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เพาะเลี้ยงบน อาหาร Berg’s medium ที่ประกอบด้วย ไซแลน 5 เปอร์เซ็นต์เป็นแหล่งคาร์บอน   
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ใยและสปอร์ รวมถึงรงควัตถุที่ผลิตออกมา บนอาหารแข็ง ISP2 และ ISP3 จากนั้นน าไปทดสอบ
การผลิตเอนไซม์ไซลาเนสในอาหาร ISP2 ที่เติมไซแลนเป็นแหล่งคาร์บอนที่อุณหภูมิ 50 องศา-
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mexicanus ซึ่งมีค่าความเหมือนเท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์  เมื่อท าการเลี้ยง S. mexicanus 901 ใน
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สูงถึง 28.48 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และเมื่อศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม์ไซลาเนสที่อุณหภูมิและพีเอช
ต่างๆโดยใช้ไซแลนเป็นสับสเตรท  พบว่าเอนไซม์ไซลาเนสสามารถท างานได้ดีที่พีเอช 5.5 และ
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Twenty six isolates of actinomycetes were screened from  paper industry 
wastewater of Ratchaburi Province. Berg’s medium was used in isolation contained 

0.5% xylan as carbon source at pH 7.2 and 50˚C for primary screening. The result 
showed positive clear zone of all 26 isolates after incubated for 3 days. Determination of 
morphological characteristics revealed that 26 isolates were assigned to 7 groups 
based on their color of spore mass, substrate mycelium and ability to produce soluble 
pigment on ISP2 and ISP3. Among them, isolate 901 showed the highest xylanase 
activity up to 18.46 unit/ml when cultivated in ISP2 with 0.5% xylan as carbon source 

(pH 7.2, 50˚C) at 5 days of incubation. Molecular identification base on 16S rDNA gene 
sequence revealed that the isolate 901 shared 100% similarity with Streptomyces 
mexicanus. In cultivation also proved that the maximum of xylanase activity (24.56 
unit/ml) was observed at the death phase. The effect of agricultural wastes as carbon 
source and nitrogen source on xylanase production were investigated. The result show 
corn cob gave high xylanase production (23.10 unit/ml) and found that 2.0% corn cob 
was verified to be suitable carbon source for xylanase production (28.14 unit/ml). The 
result also showed soy bean was the most effective nitrogen source which 1.6% soy 
bean meal provides highest xylanase activity at 28.48 unit/ml. The characterization of 
xylanase was determined. The result showed optimum pH and temperature for xylanase 

activity at pH 5.5 and 70˚C, respectively. In addition, xylanase was stable in acid range 

at pH 3.0-5.0 and could tolerate in wide temperature range at 30-70˚C. 
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  S. mexicanus 901 จากการเพาะเลี้ยงในอาหาร ISP2 โดยแปรผันแหล่ง 
  ไนโตรเจนด้วยวิธี Duncan’s multiple range test ที่ระดับความมี 
  นัยส าคัญ (P<0.05)         90 
 ค15   การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของกิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสจาก 
  S. mexicanus 901 จากการเพาะเลี้ยงในอาหาร ISP2 โดยแปรผันความเข้มข้น 
  ของกากถั่วเหลืองด้วยวิธี Duncan’s multiple range test ที่ระดับความมี 
  นัยส าคัญ (P<0.05)         90 



 (4) 

 

สารบัญภาพ 
 
ภาพท่ี                   หน้า 
 

1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแอคติโนมัยสีท     4 
2 โครงสร้างทางเคมีของไซแลน        6 
3 โครงสร้างของพืชที่ประกอบด้วยไซแลนและเอนไซม์ที่ใช้ในการย่อยสลายไซแลน 

 1) endo-b-1,4-xylanases (EC 3.2.1.8), 2) b-xylosidase (EC 3.2.1.37),  
 3) α-L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55), 4) α-glucuronidase  

(EC 3.2.1.139), 5) Feruloyl esterase (EC 3.1.1.73), 6) acetylxylan esterase  
(EC 3.1.1.72), 7) glucoronoyl esterase (EC ยังไม่ก าหนด)   10 

4 กระบวนการฟอกสีเยื่อกระดาษด้วยสารเคมี     21 

5 ตัวอย่างบริเวณส่วนใสที่เกิดจากเอนไซม์ไซลาเนสที่ผลิตจากไอโซเลท 901  
ออกมาย่อยสลายไซแลนบนอาหาร Berg’s medium (ซ้าย) และเมื่อน าไปย้อม 
ด้วยคองโกเรด(ขวา)        30 

6 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 1,000 เท่า  
ของไอโซเลท 901 (ซ้าย) และ 1036 (ขวา)      32 

7 กิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสของแอคติโนมัยสีททั้ง 7 ไอโซเลท ได้แก่ไอโซเลท  

901 (♦), 903 (■), 910 (▲), 1004 (●), 1013 (□), 1021 (○) และ 1102 (∆)  
เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว ISP2 โดยมีไซแลนเป็นสับสเตรท บ่มที่อุณหภูมิ  
50 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่าความเร็ว 250 รอบต่อนาที นาน 5 วัน  36 

8   Phylogenetic tree ของ 16S rDNA ของไอโซเลท 901    37 

9 ความสัมพันธ์ระหว่างการเจริญของ Streptomyces mexicanus 901 (■)  
และการผลิตเอนไซม์ไซลาเนส (●) เมื่อเลี้ยงในอาหาร ISP2 ทีมีไซแลน 
เป็นสับสเตรท อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 5 วัน    38 

10 กิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสเมื่อศึกษาแหล่งคาร์บอนจากวัสดุเหลือทิ้งทาง 

การเกษตร คือ ซังข้าวโพด (●) แกลบ (♦) เปลือกข้าวโพด (▲) ไซแลน (■)  
และฟางข้าว (−) โดยเลี้ยงในอาหาร ISP2 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 5 วัน  40 

 
 



 (5) 

 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 
ภาพท่ี                   หน้า 

 
11 กิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสต่อเวลาเมื่อแปรผันความเข้มข้นของซังข้าวโพดเป็น  

0.5 เปอร์เซ็นต์ (▲), 1.0 เปอร์เซ็นต ์(■), 1.5 เปอร์เซ็นต ์(●) และ 2.0 เปอร์เซ็นต์  
(♦) ตามล าดบั โดยเลี้ยงในอาหาร ISP2 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน  5 วัน  42 

12 กิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสเมื่อศึกษาแหล่งไนโตรเจนคือ yeast extract (♦), 

beef extract (■), peptone (▲), soy bean meal (●) และ baker yeast (−)  
ตามล าดับ โดยเลี้ยงในอาหาร ISP2 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 5 วัน  43 

13 กิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสเมื่อแปรผันความเข้มข้นของกากถั่วเหลือง 0.4% (■),  

0.8% (▲), 1.2% (♦) และ 1.6% (●) ตามล าดับ โดยเลี้ยงในอาหาร ISP2  
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 5 วัน       45 

14 กิจกรรมเอนไซม์สัมพัทธ์เมื่อศึกษาการท างาน (♦) และความเสถียร (■)  
ของเอนไซม์ไซลาเนสจาก S. mexicanus 901 ที่พีเอช 3.0 ถึง 12.0   47 

15 กิจกรรมเอนไซม์สัมพัทธ์เมื่อศึกษาการท างาน (♦) และความเสถียร (■)  
ของเอนไซม์ไซลาเนสจาก S. mexicanus 901 ที่อุณหภูมิ 30 ถึง 90 องศาเซลเซียส 49 

 
ภาพผนวกที่ 
 
ข1 กราฟมาตรฐานการหาปริมาณของน้ าตาลไซโลสโดยวิธี DNS   72 
ค1 ตัวอย่างเชื้อจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้จากแหล่งน้ าในบริษัท เอสซีจีเปเปอร์ จ ากัด 
 (มหาชน) อ าเภอบ้านโป่ง จังหวัดราชบุรี โดยคัดแยกบนอาหาร Berg’s medium  
 ที่มีไซแลนเป็นสับสเตรท อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 3 วัน   75 
ค2 ตัวอย่างเชื้อจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้จากแหล่งน้ าในบริษัท เอสซีจีเปเปอร์ จ ากัด 
 (มหาชน) อ าเภอบ้านโป่ง จังหวัดราชบุรี โดยคัดแยกบนอาหาร Berg’s medium  

 ที่มีไซแลนเป็นสับสเตรท อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 3 วัน   78



 (6) 

 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 
ภาพผนวกที่                  หน้า 
 
 ค3 ตัวอย่างลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 1,000  
 เท่า ของไอโซเลทต่างๆ ที่คัดแยกได้จากแหล่งน้ าในบริษัท เอสซีจีเปเปอร์ จ ากัด 
 (มหาชน) อ าเภอบ้านโป่ง จังหวัดราชบุรี     79 
 ค 4 ตัวอย่างลักษณะทางสัณฐานวิทยาของไอโซเลทต่างๆ บนอาหารแข็ง  
 ISP3 (ขวา) และ ISP3 (ซ้าย)      80 
 ค 5 ล าดับเบสที่ได้จากการเพิ่มปริมาณยีน 16S rDNA ของแอคติโนมัยสีท 
  ไอโซเลท 901 82 
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การคัดแยกแอคติโนมัยสทีชอบอุณหภูมิสูง และศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการ
ผลิตเอนไซม์ไซลาเนสจากโรงงานอุตสาหกรรมกระดาษ 

 
Screening and Optimization for Xylanase Production by Thermophilic 

Actinomycete from Paper Industry 
 

ค าน า 
 

 ในปัจจุบันกระแสอนุรักษ์รักสิ่งแวดล้อมมีมากขึ้น ท าให้โรงงานอุตสาหกรรมต่างๆ  หันมา
สนใจการใช้เอนไซม์จากจุลินทรีย์ในกระบวนการผลิตทดแทนการใช้สารเคมี โดยเอนไซม์ชนิดหนึ่ง
ที่ได้รับความนิยมในการน ามาใช้ในโรงงานอุตสาหกรรมคือ ไซลาเนส ซึ่งประโยชน์ของไซลาเนสที่
น ามาประยุกต์ใช้คือ การฟอกสีเยื่อกระดาษในโรงงานอุตสาหกรรมกระดาษ โดยเอนไซม์ไซลาเนส
จะเข้าไปย่อยสลายไซแลน ซึ่งเป็นองค์ประกอบหลักของเฮมิเซลูโลส เพื่อให้กระดาษมีสีที่ขาวขึ้น 
(Viikari et al., 1986) การท าให้น้ าผลไม้ใสในอุตสาหกรรมอาหารและเบเกอรี่  โดยเอนไซม์  
ไซลาเนสจะไปก าจัดส่วนของ arabinoxylan ที่เป็นองค์ประกอบในแป้งออกไป ท าให้เกิดรูพรุน 
(Godfrey and West, 1996) การบ าบัดน้ าเสียในอุตสาหกรรมทอผ้า (Tanticharoen and 
Cheevadhanarak, 1984) อุตสาหกรรมอาหารสัตว์จะน าไปผสมในอาหารสัตว์ เพื่อเพิ่มคุณค่า
ทางโภชนาการ รวมถึงเอนไซม์ไซลาเนสจะสร้างสารที่มีประโยชน์ต่อจุลินทรีย์เฉพาะถิ่นในสัตว์
เคี้ยวเอ้ือง (Gilbert and Hazlewood, 1993) การน าเอนไซม์จาก จุลินทรีย์มาใช้ในกระบวนการ
ผลิตอุตสาหกรรมต่างๆนั้น มีส่วนช่วยในการลดต้นทุนในกระบวนการผลิต เนื่องจากการใช้เอนไซม์
ที่ได้จากจุลินทรีย์ จะมีต้นทุนท่ีต่ ากว่าการใช้สารเคมี  

 
เอนไซม์ไซลาเนสมักพบได้ในจุลินทรีย์ทั่วไป  เช่น รา แบคทีเรีย และแอคติโนมัยสีท แต่ใน

งานวิจัยได้สนใจเอนไซม์ไซลาเนสที่ได้จากแอคติโนมัยสีทเนื่องจากสามารถผลิตเอนไซม์ได้ปริมาณ
สูง และทนต่อพีเอชและอุณหภูมิในช่วงกว้าง ท าให้เหมาะแก่การน าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรม 
โดยเอนไซม์ไซลาเนสเป็นเอนไซม์ที่ใช้ในการย่อยสลายไซแลนจัดอยู่ในกลุ่ม xylanolytic enzymes 
แบ่งออกได้เป็น 7 ชนิด ตามต าแหน่งของสับสเตรทที่เอนไซม์เข้าท าปฏิกิริยาและปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น 
(Anwar and Garabed, 1997) โดยไซแลนเป็นวัตถุดิบที่พบได้ทั่วไปในธรรมชาติเนื่องจากเป็น
องค์ประกอบหลักของเฮมิเซลลูโลสที่อยู่ในผนังเซลล์พืช และโครงสร้างทางเคมีของไซแลน
ประกอบด้วยหน่วยย่อยของน้ าตาลดีไซโลส (D-xylose) (Filho, 1998)  
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ความส าคัญจากประโยชน์ในด้านต่างๆของเอนไซม์ที่ได้จากจุลินทรีย์ จึงท าการคัดแยก
และศึกษา แอคติโนมัยสีท ที่สามารถผลิตเอนไซม์ไซลาเนสได้ในปริมาณสูง โดยการคัดแยกต้อง
ค านึงถึงสภาวะที่เหมาะสมต่อการน าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรม และสามารถน าวัสดุเหลือทิ้ง
ทางการเกษตรมาใช้เป็นแหล่งอาหาร ของจุลินทรีย์ซึ่งเป็นการลดต้นทุนในการผลิต อีกทั้งยังช่วย
เพิ่มมูลค่าให้กับวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร และท าการ หาสภาวะที่เหมาะสม ต่อการท างานของ
เอนไซม์เพื่อให้เอนไซม์ท างานได้เต็มประสิทธิภาพ โดย ข้อมูลต่างๆที่ได้จากการวิจัยไปประยุกต์ใช้
ในอุตสาหกรรมและ ใช้เป็นแนวทางในการพัฒนาเพื่อ เพิ่มประสิทธิภาพในการ น าไปใช้ในระดับ
อุตสาหกรรมต่อไป 
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วัตถุประสงค ์
 

1.  เพื่อคัดแยกแอคติโนมัยสีทชอบอุณหภูมิสูงที่ผลิตเอนไซม์ไซลาเนสจากโรงงานผลิต  
กระดาษ 

 
2.  เพื่อจัดจ าแนกชนิดของแอคติโนมัยสีทที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไซลาเนส

ได้ในปริมาณสูง 
 
3.  เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไซลาเนส 
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การตรวจเอกสาร 
 
แอคติโนมัยสีท (Actinomycete) 
 

แอคติโนมัยสีทจัดเป็นแบคทีเรียแกรมบวก ซึ่งอยู่ในอันดับ (Order) Actinomycetales 
ประกอบด้วย 8 วงศ์  ได้แก่ Actinomycetaceae, Mycobacteriaceae, Dermatophilaceae, 
Actinoplanaceae, Micromonosporaceae, Streptomycetaceae, Nocardiaceae and  
Frankiaceae (Kalakoutski and Agre, 1976) แอคติโนมัยสีทจัดเป็นแบคทีเรียที่มีการเจริญของ
เส้นใยคล้ายกับเชื้อรา แต่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเล็กกว่าประมาณ 0.5-1.0 ไมโครเมตร 
(Alexander, 1977) แอคติโนมัยสีทมีการสร้างสปอร์ได้ทั้งบนเส้นใยอาหาร และบางชนิดมีการ
สร้างสปอร์แบบไม่อาศัยเพศเรียกว่า โคนิดิโอสปอร์ (conidiospore) หรือสปอร์ที่ไม่มีถุงหุ้ม
(conidia) โดยสามารถแบ่งกลุ่มแอคติโนมัยสีทออกตามรูปร่างและการเรียงตัวของสปอร์ออกเป็น 
4 กลุ่มใหญ่คือ กลุ่มที่สร้างสปอร์เดี่ยว หรือสร้างสปอร์ต่อกันเป็นสายสั้นๆ กลุ่มที่สร้างสปอร์ต่อกัน
เป็นสายยาว กลุ่มที่สร้างสปอร์อยู่ภายในถุงหุ้มสปอร์ และกลุ่มที่สร้างสปอร์นอกเหนือจากที่กล่าว
มาแล้วทั้งหมด 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 1  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแอคติโนมัยสีท 
 
ที่มา: Miyadoh (1997) 
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แหล่งท่ีพบ 
 

แอคติโนมัยสีทสามารถพบได้ทั้งในน้ า ปุ๋ยหมัก โคลนตม รากพืช และในดิน โดยส่วนใหญ่
แล้วจะพบแอคติโนมัยสีทกลุ่ม Streptomyces มากที่สุดคือ ประมาณ 70-90 เปอร์เซ็นต์  อันดับ
สองคือ Nocardia ประมาณ 10-30 เปอร์เซ็นต์  และอันดับสาม คือ Micromonospora ประมาณ 
1-15 เปอร์เซ็นต์  โดยเปอร์เซ็นต์ดังกล่าวจะขึ้นอยู่กับ พีเอช คุณสมบัติทางกายภาพ และปริมาณ
อินทรียวัตถุในดิน (Alexander, 1977) 
 
ความส าคัญของแอคติโนมัยสีท 
 

แอคติโนมัยสีทเป็นจุลินทรีย์ที่มีการสร้างสารเมทาโบไลท์ทุติยภูมิ (secondary 
metabolite) ซึ่งเป็นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ไม่ว่าจะเป็น สารต้านมะเร็ง สารฆ่าแมลง สารปราบ
วัชพืช และสารปฏิชีวนะ (Goodfellow et al., 1988) ในการผลิตสารปฏิชีวนะของแอคติโนมัยสีท 
จะส่งผลต่อระบบนิเวศวิทยาในดิน เนื่องจากเป็นสารที่พบได้ตามธรรมชาติ จึงมีการน ามาใช้อย่าง
กว้างขวาง เนื่องจาก สามารถย่อยสลายได้ง่าย เป็นพิษน้อย ราคาถูกกว่าสารปฏิชีวนะที่ ผลิตจาก
สารเคมี (Goodfellow, 1985)  

 
แอคติโนมัยสีทที่มีความสามารถในการย่อยสลายเซลูโลสและเฮมิเซลลูโลสได้ดีที่อุณหภูมิ

สูง โดยจะพบ Streptomyces ได้มากที่สุด รวมถึง  Micromonospora, Streptosporangium, 
Nocardia และ Microbispora (Alexander, 1977) และยังพบแอคติโนมัยสีทที่มีความสามารถใน
การย่อยสลายเซลลูโลสได้ดีที่อุณหภูมิสูง  คือ Thermomonospora และ Streptomyces (Czoch 
and Mordarski,1988) นอกจากน้ียังมีแอคติโนมัยสีทบางกลุ่มที่สามารถย่อยลิกนินได้คือ 
Streptomyces และ  Micromonospora และแอคติโนมัยสีทที่สามารถย่อยไคตินได้คือ  
Streptomyces และ Micromonospora อีกทั้งแอคติโนมัยสีทส่วนใหญ่เช่น Streptomyces, 
Nocardia และ Micromonospora สามารถย่อยสลายแป้งและโปรตีนได้ เพื่อใช้เป็นแหล่ง
คาร์บอนและไนโตรเจนเพื่อการเจริญ (Alexander, 1977) 

 
Thermomonospora และ Streptomyces มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ที่ใช้ย่อย

เซลลูโลส และไซแลน ซึ่งเป็นสารอินทรีย์ท่ีมีขนาดโมเลกุลใหญ่ และ S. griseus, S. antibioticus 
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และ Amycolatopsis orientalis สามารถผลิตเอนไซม์ที่ใช้ย่อยสลายไคติน โดยเอนไซม์ที่แอคติโน -
มัยสีทผลิตขึ้นมานี้ถือว่าเป็นเอนไซม์ที่มีความส าคัญต่ออุตสาหกรรมต่างๆเป็นอย่างมาก  
 
ไซแลน (xylan) 
 
