัม และน าไปท าให้ปราศจากเชือ้ด้วยวิธี autoclave ที่อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
2. การศึกษาสณัฐานวิทยา องค์ประกอบทางเคมีของเซลล์ และคณุสมบติัทางชีวเคมีของ APL5  
 การศึกษาทางสณัฐานวิทยา โดยวิธีของ Shirling และ Gottlieb (1966) เพื่อศึกษาลกัษณะการเจริญบนอาหาร 
International Streptomyces Project (ISP) ได้แก่ yeast–malt extract agar (ISP2), oatmeal agar (ISP3), inorganic salt-
starch agar (ISP4) และ glycerol-asparagine agar (ISP5) โดยเลีย้งเชือ้บนอาหารแข็ง ISP2, ISP3, ISP4, ISP5 น าไปบม่ที่
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อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7-21 วนั สงัเกตและบนัทึกลกัษณะการเจริญ สีของโคโลนี ลกัษณะสีสปอร์ของเส้นใย 
(substrate mycelium และ aerial mycelium) และการสร้างส ี
 การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของเซลล์ โดยวิธีการของ Staneck และ Roberts (1974) เพื่อศึกษาการ
วิเคราะห์ไอโซเมอร์ของ diaminopimelic acid (DAP) ในผนงัเซลล์ เร่ิมจากน าเซลล์แห้งประมาณ 10 มิลลิกรัมใส่ในหลอด
ทดลอง น ามาย่อยเซลล์ด้วย 6 นอร์มอล HCl ปริมาตร 50 มิลลิลิตรในหลอดฝาปิดสนิทที่อณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที จากนัน้ดูดสารละลายที่ได้ไปศึกษาด้วย Thin Layer Chromatography (TLC) โดยใช้แผ่น TLC อลมูิเนียมที่
เคลือบด้วยเซลลโูลสขนาด 10 x 20 เซนติเมตร น าสารละลายที่ได้หยดลงบนแผ่น TLC ซึ่งเทียบกบัสารมาตรฐานของ 0.01   
โมลาร์ LL-DAP และmeso-DAP ทิง้ให้แห้ง จากนัน้จุ่มลงในสารละลายผสม (mobile phase) ที่ประกอบด้วยอตัราสว่นโดย
ปริมาตรต่อปริมาตรของ methanol: deionized water: HCl: pyridine (80:17.5:2.5:10) เมื่อสารละลายเคลื่อนที่จนสดุแผ่น 
น าแผน่ TLC ท าให้แห้ง และน าไปฉีดพน่ด้วยสารละลาย 0.2 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรตอ่ปริมาตรของ ninhydrin และ acetone 
น าไปอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที บันทึกผลและเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน DAP ส าหรับการ
วิเคราะห์น า้ตาลในเซลล์ เร่ิมจากชัง่เซลล์แห้งปริมาณ 50 มิลลกิรัมในหลอดทดลอง ยอ่ยเซลล์ด้วย 1 นอร์มอล H2SO4 ปริมาตร 
1 มิลลลิติร บม่ที่อณุหภมูิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ตัง้ไว้ให้เย็น จากนัน้ปรับ pH ด้วยสารละลายอิ่มตวั Ba(OH)2 

