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 หางน า้ยางท่ีแยกสกิมหรือซีรั่มเป็นของเสียท่ีได้จากอตุสาหกรรมผลิตน า้ยางข้น ซึ่งซีรั่มมี
สารอาหารท่ีเหมาะสมแก่การเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ จึงน่าสนใจท่ีจะใช้เทคโนโลยีการหมกัเพ่ือใช้
ประโยชน์หางน า้ยางท่ีแยกสกิม ซึ่งงานวิจัยนีแ้สดงให้เห็นศกัยภาพของหางน า้ยางท่ีแยกสกิมในการ
ผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลกไทด์โดยสามารถไปประยุกต์ใช้ส าหรับรีไซเคิลขยะพลาสติกได้ โดย
งานวิจยันีส้นใจท่ีใช้น า้ยางท่ีแยกสกิมมาเป็นแหล่งอาหารและเกลือแร่ส าหรับผลิตเอนไซม์ย่อยสลาย
พอลิแลคไทด์จาก Actinomadura keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 ด้วยวิธีการตรึงเซลล์ด้วยแผ่นใยขดั 
และในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลกไทด์ในสภาวะแบบปลอดเชือ้ พบว่าค่ากิจกรรมเอนไซม์
ย่อยสลายพอลิแลคไทด์จากสายพนัธุ์ T16-1 ซึ่งการตรึงเซลล์กบัแผน่ใยขดั 1 เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกัตอ่
ปริมาตรและเจริญในอาหาร basal medium ท่ีมีพอลิแลคไทด์ท่ีความเข้มข้น 0.035 เปอร์เซ็นต์โดย
น า้หนักต่อปริมาตร ซึ่งท าการคดัเลือกปัจจัยท่ีมีอิทธิพลต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลกไทด์
จากทัง้หมด 7 ปัจจยั ด้วยวิธีการออกแบบการทดลองทางสถิติวิธี Plackett และ Burman (PB) โดยมี
การทดลองทัง้หมด 12 การทดลอง และมาหาจุดท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์โดยการออกแบบ 
central composite design (CCD) ซึ่งเป็นการหาจุดท่ีเหมาะสมด้วยวิธีพืน้ผิวตอบสนอง(response 
surface methodology, RSM) พบว่า ค่า pH เร่ิมต้นเจลาติน และ MgSO4·7H2O เป็นปัจจัยท่ีมี
อิทธิพลต่อการผลิตเอนไซม์โดยให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดท่ี 16.44 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และ
สามารถท านายกิจกรรมของเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลกไทด์ได้เท่ากบั25.65 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร และเมื่อ
ท าการทดลองจริงตามจดุท่ีเหมาะสม พบว่าได้กิจกรรมของเอนไซม์เป็น 25.50 ยนิูตต่อมิลลิลิตร คิด
เป็นค่า productivity เท่ากับ 0.35 ยูนิตต่อมิลลิลิตรต่อชั่วโมง ซึ่งกล่าวได้ว่าหางน า้ยางท่ีแยกสกิม  
สามารถน ามาผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลกไทด์จากA. keratinilytica สายพันธุ์  T16-1 จากนัน้
ท าการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลกไทด์จากA. keratinilytica 
สายพันธุ์ T16-1 ด้วยหางน า้ยางท่ีแยกสกิมแบบไมป่ลอดเชือ้โดยวิธีตรึงเซลล์ในระดบัฟลาสก์ และใน
ระดบัถงัหมกั โดยใช้เจลาตินเป็นแหลง่ไนโตรเจน พบวา่สภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสดุในการผลิตเอนไซม์ใน
ถงัหมกัแบบใบพดักวนขนาด 2 ลิตร ได้แก่ อณุหภมูิท่ี 45 องศาเซลเซียสคา่ pH เร่ิมต้นเท่ากบั 7.0 ไม่มี
การให้อากาศ โดยมีอตัราการกวนท่ี 100 rpm เป็นเวลา 72 ชัว่โมง โดยให้คา่กิจกรรมของเอนไซม์ 40.5 
ยนิูตตอ่มิลลิลิตร และคิดเป็นคา่ productivity เท่ากบั 0.56 ยนิูตตอ่มิลลิลิตรตอ่ชัว่โมง  
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 Non-rubber skim latex or serum is regarded as a waste result from the concentrated 
latex factory, which contains plenty of nutrients for microbial growth. Therefore, a better use for 
non-rubber skim latex could be use as fermentation technology.  This work potentially showed 
how the utilization of non-rubber skim latex for PLA-degrading enzyme production, could be 
applicable for the recycling of plastic wastes.  This study focused on the PLA-degrading 
enzyme production by Actinomadura keratinilytica strain T16-1, immobilized with scrub pad, in 
which the non-rubber skim latex was used as a sources of nutrients and mineral.  In sterile 
conditions, the PLA-degrading activity from the strain T16-1 (supported by 1%  w/v scrub pad) 
grown on a basal medium containing 0.035%  (w/v) PLA powder in shake flask was investigated. 
The seven factors affecting PLA-degrading enzyme production were investigated using the 
Plackett and Burman (PB)  design for twelve experimental runs.  The central composite design 
(CCD)  was used to statistically optimize PLA-degrading enzyme production by implementing 
the response surface methodology ( RSM) .  From the results of PB, initial pH, gelatin and 
magnesium sulfate were mainly affected in terms of enzyme production.  The enzyme activity 
was maximized at 16. 44 U/ ml from the run number 6.  Under these conditions, this model 
predicted PLA-degrading enzyme activity of 25.65 U/ml.  The verification showed that optimal 
PLA-degrading enzyme production activity was in the amount of 25.50 U/ml and productivity 
was 0.35 U/ml/h. As a result, the non-rubber skim latex showed the potential for PLA-degrading 
enzyme production from the strain T16-1.  In non-sterile condition, the PLA-degrading enzyme 
production was determined using a non-rubber skim latex supplement with basal medium and 
used scrub pad as a supporter for the bacterial cells in a shake flask and fermenter. The effect 
of the physical parameters and the nitrogen sources were studied.  The following optimal 
conditions were used:  gelatin as the nitrogen source, a temperature of 45°C, an initial pH of 
7.0, an agitation speed of 100 rpm, without aeration support and 72 hours of cultivation.  This 
resulted in an activity of approximately 40.5 U/ml and 0.56 U/ml/h of productivity in the 2 L 
fermenter.  
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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
1.1 ภมิูหลัง 
 ในปัจจบุันประเทศไทยปลกูต้นยางพาราเป็นจ านวนมาก ส่งผลให้ประเทศไทยมีการส่งออก
ผลิตภณัฑ์ยางในรูปแบบตา่งๆ เช่น ยางแผน่รมควนั ยางก้อนอดัแท่ง และน า้ยางข้น เป็นต้น โดยการ
ผลิตน า้ยางข้นนัน้เป็นการน าน า้ยางดิบมาผ่านกระบวนการป่ันเหว่ียง (centrifugation) ผลท่ีได้คือ น า้
ยางข้น และหางน า้ยาง (skim latex) ซึ่งเกิดเป็นผลิตภณัฑ์พลอยได้ขึน้ โดยจะมีเนือ้ยางมากน้อยขึน้อยู่
กบัประสิทธิภาพของเคร่ืองป่ันเหว่ียง แตโ่ดยทัว่ไปจะมีปริมาณเนือ้ยางอยู่ท่ี 8% สว่นท่ีเหลือเป็นน า้ซึ่ง
มีส่วนผสมของน า้ตาล โปรตีน และแอมโมเนียในปริมาณสงู จากนัน้น าหางน า้ยางท่ีได้เติมด้วยกรด
ซลัฟิวริกเพ่ือให้เนือ้ยางจับตวักัน แล้วแปรสภาพเป็นยางสกิมเครฟ (skim crepe) โดยหางน า้ยางท่ีได้
จะปราศจากตะกอนยางซึ่งเรียกวา่ หางน า้ยางท่ีแยกสกิม (non-rubber skim latex หรือ serum) นัน้มี
สภาวะเป็นกรด (pH 2.33-5.05) มีค่า Biological Oxygen Demand (BOD) อยู่ในช่วง 570 - 13,463 
มิลลิกรัมตอ่ลิตร มีคา่ Chemical Oxygen Demand (COD) ระหวา่ง 672 - 23,300 มิลลิกรัมตอ่ลิตร มี
ค่าของแข็งจมตัวได้ (Settleable Solids หรือ SS) ในช่วง 54 - 1,478 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่า Total 
Kjeldahl Nitrogen (TKN) อยู่ในช่วง 70 - 1,358 มิลลิกรัมต่อลิตร มีค่า  Total Protein (TP) ระหว่าง 
2.66 - 5.52 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และมีค่าซลัเฟต อยู่ในช่วง 16.3 - 1,085 มิลลิกรัมต่อลิตร ดงันัน้จะเห็น
ได้วา่หางน า้ยางท่ีแยกสกิมนัน้มีสารอาหารท่ีมากเพียงพอท่ีมีคณุสมบัติในการน ามาเป็นอาหารเลีย้ง
จุลินทรีย์ได้ เพ่ือเพ่ิมมูลค่าของเหลือทิ ง้จากอุตสาหกรรมการเกษตร อีกทัง้ยังเป็นการรักษา
สภาพแวดล้อมให้โดยการลดการปลอ่ยน า้เสียลงสูธ่รรมชาติอีกทางหนึ่ง โดยในงานวิจยันีม้ีความสนใจ
ท่ีจะน าหางน า้ยางท่ีแยกสกิมมาผลิตเอนไซม์ย่อยพลาสติกชนิดพอลิแลคไทด์ 

พลาสติกท่ีสามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพนัน้มีหลายชนิด เช่น พอลิเอทีลีนอดิเพท (Poly-
Ethylene Adipate หรือ PEA) พอลิบิวทิลีนซักซิเนต (Poly-Butylene Succinate หรือ PBS)  พอลิ-   
ทรีไฮดรอกซีบิวทิเรต (Poly-3-Hydroxybutyrate หรือ PHB) และพอลิแลคไทด์ (Poly-lactide หรือ 
PLA) เป็นต้น (Tokiwa; et al. 2009: 3722-3742) พลาสติกท่ีน ามาใช้ในงานวิจัยนีเ้ป็นชนิดพอลิแลค
ไทด์ซึ่งประกอบด้วยมอนอเมอร์ท่ีเป็นกรดแลคติก โดยกรดแลคติกสามารถผลิตได้จากการหมกัผลิตผล
ทางการเกษตร เช่น มนัส าปะหลงั ข้าว ข้าวโพด และ ซงัข้าวโพด เป็นต้น (Sukkhum; & Kitpreechavanich. 
2011: 587-604)  ซึ่งเป็นวสัดหุมนุเวียนทางการเกษตร ในการเปลี่ยนกรดแลคติกเป็นพอลิแลคไทด์ซึ่ง
เกิดจากกระบวนการเกิดพอลิเมอร์ (Polymerization) ในเชิงพาณิชย์พอลิแลคไทด์ สามารถผลิตเป็น
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ฟิล์มส าหรับหุ้ มอาหาร ผลิตภณัฑ์บรรจุอาหาร เช่น ถ้วยใส่โยเกิร์ต จาน ถ้วย แก้ว ท่ีใช้ครัง้เดียวทิง้ 
(Jamshidian; et al. 2010: 552-571)  
 จุลินทรีย์ท่ีสามารถย่อยพอลิแลคไทด์ได้มีหลากหลายชนิด โดยพบว่า แอคติโนมัยสีท 
(Actinomycetes) เป็นแบคทีเรียท่ีมีรายงานว่ามีศักยภาพในการย่อยสลายพอลิแลคไทด์ได้ดี 
(Sukkhum; & Kitpreechavanich. 2011: 587-604) เช่น Amycolatopsis สายพันธุ์  HT-32 สามารถ
ย่อยฟิล์มพอลิแลคไทด์หนัก 60 มิลลิกรัมจาก 100 มิลลิกรัม ภายในเวลา 14 วนั (Tokiwa; & Jarerat. 
2004: 771-777) ซึ่งจลุินทรีย์ท่ีน ามาใช้ในการท างานวิจยันีค้ือ Actinomadura keratinilytica สายพนัธุ์ 
T16-1 ซึ่งเป็นเชือ้ท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพลาสติกชนิดพอลิแลคไทด์ (Poly-lactide หรือ 
PLA) ได้ดีอีกทัง้ยังสามารถท างานได้มีประสิทธิภาพท่ีอุณหภูมิสูง โดยมีรายงานว่า A. keratinilytica   
สายพันธุ์ T16-1 สามารถผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ได้สงู ซึ่งในระดบัฟลาสก์สามารถผลิต
เอนไซม์ได้ 44.6 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร ในขณะท่ีในระดบัถงัหมกัแบบอากาศลอยตวัสามารถผลิตเอนไซมไ์ด้ 
150 ยูนิตต่อมิลลิลิตร (Sukkhum; & Kitpreechavanich. 2011: 587-604) ซึ่ งเอนไซม์ ท่ีผลิตได้นี ้
สามารถน าไปใช้ในการย่อยสลายพอลิแลคไทด์ให้เป็นกรดแลคติกและน ากรดแลคติกท่ีได้ไปใช้ในการ 
recycle เพ่ือสงัเคราะห์เป็นพลาสติกชนิดพอลิแลคไทด์ใหมอี่กครัง้ซึ่งนอกจากจะเป็นการลดการใช้ขยะ
พลาสติกแล้ว การผลิตเอนไซม์โดยใช้หางน า้ยางท่ีแยกสกิมในการหมกัแบบไมป่ลอดเชือ้ เป็นการลด
ต้นทุนการผลิตและจ าลองการน าของเหลือทิง้ทางการเกษตรไปใช้ประโยชน์จริงในธรรมชาติ อีกทัง้ยัง
สามารถเพ่ิมมลูคา่ของเหลือทิง้จากอตุสาหกรรมและการเกษตรได้อีกทางหนึ่งด้วย 
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1.2 ควำมมุ่งหมำยของกำรศึกษำวิจัย 
 เพ่ือศกึษาการน าหางน า้ยางท่ีแยกสกิมมาใช้เป็นวตัถุดิบในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิ
แลคไทด์โดยใช้เซลล์ตรึงจาก A. keratinilytica สายพันธุ์ T16-1 โดยวิธีปลอดเชือ้ (sterile) และไม่
ปลอดเชือ้ (non-sterile) 
 

1.3 ขอบเขตของกำรศึกษำวิจยั 
 1.3.1  คัดเลือกปัจจัยท่ีมี อิท ธิพลต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ โดย                 
A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 จากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมในระดบัฟลาสก์แบบปลอดเชือ้ 
 1.3.2  การศึกษาจุด ท่ี เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ โดย                
A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 จากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมในระดบัฟลาสก์แบบปลอดเชือ้ 
 1.3.3  การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์โดยเซลล์
ตรึง A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 จากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมในระดบัฟลาสก์แบบไมป่ลอดเชือ้ 
 1.3.4  การศกึษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์โดยเซลล์
ตรึง A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 จากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมในระดบัถงัหมกัแบบใบพดักวนขนาด 2 
ลิตรแบบไมป่ลอดเชือ้ 
 1.3.5  การศึกษาการย่อยสลายพอลิแลคไทด์ด้วยเอนไซม์จาก A. keratinilytica สายพันธุ์ 
T16-1 ท่ีผลิตจากหางน า้ยางท่ีแยกสกิม 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

 
2.1 ยาง 
 ยาง เป็นพอลิเมอร์ชนิดหนึ่งท่ีมีมวลโมเลกุลขนาดใหญ่ แบ่งออกได้เป็น 2 ประเภทใหญ่ๆ 
ได้แก่ ยางสังเคราะห์ (Synthetic Rubber หรือ SR) และยางธรรมชาติ (Natural Rubber หรือ NR) 
ด้วยคณุสมบัติของยางท่ีเป็นเอกลกัษณ์พิเศษ คือความยืดหยุ่น (elasticity) ด้วยคณุสมบตัิดงักลา่วนี ้
ท าให้ยางมีความส าคัญในการเป็นวัตถุดิบให้กับผลิตภัณฑ์ต่างๆ เช่น ยางนอกและยางในรถยนต์ 
รองเท้าผ้าใบ ยางรัดของ ถุงมือยางทางการแพทย์ และถุงยางอนามยั เป็นต้น (วิชิต สวุรรณปรีชา. 
2530.)  
 2.1.1. ยางสงัเคราะห์ (Synthetic Rubber หรือ SR) 
  ยางสงัเคราะห์ถกูสร้างขึน้เพ่ือทดแทนยางธรรมชาติท่ีขาดแคลนสมยัสงคราม และความ
ต้องการยางท่ีมีคณุสมบตัิพิเศษท่ีเพ่ิมขึน้ อาทิ ความทนทานตอ่น า้มนั สารเคมี และความร้อนสงูๆ เป็น
ต้น ยางสงัเคราะห์เกิดจากน ามอนอเมอร์ท่ีเป็นผลพลอยได้จากอตุสาหกรรมปิโตรเลียม มาตอ่กนัให้ได้
เป็นพอลิเมอร์ โดยใช้ปฏิกิริยาพอลิเมอร์ไรเซชัน (polymerization) ตวัอย่างเช่น ยางพอลิบิวตาไดอีน 
(polybutadiene หรือ BR) ยางสไตรีนบิวตาไดอีน (styrene-butadiene rubber หรือ SBR) เป็นต้น 
(พงษ์ธร แซ่อยุ. 2548) 
 2.1.2. ยางธรรมชาติ (Natural Rubber หรือ NR) 
  ยางธรรมชาติ หรือยางพารา เป็นยางดิบสว่นใหญ่ท่ีได้จากต้นยางพาราสายพนัธุ์ Hevea 
braziliensis ซึ่งเป็นต้นไม้ป่าบนฝ่ังแม่น า้อเมซอน เมืองพารา ประเทศบราซิลซึ่งเป็นศนูย์กลางในการ
ปลูกและจัดจ าหน่าย โดยองค์การมาตรฐานระหว่างประเทศ (International Organization for 
Standardization หรือ ISO) ได้นิยามวา่ ยางธรรมชาติเป็นยางท่ีได้จากต้น H. braziliensis นัน้หมายถงึ
ยางพารา (Natural Rubber: cis 1, 4- polyisooprene) (พงษ์ธร แซ่อยุ. 2548; วราภรณ์ ขจรไชยกลู. 
2549) 
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2.2 ยางพาราไทย  
 ยางพาราในประเทศไทยนัน้มีการริเร่ิมปลกูกันในปี พ.ศ. 2444 โดยพระยาสถลสถานพิทกัษ์ 
ได้น าพนัธุ์กล้ายางมาจากประเทศอินโดนิเซีย และในปี พ.ศ. 2454 หลวงราชไมตรี (ปมู ปณุศรี) ได้น า
พันธุ์ยางไปปลูกท่ีจังหวัดจันทบุรี ( วิชิต สุวรรณปรีชา. 2530.) ส่งผลให้มีการปลูกยางกันอย่าง
แพร่หลายไปทั่วประเทศ โดยในปี พ.ศ. 2555 มีพืน้ท่ีการปลกูยางมากถึง 19,272,941 ไร่ (กระทรวง
การเกษตรและสหกรณ์. 2555)  
 ในปัจจบุนัยางพาราเป็นผลิตผลทางการเกษตรสง่ออกเป็นอนัดบัต้นๆ ของประเทศไทยโดยใน
ปี พ.ศ. 2555 มีการส่งออกยางธรรมชาติถึง 2,998,896.904 เมตริกตนั คิดเป็นมลูค่าการส่งออกถึง 
270,153.82 ล้านบาท (ส านกังานปลดักระทรวงพาณิชย์. 2558: online) ซึ่งถือเป็นพืชท่ีมีความส าคญั
ทางเศรษฐกิจอีกชนิดหนึ่ง นอกเหนือจากละหุ่ง (Ricinus) มันส าปะหลัง (Manihot) และ guayule 
(Parthenium argentatum) เป็นต้น (วราภรณ์ ขจรไชยกลู. 2559) โดยยางธรรมชาติท่ีเป็นสินค้าสง่ออก
นัน้ แบ่งได้เป็น 2 ประเภทใหญ่ๆ ได้แก่ ยางแห้งและน า้ยาง  
  2.2.1. ยางแห้ง (Dry Rubber) 
   ยางแห้งเกิดจากการน าน า้ยางสดมาตกตะกอนด้วยกรด ซึ่งนิยมใช้กรดฟอร์มิค และ
กรดอะซิติก เน่ืองจากเป็นกรดอ่อนและไม่ท าให้ยางเสียคุณภาพ อีกทัง้ยังเป็นกรดท่ีไม่ก่อให้เกิด
อนัตรายรุนแรงต่อสขุภาพมนุษย์ แต่อย่างไรก็ตามการตกตะกอนหางน า้ยางให้เป็นยางสกิม ควรใช้
กรดซลัฟริูค และท าการก าจดัความชืน้ออกจากเนือ้ยางหลงัจากตกตะกอนแล้ว เพ่ือป้องกนัการเกิดเชือ้
ราจากยาง (พงษ์ธร แซ่อยุ. 2548; วราภรณ์ ขจรไชยกูล. 2559; วิชิต สวุรรณปรีชา. 2530?) ยางแห้ง
สามารถแบ่งได้ดงันี ้
   2.2.1.1 ยางแผน่ (Rubber Sheet) 
    ยางแผ่นมี 2 แบบคือ ยางแผ่นธรรมดาและยางแผ่นรมควนั โดยกรรมวิธีการท า
ยางแผ่นนัน้ท าโดยการเจือจางน า้ยางดิบให้มีเนือ้ยางจาก 30% ให้เหลือ 12 – 18% หลงัจากนัน้เติม
กรดเพ่ือท าให้เนือ้ยางจับตวักันและแยกออกจากน า้ จากนัน้น ายางมาผ่านเคร่ืองรีด และท าการไล่
ความชืน้ออกโดยสามารถท าได้ 2 แบบคือ น ายางแผ่นไปตากแดด หรือผึ่งในอากาศร้อน และน าไป
รมควนัท่ีอณุหภมูิ 60 – 70 องศาเซลเซียส จนกวา่แผน่ยางจะแห้ง (พงษ์ธร แซ่อยุ. 2548) 
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   2.2.1.2 ยางเครฟ (Crepe Rubber) 
    ยางเครฟเป็นยางท่ีผา่นกระบวนการรีดด้วยเคร่ืองเครฟ (creping machine) โดย
ยางท่ีจะน ามาท ายางเครฟมาจากน า้ยางสดหรือยางท่ีเร่ิมจบัตวักนัเป็นก้อนแล้ว อาทิ ยางก้นถ้วย เศษ
ยางท่ีติดบนเปลือกไม้ เป็นต้น ซึ่งยางเครฟท่ีได้จะมีคณุภาพแตกต่างกนัไปตามปริมาณของสิ่งเจือปน
ภายในเนือ้ยาง โดยยางเครฟขาวจดัเป็นยางเครฟท่ีมีคณุภาพสงู (พงษ์ธร แซ่อยุ. 2548; วราภรณ์ ขจร
ไชยกลู. 2549) 
   2.2.1.3 ยางแท่ง (Technically Classified Rubber) 
    ยางแท่งเป็นยางท่ีถูกใช้เป็นวัตถุดิบส าหรับผลิตภัณฑ์ยางอย่างแพร่หลายใน
ปัจจบุนัเน่ืองด้วยยางแท่งมีคณุภาพอย่างสม ่าเสมอกว่ายางแผน่และยางเครฟ อีกทัง้มีการรับรองและ
ผา่นการทดสอบคณุภาพตามหลกัวิชาการ ตา่งจากยางแผน่และยางเครฟท่ีใช้สายตาในการตรวจสอบ
คณุภาพของยาง โดยประเทศไทยได้มีก าหนดมาตรฐานออกมาแล้วให้ช่ือยางแท่งวา่ “Standard Thai 
Rubber หรือ STR” (วราภรณ์ ขจรไชยกลู. 2549) 
  2.2.2. น า้ยาง 
   น า้ยางได้จากการกรีดต้นยางพาราโดยตรง น า้ยางสดสว่นมากมีน า้เป็นองค์ประกอบ
คอ่นข้างสงูโดยมีเนือ้ยางเพียง 20 – 45% แตกตา่งกนัไปตามสภาวะท่ีปลกูต้นยางพารา ดงันัน้น า้ยางท่ี
ได้จึงไมเ่หมาะท่ีจะท าการขนสง่เน่ืองจากสิน้เปลืองค่าใช้จ่ายในการขนสง่ ตลอดจนการน าไปผลิตเป็น
ผลิตภณัฑ์ตา่งๆ จากเหตผุลข้างต้นจึงมีการผลิตน า้ยางข้น (Concentrated Latex) โดยการน ายางสด
มาผา่นกระบวนการป่ันเหว่ียงท าให้มีสว่นของเนือ้ยางเพ่ิมขึน้เป็น 60% เหมาะแก่การน าไปแปรรูปเป็น
ผลิตภณัฑ์ท่ีหลากหลาย อาทิถงุมือ ลกูโป่ง และถงุยางอนามยั เป็นต้น โดยในน า้ยางสดนัน้ไมไ่ด้มีเพียง
เนือ้ยางเท่านัน้ยังมีส่วนประกอบของสารอินทรีย์อีกมากมาย เช่น โปรตีน  และฟอสโฟลิปิด 
(phospholipid) ซึ่งเป็นอาหารอย่างดีของจลุินทรีย์ (พงษ์ธร แซ่อยุ. 2548) จึงต้องมีการเติมแอมโมเนีย 
รวมไปถึงอาจเพ่ิมสารอ่ืนๆ เช่น Thiurum Disulpohide (TMTD) และ Zinc Oxide หรือกรดบอริค     
เป็นต้น (วราภรณ์ ขจรไชยกูล. 2557) เพ่ือเป็นการป้องกนัไมใ่ห้จลุินทรีย์ และลดการเน่าเสียท่ีสง่กลิ่น
เหมน็อีกด้วย  
   ในการผลิตน า้ยางข้นเร่ิมโดยน าน า้ยางสดมาป่ันเหว่ียงจากนัน้จะได้หางน า้ยาง และ
เมื่อน าหางน า้ยางมาเติมด้วยกรดซลัฟูริกจะเกิดการจบัตวักันของเนือ้ยางได้เป็นกลายเป็นสกิมเครฟ 
(Skim Crepe) หรือ สกิมบล็อก (Skim block) ดังภาพประกอบ 1 ทัง้นีจ้ะเห็นได้ว่า ในระหว่าง
กระบวนการผลิตยางสกิมท่ีเกิดขึน้นัน้จะมีส่วนของซีรัมท่ีเป็นน า้เสียท่ีเกิดขึน้ โดยในซีรัมท่ีเกิดขึน้นีม้ี
สารอาหารท่ีเหมาะสมตอ่การเลีย้งจลุินทรีย์ ซึ่งสามารถน ามาใช้ในการผลิตเอนไซม์ด้วยเชือ้จลุินทรีย์ได้
เพ่ือเพ่ิมมลูคา่ของซีรัมท่ีจะกลายเป็นน า้เสีย 
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ภาพประกอบ 1 แผนภาพการผลิตน า้ยางข้น 
 
