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บทคัดย่อ 
 

 การวิจัยครั้งนี้จัดท าขึ้นเพ่ือคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียจากกระเพาะหมักของกระบือปลักที่สามารถ
ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสร่วมกับไซแลนเนสและประเมินการย่อยวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร จากการศึกษา 
พบว่า เชื้อไอโซเลทหมายเลข ID2R1P1 และ ID2R1P2 สามารถย่อยอาหารแข็ง CMC agar และ xylan 
agar ได้ด ี ไอโซเลท ID2R1P1 มีความเหมือนของยีน 16S rRNA กับเชื้อ Corynebacterium sp. 
(X89778.1) 99% ขณะที่ไอโซเลท ID2R1P2 มีความเหมือนกับยีนของ Bacillus pumilus 96% เชื้อไอ
โซเลท ID2R1P1 ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้ดีที่สุดเมื่อบ่มในอาหารที่มี 1% CMC และ 0.1% yeast 
extract ที่อุณหภูมิ 39oC pH 7.0 เป็นเวลา 2 วัน และผลิตเอนไซม์ไซแลนเนสได้ดีที่สุดเมือ่เลี้ยงใน
อาหารเหลวทีมี่ 2% xylan และ 0.1% yeast extract ที่อุณหภูมิ 37oC pH 3.0 เป็นเวลา 2 วัน 
สภาวะการท างานของเอนไซม์เซลลูเลสและไซแลนเนส คือ บ่มที่อุณหภูมิ 50oC pH 7.0 นาน 10 นาที 
และบ่มที่อุณหภูมิ 90oC pH 7.0 นาน 5 นาท ีตามล าดับ เอนไซม์ยังสามารถย่อยอะไวเซลและกระดาษ
กรองได้ดี ขณะที่เชื้อไอโซเลท ID2R1P2 ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้ดีที่สุดเมื่อบ่มในอาหารที่มี 3% CMC 
และ 0.1% yeast extract ที่อุณหภูมิ 37oC pH 5.0 เป็นเวลา 5 วัน และผลิตเอนไซม์ไซแลนเนสได้ดี
ที่สุดเมือ่เลี้ยงในอาหารเหลวที่มี 1% xylan และ 0.1% yeast extract ที่อุณหภูมิ 39oC pH 4.0 เป็น
เวลา 3 วัน สภาวะการท างานของเอนไซม์เซลลูเลสและไซแลนเนส คือ บ่มที่อุณหภูมิ 50oC pH 5.0 
นาน 10 นาที และบ่มที่อุณหภูมิ 70oC pH 8.0 นาน 10 นาท ีตามล าดับ เอนไซม์สามารถย่อยกระดาษ
กรองไดเ้ล็กน้อย ใบอ้อยสามารถใช้ในการผลิตเซลลูเลสได้ดี ขณะที่ต้นข้าวโพดและฟางข้าวสามารถใช้ใน
การผลิตเอนไซม์ไซแลนเนสได้ดี เมื่อน าฟางข้าวผ่านการอบด้วยคลื่นไมโครเวฟนาน 30 นาที และน าใบ
อ้อยและต้นข้าวโพดผ่านการอบด้วยความดันไอน้ านาน 20 นาที พบว่า เอนไซม์สกัดจากไอโซเลท 
ID2R1P1 สามารถย่อยใบอ้อยและต้นข้าวโพดได้ดี ขณะที่เอนไซม์สกัดจากไอโซเลท ID2R1P2 ย่อยฟาง
ข้าวได้ดี เอนไซม์ไซแลนเนสที่ผลิตจากทั้งสองไอโซเลทสามารถท างานได้ดีในสภาวะที่มีอุณหภูมิสูงและ
เป็นด่าง น่าจะสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมที่ใช้ความร้อนและด่างในขบวนการผลิตได้ เช่น 
การท าเยื่อกระดาษ การฟอกย้อมผ้า เป็นต้น 
 
ค าส าคัญ :  แบคทีเรียจากกระเพาะหมัก, เซลลเูลส, ไซแลนเนส, วัตถุเหลือท้ิงทางการเกษตร  



II 

 

Research Title:  Degradation of Agricultural Residues by Enzymes from Bacteria in 
Buffalo Rumen 

Researcher: Asst.Prof. Kanya Jirajaroenrat, Assoc.Prof. Kan  Suksupath, Assoc.Prof. 
Chamroon Laosinwattana, Asst.Prof. Kanokrat Srikijkasemwat 

Faculty: Agricultural Technology 
Department: Animal Production Technology and Fisheries 

 

ABSTRACT 
 

 This research was performed to isolate ruminal bacteria producing both 
cellulase and xylanase and to investigate the degradation of agricultural residues by 
the enzymes. Bacterial isolates ID2R1P1 and ID2R1P2 showed halo clear zones on both 
CMC agar and xylanase agar were selected for study. The 16S rDNA sequencing 
indicated that the ID2R1P1 and ID2R1P2 shared identity to Corynebacterium sp. 
(X89778.1) 99% และ Bacillus pumilus 96% respectively. Isolate ID2R1P1 produced 
cellulase when incubation in CMC broth containing 1% CMC and 0.1% yeast extract at 
39oC, pH 7.0 for 2 days and produced xylanase when incubation in xylan broth 
containing 2% xylan and 0.1% yeast extract at 37oC, pH 3.0 for 2 days. Optimal 
condition of cellulase activity was incubation at 50oC, pH 7.0 for 10 mins and for 
xylanase activity was incubation at 50oC, pH 7.0 for 10 mins. The crude enzyme was 
able to digest avicel and filter paper. Whereas, isolate ID2R1P2 produced cellulase 
when incubation in CMC broth containing 3% CMC and 0.1% yeast extract at 37oC, pH 
5.0 for 5 days and produced xylanase when incubation in xylan broth containing 1% 
xylan and 0.1% yeast extract at 39oC, pH 4.0 for 3 days. Optimal condition of cellulase 
activity was incubation at 50oC, pH 5.0 for 10 mins and that of xylanase activity was 
incubation at 70oC, pH 8.0 for 10 mins. The crude enzyme was able to digest filter 
paper but nor avicel. Sugarcane leaves could be used as carbon source for cellulase 
production while corn stalk and rice straw could be used as for xylanase production. 
Pretreatment of rice straw by microwaving for 30 mins and pretreatment of sugarcane 
leaves and corn stalk by autoclaving for 20 mins, then digesting by the crude enzymes 
showed that the enzyme from isolate ID2R1P1 could digest sugarcane leaves and corn 
stalk while the crude enzyme from isolate ID2R1P2 could digest rice straw. The 
xylanase activities of the two isolates presented at high level when incubation at high 
temperature and pH. This indicated that the enzymes could be applied to paper pulp 
production and textile bio-polishing process. 
 
Keywords :  ruminal bacteria, cellulase, xylanase, agricultural residues 
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เลท ID2R1P1 25 
ตารางที่ 4.5 ผลของชนิดแหล่งไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อต่อการผลิตเอนไซม์ของไอโซเลท ID2R1P1 

และ ID2R1P2 26 
ตารางที่ 4.6 ผลของระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อต่อการผลิตเอนไซม์ของไอโซเลท ID2R1P1 และ 

ID2R1P2 26 
ตารางที่ 4.7 การผลิตเอนไซม์เซลลูเลสและไซแลนเนสของไอโซเลท ID2R1P1 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว

ที่ใช้วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเป็นแหล่งคาร์บอน 27 
ตารางที่ 4.8 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสและไซแลนเนสของเชื้อ ID2R1P1 และ ID2R1P2 เมื่อ

ท าปฏิกิริยาในระยะเวลาที่ต่างกัน 28 
ตารางที่ 4.9 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสและไซแลนเนสของเชื้อ ID2R1P1 และ ID2R1P2 เมื่อ

ท าปฏิกิริยาในบัพเฟอร์ที่มีค่าความเป็นกรดด่างต่างกัน 29 
ตารางที่ 4.10 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสและไซแลนเนสของเชื้อ ID2R1P1 และ ID2R1P2 เมื่อ

บ่มในอุณหภูมิที่ต่างกัน 29 
ตารางที่ 4.11 ความสามารถต่อการย่อยสับสเตรทของเอนไซม์ ID2R1P1 และ ID2R1P2 33 
ตารางที่ 4.12 การปรับสภาพวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรด้วยวิธี microwave 34 
ตารางที่ 4.13 การปรับสภาพวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรด้วยวิธี autoclave 34 
ตารางที่ 4.14 ประสิทธิภาพการย่อยวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรของเอนไซม์ ID2R1P1 และ 

ID2R1P2 35 
ตารางที่ 5.1 สรุปสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์และคุณสมบัติการท างานของเอนไซม์เซลลู

เลสและไซแลนเนส จากเชื้อแบคทีเรียไอเลทID2R1P1 และ ID2R1P2 36 
 
ตารางภาคผนวกที ่ หน้า 
ตารางผนวกท่ี ข1 ค่ามาตรฐานกลูโคส 49 
ตารางผนวกท่ี ข2 ค่ามาตรฐานไซโลส 50 
ตารางผนวกท่ี ข3 ค่ามาตรฐานโปรตีน 51 
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ภาพที ่ หน้า 
ภาพที่ 4.1 ค่าฤทธิ์สัมพันธ์ของกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส (a) และไซแลนเนส (b) ในช่วงระยะเวลาของ

การบ่มท่ีแตกต่างกัน 30 
ภาพที่ 4.2 ค่าฤทธิ์สัมพันธ์ของกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส (a) และไซแลนเนส (b) ในบัพเฟอร์ที่มีค่าความ

เป็นกรดด่างที่แตกต่างกัน 31 
ภาพที่ 4.3 ค่าฤทธิ์สัมพันธ์ของกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส (a) และไซแลนเนส (b) ในอุณหภูมิของการบ่ม

ที่แตกต่างกัน 32 
 
ภาพผนวกที่ หน้า 
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ภาพผนวกท่ี ข2 กราฟมาตรฐานไซโลส 50 
ภาพผนวกท่ี ข3 กราฟมาตรฐานโปรตีน 51 
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บทที1่ 
บทน า 

 
1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
 ประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรม ประชาชนส่วนใหญ่ประกอบอาชีพเกษตรกรรม โดยมีพ้ืนที่
การเพาะปลูกพืชหลัก ได้แก่ ข้าว อ้อย มันส าปะหลัง และข้าวโพด รวมกว่า 90 ล้านไร่ (ส านักเศรษฐกิจ
ทางการเกษตร, 2553) ซึ่งผลผลิตทางการเกษตรในแต่ละอย่างนั้นจะสร้างรายได้ให้ประเทศได้เป็นจ านวน
มาก ในแต่ละปีจะมีวัสดุเหลือทิ้งประมาณ 35 ล้านตัน (หักส่วนที่ถูกน าไปใช้ประโยชน์อย่างอ่ืน) (ส านักงาน
คณะกรรมการนโยบายพลังงานแห่งชาติ. 2542) แต่ก็มีบางส่วนที่จะสามารถสร้างมลพิษให้กับประเทศได้ 
เช่น เศษวัสดุทางการเกษตรต่างๆ ที่มีการทิ้งโดยเปล่าประโยชน์มากมาย เนื่องจากพืชผลทางการเกษตร
ต่างๆเหล่านั้นได้มีการน าไปแปรรูปมากมาย จึงท าให้มีวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเพ่ิมจ านวนมากขึ้น 
นอกจากนี้วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรซึ่งเป็นเศษพืชนี้มีโครงสร้างทางเคมีเป็นสารจ าพวกลิกโนเซลลูโลส ที่
ท าให้ขั้นตอนกระบวนการย่อยหรือสลายพันธะค่อนข้างยากล าบากต่อระบบอุตสาหกรรม วัสดุเ หลือทิ้ง
ทางการเกษตรจึงเป็นปัญหาต่อการน าไปใช้ประโยชน์อย่างอ่ืน และก่อให้เกิดปัญหาต่างๆ เช่น มลภาวะ
ทางสิ่งแวดล้อมต่างๆ ทั้งทางบกและทางน้ า ปริมาณของวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรที่ได้จากการผลิตจาก
ภาคเกษตรก็ยังมีปริมาณมากและเป็นภาระต่อการจัดการซึ่งส่งผลกระทบโดยตรงต่อภาคแรงงาน 
เศรษฐกิจ และสิ่งแวดล้อม การบริหารจัดการและเพ่ิมมูลค่าของวัสดุเหล่านี้ โดยการน าไปแปรสภาพวัสดุ
หรือน ากลับไปใช้ประโยชน์ การพัฒนาวิจัยเพ่ือเพ่ิมมูลค่าวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรจึงมีความส าคัญต่อ
ความมั่นคงทางเศรษฐกิจของประเทศเป็นอย่างยิ่ง (กรมพัฒนาพลังงานทดแทนและอนุรักษ์พลังงาน , 
2552; ส านักบริหารจัดการกากอุตสาหกรรม, 2553 ปัจจุบันจึงได้มีการคิดค้นวิธีและเทคโนโลยีต่างๆ มา
ก าจัดขยะทางการเกษตรอย่างมากมาย เพราะได้มีการศึกษากันอย่างต่อเนื่องถึงคุณสมบัติของวัสดุเหลือ
ทิ้งทางการเกษตร ที่พบว่าคุณลักษณะพิเศษของวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรมีรูปแบบของการสะสม
พลังงานหรือกักเก็บพลังงานได้ จึงได้ค้นหาวิธีการทดลองและการปรับสภาพพืช เพ่ือเอาความสามารถของ
วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเหล่านี้มาใช้เป็นพลังงานทดแทน และผลิตเป็นพลังงาน โดยผ่านกระบวนการ
ต่างๆ เพื่อน ามาให้เกิดประโยชน์ทางด้านอุตสาหกรรมได้ การศึกษาวิธีการและเทคโนโลยีในการปรับสภาพ
วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเหล่านี้จะเป็นการช่วยลดต้นทุนการผลิตและลดปริมาณขยะที่เกิดจากผลผลิต
ทางการเกษตร ซึ่งเหลือจากการแปรรูปแล้วหรือยังไม่แปรรูปก็ตาม ซึ่งจะเป็นการลดมลภาวะของประเทศ
ได ้
 

1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 1.2.1 เพ่ือประเมินสภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียเพื่อการผลิตเอนไซม์ 
 1.2.2  เพื่อวิเคราะห์กิจกรรมและสภาวะที่เหมาะสมในการท างานของเอนไซม์ 
 1.2.3  เพื่อประเมินการปรับสภาพวัสดุที่เหมาะสมต่อวัสดุที่เลือกใช้ 
 1.2.4  เพื่อประเมินความสามารถของเอนไซม์ในการย่อยวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 
 

1.3 ขอบเขตของโครงการวิจัย 
 1.3.1  จัดหาตัวอย่างวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร ได้แก่ ฟางข้าว ใบอ้อย และ ต้นข้าวโพด 
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 1.3.2  วิเคราะห์ปริมาณเยื่อใยของวัสดุที่ใช้ก่อนท าการทดลอง 
 1.3.3  ประเมินวิธีการปรับสภาพวัสดุที่เหมาะสมกับตัวอย่างที่น ามาใช้ทดสอบโดยเปรียบเทียบ
เทคนิคการใช้ความดันไอน้ าและการใช้คลื่นไมโครเวฟ 
 1.3.4  คัดเลือกเชื้อแบคทีเรียจากกระเพาะหมักของกระบือที่มีความสามารถในการสร้างเอนไซม์
เซลลูโลไลติกและและไซแลนโนไลติก 
 1.3.5  วิเคราะห์สายพันธุ์ของแบคทีเรียโดยใช้เทคนิคทางจุลชีววิทยาและชีวโมเลกุล 
 1.3.6  ประเมินสภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเชื้อที่ให้ปริมาณการผลิตเอนไซม์ท่ีสูงที่สุดโดย
การทดสอบชนิดของแหล่งคาร์บอน ระดับความเข้มข้น และระยะเวลาของการบ่มเชื้อท่ีเหมาะสม 
 1.3.7  เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในสภาวะที่เหมาะสมและสกัดเอนไซม์รวมในรูปแบบ crude 
enzyme 
 1.3.8  ประเมินคุณสมบัติของเอนไซม์ ได้แก่ ความเข้มข้นของโปรตีนใน crude protein ค่า
กิจกรรมเอนไซม์เซลลูไลติกและไซแลนโนไลติก สภาวะที่เหมาะสมของเอนไซม์ในการท ากิจกรรม 
 1.3.9  วิเคราะห์ปริมาณเยื่อใยของวัสดุที่ใช้หลังท าการทดลอง 
 1.3.10  วิเคราะห์ผลผลิตน้ าตาลรีดิวซ์ก่อนและหลังการย่อยของเอนไซม์ 
 1.3.11  รวบรวมและวิเคราะห์ข้อมูล รายงานผลการวิจัย 
 

1.4 วิธีด าเนินการวิจัย 
 1.4.1 การเตรียมเชื้อแบคทีเรียที่จะทดสอบ 
 1.4.2 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ของแบคทีเรีย 
 1.4.3 การศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม์เซลลูเลสและไซแลนเนส 
 1.4.4 การประเมินวิธีการปรับสภาพวัสดุที่เหมาะสมกับตัวอย่างที่น ามาใช้ทดสอบ 
 1.4.5 การศึกษาการย่อยวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรด้วยเอนไซม์ 
 

1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
1.5.1 ทราบสภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากกระเพาะหมักของกระบือ

เพ่ือให้ผลิตเอนไซม์ได้มากที่สุด 
1.5.2 ทราบสภาวะที่เหมาะสมในการท างานของเอนไซม์ 
1.5.3 ทราบวิธีการปรับสภาพวัสดุที่เหมาะสมกับตัวอย่างที่น ามาใช้ทดสอบ 
1.5.4 ทราบประสิทธิภาพของเอนไซม์ในการย่อยวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 

 1.5.5 ใช้เป็นข้อมูลในการพิจารณาเลือกเอนไซม์สกัดที่เหมาะสมในการย่อยวัสดุเหลือทิ้งทาง
การเกษตรแต่ละชนิด 
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บทที่ 2 
ทบทวนวรรณกรรม 

 
2.1 ชีวมวล 
 สารชีวมวลนั้นมีหลากหลายชนิดซึ่งมีองค์ประกอบต่างกัน องค์ประกอบขั้นต้นได้แก่ เซลลูโลส เฮ
มิเซลลูโลส ลิกนิน แป้ง และโปรตีน สารชีวมวลต่างชนิดกันย่อมมีองค์ประกอบต่างกัน ต้นไม้นับเป็นชึว
มวลที่ประกอบด้วย ลิกโนเซลลูโลส ประกอบด้วยเซลลูโลสและลิกนิน ต้นไม้มีจ านวนมากและมีศักยภาพ
มาก ชีวมวลแต่ละชนิดมีปริมาณขององค์ประกอบที่จะแตกต่างกัน เช่น ธัญพืชมีแป้งมาก ในขณะที่ของเสีย
จากปศุสัตว์มีโปรตีนมาก (Carere et al. 2008; Chandra et al. 2007) 
 
2.2 วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 

ประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรม ในแต่ละปีจะมีปริมาณวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรประมาณ 
60 ล้านตัน โดยวัสดุที่เหลือทิ้งในปริมาณมากที่สุด ได้แก่ ฟางข้าว 25 ล้านตัน ยอดและใบอ้อย 13 ล้านตัน 
ต้นและใบข้าวโพด 3 ล้านตัน (กรมพัฒนาพลังงานทดแทนและอนุรักษ์พลังงาน 2552) ปริมาณเศษวัสดุ
เหลือใช้ทางการเกษตรที่ผลิตภายในประเทศจะแปรผันและขึ้นอยู่กับปริมาณผลผลิตทางการเกษตรของ
ประเทศ วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรแต่ละชนิดมีองค์ประกอบทางเคมีและความชื้นแตกต่างกัน ชนิดและ
ปริมาณของวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรของประเทศไทย ดังตารางที่ 2.1 

การน าไปใช้งานและแปรรูปจึงขึน้อยู่กับคุณภาพของวัสดุแตล่ะชนิด (มูลนิธิพลังงานเพื่อสิ่งแวดล้อม, 
2008) ดังนี ้
  2.2.1 ฟางข้าว 

ฟางเป็นล าตน้ที่เหลือทิ้งหลังจากการเกี่ยวข้าว มีประโยชน์หลายอย่าง เช่น เป็นอาหารสัตว ์ คลุมดิน 
เพาะเห็ดฟาง ท าโครงพวงหรีดดอกไม้ และใช้ในอุตสาหกรรมท ากระดาษ เปน็ต้น แต่ยงัมีฟางข้าวอีกมากที่ไม่ได้
น าไปใช้ คาดว่าประมาณ 1 ใน 3 ของส่วนที่เหลือถูกเผาทิ้ง 

2.2.2 แกลบ 
แกลบเป็นเปลือกที่ห่อหุ้มเมล็ดข้าวที่ได้หลังจากการสีข้าว ถูกน ามาเป็นวัสดุเชื้อเพลงิตามบา้นเรือน 

รวมทั้งเชื้อเพลิงส าหรับผลิตไฟฟ้าเพื่อจ่ายเข้าระบบ แต่การผลติไฟฟ้าดว้ยเชื้อเพลิงแกลบยงัมอีุปสรรคในเร่ืองการ
ลงทุนคา่ก่อสร้างโรงไฟฟา้ และความต้องการวัสดุเชื้อเพลิงในปริมาณที่มากเพียงพอและต่อเนื่อง ก าลงัการผลิต
ไฟฟ้า 1 เมกะวัตต์ ต้องใช้เชื้อเพลิงปลีะ 10,000 ถึง 15,000 ตัน  

2.2.3 กากอ้อย 
ส่วนของล าต้นอ้อยที่ผา่นขั้นตอนการคั้นน้ าออก ส่วนที่เปน็น้ าน าไปผลิตเป็นน้ าตาลดิบ ส่วนที่เหลือคือ

กากอ้อย ในปัจจุบันมีโรงงงานน้ าตาลอยู่ประมาณ 46 โรง ส่วนใหญ่ใช้เป็นเชื้อเพลิงเพื่อผลิตน้ าตาลดบิประมาณ 
80 เปอร์เซ็นต์ ส่วนที่เหลืออีก 20 เปอร์เซ็นต์ น าไปเป็นวัตถดุิบส าหรับผลิตกระดาษ และ Medium density 
fiber board (MDF) 
 2.2.4 ใบอ้อยและยอดอ้อย 

มีลักษณะเรียวยาว จะถูกตัดออกจากล าต้นอ้อยก่อนส่งไปโรงงาน ช่วงเดือนธันวาคมถึงเมษายน ดังนัน้
ใบอ้อยและยอดอ้อยจะกระจายไปทั่วไร่อ้อย แต่บางคร้ังชาวไรอ่้อยจะใช้วิธีการเผาแทนการตัด ซึ่งจะท าให้ไม่มีใบ
อ้อยและยอดอ้อยหลงเหลืออยู่ยอดอ้อยสามารถน ามาเป็นอาหารสัตว์ ใบอ้อยและยอดอ้อยส่วนใหญ่จะถูกเผาทิ้ง
ในไร่ ยังไม่มีการน าไปใช้ประโยชน์ 
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ตารางที่ 2.1 ชนิดและปรมิาณของวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรของประเทศไทย 
ชนิด ผลผลิต (ตัน) ประเภทวัสด ุ ปริมาณเหลือใช ้(ตัน) 

