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บทสรุปสําหรับผูบริหาร 

 ปริมาณหางน้ํายางท่ีไดจากกระบวนการทําใหน้ํายางเขมขนในอุตสาหกรรมนั้นมีปริมาณมาก 

ซีรั่มหรือหางน้ํายางท่ีแยกเนื้อยางออกโดยการตกตะกอนดวยกรดซัลฟูริกจัดวาเปนน้ําเสียอยางหนึ่งท่ีได

จากโรงงานผลิตยางพาราซึ่งยังคงมีองคประกอบสารอาหารหลายชนิดท่ีสามารถใชเปนอาหารสําหรับ

เพาะเล้ียงเช้ือจุลินทรียเพื่อการผลิตเอนไซมทางอุตสาหกรรม เชน เอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส และ

เอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทด ซึ่งเปนพลาสติกชีวภาพชนิดหนึ่ง งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อหา

กระบวนการผลิตท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมท้ังสองชนิดโดยใชหางน้ํายางท่ีแยกเนื้อยางออกเปน

วัตถุดิบในการหมักแบบไมฆาเช้ือ (ระบบเปด) สําหรับการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจาก Bacillus 

licheniformis (KU-K2)  เมื่อศึกษาปจจัยทางโภชนาการและหาคาท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอนไซมอัล

คาไลนโปรติเอสในระดับฟลาสกโดยการออกแบบการทดลองทางสถิติท่ีใช Plackett-Burman design 

(PB) และ Central Composite Design (CCD) พบวาเช้ือแบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซมได 5.09 

หนวยตอมล ในอาหารหางน้ํายางท่ีแยกเนื้อยางออกท่ีประกอบดวย skim milk 9.82 กรัมตอลิตร 

glucose 0.97 กรัมตอลิตร K2HPO4 0.82 กรัมตอลิตรเมื่อเพาะเปนเวลา 48 ช่ัวโมง และเมื่อทําการ

เล้ียงเช้ือแบคทีเรียในถังหมักแบบกวนผสมขนาด 5 ลิตรปริมาตร 2.5 ลิตรดวยกระบวนการหมัก พบวา

เช้ือสามารถผลิตเอนไซมได 5.97 หนวยตอมล เมื่อเพาะเล้ียงเปนเวลาท่ี 48 ช่ัวโมง ท่ีคาพีเอชเริ่มตน 

7.0 และควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการกวนท่ี 250 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศ

เทากับ 2.0 ปริมาตรอาหารตอปริมาตรตอนาที สวนการผลิตเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทดจากเช้ือ 

Actinomudara keratinilytica T16-1ทีใชแผนใยขัด (สกอตไบรท) เปนวัสดุตรึงในระดับฟลาสก เม่ือ

ทําการศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตเอนไซม พบวาผลิตเอนไซมไดสูงสุด 35 หนวยตอมล ท่ีอุณหภูมิ 

45°C เปนเวลา 4 วัน คาพเีอชเริ่มตนคือ 7.0 ทําการเขยาท่ี 150 รอบตอนาทีจากนั้นทําหมักในถังหมัก

แบบกวนผสมโดยใชการหมัก พบวาเช้ือชนิดนี้สามารถผลิตเอนไซมได 40.5 หนวยตอมล ซึ่งคิดเปน

อัตราการผลิต เทากับ 0.56 หนวยตอมล ตอช่ัวโมง เมื่อใชอัตราการกวนเทากับ 150 รอบตอนาทีโดยไม

ตองใหอากาศ เล้ียงเช้ือเปนเวลา 3 วัน  เมื่อทําการผลิตเอนไซมในถังหมักแบบตอเนื่อง พบวาเช้ือสาย

พันธุ T16-1สามารถผลิตเอนไซมไดสูงสุด 45 หนวยตอมล คิดเปนอัตราการผลิตเทากับ 0.6 หนวย

ตอมล ตอ ช่ัวโมงท่ีอัตราการไหลเทากับ 0.013 ตอช่ัวโมง การศึกษานี้เปนแนวทางท่ีช้ีใหเห็นวา

กระบวนการผลิตเอนไซมโดยใชหางน้ํายางท่ีแยกยางเปนวัตถุดิบชวยลดตนทุนในการผลิตและเพิ่มคุณคา

ของหางน้ํายางท่ีเหลือท้ิงจากอุตสาหกรรมยางพารา  
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Executive summary 

Large quantity of skim latex is obtained from the process of concentrated 
rubber production by centrifugation of rubber juice. Serum (non rubber skim latex) 
obtained after precipitation of skim rubber with sulfuric acid is categorized as 
wastewater which still consist of nutrients for cultivation microorganism to produce 
industrial enzymes such as alkaline proteases and PLA degrading enzyme. The research 
aimed to investigate the optimal fermentation process for both enzyme productions 
using non rubber skim latex as raw material in the non sterile system (open 
fermentation). To optimize nutritional factors and physical factors on the alkaline 
protease production by Bacillus licheniformis (KU-K2) using serum as basal mediumin 
shaking flask empoyed Plackett-Burman design (PB) and  central composite design 
(CCD) found that the bacterial stain produced 5.09 U/mL in the non rubber skim latex 
basal medium consisted of 9.82 g/L skim milk, 0.97 g/L glucose, and 0.82 g/L K2HPO4 
and 0.12 g/L CoCl2. at 48 h incubation. The maximum activity of 5.97 U/mL was 
achieved within 48 h cultivation with uncontrolled pH, agitation rate of 250 rpm and an 
aeration rate of 2.0 vvm in the 5-L stirrer fermenter.  For PLA-degrading enzyme 
production by Actinomudara keratinilytica T16-1, 35 U/mL was achieved at 4 days 
cultivation in basal medium containing 0.035% (w/v) PLA powder and 1% (w/v) scrub 

pad as a supporter for bacterial cells in shake flask at 150 rpm, temperature at 45°C 
and pH 7.0. To scale up of the enzyme production, the maximum enzyme production, 
40.5 U/mL with 0.56 U/mL/h was achieved 2L stirrer fermenter by using the agitation 
speed at 150 rpm without aeration control and cultivated for 3 days. Moreover, the 
strain T16-1 could produce the enzyme about 45 U/mL with 0.6 U/mL/h under 
continuous fermentation of dilution of 0.013 h-1. This study indicated the tendency of 
the process for enzyme production from non rubber skim latex as raw material that 
reduced the cost of production and increased valued of iagrondustrial waste.  
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บทคัดยอ 

  งานวิจัยนี้เปนการศึกษาการผลิตเอนไซมท้ังเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสและเอนไซมยอยสลาย

พอลิแลกไทดจากแบคทีเรียในระบบเปดโดยใชหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมเปนวัตถุดิบ สําหรับการผลิต

เอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสนั้น ไดคัดแยกแบคทีเรีย Bacillus licheniformis (KU-K2) ท่ีสามารถผลิต

เอนไซมอลัคาไลนโปรติเอสไดสูงเทากับ 2.3 หนวยตอมล เมื่อศึกษาปจจัยทางโภชนาการและหาคาท่ี

เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมในระดับฟลาสกโดยใช Plackett-Burman design (PB) และ Central 

Composite Design (CCD) ผลการคัดกรองปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส พบวา 

Skim milk glucose K2HPO4 และ CoCl2 มีผลตอการผลิตอยางมีนัยสําคัญ และจากการศึกษาดวยวิธี

พื้นผิวตอบสนองของปจจัยท่ีมีนัยสําคัญท้ัง4 พบวาองคประกอบของอาหารท่ีเหมาะสมนั้นใหคากิจกรรม

เทากับ 5.09 หนวยตอมล ซึ่งประกอบดวย skim milk 9.82 กรัมตอลิตร glucose 0.97 กรัมตอลิตร 

K2HPO4 0.82 กรัมตอลิตร พบวาเช้ือแบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซมได 5.97 หนวยตอมล เมื่อทําการ

เพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรียในถังหมักแบบกวนผสมขนาด 5 ลิตรปริมาตร 2.5 ลิตร เปนเวลา 48 ช่ัวโมง ท่ี

คาพีเอชเริ่มตน 7.0 โดยไมควบคุมพีเอช และควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสอัตราการกวนท่ี 250 

รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศเทากับ 2.0 ปริมาตรอาหารตอปริมาตรตอนาที พบวากิจกรรมของ

เอนไซมใหคากิจกรรมสูงสุดท่ีพีเอชและอุณหภูมิเทากับ 10.0 และ 60.0  องศาเซลเซียสตามลําดับ และ

เอนไซมดังกลาวถูกยับยั้งดวย 10 mM Zn2+ 10 mM Fe3+ และ 10 mM Hg2+ 

  การผลิตเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทดจากเช้ือ Actinomudara keratinilytica T16-1ท่ีใช

แผนใยขัด (สกอตไบรท) เปนวัสดุตรึงในระดับฟลาสก พบวาผลิตเอนไซมไดสูงสุด 35 หนวยตอมล เมื่อ

เพาะเล้ียงเช้ือโดยใชหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมซึ่งผสม basal medium ท่ีซึ่งประกอบดวย PLA 0.35 

กรัมตอลิตร, เจลาติน 2.38 กรัมตอลิตร, (NH4)2SO4 4.0 กรัมตอลิตร, K2HPO4 4.0 กรัมตอลิตร, 

KH2PO4 2.0 กรัมตอลิตร และ MgSO4.7H2O 0.2 กรัมตอลิตร  และใช 1% (w/v) แผนใยขัดเปนวัสดุ

ตรึงในระดับฟลาสก ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 วันคาพีเอชเริ่มตนคือ 7.0 ทําการเขยาท่ี 

150 รอบตอนาที จากนั้นทําการขยายขนาดการผลิตเปน 2 ลิตร ในถังหมักแบบกวนผสมขนาด 5 ลิตร

โดยใชการหมักแบบเปด พบวาเช้ือชนิดนี้สามารถผลิตเอนไซมได 40.5 หนวยตอมล เมื่อใชอัตราการ

กวนเทากับ 150 รอบตอนาทีโดยไมตองใหอากาศเล้ียงเช้ือเปนเวลา 3 วัน นอกจากนี้เมื่อทําการผลิต

เอนไซมในถังหมักแบบตอเนื่องพบวาเช้ือสายพันธุT16-1 สามารถผลิตเอนไซมไดคงท่ีสูงสุด 45 หนวย

ตอมล คิดเปน อัตราการผลิตเทากับ 0.6 หนวยตอมล ตอ ช่ัวโมง ท่ีอัตราการไหล เทากับ 0.013 ตอ

ช่ัวโมง 
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Abstract 

 This research is to study the open fermentation process for alkaline protease 

and PLA degrading enzyme production by bacteria using non rubber skim latex as raw 

material. For alkaline protease production, Bacillus licheniformis (KU-K2) was selected 

as a potent strain that was able to produce 2.3 U/mL in the non rubber skim latex 

basal medium. To optimize nutritional factors and physical factors on the alkaline 

protease production using serum as basal mediumin shaking flask empoyed Plackett-

Burman design (PB) and central composite design (CCD) found that skim milk, glucose, 

K2HPO4 and CoCl2 were significant fermentation parameters. The maximum activity of 

5.09 U/mL was achieved within 48 h cultivation in the basal medium consisted of 9.82 

g/L skim milk, 0.97 g/L glucose, 0.82 g/L K2HPO4 and 0.12 g/L CoCl2.  The maximum 

activity of 5.97 U/mL was achieved within 48 h cultivation with uncontrolled pH, 

agitation rate of 250 rpm and an aeration rate of 2.0 vvm in the 5-L stirrer fermenter. 

The optimal pH and temperature for alkaline protease activity were 10.0 and 60ºC, 

respectively. The alkaline protease retained its activity over wide ranges of pH (9-12) 

and temperature up to 60ºC. The crude alkaline protease was strongly inhibited by 10 

mM Zn2+, 10 mM Fe3+ and 10 mM Hg2+. 

 PLA-degrading enzyme production by Actinomudara keratinilytica T16-1was 

investigated using non-rubber skim latex as a nutrient and mineral sources. PLA-

degrading activity, 35 U/mL was achieved in the  basal medium containing 0.035% PLA, 

0.238% gelatin, 0.4% (NH4)2SO4, 0.4% K2HPO4, 0.2% KH2PO4 and 0.02% MgSO4.7H2O 

and 1% (w/v) scrub pad as a supporter for bacterial cells in shake flask at 150 rpm at 

temperature of  45°C, pH 7.0, shaking  at 4 days cultivation. The maximum enzyme 

production, 40.5 U/mL with 0.56 U/mL/h was achieved 2L stirrer fermenter by using 

the agitation speed at 150 rpm without aeration control and cultivated for 3 days. 

Moreover, the strain T16-1 could produce the enzyme about 45 U/mL with 0.6 U/mL/h 

under continuous fermentation of dilution of 0.013 h-1. 
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เนื้อหางานวิจัย (รวม) 

1. ความสําคัญและท่ีมาของปญหา 

น้ํายางประกอบดวยปริมาณของแข็งท้ังหมด 22-48% ซึ่งประกอบดวย ปริมาณเนื้อยาง

แหง 25-45% สารจําพวกโปรตีน 1.5 % สารพวกเรซิน 2.0 % คารโบไฮเดรต 1.0 % และสารอนิน 

ทรีย  0.5 % น้ํายางท่ีไดจากการกรีดยางซึ่งสวนใหญจะเติมแอมโมเนียเพื่อรักษาสภาพน้ํายางแต

เนื่องจากองคประกอบสวนใหญของน้ํายางสด คือ น้ํา ซึ่งมีประมาณ 50-80 เปอรเซ็นตและมีเนื้อยาง

เพียง 20-45 เปอรเซ็นตทําใหน้ํายางสดไมเหมาะจะนําไปผลิตเปนผลิตภัณฑและไมนิยมขนสงน้ํายางใน

รูปน้ํายางสดเนื่องจากส้ินเปลืองคาขนสงในปจจุบันไดมีการพัฒนาและสงเสริมอุตสาหกรรมน้ํายางขน

โดยท่ัวไปน้ํายางสดจะถูกนําไปผานกระบวนการปนเหวี่ยงใหไดน้ํายางขนท่ีมีเนื้อยางประมาณ 60 

เปอรเซ็นต กอนจะนําไปใชผลิตเปนผลิตภัณฑหรือขนสงสวนน้ําท่ีไดจากาการปนเหวี่ยงเรียกวาหางน้ํา

ยาง (skim latex) นั้นมีปริมาณมากถึง 1 ลานตันตอปโรงงานสวนมาก ยังนําหางน้ํายางมาผลิตยางสกิม

โดยการตะกอนหางน้ํายางดวยกรดซัลฟรูิกหรือสารเคมี ทําใหยางตกตะกอนแยกออกจากของเหลว สวน

ใสท่ียางสกิมแยกตัวออกท่ีเรียกวา ซีรั่ม ซึ่งจะมีปริมาณ 580 มิลลิลิตรจากน้ํายาง 1 กิโลกรัมดังนั้นคิด

เปนปริมาณซีรั่มท่ีเกิดข้ึน ประมาณ 5.8 แสนตันตอปซีรั่มนี้ซึ่งมียังมีคุณคาทางอาหาร คือมีปริมาณ

น้ําตาลและโปรตีน และมีคา BOD 570-13,463 มิลลิกรัมตอลิตร มีคา COD ระหวาง 672-23,300 

มิลลิกรัมตอลิตร ดังนั้นหากซีรั่มซึ่งเปนสวนน้ําเหลือท้ิง ท่ีหากปลอยท้ิงในแหลงธรรมชาติจะเกิดการบูด

เนา โปรตีนสวนนี้จะสลายตัวใหสารประกอบพวกไฮโดรเจนซัลไฟดและสารเมอรแคปแทนทําใหมีกล่ิน

เหม็นเนื่องจากโปรตีนมีกํามะถันอยูประมาณ 5% ดังนั้นแผนงานวิจัยจึงมีแนวคิดท่ีจะนํา “ซีรั่ม”(น้ําท้ิง) 

ท่ีเปนสวนท่ีเปนหางน้ํายางท่ีไดแยกยางสกิมออก”ไปใชประโยชน ท้ังนี้เนื่องจากสวนนี้ยังมีสารอาหาร

สําหรับการเพาะเล้ียงจุลินทรียเพื่อผลิตสารเคมีท่ีมีมูลคาและเปนประโยชนซึ่งนอกจากเปนการเพิ่ม

มูลคากับวัสดุเหลือท้ิงแลวยังชวยลดการปลอยน้ําเหลือใชลงสูแหลงธรรมชาติอันจะกอใหเกิดมลภาวะกับ

ส่ิงแวดลอมอีกดวย  ผลิตภัณฑจากจุลินทรียในกลุมเอนไซมอุตสาหกรรม ไดแก เอนไซมอัลคาไลนโปรติ

เอส (alkaline protease) เปนเอนไซมท่ีมีมูลคาทางการคาสูงและมีความสําคัญทางอุตสาหกรรมหลาย

ชนิด  เชน  ผงซักฟอก  29อาหาร 2 9  ยาเครื่องหนัง ผาไหม และ 2 9การกูคืนโลหะ 2 9เงินจาก 2 9ฟลมเอ็กยเรยท่ีใ 2 9ช

แลว (Gupta et al., 2002)   สําหรับประเทศไทยหากสามารถผลิตโปรติเอสมาใชในสารซักลางไดใน

ประเทศจะชวยลดปริมาณการนําเขาโปรตีเอสไดโดยในปจจุบันประเทศไทยมีการนําเขาเอนไซมมากกวา 

700 ลานบาทตอปจุลินทรียเปนแหลงท่ีเหมาะสมในการผลิตอัลคาไลนโปรตีเอสในปริมาณมากและสกัด

ไดงายเนื่องจากผลิตสงออกนอกเซลล  นอกจากนั้นเอนไซมท่ีสามารถยอยสลายพอลิแลกไทดเปน
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เอนไซมท่ีนาสนใจท่ีจะไปเรงการยอยสลายพลาสติกพอลิแลกไทดท่ีกําลังจะมีการใชอยางมากซึ่งจะลด

มลภาวะทางส่ิงแวดลอมไดและยังใชเปนวิธีการตรวจสอบมาตรฐานพลาสติกในกลุมนี้ไดรวดเร็ว 

แบคทีเรียกลุมBacillus เปนแบคทีเรียท่ีสามารถในการผลิตเอนไซมท่ียอยโปรตีนได ซึ่งไดแยก

และเก็บรักษาในหองปฎิบัติการของคณะวิจัย (Talak et al, 2012) และ แอคติโนมัยซีท

Actinomadura keratinilytica สายพันธุ T16-1 เปนเช้ือท่ีสามารถผลิตเอนไซมยอยสลายพอลิแลก

ไทดไดสูงซึ่งทํางานไดดีท่ีอุณหภูมิสูง (Sukkhumet al., 2009) ดังนั้นจึงเปนท่ีนาสนใจศึกษาวิจัย

กระบวนการหมักดวยแบคทีเรีย กลุม Bacillus และ แอคติโนมัยซีท A. keratinilytica สายพันธุ T16-

1โดยใชหางน้ํายางท่ีเปนสวนใสซึ่งไดแยกยางสกิมออกแลว ไปใชประโยชนโดยเปนวัตถุดิบเพื่อการผลิต

เอนไซมดังกลาวท้ังสองชนิดซึ่งเปนการสรางมูลคาเพิ่มและลดคาใชจายในการบําบัดน้ําเสีย หรือทดแทน

การปลอยน้ําท้ิงสูธรรมชาติท่ีสรางมลพิษกับส่ิงแวดลอม   

2. วัตถุประสงค 

 เพื่อหากระบวนการหมักแบบเปดโดยใชสวนท่ีเปนน้ําท่ีแยกจากยางสกิมซึ่งเปนน้ําเหลือท้ิงท่ี

ผานกระบวนการผลิตยางสกิมเปนวัตถุดิบสําหรับการผลิตเอนไซมอัลคาไลดโปรติเอสและเอนไซมยอย

สลายพอลิแลกไทด 

3. ทางเลือกและแนวทางการแกปญหา/กรอบแนวคิดของการวิจัย   

 ในปจจุบันนี้อุตสาหกรรมผลิตน้ํายางแบบขนไดมีการพัฒนาและมีเทคโนโลยีการผลิตสะอาด

สําหรับอุตสาหกรรมน้ํายางขนน้ํายางสดจะถูกนําไปผานกระบวนการปนเหวี่ยงใหไดน้ํายางขนท่ีมีเนื้อ

ยางประมาณ 60 เปอรเซ็นตกอนจะนําไปใชผลิตเปนผลิตภัณฑหรือขนสง สวนน้ําท่ีไดจากาการปน

เหวี่ยงเรียกวาหางน้ํายาง (skim latex) นั้นมีปริมาณมาก กลาวคือน้ํายางสดทุกๆ 100 กรัมจะไดน้ําท้ิง 

50กรัม ซึ่งน้ําท้ิงมียังมีคุณคาทางอาหาร คือมีปริมาณน้ําตาลและโปรตีน ปริมาณแอมโมเนีย เล็กนอยดัง

แสดงในตารางท่ี 1.1 และมีเนื้อยางเหลืออยูประมาณ 5% 
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ตารางท่ี 1.1 สมบัติของหางน้ํายางและหางน้ํายางท่ีผานการแยกเอายางดวยดวยไคโตซาน 

 

Samples พารามิเตอร (mg/L) 
BOD COD TKN NH3 Organic-N SS pH 

Skim latex 34,500 147,260 9,000 1,770 7,230 4,756 9.5 
1.2% chitosan 
in 1.5%acetic 
acid solution 

 
7,500 

 
28,486 

 
1,982 

 
566 

 
1,416 

 
500 

 
6.0 

 

ในปจจุบันมีการนํายางในหางน้ํายางกลับมาใชประโยชนเชน การใชเยื่อกรองแบบพันทาง (นฤ

มล , 2552) การใชกรดซัลฟูริกชวยในการจับตัวของหางน้ํายาง   กระบวนการนี้นอกจากจะตองเสีย

คาใชจายจากการใชปริมาณกรดซัลฟูริกแลว ยางท่ีไดไมไดมาตรฐาน โดยยางเปอยและเส่ือมงายและน้ํา

ท้ิงท่ีเกิดจากการจับตัวมีผลเสียตอระบบบําบัดน้ําเสียเนื่องจากมีปริมาณซัลเฟตมากซึ่งทําใหเกิดกาช

ไขเนาซึ่งมีมลพิษทางกล่ิน แตในปจจุบันไดมีการใช ไคโตซาน (chitosan) หรือ พอลิอะคริลาไมด 

(polyacrylamide) มาตกตะตอนแยกเอายางออกไดถึง 80% เชนเดียวกับการใชกรดซัลฟูลิกแตไม

กอใหเกิดมลพิษ (Danwanichakul, 2011; Werathirachot, 2008) และสามารถลดความเนาเสียได

ชัดเจนดังแสดงในตารางท่ี 1.1   นอกจากนั้นหองปฏิบัติการยางศูนยเทคโนโลยีโลหะและวัสดุแหงชาติ

ไดพัฒนาโดยใช สารเคมีท่ีเรียกวา GRASS แทนการใชกรดกํามะถันในการแยกยางสกิมออก และ 

คุณภาพน้ําท้ิงท่ีเรียกวา ซีรั่มนั้นไดแสดงในตารางท่ี 1.2  ซึ่งช้ีใหเห็นวาในแงความสกปรกไมแตกตางกัน 

ยกเวน ปริมาณสารแขวนลอย ซัลเฟตและความเปนกรดดาง  จากการวิเคราะหคุณภาพของซีรั่มจะเห็น

ไดวาหากมีปลดปลอยลงสูธรรมชาติจะมีผลเสียตอส่ิงแวดลอมหากไมไดมีการกําจัด  และยังช้ีใหวาน้ําท้ิง

นี้มีสารอาหารท่ีสามารถจะนําไปใชประโยชนการผลิตเอนไซมโปรติเอสซึ่งเอนไซมอัลคาไลดโปรติเอส

เปนหนึ่งของเอนไซมท่ีมีสําคัญท่ีสุดในอุตสาหกรรมและการประยุกตใชท่ีแตกตางกัน 
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ตารางท่ี 1.2 คุณภาพน้ําท้ิงหลังกระบวนการจับตัวน้ํายางสกิมดวยสาร GRASS และกรดซัลฟูริก 
 

ท่ีมา : ศูนยเทคโนโลยีโลหะและวัสดุแหงชาติ 

สําหรับประเทศไทยหากสามารถผลิตโปรติเอสมาใชในสารซักลางไดภายในประเทศจะชวยลด

ปริมาณการนําเขาโปรตีเอสไดโดยในปจจุบันประเทศไทยมีการนําเขาเอนไซมมากกวา 700 ลานบาทตอ

ปจุลินทรียเปนแหลงท่ีเหมาะสมในการผลิตอัลคาไลนโปรตีเอสในปริมาณมากและสกัดไดงายเนื่องจาก

ผลิตแลวสงออกภายนอกเซลลคณะวิจัยไดแยก Bacillus และ แอคติโนมัยซีทซึ่งเปนจุลินทรียท่ีมี

ความสามารถในการผลิตเอนไซมท่ียอยโปรตีนและเอนไซมยอย PLA ไดตามลําดับ และเก็บรักษาใน

หองปฎิบัติการของคณะวิจัย 

Talak et a.l(2012) ไดแยกแบคทีเรียท่ีความสามารถในการสงเสริมการเติบโตของขาวโพด

จํานวน 26 สายพันธุซึ่งเปนสายพันธุท่ีเติบโตทีอุณหภูมิ 40-50◦C และสามารถผลิตเอนไซมยอยโปรตีน

ได   สวน Sukkhum et al.(2009)ไดแยกและคัดเลือกเช้ือแอคติโนมัยซีทชอบรอน A. keratinilytica 

สายพันธุ T16-1 เปนสายพันธุท่ีแยกไดจากตัวอยางดินในประเทศไทย และ สามารถผลิตเอนไซมยอย

สลายพอลิแลกไทดไดสูงท่ีอุณหภมิ 45◦C เมื่อทําการศึกษาสมบัติของเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทด 

พบวาเปนเอนไซม serine protease สามารถยอย เคซีน เจลาติน ท่ีทํางานไดดีท่ีอุณหภมิ 70˚C พีเอช

10ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงจะไดคัดเลือกสายพันธจุลินทรียท่ีทนรอนซึ่งไดเช้ือในกลุม Bacillus และเช้ือใน

กลุมแอคติโนมัยซีท A.. keratinilytica ท่ีสามารถผลิตเอนไซมยอยPLAในอาหารท่ีใชหางน้ํายางท่ีแยก

ยางสกิมออกเปนวัตถุดิบหลัก ณ อุณหภูมิสูง (40-50◦C)   ซึ่งเปนอุณหภูมิท่ีเช้ือชนิดอื่นไมสามารถ

เติบโตได ดังนั้นจึงทําใหสามารถหมักไดในสภาวะเปดท่ีไมจําเปนตองกําจัดเช้ือโดยจะใชหัวเช้ือใน

ปริมาณสูง การศึกษานี้จึงไดกระบวนหมักแบบเปดโดยใชหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมออกเปนวัตถุดิบหลัก

 

