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บทคดัย่อ 
เอนไซม์ไคติเนสและโปรติเอสท่ีผลิตจากราท่ีสามารถท าลายแมลง เป็นปัจจยัส าคญัในการเขา้ท าลายผนัง

ล าตวัของแมลงส่งผลให้แมลงตายในท่ีสุด  จากการทดสอบประสิทธิภาพการผลิตเอนไซมไ์คติเนสและโปรติเอสของรา
ท่ีมีศักยภาพในการท าลายเพล้ียแป้งสีชมพู 3 สายพนัธ์ุไดแ้ก่ Aspergillus flavus L21A, Beauvaria bassiana LARTC2 
และ KK3A พบวา่ราท่ีมีการผลิตเอนไซมไ์คติเนส และโปรติเอสสูงสุด ไดแ้ก่ A. flavus L21A (3.5 U) และ B. bassiana 
LARTC2 (187.4 U) ในวนัท่ี 16 และ 12 ตามล าดบั เม่ือน าเอนไซม์ไคติเนสและโปรติเอสท่ีผลิตได้มาท าให้บริสุทธ์ิ
บางส่วนดว้ยโครมาโทกราฟีแบบการแลกเปล่ียนประจุ (Ion-Exchange chromatography) พบวา่ เอนไซม์ไคติเนสและ
โปรติเอส มีความบริสุทธ์ิเพ่ิมข้ึน 4 และ 7 เท่า ตามล าดบั เม่ือน าเอนไซมไ์คติเนสและโปรติเอสท่ีท าใหบ้ริสุทธ์ิบางส่วน
มาศึกษาคุณสมบติับางประการ พบวา่กิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนสและโปรติเอสมีค่าสูงกวา่ 70% ท่ีพีเอชในช่วง 4-6 
และในช่วง 6-9 ตามล าดับ และยงัพบว่าเอนไซม์ทั้ งสองชนิดมีความเสถียรท่ีพีเอสในช่วงกวา้งโดยไคติเนสมีความ
เสถียรท่ีพีเอสช่วง 3-8 ส่วนโปรติเอสมีความเสถียรท่ีพีเอสช่วง 5-10 ส่วนอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยาของ
เอนไซม์ไคติเนสและโปรติเอสไดแ้ก่ 60 และ 70oC ตามล าดับ เอนไซม์โปรติเอสมีความเสถียรสูงกว่าไคติเนส โดย
สามารถทนไดถึ้ง 50oC เม่ือเทียบกบั 37oC ของไคติเนส จากการศึกษาผลของไอออนของโลหะและรีเอเจนตต์่อการเร่ง
ปฏิกิริยาของเอนไซม ์ผลการทดลองพบวา่ Ca2+ และ β-mercaptoethanol สามารถกระตุน้กิจกรรมเอนไซมไ์คติเนสและ
โปรติเอส ส่วน Ba2+ และ Sodium dodecyl sulfate (SDS) สามารถกระตุน้กิจกรรมเอนไซมเ์ฉพาะไคติเนสเท่านั้น แต่  5 
mM Hg2+ สามารถยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสและโปรติเอสได้อย่างสมบูรณ์ ผลการทดลองท่ีได้สามารถ
น ามาใชเ้ป็นแนวทางในการน าเอนไซมท์ั้งสองชนิดไปทดสอบการท าลายเพล้ียแป้งมนัส าปะหลงั 

 

ABSTRACT 
Chitinase and protease are two enzymes which exhibit potential virulence factor against insect cuticles and 

causes the dead of insects.   Chitinase and protease produced from three entomopathogenic fungi against pink cassava 
mealybug which were Aspergillus flavus L2 1 A, Beauvaria bassiana LARTC2 and KK3A were selected to study.  
The results showed that A. flavus L2 1A and B. bassiana LARTC2 can produce maximum activity of chitinase and 
protease on 16th and 12th day of the culture growth, respectively. The partial purified chitinase and protease by ion- 
exchange chromatography exhibit 4 and 7 purification fold, respectively. The chitinase and protease activity higher 
than 70% was observed between pH 4-6 and pH 6-9, respectively. The broad pH stability was found in both chitinase  
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(pH 3-8) and protease activity (5-10). The optimum temperature of chitinase and protease activity was detected at 60 
and 70oC, respectively.  The protease exhibited the temperature stability higher than chitinase which were 50 and    
37oC, respectively. The effect of metal ions and reagents on those partial purified chitinase and protease were also 
investigated. Both chitinase and protease activity were activated by Ca2+ and β-mercaptoethanol. However, only 
chitinase activity was activated by Ba2+ and Sodium dodecyl sulfate (SDS).   In contrast, 5 mM Hg2+ completely 
inhibit both chitinase and protease activity. These results are insight to help in experimental design to use chitinase 
and protease enzyme as virulence enzymes against pink cassava mealybug.  

 

ค าส าคญั: เพล้ียแป้งมนัส าปะหลงัสีชมพ ูไคติเนส โปรติเอส 
Keywords: Phenacoccus manihoti, Chitinase, Protease 
 