อ้อย 66,816,446 ชานอ้อย 4,190,794.31 
ยอดและใบ 13,439,727.21 

ข้าว 31,508,364 แกลบ 3,510,598.90 
ฟางข้าว 25,646,547.96 

ถั่วเหลือง       190,480 ต้น/เปลือก/ใบ 170,383.17 

ข้าวโพด 4,616,119 
ซัง 584,539.15 

ล าต้น 2,758,777.36 
  
ปาล์มน้ ามนั 

  
8,162,379 

ทะลายเปลา่ 1,024,868.34 
ใย 162,970.06 

กะลา 38,959.04 
ก้าน 2,203,740 

มันส าปะหลัง 30,088,025 
ล าต้น 2,439,236.19 
เหง้า 1,834,466.88 

มะพร้าว 1,380,980 
ก้าน 628,990.82 
กาบ 464,250.95 
กะลา 128,936.58 

รวม 145,853,073   59,539,905.20 
 

2.2.5 เหง้ามันส าปะหลัง 
เหง้ามันเป็นสว่นที่ถูกตัดออกจากหัวมัน ด้านบนมลีักษณะเป็นล าตน้ค่อนข้างกลม ขนาด

เส้นผ่าศนูย์กลางไม่เกิน 15 มิลลิเมตร ยาวประมาณ 30 เซนติเมตร ส่วนอีกด้านหนึ่งมีรปูร่างไม่แน่นอน ปัจจุบนั
ยังไม่ค่อยน าไปใช้งาน จึงมักถูกเผาทิ้งตามไร่ ความชื้นโดยเฉลี่ย 60 เปอร์เซ็นต์ และมีขนาดรูปทรงไม่แนน่อน จึง
ต้องมีขบวนการท าให้เล็กลง ก่อนน าไปเป็นเชื้อเพลิง 

2.2.6 เปลือกและกากมันส าปะหลัง 
เปลือกมีลักษณะเป็นขุย สีน้ าตาล ความชื้น 50 เปอร์เซ็นต์ กากมันมีลักษณะละเอียด สีขาว ความชื้นสูง

ประมาณ 80 เปอร์เซ็นต์ เป็นเศษที่เหลือจากการผลิตแป้งมนัส าปะหลัง กากมันน าไปใชผ้สมอาหารสัตว์ในมันเสน้ 
เปลือกมันท าปุ๋ย เนื่องจากเปลอืกมันบางสว่นขายไม่ได้ ทางโรงงานแป้งมนัจะน าไปฝงักลบ เพราะยังไม่ได้ศึกษา
น าไปใช้ให้เป็นประโยชน์อยา่งอื่น 

2.2.7 กากปาล์ม 
กากปาล์มเปน็เศษเหลือจากการสกัดน้ ามันปาล์มดิบจากทะลายปาล์มสด มี 3 ส่วน คือ ไฟเบอร์มี

ลักษณะเป็นขุย กะลาคล้ายกะลามะพรา้วแต่มีขนาดเล็กกว่ามาก และทะลายปาล์มเปล่า อย่างไรก็ตามยงัโรงงาน
สกัดอีกประเภทหนึ่งคือ น าเฉพาะผลปาล์มสดไม่รวมทะลายมาสกัด เศษที่ได้จะน ามาเปน็อาหารสัตว์ ไฟเบอร์
น ามาเป็นเชื้อเพลิงในขบวนการผลิตน้ ามันปาล์มดิบ จงึมีเหลือไม่มาก ทะลายเปลา่น าไปเพาะเห็ด 

2.2.8 ซังข้าวโพด และ ล าต้น 
ซังข้าวโพดได้จากการสีข้าวโพดเพื่อน าเมล็ดมาใช้งาน สว่นใหญ่เป็นข้าวโพดเลี้ยงสตัว์ ในส่วนของล าตน้

จะถูกตัดหลังจากการเก็บเกี่ยวแล้ว ซังข้าวโพดน าไปเปน็วัตถุดบิผลิตแอลกอฮอล ์ ใช้เป็นเชื้อเพลิง ใชผ้สมกับโม
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ลาสเพื่อเลี้ยงสัตว์ ส่วนล าต้นข้าวโพดใชน้ าไปเลี้ยงสัตวไ์ด้เช่นกัน ล าตน้ข้าวโพดมีส่วนหนึ่งที่ไม่ไดน้ าไปใช้งาน 
ชาวไร่ข้าวโพดจะไถฝงักลบในไร่ 
 
2.3 องค์ประกอบเยื่อใยของเซลล์พืช 

เซลล์พืชประกอบด้วยโพลิเมอร์องค์ประกอบหลัก 3 ชนิด ได้แก่ เซลลูโลส 44เปอร์เซ็นต์ เฮมิ
เซลลูโลส 30เปอร์เซ็นต ์และลิกนิน 26เปอร์เซ็นต ์โดยเฉลี่ยในน้ าหนักแห้ง (U.S. DOE., 2006) 

2.3.1 เซลลูโลส 
เซลลูโลสเป็นโพลิเมอร์ของน้ าตาลกลูโคสที่เชื่อมต่อกันด้วยพันธะ β-1,4-glycosidic โดยไม่มีการ

แตกกิ่ง ต่อเรียงกันประมาณ 100 – 14,000 หน่วยย่อย มีสูตรโมเลกุลเป็น(C6H12O6)n โดย n คือดีกรีของ
โพลีเมอร์ไรเซชั่น เส้นใยเซลลูเลสจะจัดเรียงตัวกันเป็นไมโครไฟบริลและยึดโครงสร้างกันด้วยพันธะ
ไฮโดรเจนโดยมีทั้งบริเวณที่มาการจัดเรียงตัวอย่างเป็นระเบียบ เรียกว่า crystalline และไม่เป็นระเบียบ 
เรียกว่า amorphous การย่อยสลายโครงสร้างเซลลูโลสจ าเป็นต้องอาศัยการท างานร่วมกันของเอนไซม์ 
endoglucanases (1,4-β-D-glucan glucano-hydrolase, EC 3.2.1.4) และ exoglucanases (1,4-β-
D-glucan cellobiohydrolase, EC 3.2.1.91) ซึ่งจะให้ผลผลิตเป็นน้ าตาลโมเลกุลคู่ cellobiose และ
สุดท้ายท าการย่อยด้วยเอนไซม์ β-glucosidase (Beguin and Aubert, 1994) 

2.3.2 เฮมิเซลลูโลส 
เฮมิเซลลูโลสเป็นแหล่งคาร์บอนที่มีมากเป็นอันดับรองจากเซลลูโลส เป็นโพลิเมอร์ของน้ าตาลเพน

โตส  หรือน้ าตาลเฮกโซส  ได้แก่ กลูแคน (glucan) แมนแนน (mannan) และไซแลน (xylan) โดยมีไซ
แลนเป็นองค์ประกอบหลัก มีจ านวนยูนิตคาร์บอนเท่ากับ 5 โมโนแซคคาไรด์รวมถึง ดีไซโลสและดีอะราไบ
โนส และคาร์บอนเท่ากับ 6 โมโนแซคคาไรด์รวมถึง ดีแมนโนส ดีกาแลคโตสและดีกลูโคส โมโนแซคคาไรด์
ที่มีคาร์บอนเท่ากับ 5 มีจ านวนมากกว่า โมโนแซคคาไรด์ที่มีคาร์บอนเท่ากับ 6 สูตรโมเลกุลโดยเฉลี่ย คือ 
(C5 H8O4)n เนื่องจากดีกรีโพลิเมอร์ไรเซชั่นของเฮมิเซลลูโลสเท่ากับ 50-200 โดยมีขนาดเล็กกว่าเซลลูโลส 
จึงสามารถสลายพันธะได้ง่ายกว่าเซลลูโลส และ เฮมิเซลลูโลสเป็นจ านวนมากสามารถละลายได้ใน
สารละลายเบส  เฮมิเซลลูโลสทั่วไปคือไซแลน ซึ่งประกอบด้วยไซโลสด้วยพันธะ 1,4-β-D-xylopyranose 
(Chandra et al. 2007) 

ไซแลนซึ่งเป็นโพลิเมอร์หลักของเฮมิเซลลูโลส มีโครงสร้างประกอบด้วยน้ าตาลไซโลสเชื่อมต่อกัน
ด้วยพันธะ β-1,4-glycosidic bond โดยมี xylopyranose เป็นสายหลักและมีสารประกอบอ่ืนๆมาเกาะ
เป็นสายโซ่ข้าง เช่น หมู่อะราบิโนซิล (arabinosyl) กลูคูโรนิล (glucoronyl) หรืออะซิติล (acetyl) การ
ย่อยสลายไซแลนที่สมบูรณ์ต้องอาศัยการท างานร่วมกันของเอนไซม์หลายชนิด ได้แก่ endoxylanase 
(1,4-β-D-xylan- xylanohydrolase, EC 3.2.1.8) ในการย่อยสลายพันธะ 1,4-β-D-xylan xylodic แบบ
สุ่มได้ไซโลสและโอลิโลแซ็กคาไรด์สายสั้นๆเป็นผลิตภัณฑ์สุดท้าย เอนไซม์ exo-β-1,4-xylanases (1,4-α-
D-xylan xylohydrolase) และ β-xylodidase (1,4-β-D-cxylan-xylanohydrolase (EC 3.2.1.37) ใน
การย่อยสลายพันธะของ 1,4-β-D-xylan-xylopyranose ทีละหน่วยจากปลายด้านนอกได้น้ าตาลไซโลส
เป็นผลิตภัณฑ์สุดท้าย (Dekker and Richard. 1976)การย่อยหมู่ย่อยบนสายโซ่อาศัยการท างานของ
เอนไซม์ α-L-arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55) และ α-D-glucuronidases (EC 3.2.1) (Beguin 
and Aubert, 1994). 
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นอกจากไซแลนแล้วในโครงสร้างเฮมิเซลลูโลสก็ยังประกอบด้วยโพลิเมอร์ของกาแลคโตแมนแนน 
galactoglucomannan และกลูโคแมนแนน glucomannan โดยกาแลคโตแมนแนนเป็นโครงสร้างที่
ประกอบด้วยน้ าตาลแมนโนสและกลูโคสต่อเชื่อมกันด้วยพันธะ β-1,4-glycosidic bond และมีน้ าตาลกา
แลคโตสและหมู่อะวิติลเป็นสายโซ่ข้าง เอนไซม์ที่เข้ามาย่อยพันธะตรง β-mannan จะท างานร่วมกันหลาย
ชนิด ได้แก่ endomannanase (endo-1,4-β-D-mannan manohydrolase, EC 3.2.1.78) และ β-1,4-
mannasidase (β-D-mannoside mannohydrolase, EC 3.2.1.25) นอกจากนี้เอนไซม์ β-
glucosidase และ α-galactosidase ก็มีส่วนในการย่อยสายโพลิเมอร์เป็นน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว 
(Coughlan and Hazlewood, 1993) 

2.3.3 ลิกนิน 
 ลิกนินเป็นสารประกอบเชิงซ้อนประเภทโพลิฟีนอลิก (polyphenolic) ประกอบด้วยยูนิตฟีนิลโพ
รเพนและอนุพันธ์ ซึ่งเชื่อมกันเป็นสามมิติ เกาะกันเป็นกลุ่มใหญ่และห่อหุ้มเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส
เอาไว้ข้างใน ยากที่จะสลายโดยจุลชีพและสารเคมี นอกจากนั้นยังมีความแข็งแรงทางกลและการป้องกัน
ร่วมด้วย เซลลูโลส เฮมิเซลูโลสและลิกนินถูกพบในสารชีวมวลชนิดต่างๆและแหล่งคาร์บอนธรรมชาติ
จ านวนมากบนโลก (Hendricks and Zeeman. 2009) ลิกนินจะพบในไม้เนื้อแข็งมากกว่าไม้เนื้ออ่อน 
สัตว์จะไม่สามารถย่อยลิกนินได้ แต่เชื้อราและแบคทีเรียบางชนิดสามารถผลิตเอนไซม์ในการย่อยสลาย
ลิกนิน เรียกว่า เอนไซม์ลิกนินเนส ligninase หรือ lignin peroxidase (EC 1.14.99) เอนไซม์ลิกนินเนสที่
สกัดจากเชื้อราขาวสายพันธุ์ Phanerochaete chrysosporium สามารถย่อยลิกนินได้ดี ขณะที่เอนไซม์ 
manganese peroxidase, laccase และ cellobiose dehydrogenase พบว่าเกี่ยวข้องกับขบวนการ
ย่อยลิกนินเช่นกัน (Lebo et al, 2001) 

อย่างไรก็ตาม ลิกนินเป็นส่วนประกอบของโครงสร้างซึ่งอาจเป็นตัวยับยั้งการท างานของเอนไซม์
เซลลูเลสและเฮมิเซลลูเลสได้ ท าให้ประสิทธิภาพในการย่อยสลายเยื่อใยพืชด้วยเอนไซม์เซลลูเลสและเฮมิ
เซลลูเลสไม่ดีเท่าที่ควร และยังเป็นอุปสรรคต่อการน าโพลิเมอร์ไปใช้งานต่อ  การย่อยเยื่อใยพืชจึง
จ าเป็นต้องมีการย่อยลิกนินเสียก่อน 
 
2.4 การปรับสภาพวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 
 ในการน าวัสดุพืชไปใช้งานต้องผ่านขบวนการย่อยเสียก่อน การก าจัดสารประกอบพวกเฮมิ
เซลลูโลสและลิกนินออกจากโครงสร้างของวัสดุก่อนโดยการปรับสภาพวัสดุ (pre-treatment) จะช่วยปรับ
ให้โครงสร้างของเซลลูโลสอยู่ในสภาพที่เหมาะสมต่อการเกิดปฏิกิริยาการย่อยด้วยเอนไซม์ (Ververis et 
al. 2007) วิธีการปรับสภาพวัสดุสามารถท าได้หลายวิธี (Lynd et al., 2002) อาทิเช่น การใช้สารเคมี
ประเภทกรดด่าง ได้แก่ กรดซัลฟูริก (H2SO4) โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH)หรือ โซดาไฟ (lime) การใช้
คลื่นไมโครเวฟ (microwave) การระเบิดด้วยแรงดันไอน้ า (steam explosion) การระเบิดไฟเบอร์ใน
แอมโมเนีย (ammonia fiber explosion, AFEX) นอกจากนี้ยังมีการใช้รังสีแกมม่า (Gamma ray) (ขวัญ
ชนก จันทร์สว่าง. 2544 ; วาสินี เที่ยงสุข. 2547; ชมพูนุช หาญนันทวิวัฒน์. 2547) ในการเพ่ิม
ประสิทธิภาพการปรับสภาพวัสดุนิยมใช้สารเคมีร่วมกับเทคนิคทางกายภาพ เช่น การแช่วัสดุพืชใน
สารละลายด่าง NaOH แล้วน ามาต้มในเตาไมโครเวฟที่ก าลังไฟฟ้า 600 – 900 วัตต์ (Rodrigues et al., 
2011) การแช่ฟางข้าวสาลีในกรดซัลฟูริก 0.08 N แล้วน าไประเบิดด้วยแรงดันไอน้ าที่ความดัน 18 บาร์ 
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ก่อนการย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลสและไซแลนเนสสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการย่อยของเอนไซม์ (Tabka 
et al., 2011) วิธีการปรับสภาพเบื้องต้นสามารถแบ่งออกเป็น 4 วิธี (Godliving, 2009) ได้แก่ 

 
2.4.1 การปรับสภาพวัสดุโดยทางกายภาพ (Physical pretreatment) 
เป็นการลดขนาดของวัตถุดิบ และท าให้เส้นใยเซลลูโลสแตกออก เพ่ือเพ่ิมพ้ืนที่ผิวในการเกิด

ปฏิกริยามากขึ้น เช่น การบด และการใช้ความร้อนเป็นต้น ซึ่งการใช้ความร้อนเป็นการเพ่ิมอุณหภูมิและ
การแผ่ รั งสี เป็นวิ ธี การทางกายภาพที่ ประสบผลส า เ ร็ จมากที่ สุ ดวิ ธีหนึ่ ง  วิ ธี ก ารที่ เ รี ยกว่ า 
Thermogravimeric treatment โดยเพ่ิมอุณหภูมิเป็น 826.85 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะทั้งที่มีก๊าซ
เฉื่อยและตัวออกซิแดนท์สามารถท าให้เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนินย่อยสลายได้ดี ส่วนวิธีการเผา
แบบไม่ใช้ออกซิเจน (Pyrolysis) พวกเปลือกถั่วชนิดต่างๆ ฟางข้าว หรือ พวกขี้เลื่อยที่อุณหภูมิ 326.85–
926.85 องศาเซลเซียส ให้ผลิตภัณฑ์ที่เป็นพวกถ่าน ของเหลวและก๊าซมากกว่าวิธีธรรมดาทั่วไป 55 
เปอร์เซ็นต์ ส าหรับการแผ่รังสีด้วยคลื่นไมโครเวฟที่ 700 W ด้วยเวลานานต่างๆ กัน พบว่ามีการสูญเสีย
น้ าหนักของวัตถุดิบไปบ้างเนื่องจากมีการสลายตัวของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน แต่ท าให้อัตรา
การย่อยสลายโดยใช้ด่างร่วมด้วยเพิ่มข้ึนมาก นอกจากนี้การใช้รังสีแกมม่าขนาด 500 kGy ท าให้โครงสร้าง
ของฟางข้าวสาลีที่ป่นเป็นผงขนาด 140 mesh แตกตัวให้ผลผลิตน้ าตาลกลูโคสเพ่ิมขึ้นอีก 13.40 
เปอร์เซ็นต์ 

การปรับสภาพด้วยวิธีทางเคมี-ฟิสิกส์ (physicochemical pretreatment) เป็นการใช้วิธีทาง
กายภาพร่วมกบัการใช้สารเคมี เช่น การใช้สารละลายเบสเจือจางและความร้อนภายใต้ความดันสูงในการ
ปรับสภาพ ซึ่งประสิทธิภาพการย่อยสลายนั้น ขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของสารละลายเบสและความร้อนที่
เพ่ิมขึ้นเรื่อย ๆ แต่เมื่อใช้ความร้อนภายใต้สภาวะความดันสูงเพียงอย่างเดียว พบว่า อัตราการย่ อยสลาย
สลายลดลง เมื่อความร้อนเพ่ิมขึ้น เนื่องจากการแตกตัวของน้ าตาลที่เกิดขึ้น เปลี่ยนเป็นสารประเภทเฟอร์
ฟูรัล ฟอร์มัลดีไฮด์ หรือกรดฟอร์มิก เป็นต้น ซึ่งเป็นตัวขัดขวางข้ันตอนการย่อยสลาย 

การย่อยสลายตัวอย่างด้วยไมโครเวฟเป็นหนึ่งในวิธีการของการน าเทคโนโลยีไมโครเวฟมา
ประยุกต์ใช้ในการเตรียมตัวอย่างที่นอกเหนือจากการท าให้เป็นเถ้าหรือการสกัด ไมโครเวฟจะช่วยย่อย
สลายสารที่มีความแข็งมากโดยการใช้ความร้อนที่ให้ประสิทธิภาพมากกว่าวิธีการให้ความร้อน
แบบเดิมๆ  โดยกลไกหลักในการให้ความร้อนด้วยไมโครเวฟ คือ การเขย่าโมเลกุลให้สั่นภายใต้
สนามแม่เหล็กหรือสนามไฟฟ้า อนุภาคเหล่านี้จะปรับตัวให้มีเฟสตรงกับสนาม แต่อย่างไรก็ตาม การ
เคลื่อนไหวของอนุภาคเหล่านี้จะถูกต้านด้วยแรงอันตรกิริยาระหว่างอนุภาคและแรงต้านไฟฟ้า ซึ่งจะท าให้
อนุภาคเกิดการเคลื่อนที่แบบสุ่มจนเกิดเป็นความร้อน อีกท้ังน ามาใช้ในการอบแห้งด้วยคลื่นไมโครเวฟ เป็น
เทคนิคการอบแห้งที่มักจะใช้ร่วมกับการพาความร้อน แบบอ่ืนๆ (สมชาติ โสภณรณฤทธิ์ . 2540) การ
ประยุกต์ใช้พลังงานไมโครเวฟในการอบแห้งมีประโยชน์หลายประการ ทั้งการร่นระยะเวลาการ อบแห้ง 
การกระจายพลังงานในเนื้อวัสดุเกิดข้ึนอย่างสม่ าเสมอ ท าให้ผลิตภัณฑ์มีความสม่ าเสมอทั้งด้านความชื้น สี 
และคุณภาพลดการสูญเสียของส่วนประกอบที่ละลายน้ าในวัสดุ และช่วยในการ ประหยัดพลังงาน (ศิร
ประภา คลังทอง และ ศิริวิไล อนุกูลประชา. 2546)  
 นอกจากนั้นยังมีการศึกษาการปรับสภาพด้วยวิธีใช้หม้อนึ่งไอน้ าแรงดันสูง (autoclave )เช่นการ
เตรียมไฮโดรไลเสทจากผักตบชวาโดยใช้หม้อนึ่งไอน้ าแรงดันสูงเพ่ือผลิตเอทานอล พบว่าการใช้หม้อนึ่งไอ
น้ าแรงดันสูงร่วมกับการปรับสภาพทางเคมีเป็นวิธีการที่เหมาะสมวิธีหนึ่งซึ่งช่วยก าจัดลิกนินและไม่ท าให้
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ปริมาณเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสสูญเสียไป จากการศึกษาของรัชพล พะวงศ์รัตน์ (2011) ที่ได้ท าการ
ปรับสภาพผักตบชวาด้วยวิธีทางกายภาพร่วมกับทางเคมีและหม้อนึ่งไอน้ าแรงดันสูงพบว่าตัวอย่าง
ผักตบชวาจากส่วนใบและล าต้นเริ่มต้นที่น ามาศึกษามีปริมาณเซลลูโลสมากที่สุดคือร้อยละ 44.71 ของ
น้ าหนักแห้ง ปริมาณเฮมิเซลลูโลสและปริมาณลิกนินคือร้อยละ 14.85 และ 3.06 ของน้ าหนักแห้ง
ตามล าดับ โดยสภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 2 โดย
น้ าหนักร่วมกับหม้อนึ่งไอน้ าแรงดันสูงเป็นวิธีการปรับสภาพผักตบชวาที่ดีที่สุด ท าให้ได้เซลลูโลสและเฮมิ
เซลลูโลสสูงถึงร้อยละ 47.38 และ23.16 โดยน้ าหนักตามล าดับ และเหลือมีปริมาณลิกนินอยู่เพียงร้อยละ 
3.71 โดยน้ าหนักและยังให้ลักษณะโครงสร้างทางกายภาพเหมาะส าหรับการน าไปใช้เป็นวัสดุตั้งต้นในการ
ผลิตเอทานอล 

 
2.4.2 การปรับสภาพวัสดุโดยเคมี (Chemical pretreatment)  

 สารเคมี พวก oxidizing agents พวกกรดต่างๆ ไปจนกระทั่งถึงด่าง หรือเกลือสามารถย่อยสลาย 
เซลลูโลสเฮมิเซลลูโลส และลกินินได้และสามารถท าได้ภายใต้ความดันและอุณหภูมิปกติ  

1) การใช้ด่าง (Alkaline treatment) ชนิดของสารละลายเบสเจือจางท่ีนิยมใช้กัน ได้แก่ 
โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) เป็นสารเคมีที่นิยมใช้มากที่สุด สามารถก าจัดลิกนินได้ดี เนื่องจาก 

