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ผลติภณัฑจากการหมกั Bacillus sp. strain TW-1 ในอาหารทีม่ี
เปลือกขาวโพดเปนแหลงคารบอนภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนจำกัด
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บทคดัยอ

เมือ่เลีย้ง Bacillus sp. strain TW-1 ภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนจำกัดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเปลือกขาวโพดเปน
แหลงคารบอน พบวาสามารถผลิตเอนไซมตางๆ ในกลุมไซลาโนไลติก ไดแก ไซลาเนส เบตาไซโลซิเดส และอะราบิโน
ฟรูาโนซเิดส กลุมเซลลโูลไลตกิเอนไซม ไดแก อะไวซเิลส คารบอกซเีมทลิเซลลเูลส และเบตากลโูคซเิดส และแมนนาเนส
ซึง่ในระหวางการหมกัแบบกะ เอนไซมกลุมเหลานีย้อยไซแลนและเซลลโูลสในเปลอืกขาวโพดไดผลติภณัฑเปนน้ำตาลไซโลส
ไซโลไบโอส และโอลโิกแซก็คาไรด นอกจากนีย้งัสามารถตรวจพบเอทานอลและกรดแอซตีกิในน้ำหมกัดวย เมือ่ยอยวสัดุ
เหลอืทิง้ทางการเกษตรตางๆ ดวยไซลาโนไลตกิและเซลลโูลไลตกิเอนไซมจาก Bacillus sp. strain TW-1 พบวาสามารถ
ยอยวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรไดดี โดยเอนไซมจากแบคทีเรียนี้สามารถยอยเปลือกขาวโพดไดดีกวาซังขาวโพด รำขาว
ชานออย และฟางขาว ตามลำดบั

คำสำคญั : วสัดเุหลอืทิง้ทางการเกษตร / Bacillus sp. strain TW-1 / เปลอืกขาวโพด /
ไซลาโนไลตกิและเซลลโูลไลตกิเอนไซม
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Abstract

Bacillus sp. strain TW-1, grown on corn hull as a carbon source under limited oxygen condition
produced xylanolytic enzyme (xylanase, β-xylosidase and arabinofuranosidase), cellulolytic enzyme
(avicelase, carboxymethyl cellulase and β-glucosidase) and mannanase. These enzymes could hydrolyze
xylan and cellulose in corn hull to xylose, xylobiose, and oligosaccharides under batch fermentation.
Moreover, ethanol and acetic acid were also detected in the medium. Crude xylanolytic and cellulolytic
enzymes produced by Bacillus sp. strain TW-1 could hydrolyze agricultural residues. The result showed
that the crude enzyme could be hydrolyzed corn hull better than corn cob, rice bran, sugarcane bagasse
and rice straw respectively.
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1. บทนำ
ประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรม สินคาที่สง

ออกไปขายในตางประเทศสวนมากเปนสนิคาทางการเกษตร
ดงันัน้ในขัน้ตอนการผลติสนิคาทางการเกษตรจะมวีสัดเุหลอื
ทิ้งทางการเกษตรเปนจำนวนมาก วัสดุเหลือทิ้งทางการ
เกษตรเหลานีส้ามารถนำมาประยกุตใชใหเกดิประโยชนมาก
ขึน้ ซึง่นอกจากจะเปนการเพิม่มลูคาจากผลติภณัฑทีเ่กดิขึน้
แลวยงัลดปญหาดานสิง่แวดลอมและลดภาระการกำจดัของ
เสียดวย โดยอาจนำวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรมาใชเปน
อาหารสัตว ปุย หรือนำมาใชเปนสารตั้งตนในการผลิต
น้ำตาลโดยใชเอนไซมที่สามารถยอยองคประกอบที่เปน
พอลิแซ็กคาไรดในผนังเซลลพืช ซึ่งไดแกเซลลูโลสและ
เฮมเิซลลโูลสดวยเอนไซมในกลุมเซลลเูลสและเฮมเิซลลเูลส
น้ำตาลทีไ่ดสามารถนำไปใชในการผลติสารใหความหวานที่
มีมูลคาสูง เชน น้ำตาลไซโลโอลิโกแซ็กคาไรด [1] และ
ไซลทิอล [2] กรดอนิทรยี [3] หรอืนำไปเปนวตัถดุบิในการ
ผลิตเอทานอลทดแทนการผลิตเอทานอลจากแปงหรือ
กระบวนการทางเคมทีีม่ตีนทนุการผลติสงูกวา [4]

ไซลาโนไลตกิและเซลลโูลไลตกิเอนไซม (xylanolytic
and cellulolytic enzymes) มบีทบาททีส่ำคญัตอการยอย
เฮมิเซลลูโลสและเซลลูโลสในผนังเซลลพืช โดยเอนไซม
กลุมนี้ผลิตไดจากแบคทีเรียและเชื้อราบางชนิดที่เจริญใน
สภาวะที่มีและปราศจากออกซิเจน [5] นอกจากนี้พบวา
จลุนิทรยีพวก facultative anaerobic bacterium สามารถ
ผลติไซลาโนไลตกิและเซลลโูลไลตกิเอนไซมไดเชนเดยีวกนั
[6] โดยผลติภณัฑทีไ่ดจากการยอยเฮมเิซลลโูลสและเซลลโูลส
ในผนงัเซลลพชื ไดแก น้ำตาลโมเลกลุเดีย่ว โมเลกลุคู และ
โอลโิกแซก็คาไรด [6, 7] มรีายงานวาไซโลโอลโิกแซก็คาไรด
สามารถนำไปประยกุตใชในอตุสาหกรรมหลายประเภท เชน
ทางการแพทย เครือ่งสำอาง และอาหาร เปนตน [1]

