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บทคัดย่อ 

แบคทีเรียมีบทบาทสำคัญในการกำจัดวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร  โดยการปลดปล่อยเอนไซม์หลายชนิด
ในขณะการหมัก ซึ่งเอนไซม์ไซลาเนสเป็นหนึ่งในเอนไซม์ที่มีบทบาทสำคัญในกระบวนการย่อย  งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์
เพ่ิมประสิทธิภาพกิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสจากแบคทีเรีย Bacillus subtilis พันธุ์กลาย (MT3.4) ที่ใช้ในการผลิตอาหาร
สัตว์หมักจากเศษวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร โดยการชักนำให้เกิดการกลายพันธุ์ครั้งที่ 2 ด้วยเทคโนโลยีพลาสมาเย็น โดยใช้
ก๊าซอาร์กอนและฮีเลียมในการกำเนิดพลาสมา และระยะเวลาในการอาบพลาสมา 1-5 นาที พบแบคทีเรียจำนวน 581 ไอโซ
เลทเจริญบนอาหารแข็ง Luria-Bertani (LB) ภายหลังจากการอาบพลาสมา และพบว่าไอโซเลท MT2-428 มีค่ากิจกรรม
เอนไซม์ไซลาเนสสูงขึ้น 3.5 เท่าเมื่อเทียบกับ B. subtilis MT3.4 เมื่อนำแบคทีเรียพันธุ์กลาย MT2-428 มาตรวจสอบการ
เปลี ่ยนแปลงในระดับดีเอ็นเอด้วยเทคนิค  High Annealing Temperature-Random Amplified Polymorphic DNA 
(HAT-RAPD) โดยใช้ไพร์เมอร์แบบสุ่มจำนวน 5 ไพร์เมอร ์พบว่าแบคทีเรียพันธุ์กลาย MT2-428 มีลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่แตกต่าง
จาก B. subtilis MT3.4 และจากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสจากแบคทีเรียพันธุ์กลาย  
MT2-428 พบว่าสภาวะที่เหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนส คือ ค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 6 และอุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส จากนั้นนำแบคทีเรีย MT2-428 มาทดสอบการย่อยวัตถุดิบ 3 ชนิด ได้แก่ เปลือกทุเรียน, ชานอ้อย และ
เปลือกข้าวโพด เป็นเวลา 7 วันเปรียบเทียบกับชุดควบคุม , แบคทีเรียพันธุ ์ดั ้งเดิม และแบคทีเรียพันธุ ์กลายครั ้งที่ 1 
B. subtilis MT3.4 ผลการทดสอบพบวาแบคทีเรียพันธุ์กลาย MT2-428 มีความสามารถในการย่อยวัตถุดิบได้ดีกว่าการหมัก
เงื่อนไขอื่น ๆ โดยให้ค่าการปลดปล่อยน้ำตาลรีดิวซ์สูงที่สุด ดังนั้นแบคทีเรียพันธุ์กลาย MT2-428 เหมาะสมสำหรับการ
ประยุกต์ใช้ผลิตอาหารสัตว์หมักจากเศษวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร  
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ABSTRACT 

Bacteria play a crucial role in the degradation of agricultural waste by secreting several 
enzymes during fermentation. Xylanase is one of the key enzymes involved in this process. Therefore, this 
research aimed to enhance the xylanase enzyme activity of a mutant Bacillus subtilis (MT3.4) which is 
used to produce fermented animal feed from agricultural waste. This was accomplished through a second 
mutation induction using cold plasma technology, employing argon and helium gases to produce the 
plasma and administering exposure lengths of 1-5 minutes. After plasma treatment, 581 bacterial isolates 
were found to grow on Luria-Bertani (LB) agar. Among these, isolate MT2-428 demonstrated a 3.5-fold 
enhancement in xylanase enzyme activity relative to the B. subtilis MT3.4. The genetic changes in the MT2-
428 mutant strain were examined using the High Annealing Temperature-Random Amplified Polymorphic 
DNA (HAT-RAPD) technique with five random primers. The results revealed a distinct DNA fingerprint in 
MT2-428 compared to B. subtilis MT3.4. The optimal conditions for xylanase enzyme activity from the 
MT2-428 mutant strain were determined to be pH 6 and a temperature of 60 degrees Celsius. 
Subsequently, the MT2-428 mutant strain was then subjected to a 7-day degradation assay using three 
types of agricultural waste materials, including durian peel, sugarcane bagasse, and corn husk, in 
comparison with a control group, the wild type (B. subtilis), and the first mutant bacterial strain (B. subtilis 
MT3.4). The experimental results revealed that the MT2-428 mutant strain exhibited superior degradation 
capability compared to other fermentation conditions, yielding the highest reducing sugar release 
values. Thus, the MT2-428 mutant strain is suitable for application in the production of fermented animal 
feed from agricultural waste materials. 
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กิตติกรรมประกาศ 
  

วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ สำเร็จลุล่วงไปได้ด้วยความกรุณาจากรองศาสตราจารย์ ดร.ธีรชัย อำนวย
ล้อเจริญ อาจารย์ท่ีปรึกษา ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.สุชัญญา ทองเครือ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.สุกัญญา 
สืบแสน และดร.กันตา แสงวิจิตร อาจารย์ที่ปรึกษาร่วมที่กรุณาให้ความรู้ คำแนะนำและคำปรึกษาจน
วิทยานิพนธ์สำเร็จลุล่วงด้วยดี ขอขอบพระคุณ ดร.สุรีย์พร สราภิรมย์ อาจารย์จากคณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยแม่โจ้ ที่ได้กรุณารับเป็นประธานกรรมการในการสอบป้องกันวิทยานิพนธ์  พร้อมทั้งให้
คำแนะนำเพิ่มเติมท่ีเป็นประโยชน์ต่อวิทยานิพนธ์ฉบับนี้ให้มีความสมบูรณ์ยิ่งขึ้น 

ขอขอบพระคุณคณาจารย์สาขาวิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาตร์และอาจารย์ สาขาวิชาวิทยา
ศาตร์สิ่งแวดล้อม คณะพลังงานและสิ่งแวดล้อม มหาวิทยาลัยพะเยาที่อบรมสั่งสอนประสิทธิ์ประสาท
วิชาความรู้และประสบการณ์ต่าง ๆ ให้แก่ผู้วิจัยจนสำเร็จการศึกษาครั้งนี้ 

ขอขอบพระคุณ มหาวิทยาลัยพะเยา ท่ีได้มอบทุนอุดหนุนการทำวิทยานิพนธ์ ประจำป ี2566 
ฉบับท่ี 2 เพื่อเป็นทุนสนับสนุนการวิจัยครั้งนี้ และขอขอบคุณศูนย์ความเป็นเลิศด้านชีวะวิศวกรรม
พลาสมา มหาวิทยาลัยพะเยา ที่ให้ความอนุเคราะห์สถานที่และเครื่องมือในการทำวิจัย ขอขอบคุณ
เกษตรกรบ้านโซ้ หมู ่2 ตำบลแม่นาเรือ อำเภอเมืองพะเยา จังหวัดพะเยา ร้านขายน้ำอ้อยสดย่าดา แยก
เกษตรสุข ถนนพหลโยธิน อำเภอเมืองพะเยา จังหวัดพะเยา ร้านขายน้ำอ้อยสดพะเยา Hometown 
ถนนพหลโยธิน เวียง อำเภอเมืองพะเยา ร้านทุเรียนนายดำ ถนนเมืองชุม ตำบลแม่ต๋ำ อำเภอเมืองพะเยา 
จังหวัดพะเยา ท่ีให้ความอนุเคราะห์วัตถุดิบสำหรับทดสอบการผลิตอาหารสัตว์หมัก 

สุดท้ายนี้ขอขอบพระคุณบิดามารดา ญาติพี่น้อง และเพื่อน ๆ ที่คอยเป็นกำลังใจและให้
คำปรึกษา ข้อเสนอแนะในการทำวิทยานิพนธ์ครั ้งนี้ ประโยชน์ที ่ได้จากงานวิทยานิพนธ์ขอมอบแด่ 
อาจารย์ ผู้ท่ีสนใจในการศึกษา หากผิดพลาดประการใดขอน้อมรับไว้ด้วยความขอบคุณยิ่ง 
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บทท่ี 1 

 

บทนำ 

 

ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา 

ประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรม สถิติในปีพ.ศ. 2562 ประเทศไทยมีพื้นท่ีเพาะปลูก
ทางการเกษตร 149,252,451 ไร่ (กระทรวงดิจิทัลเพื่อเศรษฐกิจและสังคม, 2562) ซึ่งพืชเศรษฐกิจ
ของไทยมีหลายชนิด เช่น ข้าว มันสำปะหลัง ปาล์มน้ำมัน ยางพารา อ้อย ลำไย มะม่วง ทุเรียน เป็น
ต้น (สำนักงานพัฒนาการวิจัยการเกษตร, 2564) ในแต่ละปีจึงมีผลผลิตทางการเกษตรจำนวนมาก 
และส่งผลให้เกิดวัสดุเหลือทิ้งจากการเกษตรจำนวนมากด้วยเช่นกัน โดยพบว่าในปีพ.ศ. 2566-2567 
มีเศษวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรที่เกิดขึ้นจากภาคเกษตรประมาณ 44.49 ล้านตัน (อิชย์อาณิคม์ ชิต
วิเศษ และชลธิชา จันแปงเงิน, 2567) และโดยส่วนใหญ่เศษวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรจะถูกกำจัด
ด้วยการเผาซึ่งเป็นวิธีท่ีง่ายต่อการจัดการของเกษตรกร แต่ส่งผลให้เกิดมลพิษทางอากาศ และเป็นการ
ทำลายสิ่งแวดล้อม เกิดฝุ่นควันกระจายทั่วบริเวณใกล้เคียง รวมถึงเกิดฝุ่นละอองขนาดไม่เกิน 2.5 
ไมครอน (particulate matter with diameter of less than 2.5 micron : PM 2.5) ซึ่งคิดเป็น
สัดส่วนร้อยละ 5 ของปริมาณ PM 2.5 ทั้งหมดที่เกิดขึ้นจากแหล่งกำเนิดอื่น ๆ (กรมควบคุมมลพิษ, 
2561) นอกจากนี้การเผาในพื้นที่การเกษตรยังเป็นการทำลายโครงสร้างและความอุดมสมบูรณ์ของ
ดินทำให้ดินเส่ือมโทรมขาดความอุดมสมบูรณ์ และผลผลิตท่ีได้รับต่ำกว่าท่ีควรจะเป็น จึงมีการส่งเสริม
ให้นำเศษวัสดุการเกษตรมาใช้ให้เกิดประโยชน์ หรือเพิ่มมูลค่า ทดแทนการเผา (กองวิจัยและพัฒนา
ส่งเสริมการเกษตร, 2563) ทั้งนี้วิธีจัดการเศษวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรอย่างรวดเร็วและไม่เป็น
อันตรายต่อส่ิงแวดล้อม และช่วยลดต้นทุนให้กับเกษตรกรผู้เล้ียงสัตว์ คือ การนำเศษวัสดุเหลือใช้ทาง
การเกษตรมาผลิตอาหารสัตว์หมัก โดยส่งเสริมให้เกษตรกรใช้วัตถุดิบท่ีมีในท้องถิ่น จากการเข้าหารือ
กับวิสาหกิจชุมชนเพียวพลัสฟาร์ม จังหวัดนครสวรรค์ ซึ่งเป็นองค์กรที่มีการนำเอาเศษวัสดุเหลือใช้
ทางการเกษตรมาผลิตอาหารสัตว์หมักโดยใช้เปลือกทุเรียนเป็นวัตถุดิบแต่ทางวิสาหกิจชุมชนพบ
ปัญหาการผลิตที่ไม่เพียงพอต่อความต้องการของสมาชิกและวิสาหกิจชุมชนต้องการที่จะผลิตอาหาร
สัตว์หมักครอบคลุมตลอดท้ังปีโดยการใช้เศษวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรท่ีมีในพื้นท่ีจังหวัดนครสวรรค์
หรือพื้นที่ใกล้เคียง ผลจากการหาแนวทางแก้ไขปัญหาร่วมกันได้มีแนวคิดในการนำกากชานอ้อยซึ่งมี
การเพาะปลูกในพื้นที่จังหวัดกำแพงเพชรมาพัฒนาเป็นอาหารสัตว์หมัก เพื่อเป็นการลดปริมาณเศษ
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วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรในพื้นที่และส่งผลให้เกษตรกรผู้เลี ้ยงสัตว์มีอาหารสัตว์หมักต้นทุนต่ำ
ทดแทนอาหารสัตว์สำเร็จรูปราคาสูงที่จำหน่ายในท้องตลาดตลอดทั้งปี อีกทั้งเป็นการลดการเผาใน
พื้นท่ีจังหวัดกำแพงเพชร 

กระบวนการหมักอาหารสัตว์เป็นการนำเศษวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรมาหมักร่วมกับ
จุลินทรีย์เพื่อให้เกิดการย่อยวัตถุดิบให้มีความอ่อนนุ่มลง และให้ได้สารอาหาร พลังงาน และเยื่อใย
ตามความต้องของสัตว์ ในกระบวนการหมักจึงจำเป็นต้องใช้เอนไซม์ที่จุลินทรีย์ผลิตขึ้นมาช่วยย่อย
โครงสร้างของพืช โดยโครงสร้างของวัสดุทางการเกษตรส่วนมากประกอบของเซลลูโลสร้อยละ 45-55 
เฮมิเซลลูโลสร้อยละ 25-35 และลิกนิน (Polsa et al, 2019) ดังนั้นเอนไซม์ท่ีเป็นกลุ่มเอนไซม์หลักใน
กระบวนการหมักจึงเป็นเอนไซม์กลุ่มย่อยคาร์โบไฮเดรต ได้แก่ เซลลูเลส (cellulase) ไซลาเนส 
(xylanase) อะไมเลส (amylase) จึงมีการศึกษาและคัดเลือกแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์เหล่านี้อย่าง
กว้างขวางโดยเฉพาะเอนไซม์กลุ่มเซลลูเลส ทั้งนี้งานวิจัยของ Polsa et al. (2019) พบว่าการผลิต
อาหารสัตว์หมักจากเปลือกทุเรียนโดยใช้ Bacillus subtilis พันธุ์กลาย (Bacillus subtilis MT3.4) ท่ี
มีประสิทธิภาพการทำงานของเอนไซม์ไซลาเนสสูงขึ้น จะได้อาหารสัตว์หมักต้นทุนต่ำที่มีโภชนท่ี
เหมาะสมต่อการเลี้ยงโคนม แต่จากการวิเคราะห์บริเวณที่เกิดการกลายพันธุ์ของลำดับนิวคลีโอไทด์
ของยีนไซลาเนสพบว่า บริเวณท่ีเกิดการกลายพันธุ์นั้นอยู่นอกเหนือจากบริเวณเร่ง (active site) ของ
เอนไซม์ ดังนั้นแบคทีเรียพันธุ์นี้จึงมีความเป็นไปได้ท่ีจะพัฒนาศักยภาพเพิ่มเติมได้อีกจากการชักนำให้
เกิดการกลายพันธุ์ ณ บริเวณท่ีเหมาะสมต่อการทำงานของเอนไซม์ 

งานวิจัยนี้จึงมีเป้าหมายในการจัดการวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรในพื้นท่ีท่ีเป็นความต้องการ
ของผู้ประกอบการ โดยการเพิ่มประสิทธิภาพของแบคทีเรียที่ใช้ผลิตอาหารสัตว์หมักด้วยวัตถุดิบท่ี
ต่างกัน โดยชักนำแบคทีเรีย B. subtilis MT3.4 ให้เกิดการกลายพันธุ์ครั้งท่ี 2 ด้วยพลาสมาเย็น ซึ่ง
สามารถใช้เป็นแนวทางในการจัดการเศษวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรที่แตกต่างกันตามพื้นที่มาผลิต
อาหารสัตว์หมักต่อไปในอนาคต 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

เพื ่อเพิ ่มประสิทธิภาพการทำงานของเอนไซม์ไซลาเนสจาก B. subtilis MT3.4 โดย 
ชักนำให้เกิดการกลายพันธุ์ครั้งท่ี 2 ด้วยเทคโนโลยีพลาสมาเย็น และศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการ
ทำงานของเอนไซม์ไซลาเนส 

เพื่อผลิตอาหารสัตว์หมักโดยใช้เศษวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรได้แก่ เปลือกทุเรียน ชานอ้อย 
และเปลือกข้าวโพด โดยอาศัยแบคทีเรียพันธุ์กลายท่ีถูกคัดเลือก 
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ขอบเขตของการวิจัย 

ขอบเขตด้านเนื้อหา 
นําแบคทีเรียพันธุ์กลาย B. subtilis MT3.4 จากงานวิจัยของ Polsa et al. (2019) 

ซึ่งเป็นแบคทีเรียท่ีมีถูกชักนำให้การกลายพันธุ์ด้วยเทคนิคพลาสมาเย็น และพบว่ามีประสิทธิภาพการ
ทำงานของเอนไซลาเนสสูงกว่าชุดควบคุม มาชักนำให้เกิดการกลายพันธุ์ครั้งที่ 2 โดยใช้เทคโนโลยี
พลาสมาเย็น ใช้ก๊าซฮีเลียมและอาร์กอนในการผลิตพลาสมาท่ีระยะเวลา 1, 2, 3 และ 5 นาที จากนั้น
ตรวจสอบการกลายพันธุ์โดยการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเอนไซม์ไซลาเนสจากแบคทีเรีย  
B. subtilis s MT3.4 และแบคทีเรียที่ถูกชักนําให้เกิดการกลายพันธุ์ครั้งที่ 2 และคัดเลือกแบคทีเรีย
พันธุ์กลายท่ีมีค่ากิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนสท่ีแตกต่างจากชุดควบคุมมาวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์ของ
ยีนไซลาเนสท่ีเปล่ียนไป และเปรียบเทียบโครงสร้างโปรตีนไซลาเนสจากแบคทีเรียพันธุ์กลายครั้งท่ี 2 
และ B. subtilis MT3.4 (ชุดควบคุม) รวมถึงหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการทำงานของเอนไซม์ไซลาเนส 
และผล ิ ตอาหารส ั ตว ์หม ั ก ในระด ับห ้อ งปฏ ิบ ั ต ิ การ  โดยใช ้ เปล ื อกท ุ เร ี ยน  ชานอ ้ อย 
และเปลือกข้าวโพดเป็นวัตถุดิบในถุงหมักขนาด 1 กิโลกรัม เป็นเวลา 60 วัน 

ขอบเขตของเวลา 
 มกราคม พ.ศ. 2565 – ตุลาคม พ.ศ. 2567  
 

ประโยชน์ที่จะได้รับจากการวิจัย 

ได้แนวทางในการจัดการเศษวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรโดยการนำเศษวัสดุเหลือใช้ทาง
การเกษตรในพื้นท่ีกลับมาใช้ให้เกิดประโยชน์ ซึ่งเป็นการจัดการขยะจากภาคการเกษตรท่ีเป็นมิตรต่อ
ส่ิงแวดล้อม 
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บทท่ี 2  

