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Six strains of white-rot fungi were selected for assessing their ethanol production 

via alcohol dehydrogenase activity, and their capabilities of degrading agriculture 

residues. They were Coriolus versicolor, Flammulina velutipes, Pleurotus cornucopiae, 
Pleurotus ostreatus, Pleurotus sajor-caju and Schizophyllum commune. C. versicolor
showed highest alcohol dehydrogenase activity of 2.583 U/mg protein. Determination of 

lignocellulolytic enzyme activities: lignin peroxidase, manganese peroxidase and 

laccase, F. velutipes gave highest enzyme activities of 8.55x10P

-2 
PU/ml, 9.86x10P

-2 
PU/ml 

and  4.09x10P

-2 
PU/ml respectively. Lignocellulolytic enzyme activities of C. versicolor were     

9.11x10P

-2 
PU/ml, 2.41x10P

-2
PU/ml and 1.75x10P

-2 
PU/ml, respectively. For cellulase enzyme 

activities: exoglucanase, endoglucanase and beta-glucosidase, S. commune yielded 

highest activities of  8.38x10P

-2 
PU/ml, 25.39x10P

-2 
PU/ml and 17.29x10P

-2 
PU/ml, respectively.  

Meanwhile, C. versicolor yielded activities of 5.65x10P

-2 
PU/ml, 23.63x10P

-2 
PU/ml and 

13.60x10P

-2 
PU/ml respectively.  C. versicolor was selected for further studies based on its 

moderately high activities of alcohol dehydrogenase production, lignocellulolytic 

enzyme and cellulase enzyme. It was cultivated in a shake flask. Comparative study of 

simple sugar and complex oligosaccharides as substrate showed that the culture 

yielded ethanol of 2.193 glP

-1
P when using 30 glP

-1
P glucose. The use of cellulose at 10 glP

-1
P:

microcrystalline cellulose (Avicel), low solubility cellulose; and carboxymethyl cellulose 

(CMC), soluble cellulose; yielded ethanol concentration at 0.634 and 0.322 glP

-1
P,

respectively.  
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

เนื่องจากประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรม ดังนั้นการผลิตเอทานอลโดยใชวัสดุเหลือ
ใชทางการเกษตรเปนวัตถุดิบจึงเปนสิ่งที่มีการใหความสนใจ ทั้งนี้เพราะมีวัสดุเหลือใชทาง
การเกษตรอยูเปนจํานวนมาก โดยวัตถุดิบประเภทนี้เปนผลิตผลพลอยไดจากการทําเกษตรกรรม
และอุตสาหกรรมเกษตรซึ่งไดแก ฟางขาว ชานออย ซังขาวโพด และของเสียจากอุตสาหกรรมเยื่อ
และกระดาษเปนตน (กลาณรงคและคณะ, 2544) โดยองคประกอบที่สําคัญของวัสดุเหลือใชทาง
การเกษตรไดแก เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ในอัตราสวนโดยประมาณ 4:3:3 ตามลําดับ 
ทั้งนี้ขึ้นอยูกับ ชนิดของพืช สรีรวิทยาของพืช อายุของพืช ตลอดจนถึงสภาพแวดลอมในการ
เจริญเติบโตและวิธีการวิเคราะห (Tangnu, 1982) 

การผลิตเอทานอลโดยกระบวนการหมักจะอาศัยเชื้อจุลินทรียในการหมัก ซึ่งโดยทั่วไปนั้น
วัตถุดิบที่นํามาใชจะเปนวัตถุดิบประเภทแปงและน้ําตาล เชื้อจุลินทรียที่นิยมใชก็ไดแกเชื้อยีสต  ซึ่ง
สามารถหมักไดในภาวะไมมีออกซิเจน (anaerobic condition) ยสีตที่นํามาผลิตเอทานอลมีหลาย
ชนิดดวยกันที่นิยมใชกันคือยีสตในจีนัส Saccharomyces ทั้งนี้เนื่องจากเจริญไดรวดเร็ว มีความ
คงทนตอแอลกอฮอลไดสูง และใหปริมาณแอลกอฮอลในปริมาณสูง (วราวุฒิ และรุงนภา, 2532) 

การนําวัสดุเหลือใชทางการเกษตรมาใชเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลโดยเชื้อยสีตนั้น 
ตองผานหลายขั้นตอนไดแกการปรับสภาพ (pretreatment) การยอย (hydrolysis) และการหมัก 
(fermentation) ทั้งนี้เนื่องจากเหตุผลหลักคือ ยีสตสามารถใชไดเฉพาะน้ําตาลคารบอน 6 อะตอม
เชนน้ําตาลกลูโคสในการผลิตเอทานอลเทานั้นในขณะที่วัสดุเหลือใชทางการเกษตรมีองคประกอบ
เปนลิกนินซึ่งเปนสวนที่ไมเปนที่ตองการ จําเปนตองมีการกําจัดทิ้ง และวัสดุเหลอืใชทางการเกษตร
ก็ยังมีเฮมิเซลลูโลสซึ่งประกอบไปดวยโพลิเมอรหลายชนิดดวยกัน โดยหลักๆคือไซแลนมีหนวยยอย
คือน้ําตาลไซโลส ซึ่งเปนน้ําตาลคารบอน 5 อะตอม (pentoses) ซึ่งยีสต S. cerevisiae ไมสามารถ
นําไปใชได แตก็ยังพบวามีเชื้อยีสตบางตัวที่สามารถใชน้ําตาลไซโลสได ไดแก Pichia stipitis, 
Candida shehatae และ Pachysolen tannophilus โดยใช pentose metabolism pathway แต
ไดเอทานอลในปริมาณที่นอย (Hahn-Hagerdal et al., 1994) ดังนั้นกระบวนการหมักโดยใชเชื้อ
ยีสตจึงตองผานขั้นตอนหลายขั้นตอนซึ่งคอนขางยุงยากเพราะตองคํานึงถึงปจจัยอื่นๆดวย วิธีที่ใช
มากไดแกกระบวนการ simultaneous saccharification and fermentation (Mohagheghi et al., 
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1992 ) และการหมักแบบใชเชื้อจุลินทรียรวมกัน (mixed culture or co-culture) (Palnitkar and 
Lachke, 1990) 
จากขอจํากัดในการผลิตเอทานอลโดยเชื้อยีสต จึงเริ่มมีการศึกษาถึงความสามารถของเชื้อสาย
พันธุอ่ืนในการผลิตเอทานอลจากวัสดุเหลือใชทางการเกษตร เชื้อราเปนกลุมที่มีการใหความสนใจ 
ทั้งนี้เนื่องจากคุณสมบัติเฉพาะตัวคือมีกลุมเอนไซมที่สามารถยอยองคประกอบของวัสดุเหลือใช
ทางการเกษตรได ซึ่งไดแกกลุมเอนไซมที่ยอยสลายลิกนินที่ประกอบดวยเอนไซมลิกนินเปอรออกซิ
เดส แมงกานีสเปอรออกซิเดสและแลคเคส และกลุมเอนไซมที่ยอยสลายเซลลูโลสประกอบดวย
เอนไซมเอกโซกลูคาเนส เอนโดกลูคาเนสและบีตา-กลูโคซิเดส ในการยอยองคประกอบของวัสดุ
เหลือใชทางการเกษตร เชื้อแตละชนิดเลือกที่จะยอยองคประกอบตางๆกันโดยบางเชื้อเลือกยอย
เฉพาะเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสกอนแลวยอยลิกนินเปนลําดับสุดทาย แตบางเชื้อเลือกที่จะยอย
สวนตางๆไปพรอมกัน (Alexopoulos and Mims, 1979) วิธีการยอยสลายดวยใชเอนไซมมีขอดีคือ
แมปริมาณของเอนไซมจะมีนอย แตก็สามารถเรงปฏิกิริยาไดอยางมีประสิทธภิาพ ซึ่งเอนไซมจะไม
เกิดการเปลี่ยนแปลงทางเคมีเมื่อทําหนาที่เรงปฏิกิริยาแลว นอกจากนี้เอนไซมยังเปนตัวเรงที่มี
ความจําเพาะและเรงปฏิกิริยาโดยไมตองใชอุณหภูมิและความดันสูง (เบญจวรรณ, 2545) ใน
การศึกษาการผลิตเอทานอลโดยเชื้อรานั้น พบวาเชื้อราที่ใชในกระบวนการหมักนั้น จําเปนตองมี
ความสามารถในการผลิตเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจิเนสได (Rudge and Bickerstaff, 1986) 
จะเห็นไดวาเชื้อรามีขอไดเปรียบกวาเชื้อยีสตคือในขณะที่เชื้อยีสตตองใชหลายขั้นตอนกวาจะผลิต
เปนผลิตภัณฑได เชื้อราสามารถใชข้ันตอนที่นอยกวา จากคุณสมบัติของเชื้อดังที่กลาวมาสามารถ
ใชเชื้อราเพียงตัวเดียวก็สามารถมีกลุมเอนไซมที่ทั้งยอยองคประกอบของวัสดุเหลือใชทาง
การเกษตรและผลิตเอทานอลไดในเวลาเดียวกันและหมักไดทั้งในภาวะที่มีออกซิเจนและไมมี
ออกซิเจน (Okamura-Matsui et al., 2003) 
 เชื้อรากลุมที่จะนํามาศึกษาและใชในการผลิตเอทานอลคือเชื้อรากลุมไวตรอต (white-rot 
fungi) ซึ่งจัดอยูในกลุมเห็ดราที่บริโภคได (edible mushroom) นอกจากนี้ยงัมีรายงานการวิจัยที่
ใชเชื้อรากลุมไวตรอตเพื่อประโยชนในดานสุขภาพ โดยพบวาเชื้อรากลุมนี้สามารถผลิตสารหลาย
ชนิดดวยกัน ไดแก ไฟเบอร โปรตีน และ วิตามิน เชน thiamine (BB1 B) และ riboflavin (BB2 B) สารทาง
การแพทยเชน β-D-glucan ซึ่งเปนสารตานอนุมูลอิสระ (antioxidant) ชวยในการปองกันการเกิด
โรคมะเร็ง โดยเปนตัวกระตุนระบบภูมิคุมกัน (Takaku et al., 2001; Cohen et al., 2002; Ker et 
al., 2005 ) และมีสาร anti-thrombin ที่ชวยในการรักษาโรค thrombin ซึ่งเปนลักษณะของการเกิด
การอุดตันของลิ่มเลือดในหลอดเลือดซึ่งอาจทําใหเสียชีวิตได (Khan and Gowda, 2003) 

งานวิจัยนี้ศึกษาแนวทางการพัฒนาการคัดเลือกเชื้อรากลุมไวตรอตเพื่อผลิตเอทานอล 
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1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 
       1.2.1    ศึกษากลุมเอนไซมตางๆที่เกี่ยวของกับการยอยสลายองคประกอบหลักของวัสดุเหลือ 
          ใชทางการเกษตรจากเชื้อรากลุมไวตรอต 
       1.2.2    ศึกษาความสามารถของเชื้อรากลุมไวตรอตในการผลิตเอทานอล 
 
1.3 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

 1.3.1    ไดสายพันธุเชื้อรากลุมไวตรอตที่มคีวามสามารถในการผลิตเอทานอลและมีเอนไซม 
       ยอยสลายองคประกอบของวัสดุเหลอืใชทางการเกษตร 

1.3.2  ทราบถึงการทํางานของกลุมเอนไซมที่เกีย่วของกับการยอยวัสดุเหลือใชทางการ 
 เกษตรโดยเชือ้รากลุมไวตรอตเพื่อจะไดนาํขอมูลไปประกอบกับการปรับปรุงใหม ี

                   ประสิทธิภาพสูงขึ้น 
1.3.3  ทราบแนวทางพืน้ฐานถงึความสามารถในการผลิตเอทานอลโดยใชเชื้อรากลุม   

ไวตรอตโดยสามารถนําไปใชในการพัฒนาหาภาวะที่เหมาะสมและศกึษาปจจัยอื่นๆ 
ที่เกี่ยวของกบัการผลิตตอไป 

 
1.4 ขอบเขตของการวิจยั 

1.4.1    คัดเลือกเชื้อราทีม่ีความสามารถในการผลิตเอทานอลและมีเอนไซมที่เกี่ยวของกับการ 
      ยอยวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 

1.4.2 ศึกษาการใชเชื้อรากลุมไวตรอตในการผลติเอทานอลโดยใชวัตถุดิบเปนเซลลูโลส
บริสุทธิ์โดยเปนตัวแทนของเซลลูโลสซึ่งเปนองคประกอบหลักของวัสดุเหลือใชทาง
การเกษตร 
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บทที่ 2 
 

ตรวจเอกสาร 
2.1 เอทานอล 

เอทานอลเปนแอลกอฮอลชนิดหนึ่งที่สามารถนํามาใชรับประทานไดโดยมีชื่อทางเคมีวา    
เอทธิลแอลกอฮอล (Ethyl alcohol) สูตรคือ CB2 BHB5 BOH เอทานอลเกิดจากกระบวนการหมักของพืช 
หรือเศษซากพืชเพื่อเปลี่ยนแปงจากพืชใหเปนน้ําตาล จากนั้นจากน้ําตาลก็เปลี่ยนเปนแอลกอฮอล 
(สํานักงานโครงการเอทานอลแหงประเทศไทย, 2544) สําหรับในประเทศไทยปริมาณเอทานอลที่
ผลิตประมาณ 70 เปอรเซ็นตจะนําไปใชประโยชนในดานการทําสุราและผลิตเครื่องดื่มแอลกอฮอล
ชนิดตางๆ โดยหลังกระบวนการหมักมักจะนําแอลกอฮอลที่ผลิตไดมาบมหรือเก็บรักษาไวเปน
ระยะเวลาหนึ่งเพื่อใหไดเครื่องดื่มแอลกอฮอลที่มีกลิ่นและรสที่ดีขึ้น และนอกจากนี้ยังสามารถ
นํามากลั่นตอเพื่อใหไดแอลกอฮอลที่มีเปอรเซนตสูงขึ้นและนํามาผลิตเปนเหลาชนิดตางๆอีก เชน
วิสกี้ บร่ันดี วอดกา จิน รัม และอ่ืนๆ สวนอีกประมาณ 30 เปอรเซ็นตของการผลิตจะถูกนําไปใช
ประโยชนในอุตสาหกรรมตางๆ เชนใชในอุตสาหกรรมสีโดยใชในการผลิตเปนสีและน้ํามันชักเงา 
หรือในอุตสาหกรรมยาและเครื่องสําอางโดยใชเปนตัวทําละลาย น้ํายาฆาเชื้อ และใชเปนเชื้อเพลิง 
 
2.2 วัตถุดิบทีใ่ชในการผลติเอทานอล 

ในการผลิตเอทานอลโดยวิธีการหมัก วัตถุดิบที่นํามาใชมีหลายประเภทดวยกัน ไดแก 
วัตถุดิบประเภทน้ําตาล แปง สารประกอบเซลลูโลส และผลพลอยไดจากโรงงานอุตสาหกรรมตางๆ 
เชน whey กากผลไมจากโรงงานผลไมกระปอง และน้ําทิ้งจากโรงงานกระดาษ (sulfite liquor) 
เปนตน 

วัตถุดิบประเภทน้ําตาล ไดแก น้ําตาลจากออย sugar beet และกากน้ําตาล (molasses) 
ซึ่งเปนวัตถุดิบที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลในระดับอุตสาหกรรมโดยเฉพาะกากน้ําตาล 
เนื่องจากสามารถนําเขาสูกระบวนการหมักไดโดยตรง ขั้นตอนการผลิตไมยุงยาก และใหผลผลิต
สูง 

วัตถุดิบประเภทแปง ไดแก ขาวโพด มันฝร่ัง มันสําปะหลัง ขาวฟาง และ ธัญญพืชตางๆ 
เนื่องจากโครงสรางทางเคมีของแปง ประกอบดวย อะไมโลส และ อะไมโลเปคติน ดังนั้นจึงตองมี
การยอยสลายดวยเอนไซม อัลฟาอะไมเลส และกลูโคอะไมเลส ใหไดเปนน้ําตาลกลูโคสกอนแลว
จึงนําไปหมักเปนเอทานอลตอไป (วราวุฒิ, 2529) ซึ่งการใชแปงเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอล 
อาจมีผลกระทบตอปริมาณความตองการวัตถุดิบและราคาสินคาเกษตรที่นํามาใชเปนวัตถุดิบ 
เนื่องจากวัตถุดิบประเภทแปงสามารถนํามาใชในอุตสาหกรรมตางๆอยางกวางขวาง 
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 วัตถุดิบประเภทสารประกอบเซลลูโลส ไดแก เศษไมจากอุตสาหกรรมแปรรูปไม และวัสดุ
เหลือใชทางการเกษตรตางๆเชน ฟางขาว ชานออย ซังขาวโพด ซึ่งมีอยูในปริมาณมาก หาไดงาย 
และมีราคาถูก แตการใชวัตถุดิบประเภทนี้มาใชประโยชนยังอยูในวงจํากัด ปจจุบันไดมีการสนใจ
นําวัตถุดิบประเภทนี้มาใช โดยมีการศึกษาองคประกอบชนิดตางๆของวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 
ทั้งนี้เพื่อใชเปนขอมูลพื้นฐานในการใชงาน (Lee, 1997) ในการนํามาใชผลิตเปนพลังงานเชื้อเพลิง
และสารเคมี (Saddler, 1992) นอกจากนี้การมีเซลลูโลสอยูจํานวนมากที่ไมไดนํามาใชประโยชน
อาจกอใหเกิดปญหาทางดานสิ่งแวดลอมดวย (Arauji and Sauza’ D, 1981) 
 
วัสดุเหลือใชทางการเกษตร 

วัสดุเหลือใชทางการเกษตรหรือกลุมลิกโนเซลลูโลสเปนสารอินทรียที่มีความสําคัญ โดย
สวนใหญมักจะพบไดในพืชที่มีอยูตามธรรมชาติ ซึ่งมักจะมีโครงสรางผลึกที่ซับซอนและแข็งแรง       
องคประกอบหลักๆไดแก กลุมของโพลิแซคคาไรดที่ประกอบไปดวย เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และ
ลิกนิน (ภาพที่ 1) สวนของโพลิแซคคาไรดจะไดจากไมโครไฟเบอร (microfiber) ซึ่งจะรวมตัวกันอยู
อยางหนาแนนในชั้นของลิกนิน สามารถที่จะชวยปองกันการเขาทําปฏิกิริยาของเอนไซมที่เขามา
ยอย (hydrolysis) ทําใหโครงสรางสามารถคงรูปได (Fengel, 1971) 
 
 

 
ภาพที ่1.   องคประกอบของเนื้อไม (Kirk and Cullen, 1998)               

    (M.L: middle lamella , P: primary  wall, S1-S3: secondary cell wall layer) 
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2.3 องคประกอบหลกัของวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 
2.3.1 เซลลโูลส 

        พืชที่มีอยูตามธรรมชาติ สวนใหญจะพบเซลลูโลสเปนองคประกอบมากที่สุด โดยจะ
ไมอยูในรูปอิสระ แตมักจะอยูรวมกับองคประกอบอื่นๆ ไดแก ลิกนิน เฮมิเซลลูโลส กัม (gum)  
แพนโตแซน (pentosan) แทนนิน (tannin) ไขมัน และสารเกิดสี (colouring matter) เปนตน 
(Cowling and Kirk, 1976)  

              เซลลูโลสเปนสารประกอบประเภทคารโบไฮเดรตชนิดสารประกอบโพลิแซคคาไรด 
(polysaccharide) ซึ่งประกอบไปดวยหนวยยอยของน้ําตาลกลูโคส (D-glucose) ที่อยูในรูปบีตา-
ดี-กลูโคไพราโนส (β-D-glucopyranose) หลายโมเลกุลมาเชื่อมตอกันกลายเปนสายยาวคลาย
ลูกโซ โดยอาศัยพันธะไกลโคซิดิก (glycosidic bond) ที่คารบอนอะตอมตําแหนงที่ 1 กับคารบอน
อะตอมตําแหนงที่ 4 ของโมเลกุลถัดไป (ภาพที่ 2 ) และเนื่องจากหมูไฮดรอกซิล (hydroxyl group, 
OH) ของคารบอนอะตอมตําแหนงที่ 1 อยูในตําแหนงบีตา (beta) จึงเรียกพันธะนี้วาพันธะบีตา-
1,4 ไกลโคซิดิก (β-1,4 glycosidic bond) ขนาดของโมเลกุลเซลลูโลสจะนิยามอยูในรูปของ 
Degree of polymerization (DP) ซึ่งบอกถึงจํานวนกลูโคสในสายโพลิเมอร (Eriksson et al., 
1990) โดยทั่วไปสายของเซลลูโลสจะประกอบดวย กลูโคส 8,000-12,000 หนวย (Saha and 
Bothast, 1997) และอาจมากถึง 14,000 หนวย ในพืชชั้นสูงบางชนิด (Eriksson et al., 1990)      
ทั้งนี้ขึ้นอยูกับชนิดของพืช เมื่อพิจารณาถึงโครงสราง (conformation)  
 
 ก.) 

