
 

 
 

รายงานการวิจัยฉบับสมบูรณ 
 

เร่ือง 

การผลิตเยื่อใยจากกาบหมากดวยเอนไซมยอยสลายลิกนินจากแบคทีเรยีที่ผาน

การคัดแยก 

Biopulping of arecanut leaf sheath by lignin degrading enzyme 
produced by isolated bacteria 

 
โดย 

ดร. ฌนกร หยกสหชาต ิ

 
 
 

ไดรับทุนสนับสนุนงานวิจัยจากเงินกองทุนสงเสรมิงานวิจัย ประจำป พ.ศ. 2565 
คณะเทคโนโลยีการเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตร 

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลสุวรรณภูมิ 

 
 



การผลิตเยื่อใยจากกาบหมากดวยเอนไซมยอยสลายลิกนินจากแบคทีเรียท่ีผานการคัดเลือก 
ฌนกร หยกสหชาติ สุณิสา สุวรรณพันธ กมลวรรณ โตทอง และเสาวลักษณ ดอกไมดี    

คณะเทคโนโลยีการเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลสุวรรณภูมิ 
 

บทคัดยอ 
 

การเพิ่มมูลคาใหกับกาบหมากท่ีไมไดนำไปใชประโยชนดวยการผลิตเปนเยื่อใย กระดาษ และ
บรรจุภัณฑเปนแนวทางหนึ่งที ่นาสนใจ ซึ ่งการผลิตเยื่อใยดวยวิธีการดั้งเดิมมักใชวิธีการทางเคมี 
ภายใตอุณหภูมิและความดันสูง ดังนั้นการใชเอนไซมยอยสลายลิกนินที่ผลิตจากแบคทีเรียจึงเปน
ทางเลือกหนึ่งที ่ประหยัดพลังงาน เปนมิตรตอสิ ่งแวดลอม และเพิ่มผลผลิตเยื ่อใย งานวิจัยนี้มี
วัตถุประสงคเพื่อผลิตเยื ่อใยจากกาบหมากดวยเอนไซมจากแบคทีเรีย โดยคัดแยกแบคทีเรียจาก
ตัวอยางดิน จากการฝงเยื่อกระดาษในดินบริเวณมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลสุวรรณภูมิ และ
ตัวอยางดินและนำจากโรงงานผลิตกระดาษลูกฟูก พบวาคัดแยกแบคทีเร ียบนอาหาร Lignin 
modifying basal medium (LMB) ไดจำนวน 78 ไอโซเลท มีเพียง 9 ไอโซเลท ท่ีมีความสามารถใน
การยอยสลายสูงกวา 4.00 โดยแบคทีเรียไอโซเลท H7 มีกิจรรมจำเพาะของเอนไซมยอยสลาย
ลิกนินหรือเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสสูงสุด เทากับ 0.07 ยูนิตตอมิลลิกรัม เมื่อใช 2,6-ไดเมท
อกซีฟนอล (DMP) เปนสับสเตรท ใหผลไดของเยื ่อใยเทากับ 42.21 เปอรเซ็นต เมื ่อจัดจำแนก
แบคทีเรียไอโซเลท H7 พบวาเปนเชื้อ Pseudomonas sp. H7 เอนไซม H7 มีพีเอชและอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมตอกิจกรรมของเอนไซม เทากับ 6.0 ถึง 7.0 และอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ตามลำดับ มี
ความคงตัวท่ีพีเอชระหวาง 5.0 ถึง 8.0 และอุณหภูมิ 30 ถึง 60 องศาเซลเซียส สภาวะท่ีเหมาะสมตอ
การผลิตเยื ่อใยจากกาบหมากอยูที ่พีเอช 6.0 ถึง 7.0 ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 
ชั่วโมง เมื่อศึกษาสมบัติของเยื่อใยที่ไดจากการเตรียมดวยดางและเอนไซม H7 พบวาเยื่อใยที่ไดจาก
การเตรียมดวยเอนไซมมีความสวางมากกวา แตมีคาสีแดงและเหลืองต่ำกวาเยื่อใยที่เตรียมจากดาง
อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ โดยเยื่อใยที่ไดจากการเตรียมจากทั้งสองวิธีไมมีความแตกตางอยางอยางมี
นัยสำคัญทางสถิติทางดานความหนา (0.22 ถึง 0.30 มิลลิเมตร) ปริมาณความชื้น (16.48 ถึง 16.88 
เปอรเซ็นต) ขนาดเสนผานศูนยกลางของเยื่อใย (0.37 ถึง 0.40 มิลลิเมตร) และปริมาณของลิกนิน 
(21.47 ถึง 23.66 เปอรเซ็นต) นอกจากนี้เยื่อใยท่ีไดจากการเตรียมดวยดางมีคาความตานทานแรงดึง
และระยะยืดสูงกวาเยื่อใยท่ีเตรียมดวยเอนไซม ซึ่งแสดงใหเห็นวาเยื่อใยจากการเตรียมดวยเอนไซมจะ
ขาดงายกวาเยื่อใยจากการเตรียมดวยดาง โดยไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติของ
น้ำหนักมาตรฐาน (75.3 ถึง 95.6 กรัมตอตารางเมตร) และระยะยืด (1.23 ถึง 1.45 เปอรเซ็นต) 
ระหวางกระดาษจากเยื่อใยที่เตรียมดวยดางและเอนไซม นอกจากนี้กระดาษจากเยื่อใยที่เตรียมดวย
ดางมีความหนานอยกวา แตมีความตานทานแรงดึงสูงกวากระดาษจากเยื่อใยที่เตรียมดวยเอนไซม
อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ ซึ่งเยื่อใยจากกาบหมากที่เตรียมดวยเอนไซมสามารถขึ้นรูปเปนกระดาษได 
โดยเปนวิธีที่ประหยัดพลังงาน เปนมิตรตอสิ่งแวดลอม ไดเยื่อใยและกระดาษที่มีความหนาและขาว 
แตไมแข็งแรงเทากับดาง  
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Abstract 
 Value added products from arecanut leaf sheath (ALS) like pulping, papermaking and 

packaging is an interesting way. In the conventional process, the chemicals have been used for 

pulping at high temperature and high pressure. Therefore, biopulping of ALS by lignin degrading 

enzyme obtained from bacteria is alternative way to energy-saving eco-friendly and more yield 

pulp. The aim of the study is biopulping of arecanut leaf sheath by enzyme produced by 

bacteria. The bacteria were isolated from pulp buried in soil at Rajamangala University of 

Technology Suvarnabhumi and soil and water from corrugated paper manufacturing. Out of 78 

isolates, 9 isolates exhibited the high hydrolysis value (HC) higher than 4.00 on Lignin modifying 

basal medium (LMB). Among them, isolate H7 showed the highest lignin degrading activity or 

manganese peroxidase activity with the specific activity of 0.07 U/mg using 2,6-dimethoxyphenol 

as a substrate and gained the pulp yield of 42.21 %. The isolated H7 was identified as 

Pseudomonas sp. H7. The optimum pH and temperature of crude enzyme H7 was 6.0-7.0 and 

40°C. The crude enzyme was stable at pH and temperature range of 5.0-8.0 and 30-60°C. The 

best condition to produce pulp from ALS was pH 6.0-7.0 at 40°C for 48 h. The properties of the 

fiber treated with alkaline and enzyme were further investigated. The results showed that the 

fiber treated with enzyme showed a significantly higher in L* value but lower a* and b* values 

than the fiber treated with alkaline. There was no significant difference in thicknesses (0.22-0.30 

mm.), moisture contents (16.48-16.88%), diameters of the fiber (0.37-0.40 mm.) and lignin 

contents (21.47-23.66%) between the fiber treated with alkaline and enzyme. Furthermore, the 

fiber treated with alkaline revealed a significantly higher in the tensile strength and extensibility 

than the fiber treated with enzyme. This result indicated that the fiber treated with enzyme 

can break more easily than fiber treated with alkaline. There was no significant difference in 

basis weight (75.3 to 95.6 g/m2) and extensibility (1.23 to 1.45 percent) between paper obtained 

from the fiber treated with alkaline and enzyme. Furthermore, paper obtained from the fiber 

treated with alkaline had a thickness less than the fiber treated with enzyme but had higher 

the tensile strength. The fiber obtained treated arecanut leaf sheath with enzyme can be used 

to prepare the paper. This method is energy-saving, eco-friendly and obtained the brightness 

fiber and paper but not strength when compare to fiber treated with alkaline. 
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บทนำ 
 

1.1 ท่ีมาและความสำคัญ 

ในปจจุบันท่ัวโลกใหความสำคัญกับการผลิตกระดาษและบรรจุภัณฑจากเสนใยธรรมชาติมาก

ยิ่งขึ้น ทั้งผลิตจากชานออย (Juntralux และ Watanasriyaku, 2012) ใบไม (Churung และคณะ, 

2011) และกาบหมาก (นาวี, 2562) เพื่อใชทดแทนวสัดุ/บรรจุภัณฑท่ีเปนพลาสติกท่ียอยสลายไดยาก 

หรือไมสามารถแตกสลายไดทางชีวภาพ ดังนั้นการใชบรรจุภัณฑจากกระดาษจึงเปนแนวทางหนึ่งท่ี

ชวยลดการใชพลาสติก กาบหมากเปนวัสดุธรรมชาติที่กำลังไดรับความนิยมที่นำมาผลิตเปนภาชนะ

บรรจุ (ณภัค และคณะ, 2561; นาวี, 2562) แตยังมีผูนำมาผลิตเปนเยื ่อใยหรือกระดาษไมมากนัก 

และใชวิธีทางเคมี (นาวี, 2562) ซึ่งวิธีทางเคมีเปนวิธีท่ีใชกรดและดาง ภายใตอุณหภูมิและความดันสูง 

จึงเปนการสิ้นเปลืองพลังงานและสรางมลพิษใหกับสิ ่งแวดลอม อีกทั้งหลังจากการใชสารเคมี

จำเปนตองมีการปรับพีเอชใหเปนกลางดวยการแช/ลางดวยน้ำ ซึ ่งเปนขั ้นตอนที ่ใชเวลานาน 

สิ้นเปลืองน้ำ เพิ่มตนทุนในการผลิตในโรงงานอุตสาหกรรมกระดาษ ดังนั้นผูวิจัยจึงมีความสนใจทีจ่ะ

ใชเทคโนโลยีเอนไซมมาชวยลดปญหาดังกลาว ซึ่งเปนวิธีการผลิตเยื่อทางชีวภาพ โดยใชเอนไซมยอย

สลายลิกนินท่ีผลิตจากแบคทีเรีย เนื ่องจากแบคทีเรียเจริญเติบโตไว ผลิตเอนไซมปริมาณมากใน

ระยะเวลาอันสั้น เชน เอนไซมจากเชื ้อ Burkholderia sp. H1 (Yang และคณะ, 2017), Bacillus 

pumilus C6 และ Bacillus atrophaeus B7 (Haung และคณะ, 2013) นอกจากนี้ยังชวยประหยัด

พลังงาน เนื่องจากใชสภาวะที่ไมรุนแรง ลดการใชน้ำในการปรับพีเอช เปนมิตรตอสิ่งแวดลอม และ

ปรับปรุงคุณภาพของเยื่อใย (Singh และคณะ, 2010) มาใชเพื่อแยกเยื่อใยจากกาบหมาก และนำไป

ผลิตเปนกระดาษข้ึนรูป 

ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงทำการคัดแยกเช้ือสรางเอนไซมยอยสลายลิกนินจากตัวอยางดินจากการฝง

เยื ่อกระดาษในบริเวณมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลสุวรรณภูมิ และน้ำจากโรงงานผลิตเยื่อ

กระดาษในจังหวัดพระนครศรีอยุธยา จากนั้นศึกษาอุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสมตอการทำงานของ

เอนไซมท่ีผลิตจากเช้ือท่ีคัดเลือก เพื่อนำไปศึกษาประสิทธิภาพของเอนไซมในการผลิตเยื่อใยจากกาบ

หมาก ศึกษาสมบัติของเยื่อใยและกระดาษท่ีไดจากการเตรียมดวยดางและเอนไซม 

 

1.2 วัตถุประสงค 

1.2.1 เพื่อคัดแยกเชื้อแบคทีเรียที่สรางเอนไซมยอยสลายลิกนินจากตัวอยางดินและน้ำใน

จังหวัดพระนครศรีอยุธยา ในการเตรียมเยื่อใยจากกาบหมาก 

1.2.2 เพื่อศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมยอยสลายลิกนินที่ผลิตจากเชื้อที่คัดแยกไดทางดาน

อุณหภูมิและพีเอชท่ีเหมาะสมตอการทำงานของเอนไซม และความคงตัวของเอนไซมท่ีอุณหภูมิและพี

เอชตางๆ 
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1.2.3 เพื่อศึกษาสมบัติของเยื่อใยท่ีไดจากการเตรียมดวยดางและเอนไซม ทางดานสี ความ

หนา ความช้ืน ขนาดเสนผานศูนยกลางของเยื่อใย ปริมาณลิกนิน ความตานทานแรงดึง และระยะยืด 

1.2.4 เพื่อศึกษาสมบัติของกระดาษจากเยื ่อใยที่ไดจากการเตรียมดวยดางและเอนไซม 

ทางดาน ทางดานน้ำหนักมาตรฐาน ความหนา ความตานทานแรงดึง และระยะยืด 

 

1.3 ผลท่ีคาดวาจะไดรับ/ประโยชนสูงสุดท่ีจะไดจากโครงการหรือสมมติฐาน 

1.3.1 สามารถคัดแยกเช้ือท่ีผลิตเอนไซมยอยสลายลิกนินจากท่ีมีประสิทธิภาพในการยอยกาบ

หมาก 

1.3.2 ทราบถึงคุณสมบัติของเอนไซมยอยสลายลิกนินจากแบคทีเรียท่ีผานการคัดเลือก 

1.3.3 ทราบถึงสมบัติของเยื่อใยท่ีไดจากการเตรียมดวยดางและเอนไซม ทางดานสี ความหนา 

ความช้ืน ขนาดเสนผานศูนยกลางของเยื่อใย ปริมาณลิกนิน ความตานทานแรงดึง และระยะยืด 

1.3.4 ทราบถึงสมบัติของกระดาษจากเยื ่อใยที ่ไดจากการเตรียมดวยดางและเอนไซม 

ทางดาน ทางดานน้ำหนักมาตรฐาน ความหนา ความตานทานแรงดึง และระยะยืด 
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ตรวจเอกสาร 

 
2.1 ความรูท่ัวไปเก่ียวกับหมาก 

หมากเปนพืชเขตรอนท่ีพบไดในหลายประเทศของเอเชียตะวันออกเฉียงใต แหลงปลูกหมาก

ที่เปนเชิงทางการคาของโลก ไดแก อินเดีย ศรีลังกา พมา มาเลเซีย ฟลิปปนส ไตหวัน อินโดนีเซีย 

และไทย หมากมีบทบาทสำคัญในอุตสาหกรรมหลายชนิด และมีการสงออกไปจำหนายยังตางประเทศ 

คิดเปนมูลคานับรอยลาน ดังนั้นหมากจึงเปนพืชเศรษฐกิจท่ีนาสนใจอีกชนิดหนึ่ง หมากเปนพืชท่ีปลูก

งาย การดูแลรักษาไมยุงยาก โรคแมลงรบกวนนอย รวมท้ังคาใชจายในการลงทุนไมสูงนัก ทำรายไดให

เกษตรกรผูปลูกอยางสม่ำเสมอ และตอเนื่องเปนเวลานาน โดยการปลูกหมากในไทยสวนใหญเปนการ

ปลูกในลักษณะผสมผสานรวมกับพืชเศรษฐกิจอื่นๆ เพื่อเสริมรายได สวนใหญปลูกอยูในภาคใตและ

ภาคกลาง ในป 2559 พื้นที่ปลูกหมากของไทยมีประมาณ 40,874 ไร จำนวนผูปลูก 25,413 ราย 

ผลผลิตรวม 40,514 ตัน ผลผลิตตอไร 1,192 กิโลกรัม จังหวัดที่มีการปลูกหมากมากที่สุดคือ ชุมพร 

รองลงมา คือ ระนอง ฉะเชิงเทรา พัทลุง ชัยภูมิ พังงา ระยอง จันทบุรี ตาก และนครศรีธรรมราช

ตามลำดับ (ตารางท่ี 1) 
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ตารางท่ี 1 แหลงปลูกหมากท่ีสำคัญ 10 จังหวัดแรกในประเทศไทย  

จังหวัด จำนวน
ครัวเรือน
เกษตรกร 

เนื้อท่ีปลูก 
(ไร) 

เนื้อท่ีใหผล 
(ไร) 

