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ผลติภณัฑจากการหมกั Bacillus sp. strain TW-1 ในอาหารทีม่ี
เปลือกขาวโพดเปนแหลงคารบอนภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนจำกัด
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บทคดัยอ

เมือ่เลีย้ง Bacillus sp. strain TW-1 ภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนจำกัดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเปลือกขาวโพดเปน
แหลงคารบอน พบวาสามารถผลิตเอนไซมตางๆ ในกลุมไซลาโนไลติก ไดแก ไซลาเนส เบตาไซโลซิเดส และอะราบิโน
ฟรูาโนซเิดส กลุมเซลลโูลไลตกิเอนไซม ไดแก อะไวซเิลส คารบอกซเีมทลิเซลลเูลส และเบตากลโูคซเิดส และแมนนาเนส
ซึง่ในระหวางการหมกัแบบกะ เอนไซมกลุมเหลานีย้อยไซแลนและเซลลโูลสในเปลอืกขาวโพดไดผลติภณัฑเปนน้ำตาลไซโลส
ไซโลไบโอส และโอลโิกแซก็คาไรด นอกจากนีย้งัสามารถตรวจพบเอทานอลและกรดแอซตีกิในน้ำหมกัดวย เมือ่ยอยวสัดุ
เหลอืทิง้ทางการเกษตรตางๆ ดวยไซลาโนไลตกิและเซลลโูลไลตกิเอนไซมจาก Bacillus sp. strain TW-1 พบวาสามารถ
ยอยวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรไดดี โดยเอนไซมจากแบคทีเรียนี้สามารถยอยเปลือกขาวโพดไดดีกวาซังขาวโพด รำขาว
ชานออย และฟางขาว ตามลำดบั

คำสำคญั : วสัดเุหลอืทิง้ทางการเกษตร / Bacillus sp. strain TW-1 / เปลอืกขาวโพด /
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
ประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรม สินคาที่สง

ออกไปขายในตางประเทศสวนมากเปนสนิคาทางการเกษตร
ดงันัน้ในขัน้ตอนการผลติสนิคาทางการเกษตรจะมวีสัดเุหลอื
ทิ้งทางการเกษตรเปนจำนวนมาก วัสดุเหลือทิ้งทางการ
เกษตรเหลานีส้ามารถนำมาประยกุตใชใหเกดิประโยชนมาก
ขึน้ ซึง่นอกจากจะเปนการเพิม่มลูคาจากผลติภณัฑทีเ่กดิขึน้
แลวยงัลดปญหาดานสิง่แวดลอมและลดภาระการกำจดัของ
เสียดวย โดยอาจนำวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรมาใชเปน
อาหารสัตว ปุย หรือนำมาใชเปนสารตั้งตนในการผลิต
น้ำตาลโดยใชเอนไซมที่สามารถยอยองคประกอบที่เปน
พอลิแซ็กคาไรดในผนังเซลลพืช ซึ่งไดแกเซลลูโลสและ
เฮมเิซลลโูลสดวยเอนไซมในกลุมเซลลเูลสและเฮมเิซลลเูลส
น้ำตาลทีไ่ดสามารถนำไปใชในการผลติสารใหความหวานที่
มีมูลคาสูง เชน น้ำตาลไซโลโอลิโกแซ็กคาไรด [1] และ
ไซลทิอล [2] กรดอนิทรยี [3] หรอืนำไปเปนวตัถดุบิในการ
ผลิตเอทานอลทดแทนการผลิตเอทานอลจากแปงหรือ
กระบวนการทางเคมทีีม่ตีนทนุการผลติสงูกวา [4]

ไซลาโนไลตกิและเซลลโูลไลตกิเอนไซม (xylanolytic
and cellulolytic enzymes) มบีทบาททีส่ำคญัตอการยอย
เฮมิเซลลูโลสและเซลลูโลสในผนังเซลลพืช โดยเอนไซม
กลุมนี้ผลิตไดจากแบคทีเรียและเชื้อราบางชนิดที่เจริญใน
สภาวะที่มีและปราศจากออกซิเจน [5] นอกจากนี้พบวา
จลุนิทรยีพวก facultative anaerobic bacterium สามารถ
ผลติไซลาโนไลตกิและเซลลโูลไลตกิเอนไซมไดเชนเดยีวกนั
[6] โดยผลติภณัฑทีไ่ดจากการยอยเฮมเิซลลโูลสและเซลลโูลส
ในผนงัเซลลพชื ไดแก น้ำตาลโมเลกลุเดีย่ว โมเลกลุคู และ
โอลโิกแซก็คาไรด [6, 7] มรีายงานวาไซโลโอลโิกแซก็คาไรด
สามารถนำไปประยกุตใชในอตุสาหกรรมหลายประเภท เชน
ทางการแพทย เครือ่งสำอาง และอาหาร เปนตน [1]

Bacillus sp. สายพันธุ TW-1 เปน facultative
anaerobic bacterium ทีส่ามารถเจรญิทัง้ในสภาวะทีม่แีละ
ปราศจากออกซิเจน [8] งานวิจัยนี้สนใจที่จะศึกษาผลิต
ภณัฑตางๆ ทีไ่ดจากการหมกั Bacillus sp. สายพนัธุ TW-
1 แบบกะภายใตสภาวะที่มีปริมาณออกซิเจนจำกัด ไดแก
เอนไซม น้ำตาล เอทานอล และกรดอนิทรยี  โดยใชเปลอืก
ขาวโพดเปนแหลงคารบอน นอกจากนี้จะตรวจสอบความ

