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จากเช้ือแบคทีเรียแกรมบวกสร้างสปอร์จาํนวน 180 สายพนัธ์ุท่ีนาํมาทดสอบความสามารถในการยอ่ยสลาย

ไซแลน พบวา่ B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 มีสามารถในการผลิตเอนไซมเ์บตา้

ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสไดสู้งสุด 10.7 และ 7.9 หน่วยต่อมิลลิลิตร ในอาหารเหลวซ่ึงมีฟางขา้วท่ีผ่านการปรับ

สภาพดว้ยด่างเป็นองคป์ระกอบ ตามลาํดบั เม่ือศึกษาเปรียบทียบผลของแหล่งคาร์บอนต่อการเหน่ียวนาํการสงัเคราะห์

เอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสจากเช้ือ B. pumilus DMKUB39 ท่ีแยกไดแ้ละเช้ือ M.siamensis DMKUA245T  ซ่ึงเป็นเช้ือ

สายพนัธ์ุใหม่ท่ีมีการรายงานการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสมาก่อนหน้าน้ี พบวา่  ไซแลนสามารถเหน่ียวนาํการ

ผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสไดสู้งสุด 17.7 และ 9.4 หน่วยต่อมิลลิลิตร ตามลาํดบั  เม่ือเติมกลูโคสลงในอาหารท่ีมีไซ

แลนเป็นแหล่งคาร์บอนหลงัการเพาะเล้ียงเช้ือ B. pumilus DMKUB39 เป็นเวลา 3 วนั พบวา่การผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซ

ลาเนสเพ่ิมข้ึน 1.1 เท่า ส่วนการเติมแมนนิทอลในอาหารที่มีไซแลนเป็นแหล่งคาร์บอนหลงัการเพาะเล้ียงเช้ือ 

M.siamensis DMKUA245T เป็นเวลา 3 วนั พบวา่การผลิตเอนไซมไ์ซลาเนสเพิ่มข้ึนถึง 1.8 เท่า ในขณะท่ีการเติม

ไซโลสมีผลให้การผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสของเช้ือ B. pumilus DMKUB39 และ M.siamensis DMKUA245T 

ลดลง 1.3 และ 1.1 เท่า ตามลาํดบั เม่ือศึกษาปัจจยัและค่าท่ีเหมาะสมต่อผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิ

เดสของเช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 โดยใชก้ารออกแบบการทดลอง 

Plackett-Burman central composite design และ  response surface methodology (RSM) พบวา่ค่าท่ีเหมาะสมต่อการ

ผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสคือ ฟางขา้ว 18.7 กรัมต่อลิตร, peptone 2.0 กรัมต่อลิตร, MgSO4·7H2O 0.3 กรัมต่อลิตร 

และพีเอชเร่ิมตน้เท่ากบั 8.3 โดยผลิตเอนไซมบ์ตา้ไซลาเนสสูงสุดเท่ากบั 21.1 หน่วยต่อมิลลิลิตร ส่วนค่าท่ีเหมาะสม

ต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซโลซิเดสคือ ฟางขา้ว  20.1 กรัมต่อลิตร, peptone 2.0 กรัมต่อลิตร, MgSO4·7H2O 0.28 กรัม

ต่อลิตร และพีเอชเร่ิมตน้เท่ากบั 8.03 โดยผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซโลซิเดสสูงสุดเท่ากบั 31.2 หน่วยต่อมิลลิลิตร เม่ือขยาย

การผลิตเอนไซม์ในถงัหมกัแบบกวนขนาด 1 ลิตรโดยใชสู้ตรท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์แต่ละชนิด พบว่า

กิจกรรมของเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสเพ่ิมข้ึนเท่ากบั 49.3 และ 46.1 หน่วยต่อมิลลิลิตร ตามลาํดบั 

และพบวา่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสคือ 50 และ 55 องศา

เซลเซียส และพีเอชเท่ากบั 5.5 และ 5.0 ตามลาํดบั เอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสมีความคงทนพีเอชระ

หวา่ง 5.0-11.0 และ 4.5-11.0 ตามลาํดบั และกิจกรรมของเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซลาเนสยงัคงเหลือเม่ือบ่ม

เอนไซมท่ี์อุณหภูมิ 65 และ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง  
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From 180 Gram’s positive spore forming bacteria, B. pumilus DMKUB39 and B. amyloliquefaciens 

DMKUB24 were selected as its highest producers of ß-xylanase (10.7 U/ml) and ß-xylosidase (7.9 U/ml), 

respectively idn the liquid medium containing alkaline treated rice straw. The effect of diffent carbon source on the 

ß-xylanase induction was investigated by the selected isolate of B. pumilus DMKUB39 and M. siamensis 

DMKUA245T which a novel specie of produced ß-xylanase. Xylan was found to be the best inducer on the         

ß-xylanase production yielded 17.7 and 9.4 U/ml, respectively. The addition of glucose to the xylan medium 

affected the increase of ß-xylanase production with 1.1 fold increased by B. pumilus DMKUB39. While the 

addition of manitol to the xylan medium affected an increase of ß-xylanase production with 1.8 fold increased by 

M. siamensis DMKUA245T. In contrast, the addition of xylose to the xylan medium resulted in a decrease of       

ß-xylanase production with 1.3 and 1.1 fold by B. pumilus DMKUB39 and M. siamensis DMKUA245T, 

respectively. To optimize the production of ß-xylosiase and ß-xylanase, the mixed culture strains of B. pumilus 

DMKUB39 and B. amyloliquefaciens DMKUB24 were investigated using Plackett–Burman (PB) experimental 

design, central composite design (CCD) and response surface methodology (RSM). The optimized medium for      

ß-xylanase production consisted of (g/l): NaOH-pretreated rice straw, 18.7; peptone, 2.0; MgSO4.7H2O, 0.3 and 

initial pH 8.3 could enhance ß-xylanaseproduction to 21.1 U/ml. The optimized medium for ß-xylosidase 

production consisted of (g/l): NaOH-pretreated rice straw, 20.1; peptone, 2.0; MgSO4.7H2O, 0.28 and initial pH 

8.03 could enhance ß-xylosidase production to 31.2 U/ml. The maximal ß-xylanase and ß-xylosidase production of 

49.3 and 46.1 U/ml in a 1L stirrer fermentor were obtained from the optimized medium of each enzyme production. 

The optimum temperatureof ß-xylanase and ß-xylosidase were 50 and 55°C, respectively. The optimum pH of        

ß-xylanase and ß-xylosidase were 5.0 and 5.5, respectively. The ß-xylanase and ß-xylosidase were stable at 

temperature of 65 and 60°C and pH of 5.0-11.0 and 4.5-11.0, respectively. However, the ß-xylanase and                

ß-xylosidase activity remained when kept at 75 °C and 70 °C for 1 h.  
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10 กิจกรรมของเอนไซม ์เบตา้ไซลาเนสที ่ผลิตจากเชื้อแบคทีเ รีย  M. 

siamnensis DMKUA245T เมื่อเล้ียงในอาหารเหลวที่มีแหล่งคาร์บอน

ชนิดต่าง ๆ ในสภาพเขย่า 

 

 

50 

11 กิจกรรมของเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซลาเนสจากการเพาะเล้ียง

เช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 

และปริมาณเซลล์ในแต่ละการทดลองท่ีออกแบบโดยวธีิ Plackett-Burman    

 

 

58 



 (3) 

สารบัญตาราง (ต่อ) 

 

ตารางที ่  หน้า 

   

12 ผลวเิคราะห์ทางสถิติจากการออกแบบการทดลองดว้ยวธีิ Plackett-Burman 

โดยการศึกษาปัจจยัต่าง ๆ 9 ปัจจยั ต่อผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสจากเช้ือ

ผสมระหวา่ง B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens 

DMKUB24   

 

 

 

59 

13 ผลวิเคราะห์ทางสถิติโดยใช้วิธี Plackett-Burman ออกแบบการทดลองต่อ

การผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซโลซิเดสจากเช้ือผสมของB. pumilus DMKUB39 

และ B. amyloliquefaciens DMKUB24            

 

 

60 

14 ปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสจาก

เช้ือผสมระหวา่ง B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens 

DMKUB24         

 

 

61 

15 การกาํหนดระดับของแต่ละปัจจยัท่ีศึกษาโดยวางแผนการทดลองแบบ 

Central composite design (CCD)   

 

62 

16 ผลของการวเิคราะห์กิจกรรมเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดส 

ของเช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens 

DMKUB24 ในแต่ละการทดลอง โดยใชก้ารออกแบบการทดลอง central 

composite design  

 

 

 

63 

17 การวเิคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ของการวเิคราะห์การถดถอยเชิง

พหุคูณ  

 

65 

18 ค่าการวเิคราะห์สัมประสิทธ์ิของสมการการถดถอยต่อการผลิตเอนไซม์

เบตา้ไซลาเนส  

 

66 

19 ค่าการวเิคราะห์สัมประสิทธ์ิของสมการการถดถอยต่อการผลิตเอนไซม์

เบตา้ไซโลซิเดส  

 

68 

20 ผลการวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซมก์บัค่าทาํนายกิจกรรมของเอนไซม์

เบตา้ไซลาเนสในแต่ละการทดลอง  

 

72 

                                                                                                             
 



 (4) 

สารบัญตาราง (ต่อ) 

ตารางที ่   

   

21 การผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสจากเช้ือผสมระหวา่ง 

B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 

 

82 

 

ตารางผนวกที่  

   

ก1 กิจกรรมของเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสจากเช้ือ B. pumilus DMKUB39    

ในแต่ละการทดลองท่ีออกแบบโดยวธีิ Plackett-Burman  

 

106 

ก2 ผลวิเคราะห์ทางสถิติจากการออกแบบการทดลองด้วยวิธี  Plackett-

Burman โดยการศึกษาปัจจยัต่าง ๆ 9 ปัจจัยต่อการผลิตเอนไซม ์          

เบตา้ไซลาเนสจากเช้ือ B. pumilus DMKUB39 

 

 

107 

ก3 ผลของการวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนส ของเช้ือ B. pumilus 

DMKUB39 ในแต่ละการทดลอง โดยใชว้ิธี Central composite design 

ออกแบบการทดลอง 

 

 

109 

ก4 การวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ของการวิเคราะห์การถดถอย  

เชิงพหุคูณ 

 

110 

ก5 ค่าการวิเคราะห์สัมประสิทธ์ิของสมการการถดถอยต่อการผลิตเอนไซม์

เบตา้ไซลาเนส 

 

111 

ก6 ผลการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซมก์บัค่าทาํนายกิจกรรมของเอนไซม์

เบตา้ไซลาเนสในแต่ละการทดลอง 

 

114 

ก7 รหสัของเช้ือแบคทีเรียกลุ่มแกรมบวกสร้างสปอร์ จาํนวน 180 สายพนัธ์ุท่ี

ใชใ้นการทดลอง 

 

120 



 

(5) 

สารบัญภาพ 
 

ภาพที ่  หน้า 

   

1 โครงสร้างไซแลนในไมเ้น้ืออ่อน (A) ไมเ้น้ือแขง็ (B) พืชตะกลูหญา้ (C) 8 

2 ตาํแหน่งท่ีเอนไซมเ์ขา้ยอ่ยพนัธะในโครงสร้างไซแลนเอนไซมท่ี์ยอ่ยโครง 

สร้างหลกัของไซแลนแบบสุ่มและเอนไซม์ท่ีย่อยโซ่ดา้นขา้งของไซแลน 

(A) เอนไซมท่ี์ยอ่ยท่ีตาํแหน่งปลายโมเลกุลของโครงสร้างหลกัไซแลน (B) 

 

 

10 

3 แสดงส่ิงทดลอง (design points) สาํหรับสมการกาํลงัสอง 21 

4 ผลการทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสและเบตา้

ไซโลซิเดสของเช้ือแบคทีเรีย 20 สายพนัธ์ุ ในอาหารเหลวท่ีมีฟางขา้วเป็น

องคป์ระกอบ 

 

 

44 

5 ผลการทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสและเบตา้

ไซโลซิเดสของเช้ือเด่ียวสายพนัธ์ุ DMKUB24 สายพนัธ์ุ DMKUB39 และ

เช้ือผสมระหว่างสองสายพนัธ์ุ ในอาหารเหลวซ่ึงมีฟางขา้วท่ีผา่นการปรับ

สภาพดว้ยด่างเป็นองคป์ระกอบ     

 

 

 

44 

6 ลกัษณะโคโลนีของเช้ือแบคทีเรียสายพนัธ์ุ DMKUB24 และ DMKUB39 ท่ี

เล้ียงบนอาหาร NA medium    

 

45 

7 ความสัมพนัธ์เชิงวิวฒันาการของเช้ือแบคทีเรียสายพนัธ์ุ DMKUB24 และ 

DMKUB39 

 

46 

8 SDS-PAGE และ active-PAGE ของเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสจากเช้ือ B. 

pumilus DMKUB39 (A) และ M. siamensis DMKUA245T (B) ท่ี

เพาะเล้ียงในอาหารเหลวท่ีมีแหล่งคาร์บอนชนิดต่าง ๆ   

 

 

53 

9 ผลการเติมนํ้าตาลชนิดต่าง ๆ ลงในอาหารไซแลนต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้

ไซลาเนสของเช้ือ B. pumilus DMKUB39 (A) และ M.siamensis 

DMKUA245T(B) ภายหลงัการเพาะเล้ียงในอาหารไซแลนเป็นเวลา 3 วนั 

 

 

55 

10 แหล่งไนโตรเจนชนิดต่าง ๆ ต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนส (A) 

และเบตา้ไซโลซิเดส (B) ระหวา่งเช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ 

B. amyloliquefaciens DMKUB24   

 

 

57 

 



 

(6) 

สารบัญภาพ (ต่อ) 

ภาพที ่  หน้า 

   

11 Normal probability plot ของค่าความคลาดเคล่ือนต่อการผลิตเอนไซม ์

เบตา้ไซลาเนสจากเช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ                              

B. amyloliquefaciens DMKUB24 

 

 

69 

12 Normal probability plot ของค่าความคลาดเคล่ือนต่อการผลิตเอนไซม ์

เบตา้ไซโลซิเดสจากเช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ                            

B. amyloliquefaciens DMKUB24 

 

 

70 

13 Scatter plot ของค่าความคลาดเคล่ือนกบัค่าทาํนายต่อการผลิตเอนไซม์

เบตา้ไซลาเนสของเช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ                       

B. amyloliquefaciens DMKUB24    

 

 

71 

14 Scatter plot ของค่าความคลาดเคล่ือนกบัค่าทาํนายต่อการผลิตเอนไซม์

เบตา้ไซโลซิเดสของเช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ                        

B. amyloliquefaciens DMKUB24    

 

 

71 

15 ความสัมพนัธ์ระหวา่งกิจกรรมของเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสท่ีไดจ้ากการ

ทดลองและค่าทาํนายของเช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ                 

B. amyloliquefaciens DMKUB24 

 

 

74 

16 ความสัมพนัธ์ระหวา่งกิจกรรมของเอนไซมเ์บตา้ไซโลซิเดสท่ีไดจ้ากการ

ทดลองและค่าทาํนายของเช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ                  

B. amyloliquefaciens DMKUB24    

 

 

74 

17 กราฟพื้นผวิตอบสนองและคอนทวัร์แสดงปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งฟางขา้วท่ี

ผา่นการปรับสภาพดว้ยด่างและ peptone (A) ฟางขา้วท่ีผา่นการปรับสภาพ

ดว้ยด่างและ MgSO4·7H2O  (B) ฟางขา้วท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยด่างและ

พีเอชเร่ิมตน้ (C) peptone และ MgSO4·7H2O (D) peptone และพีเอชเร่ิมตน้ 

(E) MgSO4·7H2O และพีเอชเร่ิมตน้ (F) ต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ 

ไซลาเนสจากเช้ือผสมระหวา่ง B. pumilus DMKUB3 และ B. 

amyloliquefaciens DMKUB24   

 

 

 

 

 

 

76 
 



 

(7) 

สารบัญภาพ (ต่อ) 

 
 

 
 

ภาพที ่  หน้า 

   

18 กราฟพื้นผวิตอบสนองและคอนทวัร์แสดงปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งฟางขา้วท่ี

ผา่นการปรับสภาพดว้ยด่างและ peptone (A) ฟางขา้วท่ีผา่นการปรับสภาพ

ดว้ยด่างและ MgSO4·7H2O (B) ฟางขา้วท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยด่างและ 

พีเอชเร่ิมตน้(C) peptone และ MgSO4·7H2O (D) peptone และพีเอชเร่ิมตน้ 

(E) MgSO4·7H2O และพีเอชเร่ิมตน้ (F) ต่อการผลิตเอนไซม ์                                

เบตา้ไซโลซิเดสจากเช้ือผสมระหวา่ง B. pumilus DMKUB39                      

และ B. amyloliquefaciens DMKUB24  

 

 

 

 

 

 

78 

19 เปรียบเทียบการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสจากเช้ือ

ผสม ในถงัหมกัแบบกวนโดยใชสู้ตรอาหารท่ีเหมาะสมต่อการผลิต

เอนไซมเ์บตา้ไซโลซิเดส (A) และ สูตรอาหารท่ีเหมาะสมต่อการผลิต

เอนไซมเ์บตา้ไซลาเนส (B) ท่ีมีอตัราการให้อากาศเท่ากบั 1 ปริมาตรอากาศ

ต่อปริมาตรอาหารต่อนาที และอตัราการกวนเท่ากบั 200 รอบต่อนาที   

 

 

 

 

81 

20 ผลของอุณหภูมิต่อการทาํงานของเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและ                        

เบตา้ไซโลซิเดสท่ีผลิตจากเช้ือผสมของ B. pumilus DMKUB39               

และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 

 

 

83 

21 ผลของพีเอชต่อการทาํงาน ของเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและ                         

เบตา้ไซโลซิเดสท่ีผลิตจากเช้ือผสมของ B. pumilus DMKUB39  

และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 

 

 

84 

22 ผลของอุณหภูมิต่อความคงทนของเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและ                     

เบตา้ไซโลซิเดสท่ีผลิตจากเช้ือผสมของ B. pumilus DMKUB39  

และ B. amyloliquefaciens DMKUB24   

 

 

85 

23 ผลของพีเอชต่อความคงทนของเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและ                                

เบตา้ไซโลซิเดสไท่ีผลิตจากเช้ือผสมของ B. pumilus DMKUB39                     

และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 

 

 

86 



 

(8) 

สารบัญภาพ (ต่อ) 

ภาพผนวกที่ หน้า 

   

ก1 ผลของแหล่งไนโตรเจนชนิดต่าง ๆ ต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนส  

ของเช้ือ B.  pumilus DMKUB39 

 

106 

ก2 Normal probability plot ของค่าความคลาดเคล่ือน 113 

ก3 Scatter plot ของค่าความคลาดเคล่ือนกบัค่าทาํนาย 114 

ก4 ความสัมพนัธ์ระหว่างกิจกรรมของเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสท่ีได้จากการ

ทดลองและค่าทาํนาย 

 

116 

ก5 กราฟพื้นผิวตอบสนองและคอนทวัร์แสดงปฏิสัมพนัธ์ระหว่างฟางขา้วท่ี

ผา่นการปรับสภาพดว้ยด่างและ CoCl2·6H2O ต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ 

ไซลาเนสจากเช้ือ B. pumilus DMKUB39 

 

 

117 

ก6 กราฟพื้นผิวตอบสนองและคอนทวัร์แสดงปฏิสัมพนัธ์ระหว่างฟางขา้วท่ี

ผ่านการปรับสภาพด้วยด่างและพีเอชเร่ิมต้นต่อการผลิตเอนไซม์เบต้า   

ไซลาเนสจากเช้ือ B. pumilus DMKUB39 

 

 

118 

ก7 กราฟพื้ นผิวตอบสนอง และคอนทัว ร์แสดงปฏิ สัมพันธ์ ระหว่า ง 

CoCl2·6H2O และพีเอชเร่ิมตน้ต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสจากเช้ือ 

B. pumilus DMKUB39 

 

 

119 

ก8 การผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสจากเช้ือ B. pumilus DMKUB39 ก่อน 

(■) และ หลงั (▲) การศึกษาหาค่าท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้

ไซลาเนส 

 

 

120 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



การเหน่ียวนําเอนไซม์ไซลาเนสจากเช้ือ Bacillus pumilus DMKUB39 และ

Microbispora siamensis DMKUA 245T และการผลติเอนไซม์ย่อยสลายไซแลนจาก 

เช้ือผสมระหว่าง Bacillus pumilus DMKUB39 และ Bacillus amyloliquefaciens 

DMKUB24 โดยใช้ฟางข้าวเป็นวตัถุดิบ 

 

Induction of Xylanase in Bacillus pumilus DMKUB39 and Microbispora siamensis 

DMKUA 245T and Production of Xylan-Degrading Enzymes by Bacillus pumilus 

DMKUB39 and Bacillus amyloliquefaciens DMKUB24 using  

Rice Straw as Raw Material 

 

คาํนํา 

 

เน่ืองมาจากประชากรส่วนใหญ่ในประเทศไทยประกอบอาชีพทางเกษตรกรรม ดงันั้นใน

แต่ละปีวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรจึงมีจาํนวนเพิ่มมากข้ึนโดยเฉพาะวสัดุเหลือทิ้งจากการปลูกขา้ว

ซ่ึงเป็นพืชหลกัของประเทศ จากสถิติการผลิตการเกษตรในกลุ่มขา้วปีเพาะปลูก 2555/57 ประเทศ

ไทยมีเน้ือท่ีเพาะปลูกขา้ว 64.66 ลา้นไร่ (ศูนยส์ถิติการเกษตร, 2557) ฟางขา้วจึงเป็นวสัดุเหลือทิ้งท่ีมี

อยูม่ากมาย แต่ยงัไม่มีการนาํไปใชป้ระโยชน์อยา่งมีประสิทธิภาพ เกษตรกรมกันาํฟางขา้วไปเป็น

แหล่งอาหารเพื่อใช้เพาะเล้ียงเห็ด ทาํปุ๋ยหมกัและใช้เล้ียงเช้ือจุลินทรียเ์พื่อใช้แหล่งอาหารโปรตีน

สําหรับเป็นอาหารสัตว ์(Han, 1978; George, 1983; Laukevics et al., 1984; Lynch, 1988; Sarnklong 

et al., 2010) อยา่งไรก็ตามยงัมีฟางขา้วจาํนวนท่ีเหลือเกษตรกรมกักาํจดัโดยการเผาทิ้ง (พิทยากร, 

2531) รวมถึงในหลาย ๆ ประเทศหลงัการเก็บเก่ียวผลผลิตทางการเกษตรแลว้ก็จะเผาเศษวสัดุเหลือ

ทิ้งทางการเกษตรก่อให้เกิดปัญหาส่ิงแวดลอ้มตามมา (Givens, 1996; Samar et al., 1999; Abdulla 

and El-Shatoury, 2007; Binod et al., 2010)  

 

ฟางขา้วมีสารประกอบประเภทลิกโนเซลลูโลสซ่ึงมีองค์ประกอบสําคญั ไดแ้ก่ เซลลูโลส       

เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน และสารอินทรีย ์ในฟางขา้วองคป์ระกอบส่วนใหญ่จะมีปริมาณแตกต่าง

กนัในแต่ละประเทศ ข้ึนอยูก่บัอายุ สภาวะแวดลอ้มในการเจริญ สภาพทางสรีรวิทยา รวมทั้งวิธีการ

ท่ีใช้วิเคราะห์ แต่องค์ประกอบของผนงัเซลล์ค่อนขา้งคงท่ี คือ เซลลูโลส 30-51 เปอร์เซ็นต์ เฮมิ

เซลลูโลส 6-28 เปอร์เซ็นต ์และลิกนิน 4-10 เปอร์เซ็นต ์ของนํ้ าหนกัแห้ง (Doyle, 1986) โดยส่วนท่ี
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เป็นเฮมิเซลลูโลสนั้นมีองคป์ระกอบท่ีสําคญัคือนํ้ าตาลไซโลสซ่ึงมีประมาณ 13.9 เปอร์เซ็นต ์(โดย 

นํ้าหนกัแหง้) ของนํ้าหนกัทั้งหมดซ่ึงอยูใ่นรูปของไซแลน (ศุภกิจและคณะ, 2538) จากองคป์ระกอบ

ดงักล่าว แสดงให้เห็นว่าฟางขา้วเป็นวตัถุดิบท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมท่ี์มีความสําคญั เช่น 

กลูโคสไอโซเมอเรส (Chen and Anderson, 1980) และเอนไซม์ยอ่ยสลายไซแลนเช่น เอนไซม ์     

ไซลาเนส เป็นตน้ (Kapoor et al., 2008; Cao et al, 2008) มีการนาํเอนไซมย์อ่ยสลายไซแลนไปใช้

ประโยชน์ในดา้นต่าง ๆ เช่น การฟอกขาวในกระบวนการผลิตเยื่อกระดาษ การลดความหนืดของ

อาหารสัตว ์และอุตสาหกรรมอาหาร รวมถึงการยอ่ยสลายไซแลนให้เป็นนํ้ าตาลไซโลส และไซโล

โอลิโกแช็กคาร์ไรดท่ี์มีประโยชน์ต่ออุตสาหกรรมหลายชนิด  

 

 การพฒันากระบวนการผลิตและศึกษาสมบติัของเอนไซม์นั้นมีความจาํเป็นสําหรับการ

นาํเอนไซม์ไปประยุกตใ์นระดบัอุตสาหกรรม สําหรับวิธีดั้งเดิมท่ีนาํมาใชใ้นการศึกษาสูตรอาหาร

และสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตนั้นทาํโดยการศึกษาทีละปัจจยั (one factor at a time) ในขณะท่ี

กาํหนดใหปั้จจยัอ่ืนคงท่ี วธีิน้ีไม่เหมาะสาํหรับนาํมาใชใ้นกรณีท่ีมีหลายปัจจยั การศึกษาดว้ยวิธีน้ีไม่

เพียงแต่ใช้เวลาในการศึกษานาน แต่ยงัไม่สามารถหาจุดท่ีเหมาะสม รวมทั้งไม่สามารถอธิบาย

ปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งปัจจยัได ้(Liu and Tzeng, 1998; Weuster-Botz, 2000) สําหรับขอ้จาํกดัของวิธี

ดงักล่าวสามารถหลีกเล่ียงไดโ้ดยใชว้ิธีทางสถิติ โดยการออกแบบการทดลองทางสถิตินั้นสามารถ

ใชอ้ธิบายปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งปัจจยัท่ีต่างกนัได ้(Liu และ Tzeng, 1998) และวิธีดงักล่าวไดมี้การ

นํามาประยุกต์ในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของกระบวนการหมักในการเพาะเล้ียงแบคทีเรีย 

(Weuster-Botz, 2001) และเช้ือรา (Djekrif-Dakhmouche et al., 2006; Francis et al., 2003) สําหรับ

วธีิการออกแบบการทดลองท่ีใชก้นัอยา่งกวา้งขวาง คือ Plackett-Burman (Djekrikf-Dakhmouche et 

al., 2006; Viswanathan และ Surlikar, 2001) central composite design (Vohra และ Satyanarayana, 

2002; Tanyildizi et al., 2004) และ Box-Behnken design (Francis et al., 2002; Anisha et al., 2007; 

Cao et al., 2008)  

 

มีจุลินทรีย์หลายชนิดท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ย่อยสลายไซแลนท่ีมีความสําคญัได้ เช่น 

แบคทีเรีย ยีสต ์แอคติโนมยัสีท และรา (Badhan et al., 2007; Chen et al., 1992; Knob et al., 2010; 

Boondaeng et al., 2009; Poorma et al., 2007) มีรายงานวา่แบคทีเรียในกลุ่มแกรมบวกสร้างสปอร์

หลายชนิดสามารถผลิตเอนไซม์ย่อยสลายไซแลนได้ดี เช่น Bacillus (Ashita et al., 2000; 

Gowdhaman et al., 2013), Paenibacillus (Chun-Han Ko et al., 2009; Khianngam et al., 2009) เป็น

ตน้ แต่เน่ืองจากการย่อยสลายไซแลนให้สมบูรณ์นั้นตอ้งใช้เอนไซมย์่อยสลายไซแลนหลายชนิด 

ได้แก่ ไดแ้ก่ เอนโดเบตา้ไซลาเนส  (endo-β-xylanase) และเบตา้ไซโลซิเดส (β-xylosidase) และ

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gowdhaman%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24296408
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Khianngam%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19244442
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เอนไซมท่ี์ทาํหนา้ท่ียอ่ยโซ่ดา้นขา้ง ไดแ้ก่ แอลฟากลูคูโรนิเดส (α-glucuronidase) อะซิทิลไซแลน

เอสเทอเรส (acethyl xylan esterase)  แอลฟาอะราบิโนฟูราโนซิเดส (α-arabinofuranosidase) และ  

ฟีโนลิกแอซิดเอสเทอเรส (phenolic acid esterase) ดงันั้นในปัจจุบนัจึงนาํวิธีการดัดแปลง

พนัธุกรรมของจุลินทรียม์าใชเ้พื่อให้สามารถผลิตเอนไซม์ย่อยสลายไซแลนดงักล่าวไดม้ากกว่า 1 

ชนิดในเวลาเดียวกนั (La Grange et al., 2001; Shakila et al., 2002; Suzuki et al., 2002) ถึงแมว้า่

วธีิการดดัแปลงพนัธุกรรมของจุลินทรียจ์ะประสบความสาํเร็จและมีการนาํมาใชใ้นบางประเทศ แต่

เน่ืองจากในประเทศไทยมีขอ้จาํกดัทางชีวภาพเก่ียวกบัการใชจุ้ลินทรียท่ี์ดดัแปลงพนัธุกรรม ดงันั้น

วธีิการดงักล่าวจึงยงัไม่เป็นท่ียอมรับในประเทศไทย 

 

ในการศึกษาน้ีไดท้าํการคดัเลือกเช้ือแบคทีเรียติดสีแกรมบวกและสร้างสปอร์ท่ีเก็บรักษา

ในหอ้งปฏิบติัการจุลชีววทิยา คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ ท่ีมีความสามารถในการ

ผลิตเอนไซมก์ลุ่มเบตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสโดยใชฟ้างขา้วท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยด่าง

เป็นวตัถุดิบ และศึกษาการเหน่ียวนาํการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือก

ไดเ้ปรียบเทียบกบัเช้ือ Microbispora  siamensis  DMKUA 245T ซ่ึงเป็นเช้ือแอคติโนมยัสีททนร้อน 

สปีชีส์ใหม่ท่ีมีการรายงานการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสมาก่อนหนา้น้ี (Boondaeng et al., 2009) 

นอกจากน้ีเพื่อลดระยะเวลาและค่าใชจ่้ายในการผลิตเอนไซม ์รวมทั้งหลีกเล่ียงการใชเ้ช้ือจุลินทรีย์

ดดัแปลงพนัธุกรรม จึงไดศึ้กษากระบวนการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสได้

พร้อมกนัโดยใชเ้ช้ือผสมของแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได ้โดยใชแ้ผนการทดลองแบบ Plackett-Burman 

เพื่อคดัเลือกปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซมแ์ต่ละชนิด และทาํการศึกษาหาค่าท่ีเหมาะสมของแต่

ละปัจจัยท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซม์ในระดับ  ฟลาสก์โดยใช้แผนการทดลองแบบ Central 

composite design และวิธีพื้นผิวตอบสนอง รวมถึงทาํ การศึกษาสมบติับางประการของเอนไซม์

เบตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสท่ีผลิตได ้เพื่อนาํเอนไซมไ์ปใชป้ระโยชน์ไดอ้ยา่งเหมาะสม 
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วตัถุประสงค์ 

 

1. เพื่อคดัเลือกสายพนัธ์ุแบคทีเรียในกลุ่มแกรมบวกสร้างสปอร์ ท่ีมีความสามารถในการ 

ผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสโดยใชฟ้างขา้วเป็นวตุัดิบ 

 

 2. เพื่อศึกษาการเหน่ียวนําเอนไซม์เบต้าไซลาเนสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได ้   

เปรียบเทียบกบัเช้ือแอคติโนมยัสีท Microbispora siamensis  DMKUA 245T ซ่ึงเป็นเช้ือชนิดใหม่ท่ี

สามารถผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสได ้

 

 3. ศึกษาปัจจยัและค่าท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโล              

ซิเดสจากเช้ือผสมระหว่างแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได้โดยใช้ฟางข้าวเป็นวตัถุดิบด้วยวิธีพื้นผิว

ตอบสนอง 

 

 4. เพื่อศึกษาสมบติับางประการของการทาํงานของเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโล   

ซิเดสท่ีผลิตไดจ้ากเช้ือผสมของแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได ้
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การตรวจเอกสาร 

 

1.  ฟางข้าว   

 

ได้มีการประมาณว่าในแต่ละปีมีวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรทัว่โลกปีละประมาณ 150 

พนัลา้นตนัหรือประมาณ 2-9 ตนัต่อ Hectare (Abdulla and El-Shatoury, 2007) ในประเทศจีนในแต่

ละปีมีวสัดุเหลือทิ้งเหล่าน้ีประมาณ 939 ลา้นตนั สามารถใชป้ระโยชน์เพื่อเป็นแหล่งพลงังานใหม่

ทดแทนพลงังานจากแก็สธรรมชาติได ้ 550 ลา้นตนั (Cuiping et al., 2004; Jin and Chen, 2006) 

นอกจากน้ีวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรยงัสามารถนาํมาผลิตโปรตีน เอนไซม์ หรือผลิตสารเคมีท่ี

สําคญัทางอุตสาหกรรม (Vadiveloo, 2000; Shen et al., 2003) สําหรับประเทศไทยเป็นประเทศ

เกษตรกรรม ประชากรส่วนใหญ่ประกอบอาชีพทางการเกษตรคิดเป็นร้อยละ 53 ของพื้นท่ีประเทศ 

โดยเฉพาะการปลูกขา้วซ่ึงเป็นพืชหลกัของประเทศ จึงทาํให้ในแต่ละปีมีปริมาณฟางขา้วเหลือทิ้ง

เป็นจาํนวนมาก 

 

1.1  องคป์ระกอบผนงัเซลลข์องฟางขา้ว  

 

        องคป์ระกอบท่ีพบในผนงัเซลล์ส่วนใหญ่ สามารถแบ่งออกเป็น 2 ส่วนคือ ส่วนท่ีเป็น

องคป์ระกอบหลกั (major component) และองคป์ระกอบรอง (minor component) โดยส่วนท่ีเป็น

องค์ประกอบหลักประกอบด้วยส่วนท่ีเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ และสารประกอบอะโรมาติก         

(aromatic compounds) ส่วนองคป์ระกอบรองประกอบดว้ย สารละลายธรรมชาติ (neutral solvents) 

ปริมาณสารประกอบแต่ละกลุ่มมีปริมาณแตกต่างกนัข้ึนอยูก่บัชนิดของพืช และส่วนประกอบต่าง ๆ 

ส่วนใดส่วนหน่ึงของพืช มีปริมาณของสารประกอบต่างๆ ท่ีไม่เท่ากนั 

 

        พอลิแซ็กคาไรด์ (Polysaccharide) เป็นสารประเภทคาร์โบไฮเดรตท่ีมีมวลโมเลกุลสูง              

ท่ีพบมากในผนงัเซลลพ์ืชไดแ้ก่ เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส สารทั้งสองมีความสัมพนัธ์กนัและมกั

อยู่รวมกันเรียกว่าโฮโลเซลลูโลส (holocellulose) โดยมีปริมาณสูงถึงร้อยละ 60-80 ของ

สารประกอบทั้งหมด  

 
        1.1.1  เซลลูโลส (Cellulose) เป็นสารประกอบพอลิแซ็กคาไรด์ ท่ีมีประมาณร้อยละ 

40-50 ในผนงัเซลล์พืช ลกัษณะเป็นพอลิเมอร์สายตรง ไม่มีก่ิงกา้นสาขา และเป็นโฮโมพอลิเมอร์ 
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(homopolymer) ของ ß-D-glucose ท่ีเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะ ß-1,4-glycosidic linkage โดยมีค่า 

degree of polymerization อยู่ในช่วงประมาณ 100 ถึงมากกว่า 10,000 ซ่ึงเกาะรวมกนัภายใน 

crystalline microfibrils เซลลูโลสมีนํ้ าหนกัโมเลกุลตั้งแต่ 20,000 ถึง 750,000 ดาลตนัซ่ึงเท่ากบั 

100-4,000 หน่วยกลูโคส โมเลกุลของเซลลูโลสเรียงตวัเป็นมดัเรียกวา่ fibril โดยมีพนัธะไฮโดรเจน