เนื้อท่ีเก็บ
เก่ียวผลผลิต 

(ไร) 

ผลผลิตท่ีเก็บเก่ียว
ได 

(กิโลกรัม) 

ผลผลิตเนื้อท่ี
เก็บเก่ียว 
(กิโลกรัม) 

ราคาท่ีเกษตรกร
ขายไดเฉลี่ย 

(บาทตอ
กิโลกรัม) 

ชุมพร 3,478 7,676 7,400 6,074 10,730,771 1,450 22.16 
ระนอง 4,758 7,466 6,872 6,872 9,921,124 1,444 15.97 
ฉะเชิงเทรา 1,393 6,091 4,340 4,227 6,929,100 1,597 25.23 
พัทลุง 3,337 2,891 2,840 2,705 1,287,639 453 7.09 
ชัยภูมิ 1,222 2,610 1,395 - - - - 
พังงา 1,132 2,346 2,185 1,649 3,131,530 1,433 22.70 
ระนอง 626 2,059 1,885 1,722 900,480 478 28.38 
จันทบุรี 341 972 707 459 362,666 513 23.90 
ตาก 185 962 527 503 1,163,720 2,208 77.79 
นครศรีธรรมราช 1,264 888 799 153 98,448 123 42.77 

ท่ีมา: กรมสงเสริมการเกษตร (2560) 
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2.2 ลักษณะทางพฤกษศาสตรของหมาก 

หมากมีชื่อภาษาอังกฤษวา Betel Nuts เรียกวา Arecanut หรือ Arecanut Palm มี

ช่ือวิทยาศาสตร Areca catechu Linn เปนไมยืนตน ตระกูลปาลมเชนเดียวกับมะพราว  
 

2.2.1 ราก  

หมากมีระบบรากฝอย ไมมีรากแกว จำนวนรากจะมากหรือนอยขึ้นอยูกับอายุ 

ความสมบูรณของดิน และสิ่งแวดลอม หากหมากถูกน้ำทวมขังชั่วคราว จะสรางรากอากาศขึ้นที่โคน

ตน ทำใหหมากไมตาย แตไมควรปลอยน้ำใหทวมขังเปนเวลานาน เนื่องจากรากหมากไมสามารถ

เจริญเติบโตอยูในน้ำไดนาน 
 

2.2.2 ลำตน 

หมากเปนไมยืนตนที่มีลำตนเดี่ยว ไมมีแกน และไมแตกกอ การเจริญเติบโตใน
ระยะแรก ลำตนจะขยายออกทางดานกวางและดานสูง จนลำตนมีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 
6 นิ้ว จากนั้นจะมีการเจริญเติบโตดานสูงหรือดานยอดเทานั้น รูปทรงตนหมากเปนทรงกระบอกและ
ต้ังตรง โดยสวนโคนตนเหนือผิวดิน เรียกวา สะโพก จะมีลักษณะใหญกวาลำตนตอนสวนบนเล็กนอย 
เนื้อไมของตนหมากเปนเส้ียนยาว จับตัวกันแนน เส้ียนไมจะแข็งแรงและเหนียว ไมหักงาย หมากท่ีมี
อายุนอย ลำตนจะเปนสีเขียว เมื่ออายุมากข้ึนเปนตนหมากแก ลำตนจะเปล่ียนเปนสีเทา 
 

2.2.3 ใบ 
ใบเกิดจากเนื้อเยื่อเจริญตรงสวนปลายยอด โดยแตกเปนกระจุกที่ปลายลำตน 

ประกอบดวยกานใบหรือกาบหมาก กานทางใบ และใบยอย ซึ่งเรียงเปนแถวทั้งสองขางของกานทาง

ใบ กาบหมากมีลักษณะเปนแผนใหญหุมติดอยูกับลำตน มีความกวางและยาวประมาณ 12 และ 20 

นิ้ว ตามลำดับ เมื่อแกจัดจะหลุดลงมามีลักษณะเปนแผนแข็งเหนียวและทนตอแรงดึงไดดี มีปริมาณ

เซลลูโลสสูงจึงเหมาะที่จะนำไปทดลองผลิตเปนเยื่อใย เพื่อนำไปพัฒนาเปนกระดาษและบรรจภุัณฑ 

(นาวี, 2562) องคประกอบทางเคมีของกาบหมาก แสดงดังตารางท่ี 2 

 
ตารางท่ี 2 องคประกอบทางเคมีของกาบหมาก 

องคประกอบ ปริมาณ (เปอรเซ็นต) 
สารสกัดท่ีละลายน้ำ 0.72 

ไขมัน 5.06 
เพคติก 1.15 
ลิกนิน 19.59 

แอลฟา-เซลลูโลส 66.08 
เฮมิเซลลูโลส 7.40 

ท้ังหมด 100 
ท่ีมา: Poddar และคณะ (2016) 
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2.2.4 ดอก  

ดอกหมากหรือจั่นหมากจะเกิดที่ซอกโคนกานใบหรือกาบหมาก ดอกออกรวม

เปนชอใหญ ประกอบดวยแกนกลางหรือโคนจ่ันยึดติดอยูขอของลำตน และกานชอดอกเปนเสนยาวๆ 

จำนวนมาก แตกออกจากแกนกลาง กานชอดอกแตละเสนจะมีดอกหมากติดอยูท้ังดอกตัวผูและดอก

ตัวเมีย โดยดอกตัวผูจะอยูท่ีสวนปลาย และดอกตัวเมียจะอยูท่ีโคน เมื่อกาบหุมจ่ันแตกออก ดอกตัวผู

จะบานจากปลายกิ่งแขนงไปหาโคนแขนงหรืออาจบานกอนกาบหุมจ่ันแตกออกก็ได 

 

2.2.5 ผล 

ผลหมากมีลักษณะกลมหรือกลมรี ขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 2 ถึง 2.5 

นิ้ว ผลอยูรวมกันเปนทะลาย ใน 1 ทะลายมีผลประมาณ 100 ถึง 150 ผล ผลออนจะมีสีเขียว เรียกวา 

หมากดิบหรือหมากสด เมื่อผลแกจะเปลี่ยนเปนสีเขียวอมเหลืองหรือสีเหลืองอมสมทั้งผล เรียกวา

หมากสุกหรือหมากสง สีของผลหมากท่ีแกจัดชาวบานเรียกวา สีหมากสุก 

 

2.3 การปลูกและการดูแลรักษา 

หมากจะเจริญเติบโตดี ตกผลเร็ว และใหผลผลิตสูง ขึ้นอยูกับการปลูกและการดูแลรักษา 

หมากใหผลผลิตถึง 20 ถึง 30 ป การปลูกและการดูแลรักษามีแนวปฏิบัติ ดังนี้ 

 

2.3.1 การเลือกพื้นท่ีปลูก 

หมากเปนพืชท่ีชอบข้ึนท่ัวไปในเขตอบอุนถึงรอนช้ืน เจริญเติบโตไดดี พื้นท่ีหมากควร

เปนที ่โลงแจง ไดร ับแสงแดดทั่วถึง ดินควรเปนดินรวนเหนียว ดินตะกอน หรือดินเหนียวที่มี

อินทรียวัตถุสูง มีการระบายน้ำดี และมีหนาดินลึก 1 เมตร เพื่อใหรากกระจายไดงาย สถานท่ีปลูกควร

อยูใกลแหลงน้ำ จะทำใหมีการเจริญเติบโตดีและใหผลผลิตสูง 

 

2.3.2 ฤดูปลูก 

ฤดูที่เหมาะสมตอการปลูกอยูในชวงฤดูฝน ระหวางเดือนพฤษภาคมถึงเดือนสิงหาคม 

เพื่อใหตนหมากไดรับน้ำอยางเพียงพอ รวมท้ังเปนการประหยัดแรงงานในการรดน้ำ 

 

2.3.3 การวางผังปลูก มีอยู 2 วิธี คือ 

2.3.3.1 วางผังปลูกแบบสี่เหลี่ยมจัตุรัส เหมาะสำหรับรองปลูกที่มีขนาดใหญ สันรอง

กวางประมาณ 5 เมตร 

2.3.3.2 วางผังปลูกแบบสามเหลี่ยมดานเทาหรือสลับฟนปลา เหมาะสำหรับรองที่มี

ขนาดเล็ก สันรองกวางประมาณ 3 ถึง 4 เมตร 
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2.3.4 ระยะปลูก 

การปลูกหมากมี 2 แบบ คือ ปลูกแบบยกรอง และปลูกบนพื้นราบ 

 

2.3.4.1 การปลูกแบบยกรอง 

เหมาะสำหรับพื้นท่ีราบลุม บริเวณใกลแมน้ำลำคลอง สวนมากนิยมปลูกริมรอง 

เพราะหมากเปนพืชชอบน้ำและรากจะชวยปองกันไมใหดินขางๆ รองพัง สำหรับระยะปลูกแบบยก

รอง ใชระยะปลูกไมแนนอน ซึ่งข้ึนกับขนาดของรองและชนิดพืช 

 

2.3.4.2 การปลูกพื้นราบ 

การปลูกบนพื้นราบเหมาะสำหรับพื้นท่ีท่ีมีการระบายน้ำดี ไมมีปญหาน้ำทวมขัง 

ใชระยะปลูก 2×2 เมตร ซึ่งการวางผังปลูกแบบส่ีเหล่ียมจัตุรัสไดไรละประมาณ 400 ตน แตถาวางผัง

ปลูกแบบสามเหล่ียมดานเทาจะปลูกไดไรละประมาณ 461 ตัน 

 

2.3.5 การเตรียมหลุมปลูก 

โดยทั่วไปจะขุดหลุมขนาดประมาณ 50×50×50 เซนติเมตร เพราะรากจะสามารถไช

ชอนในดินไดสะดวก รองกนหลุมดวยกาบมะพราว 1 ถึง 2 ช้ัน เพื่อชวยเก็บความช้ืนในชวงฤดูแลง ใน

การกลบดินควรใชปุยคอก ปุยหมัก หรือปุยฟอสเฟตคลุกเคลาใหเขากับดิน แลวใสลงหลุม 

 

2.3.6 วิธีปลูก 

เมื่อเตรียมหลุมดีแลวก็ยายตนกลาหมากมาปลูกในหลุม โดยใชพลั่วแทงลงไปในดิน

รอบๆ ตน ใหหางจากโคนตนหมากประมาณ 10 เซนติเมตร ลึกประมาณ 15 ถึง 20 เซนติเมตร ขุด

ตนกลาข้ึนจากแปลงแลวนำเอาไปปลูกทันที หลังจากนั้นกลบดินใหเสมอปากหลุม เหยียบดินใหแนน

พอสมควร รดน้ำใหชุม 

 

2.3.7 การใหน้ำ 

การปลูกหมากสวนใหญอาศัยน้ำฝนเปนหลัก หมากเปนพืชท่ีตองการน้ำหมาก ถาขาด

น้ำจะทำใหหมากเจริญเติบโตชา ตนเล็กเรียว ใหผลผลิตต่ำ ถาฝนท้ิงชวงนานเกินไป ควรใหน้ำแกตน

หมาก โดยแบงเปน 2 ชวง ดังนี้ 

 

2.3.7.1 การใหน้ำแกหมากตนเล็ก 

หลังจากปลูกแลวรดน้ำใหชุมตอไป ควรรดน้ำ 2 วันตอครั้ง ประมาณ 1 เดือน 

ตนหมากจะเกิดรากใหมและต้ังตัวได 
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2.3.7.2 การใหน้ำแกหมากตนโต 

1) สวนที่ปลูกแบบยกรอง ในฤดูฝนไมจำเปนตองรดน้ำ ในฤดูแลงชาวสวน

จะใชกระบวยตักน้ำในรองข้ึนมารดท่ีโคนตนหมาก  

 

2) สวนหมากแบบยกรองที่อยูใกลทะเล มักมีปญหาในชวงฤดูแลง จะมีน้ำ

ทะเลหนุน ทำใหน้ำในแมน้ำลำคลองเปนน้ำเค็มหรือน้ำกรอย ดังนั้นในเดือนมกราคม ชาวสวนจะตอง

กักน้ำจืดไวในทองรอง เพื่อใชรดตนหมากในฤดูแลงจนกวาจะถึงฤดูฝน 

 

3) สวนหมากท่ีปลูกบนพื้นราบ ถาเปนฤดูฝนก็ไมจำเปนตองรดน้ำ แตถาเกิด

ระยะฝนท้ิงชวงนานๆ หรือในฤดูแลงก็ตองใหน้ำตามความเหมาะสม 

 

2.3.8 การใหปุย 

การใหปุยจะทำใหผลผลิตเพิ่มขึ้น ควรใหปุยหลังจากเก็บเกี่ยวผลหมากหมดแลว ควร

ใหปุยตรงกลางระหวางตนหมาก เพื่อใหรากสามารถดูดน้ำและแรธาตุอาหารไดจะอยูท่ีปลายรากหาง

จากโคนตนหมาก ปุยท่ีใชมีดังนี้ 

 

2.3.8.1 ปุยอินทรีย สวนมากจะใหปุยหมักและปุยคอก ใสปละ 1 ถึง 4 ครั้ง อัตรา 500 

ถึง 1,000 กิโลกรัม ตอไรตอป 

 

2.3.8.2 ปุยเคมี ในหมากตนเล็ก ใสปุย 46-0-0 อัตรา 25-50 กิโลกรัมตอไรตอป ถาเปน

หมากท่ีใหผลแลว ใสปุยสูตร 15-15-15, 13-13-21 หรือ 12-12-17-2 ใสปละ 1 ถึง 4 ครั้ง อัตรา 500 

ถึง 1,000 กิโลกรัม ตอไรตอป เมื่อใสปุยแลวควรพรวนดินต้ืนๆ กลบปุยและรดน้ำ 

 

2.4 โรคท่ีเกิดกับตนหมาก 

 

2.4.1 โรคผลเนา  

เกิดจากน้ำฝนขังอยูในบริเวณขั้วผล ซึ ่งมีลักษณะเปนรอง จากนั้นเชื ้อราที่มีอยูใน

อากาศจะเขาทำลาย ทำใหขั้วผลเนาแลวลุกลามมายังผลหมาก ผลจะเนาและรวงกอนถึงระยะเก็บ

เกี่ยว 

 

2.4.2 โรคโคนเนาและรากเนา โรคนี ้เกิดจากผลหมากที ่เนา เมื ่อรวงลงดินเชื ้อราจะ

แพรกระจายไดงาย ถาสภาพดินฟาอากาศเหมาะสม เชน พื้นดินช้ืนแฉะมีน้ำขัง เช้ือรานี้จะเขาทำลาย

ที่โคนตนแลวลุกลามไปที่รากอยางรวดเร็ว ทำใหตนหมากแสดงอาการใบเหลืองและเหี่ยวเฉาเม่ือ
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ตรวจดูที่โคนตนจะพบรอยเนา และเมื่อขุดดูรากก็จะเห็นรากเนาเชนเดียวกัน ถาลองดึงรากดูรากจะ

ถอดออกมาเปนปลอกแลวตนหมากก็จะตายในท่ีสุด  

 

2.4.3 โรคยอดเนา  

เกิดจากเชื ้อรา Pythium sp. โรคนี้พบทั้งในระยะตนกลาและตนโตที่ตกผลแลวใน

สภาพที่มีฝนตกชุกและอากาศมีความชื้นสูง อาการของโรคในระยะแรกจะพบแผลเนาดำบริเวณโคน

ดอก จากนั้นจะขยายลุกลามตอไปจนทำใหใบยอดเนา หลังจากนั้นตนหมากจะคอยๆ ตายในท่ีสุด 

 

2.4.4 โรคใบจุ 

เกิดจากเชื้อรา Curvularia sp. โรคนี้ทำความเสียหายใหแกหมากในระยะที่เปนตน

กลามากกวาตนที่ปลูกในแปลง เกิดเปนจุดแผลสีเหลืองออนขนาดเล็กแลวเปลี่ยนเปนสีน้ำตาลแดง

หรือสีเทา แผลจะขยายใหญขึ้นจนแผลชนกัน ทำใหใบแหง หมากชะงักการเจริญเติบโตและอาจถึง

ตายไดในท่ีสุด 

 

2.5 เยื่อกระดาษ 

เยื ่อ (pulp) และกระดาษ (paper) ถูกผลิตจากวัตถุดิบที ่ประกอบดวยเสนใยเซลลูโลส 

(cellulose fibers) เชน ไม กระดาษรีไซเคิล และวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร เสนใยเซลลูโลสใน

ประเทศกำลังพัฒนามีปริมาณมากถึง 60 เปอรเซ็นต มาจากพืชลมลุก (non wood) เชน ชานออย 

(bagasse)  ฟาง (cereal straw)  ไผ (bamboo)  กก (reeds)  หญา (grass)  ปอกระเจา (jute)  ปาน 