 ท่ีมา : กรมควบคมุมลพิษ. (2548). แนวปฏิบติัที่ดีดา้นการป้องกนัและลดมลพิษอตุสาหกรรม
น ้ายางขน้. หน้า 3
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2.3 พลาสตกิย่อยสลายได้ทางชีวภาพ (Biodegradable Plastics)  
 ในปัจจุบันพลาสติกถูกน าไปประยุกต์ใช้ได้อย่างหลากหลายในชีวิตประจ าวนั และในด้าน
อตุสาหกรรม เช่น แก้วน า้ จาน ช้อน ซ้อม และถงุพลาสติก เป็นต้น ท าให้มีการใช้พลาสติกเป็นปริมาณ
มากและอย่างกว้างขวาง ส่งผลให้เกิดขยะพลาสติกเป็นจ านวนมากและการก าจัดขยะเหล่านีย้ัง
ก่อให้เกิดปัญหาสิ่งแวดล้อมอีกทางหนึ่ง เน่ืองด้วยคณุสมบัติทางกายภาพและเคมีของพลาสติกท่ีมี
ความยืดหยุ่น ความแขง็แรง ทนตอ่กรดและเบส อีกทัง้ยงัทนตอ่การย่อยสลายของจลุินทรีย์ในธรรมชาติ
อีกด้วย (จฑุากานต์ บญุมี. 2555: 15-19) จึงมีการพฒันาเป็นพลาสติกท่ีมีความสามารถย่อยสลายได้
ทางชีวภาพ (Biodegradable Plastics) หรือ พลาสติกชีวภาพ (Bio-plastics) และในหลายๆ ประเทศ
หันมานิยมและเลือกใช้ถุงพลาสติกท่ีย่อยสลายได้ทางชีวภาพเพ่ิมสูงขึน้  จึงมีการก าหนดหรือ            
การรับรองเพ่ือให้ผู้ใช้รับทราบวา่ พลาสติกท่ีใช้อยู่นัน้มีความสามารถในการย่อยสลายทางชีวภาพ โดย
การรับรองนัน้สรุปไว้ดงัตาราง 1 
 พลาสติกท่ีมีความสามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพมีค านิยามท่ีหลากหลาย โดยแต่ละ
หน่วยงานให้ค านิยามดงันี ้
  The American Society for Testing and Standardization หรือ ASTM ให้ค านิยามตาม 
ASTM D6400-99 ว่า “พลาสติกท่ีมีความสามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพเป็นพลาสติกท่ีถูกย่อย
สลายด้วยกระบวนการของจลุินทรีย์ในธรรมชาติ เช่น แบคทีเรีย รา และสาหร่าย” (Mark. 2007) 
  The International Organization for Standardization หรือ ISO ให้ค านิยามตาม ISO 
472: 1988 (1988) ว่า “พลาสติกท่ีมีความสามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพเป็นพลาสติกท่ีได้รับการ
ออกแบบให้มีการเปลี่ยนโครงสร้างทางเคมีภายใต้สภาวะท่ีมีความจ าเพาะ โดยสง่ผลให้พลาสติกมีการ
เสียคุณสมบัติบางประการ ซึ่งอาจมีวิธีการวดัคณุสมบัติได้ด้วยหลายหลายวิธี โดยวิธีการทดสอบ
มาตรฐานของพลาสติกและระยะเวลาของการใช้งานของพลาสติก ซึ่งแต่ละวิธีจะแตกต่างกนัตามแต่
ละชนิดของพลาสติก โดยผลของการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างทางเคมี นีเ้กิดจากกระบวนการของ
จลุินทรีย์” (Agrotech international. 2015: Online) 
  The German Deutsches Institut für Normung หรือ DIN ให้ค านิยามตาม DIN FNK 
103.2 (1993) ว่า “พลาสติกท่ีเรียกว่าสามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพนัน้  พลาสติกต้องผ่าน
กระบวนการย่อยสลายทางชีวภาพได้อย่างสมบรูณ์กลายเป็นสารประกอบอินทรีย์ โดยสภาวะแวดล้อม
และอัตราการย่อยสลายทางชีวภาพถูกตรวจวัดด้วยวิธีทดสอบ” (Agrotech international. 2015: 
Online) 
  The European Committee for Standardization ห รือ  CEN ใ ห้ค า นิยามตาม CEN 
(1993) ว่า “วสัดท่ีุย่อยสลายได้จะถูกย่อยสลายได้ด้วยกระบวนการของจุลินทรีย์ และวสัดท่ีุถูกย่อย
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สลายแล้วจะถูกเปลี่ยนไปเป็น น า้ ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ และ/หรือ มีเทน และชีวมวล” (Agrotech 
international. 2015: Online) 
  The Biodegradable Plastics Society of Japan หรือ BPS ให้ค านิยามตาม BPS Japan 
(1994) ว่า “พลาสติกท่ีมีความสามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพเป็นวสัดท่ีุเป็นพอลิเมอร์ซึ่งจะถกูเป็น
ให้เป็นสารประกอบท่ีมีน า้หนักโมเลกุลท่ีเล็กลงอย่างน้อย 1 ขัน้  ในกระบวนการย่อยสลายนัน้เป็น
กระบวนการท่ีเก่ียวข้องกับการเมทาบอลิซึมของจุลินทรีย์ตามธรรมชาติ ”(Agrotech international. 
2015: Online) 
 
2.4 การแบ่งประเภทของพลาสตกิย่อยสลายได้ทางชีวภาพ   
 พลาสติกท่ีย่อยสลายได้ทางชีวภาพเป็นพวกท่ีมพืีน้ฐานจากชีวภาพ (biobase) หรือ สามารถ
ย่อยสลายได้ทางชีวภาพ (Biodegradation) หรือมีคณุสมบตัิทัง้สอง โดยพลาสติกชีวภาพท่ีมีพืน้ฐาน
จากชีวภาพ จะท าขึน้จากวสัดชีุวมวล (Biomass) เช่น ข้าวโพด อ้อย หรือเซลลโูลส เป็นต้น โดยการ
ย่อยสลายได้ทางชีวภาพนัน้เป็นกระบวนการเปลี่ยนแปลงคณุสมบตัิของพลาสติกทัง้ทางเคมีและทาง
กายภาพจากปัจจัยต่างๆ ภายในสิ่งแวดล้อม และจะถูกดดูซึมและย่อยสลายโดยกระบวนการของ
จุลินทรีย์ให้กลายเป็นองค์ประกอบทางธรรมชาติ ได้แก่ น า้ คาร์บอนไดออกไซด์ และชีวมวล 
(European bioplastics. 2015: Online)  ซึ่งแบ่งพลาสติกท่ีย่อยสลายได้ทางชีวภาพออกเป็น 4 กลุม่ 
ตามแหลง่ท่ีมาของมอนอเมอร์คือ ผลผลิตทางการเกษตร จากการสกดัจากจลุินทรีย์ จากมอนอเมอร์ท่ี
ได้จากกระบวนการทางเทคโนโลยีชีวภาพและจากสารประกอบท่ีเกิดขึน้จากมอนอเมอร์ของปิโตรเลียม 
หรือจะแบ่งออกเป็น 2 กลุม่ใหญ่ๆ คือ (1) พอลิเมอร์จากการเกษตร (Agro-polymer) และ (2) พอลิเอส
เทอร์ทางชีวภาพ (Biopolyester) ซึ่งแสดงได้จากภาพประกอบ 2 ส่วนใหญ่แล้วมักเป็นพลาสติก
ประเภทไบโอพอลิเอสเทอร์ เช่น พอลิไฮดรอกซิแอลคาโนเอต (Polyhydroxy-alkanoates หรือ PHA), 
พอลิคาโพลแลคโตน (Polycaprolactones หรือ PCL) และ พอลิแลคติกแอซิด (Polylactic acid หรือ 
PLA) เป็นต้น 
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ตาราง 1 การรับรองพลาสติกท่ีย่อยสลายได้ของแตล่ะประเทศ 
 

ตวัการรับรอง มาตรฐานอ้างอิง สญัลกัษณ์ 
Australia Bioplastics Association (Australia) 
www.bioplastics.org.au 

EN 13432: 2000 
 

 

 

Association for Organics Recycling (UK) 
www.organics-recycling.org.uk 

EN 13432: 2000 
 

Polish Packaging Research and Development 
Centre (Poland) www.cobro.org.pl/en 

EN 13432: 2000 

DIN Certco (Germany) 
www.dincertco.de/en/ 

EN 13432: 2000 

Keurmerkinstituut (the Netherlands) 
www.keurmerk.nl 

EN 13432: 2000 

Vincotte (Belgium) 
www.okcompost.be 

EN 13432: 2000 

 
Jätelaito-syhdistys (Finland) 
www.jly.fi 

EN 13432: 2000 

 
Certiquality/CIC (Italy) 
www.compostabile.com 

EN 13432: 2000 

 
Biodegradable Products Institute (USA) 
www.bpiworld.org 

ASTM D 6400-04 

 
Bureau de normalisation du Que´bec 
(Canada) 
www.bnq.qc.ca 

BNQ 9011-911/2007 
 

 
Japan BioPlastics Association (Japan) 
www.jbpaweb.net 

Green Plastic Certification 
System 

 
  
 ท่ีมา : Sin; Rahmat; & Rahman. (2013). Overview of Poly(lactic Acid). In Handbook of 
Biopolymers and Biodegradable Plastics. pp. 21-22. 

 

http://www.bioplastics.org.au/
http://www.organics-recycling.org.uk/
http://www.cobro.org.pl/en
http://www.keurmerk.nl/
http://www.okcompost.be/
http://www.jly.fi/
http://www.compostabile.com/
http://www.bpiworld.org/
http://www.bnq.qc.ca/
http://www.jbpaweb.net/
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ภาพประกอบ 2 แผนภาพการจดัจ าแนกประเภทของพลาสติกท่ีย่อยสลายได้ทางชีวภาพ 
 
 ท่ี ม า  :  Avérous.  ( 2013) .  Synthesis, Properties, Environmental and Biomedical 
Applications of Polylactic Acid. In Handbook of Biopolymers and Biodegradable Plastics. p. 
172. 
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2.5 พอลิแลคตกิแอซิด (Polylactic acid หรือ PLA) 
 พอลิแลคติกแอซิดหรือพอลิแลคไทด์ (PLA) เป็นพอลิเมอร์ชนิดพอลิเอสเทอร์มีสตูรทางเคมี
เป็น (C3H4O2)n สงัเคราะห์ขึน้จากกรดแลคติก ซึ่งผลิตได้จากการหมกัด้วยจลุินทรีย์หรือการสงัเคราะห์
ทางเคมี จากภาพประกอบ 3 จะเห็นได้วา่การผลิตกรดแลคติกโดยวิธีการทางเคมี และการใช้จลุินทรีย์
พบว่า การใช้จุลินทรีย์สามารถผลิตกรดแลคติกท่ีมีโครงสร้างเป็น กรดแอลแลคติกหรือกรดดีแลคติก 
(L- หรือ D-lactic acid) ดงัภาพประกอบ 4 แตส่ าหรับการผลิตกรดแลคติกทางเคมีพบวา่ กรดแลคติกท่ี
ได้มีโครงสร้างเป็นกรดแอลแลคติกและกรดดีแลคติกผสมกนั ดงันัน้การผลิตกรดแลคติกด้วยจุลินทรีย์
นัน้ได้กรดแลคติกท่ีมีความบริสทุธ์ิมากกวา่การสงัเคราะห์ทางเคมี จึงนิยมใช้จลิุนทรีย์ในการผลิต อีกทัง้
กรดแลคติกท่ีได้จากการหมกันัน้เมื่อน าไปสงัเคราะห์เป็นพอลิแลคไทด์นัน้จะได้ PLA ท่ีมีความเป็นผลกึ
สงูอีกด้วย (Wee; Kim; & Ryu. 2006: 163-172) 
 กรดแลคติกซึ่งเป็นผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากการหมกัผลิตผลทางเกษตร เช่น มนัส าปะหลงั ข้าว 
และข้าวโพด ด้วยจุลินทรีย์ (Sukkhum. 2010) ซึ่งจัดเป็นวสัดหุมนุเวียนทางการเกษตร ส่งผลให้พอลิ
แลคไทด์ถือเป็นวัสดุท่ีเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม โดยพอลิแลคไทด์สามารถสังเคราะห์ได้จาก 3 
กระบวนการ ได้แก่ ปฏิกิริยาการควบแน่นเป็นพอลิเมอร์โดยตรง (direct polymerization reaction) 
ปฏิกิริยากระบวนการกลัน่แบบ azeotropic (Azeotropic dehydration condensation) และกระบวนการ
สงัเคราะห์พอลิเมอร์แบบเปิดวง (ring-opening polymerization) ดงัภาพประกอบ 5 
 คณุสมบัติของพอลิแลคไทด์ มีความหลากหลายเน่ืองจากหมู่เมทิลท่ีอยู่บนต าแหน่งแอลฟา
ของอะตอมคาร์บอน ด้วยโครงสร้างแบบ L- Lactide D- Lactide และ DL-Lactide ตามรูปประกอบ 6 
โดย แอลแลคไทด์ผลิตจากกรดแอลแลคติก และ DL-Lactide สงัเคราะห์จากการผสมของกรดดีแล
คติกและกรดแอลแลคติก ซึ่งโดยทั่วไปกรดแลคติกท่ีได้จากการหมกัโดยจลุินทรีย์นัน้จะอยู่ในรูปของ
กรดแอลแลคติกเป็นส่วนใหญ่ และพอลิแอลแลคไทด์ (Poly(L-lactide) หรือ PLLA) ท่ีได้จะมีจุด
หลอมเหลว (melting point หรือ Tm) อยู่ระหวา่ง 160-180 องศาเซลเซียส (Jiang; &  Zhang. 2013)  
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ภาพประกอบ 3 อธิบายถึงการผลิตกรดแลคติก 
 
การผลิตกรดแลคติกแบบสงัเคราะห์ทางเคมี (a) และการหมกัด้วยจุลินทรีย์ (b) โดย SSF หมายถึง 
simultaneous saccharification and fermentation  
 
 ท่ีมา : Wee; Kim; & Ryu. (2006). Biotechnological Production of Lactic Acid and Its 
Recent Applications. In Food Technol. Biotechnol. p. 164. 

 

 
 

ภาพประกอบ 4 โครงสร้างของกรดแลคติก 
 

 ท่ีมา : Tsuji. (2005). Poly(lactide) Stereocomplexes: Formation, Structure, Properties, 
Degradation, and Applications. In Macromolecular Bioscience. p. 571. 
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ภาพประกอบ 5 วิธีการสงัเคราะห์ PLA ให้มีน า้หนกัโมเลกลุสงู 
 

 ท่ีมา Avérous. (2013). Synthesis, Properties, Environmental and Biomedical Applications 
of Polylactic Acid. In Handbook of Biopolymers and Biodegradable Plastics. p. 173. 
 

 
 

ภาพประกอบ 6 โครงสร้างของแลกไทด์ 
 

 ท่ีมา : Sin; Rahmat; & Rahman. (2013). Applications of Poly(lactic Acid). In Handbook 
of Biopolymers and Biodegradable Plastics. p. 55. 
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ตาราง 2 คณุสมบตัิของพอลิแลคไทด ์
 

 Nature works PLA Biomer L9000 
 คุณสมบัตเิชงิกายภาพ   
Melt flow rate (g/10 min) 4.3–2.4 3–6 
Density (g/cm3) 1.25 1.25 
Haze 2.2  
Yellowness index 20–60  
 คุณสมบัตเิชงิกล   
Tensile strength at yield (Mpa) 53 70 
Elongation at yield (%) 10–100 2.4 
Flexular modulus (Mpa) 350–450 3600 
  คุณสมบัตเิชงิความร้อน   
HDT (°C) 40–45, 135  
VICAT Softening point (°C)  56 
GTT (°C) 55–56  
Melting point (°C) 120–170  

 
 ท่ีมา Nampoothiri; Nair; & John. (2010). An overview of the recent developments in 
polylactide (PLA) research. In Bioresource Technology. 101: p. 8496 
 
2.6 การประยุกต์ใช้พอลิแลคไทด์ หรือ PLA 
  พอลิแลคไทด์เป็นพอลิเมอร์ชนิดเทอร์โมพลาสติก ท่ีมีคุณสมบัติเป็นเอกลักษณ์ท่ีดี มี
ความแข็งแรงเชิงกลท่ีสงู และมีความเป็นพิษท่ีต ่า อีกทัง้มีคุณสมบัติเป็น barrier ซึ่งสามารถน าไป
ประยกุต์ใช้งานได้หลากหลาย เช่น น าไปผลิตเป็นเส้น ฟิล์มแผน่และลกัษณะแบบสามมิติ ด้วยวิธี fiber 
drawing, film blowing, extrusion และ injection molding เป็นต้น ด้วยคณุสมบตัิท่ีหลากหลายของ 
PLA จึงมีการประยกุต์ใช้ได้หลากหลายเช่นกนั โดยอาจแบ่งการใช่งานของ PLA ได้ดงันี ้
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  2.6.1. เคร่ืองนุ่งห่ม และสิ่งทอ 
   พอลิแลคไทด์มีคณุสมบตัิท่ีสามารถกลายเป็นเส้นใยได้ สง่ผลให้น าไปผลิตเป็นผ้าได้ 
อีกทัง้มีการระบายอากาศและเนือ้สัมผัสท่ีสบายพอๆ กับเส้นใยท่ีได้จาก PET (Sin; Rahmat; & 
Rahman. 2013b) เน่ืองด้วยคุณสมบัติท่ีกล่าวมานี  ้จึงสามารถน ามาท าเป็นเคร่ืองนุ่งห่ม หรือ
ผลิตภณัฑ์อ่ืนๆ ท่ีท าจากผ้า ซึ่งมีบริษัท Kanevo, Ltd สญัชาติญ่ีปุ่ น เป็นบริษัทท่ีมีการผลิตเส้นใยของ 
PLA ด้วยเคร่ืองหมายการค้าคือ LACTRONTM ได้แสดงเสือ้ผ้าในงาน Nagano Olympics ภายใต้หวัข้อ 
“แฟชนัส าหรับโลก” (Sukkhum. 2010) 
  2.6.2. ด้านการแพทย์ 
   PLA และ PLGA (Polylactide-Co-Glycolide) นัน้มีความเข้ากันได้กับเนือ้เ ย่ือ
สิ่งมีชีวิต แต่อย่างไรก็ตามก็ยงัมีข้อจ ากดัอยู่เฉพาะโครงสร้างในรูปแบบ PLLA เท่านัน้ เน่ืองจากสตัว์
เลีย้งลกูด้วยนมนัน้สามารถสลายได้แต ่PLLA เท่านัน้ โดยถกูน ามาท าเป็น ไหมละลายเย็บแผล กระดกู
และข้อตอ่เทียม เป็นต้น (Sin; Rahmat; & Rahman. 2013b) 
  2.6.3. ด้านเภสชักรรม 
   คุณสมบัติในการย่อยสลายได้ทางชีวภาพของพอลิแลคไทด์เป็นแรงบันดาลใจใน
การศึกษาการควบคมุระบบการส่งผ่านยาภายในร่างกาย โดยคณุสมบัติของพอลิแลคไทด์ท่ีมีความ
บริสทุธ์ิสงูจะมีความเป็นผลกึท่ีสงูและใช้เวลานานในการสลายระหวา่งท่ียาออกฤทธ์ิ (Sin; Rahmat; & 
Rahman. 2013b)  
  2.6.4. บรรจภุณัฑ์ 
   Cargill Dow’s Nature WorkTM เป็นเคร่ืองหมายการค้าของพอลิแลคไทด์ท่ีเป็นพอลิ
เมอร์ย่อยสลายได้ท่ีถูกใช้อย่างกว้างขวางทัง้เป็นบรรจุภณัฑ์ส าหรับอาหารในช่วงแรกๆ  และมีการ
พฒันาเป็นแผน่ฟิล์ม และเส้นใย (Sukkhum. 2010) โดยตาราง 4 อธิบายภาพรวมของตวัอย่างและการ
ประยกุต์ใช้พอลิแลคไทด์อย่างหลากหลาย รวมไปถึงบริษัทท่ีผลิต 
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ตาราง 3 ตวัอย่างของการประยกุต์ใช้พอลิแลคไทด์ 
 

บริษัท ขอบเขตของการประยกุต์ใช้ ผลิตภณัฑ์ตามท้องตลาด 
CL Chemical Fibers ผ้าสปันบอนด์ ประยกุต์ใช้ทางการแพทย์ กระเป๋า

และ สิง่ทอ 
Dyne-a-Pak ถาดโฟมรองเนือ้ Dyne-a-Pak Nature™ถาด 
Bodin (France) ถาดโฟม ถาดรองส าหรับเนือ้ ปลา และชีส 
CDS srl อปุกรณ์ในการทานอาหาร มีด ช้อน ซ้อม 
Cargo Cosmetics ปลอก ปลอกส าหรับเคร่ืองส าอาง 
DS Technical Nonwoven พรมส าหรับงานตกแต่ง Ecopunch® พรม 
Natures Organics ขวดพอลแิลคไทด์ ขวดแชมพใูนประเทศออสเตรเลยี 
Naturally Iowa EarthFirst® ฉลากแบบปลอกหด ฉลากของขวด Yogurt 7.0 
Priori บรรจภุัณฑ์เคร่ืองส าอาง CoffeeBerry® 

Frito-Lay บรรจภุัณฑ์แบบถงุ SunChips® 

Ahlastrom ผ้าใยสงัเคราะห์ ถงุชา         
TelecomItalia and MID  
product designstudio 

ปลอกส าหรับอปุกรณ์อิเลก็โทรนิค โทรศพัท์ไร้สาย 
 

Carrefour Belgium แผ่นฟิล์ม แผ่นฟิล์มใสส าหรับคมุถาด 
Kik & Boo เส้นใย ของเลน่ที่ท าจากเส้นใย PLA  
Stilolinea เคร่ืองเขียน ปากกา 
Company เส้นใย ผ้าคมุเตียง ปลอกหมอน 
Valor Brands เส้นใย DiapersdNatural Choice™ 