Bacillus sp. สายพันธุ TW-1 เปน facultative
anaerobic bacterium ทีส่ามารถเจรญิทัง้ในสภาวะทีม่แีละ
ปราศจากออกซิเจน [8] งานวิจัยนี้สนใจที่จะศึกษาผลิต
ภณัฑตางๆ ทีไ่ดจากการหมกั Bacillus sp. สายพนัธุ TW-
1 แบบกะภายใตสภาวะที่มีปริมาณออกซิเจนจำกัด ไดแก
เอนไซม น้ำตาล เอทานอล และกรดอนิทรยี  โดยใชเปลอืก
ขาวโพดเปนแหลงคารบอน นอกจากนี้จะตรวจสอบความ

สามารถของเอนไซมในกลุมไซลาโนไลตกิและเซลลโูลไลตกิ
จาก Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1 ในการผลติน้ำตาลจาก
วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเพื่อนำน้ำตาลไปใชประโยชน
ตอไป

2. อปุกรณและวธิดีำเนนิการทดลอง
2.1 แหลงของจลุนิทรยี

Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1 แยกไดจากถงั
หมกักาซชวีภาพทีม่เีปลอืกสบัปะรดเปนวตัถดุบิ  ซึง่จากการ
จำแนกชนดิของจลุนิทรยีโดยวธิขีอง Bergey [9] พบวามี
คณุสมบตัใินการยอมตดิสแีกรมบวก รปูรางเปนแทง สราง
เอนโดสปอร (endospore) ผลติเอนไซมคะตะเลส (cata-
lase) และเปน facultative anaerobic bacterium

2.2 การเพาะเลีย้ง Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1
เพาะเลี้ยง Bacillus sp. สายพันธุ TW-1

ในอาหารที่มีเปลือกขาวโพดเปนแหลงคารบอน ภายใต
สภาวะที่มีปริมาณออกซิเจนจำกัด โดยเพาะเลี้ยงในสูตร
อาหารเหลวของ Berg และคณะ [10] ซึ่งประกอบดวย
NaNO3 0.2% K2HPO4 0.05% MgSO4.7H2O 0.02%
MnSO2.H2O 0.002% FeSO4.7H2O 0.002% และ
CaCl2.2H2O 0.002% โดยใชเปลือกขาวโพดแบบแผน
และแบบทีม่ขีนาด 40 mesh 2% (w/v) เปนแหลงคารบอน
โดยเตรียมอาหารเหลวปริมาตร 70 มล. ในขวด vial
ขนาด 100 มล. และเติม resazurin 4 มล./ล. เปน
อนิดเิคเตอร (indicator) ในการตรวจวดัออกซเิจน  ซึง่หาก
มอีอกซเิจนปนอยูสารละลายจะมสีชีมพ ูขณะทีไ่มมอีอกซเิจน
สารละลายจะมีสีใส นำอาหารเหลวไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่ง
ความดันไอ ที่อุณหภูมิ 121 ํC ความดัน 15 ปอนด
ตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที ทิ้งใหเย็น จากนั้นถาย
กลาเชือ้ (5.7x108 CFU/มล.) 5% ลงในอาหารเหลว ปด
ดวยจกุยาง ครอบดวยฝาอะลมูเินยีมและผนกึใหแนน ดดู
อากาศภายในขวดออกดวย syringe แลวบมใน incubator
shaker ที่เขยาดวยความเร็ว 150 รอบตอนาที อุณหภูมิ
37 ํC ระหวางการหมักเก็บตัวอยางโดยนำไปปนเหวี่ยง
ดวยเครือ่งปนเหวีย่งทีค่วามเรว็ 8,000 รอบตอนาท ีควบคมุ
อณุหภมูทิี ่ 4 Cํ เปนเวลา 15 นาท ี เพือ่แยกตะกอนเซลล
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ออกจากสารละลายสวนใส ซึง่สวนทีเ่ปนสารละลายจะถกู
ทำใหเขมขนขึน้ดวยเครือ่งอลัตราฟวเตรชนั (ultrafiltration)
ทีม่ ีmolecular weight cut off 5 กโิลดาลตนั แลวเกบ็ไว
ใชในการตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นจากการหมัก ไดแก
เอนไซมตางๆ ในกลุมไซลาโนไลตกิและเซลลโูลไลตกิ โปรตนี
น้ำตาล เอทานอล และกรดอนิทรยี ขณะทีเ่ปลอืกขาวโพด
ทีผ่านการเลีย้งเชือ้แลวสวนหนึง่เกบ็ไวเพือ่ใชเปรยีบเทยีบกบั
เปลอืกขาวโพดทีไ่มผานการเลีย้ง  สวนทีเ่หลอืเกบ็ไวสำหรบั
แยกโปรตนีทีเ่กาะอยูกบัผนงัเซลลและ/หรอืเปลอืกขาวโพด
โดยลางสวนตะกอนเซลลทีแ่ยกไดดวย phosphate buffer
saline ที่ประกอบดวยโซเดียมคลอไรด 0.15 โมลาร ใน
โปตัสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.10 โมลาร
พเีอช 7.0 ทีเ่ยน็หลายๆ ครัง้ จากนัน้ชะดวยไตรเอทวิลาไมน
(triethylamine) 2% (v/v)  สารละลายทีไ่ดจากการชะจะถกู
นำไปทำใหเขมขนขึน้ดวยเครือ่งอลัตราฟวเตรชนั จากนัน้นำ
ไปไดอะไลซสิ (dialysis) เพือ่กำจดัไตรเอทวิลาไมนออก ซึง่
เอนไซม (crude enzyme) ที่ไดจะนำไปใชในการทดลอง
ขั้นตอไป