ท่ีเกิดข้ึนระหวา่งหมู่ไฮดรอกซิลของนํ้าตาลกลูโคสท่ีอยูใ่กลก้นัของเซลลูโลสสายหน่ึงกบัเซลลูโลส

อีกสายหน่ึง  เช่ือมต่อกนัเป็น fibril นอกจากนั้นเซลลูโลสท่ีพบในทั้งไมเ้น้ืออ่อนและไมเ้น้ือแข็งมี

ความทนต่อกรดไดม้ากกวา่เฮมิเซลลูโลส  

 

 1.1.2  เฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose) เป็นสารประกอบพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมีนํ้ าหนกั

โมเลกุลสูงพบมากเป็นอนัดบัสองรองจากเซลลูโลส โดยพบประมาณร้อยละ 20-30 ในผนงัเซลล์พืช 

สามารถสกดัไดด้ว้ยสารละลายท่ีเป็นด่าง เฮมิเซลลูโลสเป็นสารประกอบเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรด์

(heteropolysaccharide) ประกอบดว้ยไซแลน (xylan) กลูโคแมนแนน (glucomannans) กาแลคแตน

(galactans) และกลูแคน (glucan) ไซแลนเป็นองคป์ระกอบท่ีพบมากท่ีสุดในเฮมิเซลลูโลสโดยมี

โครงสร้างหลกัท่ีเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะ ß-1,4- glycosidic linkage ของนํ้ าตาลไซโลส และมีก่ิงกา้น

เป็นนํ้าตาลหรืออนุพนัธ์ของนํ้าตาลต่าง ๆ 

 

    เฮมิเซลลูโลส เป็นสารประกอบพอลิเมอร์จะถูกย่อยดว้ยกรดไดดี้กว่าเซลลูโลส    

และยงัสามารถถูกยอ่ยไดด้ว้ยด่าง เฮมิเซลลูโลสมีนํ้าตาลเป็นองคป์ระกอบ นํ้ าตาลส่วนใหญ่ท่ีพบไดแ้ก่  

D–xylose D–manose D–galactose D–glucose L–arabinose 4–0–methyl–D–glucuronic acid D–

galacturonic acid และ D–gluculonic acid นํ้ าตาลท่ีเป็นองคป์ระกอบในเฮมิเซลลูโลสท่ีพบไม่บ่อยนกั 

เช่น L– rhamnose L– fucose และ methylated neutral sugars พอลิแซ็กคาไรด์ท่ีสาํคญัท่ีจดัเป็นเฮมิ

เซลลูโลส คือไซแลน (xylan) และ แมนแนน (mannan) (Goodwin and Mercer, 1972; Wong et al, 

1988) 

 

  1.1.3  ลิกนิน (Lignin) เป็นองค์ประกอบหน่ึงท่ีมีอยู่ในพืชซ่ึงจดัเป็นพอลิเมอร์ท่ี

ประกอบดว้ย phenylpropane เกิดจาก phenylpropane แต่ละหน่วยเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะเอสเทอร์

และคาร์บอน-คาร์บอน ลิกนินในโครงสร้างไมมี้อยูป่ระมาณร้อยละ 20-35 และเป็นสารประกอบท่ี

มีมวลโมเลกุลสูงและไม่มีโครงสร้างท่ีแน่นอนในธรรมชาติ สามารถสร้างพนัธะโควาเลนทก์บัหมู ่               

L-arabinosyl และ glucuronosyl residue ของไซแลน จึงเป็นไปไดว้า่มีการสร้าง cross-link ระหวา่ง

ลิกนินกบัไซแลน หรือไซแลนกบัพอลิแซ็กคาไรด์อ่ืน ๆ ลิกนินในเน้ือไมมี้หน้าท่ีเป็นตวัเช่ือม

ระหวา่งเยือ่ชั้นนอก (outer layer) ของเส้นใย (fiber) และเป็นส่ิงท่ีเพิ่มความแขง็แรงใหแ้ก่เส้นใย 
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องคป์ระกอบทางเคมีของฟางขา้วส่วนใหญ่จะมีปริมาณแตกต่างกนัข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุ อาย ุ

สภาพทางสรีรวิทยา สภาวะแวดลอ้มในการเติบโต รวมทั้งวิธีการท่ีใชว้ิเคราะห์ แต่องคป์ระกอบ

ของผนงัเซลล์ค่อนขา้งคงท่ีคือ เซลลูโลส 32-47 เปอร์เซ็นต ์เฮมิเซลลูโลส 19-27 เปอร์เซ็นต ์ลิกนิน 

5-24 เปอร์เซ็นต ์และความช้ืน 4.2-9.8 เปอร์เซ็นต ์(Doyle, et al., 1986; Garrote et al., 2002; Saha, 

2003) โดยมีกลูแคนและไซแลน เท่ากบั 26.0-37.5 และ 13.0-20.6 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั สัดส่วน

ของปริมาณคาร์โบไฮเดรตในฟางขา้วประกอบดว้ย นํ้าตาลกลูโคส 41-43.4 เปอร์เซ็นต ์ ไซโลส 

14.8-20.2 เปอร์เซ็นต ์อะราบิโนส 2.7-4.5 เปอร์เซ็นต ์แมนโนส 1.8 เปอร์เซ็นต ์และกาแลคโตส 0.4 

เปอร์เซ็นต ์(Karimi et al., 2006; Inoue et al., 2006) 

 

ตารางที ่1  องคป์ระกอบทางเคมี (เปอร์เซ็นตข์องนํ้าหนกัแหง้) ของฟางขา้ว  

 
Crude 
Protein 

Crude 
fibre 

Total 
ash 

Hemi-
cellulose 

Cellulose Lignin Country/ 
Region 

Reference 

2.4 - - 28 - 7 Thailand Tinnimit et al. 
(1985) 

2.6 - 15 24 - 5 Thailand Wanapat et al.  
(1985) 

3.5 - 15 - - 4 Thailand Wanapat et al.  
(1984) 

3.8 - 21 22 - 7 Sri Lanka Sannasgala et 
al. (1985) 

3.8 - 17 - - - Thailand Wongsrikeao et 
al. (1985) 

4.6 31 18 25 36 10 Japan Toyokawa et al. 
(1982) 

- - - 24.01 38.97 7.96 Thailand วิเชียร และคณะ 
(2531) 

 

ทีม่า: ดดัแปลงจาก Doyle (1986) 
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2.  ลกัษณะโครงสร้างของไซแลน 

 

ไซแลนประกอบดว้ยนํ้ าตาลไซโลสประมาณ 200 หน่วย ต่อกนัดว้ยพนัธะเบตา้ 1, 4             

ไกลโคซิดิก ไซแลนจากแหล่งต่าง ๆ เช่น ไมเ้น้ือแข็ง ไมเ้น้ืออ่อน และพืชตระกูลหญา้ มีโครงสร้าง

หลกัเหมือนกนัแต่ต่างกนัตรงโซ่ดา้นขา้ง ท่ีพบโดยทัว่ไปคือ อะราบิโนฟูราโนส กรดกลูคูโลนิก 

และกรด  แอซิติก ดงัแสดงในภาพท่ี 1 ซ่ึงพบวา่ทุกๆสองโมเลกุลของนํ้ าตาลไซโลสในโครงสร้าง

หลักมีสายโซ่ด้านข้าง โดยคาร์บอนตาํแหน่งท่ี 3 ของนํ้ าตาลไซโลสจบักับอะราบิโนฟูราโนส

ตาํแหน่งท่ี 1 และหมู่   4-O-เมทธิล กลูคูโลนิก แอซิก จบักบัคาร์บอนตาํแหน่งท่ี 2 ของนํ้ าตาล

ไซโลส (Coughlan and Hazlewood, 1993) 

 

 

 

 
 

ภาพที ่1  โครงสร้างไซแลนในไมเ้น้ืออ่อน (A) ไมเ้น้ือแขง็ (B) พืชตะกลูหญา้ (C) 

 

ทีม่า: Bastawade (1992); Coughlan and Hazlewood (1993) 

A 

B 

C 
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3.  เอนไซม์ทีย่่อยสลายไซแลน 

 

เอนไซม์ท่ีเก่ียวขอ้งการการย่อยโครงสร้างหลกัของไซแลน ไดแ้ก่ เอนโดเบตา้ไซลาเนส  

(endo-β-xylanase) และเบต้าไซโลซิเดส (β-xylosidase) และเอนไซม์ท่ีทาํหน้าท่ีย่อยโซ่ด้านขา้ง 

ไดแ้ก่ แอลฟากลูคูโรนิเดส (α-glucuronidase) อะซิทิลไซแลนเอสเทอเรส (acethyl xylan esterase)         

แอลฟาอะราบิโนฟูราโนซิเดส (α-arabinofuranosidase) และฟีโนลิกแอซิดเอสเทอเรส (phenolic 

acid esterase) โดยเอนไซม์ทั้งสองกลุ่มทาํงานร่วมกนัในการเปล่ียนไซแลนให้เป็นนํ้ าตาลไซโลส 

(Sunna and Antranikian, 1997) 

 

เอนไซม์ท่ีย่อยโครงสร้างหลกัไซแลนจดัอยูใ่นกลุ่ม Glycosyl hydrolase ซ่ึงประกอบดว้ย

กลุ่มของเอนไซมท่ี์ทาํหนา้ท่ียอ่ยพนัธะเบตา้ 1, 4-ไซโลไพราโนซิล ของอะราบิโนไซแลน อะราบิ

โน4-O เมทิล-ดี-กลูคูโรโนไซแลน และ กลูคูโรโนไซแลน เอนไซมด์งักล่าวแบ่งออกเป็น 2 ชนิด คือ 

 

3.1  Endo ß-1, 4-xylan xylohydrolase (EC 3.2.1.8) เอนไซมน้ี์ทาํหนา้ท่ียอ่ยพนัธะเบตา้           

1, 4-ไซโลซิดิกของโมเลกุลไซแลนแบบสุ่ม (ภาพท่ี 2) โดยจะย่อยโมเลกุลของไซแลนซ่ึงจะได้

ผลผลิตเป็นนํ้าตาลโมเลกุลเล็ก เช่น ไซโลไบโอส ไซโลไตรโอส และไซโลเตตราโอสซ่ึงข้ึนอยูก่บั

ชนิดของเอนไซม์และสายพนัธ์ุจุลินทรีย์ เอนไซม์ไซลาเนสยงัแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มตาม

ความสามารถในการยอ่ย 1, 3 –แอล ของอะราบิโนไซแลน และอะราบิโนกลูคูโรโนไซแลน คือ  

 

        3.1.1  Arabinose-liberating endoxylanase เป็นเอนไซมท่ี์สามารถยอ่ยอะราบิโนไซ

แลนและอะราบิโนกลูคูโรโนไซแลนตรงตาํแหน่งท่ีเช่ือมต่อระหวา่งโมเลกุลของ ไซโลส และอะรา

บิโนส 

 

        3.1.2  Non arabinose-liberating endoxylanase เป็นเอนไซมท่ี์ไม่สามารถยอ่ยอะราบิ

โนไซแลนและอะราบิโนกลูคูโรไซแลนตรงตาํแหน่งท่ีเช่ือมต่อระหวา่งโมเลกุลของไซโลสและอะ

ราบิโนส 

 

3. 2  Exo β-1, 4-xylan xylohydrolase หรือเรียกสั้น ๆ วา่ β-xylosidase (EC 3.2.1.37) โดย

จะย่อยโมเลกุลของ xylooligosaccharides ซ่ึงเกิดจากการย่อยไซแลนดว้ยเอนไซมไ์ซลาเนสโดย

เอนไซม์จะย่อยโมเลกุล xylooligosaccharides ของนํ้ าตาลไซโลสจากปลาย non-reducing ทีละ

โมเลกุลได้นํ้ าตาลไซโลส (ภาพท่ี 2) นอกจากน้ียงัมีเอนไซม์อีกกลุ่มหน่ึงซ่ึงทาํหน้าท่ีย่อยโซ่
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ดา้นขา้งของโมเลกุลไซแลนท่ีแมจ้ะไม่ไดย้อ่ยโมเลกุลหลกัของไซแลน แต่เป็นกลุ่มของเอนไซมท่ี์มี

ความสาํคญั ทาํใหก้ารยอ่ยโมเลกุลของไซแลนสมบูรณ์ เอนไซมเ์หล่าน้ีไดแ้ก่  

 

3.3  α-Glucuronidase (EC 3.2.1.99) เป็นเอนไซมท่ี์ทาํหนา้ท่ียอ่ย 1, 2-α-glucuronoxylan 

และ 4-O-methyl- D-glucuronic acid ตรงตาํแหน่งท่ีเช่ือมต่อระหว่างโมเลกุลของไซโลสและ        

กรดกลูคูโรนิก โดยกิจกรรมของแอลฟากลูคูโรนิเดสตรวจพบในเช้ือราและแบคทีเรีย   

 

 3.4  α-Arabinofuranosidase (EC3.2.1.55) เป็นเอนไซมท่ี์ทาํหนา้ท่ียอ่ย1, 3-α-arabinofura 

noxylan ตรงตาํแหน่งท่ีเช่ือมต่อระหวา่งโมเลกุลของไซโลสและอะราบิโนส 

 

 3.5  Acetyl esterase หรือ acetyl xylan esterase (EC 3.2.1.72) เป็นเอนไซมท่ี์ทาํหนา้ท่ียอ่ย 

1, 2-acetyl group ตรงตาํแหน่งท่ีเช่ือมต่อระหวา่งโมเลกุลของไซโลส และหมู่อะซิทิล   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่2  ตาํแหน่งท่ีเอนไซมเ์ขา้ยอ่ยพนัธะในโครงสร้างไซแลน  

 เอนไซมท่ี์ยอ่ยโครงสร้างหลกัของไซแลนแบบสุ่มและเอนไซมท่ี์ยอ่ยโซ่ดา้นขา้งของ 

 ไซแลน (A)  เอนไซมท่ี์ยอ่ยท่ีตาํแหน่งปลายโมเลกุลของโครงสร้างหลกัของไซแลน (B) 

 

ทีม่า : Collins et al. (2005) 
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4.  การผลติเอนไซม์ย่อยสลายไซแลนจากจุลนิทรีย์ 

 

 การใช้วสัดุเหลือทิ้งทางเกษตรกรรมเป็นแหล่งอาหารสําหรับผลิตเอนไซม์โดยจุลินทรีย์

เป็นแนวทางหน่ึงในการลดตน้ทุนการผลิตและเพิ่มผลผลิตของเอนไซม์ การผลิตเอนไซมโ์ดยใช้

วสัดุเหลือทิ้งทางเกษตรกรรมเป็นแหล่งอาหารเล้ียงเช้ือ มีทั้งในสภาพการหมกัแบบแห้ง และการ

หมกัในสภาพของเหลว ในทางอุตสาหกรรมกระบวนการผลิตเอนไซมนิ์ยมผลิตในสภาพของเหลว 

(submerged fermentation) เน่ืองจากสามารถจดัการไดง่้าย รวมถึงสามารถควบคุมปัจจยั ทาง

สภาพแวดลอ้มไดดี้ เช่น อุณหภูมิและกรด-ด่าง (pH) 

 

จุลินทรีย์ต่างๆ เช่น แบคทีเรีย รา และแอคติโนมยัสีท ผลิตเอนไซม์เบต้าไซลาเนสท่ีมี

สมบติัแตกต่างกนั เช่น  อุณหภูมิและพีเอชท่ีเหมาะสม อุณหภูมิและพีเอชท่ีคงตวั เอนไซม์ไซเน

สจากจุลินทรียมี์นํ้ าหนกัโมเลกุลต่างกนัตั้งแต่ 5,000 – 90,000 ดาลตนั และมีองค์ประกอบของ

กรดอะมิโนในปริมาณท่ีแตกต่างกัน เอนไซม์เบต้าไซลาเนสจากจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ เช่น 

Streptomyces sp., Bacillus subtilis, Aspergillus niger, Schizophyllum commune, Cadida sp., และ 

Cryptococcus abidus มีองคป์ระกอบของเอนไซมท่ี์แตกต่างกนั (Knob et al., 2010; Sunna and 

Antranikian, 1997)  

 

ในการยอ่ยสลายสารประกอบไซแลนให้สมบูรณ์นั้น จุลินทรียต่์างๆ มกัผลิตเอนไซมเ์บตา้

ไซลาเนสออกมามากกวา่ 1 ชนิด เช่น Pseudomonas fluorescens ผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนส A, B, 

C และ D (Tomme et al., 1995) Thermoanaerobacterium saccharolyticum B6A-RI ผลิตเอนไซม์

เบตา้ไซลาเนสอยา่งนอ้ย 6 ชนิด (Lee et al., 1993) เน่ืองจากเบตา้ไซลาเนสต่างๆ ท่ีจุลินทรียแ์ต่ละ

ชนิดผลิตข้ึนสามารถยอ่ยสลายสารประกอบไซแลนในตาํแหน่งท่ีแตกต่างกนั (Wong et al., 1998) 

 

ภทัราและคณะ (2544) ศึกษาการผลิตเบตา้ไซลาเนสและคาร์บอกซีเมททิลเซลลูเลสจาก    

Bacillus circulans B6 โดยใช ้xylan medium  พบวา่ เม่ือเพาะเล้ียง B. circulans B6 ในอาหารท่ีมีไซ

แลนเป็นแหล่งคาร์บอน จากการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซมพ์บวา่ specific activity ของเบตา้ไซ

ลาเนส และคาร์บอกซีเมททิลเซลลูเลสสูงสุดเท่ากบั 3.82 และ 0.09 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน

ตามลาํดบั เม่ือตรวจสอบรูปแบบของโปรตีนดว้ย SDS-PAGE และ active-PAGE พบว่า B. 

circulans B6 ผลิตเอนไซมใ์นกลุ่มไซลาโนไลติก อยา่งนอ้ย 16 ชนิด และกลุ่มเซลลูโลไลติกอยา่ง

นอ้ย 9 ชนิด จากการตรวจสอบความสามารถในการยึดเกาะระหวา่ง crude enzyme กบัไซแลนท่ีไม่

ละลายนํ้ า พบวา่มีโปรตีน 3 ชนิดท่ีมีขนาดโมเลกุล 195, 44 และ 27 กิโลดาลตนั ตามลาํ ดบั ซ่ึง
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สามารถยดึเกาะกบัไซแลนท่ีไม่ละลายนํ้ า โดยโปรตีนท่ีมีขนาด 195 กิโลดาลตนั ตรวจพบ กิจกรรม

ของคาร์บอกซีเมททิลเซลลูเลส ในขณะท่ีโปรตีนขนาด 44 และ 22 กิโลดาลตนั พบกิจกรรมของ   

ไซลาเนส 

 

ธนวรรณ และคณะ (2551) ไดศึ้กษาการผลิตเอนไซมก์ลุ่มไซลาโนไลติก จากเช้ือ Bacillus 

sp. strain TW-1 ภายใตส้ภาวะท่ีมีออกซิเจนจาํกดัในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีเปลือกขา้วโพดเป็นแหล่ง

คาร์บอน พบวา่สามารถผลิตเอนไซมต่์างๆ ในกลุ่มไซลาโนไลติก ไดแ้ก่ ไซลาเนส เบตา้ไซโลซิเดส 

และอะราบิโน ฟูราโนซิเดส กลุ่มเซลลูโลไลติกเอนไซม ์ ไดแ้ก่ อะไวซิเลส คาร์บอกซีเมทิลเซลลู

เลส และเบตา้กลูโคซิเดส และแมนนาเนสซ่ึงในระหวา่งการหมกัแบบกะ เอนไซมก์ลุ่มเหล่าน้ียอ่ย             

ไซแลนและเซลลูโลสในเปลือกขา้วโพดไดผ้ลิตภณัฑ์เป็นไซโลส ไซโลไบโอส และโอลิโกแซ็กคา

ไรด์ นอกจากน้ียงัสามารถตรวจพบเอทานอลและกรดแอซีติกในนํ้ าหมกัดว้ย เม่ือยอ่ยวสัดุเหลือทิ้ง

ทางการเกษตรต่างๆ ดว้ยไซลาโนไลติกและเซลลูโลไลติกเอนไซมจ์าก Bacillus sp. strain TW-1 

พบวา่สามารถยอ่ยวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรไดดี้ โดยเอนไซมจ์ากแบคทีเรียน้ีสามารถยอ่ยเปลือก

ขา้วโพดไดดี้กวา่ซงัขา้วโพด รําขา้ว ชานออ้ย และฟางขา้ว  

 

5.  ปัจจัยทีม่ีผลต่อการผลติเอนไซม์ไซลาเนสของแบคทเีรีย 

 

5.1  ปัจจยัทางกายภาพ  

 

        5.1.1  อุณหภูมิ 

 

                                เช้ือแบคทีเรียมีความตอ้งการอุณหภูมิในการเจริญเติบโตแตกต่างกนั อุณหภูมิท่ี

แบคทีเรียจะเจริญเติบโตไดอ้ยูร่ะหวา่งอุณภูมิสูงสุดและอุณหภูมิตํ่าสุด ซ่ึงถา้อุณหภูมิสูงหรือตํ่ากวา่

น้ีแบคทีเรียจะไม่เติบโต (นงลกัษณ์ และปรีชา, 2552) ระดบัอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของเอนไซมแ์ต่ละ

ชนิดจะแตกต่างกนัโดยในระหวา่งการเจริญเติบโตแบคทีเรียจะมีความร้อนเกิดข้ึนและถ่ายเถความ

ร้อนลงอาหารเล้ียงเช้ือ ทาํให้อุณหภูมิสูงข้ึนระดบัหน่ึงจนแบคทีเรียไม่สามารถดาํเนินกิจกรรมได ้

สาํหรับการสร้างโปรตีนของเซลลท์าํให้อุณหภูมิสูงข้ึนเช่นกนั ดงันั้นจึงตอ้งมีการควบคุมอุณภูมิให้

เหมาะสม 

 

  Kulkami and Rao (1996) ทดลองเล้ียงเช้ือ Bacillus sp. NCIM59 เพื่อผลิต

เอนไซม์เบตา้ไซลาเนสจากกากชานออ้ย พบว่า ท่ีอุณหภมิ 70 องศาเซลเซียส เช้ือผลิตเอนไซม ์     
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ไซลาเนสไดม้ากกวา่ร้อยละ 50 ในขณะท่ี Archana and Satyarayana (1997) รายงานการเล้ียงเช้ือ        

B. licheniformis A99 ท่ีอุณหภูมิต่าง ๆ คือ 20, 37, 45, 50 และ 55 องศาเซลเซียส เพื่อผลิตเอนไซม์

ไซลาเนส พบวา่ท่ีอุณหภูมิ 45 และ 50 องศาเซลเซียส เช้ือผลิตเอนไซมไ์ดไ้ม่ต่างกนั 

 

Pham et al. (1998) รายงานว่า เช้ือ B. polymyxa 2 สายพนัธ์ุ คือสายพนัธ์ุ 

CETC153 และ 6319T มีการผลิตเอนไซมไ์ซลาเนสท่ีอุณหภูมิแตกต่างกนั โดยสายพนัธ์ุ CETC153 

ผลิตเอนไซม์ไซลาเนสได้ดีท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ส่วนสายพนัธ์ุ 6319T ผลิตเอนไซม ์         

ไซลาเนสไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 

 

Heck et al. (2005) รายงานวา่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมแก่การเล้ียงเช้ือ Bacillus sp. 

คืออุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส และถา้เพิ่มอุณหภูมิใหสู้งข้ึนการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสจะลดลง 

 

5.1.2  พีเอช 

 

   พีเอชมีผลต่อการทาํงานของแบคทีเรียและการผลิตเอนไซม ์พีเอชท่ีเหมาะสมต่อ

การเจริญของแบคทีเรียแต่ละชนิดจะแตกต่างกนั การเล้ียงเช้ือในระยะแรกพีเอชของอาหารเล้ียงเช้ือ

จะเหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรีย แต่ระหวา่งการเล้ียงค่าพีเอชจะมีการเปล่ียนแปลงซ่ึงอาจเกิด

จากการยอ่ยสลายโปรตีนและสารประกอบไนโตรเจน ทาํให้มีการปลดปล่อยแอมโมเนียหรือสารท่ี

เป็นด่างอ่ืน ๆ ออกมา หรือมีการยอ่ยสลายสารประกอบคาร์โบไฮเดรตเกิดกรดอินทรียเ์ป็นผลให้พี

เอชไม่เหมาะสมต่อการเจริญ ดงันั้นการผลิตเอนไซม์ของแบคทีเรียจึงตอ้งมีการเติมบฟัเฟอร์ลงใน

อาหารเล้ียงเช้ือเพื่อใหมี้การเปล่ียนแปลงพีเอชอยา่งชา้ ๆ โดยบฟัเฟอร์จะไปรวมตวักบักรดหรือด่าง

ป้องกนัไม่ใหป้ล่อย H+ หรือ OH- ออกมา (Kunghae, 1993) 

 

Pham et al. (1998) ทาํการหาค่าพีเอชเร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมท่ีสุดสําหรับการเล้ียง

เช้ือ B. polymyxa จาํนวน 2 สายพนัธ์ุ คือสายพนัธ์ุ CETC153 และ 6319T เพื่อผลิตเอนไซม ์          

ไซลาเนส พบวา่พีเอชท่ีเหมาะสม เท่ากบั 7.0 และ 5.0 ตามลาํดบั ในขณะท่ี Mawadza et al. (2000) 

พบวา่เช้ือ Bacillus sp. PH43 และ Bacillus sp. HR68 จะมีการผลิตไซลาเนสไดดี้ท่ีพีเอชช่วง 6.0-8.0 

 

Nath and Rao (1998) ศึกษาผลของพีเอชต่อการผลิตเอนไซมไ์ซลาเนสของเช้ือ 

Bacillus sp. NCIM59 โดยเล้ียงเช้ือในสภาวะท่ีมีช่วงพีเอช 5.0-10.0 พบวา่เช้ือเจริญไดดี้ท่ีพีเอช 6.0 

เช่นเดียวกบั Sa-Pereira et al. (2002) พบวา่เช้ือ B. subtilis มีการเจริญไดดี้ท่ีพีเอช 5.0-8.0 แต่เช้ือมี
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การผลิตเอนไซมไ์ซลาเนสไดสู้งสุดท่ีพีเอช 6 ซ่ึงต่างจาก Shah et al. (1999) ท่ีรายงาน พีเอชท่ี

เหมาะสมต่อการเล้ียงเช้ือ Bacillus sp.SAM-3 คือพีเอชเท่ากบั 8 

 

5.2  องคป์ระกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ  

 

       องคป์ระกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ ท่ีใชใ้นการผลิตเอนไซมย์อ่ยสลายไซแลนมีผลต่อทั้ง

ปริมาณและชนิดของเอนไซม์ท่ีได ้อาหารเล้ียงเช้ือท่ีส่งเสริมการเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรีย ์อาจ

ไม่ใช้อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมต่อการผลิต

เอนไซมย์อ่ยสลายไซแลน ตอ้งประกอบดว้ยธาตุอาหารท่ีจาํเป็นต่อการเจริญของจุลินทรียแ์ละสารท่ี

ใหพ้ลงังาน รวมทั้งมีสารท่ีเหน่ียวนาํการสังเคราะห์เอนไซม ์เช่นกรดอะมิโนบางชนิดท่ีเช้ือจุลินทรีย์

ไม่สามารถสังเคราะห์ข้ึนเองได ้ 

 

                     5.2.1  แหล่งคาร์บอน (Carbon source) 

 

   เอนไซมบ์างชนิดโดยเฉพาะเอนไซมเ์หน่ียวนาํท่ีใชใ้นการยอ่ยสลายสารโมเลกุล

ใหญ่ส่วนมากจะถูกยบัย ั้งการสังเคราะห์ เม่ือเล้ียงเช้ือในอาหารท่ีมีแหล่งคาร์บอนท่ีใช้ง่าย เช่น 

กลูโคส เป็นตน้ ปรากฏการณ์น้ีเรียกวา่ catabolite repression เอนไซมห์ลายชนิดท่ีมีความสําคญัทาง

อุตสาหกรรมถูกยบัย ั้งการสังเคราะห์ได้โดยวิธีน้ี การหลีกเล่ียงการใช้แหล่งคาร์บอนท่ีทาํให้เกิด 

catabolite repression ในอาหารเล้ียงเช้ือจะทาํให้จุลินทรียมี์การผลิตเอนไซม์ได้มากข้ึน (สมใจ, 

2545) 

 

   จิตรลดา และคณะ (2551) ทาํการเพาะเล้ียง thermophilic Anoxybacillus sp. สาย

พนัธ์ุ JT-12 ท่ีคดัแยกจากระบบบาํบดันํ้ าทิ้งโรงงานกระดาษ ในอาหารท่ีมีไซแลนจากแหล่งต่างๆ 

เป็นแหล่งคาร์บอนท่ีพีเอช 7.0 อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสพบวา่ thermophilic Anoxybacillus sp. 

สายพนัธ์ุ JT-12 ผลิตนํ้าตาล xylotetraose เป็นผลิตภณัฑห์ลกัเม่ือเพาะเล้ียงใน birchwood xylan เป็น

เวลา 48-72 ชัว่โมง ขณะท่ีการยอ่ย birchwood xylan และ oat spelt xylan ดว้ย crude xylanase (0.2 ยู

นิต) พบวา่ไดผ้ลิตภณัฑ์เป็นนํ้ าตาลไซโลโอลิโกแซ็กคาไรด์ต่างๆ อยา่งไรก็ ตามเม่ือใช ้birchwood 

xylan เป็นซบัสเตรทไดน้ํ้ าตาลไซโลสเป็นผลิตภณัฑ์สุดทา้ย ขณะท่ีเม่ือใช ้oat spelt xylan เป็นซบั 

สเตรทไดน้ํ้าตาลไซโลไบโอสเป็นผลิตภณัฑสุ์ดทา้ย 
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ชนิดา และคณะ (2545) ทาํการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิต Cellulase-

free xylanase จากเช้ือ alkaliphilic B. firmus K-1โดยใชว้สัดุเหลือทิ้งไดแ้ก่ ฟางขา้ว ชานออ้ย ซงั

ขา้วโพดและรําขา้วแทนการใช้ไซแลนซ่ึงมีราคาแพง พบว่าเปลือกขา้วโพดร้อยละ 1 เป็นแหล่ง

คาร์บอนท่ีดีท่ีสุดต่อการผลิตไซลาเนส โดยมีกิจกรรมของเอนไซม ์3 ยนิูตต่อมิลลิกรัมโปรตีน และ

ค่ากิจกรรมของเอนไซมไ์ซลาเนสเพิ่มข้ึนร้อยละ 62 เม่ือเทียบกบัสูตรอาหารเดิมท่ีใชไ้ซแลนร้อยละ 

0.5  

 

5.2.2  แหล่งไนโตรเจน (Nitrogen source)  

 

   แหล่งไนโตรเจนเป็นอีกปัจจยัหน่ึงท่ีมีความสําคญัต่อการสร้างเอนไซม์ย่อย

สลายไซแลน ไนโตรเจนเป็นสารท่ีจาํเป็นสําหรับการเจริญและการสร้างโปรตีนของเช้ือจุลินทรีย ์ 

โดยท่ีจุลินทรียแ์ต่ละชนิดมีความตอ้งการใชแ้หล่งไนโตรเจนท่ีแตกต่างกนั บางชนิดสามารถเจริญ

ได้ดีในอาหารท่ีมีไนโตรเจนในรูปสารอินทรีย์ การเปล่ียนชนิดและความเข้มข้นของแหล่ง

ไนโตรเจนมีผลในการผลิตเอนไซมบ์างชนิด (Cowing and Merrill, 1996) ดงันั้นการเลือกแหล่ง

ไนโตรเจนจะตอ้งเลือกใหเ้หมาะสมกบัชนิดของเช้ือนั้น ๆ (Boze et al., 1995) 

 

   Gessese and Mamo (1999) ศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจน โดยใช ้peptone yeast 

extract และ tryptone ต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสจากเช้ือ Bacillus sp. AR-009 พบวา่มีการ

ผลิตเอนไซม์ไซลาเนสไดดี้ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีการเติม yeast extract peptone และ tryptone 

ตามลาํดบั ซ่ึงสอดคลอ้งกบั Pham et al. (1998) ท่ีไดร้ายงานการศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจนต่อ

การผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสจากเช้ือ B.  polymyxa CTET153 พบวา่แหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสม

ต่อการเล้ียงเช้ือเพื่อผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนส คือ yeast extract 

 

Learthslarus et al. (2002) ไดศึ้กษาผลของแหล่งไนโตรเจนต่อการผลิตเอนไซม์

เบตา้ไซลาเนสจากเช้ือ B. firmus K-1 พบวา่ความเขม้ขน้ของยเูรียร้อยละ 0.4 แอมโมเนียมไนเตรท

ร้อยละ 0.2 แอมโมเนียมซลัเฟตร้อยละ 0.1โซเดียมไนเตรทร้อยละ 0.4 และโพแทสเซียมไนเตรต

ร้อยละ 0.6 ให้ค่ากิจกรรมของเอนไซมดี์ท่ีสุด มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์เบตา้ไซลาเนส 1.6, 1.44, 

1.31, 0.89 และ 0.40 ยนิูตต่อมิลลิลิตร ตามลาํดบั 
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Kapoor et al. (2008) ไดศึ้กษาผลของแหล่งไนโตรเจนต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้

ไซลาเนสจากเช้ือ B. pumilus MK001 พบวา่เม่ือเล้ียงเช้ือโดยใชแหล่งไนโตรเจนจาก yeast extract 

จะใหกิ้จกรรมของเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสสูงท่ีสุด 990 ยนิูตต่อมิลลิลิตร 

 

6.  เช้ือแอคติโนมัยสิท Microbispora siamensis DMKUA245T 

 
Boondeang (2011) ไดร้ายงานการแยกเช้ือแอคติโนมยัสีทในวงศ์ Streptosporangiaceae 

จากดินในประเทศไทย พบว่า M. siamensis DMKUA245T เป็นแอคติโนมยัสิททนร้อนสายพนัธ์ุ

ใหม่ (Boondeang et al., 2009) ท่ีสามารถผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสได้ สายพนัธ์ุทนร้อน            

M. siamensis มีกิจกรรมของเอนไซมไ์ซลาเนสสูงท่ีสุดเม่ือเจริญท่ี 40 องศาเซลเซียส การปรับปรุง

การเพิ่มผลผลิตของสายพนัธ์ุน้ี มี 3 ขั้นตอน ดังน้ี การคัดเลือกปัจจยั 5 ปัจจยั (ไซแลน เคซีน 

แมกนีเซียมซลัเฟต ไดโพแทสเซียม และอุณหภูมิ) การใช ้Plackett-Burman ในการคดัเลือกปัจจยัท่ี

สาํคญัต่อการผลิตมากท่ีสุด การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตมากท่ีสุด ไดแ้ก่ เค

ซีน แมกนีเซียม และอุณหภูมิ ดว้ยวิธีพื้นผิวตอบสนอง โดยใช ้CCD และยืนยนัสภาวะโดยรูปแบบ

ของสมการกาํลงัสอง โดยเปรียบเทียบสภาวะท่ีเหมาะสมจากการทดลองกบัสภาวะเร่ิมตน้ พบว่า

อุณหภูมิเป็นปัจจยัหลกัท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซมไ์ซลาเนสโดยเช้ือสายพนัธ์ุทนร้อน M. siamensis 

DMKUA 245 อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมประกอบดว้ย ไซแลน 10 กรัมต่อลิตร เคซีน 0.16 กรัมต่อ

ลิตร แมกนีเซียม 0.05 กรัมต่อลิตร ไดโพแทสเซียม 0.1 กรัมต่อลิตรและอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส

ให้กิจกรรมของเอนไซม์ 44 ยูนิตต่อมิลลิลิตรในการทดลองระดบัฟลาสก์ เคซีนท่ีความเขม้ขน้ตํ่า

เพิ่มกิจกรรมของเอนไซมไ์ซลาเนสและลดกิจกรรมของเอนไซมย์อ่ยโปรตีนต่อไซลาเนส  กิจกรรม

ของเอนไซมสู์งสุด 292 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ในเวลา 72 ชัว่โมง ท่ีสภาวะไม่มีการคุมพีเอช มีการให้

อากาศ 0.5 vvmในถงัหมกัขนาด 3 ลิตร ซ่ึงเพิ่มการผลิต 49 เท่า เม่ือเทียบกบัอาหารเล้ียงเช้ือท่ียงัไม่

ปรับปรุง เอนไซมไ์ซลาเนสบริสุทธ์ิมีกิจกรรมของเอนไซมจ์าํเพาะ 219.4 ยนิูตต่อมิลลิกรัมโปรตีน 

