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จากการแยกแบคทีเรียที่ย่อยสลายเซลลูโลสจากกระเพาะส่วนต้นของวัว โดยแยกแบคทีเรียใน 
อาหารทีมีองค์ประกอบของเซลลูโลส 3 สูตร คือ rumen fluid cellulose, Me Beth’s cellulose 
ammonium sulfate และ Petterson’s media จากนันทำการแยก และเลียงเซือในอาหาร Petterson’s 
media สามารถแยกแบคทีเรียที่ย่อยสลายเซลลูโลสได้จำนวน 32 ไอโซเลท และเมื่อนำแบคทีเรียที่ 
แยกได้ เลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร carboxymethylcellulose (CMC agar) ทดสอบการเกิดวงใสหลังจาก 
ราดทับด้วย Congo red พบเชื้อแบคทีเรียที,เกิดวงใสชัดเจนจำนวน 7 ไอโซเลท เมื่อนำแบคทีเรีย 
มาเลียงในอาหารเหลวทีมี carboxymethylcelluose (CMC) 1.0 เปอร์เซ็นต์ ประกอบด้วย peptone 
0.5 เปอร์เซ็นต์ KH2P04 0.5 เปอร์เซ็นต์ MgS04.7H20  0.5 เปอร์เซ็นต์ และ yeast extract 0.5 
เปอร์เซ็นต์ บ่มเชื้อในตู้บ่มควบคุมอุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน นำมาหากิจกรรมของ 
เอนไซม์เซลลูเลล พบแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้สูง 4 ไอโซเลท คือ สายพันธุที่ 3, 25, 29 และ 
32 ตามลำดับ และการวิเคราะห์ชนิดของแบคทีเรียอยู่ในจีนํสของ Lachnospira Bacteroides และ 
Butyrivibrio
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Abstract

The isolation of cellulose-degrading bacteria from the rumen of cow samples was 
done by cultivation the bacteria on three medium containing with cellulose i.e. rumen fluid 
cellulose, Me Beth’s cellulose ammonium sulfate and Petterson's media. Then the pure 
isolates were culture on Petterson’s media. The 32 isolates of bacteria were obtained and 
cultured on carboxymethylcellulose (CMC agar) for clear zone formation tests with Congo 
red. The 7 isolates produced distinctly clear zone. These bacteria were screened for 
cellulolylic activity in the medium of the following composition carboxymethylcelluose (CMC) 
1.0 %, peptone 0.5 %, KH2P04 0.5 %, MgS04.7H20  0.5 % and yeast extract 0.5 %. 
The culturing of these bacteria was incubated at 39°c for 7 days. The result showed that 
there are 4 isolates (e.g. 3, 25, 29 and 32) could produce high cellulase enzyme. 
The identification of these bacteria revealed as Lachnospira, Bacteroides and 
Butyrivibrio sp.
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ค

งานวิจัยฉบับนี้ได้รับการสนับสนุนทุนอุดหนุนงานวิจัยจากงบประมาณ ประจำปี 2543 ของ 
สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง คณะผู้วิจัยขอขอบพระคุณ ผศ. ดร. ญาณิน 
โอภาสพัฒนกิจ ภาควิชาเทคโนโลยีการผลิตสัตว์ คณะเทคโนโลยีการเกษตร สถาบันเทคโนโลยี 
พระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง ที่ให้ความอนุเคราะห์ตัวอย่างในการทำวิจัย ขอขอบคุณ
คุณสุธีรวัฒนั พันธุมาลัย ที่ช่วยเหลือในการเก็บตัวอย่าง นายธนาสิน ธนอนันต์โชค นางลาว
สภาพรรณ โรจน์อัมพร และนางสาวสุฤทัย ลํ้าประเส'ริฐ นักศึกษาภาควิชาอุตสาหกรรมเกษตรจ่ จิ I ฬ่ จ
ที่ช่วยเหลือในการเก็บข้อมูล และโครงการคณะอุตสาหกรรมเกษตร (ภาควิชาอุตสาหกรรมเกษตร) 
คณะเทคโนโลยีการเกษตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง ที่ให้ความ
อนุเคราะห์ อุปกรณ์และเครื่องมือห้องปฏิบัติการในการทำวิจัยครั้งนี้
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บทนำ

เซลลูโลส (Cellulose) เป็นคาริโบไฮเดรตชนิดหนึ่ง โครงสร้างประกอบด'.วยหน่วยย่อยของ 
นำตาลกลูโคสเชือมต่อกัน (Fogarty, 1983; Moat and Foster, 1995) พบมากทีสุดในธรรมชาติ เป็น 
ส่วนประกอบหลักในพืชทุกชนิด วัตถุเหลือทิ้งทางการเกษตร และป่าไม้ ของเสียต่างๆที่มีองค์ประกอบ 
ด้วยเซลลูโลสในอาหาร เคมี และเชื้อเพลิง รวมทั้งโรงงานอุตสาหกรรมที่ใซ้วัตถุดิบทางการเกษตร
(Fogarty, 1983; Gong et al., 1999) วัตถุดิบและของเสียต่างๆเหล่านี้ มีปริมาณมากขึ้นทุกปี ซึ่งมี 
ปัญหาในการกำลัดและสร้างมลพิษให้กับสิ่งแวดล้อม (Benoit et al., 1992)

การนำวัตถุดิบต่างๆที่ประกอบด้วยเซลลูโลส มาใช้ประโยชน์และเพิ่มมูลค่า ได้รับการสนใจ 
อย่างกว้างขวาง โดยเฉพาะการใช้เซลลูโลสเพื่อผลิตผลิตภัณฑ์ต่างๆโดยผ่านกระบวนการหมัก เช่น 
แอลกอฮอล์ กรดอินทริย์ต่างๆ โปรตีนเซลล์เดียว และอาหารสัตว์ เป็นต้น (Fogarty, 1983; Gong et 
al., 1999) ซึ่งกระบวนการเปลี่ยนเซลลูโลสในวัตถุดิบต่างๆนั้น อาศัยจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการ 
สร้างเอนไซม์เซลลูเลส ซึ่งสามารถย่อยสลายเซลลูโลสให้เกิดเป็นผลิตภัณฑ์ต่างๆ นอกจากนี้ยัง
สามารถนำเอนไซม์เซลลูเลสไปใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ เช่น การผลิตเชื้อเพลิงและสารเคมี (Beguin 
and Aubert, 1992) อุตสาหกรรมอาหาร และอาหารสัตว์ (ปราณี, 2533) เป็นต้น

จุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลส (Cellulose-degrading
microorganism) พบมากในกลุ่มของเชื้อรา แบคทีเรีย และแอคติโนมัยซิติส (Fogarty, 1983) เช้ือ
แบคทีเรียที่มีความสามารถในการสร้างเอนไซม์เซลลูเลสได้ เช่น Acetivibrio, Bacteroides,
Ruminococcus, Clostridium, Bacillus, Cellulomonas, Celluvibrio, Cytophaga, Erwinia, 
Pseudomonas, Streptomyces และ Thermomonospora เป็นต้น (Stutzenberger, 1990; Rapp 
and Beermann, 1991) จุลินทรีย์เหล่านี้พบได้ทั่วไปในธรรมชาติ เช่น ดิน ป๋ยหมัก ของเสียจาก 
เทศบาล (Benoit et al., 1992) โคลนและตะกอนในนํ้าบริสุทธิใเละนํ้าทะเล ลำไล้ของสัตว์ (Beguin 
and Aubert, 1992) รวมทั้งในกระเพาะส่วนต้นของสัตว์เคี้ยวเอื้อง (เมธา, 2533; Flungate, 1947; 
Dehority, 1991; Beguin and Aubert, 1992 ; Patterson; 1992; Foong et al., 1997)

กระเพาะส่วนต้นของสัตว์เคียวเอืองหรือกระเพาะรูเมน เป็นแหล่งของจุลินทรีย์หลายชนิด โดย 
เฉพาะ,จุตินทรีย์ทีมีความสามารถ'ในการย่อยสลายเซลลูโลส (เมธา, 2533) ดังมันในการศึกษาครังนีจึง 
ได้'ทำการแยกเซือแบค'ทีเรี'ย,ทมีค'วาม'สามารถ'ในการย่อยสลายเซลลูโลส จากกระเพาะส่วนต้นของวัว
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โดยทำการเลียงในอาหารที่มีองคํประกอบของเซลลูโลส เพื่อใช้ในการคัดเลือกแบคทีเรียที่มีประ สิทธิ
ภาพสูงในการย่อยสลายเซลลูโลส และนำไปใช้ในการเพิ่มคุณค่าวัตถุดิบเหลือทิ้งจากการเกษตรต่อไป

วัตถุประสงค์

1. เพื่อแยกจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลสจากกระเพาะส่วนต้นของวัว
2. เพื่อจำแนกชนิด และสายพันธุของจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลส

ขอบเขตของการวิวัย

การวิจัยครั้งนี้ ทำการแยกเชื้อแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลสจาก
กระเพาะส่วนต้นของวัว โดยทำการเลียงในอาหารที่ที่มีองค์ประกอบของเซลลูโลส จากนั้นหา
ประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์เซลลูเลส เพื่อคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมํได้สูง ทำการ
เตรียมเชื้อให้บรีสุทธิ”' เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย ศึกษารูปร่างลักษณะของเชื้อ สมปติทางชีวเคมีต่างๆเพื่อ 
จำแนกชนิดและสายพันรุจุลินทรีย์

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ

ทราบชนิด และสายพันธุจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยเซลลูโลสจากกระเพาะส่วนต้น 
ของวัว ซึ่งเป็นแนวทางหนึ่งในการคัดเลือกจุลินทรีย์ที,มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายเซลลูโลส และนำ 
จุลินทรีย่ไปใช้ในการเพิ่มคุณค่าของวัตถุดิบเหลือทิ้งจากการเกษตรและป่าไม้ และวัตถุดิบต่างๆที่
ประกอบด้วยเซลลูโลส ซึ่งจะเป็นประโยชน์ต่อทางด้านเกษตร และอุตสาหกรรม
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การตรวจเอกสาร

1. เซลลูโลส (Cellulose)

1.1 ลักษณะโครงสร้างของเซลลูโลส

เซลลูโลส (Cellulose) เป็นคารัโบไฮเดรตชนิดหนึ่ง พบมากที่สุดในธรรมชาติ ประกอบด้วยหน่วย 
ย่อยของเซลโลไบโอส (cellobiose) หรือโมเลกุลของทูลโคส (glucose) เชื่อมต่อกันเป็นลูกโซ่ยาว ชนิด 
สายตรงไม่มีกิ่งก้าน พันธะไกลโคซิดิคที่ต่อระหว่างกลูโคสเป็นชนิด P (1-4) (Beguin and Aubert, 
1992; Gong et al., 1999) (ภาพที่ 1) หนึ่งโมเลกุลของเซลลูโลสประกอบด้วยหน่วยย่อยของกลูโคส 
ระหว่าง 100 ถึง 14000 หน่วยย่อย พันธะ P (1-4) ทำไห้กลูโคสที่อยู่ต่อกันในสายลูกโซ่ของเซลลูโลส 
อัดตัวออกในแนวตรงได้ ทำไห้สายของเซลลูโลสหลายสายมีโอกาสเข้ามาใกล้ชิดกัน เรียงตัวขนานกัน 
และเชื่อมต่อกันด้วยพันธะไฮโดรเจน (hydrogen bonds) เกิดโครงสร้างเป็นมัด (bundle) หรือเรียกว่า 
ไมโครไฟบรืล (microfibril) โดยโมเลกุลของนํ้าไม่สามารถเข้าไปแทรกตัวอยู่ได้เลย ทำให้เซลลูโลส 
ไม่ละลายนํ้า ไมโครไฟบริล ประกอบด้วยส'วนที่เป็นผลึก หรือ ครืสตัลลึน (crystalline) ซึ่งมีการจัดเรียง 
โมเลกุลของเซลลูโลสอย่างเป็นระเบียบสูง และบริเวณอะมอร์ฟัส (amorphous) ซึ่งการจัดเรียงโมเลกุล 
ของเซลลูโลสไม่เป็นระเบียบหรือเป็นระเบียบน้อยกว่า ทำไห้อัตราการเกิดผลึก (degree of
crystallinity) ของเซลลูโลสมีค่าแตกต่างกัน อยู่ระหว่าง 0 ซึ่งพบใน acid-swollen cellulose, soluble 
cellulose เซ่น carboxymethylcellulose (CMC) จนเกือบเข้าใกล้ 100 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งพบในเซลลูโลส 
ที่แยกจากผนังเซลล์ของสาหร่าย Valonia (Beguin and Aubert, 1992)

ภาพที่ 1 โครงสร้างทางเคมีของเซลลูโลส 
ที่มา: Beguin and Aubert (1992)

451
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พบเซลลูโลสในธรรมชาติเป็นโครงสร้างรวมตัวอยู่กับโพลีเมอร์ซนิดอื่นๆ เช่น เฮมิเซลลูโลส
(hemicellulose) เพ็คติน (pectin) และลิกนิน (lignin) ซึ่งให้ความแข็งแรงแก'ผนังเซลล์ของพืช 
(ประหยัด, 2542; Beguin and Aubert, 1992) โดยเซลลูโลสที่พบในธรรมชาติมี 2 ชนิด คือ
เพคโตเซลลูโลส (pectocellulose) ซึ่งประกอบด้วยเซลลูโลสมากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ และลิกโน 
เซลลูโลส (lignocellulose) โครงสร้างส่วนใหญ่ของลิกโนเซลลูโลสประกอบด้วยเซลลูโลส รองลงมาคือ 
เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน (Gong et al., 1999) เซลลูโลสเป็นส่วนประกอบหลักในพืชทุกชนิด วัตถุเหลือ 
ทิ้งทางการเกษตร และป่าไม้ ของเลียต่างๆที่มีองค์ประกอบของเซลลูโลสในอาหาร เคมี และเชื้อเพลิง 
รวมทั้งโรงงานอุตสาหกรรมที่ใช้วัตถุดิบทางการเกษตร (Fogarty, 1983; Gong et al., 1999) 
ตารางที่ 1 แสดงส่วนประกอบโดยประมาณของวัตถุดิบที่มีเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบ

1.2 การย่อยสลายสารประกอบเซลลูโลสซึ่งเป็นแหล่งวัตถุดิบ

การย่อยสลายเซลลูโลสที่พบในลิกโนเซลลูโลส ประกอบด้วยกระบวนการทางเคมี และชีวภาพ 
กระบวนการทางกายภาพ และเคมีทีใช้ในการย่อยสลายเซลลูโลส ได้แก่ การลดขนาดโดยใช้เครืองมือ 
การใช้กรด การใช้ด่าง การใช้ใอนำ การทำให้โครงสร้างของไฟเบอร์แตก หรือการใช้ supercritical 
fluids รวมทั้งการใช้แสง เป็นต้น กระบวนการตังกล่าวไม่เหมาะสมในการย่อยสลายเซลลูโลส
เนื่องจากต้องเลียค่าใช้จ่ายสูง สำหรับวิธีการทางชีวภาพ เช่น การใช้จุลินทรืย่ในการย่อยสลาย
เซลลูโลส พบว่าเป็นวิธีการที่มีประสิทธิภาพ ลักษณะการย่อยจะเกิดขึ้นอย่างช้าๆ และไม่เป็นพิษกับ 
สิ่งแวดล้อม (Gong et al., 1999) การย่อยสลายสารประกอบเซลลูโลสในเล้นใยของผนังเซลล์พืชใน 
ธรรมชาติโดยจุลินทรืย์ อาศัยการทำงานของระบบเอนไซม์เซลลูเลส (cellulase) และเฮมิเซลลูเลส 
(hemicellulase) ซึ่งพบในแบคทีเรีย โปรโตซัว และเชื้อราบางชนิด (Patterson, 1992) โดยเชื้อราและ 
แบคทีเรียพบว่ามีบทบาทสำคัญ สามารถย่อยสลายเซลลูโลสในบรีเวณครีสตัลลิน (crystalline
cellulose) และใช้เป็นแหล่งของคาร์บอน และพลังงาน พบได้ในจุลินทรีย์หลายชนิดในสภาวะที่มี 
ออกซิเจน (aerobes) และไม่มีออกซิเจน (anaerobes) ซึ่งทำงานร่วมกัน การย่อยสลายเซลลูโลสใน 
สภาวะที่มีออกซิเจน จะได้ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์และนํ้า ส่วนในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน จะได้ก๊าซ 
คาร์บอนไดออกไซด์ ก๊าซมีเทนและนํ้า (Beguin and Aubert, 1992)
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ตารางที่ 1 ส่วนประกอบของพืชและวัตถุดิบต่างๆที่มีเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบ 
ทีมา: Gong et al.(1999)

M ate ria ls C e llu lo se

(%)
H em ice llu lo se

(%)
Lign in  

-  (%)
S o ftw ood

Spruce 43 26 29
Pine 44 26 29

Hardwood
Aspen 46 26 18
Black locust 49 21 22
Birch 38 27 23
Hybrid poplar 43 21 26
Red oak 38 27 23
Silver maple 46 23 21
Sycamore 44 22 23
Willow 37 23 21

Crop residues
Corn cobs 45 35 15
Corn stalks 35 25 35
Corn stover 41 21 17
Sugarcane bagasse 40 30 20
Wheat strew 36 28 29

Others
Alfalfa hay 38 9 14
Nut shells 25 25 30
Cotton 90 5 0

Cellulose Wastes
Paper 85 0 15
Newspaper 61 16 21
Sorted refuse 60 20 20
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2. เซลลูเลส (Cellulases)

เอนไซม์เซลลูเลส ประกอบด้วยกลุ่มของเอนไซม์ที่ย่อยสลายพันธะ P (1-4) ไกลโคซิดิคในเซลลูโลส 
และสารประกอบของเซลลูโลส เอนไซม์เซลลูเลสพบได้ในจุลินทรีย์หลายชนิด ซึ่งมีความสามารถในการ 
สร้าง และระบบเซลลูเลสที่แตกต่างกัน (Beguin and Aubert, 1992)