2.3 การตรวจสอบกจิกรรมของเอนไซม
ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนส

คารบอกซีเมทิลเซลลูเลส แมนนาเนส และอะไวซิเลส
(เอนไซมแตละชนิดใชไซแลน คารบอกซีเมทิลเซลลูโลส
แมนแนน (Locus bean gum) และอะไวเซล (Sigma-
Aldrich Inc.) เปนสบัสเตรท ตามลำดบั) ตามวธิขีอง Pason
และคณะ [6] โดยตรวจวดัปรมิาณน้ำตาลรดีวิซทีเ่กดิขึน้ที่
ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร ตามวิธีของ Somogyi-
Nelson [11] สำหรับเอนไซมไซลาเนสใชไซโลส (Merck
KGaA) เปนสารละลายน้ำตาลมาตรฐาน สวนคารบอก
ซีเมทิลเซลลูเลส แมนนาเนส และอะไวซิเลส ใชกลูโคส
(Merck KGaA) เปนสารละลายน้ำตาลมาตรฐาน

เอนไซมไซลาเนส คารบอกซีเมทิลเซลลูเลส แมน
นาเนส หรอื อะไวซเิลส 1 ยนูติ (U) หมายถงึปรมิาณของ
เอนไซมทีย่อยสบัสเตรทโดยใหผลติภณัฑเปนน้ำตาลไซโลส
หรอืกลโูคส 1 ไมโครโมลตอนาท ีตามลำดบั ภายใตสภาวะ
ทีท่ำการทดสอบ

ตรวจสอบกจิกรรมของเบตาไซโลซเิดส เซลโลไบโอ

ไฮโดรเลส และเบตากลโูคซเิดส ตามวธิขีอง Pason และ
คณะ [6] โดยเอนไซมแตละชนดิใช p-nitrophenyl-β-D-
xylopyranoside, p-nitrophenyl-β-D-cellobioside และ
p-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside (Sigma-Aldrich Inc.)
เปนสบัสเตรท ตามลำดบั และตรวจปรมิาณ p-nitrophenol
(Sigma-Aldrich Inc.) ทีเ่กดิขึน้ โดยวดัคาการดดูกลนืแสง
ทีค่วามยาวคลืน่ 405 นาโนเมตร

ตรวจสอบกจิกรรมของอะราบโินฟรูาโนซเิดส และ
อะซติลิเอสเทอเรส  โดยวธิขีอง Mackenzie และ Bilous
[12] โดยใช p-nitrophenyl-β-D-arabinofuranoside และ
p-nitrophenyl acetate (Sigma-Aldrich Inc.) เปนสับ
สเตรท ตามลำดับ โดยตรวจปริมาณ p-nitrophenol ที่
เกดิขึน้ทีค่วามยาวคลืน่ 405 นาโนเมตร

เอนไซมเบตาไซโลซิเดส เซลโลไบโอไฮโดรเลส
เบตากลูโคซิเดส อะราบิโนฟูราโนซิเดส และอะซิติล
เอสเทอเรส 1 ยนูติ (U) หมายถงึปรมิาณของเอนไซมทีผ่ลติ
p-nitrophenol 1 ไมโครโมลตอนาท ีภายใตสภาวะทีท่ำการ
ทดสอบ

2.4 การวเิคราะหปรมิาณโปรตนีและน้ำตาลรดีวิซ
ตรวจสอบปริมาณโปรตีนและน้ำตาลรีดิวซที่

เกดิขึน้ในสารละลายตวัอยางตามวธิขีอง Lowry และคณะ
[13] และ Somogyi-Nelson [11] โดยใชสารละลาย
bovine serum albumin (Sigma-Aldrich Inc.) และกลโูคส
(Merck KGaA) เปนสารละลายมาตรฐาน ตามลำดบั

2.5 การวเิคราะหชนดิของน้ำตาล
นำผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยเปลือกขาวโพด

มาวเิคราะหหาชนดิของน้ำตาลทีไ่ดโดยเทคนคิ Thin layer
chromatography (TLC) โดยนำสารละลายตวัอยางมาหยด
ลงบน Silica gel 60, F254 plate (Merck & Co., Inc.
art. No.1.05554 ขนาด 20 x 20 ซม.) จากนัน้นำไปจุมลง
ในถังที่มี mobile phase ซึ่งประกอบดวย n-butanol :
acetic acid : distilled water (5 : 2 : 3)  เมือ่ mobile
phase เคลือ่นทีเ่กอืบสดุแผน นำแผน Silica gel ออกมา
ผึง่ใหแหง จากนัน้พนดวย reagent ซึง่ประกอบดวย aniline
: α-diphenylamine : acetone : phosphoric acid
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(1 มล. : 1 มล. : 50 มล. : 7.5 มล.) ลงบนแผนจนทัว่
จากนัน้นำไปอบทีอ่ณุหภมู ิ 100 Cํ จนเห็นตวัอยางชดั แลว
เปรยีบเทยีบกบัน้ำตาลกลโูคส เซลโลไบโอส ไซโลส และ
ไซโลไบโอส (Merck KGaA)

2.6 การยอยวสัดเุหลอืทิง้ทางการเกษตร
วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร ไดแก เปลือก

