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บทคัดย่อ
งานวจิัยนี้มีวตัถปุระสงค์เพือ่คัดแยกแบคทีเรียผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจากดินบริเวณรอบรากพชืและเศษวัสดุ

ทางการเกษตร (ใบอ้อย ชานอ้อย ฟางข้าว และทะลายปาล์ม) พร้อมทั้งศึกษาความหลากหลายและความสามารถใน
การผลติเอนไซม์เซลลเูลสของแบคทเีรยี รวมทัง้การย่อยสลายวัสดลุกิโนเซลลโูลสในสภาวะจ�ำลอง ผลการวิจยัสามารถ
แยกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้จ�ำนวน 100 ไอโซเลต จากการวัดความสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลส
จากการเกิดโซนใส (Hydrolytic capacity: (HC) value  มากกว่า 3) บนอาหารแขง็ carboxy methyl cellulose (CMC) 
สามารถคดัเลอืกแบคทีเรยีท่ีมปีระสทิธิภาพในการผลติเอนไซม์เซลลเูลสได้จ�ำนวน 25 ไอโซเลต หลงัจากจดักลุม่แสดง
ความสัมพันธ์ของแบคทีเรียผลิตเอนไซม์เซลลูเลสท่ีมีประสิทธิภาพสูงโดยอาศัยข้อมูลการใช้แหล่งไนโตรเจน แหล่ง
คาร์บอน ลักษณะทางสัณฐานวิทยา และความสามารถในการต้านทานสารปฎิชีวนะ และวิเคราะห์โดย UPGMA 
สามารถแบ่งกลุม่แบคทเีรยีได้เป็น 2 clusters ทีร่ะดบัความคล้ายคลงึร้อยละ 50 ซึง่ชีช้ดัได้ว่าแบคทเีรยีตวัแทนมคีวาม
หลากหลาย เมื่อวิเคราะห์กิจกรรมคาร์บอกซีเมทธิลเซลลูเลสของแบคทีเรียตัวแทนทั้งหมด พบแบคทีเรียตัวแทนส่วน
ใหญ่มีกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสอยู่ในช่วง 0.0509-0.0702 ยูนิตต่อมิลลิลิตร โดยแบคทีเรียไอโซเลต M008 เป็น
แบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพการผลิตเอนไซม์สูงสุด คือ 0.0702±0.0027 ยูนิตต่อมิลลิลิตร เมื่อน�ำแบคทีเรียไอโซเลต 
M008 มาทดสอบการย่อยสลายวัสดลุกิโนเซลลโูลสในสภาวะจ�ำลอง พบว่าแบคทีเรยีสามารถย่อยสลายทะลายปาล์ม
ได้ดีที่สุดเมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วัน รองลงมาคือ ใบอ้อย และฟางข้าว ตามล�ำดับ ซึ่งจาก
การวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนบริเวณ 16S rDNA สามารถระบุชนิดของแบคทีเรียได้เป็น Enterobacter sp. 
ที่ระดับความคล้ายคลึงร้อยละ 99 

 
ค�ำส�ำคัญ: ลิกโนเซลลูโลส แบคทีเรียผลิตเอนไซม์เซลลูเลส เซลลูโลส  กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส

Abstract
Our main purposes were to screen cellulase producing bacteria (CPB) from sugarcane rhizospheres 

and agricultural waste and to investigate the diversity and ability of cellulase production of bacteria,  
including potential of cellulase producing bacteria on cellulose decomposition within microcosm.  
The results revealed that 100 isolates of bacteria were enabled cellulase production but only 25 isolates 
exhibited high cellulase producing activity with hydrolytic capacity (HC value › 3) testing on carboxy 
methyl cellulose (CMC) agar plate. The dendrogram analysis of high cellulase producing bacteria was 
characterized by using their nitrogen, carbon source utilization, morphology data and antibiotic resistance 
data and also evaluated by UPGMA analysis. The bacterial isolates could be categorized into two clusters 
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with a maximum similarity value of 50%, indicated diverse bacteria. The bacterial isolates were detected 
cellulase activity by carboxymethylcellulase activity analysis. is was found That cellulase producing activ-
ity in the range from 0.0509-0.0702 U/ml.The bacterial isolate no.M008 showed the highest of cellulose  
producing activity at 0.0702±0.0027 U/ml, respectively. In this case, the bacteria isolate M008 was select-
ed to study lignocellulose decomposition within microcosm. The results indicated that oil palm empty fruit 
bunch is the most decomposed at 35°C for 30 days, then, sugarcane leaves and rice straw, respectively. 
It could be identified with DNA sequencing analysis at 16S rDNA gene as Enterobacter sp.  
at 99% similarity.
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ค�ำน�ำ
วัสดลุกิโนเซลลโูลสเป็นเศษวัสดอุนิทรย์ีทีไ่ด้มาจากวัสดหุลากหลายประเภท เช่น ของเหลอืใช้ทางการเกษตร 

อุตสาหกรรมเกษตร และป่าไม้ ซึ่งวัสดุเหล่านี้ประกอบไปด้วย เซลลูโลส (cellulose) เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) 
และลิกนิน (lignin) โดยมีสัดส่วนของแต่ละองค์ประกอบในปริมาณที่แตกต่างกันไปขึ้นกับชนิดและอายุของเศษวัสดุ 
ทัง้น้ีเซลลโูลสถือเป็นองค์ประกอบหลกัทีพ่บในพืชและเศษวสัดทุีไ่ด้จากพืชมากท่ีสดุ โดยในผนังเซลล์ของพืชชัน้สงูทกุ
ชนดิจะพบเซลลโูลสเป็นส่วนประกอบประมาณร้อยละ 40-60 และมนี�ำ้ตาลกลโูคส (glucose) เป็นหน่วยย่อย ประมาณ 
1,000-10,000 โมเลกุล ต่อกันเป็นโพลีเมอร์ (polymer) สายยาว และเชื่อมกันด้วยพันธะ ß-1,4-glycosidic เรียงตัว
เป็นเส้นตรง ไม่มีแขนงย่อย มีสูตรเคมีทั่วไป คือ (C
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5
)n (นคร, 2553) นอกจากนี้เซลลูโลสส่วนใหญ่อยู่ร่วมกัน 

กับเฮมิเซลลูโลส และลิกนิน เรียงตัวกันอย่างเป็นระเบียบและหนาแน่น โดยมีลิกนินเป็นองค์ประกอบที่อยู่นอกสุด
บริเวณเปลือกหรือผิวของล�ำต้น มีความแข็งแรงทนทานต่อการย่อยสลายทั้งในกรดและด่างแก่ และป้องกันเซลลูโลส 
ที่อยู่ภายในล�ำต้น