ข.) 

 
ภาพที ่2.   โครงสรางของเซลลูโลส  

ก.) ลักษณะการจดัเรียงตวัของโมเลกุลกลูโคสในเซลลูโลส   
ข.)  ลักษณะการจัดเรียงตัวแบบเกาอี้ของโมเลกุลกลูโคสในเซลลูโลส (chair form) 
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        ในการจัดเรียงตัวของหนวยยอยที่เชื่อมตอกัน จะอยูในลักษณะรูปเกาอี้ (chair form) 
แตละสายของเซลลูโลสจะเชื่อมตอกันดวยพันธะไฮโดรเจน (hydrogen bond) การเรียงตัวของ
โมเลกุลเซลลูโลสมีลักษณะเปนเสนตรงไมมีแขนงยอยโดยบริเวณที่มีพันธะไฮโดรเจนหนาแนนจะมี
รูปแบบที่เปน crystalline ซึ่งยากตอการยอยสลายดวยเอนไซม สวนบริเวณที่มีพันธะไฮโดรเจน
หนาแนนนอยจะเปน amorphous และเนื่องจากมีการจัดเรียงตัวเปนระเบียบจึงทําใหมีอุณหภูมิ
การหลอมตัวสูง และมีความสามารถในการละลายต่ํา 

  
2.3.2 เฮมิเซลลโูลส 

         เฮมิเซลลูโลสเปนอินทรียสารที่พบมากรองจากเซลลูโลส เปนโพลิแซคคาไรดชนิด
หนึ่งคลายเซลลูโลส โดยเฮมิเซลลูโลสจะเปนโพลิเมอรของน้ําตาลเพนโตส (ภาพที่ 3) (Robinson, 
1977) โครงสรางเปนโพลิเมอรสายตรงที่มีกิ่งกานสาขา โดยประกอบดวยน้ําตาลหลายชนิดรวมกัน 
สวนที่เปนสายตรงของเฮมิเซลลูโลสสวนใหญจะเปนหนวยของไซโลส ที่เชื่อมตอกันดวยพันธะ
บีตา-1,4 ไกลโคซิดิก สวนกิ่งกานสาขาจะเปนหนวยของอะราบิโนส แพนโตส กลูโคส กาแลคโตส 
กรดกลูคูโรนิค และน้ําตาลเพนโตสชนิดอ่ืน (Bungay, 1981) โดยโครงสรางของเฮมิเซลลูโลส
สามารถที่จะถูกยอยสลายไดงายกวาโครงสรางเซลลูโลส (Brigham et al., 1996) ซึ่งทั้งชนิดและ
อัตราสวนขององคประกอบของเฮมิเซลลูโลสจะขึ้นอยูกับชนิดของพืชนั้นๆ (Wiselogel et al., 
1996) 

 

 
ภาพที ่3. โครงสรางของเฮมเิซลลูโลส 

Hemicellulose 
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2.3.3 ลิกนิน 
            ลิกนินเปนสารประกอบอะโรมาติกเชิงซอนที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงสามารถพบได

ทั่วไปในผนังเซลลของพืชรองลงมาจากเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส โดยจะทําหนาที่เสมือนตัวเชื่อม
ประสานเสนใยเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส ซึ่งทําใหเกิดเปนโครงสรางที่แข็งแรงของไม ลิกนินถูก
สังเคราะหโดยกระบวนการที่เรียกวา ลิกนิฟเคชั่น (lignification) โดยโมเลกุลของลกินนิจะแทรกอยู
ในชองวางระหวาง cellulose fibrils และสายของเฮมิเซลลูโลส ลิกนินที่พบในสวนของผนังเซลล 
จะทําหนาที่เสมือนเกราะปองกันการเขาทําลายของจุลินทรีย  โดยโครงสรางของลิกนินจะเปน
สารประกอบอะโรมาติก (aromatic compound) หรือที่เรียกวา ฟโนลิกโพลิเมอร (phenolic 
polymer) หนวยยอยของลิกนินสามารถแบงได 3 ชนิด ไดแก  p – coumaryl alcohol, coniferyl 
alcohol และ sinapyl alcohol (Winkelman, 1992) (ภาพที่ 4)  

 ลิกนินไมมีคุณสมบัติทางการยืดหยุนและไมละลายน้ํา เพราะฉะนั้นจึงทําใหพืชที่
มีลิกนินมากมีความแข็งแรง ทนทาน ซึ่งไมแตละชนิดจะมีอัตราสวนระหวางเซลลูโลส เฮมิเซลลโูลส 
และลิกนินไมเทากัน นอกจากนี้ยังพบวาพืชแตละชนิดหรอืแมแตพืชชนิดเดียวกัน แตมอีายแุละการ
เจริญในสภาพที่แตกตางกัน ก็มีผลทําใหมีลิกนินเปนองคประกอบตางกันดวย 

 Lock (1969) วิเคราะหองคประกอบทางเคมีของเสนใยปานศรนารายณ พบวา
ประกอบดวย เซลลูโลส 62 เปอรเซ็นต แพนโตแซน 16 เปอรเซ็นต คารโบไฮเดรตชนิดอื่น 10 
เปอรเซ็นต ข้ีผึ้ง 2 เปอรเซ็นต และ FAO รายงานวา เสนใยปานศรนารายณมีองคประกอบทางเคมี
ที่สําคัญคือ เซลลูโลส 78 เปอรเซ็นต เฮมิเซลลูโลส 10 เปอรเซ็นต ลิกนินและองคประกอบอื่นๆ 8 
เปอรเซ็นต จะเห็นไดวาปานศรนารายณมีปริมาณเซลลูโลสสูงเพียงพอ ที่จะนํามาใชเปนวัตถุดิบใน
การผลิตเอทานอลจากวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลส 

 สันทนา (2539) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลสโดยใช
กระบวนการยอยสลายและการหมักแบบตอเนื่องซึ่งเปนการรวมปฎิกิริยาการยอยสลายและการ
หมักไวเปนขั้นตอนที่ตอเนื่องในถังหมักเดียวกัน เมื่อศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอล
โดยใชเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อรา Acrophialophora sp. และยีสต Candida brassicae โดยใช
เสนใยปานศรนารายณเปนวัตถุดิบ พบวาการใชปริมาณเอนไซม 25 เทา โดยคํานวนจากจํานวน
ของน้ําหนักแหงวัสดุหมัก ความเขมขนยีสตเร่ิมตน 3x10P

10
P เซลลตอมิลลิลิตร  ที่ pH 5.0 และ

อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส สามารถใหผลผลิตเอทานอลความเขมขนสูงสุด 9.125 กรัมตอลิตร 
และศึกษาการเติมอาหารเสริม 2 ชนิด คือ casein peptone และ soy peptone ที่ระดับความ
เขมขนแตกตางกัน พบวา casein peptone ที่มีความเขมขน 0.05 เปอรเซ็นต จะมีคาความเขมขน
เอทานอล 12.67 กรัมตอลิตร และ soy peptone ที่ความเขมขน 0.075 เปอรเซ็นต มีคาความ
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เขมขนเอทานอล 9.30 กรัมตอลิตร ซึ่งใหผลผลิตสูงกวาวัสดุหมักที่ไมมีการเติมอาหารเสริม 1.76 
เทาและ 1.29 เทา ตามลําดับ  
 

 

ภาพที ่4.      โครงสรางของลิกนนิ 
       ก.)  โครงสรางฟโนลิกโพลิเมอรของลกินนิ (Brunow, 2001) 
       ข.)  หนวยยอยของลกินิน (Buswell and Odier, 1987) 
 

ก) 

ข) 
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2.4 จุลินทรียที่ใชในกระบวนการหมกั 
2.4.1 เชื้อยีสต  
              จุลินทรียที่มีบทบาทสําคัญตออุตสาหกรรมการผลิตแอลกอฮอลคือเชื้อยีสต 

Saccharomyces sp. ซึ่งจัดเปนราชนิดหนึ่ง อยูในชั้นแอสโคไมซีเตส (Class Ascomycetes) สาย
พันธุที่นิยมใชในการหมักไดแก Saccharomyces cerevisiae และ Saccharomyces uvarum 
(carlsbergensis) (ยุทธพงษ, 2540) เนื่องจากสามารถผลิตเอทานอลไดในปริมาณที่สูง โดยเชื้อ
ยีสตสามารถใชน้ําตาลเฮกโซส (hexose) ไดทั้งในรูปเชิงเดี่ยวและเชิงซอน เชน น้ําตาลกลูโคส 
น้ําตาลฟรุกโตส (fructose) น้ําตาลกาแลคโตส (galactose) น้ําตาลแมนโนส (mannose) น้ําตาล
ซูโครส (sucrose) และน้ําตาลแรฟฟโนส (raffinose) เปนตน โดยในการหมักแอลกอฮอลเปน
กระบวนการหมักที่เกิดขึ้นในไซโทพลาสซึมของเซลลยีสต โดยอาศัยปฏิกิริยาของเอนไซม
แอลกอฮอลดีไฮโดรจิเนสในการเปลี่ยนกลูโคสใหเปนแอลกอฮอลกับแกสคารบอนไดออกไซด 
ภายใตภาวะที่ไมมีออกซิเจน (anaerobic condition)  ซึ่งในขั้นตอนแรกกลูโคสจะเปลี่ยนแปลงไป
ตามวิถีไกลโคไลซีส (Glycolysis) หรือ Embden-Meyerhof-Parnas pathway (EMP pathway) 
จนได pyruvate และจากนั้นก็จะเปลี่ยนเปนแอลกอฮอล (Paturau, 1989)  

           ในขั้นตอนของการเปลี่ยนน้ําตาลกลูโคสไปเปน pyruvate นั้น เชื้อกลุม anaerobic 
microorganism พบวาใช EMP pathway เชื้อกลุม facultative aerobics จะใช EMP และ 
Hexose monophosphate pathway (HMP pathway) และ เชื้อ strict aerobics จะใชเฉพาะ 
Entner-Doudoroff pathway (ED pathway)(ภาพที่ 5) หลังจากไดไพรูเวทแลวก็จะอาศัยการ
ทํางานของเอนไซมไพรูเวทดีคารบอกซิเลส (pyruvate decarboxylase) เพื่อเปลี่ยนไพรูเวทไป
เปนอะซิตัลดีไฮด (acetaldehyde) และเปลี่ยนเปนเอทานอทโดยการทํางานของเอนไซม
แอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส ซึ่งมี NADH เปนตัวเรงปฏิกิริยา (ภาพที่ 6) 

              ขอจํากัดของการผลิตเอทานอลโดยเชื้อยีสตคือเชื้อยีสตไมสามารถทําการยอยสลาย
องคประกอบของวัสดุเหลือใชทางการเกษตรไดโดยตรง ทั้งนี้เพราะเชื้อยีสตไมมีกลุมเอนไซมที่
ยอยองคประกอบหลักของวัสดุเหลือใชทางการเกษตร (Lignocellulolytic enzymes) ในการ
ผลิตแอลกอฮอลโดยใชวัตถุดิบเปนวัสดุเหลือใชทางการเกษตรโดยใชเชื้อยีสตนั้น จึงจําเปนตอง
มีการผานขั้นตอนตางๆกอน อันไดแกการปรับสภาพ (pretreatment) เพื่อใหมีโครงสรางที่
เหมาะสม การยอยสลาย (hydrolysis) โดยอาศัยกรดหรือเอนไซมทั้งนี้เพื่อใหไดเปนน้ําตาล
กลูโคส และการหมัก (fermentation) โดยเชื้อยีสต (Gong et al., 1999)  
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ภาพที ่5. กระบวนการเมตาบอลิซึ่มการเปลี่ยนน้ําตาลกลูโคสเปน pyruvate 

(Okamura-Mutsui et al., 2003) 
 ก.) Embden-Meyerhof-Panas pathway  (EMP) 
 ข.) Entner-Doudoroff pathway (ED)  
 ค.) Hexose monophosphate pathway (HMP) 
 ง.) Phosphoketolase pathway 
      

ง.) ข.) คค.) ง.) 

ก.) ข.) 
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Alcohol dehydrogenase (ADH) 

  Acetaldehyde    Ethanol 
 
ภาพที ่6.  การทํางานของเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจิเนส (Okamura-Mutsui et al., 2003) 

 

             Shambe และ Kennedy (1985) ทําการยอยขาวฟาง acha (Digitaria exilis) 
และ ฟางขาว โดยการใชกรดและเอนไซม เพื่อใหไดผลิตภัณฑที่สามารถนาํไปใชในการผลิตเปน  
เอทานอลได การทดลองแบงเปน 2 กลุมคือกลุมแรกทําการบม ขาวฟาง acha และ ฟางขาว (15% 
w/v) ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสในกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 4 โมลารที่อ่ิมตัวในลิเทียม
คลอไรด เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นทําการยอย 45-60 วินาท ีที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ใหคา 
yield 79.2, 84.0 และ 74.7% ตามลําดบั สวนกลุมทีส่องทาํการปรบัสภาพขาวฟาง acha และ 
ฟางขาว กอนในกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 1 โมลารที่มีลิเทียมคลอไรดอ่ิมตัว เปนเวลา 24 
ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส ทาํการลางและ freeze dried จากนัน้นํามายอย (0.5% w/v) 
ดวยเอนไซมเซลลูเลสMVA1284 จากเชือ้ Trichoderma viride ใหผลผลิตภัณฑทีย่อยไดเทากับ 
16.4, 34.4 และ 52.8% ตามลําดับ  

           Itoh และคณะ (2003) ทําการศึกษาการผลิตเอทานอลโดยใชวิธี simultaneous 
saccharification and fermentation (SSF) จากไมบีช (beech wood: Fagus crenata) ปรับ
สภาพเนื้อไมดวยวิธีการ ethanolysis และเชื้อรากลุมไวตรอต (Ceriporiopsis subvermispora, 
Dichomitus squalens, Pleurotus ostreatus และ Coriolus versicolor) โดยนําไมบีชมาปรับ
สภาพดวยเชื้อรากลุมไวตรอตเปนเวลา 2-8 สัปดาห ไมมีการเติมสารอาหารจากนั้นนําไปทําการ 
ethanolysis และแยกสวนของเยื่อไมและสวนที่ละลายออกจากกัน จากนั้นนําสวนของเยื่อไมเขาสู
กระบวนการ SSF ใชเชื้อ S. cerevisiae AM12 และเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อ T. viride จากการ
ทดลองทั้ง 4 สายพันธุพบวา C. subvermispora ใหคา yield สูงสุด คาเอทานอลที่ไดหลังการผาน
การปรับสภาพดวย C. subvermispora เปนเวลา 8 สัปดาห มีคาความเขมขนเอทานอล 0.294 
กรัมตอกรัมของเยื่อไมที่ทําการ ethanolysis สวนคาเอทานอลที่ไดจากไมบีชที่ไมไดผานการปรับ
สภาพมีคา 0.176 กรัมตอกรัมของไมบีช ซึ่งจะเห็นวาการปรับสภาพจะใหผลมากกวาการไมปรับ
สภาพ 1.6 เทา 
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             Soderstrom และคณะ (2003) ผลิตเอทานอลโดยใชไมเนื้อออน (Picea abies) 
มาทําการยอยดวยกระบวนการ enzymatic กอนเขาสูกระบวนการยอยตองมีการนํามาปรับสภาพ 
ในงานวิจัยนี้ศึกษาการปรับสภาพโดยใชความดัน 2 ข้ันตอน (two-step steam pretreatment) 
ดวยกรดซัลฟวริก (dilute HB2 BSOB4 B) ขั้นตอนแรกทําภายใตภาวะที่รุนแรงคือที่อุณหภูมิ 180P

0
PC เปน

เวลา 10 นาทีใชความเขมขนของกรดซัลฟวริก 0.5 %  เพื่อยอยเฮมิเซลลูโลส ข้ันตอนที่ 2 นําสวนที่
ไดจากตอนแรกมาลางและทําใหอ่ิมตัวดวยกรดซัลฟวริกและปรับสภาพภายใตภาวะที่รุนแรงกวา
ตอนแรกเพื่อยอยเซลลูโลส โดยอุณหภูมิอยูระหวาง 180P

0
PC และ 200P

0
PC เวลา 2, 5 และ 10 นาที 

ความเขมขนกรดซัลฟวริก 1% และ 2% ผลของเอทานอลสูงสุดไดจากการใชภาวะที่ 2 คือที่การใช
อุณหภูมิ 200P

0
PC เวลา 2 นาที และความเขมขนกรดซัลฟวริก 2% โดยไดคาเอทานอลคือ 65% 

(65% of theoretical) 
 
2.4.2 เชื้อรากลุมไวตรอต (white-rot fungi) 
 จุลินทรียที่สามารถยอยสลายวัสดุเหลือใชทางการเกษตรไดสวนใหญมักจะอยูใน

กลุม Basidiomycetes โดยสามารถจําแนกชนิดของเชือ้รานี้ตามลกัษณะการยอยได 3 ชนิด คอื
ชนิดทีห่นึง่เชื้อรากลุมซอฟดรอต (soft-rot fungi) สามารถยอยสลายโพลิแซคคาไรดทั้งที่เปนสวน
ของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและยอยลกินนิไดเพียงบางสวน ชนดิที่สองเชื้อรากลุมบราวนรอต 
(brown-rot fungi) ยอยสลายไดเฉพาะเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสเทานั้น และชนิดที่สามเชื้อรา 
กลุมไวตรอต (white-rot fungi) ซึ่งสามารถยอยองคประกอบของเนื้อไมไดทั้งหมด (เบญจวรรณ, 
2545)  