จาก SDA-PAGE พบว่าไซลาเนสบริสุทธ์ิมีนํ้ าหนักโมเลกุล 65.8 ดาลตนั พีเอชและอุณหภูมิท่ี

เหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์คือ 5.5 และ 60 องศาเซลเซียส ตามลาํดบั ไซลาเนสยงัคงเหลือ

กิจกรรมท่ีช่วงพีเอชกวา้ง (4-11) และทนอุณหภูมิสูงถึง 60 องศาเซลเซียส ไซลาเนสบริสุทธ์ิถูก

กระตุน้โดย Co2+, K+ และ Mg2+ ท่ีความเขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ และถูกยบัย ั้งโดย Mn2+ ท่ีความเขม้ขน้ 

1 มิลลิโมลาร์ และ EDTA ท่ีความเขม้ขน้ 5 มิลลิโมลาร์ ไซลาเนสบริสุทธ์ิมีความจาํเพาะต่อไซแลน

สูง แสดงให้เห็นว่าเป็นไซลาเนสท่ีแทจ้ริง ค่า Km ต่อไซแลน คือ 3.3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จาก

ผลผลิตของการยอ่ยไซลาเนส ไดน้ํ้าตาลไซโลโอลิโกแซคคาไรด์สายสั้น แสดงวา่ไซลาเนสบริสุทธ์ิ

เป็นชนิด endo ß-1,4 ไซลาเนส 
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7.  การเหน่ียวนําการสร้างเอนไซม์เบต้าไซลาเนส 

 
เอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสเป็นเอนไซมท่ี์สามารถเหน่ียวนาํใหส้ร้างข้ึนไดด้ว้ยแหล่งคาร์บอนท่ี

เหมาะสม (Lindner et al., 1994; Kyu et al., 1994; Purkarthofer and Steiner, 1995) สารเหน่ียวนาํ

เอนไซม์เบตา้ไซลาเนสส่วนมากจะป็นไซแลนซ่ึงเป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลงังานของเซลล ์

(Alam, 1994) พบว่าการเติมไซแลนลงในวสัดุหมกัมีผลในการเหน่ียวนาํการสร้างเอนไซม์ไซ

ลาเนสของเช้ือรา (Kitpreechavanich et al. 1984; Alam et al., 1994)  

 

Phuong et al. (1996) รายงานการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสจาก B. polymyxa พบว่า

เอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสเป็นแบบ constitutive และถูกเหน่ียวนาํไดดี้ท่ีสุดเม่ือใชไ้ซแลนหรือวตัถุดิบ

ท่ีมีส่วนผสมของไซแลนเป็นแหล่งคาร์บอน ในขณะท่ีการใชน้ํ้ าตาลกลูโคสและนํ้ าตาลไซโลสไม่มี

ผลต่อการเหน่ียวนาํของเอนไซม ์

 

การสร้างเอนไซมข์องเช้ือ B. circulans B5 ท่ีสามารถผลิตเอนไซมท่ี์ยอ่ยไซแลนนั้น พบวา่

แหล่งคาร์บอนต่าง ๆ เช่น ไซโลสหรือไซแลน สามารถเหน่ียวนาํการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสได ้

ส่วนอะราบิโนสหรือไซแลนสามารถเหน่ียวนาํการสร้างเอนไซม์อะราบิโนฟูราโนซิเดสและยงั

พบวา่การสังเคาะห์เอนไซมไ์ซลาเนสเป็นแบบ constitutive (สันฐณีย,์ 2541) นอกจากน้ียงัพบวา่นาํ

ตาลแต่ละชนิด ไซโลส อะราบิโนส กาแล็คโตส มอลโตสและไซโลไบโอส สามารถเหน่ียวนาํการ

สร้างเอนไซม์ไซลาเนสได้ไม่เท่ากัน โดยไซโลสและไซโลไบโอสท่ีความเขม้ขน้ตํ่าๆ สามารถ

เหน่ียวนาํการสร้างเอนไซมไ์ด ้แต่แหล่งคาร์บอนท่ีเป็น  อะราบิโนส กาแล็คโทส และมอลโทส ตอ้ง

ใชค้วามเขม้ขน้สูงในการเหน่ียวนาํการสร้างเอนไซม ์และการเติมไซโลสอะราบิโนส กาแล็คโตส 

มอลโตสหรือไซโลไบโอส ลงในอาหารท่ีมีไซแลนทาํให้มีการสร้างเอนไซมม์ากข้ึน (Kyu et al., 

1994) 

 

การศึกษาการสร้างเอนไซมข์องเช้ือ B. circulans AB16 เม่ือเล้ียงในอาหาร basal medium 

ท่ีมีนํ้าตาลซูโคส อะราบิโนส มอลโทส ไซโลส กลีเซอรอล ฟรุกโทสและกลูโคส ความเขม้ขน้ 0.5 

เปอร์เซ็นต ์เป็นแหล่งคาร์บอน พบวา่นํ้ าตาลต่าง ๆ จะถูกใชห้มดภายใน 24 ชัว่โมง และมีการผลิต

เอนไซมไ์ซลาเนสในช่วง 0.82-2.52 หน่วยต่อมิลลิลิตร และการใชน้ํ้ าตาลโมเลกุลเด่ียวเป็นแหล่ง

คาร์บอนส่งผลใหมี้การผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสไดน้อ้ยมากหรือไม่สร้าง (Ashita et al., 2000) 
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เอนไซมไ์ซลาเนสท่ีผลิตจากเช้ือ Bacillus sp. strain XE สามารถเหน่ียวนาํให้สร้างเอนไซม์

ไดโ้ดยสารท่ีเกิดจากการแตกตวัของไซแลนคือไซโลโอลิโกแซ็กคาร์ไรด์ ในขณะเดียวกนัหากมีการ

สะสมของไซโลโอลิโกแซ็กคาร์ไรดใ์นอาหารเล้ียงเช้ือสามารถเกิดการยบัย ั้งการสร้างเอนไซมแ์บบ 

catabolic repression ได ้(Samain et al., 1997) 

 

การสร้างเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสของเช้ือรา Trichoderma reesei สามารถเหน่ียวนาํไดโ้ดย

การเติมไซแลนและไซโลไบโอสในอาหารเล้ียงเช้ือ ในขณะท่ี sophorose จะเหน่ียวนาํการสร้าง

เอนไซมไ์ซลาเนสไดดี้กวา่เอนไซมเ์ซลลูเลส และการเติมไซโลสสามารถเหน่ียวนาํการสร้างเซลลู

เลสและไซลาเนสไดดี้ใน Aspergillus terreus (Hrmova et al., 1989) 

 

8.  การใช้เอนไซม์ไชลาเนสและไซโลซิเดสเพือ่ย่อยไซแลนในวสัดุเหลอืทิง้ทางการเกษตร 

 

วสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรกรรมประเภทลิกโนเซลลูโลสได้มีการนาํมาใช้ประโยชน์

หลากหลาย เช่น การเป็นแหล่งอาหารเพื่อใช่เล้ียงเห็ด ทาํปุ๋ยหมกั และใช้เล้ียงเช้ือจุลินทรียเ์พื่อใช้

แหล่งอาหารโปรตีนสําหรับเป็นอาหารสัตว ์(Meevotism et al., 2527; Han, 1978; George, 1983; 

Laukevics et al., 1984; Lynch, 1988) นอกจากนั้นการยอ่ยสารคาร์โบไฮเดรต ซ่ึงเป็นองคป์ระกอบ

หลกัในวสัดุเหลือทิ้งเหล่านั้นให้เป็นสารมีค่าต่อไปก็เป็นอีกแนวทางหน่ึงของการใชป้ระโยชน์จาก

วสัดุเหลือทิ้งเหล่านั้น  

 

Kitpreechavanich et al. (1984) ไดร้ายงานการผลิตนํ้ าตาลไซโลส 100 กรัมต่อลิตร จากไซ

แลนท่ีไดจ้ากไม ้ ในปฏิกิริยาท่ีประกอบดว้ยไซแลนจากไม ้100 กรัมต่อลิตร เอนไซมไ์ซลาเนสท่ี

ผลิตจาก H. lanuginosa 480 หน่วยต่อมิลลิลิตรและกิจกรรมของเบตา้ไซโลซิเดสท่ีผลิตจาก  A. 

fumigatus 16 หน่วยต่อมิลลิลิตร และบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส  พีเอช 5.5 เป็นเวลา 24 

ชัว่โมง  

Mônica et al. (2004) ไดใ้ชเ้อนไซมท่ี์ผลิตจากเช้ือ T. lanuginosus IOC-4145 ปริมาณ 3000 

หน่วยต่อกรัมวสัดุในการยอ่ยชานออ้ยและซงัขา้วโพดท่ีผา่นการแช่ด่างท่ีอุณหภูมิสูงโดยไดป้ริมาณ

นํ้าตาลไซโลสสูงสุด คิดเป็น 24 และ 52 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั เม่ือเทียบกบัปริมาณไซโลสท่ียอ่ยได้

จากการยอ่ยดว้ยกรด    

 

วิเชียร และคณะ (2537) ไดใ้ชเ้อนไซมไ์ซลาเนสท่ีผลิตจากเช้ือรา H. lanuginosus ในการ

แยกสกดัไซแลนจากซงัขา้วโพดท่ีผา่นการแช่ NaOH ท่ี 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง  พบวา่
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ประสิทธิภาพการแยกสกดัคิดเป็นประมาณ 80 %  ของเฮมิเซลลูโลสทีมีอยูใ่นซงัขา้วโพดหลงัจาก

การบ่มท่ี 50 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชัว่โมง  ผลิตภณัฑ์ท่ีไดส่้วนใหญ่เป็นไซโลโอลิโกแซคคา

ไรด์   เม่ือยอ่ยซงัขา้วโพดท่ีผา่นการแช่ด่าง 10 กรัมท่ีบรรจุในถงัปฎิกรณ์เอนไซมแ์บบคอลมัน์โดย

ผา่นสารละลายเอนไซม ์  ไซลาเนส 100 มิลลิลิตรท่ีมีกิจกรรมไซลาเนส 22.4 หน่วยต่อมิลลิลิตร

ร่วมกบั 10 มิลลิลิตรของเยล chitopearel BCW 2510 ท่ีตรึงเอนไซมเ์บตา้ไซโลซิเดส ท่ีผลิตจาก A. 

fumigatus ท่ีมีกิจกรรมเอนไซมเ์ท่ากบั 4.3 หน่วยต่อมิลลิลิตร  ภายหลงัการยอ่ยเป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

ไดไ้ซโลส 12 กรัมต่อลิตร แต่ยงัมีไซโลไบโอส ประมาณ 5  กรัมต่อลิตร   

        

Shekiro et al. (2012) ไดศึ้กษาการยอ่ยไซแลนใน corn stover ท่ีผา่นการยอ่ยดว้ยกรดเจือ

จาง ด้วยเอนไซม์ผสมทางการคา้ การย่อยด้วยวิธีเอนไซม์หลังจากการปรับสภาพจะช่วยให้ได้

นํ้าตาลไซโลสและลดการเกิดสารพิษไดอ้ยา่งมาก พบวา่ประมาณ 70 % ของไซโลโอลิโกท่ีไดห้รือ 

80% ของไซแลนท่ีมีอยูส่ามารถถูกเปล่ียนเป็นนํ้าตาลโมเลกุลเด่ียวได ้ 

 

9. การออกแบบการทดลอง Plackett-Burman design (PBD) 

 

Plackett-Burman design (PBD) เป็นเทคนิคท่ีมีประสิทธิภาพสําหรับการหาองคป์ระกอบ

ของอาหารท่ีเหมาะสม ในปี ค.ศ. 1946 R.L. Plackett และ J.P. Burman ไดตี้พิมพผ์ลงานท่ีมีช่ือเสียง

เร่ือง “The Design of Optimal Multifactorial Experiments” ในวารสาร Biometrika (vol. 33)  

 

ในการทดลองท่ีมีตวัแปรหรือปัจจยัท่ีตอ้งการศึกษาหลายปัจจยั จะมีอุปสรรคเก่ียวกบัส่ิง

ทดลอง (treatment) ท่ีมีเป็นจาํนวนมาก เช่น ถา้จดัส่ิงทดลองแบบ 2n จะพบวา่ถา้มีปัจจยั 8 ปัจจยัจะ

มีส่ิงทดลองทั้งหมด 128 ส่ิงทดลอง เป็นตน้ จึงเป็นการยากท่ีจะทาํการทดลองทั้ง 256 ส่ิงทดลอง

ดงันั้น Plackett and Burman Design จะใชส้ําหรับการศึกษาเพื่อคดัเลือก (screening) ปัจจยัท่ีมี

ความสาํคญัหรือมีอิทธิพลต่อการทดลองท่ีจะศึกษา กล่าวคือจากแผนการทดลองน้ีจะทาํให้สามารถ

วเิคราะห์ถึงผลกระทบหลกัของปัจจยัท่ีศึกษาเท่านั้น ซ่ึงการทดลองแบบน้ีเป็นส่วนหน่ึงของการจดั

ส่ิงทดลองแบบแฟคทอเรียล (factorial experiment) หรืออาจจดัให้เป็นแฟคทอเรียลบางส่วน

(fractional factorial) ท่ีมีการจดัให้เป็นอิสระต่อกนั (orthogonal) ใชเ้พื่อคดัเลือกปัจจยัในการพฒันา

สูตร หรือพฒันากรรมวิธีการผลิตจาก 10 ถึง 20 ปัจจยัท่ีไดจ้ากการทดสอบเบ้ืองตน้ให้เหลือ 1 ถึง 4

ปัจจยั โดยท่ีไม่ตอ้งทาํการทดลองในขนาดใหญ่ ซ่ึงสามารถลดจาํนวนการทดลองโดยใชเ้ทคนิคน้ี

แต่มีขอ้เสีย คือไม่สามารถศึกษาถึงผลของปฏิสัมพนัธ์ (interaction) ต่างๆ ท่ีมีในการทดลองได ้วิธีน้ี

เหมาะท่ีจะใช้ในการทาํการทดลองเพื่อคดักรองปัจจยัท่ีไม่มีนัยสําคญัทางสถิติออก การจดัการ

http://rd.springer.com/search?facet-author=%22Joseph+Shekiro%22
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ทดลองจะใช ้2k factorial arrangement (k = N-1) เป็นพื้นฐานโดยจะมีแบบแผนมาตรฐาน (ตารางท่ี 

2)  

 

ตารางที ่2  แผนมาตรฐานสาํหรับเมตริกแถวแรกในการทดลองท่ีคดัเลือก N-1 ปัจจยัในการทดลอง   

                  N คร้ัง  

 

N 
ปัจจยัท่ีตอ้งการกร่ันกรอง, k = N-1 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 

8 + + + - + - -                 

12 + + - + + + - - - + -             

16 + + + + - + - + + - - + - - -         

24 + + + + + - + - + + - - + + - - + - + - - - - 

 

หมายเหตุ  N คือ จาํนวนคร้ังของส่ิงทดลอง 

 

ทีม่า: Plackett and Burman (1946) 

 

การออกแบบการทดลองท่ีนาํมาใชใ้นการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมดว้ยการวิเคราะห์พื้นผิว

ตอบสนอง ไดแ้ก่ การทดลองแบบ Box-Benhken design (BBD) central composite design (CCD) 

หรือ factorial design เป็นตน้  

 

10. แผนการทดลองแบบ Central composite design (CCD) 

 

 เป็นแผนการทดลองท่ีดดัแปลงมาจากการจดัส่ิงทดลองแบบแฟคทอเรียล ซ่ึงเป็นการเพิ่ม

ส่ิงทดลองระหวา่งระดบัของปัจจยั แต่เป็นการลดส่ิงทดลอง โดยจาก 33 factorial design จะมีส่ิง

ทดลองทั้งหมด 27 ส่ิงทดลอง ในขณะท่ี CCD 3 ปัจจยั จะมีการทดลองทั้งหมด 23 + (2 × 3 + 1) 

โดยท่ีเทอม (2n+1) เป็นจุดพิเศษท่ีเพิ่มข้ึนมา และเพิ่มการทดลองท่ีจุดตรงกลาง 3 ถึง 5 ซํ้ า จะได้

เท่ากบั 20 ส่ิงทดลอง (ไพโรจน์, 2544) ดงัแสดงในภาพท่ี 3 และตารางท่ี 3 
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ก. แบบ 2 ตวัแปร    ข. แบบ 3 ตวัแปร 

 

ภาพที ่3  แสดงส่ิงทดลอง (design points) สาํหรับสมการกาํลงัสอง 

 

ทีม่า: Gacular and Singh (1984); Hu (1999) 

 

การคาํนวณค่าระดบัจริงท่ีใชใ้นการทดลอง ใชส้มการในการเปล่ียนรหสั ดงัน้ี (Neter et al., 1996) 

 

 

                                                                                          ……………………………… (1) 

 

โดย xi คือ ค่ารหสัของปัจจยัในการทดลอง 

       Xi คือ ค่าจริงของปัจจยัในการทดลอง 

       X0 คือ ค่าเฉล่ียของระดบัของปัจจยัในการทดลอง 

    ∆Xi คือ ค่าช่วงกลางของระดบัของปัจจยัในการทดลอง 

 

 

 

 

 

       Xi – X0  

 ∆Xi 
xi = 
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ตารางที ่3  ค่าของ code level ใน central composite design (CCD) สาํหรับ 3 ปัจจยั 

 

 

ทีม่า: อนุวตัน์ (2549) 

 

11.  วธีิพืน้ผวิตอบสนอง 

 

การวางแผนการทดลองเร่ิมนาํไปใชใ้นทางเกษตรเป็นคร้ังแรกซ่ึง Montgomery (1984) ได้

กล่าวไวว้่า Fisher ไดน้าํวิธีการทางสถิติและการวิเคราะห์ขอ้มูลไปใช้กบัผลการทดลองท่ีสถานี

ทดลองทางการเกษตรในกรุงลอนดอนท่ีประเทศองักฤษ วิธีการดังกล่าวคือการวิเคราะห์ความ

แปรปรวน (analysis of variance) ซ่ึงเป็นวิธีการหลกัในการวิเคราะห์ขอ้มูลจากการวางแผนงาน

ทดลอง แต่แนวคิดของ Fisher น้ีสามารถนาํไปประยุกต์ในงานวิจยัสาขาอ่ืนๆ ไดเ้ป็นอย่างดี ขั้น

ต่อมาของการวจิยัและวเิคราะห์ขอ้มูลเพื่อหาเง่ือนไขของปัจจยัต่างๆ ในกระบวนการผลิตนั้นๆ โดย

ใชว้ิธีการทางสถิติขั้นสูงคือวิธีการหาพื้นผิวตอบสนอง (response surface methodology, RSM) ซ่ึง 

Khuri and Cornell (1987) กล่าวไวว้า่ไดมี้งานวจิยัดา้นน้ีตั้งแต่ช่วงปี ค.ศ. 1930 หรืออาจจะก่อนหนา้

นั้น การใชว้ธีิการหาพื้นผวิตอบสนองไดป้ระสบผลสําเร็จและนาํไปประยุกตใ์นงานวิจยัสาขาต่างๆ 

เช่น วศิวกรรม วทิยาศาสตร์การอาหาร ชีววทิยา และในวงการอุตสาหกรรม เป็นตน้ 

ส่ิงทดลอง 

ระดบัของปัจจยั 

ส่ิงทดลอง 

ระดบัของปัจจยั 

ปัจจยั  

A 

ปัจจยั  

 B 

ปัจจยั    

C 

ปัจจยั 

A 

ปัจจยั 

B 

ปัจจยั 

C 

1 -1 -1 -1 11 0 -1.68 0 

2 -1 -1 1 12 0 1.68 0 

3 -1 1 -1 13 0 0 -1.68 

4 -1 1 1 14 0 0 1.68 

5 1 -1 -1 15 0 0 0 

6 1 -1 1 16 0 0 0 

7 1 1 -1 17 0 0 0 

8 1 1 1 18 0 0 0 

9 -1.68 0 0 19 0 0 0 

10 1.68 0 0 20 0 0 0 
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การออกแบบการทดลองเพื่อการปรับปรุงคุณภาพ (design of experiment: DOE) แต่ละ

กระบวนการผลิตนั้นจะมีจาํนวนปัจจยัต่าง ๆ หลายปัจจยัท่ีส่งผลต่อประสิทธิภาพ ตน้ทุนและ      

คุณภาพของกระบวนการผลิต แต่ปัญหาก็คือจะสามารถหาจุดท่ีเหมาะสมของปัจจยัเหล่านั้นได ้    

อย่างไร ดงันั้นการออกแบบการทดลองเป็นวิธีท่ีจะช่วยให้เราสามารถการทดลองและเก็บขอ้มูล

อยา่งเป็นระบบ แลว้นาํขอ้มูลเหล่านั้นไปวเิคราะห์ดว้ยวธีิทางสถิติ ซ่ึงจะทาํใหไ้ดผ้ลลพัธ์ท่ีเช่ือถือวา่ 

ควรจะตอ้งปรับตั้งปัจจยัต่าง ๆ อยา่งไร เพื่อให้ไดก้ระบวนการทาํงานมีประสิทธิภาพ ตน้ทุนการ

ผลิตตํ่า และไดสิ้นคา้คุณภาพดี นอกจากน้ีการออกแบบการทดลองจะใชเ้วลาและค่าใชจ่้ายในการ

ทดลองท่ีตํ่ามากเม่ือเทียบกบัการลองผิดลองถูก การออกแบบการทดลองท่ีนาํมาใช้ในการศึกษา

สภาวะท่ีเหมาะสมดว้ยการวิเคราะห์พื้นผิวตอบสนอง ไดแ้ก่ การทดลองแบบ Box-Benhken design 

(BBD) central composite design (CCD) หรือ factorial design เป็นตน้ 

 

การหาพื้นผิวตอบสนองนั้นมีจุดประสงค์เพื่อหาความสัมพนัธ์ระหว่างตวัแปรตอบสนอง

(Y) กบักลุ่มของปัจจยัท่ีมีอิทธิพลต่อตวัแปรตอบสนองนั้นๆ วิธีการดงักล่าวน้ีใชก้ารวิเคราะห์การ

ถดถอย (regression analysis) มาประยุกตใ์นการหารูปแบบความสัมพนัธ์ท่ีเรียกวา่รูปแบบพอลิโน

เมียล (polynomial model) โดยทัว่ไปรูปแบบของพื้นผิวตอบสนองจะพิจารณารูปแบบพอลิโนเมียล

ลาํดบัท่ี 1 (first order model) หรือลาํดบัท่ี 2 (second order model) ส่วนการประมาณค่าพารามิเตอร์

หรือสัมประสิทธ์ิการถดถอยในรูปแบบดงักล่าวจะใชว้ธีิกาํลงัสองนอ้ยท่ีสุด (นวรัตน์, 2548; อนุวตัร

, 2549) รูปแบบพอลิโนเมียลลาํดบัท่ี 1 โดยทัว่ไปมีการนาํมาเฉพาะบางแผนการทดลองซ่ึง Khuri 

and Cornell (1987) ไดก้ล่าวไว ้คือการออกแบบเชิงแฟคทอเรียล 2 ระดบั (2k factorial) รูปแบบพอลิ

โนเมียลลาํดบัท่ี 2 มีแผนการทดลอง เช่น Box-Benken design, Central composite desige, การ

ออกแบบเชิงแฟคทอเรียล 3 ระดบั (3k factorial) เป็นตน้ นั้นคือจะตอ้งมีระดบัการทดลองอยา่งนอ้ย 

3 ระดบั Khuri and Cornell (1987) ซ่ึงรูปแบบพอลิโนเมียลลาํดบัท่ี 2 สําหรับ k ตวัแปรมีรูปแบบดงั

สมการท่ี 1 

 

                                     Y = ß0+∑ ßixi+∑ßiixi
2+∑ßijxixj+ε   ……………….....…………. (2) 

 

โดยท่ี  Y คือ ตวัแปรตอบสนอง 

    ß คือ สัมประสิทธ์ิของสมการการถดถอย 

          xi , xj คือ ตวัแปรอิสระ 

       ε คือ ความคลาดเคล่ือน 
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12.  การวเิคราะห์การถดถอย  

 

 การวิเคราะห์การถดถอยเป็นการศึกษาความสัมพนัธ์ระหว่างตวัแปรตั้งแต่ 2 ตวัข้ึนไป      

ในการวิเคราะห์การถดถอยจะเรียกตวัแปรท่ีสนใจวา่ตวัแปรตาม (dependent variable) ส่วนตวัแปร

ท่ีแทนปัจจยัต่างๆ เรียกตวัแปรอิสระ (independent variable)โดยเร่ิมพิจารณาวา่ตวัแปรตาม และตวั

แปรอิสระมีความสัมพนัธ์กนัในลกัษณะใด สร้างรูปแบบการถดถอยเพื่อแทนลกัษณะความสัมพนัธ์

ระหวา่งตวัแปร และสร้างสมการการถดถอย(regression equation) จากรูปแบบท่ีกาํหนดนั้นโดยวิธี

กาํลงัสองนอ้ยท่ีสุด (least squares method)นอกจากน้ีสมการการถดถอยท่ีสร้างข้ึนจะเป็นสมการท่ี

เหมาะสมหรือไม่นั้น จะพิจารณาไดจ้ากค่าสถิติ และการทดสอบสมมติฐานค่าสถิติท่ีใช ้ เช่น ค่า

สัมประสิทธ์ิการตดัสินใจ (coefficient ofdetermination ; R2) ค่าสัมประสิทธ์ิการตดัสินใจปรับแลว้ 

(adjusted coefficient of determination ;R2
adj) ส่วนการทดสอบสมมติฐานเป็นการพิจารณาวา่มีตวั

แปรอิสระอยา่งนอ้ย 1 ตวั มีอิทธิพลหรือเ มีส่วนในการอธิบายความผนัแปรของตวัแปรตามหรือไม่ 

(นวรัตน์, 2548) 

 

ในการวิเคราะห์การถดถอยเพียง 1 ตวัแปร เราเรียกการวิเคราะห์การถดถอยน้ีวา่ การ

วเิคราะห์การถดถอยอยา่งง่าย (simple regression analysis) ส่วนกรณีท่ีมีตวัแปรอิสระมากกวา่ 1 ตวั

แปรจะเรียกการวิเคราะห์การถดถอยน้ีวา่ การวิเคราะห์การถดถอยเชิงพหุคูณ (multiple regression 

analysis) 

 

ขอ้กาํหนดในการวเิคราะห์การถดถอย 

 

ก. ขอ้มูลตวัแปรตามมีการแจกแจงแบบปกติ 

ข. ค่าเฉล่ียของค่าคลาดเคล่ือนมีค่าเท่ากบัศูนย ์

ค. ความแปรปรวนของค่าคลาดเคล่ือนมีค่าคงท่ี 

ง. ค่าคลาดเคล่ือนแต่ละตวัเป็นอิสระต่อกนั 

 

11.1  การวเิคราะห์การถดถอยเชิงเส้นอยา่งง่าย 

 

         เป็นการศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งตวัแปรอิสระ 1 ตวั และตวัแปรตาม รูปแบบ

สมการการถดถอยเชิงเส้นอยา่งง่าย แสดงดงัสมการท่ี 2 (วรัิชช, 2546) 
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Y = ß0+∑ß1x1+ ε                                     …….…………….. (3) 

 

11.2  การวเิคราะห์การถดถอยเชิงพหุคูณ 

 

         เป็นการหาความสัมพนัธ์ระหวา่งขอ้มูลท่ีมีตวัแปรอิสระตั้งแต่ 2 ตวัข้ึนไป ซ่ึงเขียน

สมการการถดถอยเชิงพหุคูณเม่ือมีตวัแปรอิสระ k ตวั แสดงดงัสมการท่ี 3 (วรัิชช, 2546) 

 

                                Y = ß0+ ∑ßixi+ ε                                    ……..……..………. (4) 

 
 

          11.2.1  การวเิคราะห์ความแปรปรวนสาํหรับการถดถอยเชิงพหุคูณ 

 

                        เป็นการทดสอบวา่สัมประสิทธ์ิการถดถอย (ß1, ß2,…ßk) มีค่าเท่ากบั 0 

หรือไม่ ซ่ึงถา้พบวา่มีอยา่งนอ้ย 1 ค่า ท่ีไม่เท่า 0 แสดงวา่มีความสัมพนัธ์ระหวา่งตวัแปรตอบสนอง 

(Y) และตวัแปรอิสระ (X1,X2,…Xk) 

 

สมมติฐานท่ีใชท้ดสอบ คือ 

 

H0 : ß1 = ß2 = ß3 = 0 

(ตวัแปรหรือปัจจยัท่ีศึกษาไม่มีอิทธิพลต่อการผลิตเอนไซม)์ 

 

H1 : ßi อยา่งนอ้ย 1 ค่าท่ีไม่เท่ากบั 0 

(มีตวัแปรหรือปัจจยัอยา่งนอ้ย 1 ตวั ท่ีมีอิทธิพลต่อการผลิตเอนไซม)์ 

 

ถา้ยอมรับ H0 หมายความวา่ไม่มีความสัมพนัธ์ระหวา่งตวัแปรอิสระและตวัแปรตาม 

 

ถา้ปฏิเสธ H0 หมายความวา่มีตวัแปรอิสระ Xj อยา่งนอ้ย 1 ตวัท่ีมีความสัมพนัธ์กบัตวัแปรตาม แสดง

วา่สมการการถดถอยท่ีสร้างสามารถอธิบายการผนัแปรของตวัแปรอิสระได ้

 

 

 

k 

i=1 
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          11.2.2 การตรวจสอบความเหมาะสมของสมการการถดถอย 

 

                     1)  Normal probability plot ของค่าคลาดเคล่ือน 

 

           เป็นวิธีการสร้างกราฟท่ีพล็อตค่าของข้อมูลจริงท่ีเกิดข้ึนกับค่าท่ีคาดไว ้

(expected value) ถา้ขอ้มูลตวัอยา่งสุ่มมาจากประชากรท่ีมีการแจกแจงแบบปกติแลว้ค่าท่ีคาดไวจ้ะ

เป็นเส้นตรง และค่าจริงจะอยูร่อบๆ เส้นตรงนั้นโดยค่าท่ีอยูเ่หนือเส้นตรงแสดงวา่ค่าจริงมากกว่า

ค่าท่ีคาดไว  ้ ส่วนค่าท่ีอยู่ใต้เส้นตรง คือค่าท่ีน้อยกว่าค่าท่ีคาดไวใ้ช้ในการตรวจสอบความ

คลาดเคล่ือนมีการแจกแจงแบบปกติหรือไม่ 

 

        2)  การทดสอบความคงท่ีของความแปรปรวนของความคลาดเคล่ือน 

 

เป็นการตรวจสอบความเป็นอิสระหรือความคงท่ีของความคลาดเคล่ือน

โดยใชก้ราฟการกระจาย (scatterplot) ระหวา่งค่า regression standardized residual บนแกน Y กบั

ค่าregression predicted value บนแกน X พบวา่จุดมีการกระจายอยา่งไม่มีรูปแบบและกระจายรอบ

ศูนย ์แสดงวา่ความแปรปรวนของความคลาดเคล่ือนค่อนขา้งคงท่ี 

 

3)  ค่าสัมประสิทธ์ิการตดัสินใจ (coefficient of determination ; R2) 

 

              เป็นสัดส่วนหรือเปอร์เซ็นตท่ี์ตวัแปรทา้นายสามารถอธิบายการ

เปล่ียนแปลงของตวัแปรตามเขียนเป็นสูตรไดด้งัน้ี  

 

R2
 = ความผนัแปรของ Y เน่ืองจากอิทธิพลของ X1, X2,…Xk 

ความผนัแปรทั้งหมด 

 

Hu (1999) รายงานวา่สมการท่ีมกันาํไปใชค้วรมีค่า R2 
 อยา่งนอ้ย 0.75 

หากสูงกวา่ 0.90 ถือวา่ดีมาก (ค่า R2  มีค่าตั้งแต่ 0 ถึง 1 โดยท่ี 0 แสดงวา่ไม่มีความสัมพนัธ์ใดๆ 

ระหวา่งตวัแปรอิสระกบัตวัแปรตาม แต่ท่ี 1 แสดงวา่มีความสัมพนัธ์กนัอยา่งสมบูรณ์) เน่ืองจาก

ขอ้เสียของสัมประสิทธ์ิการตดัสินใจ คือเม่ือตวัแปรอิสระเพิ่มข้ึนจะทาํให้ค่า R2  เพิ่มข้ึนตามไปดว้ย 

อีกทั้งในกรณีท่ีจาํนวนขอ้มูลในตวัอยา่งมีนอ้ย การพิจารณาค่า R2 อาจคลาดเคล่ือนเพราะค่า R2 มีค่า
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สูงเกินความเป็นจริง การแกไ้ขทาํไดโ้ดยใชค้่า adjust R2 แทน ซ่ึงถา้ adjust R2 มีค่ามากกวา่ 64 

เปอร์เซ็นต ์(>0.64) แสดงวา่รูปแบบสมการเหมาะสม 

 

4)  การเลือกสมการการถดถอยท่ีดีท่ีสุด 

 

ในการวจิยัเชิงปริมาณตวัแปรอิสระท่ีนาํมาศึกษาจะมีหลายตวัแปร สมการ

การถดถอยท่ีเหมาะสมควรเป็นสมการท่ีมีตวัแปรอิสระนอ้ยท่ีสุด และอธิบายความผนัแปรของตวั

แปรตามไดดี้ท่ีสุด ดงันั้นเม่ือมีตวัแปรอิสระหลายตวัจึงควรเลือกตวัแปรอิสระท่ีสําคญั การเลือกตวั

แปรอิสระท่ีสาํคญัจะทาํไดด้ว้ยวธีิการเลือกสมการการถดถอยแบบต่างๆ ซ่ึงวิธีการเลือกสมการการ

ถดถอยท่ีดีท่ีสุดท่ีใชก้นัมากไดแ้ก่ วิธีพิจารณาทุกสมการ (all possible regression) วิธีลดตวัแปร

อิสระ (backward elimination procedure) วิธีเพิ่มตวัแปรอิสระ (forward selection procedure) และ

วธีิเพิ่มตวัแปรอิสระแบบขั้นตอน (stepwise procedure) (นวรัตน์, 2548) 



อปุกรณ์และวธีิการ 

 

อุปกรณ์ 

 

1.  อุปกรณ์ในการเล้ียงเช้ือ 

     1.1  หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือแรงดนัสูง (Sanyo, Belgium) 

     1.2  เคร่ืองชัง่ (Satorious, Germany) 

     1.3  พีเอชมิเตอร์ (Eutech, Singapore) 

     1.4  เคร่ืองบ่มแบบเขยา่ (Vision Scientific, Korea) 

     1.5  พีเอช โพรบและตวัควบคุม (TOA, Japan) 

     1.6  เคร่ืองเซนตริฟิวซ์ควบคุมความเยน็ (Tomy รุ่น RB-18, Tomy Seiko Co., Ltd., Japan) 

     1.7  เคร่ืองแกว้สาํหรับเล้ียงเช้ือ (Pyrex, USA) 

 

2.  อุปกรณ์ในการวิเคราะห์ 

      2.1  เคร่ืองอิเล็กโตรโฟรีซิสสาํหรับดีเอ็นเอ (Mupid 2 plus, Japan)  

     2.2  เคร่ืองอิเล็กโตรโฟริซิสสาํหรับโปรตีน (Hoefer SE 260, USA) 

      2.3  เคร่ืองสเปคโตโฟโตมิเตอร์ (UV-9200, Reyligh, China) 

      2.4  เคร่ืองจุลทรรศน์แบบใชแ้สงธรรมดา (Olympus, Japan) 

      2.5  เคร่ืองฉายแสงอลัตราไวโอเลต (BioDoc-It System, UVP, USA) 

       2.6  TLC Plate (Silica gel 60, 20×20; Merck) 

     2.7  อ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิ (JEIO TECH, South Korea) 

     2.8  เคร่ืองผสมสารละลาย (GENIE 2, USA) 

     2.9   เคร่ืองแกว้สําหรับวิเคราะห์ (Agilent, USA) 

 

 

 

 

 

 

http://www.tradekorea.com/e-catalogue/jesusgod/
http://worldwidetradethai.nanasupplier.com/%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%9C%E0%B8%AA%E0%B8%A1%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%A5%E0%B8%B0%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B8%A2-vortex-mixer-100911-4.html
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วธีิการ 

 

1.  การเตรียมฟางข้าว 

 

เตรียมฟางขา้ว โดยลดขนาดฟางขา้วดว้ยการสับเป็นช้ินเล็ก ๆ จากนั้นบดดว้ยเคร่ืองบด 

Ball mill และร่อนฟางขา้วดว้ยตระแกรงขนาด 40-60 mesh นาํฟางขา้วท่ีไดไ้ปลา้งในนํ้ าปะปาเพื่อ

