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Abstract 

Xylanases, a repertoire of hydrolytic enzymes which have commercial application in agriculture, 
industry and human food production. Actinomycetes are highly suitable for producing thermostable 
xylanase at industrial scale. The purposes of this study were to select and identify of high xylanase 
activity producing Actinomycetes and to investigate of its potential to produce xylanase utilizing 
sugarcane bagasse as a carbon source. The Actinomycetes strains were selected from soil-sediment 
around wastewater pond from sugar production mills and soil in sugarcane fields, Ratchaburi province. 
All selected strains were cultivated in basal medium supplementing sugarcane bagasse powder for 20 
g/L and the crude enzyme was determined for xylanase activity. Three dominant-isolates were MCRU1 
MCRU4 and MCRU19 exhibited high xylanase activity with 88.6±3.82 118.4±3.25 and 97.8±2.24 U/mL, 
respectively. Analysis of 16S rDNA sequencing of those isolates showed that they belong to member of 
the Streptomyces family including Streptomyces misionensis, Streptomyces scabiei and Streptomyces 
sp.  at 99, 98 and 100 percent identity, respectively. The MCRU4 strain was selected for study the 
potential to produce enzyme by using sugarcane bagasse powder as a substrate. The result showed 
that the xylanase activity and cell-protein were dramatically increased and the highest activity was at 
96 h with 118.4±3.25 U/mL and was at 48 h with 0.25±0.12 g/L, respectively. 
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บทคัดย่อ 
เอนไซม์ไซลาเนสจัดเปน็เอนไซม์ในกลุ่มไฮโดรไลติกที่มีการนำมาประยุกต์ใช้ในเชิงพาณิชย์ด้านอุตสาหกรรมการเกษตรและ

การผลิตอาหาร โดยเช้ือกลุ่มแอคติโนมัยซีทเป็นแหล่งที่เหมาะสมที่สุดในการนำมาผลิตเอนไซม์ไซลาเนสทนร้อนระดับ
อุตสาหกรรม ในการศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อคัดเลือกและจำแนกเชื้อแบคทีเรียกลุ่มแอคติโนมัยซีทที่มีกิจกรรมของ
เอนไซม์ไซลาเนสและการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสโดยใช้ชานอ้อยเป็นแหล่งคาร์บอน โดยการคัดแยกเช้ือกลุ่มแอคติโนมัยซีท
จากดินบริเวณบ่อน้ำทิ้งโรงงานผลิตน้ำตาลและดินในไร่อ้อยในจังหวัดราชบุรี นำเช้ือจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้มาเลี้ยงในอาหาร
เหลวพื้นฐานที่มีการเติมชานอ้อยบดละเอียด 20 กรัมต่อลิตร และนำส่วนใสไปทดสอบหากิจกรรมเอนไซม์ พบว่า 
เชื้อจุลินทรีย์ 3 สายพันธ์ุ คือ MCRU1 MCRU4 และ MCRU19 มีค่ากิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนสสูง 88.6±3.82 118.4±3.25 
และ 97.8±2.24 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ เมื่อจำแนกสายพันธุ์ระดับโมเลกุล พบว่า เช้ือจุลินทรีย์ทั้ง 3 ชนิด สามารถ
จำแนกเป็นจุลินทรีย์ในกลุ่มแบคทีเรียสเตรปโตมัยซีท ซึ่งได้แก่ เช้ือ Streptomyces misionensis Streptomyces 
scabiei และ Streptomyces sp. ที่ 99 98 และ 100 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ และเมื่อนำเช้ือสายพันธุ์ MCRU4 มาศึกษา
การผลิตเอนไซม์ไซลาเนส พบว่า กิจกรรมของเอนไซม์มีค่าเพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ จนมีค่าสูงสุดที่ช่ัวโมงที่ 96 เป็น 118.4±3.25 ยู
นิตต่อมิลลิลิตร และค่าปริมาณโปรตีนของเซลล์นั้นเพิ่มข้ึนเรื่อย ๆ จนมีค่าสูงสุดที่ช่ัวโมงท่ี 48 เป็น 0.25±0.12 กรัมต่อลิตร 
ตามลำดับ 
 
