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บทคัดย่อ 
วตัถปุระสงค์ในงานวิจยันีเ้พื่อศกึษาปัจจยัในเร่ืองของอณุหภมูิ พีเอช และปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้นท่ีเหมาะสมต่อ

การผลิตแมนนาเนสและไซลาเนสจากแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากนาข้าวอินทรีย์ก่อนการเก็บเก่ียวผลผลิตจากจังหวัด
กาญจนบรีุจ านวน 10 ไอโซเลท วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ด้วยการวดัปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึน้ด้วยสารละลาย
กรดไดไนโตรซาลิไซลิก (dinitrosalicylic acid: DNS) ที่มีโลคสับีนกัมและเบิร์ชวู้ดไซแลนเป็นสับเสตรตส าหรับกิจกรรม
แมนนาเนสและไซลาเนสตามล าดบั และติดตามการเจริญเติบโตของแบคทีเรียโดยการวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 600 นาโนเมตร ผลการศึกษาพบว่า มีแบคทีเรีย 3 ไอโซเลทได้แก่  Paenibacillus polymyxa BTK01, Bacillus 
subtilis BTK07 และ Bacillus gottheilii BTK10 ที่แสดงกิจกรรมเอนไซม์สงู โดยทัง้ 3 ไอโซเลทมีพีเอชที่เหมาะสมต่อการ
ผลิตเอนไซม์เท่ากับพีเอช 7.0 อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์ของ Pb. polymyxa BTK01,                  
B. subtilis BTK07 และ B. gottheilii BTK10 เท่ากบั 37, 30 และ 37 องศาเซลเซียสตามล าดบั ปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้นที่
เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์ของ Pb. polymyxa BTK01 และ B.subtilis BTK07 เท่ากบั 1 เปอร์เซ็นต์โดย
ปริมาตร และ 1.5 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร ส าหรับ B.gottheilii BTK10 ภายใต้สภาวะที่เหมาะสมดังกล่าว B.subtilis 
BTK07 แสดงกิจกรรมแมนนาเนสสงูที่สุดเท่ากับ 0.698 หน่วยต่อมิลลิลิตร และ Pb. polymyxa BTK01 แสดงกิจกรรม              
ไซลาเนสสงูที่สดุเทา่กบั 0.419 หนว่ยตอ่มิลลลิติร  

 

ค าส าคัญ  :  แมนนาเนส, ไซลาเนส, Paenibacillus, Bacillus, นาข้าวอินทรีย์ 
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Abstract 
 The objective of this research was to study on the effects of temperature of cultivation, initial pH of 
medium and inoculum preparation for the mannanase and xylanase production from 10 isolates, collected 
from organic rice field pre-harvesting from Kanchanaburi Province. All 10 isolates were determined on 
mannanase and xylanase activities by using locust bean gum and birchwood xylan as standard, respectively 
by measuring reducing sugar content by 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) method. Bacterial cell growth was 
also evaluated by reading the absorbance at 600 nm of culture broth. At the optimal pH (7.0), three 3 isolates 
including Paenibacillus polymyxa BTK01, Bacillus subtilis BTK07 and Bacillus gottheilii BTK10, exhibited high 
enzyme activities. The optimum temperature for growth and enzyme production of Pb. polymyxa BTK01, B. 

subtilis BTK07 and B. gottheilii BTK10 were 37, 30 and 37C, respectively. According to optimal inoculum 
amount for growth and enzyme production of both Pb. polymyxa BTK01 and B. subtilis BTK07 were 1% (v/v) 
and 1.5% (v/v) for B. gottheilii BTK10. At optimum condition, B. subtilis BTK07 showed the highest 
mannanase activity (0.698 U/mL) while Pb. polymyxa BTK01 showed the highest xylanase activity (0.419 
U/mL). 
 

Keywords :  mannanase, xylanase, Paenibacillus, Bacillus, organic rice field 

 
บทน า 

วสัดเุหลือทิง้ทางการเกษตร (agricultural  waste) เช่น ซงัข้าวโพด กากชานอ้อย และฟางข้าว เป็นสารจ าพวก              
ลกิโนเซลลโูลส (lignocellulose) ที่ประกอบด้วยเซลลโูลส (cellulose) เฮมิเซลลโูลส (hemicellulose) และลิกนิน (lignin) 
เป็นองค์ประกอบหลกั การย่อยสลายสารกลุม่ลิกโนเซลลโูลสในธรรมชาติเป็นไปได้ยาก เนื่องจากลิกโนเซลลโูลสเป็นสาร
โพลเิมอร์ที่มีโครงสร้างซบัซ้อนจึงจ าเป็นต้องใช้เวลาในการย่อยสลายนาน เกษตรกรสว่นใหญ่จึงเลอืกใช้วิธีการเผาท าลาย
วสัดุเหลือทิง้ทางการเกษตรหลงัการเก็บเก่ียวผลผลิต  ซึ่งการเผาท าลายวสัดุเหลือทิง้ทางการเกษตรส่งผลโดยตรงต่อ
คณุภาพอากาศซึ่งก่อให้เกิดมลพิษทางอากาศ และยงัเป็นการท าลายระบบนิเวศน์ในพืน้ที่เพาะปลกูอีกด้วย ดงันัน้การ
ย่อยสลายวัสดุเหลือทิง้ทางการเกษตรด้วยชีววิธีโดยอาศัยลิกโนเซลลูเลส (lignocellulase) ซึ่งเป็นกลุ่มเอนไซม์ที่
ประกอบด้วย 3 กลุม่เอนไซม์หลกัได้แก่กลุม่เซลลเูลส กลุม่เฮมิเซลลเูลสและกลุม่ลิกนินเนส โดยเอนไซม์จากจลุินทรีย์เป็น
วิธีที่ได้รับความสนใจมากขึน้ในปัจจุบนั  แหลง่ผลิตลิกโนเซลลเูลสจากจุลินทรีย์พบได้ทัง้แบคทีเรีย รา ยีสต์ และแอคติโน
มยัซีส ซึ่งโดยทัว่ไปจลุินทรีย์มีบทบาทส าคญัทางการเกษตรนัน่คือช่วยสง่เสริมการเจริญเติบโตของพืช โดยการย่อยสลาย
อินทรีย วตัถุต่าง ๆ และช่วยเปลี่ยนรูปธาตุอาหารที่จ าเป็นต่อการเจริญเติบโตของพืช  ท าให้มีปริมาณแร่ธาตุอาหารที่
จ าเป็นตอ่การเจริญเติบโตของพืชในดินเพิ่มมากขึน้ จึงสง่ผลให้พืชเจริญเติบโตได้เพิ่มขึน้ (El-Sobky, 2017) ดงันัน้หากใน
พืน้ที่ เพาะปลูกมีจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตลิกโนเซลลูเลสได้ ก็จะก่อให้เกิดประโยชน์ต่อการเพาะปลูกมากยิ่งขึน้
นอกเหนือจากการเพิ่มแร่ธาตอุาหารท่ีจ าเป็นตอ่การเจริญเตบิโตของพืช ยงัสามารถช่วยเพิ่มประสทิธิภาพในการยอ่ยสลาย
เศษวสัดุเหลือทิง้ทางการเกษตรหลงัการเก็บเก่ียวได้อีกด้วย (Malgas  et al., 2017) แมนนาเนสและไซลาเนสเป็นเฮมิ
เซลลเูลสที่ส าคญัในการเพิ่มแร่ธาตทุี่จ าเป็นต่อการเจริญเติบโตของพืชและยงัสามารถประสทิธิภาพในการยอ่ยสลายวสัดุ
เหลือทิง้ทางการเกษตรดงักลา่วอีกด้วย ตวัอยา่งจลุินทรีย์ที่สามารถผลิตแมนนาเนสและไซลาเนสที่คดัแยกได้จากดิน เช่น 
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Bacillus licheniformis (Dyk et al., 2010), Penicillium chrysogenum (Zhang & Sang, 2015), Bacillus subtilis 
(Khanongnuch et al., 1998) และ Thermomyces lanuginosus (Puchart et al., 1998) ปัจจัยที่มี ผลต่อการผลิต
เอนไซม์จากจุลินทรีย์มีหลายปัจจยั เช่น องค์ประกอบของอาหารผลิตเอนไซม์  ตวัเหนี่ยวน า สบัสเตรต ระยะเวลาในการ
เพาะเลีย้ง อณุหภมูิ พีเอช ปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้น อตัราการกวนผสม และการให้อากาศ (Svastits-Ducso et al., 2009; 
Feng et al., 2003) เป็นต้น จากงานวิจัยของ Chunya et al. (2016) คัดแยกแบคทีเรียจากดินนาข้าวอินทรีย์ก่อนการ             
เก็บเก่ียวผลผลิตในจังหวัดกาญจนบุรีบนอาหารคัดแยกที่มีโลคัสบีนกัม และเบิร์ชวู้ ดไซแลนเป็นสบัเสตรต พบว่ามี
แบคทีเรียที่แสดงวงใส (clear zone) บนอาหารมากกว่า 5 มิลลิเมตรจ านวน 10 ไอโซเลท  ดังนัน้วัตถุประสงค์ในงาน               
วิจัยนีเ้พื่อศึกษาปัจจยัของอณุหภูมิ พีเอช และปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้นที่เหมาะสมต่อการผลิตแมนนาเนสและไซลาเนส  
จากแบคทีเรียที่คดัแยกได้จากนาข้าวอินทรีย์ก่อนการเก็บเก่ียวผลผลติ จ.กาญจนบรีุ  