กาํจดัส่ิงสกปรก และอบให้แห้งท่ีอุณภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน จากนั้นนาํฟางขา้วมา

ปรับสภาพดว้ยด่าง NaOH ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซนต ์ โดยชัง่ฟางขา้ว 10 กรัม ใส่ในขวดรูปชมพู่

ปริมาตร 1 ลิตร แลว้เติม 1 % NaOH  ปริมาตร 300 มิลลิลิตร จากนั้นบ่มสารละลายฟางขา้วท่ีอุณภูมิ

ห้อง เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เม่ือครบเวลา ลา้งฟางขา้วดว้ยนํ้ าปะปา จนกระทัง่พีเอชเป็นกลาง แลว้นาํ

ฟางขา้วไปอบใหแ้หง้ท่ีอุณภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน ส่งฟางขา้วท่ีไม่ปรับสภาพและฟาง

ขา้วท่ีผ่านการปรับสภาพดว้ยด่างไปวิเคราะห์องค์ประกอบต่าง ๆ ท่ีภาควิชาสัตวบาล คณะเกษตร 

มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ ตารางท่ี 4 แสดงองคป์ระกอบต่าง ๆ ในฟางขา้วท่ีไม่ปรับสภาพและฟาง

ปรับสภาพดว้ยด่าง 

 

ตารางที ่4  องคป์ระกอบของฟางขา้วท่ีไม่ปรับสภาพและฟางขา้วท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยด่าง 

 

 

Cellulose 

(%) 

Hemicellulose  

(%) 

Lignin 

 (%) 

Ash  

(%) 

Total 

(%) 

Untreated rice straw 44.11 25.01 7.86 13.78 90.76 

NaOH-pretreated rice straw 58.11 21.68 4.15 8.95 92.89 

 

2.  เช้ือจุลนิทรีย์ 

 

  2.1  เช้ือแอคติโนมยัสีท 

 

               เช้ือแอคติโนมยัสิทที่ใช้ในการทดลอง คือ Microbispora siamensis  DMKUA 245T 

ซ่ึงเป็นเช้ือแอคติโนมัยสิททนร้อนชนิดใหม่ ท่ีมีการรายงานการผลิตเอนไซม์เบต้าไซลาเนส 

(Boondaeng et al., 2009)  
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  2.2  เช้ือแบคทีเรีย 

 

         เช้ือแบคทีเรียท่ีใช้ในการทดลอง ไดค้ดัเลือกเช้ือที่มีความสามารถในการย่อยสลาย

ไซแลนจากเช้ือแบคทีเรียในกลุ่มแกรมบวกสร้างสปอร์ จาํนวน 180 สายพนัธุ์ ที่เก็บรักษาใน

ห้องปฎิบติัการจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์  

 

3.  การคัดเลือกสายพันธ์ุของเช้ือแบคทีเรียกลุ่มแกรมบวกสร้างสปอร์ที่มีความสามารถย่อยสลาย 

ไซแลน 

 

นาํเช้ือแบคทีเรียในกลุ่มแกรมบวกสร้างสปอร์จาํนวน 180 สายพนัธุ์ ที่เจริญบนอาหาร 

NA (Nutrint Agar) pH 7 ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง มาทดสอบความสามารถในการ

ย่อยสลายไซแลน ดว้ยวิธีการจุดเช้ือ (point inoculation) ลงบนอาหารแข็ง xylan medium ซ่ึง

ประกอบดว้ยสารอาหาร ดงัน้ี ไซแลน (Birchwood xylan, Sigma) 5 กรัมต่อลิตร, K2HPO4  1 กรัม

ต่อลิตร, MgSO4.7H2O 0.2 กรัมต่อลิตร, เปปโตน 1 กรัมต่อลิตร และวุน้ 15 กรัมต่อลิตร จากนั้น

บ่มเช้ือที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เมื่อครบเวลา ราดสี Congo red ความ

เขม้ขน้ 1 เปอร์เซนต์ ลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ เป็นเวลา 15 นาที ลา้งสีส่วนเกินดว้ยสารละลาย

โซเดียมคลอไรด์ ความเขม้ขน้ 1 โมลาร์ เป็นเวลา 30 นาที สังเกตุความสามารถในการย่อยสลาย

ไซแลนจากบริเวณใสที่เกิดข้ึนรอบโคโลนีเช้ือ บนัทึกระยะความกวา้งของโคโลนีเช้ือ และ

บริเวณใส  

 

คดัเลือกเช้ือแกรมบวกสร้างสปอร์สายพนัธุ์ที่สามารถย่อยสลายไซแลนบนอาหารแข็ง 

เพื่อนาํไปทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสใน

อาหารเหลวซ่ึงมีฟางขา้วท่ีผ่านการปรับสภาพดว้ยด่างเป็นองค์ประกอบ 

 

4.  ทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์เบต้าไซลาเนสและเบต้าไซโลซิเดสในอาหารเหลวที่มี

ฟางข้าวเป็นองค์ประกอบ 

     

 4.1. การเตรียมกลา้เช้ือ 

 

 เตรียมกลา้เช้ือสาํหรับทดสอบ โดยนาํเช้ือแบคทีเรียแกรมบวกสร้างสปอร์ท่ีคดัเลือกได้

จากขอ้ท่ี 3 มาเพาะเล้ียงลงในอาหารเล้ียงเช้ือ NB (pH 7) บ่มเช้ือในเคร่ืองเขยา่ท่ีควบคุมอุณหภูมิ 37 
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องศาเซลเซียส ดว้ยความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 18 ชัว่โมง เม่ือครบเวลานาํอาหารเล้ียงเช้ือ

ไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้น

ลา้งเซลลด์ว้ย NaCl ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.85 แลว้นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ท่ี

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทของเหลวส่วนใสทิ้ง ทาํการลา้งเซลล์ 2 คร้ัง จากนั้น

วดัค่าความขุ่นของเซลล์ดว้ย เคร่ืองสเปกโตโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ให้ไดค่้า

ความขุ่น 0.7 เพื่อใชเ้ป็นกลา้เช้ือเร่ิมตน้  

  

  4.2. ทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดส 

 

         ถ่ายกลา้เช้ือแบคทีเรียที่คดัเลือกไดล้งในอาหารเหลว ซ่ึงประกอบดว้ยสารอาหาร

ดงัน้ี ฟางขา้วที่ปรับสภาพดว้ยด่าง 10 กรัมต่อลิตร, K2HPO4 1 กรัมต่อลิตร, MgSO4.7H2O 0.2 

กรัมต่อลิตร และเปปโตน 1 กรัมต่อลิตร บ่มเช้ือในเคร่ืองเขยา่ท่ีควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

ดว้ยความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชัว่โมง จากนั้นป่ันเหวี่ยงแยกเซลล์ออก นาํส่วนใสท่ี

ไดไ้ปวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์เบตา้ไซลาเนส เบตา้ไซโลซิเดส  

 

          คดัเลือกแบคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีมีความสามารถผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสและเบตา้

ไซโลซิเดสไดสู้งสุดเพื่อศึกษาการเหน่ียวนาํ การผลิตและสมบติัของเอนไซม์ที่ไดใ้นการทดลอง

ต่อไป 

 

5.  การระบุชนิดของแบคทีเรีย 

 

 5.1  ศึกษาลกัษณะสัณฐานวทิยาของแบคทีเรียและลกัษณะโคโลนี 

       

        ศึกษาลกัษณะสัณฐานวิทยาของเช้ือแบคทีเรียโดยถ่ายเช้ือแบคทีเรียบริสุทธ์ิลงบน

อาหาร NA slant บ่มเช้ือนาน 24 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้นนาํเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดม้าศึกษา

ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเช้ือบริสุทธ์ิโดยการตรวจลกัษณะการเจริญ ลกัษณะโคโลนีบนอาหาร

เล้ียงเช้ือ  

 

5.2  การทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมีและสรีรวทิยา 
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       นาํเช้ือแบคทีเรียบริสุทธ์ิท่ีแยกไดม้าทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมีและสรีรวิทยา ไดแ้ก่ 

การทดสอบ VP การเจริญในสภาวะท่ีไม่มีออกซิเจน ความสามารถในการใชซิ้เตรทและโพรพิโอ

เนต  การเจริญในอาหาร NB + NaCl 5% 7% และ 10% การสร้างเอนไซมย์อ่ยแป้ง เคซีน และเจ

ลาติน การรีดิวส์ไนเตรท การสร้างกรดจากคาร์โบไฮเดรต เช่น ดี(+)กลูโคส แอล(-)อะราบิโนส ดี

(+)ไซโลส ดี(+)แมนนิทอล และแลคโตส เป็นตน้ ตามวิธีการของ Gordon (1989) ตรวจและบนัทึก

ผลเป็นผลบวกหรือลบ                                                                                                                                                                                                           

 

 5.3  การระบุชนิดของแบคทีเรียโดยการหาลาํดบัเบสของยีนบริเวณ 16S rRNA 

 

         เล้ียงเช้ือแบคทีเรียในกลุ่มแกรมบวกสร้างสปอร์สายพนัธุ์ที่ไดค้ดัเลือกในอาหาร           

Luria-Bertani medium (LB medium) บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 18 ชัว่โมง แลว้ป่ันเหวี่ยงท่ี

ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เทนํ้ าใสทิ้ง จากนั้นทาํ

การสกดัแยกดีเอ็นเอโดยวิธีท่ีดดัแปลงมาจาก Pospiech and Neumann (1995) โดยแขวนลอย

ตะกอนเซลล์ใน SET buffer (75 mM NaCl, 25 mM EDTA และ 20 mM Tris-HCl) 0.5 มิลลิลิตร 

เติม lysozyme (ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 10 ไมโครลิตร นาํไป vortex แลว้นาํไปบ่มท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที หลงัจากนั้นเติม proteinase K ปริมาตร 14 ไมโครลิตร 

และ SDS ความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นตป์ริมาตร 60 ไมโครลิตร (ความเขม้ขน้สุดทา้ยของ proteinase 

K เท่ากบั 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ SDS เท่ากบั 1 เปอร์เซ็นต)์ ผสมให้เขา้กนัโดยวิธีการกลบั

หลอดไปมา นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เติม NaCl ความเขม้ขน้ 5 โม

ลาร์ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัโดยวิธีการกลบัหลอดไปมา ทาํให้เยน็ท่ีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส ต่อมาเติม chloroform ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนัโดยวิธีการกลบัหลอด

ไปมาเป็นเวลา 20 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง หลงัจากนั้นนาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที 

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ถ่ายส่วนใสใส่หลอดใหม่ เติม isopropanol และผสม

โดยวธีิการกลบัหลอดไปมาเป็นเวลา 3 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง หลงัจากนั้นนาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 

10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง ลา้งตะกอนดีเอ็นเอ

ดว้ย EtOH ความเขม้ขน้ 70 เปอร์เซ็นต ์นาํไปป่ันท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ทาํใหแ้ห้ง และละลายตะกอนดีเอ็นเอใน TE buffer (10 mM Tris และ 1 

mM EDTA·2Na พีเอช 8) ปริมาตร 100-200 ไมโครลิตร (เก็บสารละลายดีเอ็นเอท่ี -20 องศา

เซลเซียส)  
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 เพิ่มปริมาณยนีบริเวณ 16S rRNA จากดีเอน็เอท่ีสกดัไดโ้ดยใชไ้พร์เมอร์ 27F, 1541R, 518F 

และ 1429R (Lane, 1991; Anzai et al., 1997) นาํลาํดบัเบสท่ีไดม้าเปรียบเทียบกบัลาํดบัเบสใน

บริเวณยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียชนิดต่างๆท่ีมีอยู่ในฐานข้อมูล GenBank ด้วยโปรแกรม 

Eztaxon (Chun et al., 2007) หลงัจากนั้นนาํขอ้มูลท่ีคลา้ยกนัของลาํดบัเบสยีน 16S rRNA ของ

แบคทีเรียแกรมบวกสร้างสปอร์สายพนัธ์ุเปรียบเทียบ (Type strain) ท่ีมีความใกลเ้คียงกนัทาํ 

multiple alignment โดยใช้โปรแกรม ClustalW ซ่ึงอยู่ในชุดโปรแกรม BioEdit จากนั้นใช้

โปรแกรม MEGA 4 (Tamura et al., 2007) สร้างตน้ไมว้ิวฒันาการชาติพนัธ์ุจากขอ้มูลความ

แตกต่างของลาํดบัเบส โดยใช ้neighbor-joining method (Saitou and Nei, 1987) ประเมินค่าความ

น่าเช่ือถือจากการวเิคราะห์ค่า bootstrap เท่ากบั 1,000 คร้ัง (Felsen-stein, 1985) ระยะห่างของลาํดบั

เบส (Distance) ถูกคาํนวณโดย Kimura 2-parameter (Kimura, 1980) 

 

6.  การศึกษาการเหนี่ยวนําการสร้างเอนไซม์เบต้าไซลาเนสของเช้ือแบคทีเรีย B. pumilus 

DMKUB39 และเช้ือแอคติโนมัยสีท M. siamensis DMKUA245T 

 

 6.1.  การเตรียมกลา้เช้ือ 

 

         เตรียมกล้าเช้ือ M. siamensis  DMKUA245T โดยการเพาะเล้ียง M. siamensis 

DMKUA 245T ในอาหารเล้ียงเช้ือ ISP2 (pH 7) และบ่มในเคร่ืองเขย่าควบคุมอุณหภูมิ 45 องศา

เซลเซียส ดว้ยความเร็ว 180 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เม่ือครบเวลานาํอาหารเล้ียงเช้ือไปป่ัน

เหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นลา้งเซลล์ดว้ย NaCl ความเขม้ขน้

ร้อยละ 0.85 แลว้นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 10 นาที เทของเหลวส่วนใสทิ้ง ทาํการลา้งเซลล์ 2 คร้ัง จากนั้นวดัค่าความขุ่นของเซลล์ดว้ย

เคร่ืองสเปกโตโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ปรับค่าความขุ่นของเซลล์ให้ไดเ้ท่ากบั 

0.7 เพื่อใชเ้ป็นกลา้เช้ือเร่ิมตน้ สําหรับการเตรียมกลา้เช้ือแบคทีเรีย Bacillus pumilus DMKUB39 

ใหใ้ชว้ธีิตามขอ้ 4.1 

 

6.2  ศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนชนิดต่าง ๆ ต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนส  

       ถ่ายกลา้เช้ือ M. siamensis  DMKUA 245T และ B. pumilus DMKUB 39 ที่เตรียมได้

จากขอ้ 6.1 ปริมาณ 10 % ในอาหาร basal medium ซ่ึงประกอบดว้ยสารอาหารดงัน้ี K2HPO4 1 

กรัมต่อลิตร, MgSO4.7H2O 0.2 กรัมต่อลิตร, เปปโตน 1 กรัมต่อลิตร และแหล่งคาร์บอน 10 กรัม

ต่อลิตร โดยแหล่งคาร์บอนท่ีใช้ในการทดสอบ ไดแ้ก่ ไซแลน กลูโคส ไซโลส กาแลคโตส มอล
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โตส แมนนิทอล ฟรุกโตส ซอบิทอล แลคโตส ไซลิทอล ไซโลโอลิโกแซคคาไรด์ เซลโลไบโอส 

และไซโอไบโอส ทาํการบ่มเช้ือ B. pumilus DMKUB39 ในเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส ดว้ยความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชัว่โมง สําหรับ M. siamensis  DMKUA 245T 

นาํไปบ่มในเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ดว้ย ความเร็ว 180 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 

72  ชัว่โมง จากนั้นป่ันเหวี่ยงแยกตะกอนเซลล์ออก ส่วนใสนาํไปวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์

เบตา้ไซลาเนส และนํ้าหนกัโมเลกุลโปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE  

 

        คดัเลือกนํ้ าตาลที่มีสามารถในการเหน่ียวนาํการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสจาก

เช้ือ B. pumilus DMKUB 39 และ M. siamensis DMKUA 245T ไดสู้งและตํ่าท่ีสุด เพื่อนาํไปศึกษา

การเหน่ียวนาํการผลิตเอนไซม์ในการทดลองขอ้ท่ี 6.3 ต่อไป 

 

6.3  ศึกษาผลการเติมนํ้ าตาลที่คดัเลือกไดล้งในอาหารเหลวที่มีไซแลนเป็นแหล่ง

คาร์บอน  

 

         เล้ียงเช้ือ M. siamensis  DMKUA245T และ B. pumilus DMKUB39 ในอาหาร basal 

medium ที่มีไซแลนความเขม้ขน้ 1 % โดยเล้ียงเช้ือเป็นเวลา 3 วนั จากนั้นเติมนํ้ าตาลที่คดัเลือก

ไดจ้ากขอ้ที่ 6.2 ซ่ึงผ่านการกาํจดัเช้ือแลว้ ลงไปในฟลาสก์อาหารให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ยของ

นํ้ าตาลเป็น 1 % และทาํการเพาะเล้ียงเช้ือต่ออีก 2 วนั เก็บตวัอย่างนํ้ าเล้ียงเช้ือทุก ๆ 24 ชัว่โมง 

เพื่อนาํส่วนใสท่ีไดไ้ปวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์เบตา้ไซลาเนส  

 

7.  การศึกษาปัจจัยและค่าที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์เบต้าไซลาเนสและเบต้าไซโลซิเดส 

 

 7.1  การเตรียมกลา้เช้ือ 

 

        การเตรียมกล้าเช้ือของ B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens 

DMKUB24 ทาํตามวิธีการในขอ้ 4.1 สําหรับการเตรียมกลา้เช้ือผสม นาํกลา้เช้ือเด่ียวของแต่ละ

สายพนัธุ์มาผสมกนัในอตัราส่วน 1:1 และใช้กลา้เช้ือผสมปริมาณ 10 % เพื่อทดสอบสภาวะท่ี

เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ในการทดลองต่อไป 

 

7.2  การศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจนต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสและเบตา้

ไซโลซิเดสของเช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 
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       ถ่ายกลา้เช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 ท่ี

เตรียมไดจ้ากขอ้ 7.1 ปริมาณ 10 % ในอาหาร basal medium ซ่ึงประกอบดว้ยสารอาหาร ดงัน้ี 

ฟางขา้วท่ีผ่านการปรับสภาพดว้ยด่าง 10 กรัมต่อลิตร, K2HPO4 1 กรัมต่อลิตร, MgSO4.7H2O 0.2 

กรัมต่อลิตร และแหล่งไนโตรเจน 10 กรัมต่อลิตร โดยแหล่งไนโตรเจนที่ใช้ในการทดสอบ 

ไดแ้ก่ peptone, beef extract, casein, gelatin, urea, tryptone, yeast extract, NH4Cl, NH4NO3 และ 

(NH4)2SO4 ทาํการบ่มเช้ือในเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ดว้ยความเร็ว 150 รอบ

ต่อนาที เป็นเวลา 72 ชัว่โมง จากนั้นป่ันเหวี่ยงแยกเซลล์ออก นาํส่วนใสไปวิเคราะห์กิจกรรมของ

เอนไซม์เบตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดส 

 

 7.3  การศึกษาปัจจยัและค่าที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสและเบตา้

ไซโลซิเดสของเช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 

   

         7.3.1  การศึกษาปัจจยัที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโล      

ซิเดสโดยวธีิ Plackett-Burman design 

 

           ทาํการคดัเลือกชนิดของสารอาหารและปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้   

ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสของเช้ือผสม โดยวางแผนการทดลองแบบ Plackett-Burman ปัจจยัท่ี

ทาํการศึกษามีทั้งหมด 9 ปัจจยั ไดแ้ก่ ฟางขา้วที่ผ่านการปรับสภาพดว้ยด่าง (X1), peptone (X2), 

K2HPO4 (X3), KH2PO4 (X4), MgSO4·7H2O (X5), CoCl2·6H2O (X6), อุณหภูมิ (X7), ความเร็วรอบ 

(X8) และพีเอชเร่ิมตน้ (X9) โดยแต่ละปัจจยัจะทาํการศึกษา 2 ระดบั ได้แก่ ระดบัตํ่า (-1) และ

ระดบัสูง (+1) ดงัแสดงในตารางท่ี 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 

36 

ตารางที่ 5  การกาํหนดระดบัตํ่า (-) และระดบัสูง (+) ของชนิดสารอาหารและปัจจยัท่ีศึกษาเพื่อใช ้ 

กาํหนดแผนการทดลองแบบ Plackett-Burman  

 

 

 เม่ือนาํปัจจยัท่ีตอ้งการศึกษาในระดบัตํ่า (-1) และระดบัสูง (+1) ท่ีกาํหนดไดไ้ปออกแบบ

การทดลองโดยใชว้ิธี Plackett-Burman ซ่ึงสามารถออกแบบการทดลองไดท้ั้งหมด 12 การทดลอง 

ดงัแสดงในตารางท่ี 6 ทาํการเพาะเล้ียงเช้ือผสมของ B. pumilus DMKUB39 และ B. 

amyloliquefaciens DMKUB24 ตามการทดลองท่ีออกแบบการทดลองไว ้โดยเพาะเล้ียงในฟลาสก์

ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีมีอาหารปริมาตร 50 มิลลิลิตร นาํไปบ่มบนเคร่ืองเขย่าตามความเร็วรอบท่ี

กาํหนด เป็นเวลา 72 ชัว่โมง โดยทาํการทดลองละ 3 ซํ้ า และทาํการเก็บตวัอยา่งโดยนาํมาป่ันเหวี่ยง

ท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที หลงัจากนั้นนาํส่วนใสท่ีไดไ้ปหากิจกรรมเอนไซมเ์บตา้ไซโล  

ซิเดสและเบตา้ไซลาเนส จากนั้นนาํผลการทดลองท่ีไดไ้ปวิเคราะห์ผลทางสถิติ โดยใช้โปรแกรม

ทางสถิติ SPSS Statistics 17.0 (Statsoft, USA) และนาํตวัแปรท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซโล       

ซิเดสและเบตา้ไซลาเนส ไปศึกษาเพื่อหาค่าท่ีเหมาะสมต่อไปดว้ยวธีิพื้นผวิตอบสนอง 

 

 

 

 

Variables 
Level 

Low (-) High (+) 

X1 

X2 

X3 

X4 

X5 

X6 

X7 

X8 

X9 

ฟางขา้วท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยด่าง (g/l) 

Peptone (g/l) 

K2HPO4 (g/l) 

KH2PO4 (g/l) 

MgSO4·7H2O (g/l) 

CoCl2·6H2O  (g/l) 

อุณหภูมิ(°C) 

ความเร็วรอบ (rpm) 

พีเอชเร่ิมตน้ 

5 

0.5 

0.1 

0.1 

0.1 

0 

37 

100 

7 

30 

2.5 

2 

2 

0.3 

0.238 

42 

200 

9 
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ตารางที่ 6  แบบการทดลองในการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสโดยใช้แผนการทดลอง Plackett-

Burman  

 

          7.3.2  การหาค่าท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโล        

ซิเดสของเช้ือผสมโดยใชว้ธีิพื้นผวิตอบสนอง 

 

      นาํเช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 

มาศึกษาปัจจยัร่วมท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสด้วยวิธีพื้นผิว

ตอบสนอง ในการศึกษาน้ีไดใ้ชรู้ปแบบการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) โดย

ปัจจยัท่ีจะนาํมาศึกษามาจากการทดลองขอ้ท่ี 7.3.1 ซ่ึงพบว่าเป็นปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซม์

เบตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสอยา่งมีนยัสําคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์(P<0.05) 

โดยแต่ละปัจจยัท่ีทาํการศึกษาจะแบ่งออกเป็น 5 ระดบั ทาํการเพาะเล้ียงเช้ือผสม B. pumilus 

DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 ตามแบบการทดลองท่ีไดอ้อกแบบไวใ้น 

ฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีมีอาหารปริมาตร 50 มิลลิลิตร นาํไปบ่มบนเคร่ืองเขยา่ตามความเร็ว

Run no. X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 X11 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

+1 

+1 

-1 

+1 

+1 

+1 

-1 

-1 

-1 

+1 

-1 

-1 

+1 

-1 

+1 

+1 

+1 

-1 

-1 

-1 

+1 

-1 

+1 

-1 

-1 

+1 

+1 

+1 

-1 

-1 

-1 

+1 

-1 

+1 

+1 

-1 

+1 

+1 

+1 

-1 

-1 

-1 

+1 

-1 

+1 

+1 

-1 

-1 

+1 

+1 

-1 

-1 

-1 

+1 

-1 

+1 

+1 

-1 

+1 

-1 

+1 

-1 

-1 

-1 

+1 

-1 

+1 

+1 

-1 

+1 

+1 

-1 

-1 

-1 

-1 

+1 

-1 

+1 

+1 

-1 

+1 

+1 

+1 

-1 

-1 

-1 

+1 

-1 

+1 

+1 

-1 

+1 

+1 

+1 

-1 

-1 

-1 

+1 

-1 

+1 

+1 

-1 

+1 

+1 

+1 

-1 

-1 

-1 

+1 

-1 

+1 

+1 

-1 

+1 

+1 

+1 

-1 

-1 

-1 

-1 

-1 

+1 

+1 

-1 

+1 

+1 

+1 

-1 

-1 

-1 

+1 

-1 
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รอบท่ีกาํหนดเป็นเวลา 72 ชัว่โมง โดยแต่ละการทดลองทาํ 3 ซํ้ า และทาํการเก็บตวัอยา่งโดยการป่ัน

เหวีย่งเซลลอ์อก หลงัจากนั้นนาํส่วนใสท่ีไดไ้ปหากิจกรรมเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิ

เดส จากนั้นนาํผลการทดลองท่ีไดไ้ปวิเคราะห์ทางสถิติ โดยใชโ้ปรแกรมทางสถิติ Statistica 10.0 

software (Statsoft, USA) นาํผลการทดลองท่ีไดไ้ปวิเคราะห์ค่าทางสถิติโดยใช้หาสมการถดถอย

แบบพหุคูณ (multiple regressions) เพื่อหาความสัมพนัธ์ระหว่างกิจกรรมของเอนไซม์เบตา้ไซ

ลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสกบัปัจจยัท่ีนาํมาศึกษา โดยใช้โปรแกรม Statistica 10.0 software 

(Statsoft, USA) หลงัจากนั้นนาํไปทาํนายค่าของปัจจยัท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซ

ลาเนสและเบต้าไซโลซิเดสได้สูงสุดโดยใช้วิธีพื้นผิวตอบสนอง โดยใช้โปรแกรมทางสถิติ 

Statistica 10.0 software (Statsoft, USA). 

 

8.  การศึกษาการผลิตเอนไซม์เบต้าไซลาเนสและเบต้าไซโลซิเดสของเช้ือผสม B. pumilus 

DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 ในถังหมักแบบกวนขนาด 1 ลติร 

 

8.1  การเตรียมกลา้เช้ือ 

 

       การเตรียมกลา้เช้ือผสมโดยทาํตามวิธีการในขอ้ 7.1 เพื่อทดสอบการผลิตเอนไซม์

เบตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสในถงัหมกัแบบกวน 

 

8.2  การเพาะเล้ียงเช้ือผสมในถงัหมกัแบบกวน 

 

       ทาํการเพาะเล้ียงเช้ือผสมในถงัหมกัแบบกวนขนาด 1 ลิตร ท่ีประกอบดว้ยอาหารเล้ียง

เช้ือปริมาตร 0.5 ลิตร โดยทาํการถ่ายหวัเช้ือ (จากขอ้ 8.1) ปริมาณ 10 เปอร์เซ็นต ์ลงในถงัหมกัแบบ

กวนขนาด 1 ลิตร ซ่ึงภายในถงัหมกัประกอบดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือและสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิต

เอนไซม์เบตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดส และควบคุมอตัราการกวนเท่ากบั 200 รอบต่อนาที 

ควบคุมอตัราการใหอ้ากาศเท่ากบั 1 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที ทาํการเพาะเล้ียงเป็น

เวลา 72 ชัว่โมง ทาํการเก็บตวัอย่างทุกๆ 6 ชัว่โมง เพื่อนาํตวัอย่างไปวดัการเจริญของเช้ือและ

วเิคราะห์หากิจกรรมเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดส 

 

9.  การศึกษาสมบัติบางประการของเอนไซม์เบต้าไซลาเนสและเบต้าไซโลซิเดสทีผ่ลติจากเช้ือผสม 

B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 
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 9.1  ศึกษาผลของอุณภูมิต่อการทาํงานของเอนไซม ์

 

         หากิจกรรมของเอนไซม์ที่อุณหภูมิต่าง ๆ โดยบ่ม Crude enzyme ปริมาตร 0.5 

มิลลิลิตร กบัไซแลนท่ีละลายอยู่ในอะซิเตทบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ พีเอช 5.5 ปริมาตร 

0.5 มิลลิลิตร บ่มสารละลายเอนไซม์ที่อุณหภูมิ 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 และ 80 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แลว้ทาํให้เยน็ทนัที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยการตม้ในนํ้ าเดือดเป็น

เวลา 5 นาที แลว้ทาํให้เยน็ทนัที จากนั้นนาํไปวิเคราะห์หาปริมาณเอนไซม์เบตา้ไซลาเนส

และเบตา้ไซโลซิเดสท่ีเกิดข้ึน 

 

 9.2  ศึกษาผลของอุณภูมิต่อความคงทนของเอนไซม ์

 

         บ่มCrude enzyme ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ที่ละลายอยู่ในอะซิเตทบฟัเฟอร์ความ

เขม้ขน้ 0.1 โมลาร์พีเอช 5.5 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 

และ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นนาํไปวิเคราะห์หาปริมาณเอนไซม์เบตา้ไซ

ลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสท่ีเหลือท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

 

 9.3  ศึกษาผลของพีเอชต่อการทาํงานของเอนไซม ์

 

         นาํเอนไซม์ที่เจือจางอยู่ในบพัเฟอร์ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ไดแ้ก่ ซิเตรทฟอสเฟต

บฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ พีเอช 3.0, 3.5 และ 4.0 อะซิเตทบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.1 โม

ลาร์ พีเอช 4.0, 4.5, 5.0 และ 5.5 ซิเตรทบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ พีเอช 5.5, 6.0, 6.5 และ 

7.0 ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ พีเอช 7.0, 7.5 และ 8.0 ทริสไฮโดรคลอริก

บฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ พีเอช 8.0, 8.5 และ 9.0 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร มาบ่มกบัไซ

แลนท่ีละลายอยู่ในบฟัเฟอร์พีเอชนั้น ๆ ปริมาตร 0.5 มิลลิตร ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 10 นาที ทาํให้เยน็ทนัที จากนั้นนาํไปวิเคราะห์หาปริมาณเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสและเบตา้

ไซโลซิเดสท่ีเกิดข้ึน  

 

 9.4  ศึกษาผลของพีเอชต่อความคงทนของเอนไซม ์

 

        นาํเอนไซม์ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร มาบ่มกบับฟัเฟอร์พีเอชต่าง ๆ ไดแ้ก่ ซิเตรท

ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ พีเอช 3.0, 3.5 และ 4.0 อะซิเตทบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 
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0.1 โมลาร์ พีเอช 4.0, 4.5, 5.0 และ 5.5 ซิเตรทบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ พีเอช 5.5, 6.0, 

6.5 และ 7.0 ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ พีเอช 7.0, 7.5 และ 8.0 ทริสไฮโดรคลอ

ริกบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ พีเอช 8.0, 8.5 และ 9.0 ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 30 นาที แลว้นาํมาหากิจกรรมของเอนไซม์ท่ีเหลือ 

 

10.  การวิเคราะห์ 

 

10.1  กิจกรรมของเอนไซม์เบตา้ไซลาเนส 

 

          ตรวจสอบกิจกรรมของไซลาเนสโดยใช้สารละลายไซแลน (Birchwood xylan, 

Sigma) เป็นสับสเตรท โดยตรวจวดัปริมาณนํ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีเกิดข้ึนท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร 

ดว้ยวิธี DNS (dinitrosalicylic acid) (Miller, 1972) โดยใชไ้ซโลส (Sigma-Aldrich Inc. Germany) 

เป็นสารละลายนํ้าตาลมาตรฐาน   

 

10.2  การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์เบตา้ไซโลซิเดส  

 

         ตรวจสอบกิจกรรมเบตา้ไซโลซิเดส โดยใช้ p-nitrophenyl-ß-xylopyranoside เป็น

สับสเตรท ตรวจวดัปริมาณ p-nitrophenol ท่ีเกิดข้ึนท่ีความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร โดยใช้ p-

nitrophenol (Sigma-Aldrich Inc., Germany) เป็นสารละลายมาตรฐาน  

 

10.3  ปริมาณโปรตีน 

 

         ตรวจวดัปริมาณโปรตีนในตวัอยา่งเอนไซมโ์ดยวิธีของ Lowry et al. (1951) และใช้

สารละลาย Bovine serum albumin เป็นสารมาตรฐาน 

 

10.4  วธีิ SDS-PAGE 

 

นาํสารละลายเอนไซม์มาตรวจสอบขนาดของโปรตีน โดยใช้เทคนิค SDS-PAGE 

ตามวธีิการของ Laemmli et al. (1970) 

 

 10.6  การวดัการเจริญของแบคทีเรีย 
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นาํสารละลายเซลล์มาเจือจางในสารละลายชนิดเดียวกนัให้ไดร้ะดบัความเจือจางท่ี

เหมาะสมแลว้นาํไปนบัจาํนวนเช้ือแบคทีเรียดว้ยวิธี Spread plate technique บนอาหารเล้ียงเช้ือ NA 

บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และนบัจาํนวนโคโลนี 

 

10.7  การหานํ้าหนกัแหง้ 

 

         10.7.1  นาํหลอดเซนทริฟิวส์อบท่ีอุณหภูมิ 100-105 องศาเซลเซียส ประมาณ 12 

ชัว่โมง ตั้งทิ้งไวใ้หเ้ยน็ในโถดูดความช้ืนแลว้นาํมาชัง่หานํ้าหนกัแหง้ท่ีแน่นอน 

 

          10.7.2  จากนั้นนาํตวัอยา่งปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดเซนทริฟิวส์ท่ีเตรียม

ไว ้แลว้เหวีย่งดว้ยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 

 

          10.7.3  หลอดเซนทริฟิวส์อบท่ีอุณหภูมิ 100-105 องศาเซลเซียส ประมาณ 12 ชัว่โมง 

ตั้งทิ้งไวใ้หเ้ยน็ในโถดูดความช้ืนแลว้นาํมาชัง่หานํ้าหนกัแหง้ท่ีแน่นอน ทาํซํ้ าจนไดน้ํ้าหนกัคงท่ี 
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ผลและวจิารณ์ 

 

1.  ผลการคัดเลอืกเช้ือแบคทเีรียทีม่ีความสามารถในการย่อยสลายไซแลน 

 

  ผลการคดัเลือกเช้ือแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยอ่ยสลายไซแลน จากเช้ือแบคทีเรีย

แกรมบวกสร้างสปอร์ทั้งหมด 180 สายพนัธ์ุ ท่ีมีอยูใ่นห้องปฏิบติัการจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 

มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ พบวา่มีเช้ือแบคทีเรียจาํนวน 20 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ FB11, KMS 2.1-1, 

KMS 2.2-1, A5, DMKUB12, DMKUB24, DMKUB25, DMKUB39, DMKUB54, DMKUB75, 

DMKUB76, DMKUB90, DMKUB103, DMKUB119, DMKUB135, DMKUB142, DMKUB143, 

DMKUB153, DMKUB157 และ DMKUB160 ท่ีสามารถยอ่ยสลายไซแลนบนอาหารแข็งได ้โดย

สังเกตุจากการเกิดบริเวณใสรอบ ๆ โคโลนีของเช้ือ อตัราส่วนระหวา่งเส้นผา่นศูนยก์ลางบริเวณใส

ต่อเส้นผา่นศูนยก์ลางโคโลนี ของแบคทีเรียทั้ง 20 สายพนัธ์ุ แสดงไวใ้นตารางท่ี 7 
   

ตารางที ่7  ความสามารถในการยอ่ยสลายไซแลนบนอาหารแขง็ของแบคทีเรีย 20 สายพนัธ์ุ  

 

สายพนัธ์ุจุลนิทรีย์ อตัราส่วนระหว่างเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณใสต่อ 

เส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนี 

DMKUB12 1.25 

DMKUB24 2.13 

DMKUB25 1.20 

DMKUB39 2.70 

DMKUB54 1.50 

DMKUB75 2.14 

DMKUB76 1.30 

DMKUB90 2.43 

DMKUB103 1.06 

DMKUB119 2.14 

DMKUB135 2.08 

DMKUB142 1.05 

DMKUB143  1.30 
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ตารางที่ 7 (ต่อ) 