สามารถของเอนไซมในกลุมไซลาโนไลตกิและเซลลโูลไลตกิ
จาก Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1 ในการผลติน้ำตาลจาก
วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเพื่อนำน้ำตาลไปใชประโยชน
ตอไป

2. อปุกรณและวธิดีำเนนิการทดลอง
2.1 แหลงของจลุนิทรยี

Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1 แยกไดจากถงั
หมกักาซชวีภาพทีม่เีปลอืกสบัปะรดเปนวตัถดุบิ  ซึง่จากการ
จำแนกชนดิของจลุนิทรยีโดยวธิขีอง Bergey [9] พบวามี
คณุสมบตัใินการยอมตดิสแีกรมบวก รปูรางเปนแทง สราง
เอนโดสปอร (endospore) ผลติเอนไซมคะตะเลส (cata-
lase) และเปน facultative anaerobic bacterium

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

ในอาหารที่มีเปลือกขาวโพดเปนแหลงคารบอน ภายใต
สภาวะที่มีปริมาณออกซิเจนจำกัด โดยเพาะเลี้ยงในสูตร
อาหารเหลวของ Berg และคณะ [10] ซึ่งประกอบดวย
NaNO3 0.2% K2HPO4 0.05% MgSO4.7H2O 0.02%
MnSO2.H2O 0.002% FeSO4.7H2O 0.002% และ
CaCl2.2H2O 0.002% โดยใชเปลือกขาวโพดแบบแผน
และแบบทีม่ขีนาด 40 mesh 2% (w/v) เปนแหลงคารบอน
โดยเตรียมอาหารเหลวปริมาตร 70 มล. ในขวด vial
ขนาด 100 มล. และเติม resazurin 4 มล./ล. เปน
อนิดเิคเตอร (indicator) ในการตรวจวดัออกซเิจน  ซึง่หาก
มอีอกซเิจนปนอยูสารละลายจะมสีชีมพ ูขณะทีไ่มมอีอกซเิจน
สารละลายจะมีสีใส นำอาหารเหลวไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่ง
ความดันไอ ที่อุณหภูมิ 121 ํC ความดัน 15 ปอนด
ตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที ทิ้งใหเย็น จากนั้นถาย
กลาเชือ้ (5.7x108 CFU/มล.) 5% ลงในอาหารเหลว ปด
ดวยจกุยาง ครอบดวยฝาอะลมูเินยีมและผนกึใหแนน ดดู
อากาศภายในขวดออกดวย syringe แลวบมใน incubator
shaker ที่เขยาดวยความเร็ว 150 รอบตอนาที อุณหภูมิ
37 ํC ระหวางการหมักเก็บตัวอยางโดยนำไปปนเหวี่ยง
ดวยเครือ่งปนเหวีย่งทีค่วามเรว็ 8,000 รอบตอนาท ีควบคมุ
อณุหภมูทิี ่ 4 Cํ เปนเวลา 15 นาท ี เพือ่แยกตะกอนเซลล
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ออกจากสารละลายสวนใส ซึง่สวนทีเ่ปนสารละลายจะถกู
ทำใหเขมขนขึน้ดวยเครือ่งอลัตราฟวเตรชนั (ultrafiltration)
ทีม่ ีmolecular weight cut off 5 กโิลดาลตนั แลวเกบ็ไว
ใชในการตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นจากการหมัก ไดแก
เอนไซมตางๆ ในกลุมไซลาโนไลตกิและเซลลโูลไลตกิ โปรตนี
น้ำตาล เอทานอล และกรดอนิทรยี ขณะทีเ่ปลอืกขาวโพด
ทีผ่านการเลีย้งเชือ้แลวสวนหนึง่เกบ็ไวเพือ่ใชเปรยีบเทยีบกบั
เปลอืกขาวโพดทีไ่มผานการเลีย้ง  สวนทีเ่หลอืเกบ็ไวสำหรบั
แยกโปรตนีทีเ่กาะอยูกบัผนงัเซลลและ/หรอืเปลอืกขาวโพด
โดยลางสวนตะกอนเซลลทีแ่ยกไดดวย phosphate buffer
saline ที่ประกอบดวยโซเดียมคลอไรด 0.15 โมลาร ใน
โปตัสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.10 โมลาร
พเีอช 7.0 ทีเ่ยน็หลายๆ ครัง้ จากนัน้ชะดวยไตรเอทวิลาไมน
(triethylamine) 2% (v/v)  สารละลายทีไ่ดจากการชะจะถกู
นำไปทำใหเขมขนขึน้ดวยเครือ่งอลัตราฟวเตรชนั จากนัน้นำ
ไปไดอะไลซสิ (dialysis) เพือ่กำจดัไตรเอทวิลาไมนออก ซึง่
เอนไซม (crude enzyme) ที่ไดจะนำไปใชในการทดลอง
ขั้นตอไป

2.3 การตรวจสอบกจิกรรมของเอนไซม
ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนส

คารบอกซีเมทิลเซลลูเลส แมนนาเนส และอะไวซิเลส
(เอนไซมแตละชนิดใชไซแลน คารบอกซีเมทิลเซลลูโลส
แมนแนน (Locus bean gum) และอะไวเซล (Sigma-
Aldrich Inc.) เปนสบัสเตรท ตามลำดบั) ตามวธิขีอง Pason
และคณะ [6] โดยตรวจวดัปรมิาณน้ำตาลรดีวิซทีเ่กดิขึน้ที่
ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร ตามวิธีของ Somogyi-
Nelson [11] สำหรับเอนไซมไซลาเนสใชไซโลส (Merck
KGaA) เปนสารละลายน้ำตาลมาตรฐาน สวนคารบอก
ซีเมทิลเซลลูเลส แมนนาเนส และอะไวซิเลส ใชกลูโคส
(Merck KGaA) เปนสารละลายน้ำตาลมาตรฐาน

เอนไซมไซลาเนส คารบอกซีเมทิลเซลลูเลส แมน
นาเนส หรอื อะไวซเิลส 1 ยนูติ (U) หมายถงึปรมิาณของ
เอนไซมทีย่อยสบัสเตรทโดยใหผลติภณัฑเปนน้ำตาลไซโลส
หรอืกลโูคส 1 ไมโครโมลตอนาท ีตามลำดบั ภายใตสภาวะ
ทีท่ำการทดสอบ

ตรวจสอบกจิกรรมของเบตาไซโลซเิดส เซลโลไบโอ

ไฮโดรเลส และเบตากลโูคซเิดส ตามวธิขีอง Pason และ
คณะ [6] โดยเอนไซมแตละชนดิใช p-nitrophenyl-β-D-
xylopyranoside, p-nitrophenyl-β-D-cellobioside และ
p-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside (Sigma-Aldrich Inc.)
เปนสบัสเตรท ตามลำดบั และตรวจปรมิาณ p-nitrophenol
(Sigma-Aldrich Inc.) ทีเ่กดิขึน้ โดยวดัคาการดดูกลนืแสง
ทีค่วามยาวคลืน่ 405 นาโนเมตร

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

เอนไซมเบตาไซโลซิเดส เซลโลไบโอไฮโดรเลส
เบตากลูโคซิเดส อะราบิโนฟูราโนซิเดส และอะซิติล
เอสเทอเรส 1 ยนูติ (U) หมายถงึปรมิาณของเอนไซมทีผ่ลติ
p-nitrophenol 1 ไมโครโมลตอนาท ีภายใตสภาวะทีท่ำการ
ทดสอบ

2.4 การวเิคราะหปรมิาณโปรตนีและน้ำตาลรดีวิซ
ตรวจสอบปริมาณโปรตีนและน้ำตาลรีดิวซที่

เกดิขึน้ในสารละลายตวัอยางตามวธิขีอง Lowry และคณะ
[13] และ Somogyi-Nelson [11] โดยใชสารละลาย
bovine serum albumin (Sigma-Aldrich Inc.) และกลโูคส
(Merck KGaA) เปนสารละลายมาตรฐาน ตามลำดบั

2.5 การวเิคราะหชนดิของน้ำตาล
นำผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยเปลือกขาวโพด

มาวเิคราะหหาชนดิของน้ำตาลทีไ่ดโดยเทคนคิ Thin layer
chromatography (TLC) โดยนำสารละลายตวัอยางมาหยด
ลงบน Silica gel 60, F254 plate (Merck & Co., Inc.
art. No.1.05554 ขนาด 20 x 20 ซม.) จากนัน้นำไปจุมลง
ในถังที่มี mobile phase ซึ่งประกอบดวย n-butanol :
acetic acid : distilled water (5 : 2 : 3)  เมือ่ mobile
phase เคลือ่นทีเ่กอืบสดุแผน นำแผน Silica gel ออกมา
ผึง่ใหแหง จากนัน้พนดวย reagent ซึง่ประกอบดวย aniline
: α-diphenylamine : acetone : phosphoric acid
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(1 มล. : 1 มล. : 50 มล. : 7.5 มล.) ลงบนแผนจนทัว่
จากนัน้นำไปอบทีอ่ณุหภมู ิ 100 Cํ จนเห็นตวัอยางชดั แลว
เปรยีบเทยีบกบัน้ำตาลกลโูคส เซลโลไบโอส ไซโลส และ
ไซโลไบโอส (Merck KGaA)

2.6 การยอยวสัดเุหลอืทิง้ทางการเกษตร
วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร ไดแก เปลือก

ขาวโพด ซังขาวโพด รำขาว ชานออย และฟางขาว ถูก
นำมาบดใหมขีนาดเลก็ลงและนำไปรอนผานตะแกรงขนาด
40 mesh ลางน้ำตาลทีป่นมากบัวสัดเุหลอืทิง้ทางการเกษตร
ออกใหหมดดวยน้ำกลัน่หลายๆ ครัง้ แลวทำใหแหงทีอ่ณุหภมูิ
80 Cํ จนกระทัง่น้ำหนกัคงที ่ จากนัน้บมวสัดเุหลอืทิง้ทาง
การเกษตร 1% (w/v) ในฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน
50 มลิลโิมลาร พเีอช 7.0 กบัเอนไซมทีป่ระกอบดวยไซลา
เนส 0.3 ยนูติ และคารบอกซเีมทลิเซลลเูลส 0.09 ยนูติ ที่
อณุหภมู ิ50 Cํ แลวตรวจวดัปรมิาณน้ำตาลรดีวิซทีเ่กดิขึน้
โดยวธิ ี Somogyi-Nelson [11]