 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร  
 วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร หมายถึง สิ่งที่เหลือจากผลผลิตทางการเกษตร หรือสิ่งที่ทิ้งค้าง
จากการเก็บเกี ่ยวผลผลิตทางการเกษตร หรือซากทางการเกษตร (ตุลญา โรจน์ทังคำ, 2563) 
ยกตัวอย่าง เช่น ซังและต้นข้าวโพด ชานอ้อย ฟางข้าว เหง้ามันสำปะหลัง เปลือกทุเรียน เป็นต้น จาก
การสืบค้นพบว่าในปี พ.ศ. 2566 - 2567 มีเศษวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรรวมประมาณ 44.49 ล้าน
ต้น (อิชย์อาณิคม์ ชิตวิเศษ และชลธิชา จันแปงเงิน, 2567) ซึ่งส่งผลให้เกิดปัญหาทางสิ่งแวดล้อม
ตามมาจากการกำจัดเศษวัสดุเหล่านี้ด้วยวิธีการท่ีไม่เหมาะสม  
 

การจัดการเศษวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร 

 ภายหลังฤดูกาลเก็บเกี่ยวในแต่ละปี จะมีเศษวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรจำนวนมาก และ

เกษตรกรจำเป็นต้องกำจัดเศษวัสดุเหลือใช้เหล่านี้เพื่อเตรียมการเพาะปลูกในฤดูถัดไป หรือเพื่อจัดการ

ขยะออกจากพื้นที่ ดังนั้นจึงมีแนวทางในการกำจัดเศษวัสดุเหลือใช้เหล่านี้หลากหลายวิธี แต่ละวิธีมี

ข้อดีและข้อเสียแตกต่างกัน ดังตารางท่ี 1  

ตาราง 1 วิธีการกำจัดเศษวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร 

วิธีการ ข้อดี ข้อเสีย อ้างอิง 
1. การฝังกลบ คือ การขุด
หลุมและฝังกลบแบบที ่ราบ
โดยรวบรวมชีวมวลแล้วใช้
เครื ่องจักรกลบดอัดให้แน่น
และใช้ดินกลบทับอีกชั้นหนึ่ง 
เพื่อป้องกันการเกิดปัญหาใน
ด้านกล่ินและแมลง 

เ ป ็ น แหล ่ ง ส า ร 
อ า ห า ร ท ี ่ อ ุ ด ม
สมบูรณ์ให้แก่ดิน 
ต้นไม้ หรือพืชผล
ทางการเกษตร 

ต้องใช้พื้นที่ขนาดใหญ่ในการฝังกลบ
และมีระยะเวลาในการย่อยสลายใน
ธรรมชาตินานหรือทำ อาจเกิดน้ำเสีย 
และแก๊สมีเทนปนเปื้อนระหว่างชั้นสู่
ดิน แม่น้ำและอากาศ 

กรมควบคุม
มลพิษ, 2556 



 

 

 5 

ตาราง 1 (ต่อ)  

วิธีการ ข้อดี ข้อเสีย อ้างอิง 

2. การเผา ค ือ การ
กำจัดเศษวัสดุเหลือใช้
ทางเกษตรด้วยการจุด
ไฟเผาในท่ีโล่งแจ้ง 

ม ี ค ว า ม สะ ด ว ก แ ละ
ร ว ด เ ร ็ ว  ป ร ะ ห ย ั ด 
เวลา และค่าใช้จ่าย 

ทำให้เกิดมลพิษทางอากาศ
ซึ ่งเป็นผลเสียต่อสิ ่งม ีช ีวิต
โดยรอบ ทำให้แร่ธาตุในดิน
บางชนิดหายไปจากความ
ร้อนและยังทำลายหน้าดิน 
ซึ่งเกษตรกรส่วนใหญ่มีความ
เข ้ า ใ จว ่ า ก า ร เ ผา ท ำ ใ ห้
สามารถควบคุมปริมาณของ
ศัตร ูพ ืชได้และสามารถไถ
พรวนดินได้ง่าย 

วิลาวรรณ น้อยภา 
และวาสิฐี ภักดีลุน 

, 2564 

3. การไถกลบตอซัง
ข้าวหรือเศษพืชทาง
การเกษตรต่าง ๆ คือ 
การใช้เครื่องจักรหรือ
รถไถไถพรวนดิน 
 

เพิ่มความอุดมสมบูรณ์
ของดิน ช่วยปร ับปรุง
โครงสร้างของดิน 

ในการไถกลบมีค่าใช้จ่ายใน
การจ้างรถไถกลบ และต้อง
รอให้ตอซังข้าวหรือเศษซาก
พืชให้นิ่มหรือย่อยสลายกอ่น
ไถกลบ ซึ่งระยะเวลาในการ
ทำนาหรือการปลูกพ ืชผล
ทางการเกษตรจะปลูกกัน
อย ่างน ้อยป ีละ 2-3 ครั้ ง 
ดังนั้นจึงต้องใช้ความรีบเร่ง
ในการเตรียมดินทำให ้เกิด
ปัญหาคือรถไถนาไม่สามารถ
ไถกลบตอซังข้าวได้ง่าย 

สุธีระ บุญญาพิทักษ์, 
2564; 

มลิวัลย์ บุญหล้า, 
2554 
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ตาราง 1 (ต่อ)  

วิธีการ ข้อดี ข้อเสีย อ้างอิง 
4. การทำปุ๋ยหมัก คือ การ
หมักเศษวัสดุเหลือใช้ทาง
การเกษตรกับน้ำส้มควัน
ไม้หรือมูลสัตว์เพื่อให้ย่อย
สลายกลายเป็นปุ๋ยให้แก่
พืชหรือต้นไม้ได้ 

ลดต้นทุนการซื้อปุ๋ยเคมี 
สามารถทำได้เอง 

สารอาหารในการทำปุ๋ย
หม ั ก ไ ม ่ เ พ ี ย งพอ ต่ อ
พืชผลเท่าท่ีควร 

สุมน โพธิ ์จันทร์, 
2552 

5. การนำไปแปรรูปเป็น
ผลิตภัณฑ์ เคร ื ่องใช ้ ใน
ชีวิตประจำวัน โดยการ
นำเอาเศษวัสดุเหลือใช้
ทางการเกษตร เช่น ชาน
อ้อย ซังข้าวโพด เป็นต้น 
มาแปรรูปให้เป็นอุปกรณ์
ท่ีใช้ในชีวิตประจำวัน 

สามารถลดขยะจำพวก
กระดาษและพลาสติก 
เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม 
ม ี ค ว า ม ท น ท า น แ ล ะ
สามารถย่อยสลายโดย
ก า ร ฝ ั ง ก ล บ ซ ึ ่ ง ใ ช ้ 
ร ะ ย ะ เ ว ล า โ ด ย 
ประมาณ 45 วัน 

ผลิตภ ัณฑ ์หร ือส ิน ค้า
ที่มาจากการแปรรูปจาก
เศษว ัสด ุ เหล ือใช ้ทาง
การเกษตรมีราคาแพง
เนื่องจากต้นทุนการผลิต
สินค้าหรือผลิตภัณฑ์นั้น 
ๆ 

อู่ทิพย์, 2551  
[ส่ือออนไลน์] 

6. การนำ ไป เป ็น เชื ้ อ 
เพลิ งหร ื อการแปรรูป
เพื่อเป็นเชื ้อเพลิง โดย
การทำเป็นรูปแบบอัด
แท่ งที ่ เกิดจากการเผา
เพื ่ อ ให้กลายเป็นถ่ าน
หรือเถ้าสีดำและนำมา
แ ป ร ร ู ป เพ ื ่ อ เป ็ น เ ช ื ้ อ 
เพลิง 

สามารถลดต้นทุนการซื้อ
ถ่านหรือวัสดุในการทำ
เป ็นเช ื ้อเพล ิงเพ ื ่อการ
ดำรงชีว ิต สารมารถลด
ปริมาณเศษวัสดุเหลือใช้
ทางการเกษตรในการฝัง
กลบได้ 

ในกระบวนการการผลิต
นั้นมีการเผาซึ่งเป็นหนึ่ง
ในสา เหต ุ ในการ เกิ ด
มลพิษทางอากาศ เศษ
ว ัสด ุ เหล ือใช ้ทางการ 
เกษตรบางอย่างหากถูก
เผาไหม้เพื่อแปรรูปเป็น
เ ช ื ้ อ เ พ ล ิ ง เ ก ิ ด ก ๊ า ซ
คาร์บอนไดออกไซด์หรือ
ควันในการผลิตได้ 

expresso, 2021  
[ส่ือออนไลน์] 
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ตาราง 1 (ต่อ)  

วิธีการ ข้อดี ข้อเสีย อ้างอิง 
7. การทำอาหารสัตว์หมัก 
ค ือการนำเอาเศษว ัสดุ
เหลือใช้ทางการเกษตรมา
หมักกับจุลินทรีย์ 

ลดต้นทุนการซื้ออาหารสัตว์
หรืออาหารเสริมสำหรับสัตว์
ขนาดใหญ ่  เป ็นม ิตร ต่อ
สิ ่งแวดล้อมอีกทั ้งสัตว ์ยัง
ได ้ร ับอาหารเสร ิมอย ่ าง
เพียงพอ 

ว ั ตถ ุ ด ิ บสำหร ับทำ 
อาหารส ั ต ว ์ ย ั ง ไ ม่
เ พ ี ย ง พ อต ่ อค ว าม
ต้องการตลอดท้ังป ี

Polsa et al, 
2020 

 
ถึงแม้จะมีวิธีการที่หลากหลายแต่เกษตรกรส่วนมากยังเลือกใช้วิธีการเผาในที่โล่งแจ้งเพื่อ

กำจัดขยะทางการเกษตรเหล่านั้น เนื่องจากเป็นวิธีท่ีง่าย ค่าใช้จ่ายน้อย และประหยัดเวลา แต่วิธีการนี้
ส่งผลให้เกิดผลกระทบเชิงลบทางสุขภาพ โดยทำให้เกิดมลพิษทางอากาศ โดยเฉพาะช่วงเดือน
ธันวาคม – มีนาคมของทุกปี ประเทศไทยประสบปัญหาเรื่องฝุ่นละออง PM 2.5 สูงท่ีสุด (BBC News 
ไทย, 2566) จากปัญหาที่เกิดขึ้นจึงมีการส่งเสริมให้นำเศษวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรกลับมาใช้
ประโยชน์แทนการกำจัดที่ไม่ถูกต้อง ซึ่งวิธีการที่สามารถจัดการเศษวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรใน
ปริมาณมากได้อย่างรวดเร็วคือการนำมาผลิตเป็นอาหารสัตว์หมัก โดยอาศัยกระบวนการหมักที่เกิด
จากการทำงานของจุลินทรีย์ อาหารสัตว์หมักเหล่านี้จึงมีโภชนที่เหมาะสมสำหรับการเลี้ยงสัตว์และ
สามารถเก็บได้เป็นระยะเวลานาน ต้นทุนต่ำกว่าอาหารสำเร็จรูปท่ีมีจำหน่ายในท้องตลาด แต่ท้ังนี้การ
ผลิตอาหารสัตว์หมักต้นทุนต่ำจากเศษวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรต้องคำนึงถึงวัตถุดิบในการผลิตด้วย
เช่นกัน เพื่อลดต้นทุนในการขนส่ง จึงมีการส่งเสริมให้ใช้เศษวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรที่มีในพื้นท่ี
และใช้วัตถุดิบหลากหลายเพื่อให้เกิดความมั่นคงทางอาหารสัตว์ หรือมีอาหารให้สัตว์ได้ตลอดทั้งปี 
งานวิจัยนี้จึงมุ้งเน้นพัฒนากระบวนการหมักในการผลิตอาหารสัตว์หมักด้วยจุลินทรีย์ท่ีมีประสิทธิภาพ
สูงเพื่อให้อาหารสัตว์หมักเกิดกระบวนการหมักท่ีรวดเร็วและมีโภชนะท่ีดีสำหรับสัตว์  
 

การผลิตอาหารสัตว์หมัก 

  อาหารสัตว์ คือ อาหารที่สัตว์กินเข้าไป เกิดกระบวนการย่อย และดูดซึมสารอาหารเพื่อ

นำไปใช้ประโยชน์ต่าง ๆ อาหารหมักเป็นกระบวนการย่อยพืช เศษวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรเพื่อเป็น

อาหารแก่สัตว์เค้ียวเอื้อง (กู้เกียรติ อัตตะวิริยะสุข, 2564) โดยอาหารสัตว์ถูกแบ่งเป็น 2 ประเภทใหญ่ 

ๆ ได้แก่ อาหารหยาบ (Roughage) คือ อาหารท่ีมีเยื่อใยมากกว่าร้อยละ 18 และมีสารอาหารย่อยได้
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ท้ังหมดน้อยกว่าร้อยละ 50 ได้แก่พวกพืชต่าง ๆ และอาหารหยาบนั้นยังสามารถแบ่งออกได้อีกเป็น 3 

ชนิด ได้แก่ อาหารหยาบแบบสด คือ อาหารท่ีมีความช้ืนมากกว่าร้อยละ 85 มีลักษณะยังมีสีเขียวสด

ของพืชหรือหญ้า อาหารหยาบแห้ง คือ อาหารที่มีความชื้นต่ำกว่าร้อยละ 15 สามารถเก็บไว้ได้นาน 

และอาหารหยาบหมัก คือ พืชอาหารสัตว์ที่ถูกเก็บไว้โดยปราศจากออกซิเจน เพื่อให้เกิดจุลินทรีย์มี

กล่ินหอม อาหารข้น (concentrate) หมายถึง อาหารท่ีมีเยื่อใยน้อยกว่าร้อยละ 18 และมีสารอาหาร

ย่อยได้สูง (สำนักงานพัฒนาการวิจัยการเกษตร (องค์การมหาชน), มปป) 

ค่าโภชนะอาหารสัตว์หมัก ได้แก่  

  ค่าน้ำหนักแห้ง (dry matter) คือ ค่าท่ีแสดงถึงปริมาณของวัตถุดิบในอาหารสัตว์ท่ี

ไม่ใช่น้ำ ได้แก่ ไขมัน โปรตีน แร่ธาตุ เป็นต้น ซึ่งเป็นค่าสำคัญในการคำนวณคุณค่าทางโภชนะอาหาร

และการจัดสูตรอาหารสัตว์ 

โปรตีนหยาบ (crude protein; CP) คือ ปริมาณโปรตีนทั้งหมดในอาหาร เป็น

โภชนะสำคัญสำหรับการเจริญเติบโต การสร้างกล้ามเนื้อ และการผลิตน้ำนมในสัตว์เค้ียวเอื้อง ค่านี้บ่ง

บอกถึงคุณภาพของอาหารสัตว์โดยตรง  

ค่าผนังเซลล์พืช (neutral detergent fiber; NDF ) คือเส้นใยที ่ไม่ละลายใน

สารละลายท่ีเป็นกลาง ประกอบด้วยเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน เป็นตัวชี้วัดปริมาณผนังเซลล์

พืชท้ังหมด ค่า NDF สูงแสดงถึงปริมาณเส้นใยสูง ซึ่งมีผลต่อการกินได้ของสัตว์ (feed intake) โดยค่า 

NDF สูงจะทำให้สัตว์กินอาหารได้น้อยลง เนื่องจากใช้เวลาในการย่อยนานขึ้น  

ค่าลิกโนเซลลูโลส (acid detergent fiber; ADF) คือเส้นใยท่ีไม่ละลายในสารละลาย

ที่เป็นกรด ประกอบด้วยเซลลูโลสและลิกนิน (ไม่รวมเฮมิเซลลูโลส) ค่า ADF เป็นตัวชี้วัดที่สำคัญของ

ความสามารถในการย่อยได้ของอาหาร ค่า ADF สูงแสดงถึงความสามารถในการย่อยได้ต่ำ ส่งผลให้

พลังงานที่สัตว์ได้รับลดลง (กรมปศุสัตว์, 2559; MannaPro nurturing life; 2024; Saha et al, 

2023) 

  

กระบวนการย่อยอาหารของสัตว์เคี้ยวเอื้อง 

การย่อยอาหารของสัตว์เคี้ยวเอื้องมี 4 กระเพาะ (สุนทร ตรีนันทวัน, 2553) (ภาพ 

1) ได้แก่  
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  กระเพาะท่ี 1 รูเมน (Rumen) หรือ กระเพาะผ้าขี้ริ้ว เป็นกระเพาะส่วนแรกมีขนาด

ใหญ่ อาหารหรือหญ้าที่กินเข้าไปจะอยู่ในกระเพาะ และกระเพาะนี้ไม่มีเอนไซม์มาช่วยย่อยแต่มี

จุลินทรีย์ต่าง ๆ มาช่วยย่อยในเบ้ืองต้น ต่อมาหญ้าท่ีกินรวมทั้งจุลินทรีย์ก็จะเคล่ือนมาท่ีกระเพาะท่ี 2 

  กระเพาะท่ี 2 เรติคิวลัม (Reticulum) หรือ กระเพาะรังผ้ึง ทำหน้าท่ีขย้อนเอาหญ้า

ที่จุลินทรีย์ช่วยย่อยมาแล้วในเบื้องต้นออกมาสู่ปากเพื่อเคี้ยวอีกครั้งเรียกว่า เคี้ยวเอื้อง แล้วหญ้าท่ี

เค้ียวเอื้องก็จะเคล่ือนไปสู่กระเพาะท่ี 3  

กระเพาะท่ี 3 โอมาซัม (Omasum) หรือ กระเพาะสามสิบกลีบ ซึ่งภายในมีลักษณะ

เป็นแผ่นหลืบ ๆ ทับซ้อนกัน ทำหน้าท่ีกระจายอาหารให้เข้ากัน  

กระเพาะท่ี 4 อะโบมาซัม (Abomasum) หรือ กระเพาะแท้ อาหารหรือหญ้าที่ถูก

ย่อยมาก่อนแล้วตอนต้นพร้อมจุลินทรีย์ จะถูกเอนไซม์ต่าง ๆ หลายชนิดย่อยต่อไป ต่อจากกระเพาะ

แท้ก็เป็นลำไส้เล็ก ซึ่งท่ีลำไส้เล็กนี้ก็จะมีการย่อยด้วยเอนไซม์อีกครั้ง อาหารท่ีย่อยแล้วครั้งสุดท้ายก็จะ

แพร่เข้าสู่กระแสเลือดและถูกลำเลียงไปยังเซลล์ต่าง ๆ ท่ัวร่างกาย 

 

  

 

ภาพ 1 กระบวนการย่อยอาหารของสัตว์เคี้ยวเอื้อง 
ที่มา: วรรณเพ็ญ สุขเฉลิม, มปป. 

