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บทคดัย่อ 

 

งานวิจยัน้ีศึกษาการแยกและคดัเลือกแบคทีเรียท่ีมีศกัยภาพในการย่อยสลายสารชีวมวลและศึกษา
คุณสมบติัของเอนไซม์เชิงซ้อนท่ีแบคทีเรียดงักล่าวผลิตข้ึนภายใตส้ภาวะปราศจากออกซิเจนและ
อุณหภูมิสูง โดยท าการคดัแยกเช้ือจากแหล่งตวัอย่างต่างๆ ไดแ้ก่ ดิน ของเสีย และเศษวสัดุเหลือใช้
ทางการเกษตรต่างๆ ภายในประเทศไทย จากตวัอยา่งจ านวนทั้งส้ิน 150 ตวัอยา่งท่ีน ามาเพาะเล้ียงใน
อาหาร basal medium ท่ีมีเปลือกขา้วโพดเป็นแหล่งคาร์บอนพบวา่ NKP เป็นกลุ่ม enrichment culture 
ท่ีสามารถย่อยสลายเปลือกข้าวโพดได้สูงสุด และจากการตรวจสอบพบว่า NKP ประกอบด้วย
แบคทีเรียสองชนิดอยู่ร่วมกนั (co-culture) ซ่ึงสามารถแยกแบคทีเรียสองสายพนัธ์ุได้แก่ สายพนัธ์ุ 
NKP-2 และสายพนัธ์ุ NOI-1 ออกจากตวัอยา่ง NKP โดยอาศยัคุณสมบติัการใชแ้หล่งคาร์บอนในการ
เจริญเติบโตได้ต่างกัน โดยพบว่าแบคทีเรียสายพนัธ์ุ NKP-2 สามารถเจริญเติบโตในอาหารท่ีมี
เซลลูโลสเป็นแหล่งคาร์บอนไดเ้ป็นอยา่งดีแต่เจริญเติบโตในอาหารท่ีมีไซแลนเป็นแหล่งคาร์บอนได้
ชา้ (2-5 สัปดาห์) ในขณะท่ีแบคทีเรียสายพนัธ์ุ NOI-1 สามารถเจริญเติบโตในอาหารท่ีมีไซแลนเป็น
แหล่งคาร์บอนไดเ้ป็นอยา่งดีแต่ไม่สามารถเจริญเติบโตในอาหารท่ีมีเซลลูโลสเป็นแหล่งคาร์บอนได ้
ดงันั้นในการศึกษาคร้ังน้ีจึงสามารถแยกแบคทีเรียทั้งสองออกจากกันได้ หลังจากการคดัแยกได้
แบคทีเรียบริสุทธ์ิสองสายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ สายพนัธ์ุ NKP-2 และสายพนัธ์ุ NOI-1 เม่ือน าไปตรวจสอบ
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ล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA พบว่าแบคทีเรียสายพนัธ์ุ NKP-2 คลา้ยคลึงกบั Clostridium 
thermocellum ร้อยละ 99 และสายพันธ์ุ  NOI-1 คล้ายคลึงกับ  Thermoanaerobacterium 
thermosaccharolyticum ร้อยละ 99 ดงันั้นสายพนัธ์ุ NKP-2 และสายพนัธ์ุ NOI-1 จึงถูกเรียกว่า C. 
thermocellum สายพนัธ์ุ NKP-2 และ T. thermosaccharolyticum สายพนัธ์ุ NOI-1 ตามล าดับ 