 

 

2.  ผลการคัดเลอืกเช้ือแบคทเีรียทีม่ีความสามารถในการผลติเอนไซม์เบต้าไซลาเนสและเบต้า

ไซโลซิเดสในอาหารเหลวทีม่ีฟางข้าวเป็นองค์ประกอบ 

 

 จากการนาํเช้ือแบคทีเรียจาํนวน 20 สายพนัธ์ุ ท่ีคดัเลือกไดจ้ากขอ้ท่ี 1 ซ่ึงมีความสามารถใน

การย่อยสลายไซแลนบนอาหารแข็ง มาทดสอบการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโล      

ซิเดสในอาหารเหลวท่ีมีฟางข้าวเป็นองค์ประกอบ พบว่าแบคทีเรียสายพนัธ์ุ DMKUB24 มี

ความสามารถในการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซโลซิเดสได้สูงท่ีสุดเท่ากบั 7.9 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และ

สามารถผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสไดเ้ท่ากบั 2.3 ยนิูตต่อมิลลิลิตร ในขณะท่ีแบคทีเรียสายพนัธ์ุ 

DMKUB39 มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสไดสู้งท่ีสุดเท่ากบั 10.7 ยูนิตต่อ

มิลลิลิตร และมีความสามารถในการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซโลซิเดสไดเ้ท่ากบั 0.6 ยนิูตต่อมิลลิลิตร 

(ภาพท่ี 4)  จากความสามารถในการผลิตเอนไซมด์งักล่าว จึงทาํการคดัเลือกเช้ือแบคทีเรียทั้งสอง

สายพนัธ์ุไปศึกษาการผลิตเอนไซม์เบต้าไซลาเนสและเบต้าไซโลซิเดสในการทดลองต่อไป 

นอกจากน้ีจากการทดลองเล้ียงเช้ือผสมระหวา่งสายพนัธ์ุ DMKUB24 และ DMKUB39 ในอาหาร 

basal medium ท่ีมีฟางขา้วเป็นองคป์ระกอบ พบวา่เช้ือผสมมีการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและ

เอนไซมเ์บตา้ไซโลซิเดสสูงสุดเท่ากบั 11.3 และ 9.8 หน่วยต่อมิลลิลิตร ซ่ึงมากกวา่การผลิตเอนไซม์

ทั้งสองในเช้ือเด่ียวแต่ละชนิด (ภาพท่ี 5) 

สายพนัธ์ุจุลนิทรีย์ 
อตัราส่วนระหว่างเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณใสต่อ 

เส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนี 

DMKUB153 1.66 

DMKUB157 1.20 

DMKUB160 1.94 

FB11 1.24 

KMS 2.1-1 1.30 

KMS 2.2-1 1.85 

A5 1.03 
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ภาพที ่4  ผลการทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสของ   

เช้ือแบคทีเรีย 20 สายพนัธ์ุ ในอาหารเหลวซ่ึงมีฟางขา้วท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยด่างเป็น

องคป์ระกอบ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่5  ผลการทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสของ     

เช้ือเด่ียวสายพนัธ์ุ DMKUB24 สายพนัธ์ุ DMKUB39 และเช้ือผสมระหวา่งสองสายพนัธ์ุ 

ในอาหารเหลวซ่ึงมีฟางขา้วท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยด่างเป็นองคป์ระกอบ 
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3.  การระบุชนิดของแบคทเีรีย 

 

นาํแบคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีคดัเลือกได ้ซ่ึงไดแ้ก่ DMKUB24 และ DMKUB39 มาดูลกัษณะ

โคโลนีของเช้ือบนอาหาร Nutrient Agar (NA) พบวา่ สายพนัธ์ุ DMKUB24 มีลกัษณะโคโลนีสีครีม

ขุ่น รูปร่างไม่แน่นอน ขอบหยกั ผิวหนา้โคโลนีเป็นคล่ืนเล็กนอ้ย ในขณะท่ี สายพนัธ์ุ DMKUB39  

มีลกัษณะโคโลนีสีขาวขุ่น รูปร่างกลม ขอบเรียบ โคโลนีนูนเล็กนอ้ย (ภาพท่ี 5) ถึงแมว้า่แบคทีเรีย

ทั้งสองสายพนัธ์ุจะมีลกัษณะโคโลนีท่ีแตกต่างกนัอยา่งชดัเจน แต่เพื่อทาํการวิเคราะห์หาสายพนัธ์ุท่ี

แน่นอน จึงได้ทาํการทดสอบทางชีวเคมีบางประการตามวิธีของ Bergey’s Manual of  

Determinative Bacteriology (ตารางท่ี 12)  และทาํการวิเคราะห์ลาํดบัเบสของยีนบริเวณ 16s rRNA 

โดยการทาํสกดั DNA แลว้เพิ่มปริมาณช้ินส่วนยีนบริเวณ 16s rRNA ดว้ยวิธี Polymerase Chain 

Reaction (PCR) โดยใชไ้พรเมอร์ 27F, 1541R, 518F และ 1429R จากนั้นนาํลาํดบัเบสท่ีไดไ้ปเทียบ

หาสายพนัธ์ุของแบคทีเรียกบัฐานขอ้มูลของ Genbank ร่วมกบัผลท่ีไดจ้ากการทดสอบชีวเคมีต่อไป 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่6  ลกัษณะโคโลนีของเช้ือแบคทีเรียสายพนัธ์ุ DMKUB24 และ DMKUB39 ท่ีเล้ียงบน

อาหาร NA medium   

 

จากการวิเคราะห์ลาํดบัเบส 16s rRNA ท่ีได ้ เปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลทางชีวภาพเพื่อจดั

จาํแนกชนิดของแบคทีเรีย พบวา่เช้ือแบคทีเรียสายพนัธ์ุ DMKUB39 (accession number KF673350) 

มีความใกลเ้คียงกบั Bacillus pumilus ATCC7061T (accession number ABRX01000007) 99.46% 

และสายพนัธ์ุ DMKUB24 (accession number KF673349) มีความใกล้เคียงกบั Bacillus 

DMKUB24 DMKUB39 
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amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42T (accession number CP000560) 99.87% นาํเช้ือทั้ง

สองสายพนัธ์ุมาวเิคราะห์ความสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการดงัแสดงในภาพท่ี 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่7   ความสัมพนัธ์เชิงวิวฒันาการของเช้ือแบคทีเรียสายพนัธ์ุ DMKUB24 และ DMKUB39 

 

เม่ือตรวจสอบสมบติัทางชีวเคมี (ตารางท่ี 8) พบวา่เช้ือสายพนัธ์ุ DMKUB24 ให้ผล

การทดสอบตรงกบัการทดสอบทางชีวเคมีของเช้ือ B. amyloliquefaciens ในขณะท่ีเช้ือสายพนัธ์ุ 

DMKUB39 ให้ผลการทดสอบตรงกบัการทดสอบทางชีวเคมีของเช้ือ B. pumilus ดงันั้นจากผลของ

การวเิคราะห์ลาํดบัเบสของยนี 16s rRNA และการตรวจสอบคุณสมบติัทางชีวเคมีท่ีตรงกนั สามารถ

ยืนยนัไดว้า่เช้ือสายพนัธ์ุ DMKUB24 คือ B. amyloliquefaciens และเช้ือสายพนัธ์ุ DMKUB39 คือ   

B. pumilus 

 

 

 Bacillus mojavensis IFO 15718T (AB021191) 

 Brevibacterium halotolerans DSM 8802T (AM747812) 

 Bacillus subtilis subsp. inaquosorum BGSC 3A28T (EU138467) 

 Bacillus tequilensis 10bT (HQ223107) 

 Bacillus subtilis subsp. spizizenii  NRRL B-23049T (AF074970) 

 Bacillus vallismortis DSM 11031T (AB021198) 

 Bacillus subtilis subsp. subtilis NCIB 3610T (ABQL01000001) 

 DMKUB24 

 Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42T (CP000560) 

 Bacillus amyloliquefaciens subsp. amyloliquefaciens DSM 7T (FN597644) 

 Bacillus siamensis PD-A10T (GQ281299) 

 Bacillus licheniformis ATCC 14580T (AE017333) 

 Bacillus sonorensis NRRL B-23154T (AF302118) 

 Bacillus atrophaeus JCM 9070T(AB021181) 

 DMKUB39 

 Bacillus pumilus ATCC 7061T (ABRX01000007) 

 Bacillus aerophilus 28KT (AJ831844) 

 Bacillus stratosphericus 41KF2aT (AJ831841) 

 Bacillus altitudinis 41KF2bT (AJ831842) 

97 

95 

100 

65 
100 

54 

55 

64 

79 

 

66 

 

55 

 

 

59 

0.002 

 Bacillus aerius 24KT (AJ831843) 
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ตารางที่ 8  ลกัษณะทางชีวเคมีของเช้ือแบคทีเรียสายพนัธ์ุ DMKUB24 และ DMKUB39      

เปรียบเทียบกบั B. amyloliquefaciens และ B. pumilus 

 

คุณสมบัติ 
สายพนัธ์ุของแบคทเีรีย 

DMKUB24 B. amyloliquefaciens 1 DMKUB39 B. pumilus1 
การทดสอบ VP + + + + 
pH ในอาหาร VP 5.50 ND 5.1 4.8-5.5 
การเจริญใน anaerobic 
agar 

- - - - 

ทดสอบการ Motile + + + + 
การรีดิวส์ไนเตรทเป็นไน
ไตรท ์

+ + - - 

การเจริญใน NB + NaCl     
   5% + + + ND 

7% + + + + 
10% - D - ND 

การเจริญใน NB pH 5.7 + + + + 
การผลิตกรดจาก     

ดี(+)กลูโคส + + + + 
แอล(-)อะราบิโนส + + + + 
ดี(+)ไซโลส + + + + 
ดี(+)แมนนิทอล + + + + 
แลคโตส + + - - 

การใช ้     
ซิเตรท + + + + 
โพรพิโอเนต - - - - 

การยอ่ยสลาย     
แป้ง + + - - 
เอสคิวรีน + + + + 
ฟีนิลอะลานีน - - + + 
ไทโรซีน - - - - 
ทวนี 80 + + + + 
เจลาติน + + + + 
เคซีน + + + + 

 

หมายเหตุ  + คือ การทดสอบท่ีใหผ้ลบวก – คือ การทดสอบท่ีใหผ้ลลบ D คือการทดสอบท่ีใหผ้ล  

                   ผนัแปร ND=ไม่พบขอ้มูล  

 
1ทีม่า: Bergey’s manual of Systematic bacteriology, second edition volume three (2009) 
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4.  ผลการเหน่ียวนําการผลิตเอนไซม์เบต้าไซลาเนสของเช้ือ B. pumilus DMKUB39 และ           

M. siamensis DMKUA245T 

 

4.1  ผลของแหล่งคาร์บอนชนิดต่าง ๆ ต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสของเชื้อ        

B. pumilus DMKUB39  

 

        เม่ือศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนชนิดต่าง ๆ ต่อการเจริญและการเหน่ียวนาํการผลิต

เอนไซม์เบตา้ไซลาเนสของเช้ือแบคทีเรีย B. pumilus DMKUB39 โดยเล้ียงเช้ือที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส ภายใตส้ภาพเขย่าในอาหาร basal medium ที่มีแหล่งคาร์บอนชนิดต่าง ๆ ซ่ึง

ไดแ้ก่ ไซแลน กลูโคส ไซโลส กาแลคโตส มอลโตส แมนนิทอล ฟรุกโตส ซอบิทอล แลคโตส 

ไซลิทอล ไซโลโอลิโกแซคคาไรด์ เซลโลไบโอส และไซโอไบโอส ที่ความเขม้ขน้ 10 กรัมต่อ

ลิตร เป็นเวลา 3 วนั พบว่าเช้ือ B. pumilus DMKUB39 เจริญไดดี้ในอาหารที่มีนํ้ าตาลเป็นแหล่ง

คาร์บอน โดยมีนํ้าหนกัแห้งระหว่าง 0.9-5.9 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ตารางท่ี 9) ส่วนในอาหารท่ีมี

ไซแลนเป็นแหล่งคาร์บอนพบว่าเช้ือแบคทีเรีย B. pumilus DMKUB39 สามารถเจริญเติบโตได้

เช่นเดียวกนั แต่การหานํ้ าหนกัแห้งยงัไม่แม่นยาํเน่ืองจากยงัมีตะกอนของไซแลนปะปนอยู่ 

นอกจากน้ียงัพบว่าในอาหารที่ไม่มีแหล่งคาร์บอนก็มีการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย B. pumilus 

DMKUB39 ทั้งน้ีเน่ืองมาจากในอาหารเล้ียงเช้ือมี casein เป็นส่วนประกอบ ซ่ึงอาจทาํหน้าที่เป็น

แหล่งคาร์บอนแทนได ้

 

         สําหรับการสร้างเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสของเช้ือ B. pumilus DMKUB39 นั้น 

พบว่าเม่ือใช้ไซแลนเป็นแหล่งคาร์บอนเช้ือ B. pumilus DMKUB39 ผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนส

ได ้17.7 หน่วยต่อมิลลิลิตร ส่วนในอาหารที่มีกลูโคสนั้น เช้ือ B. pumilus DMKUB39 ผลิต

เอนไซม์ไดร้องลงมาคือ 5.38 หน่วยต่อมิลลิลิตรตามลาํดบั สาํหรับแหล่งคาร์บอนอ่ืนไดแ้ก่ แมน

นิทอล กาแล็คโตส ไซโลส มอลโตส ฟรุกโตส ซอบิทอล แลคโตส ไซลิทอล ไซโลโอลิโกแซค

คาไรด์ เซลโลไบโอส และไซโอไบโอส และในอาหารที่ไม่เติมแหล่งคาร์บอน เช้ือ B. pumilus 

DMKUB39 ผลิตเอนไซม์ไดใ้นปริมาณตํ่าระหว่าง 0.3-4.3 หน่วยต่อมิลลิลิตร (ตารางที่ 9) และ

ไม่พบกิจกรรมของเอนไซม์เบตา้ไซลาเนส   
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ตารางที่ 9  กิจกรรมของเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสที่ผลิตจากเช้ือแบคทีเรีย B. pumilus DMKUB39  

เม่ือเล้ียงในอาหารเหลวท่ีมีแหล่งคาร์บอนชนิดต่าง ๆ ในสภาพเขย่า 

 

Carbon source Dry weight (mg/ml) ß-Xylanase activity (U/ml) 

Xylan ND 17.7 ± 0.4 

Xylooligosaccharides 4.02 ± 0.02 3.78 ± 0.9 

Xylobiose 4.97 ± 0.05 4.34 ± 0.8 

Xylose 3.10 ± 0.06 0.33 ± 0.7 

Xylitol 4.12 ± 0.06 4.23 ± 0.2 

Glucose 5.88 ± 0.07 5.38 ± 0.1 

Galactose 2.20 ± 0.08 3.14 ± 0.4 

Maltose 1.23 ± 0.02 2.10 ± 0.9 

Manitol 0.97 ± 0.05 0.36 ± 0.5 

Fructose 2.22 ± 0.04 0.38 ± 0.7 

Sorbitol 3.34 ± 0.06 1.64 ± 0.5 

Lactose 3.97 ± 0.02 2.37 ± 0.6 

Cellobiose 3.06 ± 0.03 1.89 ± 0.4 

None 0.92 ± 0.09 0.11 ± 0.3 

 

หมายเหตุ  ND = ไม่ไดท้าํการตรวจวดั 

 

4.2  ผลของแหล่งคาร์บอนชนิดต่าง ๆ ต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสของเช้ือ        

M. siamensis DMKUA245T 

 

       จากการศึกษาการเจริญและการเหน่ียวนาํการสร้างเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสของเช้ือ 

M. siamensis DMKUA245T ซ่ึงเพาะเล้ียงเช้ือที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ภายใตส้ภาพเขย่าใน

อาหาร basal medium โดยใช้แหล่งคาร์บอนชนิดต่าง ๆ พบว่าเช้ือ M. siamensis DMKUA245T 

เจริญไดดี้ในอาหารท่ีมีแหล่งนํ้าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนเช่นเดียวกนักบัเช้ือ B. pumilus DMKUB        
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39 โดยมีนํ้ าหนกัแห้งระหว่าง 3.0-5.9 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ตารางที่ 10) ส่วนในอาหารที่มี     

ไซแลนพบว่าเช้ือ M. siamensis DMKUA245T สามารถเจริญเติบโตไดเ้ช่นเดียวกนั  

 

        สําหรับการสร้างเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสจากเช้ือ M. siamensis DMKUA245T 

พบว่าเมื่อใช้ไซแลนเป็นแหล่งคาร์บอนในการสร้างเอนไซม์ได ้9.4 หน่วยต่อมิลลิลิตร ส่วนใน

อาหารที่มีแมนนิทอลนั้น เช้ือ M. siamensis DMKUA245T สร้างเอนไซม์ไดร้องลงมาคือ 3.5 

หน่วยต่อมิลลิลิตร แหล่งคาร์บอนอื่นไดแ้ก่ กาแล็คโตส กลูโคส ไซโลส มอลโตส ฟรุกโตส     

ซอบิทอล แลคโตส ไซลิทอล ไซโลโอลิโกแซคคาไรด์ เซลโลไบโอส และไซโอไบโอส และใน

อาหารท่ีไม่เติมแหล่งคาร์บอนนั้นเช้ือ M. siamensis DMKUA245T ผลิตเอนไซม์ไดใ้นปริมาณตํ่า

ระหว่าง 0.3-1.3 หน่วยต่อมิลลิลิตร (ตารางท่ี 10) และไม่พบกิจกรรมของเอนไซม์เบตา้ไซลาเนส  

 

ตารางที่ 10  กิจกรรมของเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสที่ผลิตจากเช้ือแบคทีเรีย M. siamensis  

DMKUA245T เมื้อเล้ียงในอาหารเหลวที่มีแหล่งคาร์บอนชนิดต่าง ๆ ในสภาพ

เขย่า 

 

Carbon source Dry weight (mg/ml) ß-Xylanase activity (U/ml) 

Xylan ND 9.44  ± 0.6 

Xylooligosaccharides 3.34 ± 0.03 0.51 ± 1.6 

Xylobiose 3.86 ± 0.05 0.58 ± 1.1 

Xylose 3.10 ± 0.06 0.18 ± 1.0 

Xylitol 3.23 ± 0.07 0.47 ± 1.2 

Glucose 1.26 ± 0.03 0.39 ± 0.6 

Galactose 4.20 ± 0.02 1.27 ± 0.7 

Maltose 3.23 ± 0.08 0.40 ± 0.7 

Manitol 5.98 ± 0.04 3.54 ± 0.8 

Fructose 3.57 ± 0.12 0.73 ± 0.2 

Sorbitol 3.45 ± 0.05 0.77 ± 0.4 

Lactose 3.27 ± 0.03 0.54 ± 1.2 
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ตารางที ่10 (ต่อ) 

 

หมายเหตุ  ND = ไม่ไดท้าํการตรวจวดั 

 

จากการทดลองช้ีให้เห็นวา่เช้ือ B. pumilus DMKUB39 และ M.siamensis DMKUA245T 

เจริญไดดี้ในแหล่งอาหารที่มีแหล่งคาร์บอนชนิดต่าง ๆ และสามารถเหน่ียวนาํให้สร้างเอนไซม์

เบตา้ไซลาเนสไดด้ีเ มื ่อใช ้ไซแลนเป็นแหล่งคาร์บอน นอกจากน้ีการผลิตเอนไซม์เบตา้            

ไซลาเนสจากเช้ือ B. pumilus DMKUB39 และ M.siamensis DMKUA245T ยงัสามารถใช้นํ้าตาล

กลูโคสและแมนนิทอลเป็นสารเหน่ียวนาํได ้ตามลาํดบั แต่ประสิทธิภาพในการเหน่ียวนาํตํ่ากว่า

เมื่อเปรียบเทียบกบัไซแลน สําหรับนํ้ าตาลชนิดอื่นๆ ที่เป็นแหล่งคาร์บอนนั้นก็พบว่าเช้ือ B. 

pumilus DMKUB39 และ M.siamensis DMKUA245T สามารถสร้างเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสได้

ในปริมาณเล็กน้อย เอนไซม์ส่วนน้ีจึงเป็นเอนไซม์ประเภท constitutive ซ่ึงเซลล์มีการผลิตอยู่

ตลอดเวลาแต่มีปริมาณน้อย นอกจากน้ีจากผลการทดลองยงัแสดงให้เห็นว่า การเหน่ียวนาํของ

เชื้อในกลุ่มแอคติโนมยัสีทและแบคทีเรียมีความแตกต่างกนั ถึงแมว้ ่าเชื้อทั้งสองจะมีสาย

ววิฒันาการใกลเ้คียงกนั อย่างไรก็ตามมีการรายงานการเหน่ียวนาํเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสจากเช้ือ 

B. circulans B6 พบว่าการเติมไซแลน 0.5 เปอร์เซ็นต์ ลงในอาหาร basal medium มีผลเหน่ียวนาํ

การสร้างเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสได ้โดยมีกิจกรรมเอนไซม์ 3.7 หน่วยต่อมิลลิลิตร (สันทณีย ,์ 

2541)   

 

เมื ่อนํานํ้ าใสจากการเพาะเล้ียงเชื้อ  B. pumilus DMKUB39และ M. siamensis 

DMKUA245T ในอาหารเหลวท่ีมีแหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ มาทาํ SDS-PAGE พบว่าแต่ละแหล่ง

คาร์บอนสามารถผลิตเอนไซเบตา้ไซลาเนสได ้และแหล่งคาร์บอนทุกชนิด มีการผลิตโปรตีนที่มี

นํ้าหนกัโมเลกุลประมาณ 20 และ 66.2 กิโลดาลตนั ตามลาํดบั ดงัแสดงในภาพท่ี และ 8B (เลนท่ี 

2-15) แต่เมื่อนาํนํ้ าใสจากการเพาะเล้ียงเช้ือ B. pumilus DMKUB39 และ M. siamensis 

DMKUA245T มาทาํ active-PAGE พบกิจกรรมของเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสเฉพาะในอาหาร

เหลวที่มีไซแลนเป็นแหล่งคาร์บอนเท่านั้น ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากความเขม้ขน้ของเอนไซม์เบตา้

ไซลาเนสในอาหารเหลวไซแลนมีปริมาณสูง จึงสามารถแสดงกิจกรรมของเอนไซม์ผ่านการทาํ 

Carbon source Dry weight (mg/ml) ß-Xylanase activity (U/ml) 

Cellobiose 3.67 ± 0.04 0.31 ± 0.7 

None 1.02 ± 0.06 0.02 ± 0.4 
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active- PAGE ได ้ดงัแสดงในภาพที่ 8A และ8B (เลนที่ 16)  อย่างไรก็ตามมีรายงานว่า เช้ือ 

Bacillus sp. strain K-1 เม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมี  ไซแลน 0.5 เปอร์เซ็นต์ พบว่ามีไซลาเนส 2 ชนิด 

ซ่ึงมีนํ้ าหนกัโมเลกุล 23 และ 45 กิโลดาลตนั (Ratanakhanokchai และคณะ, 1999) สําหรับเช้ือ 

Cellulomonas sp. N.C.I.M. 2353 มีรายงานว่าเมื่อเล้ียงในอาหารไซแลนสามารถเหน่ียวนาํการ

สร้างเอนไซม์ได ้3 ชนิดที่มีนํ้ าหนกัโมเลกุล 23, 33  และ 53 กิโลดาลตนั (Chaudhary และ 

Deobagkar, 1997) 
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ภาพที่ 8  SDS-PAGE และ active-PAGE ของเอนไซม์เบต้าไซลาเนสจากเช้ือ B. pumilus 

DMKUB39 (A) และ M. siamensis DMKUA245T (B) ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารเหลวท่ีมี

แหล่งคาร์บอนชนิดต่าง ๆ  

   1.  Marker  6.  มอลโตส                     11.  กลูโคส 

   2.  ไม่มีแหล่งคาร์บอน 7.  แมนนิทอล  12.  ไซโลโอลิโกแซคคาไรด์ 

   3.  ไซแลน  8.  ฟรุกโตส  13.  เซลโลไบโอส 

   4.  ไซโลส                    9.  ซอบิทอล  14. ไซโอไบโอส 

   5.  กาแลคโตส  10.  แลคโตส  15.  ไซลิทอล 

   16.  active-PAGE ของเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสท่ีเพาะเล้ียงในอาหารเหลวไซแลน 
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4.3.2  ผลของการเติมนํ้าตาลแมนนิทอลและไซโลสลงในอาหารท่ีมีไซแลนเป็นแหล่ง

คาร์บอนต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสของเช้ือ M.siamensis DMKUA245T 

 

      จากผลของแหล่งคาร์บอนชนิดต่าง ๆ ต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนส ของ

เช้ือ M.siamensis DMKUA245T พบวา่นํ้ าตาลแมนนิทอลมีความสามารถในการเหน่ียวการผลิต

เอนไซม์เบตา้ไซลาเนสรองลงมาจากไซแลน ในขณะที่การใช้นํ้ าตาลไซโลสเป็นแหล่งคาร์บอน

ส่งผลให้มีการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสตํ่าที่สุด ดงันั้นจึงนาํนํ้ าตาลทั้งสองชนิดดงักล่าว มา

ศึกษาการเหน่ียวนาํและการยบัย ั้งการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนส จากผลการทดลองพบว่า เมื่อ

เล้ียงเช้ือ M.siamensis DMKUA245T ในอาหารท่ีมีไซแลนเป็นแหล่งคาร์บอนเป็นเวลา 3 วนั เช้ือ

มีการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสสูงสุดที่ 9.5 หน่วยต่อมิลลิลิตร เมื่อเติมสารละลายแมนนิทอล

ให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 1 เปอร์เซ็นต์ และเพาะเล้ียงเช้ือต่อจนครบ 5 วนั เพื่อดูการผลิต

เอนไซม์เบตา้ไซลาเนส พบว่าเช้ือ M. siamensis DMKUA245T ยงัคงมีการผลิตเอนไซม์เพิ่มข้ึน

อย่างต่อเน่ืองเท่ากบั 17.2 หน่วยต่อมิลลิลิตร แต่เมื่อเติมนํ้ าตาลไซโลสเช้ือ M. siamensis 

DMKUA245T กลบัมีการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสลดลงเหลือเพียง 8.8 หน่วยต่อมิลลิลิตร ดงั

แสดงไวใ้นภาพท่ี 9B  

 

    จากการทดลองแสดงให้เห็นว่าการเติมไซโลสในอาหารเล้ียงเช้ือ B. 

pumilus DMKUB39 และ M. siamensis DMKUA245T มีผลให้การผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเน

สลดลง โดยไปมีผลยบัย ั้งการสังเคราะห์เอนไซม์เบตา้ไซลาเนสที่ถูกเหน่ียวนําโดยไซแลน 

ปรากฎการน้ีเป็นลกัษณะของการเกิด enzyme repression ตามที่อธิบายกลไกการสังเคราะห์ใน

เช้ือยีสต์ Crytococcus albidus (Biely, 1985) ผลการทดลองน้ีคลา้ยกบักบัผลการทดลองของ 

Kyu et al. (1994) ซ่ึงกล่าววา่เช้ือ B. circulans B6  สร้างเอนไซมใ์นอาหารท่ีมีไซโลสชา้กวา่ใน

อาหาร ไซแลนและเม่ือเติมไซโลส 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรลงในอาหารไซแลน มีผลทาํให้กิจกรรม

ของเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสลดลงเล็กนอ้ย โดยท่ี 72 ชัว่โมงเป็นเวลาท่ีเช้ือสร้างเอนไซมไ์ดสู้งสุด ใน

อาหาร      ไซแลน โดยมีกิจกรรมเอนไซมเ์ท่ากบั 5.2 หน่วยต่อมิลลิลิตร ขณะท่ีในอาหารไซแลนท่ีมี

การเติมไซโลสมีกิจกรรมเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสเพียง 4.5 หน่วยต่อมิลลิลิตร และเม่ือเพิ่มเวลาเล้ียง

เช้ือเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสกลบัลดลง อย่างไรก็ตามจากการศึกษาของ Pou-Llinas and Driguez 

(1987) พบวา่เช้ือ Pullularia pullulans สามารถเหน่ียวนาํการผลิตเอนไซมไ์ซลาเนสไดโ้ดยการใช้

ไซโลส  
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                     ในขณะเดียวกนัการเติมกลูโคสลงในอาหารเล้ียงเชื้อ B. pumilus 

DMKUB39 และการเติมแมนนิทอลลงในอาหารเล้ียงเช้ือ M. siamensis DMKUA245T มีผลทาํ

ให้การผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนส เพิ ่มข้ึน ซ่ึงปรากฎการดงักล่าวเป็นลกัษณะของการเกิด 

enzyme induction   Amare and Gashaw, 1999 ไดร้ายงานการว่า การใช้นํ้ าตาลกลูโคสสามารถ

เหน่ียวนาํการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสของเช้ือ Bacillus sp. AR-009 ได ้ในขณะท่ี Maria et al., 

1990 รายงานการใช้นํ้ าตาลผสมกลูโคสและไซโลสในการเหน่ียวนาํการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซ

ลาเนส Aspergillus terreus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

ภาพที่ 9 ผลการเติมนํ้ าตาลชนิดต่าง ๆ ลงในอาหารไซแลนต่อการเหน่ียวนําเอนไซม์เบต้า             

ไซลาเนสของเช้ือ B. pumilus DMKUB39 (A) และ M.siamensis DMKUA245T (B) 

ภายหลงัการเพาะเล้ียงในอาหารไซแลนเป็นเวลา 3 วนั 

                       ◊ อาหารไซแลน         

                       ■  อาหารไซแลนท่ีเติมแมนนิทอล 

                     ▲     อาหารไซแลนท่ีเติมไซโลส 

              ●  อาหารไซแลนท่ีเติมกลูโคส 

                        ↓ วนัท่ีเติมนํ้าตาล 

A 

B 



 
 
 

56 

5.  ปัจจัยและค่าที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์เบต้าไซลาเนสและเบต้าไซโลซิเดสของเช้ือผสม             

B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 

 

จากผลของการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสในอาหารเหลวท่ี

ประกอบดว้ยฟางขา้วที่ผ ่านการปรับสภาพดว้ยด่าง โดยใช้เช้ือเดี่ยว B. pumilus DMKUB39      

B. amyloliquefaciens DMKUB24 และเช้ือผสมของทั้งสองสายพนัธุ์ พบว่าการเล้ียงเช้ือผสม

สามารถผลิตเอนไซม์ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสไดม้ากกว่าการเล้ียงเช้ือเดี่ยวแต่ละชนิด 

ดงันั้นจึงทาํการทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโล 

ซิเดสโดยใช้เช้ือผสมระหว่าง B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 

โดยใช้วิธีพื้นผิวตอบสนอง 

 

5.1  ผลของแหล่งไนโตรเจนชนิดต่าง ๆ ต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสและเบตา้   

ไซโลซิเดสของเช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 

 

        เม่ือเพาะเล้ียงเช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens 

DMKUB24 ในอาหาร basal medium ซ่ึงประกอบดว้ยสารอาหาร ดงัน้ี ฟางขา้วที่ผ่านการปรับ

สภาพดว้ยด่าง 10 กรัมต่อลิตร, K2HPO4 1 กรัมต่อลิตร, MgSO4.7H2O 0.2 กรัมต่อลิตร และแหล่ง

ไนโตรเจนชนิดต่าง ๆ ไดแ้ก่ peptone, beef extract, casein, gelatin, urea, tryptone, yeast extract, 

ammonium chloride, ammonium nitrate และ ammonium sulfate 10 กรัมต่อลิตร พบว่าการเติม 

peptone และ yeast มีผลทาํให้การผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสสูงสุดและรองลงมา กล่าวคือมี

การผลิตเอนไซม์ 6.8 และ 6.0 หน่วยต่อมิลลิลิตรตามลาํดบั การเติมแหล่งไนโตรเจนที่เป็น    

แหล่งอนินทรีย ์ไดแ้ก่ ammonium chloride, ammonium nitrate และ ammonium sulfate มีผลทาํ

ให้การผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสลดลง โดยลดลงเท่ากบั 2.6, 1.8 และ 3.5 หน่วยต่อมิลลิลิตร

ตามลาํดบั ในขณะที่อาหารเล้ียงเช้ือที่ไม่ไดเ้ติมแหล่งไนโตรเจนมีปริมาณเอนไซม์เท่ากบั 1.6 

หน่วยต่อมิลลิลิตร ดงัแสดงในภาพท่ี 10A  

 

 ในขณะที่การเติม peptone และ tryptone มีผลทาํให้การผลิตเอนไซม์เบตา้        

ไซโลซิเดสสูงสุดและรองลงมา กล่าวคือมีการผลิตเอนไซม์ 13.0 และ 12.8 หน่วยต่อมิลลิลิตร 

ตามลาํดบั การเติมแหล่งไนโตรเจนท่ีเป็นแหล่งอนินทรีย ์ไดแ้ก่ ammonium chloride, ammonium 

nitrate และ ammonium sulfate มีผลทาํให้การผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสลดลง โดยลดลงเท่ากบั 
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4.0, 4.8 และ 6.0 หน่วยต่อมิลลิลิตรตามลาํดบั ในขณะที่อาหารเล้ียงเช้ือที่ไม่ไดเ้ติมแหล่ง

ไนโตรเจนมีปริมาณเอนไซม์เท่ากบั 2.2 หน่วยต่อมิลลิลิตร ดงัแสดงในภาพท่ี 10B 

 

จากการทดลองดงักล่าวช้ีให้เห็นว่า peptone เป็นแหล่งไนโตรเจนที่ดีที่สุดสําหรับ

การผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสของเช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ 

B. amyloliquefaciens DMKUB24 ดงันั้นจึงเลือก peptone เป็นหน่ึงในปัจจยัที่จะนาํไปศึกษา

สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสของเช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ 

B. amyloliquefaciens DMKUB24 ต่อไป   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 10  แหล่งไนโตรเจนชนิดต่าง ๆ ต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนส (A) และเบตา้         

ไซโลซิเดส (B) ระหวา่งเช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens   

DMKUB24 

A 

B 

1.6 g/l added nitrogen content 
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5.2  ผลของชนิดสารอาหารและปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสและเบตา้

ไซโลซิเดสตามแผนการทดลองท่ีออกแบบโดยวธีิ Plackett-Burman  

 

        เม่ือศึกษาชนิดของสารอาหารซ่ึงได้แก่ ฟางขา้งท่ีผ่านการปรับสภาพด้วยด่าง(X1), 

peptone (X2), K2HPO4 (X3), KH2PO4 (X4), MgSO4·7H2O (X5), CoCl2·6H2O (X6) และปัจจยัทาง

กายภาพซ่ึงได้แก่ อุณหภูมิ (X7), ความเร็วรอบ (X8) และพีเอชเร่ิมต้น (X9) ท่ีมีผลต่อการผลิต

เอนไซม์เบต้าไซลาเนสและเบต้าไซโลซิเดสจากเช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ                 

B. amyloliquefaciens DMKUB24 ท่ีเพาะเล้ียงเป็นเวลา 72 ชัว่โมง ตามแผนการทดลองท่ีออกแบบ

โดยวิธี Plackett-Burman ซ่ึงมีการทดลองทั้งหมด 12 การทดลอง พบว่าในแต่ละการทดลองมี

กิจกรรมเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสท่ีผลิตโดยเช้ือผสมในปริมาณท่ีแตกต่างกนั ดงั

แสดงในตารางท่ี 11  

 

ตารางที่ 11  กิจกรรมของเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซลาเนสจากการเพาะเล้ียงเช้ือผสม       

B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 และปริมาณเซลล์

ในแต่ละการทดลองท่ีออกแบบโดยวธีิ Plackett-Burman 

 

Run 

no. 
X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 

Enzyme production 

(U/ml) 

 Viable cell count 

(CFU/ml) 