 

 การผลิตอาหารสัตว์หมักจากเศษวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร เป็นการหมักส่วนประกอบ 
ต่าง ๆ ของพืชด้วยจุลินทรีย์ ซึ่งจากการทำงานของจุลินทรีย์จะส่งผลให้โครงสร้างแข็งของพืชมีความ
อ่อนนุ่มหรือเปื่อยในระดับที่สัตว์รับประทานได้ และได้รับพลังงานและสารอาหารจากอาหารหมัก
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เหล่านั ้นทั ้งนี ้องค์ประกอบของเซลล์พืชประกอบด้วย เซลลูโลส (cellulose) เฮมิเซลลูโลส 
(hemicellulose) และลิกนิน (lignin) (Lee et al, 2008) ดังแสดงในภาพ 2 

 
 

ภาพ 2 องค์ประกอบของผนังเซลล์วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร 
ที่มา: Mohammad et al, 2016 

 

เซลลูโลส (cellulose)  

มีสูตรโมเลกุล (C6H10O5)n เป็นพอลิเมอร์ชีวภาพท่ีเกิดขึ้นได้เองตามธรรมชาติ และ

พบมากที่สุดในผนังเซลล์พืช (Hinterstoisser and Salmen, 2000) เซลลูโลสเป็นโฮโมพอลิเมอร์ มี

ลักษณะเป็นเส้นตรง ไม่มีกิ่งก้าน มีหน่วยย่อยคือ เบต้า-ดี-กลูโคไพราโนส (ß-D-Glucopyranose) 

เชื่อมต่อกันด้วยพันธะเบต้า 1,4 ไกลโคซิดิก (ß-1,4-Glycosidic bond) (Eriksson et al, 1990) 

โครงสร้างของเซลลูโลส แสดงดังภาพ 3  
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ภาพ 3 โครงสร้างของเซลลูโลส 
ที่มา: Richards et al, 2012 

 

เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose)  

  เฮมิเซลลูโลสพบมากท่ีสุดในผังเซลล์พืชรองจากเซลลูโลส เป็นเฮทเทอร์โรพอลิเมอร์ 

(Heteropolymer) ท่ีมีโครงสร้างการจัดเรียงตัวของสายโซ่โมเลกุลไม่เป็นระเบียบแต่มีโครงสร้างหลัก 

คือ พอลิเมอร์ของน้ำตาลไซโลส ท่ีเช่ือมต่อกันด้วยพันธะ เบต้า 1,4 ไกลโคซิดิก (Anwar et al, 2014) 

ซึ่งถูกย่อยได้ง่ายด้วยกรดหรือเบสอ่อนและเอนไซม์ท่ีผลิตได้จากจุลินทรีย์ (รัชพล พะวงศ์รัตน์, 2558) 

แสดงดังภาพ 4 

 
 

ภาพ 4 โครงสร้างของเฮมิเซลลูโลส 
ที่มา: Hu et al, 2020 
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ลิกนิน (lignin)  

  ลิกนินเป็นไบโอโพลิเมอร์ท่ีทำหน้าท่ีสำคัญในโครงสร้างพืช โดยทำหน้าท่ียึดเกาะเส้น

ใยเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสเข้าด้วยกัน ส่งผลให้เนื้อเยื่อพืชมีความแข็งแรงและทนทานมากยิ่งขึ้น 

(Shah et al, 2023) แสดงภาพ 5  

 
 

ภาพ 5 โครงสร้างทางเคมีของลิกนิน 
ที่มา: Prieur et al, 2017 

 

จากโครงสร้างของผนังเซลล์พืชหากต้องการทำให้มีความอ่อนนุ่มหรือทำให้เปื่อยยุ่ยต้องอาศัย

การทำงานของเอนไซม์ในกลุ ่มย่อยสลายคาร์โบไฮเดรต โดยเอนไซม์ในกลุ ่มนี ้จะทำการย่อย

คาร์โบไฮเดรตให้กลายเป็นโมเลกุลของน้ำตาลซึ่งเอนไซม์ในกลุ่มนี้มีหลายชนิด ได้แก่ เอนไซม์อะไมเลส 

เอนไซม์เซลลูเลส (cellulase) เอนไซม์กลูคาเนส (glucanase) และเอนไซม์ไซลาเนส (xylanase) โดย

เอนไซม์แต่ละชนิดจะมีบทบาทในการย่อยที่แตกต่างกัน ในงานวิจัยนี้มุ ่งเน้นการศึกษาการเพิ่ม

ประสิทธิภาพการทำงานของเอนไซม์ไซลาเนสเนื่องจากเอนไซม์ชนิดนี้ทำหน้าที่ย่อยไซแลนซึ่งเป็น

องค์ประกอบของเฮมิเซลลูโลส  
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เอนไซม์ย่อยสลายคาร์โบไฮเดรต 

 เอนไซม์จะทำการย่อยคาร์โบไฮเดรตให้กลายเป็นโมเลกุลของน้ำตาล ซึ่งมีเอนไซม์ในกลุ่มท่ี

สามารถย่อยคาร์โบไฮเดรต เช่น เอนไซม์อะไมเลส (Amylase) จะเปลี่ยนแป้งเป็นน้ำตาลที่พันธะ  

1,4-ไกลโคซิดิก ทำให้มีขนาดเล็กลง (Taniguchi and Honnda, 2009) เอนไซม์มอลเทส (maltase) 

ทำหน้าท่ีย่อยมอลโทสให้เป็นกลูโคส เอนไซม์ซูเครส (sucrase) ทำหน้าท่ีย่อยซูโครสให้เป็นกลูโคสและ

ฟรุกโทส เอนไซม์เซลลูเลส (cellulase) ทำหน้าที ่ย ่อยเซลลูโลสในผนังเซลล์พืช และเอนไซม์ 

ไซลาเนสย่อยไซแลนซึ่งเป็นองค์ประกอบหลักของเฮมิเซลลูโลสให้เป็นน้ำตาลไซโลส (Morgan, n.d.) 

เป็นต้น 

 

เอนไซม์ไซลาเนส (xylanase) 

 ไซลาเนส เป็นเอนไซม์ในกลุ่มเฮมิเซลลูเลสที่ทำหน้าที่ย่อยไซแลนซึ่งเป็นส่วนประกอบของ

เซลล์พืช ไซลาเนสสามารถผลิตโดยเชื้อรา แบคทีเรีย ยีสต์ สาหร่ายทะเล โปรโตซัว หอยทาก ครัสเต

เชียน แมลง เมล็ดพืช เป็นต้น (Bajpai, 2009) ไซลาเนสอาจถูกผลิตขึ้นในเชิงอุตสาหกรรมในการ

เพาะเล้ียงของเหลวใต้น้ำ (submerged fermentation) หรือบนพื้นผิวที่เป็นของแข็ง และยังสามารถ

นำไปประยุกต์ใช้ในด้านอุตสาหกรรมกระดาษ อุตสาหกรรมอาหาร ผู้ผลิตไซลาเนสส่วนใหญ่ผลิต

เอนไซม์เหล่านี้โดยใช้เทคนิคการหมักใต้น้ำ โดยมี ß-1,4-xylan xylanohydrolase เร่งปฏิกิริยาการ

ย่อยแบบสุ่มในสายพอลิเมอร์ของไซแลนที่มีแกนหลักเป็นน้ำตาลไซโลสซึ่งต่อกันด้วยพันธะเบต้า  

1,4 linkage ซึ่งมีองค์ประกอบย่อย เช่น อะซิติล (acetyl), อะราบิโนซิแลนด์ (arabinosyl) และ กลูคู

โรโนซิล (glucuronosyl) (Patel and Prajapati, 2014) ดังภาพท่ี 6 
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ภาพ 6 โครงสร้างของไซแลนและกลไลการทำงานของเอนไซม์ย่อยสลายไซแลน โดย (a) 
โครงสร้างของไซแลนและตำแหน่งที่ถูกโจมตีโดยเอนไซม์ย่อยสลายไซแลน และ (b) การย่อย

สลายไซโลโอลิโกแซ็กคาไรด์ด้วยเบต้าไซโลซิเดส 
ที่มา: Collins et al, 2005 

 

เศษวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร 

เปลือกทุเรียน 

  ในปี 2566 ประเทศไทยมีผลผลิตทุเรียนสูงถึง 1,480,382 ตัน (สำนักงานเศรษฐกิจ

การเกษตร, 2566) ซึ่งส่งผลให้เกิดเปลือกทุเรียนและเศษวัสดุเหลือใช้ปริมาณมหาศาล อันเป็นปัญหา

สำคัญที่ไม่สามารถกำจัดทิ้งได้โดยง่าย เปลือกทุเรียนมีส่วนประกอบของเซลลูโลสร้อยละ 57-64,  

เฮมิเซลลูโลสร้อยละ 30.7 และลิกนินร้อยละ 13.6 (อภิตา บุญศิริ, 2559; Lubis et al, 2018) 



 

 

 15 

 
 

ภาพ 7 โครงสร้างสัณฐานวิทยาของทุเรียน 
ที่มา: นรินทร์ เจริญพันธ์และคณะ, 2561  

 

ชานอ้อย  

ชานอ้อย (bagasse) คือ ส่วนของลำต้นที่ถูกหีบเอาน้ำอ้อยหรือจากกระบวนการ

ผลิตน้ำตาลอ้อยจนเหลือแต่กากของลำต้นที่มีลักษณะแข็งและหยาบ มีการนำมาใช้ประโยชน์ต่าง ๆ 

ในภาคอุตสาหกรรมหรือเกษตรกรรม ซึ่งมีเซลลูโลสร้อยละ 45-55, เฮมิเซลลูโลสร้อยละ 20-25, 

ลิกนินร้อยละ 18-24, เถ้าร้อยละ 1-4 และ ไขน้อยกว่าร้อยละ 1 (เกษม สุขสถาน และชุลี ชัยพิพัฒน์, 

2523)  
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ภาพ 8 ชานอ้อย 
 

เปลือกข้าวโพด 

  เปลือกข้าวโพดประกอบด้วยเซลลูโลสร้อยละ 39.1 เฮมิเซลลูโลสร้อยละ 42.1 

ลิกนินร้อยละ 9.1 โปรตีนร้อยละ 1.7 และเถ้าร้อยละ 1.2 (Barl et al, 1991) เปลือกข้าวโพดมี

ลักษณะเป็นแผ่นยาวประมาณ 10-20 เซนติเมตร ประกอบด้วยเส้นใยท่ีเกาะกันเป็นกลุ่ม (ภัทรานันท์ 

แวงวรรณและคณะ, 2560) เปลือกข้าวโพดนอกจากจะเป็นวัตถุดิบในการทำอาหารสัตว์หมักยัง

สามารถนำมาประยุกต์ใช้ในงานด้านต่าง ๆ เช่น งานหัตถกรรม ดอกไม้ประดิษฐ์ ตุ๊กตา งานด้านเส้ือผ้า

และแฟช่ัน เป็นต้น (วัชรี คตินนท์กุล และเจนจิรา ภูริรักษ์พิติกร, 2556; ฐานเศรษฐกิจ, 2565)  
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ภาพ 9 เปลือกข้าวโพด 
 

การหมักอาหารสัตว์หมักด้วยเอนไซม์บริสุทธิ์จะมีต้นทุนสูงมาก การผลิตอาหารสัตว์ต้นทุนต่ำ

จึงอาศัยการทำงานของเอนไซม์ย่อยคาร์โบไฮเดรตท่ีพบในแบคทีเรีย และสามารถส่งเสริมให้แบคทีเรีย

เหล่านั้นมีกิจกรรมของเอนไซม์สูงขึ ้นโดยการชักนำให้เกิดการกลายพันธุ์ เทคนิคหนึ่งที ่ประสบ

ความสำเร็จในการชักนำให้เกิดการกลายพันธุ์ในแบคทีเรีย คือเทคนิคพลาสมาเย็น 

 

พลาสมา (Plasma) 

 พลาสมาคือสถานะที่ 4 ของสสารที่อยู่ในรูปของไอออน โดยให้พลังงานที่มากพอที่จะทำให้

ก๊าซเกิดการแตกตัว เมื่อพลังงานส่งผ่านไปยังอิเล็กตรอนอิสระจะทำให้อิเล็กตรอนอิสระชนกันกับ

อะตอมและทำให้อิเล็กตรอนหลุดออกจากอะตอม เรียกกระบวนการนี้ว่า กระบวนการแตกตัวเป็น

ไอออน (ionization) ท่ีเกิดขึ้นอย่างรวดเร็วทำให้จำนวนอิเล็กตรอนท่ีหลุดออกมามีจำนวนเพิ่มขึ้นจะ

ทำให้แก๊สเกิดการแตกตัวและเปลี่ยนสถานะเป็นพลาสมา พลาสมาจะประกอบด้วยอนุภาคที่มีประจุ

บวกและลบในสัดส่วนที่ทำให้ประจุสุทธิเป็นศูนย์ นั้นคือมีสภาวะเป็นกลางทางไฟฟ้า (อัจฉราภรณ์   

บุญมา, 2556)  
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ประเภทของพลาสมา  

ประเภทของพลาสมาสามารถแบ่งออกเป็น 2 ประเภท ได้แก่ พลาสมาที่มีอยู่ตาม

ธรรมชาติ (nature plasma) และพลาสมาที่สร้างขึ้นได้จากห้องปฏิบัติการ (laboratory plasma) 

ซึ่งแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ได้แก่ พลาสมาอุณหภูมิสูงหรือพลาสมาฟิวชัน ( fusion plasma) และ

พลาสมาอุณหภูมิต่ำหรือแก๊สดิสชาร์จ (gas discharge) มีลักษณะการปล่อยประจุแบบอาร์คดิสชาร์จ 

(arc discharge) เมื่อให้กระแสไฟฟ้าแก่ขั้วอิเล็กโทรดจะทำให้เกิดความต่างศักย์ไฟฟ้าขึ้นระหว่าง

ขั้วบวกและขั้วลบท่ีสูงจนกระตุ้นให้แก๊สบางส่วนเกิดการแตกตัวกลายเป็นประจุบวกและอิเล็กตรอนท่ี

มีความหนาแน่นสูง อิเล็กตรอนจะถูกเร่งด้วยสนามไฟฟ้าที่อยู่ข้างหน้าขั้วลบ และเคลื่อนที่ไปชนกับ

อะตอมหรือโมเลกุลของแก๊สด้วยความถี่สูง เกิดการปล่อยประจุในลักษณะสปาร์ค (spark) ของประจุ

เป็นเส้นเล็ก ๆ จำนวนมาก (filament) ทำให้เกิดสถานะของพลาสมาท่ีมีความดันและพลังงานสูง โดย

พลาสมาร้อนจะถูกสร้างท่ีความดันใกล้เคียงหรือมากกว่าความดันบรรยากาศท่ีสามารถใช้ในการผลิต

พลาสมาสเปรย์ หรือใช้ในการหลอม เช่ือมและตัดโลหะ ในส่วนของพลาสมาเย็น (cold plasma หรือ 

non-equilibrium plasma) มีลักษณะการปล่อยประจุแบบโกลว์ดิสชาร์จ (glow discharges) คือ 

พลาสมาเย็นเป็นการใช้สนามไฟฟ้าดิสชาร์จตัวกลางอาจเป็นก๊าซหรือไอของเหลวจนเกิดเป็นอนุภาค

หรืออนุมูลอิสระ จากนั้นจะสามารถแพร่ซึมผ่านตัวกลางไปทำปฏิกิริยาทางเคมี เช่น การออกซิไดซ์ 

(Oxidation) การรีดิวซ์ เป็นต้น เพราะหนึ่งในกระบวนการเคมีท่ีใช้ในการย่อยสาร (decompose) มัก

ใช้อนุมูลไฮดรอกซิล (OH) เป็นหลัก และพลาสมาเย็นสามารถสร้างอนุมูลชนิดนี้ทดแทนการใช้สารเคมี

แบบด้ังเดิมได้เป็นอย่างดี และเพื่อให้สะดวกในการผลิตและนำไปใช้งาน อนุมูลพลาสมาเย็นมักผลิตได้ 

3 วิธีคือ ดิสชาร์จเหนือผิวของเหลวอาจใช้วิธี เจ็ทพลาสมา ดิสชาร์จโคโรนา ไกลดิงอาร์ค และดิสชาร์จ

ข้ามฉนวน (DBD) ในการผลิตอนุมูล อาทิ อะตอมออกซิเจน (O) ไฮดรอกซิล (•OH) โอโซน (O3) 

ไนโตรเจนออกไซด์ (NO) ก่อนท่ีอนุมูลพลาสมาเหล่านี้จะแพร่ซึมสู่ผิวด้านบนของเหลว แล้วจึงละลาย

ในเนื้อของเหลว สำหรับเทคนิคพลาสมา DBD จะผลิตอนุมูลพลาสมาหลักๆคือ ไฮดรอกซิล ซึ่งมีอายุ

สั ้นระดับนาโนวินาที เมื ่ออนุมูลนี้แพร่ซึมห่างจากบริเวณที่เป็นสถานะพลาสมา จะรวมกลับเป็น

อนุภาคที่มีอายุยาว อาทิ อนุมูลไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เป็นรูปโมเลกุลเสถียร พร้อมที่จะทำการ

ออกซิไดซ์ต่อสารอินทรีย์ได้ ดิสชาร์จในของเหลว และดิสชาร์จไอของเหลว (ธนัสถา รัตนะและอรรถ

พล เชยศุภเกต,ุ 2560; สมาคมฟิสิกส์ไทย, 2019) 
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ระบบผลิตพลาสมา  

การผลิตพลาสมาความดันบรรยากาศเป็นที่นิยม เนื่องจากมีค่าใช้จ่ายน้อยกว่าการ

ผลิตพลาสมาภายใต้สภาวะสุญญากาศ ซึ่งการผลิตพลาสมาที่ความดันบรรยากาศมี 2 ระบบ (นันท์

นริญ พิสิฐรัชต์, 2560) คือ ระบบผลิตพลาสมาที่ความดันบรรยากาศแบบไดอิเล็กตริกแบริเออร์ 

(Dielectric barrier discharge: DBD) ประกอบด้วยส่วนเครื่องกำเนิดไฟฟ้าความต่างศักย์สูง ความถี่

ปานกลาง และห้องกำเนิดพลาสมา ระบบนี้มีข้อได้เปรียบกว่าระบบผลิตพลาสมาทั ่วไปนั้น คือ 

สามารถจุดพลาสมาในความดันบรรยากาศได้และไม่ต้องการปั๊มสุญญากาศซึ่งมีราคาแพง ดังนั้นจึงถูก

นำไปประยุกต์ใช้ในระบบอุตสาหกรรมได้เป็นอย่างดี โดยหลักการเบื้องต้นของพลาสมาแบบไดอิเล็ก

ตริกแบริเออร์ท่ีความดันบรรยากาศ คือ จะใช้ความต่างศักย์ระหว่างขั้วไฟฟ้าจุดพลาสมา โดยข้ัวไฟฟ้า

จะถูกค่ันหรือปิดคลุมโดยวัตถุไดอิเล็กตริก เพื่อป้องกันการอาร์คของพลาสมาซึ่งจะทำให้วัตถุไดอิเล็ก

ตริกถูกทำลาย (Tendero et al, 2006) ระบบผลิตพลาสมาที่ความดันบรรยากาศแบบลำพลาสมา 

(Atmospheric pressure plasma jet: APPJ) การสร้างพลาสมาแบบพลาสมาเจ็ทจะใช้แหล่งกำเนิด

เป็นคลื่น ความถี่วิทยุ (radio frequency) การสร้างพลาสมาแบบนี้อุปกรณ์จะมีขนาดเล็ก (L< 20 

เซนติเมตร) และใช้คลื ่นวิทยุพลังงานต่ำ ซึ ่งจะเห็นได้ว ่าส่วนประกอบสำคัญ คือ อิเล็กโทรด 

(electrode) ซึ่งมีอยู่ 2 ส่วน คือ อิเล็กโทรดส่วนแรกต่อเข้ากับแหล่งกำเนิดคล่ืนวิทยุ (RF electrode) 

และอีกส่วนหนึ่งต่อเข้ากับสายดิน (grounded electrode) คลื่นวิทยุที่ใช้มีความต่างศักย์ระหว่าง 

100 – 150 โวลต์ แก๊สที่ถูกไอออไนซ์จะวิ่งผ่านหัวฉีดโดยให้แก๊สมีอัตราการไหล 12 ลิตรต่อนาที ซึ่ง

พลังงานหัวฉีดท่ีต่ำแบบนี้จะช่วยให้ประจุพลาสมาท่ีได้มีความเสถียรและป้องกันการเกิดอาร์คพลาสมา 