คำสำคัญ: ไซลาเนส, แอคตโินมัยซีท, สเตรปโตมัยซีท, ชานอ้อย 
 
1. บทนำ 

ประเทศไทยเป็นประเทศที่มีความหลากหลายของ
จุลินทรีย์สูง มีการประเมินว่ามีถึง 10% ของจุลินทรีย์ที่มีใน
โลก [1] สำนักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ 
(สวทช.) ได้ส่งเสริมให้วิจัยและพัฒนาทั้งทางด้านการสร้าง
เทคโนโลยีฐานสำหรับการค้นหาและผลิตเอนไซม์ จากแหล่ง
จุลินทรีย์ในประเทศเพื่อเสริมสร้างความเข้มแข็งและสามารถ
ตอบโจทย์อุตสาหกรรมกลุ่มเป้าหมาย เพื่อการพัฒนาและ
สร้างความแข็งแกร่งให้กับอุตสาหกรรมเทคโนโลยีชีวรูปของ
ประเทศในอนาคต การผลิตเช้ือเพลิงและสารเคมีชีวรูปจาก
วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร รวมถึงการใช้ในอุตสาหกรรมที่มี
มูลค่าสงู เช่น ผลิตภัณฑ์เพื่อสุขรูปและเครื่องสำอาง ปัจจุบัน
มีการรวบรวมเอนไซม์ไว้มากกว่า 30 ชนิดจากแหล่งจุลินทรีย์
ในประเทศ โดยเฉพาะเอนไซม์ในกลุ่มที่เกี่ยวข้องกับการย่อย
องค์ประกอบของพืช เช่น เซลลูเลส ไซลาเนส แพคติเนส [2]  

ไซลาเนส (xylanase) เป็นเอนไซมที่เกี่ยวของในการยอย
สลายเฮมิเซลลู โลส ถูกเรียกรวม ๆ กันวา เฮมิเซลลู เลส 
(hemicellulase) เอนไซม์ไซลาเนสเป็นเอนไซม์ที่จุลินทรีย์

หลั่งออกมานอกเซลล์ (extracellular enzyme) เพื่อย่อยไซ
แลนที่เป็นสารโมเลกุลใหญ่ซึ่งจุลินทรีย์ไม่สามารถนำเข้าสู่
เซลล์ได้  ดั งนั้นจุลินทรีย์ที่สามารถใช้ไซแลนเป็นแหล่ง
คาร์บอน เช่น  Aspergillus, Trichoderma, Streptomyces 
และ Bacillus จะต้องผลิตและปลดปล่อยเอนไซม์ไซลาเนส 
ออกมานอกเซลล์เพื่อใช้ย่อยไซแลนเป็นแหล่งคาร์บอน [3]  
ในปัจจุบันมีการนำเอนไซม์ไซลาเนสไปประยุกต์ใช้ในหลาย
ด้าน เช่น การผลิตพลังงาน กำจัดของเสีย ผลิตสารเคมี เพิ่ม
คุณรูปของน้ำผลไม้ อุตสาหกรรมกระดาษ และปรับปรุงคุณ
รูปของโด (dough) นอกจากนี้เอนไซม์ไซลาเนสยังมีคุณสมบัติ
ในการผลิตไซโลโอลิโกแซ็กคาไรด์ที่มีคุณสมบัติพรีไบโอติกส์ 
เอทานอล และสารประกอบที่มีประโยชน์อ่ืน ๆ อีกด้วย [4]  

สเตรปโตมัยซีท (Streptomyces sp.) เป็นแบคทีเรียใน
กลุ่มแอคติโนมัยซีท (Actinomycetes) ที่ผลิตเอนไซม์ไซ
ลาเนส ออกมาเป็นเอนไซม์หลักและมีปริมาณมากกว่าไซ
ลาเนสชนิดอื่น [5] เช้ือ S. olivaceoviridis E-86 ที่แยกจาก
ดิน สามารถผลิตเอนไซม์ไซลาเนสได้ 1,653 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
และทนอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส พีเอช 6.0 และเมื่อนำ
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เอนไซม์มาตรึงบนพอลิเมอร์ Eudragit S-100 พบว่าเอนไซม์
ไซลาเนส สามารถทนอุณหภูมิได้ถึง 65 องศาเซลเซียส [6] 
จากการศึกษาเช้ือ S. thermovulgaris TISTR1948 พบว่า
สามารถผลิตเอนไซม์ไซลาเนสทนร้อนได้ 274.49 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 50.03 องศาเซลเซียส ในเวลา 4 วัน เมื่อ
ใช้ฟางข้าวเป็นแหล่งคาร์บอน [7] 

ปัจจุบันมีการนำวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรกลุ่มที่เป็น
องค์ประกอบของเฮมิเซลลูโลสมากลับมาใช้ประโยชน์ใน
การเป็นแหล่งคาร์บอนราคาถูกในการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ 
จากรายงานของ Rahmani และคณะ [8] ได้รายงานการ
ทดสอบการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสจากเช้ือแอคติโนมัยซีท 
จำนวน 797 ไอโซเลท โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารที่ใช้ชานอ้อย
เป็นแหล่งคาร์บอนและวัดกิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนสในน้ำ
เลี้ยงเช้ือ Bhosale และคณะ [9] ได้ศึกษากิจกรรมของ
เอนไซม์ไซลาเนสจากเช้ือแอคติโนมัยซีท จำนวน 25 ไอโซ
เลท โดยใช้เลี้ยงในอาหารที่ใช้ชานอ้อยเป็นแหล่งคาร์บอน 
(20 กรัมต่อลิตร) ที่อุณหภูมิ 30-50 องศาสเซลเซียส พบว่า 
น้ำเลี้ยงเชื้อให้กิจกรรมของเอนไซม์ใน 185 ยูนิตต่อมิลลิตร 
หลังจากเลี้ยงเป็นเวลา 7 วัน 

ชานอ้อย (bagasse) เป็นวัสดุเหลือทิ้งจากกระบวนการ
หีบอ้อยเพื่อผลิตน้ำตาลทรายจากอ้อย พบว่า โดยทั่วไปแล้ว 
อ้อย 1 ตัน  โรงงานจะทำน้ำตาลได้ประมาณ 100 -120 
กิโลกรัม จะได้ชานอ้อยที่มีความช้ืนร้อยละ 50 ออกมา
ประมาณ 250-300 กิโลกรัม กากน้ำตาลประมาณ 50-60 
กิโลกรัม และได้กากตะกอนประมาณ 30-40 กิโลกรัม [10] 
ประเทศไทยมีพื้นที่ปลูกอ้อย 9.48 ล้านไร่ ผลผลิตอ้อยเข้า
โรงงานกว่า 1 แสนล้านตันต่อปี สำหรับจังหวัดราชบุรีมีพื้นที่
ปลูกอ้อย 1.63 แสนไร่ และมีโรงงานผลิตน้ำตาลจากอ้อย
จำนวน 2 โรงงาน [11] ซึ่งชานอ้อยส่วนใหญ่ได้ถูกนำไปใช้
เป็นเช้ือเพลิง ตามโรงงานอุตสาหกรรมต่าง ๆ แต่ปัจจุบันได้มี
ผู้คิดค้นหาวิธีนำชานอ้อยไปใช้ประโยชน์ในด้านอื่น ๆ เช่น 
ชานอ้อยเป็นแหล่งเซลลูโลสสำหรับการผลิตน้ำตาลรีดิวซ์ 
(reducing sugar) ด้วยกระบวนการไฮโดรไลซิสเพื่อใช้เปน็สาร
ตั้งต้นในการผลิตเอทานอล [12]  

จากข้อมูลข้างต้นแสดงให้เห็นถึงความสำคัญของเอนไซม์
ไซลาเนสที่ผลิตจากจุลินทรีย์โดยเฉพาะกลุ่มแอคติโนมัยซีท 
และการใช้ประโยชน์จากวัสดุเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมใน
พื้นที่ชุมชน ผู้วิจัยจึงเห็นว่าจะคัดแยกเชื้อแอคติโนมัยซีที่
สามารถสร้างเอนไซม์ไซลาเนสที่สามารถใช้ชานอ้อยเป็น
อาหารราคาถูกเพื่อการเจริญเติบโต 

 
2. วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการวิจัย 
2.1 การศึกษาการแยกและคัดเลือกเชื้อแอคติโนมัยซีท 