ß-xylosidase ß -xylanase 
 

DMKUB 

 24 

DMKUB  

39 

1  1  1 -1  1  1  1 -1 -1 -1 10.3 14.9 
 

1.2×109 9.6×109 

2  1 -1  1  1  1 -1 -1 -1  1 12.3   6.3 
 

2.3×109 3.4×108 

3 -1  1  1  1 -1 -1 -1  1 -1   7.7   2.8 
 

2.0×108 9.6×107 

4  1  1  1 -1 -1 -1  1 -1  1   9.0 10.5 
 

1.9×108 7.6×109 

5  1  1 -1 -1 -1  1 -1  1  1 10.5 12.4 
 

5.9×109 7.9×109 

6  1 -1 -1 -1  1 -1  1  1 -1 11.2   8.4 
 

9.1×109 3.0×109 

7 -1 -1 -1  1 -1  1  1 -1  1 11.0   3.7 
 

6.0×109 2.0×107 

8 -1 -1  1 -1  1  1 -1  1  1 14.2   1.7 
 

9.3×109 3.0×107 

9 -1  1 -1  1  1 -1  1  1  1 13.7   2.1 
 

9.0×109 5.0×107 

10  1 -1  1  1 -1  1  1  1 -1   7.3   5.0 
 

6.0×108 1.9×107 

11 -1  1  1 -1  1  1  1 -1 -1 12.0   6.4 
 

3.6×109 1.5×109 

12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1   8.3   5.2 
 

1.2×108 3.6×107 
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      เม่ือนาํผลการทดลองท่ีไดท้ั้ง 12 การทดลองไปวิเคราะห์ผลทางสถิติ โดยใชโ้ปรแกรม

ทางสถิติ SPSS Statistics 17.0 (Statsoft, USA) เพื่อคดัเลือกปัจจยัท่ีมีความสําคญัต่อการผลิต

เอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสของเช้ือผสม ตารางท่ี 12 และ 13 แสดงค่า

สัมประสิทธ์ิการถดถอย (coefficient estimate) ค่า Mean square ค่าสถิติ F (F-value) และค่า

นยัสาํคญัของการทดสอบ (P-value)  

 

จากการทดสอบค่าสัมประสิทธ์ิการตดัสินใจ (R2) ของการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเน

สจากเช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 พบวา่มีค่าเท่ากบั 

0.990 ซ่ึงสามารถใชอ้ธิบายการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสได ้99.0 เปอร์เซ็นต ์ส่วนท่ีเหลืออีก 1.0 

เปอร์เซ็นตไ์ม่สามารถอธิบายได ้ซ่ึงเป็นผลจากตวัแปรอ่ืนท่ีไม่สามารถควบคุมได ้ 

 

ตารางที่ 12  ผลวิเคราะห์ทางสถิติจากการออกแบบการทดลองด้วยวิธี Plackett-Burman โดย

การศึกษาปัจจยัต่าง ๆ 9 ปัจจยั ต่อผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสจากเช้ือผสมระหว่าง     

B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 
 

 
a Significant at P <0.05; R2 = 0.990, Adjust R2 = 0.947     

Variable 
code Variables 

Coefficient 
estimate Mean square F-value P-value 

 

 

X1 

 

X2 

X3 

X4 

X5 

X6 

X7 

X8 

X9 

Corrected model 

intercept 

NaOH-treated rice straw 

(g/l) 

Peptone (g/l) 

K2HPO4 (g/l) 

KH2PO4 (g/l) 

MgSO4·7H2O (g/l) 

CoCl2 (g/l) 

Temperature (°C) 

Shaking speed (rpm) 

Initial pH 

 

6.60917 

2.96583 

 

1.56583 

-1.17750 

-0.82250 

0.02083 

0.74083 

-0.59583 

-1.21083 

    -0.49250 

21.232 

524.17 

105.55 

 

29.422 

16.638 

8.118 

0.005 

6.586 

4.26 

17.593 

2.911 

23.045 

568.94 

114.57 

 

31.935 

18.059 

8.811 

0.006 

7.149 

4.624 

19.096 

3.159 

0.042 

0.002 

  0.009 a 

 

 0.030 a 

0.051 

0.097 

0.947 

0.116 

0.164 

  0.049 a 

0.217 
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ตารางที่ 13  ผลวิเคราะห์ทางสถิติโดยใช้วิธี Plackett-Burman ออกแบบการทดลองต่อการ            

ผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซโลซิเดสจากเช้ือผสมของ B. pumilus DMKUB39 และ B. 

amyloliquefaciens DMKUB24 

 

 
a Significant at P <0.05; R2 = 0.994, Adjust R2 = 0.966 

 

จากการทดสอบค่าสัมประสิทธ์ิการตดัสินใจ (R2) ของการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซโล            

ซิเดสจากเช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 พบวา่มีค่า

เท่ากบั 0.990 ซ่ึงสามารถใชอ้ธิบายการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสได ้99.4 เปอร์เซ็นต ์ส่วนท่ีเหลือ

อีก 0.6 เปอร์เซ็นตไ์ม่สามารถอธิบายได ้ซ่ึงเป็นผลจากตวัแปรอ่ืนท่ีไม่สามารถควบคุมได ้ 

 

เม่ือคดัเลือกปัจจัยท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซม์เบต้าไซลาเนสและเบต้าไซโลซิเดส 

ตามลาํดบั โดยจะพิจารณาจากค่า P-value ท่ีน้อยกวา่ระดบันยัสําคญัท่ี 0.05 ซ่ึงจากการวิเคราะห์ 

พบวา่มีเพียง 5 ตวัแปร ไดแ้ก่ ฟางขา้วท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยด่าง (X1) peptone (X2) MgSO4·7H2O 

(X5) ความเร็วรอบ (X8) และพีเอชเร่ิมตน้ (X9) เป็นปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนส

และเบตา้ไซโลซิเดสอย่างมีนยัสําคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ (P<0.05) ดงัแสดงใน

Variable 

code 
Variables 

Coefficient 

estimate 
Mean square F-value P-value 

 

 

X1 

 

X2 

X3 

X4 

X5 

X6 

X7 

X8 

X9 

Corrected model 

intercept 

NaOH-treated rice straw 

(g/l) 

Peptone (g/l) 

K2HPO4 (g/l) 

KH2PO4 (g/l) 

MgSO4·7H2O (g/l) 

CoCl2 (g/l) 

Temperature (°C) 

Shaking speed (rpm) 

Initial pH 

 

10.62500 

-0.51500 

 

-0.09667 

-0.20833 

-0.23667 

1.65333 

0.26333 

0.07000 

0.12667 

1.15333 

6.037 

1354.6 

3.183 

 

0.112 

0.521 

0.672 

32.802 

0.832 

0.059 

0.193 

15.962 

35.706 

8011.9 

18.823 

 

0.663 

3.08 

3.975 

194 

4.921 

0.348 

1.139 

94.404 

0.028 

0.000 

0.049a 

 

0.501 

0.221 

0.184 

0.005a 

0.157 

0.615 

0.398 

0.010a 
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ตารางท่ี 14 ดงันั้นจึงนาํปัจจยัดงักล่าวไปศึกษาหาค่าท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนส

และเบตา้ไซโลซิเดสจากเช้ือผสมระหว่าง B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens 

DMKUB24โดยใชว้ธีิพื้นผวิตอบสนองต่อไป แต่เน่ืองจากการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเบตา้

ไซโลซิเดส โดยใช้ฟางขา้วท่ีผ่านการปรับสภาพดว้ยด่างเป็นวตัถุดิบในระดบัฟลาสก์ตอ้งการการ

หมุนเวียนอากาศสูง จึงกาํหนดความเร็วรอบสําหรับการหาค่าที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์

เท่ากบั 200 รอบต่อนาที 

 

ตารางที่ 14  ปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซม์เบต้าไซลาเนสและเบต้าไซโลซิเดสจากเช้ือผสม

ระหวา่ง B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 

 

 

5.3  ผลการศึกษาค่าท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดส 

ของเช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 ดว้ยวิธีพื้นผิว

ตอบสนอง  

 

       นาํปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสจากเช้ือผสม

ระหวา่ง B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 ทั้ง 4 ปัจจยั ไดแ้ก่ ฟาง

ข้าวท่ีผ่านการปรับสภาพด้วยด่าง(X1), MgSO4·7H2O (X5) และพีเอชเร่ิมต้น (X9) มาหาค่าท่ี

เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมท์ั้งสองชนิดโดยใชว้ิธีพื้นผิวตอบสนอง รูปแบบท่ีใชใ้นการออกแบบ

การทดลอง คือ central composite design  ทาํการทดลองโดยแบ่งปัจจยัท่ีทาํการศึกษาทั้ง 4 ปัจจยั 

ออกเป็น 5 ระดบั ไดแ้ก่ -2, -1, 0, +1 และ +2 (ตารางท่ี 15 )ในแต่ละการทดลองทาํ 3 ซํ้ า ซ่ึงสามารถ

ออกแบบการทดลองไดท้ั้งหมด 30 การทดลอง โดยทาํการทดลองในระดบักลางจาํนวน 3 ซํ้ า     

(การทดลองท่ี 25-30) เม่ือทาํการทดลองตามแผนการทดลองทั้ง 30 การทดลอง พบวา่ในแต่ละการ

Variable 

code 
Variables 

Influencing factors Selected 

factors ß-xylosidase ß-xylanase 

X1 NaOH-treated rice straw (g/l) + + + 

X2 Peptone (g/l)          - + + 

X5 MgSO4·7H2O (g/l) + - + 

X8 Shaking speed (rpm) Fixed at 200 rpm 

X9 Initial pH + - + 
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ทดลองมีค่าของกิจกรรมเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสท่ีแตกต่างกนั ดงัแสดงใน

ตารางท่ี 16 

 

ตารางที่ 15  การกําหนดระดับของแต่ละปัจจัยท่ีศึกษาโดยวางแผนการทดลองแบบ Central   

composite design (CCD) 

 

Independent variables  
Level 

-2 -1 0 1 2 

NaOH-trated rice straw (X1) (g/L) 10 15 20 25 30 

Peptone (X2) (g/L) 0.5 1 1.5 2 2.5 

MgSO4.7H2O (X5) (g/L) 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 

Initial pH medium (X9) 7 7.5 8 8.5 9 
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ตารางที ่16  ผลของการวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสของเช้ือผสม   

B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 ในแต่ละการทดลอง 

โดยใชก้ารออกแบการทดลอง Central composite design  

 

Runs   

  

Code-setting level 
  

  

Enzyme production (U/ml) 

ß-xylosidase ß-xylanase 
X1 X2  X5 X9 

1 

 

-1 -1 -1 -1 

 

7.83 1.02 

2 

 

 1 -1 -1 -1 

 

17.71 8.05 

3 

 

-1  1 -1 -1 

 

14.67 5.98 

4 

 

 1  1 -1 -1 

 

25.83 13.57 

5 

 

-1 -1  1 -1 

 

7.17 1.47 

 

6 

 

 1 -1  1 -1 

 

15.17 5.57 

7 

 

-1  1  1 -1 

 

5.50 1.76 

8 

 

 1  1  1 -1 

 

20.00 8.7 

9 

 

-1 -1 -1  1 

 

7.33 2.48 

10 

 

 1 -1 -1  1 

 

10.67 4.06 

11 

 

-1  1 -1  1 

 

14.67 15.73 

12 

 

 1  1 -1  1 

 

20.83 12.9 

13 

 

-1 -1  1  1 

 

12.67 1.92 

14 

 

 1 -1  1  1 

 

9.33 3.77 

15 

 

-1  1  1  1 

 

27.50 20.33 

16 

 

 1  1  1  1 

 

15.50 7.46 

17 

 

-2  0  0  0 

 

7.33 1.33 

18 

 

 2  0  0  0 

 

14.33 5.89 

19 

 

 0 -2  0  0 

 

14.67 6.18 

20 

 

 0  2  0  0 

 

21.50 9.57 

21 

 

 0  0 -2  0 

 

11.67 8.4 

22 

 

 0  0  2  0 

 

21.67 7.62 

23 

 

 0  0  0 -2 

 

19.00 9.6 
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ตารางที ่16 (ต่อ) 

 

Runs   

  

Code-setting level 
  

  

Enzyme production (U/ml) 

ß-xylosidase ß-xylanase 
X1 X2  X5 X9 

24 

 

 0  0  0  2 

 

7.50 5.07 

25 

 

 0  0  0  0 

 

26.78 16.15 

26 

 

 0  0  0  0 

 

26.56 16.79 

27 

 

 0  0  0  0 

 

26.50 16.43 

28 

 

 0  0  0  0 

 

26.42 16.16 

29 

 

 0  0  0  0 

 

26.58 16.43 

30    0  0  0  0   26.33 16.03 

 

5.4  ผลการวเิคราะห์การถดถอย  

 

                     5.4.1  การทดสอบสมมติฐานของสมการการถดถอย  

 

                  เม่ือนาํผลการทดลองท่ีได้ไปวิเคราะห์การถดถอยเชิงพหุคูณเพื่อประเมินผล         

ของปัจจยัท่ีศึกษาต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนส จากผลการวิเคราะห์ดงัแสดงในตารางท่ี 17 

พบวา่ค่าสถิติ F เท่ากบั 6.85 ดว้ย degree of freedom (df) เท่ากบั (14, 15) มีค่านยัสําคญัของการ

ทดสอบ (P-value) เท่ากบั 0.003 ช้ีให้เห็นว่าปัจจยัท่ีศึกษามีผลต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนส  

อยา่งมีนยัสาํคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์(p<0.05) ในขณะท่ีการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซโล

ซิเดสมี ค่าสถิติ F เท่ากบั 6.99 ดว้ย degree of freedom (df) เท่ากบั (14, 15) มีค่านยัสําคญัของการ

ทดสอบ (P-value) เท่ากบั 0.002 ช้ีให้เห็นวา่ปัจจยัท่ีศึกษามีผลต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซโลซิเด

สอยา่งมีนยัสาํคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์(p<0.05) 
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ตารางที่  17  การวเิคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ของการวเิคราะห์การถดถอยเชิงพหุคูณ 

 

 

                     5.4.2  การประมาณสัมประสิทธ์ิการถดถอยเชิงพหุคูณของการผลิตเอนไซม์เบตา้         

ไซลาเนส 

 

                               เม่ือประมาณค่าสัมประสิทธ์ิของปัจจัยท่ีศึกษาต่อการผลิตเอนไซม์เบต้า           

ไซลาเนส(Y1) เพื่อทดสอบความมีนยัสําคญัของตวัแปรท่ีศึกษา โดยพิจารณาจากค่า P-value นอ้ย

กว่าระดบันยัสําคญัท่ี 0.05 และทิศทางของอิทธิพลว่ามีอิทธิพลทางบวก หรือทางลบต่อการผลิต

เอนไซมเ์บตา้ไซลาเนส ดงัแสดงในตารางท่ี 18 พบว่าตวัแปรท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซ

ลาเนส ไดแ้ก่ พจน์ของฟางขา้วท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยด่าง (X1), พีเอช (X9), พจน์ระหวา่งฟางขา้ว

ท่ีผ่านการปรับสภาพดว้ยด่างและพีเอชเร่ิมตน้ (X1X9), พจน์ระหวา่ง peptone และพีเอชเร่ิมตน้

(X2X9), พจน์กาํลงัสองของฟางขา้วท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยด่าง (X1
2), พจน์กาํลงัสองของ peptone 

(X2
2) พจน์กาํลงัสองของ MgSO4·7H2O (X5

2) และพจน์กาํลงัสองของพีเอชเร่ิมตน้ (X9
2) รูปแบบ

สมการการถดถอยท่ีเหมาะสม ดงัแสดงในสมการท่ี 5 

Source 
Sum of 

squares 

Degree of 

freedom 
Mean squares F-value P-value 

ß-xylanase activity 

Model 

Residual 

Total 

R2 = 0.8648 

Adj-R2 = 0.7386 

 

ß-xylosidase activity 

Model 

Residual 

Total 

R2 = 0.8672 

Adj-R2 = 0.7430 

 

837.7736 

130.9600 

968.7336 

 

 

 

 

1360.336 

208.289 

1568.621 

 

 

14 

15 

29 

 

 

 

 

14 

15 

29 

 

 

59.84097 

8.73067 

 

 

 

 

 

97.16657 

13.88593 

 

6.8541 

 

 

 

 

 

 

6.997485 

 

 

0.0003 

 

 

 

 

 

 

0.0002 
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ตารางที ่18  ค่าการวเิคราะห์สัมประสิทธ์ิของสมการการถดถอยต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนส 

  

Variables Coefficients 

estimate 

Standard error t-value P-value 

(Constant) 

X1 

X2 

X5 

X9 

X1X2 

X1X5 

X1X9 

X2X5 

X2X9 

X5X9  

X1
2 

X2
2 

X5
2 

X9
2 

-703.1240 

   13.8310 

 -20.2400 

  66.3010 

144.2160 

  -0.3940 

  -1.6680 

  -0.9480 

  -8.7980 

   7.5730 

 11.8070 

 -0.1240 

 -8.1440 

       -200.3030 

           -8.6890 

163.2956 

   2.6095 

 25.7025 

128.5127 

  37.1409 

   0.2954 

   1.4773 

   0.2954 

  14.7738 

   2.9547 

  14.7738  

   0.0225 

  2.2567 

 56.4185 

  2.2567 

-4.3060 

 5.3000 

-0.7870 

 0.5160 

 3.8820 

-1.3310 

-1.1300 

-3.2090 

-0.5950 

 2.5630 

 0.7990 

-5.5010 

-3.6080 

-3.5500 

-3.8500 

  0.0006 a 

  0.0000 a 

0.4432 

0.6134 

  0.0014 a 

0.2028 

0.2766 

  0.0058 a 

0.5603 

  0.0216 a 

0.4366         

     0.0000 a 

  0.0025 a 

  0.0029 a 

  0.0015 a 

 
a Significant at P <0.05 

 

Y1= -703.124+13.831X
1
-20.240X

2
+66.301X

5
+144.216X

9 
-

 
0.394X

1
X

2
-1.668X

1
X

5
 -0.948X

1
X

9
-

8.798X
2
X

5
+7.573X

2
X

9
+11.807X

5
X

9
-0.124X

1

2

-8.144X
2

2

 -200.303X
5

2

-8.689X
9

2    

………. ( 5) 

                                    

จากสมการท่ี 5 สังเกตไดว้า่ตวัแปรอิสระทั้ง 3 ตวัแปร ไดแ้ก่ X1, X5 และ X9 มี

อิทธิพลทางบวก (มีสัมประสิทธ์ิเป็นบวก) ต่อค่าตอบสนอง (Y1) กล่าวคือ หากเพิ่มค่าของตวัแปร

อิสระดงักล่าวค่ากิจกรรมของเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสมีค่าเพิ่มสูงข้ึน ในขณะท่ี X2 มีอิทธิพลทางลบ 

(มีสัมประสิทธ์ิเป็นลบ) ต่อค่าตอบสนอง (Y1) กล่าวคือ หากเพิ่มค่าของตวัแปรอิสระดงักล่าวค่า

กิจกรรมของเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสมีค่าลดลง 
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จากการวิเคราะห์สัมประสิทธ์ิของสมการการถดถอยต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้    

ไซลาเนส พบวา่มีค่าสัมประสิทธ์ิการตดัสินใจ (R2) เท่ากบั 0.8648 แสดงให้เห็นวา่กิจกรรมของ

เอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสท่ีได ้เป็นผลจากตวัแปรอิสระทั้ง 4 ตวัแปร 86.48 เปอร์เซ็นต ์ส่วนท่ีเหลืออีก 

13.52 เปอร์เซ็นต ์เป็นผลจากตวัแปรอิสระอ่ืนท่ีไม่สามารถควบคุมได ้ 

 

     5.4.3  การประมาณสัมประสิทธ์ิการถดถอยเชิงพหุคูณของการผลิตเอนไซม์เบตา้

ไซโลซิเดส 

 

         เม่ือประมาณค่าสัมประสิทธ์ิของปัจจยัท่ีศึกษาต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซโล

ซิเดสเพื่อทดสอบความมีนยัสําคญัของตวัแปรท่ีศึกษา โดยพิจารณาจากค่า P-value นอ้ยกวา่ระดบั

นยัสาํคญัท่ี 0.05 และทิศทางของอิทธิพลวา่มีอิทธิพลทางบวก หรือทางลบต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้

ไซลาเนส ดงัแสดงในตารางท่ี 19 พบว่าตวัแปรท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซโลซิเดส(Y2)  

ไดแ้ก่ พจน์ของฟางขา้วท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยด่าง (X1), พีเอชเร่ิมตน้ (X9), พจน์ระหวา่งฟางขา้ว

ท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยด่างและพีเอชเร่ิมตน้ (X1X9), พจน์กาํลงัสองของฟางขา้วท่ีผา่นการปรับ

สภาพดว้ยด่าง (X1
2), พจน์กาํลงัสองของ peptone (X2

2), พจน์กาํลงัสองของ MgSO4·7H2O (X5
2) และ

พจน์กาํลงัสองของพีเอชเร่ิมตน้ (X9
2) รูปแบบสมการการถดถอยท่ีเหมาะสม ดงัแสดงในสมการท่ี 6 
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ตารางที่ 19 ค่าการวิเคราะห์สัมประสิทธ์ิของสมการการถดถอยต่อการผลิตเอนไซม์เบต้า          

ไซโลซิเดส 

  

Variables Coefficients 

estimate 

Standard error t-value P-value 

(Constant) 

X1 

X2 

X5 

X9 

X1X2 

X1X5 

X1X9 

X2X5 

X2X9 

X5X9  

X1
2 

X2
2 

X5
2 

X9
2 

  -1010.9564 

      17.4379 

      -7.0693 

     -67.8466 

     218.7948    

        0.0488 

      -2.9226 

      -1.2345 

    -10.3574 

       5.0952 

     37.1426 

     -0.1582 

     -8.5680 

  -249.6173 

    -13.4014 

205.9388 

   3.2910 

 32.4145 

      162.0726 

 46.8399 

   0.3726 

   1.8631 

   0.3726 

 18.6319 

  3.7263 

18.6319 

  0.0284 

  2.8460 

71.1517 

  2.8460 

-4.9090 

  5.2986 

-0.2181 

-0.4186 

  4.6711 

  0.1310 

-1.5686 

-3.3129 

-0.5559 

  1.3673 

  1.9935 

-5.5578 

-3.0105 

-3.5082 

-4.7087 

  0.0002 a 

  0.0001 a 

0.8303 

0.6814 

  0.0003 a  

0.8975 

0.1376 

  0.0047 a 

0.5865 

0.1917 

0.0647 

  0.0001 a 

  0.0088 a 

  0.0032 a 

  0.0003 a 
 

a Significant at P <0.05 

 

Y 2= -1010.957+17.438X
1
-7.069X

2
-67.8466X

5
+218.7948X

9 
+0.0488X

1
X

2
-2.9226X

1
X

5
 - 

1.2345X
1
X

9
-10.3574X

2
X

5
+5.0952X

2
X

9
+37.1426X

5
X

9
-0.1582X

1

2

-8.5680X
2

2 

-249.6173X
5

2 
-13.4014X

9

2

  …………………………..….. ( 6) 

 

จากสมการท่ี 6 สังเกตไดว้า่ตวัแปรอิสระทั้ง 2 ตวัแปร ไดแ้ก่ X1 และ X9 มีอิทธิพล

ทางบวก (มีสัมประสิทธ์ิเป็นบวก) ต่อค่าตอบสนอง (Y2) กล่าวคือ หากเพิ่มค่าของตวัแปรอิสระ

ดงักล่าวค่ากิจกรรมของเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสมีค่าเพิ่มสูงข้ึน ในขณะท่ี X2 และ X9 มีอิทธิพลทาง
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ลบ (มีสัมประสิทธ์ิเป็นลบ) ต่อค่าตอบสนอง (Y2) กล่าวคือ หากเพิ่มค่าของตวัแปรอิสระดงักล่าวค่า

กิจกรรมของเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสมีค่าลดลง 

 

จากการวิเคราะห์สัมประสิทธ์ิของสมการการถดถอยต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซ

ลาเนส พบว่ามีค่าสัมประสิทธ์ิการตดัสินใจ (R2) เท่ากบั 0.8672 แสดงให้เห็นว่ากิจกรรมของ

เอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสท่ีได ้เป็นผลจากตวัแปรอิสระทั้ง 4 ตวัแปร 86.72 เปอร์เซ็นต ์ส่วนท่ีเหลืออีก 

13.28 เปอร์เซ็นต ์เป็นผลจากตวัแปรอิสระอ่ืนท่ีไม่สามารถควบคุมได ้ 

 

5.5  การตรวจสอบความเหมาะสมของสมการการถดถอย 

 

                     5.5.1  การทดสอบการแจกแจงแบบปกติของการผลิตเอนไซม ์ 

 

                 จากการตรวจสอบความเหมาะสมของสมการการถดถอยโดยวิธี  normal 

probability plot พบวา่ลกัษณะของจุดบนกราฟส่วนใหญ่มีการกระจายตวัในแนวเส้นตรง ดงัแสดง

ในภาพท่ี 11 และ 12 ดงันั้นจึงสรุปวา่ความคลาดเคล่ือนมีการแจกแจงเป็นแบบปกติ และเป็นไปตาม

ขอ้กาํหนดเบ้ืองตน้ของการวเิคราะห์การถดถอย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่11  Normal probability plot ของค่าความคลาดเคล่ือนต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสจาก

เช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 
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ภาพที่ 12  Normal probability plot ของค่าความคลาดเคล่ือนต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซโล           

ซิเดสจากเช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 

 

      5.5.2  การทดสอบความคงท่ีของความแปรปรวนของความคลาดเคล่ือน  

 

           จากกราฟการกระจายระหวา่งค่า Residuals บนแกน Y กบัค่า predicted 

value บนแกน X พบวา่จุดมีการกระจายอยา่งไม่มีรูปแบบ และกระจายรอบศูนย ์ซ่ึงแสดงให้เห็นวา่

ความแปรปรวนของความคลาดเคล่ือนค่อนขา้งคงท่ี ดงัแสดงในภาพท่ี 13 และ 14 
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ภาพที ่13  Scatter plot ของค่าความคลาดเคล่ือนกบัค่าทาํนายต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนส  

ของเช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่14  Scatter plot ของค่าความคลาดเคล่ือนกบัค่าทาํนายต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซโลซิเดส 

ของเช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 
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ดังนั้นเม่ือทาํการตรวจสอบความเหมาะสมของรูปแบบสมการการถดถอยด้วยวิธี

วิเคราะห์ ความคลาดเคล่ือนกบัการพล็อตกราฟ normal probability plot และ scatter plot สามารถ

สรุปได้ว่ารูปแบบของสมการการถดถอยหรือสมการความสัมพนัธ์ท่ีได้จากการทดลองนั้นเป็น

รูปแบบท่ีเหมาะสมแล้ว ขั้นตอนต่อไปจึงนําสมการการถดถอยท่ีได้ไปใช้ทาํนายการผลิต      

เอนไซม์เบต้าไซลาเนสและเบต้าไซโลซิเดสจากเช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ                  

B. amyloliquefaciens DMKUB24 ต่อไป 

 

5.6  การเปรียบเทียบค่าจริงจากการทดลองและค่าทาํนายกิจกรรมของเอนไซม ์

 

        เม่ือนาํสมการการถดถอยท่ีเหมาะสม (สมการท่ี 5 และ 6) ไปทาํนายผลความเขม้ขน้

ของฟางขา้วท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยด่าง, peptone, MgSO4·7H2O และพีเอชเร่ิมตน้ในระดบัท่ีศึกษา

ต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสจากและเบตา้ไซโลซิเดสจากเช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 

และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 ผลการทาํนาย ดงัแสดงในตารางท่ี 20 

 

ตารางที ่20  ผลการวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซมก์บัค่าทาํนายกิจกรรมของเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนส

ในแต่ละการทดลอง 

 

Runs 

  

Code-setting level 

  Enzyme production (U/ml) 

  β-xylosidase 
  β-xylanase 

   
  X1 X2  X5 X9   Observed Predicted   Observed Predicted 

1 

 

-1 -1 -1 -1 

 

  7.83   7.90 

 

1.02 1.35 

2 

 

 1 -1 -1 -1 

 

17.71 21.06 

 

8.05    11.69 

3 

 

-1  1 -1 -1 

 

14.67 12.00 

 

5.98 5.81 

4 

 

 1  1 -1 -1 

 

25.83 25.65 

 

   13.57    12.2 

5 

 

-1 -1  1 -1 

 

  7.17   9.25 

 

1.47 1.52 

6 

 

 1 -1  1 -1 

 

15.17 16.57 

 

5.57 8.52 

7 

 

-1  1  1 -1 

 

  5.50 11.28 

 

1.76 4.22 

8 

 

 1  1  1 -1 

 

20.00 19.09 

 

     8.7 7.28 

9 

 

-1 -1 -1  1 

 

  7.33   6.28 

 

2.48 2.26 

10 

 

 1 -1 -1  1 

 

10.67   7.10 

 

4.06 3.11 
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ตารางที ่20 (ต่อ) 

 

Runs 

 

Code-setting level 

 

β-xylosidase 

 

β-xylanase 

X1 X2  X5 X9 

 

Observed Predicted 

 

Observed Predicted 

11 

 

-1  1 -1  1 

 

14.67 15.48 

 

   15.73    14.29 

12 

 

 1  1 -1  1 

 

20.83 16.78 

 

   12.9    11.2 

13 

 

-1 -1  1  1 

 

12.67 15.06 

 

1.92 4.79 

14 

 

 1 -1  1  1 

 

  9.33 10.03 

 

3.77 2.31 

15 

 

-1  1  1  1 

 

27.50 22.19 

 

   20.33    15.06 

16 

 

 1  1  1  1 

 

15.50 17.64 

 

7.46 8.64 

17 

 

-2  0  0  0 

 

  7.33   6.40 

 

1.33      2.1 

18 

 

 2  0  0  0 

 

14.33 15.02 

 

5.89 6.01 

19 

 

 0 -2  0  0 

 

14.67 12.10 

 

6.18 2.92 

20 

 

 0  2  0  0 

 

21.50 23.82 

 

9.57    13.7 

21 

 

 0  0 -2  0 

 

11.67 15.44 

 

     8.4 9.64 

22 

 

 0  0  2  0 

 

21.67 17.65 

 

7.62 7.24 

23 

 

 0  0  0 -2 

 

19.00 14.66 

 

     9.6 6.63 

24 

 

 0  0  0  2 

 

  7.50 11.60 

 

5.07      8.9 

25 

 

 0  0  0  0 

 

26.78 26.53 

 

   16.15    16.45 

26 

 

 0  0  0  0 

 

26.56 26.53 

 

   16.79    16.45 

27 

 

 0  0  0  0 

 

26.50 26.53 

 

   16.43    16.45 

28 

 

 0  0  0  0 

 

26.42 26.53 

 

   16.16    16.45 

29 

 

 0  0  0  0 

 

26.58 26.53 

 

   16.43    16.45 

30    0  0  0  0   26.33 26.53      16.03    16.45 

 

 จากสมการการถดถอยท่ีใช้ทาํนายค่าของกิจกรรมเอนไซม์เบตา้ไซลาเนส พบว่าค่า

ทาํนายมีแนวโนม้ของทิศทางสอดคลอ้งกบัค่าจริงท่ีไดจ้ากการทดลอง แสดงดงัภาพท่ี 15 และ 16 
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ภาพที ่15  ความสัมพนัธ์ระหวา่งกิจกรรมของเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสท่ีไดจ้ากการทดลองและค่า

ทาํนายของเช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่16  ความสัมพนัธ์ระหวา่งกิจกรรมของเอนไซมเ์บตา้ไซโลซิเดสท่ีไดจ้ากการทดลองและค่า

ทาํนายของเช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 
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5.7  ผลของการหาค่าท่ีเหมาะสมของตวัแปรท่ีศึกษาต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนส

และเบตา้ไซโลซิเดส 

 

      จากการใชว้ธีิ Plackett-Burman ออกแบบการทดลอง พบวา่มี 4 ปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิต

เอนไซม์เบต้าไซลาเนสและเบต้าไซโลซิเดส จากเช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ                

B. amyloliquefaciens DMKUB24 ไดแ้ก่ ฟางขา้วท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยด่าง(X1), peptone (X2), 

MgSO4·7H2O (X5) และพีเอชเร่ิมตน้ (X9) ซ่ึงเป็นเพียงการคดัเลือกปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซม์

เบตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสเท่านั้น ดงันั้นเพื่อหาค่าท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมท์ั้งสอง

จากเช้ือผสมระหวา่ง B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 จึงนาํตวั

แปรทั้ง 4 ตวัแปร มาสร้างกราฟภาพพื้นผวิตอบสนอง (ภาพ 3 มิติ) และคอนทวัร์พล๊อต (ภาพ 2 มิติ) 

โดยกราฟจะแสดงถึงอิทธิพลของแต่ละตวัแปรและปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งตวัแปรต่อการผลิตเอนไซม์

เบตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดส จากภาพท่ี 17 แสดงผลของภาพพื้นผิวตอบสนองและคอนทวัร์

พล๊อตของปัจจยัทั้ง 4 ปัจจยั ไดแ้ก่ ฟางขา้วท่ีผ่านการปรับสภาพดว้ยด่าง peptone MgSO4·7H2O 

และ พีเอชเร่ิมตน้ต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสของเช้ือผสมระหว่าง B. pumilus DMKUB39 

และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 โดยภาพที่ 17A แสดงผลของภาพพื้นผิวตอบสนองและ

คอนทวัร์พล๊อตของฟางขา้วท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยด่างและ peptone ต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซ

ลาเนส ภาพท่ี 17B แสดงผลของภาพพื้นผิวตอบสนองและคอนทวัร์พล๊อตของฟางขา้วท่ีผา่นการ

ปรับสภาพดว้ยด่างและ MgSO4·7H2O ต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนส ภาพท่ี 17C แสดงผลของ

ภาพพื้นผิวตอบสนองและคอนทวัร์พล๊อตของฟางข้าวท่ีผ่านการปรับสภาพด้วยด่างและพีเอช

เร่ิมตน้ต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนส ภาพท่ี 17D แสดงผลของภาพพื้นผิวตอบสนองและคอน

ทวัร์พล๊อตของ peptone และ MgSO4·7H2O การผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนส ภาพท่ี 17E แสดงผล

ของภาพพื้นผิวตอบสนองและคอนทวัร์พล๊อตของ peptone และพีเอชเร่ิมตน้ต่อการผลิตเอนไซม์

เบต้าไซลาเนส ภาพท่ี 17F แสดงผลของภาพพื้นผิวตอบสนองและคอนทวัร์พล๊อตของ 

MgSO4·7H2O และพีเอชเร่ิมต้นต่อการผลิตเอนไซม์เบต้าไซลาเนสของเช้ือผสม B. pumilus 

DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 

 

      จากรูปพื้นผวิตอบสนองสามารถทาํนายไดว้า่การผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสเพิ่มสูงสุด

เม่ือความเขม้ขน้ของฟางขา้วท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยด่าง 18.7 กรัมต่อลิตร peptone 2.0 กรัมต่อ

ลิตร MgSO4·7H2O 0.3 และใชพ้ีเอชเร่ิมตน้เท่ากบั 8.3 
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ภาพที่ 17  กราฟพื้นผิวตอบสนองและคอนทวัร์แสดงปฏิสัมพนัธ์ระหว่างฟางขา้วท่ีผ่านการปรับ

สภาพดว้ยด่างและ peptone (A) ฟางขา้วท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยด่างและ MgSO4·7H2O  

(B) ฟ า ง ข้า ว ท่ี ผ่ า น ก า รป รับ ส ภ า พ ด้ว ย ด่ า ง แล ะ พี เอ ช เ ร่ิม ต้น (C) peptone แล ะ 

MgSO4·7H2O (D) peptone และพีเอชเร่ิมตน้ (E) MgSO4·7H2O และพีเอชเร่ิมตน้ (F)      

ต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสจากเช้ือผสมระหวา่ง B. pumilus DMKUB39 และ B. 

amyloliquefaciens DMKUB24  

A B 

C D 

E F 
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 จากภาพท่ี 18 แสดงผลของภาพพื้นผวิตอบสนองและคอนทวัร์พล๊อตของปัจจยัทั้ง 

4 ปัจจยั ไดแ้ก่ ฟางขา้วท่ีผ่านการปรับสภาพดว้ยด่าง peptone MgSO4·7H2O และ พีเอชเร่ิมตน้ต่อ

การผลิตเอนไซม์เบต้าไซโลซิเดสของเช้ือผสมระหว ่าง  B. pumilus DMKUB39 และ B. 

amyloliquefaciens DMKUB24 โดยภาพที่ 18A แสดงผลของภาพพื้นผิวตอบสนองและคอนทวัร์

พล๊อตของฟางขา้วท่ีผ่านการปรับสภาพดว้ยด่างและ peptone ต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซโลซิเด

สภาพท่ี 18B แสดงผลของภาพพื้นผิวตอบสนองและคอนทวัร์พล๊อตของฟางขา้วท่ีผ่านการปรับ

สภาพดว้ยด่างและ MgSO4·7H2O ต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซโลซิเดสภาพท่ี 18C แสดงผลของภาพ

พื้นผวิตอบสนองและคอนทวัร์พล๊อตของฟางขา้วท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยด่างและพีเอชเร่ิมตน้ต่อ