จนได้ pH ประมาณ 5.2-5.5 จากนัน้ป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 3000 รอบต่อนาทีที่อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
สว่นใสที่ได้จะถกูทิง้ให้ระเหยจนแห้ง ละลายตะกอนด้วยน า้กลัน่ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ดดูสารละลายที่ได้ไปท า TLC โดยใช้
แผ่นอลมูิเนียมเคลือบด้วยเซลลโูลสขนาด 10 x 20 เซนติเมตร สารละลายที่ได้จะเปรียบเทียบกบัน า้ตาลมาตรฐาน  6 ชนิดที่
ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลตอ่ปริมาตรของ xylose, arabinose, galactose, mannose, rhamnose และglucose แผน่ 
TLC จะถูกจุ่มลงในสารละลายผสมที่ประกอบด้วยอัตราส่วน โดยปริมาตรต่อปริมาตรของ n-butanol:distilled 
water:pyridine:toluene (10:6:6:1) เมื่อสารละลายเคลือ่นท่ีจนสดุแผน่และตัง้ทิง้ไว้จนแห้ง จากนัน้ฉีดพน่ด้วยสารละลายผสม
ของ aniline phthalate ที่ประกอบด้วย phthalic acid 3.25 กรัม และ aniline 2 มิลลลิติรในบิวทานอลที่อิ่มตวัด้วยน า้ปริมาตร 
100 มิลลิลิตร จากนัน้น าไปอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-10 นาที บนัทึกแถบสีของน า้ตาลแต่ละชนิดของ
ตวัอยา่งและเปรียบเทียบกบัน า้ตาลมาตรฐาน 
 การศึกษาคณุสมบตัิทางชีวเคมี โดยศึกษาการใช้แหลง่คาร์บอนที่มีความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลตอ่ปริมาตร 
(glucose, raffinose, inositol, xylose, mannitol, arabinose, rhamnose, sucrose, fructose และ  sorbitol) อุณหภูมิที่               
เชือ้เจริญ (30, 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส) ความสามารถในการทนเค็ม (0, 2, 4, 6, 8 และ 10 เปอร์เซ็นต์ NaCl โดยมวล
ต่อปริมาตร) ความสามารถในการย่อยสลายซับสเตรทชนิดต่างๆ ที่มีความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร 
(carboxymethyl cellulose (CMC), xylan, starch และ skim milk) ด้วยวิธีวดัเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณโซนใสที่เกิดขึน้บน
อาหารแข็งที่มีการเติมซบัสเตรท และโครงสร้างของเชือ้ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด โดยเลีย้งเชือ้บน
อาหาร Rye medium ปริมาตร 1 ลิตร ประกอบด้วย ข้าวไรย์ 10 กรัม, yeast extract 1 กรัม, glucose 2 กรัม และ CaCo3               
2 กรัม น ามาบม่ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 วนั จากนัน้สง่ตวัอยา่งเชือ้ไปวิเคราะห์ที่กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 
กระทรวงสาธารณสขุ 
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3. การเตรียมเชื้อเร่ิมตน้และศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลิตเอนไซม์ PBS depolymerase ของ APL5 ในอาหารเหลว 
 การเตรียมเชือ้เร่ิมต้น โดยเขี่ยสปอร์ของ APL5 มา 1 ลปู ที่เลีย้งบนอาหารแข็ง ISP2 มาเลีย้งในอาหารเหลว LB 
low salt (ใน 1 ลิตร ประกอบด้วย peptone 10 กรัม, yeast extract 5 กรัม และ NaCl 5 กรัม) ปริมาตร 20 มิลลิลิตรในหลอด
เซนติฟิวก์พลาสติกแบบมีฝาปิดขนาด 50 มิลลิลิตร น าไปบ่มในเคร่ืองเขย่าที่ควบคุมอุณหภูมิที่  37 องศาเซลเซียส เขย่าที่
ความเร็วรอบ 180 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง จากนัน้น าเชือ้ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ถ่ายลงในอาหาร LB low salt 
ปริมาตร 100 มิลลลิติรในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลลิติร น าไปบม่ที่อณุหภมูิที่ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ที่ความเร็วรอบ 180 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมงเพื่อเตรียมเป็นเชือ้เร่ิมต้น ในแต่ละการทดลองใช้เชือ้เร่ิมต้น 5 เปอร์เซ็นต์ของอาหารเลีย้งเชือ้ที่
เตรียมในฟลาสก์ การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ PBS depolymerase ได้แก่ ชนิดและความเข้มข้นของ
แหล่งคาร์บอน ชนิดแหล่งไนโตรเจน และระยะเวลาการเลีย้งเชือ้  ชนิดและความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน เร่ิมจากดดูเชือ้
เร่ิมต้นปริมาตร 5 มิลลิลิตร เลีย้งในอาหาร basal medium ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยแต่
ละฟลาสก์จะประกอบด้วยแหลง่คาร์บอนแตกตา่งกนัได้แก่ lactose, sucrose, fructose, glucose, PCL, PBS และ PBSA ที่
มีความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร ปรับค่า pH เป็น 7 และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าที่
ความเร็วรอบ 180 รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 ชัว่โมง จากนัน้น าอาหารเลีย้งเชือ้ไปป่ันเหวี่ยงที่อุณหภมูิ 10 องศาเซลเซียส ที่
ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที เก็บส่วนใส (supernatant) มาวัดการท างานของเอนไซม์ PBS 
depolymerase (ท าการทดลอง 3 ซ า้) เพื่อเลือกชนิดของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสม จากนัน้น ามาทดสอบความเข้มข้นของ
แหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมตัง้แต่ 0.1, 0.5, 1, 1.5 และ 2 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร ปรับค่า pH เป็น 7 และน าไปบ่มที่
อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ที่ความเร็วรอบ 180 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 96 ชัว่โมง เก็บสว่นใสเ่พื่อน ามาวดัการท างานของ
เอนไซม์ตอ่ไป (ท าการทดลอง 3 ซ า้) 
  ชนิดแหลง่ไนโตรเจน เร่ิมจากดดูเชือ้เร่ิมต้นปริมาตร 5 มิลลลิติร เลีย้งในอาหาร basal medium ปริมาตร 100 
มิลลลิติร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลลิติร ในแตล่ะฟลาสก์จะประกอบด้วยชนิดและความเข้มข้นของแหลง่คาร์บอนที่เหมาะสม
แต่ประกอบด้วยแหลง่ไนโตรเจนที่แตกต่างกนั ได้แก่ yeast extract, ammonium sulfate, gelatin, casein และ ไม่เติมแหลง่
ไนโตรเจน และใช้ความเข้มข้นของสารแตล่ะชนิดเทา่กบั 0.12 เปอร์เซ็นต์โดยมวลตอ่ปริมาตร ปรับคา่ pH เป็น 7 และน าไปบม่
ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าที่ความเร็วรอบ 180 รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 ชัว่โมง เก็บสว่นใสเ่พื่อน ามาวดัการท างาน
ของเอนไซม์ตอ่ไป (ท าการทดลอง 3 ซ า้) ระยะเวลาการเลีย้งเชือ้ เร่ิมจากดูดเชือ้เร่ิมต้นปริมาตร 5 มิลลิลิตร เลีย้งในอาหาร 
basal medium ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยแต่ละฟลาสก์จะประกอบด้วยชนิดและความ
เข้มข้นของแหล่งคาร์บอนและชนิดของแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสม ปรับค่า pH เป็น 7 และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เขย่าที่ความเร็วรอบ 180 รอบต่อนาที เป็นเวลา 168 ชัว่โมง เก็บตวัอยา่งทกุ 24 ชัว่โมง เก็บสว่นใสเ่พื่อน ามาวดัการ
ท างานของเอนไซม์ตอ่ไป (ท าการทดลอง 3 ซ า้) 
4. การวดัการท างานของเอนไซม์ PBS depolymerase 
 การวดัการท างานของเอนไซม์ PBS depolymerase โดยดจูากความขุ่น (turbidity) ที่ลดลงของสารละลาย PBS 
โดยวิธีของ Oda และคณะ (1997) การเตรียมสารละลายซบัสเตรท PBS ที่ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร 
โดยการชัง่ PBS 0.1 กรัม ละลายใน dichloromethane ปริมาตร 10 มิลลิลิตร น ามาผสมกบัสารละลายบฟัเฟอร์ Tris-HCl ที่
ความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่มี pH 7 โดยอาศยัเคร่ืองอลัตราโซนิคเคเตอร์ การเตรียมสารผสม
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ปฏิกิริยาของเอนไซม์ (reaction mixture) ประกอบด้วยสารละลายซบัสเตรท PBS ปริมาตร 2.5 มิลลลิติร และสว่นใสปริมาตร 
0.5 มิลลลิติร น าไปบม่ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที จากนัน้น ามาวดัคา่การดดูกลนืแสง (optimal density) 
ที่ความยาวคลื่น 650 นาโนเมตร (OD650) ก าหนดให้ 1 ยนูิตของเอนไซม์ที่ย่อยสลาย PBS เท่ากบัปริมาณเอนไซม์ที่ท าให้ค่า
การดดูกลนืแสงลดลง 0.1 หนว่ยที่ความยาวคลืน่ 650 นาโนเมตร ภายใต้สภาวะทดสอบ การวดัการท างานของเอนไซม์จะท า
การทดลอง 3 ซ า้ของทกุการทดลอง การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนโดยใช้วิธีการของ Bradford (1976) และเตรียมสารละลาย 
Bovine serum albumin (BSA) เป็นโปรตีนมาตรฐานเพื่อสร้างกราฟมาตรฐาน (standard curve) 
5. การศึกษาการย่อยสลายแผ่นฟิล์มพลาสติก PBS ในอาหารเหลว 
 ดดูเชือ้เร่ิมต้นปริมาตร 5 มิลลิลิตร เลีย้งในอาหาร basal medium ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 
มิลลิลิตร ที่ปรับ pH เป็น 7 ภายในฟลาสก์ไม่เติมแหลง่คาร์บอนลงในอาหารแต่ใสแ่ผ่นฟิล์ม PBS จ านวน 2 แผ่นลงในแต่ละ 
ฟลาสก์ (แผน่ฟิล์ม PBS 1 แผน่ หนกั 0.35 กรัม มีขนาด 2 เซนติเมตร x 2 เซนติเมตร) ที่มีความหนา 100 ไมโครเมตร น าไปบม่
ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ที่ความเร็วรอบ 180 รอบตอ่นาที โดยเก็บตวัอยา่งในวนัท่ี 0, 14, 28, 42 และ 56 ตามล าดบั 
ส าหรับฟลาสก์ควบคมุจะไมม่ีการเติมเชือ้เร่ิมต้นลงไปในอาหารเลีย้งเชือ้ การทดลองท าทัง้หมด 3 ซ า้ จากนัน้น าแผน่ฟิล์มออก
จากฟลาสก์โดยการเทอาหารเลีย้งเชือ้ผ่านกระชอนตาถ่ีและใช้ปากคีบค่อยๆ คีบเศษแผ่นฟิล์ม จากนัน้น าไปล้างด้วย 70 
เปอร์เซ็นต์เอทานอล และล้างด้วยน า้กลัน่ 2 ครัง้ เช็ดให้แห้งและทิง้ไว้ที่อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 24 ชัว่โมง น าแผ่นฟิล์มไปชั่ง
น า้หนักเพื่อหาน า้หนักที่หายไป ศึกษาลักษณะบนพืน้ผิวด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด และวิเคราะห์
โครงสร้างของแผ่นฟิล์มด้วยเคร่ืองฟูเรียร์ทรานฟอร์มอินฟราเรด  สเปกโตรมิเตอร์ (FTIR) เพื่อเปรียบเทียบและดูการ
เปลีย่นแปลงของหมูฟั่งชนัก์ของแผน่ฟิล์มที่มีการเติมเชือ้และไมม่ีการเติมเชือ้ลงไปในฟลาสก์  
6. การศึกษายีนบางส่วนทีเ่กี่ยวข้องกบัการย่อยสลาย PBS  

การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของ APL5 ใช้วิธีของ Kieser และคณะ (2000) โดยเลีย้งเชือ้ในอาหารเหลว LB low salt 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ในหลอดเซนติฟิวก์พลาสติกแบบมีฝาปิดขนาด 50 มิลลิลิตร เขย่าที่ความเร็วรอบ 180 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 4 วัน ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนัน้เก็บเซลล์โดยป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4    
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิง้ เติม TES buffer pH 8 (10 mM Tris-HCl pH 8, 25 mM EDTA) ลงไปละลาย
เซลล์ เติมเอนไซม์ lysozyme (ความเข้มข้น 0.1 กรัมต่อมิลลิลิตร) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง เติม 50 mM 
MgCl2 แล้วน าไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เทสว่นใสทิง้ เติม HTE buffer pH 8 (50 mM 
Tris-HCl pH 8 และ 20 mM EDTA pH 8) ลงไป จากนัน้ละลายเซลล์ให้เป็นเนือ้เดียวกัน และเติม 10 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อ
ปริมาตร sodium dodecyl sulfate (SDS) น าไปบ่มที่อุณหภูมิ  65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที  เติม solution III 
(CH3COOH 11.5 มิลลิลิตร และ CH3COOK 29.4 กรัม) บ่มที่อณุหภมูิ 0 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 นาที น าไปป่ันเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที น าสว่นใสด้านบนมาตกตะกอนดีเอ็นเอด้วย isopropanol บม่ที่อณุหภมูิ 0 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที น าไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที สงัเกตเห็นสว่นตะกอน
ตกอยู่ด้านล่าง เทส่วนใสทิง้ ตัง้ทิง้ไว้จนแห้ง ละลายดีเอ็นเอด้วยน า้ปราศจากเชือ้และน าไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
การศึกษายีนที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลาย PBS โดยใช้ degenerated primer ที่ออกแบบจากการเปรียบเทียบล าดับกรด       
อะมิโนของเอนไซม์ไลเปสจาก Streptomyces coelicolor (accession no. AF009336.1), Streptomyces albus (accession 
no. U03114.2), กรดอะมิโนของเอนไซม์ triacylglycerol acylhydrolase Streptomyces sp. (accession no. AAB51445), 
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กรดอะมิโนของเอนไซม์เอสเทอเรสจาก Thermobifida alba สายพันธุ์  AHK119 (accession no. AB445476.2) (Hu et al., 
2010) และกรดอะมิโนของเอนไซม์ PBS depolymerase จาก Acidovorax delafieldii สายพันธุ์  BS-3 (accession no. 
BAB86909.1) (Uchida et al., 2000) ส าห รับ  degenerated primer (Sriyapai et al., 2018) ที่ ใ ช้ ในการทดลอง  ไ ด้แก่                                             
LPAF1(5’-GGCTWCSGSGSSGGCACCRTSTACTAC-3’) และ LPAR1(5’-SSWGCCGCCGCCGCCCATSSWSYRGCC-3’) 
การท า PCR เร่ิมจากเตรียมจีโนมิกส์ดีเอ็นส าหรับเป็นดีเอ็นเอแม่แบบ ( template) ขัน้ตอนการท า PCR เร่ิมจากผสม PCR 
reaction mixture ประกอบด้วย จีโนมิกส์ดีเอ็นเอที่มีความเข้มข้นประมาณ 50 นาโนกรัม, 1X PCR buffer, 0.1 ไมโครโมลาร์ 
LPAF1และ LPAR1, 0.01 มิลลิโมลาร์ dNTP, 0.01 U Ex Taq DNA polymerase (Takara, Japan) สภาวะในการท า PCR เร่ิม
จากการท าให้สาย DNA แยกออกจากกันที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ในขัน้ตอนของการเพิ่มจ านวน DNA 
(amplification) ตัง้โปรแกรมให้ด าเนินการ 35 รอบ (cycles) ประกอบด้วย 3 ขัน้ตอน คือ denaturing อณุหภมูิ 98 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10วินาที annealing อณุหภมูิ 68 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และ extension อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 30 นาที เมื่อเคร่ืองด าเนินการครบ 35 รอบ เข้าสูข่ัน้ตอน extension อีกครัง้ที่อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
และท าให้เย็นลงที่ 4 องศาเซลเซียส PCR product มีขนาดประมาณ 300 คู่เบส จากนัน้น ามาท าให้บริสุทธ์ิโดยอาศัย 