(flax) และ ปานศรนารายณ (sisal) เปนตน (Bajpai, 2012) 

กระดาษเปนคำแปลมาจากภาษาอังกฤษวา paper มีรากศัพทมาจากคำวา papyrus หรือ

ตนปาปรัส ที่ชาวอียิปตนำมาบันทึกเรื่องราวตางๆ ใหชาวโลกไดรับทราบประวัติและวัฒนธรรมของ

อียิปตอยางแพรหลาย สวนในประเทศไทยสันนิษฐานวา กระดาษถูกนำเขามาครั้งแรกโดยชาว

โปรตุเกสในสมัยกอนอยุธยา เพราะคำวากระดาษเปนคำที่แปลงมาจากภาษาโปรตุเกสวา cartas ซึ่ง

แปลวา กระดาษ คำวากระดาษจึงติดปากและใชกันมาต้ังแตสมัยนั้น กระดาษเปนแผนวัสดุบางท่ีผลิต

มาจากเสนใยผสมกับสารเติมแตงตางๆ ตั้งแตหนึ่งชนิดขึ้นไป เสนใยที่ใชในการผลิตกระดาษอาจเปน

เสนใยจากสัตว เสนใยจากพืช เสนใยจากแร หรือเสนใยสังเคราะห แตเสนใยจากพืชจัดเปนวัตถุดิบ

สำคัญที่สุดในการทำกระดาษ ซึ่งพืชท่ีเหมาะจะนำมาทำกระดาษควรจะมีปริมาณเสนใยมาก และมี

ลักษณะเสนใยยาว (ปาณี, 2549)  โดยสามารถจำแนกตามแหลงท่ีมาออกเปน 2 กลุมใหญ ดังนี้คือ (i) 

พืชยืนตน (wood) แหลงเสนใยแบงตามขนาดความยาวของเสนใยไดเปน 2 ประเภท คือ ไมเนื้อออน 

(soft wood) เปนพืชยืนตนจำพวกสน (coniferous) โดยทั่วไปมีใบเปนรูปเข็ม เชน ตนสนสปรูซ 

(spruce)  ไพน (pine) และเฟอร (fir) ในประเทศไทยมีเพียง 2 ชนิด คือ สนสองใบ และสนสามใบ 

และไมเนื้อแข็ง (hard wood) เปนพืชยืนตนพวกไมผลัดใบ (deciduous) ซึ่งโดยท่ัวไปมีใบกวาง เชน 
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ยูคาลิปตัส (eucalyptus) เบิรช (birch) และไมใบกวางตางๆ ในประเทศไทย ยกเวนไมบางชนิดใน

เขตอบอุน เชน สนทะเล (ii) พืชลมลุก (non wood) แหลงเสนใยจากพืชลมลุก เชน สวนที่เหลือท้ิง

ทางการเกษตร เชน ฟางขาว (rice straw) ชานออย (bagasse) เปนตน พืชท่ีปลูกข้ึนหรือเกิดข้ึนเอง 

เชน หญา (grass) ผักตบชวา (water hyacinth) เปนตน เสนใยจากพืชผลที่มีคุณสมบัติใกลเคียงกัน 

ไดแก เสนใยจากเปลือกในและลำตน เชน ปอสา (paper mulberry) กระเจี ๊ยบ (okra) เดื ่อ (fig) 

หมอน (mulberry) และเสนใยจากใบหรือกาบใบของลำตนเทียม เชน สับปะรด (pineapples) กลวย 

(banana) (ปาณี, 2549) 

การผลิตกระดาษหัตถกรรมจากวัตถุดิบในทองถิ่นกำลังไดรับความสนใจจากชุมชนตางๆ 

เนื่องจากเปนการนำวัตถุดิบที่หางายในทองถิ่นมาเพิ่มมูลคาของผลิตภัณฑ เชน เปลือกปอสา ใบ

สับปะรด ชานออย ผักตบชวา ฟางขาว เปนตน โดยใชวิธีการท่ีไมซับซอน และเปนมิตรตอส่ิงแวดลอม 

เพื ่อสรางงานสร างรายไดใหก ับคนในชุมชน และสามารถพัฒนาสินคาเพื ่อตอยอดในระดับ

อุตสาหกรรมได (ปาณี, 2549) 

 

2.6 กระบวนการผลิตเยื่อใย 

ขั้นตอนการผลิตเยื่อใย เปนขั้นตอนแรกในการผลิตกระดาษในโรงงานอุตสาหกรรม ในการ

ผลิตเยื่อมักใชสารเคมี เพื่อแยกเสนใยจากไม และใชวิธีกลเพื่อแยกไฟเบอรใหเปนเยื่อใย ปจจุบัน

โรงงานกระดาษและโรงงานเยื่อใยใชเอนไซมในการดัดแปลง สังเคราะห และยอยสลายวัตถุดิบเหลานี้

มากยิ่งขึ้น ในปจจุบันมีการใชวิธีผลิตเยื่อทางชีวภาพ (Bio-pulping) ทดแทนการใชดางและสารเคมี 

เพื่อแยกเฮมิเซลลูโลสและลิกนิน โดยท่ัวไปการผลิตเยื่อทำได 3 วิธี ไดแก 

 

2.6.1 วิธีทางกล 

วิธีทางกลเปนวิธีที่ใชในการเตรียมเยื่อใยจากไม ซึ่งเปนการ grind บริเวณพื้นผิวของ

วัตถุดิบ ทำใหเสนใยแยกออกจากกัน โดยลิกนินไมไดถูกแยกออก โดยไดผลได (yield) ประมาณ 95 

เปอรเซ็นต แตกระดาษจะกลายเปนสีเหลืองเมื่อท้ิงไวเปนเวลานาน รวมท้ังใชพลังงานไฟฟาคอนขาง

สูง แตยังนอยกวาวิธีทางเคมี 

 

2.6.2 วิธีทางเคมี 

วิธีทางเคมีเปนวิธีการแยกเสนใยจากวัตถุดิบดวยการใชสารเคมีท่ีอุณหภูมิและความดัน

สูง ซึ่งมีอยู 2 กระบวนการ คือ กรด (ซัลไฟต) และดาง (kraft) โดยประมาณ 20 เปอรเซ็นต ใชสารซัล

ไฟต ขณะที่ประมาณ 75 เปอรเซ็นต จะใชดาง คือ โซดาไฟและซัลเฟอร ภายใตความรอนและความ

ดันสูง ไดเปนกระดาษคราฟท วิธีนี้ไดผลไดนอยกวาวิธีกล (50-60 เปอรเซ็นต) แตไดคุณภาพของเย่ือ

ใยท่ีดีกวา แตอยางไรก็ตาม ทำใหเกิดน้ำเสียปริมาณมาก และสงผลเสียตอส่ิงแวดลอม 
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2.6.3 วิธีทางกลรวมกับวิธีทางเคมี 

เปนวิธีที่ใชความรอนสูง ใชในการตรียมเยื่อกระดาษจากไมสับ (wood chip) เพื่อลด

ขนาดของเสนใย จากนัน้พนสารเคมีลงบนไมสับรวมกับการใชอุณหภูมิสูงและวิธีทางกลตอไป ระหวาง

กระบวนการนี้จะเกิดการฟอกสีของเยื่อใย ทำใหไดเยื่อใยท่ีขาวข้ึน 

จากทั้งสามวิธีดังกลาวขางตน เปนวิธีที่รุนแรง ใชพลังงานสูง รวมทั้งกอสารพิษใหกับ

สิ ่งแวดลอม ปจจุบันจึงมีการผลิตเยื ่อทางชีวภาพดวยการใชเอนไซม ซึ ่งประหยัดพลังงานและได

ผลิตภัณฑท่ีแข็งแรง 

 

2.6.4 การผลิตเยื่อกระดาษทางชีวภาพ 

มีการประยุกตใชเอนไซมยอยสลายลิกนินจากจุลินทรียในอุตสาหกรรมเยื ่อใยและ

กระดาษกันอยางแพรหลายในปจจุบันในการเตรียมเยื่อ (pulping) เพื่อนำไปทำเปนกระดาษ โดยการ

สลายพันธะในวัสดุหลายชนิด เชน วัสดุท่ีเปนไมและไมใชไม หญา และวัสดุทางการเกษตรอื่นๆ  

 

2.6.4.1 การใชเอนไซมยอยสลายลิกนินในการผลิตเยื่อใย 

ขอเสียของการเตรียมเยื่อใยดวยวิธีกล คือ เสนใยที่ไดมีความละเอียดและแข็ง 

รวมทั้งใชพลังงานสูง เปนการเพิ่มตนทุนการผลิตในโรงงานอุตสาหกรรม ดังนั้นการใชเอนไซมยอย

สลายลิกนินจึงเปนทางเลือกหนึ่งท่ีประหยัดพลังงานไดมากกวา 20 ถึง 40 เปอรเซ็นต และเปนมิตรตอ

ส่ิงแวดลอม การประยุกตใชเอนไซมยอยสลายลิกนินในการเตรียมเยื่อใย พบวาชวยปรับปรุงผลไดของ

เยื่อใย ลดความหนืดของเยื่อใย Mardones และคณะ (2006) ไดใชเอนไซมยอยสลายลิกนินที่ผลิต

จากเช้ือ C. subvermispora ในการเตรียมเยื่อใยจากไมยูคาลิปตัส Eucalyptus nitens พบวาไดเยื่อ

ใยที่มีความหนืดเพิ่มขึ้นจาก 1.5 เปน 55.26 เปอรเซ็นต มี kappa number เทากับ 16 และ Costa 

และคณะ (2005) ใชเอนไซมยอยสลายลิกนินจากเช้ือ C. subvermispora เตรียมเยื่อใยจากชานออย 

พบวาไดเยื่อใยลดนอยลงแตมีความหนืดดีข้ึน หลังจากการยอยเปนเวลา 120 นาที นอกจากนี้การใช

วิธีการทางชีวภาพดวยเอนไซมชวยปรับปรุงดัชนีความตานแรงดึง ความตานทานแรงดันทะลุ และ 

double fold และดัชน ีความต านแรงฉีกขาด Gautam และคณะ (2016) ไดใช เอนไซม จาก 

Schizophyllum commune ARC-11 ในการเตรียมเยื ่อใยจาก Eulaliopsis binate กอนการใช

โซดา พบวาไดคาดัชนีความตานแรงดึง ความตานทานแรงดันทะลุ และ double fold เทากับ 24.94 

เปอรเซ็นต 14.03 เปอรเซ็นต และ 48.45 เปอรเซ็นต ตามลำดับ เมื่อเปรียบเทียบกับการเตรียมเยื่อใย

ดวยโซดา 

 

1) เอนไซมยอยสลายลิกนิน 

เอนไซมยอยสลายลิกนินหรือเอนไซมลิกนิโนไลติก (ligninolytic enzyme) 

มีบทบาทสำคัญในการยอยสลายวัสดุที่เปนลิกโนเซลลูโลส ประกอบดวยเอนไซมแลคเคส (laccase) 
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ลิกนินเปอรออกซิดส (lignin peroxidase) แมงกานีสเปอรออกซิเดส (manganese peroxidase) 

และ versatile peroxidase กิจกรรมของเอนไซมสามารถเพิ่มสูงขึ้นดวยการทำงานรวมกับเอนไซม

บางชนิด เชน feruloyl esterase, aryl-alcohol oxidase, quinone reductase, lipase และ 2,3-

dioxygenase เปนตน การยอยสลายลิกนินจากวัสดุตางๆ มีบทบาทสำคัญในการเพิ่มคุณคาใหกับ

ผลิตภัณฑกระดาษดวยการปรับปรุงคุณภาพและสมบัติของเยื่อใย ซึ่งเอนไซมยอยสลายลิกนินเปนการ

นำลิกนินออกจากลิกโนเซลลูโลส และไดเปนสวนของเซลลโลสหรือเยื่อใย (Kumar และ Chandra, 

2020) 

 

2.7 จุลินทรียท่ีสรางเอนไซมยอยสลายลิกนิน 

มีรายงานการคัดแยกจุลินทรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมยอยสลายลิกนิน มีทั้งท่ี

เปนเชื้อรา Phanerochaete chrysosporium และ Trametes ซึ่งผลิตเอนไซมออกซิเดเทฟ ซึ่งมี

ความจำเพาะเจาะจงกับลิกนิน (Zhang และคณะ, 2012; Knezevic และคณะ, 2013 และ Zeng 

และคณะ, 2013) และเชื้อรา Porodaedalea pini สรางเอนไซมไซลาเนสและเอนโดกลูคาเนสที่มี

กิจกรรมยอยสลายลิกนิน (Tanabe และคณะ, 2016) และแบคทีเรีย เชน Bacillus pumilus C6 

และ Bacillus atrophaeus B7 ที ่แยกไดจากปาฝนในประเทศเปร ู (Huang และคณะ, 2013) 

Rhodococcus jostii RHA1 ที่สรางเอนไซม dye-decolorizing peroxidase (DypB) (Singh และ

คณะ, 2013) และ Burkholderia sp. H1 ที่มีความสามารถในการยอยสลายลิกนินและไมที ่เนา 

(Yang และคณะ, 2017) 

 

2.8 การเตรียมเยื่อใย กระดาษและบรรจุภัณฑจากวัสดุทางการเกษตร 

มีรายงานการผลิตเยื่อใย กระดาษ และบรรจุภัณฑ จากวัสดุทางการเกษตรหลายชนิด เชน 

กาบกลวย ผักตบชวา ใบสับปะรด เปนตน ดวยกรรมวิธีโซดา และเอนไซม 

 

2.8.1 กรรมวิธีโซดา 

ชยาภาส (2549) ผลิตกระดาษทำมือจากกาบกลวย ดวยการแชกาบกลวยแหงใน

สารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซดที ่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 17 ชั ่วโมง โดยใช

อัตราสวนระหวางสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดกับกาบกลวยแหง เทากับ 25 ตอ 1 และนำไปตมท่ี

อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง พบวากระดาษมีดัชนีความตานแรงดึง ดัชนีความ

ตานทานแรงทะลุ และดัชนีความตานทานแรงฉีกขาด เทากับ 64.86 kN·m/kg 2.76 kPa·m2/g และ 

15.22 mN·m2/g ตามลำดับ 
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กาญจนา และคณะ (2016) เตรียมกระดาษคราฟทจากผักตบชวา ใบสับปะรด และกาบ

กลวย โดยการใชสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 5 กรัมตอลิตร อุณหภูมิ 90 ถึง 95 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง ฟอกเยื่อดวยไฮโดรเจนเปอรออกไซดเขมขน 5 กรัมตอลิตร อุณหภูมิ 90 

ถึง 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที และนำไปขึ้นรูปและทดสอบความแข็งแรงของกระดาษ 

พบวาอัตราสวนท่ีเหมาะสมท่ีใชในการข้ึนรูปกระดาษ คือ เยื่อกานผักตบชวา เยื่อใบสับปะรด เยื่อกาบ

กลวย 70, 10 และ 20 เปอรเซ็นต ตามลำดับ ไดกระดาษท่ีทนแรงดันทะลุ 31.10 กิโลนิวตันตอตาราง

เมตร และความคงทนตอแรงฉีดขาด 309.17 มิลลินิวตัน  

 

พินิจกานตและวรรณิษา (2555) ผลิตเยื่อกระดาษจากฟางขาวดวยวิธีทางชีวภาพดวย

การเพาะเลี ้ยง Trichoderma viride ร วมกับกรรมวิธีโซดาที ่ระดับความเขมขน 5, 10 และ 15 

เปอรเซ็นต พบวาการใชโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขนสูงขึ้น สงผลใหคา Kappa number และ

ผลผลิตเยื่อที่ไดลดลง แตคา Kappa number และผลผลิตเยื่อที่ไดจากการใชกรรมวิธีโซดามีคาสูง

กวาการใชวิธีทางชีวภาพรวมกับกรรมวิธีโซดา เมื่อทำการทดสอบคุณสมบัติการตานทานแรงฉีกขาด

และคาความสวาง พบวาการใชโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขนสูงข้ึน จะลดคาความตานทางแรงฉีก

ขาด แตเพิ ่มความสวาง ขณะที่การใชวิธีทางชีวภาพรวมกับกรรมวิธีโซดา จะไดกระดาษที่มีแรง

ตานทานแรงฉีกขาด แตความสวางนอยกวาการใชกรรมวิธีโซดาท่ีทุกระดับความเขมขน 

 

มลสุดา (2556) ผลิตภาชนะยอยสลายไดทางชีวภาพจากกาบกลวย โดยใชกาบกลวย

เปนวัตถุดิบหลักในการผลิตเสนใย และใชแปงมันสำปะหลังเปนตัวประสาน และนำไปขึ้นรูปดวย

วิธีการอัดข้ึนรูปรอน พบวาปริมาณของเสนใยท่ีสูงข้ึน ลดคาการตานแรงดัดโคง สมบัติการตานแรงดึง 