บทน า 

เพล้ียแป้งสีชมพู (Phenacoccus manihoti) มี
การระบาดโดยทัว่ไปในพ้ืนท่ีปลูกมนัส าปะหลงัของ
ประเทศไทย โดยปี พ.ศ. 2551 มีการระบาดของเพล้ีย
แป้งชนิดน้ีอย่างรุนแรง มีผลเสียหายทางเศรษฐกิจใน
ทุกภาคของพ้ืนท่ีปลูกมันส าปะหลัง ในการป้องกัน
และก าจัดเพล้ียแป้งมันส าปะสีชมพูหลังท าได้ยาก 
เน่ืองจากตามล าตวัของเพล้ียแป้งสีชมพจูะปกคลุมดว้ย 
โปรตีน แป้ง ไคติน และไขมนั เป็นตน้ (St. Leger et al., 
1986) ท าให้ยากต่อการท าลาย การก าจดัเพล้ียแป้งมนั
ส าปะหลงัสีชมพูโดยทัว่ไปใชส้ารเคมีในการป้องกัน
และก าจัด แต่ปัญหาจากการใช้สารเคมีพวกน้ีมีผล
มากมาย เช่น แมลงเกิดความตา้นทานต่อสารเคมี การ
แพส้ารเคมีของผูใ้ช ้ตลอดจนสัตวเ์ล้ียง และเกิดปัญหา
สารพิษตกคา้งบนพืชผลตลอดจนระบบนิเวศน์สูญเสีย
ไป ด้วยเหตุน้ีจึงมีความสนใจใช้เช้ือจุลินทรียก์ าจัด
แมลง เพราะจุลินทรียห์ลายชนิดมีประสิทธิภาพสูง 
ท าลายเฉพาะแมลงศัตรูพืชท่ี เป็น เป้ าหมาย และ
ปลอดภยัต่อผูใ้ช ้จุลินทรียท่ี์ไดรั้บการพฒันาในกรณีรา
ก่อโรคแมลง มัก เป็น ท่ี รู้จักโดยทั่วไป ท่ี  เรียกว่า 
Entomopathogenic fungi ราในกลุ่มน้ีจะมีความจ าเพาะ
เจาะจงกบัแมลงโดยตรง 

แมลงมีผนังล าตัวเพ่ือช่วยในการปกป้อง
อวยัวะต่างๆ ท่ีอยู่ภายในล าตัว และช่วยป้องกันการ
สูญเสียน ้ าของร่างกาย โดยผนังชั้ นนอกของแมลง

หลกัๆ ประกอบดว้ยสารไคติน ประมาณ 40% โปรตีน 
20-50% และยงัมีองค์ประกอบอ่ืนๆ เช่น ไขมนั และ         
ฟีนอล เป็นตน้ ปัจจุบนัมีการศึกษาเอนไซมท่ี์ผลิตจาก
จุ ลินท รีย์ เช่น  แบคที เรีย  ยีสต์  ไว รัส  รวมทั้ งรา 
โดยเฉพาะกลุ่มของเอนไซม์ท่ีสามารถย่อยไคติน 
โปรตีน และไขมนัได ้เพื่อเช่ือมโยงกบัความรุนแรงใน
การก่อโรคของจุลิท รีย์ก่อโรคในแมลงเน่ืองจาก
เอนไซม์เหล่าน้ีท าหน้าท่ีในการย่อยผนังล าตัวแมลง
ก่อนท่ีจะใชส้ารอาหารในตวัแมลงเพ่ือการเจริญเติบโต 
มีรายงานการศึกษาเอนไซม์ท่ีผลิตโดยราก่อโรคใน
แมลง พบว่ามีการผลิต extracellular enzyme ได้แก่    
ไคติเนส โปรติเอส และไลเปส เพ่ือใชย้อ่ยผนงัชั้นนอก
ของแมลง ท าให้เช้ือราสามารถเขา้ไป และเพ่ิมจ านวน
ภายในแมลงได้ (Isakac et al., 2005) ดังนั้ นการเข้า
ท าลายแมลงนั้นมีความเก่ียวขอ้งกบัเอนไซม์ไคติเนส
และโปรติเอส 

เอนไซมไ์คติเนส (EC 3.2.1.14) ไคติเนสเป็น
เอนไซม์ท่ีอยู่ในกลุ่ม hydrolaseโดยจะสลายพันธะ
glycosidic มีบทบาทในการเร่งปฏิกิริยาการสลายพนัธะ
β-1,4-glycosidic ท่ีเช่ือมต่อกบั  N-acetlyglucosamine 
ของไค ติน ได้ เป็ น  N-acetylglucosamine (GlcNAc) 
(Henrissat, 1999; Merzendorfer and Zimoch, 2003; 
Andersen et al., 2005)  

เอนไซมโ์ปรติเอส (EC 3.4.21.40) อยูใ่นกลุ่ม 
hydrolaseโดยจะสลายพนัธะเปปไทด์ มีบทบาทในการ
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เร่งปฏิกิริยาการไฮโดรไลซ์โปรตีน (Protein) เป็น      
โพลีเปปไทด์ หรือโพลิเมอร์ของกรดอะมิโน (Amino 
acid) เป็นเปปไทดท่ี์สายสั้นลง สามารถพบไดท้ัว่ไปใน 
พืช สัตว์ และเช้ือจุลินทรีย์ จากความแตกต่างของ 
active site และรูปแบบของการท างานเอนไซม์ ซ่ึง
ข้ึ นอยู่กับ ต าแห น่ งของพัน ธะ เปปไทด์ ในสาย 
polypeptide สามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 2 กลุ่มหลกัๆ คือ 
endopeptidase ซ่ึ งแยกพันธะเปปไทด์ภายในสาย
โปรตีนท่ีเกิดจากการรวมตวัของสาย polypeptide และ 
exopeptidase ซ่ึงจะแยกเฉพาะท่ีส่วนปลายสุดของ
กรดอะมิโน หรือท าการย่อย oligopeptides ขนาดเล็ก 
(Rovensky et al., 2011) 