2.1 ระบบเซลลูเลส (Cellulotytic systems)

เซลลูเลสเป็นเอนไซม์ผสม ประกอบด้วยเอนไซม์ 3 ชนิดทำงานร่วมกัน คือ (Patterson, 1992; 
Moat and Foster, 1995; Gong et al., 1999)

1. Endo - p -1,4 glucanases หรือ Cx หรือ CMCase หรือ p -1,4 glucan glucanohydrolase
(EC.3.2.1.4)

เป็นเซลลูเลสที่ย่อยสลายพันธะในเซลลูโลส หรืออนุพันธ์ของเซลลูโลสที่ละลายนํ้าได้ เซ่น
carboxymethylcellulose (CMC) โดยย่อยสลายโพลีเมอร์ภายในสายอย่างอิสระได้ ผลผลิตเป็น
โอลิโกเมอร์และกลูโคส (glucose)

2. Exo - p -1, 4 glucanases หรือ C1 หรือ Cellobiohydrolases หรือ p -1,4 glucan
cellobiohydrolase (EC.3.2.1.91)

ย่อยสลายสายโพลีเมอร์จากปลายลายด้านไม่มีหมู่รืดิวซ์ไปอย่างมีระเบียบ ได้ผลผลิตเป็น
เซลโสไบโอส (cellobiose) และกลูโคส

3. P - glucosidase หรือ Cellobiases หรือ P -1,4 glucosidase (EC.3.2.2.21)
ย่อยสลายเซลโสไบโอส และเซลลูโลเดกตรืน (cellulodextrins) ผลผลิตทีได้ คือ กลูโคส 
การทำงานของเอนไซม์เซลลูเลสในการย่อยสลายเซลลูโลส แสดงในภาพที่ 2

Cellulose
Long chain oligosaccharide of linked glucose units

Endo -1 ,4 -  glucanases 
Medium and short oligosaccharide with free ends

Exo - p -1,4 glucanases
Cellobiose

I

เ

I  p - glucosidase 
Glucose

ภาพที่ 2 การย่อยสลายเซลลูโลสด้วยเอนไซม์ 
ทีมา: Moat and Foster (1995)

i S I .  i m  I
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ระบบของเอนไซม์เซลลูเลสดังกล่าวข้างต้น เกิดขึ้นภายนอกเซลล์จุลินทรียโดยเซลลูเลสจะถูกล่ง
ออกมาจากเซลล์ และอยู่ในอาหาร ซึ่งพบได้ในเขึ้อรา Trichoderma reesei, aerobic fungi และ 
แบคทีเรียที่ย่อยสลายเซลลูโลส (Beguin and Aubert, 1992) อย่างไรก็ตามมีรายงานพบว่าระบบของ 
เอนไซม์มีเกิดขึ้นได้ภายในผนังเซลล์ของจุลินทรีล์ ซึ่งพบได้ในแบคทีเรีย Clostridium thermocellum 
(Beguin and Aubert, 1992; Moat and Foster, 1995)

2.2 ประโยชน์ของเซลลูเลส

เอนไซม์เซลลูโลส สามารถนำไปใช้ประโยชน์ได้หลายด้าน ดังนี

1. การผลิตเชื้อเพลิงและสารเคมี
ผลผลิตจากการย่อยสลายวัตถุดิบธรรมชาติที่ประกอบด้วยเซลลูโลสด้วยเอนไซม์เซลลูโลส คือ 

กลูโคส ซึ่งสามารถเปลี่ยนให้เป็นแอลกลฮอล์ อะซิโตน และกรดไขมันโดยอาศัยกระบวนการหมัก ซึ่ง 
นำมาใช้เป็นแหล่งเชือเพลิงทดแทนนำมันและสารเคมีได้ (Beguin and Aubert, 1992)

2. อุตสาหกรรมอาหาร
ในกระบวนการแปรรูปอาหารใช้เอนไซม์เซลลูเลสในการทำให้เปลือกผลไม้นิ่ม และเพิ่มการ

เก็บเกี่ยวนำมัน และนำผลไม้ (Beguin and Aubert, 1992) ช่วยแยกส่วนเนือหยาบ,ของผลแพร์แยก 
เปลือกของผลอะปริคอด และผลมะเขือเทศ ช่วยสลายเซลลูโลสในระหว่างการทำเมล็ดกาแฟให้แห้ง 
(ปราณี, 2533)

3. อาหารสัตว์
เซลลูเลสใช้ในการเตรียมอาหารสัตว์ โดยย่อยสลายส่วนประกอบของเส้นใยพืชอาหารสัตว์

เพื่อเพิ่มคุณค่าทางอาหารสัตว์ (Beguin and Aubert, 1992)
4. ผลิตภัณฑ์ผงซักฟอก

ในผลิตภัณฑ์ผงซักฟอก พบว่าเซลลูเลสใช้ขยายเส้นใยของเซลลูโลสของผ้า ทำให้เอนไซม์เข้าล่ 
เนื้อผ้า และทำให้สิ่งสกปรกหลุดจากเนื้อผ้าได้ดีขึ้น (ปราณี, 2533)

3. จุลินทรีย๊ในกระเพาะส่วนต้นส่ตว์เคี้ยวเอื้อง

สัตว์เคี้ยวเอื้อง (Ruminant) มีความสามารถพิเศษในการใช้อาหารหยาบ (roughage) กระเพาะ 
ของสัตว์เหล่านี้แบ่งออกเรน  4 ส่วน คือ กระเพาะหมักหรือผ้าขื้รว (rumen) รังผึ้ง (reticulum) สามสิบ 
กลีบ (omasum) และกระเพาะจริง (abomasum) ดังแสดงในภาพที่ 3 กระเพาะส่วนต้นสัตว์เคี้ยวเอื้อง

IS! I7 7 1  ร
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หรือกระเพาะรูเมน (rumen) หรือกระเพาะหมักหรือผ้าฃีริว กระเพาะส่วนนีมีปริมาตรความจุถึง 
80 เปอร์เซ็นต์ ของกระเพาะทั้งหมด อยู่ติดผนังด้านซ้ายของช่องท้อง (ภาพที่ 3) กระเพาะรูเมนจะมี 
จุลินทรืย์จำนวนมาก จุลินทรืย์จะทำหน้าที่ย่อยอาหารหมักที่สัตว์กินเข้าไป (เมธา, 2533)

จุลินทรืย์ในกระเพาะส่วนต้นสัตว์เคี้ยวเอื้องหรือกระเพาะรูเมน ส่วนใหญ่เป็นพวก obligate
anaerobes คือจะอยู่ได้ในที่มีออกซิเจนอยู่บ้าง แต่ถ้ามีออกซิเจนมากเกินไปจะเป็นพิษต่อจุลินทรืย์ 
(เมธา, 2533) จุสินทรืย์ในกระเพาะรูเมนประกอบด้วยโปรคารืโอต (แบคทีเรีย และ anaeroplasma) 
archaeobacteria (methanogens) ยูคารี'โอต (cilate protozoa และเชือรา) และ bacteriophage 
จำนวนจุลินทรียในกระเพาะรูเมนพบว่ามีมากกว่าในระบบนิเวศอื่นๆ โดยมีจำนวนแบคทีเรียประมาณ 
1010-1011 เซลล์ต่อกรัม โปรโตซัว 105-106 เซลล์ต่อกรัม และสปอร์ของเชื้อรา 103-105 สปอร์ต่อกรัม 
ตามลำดับ (Patterson, 1992) โดยแบคทีเรียพบว่าชึ่งมีความสำคัญยิ่งในการทำงานในรูเมน (เมธา, 
2533)

1. esophagus 6. omasum
2. cardia 7. abomasum
3. esophageral groove 8. anterior pillar of rumen
4. rumen 9. diaphramg
5. reticulum 10. reticulo - omasal orifice

ภาพที 3 ลักษณะรูปร่างของระบบทางเดินอาหารแบบ in situ 
ที่มา: เมธา (2533)
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3.1 แบคทีเรียในรูเมน

แบคทีเรียในรูเมนส่วนใหญ่เป็นพวก obligate anaerobes แต่อาจพบ facultative anaerobes 
เกิดขึ้นได้ ซึ่งติดมากับอาหารและนํ้าแล้วผ่านออกจากกระเพาะรูเมนกับอาหารที่ถูกย่อยสลายแล้ว
(Patterson, 1992) ชนิดของแบคทีเรียในรูเมนแสดงในตารางที่ 2

การแบ่งชนิดของแบคทีเรียในรูเมนสามารถทำได้หลายแบบ สามารถแบ่งกลุ่มแบคทีเรียออกตาม 
การใช้ประโยชน์ของอาหารหรือผลผลิตที่สังเคราะห์ได้ด้งนี (เมธา, 2533)

1. แบคทีเรียที่ใช้เซลลูโลส (Cellulolytic bacteria)
แบคทีเรียกลุ่มนี้มีค'วามสามารถ'ในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลส (cellulase) ซึ่งย่อยสลายเซลลูโลส 