 ไซแลนเป็นวัตถุดิบที่พบได้ทั่วไปในธรรมชาติเนื่องจากเป็นองค์ประกอบหลักของ  

เฮมิเซลลูโลสที่อยู่ในผนังเซลล์พืช โครงสร้างทางเคมีของไซแลนประกอบด้วยหน่วยย่อยของ

น้ าตาลดีไซโลส  (D-xylose) เชื่อมต่อกันด้วยพันธะ β-1,4-ไซโลไพราโนซิล (β-1,4-D-

xylopyranosyl) ในแต่ละแหล่งขอ งไซแลนจะมีการเชื่อมต่อที่แตกต่างกัน (Filho, 1998) ใน

สาหร่ายน้ าจืดและสาหร่ายทะเลมีไซแลนเป็นองค์ประกอบ  ซึ่งมีโครงสร้างทางเคมีที่เชื่อมต่อกัน

ด้วยพันธะ β-1,3-D-ไซโลไพราโนซิล (β-1,3-D-xylopyranosyl) (Koki, 1999) ดังภาพที่ 2 ภายใน

ผนังเซลล์พืช ประกอบด้วยพอลิเมอร์ของเซลลูโลสประมาณ 40-60 เปอร์เซ็นต์ ลิกนินประมาณ 

15-30 เปอร์เซ็นต์ เฮมิเซลลูโลสประมาณ  20-30 เปอร์เซ็นต์ และ เพกตินประมาณ 1 เปอร์เซ็นต์ 

ซึ่งโครงสร้างของพืชจะมีเซลลูโลสเรียงตัวอยู่ในรูปไมโครไฟบริลเพื่อช่วยสร้างความแข็งแรง ส่วนที่

เชื่อมระหว่างผนังเซลล์จะเป็นสารประเภทพอลิแซ็กคาไรด์ เฮมิเซลลูโลส และเพกติน โดยลิกนิน  

จะหุ้มอยู่ชั้นนอกสุดของผนังเซลล์เนื่องจากมีลักษณะที่แข็ง (วิเชียร, 2535) 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพท่ี 2  โครงสร้างทางเคมีของไซแลน  
 
ที่มา: วิเชียร (2535) 
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ตารางท่ี 1  องค์ประกอบของวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 
 

วัสดุเหลือทิ้ง 
องค์ประกอบ (เปอร์เซ็นต์) 

เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน 
เปลือกข้าวโพด 32 28 13 
ชานอ้อย 33 22 14 
ซังข้าวโพด 45 35 15 
ตอข้าวโพด 35 25 35 
ฟางข้าว 35 25 17 
ฟางข้าวสาลี 50 30 15 
ฟางข้าวโอ๊ต 49.3 25 14-22 
ไม้เนื้อแข็ง 45.8 30.7 20.3 
ไม้เนื้ออ่อน 43.8 24.5 29.5 
ร าข้าว1 34 24.5 28.2 
ร าข้าวสาลี1 36 28.3 20.1 

 
ที่มา: Bisaria (1991) 
               1Gupta and Madamwar (1997) 
    
เอนไซม์ไซลาเนส (xylanase) 

 
เอนไซม์ที่ใช้ในการย่อยสลายไซแลนจัดอยู่ในกลุ่ม Xylanolytic enzymes แบ่งออกได้เป็น 

7 ชนิด ตามต าแหน่งของสับสเตรทที่เอนไซม์เข้าท าปฏิกิริยาและปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น (Anwar and 
Garabed, 1997) 

 
 1.  เบต้าไซโลซิเดส (β-D-xyloside xylohydrolase; EC 3.2.1.37) เป็นเอนไซม์จากเชื้อรา
และแบคทีเรีย ซึ่งเอนไซม์ชนิดนี้เป็นเอ็กโซไกลโคซิเดสที่พบใน extracellular หรือ cell-bound  
โดยขึ้นกับระยะเวลาในการเพาะเชื้อและชนิดของสิ่งมีชีวิต ซึ่งมีขนาดประมาณ 30-60 กิโลดาลตัน 
เมื่อตรวจสอบด้วย sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) และมีค่า isoelectric point (pI) ในช่วง 3.3-7.3 โดยสามารถย่อยสลายไซโลไบโอส และ
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ไซโลโอลิโกแซคคาไรด์ได้ไซโลส ออกมาเป็นผลิตภัณฑ์ ซึ่งมีความจ าเพาะเจาะจงที่ต าแหน่ง 
terminal non-reducing glycosidic linkage ประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม์จะลดลงตาม
ความยาวของไซโลโอลิโกแซคคาไรด์ที่เพิ่มขึ้น  หรือความเข้มข้นของไซโลสที่เพิ่มมากขึ้นโดย
สามารถวัดกิจกรรมของเอนไซม์ได้จาก artificial substrates เช่น p-nitrophenyl β-D-xyloside ได้ 
p-nitrophenol ออกมาเป็นผลิตภัณฑ์ 
 
 2.  เอ็กโซไซลาเนส (1,4-β-D-xylan xylohydrolase; EC 3.2.1.37) สามารถย่อยสลาย  
ไซแลน และไซโลโอลิโกแซคคาไรด์สายยาว ทางด้านนอกของสายไปเป็นไซโลไบโอส หรือ  
ไซโลเตตระโอส โดยกิจกรรมของเอนไซม์จะลดลงเมื่อความยาวของสายไซโลโอลิโกแซคคาไรด์
ลดลง หรือถูกยับยั้งด้วยผลิตภัณฑ์ที่เพิ่มขึ้นและสามารถย่อยน้ าตาลชนิดอ่ืนๆ เช่น  
α-arabinoglucuronoxylan และ methyl-β-D-xylopyranoside ได้ 
 
 3.  เอ็นโดไซลาเนส (1,4-β-D-xylan xylohydrolase; EC 3.2.1.8) เป็นเอนไซม์ที่พบได้ใน 

พืช แบคทีเรีย และเชื้อรา มีขนาดโมเลกุลอยู่ในช่วง 11,000-85,000 ดาลตัน และค่า pI ในช่วง 

3.6-10.3 เอ็นโดไซลาเนสที่มีค่า pI ในช่วงที่เป็นกรดจะมีขนาดโมเลกุลที่ใหญ่ และเอ็นโดไซลาเนส

จะท าหน้าที่ย่อยสลายไซแลนโดยจะเข้าไปท าลายพันธะ  β-1,4-glycosidic ที่ด้านในของสาย  

โดยต าแหน่งของพันธะที่ถูกท าลายจะขึ้นกับความยาวของสาย heteroxylan degree of branch 

substituents และ subsite pattern of hydrolase ซึ่งผลิตภัณฑ์ที่ได้นั้นจะเป็นล าดับของไซโล  

โอลิโกแซ็กคาไรด์จากน้ันจะถูกเบต้าไซโลซิเดส ย่อยจนได้เป็นไซโลส โดยเอนไซม์เอ็นโดไซลาเนส

ยังแบ่งออกได้ 2 ชนิดคือ ชนิดที่ย่อยไซแลนที่มี branch chain และไม่มี branch chain 

 
 4.  อะซิติลเอสเทอเรสเป็นเอนไซม์พบได้จาก เชื้อราและแบคทีเรีย โดยเอนไซม์ชนิดนี้ท า

หน้าที่ย่อยสลายพันธะ O-acetyl residues ในส่วนที่เป็น backbone ของไซแลนใน acetylxylan  

ที่ต าแหน่ง C2 และ C3 จะได้ผลิตภัณฑ์ออกมาเป็นกรดอะซิติกและสายพอลิเมอร์ของไซโลส  

ซึ่งสามารถตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ได้โดยใช้ artificial substrate เช่น p-nitrophenyl 

acetate, 4-methylumbelliferyl acetate หรือ α-naphthyl acetate  
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 5.  อะราบิโนฟูราโนซิเดสเป็นเอนไซม์ที่ผลิตได้จากพืช แบคทีเรีย และเชื้อรา เป็น 
monomers หรือ dimeric, tetrameric และ octameric โดยมีขนาดใหญ่กว่า 495 กิโลดาลตัน 
และมีค่า pI อยู่ในช่วง 2.5-9.3 สามารถย่อยพันธะ 1,3-α-L-arabinofuranosyl และ 1,5-α-L-
arabinosyl ของ arabinoxylan ให้อะราบิโนสและสายพอลิเมอร์ของไซโลส โดยจะทดสอบ
กิจกรรมของเอนไซม์โดยใช้ artificial substrate เช่น p-nitrophenyl α-L-arabinofuranoside 
(pNPA) arabinan arabinogalactae type I และ II polymeric arabinoxylan หรือ arabinose-
substituted xylo-oligosaccharides โดยจะท าลายที่ต าแหน่ง  α-1,2-α-1,3- หรือ α-1,5- ซึ่งเชื่อม
กันกับ arabinose substitute ได้อะราบิโนส 
 

6.  กลูอูโรนิเดสผลิตได้จากแบคทีเรียและเชื้อรา โดยมีขนาดโมเลกุลประมาณ 366  
กิโลดาลตัน  และค่า pI อยู่ในช่วง 2.5 และ 3.0 โดยจะเข้าไปสลายพันธะ α-1,2 ระหว่าง  
กรดกลูคูโรนิค และไซโลส ของ 2-O-(4-methyl-α-D-glucopyranosyluronic acid) xylobiose 
หรือ larchwood xylan ให้ 4-O-methylglucuronic acid และได้ผลิตภัณฑ์เป็นไซโลส และ
สามารถตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ได้จาก thin-layer chromatography (TLC) หรือ high 
performance liquid chromatography (HPLC) หรือ gas chromatography (GC) 

 
7.  Phenolic acid esterases เป็นเอนไซม์ที่ท าหน้าที่ย่อยสลายพันธะเอสเทอร์ ระหว่าง 

arabinose side chain และ ferulic acid ในไซแลนได้ผลิตภัณฑ์ออกมาเป็น ferulic acid 
 
จากการจัดกลุ่มของเอนไซม์ไซลาเนสนี้พบว่าเอนไซม์ อะซิติลเอสเทอเรส อะราบิโนฟูราโน

ซิเดส กลูอูโรนิเดส และ  Phenolic acid esterases เป็นเอนไซม์ที่ท าหน้าที่ย่อยสลายไซแลนที่
ต าแหน่ง side chain ที่อยู่ในพืช ซึ่งภายในโครงสร้างของพืชจะมีลิกนินเป็นองค์ประกอบ ดังนั้น
เมื่อใช้เอนไซม์ไซลาเนสย่อยสลายพันธะต่างๆ จะท าให้ลิกนินหลุดออกจากโครงสร้างของไซแลน 
ดังภาพที่ 3  
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ภาพท่ี 3  โครงสร้างของพืชที่ประกอบด้วยไซแลนและเอนไซม์ที่ใช้ในการย่อยสลายไซแลน 1) endo--1,4-xylanases (EC 3.2.1.8), 2) b-xylosidase  
  (EC 3.2.1.37), 3) α-L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55), 4) α-glucuronidase (EC 3.2.1.139), 5) Feruloyl esterase (EC 3.1.1.73), 
  6) acetylxylan esterase (EC 3.1.1.72) และ 7) glucoronoyl esterase (EC ยังไม่ก าหนด) 

 
ที่มา: Evangelos et al. (2557) 
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จุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ไซลาเนส 
  

รา (fungi) 
 
 ราส่วนใหญ่จะมีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสแบบ extracellular (Eriksson 
and Winell, 1968) และเจริญได้ดีที่พีเอชต่ า ส่วนมากจะศึกษา  Trichoderma spp. และ 
Aspergillus spp.(Wong et al., 1988)  และยังมีเชื้อราสายพันธุ์อ่ืนๆอีกเช่น ยีสต์ในตระกูล 
Trichosporon และ Cryptococcus (Tan et al., 1987) ในดินส่วนใหญ่จะพบเชื้อราเป็นส่วนใหญ่ 
ซึ่งแตกต่างกันตามสภาพดิน และส่วนใหญ่เชื้อราท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ไซลาเนสได้มักจะพบใน
ดินที่มีการทับถมกันของอินทรียวัตถุ ซึ่งมีอุณหภูมิค่อนข้างสูง Charest et al. (2004) พบว่าที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จะพบเชื้อราเป็นจ านวนมากแต่เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นจะไม่พบเชื้อราเลย 
 

แบคทีเรีย (Bacteria) 
 
 แบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์ไซลาเนสส่วนใหญ่จะเป็น Bacillus spp. โดยเอนไซม์          
ไซลาเนสที่แบคทีเรียผลิตขึ้นมานี้สามารถแบ่งออกได้เป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มที่มีมวลโมเลกุลต่ ากว่า 
30 กิโลดาลตัน และ กลุ่มที่มีมวลโมเลกุลมากกว่า 30 กิโลดาลตัน ซึ่งน้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนจะ
แปรผันตามค่า pI โดยทั่วไปค่าพีเอชที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสจากแบคทีเรียมีค่าสูง
กว่าเชื้อราเล็กน้อย (Okazaki et al., 1985) และแบคทีเรียในกลุ่มนี้ยังสามารถสร้างสปอร์ได้
เช่นเดียวกับราแต่ต้องเจริญในสภาพที่ไม่มีออกซิเจน ได้แก่ Clostridium sp. (Katz and Reese, 
1968) ซึ่งในปัจจุบันการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสจากแบคทีเรียเป็นท่ีนิยมมากกว่าเนื่องจากสามารถ
ควบคุมกระบวนการผลิตได้ง่ายและมีความปลอดภัยมากกว่าเชื้อรา 
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แอคติโนมัยสีท (Actinomycetes) 
 
 แอคติโนมัยสีทเป็นแบคทีเรียที่มีการเจริญเหมือนเชื้อรา ต้องการอากาศในการเจริญสูง  
แต่มีอัตราการเจริญเติบโตได้ช้ากว่าเชื้อราและแบคทีเรีย แอคติโนมัยสีทเจริญได้ดีที่พีเอชเป็นกลาง 
และอุณหภูมิ 65-75 องศาเซลเซียส (Tuomela et al., 2000) เชื้อแอคติโนมัยสีทมีความสามารถใน
การย่อยสลายอินทรียสาร เช่น เซลลูโลส ลิกนิน และไคติน รวมถึงโปรตีนต่างๆ ที่อยู่ในกองปุ๋ยหมัก 
อีกทั้งยังสามารถสร้างสารปฏิชีวนะ เพื่อท าลายเชื้อโรคในพืช และรวมถึงสภาพแวดล้อมในกองปุ๋ย
หมักที่อุณหภูมิสูง จึงส่งผลดีต่อการท าลายเชื้อแบคทีเรียที่ก่อโรค  และท าลายไข่ของแมลงศัตรูพืช
ได้อีกด้วย (Jan and Chen, 2003) 
 
ตารางท่ี 2  จุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเอนไซม์ไซลาเนส 
 

ชนิด สายพันธุ์จุลินทรีย์ ที่มา 
แบคทีเรีย Aeromonas caviae Kubata et al., 1995 

 Bacillus alcalophilus* Rius and Loren, 1998 
 Bacillus polymyxa* Morales et al., 1993 
 Bacillus circulans* Qureshy et al., 2000 
 Bacillus fermus* Tseng et al., 2002 
 Bacillus subtilis Sa-Pereira et al., 2002 
 Cellulomonas fimi Stalbrand et al., 1998 
 Cellulomonos pachnodae Cazemier et al., 1999 
 Clostidium sp. Alexander, 1997 
 Corynebacterium sp. Alexander, 1997 
 Cytophange sp. Alexander, 1997 
 Erwinia Chrysanthemi Hurlbert and Preston, 2001 
 Polyangium sp. Alexander, 1977 
 Pseudomonas sp. Alexander, 1977 
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ตารางท่ี 2  (ต่อ) 
 

ชนิด สายพันธุ์จุลินทรีย์ ที่มา 
แบคทีเรีย Sporocytophage sp. Alexander, 1977 

 Thermotoga maritime Winterhalter and Liebl, 1995 
 Thermoanaerobacterium sp. Shao et al., 1995 
 Vibrio sp. Alexander, 1977 

รา Aureobasidium pullulans Li et al., 2000 
 Aspergillus niger Zhao et al., 2002 
 Aspergillus fischeri* Chandra and Chandra, 1995 
 Acrophialophora nainiana Salles et al., 2000 
 Chaetomium thermophile Ganji et al., 1989 
 Cephalosporium sp.* Kang et al., 1996 
 Fusarium oxysporum* Kang et al., 1996 

 Penicillium sp. Godfrey et al.,1996 

 Thermomyces lanuginosus Singh et al., 2000 

 Talaromyces sp. Godfrey et al., 1996 
แอคติโนมัยสีท Micromonospora sp. Alexander, 1977 

 Nocardia sp. Alexander, 1977 
 Streptomyces sp. Beg et al., 2000 
 Streptomyces lividans Ducros et al., 2000 
 Thermoactinomyces sp. Alexander, 1977 
 Thermomonospora curvata Alexander, 1977 

 
หมายเหตุ: (*) จุลินทรีย์ที่ชอบด่าง 
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สภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไซลาเนส 
 

1.  อาหาร 
 
1.1  แหล่งคาร์บอน 

 
ในการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสสามารถใช้วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรมาเป็นแหล่ง

คาร์บอนทดแทนการใช้ไซแลน เช่น ข้าวฟ่าง ร าข้าวสาลี เปลือกข้าวโพด แกลบ ซังข้าวโพด และ 
ขี้เลื่อย  เป็นต้น ซึ่งแต่ละปีประเทศไทยมีวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรเป็นจ านวนมาก  ดังแสดงใน
ตารางที ่3 ซึ่งมีองค์ประกอบของ เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ซึ่งล้วนแต่เป็นแหล่งคาร์บอน
ที่ส าคัญ จึงสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆได้มากมาย เช่น โรงงานกระดาษ 
(Ander, 1994) โรงงานอาหารสัตว์ (Gilbert and Hazlewood, 1993) อุตสาหกรรมอาหารและ
เครื่องดื่ม (Suurnakki et al., 1997) และโรงงานทอผ้า (Godfrey and West, 1996) 
 
ตารางท่ี 3  ปริมาณวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 
 

ชนิด วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 
ปริมาณวัสดุเหลือทิ้งทาง

การเกษตร (ตัน) 
ข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ ต้นและใบ 21,120.59 

 ซังและเปลือก 4,508.89 
ถั่วลิสง เปลือก 265.92 
ถั่วเหลือง ต้นและใบ 54 

มันส าปะหลังโรงงาน ต้นและใบ 920.97 
 เหง้า 1,227.96 

อ้อยโรงงาน ยอด 2,484 
 ชานอ้อย 3,726 

ข้าว แกลบ 6,518.66 
 ฟางข้าว 33,726.98 

ล าใย กิ่งและก้าน 153 

 เปลือกและเมล็ด 79.56 
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ตารางท่ี 3  (ต่อ) 
 

ชนิด วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 
ปริมาณวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร  

(ตัน) 

กาแฟ เปลือกและกะลา 36 

ยางพารา กิ่งและก้าน 318 

 อ่ืนๆ 165.36 

 
ที่มา: กรมพัฒนาพลังงานทดแทนและอนุรักษณ์พลังงาน (2544) 
 

ดุษณี (2549) พบว่าเมื่อมีการเลี้ยงเชื้อ Fusarium moniliforme TISTR 3175 
โดยน าฟางข้าวมาเป็นแหล่งคาร์บอนจะสามารถผลิตเอนไซม์ไซลาเนสได้สูงสุดในวันที่ 3 เท่ากับ 
236 ยูนิตต่อกรัมสับสเตรท  ต่อมา Leartslarus et al. (2002) ได้ท าการศึกษาการผลิตเอนไซม์  
ไซลาเนสโดยใช้ ชานอ้อย ซังข้าวโพด เปลือกข้าวโพด และร าข้าว พบว่า Bacillus firmus K-1 
สามารถใช้เปลือกข้าวโพดได้ดีที่สุด  Hemlata et al. (2011) ได้ท าการเลี้ยงเชื้อ Streptomyces 
rameus โดยใช้ชานอ้อย ร าข้าว ร าข้าวสาลี และซังข้าวโพด 1 เปอร์เซ็นต์แทนการเติมไซแลนพบว่า 
เมื่อเลี้ยงด้วยชานอ้อย จะให้กิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสสูงที่สุดเท่ากับ 185 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
และในซังข้าวโพดน้อยที่สุดเท่ากับ 64 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  
 
 1.2  แหล่งไนโตรเจน 
  

แหล่งไนโตรเจนถือว่าเป็นแหล่งอาหารท่ีส าคัญต่อการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ 
รวมถึงการผลิตเอนไซม์ไซลาเนส ไม่ว่าจะเป็น peptone, yeast extract, tryptone และ beef 
extract เป็นต้น ซึ่ง Gessesse and Mamo (1999) ได้ท าการศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจน พบว่า
เมื่อท าการเลี้ยง Bacillus sp. AR-009 บนอาหารท่ีเติม yeast extract จะให้ค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์ไซลาเนสสูงที่สุด รองลงมาคือ tryptone และ peptone ต่อมา Shah et al. (1999)  
ได้มีการใช้ soy bean milk เป็นแหล่งไนโตรเจน พบว่ามีกิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสสูงกว่าการ
ใช้  yeast extract  
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แหล่งไนโตรเจนอื่นๆที่นิยมใช้คือ แอมโมเนียมไนเตรท ยูเรีย แอมโมเนียมซัลเฟต 
และโซเดียมไนเตรท ซึ่งเมื่อท าการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสจากเชื้อ Bacillus firmus K-1 พบว่า ยูเรีย
จะให้กิจกรรมของไซลาเนสมากท่ีสุดเท่ากับ 1.60 ยูนิตต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือ แอมโมเนียม  
ไนเตรท แอมโมเนียมซัลเฟต โซเดียมไนเตรท และโพแทสเซียมไนเตรทตามล าดับ (Leartslarus  
et al., 2002) แต่เมื่อน าไปเลี้ยง โดยเชื้อ Aspergillus niger USM A1 พบว่า มีการใช้โซเดียม  
ไนเตรท ในการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสได้มากที่สุดเท่ากับ 34 ยูนิตต่อกรัม รองลงมาคือยูเรีย  
ยีสต์สกัด เปปโตน แอมโมเนียมซัลเฟต และแอมโมเนียมไนเตรท ตามล าดับ (Pang and Ibrahim, 
2005)  

 
2.   อุณหภูมิ 
 

จุลินทรีย์ชนิดต่างๆจะมีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญและผลิตเอนไซม์ที่แตกต่ากัน 
ดังนั้นการควบคุมอุณหภูมิให้คงที่นั้นถือว่าเป็นปัจจัยที่ส าคัญอย่างหนึ่ง Hemlata et al. (2011) ได้
ท าการเลี้ยงเชื้อ Streptomyces rameus ที่อุณหภูมิต่างๆพบว่า เชื้อ Streptomyces rameus 
สามารถผลิตเอนไซม์ไซลาเนสได้ในช่วงอุณหภูมิ 30-50 องศาเซลเซียส แต่จะให้กิจกรรมของ
เอนไซม์ไซลาเนสมากท่ีสุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นกิจกรรมของ
เอนไซม์ไซลาเนสจะมีค่าลดลง 

 
Kulkarni and Rao (1996) ได้ศึกษาการผลิตเอนไซม์ไซลาเนส  จาก Bacillus sp. 

