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บทคัดยอ

เซลลูเลสเปนเอนไซมที่ไดรับความนิยมนํามาใชในอุตสาหกรรมอาหารและการยอยสลายวัสดุ
เหลือทิ้งทางการเกษตร การวิจัยในครั้งนี้สามารถแยกจุลินทรียที่มีกิจกรรมเซลลูเลสไดจากมูลสัตวในเขต
อําเภอเมือง จังหวัดบุรีรัมย โดยใชอาหาร CMC agar ไดจํานวน 31 ไอโซเลท ผลการยอมสีคองโก เรด
พบวาจุลินทรียจํานวน 23 ไอโซเลทที่มีขนาดเสนผานศูนยกลางของโซนใสในชวง 0.5-1 เซนติเมตร สําหรับ
8 ไอโซเลท ซึ่งไดแก AF1 ED1 EF1 EC1 GC1 GC3 ID2 และ IC3 มีขนาดเสนผานศูนยกลางของโซนใส
เทากับ 1.2 1.54 1.21 1.29 1.33 1.33 1.28 และ 1.23 เซนติเมตร ตามลําดับ ผลการเพาะเลี้ยงในอาหาร
CMC broth ที่ไมมีสารสกัดจากยีสตแสดงใหเห็นวาจุลินทรียทั้ง 8 ไอโซเลท ดังกลาวไมมีกิจกรรมของ
เอนไซมคารบอกซีเมทธิลเซลลูเลส นอกจากนี้ยังพบวาที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส พีเอช 7.0 โดยบม
รวมกับสารตั้งตน CMC เปนสภาวะที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมที่ผลิตไดจากไอโซเลท GC1

คําสําคัญ : การแยกจุลินทรีย การผลิตเอนไซมเซลลูโลไลติก
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บทที่ 1
บทนํา

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหาท่ีทําวิจัย

มีการนําเอนไซมกลุมเซลลูโลไลติก (Cellulolytic enzymes) มาใชเพ่ือประโยชนในดาน
เทคโนโลยีชีวภาพ เชนการใชในอุตสาหกรรมอาหารเครื่องดื่มน้ําผลไม การเตรียมชิ้นสวนเซลลสําหรับการ
รวมโพรโทพลาส และปจจุบันมีความพยายามในการพัฒนารูปแบบเพ่ือการนําวัสดุทางการเกษตรที่เปน
เสนใยพืชมาเปนแหลงคารบอน สําหรับการเพาะเลี้ยงเพ่ือการผลิตผลิตภัณฑดวย เนื่องจากวัสดุพวกเสน
ใยธรรมชาติมีโครงสรางจากน้ําตาลกลูโคสที่เกิดพันธะตอกันเปนพอลิเมอร ดังนั้นการทําลายพันธะเพ่ือ
แยกใหไดน้ําตาลเปนแหลงคารบอนสําหรับการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย และวัสดุที่เหลือทิ้งกลับยังถูกนํา
กลับมาใชไดดวย ซึ่งการยอยสลายพันธะระหวางน้ําตาลกลูโคสในพอลิเมอรที่เปนเซลลูโลสนี้ จําเปนตอง
ใชเอนไซมในกลุมเซลลูโลไลติกทํางานรวมกันใหเกิดการยอยสลายอยางสมบูรณไดน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว
อยางน้ําตาลกลูโคส ซึ่งเปนน้ําตาลที่จุลินทรียทั่วไปสามารถใชเปนแหลงคารบอนในการเมทาบอลิซึมของ
เซลลใหเกิดพลังงานได วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรมีหลายชนิด ทั้งวัสดุเหลือทิ้งจากการปศุสัตว และจาก
การเกษตรเพาะปลูก โดยการเกษตรในการผลิตพืช และอุตสาหกรรมที่เก่ียวของกับการแปรรูปผลิตภัณฑ
จากวัตถุดิบเสนใยนั้น ทําใหเกิดวัสดุเหลือทิ้งจากพืชที่เปนพวกเสนใย หรือเยื่อใยในพืช จึงมีการพัฒนา
กระบวนการที่เหมาะสมที่สุดในการนําวัสดุเหลานี้มาใช ใหไดประโยชนสูงสุด กอนการนําไปกําจัดทําลาย
ประเทศไทยที่มีพ้ืนที่ทางการเกษตรเปนสวนมาก หากมีการนําวัสดุเหลานี้มาใชจะเปนการเพ่ิมมูลคาใหกับ
วัสดุที่เหลือทิ้ง และเปนการใชทรัพยากรใหเกิดประโยชนสูงสุดดวย จุลินทรียบางชนิดเทานั้นที่สามารถ
ผลิตเอนไซมกลุมเซลลูโลไลติก และมีกิจกกรมที่เหมาะสมตอการสลายพันธะในพอลิเมอรเซลลูโลส ที่มี
โครงสรางสายตรงของกลูโคสได
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1.2 โจทยวิจัย/ปญหาวิจัย
การนําวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรมาใชเปนแหลงคารบอนใหกับจุลินทรียเพ่ือการผลิตทาง

ชีวภาพ โดยการยอยสลายดวยเอนไซมที่จุลินทรียบางชนิดผลิตได อยางเอนไซมกลุมเซลลูโลไลติกที่
สามารถลยพันธะในโมเลกุลพอลิเมอรเซลลูโลสใหไดน้ําตาลในรูปแบบที่ใชไดดวยจุลินทรียเพ่ือการผลิต
ผลิตภัณฑที่ตองการได

1.3 วัตถุประสงคการวิจัย
1.3.1 เพ่ือแยกจุลินทรียที่มีกิจกรรมเซลลูเลสจากตัวอยางมูลสัตว
1.3.2 เพ่ือทดสอบปจจัยการเพาะเลี้ยงที่มีอิทธิพลตอจุลินทรียที่มีกิจกรรมคารบอกซีเมธิลเซลลู-

เลส (Carboxymethy cellulase; CMCase)
1.3.3 เพ่ือทดสอบอิทธิพลของอุณหภูมิ และพีเอชที่มีผลตอการทํางานของเอนไซมที่ผลิตจาก

จุลินทรียที่คัดเลือก

1.4 ทฤษฎี สมมติฐาน และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย
วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรพวกเสนใย เชนเปลือกขาวโพด ฟางขาว ชานออย ประกอบดวย

โมเลกุลคารบอนที่สามารถแยกไดเปนแหลงคารบอนสําคัญใหกับจุลินทรีย เพ่ือการใชในการผลิต
ผลิตภัณฑทางชีวภาพ การสลายพันธะดวยวิธีทางชีวภาพดวยการใชเอนไซมที่เฉพาะเจาะจงในการเกิด
ผลิตภัณฑจะชวยใหลดปจจัยการใชสารเคมีที่ออกฤทธิ์ไมเฉพาะเจาะจงได โดยจุลินทรียบาชนิดเทานั้นที่
สามารถผลิตเอนไซมกลุมเซลลูโลไลติกที่มีกิจกรรมในการปลดปลอยผลิตภัณฑที่ตองการได และเอนไซม
กลุมเซลลูโลไลติกนี้มีการนําไปใชในประโยชนที่หลากหลายทั้งอุตสาหกรรมอาหาร และการเกษตร

1.5 ขอบเขตการวิจัย
1.5.1 เก็บตัวอยางแหลงตัวอยางในการแยกจุลินทรีย ในที่นี้คือมูลสัตว
1.5.2 เตรียมตัวอยางที่เก็บมา ดวยการตีบดผสมตัวอยางที่เก็บมาใหเปนเนื้อเดียว แลวนํามา

เพาะเลี้ยงบนอาหาร CMC agar แยกโคโลนีที่ไดมาขีดไขวบนอาหาร CMC agar เพ่ือใหแยกเปนเชื้อ
บริสุทธิ์ แลวนํามาจุด (Spot) บนอาหาร CMC agar และยอมดวย Congo red เปนตัวบงชี้ สังเกตโคโลนี
ที่เกิดโซนใส และบันทึกขนาดโซนใส
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1.5.3 นําไอโซเลทที่คัดเลือกไดมาทดสอบปจจัยของอุณหภูมิตอการเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง โดย
การเพาะเลี้ยงดวยการจุดบนอาหาร CMC agar แลวบมที่ 37 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิหอง นาน 48
ชั่วโมง แลวยอมดวย Congo red เปนตัวบงชี้ สังเกตโคโลนีที่เกิดโซนใส และบันทึกขนาดโซนใส

1.5.4 ทดสอบอิทธิพลของอุณหภูมิและพีเอชที่มีผลตอการแสดงกิจกรรมเซลลูเลสที่ผลิตโดย
จุลินทรียที่คัดแยกได ดวยการบมเอนไซมกับสารตั้งตน (CMC) ในอุณหภูมิ และพีเอชตางกัน อุณหภูมิที่
ศึกษา ไดแก 30 37 45 และ50 องศาเซลเซียส สวนพีเอชที่ตางกัน ไดแก พีเอช 5.0 ใชบัฟเฟอร
โซเดียมอะซิเตต ความเขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 7.0 ใชบัฟเฟอรฟอสเฟต ความเขมขน 0.05 โมลาร
และพีเอช 8.0 ใชบัฟเฟอรฟอสเฟต ความเขมขน 0.05 โมลาร

1.6 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ
จุลินทรียที่คัดแยกไดมีกิจกรรมเซลลูเลส ที่ไดจากการทดสอบกิจกรรม CMCase โดยเอนไซมที่

ผลิตออกมาสามารถทํางานในการสลายโครงสรางเซลลูโลส และมีการปลดปลอยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว
อยางน้ําตาลกลูโคสออกมาจากปฏิกิริยาได เพ่ือใหสามารถนําไปใช และพัฒนาตอในการใชประโยชนวัสดุ
เหลือทิ้งทางการเกษตรเสนใยในการเปนแหลงคารบอนเพ่ือการผลิตผลิตภัณฑทางชีวภาพตอไปได
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บทที่ 2
เอกสารที่เก่ียวของ

2.1 โครงสรางเสนใยพืช

เซลลพืชเปนหนวยพ้ืนฐานในพืช ซึ่งเซลลพืชมีผนังเซลลเปนสวนที่หอหุมอยูดานนอกสุด (cell coat)
มีหนาที่ชวยเพ่ิมความแข็งแรงใหกับพืช โดยผนังเซลลพืช (plant cell wall) เปนสารประกอบ
คารโบไฮเดรตเปนหลัก ผนังเซลลประกอบดวยโครงสราง 3 สวน ไดแก 1) ไดแก (1) ชั้น middle
lamella เปนสวนที่อยูดานนอกสุดของผนังเซลล ประกอบดวยเพคติก (pectin) และโปรตีน (2) ชั้น
primary cell wall ประกอบดวย เซลลูโลสไมโครไฟบริล (cellulose microfibrils) เฮมิเซลลูโลส
(hemicellulose) และ ไกลโคโปรตีน (glycoprotein) และ (3) ชั้น secondary cell wall พบเมื่อพืชมี
การเจริญเติบโตเต็มที่แลว ซึ่งเนื้อเยื่อชั้นนี้จะชวยใหโครงสรางในพืชมีความแข็งแรงมากข้ึน ประกอบดวย
เซลลูโลส (cellulose) เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) และ ลิกนิน (lignin) ดังนั้น สวน secondary
cell wall นี้ จึงพบไดบอยในพืชที่มีการเจริญเติบโตเต็มที่แลว รวมทั้งในวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรพวก
เสนใย เชน ฟางขาว เศษพืชเศษไม เปนตน  (Plant cell wall, 2004)

ภาพท่ี 2.1 การเรียงกันของแตละชั้นในผนังเซลลพืช (Illston และ Domone, 2001)

Secondary wall

Inner layer

Middle layer

Outer layer

Primary wall

Primary wall
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2.1.1 เซลลูโลส (Cellulose)
เซลลูโลส (cellulose) เปนสารประกอบโพลิแซคคาไรด (polysaccharides) ในลักษณะ

เชิงเสนตรง (linear chain) ประกอบดวยหนวยซ้ําๆ ของน้ําตาลกลูโคส (glucose) มีสูตรโมเลกุลทั่วไป คือ
C6H12O6 ตอกันประมาณ 2,000-14,000 หนวย ดวยพันธะเบตา-1, 4- ไกลโคซิดิก (β-1, 4-glycosidic
linkage) เซลลูโลสเปนโครงสรางในเนื้อเยื่อพืช โดยพบรวมกับลิกนิน เพนโตแซน (pentosan) กัม (gum)
แทนนิน (tannin) ไขมัน (lipid) และสารที่ทําใหเกิดสี (pigment) เซลลูโลสมีหมูไฮดรอกซิล (hydroxyl
group) 3 หมู สามารถเกิดพันธะไฮโดรเจน และเกิดเปนลักษณะที่เรียกวา ไฟบริล (fibrils) ทําใหแรงดึงดูด
ระหวางโมเลกุลของเซลลูโลสมีมาก และเซลลูโลสมีโครงสรางที่จัดเรียงตัวอยางเปนระเบียบ เซลลูโลสจึงมี
ลักษณะความเปนผลึกสูง (crystalline) มีอุณหภูมิสําหรับการหลอมตัวสูง และมีความสามารถในการ
ละลายต่ํา หรือ ไมละลายในน้ําแตละลายในกรดเขมขน เชน กรดไฮโดรคลอริก (hydrochloric acid) และ
กรดซัลฟูริก (sulfuric acid) เปนตน ในสารละลายกรดที่อุณหภูมิหองสามารถทําปฎิกิริยาไฮโดรไลซิส
(hydrolysis) กับเซลลูโลสได และปฏิกิริยาจะหยุดลงที่อุณหภูมิต่ํา ในสารละลายดางเขมขนบางชนิด เชน
สารละลายอัลคาไลไฮดรอกไซด (alkali hydroxide) เซลลูโลสจะเกิดการพองตัว ทําใหเซลลูโลสถูกละลาย
ในตัวทําละลายไดดีข้ึน โดยเซลลูโลสธรรมชาติจะมีน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยตางกัน ซึ่งการกระจายน้ําหนัก
โมเลกุลของเซลลูโลสมีความสําคัญตอสมบัติทางกายภาพ สวนที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําจะสงผลใหคุณสมบัติ
ทางกายภาพไมดี ในทางอุตสาหกรรมสามารถหาน้ําหนักโมเลกุล โดยคา ประมาณได ดวยวิธีการวัดความ
หนืด (Cellulose, 2003 และ เสนใยธรรมชาติ, 2005)