NaOH เป็นเบสแก่ ซึ่งในบางครั้ง NaOH ไม่ได้ก าจัดลิกนินออกไปเพียงอย่างเดียว แต่อาจท าลายเฮมิ-
เซลลูโลสและเซลลูโลสบางส่วนออกไปด้วย ดังนั้นการใช้ NaOH จึงจ าเป็นต้องใช้อุณหภูมิและเวลาที่
เหมาะสมกับพืชชนิดนั้น ๆ ผลผลิตที่ได้จึงจะมีประสิทธิภาพมากที่สุด (Wang et al, 2010) 

แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ (NH4OH) เป็นสารเคมีที่นิยมใช้ไม่น้อยไปกว่า NaOH แต่เนื่องจาก 
NH4OH เป็นเบสอ่อน จึงต้องใช้เวลาในการก าจัดลิกนินนานกว่าเล็กน้อย แต่ปัญหาที่พบจากการใช้ 
NH4OH คือ การก าจัดลิกนินออกไม่หมด และอาจมีกลิ่นของแก๊สแอมโมเนียที่เกิดจากกระบวนการย่อย
สลายลิกนิน (Gupta and Lee, 2010) 

โซเดียมซัลไฟด์ (Na2S) เป็นสารเคมีที่นิยมใช้น้อยที่สุด แต่เป็นสารที่ก าจัดลิกนินได้ดีที่สุด โดยที่ 
Na2S จะมีความจ าเพาะเจาะจงกับลิกนินเท่านั้น โดยจะไม่มีผลต่อเฮมิเซลลูโลสและเซลลูโลส  เหตุผลที่
นิยมใช้ Na2S ค่อนข้างน้อย อาจเนื่องจากกลิ่นของแก๊สไข่เน่าที่เกิดจากกระบวนการย่อยสลายลิกนิน แต่
อย่างไรก็ตาม Na2S ยังคงใช้ในระดับอุตสาหกรรมที่จ าเป็นต้องก าจัดลิกนินออกเท่านั้น เช่น อุตสาหกรรม
ผลิตเยื่อ/กระดาษในหลายบริษัท เป็นต้น อย่างไรก็ตาม ในการเลือกใช้สารเคมีดังกล่าวข้างต้น ขึ้นอยู่กับ
ความเหมาะสมของพืชแต่ละชนิดที่น ามาใช้ โดยปัจจัยในการเลือกใช้สารเคมีอาจจะเลือกจากความแข็ง
ของเนื้อไม้และคุณภาพในการแยกลิกนิน ดังนั้นกระบวนการปรับสภาพตัวอย่าง จึงเป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่
ส าคัญในการผลิตเซลลูโลซิกเอทานอล ทั้งในด้านคุณภาพวิเคราะห์และปริมาณวิเคราะห์ (ประเวศ ตุ้ยเต็ม
วงศ์ และคณะ. 2551) 

2) การใช้กรด (Acid treatment ) เช่น  sulphuric acid, hydrochloric acid, phospholic 
acid 

3) การใช้ก๊าซ (Gas treatment )เช่น  chlorine dioxide, nitrogen dioxide, sulphur 
dioxide 

4) การเติมสารออกซิไดซ์ (Addition of oxidizing agents ) เช่น  hydrogen peroxide, 
ozone 
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5) การสกัดลิกนินโดยสารละลาย (Solvent extraction of lignin ) เช่น ethanol-water 
extraction, benzene-water extraction, Ethylene glycol extraction, butanol-water 
extraction, swelling agents 

 
2.4.3 การปรับสภาพวัสดุโดยวิธีฟิสิกส์เคมี (Physicochemical pretreatment) 

 การรวมกันระหว่างวิธี chemical และ physical treatment มีส่วนส าคัญในการละลายน้ าของ
เฮมิเซลลูโลส และลิกนินที่ถูกแปลงโครงสร้างแล้วเป็นผลท าให้การแตกตัวของเซลลูโลสในขั้นตอน 
hydrolysis เพ่ิมข้ึนมีการใช้ Physicochemical pretreatment ร่วมกับ Thermochemical treatment 
เช่น วิธีsteam explosion, ammonia fibre explosion, CO2 explosion, SO2 explosion เป็นต้น  
โดยThermochemical treatment เป็นการแปรรูปชีวมวลให้เป็นพลังงานโดยการใช้ความร้อนจนเกิด
การเปลี่ยนแปลงทางเคมี เช่น การเผาไหม้โดยใช้ออกซิเจนหรือการสันดาป (combustion) การเผาไหม้
โดยไม่ใช้ออกซิเจนหรือไพโรลิซิส (pyrolysis) และการท าให้เกิดก๊าซ (gasification) (Hertzmark, 1982) 

Steam Explosion เป็นกระบวนการระเบิดดวยไอน ้าเปนกระบวนการที่ใชในการแยกองค
ประกอบที่ส าคัญ 3 ชนิด ที่ประกอบอยูในพืชหรือในวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรคือลิกนิน เซลลูโลส และ
เฮมิเซลลูโลส ใหแยกออกจากกัน แลวน าแตละองคประกอบไปใชประโยชนในการผลิตสารเคมีมูลคาเพ่ิม 
ดังตัวอยาง เชน เฮมิเซลลูโลส ซึ่งมีน ้าตาลไซโลส เปนองคประกอบหลักจะน าไปผลิตเปนน ้าตาลไซลิทอล 
(xylitol) ใชในอุตสาหกรรมอาหารลิกนิน ที่ไดจากการแยกดวยการระเบิดดวยไอน ้า ก็สามารถน าไปเปนส
วนประกอบของสารเคมีในการผลิต กาวไม wood adhesive) (Gravitis,1998) และองคประกอบสุดทาย 
คือ เซลลูโลสบริสุทธิ์จะน าไปผลิตพวกอนุพันธของเซลลูโลส(cellulose derivative) เชน คารบอกซี
เมททิลเซลลูโลส (CMC) เปนตน ฯลฯ ซึ่งน าไปใชในอุตสาหกรรมสิ่งทอ (Ibrahim, 1996)กระบวนการ
ระเบิดดวยไอน ้ามีหลักการวาจะใชไอน ้าที่อุณหภูมิและความดันสูงโดยปกติ จะใชอุณหภูมิในชวงระหวาง
180 - 210°C ระยะเวลาในการระเบิดนานไมเกิน 10 นาทีซึ่งปฏิกิริยาเคมีที่เกิดขึ้นคือ ปฏิกิริยาไฮโดรไล
ซิสของไอน ้า โดยไอน ้าจะไปละลายสวนของเฮมิเซลลูโลสออกมาสวนองคประกอบที่เหลือ คือ ลิกนินและ
เซลลูโลสจะน าไปแยกออกจากกันภายหลังโดยใชสารละลายเบสที่สามารถละลายลิกนินไดแตไมละลาย
เซลลูโลส จากการทดลองของ Martinez et al. (1995) พบวา สภาวะของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส จะเกิดได
ดีขึ้นเมื่อมีการแชชานออยลงในสารละลายกรดอนินทรียเจือจาง กอนจะท าการระเบิดดวยไอน ้า และ
ระเบิดที่อุณหภูมิสูง แตชวงระยะเวลาในการระเบิดสั้นไมเกิน 4 นาทีเพราะการระเบิดที่อุณหภูมิสูงจะท า
ใหเฮมิเซลลูโลสละลายไดดีขึ้น ในขณะเดียวกันการใชระยะเวลาในการระเบิดสั้นก็จะชวยลดการแตกตัว
ของโมเลกุลของเซลลูโลสดวย  

 
2.4.4 การปรับสภาพวัสดุโดยวิธีชีวภาพ (Biological pretreatment ) 
เป็นการปรับสภาพวัสดุที่ต้องพ่ึงพาจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ ที่เป็นแบคทีเรียและเชื้อรา รวมทั้งเอนไซม์

ที่ผลิตจากจุลชีพเหล่านี้ เชื้อราทั้งชนิดที่เป็น white-rot, brown-rod และชนิดที่เป็น soft-rot สามารถ
ย่อยสลายเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนินได้ โดย brown-rod มีบทบาทส าคัญในการย่อยพวกเซลลูโลส 
ในขณะที่ white-rot และ soft-rot จะเข้าย่อยสลายพวกลิกนินและเฮมิเซลลูโลส จากการทดลองเมื่อไม่
นานมานี้ เมื่อน าลิกโนเซลลูโลสมาหมักกับเชื้อราเหล่านี้ที่อุณหภูมิ 25-35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-22 
วันพบว่า เฮมิเซลลูโลส และ ลิกนิน ถูกย่อยสลายไปได้มากถึง 45-75 เปอร์เซ็นต์ และ65-80 เปอร์เซ็นต์ 
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ตามล าดับ นอกจากนั้นยังพบว่า ชีวมวลที่ผ่านการ pretreatment ด้วยวิธีนี้ยังให้ก๊าซชีวภาพได้มากกว่า
เมื่อน าไปต่อด้วยระบบ anaerobic digestion เชื้อราและแบคทีเรียเหล่านี้ได้แก่ Aspergillus terreus, 
Trichoderma spp, Cyathus stercoreus, Penicillium camemberti, Phanerochaete 
chrysosporium, Streptomyces griseus ฯลฯ เป็นต้น 

ในการย่อยสลายวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรต้องใช้เอนไซม์หลายชนิด เนื่องจากเอนไซม์นั้นมี
ความจ าเพาะเจาะจงในการท าปฏิกิริยาสูง เช่น เอนไซม์ endocellulase จะย่อยเซลลูโลสโครงสร้างผลึก
ให้เป็นเซลลูโลสสายโซ่ ส่วนเอนไซม์ exocellulase จะย่อยเซลลูโลสสายโซ่ให้เป็นเซลลูบิโนส และ β-
glucosidase จะย่อยเซลลูบิโอสให้เป็นกลูโคส และขั้นตอนการท าปฏิกิริยาต้องอยู่ภายใต้สภาวะที่ไม่
รุนแรง ใช้อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ที่ pH 5 โดยไม่เกิดผลิตภัณฑ์ข้างเคียง และไม่เป็นอันตรายต่อ
สิ่งแวดล้อม ซึ่งในอนาคต การย่อยสลายแบบนี้น่าจะเป็นวิธีที่นิยมกันมาก เนื่องจากให้ปริมาณน้ าตาลที่สูง
จึงเหมาะแก่การหมักเอทานอล (ประเวศ ตุ้ยเต็มวงศ์ และคณะ 2551) 
 
2.5 เอนไซม์ที่เกี่ยวข้องในการย่อยสลายลิกโนเซลลูโลส 

2.5.1 เอนไซม์เซลลูเลสและเฮมิเซลลูเลส 
 เอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายสารประกอบลิกโนเซลลูโลสที่ส าคัญมี 2 กลุ่มคือ เอนไซม์ใน
กลุ่มเซลลูโลไลติก (cellulolytic) และไซลาโนไลติก (xylanolytic) โดยลักษณะการท างานของเอนไซม์ทั้ง
สองกลุ่มนี้จ าเป็นต้องอาศัยเอนไซม์หลายชนิดท างานร่วมกัน (synergistic enzym  หรือ multipl  
enzyme) เซลลูเลสประกอบด้วยเอนไซม์หลายชนิดท าหน้าที่ร่วมกันในการสลายเซลลูโลส จากการศึกษา
ระบบเอนไซม์เซลลูเลสซึ่งมีหลายองค์ประกอบในการท าปฏิกิริยาสามารถแบ่งเอนไซม์เซลลูเลสได้ 3 ชนิด 
โดยเรียกเอนไซม์ในกลุ่มนี้ว่า เซลลูโลไลติก (cellulolytic) (Fen and Lee, 1983) 

เอนไซม์ที่สามารถย่อยเฮมิเซลลูโลสได้ เรียกว่า เฮมิเซลลูเลส (hemicellulase) ซึ่งมีหลายชนิด 
ได้แก่   ไซแลนเนส(xylanase) แมนเนเนส (mannanase)  และบีตา -กลูแคเนส (β-glucanase) 
สารประกอบเฮมิเซลลูโลสที่มีในเนื้อไม้ส่วนใหญ่เป็นสารประกอบไซแลน ดังนั้น เอนไซม์ที่ย่อยสา รเฮมิ
เซลลูโลสส่วนใหญ่จึงเป็นเอนไซม์ที่ย่อยไซแลนหรือเอนไซม์ไซแลนเนส ซึ่งสามารถจ าแนกได้เป็นเอนไซม์ไซ
แลนเนส (Endo –β-1,4 xylanase) มีหน้าที่ในการตัดพันธะเบต้า 1,4ไกลโคซิดิก (1,4-glycosidic) 
ภายในสายโซ่หลักของโมเลกุลไซแลนและเอนไซม์เบต้าไซโลซิเดส (β-xylosidase) จะท าหน้าที่ในการย่อย
ไซโลไบโอส (xylobiose) หรือไซโลโอลิโกแซคคาร์ไรด์ (xylooligosaccharide) ได้เป็นน้ าตาลไซโลส  
(Béguin and Aukert. 1994) นอกจากนี้ยังมีโครงสร้างเป็นกิ่งก้านสาขา และประกอบด้วยน้ าตาลหลายๆ
ชนิด เอนไซม์ที่ใช้ย่อยสลายเฮมิเซลลูโลสมีหลายชนิด เช่น L-arabinanases, D-galactanases, D-
mannanases และ D-xylanase  ปริมาณของเอนไซม์เหล่านี้ขึ้นอยู่ซับสเทรทที่ใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและ
พลังงาน ชนิดของจุลินทรีย์ และ สภาวะที่เลี้ยงเชื้อ (Reilly, 1980) 

การยอยสลายเซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส สามารถท าไดโดยวิธีการทางเคมีหรือการยอยสลายดวย
เอนไซม แตการใชเอนไซมจะดีกวาวิธีทางเคมีเนื่องจากการยอยสลายโดยเอนไซมมีความจ าเพาะสูงกวา 
และสภาวะที่ใช ในการยอยสลายไมรุนแรงเทากับวิธีทางเคมี นอกจากนี้ไมมีการสูญเสียน้ าตาลที่ได
เหมือนกับการเขาท าปฏิกิริยากับสารเคมี (Wong et al.1988) 
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 2.5.2 เอนไซม์ D-galactanases 
D-galactanases เป็น hydrolytic enzyme ที่ผลิตจากแบคทีเรีย รา และพืช สามารถย่อยสลาย

ได้ทั้ง D-galactan และ L-arabino-D-galactan D-galactanases มี 2 ชนิดคือ (13)–-D-
galactanases ที่จ าเพาะต่อ (13)--D-galactopyranosyl linkages และ (14)–-D-
galactanases ที่จ าเพาะต่อ (14)--D-galactopyranosyl linkages  
 
 2.5.3 เอนไซม์ D-mannanases 

D-mannanases ((14)–-D-mannan mannanohydrolases, endo-D-mannanase, EC 
3.2.1.78) เป็นเอนไซม์ซึ่งสามารถย่อยสลาย (14)–-D-mannanopyranosyl linked ของ D-
mannans, D-gluco-D-mannan และ D-galacto-D-mannans เอนไซม์ชนิดนี้ผลิตได้จากเชื้อแบคทีเรีย, 
Rumen bacteria, Rumen protozoa, Mycorrhiza fungi, พืช และ สัตว์ 

 
 2.5.4 เอนไซม์ D-xylanase 

โดยทั่วไปเฮมิเซลลูโลสจะมีโครงสร้างหลักเป็นไซแลน โดยเฉพาะในไม้เนื้อแข็งและพืชตระกูลหญ้า 
ดังนั้นไซโลสจึงเป็นน้ าตาลที่มีมากที่สุดในกลุ่มเฮมิเซลลูโลส ซึ่งมีผลท าให้ D-xylanase เป็นเอนไซม์ที่มี
ปริมาณมากที่สุดในกลุ่มของเฮมิเซลลูเลสด้วย และในบางครั้งถือว่า D-xylanase หมายถึง เฮมิเซลลูเลส 
D-xylanase แบ่งออกเป็น 2 ชนิด ตามซับสเทรทที่เข้าไปย่อยสลายคือ (13)--D-xylanases และ 
(14)--D-xylanases  
 
2.6 ประชากรแบคทีเรียในกระเพาะหมักของสัตว์เคี้ยวเอื้อง 

สัตว์เคี้ยวเอ้ืองเป็นสัตว์กินพืชเป็นอาหารหลัก ในกระเพาะหมักของสัตว์เคี้ยวเอ้ืองจึงมีจุลินทรีย์
อาศัยอยู่หลายชนิด คือ แบคทีเรีย โปรโตซัว และ เชื้อรา จุลินทรีย์เหล่านี้จะช่วยในการสร้างเอนไซม์เพ่ือ
ย่อยเยื่อใยพืชเปลี่ยนเป็นโภชนะ แต่ชนิดและสัดส่วนของจุลินทรีย์อาจแปรผันไปได้ขึ้นอยู่กับอาหารที่สัตว์
ได้รับ โดยเฉพาะอย่างยิ่งโภชนะประเภทที่เกิดการหมักย่อยได้ อย่างไรก็ตามในกระเพาะหมักของสัตว์เคี้ยว
เอ้ืองนั้นมีจ านวนประชากรของแบคทีเรียมากที่สุด โดยในโคกระบือที่ปล่อยเลี้ยงตามธรรมชาติในชนบท
ของประเทศไทย พบจ านวนแบคทีเรียในกระเพาะหมักของกระบือ 1.61x109 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ขณะที่ใน
โคมีแบคทีเรียอยู่ 1.36x108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร (Wanapat, 2001) 

ในการศึกษาประชากรของแบคทีเรียในกระเพาะหมักของกระบือปลักในประเทศไทยด้วยวิธีทาง
ชีวโมเลกุลโดยการวิเคระาห์รหัสพันธุกรรมของยีน 16S rRNA พบว่ามีความหลากหลายของประชากร
แบคทีเรียอยู่สูง โดยมีกลุ่มประชากรแบคทีเรีย Low G+C gram-positive bacteria มากที่สุดถึง 57.8 
เปอร์เซ็นต์ และเป็นแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์ในกลุ่มเซลลูเลสและไซแลนเนสได้ นอกจากนี้ยังพบว่า
มีแบคทีเรียชนิดใหม่ที่ยังไม่เคยรายงานมาก่อนด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อ (unculturable bacteria) อยู่ถึง 
56.07 เปอร์เซ็นต์ (ศรัณยา สถิตย์มั่นวิวัฒน์. 2551) แสดงได้กระเพาะเลี้ยงเชื้อจากกระเพาะหมักของ
กระบือในประเทศไทยสามารถค้นพบแบคทีเรียสายพันธุ์ใหม่ๆได้ 

Kamra (2005) รายงานว่าสายพันธุ์ของแบคทีเรียที่ย่อยสลายเยื่อใยพืชได้ ( fibrolytic bacteria) 
ในกระเพาะหมักของโคที่สามารถคัดแยกเชื้อได้โดยวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อ คือ กลุ่มแบคทีเรียที่ย่อยสลาย
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เซลลูโลสได้ (Cellulolytic bacteria) ได้แก่ Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus 
flavefaciens, R. albus, Clostridium cellobioparum, Cl. longisporum, Cl. lochheadii และ 
Eubacterium cellulosolvens และ กลุ่มแบคทีเรียที่ย่อยสลายเฮมิเซลลูโลสได้ (Hemicellulolytic 
bacteria) ได้แก่ Butyrivibrio fibrisolvens, Prevotella ruminicola (Bacteroides ruminicola), E. 
xylanophilum และ E. uniformis 

ระพีพรรณ อินปั๋นแก้ว (2530) คัดแยกแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจากของเหลวใน
กระเพาะหมักของโคพ้ืนเมืองของไทย โดยการเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งชนิด rumen fluid glucose 
cellobiose agar บ่มเชื้อที่ 37 องศาเซลเซียส ใน สภาวะไร้ออกซิเจนเป็นเวลา 3 วัน โดยพบว่าแบคทีเรีย
ส่วนใหญ่เป็นแกรมบวกรูปกลม และเมื่อแยกแบคทีเรียที่สลายเซลลูโลสโดยใช้ cellulose agar บ่มที่ 37 
องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจนได้แบคทีเรียทั้งหมด 101 ไอโซเลท แล้วตรวจสอบความสามารถใน
การสลายเซลลูโลส โดยวัดปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ พบว่าแบคทีเรียจ านวน 31 ไอโซเลท มีความสามารถ
สลายเซลลูโลสได้สูง ในจ านวนนี้ 5 ไอโซเลท มีความสามารถสูงมาก เมื่อจ าแนกสานพันธุ์พบว่าเป็น  R. 
flavefaciens และ R. albus 21 Aa และเมื่อทดสอบค่ากิจกรรมของเอนไซม์โดยใช้ filter paper เป็น
แหล่งคาร์บอนและ tryptone เป็นแหล่งไนโตรเจน และบ่มที่ pH 6.8 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 72 ชั่วโมง พบค่าการท างานเอนไซม์สูงสุดเท่ากับ 0.0166 ยูนิต/มิลลิลิตร 

Sewell et al (1988) สามารถคัดแยกเชื้อแบคทีเรียชนิดใหม่ได้ 6 ไอโซเลทที่มีกิจกรรมเอนไซม์
ไซแลนเนสจากกระเพาะหมักของโค และเมื่อจัดจ าแนกสายพันธุ์พบว่ามีความใกล้ชิดกับแบคทีเรีย 
Butyrivibrio fibrisolvens และสามารถย่อยสลายไซแลนจากหญ้า Napier ได้  

Oyeleke and Okusanmi (2008) สามารถท าการคัดแยกจุลินทรีย์จากกระเพาะหมักของ โค 
แกะ และแพะ ได้แบคทีเรียกลุ่ม Pseudomonas aeruginosa 9.0 เปอร์เซ็นต์ Bacillus sp. 37.8 
เปอร์เซ็นต์ Micrococcus sp. 8.1 เปอร์เซ็นต์ และ Streptococcus sp. 44.3 เปอร์เซ็นต์ โดยแบคทีเรียที่
แยกได้มีความสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลสได้ 
 
2.7 การย่อยวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรด้วยเอนไซม์ 

Vintila et al. (2010) ได้ศึกษาการย่อยวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรด้วยเอนไซม์กลุ่มเซลลูโลไล
ติกและเฮมิเซลลูโลไลติกโดยใช้เอนไซม์ที่สกัดจากเชื้อรากลุ่ม Trichoderma reesei, T. viride และ 
Aspergillus niger เป็นที่นิยมเนื่องจากปัจจุบันได้มีการผลิตขายในทางการค้า โดยเอนไซม์สกัดจากเชื้อรา 
T. viride สามารถย่อยเปลือกข้าวโพด  ชานอ้อย และฟางข้าวสาลีหลังการปรับสภาพด้วยโซเดียมไฮดรอก
ไซด์ 2 เปอร์เซ็นต์ และอบที่แรงดันไอน้ า 2 บาร์ นาน 30 นาที ให้เป็นผลผลิตน้ าตาลกลูโคส 200-800 
มิลลิกรัมต่อกรัมของวัสดุ  

เอนไซม์ที่สกัดจากเชื้อรา T. reesei ร่วมกับเอนไซม์จาก A. niger ย่อยฟางข้าวสาลีที่ผ่านการ
ปรับสภาพด้วยกรดซัลฟูริกและระเบิดด้วยแรงดันไอน้ าให้เป็นน้ าตาลกลูโคสได้สูงสุด 49 มิลลิกรัมต่อวัสดุ 
(Tabka et al, 2006) สามารถย่อยฟางข้าวบาร์เล่ย์ให้เป็นน้ าตาลกลูโคสได้สูงสุด 7 กรัมต่อลิตร 
(Rosgaard et al, 2007) และย่อยผลมะม่วงหิมพานต์ที่ผ่านการปรับสภาพด้วยคลื่นไมโครเวฟใน
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ได้น้ าตาลกลูโคสสูงสุด 15 กรัมต่อลิตร (Rodrigues et al, 2011) 