2.7 การวเิคราะหปรมิาณเอทานอลและกรดอนิทรยี
วิเคราะหปริมาณเอทานอลและกรดอินทรียที่

เกดิขึน้ระหวางการหมกั Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1 ภาย
ใตสภาวะทีม่ปีรมิาณออกซเิจนจำกดัดวยเทคนคิ Gas chro-
matography (GC-FID) โดยใชชุดเครื่องมือของ
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  โดยใชอตัราเรว็
50 มล./วนิาที

3. ผลการทดลองและวจิารณ
3.1 การเจริญของ Bacillus sp. สายพันธุ

TW-1 ในเปลอืกขาวโพดแบบแผน
เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสในผนังเซลลพืช

เปนสารพอลิแซ็กคาไรดที่พบมากในธรรมชาติ ดังนั้นสาร
พอลแิซก็คาไรดทัง้สองชนดินีจ้งึเปนแหลงคารบอนทีน่าสนใจ

ที่จะนำมาผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเฮมิเซลลูเลส และ
เปลีย่นสารพอลแิซก็คาไรดเหลานีใ้หเปนน้ำตาลเพือ่นำไปใช
ประโยชนตอไป

เปลือกขาวโพดเปนวัสดุธรรมชาติที่มีปริมาณของ
เซลลลโูลสและเฮมเิซลลโูลสสงู (43.8% และ 39.6% ตาม
ลำดับ) [14]  เมื่อเลี้ยง Bacillus sp. สายพันธุ TW-1
ในเปลอืกขาวโพดแบบแผนขนาด 2 x 3 x 0.1 ซม. ภายใต
สภาวะทีม่ปีรมิาณออกซเิจนจำกดั เปนเวลา 7 วนั พบวา
เปลอืกขาวโพดมลีกัษณะบวมน้ำมากขึน้ ขณะทีอ่าหารเลีย้ง
เชื้อมีลักษณะขุนและมีฟองแกสเกิดขึ้น (รูปที่ 1ข) เมื่อ
เปรยีบเทยีบกบัแผนชดุควบคมุทีไ่มผานการเลีย้งเชือ้ภายใต
สภาวะเดียวกัน (รูปที่ 1ก) แสดงวาเซลลมีการเจริญเกิด
ขึ้น และเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสในเปลือกขาวโพดถูก
ยอยโดยเอนไซมทีผ่ลติจาก Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1
แตไมพบวามอีอกซเิจนปนเปอนในระหวางการหมกัเนือ่งจาก
สีของ resazurin ไมเปลี่ยนเปนสีชมพู (ผลการทดลองไม
ไดแสดง) เมือ่นำเปลอืกขาวโพดทีผ่านการยอยระหวางการ
เพาะเลี้ยงที่ลางใหสะอาดแลวมาสองดวยกลองจุลทรรศน
เพือ่ดลูกัษณะของเปลอืกขาวโพดทีเ่ปลีย่นแปลงไป จากรปู
ท่ี 2ข จะเหน็วาแผนเปลอืกขาวโพดบางลงและโปรงแสงขึน้
ซึ่งบริเวณที่เปนเยื่อออนเปนบริเวณที่ถูกยอยสลายดวย
เอนไซม ทำใหเห็นเปนรอยบางและใสขึ้น อยางไรก็ตาม
บริเวณที่ถูกยอยสลายบนเปลือกขาวโพดในแตละสวนมี
ลกัษณะโปรงแสงไมเทากนั ซึง่อาจมสีาเหตจุากจลุนิทรยีมี
การกระจายตัวบนเปลือกขาวโพดไดไมทั่วทั้งแผน ทำให
เอนไซมที่เชื้อผลิตออกมายอยเปลือกขาวโพดในสวนตางๆ
ไดไมเทากัน ซึ่งการยอยขึ้นกับปริมาณเชื้อที่กระจายตัว
บนเปลือกขาวโพด อยางไรก็ตามบริเวณที่เปนแกนของ
เปลอืกขาวโพด (เสนสดีำตามแนวตัง้) ซึง่อาจมลีกินนิเปน
องคประกอบในปรมิาณสงูจงึถกูยอยสลายไดนอยมาก
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(ก)                                                  (ข)

รปูที ่2 ลกัษณะของแผนเปลอืกขาวโพดของชดุควบคมุทีไ่มเตมิจลุนิทรยี (ก) เปรยีบเทยีบกบัทีผ่านการเลีย้ง
ดวย Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1 ภายใตสภาวะเดยีวกนัทีม่อีอกซเิจนจำกดัเปนเวลา 7 วนั (ข)
ลกูศรแสดงบรเิวณทีเ่ปลอืกขาวโพดถกูยอยดวยเอนไซมจาก Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1
(กำลงัขยาย 40 เทา)

