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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

 

5.1 สรุปผลการวิจัย 

 

ท ำกำรคัดเลือกวัสดุหมักและปริมำณวัสดุหมักที่เหมำะสมต่อกำรผลิตเอนไซม์ย่อยสลำย 

PLLA ด้วยกำรหมักแบบแห้งด้วยแอคติโนมัยสีท Actinomadura keratinilytica T16-1 โดยกำร

ทดลองแบบผสม mixture design  วัสดุหมักที่ใช้ ได้แก่ กำกถั่วเหลือง มันส ำปะหลังเส้น และแหน ที่

ประกอบด้วย 2 ชุดกำรทดลอง ได้แก่  ชุดกำรทดลองที่  1 ใช้วัสดุหมักหมัก 3 ชนิดที่ ไม่ผสม 

vermiculite และชุดกำรทดลองที่ 2 ใช้วัสดุหมักแต่ละชนิดที่ผสม vermiculite เพ่ือหำค่ำอัตรำส่วน

ของวัสดุหมักที่เหมำะสมด้วยพ้ืนผิวตอบสนองต่อกำรผลิตเอนไซม์ย่อยสลำย PLLA พบว่ำ ชุดกำร

ทดลองที่ 1 ที่ใช้วัสดุหมักแหนไม่ผสม vermiculite ให้ค่ำทวนสอบผลกำรผลิตเอนไซม์ย่อยสลำย 

PLLA (102 .49±8 .99  U/g DW) ดี ก ว่ ำ อั ต รำส่ วน ขอ งวัสดุ ห มั กแห นที่ ผ สม  vermiculite 

(67.89±13.68 U/g DW) ซึ่งวัสดุหมักที่เหมำะสมต่อกำรผลิตเอนไซม์ย่อยสลำย PLLA คือ วัสดุหมัก

แหนเพียงชนิดเดียวเท่ำนั้น เมื่อศึกษำใช้วัสดุหมักแหนเพียงชนิดเดียวเพ่ือหำปริมำณ PLLA และ

ควำมชื้นที่เหมำะสมต่อผลิตเอนไซม์ย่อยสลำย PLLA ด้วยกำรหมักแบบแห้งในระดับฟลำสก์โดยใช้

กำรออกแบบกำรทดลองแบบ one factor at a time พบว่ำ ให้ค่ ำกำรผลิตเอนไซม์สู งสุด 

391.234±25.23 U/g DW เมื่อเติมผง PLLA 0.28 g/10 g of substrate และเพำะเลี้ยงที่ควำมชื้น 

60 % อุณหภูมิ 45 oC นำน 7 วัน   

 ท ำกำรขยำยขนำดของกระบวนกำรแบบแห้งโดยแอคติโนมัยสีท Actinomadura 

keratinilytica T16-1 โดยเพำะเลี้ยงในถังหมักแบบถำด พบว่ำ อุณหภูมิที่เหมำะสมในกำรเพำะเลี้ยง

คือ 40 oC ให้ค่ำกำรผลิตเอนไซม์ 76.06±16.35 เมื่อเพำะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 40 oC นำน 7 วัน ดังตำรำง

ที่ 5.1 
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ตารางท่ี 5.1 สรุปขั้นตอนกำรหำสภำวะที่เหมำะสมในกำรผลิตเอนไซม์ย่อยสลำย PLLA ด้วยกำรหมัก

แบบแห้งโดย แอคติโนมัยสีท Actinomadura keratinilytica T16-1 

 
Conditions Ratio of 

substrates 
Substrates 
content (g) 

Medium PLLA-degrading enzyme 
production (U/g DW) 

Flask scale     
250 mL Shake flask, 
Temperature at 45 oC, 
Initial pH 7.0 
80 % moisture content  
7 days 

0 : 0 : 1 
(Soybean meal : 
Cassava chip : 

Duckweed) 

10 0.035% PLA 
0.238% gelatin 
0.4% (NH4)2SO4 

0.4% K2HPO4 
0.2% KH2PO4 
0.02% MgSO4.7H2O 

102.49±8.99 

250 mL Shake flask, 
Temperature at 45 oC, 
Initial pH 7.0 
80 % moisture content 
7 days 

0 : 0 : 1 
(Soybean meal 

mixed vermiculite, 
0.95 : 0.05) : 
(Cassava chip 

mixed vermiculite, 
0.95 : 0.05) : 

(Duckweed mixed 
vermiculite, 0.95 : 

0.05) 