ในธรรมชาตอิงค์ประกอบของพืชเหล่าน้ีสามารถถกูย่อยสลายได้โดยอาศยัการท�ำงานของจลุนิทรย์ี(แบคทีเรยี 
รา และแอคติโนมัยซีท) ที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลส (cellulase) เรียกจุลินทรีย์เหล่านี้ว่า จุลินทรีย์
ผลิตเอนไซม์เซลลูเลส (Cellulase producing microorganism) เอนไซม์เซลลูเลสเป็นกลุ่มเอนไซม์เชิงซ้อนที่ประกอบ
ด้วยเอนไซม์ 3 ชนิด คือ เอนโดกลูคาเนส (endoglucanase) เอกโซกลูคาเนส (exoglucanase) และเซลโลไบเอส 
(cellbiose) (Juturu and Wu, 2014) โดยเอนไซม์เอนโดกลคูาเนสจะย่อยเซลลโูลสทีเ่ป็นโครงสร้างผลกึให้เป็นเซลลโูลส
สายโซ่ จากนัน้เอนไซม์เอกโซกลคูาเนสจะย่อยเซลลโูลสสายโซ่ให้เป็นเซลลบูโิอส และเอนไซม์เซลโลไบเอสจะย่อยเซล
ลบูโิอสให้เป็นน�ำ้ตาลกลโูคส ซึง่เอนไซม์ดังกล่าวนีจ้ะท�ำงานได้ดทีีอ่ณุหภมู ิ50 องศาเซลเซยีส และความเป็นกรด-ด่าง 
ในช่วงพิสัย 4 ถึง 8 (pH 4-8) (Lu and Mosier, 2007) โดยจุลินทรีย์จะปลดปล่อยเอนไซม์เซลลูเลสออกมานอกเซลล์ 
(extracellular enzyme) เพ่ือย่อยสลายองค์ประกอบของพืชให้กลายเป็นอินทรียวัตถุท่ีมีคาร์บอนเป็นองค์ประกอบ
ส่วนใหญ่ และใช้อินทรียวัตถุเป็นแหล่งพลังงานเพื่อใช้ในการเจริญเติบโตและขยายพันธุ์ โดยปริมาณของจุลินทรีย์จะ
เพ่ิมขึน้มากเมือ่เกิดการย่อยสลายสารประกอบเซลลโูลสในสภาพท่ีเหมาะสม รวมท้ังมกีารระบายอากาศ อณุหภูม ิและ
แหล่งอาหารที่เพียงพอ (พรเทพ, 2538) แบคทีเรียมีความสามารถในการย่อยสลายสารประกอบเซลลูโลสได้เป็นส่วน
ใหญ่ เนื่องจากมีความหลากหลายของชนิดแบคทีเรียและมีการเจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็วในสภาวะที่มีออกซิเจน 
(Mawadza et al., 2000) เช่น Cellulomonas.sp, Bacillus sp., Pseudomonas sp., Cellulomonas flavigena., 
Clostridium sp. และ Vibrio sp. (พรเทพ, 2538)  ซึ่งเอนไซม์เหล่านี้ไม่อันตรายต่อสิ่งแวดล้อม เนื่องจากเอนไซม์มี
ความจ�ำเพาะเจาะจงในการท�ำปฏิกิริยาสูง ท้ังน้ีสามารถพบแบคทีเรียผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้จากสิ่งแวดล้อมท่ี 
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หลากหลาย ทั้งจากสิ่งมีชีวิต เศษวัสดุอินทรีย์ และในดินทั่วๆ ไป ตัวอย่างเช่น กุสุมาวดี (2557) คัดแยกแบคทีเรียผลิต 
เอนไซม์เซลลูเลสจากดินใต้กองผักตบชวาที่เน่าเปื่อยทับถมกัน สามารถคัดแยกแบคทีเรียที่สร้างโซนใสได้จ�ำนวน  
37 ไอโซเลต โดยวัดกจิกรรมเอนไซม์ได้สงูสดุ 0.209 ยูนิตต่อมลิลลิติร เช่นเดยีวกับการศกึษาของ Verma et al. (2012) 
สามารถคัดแยกแบคทีเรียผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจากดินในประเทศอินเดียได้คือ Bacillus subtilis  และวัดกิจกรรม
เอนไซม์ได้สูงสุด 20 ยูนิตต่อมิลลิลิตร Yang et al. (2014) พบแบคทีเรีย Bacillus subtilis BY-2 คัดแยกได้จากล�ำไส้
หมู ซึ่งมีกิจกรรมเอนไซม์สูงสุด 3.56 ยูนิตต่อมิลลิลิตร เช่นเดียวกับ รัชรา และคณะ (2555) พบแบคทีเรียผลิตเอนไซม์
เซลลเูลสจ�ำนวน 20 ไอโซเลต จากกระเพาะววั โดย Bacillus subtilis B4 มกิีจกรรมเอนไซม์สงูถงึ 141 ยูนิตต่อมลิลิลิตร 

จากความสามารถในการย่อยสลายเศษวัสดุอินทรีย์ต่างๆ ในธรรมชาติของจุลินทรีย์เหล่านี้ จะเห็นได้ว่า
จุลินทรีย์ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสสามารถน�ำมาใช้ในการลดปริมาณวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรและอุตสาหกรรมได้ 
นอกจากจะเป็นการลดขยะทางการเกษตรแล้ว ยังสามารถน�ำมาใช้ในการเพ่ิมการประโยชน์และเพ่ิมมลูค่าของสิง่เหลอื
ใช้ต่างๆ เหล่าน้ีด้วยการท�ำเป็นปุย๋อนิทรย์ีอกีด้วย  ดงันัน้งานวิจยันีจ้งึมวัีตถุประสงค์เพ่ือคดัแยกและคดัเลอืกแบคทเีรยี
ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสที่มีศักยภาพสูงต่อการย่อยสลายวัสดุลิกโนเซลลูโลส และน�ำแบคทีเรียดังกล่าวมาใช้ในการเร่ง
ระยะเวลาในการย่อยสลายของเศษวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร ซึ่งสามารถน�ำมาประยุกต์ใช้ในกระบวนการผลิต 
ปุ๋ยหมักหรือพลังงานทดแทน เพื่อเป็นการใช้ประโยชน์เศษวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรได้อย่างมีประสิทธิภาพ ยั่งยืน
และปลอดภัย

อุปกรณ์และวิธีการ
1.  การคัดแยกแบคทีเรียผลิตเอนไซม์เซลลูเลส

เก็บตัวอย่างส�ำหรับคัดแยกแบคทีเรียผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจากดินบริเวณรอบรากอ้อยที่ระดับความลึก  
1-15 เซนติเมตร และเศษวัสดุทางการเกษตรอื่นๆ (ชานอ้อย ทะลายปาล์ม และก้อนเห็ด) จากนั้นน�ำตัวอย่างมาคัด
แยกแบคทีเรียผลิตเอนไซม์เซลลูเลส โดยเทคนิค Dilution plating method ที่ระดับความเจือจาง 10-1. 10-5 บนอาหาร 
carboxyl methyl cellulose agar (CMC) (CMC 5.0 กรัม, yeast  extract 1.0 กรัม, (NH
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4
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agar 15.0 กรัม) pH 7.0 (Zucker and Hankin, 1970) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ท�ำการ
นับจ�ำนวนแบคทีเรียและคัดเลือกโคโลนีที่สมบูรณ์มาแยกเชื้อให้บริสุทธิ์ และเก็บรักษาไว้เป็น stock culture
2.  การทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์เซลลูเสส

ตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์เซลลูเสสของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได้ด้วยวิธี Congo red  
(Hendricks et al., 1995) ท�ำโดยเลี้ยงแบคทเีรียในอาหารเหลว CMC เขย่าที่ความเร็ว 180 รอบตอ่นาท ีบม่ทีอุ่ณหภมูิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง หลังจากนั้นดูดสารละลายเซลล์แบคทีเรีย ปริมาตร 20 ไมโครลิตร หยดลงบน
อาหารแข็ง CMC ที่เจาะหลุมไว้แล้วด้วย cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส  เป็นเวลา 3 วัน จากน้ันเท Congo red ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 ลงบนอาหารแข็ง CMC นาน 15 นาที  
ล้างสีย้อมออกด้วย NaCl ความเข้มข้น 1 นอร์มอล วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโซนใสท่ีปรากฏ และค�ำนวณความ
สามารถในการย่อยสลายเซลลูโลส (Hydrolytic capacity; HC) จากอัตราส่วนของเส้นผ่านศูนย์กลางโซนใสต่อเส้น
ผ่านศูนย์กลางโคโลนี เพื่อแบ่งกลุ่มประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสเบื้องต้น 
3.  การศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียผลิตเอนไซม์เซลลูเลส

น�ำแบคทเีรยีทีม่ปีระสทิธิภาพในการผลติเอนไซม์เซลลเูลสท่ีคดัเลอืกจากค่า HC มาเลีย้งในอาหารเหลว CMC 
ตามสภาวะข้างต้น หลงัจากน้ันน�ำมาศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา โดยการย้อมสแีบบแกรม (Loynachan, 2002) 
เพ่ือศึกษารูปร่างและการติดสีแกรมภายใต้กล้องจุลทรรศน์ หลังจากนั้นน�ำเซลล์แบคทีเรียท่ีได้ข้างต้น มาตรวจสอบ
การใช้แหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน และการต้านทานสารปฎิชีวนะ โดยน�ำเซลล์แบคทีเรีย ปริมาตร 160 ไมโครลิตร 
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ย้ายไปไว้ใน 96 well plate จากน้ันใช้ replicator pump ป้ัมสารละลายเซลล์แบคทเีรยีจาก 96 well plate ลงบนอาหาร
แข็ง basal medium (ดัดแปลงจาก Basu and Bose, 1950) ที่มีแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนต่างกัน  
(แหล่งคาร์บอน 4 ชนิด: sucrose, glucose, starch และ glycerol ; แหล่งไนโตรเจน 4 ชนิด: urea, NH

4
Cl, NH

4
NO

3 

และ peptone) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง สังเกตการเจริญของแบคทีเรียบนอาหารแข็ง 
basal medium

ส�ำหรับการทดสอบความสามารถการต้านทานสารปฎิชีวนะ 6 ชนิด ทดสอบที่ระดับความเข้มข้นต่างกัน คือ 
Penicillin, Streptomycin, Cycloheximide (ความเข้มข้น 5.0 และ 10.0 ppb) Tetracycline (ความเข้มข้น 0.5, 1.0 
และ 2.0 ppb) Nalidixic acid (ความเข้มข้น 1.0, 2.5 และ 5.0 ppb) และ Chloramphenicol (ความเข้มข้น 1.0, 5.0 
และ 10.0 ppb) และทดสอบด้วยเทคนิค MIC (Minimum inhibitory concentration) โดยเตรียมเซลล์แบคทีเรียเช่น
เดียวกับการทดสอบแหล่งคาร์บอนเละไนโตรเจน จากนั้นน�ำเซลล์ต้ังต้นท่ีได้มาท�ำการเจือจางเซลล์แบคทีเรียด้วย
โซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 ให้มีระดับการเจือจางที่ 100, 10-2, 10-4, 10-6 และ 10-8 ใน 96 well plate 
จากนั้นน�ำ replicator pump ปั้มสารละลายเซลล์แบคทีเรียลงบนอาหาร CMC agar ที่มีสารปฏิชีวนะแต่ละชนิดใน
ระดบัความเข้มข้นต่างๆ กนั น�ำไปบม่ทีอุ่ณหภมูิ 37 องศาเซลเซยีส เปน็เวลา 48 ชั่วโมง สังเกตการเจริญของแบคทเีรยี
บนอาหารแข็ง CMC

บันทึกข้อมูลลักษณะทางสัณฐานวิทยา การใช้แหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน และการต้านทานสารปฎิชีวนะ 
เป็นตัวเลขทางคณิตศาสตร์เพ่ือท�ำการวิเคราะห์ความหลากหลายและจัดกลุ่มแบคทีเรียผลิตเอนไซม์เซลลูเลสด้วย 
Bionumeric program โดยการวิเคราะห์ UPGMA simple matching binary coefficient 
4. การศึกษากิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสของแบคทีเรียผลิตเอนไซม์เซลลูเลสประสิทธิภาพสูง

น�ำแบคทเีรยีตวัแทนมาเลีย้งในอาหารเหลว CMC เขย่าทีค่วามเรว็ 180 รอบต่อนาที บ่มอณุหภูม ิ37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที น�ำส่วนใส  
(supernatant) ทีไ่ด้จากการป่ันเหว่ียง ปรมิาตร 0.5 มลิลลิติร ผสมกับโซเดยีมซเิตรทบฟัเฟอร์ ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ 
(pH 4.8) ปรมิาตร 1.0 มลิลลิติร และน�ำกระดาษกรอง Whatman no.1 ขนาด 1× 6 เซนตเิมตร ใส่ลงหลอดทดลองทันที 
บ่มในอ่างน�ำ้ควบคมุอณุหภมู ิ(water bath) ทีอ่ณุหภมู ิ50 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 60 นาท ี(Gupta et al., 2012) จาก
นัน้วัดกิจกรรมเอนไซม์เซลลเูลสท่ีเกิดขึน้จากปรมิาณน�ำ้ตาลรดีวิซ์ท่ีผลติได้ ด้วยวิธี Dinitrosalicylic Acid Method (DNS 
method) (Miller, 1959) โดยเตมิสารละลาย Dinitrosalicylic acid (DNS) ปรมิาตร 3.0 มลิลลิติร ลงในหลอดทดลอง 
น�ำไปต้มในน�ำ้เดอืดเป็นเวลา 10 นาท ีหยุดปฏกิิรยิาโดยการแช่น�ำ้แขง็ เป็นเวลา 2 นาท ีหลงัจากนัน้เตมิน�ำ้กลัน่ปรมิาตร 
5 มลิลลิติร น�ำไปวัดค่าความดดูกลนืแสงด้วยเครือ่ง spectrophotometer รุน่ T60 ทีค่วามยาวคลืน่ 520 นาโนเมตร และ
ค�ำนวณกิจกรรมเอนไซม์เซลลเูลส โดยหน่วยกิจกรรมเอนไซม์ Filter paper unit (FPU) หมายถึง ปรมิาณเอนไซม์ที่
สามารถย่อยกระดาษกรอง Whatman no.1 แล้วปลดปล่อยน�ำ้ตาลรดีวิซิง่ 1 ไมโครโมลของกลโูคส ภายในเวลา 1 นาที 
ภายใต้สภาวะทีก่�ำหนด ท�ำการระบชุนิดของแบคทีเรยีผลติเอนไซม์เซลลูเลสประสิทธิภาพสูงด้วยวิธี DNA Sequencing 
โดยเตรยีมโคโลนเีดีย่วของแบคทเีรยีบนอาหารแขง็ NA และน�ำไปวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ท่ี Macrogen (Seoul, 
Korea) จากน้ันน�ำผลของล�ำดบันวิคลโีอไทด์ทีไ่ด้มาเปรยีบเทียบกับล�ำดับนิวคลีโอไทด์จากฐานข้อมลูของ Genebank 
ด้วยโปรแกรม Blast search (Basic Local Alignment Search Tools) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
5. การย่อยสลายวัสดุลิกโนเซลลูโลสโดยแบคทีเรียผลิตเอนไซม์เซลลูเลสประสิทธิภาพสูง