ขาวโพด ซังขาวโพด รำขาว ชานออย และฟางขาว ถูก
นำมาบดใหมขีนาดเลก็ลงและนำไปรอนผานตะแกรงขนาด
40 mesh ลางน้ำตาลทีป่นมากบัวสัดเุหลอืทิง้ทางการเกษตร
ออกใหหมดดวยน้ำกลัน่หลายๆ ครัง้ แลวทำใหแหงทีอ่ณุหภมูิ
80 Cํ จนกระทัง่น้ำหนกัคงที ่ จากนัน้บมวสัดเุหลอืทิง้ทาง
การเกษตร 1% (w/v) ในฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน
50 มลิลโิมลาร พเีอช 7.0 กบัเอนไซมทีป่ระกอบดวยไซลา
เนส 0.3 ยนูติ และคารบอกซเีมทลิเซลลเูลส 0.09 ยนูติ ที่
อณุหภมู ิ50 Cํ แลวตรวจวดัปรมิาณน้ำตาลรดีวิซทีเ่กดิขึน้
โดยวธิ ี Somogyi-Nelson [11]

2.7 การวเิคราะหปรมิาณเอทานอลและกรดอนิทรยี
วิเคราะหปริมาณเอทานอลและกรดอินทรียที่

เกดิขึน้ระหวางการหมกั Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1 ภาย
ใตสภาวะทีม่ปีรมิาณออกซเิจนจำกดัดวยเทคนคิ Gas chro-
matography (GC-FID) โดยใชชุดเครื่องมือของ
บรษิทัชมิสัซ ึ (Shimazu, GC14A+QP2000A) ซึง่สภาวะ
ทีท่ำการทดลองมดีงันี ้คอื Column : Carbo-pack B-DA/
4% carbowax 20M, Detector : Flame ionization
detector (FID), Detector temperature: 230 ํC,
Column temperature : 170 Cํ, Injector temperature
: 230 Cํ และ carrier gas: ไนโตรเจน  โดยใชอตัราเรว็
50 มล./วนิาที

3. ผลการทดลองและวจิารณ
3.1 การเจริญของ Bacillus sp. สายพันธุ

TW-1 ในเปลอืกขาวโพดแบบแผน
เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสในผนังเซลลพืช

เปนสารพอลิแซ็กคาไรดที่พบมากในธรรมชาติ ดังนั้นสาร
พอลแิซก็คาไรดทัง้สองชนดินีจ้งึเปนแหลงคารบอนทีน่าสนใจ

ที่จะนำมาผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเฮมิเซลลูเลส และ
เปลีย่นสารพอลแิซก็คาไรดเหลานีใ้หเปนน้ำตาลเพือ่นำไปใช
ประโยชนตอไป

เปลือกขาวโพดเปนวัสดุธรรมชาติที่มีปริมาณของ
เซลลลโูลสและเฮมเิซลลโูลสสงู (43.8% และ 39.6% ตาม
ลำดับ) [14]  เมื่อเลี้ยง Bacillus sp. สายพันธุ TW-1
ในเปลอืกขาวโพดแบบแผนขนาด 2 x 3 x 0.1 ซม. ภายใต
สภาวะทีม่ปีรมิาณออกซเิจนจำกดั เปนเวลา 7 วนั พบวา
เปลอืกขาวโพดมลีกัษณะบวมน้ำมากขึน้ ขณะทีอ่าหารเลีย้ง
เชื้อมีลักษณะขุนและมีฟองแกสเกิดขึ้น (รูปที่ 1ข) เมื่อ
เปรยีบเทยีบกบัแผนชดุควบคมุทีไ่มผานการเลีย้งเชือ้ภายใต
สภาวะเดียวกัน (รูปที่ 1ก) แสดงวาเซลลมีการเจริญเกิด
ขึ้น และเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสในเปลือกขาวโพดถูก
ยอยโดยเอนไซมทีผ่ลติจาก Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1
แตไมพบวามอีอกซเิจนปนเปอนในระหวางการหมกัเนือ่งจาก
สีของ resazurin ไมเปลี่ยนเปนสีชมพู (ผลการทดลองไม
ไดแสดง) เมือ่นำเปลอืกขาวโพดทีผ่านการยอยระหวางการ
เพาะเลี้ยงที่ลางใหสะอาดแลวมาสองดวยกลองจุลทรรศน
เพือ่ดลูกัษณะของเปลอืกขาวโพดทีเ่ปลีย่นแปลงไป จากรปู
ท่ี 2ข จะเหน็วาแผนเปลอืกขาวโพดบางลงและโปรงแสงขึน้
ซึ่งบริเวณที่เปนเยื่อออนเปนบริเวณที่ถูกยอยสลายดวย
เอนไซม ทำใหเห็นเปนรอยบางและใสขึ้น อยางไรก็ตาม
บริเวณที่ถูกยอยสลายบนเปลือกขาวโพดในแตละสวนมี
ลกัษณะโปรงแสงไมเทากนั ซึง่อาจมสีาเหตจุากจลุนิทรยีมี
การกระจายตัวบนเปลือกขาวโพดไดไมทั่วทั้งแผน ทำให
เอนไซมที่เชื้อผลิตออกมายอยเปลือกขาวโพดในสวนตางๆ
ไดไมเทากัน ซึ่งการยอยขึ้นกับปริมาณเชื้อที่กระจายตัว
บนเปลือกขาวโพด อยางไรก็ตามบริเวณที่เปนแกนของ
เปลอืกขาวโพด (เสนสดีำตามแนวตัง้) ซึง่อาจมลีกินนิเปน
องคประกอบในปรมิาณสงูจงึถกูยอยสลายไดนอยมาก
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(ก)                                                  (ข)