จากรายงานวจิยัของภทัรภา และคณะ (2555) 
ไดท้ าการคดัแยกเช้ือราท่ีมีศกัยภาพในการท าลายเพล้ีย
แป้ งมันส าปะหลังสีชมพู  โดยได้ราทั้ งหมด  30                  
ไอโซเลท เม่ือน าเช้ือราทั้ ง 30 ไอโซเลท ไปท าการ
ทดสอบฉีดพ่นสารแขวนลอยสปอร์เช้ือราลงบนเพล้ีย
แป้งมันส าปะหลังสีชมพู  พบว่า 17 ไอโซเลท มี
ความสามารถในการก่อโรคกับเพล้ียแป้งสีชมพู โดย
เช้ือราท่ีสามารถท าให้เพล้ียแป้งสีชมพูมีเปอร์เซ็นต ์
การตายสู ง  3 ไอโซ เลท  ได้แ ก่  Aspergillus flavus 
L21A, Beauvaria bassiana LARTC2 และ KK3A  ซ่ึง
กลไกการเขา้ท าลายแมลง มีรายงานวิจยัท่ีพบวา่ความ
รุนแรงในการก่อโรคของราในกลุ่มน้ีมีความสัมพนัธ์
กบัปริมาณเอนไซมโ์ปรติเอส (Protease) และเอนไซม์
ไคติเนส (Chitinase) และอธิบายกลไกการท าลายโดย
ราจะผลิตเอนไซม์เพ่ือย่อยผนังล าตวัแมลงก่อนเพ่ือ
สามารถทะลุผ่านเข้าทางผนังล าตัวแมลง โดยสลาย
ส่วนของเน้ือเยื่อ epidermis ท าให้ germ tube สามารถ
แทงทะลุผ่านเขา้ไปภายในล าตวัของแมลง เส้นใยจะ
แผ่ขยาย เจริญเติบโต และใชส้ารอาหารในล าตวัแมลง
เพื่อเจริญเติบโต ท าใหแ้มลงตาย (ทิพยว์ดี, 2535) 

จากท่ีกล่าวมาขา้งตน้การศึกษาคุณสมบติัของ
เอนไซม์ไคติ เนสและโปรติเอสท่ีผลิตจากราท่ี มี
ศกัยภาพในการท าลายเพล้ียแป้งมนัส าปะหลงัจึงเป็น
ประเด็น ท่ี น่ าสนใจศึกษา โดยข้อมูลท่ีได้จะเป็น

แนวทางในการอธิบายกลไกการเขา้ท าลายของเพล้ีย
แป้งมันส าปะหลัง และมีความเป็นไปได้ในการใช้
เอนไซม์ทั้ งสองชนิดในการเพ่ิมความรุนแรงในการ
ท าลายเพล้ียแป้งมันส าปะหลงันอกเหนือจากการใช้
เฉพาะสปอร์ของราอยา่งเดียว 
 
วตัถุประสงค์ 

เพื่อศึกษาการผลิตเอนไซม์ ท าให้เอนไซม์
บริสุทธ์ิบางส่วน และศึกษาคุณสมบติับางประการของ
เอนไซมไ์คติเนสและโปรติเอส จากราท่ีมีศกัยภาพใน
การท าลายเพล้ียแป้งมนัส าปะหลงัสีชมพ ู
 
วธีิด าเนินการวจิยั 
1. ราทีใ่ช้ในงานวจิยั 

1.1 รา Beauveria bassiana LARTC2 ไดรั้บ
ความอ นุ เคราะ ห์ จาก  ผศ . ดร .ม าลี  ตั้ งระ เบี ยบ 
ส ถ าบั น วิ จั ย แ ล ะ ฝึ ก อบ รมก าร เกษ ต รล าป าง 
มหาวทิยาลยัเทคโนโลยรีาชมงคล 

1.2  ร า  Aspergillus flavus L.2 1 A แ ล ะ 
KK3A สายพนัธ์ุ ท่ีคดัเลือกไดจ้ากงานวจิยัของนางสาว
ภทัรภา พิมพพ์นัธ์ นกัศึกษามหาบณัฑิตศึกษาภาควิชา
เท ค โ น โ ล ยี ชี ว ภ า พ  ค ณ ะ เท ค โ น โ ล ย ี
มหาวทิยาลยัขอนแก่น 
2. การศึกษาการเพาะเลีย้งราในอาหารเหลวเพ่ือผลิต
เอนไซม์ไคตเินส และโปรตเิอส 

ช ะส ป อ ร์ ข อ งร า  B. bassiana LARTC2 ,       
A. flavus L.2 1A แ ล ะ  KK3A ด้ ว ย  0.1% Tween 80 
น ามาเติมลงในอาหารเหลว Sabouraud’s dextrose 
yeast extract (SDY) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร โดยให้มี
ความเขม้ขน้ 1x106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ี 150 rpm เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
จากนั้นถ่ายไมซีเลียมทั้งหมดลงในอาหารเหลว Basal 
salt broth ท่ีมี 2% (w/v) colloidal chitin เพื่อเหน่ียวน า
ให้มีการผลิตเอนไซม์ไคติเนส และลงในอาหารเหลว 
Basal salt broth ท่ีมี 1% (w/v) skim milk powder เพื่อ
เหน่ียวน าให้มีการผลิตเอนไซมโ์ปรติเอส ในปริมาตร 
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200 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าท่ี 
200 rpm เก็บตวัอยา่งทุกๆ 2 วนั เป็นเวลา 22 วนั น าเอา
ส่วนของเหลวใสซ่ึงเป็นสารละลายเอนไซม์ (crude 
enzyme) มาหากิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนส และ     
โปรติเอส 
3.  การวเิคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์ 

3.1 การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์        
ไคตเินส  

น าสารละลายเอนไซม์ 100 ไมโครลิตร 
ผสมกับ 10 mM p - nitrophenyl N – acetyl – β – D - 
acetylglucosaminide (pNG) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
แ ล ะ  0.1 M citrate phosphate, pH 6 ป ริ ม าต ร  300 
ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
60 น าที  จากนั้ น เติม  1.0 M Na2CO3 ป ริมาตร 500 
ไมโครลิตร เพ่ือหยุดปฏิกิริยา น าไปวดัค่าการดูดกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืน  405 นาโน เมตร ค านวณหา
กิจกรรมเอนไซม์ โดยเอนไซม์ 1 ยูนิต (U) หมายถึง 
กิจกรรมของเอนไซม์   ไคติเนสท่ีสามารถปลดปล่อย 
p-nitrophenol 1 มิลลิโมล  (mmol) ภายใต้สภาวะ ท่ี
ก าหนด 