Kimberly-Clark เส้นใย Huggies® Pure และ Natural 
diapers 

Fujitsu เคสคอมพิวเตอร์ FMV-BIBLO notebook 
Toyota 
 

ยานยนต์ Toyota Eco-Plastic-spare tire 
covers และ floor mats 

Bioserie ปลอกส าหรับอปุกรณ์อิเลก็โทรนิค iPhone covers 

 
 ท่ีมา : Sin; Rahmat; & Rahman. (2013a). Overview of Poly(lactic Acid). In Handbook 
of Biopolymers and Biodegradable Plastics. pp. 24-29 
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2.7 จุลินทรีย์ที่มีความสามารถย่อยสลายพอลิแลคไทด์ 
 พอลิแลคไทด์สามารถถกูย่อยสลายได้ตามธรรมชาติ ซึ่งจะเกิดการย่อยสลายได้หรือไมข่ึน้อยู่
กบัปัจจยัทางกายภาพ การเกิดปฏิกิริยาทางเคมี และการเมทาบอลิซึมของจลุินทรีย์ (Chuensangjun; 
Pechyen; & Sirisansaneeyakul. 2013: 73-82) ซึ่งในปัจจบุันนีม้ีรายงานท่ีกลา่วถึงแบคทีเรียในกลุม่
ของแอคติโนมัยสีท (actinomycetes) และแบคทีเรียท่ีชอบอุณหภูมิสูง (thermophilic bacteria) มี
ความสามารถในการย่อยสลายพอลิแลคไทด์ เช่น Actinomadura keratinilytica, Bacillus brevis,    
B. stearothermophilus, B. licheniformis, Laceyella sacchari, Micromonospora echinospora, 
M. viridifaciens, Nonomureae fastidiosa, Nonomureae terrinata, Geobacillus thermocatenulatus 
และ Thermoactinomyces vulgaris (Sukkhum; Tokuyama; & Kitpreechavanich. 2012: 92-99; 
Kim; et al. 2008: 234-239; Sakai; et al. 2001: 298-300; Tomita; Kuroki; & Nagai. 1999: 752-
755; & Tomita; et al. 2004: 433-438) ในปี ค.ศ. 1997 มีรายงานของ Pranamuda และคนอ่ืนๆ ได้
รายงานครัง้แรกกล่าวว่า Amycolatopsis สายพันธุ์ HT-32 มีความสามารถสร้างวงใส (clear zone) 
บนอาหารแขง็ท่ีผสมพอลิแลคไทด์ โดยแบคทีเรียนีม้ีสามารถย่อยสลายฟิล์มพอลิแลคไทด์ปริมาณ 60 
มิลลิกรัมในอาหารเหลวเมื่อเวลาผ่านไปแล้ว 14 วนั (Pranamuda; Tokiwa; & Tanaka. 1997: 1637-
1640) และนอกจากนีพ้บว่ายังมีจลุินทรีย์อีกหลากหลายชนิดท่ีมีความสามารถในการย่อยสลายสาย
พอลิแลคไทด์ดงัแสดงในตาราง 5  
 มีรายงานว่า Amycolatopsis sp. สายพันธุ์ HT-32 มีความสามารถในการย่อยสลายพอลิ
แลคไทด์และ silk fibroin ได้ (Tokiwa; Konno; & Nishida. 1999: 355-356) และรายงานของ Jarerat 
และ Tokiwa กล่าวว่าโครงสร้างของกรดแอลแลคติกของพอลิแลคไทด์มีความคล้ายคลึงกบัโครงสร้าง
แอลอะลานิน (L-alanine) ของ silk fibroin (Jarerat; & Tokiwa. 2001: 136-140) ดงัภาพประกอบ 7 
โดยแอลอะลานินเป็นกรดอะมิโนท่ีเป็นองค์ประกอบหลกัของ silk fibroin ซึ่ง silk fibroin มีล าดบัของ
กรดอะมิโนดงันี ้(Gly–Ala)2—Gly—Ser–Gly–(Ala)2–Gly– [Ser—Gly–(Ala–Gly)n]8-Tyr โดยท่ี n โดย
ส่วนใหญ่เป็น 2 (Jarerat; Tokiwa; & Tanaka. 2004: 136-146) นอกจากนีย้ังมีรายงานอีกว่า 
Amycolatopsis สายพันธุ์  KT-s-9 มีความสามารถในการย่อย silk fibroin ได้และยังสามารถย่อย
สลายพอลิแอลแลกไทด์ได้ (Sukkum. 2010) โดยการย่อยสายพอลิแลคไทด์ของจลุินทรีย์ อาจเกิดจาก
การจดจ าโครงสร้างต าแหน่งซ า้ๆ ของกรดแอลแลคติกของพอลิแลคไทด์ท่ีมีความคล้ายคลงึกบัแอลอะ
ลานินภายใน silk fibroin ดงัภาพประกอบ 8 
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ตาราง 4 จลุินทรีย์ท่ีมีความสามารถย่อยสลายพอลิแลคไทด์และวิธีในการตรวจสอบ 
 

สายพนัธุ์ของจลุนิทรีย์ วิธีการตรวจสอบการย่อยสลาย PLA อ้างอิง 
Amycolatopsis sp. HT 32 น า้หนักของแผ่นฟิล์ม PLA ที่ลดลงและ

ปริมาณกรดแลคติกที่เกิดขึน้ 
Pranamuda; Tokiwa; & 
Tanaka. (1997) 

Amycolatopsis sp. 3118 น า้หนักของแผ่นฟิล์ม PLA ที่ลดลงและ
ปริมาณกรดแลคติกที่เกิดขึน้ 

Ikura; & Kudo. (1999) 

Amycolatopsis sp. KT-s-9  วิธีการเกิดวงใสบนอาหารแข็ง Tokiwa; Kono; & Nishida. 
(1999) 

Amycolatopsis sp. 41 น า้หนักของแผ่นฟิล์ม PLA ที่ลดลงและ
ปริมาณกรดแลคติกที่เกิดขึน้ 

Pranamuda; Tsuchii; & 
Tokiwa. (2001) 

Amycolatopsis sp. K104-1  วิธีวดัความขุ่น Nakamura; et al. (2001) 
Lentzea waywayandensis น า้หนักของแผ่นฟิล์ม PLA ที่ลดลงและ

ปริมาณกรดแลคติกที่เกิดขึน้ 
Jarerat; & Tokiwa (2003) 

Kibdelosporangium aridum น า้หนักของแผ่นฟิล์ม PLA ที่ลดลงและ
ปริมาณกรดแลคติกที่เกิดขึน้ 

Jarerat; et al. (2003) 

Tritirachium album 
ATCC 22563 

น า้หนักของแผ่นฟิล์ม PLA ที่ลดลงและ
ปริมาณกรดแลคติกที่เกิดขึน้ 

Jarerat; & Tokiwa (2001) 

Brevibacillus การเปลี่ยนแปลงโมเลกุลของ PLA และ
ความหนืด 

Tomita; Kuroki; & Nagai. 
(1999) 

Bacillus stearothermophilus การเปลี่ยนแปลงโมเลกุลของ PLA และ
ความหนืด 

Tomita; et al., (2003) 

Bacillus smithii PL 21 การเปลี่ยนแปลงโมเลกุลของ PLA และ
ความหนืด 

Tomita; et al. (2004) 

Bacillus licheniformis PLLA-2  การทดสอบการย่อยสลายทางชีวภาพ  Kim; et al. (2008) 
Paenibacillus amylolyticus  
TB-13 

วิธีวดัความขุ่น Shigeno; et al. (2003) 

Bacillus clausii strain pLA-M4  เทคนิคทางโมเลกลุ  Mayumi; et al. (2008) 
Bacillus cereus pLA-M7  เทคนิคทางโมเลกลุ Mayumi; et al. (2008) 
Treponema denticola pLA-M9  เทคนิคทางโมเลกลุ Mayumi; et al. (2008) 
Paecilomyces  เทคนิคทางโมเลกลุ Sangwan; & Wu. (2008) 
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ตาราง 4 (ตอ่) 
 

สายพนัธุ์ของจลุนิทรีย์ วิธีการตรวจสอบการย่อยสลาย PLA อ้างอิง 
Thermomonospora  เทคนิคทางโมเลกลุ Sangwan; & Wu. (2008) 
Thermopolyspora  เทคนิคทางโมเลกลุ Sangwan; & Wu. (2008) 
Actinomadura keratinilytica T16-1 วิธีการเกิดวงใสบนอาหารแข็ง และวิธีวัด

ความขุ่น 
Sukkhum; et al. (2009) 

Micromonospora echinospora B12-
1 

วิธีการเกิดวงใสบนอาหารแข็ง และวิธีวัด
ความขุ่น 

Sukkhum; et al. (2009) 

Micromonospora viridifaciens  
B7-3 

วิธีการเกิดวงใสบนอาหารแข็ง และวิธีวัด
ความขุ่น 

Sukkhum; et al. (2009) 

Thermomyces lanuginosus น า้หนกัของแผ่นฟิล์ม PLA ที่ลดลง Mehlika; Houlden; & 
Robson. (2014) 

Aspergillus fumigatus น า้หนกัของแผ่นฟิล์ม PLA ที่ลดลง Mehlika; Houlden; & 
Robson. (2014) 

Pseudonocardia sp. RM423 
 

น า้หนกัของแผ่นฟิล์ม PLA ที่ลดลง 
 

Apinya; Sombatsompop; & 
Prapagdee (2015) 

Laceyella sacchari LP175 น า้หนกัของแผ่นฟิล์ม PLA ที่ลดลง Lomthong; et al. (2015) 

 
 ดัดแปลงมาจาก Sukkhum; & Kitpreechavanich (2011). New Insight into Biodegradation 
of Poly ( L- Lactide) , Enzyme Production and Characterization.  In Progress in Molecular and 
Environmental Bioengineering. p. 590 
 

 
ภาพประกอบ 7 โครงสร้างทางเคมีของ (a) กรดแลคติกซึ่งเป็นหน่วยมอนอเมอร์ของพอลิแลคไทด์ และ 
(b) L-alanine ซึ่งเป็นหน่วยของ silk fibroin 
 
 ท่ีมา Jarerat; & Tokiwa. (2001). Degradation of Poly(l-lactide) by a Fungus. Macromol. 
Biosci. p. 140  
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ภาพประกอบ 8 แผนภาพของการเหน่ียวน า การผลิต และการย่อยสลายพอลิแลคไทด์ของเอนไซม์  
 
 ท่ีมา Jarerat; Tokiwa; & Tanaka. (2004). Microbial poly(l-lactide)-degrading enzyme 
induced by amino acids, peptides, and poly( l- amino acids) .  Journal of Polymers and the 
Environment. p. 144 
 

2.8 เอนไซม์ที่มีความสามารถย่อยสลายพอลิแลคไทด์ 
 ในการย่อยสลายพอลิแลคไทด์ทางชีวภาพพบว่า จุลินทรีย์ตามธรรมชาติมีการปลดปล่อย
เอนไซม์ PLA depolymerase ออกมาภายนอกเซลล์ (Li; et al. 2013: 1143-1149) โดยเอนไซม์มี
บทบาทส าคญัเป็นอย่างมากในการย่อยสลายพอลิแลคไทด์ซึ่งเป็นพอลิเอสเทอร์ ซึ่งการย่อยสลาย     
พอลิแลคไทด์นัน้มีอยู่ 2 กระบวนการ โดยล าดบัแรกนัน้เอนไซม์ถกูดดูซบัอยู่บนผิวของซบัสเตรท ตอ่มา
จะมีการสลายพันธะเอสเทอร์ (Ester Bond) ของพอลิแลคไทด์ท าให้ได้กรดแลคติก (Tokiwa; & 
Calabia. 2006: 244-251) และมีรายงานครั ง้แรกของ Williams พบว่าเอนไซม์ proteinase-K, 
bromelain และ pronase มีความสามารถในการย่อยสลายพอลิแอลแลกไทด์ได้   โดยเอนไซม์ 
proteinase-K ถกูผลิตจากรา Tritirachium album และมีความสามารถในการย่อยสลายพอลิแอลแลค
ไทด์และโคพอลิเมอร์ได้ (Pranamuda; Tsuchii; & Tokiwa. 2001: 25-29) และในปี ค.ศ. 2012 มีรายงาน
ของ Sukkhum และคนอ่ืนๆ พบว่าเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์จาก Actinomadura keratinilytica 
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สายพนัธุ์ T16-1 มีความสามารถย่อยสลายผงพอลิแอลแลกไทด์ได้ประมาณ 40% ของน า้หนกัทัง้หมด 
เมื่อถกูบ่มเป็นเวลา 4 วนั (Sukkhum; et al. 2013: 92-99) และในปี 2013 มีรายงานวา่ น า้หนกัของพอ
ลิแลคไทด์หายไปมากกว่า 50% เมื่อถูกบ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อใช้เอนไซม์จาก Amycolatopsis 
orientalis ssp. orientalis (Li; et al. 2013: 1143-1149) 
 เอนไซม์ไลเปสจดัเป็นเอนไซม์ท่ีมีความส าคญัในกลุม่ของเอนไซม์เอสเทอเรส (esterase) ท่ีมี
ความสามารถในการย่อยสลายอะลิฟาติกพอลิเอสเทอร์ (Aliphatic Polyester) โดยเอนไซม์ไลเปสท่ี
สร้างจาก Candida cylindracea และ Rhizopus arrhizus มีความสามารถย่อยสลายสว่นของอะมอร์
ฟัสพอลิเมอร์ (Amorphous Polymer) ของพอลิแลคไทด์ได้ (Tokiwa; Konno; & Nishida. 2000: 33) 
โดยเอนไซม์ไลเปสสามารถย่อยสลายพอลิแลคไทด์ได้ ซึ่งอาจกล่าวได้ว่าเอนไซม์ไลเปสสามารถย่อย
สลายสายอะลิฟาติกพอลิเอสเทอร์ตา่งๆ ท่ีมีอณุหภมูิหลอมเหลวต ่า ไมม่ีอะตอมไครอลคาร์บอน และมี
จ านวนกลุ่มของเมทิลินมากอยู่ระหว่างพนัธะเอสเทอร์ และอะมอร์ฟัสพอลิเมอร์ โดยเอนไซม์ท่ีไม่ใช่
เอนไซม์ไลเปสก็ยังมีความสามารถได้การย่อยสลายพอลิแลคไทด์ได้ โดยสามารถแตกพันธะ          

แอลฟาเอสเทอร์ (α-Ester) ของโครงสร้างท่ีเป็นแอลไอโซเมอร์ โดยเอนไซม์ไลเปสและเอนไซม์ PHB 
depolymerase มีความสามารถได้การแตกพนัธะเอสเทอร์แบบสุม่ตามสายของสบัสเตรท  
 ในการย่อยสลายพอลิแลคไทด์ให้กลายเป็นกรดแลคติกนัน้เป็นกระบวนการหนึ่งของการ
รักษาสภาพแวดล้อมในปัจจบุนั เน่ืองจากการใช้เอนไซม์ในการย่อยสลายมีคณุลกัษณะท่ีมีการท างาน
ท่ีไมรุ่นแรง สะอาด และไมม่ีผลิตภณัฑ์ไมพ่ึ่งประสงค์กลา่วคือ ใช้อณุหภมูิท่ีต ่า ไมม่ีการใช้ตวัท าละลาย
อินทรีย์ และมีความบริสทุธ์ิสงู มีผลิตภณัฑ์เป็นกรดแอลแลคติก หรือ กรดดีแลคติก (Li; et al. 2013: 
1143-1149) อีกทัง้การประยกุต์ใช้เอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์มารีไซเคิลพอลิแลคไทด์ท่ีเป็นของ
เสียให้น ากลบัมาใช้ใหมไ่ด้อีกครัง้ (Jarerat; Tokiwa; & Tanaka. 2006: 726-731) การสงัเคราะห์สาย
พอลิแลคไทด์ในปัจจบุนัเป็นการสงัเคราะห์ทางเคมีซึ่งต้องใช้อณุหภมูิท่ีสงู อีกทัง้ใช้ความดนัสงูอีกด้วย 
จึงมีแนวคิดวา่การสงัเคราะห์พอลิแลคไทด์ด้วยกระบวนการทางชีวภาพ โดยมีการประยกุต์ใช้เอนไซม์
ไลเปสในการเร่งปฏิกิริยา polymerization ในการสงัเคราะห์พอลิแลคไทด์ทดแทนวิธีการสงัเคราะห์ทาง
เคมี เน่ืองจากการกระบวนการสงัเคราะห์และย่อยสลายด้วยสารเคมีในการเร่งปฏิกิริยามีความเป็นพิษ 
ใช้อณุหภมูิสงู และใช้ปฏิกิริยาท่ีรุนแรง (Chuensangjun; Pechuen; & Sirisansaneeyakul. 2013: 73-
82)  
 เมื่อพอลิแลคไทด์ถูกย่อยสลายโดยเอนไซม์ได้มอนอเมอร์เป็นกรดแลคติก หรือโอลิโกเมอร์
สายสัน้ๆ สามารถมาเป็นสารตัง้ต้นในการสังเคราะห์พอลิแลคไทด์ได้อีกครัง้ด้วยกระบวนการ 
polymerization การใช้เอนไซม์ไลเปสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาแทนการใช้สารเคมี แม้ว่าในปัจจบุันวิธีการ
สงัเคราะห์โดยวิธีการนีจ้ะให้ผลผลิตน า้หนักโมเลกุลของพอลิแลคไทด์ท่ีต ่า แต่กระบวนการนีไ้ม่เกิด



23 

ความเ ป็น พิษ  และ เ ป็นกระบวนการ ท่ี เ ป็นมิตรต่อสิ่ ง แวด ล้อม  (Sukkhum; Tokuyama; & 
Kitpreechavanich.  2012:  92-99; Li; et al.  2013:  1143-1149; & Chuensangjun; Pechyen; & 
Sirisansaneeyakul. 2013: 73-82) จึงต้องศกึษาเพ่ือพฒันาตอ่ไปในอนาคต 
 
2.9 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ 
 การผลิตเอนไซม์ด้วยจลุินทรีย์ระดบัห้องปฏิบัติการและอตุสาหกรรมมีความจ าเป็นท่ีจะต้อง
ใช้จลุินทรีย์ในกระบวนการผลิต จึงจ าเป็นต้องหาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับจลุินทรีย์ เพ่ือให้จลุินทรีย์มี
การปลดปลอ่ยเอนไซม์ออกมาได้อย่างมีประสิทธิภาพ ในงานวิจยัมีปัจจยัท่ีหลากหลายท่ีสง่ผลต่อการ
ผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ จึงมีการออกแบบการทดลองโดยวิธีสถิติในการช่วยหาสภาวะท่ี
เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ เพ่ือลดปริมาณของข้อมลูให้น้อยท่ีสดุ อีกทัง้ยงั
ช่วยประหยดัทัง้รายจ่าย เวลา และทรัพยากร 
 2.9.1. การออกแบบของ Packett และ Burman (Packett and Berman design) 
  การออกแบบของ Packett และ Burman ถือเป็นการวางแผนการทดลองแบบแฟกทอ-
เรียล เป็นการวางแผนการทดลองแบบแฟกทอเรียลท่ีมีปัจจยัท่ีมีอิสระต่อกนั เพ่ือคดัเลือกปัจจยัท่ีมีผล
ต่อการทดลองหรือการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์มากท่ีสดุ โดยคดัเลือกจาก 10-20 ปัจจยั
จากการทดสอบเบือ้งต้นให้เหลือ 1-4 ปัจจยั ซึ่งการวางแผนการทดลองรูปแบบนีไ้มต้่องท าการทดลอง
ท่ีมีขนาดใหญ่อีกทัง้ยังช่วยลดจ านวนการทดลองได้อีกวิธีหนึ่ง แต่อย่างไรก็ตามยังมีข้อเสียคือไม่
สามารถศกึษาปฏิสมัพนัธ์ของปัจจยัตา่งๆ ได้  
  การออกแบบการทดลองนัน้จะใช้ 2k factorial arrangement เป็นพืน้ฐานโดยจะมีแบบ
แผนมาตรฐานเป็นแถวแรกของการเร่ิมต้นในการสร้างสิ่งทดลอง ซึ่งพืน้ฐานของแบบแผนมาตรฐาน
แถวแรกแสดงดงัตาราง 5 การออกแบบการทดลองควรเลือก จ านวนข้อมลู (n) ให้มากกวา่คา่ปัจจยัท่ี
ท าการศึกษาเพ่ือสร้าง dummy effect ส าหรับใช้ค านวณหาค่าคลาดเคลื่อนมาตราฐาน (Standard 
Error ;SE) ซึ่งจะต้องน าไปใช้ในการค านวณค่าทางสถิติ t-test ต่อไป นอกจากนีเ้มื่อมีค่า dummy 
variable สูงส่งผลท าให้การประมาณค่า SE ถูกต้องเพ่ิมมากขึน้ซึ่งอย่างน้อยควรมีค่า dummy 
variable 2 ตวั เช่น ต้องการคดัเลือกปัจจยั 4-5 ตวั ให้เลือก N=8 หรือต้องการคดัเลือกปัจจยั 6-9 ตวัให้
เลือก N=12 เป็นต้น 
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ตาราง 5 การออกแบบสิ่งทดลองของ Packett และ Burman 
 

N 
ปัจจยัที่ต้องการกลัน่กรอง 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 

8 + + + - + - -                 
12 + + - + + + - - - + -             
16 + + + + - + - + + - - + - - -         
24 + + + + + - + - + + - - + + - - + - + - - - - 

 
 โดยการออกแบบแผนการทดลองมีการตัง้สมมติฐาน ได้ดงันี ้
  H0 หมายถึง ปัจจยัท่ี Xi ไมม่ีผลตอ่ตวัแปรตาม และ  
  H1 หมายถึง ปัจจยัท่ี Xi มีผลตอ่ตวัแปรตาม 
 

  ซึ่งก าหนดให้เมื่อเปรียบเทียบค่า  t  กับค่า t จากตาราง t ท่ี df = n โดยท่ี n = จ านวน

ของdummy และถ้าคา่  t   คา่ t จากตาราง เป็นการปฏิเสธสมมติฐาน H0 โดยอาจกลา่วได้วา่ปัจจยั
ในการทดลองนัน้มีอิทธิพลตอ่ตวัแปรตาม และในการหาคา่ t สามารถหาได้จากสมการ (1)ดงัตอ่ไปนี ้
 

t =  
Ex

SE
   (1) 
 

  เมื่อ ค่าอิทธิพลของปัจจัย (Ex) ค่าอิทธิพลของ Dummy (Ed) และค่า Standard Error 
(SE) หาได้จากสมการ (2) (3) และ (4) ตามล าดบั 
 

Ex =
∑(sum of plus sign)

n
−

∑(sum of minus sign)

n
   (2) 

 Ed =  
∑(sum of plus sign)

n
 − 

∑(sum of plus sign)

n
   (3) 

SE =  [
∑(Ed)2

n
]

1

2       (4) 
 
  ก าหนดให้ n คือ จ านวนของข้อมลูท่ีประกอบเป็นผลรวม  
 2.9.2. การออกแบบพืน้ผิวตอบสนอง (Response Surface Methodology หรือ RSM) 
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  การออกแบบพืน้ผิวตอบสนองเป็นส่วนหนึ่งของวิชาคณิตศาสตร์และยังเป็นเทคนิคทาง
สถิติ ซึ่งแตเ่ดิมการออกแบบพืน้ผิวตอบสนองพฒันามาจากรูปแบบการตอบสนองการทดลอง (Model 
experimental responses) (Box; & Draper. 1987) โดยการออกแบบพืน้ผิวตอบสนองเพ่ือช่วยในการ
จ าลองรูปแบบการทดลองและวิเคราะห์ปัญหา ซึ่งผลของพืน้ผิวตอบสนองขึน้อยู่กบัปัจจยัท่ีหลากหลาย 
และจดุประสงค์เพ่ือหาสภาวะหรือคา่ปัจจยัท่ีเหมาะสมท่ีสดุของพืน้ท่ีตอบสนอง 
  โดยทั่วไปพืน้ผิวตอบสนองนัน้จะรายงานเป็นรูปกราฟฟิก ดงัภาพประกอบ 9 ซึ่งตวัแปร
ตามจะถูกพล็อตกับระดบัของปัจจัย X1 และ X2 ทัง้นีเ้พ่ือให้มองรูปร่างของพืน้ผิวตอบสนองได้ง่าย
ย่ิงขึน้ จึงท าการพลอ็ตอยู่ในรูปแบบของเส้นโครงร่าง (Contour Plot) ของพืน้ผิวตอบสนอง และปัญหา
ของพืน้ผิวตอบสนองคือ พืน้ผิวตอบสนองสว่นใหญ่นัน้จะไมท่ราบความสมัพนัธ์ของตวัแปรตามและตวั
แปรอิสระ ดงันัน้ในขัน้แรกเพ่ือก าจัดปัญหานัน้ ผู้ท าการวิจัยต้องหาตวัประมาณท่ีเหมาะสมในการใช้
เป็นตวัแทนของการแสดงความสมัพนัธ์ท่ีแท้จริงระหว่าง y (ตวัแปรตาม) และชุดของตวัแปรอิสระโดย
ตวัแปรอิสระมีความสมัพันธ์เชิงเส้นกับแบบจ าลองของพืน้ผิวตอบสนอง ดงันัน้แบบจ าลองพหุนาม
ก าลงัหนึ่งจะเป็นฟังก์ชนัท่ีให้ประเมินความสมัพนัธ์นี ้ตามสมการ (5) 
 

     (5) 
 

  แต่อย่างไรก็ตามถ้าในระบบมีส่วนโค้งมาเก่ียวข้อง ฟังก็ชันของพหุนามท่ีใช้จะมีก าลงัท่ี
สงูขึน้ เช่น พหนุามก าลงัสอง ตามสมการ (6) 
 

  (6) 
 

 โดยปัญหาส่วนใหญ่ท่ีเก่ียวข้องกับพืน้ท่ีผิวตอบสนอง เป็นการหาผลตอบสนองนัน้จะใช้
แบบจ าลองของสมการก าลงัหนึ่งและก าลงัสอง ซึ่งสมการทัง้สองไม่สามารถประมาณความสมัพนัธ์
ของค่าตวัแปรอิสระได้ทัง้หมด โดยถ้าปัจจยัท่ีสนใจอยู่มีพืน้ท่ีผิวขนาดใหญ่ จะมีการออกแบบพืน้พ่ีผิว
ด้วยกันหลายวิธี หนึ่งในวิธีเหล่านัน้คือ การออกแบบส่วนประสมกลาง (Central Composite Design 
หรือ CCD) 
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ภาพประกอบ 9 รูปแบบพืน้ท่ีผิวตอบสนองแบบสามมิติของกิจกรรมของเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลค
ไทด์มีคา่ pH และอณุหภมูิเป็นปัจจยัในการศกึษา 
 
 ท่ีมา Sukkhum; Tokuyama; & Kitpreechavanich.  (2012) .  Poly( l- lactide) -degrading 
enzyme production by Actinomadura keratinilytica T16- 1 in 3 L airlift bioreactor and its 
degradation ability for biological recycle. In Journal of Microbiol and Biotechnology. p. 96 
  