              เชื้อรากลุมไวตรอตจัดเปนเชื้อราที่อยูในไฟลัมเบสิดิโอไมโคตาของอาณาจกัรรา 
(Kingdom fungi) ซึ่งเกิดขึ้นมาในโลกนีก้วา 1,000ปมาแลว โดยสวนใหญเชื้อราในกลุมนี้ มักจะ
เปนเห็ดราที่บริโภคได (edible mushroom) มีอยูดวยกันหลายชนิด ไดแก  Auricularia auricula-
jude (เห็ดหหูน)ู และ Lentinula edodes (shiitake, เหด็หอม) ที่มีการเพาะเลีย้งมานานใน
ประเทศจีน (Chang and Miles, 1989) และอีกมากกวา 20 ชนิดที่มกีารเพาะเลีย้งเพือ่การคา โดย 
Agaricus bisporus (champignon, เห็ดแชมปญอง, เหด็กระดุม), Lentinula edodes (shiitake, 
เห็ดหอม) และ Pleurotus ostreatus (เหด็นางรม) เปนกลุมเห็ดราที่มกีารเพาะเลี้ยงเพื่อการบริโภค
อยางกวางขวางทั่วโลก 

จากรายงานวิจัยที่ผานมาที่เกี่ยวของกับการยอยสลายเนื้อไม พบวาเชื้อรากลุมไวตรอตมี
ประสิทธิภาพสูงในการยอยสลายลิกนินและองคประกอบอื่นๆในเนื้อไมเชน เซลลูโลส และเฮมิ
เซลลูโลส (Rodriguez et al., 1999) โดยเชื้อจะผลิตเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายเนื้อไมใน
กลุมที่เปน secondary metabolite ออกมานอกเซลล เชน ลิกนินเปอรออกซิเดส (Lignin 
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peroxidase) แมงกานีสเปอรออกซิเดส (Manganese peroxidase) และแลคเคส (Laccase) เพื่อ
ทําปฏิกิริยาออกซิเดชั่นกับสารประกอบฟนอลิก (phenolic compound) และอะโรมาติกโพลิเมอร 
(aromatic polymer) ในโครงสรางลิกนิน (Have and Franssen, 2001) และผลิตเอนไซมในกลุมที่
เปน primary metabolite ในการยอยสลายโพลิแซคคาไรด (polysaccharide) ในเนื้อไมเพื่อเปน
แหลงคารบอนในการเจริญ เอนไซมเหลานี้ไดแก เอกโซกลูคาเนส (exoglucanase) เอนโดกลู
คาเนส (endoglucanase) และบีตา-กลูโคซิเดส (β-glucosidase)  ซึ่งในการศึกษาการยอยสลาย
ลิกนิน เชื้อที่พบวามีประสิทธิภาพสูงไดแกเชื้อ Phanerocheate chrysosporium (Kennes and 
Lema, 1994)  

 
 

2.5 เอนไซมที่เกี่ยวของในการยอยสลายองคประกอบของวสัดุเหลือใชทางการเกษตร 
2.5.1 เอนไซมที่เกี่ยวของในการยอยสลายองคประกอบของลกินิน 

   
2.5.1.1   ลิกนินเปอรออกซิเดส (Lignin peroxidase, LiP; EC 1.11.1.14 ) 

 เอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสคือเอนไซมชนิดออกซิโดรีดักเทส 
(oxidoreductase) สามารถออกซิไดซพันธะ C-C ทําใหวงแหวนของลิกนินเปดออก โดยมี HB2 BOB2 B 
เปนตัวเรงปฏิกิริยา LiP สามารถออกซิไดซ non-phenolic aromatic ของลิกนิน โดยมี veratryl 
alcohol เปน mediator เมื่อเสร็จกระบวนการอิเล็กตรอนหนึ่งตัวจะถูกปลอยออกมา จึงมีผลให 
non-phenolic aromatic กลายเปน aryl cation radical (Pointing, 2001) ผลิตภัณฑที่ไดจากการ
สลายลิกนิน ไดแก vanillin, syringaldehyde, isovanillic acid, vanilic acid และ veratric acid 
เปนตน ลิกนินเปอรออกซิเดสมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 41,000 – 42,000 ดาลตัน และถือไดวา
เปนเอนไซมที่มีศักยภาพในการยอยสลายสูงโดยมีรายงานการคนพบเอนไซมนี้คร้ังแรกจากเชือ้ไวต
รอต Phanerochaete chrysosporium (Cai and Tien, 1993) 

 
2.5.1.2  แมงกานีสเปอรออกซิเดส ( Manganese peroxidase, MnP;          

 EC 1.11.1.13 ) 
                               เอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสเปนเอนไซมที่สามารถออกซิไดซ

สารประกอบทีเ่ปน phenolic lignin เชน veratryl alcohol ได เนื่องจากเอนไซมนี้ตองการสารที่มี
กลุม phenolic อิสระ ใน aromatic ring เปนสารตั้งตนและใชแมงกานีสเปนตวัรวมปฏิกิริยาใน
ภาวะที่ตองการ H B 2 BO B 2 B เปน oxidize intermediate  (Heinzkill and Messner, 1997) 
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2.5.1.3 แลคเคส ( Laccase, Lac; EC 1.10.3.2 ) 
                                เอนไซมแลคเคสเปน polyphenol oxidase ที่สามารถเรงปฏิกิริยา 
oxidation ของ phenolic compound และ aromatic amines โดยใชโมเลกุลของ oxygen เปน 
eletron acceptor (Min et al., 2001) แลคเคสเปนเอนไซมชนิด multicopper blue oxidase ซึ่ง
จะมีทองแดง (Cu) 2-4 อะตอมตอ 1 โมเลกุล และพบไดในพืชและเชือ้ราหลายชนดิโดยการเขาทํา
ปฏิกิริยาของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส แมงกานีสเปอรออกซิเดสและแลคเคส ดังภาพที ่ 7 

ภาพที ่7. การทํางานของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส แมงกานีสเปอรออกซิเดสและแลคเคส 
(Kirk and Cullen, 1998) 

 
2.5.2 เอนไซมที่เกีย่วของกับการยอยสลายเซลลูโลส 

     ในป ค.ศ1950 ไดมีการตั้งสมมติฐานการศึกษาการทํางานของเอนไซม
เซลลูเลสขึ้น (ภาพที ่8) 

 
 
 

 

        ภาพที ่8 สมมติฐานการทํางานรวมกนัของเอนไซมในกลุมเซลลเูลส 

Cellulose   Reactive cellulose    Cellubiose       Glucose 
 

         
      CB1 B                         C BXB         β-glucosidase 
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                         จากสมมติฐานนี้พบวาเชื้อจุลินทรียบางชนิดสามารถทีจ่ะยอยสลายเซลลโูลส
โดยอาศัยเอนไซม CB1 B และ CBXB ซึ่งปฏิกิริยาจะเริ่มจากจุลินทรียหลั่ง CB1 B ออกมานอกเซลลเพื่อทํา
หนาที่ยอยสลายโมเลกุลของเซลลูโลสใหส้ันลง กลายมาเปนเซลลูโลสเสนตรงยาวกอนหลังจากนั้น 
CBXB จะเขาทํางานตอเพื่อยอยสลายโมเลกุลของเซลลูโลสใหกลายเปนน้ําตาลสายสั้นๆเชน เซลโล
ไบโอส (cellobiose) ซึ่งทั้งหมดนี้เปนปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นภายนอกเซลลของเชื้อจุลินทรียซึ่งสามารถ
ตรวจสอบไดโดยกระบวนการทางชีวเคมี หลังจากนั้นเซลโลไบโอสซึ่งเปนโมเลกุลขนาดเล็กก็จะซึม
ผานผนังเซลลเขาไปในเซลลของจุลินทรียจากนั้น β-glucosidase จะทําหนาที่ยอยสลายเซลโล
ไบโอสใหกลายเปนน้ําตาลกลูโคสตอไป 

                          จากการศึกษาตอมาทําใหทราบวา CB1 B คือเอนไซม exoglucanase และ CBXB 
คือเอนไซม endoglucanase (Wike et al., 1983) ซึ่งการทํางานของเอนไซมสามารถถูกยับยั้งโดย
ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นคือถามีกลูโคสอยูในระบบมากจะยับยั้งการทํางานของเอนไซม β-glucosidase  
ทําใหเกิดการสะสมของเซลโลไบโอส ซึ่งถามีการสะสมมากพอเซลโลไบโอสก็จะไปยับยั้งการ
ทํางานของ CB1 B และ CBXB ตอไป (Eriksson et al., 1990) 

                        เอนไซมเซลลูเลสเปนเอนไซมที่ผลิตขึ้นภายในเซลลของจุลินทรียจากนั้นจะ
ถูกปลอยออกมาภายนอกเซลล (extracellular enzyme) นอกจากนี้ยังพบวาเอนไซมเซลลูเลสเปน
เอนไซมที่มีหลายองคประกอบ (multicomponent enzyme) โดยจะมีองคประกอบของเอนไซม
อยางนอย 3 ชนิด ทํางานรวมกัน (Beldman  et al., 1987) เอนไซมเหลานี้ไดแก 

 
2.5.2.1 Exoglucanase  

                                         Exoglucanase หรือ cellobiohydrolase หรือ 1,4-β-D-glucan 
cellobiohydrolase (EC 3.2.1.91) ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายเซลลูโลสบริเวณพันธะ
บีตา-1,4-ไกลโคซิดิก (β-1,4-glycosidic linkage) ที่ปลายดาน non-reducing end ของ 
crystalline cellulose ทําใหไดเปนเซลโลไบโอสและกลูโคสบางสวน สามารถวัดแอคติวิตีโดยบม
เอนไซม exoglucanase กับ crystalline cellulose เชน กระดาษกรอง และ Avicel เปนตน (Wike 
et al., 1983) นอกจากนี้เอนไซมตัวนี้ยังมีชื่อเรียกทั่วไปอีกวา exocellulase, cellobiosidase และ 
avicellase 

 
2.5.2.2 Endoglucanase  

                                          Endoglucanase หรือ 1,4-β-D-glucan 4-glucanohydrolase (EC 
3.2.1.4)  ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายเซลลูโลสบริเวณพันธะ β-1,4-glucosidic linkage 
ภายในสายเซลลูโลสบริเวณ amorphous cellulose อยางสุม ทําใหไดเซลโลไบโอสเปนผลิตภัณฑ
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หลักและไดกลูโคสเปนบางสวน สามารถทําการวัดคาแอคติวิตีของเอนไซมไดโดยบมเอนไซม 
endoglucanase กับ carboxymethyl cellulose (CMC) เปนตน (Wike et al., 1983) นอกจากนี้
ยังมีชื่อที่เรียกทั่วไปอีกคือ CM-cellulase 

 
2.5.2.3 β-glucosidase 

                                          β-glucosidase หรือ β-D-glucoside glucohydrolase หรือ  
cellobiose (EC 3.2.1.21) ทําหนาทีเ่รงปฏิกิริยาการยอยสลายเซลโลไบโอส บริเวณพันธะ β-1,4-
glucosidic bond ทําใหไดผลิตภัณฑเปนน้าํตาลกลโูคส (β-D-glucose) 2 โมเลกุล สามารถวัด
แอคติวิตีของเอนไซมไดโดยบมเอนไซม β-glucosidase กับ cellobiose และ p-nitrophenyl-β-D-
glucopyranoside (p-NPG) เปนตน (Wike et al., 1983)  

จะเหน็ไดวาการยอยสลายเซลลูโลสโดยอาศัยเอนไซมเซลลูเลสใหไดผลิตภัณฑสุดทาย
เปนกลูโคสนั้น ตองอาศัยการทํางานรวมกนัของเอนไซมอยางนอย 3 ชนิดดวยกนั (ภาพที่ 9 ) 

 

 
 
ภาพที ่9. การทํางานรวมกันของเอนไซมในกลุมเซลลูเลส 
 

Cellulose:β-1,4 chains of 3000-10000 glucose residue 

CBH EBG EBG EBG 
Cellobiohydrolase(CBH) 
Endo β-1,4 glucanase 

β-glucosidase 

cellobiose cellotriose and other short chains 
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Alder (1990) รายงานวาเชือ้รากลุมไวตรอตในแตละสายพันธุมีความสามารถในการยอย
สลายลิกนินทีแ่ตกตางกนั ทั้งนี้ขึ้นอยูกับชนิดและองคประกอบของสารที่พบในเนื้อไม นอกจากนี้
ยังมีปจจัยอื่นๆอีกเชนปริมาณความชืน้ของภาวะแวดลอม ปริมาณออกซิเจน และความเขมขนของ
ปริมาณไนโตรเจนทีม่ีอยูในเนื้อไม ซึ่งมีผลตออัตราการยอยสลายสารที่เปนองคประกอบในเนื้อไม 
 Ferraz และคณะ (2003) ศึกษาการยอยสลายเนื้อไมยูคาลิปตัส (Eucalyptus grandis) 
โดยเชื้อรา Ceriporiopsis subvermispora ภายใตภาวะ solid-state fermentation จากนั้นศึกษา
เอนไซมในกลุม hydrolysis enzyme (beta-glucosidase และ xylanase) และ oxidative 
enzyme (laccase และ peroxidase) พบวากลุม hydrolysis คาแอคติวิตีของเอนไซม xylanase 
จะสูงกวา beta-glucosidase มาก และในกลุม oxidative คาแอคติวิตีของเอนไซม laccase จะสูง
กวา peroxidase 
 Elisashvili และคณะ (2006) ใชเชื้อ Pleurotus dryinus ในการผลิต lignocellulolytic 
enzymes ภายใตภาวะ submerged fermentation  ประเภทลิกโนเซลลูโลสที่ใชคือ mandarin 
peels และ tree leaves จากนั้นศึกษาปจจัยตางๆอันไดแก ความเขมขนของสับสเตรต แหลง
ไนโตรเจน สารอาหารและแหลงคารบอนที่มีผลตอการทํางานของเอนไซม laccase (Lac), 
manganese peroxidase (MnP), endoglucanase (CMCase), exoglucanase (FPA) และ 
xylanase ผลที่ไดพบวาเอนไซมแตละตัวมีการใชสารตางๆแตกตางกันเชน CMCase และ 
xylanase ทํางานไดดีที่ความเขมขนของสับสเตรต 4% ในขณะที่ Lac และ FPA ทํางานไดดีที่
ความเขมขนของสับสเตรต 6% และ MnP ทํางานไดดีที่ความเขมขนของสับสเตรต 2% โดยสาร
แหลงไนโตรเจนที่ใชไดดีคือ (NHB4 B)B2 BSOB4 B สารอาหารที่ใชคือ MnP

2+
P รองลงมาคือ P

  
PXylidine และแหลง

คารบอนคือ Avicel 
 

 
2.6 การผลิตเอทานอลโดยเชื้อราในกลุมไวตรอต 
 เอนไซมกลุม lignocellulolytic enzymes ที่ไดจากเชื้อราเปนที่รูจักและศึกษากันมานาน 
ตอมามีรายงานการวิจัยพบวาเชื้อรากลุมไวตรอตที่มีเอนไซมกลุม lignocellulolytic enzymes 
สามารถผลิตเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจิเนสซึ่งเปนเอนไซมหลักที่ใชในการผลิตเอทานอล ดังนั้น
จึงนําคุณสมบัติจากการมีเอนไซมทั้งสองกลุมมาใชรวมกัน เพื่อนําไปประยุกตใชในการผลิตเปน  
เอทานอลโดยเชื้อรากลุมไวตรอต และยังมีขอดีคือเชื้อรายังสามารถผลิตเอทานอลไดทั้งในภาวะที่
มีออกซิเจนและภาวะที่ไมมีออกซิเจน เชนเชื้อ A. brazei  ในขณะที่ยีสตผลิตเอทานอลไดดีเฉพาะ
ภาวะที่ไมมีออกซิเจนเทานั้น (ภาพที่ 10)  
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 ภาพที่ 10. กระบวนการเมตาบอลิซึ่มของการผลิตเอทานอล (Okamura-Matsui et al., 2003) 
ก.) การหมกัโดยใชเชื้อ S. cerevisiae 
ข.) การหมกัโดยใชเชื้อ A. brazei 

 
 Rudge และ Bickerstaff (1986) ใชเชื้อราไวตรอต Sporotrichum pulverulentum ศึกษา
การทํางานของเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจิเนสและการทําใหเอนไซมบริสุทธิ์ พบวาหลังผานการ
ทําใหบริสุทธิ์โดย Cibacron Blue 3GA/Sepharose 4B เอนไซมจะบริสุทธิ์ขึ้น 35 fold มีคา
น้ําหนักโมเลกุล 168000 ดาลตัน คาพีเอชที่เหมาะสมของ alcohol oxidation และ aldehyde 
reduction อยูในชวง 5.6-6.5 และ 8.0-8.4 ตามลําดับ และอุณหภูมิที่เหมาะสมคือ 30 องศา
เซลเซียส 
 Chen และ Johns (1994) ศึกษาผลของแหลงคารบอนที่มีตอการผลิตเอทานอลและการ
สราง pigment ของเชื้อ Monascus purpureus โดยแหลงคารบอนที่ใชคือน้ําตาลกลูโคสและ
น้ําตาลมอลโตส เมื่อใชมอลโตสเปนแหลงคารบอนจะไดความเขมขนเอทานอลนอยกวา 0.1 กรัม
ตอลิตร และพบ pigment 3 ชนิดคือ monascorubramine, monascin และ monascorubrin เมื่อ
ใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนเชนที่ กลูโคส 100 กรัมตอลิตร จะไดความเขมขนเอทานอล 22 กรัม
ตอลิตร และพบ pigment 5 ชนิดดวยกันคือ rubropunctatin, ankaflavin, monascorubramine, 
monascorubrin และ monascin โดย pigment ที่พบจะใหสีแตกตางกันคือ rubropunctatin และ 
monascorubrin ใหสีสม ankaflavin และ monascin ใหสีเหลือง และ monascorubramine ใหสี
แดง 

ก.) 

