
 

 

 

 

ศักยภาพของวสัดุเหลอืทิง้ทางอุตสาหกรรมเกษตรใน 
การเป็นสับสเตรตส าหรับผลติเซลลูเลสจากเช้ือรา 

ภายใต้การหมักสภาพอาหารแขง็ 

 

 

 

เมธัส ชูเวช 

 

 

 

วทิยาศาสตรมหาบณัฑติ  
สาขาวชิาเทคโนโลยชีีวภาพ 

 

 

บัณฑติวทิยาลยั 
มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 
พฤศจกิายน 2557 



 

 ก  

 

 

ศักยภาพของวสัดุเหลอืทิง้ทางอุตสาหกรรมเกษตรใน 
การเป็นสับสเตรตส าหรับผลติเซลลูเลสจากเช้ือรา 

ภายใต้การหมักสภาพอาหารแขง็ 

 

 

 

เมธัส ชูเวช 

 

 

 

วทิยานิพนธ์นีเ้สนอต่อมหาวทิยาลยัเชียงใหม่เพือ่เป็นส่วนหน่ึงของการศึกษาตาม
หลกัสูตรปริญญาวทิยาศาสตรมหาบัณฑติ 

สาขาวชิาเทคโนโลยชีีวภาพ 

 

 

บัณฑติวทิยาลยั มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 
พฤศจกิายน 2557 

  



 

 ก  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ข 



 

 ก  

 

กติตกิรรมประกาศ 

 

วิทยานิพนธ์ฉบบัน้ีส าเร็จไดด้ว้ยความกรุณาอย่างสูงจาก รองศาสตราจารย ์ดร. นวลศรี รักอริยะธรรม 
อาจารยท่ี์ปรึกษา ท่ีกรุณาให้ค  าปรึกษา แนะวิธีด าเนินงานวิจยั แนวทาง การแกไ้ขปัญหาและขอ้บกพร่อง
ต่างๆท่ีเป็นประโยชน์ และ ให้ความสนับสนุนในการจดัหาอุปกรณ์เคร่ืองมือ และสารเคมีในงานวิจยั 
ตลอดจนตรวจแกไ้ขวทิยานิพนธ์ใหมี้ความสมบูรณ์มากยิ่งข้ึน 

ขอกราบขอบพระคุณ อาจารย์ ดร.บัณฑิต ลีละศาสตร์ ท่ีกรุณาเป็นประธานกรรมการสอบ
วทิยานิพนธ์ รวมทั้งตรวจแกไ้ขวิทยานิพนธ์ ท าใหว้ทิยานิพนธ์ส าเร็จลุล่วงไดด้ว้ยดี  

ขอขอบพระคุณ อาจารย.์ดร. นพกาญจน์ จนัทร์เดช กรรมการในการสอบวิทยานิพนธ์ ท่ีกรุณาให้
ค  าปรึกษา แนะน าในการตรวจแกไ้ขวิทยานิพนธ์จนเสร็จสมบูรณ์  

ขอกราบขอบพระคุณคณาจารยป์ระจ าสาขาวิชาชีวเคมีและชีวเคมีเทคโนโลยีทุกท่าน ท่ีไดก้รุณาให้
ความรู้และค าแนะน าต่างๆตลอดมา รวมทั้งเจา้หนา้ท่ีประจ าสาขาวิชาชีวเคมีและชีวเคมีเทคโนโลยีทุกท่าน
ท่ีอ านวยความสะดวก และช่วยให้ค  าปรึกษา ในขั้นตอนการด าเนินงานของวิทยานิพนธ์ ตลอดจนการ
สนบัสนุนทางดา้นอุปกรณ์และสารเคมีส าหรับงานวิจยัน้ี 

 ขอกราบขอบพระคุณบิดา-มารดาของผูว้ิจยัท่ีเป็นก าลงัใจ และให้การสนบัสนุนในการศึกษามาโดย
ตลอด ขอบคุณรุ่นพี่ รุ่นนอ้ง และเพื่อนๆทุกท่านท่ีไดร่้วมศึกษา เรียนรู้เป็นก าลงัใจและช่วยเหลือเป็นอยา่ง
ดี ท าใหว้ทิยานิพนธ์ส าเร็จลุล่วงดว้ยดี ผูว้จิยัมีความซาบซ้ึงอยา่งยิง่ และขอกราบขอบพระคุณมา ณ ท่ีน้ี 
 
 

เมธสั ชูเวช 
 
 
 
 

 

ค 



 

 ง  

 

หัวข้อวทิยานิพนธ์ ศกัยภาพของวสัดุเหลือทิ้งทางอุตสาหกรรมเกษตรในการ
  เป็นสับสเตรตส าหรับผลิตเซลลูเลสจากเช้ือราภายใต้การ
  หมกัสภาพอาหารแขง็ 

ผู้เขียน นายเมธสั ชูเวช 

ปริญญา วทิยาศาสตรมหาบณัฑิต (เทคโนโลยชีีวภาพ) 

อาจารย์ทีป่รึกษา รองศาสตราจารย ์ดร. นวลศรี รักอริยะธรรม 

 

บทคดัย่อ 

ในการศึกษาน้ีได้น าวสัดุเหลือทิ้งทางอุตสาหกรรมเกษตร 4 ชนิด ได้แก่ ซังข้าวโพด กาบ
มะพร้าว เปลือกขา้วโพด และเปลือกถัว่ลิสง ท่ีผา่นการบดละเอียดและปรับสภาพดว้ยสารละลายกรด
และด่างมาวิเคราะห์องค์ประกอบเส้นใย เพื่อใช้เป็นสับสเตรตส าหรับเช้ือราในการผลิตเอนไซม ์  
เซลลูเลส พบว่าวสัดุเหลือทิ้งทางอุตสาหกรรมเกษตรแต่ละชนิดมีองค์ประกอบ เซลลูโลส เฮมิ
เซลลูโลส และลิกนินแตกต่างกนั โดยเปลือกถัว่ลิสงมีปริมาณเซลลูโลสสูงท่ีสุด 33.82 เปอร์เซ็นต ์
ส่วนเปลือกขา้วโพดและกาบมะพร้าวมีปริมาณเซลลูโลสใกลเ้คียงกนั 22.94 และ 26.29 เปอร์เซ็นต ์
ตามล าดบั ขณะท่ีซงัขา้วโพดมีปริมาณเซลลูโลสนอ้ยท่ีสุด 13.87 เปอร์เซ็นต ์

 เม่ือน าเช้ือราไวท์รอท 5 สายพันธ์ุ  ได้แก่  Pycnoporus coccineus, Pycnoporus sanguineus, 
Trametes pavonia, Ganoderma australe และ  Ganoderma mastoporum ซ่ึ งมีศักยภาพในการย่อย
สลายคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลสในอาหารวุน้ CMC agar โดยน าแต่ละสายพนัธ์ุมาเล้ียงบนอาหารแข็ง
ซงัขา้วโพด กาบมะพร้าว เปลือกขา้วโพด และเปลือกถัว่ลิสงเพื่อใหผ้ลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส โดยท าการ
ว ัดค่ ากิ จกรรม เอนไซม์ในก ลุ่ม เซลลู เลสได แก  เอนไซม์  Filter paper activity (FPase), 
Carboxymethyl cellulase (CMCase) และเซลโลไบเอส  โดยหมัก ท่ี อุณหภู มิ  25 องศาเซลเซียส 
ระยะเวลา 12 วนั ปรับความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 60, 70, 80 และ 90 pH เร่ิมตน้ 5.5 ผลการทดลองพบว่า
เช้ือรา P. coccineus และ P. sanguineus มีค่ากิจกรรมเอนไซม์สูงท่ีสุดในวนัท่ี 9 ของการหมกั โดยใช้
ซงัขา้วโพดกบัเปลือกถัว่ลิสงเป็นสับสเตรตท่ีความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 70  ดงันั้นในการทดลองถดัไปจึง
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เลือกใช้เช้ือรา          P. coccineus และ P. sanguineus ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสโดยใช้อาหาร 2 ชนิด
ได้แก่ ซังขา้วโพดและเปลือกถัว่ลิสงท่ีผ่านการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรตและศึกษาหา
สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเซลลูเลส (แปรผนั pH เร่ิมต้น อุณหภูมิ แหล่งไนโตรเจน และตัว
เหน่ียวน า) ผลจากการทดลองพบว่าสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสสูงสุด คือใช้
ระยะเวลาการหมกั 9 วนั pH เร่ิมตน้ 6.0 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมีสารสกดัจากยีสต ์
(yeast extract) เป็นแหล่งไนโตรเจน และมีน ้าตาลแลคโตส หรือเวราทริลแอลกอฮอล์เป็นตวัเหน่ียวน า 

 เม่ือน าเช้ือ P. sanguineus มาผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสภายใตส้ภาวะการหมกัท่ีเหมาะสม (ใชซ้งั
ขา้วโพดเป็นสับสเตรต ระยะเวลาหมกั 9 วนั pH เร่ิมตน้ 6.0 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใช้สารสกดั
จากยีสตเ์ป็นแหล่งไนโตรเจน ใช้เวราทริลแอลกอฮอล์เป็นตวัเหน่ียวน า) และท าการตรวจวดักิจกรรม
เอนไซม ์และภายหลงัผลการทดลองพบวา่เอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีสกดัไดมี้กิจกรรมเอนไซม ์Filter paper 
activity (FPase), Carboxymethyl cellulase (CMCase) แ ล ะ เซ ล โล ไบ เอ ส เฉ ล่ี ย สู ง สุ ด เท่ ากั บ 
8.492±0.702, 14.141±1.177 และ 4.255±0.405 ยูนิตต่อกรัมสับสเตรต (U/gds) ตามล าดบั และเม่ือน า
สารละลายเอนไซม์ท่ีได้มาย่อยวสัดุเหลือทิ้งทางอุตสาหกรรมเกษตร คือ ซังขา้วโพด กาบมะพร้าว 
เปลือกขา้วโพด และเปลือกถัว่ลิสงท่ีผา่นการเตรียมโดยการบดและปรับสภาพดว้ยสารละลายกรด-ด่าง
ปริมาณ 1.50 กรัม โดยติดตามผลการยอ่ยสลายท่ีเวลาต่างๆ (0-96 ชัว่โมง) โดยใชเ้อนไซมป์ริมาตร 10 
มิลลิลิตร (11.326 FPA/กรัม สับสเตรต) ในสารละลายซิเตรตบฟัเฟอร์ pH 4.8 ท่ีอุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส อตัราการเขยา่ 160 รอบต่อนาที พบวา่ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีไดจ้ากการยอ่ยเปลือกถัว่ลิสงมี
ปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์มากท่ีสุด (11.68±0.37 กรัมต่อลิตร)รองลงมาเป็นซังขา้วโพด (10.15±0.43 กรัม
ต่อลิตร) เปลือกข้าวโพด (8.35±0.12 กรัมต่อลิตร) และกาบมะพร้าว (5.45±0.47 กรัมต่อลิตร) 
ตามล าดบัท่ีเวลายอ่ย 96 ชัว่โมง 
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ABSTRACT 

 Four agro-industrial by-products, including corn-cobs, coconut hulls, corn-husks and peanut 
hulls, were selected as substrates in the production of cellulase enzymes. These biomass substances 
were ground and pretreated with diluted acid and alkali. The cellulose content was found to be the 
highest in the peanut hulls ( 33.82 percent) , followed by corn husks, coconut hulls and corn-cobs 
which were 22.94, 26.29 and 13.87 percent, respectively. 

 In this study, 5 white-rot fungi, Pycnoporus coccineus, Pycnoporus sanguineus, Trametes 
pavonia, Ganoderma australe and Ganoderma mastoporum, which exhibited potential for 
carboxymethyl cellulose degradation on CMC agar were cultured by solid state fermentation using 
corn-cobs, coconut hulls, corn husks and peanut hulls as substrates for cellulase production. The 
cellulase activity, filter paper activity (FPase), carboxymethyl cellulase (CMCase) and cellobiase 
activities were analyzed after solid state fermentation (SSF) under static conditions at 25°C for 12 
days with an initial moisture content of 60-90% and an initial pH value of 5.5. The results showed 
that P. coccineus and P.sanguineus provided the highest enzyme activity over 9 days of 
fermentation when using corn-cobs and peanut hulls as substrates at 70 percent initial moisture 
content. Therefore, the optimal conditions (initial pH value, incubation temperature, nitrogen 
sources and inducer) for cellulase production from P. coccineus and P. sanguineus using corn-cobs 
and peanut hulls as substrates were evaluated. The results showed that the optimal conditions to 
produce cellulase included a 9-day fermentation period, an initial pH value of 6.0 at 30°C, a medium 
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containing yeast extract as the nitrogen source. The inducer consisted of lactose or veratryl alcohol 
as the inducer. These conditions resulted in the highest level of enzyme activity. 

 The production of cellulase was successfully achieved from P. sanguineus under optimal 
conditions (using corn-cobs as substrate, incubation at 30°C for 9 days with an initial pH value of 
6.0, and containing yeast extract and veratryl alcohol) .  The results presented that FPase, CMCase 
and cellobiase activities of the crude enzyme were 8.492±0.702, 14.141±1.177 and 4.255±0.405 
units per gram of substrate (U/gds), respectively. The crude enzyme was used to hydrolyze corn-
cobs, coconut hulls, corn husks and peanut hulls (1 .50  grams) by monitoring the decay at various 
times (0-96 h) using an enzyme volume of 10 ml (11.326 FPU/g substrate) in a solution of citrate 
buffer, a pH value of 4.8 at 50°C, a rate of shaking 160 rpm. Consequently, the amount of reducing 
sugars from the peanut hulls was highest (1 1 .6 8 ±0 .3 7  grams per liter), followed by corn cobs 
(10.15±0.43 g per liter) corn husks (8.35±0.12 g per liter) and coconut hulls, which displayed the 
lowest amount (5.45±0.47 g per liter), respectively, at 96 hours. 
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องคป์ระกอบของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ของลิกโนเซลลูโลสชนิด
ต่างๆ 
ตวัอยา่งงานวจิยัท่ีใชเ้ช้ือราท่ีผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส 

แสดงปริมาณความช้ืน และค่าเส้นใย Neutral Detergent Fiber และ Acid 
Detergent Fiber 
ผลการศึกษาองคป์ระกอบของเส้นใยก่อนการปรับสภาพ 
แสดงปริมาณความช้ืน และค่าเส้นใย Neutral Detergent Fiber และ Acid 
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มีระยะเวลาการหมกั 12 วนั 
การผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือรา P. coccineus ในการหมกัในสภาพอาหาร
แข็งท่ีใชเ้ปลือกถัว่ลิสงท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต และมี
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การผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. sanguineus ในการหมักในสภาพ
อาหารแข็งท่ีใช้ซังขา้วโพดท่ีผ่านการปรับสภาพด้วยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 
และมีระยะเวลาการหมกั 12 วนั 
การผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. sanguineus ในการหมักในสภาพ
อาหารแข็งท่ีใช้กาบมะพร้าวท่ีผ่านการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 
และมีระยะเวลาการหมกั 12 วนั 
การผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. sanguineus ในการหมักในสภาพ
อาหารแข็งท่ีใช้เปลือกข้าวโพดท่ีผ่านการปรับสภาพด้วยกรด-ด่างเป็น
สับสเตรตและมีระยะเวลาการหมกั 12 วนั 
การผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. sanguineus ในการหมักในสภาพ
อาหารแข็งท่ีใชเ้ปลือกถัว่ลิสงท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 
และมีระยะเวลาการหมกั 12 วนั 
ค่ า กิ จกรรม เอนไซม์ เซ ล ลู เลส ท่ี ผ ลิตได้จาก เช้ื อ  P. coccineus และ  P. 
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กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือ P. coccineus และ P. sanguineus โดยใช้ซัง
ขา้วโพดเป็นสับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
โดยปรับความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 70 ท่ีค่า pH เร่ิมตน้ต่างๆ 
กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. coccineus โดยใช้เปลือกถัว่ลิสงเป็น
สับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมัก อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส โดยปรับ
ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 70 ท่ีค่า pH เร่ิมตน้ต่างๆ 
กิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือรา ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH เร่ิมตน้ 6.0 
ท่ีอุณหภมิูต่างๆ  
กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมีแหล่งไนโตรเจนแตกต่างกนั  
กิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลส โดยใชซ้งัขา้วโพดและเปลือกถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต 
ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมี
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กิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลส โดยใชซ้งัขา้วโพดและเปลือกถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต 
ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมี
สารสกัดจากยีสต์เป็นแหล่งไนโตรเจน และมีเวราทริลแอลกอฮอล์เป็นตัว
เหน่ียวน า 
ผลการย่อยสลายวสัดุเหลือทิ้งทางอุตสาหกรรมเกษตรดว้ยเอนไซม์เซลลูเลส 
จากเช้ือ P. sanguineus ท่ีเวลาต่างๆ 
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แสดงโครงสร้างภายในผนงัเซลลข์องพืช 
โมเลกุลของเซลลูโลส 
โครงสร้างของเซลลูโลส 
กลไกการยอ่ยสลายเซลลูโลสโดยเอนไซมใ์นกลุ่มเซลลูเลส 
การยอ่ยและการยบัย ั้งการท างานของเอนไซมเ์ซลลูเลส 

วสัดุเหลือทิ้งทางอุตสาหกรรมเกษตรท่ีผ่านการบดด้วยเคร่ือง Hammer Mill 
ส าหรับเป็นสับสเตรต ซังขา้วโพดบด (ก) เปลือกขา้วโพดบด (ข) กาบมะพร้าว
บด (ค) เปลือกถัว่ลิสงบด (ง) เคร่ือง Hammer Mill (จ) 
แผนภูมิแสดงการหาองค์ประกอบของเส้นใยวสัดุเหลือทิ้งทางอุตสาหกรรม
เกษตรดว้ยวธีิของ Van Soest 

การเจริญของเส้นใยเช้ือราบนอาหาร PDA  P. coccineus (ก),  P. sanguineus 
(ข), T. pavonia (ค), G. australe (ง), G. mastoporum (จ) 
ผลการปรับสภาพวสัดุเหลือทิ้งทางอุตสาหกรรมเกษตรดว้ยกรด-ด่าง เพื่อเตรียม
เป็นสับสเตรต ซังขา้วโพด (ก), กาบมะพร้าว (ข), ซังขา้วโพด (ค), เปลือกถั่ว
ลิสง (ง) 
การทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสของเช้ือราโดยวธีิคองโก
เรด  P. coccineus (ก ) ,  P. sanguineus (ข ) , T. pavonia (ค ) , G. australe (ง ) ,           
G. mastoporum (จ) 
แสดงลักษณะการเจริญเติบโตของเช้ือ P. coccineus โดยใช้ซังข้าวโพดเป็น
สับสเตรต 
ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส Filter Paper Activity (FPase) ท่ี
ผลิตจากเช้ือรา P. coccineus เม่ือใช้ซังขา้วโพดท่ีผ่านการปรับสภาพด้วยกรด-
ด่างเป็นสับสเตรต 
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ผลของความ ช้ืน ต่อกิจกรรม เอนไซม์ เซลลู เลส  Carboxymethyl cellulase 
(CMCase) ท่ีผลิตจากเช้ือรา P. coccineus เม่ือใช้ซังข้าวโพดท่ีผ่านการปรับ
สภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 
ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลโลไบเอส (Cellobiase) ท่ีผลิตจากเช้ือรา  
P. coccineus เม่ือใชซ้งัขา้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 
แสดงลักษณะการเจริญเติบโตของเช้ือ P. coccineus โดยใช้กาบมะพร้าวเป็น
สับสเตรต 
ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส Filter Paper Activity (FPase) ท่ี
ผลิตจาก เช้ือรา P. coccineus เม่ือใชก้าบมะพร้าวท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-
ด่างเป็นสับสเตรต 
ผลของความ ช้ืน ต่อกิจกรรม เอนไซม์ เซลลู เลส  Carboxymethyl cellulase 
(CMCase) ท่ีผลิตจากเช้ือรา P. coccineus เม่ือใช้กาบมะพร้าวท่ีผ่านการปรับ
สภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 
ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลโลไบเอส (Cellobiase) ท่ีผลิตจากเช้ือรา   
P. coccineus เม่ือใช้กาบมะพร้าวท่ีผ่านการปรับสภาพด้วยกรด-ด่างเป็น
สับสเตรต 
แสดงลกัษณะการเจริญเติบโตของเช้ือ P. coccineus โดยใช้เปลือกขา้วโพดเป็น
สับสเตรต 
ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส Filter Paper Activity (FPase) ท่ี
ผลิตจากเช้ือรา P. coccineus เม่ือใช้เปลือกข้าวโพดท่ีผ่านการปรับสภาพด้วย
กรด-ด่างเป็นสับสเตรต 
ผลของความ ช้ืน ต่อกิจกรรม เอนไซม์ เซลลู เลส  Carboxymethyl cellulase 
(CMCase) ท่ีผลิตจากเช้ือรา P. coccineus เม่ือใช้เปลือกขา้วโพดท่ีผ่านการปรับ
สภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 
 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลโลไบเอส (Cellobiase) ท่ีผลิตจากเช้ือ
รา P. coccineus เม่ือใช้เปลือกขา้วโพดท่ีผ่านการปรับสภาพด้วยกรด-ด่างเป็น
สับสเตรต 
แสดงลกัษณะการเจริญเติบโตของเช้ือ P. coccineus โดยใช้เปลือกถัว่ลิสงเป็น
สับสเตรต 
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ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส Filter Paper Activity (FPase) ท่ี
ผลิตจากเช้ือรา P. coccineus เม่ือใชเ้ปลือกถัว่ลิสงท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-
ด่างเป็นสับสเตรต 
ผลของความ ช้ืน ต่อกิจกรรม เอนไซม์ เซลลู เลส  Carboxymethyl cellulase 
(CMCase) ท่ีผลิตจากเช้ือรา P. coccineus เม่ือใช้เปลือกถั่วลิสงท่ีผ่านการปรับ
สภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 
ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลโลไบเอส (Cellobiase) ท่ีผลิตจากเช้ือรา  
P. coccineus เม่ือใช้เปลือกถั่วลิสงท่ีผ่านการปรับสภาพด้วยกรด-ด่างเป็น
สับสเตรต 
แสดงลกัษณะการเจริญเติบโตของเช้ือ P. sanguineus โดยใช้เปลือกถัว่ลิสงเป็น
สับสเตรต 
ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส Filter Paper Activity (FPase) ท่ี
ผลิตจากเช้ือรา P. sanguineus เม่ือใชซ้ังขา้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-
ด่างเป็นสับสเตรต 
ผลของความ ช้ืน ต่อกิจกรรม เอนไซม์ เซลลู เลส  Carboxymethyl cellulase 
(CMCase) ท่ีผลิตจากเช้ือรา P. sanguineus เม่ือใช้ซังข้าวโพดท่ีผ่านการปรับ
สภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 
ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลโลไบเอส (Cellobiase) ท่ีผลิตจากเช้ือรา 
P. sanguineus เม่ือใช้ซังข้าวโพดท่ีผ่านการปรับสภาพด้วยกรด-ด่างเป็น
สับสเตรต 
แสดงลกัษณะการเจริญเติบโตของเช้ือ P. sanguineus โดยใช้กาบมะพร้าวเป็น
สับสเตรต 
ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส Filter Paper Activity (FPase) ท่ี
ผลิตจากเช้ือรา P. sanguineus เม่ือใชก้าบมะพร้าวท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-
ด่างเป็นสับสเตรต 
ผลของความ ช้ืน ต่อกิจกรรม เอนไซม์ เซลลู เลส  Carboxymethyl cellulase 
(CMCase) ท่ีผลิตจากเช้ือรา P. sanguineus เม่ือใช้กาบมะพร้าวท่ีผ่านการปรับ
สภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 
ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลโลไบเอส (Cellobiase) ท่ีผลิตจากเช้ือรา 
P. sanguineus เม่ือใช้กาบมะพร้าวท่ีผ่านการปรับสภาพด้วยกรด-ด่างเป็น
สับสเตรต 
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แสดงลกัษณะการเจริญเติบโตของเช้ือ P. sanguineus โดยใชเ้ปลือกขา้วโพดเป็น
สับสเตรต 
ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส Filter Paper Activity (FPase) ท่ี
ผลิตจากเช้ือรา P. sanguineus เม่ือใช้เปลือกขา้วโพดท่ีผ่านการปรับสภาพด้วย
กรด-ด่างเป็นสับสเตรต 
ผลของความ ช้ืน ต่อกิจกรรม เอนไซม์ เซลลู เลส  Carboxymethyl cellulase 
(CMCase) ท่ีผลิตจากเช้ือรา P. sanguineus เม่ือใชเ้ปลือกขา้วโพดท่ีผา่นการปรับ
สภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 
ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลโลไบเอส (Cellobiase) ท่ีผลิตจากเช้ือรา  
P. sanguineus เม่ือใช้เปลือกข้าวโพดท่ีผ่านการปรับสภาพด้วยกรด-ด่างเป็น
สับสเตรต 
แสดงลกัษณะการเจริญเติบโตของเช้ือ P. sanguineus โดยใช้เปลือกถัว่ลิสงเป็น
สับสเตรต 
ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส Filter Paper Activity (FPase) ท่ี
ผลิตจากเช้ือรา P. sanguineus เม่ือใช้เปลือกถั่วลิสงท่ีผ่านการปรับสภาพด้วย
กรด-ด่างเป็นสับสเตรต 
ผลของความ ช้ืน ต่อกิจกรรม เอนไซม์ เซลลู เลส  Carboxymethyl cellulase 
(CMCase) ท่ีผลิตจากเช้ือรา P. sanguineus เม่ือใช้เปลือกถัว่ลิสงท่ีผ่านการปรับ
สภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 
ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลโลไบเอส (Cellobiase) ท่ีผลิตจากเช้ือรา 
P. sanguineus เม่ือใช้เปลือกถั่วลิสงท่ีผ่านการปรับสภาพด้วยกรด-ด่างเป็น
สับสเตรต 
กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. coccineus โดยใช้ซังข้าวโพดเป็น
สับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส โดยปรับความช้ืน
เร่ิมตน้ร้อยละ 70 ท่ีค่า pH เร่ิมตน้ต่างๆ 
กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. sanguineus โดยใช้ซังข้าวโพดเป็น
สับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส โดยปรับความช้ืน
เร่ิมตน้ร้อยละ 70 ท่ีค่า pH เร่ิมตน้ต่างๆ 
กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. coccineus โดยใช้เปลือกถั่วลิสงเป็น
สับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส โดยปรับความช้ืน
เร่ิมตน้ร้อยละ 70 ท่ีค่า pH เร่ิมตน้ต่างๆ 
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กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. sanguineus โดยใช้เปลือกถัว่ลิสงเป็น
สับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส โดยปรับความช้ืน
เร่ิมตน้ร้อยละ 70 ท่ีค่า pH เร่ิมตน้ต่างๆ 
กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. coccineus โดยใช้ซังข้าวโพดเป็น
สับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิต่างๆ  
กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. sanguineus โดยใช้ซังข้าวโพดเป็น
สับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิต่างๆ  
กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. coccineus โดยใช้เปลือกถั่วลิสงเป็น
สับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิต่างๆ  
กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. sanguineus โดยใช้เปลือกถัว่ลิสงเป็น
สับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิต่างๆ  
กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. coccineus โดยใช้ซังข้าวโพดเป็น
สับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใน
อาหารท่ีมีแหล่งไนโตรเจนแตกต่างกนั 
กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. sanguineus โดยใช้ซังข้าวโพดเป็น
สับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใน
อาหารท่ีมีแหล่งไนโตรเจนแตกต่างกนั 
กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. coccineus โดยใช้เปลือกถั่วลิสงเป็น
สับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใน
อาหารท่ีมีแหล่งไนโตรเจนแตกต่างกนั 
กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. sanguineus โดยใช้เปลือกถัว่ลิสงเป็น
สับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใน
อาหารท่ีมีแหล่งไนโตรเจนแตกต่างกนั 
กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. coccineus โดยใช้ซังข้าวโพดเป็น
สับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใน
อาหารท่ีมีสารสกดัจากยีสตเ์ป็นแหล่งไนโตรเจน และมีน ้ าตาลแลคโตสเป็นตวั
เหน่ียวน า 
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กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. sanguineus โดยใช้ซังข้าวโพดเป็น
สับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใน
อาหารท่ีมีสารสกดัจากยีสตเ์ป็นแหล่งไนโตรเจน และมีน ้ าตาลแลคโตสเป็นตวั
เหน่ียวน า 
กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. coccineus โดยใช้เปลือกถั่วลิสงเป็น
สับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใน
อาหารท่ีมีสารสกดัจากยีสตเ์ป็นแหล่งไนโตรเจน และมีน ้ าตาลแลคโตสเป็นตวั
เหน่ียวน า 
กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. sanguineus โดยใช้เปลือกถัว่ลิสงเป็น
สับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใน
อาหารท่ีมีสารสกดัจากยีสตเ์ป็นแหล่งไนโตรเจน และมีน ้ าตาลแลคโตสเป็นตวั
เหน่ียวน า 
กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. coccineus โดยใช้ซังข้าวโพดเป็น
สับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใน
อาหารท่ีมีสารสกดัจากยสีตเ์ป็นแหล่งไนโตรเจน และมีเวราทริลแอลกอฮอลเ์ป็น
ตวัเหน่ียวน า 
กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. sanguineus โดยใช้ซังข้าวโพดเป็น
สับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใน
อาหารท่ีมีสารสกดัจากยสีตเ์ป็นแหล่งไนโตรเจน และมีเวราทริลแอลกอฮอลเ์ป็น
ตวัเหน่ียวน า 
กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. coccineus โดยใช้เปลือกถั่วลิสงเป็น
สับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใน
อาหารท่ีมีสารสกดัจากยสีตเ์ป็นแหล่งไนโตรเจน และมีเวราทริลแอลกอฮอลเ์ป็น
ตวัเหน่ียวน า 
กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. sanguineus โดยใช้เปลือกถัว่ลิสงเป็น
สับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใน
อาหารท่ีมีสารสกดัจากยสีตเ์ป็นแหล่งไนโตรเจน และมีเวราทริลแอลกอฮอลเ์ป็น
ตวัเหน่ียวน า 
สารละลายเอนไซมจ์ากเช้ือ  P. sanguineus 
ผลของเวลาการท าปฏิกิริยาต่อการผลิตน ้าตาลรีดิวซ์ 
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รายการอกัษรย่อ 

g/L  = กรัมต่อลิตร 
  FPase  = Filter paper cellulase 
  CMCase = Carboxymethyl cellulase  
  ml  = milliliter  
  U/gds  = Unit per gram dry substrate 
  FPU  = Filter Paper Unit 
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รายการสัญลกัษณ์ 

  oC  = องศาเซลเซียส 
  NDF  = Neutral detergent fiber 
  ADF  = Acid detergent fiber 
  ADL  = Acid detergent lignin 
  NDS   = Neutral detergent solution  
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บทที ่1 

บทน ำ 

 

1.1 ประวตัิควำมเป็นมำ 

แผนพฒันาเศรษฐกิจและสังคมแห่งชาติ ฉบบัท่ี 11 (พ.ศ. 2555-2559) ได้ให้ความส าคญัต่อ
ความมัน่คงของอาหารและพลงังานของโลก โดยเฉพาะอยา่งยิ่งการพฒันาพลงังานชีวภาพโดยใชว้สัดุ
เหลือใชจ้ากภาคเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตร 
 ประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรม แต่ละปีมีผลิตผลทางการเกษตรในปริมาณมาก เพื่อส่ง
เป็นสินคา้ออก และเพื่อการอุปโภคบริโภคเองภายในประเทศ จากกระบวนการแปรรูปผลิตผลทาง
การเกษตรดงักล่าว ท าให้มีวสัดุเหลือทิ้งทางอุตสาหกรรมเกษตรประเภทลิกโนเซลลูโลสจ านวนมาก 
(วไิลวรรณ โชติเกียรติ และคณะ, 2523 อา้งโดย รุสนี, 2552) วสัดุเหลือทิ้งเหล่าน้ีไดแ้ก่ ชานออ้ย กาบ
มะพร้าว ปาล์มน ้ ามนั ฟางขา้ว ของเหลือทิ้งจากขา้วโพด แกลบ และเปลือกถัว่ลิสง เป็นตน้ ซ่ึงส่วน
ใหญ่ลิกโนเซลลูโลสเหล่าน้ีมีองค์ประกอบหลกัเป็น เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนิน ซ่ึงสาร
ดงักล่าวสามารถยอ่ยสลายเพื่อน าไปเป็นสารตั้งตน้ในการผลิตสารอ่ืนๆ เช่น การผลิตเช้ือเพลิงชีวภาพ
จากลิกโนเซลลูโลส ซ่ึงจดัเป็นเช้ือเพลิงชีวภาพรุ่นท่ี 2 (2nd Generation Biofuel) ไดแ้ก่ ไบโอเอทานอล
จากลิกโนเซลลูโลสถือเป็นพฒันาการของเช้ือเพลิงชีวภาพท่ีไม่ใช่พืชอาหาร ซ่ึงเป็นการน าวสัดุเหลือ
ทิ้งทางการเกษตรมาเพิ่มมูลค่าในการผลิตพลงังานเช้ือเพลิง แต่การท่ีจะใชลิ้กโนเซลลูโลสผลิตไบโอ
เอทานอลไดน้ั้น จ  าเป็นตอ้งยอ่ยสลายให้ไดน้ ้ าตาลกลูโคสก่อนเขา้สู่กระบวนการหมกั โดยทัว่ไปการ
ย่อยสลายลิกโนเซลลูโลสสามารถท าได้  2 วิธีคือ การย่อยสลายโดยใช้กรด ซ่ึงจะมีข้อเสียคือเกิด
ผลิตภณัฑ์ขา้งเคียง และเป็นพิษต่อส่ิงแวดลอ้ม และการยอ่ยสลายดว้ยเอนไซม ์โดยจะใชเ้อนไซมเ์ซลลูเลส 
ซ่ึงมีความจ าเพาะต่อสับสเตรตจ าพวกเซลลูโลส ซ่ึงเป็นสารประกอบโพลีแซคคาไรด์ประกอบด้วย
โมเลกุลของน ้าตาลกลูโคส ต่อกนัเป็นสายยาวตั้งแต่ 30-15,000 หน่วย ดว้ยพนัธะเบตา้-(1,4)-ไกลโคซิ
ดิก (Clarke, 1997) เอนไซมเ์ซลลูเลสเป็นระบบเอนไซมท่ี์ซบัซอ้นประกอบดว้ยเอนไซม ์3 ชนิดท างาน
ร่วมกัน คือ เอนโดกลูคาเนส (endoglucanase, EC 3.4.1.4) ท าหน้าท่ีย่อยสลายเซลลูโลส โดยตดัท่ี
พนัธะเบตา้-(1,4)-ไกลโคซิดิก ในส่วนท่ีเป็นโครงสร้างอสัณฐาน (amorphous) โดยจะเขา้ตดัพนัธะ



 

 2  

แบบสุ่ม ชนิดท่ีสองคือ เอกโซกลูคาเนส (exoglucanase, EC 3.2.1.91) ท าหน้าท่ีย่อยสลายเซลลูโลส 
โดยเขา้ตดัท่ีพนัธะเบตา้-(1,4)-ไกลโคซิดิก จากปลายดา้นท่ีไม่มีหมู่น ้ าตาลริดิวซ์ ไดผ้ลิตภณัฑ์สุดทา้ย
เป็นเซลโลไบโอสและกลูโคสบางส่วน และเอนไซม์ชนิดสุดท้ายคือ เบต้า-กลูโคซิ เดส (β-
glucosidase, EC 3.2.1.21) ท าหน้าท่ีสลายเซลโลไบโอสและเซลโลโอลิโกแซคคาไรด์ได้น ้ าตาล
กลูโคส (Milala et al., 2005; Bansal et al., 2011; Deswal et al., 2011) 

จุลินทรียห์ลายชนิดสามารถผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสได ้โดยเช้ือราสามารถผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส
ไดใ้นปริมาณท่ีสูงโดยขบัออกมาสู่ภายนอกเซลล์ท าให้ง่ายต่อการแยกเอนไซม ์(Kim et al., 1999) แต่
ปัญหาหน่ึงท่ีเกิดข้ึนในอุตสาหกรรมผลิตไบโอเอทานอลจากลิกโนเซลลูโลส คือเอนไซมจ์ากจุลินทรีย์
ทั้งท่ีผลิตได้เองและท่ีน าเขา้จากต่างประเทศยงัคงมีราคาสูง จึงได้มีการศึกษาหาแนวทางในการลด
ตน้ทุนการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสโดยใช้วสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรซ่ึงมีมากภายในประเทศและมี
ราคาถูกมาใช้เป็นสับสเตรตส าหรับการเล้ียงเช้ือรา และหากสามารถคดัเลือกเช้ือราท่ีผลิตเอนไซม์
เซลลูเลสได้สูงโดยใช้สับสเตรตท่ีมีราคาถูก ก็เท่ากับเป็นการช่วยเพิ่มมูลค่าของวสัดุเหลือทิ้งทาง
อุตสาหกรรมเกษตรโดยใชต้น้ทุนต ่า 

ในงานวิจัยน้ีจึงมีความพยายามท่ีจะลดต้นทุนการผลิตของเอนไซม์ลง โดยการคัดเลือกกลุ่ม
จุลินทรียท่ี์มีความสามารถในการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสให้ไดใ้นปริมาณสูงเพื่อยอ่ยสลายวสัดุเหลือทิ้งทาง
อุตสาหกรรมเกษตรภายใต้การหมกัสภาพอาหารแข็ง (solid state fermentation) และศึกษาถึงสภาวะการ
หมกัท่ีเหมาะสม ผลท่ีไดจ้ากการศึกษาอาจเป็นแนวทางเลือกในการจดัการวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเป็น
การเพิ่มมูลค่าผลิตภณัฑ์ (value-added products) โดยอาศยัความรู้ทางเทคโนโลยีการหมกัเพื่อเป็นทางเลือก
ในการลดตน้ทุนแก่อุตสาหกรรมผูใ้ชป้ระโยชน์จากเอนไซมเ์ซลลูเลสต่อไป 

1.2 วตัถุประสงค์ของกำรวจัิย 

 ในปัจจุบันได้มีความคิดท่ีจะน าวสัดุเหลือทิ้งทางอุตสาหกรรมเกษตรมาเปล่ียนแปลงให้มี
ประโยชน์มากข้ึนดงัเช่นการน าวสัดุเหลือทิ้งทางอุตสาหกรรมเกษตรมาเปล่ียนเป็นน ้ าตาลกลูโคสซ่ึงเป็น
สารตั้งตน้ในการผลิตเอทานอล แต่ก่อนท่ีจะน าวสัดุเหลือทิ้งทางอุตสาหกรรมเกษตรไปผลิตเป็นน ้ าตาลได้
จะต้องผ่านขั้นตอนการปรับสภาพด้วยกรดหรือด่างเพื่อก าจดัเมมิเซลลูโลสและลิกนินรวมึึงเพื่อเปิด
พื้นผิวของเซลลูโลสให้เอนไซม์เซลลูเลสท่ีผลิตไดจ้ากจุลินทรียเ์ขา้ท าการย่อยไดง่้ายยิ่งข้ึนโดยเอนไซม์
เซลลูเลสท่ีผลิตจากแหล่งคาร์บอนต่างกนัจะสามารึย่อยสลายวสัดุเหลือทิ้งทางอุตสาหกรรมเกษตรได้
แตกต่างกนั 
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 ในงานวิจยัน้ีจะน าเช้ือรากลุ่มท่ีสามารึผลิตเอนไซม์เซลลูเลสคือเช้ือรากลุ่มไวท์รอท (white-rot fungi) 
ซ่ึงคดัเลือกมา 5 สายพนัธ์ุได้แก่ P. coccineus, P. sanguineus, T. pavonia, G.australe และ G. mastoporum น ามา
ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสภายใต้การหมกัในสภาพอาหารแข็งและจากนั้นทดลองย่อยสลายวสัดุเหลือทิ้งทาง
อุตสาหกรรมเกษตรโดยเอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีผลิตไดโ้ดยมีวตัึุประสงคห์ลกัดงัต่อไปน้ี 

1.2.1 เพื่อศึกษาหาปริมาณเซลลูโลส เมมิเซลลูโลส และลิกนินของวสัดุเหลือทิ้งทางอุตสาหกรรม
เกษตรเพื่อน าไปประยกุตใ์ชเ้ป็นสับสเตรตในการเล้ียงเช้ือราส าหรับการผลิตเอนไซม ์

1.2.2 เพื่อศึกษาศกัยภาพของเช้ือราในการใชว้สัดุเหลือทิ้งทางอุตสาหกรรมเกษตรเช่น ซงัขา้วโพด 
เปลือกขา้วโพด กาบมะพร้าว และเปลือกึัว่ลิสง ซ่ึงประกอบด้วยลิกโนเซลลูโลสเพื่อการ
ผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสภายใตก้ารหมกัสภาพอาหารแข็ง 

1.2.3 เพื่อศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส อาทิ ความช้ืนเร่ิมตน้ ระยะเวลา
การหมกั ความเป็นกรด-เบส อุณหภูมิ แหล่งไนโตรเจนและตวัเหน่ียวน า 

1.2.4 การศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายวสัดุเหลือทิ้งทางอุตสาหกรรมเกษตรดว้ยเซลลูเลสท่ี
ผลิตได ้

1.3 สมมุติฐำนของกำรศึกษำ 

1.3.1 เช้ือราท่ีน ามาใชใ้นงานวจิยัสามารึผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสมีประสิทธิภาพสูง 
1.3.2 ชนิดของวสัดุเหลือทิ้งทางอุตสาหกรรมเกษตรท่ีน ามาใชใ้นการศึกษามีผลต่อการผลิตเซลลูเลส 
1.3.3 การท่ีเช้ือราจะเจริญเติบโตและผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสไดดี้จะตอ้งมีสภาวะการหมกัท่ีเหมาะสม 

1.4 ขอบเขตงำนวจัิย 

 งานวิจยัน้ีมุ่งเน้นผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือราภายใต้การหมักสภาพอาหารแข็ง (solid state 
fermentation) โดยใชว้สัดุเหลือทิ้งทางอุตสาหกรรมเกษตรไดแ้ก่ ซงัขา้วโพด เปลือกขา้วโพด กาบมะพร้าว 
และเปลือกึั่วลิสงเป็นสับสเตรต โดยท าการศึกษาองค์ประกอบของเส้นใยในวสัดุเหลือทิ้งทาง
อุตสาหกรรมเกษตร หาสภาวะท่ีเหมาะสมในการหมกั เช่น ปริมาณความช้ืน ระยะเวลาการหมกั ความเป็น
กรด-ด่าง อุณหภูมิ แหล่งไนโตรเจนและตวัเหน่ียวน าต่อการเพิ่มการผลิตเอนไซม ์