นอกจากนี้อาจสามารถย่อยเซลโลไบโอล (cellobiose) ซึ่งประกอบด้วยกลูโคส 2 ตัวจับกันด้วยพันธะ 
P (1-4) แบคทีเรียกลุ่มนี้มีมากที่สุดในกระเพาะของสัตว์ที่ได้รับอาหารหยาบเป็นหลัก ชนิดที่สำคัญมี 
Bacteroides succinogenes, Ruminococcus flavefaciens, R. albus และ Cillobacterium 
cellulosolvens เป็นต้น

2. แบคทีเรียที่ใช้เฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose digesting bacteria)
โดยปกติแบคทีเรียที่ย่อยสลายเซลลูโลสจะสามารถย่อยสลายเฮมิเซลลูโลสได้ด้วย แต่แบคทีเรียที่ 

ย่อยสลายเฮมิเซลลูโลสจะไม่สามารถย่อยสลายเซลลูโลสได้ ชนิดทีสำคัญมี Butyrivibrio fibnsolvcns, 
Lachnosperia multi parens และ Bacteroides ruminicola เป็นต้น

3. แบคทีเรียที่ใช้อะไมเลส (Amylolytic digesting bacteria)
แบคทีเรียพวกนี้มีเป็นจำนวนมากในกระเพาะสัตว์ที่ได้รับอาหารข้นพลังงานสูง ซึ่งมือะ'ไมเลสเป็น 

องค์ประกอบส่วนใหญ่ ชนิดที่สำคัญมี Bacteroides amylophilus, Succinimonas amylophilus, 
Butyrivibrio fibrisolveens, Selenomonas ruminantium, Streptococcus bovis และ Bacteriodes 
ruminicola เป็นต้น

4. แบคทีเรียทีใช้กรด (Bacteria utilizing acids)
มีแบคทีเรียหลายสปีซีสัทีสามารถใช้กรดต่างๆได้ เซ่น Veillonella gazogenes, v.alacalescens, 

Propionibacterium sp., Selenomonas ruminantium, Peptostreptococcus elsdenii และ 
Selenomonas lactilytica เป็นต้น

5. แบคทีเรียทีใชโ้ปรตีน (Proteolytic bacteria)
แบคทีเรียหลายสัปีชีสัที'ใช้'ารดอะ:มิโน!เป็นแหล่ง,พลังงานพื้นฐาน มีหลายชนิดคือ Bacteroides 

amylophilus, Clostridium sporogens และ Bacillus licheniformis เป็นต้น
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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1. Spirochetes
Order: Spirochaetales

Family: Spirochaetaceae
Genus: Treponema (bryantii, saccharophiium)

2. Anaerobic gram-negative straight, curved, and helical rods
Family: Bacteroidaceae

Genus: Anaerovibrio (lipolytica)
Genus: Bacteroides (ruminicola [ruminicola, brevis0], succinogenes, [succinogenes,

Elongata0]  , amylophilus0)
Genus: Selenomonus (ruminantium [ruminantium, lactilytica])
Genus: Succinimonas (amylolytica)
Genus: Succinivibrio (dextrinosolvens)
Genus: Wolinella (succinogenes)0

3. Anaerobic gram- negative cocci
Family: Velioneliaceae

Genus: Magasphaera (elsdenii)
Genus: Veillonella (parvula)0

4. Mycoplasmas
Order: Mycoplasmatales

Genus: Anaeroplasma (bactoclasticum, abactoclasticum)
5. Gram- positive cocci

Genus: Ruminococcus (albus, flavefaciens, bromii)
Genus: Streptococcus (bovis)

6. Regular, nonsporing, gram- positive rods
Genus: Lactobacillus (ruminis, vitulinus)

7. Irregular, nonsporing, gram- positive rods
Genus: Butyrivibrio (fibrisolvens)
Genus: Eubactrium (ruminantium, limosum, cellulosolvens0, oxidoreducens)
Genus: Lachnospira (multiparus)

8. Archaeobacteria
Group: Methanogenic Archaeobacteria 

Order: Methanobacteriales
Family: Methanobacteriaceae

Genus: Methanobrevibacter (ruminantium)
Order: Methanomicrobiales

Family: Methanosarcinaceae
Genus: Methanosarcina (barkeri)

“ Predominant species are listed in parentheses; subspecies are listed in brackets.
b Have recently been renamed Prevotella ruminicola, Fibrobacter succinogenes (Fibrobacter intestinalis has recently been 
described), and Ruminobacter amylophilus, respectively.
c Originally named Vibrio succinogenes. Veillonella alcalescens. and Cillobacter celllosolvens, respectively.

ที่มา: Patterson (1992)

ตารางที่ 2 ชนิดของแบคทีเรียในรูเมน3

L H I
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6. แบคทีเรียที่ผลิตแอมโมเนีย (Ammonia-producing bacteria)
แบคทีเรียที่ผลิตแอมโมเนีย ได้แก่ Bacteroides ruminicola, Selenomonas ruminatium, 

Peptostreptococcus elsderพ  และบางสายพันธุชอง Butyrivibrio
7. แบคทีเรียทีผลิตมีเทน (Methanogenic bacteria)
ชนิดทีสำคัญมี Methanobacterium ruminatium และ M. formicium เป็นต้น มีรายงานว่า 

แบคทีเรียกลุ่มนีสามารถจัดอยู่ในกลุ่มของ archaeobacteria (Patterson, 1992)
8. แบคทีเรียที่ใช้ไขมน (Lipolytic bacteria)
แบคทีเรียหลายชนิดที่มีความสามารถในการใช้กลีเชอรอล และย่อยกลีเชอรอลจากโมเลกุลของ

ไขมัน อย่างไรก็ตามยังไม่ทราบเป็นที่แน่นอนว่าเป็นสปีซีสํใดที่มีความสามารถเฉพาะเซ่นนั้น
9. แบคทีเรียที่ลิงเคราะหํวิตามิน (Vitamim-synthesizing bacteria)
ยังไม่มีการศึกษาถึงแบคทีเรียที่สามารถลังเคราะห็วิตามินอย่างจริงจัง ถึงแม้ว่าจะทราบว่ามี

แบคทีเรียหลายสปีซีส์ที่สามารถสังเคราะหํวิตามินบีรวมรวม'ได้

ปัจจุบันนี้ได้มีการเปลี่ยนแปลงชื่อของแบคทีเรียที่พบในกระเพาะรูเมน ดังนี้ Bacteroides
succinogenes เปลียนชือเป็น Fibrobacter succinogenes, Bacteroides amylophilus เปลียนชือ 
เป็น Ruminobacter amylophilus และ Vibrio succinogenes เปลียนชือเป็น พ olinella 
succinogenes (Patterson, 1992)

3.2 โปรโตชัว

โปรโตซัวมีขนาดใหญ่กว่าแบคทีเรีย ซึ่งสามารถมองเห็นด้วยกล้องจุลทรรศน์ธรรมดา โปรโตชัวใน 
รูเมนสามารถใช้โปรตีนเป็นแหล่งอาหารสำคัญ และใช้คารเบไฮเดรต จาก นำตาล แป้ง เซลลูโลส และ 
เฮมิเซลลูโลส เป็นแหล่งพลังงานได้ โปร'โต'ซัวส'1วน'ใหญ่เป็นพวกมีฃน (ciliated protozoa) แต่มีบาง 
สปีซีลัเป็น flagellated protozoa ซึ่งพบในกระเพาะรูเมนของลัตว่ในระยะแรกเกิดเท่านั้น ความสำคัญ 
ของโปรโตชัวในกระเพาะรูเมน นับว่ามีน้อยกว่าในแบคทีเรีย (เมธา, 2533) ชนิดของโปรโตซัวในรูเมน 
แสดงในตารางที่ 3
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ตารางที่ 3 ชนิดของโปรโตซัวในรูเมน
Phylum: Cilliophora 
Subphylum: Rhabdophora 

Class: Litostomatea 
Subclass: Trichostomatia 

Order: Vestibuliferida
Family: Isotrichidae

Genus: Dasytricha (ruminantium)
Genus: Isotricha (Intestinalis, prostoma)
Gnnus: Cligoisotricha (bubali)

Order: Entodinimorphida 
Suborder: Blepharocorythina 

Family: Blepharocorythidae
Genus: Charonina (ventriculi, equi, nuda)

Suborder: Archistomatina 
Family: Buetschliidae

Genus: Buetschlia (parva, neglecta, lanceolata, triciliata) 
Genus: Parabundlleia (ruminantium)
Genus: Polymorphella (bovis)
Genus: Blepharoconus (krugerensis)

Suborder: Entodiniomorphina 
Family: Ophryoscolecidae 
Subfamily: Entodiniinae

Genus: Campylodinium (ovum-ragae)
Genus: Entod'ilium (bursa, caudatum, simplex)3 

Subfamily: Diplodiniinae
Genus: Diplodinium (dentatum)3
Genus: Eodinium (lobatum, rectangulatum)3
Genus: Eremoplastron (rostratum, bovis)
Genus: Eudiplodinium (maggii)
Genus: Diploplastron (affine)
Genus: Polyplastron (multivesiculatum)
Genus: Elytroplastron (bulbali)
Genus: Metadinium (medium, ypsilon, tauricum)3 
Genus: Ostracodinium (mammosum, dentatum)3 
Genus: Enoploplastron (triloricatum)