วิมลทิพย์ ไตรปัญญา และคณะ (2550) อธิบายว่าเอนไซม์รวมที่สกัดได้จากเชื้อแบคทีเรียมีการ
น ามาใช้ในการย่อยวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรได้ดีเช่นการน า Bacillus sp. สายพันธุ์TW-1 ที่คัดแยกมา
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จากถังหมักแก๊สชีวภาพ ซึ่งมีกิจกรรมเอนไซม์ไซแลนเนส 6.41 U/มิลลิกรัม protein กิจกรรมคาร์บอกซี
เมททิลเซลูเลส 0.14 U/มิลลิกรัม  protein และมีกิจกรรมอะราบิโนฟูราโนซิเดส เบต้าไซโลซิเดส
และเบต้ากลูโคซิเดสเล็กน้อย พบว่าเอนไซม์รวมดังกล่าวสามารถย่อยเปลือกข้าวโพดได้ดีสุด รองลงมาคือ
ซังข้าวโพด ชานอ้อย ฟางข้าว และแกลบ ตามล าดับ  

กุสุมา แก้วอินทะจักร์ และคณะ (2549) พบว่าเอนไซม์สกัดรวมจากเชื้อ Bacillus circulans B-6 
ซึ่งมีกิจกรรมเอนไซม์ไซแลนเนสและคาร์บอกซีเมททิลเซลลูเลสสามารถย่อยซังข้าวโพดได้ดีที่สุด รองลงมา
คือ ชานอ้อย ฟางข้าว แกลบและร าข้าว ตามล าดับ โดยการย่อยวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรด้วยเอนไซม์
สกัดจากเชื้อทั้งสองชนิดให้ผลเป็นไซโลส กลูโคส เซลลูไบโอสและไซโลไบโอส  

Ratanakhanokchai et al (1999) การย่อยเปลือกข้าวโพดด้วยเอนไซม์สกัดจากเชื้อ B. firmus 
K-1 สามารถย่อยเปลือกข้าวโพดได้ผลผลิตเป็นน้ าตาลไซโลสเพียงอย่างเดียวเนื่องจากเชื้อชนิดสร้างเฉพาะ
เอนไซม์กลุ่มไซแลนโนไลติก 

พรวิภา ทองมิตร และคณะ (2555) ได้ศึกษาการเพ่ิมผลผลิตน ้าตาลจากชานอ้อยโดยน าชานอ้อย
มาท าการระเบิดด้วยไอน ้าที่อุณหภูมิ 120 และ 180 องศาเซลเซียส ร่วมกับกรดอะซิติกที่ความเข้มข้น 6 
ค่าตั้งแต่ร้อยละ 0–5(กรัม/ปริมาตร) เป็นเวลาตั้งแต่ 5–10 นาที จากผลการทดลองพบว่าการย่อยสลายที่
เหมาะสมคือ การระเบิดด้วยไอน ้าที่อุณหภูมิ 180 องศาเซลเซียสร่วมกับกรดอะซิติกที่ความเข้มข้นร้อยละ 
4 เป็นเวลา 5 นาท ีสามารถผลิตน ้าตาลรวมได้สูงเท่ากับ 16.91 กรัม/ลิตร การระเบิดด้วยไอน ้าที่อุณหภูมิ 
ที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ได้ปริมาณน ้าตาลกลูโคสสูงสุด และที่อุณหภูมิ 180 องศาเซลเซียสได้
ปริมาณน ้าตาลไซโลสได้สูงสุด 

รัชพล พะวงศ์รัตน์ (2553) น าผักตบชวาส่วนที่เป็นของเหลวจากขบวนการปรับสภาพจ านวน 1 
มิลลิลิตร ศึกษาองค์ประกอบของน้ าตาล และสารประกอบอนุพันธ์ พบว่า ในการปรับสภาพมีปริมาณ
น้ าตาล เช่น น้ าตาลไซโลส และน้ าตาลกลูโคส สารประกอบที่เป็นพิษ เช่น 5-HMF และ furfurol ใน
ปริมาณที่น้อยมาก ยกเว้นตัวอย่างที่ผ่านการปรับสภาพด้วยกรดซัลฟูริกจะให้ปริมาณน้ าตาลออกมาด้วย  
เนื่องจากกรดแก่จะมีความสามารถย่อยสลายสูง (hydrolysis) จึงท าให้เส้นใยถูกย่อยสลายต่อเนื่องจนได้
น้ าตาลออกมา 

เวสารัช สุนทรชัยบรูณ์ และคณะ (2555) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากใบตองในถังหมักแบบแพค
เบดโดยเชื้อยีสต์ Candida shehatae TISTR 5843 ตรึงรูปบนซังข้าวโพดที่ผ่านการปรับสภาพด้วยวิธี
autoclave พบว่า สภาวะที่เหมาะสมในการย่อยใบตอง คือ กรดซัลฟิวริก ร้อยละ 8 ได้น้ าตาลไซโลส และ
น้ าตาลกลูโคส เท่ากับ 2.25 ± 0.33 และ 1.17 ± 0.18 กรัม/ลิตร ตามล าดับ วิเคราะห์หาปริมาณ
องค์ประกอบของน้ าตาล ได้แก่ น้ าตาลกลูโคส และน้ าตาลไซโลส ด้วยเครื่อง High performance liquid 
chromatography (HPLC) พบว่า อัตราการผลิตเอทานอลสูงที่สุดในชั่วโมงที่ 1 คือ 0.95 ± 0.03 กรัม/
ลิตร/ชั่วโมง ดังนั้นใบตองจึงเป็นอีกทางเลือกที่สามารถน ามาประยุกต์ใช้ในการผลิตเอทานอลโดย
ประยุกต์ใช้ร่วมกับถังหมักแบบแพคเบด  

Keshwani และ Cheng (2009) ได้ศึกษา Switchgrass และ bermudagrass มาผลิตเป็นเอทา
นอล โดยต้องการปรับสภาพลิกนิน โดยใช้ไมโครเวฟปรับสภาพวัสดุ โดยการแช่วัสดุในสารละลายเจือจาง
ด่างและผ่านรังสีไมโครเวฟที่ 250 วัตต์ ตั้งแต่ 5-20 นาที พบว่าโซดาไฟเป็นสารอัลคาไลน์ที่มีประสิทธิภาพ
มากที่สุดส าหรับการปรับสภาพไมโครเวฟ ผลผลิตในการย่อย ของ Switchgrass ได้กลูโคส 82 เปอร์เซ็นต์ 
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และ ไซโลส 63 เปอร์เซ็นต์ และ ผลผลิตในการย่อยในBermudagrass ของ กลูโคส 87 เปอร์เซ็นต์ และ 
ไซโลส 59 เปอร์เซ็นต์ 
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บทที่ 3 
วิธีการด าเนินงาน 

 
3.1. การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียจากกระเพาะหมักของกระบือ 

3.1.1 การเก็บของเหลวจากกระเพาะหมัก 
 เก็บของเหลวจากกระเพาะหมักจากโรงฆ่าสัตว์ จากโรงฆ่าสัตว์หนองจอก กรุงเทพมหานคร กรอง
ตัวอย่างผ่านผ้าขาวบาง 2 ชั้น ใส่ในขวดที่ผ่านการฆ่าเชื้อ (พรรณทิพา ธงทอง. 2548) น าของเหลวที่ได้จาก
กระเพาะหมักเก็บในกระติกรักษาอุณหภูมิของเหลวให้คงเดิม 

 
3.1.2 การวิเคราะห์เชื้อจุลินทรีย์ทั้งหมด 
น าของเหลวจากกระเพาะหมักที่ได้มาท าการเจือจางอย่างเป็นล าดับขั้นด้วย peptone 0.1 

เปอร์เซ็นต์ โดยใช้ตัวอย่างของเหลว 1 มิลลิลิตร มาถ่ายลงในสารละลาย peptone 9 มิลลิลิตร ที่มีความ
เข้มข้น 10-1 เจือจางต่อไปจนได้ความเจือจาง 10 -6 ดูดสารละลายที่ในแต่ละระดับความเจือจางมา 200 
ไมโครลิตร และถ่ายเชื้อลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Rumen Fluid Glucose Cellobiose Agar (RFGCA) โดย
ใช้วิธี spread plate technique บ่มที่อุณหภูมิห้อง ในสภาวะไร้ออกซิเจนโดยบ่มเชื้อใน candle jar เป็น
เวลา 48 ชั่วโมง แล้วจึงน ามาตรวจนับจ านวนเชื้อทั้งหมดบนจานเพาะเชื้อ โดยจะท าการนับจานเพาะเชื้อที่
มีโคโลนีระหว่าง 30 - 300 โคโลนี 

 
3.1.3 การตรวจสอบลักษณะของเชื้อโดยกล้องจุลทรรศน์ 
น าเชื้อแบคทีเรียมาเพาะเลี้ยงในอาหาร Nutreint agar น าไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง 48 ชั่วโมง ศึกษา

การย้อมติดสีแกรม (gram strain) โดยศึกษารูปร่าง ลักษณะการติดสีแกรมของเชื้อแบคทีเรียตามวิธีที่ใช้
ใน Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Krieg et al, 1984) 

 
3.1.4 การแยกเชื้อแบคทีเรียให้บริสุทธิ์ 
แยกเชื้อแบคทีเรียให้บริสุทธิ์โดยใช้วิธี streak plate technique บนอาหาร RFGCA เพ่ือให้ได้

โคโลนีเดี่ยวๆ (single colony) น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 48 ชั่วโมง ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน 
 
3.2 การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการย่อยสลายเซลลโูลสและไซแลนบนอาหารแข็ง 
 เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากลงบนอาหารเหลว nutrient broth บ่มที่อุณหภูมิห้องภายใต้
สภาวะไร้ออกซิเจน จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น
600 nm เพ่ือตรวจสอบปริมาณเชื้อเริ่มต้น แล้วปรับให้ได้ค่าการดูดกลืนแสงเท่ากัน เพ่ือให้มีปริมาณเชื้อ
เริ่มต้นเท่ากันในทุกตัวอย่างและทดสอบกิจกรรมเอนไซม์โดยใช้วิธี agar spot (Nowroozi et al, 2004) 
โดยใช้ไมโครปิเปตดูดเชื้อแบคทีเรียปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนอาหารทดสอบของแต่ละเอนไซม์ 
จานละ 4 จุด ตั้งทิ้งไว้จนกระทั่งเชื้อแห้ง เอนไซม์เซลลูเลส ใช้อาหารทดสอบคือ carboxymethyl 
cellulose agar (CMC agar) และเอนไซม์ไซแลนเนสใช้อาหารทดสอบคือ  xylan agar น าไปบ่มที่
อุณหภูมิห้อง 72 ชั่วโมง ภายใต้สภาวะไร้อากาศ ทดสอบความสามารถในการย่อยสลายเอนไซม์เซลลูเลส
และไซแลนเนส โดยการใช้สารละลายไอโอดีนเทให้ท่วมเชื้อเป็นเวลา 5 นาที จะปรากฏวงใสที่ไม่ติดสี
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สารละลายไอโอดีนซึ่งเกิดจากการย่อยสลายเอนไซม์ วัดเส้นผ่านศูนย์กลางของวงใสและเส้นผ่านศูนย์กลาง
โคโลนี เปรียบเทียบจานอาหารที่ไม่ได้เลี้ยงเชื้อ (negative control) จากนั้นค านวณหาอัตราส่วนระหว่าง
เส้นผ่านศูนย์กลางวงใสต่อขนาดโคโลนี (Lu et al, 2005) โดยใช้สูตร 
 
 อัตราส่วนวงใสต่อโคโลนี  (HC) =   เส้นผ่านศูนย์กลางโซนในรอบโคโลนี (cm) 
       เส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนี (cm) 
 
3.3 การวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรีย 

3.3.1 การสกัดจีโนมิคดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย 
 สกัดดีเอ็นเอของแบคทีเรียโดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียดังกล่าวลงอาหารแข็ง LB agar ในสภาพไร้
อากาศ บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นเลี้ยงเชื้อในอาหาร LB broth บ่มที่อุณหภูมิห้อง 
สภาวะไร้อากาศ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตกตะกอนเซลล์โดยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที 
นาน 1 นาที เทส่วนใสทิ้งเหลือตะกอนเซลล์ เติม TE buffer 6.7 เปอร์เซ็นต์ sucrose ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร น าไปเขย่าเพ่ือให้ตะกอนละลายเป็นเนื้อเดียวกัน บ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
10 นาที เติม lysozyme ความเข้มข้น 70 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร กลับหลอดไป
มาแล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เติม 20% SDS ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 15 นาที เติม proteinase K ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 15 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสประมาณ 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดไมโครเซนติฟิวจ์ใหม่ เติม 
phenol: chloroform: isoamyl (25:24:1) ปริมาตร 300 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 
รอบต่อนาที 15 นาที ดูดส่วนใสด้านบนสุดใส่ในหลอดไมโครเซนติฟิวจ์ใหม่ เติม isopropanol 1 เท่าของ 
DNA ทิ้งไว้อุณหภูมิห้อง 10 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13000 รอบต่อนาที 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง 
คว่ าบนกระดาษทิชชู  ล้างตะกอนด้วย 70% ethanol 1 มิลลิลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 
รอบต่อนาที 10 นาที เทสารละลายทิ้งปล่อยให้ตะกอนดีเอ็นเอแห้ง ละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วยน้ ากลั่นที่
ฆ่าเชื้อแล้วปริมาตร 50 ไมโครลิตร และน าสารละลายดีเอ็นเอไปวัดหาปริมาณ และคุณภาพของดีเอ็นเอที่
ได้จากการสกัดด้วยเครื่อง spectrophotometer (Ultraspec 1100pro: Amercham Bioscience, UK) 
โดยค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร (A260) และ 280 นาโนเมตร (A280) ส าหรับดีเอ็นเอ 
และโปรตีนตามล าดับ โดยคุณภาพดีเอ็นเอพิจารณาจากค่า A260/A280 เพ่ือประเมินความบริสุทธิ์ของดีเอ็น
เอเทียบกับโปรตีนที่ปนเปื้อนอยู่หลังจากการสกัดแยก ดีเอ็นเอท่ีมีความบริสุทธิ์สูงจะมีค่า A260/A280 เท่ากับ 
1.8-2.0 เก็บสารละลายดีเอ็นเอท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
3.3.2 การตรวจสอบจีโนมิกดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส 

 น าดีเอ็นเอทีส่กัดได้มาตรวจสอบความเข้มข้นในเจลอะกาโรส 0.8 เปอร์เซ็นต ์โดยเตรียม 0.8 กรัม 
agarose ละลายใน 1X TBE pH 8.0 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ด้วยความร้อน จากนั้นท าให้เย็นที่อุณหภูมิ 
55 องศาเซลเซียส เทเจลลงในถาดเจล (gel chamber) ทิ้งให้เจลแข็งตัวที่อุณหภูมิห้อง ผสมสารละลายดี
เอ็นเอกับ 6X Loading dye ในอัตราส่วน 2:1 ใช้ λDNA (Fermentas, Canada) 100 นาโนกรัม เป็นดี
เอ็นเอมาตรฐานเมื่อเทียบขนาดดีเอ็นเอ ใช้กระแสไฟฟ้าที่มีความต่างศักย์ไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 60 



17 

 

 
 

นาที ย้อมเจลด้วยสารละลายเอธิเดียมโบร์ไมด์ตรวจแถบดีเอ็นเอผ่านเครื่อง gel documation (Syngene  
genious; Bio  Imaging  System, USA) 
 
 3.3.3 การเพิ่มปริมาณชิ้นยีนด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส 

ท าการเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอเป้าหมาย 16S rDNA จากดีเอ็นเอที่สกัดแยกได้ด้วยเทคนิคพีซี
อาร์โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับแบคทีเรีย (Kanokratana et al, 2004) 

BSF8/20 (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') 
REVB  (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3') 

เทคนิคพีซีอาร์ ปฏิกิริยา PCR ปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วยดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA 
template) ความเข้มข้น 0.5 นาโนกรัม สารละลาย 1X ViBuffer A (500 mM KCl, 100 mM Tris-HCl 
(pH 9.1 ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส), 0.1 เปอร์เซ็นต์ TritonTMX-100; Vivantis, MY), dNTP ความ
เข้มข้น 200 µM MgCl2  ความเข้มข้น 1.5 mM ไพรเมอร์ในส่วนของ Forward (BSF8/20) และ 
Reverse (REVB) ความเข้มข้นอย่างละ 0.2 µM ตามล าดับ เอนไซม์ Taq DNA polymerase (Vivantis, 
USA) ความเข้มข้น 0.005 ยูนิต และปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว การท าปฏิกิริยาพีซี
อาร์จะใช้เครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเออัตโนมัติ (MyCyclerTM  themal cycler) โดยมีโปรแกรมการท างาน
ดังนี้ ก่อนการท างานของปฏิกิริยาพีซีอาร์ ก าหนดอุณหภูมิ 96 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที จากนั้น
เริ่มปฏิกิริยาพีซีอาร์จ านวน 35 รอบ ตามวงรอบที่อุณหภูมิต่างๆ กันคือ อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 1 วินาที จากนั้นลดอุณหภูมิลงในช่วง 50 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที และเพ่ิมอุณหภูมิขึ้นที่ระดับ 
72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 45 วินาที เมื่อปฏิกิริยาท างานครบ 36 รอบก่อนสิ้นสุดปฏิกิริยาให้คง
อุณหภูมิที่ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาทีจ านวน 1 รอบ ซึ่งถือได้ว่าขั้นตอนการท าปฏิกิริยาเสร็จสิ้น
อย่างสมบูรณ์ 

 
3.3.4 การสกัดดีเอ็นเอจากเจลและท าให้บริสุทธิ์ 
ตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์โดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส 1เปอร์เซ็นต ์ แล้วย้อมแถบดีเอ็นเอ

ด้วยเอธิเดียมโบรไมด์และตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตผ่านเครื่อง gel documation 
เปรียบเทียบผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้จากการสังเคราะห์กับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน สกัดแยกดีเอ็นเอออกจากเจล
และท าให้บริสุทธิ์ด้วย FarvorPrepTM GEL/PCR Purification kit (Favorgen, Austria) ตัดแถบแบนพีซี
อาร์ที่ต้องการใส่ หลอดไมโครเซนติฟิวจ์ เติมบัฟเฟอร์ FADF 500 ไมโครลิตร ปริมาตร 3 เท่าของน้ าหนัก
เจลที่ตัดได้ จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที หรือจนกว่าเจลละลายหมด  ปิเปต
สารละลายดีเอ็นเอใส่ใน column tube ที่วางอยู่ในหลอดไมโครเซนติฟิวจ์ตั้งทิ้งไว้ 10 นาที แล้วปั่นเหวี่ยง
ที่ความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที 1 นาที เทส่วนใสทิ้งเติม wash buffer 800 ไมโครลิตร แล้วปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที 1 นาที เทส่วนใสทิ้ง แล้วปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที 3 นาที 
ย้าย column ลงหลอดไมโครเซนติฟิวจ์ ใหม่ ตั้งทิ้งไว้ 10 นาที เติม elute buffer 40 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ 
10 นาที แล้วปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที 3 นาที ตรวจสอบความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่สกัด
ได้จากผลผลิตพีซีอาร์โดยอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟรีซีส 1 เปอร์เซ็นต์ ตามวิธีการตรวจสอบจีโนมิกดีเอ็นเอ
โดยใช้ 100 bp DNA Ladder เป็นแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 
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3.3.5 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA 
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA โดยติดฉลากฟลูออเรสเซนต์ BigDyeTM 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit  แล้วท าการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง ABI3730XL (Applied  
Biosystem) ท าการวิเคราะห์โดยบริษัท First base ประเทศมาเลเซีย น าผลที่ได้มาเปรียบเทียบกับ
ฐานข้อมูลยีน GenBank โดยใช้โปรแกรม BLAST (Basic Local Alignment Search Tools) 
 
3.4 การทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ 

น าเชื้อแบคทีเรียมาเลี้ยงบน nutrient agar บ่มอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ถ่ายเชื้อลงใน 
nutrient broth บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 600 nm เพ่ือตรวจสอบปริมาณเชื้อเริ่มต้น ศึกษาปัจจัยต่างที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ ดังนี้ 

 
 3.4.1 อุณหภูมิการบ่มเชื้อที่เหมาะสม 

เตรียมเชื้อตั้งต้น เลี้ยงในอาหารเหลว CMC broth และ xylan broth บ่มที่อุณหภูมิต่างๆกัน คือ 
33, 35, 37, 39 และ 41 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน ในสภาวะเขย่าด้วยความเร็วรอบ 230 รอบต่อ
นาท ีแล้วท าการวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์โดยใช้ DNS reagent  เพ่ือหา enzyme activity 

 
3.4.2 ค่าความเป็นกรดด่างที่เหมาะสม 
เตรียมเชื้อตั้งต้นเลี้ยงใน CMC broth และ xylan broth ปรับ pH ของอาหาร (pH 3.0-9.0) บ่ม

ที่อุณหภูมิที่เชื้อให้ค่าการท างานของเอนไซม์สูงสุด เป็นเวลา 7 วัน ในสภาวะเขย่าด้วยความเร็วรอบ 230 
รอบต่อนาท ีวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์โดยใช้ DNS reagent เพ่ือหา enzyme activity  
 
 3.4.3 แหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสม 

เตรียมเชื้อตั้งต้นเลี้ยงใน CMC broth และ xylan broth ที่มีแหล่งคาร์บอนและ pH ที่เชื้อให้ค่า
การท างานของเอนไซม์สูงสุด โดยใช้แหล่งไนโตรเจนที่แตกต่างกัน 3 ชนิด คือ yeast extract, urea และ 
tryptone ที่ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต ์บ่มที่อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ในสภาวะเขย่าด้วย
ความเร็วรอบ 230 รอบต่อนาที เป็นเวลา 7 วัน วิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์โดยใช้ DNS reagent เพ่ือ
หา enzyme activity 
 

3.4.4 แหล่งคาร์บอนที่เหมาะสม 
เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในสูตรอาหารเหลว Lubia-Bertani broth โดยใช้ฟางข้าว ซังข้าวโพด

และชานอ้อย เป็นแหล่งคาร์บอน โดยเตรียมแหล่งคาร์บอนด้วยการปั่นให้เล็กลงด้วยเครื่องปั่นน้ าผลไม้ 
ร่อนผ่านตระแกรงขนาด 40 mesh ล้างด้วยน้ ากลั่น กรองน้ าทิ้งแล้วอบแห้งที่ 50 องศาเซลเซียส นาน 24 
ชั่วโมง (วิมลทิพย์ ไตรปัญญา และคณะ. 2550) ผสมในอาหารที่ระดับความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (W/V) 
บ่มไว้ในตู้บ่มที่เขย่าในความเร็ว 230 รอบต่อนาที ตามสภาวะการเลี้ยงที่เหมาะสมข้อ เป็นเวลา 1-5 วัน 
แล้วน ามาปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที แยกเก็บส่วนใส แล้วท าการ
วิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์โดยใช้ วิธี DNS method เพ่ือหา enzyme activity 
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 3.4.5 ระยะเวลาการบ่มที่เหมาะสม 
เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีค่าความเป็นกรดด่างที่เมาะสม โดยเลือกความเข้มข้นของแหล่ง