3.2  การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์        
โปรตเิอส  

น าสารละลายเอนไซม์ 1 มิลลิลิตร ผสม
กั บ  2% (w/v) casein ท่ี ล ะ ล า ย ใ น  0.1 M citrate 
phosphate buffer, pH 7 ป ริมาตร 1 มิลลิ ลิตร บ่ม ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที หยุด
ปฏิกิริยาด้วยสารละลาย 0.4 M Trichloroacetic acid 
(TCA) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร จากนั้ นน าป่ันเหวี่ยงท่ี 
10,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที น าสารละลายส่วนใส
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร มาผสมกับ  0.4 M Na2CO3 
ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วเติม 1 N 
folin-ciocateu reagent ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ตั้งท้ิงไว้
ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที แลว้น าไปวดัค่าการ
ดู ด ก ลืน แส ง ท่ี ค วาม ยาวค ล่ื น  660 น าโน เม ต ร 
ค านวณหากิจกรรมของเอนไซม์ โดยเอนไซม์ 1 ยูนิต 
(U) หมายถึงปริมาณของเอนไซม์ ท่ีสามารถย่อย

สับสเตรทให้ไปเป็นไทโรซีน   1 ไมโครโมล (µmol) 
ภายใตส้ภาวะท่ีก าหนด 
4.  การท าเอนไซม์ให้บริสุทธ์ิบางส่วน  

การท าเอนไซม์ไคติเนสและโปรติเอสให้  
บ ริสุท ธ์ิบางส่วนโดยใช้วิ ธีโครมาโทกราฟีแบบ
แลกเปล่ียนประจุ (Ion-exchange column) ด้วยเคร่ือง 
Fast protein liquid chromatography (FPLC)  

4.1  การท าให้ เอนไซม์ไคติ เนสบ ริสุท ธ์ิ
บางส่วน                 

โดยใช้คอลัมน์  DEAE sepharose FF 
ปรับสมดุลคอลัมน์ (equilibrate column)โดย 0.05 M 
citrate phosphate buffer pH 7.0 ใส่สารละลายเอนไซม์
ลงในคอลมัน์ จากนั้นชะเอนไซมอ์อกจากคอลมัน์ดว้ย 
sodium chloride concentration gradient ( จ า ก  0 ถึ ง      
1 M) ใน 0.05 M citrate phosphate, pH 7.0  

4.2  การท าให้ เอนไซม์โปรติเอสบริสุทธ์ิ
บางส่วน 

โดยใช้คอลมัน์ CM sepharose FF ปรับ
สมดุลคอลัมน์ โดยใช้ 0.05 M Phosphate buffer, pH 
6.0 ใส่สารละลายเอนไซม์ลงในคอลัมน์ จากนั้ นชะ
เอน ไซม์ อ อกจ ากค อลัม น์ ด้ วย  sodium chloride 
concentration gradient (จ าก  0 ถึ ง  1 M) ใน  0.05 M 
citrate phosphate, pH 7.0  
5.  การศึกษาคุณสมบัตขิองเอนไซม์ไคตเินส 

5.1  ศึกษาอทิธิพลของความเป็นกรดด่างต่อ
ประสิทธิภาพการเร่งปฏิกริิยาของเอนไซม์ไคตเินส 

เตรียมสารละลายเอนไซม์ไคติเนส และ    
สับสเตรท 10 mM pNG ในสารละลายบัพเฟอร์ pH 4, 
5, 6, 7, 8 และ 9 บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 60 นาที วเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนส  

5.2  ศึกษาความคงตวัของเอนไซม์ไคตเินสที่
ความเป็นกรดด่าง ต่างๆ 

เตรียมสารละลายเอนไซมใ์นสารละลาย
บั พ เฟ อ ร์  pH 4, 5, 6, 7, 8 แ ล ะ  9 ป ริ ม าต ร  100 
ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
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นาน 30 นาที วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนส 
ท่ีพีเอช 6 และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส 

5.3 ศึ ก ษ าอิ ท ธิ พ ล ข อ ง อุ ณ ห ภู มิ ต่ อ
ประสิทธิภาพการเร่งปฏิกริิยาของเอนไซม์ไคตเินส 

น าสารละลายเอนไซม์ ท่ี เติม 10 mM 
pNG บ่ ม ท่ี อุณห ภู มิ  20, 30, 37, 40, 50, 60 และ 70 
องศา-เซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที วิเคราะห์กิจกรรม
ของเอนไซมไ์คติเนส  

5.4  ศึกษาความคงตวัของเอนไซม์ไคตเินสที่
อุณหภูมต่ิางๆ 

น าเอาสารละลายเอนไซม์ บ่มท่ีอุณหภูมิ 
20, 30, 37, 40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
30 นาที จากนั้ นเติม 10 mM pNG วิเคราะห์กิจกรรม
ของเอนไซม์ไคติเนส ท่ีพีเอช 6 และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37  
องศาเซลเซียส 
6.  การศึกษาคุณสมบัตขิองเอนไซม์โปรตเิอส 

6.1  ศึกษาอทิธิพลของความเป็นกรดด่างต่อ
ประสิทธิภาพการเร่งปฏิกริิยาของเอนไซม์โปรตเิอส     

เตรียมสารละลายเอนไซม์โปรติเอส 
และสบัสเตรท 2% (w/v) casein ในสารละลายบพัเฟอร์ 
pH 4, 5, 6, 7, 8, 9 และ 10 บ่ม ท่ี อุณห ภูมิ  37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที วิเคราะห์กิจกรรมของ
เอนไซมโ์ปรติเอส 

6.2 ศึกษาความคงตัวของเอนไซม์โปรตเิอส
ทีค่วามเป็นกรดด่าง ต่างๆ 

เต รี ย ม ส า ร ล ะ ล า ย เอ น ไ ซ ม์  ใ น
ส ารละล ายบั พ เฟ อ ร์  pH 4, 5, 6, 7, 8, 9 แ ล ะ  10 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที วิเคราะห์กิจกรรมของ
เอนไซม์โปรติเอส ท่ีพีเอช 7 และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส 

6.3  ศึ ก ษ าอิ ท ธิ พ ล ข อ ง อุ ณ ห ภู มิ ต่ อ
ประสิทธิภาพการเร่งปฏิกริิยาของเอนไซม์โปรตเิอส 