การผลิตเอนไซม์เบตา้ไซโลซิเดสภาพท่ี 18D แสดงผลของภาพพื้นผิวตอบสนองและคอนทวัร์

พล๊อตของ peptone และ MgSO4·7H2O การผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซโลซิเดสภาพท่ี 18E แสดงผลของ

ภาพพื้นผิวตอบสนองและคอนทวัร์พล๊อตของ peptone และพีเอชเร่ิมตน้ต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้

ไซโลซิเดส ภาพท่ี 18F แสดงผลของภาพพื้นผิวตอบสนองและคอนทวัร์พล๊อตของ MgSO4·7H2O 

และพีเอชเร่ิมตน้ต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซโลซิเดสของเช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ B. 

amyloliquefaciens DMKUB24 

 

จากรูปพื้นผิวตอบสนองสามารถทาํนายไดว้า่การผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซโลซิเดสเพิ่มสูงสุด

เม่ือความเขม้ขน้ของฟางขา้วท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยด่าง 20.1 กรัมต่อลิตร peptone 2.0 กรัมต่อ

ลิตร MgSO4·7H2O 0.28 และใชพ้ีเอชเร่ิมตน้เท่ากบั 8.0 
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ภาพที่ 18  กราฟพื้นผิวตอบสนองและคอนทวัร์แสดงปฏิสัมพนัธ์ระหว่างฟางขา้วท่ีผ่านการปรับ

สภาพดว้ยด่างและ peptone (A) ฟางขา้วท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยด่างและ MgSO4·7H2O  

(B) ฟ า ง ข้า ว ท่ี ผ่ า น ก า รป รับ ส ภ า พ ด้ว ย ด่ า ง แล ะ พี เอ ช เ ร่ิม ต้น (C) peptone แล ะ 

MgSO4·7H2O (D) peptone และพีเอชเร่ิมตน้ (E) MgSO4·7H2O และพีเอชเร่ิมตน้ (F)      

ต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซโลซิเดสจากเช้ือผสมระหวา่ง B. pumilus DMKUB39 และ 

B. amyloliquefaciens DMKUB24  

A B 

C D 

E F 
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จากการวิเคราะห์พื้นผิวตอบสนองทั้ง 12 ภาพ พบวา่จุดท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์

เบตา้ไซลาเนสคือ ใชฟ้างขา้วท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยด่างความเขม้ขน้เท่ากบั 18.7 กรัมต่อลิตร,                           

peptone 2.0 กรัมต่อลิตร, MgSO4.7H2O 0.3 กรัมต่อลิตร และพีเอชเร่ิมตน้เท่ากบั 8.3 ซ่ึงจากสมการ

ท่ี 5 ทาํนายว่าเม่ือใช้สภาวะดงักล่าวมีผลทาํให้เช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ B. 

amyloliquefaciens DMKUB24 สามารถผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสได้สูงสุด 17.9 ยูนิตต่อ

มิลลิลิตร และเม่ือทาํการทดลองจริงเพื่อยืนยนัผลการทาํนาย พบว่าเช้ือผสมสามารถผลิตเอนไซม์

เบตา้ไซลาเนสไดเ้ท่ากบั 21.1 ยนิูตต่อมิลลิลิตร นอกจากน้ียงัสามารถผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซโลซิเดส

ได ้23.3 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และสภาวะท่ีเหมาะสมดงักล่าวช่วยทาํให้เช้ือผสมผลิตเอนไซม์เบตา้     

ไซลาเนส เพิ่มข้ึน 1.9 เท่า เม่ือเทียบกบัสูตรอาหารดั้งเดิมท่ีมีกิจกรรมของเอนไซม์เบตา้ไซลาเนส 

เพียง 11.3 ยนิูตต่อมิลลิลิตร 

 

สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซโลซิเดสคือใชฟ้างขา้วท่ีผา่นการปรับสภาพ

ดว้ยด่างความเขม้ขน้เท่ากบั 20.1 กรัมต่อลิตร, peptone 2.0 กรัมต่อลิตร, MgSO4.7H2O 0.28 กรัมต่อ

ลิตร และพีเอชเร่ิมตน้เท่ากบั 8.0 ซ่ึงจากสมการท่ี 6 ทาํนายวา่เม่ือใชส้ภาวะดงักล่าวมีผลทาํให้เช้ือ

ผสม B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 สามารถผลิตเอนไซมเ์บตา้

ไซโลซิเดสได้สูงสุด 27.6 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และเม่ือทาํการทดลองจริงเพื่อยืนยนัผลการทาํนาย 

พบวา่เช้ือผสมสามารถผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซโลซิเดสไดเ้ท่ากบั 31.2 ยนิูตต่อมิลลิลิตร นอกจากน้ียงั

สามารถผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสได ้15.6 ยนิูตต่อมิลลิลิตร และสภาวะท่ีเหมาะสมดงักล่าวช่วย

ทาํให้เช้ือผสมผลิตเอนไซม์เบตา้ไซโลซิเดสเพิ่มข้ึน 3.2 เท่า เม่ือเทียบกบัสูตรอาหารดั้งเดิมท่ีมี

กิจกรรมของเอนไซมเ์บตา้ไซไซโลซิเดส เพียง 9.8 ยนิูตต่อมิลลิลิตร 

 

6.  ผลของการศึกษาการผลิตเอนไซม์เบต้าไซลาเนสและเบต้าไซโลซิเดสของเช้ือผสม B. pumilus 

DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 ในถังหมักแบบกวน 

 

ทั้งน้ีเพื่อเป็นขยายการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสจากระดบัฟลาสก์มา

เป็นระดบัถงัหมกั จึงไดศึ้กษาเปรียบเทียบการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสของ

เช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 โดยใชสู้ตรอาหาร 2 

สูตร ท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์แต่ละชนิดในถงัหมกัแบบกวนขนาด 1 ลิตร โดยทาํการ

เพาะเล้ียงเช้ือผสมภายในถงัหมกัซ่ึงบรรจุปริมาตรอาหารแต่ละชนิดเท่ากบั 0.5 ลิตร ควบคุมอตัรา

การใหอ้ากาศเท่ากบั 1 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที และอตัราการกวนเท่ากบั 200 รอบ

ต่อนาที เพาะเล้ียงเป็นเวลา 72 ชัว่โมง พบวา่เม่ือเพาะเล้ียงเช้ือผสมโดยใชสู้ตรอาหารท่ีเหมาะสมต่อ
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การผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เช้ือผสมสามารถผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนส

และเบตา้ไซโลซิเดส ไดสู้งสุดเท่ากบั 49.3 และ 36.1 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามลาํดบั (ตารางท่ี 21)  

หลงัจากนั้นพบวา่กิจกรรมของเอนไซมล์ดลง ในขณะท่ีเม่ือเพาะเล้ียงเช้ือผสมโดยใชสู้ตรอาหารท่ี

เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซโลซิเดส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เช้ือผสมสามารถผลิตเอนไซม์

เบตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดส ไดสู้งสุดเท่ากบั 24.0 และ 46.1  ยนิูตต่อมิลลิลิตร ตามลาํดบั 

(ตารางท่ี 21) หลงัจากนั้นพบวา่กิจกรรมของเอนไซมเ์ร่ิมลดลงอยา่งต่อเน่ือง ดงัแสดงในภาพท่ี 32 

 

เม่ือตรวจสอบการเจริญของเช้ือระหวา่งการเพาะเล้ียงเช้ือผสมในสูตรอาหารท่ีเหมาะสมต่อ

การผลิตเอนไซม์แต่ละชนิด พบว่าเม่ือเล้ียงเช้ือผสมโดยใช้สูตรอาหารท่ีเหมาะสมต่อการผลิต

เอนไซมเ์บตา้ไซลาเนส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เช้ือ B. pumilus DMKUB39 สามารถเจริญไดดี้ โดยมี

อตัราการเจริญเท่ากบั 10.8 logCFU/ml ในขณะท่ีเช้ือ B. amyloliquefaciens DMKUB24 เจริญได้

น้อยกว่าโดยมีอตัราการเจริญเท่ากบั 10.0 logCFU/ml แต่เมื่อเล้ียงเช้ือผสมในสูตรอาหารท่ี

เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์เบต้าไซโลซิเดส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง B. amyloliquefaciens 

DMKUB24 สามารถเจริญไดดี้โดยมีอตัราการเจริญเท่ากบั 10.6 logCFU/ml ในขณะที่เช้ือ B. 

pumilus DMKUB39 เจริญไดน้้อยกว่าโดยมีอตัราการเจริญเท่ากบั 9.6 logCFU/ml ดงัแสดงใน

ภาพท่ี 19 

 

จากผลการทดลองดงักล่าวแสดงให้เห็นว่าเม่ือเล้ียงเช้ือผสมของ B. pumilus DMKUB39 

และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 ดว้ยอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซ

ลาเนส ในถงัหมกัขนาด 1 ลิตร เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ส่งผลให้การผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนส

และเบตา้ไซโลซิเดสสูงกว่าการเล้ียงในระดบัฟลาสก์ถึง 2.3 และ 1.5 เท่า ตามลาํดบั ในขณะท่ี

การเล้ียงเช้ือผสมของ B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 ดว้ย

อาหารท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซโลซิเดส ส่งผลให้การผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนส

และเบตา้ไซโลซิเดสสูงกว่าการเล้ียงในระดบัฟลาสก์ถึง 1.5 และ 1.4 เท่า ตามลาํดบั  
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ภาพที ่19  เปรียบเทียบการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสจากเช้ือผสม ในถงัหมกั

แบบกวนโดยใช้สูตรอาหารท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซโลซิเดส (A) และ 

สูตรอาหารท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนส (B) ท่ีมีอตัราการให้อากาศ

เท่ากบั 1 ปริมาตรอากาศต่อ ปริมาตรอาหารต่อนาที และอตัราการกวนเท่ากบั 200 รอบ

ต่อนาที  

                        : เอนไซมเ์บตา้ไซโลซิเดส    

                    : เอนไซมเ์บตา้ไซลาเนส 

                      ▲  : การเจริญของเช้ือสายพนัธ์ุ DMKUB24          

                      : การเจริญของเช้ือสายพนัธ์ุ DMKUB39 
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ตารางที่ 21  การผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสจากเช้ือผสมระหวา่ง B. pumilus 

DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24  

 

 
Medium 

 
Conditions 

β-xylosidase 
production 

(U/mL) 

β-xylanase 
production 

(U/mL) 

 
Un-optimized medium 
 

10.0 g/L  NaOH-treated rice  
                straw  
1.0   g/L  casein  
0.2   g/L  MgSO4.7H2O 
1.0   g/L  K2HPO4  
 

 
   Shaking fasking  
   Shaking speed 150 rpm 
  Initial pH  at 7.0  
Temperature of  37°C 

 
9.8 

 
11.3 

 
Optimized medium I  for 
 β-xylosidase  
 

20.1  g/L NaOH-treated rice  
                straw  
2.0    g/L peptone  
0.28  g/L MgSO4.7H2O 
0.1    g/L K2HPO4  
0.1    g/L KH2PO4    
 
 

 
Shaking flask   
Shaking speed 200 rpm 
Initial pH at 8.03 
Temperature of 37°C 

  
31.2 

 
15.6 

 
1 L Fermentor 
Agitation speed 200 rpm 
Aeration rate of 1 vvm 
Controlled pH  at 8.03 
Temperature of 37°C 
 

 
46.1 

 
24.0 

 
Optimized medium II for 
 β-xylanase 
 

18.7 g/L  NaOH-treated rice  
                straw 
2.0   g/L  peptone 
0.3   g/L  MgSO4.7H2O 
0.1   g/L  K2HPO4 
0.1   g/L  KH2PO4 
 
 

 
Shaking flask  
Shaking speed 200 rpm 
Initial pH 8.3 
Temperature 37°C 

 
23.3 

 
21.1 

 
1 L Fermentor 
Agitation speed 200 rpm 
Aeration rate of 1 vvm 
Controlled  pH  at 8.3 
Temperature 37°C 

 

 
36.1 

 
49.3 
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7.  การศึกษาสมบัติบางประการของเอนไซม์เบต้าไซลาเนสและเบต้าไซโลซิเดสจากเช้ือผสม 

 

 7.1  ผลของอุณหภูมิต่อกิจกรรมของเอนไซม ์

 

        จากการศึกษาผลของอุณหภูมิต่อกิจกรรมเอนไซม์ในช่วงอุณหภูมิ 30-80 องศา

เซลเซียส พบวา่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสคือ 50 องศาเซลเซียส 

และมีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซม์เบตา้ไซโลซิเดสคือ 55 องศาเซลเซียส ดัง

แสดงในภาพท่ี 20 เม่ืออุณหภูมิตํ่ากวา่หรือมากกวา่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซม์

พบว่าจะมีกิจกรรมของเอนไซม์ทั้งสองลดลง และยงัพบว่าท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เอนไซม์

เบตา้ไซโลซิเดส ยงัคงทาํงานไดถึ้ง 80 เปอร์เซ็นต ์

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่20  ผลของอุณหภูมิต่อการทาํงานของเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสท่ีผลิตจาก   

เช้ือผสมของ B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 

♦       เอนไซม์เบตา้ไซลาเนส 
□      เอนไซม์เบตา้ไซโลซิเดส 
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7.2  ผลของพีเอชต่อกิจกรรมของเอนไซม ์

 

       จากการศึกษาผลของพีเอชต่อกิจกรรมของเอนไซม์เบต้าไซลาเนสและเบต้า           

ไซโลซิเดสจากเช้ือผสม ในช่วงพีเอช 4.0-12.0 ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

พบวา่ พีเอชท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสคือ 5.5 พีเอชท่ีเหมาะสมต่อการ

ทาํงานของเอนไซมเ์บตา้ไซโลซิเดสคือ 5.0 ดงัแสดงในภาพท่ี 21 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่21  ผลของพีเอชต่อการทาํงาน ของเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสไท่ีผลิต 

     จากเช้ือผสมของ B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 

♦       เอนไซม์เบตา้ไซลาเนส 
□      เอนไซม์เบตา้ไซโลซิเดส 
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7.3  ผลของอุณหภูมิต่อการคงทนของเอนไซม ์  

 

        จากการศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการคงทนของเอนไซมใ์นช่วงอุณหภูมิ 30-80 องศา

เซลเซียส พบวา่เอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสจากเช้ือผสมสามารถทนอุณหภูมิไดถึ้ง  70 องศาเซลเซียส 

และสามารถทนท่ีอุณหภูมิ  75 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ซ่ึงยงัคงพบกิจกรรมของเอนไซม์

คงเหลือถึง 45 เปอร์เซ็นต ์ในขณะท่ีเอนไซมเ์บตา้ไซโลซิเดสจากเช้ือผสมสามารถทนอุณหภูมิไดถึ้ง  

65 องศาเซลเซียส และสามารถทนท่ีอุณหภูมิ  70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ซ่ึงยงัคงพบ

กิจกรรมของเอนไซมค์งเหลือถึง 58 เปอร์เซ็นตด์งัแสดงในภาพท่ี 22  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 22  ผลของอุณหภูมิต่อความคงทนของเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสท่ีผลิต

จากเช้ือผสมของ B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 

♦       เอนไซม์เบตา้ไซลาเนส 
□      เอนไซม์เบตา้ไซโลซิเดส 
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7.4  ผลของพีเอชต่อความคงทนของเอนไซม ์

 

        จากการศึกษาผลของพีเอชต่อความคงทนของเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิ

เดสจากเช้ือผสม ในช่วงพีเอช 4.0-12.0 ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง พบว่า

เอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสสามารถทนพีเอชไดใ้นช่วงท่ีกวา้งตั้งแต่ 5.0-11.0 และ เอนไซมเ์บตา้ไซโลซิ

เดสสามารถทนพีเอชไดใ้นช่วงท่ีกวา้งตั้งแต่ 4.5-11.0 ดงัแสดงในภาพท่ี 23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่23  ผลของพีเอชต่อความคงทนของเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสไท่ีผลิต 

   จากเช้ือผสมของ B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 

♦       เอนไซม์เบตา้ไซลาเนส 
□      เอนไซม์เบตา้ไซโลซิเดส 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 

 

สรุป 

 

  จากการคดัเลือกเช้ือแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยอ่ยสลายไซแลน จากเช้ือแบคทีเรีย

แกรมบวกสร้างสปอร์ทั้งหมด 180 สายพนัธ์ุ ท่ีมีอยูใ่นห้องปฏิบติัการจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 

มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ พบวา่มีเช้ือแบคทีเรียจาํนวน 20 สายพนัธ์ุ ท่ีสามารถยอ่ยสลายไซแลน

บนอาหารแขง็ได ้เม่ือทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดส

ในอาหารเหลวท่ีมีฟางขา้วเป็นองคป์ระกอบ พบวา่เช้ือสายพนัธ์ุ DMKUB24 มีความสามารถในการ

ผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซโลซิเดสไดสู้งท่ีสุด ในขณะท่ีเช้ือสายพนัธ์ุ DMKUB39 มีความสามารถในการ

ผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสไดสู้งท่ีสุด ดงันั้นจึงคดัเลือกเช้ือทั้งสองสายพนัธ์ุไปศึกษาการผลิต

เอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสในการทดลองต่อไป 

 

  จากสัณฐาณวิทยา ลกัษณะการเจริญและการวิเคราะห์ลาํดบัเบสของยีน 16S rRNA พบว่า

เช้ือสายพนัธ์ุ DMKUB24 มีความใกล้เคียงกบั B. amyloliquefaciens มากท่ีสุด โดยมีเปอร์เซ็นต ์

ความเหมือนของลาํดับเบสบนยีน16S rRNA เท่ากับ 99.87 เปอร์เซ็นต์ และเช้ือสายพนัธ์ุ 

DMKUB24 ใกลเ้คียง B. pumilus มากท่ีสุดโดยมีเปอร์เซ็นต ์ความเหมือนของลาํดบัเบสบนยีน16S 

rRNA เท่ากบั 99.46 เปอร์เซ็นต ์ 

 

  จากการศึกษาการเหน่ียวนาํเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสดว้ยการเพาะเล้ียงเช้ือ B. pumilus 

DMKUB39 และ M. siamensis  DMKUA245T ซ่ึงเป็นแอคติโนมยัสิทชนิดใหม่ ในอาหารเหลวท่ีมี

แหล่งคาร์บอนชนิดต่าง ๆ พบว่าไซแลนมีสามารถเหน่ียวนาํการสร้างเอนไซม์ไซลาเนสไดสู้งสุด

เท่ากบั 17.7 และ 5.38 หน่วยต่อมิลลิลิตร ตามลาํดบั สําหรับแหล่งคาร์บอนอ่ืนไดแ้ก่ แมนนิทอล 

กาแล็คโตส ไซโลส มอลโตส ฟรุกโตส ซอบิทอล แลคโตส ไซลิทอล ไซโลโอลิโกแซคคาไรด์ 

เซลโลไบโอส และไซโอไบโอส เช้ือ B. pumilus DMKUB39 ผลิตเอนไซม์ไดใ้นปริมาณตํ่าและ

ไม่พบกิจกรรมของเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสในอาหารท่ีไม่เติมแหล่งคาร์บอน เม่ือนํ้ าเล้ียงเช้ือของ 

B. pumilus DMKUB39 และ M. siamensis  DMKUA245T ที่มีไซแลนและนํ้ าตาลชนิดต่างๆ เป็น

แหล่งคาร์บอน มาทาํ SDS-PAGE และ active-PAGE พบเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสหลกัท่ีมีนํ้าหนกั

โมเลกุล 20 และ 66.2 กิโลดาลตนั ตามลาํดบั การเติมกลูโคสลงในอาหารเหลวที่มีไซแลนเป็น

แหล่งคาร์บอนระหว่างการเล้ียงเช้ือ B. pumilus DMKUB39 มีผลทาํให้การผลิตเอนไซม์เบตา้ไซ
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ลาเนสเพิ่มข้ึน โดยในอาหารไซแลน เช้ือ B. pumilus DMKUB39 มีการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซ

ลาเนสได ้12.6 หน่วยต่อมิลลิลิตร เมื่อเพาะเล้ียงเป็นเวลา 3 วนั แต่เมื่อเติมกลูโคสลงในอาหาร    

ไซแลน พบวา่เช้ือ B. pumilus DMKUB39 สามารถผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสเพิ่มข้ึนถึง 13.5 

หน่วยต่อมิลลิลิตร ในขณะที่การเติมไซโลสมีผลไปยบัย ั้งการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนส โดยมี

เอนไซมล์ดลงเท่ากบั 9.5 หน่วยต่อมิลลิลิตร การเติมแมนนิทอลลงในอาหารเหลวที่มีไซแลนเป็น

แหล่งคาร์บอนระหว่างการเล้ียงเช้ือ M. siamensis DMKUA245T มีผลทาํให้การผลิตเอนไซม์เบตา้

ไซลาเนสเพิ่มข้ึน โดยในอาหารไซแลนเช้ือ M. siamensis DMKUA245T มีการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซ

ลาเนสได ้9.5 หน่วยต่อมิลลิลิตร เมื่อเพาะเล้ียงเป็นเวลา 3 วนั เม่ือมีการเติมแมนิทอลลงในอาหาร

ไซแลน พบวา่เช้ือ M. siamensis  DMKUA245T สามารถผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสเพิ่มข้ึนถึง 17.2 

หน่วยต่อมิลลิลิตร ในขณะท่ีการเติมไซโลสมีผลยบัย ั้งการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนส โดยมีการ

ผลิตเอนไซม์ลดลงเท่ากบั 8.8 หน่วยต่อมิลลิลิตร  

 

จากการหาปัจจยัและค่าท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิ

เดสของเช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 พบวา่ปัจจยัท่ีมี

ผลต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสโดยใช้วิธี Plackett-Burman ออกแบบ

การทดลอง ไดแ้ก่ ฟางขา้วท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยด่าง, peptone, MgSO4·7H2O และพีเอชเร่ิมตน้

เป็นปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ 

เม่ือทาํการศึกษาอิทธิพลของทั้ง 4 ปัจจยัต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดส 

ดว้ยการวางแผนการทดลองแบบ Central composite design และวิเคราะห์พื้นผิวตอบสนอง พบวา่

จุดท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนส คือ ฟางขา้วท่ีผ่านการปรับสภาพดว้ยด่าง 18.7 

กรัมต่อลิตร, peptone 2.0 กรัมต่อลิตร และ MgSO4·7H2O 0.3 กรัมต่อลิตร อาหารเล้ียงเช้ือพีเอช

เร่ิมตน้เท่ากบั 8.3 ซ่ึงทาํนายวา่เม่ือใชส้ภาวะดงักล่าวเช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ B. 

amyloliquefaciens DMKUB24 จะสามารถผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสไดเ้ท่ากบั 17.9 ยนิูตต่อ

มิลลิลิตร และเม่ือทาํการทดลองจริงเพื่อยืนยนัผลการทาํนายพบว่าเช้ือสามารถผลิตเอนไซม์เบตา้ 

ไซลาเนสไดเ้ท่ากบั 21.1 ยนิูตต่อมิลลิลิตร และสภาวะดงักล่าวช่วยให้เช้ือผสมผลิตเอนไซมเ์พิ่มข้ึน 

1.9 เท่า เม่ือเทียบกบัอาหารสูตรเดิมท่ีมีกิจกรรมของเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสเพียง 11.3 ยูนิตต่อ

มิลลิลิตร ในขณะท่ีสูตรอาหารท่ีเหมาะสมกบัการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซโลซิเดส คือการใชฟ้างขา้วท่ี

ผา่นการปรับสภาพ 20.1 กรัมต่อลิตร, peptone 2.0 กรัมต่อลิตร และ MgSO4·7H2O 0.28 กรัมต่อลิตร 

ลงในอาหารเล้ียงเช้ือพีเอชเร่ิมตน้เท่ากบั 8.03 ซ่ึงทาํนายว่าเม่ือใช้สภาวะดงักล่าวเช้ือผสม B. 

pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 จะสามารถผลิตเอนไซม์เบตา้    

ไซโลซิเดสไดเ้ท่ากบั 27.6 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และเม่ือทาํการทดลองจริงเพื่อยืนยนัผลการทาํนาย
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พบว่าเช้ือสามารถผลิตเอนไซม์เบต้าไซโลซิเดสได้เท่ากบั 31.2 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และสภาวะ

ดงักล่าวช่วยให้เช้ือผสมผลิตเอนไซมเ์พิ่มข้ึน 3.2 เท่า เม่ือเทียบกบัอาหารสูตรเดิมท่ีมีกิจกรรมของ

เอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสเพียง 9.8 ยนิูตต่อมิลลิลิตร 

 

จากการศึกษาการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสจากเช้ือผสม B. pumilus 

DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 โดยใช้สูตรอาหารที่เหมาะสมกบัเอนไซม์

แต่ละชนิดในถังหมกัแบบกวน พบว่าเช้ือผสมสามารถผลิตเอนไซม์เบต้าไซลาเนสและเบต้า     

ไซโลซิเดสสูงสุดในชัว่โมงท่ี 48 ให้กิจกรรมของเอนไซมเ์ท่ากบั 49.3 และ 46.1 ยนิูตต่อมิลลิลิตร 

ซ่ึงช้ีให้เห็นว่าการเพาะเล้ียงเช้ือผสมในถังหมกัแบบกวนสามารถผลิตเอนไซม์เบต้าไซลาเนส

และเบตา้ไซโลซิเดสไดม้ากกวา่การเพาะเล้ียงในฟลาสก ์

 

 จากการศึกษาผลของอุณหภูมิต่อกิจกรรมและความคงทนของเอนไซม์เบต้าไซลาเนส

และเบตา้ไซโลซิเดสจากเช้ือผสม B. pumilus DMKUB39 และ B. amyloliquefaciens DMKUB24 

ในช่วงอุณหภูมิ 30-80 องศาเซลเซียส พบวา่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซมเ์บตา้   

ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดส คือ 50 และ 55 องศาเซลเซียส ส่วนผลของอุณหภูมิต่อความคงทน

ของเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสพบวา่สามารถทนท่ีอุณหภูมิ  65 และ 60 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง สําหรับพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซม์เบตา้ไซลาเนส

และเบตา้ไซโลซิเดสเท่ากบั 5.5 และ 5.0  สามารถทนพีเอชไดใ้นช่วงท่ีกวา้งระหวา่ง 5.0-11.0 และ 

4.5-11.0 ตามลาํดบั 

 

ข้อเสนอแนะ 

 

1.  ควรศึกษาปริมาณและความเขม้ขน้ของเอนไซมผ์สมท่ีเหมาะสมต่อการยอ่ยไซแลนให้

เป็นไซโลส 

2.  ควรศึกษาอตัราการกวนและอตัราการให้อากาศในถงัหมกัเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อ

การผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดสในถงัหมกัขนาด  
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ผลขอ้มูลการทดลอง 
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1.  การศึกษาปัจจัยและค่าที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์เบต้าไซลาเนสของเช้ือ B. pumilus 

DMKUB39 

  

1.1  ผลของแหล่งไนโตรเจนชนิดต่าง ๆ ต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสของเช้ือ B. 

pumilus DMKUB39 

 

                   เม่ือเพาะเล้ียงเช้ือ B. pumilus DMKUB39 ในอาหาร basal medium ซ่ึงประกอบดว้ย

สารอาหาร ดงัน้ี ฟางขา้วที่ผ่านการปรับสภาพดว้ยด่าง 10 กรัมต่อลิตร, K2HPO4 1 กรัมต่อลิตร, 

MgSO4.7H2O 0.2 กรัมต่อลิตร และแหล่งไนโตรเจนชนิดต่าง ๆ ไดแ้ก่ peptone, beef extract, 

casein, gelatin, urea, tryptone, yeast extract, ammonium chrolride, ammonium nitrate และ 

ammonium sulfate 10 กรัมต่อลิตร พบว่าการเติม peptone และ yeast มีผลทาํให้การผลิต

เอนไซม์เบตา้ไซลาเนสสูงสุดและรองลงมา กล่าวคือมีการผลิตเอนไซม์ 7.8 และ 7.5 หน่วยต่อ

มิลลิลิตรตามลาํดบั การเติมแหล่งไนโตรเจนที่เป็นแหล่งอนินทรีย ์ไดแ้ก่ ammonium chrolride, 

ammonium nitrate และ ammonium sulfate  มีผลทาํให้การผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสลดลงอย่าง

ชดัเจน โดยลดลงเท่ากบั 1.6, 1.8 และ 1.5 หน่วยต่อมิลลิลิตรตามลาํดบั ในขณะท่ีอาหารเล้ียงเช้ือ

ที่ไม่ไดเ้ติมแหล่งไนโตรเจนมีปริมาณเอนไซม์เท่ากบั 2.1 หน่วยต่อมิลลิลิตร ดงัแสดงในภาพ

ผนวกที่ ก1 จากการทดลองดงักล่าวช้ีให้เห็นว่า peptone เป็นแหล่งไนโตรเจนที่ดีที่สุดสําหรับ

การผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสของเช้ือ B. pumilus DMKUB39 ดงันั้นจึงเลือก peptone เป็น

หน่ึงในปัจจยัที่จะนาํไปศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสของเช้ือ B. 

pumilus DMKUB39 ต่อไป   
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ภาพผนวกที ่ก1  ผลของแหล่งไนโตรเจนชนิดต่าง ๆ ต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสของเช้ือ B.  

pumilus DMKUB39 

 

1.2  ผลของปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสตามแผนการทดลองท่ีออกแบบ

โดยวธีิ Plackett-Burman  

 

        เม่ือศึกษาชนิดของสารอาหารซ่ึงได้แก่ ฟางข้างท่ีผ่านการปรับสภาพด้วยด่าง(X1), 

peptone (X2), K2HPO4 (X3), KH2PO4 (X4), MgSO4·7H2O (X5), CoCl2·6H2O (X6) และปัจจยัทาง

กายภาพซ่ึงได้แก่ อุณหภูมิ (X7), ความเร็วรอบ (X8) และพีเอชเร่ิมต้น (X9) ท่ีมีผลต่อการผลิต

เอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสจากเช้ือ B. pumilus DMKUB39 ท่ีเพาะเล้ียงเป็นเวลา 72 ชัว่โมง ตาม

แผนการทดลองท่ีออกแบบโดยวิธี Plackett-Burman ท่ีมีการทดลองทั้งหมด 12 การทดลอง พบว่า

ในแต่ละการทดลองมีกิจกรรมเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสท่ีผลิตโดยเช้ือ B. pumilus DMKUB39 ใน

ปริมาณท่ีแตกต่างกนั ดงัแสดงในตารางผนวกท่ี ก1  

 

 

 

 

 

1.6 g/l added nitrogen content 
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ตารางผนวกที่ ก1   กิจกรรมของเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสจากเช้ือ B. pumilus DMKUB39 ในแต่ละ

การทดลองท่ีออกแบบโดยวธีิ Plackett-Burman 

 

 

เม่ือนาํผลการทดลองท่ีไดท้ั้ง 12 การทดลองไปวิเคราะห์ผลทางสถิติโดยใชโ้ปรแกรมทาง

สถิติ SPSS Statistics 17.0 (Statsoft, USA) เพื่อคดัเลือกปัจจยัท่ีมีความสําคญัต่อการผลิตเอนไซม์

เบตา้ไซลาเนสของ B. pumilus DMKUB39 ตารางผนวกท่ี ก2 แสดงค่าสัมประสิทธ์ิการถดถอย 

(coefficient estimate) ค่า Mean square ค่าสถิติ F (F-value) และค่านยัสําคญัของการทดสอบ (P-

value) เม่ือคดัเลือกปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนส โดยจะพิจารณาจากค่า P-value ท่ี

นอ้ยกวา่ระดบันยัสําคญัท่ี 0.05 ซ่ึงจากการวิเคราะห์ พบวา่มีเพียง 3 ตวัแปร ไดแ้ก่  ฟางขา้วท่ีผา่น

การปรับสภาพดว้ยด่าง(X1), CoCl2·6H2O (X6) และพีเอชเร่ิมตน้ (X9) เป็นปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิต

เอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสอยา่งมีนยัสําคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์ (P<0.05) นอกจากน้ี 

จากผลการทดลองในตารางผนวกท่ี ก1 ยงัสามารถสังเกตไดว้า่ การทดลองในรันท่ี 4, 5, 6 และ 10  

ซ่ึงเป็นรันท่ีมีการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสในปริมาณสูง จะมีอตัราการเจริญของเช้ือ B. 

pumilus DMKUB39 สูงเช่นเดียวกนั ซ่ึงเป็นไปไดว้่าสูตรอาหารในรันดงักล่าวส่งเสริมการ

Run no.  X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 

β-xylanase 

activity 

(U/ml) 

Viable 

cell count 

(CFUs/ml) 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

1 

1 

-1 

1 

1 

1 

-1 

-1 

-1 

1 

-1 

-1 

1 

-1 

1 

1 

1 

-1 

-1 

-1 

1 

-1 

1 

-1 

-1 

1 

1 

1 

-1 

-1 

-1 

1 

-1 

1 

1 

-1 

1 

1 

1 

-1 

-1 

-1 

1 

-1 

1 

1 

-1 

-1 

1 

1 

-1 

-1 

-1 

1 

-1 

1 

1 

-1 

1 

-1 

1 

-1 

-1 

-1 

1 

-1 

1 

1 

-1 

1 

1 

-1 

-1 

-1 

-1 

1 

-1 

1 

1 

-1 

1 

1 

1 

-1 

-1 

-1 

1 

-1 

1 

1 

-1 

1 

1 

1 

-1 

-1 

-1 

1 

-1 

1 

1 

-1 

1 

1 

1 

-1 

-1 

-1 

2.2 

8.2           

7.0 

16.5 

14.7 

10.2 

6.2 

1.6 

8.5 

10.2 

1.3 

3.8 

5.6×107 

4.2×108 

4.7×108 

8.7×108 

9.6×108 

5.7×108 

3.4×108 

5.7×107 

6.1×108 

8.3×108 

2.7×107 

4.9×107 
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เจริญเติบโตของเช้ือ B. pumilus DMKUB39 ซ่ึงเป็นผลให้มีการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสใน

ปริมาณมากตามไปดว้ย 

 

ตารางผนวกที่ ก2  ผลวิเคราะห์ทางสถิติจากการออกแบบการทดลองดว้ยวิธี Plackett-Burman โดย

การศึกษาปัจจยัต่าง ๆ 9 ปัจจยัต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสจากเช้ือ B. 

pumilus DMKUB39 

 

 
a Significant at P <0.05; R2 = 0.990, Adjust R2 = 0.944 

จากการทดสอบค่าสัมประสิทธ์ิการตดัสินใจ (R2) ของการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสจาก

เช้ือ B. pumilus DMKUB39 พบวา่มีค่าเท่ากบั 0.990 ซ่ึงสามารถใชอ้ธิบายการผลิตเอนไซมเ์บตา้  

ไซลาเนสได ้99.0 เปอร์เซ็นต ์ส่วนท่ีเหลืออีก 1.0 เปอร์เซ็นตไ์ม่สามารถอธิบายได ้ซ่ึงเป็นผลจากตวั

แปรอ่ืนท่ีไม่สามารถควบคุมได ้ 

 

Variable 

code 
Variables 

Coefficient 

estimate 
Mean square F-value P-value 

 

 

X1 

 

X2 

X3 

X4 

X5 

X6 

X7 

X8 

X9 

Corrected model 

intercept 

ฟางขา้วท่ีผา่นการปรับสภาพ

ดว้ยด่าง (g/l) 

Peptone (g/l) 

K2HPO4 (g/l) 

KH2PO4 (g/l) 

MgSO4·7H2O (g/l) 

CoCl2 (g/l) 

อุณหภูมิ (°C) 

ความเร็วรอบ (rpm) 

พี่เอชเร่ิมตน้ 

 

7.548 

2.788 

        

0.840 

       -0.080 

-0.481 

-2.201 

       -1.490 

 1.281 

 1.176 

        1.730 

  29.075 

683.728 

  93.298 

 

8.467 

0.077 

2.784 

    58.168 

    26.641 

    19.712 

    16.615 

    35.915 

21.535 

 506.409 

69.102 

 

6.271 

0.057 

2.062 

  43.083 

  19.732 

  14.600 

  12.306 

  26.601 

0.045 

0.002 

 0.014 a 

 

0.129 

0.833 

0.287 

0.051 

  0.022 a 

0.062 

0.072 

 0.035 a 
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1.3  ผลการศึกษาจุดท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสโดยเช้ือ B. pumilus 

DMKUB39 ดว้ยวธีิพื้นผวิตอบสนอง  

 

       หลงัจากทาํการศึกษาคดัเลือกปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสจากเช้ือ  