 
วิธีด าเนินการวิจัย  
1.เชือ้จุลนิทรีย์และการเตรียมกล้าเชือ้เร่ิมต้น 

1.1 เชือ้จุลินทรีย์ 
แบคทีเรีย 10 ไอโซเลทที่คัดแยกได้จากดินนาข้าวอินทรีย์ก่อนการเก็บเก่ียวผลผลิต จ.กาญจนบุรี ได้แก่ 

Paenibacillus polymyxa BTK01, Enterobacter cloacae BTK02, Paenibacillus jamilae BTK03, Paenibacillus 
pabuli BTK04, Paenibacillus polymyxa BTK05, Paenibacillus vini BTK06, Bacillus subtilis BTK07, 
Paenibacillus vini BTK08, Paenibacillus vini BTK09 และ Bacillus gottheilii BTK10 เก็บในอาหาร Nutrient broth 
(NB) ที่มกีลเีซอรอล 20 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรที่อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส  
 1.2 การเตรียมกล้าเชือ้เร่ิมต้น 
       น าเชือ้แบคทีเรียบริสทุธ์ิจากข้อ 1.1 ถ่ายลงในอาหาร NB 100 มิลลิลิตร บ่มในเคร่ืองเขย่าควบคมุอณุหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที นาน 24 ชั่วโมง จากนัน้น าเชือ้แบคทีเรียมาคัดแยกให้บริสุทธ์ิด้วย
เทคนิค cross streak บนอาหาร nutrient agar (NA) บ่มที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียสนาน 24 ชัว่โมง  เลือกโคโลนีเดี่ยว
มาเพาะเลีย้งในอาหาร NB บม่ในเคร่ืองเขยา่ควบคมุอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที นาน 24 
ชัว่โมง เพื่อใช้เป็นกล้าเชือ้เร่ิมต้นส าหรับผลติแมนนาเนสและไซลาเนสในขัน้ตอนตอ่ไป 

2.การผลิตแมนนาเนสและไซลาเนส 
     น ากล้าเชือ้เร่ิมต้นที่ได้จากข้อ 1.2 วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตรให้ได้เท่ากับ 0.25 (โดยมีจ านวน
จุลินทรีย์เร่ิมต้นอยู่ในช่วง 104 CFU/ml) ถ่ายกล้าเชือ้เร่ิมต้นปริมาตร 1 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรลงในอาหารส าหรับผลิต
เอนไซม์ที่ดดัแปลงจาก Wongkoon et al. (2013) ประกอบด้วยโลคสับีนกมั (locust bean gum) 10 กรัม เพปโตน 5 กรัม 
สารสกัดจากยีสต์ 1 กรัม ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 4 กรัม โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl) 0.2 กรัม 
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4. 7H2O) 1 กรัม และเฟอรัสซัลเฟต (FeSO4. 7H2O) 0.02 กรัม ละลายในน า้กลั่น 1000 
มิลลิลิตร บ่มในเคร่ืองเขย่าควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที นาน 24 ชั่วโมง จากนัน้
น ามาป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 5000 รอบตอ่นาที อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที แยกเก็บสว่นใสหรือสารละลาย
เอนไซม์สกดัหยาบ (crude enzyme) ที่อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อน าไปใช้ในการวิเคราะห์ข้อ 3 ตอ่ไป 
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3. การศึกษาปัจจัยที่เหมาะสมต่อการผลิตแมนนาเนสและไซลาเนส 
3.1 อุณหภมิู 
      ผลิตแมนนาเนสและไซลาเนสในอาหารส าหรับผลิตเอนไซม์ และก าหนดปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้นตามข้อ 2 

ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการผลิตแมนนาเนสและไซลาเนสที่ 30, 37 และ 45 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง เก็บ
ตวัอยา่งทกุ 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 18 และ 24 ชัว่โมง เพื่อน าไปวิเคราะห์ในข้อ 4 ตอ่ไป 

3.2 พีเอช 
     ปรับพีเอชเร่ิมต้นของอาหารส าหรับผลิตเอนไซม์  ตามข้อ 2 ให้มีค่าพีเอชเท่ากับ 6, 7 และ 8 ด้วยโซเดียม               

ไฮดรอกไซด์ (NaOH) และกรดไฮโดรคลอริก (HCl) ความเข้มข้น  0.2 โมลาร์ จากนัน้บ่มที่อณุหภูมิที่เหมาะสม (จากผล
การทดลองข้อ 3.1) นาน 24 ชัว่โมง เก็บตวัอย่างทุก 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 18 และ 24 ชัว่โมง เพื่อน าไปวิเคราะห์
ในข้อ 4 ตอ่ไป 

3.3 ปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้น 
     ปรับปริมาตรกล้าเชือ้เร่ิมต้นที่ได้จากข้อ 1.2 ด้วยอาหาร NB วดัค่าการดดูกลืนแสงเท่ากบั 600 นาโนเมตร

ให้ได้เท่ากบั 0.25 ในปริมาณเท่ากบั 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร จากนัน้บ่มที่อณุหภูมิที่เหมาะสมต่อ
การผลิตเอนไซม์ (จากผลการทดลองข้อ 3.1) ในอาหารส าหรับผลิตเอนไซม์ที่ปรับพีเอชเร่ิมต้นที่เหมาะสมต่อการผลิต
เอนไซม์ (จากผลการทดลองข้อ 3.2) นาน 24 ชั่วโมง เก็บตวัอย่างทุก 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง 
เพื่อน าไปวิเคราะห์ในข้อ 4 ตอ่ไป โดยในการศกึษาขัน้ตอนนีจ้ะมีปริมาตรสดุท้ายเทา่กบั 1,000 มิลลลิติรทกุการทดลอง 