ขณะที่สมบัติการตานแรงกระแทก คาความหนาแนน และคาการซึมผานน้ำมีคาเพิ่มขึ้น โดยการใช

อัตราสวนระหวางเสนใยกลวยตอแปงมันสำปะหลัง เทากับ 66.67 ตอ 33.33 โดยน้ำหนัก ทำใหได

ช้ินงานท่ีมีสมบัติทางกลและสมบัติทางกายภาพท่ีดีท่ีสุด 

 

โสรยา (2557) ศึกษาความเปนไปไดในการผลิตกระดาษอยางงายจากเปลือกกลวยสด

และจากผลผลิตเหลือทิ้งหลักการหมักเอทานอล พบวาการผลิตเยื่อกระดาษจากการใชสารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 3 โมลตอลิตร ใหความรอนที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 

นาที ใหปริมาณเซลลูโลสสูงสุด 60 เปอรเซ็นต โดยน้ำหนัก ขณะท่ีเยื่อท่ีผลิตจากผลผลิตเหลือท้ิงทาง

การเกษตรที่ผานการยอยดวยน้ำสมสายชู และใหความรอนที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

40 นาที ใหเซลลูโลส 7 เปอรเซ็นต โดยน้ำหนัก และเยื ่อที ่ไดจากการยอยดวยน้ำสมสายชูดวย

ไมโครเวฟ 465 วัตต เปนเวลา 20 นาที ไดเซลลูโลส 11 เปอรเซ็นต โดยน้ำหนัก 
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2.8.2 เอนไซมจากจุลินทรีย 

เซลลูโลส เกิดจากการจับกันของลิกโนเซลลูโลสรวมกับเฮมิเซลลูโลสและลิกนิน ทำให

เกิดเปนโครงสรางแบบคริสตรัลที่จับกันอยางแข็งแรง ยากตอการยอยสลาย ดังนั้นการพรีทรีตวัสดุ

ประเภทเซลลูโลสจึงเปนท่ีจำเปน เพื่อใหโครงสรางท่ีจับกันอยางแนนหนาออนตัวลง งายตอการยอย 

ซึ่งอาจใชวิธีทางกล เคมี หรือชีวภาพ การใชเอนไซมยอยสลายลิกนินเปนวิธีทางชีวภาพท่ีใชในการแยก

เสนใย รวมทั้งปรับปรุงพันธะระหวางเสนใยในระหวางขั้นตอนการบดเยื่อ (refining) ชวยเพิ่มความ

เหนียวของผลิตภัณฑกระดาษ เพิ่มความทนตอแรงดึง ความเปนรูพรุน  

 

Blanchette และคณะ (1988) ใชเอนไซมยอยสลายลิกนินจากเชื ้อราผุขาว ไดแก 

Coriolus versicolor, Dichomitus squalens, Phellinus pini, Phlebia tremellosus, Poria 

medullapanis, Scytinostroma galactinum พบวา S. galactinum ยอยสลายลิกนินไดดีที ่สุด 

(89 เปอรเซ็นต) ทำใหเกิดการสูญเสียน้ำหนัก เทากับ 37 เปอรเซ็นต ขณะท่ี C. versicolor ทำใหเกิด

การสูญเสียกลูโคสและไซโลสมากท่ีสุด 

 

Ujjin และคณะ (2544) แยกเชื ้อรายอยสลายลิกนิน Phanerochaete sordida สาย

พันธุ  YK624 จากไมเนาเป อยในประเทศญี่ปุน ที ่สามารถแยกปอสาไดภายในเวลา 70 ชั ่วโมง ได

ผลผลิตเยื่อใย เทากับ 3.6 ถึง 5.9 เปอรเซ็นต ลดคา kappa number 9.7 ถึง 14.4 เปอรเซ็นต เพิ่ม

ความสวาง 9.6 ถึง 13.6 เปอรเซ็นต ดัชนีตานทานแรงดึง 8.4 เปอรเซ็นต และความตานทานแรงฉีก

ขาด 9.2 ถึง 12.3 เปอรเซ็นต ชวยปรับปรุงคุณภาพของเยื่อใย 

 

ชวนิฏฐ และคณะ (2544) แยกเช้ือ Bacillus sp. สายพันธุ N10 จากเปลือกปอสา สราง

เอนไซมเพคติเนสไดสูงสุด พบวาไดเยื่อปอสาที่มีความนิ่มและเปอยยุย เมื่อตรวจสอบภายใตกลอง

จุลทรรศนอิเล็กตรอน เห็นเสนใยแยกออกจากกัน มีปริมาณโฮโลเซลลูโลสเพิ่มขึ ้น 5 เปอรเซ็นต 

แอลฟาเซลลูโลสเพิ่มขึ้น 2 เปอรเซ็นต และเฮมิเซลลูโลสเพิ่มขึ้น 3 เปอรเซ็นต และลิกนินลดลง 50 

เปอรเซ็นต เมื่อเทียบกับเปลือกปอสาดิบ 

 
Liew และคณะ (2011) ไดใชเอนไซมยอยสลายลิกนินจากราผุสีขาว Phellinus sp., 

Daedalea sp., Trametes versicolor และ Pycnoporus coccineus ในการเตรียมเยื ่อกระดาษ
จากกระถ่ินเทพา พบวาสามารถยอยสลายลิกนินได 20 ถึง 30 เปอรเซ็นต หลังจากการยอยเปนเวลา 
60 วัน ซึ่ง T. versicolor ยอยสลายลิกนินจากใบกระถ่ินเทพาไดมากท่ีสุดถึง 26.9 เปอรเซ็นต 
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Kumar และคณะ (2019) ได  ใช  เอนไซม ย อยสลายล ิกน ินท ี ่ ผล ิตจาก เช ื ้ อ ร า 
Ceriporiopsis subvermispora, Trametes versicolor และ Rochaete chrysosporium ในการ
เตรียมเสนใย พบวาไดเสนใยท่ีขาว มีสมบัติความตานทางแรงดึงและความตานทานตอการฉีกขาดท่ีดี 
และมีคา kappa number ท่ีลดลง 
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อุปกรณและวิธีการ 

 
3.1 วัตถุดิบ 

3.1.1 กาบหมาก จากอำเภอเขายอย จังหวัดเพชรบุรี 
 3.1.2 ตัวอยางน้ำและดิน จากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลสุวรรณภูมิและโรงงานผลิต
กระดาษลูกฟูก 
 
3.2 แบคทีเรีย 

3.2.1 Pseudomomas sp. H7 
 
3.3 อาหารเลี้ยงเช้ือและสารเคมี 
 

3.3.1 สำหรับการคัดแยกแบคทีเรียยอยสลายลิกนินบนอาหารแข็ง 
3.3.1.1 เพปโทน (Oxoid, อังกฤษ) 
3.3.1.2 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Univer, ออสเตรเลีย) 
3.3.1.3 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (Univer, ออสเตรเลีย) 
3.3.1.4 แมกนีเซียมซัลเฟต (Univer, ออสเตเรีย) 
3.3.1.5 โซเดียมคลอไรด (Qrec, นิวซีแลนด) 
3.3.1.6 แคลเซียมคลอไรด (Univer, นิวซีแลนด)) 
3.3.1.7 แอมโมเนียมซัลเฟต (Qrec, นิวซีแลนด)  
3.3.1.8 แอมโมเนียมไนเตรท (Qrec, นิวซีแลนด) 
3.3.1.9 เฟอรริกคลอไรด (Qrec, นิวซีแลนด) 
3.3.1.10 2,6-ไดเมทอกซีฟนอล (DMP) (Sigma, สหรัฐอเมริกา) 
3.3.1.11 วุน (Himedia, อินเดีย) 

 
3.3.2 สำหรับการคัดแยกแบคทีเรียสรางเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสในอาหารเหลว 

3.3.2.1 เพปโทน (Oxoid, อังกฤษ) 
3.3.2.2 บีฟเอกซแทรกซ (Titan biotech, อินเดีย) 
3.3.2.3 สารสกัดจากยีสต (Pronadisa, สเปน) 
3.3.2.4 โซเดียมคลอไรด (Qrec, นิวซีแลนด) 
3.3.2.5 คอปเปอรซัลเฟต (Qrec, นิวซีแลนด) 
3.3.2.6 แมงกานีสซัลเฟต (Qrec, นิวซีแลนด) 

 
3.3.3 สำหรับวัดกิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส 

3.3.3.1 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Unilab, ออสเตรเลีย) 
3.3.3.2 โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต โมโนไฮเดรต (Sigma-Aldrich, อินเดีย) 
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3.3.3.3 2,6-ไดเมทอกซีฟนอล (DMP) (Sigma, สหรัฐอเมริกา) 
3.3.3.4 แมงกานีสซัลเฟต (Qrec, นิวซีแลนด) 
3.3.3.5 ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (Qrec, นิวซีแลนด) 

 
3.3.4 สำหรับวัดปริมาณโปรตีน 

3.3.4.1 โซเดียมคารบอเนต (Carlo erba, ฝรั่งเศส) 
3.3.4.2 โซเดียมไฮดรอกไซด (Merck, Germany) 
3.3.4.3 คอปเปอรซัลเฟต (Qrec, นิวซีแลนด) 
3.3.4.4 โพแทสเซียมโซเดียมทารเทรต (Kemaus, ออสเตรเลีย) 
3.3.4.5 สารละลายโฟลิน-ซิโอแคลทู (Carlo erba, ฝรั่งเศส) 

 
3.3.5 สำหรับการวิเคราะหปริมาณลิกนิน 
       3.3.5.1 กรดซัลฟวริก (Qrec, นิวซีแลนด) 
        3.3.5.2 เอทานอล (Emsure, เยอรมัน) 
 

3.4 เคร่ืองมือและอุปกรณ 
3.4.1 บีกเกอร (Pyrex, สหรัฐอเมริกา) 
3.4.2 หลอดทดลอง (Pyrex, สหรัฐอเมริกา) 
3.4.3 ฟลาสก (Pyrex, เยอรมนี) 
3.4.4 ปเปต (HBG, เยอรมนี) 
3.4.5 จานเพาะเช้ือ (Pyrex, สหรัฐอเมริกา) 
3.4.6 ตูบมเช้ือ (Memmert, เยอรมนี) 
3.4.7 เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร (Thermo scientific, สหรัฐอเมริกา) 
3.4.8 เครื่องใหความรอน (Unilab, สหรัฐอเมริกา) 
3.4.9 เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (N-Biotek, เกาหลี) 
3.4.10 หมอนึ่งฆาเช้ือ (ALP, ไทย) 
3.4.11 เครื่องช่ังส่ีตำแหนง (Mettler Toledo, สวิสเซอรแลนด) 
3.4.12 ตูอบลมรอน (Binder, สหรัฐอเมริกา) 
3.4.13 เครื่องวัดสี (UltraScan VIS, HunterLab, ไทย) 

3.4.14 เครื่องวิเคราะหเนื้อสัมผัส (TA-XT plus Texture Analyzer, อังกฤษ) 
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วิธีการ 
 

4.1. การแยกและคัดเลือกแบคทีเรียท่ีสรางเอนไซมยอยสลายลิกนิน 
ทำการแยกและคัดเลือกแบคทีเรียสรางเอนไซมยอยสลายลิกนิน จากตัวอยางดินจากการฝง

เยื ่อกระดาษบริเวณมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลสุวรรณภูมิ และตัวอยางดินและน้ำจาก
โรงงานผลิตกระดาษลูกฟูกในจังหวัดพระนครศรีอยุธยา โดยการชั่งตัวอยางดินหนัก 25 กรัม และ
ตัวอยางน้ำปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในถุงตีปนที่ม ีสารละลายเพปโทนเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต 
ปริมาตร 225 มิลลิลตร และปริมาตร 90 มิลลิลิตร ตามลำดับ จากนั้นทำการเจือจางท่ีระดับการเจือ
จางตางๆ ดูดสารละลายที่ทำการเจือจางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เกลี่ยลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Lignin 
modifying basal medium (LBM) agar ประกอบดวย (กรัมตอลิตร) ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต 1.6; 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.5; แมกนีเซียมซัลเฟต 0.58; โซเดียมคลอไรด 0.25; แคลเซียม
คลอไรด 0.013; แอมโมเนียมซัลเฟต 1.25; แอมโมเนียมไนเตรต 1.0 และเฟอรริกคลอไรดเฮกซะไฮ
เดรต 0.0025 กรัม; วุน 1.5 เปอรเซ็นต และ 2,6-ไดเมทอกซีฟนอล (DMP) เขมขน 0.01 เปอรเซ็นต 
ตามวิธีของ Sakpetch และคณะ (2017) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ถึง 48 
ชั่วโมง คัดเลือกเฉพาะโคโลนีที่สรางโซนสีเหลืองรอบโคโลนี เพื่อนำไปศึกษาประสิทธิภาพการสราง
เอนไซมยอยสลายลิกนินตอไป 

 
4.2 ศึกษาประสิทธิภาพการสรางเอนไซมยอยสลายลิกนิน 

ศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียที่สรางเอนไซมยอยสลายลิกนินบนอาหาร LBM agar 
อาหาร DMP broth และประสิทธิภาพการผลิตเยื่อใยจากกาบหมาก 

 
4.2.1 ศึกษาประสิทธิภาพการสรางเอนไซมยอยสลายลิกนินบนอาหาร LBM agar 

ทำการจุดเชื้อที่ผานการคัดแยกจากขอ 4.1 ลงบนอาหาร LBM agar บมที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง วัดขนาดเสนผานศูนยกลางของโซนสีเหลืองรอบโคโลนีและ
ขนาดเสนผานศูนยกลางของโคโลนีเช้ือ คำนวณประสิทธิภาพการยอยสลาย (hydrolytic capacity; 
HC) ตามสมการ 

 

ประสิทธิภาพการยอยสลาย = 
ขนาดเสนผานศูนยกลางของโซนสเีหลอืงรอบโคโลนี

ขนาดเสนผานศูนยกลางของโคโลนเีชือ้
 

 
คัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพการยอยสลายลิกนินมากกวา 4.00 ไปศึกษาประสิทธิภาพ

ของแบคทีเรียที่สรางเอนไซมยอยสลายลิกนินในอาหาร DMP broth และประสิทธิภาพการผลิตเยื่อ
ใยจากกาบหมากตอไป 
 
 

18 
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4.2.2 ศึกษาประสิทธิภาพการสรางเอนไซมยอยสลายลิกนินดวยการวิเคราะหกิจกรรม
ของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส 

 
4.2.2.1 การเตรียมเอนไซม 

เพาะเช้ือท่ีผานการคัดเลือกจากขอ 4.2.1 ลงในอาหาร DMP broth ปริมาตร 
50 มิลลิลิตร ซึ่งประกอบดวยเพปโทน 0.5 เปอรเซ็นต; บีฟเอกซแทรกซ 0.3 เปอรเซ็นต; สารสกัด
ยีสต 0.5 เปอรเซ็นต; โซเดียมคลอไรด 1 เปอรเซ็นต; คอปเปอรซัลเฟต 0.2 มิลลิโมลาร และ
แมงกานีสซัลเฟต 0.027 เปอรเซ็นต บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอ
นาที เปนเวลา 18 ถึง 24 ช่ัวโมง เพื่อเตรียมเปนกลาเช้ือ จากนั้นดูดกลาเช้ือปริมาตร 12.5 มิลลิลิตร 
ใสลงในอาหาร DMP broth ปริมาตร 250 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 
ถึง 24 ช่ัวโมง เก็บเอนไซม (crude enzyme) ดวยการปนเหวี่ยงดวยเครื่องเซนติฟวจท่ีความเร็วรอบ 
8,500 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แยกเก็บสวนใส นำไปวิเคราะห
กิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส 

 
4.2.2.2 การวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส 

การวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสดวยการใช DMP เปน
สับสเตรท ตามวิธดัีดแปลงของ Lueangjaroenkit และคณะ (2018) โดยผสมฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 
7.0 เขมขน 100 มิลลิโมลาร ปริมาตร 250 ไมโครลิตร; สารละลาย DMP เขมขน 0.5 มิลลิโมลารฺ 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร; สารละลายแมงกานีสซัลเฟตเขมขน 1 มิลลิโมลาร ปริมาตร 250 
ไมโครลิตร; เอนไซมหยาบปริมาตร 500 ไมโครลิตร และน้ำกลั่นปริมาตร 750 ไมโครลิตร บมท่ี
อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส เติมสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดเขมขน 1 มิลลิโมลาร ปริมาตร 
50 ไมโครลิตร และวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 469 นาโนเมตร ทุก 15 วินาที เปนเวลา 3 
นาที คำนวณกิจกรรมของเอนไซม จากความชันของกราฟท่ีสรางระหวางระยะเวลา (วินาที) กับคา
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 469 นาโนเมตร 
 