ดัชนีน้ําท้ิง 
สารจับตัวน้ํายางสกิม 

GRASS0.1 GRASS0.2 กรดซัลฟูริก 
COD (mg/L) 17,280 17,280 17,579 
BOD (mg/L) 10,580 10,340 10,515 
Total dissolved solid (mg/L) 24,780 24,600 24,700 
Total soluble solid (mg/L) 100 140 510 
Sulfate (mg/L) 8,467 5.451 8.210 
pH 4.5 6.6 4.5 



v 

 

สําหรับการผลิตเอนไซมโดยกระบวนการหมักแบบเปดสามารถ ลดตนทุนการทําใหปลอดเช้ือซึ่ง

จะตองใชความรอนในการกําจัดเช้ือกอนหมักซึ่งในปจจุบันยังไมมีรายงานการหมักแบบเปดเพื่อผลิต

เอนไซมมากอน  การศึกษานี้จะศึกษาในระดับถังหมักเพื่อหาปจจัยโภชนาการท่ีจําเปนตอการผลิต

เอนไซมโดยใชหางน้ํายางหลักจากการผลิตยางสกิมเปนวัตถุดิบหลัก และ ศึกษาปจจัยทางกายภาพใน

ระดับถังหมักเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซมนอกจากยังไดมีการศึกษาพัฒนากระบวน

หมักแบบตอเนื่องเพื่อเพิ่มอัตราการผลิต 

 

4. แนวทางการดําเนินการวิจัย 

 

 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

คัดเลือกสายพันธุBacillusท่ีสามารถผลิตเอนไซม 
alkaline protease ไดสูงในสภาวะไมฆาเช้ือ 

ในระบบพัฒนากระบวนหมักแบบเปดเพื่อเพิ่มอัตราการผลิต 

สายพันธุแบคทีเรียBacillus และแอคติโนมยัสีทในหองปฎิบัติการ 

ศึกษาปจจัยทางกายภาพในการหมักแบบเปดสําหรับผลิตเอนไซม alkaline protease/ 
PLA degrading ในระดับถังหมักโดยใชหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมออกเปนวัตถุดิบหลัก 

 

โครงการยอย 1 
 โครงการยอย 2 

เก็บรวบรวมหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมออก และ
วิเคราะหองคประกอบทางเคมีและกายภาพ
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5. ผลการดําเนินงานวิจัย และการวิจารณผล 

ผลสมบัติของหางน้ํายาง และหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิม 

 จากการศึกษาสมบัติของหางน้ํายาง และหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมจากตารางท่ี 1.3 พบวา

ลักษณะตางๆของหางน้ํายางท่ีทําการทดสอบมีคาสูงวาหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิม เชน คา BOD, TKN 

ปริมาณโปรตีน ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ เปนตน ซึ่งแสดงใหเห็นวาหลังจากทําการตกตะกอนยางดวยกรด 

H2SO4 ทําใหคุณสมบัติตางๆของหางน้ํายางลดลงซึ่งเปนผลมาจากการใชกรด ทําใหโปรตีนเสียสภาพ

เนื่องจากคาพีเอชตํ่าประมาณ 2-3 และโปรตีนตางๆสวนใหญจะยึดเกาะกับสวนของ rubber ทําใหการ

ตกตะกอนแยก rubber ออกมีผลใหปริมาณสารตางๆโดยเฉพาะโปรตีนลดลง จากงานวิจัยท่ีผานมา

พบวาหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมนั้นมีคุณสมบัติตางๆท่ีนอยกวาหางน้ํายางเชนกันเมื่อใชวิธีการตกตะกอน

ยางดวยวิธีตางๆ เชนการใช 1.2% chitosan ในสารละลาย 1.5% acetic acidเปนตน แตอยางไรก็

ตามจากตารางท่ี 1 พบวาหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมออกยังคงมีสมบัติท่ีดีในการนํามาใชใหเกิดประโยชน

โดยการนํามาใชเปนแหลงสารอาหารเสริมในการเล้ียงเช้ือจุลินทรียเพื่อผลิตเอนไซมท่ีสําคัญทาง

อุตสาหกรรมเชนเอนไซม โปรติเอส และเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทดได  

ตารางท่ี 1.3 สมบัติของหางน้ํายางและหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิม 

Parameter Skim latex Non-rubber skim latex 

COD (mg/L) 91,775 18,456 

BOD (mg/L) 62,000 12,825 

TKN (mg/L) 4,953 2,680 

Ammonia Nitrogen (mg/L) 3,217 2,111 

Zinc (mg/L) 144 71 

Protein concentration (mg/L) 831 531 

Reducing sugar (mg/L) 1,197 16 

pH 11-12 2-3 

 

จากตารางสามารถสรุปไดวาหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิม มีสมบัติท่ีดีสามารถนําไปประยุกตใชใน
การผลิตเอนไซมท่ีสําคัญตางๆไดดี ซึ่งจากแผนงานวิจัยไดแบงงานวิจัยยอยออกเปน 2 กลุมดวยกันคือ 
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การศึกษาการผลิตเอนไซมโปรติเอส และเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทด เพื่อเปนแนวทางใน
การนําไปประยุกตใชในระดับอุตสาหกรรมตอไป 
 
 ผลการใชประโยชนจากหางน้ํายางเพื่อผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสโดย Bacillus สาย
พันธุทนรอนดวยกระบวนการหมักแบบเปด 

 

 การผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจาก Bacillus licheniformis (KU-K2) ซึ่งเปนสาย

พันธุทีคัดเลือกจากโครงการวิจัยนี้วาเปนสายพันธุทีผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสไดดีท่ีสุดเมือใช 

หางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมเปนวัตถุดิบท่ีเติมหางน้ํานม  เมื่อศึกษาปจจัยทางโภชนาการและหาคาท่ี

เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสในระดับฟลาสกโดยการออกแบบการทดลองทาง

สถิติท่ีใช Plackett-Burman design (PB) และCentral Composite Design (CCD) พบวาเช้ือ

แบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซมได 5.09 หนวยตอมล ในอาหารหางน้ํายางท่ีแยกเนื้อยางออกท่ี

ประกอบดวย skim milk 9.82 กรัมตอลิตร glucose 0.97 กรัมตอลิตร K2HPO4 0.82 กรัมตอ

ลิตรเม่ือเพาะเปนเวลา 48 ช่ัวโมง และเมื่อทําการเล้ียงเช้ือแบคทีเรียในถังหมักแบบกวนผสมขนาด 

5 ลิตรปริมาตร 2.5 ลิตรดวยกระบวนการหมัก พบวาเช้ือสามารถผลิตเอนไซมได 5.97 หนวย

ตอมล เมื่อเพาะเล้ียงเปนเวลาท่ี 48 ช่ัวโมง ท่ีคาพีเอชเริ่มตน 7.0 โดยไมควบคุมพีเอช และควบคุม

อุณหภูมิ 37 อัตราการกวนท่ี 250 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศเทากับ 2.0 ปริมาตรอาหาร

ตอปริมาตรตอนาที 

  ผลการใชประโยชนหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมออกเพื่อการผลิตเอนไซมยอยสลายพอลแิลก
ไทดจากเช้ือแอคติโนมัยสีท โดยใชกระบวนการหมักแบบเปด 

 
  การผลิตเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทดจากเช้ือ Actinomudara keratinilytica T16-1

ทีใชแผนใยขัด (สกอตไบรท) เปนวัสดุตรึงในระดับฟลาสก  เมื่อทําการศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการ

ผลิตเอนไซม พบวาผลิตเอนไซมไดสูงสุด 35 หนวยตอมล ท่ีอุณหภูมิ 45  เปนเวลา 4 วัน คาพีเอช

เริ่มตนคือ 7.0 ทําการเขยาท่ี 150 รอบตอนาทีในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีประกอบดวย หางนํ้ายางท่ีแยก

ยางสกิมซึ่งผสม basal medium ซึ่งประกอบดวย PLA 0.35 กรัมตอลิตร, เจลาติน 2.38 กรัมตอลิตร, 

NH4)2SO4 4.0 กรัมตอลิตร, K2HPO4 4.0 กรัมตอลิตร, KH2PO4 2.0 กรัมตอลิตร และ 

MgSO4.7H2O 0.2 กรัมตอลิตร จากนั้นทําหมักในถังหมักแบบกวนผสมโดยใชการหมัก พบวาเช้ือ

ชนิดนี้สามารถผลิตเอนไซมได 40.5 หนวยตอมล ซึ่งคิดเปนอัตราการผลิต เทากับ 0.56 หนวย

ตอมล ตอช่ัวโมง เมื่อใชอัตราการกวนเทากับ 150 รอบตอนาทีโดยไมตองใหอากาศ เล้ียงเช้ือเปน
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เวลา 3 วัน  เมื่อทําการผลิตเอนไซมในถังหมักแบบตอเนื่อง พบวาเช้ือสายพันธุ T16-1

สามารถผลิตเอนไซมไดสูงสุด 45 หนวยตอมล คิดเปน อัตราการผลิตเทากับ 0.6 หนวยตอมล ตอ 

ช่ัวโมงท่ีอัตราการไหลเทากับ 0.013 ตอช่ัวโมง  
 

บทสรุป 

เมื่อวิเคราะห/สังเคราะห ผลการวิจัยจากทังสองโครงการยอยแลว จะเห็นวาหางน้ํายางท่ี

เหลือท้ิงจากอุตสาหกรรมยางพาราท่ีมีการแยกยางสกริมออก  ยังมีคุณคาทางโภชนาการท่ีจะใช

เปนอาหารเล้ียงเช้ือเพื่อการผลิตเอนไซมทังสองชนิดได  แตอยางไรก็ตาม จําเปนตองมีการเติม

สารอาหารหลักลงไปในน้ําเหลือท้ิงดังกลาวซึ่งเปนตนทุนท่ีเพิ่มข้ึนอยางชัดเจนในการผลิตเอนไซม  

สารอาหารท่ีมีการเติมลงไปในน้ําท้ิงสําหรับการผลิตเอนไซมอัลลาไลนโปรติเอส ไดแก skim milk 

9.82 กรัมตอลิตร glucose 0.97 กรัมตอลิตร K2HPO4 0.82 กรัมตอลิตร สวนการผลิตเอนไซม

ยอยสลายพอลิแลกไทด  มีการเติม PLA 0.35 กรัมตอลิตร, เจลาติน 2.38 กรัมตอลิตร, 

(NH4)2SO4 4.0 กรัมตอลิตร, K2HPO4 4.0 กรัมตอลิตร, KH2PO4 2.0 กรัมตอลิตร และ 

MgSO4.7H2O 0.2 กรัมตอลิตร  การศึกษานี้ยังไดภาวะท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียงจุลินทรียแบบ

เปดในระดับถังหมักหองปฏิบัติการเพื่อการพัฒนาการผลิตเอนไซมดงกลาวในระดับอุตสาหกรรม

ตอไป   ผลงานวิจัยท้ังสองโครงการยอยเปนแนวทางท่ีช้ีใหเห็นวากระบวนการผลิตเอนไซมโดยใช

หางน้ํายางท่ีแยกยางเปนวัตถุดิบชวยลดตนทุนในการผลิตและเพิ่มมูลคาของหางน้ํายางท่ีเหลือท้ิง

จากอุตสาหกรรมยางพาราท่ีไมเพียงลดปริมาณน้ําเหลือท้ิงดังกลาวและคาใชจายในการบําบัดแลว 

ยังชวยใหเกิดผลิตภัณฑเอนไซมสองชนิดท่ีมีมูลคาตอไป ซึงควนพิจารณาในการลงทุนเพื่อผลิต

เอนไซมดังกลาวตอไป 
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บทคัดยอ 

งานวิจัยนี้จึงมุงท่ีจะใชหางน้ํายางท่ีแยกสกิมออก (ซีรั่ม)เปนbasal medium สําหรับการผลิต

เอนไซมอลัคาไลนโปรติเอสโดยคัดเลือกแบคทีเรียในสกุล Bacillus ท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมอัล

คาไลนโปรติเอสภายใตสภาวะการหมักท่ีไมฆาเช้ือ ซีรั่มท่ีเตรียมไดในหองปฏิบัติการพบวาประกอบดวย

โปรตีน 0.53 กรัมตอลิตร น้ําตาลรีดิวซ 1.28 กรัมตอลิตร และมีคา BOD และ COD เทากับ 16.27 และ 

18,456 มิลลิกรัมตอลิตรตามลําดับ จากการคัดเลือกแบคทีเรียพบวาแบคทีเรียสายพันธุ KU-K2 เปนสาย

พันธุท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสไดสูงท่ีสุดจากแบคทีเรียท้ังหมดจํานวน 108 

สายพันธุท่ีเก็บรักษาท่ีภาควิชาจุลชีววิทยา มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับ

ผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสของแบคทีเรียสายพันธุดังกลาวไดใชซีรั่มหางน้ํายางเปน basal mediumใน

อัตราสวน 1:1 โดยใช Plackett-Burman design (PB) ในการคัดกรองปจจัยท่ีมีผลและหาคาท่ีเหมาะสม

จากวิธีพื้นผิวตอบสนองดวย central composite design (CCD) จากการคัดกรองปจจัยท่ีมีผลตอการผลิต

เอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสพบวา Skim milk glucose K2HPO4 และ CoCl2 มีผลตอการผลิตอยางมี

นัยสําคัญจากท้ังหมด 7 ปจจัย และจากการศึกษาดวยวิธีพื้นผิวตอบสนองของปจจัยท่ีมีนัยสําคัญท้ัง 4 

พบวาองคประกอบของอาหารท่ีเหมาะสมนั้นใหคากิจกรรมเทากับ 5.09 หนวยตอมล ซึ่งประกอบดวย 

skim milk 9.82 กรัมตอลิตร glucose 0.97 กรัมตอลิตร K2HPO4 0.82 กรัมตอลิตร ซึ่งใหคาทํานาย

เทากับ 6.67 หนวยตอมล ยิ่งไปกวานั้นความเหมาะสมของโมเดลยังสนับสนุนดวยคาสัมประสิทธิ์การ

ตัดสินใจดวยคา (R2) เทากับ 0.937 สําหรับการศึกษากระบวนการหมักแบบครั้งคราวพบวาเช้ือ KU-K2 ให

กิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสสูงท่ีสุด (5.97 หนวยตอมล) ท่ี 48 ช่ัวโมงในถังหมักขนาด 5 ลิตรท่ี

ไมควบคุมพีเอช อัตราการกวนท่ี 250 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศเทากับ 2.0 ปริมาตรอาหารตอ

ปริมาตรตอนาทีโดยกิจกรรมของอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสสูงข้ึน 2.6 เทาเมื่อเปรียบเทียบกับสูตรอาหารท่ี

ยังไมไดหาคาท่ีเหมาะสม โดยจากการศึกษาสมบัติของเอนไซมพบวากิจกรรมของเอนไซมใหคากิจกรรม

สูงสุดท่ีพีเอชและอุณหภูมิเทากับ 10.0 และ 60.0  องศาเซลเซียสตามลําดับ และเอนไซมดังกลาวถูกยับยั้ง

ดวย 10 mM Zn2+, 10 mM Fe3+ และ 10 mM Hg2+  

 จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาสามารถผลิตเอนไซม alkaline protease ดวยกระบวนการ

หมักแบบเปดจากเช้ือ B.licheniformis (KU-K2) โดยใชหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมออกเปนวัตถุดิบหลัก

ได แตจําเปนตองเพิ่มสารอาหารเพื่อชวยใหผลิตเอนไซมไดมากข้ึน โดยพบวาตนทุนในการผลิตในระดับ

หองปฏิบัติการตอลิตรเทากับ 18.9 บาท ซึ่งสามารถนํากระบวนการหมักแบบเปดดังกลาวไป

ประยุกตใชในอุตสาหกรรมเพื่อใหไดประโยชนเชิงพาณิชยได โดยเมื่อขยายขนาดการผลิตในระดับใหญ

จะชวยลดปริมาณของเสียจากโรงงานผลิตยางเขมขนใหลดลงอยางมาก ซึ่งนอกจากจะชวยลดความยุง
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ยางในการบําบัดน้ําเสียใหกับโรงงานแลวยังเปนการเพิ่มมูลคาใหกับหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมออกได

เปนอยางดี   
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Abstract 

The objective is to explore the non rubber serum as basal medium for alkaline 
protease production by the selected alkaline protease producing bacterium in genus 
Bacillus under non-sterile fermentation. The imitated serum prepared from skim later in 
laboratory consist of 0.53 g/L of protein, 1.28 g/L of reducing sugars with BOD and COD of 
16.27 and 18,456 mg/L, respectively. A strain of Bacillus sp. KU-K2 was selected as a 
potent strain for alkaline protease production among 108 isolates of aerobic spore forming 
bacteria kept in the culture collection of Department of Microbiology, Kasetsart University. 
To optimize the alkaline protease production of this bacterial strain using serum in ratio 
1:1 as basal medium, Plackett-Burman design (PB) and response surface methodology 
based on central composite design (CCD) were employed. Skim milk, glucose, K2HPO4 and 
CoCl2 were significant fermentation parameters among 7 parameters by using PB. These 
four significant parameters were then further optimized through response surface 
methodology based on central composite design.  It was shown that 2 variables; (skim 
milk and interaction with skim milk and glucose) affected on enzyme production at 
significant level 95%. Experimental results derived from CCD (5.09 units/mL) in optimized 
medium consisted of 9.82 g/L skim milk, 0.97 g/L glucose, 0.82 g/L K2HPO4 and 0.12 g/L 
CoCl2 were accordance with predicted value of quadratic model (6.67 unit/mL). Moreover, 
the suitability of model was supported by coefficient of determination (R2) of 0.937. The 
maximum activity of 5.97 U/mL was achieved within 48 h cultivation with uncontrolled 
pH, agitation rate of 250 rpm and an aeration rate of 2.0 vvm in the 5-L stirrer fermenter, 
which increased by 2.6 folds compared to the un-optimized medium. The optimal pH and 
temperature for alkaline protease activity were 10.0 and 60ºC, respectively. The alkaline 
protease retained its activity over wide ranges of pH (9-12) and temperature up to 60ºC. 
The crude alkaline protease was strongly inhibited by 10 mM Zn2+, 10 mM Fe3+ and 10 
mM Hg2+. This process for produced alkaline protease enzyme from non rubber skim latex 
can apply for many industries as reduced the cost of production and increased valued of 
industrial waste.  

 

เนื้อหางานวิจัย 

1. ความสําคัญและท่ีมาของปญหา  

ในอุตสาหกรรมการทํายางใหเขมขน สวนใสท่ีไดจากการปนเหวี่ยงน้ํายางสดหรือหางน้ํายาง 

(skim latex) นั้นมีปริมาณมาก และยังมีคุณคาทางอาหาร คือมีปริมาณน้ําตาล โปรตีน ปริมาณแอมโมเนีย
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อยูเล็กนอย และมีเนื้อยางเหลืออยูประมาณ 4-8% DRC (dry rubber content) ในปจจุบันนั้นมีการนํา

ยางในสวนนี้กลับมาใชประโยชนโดยการใชกรดซัลฟูริกชวยในการจับตัวของหางน้ํายาง ดังแสดงในภาพท่ี  

1.1 กระบวนการนี้นอกจากจะตองเสียคาใชจายจาการใชปริมาณกรดซัลฟูริกแลว ยางท่ีไดยังไมไดมาตรฐาน 

โดยยางท่ีไดจะเปอยและเส่ือมงาย และน้ําท้ิงท่ีเกิดจากการจับตัวมีผลเสียตอระบบบําบัดน้ําเสียเนื่องจากมี

ปริมาณซัลเฟตมาก     

 

ภาพท่ี 1.1 ข้ันตอนการผลิตน้ํายางขนและยางสกิม 

นอกจากนี้ยังไดมีการศึกษาการใชเทคนิคการปรับสภาพหางน้ํายางกอนปอนเขาระบบการกรอง 

เชน การทําใหเนื้อยางมีการกระจายตัวดวย การเติมสารลดแรงตึงผิว  การทําใหเกิดการรวมตัวของเนื้อยาง 

(coagulation) จึงเปนแนวทางเทคโนโลยีท่ีเรียกวา “hybrid membrane process” อันจะเปนแนว

ทางการพัฒนา และเปนเครื่องมือใหภาคการผลิตในระบบอุตสาหกรรมน้ํายางขน-ยางสกิม และเปนมิตรกับ

ส่ิงแวดลอมในรูปแบบของการพัฒนาอยางยั่งยืนภายใตแนวคิดหลักของเทคโนโลยีการผลิตท่ีสะอาด (clean 

technology, CT concept)  โดยจะสามารถแยกเอาสวนท่ีเปนซีรั่มไปพรอมๆกับการลดการใชสารเคมีท่ีเปน

พิษคือ กรดซัลฟูริกในปริมาณสูง ลดการใชน้ําในกระบวนการผลิต  

เนื่องจากเช้ือในกลุม Bacillus เปนสายพันธุแบคทีเรียท่ีมีรายงานวาเปนสายพันธุ ท่ีผลิต

เอนไซมอลัคาไลดโปรติเอสไดดีโดยเฉพาะสายพันธุ Bacillus มีบทบาทสําคัญในทางอุตสาหกรรมประมาณ

เกือบครึ่งหนึ่งของการผลิตโปรตีเอสท่ีใชในทางการคาไดมาจากสายพันธุนี้ ดังนั้นจึงเปนท่ีนาสนใจท่ีนํา
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แบคทีเรียดังกลาวมาใชในการผลิตเอนไซมดวยกระบวนการหมักแบบเปดโดยใช skim latex เปนวัตถุดิบใน

การผลิตเอนไซมดังกลาว เอนไซมท่ีไดมีประโยชนในอุตสาหกรรมตางๆและยังสามารถนํามายอยโปรตีนใน

สวนท่ียังติดคางในน้ํายางขนอีกดวย ดังนั้นแนวทางการใชประโยชนท่ีนําหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมออกมา

เปนวัตถุดิบโดยตรงสําหรับการหมักดวยเช้ือแบคทีเรียในกลุม Bacillus ท่ีสามารถผลิตเอนไซม alkaline 

protease ท่ีมีมูลคาสูงซึ่งเปนประโยชนในอุตสาหกรรมซักลางนี้ และกระบวนหมักดังกลาวจะลดตนทุนการ

ผลิตเนื่องจากเปนกระบวนการหมักท่ีใชพลังงานนอยและเปนการใชประโยชนจากของเหลือท้ิงจาก

กระบวนการทําใหในหางน้ํายางขนซึ่งมีคุณคาทางอาหารและลดมลพิษจากการปลอยท้ิงใหนําไปบําบัดท่ีมี

คาใชจาย  

2. วัตถุประสงคของการวิจัย  

 คัดเลือกสายพันธุ Bacillus ท่ีมีในหองปฏิบัติการท่ีสามารถผลิตเอนไซม alkaline protease ท่ี

อุณหภูมิสูงไดสูงและ เพื่อผลิตเอนไซม alkaline protease ดวยกระบวนการหมักแบบเปดจากเช้ือ 

Bacillus โดยใชหางน้ํายางเปนวัตถุดิบหลัก 

3. ทางเลือกและแนวทางการแกปญหา/กรอบแนวคิดของการวิจัย   

เช้ือแบคทีเรียในกลุม Bacillus เปนสายพันธุจุลินทรียท่ีมีรายงานวาเปนสายพันธุท่ีผลิตเอนไซมอัล

คาไลดโปรติเอสไดดี  เชน  Bacillus  licheniformis (Ferrero et al. , 1996; Manachini and  Fortins, 

1998; Sinha and Satyanarayana  et al.,1991),   Bacillus  subtilis (Kembhavi AA et al.,1993; 

Yang et al., 2000),  Bacillus  pumilus (Vetter R et al.,1993)   Bacillus amyloliquefaciens 

(George et al. , 1995)  B. mycoides (Abdel-Naby et al., 1998)  B. stearothermophilus F1 

(Rahman et al. , 1994)  alkalophilic Bacillus sp. NO221 (Hirokoshi, 1971) และBacillus sp. 