คาร์บอน CMC 3 เปอร์เซ็นต์ และ xylan 1 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นเติมเชื้อเลี้ยงในอาหารโดยใช้ pH อุณหภูมิ 
และแหล่งไนโตรเจนที่ใช้ระยะเวลาการหมัก 0-7 วัน ในสภาวะเขย่าด้วยความเร็วรอบ 230 รอบต่อนาที 
เก็บตัวอย่างในระหว่างการหมักทุกวัน ตรวจวัดค่า pH วิเคราะห์การเจริญเติบโตของเชื้อ โดยน าไปวัดค่า
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เพ่ือตรวจสอบปริมาณเชื้อ และวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาล
รีดิวซ์โดยใช้ DNS reagent เพ่ือหา enzyme activity 
 
3.5 การวิเคราะห์การท างานของเอนไซม์ (enzyme activity) 

3.5.1 การเตรียมสารสกัดเอนไซม์ 
น าเชื้อแบคทีเรียที่มาเลี้ยงบน nutrient agar บ่มอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ถ่ายเชื้อลงใน 

nutrient broth บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 600 nm เพ่ือตรวจสอบปริมาณเชื้อเริ่มต้น ถ่ายเชื้อลงในอาหาร CMC broth และxylan broth 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็วรอบ 230 รอบต่อนาที เป็นเวลา 168 ชั่วโมง น าอาหารที่
เพาะเลี้ยงแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่แยกได้มาจากตัวอย่างน้ าหมักที่ ได้มาแยกเซลล์ โดยการปั่นเหวี่ยงด้วย
ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาทีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แยกเก็บส่วนใส (crude 
enzyme) แล้วเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
3.5.2 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน  
วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนวิธีของ Bradford (1976) โดยน า crude enzyme 20 ไมโครลิตร ผสม

ในน้ ายาวัดโปรตีน (Bio-Rad) 1 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 5 นาที น าไปวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร น าค่าที่ได้มาค านวณหาความเข้มข้นของสารละลาย โดย
เทียบกับกราฟมาตรฐาน (standard curve) ของ bovine serum albumin (BSA) เพ่ือน าไปค านวณ
สมการถดถอย y = ax + b โดยค่า y เป็นค่าการดูดกลืนแสงและค่า x เป็นค่าความเข้มข้นของสารละลาย 
BSA 
 

3.5.3 การวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ 
น า crude enzyme ไปวัดการท างานของเอนไซม์ซึ่งการวิเคราะห์น้ าตาลรีดิวซ์ปริมาตรของ

ปฏิกิรยิาทั้งหมด 1 มิลลิลิตร ท าตามวิธีของ Miller (1959) โดยเตรียมชุดทดลอง 3 ชุด คือ 
ชุดที่ 1 ประกอบด้วย หลอดที่มีน้ ากลั่น 100 ไมโครลิตร ที่มี CMC และสารละลายไซแลน ความ

เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ใน 0.01 M citrate buffer pH 6.0 และpH 8.0 ปริมาตร 300 ไมโครลิตร 
(substrate control; SC)  

ชุดที่ 2 ประกอบด้วย หลอดที่มี crude enzyme 100 ไมโครลิตร ที่มีน้ ากลั่นปริมาตร 300 
ไมโครลิตร (enzyme control; EC) 

ชุดที่ 3 ประกอบด้วย หลอดที่มี crude enzyme 300 ไมโครลิตร ที่มี CMC และสารละลายไซ
แลนความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ใน 0.01 M citrate buffer pH 6.0 และpH 8.0 ปริมาตร 300 
ไมโครลิตร (enzyme substrate test; ES) 
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น าไปบ่มในเครื่องควบคุม (heat box) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ส าหรับการศึกษาเอนไซม์
เซลลูเลสและ 50 องศาเซลเซียส ส าหรับการศึกษาเอนไซม์ไซแลนเนส เป็นเวลา 10 นาที เติม 3,5-
Dinitrosalicylic acid (DNS) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากัน น าไปต้มที่ 95 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 10 นาที ทิ้งไว้ให้หายร้อน จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 nm  น าค่า OD 
จากชุดการทดลองชุดที่ 3 (ES) ที่วัดได้ลบด้วยค่าการดูดกลืนแสงของ OD จากชุดการทดลองชุดที่ 2 (EC) 
และOD จากชุดการทดลองชุดที่ 1 (SC) (ODES- ODEC- ODSC) จากนั้นน าค่า OD นี้ไปเทียบกับปริมาณ
น้ าตาลกลูโคสจากกราฟมาตรฐาน (ภาคผนวก ค) เพ่ือน าไปค านวณหากิจกรรมของเอนไซม์ (enzyme 
activity) ค่ากิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์ (specific activity) และค านวณค่าฤทธิ์สัมพันธ์ (relative 
activity) เปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซม์ในรูปร้อยละกิจกรรมที่เหลืออยู่โดยให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ที่
มีค่าสูงที่สุดคิดเป็น 100 เปอร์เซ็นต์ 
 

3.5.4 การค านวณค่ากิจกรรมเอนไซม์ (enzyme activity) 
ก าหนดให้กิจกรรมของเอนไซม์ (enzyme activity) 1 Unit หมายถึง ปริมาณเอนไซม์ที่ย่อย

สลาย CMC หรือ xylan ให้เป็นน้ าตาลรีดิวซ์ที่เทียบค่ากับน้ าตาลรีดิวส์ที่ถูกปลดปล่อยออกมา 1 µMole 
ในเวลา 1 นาที ภายใต้สภาวะที่ก าหนด (Alves-Prado et al. 2010) 
 
ค่ากิจกรรมของเอนไซม์  ค านวณได้จากสูตร 
Enzyme activity (U/ml) =   µMole ของน้ าตาล reducing sugar ที่ค านวณได้ x dilution factor  
      เวลาที่บ่ม (min) x ปริมาตรเอนไซม์ที่ใส่ (มิลลิลิตร)  
 
ค่ากิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์ ค านวณได้จากสูตร 
Specific activity (U/mg) =   µMole ของน้ าตาล reducing sugar ที่ค านวณได้ x dilution factor  

ความเข้มข้นของโปรตีน (mg/ml) xปริมาตรเอนไซม์ที่ใส่ (ml) x เวลาทีบ่่ม (min) 
 
3.6 การทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมในการท ากิจกรรมของเอนไซม์ 

3.6.1 เวลาที่เหมาะสม (optimal time) 
ศึกษาผลของเวลาต่อการท างานของเอนไซม์โดยเปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซม์ที่ค่าเวลา 10 

- 60 นาที โดยเตรียมสารละลาย CMC ความเข้มข้น 1เปอร์เซ็นต์ และสารละลาย xylan ความเข้มข้น 1 
เปอร์เซ็นต์ สารละลายบัฟเฟอร์โซเดียมอะซิเตรต pH 6.0 ส าหรับการวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส 
และ สารละลายบัฟเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต pH 8.0 ส าหรับการวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ไซแลนเนส ที่
ระดับความเข้มข้น 0.1 M ปริมาตร 300 ไมโครลิตร บ่มกับ crude enzyme 100 ไมโครลิตร เป็นเวลา 
10, 20, 30, 45 และ60 นาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ส าหรับการวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส 
และ 50 องศาเซลเซียส ส าหรับการวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ไซแลนเนส จากนั้นจึงท าการทดสอบเอนไซม์
ด้วย DNS reagent 
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3.6.2 ค่าความเป็นกรดด่างที่เหมาะสม (optimal pH) 
ศึกษาผลของ pH ต่อการท างานของเอนไซม์โดยเปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซม์ที่ค่า pH 3.0-

10.0 โดย pH 3.0-6.0 ใช้สารละลายบัฟเฟอร์โซเดียมอะซิเตรต และ pH 7.0-10.0 ใช้สารละลายบัฟเฟอร์
โซเดียมฟอสเฟตโดยเตรียมสารละลาย CMC และสารละลาย xylan ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ที่ pH 
3.0-10.0 ที่ระดับความเข้มข้น 0.1 M  300 ไมโครลิตร บ่มกับ crude enzyme 100 ไมโครลิตร ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ส าหรับการวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส และ 50 องศาเซลเซียส 
ส าหรับการวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ไซแลนเนส เป็นเวลาที่เหมาะสม จากนั้นจึงท าการทดสอบเอนไซม์
ด้วย DNS reagent 

 
3.6.3 อุณหภูมิที่เหมาะสม (optimal temperature) 

บ่ม crude enzyme 100 ไมโครลิตร ตามเวลาและ pH ที่เหมาะสม ที่อุณหภูมิ 30-80 องศา
เซลเซียส แล้วจากนั้นจึงท าการทดสอบเอนไซม์ด้วย DNS reagent 
 
3.7 การวิเคราะห์การย่อยสลายสับสเตรทของเอนไซม์ (substrate specificity) 

โดยสับสเตรตที่ใช้วิเคราะห์ มีดังนี้ คือ avicel 1 เปอร์เซ็นต์ เปรียบเทียบกับกลูโคสมาตรฐาน, 
xylan 1 เปอร์เซ็นต์ เปรียบเทียบกับไซโลสมาตรฐาน, CMC 1 เปอร์เซ็นต์ เปรียบเทียบกับกลูโคส
มาตรฐาน และ filter paper เปรียบเทียบกับกลูโคสมาตรฐาน ในสภาวะที่เอนไซม์ท างานได้ดีที่สุด ท าการ
ทดสอบเอนไซม์ด้วย DNS reagent และหาปริมาณโปรตีนตามวิธีของ Bradford (1976) 
 
3.8 การเตรียมวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 

1) ฟางข้าว น ามาจากทุ่งนา เขตลาดกระบัง ใช้มีดย่อยวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรแต่ละชนิดให้มี
ขนาด 1-2 เซนติเมตร เก็บใส่ขวดรูปชมพู่ 

2) ต้นข้าวโพด มาจากไร่ข้าวโพด บริเวณจังหวัดสมุทรปราการ น ามาตากให้แห้ง ใช้มีดย่อยวัสดุ
เหลือทิ้งทางการเกษตรแต่ละชนิดให้มีขนาด 1-2 เซนติเมตรเก็บใส่ขวดรูปชมพู่ 

3) ใบอ้อย น ามาจากไร่อ้อย จังหวัดสมุทรปราการ น ามาตากให้แห้ง ใช้มีดย่อยวัสดุเหลือทิ้งทาง
การเกษตรแต่ละชนิดให้มีขนาด 1-2 เซนติเมตร เก็บใส่ขวดรูปชมพู่ 
 
3.9 การทดสอบการปรับสภาพวัสดุที่เหมาะสม 

3.9.1 การปรับสภาพโดยคลื่นไมโครเวฟ (microwave) 
ชั่งวัสดุ 1.5 กรัม ใส่ขวดชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมน้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร (Rodrigues et al, 

2011) อบด้วยเครื่องไมโครเวฟที่ก าลัง 800 วัตต์  นาน 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 นาที น ามาล้างด้วยน้ า
กลั่น 5 ครั้ง แล้วน าไปอบแห้งที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

 
3.9.2 การปรับสภาพโดยความดันไอน้ า (autoclave) 
ชั่งวัสดุ 1.5 กรัม ใส่ขวดชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมน้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร จากนั้น น าเข้า

เครื่อง autoclave เป็นเวลานาน 10, 20 และ 30 นาที ที่ความดัน 15 ปอนด์ อุณหภูมิ 121 องศา
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เซลเซียส น ามาล้างด้วยน้ ากลั่น 5 ครั้ง แล้วน าไปอบแห้งที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง 
 
3.10 การวิเคราะห์ปริมาณเยื่อใยของวัสดุ 

การวิเคราะห์องค์ประกอบของผนังเซลล์พืชด้วยวิธี Detergent method (Goering and Van 
Soest, 1970) วิเคราะห์ค่า Neutral Detergent Fiber (NDF), Acid Detergent Fiber (ADF), 
Lignin-Acid insoluble Ash (ADL) และ Acid Insoluble Ash (AIA) โดยค านวณตามสูตร 

ร้อยละ Hemicellulose = ร้อยละ NDF - ร้อยละ ADF 
ร้อยละ Cellulose = ร้อยละ ADF - ร้อยละ ADL 
ร้อยละ Lignin  = ร้อยละ ADL - ร้อยละ AIA 

 
3.11 การประเมินการย่อยวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 

3.11.1 การยอ่ยด้วยเอนไซม์ทางการค้า 
เตรียมเอนไซม์ทางการค้าเซลลูเลสจากเชื้อรา Aspergillus niger (Sigma.USA ) โดยชั่ง 0.0231 

กรัมต่อน้ ากลั่นสเตอร์ไรด์ 3 มิลลิลิตร จากสต๊อคเข้มข้น 1.3 ยูนิต/มิลลิกรัม  
น าวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรทั้ง 3 ชนิด ได้แก่ ฟางข้าว, ต้นข้าวโพด และ ใบอ้อย ซึ่งปรับสภาพ

ด้วยวิธี microwave และ autoclave แล้วจ านวน 0.02 กรัม เติมบัฟเฟอร์โซเดียมอะซิเตท 1 โมล ที่ pH 
5 จ านวน 300 ไมโครลิตร และ เอนไซม์การค้า 100 ไมโครลิตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 
ชั่วโมง แล้ววัดปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้โดยใช้วิธี DNS method 

 
3.11.2 การย่อยด้วยเอนไซม์ที่ได้สกัดจากเชื้อแบคทีเรีย (crude enzyme) 
น าวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรทั้ง 3 ชนิด ได้แก่ ฟางข้าว, ต้นข้าวโพด และ ใบอ้อย ซึ่งปรับสภาพ

ด้วยวิธี microwave และ autoclave แล้วจ านวน 0.02 กรัม เติมบัฟเฟอร์โซเดียมอะซิเตท 1 โมล 
จ านวน 300 ไมโครลิตร และ เอนไซม์ 100 ไมโครลิตร บ่มในบัพเฟอร์ที่มีค่า pH บ่มที่อุณหภูมิและ
ระยะเวลาที่เหมาะสม แล้วน าไปวัดปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ได้โดยใช้ DNS reagent โดยเทียบกับกราฟ
มาตรฐานกลูโคส 
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บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

 
4.1 การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลสและไซแลนเนส 

หลังจากเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียจากกระเพาะหมักของกระบือบนอาหาร rumen fluid  glucose 
cellobiose agar และบ่มเชื้อในสภาวะไร้อากาศเป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบเชื้อแบคทีเรียทั้งหมด 4.8 x 104 
CFU/ml สามารถคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีแตกต่างกันได้ 32 ไอโซเลท (มานิสา บุพตา. 
2555) เมื่อน าแบคทีเรียมาเพาะเลี้ยงบนอาหาร CMC agar และ xylan agar พบแบคทีเรียที่สามารถย่อย
เซลลูโลสและไซแลนได ้จ านวน 2 ไอโซเลท ได้แก่ ไอโซเลทหมายเลข ID2R1P1 และ ID2R1P2 โดยที่ไอโซ
เลท ID2R1P1 สามารถย่อยอาหารแข็ง CMC agar มีอัตราส่วนวงใสต่อโคโลนี เท่ากับ 2.53±0.37 และ
ย่อยอาหารแข็ง xylan agar มีอัตราส่วนวงใสต่อโคโลนี เท่ากับ 2.09±0.13 ตามล าดับ ขณะที่ไอโซเลท 
ID2R1P2 สามารถย่อยอาหารแข็ง CMC agar มีอัตราส่วนวงใสต่อโคโลนี เท่ากับ 4.27±0.47 และย่อย
อาหารแข็ง xylan agar มีอัตราส่วนวงใสต่อโคโลนี เท่ากับ 4.00±0.02 ตามล าดับ จึงน าเชื้อแบคทีเรียทั้ง
สองไอโซเลทมาศึกษาการท างานของเอนไซม์และการย่อยวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรต่อไป 
 
4.2 ข้อมูลล าดับเบสของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรีย 

เมื่อท าการเพ่ิมปริมาณยีน 16S rDNA ขนาด 1500 คู่เบส จากเชื้อไอโซเลท ID2R1P1 และ 
ID2R1P2 และน ามาวิเคราะห์ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ พบว่าไอโซเลท ID2R1P1 มีความเหมือนมากที่สุด
กับเชื้อแบคทีเรีย Corynebacterium sp. (X89778.1) โดยมีค่าความเหมือนเท่ากับ 99 เปอร์เซ็นต์ 
ขณะที่ไอโซเลท ID2R1P2 มีค่าความเหมือนมากที่สุดกับเชื้อแบคทีเรีย B. pumilus strain NJM4 
(EU234500.1) โดยมีค่าความเหมือนเท่ากับ 96 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงคาดว่าน่าจะเป็นแบคทีเรียสายพันธุ์ใหม่ 
 
ตารางที่ 4.1  ผลการเปรียบเทียบล าดับเบสของยีน 16S rDNA จากไอโซเลท ID2R1P1 และ ID2R1P2 กับฐานข้อมูล

GenBank 
Isolate Accession Closest species identical nucleotides 

(% Identity) 

ID2R1P1 
 

X89778.1 Corynebacterium sp. DNA for 16 rRNA 1443/1461 (99%) 
AB559590.1 Uncultured bacterium clone c_Control_A9 1449/1477 (98%) 
JF274932.1 Brevibacterium sp. PX20b_S1 1445/1474 (98%) 
AJ620367.1 Bre. stationis partial strain LMG 21670T 1433/1462 (98%) 
HQ202867.1 C. casei strain T-51  1406/1420 (99%) 

 
ID2R1P2 

 

EU234500.1 B. pumilus strain NJM4  1364/1415 (96%) 
DQ990034.1 Bacterium 8-gw1-5  1363/1415 (96%) 
JX077091.1 B. altitudinis strain -Y15  1363/1415 (96%) 
HQ224625.1 B. altitudinis strain SGb146  1363/1415 (96%) 
GU726185.1 Bacillus sp. KZ_AalM_Mm3  1362/1414 (96%) 
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4.3 สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ 
 เมื่อน าแบคทีเรียไอโซเลท ID2R1P1 และ ID2R1P2 มาเลี้ยงในอาหาร LB broth บ่มที่
อุณหภูมิห้อง 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นา
โนเมตร เพ่ือตรวจสอบปริมาณเชื้อเริ่มต้น หาสภาวะที่เชื้อจะสามารถสร้างเอนไซม์เพ่ือย่อยสลายอาหาร
เลี้ยงเชื้อได้น้ าตาลรีดิวซ์ดีที่สุด โดยการหาอุณหภูมิ ค่าความเป็นกรดด่าง ปริมาณคาร์บอน ระยะเวลาการ
เลี้ยงเชื้อ และแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ ผลการทดลองปรากฏดังนี้ 

 
4.3.1 ผลของอุณหภูมิการบ่มเชื้อ 
เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียไอโซเลท ID2R1P1 และ ID2R1P2 ในอาหาร CMC broth และ xylan 

broth บ่มที่อุณหภูมิ 33, 35, 37, 39 และ 41 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน ในสภาวะเขย่าที่ความเร็ว 
230 รอบต่อนาที พบว่า ไอโซเลท ID2R1P1 มีปริมาณเอนไซม์เซลลูเลสสูงที่สุดเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร 
CMC broth ที่อุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส เท่ากับ 1.946±0.010 U/ml และมีปริมาณเอนไซม์ไซแลนเน
สสูงที่สุดเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร xylan broth ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เท่ากับ 57.439±0.013 
U/ml ขณะที่ไอโซเลท ID2R1P2 มีปริมาณเอนไซม์เซลลูเลสสูงที่สุดเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร CMC broth 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เท่ากับ 0.230±0.113 U/ml และมีปริมาณเอนไซม์ไซแลนเนสสูงที่สุดเมื่อ
เพาะเลี้ยงในอาหาร xylan broth ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เท่ากับ 0.477±0.023 U/ml (ตารางที่ 
4.2) และเมื่อพิจารณาปริมาณเอนไซม์เซลลูเลสและไซแลนเนสที่อุณหภูมิ 37 และ 39 องศาเซลเซียส 
พบว่ามีค่าใกล้เคียงกัน จึงเลือกสภาวะการบ่มเพาะที่อุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส เป็นอุณหภูมิที่เหมาะสม
เพ่ือสามารถผลิตเอนไซม์ทั้งสองชนิดได้พร้อมกัน 

 
ตารางที่ 4.2 ผลของอุณหภูมิของอาหารเลี้ยงเช้ือต่อการผลติเอนไซม์ของไอโซเลท ID2R1P1 และ ID2R1P2 

Temperature 
(˚C) 

ปริมาณเอนไซม์ (U/ml) 
ID2R1P1 ID2R1P2 

Cellulase Xylanase Cellulase Xylanase 
33 1.393±0.056 19.055±0.009 0.000±0.023 0.277±0.037 
35 0.456±0.031 13.978±0.051 0.039±0.003 0.277±0.074 
37 1.059±0.009 57.439±0.013* 0.230±0.113* 0.390±0.036 
39 1.946±0.010* 41.282±0.006 0.217±0.068 0.477±0.023* 
41 1.027±0.001 12.813±0.017 0.000±0.018 0.300±0.107 

*ค่าสูงสุด, ค่าเฉลีย่การทดลอง 3 ครั้ง 
 
4.3.2 ผลของความเป็นกรดด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียไอโซเลท ID2R1P1 และ ID2R1P2 ในอาหาร CMC broth และ xylan 

broth ที่ปรับค่า pH ให้ได้ 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 และ 9.0 ตามล าดับ บ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 39 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน พบว่า ไอโซเลท ID2R1P1 มีปริมาณเอนไซม์เซลลูเลสสูงที่สุดเมื่อเพาะเลี้ยงใน
อาหาร CMC broth ที่มี pH 7.0 เท่ากับ 2.034±0.039 U/ml และมีปริมาณเอนไซม์ไซแลนเนสสูงที่สุด
เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร xylan broth ที่มี pH 3.0 เท่ากับ 183.272±0.011 U/ml ขณะที่ไอโซเลท 
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ID2R1P2 มีปริมาณเอนไซม์เซลลูเลสสูงที่สุดเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร CMC broth ที่มี pH 5.0 เท่ากับ 
3.538±0.051 U/ml และมีปริมาณเอนไซม์ไซแลนเนสสูงที่สุดเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร xylan broth ที่มี 
pH 4.0 เท่ากับ 0.635±0.048 U/ml (ตารางที่ 4.3) 

 
ตารางที่ 4.3 ผลของค่าความเป็นกรดด่างในอาหารเลีย้งเช้ือต่อการผลิตเอนไซม์ของไอโซเลท ID2R1P1 และ ID2R1P2  

pH 
ปริมาณเอนไซม์ (U/ml) 

ID2R1P1 ID2R1P2 
Cellulase Xylanase Cellulase Xylanase 

3.0 0.543±0.009 183.272±0.011* 0.000±0.042  0.268±0.139  

4.0 0.386±0.001 126.904±0.023 0.000±0.030 0.635±0.033* 
5.0 1.866±0.053 39.076±0.015 3.538±0.051* 0.541±0.048 
6.0 1.632±0.026 32.634±0.023 3.145±0.103 0.498±0.028 
7.0 2.034±0.039* 9.636±0.010 1.939±0.114 0.449±0.062 
8.0 1.220±0.081 5.968±0.009 1.820±0.115 0.430±0.029 
9.0 1.454±0.066 4.080±0.002 0.840±0.043 0.401±0.017 