รปูที ่2 ลกัษณะของแผนเปลอืกขาวโพดของชดุควบคมุทีไ่มเตมิจลุนิทรยี (ก) เปรยีบเทยีบกบัทีผ่านการเลีย้ง
ดวย Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1 ภายใตสภาวะเดยีวกนัทีม่อีอกซเิจนจำกดัเปนเวลา 7 วนั (ข)
ลกูศรแสดงบรเิวณทีเ่ปลอืกขาวโพดถกูยอยดวยเอนไซมจาก Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1
(กำลงัขยาย 40 เทา)

รปูที ่1 เปลอืกขาวโพดและอาหารเลีย้งเชือ้ของชดุควบคมุทีไ่มเตมิจลุนิทรยี (ก) เปรยีบเทยีบกบัทีผ่านการเลีย้ง
ดวย Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1 ภายใตสภาวะเดยีวกนัทีม่อีอกซเิจนจำกดัเปนเวลา 7 วนั (ข)

(ก)                              (ข)
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3.2 การตรวจสอบผลติภณัฑจากการหมกั
3.2.1 การตรวจสอบปริมาณและชนิดของ

น้ำตาลที่ไดจากการหมัก
การตรวจสอบผลติภณัฑน้ำตาลทีเ่กดิขึน้

จากการหมกั Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1 ในอาหารทีม่ี
เปลอืกขาวโพดเปนแหลงคารบอนในสภาวะจำกดัออกซเิจน
มีวัตถุประสงคเพื่อตรวจสอบความสามารถในการทำงาน
ของเอนไซมตอการยอยสบัสเตรทเพือ่นำน้ำตาลไปประยกุต
ใช โดยผลติภณัฑทีเ่ปนน้ำตาลโอลโิกเมอร เชน ไซโลโอลิ
โกแซ็กคาไรดชนิดตางๆ สามารถนำไปใชในอุตสาหกรรม
เครือ่งสำอางและเภสชักรรม เชน สารตานอนมุลูอสิระ [15,
16] ปองกนัและควบคมุโรคโลหติจาง [17] ตอตานการสะสม
คอเลสเตอรอล [18]) ยบัยัง้การเกดิเมลานนิ [19] กระตุนการ
เจรญิของเสนผม [20] เพิม่ประสทิธภิาพในการดดูซมึแมกนี
เซียม [21] ยับยั้ง Gram-positive bacteria [22] anti-
inflammatory activity [23] histamine-release inhibi-
tors [24] ปองกันการเกิดโรคเบาหวานชนิดที่ 2 [25]
ปองกนัคราบจลุนิทรยีจบัทีผ่วิฟน [26]  และใชเปนสวนผสม
ใน pre- และ pro-biotic สำหรบัเดก็ทารก และปองกนั
ระบบภมูคิุมกนับกพรอง [27] เปนตน ขณะทีไ่ซโลไบโอสใช
เปนอาหารของจุลินทรียที่มีประโยชนตอมนุษยและสัตว
เชน Bifidobacterium เพือ่ชวยรกัษาสภาวะสมดลุภายใน
ลำไสเล็กใหอยูในสภาวะปกติ [28] สวนผลิตภัณฑที่เปน
น้ำตาลโมโนเมอรสามารถใชเปนสารตั้งตนในการผลิต
เอทานอล [4] และไซลิทอล [2] ซึ่งปจจุบันนิยมใชใน

อตุสาหกรรมอาหารและผลติภณัฑเกีย่วกบัการปองกนัฟนผุ
เมือ่เพาะเลีย้ง Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1 ในอาหารทีม่ี
เปลอืกขาวโพดขนาด 40 mesh เปนแหลงคารบอน เปน
เวลา 14 วนั ภายใตสภาวะจำกดัออกซเิจน จากนัน้ตรวจ
วัดปริมาณน้ำตาลรีดิวซในน้ำหมัก พบวามีปริมาณน้ำตาล
รีดิวซ 315.96 มล./ล. (ไมไดแสดงผลการทดลอง) เมื่อ
ตรวจสอบชนดิของน้ำตาลใน culture supernatant ดวยวธิี
TLC โดยเปรยีบเทยีบผลติภณัฑทีไ่ดกบัสารละลายมาตรฐาน
ของน้ำตาลกลโูคสและเซลโลไบโอส (รปูที ่3 แถวที ่1) และ
ไซโลสและไซโลไบโอส (รปูที ่3 แถวที ่2) พบวา เมือ่เพาะ
เลีย้งเชือ้ 7 วนัไดไซโลสและไซโลไบโอสเปนผลติภณัฑหลกั
สวนผลิตภัณฑรองเปนโอลิโกแซ็กคาไรดชนิดอื่นที่มีขนาด
ใหญกวาน้ำตาลโมเลกุลคู (รูปที่ 3 แถวที่ 4) ซึ่งผลที่ได
คลายกบัการเพาะเลีย้งเชือ้นาน 14 วนั (รปูที ่3 แถวที ่3)
แตที ่ 14 วนัใหปรมิาณน้ำตาลมากกวา อยางไรกต็ามเปน
ทีน่าสงัเกตวานาจะไดน้ำตาลกลโูคสและเซลโลไบโอส เปน
ผลติภณัฑจากการหมกัดวย แตไมสามารถตรวจพบ  สาเหตุ
ทีเ่ปนเชนนีอ้าจเปนไปไดวาเชือ้ใชกลโูคสและเซลโลไบโอส
ซึ่งเปนน้ำตาลที่ใชไดงายกวาในการเจริญเติบโต จึงไม
สามารถตรวจพบในน้ำหมัก ซึ่งการที่ไมมีกลูโคสและ
เซลโลไบโอสปนอยูในน้ำหมกัทำใหงายตอการทำใหบรสิทุธิ์
และประยกุตใชในอตุสาหกรรมตางๆ [1] นอกจากนีน้ำ้ตาล
ไซโลส ไซโลไบโอส และไซโลโอลิโกแซ็กคาไรดยังมีราคา
แพงกวา น้ำตาลกลโูคส เซลโลไบโอส และโอลโิกแซก็คาไรด
จากเซลลโูลส
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G1