1.5 กำรทบทวนวรรณกรรม 

1.5.1 วสัดุเหลอืทิง้ทำงอุตสำหกรรมเกษตร(ส ำนักงำนเศรษฐกจิกำรเกษตรและสหกรณ์, 2556) 
 เน่ืองจากประเทศไทยเป นประเทศเกษตรกรรม จึงท าให มีวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตร
จ านวนมาก นอกจากน้ียงัมีของเหลือทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมแปรรูปผลผลิตทางการเกษตร เช่น ซัง
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ข้าวโพด กาบมะพร้าว เปลือกึั่วลิสง และชานอ้อย เป็นต้น ซ่ึงวสัดุเหลือทิ้งดังกล าวโดยเฉล่ียมี
ประมาณ 65 ล านตนัต อป  

 วสัดุเหลือทิ้งทางอุตสาหกรรมเกษตรประกอบดว้ย 3 องคป์ระกอบหลกัท่ีส าคญัคือ เซลลูโลส 
(35-50 เปอร์เซ็นต์) เมมิเซลลูโลส (20-35 เปอร์เซ็นต์) และลิกนิน (10-25 เปอร์เซ็นต์) (Lynd, 2002; 
Kuhad and Singh, 2007; Sánchez, 2009 อ้างโดย  จุฑ ามาศ , 2553) (ภาพ ท่ี  1.1) อัตราส่ วนของ
องคป์ระกอบอาจแตกต่างกนัตามแหล่งของวสัดุเหลือทิ้ง โดยองค์ประกอบเหล่าน้ี มีรายละเอียดของ
โครงสร้างแตกต่างกนั (Hurst et al., 2002)  

 

ภำพที ่1.1 แสดงโครงสร้างภายในผนงัเซลลข์องพืช (Rubin, 2008) 

1) เซลลูโลส (Cellulose) 
เซลลูโลสเป็นส่วนประกอบของพืชท่ีมีมากท่ีสุด ท าหน้าท่ีให้ความแข็งแรงแก่

เซลล์พืช (Fan et al., 1987 อา้งโดย ศศิธร, 2552) โดยธรรมชาติจะไม่พบเซลลูโลสในรูปอิสระ แต่จะ
รวมกบัเมมิเซลลูโลส และลิกนิน เซลลูโลสเป็นโพลีแซคคาไรด์ชนิดหน่ึงท่ีมีมากในผนงัของเซลล์พืช 
ประกอบดว้ยหน่วยยอ่ยของน ้ าตาลกลูโคสต่อกนัดว้ยพนัธะไกลโคซิดิก ระหวา่งคาร์บอนต าแหน่งท่ี
หน่ึงของน ้ าตาลกลูโคสกบัคาร์บอนต าแหน่งท่ีส่ีของน ้ าตาลกลูโคสตวัึดัไป เน่ืองจากหมู่ไมดรอก-            
ซิลของคาร์บอนตวัท่ีหน่ึงอยู่ในต าแหน่งเบตา้จึงเรียกพนัธะน้ีว่า เบตา้-(1,4)-ไกลโคซิดิก การเรียงตวั
ของโมเลกุลเซลลูโลสมีลกัษณะเป็นเส้นตรงไม่มีแขนงยอ่ย มีสูตรเคมีทัว่ไปคือ -(C6H10O5)n- เม่ือ n คือ
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จ  านวนหน่วยกลูโคสทั้งหมดท่ีประกอบกนัเป็นโครงสร้าง จ านวนกลูโคสในสายเซลลูโลสไม่สามารึ
ทราบจ านวนท่ีแทจ้ริงได ้เน่ืองจากระหว่างสายเซลลูโลสจะจบักนัดว้ยพนัธะไมโดรเจนซ่ึงเรียงแน่น
เป็นมดัไมโครไฟบริล ท าให้แรงดึงดูดระหว่างโมเลกุลของเซลลูโลสมีมาก ท าให้เกิดโครงสร้าง
เซลลูโลสท่ีซบัซ้อน (ภาพท่ี 1.2) แบ่งไดเ้ป็นสองส่วนคือ ส่วนของผลึก (crystalline) เป็นโครงสร้างท่ี
จดัเรียงกนัอยา่งเป็นระเบียบและส่วนของ โครงสร้างท่ีจดัเรียงกนัอยา่งไม่เป็นระเบียบ หรืออสัณฐาน 
(amorphous) เป็นส่วนท่ีดูดซบัน ้าไดดี้สามารึยอ่ยสลายไดง่้ายกวา่ (ภาพท่ี 1.3) 

 

ภำพที่ 1.2 โมเลกุลของเซลลูโลส (ท่ีมา : http://www.intechopen.com/source/html/ 
45443/media/image1.png) 

การจดัเรียงตวั จะท าให้มีส่วนท่ีมีความเป็นระเบียบ (crystalline regions) โดยการ
รวมตวักนัเกิดเป็นไฟบริล (fibrils) และไฟบริลจ านวนมากรวมกนัเป็นเส้นบนัเดิล (bundle) ภายใน
โครงสร้างเซลลูโลส บนัเดิลประมาณ 40-60 สายเช่ือมต่อกนัด้วยพนัธะไมโดรเจน มีการจดัเรียงตวั
เป็นสายยาวโครงสร้างคลา้ยลูกโซ่ ลกัษณะเป็น rod-shaped unit ท่ีเรียกวา่ไมโครไฟบริล (microfibril) 
ท่ีมีลกัษณะส่วนใหญ่เป็นระเบียบ (ภาพท่ี 1.3) จึงึูกย่อยสลายได้ยาก ภายในโมเลกุลเซลลูโลส ยึด
ติดกันแน่น มีโครงสร้างซับซ้อน เพราะประกอบด้วยสายโพลิเมอร์เรียงขนานกัน ยึดด้วยพนัธะ
ไมโดรเจน และแรงวลัเดอร์วาล์ว (Cooke and Whipps, 1993 ; Sánchez, 2009 อา้งโดยจุฑามาศ, 2553) 
จึงท าใหเ้ซลลูโลสท าปฏิกิริยากบัสารต่างๆไดช้า้ 

 
 
 
 

http://www.intechopen.com/source/html/
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ภาพท่ี 1.3 โครงสร้างของเซลลูโลส (ท่ีมา :Cooke and Whipps, 1993 อา้งโดย จุฑามาศ, 2553) 

พืชต่างชนิดกันจะมีปริมาณเซลลูโลสไม่ เท่ ากัน เน่ืองจากความแตกต่างของ
องค์ประกอบของผนังเซลล์ รวมึึงอายุของพืช แสดงในตารางท่ี 1.1 ซ่ึงในช่วงแรกๆ เซลลูโลสในพืชจะ
เกาะกันอยู่อย่างไม่แน่น โครงสร้างเป็นแบบอสัณฐาน (amorphous) แต่เม่ือพืชมีอายุสูงข้ึน พันธะ
ไมโดรเจนท่ีช่วยยึดเส้นบนัเดิล (bundle) แต่ละเส้นจะเพิ่มมากข้ึนตามกาลเวลา ท าให้เซลลูโลสเกาะกนัอยู่
อย่างหนาแน่น มีโครงสร้างแบบผลึก ท าให้เอนไซม์เข้าสลายพันธะได้ยาก  (Kuhad and Singh, 2007; 
Graminha, 2008 อา้งโดย จุฑามาศ, 2553) 

ตำรำงที ่1.1 องคป์ระกอบของเซลลูโลส เมมิเซลลูโลส และลิกนิน ของลิกโนเซลลูโลสชนิดต่างๆ 

ลิกโนเซลลูโลส 
องคป์ระกอบ (ร้อยละ) 

เซลลูโลส เมมิเซลลูโลส ลิกนิน 
ฟางขา้วสาลี 
ฟางขา้วโอต๊ 
ฟางขา้ว 
ชานออ้ย 
ร าขา้วสาลี 
ตน้มนัส าปะหลงั 

50 
49.3 
35 
33 
8.7 

32.2 

30 
25 
25 
22 
28 

13.85 

15 
14-22 

17 
14 
3.2 

29.26 
(ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Bisaria (1991) 

วสัดุเหลือทิ้งทางอุตสาหกรรมเกษตรมีองคป์ระกอบของเซลลูโลสอยูใ่นช่วง 32-50 
เปอร์เซ็นต ์เมมิเซลลูโลส 22-35 เปอร์เซ็นต์ และลิกนิน 15-35 เปอร์เซ็นต์ ปัจจุบนัมีการน าเอาวสัดุเหลือ
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ทิ้งทางการเกษตรท่ีมีอยู่หลากหลายชนิดมาใช้ประโยชน์มากข้ึน ซ่ึงหาได้ง่าย มีราคาึูกเช่น เปลือก
ขา้วโพด กากมนัส าปะหลงั ชานออ้ย กาบมะพร้าว และซังขา้วโพด ึือเป็นการเพิ่มมูลค่าของวสัดุเหลือ
ทิ้งทางการเกษตรซ่ึงมีค่านอ้ยใหมี้มูลค่าสูงข้ึน 

2) เมมิเซลลูโลส (Hemicellulose) 
เมมิ เซลลูโลสเป็นสารประกอบประเภทเมทเทอร์โรจีเนียสโพลีแซคคาไรด์ 

(heterogeneous polysaccharides) ท่ีประกอบด้วยน ้ าตาลโมเลกุลเด่ียวหลายชนิดประกอบอยู่ในโมเลกุล
เดียวกัน โดย  เมมิเซลลูโลสจะแตกต่างกับเซลลูโลสซ่ึงเป็นสารประเภทโมโมจีเนียสโพลีแซคคาไรด ์
(homogeneous polysaccharides) ท่ีประกอบดว้ยน ้ าตาลกลูโคสอย่างเดียวภายในโมเลกุล เมมิเซลลูโลสมีค่า
มวลโมเลกุลนอ้ยกวา่มวลโมเลกุลของเซลลูโลส และโมเลกุลของเมมิเซลลูโลสสามารึึูกยอ่ยสลายไดง่้าย
ดว้ยสารละลายกรด (Goodwin and Mercer, 1972; Wong et al., 1988) 

3) ลิกนิน (Lignin) 
 ลิกนินเป็นสารประกอบโพลีฟีนอลิก (polyphenolic compound) ท่ี มีโครงสร้าง
ซบัซ้อน เป็นโพลิเมอร์ของ p-hydroxy phenyl propane เรียงต่อกนัโดยมีพนัธะท่ีส าคญัคือ พนัธะเอสเทอร์ 
ซ่ึงจะทนต่อการยอ่ยสลายดว้ยกรด นอกจากน้ียงัพบพนัธะคาร์บอน ซ่ึงทนต่อการย่อยสลายดว้ยกรดหรือ
ด่าง ดว้ยเหตุน้ีท าให้ลิกนินมีโครงสร้างท่ีแข็งแรง ลิกนินไม่สามารึละลายน ้ าแต่สามารึละลายไดใ้นตวั
ท าละลายอินทรียบ์างชนิด เช่น เอทานอล หรือเมทานอลท่ีร้อน และสารละลายโซเดียมไมดรอกไซด์ ปกติ
ลิกนินจะอยู่ในโครงสร้างของเซลล์พืชบริเวณรอบเซลลูโลส โดยเป็นตวัป้องกนัเซลลูโลสจากการย่อย
สลาย (วรณี แพง่จนัทึก และคณะ, 2546 อา้งโดย รุสนี, 2552) 

การยอ่ยสลายวสัดุเหลือทิ้งทางอุตสาหกรรมเกษตร 
วสัดุเหลือทิ้งทางอุตสาหกรรมเกษตรสามารึยอ่ยสลายไดด้ว้ย 2 กระบวนการ ดงัน้ี (Fan et al., 1987;
รุสนี, 2552) 

1) วธีิการทางเคมี 
เป็นการยอ่ยสลายดว้ยกรดเขม้ขน้หรือกรดเจือจาง (acid hydrolysis) เช่น กรดซัล

ฟูริกและกรดไมโดรคลอริก การย่อยด้วยกรดเคร่ืองมือท่ีใช้จะต้องทนทานต่อการกัดกร่อนและ
อุณหภูมิสูง เน่ืองจากปฏิกิริยาการใชก้รดไม่เฉพาะเจาะจง กลูโคสบางส่วนท่ีเกิดข้ึนและสารประกอบ
อ่ืนท่ีติดมาจะท าปฏิกิริยากบักรดต่อไปท าใหไ้ดผ้ลิตภณัฑท่ี์ไม่ตอ้งการ 

2) วธีิการทางชีวภาพ 
เป็ น ก ารย่อ ยส ล ายด้วย เอน ไซม์  (enzyme hydrolysis) ว ัส ดุ เห ลื อ ทิ้ งท าง

อุตสาหกรรมเกษตรส่วนใหญ่เกิดการสลายตวัจากการยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ซลลูเลส ซ่ึงผลิตจากจุลินทรีย์
ทัว่ไปในส่ิงแวดลอ้มโดยเฉพาะในเช้ือรา  
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2.1) ขอ้ดีของการยอ่ยสลายดว้ยเอนไซม ์(ศศิธร, 2552) 

2.1.1) เอนไซม์สามารึท างานได้ท่ีอุณหภูมิไม่สูง จึงเร่งปฏิกิริยาไดโ้ดย
ไมต่อ้งใหค้วามร้อนท าใหส้ามารึลดตน้ทุนการผลิต 

2.1.2) เอนไซม์มีความจ าเพาะกบัสารตั้งตน้ ดงันั้นผลผลิตท่ีไดจ้ะมีความ
บริสุทธ์ิมาก และไม่เกิดปฏิกิริยาขา้งเคียง 

2.1.3) ไม่จ  าเป็นตอ้งใชอุ้ปกรณ์ท่ีทนต่อการกดักร่อน 

1.5.2 เอนไซม์เซลลูเลส 
เอนไซมท่ี์ใชใ้นปฏิกิริยายอ่ยสลายเซลลูโลส คือ เอนไซมเ์ซลลูเลส (cellulase) เป็นเอนไซมท่ี์

ท าให้เกิดการสลายเซลลูโลสไปเป็นน ้ าตาลกลูโคส มีเอนไซมห์ลายชนิดท างานร่วมกนั โดยเอนไซมแ์ต่ละ
ชนิดจะมีหน้าท่ี  และคุณลักษณะท่ีต่างกัน (DeMenezes, 1978; Lynd, 2002; Zhang  et al., 2006 อ้างโดย 
จุฑามาศ, 2553) 

 

 

ภำพที ่1.4 กลไกการยอ่ยสลายเซลลูโลสโดยเอนไซมใ์นกลุ่มเซลลูเลส 
(ท่ีมา: Mathew et al., 2008 อา้งโดย จุฑามาศ, 2553) 
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1) กลไกการท างานของเซลลูเลส 
กลไกการท างานของเซลลูเลส ประกอบด้วยเอนไซม์ 3 ชนิด (Zhang et al., 2006; 

Mathew et al., 2008; de Castro et al., 2010 อา้งโดย จุฑามาศ, 2553) ไดแ้ก่ 

1.1) เอนโดกลูคาเนส [Endo-1,4-β-D-glucanase (CMCase, EC. 3.2.1.4)] 
เป็นเอนไซมท่ี์ท าหนา้ท่ียอ่ยโมเลกุลของเซลลูโลสทั้งในรูปท่ีเป็นระเบียบและ

ไม่เป็นระเบียบ (amorphous) ท่ีต าแหน่ง β -1,4 แบบสุ่ม ท าให้โมเลกุลมีขนาดเล็กลง ได้ผลิตภณัฑ์เป็น           
โอลิโกเมอร์ และน ้าตาลกลูโคสบางส่วน 

1.2) เอกโซกลูคาเนส [Exo-1,4-β-D-glucanase (FPase, EC.3.2.1.91)] หรือ1,4-β-
D-glucan cellobiohydrolase (CBH) 
เป็นเอนไซม์ท่ีท าหน้าท่ีร่วมกับเอนไซม์ endo-β-1,4-glucanase ในการย่อย

โมเลกุลของเซลลูโลสโดยยอ่ยจากปลายดา้นท่ีไม่มีหมู่น ้ าตาลริดิวซ์ (non-reducing) ผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ากการ
ยอ่ยสลายส่วนใหญ่คือน ้ าตาลเซลโลไบโอส 

1.3) เบตา้กลูโคซิเดส [β-D-Glucoside glucanohydrolase (cellobiase, EC. 3.2.21)] 
เป็นเอนไซมท่ี์ท าหน้าท่ีเสริมการท างานของเอนไซม์เอนโดกลูคาเนสและเอก

โซกลูคาเนส โดยท าหนา้ท่ีช่วยเร่งปฏิกิริยาการยอ่ยสลายเซลโลไบโอส ไดผ้ลิตภณัฑเ์ป็นกลูโคส 

โดยพบวา่เอนไซมท์ั้ง 3 ชนิดน้ี ตอ้งท างานร่วมกนั จึงจะมีประสิทธิภาพในการยอ่ยสลายได้
ดี แต่เม่ือแยกชนิดใดชนิดหน่ึงออกไปจะมีผลท าให้ประสิทธิภาพในการย่อยสลายลดลง แม้การย่อย
เซลลูโลสโดยการใชเ้อนไซมเ์ซลลูเลสจะเป็นปฏิกิริยาท่ีมีความจ าเพาะเจาะจง  

นอกจากล าดับการย่อยสลายเซลลูโลสด้วยเอนไซม์ท่ีได้แสดงดังกล่าวแล้ว ยงัสามารึ
อธิบายการยอ่ยสลายเซลลูโลสดว้ยชนิดและต าแหน่งการท างานของกลุ่มเอนไซม ์3 ชนิดท่ีท างานร่วมกนั 
ตามภาพท่ี 1.5 ดงัน้ี 

2) ชนิดและต าแหน่งการท างานของกลุ่มเอนไซม ์3 ชนิด 

2.1) เอนโดกลูคาเนส (endoglucanase)  
 ท าหนา้ท่ียอ่ยสลายโอลิโกแซคคาไรด์และยอ่ยเซลลูโลสให้เปล่ียนเป็นเซลโล-
ไบโอสโดยจะยอ่ยสลายจากทางดา้นปลายรีดิวซ์ (reducing end) ของเซลลูโลส 
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2.2) เอกโซกลูคาเนส (exoglucanase) 
 ท าหนา้ท่ียอ่ยสลายโอลิโกแซคคาไรดแ์ละเซลลูโลสใหเ้ปล่ียนเป็นเซลโลไบโอส 

2.3) เบตา้กลูโคซิเดส (β-glucosidase) 
 ท าหนา้ท่ียอ่ยสลายเซลโลไบโอสให้เปล่ียนเป็นกลูโคส 

3) การยบัย ั้งการท างานของเอนไซมเ์ซลลูเลส 

การท างานของเอนไซมเ์ซลลูเลส จะึูกยบัย ั้งดว้ยปริมาณของสารผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดข้ึน 
สามารึอธิบายไดด้งัน้ี คือ เบตา้กลูโคซิเดสจะึูกยบัย ั้งดว้ยปริมาณกลูโคส ท าให้มีการสะสมของเซลโล-
ไบโอสเพิ่มข้ึน ซ่ึงจะเป็นตวัยบัย ั้งการท างานของเอกโซกลูคาเนสและเอนโดกลูคาเนส ท าให้ปฏิกิริยาช้า
ลงและหยดุปฏิกิริยาในท่ีสุดแสดงดงัภาพท่ี 1.5 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
หมายเหตุ       ปฏิกิริยายบัย ั้ง 

ภำพที ่1.5 การยอ่ยและการยบัย ั้งการท างานของเอนไซมเ์ซลลูเลส 
(ท่ีมา : ฉตัรชยั ไกรสรพงษ,์ 2548) 

 
 
 

เบตา้กลูโคซิเดส  

เอนโดกลูคาเนส  

เอกโซกลูคาเนส  

ปรับสภาพ 

เซลลูโลส 

เซลลูโลสโมเลกุลตรง 

โอลิโกแซคคาไรด์ 

เซลโลไบโอส 

น ้าตาลกลูโคส 



 

 11  

1.5.3 เช้ือรำทีผ่ลติเอนไซม์เซลลูเลส 

 เช้ือราเป็นส่ิงมีชีวิตแบบยูคาริโอต (eukaryote) เช่นเดียวกบัพืชและสัตว ์ซ่ึงมีความตอ้งการ
อากาศแบบแอโรบ (aerobe) หรือแฟคัลเตตีฟแอนแอโรบ (facultative anaerobe) มีลักษณะเป็นเส้นใย 
(filamentous) หรืออาจเป็นเซลล์เดียว เช่น ยีสต์ แต่ส่วนใหญ่ประกอบดว้ยหลายเซลล์มาต่อกนัเป็นเส้นใย 
ผนงัเซลล์ ประกอบดว้ย ไคติน และกลูแคน พบไดท้ัว่ไปทั้งในดินและแหล่งน ้ า สามารึด ารงชีวิตไดห้ลาย
แบบ เช่น ปรสิต และด ารงชีวิตอิสระ โดยท าหน้าท่ีย่อยสลาย (saprophyte) หรืออาศยัร่วมกับ ส่ิงมีชีวิต
อ่ืนๆ (symbiosis) ซ่ึงเช้ือราจะปล่อยเอนไซม์ออกมายอ่ยอินทรียว์ตัึุ แลว้ดูดสารอาหารเขา้สู่เซลล์หรือเส้น
ใย (นงลกัษณ์ และ ปรีชา สุวรรณพินิจ, 2548 )  เอนไซมท่ี์ผลิตจากเช้ือราท่ีมีความส าคญัมาก ไดแ้ก่ เซลลู-
เลส ไซลาเนส เป็นตน้  

 รายงานท่ีมีการศึกษาการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจากราเส้นใย (filamentous fungi) เช่น เช้ือรา
ในสกุล Aspergillus, Trichoderma, Penicillium และ Fusarium เป็นต้น (Sukumaran et al., 2005) ดังแสดง
ในตารางท่ี 1.2 (ดดัแปลงจากจุฑามาศ, 2553) 

ตำรำงที่ 1.2 ตวัอยา่งงานวิจยัท่ีใชเ้ช้ือราท่ีผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส 
สกุล ชนิด เอกสารอา้งอิง 

Aspergillus 

A. niger 
A. fumigatus 
A. terreus 
A. nidulans 

Ray et al., 1993 ; Tsao et al., 2000 ; Ong et al., 2004 
Gupte and Madamwar,1997 
Gao et al., 2008 
Ali et al., 2008 

Fusarium 
F. oxyspoorum 
F. solani 

Ortega, 1990 
Wood and McCrae, 1997 

Penicillium 

P. brasilianum 
P. citrinum 
P. decumbans 
P. notatum 
P. occitanis 

Jorgensen et al., 2003 
Dutta et al., 2008 
Fujian et al., 2002 ; Mo et al., 2004 
Das and Ghose, 2009 
Chaabouni et al., 1995 

Trichoderma 

T. harzianum 
T. longibrachiatum 
T. reesei 
 

Kalra et al.,1984 ; Roussos et al., 1992 
Sidhu, 1983 
Chahal, 1985 ; Juhász et al., 2005 ; 
Latifian et al., 2007 ; Singhania et al., 2007 
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 จากการศึกษาท่ีผา่นมาพบวา่ เช้ือราท่ีมีศกัยภาพในการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสในปริมาณสูง
ไดแ้ก่ T. reesei และ A. niger ึึงแมว้า่เช้ือดงักล่าวจะไม่ใช่กลุ่มก่อโรคอยา่งชดัเจน แต่การท่ีมีเช้ือราอยูใ่น
ปริมาณมากก็จะมีการสร้างสปอร์จ านวนมากดว้ย ผูท่ี้อาศยัอยูใ่นบริเวณนั้นมีโอกาสหายใจเขา้เอาสปอร์
เขา้ไปในร่างกายไดม้าก เช่นกนั โดยกลุ่มบุคคลท่ีจะไดรั้บผลกระทบอยา่งมาก คือกลุ่มผูป่้วยท่ีเป็นโรค
ภูมิแพ้ ท าให้เกิดอาการจาม น ้ ามูกไหล หรือหอบหืดได้ และในกลุ่มคนท่ีมีร่างกายอ่อนแอ มีโรค
ประจ าตวั ซ่ึงมีภูมิตา้นทานต่อส่ิงแปลกปลอมต ่า ก็มีโอกาสท่ีเช้ือราจะเขา้ไปก่อโรคในร่างกาย จึงได้มี
การคน้ควา้เช้ือราสายพนัธ์ุอ่ืนๆในการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสแทน เช่น เช้ือรากลุ่มไวทร์อท 

1) เช้ือรากลุ่มไวทร์อท  

 จุลินทรีย์ท่ีสามารึผลิตเอนไซม์เซลลูเลสโดยการย่อยสลายวสัดุเหลือทิ้งทาง
อุตสาหกรรมเกษตรได้ ส่วนใหญ่มกัจะอยู่ในกลุ่ม Basidiomycetes โดยสามารึจ าแนกชนิดของเช้ือราน้ี
ตามลกัษณะการยอ่ยได ้3 ชนิด (เบญจวรรณ, 2545) ไดแ้ก่ 

1.1) เช้ือรากลุ่มซอฟต์รอท (soft-rot fungi) สามารึยอ่ยสลายโพลิแซคคาไรด์ทั้งท่ี
เป็นส่วนของเซลลูโลส เมมิเซลลูโลสและยอ่ยลิกนินไดเ้พียงบางส่วน  

1.2) เช้ือรากลุ่มบราวน์รอท (brown-rot fungi) สามารึย่อยสลายได้เฉพาะ
เซลลูโลสและเมมิเซลลูโลสเท่านั้น  

1.3) เช้ือรากลุ่มไวท์รอท (white-rot fungi) สามารึย่อยองค์ประกอบของลิกโน-
เซลลูโลสไดท้ั้งหมด  

เช้ือรากลุ่มไวท์รอท จัดเป็นเช้ือราท่ีอยู่ในไฟลัมเบสิดิโอไมโคต้าของอาณาจักรเห็ดรา 
(kingdom fungi) โดยส่วนใหญ่เช้ือราในกลุ่มน้ี มักจะเป็นเห็ดราท่ีบริโภคได้ (edible mushroom) มีอยู่
ด้วยกันหลายชนิด ได้แก่ Auricularia auriculajude (เห็ดหูหนู) และ Lentinula edodes (shiitake, เห็ดหอม) 
และอีกมากกว่า 20 ชนิดท่ีเป็นกลุ่มเห็ดราท่ีมีการเพาะเล้ียงเพื่อการบริโภคอย่างกวา้งขวาง โดย Agaricus 
bisporus (champignon, เห็ดแชมปิญอง, เห็ดกระดุม) และ Pleurotus ostreatus (เห็ดนางรม) (Chang and 
Miles, 1989 อา้งโดย สุนนัทา, 2549)) 

 จากรายงานวิจยัท่ีผ่านมาท่ีเก่ียวข้องกับการย่อยสลายวสัดุเหลือทิ้งทางอุตสาหกรรม
เกษตรพบว่าเช้ือรากลุ่มไวท์รอท มีประสิทธิภาพสูงในการยอ่ยสลายเซลลูโลส เมมิเซลลูโลส และลิกนิน
(Rodriguez et al., 1991) โดยเช้ือราจะผลิตเอนไซม์ท่ี เก่ียวข้องกับการย่อยสลายลิกโนเซลลูโลส ผลิต
เอนไซม์ในกลุ่มท่ีเป็น primary metabolite ออกมานอกเซลล์ ส าหรับย่อยสลายโพลิแซคคาไรด์จ  าพวก
เซลลูโลส ซ่ึงใช้เป็นแหล่งคาร์บอน เอนไซม์เหล่าน้ีได้แก่ เอกโซกลูคาเนส (exoglucanase) เอนโดกลู-
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คาเนส (endoglucanase) และเบต้า-กลูโคซิเดส (β-glucosidase) และกลุ่มท่ีเป็น secondary metabolite เช่น 
ลิกนินเปอร์ออกซิเดส (lignin peroxidase) แมงกานีสเปอร์ออกซิเดส (manganese peroxidase) และแลคเคส 
(laccase) เพื่อท าปฏิกิริยาออกซิเดชั่นกับสารประกอบฟีนอลิก และอะโรมาติกโพลิเมอร์ในโครงสร้าง
ลิกนิน (Have and Franssen, 2001 อา้งโดย สุนนัทา, 2549) 

1.5.4 กระบวนกำรผลติเอนไซม์เซลลูเลสโดยจุลนิทรีย์ (จุฑำมำศ, 2553) 

กระบวนการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสโดยเช้ือจุลินทรีย ์สามารึแบ่งตามลกัษณะอาหารใน
การเล้ียงเช้ือได ้2 ลกัษณะ คือ 

1) การหมกัในสภาพอาหารเหลว (Submerged fermentation) 
กระบวนการผลิตในอาหารเหลวโดยใช้ึังหมัก ท่ีประกอบด้วยส่วนของการให้

อากาศ อาจมีลกัษณะเป็นท่อเปิด หรืออาจมีใบพดั เพื่อช่วยในการเพิ่มอากาศและกวนให้องค์ประกอบใน
ึงัหมกัเขา้กนัดี และอุปกรณ์ตรวจวดัปัจจยัต่างๆ เช่น อุณหภูมิ pH ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายน ้ าและการ
เกิดฟอง กระบวนการหมกัท่ีนิยมระดบัอุตสาหกรรมเป็นวิธีแบบ batch (การหมกัแบบไม่ต่อเน่ืองหรือการ
หมกัแบบกะ) และแบบ fed-batch (การหมกัก่ึงต่อเน่ืองหรือการหมกัแบบก่ึงกะ) 

การหมักในสภาพอาหารเหลวมีข้อดีหลายประการ ได้แก่  สามารึเก็บเก่ียว 
ผลิตภณัฑ์เป็นระยะๆได้ หากหมกัแบบ fed-batch culture ลดการเกิดการปนเป้ือนใช้แรงงานน้อย แต่การ
หมกัแบบน้ีมีขอ้เสียเช่นประสิทธิภาพต ่าในการหมกัโดยใช้ลิกโนเซลลูโลสเป็นสับสเตรต ค่าใช้จ่ายสูง
และไดเ้อนไซมค์วามเขม้ขน้นอ้ยกวา่การหมกัในสภาพอาหารแขง็ 

2) การหมกัในสภาพอาหารแขง็ (Solid state fermentation) 
กระบวนการเพาะเล้ียงจุลินทรียใ์นสับสเตรตท่ีไม่ละลายน ้ า สับสเตรตท่ีใชส่้วนมาก

เป็นวสัดุเหลือทิ้งทางอุตสาหกรรมเกษตรท่ีมีราคาึูก เช่น ลิกโนเซลลูโลส รวมทั้งของเหลือทิ้งจาก
กระบวนการผลิตอาหาร เป็นการหมกัท่ีอาศยัการเจริญของจุลินทรียบ์นอาหารแข็ง ท่ีมีน ้ าอยูใ่นระบบใน
สภาพึูกดูดซบัดว้ยสับสเตรต การผลิตเอนไซมด์ว้ยวธีิน้ีมีขั้นตอนไม่ยุง่ยาก ค่าใชจ่้ายต ่า มีความสะดวก
ในการให้อากาศ เพราะมีช่องว่างระหว่างสับสเตรต ไม่จ  าเป็นตอ้งกวนต่อเน่ือง เอนไซม์ท่ีได้มีความ
เขม้ขน้สูงกว่าการหมกัในสภาพอาหารเหลว และองค์ประกอบของอาหารหาง่ายและราคาึูก (Pandey, 
2003; Singhania et al., 2010) 

การหมกัในสภาพอาหารแข็งเหมาะกบัเช้ือราท่ีเจริญไดใ้นระดบัความช้ืนต ่า ระหวา่ง
การหมกั ไม่สามารึขจดัความร้อนท่ีเกิดข้ึนจากกระบวนการเมแทบอลิซึมของจุลินทรีย ์จึงตอ้งมีการ
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ควบคุมอุณหภูมิไม่ให้สูงึึงระดบัท่ีเป็นอนัตรายต่อจุลินทรีย ์การตรวจวดัการเปล่ียนแปลงทางชีวภาพ 
กายภาพ และปัจจยัต่างๆท าไดย้าก เน่ืองจากสับสเตรตท่ีใชใ้นการหมกัไม่เป็นเน้ือเดียวกนัอยา่งสม ่าเสมอ
การผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสในสภาวะต่างๆกนั ยอ่มมีผลต่อคุณภาพและปริมาณ 

1.5.5 ปัจจัยทีม่ีอทิธิพลต่อกำรผลติเอนไซม์ในกระบวนกำรหมักในสภำพอำหำรแข็ง 

เอนไซม์เซลลูเลสท่ีผลิตในทางการคา้มกัเป็นเอนไซม์เซลลูเลสผสมท่ีสกดัได้จากเช้ือรา
ชนิดท่ีแตกต่างกันไป และให้ปริมาณเอนไซม์ท่ีแตกต่างกันข้ึนอยู่กับสายพันธ์ุของเช้ือราท่ีใช ้
องคป์ระกอบของอาหาร และสภาวะท่ีใชใ้นการผลิต การท่ีจะให้ผลผลิตเอนไซมสู์งและให้คุณภาพดีนั้น
จะต้องมีการควบคุมสภาวะต่าง ๆ ให้เหมาะสม เช่น อุณหภูมิ ชนิดอาหารท่ีใช้ตอ้งเหมาะสม pH การ
ปนเป้ือน รวมทั้งค  านึงึึงราคาตน้ทุนในการผลิตดว้ย นอกจากน้ีการเติมแหล่งไนโตรเจน และแร่ธาตุท่ี
จ  าเป็นต่อการเจริญของเซลล์ สารเหน่ียวน าให้เช้ือผลิตเอนไซม์ก็เป็นส่ิงท่ีตอ้งค านึงึึงด้วย (Tsao and 
Chaing, 1983) 

1) ส่วนประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ 

1.1) แหล่งคาร์บอน 
แหล่งคาร์บอนหรือสับสเตรตท่ีใช้ในการหมกัในระดบัห้องปฏิบติัการตอ้ง

ค านึงึึงความเป็นไปไดใ้นการท่ีจะพฒันาไปสู่ระดบัน าร่องและระดบัอุตสาหกรรมดว้ย ดงันั้นราคาของ
แหล่งคาร์บอนหรือสับสเตรตท่ีใช้ในการผลิตเอนไซม์จึงเป็นปัจจยัท่ีส าคญัท่ีต้องพิจารณาร่วมด้วย 
กระบวนการหมกัโดยทัว่ไปนิยมใช้คาร์โบไมเดรตเป็นแหล่งคาร์บอน เช่น แป้งจากแหล่งต่างๆ เมล็ด
ธัญพืช ซ่ึงท าให้ตน้ทุนการผลิตสูงข้ึน ในปัจจุบนัมีการศึกษาน าวสัดุเหลือทิ้งทางอุตสาหกรรมเกษตร
และของเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมอาหารเพื่อน ามาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในการเล้ียงเช้ือ การน าวตัึุดิบ
เหล่าน้ีมาใชน้อกจากจะเป็นการเพิ่มมูลค่าของวตัึุดิบในรูปของผลผลิตท่ีไดแ้ลว้ยงัสามารึลดปัญหาการ
จดัการของเสียเหล่าน้ีไดอี้กดว้ย (Akidumils and Glatz, 1998) 

 Miyamoto (1997) ไดน้ าวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรชนิดต่าง ๆ (ชานออ้ย ร า
ขา้วเจา้ ร าขา้วสาลี) มาใช้เป็นสับสเตรตในการเป็นแหล่งคาร์บอนในการเล้ียงเช้ือรา T. reesei เพื่อใช้ใน
การผลิตเอนไซม์เซลลูเลส โดยเก็บตวัอยา่ง ทุกๆ 72 ชัว่โมง เพื่อน าไปวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ท่ีผลิต
ภายในช่วงเวลา 12 วนั พบว่า ร าข้าวเจ้า ให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสสูงสุด คือ 0.656 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร ตามดว้ยชานออ้ย 0.367 ยนิูตต่อมิลลิลิตร และร าขา้วสาลี 0.226 ยนิูตต่อมิลลิลิตร จากการศึกษา
ซ่ึงได้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสต่างกัน เน่ืองจากวสัดุทางการเกษตรแต่ละชนิดมีปริมาณ
เซลลูโลสและเมมิเซลลูโลสท่ีต่างกนั จึงท าให้กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีไดมี้ผลท่ีต่างกนั (หรรษา ปุณณะ



 

 15  

พยคัฆ ์และคณะ, 2545 อา้งโดย รสุนี, 2552) นอกจากชนิดของแหล่งคาร์บอนแลว้ ชนิดของจุลินทรียก์็มี
ผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์ท่ีจะผลิตได้ และส าหรับจุลินทรีย์ในสกุลเดียวกันแต่ต่างสายพันธ์ุก็มี
ความสามารึในการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสไดต่้างกนั เช่น การผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือรา T. reesei 
โดยใช้กากปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอนทั้งในอาหารเหลวและอาหารแข็ง พบว่าไม่สามารึผลิตเอนไซม์
เซลลูเลสได้ แต่ในขณะท่ีเล้ียงเช้ือรา T. reesei สายพนัธ์ุ QM9414 MCG77 และ Rut C-30 สามารึผลิต
เอนไซม์เซลลูเลสไดสู้งในระหวา่งการเจริญบนกากปาล์ม (Cheah et al., 1988) นอกจากน้ีชนิดของแหล่ง
คาร์บอนอาจส่งผลต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีได ้ดงัรายงานการศึกษาการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสโดย
เช้ือ Penicillium funiculosum UV-49 ในอาหารเหลว พบว่า กิจกรรมของ Filter paper activity (FPase) 
และ Carboxymethylcellulase (CMCase) มีค่าสูงเม่ือใช้ฟางข้าวสาลี เป็นสับสเตรต ส่วนการใช้ฝ้าย 
กระดาษกรอง กากชานออ้ย ทั้งท่ีผ่านและไม่ผ่านการปรับสภาพดว้ยสารละลายด่างให้ค่ากิจกรรมของ
เอนไซมต์ ่ากวา่ (Joglekar et al., 1984) 

1.2) ความช้ืนเร่ิมตน้ 
Alam et al., (2005) รายงานผลของความช้ืนเร่ิมต้นไวว้่า ความช้ืนจะท าให้

เช้ือรามีการเจริญในสับสเตรตท่ีเป็นวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรไดดี้ แต่ึา้ปรับความช้ืนต ่าเกินไป อาจ
ท าให้สารอาหารและสับสเตรตไม่เป็นเน้ือเดียวกนั แต่ึ้ามีความช้ืนสูงเกินไป จะเกิดช่องว่างระหว่าง
สับสเตรตกับเช้ือราน้อยเกินไป ซ่ึงอาจส่งผลให้การผลิตเอนไซม์ลดลง มีงานวิจยัของ Pothiraj et al., 
(2006) ศึกษาการผลิตเอนไซม์ เซลลูเลสจากเช้ือรา 3 สายพันธ์ุ  ได้แก่ Aspergillus niger, Aspergillus 
terreus และ Rhizopus stolonifer โดยใช้กากมนัส าปะหลงัเป็นสับสเตรต ท าการปรับความช้ืนเร่ิมตน้เป็น 
75 เปอร์เซ็นต์ พบว่าเช้ือรา R. stolonifer มีกิจกรรมเอนไซม์ เซลลูเลสสูงท่ีสุด และ Singhania et al., 
(2009) รายงานว่าการเจริญของเช้ือราในกระบวนการหมักในสภาพอาหารแข็ง ความช้ืนเร่ิมต้นท่ี
เหมาะสม ควรอยูใ่นช่วง 30-85 เปอร์เซ็นต ์โดยแตกต่างกนัตามสับสเตรตท่ีใช ้ซ่ึงสับสเตรตท าหนา้ท่ีเป็น
ตวัดูดซบัความช้ืนระหวา่งการหมกั 

1.3) พีเอช 
จุลินทรียส่์วนใหญ่จะเจริญเติบโตและมีกระบวนการชีวเคมีในสภาพท่ี pH 

เป็นกลาง อยา่งไรก็ตามยงัมีจุลินทรียห์ลายชนิดมีการเจริญเติบโตและผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสไดดี้ในสภาวะ
ท่ีมีความเป็นกรดหรือด่าง จะมากหรือนอ้ยข้ึนอยูก่บัชนิดของจุลินทรียน์ั้น ดงัรายงานของ Immanuel et al., 
(2007) ไดผ้ลิตเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา A.  niger และ A. fumigatus โดยใช้กาบมะพร้าวเป็นสับสเตรต 
พบว่าเช้ือทั้งสองชนิดผลิตเอนไซม์เซลลูเลสสูงท่ีสุดท่ี pH 5 ซ่ึงใกล้เคียงกบัรายงานของ Oikawa et al., 
(1994) ท่ีผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือ Acetobacter xylinum KU-1 พบว่า pH ท่ีเหมาะสมคือ 5.5 ผลการ
ทดลองเหมือนกับรายงานของ Singh and Kumar (1998) ท่ีผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือ Bacillus brevis 
VS-1 พบว่าพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์เซลลูเลส คือ pH 5.5 แต่ Desal et al., (1988) พบว่าเม่ือ
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ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือ Scytalidium lignicola CD-48 ใน pH เท่ากับ 6.0 เช้ือสามารึผลิตเอนไซม์
เซลลูเลสได้มากท่ีสุด ผลท่ีได้สอดคล้องกับ Haq et al., (2005) ท่ีผลิตเอนไซม์ เซลลูเลสจากเช้ือรา                    
T. harzianum UM-11 และพบวา่ท่ี pH 6.0 เช้ือสามารึผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสไดม้ากท่ีสุดเช่นกนั 

1.4) อุณหภูมิ 
อุณหภูมิมีผลต่อการเจริญและการเกิดกระบวนการทางชีวเคมีของเซลล์

จุลินทรียแ์ต่ละชนิดมีความตอ้งการอุณหภูมิเพื่อการเจริญเติบโตท่ีแตกต่างกนั ดงันั้นอุณหภูมิท่ีเหมาะสม
ต่อการเจริญและการสร้างเอนไซม์ของเช้ือราแต่ละชนิดก็จะต่างกนัดว้ย โดยในระหวา่งการเจริญเติบโต
จะมีความร้อนเกิดข้ึนและึ่ายเทลงสู่อาหาร ท าให้อุณหภูมิสูงข้ึน ึ้าสูงจนึึงระดับหน่ึงท่ีเช้ือราไม่
สามารึด าเนินกิจกรรมของเซลล์ต่อไปได้ ดังนั้ นในกระบวนการหมัก จึงต้องควบคุมอุณหภูมิให้
เหมาะสม มีรายงานหลายฉบบัได้ศึกษาผลของอุณหภูมิ เช่น  Kathiresan and Manivannan (2006) ผลิต
เอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา Penicillium fellutanum ท่ีอุณหภูมิ 20, 30 และ 40 องศาเซลเซียส พบว่าท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เช้ือผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสไดสู้งท่ีสุด รองลงมา คือ 20 และ 40 องศาเซลเซียส 
ตามล าดับ ซ่ึงสอดคล้องกับรายงานของ Mekala et al., (2008) ศึกษาการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจาก
กระบวนการหมักในสภาพอาหารแข็งจากเช้ือรา T. reesei Rut C30 โดยใช้เทคนิคทางสึิติในการใช้
พารามิเตอร์เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสม พบว่าเช้ือราส่วนใหญ่มีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในช่วง 25-30 องศา
เซลเซียส อีกทั้งในกระบวนการหมกัในสภาพอาหารแข็งจะเกิดความร้อนสะสมระหวา่งการหมกั ดงันั้น
จ าเป็นตอ้งมีการควบคุมอุณหภูมิให้เยน็ เพื่อไม่เป็นอนัตรายต่อจุลินทรีย ์ 