10 0.035% PLA 
0.238% gelatin 
0.4% (NH4)2SO4 

0.4% K2HPO4 
0.2% KH2PO4 
0.02% MgSO4.7H2O 

67.89±13.68 
 

Flask scale optimization     
250 mL Shake flask, 
Temperature at 45 oC, 
Initial pH 7.0 
60 % moisture content 
7 days 

0 : 0 : 1 
(Soybean meal : 
Cassava chip : 

Duckweed) 

10 0.28 % PLA 
0.238 % gelatin 
0.4% (NH4)2SO4 

0.4% K2HPO4 
0.2% KH2PO4 
0.02% MgSO4.7H2O 

391.23±25.23  

Large sale     
Tray-bioreactor,  
Temperature at 40 oC, 
Initial pH 7.0 
60 % moisture content 
7 days 

0 : 0 : 1 
(Soybean meal : 
Cassava chip : 

Duckweed) 

600 0.28% PLA 
0.238% gelatin 
0.4% (NH4)2SO4 

0.4% K2HPO4 
0.2% KH2PO4 
0.02% MgSO4.7H2O 

76.06±16.35 
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5.2 อภิปรายผล 

 

5.2.1 การคัดเลือกชนิดและปริมาณวัสดุหมักที่เหมาะสมต่อต่อผลิตเอนไซม์ย่อยสลาย

PLLA ในระดับฟลาสก์โดยใช้การทดลองแบบผสม mixture design 

5.1.1 วัสดุหมักไม่ผสม vermiculite  

จำกกำรคัดเลือกวัสดุหมักและปริมำณวัสดุหมักที่เหมำะสม 3 ชนิด ได้แก่ กำก-
ถั่วเหลือง มันส ำปะหลังเส้น และแหน โดยไม่ผสม vermiculite ต่อกำรผลิตเอนไซม์ย่อยสลำย PLLA 
จำกผลกำรทดลองหำสัดส่วนวัสดุหมัก 3 ชนิด ได้แก่ กำกถั่วเหลือง กำกมันส ำปะหลัง และแหน โดย
ให้ควำมชื้นประมำณ 80 % พบว่ำ วัสดุหมักแหนเท่ำนั้นที่ให้กำรผลิตเอนไซม์ย่อยสลำย PLLA ได้
สูงสุด (137.09±28.27 U / g DW) ซึ่งให้ค่ำกำรทวนสอบผลเท่ำกับ 102.49±8.99  U/g DW โดย
ปกติกำกถั่วเหลืองจะช่วยส่งเสริมและเป็นทั้งแหล่งของคำร์บอนและไนโตรเจนกำรสร้ำงเอนไซม์  
โปรติเอสที่ดีของแบคทีเรีย (Saurabh et al., 2007; Mukhtar & Haq, 2013)   ดังนั้นกำกถั่วเหลือง
ในกำรทดลองนี้จะสำมำรถผลิตเอนไซม์ได้รองลองมำจำกแหน ทั้งนี้เนื่องจำก Actinomadura 
keratinilytica T16-1 เป็นแบคทีเรียที่มีลักษณะเป็นเส้นสำยและมีกำรสร้ำงสปอร์ดังนั้นจึงต้องกำร
แหนเพ่ือช่วยในกำรยึดเกำะซึ่ งสอดคล้องกับรำยงำนของ  Panyachanakul et al. (2017) ที่ 
Actinomodura keratinilytica T16-1 ต้องกำรเส้นใยขัดเป็นวัสดุตรึงที่ดีที่สุดในกำรผลิตเอนไซม์
ย่อยสลำย PLA  และเพ่ือเป็นแหล่งของสำรอำหำรซึ่งแหนจะเป็นทั้งแหล่งของคำร์บอนและไนโตรเจน
เนื่องจำกแหนมีโปรตีนสูง 15-45% โดยเฉพำะกรดอะมิโน Lysine มีอยู่ในปริมำณสูงถึง 10.900 g/ 
DW และมีกรดอะมิโนหลำกหลำยชนิดรวมทั้งมีปริมำณแป้ง 3-75% (Bech et al. 2015; Yilmaz et 
al. 2004) สอดคล้องกับ Bech et al. (2015) ที่เพำะเลี้ยง Trichoderma asperellum เพ่ือผลิต
เอนไซม์ glycoside hydrolase ได้ดีเมื่อเพำะเลี้ยงในแหนมำกกว่ำอำหำรร ำข้ำวสำลี และอำหำร 
PDA ในขณะที่กำกถั่วเหลืองแม้จะมีทั้งแหล่งของไนโตรเจนและคำร์บอนโดยมีปริมำณโปรตีนสูงถึง 
44-49 % แ ล ะ มี แ ป้ ง อ ยู่  6.3% dry mass (Banaszkiewicz, 2011) แ ต่ ไ ม่ เห ม ำ ะ ส ม ให้ 
Actinomadura keratinilytica T16-1 ใช้เป็นที่ยึดเกำะส ำหรับกำรเจริญได้ดี  ส ำหรับกำกมัน-
ส ำปะหลังจะมีโปรตีนน้อย (1.86%) แต่มีคำร์โบไฮเดรตมำก (79.20%) (Sule et al., 2017) จึงไม่
เหมำะสมกับกำรเจริญและสร้ำงเอนไซม์โปรติเอสได้  ซึ่งจำกกำรศึกษำของ Lomthong et al. 
(2017) ในกำรผลิตเอนไซม์ย่อยสลำย PLA จำก Laceyella sacchari LP175 ในอำหำรเหลว basal 
จะใช้กำกมันส ำปะหลัง (4.64 g/L) และกำกถั่วเหลือง (1.53 g/L) เพียงเล็กน้อยเพ่ือช่วยส่งเสริมกำร
ผลิตเอนไซม์  
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5.1.2 วัสดุหมักผสม vermiculite  