4.2.2.3 การวัดปริมาณโปรตีนดวยวิธี Lowry 
วัดปริมาณโปรตีนในสารละลายตามวิธีของ Lowry และคำนวณความเขมขน

ของโปรตีนโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ Bovine serum albumin 
 

4.2.3 การศึกษาประสิทธิภาพการผลิตเยื่อใยจากกาบหมาก 
 

4.2.3.1 การเตรียมเยื่อใยดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 
ตัดกาบหมากใหมีขนาด 3×10 มิลลิเมตร นำไปอบท่ีอุณหภูมิ 80 องศา

เซลเซียส จนน้ำหนักกาบหมากคงท่ี เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต โดยใช
อัตราสวนระหวางกาบหมากตอสารละลายดาง เทากับ 1 ตอ 50 นำไปใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 85 ถึง 
95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง ลางดางออกดวยน้ำกล่ัน แยกเก็บเฉพาะสวนของเยื่อใย นำไป
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อบแหงท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ช่ังน้ำหนักตัวอยางท่ีผานการอบและบันทึกผล เพื่อหาเปอรเซ็นต
ผลได (yield) ตามสมการ 

 

ผลได (เปอรเซ็นต) =  
น้ำหนักเย่ือใย (กรัม)

น้ำหนักกาบหมากเริ่มตน (กรมั)
×100 

 
4.2.3.2 การเตรียมเยื่อใยดวยเอนไซมจากแบคทีเรีย 

1) การเตรียมเอนไซม 
 ทำการเตรียมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสดวยการเพาะเชื้อที่ผาน

การคัดเลือกจากขอ 4.2.1 ลงในอาหาร DMP broth ตามขอ 4.2.2.1  
 

2) การเตรียมเยื่อใยดวยเอนไซม 
ตัดกาบหมากใหมีขนาด 3×10 มิลลิเมตร นำไปอบท่ีอุณหภูมิ 80 องศา

เซลเซียส จนน้ำหนักกาบหมากคงที่ แชกาบหมากที่ผานการอบในน้ำกลั่น โดยใชอัตราสวนระหวาง
กาบหมากตอน้ำกลั่น เทากับ 1 ตอ 50 (น้ำหนักตอปริมาตร) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 24 ชั่วโมง แยกน้ำกลั่นออก เตรียมเอนไซมในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 7.0 เขมขน 
100 มิลลิโมลาร โดยอัตราสวนของกาบหมากตอเอนไซม เทากับ 1 ตอ 50 (น้ำหนักตอปริมาตร) บม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตูบมควบคุมอุณหภูมิแบบเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ลางกาบหมากท่ีผานการยอยดวยน้ำประปา ช่ังน้ำหนักตัวอยางท่ีผานการอบและ
บันทึกผล เพื่อหาผลไดของเยื่อใย เติมเอนไซมใหม บมตออีก 24 ชั่วโมง ลางเอนไซมออกจากการ
หมากดวยน้ำประปาอีกครั้ง คำนวณผลไดในครั้งท่ี 2 ของการยอย เติมเอนไซมใหมอีกครั้ง บมตออีก 
24 ช่ัวโมง คำนวณผลไดในครั้งท่ี 3 ของการยอย 

 
4.3 การจัดจำแนกเช้ือ 

ทำการจัดจำแนกเช้ือท่ีมีประสิทธิภาพในการสรางเอนไซมสูงสุดดวยวิธีทางชีวเคมีและลำดับ
นิวคลีโอไทดบริเวณของยีน 16S rDNA 
 
4.4 การศึกษาสมบัติของเอนไซม 

คัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและผลิตเยื่อใยจากกาบ
หมากไดสูงสุด นำไปศึกษาสมบัติของเอนไซมดวยการใช DMP เปนสับเสตรท และประสิทธิภาพการ
ยอยกาบหมากท่ีสภาวะตางๆ 
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4.4.1 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการทำงานของเอนไซมดวยการใช DMP เปนสับสเตรท 
 
4.4.1.1 พีเอช 

เจือจางเอนไซมใหมีความเขมขนที่เหมาะสม แลวนำไปวิเคราะหกิจกรรมของ
เอนไซม โดยใช DMP เปนสับเสตรท ในสารละลายบัฟเฟอรเขมขน 100 มิลลิโมลาร ท่ีพีเอชตางๆ 
ไดแก อะซิเตทบัฟเฟอรพีเอช 4.0, 5.0 6.0; สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 7.0 และ 8.0 และ
ไกลซีน-โซเดียมไฮดรอกไซดบัฟเฟอรพีเอช 9.0, 10.0 และ 11.0 และวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมตาม
วิธีในขอ 4.2.2.2 

 
4.4.1.2 อุณหภูมิ 

เจือจางเอนไซมใหมีความเขมขนที่เหมาะสม และนำไปวิเคราะหกิจกรรมของ
เอนไซม โดยใช DMP เปนสับสเตรท ในสารละลายบัฟเฟอรพีเอชที่เหมาะสมตอการทำงานของ
เอนไซม แลวนำไปบมที่อุณหภูมิ 30 ถึง 70 องศาเซลเซียส และวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมตามวิธีใน
ขอ 4.2.2.2 

 
4.4.2 ความคงตัวของเอนไซมท่ีพีเอชและอุณหภูมิตางๆ  
 

4.4.2.1 พีเอช 
เจือจางเอนไซมใหมีความเขมขนท่ีเหมาะสมดวยสารละลายบัฟเฟอรพีเอชตางๆ 

ซึ่งสารละลายบัฟเฟอรที ่ใช ไดแก อะซิเตทบัฟเฟอรพีเอช 4.0, 5.0 และ 6.0; สารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอรพีเอช 7.0 และ 8.0 และไกลซีน-โซเดียมไฮดรอกไซดบัฟเฟอรพีเอช 9.0, 10.0 และ 11.0 บม
ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 ชั ่วโมง เมื ่อครบเวลานำเอนไซมแชในน้ำแข็ง จากนั้นนำไปวิเคราะห
กิจกรรมเอนไซมตามวิธีในขอ 4.2.2.2 
 

4.4.2.2 อุณหภูมิ 
บมเอนไซมที่อุณหภูมิ 30 ถึง 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง เมื่อครบ

เวลานำเอนไซมแชในน้ำแข็ง จากนั้นเจือจางเอนไซมใหมีความเขมขนท่ีเหมาะสม แลวนำไปวิเคราะห
กิจกรรมเอนไซมตามวิธใีนขอ 4.2.2.2 
 

4.4.3 ศึกษาพีเอชและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการผลิตเยื่อใยจากกาบหมาก 
 
4.4.3.1 พีเอช 

ปรับเอนไซมใหมีพีเอชเทากับ 4.0 ถึง 11.0 ดวยสารละลายบัฟเฟอรใหมี
ความเขมขน 100 มิลลิโมลาร ที ่พ ีเอชตางๆ ไดแก อะซิเตทบัฟเฟอรพีเอช 4.0, 5.0 และ 6.0; 
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 7.0 และ 8.0 และไกลซีน-โซเดียมไฮดรอกไซดบัฟเฟอรพีเอช 9.0, 
10.0 และ 11.0 จากนั้นนำเอนไซมไปยอยกาบหมากที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตูบมควบคุม
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อุณหภูมิแบบเขยาท่ีความเร็ว 200 รอบตอนาที ตามวิธีขอ 4.2.3.2(2) ทำการยอยเปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
เปล่ียนเอนไซม และยอยตออีกครั้งเปนเวลา 24 ช่ัวโมง วิเคราะหผลไดของเยื่อใย 
 

4.4.3.2 อุณหภูมิ 
ปรับเอนไซมใหมีพีเอชที่เหมาะตอการยอยกาบหมาก จากนั้นนำไปบมท่ี

อุณหภูมิ 30 ถึง 70 องศาเซลเซียส ในตูบมควบคุมอุณหภูมิแบบเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที 
ตามวิธีขอ 4.2.3.2(2) ทำการยอยเปนเวลา 24 ช่ัวโมง เปล่ียนเอนไซม และยอยตออีกครั้งเปนเวลา 24 
ช่ัวโมง วิเคราะหผลไดของเยื่อใย 
 
4.5 ศึกษาสมบัติของเยื่อใยจากกาบหมาก 
 

4.5.1 คาส ี
นำเสนใยกาบหมากท้ังจากการยอยดวยดางและเอนไซมมาทำการวัดคาสีโดย

เครื่องวัดสี (UltraScan VIS, HunterLab, ประเทศไทย) ซึ่งคาสีท่ีทำการวัดเปนดังนี้ คือ L* คือความ

สวาง มีคาต้ังแต 0-100 ซึ่งแสดงสีดำไปจนถึงสีขาว a* คือ สีเขียว-สีแดง มีคาต้ังแต -a ถึง +a ซึ่งแสดง

คาสีเขียวไปจนถึงสีแดง และ b* คือ สีน้ำเงิน-สีเหลือง มีคาตั้งแต -b ถึง +b ซึ่งแสดงคาสีน้ำเงินไป

จนถึงสีเหลือง การทดลองทำตัวอยางละ 3 ซ้ำ 

4.5.2 ความหนา (thickness)  

วิเคราะหความหนาของเยื่อใยดวยวิธีมาตรฐาน ASTM D 645/D 645M นำ

ตัวอยางของเยื่อใยกาบหมากท่ีมีขนาดความยาวประมาณ 4 เซนติเมตร นำไปวัดความหนาดวยเครื่อง 

Mitutoyo 547 Thickness Gauge (ประเทศไทย) การทดลองทำตัวอยางละ 3 ซ้ำ 

 
4.5.3 ความช้ืน (moisture content)  

วิเคราะหปริมาณความชื้นดวยวิธีมาตรฐาน ASTM D 644-99 ในขั้นแรกนำ

กระปองอะลูมิเนียมไปอบเปนเวลา 1 ชั ่วโมง ที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส  เมื ่อครบเวลานำ

กระปองอะลูมิเนียมไปใสโถดูดความช้ืนเปนเวลาประมาณ 30 นาที จนกระปองอะลูมิเนียมเย็นจนถึง

อุณหภูมิหอง และช่ังน้ำหนักกระปองอะลูมิเนียม (W0) จากนั้นช่ังน้ำหนักตัวอยางเยื่อใยกาบหมาก 1 

กรัม ใสในกระปองอะลูมิเนียมที่ผานการอบแลว นำไปเขาอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 2 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลานำกระปองอะลูมิเนียมใสโถดูดความช้ืนเปนเวลาประมาณ 30 นาที และ

ช่ังน้ำหนักกระปองอะลูมิเนียมท่ีมีตัวอยางเสนใย (W1) เพื่อนำไปวิเคราะหหาปริมาณความช้ืน โดยใช

สูตรดังตอไปนี ้

ปริมาณความช้ืน (เปอรเซ็นต) =
(𝑤𝑤1 − 𝑤𝑤0) × 100

น้ำหนักเยื่อใยกาบหมาก
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4.5.4 ลักษณะทางกายภาพของเสนใย   

นำเยื่อใยกาบหมากสองดวยกลองกลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ (Olympus 

Stereo zoom microscope SZX7, ญี่ปุน) 

 

4.5.5 วิเคราะหปริมาณลิกนิน  

นำเยื่อใบกาบหมากหนัก 10 กรัม ลางดวยเอทานอลเขมขน 95 เปอรเซ็นต 

ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร โดยลางเยื่อใยกาบหมากจำนวน 5 รอบ รอบละ 5 นาที เพื่อลางสวนของ

ยางหรือ wax ในเยื่อใยกาบหมากออก นำเยื่อใยไปผึ่งใหแหง จากนั้นชั่งเยื่อใยกาบหมากใสบีกเกอร

ขนาด 250 มิลลิลิตร ประมาณ 2 กรัม เติมกรดซัลฟวริกเขมขน 72 เปอรเซ็นต ปริมาตร 40 มิลลิลิตร 

เขยาดวยมือเปนเวลา 2 ชั่วโมง เพื่อเรงปฏิกิริยาการยอยสวนองคประกอบอื่นๆ ในเยื่อใยกาบหมาก 

เชน เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส เปนตน ภายหลังจากยอยดวยกรดซัลฟวริกจนครบเวลาแลว จึงเติม

น้ำรอนเพิ่มจนครบ 500 มิลลิลิตร แลวพักท้ิงไวใหตกตะกอน จากนั้นลางตะกอนดวยน้ำรอนจำนวน 

4 ครั้ง ครั้งละประมาณ 500 มิลลิลิตร จนกรดซัลฟวริกมีความเขมขนลดลงเหลือ 3 เปอรเซ็นต นำ

ตะกอนไปกรองโดยใชกระดาษกรอง no. 1 อบตะกอนที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 

ช่ัวโมง จากนั้นช่ังน้ำหนัก เพื่อนำไปวิเคราะหปริมาณลิกนิน โดยใชสูตรดังตอไปนี้ 

 

ปริมาณลิกนิน (เปอรเซ็นต) = (น้ำหนักหลังอบ – น้ำหนักเสนใยกาบหมาก) x 100 

 

4.5.6 ความตานทานแรงดึงและระยะยืด 

นำเยื่อใยกาบหมากที่มีขนาดความยาวประมาณ 4 เซนติเมตร มาวิเคราะห

โดยใชเครื่องวิเคราะหเนื ้อสัมผัส (TA-XT plus Texture Analyzer, อังกฤษ) โดยใชสภาวะในการ

วิเคราะหดังนี้คือ โหลดเซลลเทากบั 5 กิโลนิวตัน  อัตราเร็วในการดึงเทากับ 0.5 มิลลิเมตรตอวินาที 

ซึ ่งกำหนด pre-test speed เทากับ 0.2 มิลลิเมตรตอวินาที และ post-test speed เทากับ 10.0 

มิลลิเมตรตอวินาที ระยะหางในการจับตัวอยางเทากับ 20 มิลลิเมตร 

 

4.6 ศึกษาสมบัติของกระดาษจากเยื่อใยกาบหมาก 
 

4.6.1 การเตรียมข้ึนรูปกระดาษจากเยื่อใยท่ีเตรียมดวยดางและเอนไซม H7 
นำเยื่อใยที่เตรียมดวยดางและเอนไซม H7 ประมาณ 20 กรัม กระจายลงในตะแกรง

แมพิมพขนาดกวางเทากับ 21 เซนติเมตร และยาวเทากับ 30 เซนติเมตร ซึ่งตะแกรงแมพิมพจะถูกใส
ในถาดที่มีน้ำประมาณ 500 มิลลิลิตร จากนั้นเกลี่ยเยื่อใยใหทั่วตะแกรงแมพิมพ แลวยกตะแกรง
แมพิมพข้ึน นำไปทำใหแหง หลังจากนั้นลอกกระดาษท่ีเตรียมไดออกจากตะแกรงแมพิมพ 
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4.6.2 การทดสอบน้ำหนักมาตรฐาน (Basic weight)  
ทดสอบน้ำหนักมาตรฐานของกระดาษตามวิธีมาตรฐาน ISO 536 โดยตัดตัวอยางกระดาษท่ี

เตรียมไดจากขอท่ี 4.6.1 ใหมีขนาดกวางเทากับ 2 เซนติเมตร และยาว 2 เซนติเมตร จากนั้นนำไปช่ัง
น้ำหนักอยางโดยเครื่องชั่ง 4 ตำแหนง แสดงคาน้ำหนักมาตรฐานเปนน้ำหนักตอพื้นที่ คือ กรัมตอ
ตารางมิลลิเมตรเมตร การทดลองทำ 3 ซ้ำ 
 

4.6.3 การทดสอบความหนา 
 นำกระดาษที่เตรียมไดจากขอที่ 4.6.1 มาวัดความหนาตามวิธีมาตรฐาน ASTM D 

645/D 645M ดวยเครื่องวัดความหนา (Mitutoyo 547, Japan) การทดลองทำ 3 ซ้ำ 
 

4.6.4 สมบัติเชิงกลในโหมดแรงดึง 
การศึกษาสมบัติเชิงกลในโหมดแรงดึง ดำเนินการตามวิธีมาตรฐาน ASTM D 828 ตัด

กระดาษใหเปนรูปสี่เหลี่ยมผืนผาขนาดกวางเทากับ 15 มิลลิเมตร และยาวเทากับ 100 มิลลิเมตร 
แลวนำไปทดสอบสมบัติเชิงกลในโหมดแรงดึงโดยเครื่อง Texture analyzer สภาวะในการวิเคราะห
ดังนี ้คือ โหลดเซลลเทากับ 5 กิโลนิวตัน อัตราเร็วในการดึงเทากับ 125 มิลลิเมตรตอนาที และ
ระยะหางในการจับตัวอยางเทากับ 50 มิลลิเมตร การทดลองทำ 3 ซ้ำ 
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ผลและวิจารณผล 