1.5) แหล่งไนโตรเจน 
 จุลินทรียจ์ะใช้ไนโตรเจนในการสังเคราะห์โปรตีนและกรดนิวคลีอิค บาง

ชนิดสามารึเจริญไดดี้ในอาหารท่ีมีไนโตรเจนในรูปสารอนินทรีย ์บางชนิดสามารึเจริญไดดี้ในอาหาร
ท่ีมีไนโตรเจนในรูปสารอินทรีย ์ดงันั้นการเลือกใช้แหล่งไนโตรเจนจะตอ้งเลือกให้เหมาะสมกบัชนิด
ของเช้ือรานั้นๆ (Boze et al., 1995 อา้งโดย ปาริชาต, 2549) เช่นรายงานของ Keskar (1992) ไดศึ้กษาการ
ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา Penicillium janthinellum พบว่าในอาหารท่ีไม่มีแหล่งไนโตรเจน เช้ือ
เจริญและผลิตเอนไซม์เซลลูเลสไดน้้อย แต่เม่ือเติมแหล่งไนโตรเจน พบว่าแอมโมเนียมซัลเฟตช่วยให้
เช้ือสามารึผลิตเอนไซม์เซลลูเลสไดสู้งกว่าท่ีไม่เติม และ Ali et al., (1991) ไดศึ้กษาแหล่งไนโตรเจนท่ี
เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสของ A. terreus พบวา่แอมโมเนียมไนเตรตเป็นแหล่งไนโตรเจนท่ี
ให้ค่ากิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลสสูงท่ีสุด Jatinder et al., (2006) รายงานการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือ
รา Melanocarpus sp. MTCC 3922โดยใชฟ้างขา้วเป็นสับสเตรต และเติมยูเรีย 1.5 เปอร์เซ็นต ์ รวมทั้งเติม
สารละลายแร่ธาตุท่ีจ  าเป็น (trace element) และ Tween 20 พบวา่เช้ือราสามารึสร้างเอนไซม์เซลลูเลสได้
กิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลสสูงสุด เท่ากบั 142.4 ยนิูตต่อกรัมสับสเตรต (U/gds) 
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1.5.6 กำรน ำเอนไซม์เซลลูเลสไปใช้ประโยชน์ 
 เซลลูเลสเป็นเอนไซมท่ี์มีความส าคญัในอุตสาหกรรมต่างๆมาก โดยเฉพาะในอุตสาหกรรม

เกษตรเพื่ อการผลิตอาหารสัตว์ อุตสาหกรรมอาหารเพื่ อการผลิต หรืออุตสาหกรรมส่ิงทอ และ
อุตสาหกรรมเช้ือเพลิงเพื่อการผลิตไบโอเอทานอลจากลิกโนเซลลูโลส (Bhat and Bhat, 1997 อ้างโดย 
จุฑามาศ, 2553)  

ปัจจุบันมีการน าเอนไซม์เซลลูเลสจากจุลินทรีย์มาผลิตเพื่อการค้า โดยมีการผลิตอย่าง
แพร่หลายในระดับอุตสาหกรรม ซ่ึงมีจ าหน่ายในบริษัทย ักษ์ใหญ่ทางด้านสารเคมีและอุปกรณ์
วิทยาศาสตร์หลายแห่ง เช่น ในปี 2014 บริษัท sigma-aldrich มีการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจาก A. niger 
จ  าหน่ายในราคา 7,570 บาทต่อ 25 กรัม จะเห็นได้ว่าเอนไซม์ท่ีน าเข้าจากต่างประเทศมีต้นทุนสูงมาก 
ดงันั้นการศึกษาน้ีมุ่งท่ีจะคดัเลือกชนิดหรือสายพนัธ์ุของเช้ือรา ท่ีมีความสามารึผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสมา
ใช ้โดยไม่ตอ้งพึ่งพาเอนไซมท์างการคา้ 
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บทที ่2 

อุปกรณ์และวธีิการวจิยั 

 

2.1 วสัดุอุปกรณ์และสารเคมี 

2.1.1. สารเคมี 

  สารเคมี      บริษัท/ประเทศผู้ผลติ 
α– Amylase heat stable     Sigma-Aldrich, USA 
Acetone        Ajax Finechem, Australia 
Ammonium dihydrogen phosphate    MERCK, Germany 
Ammonium sulphate     Carlo Erba, Italy 
Ammonium chloride     BDH, England 
Ammonium nitrate     MERCK, Germany 
Bovine serum albumin     Fluka, Switzerland 
Calcium chloride dihydrate     BDH, England 
Cetyl triethyl ammonium bromide (CTAB)   Ajax Finechem, Australia 
Carboxymethyl cellulose      Sigma-Aldrich, USA 
Citric acid monohydrate     BDH, England 
Congo red      MERCK, Germany 
Copper (II) Sulfate pentahydrate     BDH, England 
3,5- dinitrosalicylic acid     Sigma-Aldrich, USA 
D (+)-Glucose      Sigma-Aldrich, USA 
D (+)-Lactose      MERCK, Germany 
D (+)-Cellobiose      Fluka, Switzerland 
Di-ammonium hydrogen phosphate    MERCK, Germany 
Di-sodium hydrogen phosphate anhydrous    QRec, New Zealand 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CDYQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.ajaxfinechem.com%2Fdist-nsw.htm&ei=Zt5EU6S4KoWViQe5_ICgDQ&usg=AFQjCNHZleqvIxiABGK-_QU7dyuUrWCOJw
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CDYQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.ajaxfinechem.com%2Fdist-nsw.htm&ei=Zt5EU6S4KoWViQe5_ICgDQ&usg=AFQjCNHZleqvIxiABGK-_QU7dyuUrWCOJw
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CEgQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fproduct%2Fsial%2Fc1909&ei=7wtEU8hOyo-SBcWygbgJ&usg=AFQjCNGqAtx981h4rI5MbKEtf4_Sd3bniA&bvm=bv.64367178,d.dGI
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Di-potassium phosphate      Fluka, Switzerland 
Potassium dihydrogen phosphate    BDH, UK 
Ethylenediaminetetraacetate (EDTA)    Fluka, Switzerland   
Ethylene glycol monoethylether (2-Ethoxyethanol)   Sigma-Aldrich, USA 
Folin ciocalteu’s reagent     Carlo Erba, Italy 
Magnesium sulfate heptahydrate    BDH, England 
Manganese (II) sulfate monohydrate   Carlo Erba, Italy 
Peptone        Scharlau Chemie, Spain 
Potato dextrose agar (PDA)    Himedia, India 
Sodium carbonate      Ajax Finechem, Australia 
Sodium chloride      Carlo Erba, Italy 
Sodium hydroxide      Lab-scan, Ireland 
Sodium lauryl sulphate       Carlo Erba, Italy 
Sodium nitrate      Carlo Erba, Italy 
Sodium sulphite anhydrous     Carlo Erba, Italy 
Sodium tetra borate decahydrate     Sigma-Aldrich, USA 
Sulfuric acid       QRec, New Zealand 
Trisodium citrate dehydrate    Fluka, Switzerland 
Veratryl alcohol      Sigma-Aldrich, USA 
Yeast extract      Lab-scan, Ireland 

2.1.2. อุปกรณ์และเคร่ืองมือ 

 อุปกรณ์และเคร่ืองมือ   รุ่น   บริษัท 
เคร่ืองชัง่ 2 ต ำแหน่ง     PB 1502-S             Mettler Toledo,  
         Switzerland 
เคร่ืองชัง่ 4 ต ำแหน่ง    Analytic AC210S Sartorius, Germany 
เคร่ืองป่ันเหวีย่งแบบควบคุมอุณหภูมิ  J2-MC   Beckman Coulter, USA 
เคร่ืองวดัค่ำกำรดูดกลืนแสง       Spectronic GENESYS 20  Thermo Scientific, 
         USA 
เคร่ืองเขยำ่สำร    Genie-2 G-560E          Bohemia, USA 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CCkQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FMagnesium_sulfate&ei=rwNEU5OsHoubkwW_w4FA&usg=AFQjCNEAZI03EnaEf4WmvLM2SUeTGV3C_g&bvm=bv.64367178,d.dGI
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CDUQFjAB&url=http%3A%2F%2Favogadro.chem.iastate.edu%2Fmsds%2Fmgso4-7h2o.htm&ei=DQ9EU7OGJMKyiAfrhIGwBQ&usg=AFQjCNFYfzbkck4aEdZYalZ2AZfzTU4vmQ&bvm=bv.64367178,d.dGI
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CCkQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.scharlau.com%2F&ei=O-NEU6e1Hu2yiQfO9YHQBw&usg=AFQjCNH7c_SdoF7NyF3LOMj_BGdp42-Aqg
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CDYQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.ajaxfinechem.com%2Fdist-nsw.htm&ei=Zt5EU6S4KoWViQe5_ICgDQ&usg=AFQjCNHZleqvIxiABGK-_QU7dyuUrWCOJw
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CDIQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.rcilabscan.com%2Fth%2Fabout%2Fcompany.php&ei=1ONEU6mTOK6QiQemiIDYBw&usg=AFQjCNFekPwREQw1HeUJ3vb-OCQ_cb__GA
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=6&cad=rja&uact=8&ved=0CDcQFjAF&url=http%3A%2F%2Fwww.merittech.co.th%2Findex.php%3Flay%3Dshow%26ac%3Dcat_show_pro_detail%26pid%3D193050&ei=vC5FU9qICcuXiQeJiYDoBQ&usg=AFQjCNG_MCWDC3oZcQbEAQ7uZreWRftZeQ
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เคร่ืองบ่มเช้ือแบบเขยำ่  Innova 4080 New Brunswick    Eppendrof, USA 
     Scientific 
เคร่ืองป่ัน    IF 308    Imarflex, Thailand 
เคร่ืองบด Hammer mill  Laboratory Hammer Mill  Armfield, USA 
เคร่ืองวดั pH    713   Metrohm, Switzerland 
ตูบ้่มเช้ือ        Gallenkamp, UK 
ตูอ้บอุณหภูมิสูง    FP 400   Binder, USA 
หมอ้น่ึงควำมดนัไอน ้ำ   MLS-3780  Sanyo, Japan  
อ่ำงน ้ำควบคุมอุณหภูมิ    461   Büchi, Switzerland 
เคร่ืองกวนสำรแบบให้ควำมร้อน   C/STIR   Clifton Cerastir, USA 
เตำหลุมใหค้วำมร้อน   electromantle  Electro thermal, UK 
เตำเผำ      eurotherm 91e  Carbolite, UK 
โถดูดควำมช้ืน 
กรูซิเบิ้ล  
ชุด Reflux 
ชุดกรองสุญญำกำศ  

2.2 วสัดุเหลอืทิง้ทางอุตสาหกรรมเกษตร 

2.2.1 ซงัขำ้วโพด ไดรั้บควำมอนุเครำะห์จำกบริษทัลำนนำโปรดกัส์จ ำกดั 

2.2.2 กำบมะพร้ำว เป็นส่วนของเปลือกชั้นกลำง (Mesocarp) เป็นชั้นท่ีอยูถ่ดัจำกเปลือกนอก
ของมะพร้ำวเข้ำมำ เป็นชั้นของเส้นใย ควำมหนำประมำณ 4-8 เซนติเมตร (วำสนำ, 
2541) ซ้ือจำกตลำดค ำเท่ียง จ.เชียงใหม่ 

2.2.3 เปลือกขำ้วโพด ไดรั้บควำมอนุเครำะห์จำกแม่คำ้ในตลำดสดเทศบำลเมืองเชียงรำย 

2.2.4 เปลือกถัว่ลิสง ซ้ือจำกตลำดตน้พะยอม จ.เชียงใหม่ 

2.3 การเตรียมวสัดุเหลอืทิง้ทางอุตสาหกรรมเกษตร 

วสัดุเหลือทิ้งทางอุตสาหกรรมเกษตรคือซงัขา้วโพด เปลือกขา้วโพด กาบมะพร้าว และเปลือก
ถั่วลิสง โดยสับตวัอย่ำงให้มีขนำดประมำณ 1 น้ิว น ำไปอบในตู้อบท่ีอุณหภูมิ 60 องศำเซลเซียส 
(ตวัอยำ่งจะแห้งเร็ว และสะดวกต่อกำรบด) จนแหง้ น ำไปบดดว้ยเคร่ือง Hammer Mill, ขนำดตะแกรง 
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1 มิลลิเมตร 16 เมช   ท ำกำรหำองคป์ระกอบทำงของเส้นใย เช่น เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนินและ
เถำ้ ก่อนน ำมำใชเ้ป็นสับสเตรต 

 

ภาพที่ 2.1 วสัดุเหลือทิ้งทำงอุตสำหกรรมเกษตรท่ีผ่ำนกำรบดด้วยเคร่ือง Hammer Mill ส ำหรับเป็น
สับสเตรต ซงัขำ้วโพดบด (ก) เปลือกขำ้วโพดบด (ข) กำบมะพร้ำวบด (ค) เปลือกถัว่ลิสงบด (ง) เคร่ือง 
Hammer Mill (จ) 

2.4 เช้ือมาตรฐานทีใ่ช้ในการทดลอง 

จุลินทรียคื์อเช้ือรำ P. coccineus หรือเห็ดห้ิงแดงก ำมะหยี่ และ P. sanguineus หรือเห็ดขอนแดง
รูเล็กจำกศูนย์พนัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภำพแห่งชำติ (ไบโอเทค)  เช้ือรำ G. mastoporum,              
G. australe หรือเห็ดหลินจือมรกต และ T. pavonia เป็นเช้ือรำไวทร์อทท่ีแยกไดใ้นห้องปฏิบติักำร ได้
จำกกำรเพำะเล้ียงบนอำหำรวุน้แขง็พีดีเออำย ุ7 วนั 

2.4.1 ขั้นตอนกำรเล้ียงเช้ือรำไวทร์อท 

1) เตรียมอำหำรส ำหรับเพำะเล้ียงเช้ือรำ สูตรพี ดี เอ (Potato Dextrose Agar, PDA) 
วิธีกำรเตรียมดังภำคผนวก ก น ำอำหำรเพำะเล้ียงเช้ือรำท ำให้ปลอดเช้ือในหม้อน่ึงควำมดันไอน ้ ำ ท่ี
อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส ควำมดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงน้ิวเป็นเวลำ 15 นำที แล้วน ำมำเทใส่จำน

(ข) 

(ค) (ง) 

(ก) 

(จ) 
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เพำะเล้ียงเช้ือรำในขณะท่ีอำหำรเล้ียงเช้ือยงัมีควำมร้อนอยูป่ริมำณ 10-15 มิลลิลิตรแลว้ปิดฝำจำนเพำะเช้ือ 
จำกนั้นทิ้งไวใ้นตูเ้ข่ียเช้ือจนกระทัง่อำหำรในจำนเล้ียงเช้ือเป็นวุน้แขง็ 

2) น ำเข็มเข่ียเช้ือรำลนไฟให้ร้อนแดงเพื่อฆ่ำเช้ือท่ีเข็มเข่ียเช้ือ ทิ้งไวใ้ห้เยน็ หลงัจำกนั้น
ใช ้cork borer ขนำดเส้นผำ่ศูนยก์ลำง 0.6 เซนติเมตรจุ่มลงในเอทำนอล 95 เปอร์เซ็นต ์เจำะเส้นใยของเช้ือ
รำบริเวณขอบโคโลนีซ่ึงเจริญในPDAท่ีเจริญเติบโตเตม็ท่ีไปไวใ้นอำหำรใหม่ท่ีเตรียมไดใ้นขอ้ 1) โดยใช้
เข็มเข่ียเช้ือ น ำเช้ือรำไปวำงตรงกลำงของจำนเพำะเล้ียงเช้ือรำท่ีเตรียมไว ้น ำจำนเพำะเล้ียงเช้ือรำมำ
เพำะเล้ียงในตูบ้่มเช้ือท่ีอุณหภูมิห้องประมำณ 7 วนั จนเช้ือรำเจริญเตม็จำนเพำะเล้ียง 

2.5 วธีิการทดลอง 

2.5.1 กำรหำปริมำณควำมช้ืนวสัดุเหลือทิ้งทำงอุตสำหกรรมเกษตร 

กำรหำปริมำณควำมช้ืน (moisture content) ท ำกำรวิเครำะห์ตำมมำตรฐำนของ AOAC 
(1990) โดยน ำตวัอย่ำงมำวิเครำะห์ให้ควำมร้อนคงท่ีในตูอ้บ (dying oven) ท่ีอุณหภูมิประมำณ 105-110 
องศำเซลเซียส เพื่อให้ไอน ้ ำระเหยออกจำกตวัอยำ่ง ค่ำควำมช้ืนท่ีไดส้ำมำรถน ำมำค ำนวณไดจ้ำกน ้ ำหนกั
ของตวัอยำ่งท่ีลดลง 
 กำรค ำนวณ  

% ควำมช้ืน = (W1 – W2) x (100) 

น ้ำหนกัตวัอยำ่ง  

W1 คือ น ้ำหนกัถว้ยอบ + น ้ำหนกัตวัอยำ่งก่อนอบ  

W2 คือ น ้ำหนกัถว้ยอบ + น ้ำหนกัตวัอยำ่งหลงัอบ 

2.5.2 กำรหำองค์ประกอบของเส้นใยว ัสดุเหลือทิ้งทำงอุตสำหกรรมเกษตรประเภทลิกโน
เซลลูโลสก่อนและหลงักำรปรับสภำพดว้ยสำรละลำยกรด-ด่ำง 

 กำรวิเครำะห์หำปริมำณ เฮมิเซลลูโลสในซงัขำ้วโพด, เปลือกขำ้วโพด, กำบมะพร้ำว และเปลือก

ถั่วลิสง วิเครำะห์โดยวิธีของ (Van Soest et al., 1991) ซ่ึงท ำกำรวิเครำะห์ผนังเซลล์  หรือ Neutral 
detergent fiber (NDF) และลิกโนเซลลูโลส หรือ Acid detergent fiber (ADF)  
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วสัดุเหลือทิ้งทำงอุตสำหกรรมเกษตร 

     ยอ่ยดว้ยสำรละลำยมีฤทธ์ิเป็นกลำง 

 

NDS (องคป์ระกอบภำยในเซลล)์    NDF (ผนงัเซลล)์ 

ยอ่ยดว้ยสำรละลำยมีฤทธ์ิเป็นกรด 

 

  (เฮมิเซลลูโลส)                           ADF (ลิกโนเซลลูโลส) 

ยอ่ยดว้ยกรด H2SO4 72% 

 

 เซลลูโลส                ADL (ลิกนิน + เถำ้) 

                                                เผำท่ี 600 องศำเซลเซียส 

 

ลิกนินถูกเผำไหม ้                          เถำ้ 
 NDF = เซลลูโลส + เฮมิเซลลูโลส + ลิกนิน + เถำ้  
 ADF = เซลลูโลส + ลิกนิน + เถำ้ 
 ADL = ลิกนิน + เถำ้ 

ภาพที่ 2.2 แผนภูมิแสดงกำรหำองคป์ระกอบของเส้นใยวสัดุเหลือทิ้งทำงอุตสำหกรรมเกษตรดว้ยวิธี
ของ Van Soest et al. (1991) 

1) กำรวเิครำะห์หำปริมำณ Neutral detergent fiber (NDF) 
 ท ำตำมวิธีกำรของ Van Soest et al. (1991)โดยวสัดุเหลือทิ้งทำงอุตสำหกรรมเกษตร
ท่ีบดละเอียด ประมำณ 0.5000- 1.0000 กรัม ลงในบีกเกอร์ เติม neutral detergent solution (NDS) 100 
มิลลิลิตร น ำไปตม้โดยวิธีแบบ refluxให้เดือดประมำณ 5 นำที แลว้ลดควำมร้อนลง ตม้เป็นเวลำ 60 นำที 
กรองโดยใช้ filter crucible ท่ีทรำบน ้ ำหนักแน่นอนแล้ว ล้ำงด้วยน ้ ำร้อน 2-3 คร้ัง และ acetone 2 คร้ัง 
น ำไปอบท่ีอุณหภูมิ 100 องศำเซลเซียส 8 ชัว่โมง หรือขำ้มคืนทิ้งให้เยน็ในโถดูดควำมช้ืน ชัง่น ้ ำหนกัหำ
ค่ำ NDF  
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กำรค ำนวณ 
%NDF = [(W1- W2) x 100] - % Acid insoluble ash  

W3  
  เม่ือ W1= น ้ำหนกั crucible + น ้ำหนกัตวัอยำ่ง  

 W2= น ้ำหนกั crucible 
 W3= น ้ำหนกัตวัอยำ่ง  

  %Acid insoluble ash คือ % ash ท่ีไดจ้ำกขั้นตอนกำรเผำในกำรวิเครำะห์หำ lignin 

2) กำรวเิครำะห์หำปริมำณ Acid detergent fiber (ADF) 
 ท ำตำมวิธีกำรของ Van Soest et al. (1991)โดยชั่งตัวอย่ำงอำหำรท่ีบดละเอียด 

ประมำณ 1.0000 กรัม ลงในบีกเกอร์ เติม acid detergent solution 100 มิลลิลิตร น ำไปต้มโดยวิธีแบบ
refluxให้เดือดประมำณ 5 นำที แลว้ลดควำมร้อนลง ตม้นำน 60 นำที กรองโดยใช้ filter crucible ท่ีทรำบ
น ้ ำหนักแน่นอนแล้ว ล้ำงด้วยน ้ ำร้อน 2-3 คร้ัง ล้ำงเส้นใยด้วย acetone จนกระทัง่ไม่มีสีออกมำ อำจใช้
แท่งแกว้เข่ียอำหำรให้กระจำยออก น ำไปอบท่ีอุณหภูมิ 100 องศำเซลเซียส นำน 8 ชัว่โมง หรือ ขำ้มคืน
ทิง้ใหเ้ยน็ในโถดูดควำมช้ืน ชัง่น ้ำหนกั ค ำนวณค่ำเปอร์เซ็นต ์ADF (%dry weight)  
กำรค ำนวณ 

%ADF =  [(W1-W2) x 100] - % Acid insoluble ash  
W3  

เม่ือ  W1= น ้ำหนกักรูซิเบิล + น ้ำหนกัตวัอยำ่ง  
W2= น ้ำหนกักรูซิเบิล 
W3= น ้ำหนกัตวัอยำ่ง  

%Acid insoluble ash คือ % ash ท่ีไดจ้ำกขั้นตอนกำรเผำในกำรวิเครำะห์หำ lignin 

กำรค ำนวณหำปริมำณเยื่อใย Hemicellulose    
    = %NDF - %ADF  

3) กำรวเิครำะห์หำปริมำณลิกนิน (Acid detergent lignin; ADL) 
 ตำมวิธีกำรของ Van Soest et al. (1991) โดยน ำตวัอยำ่งท่ีไดจ้ำกกำรหำค่ำ ADF มำเติม
กรดซัลฟิวริก 72 เปอร์เซ็นต์ ท่ีแช่เยน็ (15-20 องศำเซลเซียส) ลงใน crucible จนท่วมโดยมีถำดสแตนเลส 
รองอยู ่เติมกรดทุกๆ 1 ชัว่โมง จนครบ 3 ชัว่โมง โดยใชแ้ท่งแกว้คน น ำ crucibleไปกรองกรดออกโดยใชน้ ้ ำ
ร้อนลำ้งหลำยๆ คร้ังจนหมดกรดน ำไปอบท่ีอุณหภูมิ 100 องศำเซลเซียส 8 ชัว่โมง หรือขำ้มคืนทิ้งให้เยน็
ในโถดูดควำมช้ืน แลว้ชัง่น ้ ำหนกั (W2) เผำ crucibleในเตำเผำท่ีอุณหภูมิ 600 องศำเซลเซียส นำน 3 ชัว่โมง 
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ทิ้งให้เย็นในโถดูดควำมช้ืนแล้วชั่งน ้ ำหนัก (W1) ค  ำนวณหำปริมำณลิกนินโดย % Acid detergent lignin 
(ADL)  
กำรค ำนวณ 

% Cellulose  = W1 – W2    x 100  
                       W3  
 เม่ือ  W1 = น ้ำหนกักรูซิเบิล+ น ้ำหนกั ADF  

W2 = น ้ำหนกักรูซิเบิล + น ้ำหนกัเยื่อใยหลงักำรอบ  
W3 = น ้ำหนกัตวัอยำ่ง 
 

% Lignin  =  W2 – W4 x 100  
        W3  

 เม่ือ  W2 = น ้ำหนกักรูซิเบิล+ น ้ำหนกัเยื่อใยหลงักำรอบ  
W4 = น ้ำหนกักรูซิเบิล+ น ้ำหนกั เยือ่ใยหลงักำรเผำ (ignite)  
W3 = น ้ำหนกัตวัอยำ่ง  

2.5.3 กำรปรับสภำพวสัดุเหลือทิ้งทำงอุตสำกรรมเกษตรดว้ยกรด-ด่ำง เพื่อเตรียมเป็นสับสเตรต 

1) กำรปรับสภำพดว้ยสำรละลำยด่ำง 
 น ำตวัอยำ่งไปแช่ในสำรละลำย 1 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมไฮดรอกไซด์ (w/v) ในสัดส่วน 
20 ต่อ 1 (สำรละลำย : สับสเตรต) น ำไปให้ควำมร้อนท่ีอุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส ภำยใตค้วำมดัน 15 
ปอนด์ต่อตำรำงน้ิว เป็นเวลำ 15 นำที จำกนั้นจะมีกำรแยกส่วนท่ีเป็นของเหลวออกและลำ้งตะกอนดว้ยน ้ ำ
จนน ้ ำลำ้งตะกอนมีค่ำสภำพเป็นกลำง (pH 7) ผึ่งลม น ำไปอบให้แห้งท่ีอุณหภูมิ 60 องศำเซลเซียสในตูอ้บ
ลมร้อน แลว้ยอ่ยตวัอยำ่งแหง้ท่ีไดด้ว้ยกรดซลัฟิวริกต่อไป 

2) กำรปรับสภำพดว้ยสำรละลำยกรด 
 น ำตวัอย่ำงมำปรับสภำพด้วยสำรละลำยกรดซัลฟูริก ควำมเขม้ข้นร้อยละ 0.5 โดย
ปริมำตร ในสัดส่วน 20 ต่อ 1 (สำรละลำย : สับสเตรต) น ำไปให้ควำมร้อนท่ีอุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส 
ภำยใตค้วำมดนั 15 ปอนด์ต่อตำรำงน้ิว เป็นเวลำ 15 นำที จำกนั้นกรองแยกสำรละลำยออกแลว้ลำ้งดว้ยน ้ ำ
จนกระทัง่สำรละลำยท่ีชะออกมำมีสภำพเป็นกลำง (pH 7) ก่อนน ำไปทดลอง 
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2.5.4 กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรผลิตเอนไซม์เซลลูเลสบนอำหำรแข็งวุน้คำร์บอกซีเมทิล
เซลลูโลส (CMC agar) 

 น ำเช้ือรำไวท์รอทท่ีเล้ียงบนอำหำร potato dextrose agar (PDA) โดยใช้ cork borer ขนำดเส้น
ผ่ำนศูนยก์ลำง 0.6 เซนติเมตร เจำะถ่ำยเช้ือไปไวใ้นอำหำรแข็งวุน้คำร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส (CMC agar) 
บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลำ 4 วนั ตรวจผลโดยเทสำรละลำยคองโกเรด (congo red) ควำมเข้มข้น 1 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ลงบนผิวหน้ำอำหำรเล้ียงเช้ือ ทิ้งไวน้ำน 15 นำที ล้ำงออกด้วยสำรละลำยโซเดียม
คลอไรด์ ควำมเขม้ขน้ 1 โมลำร์ ดูวงใสรอบโคโลนี วดัขนำดเส้นผำ่นศูนยก์ลำงของวงใสรอบโคโลนี โดย
เช้ือท่ีให้ผลกำรเกิดบริเวณใสจะน ำมำทดสอบควำมสำมำรถในกำรผลิตเอนไซม์เซลลูเลสในอำหำรแข็ง
ต่อไป 

2.5.5 กำรศึกษำกำรเจริญและกำรผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสของเช้ือรำสำยพนัธ์ุต่ำงในสภำพอำหำร
แขง็บนวสัดุเหลือทิ้งทำงอุตสำหกรรมเกษตร 

 เตรียมอำหำรเล้ียงเช้ือประกอบดว้ยวสัดุเหลือทิ้งทำงอุตสำหกรรมเกษตรท่ีผ่ำนกำรเตรียม
โดยกำรบดและปรับสภำพด้วยสำรละลำยกรดด่ำงแล้วจ ำนวน 2.0 กรัมในขวดแก้วรูปชมพู่ขนำด 250 
มิลลิลิตร (ซังข้ำวโพด, เปลือกข้ำวโพด, กำบมะพร้ำว และเปลือกถั่วลิสง) จำกนั้นน ำไปน่ึงฆ่ำเช้ือท่ี
อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส ควำมดนั 15 ปอนด์ต่อตำรำงน้ิว เป็นเวลำ 20 นำที ปรับควำมช้ืนเร่ิมตน้โดย
เติมสำรละลำยเกลือ (mineral salt solution) ซ่ึงประกอบด้วย (NH4)2SO4, KH2PO4, MgSO4 อย่ำงละ 0.5 
กรัมต่อลิตร pH เร่ิมตน้ 5.5 ท่ีผ่ำนกำรฆ่ำเช้ือเป็นร้อยละ 60, 70, 80 และ 90  ปรับ pH เร่ิมตน้เท่ำกบั 5.5 
ท ำกำรถ่ำยเช้ือ P. coccineus, P. sanguineus, T. pavonia, G. australe และ G. mastoporum ลงในอำหำร
โดยตดัปลำยเส้นใยของเช้ือรำท่ีเจริญบนอำหำร PDA ดว้ย cork borer วำงบนผวิหนำ้อำหำร บ่มสภำวะน่ิง
ท่ีอุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียส ท ำกำรเขย่ำดว้ยมือวนัละ 3 คร้ัง และท ำกำรสกดัเอนไซม์ในแต่ละชุดกำร
ทดลองท่ีเวลำ 3, 6, 9 และ 12 วนัของกำรหมกั โดยน ำไปสกดัดว้ย 0.05 โมลำร์ ซิเตรต บฟัเฟอร์ (pH 4.8) 
ปริมำตร 15 มิลลิลิตร เขย่ำท่ีควำมเร็ว 160 รอบต่อนำที อุณหภูมิ  30 องศำเซลเซียส นำน 60 นำที กรอง
ดว้ยกรูซิเบิลแลว้น ำสำรละลำยท่ีไดป่ั้นเหวี่ยงท่ีควำมเร็ว 7,000 รอบต่อนำที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส 
เป็นเวลำ 15 นำที น ำสำรละลำยส่วนใสท่ีไดไ้ปวิเครำะห์กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส คดัเลือกเช้ือรำและ
สับสเตรตท่ีใหค้่ำกิจกรรมเอนไซมสู์งท่ีสุด 2 เช้ือและ 2 สับสเตรต ส ำหรับกำรทดลองในขั้นตอนต่อไป 
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2.5.6 ศึกษำสภำวะท่ี เหมำะสมต่อกำรเจริญและกำรผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจำกเช้ือรำ                     
P. coccineus และ P. sanguineous 

1) ศึกษำผลของ pH ต่อกำรผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส 
 เตรียมอำหำรเล้ียงเช้ือท่ีผ่ำนกำรคดัเลือกแล้วจ ำนวน 2 ชนิด ได้แก่ ซังขำ้วโพด 

และเปลือกถัว่ลิสงท่ีผำ่นกำรเตรียมโดยกำรบดและปรับสภำพดว้ยสำรละลำยกรด-ด่ำงแลว้จ ำนวน 2.0 
กรัมในขวดแกว้รูปชมพู่ ขนำด 250 มิลลิลิตร จำกนั้นน ำไปน่ึงฆ่ำเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส 
ควำมดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงน้ิว เป็นเวลำ 20 นำที ปรับควำมช้ืนเร่ิมต้นโดยเติมสำรละลำยเกลือ 
(mineral salt solution) ซ่ึงประกอบด้วย (NH4)2SO4, KH2PO4, MgSO4 อย่ำงละ 0.5 กรัมต่อลิตร ปรับ 
pH เร่ิมตน้เท่ำกบั 5.0, 5.5, 6.0, 6.5 และ 7.0 ท่ีผ่ำนกำรฆ่ำเช้ือเป็นร้อยละ 70 ท ำกำรถ่ำยเช้ือเช้ือรำ P. 
coccineus และ P. sanguineus ลงในอำหำรโดยตดัปลำยเส้นใยของเช้ือรำท่ีเจริญบนอำหำร PDA ดว้ย 
cork borer วำงบนผิวหนำ้อำหำร บ่มสภำวะน่ิงท่ีอุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียส ท ำกำรเขยำ่ดว้ยมือวนัละ 
3 คร้ัง ใชร้ะยะเวลำกำรหมกัท่ีให้ค่ำกิจกรรมเอนไซม์สูงสุดจำกขอ้ 2.5.5 น ำตวัอยำ่งไปสกดัดว้ย 0.05 
โมลำร์ ซิเตรต บฟัเฟอร์ (pH 4.8) ปริมำตร 15 มิลลิลิตร เขยำ่ท่ีควำมเร็ว 160 รอบต่อนำที อุณหภูมิ  30 
องศำเซลเซียส นำน 60 นำที กรองด้วยกรูซิเบิล แล้วน ำสำรละลำยท่ีได้ป่ันเหวี่ยงท่ีควำมเร็ว 7,000 
รอบต่อนำที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 15 นำที น ำสำรละลำยส่วนใสท่ีได้ไปวิเครำะห์
ปริมำณโปรตีนและวดักิจกรรมเอนไซม ์

2) ศึกษำผลของอุณหภูมิต่อกำรผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส 
 เตรียมอำหำรเล้ียงเช้ือท่ีผ่ำนกำรคดัเลือกแล้วจ ำนวน 2 ชนิด ได้แก่ ซังขำ้วโพด 

และเปลือกถัว่ลิสงท่ีผำ่นกำรเตรียมโดยกำรบดและปรับสภำพดว้ยสำรละลำยกรด-ด่ำงแลว้จ ำนวน 2.0 
กรัมในขวดแกว้รูปชมพู่ ขนำด 250 มิลลิลิตร จำกนั้นน ำไปน่ึงฆ่ำเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส 
ควำมดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงน้ิว เป็นเวลำ 20 นำที ปรับควำมช้ืนเร่ิมต้นโดยเติมสำรละลำยเกลือ 
(mineral salt solution) ซ่ึงประกอบด้วย (NH4)2SO4, KH2PO4, MgSO4 อย่ำงละ 0.5 กรัมต่อลิตร pH 
เร่ิมตน้เท่ำกบั 6.0 ท ำกำรถ่ำยเช้ือเช้ือรำ P. coccineus และ P. sanguineus ลงในอำหำรโดยตดัปลำยเส้น
ใยของเช้ือรำท่ีเจริญบนอำหำร PDA ด้วย cork borer วำงบนผิวหน้ำอำหำร บ่มสภำวะน่ิงท่ีอุณหภูมิ 
25, 30 และ 37 องศำเซลเซียส ท ำกำรเขย่ำดว้ยมือวนัละ 3 คร้ัง ใชร้ะยะเวลำกำรหมกัท่ีให้ค่ำกิจกรรม
เอนไซมสู์งสุดจำกขอ้ 2.5.5  น ำตวัอยำ่งไปสกดัดว้ย 0.05 โมลำร์ซิเตรต บฟัเฟอร์ (pH 4.8) ปริมำตร 15 
มิลลิลิตร เขย่ำท่ีควำมเร็ว 160 รอบต่อนำที อุณหภูมิ  30 องศำเซลเซียส นำน 60 นำที กรองดว้ยกรูซิ
เบิลแลว้น ำสำรละลำยท่ีไดป่ั้นเหวี่ยงท่ีควำมเร็ว 7,000 รอบต่อนำที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เป็น
เวลำ 15 นำที น ำสำรละลำยส่วนใสท่ีไดไ้ปวเิครำะห์ปริมำณโปรตีนและวดักิจกรรมเอนไซม ์
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3) ศึกษำผลของแหล่งไนโตรเจนต่อกำรผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส 
 เตรียมอำหำรเล้ียงเช้ือท่ีผ่ำนกำรคดัเลือกแล้วจ ำนวน 2 ชนิด ได้แก่ ซังขำ้วโพด 

และเปลือกถัว่ลิสงท่ีผำ่นกำรเตรียมโดยกำรบดและปรับสภำพดว้ยสำรละลำยกรด-ด่ำงแลว้จ ำนวน 2.0 
กรัมในขวดแกว้รูปชมพู่ ขนำด 250 มิลลิลิตร จำกนั้นน ำไปน่ึงฆ่ำเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส 
ควำมดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงน้ิว เป็นเวลำ 20 นำที ปรับควำมช้ืนเร่ิมต้นโดยเติมสำรละลำยเกลือ 
(mineral salt solution) ซ่ึ งประกอบด้วย (NH4)2SO4, KH2PO4, MgSO4 อย่ำงละ 0.5 ก รัมต่อลิตร 
จำกนั้นเปล่ียนแหล่งไนโตรเจนโดยใช ้NH4NO3, NH4Cl, yeast extract และ peptone อยำ่งละ 0.5 กรัม
ต่อลิตร pH เร่ิมตน้เท่ำกบั 6.0 ท ำกำรถ่ำยเช้ือเช้ือรำ P. coccineus และ P. sanguineus ลงในอำหำรโดย
ตดัปลำยเส้นใยของเช้ือรำท่ีเจริญบนอำหำร PDA ด้วย cork borer วำงบนผิวหน้ำอำหำร น ำไปบ่ม
สภำวะน่ิงท่ีอุณหภูมิท่ีไดจ้ำกกำรทดลองก่อนหนำ้น้ี ท ำกำรเขยำ่ดว้ยมือวนัละ 3 คร้ัง ใชร้ะยะเวลำกำร
หมกัท่ีใหค้่ำกิจกรรมเอนไซมสู์งสุดจำกขอ้ 2.4.6  น ำตวัอยำ่งไปสกดัดว้ย 0.05 โมลำร์ ซิเตรต บฟัเฟอร์ 
(pH 4.8) ปริมำตร 15 มิลลิลิตร เขยำ่ท่ีควำมเร็ว 160 รอบต่อนำที อุณหภูมิ  30 องศำเซลเซียส นำน 60 
นำที กรองดว้ยกรูซิเบิลแลว้น ำสำรละลำยท่ีได้ป่ันเหวี่ยงท่ีควำมเร็ว 7,000 รอบต่อนำที ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 15 นำที น ำสำรละลำยส่วนใสท่ีได้ไปวิเครำะห์ปริมำณโปรตีนและวดั
กิจกรรมเอนไซม ์

4) ศึกษำผลของของตวัเหน่ียวน ำต่อกำรผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส 
 เตรียมอำหำรเล้ียงเช้ือท่ีผ่ำนกำรคดัเลือกแล้วจ ำนวน 2 ชนิด ได้แก่ ซังขำ้วโพด 

และเปลือกถัว่ลิสงท่ีผำ่นกำรเตรียมโดยกำรบดและปรับสภำพดว้ยสำรละลำยกรด-ด่ำงแลว้จ ำนวน 2.0 
กรัมในขวดแกว้รูปชมพู่ ขนำด 250 มิลลิลิตร จำกนั้นน ำไปน่ึงฆ่ำเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส 
ควำมดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงน้ิว เป็นเวลำ 20 นำที ปรับควำมช้ืนเร่ิมต้นโดยเติมสำรละลำยเกลือ 
(mineral salt solution) ซ่ึงประกอบดว้ย yeast extract, KH2PO4, MgSO4 อยำ่งละ 0.5 กรัมต่อลิตร ปรับ 
pH เร่ิมตน้เท่ำกบั 6.0 เติมตวัเหน่ียวน ำโดยใช้เวรำทริลแอลกอฮอล์ควำมเขม้ขน้ 0.25, 0.50, 0.75 และ 
1.00 มิลลิโมลำร์ และแลคโตส ปริมำณ 0.5, 1.0, 1.50  และ 2.00 % w/w ท ำกำรถ่ำยเช้ือเช้ือรำ P. 
coccineus และ P. sanguineus ลงในอำหำรโดยตดัปลำยเส้นใยของเช้ือรำท่ีเจริญบนอำหำร PDA ดว้ย 
cork borer วำงบนผิวหนำ้อำหำร น ำไปบ่มสภำวะน่ิงท่ีอุณหภูมิท่ีไดจ้ำกกำรทดลองก่อนหนำ้น้ี ท ำกำร
เขย่ำด้วยมือวนัละ 3 คร้ัง ใช้ระยะเวลำกำรหมักท่ีให้ค่ำกิจกรรมเอนไซม์สูงสุดจำกข้อ 2.4.6  น ำ
ตวัอยำ่งไปสกดัดว้ย 0.05 โมลำร์ ซิเตรต บฟัเฟอร์ (pH 4.8) ปริมำตร 15 มิลลิลิตร เขยำ่ท่ีควำมเร็ว 160 
รอบต่อนำที อุณหภูมิ  30 องศำเซลเซียส นำน 60 นำที กรองดว้ยกรูซิเบิลแลว้น ำสำรละลำยท่ีไดป่ั้น
เหวีย่งท่ีควำมเร็ว 7,000 รอบต่อนำที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 15 นำที น ำสำรละลำยส่วน
ใสท่ีไดไ้ปวเิครำะห์ปริมำณโปรตีนและวดักิจกรรมเอนไซม ์
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2.5.7 กำรศึกษำประสิทธิภำพกำรยอ่ยสลำยเซลลูโลสในชีวมวลดว้ยสำรละลำยเอนไซม์จำกเช้ือ 