G2

X1

X2

โอลิโกแซ็กคาไรด

รปูที ่3 TLC ของน้ำตาลทีเ่กดิจากการยอยเปลอืกขาวโพดขนาด 40 mesh ในน้ำหมกัทีเ่ลีย้ง Bacillus sp.
สายพนัธุ TW-1 ภายใตสภาวะทีม่อีอกซเิจนจำกดั

แถวที ่ 1 = น้ำตาลกลโูคส (G1) และเซลโลไบโอส (G2) มาตรฐาน
แถวที ่ 2 = น้ำตาลไซโลส (X1) และไซโลไบโอส (X2) มาตรฐาน
แถวที ่3, 4 = น้ำตาลในน้ำหมกัทีไ่ดจากการเพาะเลีย้งเปนเวลา 14 และ 7 วนั ตามลำดบั

3.2.2 การตรวจสอบเอนไซม
เมื่อตรวจวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมดใน

สวนของน้ำหมัก พบวามีปริมาณ 259.20 มก. (ตารางที่
1) สวนโปรตนีทัง้หมดทีเ่กาะอยูกบัผนงัเซลลของจลุนิทรยี และ
เปลือกขาวโพดมีปริมาณ 608.40 มก . ซึ่งมากกวา
โปรตนีในน้ำหมกั นอกจากนีเ้มือ่นำสวนของน้ำหมกัมาตรวจ
สอบกจิกรรมของเอนไซมตางๆ พบไซลาเนส 78.98 ยนูติ
ตอกรมัโปรตนี แตไมพบกจิกรรมของคารบอกซเีมทลิเซลลเูลส
ขณะที่สวนที่เกาะอยูกับตะกอนเซลลเมื่อนำมาตรวจสอบ
กจิกรรมของเอนไซม พบกจิกรรมไซลาเนส 324.00 ยนูติ
ตอกรมัโปรตนี และคารบอกซเีมทลิเซลลเูลส 23.33 ยนูติ
ตอกรมัโปรตนี  ซึง่กจิกรรมของเอนไซมในน้ำหมกันอยมาก
เมือ่เปรยีบเทยีบกบัทีพ่บในสวนของตะกอนเซลล  และเมือ่
ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมตางๆ ในสวนที่เกาะกับ
ตะกอนเซลล (ตารางที ่2)  พบเอนไซมทัง้ในกลุมทีย่อยสลาย
ไซแลนและเซลลูโลส ทั้งเอนไซมที่ยอยโครงสรางหลัก
ไดแก ไซลาเนส เบตาไซโลซเิดส อะไวซเิลส คารบอกซเีมทลิ
เซลลูเลส และเบตากลูโคซิเดส และเอนไซมที่ยอยสลาย

โครงสรางรองหรอืสวนทีเ่ปนกิง่กานของไซแลน (debrancing
enzymes) ไดแก อะราบโินฟรูาโนซเิดส นอกจากนีย้งัตรวจ
พบเอนไซมแมนนาเนส ซึง่เปนเอนไซมอกีชนดิหนึง่ในกลุม
เฮมเิซลลเูลส อยางไรกต็ามไมสามารถตรวจวดัเซลโลไบโอ
ไฮโดรเลส และอะซติลิเอสเทอเรส ซึง่เปนเอนไซมในกลุมที่
ยอยเซลลโูลส และไซแลน ตามลำดบั ในสวนทีช่ะออกจาก
ตะกอนเซลลแมวาจะเพิม่ความเขมขนแลวกต็าม จากการ
ทดลองนีแ้สดงวาเมือ่เลีย้ง Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1
ในสภาวะจำกัดออกซิเจนที่มีเปลือกขาวโพดเปนแหลงคาร
บอน โปรตนีและเอนไซมในกลุมเซลลเูลสและไซลาเนสสวน
ใหญยงัคงเกาะอยูกบัสวนทีเ่ปนตะกอนเซลล  นอกจากนีเ้ปน
ที่นาสังเกตวาปกติเอนไซมเซลลูเลสทั่วๆไปยอยอะไวเซล
(microcrystalline cellulose) ไดยากมาก แตเอนไซมจาก
Bacillus sp. สายพันธุ TW-1 ยอยอะไวเซลที่อยูในรูปที่
ไมละลายน้ำไดดกีวาคารบอกซเีมทลิเซลลโูลสซึง่ละลายน้ำ
ได ซึง่คณุสมบตัติางๆนีเ้ปนคณุสมบตัทิีส่ำคญัของเอนไซม
เชงิซอน (multienzyme complex) เชน เซลลโูลโซม [29]
และไซลาโนโซม [30] ที่มีโครงสรางซับซอนและมีขนาด