เก็บตัวอย่างดินรอบบอน้ำทิ้งโรงงานผลิตน้ำตาลทราย
และไร่อ้อยในจังหวัดราชบุรี โดยเก็บดินรอบ ๆ บ่อน้ำทิ้ง 
บ่อละ 10 จุด และดินในไร่อ้อยที่มีการทับถมของเศษใบ
อ้อย ไร่ละ 10 จุด จุดละ 10 กรัม โดยเก็บตัวอย่างที่อยู่ลึก
ลงไปจากผิวดิน 5 เซนติเมตร จากนั้น นำตัวอย่างดินไป
อบแห้งในตู้อบอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 
ช่ัวโมง นำตัวอย่างดินหลังจากอบตัวอย่างละ 5 กรัม ผสม
ลงในน้ำเกลือปลอดเช้ือเขมขนรอยละ 0.85 จากนั้น นำมา
เจือจาง แล้วเกลี่ยเช้ือลงในอาหารที่เติมไซแลนทางการค้า 
(Sigma, St. Louis, MO) เป็นแหล่งคาร์บอน จากนั้นนำไป
บ่มที่อุณหภูมิ  50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 96 ช่ัวโมง 
คัดเลือกเช้ือที่เจริญและมีวงใสรอบโคโลนี วัดความกวาง
ของเส้นผานศูนยกลางของวงใสที่แบคทีเรียสร้างขึ้น 

 
2.2 การหากิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสที่ผลิตจากเชื้อที่
คัดเลือกได้ 

ทำการถ่ายเช้ือเริ่มต้นที่ได้จำนวน 10% โดยปริมาตร 
ลงไปในอาหารที่ใช้ผลิตเอนไซม์ไซลาเนส จากเช้ือที่คัดแยก
ได้ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยเพาะเลี้ยงในอาหารชนิด
เดียวกับที่ใช้เตรียมเช้ือตั้งต้น นำไปบ่มในเครื่องเขย่าชนิด
ควบคุมอุณหภูมิ ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส นาน 96 ช่ัวโมง จากนั้นทำการเก็บเกี่ยว
เอนไซม์โดยนำไปหมุนเหวี่ยงเพื่อแยกส่วนใสกับตะกอน
เซลล์ที่ได้ออกจากกัน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ด้วย
ความเร็วรอบ 4,000 รอบต่อนาที นาน 20 นาที นำส่วนใส
ของน้ำเลี้ยงเชื้อไปวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนสโดย
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ใช้  beech wood xylan (Sigma, USA) เป็นสับ เสตรต 
แล้วนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 nm 
วิเคราะห์ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ โดยวิธีการ dinitrosalicylic 
acid (DNS) แล้วเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานสารละลาย
กลูโคส โดยกำหนดให้เอนไซม์ 1 Unit หมายถึง ปริมาณ
เอน ไซม์ ที่ ส ามารถเปลี่ ยนสั บส เตรท  1 µM ไป เป็ น
ผลิตภัณฑ์ภายในเวลา 1 นาที [13] 
 
2.3 ศึกษาการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสจากเชื้อแอคติโนมัย
ซีทที่คัดเลือกได้โดยใช้ชานอ้อยเป็นแหล่งอาหารราคาถูก 

การหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไซลาเน
สจากเช้ือแอคติโนมัยซีททนร้อนที่คัดเลือกได้  เลี้ยงใน
อาหารเหลวพื้นฐาน ซึ่งประกอบด้วย ยีสต์สกัด 5 กรัม 
K2HPO4 1.0 กรัม KH2PO4 0.5 กรัม (NH4)2SO4 1.0 กรัม 
NaCl 0.2 กรัม MgSO4.7H2O 0.1 กรัม CaCl2.2H2O 0.1 
กรัม Tween 80 0.1 กรัม และชานอ้อยบดละเอียด 20 
กรัมต่อลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เก็บตัวอย่าง
ทุก ๆ 24 ช่ัวโมง เป็นเวลา 120 ช่ัวโมง นำตัวอย่างไปหมุน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  นำสารละลายใสที่ได้มา
วิเคราะห์ค่ากิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนส และวิเคราะห์ค่า
ปริมาณโปรตีนโดยวิธีการของ Lowry และคณะ [14] โดย
ใช้ โปรตีนอัลบูมินเป็นเป็นสารมาตรฐาน 
 
2.4 การจำแนกแบคทีเรียโดยการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอ
ไทด์ของยีน 16S rDNA 