(Lim et al, 2015) เนื่องจากพลาสมาเย็นเป็นเทคโนโลยีที ่สะอาด ไม่มีสารตกค้างในสิ่งแวดล้อม 

สามารถสร้างได้รวดเร็ว (Ling et al, 2014) และการใช้เทคโนโลยีพลาสมาในการชักนําให้เกิดการ

กลายพันธุ์ของสารพันธุกรรมกันอย่างแพร่หลาย  

 

งานวิจัยที่เก่ียวข้อง  

จากงานวิจัยของ Liu et al, (2006) ได้ระบุว่า Aspergillus niger สามารถผลิตเอนไซม์ 
ไซลาเนสที่ซึ ่งทำงานได้ดีที ่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และค่า pH เท่ากับ 5 และสามารถย่อย 
birchwood xylan และรำข้าวสาลีได้อย่างมีประสิทธิภาพ ซึ่งมีงานวิจัยของ Jalal et al, (2009) 
รายงานว่า เอนไซม์ไซลาเนสจากแบคทีเรีย Bacillus subtilis R5 ที่ผ่านการทำให้บริสุทธิ์มีสภาวะท่ี
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เหมาะสมต่อการทำงานของเอนไซม์ที่อุณหภูมิ 40-50 องศาเซลเซียส และค่า pH เท่ากับ 6 จาก
งานวิจัยของ Ko et al, (2009) ได้ระบุว่ายีนไซลาเนสจากแบคทีเรีย Paenibacillus campinasensis 
BL11 มีสภาวะที ่เหมาะสมต่อการทำงานที ่อ ุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส และค่า pH เท่ากับ 7  
Zhang, (2015) ได้ระบุว ่าเทคนิคพลาสมาเย ็นสามารถกระตุ ้นการกลายพันธุ ์ของแบคที เรีย  
Salmonella typhimurium และงานวิจัยของ Kouzonis et al, (2021) ได้ค้นพบว่าการใช้เอนไซม์
สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการย่อยสลายสารอาหารและความสามารถในการหมักของอะราบิโนไซแลน
ในอาหารท่ีมีข้าวสาลีเป็นส่วนประกอบหลัก อย่างไรก็ตามการตอบสนองต่อการทรีตด้วยเอนไซม์ของ
อาหารที่มีข้าวโพดเป็นส่วนประกอบหลักอาจมีความสัมพันธ์กับความทนทานของอะราบิโนไซแลน 
รวมถึงคุณค่าทางโภชนาการท่ีสูงของข้าวโพด ต่อมา Egbune et al, (2021) ทดสอบการผลิตเอนไซม์
ไซลาเนสโดยใช้หญ้าเนเปียร์เป็นวัตถุดิบในการหมักแบบแบบแห้ง (solid-state fermentation) 
กิจกรรมของเอนไซม์สูงสุด ผลลัพธ์เหล่านี้บ่งชี ้ว่าการหมักในสถานะของแข็งช่วยเพิ่มคุณค่าทาง
โภชนาการของหญ้าเนเปียร์ ซึ่งสามารถใช้เป็นสารต้ังต้นสำหรับการผลิตไซลาเนส  

Sangwijit et al, (2015) ได้ทดสอบการเกิดการกลายพันธุ์ด้วยเทคนิคพลาสมากับแบคทีเรีย 
B. amyloliquefaciens เพื่อเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของเอนไซม์เซลลูเลส พบว่าประสิทธิภาพการ
ทำงานของเอนไซม์เซลลูเลสสูงกว่าชุดควบคุม นอกจากนี้ซึ่งงานวิจัยของ Laksuk et al, (2019) ได้
ศึกษาการชักนำดีเอ็นเอเปลือยให้เกิดการกลายพันธุ์ด้วยเทคโนโลยีพลาสมาความดันบรรยากาศ โดย
ผู้วิจัยได้ใช้แบคทีเรียเรืองแสงสีเขียวถ่ายโอนเข้าสู่เวกเตอร์ จากนั้นทำการอาบพลาสมาอาร์กอนและ
ฮีเลียม พบว่าแบคทีเรียท่ีมีการอาบพลาสมาอาร์กอน 15 นาที พบการกลายพันธุ์โดยการเพิ่มขึ้นของนิ
วคลีโอไทด์ (insertion) และการแทนที่คู่เบส (substitution) มากที่สุด และจุลินทรีย์ท่ีถูกชักนำให้
เกิดการกลายพันธุ์สามารถผลิตเอนไซม์ไซลาเนสให้มีประสิทธิภาพการทำงานเพิ่มมากขึ้น โดยมี
รายงานการวิจัยของ Polsa et al, (2020) ได้ทดลองการทำกลายพันธุ์ด้วยเทคนิคพลาสมาความดัน
บรรยากาศพบว่ามีการกลายพันธุ์ของแบคทีเรีย B. subtilis มีค่ากิจกรรมการทำงานของเอนไซม์ดีขึ้น
ถึง 4 เท่า และมีการแทนที่ของกรดอะมิโนจากทรีโอนีนเป็นซีรีนทำให้ตำแหน่งกรดอะมิโนมีการ
เปล่ียนแปลงซึ่งทำให้ประสิทธิภาพการทำงานของเอนไซม์ดีขึ้น  

งานวิจัยนี้จึงมุ่งเน้นการเพิ่มประสิทธิภาพการทำงานของเอนไซม์ไซลาเนสของแบคทีเรียเพื่อ

นำใช้ในการผลิตอาหารสัตว์หมักต้นทุนต่ำ ตามความต้องการของวิสาหกิจชุมชนเพียวพลัสฟาร์ม โดย

ใช้เปลือกทุเรียน ชานอ้อยและเปลือกข้าวโพด ซึ่งเป็นวัตถุดิบในพื้นท่ีท่ีหาได้ง่ายและมีปริมาณมาก 
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บทท่ี 3  

 

วิธีดำเนินงานวิจัย 
 

อุปกรณ์ เคร่ืองมือและสารเคมี  

 อุปกรณ์ 

  จานเพาะเช้ือ (plate) 

  ปิเปต (pipette) 

  หลอดทดลอง (test tube) 

  สำลี (cotton)  

  หลอดไมโครเซ็นตริฟิวส์ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร (1.5 mL microcentrifuge tube) 

  หลอดพีซีอาร์ (PCR tube) 

  คิวเวทท์ (cuvette) 

  ปิเปตทิป (pipette tip) 

  พาราฟิล์ม (parafilm) 

  ขวดใส่สาร (laboratory bottle) ยี่ห้อ Duran 

  กระดาษกรอง (filter paper) ยี่ห้อ Whatman 

  กระบอกตวง (cylinder) 

ไม้จ้ิมฟัน (toothpick) 

แท่งแก้วสามเหล่ียม (spreader) 

ห่วงเขี่ยเช้ือ (loop) 

ช้อนตักสาร (spatula)
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กระดาษช่ังสาร (weighing paper) 

ไมโครเพลทแบบหลุมตัวอย่าง 96 ช่อง (96 well plate) 

เคร่ืองมือ 

  BluPAD Dual LED Blue/White Light Transilluminator 

กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอ (stereo microscope)  

เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอน (centrifuge) 

เครื่องแยกสารพันธุกรรมด้วยไฟฟ้า (electrophoresis) 

เครื่องส่งถ่ายสารพันธุกรรมด้วยไฟฟ้า รุ่น BIO-RED  (BIO-RED micropulser 

electroporator)  

เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม (PCR machine) 

เครื่องช่ังสาร 4 ตำแหน่ง (analytical balance) 

 เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (spectrophotometer) 

 เครื่องส่องเจลแบบไฟ LED (BluPAD Dual LED Blue/White Light 

Transilluminator) 

 เครื่องนึ่งความดันไอ (autoclave) 

 เครื่องเขย่าเช้ือ (incubator shaker) 

 เครื่องเขย่าสาร (vortex mixer) 

เครื่องอ่านปฏิกิริยาไมโครเพลท รุ่น Multiskan SkyHight 

 เครื่องวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) 

ตู้บ่มเช้ือ (incubator) 

ตู้ปลอดเช้ือ (bioclean wooden) 

 อ่างควบคุมอุณหภูมิ (water bath)  



 

 

 23 

สารเคมี 

  3,5-Dinitrosalicylic acid (DNS) 

642 BamHI primer 

  642 HindIII primer 

  Agar  

Agarose gel  

  Bacto-tryptone  

Beechwood xylan 

Bovine Serum Albumin Standard Set (BSA) 

Bradford reagent  

Chloroform (CHCl3) 

Citrate buffer pH 4, 0.05 M 

Citric acid (C6H8O7) 

Dipotassium phosphate (K2HPO4) 

Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) 

Distilled water 

Ethanol (C2H5OH) 

Ethidium bromide  

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 2 mM  

Fast digest BamHI ยี่ห้อ Thermo Scientific 

  Fast digest HindIII ยี่ห้อ Thermo Scientific 
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Glycerol (C3H8O3) 

Glycine (C2H5NO2) 

Hydrogen chloride (HCl) 

Isopropanol (C3H8O) 

Lysozyme  

Magnesium sulfate (MgSO4) 

PCR grade water  

Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) 

Sodium acetate (C2H3NaO2) 

Sodium chloride (NaCl) 

  Sodium hydroxide (NaOH) 

  Sodium potassium tartrate (KNaC4H4O6 · 4H2O) 

Taq DNA polymerase ยี่ห้อ vivantis 

  Taq DNA polymerase ยี่ห้อ KOD Neo Plus 

TBE buffer (Tris-borate-EDTA) 

Tris-HCl 20mM pH 8  

Tris Base (C4H11NO3) 

  Triton X-100 1.2% 

  T4 DNA ligase ยี่ห้อ Thermo Scientific 
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วิธีดำเนินงานวิจัย 

การชักนำให้เกิดการกลายพันธุ์คร้ังที่ 2 ของแบคทีเรียพันธุกลาย B. subtilis MT3.4 

ด้วยเทคนิคพลาสมาเย็น 

การเตรียมตัวอย่างแบคทีเรียพันธุกลาย B. subtilis MT3.4 และทดสอบกิจกรรม

เอนไซม์ไซลาเนส 

เพาะเลี้ยง B. subtilis MT3.4 ที่ได้รับความอนุเคราะห์จากศูนย์ความเป็น

เลิศด้านชีวะวิศวกรรมพลาสมา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยพะเยา ลงในอาหารเหลว Luria-

Bertani broth (LB) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 

200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั ่วโมง แล้วนำไปวัดค่าความขุ ่นโดยวัดที่ค่าดูดกลืนแสง 600  

นาโนเมตร ให้ได้เท่ากับ 1.0 จากนั้นปั่นเก็บเซลล์ด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 10 นาที นำส่วนใสเหนือตะกอน (supernatant) หรือเอนไซม์หยาบ (crude enzyme) ท่ีได้

ไปทดสอบกิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนสด้วยวิธี Dinitro salicylic Acid Method (Miller, 1959) 

การชักนำให้เกิดการกลายพันธุ์คร้ังที่ 2  

เตรียม B. subtilis MT3.4 เล้ียงในอาหารเหลว LB บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง แล้วนำไปวัดค่าความขุ่นโดยวัดท่ี

ค่าดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร ให้ได้เท่ากับ 1.0 จากนั้นนำแบคทีเรียอาบด้วยพลาสมาอาร์กอน 

ฮีเลียม โดยแบ่งระยะเวลาออกเป็น 4 ระยะเวลา ได้แก่ 1, 2, 3 และ 5 นาที ความต่างศักย์ไฟฟ้าท่ีใช้

กำเนิดพลาสมา 85 โวลต์ อัตราการไหลของแก๊ส 2 ลิตรต่อนาที ดังภาพ 10 

 
 

ภาพ 10 พลาสมาเย็น 
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การคัดเลือก B. subtilis พันธุ์กลาย ที่ถูกชักนำให้เกิดการกลายพันธุ์คร้ังที่ 2 

การวิเคราะห์ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนส 

นำแบคทีเรีย B. subtilis พันธ์กลายครั้งที่ 2 ที่ผ่านการอาบพลาสมาทุก

เงื่อนไข และแบคทีเรียที่ไม่ผ่านการอาบพลาสมา (ชุดควบคุม) เลี้ยงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 3 

มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

จากนั้นนำมาเจือจางให้ได้ความเข้มข้นที่ 10-4 เลี้ยงแบคทีเรียด้วยวิธี spread plate บนอาหารแข็ง 

Luria-Bertani agar (LA) จากนั้นนับจำนวนโคโลนีของแบคทีเรียท่ีเจริญบนอาหารและคำนวณอัตรา

การรอดชีวิตโดยคำนวณจากสูตร 

 

 

โดย  

R0 คือจำนวนโคโลนีของแบคทีเรียท่ีไม่ผ่านการอาบพลาสมา (ชุดควบคุม) 

RT คือจำนวนโคโลนีของแบคทีเรียท่ีผ่านการอาบพลาสมา (Polsa et al. 2020)  

จากนั้นนำโคโลนีเด่ียวของแบคทีเรีย B. subtilis พันธุ์กลายครั้งท่ี 2 เล้ียงในอาหารเหลว LB 

ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 

24 ชั่วโมง จากนั้นปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที และนำส่วนใส

เหนือตะกอน (supernatant) หรือเอนไซม์หยาบ (crude enzyme) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสม

กับ 1% Beechwood Xylan ใน Citrate buffer pH 5  ความเข้มข้น 0.05 โมลาร ์ บ่มท่ี  

50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั ้นวัดค่าก ิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนสด้วยว ิธ ี DNS  

(Miller, 1959) วัดค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร ด้วยเครื่องเครื่องอ่านปฏิกิริยาไม

โครเพลท รุ่น Multiskan SkyHight และคำนวณกิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนสโดยเปรียบเทียบกับกราฟ

มาตรฐานไซโลส (ภาคผนวก ค) แล้วคัดเลือกไอโซเลทที่แสดงค่ากิจกรรมสูงหรือต่ำกว่าชุดควบคุม

นำไปศึกษาต่อไป 
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การวัดปริมาณของโปรตีน 

วัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธ ี Bradford (Bradford M., 1976) โดยเติม

สารละลาย Bradford dry reagent 500 ไมโครลิตร กับเอนไซม์หยาบ 10 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน

ตั้งทิ้งไว้ 5 นาที ที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 

บันทึกผลการทดลองท่ีได้ และคำนวณค่าปริมาณโปรตีนโดยการเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน BSA 

(ภาคผนวก ค) 

 

การเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนไซลาเนสและโครงสร้างโปรตีนของเอนไซม์ 

ไซลาเนสจากแบคทีเรียพันธุ์กลายคร้ังที่ 2 

การโคลนยีนไซลาเนส (Xylanase gene cloning)  

การสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction)  

เพาะเล้ียงแบคทีเรียพันธุ์ดั้งเดิม (B. subtilis), แบคทีเรียพันธุ์กลาย 

(B. subtilis MT3.4) และแบคทีเรียพันธุ ์กลายครั้งที่ 2 ที่ให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนสสูงที่สุด  

(B. subtilis MT2-428) ในอาหารเหลว LB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บ่มแบบเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบ

ต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นปิเปตสารแขวนลอยเซลล์ปริมาตร 

1400 ไมโครลิตรลงในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวส์ นำไปปั่นเหวี่ยงที่ 6,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 

นาที เทส่วนใสท้ิงและเติม lysis buffer 400 ไมโครลิตร ผสมให้เป็นเนื้อเดียวกัน เติม 5M NaCl 132 

ไมโครลิตร ผสมเข้าด้วยกัน นำไปทำให้แข็งโดยใช้ไนโตรเจนเหลวและนำไปต้มในน้ำเดือด 3 นาที 

(freeze and thaw) ทำซ้ำ 3 รอบ รอให้เย็นนำไปปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 

นาที ดูดส่วนใสเหนือตะกอน 400 ไมโครลิตรใส่ลงในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวส์หลอดใหม่  เติม

คลอโรฟอร์ม (chloroform) 400 ไมโครลิตร ผสมเข้าด้วยกันนำไปปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนใสเหนือคลอโรฟอร์ม 300 ไมโครลิตร เติมไอโซโพรพานอล (isopropanol) 

300 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยงท่ี 

13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาทีท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เทส่วนใสท้ิง เติม 70% เอทานอล 

(ethanol) 200 ไมโครลิตร ปั ่นเหวี ่ยงที่ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาทีที ่อ ุณหภูมิ 4  
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องศาเซลเซียส จากนั้นเทส่วนใสท้ิงและคว่ำหลอดท้ิงไว้ให้แห้งในอุณหภูมิห้อง (air dry) เป็นเวลา 20 

นาที เติมน้ำเกรดพีซีอาร์ 20 ไมโครลิตร จากนั ้นตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอด้วยวิธ ี Gel 

electrophoresis ใช้เจลท่ีความเข้มข้น 1.2%  

 

การวิเคราะห์ความแตกต่างในระดับดีเอ็นเอของ B. subtilis MT3.4 

และ B. subtilis MT2-428 ด้วยเทคนิค HAT-RAPD 

นำดีเอ็นเอที่สกัดได้จากวิธีข้างต้นมาทดสอบความเปลี่ยนแปลง

ระดับดีเอ็นเอด้วยเทคนิค HAT-RAPD ใช้ Taq DNA polymerase ของ vivantis โดยใช้ไพร์เมอร์

แบบสุ่ม 5 ไพร์เมอร์ ดังตาราง 2 จากนั้นเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเครื่องเพิ่มปริมาณสาร

พันธุกรรม ซึ่งมีข้ันตอนดังนี้ 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) ระยะเวลา  

ขั้นที่ 1 Pre-denaturing  94 3 นาที 

ขั้นที่ 2 Denaturing 94 45 วินาที 

ขั้นที่ 3 Annealing  46 30 วินาที 

ขั้นที่ 4 Extension  72 5 นาที 

ขั้นที่ 5 Final extension 12 1 นาที 

 

โดยทำซ้ำขั้นตอนท่ี 2–4 จำนวน 34 รอบ จากนั้นตรวจสอบคุณภาพผลิตภัณฑ์ของพีซีอาร์ โดยเทคนิค 

Gel electrophoresis ใช้เจลอะกาโรสท่ีความเข้มข้น 1.2% 

ตาราง 2 ไพร์เมอร์แบบสุ่มและลำดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ 

ไพรเมอร ์ ลำดับนิวคลีโอไทด์ 
OPAZ12 5’ GATGGGCCTG 3’ 
OPH15 5’ AATGGCGCAG 3’ 
OPAT13 5’ CTGGTGGAAG 3’ 
OPC06 5’ GAACGGACTC 3’ 
OPAY03 5’ TTTCCGGGAG 3’ 
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การเพิ่มปริมาณยีนไซลาเนสด้วยเทคนิคพีซีอาร์ (PCR) 

นำดีเอ็นเอของแบคทีเรียพันธุ์ด้ังเดิม (B. subtilis), แบคทีเรียพันธุ์

กลายครั้งท่ี 1 (B. subtilis MT3.4) และแบคทีเรียนพันธุ์กลายครั้งท่ี 2 (B. subtilis MT2-428) มา

เป็นแม่แบบสำหรับการโคลนยีนไซลาเนส (Maniatis et al, 1982) ผสมกับส่วนผสมสำหรับ PCR ดัง