วารสารวจิยัและพฒันา มจธ. ปที ่31 ฉบบัที ่2 เมษายน-มถินุายน 2551 299

โมเลกลุใหญทีป่ระกอบดวยเอนไซมหลายหนวยยอยในกลุม
ไซลาโนไลติกและเซลลูโลไลติกที่ทำงานรวมกันในการยอย
พอลแิซก็คาไรด รวมทัง้สวนทีเ่รยีกวา non-catalytic bind-
ing domain ซึง่ทำหนาทีย่ดึเกาะกบัพอลแิซก็คาไรด ทำให

ประสิทธิภาพการทำงานของเอนไซมในการยอยพอลิแซ็ก
คาไรดเพิม่ขึน้ [31, 32] ดงันัน้จงึมแีนวโนมวากลุมเอนไซม
ทีผ่ลติจาก Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1 นาจะเปนเอนไซม
เชงิซอน ซึง่จะตองมกีารดำเนนิการศกึษาตอไป

น้ำหมัก 259.20  78.98 ND
ตะกอนเซลล 608.40 324.00 23.33

ตารางที ่ 1 ปรมิาณโปรตนี ไซลาเนส และคารบอกซเีมทลิเซลลเูลส ในน้ำหมกั และในสวนทีช่ะจากตะกอนเซลลทีไ่ดจาก
การเลีย้ง Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1 ภายใตสภาวะทีม่อีอกซเิจนจำกดั

แหลงโปรตีน โปรตนีทัง้หมด*
(มิลลิกรัม)

กิจกรรมจำเพาะ
ไซลาเนส

(ยูนิตตอกรัมโปรตีน)

กิจกรรมจำเพาะ
คารบอกซีเมทิลเซลลูเลส

 (ยนูติตอกรมัโปรตนี)

ND : ไมสามารถตรวจวัดภายใตสภาวะที่ศึกษา
* คำนวณจากปรมิาณโปรตนีตอมลิลลิติร คณูดวยปรมิาตรของตวัอยางทัง้หมด

ไซลาเนส 324.00
อะไวซิเลส 33.88
แมนนาเนส 25.63
คารบอกซเีมทลิเซลลเูลส 23.33
เบตาไซโลซิเดส 0.12
เบตากลูโคซิเดส 0.10
อะราบิโนฟูราโนซิเดส 0.02
เซลโลไบโอไฮโดรเลส ND
อะซติลิเอสเทอเรส ND

ตารางที ่ 2 กจิกรรมของเอนไซมตางๆ ในสวนของตะกอนเซลล เมือ่เลีย้ง Bacillus sp.
สายพนัธุ TW-1 ในอาหารทีม่เีปลอืกขาวโพดเปนแหลงคารบอน
ภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนจำกัด

เอนไซม กิจกรรมจำเพาะ
(ยูนิตตอกรัมโปรตีน)

ND : ไมสามารถตรวจวัดภายใตสภาวะที่ศึกษา
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ปจจบุนัไซลาโนไลตกิและเซลลโูลไลตกิเอนไซมนอก
จากนำไปประยกุตใชในการผลติน้ำตาลจากวสัดเุหลอืทิง้ทาง
การเกษตรแลวยงัสามารถนำไปประยกุตใชกบัอตุสาหกรรม
หลายประเภท เชน นำไปใชในอตุสาหกรรมอาหารสตัว โดย
พบวาไซลาโนไลตกิและเซลลโูลไลตกิเอนไซมสามารถชวยให
สตัวปกใชประโยชนจากเศษพชืตางๆ ไดมากขึน้ [33] และ
ในปจจุบันมีการนำไซลาเนสมาประยุกตใชในอุตสาหกรรม
ผลติเยือ่กระดาษในขัน้ตอนกอนการฟอกสเียือ่กระดาษ  โดย
เฉพาะเยือ่กระดาษคราฟททีผ่านการตมดวยดาง [34]  เนือ่ง
จากการใชเอนไซมสามารถชวยรกัษาสภาพแวดลอม โดยลด
ปริมาณสาร adsorbable organic halogen ซึ่งยอยได
ยากมากในธรรมชาต ิทีเ่กดิจากการฟอกสเียือ่กระดาษคราฟท
ดวยสารคลอรนี สวนในดานผลติภณัฑพบวาชวยลดปรมิาณ
คลอรนีอสิระทีม่อียูในเยือ่กระดาษ ปรบัปรงุคณุสมบตัขิอง
เสนใยกระดาษ การดดูซบัน้ำของเยือ่กระดาษเพิม่ขืน้ และ
ชวยเพิม่ความสวางใหแกเยือ่กระดาษ [35]