*ค่าสูงสุด, ค่าเฉลีย่การทดลอง 3 ครั้ง 
 
4.3.3 ผลของปริมาณแหล่งคาร์บอนในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียไอโซเลท ID2R1P1 และ ID2R1P2 ในอาหาร CMC broth และ xylan 

broth ที่มปีริมาณแหล่งคาร์บอนท่ีแตกต่างกันคือ CMC 1, 2 และ 3 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และอาหาร 
xylan broth ที่มปีริมาณแหล่งคาร์บอนที่แตกต่างกันคือ xylan 1, 2 และ 3 เปอร์เซ็นต์ บ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 
39 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน พบว่า ไอโซเลท ID2R1P1 มีปริมาณเอนไซม์เซลลูเลสสูงที่สุดเมื่อ
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวทีม่ี 1% CMC เท่ากับ 0.821±0.002 U/ml และมีปริมาณเอนไซม์ไซแลนเนสสูง
ที่สุดเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวทีม่ี 2% xylan เท่ากับ 134.004±0.012 U/ml (ตารางที่ 4.4) ขณะที่ไอ
โซเลท ID2R1P2 มีปริมาณเอนไซม์เซลลูเลสสูงที่สุดเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวทีม่ี 3% CMC และมี
ปริมาณเอนไซม์ไซแลนเนสสูงที่สุดเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวทีม่ี 1% xylan (มานิสา บุพตา 2555) 

 
ตารางที่ 4.4 ผลของปริมาณคารบ์อกซีเมธิลเซลลูโลสในอาหารเลี้ยงเชื้อต่อการผลติเอนไซม์ของไอโซเลท ID2R1P1 

% Carbon 
ปริมาณเอนไซม์ Cellulase (U/ml) 

CMC Xylan 
1 % 0.821±0.002* 75.547±0.052 
2 % 0.161±0.010 134.004±0.012* 
3 % 0.297±0.023 63.812±0.028 

*ค่าสูงสุด, ค่าเฉลีย่การทดลอง 3 ครั้ง 
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4.3.4 ผลของชนิดแหล่งไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียไอโซเลท ID2R1P1 และ ID2R1P2 ในอาหาร CMC broth และ xylan 

broth ที่มีแหล่งไนโตรเจน คือ yeast extract, urea และ tryptone ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ บ่ม
เชื้อที่อุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน พบว่า เชื้อทั้งสองไอโซเลทสามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลส
และไซแลนเนสได้ดีที่สุดในอาหารเหลวที่มี yeast extract เป็นแหล่งไนโตรเจน ทั้งนี้ไอโซเลท ID2R1P1 
ผลิตเอนไซม์ทั้งสองชนิดได้มากกว่าเชื้อ ID2R1P2 (ตารางที่ 4.5) เนื่องจาก yeast extract สกัดจากยีสต์ 
ซึ่งมีวิตามินบีมาก และมีสารประกอบของคาร์บอนและไนโตรเจน ซึ่งเป็นสารที่แบคทีเรียใช้ในการ
เจริญเติบโตและผลิตเอนไซม์ได้ดี (นงลักษณ์ สุวรรณพินิจ และ ปรีชา สุวรรณพินิจ. 2552) 

 
ตารางที่ 4.5 ผลของชนิดแหล่งไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเช้ือต่อการผลิตเอนไซม์ของไอโซเลท ID2R1P1 และ ID2R1P2 

Nitrogen source 
ปริมาณเอนไซม์ (U/ml) 

ID2R1P1 ID2R1P2 
Cellulase Xylanase Cellulase Xylanase 

0.1% Urea 0.562±0.001 2.468±0.060 0.000±0.007  0.401±0.044  

0.1% Tryptone 1.862±0.035 2.112±0.014 0.038±0.006 0.660±0.060 
0.1% Yeast extract 2.165±0.020* 2.602±0.060* 0.087±0.010* 0.687±0.078* 

 

4.3.5 ผลของระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อ 
เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียไอโซเลท ID2R1P1 และ ID2R1P2 ในอาหาร CMC broth และ xylan 

broth บ่มที่อุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลาแตกต่างกันคือ 1, 2, 3, 4 และ 5 วัน ตามล าดับ 
ในสภาวะเขย่าที่ความเร็ว 230 รอบต่อนาที พบว่า ไอโซเลท ID2R1P1 มีปริมาณเอนไซม์เซลลูเลสและไซ
แลนเนสสูงที่สุดเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวนาน 2 วัน เท่ากับ 1.248±0.005 U/ml และ 
50.728±0.116 U/ml ตามล าดับ ขณะที่ไอโซเลท ID2R1P2 มีปริมาณเอนไซม์เซลลูเลสสูงที่สุดเมื่อ
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวนาน 5 วัน เท่ากับ 1.756±0.044U/ml และมีปริมาณเอนไซม์ไซแลนเนสสูงที่สุด
เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวนาน 3 วัน เท่ากับ 0.786±0.111 U/ml (ตารางที่ 4.6) 
 
ตารางที่ 4.6 ผลของระยะเวลาในการเลีย้งเช้ือต่อการผลิตเอนไซม์ของไอโซเลท ID2R1P1 และ ID2R1P2 

ระยะเวลาเลี้ยงเชื้อ 
ปริมาณเอนไซม์ (U/ml) 

ID2R1P1 ID2R1P2 
Cellulase Xylanase Cellulase Xylanase 

1 วัน 0.820±0.006 31.806±0.024 0.452±0.040 0.537±0.010 
2 วัน 1.248±0.005* 50.728±0.116* 1.165±0.039 0.782±0.033 
3 วัน 0.750±0.015 25.502±0.067 1.482±0.048 0.786±0.111* 
4 วัน 1.124±0.010 33.302±0.029 1.148±0.177 0.272±0.046 
5 วัน 1.152±0.019 28.879±0.496 1.756±0.044* 0.186±0.115 
6 วัน - - 1.627±0.131 0.219±0.020 
7 วัน - - 1.219±0.076 0.339±0.022 
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4.3.6 ชนิดของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ 
น าเชื้อแบคที่เรียไอโซเลท ID2R1P1 ที่ให้กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสและไซแลนเนสบนอาหารแข็ง 

มาเพาะเลี้ยงในสูตรอาหารเหลว LB broth ซึ่งมีการเพ่ิมปริมาณกลูโคสลงไปในอาหาร 0.01เปอร์เซ็นต์ 
และเติมเศษวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเป็นแหล่งคาร์บอน ได้แก่ ฟางข้าว ชานอ้อย และซังข้าวโพด ซึ่ง
วัสดุเหล่านี้น ามาปั่นให้เล็กลงด้วยเครื่องปั่นน้ าผลไม้ ร่อนผ่านตะแกรงขนาด 40 mesh ล้างน้ าตาลออก
ด้วยน้ ากลั่น กรองน้ าทิ้ง แล้วอบแห้งที่ 50 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นจึงน ามาผสมกับ
อาหารเลี้ยงเชื้อตามความเข้มข้น บ่มในตู้บ่มท่ีสภาวะการเขย่า 230 รอบต่อนาที บ่มนาน 3 วัน พบว่า .ใบ
อ้อยสามารถใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้ดีที่สุด เท่ากับ 5.280 U/ml ขณะที่ต้น
ข้าวโพดเป็นแหล่งคาร์บอนที่ดีท่ีสุดในการผลิตเอนไซม์ไซแลนเนส เท่ากับ 233.950 U/ml (ตารางที่ 4.7) 
 
ตารางที่ 4.7 การผลิตเอนไซม์เซลลูเลสและไซแลนเนสของไอโซเลท ID2R1P1 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวที่ใช้วัสดุเหลือทิ้ง

ทางการเกษตรเป็นแหล่งคาร์บอน 
ชนิดวัตถุดิบ ปริมาณเอนไซม์ (U/ml) 
 Cellulase Xylanase 
ฟางข้าว 2.590 129.690 
ต้นข้าวโพด 3.570 233.950 
ใบอ้อย 5.280 214.840 

 
4.4 สภาวะท่ีเหมาะสมในการท างานของเอนไซม์สกัด 

เพ่ือให้ทราบถึงคุณสมบัติการท างานของเอนไซม์ที่ผลิตได้จากไอโซเลท ID2R1P1 และ ID2R1P2
ที่คัดแยกจากกระเพาะรูเมนกระบือ น าเชื้อแบคทีเรียมาเลี้ยงในอาหาร LB broth ตามสภาวะเหมาะสมที่
ได้ โดยสภาวะการเขย่าด้วยความเร็วรอบ 230 รอบต่อนาที ท าการศึกษาระยะเวลาในการบ่ม ค่าความ
เป็นกรดด่าง และอุณหภูมิที่เอนไซม์จะท างานได้ประสิทธิภาพสูงที่สุด โดยน า เอนไซม์สกัด (crude 
enzyme) ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเชื้อมาศึกษาคุณสมบัติการท างานของเอนไซม์ ผลการทดลองปรากฎดังนี้ 

 
4.4.1 ผลของระยะเวลาต่อการท างานของเอนไซม์ 
เมื่อทดสอบการท างานของเอนไซม์สกัดหลังการบ่มนาน 5-60 นาที เอนไซม์ที่สกัดจากแบคทีเรีย

ไอโซเลท ID2R1P1 มีกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสสูงสุดหลังจากบ่มนาน 10 นาที โดยมีค่ากิจกรรมเอนไซม์
เท่ากับ 17.407±0.022 U/mg (100%) และมีกิจกรรมเอนไซม์ไซแลนเนสสูงสุดหลังจากบ่มเป็นเวลา 5 
นาที เท่ากับ 229.130±0.037 U/mg (100%) เอนไซม์ที่สกัดจากแบคทีเรียไอโซเลท ID2R1P2 มีกิจกรรม
เอนไซม์สูงสุดหลังจากบ่มนาน 10 นาที โดยมีค่ากิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส เท่ากับ 3.265±0.023 U/mg 
(100%) และ มีค่ากิจกรรมเอนไซม์ไซแลนเนส เท่ากับ 0.136±0.023 U/mg (100%) ตามล าดับ (ตารางที่ 
4.8) เมื่อเพ่ิมระยะเวลาในการบ่มปฏิกิริยาเอนไซม์นานขึ้นพบว่าค่ากิจกรรมเอนไซม์ทั้งสองชนิดลดลงอย่าง
รวดเร็ว (ภาพที่ 4.1 a, b) 
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ตารางที่ 4.8 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสและไซแลนเนสของเชื้อ ID2R1P1 และ ID2R1P2 เมื่อท าปฏิกิริยาใน
ระยะเวลาทีต่า่งกัน 

ระยะเวลา (นาที) 
Specific activity (U/mg) 

ID2R1P1 ID2R1P2 
Cellulase Xylanase Cellulase Xylanase 

5 12.724±0.005 229.13±0.041* - - 
10 17.407±0.026* 116.389±0.051 3.265±0.023* 0.136±0.023* 
15 15.789±0.020 79.742±0.055 - - 
20 13.706±0.012 58.373±0.008 1.515±0.395 0.052±0.023 
30 - - 0.844±0.042 0.036±0.013 
45 - - 0.696±0.075 0.023±0.008 
60 - - 0.585±0.009 0.020±0.002 

*ค่าสูงสุด, ค่าเฉลีย่การทดลอง 3 ครั้ง 
 

4.4.2 ผลของความเป็นกรดด่างต่อการท างานของเอนไซม์ 
เมื่อทดสอบการท างานของเอนไซม์สกัดในสารละลายบัฟเฟอร์ที่มี pH 3.0-10.0 พบว่า เอนไซม์

ที่สกัดจากแบคทีเรียไอโซเลท ID2R1P1 มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ทั้งเซลลูเลสและไซแลนเนสมีค่าสูงสุดที่
ระดับ pH 7.0 เท่ากับ 6.154±0.003 U/mg (100%) และ 372.008±0.055 U/mg (100%) ตามล าดับ 
ขณะที่เอนไซม์ที่สกัดจากแบคทีเรียไอโซเลท ID2R1P2 มีกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสสูงสุด ที่ pH 6.0 
เท่ากับ 6.757±0.170 U/mg (100%) และ มีค่ากิจกรรมเอนไซม์ไซแลนเนสสูงสุดที่ pH 8.0 เท่ากับ 
0.534±0.017 U/mg (100%) ตามล าดับ (ตารางที่ 4.9) เอนไซม์ที่สกัดจากแบคทีเรียไอโซเลท ID2R1P1 
ท างานได้ดีในช่วง pH ที่กว้างตั้งแต่ 3.0-9.0 ขณะที่เอนไซม์สกัดจากไอโซเลท ID2R1P2 ไม่ทนต่อการ
เปลี่ยนแปลงค่า pH (ภาพที่ 4.2 a,b) 
 

4.4.3 ผลของอุณหภูมิต่อการท างานของเอนไซม์ 
เมื่อทดสอบการท างานของเอนไซม์สกัดในสารละลายบัฟเฟอร์โซเดียมอะซิเตท pH 7.0 บ่มเป็นเวลา 

10 นาที ที่อุณหภูมิ 30-90 องศาเซลเซียส พบว่า เอนไซม์ที่สกัดจากแบคทีเรียไอโซเลท ID2R1P1 มีค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ทั้งเซลลูเลสสูงสุดเมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เท่ากับ 24.926±0.002 U/mg 

(100%) ขณะที่เอนไซม์ไซแลนเนสมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดเมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส 
เท่ากับ 224.349±0.067 U/mg (100%) เอนไซม์ที่สกัดจากแบคทีเรียไอโซเลท ID2R1P2 มีค่ากิจกรรม
ของเอนไซม์ทั้งเซลลูเลสสูงสุดเมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เท่ากับ 4.729±0.380 U/mg (100%) 
ขณะที่เอนไซม์ไซแลนเนสมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดเมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เท่ากับ 
0.947±0.032 U/mg (100%) (ตารางที่ 4.10) เอนไซม์สกัดจากไอโซเลท ID2R1P1 มีค่ากิจกรรมของไซ
แลนเนสค่อนข้างดีตลอดการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิตั้งแต่ 30-90 องศาเซลเซียส ขณะที่เอนไซม์สกัดจากไอ
โซเลท ID2R1P2 มีกิจกรรมไซแลนเนสดีขึ้นเมื่อท าการเพ่ิมอุณหภูมิ (ภาพที่ 4.3 a, b) 
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ตารางที่ 4.9 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสและไซแลนเนสของเชื้อ ID2R1P1 และ ID2R1P2 เมื่อท าปฏิกิริยาใน
บัพเฟอร์ที่มีค่าความเป็นกรดด่างตา่งกัน 

ค่า pH 
 

Specific activity (U/mg) 
ID2R1P1 ID2R1P2 

Cellulase Xylanase Cellulase Xylanase 
3.0 3.837±0.002 304.323±0.032 0.000±0.767 0.122±0.011 
4.0 4.188±0.010 223.457±0.079 2.846±0.753 0.125±0.010 
5.0 5.748±0.014 286.161±0.007 4.703±0.678 0.204±0.014 
6.0 5.842±0.006 307.478±0.084 6.757±0.170* 0.192±0.008 
7.0 6.154±0.002* 372.088±0.055* 6.220±0.127 0.364±0.015 
8.0 5.241±0.031 325.494±0.190 3.856±0.636 0.534±0.017* 
9.0 4.857±0.024 240.713±0.237 3.942±0.550 0.488±0.014 
10.0 4.427±0.009 219.124±0.052 3.183±0.553 0.367±0.015 

 
 
ตารางที่ 4.10 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสและไซแลนเนสของเชื้อ ID2R1P1 และ ID2R1P2 เมือ่บ่มในอุณหภูมิที่

ต่างกัน 

อุณหภูมิ (°C) 
Specific activity (U/mg) 

ID2R1P1 ID2R1P2 
Cellulase Xylanase Cellulase Xylanase 

30 17.509±0.032 185.454±0.056 2.381±0.375  0.412±0.009 
37 14.006±0.005 204.978±0.018 4.297±0.424 0.580±0.010 
40 18.859±0.023 207.912±0.026 4.063±0.422 0.473±0.042 
50 24.926±0.002* 198.301±0.040 4.729±0.380* 0.491±0.015 
60 15.967±0.025 209.138±0.036 3.883±0.236 0.534±0.017 
70 12.603±0.021 199.898±0.062 3.302±0.388 0.947±0.032* 
80 16.591±0.021 223.738±0.021 1.138±0.433 0.876±0.018 
90 13.313±0.000 224.349±0.067* - - 
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ภาพที่ 4.1 ค่าฤทธิ์สัมพันธ์ของกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส (a) และไซแลนเนส (b) ในช่วงระยะเวลาของการบ่มที่แตกต่าง
กัน 
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ภาพที่ 4.2 ค่าฤทธิ์สัมพันธ์ของกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส (a) และไซแลนเนส (b) ในบัพเฟอร์ที่มีค่าความเป็นกรดด่างที่
แตกต่างกัน 
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ภาพที่ 4.3 ค่าฤทธิ์สัมพันธ์ของกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส (a) และไซแลนเนส (b) ในอุณหภูมิของการบ่มที่แตกต่างกัน 
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4.5 ประสิทธิภาพการย่อยสลายสับสเตรทของเอนไซม์ (Substrate specificity) 
เมื่อน าเอนไซม์สกัดจากแบคทีเรียไอโซเลท ID2R1P1 และ ID2R1P2 มาทดสอบการย่อย

สับสเตรท ได้แก่ CMC, xylan, avicel pH101 และ filter paper (Whatman No. 1) ตามสภาวะที่
เหมาะสมในการท างานของเอนไซม์แต่ละชนิด พบว่า เอนไซมท์ี่สกัดจากเชื้อแบคทีเรียทั้งสองจากไอโซเลท 
สามารถย่อย xylan ได้ดีกว่าสับสเตรทที่มีโพลิเมอร์ชนิดเซลลูโลส โดยที่เอนไซม์สกัดจาก ID2R1P1 มีค่า
กิจกรรมจ าเพาะสูงสุด เท่ากับ 263.980±0.017 U/mg ขณะที่เอนไซม์จาก ID2R1P2 มีค่ากิจกรรม
จ าเพาะต่ า เท่ากับ 1.364±0.002 U/mg เอนไซม์สกัดจาก ID2R1P1 สามารถย่อย CMC และ Avicel ได้
ใกล้เคียงกัน และสามารถย่อยกระดาษกรองได้ เล็กน้อย กล่าวได้ว่าเอนไซม์จากแบคทีเรียไอโซเลท 
ID2R1P1 มีกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสทั้งแบบเอนโดกลูคาเนสและเอกโซกลูคาเนส  ขณะที่เอนไซม์จาก
แบคทีเรียไอโซเลท ID2R1P2 ย่อยสับสเตรท CMC และ filter paper ได้เล็กน้อย และไม่ย่อย Avicel 
(ตารางที่ 4.11) 
 
ตารางที่ 4.11 ความสามารถต่อการย่อยสบัสเตรทของเอนไซม์ ID2R1P1 และ ID2R1P2 

สารตั้งต้น 
Specific activity (U/mg) 

เอนไซม์ ID2R1P1 เอนไซม์ ID2R1P2 
CMC 21.243±0.053 0.626±0.041 
Xylan 263.980±0.017 1.364±0.002 
Avicel 18.439±0.016 <0.001 
filter paper 8.700±0.052 0.062±0.003 

 
4.6 ผลการปรับสภาพเศษวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 

การปรับสภาพเศษวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรที่น ามาทดสอบประสิทธิภาพในการย่อย ได้แก่ ฟาง
ข้าว ต้นข้าวโพด และใบอ้อย โดยวัสดุทั้ง 3 ชนิดจะมีองค์ประกอบของเซลลูเลสและเฮมิเซลลูเลสที่
แตกต่างกัน ซึ่งการทดสอบการย่อยเศษวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรนี้จะทดสอบด้วยเอนไซม์ทางการค้า 

 
4.6.1 วีธีปรับสภาพด้วย microwave 
เมื่อการย่อยสลายของเศษวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 3 ชนิด โดยอบด้วยเครื่องไมโครเวฟที่

ก าลัง 800 วัตต์ นาน 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 นาที และน ามาทดสอบการย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลส
ทางการค้า พบว่า วีธีปรับสภาพด้วย microwave สามารถปรับสภาพวัสดุได้ค่อนข้างดี โดยฟางข้าวจะถูก
ย่อยได้ดีที่สุด เมื่อผ่านคลื่นไมโครเวฟนาน 30 นาที ขณะที่ใบอ้อยและต้นข้าวโพดจะถูกย่อยได้เมื่อผ่าน
คลื่นไมโครเวฟเพียง 5-10 นาที (ตารางที่ 4.12) 
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ตารางที่ 4.12 การปรับสภาพวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรด้วยวธิี microwave 
เวลา microwave 

(นาที) 
ปริมาณกลูโคส (mM) 

ฟางข้าว ใบอ้อย ต้นข้าวโพด 
0 0.53 0.19 1.69 
5 0.38 0.21 1.78 
10 0.62 0.78 0.38 
15 0.44 0.12 0.15 
20 0.39 0.40 0.39 
25 1.32 0.38 0.44 
30 2.32 0.05 0.66 

 
4.6.2 วิธีปรับสภาพด้วย autoclave 
เมื่อท าการย่อยสลายของเศษวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 3 ชนิด โดยอบด้วยเครื่องนึ่งความดันไอ

น้ าที่ความดัน 15 ปอนด์ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 0, 10, 20 และ30 นาที และน ามาทดสอบ
การย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลสทางการค้า พบว่า การย่อยของต้นข้าวโพดและใบอ้อยดีที่สุดเมื่อผ่านการ
ปรับสภาพวัสดุด้วยความดันไอน้ านาน 20 นาที ขณะที่ฟางข้าวจะถูกย่อยได้ดีเมื่อผ่านความดันไอน้ านาน 
10 นาที (ตารางที่ 4.13) 

 
ตารางที่ 4.13 การปรับสภาพวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรด้วยวิธ ีautoclave 

เวลา autoclave 
(นาที) 

ปริมาณกลูโคส (mM) 
ฟางข้าว ใบอ้อย ต้นข้าวโพด 

0 0.09 1.09 1.69 
10 0.19 0.52 1.42 
20 0.08 1.49 1.94 
30 0.10 0.26 0.96 

 
4.7 ประสิทธิภาพของเอนไซม์ในการย่อยวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 
 เมื่อน าวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 3 ชนิด ท าการปรับสภาพวัสดุตามวิธีที่เหมาะสม คือ ฟางข้าว
ผ่านการอบด้วยคลื่นไมโครเวฟนาน 30 นาที ส่วนใบอ้อยและต้นข้าวโพดน ามาผ่านการอบด้วยความดันไอ
น้ านาน 20 นาที แล้วท าการย่อยด้วยเอนไซม์สกัดจากไอโซเลท ID2R1P1 และ ID2R1P2 บ่มในสภาวะที่
เหมาะสมของเอนไซม์แต่ละชนิด นาน 30 นาที พบว่า เอนไซม์สกัดจากไอโซเลท ID2R1P1 สามารถย่อย
ใบอ้อยและต้นข้าวโพดได้ดีกว่า ขณะที่เอนไซม์สกัดจากไอโซเลท ID2R1P2 ย่อยฟางข้าวได้ดีกว่า (ตารางที่ 
4.14) 
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ตารางที่ 4.14 ประสิทธิภาพการยอ่ยวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรของเอนไซม์ ID2R1P1 และ ID2R1P2 

วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร ปริมาณกลูโคสจากการย่อยวัสดุ (mM) 
เอนไซม์ ID2R1P1 เอนไซม์ ID2R1P2 