น าสารละลายเอนไซม์ ท่ีเติม 2% (w/v) 
casein บ่ ม ท่ี อุณห ภู มิ  20, 30, 37, 40, 50, 60, 70 ,80 

และ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที วิเคราะห์
กิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอส  

6.4 ศึกษาความคงตัวของเอนไซม์โปรตเิอส
ทีอุ่ณหภูมต่ิางๆ 

น าเอาสารละลายเอนไซม์ไป บ่ม ท่ี
อุณหภูมิ 20, 30, 37, 40, 50, 60, 70, 80 และ 90 องศา
เซลเซียส เป็น เวลา 30 นาที  จากนั้ น เติม 2% (w/v) 
casein วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอส ท่ีพี
เอช 7 และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
7.  ศึกษาผลของไอออนของโลหะและรีเอเจนต์ต่อ
กจิกรรมของเอนไซม์ไคตเินส และโปรตเิอส 

น าเอนไซม์ไคติเนสหรือโปรติเอสบริสุทธ์ิ
บางส่วน มาบ่มกบัไอออนของโลหะ ไดแ้ก่ Na+, Ca2+, 
Cd2+, Co2+, Cu2+, Zn2+, Fe2+, Hg2+, Mn2+,              
Mg2+, K+, Ba2+ แ ล ะ ส า ร รี เ อ เ จ น ต์  ไ ด้ แ ก่ 
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), Sodium 
dodecyl sulfate (SDS) แ ล ะ  β-mercaptoethanol ท่ี
ความเข้มข้น 5.0 มิลลิโมลาร์ ท่ีอุณหภูมิ  4 องศา-
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แล้ววิเคราะห์กิจกรรม
เอนไซมไ์คติเนสและโปรติเอส 
8.  ก ารค าน วณ ห ากิ จก รรม สั มพั น ธ์  (Relative 
activity)  
Relative activity (%)  
              = กิจกรรมเอนไซมท่ี์ตอ้งการทราบ x 100 

             กิจกรรมเอนไซมสู์งสุด 
 
ผลการวจิยั 
1.  การเพาะเลี้ยงราในอาหารเหลวเพ่ือผลิตเอนไซม์   
ไคตเินส และโปรตเิอส และท าให้เอนไซม์บริสุทธ์ิ 

จากการน าเอาราท่ี มีศักยภาพทั้ งหมด 3      
ส า ย พั น ธ์ุ  ไ ด้ แ ก่  Beauvaria bassiana LARTC2, 
Aspergillus flavus L21 และ  KK3A เล้ี ยงในอาห าร
เหลวเพื่อสร้างเอนไซม์ไคติเนสและโปรติเอส โดยใช ้
2% (w/v) colloidal chitin แ ล ะ  1% (w/v) skim milk 
powder ตามล าดับ ในการเหน่ียวน าให้ มีการผลิต
เอนไซมไ์คติเนส และโปรติเอสเก็บตวัอยา่งทุกๆ 2 วนั 
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เพื่อการวิเคราะห์หากิจกรรมเอนไซม์ไคติเนส และ       
โปรติเอส ผลการทดลองดงัแสดงในภาพท่ี 1 สรุปได้
ว่ า  ใน วัน ท่ี  16 ร า  B. bassiana LARTC2 แ ล ะ  ร า            
A. flavus L21A  ผลิต  ไคติเนสสูงท่ีสุด โดยมีกิจกรรม
เอนไซม ์0.094 U และ 3.5 U ตามล าดบั ส่วนรา KK3A 
มี กิจกรรม เอนไซม์ สู งสุด  0.2 U ในวัน ท่ี  8 ส่วน
กิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสดังแสดงในภาพท่ี 2 
สรุปไดว้า่รา B. bassiana LARTC2 มีกิจกรรมเอนไซม์
สูงสุด    187.4 U ในวนัท่ี 12 ส่วนรา A. flavus L21A มี
กิจกรรมเอนไซม์สูงสุด 21.3 U ในวนัท่ี 8 และเช้ือรา 
KK3A มีกิจกรรมเอนไซม ์128.3 U ในวนัท่ี 4  
  
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1 กิจกรรมเอนไซมไ์คติเนสท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงราทั้ง  
 3 สายพนัธ์ุ ในอาหารเหลวเพื่อผลิตเอนไซมไ์คติเนส  
             (    A. flavus L21A,    KK3A,     B. bassiana LARTC2) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2 กิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอสท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงรา 
 ทั้ง 3 สายพนัธ์ุ ในอาหารเหลวเพ่ือผลิตเอนไซมโ์ปรติเอส                 
            (     A. flavus L21A,     KK3A,     B. bassiana LARTC2) 

 
จากผลการผ ลิต เอนไซม์ไคติ เนส  และ          

โปรติเอสจากราท่ีมีศกัยภาพในการท าลายเพล้ียแป้งมนั
ส าปะหลังทั้ ง 3 สายพัน ธ์ุ ได้คัดเลือก รา A. flavus 
L21A มาใช้ในการผลิตไคติเนส และ B. bassiana 

LARTC2 มาใชใ้นการผลิตโปรติเอส เพื่อน ามาท าให้
บริสุทธ์ิ โดยใชโ้ครมาโตกราฟีแบบแลกเปล่ียนประจุ 
(Ion-exchange chromatography) ในการท าให้เอนไซม์
ไคติ เนส  บ ริสุท ธ์ิบางส่วน  จะใช้คอลัมน์  DEAE 
sepharose FF ผลการทดลอง พบว่าค่ากิจกรรมของ
เอนไซมเ์พ่ิมข้ึน และปริมาณโปรตีนลดลงเม่ือเทียบกบั 
crude extract โดยมีค่า purification fold เพ่ิมข้ึนเป็น 4 
เท่า และการท าให้เอนไซมโ์ปรติเอสบริสุทธ์ิบางส่วน 
จะใช้คอลัมน์  CM Sepharose FF ได้ค่ า purification 
fold เพ่ิมข้ึน 7 เท่า  
2.  คุณสมบัตขิองเอนไซม์ไคตเินส   