ข.) 
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 Okamura และคณะ (2001) ศึกษาการใชเชื้อไวตรอตในการทําไวน โดยเชื้อที่ใชไดแก 
Agaricus brazei MWU-C20, Flammulina velutipes MWU-C3 และ Pleurotus ostreatus 
MWU-C1 โดยใชสับสเตรตคือ น้ําองุน จากนั้นวิเคราะห specific activity ของเอนไซมแอลกอฮอล
ดีไฮโดรจิเนส น้ําหนักโมเลกุล ปริมาณเอทานอล สารβ-D-glucan และ Fibrinolytic activity พบวา
เชื้อ A. brazei MWU-C20 จะใหคา specific activity สูงสุดคือ 98 unit/mg protein มีคาน้ําหนัก
โมเลกุล 59 kDa ความเขมขนเอทานอล 8.0% สารβ-D-glucan 0.68% และมีคา Fibrinolytic 
activity 15±0.5 (mm P

2
P) 

 Okamura-Matsui และคณะ (2003) ศึกษาการใชเชื้อรากลุมเชื้อเห็ดในการผลิตเอทานอล
โดยศึกษาเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจิเนสที่มีในเชื้อเห็ด และใชเชื้อกลุมนี้มาทําไวน เบียรและ
สาเก โดยใชแทนที่ Saccharomyces cerevisiae ซึ่งมีรายงานทั่วไปวาเปนเชื้อจุลินทรียหลักใน
การผลิตแอลกอฮอล ผลการวิเคราะหพบวาคาเปอรเซนตแอลกอฮอลสูงสุดของไวนเบียรและสาเก 
ไดจาก Pleurotus ostreatus (12.2%), Tricholoma matsutake (4.6%) และ Agaricus blazei 
(8.0%) ในการทําไวน Agaricus blazei ใหความเขมขนของเอทานอลเทากัน (8.0%) ทั้งการผลิต
ภายใตภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน  

 
ดังนั้นในงานวิจัยครั้งนี้จึงคัดเลือกเชื้อราที่อยูในกลุมเชื้อราไวตรอตมา 6 สายพันธุอันไดแก 

Coriolus versicolor, Flammulina velutipes, Pleurotus cornucopiae, Pleurotus ostreatus, 
Pleurotus sajor-caju และ Schizophyllum commune จากนั้นศึกษาเอนไซมที่เกี่ยวของในการ
ยอยสลายองคประกอบหลักของวัสดุเหลือใชทางการเกษตรซึ่งไดแกเซลลูโลสและลิกนิน ทําการ
คัดเลือกเพียงหนึ่งสายพันธุที่มีเอนไซมเหลานี้อยูและคาดวาใหผลดีที่สุดไปเขาสูขั้นตอนการหมัก
ในระดับขวดเขยา โดยเริ่มแรกใชวัตถุดิบเปนกลูโคสเพื่อดูความเปนไปไดในการผลิตเอทานอล 
จากนั้นจึงเปลี่ยนวัตถุดิบเปนเซลลูโลสบริสุทธิ์ (commercial cellulose) ในการศึกษาในงานวิจัยนี้
ไดแก microcrystalline cellulose (Avicel) และ carboxymethyl cellulose (CMC) โดยใช
เซลลูโลสดังกลาวเปนตัวแทนของเซลลูโลสที่มีอยูในองคประกอบของวัสดุเหลือใชทางการเกษตร 
ทั้งนี้เพื่อลดปญหาจากผลกระทบของสารอื่นๆที่อาจปนเปอน ซึ่งยังไมตองการศึกษาในงานวิจัยนี้ 
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บทที่ 3 
 

วัสดุอุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีการดําเนินงานวิจัย 
3.1 วัสดุอุปกรณ 

1. เครื่องชั่ง 2 ตําแหนง (Model PB3002-S, Mettler Toledo, Thailand) 
2. เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง (Model AE240, Mettler Toledo, Thailand) 
3. Vortex (Model G-560E, Scientific Industries, USA) 
4. Hot plate (Model PC-101, Corning, N.Y, U.S.A ) 
5. เครื่องปนเหวีย่งแบบควบคมุอุณหภูมิ (centrifuge) (Model MTX-150, Tomy Seiko 

Co., Ltd. Tokyo Japan) 
6. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) (Model-UV160, Shimadzu 

Corporation, Kyoto Japan) 
7. เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง (pH meter) ( Mettler Toledo, Thailand) 
8. ตูบมเชื้อแบบควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated incubator shaker) 

 (Model INNOVA4330, Scientific Promotion Co., Ltd. Thailand) 
9. ตูอบความรอนสูง (hot air oven)(Contherm Digital Series Oven, New Zealand) 
10. หมอนึง่ความดันไอ (autoclave) (Model HV-50, Hirayama Manufacturing 

Corporation, Japan) 
11. ตูถายเชื้อ (laminar flow) (NK System, Clean Bench, Japan) 
12. อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ (water bath)(Model D3009, Burgwedal, Germany) 
13. Ultrasonic disruption (Model UD-201, Tomy Seiko Co., Ltd. Tokyo Japan) 
14. Gas chromatography (Model 163, Hitachi, Ltd. Tokyo Japan) 
15. เตาอบไมโครเวฟ (Model NE-767C, Matsushita Electric Industrial Co, Ltd. 

Japan) 
16. ปม (Model MPN125, Thakita Electric Works., Ltd. Japan) 
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3.2 เคมีภัณฑ                 บริษทั  ประเทศ 
1. Agar (วุนผงตรานางเงือก)    พัฒนสนิเอนเตอรไพรส    ไทย 
2. Albumin from bovine serum (BSA)    Sigma  Germany 
3. Ammonium sulfate ((NHB4 B)B2 BSOB4B)    Carlo Erba        Italy 
4. Ammonium tartrate ((NHB4 B)B2 BCB4 BHB4 BOB6 B)    Fluka  Spain 
5. Avicel        Fluka  Ireland 
6. Boric acid (HB3 BBOB3 B)      Merck  Germany 
7. Calcium chloride dihydrate (CaClB2 B.2HB2 BO)   Fluka  Switzerland 
8. Calcium hydrogen phosphate dihydrate (CaHPOB4 B) Fluka  Switzerland 
9. Carboxymethylcellulose sodium salt (CMC)  Fluka  Finland 
10. Citric acid (CB6 BHB8 BOB7 B)     Merck  German 
11. Copper sulfate (CuSOB4B.5HB2 BO)    Fluka  Switzerland 
12. Corn steep liquor      Sigma  U.S.A 
13. 2,6-Dimethoxyphenpol     Fluka  Switzerland 
14. 3,4-Dimethoxybenzyl alcohol (Veratryl alcohol)  Fluka  Switzerland 
15. Dinitrosalicylic acid     Sigma  U.S.A 
16. Ethanol absolute 99.5%     Merck  Germany 
17. Ferric sulfate (FeB2 B(SOB4 B)B3 B)     Fluka  Switzerland 
18. Folin-Ciocalteu’s phenol reagent (Folin-phenol)  Fluka  Switzerland 
19. Fumaric acid (CB4 BHB4BOB4 B)     Fluka  Switzerland 
20. Glucose (CB6 BHB12 BOB6B)      Riedel-de Haen  France 
21. Guaiacol (CB7 BHB8 BOB2 B)      Fluka  Switzerland 
22. Hydrochloride acid (HCl)     Merck  Germany 
23. Hydrogen peroxide solution 35% (HB2 BOB2 B)   Merck  Germany 
24. Iron(ll)sulfate heptahydrate (FeSOB4 B.7HB2 BO)   Merck  Germany 
25. Kobalt(ll)-chloride hexahydrate (CoClB2 B.6HB2 BO)  Fluka  Switzerland 
26. L-asparagine      Fluka  U.S.A 
27. Magnesium sulfate heptahydrate (MgSOB4B.7HB2 BO)  Fluka  Switzerland 
28. Malt extract      Difco  U.S.A 
29. Manganese(ll)sulfate-1-hydrate (MnSOB4 B.HB2 BO)  Merck  Germany 
30. Nicotinamide adenine dinucleotide free acid (NAD) Merck  Germany 
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31. Peptone       Difco  U.S.A 
32. Potassium dihydrogen phosphate (KHB2 BPOB4 B)  Merck  Germany 
33. Potassium sodium tartrate (KNaCB4 BHB4 BOB6 B.4HB2 BO)  Carlo Erba Italy 
34. Propanol (CB3 BHB8 BO)      Merck  Germany 
35. Salicin (CB13 BHB18 BOB7B)      Difco  U.S.A 
36. Sodium chloride (NaCl)     Merck  Germany 
37. Sodium citrate (NaB3 BCB6 BHB5 BOB7 B.2HB2 BO)    Fluka  Switzerland 
38. Sodium hydroxide (NaOH)     Merck  Germany 
39. Sodium molybdate dihydrate (NaB2 BMoOB4 B .2HB2 BO)  Carlo Erba Italy 
40. Sodium percarbonate (NaB2 BCOB3 B)    Fluka  Switzerland 
41. Sodium tartrate dibasic dihydrate (NaB2 BCB4 BHB4 BOB6 B .2HB2 BO) Univer  Australia 
42. Tartaric acid (CB4 BHB6BOB6 B)     Merck  Germany 
43. Thiamine hydrochloride (CB12 BHB17BClNB4 BOS.HCl)  Sigma  U.S.A 
44. Tris (hydroxymethyl) – aminomethan (CB4 BHB11 BNOB3 B)  Merck  Germany 
45. Tween 80       Sigma  Germany 
46. Yeast extract      Difco  U.S.A 
47. Zine sulfate heptahydrate (ZnSOB4B.7HB2 BO)   Fluka  Switzerland 
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3.3 วิธีดําเนนิการวิจัย 
 
3.3.1  การคัดเลือกเชื้อรากลุมไวตรอต 

       งานวิจัยนีศ้ึกษาเกีย่วกับการผลิตเอทานอลโดยใชวัตถุดิบที่เปนองคประกอบหลกัของ
วัสดุเหลือใชทางการเกษตร โดยเชื้อจุลนิทรียทีน่ํามาใชในการทดลองครั้งนี้เปนเชื้อรากลุมไวตรอต
ซึ่งมีรายงานจากงานวิจัยวาเชื้อกลุมนีม้ีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลายองคประกอบของวัสดุ
เหลือใชทางการเกษตรหรือวัสดุประเภทลกิโนเซลลโูลส ดังนัน้จึงมีการตั้งหลักเกณฑในการ
คัดเลือกเชื้อเพื่อใหเหมาะสมตอการทดลอง ไดแกมีความสามารถผลิตเอนไซมทีเ่กี่ยวของในการ
ยอยสลายองคประกอบหลกัของวัสดุเหลอืใชทางการเกษตรและมีเอนไซมที่เกีย่วของกับการผลิต
เอทานอล และจากงานวิจยัที่ผานมามีรายงานวาเชื้อราสามารถผลิตเอทานอลไดแตมีความเขมขน
ต่ําเมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อยสีต (Okamura-Matsui et al, 2003) การนําไปใชก็อาจใชประโยชนใน
ดานการผลิตเปนผลิตภัณฑประเภทเครื่องดื่ม และเพือ่คํานึงถึงความปลอดภัยตอสุขภาพจึงเพิ่ม
หลักเกณฑอีกขอคือควรเลือกใชเชื้อที่สามารถจะบริโภคไดดวย ดังนัน้หลักเกณฑที่ใชในการ
คัดเลือกเชื้อรากลุมไวตรอตในการทดลองครั้งนี ้     

คือ 

- สามารถผลิตเอทานอลได 
- สามารถยอยสลายองคประกอบหลักของวสัดุเหลือใชทางการเกษตรได 
- บริโภคได (edible mushroom) 

 
 

3.3.2 การผลิตเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจิเนสโดยเชือ้รากลุมไวตรอต 
 

3.3.2.1  การเลีย้งเชื้อ 
              ทําการเลี้ยงเชื้อรากลุมไวตรอตทั้ง 6 สายพันธุดังตารางที่ 1 บนอาหาร Potato 

Dextrose Agar (PDA) (ภาคผนวก ก ขอ1) เปนเวลาประมาณ 7-10 วัน ตัดชิ้นวุนที่มีการเจริญ
ของเสนใยบริเวณรอบนอกของโคโลนีที่มีการเจริญดี ซึ่งมีลักษณะเสนใยแผสม่ําเสมอ ดวยเครื่อง
เจาะจุกคอรกขนาดเสนผานศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร เพื่อใหไดกลาเชื้อมาตรฐาน แลวใชเข็มเขี่ยเชื้อ
จํานวน 3 ชิ้น ยายลงในอาหาร glucose-peptone (ภาคผนวก ก ขอ3) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใน
ขวดรูปกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มี pH 5.0 จากนั้นทําการเลี้ยงเชื้อ โดยบมไวที่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส ในตูบมเชื้อแบบควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated incubator shaker) โดยไมมีการ
เขยา ทําการทดลอง 3 ซ้ํา 
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ตารางที1่   สายพันธุเชื้อรากลุมไวตรอตที่ใชในการทดลอง 
 

สายพนัธุ ชื่อทั่วไป 
  Coriolus versicolor        เห็ดหางไกงวง 
  Flammulina velutipes        เห็ดเข็มทอง  
  Pleurotus cornucopiae        เห็ดนางรมสีทอง 
  Pleurotus ostreatus       เห็ดนางรม 
  Pleurotus sajor-caju        เห็ดนางฟา, เห็ดนางรมอินเดีย 
  Schizophyllum commune        เห็ดแครง 
 
 

   3.3.2.2   การทําใหเซลลแตก 
               นําเชื้อที่ไดจากขอ 3.3.2.1 ทําการกรองโดยผานชุดกรอง Buchner funnel เพื่อ

แยกเสนใยและสวนใสออกจากกัน สวนของเสนใยที่กรองได นํามาเติม 10 mM Tris-HCl buffer 
จากนั้นทําใหเซลลแตกดวยเครื่อง Ultrasonic disrubtor  (Tomy, UD-201, 20 kHz) เปนเวลา 10 
นาที โดยระวังไมใหเกิดฟอง (ขณะทําควรแชไวในน้ําแข็ง เพื่อใหเย็นตลอดเวลา) หลังจากเสร็จแลว
ก็นําไปปนเหวี่ยงเพื่อแยกตะกอนเซลลออก จากนั้นนําสวนใสที่ไดมาวิเคราะหหาแอคติวิตีของ
เอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจิเนส (ADH) และปริมาณโปรตีน (ภาคผนวก ข ขอ1) 
 

3.3.2.3  การวเิคราะหโปรตีน 
             นําสวนใสที่ไดจากขอ 3.3.2.2 มาวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry 

(ภาคผนวก ข ขอ1) โดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร จากนั้นนําคา OD ที่ไดไป
คํานวณหาความเขมขนของโปรตีนโดยเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน  
 
       3.3.2.4   การวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจิเนส 
               นํา reaction mixture (ภาคผนวก ข ขอ 2) ที่มีการเติมตัวอยางเอนไซมที่ไดจาก
ขอ 3.3.2.2 แลว ไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 340 
นาโนเมตร โดยเลือก mode kinetic จากนั้นนําผลของอัตราการเกิดปฏิกิริยาไปคํานวณคาหนวย
ของเอนไซม  (Unit of enzyme)  
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3.3.3 การผลิตเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายองคประกอบของลกินินโดย                
         เชี้อรากลุมไวตรอต 

 
     3.3.3.1   การเลี้ยงเชื้อ 

                 ทาํการเลีย้งเชื้อรากลุมไวตรอตทั้ง 6 สายพนัธุตามตารางที่ 1 บนอาหาร PDA 
(ภาคผนวก ก ขอ1) เปนเวลาประมาณ 7-10 วัน ตัดชิ้นวุนที่มีการเจรญิของเสนใยบริเวณรอบนอก
ของโคโลนทีี่มกีารเจริญดี ซึง่มีลักษณะเสนใยแผสม่ําเสมอ ดวยเครื่องเจาะจุกคอรกขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง 5 มิลลิเมตร เพือ่ใหไดกลาเชือ้มาตรฐาน แลวใชเข็มเขี่ยเชื้อจํานวน 10 ชิ้น ยายลงใน
อาหาร production1 (ภาคผนวก ก ขอ4) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปกรวยขนาด 250 
มิลลิลิตร ที่ม ีpH 5.0 จากนั้นทําการเลี้ยงเชื้อ โดยบมไวที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส ในตูบมเชือ้
แบบควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated incubator shaker) เขยาที ่ 150 rpm เลี้ยงเปนเวลา 7 วัน 
โดยทําการเกบ็เชื้อทุกๆวนั (เตรียม 1 วันตอ 1 ขวดทดลอง) ในแตละวันนําเชื้อทัง้ 6 สายพันธุกรอง
ผานชุดกรอง Buchner funnel เพื่อแยกเสนใยและสวนของ supernatant ออกจากกัน นาํสวนของ 
supernatant ไปวิเคราะหหาแอคติวิตีของเอนไซมลกินินเปอรออกซเิดส แมงกานสีเปอรออกซิเดส 
และแลคเคส  ทําการทดลอง 3 ซ้ํา 
 

3.3.3.2  การวดัแอคติวิตีของเอนไซมลิกนนิเปอรออกซิเดส (ภาคผนวก ข ขอ3) 
                  นํา reaction mixture  ไปวัดคาการดูดกลืนแสงโดยใช spectrophotometer ทีค่วามยาว
คลื่น 310 นาโนเมตร แลวนาํผลของอัตราการเกิดปฏิกิริยาไปคํานวณคาหนวยของเอนไซม (Unit 
of enzyme)  

 
3.3.3.3  การวัดแอคตวิิตีของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส (ภาคผนวก ข ขอ4) 

                   นํา reaction mixture ไปวัดคาการดูดกลนืแสงโดยใช spectrophotometer 
ที่ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร แลวนาํผลของอัตราการเกิดปฏิกิริยาไปคํานวณคาหนวยของ
เอนไซม (Unit of enzyme)  
 

3.3.3.4   การวัดแอคติวิตีของเอนไซมแลคเคส (ภาคผนวก ข ขอ5) 
                  นาํ reaction mixture ไปวัดคาการดูดกลนืแสงโดยใช spectrophotometer ที่

ความยาวคลืน่ 470 นาโนเมตร แลวนาํผลของอัตราการเกิดปฏิกิริยาไปคํานวณคาหนวยของ
เอนไซม (Unit of enzyme)  
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3.3.4 การผลิตเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายองคประกอบของเซลลูโลสโดย
เชื้อรากลุมไวตรอต 

 
3.3.4.1  การเลี้ยงเชื้อ  
                   ทําการเลี้ยงเชื้อรากลุมไวตรอตทั้ง 6 สายพันธุดังตารางที่ 1 บนอาหาร PDA 

(ภาคผนวก ก ขอ1) เปนเวลาประมาณ 7-10 วัน เจาะชิ้นวุนที่มีการเจริญของเสนใยใสบีกเกอรที่
ฆาเชื้อแลว เติมน้ําsterilize ปริมาตร 3 มิลลิลิตรลงไป บดชิ้นวุนใหละเอียด แลวใชปเปตขนาด 5 
หรือ 10 มิลลิลิตร ที่ตัดปลายออกดูดชิ้นวุนที่บดแลวขึ้นมา 5 มิลลิลิตร และนํามาเติมในอาหาร 
production 2 (ภาคผนวก ก ขอ5) ที่มีอาหารอยู 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปกรวยขนาด 250 
มิลลิลิตร บมไวที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ในตูบมเชื้อแบบควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated 
incubator shaker) เขยาที่ 150 rpm ทําการเลี้ยงเปนเวลาประมาณ 12 วัน จากนั้นนําเชื้อทั้ง 6 
สายพันธุกรองผานชุดกรอง Buchner funnel เพื่อแยกเสนใยและสวนของ supernatant ออกจาก
กัน นําสวนของ supernatant ไปวิเคราะหหาแอคติวิตีของเอนไซมเอกโซกลูคาเนส เอนโดกลู
คาเนส และเอนไซมบีตา-กลูโคซิเดส ทําการทดลอง 3 ซ้ํา 
 

3.3.4.2 การวัดแอคติวิตีของเอนไซมเอกโซกลูคาเนส เอนโดกลูคาเนสและบีตา-กลูโคซิเดส 
                     ทําการวัดตามวิธีในภาคผนวก ข ขอ 6 ขอ 7 และขอ 8 โดยวัดคาการ

ดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร จากนั้นนําคา OD ที่ไดไปคํานวณหาแอคติวิตีของเอนไซมทั้ง 3 ตัว
โดยเทียบกับตัวมาตรฐาน  
 