NucleoSpinExtract II Kit (Clontech, Germany) เพื่อน าไปวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนของเอนไซม์ที่เก่ียวข้องกับการย่อย
สลาย PBS  
 
ผลการวิจัย  
1. สณัฐานวิทยา องค์ประกอบทางเคมีของเซลล์ และคณุสมบติัทางชีวเคมีของ APL5 
 การศกึษาสณัฐานวิทยาของ APL5 พบวา่เส้นใย substrate mycelium มีสนี า้ตาลออ่น ขอบโคโลนีมีลกัษณะยน่ และ
เส้นใย aerial mycelium มีสีขาวบนอาหารแข็ง  ISP2, ISP3, ISP4 และ ISP5 เมื่อบ่มไว้เป็นเวลา 21 วัน การวิ เคราะห์
องค์ประกอบทางเคมีของเซลล์พบว่าไอโซเมอร์ของ diaminopimelic acid ในผนงัเซลล์เป็นแบบ meso-isomer เมื่อวิเคราะห์
น า้ตาลภายในเซลล์พบว่าเป็นน า้ตาล galactose, mannose, glucose และ xylose การศึกษาคุณสมบตัิทางชีวเคมีพบว่า 
APL5 สามารถใช้น า้ตาล arabinose, fructose, glucose, inositol, xylose, manitol, rhamnose, sucrose และ sorbitol  ช่วง
อณุหภมูิที่เชือ้เจริญได้ตัง้แต่ 30-40 องศาเซลเซียสแต่สภาวะที่เจริญได้ดีที่สดุ คือ 40 องศาเซลเซียส และเจริญได้ที่ช่วงความ
เค็มของ NaCl ทีม่ีความเข้มข้น 0, 2 และ 4 เปอร์เซ็นต์โดยมวลตอ่ปริมาตร เมื่อศกึษาความสามารถในการยอ่ยสลายซบัสเตรท 
CMC, xylan, starch และskim milk พบว่าวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางได้ 2.25, 2.4, 2.6 และ 3.2 เซนติเมตร ตามล าดับ 
การศึกษาสณัฐานวิทยา องค์ประกอบทางเคมีของเซลล์ และคุณสมบตัิทางชีวเคมีของ APL5 แสดงไว้ในตารางที่ 1 APL5 
สามารถย่อยสลายอาหารแข็งที่ประกอบด้วย PBS (ภาพที่ 1a) และศึกษาเส้นใยภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง
กราด (ภาพท่ี 1b)  
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ภาพที่ 1  Saccharothrix sp. APL5 (a) การเกิดวงใสบนอาหารแข็ง basal medium ที่ประกอบด้วย 0.1 เปอร์เซ็นต์ 
               โดยมวลตอ่ปริมาตรของ PBS (b) ลกัษณะเส้นใยภายใต้กล้องจลุทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบสอ่งกราด 
 
  ตารางที่ 1 ล ักษณะทางสณัฐานวิทยาและลกัษณะทางชีวเคมีของ Saccharothrix sp. APL5 

Characteristics Results Characteristics Results 
Morphological characteristics Carbon source utilization (% w/v)* 
 Gram staining  positive  Glucose + 
 Aerial hyphae colour  white  Raffinose - 
 Isomer of diaminopimelic acid  meso  Inositol + 
 Whole-cell sugars  galactose, mannose, glucose, 

xylose 
 Mannitol + 

 Growth temperature(C)  30-40  Xylose + 
 Growth in NaCl (%)  0-4  Arabinose ++ 
Decomposition CMC, xylan, starch, skim milk  Rhamnose + 
   Sucrose + 
   Fructose ++ 
   Sorbitol + 

  หมายเหต ุ
    *บนัทกึการเจริญของเชือ้บนอาหารแข็ง ISP2 ที่มีแหลง่คาร์บอนตา่งๆ เปรียบเทียบกบัการเจริญบนน า้ตาลกลโูคส  
    โดยมีระดบัการเจริญดงันี ้     (+++) เจริญดีที่สดุ; (++) เจริญปานกลาง; (+) เจริญน้อย และ(-) ไมเ่จริญ 
 
 
 
 
 

(a) (b) 
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2. สภาวะทีเ่หมาะสมในการผลิตเอนไซม์ PBS depolymerase ของ APL5 ในอาหารเหลว 
 การศึกษาชนิดและความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนในการผลิตเอนไซม์ PBS depolymerase ได้ดีที่สุด คือ PBS  
โดยวดัการท างานของเอนไซม์ได้ 23.6  1.94 ยนูิตตอ่มิลลกิรัม รองลงมาได้แก่ PCL, PBSA, glucose, sucrose, lactose และ 
fructose วดัการท างานของเอนไซม์ได้เท่ากบั 18.1  1.42, 17  1.21, 12.5  2.2, 10.6  1.51, 7.4  0.92 และ 7.4  1.9 
ยนูติตอ่มิลลกิรัม ตามล าดบั (ภาพท่ี 2a) ทีค่วามเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์โดยมวลตอ่ปริมาตรของ PBS วดัการท างานของเอนไซม์
ได้ 30  1.4 ยนูิตตอ่มิลลกิรัม (ภาพท่ี 2b) เมื่อเลีย้งเชือ้ในอาหาร pH 7 ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียสเขยา่ที่ความเร็วรอบ 180 
รอบตอ่นาที เป็นเวลา 96 ชัว่โมง จากผลการทดลองพบวา่สายพนัธุ์ APL5 สามารถผลติเอนไซม์ PBS depolymerase ได้ดีเมือ่
เลีย้งในอาหาร PBS, PCL และPBSA เป็นแหลง่คาร์บอนและทกุชนิดเป็นพลาสติกชีวภาพ การศึกษาแหลง่ไนโตรเจนที่ดีที่สดุ 
คือ yeast extract โดยวดัการท างานของเอนไซม์ได้ 34.2  1.05 ยนูิตตอ่มิลลกิรัม รองลงมาได้แก่ ammonium sulfate, casein 