2.1 อิทธิพลของความเป็น กรดด่าง ต่อ
ประสิทธิภาพการเร่งปฏิกิริยา และความคงตัวของ
เอนไซม์ไคตเินส  

จากการศึกษาอิทธิพลของความเป็น 
กรดด่าง ต่อประสิทธิภาพการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม ์          
ไคติเนสบริสุทธ์ิบางส่วน จากรา A. flavus L21A ท่ี     
พีเอช 3-9 พบว่า พีเอชต่างกนัมีผลต่อการเร่งปฏิกิริยา
ของเอนไซม์ไคติเนสดงัแสดงในภาพท่ี 3 โดยพีเอช 5 
มีค่ ากิจกรรม เอนไซม์ สู งสุด  และช่วงพี เอช  4-6           
ไคติเนสยงัมีกิจกรรมของเอนไซมสู์ง 70% จากรายงาน
ของ Farag et al. (2014) พบว่า พีเอช 5 เหมาะสมต่อ
การเร่งป ฏิ กิ ริยาเอนไซม์ไค ติ เนส ท่ีผ ลิตได้จาก       
Aspergillus terrus และจากรายงานของ Mishra et al.  
(2013) ศึ ก ษ า คุ ณ ส ม บั ติ เอ น ไซ ม์ ท่ี ไ ด้ จ าก ร า                 
B. bassiana (HQ917687) พบว่า พีเอช 5 เหมาะสมต่อ
การเร่งปฏิกิริยาเอนไซม์ไคติเนส ความเหมาะสมของ 
พีเอชท่ีมีผลต่อการเร่งปฏิกิริยาเอนไซม์ไคติเนสนั้ น
ข้ึนอยู่กับความแตกต่างของอาหารท่ีใช้ในการผลิต, 
พารามิเตอร์ รวมทั้ งสายพัน ธ์ุของรา (Kang, 1999;  
Kim et al.,  2010; Mustafa and Kaur, 2010) ส่ ว น
การศึกษาความคงตัวของเอนไซม์ไคติเนสบริสุทธ์ิ
บางส่วนท่ีผลิตจากรา A. flavus L21A พบวา่ มีความคง
ตัวท่ีช่วงพีเอช 3-8 (ภาพท่ี 3) จากการทดลองพบว่า
ในช่วงพีเอชท่ีสูงหรือต ่ามากกิจกรรมเอนไซม์ และ
ความเสถียรของเอนไซมล์ดลงอาจเป็นผลมาจากการท่ี
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BMP2-7 

โครงสร้างของเอนไซม์เปล่ียนไปโดยเฉพาะบริเวณ
ตวัเร่งหรืออาจมีประจุบนโปรตีนเปล่ียนแปลงจนไม่
เหมาะสมต่อการเร่งปฏิกิริยา 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3 อิทธิพลของความเป็นกรดด่างต่อประสิทธิภาพการเร่ง 
              ปฏิกิริยา และความคงตวัของเอนไซมไ์คติเนสบริสุทธ์ิ 
              บางส่วน จากรา A. flavus L21A (     Optimum pH,       
                   Stability pH) 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4 อิทธิพลของอุณหภูมิต่อประสิทธิภาพการเร่งปฏิกิริยา  
              และความคงตวัของเอนไซมไ์คติเนสบริสุทธ์ิบางส่วน  
              จากรา  A. flavus L21A (      Optimum pH,         
                    Stability pH) 

 
2.2  อิทธิพลของอุณหภูมิต่อประสิทธิภาพ

การเร่งปฏิกริิยาและความคงตวัของเอนไซม์ไคตเินส   
จากการศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิต่อ

ประสิทธิภาพการเร่งปฏิกิริยาเอนไซมไ์คติเนสบริสุทธ์ิ
บางส่วนท่ีผลิตจากรา A. flavus L21A ท่ีอุณหภูมิ 20 - 
70 องศาเซลเซียส ผลการทดลองแสดงในภาพท่ี 4 
พบว่าอุณหภูมิท่ีต่างกันมีผลต่อการเร่งปฏิกิริยาของ
เอนไซมไ์คติเนส อุณหภูมิท่ีมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์
สูงสุดท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จากการศึกษาความ
คงตวัของเอนไซม์ไคติเนสบริสุทธ์ิบางส่วน พบว่า มี
ความคงตวัท่ีช่วงอุณหภูมิ 30 – 50 องศาเซลเซียส โดย

มีกิจกรรมของเอนไซม์สูงกว่า 70% จากรายงานวิจัย
ของ Xia et al. (1997) พบว่า อุณหภูมิท่ีเหมาะสมของ
เอนไซม์ไคติเนสท่ีผลิตโดยรา Aspergillus sp. F-817 
และจากรา A. fumigatus YJ-407 อยู่ ท่ี อุณห ภู มิ  60 
องศาเซลเซียส และยงัสอดคลอ้งกบัรายงานของ De-
hui et al. (2011) พบ ว่า อุณ ภู มิ  60 อ งศ าเซล เซี ยส 
เหมาะสมต่อการเร่งปฏิกิริยาเอนไซมไ์คติเนสท่ีผลิตได้
จาก Bacillus sp. HU1  
3.  คุณสมบัตขิองเอนไซม์โปรตเิอส 

3.1 อิ ท ธิ พ ล ค ว าม เป็ น ก ร ด ด่ า ง ต่ อ
ประสิทธิภาพการเร่งปฏิกิริยา และความคงตัวของ
เอนไซม์โปรตเิอส  