NCIM59 โดยใช้ชานอ้อยเป็นแหล่งอาหารพบว่าเชื้อ Bacillus sp. NCIM59 สามารถสร้างเอนไซม์
ไซลาเนสได้ดีที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส แต่ในทางกลับกัน Shah et al. (1999); Sa-Pereira et 
al. (2002); Heck et al. (2005) พบว่าอุณหภูมิที่เหมาะสมของ Bacillus sp. ในการผลิตเอนไซม์ 
ไซลาเนสคือ 60 องศาเซลเซียส และเมื่อเพิ่มอุณหภูมิให้สูงกว่านี้กิจกรรมของไซลาเนสจะลดลง ใน
เชื้อ Bacillus polymyxa สายพันธุ์ CECT153 และ CECT6319T จะผลิตเอนไซม์ไซนาเนสได้ดีที่
อุณหภูมิที่แตกต่างกันคือ สายพันธุ์ CECT153 ผลิตเอนไซม์ไซลาเนสได้ดีที่อุณหภูมิ 40 องศา-
เซลเซียส และ CECT6319T ผลิตเอนไซม์ไซลาเนสได้ดีที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
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3.   พีเอช 
 

Hemlata et al. (2011) ได้ท าการศึกษาพีเอชที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิต
เอนไซม์ไซลาเนสของเชื้อ Streptomyces rameus พบว่า ท่ีพีเอช 4.0 เชื้อเริ่มมีการสร้างเอนไซม์  
ไซลาเนส  และมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสเพิ่มขึ้นเรื่อยๆจนถึงที่พีเอช 8.5 เป็นพีเอชที่มี
กิจกรรมของเอนไซม์สูงที่สุด  และ สัญทัศน์ ( 2554) ได้ท าการทดลองเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis 
AH73 โดยปรับพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 5.0 บ่มบนเครื่องเขย่าความเร็ว 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 45 
องศาเซลเซียสพบว่าที่เวลา 12 ชั่วโมง  เชื้อ Bacillus subtilis AH73 ให้กิจกรรมของเอนไซม์  
ไซลาเนสสูงที่สุดเท่ากับ 0.99 ยูนิตต่อมิลลิลิตร รวมถึง  Silva et al. (2005) ได้ท าการหาสภาวะ
ของพีเอชที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสของเชื้อ Thermoascus aurantlacus พบว่าที่ 
พีเอช 5.0 เป็นพีเอชที่เหมาะสมต่อการผลิตไซลาเนส 
 
ประโยชน์ของเอนไซม์ไซลาเนสในอุตสาหกรรม  
 

เอนไซม์ไซลาเนสเป็นเอนไซม์ที่มีศักยภาพในการน าไปพัฒนาเพื่อใช้ในงานด้ านเทคโนโลยี 
ชีวภาพได้หลายประเภท โดยส่วนใหญ่ไซลาเนสจะถูกน าไปใช้มากในอุตสาหกรรมที่เกี่ยวข้องกับ
วัสดุทางการเกษตร  เช่น อุตสาหกรรมเยื่อและกระดาษ อุตสาหกรรมอาหาร และใช้ในการบ าบัด
น้ าเสียจากอุตสาหกรรมทอผ้า เป็นต้น โดยการน าไปใช้งานนั้นมีวัตถุประสงค์เพื่อปรับปรุงคุณภาพ
ของผลิตภัณฑ์ให้สูงขึ้น การเพิ่มคุณค่าทางโภชนาการ หรือการลดปริมาณของเสียที่ปล่อยออก
จากโรงงาน ซึ่งได้รับความสนใจเป็นอย่างมาก เนื่องจากเป็นสิ่งที่ได้จากธรรมชาติและไม่ก่อให้เกิด
ความเป็นพิษกับสิ่งแวดล้อม รวมถึงไม่มีปฏิกิริยารุนแรง จึงมีการพัฒนาอย่างต่อเนื่องเพื่อให้
สามารถน าไปใช้ได้จริงในอุตสาหกรรม และเกิดประโยชน์สูงสุด (สัญทัศน,์ 2554) 
 

1.  อุตสาหกรรมเบเกอรี่ เช่นในแป้งโด  (dough) ที่ใช้ส าหรับท าขนมปังและขนมอบมี 
ส่วนประกอบของโปรตีนที่รวมตัวกันเป็นร่างแหซึ่งเรียกว่ากลูเตน ( gluten) ซึ่งโครงสร้างของกลูเตน
ที่รวมตัวกันอย่างเป็นระเบียบจะมีผลอย่างมากต่อลักษณะปรากฏและคุณภาพของขนมปัง ท าให้
ขนมปังขึ้นฟูเนื้อสัมผัสดีและไม่กระด้าง แต่ในปัจจุบันมีการน าเอนไซม์หลายชนิดมาใช้ทดแทน
สารเคมีจ าพวก bromates และ azodicarbonamide ในการเพิ่มคุณภาพของกลูเตน เช่น เอนไซม์ 
Alpha-amylase, Xylanase และ Glucose oxidase จะท าหน้าที่ย่อยแป้งในโดให้เป็นน้ าตาล
เดกซ์ทรินและยีสต์  จะท าการเปลี่ยนน้ าตาลเดกซ์ทรินให้เป็นก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์และ  
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แอลกอฮอล์โดยกลูเตนจะท าหน้าที่กักเก็บก๊าซที่ได้จากยีสต์ท าให้โดสามารถขึ้นฟูได้ดี  (proofing 
and baking)  

 
2.  อุตสาหกรรมผลิตเอทานอล ในกระบวนการผลิตเอทานอลทั่วไปส่วนใหญ่จะใช้กรดใน

การย่อยสลายวัสดุเหลือทิ้งเหล่านี้ หรือใช้ความร้อนสูงร่วมด้วย ในกระบวนการย่อยสลายเพื่อให้ได้
ผลิตภัณฑ์ออกมาเป็นน้ าตาลรีดิวซ์ (Morjanoff and Gray, 1987) ซึ่งจะมีสารประกอบฟีนอล 
(phenolic compound) เกิดขึ้น โดยฟีนอลจะมีผลต่อการยับย้ังการเจริญของยีสต์ ดังนั้นจึงต้องมี
การก าจัด ฟีนอลออกไป โดยใช้เอนไซม์ฟีโนโลซิเดสแลคเคส (phenoloxidase laccase) การใช้ 
เรซิ่น และการใช้ถ่านกัมมันต์ (activated carbon)  จากน้ันจึงน าด่างมาใช้ในการปรับพีเอชให้มีค่า
เท่ากับ 7 เพื่อให้เหมาะสมกับการเจริญของยีสต์ (Watson et al., 1984) แต่เมื่อมีการน าเอนไซม์
มาประยุกต์ใช้ในกระบวนการย่อยสลายวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร เช่น ชานอ้อย โดยมี
องค์ประกอบเป็นไซแลนและเซลลูโลส ภายหลังจากการย่อยจะได้ผลิตภัณฑ์เป็นน้ าตาลไซโลส 
และน้ าตาลกลูโคส ตามล าดับ แล้วจึงใช้ยีสต์หมักน้ าตาลที่ได้เปลี่ยนเป็นเอทานอล (Puls, 1993) 
ซึ่งเป็นข้อได้เปรียบในการผลิตเอทานอลคือสามารถลดขั้นตอนการก าจัดฟีนอลและการปรับพีเอช
ให้เหมาะสมกับการเจริญของยีสต์ 

 
3.  อุตสาหกรรมอาหารสัตว์จะน าเอนไซม์ไซลาเนสมาช่วยในการย่อยสารอาหารอ่ืนๆ  

ที่ไม่ใช่แป้งและโปรตีน เช่น สัตว์กระเพาะเดี่ยว ( Monogastric animals) เช่น สัตว์ปีก และ  
สุกร เป็นกลุ่มที่ต้องการการเสริมเอนไซม์ลงไปในอาหารมากที่สุด  เนื่องจากสัตว์เหล่านี้ไม่มี
กระเพาะหมักในทางเดินอาหารส่วนต้น จึงไม่มีจุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์มาช่วยย่อยอาหาร  ซึ่ง
เอนไซม์ที่ใช้ย่อยอาหารท่ีสัตว์กระเพาะเดี่ยวผลิตได้เองนั้นมีเพียงไม่กี่ชนิด  เช่น อะมัยเลส 
(Amylase) ส าหรับย่อยแป้ง และโปรติเอส ( Proteases) ส าหรับย่อยโปรตีน แต่ในขณะที่วัตถุดิบ
อาหารสัตว์นั้นมีสารอาหารอ่ืนเช่น ในกากถั่วเหลือง ร าข้าว ข้าวโพด  และข้าวบาร์เล่ย์ มีพอลิ
แซ็กคาไรด์ที่มีชื่อว่า เบต้า-แมนแนน ( β-mannan) ไซแลน (Xylan) เบต้า-กลูแคน (β-glucan) และ
เซลลูโลสเป็นองค์ประกอบในปริมาณที่มาก   ดังนั้นหากเราเติมเอนไซม์ย่อยพอลิแซ็กคาไรด์  
เหล่านี้ลงไปในอาหารสัตว์  ก็จะช่วยย่อยพอลิแซ็กคาไรด์ให้กลายเป็นน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวให้สัตว์
ดูดซึมไป  ใช้เป็นพลังงานในการด ารงชีวิตได้  เอนไซม์ที่นิยมเติมลงไปได้แก่ β-mannanase, 
xylanase, β-glucanase และ cellulase (Gilbert and Hazlewood, 1993)  
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4.  อุตสาหกรรมเคร่ืองดื่มและน้ าผลไม้  ในการบดหรือสกัดน้ าผลไม้เพื่อผลิตเครื่องดื่ม
และน้ าผลไม้นั้นจะมีเพคติน ( pectin) ซึ่งเป็นพอลิเมอร์ของคาร์โบไฮเดรทที่อยู่ในเซลล์ของพืช
แขวนลอยอยู ่ท าให้น้ าผลไม้ขุ่นและมีลักษณะปรากฏที่ไม่ดี จึงมีการน าเอนไซม์ในกลุ่ม pectolytic 
enzyme ได้แก่ Polygalacturonase, Pectinesterase, Pectinlyase และ Hemicellulase มาใช้ใน
การปรับปรุงคุณภาพของน้ าผลไม้ให้ดีขึ้น เนื่องจากเอนไซม์สามารถเร่งปฏิกิริยาได้ที่อุณหภูมิที่ไม่
สูงมาก (โดยประมาณต่ ากว่า 40 องศาเซลเซียส  ซึ่งเป็นอุณหภูมิที่ใช้ในการผลิตน้ าผลไม้)  และ
ส่วนมากจะท างานได้ดีที่ช่วงพีเอช 4.0-6.0 (พีเอชที่เกิดจากกรดของผลไม้)  เพื่อก าจัดเพคตินที่
แขวนลอยอยู่ในน้ าผลไม้ ท าให้เพคตินเปลี่ยนสภาพไปเป็นน้ าตาลและสามารถละลาย  น้ าได้ดี น้ า
ผลไม้จึงใสขึ้น (clarification) โดยประโยชน์ของเอนไซม์ไซลาเนสในอุตสาหกรรมน้ าผลไม้คือจะไม่
ท าให้ สี หรือ วิตามินของผลไม้เกิดการสูญเสียไป (Suurnakki et al., 1997) 
 
 5.  อุตสาหกรรมทอผ้า ในกระบวนการทอผ้า จะมีน้ าเสียที่ออกมาจากกระบวนการทอผ้า 
ท าให้เมื่อปล่อยน้ าเสียลงสู่แม่น้ าล าคลองจะท าให้เป็นมลพิษต่อสิ่งแวดล้อม ดังนั้นจึงมีการใช้
เอนไซม์ไซลาเนสมาช่วยในการบ าบัดน้ าเสียก่อนการปล่อยลงสู่แม่น้ าล าคลอง ซึ่งเกิดประโยชน์
หลายด้าน ไม่ว่าจะเป็นต้นทุนในการบ าบัดน้ าเสียเนื่องจากการบ าบัดด้วยเอนไซม์จะมีต้นทุนที่ต่ า
กว่าการบ าบัดด้วยกระบวนการทางเคมี (Tanticharoen and Cheevadhanarak, 1984) 
 

6. อุตสาหกรรมกระดาษ  ในโรงงานกระดาษจะมีการน าเอนไซม์ไซลาเนสไปใช้ในขั้นตอน
การล้างเยื่อคราฟท์ (brown stock washing) ซึ่งเป็นเยื่อกระดาษเริ่มต้นที่ได้จากการย่อย และ  
สกัดเยื่อกระดาษจากเนื้อไม้ โดยมีลักษณะเหนียวและมีสีคล้ าจากลิกนิน ดังนั้น วัตถุประสงค์ของ
การล้างเยื่อคราฟท์คือ  ต้องการไล่ลิกนิกออกจากเย่ือกระดาษให้มากที่สุด ก่อนที่จะป้อน  
เยื่อคราฟท์เข้าสู่ขั้นตอนการฟอกเยื่อกระดาษ ในขั้นตอนนี้ ได้น าเอนไซม์ xylanase มาใช้แทนการ
ล้างด้วยน้ าเพียงอย่างเดียว โดยเอนไซม์ xylanase จะท าหน้าที่ย่อยไซแลน ( xylan) ในโครงสร้าง 
เฮมิเซลลูโลสที่ผนึกรวมอยู่กับลิกนิน ท าให้ลิกนินหลุดล่อนจากเยื่อคราฟท์ง่ายขึ้น  ซึ่งช่วยลด
ปริมาณการใช้น้ าในการล้างเยื่อคราฟท์ และที่ส าคัญ คือ ลดปริมาณสารคลอรีนท่ีใช้ในขั้นตอนการ
ฟอกเยื่อคราฟท์ได้ถึง 20-25 เปอร์เซ็นต์ จึงน าไปสู่การลดปริมาณสารเคมีที่ออกจากกระบวนการ
ฟอกย้อมด้วย จึงเรียกกรรมวิธีนี้ว่า  “Bleach Boosting” หมายความว่า ช่วยให้การฟอกเยื่อ
กระดาษง่ายขึ้นน่ันเอง  
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ในปี 2544 พเยาว์ พบว่าเอนไซม์ไซลาเนสมีผลต่อปริมาณคลอรีนไดออกไซด์ที่ใช้ในการ
ฟอกสี โดยเยื่อชานอ้อยที่ผ่านการย่อยสลายด้วย crude xylanase สามารถประหยัด  คลอรีนได-
ออกไซด์ได้ถึง 69 เปอร์เซ็นต์ ส่วนยูคาลิปตัสประหยัดได้ 20 เปอร์เซ็นต์ นอกจากน้ียังพบว่า
สามารถย่นระยะเวลาในการฟอกสีได้ 50 เปอร์เซ็นต์ คือจากระยะเวลาในการฟอกสี 2 ชั่วโมง 
เหลือเพียง 1 ชั่วโมง โดยที่เยื่อกระดาษยังคงมีค่า  brightness เท่ากับเยื่อกระดาษที่ไม่ผ่านการ
ย่อยสลายด้วยเอ็นไซม์  รวมถึงเยื่อกระดาษที่ผ่านการย่อยด้วย crude xylanase เมื่อน ามาฟอกสี
จะส่งผลดีต่อคุณสมบัติด้านความแข็งแรงของกระดาษ โดยพบว่า  burst index, tear index และ 
tensile index มีค่าสูงขึ้น 

 
โดยสารเคมีที่นิยมใช้ในกระบวนการผลิตกระดาษเช่น คลอ รีน (C) คลอรีนไดออกไซด์ (D) 

และโซเดียมไฮดรอกไซด์ (E) โดยในกระบวนการผลิตจะประกอบด้วย 5 ขั้นตอน ซึ่งจะมีชื่อเรียก
ตามสารเคมีที่ใช้ฟอก และขั้นตอนการฟอกจะเรียงล าดับตามอักษรที่ใช้เรียก เช่น การฟอกแบบ  
CEDED 

 
ตารางท่ี 4  กระบวนการฟอกสีเยื่อกระดาษด้วยสารเคมี 
 

สารเคมี สัญลักษณ์ ขั้นตอนการฟอก 
Chlorine C Chlorination 

Sodium hydroxide E Extraction 

Calcium hypochlorite H Hypochlorite 

Chlorine dioxide D Chlorine dioxide 
Hydrogen peroxide P Peroxide 

Oxygen O Oxygen 

Ozone Z Ozone 
Acid A Acid 

 
ที่มา: Chesterton (2011) 
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ภาพท่ี 4  กระบวนการฟอกสีเยื่อกระดาษด้วยสารเคมี  
 
ที่มา: Chesterton (2011) 
 

โดยสารเคมีที่ใช้จะเรียงล าดับดังนี้ CEDED หรือ DEDED ซึ่งสารเคมีต่างๆที่ใช้เหล่านี้ เมื่อ
เสร็จสิ้นกระบวนการจะเกิดสารพิษของ สารประกอบคลอไรด์ (chloride) ออกสู่ธรรมชาติ (Viikari 
et al., 1986)  
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อุปกรณ์และวิธีการ 
 

อุปกรณ์ 
 

อุปกรณ์และเครื่องมือ 
 
  1  ตู้เขี่ยเชื้อ (microflow biological safety cabinet) 
  2  ตู้บ่มเชื้อที่มีการควบคุมอุณหภูมิ (low temperature incubator) 
  3  เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) 
  4  เครื่องชั่งละเอียด 4 ต าแหน่ง 