 2.9.3. การออกแบบสว่นประสมกลาง (Central Composite Design หรือ CCD) 
  การออกแบบสว่นประสมกลางเป็นหนึ่งในหลายๆ วิธีของรูปแบบพืน้ผิวตอบสนองเพ่ือใช้
หาสภาวะหรือปัจจยัท่ีเหมาะสมท่ีสดุในการทดลอง โดยเป็นการเพ่ิมส่ิงทดลองระหวา่งระดบัของปัจจัย
ให้เพ่ิมขึน้เพ่ือใช้เป็นแบบจ าลองท่ีมีล าดบัท่ีสงูขึน้จากล าดบัหนึ่งเป็นล าดบัสองและสาม และในการ
ออกแบบส่วนประสมกลางเร่ิมจากการสร้างสิ่งทดลองจาก 2k แฟกทอเรียลแล้วเพ่ิมจุดบนแกน 

coordinate ดังภาพประกอบ 10 โดยมีค่า code level  ซึ่งประกอบไปด้วย  รันแฟกทอเรียล 
(factorial run) หรือจดุแฟกทอเรียล (factorial point) จ านวน nF รัน มีรันแอคเซียล (axial run) หรือจดุ
สตาร์ (star point) จ านวน 2k รัน และมีรันจดุศนูย์กลาง (center run) หรือ (center point) จ านวน nC 
รัน 
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ภาพประกอบ 10 การออกแบบสว่นประสมกลาง 
 
 ก าหนดให้ k=2 (ภาพด้านซ้าย) และ k=3 (ภาพด้านขวา) โดย  หมายถึง Center point  
หมายถึง Factorial point และ  หมายถึง Star point 
 
 ดัดแปลงมาจาก สายชล สินสมบูรณ์ทอง. (2558). ระเบียบวิธีพืน้ผิวตอบสนอง. ใน การ
วางแผนแบบการทดลอง เล่ม 2. หน้า 933  
 
  2.9.3.1. Factorial point โดยมีจ านวนจุดเป็น 2k ซึ่งแต่ละระดบัปัจจยั และมีสญัลกัษณ์
แทนด้วย -1 ซึ่งเป็นระดบัต ่าและ +1 ซึ่งเป็นระดบัสงู ซึ่งในการทดลองของ Factorial point จะสามารถ
แทนด้วยสญัลกัษณ์ ดงันี ้

 
(X1, X2, …, Xi) = (±1, ±1, ..., ±1) 

 
  2.9.3.2. Center point (nC)  โดยต้องมีจ านวนจุดท าซ า้มากกว่า 1 ครั ง้  เ พ่ือน าไป
ค านวณหาคา่ pure error ของการวิเคราะห์ความเหมาะสมของรูปแบบการทดลอง ซึ่งการทดลองของ 
Center point จะสามารถแทนด้วยสญัลกัษณ์ ดงันี ้
 

(X1, X2, ..., Xi) = (0, 0, …, 0) 

X
1

 

X
2

 

X
3

 

X
1

 

X
2

 

0, α 

0, -α 

- α, 0 

α, 0 

0,0 

+1, +1 

-1, -1 +1, -1 

-1, +1 
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  2.9.3.3. Star point โดยมีจ านวนจุดเป็น 2k ซึ่งในแต่ละจุดของ star point มีความห่าง

จากจุด center point เป็น α สามารถค านวณได้จาก α = √2k4
 เมื่อ k คือจ านวนปัจจัยใน

การศกึษา โดยจะแสดงในตาราง 6 ซึ่งการทดลองของ Star point จะสามารถแทนด้วยสญัลกัษณ์ ดงันี ้
 

(X1, X2, ..., Xi) = (±1.68, ±1.68, ±1.68) (เมื่อ k = 3) 
(X1, X2, ..., Xi) = (±1.414, ±1.414) (เมื่อ k = 2) 

 
ตาราง 6 แสดงการก าหนดคา่ α ในแตล่ะจ านวนปัจจยั 

 

จ านวนของปัจจยั จดุแฟกทอเรียล คา่ของ α โดยก าหนดเป็น ±1 
2 22 22/4=1.414 
3 23 23/4=1.682 
4 24 24/4=2.000 
5 25 25/4=2.378 
6 26 26/4=2.828 

  

 จ านวนของชดุการทดลองสามารถค านวณได้จากสมการ (6) 
 

จ านวนของชดุการทดลอง = 2k+2k+nC (6) 
 

โดยก าหนดให้   k  หมายถึง จ านวนปัจจยัในการทดลอง 
    nC  หมายถึง จ านวนซ า้การทดลองท่ีจดุศนูย์กลาง (center point) 
 
 2.9.4. การทดลองปรับตัง้คา่ปัจจยัทีละคา่ (One factor at a time method) 
  วิธีการทดลองนีเ้ป็นหนึ่งในรูปแบบของการออกแบบการทดลองเพ่ือศึกษาปัจจัยหรือ
สาเหตุของการทดลอง โดยวิธีการนีจ้ะท าการทดลองปัจจัยทัง้หมดพร้อมกันในครัง้เดียว ซึ่ง จะ
ปรับเปลี่ยนปัจจยัได้เพียงครัง้ละ 1 ปัจจยัเท่านัน้และคงท่ีของคา่ปัจจยัอื่นๆ ไว้ แตอ่ย่างไรก็ตามในการ
การออกแบบการทดลองทางสถิตินีเ้ป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพในการทดลองหาปัจจยัท่ีเหมาะสมพร้อมๆ 
กันเมื่อต้องการศึกษาหนึ่งหรือมากกว่า และด้วยเหตนีุวิ้ธีการทดลองปรับตัง้คา่ปัจจยัทีละค่าจึงนิยม
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ท าซ า้หลายๆครัง้เพ่ือความแม่นย าของการประมาณค่าของข้อมูล และไม่สามารถประมาณค่า
ความสมัพนัธ์ระหวา่งปัจจยัได้ 
 เน่ืองจากวิธีนีใ้ช้แหลง่ของทรัพยากรเพียงเลก็น้อยส าหรับปริมาณของข้อมลู (ผลการทดลอง)
ท่ีได้รับจากการทดลอง ซึ่งตวัอย่างของแหล่งของทรัพยากร เช่น การทดลอง เวลา และวสัดท่ีุใช้ และ
การทดลองนีอ้าจมีค่าใช้จ่ายท่ีสงู ฉะนัน้เวลาเป็นสิ่งท่ีส าคญัอย่างมากในภาคอตุสาหกรรม โดยการ
ทดลองนีม้ีความแม่นย าเป็นอย่างมากในการประมาณค่าของอิทธิพลของปัจจยัในแต่ละตวั  แต่วิธีนี ้
อาจมีข้อเสียคือต้องการการท าซ า้เพ่ือความแมน่ย าของผลการทดลอง และวิธีนีไ้ม่สามารถอธิบายถึง
ความสมัพนัธ์ระหว่างแต่ละปัจจยัได้ ร่วมไปถึงไมส่ามารถตัง้ค่าสภาวะท่ีเหมาะสมของปัจจยัได้ (สาย
ชล สินสมบรูณ์ทอง. 2558)  
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บทที่ 3 
วิธีด ำเนินงำนวิจยั 

 
3.1. อุปกรณ์และสำรเคมี 
 3.1.1 เคร่ืองมือที่ใช้ในการทดลอง 
 
 ตาราง 7 เคร่ืองมือท่ีใช้ในการทดลอง 
 

เคร่ืองมือท่ีใช้การทดลอง รุ่น บริษัท 
1.   อา่งน า้ควบคมุอณุหภมูิ  (Water bath)  HMT200 HETO 
2.   เคร่ืองหมนุเหว่ียงแบบควบคมุอณุหภมูิ  
      (Refrigerated centrifuge) 

RC-5C SORVALL 

3.   ตู้บ่มเชือ้ (Incubator) Model 1565 Sheldon Manufacturing, Inc. 
4.   เคร่ือง Sonicator  Model VCX500 Sonics & Materias, inc. 
5.   เคร่ือง Freezer SR-F215C SANYO 
6.   เคร่ือง Spectrophotometer UV-1700 SHIMADZU 
7.   หม้อนึ่งความดนัไอน า้ (Autoclave)  ES-315 Tomy 
8.   ถงัหมกั (Fermenter) BIOSTAT®B B. Braun Biotech International 
9.   ปิเปตอตัโนมตัิ (Auto pipette)  SCILOGAX 
10. ตู้ปลอดเชือ้ (Laminar air flow) NU-440 NUAIRE 
11. ตู้บ่มเพาะเชือ้แบบเขย่า (Incubator shaker) MNOVA 4000 New Brunswick Sciencetific 
12. เคร่ืองวดัพีเอช (pH meter) SP-2100 SUNTEX 
13. กล้องจลุทรรศน์ (Microscope) AXIOSTAR1031-031 CARL ZEISS 
14.  ตู้อบฆ่าเชือ้ (Hot air sterilizing oven)  ISOTEMP FISHER SCIENCETIFIC 
15.  เตาความร้อนไฟฟ้า (Hot plate) HM-3000C 3N HOLDING 
16.  ตาชัง่ดิจิตอล (Digital scale) TC-205 Denver Instrument Company 
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 3.1.2 สารเคมีและอาหารเลีย้งเชือ้ 
  3.1.2.1 สารเคมี 
 
ตาราง 8 สารเคมีท่ีใช้ในการทดลอง 
 

 อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคม ี ย่ีห้อ บริษัท 
1. Agar HIMEDIA HIMEDIA Laboratories Pvt. Ltd. 

2. Albumin, Bovine Serum, Fraction V (BSA) CALBIOCHEM EMD Chemicals, Inc. 

3. Ammonium sulfate ((NH4)2SO4) UNIVER Ajax finechem Pty, Ltd. 

4. Copper(II) sulfate pentahydrate (CuSO4•5H2O) MERCK Merck KgaA 

5. Dextrose HIMEDIA HIMEDIA Laboratories Pvt. Ltd. 

6. Dichloromethane (CH3Cl) Fisher Fisher Scientific UK 

7. Dipotassium phosphate (K2HPO4) UNIVER Ajax finechem Pty, Ltd. 

8. Folin-Ciocalteu’s phenol reagent MERCK Merck KgaA 

9. Ethanol (C2H5OH) EMSURE® Merck KgaA 

10. Gelatin Chemical Ajax finechem Pty, Ltd. 

11. Hydrochloric acid 37% (HCl) MERCK Merck KgaA 

12. Lactic acid 85% (CH3CHOHCOOH) UNIVER Ajax finechem Pty, Ltd. 

13. Magnesium sulfate heptahydrate (MgSO4•7H2O) MERCK Merck KgaA 

14. Malt extract SRL Sisco Research Laboratories Pvt. Ltd. 

15. Methanol (CH3OH) EMSURE® Merck KgaA 

16. Monopotassium phosphate (KH2PO4) UNIVMER Ajax finechem Pty, Ltd. 

17. Phenol CARLO ERBA REAGENTS Carlo Erba Reactifs-SDS 

18. Poly (DL-lactic acid) (PLA) Mw. 43,000 Bioecole BE 400 TOYOBO 

19. Potassium sodium tartrate tetrahydrate (C4H4KNaO6•4H2O) EMSURE® Merck KgaA 

20. Sodium carbonate (Na2CO3) AnalaR® VWR International Ltd. 

21. Sodium Chloride (NaCl) UNIVER Ajax finechem Pty, Ltd. 

22. Sulfuric acid (H2SO4) J.T.Baker Avamtor Performance Materials, Inc. 

23. Tris-hydroxymethyl-methylamine (NH2C(CH2OH)3) UNIVER Ajax finechem Pty, Ltd. 

24. Yeast extract HIMEDIA HIMEDIA Laboratories Pvt. Ltd. 

25. 3,5-Dinitrosalicylic acid (DNS or DNSA) SIGMA Sigma-Aldrich Co. LLC. 
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  3.1.2.1 อาหารเลีย้งเชือ้ 

   3.1.2.1.1 ISP-2    (ภาคผนวก ก) 
   3.1.2.1.2 Basal Medium  (ภาคผนวก ก) 
  3.1.2.2 บฟัเฟอร์และสารเคมี 
   3.1.2.2.1 Tris-HCl buffer (pH 9) (ภาคผนวก ข) 
   3.1.2.2.2 PLA emulsion  (ภาคผนวก ข) 
   3.1.2.2.3 PLA powder   (ภาคผนวก ข) 
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3.2. วิธีกำรด ำเนินงำนวิจยั 
 3.2.1 การเตรียมหวัเชือ้  
  น าเชือ้ Actinomadura keratinilytica สายพันธุ์ T16-1 จาก glycerol stock ท่ีอุณหภูมิ    
-20 องศาเซลเซียส มาเลีย้งบนอาหารแขง็ ISP-2 แบบปลอดเชือ้ น าไปบ่มท่ีอณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 7 วัน หลังจากนัน้น ามาเลีย้งในอาหารเหลว ISP-2 ภายใน ฟลาสก์ (Flask) ขนาด 250 
มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีอณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส เขย่าท่ี 250 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 3 วนั จะได้หวัเชือ้
เพ่ือท าการทดลองตอ่ไป 
 
 3.2.2 การเตรียมและการศกึษาคณุสมบตัิของหางน า้ยาง 
  น าหางน า้ยางมาตกตะกอนโดยการเติมกรดซัลฟิวริกความเข้มข้น 5% ปริมาตร 230 
มิลลิลิตรต่อหางน า้ยาง 1000 มิลลิลิตร จากนัน้น าไปบ่มในอ่างน า้ร้อนท่ีอุณหภูมิ  50-60 องศา-
เซลเซียส จนกระทัง่เนือ้ยางจบัตวักันเป็นก้อน (Skim Crepe) และท าการแยก Skim Crepe ออกจาก
หางน า้ยางโดยการกรองด้วยกระดาษกรองส่วนใสท่ีได้ เรียกว่า non-rubber skim latex หรือ หางน า้
ยางท่ีแยกสกิม และน าส่งวิเคราะห์ท่ีศูนย์ทดสอบและมาตรวิทยา สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (TISTR) เพ่ือวิเคราะห์ค่า Biological Oxygen Demand (BOD) ด้วยวิธี 
APHA, AWWA, WEF, 22nd edition 2012, Part 5210 B, ค่า Chemical Oxygen Demand (COD) 
ด้วยวิธี In-house test method based on ASTM D 1252-06, ปริมาณโปรตีนโดยวิธี Kjeldahl (Total 
Kjeldahl nitrogen; TKN), ปริมาณ Ammonia nitrogen ด้วยวิธี In-house test method based on 
JECFA ปริมาณ Zinc ด้วยวิธี ICP-OES และปริมาณเฟอร์ฟิวรัลด้วยวิธี In-house test method 
based on ISO 11890-2/GC นอกจากนีไ้ด้วิเคราะห์ค่าพีเอช (pH), หาปริมาณ Total protein (TP) 
ด้วยวิธี lowry method (Held; & Hurley. 2014), ปริมาณ Reducing sugar ด้วยวิธี DNSa method 

(Wang. 2014) และหาปริมาณ  Total sugar ด้วยวิ ธี Phenol sulfuric method (Albalasmeh; 
Berhe; & Ghezzehei. 2013: 253– 261) หลงัจากนัน้น าหางน า้ยางท่ีแยก Skim มาปรับคา่พีเอช

ให้มีคา่เป็น 7 เพ่ือใช้เป็นอาหารเลีย้งเชือ้ตอ่ไป และได้ท าการศกึษาคณุสมบัติของหางน า้ยางท่ีแยกสกิ
มออกภายหลงัจากการหมกัจุลินทรีย์ท่ีผ่านการหมกั เพ่ือใช้เปรียบเทียบคณุสมบัติก่อนและหลงัการ
น าไปใช้ประโยชน์ 
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 3.2.3 การวดักิจกรรมของเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์  
  เติมเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ลงในซับสเตรทท่ีมี PLA 
emulsion (ภาคผนวก ข) ความเข้มข้น 0.1% น า้หนักต่อปริมาตร ปริมาตร 2.25 มิลลิลิตร บ่มท่ี
อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาหยดุปฏิกิริยาโดยน าไปแช่ในอา่งน า้เย็น 
เป็นเวลา 5 นาที จากนัน้น าไปวดัค่าดดูกลืนแสง ท่ีความยาวคลื่น 630 นาโนเมตร หลงัจากนัน้น าค่า
ดดูกลืนแสงท่ีได้มาค านวณกิจกรรมของเอนไซม์ ดงัสมการ (7) 
 
กิจกรรมของเอนไซม์ = (คา่ดดูกลืนแสงควบคมุ - คา่ดดูกลืนแสงเอนไซม์) X 4 X 10 X คา่การเจือจาง   (7) 
 
เมื่อ คา่ดดูกลืนแสงควบคมุ คือ reaction mixture ท่ีใช้อาหารเลีย้งเชือ้แทนเอนไซม์ 
 คา่ดดูกลืนแสงเอนไซม์ คือ reaction mixture โดยใช้เอนไซม์ท่ีผลิตได้ 
 
1 หน่วยเอนไซม์ หมายถึง ปริมาณของเอนไซม์ท่ีใช้ในการลดคา่การดดูกลืนแสงหนึ่งหน่วยท่ีความยาว
คลื่น 630 นาโนเมตร ตอ่ 1 มิลลิลิตร ภายใต้สภาวะท่ีก าหนด 
 
 3.2.4 การผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์แบบปลอดเชือ้จาก A. keratinilytica สาย
พนัธุ์T16-1 โดยการตรึงเซลล์ 
  3.2.4.1 การศึกษาการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์แบบปลอดเชือ้จาก            
A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 ในระดบัฟลาสก์ 
  ศึกษาการผลิตเอนไซม์ด้วยการตรึงเซลล์  A. keratinilytica สายพันธุ์  T16-1 ด้วยแผ่น    
ใยขดั (Scrub Pad) โดยตดัแผน่ใยขดัให้มีขนาด 5x5 มิลลิเมตร ปริมาณ 0.1 กรัม ใสล่งในหางน า้ยางท่ี
แยกยาง skim ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร เติม PLA Powder 0.035% 
น า้หนักต่อปริมาตร และอาหาร Basal Medium ใส่ในฟลาสก์จากนัน้น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 
องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที ท าการเติมหัวเชือ้ท่ีเตรียมไว้ 5 
มิลลิลิตร บ่มท่ีอณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 168 ชัว่โมง เก็บตวัอย่างทกุๆ 24 ชัว่โมงเพ่ือศกึษา
ระยะเวลาในการผลิตเอนไซม์ โดยน าตัวอย่างท่ีได้มาป่ันเหว่ียงท่ี 10,000g เป็นเวลา 5 นาที น าไป
วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ 
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  3.2.4.2 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์แบบ
ปลอดเชือ้ จาก A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 โดยใช้การออกแบบการทดลองทางสถิติ 
   3.2.4.2.1 การวิเคราะห์หาปัจจัยท่ีสง่ผลตอ่การผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ 
ด้วยวิธีการออกแบบ Packett และ Burman 
    ท าการเลือกปัจจัยในการศึกษาทัง้หมด 7 ปัจจัย ได้แก่ เจลาติน PLA powder 
pH อณุหภมูิ ความเร็วรอบในการเขย่า ปริมาณของ MgSO4∙7H2O และ(NH4)2SO4 และก าหนดระดบั
คา่ปัจจยัเป็นเคร่ืองหมายบวก ( + หมายถึงใช้ปัจจยันัน้ในระดบัสงู) และเคร่ืองหมายลบ ( - หมายถึงใช้
ปัจจัยในระดบัต ่า) ได้ดงัตาราง 9 โดยการก าหนคา่ปัจจัยท่ีเคร่ืองหมายลบต้องมีค่าจริงไมต่ิดลบและ
เป็นศนูย์ จากนัน้น าปัจจัยแต่ละระดับไปออกแบบการทดลองเพ่ือคัดกรองปัจจัยท่ีมีผลต่อการผลิต
เอนไซม์ ซึ่งก าหนดและแสดงดงัตาราง 10 ซึ่งพบวา่มีการทดลองทัง้หมด 10 การทดลอง จากนัน้ท าการ
ทดลองจริงแล้ววิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีได้ และน าผลการทดลองท่ีได้ไปวิเคราะห์ผลทางสถิติ 
ANOVA for PB ด้ วย โป รแก รม  SPSS  (Statistical Package for Social Sciences) Version 19 
ประเทศอเมริกา 
     
ตาราง 9 จ านวนปัจจัยและระดบัของปัจจัยในการศึกษาการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์โดย 
A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 
 

ล าดบั ปัจจยั -1 0 +1 
1 เจลาตนิ (g/L) 1.38 2.38 3.38 
2 PLA powder (g/L) 0.15 0.35 0.55 
3 MgSO4∙7H2O (g/L) 0.1 0.2 0.3 
4 (NH4)2SO4 (g/L) 1 4 7 
5 pH 6 7 8 
6 อณุหภมูิ (องศาเซลเซียส) 40 45 50 
7 ความเร็วรอบในการเขย่า (rpm) 50 150 250 
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ตาราง 10 การออกแบบการทดลองตามวิธี Packett และ Burman 
 

การทดลอง 
ปัจจยั ปัจจยั Dummy 

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 D1 D2 D3 D4 
1 + + - + + + - - - + - 
2 + - + + + - - - + - + 
3 - + + + - - - + - + + 
4 + + + - - - + - + + - 
5 + + - - - + - + + - + 
6 + - - - + - + + - + + 
7 - - - + - + + - + + + 
8 - - + - + + - + + + - 
9 - + - + + - + + + - - 
10 + - + + - + + + - - - 
11 - + + - + + + - - - + 
12 - - - - - - - - - - - 

 

เมื่อ D1, D2, D3 และ D4 เป็นตวัแปร Dummy 
 
   3.2.4.2.2 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์
แบบปลอดเชือ้จาก A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 ด้วยวิธีการหาพืน้ผิวตอบสนอง 
    ในวิธีการหาพืน้ผิวตอบสนองเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ย่อย
สลายพอลิแลคไทด์นัน้ใช้การออกแบบการทดลองด้วยวิธี Central Composite Design (CCD) โดยน า
ปัจจัยท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ในการศึกษาข้อท่ี 3.2.4.2.1 มาก าหนดค่า
ปัจจัยเป็น 5 ระดับ ได้แก่ -α -1 0  +1 และ +α โดยค่า α ค านวณได้จากสมการ (8) ซึ่งสามารถ
ก าหนดระดบัของปัจจัยจากสมการท่ีได้ตามตาราง 11 แล้วน าระดบัปัจจยัข้างต้นมาท าการก าหนดค่า 
Factorial Point, Star Point และ Center Point ตามตาราง 12 จากนัน้ท าการทดลองตามการ
ออกแบบท่ีระบุไว้ และน าผลการทดลองมาวิเคราะห์ regression และหาค่าสัมประสิทธ์ิเพ่ือสร้าง
สมการถดถอยด้วยโปรแกรม SPSS (Statistical Package for Social Sciences) Version 19 และ
สร้างกราฟพืน้ผิวตอบสนองด้วยโปรแกรม Statistica Version 10 
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    สมการ (8) เป็นสมการหาค่าระดบั α ดงันัน้เมื่อมีตวัแปรต้นเท่ากับ 3 จะได้วา่ค่า

ระดบั α จะเท่ากบั 1.68 โดยมีสมการดงันี ้

   (8) 
 เมื่อก าหนดให้ K  เป็นจ านวนตวัแปร 
 
    สมการ (9) ก าหนดค่าแต่ละระดับของปัจจัยท่ีส่งผลต่อการผลิตเอนไซม์ย่อย
สลายพอลิแลคไทด์จาก A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 มีดงันี ้
 

Xi =
Ai−A0

∆A
   (9) 

 
 เมื่อก าหนดให้ Xi   เป็น code ของแตล่ะปัจจยั 

     Ai เป็นคา่ระดบัท่ีแท้จริงของปัจจยั (True level) 
     A0 เป็นคา่ระดบัท่ีแท้จริงท่ี level = 0 
     ∆A เป็นคา่การเปลี่ยนแปลงระดบัท่ีแท้จริงจาก level ท่ี 0 เป็น +1 หรือ -1 
 
ตาราง 11 การก าหนดช่วงของระดบัปัจจยัท่ีศกึษาโดยวิธีการ Central composite design 
 

ปัจจยัท่ีต้องการศกึษา (Xi) 
ระดบั 

-1.68 -1 0 1 1.68 
เจลาติน (กรัมตอ่ลิตร) (X1) 0.70 1.38 2.38 3.38 4.06 
MgSO4 (กรัมตอ่ลิตร) (X2) 0.03 0.10 0.20 0.30 0.36 
pH (X3) 5.32 6 7 8 8.68 
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ตาราง 12 แบบการทดลองของการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ จาก A. keratinilytica        
สายพนัธุ์ T16-1 โดยวิธีการออกแบบ CCD 
 

การทดลอง การทดลองท่ี X1 X2 X3 
เจลาตนิ 
(X1) 

MgSO4·7H2O 
(X2) 

pH 
(X3) 

Factorial 
point 

1 1 1 1 3.38 0.3 8 
2 1 1 -1 3.38 0.3 6 
3 1 -1 1 3.38 0.1 8 
4 1 -1 -1 3.38 0.1 6 
5 -1 1 1 0.38 0.3 8 
6 -1 1 -1 0.38 0.3 6 
7 -1 -1 1 0.38 0.1 8 
8 -1 -1 -1 0.38 0.1 6 