4.การวิเคราะห์ 
 4.1 การวิเคราะห์การเจริญเตบิโตของแบคทีเรีย 

     น าตัวอย่างสารละลายเซลล์ช่วงเวลาต่างๆ จากข้อ 3.1-3.3  วัดค่าการดูดกลืนแสงที่  600 นาโนเมตร               
บนัทกึผล ท าการทดลองทัง้หมด 3 ซ า้ 

4.2 การวิเคราะห์กจิกรรมเอนไซม์ 
      น าตวัอยา่งเอนไซม์สกดัหยาบจากข้อ 3.1-3.3 วิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์โดยการหาปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ด้วย

วิธี 3,5–dinitrosalicylic acid; DNS (Miller & Gail, 1959)  ปฏิกิริยาการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ประกอบด้วย              
เติมสารละลายเอนไซม์สกดัหยาบท่ีเจือจางอย่างเหมาะสม 0.5 มิลลลิติรลงใน 0.5  มิลลลิิตรสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์              
พีเอชเท่ากบั 7.0 ความเข้มข้น 0.2 โมลาร์ ท่ีมี 0.5 เปอร์เซ็นต์น า้หนกัต่อปริมาตรของสบัสเตรต โดยมีโลคสับีนกมั (locust 
bean gum) เป็นสบัเสตรตส าหรับแมนนาเนส และเบิร์ชวู้ดไซแลน (birchwood xylan) เป็นสบัสเตรตส าหรับไซลาเนส             
บม่ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 10 นาที แล้ววดัปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึน้ ท าการทดลองทัง้หมด 3 ซ า้ 
     ก าหนดให้ 1 หน่วยของเอนไซม์คือปริมาณเอนไซม์ที่ใช้ย่อยสบัสเตรตแล้วได้ผลิตภณัฑ์ 1 ไมโครโมลต่อนาที 
ภายใต้สภาวะที่ทดสอบ โดยมีน า้ตาลแมนโนสเป็นน า้ตาลมาตรฐานส าหรับแมนนาเนส และน า้ตาลไซโลสเป็นน า้ตาล
มาตรฐานส าหรับไซลาเนส 

4.3 การประเมินค่าผลทางสถติ ิ
                     น าข้อมลูทัง้หมดที่ได้จากการทดลองวิเคราะห์เปรียบเทียบคา่ทางสถิติ โดยใช้การวิเคราะห์ความแปรปรวน
แบบทางเดียว (One-Way ANOVA) เปรียบเทียบความแตกตา่งระหวา่งค่าเฉลีย่ของสภาวะเบือ้งต้นและสภาวะเหมาะสม
ด้วยวิธี t- test และเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างค่าเฉลี่ยของปัจจัยการทดลองด้วยวิธี Tukey HSD ที่ระดบัความ
เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ โดยท าการทดลองทัง้หมด 3 ซ า้ 
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ผลการวิจัย  
1. ผลการคัดเลอืกแบคทเีรียที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์ 

จากการศึกษาแบคทีเรียทัง้ 10 ไอโซเลทที่คดัแยกแบคทีเรียจากดินนาข้าวอินทรีย์ก่อนการเก็บเก่ียวผลผลิตใน
จงัหวดักาญจนบรีุในงานวิจยัของ Chunya et al. (2016) มาศึกษาความสามารถในการผลิตแมนนาเนสและไซลาเนสใน
อาหารเหลว จากผลการศึกษาแสดงดงัภาพที่ 1 พบว่า มีแบคทีเรีย 3 ไอโซเลทได้แก่ Paenibacillus polymyxa BTK01, 
Bacillus subtilis BTK07 และ B. gottheilii BTK10 ที่แสดงกิจกรรมแมนนาเนสและไซลาเนสสงูที่สดุเทียบกบัแบคทีเรียทัง้ 
10 ไอโซเลท โดย Pb. polymyxa BTK01, B. subtilis BTK07 และ B. gottheilii BTK10 แสดงกิจกรรมแมนนาเนสเท่ากบั 
0.895, 0.847 และ 0.703 หนว่ยต่อมิลลลิิตรตามล าดบั และกิจกรรมไซลาเนสเทา่กบั 0.758, 0.652 และ 0.328 หนว่ยต่อ
มิลลิลิตรตามล าดับ ดังนัน้ในการศึกษาปัจจัยต่าง ๆ ในขัน้ต่อไปในงานวิจัยนีจ้ึงคัดเลือก Pb. polymyxa BTK01,              
B. subtilis BTK07 และ B. gottheilii BTK10 เพื่อท าการศกึษาล าดบัตอ่ไป 

 

 
ภาพที่ 1 กิจกรรมแมนนาเนสและไซลาเนสของแบคทีเรียไอโซเลท BTK01 – BTK 10 

 
2. ผลของอทิธิพลของอุณหภมิูต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์ 

ตารางที่  1 แสดงผลการศกึษาอิทธิพลของอณุหภมูิตอ่การเจริญและการผลติเอนไซม์ที่อณุหภมูิ 30, 37 และ 45 
องศาเซลเซียสของแบคทีเรียทัง้ 3 ไอโซเลท ผลการศึกษาอิทธิพลของอณุหภมูิต่อการเจริญพบว่า Pb. polymyxa BTK01 
และ B. subtilis BTK07 มีการเจริญได้ดีที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ในขณะที่ B. gottheilii BTK10 สามารถเจริญได้ดีที่
อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียสที่ระยะเวลาในการเพาะเลีย้ง 24 ชัว่โมง และเมื่อศกึษาผลของอิทธิพลของอณุหภมูิตอ่การผลิต
เอนไซม์พบว่า Pb. polymyxa BTK01 และ Bacillus gottheilii BTK10 สามารถผลิตแมนนาเนสและไซลาเนสได้สงูสดุที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดย Pb. polymyxa BTK01 แสดงค่ากิจกรรมของแมนนาเนสและไซลาเนสสูงสุดเท่ากับ 
0.589 และ 0.340 หน่วยต่อมิลลิลิตรตามล าดบั และ B. gottheilii BTK10 แสดงค่ากิจกรรมแมนนาเนสและไซลาเนสสงู
สดุเท่ากับ 0.211 และ 0.126 หน่วยต่อมิลลิลิตรตามล าดบั ในขณะที่ B. subtilis BTK07 สามารถผลิตแมนนาเนสและ             
ไซลาเนสได้สงูสดุคืออุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส แสดงค่ากิจกรรมแมนนาเนสและไซลาเนสสงูสดุเท่ากับ 0.819 และ 
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0.257 หนว่ยต่อมิลลิลติรตามล าดบัที่ระดบัอย่างมีนยัส าคญั 0.05 จากผลการศึกษาพบว่า Pb. polymyxa BTK01 เจริญ
และผลิตเอนไซม์ได้ดีที่อณุหภมูิเดียวกนัคือเท่ากบั 37 องศาเซลเซียส ในขณะที่ B. subtilis BTK07 เจริญได้ดีที่อณุหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส แต่สามารถผลิตเอนไซม์ได้สงูสดุที่อณุหภมูิเท่ากบั 30 องศาเซลเซียส และ B. gottheilii BTK10 เจริญ
ได้ดีที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส แตส่ามารถผลติเอนไซม์ได้สงูสดุที่อณุหภมูิเทา่กบั 37 องศาเซลเซียส ที่ระยะเวลาในการ
เพาะเลีย้ง 24 ชัว่โมง  
 
ตารางที่ 1 อิทธิพลของอณุหภมูติอ่การเจริญและการผลิตเอนไซม์ของ Paenibacillus polymyxa BTK01, Bacillus  
              subtilis BTK07 และ Bacillus gottheilii BTK10 เปรียบเทียบความแตกตา่งระหวา่งคา่เฉลีย่ของปัจจยั 

  การทดลองด้วยวิธี Tukey HSD ที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซน็ต์ (P < 0.05) 
ไอโซเลท 

 
 

 
อณุหภมูิ       
(°C) 

 
เวลา 
(ชม.) 