รปูที ่1 เปลอืกขาวโพดและอาหารเลีย้งเชือ้ของชดุควบคมุทีไ่มเตมิจลุนิทรยี (ก) เปรยีบเทยีบกบัทีผ่านการเลีย้ง
ดวย Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1 ภายใตสภาวะเดยีวกนัทีม่อีอกซเิจนจำกดัเปนเวลา 7 วนั (ข)

(ก)                              (ข)
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3.2 การตรวจสอบผลติภณัฑจากการหมกั
3.2.1 การตรวจสอบปริมาณและชนิดของ

น้ำตาลที่ไดจากการหมัก
การตรวจสอบผลติภณัฑน้ำตาลทีเ่กดิขึน้

จากการหมกั Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1 ในอาหารทีม่ี
เปลอืกขาวโพดเปนแหลงคารบอนในสภาวะจำกดัออกซเิจน
มีวัตถุประสงคเพื่อตรวจสอบความสามารถในการทำงาน
ของเอนไซมตอการยอยสบัสเตรทเพือ่นำน้ำตาลไปประยกุต
ใช โดยผลติภณัฑทีเ่ปนน้ำตาลโอลโิกเมอร เชน ไซโลโอลิ
โกแซ็กคาไรดชนิดตางๆ สามารถนำไปใชในอุตสาหกรรม
เครือ่งสำอางและเภสชักรรม เชน สารตานอนมุลูอสิระ [15,
16] ปองกนัและควบคมุโรคโลหติจาง [17] ตอตานการสะสม
คอเลสเตอรอล [18]) ยบัยัง้การเกดิเมลานนิ [19] กระตุนการ
เจรญิของเสนผม [20] เพิม่ประสทิธภิาพในการดดูซมึแมกนี
เซียม [21] ยับยั้ง Gram-positive bacteria [22] anti-
inflammatory activity [23] histamine-release inhibi-
tors [24] ปองกันการเกิดโรคเบาหวานชนิดที่ 2 [25]
ปองกนัคราบจลุนิทรยีจบัทีผ่วิฟน [26]  และใชเปนสวนผสม
ใน pre- และ pro-biotic สำหรบัเดก็ทารก และปองกนั
ระบบภมูคิุมกนับกพรอง [27] เปนตน ขณะทีไ่ซโลไบโอสใช
เปนอาหารของจุลินทรียที่มีประโยชนตอมนุษยและสัตว
เชน Bifidobacterium เพือ่ชวยรกัษาสภาวะสมดลุภายใน
ลำไสเล็กใหอยูในสภาวะปกติ [28] สวนผลิตภัณฑที่เปน
น้ำตาลโมโนเมอรสามารถใชเปนสารตั้งตนในการผลิต
เอทานอล [4] และไซลิทอล [2] ซึ่งปจจุบันนิยมใชใน

อตุสาหกรรมอาหารและผลติภณัฑเกีย่วกบัการปองกนัฟนผุ
เมือ่เพาะเลีย้ง Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1 ในอาหารทีม่ี
เปลอืกขาวโพดขนาด 40 mesh เปนแหลงคารบอน เปน
เวลา 14 วนั ภายใตสภาวะจำกดัออกซเิจน จากนัน้ตรวจ
วัดปริมาณน้ำตาลรีดิวซในน้ำหมัก พบวามีปริมาณน้ำตาล
รีดิวซ 315.96 มล./ล. (ไมไดแสดงผลการทดลอง) เมื่อ
ตรวจสอบชนดิของน้ำตาลใน culture supernatant ดวยวธิี
TLC โดยเปรยีบเทยีบผลติภณัฑทีไ่ดกบัสารละลายมาตรฐาน
ของน้ำตาลกลโูคสและเซลโลไบโอส (รปูที ่3 แถวที ่1) และ
ไซโลสและไซโลไบโอส (รปูที ่3 แถวที ่2) พบวา เมือ่เพาะ
เลีย้งเชือ้ 7 วนัไดไซโลสและไซโลไบโอสเปนผลติภณัฑหลกั
สวนผลิตภัณฑรองเปนโอลิโกแซ็กคาไรดชนิดอื่นที่มีขนาด
ใหญกวาน้ำตาลโมเลกุลคู (รูปที่ 3 แถวที่ 4) ซึ่งผลที่ได
คลายกบัการเพาะเลีย้งเชือ้นาน 14 วนั (รปูที ่3 แถวที ่3)
แตที ่ 14 วนัใหปรมิาณน้ำตาลมากกวา อยางไรกต็ามเปน
ทีน่าสงัเกตวานาจะไดน้ำตาลกลโูคสและเซลโลไบโอส เปน
ผลติภณัฑจากการหมกัดวย แตไมสามารถตรวจพบ  สาเหตุ
ทีเ่ปนเชนนีอ้าจเปนไปไดวาเชือ้ใชกลโูคสและเซลโลไบโอส
ซึ่งเปนน้ำตาลที่ใชไดงายกวาในการเจริญเติบโต จึงไม
สามารถตรวจพบในน้ำหมัก ซึ่งการที่ไมมีกลูโคสและ
เซลโลไบโอสปนอยูในน้ำหมกัทำใหงายตอการทำใหบรสิทุธิ์
และประยกุตใชในอตุสาหกรรมตางๆ [1] นอกจากนีน้ำ้ตาล
ไซโลส ไซโลไบโอส และไซโลโอลิโกแซ็กคาไรดยังมีราคา
แพงกวา น้ำตาลกลโูคส เซลโลไบโอส และโอลโิกแซก็คาไรด
จากเซลลโูลส
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G1