KSM-K16 (Kobayashi et al. , 1995)   เปนตน  

  จากการศึกษาของ Vaithanomsat et al.  (2008)  ท่ีไดคัดเลือกสายพันธุ เช้ือรา Aspergillus 

flavus และ เช้ือแบคทีเรีย Bacillus licheniformis TISTR 1010 พบวาเช้ือ  B. licheniformis TISTR 

1010 เปนสายพันธุท่ีมีกิจกรรมโปรติเอสสูงสุดเมื่อเจริญบนอาหารวุนท่ีมีเคซีน เปนสวนประกอบ เม่ือ

เพาะเล้ียงในอาหารเหลวพีเอช10.0 ท่ีมีสวนประกอบของโปรตีนท่ีจากน้ําท้ิงกาวไหม 6%, มอลทสกัด 1% 

พอลิเปปโทน 1% และ Na2CO3. 1% เปนเวลา 36 ชม ไดกิจกรรมเอนไซมสูงสุด พิมล และคณะ (2548) 

ไดรายงานการใช alkalotolerant Bacillus sp. B12 ซึ่งคัดแยกไดจากระบบบําบัดน้ําเสียของโรงงานเยื่อ

และกระดาษสามารถเจริญและผลิตอัลคาไลนโปรตีเอสไดสูงเมื่อเพาะเล้ียงในอาหารราคาถูกโดยใชกากถ่ัว

เหลืองบดรอยละ 0.5 ในน้ําท่ีปรับพีเอชเปน 9.0 บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง โดยการ
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ผลิตเอนไซมสัมพันธกับการเจริญ ซึ่งจัดเปน growth-associated enzyme เช้ือชนิดนี้สามารถผลิตโปรตี

เอสไดสูงและคอนขางคงท่ีในชวง stationary phase เอนไซมจากสายพันธุดังกลาวสามารถทํางานไดดี

ในชวงพีเอช 8.0 ถึง 11.0 และทนตอพีเอชในชวง 6.0 ถึง 11.0 อุณหภูมิท่ีสามารถทํางานไดและเสถียรภาพ

อยูในชวง 30 ถึง 60 องศาเซลเซียส crude enzyme จาก Bacillus sp. B12 สามารถทนตอสารซักลางได

หลายชนิด โดยเมื่อเติม crude enzyme ลงในสารซักลางสามารถขจัดคราบเลือดจากผาดายดิบขาวได

ดีกวาเมื่อใชสารซักลางเพียงอยางเดียว ดังนั้นอัลคาไลนโปรตีเอสท่ีผลิตจากสายพันธุ B12 จึงมีสมบัติท่ีดีท่ี

จะสามารถนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมสารซักลางได  Romsomsa et al. (2010)  ไดใช 2 9การทดลอง

ดวยการออกแบบ 2 9Plackett-Burman ในระดับฟลาสก 2 9โดยคัดกรองตัวแปร 7 ชนิด 2 9ท่ีมีผลตอการเพิ่ม

ประสิทธิภาพ29การผลิตโปรติเอสไหมลอกกาว29โดยเช้ือ Bacillus 29subtilis 29C429 29ท่ีแยกไดจาก29น้ําเสียจากโรงงาน

ยอมสีผาไหมไทยซึ่งเปน29สายพันธุ29ท่ีมีศักยภาพ29 พบวา29มีตัวแปร2 9 3 ชนิด 2 9ท่ีสําคัญคือ แปงถ่ัวเหลือง, 2 9นมไขมัน

ตํ่า 2 9 และอัตราการเหวี่ยงมีผลตอการผลิตเอนไซม และเมื่อใชการออกแบบการทดลองแบบ central 

composite design เพื่อหาคาเหมาะสมท่ีสุด พบวาแปงถ่ัวเหลือง 2 92.0% 2 9, 2 9นมไขมันตํ่า 2 9 2 90.1% 2 9 2 9และ 2 9

ความเร็วในเหวี่ยง  2928029 29รอบตอนาที29 ไดเอนไซมโปรติเอสสูงสุด29เทากับ 291537 หนวยตอ29มล 29และเมื่อเล้ียงใน

เครื่องถังหมักแบบกวน สามารถใหเอนไซมไดสูงสุดเทากับ 2 91891 2 9 หนวยตอ 2 9มล เมื่อเพาะเล้ียงเปนเวลา 27 

ชม 2 9 นอกจากนั้น สุทธิ์กมล (2521) ไดรายงานการศึกษาการผลิตโปรตีนเซลลเด่ียวของ Endomycopsis 

fibuligera TISTR 5097 และ Candida utilis TISTR 5001 รวมกับการผลิตเอนไซมโปรตีเอสจาก 

Bacillus subtilis TISTR 25 ในอาหารท่ีมีแปงมันสําปะหลังเปนแหลงคารบอน และแอมโมเนียซัลเฟตเปน

แหลงไนโตรเจน พบวาใชแปงมันสําปะหลัง 15 กรัมตอลิตร และแอมโมเนียมซัลเฟต 10 กรัมตอลิตรจาก

การเล้ียงโดยเช้ือผสมท้ังสามชนิดท่ี เพาะเล้ียงในชวงเวลาท่ีตางกัน กลาวคือใชเช้ือต้ังตนของ E. fibuligera 

7 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร (เขมขน 5 กรัมตอลิตร) เล้ียงเช้ือในถังหมักเปนเวลา 16 ช่ัวโมง จึงเติมเช้ือต้ังตน

ของ C. utilis 3 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร (เขมขน 7 กรัมตอลิตร) โดยควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส คา

ความเปนกรดดาง 5.5 อัตราการกวน 250 รอบ/นาที อัตราใหอากาศ 1.0 vvm   เมื่อเล้ียงเช้ือตอจนครบ 

40 ช่ัวโมง จึงเติมเช้ือต้ังตนแบบ cell suspension ของ B. subtilis 10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ควบคุมคา

ความเปนกรดดางท่ี 7.0 เล้ียงจนครบ 72 ช่ัวโมง พบวาไดน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 7.91 กรัมตอลิตร 

โปรตีนจริงภายในเซลลสูงสุดเทากับ 49.5 เปอรเซ็นต มวลเซลลตอกรัมแปงมันสําปะหลังสูงสุดเทากับ 

0.527 และโปรตีเอสแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 2.57 หนวยตอ29มล29 หลังจากหมักเสร็จส้ินนําตัวเซลลท่ีตกตะกอน

ออก แลวเติมน้ํายางสด 35% DRC ปริมาณ 40 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร รวมกับสารละลายโซเดียมโดเดซิล

ซัลเฟตเขมขน 10% ปริมาณ 1 phr (part per hundrund of rubber) ใชอัตราการกวน 100 รอบตอนาที

เปนเวลา 1 ช่ัวโมง พบวาสามารถลดปริมาณไนโตรเจนของยางดิบได 70 เปอรเซ็นต ซึ่งยางดิบ 

ท่ีไดมีปริมาณเถา ไนโตรเจน ส่ิงสกปรก และส่ิงระเหยเทากับ 0.05, 0.17, 0.002 และ 0.23  



8 
 

 

เปอรเซ็นต ตามลําดับ มีคาการออนตัวเริ่มตน 30.7 คาดัชนีการออนตัว 86.6 คาความหนืด 52.9 และดัชนี

สี 5 โดยยางท่ีไดมีลักษณะพื้นผิวและภาคตัดขวางไมแตกตางจากยางดิบชุดควบคุม  

 คณะวิจัยไดนําเช้ือแบคทีเรียท่ีใชไดแก สายพันธุ  Bacillus จากหองปฏิบัติการท่ีเปนแบคทีเรีย

ชอบรอนท่ีสงเสริมการเติบโตของขาวโพดจํานวน 8 สายพันธุ และสายพันธุท่ีไดมาจากหนวยเก็บเช้ือ TISTR 

ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารskim milk ท่ีมีพีเอช 7 และพีเอช 9 เมื่อบมท่ีอุณหภูมิหอง และ 50 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง พบเช้ือท่ีนํามาทดสอบสามารถผลิตเอนไซมโปรติเอสโดยสังเกตการสรางบริเวณใส

บนอาหารดังแสดงในตารางท่ี 1.4 

ดังนั้น จึงเปนท่ีนาสนใจทีคัดเลือกแบคทีเรียกลุม  Bacillus โดยเฉพาะกลุมท่ีทนรอนในการผลิต

เอนไซมดวยกระบวนการหมักโดยใชหางน้ํายางเปนวัตถุดิบในการผลิตเอนไซมซึ่งยังมีคุณคาทางอาหารและ

มีปริมาณสําหรับการเล้ียงแบคทีเรียและการผลิตเอนไซมดังกลาวซึ่งเอนไซมมีประโยชนในอุตสาหกรรม

ตางๆโดยทําการหมักในลักษณะเปดท่ีไมตองทําการใชความรอนฆาเช้ือดวยเพื่อลดตนทุนการผลิต 

ตารางท่ี 1.4 ความสามารถของเช้ือแบคทีเรียในการผลิตเอนไซมยอยโปรตีนบนอาหารวุน skim milk 

 
Isolate 

Ratio of clear zone diameter to colony diameter 

pH 7 pH9 

Room temp 50oC Room temp 50oC 
061 1.8 2.0 1.4 2.2 

3/2/2 1.6 4.0 1.4 5.0 
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4. แนวทางการดําเนินการวิจัย  

4.1 เช้ือจุลินทรีย   

 เช้ือจุลินทรียท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้คือเช้ือแบคทีเรียในกลุม Bacillus ท่ีมีความสามารถในการผลิต

เอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสโดยแบงออกเปน 3 แหลงท่ีมาดวยกันจํานวนท้ังหมด 26 สายพันธุ ดังนี้ 

  - เช้ือแบคทีเรียในกลุม Bacillus ท่ีเก็บรักษาในหองปฏิบัติการภาควิชาจุลชีววิทยา 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรซึ่งมีรายงานวาเปนแบคทีเรียทนรอนและมีความสามารถในการสงเสริมการ

เติบโตของพืช (Talek et al.2012)  

- แบคทีเรียจากแหลงเก็บรักษาเช้ือในประเทศไทย (หนวยเก็บเช้ือ TISTR) ท่ีมีรายงานวามี

ความสามารถในการผลิตเอนไซม alkaline protease 

- แบคทีเรียท่ีไดทําการคัดแยกจากแหลงตางๆ โดยมี รายละเอียดการคัดแยกแบคทีเรีย

ดังนี้ 

นําตัวอยางดินจากสวนยาง บริเวณใตตนยางหรือดินบริเวณท่ีทํายางแผน ตัวอยางเศษข้ียาง และ

บริเวณอื่นๆ ท่ีมีแบคทีเรียยอยโปรตีน เชน ดินและน้ําท้ิงจากบริเวณโรงงานอุตสาหกรรมนมและผลิตภัณฑ

นม โรงฆาสัตว โรงงานผลิตภัณฑซีอิ้ว และ เตาเจียว น้ําท้ิงตลาดสด และ ดินจากปาประเภทตางๆเปนตน 

มาคัดแยกโดยใชวิธี plate diffusion method ซึ่งดัดแปลงจาก Horikoshi, 1991โดยช่ังตัวอยางดิน 1 

กรัม หรือ ปเปตตัวอยางน้ําท้ิง 1 มิลลิลิตรเจือจางในสารละลายน้ําเกลือความเขมขน 0.85 เปอรเซ็นต 

(normal saline) ท่ีปลอดเช้ือและทําใหมีระดับการเจือจางท่ีเหมาะสม จากนั้นแยกเช้ือโดยวิธี pour plate 

technique บนอาหารSkim milk agar ท่ีมีองคประกอบดังนี้ Glucose 2.0 กรัมตอลิตร K2HPO4 0.2 

กรัมตอลิตร MgSO4.7H2O 0.2 กรัมตอลิตร Skim milk 2.0 กรัมตอลิตร FeSO4 0.05 กรัมตอลิตร และ 

BKU31 7.0 12.0 4.0 6.0 
KKU11 1.5 3.0 1.5 3.0 
008 4.5 7.0 3.5 6.0 

KKU2 3.3 2.3 3.3 2.4 
27/1/7 2.0 2.6 3.0 2.4 

TISTR1045 2.3 No growth 2.5 No growth 
4/3/3 3.0 2.2 4.0 2.0 

TISTR 1010 3.6 2.5 3.2 2.7 
CM5 4.0 7.0 2.2 10.0 
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วุน 15.0 กรัมตอลิตร พีเอช 7.0 และ 9.0 นึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 นาที และ

อาหารท่ีมีหางน้ํายางท่ีเติมวุน บมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 40 - 45 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24-48 ช่ัวโมงจากนั้น

คัดเลือกเฉพาะโคโลนีท่ีมีวงใสอยูรอบๆทําเช้ือใหบริสุทธิ์โดยวิธี cross streak แลวเก็บเช้ือบริสุทธิ์ไวใน

หลอดอาหารวุนผิวเอียง Nutrient agar เพื่อใชศึกษาตอไป 

4.2 การคัดเลือกสายพันธุแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยอยโปรตีนโดยเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 

 นําเช้ือแบคทีเรียท้ังหมดจํานวน 26 สายพันธุมาคัดเลือกความสามารถในการผลิตเอนไซมอัล

คาไลน  โปรติเอสโดยแบงออกเปน 2 ข้ันตอนดังนี้คือ 

 4.2.1 การคัดเลือกเช้ือท่ีผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสบนอาหารแข็ง 

 นําเช้ือแบคทีเรียแตละไอโซเลทมาปลูกเช้ือแบบ Point inoculation ลงบนskim milk agar พีเอช 

7 บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง จากนั้นตรวจสอบความสามารถในการยอย

โปรตีนของแตละสายพันธุโดยวัดเสนผาศูนยกลางของโคโลนี (CO) และวงใสท่ีเกิดรอบโคโลนีของเช้ือ (CZ) 

แลวนํามาเปรียบเทียบระหวางคาผลตางระหวาง CZ และ CO (CZ - CO) และเปรียบเทียบอัตราสวน

ระหวาง CZ และ CO (CZ/CO) แลวคัดเลือกเฉพาะเช้ือท่ีใหท้ังสองคาสูงประมาณ 10 สายพันธุ 

 

 4.2.2 การเตรียมหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิม 

  เตรียมหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมทําไดโดย เติม 5% H2SO4 ปริมาตร 230mL ลงในหางน้ํายาง

ปริมาตร 1 ลิตร บมท่ี 60˚C เปนเวลา 10 นาทีจากนั้นทําการกรองดวยกระดาษกรอง Whatman No.1 

เพื่อแยกสกิมเครฟ ออกจากหางน้ํายาง ปรับพีเอชของหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมใหมีคาเทากับ 6.8-7.0 ดัง

แสดงในภาพท่ี 1.2 หางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมนําไปใชเปน basal ตอไป 

ภาพท่ี 1.2 แสดงการเตรียม Serum ท่ีใชเปน basal medium เพื่อผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 
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4.2.3 การคัดเลือกเช้ือท่ีผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสในอาหารเหลว 

 เข่ียเช้ือบริสุทธิ์ท่ีคัดเลือกไดจากขอ 4.2.1 แตละไอโซเลทประมาณ 2 ลูป มาเล้ียงในอาหาร

nutrient broth ปรับปริมาตร 25 มิลลิลิตรท่ีบรรจุใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร บมท่ี 37 

องศาเซลเซียสบนเครื่องเขยาท่ีความเร็วรอบ 170 รอบตอนาทีเปนเวลา 12 ช่ัวโมงเพื่อทําเปนกลาเช้ือ จาก

นั้นปเปตมา 5 มิลลิลิตรเล้ียงใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตรท่ีมีอาหาร serum medium และ 

nutrient supplement ท่ีมีองคประกอบดังนี้  K2HPO4 0.2 กรัมตอลิตร MgSO4.7H2O 0.2 กรัมตอลิตร 

Skim milk 2.0 กรัมตอลิตร และ FeSO4 0.05 กรัมตอลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสท่ีพีเอช 7และ 

9 บนเครื่องเขยาท่ีความเร็วรอบ 170 รอบตอนาทีเปนเวลา48ช่ัวโมงจากนั้นนํามาปนแยกเซลลออกดวย

เครื่อง refrigerated centrifuge ท่ี 10,000 รอบตอนาทีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 นาทีนํา

สวนใสท่ีไดไปวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส เปรียบเทียบความสามารถในการผลิต

เอนไซมจากเช้ือแบคทีเรียท่ีทดสอบ คัดเลือกสายพันธุ Bacillus ท่ีสามารถผลิตเอนไซมในอาหารหางน้ํายาง

ไดสูงสุด  1 สายพันธุเพื่อนําไปศึกษาตอไป 
  

4.3 การระบุชนิดของแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 

 4.3.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา และการทดสอบทางชีวเคมี 

 นําแบคทีเรียท่ีคัดเลือกไดจากขอ 2 มาศึกษาลักษณะทางสัญฐานวิทยาซึ่งไดแกการศึกษารูปราง

ของเซลล การติดสีแกรม การสรางสปอร และ ทดสอบสมบัติทางชีวเคมีตามวิธีของ Bergey’s Manual of 

Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994) ซึ่งไดแกการทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลส การ

สรางเอนไซมออกซิเดสและความสามารถในการหมักคารโบไฮเดรต โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา 

 4.3.2 การวิเคราะหลําดับเบสของยีน 16s rRNA 

 สกัดดีเอ็นเอของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกไดจากขอ 2 ท่ีดัดแปลงวิธีจาก Hopwood et al. (1985) 

จ ากนั้ น เ พิ่ มปริ ม า ณ ดี เ อ็ น เ อด ว ย เทคนิ คปฎิ กิ ริ ย า ลู ก โ ซ โ พ ลี เ ม อ เ ร ส โด ย ใช ไ พ ร เมอร  8 F 

(AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) และ 1492R (GGTTACCTTGTTACCACTT) การหาลําดับเบสของ16S 

rRNA จะใชเครื่องหาลําดับเบสอัตโนมัติและทําการเปรียบเทียบลําดับเบสของ16S rRNA จากแบคทีเรียท่ี

คัดเลือกกับแบคทีเรียสายพันธุอื่นๆโดยการทํา alignment และวิเคราะหผลในรูปแบบ phylogenetic 

tree โดยใชโปรแกรม MEGA5  

4.4. ศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสโดยใชวิธี Plackett-Burman design 
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ทําการคัดเลือกชนิดของสารอาหารและปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจากเช้ือ

แบคทีเรียทนรอน Bacillus โดยวางแผนการทดลองแบบ Plackett-Burman ปจจัยท่ีทําการศึกษามี

ท้ังหมด 7 ปจจัย ไดแก Skim milk (X1), Glucose (X2), K2HPO4 (X3), MgSO4  (X4), FeSO4  (X5), 

temperature (X6), และ CoCl2.6H2O (X7) โดยแตละปจจัยจะทําการศึกษา 2 ระดับ ไดแก ระดับตํ่า (-1) 

และระดับสูง (+1) แสดงดังตารางท่ี 5 ออกแบบการทดลองไดท้ังหมด 12 ส่ิงทดลอง  

 ตารางท่ี 1.5 การกําหนดระดับตํ่าสุด และ สูงสุดของชนิดสารอาหารและปจจัยท่ีศึกษาเพื่อใช           

กําหนดแผนการทดลองแบบ Plackett-Burman 

 

 

เมื่อนําปจจัยท่ีตองการศึกษาในระดับตํ่าสุด (-1) และสูงสุด (+1) ท่ีกําหนดไดไปออกแบบการ

ทดลองโดยใชวิธี Plackett-Burman ซึ่งสามารถออกแบบการทดลองไดท้ังหมด 12 การทดลอง การทดลอง

ละ 3 ซ้ํา ดังแสดงในตารางท่ี 1.6 ทําการเพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรียท่ีคัดเลือกไดตามการทดลองท่ีออกแบบ

การทดลองไว จากนั้นนําผลการทดลองท่ีไดไปวิเคราะหทางสถิติ โดยใชโปรแกรมทางสถิติ SPSS 11.5 for 

Windows และนําตัวแปรท่ีมีผลตอการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสศึกษาเพื่อหาคาท่ีเหมาะสมตอไป

ดวยวิธีพื้นผิวตอบสนอง 

ตารางท่ี 1.6 แบบการทดลองในการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสโดยใชแผนการทดลอง 
 Plackett-Burman  
 

Variable Symbol Level 

+1 -1 
Skim milk (g/L) X1 5.00 2.00 

Glucose (g/L) X2 5.00 2.00 

K2HPO4 (g/L) X3 0.50 0.20 

MgSO4 (g/L) X4 0.50 0.20 

FeSO4 (g/L) X5 0.05 0.005 

Temperature (oC) X6 42 37 

CoCl2.6H2O  X7 0.238 0 
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Run 

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

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

+1 

+1 

-1 

+1 

+1 

+1 

-1 

-1 

-1 

+1 

-1 

-1 

+1 

-1 

+1 

+1 

+1 

-1 

-1 

-1 

+1 

-1 

+1 

-1 

-1 

+1 

+1 

+1 

-1 

-1 

-1 

+1 

-1 

+1 

+1 

-1 

+1 

+1 

+1 

-1 

-1 

-1 

+1 

-1 

+1 

+1 

-1 

-1 

+1 

+1 

-1 

-1 

-1 

+1 

-1 

+1 

+1 

-1 

+1 

-1 

+1 

-1 

-1 

-1 

+1 

-1 

+1 

+1 

-1 

+1 

+1 

-1 

-1 

-1 

-1 

+1 

-1 

+1 

+1 

-1 

+1 

+1 

+1 

-1 

-1 

-1 

+1 

-1 

+1 

+1 

-1 

+1 

+1 

+1 

-1 

-1 

-1 

+1 

-1 

+1 

+1 

-1 

+1 

+1 

+1 

-1 

-1 

-1 

+1 

-1 

+1 

+1 

-1 

+1 

+1 

+1 

-1 

-1 

-1 

-1 

-1 

+1 

+1 

-1 

+1 

+1 

+1 

-1 

-1 

-1 

+1 

-1 

 

4.5 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสโดยวางแผนการทดลองแบบ 
Central composite design (CCD) และวิเคราะหผลทางสถิติโดยวิธีพื้นผิวตอบสนอง (RSM) 

นําปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตเอนไซมอลัคาไลนโปรติเอสจากการคัดกรองดวย Plackett-Burman มา

วางแผนการทดลองแบบ central composite design (CCD) ซึ่งประกอบดวย 3 สวน คือ จุดท่ีอยูบนแกน 

coordinate จุดท่ีอยูบนแกนหลัก และจุดศูนยกลาง รวมเปนหนวยการทดลองท้ังหมด โดยทําการทดลอง

แตละจุดๆละ 3 ซ้ํา โดยแสดงคาของแตละระดับดังตารางท่ี 1.7 

Variable Symbol  Code level 

-2 -1 0 1 2 



14 
 

 

ตารางท่ี 1.7 การกําหนดระดับของแตละปจจัยท่ีศึกษาโดยการวางแผนการทดลองแบบ Central 
composite design (CCD) เพื่อหาจุดท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 

  

4.6 การศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสในถังหมักขนาด 2.5 ลิตรในการหมัก
แบบเปด 

 ศึกษาการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจากเช้ือท่ีคัดเลือกในอาหารหางน้ํายางปริมาตร 2.5 ลิตร 

ในถังหมักแบบกวนผสมขนาด 5 ลิตรดวยกระบวนการหมักแบบเปดโดยศึกษาผลทางกายภาพ ไดแก อัตรา

การใหอากาศ 0.2 1.0 และ 2.0 vvm  อัตราการกวน 170 250 และ 350 รอบตอนาที (Sen,et al., 1993, 

Chu, et al.,1992,Fujiwara et al.,1987) ตอการผลิตเอนไซม  การทดลองละ 2 ซ้ํา ทําการศึกษาผลของ

ปจจัยตอการเติบโตและการผลิตเอนไซม  พิจารณาปจจัยท่ีมีผลใหการผลิตเอนไซมไดสูงสุดไปศึกษาตอไป 

4.7 การศึกษาสมบัติของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 

 4.7.1 การเล้ียงเช้ือ 

เล้ียงเช้ือ Bacillus sp. KU-K2 ลงในอาหาร Nutrient agar พีเอช 7.0 ท่ีมี 1% skim milk เปน

องคประกอบของ บมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-72 ช่ัวโมง จากนั้นใช loop เข่ียเช้ือมาจํานวน 2 

loop full Skim milk ลงในอาหาร BMSM broth พีเอช 7.0 (8.0 g/L, Glucose 1.0 g/L, K2HPO4 0.5 

g/L, CoCl2.H2O 0.02 g/L, FeSO4 0.005 g/L และ Rubber serum พีเอช 7.0 ปริมาตร 1 ลิตร) 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บมแบบเขยาท่ี 150 รอบตอนาที ท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ช่ัวโมง เพื่อทํา

เปนกลาเช้ือ จากนั้นปเปตมา 2.5 มิลลิลิตร เล้ียงใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีมีอาหาร 

BMSM broth พีเอช 7.0 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาท่ีความเร็ว

รอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 3 วัน จากนั้นนํามาปนแยกเซลลออกดวยเครื่อง refrigerated centrifuge 

ท่ี 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที นําสวนใสท่ีไดไปวิเคราะหกิจกรรม

และคุณลักษณะของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 

 4.7.2 อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 

Skim milk (g/L)  X1 4 6 8 10 12 
Glucose (g/L)  X2 0 0.5 1 1.5 2.0 
K2HPO4 (g/L)  X3 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 
CoCl2.6H2O 
(g/L)  

X7 0 0.06 0.12 0.18 0.24 
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 นํา crude enzyme มาวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส ท่ีอุณหภูมิ 30, 40, 45, 

50, 60, 70, 80 องศาเซลเซียส โดยใช 0.5% azo casein (ละลายใน 0.05 M glycine-NaOH buffer, pH 

9.0) เปน substrate ทําการทดลองจํานวน 3 ซ้ํา 

 4.7.3 ความคงตัวของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสตออุณหภูมิ 

 บม crude enzyme ท่ีอุณหภูมิ 30, 40, 45, 50, 60, 70, 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที 

จากนั้นวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส โดยใช 0.5% azo casein (ละลายใน 0.05 M 

glycine-NaOH buffer, pH 9.0) เปน substrate วิเคราะหกิจกรรมท่ี 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 

นาที ทําการทดลองจํานวน 3 ซ้ํา 

 4.7.4  พีเอชท่ีเหมาะสมตอกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 

 วิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส โดยเตรียม 0.5% azocasien ในบัฟเฟอรชนิด

ตางๆ ท่ีพีเอชตางๆ กัน โดยพีเอช 6.0-9.0 เตรียมใน 0.05 M phosphate buffer และพีเอช 9.0-12.0 

เตรียมใน 0.05 M glycine-NaOH buffer วิเคราะหกิจกรรมท่ี 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ทํา

การทดลองจํานวน 3 ซ้ํา 

 4.7.5 ความคงตัวของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสตอพีเอช 

 บม crude enzyme ในสภาวะท่ีมีคาพีเอช 6.0-12.0 ดวยในบัฟเฟอรชนิดตางๆ ท่ีมีคาพีเอชตางๆ 

กัน โดยพีเอช 6.0-9.0 ใช 0.05 M phosphate buffer และพีเอช 9.0-12.0 ใช 0.05 M glycine-NaOH 

buffer บมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที จากนั้นวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส โดย

ใช 0.5% azo casein (ละลายใน 0.05 M glycine-NaOH buffer, pH 9.0) เปน substrate วิเคราะห

กิจกรรมท่ี 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ทําการทดลองจํานวน 3 ซ้ํา 

 4.7.6 การศึกษาผลของสารเคมีและ metal ion ตอกิจกรรมเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 

 เตรียมสารละลาย 1mM PMSF, 10mM MgCl2, 10mM BaCl2, 10mM ZnCl2, 10mM FeCl3, 

5mM Phenanthroline, 10mM HgCl2, 5mM EDTA, 10mM CaCl2 (ความเขมขนสุดทายของการ

เกิดปฏิกิริยา) ลงใน 0.5% azo casein (ละลายใน 0.05 M glycine-NaOH buffer, pH 9.0) เพื่อใชเปน 

substrate ปเปตสารละลายมา มา 200 ไมโครลิตร ลงในหลอด micro centrifuge และอุนสารละลาย 

azo casein ท่ี 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลวทําปฏิกิริยากับสารละลายเอนไซม 100 ไมโครลิตร 

(ท่ีเจือจางไดความเขมขนท่ีเหมาะสมดวย phosphate buffer 0.05 M พีเอช 7) บมท่ีอุณหภูมิ 45 องศา
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เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที หยุดปฏิกิริยาดวย 10% tricholoacetic acid ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ปน

เหวี่ยงท่ี 5,000 rpm 5 นาที เพื่อแยกตะกอนโปรตีนออกสารสารละลาย นําสวนใส 600 ไมโครลิตร เติมลง

ในสารละลาย 0.1 N NaOH 700 ไมโครลิตร วัดคาการดูกลืนแสงท่ี 440 นาโนเมตร ทําการทดลองจํานวน 

3 ซ้ํา นําขอมูลผลของสารเคมีแตละชนิดตอเอนไซมท่ีไดไปเปรียบเทียบกับตัวควบคุม 

 4.7.7 การใชเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสยอยโปรตีนออกจากน้ํายางสด 

 นําน้ํายางสดปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร มาเจือจางดวย 0.05 M glycine-NaOH buffer, pH 9.0 

ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติมเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส (2.54 U/mL) ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร บมท่ี 

50 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางท่ีเวลา 0, 1, 2, 4, 6, 8 ช่ัวโมง จากนั้นเติม 10% tricholoacetic acid 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพื่อตกตะกอนโปรตีน จากนั้นนําไป 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที นําสวน

ใสท่ีไดไปวิเคราะหหาปริมาณกรดอะมิโนท่ีเกิดข้ึน โดยวิธีการของ Lowry ในท่ีนี้จะวัดปริมาณไทโรซีนท่ี

เกิดข้ึนโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานไทโรซีน เปรียบเทียบปริมาณไทโรซีนท่ีเกิดข้ึนในเวลาตาง เทียบกับ

ตัวอยางท่ีบมเวลาท่ี 0 ช่ัวโมง หากมีปริมาณไทโรซีนเกิดข้ึน แสดงวาเกิดปฏิกิริยาการยอยโปรตีนท่ีอยูในน้ํา

ยาง ทําการทดลองจํานวน 3 ซ้ํา 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

5.1 การคัดเลือกสายพันธุแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยอยโปรตีนโดยเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 
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 จากการคัดเลือกแบคทีเรียจํานวนท้ังหมด 26 สายพันธุในการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสโดย

ใชหางน้ํายางเปน basal medium ท่ี พีเอช 7.0 และ 9.0 และบมเปนเวลา 24 และ 48 ชม นั้นพบวา

แบคทีเรียสายพันธุ  KU-K2 ใหคากิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสสูงท่ีสุด (2.23 หนวยตอมล) 

หลังจากเพาะเล้ียงในอาหาร Serum medium พีเอช 7.0 เปนเวลา 48 ชม ดังภาพท่ี 1.3 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 1.3 แสดงกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสของเช้ือท้ัง 26 ไอโซเลทท่ีพีเอช 7.0 และ                 
พีเอช 9.0 A: ระยะเวลาการเล้ียงเช้ือ 24 ช่ัวโมง และ B: ระยะเวลาการเล้ียงเช้ือ 48 ช่ัวโมง 

 
5.2 การบงชนิดแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 

 จากการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสพบวาแบคทีเรีย

สายพันธุ KU-K2 ใหกิจกรรมของเอนไซมสูงท่ีสุดจึงไดนําแบคทีเรียสายพันธุดังกลาวมาจําแนกชนิดของ

แบคทีเรียโดยลักษณะทางสัณฐานวิทยา สมบัติทางชีวเคมี และ 16s rRNA gene ดังท่ีอธิบายในวิธีการ

ทดลอง โดยจากผลการทดลองพบวาแบคทีเรียสายพันธุ KU-K2 เปนแบคทีเรียแกรมบวกรูปรางแทง สราง

สปอร ดังภาพท่ี 1.4 

A 

B 
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ภาพท่ี1.4 ลักษณะของเซลลแบคทีเรียสายพันธุ KU-K2ภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง 
 ภาพ A: ยอมสีแบบ Gram’ stain และ B: ยอมสปอร 

 และจากการศึกษาความสัมพันธทางวิวัฒนาการของแบคทีเรียโดยใช 16s rRNA gene พบวา
แบคทีเรียสายพันธุ KU-K2 มีการเรียงลําดับเบสของยีน 16s RNA ใกลเคียงกับ B. licheniformis โดย ดัง
แสดงในภาพท่ี 5 และผลการทดสอบทางชีวเคมีเทียบกับ B. licheniformis ดังตารางท่ี 8 

 
 
 

 

 

 

 

ภาพท่ี 1.5  ตนไม
ความสัมพันธ ทาง

วิวัฒนาการของแบคทีเรีย สายพันธุ KU-K2  
ตารางท่ี 1.8 สมบัติทางชีวเคมีของ B. licheniformis และ Bacillus สายพันธุ KU-K2 
 
 

A B 
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5.3. การศึกษา
ปจจัยท่ีมี ผลตอการ
ผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสโดยใชวิธี Plackett-Burman design 

 เมื่อศึกษาชนิดของสารอาหาร และปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตเอนไซมอลัคาไลนโปรติเอสจากเช้ือ

แบคทีเรีย B.licheniformis (KU-K2)  ตามแผนการทดลองท่ีออกแบบโดยวิธี Plackett-Burman โดยทํา

การเพาะเล้ียงในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีมีอาหารปริมาตร 25 มิลลิลิตร นําไปบมบนเครื่องเขยาท่ี

 B. licheniformis KU-K2 

Catalase  + + 

Anaerobic growth  + ND 

VP test  + + 

Acid formation from    

       D-glucose  + + 

       L-arabinose  + + 

       D-xylose + + 

       D-mannitol  + + 

Hydrolysis    

       Casein + + 

       Gelatin  + + 

       Starch + + 

Utilization   

       Citrate  + + 

       Propionate  + - 

       Phenylalanine  - - 

       Nitrate  + ND 

Growth in NaCl    

        5%  + + 

        7%  + + 

        10%  ND + 
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ความเร็วรอบ 170 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ช่ัวโมง พบวาในแตละการทดลองมีคาของกิจกรรมเอนไซมอัล

คาไลนโปรติเอส แตกตางกัน โดยพบวาการทดลองท่ี 2 ท่ีประกอบดวย Skim milk 5 กรัมตอลิตร 

Glucose 2 กรัมตอลิตร K2HPO4 0.5 กรัมตอลิตร MgSO4 0.5 กรัมตอลิตร FeSO4 0.05 กรัมตอลิตร 

อุณหภูมิ 37 องศาและ CoCl2.6H2O 0 กรัมตอลิตร ใหกิจกรรมของเอนไซมสูงท่ีสุด ดังตารางท่ี 1.9 

ตารางท่ี 1.9 ผลการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส37ของเช้ือ37แบคทีเรีย   
B.licheniformis (KU-K2) ในแตละการทดลอง 

 
 

เมื่อนําผลการทดลองท่ีไดท้ัง 12 การทดลองไปวิเคราะหผลทางสถิติ โดยใชโปรแกรมทางสถิติ 

SPSS 11.5 เพื่อคัดเลือกปจจัยท่ีมีความสําคัญตอการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 3 7จากเช้ือ 3 7แบคทีเรีย 

B.licheniformis (KU-K2)  จากตารางท่ี 1.10 แสดงคา Mean square คาสถิติ F (F-value) และคา

นัยสําคัญของการทดสอบ (P-value) โดยการคัดเลือกปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 

นั้นจะพิจารณาจากคา P-value ท่ีนอยกวาระดับนัยสําคัญท่ี 0.05 ซึ่งจากการวิเคราะหพบวามีเพียง 4 ตัว

แปร ไดแก Skim milk (X1), Glucose (X2),  K2HPO4 (X3) และ CoCl2.6H2O (X7) เปนปจจัยท่ีมีผลตอ

การผลิตเอนไซมอลัคาไลนโปรติเอส อยางมีนัยสําคัญท่ีระดับความเช่ือมั่น 95 เปอรเซ็นต (P<0.05)  

ตารางท่ี 1.10 ผลวิเคราะหทางสถิติโดยใชวิธี Plackett-Burman ออกแบบการทดลองตอการผลิต
เอนไซมอลัคาไลนโปรติเอส37จากเช้ือ37แบคทีเรีย B. licheniformis (KU-K2) 

Run  Experimental variable Protease activity 
(units/mL)*  X1   X2  X3   X4   X5   X6   X7   

1   +1  +1   -1    +1   +1   +1   -1  2.98 ±0.218 
2   +1   -1   +1   +1   +1   -1   -1  3.22 ±0.379 
3   -1   +1   +1   +1   -1   -1   -1  2.81 ±0.122 
4   +1   +1   +1   -1   -1   -1   +1  2.88 ±0.081 
5   +1   +1   -1   -1   -1   +1   -1  2.57 ±0.011 
6   +1   -1   -1   -1   +1   -1   +1  1.99 ±0.609 
7   -1   -1   -1   +1   -1   +1   +1  0.30 ±0.081 
8   -1   -1   +1   -1   +1   +1   -1  1.83 ±0.103 
9   -1   +1   -1   +1   +1   -1   +1  2.05 ±0.115 
10   +1   -1   +1   +1   -1   +1   +1  2.11 ±0.184 
11   -1   +1   +1   -1   +1   +1   +1  2.37 ±0.023 
12   -1   -1   -1   -1   -1   -1   -1  1.94 ±0.218 
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*Values are indicated as mean ±SD (n=2)  

 5.4 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสโดยวางแผนการทดลองแบบ 

Central composite design (CCD) และวิเคราะหผลทางสถิติโดยวิธีพื้นผิวตอบสนอง (RSM) 

หลังจากทําการศึกษาคัดเลือกปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตเอนไซม อัลคาไลนโปรติเอส โดยใชวิธีทาง

สถิติ Plackett-Burman ออกแบบการทดลอง โดยนําปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอ

สมาศึกษาหาคาท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสโดยใชวิธีพื้นผิวตอบสนอง สําหรับ

รูปแบบท่ีใชในการออกแบบการทดลอง คือ Central composite design (CCD) สําหรับปจจัยท่ีนํามา

ศึกษามีท้ังหมด 4 ปจจัย ไดแก ไดแก Skim milk (X1), Glucose (X2),  K2HPO4 (X3) และ CoCl2.6H2O 

(X7)  โดยแตละปจจัยท่ีทําการศึกษาจะแบงออกเปน 5 ระดับ ไดแก -2, -1, 0, 1และ 2  แสดงดังตารางท่ี 

1.11  

Source 
Type III Sum 
of Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 6.153(a) 7 .879 9.580 .023 

Intercept 61.038 1 61.038 665.203 .000 
X1 :Skim milk 1.668 1 1.668 18.179 .013 
X2 :Glucose 1.518 1 1.518 16.543 .015 
X3 :K2HPO4 .958 1 .958 10.437 .032 
X4 :MgSO4 .001 1 .001 .013 .914 
X5 :FeSO4 .278 1 .278 3.028 .157 

X6 :Temperature .619 1 .619 6.749 .060 
X7 :CoCl2.6H2O 1.111 1 1.111 12.112 .025 
Error .367 4 .092 

  
Total 67.559 12 

   
Corrected Total 6.520 11 
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ตารางท่ี 1.11 ปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสนํามากําหนดระดับของปจจัยเพื่อหาจุดท่ี
เหมาะสมในการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 

ในแตละการทดลองทํา 2 ซ้ํา ซึ่งสามารถออกแบบการทดลองไดท้ังหมด 30 การทดลอง โดยทํา

การทดลองในระดับกลางจํานวน 6 ซ้ํา (การทดลองท่ี 25-30) เมื่อทําการทดลองตามแผนท่ีออกแบบการ

ทดลองท้ัง 30 การทดลอง พบวาในแตละการทดลองมีคาของกิจกรรมเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส ท่ี

แตกตางกัน โดยการทดลองท่ี 23 ประกอบดวย Skim milk (X1) เทากับ 8  กรัมตอลิตร, Glucose (X2) 

เทากับ 1 กรัมตอลิตร , K2HPO4 (X3) เทากับ 0.8 กรัมตอลิตรและ CoCl2.6H2O (X7) เทากับ 0 กรัมตอ

ลิตร  โดยมีกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสเทากับ 6.67  หนวยตอมล แสดงดังตารางท่ี 1.12  

  

Variable Symbol Code level 
-2 -1 0 1 2 

Skim milk (g/L)  X1 4 6 8 10 12 
Glucose (g/L)  X2 0 0.5 1 1.5 2.0 
K2HPO4 (g/L)  X3 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 
CoCl2.6H2O 
(g/L)  

X7 0 0.06 0.12 0.18 0.24 
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ตารางท่ี 1.12 กิจกรรมเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสท่ีไดจากการมดลองและการคํานวณจากสมการ  
                ในแตละการทดลอง 

Run Variable Protease activity (u/mL) 

Skim milk  Glucose K2HPO4 CoCl2.H2O Mean Observed Predicted 
1 -1 -1 -1 -1 4.32 3.43 

2 +1 -1 -1 -1 4.75 4.65 

3 -1 +1 -1 -1 3.93 3.54 

4 +1 +1 -1 -1 4.86 4.95 

5 -1 -1 +1 -1 4.52 4.13 

6 +1 -1 +1 -1 5.12 4.57 

7 -1 +1 +1 -1 4.57 4.32 

8 +1 +1 +1 -1 4.89 4.96 

9 -1 -1 -1 +1 1.01 1.05 

10 +1 -1 -1 +1 0.91 1.83 

11 -1 +1 -1 +1 0.88 2.09 

12 +1 +1 -1 +1 2.57 3.06 

13 -1 -1 +1 +1 0.88 1.45 

14 +1 -1 +1 +1 0.94 1.45 

15 -1 +1 +1 +1 2.37 2.58 

16 +1 +1 +1 +1 1.20 2.76 

17 -2 0 0 0 2.15 2.47 

18 +2 0 0 0 4.99 3.88 

19 0 -2 0 0 1.01 1.33 

20 0 +2 0 0 3.87 2.76 

21 0 0 -2 0 3.20 2.89 

22 0 0 +2 0 3.77 3.30 

23 0 0 0 -2 5.09 6.67 

24 0 0 0 +2 4.47 2.10 

25 0 0 0 0 4.68 4.38 

26 0 0 0 0 4.60 4.38 

27 0 0 0 0 4.19 4.38 

28 0 0 0 0 4.29 4.38 

29 0 0 0 0 4.39 4.38 

30 0 0 0 0 4.13 4.38 

 

การหาจุดท่ีเหมาะสมของตัวแปรท่ีศึกษาตอการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 
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ภาพท่ี 1.6 กราฟพื้นผิวตอบสนอง และคอนทัวรแสดงปฏิสัมพันธระหวางปจจัย 
A: Glucose และ skim milk B: Glucose และ K2HPO4 C: Skim milk และ K2HPO4 

  
 
 

 
 
 
 
 

ผลของ Skim milk และ CoCl2.6H2O   

 

 

A 

ผลของ Glucose และ Skim milk  

 

ผลของ Glucose และ K2HPO4 

 

ผลของ Skim milk และ K2HPO4 

 

A 

B 

C 



25 
 

 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 1.7 กราฟพื้นผิวตอบสนอง และคอน
ทัวรชองปฏิสัมพันธระหวางปจจัย 

  A:  Skim milk และ CoCl2.6H2O B: Glucose และ CoCl2.6H2O C: K2HPO4 และ CoCl2.6H2O 
ภาพพื้นผิวตอบสนอง (ภาพ 3 มิติ) และคอนทัวรพลอต (ภาพ 2 มิติ) จะแสดงถึงอิทธิพลของแตละ

ตัวแปร และปฏิสัมพันธระหวางตัวแปรตอการผลิตเอนไซม ภาพท่ี 1.6 และ 1.7 แสดงผลของภาพพื้นผิว

ตอบสนอง (ภาพ 3 มิติ) และคอนทัวรพลอต (ภาพ 2 มิติ)  

จากการวิเคราะหพื้นผิวตอบสนองท้ัง 6 ภาพ พบวาจุดท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโป

รติเอสคือ ใชความเขมขนของสารอาหารใน non rubber serum 1 ลิตร ประกอบดวย Skim milk 9.82 

กรัมตอลิตร Glucose  0.97 กรัมตอลิตร K2HPO4 0.82 กรัมตอลิตร MgSO4 0.2 กรัมตอลิตร FeSO4 

0.05กรัมตอลิตร อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พีเอช 7.0 ความเร็วรอบ 170 รอบตอนาที และระยะเวลา

การบม 48 ช่ัวโมง โดยอัตราสวนระหวางหางน้ํายางกับน้ําสําหรับผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสในหนึ่ง

ลิตรคือ 1:1 คือหางน้ํายาง 0.5 ลิตรกับน้ําท่ีเติมสารอาหาร 0.5 ลิตร โดยสาเหตุท่ีตองเจือจางน้ํายางใน

อัตราสวน 1:1 นั้นเพื่อลดความเขมขนของ COD และสารอินทรียท่ีมีอยูในหางน้ํายางเนื่องสารอินทรียท้ัง

โปรตีน น้ําตาล และสารเคมีท่ีใชในการเตรียมอาจมีผลในการยับยั้งการเจริญและผลิตเอนไซมอัลคาไลนโป

ผลของ Glucose และ CoCl2.6H2O 

  

 

 

ผลของ K2HPO4 และ  CoCl2.6H2O 

  

 

 

B 

C 
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รติเอสได โดยตนทุนในการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจากสูตรอาหารท่ีเหมาะสมในระดับ

หองปฏิบัติการนั้นแสดงดังตารางท่ี 10 ซึ่งพบวาเอนไซม 1 ลิตรจะใชตนทุนในการผลิตประมาณ 18.9 บาท 

1 อยางไรราคาหางน้ํานมเปนารคามนหองปฎิบัติการซึงถาเปนราคาระดับโรงานจะมีตนทุนตํ่ากวา 

ตารางท่ี 1.13  วัตถุดิบและตนทุนในการผลิตเอนไซมอังคาไลนโปรติเอส 1 ลิตร 

วัตถุดิบ จํานวนตอลิตร/

หนวย 

ราคาตนทุนตอลิตร (บาท) รวม 

(บาท) 

1. หางน้ํายางท่ีแยกยางสกิม 500/มล. 0 0 

2. Skim milk 9.82/กรัม   13.16 13.16 

3. Glucose 0.97/กรัม 0.5 13.66 

4. K2HPO4 0.82/กรัม 0.74 14.4 

5. MgSO4 0.2/กรัม 0.14 14.54 

6. FeSO4 0.05/กรัม 0.05 14.59 

7. คาน้ํา 500/กรัม 0.02 14.61 

8. คาไฟ 3/วัน 4.27 18.9 

5.5 ศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสในถังหมักขนาด 5.0 ลิตรในการหมักแบบ
เปด 

เมื่อทําการเพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย B. licheniformis (KU-K2) ภายใตสภาวะท่ีเหมาะสมในถัง

หมักแบบกวนขนาด 5.0 ลิตร ซึ่งบรรจุปริมาตรอาหารเทากับ 2.5 ลิตร ดวยอัตราการใหอากาศเทากับ 1.0 

และ 2.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ทําการเพาะเล้ียงเปนเวลา 48 ช่ัวโมง และใหอัตราการ

กวนเทากับ 250 และ 350 รอบตอนาที จํานวน 2 ซ้ํา โดยพบวาท้ัง 3 batch กิจกรรมของเอนไซมจะสูง

ท่ีสุดท่ีช่ัวโมงท่ี 48 ซึ่งสภาวะท่ีใหอัตราการกวนเทากับ 250 รอบตอนาทีและอัตราการใหอากาศเทากับ 2.0 

ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ใหกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสสูงท่ีสุดเมื่อเทียบกับ

การใหอัตราการกวน 350 รอบตอนาทีและอัตราการใหอากาศ 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอ

นาที แสดงวาเช้ือแบคทีเรีย B. licheniformis (KU-K2) ตองการอากาศในปริมาณสูงสําหรับการเจริญแตไม

ตองการการกวนท่ีมากเกินไป ดังแสดงในภาพท่ี 1.8, 1.9, 1.10 และ 1.11 
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ภาพท่ี 1.8 กิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส( ) และ พีเอช ( ) ท่ีระยะเวลาตางๆ 

ภายใตสภาวะการใหอากาศ 1.0 vvm และอัตราการกวน 250 รอบตอนาที 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

  
ภาพท่ี 1.9 กิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลน โปรติเอส( ) และพีเอช ( ) 

ท่ีระยะเวลาตางๆ ภายใตสภาวะการใหอากาศ 2.0 vvm และอัตราการกวน 250 รอบตอ
นาที 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 



28 
 

 

0

2

4

6

8

10

0.00

1.00

2.00

3.00

4.00

0 6 12 18 24 30 36 42 48

pH
 

A
lk

al
in

e 
Pr

ot
ea

se
 a

ct
iv

ity
 (U

/m
L

) 

Time (hours) 

 
 
 
 
ภาพท่ี 1.10 กิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส( ) และพีเอช ( ) ท่ีระยะเวลาตางๆ 

ภายใตสภาวะการใหอากาศ 1.0 vvm และอัตราการกวน 350 รอบตอนาที 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
ภาพท่ี 1.11   กิจกรรมของเอนไซมอัล คาไลนโปรติเอส( ) และพีเอช (

) ท่ีระยะเวลาตางๆ ภายใตสภาวะการใหอากาศ 2.0 vvm และอัตราการกวน 350 
รอบตอนาที 

 
 

5.6 ศึกษาสมบัติของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 

5.6.1 การเลี้ยงเช้ือ 

เมื่อเล้ียงเช้ือ Bacillus sp. KU-K2 ลงในอาหาร BMSM broth พีเอช7.0 ท่ีมีองคประกอบของ 

Rubber serum พบวาเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสผลิตไดสูงสุดเมื่อเล้ียงเช้ือเปนเวลา 3 วัน ไดเอนไซม

เทากับ 2.54 U/mL 

5.6.2 ผลของอุณหภูมิตอกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 

 ผลการศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเกิดกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส โดยวิเคราะห

กิจกรรมของเอนไซมในชวงอุณหภูมิ 30-80 องศาเซลเซียส (พีเอช9.0) พบวาเมื่อวิเคราะหกิจกรรมใน
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สภาวะท่ีมีอุณหภูมิข้ึนกิจกรรมของเอนไซมก็จะมีคาเพิ่มข้ึน โดยอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเกิดกิจกรรมของ

เอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสคือ 60 องศาเซลเซียส แตอยางไรก็ตาม เมื่อกิจกรรมของเอนไซมจะมีคาลดลง

เมื่อบมท่ีอุณหภูมิสูงกวา 60 องศาเซลเซียส โดยพบกิจกรรมของเอนไซมเทากับ 80 และ 75 เปอรเซ็นต 

เมื่อบมท่ีอุณหภูมิ 70 และ 80 องศาเซลเซียส ตามลําดับ 

 Serine alkaline protease จาก Bacillus sp. SSR1 มีคาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเกิดกิจกรรม

ของเอนไซมท่ี 45 องศาเซลเซียส (Singh และคณะ, 2001) 

 โดยการทดลองนี้อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเกิดกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส คือ 60 

องศาเซลเซียส ซึ่งสอดคลองกับเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสท่ีผลิตจากB. clausii GMBAE 42 (Kazan และ

คณะ, 2005), B. mojavensis A21 (Haddarและคณะ, 2009) และBacillus sp. B001 (Deng และคณะ, 

2010) 

เมื่อนําเอนไซมบมท่ี 30-80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที พบวาเอนไซมมีคาความคงตัวในชวง 

30-50 องศาเซลเซียส และเมื่อบมท่ีอุณหภูมิข้ึนคากิจกรรมของเอนไซมจะลดลงโดยเอนไซมมีคาครึ่งชีวิต

หรือมีคากิจกรรมเหลือ 50 เปอรเซ็นตเมื่อเทียบกับเอนไซมเริ่มตน คือ 62 องศาเซลเซียส เมื่อบมเอนไซมท่ี 

80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที พบวาตรวจไมพบกิจกรรมของเอนไซม 

ตารางท่ี 1.14 อุณหภูมิท่ีเหมาะสมและความคงตัวของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 

 

อุณหภูมิ 

(°C) 

อุณหภูมิท่ีเหมาะสม 
(% relative) 

ความคงตัว 
(% relative) 

30 39.98 ± 0.67 100.00 ± 3.20 
40 59.38 ± 3.56 79.36 ± 3.04 
45 84.94 ± 3.75 80.30 ± 1.89 
50 87.51 ± 0.67 76.09 ± 0.66 
60 100.00 ± 5.31 59.52 ± 0.85 
70 79.47 ± 3.88 15.15 ± 1.34 
80 74.87 ±6.44 6.78 ± 4.27 
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ภาพท่ี 1.12 อุณหภูมิท่ีเหมาะสม ( ) และความคงตัว ( ) ของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 

5.6.3 ผลของพีเอชตอกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 

 ผลการศึกษาคาพีเอชท่ีเหมาะสมตอการเกิดกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส โดยวิเคราะห

กิจกรรมของเอนไซมในชวงพีเอช6.0-12.0 ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส พบวาเมื่อวิเคราะหกิจกรรมของ

เอนไซมในสภาวะท่ีมีคาพีเอชสูงข้ึน คากิจกรรมของเอนไซมก็จะสูงตามข้ึนไป โดยมีคากิจกรรมสูงสุดท่ีพีเอช

10.0 และ คากิจกรรมของเอนไซมจะลดลงเมื่อมีคาพีเองสูงกวา 10.0 ซึ่งในสภาวะพีเอช12.0 กิจกรรมของ

เอนไซมจะเหลือเพียง 50 เปอรเซ็นต เมื่อเทียบกับคาเอนไซมสูงสุด 

 โดยการทดลองนี้สอดคลองกับเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสท่ีผลิตจาก Bacillus sp. SSR1(Singh 

และคณะ, 2001),B. mojavensis A21 (Haddarและคณะ, 2009), thermophilic bacterium EP1001 

(Wilson และ Remigio, 2012) โดยมีคาพีเอชท่ีเหมาะสมตอการเกิดกิจกรรมเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส

เทากับ 10.0 

 เมื่อบมเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสในสภาวะท่ีมีพีเอชในชวง 6.0-12.0 ท่ี 45 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 30 นาที จากนั้น นําเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสภายหลังจากการบมในสภาวะท่ีมีพีเอชในชวงมา

วิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมในสภาวะพีเอช9.0 ท่ี 45 องศาเซลเซียส พบวา เอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสมี

ความคงตัวอยูในชวงพีเอช9.0-12.0 จะเห็นไดวาเอนไซมมีศักยภาพในการเกิดกิจกรรมและทนสภาวะความ

เปนดางได ซึ่งสามารถนําไปใชไดในอุตสาหกรรมตางได เชน อุตสาหกรรมผงซักฟอก หรือ อุตสาหกรรมฟอก

หนังสัตว เปนตน 

ตารางท่ี 1.15 พีเอชท่ีเหมาะสมและความคงตัวของพีเอชตอเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 
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พีเอช พีเอชท่ีเหมาะสม 

(% relative) 
ความคงตัว 

(% relative) 
6 32.64 ± 1.75 44.03 ± 4.07 
7 60.74 ± 8.77 54.53 ± 2.04 
8 69.42 ± 2.34 67.08 ± 1.75 
9 81.20 ± 1.46 95.68 ± 4.36 
10 100.00 ± 5.84 100.00 ± 0.29 
11 81.40 ± 8.77 95.27 ± 2.04 
12 52.07 ± 1.17 86.21 ± 2.62 

 

 
 

ภาพท่ี 1.13 พีเอชท่ีเหมาะสม ( ) และความคงตัว ( ) ของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 

 

5.6.4 ผลการทดลองผลของสารเคมีตอกิจกรรมเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 

 เมื่อบมเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสในสภาวะท่ีมี metal ions และ protease inhibitor พบวา

กิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสมีปริมาณลดลงในสภาวะท่ีมี 1mM PMSF, 10mM Mg2+,10mM 

Ba2+,10mM Zn2+, 10mM Fe3+, 5mMPhenanthroline, 10mM Hg2+, 5mM EDTA และ 10 mM Ca2+ 

 PMSF เปนสารยับยั้ง serine protease โดยเกิดปฏิกิริยา sulphonationบริเวณ serine ท่ีอยู

บริเวณเรงของเอนไซม จากการทดลองเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสถูกยับยั้งโดย 1mM PMSF โดยมีกิจกรรม
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ของเอนไซมเหลือ 50 เปอรเซ็นตเมื่อเทียบกับตัวควบคุม แตอยางไรก็ตามโดยท่ัวไปแลว serine protease 

จะไมพบการถูกยับยั้งดวย EDTA ซึ่งเปน metal chelating agent แตจากการทดลองพบการยับยั้ง 54 

เปอรเซ็นตเมื่อเทียบกับตัวควบคุม จึงสรุปไดวาเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสชนิดนี้ตองการ metal ions ใน

การเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ Wilson และ Remigio (2012) 

 เมื่อพิจารณาถึงผลของ metal ions ตอกิจกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส พบวา 

divalent metal ions มีผลตอกิจกรรมของเอนไซม คือทําใหกิจกรรมของเอนไซมลดลง ซึ่งสอดคลองกับ

งานวิจัยของ Huddusและ Ramteke (2008) และ Haddarและคณะ (2009)  

ตารางท่ี 1.16 ผลของสารเคมีตอกิจกรรมเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 