สกดัดีเอ็นเอจากเชื้อจุลินทรีย์ที่สร้างเอนไซม์ไซลาเนสที่
คัดเลือกได้ ด้วยชุดสกัดและทำบริสุทธ์ิดีเอ็นเอ นำดีเอน็เอท่ี
สกัดได้มาทำปฏิกิริยา PCR เพื่อเพิ่มจำนวนยีน 16S rDNA 
ในตำแหน่ง 27-1492 ของตำแหน่งยีน 16S rDNA ด้วย 
universal 1 6 S ไ พ ร เ ม อ ร์  2 7 f (5 '- 
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3 ') แ ล ะ  1 4 9 2 r (5 '-
TACGGYTACCTTGTTACGA-CTT-3 ') [15] หลังเสร็จสิ้น
กระบวนการเพิ่มจำนวนยีน ตรวจสอบขนาดด้วยเครื่อง
เจลอิเล็คโทรโฟรีซิส และทำความบริสุทธ์ของช้ินดีเอ็นเอ

ด้ ว ย ชุ ด ท ำ บ ริ สุ ท ธิ์  (QIAquick, Qiagen, Hilden, 
Germany) และหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอ (Pacific 
Science Co., Ltd) และเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน
โปรแกรม NCBI (National Center for Biotechnology 
Information) ใ น รู ป แ บ บ ข อ ง  FASTA 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  

 
3. ผลการศึกษา 
3.1 ผลการศึกษาการแยกและคัดเลือกเชื้อแอคติโนมัยซีท 

3.1.1 ผลการคัดแยกแบคทีเรียจากดินบนอาหารแข็ง 
จากการเก็บตัวอยางดินบริเวณรอบ ๆ บอน้ำทิ้ ง

โรงงานผลิตน้ำตาลทราย บ่อละ 10 จุด และดินในไร่อ้อยที่
มีการทับถมของเศษใบอ้อย ไร่ละ 10 จุด จุดละ 10 กรัม 
ได้แก่ โรงงานน้ำตาลราชบุรี โรงงานน้ำตาลบ้านโป่ง จำกัด 
และดินบริเวณไร่อ้อยในอำเภอจอมบึงจำนวน 3 แห่ง เพื่อ
นำมาคัดแยกเช้ือแบคที เรียกลุ่มแอคติ โนมัยซีท โดย
พิจารณาจากลักษณะปรากฏของโคโลนีและกิจกรรมการ
ผลิตเอนไซม์ไซลาเนสบนอาหารแข็ง พบว่า จากแหล่งเก็บ
ตัวอย่างดินท้ังหมด 5 พื้นที่ดังที่กล่าวมา พบเช้ือกลุ่มแอคติ
โนมัยซีทที่มีกิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนทบนอาหารแข็ง โดย
ปรากฏวงใสขนาด 1.0-5 เซนติเมตร จำนวนทั้งสิ้น 30 
โคโลนี (ตารางที ่1) 

จากตารางที่  1 โรงงานน้ ำตาลราชบุ รี มี จ ำนวน
แบคทีเรียที่มีกิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนส ซึ่งปรากฏวงใส
ขนาด 1.0-5.0 เซนติเมตร จำนวน 7 โคโลนี ซึ่งมีขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลาง 1.8-4.9 เซนติเมตร โรงงานน้ำตาลบ้านโป่ง 
จำนวน 6 โคโลนี ซึ่งมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1.4-3.6 
เซนติเมตร โรงงานน้ำตาลไทยกาญจนบุรี จำนวน 6 โคโลนี 
ซึ่งมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1.6-3.7 เซนติเมตร ดินไร่อ้อย 
1 จำนวน 5 โคโลนี ซึ่งมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 2.5-4.2 
เซนติเมตร และดินไร่อ้อย 2 จำนวน 7 โคโลนี ซึ่งมีขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลาง 1.1-4.1 เซนติเมตร ดังนั้น จึงเลือก
โคโลนีซึ่งมีกิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนสสูงสุดซึ่งปรากฏวงใส
ขนาด 3.0-5.0 เซนติเมตร เพื่อศึกษาต่อในข้ันต่อไป 
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ตารางที่ 1 กลุ่มแอคติโนมัยซีทที่มีกิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนทบนอาหารแข็ง 
แหล่งที่เก็บ
ตัวอย่างดิน ชื่อ 