ภาพท่ี 2.2 น้ําตาลกลูโคสที่ตอเปนหนวยซ้ํากันในโครงสรางเซลลูโลส (Cellulose, 2003)
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2.1.2 เฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose)
เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) เปนโพลิแซกคาไรดชนิดหนึ่ง มีโครงสรางคลายกับ

เซลลูโลส แตเฮมิเซลลูโลสจะประกอบดวยน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวหลายชนิด เชน ไซโลส กลูโคส กาแลกโตส
แมนโนส อะราบิโนส รวมทั้งกรดกลูคูโรนิก (glucuronic acid) และกรดกาแลกทูโรนิก (galacturonic
acid) เฮมิเซลลูโลสพบในเนื้อเยื่อพืชโดยรวมกับสาร หรือโครงสรางอ่ืนๆ เชน ลิกนิน และเซลลูโลส โดยเฮมิ
เซลลูโลสเปนโครงสรางอีกสวนหนึ่งของผนังเซลล โดยสวนใหญพบในแกลบ ซังขาวโพด เฮกโซแซน (เสนใย
ธรรมชาติ, 2005)

ภาพท่ี 2.3 เฮมิเซลลูโลส ดัดแปลงจาก (เสนใยธรรมชาติ, 2005)

2.1.3 ลิกนิน (Lignin)
ลิกนิน (lignin) เปนสารประกอบอะโรมาติกเชิงซอน มีน้ําหนักโมเลกุลสูง มักพบอยูรวม

กับเซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส โครงสรางลิกนินมีสารที่ประกอบดวย คารบอน ไฮโดรเจน และออกซิเจน
รวมกันเปนหนวยยอยหลายชนิด ซึ่งเปนสารประกอบพวกอะโรมาติก ลิกนินมีคุณสมบัติไมละลายน้ํา และ
โครงสรางไมมีสมบัติการยืดหยุน ฉะนั้นพืชที่มีลิกนินมากจึงมีความแข็งแรงทนทาน เมื่อพืชตายโครงสราง
ลิกนินจะถูกยอยสลายดวยเอนไซมลิกเนส (lignase) หรือ ลิกนินเนส (ligninase) (เสนใยธรรมชาติ, 2005)
ผลิตโดยจุลินทรีย เชน Phanerochaete chrysosporium เปนกลุมเชื้อรา White rot basidiomycete
(Zacchi, 2000) โครงสรางลิกนินที่แทรกระหวางเซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส มีหนาที่ชวยเสริมความ
แข็งแรง รองรับน้ําหนัก และแรงกระแทกใหกับลําตนพืช ซึ่งสารกลุมอะโรมาติกที่ตอกันเปนสายยาว
(aromatic polymer) ในโครงสรางลิกนินสังเคราะหไดจาก phenylpropanoid เปนสารตั้งตน
(precursors) (Adler, 1977)
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ภาพท่ี 2.4 โมเลกุลลิกนิน ดัดแปลงจาก (เสนใยธรรมชาติ, 2004)

2.2 การยอยสลายวัสดุเหลือท้ิงดวยการใชเอนไซม (Enzymatic hydrolysis)
โดยสวนใหญเอนไซมเปนโปรตีนประเภทหนึ่ง ซึ่งสิ่งมีชีวิตผลิตข้ึนเพ่ือทําหนาที่เรง (catalyze)

ปฏิกิริยาเคมีตางๆ ภายในเซลล เอนไซมเปนตัวเรงปฏิกิริยาที่มีประสิทธิภาพสูง โดยในสภาวะที่เหมาะสม
เชน pH, อุณหภูมิ เอนไซมจะสามารถเรงปฏิกิริยาไดเร็ว 108-1011 เทา เมื่อเทียบกับปฏิกิริยาที่ไมมี
เอนไซม นอกจากนี้ เอนไซมจะมีความจําเพาะเจาะจงตอปฏิกิริยาใดปฏิกิริยาหนึ่งเทานั้น  ทําใหโอกาสเกิด
ผลิตภัณฑที่ไมใชผลิตภัณฑหลักนอยมาก หรือ ไมเกิดเลย ถึงแมวาเอนไซมจะเปนองคประกอบของสิ่งมีชีวิต
(in vivo) แตก็สามารถสกัดออกมาจากสิ่งมีชีวิตและนํามาใชงานไดเชนเดียวกับเมื่ออยูในสิ่งมีชีวิต ถาเปน
สภาวะที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมดังกลาว (วิชัย ลีลาวัชรมาศ, 2530) ซึ่งปจจุบันสามารถผลิต
เอนไซมแลวมีการนํามาใชประโยชนอยางแพรหลายตามความสามารถ และสภาวะการทํางานของเอนไซม
ชนิดนั้นๆ โดย ทั่วไปการทํางานของเอนไซมข้ึนกับปจจัยตางๆ ดังนี้

1) ชนิดของสับสเทรตที่เอนไซมเขาไปทําปฏิกิริยา
2) ความเขมขนของสับสเทรตเปลี่ยนตามอัตราการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม
3) ความเขมขนของเอนไซมเปลี่ยนตามอัตราการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม
4) ความเปนกรด-เบสของสารละลาย โดยเอนไซมสวนใหญทํางานไดดีในชวง พีเอชเปนเบส

เล็กนอย แตอยางไรก็ตาม เอนไซมจะเรงปฏิกิริยาใหเกิดเร็วในชวงพีเอชใดข้ึนกับชนิดของสับสเทรตดวย
อุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส เปนอุณหภูมิที่เอนไซมสวนใหญทํางานไดดี

5) หากในสภาวะที่อุณหภูมิสูง เอนไซมอาจเสื่อมสภาพได เพราะเอนไซมเปนโปรตีน ซึ่งอุณหภูมิที่
สูงเกินอาจมีผลตอการเสื่อมสภาพของโปรตีนบางชนิด
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6) สารบางชนิดสามารถเปนสารยับยั้งปฏิกิริยาของเอนไซม โดยเมื่อรวมกับเอนไซม จะทําให
เอนไซมทํางานชาลง หรือ หยุดทํางานได

7) สารกระตุนการทํางานของเอนไซม เอนไซมบางชนิดตองการไอออนจําพวกอนินทรียเปน
ตัวกระตุน จึงทํางาน และเกิดอัตราการเรงปฏิกิริยาได
(เอกสารประกอบคําบรรยายวิชาเคมี, 2000)

สภาวะที่ใชในการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย และข้ันตอนในกระบวนการผลิตเอนไซม เชน การทําเอนไซม
ใหบริสุทธิ์ การทําเอนไซมใหเขมขน มีความสําคัญตอการผลิตเอนไซมใหไดคุณภาพและมีความเขมขน สวน
การนําเอนไซมมาใชตองคํานึงสภาวะในการทํางาน หรือ ความสามารถในการทํางานเอนไซมชนิดนั้น ๆ
เชน พีเอช อุณหภูมิ และระยะเวลาของการทํางาน เปนตน

2.3 ปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตเอนไซมกลุมไซลาโนไลติกและเซลลูโลไลติก
การผลิตเอนไซมโดยการใชสภาวะตางๆ สภาวะที่แตกตางกันมีผลตอคุณภาพ และปริมาณเอนไซมที่

ถูกผลิต ตัวอยางเชน ในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสจะมีปจจัยตางๆ เขามามีอิทธิพลตอการผลิต โดย
เก่ียวของกับปริมาณเชื้อ (inoculum size) คาพีเอช (pH) อุณหภูมิ ตัวเหนี่ยวนํา (inducer) การเติมสาร
บางอยางในอาหารเลี้ยงเชื้อ เชน โอลิโกแซคคาไรด ปริมาณอากาศที่ให ระยะเวลา หรือ ชวงเวลาในการ
เจริญ และขนาดของเซลลูโลส (Greaves, 1971) เชน เมื่อขนาดสับสเตรทลดลง อาจมีผลตอการเหนี่ยวนํา
การผลิตเอนไซมใหมากข้ึน เปนตน (Immanuel, 2006) อยางไรก็ตาม มี 2 ปจจัยหลักที่มีอิทธิพลตอการ
ควบคุมการผลิตเอนไซมกลุมไซลาโนไลติก และเซลลูโลไลติก คือ ชนิดของจุลินทรียที่ผลิตเอนไซมดังกลาว
ได และแหลงคารบอนทีใ่ชเพาะเลี้ยงจุลินทรีย

2.3.1 จุลินทรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมเซลลูโลไลติก
เอนไซมในกลุมไซลาโนไลติกและเซลลูโลไลติก เปนเอนไซมที่เก่ียวของกับการสลายพันธะ

ในโครงสรางของผนังเซลลพืช สิ่งมีชีวิตสวนใหญที่สามารถยอยสลายเซลลูโลสจะมีความสามารถในการยอย
สลายเฮมิเซลลูโลสรวมดวยเซลลูเลส และเฮมิเซลลูเลส เปนเอนไซมสําคัญในระบบการยอยสลายโครงสราง
ผนังเซลลพืช (Warren, 1996) การยอยสลายโครงสรางผนังเซลลพืชใหสมบูรณจําเปนตองอาศัยเอนไซม
หลายชนิดทํางานรวมกัน (synergistic enzyme หรือ multiple enzyme) เชน การยอยสลายโครงสราง
ของไซแลนอยางสมบูรณจําเปนตองอาศัยเอนไซมในกลุมไซลาโนไลติก ซึ่งเอนไซมในกลุมนี้เมื่อทํางาน
รวมกันจะสามารถยอยสลายโครงสรางของ ไซแลนไดอยางสมบูรณ โดยสิ่งมีชีวิตชนิดตางๆ ทั้งพืช และ
จุลินทรีย สามารถผลิตเอนไซมในกลุม ไซลาโนไลติกและ/หรือเซลลูโลไลติกได เชน มีการนํากลวยผลสุก
ชนิดตางๆ ไดแก กลวยหอมทอง กลวยน้ําวา และกลวยไข มาสกัดแยกไซลาเนส โดยการตกตะกอนดวย
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ความเขมขนอ่ิมตัวของเกลือ และนํามาทําใหบริสุทธิ์ดวยการนําโปรตีนมาผานคอลัมน (จําเนียร ชินวงค
และคณะ, 2547) นอกจากนี้ มีการสกัดแยกไซลาเนสจากกลวยน้ําวาในแตละระยะจนกระทั่งผลสุก โดย
เปรียบเทียบจากความแนนเนื้อ ที่คาความแนนเนื้อ 210 cN เปนระยะที่ผลสุก พบกิจกรรมไซลาเนสสูงที่สุด
(Phanayingphaisal และคณะ, 2006) สําหรับจุลินทรียบางชนิด เชน แบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคพืชมี
ความสามารถในการผลิตเบตา-ไซลาเนส (β-xylanase) และมีกิจกรรมเซลลูเลส ดวย โดยแบคทีเรียที่
กอใหเกิดโรคพืชดังกลาว จะมีการผลิตเบตา-ไซลาเนส และเซลลูเลส ขณะที่แบคทีเรียเริ่มเขาสูเนื้อเยื่อพืช
(host) ที่ถูกจูโจม (Esteban และคณะ, 1982) โดยทั่วไปการผลิตเอนไซมกลุมไซลาโนไลติก และเอนไซม
กลุมเซลลูโลไลติก จะมีการเลือกใชจุลินทรียมากกวาสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืน เนื่องจากจุลินทรียจะมีการ
เจริญเติบโตเร็วกวา และจุลินทรียสวนใหญมีการผลิตเอนไซมที่ตองการไดสูงกวาสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืน โดย
จุลินทรียในกลุมที่มักจะถูกเลือกนํามาใชในการผลิตเอนไซมกลุมไซลาเนส ไดแก เชื้อรา (Belancic และ
คณะ, 1995 และ Biely และคณะ, 1985) แอคติโนมัยซิส (actinomycetes) (Elegir และคณะ, 1994)
และแบคทีเรีย (Dey และคณะ, 1992) และเอนไซมที่ถูกผลิตจะมีคุณสมบัติที่แตกตางกัน

2.3.2 จุลินทรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมเซลลูโลไลติก
จุลินทรียหลายชนิดสามารถผลิตเอนไซมกลุมเซลลูโลไลติกได โดยสวนใหญ คือ เชื้อรา