และ gelatin ซึ่งวดัการท างานของเอนไซม์ได้เท่ากบั 17.2  1.3, 14.8  1.37 และ 10.6  0.64 ยนูิตต่อมิลลิกรัม ตามล าดบั 
เมื่อเลีย้งเชือ้ในอาหารเลีย้งเชือ้ที่ประกอบด้วย PBS ความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร เมื่อเติมแหลง่ไนโตรเจน
ความเข้มข้น 0.12 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตรเท่ากัน ปรับ pH 7 เลีย้งที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเขย่าที่ความเร็วรอบ 
180 รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 ชัว่โมง ฟลาสก์ที่ไมม่ีการเติมแหลง่ไนโตรเจนวดัการท างานของเอนไซม์ได้ 4.73  1.28 ยนูิตตอ่
มิลลิกรัม (ภาพที่ 2c) การศึกษาระยะเวลาการเลีย้งเชือ้สายพนัธุ์ APL5 พบว่าเมื่อเลีย้งเชือ้เป็นเวลา 96 ชัว่โมงสามารถวดัการ

ท างานของเอนไซม์ได้ดีที่สดุเทา่กบั 35.6  2.31 ยนูิตตอ่มิลลกิรัม (ภาพท่ี 2d)  
 

   

    
ภาพที่ 2  สภาวะที่เหมาะสมในการผลติเอนไซม์ PBS depolymerase ของ APL5 ในอาหารเหลว (a) ชนิดแหลง่คาร์บอน  
               (b) ความเข้มข้นของ PBS (c) ชนิดแหลง่ไนโตรเจน และ (d) ระยะเวลาของการเลีย้งเชือ้ 
 

(a) (b) 

(c) (d) 



บทความวิจยั 

วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ปีที่  24  (ฉบบัที่ 3)  กนัยายน – ธันวาคม  พ.ศ. 2562 1169  
 

3. การศึกษาการย่อยสลายแผ่นฟิล์มพลาสติก PBS ในอาหารเหลว 
 การย่อยสลายแผ่นฟิล์มพลาสติก PBS ของ APL5 เป็นเวลา 56 วัน โดยเปรียบเทียบน า้หนักที่หายไปของแผ่น
พลาสติกในฟลาสก์ควบคุมที่ไม่ได้เติมเชือ้และฟลาสก์ที่มีการเติมเชือ้ พบว่าน า้หนกัแผ่นฟิล์มเร่ิมลดลงตัง้แต่วนัที่ 14 และ
ลดลงมากที่สุดในวันที่ 56 คิดเป็น 74 เปอร์เซ็นต์ของน า้หนักแผ่นฟิล์มในฟลาสก์ควบคุม (ภาพที่ 3) เมื่อสงัเกตลกัษณะ
ภายนอกของแผ่นฟิล์มในฟลาสก์ของวนัที่ 56 พบว่าแผ่นฟิล์มมีลกัษณะบางลง ขนาดเล็กลง และแตกเป็นชิน้เล็กๆ อยู่ภายใน 
ฟลาสก์ และน าไปศึกษาลกัษณะบนพืน้ผิวด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนพบว่ามีลกัษณะขรุขระ มีรูพรุนเกิดขึน้จ านวนมาก 
และรูพรุนมีทัง้ขนาดเลก็และขนาดใหญ่ (ภาพท่ี 4)  
 

        
 
ภาพที่ 3  การยอ่ยสลายแผน่ฟิล์มพลาสติก PBS ของ APL5 ในฟลาสก์ (a) ฟลาสก์ควบคมุที่ไมเ่ตมิเชือ้ลงในอาหารเลีย้งเชือ้  
               (b) ฟลาสก์ที่มีการเติมเชือ้ลงในอาหารเลีย้งเชือ้ โดยเลีย้งเชือ้เป็นเวลา 56 วนัท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 
 
 

       
 
ภาพที่ 4  ลกัษณะแผน่ฟิล์ม PBS ที่เลีย้งในฟลาสก์เมื่อศกึษาภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบสอ่งกราด (a) แผน่ฟิล์ม  
               PBS ในฟลาสก์ที่ไมเ่ตมิเชือ้ (b) แผน่ฟิล์ม PBS ในฟลาสก์ทีเ่ติมเชือ้ โดยเลีย้งเชือ้เป็นเวลา 56 วนัท่ีอณุหภมูิ 37  
               องศาเซลเซียส 
 
 

(a) (b) 

(a) (b) 
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 เมื่อน าแผ่นฟิล์มจากฟลาสก์ที่ไม่เติมเชือ้และเติมเชือ้มาละลายด้วย dichloromethane เพื่อวิเคราะห์โครงสร้างของ
แผ่นฟิล์มด้วยเคร่ือง FTIR พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงของหมู่ฟังชันก์ของแผ่นฟิล์ม โดย IR spectra ของสารละลายตวัอย่าง
แผ่นฟิล์มที่ไม่เติมเชือ้และเติมเชือ้แสดง broad absorption band ในช่วง 3400-3000 cm-1(OH stretch) และช่วง 1740 cm-

1(C=O stretch) ตวัอย่างสารละลายแผ่นฟิล์มที่ไมม่ีการเติมเชือ้ (ภาพที่ 5a) จะสงัเกต broad absorption band    ช่วง 1740 
cm-1 ชดัเจนแตใ่นตวัอยา่งสารละลายแผน่ฟิล์มที่เติมเชือ้จะมีขนาด peak เลก็ลง (ภาพท่ี 5b)  

 

 
ภาพที่ 5  การวิเคราะห์โครงสร้างของแผน่ฟิล์ม PBS ด้วยเคร่ือง FTIR (a) ตวัอยา่งสารละลายแผน่ฟิล์มที่ไมม่ีการเติมเชือ้ 
               ของ APL5 และ(b) ตวัอยา่งสารละลายแผน่ฟิล์มที่มกีารเติมเชือ้ลงไป 
 
4. ยีนบางส่วนทีเ่กี่ยวข้องกบัการย่อยสลาย PBS  
 การศึกษายีนบางสว่นที่เก่ียวข้องกบัการย่อยสลาย PBS พบว่า PCR product มีขนาดประมาณ 300 คู่เบสและได้
ตัง้ช่ือยีน คือ lpa5 (ภาพที่ 6) จากนัน้ท าการเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโน Lpa5 กับล าดบักรดอะมิโนของเอนไซม์ที่เคยมี
รายงานมาแล้วว่าย่อยสลายพลาสติกชีวภาพ ได้แก่ Streptomyces coelicolor สายพันธุ์  A3(2), Streptomyces albus, 
Streptomyces exfoliates สายพันธุ์  M11, Acidovorax delafieldii  สายพันธุ์  BS-3 และThermobifida alba สายพันธุ์  
AHK119 พบวา่มีล าดบักรดอะมิโนจ าเพาะ Gly-His-Ser-Met-Gly (GHSMG) ที่คล้ายกบับริเวณ esterase/lipase superfamily  
 