3.3.5 การผลิตเอทานอลโดยเชือ้รากลุมไวตรอต 
3.3.5.1  การหมักโดยใชกลูโคสเปนสับสเตรต 

 
3.3.5.1.1   การเลี้ยงเชื้อ 

    ทําการเลี้ยงเชื้อรากลุมไวตรอตที่คัดเลือกไดเพียงหนึ่งเชื้อโดยการ
พิจารณาคุณสมบัติจากขอ 3.3.2, ขอ 3.3.3 และขอ 3.3.4 มาเลี้ยงบนอาหาร PDA (ภาคผนวก ก 
ขอ1) เปนเวลาประมาณ 7-10 วัน เจาะชิ้นวุนที่มีการเจริญของเสนใยใสบีกเกอรที่ฆาเชื้อแลวเติม
น้ํา sterilize ปริมาตร 3 มิลลิลิตรลงไป บดชิ้นวุนใหละเอียด แลวใชปเปตขนาด 5 หรือ 10 
มิลลิลิตร ที่ตัดปลายออกดูดชิ้นวุนที่บดแลวขึ้นมา 5 มิลลิลิตร และนํามาเติมในอาหาร production 
3 (ภาคผนวก ก ขอ6) ที่มีอาหารอยู 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร บมไวที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ในตูบมเชื้อแบบควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated incubator shaker) 
เขยาที่ 150 rpm ทําการเลี้ยงเปนเวลาประมาณ 15 วัน จากนั้นนําเชื้อมากรองผานชุดกรอง 
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Buchner funnel เพื่อแยกเสนใยและสวนใสออกจากกัน ทําการวิเคราะหปริมาณเอทานอล 
ปริมาณน้ําตาลที่เหลือ (reducing sugar) และการเจริญของเชื้อโดยวัดเปนน้ําหนักแหง 
 

3.3.5.1.2 การวิเคราะหเอทานอล      
                                นํา supernatant ที่ไดจากการกรองไปปนเหวีย่ง จากนั้นดูดตัวอยาง

มา 0.5 มิลลิลิตร ทําการผสมกับ propanol มาตรฐานทีเ่ตรียมไว (ภาคผนวก ข ขอ9) ปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร แลวนาํไปฉีดเขาเครื่อง GC (gas chromatography) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร นําผลที่
ไดมาคํานวนหาอัตราสวน (ratio) ระหวางพืน้ที ่peak ของเอทานอลตอพื้นที่ peak ของ propanol 
จากนั้นนําอัตราสวนที่ไดไปเทียบกบักราฟมาตรฐานของเอทานอล  
 
          3.3.5.1.3  การวิเคราะหน้ําตาล  (reducing sugar) 

                                  นํา supernatant ที่ไดจากการกรองไปปนเหวี่ยง จากนัน้ดูด
ตัวอยางทีท่ําการเจือจางแลว 1 มิลลิลิตร เติม DNS reagent 1 มิลลิลิตร ตม 10 นาที จากนั้นทํา
ใหเยน็ เติมน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร นําไปวัดคาการดูดกลนืแสงที่ 540 นาโนเมตร ผลที่ไดทําไปเทยีบ
กับน้ําตาลมาตรฐาน (ภาคผนวก ข ขอ10) เพื่อหาปริมาณน้ําตาลที่เหลืออยู 
 
         3.3.5.1.4 การวิเคราะหน้าํหนักแหง (cell dry weight) 

                   จากขอที่ 5.1.1 ในการกรองเสนใยดวยชุดกรอง Buchner funnel ให
ชั่งน้าํหนักกระดาษกรองกอน จากนัน้หลงัจากกรองเสรจ็แลวใหนาํไปอบในตูอบความรอนสงู (hot 
air oven) ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส จนน้าํหนักคงที ่จากนั้นนําผลมาคํานวณหาน้ําหนกัแหงใน
หนวยกรัมตอลิตร 
 
      3.3.5.2 การหมกัโดยใชเซลลูโลสเปนสับสเตรต 
                        ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 3.3.5.1 แตเปลี่ยนสูตรอาหารใน production 4 
จากสับสเตรตกลูโคสเปนเซลลูโลส ซึ่งไดแก carboxymethylcellulose (CMC) ซึ่งเปนเซลลูโลสที่มี
ความสามารถในการละลายสูง และ microcrystalline cellulose (Avicel) ซึ่งเปนเซลลูโลสที่มี
ความสามารถในการละลายต่ํา ที่ความเขมขน 5 และ10 กรัมตอลิตร ทําการแปรผันความเขมขน
ของสารแหลงไนโตรเจน 0.2 กรัมตอลิตรและ 2.0 กรัมตอลิตร โดยใชเชื้อเดียวกับขอ 3.3.5.1 
จากนั้นทําการทดลองและวิเคราะหผลของปริมาณเอทานอลและแอคติวิตีของเอนไซมที่ยอย
เซลลูโลส 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
4.1   การคัดเลือกและการเจริญของเชื้อรากลุมไวตรอตที่ใชในงานวจิัย 
 เชื้อที่คัดเลือกมาใชในงานวจิัยครั้งนี้เปนเชื้อราในกลุมไวตรอต ซึ่งมีดวยกนั 6 สายพันธุ คือ 
Coriolus versicolor, Flammulina velutipes, Pleurotus cornucopiae, Pleurotus ostreatus, 
Pleurotus sajor-caju และ Schizophyllum commune ดังภาพที ่ 11 ซึ่งเชื้อรากลุมไวตรอตทุก
สายพนัธุเปนเชื้อที่สามารถบริโภคได (edible mushroom) โดยไดมีการเพาะเลี้ยงเพื่อการพาณชิย
อยางกวางขวาง 

 

   Coriolus versicolor               Flammulina velutipes          Pleurotus cornucopiae  

 Pleurotus ostreatus   Pleurotus sajor-caju            Schizophyllum commune 
   
ภาพที ่11 ลักษณะของเชื้อรากลุมไวตรอตแตละสายพนัธุที่เลี้ยงบนอาหาร PDA  
 

ในการศึกษาการเจริญของเชื้อรากลุมไวตรอต นําเชื้อทั้ง 6 สายพันธุเลี้ยงในอาหาร PDB 
(ภาคผนวก ก ขอ 2) จากผลการทดลองพบวาเชื้อรากลุมไวตรอตตางสายพันธุมีรูปแบบการเจรญิที่
คลายกัน (ตารางที่ 2, ภาพที่ 12) โดยเชื้อเร่ิมเขาสูระยะการเจริญเติบโตที่คงที่ (early stationary  
phase) ประมาณวันที ่4 -6 ของการเลี้ยงเชื้อ
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ตารางที ่2 การเจริญของเชื้อรากลุมไวตรอต 6 สายพันธุ   
 

น้ําหนักเสนใยแหงเฉลี่ย ( กรัมตอลิตร) 
สายพันธุ 

เริ่มตน วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 วันที่ 4 วันที่ 5 วันที่ 6 วันที่ 7 
C. versicolor 
 

0 0.786 ± 0.162 3.110 ± 0.195 4.404 ± 0.058 4.932 ± 0.093 4.423 ± 0.101 4.461 ± 0.129 4.581 ± 0.090 

F. velutipes  
 

0 0.449 ± 0.137 0.763 ± 0.120 2.081 ± 0.147 2.635 ± 0.285 2.813 ± 0.256 2.402 ± 0.252 2.220 ± 0.164 

P. cornucopiae  
 

0 0.280 ± 0.071 0.675 ± 0.270 2.718 ± 0.439 2.681 ± 0.309 3.247 ± 0.186 4.113 ± 0.088 3.683 ± 0.263 

P. ostreatus 
 

0 0.216 ± 0.089 0.524 ± 0.122 0.689 ± 0.187 1.242 ± 0.325 1.337 ± 0.124 1.653 ± 0.163 1.872 ± 0.145 

P. sajor-caju  
 

0 0.362 ± 0.117 2.110 ± 0.387 6.278 ± 0.157 8.786 ± 0.084 10.200±0.201 10.049±0.115 9.620 ± 0.439 

S. commune  
 

0 0.720 ± 0.247 3.434 ± 0.398 4.161 ± 0.218 6.321 ± 0.200 6.733 ± 0.178 8.081 ± 0.146 7.970 ± 0.138 
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ภาพที่ 12 การเจริญของเชื้อรากลุมไวตรอตทั้ง 6 สายพันธุ ในอาหาร PDB ที่ระยะเวลา
ตางๆ 

 
จากตารางที่ 3 เปนการเปรียบเทียบน้ําหนกัเสนใยแหงเฉลี่ยของเชื้อรากลุมไวตรอตทั้ง 6 

สายพนัธุ พบวาสายพนัธุ P. sajor-caju ใหน้าํหนักเสนใยแหงเฉลีย่สูงที่สุดคือ 10.20 กรัมตอลิตร  
รองลงมาคือสายพนัธุ S. commune มีน้าํหนกัเสนใยแหงเฉลี่ยเทากับ 8.081 กรัมตอลิตร  

 
 

ตารางที ่3 น้ําหนักเสนใยแหงเฉลี่ยสูงสุดของเชื้อรากลุมไวตรอตแตละสายพันธุ 
 

สายพนัธุ วันที ่ น้ําหนกัแหงเฉลี่ย  
(กรัมตอลิตร) 

    C. versicolor 4 4.932 ± 0.093 
   F. velutipes  5 2.813 ± 0.256 
   P. cornucopiae  6 4.113 ± 0.088 
   P. ostreatus 6 1.653 ± 0.163 
   P. sajor-caju  5 10.200 ± 0.201 
   S. commune 6   8.081 ± 0.146 
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4.2  การผลติเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮรโดรจิเนสโดยเชื้อรากลุมไวตรอต 

เลี้ยงเชื้อรากลุมไวตรอตทั้ง 6 สายพนัธุในอาหารสูตร glucose-peptone (ภาคผนวก ก 
ขอ3) ภายใตอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส โดยไมมกีารเขยา ทั้งนี้เพือ่ใหเปนภาวะที่เหมาะตอการ
ผลิตเอทานอล กรองแยกสวนของเสนใยเพื่อนาํไปทําใหเซลลแตก จากนัน้นาํสารละลายที่ไดมาหา
คา specific activity ของเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮรโดรจิเนสของเชื้อรากลุมไวตรอตแตละสายพนัธุ 
ผลการทดลองแสดงดังตารางที ่4 

ในการศึกษาพบวาเชื้อรากลุมไวตรอตทั้ง 6 สายพนัธุสามารถที่จะวเิคราะหคา specific 
activity ของเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจิเนสได โดย C. versicolor มีคา specific activity สูงสุด
เมื่อเทียบกับสายพนัธุอ่ืนๆคือ 2.583 U/mg protein รองลงมาคือ P. ostreatus มีคา specific 
activity 2.201 U/mg pertein สวน F. velutipes, P. cornucopiae, P. sajor-caju และ          
S. commune มีคา specific activity 1.770, 2.098, 1.354 และ 1.795 U/mg protein 
ตามลําดับ โดยแสดงการเปรียบเทียบคา specific activity ของแตละสายพันธุเปนแบบกราฟดัง
ภาพที ่13 
 
 
ตารางที่ 4   คา specific activity ของเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจิเนสที่ไดจากเชื้อรา                    

      กลุมไวตรอต 6 สายพันธุ 
 

สายพนัธุ แอคติวิตี 
(U/mg) 

โปรตีน 
(กรัมตอลิตร) 

Specific activity 
(U/mg protein) 

 C. versicolor  0.328 ± 0.017 0.127 ± 0.010 2.583 ± 0.131 

 F. velutipes  0.271 ± 0.044 0.153 ± 0.005 1.770 ± 0.290 

 P. cornucopiae  0.293 ± 0.025 0.140 ± 0.011 2.098 ± 0.186 

 P. ostreatus 0.263 ± 0.034 0.120 ± 0.029 2.201 ± 0.300 

 P. sajor-caju  0.190 ± 0.036 0.141 ± 0.007 1.354 ± 0.262 

 S. commune 0.238 ± 0.061 0.133 ± 0.024 1.795 ± 0.441 
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ภาพที ่13 คา specific activity ของเชื้อรากลุมไวตรอตทั้ง 6 สายพนัธุ 
 
4.3  การผลิตเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายองคประกอบของลิกนินโดยเชือ้รา        
      กลุมไวตรอต 
 เอนไซมสําคัญที่ใชในการยอยสลายองคประกอบของลิกนินไดแก เอนไซมลิกนินเปอรออก
ซิเดส เอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคส ดังนั้นศึกษาคาแอคติวิตีของเอนไซม
ทั้ง 3 ชนิดโดยหาคาแอคติวิตีของเชื้อรากลุมไวตรอตทั้ง 6 สายพันธุ ในอาหารสูตร production 
(ภาคผนวก ก ขอ4) ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เขยาที่ 150 rpm กรองแยกเอาเฉพาะสวนใสเกบ็
ตัวอยางวันเวนวัน จากนั้นวิเคราะหคาแอคติวิตีของเอนไซมในแตละสายพันธุ  
 

4.3.1  การทดสอบการผลิตเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสในอาหารสูตร production 
   จากการศึกษาแอคติวิตีของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสในเชื้อรากลุมไวตรอต
ทั้ง 6 สายพนัธุพบวาแตละสายพนัธุใหคาแอคติวิตีที่แตกตางกนัดังแสดงในตารางที่ 5 

               จากผลการวิเคราะหที่ไดพบวาในวันที่ 0 หรือเร่ิมตนการทดลองไมสามารถวัด
คาแอคติวิตีของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสได แตเมื่อเวลาผานไปคาแอคติวิตีจะเริ่มสูงขึ้นโดยจะ
สูงสุดในวันที่ 5 ของการทดลองจากนั้นก็เร่ิมลดลง ซึ่งเชื้อทุกสายพันธุจะใหผลในทํานองเดียวกัน 
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                ในระยะเวลาของการทดลองพบวาเชื้อรากลุมไวตรอตแตละสายพันธุใหคา      
แอคติวิตีสูงทีสุ่ดในวันที่ 5 ของการทดลอง และเมื่อเปรียบเทียบคาแอคติวิตีของเชื้อรากลุมไวตรอต
ทั้ง 6 สายพนัธุพบวาสายพันธุ C. versicolor ใหคาแอคติวิตีสูงที่สุดคือมีคา 9.11x10P

-2
P U/ml 

รองลงมาคือ F. velutipes ซึ่งมีคาแอคตวิิตีเอนไซม 8.55x10P

-2
P U/ml ในขณะที่ P. cornucopiae,           

P. ostreatus, P. sajor-caju และ S. commune มีคาเแอคติวิตีของเอนไซม 7.03x10P

-2
P U/ml  

6.88x10 P

-2
P U/ml 6.27x10P

-2
P U/ml และ 6.52x10P

-2
P U/ml ตามลําดับ แสดงผลเปรียบเทียบใหเหน็

คาที่ชัดเจนดังภาพที ่14 
 

ตารางที่ 5  คาแอคติวิตีของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสของเชื้อรากลุมไวตรอตแตละสายพันธุ  

คาแอคติวิตี ( x 10P

-2
P U/ml) 

สายพนัธุ 
วันที่ 0 วันที่  1 วันที่ 3 วันที่ 5 วันที่ 7 

C. versicolor 0.00 5.34 ± 0.35 6.99 ± 0.28 9.11 ± 0.60 7.55 ± 0.10 
F. velutipes 0.00 7.31 ± 0.75 7.67 ± 0.16 8.55 ± 0.31 8.39 ± 0.39 

P. cornucopiae 0.00 4.31 ± 0.31 5.73 ± 0.16 7.03 ± 0.13 6.37 ± 0.14 
P. ostreatus 0.00 2.51 ± 0.97 4.66 ± 0.33 6.88 ± 0.94 6.09 ± 0.96 
P. sajor-caju 0.00 3.98 ± 0.75 4.49 ± 0.58 6.27 ± 0.33 5.88 ± 0.16 
S. commune 0.00 3.30 ± 0.22 4.84 ± 0.29 6.52 ± 0.59 5.83 ± 0.85 

ภาพที ่14 คาแอคติวิตีสูงสุดของเอนไซมลิกนนิเปอรออกซิเดสจากเชือ้รากลุมไวตรอต 
   แตละสายพนัธุ 
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4.3.2 การทดสอบการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสในอาหารสูตร production 
ศึกษาคาแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสในเชื้อรากลุมไวตรอตทั้ง 6 สาย

พันธุพบวาเชื้อแตละสายพันธุใหคาแอคติวิตีที่แตกตางกัน จากผลการวิเคราะหพบวาในวันที่ 0 
หรือเร่ิมตนการทดลองจะไมสามารถวัดคาแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสไดแตเมื่อ
เวลาผานไปเชื้อมีการผลิตเอนไซมออกมานอกเซลจึงเริ่มสามารถวัดคาได คาแอคติวิตีจะเริ่มสูงขึ้น
โดยจะสูงสุดในวันที่ 5 ของการทดลอง จากนั้นคาแอคติวิตีก็เร่ิมลดลง ซึ่งเชื้อทุกสายพันธุจะใหผล
ในทํานองเดียวกันยกเวน S. commune ที่ไมสามารถวัดคาแอคติวิตีไดในการทดลองครั้งนี้ โดย
แสดงผลการวิเคราะหคาแอคติวิตีแตละวันที่เก็บตัวอยางของเชื้อ ดังตารางที่ 6 

 ในระยะเวลาที่ทําการทดลอง 7 วัน พบวาในวันที่ 3 และวันที่ 5 ของการทดลอง
เชื้อรากลุมไวตรอตใหคาแอคติวิตีสูงที่สุด โดยสายพันธุ C. versicolor และ F. velutipes ใหคาสูง
ในวันที่ 3 ในขณะที่ P. cornucopiae, P. ostreatus และ P. sajor-caju ใหคาสูงในวันที่ 5 ของ
การทดลอง ยกเวน S. commune ในการทดลองครั้งนี้ไมสามารถวัดคาแอคติวิตีของเอนไซม
แมงกานีสเปอรออกซิเดสได 

 เมื่อเปรียบเทียบคาแอคติวิตีของเชื้อรากลุมไวตรอตทั้ง 6 สายพันธุพบวาสายพันธุ              
F. velutipes ใหคาแอคติวิตีสูงสุดคือ 9.86x10P

-2
P U/ml รองลงมาคือ C. versicolor มีคาแอคติวิตี 

2.41x10P

-2
P U/ml ในขณะที่ P. cornucopiae, P. ostreatus และ P. sajor-caju มีคาเแอคติวิตีของ

เอนไซม 0.27x10P

-2
P U/ml 0.18x10P

-2
P U/ml และ 1.43x10P

-2
P U/ml ตามลําดับ  (ภาพที่ 15) 

ตารางที่ 6  คาแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซเิดสของเชื้อรากลุมไวตรอต 
    แตละสายพันธุ 

คาแอคติวิตี ( x 10P

-2
P U/ml) 

สายพนัธุ 
วันที่ 0 วันที่  1 วันที่ 3 วันที่ 5 วันที่ 7 

 C. versicolor  0.00 0.86 ± 0.35 2.41 ± 0.28 1.95 ± 0.60 1.71 ± 0.10 

 F. velutipes  0.00 0.20 ± 0.75 9.86 ± 0.16 5.13 ± 0.31 3.36 ± 0.39 

 P. cornucopiae  0.00 0.10 ± 0.31 0.13 ± 0.16 0.27 ± 0.13 0.18 ± 0.14 

 P. ostreatus 0.00 0.02 ± 0.97 0.05 ± 0.33 0.18 ± 0.94 0.06 ± 0.96 
 P. sajor-caju  0.00 0.04 ± 0.75 1.43 ± 0.58 1.43 ± 0.33 1.20 ± 0.16 
 S. commune 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
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ภาพที ่15 คาแอคติวิตีสูงสุดของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสจากเชื้อรากลุมไวตร็อต 
    แตละสายพนัธ 
 