ทดสอบการย่อยสลายวัสดุลิกโนเซลลูโลสของแบคทีเรียตัวแทนที่คัดเลือกมาโดยวิธีการหมักแบบแห้ง  
ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 วัน เตรียมวัสดุลิกโนเซลลูโลส (ทะลายปาล์ม ใบอ้อย และฟางข้าว) โดยการสับเป็นชิ้น
ขนาด 3 – 4 เซนติเมตร น�ำเศษวัสดุลิกโนเซลลูโลสที่เตรียมใส่ลงขวดปากกว้างปริมาณ 30 กรัม จากนั้นน�ำไปนึ่งฆ่า
เชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอน�้ำ (autoclave) จ�ำนวน 2 ครั้ง และทิ้งไว้ให้เย็น น�ำเซลล์แบคทีเรียตัวแทน (OD

600
 = 1.0) 
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ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
จากนั้นน�ำตะกอนเซลล์มาเจือจางด้วยโซเดียมซิเตรทบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ ให้ได้เซลล์แบคทีเรียจ�ำนวน 
107 CFU ต่อมิลลิลิตร  น�ำแบคทีเรียท่ีเตรียมได้ไปคลุกเคล้ากับเศษวัสดุท่ีเตรียมไว้ข้างต้น ใส่ในขวดและปิดฝาด้วย 
ผ้าขาวบาง บ่มทิง้ไว้ทีอ่ณุหภมูห้ิอง เป็นเวลา 1 เดอืน เก็บตวัอย่างเศษวัสดทุกุสปัดาห์เพ่ือวิเคราะห์อตัราส่วนคาร์บอน
ต่อไนโตรเจน เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่ใส่แบคทีเรียผลิตเอนไซม์เซลลูเลสตัวแทน

ผลการทดลองและวิจารณ์
1. การคัดแยกแบคทีเรียผลิตเอนไซม์เซลลูเลส 

คัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสบนอาหารแข็ง CMC จากเศษวัสดุต่างๆ ได้
จ�ำนวนแบคทีเรียแตกต่างกัน  โดยชานอ้อยเป็นเศษวัสดุที่มีจ�ำนวนแบคทีเรียมากที่สุด คือ 21.2 x 106 CFU/g รองลง
มาคือ ก้อนเห็ด ดิน และปาล์มน�้ำมัน พบจ�ำนวน 15.3 x 105 , 70.3 x 104 และ 40.5 x 104 CFU/ g ตามล�ำดับ ทั้งนี้
อาจเป็นผลมาจากเศษวัสดุประเภทชานอ้อยที่น�ำมาใช้ในการคัดแยกน้ีเป็นเศษวัสดุท่ีผ่านการหมักมาแล้ว โดยมี
ลักษณะวัสดุค่อนข้างเปื่อยยุ่ยจนเกือบเป็นผงละเอียด แสดงให้เห็นว่าชานอ้อยท่ีน�ำมาใช้ในการคัดแยกเป็นเศษวัสดุ
ที่มีอัตราส่วนของคาร์บอนและไนโตรเจนในสัดส่วนท่ีจุลินทรีย์สามารถเจริญเติบโตได้อย่างเหมาะสม โดยอัตราส่วน 
C/N ทีเ่พียงพอกับความต้องการของจลุนิทรย์ีเพ่ือเป็นแหล่งพลงังานและใช้ส�ำหรบัการเจรญิเตบิโตและขยายพันธ์ุ อยู่
ในช่วงประมาน 20/1 ถึง 30/1 (คณาจารย์ภาควิชาปฐพีวิทยา, 2555) ดังนั้นจึงท�ำให้พบจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้จากชาน
อ้อยเป็นจ�ำนวนมาก และส่งผลต่อการย่อยสลายท่ีเกิดได้เรว็ขึน้อกีด้วย ในขณะท่ีเศษวัสดทุางการเกษตรอืน่ๆ ทีน่�ำมา
ใช้ในการคัดแยกนั้นเป็นเศษวัสดุท่ีผ่านกระบวนการหมักเป็นระยะเวลาสั้นและยังคงมองเห็นลักษณะเดิมอยู่ จึงน่า 
จะมีอัตราส่วน C/N ที่มากกว่า 30/1 ซึ่งเป็นผลจากการมีองค์ประกอบที่ย่อยสลายยากสูง ท�ำให้พบจ�ำนวนแบคทีเรีย
ในปริมาณที่น้อย และมีเพียงแบคทีเรียบางกลุ่มท่ีท�ำหน้าท่ีในการย่อยสลาย ส่งผลต่ออัตราการย่อยสลายท่ีเป็นไป
อย่างช้าๆ (พรเทพ, 2538) ท้ังนีอ้ตัราส่วน C/N เป็นดชันีชีบ่้งอตัราการย่อยสลายของอนิทรยีวัตถุของแบคทีเรยี สอดคล้อง
กับการศึกษาของ Juturu and Wu (2014) ท่ีรายงานว่าแบคทีเรียผลิตเอนไซม์เซลลูเลสท่ัวไปจะเจริญเติบโตบนอิน
ทรียวัตถุ (Organic matter) หรือเศษซากพืชที่ตายและย่อยสลายแล้ว อย่างไรก็ตามความสามารถในการย่อยสลาย
เศษวัสดุน้ันไม่ได้ขึ้นกับจ�ำนวนของแบคทีเรียเพียงอย่างเดียวแต่ยังข้ึนอยู่กับประสิทธิภาพการท�ำงานของแบคทีเรีย 
และชนิดด้วย  ทั้งน้ีแบคทีเรียผลิตเอนไซม์เซลลูเลสที่คัดแยกได้ข้างต้นจะน�ำไปทดสอบประสิทธิภาพการผลิต 
เอนไซม์เซลลูเลสอีกครั้ง โดยพิจารณาคัดเลือกแบคทีเรียจากลักษณะโคโลนีบนอาหารเล้ียงเชื้อ สามารถคัดเลือก
แบคทีเรียที่มีลักษณะของโคโลนีที่สมบูรณ์และแตกต่างกันได้ทั้งหมด 100 ไอโซเลต 
2. การทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์เซลลูเสสโดยวิธี Congo red