5  หม้อนึ่งความดันไอ (autoclave) 
6  อ่างควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 
7  เครื่องวัดพีเอช (pH meter) 
8  ไมโครปิเปต (micropipette) P20, P200, P1,000 

  9  เครื่องเขย่าเชื้อที่มีการควบคุมอุณหภูมิ  (shaking incubator รุ่น vision: vs-8480 SFN, 
Scientific Co., LTD) 

10  เครื่องหมุนเหวี่ยง (centrifuge) 
11  เครื่องผสมสารละลาย (vortex mixer) 
12  เครื่องแก้วพร้อมอุปกรณ์ต่างๆในการท าวิจัย 
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วิธีการ 
 

1.  การคัดแยกแอคติโนมัยสีทที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไซลาเนส  
 

เก็บตัวอย่างน้ าเสียจาก  บริษัท เอสซีจีเปเปอร์ จ ากัด (มหาชน) อ าเภอบ้านโป่ง จังหวัด
ราชบุรี ท าการเจือจางในสารละลาย NaCl 0.85 เปอร์เซ็นต์ (normal saline)ให้เหมาะสม จากน้ัน
น าตัวอย่างมา 0.1 มิลลิลิตร  มาเกลี่ยลงบนอาหาร Berg’s medium ที่มีไซแลน 0.5 เปอร์เซ็นต์
เป็นสับสเตรท น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 3 วัน  คัดเลือกโคโลนีของแอคติโนมัย
สีท ที่สามารถย่อยไซแลนได้  สังเกตได้จากบริเวณใสรอบโคโลนี (clear zone) น าโคโลนีที่สร้าง
บริเวณใสมาลากลงบนอาหาร Berg’s medium บ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 3 วัน 
เพื่อให้ได้เชื้อที่บริสุทธิ์แล้วน ามาจุดลงบนอาหาร  Berg’s medium ด้วยวิธี agar spot บ่มที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 3 วัน จากนั้นน าเพลทที่เกิดบริเวณส่วนใสรอบโคโลนีมาย้อมสี
ด้วยคองโกเรด 1 เปอร์เซ็นต์ (1%congo red) ท าการวัดและบันทึกอัตราส่วนของบริเวณส่วนใสต่อ
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนี (Hydrolytic capacity, HC)(Wen-Jing, 2005) 

 
ค่า HC  =  เส้นผ่านศูนย์กลางโซนใสรอบโคโลนี (เซนติเมตร) 

                         เสน้ผา่นศูนย์กลางโคโลน ี(เซนติเมตร) 
 
2.  ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยการย้อมสีแกรมแอคติโนมัยสีท 
 

น าโคโลนีบริสุทธิ์ที่ได้จากข้อ 1 มาท าการจัด กลุ่มแอคติโนมัยสีทโดยการ ย้อมสีแกรม  
จากนั้นน าไปตรวจดูลักษณะทางสัณฐานวิทยา ด้วยกล้องจุลทรรศน์ และท าการจัดกลุ่มแอคติโน
มัยสีทโดยสังเกตจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่แตกต่างกัน 
 
3.  จัดกลุ่มแอคติโนมัยสีท โดยใช้อาหาร ISP2 และ ISP3  
 
 น าแต่ละโคโลนีบริสุทธิ์ที่ได้จากข้อ 1 มาลากลงบนอาหารแข็งส าหรับบ่งบอกคุณสมบัติ
ของแอคติโนมัยสีทตามมาตรฐาน ISP (International Streptomyces Project) คือ ISP2 และ 
ISP3 (Shirling and Gottlieb, 1966) ซึ่งเป็นการศึกษาลักษณะเส้นสายของสปอร์ โดยน าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 3 วัน ท าการจัดกลุ่มของแอคติโนมัยสีทโดยสังเกตลักษณะของ
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ผิวหน้าโคโลนี ขนาดของโคโลนี การสร้างเม็ดสีและสีสปอร์ รวมถึงความสามารถในการผลิตเม็ด  
สีรงควัตถุของแอคติโนมัยสีทในอาหารแข็ง  
 
4.  การคัดเลือกแอคติโนมัยสีทท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสได้สูง 
 
 น าเชื้อแอคติโนมัยสีทบริสุทธิ์ที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไซลาเนส ถ่ายลงใน
อาหาร ISP2 ที่มีไซแลนและเซลลูโลสเป็นสับสเตรท เพื่อวิเคราะห์หากิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนส
และเซลลูเลส ตามล าดับ โดย พีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 7 ปริมาณ 5 มิลลิลิตร บ่มที่ 50 องศาเซลเซียส 
บนเครื่องเขย่าความเร็ว 250 รอบต่อนาที นาน  18-24 ชั่วโมง จากนั้นถ่ายลงในอาหารชนิดเดิม
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  
บนเครื่องเขย่าความเร็ว 250 รอบต่อนาที นาน 5 วัน จากนั้น น าไปป่ันเหวี่ยงที่ 10,000 รอบต่อ
นาที นาน 15 นาที เพื่อเก็บ crude enzyme โดยเก็บเฉพาะส่วนใส หรือ supernatant มาวิเคราะห์
หากิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนส และเซลลูเลส  (ภาคผนวกที่ ข 2) จากปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่
เกิดขึ้นด้วยวิธี DNS (Dinitrosalicylic acid) (Miller, 1959) 
   
 เปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนส และเซลลูเลส จากไอโซเลทต่างๆ โดยคัดเลือก  
ไอโซเลทที่มีกิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสสูงที่สุด และกิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสต่ าที่สุด 
  
5.  ตรวจสอบทางพันธุศาสตร์โมเลกุลโดยหาล าดับเบสของยีน 16S rDNA 
 
 น าแอคติโนมัยสีทที่ผ่านการคัดแยกมาท าการสกัดดีเอ็นเอ และเพิ่มปริมาณยีน   
16S rDNA ด้วยไพร์เมอร์คู่ที่จ าเพาะต่อบริเวณอนุรักษ์ของยีน  โดยใช้เทคนิค PCR  (polymerase 
chain reaction) น าผลที่ได้ไปวิเคราะห์ด้วยวิธีอิเล็กโทรฟอรีซีส โดยน าเจลไปแช่ในสารละลาย  
เอธิเดียมโบร์ไมด์ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นาน  5-10 นาที ตรวจสอบด้วยเครื่อง 
UV-transilluminator ภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต  เปรียบเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb 
ladder จากนั้นท าการหาล าดับเบสยีน 16S rDNA ด้านปลาย 5’ โดยน าชิ้นดีเอ็นเอที่ผ่านขั้นตอน
ท าบริสุทธิ์ ไปหาล าดับเบสโดยตรง (direct sequencing) ด้วยเครื่อง ABI PRISMTM 310 
Genetic Analyzer ที่คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตบางเขน 
กรุงเทพมหานคร จากน้ันน าข้อมูลล าดับเบสของยีน 16S rDNA ด้านปลาย 5’ ของแอคติโนมัยสีท
มาเปรียบเทียบกับข้อมูลยีน 16S rDNA ของสิ่งมีชีวิตทั้งหมดที่มีอยู่ในฐานข้อมูลของ GenBank, 
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EMBL และ DDBL โดยใช้โปรแกรม Blastn (Basic Local Alignment Search Tool) ท่ี 
http://www.ncbi.nlm.nil.gov 
 
6.  ศึกษาชนิดและปริมาณของแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนท่ีเหมาะสมในการผลิต 

เอนไซม์ไซลาเนส 
 
 6.1  ศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไซลาเนส 

 
 ศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไซลาเนส โดยเตรียม
อาหาร ISP2 ปริมาณ 50 มิลลิลิตร โดยเติมแหล่งคาร์บอนคือ แกลบ ไซแลน เปลือกข้าวโพด  
ซังข้าวโพด และฟางข้าว ให้มีความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ บรรจุในฟลาสก์ 250 มิลลิลิตร จากนั้น
ท าการเติมกล้าเชื้อลงไปปริมาณ 5 เปอร์เซ็นต์  บ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่า 
250 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างทุกวันจนครบ 5 วัน น ามาวิเคราะห์หากิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนส  

 
6.2  ศึกษาปริมาณของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไซลาเนส 
 

        การศึกษาปริมาณของแหล่งคาร์บอนท าได้โดย เลือกชนิดของแหล่งคาร์บอนที่
เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไซลาเนส โดยหาปริมาณที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไซลาเนส  
ซึ่งแปรผันความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน เท่ากับ 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 
จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่า 250 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างทุกวัน
จนครบ 5 วัน น ามาวิเคราะห์หากิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนส 
 
 6.3  ศึกษาปริมาณของแหล่งไนโตรเจนต่อการผลิตเอนไซม์ไซลาเนส 

 
       ศึกษาแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไซลาเนส โดยเตรียมอาหาร 

ISP2 ปริมาณ 50 มิลลิลิตร โดยใช้แหล่งไนโตรเจนคือ  baker yeast, peptone, beef extract  
และกากถั่วเหลือง   ทดแทน yeast extract และท าการแปรผันความเข้มข้น  0.4, 0.8, 1.2 และ 1.6 
เปอร์เซ็นต์  ตามล าดับ บรรจุในฟลาสก์ 250 มิลลิลิตร จากนั้นท าการเติมกล้าเชื้อลงไป  5 
เปอร์เซ็นต์  บ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่า 250 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างทุกวัน
จนครบ 5 วัน น ามาวิเคราะห์หากิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนส  
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7.  ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการท างานเอนไซม์ไซลาเนส 
  

7.1  พีเอช 
 
       ในการ ศึกษาการท างานของเอนไซม์นั้นเราจะศึกษาพีเอชในระบบ Sorensen โดย

ศึกษาช่วงของพีเอชที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์ไซลาเนส โดยแปรผันค่าพีเอชเท่ากับ  
3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0, 11.0 และ12.0 ตามล าดับ โดยใช้สารละลาย  Na-Citrate-
HCl บัฟเฟอร์ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ในการปรับพีเอชในช่วง  3.0-5.0 และใช้สารละลาย 
Phosphate บัฟเฟอร์ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ในการปรับพีเอชในช่วง 6.0-8.0  และใช้
สารละลาย Glycine-NaOH บัฟเฟอร์ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ในการปรับพีเอชในช่วง  
9.0-12.0 จากนั้นน าไปวัดกิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส โดยใช้  
ไซแลน 1 เปอร์เซ็นต์เป็นสับสเตรท 

 
7.2  อุณหภูมิ 
 
       ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์ไซลาเนส โดยใช้พีเอชที่ให้ค่า

กิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสสูงที่สุด และวัดกิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสที่ อุณหภูมิ 30, 40, 50, 
60, 70, 80 และ 90 องศาเซลเซียส ตามล าดับ  

 
8.  ศึกษาความเสถียรต่อเอนไซม์ไซลาเนส 
  
 8.1  พีเอช 
 
 น าเอนไซม์ไซลาเนสที่ได้มาท าการศึกษาความเสถียร โดยน าไปบ่มในพีเอช ต้ังแต่ 3.0 
ถึง 12.0 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง โดยเตรียมสารละลาย  Na-Citrate-HCl 
บัฟเฟอร์ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ในการปรับพีเอชในช่วง 3.0-5.0 ใช้สารละลาย Phosphate 
บัฟเฟอร์ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ในการปรับพีเอชในช่วง 6.0-8.0 และใช้สารละลาย Glycine-
NaOH บัฟเฟอร์ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ในการปรับพีเอชในช่วง 9.0 ถึง 12.0 จากน้ันน าไป 
วัดกิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสโดยใช้พีเอชและอุณหภูมิที่เหมาะสม  
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8.2  อุณหภูมิ 
 

 น าเอนไซม์ไซลาเนสที่ได้มาท าการศึกษาความเสถียร โดยน าไปบ่มที่อุณหภูมิต่างๆ คือ 
30, 40, 50, 60, 70, 80 และ 90 องศาเซลเซียส ตามล าดับ นาน 1 ชั่วโมง จากนั้นน าไปวัดกิจกรรม
ของเอนไซม์ไซลาเนสโดยใช้พีเอชและอุณหภูมิที่เหมาะสม 
 
9.  การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
  
 ท าการทดลองทั้งหมดโดยใช้แผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (completely randomize 
design; CRD) ท าการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (one-way analysis of variance) โดย
ท าการทดลอง 3 ซ้ า ที่ระดับนัยส าคัญ 0.05 และวิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติโดยใช้ Duncan’s 
multiple range test 
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ผลและวิจารณ ์
 
1.  การคัดแยกแอคติโนมัยสีทที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไซลาเนส 
  

ในการคัดแยกแอคติโนมัยสีท แหล่งจุลินทรีย์ถือว่าเป็นปัจจัยส าคัญอย่างหนึ่ง เนื่องจาก
ต้องค านึงถึงสภาวะต่างๆที่เหมาะสมกับจุลินทรีย์ที่เราต้องการศึกษา เช่น พีเอช อุณหภูมิ 
สารอาหารท่ีจ าเป็นต่อการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ รวมถึงเอนไซม์ที่จุลินทรีย์ผลิตออกมา ดังนั้นใน
การคัดแยกแอคติโนมัยสีท จึงจ าเป็นที่จะต้องหาสิ่งแวดล้อมที่มีปริมาณของไซแลนมาก ซึ่งไซแลน
นั้นเป็นส่วนประกอบที่อยู่ในเนื้อไม้ ผู้ท าการทดลองจึงเลือกโรงงานกระดาษของบริษัท เอสซีจี  
เปเปอร์ จ ากัด (มหาชน) อ าเภอบ้านโป่ง จังหวัดราชบุรี เป็นแหล่งจุลินทรีย์ท่ีใช้ในการวิจัยครั้งนี้ 
  
ตารางท่ี 5  สถานที่เก็บตัวอย่างน้ าเสียจาก บริษัท เอสซีจีเปเปอร์ จ ากัด (มหาชน) อ าเภอบ้านโป่ง  

จังหวัดราชบุรี 
 
จุดที่ แหล่งน้ า พีเอช  

1 
แหล่งน้ าบริเวณเครื่องสับไม้ 

 
6.95 

 

2 น้ าจากกระบวนการต้มเยื่อไม้ 7.20 
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ตารางท่ี 5  (ต่อ) 
 
จุดที่ แหล่งน้ า พีเอช  

3 น้ าจากระบบบ าบัดน้ าเสีย 6.65 

 

4 
น้ าตะกอนจุลินทรีย์จาก 

บ่อเติมอากาศ 
7.72 

 

5 แหล่งน้ าธรรมชาติในโรงงาน 8.10 

 
 

เมื่อท าการเจือจางความเข้มข้นของน้ าเสียให้เหมาะสม และน าไปเกลี่ยลงบนอาหารแข็ง 
ที่เติมไซแลน 1 เปอร์เซ็นต์เป็นสับสเตรท เพื่อคัดเลือกจุลินทรีย์ท่ีชอบอุณหภูมิสูง  และผลิตเอนไซม์
ไซลาเนสออกมาใช้ในการย่อยสลายไซแลน ในการคัดเลือกจุลินทรีย์น้ีมีจุลินทรีย์ที่สามารถเจริญ
ได้ทั้งหมด 183 ไอโซเลท จากนั้นเมื่อน าไปท าให้บริสุทธิ์อีกครั้งด้วยการน าไปลากลงบนอาหารเดิม 
พบว่ามีเชื้อจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเอนไซม์ไซลาเนสได้ ทั้งหมด 51 ไอโซเลท โดยคัดเลือกเฉพาะ
จุลินทรีย์ที่มีส่วนใสรอบๆ โคโลนีน าไปท า agar plot บนอาหาร Berg’s medium บ่มที่อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส นาน 3 วัน (ภาพผนวก ค1 และ ค2) วัดอัตราส่วนของบริเวณส่วนใสต่อขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลางโคโลนีที่เกิดขึ้น (ตารางที่ 6) 
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ภาพท่ี 5  ตัวอย่างบริเวณส่วนใสที่เกิดจากเอนไซม์ไซลาเนสที่ผลิตจากไอโซเลท901 ออกมาย่อย 

สลายไซแลนบนอาหาร Berg’s medium (ซ้าย) และเมื่อน าไปย้อมด้วยคองโกเรด(ขวา) 
 
ตารางท่ี 6  อัตราส่วนของบริเวณส่วนใสต่อขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนี (Hydrolytic  

capacity, HC) 
 

ไอโซเลท ค่า HC ไอโซเลท ค่า HC ไอโซเลท ค่า HC 
901 1.5 1004 1.3 1021 1.5 
902 1.5 1005 1.2 1022 1.5 
903 1.5 1006 1.3 1024 1.2 

904 1.5 1007 1.5 1026 1.5 

907 1.5 1008 1.5 1027 2 
908 1.5 1009 1.3 1028 1.3 
909 1.5 1010 1.25 1029 1.5 

910 1.7 1011 1.3 1031 1.5 

911 1.5 1012 1.5 1032 1.5 

912 1.7 1013 1.5 1033 1.5 
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ตารางท่ี 6  (ต่อ) 
 

ไอโซเลท ค่า HC ไอโซเลท ค่า HC ไอโซเลท ค่า HC 

913 2 1014 1.5 1034 1.3 

914 1.5 1015 1.3 1035 1.3 

915 1.3 1016 1.3 1036 1.5 

916 2 1017 1.3 1037 2 

1001 1.75 1018 1.5 1038 1.5 

1002 1.3 1019 1.3 1101 2 

1003 1.5 1020 1.5 1102 2 
 
2.  ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยการย้อมสีแกรมแอคติโนมัยสีท  
 

น าเชื้อจุลินทรีย์ทั้ง  51 ไอโซเลท ไปศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ก าลังขยาย 1,000 เท่า พบว่าเมื่อน าไปย้อมสีด้วย crystal violet และ safranin O 
เชื้อจุลินทรีย์ส่วนใหญ่มีไขมันที่ผนังเซลล์น้อยจึงติดสีม่วงของ crystal violet แสดงว่าเป็นแบคทีเรีย
แกรมบวก แต่มีเพียง 26  ไอโซเลทเท่านั้น ที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาภาย ใต้กล้องจุลทรรศน์
เป็นเส้นสายสปอร์ตรงยาว (rectiflexible) ดังแสดงในภาพที่ 6 ซึ่งที่ผิวหน้าโคโลนีมีลักษณะด้าน
และขรุขระ มีสปอร์ซึ่งมีลักษณะคล้ายคลึงกับรา ดังนั้นจึงมีความใกล้เคียงกับแอคติโนมัยสีท และ
อีก 25 ไอโซเลทพบว่า ท่ีผิวหน้าของโคโลนีมีลักษณะมันวาว บางไอโซเลทผิวหน้าเยิ้ม และเมื่อส่อง
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์จะมีลักษณะโครงสร้างเป็นท่อนสั้นและท่อนยาวคล้ายกับ Bacillus sp. 
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ภาพท่ี 6  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 1,000 เท่า ของไอโซเลท  

901 (ซ้าย) และ 1036 (ขวา) 
  