 

5.1 การแยกและคัดเลือกแบคทีเรียท่ีสรางเอนไซมยอยสลายลิกนิน 
จากการคัดแยกแบคทีเรียยอยสลายลิกนินจากตัวอยางดินที่ฝงเยื ่อกระดาษในบริเวณ

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลสุวรรณภูมิ และตัวอยางดินและน้ำจากโรงงานผลิตกระดาษลูกฟูก 

บนอาหาร LMB agar พบแบคทีเรียจำนวน 31 ไอโซเลท ท่ีสรางโซนสีเหลืองรอบโคโลนี (ตารางท่ี 3)

โดยตัวอยางน้ำจากโรงงานผลิตกระดาษลูกฟูกเปนแหลงสำคัญท่ีสามารถคัดแยกแบคทีเรียยอยสลาย

ลิกนินไดดีท่ีสุด คิดเปน 69.70 เปอรเซ็นต เนื่องจากเปนบริเวณท่ีมีการสะสมของเยื่อและเศษกระดาษ 

ดังนั ้นจึงพบแบคทีเรียที่สามารถใชเยื ่อกระดาษเปนแหลงคารบอน เพื่อการเจริญเติบโต และมี

แบคทีเรียเพียง 1 ไอโซเลทที่คัดแยกไดจากการฝงเยื่อกระดาษในดินบริเวณมหาวิทยาลัยเทคโนโลยี

ราชมงคลสุวรรณภมูิ เปนเวลา 1 เดือน เนื่องจากเยื่อกระดาษที่นำไปฝงมีความแข็ง ยากตอการยอย

สลาย ดังนั้นแบคทีเรียท่ียอยสลายลิกนินไดดวยการใชเยื่อกระดาษเปนแหลงอาหารจึงมีปริมาณเพียง

เล็กนอย และจะพบมากข้ึน เมื่อระยะเวลาการยอยสลายนานข้ึนท่ีเวลา 3 เดือน 

 

ตารางท่ี 3 การคัดแยกแบคทีเรียยอยสลายลิกนินจากตัวอยางดินและน้ำ 
แหลง ตัวอยาง จำนวน 

(ไอโซเลท) 
รหัสไอโซเลท 

เยื ่อกระดาษฝงดินในมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราช
มงคลสุวรรณภูมิ 

   

1 เดือน 3 1 A 
 3 เดือน 3 9 B2, B3, B4, B5, 

B6, B8, B9, C2 
และ C10 

น้ำจากโรงงานผลิตกระดาษลูกฟูก 4 23 D1-D6, F1, F5, 
G1-G3, H1, H2, 
H6 และ H7 

ดินจากโรงงานผลิตกระดาษลูกฟูก 3 6 E1-E6 
ท้ังหมด 16 31  

 
5.2 ศึกษาประสิทธิภาพการสรางเอนไซมยอยสลายลิกนินบนอาหาร LBM agar 

จากการจุดเช้ือแบคทีเรียท้ัง 31 ไอโซเลท ลงบนอาหาร LMB agar และคำนวณประสิทธิภาพ

การยอยสลาย DMP พบวามีแบคทีเรียจำนวน 9 ไอโซเลท ท่ีมีคาประสิทธิภาพการยอยสลาย หรือคา 

HC สูงกวา 4.0 อยูในชวง 4.03 ถึง 5.99 (ภาพท่ี 1) ซึ่งเปนแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดจากตัวอยางดินท่ีฝง

เยื่อกระดาษและตัวอยางน้ำจากโรงงานผลิตกระดาษลูกฟูก โดยมีแบคทีเรียไอโซเลท H7 แสดงคา HC 
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สูงสุด เทากับ 5.99 จากรายงานวิจัยของ Sadhu และ Maiti (2013) พบวาขนาดเสนผานศูนยกลาง

ของโซนใสอาจไมไดแสดงถึงกิจกรรมของเอนไซมท่ีแทจริงไดอยางแมนยำ ดังนั้นจึงศึกษาประสิทธิภาพ

ของแบคทีเรียทั้ง 9 ไอโซเลท จากการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส และ

ประสิทธิภาพการผลิตเยื่อใยจากกาบหมากตอไป 

 

 
ภาพท่ี 1 ประสิทธิภาพการยอยสลายลิกนินบนอาหาร LBM agar 

 
5.3 ศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียท่ีสรางเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส 

จากการวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสของเชื ้อทั ้ง 9 ไอโซเลท ท่ี

เพาะเล้ียงในอาหาร DMP broth พบวาแบคทีเรียท่ีสรางเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสมีกิจกรรม

ของเอนไซมอยูระหวาง 0.01 ถึง 0.07 ยูนิตตอมิลลิกรัม โดยแบคทีเรียไอโซเลท H7 แสดงกิจกรรม

จำเพาะของเอนไซมสูงสุดเทากับ 0.07 ยูนิตตอมิลลิกรัม (ตารางท่ี 4) ซึ่งนอยกวาจากรายงานการวิจัย

ของ Shin และคณะ (2005) และ Oliveira และคณะ (2009) ท่ีเช ื ้อรา Irpex lacteus เช ื ้อ B. 

pumilus CBMAI 0008 และ Paenibacillus sp. CBMAI 868 มีก ิจกรรมจำเพาะของเอนไซม

แมงกานีสเปอรออกซิเดส เทากับ 0.38, 5.37 และ 6.60 ยูนิตตอมิลลิกรัม ตามลำดับ 

 

ตารางท่ี 4 กิจกรรมจำเพาะของเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซเิดสของแบคทีเรียท่ีผานการคัดเลือก 

ไอโซเลท กิจกรรมจำเพาะของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส (ยูนิตตอมิลลิกรัม) 

A 0.01±0.00 

B6 0.02±0.00 

B8 0.02±0.00 

C10 0.04±0.00 

D6 0.05±0.01 

H1 0.01±0.00 

H2 0.01±0.00 
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ตารางท่ี 4 กิจกรรมจำเพาะของเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดสของแบคทีเรียท่ีผานการคัดเลือก  
              (ตอ) 

ไอโซเลท กิจกรรมจำเพาะของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส (ยูนิตตอมิลลิกรัม) 
H6 0.02±0.00 

H7 0.07±0.00 
 

5.4 การศึกษาประสิทธิภาพการผลิตเยื่อใยจากกาบหมาก 
จากการศึกษาประสิทธิภาพการยอยกาบหมากของเอนไซมที่ผลิตจากแบคทีเรียที่อุณหภูมิ 

40 องศาเซลเซียส พีเอช 7.0 เปนเวลา 72 ชั่วโมง โดยทำการเปลี่ยนเอนไซมจำนวน 2 ครั้ง ทุก 24 

ชั่วโมง พบวาแบคทีเรียทั้ง 9 ไอโซเลท ไมสามารถผลิตเยื่อใยจากกาบหมากได หลังบมที่อุณหภูมิ 

40°C เปนเวลา 24 ชั่วโมง ซึ่งผลไดของเยื่อใยจะเพิ่มสูงขึ้น เมื่อระยะเวลาการบมนานขึ้น (ภาพที่ 2) 

โดยแบคทีเรียไอโซเลท H7 ใหผลไดของเยื่อใยจากกาบหมากสูงสุด เทากับ 41.55±0.49 เปอรเซ็นต 

ซึ ่งสูงกวาผลไดของเยื ่อใยที ่ไดจากแบคทีเร ียไอโซเลท D6 (39.16±0.16 เปอรเซ็นต) และ H6 

(38.80±0.36 เปอรเซ็นต) อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ รวมท้ังยังสูงกวาตัวอยางควบคุมท่ีใชสารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซด ซึ ่งไดผลไดของเยื ่อใยเทากับ 34.01±0.47 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ไมมีความ

แตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติของผลไดของเยื่อใยของแบคทีเรียไอโซเลท H7 ระหวางการยอย

กาบหมากเปนเวลา 48 และ 72 ชั่วโมง ดังนั้นจากผลการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมแมงกานีส

เปอรออกซิเดสและการผลิตเยื่อใยจากกาบหมาก พบวาแบคทีเรียไอโซเลท H7 มีประสิทธิภาพในการ

ผลิตเยื่อใยจากกาบหมากที่สุด จึงคัดเลือกไอโซเลท H7 เพื่อนำไปศึกษาสมบัติของเอนไซม ทางดาน

อุณหภูมิและพีเอชท่ีเหมาะสมตอการทำงานของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส และการผลิตเยื่อใย

จากกาบหมากตอไป 

 

 
ภาพท่ี 2 ผลไดของเยื่อใยท่ีไดจากการยอยกาบหมากของแบคทีเรียจำนวน 9 ไอโซเลท เมื่อยอยกาบ 
           หมากเปนเวลา 48 ช่ัวโมง () และ 72 ช่ัวโมง () 
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หมายเหตุ  
* หมายถึง ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติของผลไดของเยื่อใย เมื่อเปรียบเทียบระหวาง
ผลไดของเยื่อใยท้ัง 9 ไอโซเลท 
ตัวอักษรตัวพิมพเล็ก หมายถึง มีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติของผลไดเยื่อใย เมื่อยอยกาบ
หมากท่ีเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง เมื่อเปรียบเทียบเช้ือตัวเดียวกัน 
ตัวอักษรตัวพิมพใหญ หมายถึง มีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติของผลไดเยื ่อใย เมื่อ
เปรียบเทียบผลไดของเยื่อใยท้ัง 9 ไอโซเลท 
 
5.5 การจัดจำแนกแบคทีเรียไอโซเลท H7 

จากการจัดจำแนกแบคทีเรียไอโซเลท H7 พบวาเปนเช้ือ Pseudomonas sp. สายพันธุ H7

และไดหมายเลขจากการนำลำดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ลงในฐานขอมูล เทากับ OK509793 

มีรายงานแบคทีเร ียในจีนัส Pseudomonas ที ่สามารถยอยสลายลิกนิน เชน Pseudomonas 

putida KT2440 (SalvachÚa และคณะ, 2015), P. putida A514 (Lin และคณะ, 2016) และ P. 

putida NX-1 (Xu และคณะ, 2018) 

 
5.6 การศึกษาสมบัติของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส 

แบคทีเรีย Pseudomonas sp. สายพันธุ H7 ถูกคัดเลือก เพื่อศึกษาสมบัติของเอนไซมและ
การผลิตเยื่อใยจากกาบหมาก  

 
5.6.1 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการทำงานของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส 

 
5.6.1.1 พีเอชท่ีหมาะสมตอการทำงานของเอนไซมและความคงตัวของเอนไซม 

จากการศึกษาพีเอชที่เหมาะสมตอการทำงานของเอนไซม H7 ไมพบความ
แตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติของคา relative activity ระหวางพีเอช 6.0 และ 7.0 ซึ ่งมีคา
เทากับ 99.76 และ 93.06 เปอรเซ็นต ตามลำดับ และกิจกรรมของเอนไซมจะมีคาลดลงอยางมี
นัยสำคัญทางสถิติท้ังในสภาวะกรด (4.0 ถึง 5.0) และดาง (8.0-11.0) โดยมีคา relative activity อยู
ระหวาง 67.14 ถึง 76.07 เปอรเซ็นต และ 33.41 ถึง 57.58 เปอรเซ็นต ตามลำดับ ดังนั้นเอนไซม H7 
มีพีเอชที่เหมาะตอการทำงานของเอนไซมอยู ที ่ 6.0 ถึง 7.0 ซึ ่งสูงกวาเอนไซมจาก Bjerkandera 
adusta (พีเอช 5.0) (Wang และคณะ, 2002) จาก Trichophyton rubrum LSK-27 (พีเอช 4.5) 
(Bermek และคณะ, 2004) และจาก P. ostreatus ARC280 (พ ี เอช 4.5) (Othman และคณะ, 
2014) และต่ำกวาเอนไซมจาก Aspergillus terreus LD-1 (พีเอช 12.5) (Kanayama และคณะ, 
2002) นอกจากนี้เอนไซมมีความคงตัวอยูในชวงกวางระหวาง 5.0 ถึง 8.0 โดยมีคา relative activity 
อยูระหวาง 63.55 ถึง 92.06 เปอรเซ็นต โดยจะมีการสูญเสียกิจกรรมอยางมาก เมื่อพีเอชต่ำกวา 5.0 
และสูงกวา 8.0 เอนไซม H7 มีความคงตัวมากกวาเอนไซมจาก Aspergillus terreus LD-1 (พีเอช 
11.0 ถึง 12.5) (Kanayama และคณะ, 2002) และจากเอนไซมลูกผสมจากแบคทีเรีย Rhodococcus 
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(พีเอช 6 ถึง 7) (Vignali และคณะ, 2018) แตคงตัวนอยกวาเอนไซมจาก P. ostreatus ARC280 (พี
เอช 4 ถึง 10) (Othman และคณะ, 2014) 
 

 
ภาพท่ี 3 คาพีเอชท่ีเหมาะสมตอกิจกรรมเอนไซม () และความคงตัวของเอนไซมท่ีพีเอชตางๆ  

           ()  ของเอนไซม H7  

หมายเหตุ 
ตัวอักษรตัวพิมพใหญ หมายถึง มีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติของคา relative activity 
เมื่อเปรียบเทียบท่ีพีเอช 4.0 ถึง 11.0 
 

5.6.1.2 อุณหภูมิท่ีหมาะสมตอการทำงานของเอนไซมและความคงตัวของเอนไซม 
เมื ่อทำการวิเคราะหหาอุณหภูมิที่เหมาะตอการทำงานของเอนไซม พบวา

เอนไซม H7 มีอุณหภูมิที่เหมาะตอการทำงานอยูท่ี 40 องศาเซลเซียส และเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นเทากับ 
50 ถึง 70 องศาเซลเซียส จะมีคา relative activity ลดลงอยางรวดเร็ว โดยมีคา relative activity
เทากับ 56.76, 34.68 และ 22.52 เปอรเซ็นต ตามลำดับ เชนเดียวกับท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสท่ี
มีคา relative activity เทากับ 12.16 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 4) ดังนั ้นการมีอุณหภูมิที ่เหมาะสมตอ
กิจกรรมเอนไซมอยูที่ 40 องศาเซลเซียส ทำใหไมสิ้นเปลืองพลังงานในการผลิตเยื่อใยจากกาบหมาก 
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมนี้สูงกวาเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสท่ีผลิตจาก Aspergillus terreus LD-1 
(37 องศาเซลเซียส) (Kanayama และคณะ, 2002) และต่ำกวาเอนไซมจาก P. ostreatus ARC280 
(50 องศาเซลเซียส) (Othman และคณะ, 2014) เอนไซม H7 มีความคงตัวท่ีอุณหภูมิในชวงกวาง (30 
ถึง 60 องศาเซลเซียส) โดยมีคา relative activity อยูระหวาง 88.79 ถึง 99.07 เปอรเซ็นต หลังจาก
การบมเปนเวลา 2 ชั่วโมง ซึ่งเอนไซมมีความคงตัวใกลเคียงกับเอนไซมจาก P. ostreatus ARC280 
(30 ถึง 60 องศาเซลเซียส) (Othman และคณะ, 2014) แตคงตัวมากกวาเอนไซมจาก Trichophyton 
rubrum LSK-27 (30 ถึง 50 องศาเซลเซียส) หลังการบมเปนเวลา 1 ชั ่วโมง (Bermek และคณะ, 
2004)  
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ภาพท่ี 4 อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอกิจกรรมเอนไซม () และความคงตัวของเอนไซมท่ีอุณหภูมิตางๆ  

           () ของเอนไซม H7  

หมายเหตุ 
ตัวอักษรตัวพิมพใหญ หมายถึง มีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติของคา relative activity 
เมื่อเปรียบเทียบท่ีอุณหภูมิ 30 ถึง 70 องศาเซลเซียส 
 

5.6.2 ศึกษาพีเอชและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการผลิตเยื่อใยจากกาบหมาก 

พีเอชและอุณหภูมิที ่เหมาะสมตอกิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสของ

เอนไซม H7 เทากับ 7.0 และ 40 องศาเซลเซียส ตามลำดับ ดังนั้นเพื่อเปนการยืนยันประสิทธิภาพ

การยอยกาบหมากจึงศึกษาการผลิตผลไดของเยื่อใยจากกาบหมากโดยตรง ท่ีพีเอช 4.0 ถึง 11.0 และ 

30 ถึง 70 องศาเซลเซียส 

 