แบคทีเรีย และแอคติโนมัยซิส ซึ่งจุลินทรียที่สามารถผลิตเอนไซมในกลุมเซลลูโลไลติกมีทั้งชนิดที่เปน
aerobes และ anaerobes รวมทั้งชนิดที่เปน mesophiles และ thermophiles เชน Clostridium
thermocelum, Thermomonospora fusca, Thermoascus auarantiacus, Sporotrichum
thermophile, Humicola insolens และ Chaetomium thermophile โดยจุลินทรียเหลานี้สามารถ
ผลิตเอนไซมกลุมเซลลูโลไลติกไดที่อุณหภูมิสูง ซึ่งจะชวยลดปญหาการถูกปนเปอนระหวางการเพาะเลี้ยงได
(Bhat, 1997)

จุลินทรียบางชนิดสามารถผลิตเอนไซมในกลุมไซลาโนไลติกไดหลายชนิด และมีกิจกรรม
เอนไซมในกลุมเซลลูโลไลติกดวย เชน ในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย Bacillus circulans B6 ในอาหารที่เติม
ไซแลนเปนแหลงคารบอน พบวากิจกรรมจําเพาะ (specific activities) ของเอนไซมไซลาเนส (xylanase)
คารบอกซีเมทธิลเซลลูเลส (carboxymethyl cellulase) อะไวเซลเลส (avicelase) เบตา-ไซโลซิเดส (β-
xylosidase) อะซิติล เอสเทอเรส (acetyl esterase) และอะราบิโนฟูราโนซิเดส (arabinofuranosi-
dase) คือ 12.90, 0.76, 0.03, 0.12, 0.20 และ 0.22 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ โดยเอนไซม
สามารถจับกับไซแลน และอะไวเซล ซึ่งสารทั้งสองชนิดนี้เปนสารที่ไมละลายน้ํา นอกจากนี้พบวาเบตา-
ไซโลซิเดส และ อะราบิโนฟูราโนซิเดส ถูกชักนําใหผลิตไดดวยไซโลส และอะราบิโนส (Rattithumkul และ
คณะ,1998)



10

รายงานผลของ Ibrahim และคณะ (2007) การแยกแบคทีเรียที่มีกิจกรรมเซลลูเลสที่
ทํางานไดในอุณหภูมิสูงจากน้ําพุรอนในอียิปต ดวยการใชตัวอยางดินและน้ํา จากวิธี enrichment ตัวอยาง
ดินและน้ําดวยเซลลูโลส นาน 3 สัปดาห บมที่ 70 องศาเซลเซียส ซึ่งสามารถแยกจุลินทรียได 3 ไอโซเลท
ไดแก EHP1 EHP2 และ EHP3 ในการบงชี้สายพันธุ (phylogenetic analysis) พบวามีความใกลเคียงกับ
Anoxybacillus flavithermus, Geobacillus thermodenitrificans และ Geobacillus
stearothermohilus กิจกรรมเซลลูเลสสูงสุดจาก Anoxybacillus flavithermus EHP2 ในชั่วโมงที่ 36
โดยวัดกิจกรรมเซลลูเลสดวยอะไวเซล (avicel) CMC เซลโลไบโอส (cellobiose) และไซแลน อัตราการ
สลาย CMC สูงกวาสารตั้งตนชนิดอ่ืนในที่นี้ที่ศึกษา อุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสมตอกิจกรรมเอนไซมคือ
75 องศาเซลเซียส และ พีเอช 7.5ตามลําดับ

รายงานการวิจัยของภัทรา และคณะ (2552) ในการแยกแบคทีเรียชอบรอนที่สามารถ
ผลิตไซลาเนสและเซลลูเลสในสภาวะที่ไมตองการอากาศจากตัวอยางดิน พบวาสามารถแยกเชื้อบริสุทธิ์ได
200 โคโลนี บนอาหารแข็งที่มี cellulose powder ในสภาวะที่ไมตอการอากาศ ที่พีเอช 7.0 อุณหภูมิ 60
องศาเซลเซียส โดยพบแบคทีเรียสายพันธุ M8.3 มีกิจกรรมไซลาเนสสูงสุด 12 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน และ
เซลลูเลสสูงสุด 24 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน เมื่อนํามาทดสอบสายพันธุดวยวิธี 6srRNA พบวาแบคทีเรียสาย
พันธุนี้คือ Clostridium thermocellum และเอนไซมที่ไดยังสามารถยอยสลายเปลือกขาวโพด ชานออย
ซังขาวโพด และฟางขาวไดดวย

รายงานการวิจัยของ Boonmee (2009) ในการคัดเลือกจุลินทรียที่มีกิจกรรมเอนไซมกลุม
เซลลูโลไลติก เพ่ือการสลายฟางขาว พบวาแยกแบคทีเรียได 29 ไอโซเลท และ เชื้อรา 30 ไอโซเลท ที่มี
กิจกรรมเอนไซมที่ตองการ โดยไอโซเลท FR14 แสดงกิจกรรม FPase จําเพาะสูงสุด 0.032 ยูนิตตอ
มิลลิกรัมโปรตีน FR4 มีกิจกรรม CMCase จําเพาะสูงสุด 0.5 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน และ FC1 มี
กิจกรรม cellobiase จําเพาะสูงสุด 0.6 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน
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2.4 เอนไซมกลุมเซลลูโลไลติก (Cellulolytic enzyme)
เอนไซมเซลลูเลส (cellulase) หรือ เอนไซมในกลุมเซลลูโลไลติก เปนเอนไซมที่ยอยสลายเซลลูโลส

และอนุพันธของเซลลูโลส โดยเอนไซมในกลุมเซลลูโลไลติกประกอบดวยเซลโลไบโอไฮโดรเลส
(cellobiohydrolase) เอ็นโดกลูคาเนส (endoglucanase) และเบตา-กลูโคซิเดส  (β-glucosidase) ซึ่งใน
การยอยสลายเซลลูโลสตามธรรมชาติใหสมบูรณจําเปนตองมีเอนไซมหลายชนิดทํางานรวมกัน (Martti,
1983 และ Kubicek, 1992) ซึ่งเซลลูเลสโดยทั่วไปมีคุณสมบัติ (ปราณี อานเปรื่อง, 2543) ดังนี้

1) มวลโมเลกุลโดยเฉลี่ย 63000 Da
2) พีเอช ที่เหมาะสมโดยทั่วไป คือ 5.5-6.0
3) ถูกยับยั้งไดดวยอิออนหนัก สารกลุมซัลไฟดริล สารที่ทําใหเกิดปฎิกิริยาออกซิเดชั่น

และรีดักชั่น และปริมาณของผลผลิตจากปฎิกิริยาของเซลลูเลส คือ กลูโคส
4) วัดกิจกรรมจากการวัดปริมาณ หรือความเขมขนน้ําตาลรีดิวซที่เกิดข้ึนจากปฏิกิริยา

โดยนิยมใชสับสเทรตที่ละลายน้ําไดดี ซึ่งเปนสับสเทรตสังเคราะห เชน คารบอกซีเมทธิลเซลลูโลส
(Carboxymethylcellulose; CMC)

2.4.1 ชนิดเอนไซมในกลุมเซลูโลไลติก
เอนไซมกลุมเซลลูโลไลติกสามารถแบงออกเปน 3 ชนิด ซึ่งแตละชนิดมีการเขาทําปฏิกิริยา

ตางกัน (ภาพที่ 2.8) และมีคุณสมบัติตางๆ กัน  (Lee และคณะ, 2002) ดังนี้
2.4.1.1 เซลโลไบโอไฮโดรเลส (Cellobiohydrolase)

เซลโลไบโอส  หรือ exoglucanase หรือ 1, 4-β-D-glucan-
cellobiohydrolase (EC 3.2.1.91) ทําหนาที่กระตุน หรือ แตกสายเซลลูโลส โดยการไฮโดรไลสซิส
crystalline cellulose, acid swollen cellulose และ 4-methylumbelliferyl-cellodextrin ใหมี
สภาพที่เหมาะสม คือทําใหพันธะไฮโดรเจนออนลง (weakening) สําหรับเปนสับสเทรตของเซลลูเลส
ลําดับตอไป คือเอ็นโดกลูคาเนส โดยเอนไซมชนิดนี้จะทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่ 1, 4- β -D-glycosidic
linkages ของโครงสรางเซลลูโลส และเซลโลเตตระโอส แลวใหเซลโลไบโอส (cellobiose) เปนผลิตภัณฑ
หลัก
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2.4.1.2 เอ็นโดกลูคาเนส (endoglucanase)
เอ็นโดกลูคาเนส หรือ 1, 4- β -D-glucan-4-glucanohydrolases (EC

3.2.1.4) ทําหนาที่ยอยสลายพันธะในเซลลูโลส หรือ อนุพันธของเซลลูโลสที่ละลายน้ําได แตไมสามารถยอย
สลายสับสเทรตที่มีโครงสรางซับซอนได กลาวคือ สามารถยอยสลายพันธะ β -1, 4 ของสารตั้งตน
สังเคราะห เชน คารบอกซีเมธิลเซลลูโลส (CMC) หรือไฮดรอกซีเอธิลเซลลูโลส โดยจะทําปฎิกิริยาอยางสุม
ใน internal amorphous sites ในสายเซลูโลส ใหไดสายใหมขนาดตางๆ เอนไซมในกลุมนี้ แบงเปน 2
ชนิด คือ

1) Endo- β -1, 4-glucanase ยอยสลายสายพอลิเมอรภายในสายอยางอิสระ
และไดผลผลิตเปนโอลิโกเมอร และกลูโคส

2) Exo- β -1, 4-glucanase ยอยสลายสายพอลิเมอรจากดานของ non-
reducing end อยางมีระบบ และเปลี่ยนรูปของผลผลิต คือ เปลี่ยน β - เปน α- configuration และ
ไดผลผลิตเปนเซลโลไบโอส และกลูโคส

2.4.1.3 เบตา-กลูโคซิเดส  (β-glucosidase)
เบตา-กลูโคซิเดส หรือ β -D-glucoside glucohydrolase (EC 3.2.1.21)

คลายกับ exo- β -1, 4-glucanase แตอัตราการยอยสลายแตกตางกัน โดยอัตราเร็วของเบตา-กลูโคซิเดส
จะลดลงเมื่อความยาวของสายพอลิเมอร เพ่ิมข้ึน โดยเอนไซมชนิดนี้จะทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสกับ
common substrates หรือ เซลลูโลสทั่วไป เซลโลไบโอส (กลูโคส 2 โมเลกุล) ถึงเซลโลเฮกโซส หรือ
cellodextrins (กลูโคส 6 โมเลกุล) และผลผลิตที่ได คือ กลูโคสชนิด D-glucose
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ภาพท่ี 2.5 การทํางานของเอนไซมกลุมเซลลูโลไลติกกับโครงสราง crystalline และ amorphous ใน
เซลลูโลส (Lee R. Lynd และคณะ, 2002)
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2.5 การใชประโยชนเอนไซมเซลลูโลไลติก
เซลลูโลไลติกเปนกลุมเอนไซมที่มีการนํามาประยุกตใชในกระบวนการของการผลิตผลิตภัณฑ

ทางดานอุตสาหกรรมตางๆ เชน อุตสาหกรรมอาหาร อุสาหกรรมเครื่องดื่ม อาหารสัตว และชีวโมเลกุล ซึ่ง
การนําเอนไซมแตละชนิดมาใช ควรคํานึงถึงคุณสมบัติตางๆ ของเอนไซมที่มีสภาวะการทํางาน กิจกรรม
จําเพาะของเอนไซม โดยเอนไซมที่เก่ียวของการการสลายผนังเซลลพืชที่มีการนํามาใชนอกจากเอนไซมกลุม
เซลลูโลไลติกแลว เอนไซมกลุมไซลาโนไลติกยังถูกนํามาใชประโยชนในอุตสาหกรรมตางๆ เชนกัน ในที่นี้จึง
กลาวถึงการใชประโยชนของเอนไซมกลุมไซลาโนไลติกดวย ไดแก

2.5.1 อุตสาหกรรมอาหารสัตว
การนําเซลลูเลสมาผสมกับอาหารสัตว เพ่ือชวยในระบบการยอยทั้งในสัตวเค้ียวเอ้ืองและ

สัตวกระเพาะเดี่ยว (monogastric animals) (Mandels, 1985) ปญหาการลดลงของน้ําหนักตัวในไกเลี้ยง
และประสิทธิภาพในการเปลี่ยนรูปอาหารของไกเลี้ยง มีสาเหตุที่มีความสัมพันธกับความหนืดในลําไสไก
เลี้ยง จึงการเติมไซลาเนสรวมกับอาหารที่ใชเลี้ยง จะมีผลตอการลดความหนืดในลําไสไก (Bedford และ
Classen, 1992 และ vanParidon และคณะ, 1992). และการใชไซลาเนสในการเตรียม forage crops
เพ่ือชวยปรับปรุงการยอยอาหาร ซึ่งชวยเพ่ิมประสิทธิภาพใหสัตวที่เลี้ยงสามารถรับสารอาหารที่ดีข้ึน
(Gilbert และ Hazlewood, 1993)

2.5.2 อุตสาหกรรมอาหาร
เชน มีการใชไซลาเนสในปรับปรุงคุณภาพขนมปง ซึ่งมีผลตอการเพ่ิมปริมาตรของขนมปง