BTK01 BTK07 BTK10 

การเจริญ 
(OD600) 

กิจกรรม 
แมนนาเนส 
(หน่วย/มล.) 

กิจกรรม 
ไซลาเนส 

(หน่วย/มล.) 

การเจริญ 
(OD600) 

กิจกรรม 
แมนนาเนส 
(หน่วย/มล.) 

กิจกรรม 
ไซลาเนส 

(หน่วย/มล.) 

การเจริญ 
(OD600) 

กิจกรรม 
แมนนาเนส 
(หน่วย/มล.) 

กิจกรรม 
ไซลาเนส 

(หน่วย/มล.) 

30 
18 

2.517a 

(±0.032) 
0.008c 

(±0.003) 
0.028b 

(±0.010) 
1.680c 

(±0.047) 
0.767a 

(±0.009) 
0.193b 

(±0.003) 
0.791a 

(±0.013) 
0.003b 

(±0.002) 
0.002b 

(±0.001) 

24 
2.380b 

(±0.005) 
0.324b 

(±0.038) 
0.313a 

(±0.028) 
2.045c 

(±0.069) 
0.819a 

(±0.010) 
0.257a 

(±0.015) 
0.759a 

(±0.039) 
0.003c 

(±0.002) 
0.007b 

(±0.002) 

37 
18 

2.348b 
(±0.090) 

0.501a 
(±0.005) 

0.134a 
(±0.004) 

2.010b 
(±0.061) 

0.711a 
(±0.036) 

0.130c 
(±0.037) 

0.761b 
(±0.015) 

0.056a 
(±0.011) 

0.034a 
(±0.010) 

24 
3.512a 

(±0.047) 
0.589a 

(±0.007) 
0.340a 

(±0.002) 
3.593a 

(±0.077) 
0.510b 

(±0.118) 
0.242a 

(±0.017) 
0.746a 

(±0.028) 
0.211a 

(±0.002) 
0.126a 

(±0.013) 

45 
18 

1.641c 
(±0.066) 

0.102b 
(±0.011) 

0.116a 
(±0.006) 

2.485a 
(±0.005) 

0.749a 
(±0.011) 

0.236a 
(±0.001) 

0.533c 
(±0.013) 

0.007b 
(±0.003) 

0.005b 
(±0.002) 

24 
1.500c 

(±0.025) 
0.421b 

(±0.024) 
0.330a 

(±0.073) 
2.793b 

(±0.016) 
0.510b 

(±0.008) 
0.026b 

(±0.008) 
0.265b 

(±0.021) 
0.061b 

(±0.002) 
0.020b 

(±0.001) 

 
3.ผลของอทิธิพลของพีเอชต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์ 

ตารางที่ 2 แสดงผลการศึกษาอิทธิพลของพีเอชต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์ที่พีเอชเท่ากับ 6, 7และ 8 
พบว่า Pb. polymyxa BTK01 และ B. gottheilii BTK10 เจริญได้ดีที่พี เอชเท่ากับ 7.0 ในขณะที่  B. subtilis BTK07 
สามารถเจริญเติบโตได้ดีที่พีเอชเท่ากับ 8.0 ที่ระยะเวลาในการเพาะเลีย้ง 24 ชั่วโมง และเมื่อศึกษาผลของพีเอชที่
เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์พบว่า แบคทีเรียทัง้ 3 ไอโซเลทสามารถผลิตเอนไซม์สูงสุดที่พีเอชเท่ากับ 7.0 โดย Pb. 
polymyxa BTK01 แสดงค่ากิจกรรมแมนนาเนสและไซลาเนสสูงสุดเท่ากับ 0.902 และ 0.366 หน่วยต่อมิลลิลิตร
ตามล าดบั ที่ระยะเวลาในการเพาะเลีย้ง 18 ชัว่โมง และ B. subtilis BTK07 สามารถผลิตเอนไซม์ได้สงูสดุที่พีเอชเท่ากบั 
7.0 แสดงค่ากิจกรรมแมนนาเนสและไซลาเนสสงูสดุเท่ากบั 0.641 และ 0.243 หนว่ยต่อมิลลิลิตรตามล าดบั ที่ระยะเวลา
ในการเพาะเลีย้ง 18 ชั่วโมง ซึ่งการผลิตเอนไซม์จาก Pb. polymyxa BTK01 และ B. subtilis BTK07 ในอาหารผลิต
เอนไซม์ที่มีการปรับพีเอชเร่ิมต้นของอาหารจะได้ปริมาณเอนไซม์สงูที่สดุในเวลาเพียง 18 ชัว่โมงของการเพาะเลีย้ง ซึง่เป็น
ระยะเวลาในการเพาะเลีย้งเพื่อให้ได้กิจกรรมของเอนไซม์สูงที่สุดสัน้กว่าเมื่อเปรียบเทียบกับการเพาะเลีย้งและผลิต
เอนไซม์ในอาหารที่ยังไม่มีการปรับพีเอชเร่ิมต้น นอกจากนัน้ B. gottheilii BTK10 แสดงค่ากิจกรรมแมนนาเนสและ             
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ไซลาเนสสงูสุดเท่ากับ 0.315 และ 0.403 หน่วยต่อมิลลิลิตรตามล าดบัที่ระยะเวลาในการเพาะเลีย้ง 24 ชั่วโมงที่ระดับ
อย่างมีนยัส าคญั 0.05 เมื่อพิจารณาอิทธิพลของพีเอชต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์ของเชือ้ทัง้ 3 ไอโซเลทพบว่า Pb. 
polymyxa BTK01 และ B. gottheilii BTK10 มีพีเอชที่เหมาะสมต่อการเจริญและผลิตเอนไซม์ได้ดีที่พีเอชเดียวกนันัน่คือ 
7.0 ในขณะที่ B. subtilis BTK07 มีสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญทีพีเอชเท่ากบั 8.0 แต่มีพีเอชที่เหมาะสมต่อการผลิต
เอนไซม์เทา่กบั 7.0  

 
ตารางที่ 2  อิทธิพลของพีเอชตอ่การเจริญและการผลติเอนไซม์ของ Paenibacillus polymyxa BTK01, Bacillus subtilis  
                   BTK07 และ Bacillus gottheilii BTK10 เปรียบเทียบความแตกตา่งระหวา่งคา่เฉลีย่ของปัจจยัการทดลอง 
                   ด้วยวิธี Tukey HSD ที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ (P < 0.05) 

  ไอโซเลท 
 
 

pH 

เวลา 
(ชม.) 

BTK01 BTK07 BTK10 

การเจริญ 
(OD600) 

กิจกรรม 
แมนนาเนส 
(หน่วย/มล.) 