5.6.2.1 ผลของพีเอชตอการผลิตเยื่อใยจากกาบหมาก 

ผลไดของเยื่อใยจากกาบหมากสูงสุด เมื่อทำการยอยกาบหมากท่ีพีเอช 6.0 

และ 7.0 ซึ ่งมีผลไดของเยื่อใย เทากับ 42.49 และ 39.42 เปอรเซ็นต ตามลำดับ โดยที่ไมมีความ

แตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติของผลไดเยื่อใย และผลไดของเยื่อใยจะลดลง เมื่อพีเอชอยูในชวง 

8.00 ถึง 11.00 มีคาอยูระหวาง 25.36 ถึง 29.93 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 5) ซึ่งผลไดของเยื่อใยจะลดลง

อยางมากในสภาวะเปนกรดที่พีเอช 4.0 และ 5.0 มีผลไดเทากับ 14.32 และ 22.73 เปอรเซ็นต 

ตามลำดับ ซึ ่งแนวโนมของพีเอชที่มีผลตอการยอยกาบหมากของเอนไซม H7 เปนไปในทิศทาง

เดียวกับพีเอชท่ีเหมาะสมตอกิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส  
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ภาพท่ี 5 ผลของพีเอชตอการผลิตเยื่อใยจากกาบหมากของเอนไซม H7 

หมายเหตุ 
ตัวอักษรตัวพิมพใหญ หมายถึง มีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติของผลไดของเยื่อใย เม่ือ
เปรียบเทียบท่ีพีเอช 4.0 ถึง 11.0 
 

5.6.2.2 ผลของอุณหภูมิตอการผลิตเยื่อใยจากกาบหมาก 

อุณหภูมิที ่เหมาะสมสำหรับการผลิตเยื ่อใยจากกาบหมาก คือ 40 องศา

เซลเซียส ไดผลไดเทากับ 42.21 เปอรเซ็นต ซึ่งมีแนวโนมเชนเดียวกบัผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมตอ

กิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสของเอนไซม H7 (ภาพที่ 6) ซึ่งผลไดของเยื ่อใยจะลดลง

อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ หากอุณหภูมิต่ำกวาหรือสูงกวา 40 องศาเซลเซียส โดยมีผลไดของเยื่อใย 

เทากับ 4.64 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และ 1.15 ถึง 12.54 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ

ระหวาง 50 ถึง 70 องศาเซลเซียส ซึ่งแสดงใหเห็นวาความเที่ยงตรงของอุณหภูมิที่ใชในการยอยกาบ

หมากมีความสำคัญเปนอยางยิ่งตอผลไดของเยื่อใย 

ดังนั้นสภาวะท่ีเหมาะสมที่ใชในการผลิตเยื่อใยจากกาบหมาก คือ พีเอช 6.0 

ถึง 7.0 ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั ่วโมง ไดผลไดของเยื ่อใยเทากับ 42.21 

เปอรเซ็นต โดยใหผลไดสูงกวาการยอยกาบหมาก โดยการใชซัลไฟตท่ีอุณหภูมิ 162 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 3.5 ชั่วโมง ซึ่งมีผลไดเทากับ 36 ถึง 40 เปอรเซ็นต (Raghupathy และคณะ, 2002) ซึ่ง

กระบวนการเตรียมเยื่อใยจากกาบหมากดวยเอนไซม H7 เปนกระบวนการที่ประหยัดพลังงานและ

เปนมิตรตอส่ิงแวดลอม แตอาจใชระยะเวลานาน 
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ภาพท่ี 6 ผลของอุณหภูมิตอการผลิตเยื่อใยจากกาบหมากของเอนไซม H7 

หมายเหตุ 
ตัวอักษรตัวพิมพใหญ หมายถึง มีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติของผลไดของเยื่อใย เม่ือ
เปรียบเทียบท่ีอุณหภูมิ 30 ถึง 70 องศาเซลเซียส 
 

5.7 ศึกษาสมบัติของเยื่อใยกาบหมาก 
 
 5.7.1 คาส ี

จากตารางที่ 5 แสดงคาสีของเยื่อใยท่ีเตรียมดวยดางและเอนไซม พบวาเยื่อใยที่ได
จากการเตรียมดวยดางมีความสวางนอยกวา แตมีคาสีแดงและสีเหลืองสูงกวาเยื่อใยจากการเตรียม
ดวยเอนไซมอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ แสดงใหเห็นวาเยื่อใยท่ีเตรียมดวยดางมีสีเขม ออกแดงและ
เหลืองมากกวาเยื ่อใยจากการเตร ียมดวยเอนไซม (ภาพที ่ 7) ซึ ่งสอดคลองก ับงานว ิจัยของ 
Loganathan และคณะ (2020) ที่รายงานวาการใชสารละลายดางเตรียมเยื่อใยจากกาบหมากแดง 
ทำใหเสนใยเปลี่ยนเปนสีน้ำตาลมากขึ้น รวมทั้งเสนใยจะมีลักษณะขรุขระ เนื ่องจากมีการกำจัด
องคประกอบประเภทเฮมิเซลลูโลส ลิกนิน และสารเคลือบท่ีอยูบนเยื่อใย ขณะท่ีเยื่อใยจากการเตรียม
ดวยเอนไซมมีความสวางกวา เนื่องมาจากแบคทีเรียที่คัดแยกมีสมบัติในการยอยสลายลิกนินหรือมี
กิจกรรมของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสจึงสามารถกำจัดลิกนิน ไดเยื่อใยท่ีขาวข้ึน ซึ่งสอดคลอง
กับงานวิจัยของ Zainith และคณะ (2019) ที่พบวาเอนไซมจาก Bacillus aryabhattai ชวยลด
ปริมาณลิกนินในน้ำเสียจากโรงงานผลิตเยื่อกระดาษและกระดาษได 54 เปอรเซ็นต และจากงานวิจัย
ของ Rajan และคณะ (2021) ที ่พบวาเชื ้อรา Phanerochaete chrysosporium ผลิตเอนไซม
แมงกานีสเปอรออกซิเดส ทำใหเสนใยจากกาบหมากมีความสวางและนุมมากข้ึน 
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ตารางท่ี 5 คาสีของเยื่อใยจากการยอยดวยดางและเอนไซม 

ตัวอยาง 
คาสี 

L* a* b* 

เยื่อใยจากการเตรียมดวยดาง 58.60±0.59b 4.24±0.53a 13.22±1.42a 
เยื่อใยจากการยอยเตรียมเอนไซม H7 69.62±6.41a 2.70±0.72b 10.71±0.92b 

หมายเหตุ 
ตัวอักษรตัวพิมพเล็ก หมายถึง มีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติของคา L*, a* และ b* เมื่อ
เปรียบเทียบตามแนวต้ัง 
 

 
(ก) 

 
(ข) 

ภาพท่ี 7 เยื่อใยท่ีไดจากการเตรียมดวยดาง (ก) และเอนไซม (ข) 

 

5.7.2 ความหนาของเยื่อใย 

เยื ่อใยที่ไดจากการเตรียมดวยดางและเอนไซมมีความหนาเทากับ 0.22 และ 0.30 

มิลลิเมตร ตามลำดับ (ตารางที่ 6) โดยไมมีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ ซึ่งต่ำกวาจาก

งานวิจัยของ Dinakaran และคณะ (2019) ท่ีรายงานวาเสนใยจากกาบหมากที่ผานการแชในน้ำรอน

และบีบอัดดวยความรอนมีความหนา 2.5 ถึง 3.0 มิลลิเมตร 

 

ตารางท่ี 6 ความหนาของเยื่อใย 

ตัวอยาง ความหนา (มิลลิเมตร) 

เยื่อใยจากการเตรียมดวยดาง 0.22±0.09ns 

เยื่อใยจากการเตรียมดวยเอนไซม H7 0.30±0.ns 
หมายเหตุ 
ns หมายถึง ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติของความหนาของเยื่อใย 
 

5.7.3 ความช้ืนของเยื่อใย 

จากการวิเคราะหความช้ืนของเยื่อใยจากการเตรียมดวยดางและเอนไซม H7 พบวาไม

มีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติของความชื้น (ตารางที่ 7) โดยมีคาอยูระหวาง 16.48 ถึง 

16.88 เปอรเซ็นต ซึ่งมีคาสูงกวาจากงานวิจัยของ Das และคณะ (2021) ท่ีรายงานวาเสนใยจากกาบ
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หมากที่ผานการตมดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 8 เปอรเซ็นต เปนเวลา 20 นาที และ

ทำใหแหงดวยวิธีการธรรมชาติท่ีอุณหภูมิหอง มีความช้ืนประมาณ 11 เปอรเซ็นต โดยเสนใยจากกาบ

หมากมีองคประกอบสวนใหญเปนเซลลูโลสท่ีมีความเปนไฮโดรฟลลิกสูง เนื่องจากมีหมูไฮดรอกซิลใน

โมเลกุลเปนจำนวนมาก ทำใหโมเลกุลของน้ำงายตอการจับกับหมูไฮดรอกซิลภายในเสนใย 

 

ตารางท่ี 7 ความช้ืนของเยื่อใย 

ตัวอยาง ความช้ืน (เปอรเซ็นต) 

เยื่อใยจากการเตรียมดวยดาง 16.88±0.34ns 

เยื่อใยจากการเตรียมดวยเอนไซม H7 16.48±0.53ns 

ns หมายถึง ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติของความช้ืน 
 

 5.7.4 ลักษณะทางกายภาพของเสนใย 

จากการศึกษาลักษณะทางกายภาพของเยื่อใยทางดานขนาดเสนผานของเยื่อใยและสี 

ภายใตกลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ พบวาเยื ่อใยจากการเตรียมดวยดางมีเสนผานศูนยกลางไม

แตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติกับเยื่อใยจากการเตรียมดวยเอนไซม โดยมีเสนผานศูนยกลางอยู

ระหวาง 0.37 ถึง 0.40 มิลลิเมตร (ตารางที่ 8) ซึ่งมีขนาดมากกวาเสนผานศูนยกลางเฉลี่ยของเยื่อใย

จากกาบหมากท่ีเตรียมดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 8 เปอรเซ็นต เปนเวลา 20 นาที 

(0.06 มิลลิเมตร) แตอยูในชวงของขนาดเสนผานศูนยกลางท่ีนอยและมากท่ีสุดท่ีมีการรายงาน ซึ่งมีคา

เทากับ 0.02 ถึง 0.40 มิลลิเมตร (Das และคณะ, 2021) แตมีขนาดเสนผานศูนยกลางต่ำกวาจาก

งานวิจัยของ Mahyudin และคณะ (2020) (0.43 มิลลิเมตร) นอกจากนี้เยื่อใยจากการเตรียมดวยดาง

มีสีน้ำตาลเขมกวาเยื่อใยจากการเตรียมดวยเอนไซมท่ีมีสีน้ำตาลออนอยางชัดเจน (ภาพท่ี 8) 

 

ตารางท่ี 8 ขนาดเสนผานศูนยกลางของเยื่อใย 

ตัวอยาง เสนผานศูนยกลาง (มิลลิเมตร) 

เยื่อใยจากการเตรียมดวยดาง 0.40±0.06ns 

เยื่อใยจากการเตรียมดวยเอนไซม H7 0.37±0.13ns 

ns หมายถึง ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติของขนาดเสนผานศูนยกลาง 
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                           (ก)                        (ข) 
 

ภาพท่ี 8 ภาพถายภายใตกลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอท่ีกำลังขยาย 5 เทา ของเยื่อใยจากการเตรียม 

           ดวยดาง (ก) และเอนไซม (ข) 

 

5.7.5 ปริมาณลิกนินในเยือ่ใย 

จากการทดลองพบวาปริมาณลิกนินในเยื่อใยจากการเตรียมดวยดางมีปริมาณสูงกวา

เยื่อใยจากการเตรียมดวยเอนไซม H7 เล็กนอย แตไมมีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (ตาราง

ท่ี 9) ซี่งมีความใกลเคียงกับปริมาณลิกนินในกาบหมาก เทากับ 19.59 เปอรเซ็นต (Poddar และคณะ

, 2018) แสดงใหเห็นวาการเตรียมเยื่อใยดวยดางและเอนไซมสามารถกำจัดลิกนินจากกาบหมากได

หมด และการท่ีเยื่อใยท่ีเตรียมจากดางมีสีน้ำตาลเขม อาจเนื่องมาจากการใชสภาวะดางรวมกับการใช

อุณภูมิสูง แตไมใชจากปริมาณลิกนินท่ีเหลืออยู  

 

ตารางท่ี 9 ปริมาณลิกนินในเยื่อใย 

ตัวอยาง ปริมาณลิกนิน (เปอรเซ็นต) 

เยื่อใยจากการเตรียมดวยดาง 23.66±4.52ns 

เยื่อใยจากการเตรียมดวยเอนไซม H7 21.47±2.06ns 

ns หมายถึง ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติของปริมาณลิกนิน 

 

5.7.6 คาความตานทานแรงดึงและระยะยืด 

จากการวิเคราะหสมบัติเชิงกลในโหมดแรงดึงของเยื่อใย พบวาเยื ่อใยที่ไดจากการ

เตรียมดวยดางมีความตานทานแรงดึง (0.97 เมกะปาสคาล) สูงกวาเยื่อใยจากการเตรียมดวยเอนไซม 

(0.09 เมกะปาสคาล) อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (ตารางที่ 10) คาความตานทานแรงดึงที่เตรียมจาก

เอนไซมและดางนอยกวาจากรายงานการวิจัยของ Ashok และคณะ (2018) ที่รายงานวาเสนใยกาบ

หมากมีคาความตานทานแรงดึงสูง ประมาณ 92.7 เมกะปาสคาล รวมท้ังยังนอยกวาจากงานวิจัยของ 
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Rajan และคณะ (2021) ที่รายงานวาคาความตานทานแรงดึงของเยื ่อใยที่ไดจากการเตรียมดวย

เอนไซมจากเชื้อรา P. chrysosporium และ Phanerochaete sp. มีคาเทากับ 125.2 และ 116.5 

เมกะปาสคาล ตามลำดับ ผลของคาความตานทานแรงดึงมีความสอดคลองกับผลของระยะยืด พบวา

เยื่อใยท่ีเตรียมดวยดางมีระยะยืดสูงกวาเยื่อใยท่ีเตรียมดวยเอนไซมอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ แสดงให

เห็นวาเยื่อใยจากการเตรียมดวยเอนไซมจะขาดงายกวาเยื่อใยจากการเตรียมดวยดาง เนื่องจากเยื่อใย

จากการเตรียมดวยดางมีปริมาณของลิกนินสูงกวาเยื่อใยจากการเตรียมดวยเอนไซมเล็กนอย ทำให

ยังคงชวยยึดเหนี่ยวเยื่อใยใหมคีวามแข็งแรง รวมทั้งงานวิจัยนี้คัดแยกแบคทีเรียยอยสลายลิกนินจาก

การสรางเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส โดยไมไดทำการวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมเซลลูเลสท่ียอย

สลายเซลลูโลส ซึ่งเปนสวนประกอบของเยื่อใย ทำใหเอนไซม H7 อาจมีกิจกรรมของเอนไซมดังกลาว

และยอยเซลลูโลสของเสนใยกาบหมาก ทำใหเยื่อใยท่ีไดไมแข็งแรงและขาดงาย 

 

ตารางท่ี 10 ความตานทานแรงดึงและระยะยืดของเยื่อใย  

ตัวอยาง 
ความตานทานแรงดึง  

(เมกะปาสคาล) 
ระยะยืด 

(เปอรเซ็นต) 
เยื่อใยจากการเตรียมดวยดาง 0.97±0.00b 3.48±0.46a 

เยื่อใยจากการเตรียมดวยเอนไซม H7 0.09±0.01b 2.10±0.46a 

หมายเหตุ 
ตัวอักษรตัวพิมพเล็ก หมายถึง มีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติของคาความตานทานแรงดึง
และระยะยืดอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ 
 
5.8 ศึกษาสมบัติของกระดาษจากเยื่อใยกาบหมาก 
 

5.8.1 การทดสอบน้ำหนักมาตรฐานของกระดาษ 
กระดาษจากเยื่อใยที่เตรียมดวยดางและเอนไซม แสดงดังภาพที่ 9 จากการทดลอง