(a) 

(b) 
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ภาพที่ 6  การเปรียบเทยีบล าดบักรดอะมิโนของเอนไซม์ยอ่ยสลายพลาสติกชีวภาพระหวา่ง Lpa5 และล าดบักรดอะมิโน 
               เอนไซม์ไลเปส Streptomyces coelicolor (S. coeli_lipaseA), Streptomyces albus (S. albus_lipR),  
               Streptomyces exfoliates  สายพนัธุ์ M11 (S. exfol_lipA),  กรดอะมิโนของเอนไซม์เอสเทอเรสจาก  
               Thermobifida alba สายพนัธุ์ AHK119   (T. alba) และกรดอะมิโนของเอนไซม์ PBS depolymerase  
               จาก Acidovorax delafieldii สายพนัธุ์ BS-3 (AcidoPBSA) วงกลมสดี าแสดงบริเวณ กรดอะมิโนจ าเพาะ  
               Gly-His-Ser-Met-Gly (GHSMG) 
 
วิจารณ์ผลการวิจัย 
 Saccharothrix sp. APL5 แยกได้จากดินกองขยะในจังหวดักรุงเทพมหานคร มีผลการวิเคราะห์ล าดบัเบสของยีน 
16S rDNA และลักษณะทางสัณฐานวิทยาคล้ายจีนัส Saccharothrix sp.(Sukrakanchana et al., 2011) Saccharothrix            
พบครัง้แรกโดย Labeda และคณะ (1984) เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ต้องการอากาศในการเจริญ มีผนงัเซลล์แบบ  type III 
(meso-diaminopimelic acid without glycine) และมีน า้ตาล  rhamnose, galactose และ mannose อยู่ภายในเซลล์ซึ่ง
สอดคล้องกับการรายงานของสายพันธุ์  APL5 ที่มีผนังเซลล์แบบ meso-isomer และพบน า้ตาล galactose, mannose, 
glucose และxylose ภายในเซลล์ นอกจากนีย้ังพบการรายงานลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของ Saccharothrix ชนิดต่างๆ 
ได้แก่ Saccharothrix yanglingensis สายพันธุ์  Hhs.015T ผนังเซลล์ประกอบด้วยกรดอะมิโน meso-diaminopimelic acid 
พบน า้ตาล galactose และ mannose ภายในเซลล์ และphospholipid ประกอบด้วย phosphatidylethanolamine (PE) และ 
diphosphatidylglycerol (DPG) ซึ่งสายพนัธุ์นีส้ามารถใช้น า้ตาล fructose, glucose, sucrose, glycerol, maltose เจริญได้
ช่วงอุณหภูมิและ pH เท่ากับ 15-35 องศาเซลเซียสและ 4.5-9.5 ตามล าดบั อุณหภูมิและpH ที่เจริญได้ดีที่สดุเท่ากับ 25-28 
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องศาเซลเซียส และ 7-7.5 ตามล าดบั แต่ไม่สามารถเจริญได้เมื่ออุณหภูมิสงูกว่า 37 องศาเซลเซียสและที่ความเข้มข้นของ 
NaCl 4 เปอร์เซ็นต์โดยมวลตอ่ปริมาตร (Yan et al., 2012) Saccharothrix australiensis สายพนัธุ์ LL-BM782Ce82 สามารถ
ใช้น า้ตาล cellobiose, dextrin, erythritol, fructose, maltose, mannose, sorbitol และ  trehalose เจริญได้ช่วงอุณหภูมิ                 
10-45 องศาเซลเซียส (Labeda et al., 1984) Saccharothrix violacea สายพันธุ์  LM036T สามารถใช้น า้ตาล arabinose, 
cellobiose, fructose, galactose, glucose, lactose, maltose, mannose, melibiose, rhamnose, salicin, sucrose, 
trehalose, xylose, adonitol, inositol, mannitol, acetate, fumarate, -ketoglutarate, lactate, malonate, propionate, 
pyruvate และ succinate เจริญได้ช่วงอณุหภมูิ 10-37 องศาเซลเซียส ไม่สามารถเจริญได้ที่ 42 องศาเซลเซียส และเจริญได้ที่
ความเข้มข้นของ NaCl 4 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร และ 0.01 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร lysozyme (Lee et al., 
2000) และ Saccharothrix albidocapillata สายพันธุ์  DSM 44073T สามารถใช้น า้ตาล arabinose, cellobiose, fructose, 
galactose, glucose, lactose, maltose, mannose, melibiose, rhamnose, sucrose, trehalose, xylose, adonitol, inositol, 
mannitol, acetate, fumarate, gluconate, -ketoglutarate, malate, malonate, oxalate, propionate, pyruvate, succinate, 
iso-amylalcohol และ paraffin เจริญได้ช่วงอณุหภมูิ 20-37 องศาเซลเซียสไมส่ามารถเจริญได้ที่ 42  องศาเซลเซียส และเจริญ
ได้ที่ความเข้มข้นของ NaCl 4 เปอร์เซ็นต์โดยมวลตอ่ปริมาตร 0.01 เปอร์เซ็นต์โดยมวลตอ่ปริมาตร thallium acetate และ 0.01 
เปอร์เซ็นต์โดยมวลตอ่ปริมาตร lysozyme (Yassin et al., 1995; Lee et al., 2000) เมื่อศึกษาความสามารถในการยอ่ยสลาย
ซบัสเตรท CMC, xylan, starch และ skim milk พบวา่ APL5 ยอ่ยสลายได้ทกุชนิดแสดงวา่เชือ้สามารถผลติเอนไซม์ cellulase, 
xylanase, amylase และ protease ตามล าดบัซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ส าคญัทางอุตสาหกรรม  จากการรายงานก่อนหน้านีพ้บว่า 
สายพนัธุ์  Hhs.015T สามารถย่อยสลาย casein, cellulose และ starch แต่ไม่สามารถย่อยสลาย adenine, hypoxanthine, 
chitin, urea, gelatin และ tyrosine (Yan et al., 2012) สายพนัธุ์ Hhs.015T มีสปอร์ผิวเรียบรูปไข ่ไมส่ามารถเคลือ่นท่ีได้ ไมพ่บ 
endospore, sporangia, sclerotia และ synnemata เมื่อศกึษาภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเลก็ตรอน (Yan et al., 2012) 
 APL5 สามารถผลิตเอนไซม์เพื่อย่อยสลายพลาสติกชีวภาพ PBS จากการศึกษาก่อนหน้านีพ้บวา่ APL5 ยงัสามารถ
ย่อยสลายพลาสติกชีวภาพ PCL, PLA และPBSA (Sukrakanchana et al.,2011) ซึ่งโดยทัว่ไปเอนไซม์ที่ย่อยสลายพลาสติก
ชีวภาพได้นัน้จดัวา่เป็น inducible enzyme สามารถผลิตเอนไซม์ได้เมื่อมีการเติมสารชกัน าให้เกิดการสร้างเอนไซม์ (Sriyapai 
et al., 2018; Sriyapai et al., 2014) และพบว่าเอนไซม์ย่อยสลายพลาสติกชีวภาพนัน้สามารถย่อยสลายพลาสติกชีวภาพได้
มากกวา่ 1 ชนิด (co-degradation) (Teeraphatpornchai et al., 2003; Sriyapai et al., 2018) แบคทีเรียที่ยอ่ยสลายพลาสตกิ
ชีวภาพได้จะถกูเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ที่มีสภาวะที่เหมาะสมตอ่การเจริญ เช่น แหลง่คาร์บอน  แหลง่ไนโตรเจน อณุหภมูิ pH 
อตัราการเขยา่ และระยะเวลาในการเลีย้งเชือ้เพื่อช่วยให้ผลิตเอนไซม์ได้ปริมาณสงู การขาดแหลง่ไนโตรเจนในอาหารเลีย้งเชือ้
ส่งผลให้เชือ้ไม่สามารถเจริญหรือเจริญได้น้อยลง และพบว่า yeast extract และammonium sulfate เป็นแหล่งไนโตรเจน            
ในการเหนี่ยวน าการท างานของเอนไซม์ depolymerase ในกลุ่ม polyester-degrading thermophilic bacteria (Sriyapai             
et al., 2018) ส าหรับระยะเวลาในการเลีย้งเชือ้สายพนัธุ์ APL5 เพื่อผลติเอนไซม์ PBS depolymerase จะเร่ิมลดลงหลงัจาก 96 
ชั่วโมงอาจเนื่องจากเชือ้เร่ิมขาดสารอาหารและเร่ิมผลิตสาร metabolites ที่มีผลต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์ของ
แบคทีเรีย การผลติเอนไซม์เพื่อยอ่ยสลายพลาสติกชีวภาพจากแบคทีเรียแต่ละชนิดจะมีความแตกตา่งกนัของชนิดอาหารเลีย้ง
เชือ้ และปริมาณสารอาหารที่แบคทีเรียแต่ละชนิดต้องการ (Abou-Aeid et al., 2001) การย่อยสลายพลาสติกชีวภาพอาศยั
เอนไซม์จากจุลินทรีย์ทัง้แบบ extracellular และ intracellular depolymerases ที่หลัง่ออกมาย่อยสลาย เนื่องจากพลาสติก