P. sanguineous 

 ท  ำกำรย่อยวสัดุเหลือทิ้งทำงอุตสำหกรรมเกษตร คือ ซังข้ำวโพด กำบมะพร้ำว เปลือก
ขำ้วโพด และเปลือกถัว่ลิสงท่ีผ่ำนกำรเตรียมโดยกำรบดและปรับสภำพดว้ยสำรละลำยกรดด่ำงปริมำณ 
1.5 กรัม ใส่ลงในขวดแก้วรูปชมพู่ ขนำด 125 มิลลิลิตร จำกนั้ นเติมสำรละลำย 0.05 โมลำร์ ซิเตรต 
บฟัเฟอร์ pH 4.8 ปริมำตร 20 มิลลิลิตร น ำไปฆ่ำเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส จำกนั้นเติมสำรละลำย
เอนไซมท่ี์ไดจ้ำกเช้ือ P. sanguineus โดยใชส้ภำวะท่ีเหมำะสมในกำรผลิตเซลลูเลส ปริมำตร 10 มิลลิลิตร 
ท ำปฏิกิริยำในอ่ำงควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศำเซลเซียส ท่ีเวลำต่ำงๆ ตั้งแต่ 0-96 ชัว่โมง น ำไปแช่ในน ้ ำ
ร้อนเป็นเวลำ 3 นำที เพื่อท ำลำยเอนไซม ์ท ำให้เยน็ท่ีอุณหภูมิห้องก่อนน ำไปป่ันเหวี่ยงท่ีควำมเร็ว 6,000 
รอบต่อนำที เป็นเวลำ 15 นำที น ำส่วนใสท่ีไดไ้ปวเิครำะห์ปริมำณน ้ ำตำลรีดิวซ์ดว้ยวธีิ DNS Method 

2.6 การวเิคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

 ในแต่ละชุดกำรทดลองจะท ำ 3 ซ ้ ำ วิเครำะห์ควำมแตกต่ำงของขอ้มูลโดยใช ้One Way analysis 
of variance (ANOVA) เปรียบเทียบควำมแตกต่ำงของค่ำเฉล่ียของข้อมูลด้วย โปรแกรม Duncan’s 
multiple rang test โดยใชโ้ปรแกรม SPSS version 11.5 for Windows 
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บทที ่3 

ผลการทดลองและวจิารณ์ 

 

3.1 ผลการศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเช้ือรา 

เม่ือน ำเช้ือรำ จ ำนวน 5 ชนิด มำเพำะเล้ียงบนอำหำรแข็ง PDA ท่ีอุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียส นำน 7 
วนั เพื่อดูลกัษณะกำรเจริญเติบโตท่ีเกิดข้ึนบนอำหำรแข็ง ผลกำรทดลองแสดงดงัภำพท่ี 3.1พบวำ่ลกัษณะ
กำรเจริญของเช้ือมีลกัษณะบำงและรำบไปกบัผิวหน้ำอำหำรโดย G. australe และ G. mastoporum พบว่ำ
ลักษณะโคโลนี มีสีขำวถึงเหลืองซีด เส้นใยหยำบ และเกำะกลุ่มกันเป็นปุยคล้ำยขนแกะ ส่วนเช้ือ                  
P. coccineus และ P. sanguineus พบวำ่ ลกัษณะโคโลนีมีสีขำวปนสีส้ม เส้นใยเรียบ และเกำะกลุ่มกนัเป็น
วงกลมต่อมำโคโลนีมีสีเหลืองเขม้ปนส้ม ส่วน T.  pavonia ลกัษณะโคโลนีเส้นใยฟูสีขำว ควำมหนำแน่น
มำก โคโลนีของเช้ือรำมีลกัษณะเป็นแบบปุยฝ้ำยฟู ( floccose) เส้นใยหนำแน่น (compact mycelium) 

 

ภาพที่ 3.1 การเจริญของเส้นใยเช้ือราบนอาหาร PDA เช้ือรา P. coccineus (ก), P. sanguineus (ข),                        
T. pavonia (ค), G. australe (ง), G. mastoporum (จ) 
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3.2 ผลการหาองค์ ประกอบของเส้นใยวสัดุเหลอืทิง้ทางการเกษตรประเภทลกิโนเซลลูโลส 

กำรศึกษำในขั้นตอนแรกไดท้  ำกำรวเิครำะห์หำของเส้นใยวสัดุเหลือทิ้งทางอุตสาหกรรมเกษตร
จ านวน 4 ชนิดท่ีใชใ้นการทดลองคือ ซังขา้วโพด กาบมะพร้าว เปลือกขา้วโพด และเปลือกถัว่ลิสง ท่ี
ไม่ผา่นการปรับสภาพทางเคมี แต่ผา่นการเตรียมดว้ยวิธีทางกายภาพโดยการบดและผา่นตะแกรงร่อน
ขนาด 16 เมช เพื่อให้ทรำบองค์ประกอบพื้นฐำนและปริมำณท่ีพบน ำเป็นขอ้มูลในกำรวิจยัต่อไป ผล
กำรทดลองท่ีไดด้งัแสดงตารางท่ี 3.1-3.3 

ตารางที ่3.1 แสดงปริมำณควำมช้ืน และค่ำเส้นใย Neutral Detergent Fiber และ Acid Detergent Fiber 
วสัดุเหลือทิ้งทำง            
อุตสำหรรมเกษตร 

% ควำมช้ืน %NDF % ADF 

เปลือกถัว่ลิสง 16.6880 ±0.3000 82.0207 ±0.5001 59.3392 ±0.7176 
กำบมะพร้ำว 10.0960 ±0.0335 79.6888 ±0.3987 38.9331 ±0.8742 
ซงัขำ้วโพด 6.4993 ±0.0396 66.9024 ±0.4478 26.9734 ±1.0460 

เปลือกขำ้วโพด 12.1076 ±0.0581 69.6068 ±1.1220 31.0666 ±0.6119 

หมายเหตุ ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 3 ซ ้ า และ ± ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

ตารางที ่3.2 ผลการศึกษาองคป์ระกอบของเส้นใยก่อนการปรับสภาพ 
วสัดุเหลือทิ้งทำง 
อุตสำหกรรม

เกษตร 

องคป์ระกอบ (เปอร์เซ็นต)์ 

เฮมิเซลลูโลส เซลลูโลส ลิกนิน 
เถำ้ท่ีไม่ละลำยใน

กรด 
เปลือกถัว่ลิสง 22.6815±0.9420 38.7230±0.8968 20.6162±0.660 1.2911±0.4888 
กำบมะพร้ำว 40.7557±0.9899 30.7691±1.1410 7.9866±0.5124 3.2486±0.3471 
ซงัขำ้วโพด 39.9290±1.0383 18.9867±0.6475 8.1640±0.4270 2.3483±0.6292 

เปลือกขำ้วโพด 38.5402±0.5108 28.0106±0.7574 3.0560±0.1484 2.2723±1.0788 

หมายเหตุ ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 3 ซ ้ า และ ± ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

 จำกตำรำงขำ้งตน้เม่ือพิจำรณำค่ำเปอร์เซ็นต์ควำมช้ืนของเปลือกถัว่ลิสงพบวำ่มีค่ำมำกท่ีสุด  
รองลงมำคือเปลือกขำ้วโพด กำบมะพร้ำว และซังขำ้วโพดมีค่ำน้อยสุด ซ่ึงควำมช้ืนท่ีวิเครำะห์ได้มี
ควำมส ำคญัในกำรควบคุมกำรหมกั หำกมีควำมช้ืนมำกเกินไปส่งผลต่อกำรหมกัได ้จำกนั้นวิเครำะห์
หำปริมำณเส้นใยในส่วนของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนินโดยพิจำรณำค่ำ ADF เป็นค่ำส่วนท่ี
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เหลือจำกกำรน ำวสัดุเหลือทิ้งทำงอุตสำหกรรมเกษตรยอ่ยดว้ย acid detergent แต่ค่ำน้ีไม่ไดร้วมถึงค่ำ
เฮมิเซลลูโลส จำกกำรวิเครำะห์พบว่ำเปลือกถัว่ลิสงมีค่ำ ADF มำกท่ีสุด รองลงมำคือ กำบมะพร้ำว
และเปลือกขำ้วโพด ส่วนซังขำ้วโพดมีค่ำต ่ำท่ีสุด ค่ำ NDF เป็นค่ำท่ีวิเครำะห์องค์ประกอบของผนัง
เซลล์พืชซ่ึงรวมถึงเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน จำกผลกำรวิเครำะห์ท่ีได้เป็นไปท ำนอง
เดียวกนักบัค่ำ ADF โดยผลต่ำงระหว่ำงค่ำ NDF และ ADF คือปริมำณเฮมิเซลลูโลส จำกกำรศึกษำ
องค์ประกอบ ซ่ึงจำกกำรวิเครำะห์แสดงดงัตำรำงท่ี 3.2 พบว่ำเปลือกถัว่ลิสงมีปริมำณเซลลูโลสมำก
ท่ีสุดคือ 38.73 เปอร์เซ็นต์โดยน ้ ำหนัก รองลงมำคือกำบมะพร้ำว เปลือกขำ้วโพด และซังขำ้วโพดมี
ปริมำณเซลลูโลส 30.77, 28.00 และ 18.98 เปอร์เซ็นต์โดยน ้ ำหนักตำมล ำดับ และเม่ือวิเครำะห์
องค์ประกอบอ่ืนได้แก่ เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน และเถ้ำท่ีไม่ละลำยในกรดพบว่ำวสัดุเหลือทิ้งทำง
กำรเกษตรทั้ง 4 ชนิด มีปริมำณเฮมิเซลลูโลสสูงระหว่ำง 22-40 เปอร์เซ็นต์ ลิกนินอยู่ระหว่ำง 3-20 
เปอร์เซ็นต ์และเถำ้ท่ีไม่ละลำยในกรด 1.2-3.2 เปอร์เซ็นต ์ผลกำรทดลองท่ีไดจ้ะใกลเ้คียงกบัท่ี Huda et 
al., (2008) รำยงำนไวโ้ดยปริมำณเซลลูโลสในเปลือกข้ำวโพดเท่ำกับ 42 เปอร์เซ็นต์โดยน ้ ำหนัก 
ขณะท่ีปริมำณเซลลูโลสในซังขำ้วโพด Eylen et al., (2011) รำยงำนไว ้โดยปริมำณเซลลูโลสเท่ำกบั 
33 เปอร์เซ็นต์โดยน ้ ำหนัก ซ่ึงมำกกว่ำผลกำรวิเครำะห์ท่ีไดคื้อ 18.98 เปอร์เซ็นต์โดยน ้ ำหนกั ขณะท่ี
กำบมะพร้ำวซ่ึงจะใกลเ้คียงกบัท่ี Israel et al., (2011) รำยงำนไว ้โดยปริมำณเซลลูโลสในกำบมะพร้ำว
เท่ำกบั 35.99 เปอร์เซ็นต์โดยน ้ ำหนัก และปริมำณเซลลูโลสในเปลือกถัว่ลิสงโดย Bharthare et al., 
(2014) รำยงำนไวโ้ดยปริมำณเซลลูโลสในเปลือกถัว่ลิสงเท่ำกบั 65.5-79.3 เปอร์เซ็นต์โดยน ้ ำหนัก 
ตำมล ำดบั 

ท่ีน่าพิจารณาคือวสัดุเหลือทิ้งทางอุตสาหกรรมเกษตรเหล่าน้ีน่าจะใช้เป็นสับสเตรตในการเล้ียง
เช้ือราไดดี้ เพราะมีปริมาณเซลลูโลสท่ีสามารถใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนได ้แต่อยา่งไรก็ตาม ยงัมีลิกนินซ่ึง
อาจเป็นอุปสรรคในการเล้ียงเช้ือ ดงันั้นในการทดลองถดัไปจึงได้ทดลองน าเส้นใยผ่านการปรับสภาพ
ทางเคมีก่อน 

3.3 ผลการปรับสภาพวสัดุเหลอืทิง้ทางอุตสาหกรรมเกษตรด้วยกรด-ด่าง เพือ่เตรียมเป็นสับสเตรต 

หลงัการปรับสภาพดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ และสารละลายกรดซลัฟูริก พบวา่ทั้ง
ซังขา้วโพด กาบมะพร้าว เปลือกขา้วโพด และเปลือกถัว่ลิสง มีลกัษณะดงัภาพท่ี 3.2 โดยมีปริมาณ
เซลลูโลสเป็นองคป์ระกอบลดลง โดยปริมาณเซลลูโลสในซังขา้วโพด กาบมะพร้าว เปลือกขา้วโพด 
และเปลือกถัว่ลิสง ท่ีผ่านการปรับสภาพมีค่าเท่ากบั 13.87, 26.29, 22.93 และ 33.82 เปอร์เซ็นต์โดย
น ้ าหนกั ตามล าดบั นอกจากนั้นวสัดุเหลือทิ้งทางอุตสาหกรรมเกษตรท่ีผา่นการปรับสภาพ มีปริมำณ  
เฮมิเซลลูโลสซ่ึงหำไดจ้ำกค่ำ NDF-ADF และปริมำณลิกนินของวสัดุเหลือทิ้งทำงอุตสำหกรรมเกษตร
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ท่ีผ่ำนกำรปรับสภำพท่ีมีปริมำณลดลงตำมไปด้วย (ตำรำงท่ี 3.3-3.4) แสดงให้เห็นว่าสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ และสารละลายกรดซัลฟูริก สามารถก าจดัเฮมิเซลลูโลสและลิกนินออกจาก
โครงสร้างของวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรไดบ้างส่วนแสดงผลในตารางท่ี 3.5  

 

ภาพที่ 3.2 ผลกำรปรับสภำพวสัดุเหลือทิ้งทำงอุตสำหกรรมเกษตรด้วยกรด-ด่ำง เพื่อเตรียมเป็น
สับสเตรต ซงัขำ้วโพด (ก), กำบมะพร้ำว (ข), ซงัขำ้วโพด (ค), เปลือกถัว่ลิสง (ง) 

ตารางที่ 3.3 แสดงปริมำณควำมช้ืน และค่ำเส้นใย Neutral Detergent Fiber และ Acid Detergent Fiber 
ภายหลงัการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่าง 

วสัดุเหลือทิ้งทำง 
อุตสำหกรรมเกษตร 

%NDF % ADF 

เปลือกถัว่ลิสง 50.2533 ±2.6880 42.4677 ±1.5874 
กำบมะพร้ำว 50.5989 ±2.1141 31.6530 ±0.9099 
ซงัขำ้วโพด 40.4781 ±3.3296 17.1943 ±0.1951 

เปลือกขำ้วโพด 19.0878 ±2.2408 25.1295 ±1.5272 

หมายเหตุ ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 3 ซ ้ า และ ± ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

  

(ก) (ข) 

(ค) (ง) 
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ตารางที ่3.4 ผลการศึกษาองคป์ระกอบของเส้นใยภายหลงัการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่าง 
วสัดุเหลือทิ้งทำง 
อุตสำหกรรม

เกษตร 

องคป์ระกอบ (เปอร์เซ็นต)์ 

เฮมิเซลลูโลส เซลลูโลส ลิกนิน เถำ้ท่ีไม่ละลำย
ในกรด 

เปลือกถัว่ลิสง 7.7856 ±2.5270 33.8184 ±1.5723 8.6493 ±1.9386 1.1424±0.0631 
กำบมะพร้ำว 18.94587±2.8933 26.2888 ±1.8117 5.3643 ±0.9470 3.5631±0.6922 
ซงัขำ้วโพด 23.28377±3.4354 13.8671 ±0.7748 3.3272 ±0.5976 5.9184±1.5354 

เปลือกขำ้วโพด 11.48133 ±2.2120 22.9372 ±0.6713 2.1923 ±1.2437 1.5646±0.7091 

หมายเหตุ ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 3 ซ ้ า และ ± ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

จากการวิเคราะห์ปริมาณเซลลูโลสภายหลงัการปรับสภาพจะเห็นไดว้า่ มีปริมาณไม่สูงมากเม่ือ
เปรียบเทียบกบัลิกโนเซลลูโลสชนิดอ่ืนและนอ้ยกวา่รายงานเบ้ืองตน้อาจเป็นเพราะเกิดการสูญเสียไป
ในขณะย่อยสลายดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ และสารละลายกรดซัลฟูริก และเม่ือพิจารณา
ตามตารางท่ี 1.1 เป็นรายงานเบ้ืองตน้ของปริมาณเซลลูโลสในวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรชนิดอ่ืน 
ตวัอย่างเช่น ฟางข้าวสาลี มีปริมาณเซลลูโลส 50 เปอร์เซ็นต์โดยน ้ าหนัก ฟางข้าวโอตมีปริมาณ
เซลลูโลส 49.3 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั จะเห็นไดว้า่วสัดุเหลือทิ้งทำงอุตสำหกรรมเกษตรท่ีน ามาใชใ้น
การทดลองมีปริมาณเซลลูโลสนอ้ยกวา่มาก แต่เป็นวสัดุเหลือทิ้งทำงอุตสำหกรรมเกษตรท่ีเพาะปลูก
มากภายในประเทศ จึงยงัคงมีความน่าสนใจท่ีจะน าวสัดุเหลือทิ้งทำงอุตสำหกรรมเกษตรเหล่าน้ีมาใช้
ประโยชน์ ซ่ึงปัจจุบนัมีการน าวสัดุเหลือทิ้งทำงอุตสำหกรรมเกษตรมาเป็นสับสเตรตของจุลินทรีย์
ส าหรับการผลิตเอนไซมก์ลุ่มท่ียอ่ยเซลลูโลสจากจุลินทรีย ์
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ตารางที ่3.5 ผลกำรศึกษำองคป์ระกอบของเส้นใยก่อนและหลงักำรปรับสภำพดว้ยกรด-ด่ำง (เปอร์เซ็นต)์ 

วสัดุเหลือทิ้งทำง 
อุตสำหกรรมเกษตร 

ผลกำรศึกษำองคป์ระกอบของเส้นใยก่อนและหลงักำรปรับสภำพดว้ยกรด-ด่ำง (เปอร์เซ็นต)์ 

เฮมิเซลลูโลส (เปอร์เซ็นต)์ เซลลูโลส (เปอร์เซ็นต)์ ลิกนิน (เปอร์เซ็นต)์ 
เถำ้ท่ีไม่ละลำยในกรด 

(เปอร์เซ็นต)์ 
ก่อน หลงั ผลต่ำง ก่อน หลงั ผลต่ำง ก่อน หลงั ผลต่ำง ก่อน หลงั ผลต่ำง 

เปลือกถัว่ลิสง 
22.6815 
±0.9420 

7.7856 
±2.5270 

14.9599 
±1.7372 

38.7230 
±0.8968 

33.8184 
±1.5723 

4.9046 
±0.6755 

20.6162 
±0.660 

8.6493 
±1.9386 

11.9669 
±1.2786 

1.2911 
±0.4888 

1.1424 
±0.0631 

0.1487 
±0.4249 

กำบมะพร้ำว 
40.7557 
±0.9899 

18.9458 
±2.8933 

21.8098 
±1.9034 

30.7691 
±1.1410 

26.2888 
±1.8117 

4.4803 
±0.6707 

7.9866 
±0.5124 

5.3643 
±0.9470 

2.6233 
±0.4346 

3.2486
±0.3471 

3.5631 
±0.6922 

0.3145 
±0.3451 

ซงัขำ้วโพด 
39.9290 
±1.0383 

23.2837 
±3.4354 

16.6453 
±2.3971 

18.9867 
±0.6475 

13.8671 
±0.7748 

5.1196 
±0.1273 

8.1640 
±0.4270 

3.3272 
±0.5976 

4.8369 
±0.1705 

2.3483
±0.6292 

5.9184 
±1.5354 

3.5910 
±0.8750 

เปลือกขำ้วโพด 
38.5402 
±0.5108 

11.4813 
±2.2120 

27.0589 
±1.7012 

28.0106 
±0.7574 

22.9372 
±0.6713 

5.0734 
±0.0861 

3.0560 
±0.1484 

2.1923 
±1.2437 

0.8673 
±1.0953 

2.2723
±1.0788 

1.5646 
±0.7091 

0.6277 
±0.5346 

หมายเหตุ ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 3 ซ ้ า และ ± ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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3.4 ผลการทดสอบการผลติเอนไซม์เซลลูเลสบนอาหารแข็ง 

กำรทดลองน้ีเป็นกำรศึกษำควำมสำมำรถของเช้ือรำในกำรย่อยสลำยคำร์บอกซีเมทิลเซลลูโลสบน
จำนอำหำรแข็งวุน้คำร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส (CMC agar) โดยจะมีโซนใสเกิดข้ึนบนอำหำร ซ่ึงเกิดจำกเช้ือ
รำสำมำรถสร้ำงเอนไซม์มำย่อยสลำยพนัธะเบตำ้-(1,4)-ไกลโคซิดิกของคำร์บอกซีเมทิลเซลลูโลสให้มี
โมเลกุลเล็กลง เม่ือใชสี้คองโกเรด (congo red) เทบนอำหำร สีคองโกเรดไม่สำมำรถไปจบักบัโมเลกุลท่ีถูก
ยอ่ยใหมี้ขนำดเล็ก จึงท ำให้เห็นเป็นโซนใส ส่วนบริเวณท่ีเอนไซมไ์ม่สำมำรถยอ่ยพนัธะเบตำ้-(1,4)-ไกลโค
ซิดิกของคำร์บอกซีเมทิลเซลลูโลสไดจ้ะเห็นเป็นสีส้มแดงของสีคองโกเรดท่ีจบัอยูก่บัโมเลกุลของคำร์บอก
ซีเมทิลเซลลูโลส (Saczi et al., 1986 ; Teather and Wood 1982 อ้ำงโดย จุฑำมำศ, 2553) ได้รำยงำนว่ำสี
คองโกเรดสำมำรถจบักบัโพลีแซคคำไรด์ท่ีมีพนัธะเบตำ้-(1,4)-ดี-กลูโคไพรำโนซิล และพนัธะเบตำ้-(1,4)-
ดี-กลูแคน ซ่ึงในโครงสร้ำงของคำร์บอกซีเมทิลเซลลูโลสเช่ือมกนัดว้ยพนัธะเบตำ้-(1,4)-ดี-กลูโคไพรำโน
ซิล ท ำให้เม่ือชะสีคองโกเรด ส่วนเกินด้วยสำรละลำยโซเดียมคลอไรด์ 1 โมลำร์ จะเห็นโซนใสบริเวณท่ี
เอนไซม์ย่อยพนัธะเบต้ำ-(1,4)-ดี-กลูโคไพรำโนซิล และโซนสีแดงท่ีเอนไซม์ไม่สำมำรถย่อยพนัธะใน
โมเลกุลคำร์บอกซีเมทิลเซลลูโลสได้ จำกกำรทดลองพบว่ำเช้ือรำท่ีสำมำรถย่อยสลำยคำร์บอกซีเมทิล
เซลลูโลสซ่ึงให้ควำมกวำ้งของโซนใสตั้งแต่ 10 มิลลิเมตร ข้ึนไป จ ำนวน 2  ชนิดไดแ้ก่ P. coccineus และ 
P. sanguineus โดยมี P. coccineus ท่ีสำมำรถยอ่ยสลำยไดดี้ (ภำพท่ี 3.3) และให้เส้นผำ่นศูนยก์ลำงของโซน
ใสสูงสุดเท่ำกบั 16 และ 15 มิลลิเมตร ดงัแสดงไวใ้นตำรำงท่ี 3.6 

 

 
ภาพที่ 3.3 กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรผลิตเอนไซม์เซลลูเลสของเช้ือรำโดยวิธีคองโกเรด                  
P. coccineus (ก), P. sanguineus (ข), T. pavonia (ค), G. australe (ง), G. mastoporum (จ) 

(

ค) 

(

ง) 
(

จ) 

(
ก) 
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ตารางที่ 3.6 แสดงความกวา้งของโซนใสรอบโคโลนีของเช้ือราบนจานอาหารแขง็วุน้คาร์บอกซีเมทิล
เซลลูโลส (CMC agar) 

เช้ือรา ความกวา้งของโซนใสรอบโคโลนี (มิลลิเมตร) 

P. coccineus 

P. sanguineus 

T. pavonia 

 G. australe 

G. mastoporum 

28 

26 

22 

22 

18 

หมายเหตุ ความกวา้งของโซนใสรอบโคโลนี (มิลลิเมตร) = เส้นผา่นศูนยก์ลางของโซนท่ีมีการ
ยอ่ยสลาย 

เน่ืองจากการทดลองน้ีเป็นการคดักรองเบ้ืองตน้บนจานอาหารแขง็วุน้คาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส 
(CMC agar) ท่ีมีความสะดวกรวดเร็ว แต่ไม่สามารถระบุค่ากิจกรรมได ้จึงไดศึ้กษาการผลิตเอนไซม์
ภายใตก้ารหมกัสภาพอาหารแข็งในการทดลองต่อไป เพื่อคดัเลือกเช้ือราท่ีมีความเหมาะสมท่ีสุด และ
ใหกิ้จกรรมเอนไซมสู์งท่ีสุด 

3.5 การวดัค่ากจิกรรมเอนไซม์เซลลูเลสเพือ่คัดกรองเช้ือราและวสัดุเหลอืทิง้ทางอุตสาหกรรม

เกษตรทีเ่หมาะสมส าหรับการหมัก 

กำรศึกษำกำรเจริญและกำรผลิตเอนไซม์ของเช้ือรำไวท์รอทสำยพนัธ์ุต่ำงๆทั้ง 5 ชนิด ในกำร
เล้ียงบนวสัดุเหลือทิ้งทำงอุตสำหกรรมเกษตรทั้ง 4 ชนิด เป็นกำรทดลองเพื่อคดัเลือกเช้ือท่ีเจริญและ
ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสบนวสัดุเหลือทิ้งทำงอุตสำหกรรมเกษตรไดดี้ โดยวดัจำกค่ำกิจกรรมเอนไซม์
เซลลูเลสท่ีผลิตได ้

ในกำรทดลองได้ชั่งวสัดุเหลือทิ้งทำงอุตสำหกรรมเกษตรทั้ ง 4 ชนิดคือ ซังข้ำวโพด กำบ
มะพร้ำว เปลือกขำ้วโพด และเปลือกถัว่ลิสง ท่ีผ่ำนกำรปรับสภำพเบ้ืองตน้ดว้ยสำรละลำยกรด-ด่ำง 
ชนิดละ 2.0 กรัม ลงในขวดรูปชมพู่ขนำด 250 มิลลิลิตร อย่ำงละ 5 ใบ จำกนั้นน ำไปน่ึงฆ่ำเช้ือท่ี
อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส ควำมดนั 15 ปอนด์ต่อตำรำงน้ิว เป็นเวลำ 20 นำที เม่ืออำหำรเยน็ลงท ำ
กำรถ่ำยเช้ือ P. coccineus, P. sanguineus, T. pavonia, G. australe และ G. mastoporum ลงในแต่ละ
สับสเตรตท่ีฆ่ำเช้ือแลว้ ปรับควำมช้ืนเร่ิมตน้โดยเติมสำรละลำยเกลือ (mineral salt solution) pH เร่ิมตน้ 
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5.5 ท่ีผำ่นกำรฆ่ำเช้ือเป็นร้อยละ 60, 70, 80 และ 90 น ำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียส ท ำกำรเขยำ่
ดว้ยมือวนัละ 3 คร้ัง และท ำกำรสกดัเอนไซมใ์นแต่ละเช้ือเวลำ 0, 3, 6, 9 และ 12 วนัของกำรหมกั 

ภำพท่ี 3.4 แสดงลกัษณะกำรเจริญเติบโตของเช้ือ P. coccineus โดยใช้ซังขำ้วโพดท่ีผ่ำนกำร
ปรับสภำพดว้ยกรด-ด่ำงเป็นสับสเตรต จำกตำรำงท่ี 3.7 และภำพท่ี 3.4-3.6 แสดงควำมสำมำรถของเช้ือ 
P. coccineus ในกำรผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส ท่ีควำมช้ืนร้อยละ 70 พบวำ่เอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีไดมี้ค่ำของ
กิจกรรมเอนไซม ์Filter paper activity (FPase), Carboxymethylcellulase (CMCase) และเซลโลไบเอส 
เฉล่ียสูงสุดในวนัท่ี 9 ของกำรหมกัเท่ำกบั 4.1880.066, 12.0390.161 และ 1.1730.040 ยูนิตต่อ
กรัมสับสเตรต (U/gds) ตำมล ำดบั 

  

ภาพที ่3.4 แสดงลกัษณะกำรเจริญเติบโตของเช้ือ P. coccineus โดยใชซ้งัขำ้วโพดเป็นสับสเตรต 
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ตารางที่ 3.7 กำรผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสจำกเช้ือรำ P. coccineus โดยกำรหมกัในสภำพอำหำรแข็งท่ีใช้
ซงัขำ้วโพดท่ีผำ่นกำรปรับสภำพดว้ยกรด-ด่ำงเป็นสับสเตรตและมีระยะเวลำกำรหมกั 12 วนั 

ควำมช้ืนเร่ิมตน้ กำรหมกั (วนั) 
กิจกรรมเอนไซม ์(U/gds) 

FPase (U/gds) CMCase (U/gds) Cellobiase (U/gds) 

60% 

วนัท่ี 3 0.6950.120c 1.5860.140d 0.2120.054d 

วนัท่ี 6 2.2970.141ab 6.2000.186c 0.6500.032c 

วนัท่ี 9 2.8670.162a 10.5540.163a 1.0620.047b 
วนัท่ี 12 2.0810.137b 8.2850.122b 1.1100.038b 

70% 

วนัท่ี 3 0.822 0.052c 1.9350.092d 0.2550.021d 

วนัท่ี 6 2.4720.086b 8.4330.126c 0.5730.031c 

วนัท่ี 9 4.1880.066a 12.0390.161a 1.1730.040a 

วนัท่ี 12 2.6610.095b 7.6040.088b 0.9960.029b 

80% 

วนัท่ี 3 0.6920.033c 1.4580.113d 0.1440.021d 

วนัท่ี 6 2.3520.043b 7.3100.148c 0.5370.035c 

วนัท่ี 9 3.3750.051a 10.5780.156b 0.8270.033a 

วนัท่ี 12 2.5800.043b 7.5860.176c 0.6500.036b 

90% 

วนัท่ี 3 0.5520.038c 1.1040.140d 0.1290.021d 

วนัท่ี 6 1.6380.088b 5.4870.097c 0.3410.036c 

วนัท่ี 9 2.8590.042a 9.6150.104a 0.7470.034a 

วนัท่ี 12 2.0600.057b 6.9870.127b 0.5580.032b 

หมายเหตุ ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 3 ซ ้ า และ  ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน a, b, c และ 
d เป็นการจดักลุ่มทางสถิติตามคอลมัน์ ท่ีมีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 
95 (P<0.05) 
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ภาพที่ 3.5 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส Filter Paper Activity (FPase) ท่ีสร้างจาก      
เช้ือรา P. coccineus เม่ือใชซ้งัขา้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 

 
ภาพที่ 3.6 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส Carboxymethyl cellulase (CMCase) ท่ีสร้าง
จากเช้ือรา P. coccineus เม่ือใชซ้งัขา้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 
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ภาพท่ี 3.7 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซม์เซลโลไบเอส (Cellobiase) ท่ีสร้างจากเช้ือรา P. coccineus 
เม่ือใชซ้งัขา้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 

ภำพท่ี 3.8 แสดงลกัษณะกำรเจริญเติบโตของเช้ือ P. coccineus โดยใชก้ำบมะพร้ำวท่ีผำ่นกำรปรับ
สภำพด้วยกรด-ด่ำงเป็นสับสเตรต จำกตำรำงท่ี 3.8 และภำพท่ี 3.9-3.11 แสดงควำมสำมำรถของเช้ือ                
P. coccineus ในกำรผลิตเอนไซม์เซลลูเลส ท่ีควำมช้ืนร้อยละ 90 พบว่ำเอนไซม์เซลลูเลสท่ีได้มีค่ำของ
กิจกรรมเอนไซม์ Filter paper activity (FPase), Carboxymethylcellulase (CMCase) และ เซลโลไบเอส 
เฉล่ียสูงสุดในวนัท่ี 9 ของกำรหมกัเท่ากบั 1.0130.073, 1.0830.108 และ 0.1990.012  ยูนิตต่อกรัม
สับสเตรต (U/gds) ตำมล ำดบั  

 

ภาพที ่3.8 แสดงลกัษณะกำรเจริญเติบโตของเช้ือ P. coccineus โดยใชก้ำบมะพร้ำวเป็นสับสเตรต 
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ตารางที่ 3.8 การผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. coccineus โดยการหมกัในสภาพอาหารแข็งท่ีใช้
กาบมะพร้าวท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต และมีระยะเวลาการหมกั 12 วนั 

ควำมช้ืนเร่ิมตน้ กำรหมกั (วนั) 
กิจกรรมเอนไซม ์(U/gds) 

FPase(U/gds) CMCase (U/gds) Cellobiase(U/gds) 

60% 

วนัท่ี 3 0.0880.023d 0.0520.033d 0.0000.000d 
วนัท่ี 6 0.2980.057c 0.4670.036c 0.0500.011c 

วนัท่ี 9 0.3580.068b 0.6060.062a 0.0880.008a 

วนัท่ี 12 0.3380.085c 0.5750.076b 0.0600.007b 

70% 

วนัท่ี 3 0.1550.029d 0.1500.054d 0.0380.007d 

วนัท่ี 6 0.3640.046b 0.6170.086c 0.0820.010c 

วนัท่ี 9 0.4450.057a 0.8230.078a 0.1180.014a 

วนัท่ี 12 0.3420.031c 0.6490.093b 0.0880.015b 

80% 

วนัท่ี 3 0.2930.018d 0.2280.073d 0.0630.015d 

วนัท่ี 6 0.3820.046b 0.6910.077c 0.0910.010c 

วนัท่ี 9 0.8850.073a 0.8390.088a 0.1580.028a 

วนัท่ี 12 0.6420.041c 0.7080.063b 0.1060.011b 

90% 

วนัท่ี 3 0.3250.042d 0.2580.051d 0.0830.006d 

วนัท่ี 6 0.4770.037b 0.7780.110c 0.1220.014c 

วนัท่ี 9 1.0130.073a 1.0830.108a 0.1990.012a 

วนัท่ี 12 0.8160.066c 1.1260.162b 0.1460.011b 

หมายเหตุ  ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 3 ซ ้ า และ  ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน a, b, c และ 
d เป็นการจดักลุ่มทางสถิติตามคอลมัน์ ท่ีมีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 
95 (P<0.05) 
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ภาพที่ 3.9 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลส Filter Paper Activity (FPase) ท่ีสร้างจาก เช้ือ
รา P. coccineus เม่ือใชก้าบมะพร้าวท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 

 

ภาพที่ 3.10 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส Carboxymethyl cellulase (CMCase) ท่ี
สร้างจากเช้ือรา P. coccineus เม่ือใชก้าบมะพร้าวท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 
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ภาพที ่3.11 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลโลไบเอส (Cellobiase) ท่ีสร้างจากเช้ือรา  
P. coccineus เม่ือใชก้าบมะพร้าวท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 

ภาพท่ี 3.12 แสดงลกัษณะการเจริญเติบโตของเช้ือ P. coccineus โดยใช้เปลือกขา้วโพดท่ีผ่านการ
ปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต จากตารางท่ี 3.9 และภาพท่ี 3.13-3.15 แสดงความสามารถของเช้ือ 
P. coccineus ในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลส ท่ีความช้ืนร้อยละ 80 พบว่าเอนไซม์เซลลูเลสท่ีได้มีค่ำของ
กิจกรรมเอนไซม์ Filter paper activity (FPase), Carboxymethylcellulase (CMCase) และ เซลโลไบเอส 
เฉล่ียสูงสุดในวนัท่ี 9 ของกำรหมกัเท่ากับ 2.8940.133, 8.1180.156 และ 0.8750.032 ยูนิตต่อกรัม
สับสเตรต (U/gds) ตำมล ำดบั  

 

ภาพที ่3.12 แสดงลกัษณะกำรเจริญเติบโตของเช้ือ P. coccineus โดยใชเ้ปลือกขำ้วโพดเป็นสับสเตรต 
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ตารางที่ 3.9 การผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือรา P. coccineus โดยการหมกัในสภาพอาหารแข็งท่ีใช้
เปลือกขา้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต และมีระยะเวลาการหมกั 12 วนั 

ควำมช้ืนเร่ิมตน้ กำรหมกั (วนั) 
กิจกรรมเอนไซม ์(U/gds) 

FPase (U/gds) CMCase (U/gds) Cellobiase(U/gds) 

60% 

วนัท่ี 3 0.3830.075d 0.8510.114d 0.1950.028d 

วนัท่ี 6 1.4180.158c 3.1880.183c 0.4330.033c 

วนัท่ี 9 1.6790.119b 6.6400.176a 0.6500.034b 
วนัท่ี 12 1.2800.104c 5.4630.150b 0.4300.047c 

70% 

วนัท่ี 3 0.7200.111d 0.9810.136d 0.1980.029d 

วนัท่ี 6 1.6860.114b 4.7540.311c 0.5390.031c 

วนัท่ี 9 2.4140.148a 6.7780.269a 0.7590.032b 
วนัท่ี 12 1.7260.117c 4.8200.196b 0.5030.031c 

80% 

วนัท่ี 3 0.5710.103d 0.8530.116d 0.2280.044d 

วนัท่ี 6 2.1310.137b 5.2450.180c 0.5210.045c 

วนัท่ี 9 2.8940.133a 8.1180.156a 0.8750.032b 
วนัท่ี 12 2.7400.112c 5.9040.172b 0.5600.050c 

90% 

วนัท่ี 3 0.4710.070d 0.6740.084d 0.1010.020d 

วนัท่ี 6 1.4650.152b 4.0890.120c 0.2100.034c 

วนัท่ี 9 2.0700.225a 6.6330.173a 0.4230.034b 
วนัท่ี 12 1.8540.169c 5.2600.161b 0.3500.027c 

หมายเหตุ  ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 3 ซ ้ า และ  ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน a, b, c และ 
d เป็นการจดักลุ่มทางสถิติตามคอลมัน์ ท่ีมีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 
95 (P<0.05) 
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ภาพที่ 3.13 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส Filter Paper Activity (FPase) ท่ีสร้างจาก
เช้ือรา P. coccineus เม่ือใชเ้ปลือกขา้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 

 
ภาพที่ 3.14 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส Carboxymethyl cellulase (CMCase) ท่ี
สร้างจากเช้ือรา P. coccineus เม่ือใชเ้ปลือกขา้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 
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ภาพที ่3.15 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลโลไบเอส (Cellobiase) ท่ีสร้างจากเช้ือรา  
P. coccineus เม่ือใชเ้ปลือกขา้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 

ภาพท่ี 3.16 แสดงลกัษณะการเจริญเติบโตของเช้ือ P. coccineus โดยใชเ้ปลือกถัว่ลิสงท่ีผา่นการ
ปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต จากตารางท่ี 3.10 และภาพท่ี 3.17-3.19 แสดงความสามารถของ
เช้ือ P. coccineus ในการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส ท่ีความช้ืนร้อยละ 70 พบวา่เอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีไดมี้ค่ำ
ของกิจกรรมเอนไซม์  Filter paper activity (FPase), Carboxymethylcellulase (CMCase) และ เซล
โลไบเอส เฉล่ียสูงสุดในวนัท่ี 9 ของกำรหมกัเท่ากบั 4.2390.138, 11.2320.299 และ 0.7320.061 
ยนิูตต่อกรัมสับสเตรต (U/gds) ตำมล ำดบั  

 

ภาพที ่3.16 แสดงลกัษณะกำรเจริญเติบโตของเช้ือ P. coccineus โดยใชเ้ปลือกถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต 
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ตารางที่ 3.10 การผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือรา P. coccineus โดยการหมกัในสภาพอาหารแขง็ท่ีใช้
เปลือกถัว่ลิสงท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต และมีระยะเวลาการหมกั 12 วนั 

ความช้ืนเร่ิมตน้ การหมกั (วนั) 
กิจกรรมเอนไซม ์(U/gds) 

FPase(U/gds) CMCase (U/gds) Cellobiase(U/gds) 

60% 

วนัท่ี 3 0.5450.081d 1.1370.140d 0.3170.040d 

วนัท่ี 6 1.6130.145c 3.7950.307c 0.4880.038c 

วนัท่ี 9 3.6290.161a 8.5600.419a 0.7300.051b 
วนัท่ี 12 2.5980.321b 6.9520.246b 0.4890.041c 

70% 

วนัท่ี 3 0.7930.149d 1.2650.235d 0.3960.038d 

วนัท่ี 6 1.8640.337c 4.5980.280c 0.5870.029c 

วนัท่ี 9 4.2390.138a 11.2320.299a 0.7320.061b 
วนัท่ี 12 2.7340.174b 8.4660.179b 0.6410.038c 

80% 

วนัท่ี 3 0.5990.109d 1.0940.160d 0.2520.034d 

วนัท่ี 6 1.4950.203c 4.2260.274c 0.3590.046c 

วนัท่ี 9 3.9550.101a 9.0960.294a 0.4580.040b 
วนัท่ี 12 2.5750.325b 8.6310.342b 0.3590.057c 

90% 

วนัท่ี 3 0.5000.088d 0.7700.083d 0.1730.020d 

วนัท่ี 6 1.6440.235c 3.4110.082c 0.2630.042c 

วนัท่ี 9 2.9310.297a 8.4840.175a 0.3550.062b 
วนัท่ี 12 2.7800.168b 6.9430.322b 0.1620.026c 

หมายเหตุ  ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 3 ซ ้ า และ  ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน a, b, c และ 
d เป็นการจดักลุ่มทางสถิติตามคอลมัน์ ท่ีมีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 
95 (P<0.05) 
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ภาพที่ 3.17 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส Filter Paper Activity (FPase) ท่ีสร้างจาก
เช้ือรา P. coccineus เม่ือใชเ้ปลือกถัว่ลิสงท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 

 
ภาพที่ 3.18 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส Carboxymethyl cellulase (CMCase) ท่ี
สร้างจากเช้ือรา P. coccineus เม่ือใชเ้ปลือกถัว่ลิสงท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 
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ภาพที ่3.19 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลโลไบเอส (Cellobiase) ท่ีสร้างจากเช้ือรา  
P. coccineus เม่ือใชเ้ปลือกถัว่ลิสงท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 

ภาพท่ี 3.20 แสดงลกัษณะการเจริญเติบโตของเช้ือ P. sanguineus โดยใชซ้งัขา้วโพดท่ีผ่านการ
ปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต จากตารางท่ี 3.11 และภาพท่ี 3.21-3.23 แสดงความสามารถของ
เช้ือ P. sanguineus ในการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส ท่ีความช้ืนร้อยละ 70 พบวา่เอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีไดมี้
ค่ำของกิจกรรมเอนไซม์ Filter paper activity (FPase), Carboxymethylcellulase (CMCase) และ เซล
โลไบเอส เฉล่ียสูงสุดในวนัท่ี 9 ของกำรหมกัเท่ากบั 6.3530.433, 14.6840.396 และ 1.4420.182 
ยนิูตต่อกรัมสับสเตรต (U/gds) ตำมล ำดบั  

 

ภาพที ่3.20 แสดงลกัษณะกำรเจริญเติบโตของเช้ือ P. sanguineus โดยใชซ้งัขา้วโพดเป็นสับสเตรต 
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ตารางที่ 3.11 การผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือรา P. sanguineus โดยการหมกัในสภาพอาหารแข็งท่ี
ใชซ้งัขา้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต และมีระยะเวลาการหมกั 12 วนั 