 

สารเคมี 
(final concentration assay) Relative activity 

Protease 
inhibited 

Control 100.00 ± 2.68 - 
1 mM PMSF 50.13 ± 6.11 Serine protease 
10 mM Mg2+ 56.21 ± 2.99 - 
10 mM Ba2+ 45.52 ±2.50 - 
10 mM Zn2+ 23.37 ± 3.98 - 
10 mM Fe3+ 9.03 ± 4.53 - 
5 mMPhenanthroline 54.04 ± 1.59 Metallo-protease 
10 mM Hg2+ 11.03 ± 1.43 - 
5 mM EDTA 53.69 ± 9.51 Metallo-protease 
10 mM Ca2+ 61.51 ± 11.09 - 

5.6.5 การใชเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสยอยโปรตีนออกจากน้ํายางสด 

 เมื่อนําเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสมายอยโปรตีนในน้ํายางสดโดยบมท่ี 50 องศาเซลเซียส เก็บ

ตัวอยางท่ีเวลา 0, 1, 2, 4,6, 8 ช่ัวโมง จากนั้นเติม 10% tricholoacetic acid เพื่อตกตะกอนโปรตีน 

จากนั้นวิเคราะหหาปริมาณกรดอะมิโนท่ีเกิดข้ึน ในการทดลองนี้จะวัดปริมาณไทโรซีนท่ีเกิดข้ึนเปรียบเทียบ

ปริมาณไทโรซีนท่ีเกิดข้ึนในเวลาตาง เทียบกับตัวอยางท่ีบมเวลาท่ี 0 ช่ัวโมง หากมีปริมาณไทโรซีนเกิดข้ึน 

แสดงวาเกิดปฏิกิริยาการยอยโปรตีนท่ีอยูในน้ํายางผลการทดลองพบวาเมื่อบมเอนไซมนานเพิ่มข้ึนจะพบวา

มีปริมาณไทโรซีนเพิ่มมากข้ึนตามไปดวย แสดงใหเห็นวาเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสมีศักยภาพในการยอย

โปรตีนท่ีอยูในน้ํายางสดได ดังนั้นเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจากเช้ือท่ีแยกได สามารถนํามาประยุกตใชใน

อุตสาหกรรมท่ีเกี่ยวของกับน้ํายางไดในอนาคต 
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ตารางท่ี 1.17 ปริมาณไทโรซีนท่ีเกิดข้ึนภายหลังจากการยอยสลายโปรตีนออกจากน้ํายางดวย 

           เอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 

 
เวลา 

(ช่ัวโมง) 
ไทโรซีน 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
0 0.00 ± 0.51 
1 190.54 ± 14.91 
2 204.59 ± 0.38 
4 211.89 ± 12.99 
6 245.41 ± 7.64 
8 260.54 ± 0.76 

 

 
ภาพท่ี 1.14 ปริมาณไทโรซีนท่ีเกิดข้ึนภายหลังจากการยอยสลายโปรตีนออกจากน้ํายาง 

ดวยเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 

 

แนวทางการนําเอนไซมไปประยุกตใชในอุตสาหกรรม 

 จากงานวิจัยนี้จะเห็นไดวาการนํา Rubber serum มาเปนองค ประกอบของอาหารเล้ียงสําหรับ

ผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจะเปนมาเพิ่มมูลคาของท้ิงของกระบวนการผลิตยาง โดยสามารถมาผลิต

เอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส ซึ่งเปนเอนไซมท่ีมีราคาแพง ประกอบปจจุบันประเทศยังนําเขาเอนไซมอัล

คาไลนโปรติเอส จากตางปะเทศเปนจํานวนมาก 
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 เมื่อพิจารณาถึงคุณลักษณะของเอนไซมจะเห็นไดวาเอนไซมมีความคงตัวและเกิดกิจกรรมไดท่ี

อุณหภูมิสูง และ พีเอชในชวงดาง ดังนั้นเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสท่ีผลิตไดมีความเหมาะสมสําหรับในการ

นําไปพัฒนาและใชในอุตสาหกรรมผงซักฟอก หรือ อุตสาหกรรมฟอกหนังสัตว นอกจากนั้นเมื่อพิจารณาถึง

คุณสมบัติในการยอยโปรตีนออกน้ําจากน้ํายางสด จะเห็นไดวาเอนไซมชนิดนี้มีศักยภาพในการยอยโปรตีน

ออกจากน้ํายางสดได โดยสามารถลดปริมาณโปรตีนในน้ํายางสด และเพิ่มความบริสุทธิ์ใหแกน้ํายางได 

สงผลใหน้ํายางสดมีคุณภาพเพิ่มมากข้ึน 

 

 

 

6. สรุปผลการวิจัย 
 

งานวิจัยนี้ไดทําการศึกษาการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสโดยใชหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมอ

อกเปนแหลงของสารอาหารและแรธาตุ โดยจากการคัดแยกสายพันธุ Bacillus ในการผลิตเอนไซมอัล

คาไลนโปรติเอส พบวาสายพันธุ KU-K2 เปนสายพันธุท่ีผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสไดสูงท่ีสุด (2.3 

หนวยตอ มล.) โดยเมือระบุชนิดสายพันธุ KU-K2 ดวยการเปรียบเทียบลําดับเบสของ 16s rRNA gene และ

การทดสอบทางชีวเคมีพบวาเปนสายพันธุ B. lichieniformis  จากนั้นไดศึกษาปจจัยทางโภชนาการและหา

คาท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสของ B.licheniformis (KU-K2) ในระดับฟลาสกดวย

การออกแบบการทดลองทางสถิติโดยใช Plackett-Burman design (PB) และCentral Composite 

Design (CCD) พบวาเช้ือสายพันธุ KU-K2 สามารถผลิตเอนไซมได 6.67 หนวยตอ มล. จากการใชหางน้ํา

ยางท่ีแยกยางสกิมออกความเขมขนในอัตราสวน 1:1 และเมื่อทําการเล้ียงเช้ือในถังหมักแบบกวนผสมขนาด 

5.0 ลิตรปริมาตร 2.5 ลิตร โดยใชองคประกอบของสารอาหารเชนเดียวกับในระดับฟลาสกพบวาเช้ือ

สามารถผลิตเอนไซมได 5.97 หนวยตอ มล. หลังจากการหมักเปนเวลา 48 ช่ัวโมงโดยไมควบคุมพีเอช และ

ควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส อัตราการกวนท่ี 250 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศเทากับ 2.0 

ปริมาตรอาหารตอปริมาตรตอนาที  และเมื่อนําเอนไซมท่ีผลิตไดไปศึกษาสมบัติบางประการของเอนไซมเพื่อ

รูขอมูลสําหรับนําไปประยุกตใชนั้นพบวา เอนไซมลคาไลนโปรติเอสท่ีผลิตไดทํางานไดดีท่ีอุณหภูมิ   60 

องศาเซลเซียส และ พีเอช 10.0 มีความคงทนท่ี ชวงอุณหภูมิ 30-50 องศาเซลเซียส   และ ชวงพีเอช 9.0-

11.0 ซึ่งมีความเหมาะสมท่ีจะนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมส่ิงทอง (textile) และอุตสาหกรรมผลิตภัณฑ

ซักลาง (detergent) ไดเปนอยางดี 

 จากผลของงานวิจัยดังกลาวแสดงใหเห็นวาหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมออกนั้นมีความเหมาะสมท่ีจะ
นํามาใชสําหรับผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสดวยกระบวนการหมักแบบเปดโดยใชในอัตราสวน 1:1  
เนื่องจากมีสารอาหารและแรธาตุท่ีชวยใหเช้ือจุลินทรียสามารถเจริญและผลิตเอนไซมได (2.3 หนวยตอ มล. 
) แตเพื่อเพิ่มความสามารถในการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจึงจําเปนตองเติมสารอาหารและแรธาตุ
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เพิ่มเขาไปเพื่อเหนี่ยวนําใหผลิตเอนไซมไดมากข้ึน (6.67 หนวยตอ มล.) โดยเมื่อคํานวณตนทุนในการผลิต
เอนไซมดังกลาวสําหรับนําไปใชในอุตสาหกรรมมีความเปนไปไดสูง (18.9บาทตอลิตร) เพราะกระบวนการ
หมักไมซับซอน หมักในกระบวนการหมักแบบเปด นอกจากนี้ในเชิงส่ิงแวดลอมกระบวนการหมักดังกลาวมี
สวนชวยในการลดของเสียจากโรงงานผลิตยางขน นอกจากนั้นเซลลแบคทีเรีย B. licheniformis (KU-K2) 
ท่ีไดจากกระบวนการหมักยังมีสมบัติในการสงเสริมการเติบโตของพืช ท่ีมีสมบัติในการผลิตสารออกฤทธิ์ทาง
การเกษตรไดอีกดวย โดยเมื่อขยายขนาดการผลิตในระดับใหญนอกจากจะชวยลดความยุงยางในการบําบัด
น้ําเสียใหกับโรงงานผลิตยางขนใหลดลงอยางมากแลว ยังเปนการเพิ่มมูลคาใหกับหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมอ
อกใหมีมูลคาสูงข้ึนไดเปนอยางดี  
 
7. แนวทางการนําเอนไซมไปประยุกตใชในอุตสาหกรรม 

 จากงานวิจัยนี้จะเห็นไดวาการนํา หางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมออกมาเปนองค ประกอบของอาหาร

เล้ียงสําหรับผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจะเปนมาเพิ่มมูลคาของท้ิงของกระบวนการผลิตยาง โดย

สามารถมาผลิตเอนไซมอลัคาไลนโปรติเอส ซึ่งเปนเอนไซมท่ีมีราคาแพง ประกอบปจจุบันประเทศยังนําเขา

เอนไซมอลัคาไลนโปรติเอส จากตางปะเทศเปนจํานวนมาก 

 เมื่อพิจารณาถึงคุณลักษณะของเอนไซมจะเห็นไดวาเอนไซมมีความคงตัวและเกิดกิจกรรมไดท่ี

อุณหภูมิสูง และ พีเอชในชวงดาง ดังนั้นเอนไซมอลัคาไลนโปรติเอสท่ีผลิตไดมีความเหมาะสมสําหรับในการ

นําไปพัฒนาและใชในอุตสาหกรรมผงซักฟอก หรือ อุตสาหกรรมฟอกหนังสัตว นอกจากนั้นเมื่อพิจารณาถึง

คุณสมบัติในการยอยโปรตีนออกน้ําจากน้ํายางสด จะเห็นไดวาเอนไซมชนิดนี้มีศักยภาพในการยอยโปรตีน

ออกจากน้ํายางสดได โดยสามารถลดปริมาณโปรตีนในน้ํายางสด และเพิ่มความบริสุทธิ์ใหแกน้ํายางได 

สงผลใหน้ํายางสดมีคุณภาพเพิ่มมากข้ึน 

ขอเสนอแนะ 
1. สําหรับการผลิตเอนไซมในระดับอุตสาหกรรมจําเปนท่ีจะตองมีการพัฒนากระบวนการเตรียมน้ํายางให
งายข้ึน ใชสารเคมีใหนอยลงเพื่อลดระยะเวลาและตนทุนในการผลิต และท่ีสําคัญการขยายขนาดการผลิต
นั้นระบบของถังหมักท่ีประกอบดวยปจจัยทางกายภาพตางๆตองมีความเหมาะสมกับสรีรวิทยาของ
เช้ือจุลินทรียเพื่อใหเช้ือสามารถผลิตเอนไซมไดสูงท่ีสุด 
 2. การประยุกตใชในระดับชุมชนเพื่อผลิตท้ังเอนไซมและหัวเช้ือท่ีมีสมบัติในการสงเสริมการเติบโตนั้น

สามารถทําไดโดยเช้ือ B.licheniformis (KU-K2) มีสมบัติในการสงเสริมการเติบโตของพืชอยูหลายประการ

แตเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจําเปนตองมีการศึกษาองคประกอบของอาหาร

ท่ีตองเติมลงไปสําหรับเหนี่ยวนําการผลิตสารออกฤทธิ์เชน การเติม tryptophan เพื่อใชเปนสารต้ังตนใน

การผลิต IAA (auxin hormone) การเติม Hydroxyappatite สําหรับเหนี่ยวนําการผลิตกรดเพื่อละลาย

ฟอสเฟตในธรรมชาติ เปนตน 
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บทคัดยอ 

หางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมเปนของเหลือท้ิงจากโรงงานอุตสาหกรรมน้ํายางขนซึ่งพบวามีปริมาณมาก

ถึง 580,000 ตันตอป จากรายงานท่ีผานมาพบวาหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมเปนแหลงของสารอาหารตางๆ

สําหรับเช้ือจุลินทรีย เชน น้ําตาล และโปรตีน นอกจากนี้ยังพบวาคา BOD และ COD ของหางน้ํายางท่ีแยก

ยางสกิมนั้นมีคามากกวา 10,000 มิลลิกรัมตอลิตร แสดงใหเห็นวาสามารถนําไปใชใหเกิดประโยชนจาก

เช้ือจุลินทรียไดโดยใชเทคโนโลยีการหมัก ซึ่งเอนไซมท่ีเขามามีบทบาทมากข้ึนในปจจุบัน และอนาคต

ขางหนาคือเอนไซม ท่ีใชในการยอยสลายพลาสติกชีวภาพเชนเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทด เช้ือ 

Actinomadura keratinilytica สายพันธุ T16-1 ไดมีรายงานวามีศักยภาพสูงในการผลิตเอนไซมยอย

สลายพอลิแลกไทดท้ังในระดับฟลาสก และถังหมักขนาด 3 ลิตร เอนไซมท่ีผลิตไดจากเช้ือชนิดนี้พบวาเปน

เอนไซมในกลุม serine protease และสามารถนํามาประยุกตใชในการนําพลาสติกชนิดนี้กลับมาใชใหมดวย

กระบวนการทางชีวภาพ ดังนั้นในงานวิจัยนี้ไดทําการศึกษาการผลิตเอนไซมชนิดนี้โดยใชหางน้ํายางท่ีแยก

ยางสกิมเปนแหลงของสารอาหารและแรธาตุ จากงานวิจัยพบวาเมื่อทําการผลิตเอนไซมโดยใชหางน้ํายางท่ี

แยกยางสกิมซึ่งผสม basal medium ท่ีประกอบดวย PLA powder ความเขมขน 0.035% (น้ําหนักตอ

ปริมาตร) และใช แผนใยขัด (สกอตไบรท) ความเขมขน 1% (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนวัสดุตรึงในระดับฟ

ลาสกพบวาสามารถผลิตเอนไซมได 29.6 ยูนิตตอมิลลิลิตร และเมื่อทําการศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการผลิต

เอนไซมโดยใชหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมพบวาเช้ือแอคติโนมัยสีท  สายพันธุ T16-1 ผลิตเอนไซมไดสูงสุด 35 

ยูนิตตอมิลลิลิตร เมื่อทําการเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 วัน คาพีเอชเริ่มตนคือ 7.0 

ทําการเขยาท่ี 150 รอบตอนาที จากนั้นทําการขยายขนาดการผลิตเปน 2 ลิตร ในถังหมักแบบ ใบพัดกวน 
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โดยใชการหมักแบบเปด พบวาเช้ือชนิดนี้สามารถผลิตเอนไซมได 40.5 ยูนิตตอมิลลิลิตร เมื่อใชอัตราการ

กวนเทากับ 150 รอบตอนาที โดยไมตองใหอากาศ เล้ียงเช้ือเปนเวลา 3 วัน นอกจากนี้เม่ือทําการผลิต

เอนไซมในถังหมักแบบตอเนื่องพบวาเช้ือสายพันธุ T16-1 สามารถผลิตเอนไซมไดคงท่ีท่ี 45 ยูนิตตอลิตร 

เปนเวลา 3 วัน ดังนั้นจะเห็นไดวาหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมมีความสามารถในการนํามาใชผลิตเอนไซมยอย

สลายพอลิแลกไทดไดโดยใชเช้ือ Actinomadura keratinilytika สายพันธุ T16-1 ซึ่งเอนไซมชนิดนี้

สามารถนํามาใชในการนําพลาสติกชนิดพอลิแลกไทดกลับมาใชใหมไดในอนาคต นอกจากนี้กระบวนการ

หมักท่ีไดจากงานวิจัยสามารถนําไปประยุกตใชในการนําหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมซึ่งเปนของเหลือท้ิงจาก

โรงงานน้ํายางขนมาใชเพิ่มมูลคาใหเปนเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทดได 

Abstract  

Owing to non-rubber skim latex or rubber serum is an agro-industrial waste which 

collected from concentrated latex industry about 580,000 tons/years. It’s containing a lot 

of nutrient such as sugar and protein for bacterial growth. Moreover, BOD and COD of this 

serum were higher than 10,000 mg/L indicated that it might be used for wastes utilization 

by using microbial fermentation technology. Poly(L-lactide) (PLA)-degrading enzyme is one 

of important enzyme in the future. Because biodegradable plastics will be recently 

replace another conventional petrochemical plastic. Actinomadura keratinilytica strain 

T16-1 was isolated and reported as a potential PLA-degrading enzyme production both in 

shake flasks and 3L fermenter. The enzyme produced by the strain was identified as a 

serine protease and should be applied for PLA biological recycling process. In our work, 

PLA-degrading enzyme production and growth of the strain was investigated by using non-

rubber skim latex as a nutrient and mineral sources. PLA-degrading activity, 29.6 U/ml was 

obtained by using basal medium containing 0.035% (w/v) PLA powder and 1% (w/v) scrub 

pad as a supporter for bacterial cell in shake flask. Moreover, the effect of physical 

parameters and nitrogen sources were determined. The results indicated that the 

maximum PLA-degrading enzyme produced by strain T16-1 with 35 U/ml was achieved at 

the condition as follow: temperature at 45°C, pH 7.0, shaking speed at 150 rpm and 

cultivated for 4 days. To scale up of the enzyme production, 2L stirrer fermenter was used 

to determine the optimization of PLA-degrading enzyme production under open batch 

fermentation. The maximum enzyme production, 40.5 U/ml was achieved by using the 
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agitation speed at 150 rpm without aeration control and cultivated for 3 days. Moreover, 

the strain T16-1 could produce the enzyme about 45 U/ml under continuous 

fermentation condition for 3 days. This recent work is demonstrated that non-rubber skim 

latex has a potential to produce PLA-degrading enzyme from Actinomadura keratinilytika 

strain T16-1 for dispose or recycle of plastic wastes in the future. The process can apply 

for utilization of non-rubber skim latex waste for value added product such as PLA-

degrading enzyme by using practical method. 
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เนื้อหางานวิจัย 

1. ความสําคัญและท่ีมาของปญหา  

น้ํายางประกอบดวย ปริมาณของแข็งท้ังหมด 22-48% ซึ่งประกอบดวย ปริมาณเนื้อยางแหง 25-

45% สารจําพวกโปรตีน 1.5 % สารพวกเรซิน 2.0% คารโบไฮเดรต 1.0% สารอนินทรีย 0.5% โดยท่ัวไป

น้ํายางสด จะถูกนําไปผานกระบวนการปนเหวี่ยงในโรงงานอุตสาหกรรมการผลิตน้ํายางขนเพื่อใหไดน้ํายางท่ี

มีเนื้อยางประมาณ 60% กอนจะนําไปใชผลิตเปนผลิตภัณฑ หรือขนสง สวนน้ําท่ีเหลือจากการปนเหวี่ยง

เรียกวาหางน้ํายาง (skim latex) เปนผลผลิตพลอยไดจากกระบวนการปนน้ํายางขน เนื้อยางท่ีอยูในหางน้ํา

ยางจะมีอยูประมาณ ไมเกิน 8% ข้ึนอยูกับประสิทธิภาพของเครื่องปน มีปริมาณน้ําตาลและโปรตีน ปริมาณ

แอมโมเนียสูงหางน้ํายาง ท่ีออกจากเครื่องปนนั้นจะใชการจับเนื้อยางดวยกรดซัลฟวริก แลวจะถูกแปรสภาพ

เปนยางสกิมเครฟ (skim crepe) สวนหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมออกนั้นมีสภาพเปนกรด (พีเอช 2.33-5.05) 

มีคา BOD 570-13,463 มิลลิกรัมตอลิตร มีคา COD ระหวาง 672-23,300 มิลลิกรัมตอลิตร มีคา SS 

ในชวง 54-1,478 มิลลิกรัมตอลิตร คา TKN 70-1,358 มิลลิกรัมตอลิตร มีคา TP 2.66-5.52 มิลลิกรัมตอ

ลิตร และมีคาซัลเฟต 16.3-1,085 มิลลิกรัมตอลิตร ดังนั้นจะเห็นไดวาหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมออกนั้นมี

สารอาหารเพียงพอท่ีจะนํามาใชประโยชน จึงควรนําหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมออกและสามารถนําไปใช

ประโยชน เนื่องจากยังคงมีสารอาหารท่ีเพียงพอสําหรับในการเพาะเล้ียงจุลินทรียเพื่อการผลิตสารอื่นท่ีมี

มูลคา ซึ่งนอกจากเปนการเพิ่มมูลคากับวัสดุเหลือท้ิงแลวยังชวยลดการปลอยน้ําเสียลงสูแหลงธรรมชาติท่ี

กอใหเกิดมลภาวะกับส่ิงแวดลอมอีกดวยเช้ือแอคติโนมัยสีท สายพันธุ T16-1 เปนเช้ือท่ีสามารถผลิตเอนไซม

ยอยสลายพอลิแลกไทดไดสูง ซึ่งทํางานไดดีท่ีอุณหภูมิสูงนํามาใช  ในการผลิตเอนไซมดวยกระบวนการหมัก

แบบเปดโดยใชหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมเปนวัตถุดิบในการผลิตเพราะเปนของเหลือท้ิงจากกระบวนการทํา

ใหในน้ํายางขนซึ่งยังมีคุณคาทางอาหารและมีปริมาณเพียงพอสําหรับการเล้ียงเช้ือจุลินทรียและการผลิต

เอนไซมดังกลาวเปนเอนไซมท่ีมีประโยชน สามารถนํามาใชในการกําจัดขยะ ลดมลภาวะทางส่ิงแวดลอมได 

โดยทําการหมักในลักษณะเปดไมตองใชความรอนในการฆาเช้ือเพื่อเปนการลดตนทุนไดอีกทางหนึ่งดวย  

 

 

2. วัตถุประสงคของการวิจัย  

2.1. เพื่อศึกษาการนําหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมออกมาใชเปนวัตถุดิบในการผลิตเอนไซมยอยสลาย      

พอลิแลกไทด โดยเช้ือแอคติโนมัยสีท 
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3. ทางเลือกและแนวทางการแกปญหา/กรอบแนวคิดของการวิจัย   

ยางพาราเปนพืชเศรษฐกิจท่ีสําคัญของประเทศ โดยประเทศไทยเปนประเทศท่ีมีการผลิตและ

สงออกเปนจํานวนมากท้ังในรูปแบบของยางแผนรมควัน ยางแทงมาตรฐาน และน้ํายางขน โดยอุตสาหกรรม

น้ํายางขนเปน  การแปรรูปน้ํายางสดใหเปนน้ํายางขนเพื่อใชเปนวัตถุดิบในอุตสาหกรรมตอเนื่องอื่นๆ เชนถุง

มือยางหรือยางรถยนตเปนตน ในกระบวนการผลิตน้ํายางขนนั้นมีข้ันตอนท่ีกอใหเกิดน้ําเสียหลายข้ันตอน

เชน การลางทําความสะอาด การเติมสารใหน้ํายางจับตัว หรือการปนเหวี่ยงเพื่อใหไดน้ํายางเขมขน ซึ่งใน

ข้ันตอนนี้สงผลใหไดสวนเหลือท้ิงท่ีเรียกวา “หางน้ํายาง” โดยจากน้ํายางสด 100% หลังจากปนเหวี่ยงจะ

ประกอบดวย น้ํายางขน 50% และหางน้ํายาง 50% ในสวนของหางน้ํายางนั้นประกอบดวย dry rubber 

content 5% สวนของซีรั่ม 85.5% และแมกนีเซียม 80 พีพีเอ็ม จากรูปท่ี 1 แสดงกระบวนการผลิตน้ํายาง

ขนในอุตสาหกรรมเห็นไดวา หลังจากการปนเหวี่ยงและไดน้ํายางขนแลวในสวนของหางน้ํายางจะถูกนํามา

เติมกรดซัลฟูริกเพื่อใหเกิดการจับตัวกันของยางท่ีปนมาอีกครั้งหนึ่งจากนั้นสวนหางน้ํายางท่ีเหลือจะ

กลายเปนน้ําเสียซึ่งโรงงานตองมีการบําบัดกอนปลอยท้ิงสูส่ิงแวดลอม (กรมควบคุมมลพิษ, 2005) น้ํายาง

ประกอบดวย ปริมาณของแข็งท้ังหมด 22-48% ซึ่งประกอบดวย ปริมาณเนื้อยางแหง 25-45% สารจําพวก

โปรตีน 1.5% สารพวกเรซิน 2.0% คารโบไฮเดรต 1.0% สารอนินทรีย 0.5% โดยท่ัวไปน้ํายางสดจะถูก

นําไปผานกระบวนการปนเหวี่ยงในโรงงานอุตสาหกรรมการผลิตน้ํายางขนเพื่อใหไดน้ํายางท่ีมีเนื้อยาง

ประมาณ 60% กอนจะนําไปใชผลิตเปนผลิตภัณฑหรือขนสงสวนน้ําท่ีเหลือจากการปนเหวี่ยงเรียกวาหางน้ํา

ยาง (skim latex) เปนผลผลิตพลอยไดจากกระบวนการปนน้ํายางขน เนื้อยางท่ีอยูในหางน้ํายางจะมีอยู

ประมาณไมเกิน 8% ข้ึนอยูกับประสิทธิภาพ ของเครื่องปน มีปริมาณน้ําตาลและโปรตีน ปริมาณแอมโมเนีย

สูง หางน้ํายางท่ีออกจากเครื่องปนนั้นจะถูกนําไปผสมกับกรดซัลฟวริกเพื่อใหยางจับตัวกันเปนกอน แลวจะ

ถูกแปรสภาพเปนยางสกิมเครฟ (skim crepe) สวนหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมออกนั้นมีสภาพเปนกรด (คาพี

เอช 2.33-5.05) มีคา BOD 570-13,463 มิลลิกรัมตอลิตร มีคา COD ระหวาง 672-23,300 มิลลิกรัมตอ

ลิตร มีคา SS ในชวง 54-1,478 มิลลิกรัมตอลิตรคา TKN 70-1,358 มิลลิกรัมตอลิตร มีคา TP 2.66-5.52 

มิลลิกรัมตอลิตร และมีคาซัลเฟต 16.3-1,085 มิลลิกรัมตอลิตร 

 ซึ่งในสวนของหางน้ํายางยังคงมีสารอาหารเพียงพอท่ีจะนําไปใชประโยชนเพื่อผลิตสารมูลคาเพิ่มได

หลายชนิดโดยใชเช้ือจุลินทรีย เชน การนํามาใชในการผลิตเอนไซมทางการคาตาง ๆ เปนตน  
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ภาพท่ี 2.1 กระบวนการผลิตน้ํายางขน (กรมควบคุมมลพิษ, 2005) 

 

 

การผลิตเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทด 

 