4.3.3 การทดสอบการผลิตเอนไซมแลคเคสในอาหารสูตร production 
           ศึกษาคาแอคติวิตีของเอนไซมแลคเคสในเชื้อรากลุมไวตรอตทั้ง 6 สายพันธุ พบวา

เชื้อแตละสายพันธุใหคาแอคติวิตีแตกตางกัน แสดงคาแอคติวิตีในแตละวันที่เก็บตัวอยางของเชื้อ
ดังตารางที่ 7 

 จากตารางที่ 7 ศึกษาคาแอคติวิตีของเอนไซมแลคเคสในเชื้อรากลุมไวตรอตทั้ง 6 
สายพนัธุ ในวนัที่ 0 หรือเร่ิมตนการทดลองจะไมสามารถวัดคาแอคติวิตีของเอนไซมแลคเคสไดแต
เมื่อเวลาผานไปเชื้อมีการผลติเอนไซมออกมานอกเซลไดจึงเริ่มสามารถวัดคาได คาแอคติวิตีจะเริ่ม
สูงขึ้นโดยจะสงูสุดในวนัที่ 5 ของการทดลองจากนัน้ก็เร่ิมลดลง โดยเชื้อแตละสายพันธุจะใหผลไป
ในทาํนองเดียวกันยกเวน S. commune ที่ไมสามารถวดัคาแอคติวิตีของเอนไซมแลคเคสไดในการ
ทดลองนี ้

 ในระยะเวลาที่ทาํการทดลองพบวาเชื้อรากลุมไวตรอตทุกสายพนัธุใหคาแอคติวิตี
สูงที่สุดในวนัที่ 5 ของการทดลอง   และเมื่อเปรียบเทยีบคาแอคติวิตีของเชื้อแตละสายพันธุพบวา
สายพนัธุ F. velutipes มีคาแอคติวิตีสูงทีสุ่ดคือ 4.09x10P

-2
P U/ml รองลงมาคือ P. sajor-caju ซึ่งมี

คาแอคติวิตี 2.38x10P

-2
P U/ml ในขณะที่ C. versicolor, P. cornucopiae และ P. ostreatus มีคา

เแอคติวิตีของเอนไซม 1.75x10P

-2
P U/ml 0.43x10P

-2
P U/ml และ 0.51x10P

-2
P U/ml ตามลําดับ ยกเวน 

S. commune เพียงเชื้อเดียวที่ในการทดลองนี้ไมสามารถวัดคาแอคติวิตีได (ภาพที ่16) 
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ตารางที่ 7  คาแอคติวิตีของเอนไซมแลคเคสของเชื้อรากลุมไวตรอตแตละสายพันธุ 
คาแอคติวิตี ( x 10P

-2
P U/ml) 

วันที่ 0 วันที่  1 วันที่ 3 วันที่ 5 วันที่ 7 
 C. versicolor  0.00 0.78 ± 0.05 0.85 ± 0.11 1.75 ± 0.05 1.22 ± 0.17 
 F. velutipes  0.00 0.12 ± 0.02 0.93 ± 0.18 4.09 ± 0.07 1.70 ± 0.43 
 P. cornucopiae  0.00 0.05 ± 0.01 0.25 ± 0.09 0.43 ± 0.04 0.31 ± 0.08 
 P. ostreatus 0.00 0.03 ± 0.01 0.05 ± 0.04 0.51 ± 0.09 0.27 ± 0.04 
 P. sajor-caju  0.00 0.05 ± 0.05 1.36 ± 0.10 2.38 ± 0.03 0.76 ± 0.20 
S.commune 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
 

ภาพที ่16   คาแอคติวิตีสูงสดุของเอนไซมแลคเคสจากเชื้อรากลุมไวตรอตแตละสายพันธุ 
 
คาแอคติวิตีของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส แมงกานีสเปอรออกซิเดสและแลคเคสที่

ผลิตโดยเชื้อรากลุมไวตรอตแสดงดังภาพที่ 17 พบวาเชื้อเกือบทุกสายพันธุ คาแอคติวิตีเอนไซม 
ลิกนินเปอรออกซิเดสสูงกวาคาแอคติวิตีเอนไซมแลคเคสและแมงกานีสเปอรออกซิเดส และมีเพียง
สายพันธุ S. commune เพียงสายพันธุเดียวเทานั้นที่ในการทดลองนี้สามารถวิเคราะหคาแอคติวิตี
ไดเฉพาะเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสเพียงเอนไซมเดียวเทานั้น และเมื่อดูผลโดยรวมของทุกเชื้อ
พบวา F. velutipes ใหคาโดยรวมของกลุมเอนไซมนี้สูงที่สุด รองลงมาคือ C. versicolor แต
เนื่องจากในขอที่ 4.2 ซึ่งหาคา specific activity ของเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจิเนส                        
C. versicolor ใหคาสูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุอ่ืน ดังนั้นผลการวิเคราะหในขอ 4.3 นี้ 
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ระหวางสายพันธุ          F. velutipes และ C. versicolor  สายพันธุ C. versicolor  จะเปนตัวที่ให
ความสนใจมากกวา 

ภาพที ่17  คาแอคติวิตีของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส แมงกานีสเปอรออกซิเดสและแลคเคส 
 
4.4 การผลิตเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายองคประกอบของเซลลูโลสโดยเชื้อรา    
      กลุมไวตรอต 
  เอนไซมเซลลูเลสประกอบดวยกลุมเอนไซมหลักๆ 3 ชนิดดวยกันคือเอนไซมเอกโซกลู
คาเนส เอนโดกลคูาเนสและบีตา-กลูโคซิเดสซึ่งทํางานรวมกัน ดังนั้นในการทดลองจึงทําการศึกษา
เอนไซมทั้ง 3 ชนิด หาคาแอคติวิตีของเชื้อรากลุมไวตรอตทั้ง 6 สายพันธุ โดยเลี้ยงเชื้อในอาหาร
สูตร production (ภาคผนวก ก ขอ5) ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เขยาที่ 150 rpm เก็บตัวอยาง
วิเคราะหคาแอคติวิตีของเอนไซมทั้ง 3 ชนิด โดยเก็บทุกๆ 2 วัน จนกระทั่งคาแอคติวิตีของเอนไซม
เร่ิมมีแนวโนมลดลง 
        4.4.1 การทดสอบการสรางเอนไซมเอกโซกลูคาเนส 

            จากตารางที่ 8 ศึกษาคาแอคติวิตีของเอนไซมเอกโซกลูคาเนส ในเชื้อรากลุมไวต
รอตทั้ง 6 สายพันธุ พบวาเชื้อแตละสายพันธุใหคาแอคติวิตีแตกตางกัน จากผลการวิเคราะหที่ได
พบวาในวันที ่ 0 หรือเร่ิมตนการทดลองจะสามารถวดัคาแอคติวิตีของเอนไซมเอกโซกลูคาเนสได
เพียงเล็กนอยและคาแอคติวิตีจะเริ่มสูงขึน้เมื่อเวลาผานไปโดยเชื้อรากลุมไวตรอตมีการผลิตแอคติ
วิตีเอนไซมออกมานอกเซลจงึเริ่มสามารถวดัคาได มีสูงสุดในวันที่ 5 และ 7 ของการทดลอง 
จากนั้นคาแอคติวิตีก็เร่ิมคงที่และลดลง ซึง่เชื้อทกุสายพนัธุจะใหผลในทํานองเดียวกนั  
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ตารางที่ 8  คาแอคติวิตีของเอนไซมเอกโซกลูคาเนสของเชื้อรากลุมไวตรอตแตละสายพันธุ 

คาแอคติวิตี ( x 10P

-2
P U/ml) 

สายพนัธุ 
วันที่ 0 วันที่  1 วันที่ 3 วันที่ 5 วันที่ 7 

C. versicolor  0.182 ± 0.091 0.547 ± 0.091 0.912 ± 0.091 5.653 ± 0.329 5.227 ± 0.593 

F. velutipes  0.122 ± 0.053 0.456 ± 0.091 0.669 ± 0.053 1.094 ± 0.091 1.550 ± 0.091 

P. cornucopiae  0.152 ± 0.053 0.517 ± 0.053 0.881 ± 0.053 4.893 ± 0.368 3.921 ± 0.158 

P. ostreatus 0.091 ± 0.091 0.456 ± 0.091 1.337 ± 0.053 1.185 ± 0.158 1.611 ± 0.139 
P. sajor-caju  0.122 ± 0.053 0.638 ± 0.091 1.125 ± 0.139 1.459 ± 0.091 0.790 ± 0.139 
S. commune 0.091 ± 0.091 1.915 ± 0.569 3.465 ± 0.688 7.689 ± 0.502 8.388 ± 0.547 
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ในเวลาที่แตกตางกันไปในระยะเวลาที่ทําการทดลอง โดยพบวาเวลาที่สายพันธุตางๆ
สามารถผลิตเอนไซมไดดีอยู ในชวงวันที่  5 และวันที่  7 ของการทดลอง  โดยสายพันธุ                 
C. versicolor, P. cornucopiae และ P. sajor-caju มีคาแอคติวิตีสูงในวันที่ 5 ในขณะที่            
F. velutipes, P. ostreatus และ S. commune มีคาแอคติวิตีสูงสุดในวันที่ 7 

       และเมื่อเปรียบเทียบคาแอคติวิตขีองเอนไซมเอกโซกลูคาเนสที่ไดจากเชื้อรากลุม
ไวตรอตทั้ง 6 สายพันธุพบวาสายพันธ S. commune มีคาแอคติวิตีสูงที่สุดคือ 8.388x10P

-2
P U/ml 

รองลงมาคือ C. versicolor ซึ่งมีคาแอคติวิตี 5.653x10P

-2
P U/ml ในขณะที่สายพันธุ F. velutipes,        

P. cornucopiae, P. ostreatus และ P. sajor-caju มีคาเแอคติวิตีของเอนไซม 1.550x10P

-2
P U/ml 

4.893x10P

-2
P U/ml 1.611x10P

-2
P U/ml และ 1.459x10P

-2
P U/ml ตามลําดับ  (ภาพที่ 18) 

ภาพที ่18 คาแอคติวิตีสูงสุดของเอนไซมเอกโซกลูคาเนสจากเชื้อรากลุมไวตรอตแตละสายพันธุ 

4.4.2 การทดสอบการผลิตเอนไซมเอนโดกลูคาเนส 
               จากตารางที่ 9 ศึกษาคาแอคติวิตีของเอนไซมเอนโดกลูคาเนสในเชื้อรากลุมไวต

รอตทั้ง 6 สายพันธุพบวาเชื้อแตละสายพันธุใหคาแอคติวิตีแตกตางกัน จากผลที่ไดพบวาในวันที่              
0 หรือเร่ิมตนการทดลองจะสามารถวัดคาแอคติวิตีของเอนไซมเอนโดกลูคาเนสไดเพียงเล็กนอยแต
เมื่อเวลาผานไปเชื้อมีการผลิตเอนไซม คาแอคติวิตีจะเริ่มสูงขึ้น โดยจะสูงสุดในวันที่ 5 และ 7 ของ 
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การทดลอง จากนั้นคาแอคติวิตีก็เร่ิมคงที่และลดลง ซึ่งเชื้อทกุสายพันธุจะใหผลไปในทาํนอง
เดียวกนั  

 ในระยะเวลาที่ทาํการทดลองนัน้จะใชเวลานานกวาการศึกษาเอนไซมตัวอื่นๆโดย
พบวาในวันที่เร่ิมตนและวนัที่ 1 ของการทดลอง คาแอคติวิตีที่ไดจากแตละสายพนัธุจะใกลเคียงกนั
มาก จากนั้นจะเริ่มใหคาทีแ่ตกตางกนัตามความสามารถในการผลติของแตละสายพันธุ วนัที ่ 9 
ของการทดลองเกือบทุกสายพันธุใหคาแอคติวิตีของเอนไซมเอนโดกลคูาเนสที่สูง ยกเวน P. sajor-
caju เพียงสายพันธุเดียวที่ใหคาสูงในวนัที ่7 

 เปรียบเทียบคาแอคติวิตีของเอนไซมเอนโดกลูคาเนสที่ไดจากเชื้อรากลุมไวตรอต
ทั้ง 6 สายพนัธุพบวาสายพันธ P. cornucopiae มีคาแอคติวิตีสูงที่สุด 28.113x10P

-2
P U/ml 

รองลงมาคือสายพนัธุ F. velutipes  ซึง่มีคาแอคติวิตี 26.480x10 P

-2
P U/ml ในขณะที ่C. versicolor,             

P. ostreatus, P. sajor-caju และ S. commune มีคาเแอคติวิตีของเอนไซม 23.639x10P

-2
P U/ml 

17.834x10P

-2
P U/ml  20.979x10P

-2
P U/ml และ 25.392x10P

-2
P U/ml ตามลําดับ (ภาพที ่19) ซึ่งจะเหน็

วาคาแอคติวิตขีองเอนไซมเอนโดกลูคาเนส จะมีคาสงูเมือ่เทียบกบัเอนไซมอ่ืนๆ ในกลุมเดียวกนั 
 

4.4.3 การทดสอบการสรางเอนไซมบีตา-กลูโคซเิดส ในอาหารสูตร production 
 จากตารางที่ 10 ศึกษาคาแอคติวิตีของเอนไซม ในเชื้อรากลุมไวตรอตทัง้ 6 สาย 

พันธุในวนัที่ 0 หรือเร่ิมตนการทดลอง จะสามารถวัดคาแอคติวิตีของเอนไซมบีตา-กลูโคซิเดสได
เพียงเล็กนอย แตเมื่อเวลาผานไปเชื้อผลิตเอนไซมออกมานอกเซลได จึงเริ่มสามารถวดัคาแอคติวิตี
ได คาแอคติวิตีจะเริ่มสูงขึ้นโดยจะสูงสุดในวนัที่ 5 และ 7 ของการทดลอง จากนัน้คาแอคติวิตีก็เร่ิม
คงที่และลดลง ซึง่เชื้อทุกสายพันธุจะใหผลในทาํนองเดยีวกนั 
  ในเวลาที่แตกตางกนัไปในระยะเวลาที่ทาํการทดลอง โดยพบวาเวลาที่สายพนัธุ
ตางๆสามารถผลิตเอนไซมไดดีอยูในชวงวนัที ่5 และวันที่ 7 ของการทดลองโดยเชื้อ C. versicolor,           
P. ostreatus, P. sajor-caju และ S. commune แอคติวิตีมีคาสูงในวันที่ 5 และเชื้อ F. velutipes 
และ P. cornucopiae คาแอคติวิตีมีคาสูงในวนัที่ 7 
  เมื่อเปรียบเทยีบคาแอคติวิตีของเอนไซมบีตา-กลูโคซิเดสที่ไดจากเชือ้ไวตรอตทั้ง 
6 สายพนัธุพบวาสายพนัธ S. commune มีคาแอคติวิตีสูงที่สุดคือ 17.291x10P

-2
P U/ml รองลงมา

คือ C. versicolor มีคาแอคติวิตี 13.603x10P

-2
P U/ml โดยใหผลทาํนองเดียวกนักับผลของเอนไซม

เอกโซกลูคาเนส  ในขณะที่ F. velutipes, P. cornucopiae, P. ostreatus และ P. sajor-caju มี
คาแอคติวิตีของเอนไซม 4.776x10P

-2
P U/ml 3.567x10P

-2
P U/ml  4.413x10P

-2
P U/ml และ 2.539x10P

-2
P 

U/ml ตามลําดับ (ภาพที่ 20) (ภาพที ่20) 
 

  41 
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 ตารางที่ 9  คาแอคติวิตีของเอนไซมเอนโดกลูคาเนสของเชื้อรากลุมไวตรอตแตละสายพันธุ 
 

คาแอคติวิตี ( x 10P

-2
P U/ml) 

สายพนัธุ 
วันที่ 0 วันที่  1 วันที่ 3 วันที่ 5 วันที่ 7 วันที่ 9 วันที่ 11 

C. versicolor  0.181 ± 0.181 0.484 ± 0.105 0.786 ± 0.209 1.511 ± 0.687 15.054 ± 0.654 23.639 ± 0.583 13.542 ± 0.930 

F. velutipes  0.181 ± 0.181 0.484 ± 0.277 3.567 ± 0.733 4.655 ± 0.456 13.905 ± 0.895 26.480 ± 0.654 23.276 ± 0.733 

P. cornucopiae  0.060 ± 0.105 0.363 ± 0.181 2.176 ± 0.181 5.078 ± 0.831 15.296 ± 0.554 28.113 ± 0.480 15.477 ± 0.999 

P. ostreatus 0.121 ± 0.105 0.544 ± 0.181 1.330 ± 0.378 4.776 ± 0.277 15.235 ± 0.363 17.834 ± 0.998 14.812 ± 0.895 

P. sajor-caju  0.060 ± 0.105 0.544 ± 0.181 1.209 ± 0.378 5.260 ± 0.314 20.979 ± 0.838 17.835 ± 0.999 10.399 ± 0.554 

S. commune  0.242 ± 0.271 0.544 ± 0.181 2.237 ± 0.181 2.237 ± 0.831 23.397 ± 0.544 25.392 ± 0.654 18.621 ± 0.755 
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ภาพที ่19  คาแอคติวิตีสูงสุดของเอนไซมเอนโดกลูคาเนสจากเชื้อรากลุมไวตรอตแตละสายพันธุ 
 
 
ในการวิเคราะหคาแอคติวิตีของเอนไซมกลุมเซลลูเลสอนัไดแกเอนไซมเอกโซกลูคาเนส 

เอนไซมเอนโดกลูคาเนส และเอนไซมบีตา-กลูโคซิเดสทีผ่ลิตโดยเชื้อรากลุมไวตรอตนั้น พบวาเชือ้
แตละสายพนัธุมีคาแอคติวติีของเอนไซมเอนโดกลูคาเนสสูง ในขณะที่คาแอคติวิตีที่ไดจากเอนไซม
เอกโซกลูคาเนสและเอนไซมบีตา-กลูโคซิเดสจะมีคาแอคติวติีที่คอนขางใกลเคยีงกนั โดยแสดงการ
เปรียบเทียบดังภาพที่ 21 ยกเวนเพยีงสายพันธุ S. commune และ C. versicolor ที่จะใหคาแอคติ
วิตีของเอนไซมบีตา-กลูโคซเิดสสูงกวาเอนไซมเอกโซกลูคาเนสอยางเห็นไดชัดซึ่งตางจากสายพนัธุ
อ่ืน ในการดูผลโดยรวมพบวาสายพันธุ S. commune และ C. versicolor ใหผลของคาแอคติวติี
ของทั้ง 3 เอนไซมที่ดีใกลเคยีงกนั แตเมื่อพิจารณาจากขอที่ผานมาพบวาสายพนัธุ C. versicolor 
เปนเชื้อที่ใหความสนใจซึง่จะเลือกไปใชในการผลิตเอทานอลโดยเชื้อรากลุมไวตรอตในขอตอไป 
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ตารางที่ 10  คาแอคติวิตีของเอนไซมบีตา-กลูโคซิเดสของเชื้อรากลุมไวตรอตแตละสายพนัธุ  
 