ควำมช้ืนเร่ิมตน้ กำรหมกั (วนั) 
กิจกรรมเอนไซม ์(U/gds) 

FPase(U/gds) CMCase (U/gds) Cellobiase(U/gds) 

60% 

วนัท่ี 3 0.9030.139d 1.8030.210d 0.2420.079d 

วนัท่ี 6 3.0630.375c 8.1740.603c 0.7770.170c 

วนัท่ี 9 3.3390.435b 13.1370.475a 1.0120.100b 
วนัท่ี 12 2.3640.179c 9.2820.155b 0.6200.103c 

70% 

วนัท่ี 3 0.9520.492d 2.4640.290d 0.2240.097d 

วนัท่ี 6 3.7290.266c 9.6850.297c 0.6760.125c 

วนัท่ี 9 6.3530.433b 14.6840.396a 1.4420.182b 
วนัท่ี 12 4.4680.132c 11.8930.455b 0.8520.090c 

80% 

วนัท่ี 3 0.7120.122d 1.9650.231d 0.2190.111d 

วนัท่ี 6 2.6860.254c 8.7240.414c 0.6350.174c 

วนัท่ี 9 4.3400.390a 13.0830.327a 0.9980.107b 
วนัท่ี 12 3.1150.231b 9.2590.303c 0.7490.176c 

90% 

วนัท่ี 3 0.5390.129d 1.4790.159d 0.2430.117d 

วนัท่ี 6 2.0250.130c 6.0200.554c 0.3610.073c 

วนัท่ี 9 2.9610.233b 12.2270.679a 0.6720.186b 
วนัท่ี 12 2.2000.317b 7.2190.372b 0.7120.174d 

หมายเหตุ  ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 3 ซ ้ า และ  ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน a, b, c และ 
d เป็นการจดักลุ่มทางสถิติตามคอลมัน์ ท่ีมีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 
95 (P<0.05) 
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ภาพที่ 3.21 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส Filter Paper Activity (FPase) ท่ีสร้างจาก
เช้ือรา P. sanguineus เม่ือใชซ้งัขา้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 

 
ภาพที่ 3.22 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส Carboxymethyl cellulase (CMCase) ท่ี
สร้างจากเช้ือรา P. sanguineus เม่ือใชซ้งัขา้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 
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ภาพที ่3.23 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลโลไบเอส (Cellobiase) ท่ีสร้างจากเช้ือรา 
P. sanguineus เม่ือใชซ้งัขา้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 

ภาพท่ี 3.24 แสดงลกัษณะการเจริญเติบโตของเช้ือ P. sanguineus โดยใชก้าบมะพร้าวท่ีผา่นการ
ปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต จากตารางท่ี 3.12 และภาพท่ี 3.25-3.27 แสดงความสามารถของ
เช้ือ P. sanguineus ในการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส ท่ีความช้ืนร้อยละ 90 พบวา่เอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีไดมี้
ค่ำของกิจกรรมเอนไซม์ Filter paper activity (FPase), Carboxymethylcellulase (CMCase) และ เซล
โลไบเอส เฉล่ียสูงสุดในวนัท่ี 9 ของกำรหมกัเท่ำกบั 0.4090.050, 1.2190.055 และ 0.2880.013 ยู
นิตต่อกรัมสับสเตรต (U/gds) ตำมล ำดบั  

 

ภาพที ่3.24 แสดงลกัษณะกำรเจริญเติบโตของเช้ือ P. sanguineus โดยใชก้าบมะพร้าวเป็นสับสเตรต 
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ตารางที่ 3.12 การผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือรา P. sanguineus โดยการหมกัในสภาพอาหารแข็งท่ี
ใชก้าบมะพร้าวท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต และมีระยะเวลาการหมกั 12 วนั 

ควำมช้ืนเร่ิมตน้ กำรหมกั (วนั) 
กิจกรรมเอนไซม ์(U/gds) 

FPase(U/gds) CMCase (U/gds) Cellobiase(U/gds) 

60% 

วนัท่ี 3 0.0590.023d 0.0540.024d 0.0000.000d 

วนัท่ี 6 0.0900.055b 0.3730.064c 0.0530.007c 

วนัท่ี 9 0.2310.062a 0.5510.086b 0.0880.010b 
วนัท่ี 12 0.1620.055c 0.4980.125b 0.0530.010c 

70% 

วนัท่ี 3 0.0680.027d 0.2160.077d 0.0280.008c 

วนัท่ี 6 0.1730.041b 0.5720.116c 0.0690.008d 

วนัท่ี 9 0.2780.054a 0.8480.067b 0.1350.016c 

วนัท่ี 12 0.2700.051c 0.6660.061c 0.0880.016d 

80% 

วนัท่ี 3 0.1240.030d 0.1260.040d 0.0830.005d 

วนัท่ี 6 0.1430.089b 0.9200.118b 0.1310.014c 

วนัท่ี 9 0.3540.055a 0.8610.064b 0.1950.016b 
วนัท่ี 12 0.3070.063c 0.7200.059c 0.1360.015c 

90% 

วนัท่ี 3 0.1460.029d 0.2750.028d 0.0700.008d 

วนัท่ี 6 0.2160.107b 0.8840.066c 0.1210.018c 

วนัท่ี 9 0.4090.050a 1.2190.055a 0.2880.013a 

วนัท่ี 12 0.3490.051c 0.9930.061b 0.2180.014b 

หมายเหตุ  ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 3 ซ ้ า และ  ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน a, b, c และ 
d เป็นการจดักลุ่มทางสถิติตามคอลมัน์ ท่ีมีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 
95 (P<0.05) 
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ภาพที่ 3.25 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส Filter Paper Activity (FPase) ท่ีสร้างจาก
เช้ือรา P. sanguineus เม่ือใชก้าบมะพร้าวท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 

 
ภาพที่ 3.26 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส Carboxymethyl cellulase (CMCase) ท่ี
สร้างจากเช้ือรา P. sanguineus เม่ือใชก้าบมะพร้าวท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0 3 6 9 12 15

กิจ
กร
รม

เอน
ไซ

ม ์
(U

/gd
s)

ระยะเวลำกำรหมกั (วนั)

Filter Paper Activity (FPase)

ควำมช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 60 ควำมช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 70
ควำมช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 80 ควำมช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 90

0
0.2
0.4
0.6
0.8

1
1.2
1.4

0 3 6 9 12 15

กิจ
กร
รม

เอน
ไซ

ม ์
(U

/gd
s)

ระยะเวลำกำรหมกั (วนั)

Carboxymethyl cellulase (CMCase)

ควำมช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 60 ควำมช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 70
ควำมช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 80 ควำมช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 90
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ภาพที ่3.27 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลโลไบเอส (Cellobiase) ท่ีสร้างจากเช้ือรา                     
P. sanguineus เม่ือใชก้าบมะพร้าวท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 

ภาพท่ี 3.28 แสดงลกัษณะการเจริญเติบโตของเช้ือ P. sanguineus โดยใช้เปลือกขา้วโพดท่ีผ่าน
การปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต จากตารางท่ี 3.12 และภาพท่ี 3.29-3.31 แสดงความสามารถ
ของเช้ือ P. sanguineus ในการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส ท่ีความช้ืนร้อยละ 80 พบวา่เอนไซม์เซลลูเลสท่ี
ได้มีค่ำของกิจกรรมเอนไซม์ Filter paper activity (FPase), Carboxymethylcellulase (CMCase) และ 
เซลโลไบ เอส  เฉ ล่ีย สู งสุดในวัน ท่ี  9  ของกำรหมัก เท่ ำกับ  3.0030.251, 8.2740.209 และ 
0.9440.126 ยนิูตต่อกรัมสับสเตรต (U/gds) ตำมล ำดบั  

 

ภาพที ่3.28 แสดงลกัษณะการเจริญเติบโตของเช้ือ P. sanguineus โดยใชเ้ปลือกขา้วโพดเป็นสับสเตรต 
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ตารางที่ 3.13 การผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือรา P. sanguineus โดยการหมกัในสภาพอาหารแข็งท่ี
ใชเ้ปลือกขา้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรตและมีระยะเวลาการหมกั 12 วนั 

ความช้ืนเร่ิมตน้ การหมกั (วนั) 
กิจกรรมเอนไซม ์(U/gds) 

FPase (U/gds) CMCase (U/gds) Cellobiase (U/gds) 

60% 

วนัท่ี 3 0.3780.075d 0.8550.121d 0.5740.608d 

วนัท่ี 6 1.2730.086b 3.7260.427c 0.5290.084c 

วนัท่ี 9 1.4280.083a 6.6010.443a 0.6730.056b 
วนัท่ี 12 1.1030.096c 5.4150.449b 0.4010.073c 

70% 

วนัท่ี 3 0.8690.143d 0.9640.106d 0.2390.038d 

วนัท่ี 6 2.0180.098c 5.5440.324c 0.6810.062b 
วนัท่ี 9 2.5090.141b 7.1980.210b 0.8540.080a 

วนัท่ี 12 2.0010.073c 5.4550.252c 0.2830.053c 

80% 

วนัท่ี 3 0.5460.084d 0.8750.155d 0.2540.024d 

วนัท่ี 6 2.5740.096b 5.8590.235c 0.4840.047c 

วนัท่ี 9 3.0030.251a 8.2740.209a 0.9440.126a 

วนัท่ี 12 2.2160.072c 5.7590.357b 0.6310.077b 

90% 

วนัท่ี 3 0.3460.063d 0.6550.052d 0.1140.050d 

วนัท่ี 6 1.5710.128c 4.4940.382c 0.3290.086c 

วนัท่ี 9 2.0240.099b 6.7100.542a 0.5530.210b 
วนัท่ี 12 1.5850.199c 5.4730.359b 0.4390.060b 

หมายเหตุ  ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 3 ซ ้ า และ  ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน a, b, c และ 
d เป็นการจดักลุ่มทางสถิติตามคอลมัน์ ท่ีมีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 
95 (P<0.05) 
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ภาพที่ 3.29 ผลของควำมช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส Filter Paper Activity (FPase) ท่ีสร้ำงจำก
เช้ือรำ P. sanguineus เม่ือใชเ้ปลือกขำ้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 

 
ภาพที่ 3.30 ผลของควำมช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส Carboxymethyl cellulase (CMCase) ท่ี
สร้ำงจำกเช้ือรำ P. sanguineus เม่ือใชเ้ปลือกขำ้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 
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ภาพที่  3.31 ผลของควำมช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซม์เซลโลไบเอส (Cellobiase) ท่ีสร้ำงจำกเช้ือรำ                     
P. sanguineus เม่ือใชเ้ปลือกขำ้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 

ภาพท่ี 3.32 แสดงลกัษณะการเจริญเติบโตของเช้ือ P. sanguineus โดยใช้เปลือกถัว่ลิสงท่ีผ่าน
การปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต จากตารางท่ี 3.14 และภาพท่ี 3.33-3.35 แสดงความสามารถ
ของเช้ือ P. sanguineus ในการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส ท่ีความช้ืนร้อยละ 70 พบวา่เอนไซม์เซลลูเลสท่ี
ได้มีค่ำของกิจกรรมเอนไซม์ Filter paper activity (FPase), Carboxymethylcellulase (CMCase) และ 
เซลโลไบ เอส  เฉ ล่ียสูงสุดในวัน ท่ี  9 ของกำรหมัก เท่ ำกับ  4.4370.148, 11.4330.144 และ 
0.8900.087 ยนิูตต่อกรัมสับสเตรต (U/gds) ตำมล ำดบั  

 

ภาพที ่3.32 แสดงลกัษณะการเจริญเติบโตของเช้ือ P. sanguineus โดยใชเ้ปลือกถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต 
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ตารางที่ 3.14 การผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือรา P. sanguineus โดยการหมกัในสภาพอาหารแข็งท่ี
ใชเ้ปลือกถัว่ลิสงท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต และมีระยะเวลาการหมกั 12 วนั 

ความช้ืนเร่ิมตน้ การหมกั (วนั) 
กิจกรรมเอนไซม ์(U/gds) 

FPase (U/gds) CMCase (U/gds) Cellobiase(U/gds) 

60% 

วนัท่ี 3 0.6750.118d 1.0200.174d 0.2170.055d 

วนัท่ี 6 1.6450.147c 4.1530.298c 0.4950.071c 

วนัท่ี 9 3.4670.353a 9.4630.272a 0.7370.069b 
วนัท่ี 12 2.4730.145b 8.0600.318b 0.5220.098c 

70% 

วนัท่ี 3 0.8170.056d 1.2870.120d 0.3750.059d 

วนัท่ี 6 1.7950.108c 5.1680.387c 0.5950.066c 

วนัท่ี 9 4.4370.148a 11.4330.144a 0.8900.087b 
วนัท่ี 12 2.6970.283b 9.1250.350b 0.6370.087c 

80% 

วนัท่ี 3 0.7120.128d 1.0830.037d 0.2770.088c 

วนัท่ี 6 1.6170.176c 4.0730.289c 0.4030.099bc 
วนัท่ี 9 3.9030.304a 10.4350.159a 0.4800.069b 
วนัท่ี 12 3.0050.156b 8.3000.387b 0.3000.114d 

90% 

วนัท่ี 3 0.6570.083d 0.9320.107d 0.1330.048cd 

วนัท่ี 6 1.2400.119c 3.4300.238c 0.1930.066c 

วนัท่ี 9 3.0780.402a 8.5080.353a 0.3280.055b 
วนัท่ี 12 2.4800.147b 7.9330.259b 0.1320.043d 

หมายเหตุ  ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 3 ซ ้ า และ  ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน a, b, c และ 
d เป็นการจดักลุ่มทางสถิติตามคอลมัน์ ท่ีมีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 
95 (P<0.05) 
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ภาพที่ 3.33 ผลของควำมช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส Filter Paper Activity (FPase) ท่ีสร้ำงจำก
เช้ือรำ P. sanguineus เม่ือใชเ้ปลือกถัว่ลิสงท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 

 

 
ภาพที ่3.34 ผลของควำมช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลส Carboxymethyl cellulase (CMCase)  
ท่ีสร้ำงจำกเช้ือรำ P. sanguineus เม่ือใชเ้ปลือกถัว่ลิสงท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 
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ภาพที ่3.35 ผลของควำมช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลโลไบเอส (Cellobiase) ท่ีสร้ำงจำกเช้ือรำ  
P. sanguineus เม่ือใชเ้ปลือกถัว่ลิสงท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยกรด-ด่างเป็นสับสเตรต 

ตารางที่ 3.15 ค่ำกิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีผลิตไดจ้ำกเช้ือ P. coccineus และ P. sanguineus ในวนัท่ี 
9 ของกำรหมกั 
วสัดุเหลือทิ้งทำง
อุตสำหกรรม

เกษตร 
เช้ือรำ 

กิจกรรมเอนไซม ์(U/gds) 

FPase(U/gds) CMCase (U/gds) Cellobiase(U/gds) 

ซงัขำ้วโพด 
P. coccineus 4.1880.066 12.0390.161 1.1730.040 

P. sanguineus 6.3530.433 14.6840.396 1.4420.182 

กำบมะพร้ำว 
P. coccineus 1.0130.073 1.0830.108 0.1990.012 

P. sanguineus 0.4090.050 1.2190.055 0.2880.013 

เปลือกขำ้วโพด 
P. coccineus 2.8940.133 8.1180.156 0.8750.032 

P. sanguineus 3.0030.251 8.2740.209 0.9440.126 

เปลือกถัว่ลิสง 
P. coccineus 4.2390.138 11.2320.299 0.7320.061 

P. sanguineus 4.4370.148 11.4330.144 0.8900.087 

ผลการทดลองพบวา่เช้ือราทุกชนิดสามารถผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสไดใ้นทุกๆสับสเตรต โดย เช้ือรา 
P. coccineus และ P. Sanguineus สำมำรถผลิตเอนไซม์ได้สูงท่ีสุด แต่ค่ากิจกรรมเอนไซม์ท่ีได้มีค่า
แตกต่างกนั ในขณะท่ีเช้ือรำอีก 3 ชนิดคือ T. pavonia, G. australe และ G. mastoporum เป็นเช้ือท่ีแยกได้
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ในห้องปฏิบติักำร สำมำรถผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได ้แต่พบว่ำค่ำกิจกรรมเอนไซม์ท่ีไดมี้ค่ำต ่ำมำก เม่ือ
เปรียบเทียบกับค่ำกิจกรรมเอนไซม์ท่ีได้จำกเช้ือรำ P. coccineus และ P. sanguineus   (แสดงผลกำร
ทดลองของเช้ือทั้ง 3 ชนิดในภำคผนวก) โดยเช้ือทุกชนิดสำมำรถผลิตเอนไซม์เซลลูเลสไดสู้งท่ีสุด ใน
วนัท่ี 9 ของกำรหมกั โดยในช่วงวนัท่ี 10 ของกำรหมกั กิจกรรมเอนไซมท่ี์ไดจ้ะค่อยๆลดลง (ขอ้มูลไม่ได้
แสดง) และเร่ิมลดลงจนคงท่ีในวนัท่ี 11-12 ซ่ึงอธิบำยไวโ้ดย Greaves (1971) รำยงำนวำ่สำเหตุท่ีกิจกรรม
เอนไซม์ลดลงเป็นเพรำะระหว่ำงกำรหมกัมีควำมร้อนเกิดข้ึน หำกกำรระบำยอำกำศไม่ดีพอ ควำมร้อน
สะสมท่ีเกิดข้ึนมีผลท ำให้เกิดกำรระเหยของน ้ ำ และอำจเกิดอนัตรำยต่อเช้ือรำได้ ผลท่ีไดส้อดคลอ้งกบั
กำรทดลองของ Zeng et al., (2006) ท่ีพบวำ่ ในช่วงวนัท่ี 6-9 ของกำรผลิตเอนไซม์เอนไซม์เซลลูเลสจำก 
Penicillium simplicissimum ให้กิจกรรมเอนไซม์สูงท่ีสุด ในส่วนของกำรปรับควำมช้ืนของสับสเตรต 
พบวำ่ควำมช้ืนร้อยละ70 และ 80 จะมีกิจกรรมเอนไซมท่ี์สูง เม่ือเปรียบเทียบกบักำรปรับควำมช้ืนร้อยละ 
90 ยกเวน้กำรใช้กำบมะพร้ำว แต่ค่ำกิจกรรมเอนไซม์ท่ีไดต้  ่ำมำก ขณะท่ีกำรปรับควำมช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 
60 อำหำรจะแห้งเกินไป ซ่ึงมีรำยงำนของ Alam et al., (2005) และ Gao et al., (2008) ไดร้ำยงำนไวว้่ำ แม้
ควำมช้ืนจะส่งผลให้เช้ือรำมีกำรเจริญในสับสเตรตท่ีเป็นลิกโนเซลลูโลสได้ดี แต่ถ้ำปรับควำมช้ืนต ่ำ
เกินไป อำจท ำให้สำรอำหำรและสับสเตรตไม่เป็นเน้ือเดียวกนั แต่ถำ้มีควำมช้ืนท่ีสูงเกินไป ท ำให้เช้ือรำ
เจริญเป็นเส้นใยในอำหำรหมักท่ีอ่ิมตวัไปด้วยน ้ ำ ท ำให้เกิดช่องว่ำงระหว่ำงสับสเตรตกับเช้ือรำน้อย
เกินไป ซ่ึงส่งผลใหไ้ดกิ้จกรรมเอนไซมล์ดลง  

จำกค่ำกิจกรรมเอนไซม์ท่ีได้ จึงเลือกเช้ือรำ P.coccineus และ P.sanguineus  เพื่อใช้ในกำรศึกษำ
กำรผลิตเอนไซม์เซลลูเลส โดยใช้ซังขำ้วโพดและเปลือกถัว่ลิสงท่ีผ่ำนกำรปรับสภำพดว้ยกรด-ด่ำงเป็น
สับสเตรตในกำรทดลองต่อไป 

3.6 การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมต่อการผลติเอนไซม์เซลลูเลสของเช้ือ P .coccineus และ                            

P. sanguineus 

ในกำรทดลองก่อนน้ี ได้คัดเลือกเช้ือรำ P.coccineus และ P.sanguineus เพื่อใช้ในกำรผลิต
เอนไซม์เซลลูเลสดว้ยกระบวนกำรหมกัในสภำพอำหำรแข็ง โดยใช้ซงัขำ้วโพดและเปลือกถัว่ลิสงท่ี
ผำ่นกำรปรับสภำพดว้ยกรด-ด่ำงเป็นสับสเตรต โดยกำรปรับควำมช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 70 และแปรผนั 
pH อุณหภูมิ แหล่งไนโตรเจน รวมถึงตวัเหน่ียวน ำ ไดผ้ลกำรทดลองดงัต่อไปน้ี 
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3.6.1 การศึกษาผลของค่าพเีอชเร่ิมต้นทีเ่หมาะสมในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลส 

ผลกำรทดลองพบวำ่เม่ือใชซ้ังขำ้วโพดเป็นสับสเตรต ปรับให้มีค่ำ pH เร่ิมตน้เท่ำกบั 6.0 
เช้ือ P. coccineus มีกิจกรรมเอนไซม์ Filter paper activity (FPase) Carboxymethylcellulase (CMCase) 
และ เซลโลไบเอส เฉล่ียสูงสุดเท่ำกับ 7.081±0.245, 13.808±0.277 และ 1.026±0.108  ยูนิตต่อกรัม
สั บ ส เต รต  (U/gds) ต ำม ล ำดับ  ขณ ะ ท่ี เช้ื อ  P. sanguineus มี กิ จก รรม เอน ไซ ม์  Filter paper 
activity (FPase), Carboxymethylcellulase (CMCase) แ ล ะ  เซ ล โล ไบ เอส  เฉ ล่ี ย สู ง สุ ด เท่ ำกั บ 
5.922±0.126, 15.133±0.330 และ 1.675±0.059 ยนิูตต่อกรัมสับสเตรต (U/gds) ตำมล ำดบั เม่ือปรับให้มี
ค่ำ pH เร่ิมตน้เท่ำกบั 6.0 เช่นกนั แสดงผลกำรทดลองในตำรำงท่ี 3.16 และภำพท่ี 3.36-3.37 และยงัได้
ท ำกำรศึกษำเพิ่มท่ีค่ำ pH เร่ิมต้นเท่ำกับ 8.0-9.0 พบว่ำเช้ือรำทั้ ง P. coccineus และ P. sanguineus มี
กิจกรรมเอนไซม์ลดลงมำกและเติบโตช้ำ (ไม่ไดแ้สดงขอ้มูล) ขณะท่ีก่อนหน้ำน้ีไดใ้ช้ค่ำ pH เร่ิมตน้
เท่ำกบั 5.5 กิจกรรมเอนไซม์ท่ีได้มีค่ำต ่ำกว่ำพีเอช 6.0 จึงเลือกกำรปรับพีเอชเร่ิมตน้เท่ำกบั 6.0 เป็น
สภำวะท่ีเหมำะสมในกำรผลิตเซลลูเลสจำกเช้ือ P. coccineus และ P. sanguineus ส ำหรับกำรทดลอง
ในขั้นต่อไป 

ตารางที่ 3.16 กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจำกเช้ือ P. coccineus และ P. sanguineus โดยใชซ้ังขำ้วโพด
เป็นสับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของกำรหมกั อุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียส โดยปรับควำมช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 70 
ท่ีค่ำ pH เร่ิมตน้ต่ำงๆ 

pH 
เร่ิมตน้ 

เช้ือราท่ีใชใ้นการหมกั 
กิจกรรมเอนไซม ์(U/gds) 

FPase (U/gds) CMCase (U/gds) Cellobiase(U/gds) 

pH 5.0 
P. coccineus 5.351±0.198 12.076±0.328 0.812±0.150 
P. sanguineus 4.612±0.176 13.558±0.360 1.013±0.163 

pH 5.5 
P. coccineus 6.170±0.280 12.569±0.305 0.772±0.150 
P. sanguineus 4.875±0.123 14.062±0.249 1.415±0.108 

pH 6.0 
P. coccineus 7.081±0.245 13.808±0.277 1.026±0.108 
P. sanguineus 5.922±0.126 15.133±0.330 1.675±0.059 

pH 6.5 
P. coccineus 6.215±0.235 11.898±0.681 0.578±0.105 
P. sanguineus 5.179±0.189 13.679±0.316 1.433±0.119 

pH 7.0 
P. coccineus 5.240±0.321 11.174±0.452 0.718±0.175 
P. sanguineus 4.851±0.163 12.330±0.271 0.848±0.078 

หมายเหตุ ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 2 ซ ้ า และ ± ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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ภาพที่ 3.36 กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจำกเช้ือรำ P. coccineus โดยใช้ซังข้ำวโพดเป็นสับสเตรต               
ในวนัท่ี 9 ของกำรหมัก อุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียส โดยปรับควำมช้ืนเร่ิมต้นร้อยละ 70 ท่ีค่ำ pH 
เร่ิมตน้ต่ำงๆ 

 
ภาพที่ 3.37 กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจำกเช้ือรำ P. sanguineus โดยใช้ซังข้ำวโพดเป็นสับสเตรต              
ในวนัท่ี 9 ของกำรหมัก อุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียส โดยปรับควำมช้ืนเร่ิมต้นร้อยละ 70 ท่ีค่ำ pH 
เร่ิมตน้ต่ำงๆ 
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ขณะท่ีกำรใชเ้ปลือกถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต พบวำ่เม่ือปรับให้มีค่ำพีเอชเร่ิมตน้เท่ำกบั 6.0 

เช้ื อ ร ำ  P. coccineus มี กิ จก รรม เอน ไซ ม์  Filter paper activity (FPase), Carboxymethylcellulase 
(CMCase) และ เซลโลไบเอส เฉล่ียสูงสุดเท่ำกบั 4.197±0.191, 12.303±0.322 และ 0.824±0.077 ยนิูต
ต่อกรัมสับสเตรต (U/gds) ตำมล ำดับ ขณะท่ีเช้ือ P. sanguineus มีกิจกรรมเอนไซม์ Filter paper 
activity (FPase) Carboxymethylcellulase (CMCase) แ ล ะ  เซ ล โล ไบ เอ ส  เฉ ล่ี ย สู ง สุ ด เท่ ำ กั บ 
5.368±0.272, 12.458±0.322 และ 1.165±0.085 ยูนิตต่อกรัมสับสเตรต (U/gds) ตำมล ำดับเช่นกัน 
แสดงผลกำรทดลองในตำรำงท่ี 3.17 และภำพท่ี 3.38-3.39  และไดท้  ำกำรศึกษำเพิ่มท่ีค่ำพีเอช 8.0-9.0 
พบว่ำเช้ือทั้งสองมีกิจกรรมเอนไซม์ลดลง (ไม่ไดแ้สดงขอ้มูล) ขณะท่ีก่อนหน้ำน้ีไดใ้ช้ค่ำ pH เร่ิมตน้
เท่ำกับ 5.5 กิจกรรมเอนไซม์ท่ีได้มีค่ำต ่ำกว่ำ จึงเลือกกำรปรับ pH เร่ิมต้นเท่ำกบั 6.0 เป็นสภำวะท่ี
เหมำะสมในกำรผลิตเซลลูเลส ส ำหรับกำรทดลองในขั้นต่อไป 

ตารางที่ 3.17 กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจำกเช้ือรำ P. coccineus โดยใช้เปลือกถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต 
ในวนัท่ี 9 ของกำรหมัก อุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียส โดยปรับควำมช้ืนเร่ิมต้นร้อยละ 70 ท่ีค่ำ pH 
เร่ิมตน้ต่ำงๆ 

pH 
เร่ิมตน้ เช้ือราท่ีใชใ้นการหมกั 

กิจกรรมเอนไซม ์(U/gds) 
FPase  

(U/gds) 
CMCase  
(U/gds) 

Cellobiase 
(U/gds) 

pH 5.0 
P. coccineus 3.648±0.271 10.381±0.279 0.551±0.060 

P. sanguineus 4.200±0.125 11.048±0.251 0.480±0.106 

pH 5.5 
P. coccineus 3.831±0.212 11.438±0.309 0.774±0.067 

P. sanguineus 4.463±0.202 11.450±0.156 0.865±0.078 

pH 6.0 
P. coccineus 4.197±0.191 12.303±0.322 0.824±0.077 

P. sanguineus 5.368±0.272 12.458±0.322 1.165±0.085 

pH 6.5 
P. coccineus 3.776±0.262 11.828±0.484 0.743±0.104 

P. sanguineus 4.570±0.219 11.743±0.265 0.875±0.099 

pH 7.0 
P. coccineus 3.342±0.272 11.087±0.517 0.653±0.097 

P. sanguineus 4.195±0.184 10.743±0.308 0.658±0.110 

หมายเหตุ ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 2 ซ ้ า และ ± ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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ภาพที่ 3.38 กิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลสจำกเช้ือรำ P. coccineus โดยใชเ้ปลือกถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต ใน
วนัท่ี 9 ของกำรหมกั อุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียส โดยปรับควำมช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 70 ท่ีค่ำ pH เร่ิมตน้
ต่ำงๆ 

 
ภาพที่ 3.39 กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจำกเช้ือรำ P. sanguineus โดยใช้เปลือกถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต 
ในวนัท่ี 9 ของกำรหมัก อุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียส โดยปรับควำมช้ืนเร่ิมต้นร้อยละ 70 ท่ีค่ำ pH 
เร่ิมตน้ต่ำงๆ 
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ผลกำรทดลองท่ีได้สอดคล้องกับรำยงำนของ Singhania et al., (2006) ท่ี ศึกษำกำรผลิต

เอนไซม์เซลลูเลส จำกเช้ือรำ Trichoderma reesei NRRL 11460 พบค่ำ pH ของกำรหมกัท่ีเหมำะสมคือ 6.0-
7.0 จึงเลือกสภำวะพีเอชเร่ิมตน้ 6.0 เป็นสภำวะท่ีเหมำะสมส ำหรับกำรทดลองต่อไป เช่นเดียวกบั Haq et al., 
(2005) ได้ท ำกำรเพำะเล้ียง Trichoderma harzianum UM-11 พบว่ำท่ี pH 6 เช้ือสำมำรถผลิตเอนไซม์เซลลู
เลสไดม้ำกท่ีสุด และจำกงำนวิจยัของ Keskar (1992) ไดผ้ลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสจำก Penicilium janthinellum 
ในอำหำรท่ีมี pH 3 พบว่ำกิจกรรมของเอนไซม์ท่ีไดน้้อยมำกเน่ืองจำกกำรท ำงำนของเอนไซม์จะข้ึนอยู่กบั
ควำมเขม้ขน้ของไฮโดรเจนไอออน (H+) เอนไซม์ส่วนมำกจะเร่งปฏิกิริยำไดใ้นช่วง pH 4-10 ถำ้ต ่ำหรือสูง
กว่ำน้ี มีผลท ำให้ประจุของเอนไซม์หรือสับสเตรตเปล่ียนแปลงไปจนไม่เหมำะสมท่ีจะท ำปฏิกิริยำกนัได ้
หรืออำจท ำให้โครงสร้ำงของเอนไซม์เสียสภำพได้ตลอดจนโครงสร้ำงสำมมิติของบริเวณตัวเร่ง
เปล่ียนแปลงไปดว้ย เพรำะ pH มีผลโดยตรงต่อโครงสร้ำงทุติยภูมิ ตติยภูมิและจตุรภูมิของโปรตีน (สุนัน
ทำ, 2547) 

3.6.2 การศึกษาผลของอุณหภูมิทีเ่หมาะสมในการผลติเอนไซม์เซลลูเลส 

 จำกรำยงำนของ Mathew et al., (2008) ได้ศึกษำกำรผลิตเอนไซม์ เซลลู เลสจำก
กระบวนกำรหมกัในสภำพอำหำรแข็งจำกเช้ือรำ ส่วนใหญ่อุณหภูมิท่ีเหมำะสมต่อกำรผลิตเอนไซมจ์ะ
อยูใ่นช่วง 25-30 องศำเซลเซียส ซ่ึงก่อนหน้ำน้ีในงำนวิจยัไดเ้ลือกอุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียสในกำร
ทดลอง โดยในกระบวนกำรหมกัจะเกิดควำมร้อนสะสมระหวำ่งกำรหมกั ตอ้งมีกำรควบคุมอุณหภูมิ
ให้คงท่ีเพื่อไม่เป็นอนัตรำยต่อเช้ือรำ รวมถึงลดกำรเสียสภำพของเอนไซม ์จึงศึกษำกำรผลิตเอนไซมท่ี์
อุณหภูมิ 25, 30 และ 37 องศำเซลเซียส ระยะเวลำ 9 วนั โดยใช้ซังขำ้วโพดและเปลือกถัว่ลิสงเป็น
สับสเตรต พบวำ่ท่ีอุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียสเม่ือใชซ้ังขำ้วโพดเป็นสับสเตรต เช้ือรำ P. coccineus มี
กิจกรรมเอนไซม ์Filter paper activity (FPase) Carboxymethylcellulase (CMCase) และ เซลโลไบเอส 
เฉล่ียสูงสุดเท่ำกับ 7.085±0.239, 13.397±0.223 และ 0.830±0.105 ยูนิตต่อกรัมสับสเตรต (U/gds)  
ต ำม ล ำ ดั บ  ข ณ ะ ท่ี เช้ื อ ร ำ  P. sanguineus มี กิ จ ก ร รม เอ น ไซ ม์  Filter paper activity (FPase), 
Carboxymethylcellulase (CMCase) และเซลโลไบเอส เฉล่ียสูงสุดเท่ำกบั 6.639±0.241, 13.521±0.293 
และ 1.572±0.115 ยูนิตต่อกรัมสับสเตรต (U/gds) ตำมล ำดับ ท่ีอุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส เช่นกัน 
แสดงผลกำรทดลองในตำรำงท่ี 3.18 และภำพท่ี 3.40-3.41  

 ขณะท่ีกำรใช้เปลือกถั่วลิสงเป็นสับสเตรต พบว่ำท่ีอุณหภูมิ  30 องศำเซลเซียส ค่ำ
กิจกรรมท่ีไดสู้งท่ีสุดเช่นเดียวกบักำรใชซ้งัขำ้วโพดเป็นสับสเตรต โดยเช้ือรำ P. coccineus มีกิจกรรม
เอนไซม์ Filter paper activity (FPase) Carboxymethylcellulase (CMCase) และ เซลโลไบเอส โดย
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ค่ำเฉล่ียสูงสุดเท่ำกับ 5.674±0.400, 12.640±0.336 และ 1.216±0.074 ยูนิตต่อกรัมสับสเตรต (U/gds) 
ต ำม ล ำ ดั บ  ข ณ ะ ท่ี เช้ื อ ร ำ  P. sanguineus มี กิ จ ก ร รม เอ น ไซ ม์  Filter paper activity (FPase), 
Carboxymethylcellulase (CMCase) และ เซลโลไบเอส เฉล่ียสูงสุดเท่ำกบั 5.930±0.318, 12.685±0.184 
และ 1.015±0.085 ยูนิตต่อกรัมสับสเตรต (U/gds) ตำมล ำดับ ท่ีอุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียสเช่นกัน 
แสดงผลกำรทดลองในตำรำงท่ี 3.18 และภำพท่ี 3.40-3.43 จึงเลือกกำรปรับพีเอชเร่ิมตน้เท่ำกบั 6.0 
อุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส เป็นสภำวะท่ีเหมำะสมในกำรผลิตเซลลูเลสส ำหรับกำรทดลองในขั้นต่อไป 

ตารางที่ 3.18 กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจำกเช้ือรำ ในวนัท่ี 9 ของกำรหมัก ค่ำ pH เร่ิมต้น 6.0 ท่ี
อุณหภูมิต่ำงๆ  

อุณหภูมิ 

( oC) 
สับสเตรต 

เช้ือราท่ีใชใ้น
การหมกั 

กิจกรรมเอนไซม ์(U/gds) 
FPase  

(U/gds) 
CMCase 
 (U/gds) 

Cellobiase 
(U/gds) 

25 
ซงัขำ้วโพด 

P. coccineus 6.251±0.162 12.481±0.372 0.758±0.092 
P. sanguineus 5.135±0.284 13.306±0.368 1.318±0.119 

เปลือกถัว่ลิสง 
P. coccineus 4.679±0.138 11.740±0.400 0.955±0.094 

P. sanguineus 5.335±0.230 12.003±0.315 0.865±0.078 

30 
ซงัขำ้วโพด 

P. coccineus 7.085±0.239 13.397±0.223 0.830±0.105 
P. sanguineus 6.639±0.241 13.521±0.293 1.572±0.115 

เปลือกถัว่ลิสง 
P. coccineus 5.674±0.400 12.640±0.336 1.216±0.074 

P. sanguineus 5.930±0.318 12.685±0.184 1.015±0.085 

37 
ซงัขำ้วโพด 

P. coccineus 5.303±0.353 11.626±0.461 0.632±0.105 
P. sanguineus 5.192±0.238 12.440±0.412 1.040±0.097 

เปลือกถัว่ลิสง 
P. coccineus 3.608±0.165 11.258±0.316 0.836±0.074 

P. sanguineus 3.848±0.315 10.788±0.209 0.925±0.049 

หมายเหตุ ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 2 ซ ้ า และ ± ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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ภาพที่ 3.40 กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจำกเช้ือรำ P. coccineus โดยใช้ซังขำ้วโพดเป็นสับสเตรต ในวนัท่ี 9 
ของกำรหมกั ค่ำ pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิต่ำงๆ  

 
 

 
ภาพที่ 3.41 กิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลสจำกเช้ือรำ P. sanguineus โดยใชซ้งัขำ้วโพดเป็นสับสเตรต ในวนัท่ี 9 
ของกำรหมกั ค่ำ pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิต่ำงๆ  
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ภาพที่ 3.42 กิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลสจำกเช้ือรำ P. coccineus โดยใชเ้ปลือกถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต ใน
วนัท่ี 9 ของกำรหมกั ค่ำ pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิต่ำงๆ  

 
ภาพที่ 3.43 กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจำกเช้ือรำ P. sanguineus โดยใช้เปลือกถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต 
ในวนัท่ี 9 ของกำรหมกั ค่ำ pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิต่ำงๆ  
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มีรำยงำนหลำยฉบบัเก่ียวกบักำรผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสจำกเช้ือรำ และระบุถึงอุณหภูมิท่ี
เหมำะสมต่อกำรเจริญเติบโตและกำรผลิตเอนไซม์ ตวัอย่ำงเช่นเช้ือรำในสกุล Penicillium พบว่ำท่ี
สภำวะอุณหภูมิท่ีเหมำะสมคือ 30 องศำเซลเซียส ดงัเช่น Das and Ghosh (2009) ซ่ึงได้ผลิตเอนไซม์
เซลลูเลสจำก P. notatum NCIM NO-923 สอดคลอ้งกบัรำยงำนของ Long et al., (2009) ท่ีท ำกำรผลิต
เอนไซม์เซลลูเลสจำกเช้ือรำ P. decumbens L-06 โดยรำยงำนทั้ งสองระบุตรงกันว่ำอุณหภูมิท่ี
เหมำะสมคือ 30 องศำเซลเซียส 

3.6.3 การศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจนทีเ่หมาะสมต่อการผลติเอนไซม์เซลลูเลส 

เม่ือท าการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสโดยเติมแหล่งไนโตรเจนชนิดต่างๆ เช่นจากแอมโมเนียม
ซัลเฟตเป็นชุดควบคุมจาก mineal salt solution (ส าหรับใช้ปรับความช้ืน), แอมโมเนียมไนเตรท, 
แอมโมเนียมคลอไรด์, สารสกดัจากยีสต ์และเปปโทน ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 9 วนั ส าหรับ
การใชซ้งัขา้วโพดเป็นสับสเตรตพบวา่เม่ือเติมสารสกดัจากยีสตเ์ป็นแหล่งไนโตรเจน เช้ือรา P. coccineus มี
กิจกรรมเอนไซม์ Filter paper activity (FPase) Carboxymethylcellulase (CMCase) และ เซลโลไบเอส เฉล่ีย
สูงสุดเท่ากับ10.303±0.353, 14.812±0.360 และ 1.118±0.054ยูนิตต่อกรัมสับสเตรต (U/gds) ตามล าดับ 
ขณะท่ี เช้ือรา P. sanguineus มี กิจกรรมเอนไซม์ Filter paper activity (FPase), Carboxymethylcellulase 
(CMCase) และ เซลโลไบเอส เฉล่ียสูงสุดเท่ากบั 10.967±0.579 , 14.217±0.178 และ 1.906±0.156 ยนิูตต่อ
กรัมสับสเตรต (U/gds) ตามล าดบัเช่นกนั แสดงผลการทดลองในตารางท่ี 3.19 และภาพท่ี 3.44-3.45  

 ขณะท่ีเม่ือใชเ้ปลือกถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต เช้ือ P. coccineus มีกิจกรรมเอนไซม ์Filter paper 
activity (FPase) Carboxymethylcellulase (CMCase) และ เซลโลไบเอส เฉล่ียสูงสุดเท่ากับ8.854±0.390, 
14.645±0.330 และ 3.514±0.193 ยูนิตต่อกรัมสับสเตรต (U/gds) ตามล าดับ ขณะท่ีเช้ือ P. sanguineus มี
กิจกรรมเอนไซม์  Filter paper activity (FPase), Carboxymethylcellulase (CMCase) และเซลโลไบเอส 
เฉ ล่ี ยสู งสุ ดเท่ ากับ  7.590±0.757, 16.398±0.463 และ1.488±0.095 ยู นิ ตต่อกรัมสั บส เตรต (U/gds) 
ตามล าดบัเช่นกนั แสดงผลการทดลองในภาพท่ี 3.46-3.47 

ผลกำรทดลองท่ีไดส้อดคลอ้งกบั Maeda et al., (2010) ท ำกำรผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสจำกเช้ือ
รำ P. funiculosum พบวำ่สำรสกดัจำกยสีตเ์ป็นแหล่งอินทรียไ์นโตรเจนท่ีมีองคป์ระกอบหลำยชนิดรวมถึง
กรดอะมิโน ท ำให้มีควำมเหมำะสมน ำมำใช้เป็นแหล่งไนโตรเจนและวิตำมินส ำหรับอำหำรเพำะเล้ียง
จุลินทรีย ์ท ำให้จุลินทรียเ์จริญเติบโตและผลิตสำรตำมตอ้งกำรได้ดีข้ึน ซ่ึงสอดคลอ้งกบังำนวิจยัของ 
Jatinder et al., (2006) ท่ีพบว่ำกำรใช้สำรสกดัจำกยีสต์เป็นแหล่งไนโตรเจนมีควำมเหมำะสมต่อกำรผลิต
เอนไซมเ์ซลลูเลส 
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ตารางที่ 3.19 กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสในวนัท่ี 9 ของกำรหมัก ค่ำ pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศำ
เซลเซียส ในอำหำรท่ีมีแหล่งไนโตรเจนแตกต่ำงกนั  