พบวากระดาษจากเยื่อใยท่ีเตรียมดวยดางและเอนไซมไมมีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติของ
น้ำหนักมาตรฐานของกระดาษ (ตารางท่ี 11) ซึ่งสามารถประยุกตใชเปนกระดาษหัวจดหมาย หนาเนื้อ
ในของหนังสือและสมุด เปนตน แตอยางไรก็ตาม มีน้ำหนักมาตรฐานนอยกวากระดาษจากปอกระเจา 
และไมไผที ่มีน้ำหนักเทากับ 1.8×10-4 ถึง 3.4×10-4 กรัมตอตารางมิลลิเมตร (Hossen และคณะ, 
2020) และ 1.3×10-4 กรัมตอตารางมิลลิเมตร (Amri และ Masrol, 2022) ตามลำดับ แตมีน้ำหนัก
มาตรฐานมากกวากระดาษจากปอคิวบา (5.2×10-5 กรัมตอตารางมิลลิเมตร) (Umair และคณะ, 
2020) 
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(ก) (ข) 

 
ภาพท่ี 9 กระดาษจากเยื่อใยจากการเตรียมดวยดาง (ก) และเอนไซม (ข) 
 
ตารางท่ี 11 น้ำหนักมาตรฐานของกระดาษจากเยื่อใยกาบหมาก 

ตัวอยาง 
น้ำหนักมาตรฐาน 

(กรัมตอตารางมิลลิเมตร) 
กระดาษจากเยื่อใยจากการเตรียมดวยดาง 7.53×10-5± 2.25×10-6 ns 

กระดาษจากเยื่อใยจากการเตรียมดวยเอนไซม H7 9.56×10-5± 2.27×10-6 ns 

หมายเหตุ 
ns หมายถึง ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติของน้ำหนักมาตรฐาน 
 

5.8.2 ความหนาของกระดาษ 
กระดาษจากเยื่อใยจากการเตรียมดวยเอนไซม H7 มีความหนากวากระดาษจากเยื่อใย

จากการเตรียมดวยดาง 1.94 เทา (ตารางท่ี 12) และหนากวากระดาษท่ีเตรียมจากเยื่อปอกระเจา ปอ
คิวบา และไมไผ ท่ีมีความหนา 0.28 มิลลิเมตร (Hossain และคณะ, 2010) 0.09 มิลลิเมตร (Umair 
และคณะ, 2020) และ 0.60 มิลลิเมตร (Amri และ Masrol, 2022) ตามลำดับ 

 
ตารางท่ี 12 ความหนาของกระดาษท่ีเตรียมจากเยื่อใยกาบหมาก 

ตัวอยาง ความหนา (มิลลิเมตร) 

กระดาษจากเยื่อใยจากการเตรียมดวยดาง 0.36±0.21b 

กระดาษจากเยื่อใยจากการเตรียมดวยเอนไซม H7 0.70±0.03a 

หมายเหตุ 
ตัวอักษรตัวพิมพเล็ก หมายถึง มีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติของคาความหนาอยางมี
นัยสำคัญทางสถิติ 
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5.8.3 ความตานทานแรงดึงและระยะยืดของกระดาษ 
กระดาษจากเยื่อใยท่ีเตรียมดวยดางมีความตานทานแรงดึงมากกวากระดาษจากเยื่อใย

ที่เตรียมดวยเอนไซมอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ ซึ่งสอดคลองกับคาความตานทานแรงดึงของเยื่อใยท่ี
พบวาเยื่อใยจากกาบหมากที่เตรียมดวยดางมีคาสูงกวาเยื่อใยที่เตรียมดวยเอนไซม (ตารางที่ 13) ซึ่ง
แสดงใหเห็นวากระดาษจากเยื่อใยที่เตรียมดวยดางมีความแข็งแรงกวากระดาษที่เตรียมดวยเอนไซม 
โดยคาความตานทานแรงดึงของกระดาษที่เตรียมจากทั้งสองวิธีมีคาต่ำกวาเมื ่อเปรียบเทียบกับ
กระดาษท่ีทำจากลำตนเทียมกลวย และลำตนฝายท่ีมีความตานทานแรงดึงประมาร 40 นิวตันเมตรตอ
กรัม (Khan และคณะ, 2014) และ 29.43 นิวตันตอตารางเมตร (Li และคณะ, 2018) ตามลำดับ 
ขณะที่ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติระหวางระยะยืดของกระดาษจากเยื่อใยจากการ
เตรียมดวยดางและเอนไซม (1.23 ถึง 1.45 เปอรเซ็นต) ซึ่งต่ำกวากระดาษจากฝายและไมท่ีมีระยะยืด
เทากับ 7.07 และ 7.9 เปอรเซ็นต ตามลำดับ (Hassan และ Mohamed, 2018) 
 
ตารางท่ี 13 ความตานทานแรงดึงและระยะยืดของกระดาษ 

ตัวอยาง 
ความตานทานแรงดึง  

(เมกะปาสคาล) 
ระยะยืด 

(เปอรเซ็นต) 
กระดาษจากเยื่อใยจากการเตรียมดวยดาง 3.48±0.03a 1.45±0.24ns 

กระดาษจากเยื่อใยจากการเตรียมดวยเอนไซม H7 0.55±0.02b  1.23±0.33ns 
หมายเหตุ 
ตัวอักษรตัวพิมพเล็ก หมายถึง มีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติของคาความตานทานแรงดึง
และระยะยืดอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ 
ns หมายถึง ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติของระยะยืด 
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สรุปและขอเสนอแนะ 

 

จากการคัดแยกแบคทีเรียยอยสลายลิกนินจากตัวอยางน้ำและดิน จากการฝงเยื่อกระดาษใน

ดินบริเวณมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลสุวรรณภูมิ และโรงงานผลิตเยื ่อกระดาษ พบวา 

Pseudomonas sp. สายพันธุ H7 มีกิจกรรมของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและผลิตผลไดของ

เยื่อใยสูงท่ีสุด โดยมีกิจกรรมจำเพาะเทากับ 0.07 ยูนิตตอมิลลิกรัม พีเอชและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอ

กิจกรรมเอนไซม เทากับ 6.0 ถึง 7.0 และ 40 องศาเซลเซียส ตามลำดับ โดยเอนไซมมีความคงตัวท่ี 

5.0 ถึง 8.0 และอุณหภูมิ 30 ถึง 60 องศาเซลเซียส ซึ่งสอดคลองกับผลการผลิตเยื่อใยจากกาบหมาก

ดังนั้นสภาวะที่เหมาะสมตอผลิตเยื่อใยจากกาบหมากของเอนไซม H7 คือ พีเอช 6.0 ที่อุณหภูมิ 40 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง โดยมีการเปลี่ยนเอนไซม 1 ครั้ง หลังจากการบมเปนเวลา 24 

ช่ัวโมง โดยใหผลไดของเยื่อใยเทากับ 42.21 เปอรเซ็นต เมื่อศึกษาสมบัติของเยื่อใยท่ีไดจากการเตรียม

ดวยดางและเอนไซม พบวาเยื่อใยท่ีไดจากการเตรียมดวยดางมีความสวางนอยกวา แตมีคาสีแดงและสี

เหลืองสูงกวาเยื่อใยท่ีไดจากการเตรียมดวยเอนไซม ขณะท่ีไมมีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ

ทางดานความหนา ความช้ืน ขนาดเสนผานศูนยกลางของเยื่อใย และปริมาณลิกนินระหวางเยื่อใยท่ีได

จากการเตรียมทั้งสองวิธี แตเยื่อใยที่ไดจากการเตรียมดวยเอนไซมจะมีคาความตานทานแรงดึงและ

ระยะยืดต่ำกวาเยื่อใยที่ไดจากการเตรียมดวยดาง แสดงใหเห็นวาเยื ่อใยที่ไดจากการเตรียมดวย

เอนไซมไมแข็งแรงเทาดาง เมื ่อศึกษาสมบัติของกระดาษจากเยื ่อใยที่เตรียมจากดางและเอนไซม 

พบวากระดาษท่ีเตรียมจากท้ังสองวิธีไมมีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติของน้ำหนักมาตรฐาน 

และระยะยืด ขณะที่กระดาษจากเยื ่อใยที่เตรียมดวยเอนไซมมีความหนามากกวา แตมีคาความ

ตานทานแรงดึงต่ำกวากระดาษจากเยื่อใยท่ีเตรียมดวยดาง ซึ่งการใชเทคโนโลยีเอนไซมจากแบคทีเรีย

ในการผลิตเยื่อใยจากกาบหมากเปนวิธีท่ีประหยัดพลังงาน เปนมิตรตอส่ิงแวดลอม แตใชเวลานาน ได

เยื่อใยและกระดาษท่ีมีความขาว หนา แตไมแข็งแรงเมื่อเปรียบเทียบกับดาง  
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ภาคผนวก ก 

 
ตารางผนวกท่ี 1 ประสิทธิภาพการยอยสลายลิกนินบนอาหาร LBM agar 

ไอโซเลท ประสิทธิภาพการยอยสลายลิกนิน 

A 4.3±0.21 

B2 2.00±0.14 

B3 2.27±0.31 

B4 2.07±0.06 

B5 3.17±0.14 

B6 4.33±1.15 

B8 4.16±0.08 

B9 3.67±0.58 

C2 1.75±0.43 

C10 4.15±0.05 

D1 2.42±0.08 

D2 2.43±0.14 

D3 2.57±0.14 

D4 3.27±0.12 

D5 2.67±0.08 

D6 5.77±0.25 

E1 1.53±0.12 

E2 2.99±0.01 

E3 2.04±0.07 

E4 1.48±0.02 

E5 2.48±0.02 

E6 2.99±0.02 

F1 1.43±0.02 

F5 1.53±0.05 

G1 3.40±0.00 

G2 2.98±0.04 

G3 1.50±0.00 

H1 4.90±0.10 



49 
 

ตารางผนวกท่ี 1 ประสิทธิภาพการยอยสลายลิกนินบนอาหาร LBM agar (ตอ) 

ไอโซเลท ประสิทธิภาพการยอยสลายลิกนิน 

H2 5.50±0.71 

H6 4.90±0.10 

H7 5.99±0.02 
 
ตารางผนวกท่ี 2 ผลไดของเยื่อใยท่ีไดจากการยอยกาบหมากของแบคทีเรียจำนวน 9 ไอโซเลท 

ไอโซเลท 
คาเฉลี่ยของผลไดจากกาบหมาก (เปอรเซ็นต) 

คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 คร้ังท่ี 3 

A 0.00±0.00 9.26±0.03 9.33±0.15 

B6 0.00±0.00 17.52±0.51 17.79±0.42 

B8 0.00±0.000 16.95±0.40 17.26±0.13 

C10 0.00±0.00 12.73±0.36 12.91±0.20 

D6 00.00±0.00 38.73±0.69 39.16±0.16 

H1 00.00±0.00 11.19±0.34 23.46±0.14 

H2 00.00±0.00 19.16±0.18 23.60±0.46 

H6 00.00±0.00 18.28±0.24 38.80±0.36 

H7 00.00±0.00 41.89±0.18 41.55±0.49 
 
ตารางผนวกท่ี 3 พีเอชท่ีหมาะสมตอการทำงานของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส 

พีเอช คา relative activity (เปอรเซ็นต) 

4 67.14±1.97 

5 76.07±2.35 

6 99.76±7.71 

7 93.60±3.02 

8 57.58±4.36 

9 57.35±2.68 

10 47.39±1.34 

11 33.41±3.69 
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ตารางผนวกท่ี 4 ความคงตัวของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสท่ีพีเอชตางๆ 

              พีเอช คา relative activity (เปอรเซ็นต) 

4 49.53±1.32 

5 63.55±1.62 

6 68.22±5.29 

7 82.24±2.64 

8 92.06±4.63 

9 29.44±5.95 

10 26.17±6.61 

11 17.76±5.29 
 
ตารางผนวกท่ี 5 อุณหภูมิท่ีหมาะสมตอการทำงานของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส 

อุณหภูมิ คา relative activity (เปอรเซ็นต) 

30 12.16±1.91 

40 100.00±5.10 

50 56.76±2.55 

60 34.68±4.46 

70 22.52±2.55 
 
ตารางผนวกท่ี 6 ความคงตัวของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสท่ีอุณหภูมิตางๆ 

อุณหภูมิ คา relative activity (เปอรเซ็นต) 

30 49.53±1.32 

40 63.55±1.62 

50 68.22±5.29 

60 82.24±2.64 

70 92.06±4.63 
 
ตารางผนวกท่ี 7 ผลของพีเอชตอการผลิตเยื่อใยจากกาบหมากของเอนไซม H7 

              พีเอช               ผลไดเยื่อใยจากกาบหมากเฉลี่ย (เปอรเซ็นต) 

4 14.32±1.39 

5 22.73±1.39 

6 42.49±3.23 
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ตารางผนวกท่ี 7 ผลของพีเอชตอการผลิตเยื่อใยจากกาบหมากของเอนไซม H7 

พีเอช         ผลไดเยื่อใยจากกาบหมากเฉลี่ย (เปอรเซ็นต) 

7 39.42±3.84 

8 29.93±3.51 

9 26.36±0.32 

10 25.67±0.82 

11 25.36±2.49 
 
ตารางผนวกท่ี 8 ผลของอุณหภูมิตอการผลิตเยื่อใยจากกาบหมากของเอนไซม H7 

           อุณหภูมิ               ผลไดเยื่อใยจากกาบหมากเฉลี่ย (เปอรเซ็นต) 

30 4.62±0.81 

40 42.49±3.23 

50 12.54±1.07 

60 5.71±0.29 

70 1.15±0.17 
 
6.9 การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนดวยวิธีการ Lowry (ดัดแปลงจาก Ferrero et al., 1996) 

 
6.1.1 สารเคมี 

6.1.1.1 เตรียมสารละลาย Bovine serum albumin (BSA) เขมขน 1 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร โดยการชั่ง BSA ดวยเครื่องชั่งสารอยางละเอียดหนัก 0.01 กรัม ละลายในน้ำกลั่นปริมาตร 
10 มิลลิลิตร จนกระทั่ง BSA ละลายหมด เก็บเปน stock solution จากนั้นนำมาเจือจางใหได
สารละลายมาตรฐานท่ีมีความเขมขนของ BSA ต้ังแต 0 ถึง 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 
6.1.1.2 การเตรียมสารละลาย Lowry 

สารละลาย A: ละลายโซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) หนัก 20 กรัมในน้ำกล่ัน
ปริมาตร 960 มิลลิลิตร เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 3 โมลาร ปริมาตร 35 มิลลิลิตร 

สารละลาย B: ละลายคอปเปอร ซ ัลเฟต (CuSO4·5H2O) 1 กร ัมในน้ำกล่ัน
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

สารละลาย C: ละลายโพแทสเซียมโซเดียมทารเทรต (KNaC4H4O6) หนัก 2 กรัม
ละลายในน้ำ 100 มิลลิลิตร 

สารละลาย D: ผสมสารละลาย A: B: C ในอัตราสวน 100: 1: 1 (V/V/V) 
สารละลาย E: เตรียมสารละลาย Folin-Ciocalteu reagent เขมขน 1 นอรมอล

ดวยการผสมสารละลาย Folin-Ciocalteu กับน้ำกล่ันในอัตราสวน 1 ตอ 1 
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6.1.2 วิธีการวิเคราะห 
6.1.2.1 สรางกราฟมาตรฐานของ BSA โดยเจือจางสารละลายมาตรฐาน BSA ใหมีความ

เขมขน 0, 200, 400, 600, 800 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ดังตารางผนวกท่ี 1 
 

ตารางผนวกท่ี 9 การเตรียมสารละลาย BSA มาตรฐานดวยวิธี Lowry 

ความเขมขนของสารละลาย 
BSA 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

สารละลาย BSA เขมขน  
1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ไมโครลิตร) 

น้ำกลั่น 
(ไมโครลิตร) 

0 0 100 
200 20 80 
400 40 60 
600 60 40 
800 80 20 

1,000 100 0 
 

6.1.2.2 ปเปตตสารละลายตัวอยาง สารละลายในหลอดควบคุม และสารละลาย
มาตรฐานลงในหลอดทดลอง หลอดละ 100 ไมโครลิตร ตามลำดับ สวนหลอดควบคุมจะใชฟอสเฟต
บัฟเฟอรท่ีมีความเขมขน 100 มิลลิโมลารแทน 

6.1.2.3 เติมสารละลาย D หลอดละ 2.5 มิลลิลิตร ลงในขอ 1.2.2 ท้ิงไว 10 นาที จากนั้น
เติมสารละลาย E ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ท้ิงไว 30 นาที แลวนำไปวัดคาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 
650 นาโนเมตร เขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาดูดกลืนแสงกับปริมาณของ BSA แลวนำคาการ
ดูดกลืนแสงของตัวอยางมาเปรียบเทียบหาความเขมขนของ BSA จากกราฟมาตรฐาน และคำนวณหา
ปริมาณ BSA ท่ีมีในตัวอยาง 

 

 

ภาพผนวกท่ี 1 กราฟมาตรฐานของ BSA ดวยวิธี Lowry 
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