3.  จัดกลุ่มแอคติโนมัยสีท โดยใช้อาหาร ISP2 และ ISP3 
 

น าจุลินทรีย์แกรมบวกทั้ง 51 ไอโซเลท มาท าการคัดเลือกเฉพาะที่เป็นแอคติโนมัยสีทโดย
สังเกตจากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาบนอาหารแข็ง glucose-yeast extract-malt 
extract agar หรือ ISP2 และอาหารข้าวโอ๊ต (oat meal agar) หรือ ISP3 เช่น การสร้างรงควัตถุ  
เมลานิน สีของโคโลนี ลักษณะเส้นใย พบว่าเป็นแอคติโนมัยสีททั้งหมด 26 ไอโซเลท ได้แก่ 901, 
902, 903, 904, 907, 908, 909, 910, 912, 916, 1003, 1004, 1007, 1008, 1009, 1013, 1014, 
1015, 1019, 1021, 1022, 1024, 1029, 1031, 1032 และ 1102 (ภาพผนวก ค4) ซึ่งสอดคล้อง
กับลักษณะทางสัณฐานวิทยา ของแอคติโนมัยสีท ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ โดยสามารถแบ่งออกได้
เป็น 7 กลุ่ม โดยแต่ละกลุ่มมีลักษณะที่คล้ายกันคือ มีเส้นใยชูขึ้นบนอากาศ บนผิวหน้าโคโลนีมี
สปอร์เกิดขึ้นลักษณะคล้ายฝุ่นผง ส่วนโคโลนีจะมีผิวหน้าย่นเมื่อโคโลนีมีอายุมาก  ซึ่งแต่ละไอโซ
เลทที่จัดกลุ่มรวมกันนั้น จะจัดกลุ่มตามสีของสปอร์และเส้นใย รวมถึงรงควัตถุที่แอคติโนมัยสีท  
สร้างลงบนอาหาร ISP2 และ ISP3 ดังตารางที่  7 โดยแต่ละกลุ่มมีไอโซเลทดังต่อไปนี้ กลุ่มที่ 1 
ได้แก่ ไอโซเลท 904 และ 1004 กลุ่มที่ 2 ได้แก่ ไอโซเลท  912 และ 1013 กลุ่มที่ 3 ได้แก่ ไอโซเลท 
1008, 1009, 1021, 1024 และ 1029 กลุ่มที่ 4 ได้แก่ ไอโซเลท 910, 1031 และ 1032 กลุ่มที่ 5 
ได้แก่ ไอโซเลท  902, 903 และ 1014 กลุ่มที่ 6 ได้แก่ ไอโซเลท  1015, 1019 และ 1102 กลุ่มที่ 7 
ได้แก่ ไอโซเลท 901, 907, 908, 909, 916, 1003, 1007 และ 1022 
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ตารางท่ี 7  การจัดกลุ่มแอคติโนมัยสีททั้ง 7 กลุ่มบนอาหาร ISP3 และ ISP2 
 
กลุ่มที่ ลักษณะทางสัณฐานวิทยา จ านวนไอโซเลท อาหาร ISP3 และ ISP2 

1 สีสปอร์  ด า 2 
 

 

สีเส้นใย  ส้ม 
สีรงควัตถใุนอาหาร 
- ISP2  น้ าตาลอมส้ม 
- ISP3  ไม่สร้างรงควัตถุ 

2 สีสปอร์  ขาว 
สีเส้นใย  ขาว 
สีรงควัตถใุนอาหาร 
- ISP2  ไม่สร้างรงควัตถุ 
- ISP3  ไม่สร้างรงควัตถุ 

2 
 

 
3 สีสปอร์  ไม่มี 

สีเส้นใย  ขาว 
สีรงควัตถใุนอาหาร 
- ISP2  ส้มอมเหลือง 
- ISP3  ส้มอมเหลือง 

5 

 
4 สีสปอร์  เทา 

สีเส้นใย  ขาวอมเหลือง 
สีรงควัตถใุนอาหาร 
- ISP2  น้ าตาลอมเหลือง 
- ISP3  ไม่สร้างรงควัตถุ 

3 
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ตารางท่ี 7  (ต่อ) 
 
กลุ่มที่ ลักษณะทางสัณฐานวิทยา ไอโซเลท อาหาร ISP3 และ ISP2 

5 สีสปอร์  เทา 
สีเส้นใย  ขาว 
สีรงควัตถใุนอาหาร 
- ISP2  น้ าตาลอมส้ม 
- ISP3  ไม่สร้างรงควัตถุ 

3 

 
6 สีสปอร์  เทา 

สีเส้นใย  น้ าตาล 
สีรงควัตถใุนอาหาร 
- ISP2  น้ าตาลอมส้ม 
- ISP3  น้ าตาลอมส้ม 

3 

 
7 สีสปอร์  เทา 

สีเส้นใย  ขาว 
สีรงควัตถใุนอาหาร 
- ISP2  ส้ม 
- ISP3  ไม่สร้างรงควัตถุ 

8 

 
 
 ในการจัดกลุ่มแอคติโนมัยสีททั้ง 26 ไอโซเลท บนอาหาร ISP2 และ ISP3 พบว่าอาหารท้ัง
สองชนิดนี้จะเหนี่ยวน าให้มีการเจริญและการสร้างรงควัตถุที่แตกต่างกันดังเช่น ในกลุ่มที่ 5 และ 6 
บนอาหาร ISP2 แอคติโนมัยสีททั้งสองกลุ่มมีการสร้างสปอร์ขาว เมื่ออายุมากขึ้นสปอร์จะเปลี่ยน  
เป็นสีเทาและผิวหน้าจะเริ่มย่น และมีการสร้างรงควัตถุสีน้ าตาลอมส้มเหมือนกัน แต่บนอาหาร 
ISP3 แอคติโนมัยสีททั้งสองกลุ่มมีการเจริญที่แตกต่างกันในคือ ในกลุ่มที่ 5 แอคติโนมัยสีทมีการ
สร้างเส้นใยสีขาว ไม่สามารถสร้างรงควัตถุได้ แต่ในกลุ่มที่ 6 แอคติโนมัยสีทสร้างเส้นใยสีน้ าตาล
และสร้างรงควัตถุสีน้ าตาลอมส้ม ซึ่งท าให้เป็นข้อแตกต่างในการพิจารณาการแบ่งกลุ่มเบื้องต้น 
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จากนั้นน าแต่ละกลุ่มมาท าการคัดเลือกออกมา 1 ไอโซเลท โดยพิจารณาจาก ค่าอัตราส่วน
ของบริเวณส่วนใสต่อขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของจุลินทรีย์ หรือ ค่า HC และความสามารถในการ
เจริญ เช่น ระยะเวลาในการบ่ม การสร้างสปอร์ของแอคติโนมัยสีท โดยในกลุ่มที่ 1 ถึง 7 ได้
คัดเลือกไอโซเลท 1004, 1013, 1021, 910, 903, 1102 และ 901 ตามล าดับ ในขั้นตอนต่อไปจะ
คัดเลือกไอโซเลทที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไซลาเนส สูงที่สุด โดยน าไปเลี้ยงในอาหาร
เหลว ISP2 ที่เติมไซแลนเป็นสับสเตรทเพื่อใช้ในการกระตุ้นให้แต่ละไอโซเลทผลิตเอนไซม์ไซลาเนส 
ออกมาย่อยสลายไซแลนได้อย่างเต็มที่ โดยน าไป บ่มบนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที ที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
 
4.  การคัดเลือกแอคติโนมัยสีทท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสได้สูง 
 

จากการวิเคราะห์ปริมาณกิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสของแต่ละไอโซเลทที่ค่าการ
ดูดกลืนแสง 540 นาโนเมตร  โดยน าไปเลี้ยงในอาหาร ISP2 ที่มีไซแลน 0.5 เปอร์เซ็นต์เป็น
สับสเตรท พบว่าในวันที่ 1 ของการเลี้ยงแต่ละไอโซเลทยังไม่มีการผลิตไซลาเนส และเริ่มมีการผลิต
ไซลาเนสออกมาในปริมาณสูง ในวันที่ 2 ส่วนในวันที่ 3 ถึง 5 ของการเลี้ยง แต่ไอโซเลท  901  
มีความสามารถในการผลิตไซลาเนสได้ สูงที่สุดเท่ากับ  18.50 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ในวันที่ 3  
และเริ่มคงที่ เมื่อท าการเลี้ยงไปจนถึงวันที่ 5 พบว่าไอโซเลท 901 มีค่ากิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนส
เท่ากับ 18.46 ยูนิตต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือ ไอโซเลท 1004, 903, 1013, 910, 1021 และ 1102 มี
ค่ากิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนส เท่ากับ 7.61, 6.81, 4.03, 3.93, 1.50 และ 0.99 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
ตามล าดับ ดังแสดงในภาพที่ 7 
 

เมื่อน ามาศึกษาความสามารถในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสพบว่าแต่ละไอโซเลทมีการผลิต
เอนไซม์เซลลูเลสได้ปริมาณน้อยมาก เมื่อเทียบกับปริมาณของเอนไซม์ไซลาเนสคือ ไอโซเลท 901, 
1004, 903, 1013, 910, 1021 และ 1102 มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนส เท่ากับ 2.45, 2.09, 
1.98, 1.69, 1.36, 0.98 และ 0.55 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ  ดังนั้นแสดงว่าแอคติโนมัยสีทแต่
ละไอโซเลทมีความสามารถในการย่อยองค์ประกอบของเฮมิเซลลูโลสที่อยู่ในเนื้อไม้ได้มากกว่า
เซลลูโลส 
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ภาพท่ี 7  กิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสของแอคติโนมัยสีททั้ง 7 ไอโซเลท ได้แก่ไอโซเลท  

901 (♦), 903 (■), 910 (▲), 1004 (●), 1013 (□), 1021 (○) และ 1102 (∆) เมื่อ
เลี้ยงในอาหารเหลว ISP2 โดยมีไซแลนเป็นสับสเตรท บ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
บนเครื่องเขย่าความเร็ว 250 รอบต่อนาที นาน 5 วัน 

  
5.  ตรวจสอบทางพันธุศาสตร์โมเลกุลโดยหาล าดับเบสของยีน 16S rDNA 
 

จากการคัดเลือกเชื้อแอคติโนมัยสีทเพื่อผลิตเอนไซม์ไซลาเนสปริมาณสูงนั้นพบว่า แอคติ -
โนมัยสีทไอโซเลท 901 มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสได้ สูงที่สุด จึงน าไปตรวจสอบ
ทางพันธุศาสตร์ โดยเปรียบเทียบกับข้อมูลยีน 16S rRNA ของสิ่งมีชีวิตทั้งหมดที่มีอยู่ในฐานข้อมูล
ของ GenBank, EMBL และ DDBL โดยใช้โปรแกรม Blastn (Basic Local Alignment Search 
Tool) ท่ี http://www.ncbi.nlm.nil.gov พบว่าไอโซเลท  901 มีความใกล้เคียงกับเชื้อ 
Streptomyces mexicanus ซึ่งมีค่าความเหมือน (%similarity) เท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์ 

http://www.ncbi.nlm.nil.gov/
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 ผลจากการท าการวิเคราะห์  Phylogenetic Tree ของไอโซเลท 901 โดยการหาความ  
สัมพันธ์ทางพันธุกรรม หรือ Neighbor-Joining method (NJ) ดังแสดงในภาพที่ 8 
 

 AB249966

 AF441168

 901 

 AB184194

 U94489

 Z68095

0.0005  
 
ภาพท่ี 8  Phylogenetic tree ของ 16S rDNA ของไอโซเลท 901 
    AB249966 หมายถึง Streptomyces mexicanus strain: NBRC 100915 
    AF441168 หมายถึง  Streptomyces mexicanus strain: CH-M-1035 
    AB184194 หมายถึง Streptomyces chromofuscus strain: NBRC 12851 

   U94489  หมายถึง Streptomyces thermocarboxydovorans DSM 44296 
   Z68095  หมายถึง Streptomyces thermoviolaceus 
 
Streptomyces sp. สามารถเจริญได้ในสิ่งแวดล้อมทั่วไปทั้งบนบกและในน้ า โดยจะเป็น  

ผู้ย่อยสลายสารอินทรีย์ (Saprophytes) สปอร์ของ Streptomyces sp. สามารถทนอยู่ใ นสิ่งแวด 
ล้อมได้ดีกว่าเส้นใย เนื่องจากมีผนังเซลล์ที่หนา มีประจุเป็นลบและทนต่ออุณหภูมิสูงได้ดีกว่า  
เส้นใย 
 

Streptomyces mexicanus 901 เป็นแบคทีเรียแกรมบวก มีการเจริญคล้ายคลึงกับเชื้อรา 
จัดอยู่ในกลุ่มชอบอุณหภูมิได้สูง (thermophile) คือที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส Streptomyces 
mexicanus 901 สามารถเจริญได้แต่โคโลนีฝังอยู่ในผิวอาหาร ไม่มีสปอร์เกิดขึ้น แต่ที่อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส Streptomyces mexicanus 901 เจริญได้ดี มีสปอร์สีขาวขึ้นบนผิวของโคโลนี  
ต้องการอากาศในการเจริญ (Strictly aerobes) เส้นใยเหนือผิวอาหารท่ีเจริญเต็มที่จะสร้างสปอร์
ต่อกันเป็นสายโซ่ สามารถสร้างรงควัตถุได้หลายสีและยังสามารถสร้างรงควัตถุที่แพร่ลงในอาหาร
ได้อีกด้วย โดยจะเจริญได้ดีที่พีเอช 7.0 หรือพีเอชที่เป็นกลาง  ซึ่งแตกต่างจากงานวิจัยของ 
Goodfellow et al. (1988) คือ Streptomyces mexicanus เป็นแบคทีเรียที่จัดอยู่ในกลุ่มทน
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อุณหภูมิสูง (thermotolerant) และเส้นใย (vegetative hyphae) มีขนาด 0.5-2.0 ไมโครเมต ร
สามารถแตกก่ิงแขนงได้แต่ไม่ค่อยแตกหักเป็นท่อน สามารถสร้างรงควัตถุได้หลายสี 
 
6.  ศึกษาการเจริญของ Streptomyces mexicanus 901 ต่อการผลิตเอนไซม์ไซลาเนส 
 

 
 

ภาพท่ี 9  ความสัมพันธ์ระหว่างการเจริญของ Streptomyces mexicanus 901 (■) และการผลิต 
เอนไซม์ไซลาเนส ( ●) เมื่อเลี้ยงในอาหาร ISP2 ทีมีไซแลนเป็นสับสเตรท     
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 5 วัน 

 
ในการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการเจริญของ Streptomyces mexicanus 901 ต่อการ

ผลิตเอนไซม์ไซลาเนส พบว่าเมื่อท าการเลี้ยง S. mexicanus 901 บนอาหาร ISP2 ที่เติมไซแลน
เป็นสับสเตรท เขย่าที่ 250 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ในช่วงเริ่มต้น  
S. mexicanus 901 อยู่ในระยะพักตัว (Lag phase) ซึ่งเป็นระยะที่จุลินทรีย์เริ่มมีการปรับตัวต่อ
สิ่งแวดล้อมใหม่ ในระยะนี้จะยังไม่มีการแบ่งตัวเกิดขึ้น แต่เนื่องจากในการเลี้ยงกล้าเชื้อท าการ
เลี้ยงในอาหาร ISP2 เช่นเดียวกันจึงท าให้มีระยะพักตัวที่สั้น และในชั่วโมงที่ 9 S. mexicanus 901 
เริ่มเข้าสู่ระยะที่จุลินทรีย์เกิดการแบ่งตัวอย่างรวดเร็วในอัตราคงที่ (Exponential phase หรือระยะ 
Log phase) ซึ่งการแบ่งเซลล์แต่ละครั้งจะใช้เวลาเท่าๆกัน ระยะนี้การเจริญของจุลินทรีย์จะมาก
ที่สุด และ สารอาหารจะถูกน าไปใช้อย่างรวดเร็ว  โดยการแบ่งเซลล์จะสัมพันธ์กับการสังเคราะห์
โพรโทพลาซึม และกิจกรรมทางเคมีของจุลินทรีย์ จ านวนของจุลินทรีย์จะเพิ่มขึ้นเป็นสองเท่า  จึงท า
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ให้ลักษณะของเส้นโค้งเป็น exponential ในชั่วโมงที่ 36 จะเป็นช่วงที่จุลินทรีย์มีจ านวนสูงสุดและ
คงที่ (Stationary phase) ไม่มีการเพิ่มจ านวนอีก คือ ถึงแม้จะมีการแบ่งตัวเพิ่มขึ้น  แต่การแบ่งตัว
จะเท่ากับอัตราการตาย เนื่องจากสารอาหารถูกใช้ไปเกือบหมด  รวมถึงอาจมีการขับของเสียออก  
มาจากกระบวนการเมแทบอลิซึม และในชั่วโมงที่ 48 จะเข้าสู่ระยะที่จุลินทรีย์จะมีการตายอย่าง
มาก และรวดเร็วอย่างคงที่ ( Death phase หรือ Decline phase) แบบ exponential หรือ 
logarithm ซึ่งอาจมีสาเหตุหลักๆมาจากสารอาหารท่ีจุลินทรีย์ใช้นั้นมีอย่างจ ากัด จึงท าให้ไม่
เพียงพอต่อการเจริญ (Kenneth, 2012) 
 

เมื่อพิจารณาเอนไซม์ไซลาเนส จาก  S. mexicanus 901 พบว่าในช่วงแรก  
S. mexicanus 901 อยู่ในระยะพักตัว ซึ่งมีการผลิตเอนไซม์ไซลาเนส ต่ ามาก แต่เมื่อเวลาผ่านไป 
24 ชั่วโมง S. mexicanus 901 เริ่มมีการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสออกมานอกเซลล์เพิ่ม มากขึ้น ซึ่ง
ตรงกับระยะของ S. mexicanus 901 เกิดการแบ่งตัวอย่างรวดเร็วในอัตราคงที่  และระยะการเกิด
เท่ากับอัตราการตาย จนในชั่วโมงที่ 60 พบว่า S. mexicanus 901 มีการผลิตเอนไซม์ไซลาเนส  
ออกมาอย่างมากและรวดเร็วจาก  7.64 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  ในชั่วโมงที่ 54 เป็น 24.56 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร ซึ่งเป็นระยะที่ S. mexicanus 901 เข้าสู่ช่วงตายอย่างรวดเร็ว หรือเรียกว่าเป็นการผลิต
เอนไซม์แบบทุติยภูมิ ( Secondary Metabolite) คือ ปริมาณการผลิตเอนไซม์จะมีความสัมพันธ์
แบบแปรผกผันกับการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ หรือจุลินทรีย์จะมีการผลิตเอนไซม์ออกมา
หลังจากที่จุลินทรีย์หยุดการเจริญเติบโตไปแล้ว 
 
7.  ศึกษาชนิดและปริมาณของแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนท่ีเหมาะสมต่อการผลิต 
 เอนไซม์ไซลาเนส 
 

7.1 แหล่งคาร์บอน 
  

คาร์บอนเป็นสารอาหารท่ีจ าเป็น อย่างมาก ต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ และ
กระบวนการเมตาบอลิซึมของจุลินทรีย์ เช่น น้ าตาลชนิดต่างๆ และแป้ง เป็นต้น นอกจากน้ียังเป็น
ปัจจัยส าคัญในการเหนี่ยวน าให้เชื้อจุลินทรีย์ผลิตสารบางชนิดออกมานอกเซลล์ เช่น เอนไซม์  
เป็นต้น ดังนั้นวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่น ามาใช้เป็นอาหารของ
จุลินทรีย์ เนื่องจากในโครงสร้างของวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรนั้น มีองค์ประกอบของไซแลน ซึ่ง
เป็นส่วนหน่ึงของเฮมิเซลลูโลสที่อยู่ในเนื้อไม้ และไซแลนนั้นเองที่เป็นตัวเหนี่ยวน าให้มีการผลิต
เอนไซม์ไซลาเนส โดยจิตรลดา (2550) ได้ท าการศึกษาการผลิตน้ าตาลไซโลโอลิโกแซ็กคาไรด์และ
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อนุพันธ์ของน้ าตาลไซโลโอลิโกแซ็กคาไรด์จากไซแลนและวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรโดย 
Anoxybacillus sp. สายพันธุ์ JT-12 พบว่า crude enzyme ที่ได้จาก Anoxybacillus sp. สาย
พันธุ์ JT-12 สามารถย่อยสลายวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรได้แก่ เปลือกข้าวโพด ซังข้าวโพด ฟาง
ข้าว และชานอ้อยได้ผลิตภัณฑ์เป็นน้ าตาลไซโลโอลิโกแซ็กคาไรด์ 
 

 
 
ภาพท่ี 10  กิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสเมื่อศึกษาแหล่งคาร์บอนจากวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 

คือ ซังข้าวโพด (●) แกลบ (♦) เปลือกข้าวโพด  (▲) ไซแลน (■) และฟางข้าว  (−) 

โดยเลี้ยงในอาหาร ISP2 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 5 วัน  
 

จากการศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนโดยใช้วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรคือ แกลบ 
เปลือกข้าวโพด ฟางข้าว และซังข้าวโพด แทนการใช้ไซแลน โดย S. mexicanus 901 สามารถใช้  
ซังข้าวโพดเป็นแหล่งคาร์บอนได้ดีที่สุด  เนื่องจากในโครงสร้างของซังข้าวโพดประกอบไปด้ วยปริ 
มาณเฮมิเซลลูโลส 35 เปอร์เซ็นต์ (Singh et al., 2000) และมีปริมาณไซแลนมากถึง 20.8 
เปอร์เซ็นต์ (จิรนาถ, 2543) ซึ่งเป็นตัวเหนี่ยวน าให้ S. mexicanus 901 ผลิตเอนไซม์ไซลาเนสได้
มากที่สุดในวันที่ 4 ซึ่งมีค่าเท่ากับ 23.10 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ซึ่งมากกว่าการผลิตเอนไซม์โดยใช้  
ไซแลนบริสุทธิ์เป็นสับสเตรท 3.24 ยูนิตต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือ เปลือกข้าวโพด ฟางข้าว และ
แกลบ มีปริมาณเฮมิเซลลูโลสเท่ากับ 28, 25 และ 12 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ซึ่งส่งผลโดยตรงกับ
ปริมาณการผลิตเอนไซม์ไซลาเนส คือค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสเท่ากับ  17.99, 12.92 และ 
6.26 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ  โดยผลของแหล่งคาร์บอนมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ 
(p<0.05)  ซึ่งสอดคล้องกับ Roberto et al. (2005) ซึ่งท าการศึกษาการผลิตเอนไซม์ไซลาเนส เมื่อ
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ท าการเลี้ยงบนอาหารแข็งจากเชื้อ Thermoascus aurantlacus โดยใช้วัสดุเหลือทิ้งทาง
การเกษตรคือ ร าข้าวสาลี อ้อย ชานอ้อย เปลือกส้ม ซังข้าวโพด หญ้าสด หญ้าแห้ง ขี้เลื่อย และ
ฟางข้าวโพด เป็นสับสเตรท โดยเลี้ยงที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 5 วัน พบว่า ซังข้าวโพด 
ให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสมากท่ีสุดเท่ากับ 107 ยูนิตต่อมิลลิลิตร เมื่อเปรียบเทียบวัสดุ
เหลือทิ้งทางการเกษตรอ่ืนๆและ อานนท์ ( 2541) ได้ท าการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสจากเชื้อรา 
Humicola lanuginosa (Griffon and Maublanc) Bunce โดยใช้ซังข้าวโพดเป็นวัตถุดิบ โดยน าไป
บ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส พบว่าเชื้อราสามารถผลิตเอนไซม์ได้สูงสุด 725-729 ยูนิตต่อกรัม
วัสดุหมักแห้ง เมื่อเลี้ยงนาน 5 วัน 
 

เนื่องจากวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรที่เหลือในแต่ละปีนั้นมีปริมาณมาก ตัวอย่างเช่น 
ซังข้าวโพดมีปริมาณเหลือทิ้งมากถึง 4,508.89 ตัน และแกลบท่ีมีปริมาณเหลือทิ้งประมาณ 
6,518.66 ตัน (ตารางที่ 3) ดังนั้นการน าวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรมาใช้ประโยชน์เพื่อเป็นอาหาร
เลี้ยงเชื้อของจุลินทรีย์ทดแทนการใช้ไซแลนซึ่งมีราคาที่สูงมาก และยังถือว่าเป็นการลดต้นทุนใน
การผลิตได้อีกด้วย  

 
7.2 ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน 

 
นอกจากแหล่งคาร์บอนที่มีความส าคัญเป็นอย่างมากต่อการเจริญเติบโตของ

เชื้อจุลินทรีย์แล้ว ความเข้มข้นก็เป็นอีกตัวแปรหนึ่งที่มีความส าคัญต่อการเจริญเติบโต รวมถึงการ
ผลิตเอนไซม์ด้วย เพราะว่าเมื่อมีการเพิ่มความเข้มข้นของสับสเตรท จะส่งผลต่อการเจริญของ
จุลินทรีย์และการผลิตเอนไซม์ แต่ในทางกลับกันถ้าความเข้มข้นของสับสเตรทมากเกินไปอาจ
ส่งผลท าให้เกิดการยับย้ังการผลิตเอนไซม์ได้ ดังนั้นเพื่อให้เป็นการใช้สับสเตรทให้เกิดประโยชน์
และคุ้มค่ามากที่สุด จึงต้องท าการศึกษาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน หรือซังข้าวโพด  
ให้เหมาะสมต่อการเจริญของ S. mexicanus 901 
 

จากการศึกษาความเข้มข้นที่ 0.5, 1, 1.5 และ 2 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ  พบว่าเมื่อมี
การเพิ่มปริมาณซังข้าวโพดลงในสูตรอาหาร ISP2 จะท าให้ปริมาณของเฮมิเซลลูโลสสูง ข้ึน รวมถึง
ปริมาณของไซแลนสูงขึ้นตามไปอีกด้วย จากภาพที่11 จะเห็นว่าในสูตรอาหารด้ังเดิมของ ISP2 จะ
มีการเติมซังข้าวโพดเป็นสับสเตรท 0.5 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งจะให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสสูงสุด
ในวันที่ 4 เท่ากับ 24.71 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และเริ่มลดลงในวันที่ 5 เหลือ 24.32 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
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แต่เมื่อท าการเพิ่มความเข้มข้นของซังข้าวโพดเป็น 1, 1.5 และ 2 เปอร์เซ็นต์ พบว่าปริมาณการ
ผลิตเอนไซม์ไซลาเนสเพิ่มมากขึ้น ตามปริมาณความเข้มข้นของซังข้าวโพด โดย  
S. mexicanus 901 สามารถย่อยสลายซังข้าวโพดและน าไซแลนไปในการเจริญเติบโตและ
เหนี่ยวน าให้มีการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสได้เพิ่มมากขึ้นเท่ากับ 21.53, 27.09 และ 28.14 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร ตามล าดับ  เมื่อน าไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 5 วัน โดยความเข้มข้นของ
แหล่งคาร์บอนมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) 

 

 
 
ภาพท่ี 11  กิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสต่อเวลาเมื่อแปรผันความเข้มข้นของซังข้าวโพดเป็น  

0.5 เปอร์เซ็นต์  (▲), 1.0 เปอร์เซ็นต์  (■), 1.5 เปอร์เซ็นต์  (●) และ 2.0 เปอร์เซ็นต์  (♦) 
ตามล าดบั โดยเลี้ยงในอาหาร ISP2 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 5 วัน  
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7.3 แหล่งไนโตรเจน 
 

แหล่งไนโตรเจนเป็นแหล่งอาหารท่ีจ าเป็นต่อการเจริญของจุลินทรีย์เช่นเดียวกับแหล่ง
คาร์บอน ไม่ว่าจะเป็นสารอินทรีย์ หรือสารอนินทรีย์ต่างๆ  เช่น กรดอะมิโน และ เกลือไนโตรเจน 
เป็นต้น ในการศึกษาแหล่งไนโตรเจนเพื่อผลิตเอนไซม์ไซลาเนสให้ได้ปริมาณสูง จึงเลือกใช้  beef 
extract, peptone, baker yeast และกากถั่วเหลือง แทนการใช้ yeast extract ซึ่งแหล่งไนโตรเจน
ที่เลือกมาศึกษานั้น มีปริมาณกรดอะมิโนสูง ซึ่งจะช่วยส่งเสริมให้ S. mexicanus 901 เจริญเติบโต
และผลิตเอนไซม์ได้ดี 

 

 
 

ภาพท่ี 12  กิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสเมื่อศึกษาแหล่งไนโตรเจนคือ yeast extract (♦),  

beef extract (■), peptone (▲), soy bean meal (●) และ baker yeast (−)  
ตามล าดับ โดยเลี้ยงในอาหาร ISP2 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 5 วัน  

 
จากการศึกษาแหล่งไนโตรเจนต่างๆพบว่า กากถั่วเหลือง เป็นแหล่งไนโตรเจนที่อุดม -

สมบูรณ์มากเนื่องจากใน กากถั่วเหลืองมีปริมาณโปรตีนสูงถึง 34 เปอร์เซ็นต์ต่อน้ าหนักแห้งและ  
แร่ธาตุอ่ืนๆ เป็นองค์ประกอบอีกมาก  เช่น ไขมัน 18.7 เปอร์เซ็นต์ คาร์โบไฮเดรต 26.7 เปอร์เซ็นต์ 
จึงส่งเสริมให้ S. mexicanus 901 ผลิตเอนไซม์ไซลาเนสได้สูงสุดเท่ากับ 30.54 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  
เมื่อท าการเลี้ยงที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 5 วัน รองลงมาคือ peptone ซึ่งมีค่ากิจกรรม
ของเอนไซม์ไซลาเนสมากท่ีสุด เมื่อเลี้ยงนาน 3 วันเท่ากับ 23.05 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ส่วน baker 
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yeast และ beef extract มีกิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนสสูงสุด เมื่อเลี้ยงนาน 2 วัน เท่ากับ 20.52 และ 
12.69 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ โดย yeast extract หรือแหล่งไนโตรเจนที่เป็นองค์ประกอบใน
สูตรอาหาร ISP2 จะให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนสต่ าที่สุดคือ 14.75 หน่วยต่อมิลิลิตร โดยผลของ
แหล่งไนโตรเจนมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ ( p<0.05) ซึ่งสอดคล้องกับ Shah et al. 
(1999) ได้ศึกษาการใช้กากถ่ัวเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจน พบว่ามีกิจกรรมขอ งเอนไซม์ไซลาเนสสูง
กว่าการใช้  yeast extract 
 

จากการใช้กากถั่วเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจนแทน yeast extract ซึ่งเป็นวัตถุดิบที่หา
ได้ง่าย ราคาถูก มีคุณค่าทางอาหารที่สูงเหมาะแก่การน ามาใช้เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อ เพราะสามารถ
เพิ่มกิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสจาก S. mexicanus 901 ได้มากถึง 15.79 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  
ซึ่งคุ้มค่าและเหมาะต่อการน าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆอีกด้วย  ซึ่งสอดคล้องกับ สุมาลี 
(2539) ได้ท าการเลี้ยง Streptomyces sp. PC22 ที่แยกได้จากดินในประเทศไทย โดยใช้อาหาร
เลี้ยงเชื้อที่ประกอบด้วยไซแลน 1.0 เปอร์เซ็นต์ และคอร์นสตีพลิเคอร์ 0.5 เปอร์เซ็นต์  เป็นแหล่ง
ไนโตรเจนท าการเลี้ยงนาน 2 วันพบว่า Streptomyces sp. PC22 สามารถผลิตไซลาเนสได้สูงสุดที่ 
14.68 ยูนิตต่อมิลลิตร แต่เมื่อมีการน ากากถ่ัวเหลืองที่มีปริมาณไนโตรเจนเท่ากับ 0.45 เปอร์เซ็นต์ 
มาใช้แทนคอร์นสตีพ ลิเคอร์ จะผลิตเอนไซม์ไซลาเนสได้ 10.82 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  
 

7.3 ความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจน 
 

เมื่อศึกษาแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ S. mexicanus 901 
โดยใช้กากถั่วเหลืองทดแทนการใช้ yeast extract ซึ่งความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนถือว่าเป็น
ปัจจัยที่ส าคัญอีกอย่างหนึ่งที่เราต้องการศึกษา เพื่อเพิ่มปริมาณของเอนไซม์ไซลาเนสให้ได้มาก
ที่สุดโดยที่ใช้แหล่งไนโตรเจนให้คุ้มค่าและมีปริมาณเหมาะสมที่สุด จากสูตรอาหาร ISP2 ได้ท าการ
เติมแหล่งไนโตรเจนลงไปจากเดิม 0.4 เปอร์เซ็นต์ เป็น 0.8, 1.2 และ 1.6 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 
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ภาพท่ี 13  กิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสเมื่อแปรผันความเข้มข้นของกากถั่วเหลือง 0.4% (■),  

0.8% (▲), 1.2% (♦) และ 1.6% (●) ตามล าดับ โดยเลี้ยงในอาหาร ISP2 อุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส นาน 5 วัน  
 
จากการเพิ่มปริมาณความเข้มข้นของ กากถั่วเหลืองพบว่า กิจกรรมของเอนไซม์  

ไซลาเนสจะเพิ่มขึ้นโดยแปรผันตามความเข้มข้น คือ ที่ความเข้มข้น 0.4 เปอร์เซ็นต์  จะให้ค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสเท่ากับ 23.42 ยูนิตต่อมิลลิลิตร แต่เมื่อเพิ่มความเข้มข้นเป็น 0.8, 
1.2 และ 1.6 เปอร์เซ็นต์  จะมีค่ากิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนสเท่ากับ  23.25, 25.80 และ 28.48  
ยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ  เมื่อท าการเลี้ยงบนเครื่องเขย่าความเร็ว 250 รอบต่อนาที นาน 5 วัน 
จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า การใช้แหล่งไนโตรเจน 1.6 เปอร์เซ็นต์ เป็นปริมาณที่เหมาะสม
ต่อความต้องการของ S. mexicanus 901 ในการผลิต เอนไซม์ไซลาเนส โดยความเข้มข้นของ
แหล่งไนโตรเจนมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) 
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8.  สภาวะที่เหมาะสมและความเสถียรต่อการท างานของเอนไซม์ไซลาเนส 
 

เอนไซม์เป็นโปรตีนชนิดหนึ่งที่ท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาของสับสเตรทจนได้เป็นผลิตภัณฑ์
ออกมา โดยการท างานของเอนไซม์จะขึ้นอยู่กับปัจจัยต่างๆ และสภาวะที่เหมาะสม  เช่น  พีเอช 
อุณหภูมิ รวมถึงการเติมแร่ธาตุต่างๆ ที่ท าให้ประสิทธิภาพในการท างานของเอนไซม์เพิ่มขึ้นหรือ
ลดลง ดังนั้นในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของเอนไซม์ไซลาเนสเพื่อใช้ในการย่อยสลายไซแลน
ซึ่งเป็นสับสเตรท จนได้น้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวออกมาคือน้ าตาลไซโลสนั้น จึงต้องศึกษาสภาวะที่
เหมาะสมที่ท าให้เอนไซม์ท างานได้อย่างมีประสิทธิภาพสูงสุด 
 

8.1  พีเอช 
 

เมื่อศึกษาการท างานของเอนไซม์ ท่ีพีเอช 3.0 ถึง 12.0 พบว่า ในสภาวะความเป็นกรด
สูงหรือพีเอช 3.0 เอนไซม์จะมีประสิทธิภาพการท างานที่ต่ ามาก และเมื่อให้เอนไซม์ท างาน ท่ี
อุณหภูมิ  50 องศาเซลเซียส โดยมีไซแลนเป็นสับสเตรท เมื่อวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์  
ไซลาเนสพบว่าใหค่้ากิจกรรมเอนไซม์สัมพัทธ์ 4 เปอร์เซ็นต์ และจะมีค่าเพิ่มมากขึ้น  เมื่อให้เอนไซม์
ท างานที่พีเอชสูงขึ้น คือที่พีเอช 4.0, 4.5, 5.0 และ 5.5 จะมีค่ากิจกรรมเอนไซม์สัมพัทธ์เท่ากับ 69, 
91, 94 และ 100 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ซึ่งแสดงให้เห็นว่าเอนไซม์ไซลาเนสที่ได้จาก  
S. mexicanus 901 สามารถท างานได้ ดีที่พีเอช 5.5 แต่เมื่อความเป็นกรดลดลงหรือที่พีเอช 6.0 
ประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม์จะเริ่มลดลงเหลือ 83 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อน าเอนไซม์ไซลาเนส
ท างานในสภาวะเป็นกลางหรือพีเอช 7.0 จะเหลือประสิทธิภาพในการท างานเท่ากับ 76 เปอร์เซ็นต์ 
แต่ที่พีเอชเป็นด่างตั้งแต่พีเอช 8.0, 9.0, 10.0, 11.0 และ 12.0 พบว่าค่ากิจกรรมเอนไซม์สัมพัทธ์จะ
เท่ากับ 60, 53, 30, 23 และ 14 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และจากการศึกษาพีเอชที่เหมาะสมต่อการ
ท างานของเอนไซม์ได้สอดคล้องกับ Seyis and Aksoz (2005) ได้ท าการศึกษาปัจจัยที่มีผลกระทบ
ต่อเอนไซม์ไซลาเนสที่ได้จาก Trichoderma harzianum 1073 D3  พบว่าเอนไซม์ไซลาเนสจะ
ท างานได้ดีที่พีเอช 5.0 และเอนไซม์ยังมีความเสถียรที่พีเอช 3.0 ถึง 7.0 โดยมีประสิทธิภาพ
มากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ และมีค่าใกล้เคียงกับเอนไซม์ไซลาเนสที่ผลิตจาก  Bacillus sp. สายพันธุ์ 
C-1 ซึ่งสามารถท างานได้ดีที่พีเอช 6.0  
 



47 

 

 
 
ภาพท่ี 14  กิจกรรมเอนไซม์สัมพัทธ์เมื่อศึกษาการท างาน (♦) และความเสถียร (■) ของเอนไซม์ 

ไซลาเนสจาก S. mexicanus 901 ที่พีเอช 3.0 ถึง 12.0 
 

Roberto et al. (2005) ได้ท าการศึกษาพีเอชที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์  
ไซลาเนสจาก Thermoascus aurantlacus พบว่าเอนไซม์สามารถท างานได้ดีที่สุดท่ีพีเอช  5.5 ซึ่งมี
ค่ากิจกรรมเอนไซม์สัมพัทธ์เท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเลี้ยงในอาหารแข็งโดยใช้ซังข้าวโพดเป็น
สับสเตรท เลี้ยงที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 5 วัน Kitsada and Pairoh (2000) ได้
ท าการศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม์ไซลาเนสจาก Streptomyces sp. PC22 ที่ผ่านการท าบริสุทธิ์
ด้วยวิธี ion-exchange และ gel filtration chromatography และน ามาศึกษาสภาวะที่เหมาะสม
ต่อการท างานของเอนไซม์ไซลาเนส พบว่าที่พีเอช 5.5 และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเป็นพีเอช
และอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์ และเอนไซม์ไซลาเนสมีความเสถียรที่พีเอชเป็น
กรด และอุณหภูมิในช่วง 35 ถึง 50 องศาเซลเซียส เมื่อเพิ่มอุณหภูมิสูงขึ้นประสิทธิภาพในการ
ท างานของเอนไซม์จะเริ่มลดลง 
 

ความเสถียรหรือความคงตัวของเอนไซม์ถือว่าเป็นเรื่องที่จ าเป็นต่อการ น าไปประยุกต์ 
ใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ  เนื่องจากในกระบวนการผลิตในบางขั้นตอนต้องใช้เวลานาน จึง
ท าการศึกษาความเสถียรที่พีเอช 3.0 ถึง 12.0 โดยบ่มไว้นาน 1 ชั่วโมง พบว่าที่พีเอช 3.0, 4.0 และ 
5.0 หรือในสภาวะกรด เอนไซม์ยังสามารถท างานได้ ซึ่งมีค่ากิจกรรมเอนไซม์สัมพัทธ์เท่ากับ 97, 
97 และ 100 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ แต่เมื่อพีเอชเริ่มสูงขึ้น หรือมีสภาวะเป็นด่างมากขึ้น 
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ประสิทธิภาพในการท างานของเอนไซม์จะลดลงจนเหลือ 58 เปอร์เซ็นต์ที่พีเอช 8.0 ซึ่งสอดคล้อง
กับการทดลองของ Carlos et al. (2002) เมื่อศึกษาคุณลักษณะของเอนไซม์ไซลาเนสจาก 
Bacillus caldoxylolyticus และ Bacillus sp. strain AKI พบว่าเมื่อศึกษาความเสถียรของพีเอชที่ 
5.5 ถึง 8.0 พบว่าเอนไซม์จะเสียสภาพและประสิทธิภาพในการท างานของเอนไซม์จะลดลงเหลือ
เพียง 12 เปอร์เซ็นตเ์ท่านั้น 
 