	น�ำแบคทีเรียที่คัดเลือกได้จ�ำนวน 100 ไอโซเลต มาทดสอบการย่อยสลายเซลลูโลสด้วยวิธี Congo red 
สามารถคัดเลือกแบคทีเรียท่ีปรากฏโซนใสรอบโคโลนีหรือมีความสามารถในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้จ�ำนวน  
73 ไอโซเลต โดยแบ่งออกเป็น 3 ระดับ ตามประสิทธิภาพในการย่อยสลายโดยพิจารณาจากค่า HC (Hydrolytic  
capacity)  คือ ระดับที่ 1 ประสิทธิภาพต�่ำ (HC 0-1.4) ระดับที่ 2 ประสิทธิภาพปานกลาง (HC 1.5-2.9) และระดับ 
ที่ 3 ประสิทธิภาพสูง (HC ≥3) โดยพบแบคทีเรียจ�ำนวน 39, 36 และ 25 ไอโซเลต ตามล�ำดับ (คิดเป็นร้อยละ 39, 36 
และ 25 ของแบคทเีรยีผลติเอนไซม์เซลลเูลสทีค่ดัเลอืกได้ทัง้หมด) เช่นเดยีวกบังานวิจยัของ ทพิย์นภา และคณะ (2556) 
ที่คัดแยกแบคทีเรียผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจากดิน ฟิลเตอร์เค้ก และน�้ำกากส่าด้วยวิธี Congo red และพบแบคทีเรีย 
ที่มีค่า HC มากกว่า 2.5 จ�ำนวน 26 ไอโซเลต และ สัญทัศน์ (2554) คัดแยกแบคทีเรียจากดินบริเวณรอบบ่อน�้ำทิ้งของ
โรงงานสกัดน�ำ้มนัปาล์ม พบแบคทเีรยีทัง้หมด 66 ไอโซเลต ซึง่คัดเลอืกแบคทีเรยีท่ีมปีระสทิธิภาพสงูมค่ีา HC มากกว่า 
2.5 ได้จ�ำนวน 13 ไอโซเลต ท้ังนี้การวัดประสิทธิภาพการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสด้วยวิธี Congo red และค�ำนวณ 
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เป็นประสิทธิภาพการย่อยสลาย (HC) ของแบคทีเรียนี้เป็นวิธีที่สามารถช่วยในการคัดเลือกแบคทีเรียได้อย่างรวดเร็ว 
และราคาไม่แพง เน่ืองจากสามารถสงัเกตการเกิดโซนใสบนอาหารเลีย้งเชือ้ได้ด้วยตาเปล่า ซึง่เป็นผลมาจากสาร CMC 
ในอาหารแข็งสามารถท�ำปฏิกิริยากับสี Congo red ที่ใช้ในการทดสอบ ซึ่งสาร CMC จะดูดซึมสีแดงของ Congo red 
ท�ำให้บริเวณที่มีสาร CMC ปรากฎเป็นสีแดง ส่วนบริเวณที่มีการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสนั้น สาร CMC จะถูกย่อยและ
ท�ำให้บริเวณดังกล่าวน้ีไม่เกิดการดูดซึมสีของ Congo red จึงปรากฏเห็นเป็นโซนใส (Hanne and Krause, 2014)  
จะเหน็ได้ว่าการประเมนิด้วยวิธี Congo red เป็นเทคนคิทีส่ามารถใช้ในการวัดประสทิธิภาพของแบคทเีรยีผลติเอนไซม์
เซลลูเลสได้อย่างเหมาะสม
3. การศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียผลิตเอนไซม์เซลลูเลส

เมื่อน�ำแบคทีเรียผลิตเอนไซม์เซลลูเลสที่คัดเลือกได้จ�ำนวน 100 ไอโซเลต มาศึกษาความหลากหลายของ
แบคทีเรีย พบแบคทีเรียส่วนใหญร่้อยละ 96 เป็นแบคทีเรียแกรมบวก และรูปร่างท่อนร้อยละ 86 โดยแบคทีเรียเหล่านี้
สามารถใช้แหล่งคาร์บอนเละไนโตรเจนได้ต่างกัน กล่าวคือแบคทีเรียมากกว่าร้อยละ 60 สามารถใช้แหล่งคาร์บอน 
ได้ทั้ง 4 ชนิด (sucrose, glucose, starch และ glycerol) ทั้งนี้ starch เป็นแหล่งคาร์บอนที่แบคทีเรียสามารถใช้เป็น
แหล่งพลังงานได้มากท่ีสุดคิดเป็นร้อยละ 79 ในขณะที่การใช้แหล่งไนโตรเจนของแบคทีเรียส่วนใหญ่จะสามารถใช้ 
peptone ได้มากกว่าร้อยละ 81 แต่มีการใช้แหล่งไนโตรเจนอื่นๆ ที่ทดสอบ (urea,  NH

4
Cl และ NH

4
NO

3
) ได้เพียงแค่

น้อยกว่าร้อยละ 40 ทัง้นีแ้บคทเีรยีแต่ละชนิดสามารถใช้แหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนได้ต่างกันซึง่สามารถใช้เป็นส่วน
หน่ึงในการจ�ำแนกชนิดของแบคทีเรียด้วย เช่น Pediococcus sp. R16 สามารถใช้กลูโคสและเพนโตปเป็นแหล่ง
คาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน (ธิดา, 2557) Pseudomonas fluorescens P-6 สามารถใช้สารสกัดจากยีสต์และ 
ซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน และสารสกัดจากมอลต์และยูเรียแหล่งไนโตรเจนได้ (Peighamy et al., 2007) นอกจากนี้  
Rhodopseudomonas palustris และ Rhodobacter capsulatus สามารถใช้แหล่งคาร์บอนได้จากหางนม และใช้
แหล่งไนโตรเจนได้จาก กลูตาเมต  ซัลเฟต และสารสกัดจากยีสต์ได้อีกด้วย (Oliveira et al., 2014)