G2

X1

X2

โอลิโกแซ็กคาไรด

รปูที ่3 TLC ของน้ำตาลทีเ่กดิจากการยอยเปลอืกขาวโพดขนาด 40 mesh ในน้ำหมกัทีเ่ลีย้ง Bacillus sp.
สายพนัธุ TW-1 ภายใตสภาวะทีม่อีอกซเิจนจำกดั

แถวที ่ 1 = น้ำตาลกลโูคส (G1) และเซลโลไบโอส (G2) มาตรฐาน
แถวที ่ 2 = น้ำตาลไซโลส (X1) และไซโลไบโอส (X2) มาตรฐาน
แถวที ่3, 4 = น้ำตาลในน้ำหมกัทีไ่ดจากการเพาะเลีย้งเปนเวลา 14 และ 7 วนั ตามลำดบั

3.2.2 การตรวจสอบเอนไซม
เมื่อตรวจวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมดใน

สวนของน้ำหมัก พบวามีปริมาณ 259.20 มก. (ตารางที่
1) สวนโปรตนีทัง้หมดทีเ่กาะอยูกบัผนงัเซลลของจลุนิทรยี และ
เปลือกขาวโพดมีปริมาณ 608.40 มก . ซึ่งมากกวา
โปรตนีในน้ำหมกั นอกจากนีเ้มือ่นำสวนของน้ำหมกัมาตรวจ
สอบกจิกรรมของเอนไซมตางๆ พบไซลาเนส 78.98 ยนูติ
ตอกรมัโปรตนี แตไมพบกจิกรรมของคารบอกซเีมทลิเซลลเูลส
ขณะที่สวนที่เกาะอยูกับตะกอนเซลลเมื่อนำมาตรวจสอบ
กจิกรรมของเอนไซม พบกจิกรรมไซลาเนส 324.00 ยนูติ
ตอกรมัโปรตนี และคารบอกซเีมทลิเซลลเูลส 23.33 ยนูติ
ตอกรมัโปรตนี  ซึง่กจิกรรมของเอนไซมในน้ำหมกันอยมาก
เมือ่เปรยีบเทยีบกบัทีพ่บในสวนของตะกอนเซลล  และเมือ่
ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมตางๆ ในสวนที่เกาะกับ
ตะกอนเซลล (ตารางที ่2)  พบเอนไซมทัง้ในกลุมทีย่อยสลาย
ไซแลนและเซลลูโลส ทั้งเอนไซมที่ยอยโครงสรางหลัก
ไดแก ไซลาเนส เบตาไซโลซเิดส อะไวซเิลส คารบอกซเีมทลิ
เซลลูเลส และเบตากลูโคซิเดส และเอนไซมที่ยอยสลาย

โครงสรางรองหรอืสวนทีเ่ปนกิง่กานของไซแลน (debrancing
enzymes) ไดแก อะราบโินฟรูาโนซเิดส นอกจากนีย้งัตรวจ
พบเอนไซมแมนนาเนส ซึง่เปนเอนไซมอกีชนดิหนึง่ในกลุม
เฮมเิซลลเูลส อยางไรกต็ามไมสามารถตรวจวดัเซลโลไบโอ
ไฮโดรเลส และอะซติลิเอสเทอเรส ซึง่เปนเอนไซมในกลุมที่
ยอยเซลลโูลส และไซแลน ตามลำดบั ในสวนทีช่ะออกจาก
ตะกอนเซลลแมวาจะเพิม่ความเขมขนแลวกต็าม จากการ
ทดลองนีแ้สดงวาเมือ่เลีย้ง Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1
ในสภาวะจำกัดออกซิเจนที่มีเปลือกขาวโพดเปนแหลงคาร
บอน โปรตนีและเอนไซมในกลุมเซลลเูลสและไซลาเนสสวน
ใหญยงัคงเกาะอยูกบัสวนทีเ่ปนตะกอนเซลล  นอกจากนีเ้ปน
ที่นาสังเกตวาปกติเอนไซมเซลลูเลสทั่วๆไปยอยอะไวเซล
(microcrystalline cellulose) ไดยากมาก แตเอนไซมจาก
Bacillus sp. สายพันธุ TW-1 ยอยอะไวเซลที่อยูในรูปที่
ไมละลายน้ำไดดกีวาคารบอกซเีมทลิเซลลโูลสซึง่ละลายน้ำ
ได ซึง่คณุสมบตัติางๆนีเ้ปนคณุสมบตัทิีส่ำคญัของเอนไซม
เชงิซอน (multienzyme complex) เชน เซลลโูลโซม [29]
และไซลาโนโซม [30] ที่มีโครงสรางซับซอนและมีขนาด
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โมเลกลุใหญทีป่ระกอบดวยเอนไซมหลายหนวยยอยในกลุม
ไซลาโนไลติกและเซลลูโลไลติกที่ทำงานรวมกันในการยอย
พอลแิซก็คาไรด รวมทัง้สวนทีเ่รยีกวา non-catalytic bind-
ing domain ซึง่ทำหนาทีย่ดึเกาะกบัพอลแิซก็คาไรด ทำให