กิจกรรม 
ไซลาเนส 

(หน่วย/มล.) 

การเจริญ 
(OD600) 

กิจกรรม 
แมนนาเนส 
(หน่วย/มล.) 

กิจกรรม 
ไซลาเนส 

(หน่วย/มล.) 

การเจริญ 
(OD600) 

กิจกรรม 
แมนนาเนส 
(หน่วย/มล.) 

กิจกรรม 
ไซลาเนส 

(หน่วย/มล.) 

6 
18 

1.057b 
(±0.085) 

0.021c 
(±0.015) 

0.052c 
(±0.006) 

1.349c 
(±0.032) 

0.598b 
(±0.002) 

0.211b 
(±0.008) 

0.265b 
(±0.002) 

0.006b 
(±0.003) 

0.005b 
(±0.004) 

24 
2.385b 

(±0.039) 
0.234c 

(±0.076) 
0.080c 

(±0.010) 
2.362c 

(±0.010) 
0.453c 

(±0.038) 
0.203a 

(±0.027) 
0.351b 

(±0.036) 
0.017b 

(±0.003) 
0.018b 

(±0.003) 

7 
18 

1.673a 
(±0.023) 

0.902a 
(±0.013) 

0.366a 
(±0.004) 

1.826b 
(±0.063) 

0.641a 
(±0.009) 

0.243a 
(±0.009) 

0.928a 
(±0.002) 

0.209a 
(±0.012) 

0.302a 
(±0.021) 

24 
2.539a 

(±0.036) 
0.819a 

(±0.048) 
0.343a 

(±0.030) 
2.753b 

(±0.028) 
0.596a 

(±0.024) 
0.088c 

(±0.035) 
1.100a 

(±0.118) 
0.315a 

(±0.043) 
0.403a 

(±0.005) 

8 
18 

0.489c 
(±0.026) 

0.755b 
(±0.020) 

0.145b 
(±0.016) 

2.073a 
(±0.073) 

0.556c 
(±0.005) 

0.217b 
(±0.001) 

0.887a 
(±0.037) 

0.013b 
(±0.002) 

0.009b 
(±0.001) 

24 
0.332c 

(±0.005) 
0.615b 

(±0.042) 
0.100b 

(±0.006) 
3.063a 

(±0.113) 
0.540b 

(±0.001) 
0.147b 

(±0.055) 
0.943a 

(±0.036) 
0.018b 

(±0.006) 
0.010b 

(±0.003) 

 

4. ผลของอทิธิพลของปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้นต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์ 
    ตารางที่ 3 แสดงผลการศึกษาปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้นที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์ที่ปริมาณ      
กล้าเชือ้เร่ิมต้น 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร ผลการศึกษาปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้นที่เหมาะสมต่อการ
เจริญพบว่า Pb. polymyxa BTK01 และ B. subtilis BTK07 สามารถเจริญเติบโตได้ดีที่ปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้น 1.0 
เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร ที่ระยะเวลาในการเพาะเลีย้ง 18 และ 24 ชั่วโมงตามล าดับ ในขณะที่ B. gottheilii BTK10 
สามารถเจริญเติบโตได้ดีที่ปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้น 1.5 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร ที่ระยะเวลาในการเพาะเลีย้ง 24 ชั่วโมง             
ผลการศึกษาปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้นที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์พบว่า ท่ีปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้นเท่ากับ 1 เปอร์เซ็นต์
โดยปริมาตร Pb. polymyxa BTK01 แสดงค่ากิจกรรมแมนนาเนสและไซลาเนสสงูสดุเท่ากบั 0.653 และ 0.419 หน่วยต่อ
มิลลิลิตร และ B. subtilis BTK07 แสดงค่ากิจกรรมแมนนาเนสและไซลาเนสสงูสดุเท่ากับ 0.698 และ 0.261 หน่วยต่อ
มิลลิลิตรตามล าดับ ในขณะที่ B. gottheilii BTK10 สามารถผลิตแมนนาเนสและไซลาเนสได้สูงสดุที่ปริมาณกล้าเชือ้
เร่ิมต้น 1.5 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร ซึ่งเป็นปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้นที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตเช่นกัน โดยแสดงค่า
กิจกรรมแมนนาเนสและไซลาเนสสูงสุดเท่ากับ 0.296 และ 0.072 หน่วยต่อมิลลิลิตรตามล าดับ ที่ระยะเวลาในการ
เพาะเลีย้ง 24 ชัว่โมงที่ระดบัอยา่งมีนยัส าคญั 0.05  
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ตารางที่ 3 อิทธิพลของปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้นตอ่การเจริญและการผลติเอนไซม์ของ Paenibacillus polymyxa BTK01,  
   Bacillus subtilis BTK07 และ Bacillus gottheilii BTK10 เปรียบเทียบความแตกตา่งระหวา่งคา่เฉลีย่ของ 
                 ปัจจยัการทดลองด้วยวิธี Tukey HSD ที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ (P < 0.05) 

 
ไอโซเลท 
 
 
 

ปริมาณกล้า 
เชือ้เร่ิมต้น (%) 

เวลา 
(ชม.) 

BTK01 BTK07 BTK10 

การเจริญ 
(OD600) 

กิจกรรม 
แมนนาเนส 
(หน่วย/มล.) 

กิจกรรม 
ไซลาเนส 

(หน่วย/มล.) 

การเจริญ 
(OD600) 

กิจกรรม 
แมนนาเนส 
(หน่วย/มล.) 

กิจกรรม 
ไซลาเนส 

(หน่วย/มล.) 

 
การเจริญ 
(OD600) 

กิจกรรม 
แมนนาเนส 
(หน่วย/มล.) 

กิจกรรม 
ไซลาเนส 

(หน่วย/มล.) 

0.5 
18 

1.170a 
(±0.040) 

0.396a 
(±0.010) 

0.170b 
(±0.005) 

1.534c 
(±0.020) 

0.645a 
(±0.015) 

0.204a 
(±0.041) 

0.457b 
(±0.037) 

0.015b 
(±0.006) 

0.005b 
(±0.001) 

24 
0.950b 

(±0.027) 
0.565b 

(±0.015) 
0.204d 

(±0.001) 
3.277b 

(±0.008) 
0.580b 

(±0.005) 
0.228a 

(±0.014) 
0.469b 

(±0.023) 
0.017c 

(±0.002) 
0.009c 

(±0.002) 

1.0 
18 

1.175a 
(±0.071) 

0.425a 
(±0.013) 

0.253a 
(±0.002) 

2.219a 
(±0.041) 

0.607a 
(±0.010) 

0.215a 
(±0.019) 

1.056a 
(±0.081) 

0.252a 
(±0.004) 

0.062a 
(±0.010) 

24 
1.066a 

(±0.039) 
0.653a 

(±0.006) 
0.419a 

(±0.002) 
3.405a 

(±0.039) 
0.698a 

(±0.025) 
0.261a 

(±0.005) 
0.483b 

(±0.015) 
0.165b 

(±0.004) 
0.064a,b 
(±0.003) 

1.5 
18 

1.082b 
(±0.023) 

0.362a 
(±0.028) 

0.155c 
(±0.001) 

2.217a 
(±0.026) 

0.496b 
(±0.015) 

0.076b 
(±0.035) 

0.475b 
(±0.017) 

0.212a 
(±0.020) 

0.031b 
(±0.039) 