จำกผลกำรทดลองหำสัดส่วนวัสดุหมักที่เหมำะสมพบว่ำอัตรำส่วนที่เหมำะสม
ในกำรผลิตเอนไซม์ย่อยสลำย PLLA จำกวัสดุหมัก 3 ได้แก่ ถั่วเหลือง กำกมันส ำปะหลัง และแหน ซึ่ง
แต่ละ run ของกำรทดลองจะใช้อัตรำส่วนวัสดุหมักแต่ละชนิดต่อ vermiculite เท่ำกับ 0.95 : 0.05 
ในทั้ง 7 run ที่ควำมชื้นประมำณ 80 % พบว่ำอัตรำส่วนที่เหมำะสมในกำรผลิตเอนไซม์ย่อยสลำย 
PLLA ได้สูงสุดเท่ำกับ 137.09±28.27 U/g DW คือ แหนที่ผสม vermiculite เมื่อน ำค่ำอัตรำส่วน
ของวัสดุหมักมำท ำกำรทดลองเพ่ือทวนสอบ พบว่ำ ให้ค่ำกำรทวนสอบผลเท่ำกับ 67.89±13.68 U/g 
DW เนื่องจำกแหนเป็นวัสดุที่มีทั้งแหล่งของคำร์บอนและไนโตรเจนให้กับจุลินทรีย์แล้วยังช่วยให้
จุลินทรีย์ยึดเกำะเพ่ือกำรเจริญได้ดี  ดังนั้น vermiculite ที่มีคุณสมบัติช่วยให้จุลินทรีย์ยึดเกำะ
จุลินทรีย์จึงไม่ต้องกำรจึงท ำให้กำรผสม vermiculite ลงไปไม่ได้ช่วยให้กำรผลิตเอนไซม์เพ่ิมขึ้น 
สอดคล้องกับรำยงำนของ Peñamaría et al. (2017) ที่ศึกษำคัดเลือกจำกกำรคัดเลือกวัสดุค้ ำจุนใน
กำรหมักแบบแห้งจำก vermiculite  กำกโกโก้ และแกลบข้ำวสำลี เพ่ือผลิตเอนไซม์ lipase จำก 
Aspergillus niger พบว่ำ vermiculite ไม่ช่วยส่งเสริมกำรผลิตเอนไซม์แต่ แกลบข้ำวสำลีให้กำรผลิต
เอนไซม์ lipase ได้สูง  
 5.2.2 ศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการเติบโตและผลิตเอนไซม์ย่อยสลาย PLLA ด้วยการหมัก
แบบแห้งในระดับฟลาสก์โดยใช้การออกแบบการทดลองแบบ one factor at a time 

5.2.1 ปริมาณ PLLA 
เมื่ อน ำแหนมำท ำกำรมำท ำกำรหมักแบบแห้ งด้ วย Actinomadura 

keratinilytica T16-1 เพ่ือผลิตเอนไซม์ย่อยสลำย PLLA โดยศึกษำผลของปริมำณ PLLA ต่อกำรผลิต

เอนไซม์ย่อยสลำย PLLA พบว่ำ กำรผลิตเอนไซม์ได้สูงสุด 237.92±27.22 U/g DW เมื่อเติมผง PLLA 

เท่ำกับ 0.28 g/ 10 g of substrate กรัม ซึ่งใกล้เคียงกับกำรผลิตเอนไซม์ย่อยสลำย PLA จำก 

Laceyella sacchari LP175 ในระดับฟลำก์สจะต้องใช้ผง PLLA เท่ำกับ 0.31 g/L (Lomthong et 

al. 2017) 