เส้นผ่าน ศก. บน
อาหารแข็ง (ซ.ม.)* 

แหล่งที่เก็บ
ตัวอย่างดิน ชื่อ 

เส้นผ่าน ศก. บน
อาหารแข็ง (ซ.ม.)* 

 MCRU1 4.0±0.23 
 

MCRU16 3.7±0.28 

โรงงานน้ำตาล
ราชบุรี 

MCRU2 1.8±0.15 
 

MCRU17 3.2±0.22 

MCRU3 2.6±0.22 MCRU18 1.6±0.23 

MCRU4 4.9±0.35 ดินไร่อ้อย 1 MCRU19 4.2±0.19 

MCRU5 3.1±0.20 MCRU20 2.9±0.24 

MCRU6 1.9±0.26 MCRU21 2.5±0.18 

MCRU7 2.2±0.19 MCRU22 3.6±0.15 

โรงงานน้ำตาล
บ้านโปง่  

MCRU8 2.5±0.15 MCRU23 2.7±0.21 

MCRU9 1.4±0.11 

ดินไร่อ้อย 2 

MCRU24 4.1±0.24 

MCRU10 3.6±0.24 MCRU25 1.1±0.06 

MCRU11 3.3±0.18 MCRU26 2.3±0.14 

MCRU12 2.0±0.15 MCRU27 2.3±0.16 

โรงงานน้ำตาล
ไทยกาญจนบุรี 

MCRU13 1.8±0.23 MCRU28 2.7±0.23 

MCRU14 2.1±0.25 MCRU29 1.9±0.21 

MCRU15 2.2±0.16 MCRU30 1.7±0.17 
  *ทำการทดลอง 3 ซ้ำ 
 

 

3.1.2 ผลศึกษาการหากิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสที่
ผลิตจากเชื้อที่คัดเลือกได้ 

จากการเลี้ยงแบคทีเรียที่คัดเลือกทั้งหมด 8 สายพันธุ์ 
มาเลี้ยงเพื่อตรวจวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสที่
ปล่อยออกมาในอาหารเลี้ยงเช้ือเพื่อนำมาวิเคราะห์กิจกรรม
เอนไซม์ไซลาเนส และวิเคราะห์ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ โดย
ทำการเลี้ยงเช้ือดังกล่าวในอาหารพื้นฐานที่มีการเติมชาน
อ้อยบดละเอยีด 20 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน บ่มบน
เครื่องเขย่าที่มีความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส พบว่า แบคทีเรียสายพันธุ์ MCRU4 มีค่า
กิจกรรมการของเอนไซม์ไซลาเนสสูงสุดที่ 118.4±3.25    
ยูนิตต่อมิลลิลิตร (ตารางที่ 2) ซึ่งเลือกแบคทีเรียสายพันธุ์ 
MCRU4 เพื่อการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสที่เวลาต่าง ๆ ต่อไป 

ในการศึกษาการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสจากเช้ือแอคติโน
มัยซีทที่คัดเลือกได้โดยใช้ชานอ้อยเป็นแหล่งอาหารราคาถูก 
จากเช้ือแบคทีเรียที่คัดแยกทั้ ง 8 สายพันธุ์ พบว่า เช้ือ
ทั้งหมดสามารถผลิตเอนไซม์ไซลาเนสที่มีกิจกรรมระหว่าง
73.7-118.4 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ในอาหารเลี้ยงเช้ือที่ ใช้    
ชานอ้อยบดละเอียดเป็นแหล่งคาร์บอนแหล่งเดียว (ตาราง
ที่ 2) ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Rahmani และคณะ 
[8] และ Bhosale และคณะ [9] พบว่า ชานอ้อยสามารถ
ใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในการเลี้ยงเช้ือแอคติโนมัยซีทเพื่อ
ผลิตเอนไซม์ไซลาเนส โดยตรวจพบกิจกรรมของเอนไซม์ไซ
ลาเนสในน้ำเลี้ยงเชื้อที่ใช้ชานอ้อยเป็นแหล่งคาร์บอน 
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3.2 ผลการศึกษาการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสจากเชื้อ    
แอคติโนมัยซีทที่คัดเลือกได้โดยใช้ชานอ้อยเป็นแหล่ง
อาหารราคาถกู 