แหล่ง
ไนโตรเจน 

สับสเตรต 
เช้ือรำท่ีใชใ้น
กำรหมกั 

กิจกรรมเอนไซม ์(U/gds) 
FPase  

(U/gds) 
CMCase 
(U/gds) 

Cellobiase 
(U/gds) 

(NH4)2SO4 
เป็นชุด
ควบคุม 

ซงัขำ้วโพด 
P. coccineus 7.097±0.207 12.463±0.347 0.734±0.076 

P. sanguineus 7.190±0.234 13.136±0.171 1.320±0.078 
เปลือกถัว่
ลิสง 

P. coccineus 6.820±0.273 13.172±0.408 2.514±0.357 
P. sanguineus 6.400±0.165 13.103±0.364 1.140±0.092 

NH4NO3 
ซงัขำ้วโพด 

P. coccineus 6.190±0.309 11.2370.356 0.605±0.086 
P. sanguineus 6.108±0.368 12.351±0.256 0.701±0.152 

เปลือกถัว่
ลิสง 

P. coccineus 6.269±0.379 12.406±0.356 1.762±0.245 
P. sanguineus 5.420±0.431 11.920±0.198 0.800±0.099 

NH4Cl 
ซงัขำ้วโพด 

P. coccineus 4.964±0.452 9.720±0.331 0.428±0.051 
P. sanguineus 6.211±0.342 10.427±0.364 0.662±0.067 

เปลือกถัว่
ลิสง 

P. coccineus 6.232±0.431 12.419±0.375 1.631±0.134 
P. sanguineus 5.085±0.198 10.750±0.269 0.683±0.081 

yeast 
extract 

ซงัขำ้วโพด 
P. coccineus 10.303±0.353 14.812±0.360 1.118±0.054 

P. sanguineus 10.967±0.579 14.217±0.178 1.906±0.156 
เปลือกถัว่
ลิสง 

P. coccineus 8.854±0.390 14.645±0.330 3.514±0.193 
P. sanguineus 7.590±0.757 16.398±0.463 1.488±0.095 

peptone 
ซงัขำ้วโพด 

P. coccineus 7.313±0.592 13.853±0.226 0.882±0.057 
P. sanguineus 8.757±0.624 13.191±0.249 1.360±0.163 

เปลือกถัว่
ลิสง 

P. coccineus 7.812±0.312 14.663±0.334 3.598±0.134 
P. sanguineus 6.420±0.276 12.808±0.357 1.373±0.074 

หมายเหตุ ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 2 ซ ้ า และ ± ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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ภาพที่ 3.44 กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจำกเช้ือรำ P. coccineus โดยใช้ซังข้ำวโพดเป็นสับสเตรต              
ในวนัท่ี 9 ของกำรหมัก ค่ำ pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส ในอำหำรท่ีมีแหล่งไนโตรเจน
แตกต่ำงกนั 

 

 
ภาพที่ 3.45 กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจำกเช้ือรำ P. sanguineus โดยใช้ซังข้ำวโพดเป็นสับสเตรต             
ในวนัท่ี 9 ของกำรหมัก ค่ำ pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส ในอำหำรท่ีมีแหล่งไนโตรเจน
แตกต่ำงกนั 
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ภาพที ่3.46 กิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลสจำกเช้ือรำ P. coccineus โดยใชเ้ปลือกถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต  ใน
วนัท่ี 9 ของกำรหมกั ค่ำ pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส ในอำหำรท่ีมีแหล่งไนโตรเจนแตกต่ำง
กนั 

 

ภาพที่ 3.47 กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจำกเช้ือรำ P. sanguineus โดยใช้เปลือกถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต 
ในวนัท่ี 9 ของกำรหมัก ค่ำ pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส ในอำหำรท่ีมีแหล่งไนโตรเจน
แตกต่ำงกนั 
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3.6.4 การศึกษาผลของสารเหน่ียวน าต่อการผลติเอนไซม์เซลลูเลส 

กำรทดสอบผลของสำรเหน่ียวน ำต อกำรสร ำงเอนไซม เซลลูเลส โดยสำร
เหน่ียวน ำท่ีใช ในกำรศึกษำ ได แก  น ้ ำตำลแลคโตส (lactose) และเวรำทริลแอลกอฮอล์ (veratryl 
alcohol) ท่ีควำมเขม้ขน้ต่ำงๆกนั โดยใช้ซังขำ้วโพดและเปลือกถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต พบว่ำเช้ือรำทั้ง
สองชนิดสำมำรถผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้ดีท่ีสุด ในกรณีใช้ซังข้ำวโพดพบว่ำเช้ือ P. coccineus มี
กิจกรรมเอนไซม์ Filter paper activity (FPase) Carboxymethylcellulase(CMCase) และเซลโลไบเอส 
เฉล่ียสูงสุดเท่ ำกับ 10.141±0.690,17.111±0.118 และ 2.950±0.181 ยูนิตต่อกรัมสับสเตรต (U/gds) 
ต ำม ล ำ ดั บ  ข ณ ะ ท่ี เช้ื อ ร ำ  P. sanguineus มี กิ จ ก ร รม เอ น ไ ซ ม์  Filter paper activity (FPase), 
Carboxymethylcellulase (CMCase) และเซลโลไบเอส เฉล่ียสูงสุดเท่ำกับ 9.090±0.791, 16.981±0.820  
และ 3.481±0.163 ยนิูตต่อกรัมสับสเตรต (U/gds) ตำมล ำดบัเช่นกนั เม่ือใชน้ ้ ำตำลแลคโตสควำมเขม้ขน้ 
1.50% (w/w) เป็นตวัเหน่ียวน ำ  แสดงผลกำรทดลองในตำรำงท่ี 3.20  และภำพท่ี 3.48-3.49  

ขณะเดียวกนัเม่ือใช้เปลือกถัว่ลิสงเป็นสับสเตรตพบว่ำ เช้ือทั้งสองสำมำรถผลิตเอนไซม์
ไดเ้พิ่มสูงท่ีสุดเม่ือเติมน ้ ำตำลแลคโตส (lactose) เป็นสำรเหน่ียวน ำควำมเขม้ขน้ 1.50% (w/w) โดยเช้ือ 
P. coccineus มีกิจกรรมเอนไซม์ Filter paper activity (FPase) Carboxymethylcellulase (CMCase) และ 
เซลโลไบเอส เฉล่ียสูงสุดเท่ำกบั 8.683±0.558, 16.335±0.853 และ 3.791±0.094 ยนิูตต่อกรัมสับสเตรต 
(U/gds) ต ำม ล ำดั บ  แ ล ะ เช้ื อ  P.sanguineus มี กิ จ ก รรม เอน ไซ ม์  Filter paper activity (FPase), 
Carboxymethylcellulase (CMCase) และเซลโลไบเอส เฉล่ียสูงสุดเท่ำกับ 8.763±0.590, 17.120±0.615 
และ 4.148±0.124 ยนิูตต่อกรัมสับสเตรต (U/gds) แสดงผลกำรทดลองในภำพท่ี 3.50-3.51  

 มีรำยงำนของ Fang et al., (2008) ท่ีผลิตเซลลูเลสจำก Acremonium cellulolyticus โดย
เติมแลคโตสเป็นเหน่ียวน ำพบวำ่มีกิจกรรมเอนไซมเ์พิ่มสูงข้ึน โดยอธิบำยวำ่น ้ ำตำลแลคโตสอำจมีผล
ต่อกำรถอดรหสัของยีนเซลลูเลสในขั้นตอน transcriptional state และช่วยควบคุมควำมสมดุลระหวำ่ง
ไดแซ็กคำไรด์และโมโนแซ็กคำไรด์ เน่ืองจำกน ้ ำตำลแลคโตสประกอบด้วย D-galactose กับ  D-
glucose ซ่ึงยงัตอ้งมีกำรศึกษำกลไกกำรเหน่ียวน ำต่อไป 
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ตารางที่ 3.20 กิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลส โดยใช้ซงัขำ้วโพดและเปลือกถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต ในวนัท่ี 
9 ของกำรหมกั ค่ำ pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส ในอำหำรท่ีมีสำรสกัดจำกยีสต์เป็นแหล่ง
ไนโตรเจน และมีน ้ำตำลแลคโตสเป็นตวัเหน่ียวน ำ 

น ้ำตำล
แลคโตส 

สับสเตรต 
เช้ือรำท่ีใชใ้น
กำรหมกั 

กิจกรรมเอนไซม ์(U/gds) 

FPase (U/gds) CMCase (U/gds) 
Cellobiase 

(U/gds) 

control 
ชุดควบคุม 

ซงัขำ้วโพด 
P. coccineus 7.416±0.162 14.402±0.353 1.026±0.070 
P. sanguineus 8.243±0.116 13.779±0.449 1.722±0.067 

เปลือกถัว่
ลิสง 

P. coccineus 6.745±0.171 12.913±0.178 1.606±0.087 
P. sanguineus 7.603±0.133 13.548±0.173 1.308±0.117 

0.5 % w/w 
ซงัขำ้วโพด 

P. coccineus 7.198±0.347 14.578±0.162 2.194±0.150 
P. sanguineus 7.841±0.115 14.674±0.223 2.342±0.208 

เปลือกถัว่
ลิสง 

P. coccineus 6.880±0.245 12.602±0.262 1.898±0.104 
P. sanguineus 7.230±0.226 13.573±0.216 1.790±0.120 

1.00 % 
w/w 

ซงัขำ้วโพด 
P. coccineus 8.294±0.197 15.338±0.277 2.439±0.102 
P. sanguineus 8.101±0.193 15.152±0.208 3.035±0.245 

เปลือกถัว่
ลิสง 

P. coccineus 7.579±0.191 12.115±0.245 2.109±0.128 
P. sanguineus 7.573±0.371 14.450±0.318 2.140±0.113 

1.50 % 
w/w 

ซงัขำ้วโพด 
P. coccineus 10.141±0.690 17.111±0.118 2.950±0.181 
P. sanguineus 9.090±0.791 16.981±0.820 3.481±0.163 

เปลือกถัว่
ลิสง 

P. coccineus 8.683±0.558 16.335±0.853 3.791±0.094 
P. sanguineus 8.763±0.590 17.120±0.615 4.148±0.124 

2.00 % 
w/w 

ซงัขำ้วโพด 
P. coccineus 8.982±0.312 15.588±0.134 2.732±0.115 
P. sanguineus 7.804±0.160 14.018±0.334 3.321±0.108 

เปลือกถัว่
ลิสง 

P. coccineus 8.142±0.215 12.219±0.259 2.582±0.037 
P. sanguineus 7.473±0.209 14.483±0.152 2.490±0.092 

หมำยเหตุ ชุดควบคุม คือ ชุดท่ีมีค่ำ pH 6.0 อุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส ในอำหำรท่ีมีสำรสกดัจำกยีสต์
เป็นแหล่งไนโตรเจน โดยไม่เติมตวัเหน่ียวน ำ 
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ภาพที่ 3.48 กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจำกเช้ือรำ P. coccineus โดยใช้ซังข้ำวโพดเป็นสับสเตรต              
ในวนัท่ี 9 ของกำรหมกั ค่ำ pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส ในอำหำรท่ีมีสำรสกดัจำกยีสต์เป็น
แหล่งไนโตรเจน และมีน ้ำตำลแลคโตสเป็นตวัเหน่ียวน ำ 

 
ภาพที่ 3.49 กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจำกเช้ือรำ P. sanguineus โดยใช้ซังข้ำวโพดเป็นสับสเตรต             
ในวนัท่ี 9 ของกำรหมกั ค่ำ pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส ในอำหำรท่ีมีสำรสกดัจำกยีสต์เป็น
แหล่งไนโตรเจน และมีน ้ำตำลแลคโตสเป็นตวัเหน่ียวน ำ 
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ภาพที่ 3.50 กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจำกเช้ือรำ P. coccineus โดยใช้เปลือกถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต             
ในวนัท่ี 9 ของกำรหมกั ค่ำ pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส ในอำหำรท่ีมีสำรสกดัจำกยีสต์เป็น
แหล่งไนโตรเจน และมีน ้ำตำลแลคโตสเป็นตวัเหน่ียวน ำ 

 
ภาพที่ 3.51 กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจำกเช้ือรำ P. sanguineus โดยใช้เปลือกถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต 
ในวนัท่ี 9 ของกำรหมกั ค่ำ pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส ในอำหำรท่ีมีสำรสกดัจำกยีสต์เป็น
แหล่งไนโตรเจน และมีน ้ำตำลแลคโตสเป็นตวัเหน่ียวน ำ 
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เม่ือท ำกำรผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจำกเช้ือ P. coccineus และ P. sanguineus โดยใช้ซัง
ขำ้วโพดและเปลือกถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต โดยเติมเวรำทริลแอลกอฮอล์ (veratryl alcohol) ท่ีควำมเขม้ขน้
ต่ำงๆกนั พบว่าเช้ือราทั้งสองชนิดสามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลสไดดี้ท่ีสุด ในกรณีท่ีใชซ้ังขา้วโพดเป็น
สับสเตรตเช้ือ P. coccineus มี กิจกรรมเอนไซม์ Filter paper activity (FPase) Carboxymethyl cellulase 
(CMCase) และเซลโลไบเอส เฉล่ียสูงสุดเท่ำกับ 9.860±0.484, 17.008±0.290 และ1.784±0.118 ยูนิตต่อ
ก รัมสั บส เตรต (U/gds) ตำมล ำดับ  ขณ ะท่ี เช้ื อ  P. sanguineus มี กิ จกรรม เอนไซม์  Filter paper 
activity (FPase), Carboxymethylcellulase (CMCase) และ เซลโลไบเอส เฉล่ียสูงสุดเท่ำกบั 10.547±0.349, 
19.390±0.111 และ 3.008±0.460 ยูนิตต่อกรัมสับสเตรต (U/gds) ตำมล ำดับเช่นกัน เม่ือใช้เวรำทริล
แอลกอฮอล์ควำมเขม้ขน้ 0.075 และ 0.050 มิลลิ โมลำร์ ตำมล ำดบั เป็นตวัเหน่ียวน ำ  แสดงผลกำรทดลอง
ในตำรำงท่ี 3.20 และภำพท่ี 3.52-3.53 ขณะท่ีเช้ือทั้งสองชนิดสามารถผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสไดดี้ท่ีสุดเม่ือ
ใช้เปลือกถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต พบว่าเช้ือ P. coccineus มีกิจกรรมเอนไซม์ Filter paper activity (FPase) 
Carboxymethyl cellulase (CMCase) และ เซลโลไบเอส เฉล่ียสูงสุดเท่ำกับ 9.039±0.732, 16.245±0.652 
และ 1.895±0.107 ยนิูตต่อกรัมสับสเตรต (U/gds) ตำมล ำดบั ขณะท่ีเช้ือ P. sanguineus มีกิจกรรมเอนไซม ์
Filter paper activity (FPase), Carboxymethylcellulase (CMCase) และ เซลโลไบเอส เฉล่ียสูงสุดเท่ำกับ 
10.413±0.145, 18.633±0.407 และ 2.488±0.293 ยูนิตต่อกรัมสับสเตรต (U/gds) ตำมล ำดับเช่นกัน เม่ือ
ใชเ้วรำทริลแอลกอฮอล์ควำมเขม้ขน้ 0.075 และ 0.050 มิลลิโมลำร์ ตำมล ำดบั เป็นตวัเหน่ียวน ำ  แสดงผล
กำรทดลองในตำรำงท่ี 3.21 และภำพท่ี 3.54-3.55 
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ตารางที ่3.21 กิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลส โดยใชซ้งัขำ้วโพดและเปลือกถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต ในวนัท่ี 
9 ของกำรหมกั ค่ำ pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส ในอำหำรท่ีมีสำรสกดัจำกยสีตเ์ป็นแหล่ง
ไนโตรเจน และมีเวรำทริลแอลกอฮอลเ์ป็นตวัเหน่ียวน ำ 

เวรำทริล
แอลกอฮอล์ 

สับสเตรต 
เช้ือรำท่ีใชใ้น
กำรหมกั 

กิจกรรมเอนไซม ์(U/gds) 

FPase (U/gds) CMCase (U/gds) 
Cellobiase 

(U/gds) 

control 
ชุดควบคุม 

ซงัขำ้วโพด 
P. coccineus 7.569±0.131 14.234±0.305 1.017±0.070 

P. sanguineus 8.159±0.173 14.193±0.160 1.861±0.078 
เปลือกถัว่
ลิสง 

P. coccineus 7.099±0.078 12.811±0.094 1.625±0.060 
P. sanguineus 7.470±0.150 13.738±0.258 1.468±0.067 

0.25 mM 
ซงัขำ้วโพด 

P. coccineus 8.012±0.200 13.867±0.430 1.339±0.086 
P. sanguineus 8.576±0.167 14.435±0.256 1.974±0.059 

เปลือกถัว่
ลิสง 

P. coccineus 7.602±0.151 13.414±0.087 1.786±0.074 
P. sanguineus 8.168±0.159 14.265±0.113 1.640±0.092 

0.50 mM 
ซงัขำ้วโพด 

P. coccineus 8.161±0.410 15.500±0.423 1.449±0.051 
P. sanguineus 10.547±0.349 19.390±0.111 3.008±0.460 

เปลือกถัว่
ลิสง 

P. coccineus 7.579±0.191 12.115±0.245 2.109±0.128 
P. sanguineus 10.413±0.145 18.633±0.407 2.488±0.293 

0.75 mM 
ซงัขำ้วโพด 

P. coccineus 9.860±0.484 17.008±0.290 1.784±0.118 
P. sanguineus 8.287±0.330 15.553±0.360 2.454±0.123 

เปลือกถัว่
ลิสง 

P. coccineus 9.039±0.732 16.245±0.652 1.895±0.107 
P. sanguineus 8.948±0.293 15.885±0.240 1.715±0.071 

1.00 mM 
ซงัขำ้วโพด 

P. coccineus 8.438±0.235 14.814±0.299 1.832±0.102 
P. sanguineus 8.096±0.765 15.858±0.174 2.355±0.108 

เปลือกถัว่
ลิสง 

P. coccineus 8.517±0.054 14.670±0.091 1.777±0.087 
P. sanguineus 8.870±0.205 15.113±0.237 1.673±0.074 
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ภาพที่ 3.52 กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจำกเช้ือรำ P. coccineus โดยใช้ซังข้ำวโพดเป็นสับสเตรต               
ในวนัท่ี 9 ของกำรหมกั ค่ำ pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส ในอำหำรท่ีมีสำรสกดัจำกยีสต์เป็น
แหล่งไนโตรเจน และมีเวรำทริลแอลกอฮอลเ์ป็นตวัเหน่ียวน ำ 
 

 
ภาพที่ 3.53 กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจำกเช้ือรำ P. sanguineus โดยใช้ซังข้ำวโพดเป็นสับสเตรต           
ในวนัท่ี 9 ของกำรหมกั ค่ำ pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส ในอำหำรท่ีมีสำรสกดัจำกยีสต์เป็น
แหล่งไนโตรเจน และมีเวรำทริลแอลกอฮอลเ์ป็นตวัเหน่ียวน ำ 
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ภาพที่ 3.54 กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจำกเช้ือรำ P. coccineus โดยใช้เปลือกถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต   
ในวนัท่ี 9 ของกำรหมกั ค่ำ pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส ในอำหำรท่ีมีสำรสกดัจำกยีสต์เป็น
แหล่งไนโตรเจน และมีเวรำทริลแอลกอฮอลเ์ป็นตวัเหน่ียวน ำ 

 
ภาพที่ 3.55 กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจำกเช้ือรำ P. sanguineus โดยใช้เปลือกถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต 
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กำรทดสอบผลของสำรเหน่ียวน ำต อกำรผลิตเซลลูเลส โดยสำรเหน่ียวน ำท่ีใช ใน
กำรศึกษำ ได แก่ น ้ ำตำลแลคโตส และเวรำทริลแอลกอฮอล์ ผลกำรเหน่ียวน ำกำรสร ำงเอนไซม
ของสำรแต ละชนิด  พบวำ่ท่ีควำมเข มข นของน ้ ำตำลแลคโตส 1.50 % w/w สำมำรถเหน่ียวน ำกำร
สร ำงเอนไซม ได ดีท่ีสุด   โดยเช้ือรำทั้งสองชนิดให้ผลไปในลกัษณะเดียวกนั ขณะท่ีกำรใชเ้วรำท
ริลแอลกอฮอล์ควำมเขม้ขน้ 0.075 และ 0.050 มิลลิโมลำร์ ส ำหรับเช้ือ P. coccineus และ P. sanguineus 
ตำมล ำดบั เป็นตวัเหน่ียวน ำ พบค่ำกิจกรรมเอนไซม์สูงท่ีสุดเม่ือเทียบกบัชุดควบคุม ซ่ึงผลกำรทดลอง
สอดคล องกบัผลกำรวิจยัของนกัวิทยำศำสตร อ่ืนๆ ท่ีพบว ำน ้ ำตำลแลคโตสเป นสำรเหน่ียวน ำ
กำรสร ำงเอนไซม เซลลูเลส ดงัรำยงำนของ Dhillon et al., (2012) ท่ีพบว ำน ้ ำตำลแลคโตส เป
นสำรเหน่ียวน ำท่ีดี ในกำรสร ำงเอนไซม เซลลูเลสใน A. niger 

ผลกำรทดลองแสดงให เห็นว ำ  เอนไซม เซลลูเลสมีกำรสร ำงในปริมำณสูงเม่ือ
เล้ียงในอำหำรท่ีใช ซงัขำ้วโพดและเปลือกถัว่ลิสงเป นแหล งคำร บอน สนบัสนุนแนวคิดท่ีว
ำ กำรสร ำงเอนไซม เซลลูเลสมีกระบวนกำรควบคุมกำรสังเครำะห เอนไซม ท่ีเก่ียวเน่ืองกนั 
กล่ำวคือ  อำจถูกควบคุมโดยโปรโมเตอร เดียวกนัหรืออำจถูกกระตุ นได โดยสำรชนิดเดียวกนั 
(Haltrich et al., 1994) รวมทั้งเวรำทริลแอลกอฮอล์ ก็มีรำยงำนว ำสำมำรถเหน่ียวน ำกำรสร ำงเอน
ไซม เซลลูเลส (Dhillon et al., (2012) และในกรณีของ P. coccineus และ P. sanguineus ท่ี เจริญใน
อำหำรท่ีมีซังขำ้วโพดและเปลือกถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต มีผลท ำให เพิ่มกำรแสดงออกของยีนเอนไซม

เซลลูเลส (Margolles-Clark et al., 1997) โดยปกติแล วกำรสร ำงเอนไซม ของเช้ือรำในกลุ ม 
Basidiomycete จะสร ำงในปริมำณต ่ำในลกัษณะของ constitutive enzyme และเอนไซม มีกำรสร
ำงเพิ่มข้ึนได เม่ือมีสำรเหน่ียวน ำ  หรืออำจเป็นไปไดว้ำ่กำรเติมเวรำทริลแอลกอฮอล์ อำจช่วยเสริมกำร
ย่อยสลำยลิกนินดังรำยงำนของ  Kirk et al. (1998) ได้ ศึกษำกลไกกำรย่อยยลิกนินของเช้ือรำ 
Phanerochaete chrysosporium พบว่ำเส้นใยเช้ือรำสร้ำงเอนไซม์ย่อยลิกนิน คือ lignin peroxidase (LiP), 
manganese peroxidase (MnP) และ glyoxal oxidase (GLOX) ซ่ึงเป็นตวัสร้ำง H2O2 ขณะเกิดกำรย่อยสลำย
ลิกนิน LiP จะย่อยสลำยโครงสร้ำงลิกนินท่ีเป็นนอนฟีนอลิก (non-phenolic) ในขณะท่ีมีกำรย่อยลิกนิ
นเช้ือรำจะสร้ำงเวรำทริลแอลกอฮอล์ ท ำหน้ำท่ีเป็นตัวชักน ำ กำรสร้ำง LiP และเป็นสำรตัวกลำง
แลกเปล่ียนประจุให้กบั LiP ส่วน MnP จะยอ่ยสลำยโครงสร้ำงลิกนินท่ีเป็นฟีนอลิก (phenolic) และสร้ำง 
Mn3+ สำรตวักลำงในรูป aromatic และ aliphatic ท่ีเกิดข้ึนจะถูกเช้ือรำใช้ สำรตวัสุดทำ้ยท่ีไดจ้ำกกำรย่อย
สลำยลิกนิน คือ คำร์บอนไดออกไซด์ (CO2) และน ้ ำ  อำจกล่ำวไดว้่ำเวรำทริลแอลกอฮอล์ไม่ไดเ้ป็นสำร
เหน่ียวน ำโดยตรง แต่ช่วยเหน่ียวน ำกำรสร้ำงเอนไซมย์อ่ยสลำยลิกนิน ท ำให้ลิกนินในสับสเตรตลดลงซ่ึง
จะท ำใหง่้ำยต่อกำรผลิตและกำรท ำงำนของเอนไซมเ์ซลลูเลส  
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3.7 ผลการศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายเซลลูโลสในชีวมวลด้วยเอนไซม์เซลลูเลสทีผ่ลิตจาก

เช้ือ P. sanguineus 

จำกกำรผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจำกเช้ือ P. sanguineus ภำยใตส้ภำวะกำรหมกัท่ีเหมำะสมในกำร
ทดลองท่ีผ่ำนมำ (กำรทดลองท่ี 2.4.7) โดยใชซ้ังขำ้วโพดท่ีผ่ำนกำรเตรียมโดยกำรบดและปรับสภำพ
ด้วยสำรละลำยกรดด่ำงเป็นสับสเตรต ใช้ระยะเวลำกำรหมัก 9 วนั  ค่ำ pH 6.0 อุณหภูมิ 30 องศำ
เซลเซียส ในอำหำรท่ีมีสำรสกดัจำกยสีตเ์ป็นแหล่งไนโตรเจน และมีเวรำทริลแอลกอฮอล ์ควำมเขม้ขน้ 
0.50  mM เป็นตวัเหน่ียวน ำ แต่ขยำยขนำดให้ใหญ่ข้ึนเพื่อเพิ่มปริมำณเอนไซม์หลงัเสร็จส้ินกำรหมกั
ไดต้รวจวดักิจกรรมเอนไซม์ ซ่ึงผลกำรทดลองพบวำ่เอนไซม์เซลลูเลสท่ีไดมี้กิจกรรมเอนไซม์ Filter 
paper activity (FPase), Carboxymethylcellulase (CMCase) และ เซลโลไบเอส เฉล่ียสูงสุดเท่ ำกับ 
8.492±0.702, 14.141±1.177 และ 4.255±0.405 ยนิูตต่อกรัมสับสเตรต (U/gds) ตำมล ำดบั ในขณะท่ีชุด
กำรทดลองควบคุม (ค่ำ pH 5.5 อุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียส ไม่มีกำรเติมแหล่งไนโตรเจนและตัว
เห น่ี ยวน ำ ) ต รวจพบ กิ จก รรม เอน ไซม์  Filter paper activity (FPase), Carboxymethylcellulase 
(CMCase) และเซลโลไบเอสเฉล่ียสูงสุดเท่ำกบั 3.365±0.523, 10.262±0.374 และ 1.645±0.311 ยูนิต
ต่อกรัมสับสเตรต (U/gds) ตำมล ำดบั  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่3.56 สารละลายเอนไซมจ์ากเช้ือ  P. sanguineus 

เม่ือน ำสำรละลำยเอนไซมท่ี์ผลิตได้จำกเช้ือ P. sanguineus โดยมีกิจกรรมเอนไซม ์Filter paper 
activity (FPase), Carboxymethylcellulase (CMCase) แ ล ะ  เซ ล โล ไ บ เอ ส เฉ ล่ี ย สู ง สุ ด เท่ ำ กั บ 
8.492±0.702, 14.141±1.177 และ 4.255±0.405 ยนิูตต่อกรัมสับสเตรต (U/gds) ตำมล ำดบั ปริมำตร 10 
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มิล ลิ ลิตร (11.326 FPU/g substrate) ในสำรละลำยซิ เตรตบัฟ เฟอร์ pH 4.8 มำท ำปฏิ กิ ริยำกับ                
สับสเตรตคือวสัดุเหลือทิ้งทำงอุตสำหกรรมเกษตรจ ำนวน 4 ชนิด ไดแ้ก่ ซังขำ้วโพด, กำบมะพร้ำว, 
เปลือกขำ้วโพด และเปลือกถัว่ลิสง ปริมำณ 1.50 กรัม น ำไปท ำปฏิกิริยำท่ีอุณหภูมิ 50 องศำเซลเซียส 
อตัรำกำรเขย่ำ 160 รอบต่อนำที เก็บตวัอย่ำงท่ีเวลำ 0, 24, 48, 72 และ 96 ชัว่โมง น ำไปแช่ในน ้ ำร้อน
อุณหภูมิ 95 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 3 นำที เพื่อท ำลำยเอนไซม์ ปล่อยให้เย็นท่ีอุณหภูมิห้อง ก่อน
น ำไปป่ันเหวี่ยงท่ีควำมเร็ว 7,000 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 20 นำที น ำสำรละลำยส่วนใสท่ีไดไ้ปวิเครำะห์
ปริมำณน ้ ำตำลรีดิวซ์ ผลกำรทดลองพบว่ำจะไดป้ริมำณน ้ ำตำลรีดิวซ์มีกำรเปล่ียนแปลงตำมตำรำงท่ี 
3.22 และภำพท่ี 3.57 ซ่ึงจำกภำพเห็นไดว้ำ่ใน 24 ชัว่โมงแรก ปริมำณน ้ ำตำลรีดิวซ์ท่ีไดจ้ำกซงัขำ้วโพด, 
กำบมะพร้ำว, เปลือกขำ้วโพด และเปลือกถัว่ลิสงจะเพิ่มข้ึน และหลงัจำก 24 ชัว่โมง ปริมำณน ้ ำตำล
รีดิวซ์จำกกำรย่อยสลำยด้วยเอนไซม์เซลลูเลสยงัคงเพิ่มข้ึนและเร่ิมคงท่ีเม่ือระยะเวลำผ่ำนไป 48 
ชัว่โมง ยกเวน้ปริมำณน ้ ำตำลรีดิวซ์ท่ีไดจ้ำกกำบมะพร้ำว พบวำ่เร่ิมคงท่ีตั้งแต่ 24 ชัว่โมงแรก ขณะท่ี
น ้ ำตำลรีดิวซ์ท่ีได้จำกซังขำ้วโพด, เปลือกขำ้วโพด และเปลือกถัว่ลิสงจะเร่ิมคงท่ีเม่ือเวลำผ่ำนไป 72 
ชั่วโมง โดยปริมำณน ้ ำตำลรีดิวซ์ท่ีได้จำกกำรย่อยเปลือกถั่วลิสงมีปริมำณน ้ ำตำลรีดิวซ์มำกท่ีสุด 
(11.68±0.37 กรัมต่อลิตร) ตำมดว้ยน ้ ำตำลรีดิวซ์ท่ีไดจ้ำกซงัขำ้วโพด (10.15±0.43 กรัมต่อลิตร) เปลือก
ขำ้วโพด (8.35±0.12 กรัมต่อลิตร) และน ้ ำตำลรีดิวซ์ท่ีไดจ้ำกกำบมะพร้ำวมีค่ำต ่ำท่ีสุด (5.45±0.47 กรัม
ต่อลิตร) ในชัว่โมงท่ี 96 ของกำรยอ่ยสลำย 

ตารางที่ 3.22 ผลกำรย่อยสลำยวสัดุเหลือทิ้งทำงอุตสำหกรรมเกษตรด้วยเอนไซม์เซลลูเลสจำกเช้ือ                   
P. sanguineus ท่ีเวลำต่ำงๆ 

เวลำ(ชัว่โมง) 
ปริมำณน ้ ำตำลรีดิวซ์ (กรัมต่อลิตร) ท่ีไดจ้ำกวสัดุเหลือทิ้งทำงอุตสำหกรรมเกษตร 
ซงัขำ้วโพด กำบมะพร้ำว เปลือกขำ้วโพด เปลือกถัว่ลิสง 

0 0.44±0.00 0.11±0.00 0.35±0.00 0.25±0.00 
24 4.12±0.27 3.85±0.27 5.25±0.33 5.64±0.25 
48 8.78±0.31 4.15±0.35 7.87±0.35 9.11±0.47 
72 9.63±0.52 4.84±0.62 8.05±0.17 11.35±0.19 
96 10.15±0.43 5.45±0.47 8.35±0.12 11.68±0.37 
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ภาพที ่3.57 ผลของเวลำกำรท ำปฏิกิริยำต่อกำรผลิตน ้ำตำลรีดิวซ์ 

จำกปริมำณน ้ ำตำลรีดิวซ์ท่ีได้ย่อยสลำยวสัดุเหลือทิ้งทำงอุตสำหกรรมเกษตรได้แตกต่ำงกัน 
ทั้งน้ีเพรำะปริมำณเส้นใยจ ำพวกเซลลูโลสของวสัดุเหลือทิ้งทำงอุตสำหกรรมเกษตรชนิดต่ำงๆมี
ปริมำณท่ีแตกต่ำงกนั และอีกส่วนหน่ึง อำจข้ึนอยูก่บัโครงสร้ำง หรือหมู่ฟังก์ชนัของเอนไซมเ์ซลลูเลส 
ท่ีสำมำรถท่ีจะจบัเขำ้กบัเส้นใยจำกวสัดุเหลือทิ้งทำงอุตสำหกรรมเกษตรแต่ละชนิดแตกต่ำงกนั 

เม่ือพิจำรณำจำกภำพท่ี 3.57 พบวำ่ปริมำณน ้ ำตำลรีดิวซ์ท่ีไดเ้ร่ิมคงท่ีเม่ือเวลำผำ่นไป 48 ชัว่โมง 
ยกเวน้น ้ ำตำลรีดิวซ์ท่ีไดจ้ำกกำบมะพร้ำวท่ีเร่ิมคงท่ีตั้งแต่เวลำ 24 ชัว่โมง แสดงให้เห็นวำ่ประสิทธิภำพ
กำรท ำงำนของเอนไซมเ์ร่ิมลดลง ในส่วนหน่ึงอำจจะเป็นสำเหตุมำกจำกเกิดกำรสะสมของน ้ำตำลเซล
โลไบโอสเพิ่มข้ึนในระบบ ซ่ึงน ้ ำตำลเซลโลไบโอสจะเป็นตวัยบัย ั้งเอนไซมเ์อนโดกลูคำเนสและเอก
โซกลูคำเนส ท ำให้เอนไซมเ์ซลลูเลสมีประสิทธิภำพในกำรท ำงำนต ่ำลง ซ่ึงสอดคลอ้งกบักำรรำยงำน
Chen et al., (2007) ซ่ึงไดศึ้กษำกำรยอ่ยซงัขำ้วโพดดว้ยเอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีผลิตจำกเช้ือ T. reesei ZU-
02 ซ่ึงมีกิจกรรมเอนไซมเ์บตำ้-กลูโคซิเดสในปริมำณท่ีต ่ำ ส่งผลให้น ้ ำตำลเซลโลไบโอสไปยบัย ั้งกำร
ท ำงำนของเอนไซม์ β-1,4-exoglucanase และเอนไซม์ β-1,4-endoglucanase ท ำให้กำรย่อยสลำย
เกิดข้ึนได้ต ่ ำ และจำกกำรน ำเอนไซม์ทำงกำรค้ำ 3 ชนิดคือ Papidase Pomaliq (Gist-Brocades), 
Celluclast 1.5L (Novo) และ Clarex (Genencor) ในกำรยอ่ยสลำยซงัขำ้วโพด พบวำ่เอนไซม์เซลลูเลส
ชนิด Papidase Pomaliq (Gist-Brocades) จะให้ปริมำณน ้ ำตำลรีดิวส์มำกท่ีสุด รองลงมำคือ Celluclast 
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1.5L (Novo) และ Clarex (Genencor) ตำมล ำดบั เพรำะว่ำเอนไซม ์Papidase Pomaliq (Gist-Brocades) 
มีกิจกรรมเอนไซมเ์บตำ้-กลูโคซิเดสสูงกวำ่เอนไซมช์นิดอ่ืน (Hang and Woodams, 2001)  

เม่ือเปรียบเทียบกับงำนวิจยัอ่ืน พบว่ำได้น ้ ำตำลรีดิวซ์ต ่ำกว่ำงำนวิจยัของ Sukumaran et al., 
(2009) ท่ีไดศึ้กษำกำรผลิตน ้ำตำลรีดิวซ์จำกกำรยอ่ยฟำงขำ้วและชำนออ้ยดว้ย T. reesei  RUT C30 และ 
A. niger TMCC7956 ได้น ้ ำตำลรีดิวซ์เท่ำกับ 26.3 และ 17.79 กรัมต่อลิตรตำมล ำดับ และน้อยกว่ำ
งำนวิจยัของ Chen et al., (2007) ท่ีศึกษำกำรผลิตน ้ ำตำลรีดิวซ์จำกกำรย่อยซังขำ้วโพดด้วย T.reesei 
และ A.niger NL02 ได้น ้ ำตำลรีดิวซ์เท่ำกับ 116.30 กรัมต่อลิตร อย่ำงไรก็ตำม งำนวิจยัน้ีได้น ้ ำตำล
รีดิวซ์สูงกวำ่งำนวิจยัของกำญจนำ และคณะ (2008) ท่ีศึกษำกำรผลิตไบโอเอทำนอลจำกกำบมะพร้ำว
ดว้ย A. niger ไดน้ ้ำตำลรีดิวซ์เท่ำกบั 2.106 กรัมต่อลิตร  

จะเห็นได้ว่ำเอนไซม์เซลลูเลสท่ีผลิตได้มีศกัยภำพท่ีน ำมำใช้ในกำรย่อยสลำยวสัดุเหลือทิ้งทำง
อุตสำหกรรมเกษตร ถึงแมป้ริมำณน ้ ำตำลรีดิวซ์ท่ีได้อำจจะไม่สูงมำก หำกมีกำรศึกษำงำนวิจยัน้ีต่อไป
ควรศึกษำชนิด และคุณสมบติัของเอนไซม์เซลลูเลสให้มำกข้ึนรวมถึงควรศึกษำป จจยัอ่ืนท่ีมีผลต
อกำรผลิตเอนไซม ของเช้ือ เช่นศึกษำวิธีกำรปรับสภำพชีวมวลดว้ยวิธีกำรอ่ืนเช่น กำรใชไ้อน ้ ำร้อนใน
สภำวะท่ีรุนแรง (stream explosion) กำรใช้แอมโมเนียในสภำวะท่ีรุนแรง (ammonia fiber explosion, 
AFEX) และกำรปรับสภำพด้วยโอโซน (ozonolysis) เป็นต้นเพื่อให้ได้วิธีกำรปรับสภำพท่ีเหมำะสม
ส ำหรับกำรยอ่ยสลำย รวมทั้งกำรน ำเทคนิคทำงพนัธุวศิวกรรม มำใชใ้นกำรตดัต่อยนีท่ีผลิตเอนไซมเ์ซลลู
เลสไปยงัจุลินทรียช์นิดใหม่ท่ีสำมำรถเจริญเติบโตไดอ้ยำ่งรวดเร็วและท ำกำรเพำะเล้ียงไดง่้ำยเพื่อกำรผลิต
เอนไซม์ในปริมำณท่ีมำกข้ึนและมีกิจกรรมเอนไซม์ท่ีมำกกว่ำเดิม (Ohmiya et al., 1988 ; Rincon et al., 
2001) 
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บทที ่4 

สรุปผลการทดลอง 

 
 จากผลการศึกษาการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสของเช้ือราไวท์รอททั้ง 5 สายพนัธ์ุ ได้แก่ P. coccineus,  
P. sanguineus, T. pavonia, G. australe และ G. mastoporum โดยใชว้สัดุเหลือทิ้งทางอุตสาหกรรมเกษตรทั้ง 
4 ชนิด ไดแ้ก่ ซังขา้วโพด กาบมะพร้าว เปลือกขา้วโพด และเปลือกถัว่ลิสงท่ีผ่านการบดละเอียดและการ
ปรับสภาพดว้ยสารละลายกรดและด่างเป็นสับสเตรตผลการศึกษาสรุปไดด้งัต่อไปน้ี 

 จากผลการศึกษาพบว่าเม่ือใช้เช้ือรา P. coccineus, P. sanguineus ในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสโดย
ใช้ซังขา้วโพดและเปลือกถัว่ลิสงเป็นสับสเตรตสามารถให้กิจกรรมเอนไซม์สูงสุดในวนัท่ี 9 ซ่ึงสูงกว่า
กิจกรรมเอนไซม์ท่ีได้จาก T. pavonia, G. australe และ G. mastoporum เม่ือพิจารณาสับสเตรตทั้ง 4 ชนิด
แลว้ซังขา้วโพด และเปลือกถัว่ลิสง สามารถน ามาใชเ้ป็นสับสเตรตในการผลิตเอนไซมไ์ด ้เน่ืองจากให้ค่า
กิจกรรมเอนไซมท่ี์สูงใกลเ้คียงกนั ส่วนเม่ือใชก้าบมะพร้าวเป็นและเปลือกขา้วโพดเป็นสับสเตรตพบวา่ให้
ค่ากิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสต ่ากวา่เล็กนอ้ย ดงันั้นหากจะน ามาใช้แทนกนัไดต้อ้งให้ความส าคญัในเร่ือง
ของการปรับสภาพของสับสเตรตหรือแหล่งคาร์บอนท่ีน ามาใช้ก่อน เน่ืองจากสับเสเตรตมีเซลลูโลสเป็น
ส่วนประกอบต่างกนั รวมถึงโครงสร้างทางกายภาพท่ีต่างกนัท าใหมี้การยอ่ยสลายยากง่ายต่างกนั 

 ในการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมจึงเลือกใช้เช้ือรา P. coccineus และ P. sanguineus ซ่ึงให้ค่า
กิจกรรมเอนไซม์ท่ีสูง โดยใช้ซังข้าวโพดและเปลือกถั่วลิสงเป็นสับสเตรต ได้ท าการแปรผนั pH 
เร่ิมตน้ อุณหภูมิ แหล่งไนโตรเจน และตวัเหน่ียวน า ผลจากการทดลองพบวา่สภาวะท่ีเหมาะสมในการ
ผลิตเอนไซม์เซลลูเลส คือใชร้ะยะเวลาการหมกั 9 วนั pH เร่ิมตน้ 6.0 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใน
อาหารท่ีมีสารสกดัจากยีสตเ์ป็นแหล่งไนโตรเจน และมีตวัเหน่ียวน าคือน ้ าตาลแลคโตส หรือ เวราทิล
แอลกอฮอล ์สภาวะน้ีเป็นสภาวะท่ีไดกิ้จกรรมเอนไซมสู์งท่ีสุด 