ฟางข้าว 3.75 4.21 
ใบอ้อย 13.63 2.87 
ต้นข้าวโพด 9.36 6.02 
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บทที่ 5 
สรุปผลและข้อเสนอแนะ 

 
เมื่อคัดเลือกแบคทีเรียจากกระเพาะหมักของกระบือบนอาหาร RFGC agar และน ามาเพาะเลี้ยง

ต่อบนอาหาร CMC agar และ xylan agar พบว่า ไอโซเลท ID2R1P1 และ ID2R1P2 สามารถย่อย
เซลลูโลสและไซแลนบนอาหารแข็งได้ โดยที่ไอโซเลท ID2R1P1 สามารถย่อยอาหารแข็ง CMC agar มี
อัตราส่วนวงใสต่อโคโลนี เท่ากับ 2.53±0.37 และย่อยอาหารแข็ง xylan agar มีอัตราส่วนวงใสต่อโคโลนี 
เท่ากับ 2.09±0.13 ตามล าดับ ขณะทีไ่อโซเลท ID2R1P2 สามารถย่อยอาหารแข็ง CMC agar มีอัตราส่วน
วงใสต่อโคโลนี เท่ากับ 4.27±0.47 และย่อยอาหารแข็ง xylan agar มีอัตราส่วนวงใสต่อโคโลนี เท่ากับ 
4.00±0.02 ตามล าดับ จึงน าเชื้อแบคทีเรียทั้งสองไอโซเลทมาศึกษา 

เมื่อท าการเพ่ิมปริมาณยีน 16S rDNA ขนาด 1500 คู่เบส จากเชื้อไอโซเลท ID2R1P1 และ 
ID2R1P2 และน ามาวิเคราะห์ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ พบว่าไอโซเลท ID2R1P1 มีความเหมือนมากที่สุด
กับเชื้อแบคทีเรีย Corynebacterium sp. (X89778.1) โดยมีค่าความเหมือนเท่ากับ 99 เปอร์เซ็นต์ 
ขณะที่ไอโซเลท ID2R1P2 มีค่าความเหมือนมากที่สุดกับเชื้อแบคทีเรีย B. pumilus strain NJM4 
(EU234500.1) โดยมีค่าความเหมือนเท่ากับ 96 เปอร์เซ็นต์ 

เมื่อน าแบคทีเรียไอโซเลท ID2R1P1 และ ID2R1P2 มาศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต
เอนไซม์ พบว่า การเลี้ยงเชื้อไอโซเลท ID2R1P1 สามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้สูงสุด (2.034±0.039 
U/ml) เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร CMC broth ที่มีความเข้มข้น CMC 3 เปอร์เซ็นต์ และ yeast extract 
0.1 เปอร์เซ็นต์ บ่มที่อุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส pH 7.0 เป็นเวลา 2 วัน และสามารถผลิตเอนไซม์ไซแลน
เนสได้สูงสุด (183.272±0.011 U/ml) เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร xylan broth ที่ความเข้มข้นไซแลน 1 
เปอร์เซ็นต์ และ yeast extract 0.1 เปอร์เซ็นต์ บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส pH 3.0 เป็นเวลา 2 วัน 
ขณะทีก่ารเลี้ยงเชื้อไอโซเลท ID2R1P2 สามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้สูงสุด (3.538±0.051 U/ml) เมื่อ
เพาะเลี้ยงในอาหาร CMC broth ที่มีความเข้มข้น CMC  3 เปอร์เซ็นต์ และ yeast extract 0.1 
เปอร์เซ็นต์ บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส pH 5.0 เป็นเวลา 5 วัน และสามารถผลิตเอนไซม์ไซแลนเนส
ได้สูงสุด (0.786±0.111 U/ml) เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร xylan broth ที่ความเข้มข้นไซแลน 1 
เปอร์เซ็นต์ และ yeast extract 0.1 เปอร์เซ็นต์ บ่มที่อุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส pH 4.0 เป็นเวลา 3 วัน 
(ตารางที่ 5.1) นอกจากนี้เมื่อน าวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรมาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตเอนไซม์ 
พบว่า ใบอ้อยสามารถใช้ในการผลิตเซลลูเลสได้ดี ขณะที่ต้นข้าวโพดและฟางข้าวสามารถใช้ในการผลิต
เอนไซม์ไซแลนเนสได้ดี 

เมื่อศึกษาคุณสมบัติการท างานของเอนไซม์สกัดจากทั้งสองไอโซเลท พบว่า เอนไซม์สกัดจากไอโซ
เลท ID2R1P1 มีการท างานของเซลลูเลสได้ดีที่สุด (21.243±0.053 U/mg) เมื่อบ่มในบัพเฟอร์ pH 6.0 
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที และมีการท างานของไซแลนเนสดีที่สุด (263.980±0.017 
U/mg) เมื่อบ่มในบัพเฟอร์ pH 8.0 ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เอนไซม์สามารถย่อยคาร์
บอกซีเมททิลเซลลูโลส ไซแลน และ กระดาษกรองได้ดี และย่อยอะไวเซลได้เล็กน้อย ขณะที่เอนไซม์สกัด
จากไอโซเลท ID2R1P2 มีการท างานของเซลลูเลสได้ดีที่สุด (0.626±0.041 U.mg) เมื่อบ่มในบัพเฟอร์ pH 
6.0 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที และมีการท างานของไซแลนเนสดีที่สุด (1.364±0.002 
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U/mg) เมื่อบ่มในบัพเฟอร์ pH 8.0 ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เอนไซม์สามารถย่อยคาร์
บอกซีเมททิลเซลลูโลส ไซแลน และ กระดาษกรอง ได้เล็กน้อย (ตารางที่ 5.1)  

 
ตารางที่ 5.1 สรุปสภาวะที่เหมาะสมในการผลติเอนไซม์และคณุสมบัติการท างานของเอนไซมเ์ซลลูเลสและไซแลนเนส 

จากเชื้อแบคทีเรียไอเลทID2R1P1 และ ID2R1P2 

 
ID2R1P1 ID2R1P2 

 Cellulase Xylanase Cellulase Xylanase 
สภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อ:    

Temperature 39°C 37°C 37°C 39°C 
pH 7.0 3.0 5.0 4.0 
Carbon source 1% CMC 2% xylan 3% CMC 1% xylan 

Nitrogen source 
0.1% yeast 

extract 
0.1% yeast 

extract 
0.1% yeast 

extract 
0.1% yeast 

extract 
Incubation time 2 d 2 d 5 d 3 d 
Max. Yield (U/ml) 2.034±0.039 183.272±0.011 3.538±0.051 0.786±0.111 

คุณสมบัติการท างานของเอนไซม์:    
Optimal time 10 min 5 min 10 min 10 min 
Optimal pH 7.0 7.0 5.0 8.0 
Optimal temperature 50°C 90°C 50°C 70°C 

Substrate specificity 
CMC, avicel 
filter paper 

xylan 
CMC 

filter paper 
xylan 

Max. activity (U/mg) 21.243±0.053 263.980±0.017 0.626±0.041 1.364±0.002 
 

เมื่อน าวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 3 ชนิด มาท าการปรับสภาพวัสดุตามวิธีที่เหมาะสม คือ ฟาง
ข้าวผ่านการอบด้วยคลื่นไมโครเวฟนาน 30 นาที ส่วนใบอ้อยและต้นข้าวโพดน ามาผ่านการอบด้วยความ
ดันไอน้ านาน 20 นาที แล้วท าการย่อยด้วยเอนไซม์สกัดจากไอโซเลท ID2R1P1 และ ID2R1P2 บ่มใน
สภาวะที่เหมาะสมของเอนไซม์แต่ละชนิด นาน 30 นาที พบว่า เอนไซม์สกัดจากไอโซเลท ID2R1P1 
สามารถย่อยใบอ้อยและต้นข้าวโพดได้ดี ขณะที่เอนไซม์สกัดจากไอโซเลท ID2R1P2 ย่อยฟางข้าวได้ดี 

แม้ว่าไอโซเลท ID2R1P2 จะสามารถย่อยอาหารแข็งชนิด CMC agar และ xylan agar ได้ดีกว่า
ไอโซเลท ID2R1P1 แต่เมื่อน ามาเพาะเลี้ยงในสภาวะที่เหมาะสมและมีสภาวะการท างานของเอนไซม์ที่
เหมาะสม จะเห็นว่า ไอโซเลท ID2R1P1 สามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลสและไซแลนเนสได้ดีกว่าไอโซเลท 
ID2R1P2 นอกจากนี้เอนไซม์ที่สกัดจากไอโซเลท ID2R1P1 ยังมีกิจกรรมการท างานที่ดีกว่าเอนไซม์สกัด
จากไอโซเลท ID2R1P2 อีกด้วย 

เอนไซม์ไซแลนเนสที่ผลิตจากไอโซเลท ID2R1P1 และ ID2R1P2 สามารถท างานได้ดีในสภาวะที่มี
อุณหภูมิสูงและเป็นด่าง น่าจะสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมที่ใช้ความร้อนและด่างใน
ขบวนการผลิตได้ เช่น การท ากระดาษ การฟอกย้อมผ้า เป็นต้น 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเช้ือและสารละลาย  

 
การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
1. Mineral solution (Ogimoto and Imai. 1981) 

   1)   Mineral solution I   
 K2HPO4     0.6 g 
 น้ ากลั่น     100.0 ml 
   2)   Mineral solution II  
 NaCl     0.1 g 
 (NH4)2SO4    0.1 g 
 KH2PO4     0.02   g 
 CaCl2     0.01 g 
 MgSO4• 7H2O    0.01 g 
 น้ ากลั่น     100.0 ml 
 แต่ละส่วนน ามาละลายใน น้ ากลั่น เก็บไว้เป็น stock solution ไว้ใช้ต่อไป 
 

2. Rumen fluid (Ogimoto and Imai. 1981) 
 น าของเหลวจากระเพาะรูเมนของกระบือกรองผ่านผ้าขาวบางเพ่ือแยกเอาชิ้นส่วนใหญ่ๆออกเก็บ
ของเหลวใส่ภาชนะพลาสติกที่มีฝาปิดสนิท  เก็บในอุณหภูมิ -20 ๐C ทิ้งให้ละลายแล้วน าเข้าเครื่อง 
centrifuge ที่ 4๐C 25,000 รอบ/นาที 15 นาที   
 
3.  Rumen fluid agar (Ogimoto and Imai. 1981) 

Mineral solution I     7.5 ml 
Mineral solution II    7.5 ml 
Resazurin, 0.1 % solution   0.1 ml 
Rumen Fluid     40.0 ml 
Glucose     0.05 g 
Cellobiose     0.05 g 
Na2CO3 , 8 % solution    5.0 ml 
Cystein-HCl.H2O, 2.5% solution  0.05 g 
Agar      2.0 g 
น้ ากลั่น      50.0 ml 

 นึ่งฆ่าเชื้อท่ีความดัน 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว (121 ๐C) 15 นาท ี
 
4.  Xylan agar  
 Xylan      1.00 g 
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 ร าข้าว      5.00 g 
 Yeast extract     1.00 g 
 Agar      16.00 g 
 น้ ากลั่น      1.0 L 
 นึ่งฆ่าเชื้อท่ีความดัน 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว (121 ๐C) 15 นาท ี
    
5. Xylan broth  
 การเตรียมอาหารเหลว xylan broth มีส่วนประกอบเช่นเดียวกันกับอาหารแข็ง xylan agar แต่
ไม่เตมิ agar นึ่งฆ่าเชื้อที่ความดัน 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว (121 ๐C) 15 นาท ี
 
6.  CMC agar 
 NaNO3      2.0 g 
 K2HPO4      1.0 g 
 MgSO4      0.1 g 
 KCl      0.1 g 
 CMC      2.0 g 
 Peptone     0.2 g 
 Agar      17.0 g 
 น้ ากลั่น      1.0 L 
 ละลายสารทั้งหมดในน้ ากลั่นจนเป็นเนื้อเดียวกัน แล้วค่อยเติม agar ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นให้
ได้ 1 ลิตร นึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121˚C ที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
 
7. CMC broth 
 CMC      0.5 % 
 Peptone     0.5 % 
 KH2PO4      0.5 % 
 MgSO4 • 7H2O     0.5 % 
 Yeast extract     0.5 % 
 น้ ากลั่น      100 ml 
 ละลายสารทั้งหมดในน้ ากลั่นจนเป็นเนื้อเดียวกัน แล้วค่อยเติม agar ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นให้
ได้ 1 ลิตร นึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 ˚C  ที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
 
8.  Dilution peptone 0.1% 
 Peptone     1.0     g 
 น้ ากลั่น      100.0 ml 
 นึ่งฆ่าเชื้อท่ีความดัน 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว (121 ๐C) 15 นาท ี
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9.  Lubia-Bertani broth (LB broth) 
 Tryptone     10.0 g 
 Yeast extract     5.0  g 
 NaCl      10.0  g 
 น้ ากลั่น      1.0  L 
 ละลายสารทั้งหมดในน้ ากลั่นจนเป็นเนื้อเดียวกัน ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นให้ได้ 1 ลิตร นึ่งฆ่าเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
 
10. Lubia-Bertani agar (LB agar) 

Tryptone     10.0  g 
Yeast extract     5.0 g 
NaCl       10.0 g  
Agar        15.0 g 
น้ ากลั่น      1.0 L 

 ละลายสารทั้งหมดในน้ ากลั่นจนเป็นเนื้อเดียวกัน แล้วค่อยเติม agar ปรับ
ปริมาตรด้วยน้ ากลั่นให้ได้ 1 ลิตร นึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
 
11. Nutrient agar  
 Beef extract     3.0  g 
 Peptone     5.0  g 
 NaCl      8.0  g 
 Agar      15.0 g 
 น้ ากลั่น      1  L 
 นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
 
12. Nutrient broth 
  การเตรียมอาหารเหลว Nutrient broth มีส่วนประกอบเช่นเดียวกันกับอาหารแข็ง Nutrient 
agar แต่ไม่เติม agar นึ่งฆ่าเชื้อท่ีความดัน 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว (121 •C) 15 นาที 
 
การเตรียมสารละลายส าหรับสกัดดีเอ็นเอ 
1.  Lysis buffer 
 NaCl      140  mM 
 KCl      2.7 mM 
 Na2HPO4     10  mM 
 KH2PO4      1.8  mM 
 pH 7.3 เติม 1 mM PMSF ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่น 
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2.  TE buffer 6.7% sucrose 
 Tris base     40  mM 
 EDTA       2 mM 
 Sucrose     6.7 % 
 น าส่วนประกอบทั้งหมดผสมให้เข้ากัน น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความร้อน 121 °C ความดัน 15 ปอนด์
ต่อตารางนิ้ว นาน 15 นาที  
 
3.  20% SDS 
ชั่ง SDS 10 g ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 25 ml ปรับปริมาตรให้ได้ 50 ml ด้วยน้ ากลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อ
แล้ว 
 
4. phenol: chloroform: isoamyl (25:24:1) 
 Phenol      25  ml 
 Chloroform     24 ml 
 Isoamyl     1 ml 
 ผสม phenol, chloroform และ isoamyl ให้เข้ากัน เก็บในขวดสีชา จากนั้นเก็บที่อุณหภูมิ 4•C 
(ควรท าให้ hood) 
 
การเตรียมสารละลายส าหรับการวิเคราะห์คุณสมบัติของเอนไซม์ 
1.  3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) 
 3,5-dinitrosalicylic acid   10.6  g 

NaOH      19.8 g 
 Potassium sodium tartate   306.0 g 
 Na2S2O5     8.3 g 
 Phenol      7.6  ml 

น้ ากลั่นอุ่น      1,416  ml 
  ละลาย Potassium sodium tartate ในน้ ากลั่นตามปริมาตรที่ต้องการ และจึงเติมสารละลาย
อ่ืนๆ ลง บรรจุใส่ขวดสีชาแล้วเก็บไว้ในที่มืด 
 
2.  2% CMC 

 ผสม CMC 2 g อุ่นให้ CMC ละลายจนหมด ในน้ ากลั่นที่ฆ่าเชื้อแล้ว 100 ml   
    
3.  2% xylan 

ผสม xylan 2 g อุ่นให้ xylan ละลายจนหมด ในน้ ากลั่นที่ฆ่าเชื้อแล้ว 100  ml 
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4. สารละลายโซเดียมอะซิเตรตบัฟเฟอร์ pH 3-6 
 - 0.2M acetic acid 
 - 0.2M sodium acetate (tri-hydrate) (27.2 g / l) 
 - เตรียมสารละลายบัฟเฟอร์ตาม pH ที่ต้องการ 
 

pH vol. of 0.2M acetic acid vol. of 0.2M sodium acetate 

3 982.3 ml 17.7 ml 
4 847.0 ml 153.0 ml 
5 357.0 ml 643.0 ml 
6 52.2 ml 947.8 ml 

 
5. สารละลายโซเดียมอะซเตรตบัฟเฟอร์ pH 7-11 
 - 0.2M disodium hydrogen phosphate (28.4 g / l) 
 - 0.2M HCl 
 - 0.2M NaOH 
 - เตรียมสารละลายบัฟเฟอร์ตาม pH ที่ต้องการ 
 

pH vol. of 0.2M disodium 
phosphate 

vol. of 0.2M HCl vol. of 0.2M NaOH 

7 756.0 ml 244 ml - 
8 955.1 ml 44.9 ml - 
9 955.0 ml 45.0 ml - 
10 966.4 ml - 33.6 ml 
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ภาคผนวก ข 
การวิเคราะห์เอนไซม์ 

 
1. กราฟมาตรฐานกลูโคส 

 
ภาพผนวกที่ ข1 กราฟมาตรฐานกลูโคส (Glucose Standard Curve) วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 nm 

 
ตารางผนวกที่ ข1  ค่ามาตรฐานกลูโคสที่ใช้ในการวิเคราะห์คุณสมบัติของเอนไซม์ 

Glucose (mM) OD 540 
0 0.000 
10 0.968 
15 1.579 
20 2.248 
25 2.863 
50 5.750 

 
  

y = 0.1115x - 0.0551 

R² = 0.9933 
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2. กราฟมาตรฐานไซโลส 

 
ภาพผนวกที่ ข2 แสดงกราฟมาตรฐานไซโลส (xylose standard curve) วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความ 

ยาวคลื่น 540 nm 
 
ตารางผนวกที่ ข2 แสดงค่ามาตรฐานไซโลสที่ใช้ในการวิเคราะห์คณุสมบัติของเอนไซม์ 

xylose (mM) OD 540 

0 0.000 

5 0.163 

25 3.182 

50 4.866 
 
  

y = 0.1029x - 0.0046 

R² = 0.9663 
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3. กราฟมาตรฐานโปรตีน 
 

 
ภาพผนวกที่ ข3 กราฟมาตรฐานโปรตีน (BSA standard curve) วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 nm 

 
ตารางผนวกที่ ข3  ค่ามาตรฐาน BSA ของการวิเคราะหค์วามเข้มขน้ของโปรตีน 

BSA (mg/ml) Abs 595 nm 
0 0.000±0.000 

0.2 0.211±0.022 
0.4 0.420±0.058 
0.6 0.520±0.045 
0.8 0.807±0.100 

 
 
 
  

y = 0.9615x + 0.007 

R² = 0.984 
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8(1) 2543 หน้า 96-103. 

13). อาทิตย์ พลายมาศ สุชพี สุขสุแพทย์ และศุภรัตน์ โฆษิตเจริญกุล 2543. การใช้สารเคมีควบคุมการ
สร้างอะฟลาทอกซินในข้าวโพด วารสารพระจอมเกล้าลาดกระบัง ปีที่ 8 ฉบับที่ 1 หน้า 36-41. 
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การเสนอผลงานในที่ประชุมระดับชาต ิ
1) สุชีพ สุขสุแพทย ์ และทรงศักดิ์ ตันพิพัฒน์. 2530. การใช้มลูกระต่ายเปน็อาหารไก่กระทง. เอกสารการ

ประชุมทางวชิาการเร่ือง การใช้ประโยชน์จากกากของเสียและทรัพยากรเหลือใช้. สถาบนัเทคโนโลยีพระ
จอมเกล้าเจ้าคุณทหาร ลาดกระบัง 17-18 มิถุนายน 2530. 

2)  สุชีพ สุขสุแพทย ์และทรงศักดิ์ ตันพิพัฒน.์ 2530. การศึกษาระดับอุณหภูมิและความชืน้สัมพัทธ์ที่เหมาะสม
ในการฟักไข่ห่าน. รายงานผลงานวิจัยเสนอส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ 

3). สุชีพ สุขสุแพทย ์ 2538. การให้อาหารเลือกกินอิสระในไกไ่ข่. เอกสารประชุมทางวิชาการของ 
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ คร้ังที่ 33. 3-5 กุมภาพันธ์ 2538.     

4). สุชีพ สุขสุแพทย ์ พานชิ แสนโภชน์ และจรรยา คงฤทธิ์. 2539. ความต้องการโปรตีนและพลังงานส าหรับ
ไก่ฟ้าหลังขาวระยะเล็กและระยะเจริญเติบโต. เอกสารประกอบการสัมมนาเร่ืองสัตว์ปา่เมืองไทยคร้ังที่ 17 
คณะวนศาสตร์  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์. 19-20 ธันวาคม 2539. และตีพิมพ์ในวารสารสัตว์ป่าเมืองไทย 
5(2) 2539 หน้า 89-99. 

5). สุชีพ สุขสุแพทย ์  ศุภรัตน์ โฆษิตเจริญกุล และอาทิตย์ พลายมาศ. 2540. ผลการใช้ข้าวโพดเก็บรักษาด้วย
สารเคมีควบคุมอะฟลาทอกซินในนกกระทาญีปุ่่น. เอกสารประชุมทางวิชาการของมหาวทิยาลัยเกษตร 
ศาสตร์ คร้ังที่ 35. 3-5 กุมภาพนัธ์ 2540. 
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6). ณหทัย วิจิตโรทัย  สุชีพ สุขสุแพทย์ และจรรยา คงฤทธิ์. 2540. การใช้กากถ่ัวเขียวจากโรงงานวุ้นเสน้ใน
อาหารนกกระทา. เอกสารประชุมทางวิชาการของมหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ คร้ังที่ 35. 3-5 กุมภาพันธ ์
2540. 

7). อาวุธ ตันโช และสชุีพ สุขสุแพทย์ 2540. ผลของการเสริมกรดฮิวมิคต่อลักษณะการไข่ของแม่ไก่ไข่ที่อายุ 28-
51 สัปดาห.์ เอกสารประชุมทางวิชาการของมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ คร้ังที่ 35. 3-5 กุมภาพันธ์ 2540. 