นอกจากนั้นแบคทีเรียทั้งสองสายพนัธ์ุยงัถูกตรวจสอบความบริสุทธ์ิโดยอาศยั primer ท่ีมีความจ าเพาะ
กบัแต่ละสายพนัธ์ุ พบวา่ทั้งสองสายพนัธ์ุมีความบริสุทธ์ิ ตรวจสอบคุณลกัษณะของแบคทีเรียทั้งสอง
สายพนัธ์ุ พบว่าแบคทีเรียทั้งสองเจริญเติบโตไดดี้ภายใตส้ภาวะปราศจากออกซิเจนและอุณหภูมิสูง  
เป็นแกรมบวก มีรูปร่างเป็นท่อน สร้างสปอร์ได้และเจริญเติบโตได้ดีท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียสและพีเอช 6.0 จากนั้นท าการเพาะเล้ียงแบคทีเรียทั้งสองสายพนัธ์ุแบบเด่ียวในอาหารท่ีมี
เปลือกขา้วโพดเป็นแหล่งคาร์บอน เม่ือท าการตรวจสอบเอนไซมท่ี์ถูกผลิตข้ึน พบวา่ทั้งสองสายพนัธ์ุ
ผลิตเอนไซม์เซลลูโลไลติกและไซลาโนไลติกไดต่้างกนั โดยสายพนัธ์ุ NKP-2 ผลิตเอนไซม์ท่ีย่อย
โครงสร้างหลกัของสายเซลลูโลสและไซแลนเป็นหลกัไดแ้ก่ คาร์บอกซีเมททิลเซลลูเลส อะไวซิเลส 
และไซลาเนส  ในขณะท่ีสายพนัธ์ุ NOI-1 ผลิตเอนไซม์ท่ียอ่ยโครงสร้างสายสั้นของเซลลูโลสและไซ
แลนและ/หรือ ก่ิงกา้นของไซแลนไดแ้ก่ เซลโลไบโอไฮโดรเลส เบตา้กลูโคซิเดส เบตา้ไซโลซิเดส 
แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟูราโนซิเดส และอะซิติลเอสเทอเรส เม่ือศึกษาการท างานร่วมกนัของเอนไซม์
จากทั้งสองสายพนัธ์ุ  พบวา่การใชเ้อนไซมผ์สมสามารถเพิ่มการยอ่ยสลายเปลือกขา้วโพดไดสู้งข้ึนถึง 
2.8 เท่าท่ีเวลา 3 ชั่วโมง นอกจากน้ีได้ท าการเพาะเล้ียงแบคทีเรียทั้งสองสายพนัธ์ุร่วมกัน พบว่า
สามารถเพิ่มอตัราการยอ่ยสลายเปลือกขา้วโพด อตัราการเจริญเติบโต และผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ากการหมกั 
(แอลกอฮอล์ บิวทานอล กรดอะซิติก กรดบิวทีริก ก๊าซไฮโดรเจนและก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์) 
สูงข้ึนเม่ือเทียบกับการเพาะเล้ียงแบคทีเรียทั้ งสองสายพนัธ์ุแบบเด่ียวๆ ดังนั้ นแสดงให้เห็นว่า
พฤติกรรมการอยูร่่วมกนัของแบคทีเรียทั้งสองสายพนัธ์ุน้ี จดัเป็นรูปแบบหน่ึงของการพึ่งพาอาศยัซ่ึง
กนัและกนั โดยมีการท างานร่วมกันในการย่อยสลายสารชีวมวลให้ได้น ้ าตาลเพื่อน ามาใช้ในการ
ด ารงชีวติอยูใ่นธรรมชาติ 