ส�ำหรบัความสามารถในการต้านทานสารปฏิชวีนะ พบแบคทเีรยีทีท่ดสอบสามารถต้านทานสารปฏชิวีนะได้
ทั้ง 6 ชนิด (Penicillin, Streptomycin, Tetracycline, Nalidixic acid, Cycloheximide และ Chloramphenicol) โดย
ระดับความเจือจางของเซลล์แบคทีเรียท่ีต่างกันมีผลต่อระดับความสามารถในการต้านทานสารปฎิชีวนะ กล่าวคือ 
ระดับความเจือจางของแบคทีเรียที่เพ่ิมมากขึ้นจะท�ำให้ความสามารถในการต้านทานสารปฏิชีวนะของแบคทีเรียลด
ลง จากการทดสอบพบว่าแบคทีเรียส่วนใหญ่ร้อยละ 88 สามารถต้านทานสารปฏิชีวนะสูงสุดที่ระดับระดับความเจือ
จาง 100 เท่า โดยแบคทีเรียส่วนใหญ่มากกว่าร้อยละ 60 สามารถต้านทานสารปฏิชีวนะได้ดีในกลุ่ม Streptomycin  
ที่ระดับความเข้มข้นสูงสุด 10.0 ppb ต้านทาน Chloramphenicol และ Cycloheximide ที่ระดับความเข้มข้นสูงสุด 
5.0 ppb และต้านทาน Tetracycline และ Nalidixic acid ที่ระดับความเข้มข้นสูงสุด 1.0 ppb ส�ำหรับ Penicillin  
ทีร่ะดบัความเข้มข้น 10.0 ppb แบคทเีรยีสามารถต้านทานได้น้อยเพยีงร้อยละ 49 ท้ังน้ีสารปฏิชวีนะแต่ละชนิดมกีลไก
การออกฤทธ์ิท่ีแตกต่างกันซ่ึงมผีลต่อความสามารถในการต้านทานของแบคทีเรยีท่ีต่างกัน ยกตวัอย่างเช่น Tetracycline 
มีผลต่อการสังเคราะห์โปรตีนหรือเอนไซม์ของเซลล์แบคทีเรีย โดยจับที่ S4 และ S8 ของหน่วยย่อยเล็ก (30S Subunit) 
ของไรโบโซมท�ำให้ไม่มีการสร้างโปรตีนและยับยั้งการเจริญเติบโต (มาลินี, 2541) ในขณะที่ Penicillin สามารถยับยั้ง
การเจริญเติบโตของแบคทีเรีย โดยเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก โดยยับย้ังการสร้างสารเปบทิโดไกลแคนซึ่งเป็นส่วน
ประกอบส�ำคัญของผนังเซลล์ของแบคทีเรีย ท�ำให้การสร้างผนังเซลล์ในแบคทีเรียหยุดชะงัก และไม่สามารถเจริญ
เติบโตหรือแพร่พันธุ์ได้ (วีรวรรณ, 2549)
4. การคัดเลือกแบคทีเรียผลิตเอนไซม์เซลลูเลสตัวแทน

การคัดเลือกแบคทีเรียผลิตเอนไซม์เซลลูเลสตัวแทนที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสระดับที่ 3 
(HC > 3) จ�ำนวน 25 ไอโซเลต และสร้าง Dendrogram (แผนภมูิแสดงความสมัพนัธ์ของจุลนิทรย์ี) จากข้อมูลลกัษณะ
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สัณฐานวิทยา และชีวเคมี (แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน และความสามารถในการต้านทานสารปฏิชีวนะ) จากการ
วิเคราะห์แผนภูมสิามารถแบ่งกลุม่แบคทเีรยีได้ 2 clusters (Figure 1) คอื cluster I เป็นกลุม่แบคทีเรยีท่ีมคีวามสามารถ
ในการใช้แหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนส�ำหรับการเจริญเติบโตได้น้อยกว่าหรือเท่ากับ 3 แหล่ง และสามารถ
ต้านทานสารปฏิชีวนะได้น้อยหรือไม่มีความสามารถในการต้านทานสารปฏิชีวนะได้ 

Figuer 1  Dendrogram analysis showing the relatedness of cellulase producing bacteria by morphology,  
              biochemistry and antibiotic- resistant data.

โดยมีแบคทีเรียจ�ำนวน 10 ไอโซเลต คิดเป็นร้อยละ 40 ของแบคทีเรียตัวแทนทั้งหมด (25 ไอโซเลต) สามารถ
แบ่งกลุ่มย่อยได้ 3 กลุ่ม ดังนี้ 

	Group 1 เป็นกลุ่มแบคทีเรียท่ีไม่สามารถใช้แหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนได้ และไม่มีความสามารถ
ต้านทานสารปฏิชีวนะ 

	Group 2 เป็นกลุ่มแบคทีเรียที่สามารถใช้แหล่งคาร์บอนได้ 1 แหล่ง คือ Starch และแหล่งไนโตรเจนได้ 2 
แหล่ง คือ NH

4
Cl และ Peptone โดยสามารถต้านทาน Penicillin เพียงชนิดเดียว

	Group 3 เป็นกลุ่มแบคทีเรียที่สามารถใช้แหล่งคาร์บอนได้อย่างน้อย 3 ชนิด และแหล่งไนโตรเจนอย่างน้อย 
1 ชนิด และไม่มีความสามารถในการต้านทานสารปฏิชีวนะ

	ในขณะที ่cluster II เป็นกลุม่แบคทเีรยีท่ีมคีวามสามารถในการใช้แหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนส�ำหรบั
การเจริญเติบโตได้มากกว่าหรือเท่ากับ 3 แหล่ง และสามารถต้านทานสารปฏิชีวนะได้มาก โดยมีแบคทีเรียจ�ำนวน 15 
ไอโซเลต คิดเป็นร้อยละ 60 ของแบคทีเรียตัวแทนทั้งหมด (25 ไอโซเลต) ซึ่งแบ่งกลุ่มย่อยได้ 4 กลุ่ม ดังนี้
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	Group 1 เป็นกลุม่แบคทเีรยีท่ีสามารถใช้แหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนได้มากกว่า 3 แหล่ง และมคีวาม
สามารถต้านทานสารปฏิชีวนะ 3 ชนิด คือ Chloramphenicol Tetracycline และ Cycloheximide

Group 2 เป็นกลุม่แบคทเีรยีทีส่ามารถใช้แหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนได้ทุกแหล่ง และมคีวามสามารถ
ในการต้านทานสารปฏิชีวนะได้อย่างน้อย 3 ชนิด

Group 3 เป็นกลุ่มแบคทีเรียที่สามารถใช้แหล่งคาร์บอนได้ทุกแหล่ง สามารถใช้แหล่งไนโตรเจนได้อย่างน้อย 
3 แหล่ง และมีความสามารถในการต้านทานสารปฏิชีวนะได้ 2 ชนิด 

Group 4 เป็นกลุ่มแบคทีเรียที่สามารถใช้แหล่งคาร์บอนได้ทุกแหล่ง สามารถใช้แหล่งไนโตรเจนได้อย่างน้อย 
3 แหล่ง และมีความสามารถในการต้านทานสารปฏิชีวนะได้มากกว่า 2 ชนิด

จากผลการจดักลุม่ Dendrogram (แผนภูมแิสดงความสัมพันธ์ของจลิุนทรย์ี) ท�ำให้สามารถคัดเลือกแบคทีเรยี
ตัวแทนจากการจัดกลุ่มดังกล่าวนี้ได้จ�ำนวน 23 ไอโซเลต 
5.  การทดสอบกิจกรรมเอนไซม์ของแบคทีเรียผลิตเอนไซม์เซลลูเลสตัวแทน 

การวัดกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสของแบคทีเรียตัวแทนจ�ำนวน 23 ไอโซเลต มีกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส อยู่
ในช่วง 0.0702-0.0274 ยนิูตต่อมลิลลิติร  (Figure 2) โดยแบคทเีรยีมากกว่าร้อยละ 83 (18 ไอโซเลต) มกิีจกรรมเอนไซม์
ต�่ำกว่า 0.04 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  มีเพียง 5 ไอโซเลต หรือคิดเป็นร้อยละ 17 ที่มีกิจกรรมเอนไซม์สูงกว่า 0.04 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร  ประกอบด้วย P027, M006, M008, M015 และ M017 โดยไอโซเลต M008 เป็นแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพ
การผลิตเอนไซม์สูงสุด คือ 0.0702±0.0027 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  รองลงมา คือ ไอโซเลต M017 มีกิจกรรมเอนไซม์ 
0.0565±0.0065 ยูนติต่อมลิลลิติร  ส่วนไอโซเลต P027 และ M015 มกิีจกรรมเอนไซม์ใกล้เคียงกัน คือ 0.0542±0.0193 
และ 0.0509±0.0040 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  ตามล�ำดับ ซึ่งกิจกรรมเอนไซม์ที่ได้สอดคล้องกับงานวิจัยของ Saptarini and 
Indriyati (2014) ที่คัดแยกแบคทีเรียจากซังข้าวโพด พบกิจกรรมเอนไซม์ 0.021 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  และงานวิจัยของ 
Ariffin et al. (2006) คัดแยกแบคทีเรียจากทะลายปาล์ม พบกิจกรรมเอนไซม์ที่ 0.079 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  อย่างไรก็ตาม
การวัดกิจกรรมของเอนไซม์จากการทดลองข้างต้นเห็นได้ว่ากิจกรรมเอนไซม์ท่ีวิเคราะห์ได้มีเพียงแค่ 0.070 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร  ซึ่งถือได้ว่ากิจกรรมเอนไซม์อยู่ในระดับต�่ำเมื่อเทียบกับงานวิจัยอื่น เช่น Sreedevi et al. (2014) คัดแยก
แบคทีเรยีจากซากพืชบรเิวณใกล้แหล่งน�ำ้ได้แบคทเีรยีทีม่กิีจกรรมเอนไซม์สงูจ�ำนวน 3 สายพันธ์ุ คอื Achromobacter 
xylosoxidans BSS4, Bacillus sp. BSS3 และ Pseudomonas sp. BSS2 โดยมีกิจกรรมเอนไซม์ 68.37, 104.68 และ 
91.28 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  ตามล�ำดับ Shajahan et al. (2016) พบกิจกรรมเอนไซม์ของ Bacillus licheniformis มี
กิจกรรมสูงสุด 42.99 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  ทั้งนี้กิจกรรมเอนไซม์ของแบคทีเรียที่คัดแยกได้นั้นอาจต่างกันตามชนิดและ
สภาพแวดล้อมดัง้เดมิของแหล่งทีม่าของแบคทเีรยีทีค่ดัแยก เนือ่งจากแหล่งทีม่าหรอืชนดิของเศษวสัดทุีท่�ำการคดัแยก
แบคทีเรียย่อมมีผลต่อการด�ำรงชีวิตของแบคทีเรีย กล่าวคือแหล่งท่ีมาน้ันเป็นท้ังท่ีอยู่อาศัย แหล่งอาหารและแหล่ง
พลังงานของแบคทีเรยี อกีทัง้สภาพแวดล้อมของแบคทีเรยีท่ีด�ำรงชวิีตขณะนัน้ย่อมมคีวามเหมาะสมต่อการเจรญิเตบิโต
ของแบคทีเรียแต่ละชนิดที่ต่างกัน จึงส่งผลต่อการคัดแยกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพได้ต่างกัน นอกจากนี้อาหารที่ใช้
ส�ำหรับการคัดแยกและสภาวะในการบ่มเชื้อ ได้แก่ พีเอช อุณหภูมิ ปริมาณออกซิเจน และอื่นๆ สามารถส่งผลต่อ
แบคทีเรียผลิตเอนไซม์เซลลูเลสที่คัดแยกได้ เช่น พีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมของแบคทีเรียผลิตเอนไซม์เซล
ลเูลสส่วนใหญ่สามารถผลติเอนไซม์ได้ในอาหารทีม่พีีเอชในช่วงกว้าง ทีพิ่สยั 4.8-8.0 และมอีณุหภูมทิีเ่หมาะสมในการ
เพาะเลี้ยงต่างกันขึ้นอยู่กับชนิด และสายพันธุ์ของแบคทีเรีย ท้ังน้ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสเป็นอุณหภูมิท่ีเอนไซม์
เซลลูเลสสามารถท�ำงานได้ดี (Lu and Mosier, 2007) ตัวอย่างเช่น Nandimath et al. (2016) คัดแยกแบคทีเรียผลิต
เอนไซม์เซลลูเลสจากดินสวนประเทศอินเดีย ได้แบคทีเรียผลิตเอนไซม์เซลลูเลส 2 สายพันธุ์ คือ Pseudomonas sp. 
และ Bacillus sp. โดยอาหารพีเอช 5.0 และอณุหภมู ิ30 องศาเซลเซยีส เป็นสภาวะท่ีเหมาะสมส�ำหรบัการเจรญิเติบโต
และการผลติเอนไซม์เซลลเูลส นอกจากนี ้Fatokun et al. (2016) ศกึษาการผลติเอนไซม์เซลลเูลสจาก Streptomyces 
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พบว่าแบคทีเรียสามารถเจริญเติบโตและผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้ดีในอาหารพีเอช 7.0 ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
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Figuer 2  Cellulase enzymes activity of bacteria at 35 °C and pH 7.0.

6.  การย่อยสลายวัสดุลิกโนเซลลูโลสโดยแบคทีเรีย
จากการวัดกิจกรรมของเอนไซม์ข้างต้นจะเห็นได้ว่าแบคทีเรียไอโซเลต M008 น่าจะเป็นตัวแทนท่ีมีความ