Star point 9 -1.68 0 0 0.7 0.2 7 
10 0 -1.68 0 2.38 0.03 7 
11 0 0 -1.68 2.38 0.2 5.32 
12 1.68 0 0 4.06 0.2 7 
13 0 1.68 0 2.38 0.368 7 
14 0 0 1.68 2.38 0.2 8.68 

Center point 15 0 0 0 2.38 0.2 7 
16 0 0 0 2.38 0.2 7 
17 0 0 0 2.38 0.2 7 
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 3.2.5 การผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์จาก A. keratinilytica สายพันธุ์  T16-1      
โดยการตรึงเซลล์แบบไมป่ลอดเชือ้ 
   3.2.5.1 การศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์แบบไม่
ปลอดเชือ้จาก A. keratinilytica สายพันธุ์ T16-1 โดยการตรึงเซลล์ ในระดับฟลาสก์ ด้วยวิธี One 
Factor at a Time 
   ท าการเติมหวัเชือ้ A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 ความเข้มข้น 10% (ปริมาตรต่อ
ปริมาตร) ของในหางน า้ยางท่ีแยกสกิม ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ี
ประกอบด้วยแผ่นใยขดัขนาด 5x5 มิลลิเมตร ปริมาณ 0.1 กรัม PLA powder  0.035% (น า้หนักต่อ
ปริมาตร) และอาหาร Basal medium ซึ่งมีแหลง่ไนโตรเจนเป็นเจลาติน โดยปรับคา่ pH เร่ิมต้นเป็น 7 
น าไปบ่มท่ีอณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบในการเขย่าเป็น 150 rpm เป็นเวลา 7 วนั เก็บ
ตวัอย่างทุกๆ 24 ชัว่โมง โดยน าตวัอย่างท่ีได้มาป่ันเหว่ียงท่ี 10,000g เป็นเวลา 10 นาที น าไปวิเคราะห์
กิจกรรมของเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์เพ่ือหาเวลาท่ีเหมาะสมท่ีสดุในการผลิตเอมไซม์ หลงัจาก
ท่ีได้เวลาท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ จึงท าการศึกษาอณุหภูมิ ค่า pH 
เร่ิมต้น และผลของแหลง่ไนโตรเจนท่ีเหมาะสม ด้วยวิธี One Factor at a Time ซึ่งก าหนดคา่ของปัจจัย
ท่ีต้องการศึกษาท่ีค่าต่างๆ ท่ีต้องการ และควบคุมปัจจัยอ่ืนๆ ให้คงท่ี โดยก าหนดค่าปัจจัยต่างๆ ท่ี
ต้องการศึกษา ดงันี ้ควบคมุอุณหภมูิในการบ่มท่ี 40, 45, 50 และ 55 องศาเซลเซียส ค่า pH เร่ิมต้น 
เท่ากับ 4, 5, 6, 7, 8 และ 9 และแหล่งไนโตรเจนเป็นเจลาติน ผงสกัดจากมอลต์ ผงสกัดจากยีสต์      
ผงสกดัจากเนือ้ เคซีน และเปปโทน 
  3.2.5.2  การศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์แบบไม่
ปลอดเชือ้ในถงัหมกัแบบใบพดักวนขนาด 2 ลิตร 
   3.2.5.2.1 ศึกษาการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์แบบไม่ปลอดเชือ้ ภายใต้
สภาวะการหมกัแบบ Batch 
   ท าการเติมหวัเชือ้ A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 ความเข้มข้น 10% (ปริมาตรต่อ
ปริมาตร) ของในหางน า้ยางท่ีแยกสกิมปริมาตร 1,500 มิลลิลิตร ใส่ในถังหมักขนาด 2 ลิตร
(B.BraunBiotechBiostat B, Sartorius, Goettingen, Germany) เติมแผ่นใยขดัขนาด 5x5 มิลลิเมตร 
ปริมาณ 3 กรัม PLA powder  0.035% (น า้หนกัต่อปริมาตร) และอาหาร Basal medium ท าการหมกั
ท่ีอณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส มีการปรับเปลี่ยนอตัราการกวน (agitation Speed) ท่ี 100 rpm และไมม่ี
การเติมอากาศ ท าการหมกัเป็นเวลา 72 ชั่วโมง ท าการเก็บตวัอย่างทุกๆ 24 ชั่วโมง แล้วน าตวัอย่างท่ี
ได้มาป่ันเหว่ียงท่ี 10,000g เป็นเวลา 5 นาที น าไปวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลค
ไทด์ นอกจากนีท้ าการปรับเปลี่ยนอตัราการกวนเป็น 150 และ 200 rpm ตามล าดบั เพ่ือหาอตัราการ
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กวนท่ีเหมาะสม และท าการศึกษาอตัราการเติมอากาศ (aeration Rate) โดยมีการปรับเปลี่ยนอตัรา
การเติมอากาศเป็น 0.25 0.5 0.75 และ 1 vvm ตามล าดบั 
  

 3.2.6 การน าเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ท่ีผลิตจากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมโดย   A. 
keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 ไปใช้ในการย่อยสลายพอลิแลคไทด์ 
  เติมเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ในถุงไดอะไลซิส (molecular cut off = 10 kDa) 25 
มิลลิลิตร และใส่ PLA ผงลงไป 1 กรัม จากนัน้น าไปใส่ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีมีบัฟเฟอร์ 
Tris-HCl pH 9 ปริมาตร 50 มิลลิลิตรอยู่ภายใน หลงัจากนัน้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เมื่อครบก าหนดเวลาน า PLA ผงท่ีเหลือมาวดัน า้หนกัแห้ง โดยน าพอลิแลคไทด์ผง
ท่ีผสมกับเอนไซม์ภายในถุงไดอะไลซิสไปกรองด้วยกระดาษกรอง (Whatman No.1) แล้วล้างด้วยน า
กลัน่ จากนัน้น าไปอบท่ีอณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง และน าไปชั่งน า้หนักสดุท้าย
เปรียบเทียบกบัน า้หนกัเร่ิมต้น โดยค านวณเป็นคา่ weight loss (%) ซึ่งแสดงดงัสมการ (10) 
 

    (10) 
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บทที่ 4 
ผลของการทดลอง 

 
4.1 การวิเคราะห์องค์ประกอบของหางน า้ยางและหางน า้ยางที่แยกสกิมก่อนหมัก 
 หลังจาการน าหางน า้ยาง หางน า้ยางท่ีแยกสกิม ทัง้แบบปลอดเชือ้และไม่ปลอดเชือ้ ไป
วิเคราะห์หาองค์ประกอบตา่งๆ พบวา่ หางน า้ยางมีคา่ COD BOD TKN แอมโมเนียไนโตรเจน สงักะสี 
โปรตีน และน า้ตาลรีดิวซ์ มีคา่เป็น 91,775, 62,000, 4,953, 3,217, 144, 831 และ 1,197 มิลลิกรัมตอ่
ลิตร ตามล าดบั และมีค่า pH อยู่ในช่วง 11.0-12.0 เมื่อท าการตกตะกอนยางสกิมด้วยกรดซัลฟูริก 
พบว่าปริมาณขององค์ประกอบต่างๆ มีค่าลดลง ดังนี  ้ค่า COD BOD TKN แอมโมเนียไนโตรเจน 
สงักะสี ปริมาณโปรตีน น า้ตาลรีดิวซ์ น า้ตาลทัง้หมด และ เฟอร์ฟิวรัล มีค่าเท่ากับ 31,840, 12,825, 
2,680, 2,111, 71, 531, 16, 1,836 และ <10 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั และมีคา่ pH อยู่ในช่วง 2.0-
3.0 โดยหลงัจากการน าไปผา่นการฆ่าเชือ้ด้วยอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที พบวา่คา่ 
COD BOD TKN แอมโมเนียไนโตรเจน สังกะสี ปริมาณโปรตีน น า้ตาลรีดิวซ์ น า้ตาลทัง้หมด และ   
เฟอร์ฟิวรัล มีค่าเท่ากับ  23,000, 315.0, 0.65, 0.53, 62.43, 287.77, 66.26, 1,086.58 และ <10 
มิลลิกรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั ซึ่งมีคา่ลดลงและมีคา่ pH อยู่ในช่วง 6.8-7.0 โดยแสดงดงัตาราง 13 ซึ่งจะ
เห็นได้วา่หางน า้ยางท่ีแยกสกิมก่อรหมกัมีองค์ประกอบตา่งๆ ท่ีเหมาะกบัการเจริญของจลุินทรีย์ได้จึง
สามารถน าไปใช้ประโยชน์ตอ่ไป 
 

ตาราง 13 การวิเคราะห์น า้ยาง 
 

องค์ประกอบ หางน า้ยาง 
หางน า้ยางที่แยกสกิมก่อนหมกั 

แบบไม่ปลอดเชือ้ แบบปลอดเชือ้ 
COD (มิลลกิรัมต่อลติร) 91,775 31,840 23,000 
BOD (มิลลกิรัมต่อลติร) 62,000 12,825 315 
TKN (มิลลิกรัมต่อลิตร) 4,953 2,680 65 
แอมโมเนียไนโตรเจน (มิลลกิรัมต่อลิตร) 3,217 2,111 53 
สงักะส ี(มิลลกิรัมต่อลติร) 144 71 62 
ปริมาณโปรตีน (มิลลกิรัมต่อลติร) 831 531 287 
น า้ตาลรีดิวซ์ (มิลลกิรัมต่อลติร) 1,197 16 66 
น า้ตาลทัง้หมด (มิลลิกรัมต่อลิตร) ND 1,836 1,086 
เฟอร์ฟิวรัล (มิลลกิรัมต่อลติร) ND <10 <10 
pH 11.0-12.0 2.0-3.0 6.8-7.0 
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4.2 การศึกษาการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์แบบปลอดเชือ้จากหางน า้
ยางที่แยกสกิมโดยA. keratinilytica สายพนัธ์ุ T16-1 ในระดบัฟลาสก์ 
 เพ่ือเป็นการศกึษาประสิทธิภาพของหางน า้ยางท่ีแยกสกิมในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิ
แลคไทด์นัน้จึงท าการศึกษาการผลิตเอนไซม์ในสภาวะท่ีหางน า้ยางท่ีแยกสกิมปลอดเชือ้ โดยมีการ
ผสม basal medium ลงไปเป็น supplement และท าให้ปราศจากเชือ้ด้วยการ autoclave ท่ีอณุหภมูิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาทีได้ผลการทดลองแสดงดงัตอ่ไปนี ้ 
 4.2.1 การศกึษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมย์่อยสลายพอลิแลคไทด ์
  จากการศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์                
แบบปลอดเชือ้จากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมโดยใช้ A. keratinilytica สายพันธุ์  T16-1 ในระดบัฟลาสก์ 
พบวา่ A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ได้
ดีท่ีสดุท่ีระยะเวลา 72 ชัว่โมง และให้คา่กิจกรรมในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์เท่ากบั 2.8 
ยนิูตตอ่มิลลิลิตร คิดเป็นคา่ productivity เท่ากบั 0.04 ยนิูตตอ่มิลลิลิตรตอ่ชัว่โมง ดงัภาพประกอบ 11  
 

 
 

ภาพประกอบ 11 กราฟแสดงผลของระยะเวลาในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์แบบปลอด
เชือ้จากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมด้วย A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 ระดบัฟลาสก์ 
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 4.2.2 การวิเคราะห์หาปัจจยัท่ีสง่ผลตอ่การผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ ด้วยวิธีการ
ออกแบบการทดลองด้วยวิธีของ Packett และ Burman 
  ในการวิเคราะห์หาปัจจยัท่ีสง่ผลตอ่การผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ ด้วยวิธีการ
ออกแบบ Packett และ Burman โดยมปัีจจยัท่ีน ามาศกึษาทัง้หมด 7 ปัจจยั ได้แก่ ปริมาณของเจลาตนิ 
PLA powder, MgSO4∙7H2O, (NH4)2SO4, ค่า pH เร่ิมต้น, อุณหภูมิ และ ความเร็วรอบในการเขย่า     
ซึ่งในแต่ละปัจจัยได้ก าหนดช่วงในระดบัสงูและต ่าตามตาราง 9 แล้วท าการทดลองตามรูปแบบใน
ตาราง 10 โดยระยะเวลาท่ีใช้ในการผลิตเอนไซม์เท่ากบั 72 ชัว่โมง ได้ผลดงัตาราง 13 โดยจากจ านวน
การทดลองทัง้หมด 12 การทดลองพบว่า การทดลองท่ี 6 มีกิจกรรมของเอนไซม์มากท่ีสดุเป็น 16.44           
ยูนิตต่อมิลลิลิตร และเมื่อน าผลท่ีได้มาวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติด้วยวิธี ANOVA ส าหรับ PB 
ด้วยโปรแกรม SPSS ได้ผลดงัตาราง 14 โดยปริมาณของเจลาติน MgSO4∙7H2O และ ค่า pH เร่ิมต้น 
เป็นปัจจัยท่ีมีอิทธิพลตอ่การผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ โดยมีค่าระดบันัยส าคญัเป็น 0.30 
และมีคา่ R-Squared เท่ากบั 0.858 ดงันัน้เจลาติน MgSO4∙7H2O และคา่ pH เร่ิมต้น ซึ่งเป็นตวัแปรท่ี
มีผลตอ่การผลิตเอนไซม์ จะน าไปใช้ในการศกึษาจดุท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลค
ไทด์ด้วยวิธีการพืน้ท่ีผิวตอบสนองตอ่ไป 
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ตาราง 14 ผลของตัวแปรตาม(กิจกรรมของเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์, U/ml) ท่ีได้จากการ
ออกแบบการทดลองด้วยวิธี Packett และ Burman 
 

การ
ทดลอง 

ปัจจยั ปัจจยั Dummy กิจกรรม
ของเอนไซม ์
(U/ml) 

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 D1 D2 D3 D4 

1 + + - + + + - - - + - 12.74±1.17 
2 + - + + + - - - + - + 12.78±2.78 
3 - + + + - - - + - + + 3.91±0.93 
4 + + + - - - + - + + - 0.68±0.14 
5 + + - - - + - + + - + 10.09±3.35 
6 + - - - + - + + - + + 16.44±0.95 
7 - - - + - + + - + + + 2.73±0.82 
8 - - + - + + - + + + - 9.75±1.45 
9 - + - + + - + + + - - 8.93±1.73 

10 + - + + - + + + - - - 0.36±0.14 
11 - + + - + + + - - - + 10.27±0.91 
12 - - - - - - - - - - - 2.06±1.16 

 
 เมื่อ X1 = เจลาติน, X2 = PLA, X3 = MgSO4∙7H2O, X4 = (NH4)2SO4, X5 = pH เร่ิมต้น, X6 = 
อุณหภูมิ, X7 = อัตราการเขย่า, D1 = ตัวแปร dummy ท่ี 1, D2 = ตัวแปร dummy ท่ี 2, D3 = ตัวแปร 
dummy ท่ี 3, D4 = ตวัแปร dummy ท่ี 4 และ คา่ ± แสดงคา่ Standard error ของข้อมลูเมื่อท าการทดลอง
ทัง้ 3 ซ า้ 
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ตาราง 15 การวิเคราะห์ปัจจยั (main effect) ท่ีมีอิทธิพลตอ่การผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ 
 

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

Corrected Model 274.266a 7 39.181 3.466 0.123 

Intercept 685.994 1 685.994 60.691 0.001 

เจลาตนิ (X1) 19.882 1 19.882 1.759 0.255 

PLA (X2) 0.524 1 0.524 0.046 0.840 

MgSO4∙7H2O (X3) 19.309 1 19.309 1.708 0.261 

(NH4)2SO4 (X4) 5.106 1 5.106 0.452 0.538 

pH (X5) 217.465 1 217.465 19.240 0.012 

อณุหภมูิ (X6) 0.112 1 0.112 0.010 0.926 

อตัราการเขย่า (X7) 11.868 1 11.868 1.050 0.363 

Error 45.212 4 11.303   

Total 1005.472 12    

Corrected Total 319.478 11    

 
a. R Squared = 0.858 (Adjusted R Squared = 0.611) 
 
 4.2.3 การหาจุดท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์แบบปลอดเชือ้จาก 
A. keratinilytica สายพันธุ์ T16-1 ด้วยวิธีการหาพืน้ผิวตอบสนองโดยใช้การออกแบบการทดลองทาง
สถิติด้วยวิธี central composite design (CCD) 
  จากการศึกษาปัจจัยท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ พบว่าเจลาติน 
MgSO4∙7H2O และ ค่า pH เร่ิมต้น มีผลต่อการผลิตเอนไซม์จากนัน้น าปัจจัยท่ีได้มาท าการหาจุด
เหมาะสมด้วยวิธีการหาพืน้ผิวตอบสนอง โดยก าหนดให้เจลาติน MgSO4∙7H2O และ ค่า pH เร่ิมต้น 
เป็น X1, X2 และ X3 ตามล าดบั ซึ่งวิธีหาพืน้ผิวตอบสนองมีการก าหนดคา่ช่วงปัจจัย แสดงดงัในตาราง 
11 และวิธีการออกแบบการทดลองนีส้ามารถแบ่งการทดลองออกเป็น 17 การทดลอง โดยการทดลอง
ท่ี 1-8 เรียกว่า Factorial point ในการทดลองท่ี 9-14 เรียกว่า Star point และ ในการทดลอง 15-17 
เรียกว่า Center point ซึ่งในแต่ละการทดลองมีการท าการทดลองทัง้หมด 3 ซ า้ เพราะฉะนัน้จึงมี
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จ านวนการทดลองทัง้หมด 51 การทดลอง เมื่อท าการวดักิจกรรมของเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ 
พบว่า การทดลองท่ี 15, 16 และ 17 ซึ่งเป็นการทดลองท่ีเรียกว่า Center point มีค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์มากท่ีสดุ เท่ากับ 22.94, 23.06 และ 31.08 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั ท่ีความเข้มข้นของ    
เจลาตินเป็น 2.38 กรัมต่อลิตร ความเข้มข้นของ MgSO4∙7H2O เป็น 0.2 กรัมต่อลิตร และมีค่า pH 
เร่ิมต้นเป็น 7 ดงัตาราง 16 และมีการทดลองล าดบัท่ี 12 มีคา่กิจกรรมของเอนไซม์น้อยท่ีสดุ มีคา่เพียง 
0.080 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร เท่านัน้ 
 
ตาราง 16 คา่กิจกรรมของเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทดท่ีผลิตจากการออกแบบการทดลองโดยใช้วิธี 
central composite design 
 

การ
ทดลอง 

การทดลองที่ X1 X2 X3 
เจลาติน 
(X1) 

MgSO4 

·7H2O 
(X2) 

pH 
(X3) 

ค่ากิจกรรม
ของเอนไซม์ 
(U/ml) 

Factorial 
point 

1 1 1 1 3.38 0.3 8 10.63±1.07 
2 1 1 -1 3.38 0.3 6 3.39±0.960 
3 1 -1 1 3.38 0.1 8 17.51±0.45 
4 1 -1 -1 3.38 0.1 6 0.69±0.12 
5 -1 1 1 0.38 0.3 8 21.89±0.45 
6 -1 1 -1 0.38 0.3 6 12.55±0.33 
7 -1 -1 1 0.38 0.1 8 10.03±0.86 
8 -1 -1 -1 0.38 0.1 6 12.48±0.42 

Star point 9 -1.68 0 0 0.7 0.2 7 14.00±0.56 
10 0 -1.68 0 2.38 0.03 7 5.95±0.09 
11 0 0 -1.68 2.38 0.2 5.32 1.25±0.24 
12 1.68 0 0 4.06 0.2 7 0.08±0.14 
13 0 1.68 0 2.38 0.368 7 7.81±1.64 
14 0 0 1.68 2.38 0.2 8.68 14.58±0.20 

Center 
point 

15 0 0 0 2.38 0.2 7 22.94±0.73 
16 0 0 0 2.38 0.2 7 23.06±0.91 
17 0 0 0 2.38 0.2 7 31.08±0.22 

 
เมื่อ คา่ ± แสดงคา่ Standard error 
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4.2.3.1 การวิเคราะห์การถดถอย (regression analysis) 
   4.2.3.1.1 การประมาณสมัประสิทธ์ิการถดถอยเชิงพหคุณู  

    ในการวิเคราะห์ประมาณค่าสมัประสิทธ์ิของปัจจยัท่ีใช้ในการผลิตเอนไซม์ย่อย
สลายพอลิแลคไทด์จากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมด้วย A. keratinilytica สายพันธุ์ T16-1 และน ามาสร้าง
สมการถดถอย เพ่ือทดสอบหาทิศทางและอิทธิพลของตวัแปรในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลค
ไทด์จากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมด้วย A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1  
 
ตาราง 17 คา่การวิเคราะห์สมัประสิทธ์ิของสมการการถดถอยและคา่สมัประสิทธ์ิการตดัสินใจ 
 

Model 
Unstandardized Coefficients 

Standardized 
Coefficients t Sig.a 

B Standard Error Beta 
(Constant) 24.417 2.063  11.838 0.000 

x1 -3.527 1.250 -0.340 -2.821 0.020 
x2 0.798 1.250 0.077 0.638 0.539 
x3 3.909 1.250 0.377 3.127 0.012 
 x1

2 -5.166 1.252 -0.507 -4.127 0.003 
 x2

2 -5.223 1.252 -0.513 -4.172 0.002 
 x3

2 -4.856 1.252 -0.477 -3.879 0.004 
x1x2 -2.015 1.633 -0.149 -1.234 0.248 
x1x3 2.145 1.633 0.158 1.314 0.221 
x2x3 0.278 1.633 0.021 0.170 0.869 

 

a significant at 95% level (p<0.05), R2 = 0.869; and R2 adj = 0.738 
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    จากตาราง 17 ตวัแปรท่ีมีคา่ sig. น้อยกวา่คา่ระดบันยัส าคญั 0.05 ประกอบด้วย 
ความเข้มข้นเจลาติน (X1) คา่ pH เร่ิมต้น (X3) พจน์ก าลงัสองของความเข้มข้นเจลาติน (X1

2) พจน์ก าลงั
สองของความเข้มข้น MgSO4∙7H2O (X2

2) พจน์ก าลงัสองของค่า pH (X3) มีค่า sig. น้อยกว่าคา่ระดบั
นยัส าคญั 0.05 ดงันัน้คา่ทัง้หมดเหลา่นีเ้ป็นตวัแปรอิสระท่ีมีอิทธิพลตอ่การผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิ
แลคไทด์จากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมด้วย A. keratinilytica สายพันธุ์  T16-1 จึงสามารถน ามาสร้าง
สมการถดถอยได้ดงัสมการ 11  

 
Y = 24.417- 3.527X1+ 3.909X3- 5.166X1

2- 5.223X2
2- 4.856X3

2    (11) 
 

    จากสมการ 11 พบวา่ตวัแปรอิสระ X1 มีคา่สมัประสิทธ์ิเป็นลบ ซึ่งหมายความว่า 
ตวัแปรอิสระ X1 มีอิทธิพลทางลบ และตวัแปรอิสระ X3 มีคา่สมัประสิทธ์ิเป็นบวก ซึ่งหมายความวา่ ตวั
แปรอิสระ X3 มีอิทธิพลทางบวก ตอ่คา่ตอบสนอง (Y) หรือกิจกรรมของเอนไซม์ อาจกลา่วได้วา่เมื่อลด
ค่าสมัประสิทธ์ิของตวัแปรอิสระ X1 และ X3 จะส่งผลให้การผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์จาก
หางน า้ยางท่ีแยกสกิมด้วย A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 มีกิจกรรมของเอนไซม์มีคา่เพ่ิมขึน้  
    นอกจากนี ้จากตาราง 17 พบวา่คา่สมัประสิทธ์ิการตดัสินใจ (R2) อยู่ท่ี 0.869 ซึ่ง
แสดงให้เห็นว่า การทดลองนีต้วัแปรอิสระทัง้ 3 ตวัแปรสามารถอธิบายค่าของกิจกรรมเอนไซม์ย่อย
สลายพอลิแลคไทด์ได้ถึง ร้อยละ 86.9 และส่วนท่ีเหลืออีก ร้อยละ 13.1 ไม่สามารถอธิบายค่าของ
กิจกรรมเอนไซม์ได้ เน่ืองจากเป็นผลจากตวัแปรอิสระอ่ืนท่ีไม่สามารถควบคมุได้ ดงันัน้ จึงสรุปได้ว่า 
สมการถดถอยนีส้ามารถอธิบายตวัแปรตาม หรือ กิจกรรมของเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ ได้ถึง
ร้อยละ 86.9 
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   4.2.3.1.2 การทดสอบสมมติฐานของสมการการถดถอยหรือสมการความสมัพนัธ์  
    เมื่อน ากิจกรรมของเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ของแต่ละการทดลองท่ีได้ไป
วิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ของการวิเคราะห์การถดถอยเชิงพหคุณูด้วยโปรแกรม SPSS เพ่ือ
หาสมการถดถอยเชิงพหุคูณและพิจารณาผลของปัจจัยท่ีมีอิทธิพลต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยสลาย                  
พอลิแลคไทด์จากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมด้วย A. keratinilytica สายพันธุ์ T16-1 พบว่า การออกแบบ
การทดลองนี ้มีคา่ทางสถิติ F (F-test) มีคา่เป็น 6.639 โดยมีคา่ degree of freedom (df) เท่ากบั 9, 9 
และ 18 ตามล าดบั โดยมีค่าความน่าจะเป็นของการทดลอง (Sig.) น้อยกว่า 0.05 ซึ่งแสดงให้เห็นวา่
ปัจจยัของการออกแบบการทดลองในการศกึษานีม้ีผลตอ่การผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์จาก
หางน า้ยางท่ีแยกสกิมด้วย A. keratinilytica สายพันธุ์ T16-1 อย่างมีนัยส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมั่น
ร้อยละ 95 โดยแสดงท่ีตาราง 18 
 