คาแอคติวิตี ( x 10P

-2
P U/ml) 

สายพนัธุ 
วันที่ 0 วันที่  1 วันที่ 3 วันที่ 5 วันที่ 7 

C. versicolor  0.121 ± 0.105 0.846  ± 0.105 1.330 ± 0.456 13.603 ± 0.480 8.464  ± 0.818 
F. velutipes  0.060  ± 0.105 1.209  ± 0.277 1.632  ± 0.181 3.204  ± 0.895 4.776  ± 0.277 

P. cornucopiae  0.060  ± 0.105 0.544 ± 0.181 1.088  ± 0.181 1.209  ± 0.456 3.567  ± 0.378 

P. ostreatus 0.121 ± 0.105 0.786  ± 0.105 1.088  ± 0.480 4.413  ± 0.554 3.325  ± 0.209 
P. sajor-caju  0.242  ± 0.209 0.544  ± 0.363 0.846  ± 0.105 2.539  ± 0.181 1.995  ± 0.181 

S. commune  0.242  ± 0.105 1.572  ± 0.456 5.078  ± 0.831 17.291 ± 0.733 16.565  ± 
0.419 
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 ภาพที ่ 20 คาแอคติวิตีสูงสุดของเอนไซมบีตา-กลูโคซิเดสจากเชือ้รากลุมไวตรอตแตละ
           สายพันธุ 

 
 

ภาพที ่21  คาแอคติวิตีของเอนไซมเอกโซกลูคาเนส เอนโดกลูคาเนส และบีตา-กลูโคซิเดส 
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4.5  การผลติเอทานอลโดยเชื้อรากลุมไวตรอต 
        จากการศึกษาเอนไซมที่ใชในการผลติเอทานอลและเอนไซมที่เกีย่วของกับการยอย

สลายองคประกอบของวัสดุเหลือใชทางการเกษตรอันไดแก เอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจิเนส (ขอ 
4.2) เอนไซมที่เกี่ยวของกบัการยอยสลายองคประกอบของลิกนนิ (ขอ 4.3) เอนไซมที่เกีย่วของกับ
การยอยสลายองคประกอบของเซลลูโลส (ขอ 4.4) ในการศึกษาเชื้อรากลุมไวตรอตทั้ง 6 สายพนัธุ
พบวา C. versicolor ใหผลของคาแอคติวิตีที่สูงในกลุมเอนไซมในแตละหัวขอเมื่อเปรียบเทียบกับ
สายพนัธุอ่ืน ดังนัน้จึงเลือกสายพนัธุ C. versicolor มาใชในขั้นตอนการทดลองเพือ่ผลิตเปนเอทา
นอล 
 

4.5.1 การใชกลูโคสเปนสับสเตรต 
             นําเชื้อสายพันธุ C. versicolor มาหมักในระดับขวดเขยาเปนเวลา 15 วัน โดยใช

อาหารสูตร Production 4 มีกลูโคสเปนสับสเตรต (ภาคผนวก ก ขอ6) ที่ความเขมขน 10, 20 และ 
30 กรัมตอลิตร จากนั้นเก็บตัวอยางเพื่อวิเคราะหความเขมขนเอทานอลที่เกิดขึ้น ปริมาณน้ําตาลที่
เหลืออยู  และการเจริญของเชื้อ (ตารางที่ 11 และภาพที่ 22) 

             จากผลการทดลองพบวาในการใชกลูโคสเปนสับสเตรตที่ความเขมขนตางๆ 
ความเขมขนเอทานอลจะเพิ่มข้ึนเมื่อเวลาผานไประยะหนึ่ง จากนั้นคาความเขมขนเอทานอลจะ
เร่ิมลดลง ซึ่งเปนไปในทํานองเดียวกันทั้ง 3 ความเขมขนของกลูโคส และเมื่อเปรียบเทียบกันทั้ง 3 
ความเขมขนของกลูโคสพบวาที่ความเขมขนกลูโคส 30 กรัมตอลิตรใหคาความเขมขนเอทานอลสูง
กวาที่ความเขมขนกลูโคสอื่นๆ คือมีคาความเขมขนเอทานอล 2.193 กรัมตอลิตร ในวันที่ 9 ของ
การทดลอง นั่นคือเมื่อความเขมขนกลูโคสเพิ่มข้ึนความเขมขนเอทานอลจะเพิ่มข้ึนสําหรับการ
ทดลองครั้งนี้ 

            ในการศึกษาการเจริญของสายพนัธุ C. versicolor โดยทาํการชั่งน้ําหนักเสนใย
แหงจากวนัที่เร่ิมการทดลองจนสิ้นสุดการทดลอง พบวาน้าํหนักเสนใยจะเพิม่ข้ึนเรือ่ยๆนั่นคือเชื้อมี
การเจริญเพิ่มข้ึนเมื่อเวลาผานไป ซึง่เปนไปในทํานองเดียวกนัทัง้ 3 ความเขมขนของกลูโคส และ
เมื่อเปรียบเทยีบกันทัง้ 3 ความเขมขนของกลูโคส พบวาเชื้อจะเจริญใกลเคียงกนัทัง้ 3 ความ
เขมขนของกลโูคส โดยมีคาการเจริญสูงสดุประมาณ 2.06-2.66 กรัมตอลิตร ประมาณวนัที่ 12 
ของการทดลอง 

            ในการวิเคราะหปริมาณน้าํตาลทีเ่หลือในน้ําหมกัในแตละชวงการทดลอง จากผล
การทดลองพบวาในการใชกลูโคสเปนสับสเตรตที่ความเขมขนตางๆปริมาณน้ําตาลจะลดลงเรื่อยๆ
เมื่อเวลาผานไป แสดงวาเชื้อมีการนาํน้ําตาลไปใชในการเจริญของเชื้อและการผลิตเอทานอล ซึง่
เปนไปในทํานองเดียวกันทั้ง 3 ความเขมขนของกลูโคส
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ตารางที่ 11   ความเขมขนเอทานอลที่เกดิขึ้น ปริมาณน้ําตาลที่เหลืออยูและการเจริญของเชื้อที่ไดจากการใชกลูโคสเปนสับสเตรตที่ความเขมขน  

       10 กรัมตอลิตร 20 กรัมตอลิตรและ 30 กรัมตอลิตร โดยเชื้อ C. versicolor 
 

ความเขมขนเอทานอล (กรัมตอลิตร) การเจริญ (กรัมตอลิตร) ความเขมขนกลูโคส (กรัมตอลิตร) เวลา 
( วัน) กลูโคส 10 

กรัมตอลิตร 
กลูโคส20 
กรัมตอลิตร 

กลูโคส 30 
กรัมตอลิตร 

กลูโคส 10 
กรัมตอลิตร 

กลูโคส20 
กรัมตอลิตร 

กลูโคส 30 
กรัมตอลิตร 

กลูโคส 10 
กรัมตอลิตร 

กลูโคส20 
กรัมตอลิตร 

กลูโคส 30 
กรัมตอลิตร 

0 0.000 0.000 0.000 0.954 0.781 1.155 10.64 19.67 29.79 

3 0.413 0.143 0.580 1.039 2.514 2.109 8.84 12.75 23.14 

6 0.372 0.720 0.819 1.715 2.115 2.011 7.43 13.99 18.98 

9 0.440 0.910 2.193 1.826 2.882 2.711 6.01 11.64 14.64 

12 0.405 0.896 1.005 2.061 2.662 2.189 4.32 8.04 14.45 

15 0.182 0.605 0.724 2.075 3.559 2.253 3.93 5.13 18.98 
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ภาพที ่22     ความเขมขนเอทานอลที่เกดิขึ้น ปริมาณน้ําตาลที่เหลืออยูและการเจริญของเชื้อที ่

ไดจากการใชกลูโคสเปนสับสเตรตที่ความเขมขน 10 กรัมตอลิตร 20 กรัมตอลิตร 
และ 30 กรัมตอลิตร โดยเชื้อ C. versicolor 
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4.5.2 การใชเซลลูโลสเปนสับสเตรต 
             เนื่องจากในธรรมชาติวัสดุเหลือใชทางการเกษตรมีเซลลูโลสเปนองคประกอบ

หลักซึง่มีอัตราสวนที่มากกวาเมื่อเทียบกับเฮมิเซลลูโลสดังนัน้จึงทําการทดลองโดยใชเซลลูโลสเปน
สับสเตรต แตเนื่องจากตองการมุงเนนศกึษาเชื้อรากลุมไวตรอตวาสามารถผลิตเอทานอลไดหรือไม
เปนหลกัสําคญั ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงเลอืกใชเซลลูโลสบริสุทธิ ์ (commercial cellulose) เปน
สับสเตรตทั้งนีเ้พื่อลดปญหาการปนเปอนจากสารอืน่ๆซึ่งอาจมีผลกระทบตอการทดลอง ซึง่ผลที่ได
เปนขอมูลพืน้ฐานในกรณีทีท่ําการหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลใหสูงขึ้น หรือในการ
นําตัวอยางเซลลูโลสที่มีอยูในวัสดุเหลือใชทางการเกษตรมาใชจริงในงานวิจัยตอไปในอนาคต 

            จากผลการทดลองขอ 4.5.1 ในการเลือกใชกลูโคสเปนสับสเตรตโดยใชสายพันธุ 
C. versicolor พบวาสามารถทีจ่ะผลติเอทานอลโดยใชกลูโคสเปนสับสเตรตได ดังนั้นจงึนําเชื้อ   
C. versicolor มาหมกัในระดับขวดเขยาเปนเวลา 15 วัน ใชอาหารสตูร Production 4 มีเซลลูโลส
เปนสับสเตรต (ภาคผนวก ก ขอ6) ทีค่วามเขมขน 5 และ 10 กรัมตอลิตร ในการทดลองใช
เซลลูโลส 2 ชนิดคือ Carboxymethyl cellulose (CMC) ซึ่งเปนเซลลโูลสที่มีความสามารถในการ
ละลายน้ําไดสูง และ Microcrystalline cellulose (Avicel) ซึ่งเปนเซลลูโลสที่มีความสามารถใน
การละลายน้าํไดต่ํา 
 

4.5.2.1 ใชเซลลูโลสชนิด Carboxymethyl cellulose (CMC) 
                    นําเชื้อ C. versicolor มาหมักในระดับขวดเขยาเปนเวลา 15 วัน ใชอาหาร

สูตร Production 4 มี CMC เปนสับสเตรต (ภาคผนวก ก ขอ6) ที่ความเขมขน 5 และ 10 กรัมตอ
ลิตร แบงการทดลองเปน 2 การทดลองคอื การทดลองที่มีความเขมขนของสารแหลงไนโตรเจนต่าํ 
(ammonium tartrate 0.2 กรัมตอลิตร) และการทดลองที่มีความเขมขนของสารแหลงไนโตรเจนสงู 
(ammonium tartrate 2.0 กรัมตอลิตร)  
 

4.5.2.1.1 การทดลองที่มีความเขมขนของสารแหลงไนโตรเจนต่ํา 
                                วิเคราะหความเขมขนเอทานอลที่เกิดขึ้น (ตารางที ่ 12 และภาพที ่

23) การทํางานของเอนไซมในกลุมเซลลเูลส (ตารางที่ 13 และภาพที ่24) 
 

 
 

 
 

  49 



                                                                                                                                                               50

ในการใชเซลลโูลสชนิด CMC เปนสับสเตรต ที่ความเขมขน 5 และ 10  กรัมตอลิตร โดย
ทําการหมักในระดับขวดเขยาและมีความความเขมขนของสารแหลงไนโตรเจน 0.2 กรัมตอลิตร  
ตารางที่ 12 และภาพที่ 23 แสดงคาความเขมขนเอทานอล พบวาความเขมขนของเอทานอลที่
สามารถวัดคาไดจะเกิดขึ้นในชวงวนัที ่ 6 ของการทดลอง โดยจะมีความเขมขนสงูขึน้เรื่อยๆ จนถงึ
วันที่ 15 ของการทดลอง จากนัน้ความเขมขนของเอทานอลจะเริ่มลดลง ซึ่งทัง้ 2 ความเขมขนของ 
CMC ใหผลในทาํนองเดียวกันและเมื่อเปรียบเทียบความเขมขนของเอทานอลระหวาง 2 ความ
เขมขน พบวาที่ความเขมขน CMC 10 กรัมตอลิตรใหคาความเขมขนเอทานอลสูงกวาที่ความ
เขมขน CMC 5 กรัมตอลิตร คือมีคาความเขมขนเอทานอล 0.322 และ 0.046 กรัมตอลิตร 
ตามลําดับ และตารางที ่ 13 และภาพที ่ 24 แสดงคาแอคติวิตีของกลุมเอนไซมเซลลูเลสไดแก 
เอนไซมเอกโซกลูคาเนส เอนโดกลูคาเนสและบีตา-กลูโคซิเดส พบวาสามารถวิเคราะหคาเอนไซม
ทั้ง 3 ชนิดได C. versicolor สามารถมีเอนไซมยอยสลายเซลลูโลสชนิด CMC ไดโดยเอนไซมเอน
โดกลูคาเนสและเอนไซมบีตา-กลูโคซิเดสจะใหคาแอคติวติีสูงกวาเอนไซมเอกโซกลูคาเนส คือมีคา 
4.689x10P

-2
P U/ml 4.314x10P

-2
P U/ml และ 1.556x10P

-2
P U/ml ตามลําดบั ในวนัที่ 9 ของการทดลอง 

เมื่อใช CMC ที่ความเขมขน 10 กรัมตอลิตร 
 

4.5.2.1.2 การทดลองในที่มคีวามเขมขนของสารแหลงไนโตรเจนสงู 
                               ในการใชเซลลูโลสชนิด CMC เปนสับสเตรตทีค่วามเขมขน 5 และ 10  กรัม
ตอลิตรโดยทําการหมกัในระดับขวดเขยาและมีความความเขมขนของสารแหลงไนโตรเจน 2.0  
กรัมตอลิตร แสดงผลดังตารางที่ 14 และภาพที ่ 25 ซึ่งแสดงคาของความเขมขนเอทานอล ในการ
วิเคราะหความเขมขนเอทานอลพบวาจะมีความเขมขนเอทานอลเกิดขึ้นในปริมาณที่นอยมาก ซึ่ง
เปนไปในทํานองเดียวกันทั้ง 2 ความเขมขนของ CMC เมื่อเปรียบเทยีบความเขมขนของเอทานอล
ระหวาง 2 ความเขมขน พบวาที่ความเขมขน CMC 5 กรัมตอลิตรและ ความเขมขน CMC 10 กรัม
ตอลิตร ใหคาความเขมขนเอทานอลใกลเคียงกนัคือ 0.038 และ 0.031 กรัมตอลิตร แสดงวาที่
ภาวะการใชความเขมขนของสารแหลงไนโตรเจน 2.0 กรัมตอลิตรอาจไมเหมาะสมสาํหรับการผลิต
เอทานอล ทั้งนี้เมื่อเทียบกบัเซลลูโลสชนิดเดียวกนัที่ความเขมขนของสารแหลงไนโตรเจน 0.2 กรัม
ตอลิตร 
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ตารางที่ 12   ความเขมขนเอทานอลที่เกดิขึ้นที่ไดจากการใช CMC เปนสับสเตรตที่ความเขมขน   
       5 กรัมตอลิตร และ 10 กรัมตอลิตร และมีความเขมขนของสารแหลงไนโตรเจน                 
       0.2 กรัมตอลิตร โดยเชื้อ C. versicolor 

 
ความเขมขนเอทานอล (กรัมตอลิตร) เวลา 

(วัน) CMC 5 กรัมตอลิตร CMC 10 กรัมตอลิตร 
0 0.000 0.000 
3 0.000 0.000 
6 0.000 0.064 
9 0.000 0.155 
12 0.000 0.129 
15 0.046 0.322 
21 0.019 0.177 

 
 

 
ภาพที ่23   ความเขมขนเอทานอลที่เกิดขึ้นที่ไดจากการใช CMC เปนสับสเตรตที่ความเขมขน                
     5 กรัมตอลิตร และ 10 กรัมตอลิตรและมีความเขมขนของสารแหลงไนโตรเจน                                       
                0.2 กรัมตอลิตร โดยเชื้อ C. versicolor
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ตารางที่ 13  คาแอคติวิตีของกลุมเอนไซมเซลลูเลสที่ไดจากการใช CMC เปนสับสเตรตที่ความเขมขน 5 กรัมตอลิตรและ 10 กรัมตอลิตร  

      และมีความเขมขนของสารแหลงไนโตรเจน 0.2 กรัมตอลิตร โดยเชื้อ C. versicolor 
 

เอกโซกลูคาเนส( x 10P

-2
P ยูนิตตอมิลลิลิตร) เอนโดกลูคาเนส (x 10P

-2
P ยูนติตอมิลลิลิตร) บีตา-กลูโคซิเดส(x 10P

-2
P ยูนติตอมิลลิลิตร) เวลา 

(วัน) CMC 5 กรัมตอลิตร CMC 10 กรัมตอลิตร CMC 5 กรัมตอลิตร CMC 10 กรัมตอลิตร CMC 5 กรัมตอลิตร CMC 10 กรัมตอลิตร 
0 0.471 0.000 0.000 0.000 0.188 0.000 

3 1.037 1.933 0.938 2.345 1.125 0.469 

6 0.000 2.405 1.501 8.722 6.753 4.221 

9 0.471 1.556 7.878 4.689 8.066 4.314 

12 0.896 0.754 5.909 0.094 3.939 8.535 

15 0.189 0.660 0.188 0.563 1.594 4.502 

21 0.330 0.519 1.032 0.469 1.970 5.909 
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ภาพที ่24   คาแอคติวิตีของกลุมเอนไซมเซลลูเลสที่ไดจากการใช CMC เปนสับสเตรตที่ความ 
     เขมขน 5 กรัมตอลิตร และ 10 กรัมตอลิตร และมีความเขมขนของสารแหลงไนโตรเจน                       
     0.2 กรัมตอลิตร โดยเชื้อ C. versicolor 
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ตารางที่ 14  ความเขมขนเอทานอลที่เกดิขึ้นที่ไดจากการใช CMC เปนสับสเตรตที่ความเขมขน        
5 กรัมตอลิตรและ 10 กรัมตอลิตร  และมคีวามเขมขนของสารแหลงไนโตรเจน               
2.0 กรัมตอลิตร โดยเชื้อ C. versicolor 
 

ความเขมขนเอทานอล (กรัมตอลิตร) เวลา 
(วัน) CMC 5 กรัมตอลิตร CMC 10 กรัมตอลิตร 

0 0.000 0.000 
3 0.038 0.031 
6 0.024 0.031 
9 0.035 0.024 

12 0.024 0.000 
15 0.000 0.000 

 
 
 
 