Poly (L-lactide) หรือ PLA เปนพอลิเอสเทอรสายตรง มีหนวยยอยเปน L-lactic acid ซึ่งสามารถ

ผลิตจากกระบวนการหมักผลิตภัณฑทางการเกษตร เชน มันสําปะหลัง ขาว ขาวโพด แปง (Miura et al., 

2004)    โดยใชกระบวนการหมักจากเช้ือจุลินทรีย พลาสติกชนิดนี้มีรายงานวาถูกยอยสลายไดดวย



46 
 

 

เช้ือจุลินทรียหลากหลายชนิด เชน Bacillus brevis, B. stearothermophilus, B. licheniformis, 

Geobacillus thermocatenulatus, Micromonospora echinospora, M. viridifaciens, 

Nonomureae terrinata, N. fastidiosa, Laceyella sacchari, Thermoactinomyces vulgaris และ 

Actinomadura keratinilytica (Tomita et al., 1999, 2003, 2004; Sukkhum et al., 2009a) เช้ือแอ

คติโนมัยสีทชอบรอนในจีนัส Actinomadura keratinilytica สายพันธุ T16-1 เปนสายพันธุท่ีมีรายงานวา 

สามารถผลิตเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทดไดสูง ซึ่งในระดับ ฟลาสกสามารถผลิตเอนไซมได 44.6 หนวย

ตอมิลลิลิตร ในขณะท่ีในระดับถังหมักแบบอากาศลอยตัวผลิตเอนไซมได 150 หนวยตอมิลลิลิตร 

(Sukkhum et al., 2009b) 

การศึกษาการผลิตเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทดจากเช้ือจุลินทรียยังพบวามีรายงานไมมากนัก 

เชน สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมยอยสลายฟลมพอลิแลกไทด คืออุณหภูมิ 43 องศาเซลเซียส พี

เอช 7.0 ในอาหาร mineral salt medium ท่ีเติมสารสกัดของยีสต ความเขมขน 0.002% (Jarerat and 

Tokiwa, 2001 ) ตอมา Jarerat et al, 2001 ไดรายงานวาเมื่อใช silk fibroin เปนสับสเตรทในการผลิต

เอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทดในอาหารเหลวโดยเช้ือ A.orientalis พบวาไดปริมาณสารอินทรียคารบอน

ท้ังหมดเทากับ 600 มิลลิกรัมตอลิตร และในถังหมักขนาด 5 ลิตรพบวาเช้ือสามารถผลิตเอนไซมยอยสลาย

พอลิแลกไทดไดคาปริมาณสารอินทรียคารบอนท้ังหมดเทากับ 550 มิลลิกรัมตอลิตร หลังจากทําการเล้ียง

เปนเวลา 3 วัน ในสวนของการวิจัยกอนหนานี้ โดย Sukkhum et al (2009) ไดคัดแยกเช้ือแอคติโนมัยสีทช

อบรอนในจีนัส Actinomadura keratinilytica สายพันธุ T16-1ซึ่งเปนสายพันธุท่ี สามารถผลิตเอนไซม

ยอยสลายพอลิแลกไทดไดสูง ซึ่งในระดับฟลาสกสามารถผลิตเอนไซมได 44.6 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อใชเจ

ลาตินเปนแหลงไนโตรเจน และใชพอลิแลกไทดเปนสับเสตรท ในขณะท่ีในระดับถังหมักแบบอากาศลอยตัว

ขนาด 3 ลิตรพบวาเช้ือชนิดนี้สามารผลิตเอนไซมได 150 หนวยตอมิลลิลิตร ตอมาในป 2012 ไดมีรายงาน

การศึกษาปจจัยทางกายภาพท่ีมีผลตอการผลิตเอนไซมในระดับถังหมัก พบวาเช้ือสามารถผลิตเอนไซมไดสูง

ท่ีสุดคือ 257 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อทําการเล้ียงในถังหมักขนาด 3 ลิตร อุณหภูมิ 46          องศาเซลเซียส 

อัตราการใหอากาศ 0.43 vvm และควบคุมคาพีเอชท่ี 6.8 โดยเอนไซมท่ีผลิตไดจากเช้ือชนิดนี้พบวา

สามารถทํางานไดดีท่ีอุณหภูมิสูง (70 องศาเซลเซียส) พีเอช 10.0 และจากการศึกษาเอนไซมบริสุทธิ์พบวา

เปนเอนไซมชนิด serine protease นอกจากนี้ยังพบวาเช้ือสายพันธุ T16-1 สามารถผลิตเอนไซมยอยสลาย      

พอลิแลกไทดไดเมื่อทําการตรึงดวยวัสดุท่ีเปนสกอตไบรท โดยสามารถนํามาประยุกตใชในการผลิตเอนไซม       

ดวยการหมักแบบตอเนื่องได 

ดังนั้นจึงเปนท่ีนาสนใจท่ีจะนําเช้ือแอคติโนมัยสีทสายพันธุ T16-1 ซึ่งเปนเช้ือท่ีสามารถผลิตเอนไซม    

ยอยสลายพอลิกแลกไทดไดสูง ซึ่งทํางานไดดีท่ีอุณหภูมิสูงนํามาใชในการผลิตเอนไซมดวยกระบวนการหมัก    

แบบเปดโดยใชหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิม เปนวัตถุดิบในการผลิตเนื่องจากเปนของเหลือท้ิงจากกระบวนการ      

ทําใหในน้ํายางขนซึ่งยังมีคุณคาทางอาหารและมีปริมาณเพียงพอสําหรับการเล้ียงเช้ือจุลินทรียและการผลิต
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เอนไซมดังกลาวเปนเอนไซมท่ีมีประโยชนเนื่องจากสามารถนํามาใชในการกําจัดขยะ ลดมลภาวะทาง

ส่ิงแวดลอมได โดยทําการหมักในลักษณะเปดไมตองใชความรอนในการฆาเช้ือเพื่อเปนการลดตนทุนไดอีก

ทางหนึ่งดวย  

4. แนวทางการดําเนินการวิจัย  

4.1 การเตรียมหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมและการศึกษาลักษณะของหางน้ํายาง หางน้ํายางท่ีแยกยางสกิม 

และหางน้ํายางท่ีผานกระบวนการหมัก 

การเตรียมหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมทําไดโดย เติม 5% H2SO4 ปริมาตร 230 มิลลิลิตร ลงในหาง

น้ํายางปริมาตร 1 ลิตร บมท่ี 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากนั้นทําการกรองดวยกระดาษกรอง 

Whatman No.1 เพื่อแยกสกิมเครฟ ออกจากหางน้ํายาง ปรับพีเอชของหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมใหมีคา

เทากับ 6.8-7.0 การศึกษาลักษณะของหางน้ํายาง หางน้ํายางท่ีแยกยางสกิม และหางน้ํายางท่ีผานการหมัก 

เชน คา COD, BOD, TKN, แอมโมเนีย, ความเขมขนของโปรตีน, น้ําตาลรีดิวซ และ Zinc ทําไดโดยสง

ตัวอยางท้ังหมดไปวิเคราะหท่ีศูนยทดสอบและมาตรวิทยา สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหง

ประเทศไทย 

 

 

4.1.1 เช้ือจุลินทรียและอาหารเล้ียงเช้ือ 

เ ช้ือ จุ ลินทรี ย ท่ี ใช ใ นการ ศึกษาการผ ลิต เอนไซม ย อ ยสลายพอ ลิแลกไทด คื อ 

Actinomadura keratinilytica สายพันธุ T16-1ซึ่งมีรายงานวาสามารถผลิตเอนไซมไดดี โดยทําการเล้ียง

เช้ือในอาหาร ISP-2 slant ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 วัน จากนั้นทําการเตรียมหัวเช้ือโดย

เล้ียงในอาหาร ISP-2 broth ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 วัน กรองดวยกระดาษกรอง 

Whatman No.1 ลางดวย   น้ํากล่ันปราศจากเช้ือ 2 ครั้ง ปรับปริมาณเช้ือใหไดคาดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโน

เมตร เทากับ 1.0 

4.1.2 การศึกษาการผลิตเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทดจากเช้ือแอคติโนมัยสีท สายพันธุ 

T16-1 โดยการตรึงเซลล 

ศึกษาการผลิตเอนไซมดวยการตรึงเซลลแอคติโนมัยสีทสายพันธุ T16-1 ดวยสกอตไบรท        

ทําไดโดยนําหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิม ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใสในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ตัดสกอต

ไบรท   ใหเปนช้ินขนาด 5x5 มิลลิเมตร ช่ัง 0.1 กรัม PLA film 0.035% w/v และอาหาร basal medium               
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ซึ่งประกอบดวย 0.035% PLA, 0.238% เจลาติน, 0.4% (NH4)2SO4, 0.4% K2HPO4, 0.2% KH2PO4          

และ 0.02% MgSO4.7H2O ใสในฟลาสก จากนั้นทําการเติมหัวเช้ือท่ีเตรียมไว 5 มิลลิลิตร ทําการเล้ียงท่ี

อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 168 ช่ัวโมง ทําการเก็บตัวอยางทุกๆ 24 ช่ัวโมงเพื่อศึกษาการผลิต

เอนไซม โดยนําตัวอยางท่ีไดมาปนเหวี่ยงท่ี 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที นําไปวิเคราะหกิจกรรม

ของเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทด  

4.1 .3 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทดในระดับฟลาสก

และในถังหมักแบบใบพัดกวน 

ทําการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทดในระดับฟลาสก

โดย ใชเซลลตรึง โดยนําหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิม ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใสในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร            

ตัดสกอตไบรทใหเปนช้ินขนาด 5x5 มิลลิเมตร ช่ัง 0.1 กรัม และ PLA film 0.035% น้ําหนักตอปริมาตร           

ใสในฟลาสก จากนั้นทําการเติมหัวเช้ือท่ีเตรียมไว 5 มิลลิลิตร ทําการเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 72 ช่ัวโมง ทําการศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญและผลิตเอนไซมท่ีอุณหภูมิ 45, 50 และ 55            

องศาเซลเซียส และทําการศึกษาแหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสมเชน เปปโทน สารสกัดจากยีสต หางนม สาร

สกัด   จากมอลต เคซีน และ  เจลาติน รวมท้ังทําการศึกษาคาพีเอชเริ่มตนท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม

จากน้ํายาง     ท่ีแยกยางสกิม โดยทําการศึกษาในชวงพีเอช 4-9 จากนั้นทําการขยายสเกลในระดับถังหมัก

โดยใชเซลลตรึงดวยกระบวนการหมักแบบเปด นําหางน้ํายางปริมาตร 1.5 ลิตร สกอตไบรท 4 กรัม และ 

PLA film 0.035% (น้ําหนักตอปริมาตร) จากนั้นเติมหัวเช้ือปริมาตร 150 มิลลิลิตร ควบคุมอุณหภูมิท่ี 45 

องศาเซลเซียส พีเอชเริ่มตน 7.0 จากนั้นทําการเก็บตัวอยางทุกๆ 24 ช่ัวโมง โดยนําตัวอยางท่ีไดในแตละ

ชวงเวลามาปนเหวี่ยงท่ี 10,000 อาพีเอ็ม เปนเวลา 5 นาที นําไปวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม โดยการ

ทดลองนี้ไดทําการศึกษาระยะเวลาท่ีใชในการผลิตเอนไซม ศึกษาอัตราการกวนท่ี 100, 150 และ 200 รอบ

ตอนาที อัตราการใหอากาศ คือ 0.25, 0.5, 0.75 และ 1 vvm  

4.2 การศึกษาการผลิตเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทดแบบตอเนื่อง 

ทําการศึกษาการผลิตเอนไซมแบบตอเนื่องโดยใชเซลลตรึงจากเช้ือสายพันธุ T16-1 โดย

การเล้ียงเช้ือในหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมออก ปริมาตร 1.5 ลิตร ท่ีเติม สกอตไบรท 4 กรัมและ PLA film 

0.035% (น้ําหนักตอปริมาตร) จากนั้นเติมหัวเช้ือปริมาตร 150 มิลลิลิตร ทําการเก็บตัวอยางทุกๆ 24 

ช่ัวโมงวัดกิจกรรม  ของเอนไซมจนถึงเวลาท่ีเช้ือสามารถผลิตเอนไซมไดสูงท่ีสุด จากนั้นทําการเก็บหางน้ํา

ยางท่ีแยกยางสกิมท่ีผาน   การหมักออกและทําการเติมหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิม เขาสูถังหมักอีกครั้งเพื่อใช

ในการหมักเพื่อผลิตเอนไซม   ยอยสลายพอลิแลกไทด จากนั้นทําการศึกษาอัตราการไหลของหางน้ํายางท่ี
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แยกยางสกิม เทากับ10, 20, 30, 40 และ 50 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง เขาและออกเพื่อใชในการผลิตเอนไซม

แบบตอเนื่องแสดงดังภาพท่ี 2.2 
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ภาพท่ี 2.2 แผนภาพแสดงการผลิตเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทดแบบตอเนื่อง 

ดวยกระบวนการหมักแบบเปด 

 

4.2.1 การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทด 

ทําการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมตามวิธีของ Sukkhum และคณะ (2009) โดยใช 

emulsified PLA เปนสับเสตรท โดยทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส พีเอช 9 จากนั้นวัดคา

ดูดกลืนแสงท่ี 630 นาโนเมตร เพื่อนํามาคํานวณกิจกรรมของเอนไซม โดย 1 หนวยของเอนไซมคือ

ปริมาณเอนไซมท่ีใชในการลดคาดูดกลืนแสงท่ี 630 นาโนเมตร ลง 1 หนวยภายใตสภาวะท่ีทดสอบ 

 

5. ผลการดําเนินงานวิจัย และการวิจารณผล 

5.1 การศึกษาลักษณะของหางน้ํายาง และหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิม 

 จากการศึกษาคุณสมบัติของหางน้ํายาง และหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมจากตารางท่ี 1 พบวา

ลักษณะตาง ๆของหางน้ํายางท่ีทําการทดสอบมีคาสูงวาหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิม เชน คา BOD, TKN 

ปริมาณโปรตีน ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ เปนตน ซึ่งแสดงใหเห็นวาหลังจากทําการตกตะกอนยางดวยกรด 

H2SO4 ทําใหคุณสมบัติตาง ๆ ของหางน้ํายางลดลงซึ่งเปนผลมาจากการใชกรด ทําใหโปรตีนเสียสภาพ

เนื่องจากคาพีเอชตํ่าประมาณ 2-3 และโปรตีนตาง ๆ สวนใหญจะยึดเกาะกับสวนของ rubber ทําให

การตกตะกอนแยก rubber ออกมีผลใหปริมาณสารตาง ๆโดยเฉพาะโปรตีนลดลง จากงานวิจัยท่ีผาน

มาพบวาหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมนั้นมีคุณสมบัติตางๆท่ีนอยกวา หางน้ํายางเชนกันเมื่อใชวิธีการ

ตกตะกอนยางดวยวิธีตาง ๆ เชนการใช 1.2% chitosan ในสารละลาย 1.5% acetic acid เปนตน แต

อยางไรกต็ามจากตารางท่ี 2.1 พบวาหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมออกยังคงมีคุณสมบัติท่ีดีในการนํามาใช

Feed in 

Feed out 

Fermenter  

PLA-degrading enzyme Immobilized cell 

หางนํ้ายางท่ีแยกยางสกิม 
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ใหเกิดประโยชนโดยการนํามาใชเปนแหลงสารอาหารเสริมในการเล้ียงเช้ือจุลินทรียเพื่อผลิตเอนไซมยอย

สลายพอลิแลกไทดได  

 

ตารางท่ี 2.1 แสดงคุณสมบัติของหางน้ํายางและหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิม  

 

Parameter Non-rubber skim latex Skim latex 

COD (mg/L) 18,456 91,775 

BOD (mg/L) 12,825 62,000 

TKN (mg/L) 2,680 4,953 

Ammonia Nitrogen (mg/L) 2,111 3,217 

Zinc (mg/L) 71 144 

Protein concentration (mg/L) 531 831 

Reducing sugar (mg/L) 16 1,197 

pH 2-3 11-12 

 

5.2 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทดระดับฟลาสกโดยใชหาง

น้ํายางท่ีแยกยางสกิมเปนวัตถุดิบดวยกระบวนการหมักแบบเปด 

  

จากการศึกษาการผลิตเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทดระดับฟลาสกโดยใชหางน้ํายางท่ีแยก

ยางสกิม    เปนวัตถุดิบดวยกระบวนการหมักแบบเปดพบวาเมื่อทําการผลิตเอนไซมโดยมีการเติม

สารอาหาร basal medium ลงในหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมและมีการใชแผนใยขัด หรือสกอตไบรทเปน

วัสดุตรึง จากภาพท่ี 2.3 พบวาระยะเวลา   ท่ีดีท่ีสุดในการผลิตเอนไซมจากเช้ือสายพันธุ T16-1 คือ 4 

วัน โดยเช้ือสามารถผลิตเอนไซมได 27 หนวยตอมิลลิลิตร 

 

 แตอยางไรก็ตามหลังจากการผลิตท่ีเวลา 4 วันนั้นเช้ือยังสามารถผลิตเอนไซมไดสูงประมาณ 

30 หนวยตอมิลลิลิตร ในป 2009 ไดมีรายงานโดย Sukkhum และคณะพบวาเช้ือแอคติโนมัยสีทสาย

พันธุ T16-1 สามารถผลิตเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทดไดสูงท่ีสุด 45 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อทําการ

เล้ียงเช้ือในอาหาร basal medium เปนเวลา 4 วัน ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับการใชหางน้ํายางท่ีแยกยางส

กิมในการเล้ียงเช้ือพบวาไดปริมาณเอนไซมนอยกวาอาจเปนผลมาจากในหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมนั้นมี

องคประกอบของ Zn2+ ซึ่งพบวาโลหะนี้สามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซมได ซึ่ง Sukkhum และ

คณะในป 2009 ไดรายงานไววากิจกรรมของเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทดจากเช้ือสายพันธุ T16-1 

ถูกยับยั้งเหลือเพียงแค 76%  
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ภาพท่ี 2.3 แสดงระยะเวลาในการผลิตเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทดจากเช้ือ Actinomadura 

keratinilytica สายพันธุ T16-1 โดยใชหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมเปนวัตถุดิบ และเติม basal medium 

เปนองคประกอบ ของอาหารโดยใชแผนสกอตไบรทเปนวัสดุตรึงเซลล ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 

 

เมื่อทําการศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทด จากภาพท่ี 

2.4 พบวาเมื่อ ทําการเล้ียงเช้ือสายพันธุ T16-1 ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เช้ือสามารถผลิตเอนไซม

ไดสูงท่ีสุดคือ 27 ยูนิต   ตอมิลลิลิตร เมื่อทําการเล้ียงเปนเวลา 4 วันในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร 

 

 นอกจากนี้ยังเห็นไดวาเช้ือสายพันธุนี้สามารถผลิตเอนไซมไดท่ีอุณหภูมิสูงคือในชวง 40-55 

องศาเซลเซียส ซึ่งจากรายงานของ Sukkhum และคณะในป 2009 พบวาเช้ือสายพันธุ T16-1 เปนเช้ือ

แอคติโนมัยสีทชอบรอนและสามารถผลิตเอนไซมไดดีท่ีอุณหภูมิสูง ซึ่งอุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีมีการ

รายงานไวคือ 45 องศาเซลเซียส เชนกัน เมื่อพิจารณาผลของคาพีเอชตอการผลิตเอนไซมท่ีอุณหภูมิ 45 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 วันพบวาคาพีเอชท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการผลิตเอนไซมคือพีเอช 7.0 ซึ่งไดคา

กิจกรรมของเอนไซมคือ 35 หนวยตอมิลลิลิตร นอกจากนี้พบวาเมื่อทําการเล้ียงเช้ือเพื่อผลิตเอนไซม   

ท่ีพีเอชเริ่มตน 4.0-9.0 เช้ือสายพันธุ T16-1 สามารถผลิตเอนไซมไดสูงไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% แสดงใหเห็นวาเช้ือชนิดนี้สามารถผลิตเอนไซมไดดีท้ังท่ีคาพีเอช

เริ่มตนเปนกรด กลางและดาง ซึ่งสามารถนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมตางๆได 
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ภาพท่ี 2.4 แสดงผลของอุณหภูมิตอการผลิตเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทดจากเช้ือ Actinomadura 

keratinilytica สายพันธุ T16-1 โดยใชหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมเปนวัตถุดิบ และเติม basal 

medium เปนองคประกอบของอาหารโดยใชแผนสกอตไบรทเปนวัสดุตรึงเซลล เมื่อทําการเล้ียง

เปนเวลา 4 วัน 

 
ภาพท่ี 2.5 แสดงผลของคาพีเอชตอการผลิตเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทดจากเช้ือ Actinomadura 

keratinilytica สายพันธุ T16-1 โดยใชหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมเปนวัตถุดิบ และเติม basal 

medium เปนองคประกอบของอาหารโดยใชแผนสกอตไบรทเปนวัสดุตรึงเซลล เมื่อทําการเล้ียง

เปนเวลา 4 วัน ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 

 

e d 
c 

a a b 
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ภาพท่ี 2.6 แสดงผลของไนโตรเจนตอการผลิตเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทดจากเช้ือ Actinomadura 

keratinilytica สายพันธุ T16-1 โดยใชหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมเปนวัตถุดิบ และเติม basal 

medium เปนองคประกอบของอาหารโดยใชแผนสกอตไบรทเปนวัสดุตรึงเซลล เมื่อทําการเล้ียง

เปนเวลา 4 วัน ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส พีเอชเริ่มตน 7.0 

 

 

จากการศึกษาแหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทดพบวาจาก

แหลงของไนโตรเจนตางๆท่ีนํามาทดสอบคือ เปปโทน สารสกัดจากยีสต หางนม สารสกัดจากมอลต เค

ซีน และเจลาติน แหลงไนโตรเจนตางๆสามารถนํามาเปนแหลงสารอาหารเพิ่มเติมใหกับเช้ือไดซึ่งจาก

ภาพท่ี 2.6 จะเห็นไดวาเมื่อใชเจลาตินเปนแหลงไนโตรเจนเช้ือสายพันธุ T16-1 สามารถผลิตเอนไซมได

สูงท่ีสุดคือ 35 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อทําการเล้ียงเช้ือเปนเวลา 4 วันท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส พี

เอชเริ่มตน 7.0 

 

5.3 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทดในถังหมักแบบใบพัด

กวน ขนาด 2 ลิตร 

เมื่อทําการขยายขนาดการผลิตเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทดจากระดับฟลาสกขนาด 250 

มิลลิลิตร เปน ถังหมักแบบใบพัดกวน ขนาด 2 ลิตร โดยใชหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิม และ basal 

medium รวมท้ังมีการตรึงเซลลดวยสกอตไบรท และทําการหมักแบบเปด จากภาพท่ี 2.7 เปน

การศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการเล้ียงเช้ือเพื่อผลิตเอนไซมพบวาเมื่อทําการเล้ียงเช้ือเปนเวลา 3 

วัน เช้ือสายพันธุ T16-1 สามารถผลิตเอนไซมไดสูงท่ีสุดคือ 36 หนวยตอมิลลิลิตร productivity เทากับ 

0.5 หนวยตอมิลลิลิตรตอช่ัวโมง เมื่อทําการเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส พีเอชเริ่มตน 7.0 

จากนั้นทําการศึกษาอัตราการกวนท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมพบวา จากภาพท่ี 2.8 เมื่อใชอัตราการ

กวนเทากับ 150 รอบตอนาที จะทําใหเช้ือ A. keratinilytica สายพันธุ T16-1 สามารถผลิตเอนไซมได

b 
d 

c c b 
a 
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สูงท่ีสุดคือ 40.5 หนวยตอมิลลิลิตร ไดคา productivity เทากับ 0.56 หนวยตอมิลลิลิตรตอช่ัวโมง เมื่อ

ทําการเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส พีเอชเริ่มตน 7.0 เปนเวลา 3 วัน และเมื่อทําการเพิ่ม

อัตราการกวนเปน 150 รอบตอนาที และ 200 รอบตอนาทีจะเห็นไดวาการผลิตเอนไซมลดลงอยางเห็น

ไดชัดซึ่งมีคา productivity เทากับ 0.46 และ 0.14 หนวยตอมิลลิลิตรตอช่ัวโมง ตามลําดับ แสดงวา

การกวนโดยใบพัดในถังหมักนั้นเปนการเพิ่มแรงเฉือนซึ่งมีผลตอจุลินทรียท่ีมีลักษณะเปนเสนใย ซึ่งแอ

คติโนมัยสีทเปนแบคทีเรียท่ีสรางเสนใยได ดังนั้นเมื่อเพิ่มอัตราเร็วในการกวน เปนการเพิ่มแรงเฉือน

สงผลใหเช้ือจุลินทรียผลิตเอนไซมไดนอยลง 

 

 
 

ภาพท่ี 2.7 แสดงระยะเวลาท่ีใชในการผลิตเอนไซมจากเช้ือ Actinomadura keratinilytica สายพันธุ 

T16-1 โดยใชหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมเปนวัตถุดิบ และเติม basal medium เปนองคประกอบ

ของอาหารโดยใชแผนสกอตไบรทเปนวัสดุตรึงเซลล ในถังหมักแบบ stirrer ขนาด 2 ลิตรท่ี

อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสคาพีเอชเริ่มตน 7.0 
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ภาพท่ี 2.8 แสดงผลของอัตราการกวนท่ีใชในการผลิตเอนไซมจากเช้ือ Actinomadura keratinilytica 

สายพันธุ T16-1 โดยใชหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมเปนวัตถุดิบ และเติม basal medium เปน

องคประกอบของอาหารโดยใชแผนสกอตไบรทเปนวัสดุตรึงเซลล ในถังหมักแบบใบพัดกวน ขนาด 

2 ลิตรท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส คาพีเอชเริ่มตน 7.0 

 

จากนั้นทําการศึกษาอัตราการใหอากาศในถังหมักขนาด 2 ลิตร โดยใชหางน้ํายางท่ีแยกยางส

กิม และ basal medium รวมท้ังมีการตรึงเซลลดวยสกอตไบรท และทําการหมักแบบเปด พบวาเมื่อ

เพิ่ม การใหอากาศเขาสูถังหมักจะทําใหการผลิตเอนไซมลดลงอยางเห็นไดชัด ซึ่งเช้ือสามารถผลิต

เอนไซมไดสูงสุด 30.9 หนวยตอมิลลิลิตร productivity เทากับ 0.64 หนวยตอมิลลิลิตรตอช่ัวโมง เมื่อ

ใชอัตราการใหอากาศเทากับ 0.5 vvm แสดงใหเห็นวาการใหอากาศมากเกินไปในการผลิตเอนไซมยอย

สลายพอลิแลกไทดในระบบเปดทําใหปริมาณการผลิตเอนไซมลดลงเมื่อเทียบกับการทดลองท่ีไมทําการ

ใหอากาศ ซึ่งเมื่อนําน้ําเล้ียงเช้ือมาทําการศึกษาชนิดของเช้ือจุลินทรีย พบวาเมื่อทําการเพิ่มอัตราการให

อากาศมากข้ึนปริมาณเช้ือจุลินทรียท่ีปนเปอนในระบบการหมักยิ่งมากข้ึนเนื่องจากเปนการหมักแบบ