อยางมาก และมีประสิทธิภาพมากข้ึนเมื่อใชไซลาเนสรวมกับการใชอะไมเลส (Maat และคณะ, 1992) ใช
ในการสกัดกาแฟ พืชน้ํามัน และใชเพ่ือการแยกเอาแปงจากพืช (Biely, 1985) มีการนําเซลลูเลสมาใชใน
การสกัดน้ํามันจากเมล็ดพืช  มีการนํามาใชในการเพ่ิมประสิทธิภาพความชุมน้ํา หรือ การซึมน้ําไดของเมล็ด
พืช เชน ถ่ัวเหลือง ซึ่งจะนํามาใชในการทํา อาหารหมัก เชน ซอสถ่ัวเหลือง มิโสะ เปนตน นอกจากนี้มีการ
นํามาใชในการสกัดวุนจากสาหราย (Beguin และ Aubert, 1993; Coughlan, 1985 (a, b อางถึงใน
Bhat, 1997) และ Mandels, 1985)

2.5.3 อุตสาหกรรมเครื่องดื่ม
โดยการใชไซลาเนสรวมกับเซลลูเลส และเพกติเนส ในการ สกัดน้ําผัก ผลไม รวมถึงการทํา

ใหน้ําผลไมมีความใสมากข้ึน (Biely, 1985) มีการนําเซลลูเลสมาใชเพ่ือการไฮโดรไลซ (hydrolyze) β-1, 3
และ β -1, 4 glucan บาเลยคุณภาพต่ํา โดยจะชวยใหการกรองเบียรงายข้ึน และเปนการเพ่ิมสาร aroma
ในไวนดวย ซึ่งมีการใช recombinant yeast ที่สามารถผลิต β -1, 3 และ β -1, 4 glucanase มาใชใน
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การผลิตเครื่องดื่มแอลกอฮอลดวย (Beguin และ Abert, 1993) และมีการนําไซลาเนสมาใชในข้ันตอนการ
ผลิตไวนชวยใหเครื่องดื่มที่ไดมีความใสมากข้ึน (Biely, 1985)

2.5.4 การผลิตพลังงานทดแทน
โดยการยอยวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร ใหเกิดน้ําตาล แลวนํามาใชในการหมักดวย

จุลินทรียเพ่ือผลิตเอทานอล โดยการใชเอนไซมกลุมไซลาโนไลติกและ /หรือกลุมเซลลูโลไลติกมายอยวัสดุ
เหลือทิ้งทางการเกษตร เพ่ือใหเกิด fermentable sugar ซึ่งเปนน้ําตาลที่สามารถนํามาใชเพาะเลี้ยง
จุลินทรียในการผลิตผลิตภัณฑที่ตองการ เชน กรดแลคติก ไซลิทอล เปนตน (Ahring และคณะ, 1999)

2.5.5 อุตสาหกรรมสิ่งทอ
มีการนําเซลลูเลสมาใชในการแยกสวน microfibrils จากผาฝาย เพ่ือรักษาความนุม และ

ความสวางของผาฝาย (Beguin และ Aubert, 1993 และ Mandels, 1985)
2.5.6 การประยุกตใชในชีวโมเลกุล

โดยเซลลูเลส หรือ เซลลูเลสที่มีกลูคาเนสชนิดอ่ืนๆ อยูดวย ไดถูกนํามาใชในการสลายผนัง
เซลลของพืชหรือเชื้อรา เพ่ือนํา protoplast ที่ไดมาศึกษาในงานทางพันธุวิศวกรรม เชน การศึกษา hydrid
strain เปนตน (Bauchop, 1981)

จากที่กลาวมา การนําเอนไซมมาประยุกตใชใหเกิดประโยชน จําเปนตองคํานึงถึงวัตถุประสงค
คุณลักษณะของผลิตภัณฑ และเลือกใชตามคุณสมบัติของเอนไซมแตละชนิด เชนในอุตสาหกรรมกระดาษ
จําเปนตองใชเอนไซมไซลาเนสที่ปราศจากกิจกรรมเซลลูเลส (cellulase-free xylanase) เนื่องจากเมื่อ
ผานข้ันตอนการฟอกขาวแลว จะไดเยื่อใยเซลลูโลสที่มีความบริสุทธิ์มากข้ึน (Dhillon และคณะ, 2000)
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บทที่ 3
วิธีดําเนินงานวิจัย

3.1 วัสดุ อุปกรณ และสารเคมี
3.1.1 แหลงคัดแยก

ดินในแปลงเกษตรอินทรีย และมูลสัตว จากโคที่เลี้ยงเขตอําเภอเมือง จังหวัดบุรีรัมย
3.1.2 อาหารเพาะเลี้ยง วัสดุ และสารเคมี

1) อาหารสูตร CMC (ภาคผนวก)
2) สารละลายวัดน้ําตาลรีดิวซตามวิธี Somogyi-Nelson (ภาคผนวก)
3) สารละลายโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร พีเอช 5.0 (ภาคผนวก)
4) น้ําตาลกลูโคส
5) ถุงไดอะไลซิส
6) สารทดสอบทางชีวเคมีในการบงชีส้กุลจุลินทรียที่คัดแยกได (ภาคผนวก)
7) กระดาษกรอง

3.2 วิธีดําเนินการวิจัย
3.2.1 การเก็บแหลงคัดแยกจุลินทรียท่ีผลิตเซลลูเลส

การเก็บตัวอยางมูลสัตวเค้ียวเอ้ือง (โค) โดยการเก็บตัวอยางมูลโคจากอําเภอเมือง จังหวัด
บุรีรัมย ที่มีการทําการเกษตรเปนแบบเกษตรอินทรีย โดยเก็บตัวอยางในชวงเย็นของวัน ประมาณเวลา
17.00 น. ดวยอุปกรณที่ผานการทําใหปราศจากเชื้อ และถุงเก็บตัวอยางที่ปราศจากเชื้อ แลวเก็บรักษาที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส กอนการนําตัวอยางมาใชเปนแหลงคัดแยก

3.2.2 การคัดแยกจุลินทรียท่ีผลิตเซลลูเลส
ชั่งตัวอยางแหลงคัดแยกที่เปนดิน หรือมูลสัตวมา 10 กรัม เติมลงในน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 90

มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน เปนเวลา 30 วินาที นําตัวอยางแหลงคัดแยกที่เปนของเหลวมาเจือจางลําดับสวน
(Serial dilution) 10-1-10-7 แลวมา 0.1 มิลลิลิตร เกลี่ยบนอาหาร CMC agar (ภาคผนวก) นําไปบมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 48 ชั่วโมง จากนั้นนําโคโลนีที่ไดมาขีดไขวบนอาหาร เพ่ือแยกเปนโคโลนีเดี่ยว
2-3 รอบ นําโคโลนีเดี่ยวมาจุด (Spot) บนอาหาร CMC agar บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ
อุณหภูมิหอง 48 ชั่วโมง ยอมสีดวย Congo red ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต นาน 15 นาที แลวลางสียอม
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ดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด (NaCl) ความเขมขน 1 โมลาร นาน 10-15 นาที เทออก แลวสังเกตการ
เกิดโซนใส วัดเสนผานศูนยกลางโซนใส แลวบันทึกผล

3.2.3 การวัดกิจกรรมเอนไซมเซลลูเลส
ยายไอโซเลทที่แยกไดลงในอาหารตามสูตร CMC broth บมเขยาความเร็ว 150 รอบตอ

นาที นาน 48 ชั่วโมง แลวถายยายมา 1 เปอรเซ็นต ลงใน CMC broth ที่มีเพียง CMC เปนแหลงคารบอน
เก็บตัวอยางมาปนแยกเอาสวนใสออกจากตะกอนดวยความเร็วรอบ 9000 รอบตอนาที และวิเคราะห
กิจกรรมเอนไซม

3.2.3.1 การวัดกิจกรรมเอนไซมเซลลูเลส (ภาคผนวก)
นําเอนไซมมา 0.1 มิลลิลิตร เติมลงผสมกับ CMC ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ที่

อยูใน Sodium acetate buffer ที่มีความเขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 5.0 แลวบมที่ 50 องศาเซลเซียส
นาน 30 นาที นําไปปนเหวี่ยงแยกตะกอนออก แลวนําสวนใสมาวิเคราะหน้ําตาลที่ไดจากกิจกกรมเอนไซม
โดยกิจกรรมเอนไซม 1 ยูนิต หมายถึง ปริมาณของเอนไซมที่ปลดปลอยกลูโคส1 ไมโครโมลตอนาที

3.2.4 ผลของอุณหภูมิและพีเอชตอการทํางานของเอนไซม
การศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีตอกิจกรรมเอนไซมเซลลูเลส มี 3 สภาวะ ไดแก 37 45 และ

50 องศาเซลเซียส การศึกษาผลของพีเอชที่มีตอกิจกรรมเอนไซมเซลลูเลสมี 3 สภาวะ ไดแก พีเอช 5.0 ใช
บัฟเฟอรโซเดียมอะซิเตต ความเขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 7.0 ใชบัฟเฟอรฟอสเฟต ความเขมขน 0.05 โม
ลาร และพีเอช 8.0 ใชบัฟเฟอรฟอสเฟต ความเขมขน 0.05 โมลาร โดยการบมเอนไซมกับ CMC ใน
บัฟเฟอรแตละพีเอช และสภาวะอุณหภูมิที่ทดสอบ จากนั้นนํามาวัดปริมาณน้ําตาลที่เปนผลิตภัณฑจาก
ปฏิกิริยา (ภาคผนวก)
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บทที่ 4
ผลและวิจารณผลการทดลอง

4.1 การแยกจุลินทรียท่ีผลิตเซลลูเลส
4.1.1 การแยกจุลินทรียท่ีผลิตเซลลูเลสจากมูลสัตว

เมื่อเก็บตัวอยางมูลโค ที่เลี้ยงในเขตอําเภอเมือง จังหวัดบุรีรัมย นําแยกจุลินทรียที่สามารถ
ผลิตเซลลูเลส บนอาหาร CMC agar ที่มีคารบอกซีเมธิลเซลลูโลส (Carboxymethylcellulose; CMC)
0.5 เปอรเซ็นต จากนั้นยอมสีดวยสารละลาย Congo red ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต เปนตัวบงชี้ แลว
สังเกตการเกิดโซนใสรอบโคโลนี จากผลการทดลองพบวาสามารถแยกจุลินทรียที่สามารถผลิตเซลลูเลส ได
31 ไอโซเลท ที่มลีักษณะโคโลนีตางๆ กัน (ตารางที่ 4.1)

ตารางท่ี 4.1 จํานวนไอโซเลทจุลินทรียที่แยกไดจากมูลสัตวและลักษณะโคโลนี

ไอโซเลท ลักษณะโคโลนี
AF2 รูปรางกลม สีขาวขุน ขอบเรียบ ผิวหนานูน
AF1 รูปรางกลม สีขาวขุน ขอบเรียบ ผิวหนานูน
AC1 รูปรางกลม สีขาวขุน ขอบเรียบ ผิวหนานูน
AF11 รูปรางกลม สีขาวขุน
AD1 รูปรางกลม สีขาวขุน ขอบเรียบ
BF2 รูปรางกลม สีขาว ขอบเรียบ ผิวหนานูน ตรงกลางเวา
BD3 รูปรางกลม สีขาว ขอบเรียบ ผิวหนานูน ตรงกลางเวา
BF1 รูปรางกลม สีขาว ขอบเรียบ ผิวหนานูน
BE33 รูปรางกลม สีขาว ขอบหยัก
BE3 รูปรางกลม สีขาวขุน ขอบมีลักษณะหยัก
TF1 รูปรางกลม สีขาวขุน ขอบเรียบ
TF3 รูปรางกม สีขาว ขอบเรียบ ผิวหนานูนเวาตรงกลาง
TC3 รูปรางกลม สีขาวขุน ขอบเรียบ
TC22 รูปรางกลม สีขาวขุน ขอบหยักเล็กนอย
TC2 รูปรางกลม สีขาวขุน ขอบเรียบ
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ตารางท่ี 4.1 จํานวนไอโซเลทจุลินทรียที่แยกไดจากมูลสัตวและลักษณะโคโลนี (ตอ)

ไอโซเลท ลักษณะโคโลนี
ED1 รูปรางกลม สีขาว ขอบเรียบ
EF1 รูปรางกลม สีขาว ขอบเรียบ ผิวหนานูน ตรงกลางเวา
EC1 รูปรางกลม สีขาวขุน ขอบเรียบ
GC1 รูปรางกลม สีเหลือง ขอบเรียบ ผิวหนานูน
GC2 รูปรางกลม สีเหลือง ขอบเรียบ ผิวหนานูน
GD1 รูปรางกลม สีขาว ขอบเรียบ ผิวหนานูน
GF1 รูปรางกลม สีเหลือง ผิวแหงไปกับอาหาร
GC3 รูปรางกลมรี สีเหลือง ขอบเรียบ ผิวหนานูน
HC1 รูปรางกลมสีขาว ขอบหยัก เวาตรงกลาง
HD2 รูปรางกลม สีขาว ขอบหยักเล็กนอย
HD1 รูปรางกลม สีขาวขอบเรียบ ผิวหนาเวาตรงกลาง
ID2 รูปรางกลม สีขาว ขอบเรียบ ผิวหนาเวาตรงกลาง
IF1 รูปรางกลม สีขาว ขอบเรียบ