Subfamily: Ophryoscoleoinae
Genus: Epidinum (ecaudatum)3 
Genus: Epiplastron (africanum)
Genus: Ophryoscolex (purkynjei, caudatus)

3 Genus contains a number of additional species or forms. The type species is given first. 

ท ีมา: Patterson (1992)
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ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



13

3.3 เช้ือรา

กลุ่ม anaerobic fungi ทำหน้าที่เกี่ยวกับการหมักการย่อยอาหารในรูเมน โดยพบว่าเชื้อราเหล่านี้ 
ฝังตัวอยู่ในเยื้อใยของอนุภาคอาหาร และเชื่อว่ามีส่วนช่วยในการย่อยสลายเซลลูโลส (เมธา, 2533) 
ชนิดของเชื้อราที่พบในรูเมนแสดงในตารางที่ 4

ตารางที่ 4 ชนิดของเชื้อราในรูเมน
Division: Eumycota 
Subdivision: Mastigomycotina 

Class: Chytridiomycetes 
Order: Spizellomycetales

Family: Neocallimasticaceae
Genus: Neocallimastix (frontalis, patriciarum, joyonii)
Genus: Caecomyces (communis)
Genus: Piromyces(communis)

Unaffiliated Genera
Genus: Orpinomyces (bovis)
Genus: Ruminomyces (elegans)

ทีมา: Patterson (1992)

3.4 Bacteriophage

การศึกษาเกี่ยวกับ phage ในกระเพาะรูเมนมีเมื่อไม่นานมานี้ ซึ่งมีรายงานการศึกษาน้อยมาก 
จำนวน phage ในรูเมน พบสูงถึง 107-108 phage ต่อมิลลิลิตรของของเหลวในรูเมน (rumen fluid) 
ชนิดของ phage ที่พบมีมากกว่า 125ชนิด (Patterson, 1992)

4. การแยกเสั'อแบคทีเรียที่ย่อยสลายเซลลูโลส'จากธรรมชาติ

การคัดแยกเซือจุลินทรีย์ที่สามารถย่อยสลายสารประกอบเซลลูโลส ได้รับความสนใจอย่างกว้าง
ขวาง โดยเฉพาะในกลุ่มของเชือรา และแบคทีเรีย การศึกษาได้ทำการแยก และคัดเลือกเชื้อจุลินทรีย์ที, 
มีความลามารถใน1การย่อยสลายเซลลูโลสจากแหล่งธรรมชาติต่างๆ การศึกษาสูตรอาหารที่ใช่ในการ
เลี้ยงเชื้อ1จุลิน,ทรีย์ และการนำเซือจุลินทรีย์ทีคัดแยกได้ไปใช่ในระดับอุตสาหกรรม การศึกษาการแยก 
แบคทีเรีย'ที่ย่อยสลายเซลลูโ'ลสจากธรรมซาiติ มีดังนี้
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พิพัฒน์ (2527) ได้ทำการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถย่อยลลายเซลลูโลสจากกระเพาะวัว 
ได้เชื้อแบคทีเรียทั้งลิ้น 113 สายพันธุ โดยสายพันธุที่สามารถที่สามารถย่อยสลายเซลลูโลสได้คือ 
สายพันธุ CU1, CU3 และ CU4 พบว่าทั้งแบคทีเรียสามสายพันธุ เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่าง 
เป็นท่อน และเมื่อย่อยสลายเซลลูโลสแล้วจะได้ อะซิเตท ซัคซิเนท ก๊าซไฮโดรเจน และก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์

Hungate (1947) ได้ทำการศึกษา และคัดแยกเชื้อแบคทีเรียหลายชนิดที่สามารถย่อยสลาย 
เซลลูโลสจาก rumen content ของวัว พบเชื้อแบคทีเรีย รูปร่างกลม (coccus) และท่อน (rod) หลาย 
ชนิดโดยแบคทีเรียรูปร่างกลม อยู่ในจีนัส Streptococcus sp.

Dehority (1963) ทำการแยกและศึกษาลักษณะของเชื้อแบคทีเรียที่ย่อยสลายเซลลูโลส
4 สายพันธุ จากการหมักรูเมนในหลอดทดลอง พบเซือ Bacteroides succinogenes (A3C และ 
B21a) และ Ruminococcus ftavefaciens (B34b และ C1a)

Benoit et al.(1992) ได้แยกเชื้อแบคทีเรียที่ย่อยสลายเซลลูโลสในสภาวะไม่มีอากาศจากขยะจาก 
เทศบาล เมื่อศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาและปฏิกิริยาชีวเคมีของแบคทีเรีย พบเชื้อ Clostridium sp. 
หลายชนิด ที,สร้างเอนไซน์เซลลูเลสได้สูง และย่อยกระดาษได้

Fondevila และ Dehority (1994) ได้ทำการแยกเซือแบคทีเรีย Fibrobacter succinogenes, 
Ruminococcus flavetaciens และ Prevolella ruminicola จากรูเมน และทดสอบความสามารถใน 
การย่อยสลายเฮมิเซลลูโลสที่ได้จากป่าไม้ พบว่าแบคทีเรียเหล่านี้สามารถใช้ประโยชน์จากเฮมิ
เซลลูโลสได้

Foong et al. (1997) ได้ทำการแยกและศึกษาลักษณะของเชื้อแบคทีเรียที่ย่อยสลายเซลลูโลส 
จากกระเพาะรูเมนของสัตว์เคี้ยงเอื้องในประเทศแคนนาดา ณี่ป่น อาร์เจนตินา และมาเลเซียโดยใช้วิธี 
cellulose enrichment พบเชือ Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus flavetaciens และ 
Butyrivibrio sp.

i S I .  ( m
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อุปกรณ์และวิธีการทดลอง

1. อาหารเลี้ยงเชื้อ

สูตรอาหาร'ที่ใช้ในเลี้ยง และแยกเชื้อแบคทีเรียที,ย่อยสลายเซลลูโลส ได้แก่ อาหารสูตร rumen 
fluid cellulose broth (RFCB), rumen fluid cellulose agar (RFCA), Me Beth’s cellulose 
ammonium sulfate, Petterson’s media และ nutrient agar (NA) ส่วนประกอบของสูตรอาหารต่างๆ 
แสดงในภาคผนวก ก.

2. แหล่งของเชื้อจุสินทรีย์

ตัวอย่างหญ้าหมักจากกระเพาะส่วนต้น หรือกระเพาะรูเมนวัวพันธุผสมระหว่าง FHolspyl Fresian 
และ Brahman จากคอกเลี้ยงสัตว์ของภาควิชาเทคโนโลยีการผลิตสัตว์ คณะเทคโนโลยีการเกษตร 
สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง

3. การเก็บและเตรียมตัวอย่าง

ทำการเก็บตัวอย่างหญ้าหมักจากวัว 3 ตัว ในช่วงเวลา 7.00-8.00 น. ก่อนการให้อาหาร โดยเปิด 
ฝาด้านข้างที่มีการผ่าตัดเจาะทำเป็นช่องแคนนูลา (cannula) นำตัวอย่างหญ้าหมักของวัวทั้ง 3 ตัว ใส่ 
ในขวดปลอดเชื้อ ผสมให้เข้ากัน ปันด้วยเครื่อง blender เป็นเวลา 3 นาที ทำการแยกตัวอย่างของเหลว 
(rumen fluid) โดยการบีบตัวอย่างหญ้าหมักผ่านผ้าขาวบาง 4 ชั้น เก็บตัวอย่างไว้ในขวดปลอดเชื้อ

4. การแยกเชื้อแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลส

การแยกเชื้อแบคทีเร ียที่ม ีความสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลสจากของเหลวจากกระเพาะ 
ส่วนต้นของวัว มีหลายวิธีดังนี้

ว ิธ ีท ี1 นำตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในอาหาร rumen fluid cellulose broth (RFCB) 
(ภาคผนวก ก-) ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ในหลอดทดลอง เททับด้วยพาราฟินเหลวปลอดเชื้อ นำไปบ่มใน 
ตู้บ่มไร้อากาศ (anaerobic jar) อุณหภูมิ 37-39 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ใช้ลูปแตะเชื้อใน 
หลอดทดลอง ขีด (streak) บนอาหารแข็งสูตร rumen fluid cellulose agar (RFCA) (ภาคผนวก ก.)