ตาราง 3 

ตาราง 3 ส่วนผสมสำหรับพีซีอาร์เพิ่มปริมาณยีนไซลาเนส 

องค์ประกอบ ความเข้มข้นที่ต้องการ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

10x PCR buffer 1x 2 

2 mM dNTPs 0.2 mM 0.6 

แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4) 1 mM 0.4 

F642BamHI (Forward Primer) 10 pmol/µL 0.5 

R642HindIII (Reverse Primer) 10 pmol/µL 0.5 

Taq DNA polymerase  1 U 0.2 

DNA <200 ng 0.5 

dH2O for PCR  15.4 

ปริมาตรรวม  20 

 

โดย Taq DNA polymerase ที่ใช้คือ KOD Plus และไพร์เมอร์ที่ใช้ในการทำ PCR ได้แก่ 

F642BamHI (3’ AGGAGGGGATCCATGTTTAAGTTTAAAAAG 5’) และ R642HindIII (5’ AAAGA 

TAAGCTTTTACCACACTGTTACATT 3’) จากนั้นนำเข้าเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม (PCR 

machine) โดยโปรแกรมการทำงานดังนี้  

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) ระยะเวลา  

ขั้นที่ 1 Pre-denaturing  95 2 นาที 

ขั้นที่ 2 Denaturing 95 30 วินาที 

ขั้นที่ 3 Annealing  58 15 วินาที 
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ขั้นที่ 4 Extension  68 30 วินาที 

ขั้นที่ 5 Final extension 68 5 นาที 
 

โดยทำซ้ำขั้นตอนท่ี 2 – 4 จำนวน 34 รอบ จากนั้นตรวจสอบคุณภาพผลิตภัณฑ์ของพีซีอาร์ 

โดยเทคนิค Gel electrophoresis ใช้เจลอะกาโรสท่ีความเข้มข้น 1.2%  

 

การศึกษาคุณลักษณะเฉพาะของยีนไซลาเนสจากแบคทีเร ีย  B. subtilis 

MT2-428 ที ่ได ้เปรียบเทียบกับ B. subtilis MT3.4 โดยการแสดงออกของยีน (over 

expression) 

การเตรียมเซลล์คอมพิเทนท์ (competent cell) 

เพาะเล้ียง Escherichia coli DH5 ในอาหารเหลว LB ปริมาตร 

3 มิลลิลิตร บ่มท่ี 37 องศาเซลล์เซียส เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จาก

นั้นปิเปตสารแขวนลอยปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร บ่มที่ 37 

องศาเซลล์เซียส เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3–4 ชั่วโมงหรือวัดค่าความขุ่นที่ค่า

ดูดกลืนแสง 600 นาโนเมตร ให้ได้เท่ากับ 0.4–0.5 จากนั้นแช่เซลล์ในถังน้ำแข็ง 30 นาที แบ่งใส่หลอด

ไมโครเซนติฟิวก์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 1,400 ไมโครลิตร นำไปปั่นเหวี่ยงที่ 4,800 รอบต่อ

นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลล์เซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเทส่วนใสท้ิงและเติมน้ำกล่ันท่ีผ่านการ

ฆ่าเช้ือ 1,000 ไมโครลิตร จากนั้นนำไปป่ันเหวี่ยงท่ี 4,800 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลล์เซียส

เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสท้ิงทำขั้นตอนเดิมซ้ำอีกรอบและเติม 10% กลีเซอรอลท่ีละลายในน้ำกล่ัน

ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือ 500 ไมโครลิตร นำไปป่ันเหวี่ยงท่ี 4,800 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลล์เซียส

เป็นเวลา 10 นาที ทดสอบคุณภาพของเซลล์คอมพิเทนท์โดยการใช้พลาสมิดที่ไม่ผ่านการตัดเอนไซม์

ถ่ายโอนลงเซลล์คอมพิเทนท์ด้วยวิธี electroporation ด้วยเครื่อง MicroPulser Electroporator 

เติมอาหารเหลว LB 0.5 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลล์เซียสเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นนำไป

เลี้ยงเชื้อด้วยวิธี spread plate บนอาหารแข็ง LB ที่ประกอบด้วยแอมพิซิลิน 100 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อดูประสิทธิภาพของเซลล์คอมพิเทนท์

สำหรับการถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมต่อไป 
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การเชื่อมเวกเตอร์และดีเอ็นเอ (ligation) 

นำเวกเตอร์ pETDuet-1 และยีนไซลาเนสของฺ B. subtilis ,  

B. subtilis MT3.4และแบคทีเรียพันธุ์กลาย MT2-428 นำมาตัดด้วยเอนไซม์ BamHI และ HindIII 

ส่วนผสมท่ีใช้ดังตาราง 4  

ตาราง 4 ส่วนผสมของขั้นตอนการตัดเอนไซม์ 

องค์ประกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

10x Buffer 2 

เอนไซม์ BamHI 1 

เอนไซม์ HindIII 1 

DNA or Vector 5 

dH2O for PCR 11 

ปริมาตรรวม 20 

 

นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นตรวจสอบคุณภาพของ  

พลาสมิดและดีเอ็นเอที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์วิธีการ Gel electrophoresis ใช้เจลที่ความเข้มข้น 1.2% 

จากนั้นนำพลาสมิดและดีเอ็นเอมาเชื่อมเข้าด้วยกันเอนไซม์ไลเกส (ligase) (Thermo scientific) 

ส่วนผสมดังตาราง 5 

ตาราง 5 ส่วนผสมการเชื่อมพลาสมิดลูกผสม (recombinant plasmid) ด้วยวิธี T4 ligation 

องค์ประกอบ ความเข้มข้น 

10x T4 DNA Ligase Buffer 2 µL 

T4 DNA Ligase 1 Weiss U 

DNA 1:1 to 5:5 molar ratio over vector 

Vector 20 – 100 ng 

dH2O for PCR To 20 µL 

ปริมาตรรวม 20 µL 
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บ่มพลาสมิดลูกผสมท่ีอุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เพื่อเตรียมทำการส่งถ่าย

ลงในเซลล์คอมพิเทนท์ต่อไป  

 

การส่งถ่าย (transformation) พลาสมิดลูกผสม (recombinant 

plasmid) ลงในเซลล์คอมพิเทนท์  

นำพลาสมิดลูกผสมจากวิธีการข้างต้นกับเซลล์คอมพิเทนท์ ผสมให้

เข้ากัน นำไปแช่ในน้ำแข็ง 15 นาที จากนั้นส่งถ่ายด้วยวิธี electroporation ด้วยเครื่อง MicroPulser 

Electroporator เติมอาหารเหลว LB 0.5 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลล์เซียสเป็นเวลา 1 

ชั่วโมง จากนั้นนำไปเลี้ยงเชื้อด้วยวิธี spread plate บนอาหารแข็ง LB ที่ประกอบด้วยแอมพิซิลิน 

100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมงเพื่อคัดเลือกเซลล์ที่ได้รับ  

พลาสมิดลูกผสม จากนั้นนำเซลล์ลูกผสมเลี้ยงลงในอาหารเหลว LB และสกัดพลาสมิดเพื่อตัดเช็คยีน

และพลาสมิดเพื่อความถูกต้อง  

 

การเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรียพันธุ์ B. subtilis MT2-428  

  นำพลาสมิดดีเอ ็นเอที ่มียีนไซลาเนสของ B. subtilis MT2-428 ไป

ตรวจสอบลำดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นส่วนของยีนด้วยวิธี sanger sequencing จากนั้นเปรียบเทียบ

ลำด ับด ับน ิวคล ี โอไทด ์ของแบคท ี เร ีย  B.  subt i l i s  MT2-428 โดยใช ้ โปรแกรม NCBI 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  

 

การเปรียบเทียบความแตกต่างของลำดับนิวคลีโอไทด์ระหว่าง B. subtilis,  

B. subtilis MT3.4 และแบคทีเรีย MT2-428 

   เปรียบเทียบความแตกต่างของนิวคลีโอไทด์ B. subtilis พันธุ์ดั ้งเดิม  

B .  subt i l i s  MT3 .4  และ  B .  subt i l i s  MT2-428  ด ้ วย โปรแกรม Clus ta l  Omega  

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)  

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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การเปรียบเทียบโครงสร้างโปรตีน 3 มิติของยีนไซลาเนส 

วิเคราะห์เปรียบเทียบโครงสร้างสามมิติ (3-D) ของเอนไซม์ไซลาเนส ของ  

B. subtilis, B. subtilis MT3.4 และ B. subtilis MT2-428 โดยสร้างแบบจำลองด้วยโปรแกรม 

SWISS-MODEL ( https://swissmodel.expasy.org/ ) 

 

การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อกิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนส 

การศึกษาค่ากรด-ด่าง (pH) ที่เหมาะสมต่อค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนส 

นำโคโลนีของแบคทีเรียลูกผสม B. subtilis MT2-428 จากขั้นตอนการ

คัดเลือกแบคทีเรียพันธุ์กลายครั้งที่ 2 เลี้ยงลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภมูิ 

37 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นปั่นเก็บเซลล์ด้วย

เครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที และนำส่วนใสเหนือตะกอน 

ปริมาตร 200 ไมโครลิตร มาวิเคราะห์หาค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสด้วยวิธี DNS โดยใช้  

1% beechwood xylan ในบัฟเฟอร์ที่มีค่าความเป็นกรด-ด่างต่างกันตั้งแต่ 3-10 ที่ความเข้มข้น 

0.05 โมลาร์ และบ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที จากนั้นวัดกิจกรรมเอนไซม์ไซ

ลาเนสที่เกิดขึ้นจากปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ที่ผลิตได้ด้วยวิธี DNS คำนวณค่ากิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนส 

โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานสารละลายไซโลส (ภาคผนวก ค) 

 

การศึกษาค่าอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนส 

  เล้ียงแบคทีเรียลูกผสม B. subtilis MT2-428 จากขั้นตอนการคัดเลือกเช้ือ

แบคทีเรีย ลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าด้วย

ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นปั่นเก็บเซลล์ด้วยความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 10 นาที และนำเอนไซม์หยาบท่ีได้จากการปั่นเหวี่ยง ปริมาตร 200 ไมโครลิตร มาวิเคราะห์

ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสโดยวิธี DNS บ่มท่ีอุณหภูมิแตกต่างกันต้ังแต่ 30–100 องศาเซลเซียส 

 

 

https://swissmodel.expasy.org/
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การทดสอบความเสถียรของเอนไซม์ไซลาเนสที่ความเป็นกรด-ด่าง และอุณหภูมิ

ต่างกัน 

    การทดสอบความเสถียรของเอนไซม์ไซลาเนสที่ความเป็นกรด-ด่างและ

อุณหภูมิ ดัดแปลงมาจากงานวิจัยของ Xiang et al, (2019) การทดสอบความเสถียรของเอนไซม์ 

ไซลาเนสท่ีสภาวะกรด-ด่างท่ีต่างกันจะนำเอนไซม์หยาบผสมกับบัฟเฟอร์ท่ีมีค่ากรด-ด่างต่าง ๆ ต้ังแต่ 

3–10 บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 16 ช่ัวโมง และการทดสอบความเสถียรของเอนไซม์ไซลาเนสท่ี

อ ุณหภ ูม ิแตกต ่างก ัน โดยนำเอนไซม ์หยาบบ่มท ี ่อ ุณหภ ูม ิท ี ่แตกต ่างก ันต ั ้ งแต ่  30–100  

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นนำเอนไซม์หยาบภายใต้เงื่อนไขต่าง ๆ ไปวัดค่ากิจกรรมของ

เอนไซม์ไซลาเนสด้วยวิธี DNS และคำนวณกิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนสโดยเปรียบเทียบกับกราฟ

มาตรฐานไซโลส และนำมาคำนวณค่ากิจกรรมสัมพัทธ์โดยคำนวณจากสูตร (Tabsri et al, 2016)  

 

การผลิตอาหารสัตว์หมักจากเศษวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรด้วยแบคทีเรียพันธุ ์กลาย  

ที่ถูกคัดเลือกในระดับห้องปฏิบัติการ 

การทดสอบการย่อยวัตถุดิบของแบคทีเรียพันธุ์กลายที่ถูกคัดเลือก 

   เลี ้ยงเชื ้อแบคทีเร ีย B. subtilis, แบคทีเร ีย B. subtilis MT3.4 และ

แบคทีเรีย B. subtilis MT2-428 ในอาหารเหลว LB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บ่มแบบเขย่าที่ 200 รอบ

ต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเตรียมวัตถุดิบเศษวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร ได้แก่ ชานอ้อย 

เปลือกทุเรียน และเปลือกข้าวโพด สำหรับทดสอบความสามารถในการย่อยวัตถุดิบทั้ง 3 ชนิดของ

แบคทีเรีย โดยนำวัตถุดิบท้ัง 3 ชนิดทำ pre-treatment โดยนำวัตถุดิบเข้าเครื่องนึ่งความดันไอท่ี 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 40 นาที จากนั้นนำมาล้างด้วยน้ำ 2 รอบ และนำไปอบท่ี 80 องศาเซลเซียส 

จากนั้นนำมาใส่ขวดดูแรนขนาด 500 มิลลิลิตร น้ำหนักท่ีใช้ทดสอบคือร้อยละ 1 ของน้ำหนักแห้งของ

แต่ละวัตถุดิบโดยเติมน้ำกลั่นที่มีปริมาตร 200 มิลลิลิตรและเติมสารแขวนลอยของแบคทีเรียให้ได้

ความเข้มข้นร้อยละ 5 เขย่าให้เข้ากันและทำการหมักเป็นเวลา 7 วัน เก็บตัวอย่างเอนไซม์หยาบต้ังแต่

วันท่ี 0 – 7 เพื่อนำไปทดสอบการย่อยวัตถุดิบโดยการตรวจสอบปริมาณน้ำตาลทีถูกปลดปล่อยออกมา

ด้วยวิธี DNS  
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การผลิตอาหารสัตว์หมักจากเศษวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร 

   นำแบคทีเรีย B. subtilis MT2-428 และ B. subtilis MT3.4 ซึ่งเป็น

แบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์ไซลาเนสเลี้ยงในอาหารเหลว LB กลุ่มผลิตแลคติก Lactobacillus sp. สาย

พันธุ์ LAB 57MT เลี้ยงในอาหารเหลว LACTOBACILLUS MRS AGAR (MRS agar) กลุ่มยีสต์สาย

พันธุ์ VII16-15 เลี ้ยงในอาหารเหลว YPD (Yeast extract Peptone Dextrose agar) และกลุ่ม

แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ์ MT B4 ที่ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสเลี้ยงในอาหารเหลว LB จากนั้นนำ

ท้ังหมดไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ปรับความเข้มข้นเริ่มต้นของแบคทีเรีย

โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ให้มีค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 1.0 จากนั้น

ถ่ายเชื้อแบคทีเรียลงในขวดรูปชมพู่ที่มีน้ำตาลความเข้มข้นร้อยละ 1 ปริมาตร 20 มิลลิ ลิตรบรรจุอยู่ 

โดยใช้อัตราส่วนเชื้อเริ่มต้นร้อยละ 5 บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง แยกผสมกับวัตถุดิบดัง

ตาราง 6 

 

ตาราง 6 ส่วนผสมในการทำอาหารสัตว์หมัก 

กลุ่มชุดควบคุม 

วัตถุดิบ กลุ่มจุลินทรีย์ 

เปลือกทุเรียน ขนาด 1-2 นิ้ว หนัก 1 กิโลกรัม กลุ่มจุลินทรีย์ผลิตแลกติก 
กลุ่มยีสต์ 
กลุ่มจุลินทรีย์ผลิตเซลลูเลส 
น้ำเปล่า 

ชานอ้อย ขนาด 3-4 นิ้ว หนัก 0.3 กิโลกรัม 

เปลือกข้าวโพด ขนาด 3-4 นิ้ว หนัก 0.3 กิโลกรัม 

กลุ่ม B. subtilis 
MT3.4 

เปลือกทุเรียน ขนาด 1-2 นิ้ว หนัก 1 กิโลกรัม กลุ่มจุลินทรีย์ผลิตแลกติก 
กลุ่มยีสต์ 
กลุ่มจุลินทรีย์ผลิตเซลลูเลส 
กลุ่มจุลินรีย์ผลิตไซลาเนส 

ชานอ้อย ขนาด 3-4 นิ้ว หนัก 0.3 กิโลกรัม 

เปลือกข้าวโพด ขนาด 3-4 นิ้ว หนัก 0.3 กิโลกรัม 

กลุ่ม B. subtilis 
MT2-428 

เปลือกทุเรียน ขนาด 1-2 นิ้ว หนัก 1 กิโลกรัม กลุ่มจุลินทรีย์ผลิตแลกติก 
กลุ่มยีสต์ 
กลุ่มจุลินทรีย์ผลิตเซลลูเลส 
กลุ่มจุลินรีย์ผลิตไซลาเนส 

ชานอ้อย ขนาด 3-4 นิ้ว หนัก 0.3 กิโลกรัม 

เปลือกข้าวโพด ขนาด 3-4 นิ้ว หนัก 0.3 กิโลกรัม 
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ส่วนผสมทั้งหมดบรรจุอยู่ในถุงหมัก จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิห้อง และบันทึกผลโดยการเก็บตัวอย่าง

ภายหลังจากการหมัก 0, 7, 30 และ 60 วัน เก็บตัวอย่างของเหลวในถุงหมักปริมาตร 20 มิลลิลิตรลง

ในหลอดพลาสติกที่มีฝาปิด โดยเขย่าถุงหมักก่อนเก็บตัวอย่าง เพื่อนำมาวิเคราะห์ค่าความเป็นกรด-

ด่าง สำหรับวันที่ 60 หลังการบ่มจะเก็บตัวอย่างเพิ่มเติมโดยใช้ปากคีบคีบตัวอย่างเปลือกทุเรียนหรือ

ชานอ้อย 3 จุด คือด้านล่าง กลาง และด้านบนของถุงหมัก และนำมารวมกันเป็น 1 ตัวอย่าง เพื่อนำไป

วิเคราะห์หาค่าโปรตีนหยาบ (crude protein) (AOAC, 2000), น้ำหนักแห้ง (dry matter) โดยมีสูตร

การคำนวณ (Bernard, 2013) ดังนี้  

น้ำหนักแห้ง (%) = 100 - [(น้ำหนักเริ่มต้น - นำหนักแห้ง) ÷ น้ำหนักเริ่มต้น] x 100 

,เย่ือใยท่ีไม่ละลายในสารฟอกเป็นกรด (acid detergent fiber: ADF), เย่ือใยท่ีไม่ละลายในสารฟอก

เป็นกลาง (neutral detergent fiber : NDF) ด้วยวิธีการของ Van Soest et al, 1991 โดยการส่ง

วิเคราะห์ท่ีศูนย์ปฏิบัติการทางการเกษตรเพื่อสุขภาพ (COE) คณะเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัย

เทคโนโลยีราชมงคลธัญบุรี (ศูนย์รังสิต) ทำการทดลองชุดการทดลองละ 3 ซ้ำ โดยมีชุดควบคุมคือ ถุง

หมักท่ีเติมน้ำตาลความเข้มข้นร้อยละ 1 ปริมาตร 6 มิลลิลิตร   

การวิเคราะห์ทางสถิติ 

นำข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์ความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่าง 

ค่าเฉลี่ยของแต่ละการทดสอบ ผ่านโปรแกรมสำเร็จรูปทางสถิติ โดยใช้ Duncan’s new multiple 

range test ท่ีระดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95 
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บทท่ี 4  