8.2  อุณหภูมิ 
 

เมื่อศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์ไซลาเนสจาก  
S. mexicanus 901 พบว่า เอนไซม์ไซลาเนสสามารถท างานได้ดีที่อุณหภูมิสูง เนื่องจากเมื่อเพิ่ม
อุณหภูมิในการท าปฏิกิริยาของเอนไซม์ กับสับสเตรทจาก 30 องศาเซลเซียสไปจนถึง 70  
องศาเซลเซียส ค่ากิจกรรมเอนไซม์สัมพัทธ์จะเพิ่มมากขึ้นตามล าดับ คือ ที่อุณหภูมิ 30, 40, 50, 60 
และ 70 องศาเซลเซียส ค่ากิจกรรมเอนไซม์สัมพัทธ์เท่ากับ 27, 50, 78, 92, 94 และ 100 
เปอร์เซ็นต์  ตามล าดับ ดังนั้นจะเห็นว่าที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสเป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อ
การย่อยสลายไซแลน ซึ่งสอดคล้องกับ จักรกฤษณ์ ( 2548) ที่ได้ท าการศึกษา multiple xylanases 
จากบาซิลลัสทนด่างพบว่าเอนไซม์สามารถท างานได้ดีที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสเมื่อใช้ไซแลน
เป็นแหล่งคาร์บอน และเมื่อเพิ่มอุณหภูมิมากกว่า 70 องศาเซลเซียสเอนไซม์จะเริ่มเสียสภาพ 
ส่งผลให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์สัมพัทธ์ลดลง กล่าวคือเมื่อเพิ่มอุณหภูมิไปที่ 75 องศาเซลเซียสเอน - 
ไซม์จะมีประสิทธิภาพในการท างานลดลงเหลือ 83 เปอร์เซ็นต์ และลดลงอย่างรวดเร็วเหลือเพียง 
36 และ 7 เปอร์เซ็นต์เมื่อเพิ่มอุณหภูมิเป็น  80 และ 90 องศาเซลเซียสตามล าดับ 
 

ความเสถียรต่ออุณหภูมิของเอนไซม์ไซลาเนสจาก S. mexicanus 901 เมื่อน าไปบ่ม
ไว้ที่อุณหภูมิต่างๆนาน 1 ชั่วโมง พบว่าที่อุณหภูมิ 30 ถึง 50 องศาเซลเซียส เอนไซม์ยังมี
ประสิทธิภาพในการท างานสูงเท่ากับ 96, 98 และ 100 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ แต่เมื่อเพิ่มอุณหภูมิ
ให้สูงขึ้นมากกว่า 60 องศาเซลเซียส ประสิทธิภาพในการท างานของเอนไซม์จะลดลงอย่างรวดเร็ว  
จนเหลือเพียง 15 เปอร์เซ็นต์ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส  
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ภาพท่ี 15  กิจกรรมเอนไซม์สัมพัทธ์เมื่อศึกษาการท างาน (♦) และความเสถียร (■) ของเอนไซม์ 
ไซลาเนสจาก S. mexicanus901 ที่อุณหภูมิ 30 ถึง 90 องศาเซลเซียส 

 
ดังนั้นจะเห็นว่าที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมที่จะน าไปใช้ใน

อุตสาหกรรมเนื่องจากเอนไซม์สามารถทนอุณหภูมิสูงได้นานนาน และยังสามารถท างานได้ 100 
เปอร์เซ็นต์ สอดคล้องกับ Marta et al. (2000) ได้ท าการศึกษาคุณสมบัติของไซลาเนส ทนด่างจาก 
Bacillus pumilus พบว่าเอนไซม์มีความเสถียรที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เมื่อศึกษาในสภาวะที่
ใช้ในการฟอกสีเยื่อไม้ในโรงงานกระดาษ  ต่อมาในปี 2005 Roberto et al. ได้ท าการศึกษา
คุณสมบัติของเอนไซม์ไซลาเนสจาก Thermoascus aurantlacus พบว่าเอนไซม์ไซลาเนสสามารถ
ท างานได้ดีที่สุดท่ีอุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส และมีความเสถียรที่อุณหภูมิห้อง เมื่อท าการบ่มไว้
นาน 24 ชั่วโมง  
  

Carlos et al. (2002) ศึกษาคุณลักษณะของเอนไซม์ไซลาเนสจาก Bacillus 
caldoxylolyticus และ Bacillus sp. Strain AKI พบว่าเอนไซม์มีความเสถียรที่อุณหภูมิ 30 ถึง 50 
องศาเซลเซียส และเมื่อเพิ่มอุณหภูมิเป็น 60, 70 และ 100 องซาเซลเซียส  พบว่าเอนไซม์จะเสีย
สภาพท าให้เหลือประสิทธิภาพในการท างานเท่ากับ 10, 11 และ 29 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดับ 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 

 

สรุป 

 

ในการคัดแยกแอคติโนมัยสีทชอบอุณหภูมิสูงจากน้ าเสียของ บริษัท เอสซีจีเปเปอร์ จ ากัด 
(มหาชน) อ าเภอบ้านโป่ง จังหวัดราชบุรี  โดยคัดแยกบนอาหารแข็งที่มีไซแลนเป็นสับสเตรทพบว่า
เป็นแอคติโนมัยสีทที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสได้ทั้งหมด 26 ไอโซเลท ซึ่งคัด 
เลือกจาก อัตราส่วนของบริเวณส่วนใสต่อขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนี ที่สูง และ เมื่อท าการ 
ศึกษาทางสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ก าลังขยาย 1,000 เท่า พบว่าแอคติโนมัยสีท
ทั้งหมดเป็นแกรมบวก ลักษณะเป็น เส้นสายสปอร์ตรงยาว (rectiflexible) ซึ่งเป็นลักษณะของแอ
คติโนมัยสีท และเมื่อจัดกลุ่มแอคติโนมัยสีทบนอาหาร ISP2 และ ISP3 พบว่าโคโลนีมีลักษณะ
กลม มีฝุ่นผงอยู่ด้านบน มีการสร้างเส้นใยอาหารและเส้นใยอากาศ จึงสามารถจัดกลุ่มได้ทั้งหมด 
7 กลุ่ม ตามการสร้างรงควัตถุเมลานิน สีของโคโลนี และลักษณะเส้นใย 
 
 การคัดเลือกแอคติโนมัยสีทที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสได้สูง ในอาหาร 
ISP2 ที่มีไซแลนเป็นสับสเตรท โดยเปรียบเทียบทั้ง 7 กลุ่ม พบว่าในกลุ่มที่  7 ไอโซเลท 901  
มีกิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนสสูงที่สุดเท่ากับ 18.46 ยูนิตต่อมิลลิลิตร จากนั้นน าไป ตรวจสอบทาง
พันธุศาสตร์โมเลกุลโดยหาล าดับเบสของยีน 16S rDNA โดยใช้โปรแกรม Blastn พบว่าไอโซเลท 
901 มีความใกล้เคียงกับเชื้อ Streptomyces mexicanus ซึ่งมีค่าความเหมือน ( %similarity) 
เท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์  
 

การใช้วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเป็นสับสเตรททดแทนการใช้ไซแลนในสูตรอาหาร ISP2
เพื่อผลิตเอนไซม์ไซลาเนสจาก S. mexicanus 901 พบว่าเมื่อเปรียบเทียบค่ากิจกรรมของเอนไซม์  
ไซลาเนสระหว่างการใช้ แกลบ เปลือกข้าวโพด ฟางข้าว และซังข้าวโพด  ตามล าดับ เป็นสับสเตรท
นั้น ซังข้าวโพดจะให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสสูงที่สุดเท่ากับ 23.10 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  
รองลงมาคือ เปลือกข้าวโพด ฟางข้าว และแกลบ ตามล าดับ จากน้ันเมื่อศึกษาผลของความเข้มข้น
ของซังข้าวโพดต่อการผลิตเอนไซม์ไซลาเนส พบว่าที่ความเข้มข้น 2.0 เปอร์เซ็นต์จะให้ค่ากิจกรรม
ของเอนไซม์ไซลาเนสสูงที่สุดเท่ากับ 28.14 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  
 

การใช้ beef extract, peptone, baker yeast และกากถั่วเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจนแทน
การใช้ yeast extract ในสูตรอาหาร ISP2 พบว่ากากถั่วเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจนที่ดีที่สุด 
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เนื่องจาก S. mexicanus 901 สามารถผลิตเอนไซม์ไซลาเนสได้สูงที่สุดเท่ากับ 30.54 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร รองลงมาคือ peptone, yeast extract, baker yeast และ beef extract ตามล าดับ และ
เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของกากถ่ัวเหลืองจาก 0.4 เปอร์เซ็นต์เป็น  0.8, 1.2 และ 1.6 เปอร์เซ็นต์
ตามล าดับในสูตรอาหาร ISP2 พบว่าที่ความเข้มข้น 1.6 เปอร์เซ็นต์  S. mexicanus 901 จะให้ค่า
กิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนสสูงที่สุดเท่ากับ 28.48 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  รองลงมาคือความเข้มข้นเท่ากับ 
1.2, 0.8 และ 0.4 ตามล าดับ 
 

จากการศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม์ไซลาเนสที่อุณหภูมิและพีเอชต่างๆโดยใช้ไซแลนเป็น
สับสเตรทพบว่า พีเอชและอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์ไซลาเนสเท่ากับ 5.5 และ 
70 องศาเซลเซียส ตามล าดับ และเมื่อน าไปทดสอบความสามารถในการทนต่อพีเอชและอุณหภูมิ
พบว่าเอนไซม์ไซลาเนสมีความเสถียรต่อพีเอชในช่วง 3-5 และสามารถทนอุณหภูมิได้ในช่วง 30-70 
องศาเซลเซียส  
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ข้อเสนอแนะ 
 
 1.  การน าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ จะต้องหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต
เอนไซม์ไซลาเนสในถังหมักขนาดใหญ่ เพื่อให้มีกิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสที่สูงขึ้น และอาจท า
การเพิ่มไอออน หรือโลหะ เพื่อกระตุ้นให้ S. mexicanus 901 สามารถผลิตเอนไซม์ได้ปริมาณ
สูงข้ึน  
 
 2.  การศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม์ไซลาเนส นั้นเป็นการศึกษาในรูปของ crude enzyme 
ดังนั้นอาจมีการปนเปื้อนของสารอาหาร หรือเอนไซม์ชนิดอ่ืนๆ ที่มีผลต่อคุณสมบัติของเอนไซม์ไซ
ลาเนส ดังนั้นถ้าน าเอนไซม์ไปท าให้บริสุทธิ์เพิ่มมากขึ้น  จะท าให้ทราบถึงคุณสมบัติของเอนไซม์ที่
ถูกต้องมากขึ้น 
 
 3.  การน าเอนไซม์ไปใช้จริงในโรงงานกระดาษในขั้นตอนการล้างเยื่อไม้ โดยเอนไซม์ที่ใช้
นั้นเป็น crude enzyme อาจท าให้มีเอนไซม์เซลลูเลสปนเป้ือนอยู่และเกิดการย่อยสลายเซลลูโลส
ในเนื้อไม้และส่งผลต่อคุณภาพและปริมาณผลผลิตกระดาษได้  ดังนั้นจึงควรน า crude enzyme 
ไปท าให้บริสุทธิ์มากขึ้น  อันจะส่งผลท าให้ประสิทธิภาพในการย่อยสลายไซแลนในเนื้อไม้เพิ่มมาก
ข้ึน 
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อาหารเลี้ยงเชื้อและสารละลายบัฟเฟอร์ 
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1.  อาหารเลี้ยงเชื้อ  
 
  1.1  Berg’s medium (Berg et al., 1972) 
   NaNO3    0.20 กรัม 

K2HPO4   0.05 กรัม  
MgSO4.7H2O   0.02 กรัม  
MnSO4.2H2O   0.002 กรัม  
FeSO4.7H2O   0.002 กรัม  
CaCl2.H2O   0.002 กรัม  
Xylan (beechwood, sigma) 0.5 กรัม  
น้ ากลั่น    100  มิลลิลิตร 
ปรับพีเอชให้เท่ากับ 7.2 ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 1 นอร์มัล 
ฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
 

  1.2  ISP2 (Shirling and Gottlieb, 1966) 
Yeast extract  0.4 กรัม 
Malt extract  0.1 กรัม 
Dextrose  0.4 กรัม 
น้ ากลั่น   100 มิลลิลิตร 
ปรับพีเอชให้เท่ากับ 7.2 ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 1 นอร์มัล 
ฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
 

  1.3  ISP3 (Shirling and Gottlieb, 1966) 
Oatmeal  20 กรัม 
Agar   18 กรัม  
Trace salt solution 1 มิลลิลิตร 
น้ ากลั่น   1,000 มิลลิลิตร 
ปรับพีเอชให้เท่ากับ 7.2 ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 1 นอร์มัล 
ฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
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Trace salt solution 
FeSO4.7H2O  0.1 กรัม 
MnCl2.7H2O  0.1 กรัม 
ZnSO4.7H2O  0.1  กรัม 
น้ ากลั่น   100 มิลลิลิตร 
 
ต้มข้าวโอ็ต ให้เดือดในน้ า 1,000 มิลลิลิตร กรองกากออกด้วยผ้าขาวบาง จากนั้นเติม 

Trace salt solution ปรับพีเอชให้เท่ากับ 7.2 ปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร น าไปฆ่าเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

  
*หมายเหตุ  ในการเก็บรักษาเชื้อลงในอาหารแข็งจะมีการเติมวุ้น  1.5 กรัม 

 
2.  สารละลายบัฟเฟอร์ (Sorensen buffer system) 

 
เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
2.1  สารละลายโซเดียมซิเตรท-ไฮโดรคลอริกบัฟเฟอร์ (Sodium citrate-HCl buffer)  

 
สารละลาย A: เตรียมสารละลายโซเดียมซิเตรท (Na-citrate) ความเข้มข้นเท่ากับ  

50 มิลลิโมลาร์ โดยชั่งโซเดียมซิเตรท 6.80 กรัม ละลายในน้ า 1.0 ลิตร 
 

สารละลาย B: เจือจางกรดไฮโดรคลอริก  (HCl) ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 50 มิลลิ 
โมลาร ์
 

น าสาร A มาผสมกับสาร B และปรับพีเอชตามที่ต้องการ 
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2.2  สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (Phosphate buffer) 
 

สารละลาย A: เตรียมสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  (Na2HPO4) ความ
เข้มข้นเท่ากับ 50 มิลลิโมลาร์  โดยชั่งไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  13.40 กรัม ละลายในน้ า 1.0 
ลิตร 
 

สารละลาย B: เตรียมสารละลายโพแทสเซียม ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 
ความเข้มข้นเท่ากับ 50 มิลลิโมลาร์ โดยชั่งโพแทสเซียม ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 6.80 กรัม ละลายใน
น้ า 1.0 ลิตร 
 

น าสาร A มาผสมกับสาร B ปรับพีเอชตามที่ต้องการ 
 

2.3  สารละลายไกลซีน-โซเดียมไฮดรอกไซด์บัฟเฟอร์ (glycine-NaOH buffer) 
 

สารละลาย A: เตรียมสารละลายไกลซีน -โซเดียมคลอไรด์  (Glycine-NaCl) ความ
เข้มข้นเท่ากับ 50 มิลลิโมลาร์ โดยชั่งไกลซีน  (Glycine) 3.75 กรัม และโซเดียมคลอไรด์  (NaCl) 
2.92 กรัม น าไปละลายในน้ ากลั่น 1.0 ลิตร 
  

สารละลาย B: เตรียมสารละลายโซเดียมไดรอกไซด์ (NaOH) ความเข้มข้นเท่ากับ 50 
มิลลิโมลาร์ โดยชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด์ 2 กรัม ละลายในน้ า 1.0 ลิตร 
 

น าสาร A มาผสมกับสาร B ปรับพีเอชตามที่ต้องการ 
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วิธีวิเคราะห์ทางเคมีและวิธีการทดลอง 
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1.  สีย้อมแกรมและวิธีการย้อมแกรม 
 

1.1 สีย้อมแกรม 
 

1.1.1  Ammonium oxalate crystal violet 
Crystal violet 2 กรัม 
Ethanol 95%  20  กรัม 

 
 ละลาย Crystal violet และ Ethanol ให้เข้ากัน จากนั้นเติม Ammonium oxalate 
aqueous solution เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ 80 มิลลิลิตร 
 
  1.1.2  Gram’s iodine 

Crystal’s iodine  1 กรัม 
Potassium iodine  2 กรัม 
น้ ากลั่น   300  มิลลิลิตร 

 
ละลาย Crystal’s iodine และ Potassium iodine ในน้ ากลั่นให้เข้ากัน เก็บในชวดสีชา 

เพื่อป้องกันการเกิดปฏิกิริยากับแสง 
 
  1.1.3  Ethanol 95% 
 
  1.1.4  Safranin water solution 

สารละลาย Safranin 10  มิลลิลิตร  
(น า Safranin 2.5 % ละลายใน ethanol 95%) 
น้ ากลั่น   100  มิลลิลิตร 

 
น าสารละลาย Safranin มาผสมกับน้ ากลั่น น าไปกรองผ่านกระดาษกรองก่อนใช้ 
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1.2  การย้อมสีแกรม (Gram Staining) 
 

เริ่มจากท าการเตรียมเสมียร์เชื้อแอคติโนมัยสีทจากอาหารแข็ง โดยน าห่วงเขี่ยเชื้อ
ไปเผาไฟจนแดงรอให้เย็น จากนั้นน าห่วงเขี่ยเชื้อมาจุ่มลงในอาหารเหลวที่มีเชื้ออยู่ 2-3 ห่วง น ามา
เกลี่ยให้เชื้อมีการแผ่กระจายเป็นวงเล็กๆ ลงบนสไลด์ที่สะอาดปราศจากคราบไขมัน รอให้เชื้อที่ท า
การเสมียร์ไว้แห้ง จากน้ันน าไปท าการดึงน้ าออกจากเซลล์ เพื่อให้เซลล์ยึดติดกับแผ่นสไลด์ให้แน่น 
โดยน าไปลนผ่านเหนือเปลวไฟอย่างรวดเร็ว 2-3 ครั้ง หยดสี crystal violet ให้ท่วมรอยที่ท าการ  
เสมียร์ ทิ้งไว้นาน 1 นาที เทสี crystal violet ที่ค้างไว้ออกจากสไลด์ น าไปชะด้วยสารละลาย
ไอโอดีน และหยดสารละลายไอโอดีนให้ท่วมรอยที่ท าการสเมียร์ทิ้งไว้นาน 1 นาที จากนั้น  
เทสารละลายไอโอดีนที่อยู่บนสไลด์ออก แล้วน าไปชะด้วยแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์ จนไม่มีสีม่วง
ละลายออกมา ไม่ควรใช้เวลาในการชะนานเกิน 20 วินาที จากน้ันน าไปผ่านน้ าเบาๆ ซับให้แห้ง
ด้วยกระดาษที่สะอาด ย้อมทับโดยการหยดสี safranin O ให้ท่วมรอยที่ท าการเสมียร์ ทิ้งไว้นาน 1 
นาที เทสี safranin O ที่อยู่บนสไลด์ทิ้ง แล้วล้างผ่านน้ าเบาๆและซับให้แห้ง จากนั้นน าไปตรวจ ดู
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยส่องผ่านกล้องจุลทรรศน์  
 
2.  วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ 
 
 2.1  สารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์ 
  

2.1.1  สารละลาย 3,5-Dinitrosalicylic acid (DNS) (Miller, 1959) 
3,5-Dinitrosalicylic acid  20 กรัม 
Sodium hydroxide    32 กรัม 
Sodium potassium tartrate  600 กรัม 
น้ ากลั่น    

 
เตรียมโดยละลาย  Sodium hydroxide ในน้ ากลั่น 300 มิลลิลิตร จากนั้น

ค่อยๆเติม 3,5-Dinitrosalicylic acid คนให้ละลายจนหมด และเติม Sodium potassium tartrate 
คนให้ละลาย น าไปเติมน้ ากลั่นให้ครบ 2.0 ลิตร 
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หมายเหตุ: ในการเตรียมสารละลาย 3,5-Dinitrosalicylic acid ต้องเตรียมที่อุณหภูมิ 50 องศา- 
เซลเซียส 

 
2.1.2  สารละลายสับสเตรท 

Birch wood xylan  1 กรัม 
Buffer solution   100  มิลลิลิตร 
 
เตรียมสารละลายสับสเตรท 1% โดยละลายไซแลนในสารละลายบัฟเฟอร์ 

พีเอชที่ต้องการ  
 

2.2  การเตรียมกราฟมาตรฐานน้ าตาลไซโลส 
  

เตรียมสารละลายน้ าตาลไซโลสความเข้มข้น 2,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยชั่ง
น้ าตาลไซโลส 0.2 กรัม ละลายในน้ ากลั่น ปรับปริมาตรจนครบ  100 มิลลิลิตร และท าการเจือจาง
ให้ได้ความเข้มข้นต่างๆดังตาราง  