U B i
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จำนวน 5 จาน ทำการบ่มเชื้อในสภาวะที่มีและไม่มีออกซิเจน อุณหภูมิ 37-39 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
1 สัปดาห์ คัดเลือกโคโลนีที่เกิดจากเซลล์เดี่ยว

วิธีที่ 2 นำตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในอาหาร Me Beth’s cellulose ammonium sulfate ทีมี 
กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 เป็นแหล่งของเซลลูโลส ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ในหลอดอาหาร เลียง 
เชื้อในสภาวะที่มีและไม่มีออกซิเจน โดยในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน ให้เททับด้วยพาราทิเนเหลวปลอด 
เช้ือ บ่มเชื้อในตู้บ่ม อุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 สัปดาห์ นำหลอดอาหารที่พบการย่อยของ 
กระดาษกรอง มาเลียงบนอาหารแข็งสูตร Petterson’s media โดยใช้เซลลูโลสเป็นแหล่งคาร์บอนแทน 
กลูโคส คัดเลือกโคโลนีที่เกิดจากเชลล์เดี่ยว

วิธีที่ 3 นำตัวอย่าง มาขีด (streak) เซือลงในอาหาร Petterson’s media โดยใช้เซลลูโลสเป็น 
แหล่งคาร์บอนแทนกลูโคส ทำการเลี้ยงเชื้อในสภาวะที่มี และไม่มีออกซิเจน อุณหภูมิ 39 องศา 
เซลเซียส เป็นเวลา 2-3 วัน คัดเลือกโคโลนีทีเกิดจากเซลล์เดียว

เซือแบคทีเรียที่คัดเลือก1ได้ นำมาแยกและเลียงบนอาหารแข็งสูตร Petterson's media โดยใช้ 
เซลลูโลสเป็นแหล่งคาร์บอนแทนกลูโคส เพื่อ'ให้ได้เชื้อแบคทีเรียบ่ริสุทธ

5. การคดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถ'ในการย่อยสล■ ไยเซลลูโลส

5.1 การคัดเลือกฃั้นที่หนึ่ง ตามวิธีการของ Hankin และ Anagostakis (1977)

นำเชื้อบริสุทธิ้ที่แยกได้จากข้อ 4 มาเลียงบนอาหารแข็งสูตร carboxymethylcelluose (CMC 
agar) บ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน ราดทับด้วย Congo red ความเข้มข้น 0.1 
เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 10 นาที ล้างออกด้วย 1 M NaCI แยกเอาเฉพาะเชื้อแบคทีเรียที่เกิดวงใส (clear 
zone) ออกมา

5.2 การคัดเลือกขันทีสอง

นำเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้จากข้อ 5.1 มาเลี้ยงในอาหารแข็งสูตร Petterson’s media โดยใช้ 
เซลลูโลสเป็นแหล่'งคาร์บอนแทน:กลูโเคส อุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน ถ่ายเชื้อ 1 ลูป ใส, 
ลง'ใน'ขวดรูป,ชม,พู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหารเหลวที่มี carboxymethylcelluose (CMC) 1.0
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เปอร์เซ็นต์ และประกอบด้วย peptone 0.5 เปอร์เซ็นต์ KH2P 04 0.5 เปอร์เซ็นต์ MgS04.7H20  0.5 
เปอร์เซ็นต์ แล yeast extract 0.5 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ 250 มิลลิลิตร 
บ่มเชื้อในตู้บ่มควบคุมอุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน นำไปเข้าเครื่องเซนติฟิวส์' ความเร็ว 
13,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เก็บส'วนใส (supernatant) เพื่อใช้ 
เป็น crude enzyme นำมาหากิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลล (ภาคผนวก ข.) คัดเลือกเฉพาะเซือ 
แบคทีเรียที่สามารถสร้างเอนไซม์ได้สูงไปใช้ในการศึกษาขันต่อไป

6. การจำแนกสายพ้นธุเซี่เอแบคทีเรีย

ทำการเลี้ยงและเพิ่มปริมาณเชือแบคทีเรีย'ในอาหารแข็งสูตร nutrient agar (NA) และจำแนก 
สายพันธุเชื้อแบคทีเรีย ดังนี

1. ตรวจดูรูปร่างลักษณะของโคโลนีบนอาหาร ลักษณะการติดสีแกรม และการสร้างสปอร์
2. ศึกษาลมปติทางชีวเคมีต่างๆ
3. จำแนกชนิดของแบคทีเรียตาม Bergry’s manual (Krieg, 1984; Sneath, 1986; Holt, 

1994) และเอกสารอ้างอิงที่เกี่ยวข้อง (ดวงพร, 2537; นันทนา, 2537; 2538)

100984
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ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง

1. การแยกจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลส

การแยกเชื้อแบคทีเรียจากตัวอย่างของเหลวในกระเพาะส่วนต้นวัว (rumen fluid) โดยนำมาเลียง 
ในอาหารที่องค์ประกอบของเซลลูโลส 3 วิธี จุลนทรีย์เจรีญไดในอาหารทุกสูตร จากการทดลองมีการ 
ย่อยสลายกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 เกิดชื้น โดยจุลินทรียไนของเหลวจากกระเพาะส่วนต้นวัว 
ในอาหาร Me Beth’s cellulose ammonium sulfate ทังในสภาพทีมีและไม่มออกซิเจน (ภาพท 4) 
ทำการคัดเลือกเซือแบคทีเรียทีเจริญเป็นโคโลนีเดียวๆในจานอาหารเลียงเซือ ได้เชือแบคทีเรียทังหมด 
32 ไอโซเลท ดังแสดงในตารางที่ 5, 6 และ 7 ตามลำดับ

ภาพที่ 4 การย่อยสลายกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 ในอาหารเหลวสูตร Me Beth’s 
cellulose ammonium sulfate โดยจุลินทรีย์ใน'ของเหลว'จากกระเพาะส่านต้'นวัว (rumen fluid)
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ตารางทื่ 5 เช้ือแบคทีเรียท่ีแยกได้จากของเหลวในกระเพาะส่วนต้นวัว บนอาหารลตร rumen fluid 
cellulose agar (RFCA) ตามวิธีท่ี 1 สภาวะท่ีมีและไม่มีออกซิเจน

สายพนธุ สิโคโลนืข'องแบคทีเรีย
1 ขาวขุ่น
2 ขาวขุ่น
3 เหลือง
4 นำตาล
5 ขาวขุ่น
6 เหลืองต้ม
7 เหลืองอ่อน
8 เหลืองขุ่น
9 * เทา
10* เหลือง
1 1 * ขาว
12* ขาวเทา
13* ใส
14* เหลองขุ่น
15* ต้ม
16* เหลืองขุ่น
17* ไข่ไก่
18* ขาวเหลือง

* สภาวะที่มีออกซิเจน

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 6 เชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากของเหลวในกระเพาะส่วนต้นวัว ในอาหาร Me Beth’s cellulose 
ammonium sulfate ที่มีกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 และนำมาเลียงบนอาหารแข็งสูตร 
Petterson’s media โดยใช้เซลลูโลสเป็นแหล่งคาร์บอนแทนกลูโคส ตามวิธีที่ 2 สภาวะที่มีและไม่มี 
ออกซิเจน

สายพนรุ สิโคโลนีของแบคทีเรีย
19 เหลืองขุ่น
20 ขาวเหลอง
21* ขาวเหลือง
22* ขาวเหลือง

COC\J ขาว
24* เหลืองขุ่น
25* ขาวเหลือง
26* ขาวเหลือง
27* ขาวเหลือง

ro CO เหลืองขุ่น
CDC\J ขาวเหลือง

* สภาวะที่มีออกซิเจน

ตารางที่ 7 เชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากของเหลวในกระเพาะส่วนต้นวัว บนอาหารแข็งสูตร Petterson’s 
media โดยใช้เซลลูโลสเป็นแหล่งคาร์บอนแทนกลูโคส ตามวิธีที' 3 สภาวะไม่มีออกซิเจน

สายพันธุ สิโคโลนีของแบคทีเรีย
30 ขาว
31 ขาว
32 ขาว

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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2. การคดเลือกแบคทีเรียที่มีย่อยสลายเซลลูโลส

นำแบคทีเรียที่แยกได้จากข้อ 1. มาเลียงบนอาหารแข็งสูตร carboxymethylcellulose (CMC 
agar) บ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน ราดทับด้วย Congo red ความเข้มข้น 0.1 
เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 10 นาที ล้างออกด้วย 1 M NaCI แยกเอาเฉพาะเรือแบคทีเรียที่เกิดวงใส (clear 
zone) ออกมา พบว่าแบคทีเรียที่แยกได้มีการเกิดวงใสแตกต่างกัน ดังแสดงในตารางที่ 8 ทำการ 
คัดเลือกแบคทีเรียที่เกิดวงใสซัดเจนมีทั้งหมด 7 ไอโซเลท คือ สายพันธุที่ 3, 21, 22, 23, 25, 29 และ 
32 ตามลำดับ

ตารางที่ 8 การเกิดวงใฟ้ฃองแบคทีเรียที่ย่อยสลายเซลลูโลสที่คัดเลือกแยกได้
สายพันธุ การเกิดวงใส3 สายพันธุ การเกิดวงใส3