จากการศึกษาการเจริญและการผลิตเอนไซม์ไซลาเน
สจากแบคทีเรียสายพันธุ์ MCRU4 ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่มีค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสสูงสุด โดยทำการเลี้ยงเช้ือ
ดังกล่าวในอาหารพื้นฐานที่มีการเติมชานอ้อยบดละเอียด 
20 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน พบว่า ค่ากิจกรรม
เอนไซม์ไซลาเนสของแบคทีเรียสายพันธุ์  MCRU4 มีค่า
เพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ จนมีค่าสูงสุดที่ช่ัวโมงที่ 96 (118.4±3.25  
ยูนิตต่อมิลลิลิตร) จากนั้นมีค่าลดลงตามลำดับ การสร้าง
เอนไซม์ไซลาเนสของเช้ือสเตรปโตมัยสีทส่วนใหญ่แล้วจะมี
การสร้างเอนไซม์ตั้งแต่วันแรกและเมื่อสร้างเอนไซม์ได้

สูงสุดแล้วค่ากิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนสก็จะมีค่าลดลง    
ส่วนค่าปริมาณโปรตีนของเซลล์นั้นเพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ จาก
ช่ัวโมง ที่ 0 จนมีค่าสูงสุดที่ช่ัวโมงที่ 48 (0.25±0.12 กรัม
ต่อลิตร) ในรูปที่ 2 ซึ่งหลังจากนั้น ปริมาณโปรตีนของเซลล์
จะมีค่าลดลงตามลำดับ  (รูปที่  1) ซึ่ งพบว่า กราฟค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ ไซลาเนสที่ วัด ได้ สอดคล้องกับ
ก ารศึ ก ษ าก ารผ ลิ ต เอน ไซ ม์ ไซ ล า เน สขอ ง เ ช้ื อ  S. 
thermovulgaris TISTR1948 ซึ่งสามารถผลิตเอนไซม์เอน
โดไซลาเนสทนร้อนที่มีกิจกรรมเอนไซม์ มีค่าเพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ 
จนมีค่าสูงสุดที่ช่ัวโมงที่ 96 (274.49 ยูนิตต่อมิลลิลิตร) ที่
อุณหภูมิ 50.03 องศาเซลเซียส โดยใช้ฟางข้าวเป็นแหล่ง
คาร์บอน [7]  

 
ตารางที่ 2 กิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 

สายพันธุ ์
ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ 

(mg/L)* 
กจิกรรมเอนไซม์ไซลาเนส 

(U/mL)* 
MCRU1 2.97±0.14 88.6±3.82 
MCRU4 3.44±0.22 118.4±3.25 
MCRU10 2.86±0.31 80.8±4.61 
MCRU11 2.82±0.25 80.5±4.53 
MCRU16 1.86±0.22 74.9±2.97 
MCRU17 1.81±0.31 73.7±3.65 
MCRU19 3.08±0.42 97.8±2.24 
MCRU22 1.99±0.18 78.5±2.09 

                        *ทำการทดลอง 3 ซ้ำ 

 

รูปที่ 1 ความสัมพันธ์ของกิจกรรมเอนไซมไ์ซลาเนส 
(xylanase activity) () และปรมิาณโปรตีนของเซลล์ 

(total cell protein) กับเวลา (◆) ของแบคทีเรียสายพันธุ์ 
MCRU 

3.3 ผลการจำแนกแบคทีเรียโดยการวิเคราะห์ลำดับ     
นิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA 

จากการสกัดดีเอ็นเอจากเช้ือจุลินทรีย์ที่สร้างเอนไซม์ 
ไซลาเนสที่คัดเลือกได้ พบว่า เช้ือจุลินทรีย์ทั้ง 3 ชนิด คือ 
MCRU1 และ MCRU4 และ MCRU19 สามารถจำแนก
เป็นจุลินทรีย์ ในกลุ่มแบคที เรียแอคติโนมัยซีท อยู่ ใน
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จี นั ส ส เต ร ป โต มั ย ซี ท  ซึ่ ง มี ค ว า ม ใก ล้ เคี ย ง กั บ 
Streptomyces misionensis (accession No. 
KX129893) Streptomyces scabiei (accession No. 