เปด ไมมีการกําจัดเช้ือกอนทําการเล้ียงเพื่อผลิตเอนไซม จึงมีการปนเปอนไดงายเมื่อในระบบมีอากาศ

มาก ดังนั้นจากการทดลองนี้จึงสรุปไดวา การผลิตเอนไซมดวยระบบเปด ไมมีการกําจัดเช้ืออื่น โดยใช

หางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมเปนวัตถุดิบนั้นไมจําเปนตองใชการใหอากาศในระบบการหมัก จึงเปนขอดีใน

การท่ีจะนําไปประยุกตใชไดงาย ไมส้ินเปลืองพลังงานในการใหอากาศ ใชเพียงแคการกวนเพื่อใหเช้ือ

สัมผัสกับอาหารและผลิตเอนไซมไดมากข้ึนเทานั้น  

 

5.4 การศึกษาการผลิตเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทดแบบตอเนื่องในถังหมักแบบใบพัดกวน ขนาด 

2 ลิตร 

 

จากสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทดในถังหมักแบบใบพัดกวน 

ขนาด 2 ลิตร ไดสภาวะท่ีเหมาะสมคือ อัตราการกวน 100 ppm อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส คาพีเอช

เริ่มตน 7.0 และทําการเล้ียงเช้ือเปนเวลา 3 วัน จากนั้นนําสภาวะท่ีไดมาทําการทดลองการผลิตเอนไซม

โดยใชการหมักแบบตอเนื่องจากภาพท่ี 2.9 แสดงการผลิตเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทดแบบตอเนื่อง

ในถังหมักขนาด 2 ลิตร พบวาเมื่อใชอัตราการไหลของหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมผสมกับ basal 

medium เขาสูถังหมัก และอัตราการดึงเอนไซมท่ีไดจากการหมักออกเทากับ 20 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง 

หรือคา dilution rate เทากับ 0.013 ตอช่ัวโมง จะทําใหเช้ือสามารถผลิตเอนไซมไดสูงท่ีสุดคือ 45 ยูนิ

ตตอมิลลิลิตร คิดเปน productivity เทากับ 0.6 ยูนิตตอมิลลิลิตรตอช่ัวโมง ซึ่งจากกราฟจะเห็นไดวา

สามารถผลิตเอนไซมไดคงท่ีจนถึงวันท่ี 3 ของการหมัก ในขณะท่ีเมื่อใชคา dilution rate เทากับ 0.007 

และ 0.033 ตอช่ัวโมง ไดคา productivity เพียงแค 0.07 และ 0.17 ยูนิตตอมิลลิลิตรตอช่ัวโมง 
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ตามลําดับ และเมื่อทําการเปรียบเทียบการหมักแบบ batch และการหมักแบบตอเนื่องจะไดคา 

productivity ของการผลิตเอนไซมโดยใชการหมักแบบตอเนื่องมีคาสูงกวา การหมักแบบ batch  

 

 
 

ภาพท่ี 2.9 แสดงการผลิตเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทดจากเช้ือ Actinomadura keratinilytica 

สายพันธุ T16-1 ดวยการหมักแบบตอเนื่อง โดยใชหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมเปนวัตถุดิบ และเติม 

basal medium เปนองคประกอบของอาหารโดยใชแผนสกอตไบรทเปนวัสดุตรึงเซลล ในถังหมัก

แบบ stirrer ขนาด 2 ลิตรท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส คาพีเอชเริ่มตน 7.0 อัตราการกวน 100 

อาพีเอ็ม 

 

5.5 การศึกษาคุณสมบัติของหางน้ํายางท่ีผานกระบวนการหมัก 

   จากการศึกษาคุณสมบัติของหางน้ํายางท่ีผานกระบวนการหมัก แสดงดังตารางท่ี 2.2 

พบวา เมื่อนําหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมไปใชในการผลิตเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทด แลวนั้น

คาพารามิเตอรตาง ๆ ลดลงอยางเห็นไดชัดเชน คาความเขมขนของโปรตีน และปริมาณน้ําตาล

รีดิวซ ซึ่งแสดงใหเห็นวา การนําหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมมาใชประโยชนโดยการนํามาผลิตเอนไซม

นั้นสามารถนําน้ําเหลือท้ิงจากโรงงานผลิตน้ํายางขนมาเพิ่มคุณคาโดยการนํามาผลิตเอนไซมยอย

สลายพอลิแลกไทดและยังสามารถลดคา ปริมาณสารอาหารอื่น ๆ    ทําใหชวยลดมลพิษทาง

ส่ิงแวดลอมแทนการบําบัดในโรงงานแบบเดิมไดอีกดวย 

ตารางท่ี 2.2 แสดงลักษณะของหางน้ํายาง หางน้ํายางท่ีแยกยางสกิม และหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมหลัง

จากผานกระบวนการหมักแบบตอเนื่อง  
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6. สรุปผลการวิจัย 

ในงานวิจัยนี้ไดทําการศึกษาการผลิตเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทดโดยใชหางน้ํายางท่ีแยก

ยางสกิมเปนแหลงของสารอาหารและแรธาตุ จากงานวิจัยพบวาเมื่อทําการผลิตเอนไซมโดยใชหางน้ํา

ยางท่ีแยกยางสกิมซึ่งผสม basal medium ท่ีประกอบดวย 0.035% (น้ําหนักตอปริมาตร) PLA 

powder และใช 1% (น้ําหนักตอปริมาตร) แผนใยขัด (สกอตไบรท) เปนวัสดุตรึงในระดับฟลาสกพบวา

สามารถผลิตเอนไซมได 29.6 ยูนิตตอลิตร           และเมื่อทําการศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการผลิต

เอนไซมโดยใชหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมพบวาเช้ือแอคติโนมัยสีท            สายพันธุ T16-1 ผลิต

เอนไซมไดสูงสุด 35 ยูนิตตอลิตร เมื่อทําการเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 วัน คาพี

เอชเริ่มตนคือ 7.0 ทําการเขยาท่ี 150 อาพีเอ็ม จากนั้นทําการขยายขนาดการผลิตเปน 2 ลิตร          

ในถังหมักแบบ stirrer โดยใชการหมักแบบเปด พบวาเช้ือชนิดนี้สามารถผลิตเอนไซมได 40.5 ยูนิตตอ

มิลลิลิตร        เมื่อใชอัตราการกวนเทากับ 150 อาพีเอ็ม โดยไมตองใหอากาศ เล้ียงเช้ือเปนเวลา 3 วัน 

นอกจากนี้เมื่อทําการผลิตเอนไซมในถังหมักแบบตอเนื่องพบวาเช้ือสายพันธุ T16-1 สามารถผลิต

เอนไซมไดคงท่ีท่ี 45 ยูนิตตอมิลลิลิตร    เปนเวลา 3 วัน ดังนั้นจะเห็นไดวาหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมมี

ความสามารถในการนํามาใชผลิตเอนไซมยอยสลายพอลิแลกไทดไดโดยใชเ ช้ือ Actinomadura 

keratinilytika สายพันธุ T16-1 ซึ่งเอนไซมชนิดนี้สามารถนํามาใชในการนําพลาสติกชนิดพอลิแลกไทด

กลับมาใชใหมไดในอนาคต นอกจากนี้กระบวนการหมักท่ีไดจากงานวิจัยสามารถนําไปประยุกตใชใน

การนําหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิมซึ่งเปนของเหลือท้ิงจากโรงงานน้ํายางขนมาใชเพิ่มมูลคาใหเปนเอนไซม

ยอยสลายพอลิแลกไทดได 
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ภาคผนวก 
 

ภาคผนวก ก 
การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ 

 
1. Skim milk agar 

 Glucose   2.0   กรัมตอลิตร 
 K2HPO4   0.2   กรัมตอลิตร 

 MgSO4.7H2O   0.2   กรัมตอลิตร 

 Skim milk   2.0   กรัมตอลิตร 

 FeSO4    0.05   กรัมตอลิตร 

 Agar    15.0   กรัมตอลิตร 

 พีเอช 7.0 และ 9.0 นึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 นาที 
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2. Non-rubber skim latex agar 

 Non-rubber skim latex 1000  มิลลิลิตร 

 Agar    15.0   กรัมตอลิตร 

 พีเอช 7.0 และ 9.0 นึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 นาที 

 

3. Nutrient broth 
Peptone  5  กรัมตอลิตร 

 Beef extract  3  กรัมตอลิตร 
 เติมน้ํากล่ันปริมาตร 1 ลิตร นึ่งฆาเช้ือดวย autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความ
ดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
หมายเหตุ  การเตรียมอาหารแข็งตองเติมผงวุนรอยละ 1.5 
 

 

 
ภาคผนวก ข 
การวิเคราะห  

 
การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส 
 การวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมโปรติเอสทําโดยวัดปริมาณสี azo dye ท่ีเกิดข้ึนเทียบกับตัว
ควบคุม ในการทดลองนี้ใช 0.5% azo casein ปริมาตร 0.5 เปนสับสเตรท (ละลายใน 0.05 M 
phosphate buffer, pH 7.0) จากนั้นปเปตสารละลาย 0.5% azo casein มา 200 ไมโครลิตร ลงใน
หลอด micro centrifuge และอุนสารละลาย azo casein ท่ี 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลว
ทําปฏิกิริยากับสารละลายเอนไซม 100 ไมโครลิตร (ท่ีเจือจางไดความเขมขนท่ีเหมาะสมดวย 
phosphate buffer 0.05 M พีเอช 7) บมท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที หยุด
ปฏิกิริยาดวย 10% tricholoacetic acid ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงท่ี 5,000 rpm 5 นาที 
เพื่อแยกตะกอนโปรตีนออกสารสารละลาย นําสวนใส 600 ไมโครลิตร เติมลงในสารละลาย 0.1 N 
NaOH 700 ไมโครลิตร วัดคาการดูกลืนแสงท่ี 440 นาโนเมตร โดยกําหนดให 1 ยูนิต ของเอนไซม คือ
ปริมาณเอนไซมท่ีทําใหคาการดูดกลืนแสงเพิ่มข้ึน 0.1 หนวย ในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะท่ีใชในการ
ทดลอง 
  หลอดควบคุมเอนไซม โดย เติมเอนไซม 100 ไมโครลิตร ลงใน buffer 200 ไมโครลิตร เติม  
10% tricholoacetic acid ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงท่ี 5,000 rpm 5 นาที เพื่อแยกตะกอน
โปรตีนออกสารสารละลาย นําสวนใส 600 ไมโครลิตร เติมลงในสารละลาย 0.1 N NaOH 700 
ไมโครลิตร วัดคาการดูกลืนแสงท่ี 440 นาโนเมตร 

ทําหลอดควบคุม substrate โดย เติม azo casein 200 ไมโครลิตร ลงใน  buffer 100 
ไมโครลิตร และเติม  10% tricholoacetic acid ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงท่ี 5,000 rpm 5 
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นาที เพื่อแยกตะกอนโปรตีนออกสารสารละลาย นําสวนใส 600 ไมโครลิตร เติมลงในสารละลาย 0.1 N 
NaOH 700 ไมโครลิตร วัดคาการดูกลืนแสงท่ี 440 นาโนเมตร 
 

 

 

 

 

 

 

 

การวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธีของ Lowry (Lowry และคณะ,1951) 

 การเตรียมสารละลาย   

 สารละลาย A :  ละลาย copper sulfate 0.5 กรัม และ sodium citrate 1 กรัม   

ในน้ํา 100 มิลลิลิตร 

สารละลาย B :  ละลาย sodium carbonate 20.0 กรัม และ NaOH 4.0 กรัม ในน้ํา 1 

ลิตร 

 สารละลาย C :  นําสารละลาย A มา 1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย B 50 มิลลิลิตร 

 สารละลาย D :  สารละลาย 1N Folin-ciocalteu 

วิธีการวิเคราะห 

1. นําตัวอยางท่ีตองการหาปริมาณโปรตีน (มีปริมาณโปรตีนอยูในชวง 25-100 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร) ใสลงในหลอดทดลอง ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 

2. เติมสารละลาย C  (จะตองเตรียมใหม กอนใชทุกครั้ง) 2.5 มิลลิลิตร ลงในหลอด

ทดลองตัวอยาง ผสมใหเขากันทันที ท้ิงไว 5 ถึง 10 นาที 

3. เติมสารละลาย D  0.25 มิลลิลิตร ท้ิงไว 20 ถึง 30 นาที แลวนําไปวัดคาการดูดกลืน

แสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร นําคาการดูดกลืนแสงท่ีไดไปหาปริมาณไทโรซีน

โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน 

4. เตรียมกราฟมาตรฐานของไทโรซีน โดยเจือจางสารละลายมาตรฐานไทโรซีนใหมีความ

เขมขน 0, 20, 40, 60, 80 และ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําการวิเคราะหตามวิธีใน

ขอ 1-3 เขียนกราฟระหวางคาการดูดกลืนแสงและความเขมขนของไทโรซีน 
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ภาคผนวก ค 
เอกสาร สรุปผลการดําเนินงานวิจัยตามวัตถุประสงคคําช้ีแจงรายละเอียดการปรับปรุงและแกไข

โครงการยอยท่ี 1 

ระยะเวลา กิจกรรมที่นําเสนอในขอเสนอโครงการ ผลการปฏิบัติงาน 
 8 เดือน 
  ปท่ี 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
9-14 เดือน 
  ปท่ี 1 

1. วิเคราะหสมบัติทางเคมีและกายภาพบางประการ
ของหางนํ้ายางท่ีแยกยาง  สกิมออก 
 
2. คัดเลือกสายพันธุแบคทีเรียในกลุม Bacuillus ท่ี
สามารถผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส จากหางนํ้า
ยางท่ีแยกยางสกิมออกไดสูง 
 
 
 
 
3. ศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตเอนไซมในถังหมัก 
 
3.1 ศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตเอนไซมอัลคาไลน
โปรติเอสและการเติบโตของแบคทีเรียท่ีไดคัดเลือก
ใน ร ะ ดับ ฟ ล า สก  โ ด ย ใ ช 4 2 แผ น ก า รท ด ล อ ง
แบบ Plackett-Burman Designs 
 
3.2 ศึกษาความเขมขนทีเหมาะสมของสารอาหารท่ี
มี อิ ท ธิพลตอกา รผลิต เ อน ไซมด วย วิ ธี พ้ืนผิ ว
ตอบสนองโดยการออกแบบการทดลองแบบ 
central composite design 
 

4. พัฒนากระบวนการหมักจากในระดับ ฟลาสก
เปน 2.5 ลิตร ในถังหมักแบบกวนขนาด 5.0 ลิตรใน
กระบวนการหมักแบบเปด โดยใชสูตรอาหารท่ี
เหมาะสมจากในระดับฟลาสก ศึกษาอัตราการกวน
และอัตราการใหอากาศท่ีเหมะสม 
 
 
 
 

1. ผลการวิเคราะหหาปริมาณนํ้าตาลและโปรตีน
ท้ังหมด (Total sugar & Total protein) เทากับ 55 
และ 0.67 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 
 
2. แบคทีเรียสายพันธุ KU-K2 สามารถผลิตเอนไซม
ไดสูงท่ีสุด ซึ่งเมื่อจําแนกโดย 16s rRNA gene และ 
ท ด ส อ บ ท า ง ชี ว เ ค มี พ บ ว า เ ป น ส า ย พั น ธุ 
B.licheniformis  
 
 
 
 
3.1 ทราบปจจัยทางเคมีและกายภาพท่ีมีผลตอการ
ผลิตเอนไซมไดแกปริมาณ Skim milk, Glucose, 
FeSO4, และอุณหภูมิ 
 
 

3.2 ทราบความเขมขนของปจจัยทางเคมีท่ีมีผลตอ
การผลิตเอนไซมจากกราฟ contour plot และ 
กราฟ 3 มิติ 
 
 
4. การศึกษากระบวนการหมักแบบครั้งคราวพบวา
เชื้อ KU-K2 ใหกิจกรรมของเอนไซมอัลคาไลนโปรติ
เอสสูงท่ีสุด (5.97 units/mL) ท่ี 48 ชั่วโมงในถัง
หมักขนาด 5 ลิตรท่ีไมควบคุมพีเอช อัตราการกวนท่ี 
250 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศเทากับ 
2.0 ปริมาตรอาหารตอปริมาตรตอนาทีโดยกิจกรรม
ของอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสสูงข้ึน 2.6 เทาเมื่อ
เปรียบเทียบกับสูตรอาหาร ท่ี ยัง ไม ไดหาคา ท่ี
เหมาะสม 
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5. กระบวนการหมักแบบตอเน่ือง 
 
 

 
 
5. ไมมีการทดลองแบบตอเน่ือง    ท้ังน้ี เน่ืองจากนํ้า

ท้ิงท่ีไดไมไดเกิดข้ึนในสภาพจริงไมไดเกิดข้ึนอยาง
ตอเน่ือง  ตัองมีการพัก เพ่ือให สวนท่ียางตะกอน
กอน 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

เอกสาร สรุปผลการดําเนินงานวิจัยตามวัตถุประสงคคําช้ีแจงรายละเอียดการปรับปรุงและแกไข

โครงการยอยท่ี 2 

ระยะเวลา กิจกรรมตามแผน กิจกรรมที่ดําเนินการ ผลที่ไดรับตลอดโครงการ 
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6 เดือนท่ี 1 1. การศึกษาการผลิตเอนไซมยอย
สลายพอลิแลกไทดจากเชื้อแอคติ
โนมัยสีท สายพันธุ T16-1โดยการ
ตรึงเซลล 

1. ทําการศึกษาการผลิตเอนไซมยอย
สลายพอลิแลกไทดจากเชื้อแอคติโน
มัยสีท สายพันธุ T16-1โดยการตรึง
เซลล 

1. สามารถผลิตเอนไซมโดยเชื้อสาย
พันธุ T16-1 โดยการตรึงเซลลได
กิจกรรมของเอนไซม 29.6 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร 

 2. การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมใน
การผลิตเอนไซมยอยสลายพอลิ
แลกไทดในระดับฟลาสกและใน
ถังหมักแบบ stirrer 

2. ทําการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมใน
การผลิตเอนไซมยอยสลายพอลิแลก
ไทดในระดับฟลาสกและในถังหมัก
แบบ stirrer 

2. สภาวะท่ี เหมาะสมในการผลิต
เ อน ไซม ไ ด สู ง สุ ด  35 ยู นิ ตต อ
มิลลิลิตร  คือทําการเลี้ยง เชื้อ ท่ี
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 4 วัน คาพีเอชเริ่มตนคือ 7.0 
ทํ า ก า ร เ ข ย า ท่ี  150 อ า พี เ อ็ ม 
จากน้ันทําการขยายขนาดการผลิต
เปน 2 ลิตร ในถังหมักแบบ stirrer 
โดยใชการหมักแบบเปด พบวาเชื้อ
ชนิดน้ีสามารถผลิตเอนไซม ได 
40.5 ยูนิตตอมิลลิลิตร เมื่อใชอัตรา
การกวนเทากับ 150 อาพีเอ็ม โดย
ไมตองใหอากาศ เลี้ยงเชื้อเปนเวลา 
3 วัน 

6 เดือนท่ี 2 1. ศึกษาการผลิตเอนไซมโดยใชการ
หมักแบบตอเน่ืองโดยใชเซลลตรึง 

2. รวบรวมผลงานวิจัยเพ่ือสรุปผล 

1. ศึกษาการผลิตเอนไซมโดยใชการหมัก
แบบตอเน่ืองโดยใชเซลลตรึง 

2. รวบรวมผลงานวิจัยเพ่ือสรุปผล 

1. เชื้อสายพันธุ T16-1 สามารถผลิต
เอนไซมไดคงท่ีท่ี 45 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร เปนเวลา 3 วัน 

2. สามารถรวบรวมผลการทดลอง
และสรุปผลการวิจัยท้ังหมดได 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ง 
บทความสําหรับเผยแพร 

 

Suntornnimit, P. Sukkhum, S. and Kitpreechavanich, V., 2013. Utilization of non-

rubber  skim latex for production of alkaline protease by theromotolerant 

Bacillus through open fermentation process.  pp. 188, the first asia-pacific 

rubber conference (ARPC). Prince of Songkla University Surattani campus, 

Surattani, Thailand, 5-6 Sep. 2013. 
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ภาคผนวก จ 
สรุปขอคิดเห็นและขอเสนอแนะตอรางรายงานฉบับสมบูรณของโครงการ 

“การใชหางน้ํายาง เพื่อการผลิตเอนไซมอุตสาหกรรมโดยจุลินทรียดวยกระบวนการหมักแบบเปด”  
โดยมี รศ.ดร.วิเชียร กิจปรีชาวนิช เปนหัวหนาโครงการ 

 
ขอคิดเห็น/ขอเสนอแนะของผูทรงคุณวุฒิ ตอบขอคิดเห็น

ของผูทรงคุณวุฒิ
โดยนักวิจัย 

ความเห็นดานการพิมพ (Editorial) 
แผนงานวิจัย : การใชหางน้ํายางเพื่อการผลิตเอนไซมอุตสาหกรรมโดยจุลินทรียดวยกระบวนการหมักแบบเปด 

1. ควรตรวจสอบตัวสะกดคําผิดและการใชคําแลวแกไขใหถูกตองตัวอยางเชน 

1.1 คําวา “จุลินทรียทนรอน” หรือ “จุลินทรียชอบรอน” ควรเลือกใชอยางใดอยางหนึ่งใหเหมือนกันท้ังรายงาน แตควรจะใชคําวา 
“ทนรอน” เหมาะสมกวา 

1.2  ตารางท่ี 2 และ 3 ควรเขียนใหเหมือนกัน จะเปนภาษาไทย หรือภาษาอังกฤษ เชน ซีโอดี (มิลลิกรัมตอลิตร) หรือ COD(mg/L) 
2.   ควรตรวจสอบการอางอิงใหถูกตอง 

โครงการยอยท่ี 1:การใชหางน้ํายางเพื่อผลิตเอนไซมอัลคาไลดโปรติเอสโดย Bacillus สายพันธุทนรอนดวยกระบวนหมักแบบเปด 
1. การเขียนรายงานมีคําผิดตกหลนหลายแหงควรตรวจทานความถูกตองของรายงาน การรายงานควรใหผูอานเขาใจงายไมสับสน 

นอกจากนี้ขอมูลบางแหงเชนสูตรอาหารไมชัดเจนวามีการใชหางน้ํายางปริมาณเทาไร และในตารางท่ี 2 ; X6และX7ไมตรงกับคํา

บรรยาย ควรตรวจสอบและแกไข 

2. ควรระบุเลขหนาในรายงานทุกหนา 

โครงการยอยท่ี 2: การใชประโยชนจากหางน้ํายาง เพื่อการผลิตเอนไซมยอยสลายพอลแิลกไทดจากเช้ือแอคติโนมัยสีท โดยใช
กระบวนการหมักแบบเปด 

 
 
 

 1.1 ไดตรวจสอบ
ตัวสะกดและใช
คําตามคําแนะนํา
ของผูทรงคุณวุฒิ
ไดแกคําวา 
“จุลินทรียชอบ
รอน” ได
เปล่ียนเปน 
“จุลินทรียทน
รอน” ครับ 
 
1.2 ไดแกไข
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ขอคิดเห็น/ขอเสนอแนะของผูทรงคุณวุฒิ ตอบขอคิดเห็น
ของผูทรงคุณวุฒิ

โดยนักวิจัย 
1.   การเขียนหนวยนับ จะเขียนเปนภาษาอังกฤษหรือไทย ควรเลือกอยางใดอยางหนึ่ง และควรเขียนใหเหมือนกัน เชน มล. หรือ 

มิลลิลิตร หรือ ml, U/ml 
2.    ควรตรวจสอบรูปแบบการเขียนเอกสารอางอิงในเนื้อเรื่องใหถูกตอง บางเรื่องมีในเนื้อหา แตไมมีในเอกสารอางอิงทายเรื่อง 
3. ควรตรวจสอบการเขียนคําวา “Actinomadurakeratinilytica” ใหถูกตองทุกท่ีในรายงาน (ควรเขียนแยกกันเปน Actinomadura 

keratinilytica) 

4. บทคัดยอ : ขนาดตัวอักษรควรแกไขใหเหมือนกับในเนื้อหา 

5. ควรมีเลขหนากํากับในรายงานทุกหนา 

6. แนวทางการดําเนินงาน 

6.1 ขอ 4.4 ควรทบทวนการใชคําซ้ํา เชน คําวา“ทําการ”ควรตัดออกบางควรใชใหเหมาะสมกับขอความท่ีเขียน 

6.2 ขอ 4.5 คําวาfeed ควรเขียนเปนภาษาไทย 

7. ผลการดําเนินงาน 

7.1 ควรตรวจสอบขอความใตภาพท่ี 3 – 9 และแกไขใหถูกตอง 

7.2 อัตราการกวนในผลการทดลองควรตรวจสอบใหตรงกับภาพท่ี 8  

7.3 ผลการทดลองขอ 5.4 ควรแสดงตารางหรือกราฟอัตราการไหลของหางน้ํายางท่ีแยกยางสกิม 10, 20, 30, 40, และ 50 ml/h ในการ
ผลิตเอนไซมดวย 

 

ตารางท่ี 2 และ 3 
ในสวนของแผน
วิจัยใหเหมือนกัน
โดยใชคําศัพท
เปนภาษาอังกฤษ
ครับ 
2. ไดแกไขการ
อางอิง 

 
 

1. ไดแกไขขอมูล
การศึกษาปจจัย
ท่ีมีความสําคัญ
ในการผลิต
เอนไซมโปรติเอส
ดังแสดงในตาราง
ท่ี 5 ซึ่งเดิมนั้น 
X6 และ X7 ไม
ตรงกับคํา
บรรยาย 
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ขอคิดเห็น/ขอเสนอแนะของผูทรงคุณวุฒิ ตอบขอคิดเห็น
ของผูทรงคุณวุฒิ

โดยนักวิจัย 
 
 

2.  ไดมีกา
ระบุเลขหนา
ทุกหนาตา
มสารบัญ 
 
 
1. ทําการ
แกไขหนวย
ใหเหมือนกัน
ท้ังหมดเชน 
มิลลิลิตร 
หนวยตอ
มิลลิลิตร 
เปนตน 
 

2. ทําการ
ตรวจสอบ
แกไขอางอิง
ใหตรงกับใน
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ขอคิดเห็น/ขอเสนอแนะของผูทรงคุณวุฒิ ตอบขอคิดเห็น
ของผูทรงคุณวุฒิ

โดยนักวิจัย 
เนื้อเรื่อง 
 
3.เนื่องจากมี
การเปล่ียน
คอมพิวเตอร 
อาจเกิดการ
เล่ือนของ
ตัวอักษร
ดังนั้นจึงขอ
สงไฟลใน
แบบ pdf มา
ดวย 
 

4. ไดทําการ
แกไขขนาด 
ตัวอักษรให
ตรงตาม
เนื้อหา 
5. ใสเลขหนา
เพิ่มเติม 
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ขอคิดเห็น/ขอเสนอแนะของผูทรงคุณวุฒิ ตอบขอคิดเห็น
ของผูทรงคุณวุฒิ