ID33 รูปรางกลม สีขาว ขอบเรียบ ผิวหนาเวาตรงกลาง
ID3 รูปรางกลมรี สีขาว ขอบเรียบมีเมือกหอหุม
IC3 รูปรางกลม สีขาว ขอบหยัก

จุลินทรียที่แยกไดจากมูลสัตว ที่พบกิจกรรมเซลลูเลส มี 30 ไอโซเลท โดยแตละไอโซเลทมีลักษณะ
โคโลนีที่แตกตางกัน โดยสวนใหญไอโซเลทที่แยกไดมักมีโคโลนีรูปรางกลม สีขาว ขอบเรียบ และผิวหนานูน
ไดแก AF1, AC1, BF2, BF1, GD1 ไอโซเลทมีโคโลนีรูปรางกลม สีขาวขุน ไดแก AF11, TF1, TC3, TC2
ไอโซเลทที่มีโคโลนีรูปรางกลมสีขาว ขอบเรียบ ผิวหนานูน เวาตรงกลาง ไดแก BF2, BD3, TF3, EF1, HD1,
ID2 และID33 ไอโซเลทที่มีรูปรางรี สีเหลือง ขอบเรียบ ผิวหนานูน ไดแก GC1 และ GC2 ไอโซเลทที่มี
รูปรางกลมรี สีเหลือง ขอบเรียบ ผิวหนานูน ไดแก GC1 และ GC2 สวนไอโซเลทที่มีรูปรากลม สีขาว ขอบ
หยัก ไดแก BE33, TC22, HD2 และ IC3 ไอโซเลทที่มีรูปรางกลม สีขาว ขอบหยัก เวาตรงกลางไดแก HC1
ไอโซเลทที่มีโคโลนีรูปรางกลมรี สีเหลือง ขอบเรียบ ผิวหนานูน ไดแก GC2 สําหรับไอโซเลทที่มีรูปราง
โคโลนีรูปรางกลมสองชั้น สีขาวขุน ขอบเรียบ ไดแก EC1 ไอโซเลทที่มีรูปรางกลม สีเหลือง ผิวแหงไปกับ
อาหาร ไดแก GF1 ไอโซเลทที่มีโคโลนีรูปรางกลมรี สีขาว มีเมือกหุม ไดแก ID3
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4.1.2 การทดสอบกิจกรรมเซลลูเลส
เมื่อนําจุลินทรียที่แยกไดมาเพาะเลี้ยง ดวยการจุด (spot) บนอาหาร CMC agar แลวบมที่

37 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิหอง นาน 48 ชั่วโมง จากนั้นทดสอบการมีกิจกรรมเซลลูเลสดวยการยอมสี
Congo red ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต นาน 15 นาที แลวลางออกดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด
(NaCl) ความเขมขน 1 โมลาร นาน 15 นาที จากนั้นสังเกตการเกิดโซนใส รอบโคโลนี โดยจากผลการ
ทดสอบพบวาไอโซเลทที่แยกไดนั้น พบขนาดเสนผานศูนยกลางตางกัน (ตารางที่ 4.2)

ตารางท่ี 4.2 ไอโซเลทจุลินทรียที่แยกไดจากมูลสัตวและขนาดเสนผานศูนยกลางโซนใส

ไอโซเลท ขนาดเสนผานศูนยกลางโซนใส
(เซนติเมตร)

AF2 0.53
AF1 1.20
AC1 0.71
AF11 0.80
AD1 0.99
BF2 0.89
BD3 0.51
BF1 0.36
BE33 0.98
BE3 0.81
TF1 0.50
TF3 0.84
TC3 0.75
TC22 1.19
TC2 1.01
ED1 1.54
EF1 1.21
EC1 1.29
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ตารางท่ี 4.2 ไอโซเลทจุลินทรียที่แยกไดจากมูลสัตวและขนาดเสนผานศูนยกลางโซนใส (ตอ)

ไอโซเลท ขนาดเสนผานศูนยกลางโซนใส
(เซนติเมตร)

GC1 1.33
GC2 0.64
GD1 0.49
GF1 0.78
GC3 1.33
HC1 1.18
HD2 0.93
HD1 0.96
ID2 1.28
IF1 1.08

ID33 0.99
ID3 1.15
IC3 1.23

การแยกจุลินทรียที่มีกิจกรรมเซลลูเลสจากตัวอยางซึ่งพบวาไอโซเลทที่แยกไดสามารถแสดงการเกิด
กิจกรรมคารบอกซีเมทธิลเซลลูเลสได โดยแสดงการเกิดโซนใสจากการทดสอบดวยสารละลายบงชี้ congo
red โดยสารละลาย congo red มีคุณสมบัติสามารถจับกับเซลลูโลสไดดีดวยพันธะ non-covalent ซึ่งใน
ที่นี้อาหารที่ใชสําหรับการแยกจุลินทรียที่ผลิตเซลลูเลส มีคารบอกซีเมทธิลเซลลูโลสเปนสวนประกอบ ซึ่ง
เปนเซลลูโลสชนิดหนึ่ง โดยการแยกจุลินทรียที่ผลิตเซลลูเลสได มีการนําไอโซเลทที่แยกไดจากตัวอยางมา
จุดบนอาหารทดสอบ เมื่อบมที่สภาวะ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง แลวนํามายอมสีดวย congo
red โมเลกุลสารบงชี้สามารถจับกับเซลลูโลสในอาหารได จากนั้นจึงลางออก (decolorization) ดวย
สารละลายโซเดียมคลอไรด เพ่ือลางสีสวนเกินที่ไมไดจับกับเซลลูโลสออก ดังนั้นหาจุลินทรียไอโซเลทที่
ทดสอบสามารถสรางเซลลูเลส เอนไซมที่จุลินทรียสรางข้ึนเกิดการสลายเซลลูโลส ทําใหเซลลูโลสถูกยอย
สลาย เมื่อยอมดวย congo red โมเลกุลของสารบงชี้จึงไมมีเซลลูโลสใหสามารถจับได เมื่อลางสีสวนเกินที่
ไมไดจับกับเซลลูโลสออก สีสวนเกินที่ไมจับกับเซลลูโลสจึงถูกชะออกได ดังนั้นเมื่อทดสอบดวยวิธีดังกลาว
จึงพบโซนใส (clear zone) รอบโคโลนีของไอโซเลทที่มีกิจกรรมเซลลูเลส (Carder, 1986)
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จากผลการทดสอบพบวาแตละไอโซเลทแสดงการเกิดโซนใสขนาดตางกัน ซึ่งจากไอโซเลทที่แยกได
31 ไอโซเลท จากตัวอยางมูลสัตว มี 23 ไอโซเลท ที่แสดงการเกิดโซนใสเสนผานศูนยกลางในชวงตั้งแต
0.5-1.1 เซนติเมตร และมี 8 ไอโซเลทที่แสดงการเกิดโซนใสที่มีขนาดเสนผานศูนยกลางโซนใสใกลเคียงกัน
และมากกวา 1.2 ไดแก AF1 ED1 EF1 EC1 GC1 GC3 ID2 IC3 โดยแสดงเสนผานศูนยกลางโซนใส 1.2
1.54 1.21 1.29 1.33 1.33 1.28 และ 1.23 เซนติเมตร ตามลําดับ

จากรายงานของ Kuar และ Arora (2012) ในการแยกแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายเซลลูโลสที่เปน
ของทิ้งจากครัวเรือนพบวาสามารถแยกแบคทีเรียได 21 ไอโซเลท โดยมีเพียง 4 ไอโซเลท ที่แสดงการเกิด
โซนใสจากการทดสอบดวยสารละลาย congo red โดย 4 ไอโซเลทนั้นมีประสิทธิภาพในการยอยสลาย
เซลลูโลสได เมื่อนํามาเพาะเลี้ยงแลววัดคากิจกรรมเซลลูเลส พบวา ไอโซเลท CDB 18 มีคากิจกรรมสูงสุด
คือ 24 ยูนิตตอมิลลิลิตร

รายงานของ Behera และคณะ (2014) เก่ียวกับการแยกแบคทีเรียที่ยอยสลายเซลลูโลสจากดิน
แมนกรูฟ และแมน้ํามาฮานาดิ (Mahanadi river) ประเทศอินเดีย พบวาสามารถแยกแบคทีเรียที่สามารถ
ยอยสลายเซลลูโลสได 15 ไอโซเลท โดยการแยกแบคทีเรียที่ตองการดวยการทดสอบยอมสี congo red ซึ่ง
แบคทีเรียที่ทดสอบแสดงการไฮโดรไลซิสคารบอกซีเมทธิลเซลลูโลสดวยคาการเกิดโซน (halo zone) สูงสุด
ในชวง 1.18-2.5 เซนติเมตร
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4.2 กิจกรรมคารบอกซีเมทธิลเซลลูเลส (Carboxymethylcellulase; CMCase) ในสภาวะการ
เพาะเลี้ยงอาหารท่ีไมเติมสารสกัดจากยีสต

เมื่อนําจุลินทรียที่แยกได ที่ปรากฏโซนใสชัดเจนขนาดมากกวา 1 เซนติเมตร มาเพาะเลี้ยงในอาหาร
CMC broth ที่ไมมีน้ําตาลกลูโคส แตมีเพียง คารบอกซีเมธิลเซลูโลส (Carboxymethylcellulose; CMC)
ซึ่งเปนเซลลูโลสชนิดที่ละลายได (soluble cellulose) เปนแหลงคารบอนหลัก โดยในการเพาะเลี้ยงไดมี
การใชอาหารตามสวนประกอบในสวนประกอบอาหารเพาะเลี้ยง CMC broth ซึ่งประกอบดวย NaNO3

K2HPO4 KCl MgSO4 สารสกัดยีสต (yeast extract) และ CMC แตไมเติมกลูโคสตามที่กลาวมาในขางตน
ในการศึกษาโดยนําจุลินทรียที่แยกไดมาเพาะเลี้ยงในอาหาร CMC broth ที่ไมมีสารสกัดจากยีสต พบวา
เชื้อที่แยกไดไมสามารถเจริญ และไมพบกิจกรรรมเอนไซมในการเพาะเลี้ยง ทั้งนี้อาจเก่ียวเนื่องจากปจจัย
หลายประการที่นํามาพิจารณา ไดแก

1. อาหารเพาะเลี้ยง CMC ที่ใชในการศึกษาประกอบดวย NaNO3 K2HPO4 KCl MgSO4 Yeast
extract กลูโคส (glucose) และ Carboxymethylcellulose (soluble cellulose) จากสวนประกอบใน
อาหารเพาะเลี้ยงที่กลาวมา โซเดียมไนเตรท (sodium nitrate; NaNO3) เปนสวนประกอบที่ทําหนาที่เปน
แหลงไนเตรทในอาหารเพาะเลี้ยง ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (dipotassium hydrogen
phosphate; K2HPO4) ทําหนาที่เปนแหลงโพแทสเซียมและฟอสเฟต โพแทสเซียมคลอไรด (potassium
chloride; KCl) ทําหนาที่เปนแหลงโพแทสเซียมและคลอไรดอิออน แมกนีเซียมซัลเฟต (magnesium
sulphate; MgSO4) ทําหนาที่เปนแหลงแมกนีเซียม สวนสารสกัดจากยีสต (yeast extract) ทําหนาที่เปน
แหลงไนโตรเจน กลูโคสทําหนาที่เปนแหลงคารบอน คารบอกซีเมทธิลเซลลูโลสทําหนาที่เปนแหลงคารบอน

2. กลูโคส (C6H12O6) เปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว ที่สิ่งมีชีวิตทั่วไปสามารถนําเขาสูวิถีเมทาบอลิซึม
(Metabolism) ดวยการผานการหายใจระดับเซลล (cellular respiration) เพ่ือใหเกิดการสรางพลังงานที่
นํามาใชได ซึ่งในที่นี้ตองการใหจุลินทรียที่แยกไดมีกิจกรรมเซลลูเลส ในอาหารเพาะเลี้ยงจึงไมไดเติมแหลง
คารบอนที่จําเปนอ่ืนๆ อยางน้ําตาลกลูโคสลงไป เพ่ือตองการตัดปจจัยการมีแหลงคารบอนที่ใชได ซึ่งอาจมี
ผลตอจุลินทรียในการชะงักการผลิตเอนไซมเซลลูเลส

3. สําหรับคารบอกซีเมทธิลเซลลูโลส (CMC) หรือ cellulose gum เปนอนุพันธเซลลูโลสชนิดหนึ่ง
ที่ประกอบดวยหมูคารบอกซีเมทธิล (carboxymethyl group) มีพันธะกับสวนหมูไฮดรอกซิล (hydroxyl
groups) ใน glucopyranose monomers โดยทั่วไปมักอยูในรูปเกลือโซเดียม (sodium salt) สังเคราะห
ดวยการนําเซลลูโลสมาทําปฏิกิริยา alkali-catalyzed reaction ดวย chloroacetic acid ดังนั้น CMC ที่
สังเคราะหจึงมีคุณสมบัติละลายในน้ําได