1 + 17 ++
2 + 18 -

3 + + + 19 -

4 - 20 ++
5 - 21 +++
6 d 22 +++
7 + 23 +++
8 - 24 -

9 d 25 +++
10 ++ 26 +
11 + 27 -

12 - 28 -

13 ++ 29 +++
14 ++ 30 +
15 ++ 31 +
16 + 32 4-+ +

3- ไม่เกิดวงใส, + แสดงความซัดของวงใส, d เรือไม่เจริญ

i

ฟคงส^คคณะเทคโ•นโลยิกา7เกษค) 
สกาท ันเทค imaam

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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3. การด้ดเลือกแบคทีเรียที่สามารถสร้างเอนไซม์เซลลูเลสได้สูง

ทำการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสในอาหารเหลวที่มี carboxymethylcellulose
(CMC) 1.0 เปอร์เซ็นต์ และประกอบด้วย peptone 0.5 เปอร์เซ็นต์ KH2PO4 0.5 เปอร์เซ็นต์ 
MgS04.7H20  0.5 เปอร์เซ็นต์ และ yeast extract 0.5 เปอร์เซ็นต์ ของเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกไว้จาก 
ข้อ 2. พบว่าเชื้อแบคทีเรียที,คัดเลือกได้ มีค่า carboxymethylcellulase (CMCase) อยู่ในช่วง 0.044 -
0.111 units/ml และให้ค่า CMCase เฉลี่ย 0.083 units/ml (ตารางที่ 9) คัดเลือกแบคทีเรียที่มีกิจกรรม 
ของเอนไซม์เซลลูเลสสูง จำนวน 4 ไอโซเลท คือ ลายพันธุที่ 3, 25, 29 และ 32 ตามลำดับ

การสร้างเซลลูเลลของเชื้อที่คัดเลือกได้นี้ เมื่อเปรียบเทียบกับเซือ Clostridium sp. ที่คัดเลือกได้ 
จากการทดลองของ Benoit et al.(1992) พบว่าไม่แตกต่างกันมากนัก อย่างไรก็ตามสามารถคืกษา 
หาสภาวะที่เหมาะสมในการปรับปรุงเชื้อให้ผลิตเอนไซม์ได้สูง ซึ่งอาจจะเป็นประโยชน์ต่อไป

ตารางที่ 9 กิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสของเซือแบคทีเรียที่คัดเลือกได้
สายพันธุ Carboxymethylcellulase (CMCase) acitivity 

(units/ml)
3 0.111
21 0.049
22 0.044
23 0.045
25 0.077
29 0.073
32 0.070

4. การจำแนกสายพันธุแบคทีเรียที่คัดเลือกได้

การศึกษารูปร่าง ลักษณะ การติดสีแกรมของเชื้อแบคทีเรียทั้งหมด 4 ไอโซเลท พบว่าแบคทีเรียติด 
สีแกรมลบ รูปร่างท่อน จำนวน 3 ไอโซเลท และติดสีแกรมบวก รูปร่างท่อน จำนวน 1 ไอโซเลท 
ไม,สร้างสปอร์ และการศึกษาลมปติทางชีวเคมีต่างๆของแบคทีเรียเหล่านี้ แสดงในตารางที่ 10 การ 
วิเคราะห์ชนิดของแบคทีเรีย โดยเปรียบเทียบสมบัติทางชีวเคมีของเซือที,คัดเลือกได้จากตารางที่ 10 กับ 
Bergry’s manual (Krieg, 1984; Sneath, 1986; Holt, 1994) ได้ผลดังนี
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 10 ลักษณะ รูปร่าง และสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียท่ีผลิตเซลลูเลสได้สูง
ล ักษ ณ ะ /ก ารท ด ส อ บ ส ายพ ัน ธ ุ

9 25 29 32
Gram stain + - -
Spore - - -
Motility - 4 -■ 4

Growth on MacConkey agar - 4 4 -
Catalase 4- 4 4 -
Oxidase - + 4 -
Indole production - - - -
Galatin liquefaction (15 days) - 4 - -
Starch hydrolysis - - - -
Nitrate reduction - - - ND
Hydrogen sulfide - 4 4 -
Urease + 4 - -
Acid produced from: 

Fructose 4 4 . 4

Glucose 4 4 4 4

Lactose - 4 - 4

Maltose ND 4 - ND
Mannitol - 4 - 4

Mannose ND 4 - ND
Sucrose 4 4 - 4

Xylose - 4 - 4

Production of gas from glucose - . 4 - 4

Oxidation -  Fermentation (Glucose O/F) + / + + / + + / - + / +
ND: Not determined

สายพันธุที่ 3 มีสมบัติทางชีวเคมีใกล้เคียงกับเซือ Lachnospira ทานItiparus 
สายพันธุที 29 มีสมบัติทางชีวเคมีใกล้เคียงกับเชีอ Bacteroides succinogenes 
สายพันธุที่ 32 มีสมบัติทางชีวเคมีใกล้เคียงกับเชื้อ Butyrivibrio fibrisolvens 
และ สายพันธุที่ 25 ไม่สามารถวิเคราะห์ชนิดของแบคทีเรียได้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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การวิเคราะห์ชนิดของแบคทีเรียในการทดลองนีเป็นเพียงการวิเคราะห์เบืองต้นเท่านัน 
วิเคราะห์สมบติทางเคมีบางประการเท่านั้นที่สืกษาได้ ถ้าต้องการความถูกต้องแน่นอน 
การวิเคราะห์สมปัติ'อื่นๆเพิ่มเติมอีก

ft M l (ะ-ะ]

เนื่องจาก 
ควรจะต้องมี

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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สรุปผลการทดลอง

จากการแยกแบคทีเรียที่ย่อยสลายเซลลูโลสจากของเหลวในกระเพาะส่วนต้นวัว โดยใช้อาหาร 
ทีมีองค์ประกอบของเซลลูโลส คือ rumen fluid cellulose, Me Beth’s cellulose ammonium sulfate 
และ Petterson’s media ผลปรากฏว่าแยกเชื้อแบคทีเรียได้จำนวน 32 ไอโซเลท และเมื่อนำแบคทีเรียที่ 
แยก1ได้ไปเลี้ยง'ในอาหาร carboxymethylcellulose (CMC agar) ทดสอบการเกิดวงใสหลังจากราดทับ 
ด้วย conge red พบเชื้อแบคทีเรียที่เกิดวงใสชัดเจนจำนวน 7 ไอโซเลท และเมื่อนำแบคทีเรียมาเลี้ยง 
ในอาหารเหลวทีมี carboxymethylcelluose (CMC) 1.0 เปอร์เซ็นต์ และประกอบด้วย peptone 0.5 
เปอร์เซ็นต์ KH2P04 0.5 เปอร์เซ็นต์ MgS04.7H20  0.5 เปอร์เซ็นต์ และ yeast extract 0.5 เปอร์เซ็นต์ 
บ่มเชื้อในตู้บ่มควบคุมอุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน นำมาหากิจกรรมของเอนไซม์ 
เซลลูเลส พบแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้สูง 4 ไอโซเลท คือ สายพันธุที่ 3, 25, 29 และ 32 
ตามลำดับ ซึงให้ค่า carboxymethylcellulase (CMCase) ได้ในช่วง 0.044-0.111 units/ml

การวิเคราะห์ซนิดของแบคทีเรีย 4 ไอโซเลท โดยศึกษารูปร่างลักษณะ และการติดสีแกรม 
พบแบคทีเรียติดสีแกรมลบ รูปร่างท่อน จำนวน 3 ไอโซเลท และติดสีแกรมบวก รูปร่างท่อน จำนวน 
1 ไอโซเลท ไม,สร้างสปอร์ แบคทีเรียสายพันธุที่ 3 มีสมบัติทางชีวเคมีใกล้เคียงกับเชื้อ Lachnospira 
ทานItiparub สายพันธุ่ที 29 มีสมบัติทางชีวเคมีใกล้เคียงกับเชีอ Bacteroides succinogenes สายพันธุ 
ท่ี 32 มีสมบัติทางชีวเคมีใกล้เคียงกับเชื้อ Butyrivibrio fibrisolvens และ สายพันธุที่ 25 ไม่สามารถ 
วิเคราะห์ชนิดของแบคทีเรียได้ สำหรับผลการศึกษาสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อเหล่านี้ เมื่อเปรียบเทียบ 
แล้วยังไม่สามารถวิเคราะห์สปีชีส่ใด้อย่างแน่นอน เนื่องจากในงานวิจัยนี้ได้ศึกษาสมบัติทางชีวเคมีบาง 
ประการเท่านั้น ดังนั้นถ้าต้องการทราบสปีชีลัที่แน่นอนก็ควรวิเคราะห์สมบัติอื่นๆเพิ่มเติมอีก

i H i .  l

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาคผนวก ก.