ประสิทธิภาพการทำงานของเอนไซมในการยอยพอลิแซ็ก
คาไรดเพิม่ขึน้ [31, 32] ดงันัน้จงึมแีนวโนมวากลุมเอนไซม
ทีผ่ลติจาก Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1 นาจะเปนเอนไซม
เชงิซอน ซึง่จะตองมกีารดำเนนิการศกึษาตอไป

น้ำหมัก 259.20  78.98 ND
ตะกอนเซลล 608.40 324.00 23.33

ตารางที ่ 1 ปรมิาณโปรตนี ไซลาเนส และคารบอกซเีมทลิเซลลเูลส ในน้ำหมกั และในสวนทีช่ะจากตะกอนเซลลทีไ่ดจาก
การเลีย้ง Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1 ภายใตสภาวะทีม่อีอกซเิจนจำกดั

แหลงโปรตีน โปรตนีทัง้หมด*
(มิลลิกรัม)

กิจกรรมจำเพาะ
ไซลาเนส

(ยูนิตตอกรัมโปรตีน)

กิจกรรมจำเพาะ
คารบอกซีเมทิลเซลลูเลส

 (ยนูติตอกรมัโปรตนี)

ND : ไมสามารถตรวจวัดภายใตสภาวะที่ศึกษา
* คำนวณจากปรมิาณโปรตนีตอมลิลลิติร คณูดวยปรมิาตรของตวัอยางทัง้หมด

ไซลาเนส 324.00
อะไวซิเลส 33.88
แมนนาเนส 25.63
คารบอกซเีมทลิเซลลเูลส 23.33
เบตาไซโลซิเดส 0.12
เบตากลูโคซิเดส 0.10
อะราบิโนฟูราโนซิเดส 0.02
เซลโลไบโอไฮโดรเลส ND
อะซติลิเอสเทอเรส ND

ตารางที ่ 2 กจิกรรมของเอนไซมตางๆ ในสวนของตะกอนเซลล เมือ่เลีย้ง Bacillus sp.
สายพนัธุ TW-1 ในอาหารทีม่เีปลอืกขาวโพดเปนแหลงคารบอน
ภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนจำกัด

เอนไซม กิจกรรมจำเพาะ
(ยูนิตตอกรัมโปรตีน)

ND : ไมสามารถตรวจวัดภายใตสภาวะที่ศึกษา
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ปจจบุนัไซลาโนไลตกิและเซลลโูลไลตกิเอนไซมนอก
จากนำไปประยกุตใชในการผลติน้ำตาลจากวสัดเุหลอืทิง้ทาง
การเกษตรแลวยงัสามารถนำไปประยกุตใชกบัอตุสาหกรรม
หลายประเภท เชน นำไปใชในอตุสาหกรรมอาหารสตัว โดย
พบวาไซลาโนไลตกิและเซลลโูลไลตกิเอนไซมสามารถชวยให
สตัวปกใชประโยชนจากเศษพชืตางๆ ไดมากขึน้ [33] และ
ในปจจุบันมีการนำไซลาเนสมาประยุกตใชในอุตสาหกรรม
ผลติเยือ่กระดาษในขัน้ตอนกอนการฟอกสเียือ่กระดาษ  โดย
เฉพาะเยือ่กระดาษคราฟททีผ่านการตมดวยดาง [34]  เนือ่ง
จากการใชเอนไซมสามารถชวยรกัษาสภาพแวดลอม โดยลด
ปริมาณสาร adsorbable organic halogen ซึ่งยอยได
ยากมากในธรรมชาต ิทีเ่กดิจากการฟอกสเียือ่กระดาษคราฟท
ดวยสารคลอรนี สวนในดานผลติภณัฑพบวาชวยลดปรมิาณ
คลอรนีอสิระทีม่อียูในเยือ่กระดาษ ปรบัปรงุคณุสมบตัขิอง
เสนใยกระดาษ การดดูซบัน้ำของเยือ่กระดาษเพิม่ขืน้ และ
ชวยเพิม่ความสวางใหแกเยือ่กระดาษ [35]