 จากผลการศึกษาท่ีกล่าวมาแล้วข้างต้นได้น าเอนไซม์เซลลูเลสท่ีผลิตได้จากเช้ือ P. sanguineus 
ภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสม มาทดสอบความสามารถในการย่อยสลายซังข้าวโพด กาบมะพร้าว เปลือก
ขา้วโพด และเปลือกถั่วลิสง ให้เป็นน ้ าตาลรีดิวซ์เพื่อใช้เป็นสับสเตรตในการผลิตไบโอเอทานอล โดย
ติดตามผลการย่อยสลายท่ีเวลาต่างๆ พบว่าปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีไดจ้ากการยอ่ยเปลือกถัว่ลิสงมีปริมาณ
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น ้ าตาลรีดิวซ์มากท่ีสุด (11.68±0.37 กรัมต่อลิตร)รองลงมาเป็นซังข้าวโพด (10.15±0.43 กรัมต่อลิตร) 
เปลือกขา้วโพด (8.35±0.12 กรัมต่อลิตร) และกาบมะพร้าวมีค่าต ่าท่ีสุด (5.45±0.47 กรัมต่อลิตร) ตามล าดบั
ท่ี 96 ชัว่โมง น ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีไดส้ามารถน ามาใช้เป็นสับสเตรตในการท่ีจะพฒันาการผลิตไบโอเอทานอล
ต่อไป 
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ภาคผนวก ก 

อาหารเลีย้งเช้ือ 

 
อาหารเลีย้งเช้ือรา Potato Dextrose Agar (PDA) 

ประกอบดว้ยองคป์ระกอบดงัน้ี 
PDA ส ำเร็จรูป    39.5  กรัมต่อลิตร 
น ้ำกลัน่     1,000  มิลลิลิตร 

ละลำย PDA ส ำเร็จรูป 39.5 กรัมในน ้ ำกลั่นอุ่นปริมำตร 1 ลิตร น ำอำหำรไปน่ึงฆ่ำเช้ือท่ี
อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส ภำยใตค้วำมดนั 15 ปอนด์ต่อตำรำงน้ิว เป็นเวลำ 20 นำที หลงัจำกนั้นเทอำหำร
ลงในจำนเพำะเช้ือประมำณ 15-20 มล.ต่อ 1 จำน ทิ้งไวจ้นแขง็ตวั ปิดฝำแลว้คว  ่ำจำนเพำะเช้ือไวใ้ชต่้อไป 

อาหารแข็งวุ้นคาร์บอกซีเมทลิเซลลูโลส (CMC agar)  (Hankin, and Anagnostakis, 1977) 

(NH4)2SO4     2  กรัม 
KH2PO4    4  กรัม 
NaHPO4.7H2O    11.32 กรัม   
Na2HPO4     6  กรัม 
Yeast extract    1  กรัม 
Carboxymethyl cellulose (CMC)  5  กรัม 
MgSO4.7H2O    0.20  กรัม 

ละลำยคำร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส ในน ้ำอุ่นปริมำตร 2 ลิตร  คนตลอดเวลำจนละลำยหมด 
ปรับ pH เป็น 7.0 จำกนั้นเติมผงวุน้ 15 กรัมแลว้ตม้อำหำรเล้ียงเช้ือจนวุน้ละลำยหมด น ำอำหำรไปน่ึง
ฆ่ำเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส ภำยใต้ควำมดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงน้ิว เป็นเวลำ 20 นำที 
หลงัจำกนั้นเทอำหำรลงในจำนเพำะเช้ือประมำณ 15-20 มล.ต่อ 1 จำน ทิ้งไวจ้นแข็งตวั ปิดฝำแลว้คว  ่ำ
จำนเพำะเช้ือไวใ้ชต่้อไป 
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมสารเคมี 

 

วธีิการเตรียมสาร Neutral Detergent 

ชั่ง sodium lauryl sulphate 60 กรัม  ใส่ในบีกเกอร์ขนาด 400 มิลลิ ลิตร แล้วน ามาใส่ใน 
Volumetric flask ขนาด 2 ลิตร โดยใช้กรวยกรองและแท่งคนสารละลายช่วย เสร็จแลว้ลา้ง Sodium 
lauryl sulphate ท่ีติดค้างอยู่ในบีกเกอร์ด้วยน ้ าร้อน โดยใช้ขวดฉีดน ้ าร้อน ฉีดแล้วเทรวมใส่ใน 
Volumetric flask เดิม เขยา่เบาๆ เติม Ethyleneglycol monoethylether  (2-Ethoxyethanol) 20 มิลลิลิตร 
ใส่ ลงใน  Volumetric flask ใน เขย่าให้ เข้ากัน  ละลาย  disodium hydrogen phosphate anhydrous 
(Na2HPO4) 9.12 กรัม , Sodium tetraborate decahydrate (Na2B4O7.10H2O) 13.62 กรัม และ Disodium 
ethylenediaminetetraacetate (EDTA) dehydrate 37.22 กรัม ด้วยน ้ ากลั่น ท่ี ร้อนแล้วน ามาผสมกับ
สารละลาย  เทใส่ volumetric flask เขย่าให้เขา้กนั แล้วเติมน ้ ากลัน่จนถึงขีดปริมาตรปล่อยให้เยน็ท่ี
อุณหภูมิหอ้ง แลว้ปรับปริมาตรพอดีขีดดว้ยน ้ากลัน่และปรับ pH ใหไ้ด ้6.9 – 7.1 

วธีิเตรียมสารละลาย Acid Detergent Fiber 

ชัง่ซัลฟุริกเขม้ขน้ ( H2SO4 conc, AR grade) 51.08 กรัม ใส่ในบีกเกอร์ ขนาด 250 มิลลิลิตร แล้วเท
ใส่ volumetric flask ขนาด 1 ลิตร ท่ีมีน ้ ากลั่นอยู่ประมาณ 200 มิลลิลิตร ล้างกรดท่ีอยู่ในบีกเกอร์ด้วยน ้ า
กลัน่ 2 คร้ัง แลว้เทลงใน volumetric flask เดิม แลว้เขย่าให้เขา้กนั เติมน ้ ากลัน่ให้พอดีขีด ปิดฝา เขยา่ 3 คร้ัง
ให้เขา้กนั ปล่อยทิ้งไวใ้ห้เยน็ท่ีอุณหภูมิห้อง ปรับปริมาตรพอดีขีด volumetric flask ขนาด 1 ลิตร ดว้ยน ้ า
กลัน่ เขยา่ 2-3 คร้ังใหเ้ขา้กนั  

ชัง่ CTAB 20 กรัม ลงในบีกเกอร์ขนาด 250 มิลลิลิตร เทใส่ลงในขวดส้าหรับเก็บสารละลาย Acid 
Detergent Fiber โดยใช้กรวยกรองและแท่งคนสารละลายช่วย ล้าง CTAB ท่ีติดค้างในบีกเกอร์ ด้วย
สารละลาย sulfuric acid ความเขม้ขน้ 1 นอร์มอล แลว้ใส่ลงในขวดเก็บสารละลาย Acid Detergent Fiber ท่ี
มี CTAB อยู่แล้ว 3 คร้ัง เขย่าให้เข้ากัน แล้วเทกรดซัลฟุริกท่ีเหลือใส่ในขวดสารละลาย Acid Detergent 
Fiber และเขยา่ใหเ้ขา้กนั 
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สารละลายส าหรับการย้อมดูโซนใสบนอาหารแข็ง CMC Agar 

สารละลายสี Congo red 

ละลาย Congo red 0.1 กรัม ในน ้ ากลัน่ ท าการปรับปริมาตรสารละลายให้เท่ากบั 100 มิลลิลิตร 
แลว้เก็บไวใ้นขวดสีชา 

สารละลาย 1M Sodium Chloride 

ละลาย Sodium chloride (NaCl) 58.44 กรัมในน ้ ากลั่น ปรับปริมาตรสารละลายเป็น 1,000 
มิลลิลิตร เก็บในขวดแกว้ 

สารเคมีวเิคราะห์กจิกรรมเอนไซม์เซลลูเลสโดยใช้วธีิ DNS Method (Miller, 1959) ในการหาปริมาณ
น า้ตาลทีเ่กดิขึน้ 

Dinitrosalicylic acid reagent (DNS reagent) (Miller, 1959) 

ชัง่ 3, 5-dinitrosalicylic acid 10.6 กรัม ผสมกบัน ้ ากลัน่ปริมาตร 1,416 มิลลิลิตรคนให้ละลาย 
ชัง่ NaOH 19.8 กรัม เติมลงไปคนให้ละลายเขา้กนัให้หมด ชัง่ sodium potassium tartrate tettrahydrate 
306 กรัม คนให้ละลายจนหมด ชัง่ phenol 7.6 กรัม คนให้ละลายจนหมด ชัง่ sodium metabisulfite 8.3 
กรัม คนใหล้ะลายจนหมด เก็บไวใ้นขวดสีชา 

สารละลายซับสเตรด (2% CMC) วเิคราะห์กจิกรรมเอนไซม์ Endoglucanase 

ละลาย Carboxymethyl cellulose 2.0 กรัม  ใน  0.05 M citrate buffer (pH 4.8) ป ริมาตร 100 
มิลลิลิตร ใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั แลว้จึงน ามาใชเ้ป็นสารละลายซบัสเตรต 

สารเคมีทีใ่ช้ในการหาปริมาณโปรตีน โดยวธีิ modified Lowry (Lowry et al., 1951) 

Reagent A:  NaCO3 1 กรัม ในสารละลาย 40% NaOH 50 มิลลิลิตร 
(NaOH 0.2 กรัม ในน ้ากลัน่ 50 มิลลิลิตร) 
Reagent B1:  1% CuSO4.5H2O (CuSO4.5H2O 0.02 กรัม ในน ้ากลัน่ 2 มิลลิลิตร) 
Reagent B2:  2% Na3C6H5O7.2H2O (Na3C6H5O7.2H2O 0.04 กรัม ในน ้ากลัน่ 2 มิลลิลิตร) 
ท าการเตรียม Reagent C = Reagent A: Reagent B1: Reagent B2 = 50 : 0.5 : 0.5 
(เตรียมใหม่ทุกคร้ังท่ีจะใช)้ 
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Folin-ciocalteu’s phenol reagent 

 สารละลายมีความเขม้ขน้ 2 N ก่อนน ามาใชต้อ้งน ามาเจือจางในน ้ากลัน่ ในอตัราส่วน 1 : 1 โดย
ความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 1 N เก็บไวใ้นขวดสีชาท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

การเตรียมสารละลายโซเดียมซิเตรทบัฟเฟอร์  ตามวิธีของ Gomori (1955 อ้างโดย Perrin and 
Dempsey, 1974) 

เตรียมโดยผสมสารละลาย A และ B ตามพีเอชท่ีตอ้งการ และปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร 
สารละลาย A : 0.05 M citric acid (C6H8O. 7H2O 10.51 กรัม ในน ้ากลัน่ 1 ลิตร) 
สารละลาย B : 0.05 M sodium citrate (Na3C6H5O7 .2H2O 14.7 กรัม ในน ้ากลัน่ 1 ลิตร) 

 
พีเอช ปริมาตร A ปริมาตร B 
3.0 
3.2 
3.4 
3.6 
3.8 
4.0 
4.2 
4.4 
4.6 
4.8 
5.0 
5.2 
5.4 
5.6 
5.8 
6.0 
6.2 

46.5 
43.7 
40.0 
37.0 
35.0 
33.0 
31.5 
28.0 
25.5 
23.0 
20.5 
18.0 
16.0 
13.7 
11.8 
9.5 
7.2 

3.5 
6.3 

10.0 
13.0 
15.0 
17.0 
18.5 
22.0 
24.5 
27.0 
29.5 
32.0 
34.0 
36.3 
38.2 
40.5 
42.8 
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ภาคผนวก ค 

วธีิการวเิคราะห์กจิกรรมเอนไซม์เซลลูเลส และวธีิการเตรียมกราฟมาตรฐาน 

1. การวเิคราะห์กจิกรรมเอนไซม์  (Ghose, 1987) 
1.1 การวดักจิกรรมของเอนไซม์เอกโซกลูคาเนส (Exoglucanase) 

วธีิการ 
1. ใส่ 0.05 M Citrate buffer pH 4.8 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 
2. ใส่กระดาษ whatman No.1 ขนาด 1x6 เซนติเมตร (50 มิลลิลิตร) 
3. ใส่ตวัอยา่งเอนไซม ์0.5 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั 
4. น าไปอุ่นใน water bath ท่ี 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัง่โมง  
5. เติม DNS reagent 3 มิลลิลิตรเขยา่ให้เขา้กนัแลว้น าไปตม้ในน ้ าเดือด 5 นาทีและทิ้งไวใ้ห ้

เยน็ 
6. เติมน ้ากลัน่หลอดละ 10 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั 
7. วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร โดยใช้ 0.05 M Citrate buffer pH 4.8 แทน

เอนไซมเ์ป็น blank 

วธีิค านวณค่า Unit of enzyme ของวธีิ The International Union of Biochemistry 

ก าหนดให้ 1 ยูนิตเอนไซม์ คือ ปริมาณของเอนไซม์ท่ีสามารถย่อยสลายสารตั้งต้นให้เป็น
น ้าตาลกลูโคส 1 ไมโครโมล ในระยะเวลา 1 นาที ภายใตส้ภาวะทดสอบ (อุณหภูมิ 50°C ระยะเวลา 60 
นาที) 

1 ยนิูตเอนไซม ์(ยนิูตต่อมิลลิลิตร)    คือ 1 µmol ของสารตั้งตน้ท่ีถูกยอ่ยใน 1 นาที 
   คือ 1 µmol ของกลูโคสท่ีถูกปลดปล่อยออกมาใน 1 นาที 
   คือ 0.180 mg กลูโคสท่ีถูกปลดปล่อยออกมาใน 1 นาที 

ถา้กลูโคส 0.180 มิลลิกรัม  ถูกปลดปล่อยออกมา ภายใน 1 นาที  มีค่า 1 ยนิูต 
ถา้กลูโคส 1.0 มิลลิกรัม  ถูกปลดปล่อยออกมา ภายใน 60 นาที  มีค่า           1 

(0.180 × 60) 
มีค่า       0.0925 ยนิูต 
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จากการทดสอบใชเ้อนไซม ์0.5 มิลลิลิตร ท่ีสภาวะ 60 นาที  มีค่า  0.0925 ยนิูต 
การทดสอบใช ้เอนไซม ์1.0 มิลลิลิตร ท่ีสภาวะ 60 นาที  มีค่า  0.0925 

               0.5  
=           0.185 ยนิูต 

ดงันั้น ยนิูตของกิจกรรมเอกโซกลูคาเนส เท่ากบั 0.185 × ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ (mg/ml) 

1.2 การวดักจิกรรมของเอนไซม์เอนโดกลูคาเนส (Endoglucanase) 

วธีิการ 
1. ใส่ 2% CMC ท่ีละลายใน 0.05 M Citrate buffer pH 4.8 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงใน

หลอดทดลอง 
2. ใส่ตวัอยา่งเอนไซม ์0.5 มิลลิลิตร แลว้เขยา่ใหเ้ขา้กนั 
3. น าไปอุ่นใน water bath ท่ี 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
4. เติม DNS reagent 3 มิลลิลิตรเขยา่ให้เขา้กนัแลว้น าไปตม้ในน ้ าเดือด 5 นาทีและทิ้งไวใ้ห้

เยน็ 
5. เติมน ้ากลัน่หลอดละ 10 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั 
6. วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร โดยใช้ 0.05 M Citrate buffer pH 4.8 แทน

เอนไซมเ์ป็น blank 
 

วธีิค านวณค่า Unit of enzyme ของวธีิ The International Union of Biochemistry 

ก าหนดให้ 1 ยูนิตเอนไซม์ คือ ปริมาณของเอนไซม์ท่ีสามารถย่อยสลายสารตั้งต้นให้เป็น
น ้าตาลกลูโคส 1 ไมโครโมล ในระยะเวลา 1 นาที ภายใตส้ภาวะทดสอบ (อุณหภูมิ 50°C ระยะเวลา 30 
นาที) 

1 ยนิูตเอนไซม ์(ยนิูตต่อมิลลิลิตร)       คือ 1 µmol ของสารตั้งตน้ท่ีถูกยอ่ยใน 1 นาที 
   คือ 1 µmol ของกลูโคสท่ีถูกปลดปล่อยออกมาใน 1 นาที 
   คือ 0.180 mg กลูโคสท่ีถูกปลดปล่อยออกมาใน 1 นาที 

ถา้กลูโคส 0.180 มิลลิกรัม ถูกปลดปล่อยออกมา ภายใน 1 นาที มีค่า 1 ยนิูต 
ถา้กลูโคส 1.0 มิลลิกรัม ถูกปลดปล่อยออกมา ภายใน 30 นาที   มีค่า      1 

    (0.180 × 30) 
                มีค่า 0.185 ยนิูต 
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จากการทดสอบใชเ้อนไซม ์0.5 มิลลิลิตร ท่ีสภาวะ 30 นาที  มีค่า       0.185 ยนิูต 
การทดสอบใช ้เอนไซม ์1.0 มิลลิลิตร ท่ีสภาวะ 30 นาที  มีค่า 0.185 

               0.5  
=           0.37 ยนิูต 

ดงันั้น ยนิูตของเอนโดกลูคาเนส เท่ากบั 0.37 × ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ (mg/ml) 

1.3 การวดักจิกรรมของเอนไซม์เซลโลไบเอส (เบต้า-กลูโคซิเดส) 

วธีิการ 
1. ใส่  15.0 mM เซลโลไบโอส ท่ีละลายใน 0.05 M Citrate buffer pH 4.8 ปริมาตร 1.0

มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 
2. ใส่ตวัอยา่งเอนไซม ์1.0 มิลลิลิตร แลว้เขยา่ใหเ้ขา้กนั 
3. น าไปอุ่นใน water bath ท่ี 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
4. เติม DNS reagent 3 มิลลิลิตรเขยา่ให้เขา้กนัแลว้น าไปตม้ในน ้ าเดือด 5 นาทีและทิ้งไวใ้ห้

เยน็ 
5. เติมน ้ากลัน่หลอดละ 10 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั 
6. วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร โดยใช้ 0.05 M Citrate buffer pH 4.8 แทน

เอนไซมเ์ป็น blank 

วธีิค านวณค่า Unit of enzyme ของวธีิ The International Union of Biochemistry 

ก าหนดให้ 1 หน่วยเอนไซม์ คือ ปริมาณของเอนไซม์ท่ีสามารถย่อยสลายสารตั้งตน้ให้เป็น
น ้าตาลกลูโคส 2 ไมโครโมล ในระยะเวลา 1 นาที ภายใตส้ภาวะทดสอบ (อุณหภูมิ 50°C ระยะเวลา 60 
นาที) 

1 ยนิูตเอนไซม ์(หน่วยต่อมิลลิลิตร) คือ 1 µmol ของสารตั้งตน้ท่ีถูกยอ่ยใน 1 นาที 
   คือ 2 µmol ของกลูโคสท่ีถูกปลดปล่อยออกมาใน 1 นาที 
   คือ 0.360 mg กลูโคสท่ีถูกปลดปล่อยออกมาใน 1 นาที 

ถา้กลูโคส 0.360 มิลลิกรัม  ถูกปลดปล่อยออกมา ภายใน 1 นาที  มีค่า        1.0 ยนิูต 
ถา้กลูโคส 1.0 มิลลิกรัม  ถูกปลดปล่อยออกมา ภายใน 30 นาที  มีค่า           1.0 

(0.360 × 30) 
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จากการทดสอบใชเ้อนไซม ์1.0 มิลลิลิตร ท่ีสภาวะ 30 นาที  มีค่า               1.0 
     (0.360 × 30 × 1.0) 

             =    0.0925 ยนิูต 
ดงันั้น ยนิูตของกิจกรรมเซลโลไบเอส เท่ากบั 0.0925 × ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ (mg/ml) 

1.4 การค านวณกจิกรรมเอนไซม์ 

ในงานวิจยัน้ี ท าการหมกัในสภาพอาหารแข็งและสกดัตวัอย่างด้วยของเหลว โดยน า
ของเหลว มาวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม ์จึงบนัทึกปริมาตรของเหลวท่ีไดจ้ากขั้นตอนการสกดัตวัอยา่ง 
และปริมาณสับสเตรตท่ีใช้ในการหมกั เพื่อรายงานผลกิจกรรมเอนไซม์ในรูปแบบ ยูนิตต่อกรัม
สบัสเตรต กิจกรรมเอนไซมส์ามารถค านวณไดด้งัน้ี 

ยนิูตของเอนไซม ์(ยนิูตต่อมิลลิลิตร) × ปริมาตรสุดทา้ยท่ีไดจ้ากสกดัตวัอยา่ง (มิลลิลิตร) 
น ้าหนกัสับสเตรตท่ีใชใ้นการหมกั (กรัม) 

2. การท ากราฟมาตรฐาน 

2.1 กราฟมาตรฐานน า้ตาลรีดิวซ์ และการค านวณปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ 

 ชั่งน ้ าตาลกลูโคส 100 มิลลิกรัม น าไปอบท่ีอุณหภูมิ  105 องศาเซลเซียส แล้วปรับ
ปริมาตรด้วยน ้ ากลัน่ 10 มิลลิลิตร จะได้สารละลายน ้ าตาลกลูโคสท่ีมีความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร แลว้เก็บเป็น stock solution 

เตรียมสารละลายน ้ าตาลกลูโคสท่ีมีความเขม้ขน้ 0.1 0.2 0.3 0.4 และ 0.5 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร จาก stock solution เสร็จแล้วดูดตวัอย่างท่ีเตรียมความเขม้ขน้ละ 1 มิลลิลิตร (blank ใช้น ้ า
กลัน่ 1 มิลลิลิตร แทน) เติม DNS Reagent ลงไป 3 มิลลิลิตร น าไปตม้ในน ้ าเดือดนาน 5 นาที ท าให้
เยน็ทนัที วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร น าขอ้มูลท่ีไดไ้ปเขียนกราฟมาตรฐาน
ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงกบัความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลูโคส 

กราฟมาตรฐานท่ีได ้พบวา่มีสมการเส้นตรง y = 2.7482x + 0.0024 เม่ือแกน y คือ ค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร และแกน x คือความเขม้ข้นน ้ าตาลกลูโคสมาตรฐาน 
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ดงันั้น เม่ือทราบค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่งทดสอบ สามารถแทนลงในค่า 
y เพื่อค านวณความเขม้ขน้ของน ้าตาล ไดด้งัน้ี 
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ปริมาณน ้าตาล (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) = ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540 nm – 0.0024 

  2.7482

 
ภาพที ่ค1 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งเขม้ขน้ของน ้าตาลกลูโคสกบัค่าการ

ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร 

2.2 กราฟมาตรฐานสารละลายโปรตีน และการค านวณปริมาณโปรตีน 

 ชั่ง Bovine serum albumin (BSA) ปริมาณ 0.15 กรัม ละลายในน ้ ากลั่น 50 มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตร โดยใช้ volumetric flask ขนาด 100 มิลลิลิตร จะได้สารละลาย 
BSA ท่ีมีความเขม้ขน้ 150 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (µg/ml) ท าการเจือจางสารละลาย BSA ให้มีระดบั
ความเขม้ขน้ต่างๆ คือ 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135 และ 150 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้น
เติมสารละลาย BSA ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตรใส่ลงในแต่ละหลอด เติมสารละลาย 
reagent C ปริมาตร 3 มิลลิลิตร เขย่าให้เขา้กนัดี ก่อนตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 20 นาที เติมสารละลาย 
Folin-Phenol reagent ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 30 นาที น าไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ี 
750 นาโนเมตรเขียนกราฟมาตรฐานระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงกบัปริมาณ BSA  

 สมการเส้นตรง y = 0.003x + 0.012 จากกราฟมาตรฐาน อธิบายไดว้า่ เม่ือแกน y คือ ค่า
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร และแกน x คือความเข้มข้นโปรตีนมาตรฐาน 
(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ดงันั้น เม่ือทราบค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่งทดสอบ สามารถแทนลงใน
ค่า y เพื่อค านวณปริมาณโปรตีน ไดด้งัน้ี 

 

y = 2.7482x + 0.0024
R² = 0.9994

R² = 0.9994
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ปริมาณโปรตีน (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) = ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 750 nm – 0.012 

         0.003 
ถา้วดัค่าการดูดกลืนแสงได ้0.435 น ามาค านวณหาค่าปริมาณโปรตีนจากสมการ 
ปริมาณโปรตีน (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)  =              0.435 – 0.012 

       0.003 
=   141 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (µg/ml) 

จากการทดลองใชป้ริมาณเอนไซม ์0.3 มิลลิลิตร 
ดงันั้น จะมีค่าปริมาณโปรตีน   = 141/0.3 

= 470 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 
ภาพที่ ค12 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างเขม้ขน้ของ BSA กับค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร 

ปริมาณโปรตีนทีใ่ช้ในการค านวณกจิกรรมจ าเพาะของเอนไซม์ ค านวณได้จาก 

ปริมาณโปรตีน (ไมโครกรัมต่อกรัมสับสเตรต) = 
ปริมาณโปรตีน (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) × ปริมาตรสุดทา้ยท่ีไดจ้ากสกดัตวัอยา่ง (มิลลิลิตร) 

น ้าหนกัสับสเตรต (กรัม) 
 

 
 

y = 0.0035x + 0.0126
R² = 0.995

0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150

ค่า
กา
รดู
ดก

ลืน
แส

ง 7
50
 nm

ความเขม้ขน้ของ BSA (µg/ml)



 

 113  

2.3 การค านวณกจิกรรมจ าเพาะเอนไซม์ 

กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม ์   =         กิจกรรมเอนไซม ์(ยนิูตต่อกรัมสับสเตรต) 
ปริมาณโปรตีน (ไมโครกรัมโปรตีนต่อสับสเตรต) 
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ภาคผนวก ง 

ตารางผลการทดลอง 

ตารางภาคผนวกที ่ ง1 การผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือรา T. pavonia โดยการหมกัในสภาพอาหาร
แขง็ท่ีใชซ้งัขา้วโพดเป็นสับสเตรต และมีระยะเวลาการหมกั 12 วนั 

ความช้ืนเร่ิมตน้ การหมกั (วนั) 
กิจกรรมเอนไซม ์(U/gds) 

FPase (U/gds) CMCase (U/gds) Cellobiase (U/gds) 

60% 

วนัท่ี 3 0.0000.000d 0.0000.000d 0.0000.000d 

วนัท่ี 6 0.0570.009d 0.1320.011c 0.0570.009d 

วนัท่ี 9 0.1760.009c 0.4820.020a 0.2100.021c 

วนัท่ี 12 0.1140.007b 0.5040.014b 0.0300.009c 

70% 

วนัท่ี 3 0.0000.000d 0.0000.000d 0.0000.000d 

วนัท่ี 6 0.0720.008d 0.1040.009c 0.0560.007d 

วนัท่ี 9 0.2090.019c 0.4190.024a 0.1530.030c 

วนัท่ี 12 0.1880.023b 0.4980.016b 0.0210.003c 

80% 

วนัท่ี 3 0.0000.000d 0.0000.000d 0.0000.000d 

วนัท่ี 6 0.0290.007d 0.0650.014c 0.0470.005d 

วนัท่ี 9 0.1490.018c 0.3710.033a 0.1460.014c 

วนัท่ี 12 0.1550.014b 0.4290.011b 0.0320.009c 

90% 

วนัท่ี 3 0.0000.000d 0.0000.000d 0.0000.000d 

วนัท่ี 6 0.0320.009d 0.0590.009c 0.0330.010d 

วนัท่ี 9 0.1260.016c 0.3680.027a 0.0980.014c 

วนัท่ี 12 0.1400.018b 0.4100.018b 0.0450.009c 

หมายเหตุ  ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 3 ซ ้ า และ  ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน a, b, c และ 
d เป็นการจดักลุ่มทางสถิติตามคอลมัน์ ท่ีมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 
95 (P<0.05) 
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ตารางภาคผนวกที่ ง2  การผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือรา T. pavonia โดยการหมกัในสภาพอาหาร
แขง็ท่ีใชก้าบมะพร้าวเป็นสับสเตรต และมีระยะเวลาการหมกั 12 วนั 

 

ความช้ืนเร่ิมตน้ การหมกั (วนั) 
กิจกรรมเอนไซม ์(U/gds) 

FPase (U/gds) CMCase (U/gds) Cellobiase (U/gds) 

60% 

วนัท่ี 3 0.0880.023d 0.0520.033d 0.0000.000d 

วนัท่ี 6 0.2980.057d 0.4670.036c 0.0500.011d 

วนัท่ี 9 0.3580.068c 0.6060.062b 0.0880.008c 

วนัท่ี 12 0.3380.085d 0.5750.076c 0.0600.007b 

70% 

วนัท่ี 3 0.1550.029d 0.1500.054b 0.0380.007b 
วนัท่ี 6 0.3640.046d 0.6170.086c 0.0820.010d 

วนัท่ี 9 0.4450.057c 0.8230.078b 0.1180.014c 

วนัท่ี 12 0.3420.031b 0.6490.093d 0.0880.015c 

80% 

วนัท่ี 3 0.2930.018d 0.2280.073d 0.0630.015d 

วนัท่ี 6 0.3820.046d 0.6910.077c 0.0910.010c 

วนัท่ี 9 0.8850.073c 0.8390.088b 0.1580.028b 
วนัท่ี 12 0.6420.041d 0.7080.063c 0.1060.011bc 

90% 

วนัท่ี 3 0.3250.042d 0.2580.051d 0.0830.006d 

วนัท่ี 6 0.4770.037d 0.7780.110bc 0.1220.014c 

วนัท่ี 9 1.0130.073c 1.0830.108b 0.1990.012b 
วนัท่ี 12 0.8160.066b 1.1260.162c 0.1460.011c 

หมายเหตุ  ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 3 ซ ้ า และ  ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน a, b, c และ 
d เป็นการจดักลุ่มทางสถิติตามคอลมัน์ ท่ีมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 
95 (P<0.05) 
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ตารางภาคผนวกที ่ง3 การผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือรา T. pavonia โดยการหมกัในสภาพอาหาร
แขง็ท่ีใชเ้ปลือกขา้วโพดเป็นสับสเตรต และมีระยะเวลาการหมกั 12 วนั 

 

ความช้ืนเร่ิมตน้ การหมกั (วนั) 
กิจกรรมเอนไซม ์(U/gds) 

FPase (U/gds) CMCase (U/gds) Cellobiase (U/gds) 

60% 

วนัท่ี 3 0.4850.095d 0.0000.000d 0.0000.000d 

วนัท่ี 6 1.7960.200c 0.2110.036c 0.0000.000c 

วนัท่ี 9 2.1260.151a 0.4510.025b 0.0440.012d 

วนัท่ี 12 1.6210.131b 0.3400.029a 0.0400.011b 

70% 

วนัท่ี 3 0.0000.000d 0.0000.000d 0.0000.000a 

วนัท่ี 6 0.0000.000c 0.2710.019c 0.0000.000c 

วนัท่ี 9 0.1470.029b 0.6160.024b 0.0550.017b 
วนัท่ี 12 0.3550.031b 0.5270.029a 0.0680.015d 

80% 

วนัท่ี 3 0.0000.000d 0.0000.000d 0.0000.000d 

วนัท่ี 6 0.0000.000c 0.1680.028c 0.0000.000c 
วนัท่ี 9 0.0860.017b 0.4880.034b 0.0550.015b 
วนัท่ี 12 0.1550.032b 0.3390.029a 0.0620.013c 

90% 

วนัท่ี 3 0.0000.000d 0.0000.000d 0.0000.000d 

วนัท่ี 6 0.0000.000c 0.2640.029c 0.0000.000c 

วนัท่ี 9 0.1010.031b 0.8230.038b 0.0600.010b 
วนัท่ี 12 0.2300.017b 0.7390.033a 0.0590.012c 

หมายเหตุ  ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 3 ซ ้ า และ  ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน a, b, c และ 
d เป็นการจดักลุ่มทางสถิติตามคอลมัน์ ท่ีมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 
95 (P<0.05) 
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ตารางภาคผนวกที ่ ง4 การผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือรา T. pavonia โดยการหมกัในสภาพอาหาร
แขง็ท่ีใชเ้ปลือกถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต และมีระยะเวลาการหมกั 12 วนั 

 

ความช้ืนเร่ิมตน้ การหมกั (วนั) 
กิจกรรมเอนไซม ์(U/gds) 

FPase (U/gds) CMCase (U/gds) Cellobiase (U/gds) 

60% 

วนัท่ี 3 0.5450.081d 1.1370.140d 0.3170.040d 

วนัท่ี 6 1.6130.145c 3.7950.307c 0.4880.038c 

วนัท่ี 9 3.6290.161a 8.5600.419a 0.7300.051a 

วนัท่ี 12 2.5980.321b 6.9520.246b 0.4890.041b 

70% 

วนัท่ี 3 0.7930.149d 1.2650.235d 0.3960.038d 

วนัท่ี 6 1.8640.337c 4.5980.280c 0.5870.029c 

วนัท่ี 9 4.2390.138a 11.2320.299a 0.7320.061b 
วนัท่ี 12 2.7340.174b 8.4660.179b 0.6410.038c 

80% 

วนัท่ี 3 0.5990.109d 1.0940.160d 0.2520.034d 

วนัท่ี 6 1.4950.203c 4.2260.274c 0.3590.046c 

วนัท่ี 9 3.9550.101b 9.0960.294b 0.4580.040a 

วนัท่ี 12 2.5750.325b 8.6310.342c 0.3590.057b 

90% 

วนัท่ี 3 0.5000.088d 0.7700.083d 0.1730.020d 

วนัท่ี 6 1.6440.235c 3.4110.082c 0.2630.042c 

วนัท่ี 9 2.9310.297a 8.4840.175a 0.3550.062b 
วนัท่ี 12 2.7800.168b 6.9430.322b 0.1620.026c 

หมายเหตุ  ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 3 ซ ้ า และ  ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน a, b, c และ 
d เป็นการจดักลุ่มทางสถิติตามคอลมัน์ ท่ีมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 
95 (P<0.05) 
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ตารางภาคผนวกที ่ ง5 การผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือรา G. australe โดยการหมกัในสภาพอาหาร
แขง็ท่ีใชซ้งัขา้วโพดเป็นสับสเตรต และมีระยะเวลาการหมกั 12 วนั 

 

ความช้ืนเร่ิมตน้ การหมกั (วนั) 
กิจกรรมเอนไซม ์(U/gds) 

FPase (U/gds) CMCase (U/gds) Cellobiase (U/gds) 

60% 

วนัท่ี 3 0.2140.026d 0.2380.021d 0.0380.008d 

วนัท่ี 6 0.3780.026c 0.6640.019c 0.0510.013d 

วนัท่ี 9 0.7710.031a 1.2000.019b 0.1120.018b 
วนัท่ี 12 0.6660.023b 0.9800.015bc 0.0950.018b 

70% 

วนัท่ี 3 0.2480.023d 0.3270.019d 0.0450.006d 

วนัท่ี 6 0.4680.019c 0.7080.021c 0.0650.006c 

วนัท่ี 9 0.8830.018a 1.3030.019b 0.1500.006a 

วนัท่ี 12 0.7890.021b 1.0850.034c 0.1180.013b 

80% 

วนัท่ี 3 0.1980.023d 0.2340.032d 0.0340.007d 

วนัท่ี 6 0.3630.015c 0.6120.019c 0.0540.009c 

วนัท่ี 9 0.8120.017a 1.2180.033b 0.1150.009c 

วนัท่ี 12 0.7710.017b 1.0440.030b 0.0750.013b 

90% 

วนัท่ี 3 0.1450.024d 0.2240.033d 0.0310.006d 

วนัท่ี 6 0.3410.020c 0.5740.017d 0.0600.013c 
วนัท่ี 9 0.7660.017a 1.0920.021b 0.1160.011b 
วนัท่ี 12 0.6150.036b 0.9560.017c 0.0810.017c 

หมายเหตุ  ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 3 ซ ้ า และ  ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน a, b, c และ 
d เป็นการจดักลุ่มทางสถิติตามคอลมัน์ ท่ีมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 
95 (P<0.05) 

 

 

 



 

 119  

ตารางภาคผนวกที ่ ง6 การผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือรา G. australe โดยการหมกัในสภาพอาหาร
แขง็ท่ีใชก้าบมะพร้าวเป็นสับสเตรต และมีระยะเวลาการหมกั 12 วนั 

 

ความช้ืนเร่ิมตน้ การหมกั (วนั) 
กิจกรรมเอนไซม ์(U/gds) 

FPase (U/gds) CMCase (U/gds) Cellobiase (U/gds) 

60% 

วนัท่ี 3 0.0000.000d 0.0050.001d 0.0000.000d 

วนัท่ี 6 0.0070.002c 0.0140.004c 0.0050.001c 

วนัท่ี 9 0.0260.004a 0.0320.003b 0.0090.002b 
วนัท่ี 12 0.0200.003b 0.0270.005b 0.0060.002bc 

70% 

วนัท่ี 3 0.0000.000d 0.0050.001b 0.0000.000d 

วนัท่ี 6 0.0070.001c 0.0130.003d 0.0040.002c 

วนัท่ี 9 0.0310.003a 0.0360.006c 0.0090.002b 
วนัท่ี 12 0.0150.003b 0.0270.006c 0.0050.001c 

80% 

วนัท่ี 3 0.0000.000d 0.0070.003d 0.0000.000d 

วนัท่ี 6 0.0090.003c 0.0150.003c 0.0040.002c 

วนัท่ี 9 0.0430.007a 0.0530.004b 0.0160.002a 

วนัท่ี 12 0.0210.003b 0.0170.006c 0.0080.002b 

90% 

วนัท่ี 3 0.0070.001d 0.0150.003d 0.0000.000d 

วนัท่ี 6 0.0140.003d 0.0200.002d 0.0040.002d 

วนัท่ี 9 0.0510.004b 0.0640.006c 0.0240.004b 
วนัท่ี 12 0.0300.006c 0.0220.004d 0.0100.004c 

หมายเหตุ  ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 3 ซ ้ า และ  ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน a, b, c และ 
d เป็นการจดักลุ่มทางสถิติตามคอลมัน์ ท่ีมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 
95 (P<0.05) 
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ตารางภาคผนวกที ่ ง7 การผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือรา G. australe โดยการหมกัในสภาพอาหาร
แขง็ท่ีใชเ้ปลือกขา้วโพดเป็นสับสเตรต และมีระยะเวลาการหมกั 12 วนั 

 

ความช้ืนเร่ิมตน้ การหมกั (วนั) 
กิจกรรมเอนไซม ์(U/gds) 

FPase (U/gds) CMCase (U/gds) Cellobiase (U/gds) 

60% 

วนัท่ี 3 0.1830.018d 0.2380.039d 0.0260.011d 

วนัท่ี 6 0.3940.048c 0.7570.039c 0.1650.020c 

วนัท่ี 9 0.9660.072a 1.4150.027a 0.4070.028a 

วนัท่ี 12 0.6640.021b 1.1550.025b 0.2440.046b 

70% 

วนัท่ี 3 0.2330.023d 0.3390.036d 0.0280.006d 

วนัท่ี 6 0.5100.022c 0.8320.025c 0.2640.020b 
วนัท่ี 9 1.1200.042a 1.5460.033a 0.4550.023a 

วนัท่ี 12 0.7590.036b 1.3220.044b 0.2110.028c 

80% 

วนัท่ี 3 0.1710.022d 0.2820.025d 0.0200.006d 

วนัท่ี 6 0.5900.030c 0.6780.026c 0.1890.017c 

วนัท่ี 9 0.9300.033c 1.4320.025a 0.3540.028b 
วนัท่ี 12 0.6270.017b 1.2300.034b 0.2090.036c 

90% 

วนัท่ี 3 0.1230.017d 0.2090.044d 0.0200.003d 

วนัท่ี 6 0.4680.044c 0.6560.026c 0.1560.017c 

วนัท่ี 9 0.8650.036b 1.3310.061a 0.3450.043a 

วนัท่ี 12 0.5080.028c 1.1970.039b 0.2440.028b 

หมายเหตุ  ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 3 ซ ้ า และ  ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน a, b, c และ 
d เป็นการจดักลุ่มทางสถิติตามคอลมัน์ ท่ีมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 
95 (P<0.05) 
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ตารางภาคผนวกที ่ ง8 การผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือรา G. australe โดยการหมกัในสภาพอาหาร
แขง็ท่ีใชเ้ปลือกถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต และมีระยะเวลาการหมกั 12 วนั 

 

ความช้ืนเร่ิมตน้ การหมกั (วนั) 
กิจกรรมเอนไซม ์(U/gds) 

FPase (U/gds) CMCase (U/gds) Cellobiase (U/gds) 

60% 

วนัท่ี 3 0.0560.007d 0.1100.014d 0.0150.003d 

วนัท่ี 6 0.1670.023c 0.2760.018c 0.0410.009d 

วนัท่ี 9 0.5460.016a 0.9150.057a 0.1160.019c 

วนัท่ี 12 0.3860.032b 0.8240.046b 0.0920.023c 

70% 

วนัท่ี 3 0.0830.019d 0.2030.018d 0.0240.003b 
วนัท่ี 6 0.2190.021c 0.3320.019c 0.0570.009d 

วนัท่ี 9 0.6330.030a 1.0640.014a 0.1740.016b 
วนัท่ี 12 0.4400.032b 0.8430.032b 0.1130.009c 

80% 

วนัท่ี 3 0.0800.014d 0.1430.019d 0.0180.005d 

วนัท่ี 6 0.1530.024c 0.2780.020c 0.0270.005d 

วนัท่ี 9 0.6000.025a 0.9290.020a 0.1580.009b 
วนัท่ี 12 0.5040.014b 0.7670.027b 0.0780.016c 

90% 

วนัท่ี 3 0.0410.009d 0.0810.016d 0.0170.005d 

วนัท่ี 6 0.1070.010c 0.2340.021c 0.0230.009d 

วนัท่ี 9 0.5570.019a 0.8100.025a 0.1340.026c 

วนัท่ี 12 0.4490.029b 0.7110.025b 0.1100.014c 

หมายเหตุ  ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 3 ซ ้ า และ  ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน a, b, c และ 
d เป็นการจดักลุ่มทางสถิติตามคอลมัน์ ท่ีมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 
95 (P<0.05) 
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ตารางภาคผนวกที ่ ง9 การผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือรา G. mastoporum โดยการหมกัในสภาพ
อาหารแขง็ท่ีใชซ้งัขา้วโพดเป็นสับสเตรต และมีระยะเวลาการหมกั 12 วนั 
 

ความช้ืนเร่ิมตน้ การหมกั (วนั) 
กิจกรรมเอนไซม ์(U/gds) 

FPase (U/gds) CMCase (U/gds) Cellobiase (U/gds) 

60% 

วนัท่ี 3 0.0830.036d 0.1530.070d 0.0190.006d 

วนัท่ี 6 0.2150.073c 0.5270.053c 0.0560.012c 

วนัท่ี 9 0.5790.060a 1.0840.111a 0.1210.020b 
วนัท่ี 12 0.4240.073b 0.9430.114b 0.0600.008c 