โดยนักวิจัย 
 
 
6.1 แกไขโดย
ลบคําวาทํา
การออกให
เหมาะสม 
6.2 เปล่ียน
จากคําวา 
feed เปนคํา
วา ดึงอาหาร
เขา และออก 
 
7.1 ขอความ
ใตภาพท่ี 3-9 
ถูกตอง
เรียบรอยแลว 
7.2 แกไข
อัตราการ
กวนจาก 150 
เปน 100 
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ขอคิดเห็น/ขอเสนอแนะของผูทรงคุณวุฒิ ตอบขอคิดเห็น
ของผูทรงคุณวุฒิ

โดยนักวิจัย 
 
7.3 เพิ่มเติม
ผลการ
ทดลองลงใน
เนื้อหา 
 

ความเห็นดานวิชาการ (Technical) 
แผนงานวิจัย : การใชหางน้ํายางเพื่อการผลิตเอนไซมอุตสาหกรรมโดยจุลินทรียดวยกระบวนการหมักแบบเปด 
ผูทรงคุณวุฒิทานท่ี 1 

1. การเขียนรายงานมีคําผิดมาก สํานวนภาษาอานแลวไมชัดเจน ไมตอเนื่อง การเขียนรายงานแยกเปนโครงการยอย 2 โครงการ ซึ่งไม

สัมพันธกัน ไมมีการสรุปรวมในตอนทายของรายงาน ตองดูขอมูลของโครงการยอย ไมมีการนําผลของโครงการยอยมาวิเคราะห/

สังเคราะห และสรุปเปนภาพรวม ควรเพิ่มการนําผลการวิจัยของ 2 โครงการยอยมาวิเคราะหเพื่อดูวาเปนไปตามวัตถุประสงค และ

เปาหมายท่ีวางไวหรือไม โดยเขียนเปนบทสรุปทายรายงาน 

2. ไมมีการสรุปผลวาหางน้ํายางมีความเหมาะสมท่ีจะนํามาใชเปนวัตถุดิบเพื่อใชผลิตเอนไซมท่ีจะเปนประโยชนตออุตสาหกรรมหรือไม 

มีความคุมคาท่ีจะลงทุนหรือไม ผูวิจัยเนนท่ีการผลิตเอนไซมจนเกินไป ควรเพิ่มผลสรุปของโครงการยอยท้ัง 2 วาใชหางน้ํายางมา

เปนวัตถุดิบในการผลิตเอนไซมไดหรือไม และควรมีการประเมินตนทุน และมูลคาเพิ่มท่ีไดจากการผลิตเอนไซมเพื่อดูความคุมคาท่ี

จะพัฒนาตอเพื่อการผลิตไดจริงตอไป 

ผูทรงคุณวุฒิทานท่ี 2 

 
 
 
 
1. ได
ตรวจสอบ
และแกไข
ตาม
คําแนะนํา
ของ
ผูทรงคุณวุฒิ 
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ขอคิดเห็น/ขอเสนอแนะของผูทรงคุณวุฒิ ตอบขอคิดเห็น
ของผูทรงคุณวุฒิ

โดยนักวิจัย 
1. เนื้อหาของการรายงานไมเปนระบบ ไมครบถวนสมบูรณ มีความผิดพลาดในหลายสวน ควรแกไขใหครบถวนกอนทํารายงานฉบับ

จริง ควรเพิ่มขอมูลของผลการดําเนินงานใหชัดเจนมากกวานี ้

2. ช่ือแผนงาน และโครงการยอยท้ัง 2 ไมถูกตอง ควรแกไขใหตรงตามสัญญา 

3. ยังไมมีขอมูลรายงานการวิเคราะห – สังเคราะหขอมูลในสวนของผลการดําเนินงานของโครงการโดยตรง สวนใหญจะเปนรายงาน

ของผูอื่น 

4. ไมมีขอมูลการทดลองท่ีเกี่ยวกับการผลิตเอนไซมโดยใชหางน้ํายาง มีเพียงขอมูลคุณสมบัติของน้ํายางและหางน้ํายางเทานั้น 

5. ผูอํานวยการแผนควรนําผลการดําเนินการวิจัยจาก 2 โครงการยอยมาสรุป หรอืเขียนรอยเรียงความเช่ือมโยง/สัมพันธกันในสวน

ของแผนงานวิจัยดวย 

โครงการยอยท่ี 1:การใชหางน้ํายางเพื่อผลิตเอนไซมอัลคาไลดโปรติเอสโดย Bacillus สายพันธุทนรอนดวยกระบวนหมักแบบเปด 
ผูทรงคุณวุฒิทานท่ี 1 

1. ขาดการสรุปผลในเชิงการนําหางน้ํายางมาใชประโยชนเพื่อเพิ่มมูลคาโดยการใชเปนวัตถุดิบในการผลิตเอนไซม และการคิดตนทุน

การผลิต เพื่อเปนขอมูลในเชิงเศรษฐศาสตรท่ีจะบอกไดวาจะมีแนวโนมท่ีจะมีการนําผลการวิจัยนี้ไปใชงานไดหรือไม 

2. ยังขาดการสรุปผลท้ังในบทคัดยอ และเนื้อหารายงาน ซึ่งควรเพิ่มเติมบทสรุปโดยเพิ่มเนื้อหาท่ีเกี่ยวของกับการใชประโยชนหางน้ํา

ยางใหสอดคลองกับวัตถุประสงคของโครงการ 

3. ขาดขอมูลผลการศึกษาเรื่องหางน้ํายางวาปริมาณใดท่ีเหมาะสม ความเขมขนควรเปนเทาไร 

4. ควรทบทวนการเขียนบทคัดยอ ไมควรเขียนสวนคํานํามากเกินไป และไมควรนําขอมูลจากการคนเอกสารมาใส ควรเพิ่มเติมวามีการ

ใชหางน้ํายางปริมาณมากนอยเพียงใดในการผลิตเอนไซม เนื่องจากวัตถุประสงคหลักคือการใชประโยชนจากหางน้ํายาง 

 
    
 
   2. ไดเพิ่ม
ตารางคํานวณ
ตนทุนการผลิต
เอนไซมจาก
วัตถุดิบท้ังหมดลง
ในผลการ
ดําเนินงานแลว
ครับ 

 
 
 
 
 
 
1. ได
ตรวจสอบ
และแกไข
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ขอคิดเห็น/ขอเสนอแนะของผูทรงคุณวุฒิ ตอบขอคิดเห็น
ของผูทรงคุณวุฒิ

โดยนักวิจัย 
5. ขอ 8.6 ควรระบุวาใชสารเคมี และ metal ion ใดบางในการทดลอง 

6. ควรใหขอมูลเสนอแนะแนวทางการพัฒนาเพื่อนําไปใชประโยชนท้ังในระดับการผลิตระดับอุตสาหกรรม และการผลิตระดับชุมชนท่ี

อาจจะใชประโยชนในรูปของหัวเช้ือปุยหมัก หรือการผลิตเอนไซมหยาบเพื่อยอยโปรตีนในน้ํายาง 

ผูทรงคุณวุฒิทานท่ี 2 
1. ควรตรวจสอบความครบถวนตามขอเสนอโครงการ เนื่องจากตามท่ีนําเสนอไวoutput ระบุวาไดกระบวนการหมักแบบเปดอยาง

ตอเนื่องเพื่อผลิตเอนไซม แตในการทดลองระบุแคการหมักแบบเปดอยางเดียว ไมมีการดําเนินการแบบตอเนื่องวามีการไหลเขาของ

หางน้ํายางเทาไร และมีการเก็บผลผลิตแบบตอเนื่องอยางไร ดังนั้น หากไมมีการทดลองแบบตอเนื่องก็ควรตัดคําวาตอเนื่องออกให

เหลือแคการหมักแบบเปด และควรใหเหตุผลดวยวาทําไมจึงไมไดดําเนินการตามท่ีระบุในขอเสนอโครงการ 

2. เนื้อหาของรายงานไมครบถวน บางตอนมีการคัดลอกมาใสแตไมสมบูรณ และซ้ําซอนกัน เชน ในหัวขอความสําคัญและท่ีมาของ

ปญหาparagraph แรกของหนาท่ี 1 และ 2 ควรแกไขใหถูกตอง 

3. ไมมีขอมูลรายงานเกี่ยวกับการวางแผนการทดลองในแตละหัวขอการทดลอง ไมระบุจํานวนซ้ําของกรรมวิธี จึงทําใหการรายงานผล

ไมคอยสมบูรณ 

4. บทคัดยอไมควรมีเอกสารอางอิง และการเขียนหนวยนับไมเหมือนกัน (ภาษาไทย หรือภาษาอังกฤษ ตัวยอ หรือเขียนเต็ม) ทําใหดู

สับสน รูปแบบการเขียนเอกสารอางอิงในทายเลม และการอางอิงในเนื้อเรื่องไมถูกตอง ควรตรวจสอบและแกไข 

5. เนื่องจากหลายการทดลองไมมีการรายงานการวางแผนทางสถิติ ทําใหไมแนใจวาผลการทดลองท่ีแสดงมีความแมนยําหรือไม เพราะ

ผลการทดลองท่ีแมนยําควรจะเปนผลจากการทําการทดลองหลายซ้ํา และมีความนาเช่ือถือทางสถิติ เชน การทดลองเกี่ยวกับ

อุณหภูมิ และ pH ท่ีมีผลตอกิจกรรมของเอนไซม 

ตาม
คําแนะนํา
ของ
ผูทรงคุณวุฒิ 
 
 
 
2. ช่ือ
แผนงาน
ถูกตองครับ 
แตไมตรงกับ
สัญญา 
3.ได
ตรวจสอบ
และแกไข
ตาม
คําแนะนํา
ของ
ผูทรงคุณวุฒิ 
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ขอคิดเห็น/ขอเสนอแนะของผูทรงคุณวุฒิ ตอบขอคิดเห็น
ของผูทรงคุณวุฒิ

โดยนักวิจัย 
6. ควรเพิ่มกราฟในเรื่องการศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตเอนไซมในถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยเพิ่มกราฟแสดงกิจกรรมของเอนไซม

ภายใตสภาวะการใหอากาศ 1.0 vvm และอัตราการกวน 350 รอบตอนาที 

7. ผลการทดลองในขอ 4 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม อธิบายวาผลการทดลองท่ี 23 : CoCl2.6H2O (X7)เทากับ 

0.12 กรัมตอลิตร ซึ่งคาของ CoCl2.6H2O ท่ีแสดงในตารางท่ี 8 อยูท่ี code level ระดับ 0 แตผลท่ีแสดงในตารางท่ี 9 ของการ

ทดลองท่ี 23 คา CoCl2.6H2Oก็ควรจะเปน 0 ไมใช -2 ควรตรวจสอบและแกไขใหถูกตอง 

8. ควรเพิ่มเติมรายละเอียดในข้ันตอนการดําเนินงานขอ 8.6 การศึกษาผลของสารเคมี ควรระบุวาใชสารเคมีอะไร ปริมาณเทาใด เปน

สัดสวนเทาใดกับปริมาณเอนไซม 

9. การศึกษาการผลิตเอนไซมในถังหมักแบบเปด ขนาดของถังหมักในข้ันตอนการดําเนินงานและผลการทดลองไมเทากัน ควร

ตรวจสอบความถูกตอง 

10. ควรแสดงการคํานวนตนทุนการผลิตเอนไซม โดยใชหางน้ํายางเปนวัตถุดิบในการเล้ียงจุลินทรีย 

11. ควรมีการสรุปผลการวิจัยท่ีสามารถนําไปขยายผล หรือใชไดจริง โดยเขียนเปนแผนผังวาใชอะไร ปริมาณเทาไร (basal medium)

ในหางน้ํายางปริมาณเทาใด (สัดสวนท่ีชัดเจน) ระยะเวลาการกวน pH ท่ีเหมาะสม อุณหภูมิ และผลผลิตท่ีไดจากสูตรนี้จะได

ประมาณเทาใด ควรเขียนใหชัดเจน เพื่อนําไปใชไดในระดับอุตสาหกรรม 

12. ควรตรวจสอบการเขียนช่ือวิทยาศาสตรของแบคทีเรีย เชน B. licheniformis KU-K2 ควรเปน B.licheniformis(KU-K2) (ควรใส

วงเล็บเพื่อแสดงวาเปนไอโซเลทท่ีคัดเลือกมาใช) 

13. ควรตรวจสอบความถูกตองของคําท่ีเขียน ตัวสะกด และลําดับขอในการดําเนินงาน และผลการทดลองใหสอดคลองกัน 

โครงการยอยท่ี 2: การใชประโยชนจากหางน้ํายาง เพื่อการผลิตเอนไซมยอยสลายพอลแิลกไทดจากเช้ือแอคติโนมัยสีท โดยใช

 
 
 

5.ได
ตรวจสอบ
และแกไข
ตาม
คําแนะนํา
ของ
ผูทรงคุณวุฒิ 
 
 
 
 
 

1 และ 2 ได
เพิ่มการ
สรุปผลการ
นําหางน้ํายาง
มาใช
ประโยชน
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ขอคิดเห็น/ขอเสนอแนะของผูทรงคุณวุฒิ ตอบขอคิดเห็น
ของผูทรงคุณวุฒิ

โดยนักวิจัย 
กระบวนการหมักแบบเปด 

ผูทรงคุณวุฒิทานท่ี 1 
1. ควรปรับปรุงบทคัดยอ โดยลดคํานําใหส้ันกระชับ แสดงถึงเหตุผลท่ีทํางานวิจัยช้ินนี้ และควรระบุวาใชหางน้ํายางกี่เปอรเซ็นตใน

การศึกษา เนื่องจากเปนวัตถุประสงคหลักของการวิจัย 

2. คําบรรยายตารางและกราฟควรเขียนใหชัดเจน โดยเฉพาะ ขอ 4.3 สูตร medium ยังไมชัดเจน ควรระบุวาใชหางน้ํายางกี่

เปอรเซ็นตในสูตรอาหารเล้ียงเช้ือ 

3. ในสวนของการสรุป ควรมีขอมูลเสนอแนะวาการดําเนินการตอไปควรจะทําอยางไรในการนําผลงานวิจัยนี้มาใชประโยชน หรือ

ศึกษาเพิ่มเติมตอยอดตอไป 

4. ยังขาดขอมูลความชัดเจนเรื่องสูตรอาหารเล้ียงเช้ือท่ียังสรางความสับสน อาจดวยการพิมพบกพรอง ทําใหไมตรงกัน 

5. ควรมีการศึกษาสัดสวนของหางน้ํายางวาท่ีปริมาณใดเหมาะสมกับการใชผลิตเอนไซม 

6. ควรคิดตนทุนการผลิต และมูลคาของเอนไซมท่ีผลิตได 

7. ควรมีวิธีการนําเอนไซมมาใชประโยชน โดยการทําใหบริสุทธิ์ และวิธีการผลิตหัวเช้ือเพื่อผลิตปุยหมัก โดยอาจผสมเช้ือแบคทีเรียจาก

โครงการยอยท่ี 1 เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิต 

ผูทรงคุณวุฒิทานท่ี 2 
1. ควรตรวจสอบความครบถวนตามขอเสนอโครงการ โดยในสวนของ output ของขอเสนอโครงการ ท่ีระบุวาเพื่อใชในการนําขยะท่ี

เปนพลาสติกจําพวกพอลิแลกไทดมาใชใหม (recycle)แตในผลการทดลองของโครงการไมไดกลาวถึง หรือแสดงกิจกรรมของ

เอนไซมท่ีผลิตไดวามีประสิทธิภาพในการยอยสลายพอลิแลกไทดอยางไร และในขอ 4.6 ของการดําเนินการวิจัย กลาวถึงการ

เพื่อเพิ่ม
มูลคาโดย
การใชเปน
วัตถุดิบใน
การผลิต
เอนไซม 
รวมถึงคิด
ตนทุนการ
ผลิตเอนไซม
ตอลิตรระดับ
หองปฏิบัติกา
ร เพื่อเปน
ขอมูลในเชิง
พาณิชย
สําหรับนําไป
ประยุกตใช 
โดยไดใสไว
ท้ังใน
บทคัดยอ
และสรุปผล 
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ขอคิดเห็น/ขอเสนอแนะของผูทรงคุณวุฒิ ตอบขอคิดเห็น
ของผูทรงคุณวุฒิ

โดยนักวิจัย 
วิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม แตไมมีผลการวิจัยแสดงใหเห็น 

2. ควรตรวจสอบความสําคัญและท่ีมาของปญหา เนื่องจากไมชัดเจน ซ้ําซอน เอกสารอางอิงในเนื้อเรื่องและทายเลมไมตรงกัน ผลการ

ทดลองไมสอดคลองกับวิธีดําเนินการ 

3. ควรเพิ่มเติมขอมูลเปรียบเทียบกับงานวิจัยอื่นๆ ท่ีมีการทํามาแลววาผลใกลเคียง หรือตางจากผลการวิจัยนี้อยางไร 

4. ควรตรวจสอบความถูกตองของการรายงานผล เชน คําบรรยายใตภาพท่ี 6 เนื้อหาไมตรงกับภาพ ผลการทดลองไมตรงกับวิธีการ

ดําเนินการวิจัย เนื้อหาท่ีรายงานไมตรงกับกราฟท่ีแสดงในภาพท่ี 4 และกราฟแสดงผลอุณหภูมิเปนเวลา 7 วัน แตบรรยายใตภาพ

เปน 4 วัน ควรตรวจสอบและแกไขใหถูกตอง เพื่อใหเกิดความนาเช่ือถือ 

5. ควรเขียนอธิบายเพิ่มเติมวิธีการคํานวนกิจกรรมเอนไซมในขอ 4.6 (การดําเนินงาน) และเพิ่มตารางผลของเอนไซมท่ีผลิตไดในการ

ยอยสลายพอลิแลกไทด 

6. ควรสรุปผลการวิจัยใหชัดเจนวาตองใชสภาวะแบบไหนจึงไดเอนไซมปริมาณสูง 

7.   ควรแสดงการคํานวนตนทุนการผลิตเปรียบเทียบกับราคาท่ีนําเขา หรือท่ีมีการผลิตจําหนายในไทย เนื่องจากมีการใช basal 
medium ผสมในหางน้ํายางท่ีแยกสกิม 

8.   ควรแสดงผลการทดลองของอัตราการใหอากาศตอการผลิตเอนไซมใหตรงกับท่ีระบุในข้ันตอนการดําเนินงาน คือ อัตรา 0.2, 0.5, 
0.75 และ 1 VVM เพราะในผลการทดลองกลาวถึงแตผลท่ีอัตราการไหล 0.5 VVM เพียงอัตราเดียว 

 
 
 
3. ไดใสเพิ่ม
ขอมูล
ปริมาณหาง
น้ํายางท่ีใชใน
สูตรอาหารวา
ใชปริมาณ
เทาใดท้ังใน
ผลการ 
optimized 
และสรุปผล
ครับโดยใชใน
อัตราสวน 
1:1 
4.  ท้ังใน
บทคัดยอ
และสรุปผล
ไดเพิ่มผลการ
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ขอคิดเห็น/ขอเสนอแนะของผูทรงคุณวุฒิ ตอบขอคิดเห็น
ของผูทรงคุณวุฒิ

โดยนักวิจัย 
ดําเนินงานให
สอดคลองกับ
วัตถุประสงค
แลวครับ ท้ัง
การแสดงให
เห็นถึงการใช
ประโยชน
จากหางน้ํา
ยางและการ
คัดแยกเช้ือ 
bacillus ท่ีมี
ความสามาร
ถในการผลิต
เอนไซมอัคา
ไลนโปรติเอส 

      5. ไดเพิ่ม
สารเคมีลงใน
วิธีการทดลอง
แลวคะ 

 6. ไดเพิ่มลง
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ขอคิดเห็น/ขอเสนอแนะของผูทรงคุณวุฒิ ตอบขอคิดเห็น
ของผูทรงคุณวุฒิ

โดยนักวิจัย 
ในรายงาน
แลวคะ เพิ่ม
ขอมูล
เสนอแนะ
แนวทางการ
พัฒนาเพื่อ
นําไปใช
ประโยชนท้ัง
ในระดับการ
ผลิตระดับ
อุตสาหกรรม 
และการผลิต
ระดับชุมชนท่ี
อาจจะใช
ประโยชนใน
รูปของหัว
เช้ือปุยหมัก 
หรือการผลิต
เอนไซม
หยาบเพื่อ
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ขอคิดเห็น/ขอเสนอแนะของผูทรงคุณวุฒิ ตอบขอคิดเห็น
ของผูทรงคุณวุฒิ

โดยนักวิจัย 
ยอยโปรตีน
ในน้ํายาง
ครับ 
1. ไมมีการ
ทดลอง
แบบตอเนื่อง  
และไดตัดคํา
วาตอเนื่อง
ออกใหเหลือ
แคการหมัก
แบบเปด
เทานั้น  ท้ังนี้ 
เนื่องจากน้ํา
ท้ิงท่ีไดไมได
เกิดข้ึนใน
สภาพจริงไม
ไดเกิดข้ึน
อยางตอเนื่อง  
ตัองมีการพัก 
เพื่อให สวนท่ี
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ขอคิดเห็น/ขอเสนอแนะของผูทรงคุณวุฒิ ตอบขอคิดเห็น
ของผูทรงคุณวุฒิ

โดยนักวิจัย 
ยางตะกอน
กอน 
 
 
 
2. แกไข
เรียบรอยแลว
ครับ 
 
 
 

3 และ 5. ทํา
การทดลอง 3 
ซ้ํา โดยขอมูลท่ี
ไดเปนคาเฉล่ีย
จากการทําการ
ทดลอง 3 ซ้ําโดย
การนําคาท่ี
ใกลเคียงมาเฉล่ีย
กัน โดยขอมูลท่ี
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ขอคิดเห็น/ขอเสนอแนะของผูทรงคุณวุฒิ ตอบขอคิดเห็น
ของผูทรงคุณวุฒิ

โดยนักวิจัย 
ไดสามารถเปน
ตัวแทนการ
ทดลองได ขอมูล
ทางจุลชีววิทยา
จํานวนซ้ํา 3 ซ้ํา 
ก็ถือวาเปน
ตัวแทนการ
ทดลองได ใน
สวนคุณลักษณะ
ของเอนไซมถือ
วาเปนขอมูลท่ี
นาเช่ือถือได เมื่อ
พิจารณาจาก
การ reviews 
วารสาร จะมีคา
ใกลเคียงกันและ
ไปในทาง
เดียวกัน    
ขอ  4 แกไขตาม
ขอเสนอของผู
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ขอคิดเห็น/ขอเสนอแนะของผูทรงคุณวุฒิ ตอบขอคิดเห็น
ของผูทรงคุณวุฒิ

โดยนักวิจัย 
ทรงวุฒ ิ
 
 
 
 

6. ไดเพิ่มกราฟใน
เรื่องการศึกษา
ปจจัยท่ีมีผลตอ
การผลิตเอนไซม
ในถังหมักขนาด 5 
ลิตร โดยเพิ่ม
กราฟแสดง
กิจกรรมของ
เอนไซมภายใต
สภาวะการให
อากาศ 1.0 vvm 
และอัตราการ
กวน 350 รอบตอ
นาที 
7. ไดแกไขแลว



84 

 

 

ขอคิดเห็น/ขอเสนอแนะของผูทรงคุณวุฒิ ตอบขอคิดเห็น
ของผูทรงคุณวุฒิ

โดยนักวิจัย 
ครับ โดยคาของ 
CoCl2.6H2O ท่ี
แสดงในตารางท่ี 
8 อยูท่ี code 
level ระดับ -2 
ทําให 
CoCl2.6H2O 
(X7) เทากับ 0 
กรัมตอลิตร   
 
 
8. ไดเพิ่ม
สารเคมีและ
ข้ันตอนลงใน
วิธีการทดลอง
แลวคะ 

 
 
 

9.แกไขแลวครับ 
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ขอคิดเห็น/ขอเสนอแนะของผูทรงคุณวุฒิ ตอบขอคิดเห็น
ของผูทรงคุณวุฒิ

โดยนักวิจัย 
 

 10. ไดเพิ่ม
ตารางคํานวณ
ตนทุนการผลิต
เอนไซมจาก
วัตถุดิบท้ังหมดลง
ในผลการ
ดําเนินงานแลว
ครับ 

11. แกไขตาม
คําแนะนําของ
ผูทรงคุณวุฒิ 

 
   
 
 
 
  12.ไดตรวจสอบ
และแกไขตาม
คําแนะนําของ
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ขอคิดเห็น/ขอเสนอแนะของผูทรงคุณวุฒิ ตอบขอคิดเห็น
ของผูทรงคุณวุฒิ

โดยนักวิจัย 
ผูทรงคุณวุฒิ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.ไดทําการ
แกไข
บทคัดยอให
ส้ันและ
กระชับลง 
 
 
 

2.สูตร 
medium 
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ขอคิดเห็น/ขอเสนอแนะของผูทรงคุณวุฒิ ตอบขอคิดเห็น
ของผูทรงคุณวุฒิ

โดยนักวิจัย 
ครบถวนแลว 
และใชหางน้ํา
ยางเปนหลัก
คือ 50 ml 
แลวเติม
สวนประกอบ
อื่นๆลงไป 
 
3. ไดเพิ่มเติม
ในหัวขอ
สรุปผลการ
ทดลอง 
 
4.ตรวจสอบ
และ
ดําเนินการ
แกไข 
 
5. เนื่องจาก
ใชหางน้ํายาง 
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ขอคิดเห็น/ขอเสนอแนะของผูทรงคุณวุฒิ ตอบขอคิดเห็น
ของผูทรงคุณวุฒิ

โดยนักวิจัย 
100% จึง
ไมได
ทําการศึกษา
สัดสวนของ
หางน้ํายางท่ี
ใช 
- 
- 
 
 
 
 
1.กิจกรรม
ของเอนไซม
แสดงไวในทุก
การทดลอง
ในหนวย 
U/ml หรือ 
หนวยตอ
มิลลิลิตร 
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ขอคิดเห็น/ขอเสนอแนะของผูทรงคุณวุฒิ ตอบขอคิดเห็น
ของผูทรงคุณวุฒิ

โดยนักวิจัย 
จากหัวขอ 
4.6 กลาว
วิธีการ
วิเคราะห
กิจกรรมของ
เอนไซม
โดยรวมซึ่ง
ข้ันตอนนี้
นําไปใชใน
การทดลอง
อื่นๆกอน
หนา ซึ่ง
แสดงผลเปน
กราฟ 
 
 
 
2.ตรวจสอบ
ตามขอเสนอ 
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ขอคิดเห็น/ขอเสนอแนะของผูทรงคุณวุฒิ ตอบขอคิดเห็น
ของผูทรงคุณวุฒิ

โดยนักวิจัย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5. เพิ่มวิธีการ
คํานวณ
กิจกรรมของ
เอนไซมลงใน
หัวขอ 4.6 
 
6. แกไขตาม
ขอเสนอ 
 

7. เนื่องจาก
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ขอคิดเห็น/ขอเสนอแนะของผูทรงคุณวุฒิ ตอบขอคิดเห็น
ของผูทรงคุณวุฒิ

โดยนักวิจัย 
เอนไซมชนิด
นี้ไมมี
จําหนายใน
ทองตลาด
ดังนั้นจึงไม
สามารถ
เปรียบเทียบ
ราคาได 
 
8.เพิ่มเติมผล
การทดลอง
ลงในเนื้อหา 
 
 
 
 

 