จากการศึกษาอิทธิพลของความเป็น 
กรดด่าง ต่อประสิทธิภาพการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม ์          
โปรติเอสบริสุทธ์ิบางส่วน ผลิตจากรา B. bassiana 
LARTC2 ผลการทดลองแสดงในภาพท่ี  5 พี เอชท่ี
ต่างกนัมีผลต่อการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์โปรติเอส 
โดยค่าพีเอช 9 มีค่ากิจกรรมเอนไซมสู์งสุด และในช่วง
พีเอช 6-9 เอนไซมย์งัมีกิจกรรมมากกวา่ 70% Namrata 
et al. (2011) รายงานว่าพีเอช 9 เหมาะสมต่อการเร่ง
ปฏิกิริยาเอนไซมโ์ปรติเอสท่ีผลิตไดจ้ากรา Aspergillus 
tamari EF661565.1 แสดงให้เห็นว่าเอนไซม์โปรติเอ
สมีความเหมาะสมต่อการเร่งปฏิกิริยาไดดี้ท่ีพีเอชเป็น
ด่ าง  ก ร ณี เอน ไซม์ โป ร ติ เอส ท่ี ผ ลิ ต ได้ จ าก ร า 
Aspergillus fumigates พี เอชท่ี เหมาะสมต่อการเร่ง
ปฏิกิริยาเอนไซม์โปรติเอส พีเอช 8 (Hernandez et al., 
2011) ส่ วน การ ศึ กษ าความค งตั วของ เอน ไซม ์               
โปรติเอสบริสุทธ์ิบางส่วน พบว่า มีความคงตวัท่ีช่วง  
พีเอช 5-10 (ภาพท่ี 5)  
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ภาพที่ 5 อิทธิพลของความเป็นกรดด่างต่อประสิทธิภาพการ 
              เร่งปฏิกิริยา และความคงตวัของเอนไซมโ์ปรติเอส                   
              บริสุทธ์ิบางส่วน จากรา B. bassiana LARTC2  
             (       Optimum pH,       Stability pH) 

 
3.2  อิทธิพลของอุณหภูมิต่อประสิทธิภาพ

การเร่งปฏิกริิยา และความคงตวัของเอนไซม์โปรติเอส  
บริสุทธ์ิบางส่วน 

จากการศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิต่อ
ประสิทธิภาพการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์โปรติเอส  
บ ริ สุท ธ์ิบ างส่ วน  จากรา B. bassiana LARTC2 ท่ี
อุณหภูมิ 20-90 องศาเซลเซียส พบวา่ อุณหภูมิท่ีต่างกนั
มีผลต่อการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซมโ์ปรติเอส สูงสุดท่ี 
70 องศาเซลเซียส และมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์
ม ากกว่ า  70%  อยู่ ใน ช่ วง  60-70 อ งศ าเซล เซี ยส               
(ภาพท่ี 6) Bin  et al. (2009) พบวา่ อุณหภูมิท่ีเหมาะสม
ต่ อ เอ น ไ ซ ม์ โ ป ร ติ เอ ส ท่ี ผ ลิ ต จ าก  Hirsutella 
rhossiliensis OWVT-1 มีความเหมาะสมท่ีอุณหภูมิ 75 
อ งศ า เซ ล เซี ยส  แ ล ะ จ าก ร า  B. bassiana CG432 
อุณหภูมิ ท่ี เหมาะสม 60 องศาเซลเซียส (Ito et al., 
2007) แสดงใหเ้ห็นวา่เอนไซมโ์ปรติเอสเป็นเอนไซมท่ี์
สามารถเร่งปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิสูงได้ และการศึกษา
ความคงตวัของเอนไซม์โปรติเอส จากรา B. bassiana 
LARTC2 พบว่า มีความคงตวัท่ี 20-50 องศาเซลเซียส 
(ภาพท่ี 6)  

 
 
 
 

 
 

 

 

 

ภาพที่ 6 อิทธิพลของอุณหภูมิต่อประสิทธิภาพการเร่งปฏิกิริยา  
              และความคงตวัของเอนไซมโ์ปรติเอสบริสุทธ์ิบางส่วน           
             จากรา B. bassiana LARTC2 (       Optimum pH,    
                     Stability pH) 

 
4.  การศึกษาผลของไอออนของโลหะและรีเอเจนต์ต่อ
กจิกรรมของเอนไซม์ไคตเินสและโปรตเิอส 

4.1  ผลของไอออนของโลหะและรีเอเจนต์
ต่อกจิกรรมเอนไซม์ไคตเินส 

จากการศึกษาผลของไอออนของโลหะ
ทั้ง 12 ชนิด ท่ีความเขม้ขน้ 5.0 มิลลิโมลาร์ต่อกิจกรรม
เอนไซม์ไคติเนสบริสุทธ์ิบางส่วน ผลการทดลองใน
ตารางท่ี 1 พบว่า ไอออนของ Na+, Co2+, Cu2+, Cd2+, 
Zn2+, Mn2+, Mg2+ แ ล ะ  K+ มี ผ ล เพี ย ง เล็ ก น้ อ ยต่ อ
กิจกรรม เอนไซม์ไค ติ เนส ส่วน  Fe2+ มีผลยับย ั้ ง
กิจกรรมของเอน ไซม์  36.5% แต่  Hg2+นั้ น ย ับ ย ั้ ง
กิจกรรมเอนไซมไ์คติเนสทั้งหมด ส่วน Ca2+ และ Ba2+

กระตุน้กิจกรรมเอนไซมไ์คติเนส และจากการศึกษาผล
ของรีเอเจนต์ท่ีมีต่อกิจกรรมเอนไซม์ไคติเนส พบว่า 
EDTA ยบัย ั้งกิจกรรมเอนไซมเ์พียงเล็กนอ้ย ส่วน SDS 
และ β-mercaptoethanol กระตุ ้น กิจกรรมเอนไซม ์   
ไคติเนส จากรายงานของ Maria et al. (2012) ศึกษาผล
ของไอออนของโลหะท่ีมีผลต่อเอนไซม์ไคติเนส         
จากรา Aspergillus niger LOCK 62 พบวา่ ไอออนของ
โลหะท่ีมีผลต่อการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ไคติเนส 
คือ Mg2+ กบั Ca2+ ส่วน Hg2+ และ Pb2+ มีการยบัย ั้งการ
เร่งปฏิกิริยาของเอนไซมอ์ยา่งสมบูรณ์  
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ตารางที่ 1  ผลของไอออนของโลหะ และรีเอเจนตต่์อกิจกรรม 
                ของเอนไซมไ์คติเนสบริสุทธ์ิบางส่วน โดยรา  
                A. flavus L21A 