24

4. สารกัดจากยีสต ไดจากการสกัดจากไซโทพลาสซึมของเซลลยีสต มีลักษณะเหนียวหนืดสีน้ําตาล
ในทางอุตสาหกรรมมีการผลิต วางจําหนายในรูปแบบหลายชนิด ไดแก ยีสตสกัดแบบครีม (yeast extract
paste) สารสกัดจากยีสตแบบเขมขนที่เปนของเหลวหนืด (concentrated yeast extract) และแบบผง
(yeast extract powder) ซึ่งมีการนํามาใชประโยชนในการเปนสารปรุงแตงอาหาร (food additive) และ
เนื่องจากเปนสารที่สกัดไดจากในเซลลจึงมีคุณคาทางโภชนาการ โดยสารสกัดจากยีสตมีปริมาณโปรตีน
กรดอะมิโน (amino acid) และวิตามิน

ในการทดสอบเพาะเลี้ยงจุลินทรียที่แยกไดในอาหารที่ไมเติมสารสกัดจากยีสต เนื่องจากสารสกัด
ยีสตมีราคาสูง เมื่อเทียบกับสารเคมีชนิดอ่ืนๆ ที่เปนสารประกอบแบบสารอนินทรีย สวนสารสกัดจากยีสต
จัดวาเปนสารอินทรีย ซึ่งในปจจุบันถึงแมวาจะมีการผลิตและจําหนายอยางทั่วไป และมีการนํามาใช
อุตสาหกรรมอาหาร รวมถึงมีการผลิตจําหนายในปริมาณมาก อยางไรก็ตามเมื่อเปรียบเทียบราคาตนทุน
แลว ยังแสดงใหเห็นวาในอาหารเพาะเลี้ยงจุลินทรียหากมีการใชสารสกัดจากยีสตจะเปนการเพ่ิมตนทุน
อยางไรก็ตามจากผลการทดสอบในการเพาะเลี้ยงจุลินทรียที่แยกไดในอาหารที่ไมเติมสารสกัดจากยีสต
พบวาจุลินทรียแตละไอโซเลทมีการเจริญนอย และนอกจากนี้ยังไมพบกิจกรรมเซลลูเลสจากการเพาะเลี้ยง
ดวย ทั้งนี้จากที่กลาวมาถึงปจจัยคุณสมบัติของสวนประกอบในอาหารเพาะเลี้ยงที่มีอิทธิพลตอกิจกรรม
ภายในเซลลของจุลินทรียได อยางสารสกัดจากยีสตซึ่งมีสารประกอบที่สําคัญตอการเจริญของจุลินทรีย การ
เกิดกิจกรรมในเซลล รวมถึงการสรางเอนไซมเซลลูเลสดวย

สําหรับการทดสอบสภาวะการเพาะเลี้ยงที่มีอิทธิพลตอการผลิตเอนไซม ในที่นี้ไดนําตัวอยาง
จุลินทรียที่คัดแยกไดจากแหลงคัดแยกดิน มูลสัตว และน้ําหมักชีวภาพ (รจรินทร พาประจง; 2555) มา
เพาะเลี้ยงในสภาวะทดสอบ 3 สภาวะ ไดแก ตั้งไวที่อุณหภูมิหอง ตั้งไวที่ 37 องศาเซลเซียส และเขยาที่
อุณหภูมิหอง ดวยความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที แลวเก็บตัวอยางมาวิเคราะหกิจกรรมคารบอกซีเมทธิล
เซลลูเลส ซึ่งพบวาตัวอยางจุลินทรียในแตละสภาวะการเพาะเลี้ยง สามารถผลิตเซลลูเลสไดใกลเคียงกันใน
สภาวะตางๆ โดยที่อุณหภูมิหอง ดวยความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ตัวอยางจุลินทรียที่นํามาทดสอบ
สามารถเกิดกิจกรรม CMCase ไดมากกวาสภาวะการเพาะเลี้ยงอ่ืน (ตารางที่ 4.3)

ตัวอยางไอโซเลทจุลินทรียที่แยกไดจากดิน S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 และ S11 ซึ่งแยก
ไดจากตัวอยางดินในแปลงเกษตรอินทรีย อําเภอเมือง จังหวัดบุรีรัมย เมื่อนําไอโซเลทดังกลาวมาเพาะเลี้ยง
ใน 3 สภาวะ ไดแก ตั้งไวที่อุณหภูมิหอง ตั้งไวที่ 37 องศาเซลเซียส และ เขยาดวยความเร็วรอบ 150 รอบ
ตอนาที ที่อุณหภูมิหอง แลวเก็บตัวอยางมาวิเคราะหกิจกรรม CMCase พบวาทุกไอโซเลทที่คัดแยกได
สามารถมีกิจกรรม CMCase สูงสุด ในสภาวะการเขยาที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง ใน
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ชั่วโมงที่ 24 ของการเพาะเลี้ยง โดยพบกิจกรรม CMCase 1.2 1.19 1.19 1.19 1.19 1.19 1.18 1.17
1.17 1.17 และ 1.17 ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ

สําหรับไอโซเลทจุลินทรียที่แยกไดจากมูลสัตวอําเภอเมือง จังหวัดบุรีรัมย เมื่อนําไอโซเลทดังกลาว
มาเพาะเลี้ยงใน 3 สภาวะ ไดแก ตั้งไวที่อุณหภูมิหอง ตั้งไวที่ 37 องศาเซลเซียส และ เขยาดวยความเร็ว
รอบ 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง แลวเก็บตัวอยางมาวิเคราะหกิจกรรม CMCase พบวาทุกไอโซเลทที่
คัดแยกไดสามารถมีกิจกรรม CMCase สูงสุด ในสภาวะการเขยาที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิหอง ในชั่วโมงที่ 24 ของการเพาะเลี้ยง โดยแตละไอโซเลท M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 และ
M8 พบกิจกรรม CMCase สูงสุดคือ 1.16 1.16 1.16 1.15 1.15 1.15 1.15 และ 1.15 ยูนิตตอมิลลิลิตร
ตามลําดับ

ไอโซเลทจุลินทรียที่แยกไดจากน้ําหมักชีวภาพ จากเกษตรกรที่ทําการเกษตรอินทรียในเขตอําเภอ
เมือง จังหวัดบุรีรัมย เมื่อนําไอโซเลทดังกลาวมาเพาะเลี้ยงใน 3 สภาวะ ไดแก ตั้งไวที่อุณหภูมิหอง ตั้งไวที่
37 องศาเซลเซียส และ เขยาดวยความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง แลวเก็บตัวอยางมา
วิเคราะหกิจกรรม CMCase พบวาทุกไอโซเลทที่คัดแยกไดสามารถมีกิจกรรม CMCase สูงสุด ในสภาวะ
การเขยาที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง ในชั่วโมงที่ 24 ของการเพาะเลี้ยง โดยจุลินทรีย
แตละไอโซเลท N1 N2 N3 N4 N5 และ N6 พบกิจกรรม CMCase สูงสุดคือ 1.14 1.12 1.12 1.12 1.14
และ 1.11 ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ

ตารางท่ี 4.3 กิจกรรมคารบอกซีเมทธิลเซลลูเลสในสภาวะการเพาะเลี้ยงการเขยาที่อุณหภูมิหอง ดวย
ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที

ไอโซเลท กิจกรรม CMCase (ยูนิตตอมิลลิลิตร)
S1 1.20
S2 1.19
S3 1.19
S4 1.19
S5 1.19
S6 1.19
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ตารางท่ี 4.3 กิจกรรมคารบอกซีเมทธิลเซลลูเลสในสภาวะการเพาะเลี้ยงการเขยาที่อุณหภูมิหอง ดวย
ความเร็วรอบ 150 รอบตออนาที (ตอ)

ไอโซเลท กิจกรรม CMCase (ยูนิตตอมิลลิลิตร)
S7 1.18
S8 1.17
S9 1.17
S10 1.17
S11 1.17
M1 1.16
M2 1.16
M3 1.16
M4 1.15
M5 1.15
M6 1.15
M7 1.15
M8 1.15
N1 1.14
N2 1.12
N3 1.12
N4 1.12
N5 1.14
N6 1.11
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เอนไซมเซลลูเลสที่ผลิตจากจุลินทรียสามารถแสดงกิจกรรมกับสารตั้งตนไดมากกวาเพียงชนิดเดียว
รายงานการวิจัยของ Boonmee (2009) จากการคัดเลือก (screening) จุลินทรียที่มีกิจกรรมเอนไซมกลุม
เซลลูโลไลติก เพ่ือการสลายฟางขาว พบวาแยกแบคทีเรียได 29 ไอโซเลท และเชื้อรา 30 ไอโซเลท ที่มี
กิจกรรมเอนไซมที่ตองการ โดยไอโซเลท FR14 แสดงกิจกรรม FPase จําเพาะสูงสุด 0.032 ยูนิตตอ
มิลลิกรัมโปรตีน FR4 มีกิจกรรม CMCase จําเพาะสูงสุด 0.5 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน และ FC1 มี
กิจกรรม cellobiase จําเพาะสูงสุด 0.6 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน

รายงานการวิจัยของ Tabao และ Monsalud (2010) พบวา 225 ไอโซเลทแบคทีเรียแมนกรูฟ
(mangrove) แยกไดจากบริเวณที่มีแมนกรูฟตางๆ ในฟลิปปนส โดยมีประมาณ 10 สายพันธุที่แสดง
กิจกรรมเซลลูเลสดี และมี 5 สายพันธุที่มีกิจกรรมสูงกวาสาพันธุอ่ืนๆ ในทางสถิติ ไดแก BBCS-11, BBCS-
14, BBoB2L2-2, BOrMGS-2 และ BOrMGS-3 โดยมีกิจกรรมเซลลูเลสตามสภาวะที่เหมาะสม ไดแก
54.80 56.60 66.50 50.33 51.04 และ 48.70 ยูนิตตอมิลลิลิตร

จากการทดสอบไอโซเลทที่มีกิจกรรมเซลลูเลสดวยการยอมสี congo red แลววัดกิจกรรมเอนไซม
เชนเดียวกับการทดสอบของ Behera และคณะ (2014) เก่ียวกับการแยกแบคทีเรียที่ยอยสลายเซลลูโลส
จากดินแมนกรูฟ และแมน้ํามาฮานาดิ (Mahanadi river) ประเทศอินเดีย พบวาสามารถแยกแบคทีเรียที่
สามารถยอยสลายเซลลูโลสได 15 ไอโซเลท โดยการแยกแบคทีเรียที่ตองการดวยการทดสอบยอมสี congo
red ซึ่งแบคทีเรียที่ทดสอบแสดงการไฮโดรไลซิสคารบอกซีเมทธิลเซลลูโลสดวยคาการเกิดโซน (halo
zone) สูงสุดในชวง 1.18-2.5 เซนติเมตร โดยไอโซเลทที่แยกไดมีกิจกรรม CMCase ในชวง 2.471 ถึง
98.253 ยูนิตตอมิลลิลิตรตอนาที โดยแตละไอโซเลทมีลักษณะทางสัณฐาน และทางชีวเคมีเปน
Micrococcus spp., Bacillus spp., Pseudomonas spp., Xanthomonas spp. และ Brucella spp.

อยางไรก็ตามเอนไซมที่ไดจากจุลินทรียที่เปนเอนไซมกลุมเซลลูโลไลติก เอนไซมที่ไดอาจมี
คุณสมบัติของเอนไซมที่ทํางานไดมากกวาจําเพาะเพียงปฏิกิริยาเดียว จากรายงานของ Syed และคณะ
(2013) เก่ียวกับรา Penicillium sp. CPF2 (NFCCI 2862) ที่แยกได ซึ่งสามารถใชในการยอยสลายชาน
ออย และกิจกรรมเอนไซมที่ผลิตไดจากการใชสารตั้งตนที่แตกตางกัน โดยพบกิจกรรม FPase 1.2 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร เอนโดเซลลูเลส (endocellulase) 19 ยูนิตตอมิลลิลิตร ไซลาเนส (xylanase) 40 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร และเบตา-กลูโคซิเดส (β-glucosidase) 2.8 ยูนิตตอมิลลิลิตร จากโปรตีนปริมาณ 0.86 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร ซึ่งในอาหารเพาะเลี้ยงมีเซลลูโลส 1.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) รวมกับเพปโตน 0.2
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร)
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อยางไรก็ตามในสภาวะการเพาะเลี้ยงมีอิทธิพลตอการผลิตเอนไซมจากจุลินทรียเชนเดียวกัน
ตัวอยางเอนไซมที่ผลิตไดโดย Penicillium sp. CPF2 (NFCCI 2862) จากรายงานของ Syed และคณะ
(2013) ซึ่งสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสที่อุณหภูมิ และพีเอช คือ 28 องศาเซลเซียส และ
พีเอช 5.5

ดังนั้นปจจัยในการเพาะเลี้ยงจุลินทรียจึงมีผลตอการผลิตเซลลูเลสของจุลินทรีย จากรายงานของ
Chakraborty และ Mahajan (2014) พบวาสายพันธุแบคทีเรียที่แยกไดจากดินที่มีน้ํามันอยูมาก จาก
บริเวณที่เปนสถานีน้ํามันปโตรเลียม ซึ่งขาดออกซิเจนทําใหมีโอกาสสะสมอยูมากของแบคทีเรียที่เปนพวก
ไมตองการออกซิเจน (anaerobic bacteria) อาหารเซลลูโลโมแนส (cellulomonas medium) ซึ่งมีการ
ปรับปริมาณกรดอะมิโน แหลงคารบอน และแหลงไนโตรเจนใหเหมาะสม เอนไซมเซลลูเลส (crude
enzyme) จากการใชกรดอะมิโนซีสเทอีน (Cysteine) น้ําตาลมอลโทส (maltose) เปนแหลงคารบอน
แอมโมเนียมคลอไรด (Ammonium chloride) เปนแหลงไนโตรเจน โดยพบวาที่ 60 องศาเซลเซียส พีเอช
7.15 เอนไซม (crude enzyme) ใหผลผลิตที่เปนกลูโคสไดสูงที่สุด
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4.3 ผลของอุณหภูมิและพีเอชตอกิจกรรมเซลลูเลส
เอนไซมมีปจจัยที่มีอิทธิพลตอการทํางานหลายประการ ไดแก ปริมาณเอนไซม ปริมาณสารตั้งตนตัว