อาหารเลี้ยงเชื้อ

Carboxymethylcellulose agar (Hankin and Anagnostakis, 1977)
"(NH4) 2 so 4 1.0 กรัม
Carboxymethylcelluose 5.0 กรัม
Yeast extract 1.0 กรัม
Agar 10.0 กรัม
นํ้ากลั่น 1.0 ลิตร

ละลาย carboxymethylcellulose (CMC) ในนำอุ่น 500 มิลลิลิตร โดยใส่ CMC ที่ละน้อย 
พร้อมกับการคนตลอดเวลา จนกระทั่ง CMC ละลายหมด ละลายส่วนผสมที่เหลือแล้วเติมนํ้าให้ครบ 
1 ลิตร นำไปนึ่งฆ่าเชื้อ

Inorganic salt solution (Hungate buffer) (พิพัฒน์, 2527)
(NH4)2s o 4 1.25 ท ะ ,,1 1 o <TN|

NaHP04.12H20 44.09 กรัม
k h 2p o 4 11.18 กรัม
CaCI2 0.125 กรัม
MgS04 0.125 กรัม
NaCI 2.5 กรัม
ท้ 1นำกลัน 1.0 ลตร

Nutrient agar
Beef extract 3.0 กรัม
Peptone 5.0 กรัม
Agar 15.0 กรัม

V  1 o OSนำกลัน 1.0 ส่ตร

I M  n  I
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Me Beth’s cellulose ammonium sulfate solution (บุญทา, ไม่ระบุปทพิมพ์)
Dipotassium phosphate 1.0 กรัม
Magnesium sulfate 1.0 กรัม
Sodium carbonate 1.0 กรัม
Ammonium sulfate 2.0 กรัม
Calcium carbonate 2.0 กรัม
นํ้ากลั่น 1.0 ลิตร
ก ระ ด า ษ ก รอ ง  Whatman เ บ อ ร ์1 ท ี่ต ัด เป ็น ช ิ้น ข น า ด  1.0X 5.0 เซน ต ิเม ต ร

นำส่วนผสมแต่ละอย่างละลายในนํ้ากลั่น แล้วเทใส่หลอดทดลอง ที่ใส่กระดาษกรองไว้ก่อน 
ขณะที่เทแบ่งใส,หลอดทดลองให้เขย่าส่วนผสมก่อน เพื่อไม่ให้ calcium carbonate ตกตะกอน แล้วนำ 
ไปฆ่าเชื้อโดยใช้หม้อนึ่งความดัน 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว นาน 30 นาที

Petterson’s media (สุวรรณา, 2528)
ใช้ผงเซลลูโลสเป็นแหล่งพลังงานและคาร์บอนแทนกลูโคส
Cellulose power 6.0 กรัม
(NH4)2S 04 2.0 กรัม
KH2PO4 0.6 กรัม
k 2h p o 4 0.4 กรัม
MgS04. 7H20 0.5 กรัม
Ferric citrate 10.0 มิลลิกรัม
ZnS04. 7H20 4.4 มิลลิกรัม
MnS04. 4H20 5.0 มิลลิกรัม
CaCI2 55.0 มิลลิกรัม
CoCI2. 6H20 1.0 มิลลิกรัม
Thiamine hydrochloride 100.0 มิลลิกรัม
Yeast extract 1.0 กรัม
Agar 18.0 กรัม
นํ้ากลั่น 1.0 ลิตร

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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Rumen fluid cellulose broth (RFCB) (พิพัฒน์, 2527) 
สูตรในหน่วยมิลลิลิตร และกรัม ต่ออาหาร 0.5 ลิตร
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Inorganic salt solution 200
Resazurin (0.1% solution) 0.5
Rumen fluid 7.5
Cellulose 0.5
Cysteine hydrochloride 0.05
'นากล่ัน 224.5

ปรับ pH 7.0

Rumen fluid cellulose agar (RFCA) (พิพัฒน์, 2527)
องค์ประกอบในหน่วยมิลลิลิตร และกรัม ต่ออาหาร 0.5 ลิตร
Inorganic salt solution 200
Resazurin (0.1% solution) 0.5
Rumen fluid 7.5
Cellulose 7.0
Cysteine hydrochloride 0.05
Agar 7.5
นํ้ากลั่น 224.5

มิลลิลิตร 
มิลลิลิตร 
มิลลิลิตร 
กรัม 
กรัม
มิลลิลิตร

มิลลิลิตร 
มิลลิลิตร 
มิลลลตร 
กรัม 
กรัม 
กรัม
มิลลิลิตร

ปรับ pH 7.0
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ภาคผนวก ข.

การเตรียมสารเคมี

Congo red 0.1 เปอร ์เซ ็นต ์

ชั่ง Congo red 0.1 กรัม ละลายในนํ้ากลั่น ปรับบริมาตรให้ได้ 100 มิลลิลิตร

การหาก ิจกรรมเอนไซม ์เซลล ูเลส

โดยการวิเคราะห์หากิจกรรมของ carboxymethylcellulase (CMCase) ตามวิธีการดัดแปลง 
ของพรเทพ (2538)

1. นำ crude enzyme มา 0.5 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดสอบ
2. เติม 0.1 M citrate buffer pH 4.8 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และเติม CMC 2 เปอร์เซ็นต์ 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน
3. นำไปอุ่นในอ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 50 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที
4. เติมสารละลาย DNS reagent ปริมาตร 3 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน นำไปต้มในนํ้าเดือดน''*น 

5 นาที ตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง
5. เติมนํ้ากลั่นในหลอดทดลอง 10 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสง ท่ี 

ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร เทียบกับหลอดควบคุม จากนั้นนำค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ 
ไปเทียบหาปริมาณนํ้าตาลกลูโคส จากกราฟมาตรฐาน เพื่อนำไปคำนวณหาค่า unit of 
enzyme

การเตร ียมสารละลาย DNS (Dinitrosalicylic acid)

1. เตรียมสารละลาย NaOH 10 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 22 มิลลิลิตร ใส่ลงไปในสารละลาย 
phenol 10 กรัม เติมนํ้า'ให้ครบ 100 มิลลิลิตร คนให้เข้ากัน เทแบ่งออกมา 96 มิลลิลิตร 
เติม NaHSOj 9.6 กรัม คนให้เข้ากัน

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2. เติมสารละลาย DNS 1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 880 มิลลิลิตร และเตรียมสารละลาย Rochell 
salt 255 กรัม ด้วยสารละลาย NaOH 4.5 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 300 มิลลิลิตร จากนั้นนำมา 
เทรวมกับสารละลาย DNS 1 เปอร์เซ็นต์ คนให้เข้ากัน

3. นำสารละลายที่ได้จากข้อ 1 และ 2 มาเทรวมกัน จะได้สารละลาย DNS เก็บไวในขวดสีซา 
แล้วนำเข้าตู้เย็นก่อนอย่างน้อย 1 คืนจึงนำมาใซใด้

การทำกราฟมาตรฐานของนกตาลกลูโคส

1. เตรียมสารละลายกลูโคสที่มีความเข้มข้น 0, 0.1, 0.2, 0.4 ,0.6, 0.8 และ 1.0 มิลลิกรัมต่อ 
มิลลิลิตร ด้วยนํ้ากลั่นใส่ลงในหลอดทดลอง

2. เติมสารละลาย DNS ลงไปหลอดละ 3 มิลลิลิตร นำไปตั้งในนํ้าเดือด นาน 5 นาที ตั้งทิ้งไว้ 
ให้เย็น

3. เติมนํ้ากลั่นลงไปทุกหลอดๆละ 10 มิลลิลิตร
4. นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร นำค่าที่ได้ไปสร้างกราฟ 

ระหว่างค่า optical density (OD) กับปริมาณนํ้าตาลกลูโคส ดังแสดงในภาพที่ 5

การคำนวณหาค่า unit of enzyme

กำหนดให้ 1 หน่วยของเอนไซม์ คือปริมาณเอนไซม์ที่สามารถย่อยสลายซับลเตรทให้เป็นนํ้าตาล 
กลูโคส 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใต้ภาวะที่ใช้ทดสอบ (พรเทพ, 2538; Benoit et al., 1992)

นั้นคือ
1 หน่วยของเอนไซม์ = 1 น mole ของซับสเตรทที่ถูกย่อยในเวลา 1 นาที

= 1 น mole ของกลูโคสที่ถูกปล่อยออกมาในเวลา 1 นาที 
ะ= 0.180 มิลลิกรัมกลูโคสที่ถูกปล่อยออกมาในเวลา 1 นาที 

ถ้า 0.180 มิลลิกรัมกลูโคสที่ถูกปล่อยออกมาในเวลา 1 นาที มีค่า 1 หน่วย
1.000มิลลิกรัมกลูโคสที่ถูกปล่อยออกมาในเวลา 1 0 นาที มีค่า 1 หน่วย

(0.180X 10)
มีค่า 0.555 หน่วย

LKI
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สมมุติปลดปล่อยกลูโคส X มิลลิกรัม ใน 10 นาที มีค่า = (X) X (0.555) หน่วย
จากการทดลองใช้เอนไซม์0.5 มิลลิลิตร = (X) X (0.555) หน่วย
ถ้า'ใช้เอนไซม์1 .0มิลลลดร = (X) X (0.555) หน่วย

0.5
หรอ = (มิลลิกรัมกลูโคส) X (0.555) หน่วย/มิลลิลิตร

มิลลิลิตรของเอนไซม์

กราฟมาตรฐานของน ํ้าตาลกล ูโคส

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

กลูโคส (นิลลิกรัม/มิลลิลิตร)

ภาพที่ 5 กราฟมาตรฐานของนํ้าตาลกลูโคส
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