 
ตารางผนวกที่ ข1  ความเข้มข้นของน้ าตาลไซโลส 
 

[xylose] (µg/ml) Xylose solution (ml) H2O (ml) 
0 0 0.5 

400 0.1 0.4 
800 0.2 0.3 

1,200 0.3 0.2 
1,600 0.4 0.1 
2,000 0.5 0 
 
น าสารละลายน้ าตาลไซโลสที่เจือจางแล้วแต่ละความเข้มข้นมา 0.1 มิลลิลิตร   

เติมสารละลาย DNS 0.2 มิลิลิตร ผสมให้เข้ากัน น าไปต้มในน้ าเดือด นาน 5 นาที ให้ DNS ท า
ปฏิกิริยากับน้ าตาลไซโลสอย่างสมบูรณ์ จากนั้นน าไปแช่งน้ าแข็งเพื่อหยุดปฏิกิริยานาน 5 นาที 
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เติมน้ ากลั่น 2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร น าไปสร้าง
กราฟระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับความเข้มข้น 

 

 
 
ภาพผนวกที่ ข1  กราฟมาตรฐานการหาปริมาณของน้ าตาลไซโลสโดยวิธี DNS 
 

2.3  วิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนส (ดัดแปลงมาจาก Miller, 1959) 
 

วิเคราะห์หากิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสจากปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้นด้วยวิธี 
DNS (Dinitrosalicylic acid) ซึ่งใช้น้ าตาลไซโลสเป็นมาตรฐาน  โดยการเตรียมสารละลายไซแลน
เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ โดยน าไซแลน 1 กรัม มาละลายในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ( Phosphate buffer) 
ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช  7.0 น ามา 0.1 มิลลิลิตร และเอนไซม์ที่ผ่านการเจือจางที่
เหมาะสมปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จากนั้นท า
การผสมสารละลายทั้งสองชนิดเข้าด้วยกันน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 
เติมสารละลาย DNS ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร น าไปต้มในน้ าเดือดนาน 5 นาที จากนั้นน าไปแช่ใน
น้ าแข็งทันทีเพื่อหยุดปฏิกิริยา แล้วน าไปวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนส ด้วยเครื่องสเปก
โตรโฟโตมิเตอร์ที่ค่าการดูดกลืนแสง 540 นาโนเมตร  

 
 ก าหนดให้ 1 หน่วยเอนไซม์เท่ากับปริมาณเอนไซม์ที่สามารถย่อยสลายไซแลน จนได้ 
น้ าตาลรีดิวซ์  1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใต้สภาวะที่เหมาะสม 
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 2.4  วิเคราะห์หากิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส  
 
  การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์เซลูเลสด้วยวิธี Dinitrosalicylic acid (DNS) 
(Miller, 1959) ซึ่งใช้น้ าตาลกลูโคสเป็นมาตรฐาน และท าการเตรียมสารละลายสับสเตรทเซลลูโลส
เข้มข้น  1 เปอร์เซ็นต์ โดยน้ าหนักต่อปริมาตร  โดยละลายในสารละลายซิเตรทบัฟเฟอร์ความ
เข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์  พีเอช 4.0  น ามาปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร และสารละลายเอนไซม์ที่  เจือจาง
เหมาะสม ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จากนั้นท า
การผสมสารละลายทั้งสองชนิดเข้าด้วยกันน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 
เติมสารละลาย DNS ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร น าไปต้มในน้ าเดือดนาน 5 นาที จากนั้นน าไปแช่ใน
น้ าแข็งทันทีเพื่อหยุดปฏิกิริยา น าไปวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส ด้วยเครื่องสเปกโตร
โฟโตมิเตอร์ที่ค่าการดูดกลืนแสง 540 นาโนเมตร  

 

ก าหนดให้ 1 หน่วยเอนไซม์เท่ากับปริมาณเอนไซม์ที่สามารถย่อยสลายเซลลูโลส   
จนได้น้ าตาลรีดิวซ์  1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใต้สภาวะที่เหมาะสม 
 
3.  การเตรียมกล้าเชื้อ 
 
 น าเชื้อบริสุทธิ์ที่คัดแยกได้มาถ่ายลงในอาหาร ISP2 ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่าความเร็ว 250 รอบต่อนาที 
นาน 18-24 ชั่วโมง  
  
4.  การเตรียมแหล่งคาร์บอน 
  

น าวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรคือ แกลบ เปลือกข้าวโพด ซังข้าวโพด และฟางข้าว มาท า
การล้าง ด้วยน้ ากลั่น เพื่อก าจัดสิ่งสกปรกต่างๆที่ติดมาออกให้หมด น าไปอบให้แห้งที่อุณหภูมิ 55 
องศาเซลเซียสนาน 24 ชั่วโมง จากนั้นน าไปบดให้ละเอียดโดยใช้เครื่องปั่นไฟฟ้า และน าไปร่อนบน
ตะแกรงขนาด 40 เมช (mesh) เพื่อให้เชื้อจุลินทรีย์สามารถน าไปใช้ได้ง่าย จากน้ันน าวัสดุเหลือทิ้ง
ที่ผ่านการร่อนไปล้างในน้ ากลั่น 3-4 ครั้ง เพื่อก าจัดน้ าตาลที่อยู่ในโครงสร้างและน าไปกรองผ่าน
กระดาษกรองเบอร์ 1 (whatman) ด้วยเครื่องกรองสุญญากาศ (vacuum pump) น าไปอบแห้งอีก 
ครั้งที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง 
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ภาคผนวก ค 
ข้อมูลจากการทดลอง 
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คัดแยกจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไซลาเนส  
 

 
 
ภาพผนวกที่ ค1  ตัวอย่างเชื้อจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้จากแหล่งน้ าในบริษัท เอสซีจีเปเปอร์  

  จ ากัด (มหาชน) อ าเภอบ้านโป่ง จังหวัดราชบุรี โดยคัดแยกบนอาหาร Berg’s  
  medium ที่มีไซแลนเป็นสับสเตรท อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 3 วัน 
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ภาพผนวกที่ ค2  ตัวอย่างเชื้อจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้จากแหล่งน้ าในบริษัท เอสซีจีเปเปอร์  
 จ ากัด (มหาชน) อ าเภอบ้านโป่ง จังหวัดราชบุรี โดยคัดแยกบนอาหาร Berg’s  
 medium ที่มีไซแลนเป็นสับสเตรท อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 3 วัน 
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การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 1,000 เท่า 
 

 
 
ภาพผนวกที่ ค3  ตัวอย่างลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 1,000  
  เท่า ของไอโซเลทต่างๆ ที่คัดแยกได้จากแหล่งน้ าในบริษัท เอสซีจีเปเปอร์ จ ากัด 
  (มหาชน) อ าเภอบ้านโป่ง จังหวัดราชบุรี 
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การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาบนอาหารแข็ง ISP2 และ ISP3 
 

 
 
ภาพผนวกที่ ค4  ตัวอย่างลักษณะทางสัณฐานวิทยาของไอโซเลทต่างๆ บนอาหารแข็ง  

ISP3 (ขวา) และ ISP3 (ซ้าย) 
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ภาพผนวกที่ ค4 (ต่อ) 
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ตรวจสอบทางพันธุศาสตร์โมเลกุลโดยหาล าดับเบสของยีน 16S rDNA 
 
GGGTGGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGA
GGTAACGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCA
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTG
CACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGG
GTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGC
GCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCG
GAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGTTGTGAAAGCCCG
GGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGA
TCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGC
GAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCA
ACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTAC
GGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGC
ATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGA
AACATCCAGAGATGGGTGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCG
TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCC
GTGTTGCCAGCAGGCC 
 
ภาพผนวกที่ ค5  ล าดับเบสที่ได้จากการเพิ่มปริมาณยีน 16S rDNA ของแอคติโนมัยสีท 

  ไอโซเลท 901 
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 ตารางผนวกที่ ค1  กิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนส (ยูนิตต่อมิลลิลิตร) จากเชื้อแอคติโนมัยสีทที่คัดแยกได้จากน้ าเสียของ บริษัท เอสซีจีเปเปอร์  
จ ากัด (มหาชน) อ าเภอบ้านโป่ง จังหวัดราชบุรี ทั้งหมด 7 ไอโซเลท บนอาหารเหลว ISP2 ที่มีไซแลน 0.5 เปอร์เซ็นต์ เป็นสับสเตรท บ่มที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสบนเครื่องเขย่าความเร็ว 250 รอบต่อนาที นาน 5 วัน  

 

 
 หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉลี่ย±ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 

เวลา 
(วัน) 

ไอโซเลท 

901 903 910 1004 1013 1021 1102 

0 0.25±0.06 0.37±0.06 0.19±0.07 0.32±0.05 0.28±0.08 0.82±0.04 0.39±0.06 

1 0.21±0.01 0.29±0.07 0.35±0.04 1.03±0.02 0.12±0.05 0.24±0.01 0.31±0.07 

2 1.87±0.16 5.68±0.07 4.08±0.07 2.65±0.09 0.25±0.05 1.47±0.06 0.03±0.08 

3 18.50±0.07 7.33±0.05 4.46±0.16 7.14±0.16 0.39±0.10 0.83±0.10 0.84±0.12 

4 17.70±0.12 7.16±0.04 4.07±0.09 7.91±0.06 0.51±0.06 1.64±0.11 0.52±0.11 

5 18.46±0.11 6.81±0.19 3.93±0.16 7.61±0.10 4.03±0.16 1.50±0.07 0.99±0.14 
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ตารางผนวกที่ ค2  กิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสของแอคติโนมัยสีททั้ง 7 ไอโซเลท ในอาหาร 
เหลว ISP2 ที่มีสารละลายคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลสเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต ์
เป็นสับสเตรท 

 

ไอโซเลท กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส (ยูนิตต่อมิลลิลิตร) 

A901 2.45±0.15 

A903 1.98±0.07 

A910 1.36±0.07 

A1004 2.09±0.06 

A1013 1.69±0.09 

A1021 0.98±0.02 

A1102 0.55±0.11 

 
หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉลี่ย±ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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ตารางผนวกที่ ค3  ความสัมพันธ์ระหว่างการเจริญของ S. mexicanus 901 ต่อการสร้างเอนไซม์ 
ไซลาเนส เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว ISP2 ที่มีไซแลน 0.5 เปอร์เซ็นต์เป็น 
สับสเตรท 

 

เวลา (ชั่วโมง) 
การเจริญของ S. mexicanus901 

(ค่าการดูดกลืนแสง 600 นาโนเมตร) 
กิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนส 

(ยูนิตต่อมิลลิลิตร) 
0 0.29 1.06±0.08 
3 0.32 1.07±0.14 
6 0.33 1.15±0.09 
9 0.60 1.24±0.13 
12 2.75 1.25±0.13 
15 4.28 1.51±0.14 
18 4.95 1.45±0.21 
21 5.40 1.06±0.24 
24 6.36 2.52±0.06 
27 7.80 2.95±0.26 
30 9.79 4.67±0.12 
36 14.37 5.47±0.07 
42 14.42 7.10±0.15 
48 14.07 7.41±0.09 
54 11.97 7.64±0.15 
60 10.03 24.56±0.28 
66 7.53 23.20±0.11 
72 3.62 22.70±0.04 
96 2.55 22.76±0.06 
120 2.54 23.20±0.04 

 
หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉลี่ย±ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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ตารางผนวกที่ ค4  กิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนส (ยูนิตต่อมิลลิลิตร) จาก S. mexicanus 901  
 โดยใช้วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 0.5 เปอร์เซ็นต ์เป็นแหล่งคาร์บอน 

 

 
หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉลี่ย±ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 
ตารางผนวกที ่ค5  กิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนส (ยูนิตต่อมิลลิลิตร) จาก S. mexicanus 901  

  โดยใช้ซังข้าวโพดเป็นแหล่งคาร์บอนเมื่อเลี้ยงในอาหาร ISP2 
 

 
หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉลี่ย±ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 
 

เวลา 
(วัน) 

แหล่งคาร์บอน 
แกลบ ไซแลน เปลือกข้าวโพด ฟางข้าว ซังข้าวโพด 

0 0.63±0.22 0.63±0.21 0.35±0.19 0.49±0.06 0.69±0.04 
1 0.35±0.06 1.27±0.11 0.22±0.23 0.25±0.22 0.32±0.06 

2 3.12±0.29 2.03±0.11 5.59±0.15 2.73±0.07 6.78±0.16 
3 6.97±0.06 13.23±0.24 11.56±0.07 10.16±0.27 14.10±0.35 
4 6.26±0.01 19.86±0.11 17.99±0.13 12.92±0.17 23.10±0.09 

5 5.31±0.24 17.16±0.06 18.27±0.15 10.00±0.09 21.58±0.09 

เวลา 
(วัน) 

ความเข้มข้นของซังข้าวโพด (เปอร์เซ็นต์) 
0.5 1.0 1.5 2.0 

0 0.36±0.13 0.54±0.03 0.56±0.05 0.32±0.08 
1 0.36±0.03 0.90±0.11 0.54±0.03 0.56±0.05 
2 21.44±0.00 20.74±0.03 25.16±0.13 24.13±0.37 
3 23.29±0.19 21.87±0.24 25.05±0.03 25.71±0.26 
4 24.71±0.34 21.47±0.00 26.55±0.08 27.88±0.00 
5 24.32±0.32 21.53±0.03 27.09±0.48 28.14±0.05 
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ตารางผนวกที ่ค6  กิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนส (ยูนิตต่อมิลลิลิตร) จาก S. mexicanus 901 
  เมื่อศึกษาแหล่งไนโตรเจนชนิดต่างๆโดยเลี้ยงในอาหาร ISP2  

 

เวลา 
(วัน) 

แหล่งไนโตรเจน 

Yeast 
Extract 

Beef Extract Peptone Soy bean meal Baker Yeast 

0 1.24±0.11 0.86±0.05 0.96±0.19 0.73±0.03 0.77±0.03 

1 0.54±0.08 0.30±0.11 0.30±0.05 1.61±0.05 7.53±0.05 

2 0.37±0.05 12.69±0.13 17.48±0.08 15.05±0.08 20.52±0.03 

3 1.61±0.11 9.93±0.06 23.05±0.11 24.56±0.03 16.81±0.03 

4 11.04±0.13 9.14±0.00 21.68±0.03 29.38±0.16 10.40±0.08 

5 14.75±0.03 9.89±0.00 19.71±0.05 30.54±0.11 11.30±0.13 

 
หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉลี่ย±ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 
ตารางผนวกที ่ค7  กิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนส (ยูนิตต่อมิลลิลิตร) จาก S. mexicanus 901  

  เมื่อใช้กากถั่วเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจนที่ความเข้มข้นต่างๆ ในอาหาร ISP2 
 

เวลา 
(วัน) 

ความเข้มข้นของกากถั่วเหลือง (เปอร์เซ็นต์) 
0.4 0.8 1.2 1.6 

0 0.15±0.05 0.04±0.11 0.13±0.19 0.04±0.00 
1 0.17±0.08 1.20±0.26 1.26±0.08 1.27±0.05 
2 3.28±0.19 9.74±0.05 12.98±0.34 16.47±0.08 
3 18.81±0.00 23.98±0.21 28.61±0.24 28.99±0.03 
4 21.59±0.26 23.50±0.00 27.19±0.29 28.78±0.11 
5 23.42±0.05 23.25±0.29 25.80±0.08 28.48±0.05 

 
หมายเหตุ  ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของค่าเฉลี่ย±ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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ตารางผนวกที ่ค8  ผลของพีเอชต่อการท างานของเอนไซม์ไซลาเนสจาก S. mexicanus 901 
 

พีเอช กิจกรรมเอนไซม์สัมพัทธ์ (เปอร์เซ็นต์) 

3.0 4 

4.0 69 

4.5 91 

5.0 94 

5.5 100 

6.0 83 

7.0 76 

8.0 60 

9.0 53 

10.0 30 

11.0 23 

12.0 14 

 



87 

  

ตารางผนวกที ่ค9  ผลของอุณหภูมิต่อการท างานของเอนไซม์ไซลาเนสจาก S. mexicanus 901 
   

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) กิจกรรมเอนไซม์สัมพัทธ์ (เปอร์เซ็นต์) 

30 27 

40 50 

50 78 

60 92 

65 94 

70 100 

75 83 

80 36 

90 7 
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ตารางผนวกที ่ค10  ความเสถียรของเอนไซม์ไซลาเนสจาก S. mexicanus 901 ที่พีเอชต่างๆ 
 

พีเอช กิจกรรมเอนไซม์สัมพัทธ์ (เปอร์เซ็นต์) 

3.0 97 

4.0 97 

5.0 100 

6.0 79 

7.0 60 

8.0 58 

9.0 67 

10.0 73 

11.0 62 

12.0 56 

 
ตารางผนวกที ่ค11  ความเสถียรของเอนไซม์ไซลาเนสจาก S. mexicanus 901 ที่อุณหภูมิต่างๆ 
 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) กิจกรรมเอนไซม์สัมพัทธ์ (เปอร์เซ็นต์) 

30 96 

40 98 
50 100 
60 95 
70 15 

80 4 

90 3 
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ตารางผนวกที่ ค12  การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของกิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสจาก 
  S. mexicanus 901 จากการเพาะเลี้ยงในอาหาร ISP2 โดยแปรผันแหล่ง 
  คาร์บอน จากวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรชนิดต่างๆ ด้วยวิธี Duncan’s  
  multiple range test ที่ระดับความมีนัยส าคัญ (P<0.05)  
 

C-source 
Subset for alpha = .05 

1 2 3 4 5 
husk 6.2573     
straw  12.9228    
Corn 
husk 

  17.9930   

Xylan    19.8603  
Corn cob     23.1002 

Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 
 
ตารางผนวกที ่ค13  การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของกิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสจาก 
  S. mexicanus 901 จากการเพาะเลี้ยงในอาหาร ISP2 โดยแปรผันความ 
  เข้มข้นของซังข้าวโพด ด้วยวิธี Duncan’s multiple range test ที่ระดบั 
  ความมีนัยส าคัญ (P<0.05)  
 

[corn cob] 
(%) 

Subset for alpha = .05 
1 2 3 4 

1.0 21.5289    
0.5  24.3208   
1.5   27.0939  
2.0    28.1432 
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 
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ตารางผนวกที ่ค14  การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของกิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสจาก 
  S. mexicanus 901 จากการเพาะเลี้ยงในอาหาร ISP2 โดยแปรผันแหล่ง 
  ไนโตรเจน ด้วยวิธี Duncan’s multiple range test ที่ระดับความมีนัยส าคัญ 
  (P<0.05)  
 

N-source 
Subset for alpha = .05 

1 2 3 4 5 
Beef extract 9.8932     
Baker yeast  11.2985    
Yeast eztract   14.7461   

Peptone    19.7114  
Soy bean meal     30.5415 

Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 
 
ตารางผนวกที ่ค15  การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของกิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสจาก 
  S. mexicanus 901 จากการเพาะเลี้ยงในอาหาร ISP2 โดยแปรผันความ 
  เข้มข้นของกากถั่วเหลืองด้วยวิธี Duncan’s multiple range test ที่ระดับ 
  ความมีนัยส าคัญ (P<0.05)  
 

[soy bean meal] 
(%) 

Subset for alpha = .05 
1 2 3 

0.8 23.2528   
0.4 23.4214   
1.2  25.8010  
1.6   28.4804 
Sig. .340 1.000 1.000 
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ประวัติการศึกษาและการท างาน 
 
ชื่อ                                        นางสาวชติุนันท์ ศิริสนุทรสกุล 
เกิดวันท่ี                         29 กรกฎาคม 2531 
สถานที่เกิด                           จงัหวัดกรุงเทพมหานคร 
ประวัติการศึกษา                 วท.บ (เทคโนโลยีชีวภาพ)  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 
ต าแหน่งปัจจุบัน                   - 
สถานที่ท างานปัจจุบัน          - 
ผลงานดีเด่นและ/หรือรางวัลทางวิชาการ        - 
ทุนการศึกษาที่ได้รับ             - 

 
 
 