24 
0.714c 

(±0.007) 
0.459c 

(±0.014) 
0.344b 

(±0.005) 
3.315b 

(±0.046) 
0.594b 

(±0.005) 
0.241a 

(±0.018) 
0.749a 

(±0.017) 
0.296a 

(±0.036) 
0.072a 

(±0.011) 

2.0 
18 

0.693c 
(±0.007) 

0.204b 
(±0.026) 

0.057d 
(±0.003) 

2.022b 
(±0.069) 

0.614a 
(±0.036) 

0.235a 
(±0.047) 

0.381b 
(±0.031) 

0.021b 
(±0.001) 

0.012b,c 
(±0.012) 

24 
0.625d 

(±0.006) 
0.336d 

(±0.039) 
0.245c 

(±0.005) 
3.217c 

(±0.063) 
0.585b 

(±0.007) 
0.235a 

(±0.037) 
0.698a 

(±0.057) 
0.059c 

(±0.046) 
0.038b 

(±0.038) 

 
 เมื่อวิเคราะห์ผลการทดลองที่สภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์ของแบคทีเรียทัง้ 3 ไอโซเลท
เปรียบเทียบกบัการเจริญและการผลติเอนไซม์ในเบือ้งต้น พบวา่ เอนไซม์ที่ผลติได้จากทัง้ 3 ไอโซเลทมีกิจกรรมของเอนไซม์
สงูขึน้ทัง้กิจกกรรมของแมนนาเนสและไซลาเนสดงัแสดงในตารางที่ 4 แสดงให้เห็นว่าผลของอณุหภมูิ พีเอช และปริมาณ
กล้าเชือ้เร่ิมต้นท่ีได้เป็นสภาวะที่เหมาะสมตอ่การเจริญและการผลติเอนไซม์จากแบคทีเรียทัง้ 3 ไอโซเลทที่แท้จริง อยา่งไร          
ก็ตามกิจกรรมของไซลาเนสที่ผลิตจาก B. gottheilii BTK10 ที่ระยะเวลาในการเพาะเลีย้ง 24 ชั่วโมงลดลงจาก 0.126 
U/ml เป็น 0.072 U/ml ทัง้นีอ้าจเกิดจากการเจริญเติบโตของ B. gottheilii BTK10 เปลีย่นแปลงไปคือเจริญเติบโตได้ช้าลง 
ซึง่มกัเกิดขึน้บอ่ยในแบคทีเรียที่คดัแยกได้จากธรรมชาติ  
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ตารางที่ 4  กิจกกรรมของแมนนาเนสและไซลาเนสของ Paenibacillus polymyxa BTK01, Bacillus subtilis BTK07      
                  และ Bacillus gottheilii BTK10 ในสภาวะเบือ้งต้น และสภาวะที่เหมาะสมตอ่การเจริญและการผลติเอนไซม์  
                 เปรียบเทียบความแตกตา่งระหวา่งคา่เฉลีย่ของปัจจยัการทดลองด้วยวิธี t-test ที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95 
                 เปอร์เซ็นต์ (P < 0.05) 
 

เอนไซม์ (U/ml) 
BTK01 BTK07 BTK10 

สภาวะ
เบือ้งต้น 

สภาวะที่
เหมาะสม 

สภาวะ
เบือ้งต้น 

สภาวะที่
เหมาะสม 

สภาวะ
เบือ้งต้น 

สภาวะที่
เหมาะสม 

แมนนาเนส  0.589b 0.653a 0.510b 0.698a 0.211b 0.296a 
ไซลาเนส  0.340b 0.419a 0.242a 0.261a 0.126a 0.072b 
 
วิจารณ์ผลการวิจัย 

แบคทีเรียทัง้ 10 ไอโซเลทที่น ามาศึกษาในงานวิจัยนี  ้เป็นแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการแสดงวงใสใน               
อาหารแข็งที่มีความจ าเพาะต่อไซลาเนสและแมนนาเนส และเมื่อน าแบคทีเรียทัง้ 10 ไอโซเลทมาศึกษาหากิจกรรมของ
เอนไซม์ดงักลา่วในอาหารเหลวพบวา่ มีแบคทีเรียจ านวน 3 ไอโซเลทท่ีแสดงกิจกรรมแมนนาเนสและไซลาเนสสงูที่สดุได้แก่ 
Pb. polymyxa BTK01, B. subtilis BTK07 และ B. gottheilii BTK10 แสดงให้เห็นว่าวิธีการคัดแยกเชือ้แบคทีเรียบน
อาหารแข็งที่มีสบัสเตรตที่จ าเพาะต่อการท างานของเอนไซม์เป็นวิธีที่น่าเช่ือถือท าให้สามารถคัดแยกแบคทีเรียที่ผลิต
เอนไซม์ที่สนใจได้อย่างจ าเพาะเจาะจง จากงานวิจยัของ Phothichitto et al. (2006) ที่ได้คดัแยกจลุินทรีย์ที่สามารถผลิต
แมนนาเนส จากดินพบว่า B. circulans NT6.7 สามารถผลิตแมนนาเนสได้สูงที่สุด ในขณะที่ Titapoka et al. (2008) 
สามารถคดัแยกจุลินทรีย์ที่ผลิตแมนนาเนสจากดินได้ 2 ชนิด คือ Klebsiella oxytoca CW2-3 และ Acinetobacter sp. 
ST1-1 เมื่อใช้กากมะพร้าวเป็นสบัสเตรต แสดงให้เห็นว่าความสามารถในการผลติเอนไซม์ในปริมาณที่แตกตา่งกนัขึน้กบั
ชนิดของแบคทีเรีย วิธีการคดัแยก และชนิดของสบัสเตรตเป็นส าคญั โดยเฉพาะอย่างยิ่งชนิดของแบคทีเรียที่แตกต่างกนั
สง่ผลให้มีความสามารถในการผลติเอนไซม์แตกตา่งกนั 