ตาราง 18 การวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVAb) ของการวิเคราะห์การถดถอยเชิงพหคุณู 
 

 Sum of Squares dfc Mean Square F Sig. 
Regression 1274.151 9 141.572 6.639 .005a 
Residual 191.922 9 21.325   
Total 1466.073 18    

 

a. Predictors: (Constant), x2x3, x1x3, x1x2, x3
2, x3, x2, x1, x2

2, x1
2 

b. Dependent Variable: Enzyme activity 
c. Degree of freedom 
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  4.2.3.2 การตรวจสอบความเหมาะสมของข้อมลูและสมการท่ีใช้ในการวิเคราะห์การ
ถดถอย 
   จากสมการถดถอย (สมการ 9) ท่ีได้น ามาท าการตรวจสอบความเหมาะสมของ
สมการถดถอย (model adequacy checking) ก่อนน ามาใช้งาน โดยใช้ การวิเคราะห์ความ
คลาดเคลื่อน (residual analysis) เป็นเคร่ืองมือในการตรวจสอบ โดยถ้าหากแบบจ าลองถกูต้องความ
คลาดเคลื่อนจะต้องไมม่ีรูปแบบ ซึ่งจะสามารถตรวจสอบความเหมาะสมได้ดงัตอ่ไปนี ้
   4.2.3.2.1 การทดสอบการแจกแจงแบบปกติ (normal distribution) 
    เมื่อท าการตรวจสอบการความเหมาะสมของสมการถดถอยด้วยวิธี normal 
probability plot ได้ผลดงัภาพประกอบ 12 พบวา่ ลกัษณะของจดุบนกราฟส่วนใหญ่มีการกระจายตวั
ตามแนวเส้นตรงท่ีเป็นคา่มาตรฐาน ดงันัน้จึงสรุปได้วา่ ความคลาดเคลื่อนของข้อมลูจากการทดลองมี
การแจกแจงแบบปกติ 
 

  
 

ภาพประกอบ 12 normal probability plot ของคา่ความคลาดเคลื่อน 
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   4.2.3.2.2 การทดสอบความคงท่ีความแปรปรวนของความคลาดเคลื่อน 
    จากภาพประกอบ 13 เ ป็นกราฟการกระจาย ( scatter plot)  ระหว่างค่า 
regression standardized predicted value บนแกน Y กับค่า Regression standardized residual 
บนแกน X ท าให้ทราบวา่ข้อมลูมีการกระจายตวัอย่างไมม่ีรูปแบบ และกระจายตวัรอบศนูย์ ซึ่งแสดงให้
เห็นวา่ความแปรปรวนของความคลาดเคลื่อนคอ่นข้างคงท่ี 
  

 

 
ภาพประกอบ 13 scatter plot ของคา่ความคลาดเคลื่อนกบัคา่ท านาย 

    
   เมื่อท าการตรวจสอบความเหมาะสมของการกระจายตวัของข้อมลู และความคงท่ี
ความแปรปรวนของความคลาดเคลื่อน สรุปได้ว่าข้อมูลมีการกระจายตัวอย่างปกติ และมีความ
แปรปรวนของความคลาดเคลื่อนคอ่นข้างคงท่ี แสดงให้เห็นวา่รูปแบบของสมการถดถอย หรือ สมการ
ความสมัพันธ์ท่ีได้จากการทดลองนัน้เป็นรูปแบบท่ีเหมาะสม จึงสามารถน าสมการถดถอยมาท านาย
ผลการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์จากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมด้วย A. keratinilytica สายพนัธุ์ 
T16-1 
  4.2.3.3 การเปรียบเทียบคา่จริงจากการทดลอง และคา่ท านายของกิจกรรมเอนไซม์ย่อย
สลายพอลิแลคไทด์ท่ีผลิตจาก A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1  
   เมื่อน าสมการถดถอย (สมการ 9) ท่ีเหมาะสมมาท านายผลของตวัแปรตาม หรือ 
กิจกรรมของเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์จากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมด้วย A. keratinilytica สายพนัธุ์ 
T16-1 ซึ่งตวัแปรต้นท่ีท าการศกึษาคือ ปริมาณของเจลาติน (X1), MgSO4∙7H2O (X2) และ คา่ pH (X3) 
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พบวา่กิจกรรมของเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ท่ีได้จากการท านายมีแนวโน้มท่ีสอดคล้องกบัคา่จริง
จากการทดลองดงัแสดงดงั ตาราง 19 
 
ตาราง 19 การเปรียบเทียบคา่จริง และคา่การท านายกิจกรรมเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์จากหาง
น า้ยางท่ีแยกสกิมด้วย A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 
 

การ
ทดลอง 

การ
ทดลอง
ท่ี 

X1 X2 X3 
เจลาตนิ 
(X1) 

MgSO4 
(X2) 

pH 
(X3) 

คา่กิจกรรมของ
เอนไซม์ (U/ml) 

คา่จริง 
คา่

ท านาย 
Factorial 
point 

1 1 1 1 3.38 0.3 8 10.627 10.759 
2 1 1 -1 3.38 0.3 6 3.387 -1.905 
3 1 -1 1 3.38 0.1 8 17.507 12.637 
4 1 -1 -1 3.38 0.1 6 0.693 1.085 
5 -1 1 1 0.38 0.3 8 21.893 17.555 
6 -1 1 -1 0.38 0.3 6 12.547 13.471 
7 -1 -1 1 0.38 0.1 8 10.027 11.373 
8 -1 -1 -1 0.38 0.1 6 12.480 8.401 

Star 
point 

9 -1.68 0 0 0.7 0.2 7 14.000 15.763 
10 0 -1.68 0 2.38 0.03 7 5.947 8.335 
11 0 0 -1.68 2.38 0.2 5.32 1.250 4.144 
12 1.68 0 0 4.06 0.2 7 0.080 3.910 
13 0 1.68 0 2.38 0.368 7 7.813 11.016 
14 0 0 1.68 2.38 0.2 8.68 14.580 17.279 

Center 
point 

15 0 0 0 2.38 0.2 7 22.940 24.417 
16 0 0 0 2.38 0.2 7 23.060 24.417 
17 0 0 0 2.38 0.2 7 31.080 24.417 
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  4.2.3.4 การหาจดุท่ีเหมาะสมของตวัแปรในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์จาก
หางน า้ยางท่ีแยกสกิมด้วย A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 
   จากสมการถดถอย (สมการ 11) ซึ่งได้จากการศกึษาความสมัพนัธ์ของตวัแปรต้น ทัง้ 
3 ปัจจยั ได้แก่ ความเข้มข้นของเจลาติน และ MgSO4 ∙7H2O รวมถึง คา่ pH เร่ิมต้น ในการผลิตเอนไซม์
ย่อยสลายพอลิแลคไทด์จากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมด้วย A. keratinilytica สายพันธุ์ T16-1 มาเขียน
กราฟพืน้ผิวตอบสนอง (response surface plot) ซึ่งเป็นกราฟสามมิติ และกราฟคอนทัวร์พล๊อต 
(contour plot) ซึ่งเป็นกราฟสองมิติ แสดงดงัภาพประกอบ 14, 15 และ 16 โดยจากภาพทัง้ 3 พบว่า 
ค่าท านายกิจกรรมเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ท่ีสงูท่ีสดุ คือ ความเข้มข้นของเจลาตินท่ีอยู่ในช่วง 
1.68-2.48 กรัมตอ่ลิตร ความเข้มข้นของ MgSO4∙7H2O อยู่ในช่วง 0.16-0.22 กรัมตอ่ลิตร และมีคา่ pH 
เร่ิมต้นอยู่ในช่วง 7.2-7.8 จะให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์ของการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์จาก
หางน า้ยางท่ีแยกสกิมด้วย A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 ได้สงูท่ีสดุ โดยพบวา่ เมื่อใช้ความเข้มข้น
ของเจลาตินและ MgSO4∙7H2O เป็น 2.48 และ 0.17 กรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั pH เร่ิมต้น     เท่ากบั 7.3 
PLA ความเข้มข้น 0.15 กรัมต่อลิตร (NH4)2SO4 ความเข้มข้น 1 กรัมต่อลิตร อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส และอัตราการเขย่า 250 rpm จะให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงท่ีสุด คือ 25.65 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร จากการท านายข้างต้นเมื่อน าสภาวะท่ีเหมาะสมมาท าการทดลองจริง พบวา่กิจกรรมเอนไซม์
ย่อยสลายพอลิแลคไทด์จากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมด้วย A. keratinilytica สายพันธุ์ T16-1 มีค่าเป็น 
25.50 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับกิจกรรมเอนไซม์ท่ีได้จากการท านายด้วยสมการถดถอย 
และน ามาค านวณคา่ productivity ได้ 0.35 ยนิูตตอ่มิลลิลิตรตอ่ชัว่โมง 
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ภาพประกอบ 14 (ก) พืน้ผิวตอบสนอง (response surface plot) และ (ข) คอนทัวร์พล๊อต (contour plot) 
ระหวา่ง ความเข้มข้นของ MgSO4∙7 H2O กบั เจลาตินโดยมีตวัแปรตามเป็นกิจกรรมของเอนไซม์
ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ท่ีผลิตจากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมด้วย A. keratinilytica สายพันธุ์ T16-1 
และก าหนดให้มีคา่ pH เร่ิมต้นเป็น 7 
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ภาพประกอบ 15 (ก) พืน้ผิวตอบสนอง (response surface plot) และ (ข) คอนทัวร์พล๊อต (contour 
plot) ระหว่างค่า pH กับ ความเข้มข้นเจลาติน โดยมีตวัแปรตามเป็นกิจกรรมของเอนไซม์
ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ท่ีผลิตจากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมด้วย A. keratinilytica สายพันธุ์ 
T16-1 และก าหนดให้มีคา่ความเข้มข้นของ MgSO4∙7H2O เป็น 0.2 กรัมตอ่ลิตร 
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ภาพประกอบ 16 (ก) พืน้ผิวตอบสนอง (response surface plot) และ (ข) คอนทัวร์พล๊อต (contour 
plot) ระหว่างค่า pH กับ ความเข้มข้น MgSO4∙7 H2O โดยมีตัวแปรตามเป็นกิจกรรมของ
เอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ท่ีผลิตจากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมด้วย A. keratinilytica สาย
พนัธุ์ T16-1และก าหนดให้มีคา่ความเข้มข้นของเจลาติน เป็น 2.38 กรัมตอ่ลิตร 
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4.3 การศึกษาการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์แบบไม่ปลอดเชือ้จากหาง
น า้ยางที่แยกสกิมโดย   A. keratinilytica สายพันธ์ุ T16-1 ในระดับฟลาสก์ ด้วย
วิธีการตรึงเซลล์ 
 จากการศึกษาการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์โดยใช้หางน า้ยางท่ีแยกสกิมใน
สภาวะปลอดเชือ้ พบว่าหางน า้ยางท่ีแยกสกิมร่วมกับ basal medium สามารถน ามาใช้ในการผลิต
เอนไซม์ได้แต่เน่ืองจากในสภาวะการน าของเหลือทิง้จากโรงงานยางพาราข้นไปใช้ประโยชน์และลด
ต้นทุนในการผลิตเอนไซม์นัน้จึงสนใจท่ีจะศกึษากระบวนการหมกั เพ่ือผลิตเอนไซม์แบบไม่ปลอดเชือ้
หรือ non-sterile fermentation และขยายขนาดการผลิตเป็น 2 ลิตร โดยรายละเอียด ดงัตอ่ไปนี ้
 4.3.1 การศกึษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมย์่อยสลายพอลิแลคไทด ์
  จากการศึกษาการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์แบบไม่ปลอดเชือ้โดย A. 
keratinilytica สายพันธุ์  T16-1 ในระดับฟลาสก์ โดยการตรึงเซลล์ซึ่งสภาวะท่ีใช้ในการศึกษาคือ 
อณุหภมูิ 40 องศาเซลเซียส คา่ pH เร่ิมต้นเท่ากบั 7 ในหางน า้ยางท่ีแยกสกิมท่ีมีการเติมอาหาร basal 
medium เป็นระยะเวลา 168 ชัว่โมง โดยมีการเก็บตวัอย่างทกุ ๆ 24 ชัว่โมง พบวา่ คา่กิจกรรมเอนไซม์
ย่อยสลายพอลิแลคไทด์สงูขึน้จนถึงชัว่โมงท่ี 96 มีคา่กิจกรรมของเอนไซม์เป็น 27 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร คิด
เป็น productivity เท่ากบั 0.28 ยนิูตตอ่มิลลิลิตรตอ่ชัว่โมง หลงัจากชัว่โมงท่ี 96 พบวา่ A. keratinilytica 
สายพันธุ์ T16-1 สามารถผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ได้ไม่แตกต่างกันอย่างมีนยัส าคญัทาง
สถิติ ดงัแสดงในภาพประกอบ 17 โดยท่ี 168 ชัว่โมงสามารถผลิตเอนไซม์ 30.87 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร คิด
เป็น productivity เท่ากับ 0.18 ยูนิตต่อมิลลิลิตรต่อชั่วโมง ดงันัน้ A. keratinilytica สายพันธุ์ T16-1 
สามารถผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์จากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมด้วยวิธีการตรึงเซลล์ในระดบัฟ
ลาสก์ได้สงูสดุท่ีเวลา 96 ชัว่โมง ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกบัการหมกัแบบปลอดเชือ้ต้องใช้ระยะเวลาในการ
หมักนานขึน้ 24 ชั่วโมง แต่เมื่อเปรียบเทียบค่า productivity พบว่า การหมักแบบปลอดเชือ้ให้ 
productivity สงูกวา่ 
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ภาพประกอบ 17 ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์แบบไมป่ลอดเชือ้

จากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมโดย A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 ในระดบัฟลาสก์ด้วยวิธีการ
ตรึงเซลล์ 

 
 4.3.2 การศกึษาอณุหภมูิท่ีเหมาะสมตอ่การผลิตเอนไซม์ยอ่ยสลายพอลิแลคไทด ์
  จากการศึกษาการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์แบบไม่ปลอดเชือ้ โดย                              
A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 ในระดบัฟลาสก์ ด้วยวิธีการตรึงเซลล์ โดยมีสภาวะท่ีใช้ในการศกึษา
คือ มีค่า pH เร่ิมต้นเท่ากับ 7 ในหางน า้ยางท่ีแยกสกิมท่ีมีการเติมอาหาร basal medium เป็น
ระยะเวลา 168 ชั่วโมง และน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 40, 45, 50 และ 55 องศาเซลเซียส โดยมีการเก็บ
ตวัอย่างทกุ ๆ 24 ชัว่โมง พบวา่ ในช่วงแรก A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1สามารถผลิตเอนไซม์ย่อย
สลายพอลิแลคไทด์ ในแตล่ะอณุหภมูิมีกิจกรรมของเอนไซม์ไมแ่ตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั แตเ่มื่อเข้า
สูช่ัว่โมงท่ี 96 ทกุอณุหภมูิมีแนวโน้มของคา่กิจกรรมของเอนไซม์ลดลงในขณะท่ีเมื่อเลีย้งเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 
45 องศาเซลเซียส การผลิตเอนไซม์ยงัคงสงูขึน้เลก็น้อย ดงัท่ีแสดงในภาพประกอบ 18 ดงันัน้อณุหภมูท่ีิ
เหมาะสมท่ีสดุในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์จากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมโดย                A. 
keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 ในระดบัฟลาสก์ด้วยวิธีการตรึงเซลล์คอื 45 องศาเซลเซียส ในสภาวะไม่
ปลอดเชือ้ ซึ่งสามารถผลิตเอนไซม์ได้ 26.4 ยูนิตต่อมิลลิลิตร คิดเป็น productivity เท่ากับ 0.28 ยูนิ
ตตอ่มิลลิลิตรตอ่ชัว่โมง 
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ภาพประกอบ 18 ผลของอณุหภมูิในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์แบบไมป่ลอดเชือ้จากหาง
น า้ยางท่ีแยกสกิมโดย A. keratinilytica สายพันธุ์  T16-1 ในระดบัฟลาสก์ ด้วยวิธีการตรึง
เซลล์ โดยก าหนดให้ , 40 °C ; , 45°C ; , 50°C และ , 55°C ตามล าดบั  

      
 
 4.3.3 การศกึษา pH เร่ิมต้นท่ีเหมาะสมตอ่การผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด ์
  จากการศกึษาการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์แบบไมป่ลอดเชือ้ในระดบัฟลาสก์
โดย A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 ด้วยวิธีการตรึงเซลล์ ในหางน า้ยางท่ีแยกสกิมท่ีมีการเติมอาหาร 
basal medium โดยใช้เวลาในการผลิตเอนไซม์ 96 ชั่วโมงท่ี 45 องศาเซลเซียส และท าการศึกษาค่า 
pH ตา่งๆ ท่ี 4, 5, 6, 7, 8 และ 9 พบวา่ ท่ีคา่ pH 7 และ 8 สามารถผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์
มีค่ากิจกรรมเอนไซม์ใกล้เคียงกันและไม่แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญั ดงันัน้ ค่า pH ท่ีเหมาะสมท่ีสดุ
ซึ่ง A. keratinilytica สายพันธุ์ T16-1 ใช้ในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์แบบไม่ปลอดเชือ้
ในระดบัฟลาสก์ด้วยวิธีการตรึงเซลล์ คือ pH 7 เน่ืองจากให้คา่กิจกรรมเอนไซม์สงูท่ีสดุ เท่ากบั 34.47 ยู
นิตตอ่มิลลิลิตร คิดเป็น productivity เท่ากบั 0.36 ยนิูตตอ่มิลลิลิตรตอ่ชัว่โมง ซึ่งแสดงดงั ภาพประกอบ 
19 ซึ่งผลของค่า pH ท่ีเหมาะสมในสภาวะการหมักแบบไม่ปลอดเชือ้มีค่าใกล้เคียงกับสภาวะแบบ
ปลอดเชือ้ คืออยู่ในช่วง pH เป็นกลาง 
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ภาพประกอบ 19 ผลของคา่ pH ในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์แบบไมป่ลอดเชือ้จากหาง

น า้ยางท่ีแยกสกิมโดย A. keratinilytica สายพันธุ์  T16-1 ในระดบัฟลาสก์ ด้วยวิธีการตรึง
เซลล์ ท่ีอณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 96 ชัว่โมง โดยตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพ์เล็ก
แสดงถึงความแตกตา่งของคา่เฉล่ียด้วยวิธี LSD ท่ีระดบันยัส าคญั 0.05 

 
 4.3.4 การศกึษาแหลง่ไนโตรเจนท่ีเหมาะสมตอ่การผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด ์
  จากการศกึษาการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์แบบไมป่ลอดเชือ้ในระดบัฟลาสก์
โดย A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 ด้วยวิธีการตรึงเซลล์ ในหางน า้ยางท่ีแยกสกิมท่ีมีการเติมอาหาร 
basal medium โดยใช้เวลาในการผลิตเอนไซม์ 96 ชั่วโมงท่ี 45 องศาเซลเซียส และมีค่า pH เป็น 7 
จากนัน้ท าการศึกษาแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสม ได้แก่ peptone, yeast extract, skim milk, malt 
extract, casein และ gelatin พบวา่ peptone กบั casein และ skim milk กบั malt extract ให้ผลท่ีไม่
แตกตา่งกนั และ gelatin ให้ผลคา่กิจกรรมของเอนไซม์สงูท่ีสดุ ดงันัน้แหลง่ไนโตรเจนท่ีเหมาะสมท่ีสดุ
ในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์จากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมโดย A. keratinilytica สายพนัธุ์ 
T16-1 ด้วยวิธีการตรึงเซลล์แบบไม่ปลอดเชือ้ในระดบัฟลาสก์ คือ gelatin ซึ่งสามารถผลิตเอนไซม์ได้
สงูสดุเท่ากบั 35.83 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร คิดเป็นคา่ productivity เท่ากบั 0.37 ยนิูตตอ่มิลลิลิตรตอ่ชัว่โมง 
ตามภาพประกอบ 20 
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ภาพประกอบ 20 ผลของแหลง่ไนโตรเจนในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์แบบไมป่ลอดเชือ้

จากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมโดย A. keratinilytica สายพันธุ์  T16- 1 ในระดับฟลาสก์ ด้วย
วิธีการตรึงเซลล์ ท่ีอณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 96 ชัว่โมง และมีคา่ pH เร่ิมต้นเป็น 7 
โดยตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพ์เล็กแสดงถึงความแตกตา่งของคา่เฉล่ียด้วยวิธี LSD ท่ีระดบั
นยัส าคญั 0.05 

 
 
  จากการศึกษาข้างต้นสรุปได้ว่า A. keratinilytica สายพันธุ์ T16-1 ใช้เจลาตินเป็นแหลง่
ไนโตรเจนร่วมกับสารอาหารในหางน า้ยางท่ีแยกสกิมและเสริมด้วย basal medium ท่ีประกอบด้วย 
(NH4)2SO4 ความเข้มข้น 4 กรัมต่อลิตร K2HPO4 ความเข้มข้น 4 กรัมต่อลิตร KH2PO4 ความเข้มข้น 2 
กรัมต่อกรัม MgSO4·7H2O ความเข้มข้น 0.2 กรัมต่อลิตร และ เจลาติน ความเข้มข้น 2.38 กรัม โดยมี
ค่า pH เร่ิมต้นเป็น 7 และท าการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์เป็นเวลา 96 ชั่วโมง ท่ี 45 องศา
เซลเซียส โดยการตรึงเซลล์ด้วยแผน่ใยขดัแบบไมป่ลอดเชือ้ในระดบัฟลาสก์ สามารถผลิตเอนไซม์ย่อย
สลายพอลิแลคไทด์ ได้สูงท่ีสุดเท่ากับ 35 ยูนิตต่อมิลลิลิตร คิดเป็นค่า productivity เท่ากับ 0.36          
ยนิูตตอ่มิลลิลิตรตอ่ชัว่โมง 
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4.4 การศึกษาการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์แบบไม่ปลอดเชือ้จากหาง
น า้ยางที่แยกสกิมโดย A. keratinilytica สายพันธ์ุ T16-1 ในถังหมักแบบใบพัดกวน
ขนาด 2 ลิตร ด้วยวิธีการตรึงเซลล์ 
 4.4.1 การศกึษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมย์่อยสลายพอลิแลคไทด ์
  จากการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์แบบไมป่ลอดเชือ้ในถังหมกัแบบใบพดักวน
ขนาด 2 ลิตร ซึ่งปริมาตรท างาน (working volume) เท่ากับ 1.5 ลิตร ด้วยวิธีการตรึงเซลล์จาก                                               

A. keratinilytica สายพันธุ์  T16-1 และมีการเสริมด้วยอาหาร basal medium โดยท าการศึกษา
ระยะเวลาในการผลิตทัง้หมด 168 ชั่วโมง ซึ่งมีอตัราการกวนอยู่ท่ี 100 rpm ไม่มีการให้อากาศ โดย
ควบคมุอณุหภมูิท่ี 45 องศาเซลเซียส พบวา่ กิจกรรมเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์มีคา่สงูขึน้ โดยมี
คา่กิจกรรรมเอนไซม์สงูสดุท่ี 36 ยนิูตตอ่มิลลิลิตรท่ีเวลา 72 ชัว่โมง คิดเป็นคา่ productivity เท่ากบั 0.5 
ยูนิตต่อมิลลิลิตรต่อชั่วโมง และเมื่อเวลาผ่านไปค่ากิจกรรมของเอนไซม์มีค่าลดลง ดังแสดงใน
ภาพประกอบ 21 ดงันัน้กลา่วได้วา่ การผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ท่ีเวลา 72 ชัว่โมง เป็นเวลา
ท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์แบบไมป่ลอดเชือ้ด้วยวิธีการตรึงเซลล์ในถงัหมกั
แบบใบพดักวนขนาด 2 ลิตร จาก A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1  
 
 

 
 