5.2.2 ความชื้น 

ท ำกำรผลิตเอนไซม์ย่อยสลำย PLLA โดยใช้ แหนปริมำณ 10 กรัม และผง 

PLLA 0.28 g / 10 g of substrate เพ่ือศึกษำควำมชื้นที่เหมำะสมในกำรผลิตเอนไซม์ พบว่ำ กำร

ผลิต เอน ไซม์ ได้ สู งสุ ด  391.234±25.23 U/g DW ที่ ควำมชื้ น  60 % สอดคล้องกับกำรผลิ ต 

เอนไซม์  protease จำก  Engyodontium album BTMFS10 (Chellappan et al., 2006) และ 
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Penicillium godlewskii SBSS25 (Sindhu et al., 2007) ที่มีควำมชื้นที่เหมำะสมเท่ำกับ 60 % ใน

กำรเพำะเลี้ยง ซึ่งควำมชื้นต้องมีควำมเหมำะในกำรล ี้ยงเนื่องจำกถ้ำควำมชื้นเพ่ิมขึ้นจะท ำให้ควำม

พรุน (porosity) ของวัสดุหมักลดลงส่งผลให้กำรถ่ำยเทออกซิเจนไม่ดี ในขณะที่ถ้ำควำมชื้นต่ ำมำกไป

จะท ำให้กำรละลำยสำรอำหำรของวัสดุหมักลดลงและกำรพองตัวของวัสดุหมักลดลงส่งผลให้กำรผลิต

เอนไซม์ลดลง (Sharma et al., 2017) 

5.3 ผลการขยายขนาดกระบวนการหมักเอนไซม์ย่อยสลาย PLLA  

จำกกำรศึกษำกำรเพำะเลี้ยง Actinomadura keratinilytica T16-1 ด้วยกำรน ำ

สภำวะที่เหมำะสมมำขยำยนำดกำรหมักในถังหมักขนำด 600 กรัม ได้แก่ วัสดุหมักแหน PLLA 0.28  

g / 10 g of substrate ให้ควำมชื้นในกำรหมัก 60 % และบ่มที่ อุณหภูมิ 40 oC ให้ค่ำกำรผลิต

เอนไซม์ย่อยสลำย PLLA 76.06±16.35 U/g DW ซึ่งอุณหภูมิที่ เหมำะสมของกำรเพำะเลี้ยง A. 

keratinilytica T16-1 เพ่ือผลิตเอนไซม์เอนไซม์ย่อยสลำย PLLA จะแตกต่ำงจำกเพำะเลี้ยงในอำหำร

เหลวเนื่องจำกรำยงำนของ Panyachanakul et al. (2017) ที่รำยงำนว่ำกำรเพำะเลี้ยง เพำะเลี้ยง A. 

keratinilytica T16-1 อำหำรเหลวโดยใช้ถังหมักแบบใบพัดกวนขนำด 5 ลิตร จะใช้อุณหภูมิที่

เหมำะสม คือ 45 ºC ทั้งนี้เนื่องจำกที่อุณหภูมิสูงจะท ำให้ค่ำควำมชื้นในระหว่ำงกำรหมักแบบแห้ง

ลดลง จำกกำรทดลองจะเห็นว่ำค่ำกำรผลิตเอนไซม์ย่อยสลำย PLLA ต ำกว่ำกำรผลิตในระดับฟลำสก์

ทั้งนี้เนื่องจำกถังหมักแบบถำดยังไม่สำมำรถควบคุมกำรให้อำกำศได้ดี 
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5.3 ข้อเสนอแนะในการน าผลการวิจัยไปใช้ 
 

จำกผลกำรศึกษำวิจัยครั้งนี้พบว่ำ  วัสดุหมักที่ เหมำะสมในกำรหมัก Actinomadura 
keratinilytica T16-1 ด้วยกำรแบบแห้ง คือ แหน ซึ่งแหนเป็นวัชพืช ดังนั้นกำรผลิตเอนไซม์ย่อย
สลำย PLLA จึงเป็นกำรผลิตที่มีรำคำถูก  
 
5.4 ข้อเสนอแนะในการท าวิจัยครั้งต่อไป 

 
 มีควำมเป็นไปได้ที่จะน ำวัสดุหมักที่ได้ไปใช้ต่อในกระบวนกำรย่อยสลำยพลำสติกชีวภำพ
เพ่ือให้กำรย่อยสลำยได้เร็วขึ้น   
 ควรมีกำรศึกษำกำรย่อยสลำยโดยใช้เอนไซม์ที่ผลิตได้จำกกระบวนกำรหมักแบบแห้ง 
 
 