3.2.3 การตรวจสอบปริมาณเอทานอลและ
กรดอินทรีย

จากการตรวจสอบเอทานอลและกรด
อินทรียตางๆ ซึ่งเปนผลิตภัณฑที่ไดจากการหมักเปลือก
ขาวโพดดวย Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1 ภายใตสภาวะ
จำกดัออกซเิจน พบวา Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1 ผลติ
เอทานอลและกรดแอซตีกิเปนผลติภณัฑหลกั โดยตวัอยางใน
วนัที ่7 และ 14 ใหผลทีค่ลายกนั อยางไรกต็ามในวนัที ่14
พบวาไดผลิตภัณฑหลักมากกวา โดยตรวจพบเอทานอล
0.27 มลิลโิมลาร และกรดแอซตีกิ 5.02 มลิลโิมลาร (รปูที่
4) จากผลการทดลองตรวจพบเพยีงกรดแอซตีกิและเอทานอล
โดยเทคนคิ Gas chromatography เทานัน้ ซึง่อาจงายตอ
การทำใหบรสิทุธิแ์ละการนำไปประยกุตใช เมือ่เปรยีบเทยีบ
กบัจลุนิทรยีอืน่ เชน Bacteroides sp. สายพนัธุ P-1 ที่
เมือ่เลีย้งภายใตสภาวะปราศจากออกซเิจน โดยมเีซลลโูลส
เปนแหลงคารบอน พบวา ผลติภณัฑหลกันอกกรดแอซตีกิ
และเอทานอลแลวยงัตรวจพบกรดโพรพโิอนกิ กรดไอโซวา
เลรกิ กรดไอโซบวิเทอรกิ และกรดบวิเทอรกิดวย [36]  นอก
จากนี้ผลการทดลองที่ไดบงชี้วา Bacillus sp. สายพันธุ
TW-1 ผลติเอทานอลจากวสัดเุหลอืทิง้ทางการเกษตรไดใน
ขัน้ตอนเดยีว จงึนาสนใจทีจ่ะนำไปศกึษาตอ

รปูที ่4 Chromatogram ของน้ำหมกัทีไ่ดจากการเลีย้ง Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1
ภายใตสภาวะทีม่อีอกซเิจนจำกดั โดยมเีปลอืกขาวโพดเปนแหลงคารบอน เปนเวลา 14 วนั

เอทานอล

กรดแอซติกิ
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3.3 การยอยวสัดเุหลอืทิง้ทางการเกษตรดวยเอนไซม
การยอยวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรตางๆ

ดวยเอนไซมจาก Bacillus sp. สายพันธุ TW-1 พบวา
เอนไซมดงักลาวสามารถยอยเซลลโูลสและเฮมเิซลลโูลสซึง่
เปนองคประกอบของผนงัเซลลพชืไดตางกนั (รปูที ่ 5) ซึง่
นาจะมสีาเหตจุากพชืแตละชนดิมอีงคประกอบทางเคม ีและ
โครงสรางทีต่างกนั [37, 38] โดยเปลอืกขาวโพดถกูยอยได
ดทีีส่ดุเนือ่งจากมปีรมิาณของเซลลโูลสและเฮมเิซลลโูลสสงู
กวาวสัดเุหลอืทิง้ทางการเกษตรชนดิอืน่ [14, 37, 38] รอง
ลงมาคอื ซงัขาวโพด รำขาว ชานออย และฟางขาว ตาม
ลำดับ สวนฟางขาวถึงแมวาจะมีปริมาณเซลลูโลสและ
เฮมเิซลลโูลสอยูสงู แตเอนไซมจากแบคทเีรยีดงักลาวยอยได
ยาก  ซึง่สาเหตทุีเ่ปนเชนนีอ้าจเนือ่งจากในฟางขาวมปีรมิาณ
ซลิกิาสงู [39] อยางไรกต็ามแมวาปรมิาณเซลลโูลส และ
เฮมเิซลลโูลสในชานออยสงูกวารำขาว แตเอนไซมสามารถ

ยอยรำขาวไดดกีวาชานออย ซึง่อาจเนือ่งจากการเรยีงตวัของ
เซลลโูลส เฮมเิซลลโูลส และลกินนิในโครงสรางของชานออย
อยูในตำแหนงที่ถูกยอยสลายไดยากกวา โดยโครงสราง
ของลกินนิอาจไปบดบงัการทำงานของเอนไซม เอนไซมจงึ
สามารถยอยเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสในรำขาวไดดีกวา
ชานออย ซึ่งผลการทดลองที่ไดแตกตางจากงานวิจัยของ
Tachaapaikoon และคณะ [40] และ Kaewintajuk และ
คณะ [41] ทีพ่บวา Bacillus halodurans สายพนัธุ C-1
และ Bacillus sp. สายพนัธุ BK ตามลำดบั ยอยเปลอืก
ขาวโพดไดดีที่สุด รองลงมาคือ ชานออย ฟางขาว
ซงัขาวโพด และรำขาว ตามลำดบั แสดงวากลุมเอนไซมที่
ผลติจาก Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1 มคีวามสามารถ
ในการยอยพอลิแซ็กคาไรดในผนังเซลลของวัสดุเหลือทิ้ง
ทางการเกษตรที่ตางจากเอนไซมที่ผลิตจาก Bacillus
halodurans สายพนัธุ C-1 และ Bacillus sp. สายพนัธุ BK

รปูที ่5 การยอยวสัดเุหลอืทิง้ทางการเกษตรตางๆดวยเอนไซมจาก Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1
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4. สรปุผลการวจิยั
ผลติภณัฑจากการหมกั Bacillus sp. สายพนัธุ TW-1

ในอาหารที่มีเปลือกขาวโพดเปนแหลงคารบอน ภายใต
สภาวะที่มีปริมาณออกซิเจนจำกัด ไดแก เอนไซมในกลุม
ไซลาโนไลตกิและเซลลโูลไลตกิ น้ำตาลไซโลส ไซโลไบโอส
โอลโิกแซก็คาไรดตางๆ เอทานอล และกรดแอซตีกิ ซึง่ผลติ
ภณัฑตางๆ เหลานีส้ามารถนำไปประยกุตใชตอไปได
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