 

ผลการวิเคราะห์ข้อมูล/ผลการทดลอง 
 

อัตราการรอดชีวิตและการคัดเลือกแบคทีเรียพนัธุ์กลายที่ถูกชักนำให้เกิดการกลายพันธุ์คร้ังที่ 2 

แบคทีเรีย B. subtilis MT3.4 ที่ถูกชักนำให้เกิดการกลายพันธุ์ครั ้งที่สองโดยเทคโนโลยี

พลาสมาเย็น โดยแก๊สที่ใช้ในการทดลอง คือ อาร์กอนและฮีเลียมพลามาที่ระยะเวลาในการอาบ

พลาสมา คือ 1, 2, 3 และ 5 นาที พบอัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรียท่ีถูกอาบด้วยอาร์กอนพลาสมา

สูงกว่าการอาบด้วยฮีเล่ียมพลาสมา โดยระยะเวลาในการอาบพลาสมาท่ีมากขึ้นส่งผลให้อัตราการรอด

ชีวิตลดลงตามลำดับเมื่อเทียบกับแบคทีเรีย B. subtilis MT3.4 ท่ีไม่ถูกอาบด้วยพลาสมา ดังแสดงใน

ภาพ 11 และจากการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสของแบคทีเรียท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ 

LB ภายหลังจากการถูกอาบด้วยพลาสมาทุกเงื ่อนไข จำนวน 581 ไอโซเลท ด้วยวิธี DNS พบว่า 

ไอโซเลท MT2-428 มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสสูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับไอโซเลทอื่นที่มีค่า

กิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนสสูงที่สูงกว่า B. subtilis MT3.4 1.5 เท่าขึ้นไป ดังตาราง 7 ทั้งนี้ไอโซเลทนี้

เกิดการกลายพันธุ์ด้วยการอาบอาร์กอนพลาสมาเป็นเวลา 5 นาที  

 
 
ภาพ 11 อัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรียพันธุ์กลายที่ถูกชักนำให้เกิดการกลายพันธุ์คร้ังที่ 2 ด้วย

เทคโนโลยีพลาสมาเยน็โดยใช้อาร์กอนและฮเีลี่ยมพลาสมา ที่ระยะเวลา 1, 2, 3 และ 5 นาที
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ตาราง 7 แสดงค่ากิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนสเทียบกับแบคทีเรียชุดควบคุม (B. subtilis MT3.4) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ผลของการวิเคราะห์ความแตกต่างในระดับดีเอ็นเอด้วยเทคนิค HAT-RAPD  

 เมื่อว ิเคราะห์ความแตกต่างในระดับดีเอ ็นเอของแบคทีเร ีย B. subtilis MT2-428 

เปรียบเทียบกับแบคทีเรีย B. subtilis MT3.4 (ชุดควบคุม) ด้วยเทคนิค HAT-RAPD โดยใช้ไพร์เมอร์

แบบสุ่ม 5 ไพร์เมอร์ พบไพร์เมอร์จำนวน 4 ไพรเมอร์ คือ OPC06, OPH15, OPAT13 และ OPAZ12 

ที่แสดงความแตกต่างลายพิมพ์ดีเอ็นเอของแบคทีเรีย B. subtilis MT2-428 ดังภาพ 12 ซึ่งสามารถ

บ่งช้ีได้ว่ามีการเกิดการกลายพันธุ์ระดับดีเอ็นเอ 

ไอโซเลท 
ค่ากิจกรรมจำเพาะของเอนไซม์ 

ไซลาเนส 
(ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน) 

B. subtilis MT3.4 
(ชุดควบคุม) 

32.67 ± 0.08 

MT2-324 63.10 ± 0.47 
MT2-388 58.17 ± 0.65 
MT2-403 75.20 ± 0.75 
MT2-405 76.23 ± 0.74 
MT2-427 76.71 ± 0.73 
MT2-428 90.27 ± 0.55 
MT2-436 78.39 ± 0.73 
MT2-441 76.38 ± 0.74 
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ภาพ 12 ลายพิมพ์ดีเอ็นที่ได้จากเทคนิค HAT-RAPD โดยใช้ไพร์เมอร์แบบสุ่ม 4 ไพร์เมอร์ได้แก่ 

OPC06, OPH15, OPAT13 และ OPAZ12: เลน M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน lambda/PstI, เลน 1 

และ 2 คือ B. subtilis MT3.4, เลน 3 และ 4 คือ B. subtilis MT2-428 

 

นอกจากนี้จากการวิเคราะห์ลำดับกรดอะมิโนของยีนไซลาเนสจากดีเอ็นเอของแบคทีเรีย  

B. subtilis MT2-428 พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงลำดับกรดอะมิโนในตำแหน่งที่ 87 (ภาพ 13) โดยมี

การเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนจากลิวซีน (Leucine) เป็นโปรลีน (Proline) และในตำแหน่งที่ 145 มี

การเปลียนแปลงกรดอะมิโนจากเซอรีน (Serine) เป็นทรีโอนีน (Threonine) เหมือนแบคทีเรียพันธุ์

ด้ังเดิม  
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ภาพ 13 การเปรียบเทียบลำดับกรดอมิโนระหว่าง B. subtilis พันธุ์ด้ังเดิม (CxynA), B. subtilis 
MT3.4 (MxynA) และ B. subtilis MT2-428 โดยตำแหน่งกรดอะมิโนไฮไลต์สีเขียวคือตำแหน่งที่

มีการแทนที่ของกรดอะมิโนจาก Leu เป็น Pro และตำแหน่งกรดอะมิโนที่ไฮไลต์สีเหลืองคือ
ตำแหน่งที่มีการเปลี่ยนกลับของกรดอะมิโนจาก Ser เป็น Thr กรอบเสน้ประสีแดงคือบริเวณเร่ง 

(active site) 
 

 จากการนำโครงสร้างโปรตีนของยีนไซลาเนสของแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์มาเปรียบเทียบ

โครงสร้าง 3 มิติ ด้วยโปรแกรม SWISS-MODEL ตำแหน่งที่มีการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมโินลิวซีน 

(Leu) เป็นโปรลีน (Pro) ที่ตำแหน่ง 87 อยู่ในเบต้าชีท 6 (β-sheet 6) ดังภาพ 14 และโครงสร้าง

โปรตีนสามมิติของยีนไซลาเนสใช้โมเดลของ 2DCY เป็นแม่แบบในการสร้าง 
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ภาพ 14 โครงสร้างโปรตีน 3 มิติของยีนไซลาเนส โดยภาพ A คือโครงสร้างโปรตีนของยีน 
ไซลาเนสแบคทีเรีย B. subtilis พันธุ์ด้ังเดิม ภาพ B คือโครงสร้างโปรตีนของยีนไซลาเนส

แบคทีเรีย B. subtilis MT3.4 และภาพ C คือโครงสร้างโปรตีน 3 มิติของยีนไซลาเนสแบคทีเรีย 
B. subtilis MT2-428 ตำแหน่งที่ลูกศรสีแดงชี้คือตำแหน่งที่มีการแทนที่ของกรดอะมิโนจาก 
ลิวซีน (Leu) เป็นโปรลีน (Pro) และตำแหน่งลกูศรสีฟ้าชี้คือตำแหน่งของกรดอะมิโนที่มีการ

เปลี่ยนกลบัจากเซอรีน (Ser) เปน็ทรีโอนีน (Thr) 
 

ผลของความเป็นกรด-ด่างที่เหมาะสมต่อกิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนสจาก B. subtilis MT2-428 

เปรียบเทียบกับ B. subtilis MT3.4 

 จากการทดลองเอนไซม์หยาบผสมกับ 1% Beechwood Xylan ที่ละลายในบัฟเฟอร์ pH 

ตั้งแต่ 3-10 พบว่ามีค่ากิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนสของแบคทีเรีย B. subtilis MT3.4 และ B. subtilis 

MT2-428 สูงสุดท่ี pH 5 และ pH 6 ตามลำดับ (25.51 ± 0.03 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน, 90.34 ± 0.03 

ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน) ดังภาพ 15  
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ภาพ 15 กิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนสในสภาวะความเป็นกรด-ด่างที่แตกต่างกัน ต้ังแต่ 3.0–10.0 
ของ B. subtilis MT3.4 (กรอบลายจุด) และ B. subtilis MT2-428 (กรอบลายเสน้ทแยง) ท่ี

ระดับความเชื่อม่ัน 95 
 

ผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อกิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนสสจาก B. subtilis MT2-428 เปรียบเทียบ

กับ B. subtilis MT3.4 

 จากการศึกษาอุณหภูมิที ่เหมาะสมต่อการทำงานของเอนไซม์ไซลาเนสพบว่าแบคทีเรีย  

B. subtilis MT3.4 และ B. subtilis MT2-428 มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสสูงสุดที่อุณหภูมิ  

60 องศาเซลเซียส 37.751 ± 0.045 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน และ 128.777 ± 0.020 ยูนิต/มิลลิกรัม

โปรตีน ตามลำดับ และเมื่ออุณหภูมิเพิ่มข้ึนอย่างต่อเนื่องจนถึง 100 องศาเซลเซียส พบว่าค่ากิจกรรม

ของเอนไซม์ไซลาเนสลดลง 2.4 เท่า (ดังภาพ 16)  
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ภาพ 16 กิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนสในสภาวะอุณหภูมิที่แตกต่างกัน ต้ังแต่ 30–100 องศาเซลเซียส 
ของ B. subtilis MT3.4 (กรอบลายจุด) และ B. subtilis MT2-428 (กรอบลายเส้นทแยง) ท่ี

ระดับความเชื่อม่ัน 95 
 

จากการทดสอบความเสถียรของเอนไซม์ไซลาเนสต่อค่าความเป็นกรด-ด่าง ตั้งแต่ 3.0-10.0 

พบว่า ความเสถียรของเอนไซม์อยู่ในช่วงท่ีความเป็นกรด-ด่างท่ี 5.0–6.0 ซึ่งสามารถทดได้ในสภาวะท่ี

เป็นกรด แสดงดังภาพ 17 และจากผลการทดสอบความเสถียรของเอนไซม์ไซลาเนสต่ออุณหภูมิต้ังแต่ 

30-100 องศาเซลเซียส พบความเสถียรของเอนไซม์ไซลาเนสต่ออุณหภูมิอยู่ในช่วง 30-40 องศา

เซลเซียส โดยค่ากิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์ได้จากการเปรียบเทียบกับค่ากิจกรรมเอนไซม์  

ไซลาเนสสูงท่ีสุด ณ ความเป็นกรด-ด่างและอุณหภูมินั้น ๆ แสดงดังภาพ 18 
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ภาพ 17 ความเสถียรของเอนไซม์ไซลาเนสของ B. subtilis MT3.4 และ B. subtilis MT2-428 
ภายใต้สภาวะความเป็นกรด-ด่างที่แตกต่างกันต้ังแต่ 3–10 ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95 

 

 
 

ภาพ 18 ความเสถียรของเอนไซม์ไซลาเนสของ B. subtilis MT3.4 และ B. subtilis MT2-428 
ภายใต้อุณหภูมิที่แตกต่างกันต้ังแต่ 30–100 องศาเซลเซียส ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95 
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ผลการทดสอบการย่อยวัตถุดิบแต่ละชนิดด้วยแบคทีเรีย 

 จากการทดสอบความสามารถการย่อยวัตถุดิบทั้ง 3 ชนิด ได้แก่ เปลือกทุเรียน, ชานอ้อย 

และเปลือกข้าวโพด นั้นพบว่าแบคทีเรียพันธุ์กลาย B. subtilis MT2-428 มีความสามารถในการย่อย

ได้สูงกว่า B. subtilis และ B. subtilis MT3.4  

โดยชุดทดสอบที่ใช้เปลือกทุเรียนเป็นวัตถุดิบจะมีการปลดปล่อยน้ำตาลรีดิวซ์มากที่สุดและ

แปรผันตรงกับระยะเวลาการหมักท่ีนานขึ้นดังภาพ 19 ในขณะท่ีชุดทดสอบท่ีใช้ชานอ้อยเป็นวัตถุดิบ

พบค่าการปลดปล่อยน้ำตาลรีดิวซ์สูงที่สุดในวันที่ 1 จากนั้นลดลงและเพิ่มสูงขึ้นใหม่อีกครั้ งในวันท่ี  

5-7 ดังภาพ 20 สำหรับการใช้เปลือกข้าวโพดเป็นวัตถุดิบพบการปลดปล่อยน้ำตาลรีดิวซ์สูงที่สุดใน

วันท่ี 3 ของการหมักและปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์คงท่ีในวันท่ี 5–7 ดังภาพ 21 จากผลการทดสอบพบว่า 

B. subtilis MT3.4 มีความสามารถในการย่อยวัตถุดิบได้ดีเป็นลำดับท่ี 2 และ B. subtilis ย่อยวัตถุดิบ

ชานอ้อยและเปลือกข้าวโพดได้ดีกว่าการหมักด้วยน้ำเปล่า (ภาพ 19–21) 

 

 
 

ภาพ 19 กราฟแสดงปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ที่ถูกปลดปล่อยจากการทดสอบการย่อยเปลือกทุเรียน 
โดย กรอบลายข้าวหลามตัด คือ เปลือกทุเรียนทีห่มักด้วยน้ำเปล่า, กรอบสีเทา คือ เปลอืกทุเรียน

ที่หมักด้วยแบคทีเรีย B. subtilis พันธุ์ด้ังเดิม, กรอบลายจุด คือ เปลอืกทุเรียนที่หมักด้วย
แบคทีเรีย B. subtilis MT3.4 และ กรอบลายเส้นแนวทแยง คือ เปลือกทุเรียนที่หมักด้วย

แบคทีเรีย B. subtilis MT2-428 
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ภาพ 20 กราฟแสดงการย่อยวัตถุดิบของแบคทีเรียในชานออ้ย โดย กรอบลายข้าวหลามตัด คือ 
ชานอ้อยที่หมักด้วยน้ำเปล่า, กรอบสีเทา คือ ชานอ้อยที่หมักด้วยแบคทีเรีย B. subtilis  

พันธุ์ด้ังเดิม, กรอบลายจุด คือ ชานอ้อยที่หมักด้วยแบคทีเรีย B. subtilis MT3.4 และ กรอบลาย
เส้นแนวทแยง คือ ชานออ้ยที่หมักด้วยแบคทีเรีย B. subtilis MT2-428 

 

 
 

ภาพ 21 กราฟแสดงการย่อยวัตถุดิบของแบคทีเรียในเปลอืกข้าวโพด โดยกรอบลายข้าวหลามตัด 
คือ เปลือกข้าวโพดที่หมักด้วยน้ำเปล่า, กรอบสเีทา คือ เปลือกข้าวโพดที่หมักด้วยแบคทีเรีย  
B. subtilis พนัธุ์ด้ังเดิม, กรอบลายจุด คือ เปลอืกข้าวโพดที่หมักด้วยแบคทีเรีย B. subtilis 

MT3.4 และ กรอบลายเสน้แนวทแยง คือ เปลอืกข้าวโพดที่หมักด้วยแบคทีเรีย  
B. subtilis MT2-428 
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ผลการวัดการเจริญของแบคทีเรียโดยการวัดค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร 

(OD600) ในการทดสอบการย่อยวัตถุดิบต่าง ๆ ของแบคทีเรีย พบว่าการหมักวัตถุดิบท้ัง 3 ชนิดด้วย

น้ำเปล่ามีการเจริญของแบคทีเรียเล็กน้อย ส่วนการหมักวัตถุดิบด้วยแบคทีเรียท้ัง 3 สายพันธุ์ พบการ

เจริญท่ีเพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่องในชุดทดสอบท่ีใช้เปลือกทุเรียนและชานอ้อยเป็นวัตถุดิบ ในขณะท่ีชุดการ

ทดสอบที ่ใช ้เปลือกข้าวโพดเป็นวัตถุด ิบพบการเจริญของ B. subtilis สูงสุดในว ันที ่  3–6,  

B. subtilis MT3.4 เจริญสูงสุดในวันท่ี 5–7 และ B. subtilis MT2-428 เจริญสูงสุดในวันท่ี 2 ดังภาพ 

22-24 

 

 

 

ภาพ 22 กราฟแสดงการเจริญของแบคทีเรียในชุดการทดสอบย่อยเปลือกทเุรียน โดยกรอบลาย
ข้าวหลามตัด คือ เปลือกทุเรียนที่หมักด้วยน้ำเปล่า, กรอบสีเทา คือ เปลอืกทุเรียนที่หมักด้วย

แบคทีเรีย B. subtilis พันธุ์ด้ังเดิม, กรอบลายจุด คือ เปลือกทุเรียนที่หมักด้วยแบคทีเรีย  
B. subtilis MT3.4 และ กรอบลายเสน้แนวทแยง คือ เปลือกทุเรียนที่หมักด้วยแบคทีเรีย  

B. subtilis MT2-428 
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ภาพ 23 กราฟแสดงการเจริญของแบคทีเรียในชุดการทดสอบย่อยชานอ้อย โดยกรอบลายข้าว
หลามตัด คือ ชานอ้อยที่หมักด้วยน้ำเปล่า, กรอบสีเทา คือ ชานอ้อยที่หมักด้วยแบคทีเรีย  

B. subtilis พนัธุ์ด้ังเดิม, กรอบลายจุด คือ ชานอ้อยที่หมักด้วยแบคทีเรีย B. subtilis MT3.4 
และ กรอบลายเสน้แนวทแยง คือ ชานอ้อยที่หมักด้วยแบคทีเรีย B. subtilis MT2-428 

 

 
 

ภาพ 24 กราฟแสดงการเจริญของแบคทีเรียในชุดการทดสอบย่อยเปลือกข้าวโพด โดยกรอบลาย
ข้าวหลามตัด คือ เปลือกข้าวโพดที่หมักด้วยน้ำเปล่า, กรอบสีเทา คือ เปลอืกข้าวโพดที่หมักด้วย

แบคทีเรีย B. subtilis พันธุ์ด้ังเดิม, กรอบลายจุด คือ เปลือกข้าวโพดที่หมักด้วยแบคทีเรีย  
B. subtilis MT3.4 และ กรอบลายเสน้แนวทแยง คือ เปลือกข้าวโพดที่หมักด้วยแบคทีเรีย  

B. subtilis MT2-428 
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ผลการผลิตอาหารสัตว์หมักจากเปลือกทุเรียน ชานอ้อย และเปลือกข้าวโพดด้วยแบคทีเรีย   

B. subtilis MT2-428 

 จากการนำแบคทีเรีย B. subtilis MT2-428 มาหมักกับเปลือกทุเรียน ชานอ้อย และเปลือก

ข้าวโพด เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (หมักด้วยน้ำเปล่า) และแบคทีเรีย B. subtilis MT3.4 (ตาราง 8) 

เป็นเวลา 60 วัน จากนั้นส่งอาหารสัตว์หมักที่ได้ไปวิเคราะห์คุณค่าทางโภชนะ พบว่าอาหารสัตว์หมักมี

ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) อยู่ในช่วง 3.79-4.34 อาหารสัตว์หมักจากเปลือกข้าวโพดจะมีค่าวัตถุแห้ง

สูงท่ีสุด (ร้อยละ 48.01-52.60) รองลงมาคืออาหารสัตว์หมักจากชานอ้อยโดยมีค่าวัตถุแห้งเท่ากับร้อย