 ปัจจยัแรกที่ศึกษาคืออณุหภมูิที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์จากแบคทีเรียทัง้ 3 ไอโซเลทพบว่า 
Pb. polymyxa BTK01 และ B. subtilis BTK07 มีการเจริญได้ดีที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส สอดคล้องกับ Pb. pabuli 
strain P7S และ Pb. glucanolyticus  ที่มีอณุหภมูิที่เหมาะสมตอ่การเจริญเติบโตเทา่กบั 37 องศาเซลเซียส (Trinh et al., 
2018; Mathews et al., 2016) ในขณะที่ B. gottheilii BTK10 สามารถเจริญได้ดีที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส สอดคล้อง
กับงานวิจัยของ Chen et al. (2018) ที่รายงานว่า B. wiedmannii MSM และ B. subtilis มีอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการ
เจริญเติบโตเท่ากับ 30 องศาเซลเซียส เช่นเดียวกับ B.licheniformis (Abarike et al., 2018) ท่ีมีอณุหภูมิที่เหมาะสมต่อ
การเจริญเติบโตเทา่กบั 30 องศาเซลเซียสเช่นกนั  นอกจากนัน้ B. subtilis BTK07 เจริญได้ดีที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 
แต่สามารถผลิตเอนไซม์ได้สงูสดุที่อุณหภูมิเท่ากับ 30 องศาเซลเซียส และ B.gottheilii BTK10 เจริญได้ดีที่อณุหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส แต่สามารถผลิตเอนไซม์ได้สูงสุดที่อุณหภูมิเท่ากับ 37 องศาเซลเซียส ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า
อุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับการเจริญเติบโตและอุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับการผลิตเอนไซม์อาจแตกต่างกันได้ไม่
จ าเป็นต้องเป็นอณุหภูมิเดียวกนั  (Krier et al., 1998) ซึ่งปัจจยัเร่ืองของอณุหภมูิมีความส าคญัต่อกิจกรรมเมตาบอลิซึม
ของจลุินทรีย์ โดยจุลนิทรีย์จะมีการเจริญเติบโตและผลติสารเมตาบอไลต์ตา่ง ๆ ที่ส าคญัในสภาวะอณุหภมูิที่เหมาะสมต่อ
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การเจริญของจลุนิทรีย์นัน้ ๆ  สอดคล้องกบังานวิจยัของ Heck et al. (2005) ซึง่รายงานวา่สภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญ
ของ B. circulan BL53 คือที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ในขณะที่อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียสเป็นอณุหภมูิที่ B. circulan 
BL53 สามารถผลติไซลาเนสได้สงูที่สดุ โดยที่เป็นเช่นนีอ้าจเป็นเพราะที่อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียสเป็นอณุหภมูิที่โปรติเอส
ไม่สามารถท างานได้ดี หรือมีกิจกรรมของเอนไซม์ต ่า จึงท าให้พบปริมาณการผลติไซลาเนสสงูเนื่องจากไม่ถกูท าลายด้วย
โปรติเอสที่เชือ้ผลติขึน้นัน่เอง  อยา่งไรก็ตามข้อสนันิษฐานดงักลา่วขดัแย้งกบัผลการทดลองของ Sa-Pereira et al. (2002) 
ซึง่พบวา่เมื่อเพิ่มอณุหภมูิจาก 50 องศาเซลเซียสเป็น 55 องศาเซลเซียสในการเพาะเลีย้ง B. subtilis  ในอาหารเพาะเลีย้ง
ที่มีน า้ตาลทีฮาโลสเป็นแหลง่คาร์บอนจะท าให้การผลิตไซลาเนสเพิ่มสงูขึน้  ดงันัน้จึงอาจกลา่วได้วา่อิทธิพลของอณุหภมูิ
ตอ่การเจริญและการผลิตเอนไซม์ของจลุนิทรีย์ต่างชนิดกนัก็อาจจะเหมือนหรือแตกต่างกนัได้ โดยอณุหภมูิทีส่งูเกินไปอาจ
สง่ผลให้การเจริญเติบโตของจลุนิทรีย์ลดลง เพราะเซลล์ไมส่ามารถควบคมุเมตาบอลซิมึภายในได้ และยงัท าให้โครงสร้าง
โปรตีนเสียสภาพสง่ผลให้การผลิตเอนไซม์ได้น้อยลง นอกจากนีเ้นื่องจากอิทธิพลจากปัจจยัอื่น ๆ เช่นพีเอช แหลง่อาหาร 
สภาวะการกวนหรือการให้อากาศเป็นต้น ที่สง่ผลตอ่การเจริญและการผลติเอนไซม์ด้วยนัน่เอง 

อิทธิพลของพีเอชที่เหมาะสมต่อการเจริญของ Pb. polymyxa BTK01 และ B. gottheilii BTK10 มีพีเอชเท่ากบั 
7.0 สอดคล้องกับงานวิจัย Mathews et al. (2016) ที่รายงานว่า B. wiedmannii MSM และ Pb.glucanolyticus (Chen 
et al., 2018)  มีพีเอชเร่ิมต้นของอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตเท่ากับพีเอช 7.0 ในขณะที่ B. subtilis BTK07 
สามารถเจริญเติบโตได้ดีที่พีเอชเท่ากับ 8.0 สอดคล้องกับงานวิจัยของ  Utami et al. (2016) รายงานว่า B. subtilis 
MAN511 มีความสามารถในการผลิตแมนนาเนสสูงที่สุดที่พีเอชเร่ิมต้นของอาหารเพาะเลีย้งเท่ากับ 7.0 เช่นเดียวกับ 
Fatokun et al. (2017) ที่รายงานวา่บาซิลลสัที่คดัแยกได้จากตะกอนจากหาดนาฮนู (Nahoon beach) สามารถผลติแมน
นาเนสสงูที่สดุที่พีเอชเร่ิมต้นของอาหารเพาะเลีย้งเท่ากบั 7.0 เช่นกนั นอกจากนัน้ Siddiqui et al. (2016) ศกึษาสภาวะที่
เหมาะสมต่อการผลิตไซลาเนสจาก Paenibacillus sp. พบว่าในอาหารเพาะเลีย้งเพื่อผลิตไซลาเนสที่มีพีเอชเท่ากับ 7.0 
Paenibacillus sp. สามารถผลิตไซลาเนสได้สูงที่สุด นอกจากนัน้ Pb. polymyxa BTK01 และ B. gottheilii BTK10                
มีพีเอชที่เหมาะสมต่อการเจริญและผลิตเอนไซม์ได้ดีที่พีเอชเดียวกนันัน่คือ 7.0 ในขณะที่ B. subtilis BTK07 มีสภาวะที่
เหมาะสมตอ่การเจริญทีพีเอชเทา่กบั 8.0 แตม่ีพีเอชที่เหมาะสมตอ่การผลติเอนไซม์เทา่กบั 7.0 ซึง่คล้ายคลงึกบัการศึกษา
ของ Raja et al. (2018) ที่พบว่าพีเอชที่ เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์จาก B. licheniformis มีความ                     
แตกต่างกนันัน่คือ พีเอชที่เหมาะสมต่อเจริญเติบโตอยู่ในช่วงพีเอชเท่ากบั 8.0 แต่สามารถผลิตไซลาเนสได้สงูสดุที่พีเอช
เท่ากบั 9.0 ซึ่งพีเอชที่เปลี่ยนแปลงไประหว่างกระบวนการผลิตสง่ผลต่อโครงสร้างของผนงัเซลล์หรือเยื่อหุ้มเซลล์ ผลการ
ทดลองแสดงให้เห็นวา่สภาวะที่เหมาะสมตอ่การเจริญ และการผลติเอนไซม์ของไอโซเลททัง้ 3 อยูใ่นช่วงพีเอชที่เป็นกลาง 
จึงสามารถน าเอนไซม์ที่ผลิตได้จากทัง้ 3 ไอโซเลทไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมต่าง ๆ ได้เช่น อตุสาหกรรมอาหาร และ
อตุสาหกรรมแปรรูปอาหารเป็นต้น อย่างไรก็ตามจ าเป็นต้องศกึษาปัจจยัอื่นในกระบวนการผลติเอนไซม์เช่น องค์ประกอบ
ของอาหารเพื่อผลติเอนไซม์ และศกึษาสมบตัิของเอนไซม์ประกอบด้วย 