ภาพประกอบ 21 ผลของระยะเวลาในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์แบบไม่ปลอดเชือ้จาก
หางน า้ยางท่ีแยกสกิมด้วย A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 ในถงัหมกัแบบใบพดักวนขนาด 
2 ลิตร ด้วยวิธีการตรึงเซลล์ โดยใช้อตัราการกวน เท่ากับ 100 rpm ไม่มีการให้อากาศ และ
ควบคมุอณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส 
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 4.4.2 การศกึษาอตัราการกวนท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด ์
  จากการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์แบบไมป่ลอดเชือ้จากหางน า้ยางท่ีแยกสกิม
ในถังหมกัแบบใบพัดกวนขนาด 2 ลิตร ด้วยวิธีการตรึงเซลล์ จาก  A. keratinilytica สายพันธุ์ T16-1 
และมีการเสริมด้วยอาหาร basal medium ซึ่งใช้เวลาในการผลิตเอนไซม์ 72 ชั่วโมง โดยไม่ให้อากาศ 
และท าการศึกษาอัตราการกวนท่ี 100, 150 และ 200 rpm พบว่า เมื่อเวลาผ่านไปค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์ท่ีอตัราการกวนตา่งๆ มีคา่เพ่ิมขึน้ แตพ่บวา่ท่ีอตัราการกวนเท่ากบั 150 มีคา่ลดลงท่ี 72 ชัว่โมง 
แตอ่ย่างไรก็ตามพบวา่ อตัราการกวนท่ี 100 rpm ให้คา่กิจกรรมเอนไซม์สงูท่ีสดุ เท่ากบั 40.5    ยนิูตตอ่
มิลลิลิตร และมีค่า productivity เท่ากับ 0.56 ยูนิตต่อมิลลิลิตรต่อชั่วโมง ซึ่งเมื่อเพ่ิมอตัราการกวนท่ี
สงูขึน้ท าให้คา่กิจกรรมเอนไซม์ลดลงตามล าดบั ดงัแสดงในภาพประกอบ 22  
 

 
 

ภาพประกอบ 22 ผลของอตัราการกวนในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์แบบไม่ปลอดเชือ้
จากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมด้วย A. keratinilytica สายพันธุ์ T16-1 ในถังหมกัแบบใบพดักวน
ขนาด 2 ลิตร ด้วยวิธีการตรึงเซลล์ โดยไม่มีการให้อากาศ ควบคุมอุณหภูมิท่ี 45 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ซึ่งก าหนดให้  , 100; , 150 และ  , 200 rpm 
ตามล าดบั 
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 4.4.3 การศกึษาอตัราการให้อากาศท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด ์
  จากการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์แบบไมป่ลอดเชือ้จากหางน า้ยางท่ีแยกสกิม
ในถังหมกัแบบใบพัดกวนขนาด 2 ลิตร ด้วยวิธีการตรึงเซลล์ จาก  A. keratinilytica สายพันธุ์ T16-1 
และมีการเสริมด้วยอาหาร basal medium ซึ่งใช้เวลาในการผลิตเอนไซม์ 72 ชั่วโมง และมีอตัราการ
กวน 100 rpm โดยท าการศึกษาอัตราการให้อากาศท่ี 0.5, 1, 1.5, 2 vvm และไม่มีการเติมอากาศ 
พบวา่ เมื่อมีการเติมการอากาศมากขึน้ ท าให้คา่กิจกรรมของเอนไซม์ลดลงตามล าดบั ดงัภาพประกอบ 
23 ดงันัน้จึงสรุปได้วา่กระบวนการหมกัเมื่อผลิตเอนไซม์ชนิดนีใ้นถงัหมกัขนาด 2 ลิตร ไมจ่ าเป็นต้องใช้
การเติมอากาศท าให้ได้กิจกรรมสงูท่ีสดุเท่ากบั 40.5 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร คิดเป็นคา่ productivity เท่ากบั 
0.56 ยนิูตตอ่มิลลิลิตรตอ่ชัว่โมง 
 

 
 

ภาพประกอบ 23 ผลของอตัราการให้อากาศในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์แบบไม่ปลอด
เชือ้จากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมด้วย A. keratinilytica สายพันธุ์ T16-1 ในถังหมกัแบบใบพดั
กวนขนาด 2 ลิตร ด้วยวิธีการตรึงเซลล์ อตัราการกวน 100 rpm ท่ีอณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส 
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 จากการท่ีศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์แบบไม่
ปลอดเชือ้โดยใช้หางน า้ยางท่ีแยกสกิมด้วย A. keratinilytica สายพันธุ์ T16-1 ในถังหมกัแบบใบพดั
กวนขนาด 2 ลิตร ด้วยวิธีการตรึงเซลล์ พบว่า สามารถผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ได้สงูสดุ
เมื่อใช้ อตัราการกวนอยู่ท่ี 100 rpm โดยไม่ให้อากาศ และใช้เวลาในการผลิตท่ี 72 ชั่วโมง ได้กิจกรรม
ของเอนไซม์ เท่ากบั 40.5 ยนิูตตอ่มิลลิลิตรและคิดเป็นค่า productivity เท่ากบั 0.56 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร
ตอ่ชัว่โมง 
 
4.5 การวิเคราะห์หางน า้ยางที่แยกสกิมหลังจากการหมัก 
 หลังจากการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ด้วย A. keratinilytica สายพันธุ์  T16-1 ใน
สภาวะปลอดเชือ้พบว่า องค์ประกอบต่างๆ ภายในหางน า้ยางท่ีแยกสกิมมีค่าดังนี ้COD BOD TKN 
แอมโมเนียไนโตรเจน สงักะสี ปริมาณโปรตีน น า้ตาลรีดิวซ์ น า้ตาลทัง้หมด และ เฟอร์ฟิวรัล มีค่าเท่ากบั 
14,000, 259.4, 12.82, 15.57, 11.51, 223.23, 42.05, 623.42 และ <10 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั และ
มีค่า pH อยู่ในช่วง 6.8-7.0 และในสภาวะท่ีไม่ปลอดเชือ้ มีองค์ประกอบต่างๆ ภายในหางน า้ยางท่ี
แยกสกิมมีค่าดงันี ้COD BOD TKN แอมโมเนียไนโตรเจน สงักะสี ปริมาณโปรตีน น า้ตาลรีดิวซ์ น า้ตาล
ทัง้หมด มีคา่เท่ากบั 18,456, 236.4, 3.4, 4.1, 64.57, 0.3 และ 1,336 มิลลิกรัมตอ่ลิตร แสดงดงัตาราง 20 
ซึ่งจะเห็นได้วา่องค์ประกอบตา่งๆ ท่ีวดัได้ หลงัจากการหมกัทัง้แบบปลอดเชือ้ และไมป่ลอดเชือ้มีคา่ลดลง 
เน่ืองจากเชือ้จลุินทรีย์ใช้สารอาหารในการเจริญ และผลิตเอนไซม์ซึ่งเอนไซม์ท่ีได้สามารถน าไปย่อยสลาย 
พอลิแลคไทด์ 
 
4.6 การน าเอนไซม์ไปประยุกต์ใช้ในการย่อยสลายพอลิแลคไทด์ 
 เมื่อน าเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลกไทด์ท่ีผลิตจากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมด้วย A. keratinilytica 
สายพันธุ์ T16-1 มาย่อยสลายผง PLA ปริมาณ 1.00 กรัม โดยใช้เอนไซม์ 25.50 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ท า
ปฏิกิริยาท่ี อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส ในถงุไดอะไลซีสเป็นเวลา 48 ชัว่โมง พบวา่ เอนไซม์สามารถย่อย
สลาย PLA ผงได้ และคิดเป็นน า้หนักท่ีหายไปร้อยละ 32.12 ดังนัน้ แสดงให้เห็นว่าเอนไซม์ ท่ีผลิตได้
สามารถน าไปประยกุต์ใช้ในการย่อยสลายพอลิแลคไทด์เพ่ือน ามา recycle ตอ่ไปในอนาคต  
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บทที่ 5 
สรุปและอภปิรายผลการทดลอง 

 
  การผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์จากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมพบวา่ การใช้เจลาติน
เป็นแหลง่ไนโตรเจนสง่ผลให้ A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 สามารถผลิตเอนไซม์สงูท่ีสดุ โดยการ
ผลิตเอนไซม์ในสภาวะแบบปลอดเชือ้ ท่ีอณุหภมูิ 40 องศาเซลเซียส มี pH เร่ิมต้นท่ี 7.3 และอตัราการ
เขย่า 250 rpm เป็นเวลา 72 ชั่วโมงท าให้มีกิจกรรมเอนไซม์สงูท่ีสดุ เท่ากับ 25.50 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
และคิดเป็น productivity ได้เป็น 0.35 ยูนิตต่อมิลลิลิตรต่อชั่วโมง และสภาวะแบบไม่ปลอดเชือ้ ท่ี
อณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส ท่ี pH เร่ิมต้นท่ี 7.0 และอตัราการเขย่า 150 rpm เป็นเวลา 96 ชั่วโมงเป็น
สภาวะท่ีให้กิจกรรมเอนไซม์สงูท่ีสดุ มีค่าเท่ากบั 35.50 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และคิดเป็น productivity ได้
เป็น 0.36 ยนิูตตอ่มิลลิลิตรตอ่ชัว่โมง นอกจากนีเ้มื่อน าไปขยายการผลิตเอนไซม์เป็นการใช้ถงัหมกัแบบ
ใบพดักวน ขนาด 2 ลิตรแบบไมป่ลอดเชือ้ ท่ีอณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส มี pH เร่ิมต้นท่ี 7.0 และอตัรา
การเขย่า 100 rpm เป็นเวลา 72 ชัว่โมง โดยไมม่ีการเติมอากาศ พบวา่ให้ผลของกิจกรรมเอนไซม์สงูสดุ
ซึ่งมีค่าเท่ากับ 40.5 ยูนิตต่อมิลลิลิตร คิดค่า Productivity เป็น 0.56 ยูนิตต่อมิลลิลิตรต่อชั่วโมง ดงั
ตาราง 21 โดยเมื่อน าเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์มาย่อยผง PLA ในถุงไดอะไลซีสท่ี อณุหภมูิ 60 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง พบวา่สามารถคิดเป็นน า้หนกัท่ีหายไปได้ร้อยละ 32.12 
 
 
ตาราง 21 เปรียบเทียบผลกิจกรรมเอนไซมท่ี์ได้จากการผลิตด้วยวิธีการตา่งๆ 
 

 สภาวะการหมกั 
กิจกรรมเอนไซม์ 

(U/mL) 
Productivity 
(U/mL/h) 

แบบปลอดเชือ้ อณุหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
เวลา 72 ชัว่โมง pH เร่ิมต้น 7.3  
อตัราการเขย่า 250 rpm 

25.50 0.35 

แบบไม่ปลอดเชือ้ อณุหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
เวลา 96 ชัว่โมง pH เร่ิมต้น 7  
อตัราการเขย่า 150 rpm 

35.00 0.36 

ถงัหมกัขนาด 2 ลติร อณุหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
เวลา 72 ชัว่โมง pH เร่ิมต้น 7  
อตัราการกวน 100 rpm 
ไม่มีการเติมอากาศ 

40.50 0.56 
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 จากการรายงานว่าเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ท่ีผลิตด้วย A. keratinilytica สายพันธุ์  
T16-1 จดัอยู่ในกลุม่เอนไซม์โปรติเอสชนิดเซอรีนโปรติเอส ท่ีสามารถไฮโดรไลซ์พนัธะเอสเทอร์ของพอลิ
แลคไทด์ได้ (Sukkhum; et al. 2009: 459-467) โดยปัจจัยท่ีส่งผลต่อการผลิตเอนไซม์โปรติเอสด้วย
จลุินทรีย์นัน้มาจากองค์ประกอบของอาหารโดยเฉพาะอย่างย่ิงแหลง่คาร์บอนและไนโตรเจน อีกทัง้ยงัมี
ปัจจยัทางกายภาพ อาทิ อณุหภมูิ คา่ pH ระยะเวลาในการบ่ม อตัราการเขย่า และความเข้มข้นของหวั
เชือ้ เป็นต้น (Balachandran; Duraipandiyan; & Ignacimuthu. 2012: S392-S400) ส าหรับการศกึษา
สภาวะท่ีเหมาะสมของการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์จากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมแบบปลอด
เชือ้ด้วย A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 ในระดบัฟลาสก์ มีการเติม basal medium ลงไปเพ่ือใช้เป็น 
supplement ในการทดลองนีไ้ด้ใช้การออกแบบการทดลองตามวิธีของ Packett และ Burman เพ่ือคดั
กรองปัจจยัท่ีมีอิทธิพลตอ่การผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ ได้อย่างมีประสิทธิภาพและรวดเร็ว
ท าให้ประหยดัคา่ใช้จ่าย (Korayem; et al. 2015: 209–217) โดยท าการศกึษาทัง้หมด 7 ปัจจยั พบวา่
มี 3 ปัจจยัท่ีมีผลตอ่การผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์จากหางน า้ยางท่ีแยกสกิม ได้แก่ เจลาติน 
MgSO4·7H2O และ ค่า pH เร่ิมต้น โดยมีระดบันยัส าคญัเท่ากบั 0.30 ท่ีค่า R2 เท่ากับ 0.858 ซึ่งแสดง
ว่าการออกแบบการทดลองตามวิธีของ Packett และ Burman มีความน่าเช่ือถือสามารถยอมรับได้ 
จากการทดลองทัง้หมด 12 การทดลอง พบว่าการทดลองท่ี 6 มีค่ากิจกรรมเอนไซม์สงูท่ีสดุ เท่ากับ 
16.44 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร โดยเจลาตินเป็นปัจจยัท่ีมีอิทธิพลตอ่การผลิตเอนไซม์ ซึ่งเจลาตินเป็นตวัเลือก
ท่ีดีในการเป็นแหล่งอินทรีย์ไนโตรเจนและตวัชกัน าในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ และมี
ต้นทุนต ่า (Li; et al. 2013: 1143-1149) อีกทัง้ยังพบว่าค่า pH เป็นปัจจัยท่ีมีอิทธิพลต่อการผลิต
เอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์อีกด้วยซึ่งพบว่า ในการผลิตแบบปลอดเชือ้และไมป่ลอดเชือ้มีคา่ pH 
เร่ิมต้นท่ีเหมาะสมในการผลิตอยู่ท่ี 7.3 และ 7 ตามล าดบั ซึ่งสอดคล้องกับการผลิตเอนไซม์ย่อยสลาย
พอลิแลคไทด์ของ Amycolatopsis orientalis ท่ีมีคา่ pH เร่ิมต้นท่ีเหมาะสมเป็น 7 (Jarerat; Tokiwa; & 
Tanaka. 2006: 726-731) จากปัจจัยทัง้ 3 ปัจจัยท่ีได้ข้างต้นมาหาจุดท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์
ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ได้สงูท่ีสดุ โดยการหาพืน้ผิวตอบสนองจากการออกแบบการทดลองทางสถิติ
วิธี Central Composite Design พบว่า จากทัง้หมด 17 การทดลอง มีการทดลองท่ี 15, 16 และ 17 
เป็นการทดลองท่ีเรียกว่า Center point มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์มากท่ีสดุ เท่ากับ 22.94, 23.06 และ 
31.08 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร ตามล าดบั โดยมีความเข้มข้นของเจลาตินเป็น 2.38 กรัมตอ่ลิตร ความเข้มข้น
ของ MgSO4∙7H2O เป็น 0.2 กรัมตอ่ลิตร และมีคา่ pH เร่ิมต้นเป็น 7.3 โดยการทดลองท่ี Center point 
ของการออกแบบการทดลองเป็นการท าการทดลองซ า้ส าหรับการค านวณความคลาดเคลื่อน (Li; et al. 
2007: 1381-1388) โดยวิธีนีเ้ป็นการหาจดุท่ีเหมาะสมของสภาวะในกระบวนการหมกั เช่น ปัจจยัทาง
กายภาพ อาทิ อณุหภมูิ คา่ pH อตัราการให้อากาศและ อตัราการกวนเป็นต้น อีกทัง้ยงัเป็นการหาจดุท่ี
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เหมาะสมขององค์ประกอบของอาหารท่ีใช้ในกระบวนการหมกั อาทิ แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน 
เกลือแร่ และตวัชักน า เป็นต้น ซึ่งวิธีการนีถ้กูน าไปใช้ในการปรับปรุงการผลิตเอนไซม์ท่ีส าคญัได้อย่าง
ประสบความส าเร็จ ตวัอย่างเช่น เอนไซม์แอลฟาอะไมเลส เอนไซม์ไซเลส เอนไซม์คาราติเนส และ
เอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์เป็นต้น (Sukkhum; Tokuyama; & Kitpreechavanich. 2012: 92-99; 
Anbu; et al. 2007: 1298-1303; Li; et al. 2007: 1381-1388; & Tanyildizi; Özer; & Elibol. 2005: 
2291-2296) ซึ่งผลการทดลองจากการออกแบบการทดลองทางสถิติ ด้วยวิธี central composite 
design พบว่าข้อมูลของการทดลองมีความเหมาะสมต่อการน าไปวิเคราะห์การถดถอย เน่ืองจาก
ข้อมูลมีการแจกแจงแบบปรกติบนกราฟ normal probability plot และมีความแปรปรวนของความ
คลาดเคลื่อนคอ่นข้างคงท่ี จากข้อมลูมีความเหมาะสมตอ่การน ามาวิเคราะห์การถดถอย โดยการน ามา
สร้างสมการถดถอย 9 โดยสมการถดถอยนีม้ีค่า R2 เท่ากับ 0.869 ซึ่งแสดงให้เห็นว่าความเข้มข้นของ
เจลาติน MgSO4∙7H2O และคา่ pH เร่ิมต้นสามารถอธิบายคา่กิจกรรมของเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลค
ไทด์ได้ ร้อยละ 86.9 และส่วนท่ีเหลือร้อยละ 13.1 ไม่สามารถอธิบายค่ากิจกรรมเอนไซม์ได้ เน่ืองจาก
เป็นผลจากตวัแปรอิสระอ่ืนท่ีไมส่ามารถควบคมุได้ อีกทัง้สมการถดถอยนีม้ีคา่ความน่าจะเป็นของการ