ละ 20.0-21.0 และอาหารสัตว์หมักจากเปลือกทุเรียนจะมีค่าวัตถุแห้งต่ำท่ีสุด (ร้อยละ 13.81–13.99) 

ในส่วนของค่าพลังงานอาหารสัตว์หมักจากชานอ้อยให้ค่าพลังงานสูงที่สุด (4.32–4.38 กิโลแคลอรี่ 

/กรัม) รองลงมาคืออาหารสัตว์หมักจากเปลือกข้าวโพดให้ค่าพลังงานในช่วง 4.05-4.11 กิโลแคลอรี่ 

/กรัม และอาหารสัตว์หมักจากเปลือกทุเรียนให้ค่าพลังงานต่ำท่ีสุด (3.69–3.74 กิโลแคลอรี่/กรัม) 

 นอกจากนี้พบว่าอาหารสัตว์หมักจากเปลือกทุเรียนมีปริมาณโปรตีนสูงที่สุด เท่ากับร้อยละ 

6.94-7.73 และอาหารสัตว์หมักจากชานอ้อยมีปริมาณโปรตีนต่ำท่ีสุด เท่ากับร้อยละ 2.22-2.89 ท้ังนี้

ค่าเยื่อใยที่ไม่ละลายในสารละลายที่เป็นกลาง : NDF (neutral detergent fiber) พบว่าอาหารหมัก

จากชานอ้อยและเปลือกทุเรียนให้ค่าไม่แตกต่างกัน อยู่ในช่วงร้อยละ 71.01–85.22 สำหรับอาหาร

สัตว์หมักจากเปลือกทุเรียนหมักพบค่า NDF ต่ำกว่าอาหารหมัก 2 ชนิดแรก โดยมีค่า NDF ร้อยละ 

56.45–58.90 และจากการตรวจวิเคราะห์ค่าเยื ่อใยที ่ไม่ละลายในสารละลายที่เป็นกรด : ADF  

(acid detergent fiber) พบว่าอาหารสัตว์หมักจากชานอ้อยมีค่าสูงที่สุด ร้อยละ 53.58–57.47 

ในขณะที่อาหารสัตว์หมักจากเปลือกทุเรียนและเปลือกข้าวโพดมีค่าไม่ต่างกัน อยู่ในช่วงร้อยละ  

41.0–45.03 ดังแสดงในตารางท่ี 8 
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ตาราง 8 โภชนะอาหารสัตว์หมักจาก เปลือกทุเรียน ชานอ้อย และเปลอืกข้าวโพด เป็นเวลา 60 
วัน 

วัตถุดิบ pH DM (%) 
Energy 

(Kcal/g) 
CP (%) NDF (%) ADF (%) 

เปลือกทุเรียนไม่เติมเช้ือ 

MT3.4 และ MT2-428  

(ชุดควบคุม) 

3.84 13.81 3.743 6.94 56.45 41.16 

เปลือกทุเรียนเติมเช้ือ 

 B. subtilis MT3.4 
3.83 13.92 3.686 7.73 58.90 41.88 

เปลือกทุเรียนเติมเช้ือ 

 B. subtilis MT2-428 
3.79 13.99 3.685 7.33 56.64 41.27 

ชานอ้อยไม่เติมเช้ือ 

MT3.4 และ MT2-428 

(ชุดควบคุม) 

3.80 20.00 4.327 2.89 80.74 55.47 

ชานอ้อยเติมเช้ือ

แบคทีเรีย 

B. subtilis MT3.4 

4.00 21.00 4.323 2.22 79.22 53.58 

ชานอ้อยเติมเช้ือ

แบคทีเรีย 

 B. subtilis MT2-428 

4.34 21.00 4.377 2.35 85.22 57.47 
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ตาราง 8 (ต่อ)  

วัตถุดิบ pH DM (%) 
Energy 

(Kcal/g) 
CP (%) NDF (%) ADF (%) 

เปลือกข้าวโพดไม่เติมเช้ือ 

MT3.4 และ MT2-428 

 (ชุดควบคุม) 

4.18 48.01 4.047 4.98 80.10 45.03 

เปลือกข้าวโพดเติมเช้ือ 

 B. subtilis MT3.4 
4.28 52.60 4.114 7.59 76.05 41.36 

เปลือกข้าวโพดเติมเช้ือ  

B. subtilis MT2-428 
4.08 51.95 4.098 2.26 71.01 41.00 

 

ผลการตรวจสอบลัษณะของอาหารสัตว์หมักภายใต้กล้องจุลทรรศน์  

 จากการทดสอบผลิตอาหารสัตว์หมักจากเปลือกทุเรียน ชานอ้อย และเปลือกข้าวโพดด้วย

การหมักเงื่อนไขต่างๆ เป็นเวลา 60 วัน ได้นำช้ินส่วนตัวอย่างวัตถุดิบอาหารสัตว์หมักแต่ละวัตถุดิบมา

ตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอที่กำลังขยาย 8 เท่าและ 40 เท่า พบว่าในชิ้นส่วนของ

เปลือกทุเรียนท่ีหมักแบบไม่เติมเช้ือ B. subtilis MT3.4 หรือ B. subtilis MT2-428 มีความเปื่อยยุ่ย

เล็กน้อยเมื่อเทียบกับเปลือกทุเร ียนที่ไม่ผ่านการหมัก ส่วนเปลือกทุเรียนที ่หมักด้วยแบคทีเรีย   

B. subtilis MT3.4 และแบคทีเรีย B. subtilis MT2-428 พบความเปื่อยยุ่ยของบริเวณเปลือกทุเรียน

ชั้นใน และเปลือกทุเรียนที่หมัก B. subtilis MT2-428 พบการเจริญของแบคทีเรียชัดเจนกว่า 2 

เงื่อนไขแรก โดยพบลักษณะเมือกที่เกิดจากแบคทีเรียบริเวณชิ้นส่วนของเปลือกทุเรียนมากกว่า  2 

เงื่อนไขแรก ดังภาพ 25 สำหรับลักษณะของช้ินส่วนอาหารสัตว์จากชานอ้อยและเปลือกข้าวโพดไม่พบ

ความแตกต่างในแต่ละเงื่อนไขของการหมัก (ภาพ 26 และ 27) 
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ภาพ 25 ภาพเปรียบเทียบชิ้นส่วนตัวอย่างอาหารสัตว์หมักจากเปลือกทุเรียนเปน็เวลา 60 วัน 
ตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอ (stereo microscope) ท่ีกำลังขยาย 8 เท่าและ 40 เท่า 
 

 

 

ภาพ 26 ภาพเปรียบเทียบชิ้นส่วนตัวอย่างอาหารสัตว์หมักจากชานอ้อยเป็นเวลา 60 วัน 
ตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอ (stereo microscope) ท่ีกำลังขยาย 8 เท่าและ 40 เท่า 
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ภาพ 27 ภาพเปรียบเทียบชิ้นส่วนตัวอย่างอาหารสัตว์หมักจากเปลือกข้าวโพดเป็นเวลา 60 วัน 
ตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอ (stereo microscope) ท่ีกำลังขยาย 8 เท่าและ 40 เท่า 
 

 

 

ภาพ 28 ภาพตัวอย่างอาหารสัตว์หมักเป็นเวลา 60 วันโดยมีเปลือกทุเรียนเป็นวัตถุดิบ โดย A คือ
เปลือกทุเรียนที่ไม่ผ่านการหมัก B คือเปลือกทุเรียนหมักโดยไม่เติมเชื้อกลุ่มผลิตไซลาเนส  

(ชุดควบคุม) C คือเปลือกทุเรียนที่เติมเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis MT3.4 และ D คือเปลือกทุเรียน
ท่ีเติมเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis MT2-428 
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ภาพ 29 ภาพตัวอย่างอาหารสัตว์หมักเป็นเวลา 60 วันโดยมีชานอ้อยเป็นวัตถุดิบ โดย A คือชาน
อ้อยที่ไม่ผ่านการหมัก B คือชานอ้อยหมักโดยไม่เติมเชื้อแบคทีเรียกลุ่มผลิตไซลาเนส (ชุดควบคุม) 

C คือชานออ้ยที่เติมเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis MT3.4 และ D คือชานออ้ยที่เติมแบคทีเรีย 
B. subtilis MT2-428  
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ภาพ 30 ภาพตัวอย่างอาหารสัตว์หมักเป็นเวลา 60 วันโดยมีเปลือกข้าวโพดเป็นวัตถุดิบ โดย A 
คือเปลอืกข้าวโพดที่ไม่ผ่านการหมัก B คือเปลือกข้าวโพดหมักโดยไม่ใส่เชื้อแบคทีเรียผลิต 

ไซลาเนส (ชุดควบคุม) C คือเปลือกข้าวโพดที่เติมเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis MT3.4 และ D คอื
เปลือกข้าวโพดที่เติมเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis MT2-428 
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บทท่ี 5 

 

บทสรุป 

 

สรุปผลการวิจัย 

จากการเพิ่มประสิทธิภาพกิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสจากแบคทีเรียพันธุ์กลาย B. subtilis 

MT3.4 โดยการชักนำให้เกิดการกลายพันธุ์ครั้งที่ 2 ด้วยเทคโนโลยีพลาสมาเย็น โดยใช้แก๊สอารก์อน

และฮีเลียมในการกำเนิดพลาสมา และระยะเวลาในการอาบพลาสมา 1-5 นาที พบไอโซเลท  

MT2-428 มีค่ากิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนสสูงขึ้น 3.5 เท่าเมื่อเทียบกับ B. subtilis MT3.4 เมื่อนำ

แบคทีเร ีย B. subtilis MT2-428 มาตรวจสอบการเปลี ่ยนแปลงในระดับดีเอ็นเอด้วยเทคนิค  

High annealing temperature-random amplified polymorphic DNA (HAT-RAPD) โดยใช้ 

ไพร์เมอร์แบบสุ่มจำนวน 5 ไพร์เมอร์ พบว่าแบคทีเรีย B. subtilis MT2-428 มีลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ี

แตกต่างจาก B. subtilis MT3.4 และเมื ่อนำลำดับกรดอะมิโนของยีนไซลาเนสจากแบคทีเรีย  

B. subtilis MT2-428 มาเปรียบเทียบกับแบคทีเรียสายพันธุ์ดั ้งเดิม B. subtilis และแบคทีเรีย  

B. subtilis MT3.4 พบว่ามีการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนในตำแหน่งท่ี 87 โดยเปล่ียนจากลิวซีน (Leu) 

เป็นโปรลีน (Pro) และจากการศึกษาสภาวะที ่เหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสจาก

แบคทีเรีย B. subtilis MT2-428 พบว่าสภาวะที่เหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนส คือ  

ค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 6 และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส และผลจากการทดสอบการย่อย

วัตถุดิบ 3 ชนิด ได้แก่ เปลือกทุเรียน ชานอ้อยและเปลือกข้าวโพด เป็นเวลา 7 วัน พบว่า B. subtilis 

MT2-428 มีความสามารถในการย่อยวัตถุดิบทั้ง 3 ชนิดสูงที่สุด และผลจากการทดสอบผลิตอาหาร

สัตว์หมักจากวัตถุดิบ 3 ชนิด (เปลือกทุเรียน ชานอ้อย และเปลือกข้าวโพด) เป็นเวลา 60 วัน พบว่า

อาหารสัตว์หมักด้วย B. subtilis MT3.4 หรือ B. subtilis MT2-428 ให้ค่าทางโภชนะไม่ต่างกัน  

 

อภิปรายผลการวิจัย 

 จากการชักนำแบคทีเรียพันธุ์กลาย B. subtilis MT3.4 ให้เกิดการกลายพันธุ์ครั้งที่ 2 ด้วย

เทคนิคพลาสมาเย็น พบว่าอัตราการรอดชีวิตที่อาร์กอนพลาสมามีอัตราการรอดชีวิตสูงกว่าฮีเลียม
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พลาสมา เมื่อเปรียบเทียบความแตกต่างจากกราฟอัตราการรอดชีวิต (ภาพ 11) แบคทีเรียท่ีอาบด้วย

ฮีเลียมพลาสมามีอัตราการรอดชีวิตต่ำเนื่องจากคุณสมบัติทางกายภาพและเคมีของก๊าซท้ัง 2 ชนิดท่ีมี

ค่าพลังงานไอออไนเซชั่นและน้ำหนักโมเลกุลที่ต่างกัน อาจจะส่งผลให้การแตกตัวของก๊าซเมื่อได้รับ

พลังงานไฟฟ้าสูง ทำให้ก๊าซฮีเล่ียมท่ีมีค่าพลังงานสูงมีขนาดโมเลกุลเล็กกว่าอาร์กอนจึงมีอำนาจในการ

ทะลุทะลวงผ่านผนังเซลล์แบคทีเรียได้ดีกว่า (Polsa et al, 2020) และผลของงานวิจัยนี้สอดคล้องกับ

รายงานวิจัยของ Chandana et al, 2018 ซึ่งรายงานว่าเมื่อแบคทีเรียมีการอาบพลาสมาในระยะ

เวลานาน ส่งผลให้อัตราการรอดชีวิตของเซลล์แบคทีเรียต่ำกว่าการการอาบพลาสมาในระยะเวลาส้ัน 

 หลังจากการชักนำให้เกิดการกลายพันธุ์ครั้งที่ 2 และคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียจากการทดสอบ

กิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนส และพบว่าภายใต้เงื่อนไขอาร์กอนพลาสมาที่ 2 นาที แบคทีเรียไอโซเลท 

MT2-428 ที่มีค่ากิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนสสูงที่สุด จากนั้นนำมาตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงในระดับ

ยีนโดยเปรียบเทียบลำดับกรดอะมิโนของเอนไซม์ไซลาเนสท่ีได้จากแบคทีเรียพันธุ์ด้ังเดิม B. subtilis, 

แบคทีเรีย B. subtilis MT3.4 และแบคทีเรีย B. subtilis MT2-428 พบว่าเกิดการแทนที ่ของ 

กรดอะมิโนตำแหน่งที่ 87 จากลิวซีน (Leu) เป็นกรดอะมิโนในกลุ่มไฮโดรโฟบิก (hydrophobic 

group) เป็นโปรลีน (Pro) ซึ่งเป็นกรดอะมิโนในกลุ่มพิเศษ (special group) ในตำแหน่งที่บริเวณ  

β-sheet 6 (ภาพ 13) ซึ่งใกล้กับบริเวณเร่ง (active site) อาจส่งผลให้เซลล์แบคทีเรียมีค่ากิจกรรม

การทำงานของเอนไซม์เพิ่มขึ้น 3.5 เท่าเมื่อเทียบกับแบคทีเรียพันธุ์กลาย B. subtilis MT3.4 

 จากการศึกษาคุณลักษณะของเอนไซม์ไซลาเนสจากแบคทีเรียพันธุ์กลาย B. subtilis MT3.4 

และ B. subtilis MT2-428 พบว่าค่าความเป็นกรด-ด่าง ที่เหมาะสมต่อการทำงานของเอนไซม์ 

ไซลาเนสของ B. subtilis MT3.4 เท่ากับ 5.0 ในขณะท่ี B. subtilis MT3.4 จะพบค่ากิจกรรมเอนไซม์

ไซลาเนสสูงที ่ส ุดที ่ค ่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 6.0 โดยพบกิจกรรมของเอนไซม์ เท่ากับ  

25.51 ± 0.03 และ 90.34 ± 0.03 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน ตามลำดับซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ   

Kalawong et al, 2018 ที่รายงานว่าสภาวะที่เหมาะสมของค่าความเป็นกรด-ด่าง ต่อกิจกรรมของ

เอนไซม์ไซลาเนสของแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens CX1 และ B. subtilis B4 คือ pH 6.0 และมี

รายงานวิจัยของ Joshi et al, 2022 รายงานว่าแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ ์ VDB5 และ  

B. licheniformis สายพันธุ์ KBFB4 มีค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 6.0 ในสภาวะการทำอาหารสัตว์

หมัก เมื่อหมักเป็นเวลานาน วัตถุดิบจะแปรสภาพเป็นกรดมากยิ่งขึ้น แบคทีเรียจึงต้องมีความทนต่อ

ความเป็นกรดในระดับดี ดังนั้นแบคทีเรียพันธุ ์กลายจึงสามารถย่อยวัตถุดิบในอาหารสัตว์ได้ถึงแม้

สภาวะความเป็นกรดจะมากขึ้น  
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  การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสพบว่าแบคทีเรีย B. subtilis 

MT3.4 และแบคทีเรีย B. subtilis MT2-428 มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสสูงสุดที่อุณหภูมิ 60 

องศาเซลเซียส โดยมีค่ากิจกรรมเอนไซม์ เท่ากับ 37.751 ± 0.045 และ 128.777 ± 0.020  

ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน ตามลำดับ และเมื่ออุณหภูมิเพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่องจนถึง 100 องศาเซลเซียส 

พบว ่าค ่าการทำงานของเอนไซม ์ไซลาเนสลดลง 2.4 เท ่า ซ ึ ่ งสอดคล้องก ับงานว ิจ ัยของ  

Polsa et al, 2020 ที่รายงานว่า B. subtilis พันธุ ์กลาย พบสภาวะที่เหมาะสมของกิจกรรมของ

เอนไซม์ไซลาเนสที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส และงานวิจัยของ Suri et al, 2020 พบสภาวะท่ี

เหมาะสมต่ออุณหภูมิมีค่ากิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนส ของ Bacillus sp. XPB-11 พันธุ์กลายสูงสุดท่ี 60 

องศาเซลเซียส เนื ่องจากการทำอาหารสัตว์หมักในสภาพแวดล้อมทั่วไปมีอุณหภูมิโดยเฉลี่ยที่ 30  

องศาเซลเซียส และแบคทีเรีย B. subtilis MT2-428 มีคุณสมบัติทนต่ออุณหภูมิสูงได้ จึงเหมาะ

สำหรับการใช้ในกระบวนการทำอาหารสัตว์หมักทั่วไป 

 จากการศึกษาการย่อยวัตถุดิบของแบคทีเรีย B. subtilis MT2-428 ด้วยเศษวัสดุเหลือใช้ทาง

การเกษตรได้แก่ เปลือกทุเรียน ชานอ้อย และเปลือกข้าวโพด โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 

(น้ำเปล่า) แบคทีเรีย B. subtilis พันธุ์ดั้งเดิม และแบคทีเรีย B. subtilis MT3.4 พบว่าแบคทีเรีย  

B. subtilis MT2-428 มีความสามารถในการย่อยวัตถุดิบสูงท่ีสุด โดยพบการปลดปล่อยน้ำตาลรีดิวซ์

สูงที่สุดในการหมักวัตถุดิบทั้ง 3 ชนิด ทั้งนี ้แบคทีเรียมีการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสที่สามารถย่อย  

เฮมิเซลลูเลสและเซลลูเลสในผนังเซลล์พืช โดยส่วนประกอบของผนังเซลล์พืชในแต่ละวัตถุดิบมี

เซลลูโลสประมาณร้อยละ 40-60, เฮมิเซลลูโลสประมาณร้อยละ 20-40 และลิกนินประมาณร้อยละ 

10-20 ผลจากการทดลองพบว่าแบคทีเรีย B. subtilis MT2-428 สามารถย่อยเศษวัสดุเหลือใช้ทาง

การเกษตรเหล่านี้ได้ดีจึงสามารถปลดปล่อยน้ำตาลออกมาได้สูงท่ีสุด 

 และจากการทดลองทำอาหารสัตว์หมักจากเศษวัตถุเหลือใช้ทางการเกษตรทั้ง 3 ชนิดเป็น

เวลา 60 วัน โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ไม่เติม B. subtilis MT3.4 หรือ B. subtilis MT2-428), 