70% 

วนัท่ี 3 0.1160.028d 0.2360.042d 0.0470.010bc 
วนัท่ี 6 0.3150.048c 0.5240.073c 0.1110.012c 

วนัท่ี 9 0.6630.059a 1.2050.153a 0.1790.010b 
วนัท่ี 12 0.5000.049b 0.9470.092b 0.0730.017c 

80% 

วนัท่ี 3 0.0000.000d 0.2040.056d 0.0330.009d 

วนัท่ี 6 0.0250.006c 0.5360.077c 0.0840.008b 
วนัท่ี 9 0.1320.016a 1.0230.067a 0.1370.012a 

วนัท่ี 12 0.1370.012b 0.8710.029b 0.0640.011c 

90% 

วนัท่ี 3 0.0470.014d 0.1840.058d 0.0150.005d 

วนัท่ี 6 0.2050.040c 0.5310.056c 0.0510.008c 

วนัท่ี 9 0.6080.105a 1.1400.139a 0.0960.012b 
วนัท่ี 12 0.4970.073b 0.9930.124b 0.0520.008c 

หมายเหตุ  ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 3 ซ ้ า และ  ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน a, b, c และ 
d เป็นการจดักลุ่มทางสถิติตามคอลมัน์ ท่ีมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 
95 (P<0.05) 
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ตารางภาคผนวกที ่ ง10 การผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือรา G. mastoporum โดยการหมกัในสภาพ
อาหารแขง็ท่ีใชก้าบมะพร้าวเป็นสับสเตรต และมีระยะเวลาการหมกั 12 วนั 

 

ความช้ืนเร่ิมตน้ การหมกั (วนั) 
กิจกรรมเอนไซม ์(U/gds) 

FPase (U/gds) CMCase (U/gds) Cellobiase (U/gds) 

60% 

วนัท่ี 3 0.0050.003d 0.0080.001d 0.0000.000d 

วนัท่ี 6 0.0180.002c 0.0290.005d 0.0000.000d 

วนัท่ี 9 0.0290.005b 0.0600.006c 0.0060.001c 

วนัท่ี 12 0.0430.005a 0.0740.005c 0.0210.006b 

70% 

วนัท่ี 3 0.0080.003d 0.0110.002d 0.0000.000d 

วนัท่ี 6 0.0150.011d 0.0390.006c 0.0000.000d 

วนัท่ี 9 0.0380.003c 0.0770.005c 0.0100.003c 

วนัท่ี 12 0.0500.007c 0.0820.009c 0.0290.005b 

80% 

วนัท่ี 3 0.0090.002d 0.0130.003d 0.0000.000d 

วนัท่ี 6 0.0360.006c 0.0470.007c 0.0080.003c 

วนัท่ี 9 0.0550.007b 0.1000.007b 0.0150.003b 
วนัท่ี 12 0.0650.005b 0.1370.012a 0.0370.003a 

90% 

วนัท่ี 3 0.0100.003d 0.0290.005d 0.0000.000d 

วนัท่ี 6 0.0370.002c 0.0570.003c 0.0160.004c 

วนัท่ี 9 0.0780.005b 0.1190.008b 0.0320.006b 
วนัท่ี 12 0.0920.013a 0.1450.006a 0.0510.005a 

หมายเหตุ  ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 3 ซ ้ า และ  ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน a, b, c และ 
d เป็นการจดักลุ่มทางสถิติตามคอลมัน์ ท่ีมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 
95 (P<0.05) 
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ตารางภาคผนวกที ่ ง11 การผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือรา G. mastoporum โดยการหมกัในสภาพ
อาหารแขง็ท่ีใชเ้ปลือกขา้วโพดเป็นสับสเตรต และมีระยะเวลาการหมกั 12 วนั 

 

ความช้ืนเร่ิมตน้ การหมกั (วนั) 
กิจกรรมเอนไซม ์(U/gds) 

FPase (U/gds) CMCase (U/gds) Cellobiase (U/gds) 

60% 

วนัท่ี 3 0.1080.021d 0.1300.051d 0.0120.006d 

วนัท่ี 6 0.2520.081c 0.6680.061c 0.0450.010c 

วนัท่ี 9 0.6430.103a 0.9420.033b 0.1100.018c 

วนัท่ี 12 0.3980.051b 0.7200.091c 0.0720.015c 

70% 

วนัท่ี 3 0.1220.045d 0.2130.045d 0.0320.006d 

วนัท่ี 6 0.3630.053c 0.7600.068c 0.0650.010cd 

วนัท่ี 9 0.8870.068a 1.0580.053a 0.1520.015b 

วนัท่ี 12 0.6220.050b 0.9000.023b 0.1150.010c 

80% 

วนัท่ี 3 0.1870.023d 0.3150.091d 0.0620.012cd 

วนัท่ี 6 0.4400.018c 0.9000.023c 0.1120.012c 

วนัท่ี 9 0.9580.023a 1.1880.035a 0.1730.020a 

วนัท่ี 12 0.7500.038b 1.0850.026b 0.1300.022b 

90% 

วนัท่ี 3 0.1280.015d 0.2420.129d 0.0300.009d 

วนัท่ี 6 0.3200.018c 0.6220.055c 0.0650.013cd 

วนัท่ี 9 0.8150.036a 1.2100.055a 0.1380.042b 
วนัท่ี 12 0.6030.028b 1.1380.091b 0.0900.018c 

หมายเหตุ  ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 3 ซ ้ า และ  ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน a, b, c และ 
d เป็นการจดักลุ่มทางสถิติตามคอลมัน์ ท่ีมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 
95 (P<0.05) 
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ตารางภาคผนวกที ่ ง12 การผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือรา G. mastoporum โดยการหมกัในสภาพ
อาหารแขง็ท่ีใชเ้ปลือกถัว่ลิสงเป็นสับสเตรด และมีระยะเวลาการหมกั 12 วนั 

 

ความช้ืนเร่ิมตน้ การหมกั (วนั) 
กิจกรรมเอนไซม ์(U/gds) 

FPase (U/gds) CMCase (U/gds) Cellobiase (U/gds) 

60% 

วนัท่ี 3 0.0400.017d 0.0730.012d 0.0140.008d 

วนัท่ี 6 0.1200.038c 0.1840.026c 0.0870.017c 

วนัท่ี 9 0.3060.042a 0.5750.067a 0.1490.017a 

วนัท่ี 12 0.2220.018b 0.3800.026b 0.1000.014b 

70% 

วนัท่ี 3 0.0790.021d 0.1580.015d 0.0490.010d 

วนัท่ี 6 0.1730.036c 0.3580.031c 0.1080.015c 

วนัท่ี 9 0.3550.062a 0.6620.053a 0.2110.015a 

วนัท่ี 12 0.2770.017b 0.4850.099b 0.1310.017b 

80% 

วนัท่ี 3 0.0680.015d 0.1360.017d 0.0300.015d 

วนัท่ี 6 0.1270.027c 0.3590.041c 0.0670.008c 

วนัท่ี 9 0.3230.071b 0.5840.044a 0.1620.021a 

วนัท่ี 12 0.1920.025c 0.4370.042c 0.0650.012c 

90% 

วนัท่ี 3 0.0320.010d 0.0790.012d 0.0320.007d 

วนัท่ี 6 0.1140.055c 0.1840.017c 0.0670.014c 

วนัท่ี 9 0.2530.050b 0.3860.035a 0.1090.010b 
วนัท่ี 12 0.1880.029c 0.3150.045c 0.0620.010c 

หมายเหตุ  ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 3 ซ ้ า และ  ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน a, b, c และ 
d เป็นการจดักลุ่มทางสถิติตามคอลมัน์ ท่ีมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 
95 (P<0.05) 
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 กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจากการหมกัในสภาพอาหารแข็งท่ีมีซังขา้วโพดเป็นสับสเตรต  2 
กรัม จากเช้ือรา T.  pavonia มีกิจกรรมเอนไซม ์Filter paper activity (FPase) Carboxymethyl cellulase 
(CMCase) และ เซลโลไบเอส เฉล่ียสูงสุดเท่ากบั 0.1760.009, 0.4820.020 และ 0.2100.021 ยนิูต
ต่อกรัมสับสเตรต (U/gds) ตามล าดบั ท่ีความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 60 ในวนัท่ี 9 ของการหมกั แสดงผล
การทดลองในภาพท่ี ง1-ง3 

 
ภาพที ่ง1 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลส Filter Paper Activity (FPase) ท่ีสร้างจากเช้ือ
รา T. pavonia เม่ือใชซ้งัขา้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 
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ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 60 ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 70
ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 80 ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 90
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ภาพที ่ง2 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลส Carboxymethyl cellulase (CMCase) ท่ีสร้าง
จากเช้ือรา T. pavonia เม่ือใชซ้งัขา้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 

 

 
ภาพที ่ง3 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลโลไบเอส (Cellobiase) ท่ีสร้างจากเช้ือรา                       
T. pavonia เม่ือใชซ้งัขา้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 
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ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 80 ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 90
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 กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจากการหมกัในสภาพอาหารแข็งท่ีมีกาบมะพร้าวเป็นสับสเตรต  2 
กรัม จากเช้ือรา T.  pavonia มีกิจกรรมเอนไซม์ Filter paper activity (FPase) Carboxymethylcellulase 
(CMCase) และ เซลโลไบเอส เฉล่ียสูงสุดเท่ากบั 1.0130.073, 1.0830.108 และ 0.1990.012 ยนิูต
ต่อกรัมสับสเตรต (U/gds) ตามล าดบั ท่ีความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 90 ในวนัท่ี 9 ของการหมกั แสดงผล
การทดลองในภาพท่ี ง4-ง6 

 
ภาพที ่ง4 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลส Filter Paper Activity (FPase) ท่ีสร้างจากเช้ือ
รา T. pavonia เม่ือใชก้าบมะพร้าวท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 
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ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 80 ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 90
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ภาพที ่ง5 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลส Carboxymethyl cellulase (CMCase) ท่ีสร้าง
จากเช้ือรา T. pavonia เม่ือใชก้าบมะพร้าวท่ีท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 

 

 
ภาพที ่ง6 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลโลไบเอส (Cellobiase) ท่ีสร้างจากเช้ือรา                       
T. pavonia เม่ือใชก้าบมะพร้าวท่ีท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 

0
0.2
0.4
0.6
0.8

1
1.2
1.4

0 3 6 9 12 15

กิจ
กร
รม

เอน
ไซ

ม ์
(U

/gd
s)

ระยะเวลาการหมกั (วนั)

Carboxymethyl cellulase (CMCase)

ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 60 ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 70
ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 80 ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 90

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0 3 6 9 12 15

กิจ
กร
รม

เอน
ไซ

ม ์
(U

/gd
s)

ระยะเวลาการหมกั (วนั)

Cellobiase

ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 60 ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 70
ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 80 ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 90
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 กิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลสจากการหมกัในสภาพอาหารแขง็ท่ีมีเปลือกขา้วโพดเป็นสับสเตรต  2 
กรัม จากเช้ือรา T.  pavonia มีกิจกรรมเอนไซม์ Filter paper activity (FPase) Carboxymethylcellulase 
(CMCase) และ เซลโลไบเอส เฉล่ียสูงสุดเท่ากบั 0.1010.031, 0.8230.038 และ0.0600.010 ยนิูต
ต่อกรัมสับสเตรต (U/gds) ตามล าดบั ท่ีความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 90 ในวนัท่ี 9 ของการหมกั แสดงผล
การทดลองในภาพท่ี ง7-79 

 
ภาพที ่ง7 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลส Filter Paper Activity (FPase) ท่ีสร้างจากเช้ือ
รา T. pavonia เม่ือใชเ้ปลือกขา้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 
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ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 60 ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 70
ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 80 ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 90
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ภาพที ่ง8 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลส Carboxymethyl cellulase (CMCase) ท่ีสร้าง
จากเช้ือรา T. pavonia เม่ือใชเ้ปลือกขา้วโพดท่ีท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 

 

 
ภาพที ่ง9 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลโลไบเอส (Cellobiase) ท่ีสร้างจากเช้ือรา                        
T. pavonia เม่ือใชเ้ปลือกขา้วโพดท่ีท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 
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ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 80 ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 90
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ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 80 ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 90
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 กิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลสจากการหมกัในสภาพอาหารแข็งท่ีมีเปลือกถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต  2 
กรัม จากเช้ือรา T. pavonia มีกิจกรรมเอนไซม์ Filter paper activity (FPase) Carboxymethylcellulase 
(CMCase) และ เซลโลไบเอส เฉล่ียสูงสุดเท่ากบั 4.2390.138, 11.2320.299 และ 0.7320.061 ยู
นิตต่อกรัมสับสเตรต (U/gds) ตามล าดบั ท่ีความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 70 ในวนัท่ี 9 ของการหมกั แสดงผล
การทดลองในภาพท่ี ง10-ง12 

 
ภาพที ่ง10 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลส Filter Paper Activity (FPase) ท่ีสร้างจาก
เช้ือรา T. pavonia เม่ือใชเ้ปลือกถัว่ลิสงท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 
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ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 80 ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 90
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ภาพที ่ง11 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลส Carboxymethyl cellulase (CMCase) ท่ีสร้าง
จากเช้ือรา T.  pavonia เม่ือใชเ้ปลือกถัว่ลิสงท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 

 

 
ภาพที ่ง12 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลโลไบเอส (Cellobiase) ท่ีสร้างจากเช้ือรา                       
T.  pavonia เม่ือใชเ้ปลือกถัว่ลิสงท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 
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 กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจากการหมกัในสภาพอาหารแข็งท่ีมีซังขา้วโพดเป็นสับสเตรต  2 
กรัม จากเช้ือรา G. australe มีกิจกรรมเอนไซม์ Filter paper activity (FPase) Carboxymethylcellulase 
(CMCase) และ เซลโลไบเอส เฉล่ียสูงสุดเท่ากบั 0.8830.018, 1.3030.019 และ 0.1500.006 ยนิูต
ต่อกรัมสับสเตรต (U/gds) ตามล าดบั ท่ีความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 70 ในวนัท่ี 9 ของการหมกั แสดงผล
การทดลองในภาพท่ี ง13-ง15 

 
ภาพที ่ง13 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลส Filter Paper Activity (FPase) ท่ีสร้างจาก
เช้ือรา G. australe เม่ือใชซ้งัขา้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 
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ภาพที ่ง14 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลส Carboxymethyl cellulase (CMCase) ท่ีสร้าง
จากเช้ือรา G. australe เม่ือใชซ้งัขา้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 

 

 
ภาพที ่ง15 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลโลไบเอส (Cellobiase) ท่ีสร้างจากเช้ือรา G. 
australe เม่ือใชซ้งัขา้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 
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 กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจากการหมกัในสภาพอาหารแข็งท่ีมีกาบมะพร้าวเป็นสับสเตรต  2 
กรัม จากเช้ือรา G. australe มีกิจกรรมเอนไซม์ Filter paper activity (FPase) Carboxymethylcellulase 
(CMCase) และ เซลโลไบเอส เฉล่ียสูงสุดเท่ากบั 0.0510.004, 0.0640.006 และ 0.0240.004 ยนิูต
ต่อกรัมสับสเตรต (U/gds) ตามล าดบั ท่ีความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 90 ในวนัท่ี 9 ของการหมกั แสดงผล
การทดลองในภาพท่ี ง16-ง18 

 
ภาพที ่ง16 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลส Filter Paper Activity (FPase) ท่ีสร้างจาก
เช้ือรา G. australe เม่ือใชก้าบมะพร้าวท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 
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ภาพที ่ง17 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลส Carboxymethyl cellulase (CMCase) ท่ีสร้าง
จากเช้ือรา G. australe เม่ือใชก้าบมะพร้าวท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 

 

ภาพที ่
ง18 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลโลไบเอส (Cellobiase) ท่ีสร้างจากเช้ือรา                      G. 
australe เม่ือใชก้าบมะพร้าวท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 
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 กิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลสจากการหมกัในสภาพอาหารแขง็ท่ีมีเปลือกขา้วโพดเป็นสับสเตรต  2 
กรัม จากเช้ือรา G. australe มีกิจกรรมเอนไซม์ Filter paper activity (FPase) Carboxymethylcellulase 
(CMCase) และ เซลโลไบเอส เฉล่ียสูงสุดเท่ากบั 1.1200.042, 1.5460.033 และ 0.4550.023 ยนิูต
ต่อกรัมสับสเตรต (U/gds) ตามล าดบั ท่ีความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 70 ในวนัท่ี 9 ของการหมกั แสดงผล
การทดลองในภาพท่ี ง19-ง21 

 
ภาพที ่ง19 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลส Filter Paper Activity (FPase) ท่ีสร้างจาก
เช้ือรา G. australe เม่ือใชเ้ปลือกขา้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 
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ภาพที ่ง20 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลส Carboxymethyl cellulase (CMCase) ท่ีสร้าง
จากเช้ือรา G. australe เม่ือใชเ้ปลือกขา้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 

 

 
ภาพที ่ง21 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลโลไบเอส (Cellobiase) ท่ีสร้างจากเช้ือรา                      
G. australe เม่ือใชเ้ปลือกขา้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 
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 กิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลสจากการหมกัในสภาพอาหารแข็งท่ีมีเปลือกถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต  2 
กรัม จากเช้ือรา G. australe มีกิจกรรมเอนไซม์ Filter paper activity (FPase) Carboxymethylcellulase 
(CMCase) และ เซลโลไบเอส เฉล่ียสูงสุดเท่ากบั 0.6330.030, 1.0640.014  และ 0.1740.016 ยู
นิตต่อกรัมสับสเตรต (U/gds) ตามล าดบั ท่ีความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 70 ในวนัท่ี 9 ของการหมกั แสดงผล
การทดลองในภาพท่ี ง22-ง24 

 
ภาพที ่ง22 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลส Filter Paper Activity (FPase) ท่ีสร้างจาก
เช้ือรา G. australe เม่ือใชเ้ปลือกถัว่ลิสงท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 
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ภาพที ่ง23 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลส Carboxymethyl cellulase (CMCase) ท่ีสร้าง
จากเช้ือรา G. australe เม่ือใชเ้ปลือกถัว่ลิสงท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 

 

 
ภาพที ่ง24 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลโลไบเอส (Cellobiase) ท่ีสร้างจากเช้ือรา                      
G. australe เม่ือใชเ้ปลือกถัว่ลิสงท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 
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 กิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลสจากการหมกัในสภาพอาหารแขง็ท่ีมีซงัขา้วโพดเป็นสับสเตรต  2 กรัม จาก
เช้ือรา G. mastoporum มีกิจกรรมเอนไซม ์Filter paper activity (FPase) Carboxymethylcellulase (CMCase) 
และ เซลโลไบเอส เฉล่ียสูงสุดเท่ากบั 0.6630.059, 1.2050.153 และ 0.1790.010 ยนิูตต่อกรัมสับสเตรต 
(U/gds) ตามล าดบั ท่ีความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 70 ในวนัท่ี 9 ของการหมกั แสดงผลการทดลองในภาพท่ี ง25-ง
27 

 
ภาพที ่ง25 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลส Filter Paper Activity (FPase) ท่ีสร้างจาก
เช้ือรา G. mastoporum เม่ือใชซ้งัขา้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 
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ภาพที ่ง26 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลส Carboxymethyl cellulase (CMCase) ท่ีสร้าง
จากเช้ือรา G. mastoporum เม่ือใชซ้งัขา้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 

 

 
ภาพที ่ง27 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลโลไบเอส (Cellobiase) ท่ีสร้างจากเช้ือรา                     
G. mastoporum เม่ือใชซ้งัขา้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 
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 กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจากการหมกัในสภาพอาหารแข็งท่ีมีกาบมะพร้าวเป็นสับสเตรต  2 กรัม 
จาก เช้ื อรา G. mastoporum มี กิ จกรรม เอนไซม์  Filter paper activity (FPase) Carboxymethylcellulase 
(CMCase) และ เซลโลไบเอส เฉล่ียสูงสุดเท่ากับ 0.0920.013, 0.1450.006 และ 0.0510.005 ยูนิตต่อ
กรัมสับสเตรต (U/gds) ตามล าดับ ท่ีความช้ืนเร่ิมต้นร้อยละ 90 ในวนัท่ี 12 ของการหมัก แสดงผลการ
ทดลองในภาพท่ี ง28-ง30 

 
ภาพที ่ง28 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลส Filter Paper Activity (FPase) ท่ีสร้างจาก
เช้ือรา G. mastoporum เม่ือใชก้าบมะพร้าวท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 

 

0

0.02

0.04

0.06

0.08

0.1

0.12

0 3 6 9 12 15

กิจ
กร
รม

เอน
ไซ

ม ์
(U

/gd
s)

ระยะเวลาการหมกั (วนั)

Filter Paper Activity (FPase)

ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 60 ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 70
ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 80 ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 90
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ภาพที ่ง29 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลส Carboxymethyl cellulase (CMCase) ท่ีสร้าง
จากเช้ือรา G. mastoporum เม่ือใชก้าบมะพร้าวท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 

 

 
ภาพที ่ง30 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลโลไบเอส (Cellobiase) ท่ีสร้างจากเช้ือรา                     
G. mastoporum เม่ือใชก้าบมะพร้าวท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 
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 กิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลสจากการหมกัในสภาพอาหารแข็งท่ีมีเปลือกขา้วโพดเป็นสับสเตรต  2 
กรัม จากเช้ือรา G. mastoporum มีกิจกรรมเอนไซม์ Filter paper activity (FPase) Carboxymethylcellulase 
(CMCase) และ เซลโลไบเอส เฉล่ียสูงสุดเท่ากับ 0.9580.023, 1.1880.035และ 0.1730.020 ยูนิตต่อ
กรัมสับสเตรต (U/gds) ตามล าดับ ท่ีความช้ืนเร่ิมต้นร้อยละ 80 ในวนัท่ี 9 ของการหมัก แสดงผลการ
ทดลองในภาพท่ี ง31-ง33 

 
ภาพที ่ง31 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลส Filter Paper Activity (FPase) ท่ีสร้างจาก
เช้ือรา G. mastoporum เม่ือใชเ้ปลือกขา้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 
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ภาพที ่ง32 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลส Carboxymethyl cellulase (CMCase) ท่ีสร้าง
จากเช้ือรา G. mastoporum เม่ือใชเ้ปลือกขา้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 

 

 
ภาพที ่ง33 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลโลไบเอส (Cellobiase) ท่ีสร้างจากเช้ือรา                     
G. mastoporum เม่ือใชเ้ปลือกขา้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 
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 กิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลสจากการหมกัในสภาพอาหารแข็งท่ีมีเปลือกถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต  2 กรัม 
จาก เช้ื อรา G. mastoporum มี กิ จกรรม เอนไซม์  Filter paper activity (FPase) Carboxymethylcellulase 
(CMCase) และ เซลโลไบเอส เฉล่ียสูงสุดเท่ากับ 0.3550.062, 0.6620.053 และ 0.2110.015 ยูนิตต่อ
กรัมสับสเตรต (U/gds) ตามล าดับ ท่ีความช้ืนเร่ิมต้นร้อยละ 90 ในวนัท่ี 12 ของการหมัก แสดงผลการ
ทดลองในภาพท่ี ง34-ง36 

 
ภาพที ่ง34 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลส Filter Paper Activity (FPase) ท่ีสร้างจาก
เช้ือรา G. mastoporum เม่ือใชเ้ปลือกถัว่ลิสงท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 
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ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 80 ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 90
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ภาพที ่ง35 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลส Carboxymethyl cellulase (CMCase) ท่ีสร้าง
จากเช้ือรา G. mastoporum เม่ือใชเ้ปลือกถัว่ลิสงท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 

 

 
ภาพที ่ง36 ผลของความช้ืนต่อกิจกรรมเอนไซมเ์ซลโลไบเอส (Cellobiase) ท่ีสร้างจากเช้ือรา                     
G. mastoporum เม่ือใชเ้ปลือกถัว่ลิสงท่ีผา่นการปรับสภาพเป็นสับสเตรต 
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ตารางภาคผนวกที่ ง13 กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. coccineus โดยใช้ซัง
ขา้วโพดเป็นสับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส โดยปรับความช้ืนเร่ิมตน้
ร้อยละ 70 ท่ีค่า pH เร่ิมตน้ต่างๆ 

pH เร่ิมตน้ 
Protein 

(µg/ml) 
กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม ์(U/µg) 

FPase (U/µg) CMCase (U/µg) Cellobiase (U/µg) 

pH 5 80.910 0.015±0.000 0.033±0.001 0.002±0.000311 
pH 5.5 83.740 0.016±0.001 0.033±0.002 0.002±0.000446 
pH 6 75.965 0.021±0.000 0.040±0.002 0.003±0.000395 

pH 6.5 82.240 0.017±0.001 0.032±0.001 0.002±0.00023 
pH 7 87.885 0.013±0.000 0.028±0.002 0.002±0.000508 

หมายเหตุ ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 2 ซ ้ า และ ± ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 
 

ตารางภาคผนวกที่ ง14 กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. sanguineus โดยใช้ซัง
ขา้วโพดเป็นสับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส โดยปรับความช้ืนเร่ิมตน้
ร้อยละ 70 ท่ีค่า pH เร่ิมตน้ต่างๆ 

pH เร่ิมตน้ Protein 
(µg/ml) 

กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม ์(U/µg) 
FPase (U/µg) CMCase (U/µg) Cellobiase (U/µg) 

pH 5 65.336 0.01345±0.000142 0.03953±0.002 0.00295±0.000668 
pH 5.5 61.372 0.01513±0.000759 0.04364±0.002 0.00439±0.0002245 
pH 6 61.849 0.01824±0.000179 0.04661±0.002 0.00516±0.0001235 
pH 6.5 65.321 0.01510±0.000335 0.03989±0.001 0.00418±0.0002864 
pH 7 69.769 0.01324±0.000058 0.03366±0.002 0.00231±0.0001451 

หมายเหตุ ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 2 ซ ้ า และ ± ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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ตารางภาคผนวกที่ ง15 กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือรา P. coccineus โดยใช้เปลือก
ถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส โดยปรับความช้ืนเร่ิมตน้
ร้อยละ 70 ท่ีค่า pH เร่ิมตน้ต่างๆ 

pH เร่ิมตน้ 
กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม ์(U/µg) 

FPase (U/µg) CMCase (U/µg) Cellobiase (U/µg) 
pH 5 0.011±0.001 0.030±0.002 0.002±0.000228 

pH 5.5 0.011±0.001 0.033±0.001 0.002±0.000211 
pH 6 0.013±0.001 0.038±0.001 0.003±0.000265 

pH 6.5 0.010±0.000 0.033±0.000 0.002±0.000358 
pH 7 0.010±0.001 0.032±0.002 0.002±0.000222 

หมายเหตุ ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 2 ซ ้ า และ ± ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

 
ตารางภาคผนวกที่ ง16 กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือรา P. sanguineus โดยใชเ้ปลือก
ถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส โดยปรับความช้ืนเร่ิมตน้
ร้อยละ 70 ท่ีค่า pH เร่ิมตน้ต่างๆ 

pH เร่ิมตน้ 
กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม ์(U/µg) 

FPase (U/µg) CMCase (U/µg) Cellobiase (U/µg) 
pH 5 0.01358±0.00007 0.03572±0.0021 0.00155±0.0004002 

pH 5.5 0.01346±0.00087 0.03455±0.0012 0.00261±0.0002863 
pH 6 0.01810±0.00139 0.04202±0.0000 0.00393±0.0003877 

pH 6.5 0.01405±0.00103 0.03610±0.0001 0.00269±0.0003723 
pH 7 0.01257±0.00094 0.03218±0.0019 0.00197±0.000268 

หมายเหตุ ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 2 ซ ้ า และ ± ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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ตารางภาคผนวกที่ ง17 กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. coccineus โดยใช้ซัง
ขา้วโพดเป็นสับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิต่างๆ 

pH เร่ิมตน้ 
กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม ์(U/µg) 

FPase (U/µg) CMCase (U/µg) Cellobiase (U/µg) 
25 องศาเซลเซียส 0.01686±0.00124 0.03367±0.00225 0.00205±0.00017 
30 องศาเซลเซียส 0.01911±0.00095 0.03613±0.00002 0.00224±0.00025 
37 องศาเซลเซียส 0.01412±0.00120 0.03096±0.00180 0.00168±0.00025 

หมายเหตุ ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 2 ซ ้ า และ ± ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 
 

ตารางภาคผนวกที่ ง18 กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. sanguineus โดยใช้ซัง
ขา้วโพดเป็นสับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิต่างๆ 

pH เร่ิมตน้ 
กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม ์(U/µg) 

FPase (U/µg) CMCase (U/µg) Cellobiase (U/µg) 
25 องศาเซลเซียส 0.01167±0.00119 0.03025±0.00156 0.00300±0.00020 
30 องศาเซลเซียส 0.01646±0.00107 0.03353±0.00023 0.00390±0.00017 
37 องศาเซลเซียส 0.01195±0.00104 0.02863±0.00022 0.00239±0.00012 

หมายเหตุ ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 2 ซ ้ า และ ± ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

 

 
ตารางภาคผนวกที่ ง19 กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือรา P. coccineus โดยใช้เปลือก
ถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิต่างๆ 

pH เร่ิมตน้ 
กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม ์(U/µg) 

FPase (U/µg) CMCase (U/µg) Cellobiase (U/µg) 
25 องศาเซลเซียส 0.01520±0.00055 0.03814±0.00167 0.00310±0.00006 
30 องศาเซลเซียส 0.02009±0.00094 0.04475±0.00014 0.00430±0.00036 
37 องศาเซลเซียส 0.01162±0.00023 0.03627±0.00136 0.00269±0.00042 

หมายเหตุ ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 2 ซ ้ า และ ± ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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ตารางภาคผนวกที่ ง20 กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือรา P. sanguineus โดยใชเ้ปลือก
ถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิต่างๆ 

pH เร่ิมตน้ 
กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม ์(U/µg) 

FPase (U/µg) CMCase (U/µg) Cellobiase (U/µg) 
25 องศาเซลเซียส 0.00143±0.00139 0.00323±0.00316 0.00234±0.00294 
30 องศาเซลเซียส 0.00170±0.00630 0.00365±0.00809 0.00292±0.00195 
37 องศาเซลเซียส 0.00101±0.00103 0.00283±0.00359 0.00243±0.00798 

หมายเหตุ ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 2 ซ ้ า และ ± ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 
 
 
 

ตารางภาคผนวกที่ ง21 กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. coccineus โดยใช้ซัง
ขา้วโพดเป็นสับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมี
แหล่งไนโตรเจนแตกต่างกนั  

แหล่งไนโตรเจน 
กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม ์(U/µg) 

FPase (U/µg) CMCase (U/µg) Cellobiase (U/µg) 
(NH4)2SO4ชุดควบคุม 0.023±0.001 0.040±0.002 0.002±0.000 

NH4NO3 0.019±0.000 0.034±0.000 0.002±0.000 
NH4Cl 0.014±0.001 0.027±0.000 0.001±0.000 

yeast extract 0.033±0.003 0.047±0.004 0.004±0.000 
peptone 0.022±0.002 0.042±0.001 0.003±0.000 

หมายเหตุ ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 2 ซ ้ า และ ± ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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ตารางภาคผนวกที่ ง22 กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. sanguineus โดยใช้ซัง
ขา้วโพดเป็นสับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมี
แหล่งไนโตรเจนแตกต่างกนั  

แหล่งไนโตรเจน 
กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม ์(U/µg) 

FPase (U/µg) CMCase (U/µg) Cellobiase (U/µg) 
(NH4)2SO4ชุดควบคุม 0.021±0.001 0.037±0.002 0.004±0.001 

NH4NO3 0.014±0.001 0.029±0.000 0.002±0.000 
NH4Cl 0.016±0.000 0.027±0.000 0.002±0.000 

yeast extract 0.033±0.000 0.042±0.001 0.006±0.000 
peptone 0.025±0.003 0.038±0.002 0.004±0.001 

หมายเหตุ ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 2 ซ ้ า และ ± ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

 

 
ตารางภาคผนวกที่ ง23 กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือรา P. coccineus โดยใช้เปลือก
ถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมี
แหล่งไนโตรเจนแตกต่างกนั  

แหล่งไนโตรเจน 
กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม ์(U/µg) 

FPase (U/µg) CMCase (U/µg) Cellobiase (U/µg) 
(NH4)2SO4ชุดควบคุม 0.020±0.002 0.038±0.000 0.004±0.000 

NH4NO3 0.019±0.001 0.038±0.002 0.003±0.000 
NH4Cl 0.016±0.000 0.033±0.002 0.002±0.000 

yeast extract 0.026±0.000 0.043±0.003 0.005±0.000 
peptone 0.021±0.002 0.039±0.001 0.005±0.000 

หมายเหตุ ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 2 ซ ้ า และ ± ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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ตารางภาคผนวกที่ ง24 กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือรา P. sanguineus โดยใชเ้ปลือก
ถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมี
แหล่งไนโตรเจนแตกต่างกนั  

แหล่งไนโตรเจน 
กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม ์(U/µg) 

FPase (U/µg) CMCase (U/µg) Cellobiase (U/µg) 
(NH4)2SO4ชุดควบคุม 0.018±0.001 0.037±0.003 0.003±0.000 

NH4NO3 0.014±0.002 0.031±0.002 0.002±0.000 
NH4Cl 0.013±0.000 0.029±0.001 0.002±0.000 

yeast extract 0.021±0.003 0.046±0.000 0.004±0.000 
peptone 0.018±0.000 0.035±0.000 0.004±0.000 

หมายเหตุ ค่าท่ีแสดงในตารางเป็นค่าการทดลอง 2 ซ ้ า และ ± ดว้ยส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

 

ตารางภาคผนวกที่ ง25 กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. coccineus โดยใช้ซัง
ขา้วโพดเป็นสับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมี
สารสกดัจากยสีตเ์ป็นแหล่งไนโตรเจน และมีน ้าตาลแลคโตสเป็นตวัเหน่ียวน า 

น ้าตาลแลคโตส 
กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม ์(U/µg) 

FPase (U/µg) CMCase (U/µg) Cellobiase (U/µg) 
control 0.022±0.002 0.044±0.001 0.003±0.000 

0.5 % w/w 0.021±0.000 0.042±0.001 0.006±0.001 
1.00 % w/w 0.025±0.002 0.046±0.003 0.007±0.001 
1.50 % w/w 0.032±0.003 0.053±0.001 0.009±0.000 
2.00 % w/w 0.027±0.000 0.047±0.001 0.008±0.001 

หมายเหตุ ชุดควบคุม คือ ชุดท่ีมีค่า pH 6.0 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมีสารสกดัจากยสีต์
เป็นแหล่งไนโตรเจน โดยไม่เติมตวัเหน่ียวน า 
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ตารางภาคผนวกที่ ง26 กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. sanguineus โดยใช้ซัง
ขา้วโพดเป็นสับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมี
สารสกดัจากยสีตเ์ป็นแหล่งไนโตรเจน และมีน ้าตาลแลคโตสเป็นตวัเหน่ียวน า 

น ้าตาลแลคโตส 
กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม ์(U/µg) 

FPase (U/µg) CMCase (U/µg) Cellobiase (U/µg) 
control 0.020±0.001 0.034±0.000 0.004±0.000 

0.5 % w/w 0.019±0.000 0.035±0.000 0.006±0.000 
1.00 % w/w 0.022±0.000 0.041±0.001 0.008±0.000 
1.50 % w/w 0.024±0.003 0.044±0.003 0.009±0.001 
2.00 % w/w 0.020±0.001 0.036±0.000 0.008±0.000 

หมายเหตุ ชุดควบคุม คือ ชุดท่ีมีค่า pH 6.0 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมีสารสกดัจากยสีต์
เป็นแหล่งไนโตรเจน โดยไม่เติมตวัเหน่ียวน า 

 

ตารางภาคผนวกที่ ง27 กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. coccineus โดยใช้เปลือก
ถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมี
สารสกดัจากยสีตเ์ป็นแหล่งไนโตรเจน และมีน ้าตาลแลคโตสเป็นตวัเหน่ียวน า 

น ้าตาลแลคโตส 
กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม ์(U/µg) 

FPase (U/µg) CMCase (U/µg) Cellobiase (U/µg) 
control 0.021±0.000 0.041±0.001 0.005±0.000 

0.5 % w/w 0.020±0.001 0.037±0.000 0.006±0.000 
1.00 % w/w 0.022±0.001 0.035±0.001 0.006±0.000 
1.50 % w/w 0.029±0.001 0.054±0.005 0.013±0.001 
2.00 % w/w 0.027±0.001 0.041±0.000 0.009±0.000 

หมายเหตุ ชุดควบคุม คือ ชุดท่ีมีค่า pH 6.0 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมีสารสกดัจากยสีต์
เป็นแหล่งไนโตรเจน โดยไม่เติมตวัเหน่ียวน า 
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ตารางภาคผนวกที่ ง28 กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือรา P. sanguineus โดยใชเ้ปลือก
ถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมี
สารสกดัจากยสีตเ์ป็นแหล่งไนโตรเจน และมีน ้าตาลแลคโตสเป็นตวัเหน่ียวน า 

น ้าตาลแลคโตส 
กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม ์(U/µg) 

FPase (U/µg) CMCase (U/µg) Cellobiase (U/µg) 
control 0.021±0.001 0.038±0.000 0.004±0.000 

0.5 % w/w 0.021±0.000 0.039±0.002 0.005±0.001 
1.00 % w/w 0.020±0.001 0.039±0.002 0.006±0.000 
1.50 % w/w 0.024±0.002 0.048±0.003 0.012±0.001 
2.00 % w/w 0.019±0.001 0.038±0.001 0.006±0.000 

หมายเหตุ ชุดควบคุม คือ ชุดท่ีมีค่า pH 6.0 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมีสารสกดัจากยสีต์
เป็นแหล่งไนโตรเจน โดยไม่เติมตวัเหน่ียวน า 

 

 

ตารางภาคผนวกที่ ง29 กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. coccineus โดยใช้ซัง
ขา้วโพดเป็นสับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมี
สารสกดัจากยสีตเ์ป็นแหล่งไนโตรเจน และมีเวราทิลแอลกอฮอลเ์ป็นตวัเหน่ียวน า 

เวราทิลแอลกอฮอล์ 
กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม ์(U/µg) 

FPase (U/µg) CMCase (U/µg) Cellobiase (U/µg) 
control 0.02361±0.00005 0.04440±0.00003 0.00317±0.00015 

0.25 mM 0.02382±0.00077 0.04123±0.00098 0.00398±0.00028 
0.50 mM 0.02427±0.00033 0.04609±0.00421 0.00431±0.00043 
0.75 mM 0.03125±0.00264 0.05390±0.00283 0.00565±0.00057 
1.00 mM 0.02573±0.00003 0.04518±0.00223 0.00559±0.00047 

หมายเหตุ ชุดควบคุม คือ ชุดท่ีมีค่า pH 6.0 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมีสารสกดัจากยสีต์
เป็นแหล่งไนโตรเจน โดยไม่เติมตวัเหน่ียวน า 
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ตารางภาคผนวกที่ ง30 กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์เซลลูเลสจากเช้ือรา P. sanguineus โดยใช้ซัง
ขา้วโพดเป็นสับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมี
สารสกดัจากยสีตเ์ป็นแหล่งไนโตรเจน และมีเวราทิลแอลกอฮอลเ์ป็นตวัเหน่ียวน า 

เวราทิลแอลกอฮอล์ 
กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม ์(U/µg) 

FPase (U/µg) CMCase (U/µg) Cellobiase (U/µg) 
control 0.02149±0.00020 0.03739±0.00035 0.00490±0.00010 

0.25 mM 0.02246±0.00016 0.03780±0.00168 0.00517±0.00029 
0.50 mM 0.02744±0.00207 0.02443±0.02688 0.00783±0.00087 
0.75 mM 0.02047±0.00013 0.03842±0.00090 0.00606±0.00002 
1.00 mM 0.02045±0.00080 0.04005±0.00178 0.00595±0.00060 

หมายเหตุ ชุดควบคุม คือ ชุดท่ีมีค่า pH 6.0 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมีสารสกดัจากยสีต์
เป็นแหล่งไนโตรเจน โดยไม่เติมตวัเหน่ียวน า 

 

 

ตารางภาคผนวกที่ ง31 กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือรา P. coccineus โดยใช้เปลือก
ถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมี
สารสกดัจากยสีตเ์ป็นแหล่งไนโตรเจน และมีเวราทิลแอลกอฮอลเ์ป็นตวัเหน่ียวน า 

เวราทิลแอลกอฮอล์ 
กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม ์(U/µg) 

FPase (U/µg) CMCase (U/µg) Cellobiase (U/µg) 
control 0.02345±0.00121 0.04231±0.00184 0.00537±0.00001 

0.25 mM 0.02399±0.00177 0.04234±0.00256 0.00564±0.00054 
0.50 mM 0.02553±0.00210 0.04531±0.00344 0.00639±0.00073 
0.75 mM 0.02993±0.00390 0.05379±0.00049 0.00628±0.00005 
1.00 mM 0.02835±0.00134 0.04884±0.00232 0.00591±0.00061 

หมายเหตุ ชุดควบคุม คือ ชุดท่ีมีค่า pH 6.0 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมีสารสกดัจากยสีต์
เป็นแหล่งไนโตรเจน โดยไม่เติมตวัเหน่ียวน า 
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ตารางภาคผนวกที่ ง32 กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือรา P. sanguineus โดยใชเ้ปลือก
ถัว่ลิสงเป็นสับสเตรต ในวนัท่ี 9 ของการหมกั ค่า pH 6.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมี
สารสกดัจากยสีตเ์ป็นแหล่งไนโตรเจน และมีเวราทิลแอลกอฮอลเ์ป็นตวัเหน่ียวน า 

น ้าตาลแลคโตส 
กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม ์(U/µg) 

FPase (U/µg) CMCase (U/µg) Cellobiase (U/µg) 
control 0.02125±0.00014 0.03909±0.00158 0.00418±0.00028 

0.25 mM 0.02214±0.00104 0.03866±0.00075 0.00445±0.00013 
0.50 mM 0.03029±0.00142 0.05421±0.00297 0.00724±0.00109 
0.75 mM 0.02558±0.00156 0.04541±0.00060 0.00490±0.00006 
1.00 mM 0.02520±0.00107 0.04293±0.00349 0.00475±0.00010 

หมายเหตุ ชุดควบคุม คือ ชุดท่ีมีค่า pH 6.0 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมีสารสกดัจากยสีต์
เป็นแหล่งไนโตรเจน โดยไม่เติมตวัเหน่ียวน า 
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ผลงานตพีมิพ์ Methus Chuwech and Nuansri Rakariyatham. 2014. Potential of peanut hulls as 
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