ไอออนโลหะ
(5mM) 

Relative 
activity  

(%) 

ไอออน
โลหะ 

(5mM) 

Relative 
activity 

(%) 

No metals 100.0 Fe2+ 36.5 
Na+ 98.2 Hg2+ 0.0 
Ca2+ 101.1 Mn2+ 97.9 
Cd2+ 66.7 Mg2+ 93.0 
Co2+ 90.7 K+ 90.6 
Cu2+ 99.1 Ba2+ 105.6 
Zn2+ 97.7   
รีเอเจนต์ (5mM) Relative activity(%) 
EDTA 95.6 
SDS 102.5 
β-ME 108.0 

  
4.2  ผลของไอออนของโลหะต่อกิจกรรม

เอนไซม์โปรตเิอส 
จากการศึกษาผลของไอออนโลหะทั้ ง 

12 ชนิด ท่ีความเข้มข้น 5.0 มิลลิโมลาร์ ต่อกิจกรรม
เอนไซม์โปรติเอสบริสุทธ์ิบางส่วน ผลการทดลอง
แสดงในตารางท่ี  2 พบว่า ไอออน Na+, Co2+, Cu2+, 
Cd2+, Zn2+, Fe2+, Mn2+, Mg2+, K+ และ Ba2+ มีผลยบัย ั้ง
เพียงเล็กนอ้ยต่อกิจกรรมเอนไซมโ์ปรติเอส แต่ Hg2+ มี
ผลต่อการยับย ั้ ง กิจกรรมเอนไซม์โปรติ เอสโดย
สมบูรณ์ และ Ca2+ มีผลต่อการกระตุ ้นกิจกรรมของ
เอนไซมโ์ปรติเอส และจากการศึกษาผลของรีเอเจนตท่ี์
มีต่อกิจกรรมเอนไซม์โปรติเอส พบว่า EDTA และ 
SDS มีผลต่อการยบัย ั้ งกิจกรรมเอนไซม์โปรติเอส  
บ ริ สุ ท ธ์ิ บ า ง ส่ ว น เ พี ย ง เ ล็ ก น้ อ ย  ส่ ว น                      

β-mercaptoethanol มี ผ ลต่ อก ารกระตุ ้น กิ จกรรม
เอนไซม์โปรติเอส จากรายงานของ Kim et al. (2003) 
พบวา่ β-mercaptoethanol มีผลต่อการกระตุน้กิจกรรม
เอนไซม์โปรติเอสท่ีผลิตได้จากรา A. niger LOCK62 
เน่ืองจาก mercaptoethanol มีหมู่ sulfyhdryl ท่ีไปจับบน 
active site แลว้ท าใหเ้อนไซมจ์บักบัซบัสเตรทไดดี้ข้ึน  

ตารางที่ 2  ผลของไอออนของโลหะ และรีเอเจนตท่ี์มีต่อ 

                กิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสบริสุทธ์ิบางส่วน  

 โดยรา B. bassiana LARTC2 

ไอออนโลหะ 
(5 mM) 

Relative 
activity  

(%) 

ไอออน
โลหะ 

(5mM) 

Relative 
activity 

(%) 
No metals 100.0       Fe2+ 74.4 
Na+ 98.7 Hg2+ 0.0 
Ca2+ 101.4 Mn2+ 88.4 
Cd2+ 81.3  Mg2+ 98.2 
Co2+ 81.6        K+ 94.2 
Cu2+ 76.8  Ba2+ 96.6 
Zn2+ 77.4 

 
 

รีเอเจนต์ (5 mM) Relative activity (%) 
 EDTA 93.2 

  SDS 82.3 
  β-ME 110.2 
   

สรุปผลการวจิยั 
 จากการศึกษาราท่ี มีศักยภาพในการผลิต
เอนไซม์ไคติเนสและโปรติเอส พบว่า รา A. flavus 
L21A ผ ลิต เอน ไซม์ ไค ติ เนส ได้ สู ง สุ ด  และ  รา             
B. bassiana LARTC2 ผลิตเอนไซมโ์ปรติเอสไดสู้งสุด 
และจากการท าเอนไซมใ์ห้บริสุทธ์ิบางส่วน และศึกษา
คุณสมบัติของเอนไซม์ พบว่าเอนไซม์ไคติเนส และ   
โปรติเอส  สามารถเร่งปฏิกิริยา และมีความเสถียรใน
สภาวะกรดด่างในช่วงท่ีกวา้ง และเอนไซมโ์ปรติเอสมี
ความเสถียรท่ีอุณหภูมิสูง กรณีไอออนของโลหะมี
เฉพาะ Hg2+ เท่านั้นท่ีมีการยบัย ั้งการเร่งปฏิกิริยาของ
เอนไซม์ไคติเนสและโปรติเอสโดยสมบูรณ์ ด้วย
คุณสมบติัของเอนไซม์ทั้งสองชนิดดงักล่าวจึงสรุปได้
วา่เอนไซมท์ั้งสองชนิดมีศกัยภาพในการน าไปทดลอง
ใช้ร่วมกับสปอร์ของราเพ่ือเพ่ิมความรุนแรงในการ
ท าลายเพล้ียแป้งมนัส าปะหลงัสีชมพ ู
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กติตกิรรมประกาศ 
การวิจัยน้ีได้รับทุนสนับสนุนจากศูนยว์ิจัย

การหมักเพ่ือเพ่ิมมูลค่าผลิตภัณฑ์ทางการเกษตร        
คณะเทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัขอนแก่น และ 
บณัฑิตวทิยาลยั มหาวทิยาลยัขอนแก่น 
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