B. pumilus DMKUB39 โดยใชว้ิธีทางสถิติ Plackett-Burman ออกแบบการทดลอง นาํปัจจยัท่ีมีผล

ต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสมาศึกษาหาค่าท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสโดย

ใช้วิธีพื้นผิวตอบสนอง สําหรับรูปแบบท่ีใช้ในการออกแบบการทดลอง คือ Central composite 

design สําหรับปัจจยัท่ีนาํมาศึกษามีทั้งหมด 3 ปัจจยั ไดแ้ก่ ฟางขา้วท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยด่าง

(X1), CoCl2·6H2O (X6) และพีเอชเร่ิมตน้ (X9)โดยแต่ละปัจจยัท่ีทาํการศึกษาจะแบ่งออกเป็น 5 ระดบั 

ไดแ้ก่ -1.68, -1, 0, +1 และ +1.68 ในแต่ละการทดลองทาํ 3 ซํ้ า ซ่ึงสามารถออกแบบการทดลองได้

ทั้งหมด 17 การทดลอง โดยทาํการทดลองในระดบักลางจาํนวน 3 ซํ้ า (การทดลองท่ี 15-17) เม่ือทาํ

การทดลองตามแผนการทดลองทั้ง 17 การทดลอง พบว่าในแต่ละการทดลองมีค่าของกิจกรรม

เอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสท่ีแตกต่างกนั โดยการทดลองท่ี 15 ประกอบดว้ย ฟางขา้งท่ีผ่านการปรับ

สภาพดว้ยด่าง 15 กรัมต่อลิตร, peptone 0.5 กรัมต่อลิตร, K2HPO4 0.1 กรัมต่อลิตร, KH2PO4 0.1 

กรัมต่อลิตร และ MgSO4·7H2O 0.12 กรัมต่อลิตร อุณหภูมิในการเพาะเล้ียง 42 องศาเซลเซียส, 

ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที และพีเอชเร่ิมตน้เท่ากบั 8 มีกิจกรรมของเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสสูง

สุดเท่ากบั 22.5 ยนิูตต่อมิลลิลิตร ดงัแสดงในตารางผนวกท่ี ก3 
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ตารางผนวกที่ ก3  ผลของการวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์เบตา้ไซลาเนส ของเช้ือ B. pumilus 

DMKUB39 ในแต่ละการทดลอง โดยใช้วิธี Central composite design 

ออกแบบการทดลอง 

 

 

 

 

 

 

 

Run No. 
Level 

ß-xylanase production (U/mL) 
X1 X6 X9 

1 -1 -1 -1 3.5 

2 -1 -1 1 4.3 

3 -1 1 -1 4.2 

4 -1 1 1 3.5 

5 1 -1 -1 11.5 

6 1 -1 1 15.3 

7 1 1 -1 5.4 

8 1 1 1 2.1 

9 -1.68 0 0 1.9 

10 1.68 0 0 5.2 

11 0 -1.68 0 4.1 

12 0 1.68 0 2.5 

13 0 0 -1.68 3.6 

14 0 0 1.68 4.2 

15 0 0 0 22.5 

16 0 0 0 20.3 

17 0 0 0 20.9 
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1.4   ผลการวเิคราะห์การถดถอย  

 

                      1.4.1  การทดสอบสมมติฐานของสมการการถดถอย  

 

                   เม่ือนาํผลการทดลองท่ีไดไ้ปวิเคราะห์การถดถอยเชิงพหุคูณเพื่อประเมินผล 

ของปัจจยัท่ีศึกษาต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนส จากผลการวิเคราะห์ดงัแสดงในตารางผนวกท่ี 

ก4 พบวา่ค่าสถิติ F เท่ากบั 8.07 ดว้ย degree of freedom (df) เท่ากบั (9, 7) มีค่านยัสําคญัของการ

ทดสอบ (P-value) เท่ากบั 0.0058 ช้ีให้เห็นวา่ปัจจยัท่ีศึกษามีผลต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนส 

อยา่งมีนยัสาํคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 99.4 เปอร์เซ็นต ์ 

 

ตารางผนวกที ่ก4  การวเิคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ของการวเิคราะห์การถดถอยเชิงพหุคูณ 

 

Source 
Sum of 

squares 

Degree of 

freedom 
Mean squares F-value P-value 

ß-xylanase activity 

Model 

Residual 

Total 

R2 = 0.9120 

Adj-R2 = 0.7990 

 

755.0773 

72.7735 

827.8508 

 

 

 

9 

7 

16 

 

 

83.89747 

10.39621 

 

 

 

8.07 

 

 

 

 

0.0058 

 

 

 

 

 

        1.4.2  การประมาณสัมประสิทธ์ิการถดถอยเชิงพหุคูณ  

 

           เม่ือประมาณค่าสัมประสิทธ์ิของปัจจยัท่ีศึกษาต่อการผลิตเอนไซม์เบต้า    

ไซลาเนส เพื่อทดสอบความมีนยัสําคญัของตวัแปรท่ีศึกษา โดยพิจารณาจากค่า P-value นอ้ยกว่า

ระดบันัยสําคญัท่ี 0.05 และทิศทางของอิทธิพลว่ามีอิทธิพลทางบวก หรือทางลบต่อการผลิต

เอนไซมเ์บตา้ไซลาเนส ดงัแสดงในตารางผนวกท่ี ก5 พบวา่ตวัแปรท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้        

ไซลาเนส ได้แก่ พจน์ของพีเอช (X9), พจน์กาํลงัสองของฟางขา้วท่ีผ่านการปรับสภาพดว้ยด่าง 

(X1
2), พจน์กาํลงัสองของ CoCl2·6H2O (X6

2) และพจน์กาํลงัสองของพีเอช (X9
2) รูปแบบสมการการ

ถดถอยท่ีเหมาะสม ดงัแสดงในสมการท่ี 1 
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ตารางผนวกที่ ก5  ค่าการวิเคราะห์สัมประสิทธ์ิของสมการการถดถอยต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้      

ไซลาเนส 

  

Variables Coefficients 

estimate 

Standard error t-value P-value 

(Constant) 

X1 

X6 

X9 

X1X6 

X1X9 

X6X9 

X1
2 

X6
2 

X9
2 

-1450.39 

      7.67 

   749.34 

   341.70 

     -7.95 

      0.02 

  -35.75 

    -0.22 

         -1546.07 

   -21.09 

 257.559 

    3.857 

316.362 

  62.051 

   3.799 

   0.456 

37.999 

   0.038 

       270.431 

   3.842 

-5.631 

 1.990 

 2.369 

 5.507 

-2.092 

 0.037 

-0.940 

-5.639 

-5.717 

-5.488 

0.0007 

0.0869 

0.0497 

0.0009 a 

0.0747 

0.9713 

0.3781 

0.0008 a 

0.0007 a 

0.0009 a 
 

a Significant at P <0.05 

 

Y = -1450.39+7.67X1+749.34X6+341.704X9-7.95X1X6+0.02X1X9 - 35.75X6X9-0.22X1
2- 

1546.07X6
2-21.09X9………………………………………………..สมการท่ี 1 

 

 จากสมการท่ี 1 สังเกตไดว้่าตวัแปรอิสระทั้ง 3 ตวัแปร ไดแ้ก่ X1 X6 และ X9 มี

อิทธิพลทางบวก (มีสัมประสิทธ์ิเป็นบวก) ต่อค่าตอบสนอง (Y) กล่าวคือ หากเพิ่มค่าของตวัแปร

อิสระดงักล่าวค่ากิจกรรมของเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสมีค่าเพิ่มสูงข้ึน  

 

  จากการวิเคราะห์สัมประสิทธ์ิของสมการการถดถอยต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซ

ลาเนส พบว่ามีค่าสัมประสิทธ์ิการตดัสินใจ (R2) เท่ากบั 0.9120 แสดงให้เห็นว่ากิจกรรมของ

เอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสท่ีได ้เป็นผลจากตวัแปรอิสระทั้ง 3 ตวัแปร 91.20 เปอร์เซ็นต ์ส่วนท่ีเหลืออีก 

8.80 เปอร์เซ็นต ์เป็นผลจากตวัแปรอิสระอ่ืนท่ีไม่สามารถควบคุมได ้ 
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  Hu (1999) รายงานสมการท่ีมกันาํไปใชค้วรมีค่า R2 อยา่งนอ้ย 0.75 หากสูงกวา่ 

0.90 ถือวา่ดีมาก (ค่า R2 มีค่าตั้งแต่ 0 ถึง 1 โดยท่ี 0 แสดงวา่ไม่มีความสัมพนัธ์ใดๆ ระหวา่งตวัแปร

อิสระกบัตวัแปรตาม แต่ท่ี 1 แสดงวา่มีความสัมพนัธ์กนัอยา่งสมบูรณ์) อีกทั้งถา้ Adjust R2 มีค่า

มากกวา่ 64 เปอร์เซ็นต ์(>0.64) แสดงวา่รูปแบบสมการเหมาะสม 

 

1.5  การตรวจสอบความเหมาะสมของสมการการถดถอย  

 

        ก่อนท่ีจะนาํสมการการถดถอยไปใชไ้ดจ้ะตอ้งทาํการตรวจสอบความเหมาะสมของ 

สมการการถดถอย (Model adequacy checking) ก่อน เคร่ืองมือท่ีใช้ในการตรวจสอบคือ การ

วิเคราะห์ความคลาดเคล่ือน (residual analysis) ถา้หากแบบจาํลองถูกตอ้งความคลาดเคล่ือนจะตอ้ง

ไม่มีรูปแบบ โดยการตรวจสอบความเหมาะสมมีดงัน้ี  

 

                      1.5.1  การทดสอบการแจกแจงแบบปกติ  

 

                   จากการตรวจสอบความเหมาะสมของสมการการถดถอยโดยวิธี normal 

probability plot พบวา่ลกัษณะของจุดบนกราฟส่วนใหญ่มีการกระจายตวัในแนวเส้นตรง ดงัแสดง

ในภาพผนวกท่ี ก2 ดงันั้นจึงสรุปวา่ความคลาดเคล่ือนมีการแจกแจงเป็นแบบปกติ และเป็นไปตาม

ขอ้กาํหนดเบ้ืองตน้ของการวเิคราะห์การถดถอย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพผนวกที ่ก2  Normal probability plot ของค่าความคลาดเคล่ือน 
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                        1.5.2  การทดสอบความคงท่ีของความแปรปรวนของความคลาดเคล่ือน  

 

                     จากกราฟการกระจายระหวา่งค่า residuals บนแกน Y กบัค่า predicted value 

บนแกน X พบวา่จุดมีการกระจายอยา่งไม่มีรูปแบบ และกระจายรอบศูนย ์ซ่ึงแสดงให้เห็นวา่ความ

แปรปรวนของความคลาดเคล่ือนค่อนขา้งคงท่ี ดงัแสดงในภาพผนวกท่ี ก3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพผนวกที่ ก3  Scatter plot ของค่าความคลาดเคล่ือนกบัค่าทาํนาย  

 

ดงันั้นเม่ือทาํการตรวจสอบความเหมาะสมของรูปแบบสมการการถดถอย

ดว้ยวิธีวเิคราะห์ ความคลาดเคล่ือนกบัการพล็อตกราฟ normal probability plot และ scatter plot 

สามารถสรุปไดว้า่รูปแบบของสมการการถดถอยหรือสมการความสัมพนัธ์ท่ีไดจ้ากการทดลองนั้น

เป็นรูปแบบท่ีเหมาะสมแล้ว ขั้นตอนต่อไปจึงนาํสมการการถดถอยท่ีได้ไปใช้ทาํนายการผลิต

เอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสต่อไป 
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1.6  การเปรียบเทียบค่าจริงจากการทดลอง และค่าทาํนายกิจกรรมของเอนไซม ์

 

        เม่ือนาํสมการการถดถอยท่ีเหมาะสม (สมการท่ี 1) ไปทาํนายผลความเขม้ขน้ของฟาง

ขา้วท่ีผ่านการปรับสภาพด้วยด่าง, CoCl2·6H2O และพีเอชเร่ิมต้นในระดบัท่ีศึกษาต่อการผลิต

เอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสจากเช้ือ B. pumilus DMKUB39 ผลการทาํนายดงัแสดงในตารางผนวกท่ี ค6 

 

ตารางผนวกที่ ก6  ผลการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซมก์บัค่าทาํนายกิจกรรมของเอนไซม์เบตา้     

ไซลาเนสในแต่ละการทดลอง 

 

  

Run No. 

 

Level 

 

Actual level 

 

ß-xylanase (U/mL) 

X1 X6 X9 X1 X6 X9 Observed Predicted 

1 

 

-1     -1     -1 

 

10 0.06 7.5 

 

3.5 1.0 

2 

 

-1     -1  1 

 

10 0.06 8.5 

 

4.3 3.3 

3 

 

-1  1     -1 

 

10 0.18 7.5 

 

4.2 4.6 

4 

 

-1  1  1 

 

10 0.18 8.5 

 

3.5 2.6 

5 

 

 1     -1     -1 

 

20 0.06 7.5 

 

11.5 9.2 

6 

 

 1     -1  1 

 

20 0.06 8.5 

 

15.3 11.7 

7 

 

 1  1     -1 

 

20 0.18 7.5 

 

5.4 3.3 

8 

 

 1  1  1 

 

20 0.18 8.5 

 

2.1 1.5 

9 

 

   -1.68  0  0 

 

6.6 0.12 8 

 

1.9 2.6 

10 

 

    1.68  0  0 

 

23.4 0.12 8 

 

5.2 8.6 

11 

 

 0    -1.68  0 

 

15 0.02 8 

 

4.1 8.1 

12 

 

  0     1.68  0 

 

15 0.22 8 

 

2.5 2.7 

13 

 

 0  0    -1.68 

 

15 0.12 7.16 

 

3.6 5.8 

14 

 

 0  0     1.68 

 

15 0.12 8.84 

 

4.2 6.2 

15 

 

 0  0 0 

 

15 0.12 8 

 

22.5 20.95 

16 

 

 0  0 0 

 

15 0.12 8 

 

20.3 20.95 

17 

 

 0  0 0 

 

15 0.12 8 

 

20.9 20.95 
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จากสมการการถดถอยท่ีใช้ทาํนายค่าของกิจกรรมเอนไซม์เบต้าไซลาเนส พบว่าค่าทาํนายมี

แนวโนม้ของทิศทางสอดคลอ้งกบัค่าจริงท่ีไดจ้ากการทดลอง แสดงดงัภาพท่ี 13 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพผนวกที ่ก4  ความสัมพนัธ์ระหวา่งกิจกรรมของเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสท่ีไดจ้ากการทดลอง

และ ค่าทาํนาย  

 

1.7  ผลของการหาค่าท่ีเหมาะสมของตวัแปรท่ีศึกษาต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนส 

 

       จากการใชว้ิธี Plackett-Burman ออกแบบการทดลอง พบว่ามี 3 ปัจจยัท่ีมีผลต่อการ

ผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสจากเช้ือ B. pumilus DMKUB39 ไดแ้ก่ ฟางขา้วท่ีผา่นการปรับสภาพ

ดว้ยด่าง(X1), CoCl2·6H2O (X6) และพีเอชเร่ิมตน้ (X9) ซ่ึงเป็นเพียงการคดัเลือกปัจจยัท่ีมีผลต่อการ

ผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสเท่านั้น ดงันั้นเพื่อหาค่าท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเน

สจากเช้ือ B. pumilus DMKUB39 จึงนาํตวัแปรทั้ง 3 ตวัแปร มาสร้างกราฟภาพพื้นผิวตอบสนอง 

(ภาพ 3 มิติ) และคอนทวัร์พล๊อต (ภาพ 2 มิติ) โดยกราฟจะแสดงถึงอิทธิพลของแต่ละตวัแปร และ

ปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งตวัแปรต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนส 

 

จากภาพผนวกท่ี ก5 แสดงผลของภาพพื้นผิวตอบสนองและคอนทวัร์พล๊อตของฟางขา้วท่ี

ผ่านการปรับสภาพด้วยด่างและ CoCl2·6H2O ต่อการผลิตเอนไซม์เบต้าไซลาเนสจากเช้ือ B. 



 
 
 

116 

pumilus DMKUB39 โดยกาํหนดค่าพีเอชเร่ิมตน้ท่ีระดบักลางของการทดลองเท่ากบั 8.0 จากภาพ

แสดงใหเ้ห็นวา่ความเขม้ขน้ของฟางขา้วท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมอ์ยูร่ะหวา่ง 14.0-19.0 กรัม

ต่อลิตร ในขณะท่ี ความเข็มขน้ของ CoCl2·6H2O อยูร่ะหวา่ง 0.08-0.13 กรัมต่อลิตร เม่ือเพิ่มหรือลด

ความเขม้ขน้ของฟางขา้วท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยด่างและ CoCl2·6H2O ออกจากช่วงท่ีเหมาะสม จะ

มีผลทาํใหกิ้จกรรมเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสลดลง จากรูปพื้นผิวตอบสนองสามารถทาํนายไดว้า่ การ

ผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสเพิ่มสูงสุดเม่ือความเขม้ขน้ของฟางขา้วท่ีผ่านการปรับสภาพดว้ยด่าง

เท่ากบั 18.4 กรัมต่อลิตร และความเขม้ขน้ของ CoCl2·6H2O เท่ากบั 0.09 กรัมต่อลิตร 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพผนวกที่ ก5  กราฟพื้นผิวตอบสนองและคอนทวัร์แสดงปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งฟางขา้วท่ีผา่นการ

ปรับสภาพดว้ยด่างและ CoCl2·6H2O ต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสจากเช้ือ 

B. pumilus DMKUB39  

 

ในขณะท่ีภาพพื้นผิวตอบสนองและคอนทวัร์พล๊อตของฟางขา้วท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ย

ด่างและพีเอชเร่ิมตน้ต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสจากเช้ือ B. pumilus DMKUB39 (ภาพ
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ผนวกท่ี ก6) กาํหนดให้ความเขม้ขน้ของ CoCl2·6H2O อยูท่ี่ระดบักลางของการทดลอง ซ่ึงเท่ากบั 

0.12 กรัมต่อลิตร พบวา่ช่วงความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมข์องฟางขา้วท่ีผา่นการปรับ

สภาพดว้ยด่างมีค่าระหวา่ง 13.0-20.0 กรัมต่อลิตร ในขณะท่ีพีเอชเร่ิมตน้มีค่าระหวา่ง 7.7-8.4 เม่ือ

เพิ่มความเขม้ขน้ของฟางขา้วท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยด่าง มีผลทาํให้เช้ือ B. pumilus DMKUB39 

ผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสลดลง นอกจากน้ี การเพิ่มข้ึนของค่าพีเอชเร่ิมตน้จะช่วยเพิ่มการผลิต

เอนไซม์เบตา้ไซลาเนส ในขณะเดียวกนัถา้พีเอชเร่ิมตน้ในอาหารน้อยกวา่ 7.0 การผลิตเอนไซม์

เบตา้ไซลเนสจะลดลง จากการทาํนายดงักล่าวแสดงให้เห็นถึงความสําคญัของพีเอชต่อการผลิต

เอนไซม ์อยา่งไรก็ตามจากพื้นผิวตอบสนองทาํนายวา่ สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้

ไซลาเนสคือ ความเขม้ขน้ของฟางขา้วท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยด่างเท่ากบั 18.4 กรัมต่อลิตรและพี

เอชเร่ิมตน้เท่ากบั 8.0  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

  

ภาพผนวกที่ ก6  กราฟพื้นผิวตอบสนองและคอนทวัร์แสดงปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งฟางขา้วท่ีผา่นการ

ปรับสภาพดว้ยด่างและพีเอชเร่ิมตน้ต่อการผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสจากเช้ือ B. 

pumilus DMKUB39  

 

สาํหรับภาพพื้นผวิตอบสนองและคอนทวัร์พล๊อตของ CoCl2·6H2O และพีเอชเร่ิมตน้ต่อการ

ผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนส โดยกาํหนดความเขม้ขน้ของฟางขา้วท่ีผ่านการปรับสภาพดว้ยด่างท่ี
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ระดบักลางของการทดลองเท่ากบั 15 กรัมต่อลิตร ดงัแสดงในภาพผนวกท่ี ก7  พบว่าช่วงความ

เขม้ขน้ของ CoCl2·6H2O ท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมอ์ยูร่ะหวา่ง 0.06-0.15 กรัมต่อลิตร ในขณะ

ท่ีพีเอชเร่ิมตน้อยู่ในช่วงระหว่าง 7.7-8.4 การผลิตเอนไซม์เบตา้ไซลาเนสจะลดลงเม่ือเพิ่มความ

เขม้ขน้ของ CoCl2·6H2O มากกว่า 0.15 กรัมต่อลิตร และพีเอชตํ่ากว่า 7.0 จากพื้นผิวตอบสนอง

ทาํนายวา่สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสคือ CoCl2·6H2O 0.09 กรัมต่อลิตร 

และพีเอชเร่ิมตน้เท่ากบั 8.0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพผนวกที่ ก7  กราฟพื้นผิวตอบสนองและคอนทวัร์แสดงปฏิสัมพนัธ์ระหวา่ง CoCl2·6H2O และ       

พีเอชเร่ิมตน้ต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสจากเช้ือ B. pumilus DMKUB39

  

จากการวเิคราะห์พื้นผวิตอบสนองทั้ง 3 ภาพ พบวา่จุดท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้

ไซลาเนสคือ ใช้ฟางขา้วท่ีผ่านการปรับสภาพด้วยด่างความเขม้ขน้เท่ากบั 18.4 กรัมต่อลิตร,                           

CoCl2.6H2O 0.09 กรัมต่อลิตร และพีเอชเร่ิมตน้เท่ากบั 8.0 ซ่ึงจากสมการท่ี 1 ทาํนายว่าเม่ือใช้

สภาวะดงักล่าวมีผลทาํให้เช้ือ B. pumilus DMKUB39 สามารถผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสได้

สูงสุด 20.74 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และเม่ือทาํการทดลองจริงเพื่อยืนยนัผลการทาํนาย พบว่าเช้ือ B. 

pumilus DMKUB39 สามารถผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสไดเ้ท่ากบั 25.2 ยนิูตต่อมิลลิลิตร ดงัแสดง

ในภาพท่ี 20 และสภาวะท่ีเหมาะสมดงักล่าวช่วยทาํให้เช้ือ B. pumilus DMKUB39 ผลิตเอนไซม์
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เบตา้ไซลาเนส เพิ่มข้ึน 2.23 เท่า (ภาพผนวกท่ี ก8)เม่ือเทียบกบัสูตรอาหารดั้งเดิมท่ีมีกิจกรรมของ

เอนไซมเ์บตา้ไซลาเนส เพียง 10.7 ยนิูตต่อมิลลิลิตร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพผนวกที ่ก8  การผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนสจากเช้ือ B. pumilus DMKUB39 ก่อน (■) และ 

  หลงั (▲) การศึกษาหาค่าท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมเ์บตา้ไซลาเนส 
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ตารางผนวกที่ ก7  รหสัของเช้ือแบคทีเรียกลุ่มแกรมบวกสร้างสปอร์ จาํนวน 180 สายพนัธ์ุท่ีใชใ้น

การทดลอง 

 

รหัสเดมิ รหัส รหัสเดมิ รหัส รหัสเดมิ รหัส 

KBKU2 DMKUB1 BKU15 DMKUB31 BKU45 DMKUB61 

KBKU6 DMKUB2 BKU16 DMKUB32 BKU46 DMKUB62  

KBKU9 DMKUB3 BKU17 DMKUB33 BKU47 DMKUB63  

KBKU10 DMKUB4 BKU18 DMKUB34 BKU48 DMKUB64  

KBKU11 DMKUB5 BKU19 DMKUB35 BKU49 DMKUB65  

KBKU14 DMKUB6 BKU20 DMKUB36 BKU50 DMKUB66  

KBKU15 DMKUB7 BKU21 DMKUB37 BKU51 DMKUB67  

KBKU19 DMKUB8 BKU22 DMKUB38 BKU52 DMKUB68  

KBKU21 DMKUB9 BKU23 DMKUB39 BKU53 DMKUB69  

KBKU22 DMKUB10 BKU24 DMKUB40 BKU54 DMKUB70  

KBKU27 DMKUB11 BKU25 DMKUB41 BKU55 DMKUB71  

KBKU28 DMKUB12 BKU26 DMKUB42 BKU56 DMKUB72  

KBKU29 DMKUB13 BKU27 DMKUB43 BKU57 DMKUB73  

KBKU30 DMKUB14 BKU28 DMKUB44 BKU58 DMKUB74  

KBKU33 DMKUB15 BKU29 DMKUB45 BKU59 DMKUB75  

KUKB35 DMKUB16 BKU30 DMKUB46 BKU60 DMKUB76  

BKU1 DMKUB17 BKU31 DMKUB47 BKU61 DMKUB77  

BKU2 DMKUB18 BKU32 DMKUB48 BKU62 DMKUB78  

BKU3 DMKUB19 BKU33 DMKUB49 BKU63 DMKUB79  

BKU4 DMKUB20 BKU34 DMKUB50 BKU64 DMKUB80  

BKU5 DMKUB21 BKU35 DMKUB51 BKU65 DMKUB81  

BKU6 DMKUB22 BKU36 DMKUB52 BKU66 DMKUB82  

BKU7 DMKUB23 BKU37 DMKUB53 BKU67 DMKUB83  

BKU8 DMKUB24 BKU38 DMKUB54 BKU68 DMKUB84  

BKU9 DMKUB25 BKU39 DMKUB55 BKU69 DMKUB85  

BKU10 DMKUB26 BKU40 DMKUB56 BKU70 DMKUB86  

BKU11 DMKUB27 BKU41 DMKUB57 BKU71 DMKUB87  

BKU12 DMKUB28 BKU42 DMKUB58 BKU72 DMKUB88  

BKU13 DMKUB29 BKU43 DMKUB59 BKU73 DMKUB89  

BKU14 DMKUB30 BKU44 DMKUB60 BKU74 DMKUB90  
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ตารางผนวกที ่ก7 (ต่อ) 

 

รหัสเดมิ รหัส รหัสเดมิ รหัส รหัสเดมิ รหัส 

BKU75 DMKUB91 - DMKUB121 - DMKUB151 

BKU76 DMKUB92 - DMKUB122 - DMKUB152 

BKU77 DMKUB93 - DMKUB123 - DMKUB153 

BKU78 DMKUB94 - DMKUB124 - DMKUB154 

BKU79 DMKUB95 - DMKUB125 - DMKUB155 

BKU80 DMKUB96 - DMKUB126 - DMKUB156 

BKU81 DMKUB97 - DMKUB127 - DMKUB157 

BKU82 DMKUB98 - DMKUB128 - DMKUB158 

BKU83 DMKUB99 - DMKUB129 - DMKUB159 

BKU84 DMKUB100 - DMKUB130 - DMKUB160 

BKU85 DMKUB101 - DMKUB131 - KM 1 

BKU86 DMKUB102 - DMKUB132 - KM 3 

BKU87 DMKUB103 - DMKUB133 - KM 10 

BKU88 DMKUB104 - DMKUB134 - KM 11 

BKU89 DMKUB105 - DMKUB135 - KM 16 

BKU90 DMKUB106 - DMKUB136 - KMS 1/1 

BKU91 DMKUB107 - DMKUB137 - KMS ½ 

BKU92 DMKUB108 - DMKUB138 - KMS 2.1-1 

BKU93 DMKUB109 - DMKUB139 - KMS 2.1Y-1 

BKU94 DMKUB110 - DMKUB140 - KMS 2.1Y-2 

BKU95 DMKUB111 - DMKUB141 - KMS 2.1Y-3 

BKU96 DMKUB112 - DMKUB142 - KMS 2.1Y-4 

BKU97 DMKUB113 - DMKUB143 - KMS 2.1Y-5 

BKU98 DMKUB114 - DMKUB144 - KMS 2.2-1 

BKU99 DMKUB115 - DMKUB145 - KMS 2.2-2 

BKU100 DMKUB116 - DMKUB146 - KMS 2.2-3 

BKU101 DMKUB117 - DMKUB147 - FB 11 

BKU102 DMKUB118 - DMKUB148 - Bacillus sp. A5 

BKU103 DMKUB119 - DMKUB149 - KMS 9 

BKU104 DMKUB120 - DMKUB150 - KMS 10 
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ภาคผนวก  ข  

อาหารเล้ียงเช้ือ 
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1.  ISP-2 (yeast extract – malt extract) 

  

Yeast extract    4.0   กรัมต่อลิตร 

Malt extract    10.0  กรัมต่อลิตร 

Dextrose       4.0   กรัมต่อลิตร 

 

เติมนํ้ ากลัน่ 1 ลิตร น่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

2.  Nurient agar (NA) 

 

Beef extract   3  กรัม 

Peptone    5  กรัม 

Agar    15  กรัม 

pH 7.0 

 

เติมนํ้ ากลัน่ 1 ลิตร น่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

3.  Nurient broth (NB) 

 

Beef extract   3  กรัม 

Peptone    5  กรัม 

pH 7.0 

 

เติมนํ้ ากลัน่ 1 ลิตร น่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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4.  Luria-Bertani medium (LB medium)  

 

Tryptone    10  กรัม 

Yeast extract    5  กรัม 

NaCl     10  กรัม 

pH 7.0 

 

เติมนํ้ ากลัน่ 1 ลิตร น่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ค  

สารเคมีและวธีิวเิคราะห์ทางเคมี 
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1. การเตรียมอะซิเตรทบัฟเฟอร์ 

 

สารละลาย A: 0.2 M acetic acid (CH3COOH 11.55 มิลลิลิตร ในนํ้ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร) 

 

สารละลาย B: 0.2 M sodium acetate (CH3COONa 16.4 กรัม หรือ CH3COONa.3H2O 27.2 

กรัมในนํ้ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร) 

 

เตรียมโดยผสมสารละลาย A และ B ตาม pH ท่ีตอ้งการ 

 

A (มิลลิลิตร) B (มิลลิลิตร) pH 

 

46.3 

44.0 

41.0 

36.8 

30.5 

25.5 

20.0 

14.8 

10.5 

8.8 

4.8 

3.7 

6.0 

9.0 

13.2 

19.5 

24.5 

30.0 

35.2 

39.5 

41.2 

45.2 

3.6 

3.8 

4.0 

4.2 

4.4 

4.6 

4.8 

5.0 

5.2 

5.4 

5.6 

 

แลว้เติมนํ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรทั้งหมดครบ 100 มิลลิลิตร 
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2. การเตรียมซิเตรทฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 

 

สารละลาย A: 0.1 M citric acid (19.21  กรัม ในนํ้ากลัน่ปริมาตร  1000  มิลลิลิตร) 

 

สารละลาย B: 0.2 M dibasic sodium phosphate (53.65  กรัม ของ Na2HPO4. 7H2O หรือ 

71.7  กรัม ของ Na2HPO. 12H2O ในนํ้ากลัน่ปริมาตร  1000  มิลลิลิตร) 

           

  

A (มิลลิลิตร) B (มิลลิลิตร) พีเอช A (มิลลิลิตร) B (มิลลิลิตร) พีเอช 

44.6 5.4 2.6 24.3 25.7 5.0 

42.2 7.8 2.8 23.3 26.7 5.2 

39.8 10.2 3.0 22.2 27.8 5.4 

37.7 12.3 3.2 21.0 29.0 5.6 

35.9 14.1 3.4 19.7 30.3 5.8 

33.9 16.1 3.6 17.9 32.1 6.0 

32.3 17.7 3.8 16.9 33.1 6.2 

30.7 19.3 4.0 15.4 34.6 6.4 

29.4 20.6 4.2 13.6 36.4 6.6 

27.8 22.2 4.4 9.1 40.9 6.8 

26.7 23.3 4.6 6.5 43.6 7.0 

25.2 24.8 4.8    

           

  แลว้เติมนํ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรทั้งหมดครบ 100 มิลลิลิตร   
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3. การเตรียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 

        

สารละลาย A: 0.2 M monobasic sodium phosphate (NaH2PO4. H2O 27.6 กรัม ในนํ้ากลัน่

ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร) 

 

 สารละลาย B: 0.2 M dibasic sodium phosphate (Na2HPO4. 7H2O 53.65 กรัม หรือ  

Na2HPO4. 12H2O 71.7 กรัม ในนํ้ากลัน่ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร) 

  

A (มิลลิลิตร) B (มิลลิลิตร) พีเอช A (มิลลิลิตร) B (มิลลิลิตร) พีเอช 

93.5 6.5 5.7 45.0 55.0 6.9 

92.0 8.0 5.8 39.0 61.0 7.0 

90.0 10.0 5.9 33.0 67.0 7.1 

87.7 12.3 6.0 28.0 72.0 7.2 

85.0 15.0 6.1 23.0 77.0 7.3 

81.5 18.5 6.2 19.0 81.0 7.4 

77.5 22.5 6.3 16.0 84.0 7.5 

73.5 26.5 6.4 13.0 87.0 7.6 

68.5 31.5 6.5 10.5 90.5 7.7 

62.5 37.5 6.6 8.5 91.5 7.8 

56.5 43.5 6.7 7.0 93.0 7.9 

51.0 49.0 6.8 5.3 94.7 8.0 

        

แลว้เติมนํ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรทั้งหมดครบ 200 มิลลิลิตร  
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4. การเตรียม Tris (hydroxymethyl) aminomethane buffer 

 

สารละลาย A: 0.2 M Tris (hydroxymethyl) aminomethane (24.2 กรัม ในนํ้ากลัน่ปริมาตร 

1000 มิลลิลิตร) 

  

สารละลาย B: 0.2 M HCl  

  

A (มิลลิลิตร) B (มิลลิลิตร) พีเอช 

50.0 44.2 7.2 

50.0 41.4 7.4 

50.0 38.4 7.6 

50.0 32.5 7.8 

50.0 26.8 8.0 

50.0 21.9 8.2 

50.0 16.5 8.4 

50.0 12.2 8.6 

50.0 8.1 8.8 

50.0 5.0 9.0 

         

 แลว้เติมนํ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรทั้งหมดครบ 200 มิลลิลิตร  
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5. การเตรียม glycine-NaOH buffer       

  

สารละลาย A: 0.2 M glysine (NH2CH2COOH 10.01 กรัมในนํ้ากลัน่ปริมาตร 1000 

มิลลิลิตร) 

 

สารละลาย B: 0.2 M Sodium hydroxide (NaOH 8.0 กรัมในนํ้ากลัน่ปริมาตร 1000 

มิลลิลิตร) 

 

A (มิลลิลิตร) B (มิลลิลิตร) พีเอช 

50.0 4.0 8.6 

50.0 6.0 8.8 

50.0 8.8 9.0 

50.0 12.0 9.2 

50.0 16.8 9.4 

50.0 22.4 9.6 

50.0 27.2 9.8 

50.0 32.0 10.0 

50.0 38.6 10.4 

50.0 45.5 10.6 

 

 แลว้เติมนํ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรทั้งหมดครบ 200 มิลลิลิตร 
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6.  SET buffer 

 

Stock 

 500 mM NaCl    29.25  กรัม 

 100 mM EDTA pH 8.0   37.2  กรัม 

 500 mM Tris-HCL pH 7.5  60.57  กรัม 

 นํ้ากลัน่      1  ลิตร 

 

สัดส่วนทีนํ่ามาใช้ 

 75 mM NaCl    37.5  มิลลิลิตร (500 mM) 

 25 mM EDTA pH 8.0   62.5  มิลลิลิตร (100 mM) 

 20 mM Tris-HCL pH 7.5   10  มิลลิลิตร (500 mM) 

 เติมนํ้ากลัน่ใหค้รบ   250  มิลลิลิตร 

 

7.  TE buffer 

 

10 mM Tris-HCl 

1 mM EDTA·2Na  

pH 8 

 

8.  Congo red 

 

Congo red   0.5  กรัม 

Ethanol    5  มิลลิลิตร 

 

ปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตรดว้ยนํ้ากลัน่ 

 

 

 
 

 



 
 
 

132 ประวตัิการศึกษาและการทาํงาน 

 

ช่ือ  นางสาวชนาพร ตระกลูแจะ 

เกิดวนัท่ี   17 ธนัวาคม 2529 

สถานท่ีเกิด อาํเภอปราณบุรี จงัหวดัประจวบคีรีขนัธ์ 

การศึกษา วท. บ. (เทคนิคการสัตวแพทย)์ เกียรติยมอนัดบั 1 มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์  

ทุนการศึกษา -ทุนสนบัสนุนการทาํวทิยานิพนธ์เพื่อการตีพิมพผ์ลงานในวารสารวชิาการระดบั 

 นานาชาติ บณัฑิตวทิยาลยั มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ ประจาํปีงบประมาณ 2552 
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