ทดลอง (Sig.) ของการวิเคราะห์ความแปรปรวนของการวิเคราะห์การถดถอยเชิงพหคุณูน้อยกวา่คา่ α 
ท่ีระดบันัยส าคญั 0.05 แสดงให้เห็นว่ามีอย่างน้อยหนึ่งตวัแปรท่ีอธิบายสมการถดถอยได้ จากนัน้น า
สมการท่ีได้มาเขียนกราฟพืน้ผิวตอบสนอง และกราฟคอนทัวร์พล๊อต เพ่ือหาความสมัพันธ์ของ 3 ตวั
แปร  คือ เจลาติน MgSO4·7H2O และ pH ซึ่งสง่ผลตอ่ กิจกรรมเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ พบวา่
จุดท่ีเหมาะสมของตวัแปรต้นทัง้สาม คือความเข้มข้นของเจลาตินอยู่ในช่วง 1.68-2.48 กรัมต่อลิตร 
ความเข้มข้นของ MgSO4·7H2O อยู่ในช่วง 0.16-0.22 กรัมต่อลิตร และค่า pH เร่ิมต้นอยู่ในช่วง 7.2-
7.8 ซึ่งคาดว่าท าให้  A. keratinilytica สายพันธุ์ T16-1 สามารถผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์
จากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมแบบปลอดเชือ้ได้ผลดีท่ีสดุ และพบวา่เมื่อใช้ความเข้มข้นของเจลาตินท่ี 2.48 
กรัมตอ่ลิตร MgSO4·7H2O เป็น 0.17 กรัมตอ่ลิตร และคา่ pH เท่ากบั 7.3 จะให้คา่ท านายกิจกรรมของ
เอนไซม์สงูท่ีสดุ คือ 25.65 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และเมื่อน าสภาวะปัจจยัท่ีได้จากการค านวณทางสถิติไป
ทดลองจริงพบว่าค่ากิจกรรมของเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์จากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมด้วย A. 
keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 ในระดบัฟลาสก์ โดยมีการผสม basal medium ลงไปเป็น supplement 
แบบปลอดเชือ้ท่ีได้มีคา่เป็น 25.50 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร โดยคิดเป็นคา่ productivity เท่ากบั 0.35 ยนิูตตอ่
มิลลิลิตรตอ่ชัว่โมง ซึ่งมีคา่ใกล้เคียงกบัคา่กิจกรรมเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ท่ีได้จากการท านาย
ตามสมการถดถอย 9 ท่ีได้จากการประมาณคา่สมัประสิทธ์ิการถดถอยเชิงพหคุณู ท่ีมีระดบันยัส าคญัท่ี 
0.05 และตามตาราง 19 พบวา่ ผลของคา่กิจกรรมท่ีท านายและค่าจากผลการทดลองจริงของบางการ 
ทดลองมีความแตกต่างกนั เช่นการทดลองท่ี 2 และ 12 ซึ่งสามารถพิสจูน์ได้ด้วยค่า R2 เท่ากับ 0.869 
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พบว่าตวัแปรต้นสามารถอธิบายตวัแปรตามได้ร้อยละ 86.9 แต่อีกร้อยละ 13.1 ไม่สามารถอธิบายได้
เน่ืองจากตวัแปรอ่ืนๆท่ีไม่สามารถควบคมุได้ นอกจากนีส้มการถดถอย 9 พบว่าความเข้มข้นของเจ
ลาตินมีค่าสมัประสิทธ์ิอิทธิพลเป็นลบ ชีใ้ห้เห็นว่าเม่ือปริมาณของเจลาตินลดลงส่งผลให้คา่กิจกรรม
เอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์เพ่ิมขึน้ และคา่ pH เร่ิมต้นมีคา่สมัประสิทธ์ิอิทธิพลเป็นบวก หรือกลา่ว
ได้ว่าเมื่อเพ่ิมค่า pH เร่ิมต้นถึงจุดท่ีเหมาะสมจะส่งผลให้คา่กิจกรรมเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์
เพ่ิมขึน้  
 จากการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์แบบไม่
ปราศจากเชือ้จากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมด้วย A. keratinilytica สายพันธุ์ T16-1 ในระดบัฟลาสก์จาก
การตรึงเซลล์ด้วยแผน่ใยขดัและมีการเสริมด้วยอาหาร basal medium โดยใช้วิธีการ One-factor at a 
time พบวา่การผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ท่ีอณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 96 ชัว่โมง 
โดยมีค่า pH เร่ิมต้นเป็น 7 และมีแหล่งไนโตรเจนเป็นเจลาติน สามารถผลิตเอนไซม์ให้มีค่ากิจกรรม
เอนไซม์สงูท่ีสดุ เท่ากบั 35 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร คิดเป็นคา่ productivity ได้เท่ากบั 0.36 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร
ต่อชั่วโมง ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Sukkhum และคนอ่ืนๆ ว่า A. keratinilytica สายพันธุ์ T16-1 
สามารถผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ได้สงูสดุท่ี 96 ชั่วโมง เมื่อใช้ basal medium เพียงอย่าง
เดียวในการผลิตเอนไซม์ (Sukkhum; Tokuyama; & Kitpreechavanich. 2009: 302-306)  
 จากการศึกษาการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลกไทด์จากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมด้วย        
A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 ในสภาวะปลอดเชือ้ในข้างต้น มีการเลือกใช้วิธีทางสถิติเพ่ือต้องการ
รวบรวมข้อมลูเบือ้งต้นก่อน เน่ืองจากมีความสะดวก รวดเร็ว และได้ข้อมลูท่ีละเอียดมากกว่าวิธีอ่ืนๆ
โดยพบวา่สามารถน าหางน า้ยางท่ีแยกสกิมมาผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ได้ จากนัน้จึงสนใจ
ท่ีจะน าหางน า้ยางท่ีแยกสกิมมาผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ด้วย A. keratinilytica สายพนัธุ์ 
T16-1 ในสภาวะไมป่ลอดเชือ้ เน่ืองจากการน าของเหลือทิง้จากโรงงานยางพาราข้นไปใช้ประโยชน์และ
ลดต้นทนุในการผลิตเอนไซม์ ซึ่งการศกึษาการผลิตเอนไซม์ในสภาวะแบบไม่ปลอดเชือ้นีม้ีการเลือกใช้
วิธีการ one-factor at a time ในการศึกษาเน่ืองจากมีข้อมลูเบือ้งต้นจากการศึกษาสภาวะปลอดเชือ้
แล้วจึงเพียงต้องการปรับเปลี่ยนสภาวะเพ่ือให้มีสภาวะของการผลิตเอนไซม์ในแบบไม่ปลอดเชือ้มี
ความเหมาะสมมากขึน้ ซึ่งทัง้สองสภาวะมีความแตกตา่งกนัเพียงเล็กน้อย แต่อย่างไรก็ตามการผลิต
เอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ด้วย A. keratinilytica สายพันธุ์ T16-1 จากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมท่ี
สภาวะปลอดเชือ้และไมป่ลอดเชือ้ พบวา่ระยะเวลาท่ีเหมาะสมของการผลิตเอนไซม์นัน้แตกตา่งกนั 24 
ชัว่โมงโดยในสภาวะท่ีปลอดเชือ้ใช้เวลา 72 ชัว่โมง และไมป่ลอดเชือ้ใช้เวลา 96 ชัว่โมง โดยเน่ืองจากใน
ช่วงแรกของการผลิตเอนไซม์แบบไมป่ลอดเชือ้นัน้ A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 ต้องมีการปรับตวั
และแก่งแย่ง แขง่ขนัในการเจริญกบัจลุินทรีย์ชนิดอ่ืนท่ีปนเปือ้นมากบัหางน า้ยางท่ีแยกสกิมก่อน จึงใช้
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เวลานานขึน้ในสภาวะปลอดเชือ้และไม่ปลอดเชือ้ นอกจากนีพ้บว่าค่า pH ท่ีเหมาะสมต่อการผลิต
เอนไซม์มีคา่ไมแ่ตกตา่งกนัคือเท่ากบั 7.3 และ 7.0 ตามล าดบั ซึ่งสอดคล้องกบัรายงานของ Sukkhum 
และคนอ่ืนๆ ท่ีพบว่าอิทธิพลของคา่ pH ท่ีเหมาะสมของการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ด้วย 
A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 อยู่ในช่วงท่ีเป็นกลาง (Sukkhum; Tokuyama; & Kitpreechavanich. 
2009: 302-306) อีกทัง้การเติมเจลาตินเป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีดีท่ีสดุของทัง้สองสภาวะ โดยเจลาติน
เป็นสายเปปไทด์พืน้ฐานของเนือ้เยือ้เก่ียวพนัของสตัว์เลีย้งลกูด้วยนมซึ่งได้จากการต้มคอลาเจนในน า้ 
และสามารถน ามาประยกุต์ใช้เป็นแหลง่ไนโตรเจนให้กบัการผลิตเอนไซม์ได้ (Leboffe & Pierce. 2010) 
ซึ่งสอดคล้องกับ Sukkhum และคนอ่ืนๆ ท่ีได้มีการรายงานว่า A. keratinilytica สายพันธุ์  T16-1 มี
ความสามารถย่อยสลายเจลาติน อีกทัง้ยงัแสดงให้เห็นวา่เจลาตินเป็นแหลง่ไนโตรเจนท่ีดีท่ีสดุส าหรับ
การผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ (Sukkhum; Tokuyama; & Kitpreechavanich. 2009: 302-
306)   
 จากการศกึษาการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์แบบไมป่ราศจากเชือ้จากหางน า้ยาง
ท่ีแยกสกิมในถังหมกัแบบใบพัดกวนขนาด 2 ลิตรด้วย A. keratinilytica สายพันธุ์ T16-1 ท่ีตรึงเซลล์
ด้วยแผ่นใยขดั โดยใช้วิธีการ One-factor at a time พบว่าสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ย่อย
สลายพอลิแลคไทด์คือ อณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส มีอตัราการกวนท่ี 100 rpm โดยไมม่ีการให้อากาศ 
เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ได้ค่ากิจกรรมเอนไซม์เท่ากับ 40.5 ยูนิตต่อมิลลิลิตร คิดเป็นค่า productivity ได้
เท่ากับ 0.56 ยูนิตต่อมิลลิลิตรตอ่ชัว่โมง ซึ่งจากการศึกษาอตัราการกวนต่อการผลิตเอนไซม์นัน้พบวา่ 
เมื่อเพ่ิมอตัราการกวนท่ีสงูขึน้ท าให้คา่กิจกรรมเอนไซม์มีคา่ลดลง เน่ืองจากการเพ่ิมอตัราการกวนท าให้
ไปรบกวนการเจริญของ A. keratinilytica สายพันธุ์ T16-1 โดยใบพัดในถังหมกันัน้เป็นการเพ่ิมแรง
เฉือน (Jagani; et al. 2010: 261-301) ซึ่งมีผลต่อจุลินทรีย์ท่ีมีลกัษณะเป็นเส้นใย ซึ่งแอคติโนมยัสีท
เป็นแบคทีเรียท่ีสร้างเส้นใยได้ ดังนัน้เมื่อเพ่ิมอัตราเร็วในการกวน เป็นการเพ่ิมแรงเฉือนส่งผลให้
เชือ้จุลินทรีย์ผลิตเอนไซม์ได้น้อยลง และยังพบว่าเมื่อเพ่ิมอัตราการให้อากาศพบว่ากิจกรรมของ
เอนไซม์น้อยลงเช่นกนั โดยการเพ่ิมอากาศสง่ผลให้มีจลุินทรีย์ปนเปือ้นภายในถงัหมกัเพ่ิมขึน้ เน่ืองจาก
จุลินทรีย์ตัวอ่ืนท่ีต้องการอากาศมีการเจริญเติบโตท่ีเร็วกว่า A. keratinilytica สายพันธุ์  T16-1 ท่ี
เจริญเติบโตได้ดีภายใน 3-5 วนั และเมื่อเปรียบเทียบกบัการผลิตเอนไซม์ในระดบัฟลาสก์พบว่าการใช้
ถงัหมกัสามารถผลิตเอนไซม์ได้ในระยะเวลาท่ีน้อยกวา่คือ 72 ชัว่โมง จาก 96 ชัว่โมง เน่ืองจากการผลติ
ในถังหมกัสามารถควบคมุสภาวะการให้อากาศและความคมุอณุหภูมิส่งผลให้การผลิตเอนไซม์ได้
ดีกวา่  
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 จากการตาราง 20 การวิเคราะห์องค์ประกอบต่างๆของน า้ยางพบว่า องค์ประกอบของหาง 
น า้ยางมีมากกวา่หางน า้ยางท่ีแยกสกิมแล้ว เน่ืองจากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมแล้วถกูตกตะกอนด้วยกรด
ซัลฟิวริก โดยความเป็นกรดท าให้โปรตีนตกตะกอน (Lucey; & Singh. 2003: pp1001-1025) อีกทัง้
การท าให้เป็นกรดยงัไปไฮโดรไลซ์สารอินทรีย์ในน า้ยางอีกด้วย (Bin; et al. 2015: 1220-1224) และเมื่อ
แยกตะกอนออกท าให้องค์ประกอบตา่งๆ ลดลง นอกจากนีจ้ะเห็นได้ว่าก่อนและหลงัการฆ่าเชือ้ด้วย
ความร้อนมีองค์ประกอบแหลง่ไนโตรเจนท่ีลดลงอาจเน่ืองมาจากการเปลี่ยนแปลงของคา่ pH ของหาง
น า้ยางท่ีแยกสกิม ซึ่งก่อนท่ีจะน าหางน า้ยางมาใช้ต้องมีการปรับคา่ pH ให้เป็นกลางจึงมีการเติมเบส
ลงไป พบว่าในหางน า้ยางท่ีแยกสกิมมีสารตกตะกอนขึน้ และก่อนท่ีจะน าหางน า้ยางท่ีแยกสกิมไปสง่
วิเคราะห์ต้องท าการกรองและน าตะกอนออกก่อน จึงอาจส่งผลให้คา่แหล่งไนโตรเจนมีค่าลดลง ทัง้นี ้
เมื่อน าหางน า้ยางท่ีแยกสกิมมาผลิตเอนไซม์ พบวา่องค์ประกอบตา่งๆ ของหางน า้ยางท่ีแยกสกิมลดลง
เน่ืองจาก A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 ได้น าองค์ประกอบตา่งๆ ไปใช้ในการเจริญเติบโตและผลติ
เอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์ โดยเฉพาะค่า BOD และ COD ท่ีบอกถึงปริมาณออกซิเจนในน า้ท่ี
จุลินทรีย์ต้องการใช้ในการย่อยสลายอินทรีย์ และปริมาณออกซิเจนในน า้ท่ีใช้ออกซิไดซ์สารอินทรีย์ 
(LEO. 2000) แสดงให้เห็นวา่ A. keratinilytica สายพนัธุ์ T16-1 ใช้สารอินทรีย์ในหางน า้ยางท่ีแยกสกิม
ในการเจริญเติบโตและผลิตเอนไซม์ แต่อย่างไรก็ตามจะเห็นได้วา่หางน า้ยางท่ีแยกสกิมท่ีผา่นการฆ่า
เชือ้ให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์น้อยกว่าสภาวะท่ีไม่มีการฆ่าเชือ้ ซึ่งสอดคล้องกบั
ปริมาณของสารอาหารท่ีลดลงเมื่อถกูฆ่าเชือ้แล้วในตาราง 20 นอกจากนีพ้บกวา่น า้ตาลท่ีอยู่ในหางน า้
ยางท่ีแยกสกิมเมื่อถูกฆ่าเชือ้ด้วยความร้อนไม่ก่อให้เกิดสารพิษ เน่ืองจากปริมาณของ furfural ไม่
เพ่ิมขึน้ แต่อย่างไรก็ตามเมื่อน าค่ากิจกรรมของเอนไซม์มาเปรียบเทียบกับรายงานก่อนหน้านีซ้ึ่ง
สามารถผลิตเอนไซม์ได้สงูท่ีสดุ 44.6 ยนิูตตอ่มิลลิลิตรเมื่อเลีย้งในอาหาร basal medium (Sukkhum; 
Tokuyama; & Kitpreechavanich. 2009: 302-306) พบว่ามีกิจกรรมเอนไซม์ต ่ากว่าอาจเน่ืองจาก
ปริมาณของ ZnO2 ท่ีเกษตรกรเติมในน า้ยางสดเพ่ือช่วยรักษาคณุภาพน า้ยางก่อนท่ีจะน ามาแปรรูปใน
โรงงาน โดยปริมาณของ Zn2+ ในหางน า้ยางท่ีแยกสกิมท่ีผา่นการหมกัลดลงเน่ืองจากจลุินทรีย์ดูดซบั 
Zn ไว้ท่ีผนังเซลล์ของจุลินทรีย์ (Arabil; et al. 2012: 3679-3685) นอกจากนีย้ังพบว่า Zn มีผลท าให้
กิจกรรมของเอนไซม์ลดลงเพราะ Zn เป็นโลหะหนักท่ีไปยับยัง้การท างานของเอนไซม์  (Atmaca; 
Kadri; & ÇIÇEK. 1998: 595-597)  
 จากการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแลคไทด์จากหางน า้ยางท่ีแยกสกิมด้วย A. keratinilytica 
สายพันธุ์ T16-1 พบว่าค่าองค์ประกอบของหางน า้ยางท่ีแยกสกิมลดลงเมื่อเปรียบเทียบหางน า้ยางท่ี
แยกสกิมก่อนและหลงัการผลิตเอนไซม์ ซึ่งจะเห็นได้วา่ คา่ BOD หรือ Biochemical Oxygen Demand 
ท่ีอธิบายถึงออกซิเจนท่ีจลุินทรีย์ต้องการในการย่อยสลายสารอินทรีย์ท่ีอยู่ในน า้ลดลง แสดงให้เห็นวา่
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สารอินทรีย์ในหางน า้ยางมีปริมาณลดลง นอกจากนีค้่า TKN ซึ่งเป็นแหล่งไนโตรเจน และค่าน า้ตาล
รีดิวซ์ ซึ่งเป็นแหลง่ของคาร์บอนของจลุินทรีย์ยงัมีคา่ลดลงหลงัจากผา่นกระบวนการผลิตเอนไซม์ ดงันัน้
หางน า้ยางท่ีแยกสกิมสามารถน ามาใช้เลีย้งจลุินทรีย์ได้ และจากการพบวา่ปริมาณของน า้ตาลรีดิวซ์ใน
หางน า้ยางท่ีแยกสกิมก่อนและหลงัการฆ่าเชือ้ด้วยความร้อนมีปริมาณเพ่ิมขึน้อาจเน่ืองมาจากน า้ตาล
สองโมเลกุลในหางน า้ยางท่ีแยกสกิมมีการแตกตวัเมื่อโดนความร้อนจากการฆ่าเชือ้ท าให้กลายเป็น
น า้ตาลโมเลกลุเดียวและเกิดปลายรีดิวซ์ขึน้  
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ภาคผนวก ก 
สูตรอาหารและวธีิการเตรียมอาหาร 
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ภาคผนวก ก 
 
สูตรอาหารเลีย้งเชือ้ 
1. อาหารเลีย้งแอคติโนมยัสที (ISP-2) 
 สารสกดัจากยีสต์ (yeast extract) 4 กรัม 
 สารสกดัจากมอลต์ (malt extract) 10 กรัม 
 น า้ตาล dextrose   4 กรัม 
 Agar     15 กรัม 
 เติมน า้ให้ครบให้ครบปริมาตร 1 ลิตรน าไปฆ่าเชือ้ด้วยการ autoclave ท่ีอณุหภมูิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 

2. อาหารที่ใช้ในการผลติเอนไซม์ยอ่ยสลายพอลแิลคไทด์ (Basal medium) 
 (NH4)2SO4    4 กรัม 
 K2HPO4    4 กรัม 
 KH2PO4    2 กรัม 
 MgSO4 · 7H2O   0.2 กรัม 
 Gelatin    2.38 กรัม 
 เติมน า้ให้ครบให้ครบปริมาตร 1 ลิตรน าไปฆ่าเชือ้ด้วยการ autoclave ท่ีอณุหภมูิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
บัฟเฟอร์และวธีิการเตรียมสาร 
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ภาคผนวก ข 
 

บัฟเฟอร์และวิธีการเตรียมสาร 
1. บพัเฟอร์ Tris-HCl (pH 9) 
 NH2C(CH2OH)3   24 กรัม 
 HCl  0.16 มิลลิลิตร 
 เตรียมสารละลาย ก โดยละลาย NH2C(CH2OH)3 ด้วยน า้กลัน่ หลงัจากนัน้ปรับปริมาตรให้
ครบ 1 ลิตร 
 เตรียมสารละลาย ข โดยเจอจาง HCl ด้วยน า้กลัน่ โดยปรับปริมาตรให้ครบ 100 มิลลิลิตร 
 น าสารละลาย ก ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสมกับ สารละลาย ข ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
หลงัจากนัน้ท าการปรับปริมาตรให้ครบ 400 มิลลิลตร 
 

2. PLA emulsion 
 PLA   1 กรัม 
 CH3Cl  10 มิลลิลิตร 
 บพัเฟอร์ Tris-HCl (pH 9) 
 
 น า PLA มาละลายด้วย CH3Cl หลังจากนัน้เติมด้วย บัพเฟอร์ Tris-HCl (pH 9) ให้ครบ
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร น าไปท าให้เข้ากนัด้วยเคร่ือง Sonicator
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การวเิคราะห์คุณสมบัติทางเคมี 
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การวิเคราะห์คุณสมบัตทิางเคมี 
1. การวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนด้วย Lowry method (Held; & Hurley. 2014) 
 1.1 สารละลาย LOWRY  
  1.1.1 สารละลาย ก ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
   NaOH  0.4  กรัม 
   Na2CO3 2  กรัม 
   ละลาย NaOH ด้วยน า้กลั่นปริมาตร 50 มิลลิลิตร หลังจากสารละลายเป็นเนือ้
เดียวกันปรับปริมาตรให้ครบ 100 มิลลิลิตร จะได้สารละลาย NaOH ความเข้มข้น 1 N ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร จากนัน้ท าการละลาย Na2CO3 ด้วยสารละลาย NaOH ความเข้มข้น 1 N ปริมาตร 50 
มิลลิลิตรหลงัจากสารละลายเป็นเนือ้เดียวกนัปรับปริมาตรด้วยสารละลาย NaOH ความเข้มข้น 1 N ให้
ครบ 100 มิลลิลิตร  
  1.1.2 สารละลาย ข ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
   CuSO4·5H2O 0.1  กรัม 
  1.1.3 สารละลาย ค ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
   Potassium sodium tartrate 0.27  กรัม 
  น าสารละลาย ก, ข และ ค มาผสมกนัในอตัราสว่น ก : ข : ค เป็น 100 : 1 : 1 ตามล าดบั 
(สารละลาย LOWRY ต้องใช้ภายในวนัท่ีเตรียมเท่านัน้) 
 1.2 Folin-Ciocalteu reagent ความเข้มข้น 1 N 
 1.3 สารละลายโปรตีนมาตรฐาน  
  Borine serum albumin (BSA) 0.250   กรัม 
  ละลาย BSA ด้วยน า้กลัน่ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร หลงัจากสารละลายเป็นเนือ้เดียวกนัแล้ว
ท าการปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่ให้ครบ 100 มิลลิลิตร จะได้สารละลายโปรตีนมาตรฐานความเข้มข้น 
2500 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร จากนัน้ท าการเจือจางตามตาราง 22 
 ท าการวัดปริมาณโปรตีนโดยผสมสารละลายโปรตีนมาตรฐานปริมาตร 1 มิลลิลิตรกับ
สารละลาย LOWRY ท าปฏิกิริยาท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 10 นาที หลงัจากนัน้เติม Folin-Ciocalteu 
reagent ความเข้มข้น 1 N ผสมให้เข้ากันอย่างรวดเร็ว และตัง้ให้ท าปฎิกิริยาท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 
30 นาที เมื่อครบเวลาท าการวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 770 นาโนเมตร น าคา่การดดูกลืนแสงท่ีได้ไปวาด
กราฟปริมาณโปรตีนมาตรฐาน ดงัภาพประกอบ 24 เพ่ือเปรียบเทียบกับปริมาณโปรตีนในตวัอย่าง
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ตอ่ไป โดยการวดัปริมาณโปรตีนในตวัอย่างท าปฏิกิริยาดงัการวดัปริมาณโปรตีนในสารละลายโปรตีน
มาตรฐาน แตเ่ปลี่ยนจากสารละลายโปรตีนมาตรฐานเป็นตวัอย่างท่ีต้องการวดัปริมาณโปรตีน 
  
ตาราง 22 คา่การเจือจางสารละลายโปรตีนมาตรฐาน 
 

สารละลายโปรตีน
มาตรฐาน (µg/ml) 

ปริมาณสารละลายโปรตีนมาตรฐาน
ความเข้มข้น 2500 µg/ml (ml) 

ปริมาณน า้กลัน่ 
(ml) 

ปริมาตรรวม 
(ml) 

250 0.5 4.5 5 
200 0.4 4.6 5 
150 0.3 4.7 5 
100 0.2 4.8 5 
50 0.1 4.9 5 

 

 
 

ภาพประกอบ 24 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่การดดูกลืนแสงท่ี 770 นาโนเมตรกบัปริมาณ
โปรตีนมาตรฐาน 
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 จากภาพประกอบ 24 สามารถสร้างสมการเส้นตรง 12 ซึ่งสามารถน ามาค านวณเพ่ือหา
ปริมาณโปรตีนในตวัอย่างโดยการน าคา่การดดูกลืนแสงของตวัอย่างมาแทนคา่ Y ในสมการ  

  
Y = 0.0022x +2509 (12) 

  
 ก าหนดให้ Y คือค่าการดูดกลืนแสงความยาวคลื่นท่ี 770 นาโนเมตร และ x คือปริมาณ
โปรตีน (มิลลิกรัมตอ่ลิตร) 

  
2. การวิเคราะห์หาปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ด้วย DNSa method (Wang. 2014) 
 2.1 สารละลาย DNSa 
  2.1.1 สารละลาย ก ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 
   NaOH  1.6 กรัม 
   3,5- Dinitro salicylic acid (DNSa)  01 กรัม 
  2.1.2 สารละลาย ข ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
   KNatartrate  30 กรัม 
  น าสารละลาย ข คอ่ยๆเติมใสใ่นสารละลาย ก โดยมีการคนอยู่ตลอดเวลา โดยมาการให้
ความร้อนท่ี 50 องศาเซลเซียส เมื่อเติมจนครบและสารเป็นเนือ้เดียวกัน จากนัน้ท าการปรับปริมาตร
สารละลายให้ครบ 100 มิลลิลิตร 
 2.2 สารละลายน า้ตาลมาตรฐาน 
  น า้ตาลกลโูคส  0.1 กรัม 
  ละลายน า้ตาลกลโูคสด้วยน า้กลัน่ให้ปริมาตรสดุท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร จะได้สารละลาย
น า้ตาลมาตรฐานท่ีมีความเข้มข้น 1000 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร จากนัน้ท าการเจือจางดงัตาราง 23  
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ตาราง 23 คา่การเจือจางสารละลายน า้ตาลมาตรฐาน  
 

ความเข้มข้นสารละลาย
น า้ตาล (µg/ml) 

ปริมาณสารละลายน า้ตาลมาตรฐาน
ความเข้มข้น 1000 µg/ml (ml) 

ปริมาณน า้กลัน่ 
(ml) 

ปริมาตรรวม 
(ml) 

1000 5 0 5 
800 4 1 5 
600 3 2 5 
400 2 3 5 
200 1 4 5 
100 0.5 4.5 5 

  
 การท ากราฟปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์มาตรฐาน เร่ิมจากน าสารละลายน า้ตาลมาตรฐานในแตล่ะ
ความเข้มข้นปริมาตร 1 มิลลิลตรมาท าปฏิกิริยากับสลายละลาย DNSa ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร โดย
การวางไว้บนถาดน า้เดือดเป็นเวลา 5 นาที จากนัน้น ามาหยดุปฏิกิริยาด้วยการแช่น า้เย็นจดัเป็นเวลา 5 
นาที และท าการเติมน า้กลัน่ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร แล้วน าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 
540 นาโนเมตร น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้มาวาดกราฟแสดงค่าความเข้มข้นของน า้ตาลรรีดิวซ์
มาตรฐานกบัคา่การดดูกลืนแสง ดงัภาพประกอบ 25 หลงัจากนัน้ท าการหาสมการเส้นตรง 13  
  

Y = 0.0019x – 0.0759  (13) 
 

 ก าหนดให้ Y คือค่าการดูดกลืนแสงความยาวคลื่นท่ี 770 นาโนเมตร และ x คือปริมาณ
น า้ตาลรีดิวซ์ (มิลลิกรัมตอ่ลิตร) 
 ท าการวดัปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ในตวัอย่าง โดยน าตวัอย่างซีรั่มมาท าปฏิกิริยากบัสารละลาย
DNSa ตามกระบวนการท ากราฟปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์มาตรฐาน แต่เปลี่ยนจากสารละลายน า้ตาล
มาตรฐานเป็นตวัอย่าง น าคา่การดดูกลืนแสงท่ีได้ไปหาคา่ปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ในตวัอย่าง จากสมการ
เส้นตรง 13 ท่ีได้สามารถน ามาค านวณเพ่ือหาปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ในตัวอย่างโดยการน าค่าการ
ดดูกลืนแสงของตวัอย่างมาแทนคา่ Y ในสมการ 13 
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ภาพประกอบ 25 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่การดดูกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตรกบัปริมาณ

น า้ตาลรีดิวซ์มาตรฐาน 
   

3. การวิเคราะห์หาปริมาณน า้ตาลทัง้หมดด้วย Phenol-sulfuric acid method 
(Albalasmeh; Berhe; & Ghezzehei. 2013: 253– 261) 
 3.1 สารละลายฟีนอล ความเข้มข้น 5 เปอร์เซน็ต์ (น า้หนกัตอ่ปริมาตร) 
  ละลายฟีนอล 5 กรัมในน า้ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากนัน้ปรับปริมาตรด้วย volumetric 
flask ขนาด 100 มิลลิลิตร 
 3.2 กรดซลัฟิวริกเข้มข้น (H2SO4) 
 3.3 สารละลายน า้ตาลมาตรฐาน 
  น า้ตาลกลโูคส 0.01 กรัม 
   ละลายน า้ตาลกลโูคในน า้ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากนัน้ปรับปริมาตรด้วย volumetric 
flask ขนาด 100 มิลลิลิตร จะได้สารละลายน า้ตาลความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนัน้
ท าการเจือจางตามตาราง 24  
 การวดัปริมาณน า้ตาลทัง้หมดเร่ิมจากการน า้น า้ตาลมาตรฐานปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมกบั 
สารละลายฟีนอล ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ต่อมาเติมกรดซัลฟิวริกลงไป 
หลงัจากนัน้ตัง้ไว้ท าปฏิกิริยาเป็นเวลา 10 นาที จากนัน้ท าการผสมกนัอย่างรวดเร็วเป็นเวลา 30 วินาที 
แล้วน าไปท าปฏิกิริยาต่อเป็นเวลา 20 นาทีในอ่างน า้ท่ีมีอณุหภมูิห้อง พอครบเวลาท าการวดัค่าการ
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ดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 490 นาโนเมตรน าค่าการดดูกลืนแสงท่ีได้มาวาดกราฟแสดงค่าความ
เข้มข้นของน า้ตาลทัง้หมดมาตรฐานกบัค่าการดดูกลืนแสง ดงัภาพประกอบ 26 หลงัจากนัน้ท าการหา
สมการเส้นตรง 14 
 

y = 0.0057x + 0.0053 (14) 
 
 ก าหนดให้ Y คือคา่การดดูกลืนแสงความยาวคลื่นท่ี 770 นาโนเมตร และ x คือปริมาณ
น า้ตาลทัง้หมด (มิลลิกรัมตอ่ลิตร) 
 ท าการวดัปริมาณน า้ตาลทัง้หมดของตัวอย่าง โดยท าปฏิกิริยาเช่นเดียวกับการวดัน า้ตาล
ทัง้หมดมาตรฐาน แต่เปลี่ยนการท าปฏิกิริยาจากน า้ตาลมาตรฐานเป็นตัวอย่าง จากนัน้น าค่าการ
ดดูกลืนแสงท่ีได้ไปหาคา่ปริมาณน า้ตาลทัง้หมดในตวัอย่าง จากสมการเส้นตรง 14 ท่ีได้สามารถน ามา
ค านวณเพ่ือหาปริมาณน า้ตาลรีทัง้หมดในตวัอย่างโดยการน าคา่การดดูกลืนแสงของตวัอย่างมาแทน
คา่ Y ในสมการ 14 
 
ตาราง 24 คา่การเจือจางสารละลายน า้ตาลมาตรฐาน  
 

ความเข้มข้นสารละลาย
น า้ตาล (µg/ml) 

ปริมาณสารละลายน า้ตาลมาตรฐาน
ความเข้มข้น 100 µg/ml (ml) 

ปริมาณน า้กลัน่ 
(ml) 

ปริมาตรรวม 
(ml) 

100 5 0 5 
80 4 1 5 
60 3 2 5 
40 2 3 5 
20 1 4 5 
10 0.5 4.5 5 
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ภาพประกอบ 26 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่การดดูกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตรกบัปริมาณ

น า้ตาลทัง้หมดมาตรฐาน 
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