ยับยั้ง อุณหภูมิ และพีเอช ซึ่งเอนไซมแตละชนิดสามารถทํางานไดในอุณหภูมิ และพีเอชชวงหนึ่งๆ ข้ึนกับ
ชนิดของเอนไซม และคุณสมบัติของแหลงตัวผูผลิตเอนไซม ซึ่งในชวงอุณหภูมิและพีเอชที่เอนไซมทํางานได
นั้น มีอุณหภูมิ และพีเอชชวงหนึ่งเทานั้น ที่เอนไซมสามารถทํางานไดมีประสิทธิภาพมากที่สุด หรือกลาววา
เอนไซมมีอุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสมในการทํางาน นั่นคือเอนไซมแตละชนิดจะสามารถทํางานไดดี ใน
อุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสม

ในการศึกษาผลของอุณหภูมิและพีเอชตอกิจกรรมเซลลูเลสในที่นี้ไดพิจารณานําจุลินทรียไอโซเลท
GC1 มาศึกษาคุณสมบัติ เพ่ือใหพิจารณาปจจัยที่อาจเปนแนวโนมใหสามารถเพ่ิมศักยภาพใหเอนไซมในการ
นํามาใชประโยชน และเพ่ือเปนแนวทางกับเอนไซมที่ไดจากจุลินทรียชนิดอ่ืนๆ ไดดวย

GC1 มีกิจกรรม CMCase ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส pH 5.0 7.0 และ 8.0 คือ 1.33 1.33 และ
3.8 มิลลยิูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส pH pH 5.0 7.0 และ 8.0 คือ 1.11 4.44
และ 1.33 มิลลิยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส pH pH 5.0 7.0 และ 8.0 คือ
1.33 0.67 และ 0.22 มิลลยิูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ (ตารางที่ 4.3)

ตารางท่ี 4.3 กิจกรรม CMCase ของ GC1 ในสภาวะอุณหภูมิ และพีเอชที่ตางกัน

กิจกรรม CMCase (mU/ml)

อุณหภูมิ (°C)
pH

37 45 50

5 1.33 1.11 1.33
7 1.33 4.44 0.67
8 3.8 1.33 0.22
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จะเห็นวาการวัดกิจกรรมเอนไซม CMCase ในอุณหภูมิ และพีเอชแตละสภาวะ จะพบกิจกรรม
เอนไซมที่ตางกัน โดยที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส พีเอช 7 จะพบกิจกรรม CMCase สูงกวาสภาวะการ
ทดสอบอ่ืน ทั้งนี้อาจเนื่องจากไอโซเลท GC1 เปนจุลินทรียที่แยกไดจากมูลสัตว ซึ่งในระบบทางเดินอาหาร
ของโค น้ําลายโคจะมีพีเอชประมาณ 8 รูเมน (rumen) มีพีเอชประมาณ 6-7 สวนอะโบมาซัม
(abomasum) มีพีเอชประมาณ 2-3 ลําไสเล็ก (small intestinal) มีพีเอช 8 จากลําไสเล็กกากอาหารถูก
สงตอไปที่ลําไสใหญซึ่งเปนทางเดินของกากอาหารกอนที่จะถูกขับออกทางทวารหนัก และในบริเวณนี้มี
จุลินทรียอยู จากตัวอยางไอโซเลท GC1 ที่นํามาศึกษานี้แยกไดจากมูลสัตว ซึ่งในสภาวะที่ทดสอบกิจกรรม
CMCase สามารถทํางานไดดีในชวงพีเอช 7 ซึ่งอาจเนื่องจากในระบบทางเดินอาหารของโคในสวนลําไสเล็ก
มีสภาวะพีเอชประมาณ 8 ซึ่งอาจทําใหจุลินทรียที่แยกไดจากมูลสัตวยังคงมีชีวิต และทํางานไดในชวงพีเอช
ที่เปนกรดเล็กนอย ไปจนถึงพีเอชที่เปนเบสเล็กนอย

มีรายงานการวิจัยของ Pardo และ Forchiassin (1999) เก่ียวกับอิทธิพลของอุณหภูมิและพีเอชตอ
กิจกรรมและความคงตัวของเอนไซมเซลลูเลส โดยอุณหภูมิ 50-55 องศาเซลเซียส เปนอุณหภูมิที่เหมาะสม
ความคงตัวของเอนไซมระหวาง 23-37 องศาเซลเซียส เมื่อบมเอนไซมผานไป 72 ชั่วโมง เอนไซมแตละ
ชนิดมีกิจกรรมสูงสุดที่พีเอช 4.2-5.8 โดยที่พีเอช 4.8 พบวาเอนไซมมีความคงตัวเหมาะสมที่สุด พลังงาน
กิจกรรมเอนโดกลูคาเนส (endoglucanase) คือ 4.97 กิโลแคลลอรี่ตอโมล (Kcal mol-1) เอกโซกลูคาเนส
(endoglucanase) 4.37 กิโลแคลลอรี่ตอโมล  และเซลโลไบเอส (cellobiase) 13.73 กิโลแคลลอรี่ตอโมล

ในทํานองเดียวกันจากรายงานผลของ Ibrahim และคณะ (2007) การแยกแบคทีเรียที่มีกิจกรรม
เซลลูเลสที่ทํางานไดในอุณหภูมิสูงจากน้ําพุรอนในอียิปต ดวยการใชตัวอยางดินและน้ํา จากวิธี
enrichment ตัวอยางดินและน้ําดวยเซลลูโลส นาน 3 สัปดาห บมที่ 70 องศาเซลเซียส ซึ่งสามารถแยก
จุลินทรียได 3 ไอโซเลท ไดแก EHP1 EHP2 และ EHP3 ในการบงชี้สายพันธุ (phylogenetic analysis)
พบวามีความใกลเคียงกับ Anoxybacillus flavithermus, Geobacillus thermodenitrificans และ
Geobacillus stearothermohilus กิจกรรมเซลลูเลสสูงสุดจาก Anoxybacillus flavithermus EHP2
ในชั่วโมงที่ 36 โดยวัดกิจกรรมเซลลูเลสดวยสารตั้งตนอะไวเซล (avicel) CMC เซลโลไบโอส (cellobiose)
และไซแลน อัตราการสลาย CMC สูงกวาสารตั้งตนชนิดอ่ืนในที่นี้ที่ศึกษา อุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสมตอ
กิจกรรมเอนไซมคือ 75 องศาเซลเซียส และ พีเอช 7.5 ตามลําดับ
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เชนเดียวกับรายงานการวิจัยของภัทรา และคณะ (2552) ในการแยกแบคทีเรียชอบรอนที่สามารถ
ผลิตไซลาเนสและเซลลูเลสในสภาวะที่ไมตองการอากาศจากตัวอยางดิน พบวาสามารถแยกเชื้อบริสุทธิ์ได
200 โคโลนี บนอาหารแข็งที่มี cellulose powder ในสภาวะที่ไมตอการอากาศ ที่พีเอช 7.0 อุณหภูมิ 60
องศาเซลเซียส โดยพบแบคทีเรียสายพันธุ M8.3 มีกิจกรรมไซลาเนสสูงสุด 12 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน และ
เซลลูเลสสูงสุด 24 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน เมื่อนํามาทดสอบสายพันธุดวยวิธี 6srRNA พบวาแบคทีเรียสาย
พันธุนี้คือ Clostridium thermocellum และเอนไซมที่ไดยังสามารถยอยสลายเปลือกขาวโพด ชานออย
ซังขาวโพด และฟางขาวไดดวย

จากที่กลาวมาเอนไซมมีอุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสมในการทํางาน ทั้งนี้เอนไซมยังมีคุณสมบัติใน
การทํางานไดในชวงอุณหภูมิและชวงพีเอชดวย จากรายงานของ Ariffin และคณะ (2006) ในการผลิต
เอนไซมคารบอกซีเมทธิลเซลลูเลสจาก Bacillus pumilus EB3 มีพีเอชและอุณหภูมิที่เหมาะสมในการ
ทํางานที่พีเอช 6 และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส โดยเอนไซมที่ไดสามารถทํางานไดในชวงพีเอช 5-9
อุณหภูมิ 50-70 องศาเซลเซียส
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บทที่ 5

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ

5.1 สรุปผลการทดลอง
5.1.1 จากการนําตัวอยางแหลงคัดแยกที่เปนมูลโคมาแยกจุลินทรียที่ผลิตเซลลูเลส บนอาหาร CMC

agar โดยมี CMC เปนแหลงคารบอน แลวบม 48 ชั่วโมง จากนั้นเมื่อแยกไดเชื้อบริสุทธิ์ นํามาจุดบนอาหาร
และ บม ในสภาวะที่กลาว นํามายอมดวยสารละลาย Congo red แลวลางดวย 1 M NaCl พบวา สามารถ
แยกเชื้อที่มีกิจกรรมเซลลูเลสได 31 ไอโซเลท ซึ่งแตละไอโซเลทมีขนาดเสนผานศูนยกลางโซนใสตางกัน

5.1.2 จากการวัดขนาดเสนผานศูนยกลางโซนใสของแตละไอโซเลท พบวา ไอโซเลทที่มีขนาดเสน
ผานศูนยกลางโซนใสขนาดมากกวา 1.2 เซนติเมตร มี 8 ไอโซเลท ไดแกAF1, ED1, EF1, EC1, GC1, GC3,
ID2 และIC3 โดยมีเสนผานศูนยกลางโซนใส ดังนี้ 1.2 1.54 1.21 1.29 1.33 1.33 1.28 และ 1.23
เซนติเมตร ตามลําดับ

5.1.3 ในการเพาะเลี้ยงตัวอยางไอโซเลทที่แยกไดจากดิน มูลสัตว และน้ําหมักชีวภาพ ในสภาวะ
การเพาะเลี้ยง 3 สภาวะ ไดแก ตั้งไวที่อุณหภูมิหอง ตั้งไวที่ 37 องศาเซลเซียส และ เขยาดวยความเร็วรอบ
150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง พบวาการเขยาที่อุณหภูมิหอง ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที โดย
ตัวอยางไอโซเลท S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 และ S11 ซึ่งแยกไดจากตัวอยางดินในแปลงเกษตร
อินทรีย อําเภอเมือง จังหวัดบุรีรัมยชั่วโมงที่ 24 ของการเพาะเลี้ยง โดยพบกิจกรรม CMCase 1.2 1.19
1.19 1.19 1.19 1.19 1.18 1.17 1.17 1.17 และ 1.17 ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ

สําหรับตัวอยางจุลินทรียที่แยกไดจากมูลสัตว ไอโซเลท M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 และ M8
ในชั่วโมงที่ 24 ของการเพาะเลี้ยง พบกิจกรรม CMCase สูงสุดคือ 1.16 1.16 1.16 1.15 1.15 1.15 1.15
และ 1.15 ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และตัวอยางจุลินทรียที่แยกไดจากน้ําหมักชีวภาพ ไอโซเลท N1 N2
N3 N4 N5 และ N6 ในชั่วโมงที่ 24 ของการเพาะเลี้ยง พบกิจกรรม CMCase สูงสุดคือ 1.14 1.12 1.12
1.12 1.14 และ 1.11 ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ
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5.1.4 จากการทดสอบกิจกรรม CMCase ของไอโซเลท GC1 ในแตละชวงอุณหภูมิและพีเอช
พบวา GC1 มีกิจกรรม CMCase ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พีเอช 5.0 7.0 และ 8.0 คือ 1.33 1.33
และ 3.8 มิลลิยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส พีเอช 5.0 7.0 และ 8.0 คือ 1.11
4.44 และ 1.33 มิลลิยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส พีเอช 5.0 7.0 และ 8.0 คือ
1.33 0.67 และ 0.22 มิลลิยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ โดยที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส พีเอช 7.0 พบ
กิจกรรม CMCase มากกวาที่สภาวะการเกิดปฏิกิริยาที่ทดสอบอ่ืนๆ โดยพบกิจกรรม CMCase คือ 4.44
มิลลิยูนิตตอมิลลิลิตร

5.2 ขอเสนอแนะ
5.2.1 การทดสอบกิจกรรมเอนไซมของแตละไอโซเลท ควรมีการปรับความขุนของไอโซเลทนั้น กอน

เติมลงในอาหารเพ่ือทดสอบกิจกรรมเอนไซม เนื่องจากแตละภาชนะหมักอาจมีปริมาณเชื้อที่ตางกัน ซึ่งอาจ
มีผลตอกิจกรรมดวย

5.2.2 การแยกจุลินทรียจากตัวอยางควรมีตัวอยางสําหรับเปนแหลงคัดแยกใหหลากชนิด เชนการ
ใชมูลโคจากที่ในอําเภอเมือง บุรีรัมยควรเก็บในแหลงตําบลที่หลากหลายมากข้ึน ทําใหสามารถเปรียบเทียบ
และนําขอมูลที่ไดมาใชประโยชนไดกวางมากข้ึนดวย