EU559731) และ Streptomyces sp.  (accession No. 
MN058274) ถึง 99 98 และ 100 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ 
ซึ่งลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ แสดงดังรูปที่ 2 

 
รูปที่ 2 ลำดับเบสของเชื้อจุลินทรยี์ MCRU1 MCRU4 และ 

MCRU19 โดยสกัดดีเอ็นเอและนำมาทำปฏิกิรยิาเพิม่
จำนวนด้วยวิธี PCR ในตำแหน่ง 27-1492 ของตำแหน่งยีน 

16S rDNA 
 
4. สรุปและอภิปรายผล 

การคัดแยกเช้ือแอคติโนมัยซีทจากตัวอยางดินบริเวณ
รอบ ๆ บอน้ำทิ้งโรงงานผลิตน้ำตาลทราย และดินในไร่อ้อย
ที่มีการทับถมของเศษใบอ้อย พบเช้ือกลุ่มแอคติโนมัยซีทที่
มีกิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนทบนอาหารแข็ง โดยปรากฏวงใส
ขนาด 1.0-5 เซนติเมตร จำนวนทั้งสิ้น 30 โคโลนี และ
เลือกโคโลนีซึ่งมีกิจกรรมเอนไซม์ไซลาเนสสูงสุดซึ่งปรากฏ
วงใสขนาด 3.0-5.0 เซนติเมตร เมื่อนำโคโลนีที่มีขนาดวงใส
กว้างที่สุดจำนวน 8 โคโลนี มาเลี้ยงเพื่อตรวจวัดค่ากิจกรรม
ของเอนไซม์ไซลาเนส โดยทำการเลี้ยงเช้ือดังกล่าวในอาหาร
พื้นฐานที่มีการเติมชานอ้อยบดละเอียด 20 กรัมต่อลิตร 
เป็นแหล่งคาร์บอน พบว่า แบคทีเรียสายพันธุ์ MCRU4 มี
ค่ากิจกรรมการของเอนไซม์ไซลาเนสสูงสุดที่ 118.4±0.25 
ยูนิตต่อมิลลิลิตร และจำแนกแบคทีเรียโดยการวิเคราะห์
ลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA สามารถระบุได้ว่า
เป็นเชื้อแบคทีเรียนในกลุ่มแอคติโนมัยซีท จีนัสสเตรปโตมัย
ซีท อย่างไรก็ตาม ค่ากิจกรรมและความสามารถในการทน

ความร้อนของเอนไซม์ไซลาเนสจากเช้ือจุลินทรีย์แต่ละสาย
พั น ธุ์ มี ค วามแตกต่ างกั น  จากรายงานการคั ดแยก
เช้ือจุลินทรีย์กลุ่มย่อยสเตรปโตมัยซีท  พบว่า เช้ือ S. 
olivaceoviridis E-86 ที่แยกจากดิน สามารถผลิตเอนไซม์ไซ
ลาเนสได้ถึง 1,653 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และทนอุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส [6] และจากการคัดแยกและศึกษาเชื้อ S. 
thermovulgaris TISTR1948 พบว่า สามารถผลิตเอนไซม์
เอนโดไซลาเนสทนร้อนที่มีกิจกรรมเอนไซม์ ไซลาเนสที่  
274.49 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 50.03 องศาเซลเซียส 
โดยใช้ฟางข้าวเป็นแหล่งคาร์บอน [7] 
 
5. องค์ความรู้ใหม ่

ในการศึกษาครั้งนี้ สามารถคัดแยกเช้ือแบคทีเรียกลุ่ม
แบคทีเรียแอคติโนมัยซีท กลุ่มย่อยสเตรปโตมัยซีทที่มี
คุณสมบัติในการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสออกมานอกเซลล์ 
โดยเช้ือแบคทีเรียที่คัดแยกได้นี้สามารถเจริญเติบโตและ
สร้างเอนไซม์ไซลาเนสในอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีเติมชานอ้อยเป็น
แหล่งคาร์บอนซึ่งเป็นวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรได้ 
 
6. กิตติกรรมประกาศ 

ผู้ จั ด ท ำขอขอบ พ ระคุณ ส ำนั กวิ จั ยและพัฒ น า 
มหาวิทยาลัยราชภัฏหมู่บ้านจอมบึง สำหรับการทุน
สนั บสนุ นก ารวิ จั ย จ ากทุ น งบป ระมาณ เงิน ราย ได้  
มหาวิทยาลัยราชภัฏหมู่บ้านจอมบึง ประจำปีงบประมาณ 
2561 ขอขอบคุณศูนย์วิทยาศาสตร์และวิทยาศาสตร์
ประยุกต์ คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัย
ราชภัฏหมู่บ้านจอมบึง สำหรับการอำนวยความสะดวกใน
เรื่องสถานท่ีและอุปกรณ์ทีจ่ำเป็นสำหรับการวิจัยในครั้งนี ้
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