บทความวิจยั 

วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ปีที่  24  (ฉบบัที่ 3)  กนัยายน – ธันวาคม  พ.ศ. 2562 1173  
 

ชีวภาพเป็นพอลิเมอร์ขนาดใหญ่ ไม่ละลายน า้และไม่สามารถผ่านเข้าสูเ่ยื่อหุ้มเซลล์ได้ เมื่อถกูย่อยด้วยเอนไซม์ extracellular 
depolymerases ท าให้พอลิเมอร์มีขนาดสายเล็กลงเป็น monomers, oligomers และ dimers ซึ่งสามารถยอ่ยสลายได้ง่ายขึน้
และผ่านเข้าไปในเซลล์เพื่อให้แบคทีเรียใช้เป็นแหลง่คาร์บอน แหลง่พลงังาน และให้ผลผลิตสดุท้ายเกิดขึน้ จุลินทรีย์ที่อาศยั
ออกซิเจนในการเจริญจะให้ผลผลิตสดุท้าย เช่น ก๊าซ CO2, H2O, และสารชีวมวล จุลินทรีย์ที่ไม่ต้องการออกซิเจนในการเจริญ
จะให้ผลผลิตสดุท้าย เช่น ก๊าซ CO2, H2O, และ CH4 ที่ไม่สง่ผลกระทบทางสิ่งแวดล้อม (Mueller, 2003) เอนไซม์ proteinase 
K, bromelain และ pronase เป็นเอนไซม์แรกๆ ที่รายงานถึงสามารถในการย่อยสลาย PLA (Williams, 1981) เอนไซม์ 
proteases เช่น trypsin, elastase และ subtilisin สามารถย่อยสลาย L-PLA (Lim et al., 2005) เอนไซม์กลุ่ม lipases และ 
esterases เป็นกลุม่ที่ส าคญัที่สามารถยอ่ยสลาย aliphatic polyesters โดยเอนไซม์จะไปตดับริเวณ ester bond แบบสุม่ของ
สายพอลิเมอร์ของ PCL, PBS หรือกลุ่มพอลิเอสเทอร์ที่ประกอบด้วย methylene groups อยู่ในโมเลกุล (Tokiwa & Suzuki, 
1977; Penkhrue et al., 2015) นอกจากนีย้งัพบว่าเอนไซม์กลุม่ cutinase จาก Aspergillus oryzae สามารถย่อยสลาย PBS 
และPBSA (Maeda et al., 2005) การที่  APL5 ผลิตเอนไซม์ PBS depolymerase เพื่อย่อยสลาย PBS ได้นัน้เนื่องจาก
โครงสร้าง PBS เมื่อถกูยอ่ยสลายจะได้ผลติภณัฑ์หลกัของ 4-hydroxybutyl succinate (4HBS) และปลายสายพอลเิมอร์ PBS 
มีโครงสร้างคล้าย tri- และ diglycerides ซึ่งเป็นซบัสเตรทที่ส าคญัของเอนไซม์ lipase ซึ่งสอดคล้องกบัการรายงานของ Lee 
(2008) พบว่ าพอลิ เ มอ ร์  PBS, poly(butylene succinate-co-L-lactate (PBSL) และ  poly(butylene succinate-co-6-
hydroxycaproate (PBSCL) ถูกย่อยสลายด้วยเอนไซม์ lipasePS® จาก Pseudomonas cepacia ที่ย่อยสลาย PBS และโค
พอลิเมอร์ (Lee, 2008) ดงันัน้เอนไซม์ PBS depolymerase จากสายพนัธุ์  APL5 จึงมีลกัษณะการท างานคล้ายเอนไซม์กลุม่ 
lipase เพื่อยอ่ยสลายสายพอลเิมอร์ 
 APL5 ย่อยสลายแผ่นฟิล์ม PBS แสดงว่าสายพนัธุ์นีผ้ลิตเอนไซม์ PBS depolymerase ออกมาย่อยสลายแผ่นฟิล์ม
ท าให้แผ่นฟิล์มมีน า้หนกัลดลง พืน้ผิวมีลกัษณะเป็นรูพรุน และหมู่ฟังชันก์ของโครงสร้าง PBS เปลี่ยนแปลงไปจากเดิมซึ่งมี
ลกัษณะคล้ายกับงานวิจัยที่เคยมีรายงานก่อนหน้านี  ้(Sriyapai et al., 2014) แอคติโนมัยสีทชอบร้อน Actinomadura sp.  
สายพนัธุ์ TF1 ยอ่ยสลายแผน่ฟิล์ม PBS ได้ภายในระยะเวลา 90 วนั และบริเวณพืน้ผิวของแผน่ฟิล์มมีลกัษณะเป็นรูพรุนภายใต้
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน การย่อยสลาย PBS มีหลายกลไก ได้แก่ ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolytic degradation) การยอ่ย
สลายด้วยเอนไซม์ (enzymatic degradation) และการยอ่ยสลายทางชีวภาพ (biodegradation) ในสิง่แวดล้อมที่สภาวะตา่งๆ 
เช่น การฝังดิน (soil burial) และการท าปุ๋ ยหมัก อัตราการย่อยสลาย PBS จะสูงหรือต ่านัน้ขึน้กับโครงสร้างทางเคมีของ
พลาสติก (เช่น องค์ประกอบของโคพอลิเมอร์ และน า้หนกัมวลโมเลกุล) ความหนาของแผ่นพลาสติก ดีกรีของความเป็นผลกึ 
ของพอลิเมอร์ (degree of crystallinity) และสภาวะของการย่อยสลาย (เช่น ชนิดของจุลินทรีย์, อณุหภมูิ, pH, ความชืน้ และ
ความต้องการหรือไม่ต้องการออกซิเจน) การท่ีน า้หนกัโมเลกลุของ PBS ลดลงเนื่องจากเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่พนัธะ ester 
โดยตดัพนัธะแบบสุม่ (Xu & Guo, 2010) การยอ่ยสลายด้วยเอนไซม์จะเกิดขึน้บริเวณพืน้ผิวของ solid substrate ท าให้บริเวณ
นีเ้กิดการสกึกร่อนและน า้หนกัลดลง เอนไซม์ไมส่ามารถแทรกซมึเข้าไปภายในพอลเิมอร์ของ solid substrate แตส่ามารถยอ่ย
สลายซบัสเตรทได้ในกรณีที่ซบัสเตรทมีลกัษณะรูปร่างไม่แน่นอน (amorphous) ในกระบวนการยอ่ยสลายด้วยเอนไซม์จะไมม่ี
ผลต่อการเปลี่ยนแปลงน า้หนกัโมเลกลุของ aliphatic polyesters ถึงแม้น า้หนกัโมเลกุลของ PSB ต ่า (Mw 6,300) หรือน า้หนกั
โมเลกลุสงู (Mw 29,000) ก็ตาม (Song & Sung 1995) 
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 ดังนัน้ เอนไซม์ PBS depolymerase ของ APL5 อาจเป็นเอนไซม์ในกลุ่ม  serine hydrolase superfamily ที่
ประกอบด้วย GxSxG motif เอนไซม์ esterase และlipase จัดอยู่ในกลุ่ม hydrolase super-family ที่มีรายงานถึงการย่อย
สลายพลาสติกชีวภาพ และมี GxSxG motif เช่นเดียวกนั ได้แก่ Streptomyces flavogrieus ATCC 33331 (YP_004925694), 
Amycolatopsis orientalis (YP_008014213), Thermobifida alba สายพันธุ์  AHK119 (BAK48590), Actinomadura sp. 
S14, Actinomadura sp. TF1 และ Streptomyces sp. APL3 (Sriyapai et al., 2018) 
 
สรุปผลการวิจัย 
 PBS เป็นพลาสติกชีวภาพที่ย่อยสลายได้ตามธรรมชาติ เนื่องจากผลิตจากวตัถดุิบทางธรรมชาติ เช่น อ้อย และแป้ง
มนัส าปะหลงั สามารถน ามาขึน้รูปเพื่อผลิตเป็นผลิตภณัฑ์ต่างๆ เช่น ถงุเพาะช าต้นกล้า แผ่นคลมุดิน ช้อน ส้อม แก้วน า้ และ
กลอ่งบรรจุภณัฑ์ มีคณุสมบตัิในการทนความร้อนสงูถึง 200 องศาเซลเซียส ต้นทนุในการผลิตยงัต ่ากวา่ PLA มีความแข็งแรง
และย่อยสลายได้ดีกว่า PLA การศึกษากลไกการย่อยสลาย PBS ยังมีรายงานเก่ียวกับเชือ้และยีนที่เก่ียวข้องไม่มากนัก 
โดยเฉพาะ Saccharothrix sp. งานวิจัยนี เ้ป็นรายงานแรกที่ศึกษาเอนไซม์ที่ เ ก่ียวข้องกับการย่อยสลาย PBS (PBS 

depolymerase) จาก Saccharothrix sp. APL5 โดยพบว่าสามารถผลิตเอนไซม์ได้สงูสดุ 35.62.31 ยูนิตต่อมิลลิกรัม เมื่อ
ศกึษาการยอ่ยสลายแผน่ฟิล์ม PBS พบวา่หลงัจากบม่เป็นเวลา 56 วนั แผน่ฟิล์มมีลกัษณะถกูกดักร่อนเป็นรูพรุน เมื่อศกึษายนี
บางส่วนที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายพบว่าอยู่ในกลุ่ม esterase/lipase superfamily จากผลการทดลองนีส้ามารถต่อยอด
งานวิจยัเพื่อศกึษายีนทัง้หมดที่เก่ียวข้องกบักลไกการยอ่ยสลาย PBS การโคลนยีนและคณุสมบตัิของเอนไซม์ตอ่ไป 
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