เติมแบคทีเรีย B. subtilis MT3.4 และเติมแบคทีเรีย B. subtilis MT2-428 พบว่าคุณค่าโภชนะท่ีได้

ในอาหารแต่ละวัตถุดิบจะแตกต่างกัน แต่การหมักด้วยเงื่อนไขที่ต่างกันให้ผลไม่ต่างกัน โดยค่าความ

เป็นกรด-ด่างของอาหารสัตว์อยู่ในช่วง 3-4 ซึ่งเป็นช่วงท่ีเหมาะสมของอาหารสัตว์หมัก สำหรับจุดเด่น

ของอาหารสัตว์หมักจากเปลือกทุเรียนจะมีค่าปริมาณโปรตีนสูงท่ีสุดจึงเหมาะสำหรับการผลิตอาหาร

สัตว์ที่ใช้ทดแทนอาหารข้นสำหรับการเลี้ยงสัตว์เคี้ยวเอื้อง ในส่วนของอาหารสัตว์จากชานอ้อยและ

เปลือกข้าวโพดให้พลังงานและเยื่อใย (NDF และ ADF) สูง เหมาะสำหรับการผลิตอาหารสัตว์หมัก
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สำหรับสัตว์เคี้ยวเอื้อง เนื่องจากค่า NDF ที่สูงอาหารจะใช้ระยะเวลาหมักนานขึ้น การขย้อนของ

อาหารจะช่วยให้เกิดการหลั่งของน้ำลายมากขึ้น จึงช่วยลดการเกิดความเป็นกรดเฉียบพลันใน

กระเพาะอาหาร และลดโอกาสเกิดโรค metabolic disease ได้อีกด้วย ดังนั้นแบคทีเรีย B. subtilis 

MT2-428 จึงเหมาะสมสำหรับการนำไปผลิตอาหารสัตว์หมักจากวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรตลอดท้ัง

ปีตามความต้องการของผู้ประกอบการ และยังช่วยลดการเผาซึ่งก่อให้เกิดมลพิษทางอากาศ ส่งเสริม

ให้เกิดการจัดการเศษวัสดุทางการเกษตรอย่างถูกวิธีและเป็นมิตรต่อส่ิงแวดล้อม 
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ภาคผนวก ก. อาหารเลี้ยงเชื้อ 

 1. Luria-Bertani Agar (LB agar) 
Bacto-tryptone 1 กรัม 

Yeast extract 0.5 กรัม 

Sodium chloride 1 กรัม 

Agar 1.5 กรัม 

Distilled water 100 มิลลิลิตร 

2. Luria-Bertani Agar + Ampicilin 

 

ภาคผนวก ข. การเตรียมสาร 

1. สารผสม DNA Extraction master mix 

สารละลาย Tris-acetate pH 7.8 40 mM 

สารละลาย Sodium acetate 20 mM 

สารละลาย EDTA 10 mM 

สารละลาย SDS 1% 

น้ำสำหรับ PCR  

 

2. สารผสมสำหรับทำ PCR 

10x Buffer  2 ไมโครลิตร 

10 mM dNTP  0.6 ไมโครลิตร 

MgSO4 0.4 ไมโครลิตร 

F primer  0.5 ไมโครลิตร 

R Primer  0.5 ไมโครลิตร 

Taq DNA Polymerase  0.2 ไมโครลิตร 

RNaseA 0.2 ไมโครลิตร 
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Template 0.5 ไมโครลิตร 

dH2O for PCR  15.1 ไมโครลิตร 

 
 3. การเตรียมสาร Dinitro salicylic acid (DNS)  

ละลาย DNS 5 กรัมในสารละลาย Sodium hydroxide ความเข้มข้น 2 โมลาร์ 

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร แล้วเติมสารละลาย Sodium potassium tartrate (จำนวน 150 กรัมซึ่ง 

ละลายในน้ำกลั่นปริมาตร 250 มิลลิลิตร) คนให้เข้ากัน แล้วปรับปริมาตรด้วยน้ำกลั่นให้ถึง 500 

มิลลิลิตร 

 

4. การเตรียมสารละลายไซโลสมาตรฐาน  

ชั่ง D-Xylose 0.1 กรัม ละลายในน้ำกลั่นให้มีปริมาตรรวม 100 มิลลิลิตร ใช้ เป็น

สารละลายมาตรฐานไซโลส ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  

 

5. การเตรียมสารละลาย BSA มาตรฐาน 

ชั ่ง BSA 0.05 กรัม ละลายในน้ำกลั่นให้มีปริมาตรรวม 100 มิลลิลิตร ใช้เป็น 

สารละลายมาตรฐานโปรตีน ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  

 

 

ภาคผนวก ค. การทำกราฟมาตรฐานของสารละลายไซโลสและโปรตีน 

1. การวิเคราะห์ปริมาณไซโลสโดยใช้สาร Dinitro salicylic acid  

1.1 เตรียมสารละลายไซโลสจากสารละลายมาตรฐานไซโลสความเข้มข้น 1 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ให้ได้ความเข้มข้นตั้งแต่ 0.05-0.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  

1.2 เติม DNS reagent ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ในแต่ละความเข้มข้น และต้มใน 

น้ำเดือด 10 นาที จะเกิดสีน้ำตาลตามระดับปริมาณไซโลสในแต่ละหลอด จากนั้นทิ้งให้เย ็นท่ี  

อุณหภูมิห้อง  
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1.3 นำไปวัดค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร และนำค่าท่ีได้มาสร้าง 

เป็นกราฟมาตรฐานความสัมพันธ์ระหว่างค่า OD กับปริมาณไซโลส จากกราฟนำมาคำนวณสมการ

เส้นตรงได้ความสัมพันธ์เป็น 

y = 0.879x – 0.0309 

    y คือ ค่าดูดกลืนแสง 

    X คือ ปริมาณไซโลสเป็นมิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

 
 

ภาพ 31 กราฟมาตรฐานไซโลส 
 

2. การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนโดยใช้สาร Bovine serum albumin  

2.1 เตรียมสารละลายโปรตีนจากสารละลายมาตรฐานไซโลสความเข้มข้น 0.5 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ให้ได้ความเข้มข้นต้ังแต่ 0.1 - 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

2.2 นำสารละลายแต่ละความเข้มข้นปริมาตร 50 ไมโครลิตรผสม Bovine serum 

alblumin ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เขย่าท้ิงไว้ที่อุณหภูมิห้อง 2 นาที 

y = 0.879x - 0.0309
R² = 0.9978
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2.3 นำไปวัดที่ค่าดูดกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตร และนำค่าที่ได้มาสร้าง เป็นกราฟ

มาตรฐานความสัมพันธ์ระหว่างค่า OD กับปริมาณไซโลส จากกราฟนำมาคำนวณสมการเส้นตรงได้

ความสัมพันธ์เป็น 

 

 
 

ภาพ 32 กราฟมาตรฐานโปรตีน 
 

ภาคผนวก ง. การคำนวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์ (enzyme activity) และค่ากิจกรรจำเพาะ

ของเอนไซม์ (specific activity)  

1. การคำนวณปริมาณเอนไซม์ไซลาเนสเป็นมิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามหลักของ The 

International Union of Biochemistry 

1 ยูนิตของไซลาเนส = 1 ไมโครโมลของไซโลสท่ีถูกปลดปล่อยออกมาใน 1 นาที 

     = 0.150 มิลลิกรัมไซโลสท่ีถูกปลดปล่อยออกมาใน 1 นาที 

ดังนั้น ไซโลส 0.150 มิลลิกรัม มีค่าเท่ากับ 1 ไมโครโมล 

ถ้าเอนไซม์ย่อยสลายได้ไซโลส X มิลลิกรัม มี 
x

0.150
 หรือ 6.667x ไมโครโมล 

ใช้เวลา 15 นาที ไซโลสถูกปล่อยออกมาเท่ากับ 6.667x ไมโครโมล 

y = 0.0051x + 0.0263
R² = 0.9776
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เวลา 1 นาที ไซโลสถูกปล่อยออกมาเท่ากับ 
6.667x

15
 หรือ 0.444x ไมโครโมล/นาที 

เมื่อใช้เอนไซม์ 0.2 มิลลิลิตร จะมีไซโลสเท่ากับ 0.44x ไมโครโมล/นาที 

ดังนั้นถ้าใช้เอนไซม์ 0.1 มิลลิลิตร 

จะมีไซโลสเท่ากับ 
0.44x

0.1
 หรือ 4.4x ไมโครโมล/นาที/มิลลิลิตร 

ซึ่งมีค่าเท่ากับ 4.4x ไมโครโมล/นาที/มิลลิลิตร 

 

ภาคผนวก จ. การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน (crude protein) (AOAC, 2000) 

สารเคมีและอุปกรณ์ 

1. กรดซัลฟิวริกเข้มข้น 

2. สารเร่งปฎิริยา คอปเปอร์ซัลเฟต (Cu2SO4) 1 ส่วน : โพแทสเซียมซัลเฟต (K2SO4) 9 ส่วน 

3. สารประกอบโซเดียมไฮดรอไซด์ (NaOH) 60 กรัมและโซเดียมไธโอซัลเฟต (Na2S2O2H2O2) 5 

กรัม ละลายในน้ำกล่ันปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 

4. สารละลายกรดบอริก (H3BO3) 40 กรัม ละลายในน้ำลั ่นและปรับปริมาตรเป็น 1,000 

มิลลิลิตร 

5. สารละลายกรดเกลือ 0.0 นอร์มอล 

6. อินดิเคเตอร์ใช้ fashiro indicator เป็น stock solution 0.2 กรัม ละลายในเอทานอล 

(ethanol) 200 มิลลิลิตร ชั่งเมทธิวเรด (methyl red) 0.05 กรัม ละลายในเอทานอล 50 

มิลลิลิตร ก่อนใช้งานให้ผสม stock solution ต่อเอทานอลต่อน้ำกล่ันในอัตราส่วน 1:1:2  

มีวิธีการดังนี้ 

1. ช่ังตัวอย่างบนกระดาษกรอง 1 – 2 กรัม ห่อให้มิดชิด ใส่ลงในขวดย่อยโปรตีน 

2. เติมสารเร่งปฏิกิริยา 5 กรัมและกรดซัลฟิวริก 20 มิลลิลิตร 

3. ใส่ลูกแก้ว 2 เม็ด จากนั้นนำไปย่อยบนเตาไฟในตู้ควันจนกระทั่งสารละลายเป็นสีใส 

ปล่อยให้เย็น 

4. เติมน้ำกลั่นร้อนลงไปล้างบริเวณคอขวดให้ทั่ว และให้ความร้อนต่อไปจนควันของกรด

ซัลฟิวริกหมด ปลอยไว้ไห้เย็น 



 

 

  76 

5. จากนั้นนำมาเทลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ใช้น้ำกลั่นล้างขวดย่อย

โปรตีนให้สารละลายหมด และปรับปริมาตรให้ได้ 100 มิลลิลิตร 

6. จัดอุปกรณ์กล่ัน 

7. นำขวดรูปชมพู่ขนาด 50 มิลลิลิตร เติมกรดบอร์ริก 4% 5 มิลลิลิตร ผสมกับน้ำกลั่น 5 

มิลลิลิตร และเติมอินดิเคเตอร์ นำไปรองรับของเหลวที่กล่ันโดยให้ส่วนปลายของอุปกรณ์

ควบแน่นจุ่มลงในสารละลายกรดนี้ 

8. ดูดสารละลายตัวอย่างใส่ลงในช่องใส่ตัวอย่าง จากนั้นเติมสารละลายโซเดียมไฮ -ดรอก

ไซด์ 20 มิลลิลิตร 

9. กล่ันประมาณ 10 นาที ล้างปลายอุปรณ์ควบแน่นด้วยน้ำกล่ันลงในขวดรองรับ 

10. ไตเตรทสารละลายท่ีกล่ันได้กับกรดเกลือท่ีมีความเข้มข้น 0.02 นอร์มอล  

11. ทำ blank ด้วยวิธีเดียวกันต้ังแต่วิธีท่ี 2 – 10 

มีวิธีการคำนวณดังนี้ 

 

ปริมาณโปรตีน (ร้อยละ) =
(a − b)  × N × 14 × Factor

W
 

โดย 

a = ปริมาณของสารละลายกรดเกลือท่ีใช้ (มิลลิลิตร) 

b = ปริมาณของสารละลายกรดเกลือท่ีใช้กับ blank (มิลลิลิตร) 

N = ความเข้มข้นของสารละลายกรดเกลือ (นอร์มอล) 

W = น้ำหนักของตัวอย่าง 

14.07 = ค่าน้ำหนักสัมมูลย์ของไนโตรเจน 

Factor = 6.25 
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ภาคผนวก ฉ. การวิเคราะห์หา Neutral Detergent Fiber (NDF) (Van Soest, 1991) 

มีวิธีการดังนี ้

1. ช่ัง sodium lauryl sulphate 60 กรัม ใส่ใน beaker ขนาด 400 มิลลิลิตร แล้ว น้ามาใส่

ใน Volumetric flask ขนาด 2 ลิตร โดยใช้กรวยกรองและแท่งคน สารละลายช่วย เสร็จแล้วล้าง 

Sodium lauryl sulphate ท่ีติดค้างอยู่ใน beaker ด้วยน้ำร้อน โดยใช้ขวดฉีดน้ำร้อน ฉีดแล้วเทรวม

ใส่ใน Volumetric flask เดิม เขย่าเบา ๆ  

2. เติม Triethylene glycol 20 มิลลิลิตร ใส่ลงใน Volumetric flask ในข้อ (1.) เขย่าให้เข้า

กัน  

3. ละลาย disodium hydrogen phosphate anhydrous (Na 2HPO4) 9.12 กรัม, 

Sodium borate decahydrate (Na2B4O7 .10H2O) 13.62 กรัม และ กรดเอทิลีนไดอะมีนเต

ตราอะซิติก (Disodium ethylenediaminetetraacetate: EDTA) dehydrate 37.22 กรัม ด้วยน้ำ

กล่ันท่ี ร้อนแล้วน้ามาผสมกับสารละลาย ในข้อ (2.) เทใส่ volumetric flask เขย่าให้ เข้ากัน แล้วเติม

น้ำกล่ันจนถึงขีดปริมาตรปล่อยให้เย็นท่ีอุณหภูมิห้อง แล้วปรับ ปริมาตรพอดีขีดด้วยน้้ากล่ันและปรับ

pH ให้ได้ 6.9–7.1 

ในกรณีท่ีตัวอย่างนั้นวิเคราะห์หาเฉพาะค่า NDF  

%NDF =  
[ (W1 − W2 x 100 ] 

W3
 −  % nuetral insoluble ash 

เมื่อ  

W1= น้ำหนัก crucible + น้ำหนักตัวอย่าง  

W2= น้ำหนัก crucible  

W3= น้ำหนักตัวอย่าง  

%NDF insoluble ash คือ % ash ท่ีได้จากขั้นตอนการเผาในการวิเคราะห์หา NDF 
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ภาคผนวก ช. การวิเคราะห์หาลิกนิน (lignin) (Van Soest, 1991) 

การวิเคราะห์ลิกนินทำได้โดยใช้ตัวอย่างที่ได้จากการหา ADF มาท้าการวิเคราะห์หาlignin 

โดยใช้ กรดกำมะถันความเข้มข้น 72 % ซึ่งlignin ที่หาได้โดยวิธีนี้เรียกว่า acid detergent lignin 

ลิกนิน ไม่จัดเป็น สารพวกคาร์โบไฮเดรทแม้จะมีคาร์บอน ไฮโดรเจน และออกซิเจน แต่ก็จัดเป็น

ส่วนประกอบท่ีสำคัญของ ผนังเซลล์พืชท้าให้เซลล์พืชมีความแข็งแรง 

ตัวอย่างนั้นวิเคราะห์หาค่า Lignin  

%NDF = 
[ (W1 − W2 x 100 ] 

W3
 −  % Acid insoluble ash 

โดย 

W1 = น้ำหนัก crucible + น้ำหนักตัวอย่าง  

W2 = น้ำหนัก crucible  

W3 = น้ำหนักตัวอย่าง  

%Acid insoluble ash คือ % ash ท่ีได้จากขั้นตอนการเผาในการวิเคราะห์หา lignin %NDS = 100 

- (%Moisture) - (%NDF) 

 

ภาคผนวก ซ อาหารสัตว์หมักสำหรับ 60 วันโดยมีเปลือกทุเรียน ชานอ้อย และเปลือกข้าวโพด

เป็นวัตถุดิบ 

 เปลือกทุเรียน ชานอ้อย และเปลือกข้าวโพด หมักโดยไม่เติมเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis 
MT3.4 และ MT2-428 ชุดควบคุม, เติมเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis MT3.4 และ B. subtilis MT2-
428)   



 

 

  79 

ตาราง 9 ตัวอย่างอาหารสัตว์หมักเปรียบเทียบที ่0 วันและ 60 วัน โดยมี เปลือทุเรียน ชานอ้อย 
และเปลอืกข้าวโพดเป็นวัตถุดิบ 

เงื่อนไขการหมัก 
ระยะเวลาการหมัก 

0 วัน 60 วัน 

เปลือก
ทุเรียน 

หมักโดยไม่เติม
เช้ือ MT3.4 และ 

MT2-428 

  

หมักโดยเติมเช้ือ
แบคทีเรีย 
MT3.4 

  

หมักโดยเติมเช้ือ
แบคทีเรีย  
MT2-428 

  

ชานอ้อย 

หมักโดยไม่เติม
เช้ือ MT3.4 และ 

MT2-428 

  

หมักโดยเติมเช้ือ
แบคทีเรีย 
MT3.4 
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ตาราง 9 (ต่อ) 

เงื่อนไขการหมัก ระยะเวลาการหมัก 
  0 วัน 60 วัน 

ชานอ้อย 
หมักโดยเติมเช้ือ

แบคทีเรีย  
MT2-428 

  

เปลือก
ข้าวโพด 

หมักโดยไม่เติม
เช้ือ MT3.4 และ 

MT2-428 

  

หมักโดยเติมเช้ือ
แบคทีเรีย 
MT3.4 

  
 

หมักโดยเติมเช้ือ
แบคทีเรีย  
MT2-428 
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ประว ัติผู้ว ิจยั 
 

ประวัติผู้วิจัย 
 

ชื่อ-สกุล ธมลวรรณ ปันกอง 
วัน เดือน ปี เกิด 17  เมษายน 2543 
สถานที่เกิด เชียงใหม ่
วุฒิการศึกษา พ.ศ. 2561, วท.บ. (ชีววิทยา), มหาวิทยาลัยพะเยา, พะเยา 
ที่อยู่ปัจจุบัน 117/1 หมู ่4 ตำบลน้ำบ่อหลวง อำเภอสันป่าตอง จังหวัดเชียงใหม่ 50120 
ผลงานตีพิมพ์ ธมลวรรณ ปันกอง (ผู้บรรยาย). (23-24 พฤษภาคม 2567). การเพิ่ม

ประสิทธิภาพและศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์  
ไซลาเนสจาก Bacillus subtilis พันธุ์กลาย ในการประชุมวิชาการระดับชาติ 
"วิทยาศาสตร์วิจัย ครั้งท่ี 15" (หน้า 294-306). ชลบุรี: มหาวิทยาลัยบูรพา   
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