 

ส่ิงท่ีน่าสนใจจากการศึกษาก่อนหนา้น้ี พบวา่ยงัไม่มีรายงานวา่ T. thermosaccharolyticum สามารถ
ผ ลิ ต เ อนไซม์ เ ชิ ง ซ้ อนได้   ดั ง นั้ น ง านวิ จัย น้ี จึ ง สนใ จ ศึ กษ า เ อนไซม์ เ ชิ ง ซ้ อนจ าก  T. 
thermosaccharolyticum สายพนัธ์ุ NOI-1 โดยเพาะเล้ียงในอาหารท่ีมีไซแลน (oat spelt xylan) เป็น
แหล่งคาร์บอน เอนไซมท่ี์ผลิตในน ้ าเล้ียงถูกใชเ้ป็นเอนไซมห์ยาบเพื่อท าการศึกษาต่อไป และจากการ
ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมพ์บวา่เอนไซมห์ยาบแสดงกิจกรรมของเอนไซมไ์ซลาเนส เบตา้ไซโล
ซิ เดส แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟูราโนซิ เดส อะซิติลเอสเทอเรส เซลโลไบโอไฮโดรเลส  
และเบตา้กลูโคซิเดส แต่ไม่พบกิจกรรมของเอนไซมเ์อนโดเซลลูเลส เอนไซมห์ยาบสามารถท างานได้
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ในช่วงพีเอชและอุณหภูมิกวา้ง โดยท างานไดดี้ท่ีสุดท่ีพีเอช 6.0 และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสและ
เม่ือตรวจสอบดว้ยกลอ้ง scanning electron microscope (SEM) พบว่าแบคทีเรียสายพนัธ์ุ NOI-1
สามารถยดึเกาะกบัไซแลนท่ีไม่ละลายน ้าและเซลลูโลส (อะไวเซล) ไดดี้  ดงันั้นจึงท าการแยกเอนไซม์
เชิงซ้อนออกจากเอนไซม์หยาบโดยใชเ้ทคนิค affinity chromatography ซ่ึงยึดเกาะอยา่งจ าเพาะกบั
เซลลูโลสร่วมกบั Sephacryl S-300 gel filtration chromatography พบวา่เอนไซมเ์ชิงซ้อนท่ีแยกได้มี
ขนาดประมาณ 1,200 กิโลดาลตนั เม่ือตรวจสอบรูปแบบของโปรตีนและกิจกรรมของเอนไซม์โดยใช้
เทคนิค native-PAGE,  native-zymogram, SDS-PAGE และ SDS-zymogram พบว่ามีโปรตีนเพียง
กลุ่มเดียวและแสดงกิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสในรูปแบบธรรมชาติ (เม่ือตรวจสอบดว้ยเทคนิค 
native-PAGE และ native-zymogram) ซ่ึงโปรตีนกลุ่มน้ีประกอบดว้ยโปรตีนหน่วยยอ่ยอยา่งนอ้ย 21 
ชนิด และไซลาเนสอย่างน้อย 5 ชนิด (เม่ือตรวจสอบดว้ยเทคนิค SDS-PAGE และ SDS-zymogram
ตามล าดบั) นอกจากน้ีเอนไซมเ์ชิงซ้อนยงัแสดงกิจกรรมของเอนไซมเ์บตา้ไซโลซิเดส แอลฟา-แอล-
อะราบิโนฟูราโนซิเดส เบตา้กลูโคซิเดส และเซลโลไบโอไฮโดรเลส จากการตรวจสอบประสิทธิภาพ
การย่อย พบว่าเอนไซม์เชิงซ้อนท่ีแยกได้มีประสิทธิภาพสูงในการย่อยสลายไซแลนและเปลือก
ขา้วโพดซ่ึงงานวจิยัน้ีเป็นการรายงานคร้ังแรกท่ีศึกษาเก่ียวกบัเอนไซมเ์ชิงซ้อนท่ีผลิตจากแบคทีเรียใน
จีนัส Thermoanaerobacterium โดยเอนไซม์เชิงซ้อนสายพนัธ์ุ NOI-1 ท่ีผลิตข้ึนน้ีจดัเป็นเอนไซม์
เชิงซอ้นท่ีปราศจากเอนโดเซลลูเลส 

 

ค ำส ำคัญ: การเพาะเล้ียงร่วมกนั/ แบคทีเรียไม่ตอ้งการออกซิเจนและทนอุณหภูมิสูง/ พฤติกรรมการอยู่
ร่วมกนั/ เอนไซม์เชิงซ้อนท่ีปราศจากเอนโดเซลลูเลส/ เอนไซม์เซลลูโลไลติก-ไซลาโนไลติก/ 
Clostridium thermocellum/ Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum 

 

 

 

 

 

 

 

 