5.2.3 การบงชี้สายพันธุของจุลินทรียที่แยกได ควรศึกษาทางชีวเคมี และชีวโมเลกุล เพ่ือให
สามารถบงชี้สายพันธุของจุลินทรียที่แยกได และเปนประโยชนตอการนําไปประยุกตใชตอไปได

5.2.4 ควรมีการทดสอบคุณสมบัติของเอนไซมจากไอโซเลทที่แยกไดนอกเหนือจาก GC1 เพ่ือให
ทราบคุณสมบัติเอนไซมที่ไดจากจุลินทรียแตละไอโซเลทที่แสดงการเกิดโซนใสเสนผานศูนยกลางมากกวา 1
เซนติเมตร ซึ่งอาจจะแสดงกิจกรรมเอนไซมเซลลูเลสไดมีประสิทธิภาพ
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ภาคผนวก

1. อาหาร CMC agar (Carboxymethylcellulose agar)
อาหาร CMC agar (% (w/v) ประกอบดวย
Sodium nitrate (NaNO3) 0.1
Potassium hydrogen phosphate (K2HPO4) 0.1
Potassium chloride (KCl) 0.1
Magnesium sulphate (MgSO4) 0.05
Yeast extract 0.05
Glucose 0.1
Carboxymethylcellulose (soluble cellulose) 0.5
วุน (Agar) 1.0
เมื่อผสมแตละสวนประกอบในน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร แลวนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว

ทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที (ถาเตรียมเปนอาหารเหลวไมตองเติมวุน)
ถาเปนอาหารเพ่ือเพาะเลี้ยงในการผลิตเอนไซม ไมตองเติมน้ําตาลกลูโคส (glucose)

2. สารละลายบงชี้กิจกรรมเซลลูเลส
2.1 สารละลายคองโกเรด (Congo red) โดยละลาย Congo red 1 มิลลิกรัม ในน้ํา 1 ลูกบาศก

เซนติเมตร (หรือความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต)
2.2 สารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 1 โมลาร
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3. บัฟเฟอรโซเดียมอะซิเตต (sodium acetate buffer)
การเตรียมบัฟเฟอรโซเดียมอะซิเตตความเขมขน 0.05 โมลาร (M) พีเอช 5.0

เตรียมสารละลายบัฟเฟอรโซเดียมอะซิเตต เขมขน 0.2 โมลาร
1. เตรียมสารละลายA กรอะซิติก ความเขมขน 0.2 M (acetic acid; CH2COOH)
ตวงกรดอะซิติก 11.6 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร ดวยน้ํากลั่น
2. เตรียมสารละลายB โซเดียมอะซิเตต ความเขมขน 0.2 M (sodium acetate; CH3COONa)
ชั่ง CH3COONa 16.4 กรัม หรือ CH3COONa•3H2O 27.4 กรัม แลวปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร

ดวยน้ํากลั่น
3. เจือจางสาร A และ B ใหไดความเขมขนเปน 0.05 โมลาร
4. ผสมสารละลาย A และ B ตามปริมาตร

pH สารละลาย A สารละลาย B
3.6 46.3 3.7
3.8 44.0 6.0
4.0 41.0 9.0
4.2 36.8 13.2
4.4 30.5 19.5
4.6 25.5 24.5
4.8 20.0 30.5
5.0 14.8 35.2
5.2 10.5 39.5
5.4 8.8 41.2
5.6 4.8 45.2

4. ปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร จะไดสารละลายฟอสเฟตความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 5.8
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4. บัฟเฟอรฟอสเฟต (Phosphate buffer)
การเตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร pH 7 และ pH 8
1. เตรียมสารละลายA 1 M K2HPO4 ; ชั่ง K2HPO4 มา 87.09 กรัม
2. เตรียมสารละลายB 1 M KH2PO4 ; ชั่ง KH2PO4 มา 68.045 กรัม
3. เจือจางสารละลาย A และ B ใหไดความเขมขนเปน 0.05 โมลาร
4. ผสมสารละลาย A และ B ตามปริมาตร

pH Volume of 1 M K2HPO4 Volume of 1 M KH2PO4
5.8 8.5 91.5
6.0 13.2 86.8
6.2 19.2 80.8
6.4 27.8 72.2
6.6 38.1 61.9
6.8 49.7 50.3
7.0 61.5 38.5
7.2 71.7 28.3
7.4 80.2 19.8
7.6 86.6 13.4
7.8 90.8 92
8.0 94 6
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5. การวิเคราะหความเขมขนน้ําตาลรีดิวซ ตามวิธี Somogyi-Nelson (Somogyi, 1952)

หลักการ น้ําตาลกลูโคสหรือไซโลสในสารละลายตัวอยางจะรีดิวซคอปเปอรในสารละลายดางได cuprous
oxide ซึ่งจะทําปฎิกิริยากับสารละลายอาซิโนโมลิบเดท (arsenomolydate) ทําใหเกิดสีเขียวแกมน้ําเงิน
แลววัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลายที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร

อุปกรณ
1. สเปคโตรโฟโตมิเตอร

สารเคมี
1. Somogyi (อัตราสวน Somogyi I: Somogyi II = 4:1เตรียม Somogyi ใชภายใน 1 วัน)
Somogyi I: ละลายโซเดียมซัลเฟต (sodium sulfate; Na2SO4) 288 กรัม โปแตสเซียมโซเดียม

ทารเทรต (potassium sodium tartrate; NapT) 24 กรัม โซเดียมคารบอเนต (Sodium carbonate;
Na2CO3) 48 กรัม และโซเดียมไบคารบอเนต (NaHCO3) 32 กรัม ในน้ํากลั่นปริมาตร 1600 มิลลิลิตร

Somogyi II: ละลายโซเดียมซัลเฟต 72 กรัม คอปเปอรซัลเฟต (copper sulfate; CuSO4•5H2O)
8 กรัม ในน้ํากลั่นปริมาตรเปน 400 มิลลิลิตร

2. Nelson
ละลายแอมโมเนียมโมลิบเดท (ammonium molybdate; (NH4)6Mo7O24.4H2O) 100 กรัม ใน

น้ํากลั่น 1,800 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟูริกเขมขน (sulfuric acid; H2SO4) 84 มิลลิลิตร แลวเติมสารละลาย
โซเดียมไฮโดรเจนอาซิเนท (sodium hydrogen arsenate; Na2HAsO4•7H2O) 12 กรัม ที่ละลายในน้ํา
กลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร

วิธีการทดลอง
1. ใสสารละลายตัวอยาง 0.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง แลวเติมสารละลาย Somogyi

ปริมาตร 1 มลิลิลิตร นําไปตมในน้ําเดือด 15 นาที
2. ตั้งทิ้งไวใหเย็นทันที เติม Nelson ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน
3. เติมน้ํากลั่น 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน   วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น (OD) 520 นาโน

เมตร โดยเทียบกับ blank ซึ่งใชน้ํากลั่นแทนสารละลายตัวอยาง
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4. อานคาความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซจากกราฟมาตรฐาน ซึ่งไดจากข้ันตอนการทดลองเดียวกัน
โดยใชน้ําตาลกลูโคส หรือ น้ําตาลไซโลส ความเขมขน 50 100 160 และ 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
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6. การวิเคราะหกิจกรรมเซลลูเลส (สันทนีย, 2541)

หลักการ วัดความเขมขนน้ําตาลรีดิวซ ที่เกิดจากกิจกรรมเอนไซมตอการยอยสารตั้งตน (substrate)

อุปกรณ
1. สเปคโตรโฟโตมิเตอร
2. เครื่องปนเหวี่ยง
3. เตาใหความรอน

สารเคมี
1. Carboxymethy cellulose
2. sodium acetate buffer ความเขมขน 0.05 โมลาร (M) พีเอช 5.0
3. สารละลาย Somogyi และ Nelson

วิธีทดลอง
1. เติมเอนไซม 0.1 มิลลิลิตรในหลอดทดลอง
2. เติมสารละลาย CMC ความเขมขน รอยละ 1 ใน sodium acetate buffer ความเขมขน 0.05

โมลาร พีเอช 5.0 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร (เปนสารตั้งตน)
3. นําไปบมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ปนแยกดวยแรงเหวี่ยงแยกตะกอน

ออก นําสวนใสที่ไดมาวัดน้ําตาลรีดิวซ
4. ทํา substrate blank โดยเติมสับสเตรท 0.5 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นแทนเอนไซม 0.1 มิลลิลิตร

นําไปหาความเขมขนน้ําตาลรีดิวซ
5. ทํา enzyme blank โดยเติมเอนไซม 0.1 มิลลิลิตร แลวเติมน้ํากลั่นแทนสับสเตรท 0.5

มิลลิลิตร นําไปหาความเขมขนน้ําตาลรีดิวซ
6. นําความเขมขนน้ําตาลในขอ 4 และ 5 ลบจากความเขมขนน้ําตาลจากปฎิกิริยาที่เติมเอนไซม

และสับสเตรท จะไดน้ําตาลที่เกิดจากปฏิกิริยาของเอนไซมภายใน 30 นาที
7. อานความเขมขนน้ําตาลรีดิวซที่ไดจากการยอยสลายของเอนไซม โดยเปรียบเทียบจากกราฟ

มาตรฐานของน้ําตาลกลูโคส
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สําหรับการศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิและพีเอชตอกิจกรรมเอนไซม จะเปลี่ยนอุณหภูมิและพีเอช
ตามที่ตองการศึกษาในสภาวะที่ตางกัน
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ภาพภาคผนวกท่ี 1 กราฟสารละลายมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส

OD

Glucose concentration (µg/ml)
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ภาพภาคผนวกท่ี 2 การแยกจุลินทรียที่มีกิจกรรมเซลลูเลสบนอาหาร CMC agar โดยมี 0.1 เปอรเซ็นต
Congo red เปนตัวบงชี้ (Indicator) สังเกตไดจากการเกิดโซนใสรอบโคโลนี ในสภาวะการเจริญที่ 37
องศาเซลเซียส ซึ่งไอโซเลทที่ทดสอบไมปรากฏโซนใส
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ภาพภาคผนวกท่ี 3 การแยกจุลินทรียที่มีกิจกรรมเซลลูเลสบนอาหาร CMC agar โดยมี 0.1 เปอรเซ็นต
Congo red เปนตัวบงชี้ (Indicator) สังเกตไดจากการเกิดโซนใสรอบโคโลนี ในสภาวะการเจริญที่ 37
องศาเซลเซียส ซึ่งไอโซเลทที่ทดสอบปรากฏโซนใสขนาดนอยกวา 1 เซนติเมตร
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ภาพภาคผนวกท่ี 4 การแยกจุลินทรียที่มีกิจกรรมเซลลูเลสบนอาหาร CMC agar โดยมี 0.1 เปอรเซ็นต
Congo red เปนตัวบงชี้ (Indicator) สังเกตไดจากการเกิดโซนใสรอบโคโลนี ในสภาวะการเจริญที่ 37
องศาเซลเซียส ซึ่งไอโซเลทที่ทดสอบปรากฏโซนใสขนาดนอยกวา 1 เซนติเมตร



49

ภาพภาคผนวกท่ี 5 การแยกจุลินทรียที่มีกิจกรรมเซลลูเลสบนอาหาร CMC agar โดยมี 0.001 เปอรเซ็นต
Congo red เปนตัวบงชี้ (Indicator) สังเกตไดจากการเกิดโซนใสรอบโคโลนี ในสภาวะการเจริญที่
อุณหภูมิหอง ซึ่งไอโซเลทที่ทดสอบปรากฏโซนใสขนาดประมาณ 1 เซนติเมตร
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ภาพภาคผนวกท่ี 6 การแยกจุลินทรียที่มีกิจกรรมเซลลูเลสบนอาหาร CMC agar โดยมี 0.1 เปอรเซ็นต
Congo red เปนตัวบงชี้ (Indicator) สังเกตไดจากการเกิดโซนใสรอบโคโลนี ในสภาวะการเจริญที่
อุณหภูมิหอง ซึ่งไอโซเลทที่ทดสอบปรากฏโซนใสขนาดประมาณมากกวา 1 เซนติเมตร
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ภาพภาคผนวกท่ี 7 การแยกจุลินทรียที่มีกิจกรรมเซลลูเลสบนอาหาร CMC agar โดยมี 0.1 เปอรเซ็นต
Congo red เปนตัวบงชี้ (Indicator) สังเกตไดจากการเกิดโซนใสรอบโคโลนี ในสภาวะการเจริญที่
อุณหภูมิหอง ซึ่งไอโซเลทที่ทดสอบปรากฏโซนใสขนาดประมาณนอยกวา 1 เซนติเมตร
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ภาพภาคผนวกท่ี 8 การแยกจุลินทรียที่มีกิจกรรมเซลลูเลสบนอาหาร CMC agar โดยมี 0.1 เปอรเซ็นต
Congo red เปนตัวบงชี้ (Indicator) สังเกตไดจากการเกิดโซนใสรอบโคโลนี ในสภาวะการเจริญที่
อุณหภูมิหอง ซึ่งไอโซเลทที่ทดสอบปรากฏโซนใสขนาดประมาณ 1 เซนติเมตร
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