3.2.3 การตรวจสอบปริมาณเอทานอลและ
กรดอินทรีย

จากการตรวจสอบเอทานอลและกรด
อินทรียตางๆ ซึ่งเปนผลิตภัณฑที่ไดจากการหมักเปลือก
ขาวโพดดวย Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1 ภายใตสภาวะ
จำกดัออกซเิจน พบวา Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1 ผลติ
เอทานอลและกรดแอซตีกิเปนผลติภณัฑหลกั โดยตวัอยางใน
วนัที ่7 และ 14 ใหผลทีค่ลายกนั อยางไรกต็ามในวนัที ่14
พบวาไดผลิตภัณฑหลักมากกวา โดยตรวจพบเอทานอล
0.27 มลิลโิมลาร และกรดแอซตีกิ 5.02 มลิลโิมลาร (รปูที่
4) จากผลการทดลองตรวจพบเพยีงกรดแอซตีกิและเอทานอล
โดยเทคนคิ Gas chromatography เทานัน้ ซึง่อาจงายตอ
การทำใหบรสิทุธิแ์ละการนำไปประยกุตใช เมือ่เปรยีบเทยีบ
กบัจลุนิทรยีอืน่ เชน Bacteroides sp. สายพนัธุ P-1 ที่
เมือ่เลีย้งภายใตสภาวะปราศจากออกซเิจน โดยมเีซลลโูลส
เปนแหลงคารบอน พบวา ผลติภณัฑหลกันอกกรดแอซตีกิ
และเอทานอลแลวยงัตรวจพบกรดโพรพโิอนกิ กรดไอโซวา
เลรกิ กรดไอโซบวิเทอรกิ และกรดบวิเทอรกิดวย [36]  นอก
จากนี้ผลการทดลองที่ไดบงชี้วา Bacillus sp. สายพันธุ
TW-1 ผลติเอทานอลจากวสัดเุหลอืทิง้ทางการเกษตรไดใน
ขัน้ตอนเดยีว จงึนาสนใจทีจ่ะนำไปศกึษาตอ

รปูที ่4 Chromatogram ของน้ำหมกัทีไ่ดจากการเลีย้ง Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1
ภายใตสภาวะทีม่อีอกซเิจนจำกดั โดยมเีปลอืกขาวโพดเปนแหลงคารบอน เปนเวลา 14 วนั

เอทานอล

กรดแอซติกิ
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3.3 การยอยวสัดเุหลอืทิง้ทางการเกษตรดวยเอนไซม
การยอยวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรตางๆ

ดวยเอนไซมจาก Bacillus sp. สายพันธุ TW-1 พบวา
เอนไซมดงักลาวสามารถยอยเซลลโูลสและเฮมเิซลลโูลสซึง่
เปนองคประกอบของผนงัเซลลพชืไดตางกนั (รปูที ่ 5) ซึง่
นาจะมสีาเหตจุากพชืแตละชนดิมอีงคประกอบทางเคม ีและ
โครงสรางทีต่างกนั [37, 38] โดยเปลอืกขาวโพดถกูยอยได
ดทีีส่ดุเนือ่งจากมปีรมิาณของเซลลโูลสและเฮมเิซลลโูลสสงู
กวาวสัดเุหลอืทิง้ทางการเกษตรชนดิอืน่ [14, 37, 38] รอง
ลงมาคอื ซงัขาวโพด รำขาว ชานออย และฟางขาว ตาม
ลำดับ สวนฟางขาวถึงแมวาจะมีปริมาณเซลลูโลสและ
เฮมเิซลลโูลสอยูสงู แตเอนไซมจากแบคทเีรยีดงักลาวยอยได
ยาก  ซึง่สาเหตทุีเ่ปนเชนนีอ้าจเนือ่งจากในฟางขาวมปีรมิาณ
ซลิกิาสงู [39] อยางไรกต็ามแมวาปรมิาณเซลลโูลส และ
เฮมเิซลลโูลสในชานออยสงูกวารำขาว แตเอนไซมสามารถ

ยอยรำขาวไดดกีวาชานออย ซึง่อาจเนือ่งจากการเรยีงตวัของ
เซลลโูลส เฮมเิซลลโูลส และลกินนิในโครงสรางของชานออย
อยูในตำแหนงที่ถูกยอยสลายไดยากกวา โดยโครงสราง
ของลกินนิอาจไปบดบงัการทำงานของเอนไซม เอนไซมจงึ
สามารถยอยเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสในรำขาวไดดีกวา
ชานออย ซึ่งผลการทดลองที่ไดแตกตางจากงานวิจัยของ
Tachaapaikoon และคณะ [40] และ Kaewintajuk และ
คณะ [41] ทีพ่บวา Bacillus halodurans สายพนัธุ C-1
และ Bacillus sp. สายพนัธุ BK ตามลำดบั ยอยเปลอืก
ขาวโพดไดดีที่สุด รองลงมาคือ ชานออย ฟางขาว
ซงัขาวโพด และรำขาว ตามลำดบั แสดงวากลุมเอนไซมที่
ผลติจาก Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1 มคีวามสามารถ
ในการยอยพอลิแซ็กคาไรดในผนังเซลลของวัสดุเหลือทิ้ง
ทางการเกษตรที่ตางจากเอนไซมที่ผลิตจาก Bacillus
halodurans สายพนัธุ C-1 และ Bacillus sp. สายพนัธุ BK

รปูที ่5 การยอยวสัดเุหลอืทิง้ทางการเกษตรตางๆดวยเอนไซมจาก Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1
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4. สรปุผลการวจิยั
ผลติภณัฑจากการหมกั Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1

ในอาหารที่มีเปลือกขาวโพดเปนแหลงคารบอน ภายใต
สภาวะที่มีปริมาณออกซิเจนจำกัด ไดแก เอนไซมในกลุม
ไซลาโนไลตกิและเซลลโูลไลตกิ น้ำตาลไซโลส ไซโลไบโอส
โอลโิกแซก็คาไรดตางๆ เอทานอล และกรดแอซตีกิ ซึง่ผลติ
ภณัฑตางๆ เหลานีส้ามารถนำไปประยกุตใชตอไปได

5. กติตกิรรมประกาศ
โครงการวิจัยนี้ไดรับทุนสนับสนุนการวิจัยจากเงิน

งบประมาณแผนดิน หมวดเงินอุดหนุนการวิจัย ประจำป
งบประมาณ 2551-2552 ของมหาวิทยาลัยเทคโนโลยี
พระจอมเกลาธนบรุี
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