ปัจจยัสดุท้ายทีศ่กึษาคือปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้นท่ีเหมาะสมตอ่การเจริญและการผลิตเอนไซม์จากแบคทีเรียทัง้ 3 
ไอโซเลท ผลการศึกษาพบว่า Pb. polymyxa BTK01 และ B. subtilis BTK07 สามารถเจริญเติบโตได้ดีที่ปริมาณกล้าเชือ้
เร่ิมต้น 1.0 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร สอดคล้องกบังานวิจยัของ  Wongsiridetchai et al. (2018) ที่รายงานวา่ Bacillus sp. 
GA2(1) มีปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้นท่ีเหมาะสมตอ่การเจริญเทา่กบั 1 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร ในขณะที่ B. gottheilii BTK10 
สามารถเจริญเติบโตได้ดีที่ปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้น 1.5 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร ที่ระยะเวลาในการเพาะเลีย้ง 24 ชั่วโมง              
ตา่งจากงานวิจยัของ Mihajlovski et al. (2018) รายงานวา่ Pb.chitinolyticus CKS1 มีปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้นท่ีเหมาะสม
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ต่อการเจริญเท่ากับ 3.84 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร ผลการศึกษาปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้นที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์
พบว่า ที่ปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้นเท่ากบั 1 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร Pb. polymyxa BTK01 และ B. subtilis BTK07 แสดง
คา่กิจกรรมแมนนาเนสและไซลาเนสสงูสดุ ในขณะที่ B.gottheilii BTK10 สามารถผลิตแมนนาเนสและไซลาเนสได้สงูสดุ       
ที่ปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้น 1.5 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรซึ่งเป็นปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้นที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโต              
เช่นกัน ที่ระยะเวลาในการเพาะเลีย้ง 24 ชั่วโมง ต่างจากงานวิจัยของ Phangsri & Phangsri (2017) ศึกษากิจกรรม                  
แมนนาเนสจาก B. subtilis P2-5 โดยศึกษาปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้น 1, 3 และ 5 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรพบว่า ที่ปริมาณ
กล้าเชือ้เร่ิมต้น 5 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรสามารถผลิตแมนนาเนสได้สงูสดุเท่ากับ 0.80 หน่วยต่อมิลลิลิตรตามล าดบัที่
ระยะเวลาในการเพาะเลีย้ง 24 ชัว่โมง นอกจากนัน้ผลการศึกษายงัพบวา่เมื่อปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้นสงูเกินไป จะสง่ผลให้
การเจริญและการผลิตเอนไซม์ของแบคทีเรียลดลง (Koutsoumanis & Sofos, 2005; Chauhan et al., 2014) อย่างไร            
ก็ตามปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้นท่ีเหมาะสมจะท าให้แบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซม์ได้อยา่งมีประสทิธิภาพ เนื่องจากมีความ
สมดุลระหว่างปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้นและเอนไซม์ที่ผลิตได้ ดังนัน้จึงอาจกล่าวได้ว่าแบคทีเรียทัง้ 3 ไอโซเลทซึ่งเป็น
แบคทีเรียที่คัดแยกได้จากนาข้าวอินทรีย์ก่อนการเก็บเก่ียวผลผลิตในจังหวัดกาญจนบุรี  มีปัจจัยที่เหมาะสมต่อการ             
เจริญและการผลิตเอนไซม์ในเร่ืองของอณุหภมูิ พีเอช และปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้นที่แตกต่างกนั จึงสง่ผลให้แบคทีเรียทัง้ 3 
ไอโซเลทมีความนา่สนใจที่จะน าไปศกึษาตอ่เพื่อประยกุต์ใช้ในงานท่ีหลากหลายทัง้ทางด้านการเกษตรเพื่อช่วยในการยอ่ย
สลายวสัดเุหลอืทิง้ทางการเกษตรตา่ง ๆ หรือทางด้านอตุสาหกรรมเช่นอตุสาหกรรมอาหารคนและอาหารสตัว์เป็นต้น 
 
สรุปผลการวิจัย  

ผลการคดัเลือกแบคทีเรียที่คดัแยกได้จากนาข้าวอินทรีย์ก่อนการเก็บเก่ียวผลผลิตในจงัหวดักาญจนบรีุจ านวน 
10 ไอโซเลท มีแบคทีเรีย 3 ไอโซเลทได้แก่ Pb. polymyxa BTK01, B. subtilis BTK07 และ B. gottheilii BTK10 ที่แสดง
กิจกรรมแมนนาเนสและไซลาเนสสูง โดยปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้นที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์ของ        
Pb. polymyxa BTK01 เท่ากบั 1 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร สภาวะที่เหมาะสมตอ่การเจริญและผลติเอนไซม์ได้ดีที่อณุหภมูิ 
37 องศาเซลเซียส พีเอช 7.0 ในขณะท่ีปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้นท่ีเหมาะสมตอ่การเจริญและการผลติเอนไซม์ของ B. subtilis 
BTK07 เท่ากับ 1 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร  สภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญและผลิตเอนไซม์คือที่อุณหภูมิ 37 และ 30 
องศาเซลเซียสตามล าดบั และมีพีเอชที่เหมาะสมต่อการเจริญและผลิตเอนไซม์เท่ากับพีเอช 8.0 และ 7.0 ตามล าดับ  
นอกจากนัน้ปริมาณกล้าเชือ้เร่ิมต้นที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์ของ B. gottheilii BTK10 เท่ากับ 1.5 
เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร สภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญและผลิตเอนไซม์ที่พีเอชเท่ากับ 7.0 และที่อุณหภูมิ 30 และ 37 
องศาเซลเซียสตามล าดบั  ภายใต้สภาวะที่เหมาะสมดงักลา่ว B. subtilis BTK07 แสดงกิจกรรมแมนนาเนสสงูที่สดุเทา่กบั 
.0698 หนว่ยต่อมิลลิลิตร และ Pb. polymyxa  BTK01 แสดงกิจกรรมไซลาเนสสงูที่สดุเท่ากบั 0.4199 หน่วยต่อมิลลิลิตร 
ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า Pb. polymyxa BTK01,  B. subtilis BTK07 และ B.gottheilii BTK10 สามารถผลิตได้ทัง้
แมนนาเนสและไซลาเนส โดยผลิตเอนไซม์ได้ในปริมาณใกล้เคียงกนั ภายในเวลาเพียง 18 ชัว่โมงซึ่งใช้ระยะเวลาในการ
ผลิตสัน้กว่าในการเพาะเลีย้งในอาหารที่ไม่มีการปรับพีเอชเร่ิมต้น  ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเชือ้ทัง้  3 ไอโซเลท            
มีศกัยภาพที่จะน าไปประยุกต์ใช้เพื่อย่อยสลายวสัดุเหลือทิง้ทางการเกษตรโดยเฉพาะอย่างยิ่งย่อยสลายฟางข้าว และ              
ตอซงัข้าวซึ่งมีโครงสร้างของไซแลนและแมนแนน ทัง้นีเ้นื่องจากการย่อยสลายวสัดเุหลอืทิง้ทางการเกษตรให้สมบรูณ์และ
มีประสิทธิภาพจ าเป็นต้องใช้การท างานร่วมกันของเอนไซม์หลายชนิด เนื่องมาจากโครงสร้างของวัสดุเหลือทิง้ทาง
การเกษตรเป็นโพลเิมอร์ที่มีความซบัซ้อนดงัที่ได้กลา่วแล้วข้างต้นนัน่เอง ปัจจบุนัมีการน าแมนนาเนสและไซลาเนสไปใช้ใน
อุตสาหกรรมต่าง ๆ มากมายเช่น อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมอาหารสตัว์ และอุตสาหกรรมฟอกสีเยื่อกระดาษ               
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เป็นต้น (Dhawan and kaur, 2007; Chakdar et al., 2016) ตวัอย่างของแมนนาเนสในอตุสาหกรรมอาหารสตัว์ โดยน า
แมนนาเนสย่อยสลายสารประกอบแมนแนนได้ผลติภณัฑ์แมนโนโอลโิกแซกคาไรด์เป็นสารพรีไบโอติก ซึง่จลุินทรีย์ในล าไล้
สตัว์กระเพาะเดี่ยวสามารถยอ่ยสลายและน าไปใช้ประโยชน์ได้ (Ariandi et al., 2015) 
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