เหมาะสมส�ำหรับการทดสอบการย่อยสลายเศษวัสดุอินทรีย์นี้ โดยเมื่อระบุชนิดของแบคทีเรียจากการหาล�ำดับนิวคลี
โอไทด์ของยีน 16S rDNA และเปรยีบเทยีบล�ำดบันิวคลโีอไทด์ด้วยโปรแกรม Blast search เพ่ือบ่งชีช้นดิของแบคทีเรยี
ในระบบฐานข้อมลู GeneBank พบว่าแบคทเีรยีไอโซเลต M008 มลี�ำดับนิวคลโีอไทด์คล้ายคลึงกับล�ำดับ Enterobacter 
sp. BAB-3164 ท่ีระดบัความคล้ายคลงึร้อยละ 99 ซึง่หลังจากทดสอบการย่อยสลายวัสดุลิกโนเซลลูโลสด้วยแบคทีเรยี
ไอโซเลต M008 พบว่าสามารถย่อยสลายฟางข้าว ใบอ้อย และทะลายปาล์ม ได้ต่างกัน โดยพิจารณาจากลกัษณะทาง
กายภาพของวัสดุลิกโนเซลลูโลสหลังการย่อยสลายเป็นเวลา 1 เดือน จะเห็นได้ว่าเศษวัสดุทุกชนิดจะมีสีเข้มขึ้นเป็นสี
น�้ำตาลเข้มหรือน�้ำตาลเข้มปนด�ำ และวัสดุมีความอ่อนนุ่ม เปื่อยยุ่ย ขาดง่าย เมื่อเปรียบเทียบกับวัสดุก่อนการย่อย
สลาย โดยเมื่อพิจารณาอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C/N ratio) ซึ่งเป็นดัชนีบ่งชี้อัตราการย่อยสลายของอินทรีย
วัตถุต่างๆ (คณาจารย์ภาควิชาปฐพีวิทยา, 2555) พบว่าฟางข้าว ใบอ้อย และทะลายปาล์ม ก่อนการย่อยสลายมี
อัตราส่วน C/N เท่ากับ 88/1, 107/1 และ 122/1 ตามล�ำดับ และหลังการย่อยสลายด้วยแบคทีเรียไอโซเลต M008 เป็น
เวลา 1 เดือน อัตราส่วน C/N จะลดลงอยู่ที่ 63/1, 50/1 และ 38/1 ตามล�ำดับ (Table 1) ซึ่งวัสดุลิกโนเซลลูโลสทุกชนิด
หลังการย่อยสลายจะมีอัตราส่วน C/N แคบลง ซึ่งเป็นผลมาจากแบคทีเรียมีความสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลส
ทีอ่ยู่ในองค์ประกอบของพืช อย่างไรก็ตามจะเหน็ได้ว่าทะลายปาล์มเป็นเศษวัสดทุีม่อีตัราส่วน C/N แคบทีส่ดุ เนือ่งจาก
ทะลายปาล์มท่ีน�ำมาทดลองมีเส้นใยปาล์มขนาดเล็กเรียงตัวกันจ�ำนวนหลายเส้นเป็นองค์ประกอบอยู่ภายใต้เปลือก
ของทะลายปาล์มจงึสามารถย่อยสลายได้รวดเรว็แม้ว่าจะมอีตัราส่วน C/N สงูสดุ ในขณะท่ีใบอ้อยและฟางข้าวมขีนาด 
3-4 เซนตเิมตร จงึย่อยสลายได้ช้ากว่า และเมือ่ประเมนิเป็นประสทิธิภาพการย่อยสลายด้วยแบคทีเรยีไอโซเลต M008 
จากอัตราส่วน C/N ของวัสดุลิกโนเซลลูโลสทุกชนิด จะเห็นได้ว่าทะลายปาล์มสามารถย่อยสลายได้ดีสุด รองลงมาคือ 
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ใบอ้อย และฟางข้าว คิดเป็นร้อยละของอัตราส่วน C/N ที่ลดลงเท่ากับ 65, 47 และ 28 ตามล�ำดับ เมื่อเทียบกับเศษ
วัสดุควบคุมที่ไม่ใส่แบคทีเรียไอโซเลต M008 อย่างไรก็ตามยังมีปัจจัยอื่นที่มีผลต่อการย่อยสลายวัสดุลิกโนเซลลูโลส 
เช่น อุณหภูมิ ความชื้น พีเอช เป็นต้น อาจช่วยเพิ่มอัตราเร็วของการย่อยสลายวัสดุลิกโนเซลลูโลสได้ ตัวอย่างเช่นการ
ศึกษาของ ภัทรา และคณะ (2552) ศึกษาการย่อยสลายเศษใบพืชสีเขียวและใบพืชที่แห้งแล้ว (สีน�้ำตาล) จากใบไม้
และเศษผกัเหลอืทิง้จากตลาด ในสดัส่วน 4 ต่อ 1 โดยใช้กากน�ำ้ตาลในการปรบัความชืน้ และใช้เวลาในการย่อยสลาย 
30 วัน พบว่าอุณหภูมิการย่อยสลายสูงขึ้นจาก 30 ถึง 56 องศาเซลเซียส ความชื้นร้อยละ 60 พีเอชเท่ากับ 7.9 และ
สามารถลดอัตราส่วน C/N ได้เท่ากับ 15/1 

Table 1 Ratio of carbon to nitrogen from lignocellulose material before/after decomposition.

Lignocellulose

C/N ratio

Before
After

control innoculation 

Rice straw 88/1 88/1 63/1

Sugarcane leaves 107/1 94/1 50/1

Oil palm empty fruit bunches 122/1 106/1 38/1

สรุปผลการทดลอง
การคดัแยกแบคทีเรยีผลติเอนไซม์เซลลเูลสจากดนิบรเิวณรอบรากอ้อยและเศษวสัดุทางการเกษตร (ใบอ้อย 

ชานอ้อย ฟางข้าว และทะลายปาล์ม) สามารถคดัแยกแบคทเีรยีได้จ�ำนวน 100 ไอโซเลต และมแีบคทเีรยีจ�ำนวน 25  
ไอโซเลตท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้สูงเมื่อพิจารณาจากโซนใสและมีค่า HC มากกว่า 3 โดย
แบคทเีรยีตวัแทนท่ีคดัเลอืกได้มคีวามหลากหลายสงู สามารถใช้แหล่งคาร์บอนเละไนโตรเจนได้หลากหลาย แต่ส่วนใหญ่
ใช้ starch เป็นแหล่งคาร์บอน และใช้ peptone เป็นแหล่งไนโตรเจน นอกจากนีแ้บคทเีรยีมากกว่าร้อยละ 50 สามารถ
ต้านทานสารปฏิชวีนะได้ทกุชนดิทีค่วามเข้มข้นสงูสดุทีท่�ำการทดสอบ โดยความสามารถในการต้านทานจะลดลงเมือ่
ระดับการเจอืจางของเซลล์แบคทเีรยีเพ่ิมขึน้ และเมือ่วัดประสทิธิภาพในการผลติเอนไซม์ พบไอโซเลต M008 มกิีจกรรม
เอนไซม์สงูสดุเท่ากับ 0.0702 ยูนติต่อมลิลลิติร  ซึง่ระบชุนดิได้เป็น Enterobacter sp. ซึง่ถึงแม้จะวดักิจกรรมเอนไซม์
ได้ไม่สงูมากนกั แต่แบคทเีรยี M008 ก็สามารถย่อยสลายวสัดลุกิโนเซลลโูลสได้ทกุประเภทท่ีท�ำการศกึษาในสภาวะที่
ทดสอบ โดยสามารถย่อยสลายทะลายปาล์มได้ดทีีส่ดุ รองลงมาคอื ใบอ้อย และฟางข้าว ตามล�ำดบั ท้ังนีห้ากมกีาร
ศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมของแบคทีเรยีเพ่ือใช้ส�ำหรบัการย่อยสลายก็น่าจะช่วยเพ่ิมกิจกรรมของเอนไซม์เซลลเูลสให้สงู
ขึน้และเร่งอตัราการย่อยสลายของวัสดไุด้ซึง่ท�ำให้สามารถลดระยะเวลาในการย่อยสลายเศษวสัดไุด้มากขึน้

กิตติกรรมประกาศ
งานวิจยัน้ีได้รบัทุนสนบัสนนุงานวจิยัจากสถาบนัวิจยัและพัฒนาแห่งมหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร์ (สวพ. มก.) 
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