8). นันทนิจ กุลเจริญ และสุชีพ สุขสุแพทย์ 2540. เทคนิคการประเมินค่าพลังงานใชป้ระโยชนข์องวัตถุดิบอาหาร
สัตว์ปีก. เอกสารประชุมทางวชิาการ ม.อบ. คร้ังที่ 1 28-30 กรกฎาคม 2540 มหาวิทยาลยัอุบลราชธานี  

9). สุชีพ สุขสุแพทย ์ 2540. การประเมินค่าพลังงานใช้ประโยชน์ของร าสกัดในสัตว์ปีก เอกสารประชุมทาง
วิชาการ ม.อบ. คร้ังที่ 1 28-30 กรกฎาคม 2540 มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี  

10). สุชีพ สุขสุแพทย ์ พานิช แสนโภชน์ และจรรยา คงฤทธิ์ 2541. การศึกษาระดับความต้องการโปรตีนและ
พลังงานส าหรับไก่ฟา้หลังขาวธรรมดา เอกสารประชุมทางวิชาการของมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ คร้ังที่ 
36. 3-5 กุมภาพันธ์ 2541  

11). สุชีพ สุขสุแพทย ์  และ พานชิ แสนโภชน์ 2541.  การศึกษาชนิดของอาหารและการกินอาหารของไก่ฟา้  
การเสนอผลงานวชิาการในการสัมมนาเร่ือง สตัว์ปา่เมืองไทย คร้ังที่ 19 วันที่ 22-24 ธันวาคม 2541 ณ. 
อาคารสารนิเทศ 50 ปี มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ์

12). สุชีพ สุขสุแพทย ์ และ พานิช แสนโภชน์ 2542. การศึกษาความต้องการโภชนะส าหรับไก่ฟ้าโดยให้อาหาร
แบบเลือกกินอิสระ เอกสารประชุมทางวิชาการของมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์   คร้ังที่ 37. 3-5 กุมภาพันธ ์
2542 

13). สุชีพ สุขสุแพทย ์ และ อนุชา แสงโสภณ 2542. ผลของระยะเวลาในการเก็บรักษาไข่ก่อนฟักต่อเปอร์เซนต์
การฟักออกของลูกนกกระจอกเทศ เอกสารประชุมทางวิชาการ 30 ปีเกษตรเจ้าคุณทหารลาดกระบัง 24-25 
มิถุนายน 2542 สถาบนัเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง. กรุงเทพฯ.  

14). สุชีพ สุขสุแพทย ์  และ เทพกร ช่วยสงคราม. 2546. พลังงานใชป้ระโยชน์ของกากปาลม์น้ ามันในสัตวป์ีก.  
เอกสารประชุมทางวิชาการ(C-1/31) การประชุมและแสดงผลงานทางวชิาการพระจอมเกลา้ลาดกระบงั 
คร้ังที่ 1 25 สิงหาคม 2546 สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจา้คุณทหารลาดกระบัง. กรุงเทพฯ.  

15). สุชีพ สุขสุแพทย ์  รณชัย สิทธิ ไกรพงษ์ และ ทัศนีย์  ตรัยรัตน์อภิวัน 2547. การศึกษาความหลากหลาย
ทางพนัธุกรรมของไก่พื้นเมืองไทยจ านวน 5 สายพันธุ์โดยใช้เทคนิคไมโครแซทเทลไลท์.  รายงานผลงานวิจัย
เสนอคณะเทคโนโลยีการเกษตร  สถาบนัเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง. กรุงเทพฯ.  

16). สุชีพ สุขสุแพทย ์  รณชัย สิทธิ ไกรพงษ์ และ เจษฎาพร ไชยทองคง 2547. การศึกษาสมรรถภาพการผลิต
ในไก่คอเปลือยที่เลี้ยงในสภาวะอุณหภูมิสูง.  รายงานผลงานวจิัยเสนอคณะเทคโนโลยีการเกษตร  สถาบัน
เทคโนโลยพีระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบงั. กรุงเทพฯ.  

17). ศรีสกุล วรจัทรา สุชีพ สุขสุแพทย์  และณหทัย วิจิตโรทัย. 2547. การศึกษาส่วนประกอบของกรดอะมิโน
และค่าการย่อยไดจ้ริงโดยสัตว์ปกีของวัตถุดิบแหล่งพลังงาน. เอกสารการประชุมสัมมนาวิชาการเกษตร
แห่งชาติ ประจ าปี 2547 สาขาสัตวศาสตร์/สัตวบาล 27-28 มกราคม 2547 ณ. โรงแรมโซฟิเทล ราชาออ
คิด จังหวัดขอนแก่น 

18). ศรีสกุล วรจัทรา สุชีพ สุขสุแพทย์  และณหทัย วิจิตโรทัย. 2547. ส่วนประกอบทางเคมีและชัน้คุณภาพของ
วัตถุดิบอาหารสัตว์แหล่งพลังงาน.  เอกสารการประชุมสัมมนาวชิาการเกษตรแห่งชาติ ประจ าป ี2547 สาขา
สัตวศาสตร์/สัตวบาล 27-28 มกราคม 2547 ณ. โรงแรมโซฟิเทล ราชาออคิด จังหวัดขอนแก่น 

19). ศรีสกุล วรจัทรา สุชีพ สุขสุแพทย์  และณหทัย วิจิตโรทัย. 2547. การศึกษาส่วนประกอบของกรดอะมิโน
และค่าการย่อยไดโ้ดยเปปซินในวัตถุดิบอาหารสัตว์แหล่งพลังงาน. เอกสารการประชุมสัมมนาวชิาการ
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เกษตรแห่งชาติ ประจ าปี 2547 สาขาสัตวศาสตร์/สัตวบาล 27-28 มกราคม 2547 ณ. โรงแรมโซฟิเทล 
ราชาออคิด จังหวัดขอนแก่น 

20). ศรีสกุล วรจัทรา สุชีพ สุขสุแพทย์  และณหทัย วิจิตโรทัย. 2547. ความสัมพันธ์ของค่าการย่อยได้จริงใน
สัตว์ปีกกับค่าการย่อยได้โดยเปปซินของกรดอะมิโนในวตัถุดิบแหล่งพลังงาน. เอกสารการประชุมสัมมนา
วิชาการเกษตรแห่งชาต ิประจ าปี 2547 สาขาสัตวศาสตร์/สัตวบาล 27-28 มกราคม 2547 ณ. โรงแรมโซฟิ
เทล ราชาออคิด จังหวัดขอนแก่น 

21). ศรีสกุล วรจัทรา สชุีพ สขุสุแพทย์  และณหทัย วิจิตโรทัย. 2548. การศึกษาค่าการยอ่ยได้ของกรดอะมิโน
โดยสัตวป์ีกของวัตถุดิบแหล่งโปรตีน 1. ปลาป่น   การประชุมสัมมนาวชิาการสัตวศาสตร์ 14-15 
พฤศจิกายน 2548 ณ. คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชยีงใหม่. 

22). สุชีพ สุขสุแพทย ์  รณชัย สิทธิ ไกรพงษ์ และ เจษฎาพร ไชยทองคง 2548. การศึกษาสมรรถภาพการผลิต
ในไก่คอเปลือยที่เลี้ยงในสภาวะอุณหภูมิสูง.  การประชุมสัมมนาวชิาการสตัวศาสตร์ 14-15 พฤศจิกายน 
2548 ณ. คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่. 

23). สุชีพ สุขสุแพทย์  และพานิช แสนโภชน์ . 2549. การเพิ่มความยาวแสงในไก่ฟา้หลังขาวในช่วงฤดูผสมพันธุ.์  
วารสารวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร ปีที่ 2 ฉบับที่ 1 มกราคม-มิถุนายน 2549 

24). จารุณี พรหมมานนท์  จรรยา คงฤทธิ์ และสุชีพ สุขสุแพทย์. 2549. การศึกษาการย่อยได้และการใช้
ประโยชน์ของอาหารไก่ฟา้. การประชุมสัมมนาวชิาการสัตวศาสตร์ คร้ังที่ 2 24 มกราคม 2549 ภาควิชา
สัตวศาสตร์ คณะเกษตรศาสตร ์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น ร่วมกับ กรมปศุสัตว์ กระทรวงเกษตรและสหกรณ์. 
(โปสเตอร์). 

25). ศรีสกุล วรจัทรา สุชีพ สุขสุแพทย์  ณหทัย วิจิตโรทัย และจรรยา คงฤทธิ์. 2549.  การศึกษาส่วนประกอบ
ทางเคมีและชั้นคุณภาพในวัตถดุิบอาหารสัตว์แหล่งโปรตนี 2. กากถั่วเหลือง การประชุมสัมมนาวชิาการสตัว
ศาสตร์ คร้ังที่ 2 24 มกราคม 2549 ภาควิชาสัตวศาสตร์ คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น ร่วมกับ 
กรมปศุสัตว์ กระทรวงเกษตรและสหกรณ์. (โปสเตอร์). 

26). ศรีสกุล วรจัทรา สุชีพ สุขสุแพทย์  ณหทัย วิจิตโรทัย และจรรยา คงฤทธิ์. 2549.  การศึกษาค่าการย่อยได้
ของกรดอะมิโนโดยสัตวป์ีกของวัตถุดิบแหล่งโปรตีน 2. กากถั่วเหลือง การประชุมสัมมนาวิชาการสัตว
ศาสตร์ คร้ังที่ 2 24 มกราคม 2549 ภาควิชาสัตวศาสตร์ คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น ร่วมกับ 
กรมปศุสัตว์ กระทรวงเกษตรและสหกรณ์. (โปสเตอร์). 

27). สุชีพ สุขสุแพทย์ พานิช แสนโภชน์ จรรยา คงฤทธิ์ และจารุณี พรหมมานนท์. 2549. การศึกษาการย่อยได้
และการใช้ประโยชน์ของอาหารไก่ฟ้า. การประชุมทางวิชาการ คร้ังที่ 7 วันที่ 25-26 พฤษภาคม 2549 
ส านักวิจัยและสง่เสริมวิชาการการเกษตร มหาวิทยาลัยแมโ่จ้ จ. เชียงใหม่ (โปสเตอร์). 

28). สุชีพ สุขสุแพทย์ และพานิช แสนโภชน์. 2549. ผลการใช้หนอนนกและกรดอะมิโนสงัเคราะห์ในไก่ฟ้าหลงั
ขาวในช่วงฤดผูสมพนัธุ์. การประชุมทางวิชาการ สิ่งแวดล้อมนเรศวร คร้ังที่ 2 วันที่ 28-29 มิถุนายน 2549 
คณะเกษตรศาสตร์ ทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล้อม มหาวทิยาลัยนเรศวร จ. พิษณุโลก (โปสเตอร์). 

29). สุชีพ สุขสุแพทย ์ จรรยา คงฤทธิ์ และ จารุณี พรหมมานนท์.  2549.      รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ์  เร่ือง 
การศึกษาการให้โภชนะที่เหมาะสมในสัตว์ปีกที่รับอาหารแบบเลือกกิน ได้รับงบประมาณสนบัสนนุ เงิน
รายได้ปงีบประมาณ พ.ศ. 2549    ของภาควิชาเทคโนโลยีการผลิตสตัว์ คณะเทคโนโลยีการเกษตร สจล. 
งบประมาณ 50,000 บาท  

30). สุชีพ  สุขสุแพทย ์และจรรยา คงฤทธิ ์2550. ผลของชนดิอาหารต่อการเจริญเติบโต การออกไข่และการฟัก
ไข่ของไก่ฟ้าหลังขาว การประชมุทางวชิาการ สิ่งแวดล้อมนเรศวร คร้ังที่ 3 วันที่ 20-21 มิถุนายน 2550 
คณะเกษตรศาสตร์ ทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล้อม มหาวทิยาลัยนเรศวร จ. พิษณุโลก  
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31). จารุณี พรหมมานนท์  และสุชีพ  สุขสุแพทย์. 2550. ผลของระดับโปรตีนในอาหารใหแ้บบเลือกกินต่อการ
เจริญเติบโตของไก่ฟ้าหลังขาว การประชุมทางวชิาการ สิ่งแวดล้อมนเรศวร คร้ังที่ 3 วันที่ 20-21 มิถุนายน 
2550 คณะเกษตรศาสตร์ ทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล้อม มหาวิทยาลยันเรศวร จ. พิษณุโลก  

32). จารุณี พรหมมานนท ์ และ สุชีพ สุขสุแพทย์ 2550. ผลการให้อาหารแบบเลือกกินในไก่ฟ้าหลังขาวระยะ
เติบโต. การเสนอผลงานวชิาการในการประชุมใหญ่สามัญประจ าปี พ.ศ. 2550 ของสมาคมสัตว์ปีกโลก 
สาขาประเทศไทย วนัที่ 30 ตุลาคม 2550 ณ โรงแรมโซฟิเทล เซ็ลทาราแกรนด์ กรุงเทพฯ 

33). สุชีพ สุขสุแพทย์ จารุณี พรหมมานนท ์และ จรรยา คงฤทธิ์ และ 2551. ผลการให้อาหารแบบเลือกกินต่อ
การเติบโตของไก่ฟ้าหลังขาวระยะรุ่น. การประชุมวชิาการสัตวศาสตร์ คร้ังที่ 4  วันที่ 31 มกราคม 2551 
คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลยัขอนแก่น (โปสเตอร์). 

34). กานต ์สุขสุแพทย,์1 จรรยา คงฤทธิ ์  และ จารุณี พรหมมานนท์  2551 การศึกษาความตอ้งการสารอาหาร
ในสัตว์ปีกโดยวิธีให้อาหารแบบเลือกกิน การประชุมวชิาการ งานวนัเกษตรแห่งชาติ ประจ าป ี 2551 
ระหว่างวันที่ 8-10 กันยายน 2551 ณ คณะเกษตรศาสตร์ ทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล้อม 
มหาวิทยาลยันเรศวร จังหวัดพษิณุโลก (โปสเตอร์) 

35). สุชีพ สุขสุแพทย ์  จรรยา คงฤทธิ์ และจารุณี พรหมมานนท์. 2551. การศึกษาการให้โภชนะที่เหมาะสมใน
สัตว์ปีกที่รับอาหารแบบเลือกกิน. รายงานผลงานวิจัยเสนอคณะเทคโนโลยีการเกษตร  สถาบันเทคโนโลยี
พระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง. กรุงเทพฯ.  

36). มัณฑนา บรรจง  จรรยา คงฤทธิ์ และ กานต์ สุขสุแพทย์  2552. ผลการให้อาหารเลือกกินต่อการ
เจริญเติบโตของไก่ลูกผสมพืน้เมือง. การประชุมวิชาการสัตวศาสตร์ คร้ังที่ 5 วันที่ 26-28 มกราคม 2552 
คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลยัขอนแก่น (โปสเตอร์). 

37). จรรยา คงฤทธิ์ และ กานต์ สุขสุแพทย์  2552. การเจริญเติบโตและซากของไก่พื้นเมืองที่ให้อาหารเลือก
กิน.  การประชุมสัมมนาทางวิชาการ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลตะวนัออก คร้ังที่ 2 ระหว่างวันที่  
28-29 พฤษภาคม  2552 ณ  โรงแรม   ดรากอน บีช รีสอร์ท  พัทยา  จังหวัดชลบุรี  (โปสเตอร์) 

38). จรรยา คงฤทธิ์ ณหทัย วิจิตโรทัย และ กานต์ สุขสุแพทย์  2554. ผลการใช้กากกะทิในอาหารไก่เนื้อ.  การ
ประชุมสัมมนาทางวิชาการ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลตะวันออก คร้ังที่ 4 ระหว่างวันที่  26-27 
พฤษภาคม  2554 ณ  โรงแรม ชลจันทร์ รีสอร์ท  พัทยา  จังหวัดชลบุรี  (โปสเตอร์) 

39). กานต์ สุขสุแพทย์ และจรรยา คงฤทธิ ์ .2554. การศึกษาผลของอาหารต่อคุณภาพเปลือกไข่เป็ด : 
กรณีศึกษา-อ าเภอบางเลน จังหวัดนครปฐม  การประชุมสัมมนาทางวชิาการ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราช
มงคลตะวนัออก คร้ังที่ 4 ระหว่างวันที่  26-27 พฤษภาคม  2554 ณ  โรงแรม ชลจันทร์ รีสอร์ท  พัทยา  
จังหวัดชลบุรี  (โปสเตอร์) 

40) สุชีพ สุขสุแพทย ์และพานชิ แสนโภชน์. 2524. ข้อมูลบางประการเกี่ยวกับการเพาะเลี้ยงสัตว์ปา่พวกนกและ
ไก่ฟ้า : การไข่และการฟักไข.่ เอกสารประกอบการสัมมนาเรื่องสัตว์ป่าเมืองไทยครั้งที่ 2 คณะวนศาสตร ์
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร.์ 24-25 ธันวาคม 2524. หน้า 236-239.  

41). สุชีพ สุขสุแพทย ์และพานิช แสนโภชน์. 2524. เทคนิคในการฟักไข่ด้วยตู้ฟักไขไ่ฟฟ้าและการดูแลลูกไก่ฟา้
ระยะแรกเกิด. เอกสารประกอบการสัมมนาเร่ืองสัตวป์่าเมืองไทยคร้ังที่ 2 คณะวนศาสตร ์ 
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร.์ 24-25 ธันวาคม 2524. หน้า 240-247.  
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ผู้ร่วมวิจัย 3 
1.  ชื่อ-สกุล (ภาษาไทย)      นายจ ารูญ  เล้าสนิวัฒนา,  รศ.ดร. 
2. ชื่อ-สกุล (ภาษาอังกฤษ)   Mr. Chamroon  Laosinwattana,  Associate Professor Dr. 
3. เลขหมายบัตรประจ าตัวประชาชน 3-7502-00304-79-6 
4. หน่วยงานและสถานที่อยู่ที่ติดตอ่ได้ 
สาขาวชิาเทคโนโลยีการผลติพืช คณะเทคโนโลยีการเกษตร 
สถาบนัเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง 
ถนนฉลองกรุง เขตลาดกระบงั กรุงเทพฯ 10520 
โทรศัพท์  02-326-4318 โทรสาร 0-2326-4318  
E-mail  klchamro@kmitl.ac.th 
5. ประวัติการศึกษา 
           พ.ศ. 2535    วท.บ. (พืชไร-่นา)   มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร์   
 พ.ศ. 2538    วท.ม. (พืชไร่-นา)   มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์     

พ.ศ. 2542  Ph.D. (Plant Protection) Tokyo University of Agriculture and Technology, 
Japan      

พ.ศ. 2544     Post Doctoral  Weed Science (Allelopathy) Utsunomiya University, Japan  
              
6. ประสบการณ์งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง และ/หรือที่ผ่านมา ทัง้ภายในและภายนอกประเทศ 
 
ทุนวิจัย 
 1 การแยกสารอัลลีโลพาทจีากพุทธชาติก้านแดง (ทนุวิจัยงบประมาณแผ่นดินปีพ.ศ. 2550) – หัวหน้าโครงการ
(ส่งรายงานฉบับสมบูรณ์) 
 2 การพัฒนาผลิตภัณฑ์จากวัสดุธรรมชาติเพื่อการจัดการวัชพชือย่างยั่งยนื (ส านักงานกองทนุสนบัสนุนการวิจยั 
พ.ศ. 2550-พ.ศ.2552) – หัวหน้าโครงการ (ส่งรายงานฉบบัสมบูรณ์) 
 3 การพัฒนาสารก าจัดวัชพืชจากชะอมเพื่อการจัดการวัชพชือย่างยั่งยนื (งบประมาณแผ่นดินปี 2552) – หัวหน้า
โครงการ (ส่งรายงานฉบบัสมบูรณ์) 
 4 ผลิตภัณฑ์ก าจัดวชัพืชจากประยงค์(ทุนช่วยเหลือวิจัยทางด้านวิทยาศาตร์และเทคโนโลยี คร้ังที่ 15 พ.ศ. 2552 
(มูลนิธโิทเร)) – หัวหน้าโครงการ (ส่งรายงานฉบับสมบูรณ์) 
5 การพัฒนารูปผลิตภัณฑ์และศึกษากลไกการท าลายวัชพชืของสารก าจัดวชัพชืจากชะอม (งบประมาณแผน่ดนิป ี
2553) – หัวหน้าโครงการ (สง่รายงานฉบบัสมบูรณ์) 
6 การพัฒนาผลิตภัณฑ์ธรรมชาติควบคุมวชัพืชจากพุทธชาดกา้นแดงเพื่อทดแทนสารเคมีสังเคราะห์ (ส านักงาน
กองทุนสนบัสนุนการวิจัยพ.ศ. 2552-2554) – หัวหน้าโครงการ 
7 การพัฒนาสารชวีภาพจากผลก าจัดต้น(งบประมาณแผ่นดนิปี 2547) – ผู้ร่วมวิจัย (สง่รายงานฉบับสมบูรณ์) 
8 การศึกษาศักยภาพทางด้านอัลลีโลพาทีของพุทธชาติก้านแดง (งบประมาณแผ่นดนิป ี 2547) – ผู้ร่วมวิจัย (สง่
รายงานฉบับสมบูรณ์) 
9 การศึกษาศักยภาพของพืชในสกุล Aglaia เพื่อการจัดการวัชพืชแบบยั่งยืน (งบประมาณแผน่ดินปี 2547) – ผู้
ร่วมวิจัย (ส่งรายงานฉบบัสมบูรณ์) 
10 การศึกษาศักยภาพทางอัลลโีลพาทีของ Walsura trichostemon Miq. (งบประมาณแผ่นดินปี 2548) – ผู้
ร่วมวิจัย (ส่งรายงานฉบบัสมบูรณ์) 
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11 การสังเคราะห์ออโดรีนและอนุพันธ์เพื่อการควบคุมวัชพชื (งบประมาณแผน่ดนิปี 2549) – ผู้ร่วมวิจัย (สง่
รายงานฉบับสมบูรณ์) 
12 การศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสเตียรอยด์สังเคราะห์(งบประมาณแผน่ดินปี 2549) – ผู้ร่วมวิจัย (ส่งรายงาน
ฉบับสมบูรณ์) 
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(งบประมาณแผน่ดนิปี    2550) – ผู้ร่วมวิจัย (สง่รายงานฉบับสมบูรณ์) 
14 การศึกษาสารสกัดจากกานพลูและว่านกาบหอยเพื่อใช้ทดแทนสารเคมีคลุกเมล็ดในการเก็บรักษาเมล็ดถั่ว
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สมบูรณ์) 
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2. วิรัตน์ ภูวิวัฒน,์ จ ารูญ เล้าสนิวัฒนา และ ดารารัตน์ มณจีันทร์. 2547. ผลทางอัลลีโลพาทขีองสารสกัดที่แยก
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ฉบับพิเศษ : 1095-1098. 
15. สุธีรดา  ฉิมน้อย  จ ารูญ  เล้าสินวฒันา  วิรัตน์  ภูวิวัฒน ์และพัชนี  เจริญยิ่ง. 2551. ประสิทธิภาพของใบ
ประยงค์ผงต่อการเจริญเติบโตของพืชทดสอบ.  บทคัดย่อการประชุมวิชาการพืชสวนแห่งชาติครั้งที่ 7 วันที่  26-
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17. พัชนี  เจริญยิ่ง  จ ารูญ  เลา้สินวฒันา และวิรัตน์  ภูวิวฒัน.์ 2551.  การแยกสารอัลลีโลพาทีจากใบพทุธชาด
ก้านแดง.  บทคัดย่อการประชุมวิชาการพชืสวนแห่งชาติครั้งที่ 7 วันที่ 26-30 พฤษภาคม 2551  ณ โรงแรมอัมริ
นทร์ลากูล  อ.เมือง  จ.พิษณุโลก. หน้า 320. 
18. ธนัชสัณห์ พูนไพบูลยพ์ิพัฒน์ สุธีรดา ฉิมน้อย จ ารูญ เล้าสนิวัฒน วิรัตน์ ภูวิวัฒน์ และพัชนี เจริญยิ่ง.2552. 
ประสิทธิภาพในการควบคุมวัชพืชของผลิตภัณฑจ์ากใบประยงค์. การประชุมวิชาการพชืสวนแห่งชาติครั้งที ่ 8 
เชียงใหม่ 6-9 พค. 52 หน้า 116. 
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