 
ภาพที ่25   ความเขมขนเอทานอลที่เกิดขึ้นที่ไดจากการใช CMC เปนสับสเตรตที่ความเขมขน             
     5 กรัมตอลิตร และ 10 กรัมตอลิตร และมีความเขมขนของสารแหลงไนโตรเจน                          
     2.0 กรัมตอลิตร โดยเชื้อ C .versicolor 
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ตารางที่ 15 และภาพที ่ 26 แสดงผลการวิเคราะหคาแอคติวิตีของกลุมเอนไซมเซลลูเลส 
ไดแกเอนไซมเอกโซกลูคาเนส เอนโดกลูคาเนสและบีตา-กลูโคซิเดส สามารถวิเคราะหหาคาแอคติ
วิตีเอนไซมทั้ง 3 ชนิดได แสดงวาเซลลูเลสชนิด CMC สามารถถูกยอยสลายได โดยเอนไซมบีตา-
กลูโคซิเดสจะใหคาแอคติวติีสูงกวาเอนไซมเอกโซกลูคาเนสและเอนไซมเอนโดกลูคาเนสคือมีคาแอ
คติวิตี 11.911x10P

-2
P U/ml 4.809x10P

-2
P U/ml และ 3.283x10P

-2
P U/ml ในวนัที่ 6 ของการทดลอง ที่

ความเขมขน CMC 10 กรัมตอลิตร จากผลการทดลองใช CMC เปนสับสเตรตทีค่วามเขมขน 5  
และ 10 กรัมตอลิตร และสารแหลงไนโตรเจนที่ความเขมขน 0.2 และ 2.0 กรัมตอลิตร พบวา 
อาหารเลีย้งเชือ้ที่มี CMC 10 กรัมตอลิตร และสารแหลงไนโตรเจน 0.2 กรัมตอลิตรจะใหความ
เขมขนของเอทานอลสูงสุดที่ 0.322 กรัมตอลิตร ในวันที่ 15 ของการทดลอง นอกจากนีพ้บวาที่สาร
แหลงไนโตรเจน 2.0 กรัมตอลิตร จะใหความเขมขนเอทานอล 0.031 กรัมตอลิตร ในวนัที่ 6 ของ
การทดลอง ทีค่วามเขมขน CMC เดียวกนั 
 

4.5.2.2 ใชเซลลูโลสชนิด Microcrystalline cellulose ( Avicel) 
                     นําเชื้อ C. versicolor มาหมักในระดับขวดเขยาเปนเวลา 15 วัน ใชอาหาร

สูตร Production4 มี Avicel เปนสับสเตรต (ภาคผนวก ก ขอ6) มีความเขมขน 5 และ 10 กรัมตอ
ลิตร แบงการทดลองเปน 2 การทดลองคือ การทดลองที่มีความเขมขนของสารแหลงไนโตรเจน
เริ่มตน 0.2 กรัมตอลิตร และการทดลองทีม่ีความเขมขนของสารแหลงไนโตรเจนเริ่มตน 2.0 กรัม
ตอลิตร  

 
4.5.2.2.1 การทดลองที่มีความเขมขนของสารแหลงไนโตรเจนต่ํา 

                                       วิเคราะหความเขมขนเอทานอลที่เกิดขึ้น (ตารางที่ 16 และภาพที่ 
27) การทาํงานของเอนไซมในกลุมเซลลเูลส (ตารางที่ 17 และภาพที่ 28)  ในการทดลองโดยใช
เซลลูโลสชนิด Avicel เปนสับสเตรตที่ความเขมขน 5 และ 10  กรัมตอลิตร โดยทําการหมักใน
ระดับขวดเขยา และมีความความเขมขนของสารแหลงไนโตรเจน 0.2 กรัมตอลิตร แสดงผลดัง
ตารางที่ 16 และภาพที ่ 27 ซึ่งแสดงคาของความเขมขนเอทานอล ความเขมขนเอทานอลจะ
เพิ่มข้ึนเรื่อยๆ จนถงึวนัที ่15 ของการทดลอง คาจะเริ่มลดลง ที่ความเขมขน Avicel 10 กรัมตอลิตร
ใหคาความเขมขนเอทานอลสูงกวาที่ความเขมขน Avicel 5 กรัมตอลิตร คือมีคาความเขมขนของ
เอทานอล 0.638 และ 0.257 กรัมตอลิตร ตามลําดับ โดยมีสัดสวนมากกวาประมาณ 2 เทา 
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ตารางที่ 15  คาแอคติวิตีของกลุมเอนไซมเซลลูเลสที่ไดจากการใช CMC เปนสับสเตรตที่ความเขมขน 5 กรัมตอลิตรและ 10 กรัมตอลิตร  
                   และมีความเขมขนของสารแหลงไนโตรเจน 2.0 กรัมตอลิตร โดยเชื้อ C. versicolor 
 

เอกโซกลูคาเนส( x 10P

-2
P ยูนิตตอมิลลิลิตร) เอนโดกลูคาเนส (x 10P

-2
P ยูนติตอมิลลิลิตร) บีตา-กลูโคซิเดส(x 10P

-2
P ยูนติตอมิลลิลิตร) เวลา 

(วัน) CMC 5 กรัมตอลิตร CMC 10 กรัมตอลิตร CMC 5 กรัมตอลิตร CMC 10 กรัมตอลิตร CMC 5 กรัมตอลิตร CMC 10 กรัมตอลิตร 
0 0.236 0.471 0.000 0.000 0.000 5.158 
3 1.273 0.707 0.000 0.375 1.876 13.224 
6 6.224 4.809 2.063 3.283 7.316 11.911 
9 1.744 0.236 1.594 3.939 0.657 17.820 

12 1.792 2.405 5.252 1.688 2.626 5.065 
15 2.263 0.802 2.626 2.532 2.439 3.376 
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ภาพที ่26  คาแอคติวิตีของกลุมเอนไซมเซลลูเลสที่ไดจากการใช CMC เปนสับสเตรตที่ความ 
      เขมขน 5 กรัมตอลิตร และ 10 กรัมตอลิตร และมีความเขมขนของสารแหลงไนโตรเจน  
       2.0  กรัมตอลิตร โดยเชื้อ C. versicolor 
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ตารางที่ 16   ความเขมขนเอทานอลที่เกดิขึ้นที่ไดจากการใช Avicel  เปนสับสเตรตที่ความเขมขน  
5 กรัมตอลิตรและ 10 กรัมตอลิตร และมีความเขมขนของสารแหลงไนโตรเจน           
0.2 กรัมตอลิตร โดยเชื้อ C. versicolor 

 
ความเขมขนเอทานอล (กรัมตอลิตร) เวลา 

(วัน) Avicel 5 กรัมตอลิตร Avicel 10 กรัมตอลิตร 
0 0.000 0.000 
3 0.166 0.323 
6 0.131 0.330 
9 0.115 0.424 

12 0.158 0.450 
15 0.257 0.634 
21 0.255 0.128 

 

 
 

ภาพที ่27  ความเขมขนเอทานอลที่เกิดขึ้นที่ไดจากการใช Avicel เปนสับสเตรต ที่ความเขมขน           
     5 กรัมตอลิตร และ 10 กรัมตอลิตร และมีความเขมขนของสารแหลงไนโตรเจน                          
                 0.2 กรัมตอลิตร โดยเชื้อ C. versicolor 
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ตารางที่ 17 และภาพที ่ 28 แสดงผลการวิเคราะหคาแอคติวิตีของกลุมเอนไซมเซลลูเลส 
อันไดแก เอนไซมเอกโซกลคูาเนส เอนโดกลูคาเนสและบีตา-กลูโคซิเดส  สามารถวิเคราะหหาคา
เอนไซมทัง้ 3 ได โดยเอนไซมเอนโดกลูคาเนสจะใหคาแอคติวิตีสูงกวาเอนไซมเอกโซกลูคาเนส และ
เอนไซมบีตา-กลูโคซิเดสเอนไซม คือมีคาแอคติวิตี 20.728x10P

-2
P U/ml 4.008x10P

-2
P U/ml และ 

4.314x10P

-2
P U/ml ตามลําดับ ในวันที ่9 ของการทดลองที่ความเขมขน Avicel 10 กรัมตอลิตร และ

คาแอคติวิตีที่ไดจากทัง้ 2 ความเขมขนของ Avicel จะใหคาที่ใกลเคียงกันในเอนไซมแตละชนิด 
 

4.5.2.2.2 การทดลองที่มีความเขมขนของสารแหลงไนโตรเจนสูง 
                                 วิเคราะหความเขมขนเอทานอลที่เกิดขึ้น (ตารางที ่ 18 และภาพที ่

29) การทาํงานของเอนไซมในกลุมเซลลเูลส (ตารางที ่ 19 และภาพที ่ 30) ในการทดลองโดยใช
เซลลูโลสชนิด Avicel  

                             ในการใชเซลลูโลสชนดิ Acivel เปนสับสเตรตทีค่วามเขมขน 5 และ 
10 กรัมตอลิตรโดยทําการหมักในระดับขวดเขยา และมคีวามความเขมขนของสารแหลงไนโตรเจน 
2.0  กรัมตอลิตร แสดงผลดังตารางที ่18 และภาพที ่29 ซึ่งแสดงคาของความเขมขนเอทานอล  

                            ความเขมขนเอทานอลจะมีเกิดขึ้นในปริมาณทีน่อย ซึ่งเปนไปใน
ทํานองเดียวกนัทัง้ 2 ความเขมขนของ Avicel ที่ 5 และ 10 กรัมตอลิตร และวันที่ 15 ของการ
ทดลองไมสามารถวิเคราะหคาได โดยความเขมขนที่วัดไดสูงสุดอยูในวันที ่ 6 ของการทดลอง มีคา 
0.034 และ 0.013 กรัมตอลิตรของ Avicel ความเขมขน 5 และ 10 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 

                           ตารางที่ 19 และภาพที่ 30 แสดงผลการวิเคราะหคาแอคติวติีของกลุม
เอนไซมเซลลูเลส ไดแก เอนไซมเอกโซกลูคาเนส เอนโดกลูคาเนสและบีตา-กลูโคซิเดส  สามารถ
วิเคราะหคาเอนไซมทัง้ 3 ชนิดได โดยเอนไซมเอนโดกลูคาเนส จะใหคาแอคตวิิตีสูงรองลงมาคอื
เอนไซมบีตา-กลูโคซิเดส และเอนไซมเอกโซกลูคาเนส โดยมีคา 20.728x10P

-2
P U/ml 3.470x10P

-2
P 

U/ml และ 1.179x10P

-2
P U/ml ตามลําดับ ในวนัที่ 9 ของการทดลอง ที่ Avicel 10 กรัมตอลิตร และ

คาแอคติวิตีที่ไดจากทัง้ 2 ความเขมขนของ Avicel จะใหคาที่ใกลเคียงกันในเอนไซมแตละชนิด 
                                  จากผลการทดลองใช Avicel เปนสับสเตรตทีค่วามเขมขน 5  และ 10 

กรัมตอลิตรและสารแหลงไนโตรเจนที่ความเขมขน 0.2 และ 2.0 กรัมตอลิตร พบวาอาหารเลีย้งเชือ้
ที่มี Avicel 10 กรัมตอลิตรและสารแหลงไนโตรเจน 0.2 กรัมตอลิตร จะใหความเขมขนของเอทา
นอลสูงสุดที่ 0.634 กรัมตอลิตร ในวนัที ่15 ของการทดลอง นอกจากนีพ้บวาที่สารแหลงไนโตรเจน 
2.0 กรัมตอลิตร จะใหความเขมขนเอทานอล 0.013 กรัมตอลิตร ในวันที่ 6 ของการทดลอง ที่ความ
เขมขน Avicel เดียวกัน
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ตารางที่ 17  คาแอคติวิตีของกลุมเอนไซมเซลลูเลสที่ไดจากการใช Avicel เปนสบัสเตรตที่ความเขมขน 5 กรัมตอลิตรและ 10 กรัมตอลิตร  

      และมีความเขมขนของสารแหลงไนโตรเจน 0.2 กรัมตอลิตร โดยเชื้อ C. versicolor 
เอกโซกลูคาเนส( x 10P

-2
P ยูนิตตอมิลลิลิตร) เอนโดกลูคาเนส (x 10P

-2
P ยูนติตอมิลลิลิตร) บีตา-กลูโคซิเดส(x 10P

-2
P ยูนติตอมิลลิลิตร) เวลา 

(วัน) Avicel 5 กรัมตอลิตร Avicel 10 กรัมตอลิตร Avicel 5 กรัมตอลิตร Avicel 10 กรัมตอลิตร Avicel 5 กรัมตอลิตร Avicel 10 กรัมตอลิตร 
0 0.000 0.094 0.000 0.000 0.188 0.469 
3 0.519 0.141 5.534 16.413 1.125 4.221 
6 1.650 0.519 13.599 14.162 6.753 0.000 
9 4.149 4.008 20.165 20.728 8.066 4.314 

12 1.037 2.452 16.601 11.349 3.939 8.535 
15 0.283 3.678 7.878 10.223 1.594 4.502 
21 0.802 1.839 10.317 8.722 1.688 5.815 
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ภาพที ่28     คาแอคติวิตีของกลุมเอนไซมเซลลูเลสที่ไดจากการใช Avicel เปนสบัสเตรตที่ความ 
        เขมขน 5 กรัมตอลิตร และ 10 กรัมตอลิตร และมีความเขมขนของสารแหลง    
        ไนโตรเจน 0.2  กรัมตอลิตร โดยเชื้อ C. versicolor
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ตารางที่ 18    ความเขมขนเอทานอลที่เกดิขึ้นที่ไดจากการใช Avicel เป ็นสับสเตรตที่ความเขมขน   
        5 กรัมตอลิตรและ 10 กรัมตอลิตร และมีความเขมขนของสารแหลงไนโตรเจน  
        2.0 กรัมตอลิตร โดยเชื้อ C. versicolor 

 
ความเขมขนเอทานอล (กรัมตอลิตร) เวลา 

(วัน) Avicel 5 กรัมตอลิตร Avicel 10 กรัมตอลิตร 
0 0.000 0.000 
3 0.011 0.004 
6 0.034 0.013 
9 0.029 0.011 

12 0.000 0.005 
15 0.000 0.000 

 
 
 
 

 
ภาพที ่29   ความเขมขนเอทานอลที่เกิดขึ้นที่ไดจากการใช Avicel  เปนสับสเตรตทีค่วามเขมขน   

     5 กรัมตอลิตร และ 10 กรัมตอลิตรและมีความเขมขนของสารแหลงไนโตรเจน 2.0 กรัม  
      ตอลิตร โดยเชื้อ C. versicolor 
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ตารางที่ 19  คาแอคติวิตีของกลุมเอนไซมเซลลูเลสที่ไดจากการใช Avicel เปนสบัสเตรตที่ความเขมขน 5 กรัมตอลิตรและ 10 กรัมตอลิตร  

      และมีความเขมขนของสารแหลงไนโตรเจน 2.0 กรัมตอลิตร โดยเชื้อ C. versicolor 
เอกโซกลูคาเนส( x 10P

-2
P ยูนิตตอมิลลิลิตร) เอนโดกลูคาเนส (x 10P

-2
P ยูนติตอมิลลิลิตร) บีตา-กลูโคซิเดส(x 10P

-2
P ยูนติตอมิลลิลิตร) เวลา 

(วัน) Avicel 5 กรัมตอลิตร Avicel 10 กรัมตอลิตร Avicel 5 กรัมตอลิตร Avicel 10 กรัมตอลิตร Avicel 5 กรัมตอลิตร Avicel 10 กรัมตอลิตร 
0 0.000 0.047 0.000 0.000 1.501 1.970 
3 0.000 0.754 0.563 16.413 0.750 2.907 
6 0.047 0.707 2.063 14.162 3.376 4.221 
9 0.519 1.179 3.845 20.728 3.752 3.470 

12 0.189 0.896 3.095 11.349 3.189 3.376 
15 0.330 0.754 3.845 10.223 4.221 3.470 
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ภาพที ่30   คาแอคติวิตีของกลุมเอนไซมเซลลูเลสที่ไดจากการใช Avicel เปนสับสเตรตที่ความ 

เขมขน 5 กรัมตอลิตร และ 10 กรัมตอลิตรและมีความเขมขนของสารแหลงไนโตรเจน       
2.0 กรัมตอลิตร โดยเชื้อ C. versicolor 



                                                                                                                                                               65

บทที่ 5 
วิจารณผลการทดลอง 

 
5.1   การคัดเลือกและการเจริญของเชื้อรากลุมไวตรอตที่ใชในงานวิจยั 

เนื่องจากงานวิจัยนี้ตองการเชื้อที่สามารถผลิตเอทานอลไดโดยใชวัตถุดิบที่เปนวัสดุเหลือ
ใชทางการเกษตร ดังนั้นหลักเกณฑเบื้องตนที่ใชในการคัดเลือกสายพันธุของเชื้อ นอกจากสามารถ
ผลิตเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจิเนสซึ่งเปนเอนไซมสําคัญที่ใชในการผลิตเอทานอลไดแลวยังตอง
เปนเชื้อที่มีคุณสมบัติในการผลิตเอนไซมที่ใชในการยอยสลายองคประกอบหลักของวัสดุเหลือใช
ทางการเกษตรซึ่งเปนวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลสไดดวยเชนกัน จากรายงานวิจัยที่ผานมาพบวา
เชื้อรากลุมไวตรอตมีคุณสมบัติดังกลาว (Leonowicz et al., 1999) ดังนั้นจึงคัดเลือกเชื้อที่มีอยูใน
หองปฏิบัติการไดเชื้อที่ตรงตามหลักเกณฑจํานวน 6 สายพันธุ ซึ่งทั้ง 6 สายพันธุเปนเชื้อจําพวก
เห็ดโดยสามารถรับประทานไดและมีคุณคาทางอาหารคือมีไฟเบอร โปรตีน และวิตามิน สารทาง
การแพทยเชน β-D-glucan (Takaku et al., 2001) 

ในการศึกษาการเจริญของเชื้อรากลุมไวตรอต เชื้อสามารถสรางเอนไซมที่ใชในการยอย
สลายลิกนินไดในปริมาณสูงเมื่อเชื้อเร่ิมมีการเจริญเติบโตเขาสูระยะ stationary phase (Keyser 
et al.,1978) ดังนั้นการผลิตเอนไซมจากเชื้อรากลุมไวตรอตจึงตองทราบระยะเวลาที่เชื้อราเจริญ
เขาสูระยะ stationary phase ในการทดลองนี้ไดเลี้ยงเชื้อรากลุมไวตรอตในอาหารเหลว PDB และ
ตรวจสอบการเจริญดวยการช่ังน้ําหนักแหงเฉลี่ยของเสนใยของเชื้อ สายพันธุที่ใหน้ําหนักเสนใย
แหงเฉลี่ยสูงที่สุดคือ P. sajor-caju และ S. commune โดยมีคาน้ําหนักเสนใยแหงเฉลี่ยเทากับ 
10.20 และ 8.08 กรัมตอลิตร ตามลําดับ  จากการพิจารณาน้ําหนักแหงที่ไดซึ่งมีคาสูงสุดและคงที่
ในระยะหนึ่งทําใหทราบวาถึงระยะเวลาที่เหมาะสมสําหรับการนําเชื้อไปใชเพื่อผลิตหรือศึกษา
เอนไซมตอไปโดยเช้ือรากลุมไวตรอตเขาสู early stationary phase ประมาณวันที่ 4-6 ของการ
ทดลอง 

 
 

5.2 การผลิตเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจิเนสโดยเชื้อรากลุมไวตรอต  
 เนื่องจากมีรายงานวาเชื้อรากลุมไวตรอตสามารถผลิตเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจิเนสได 
(Okamura et al., 2001) ดังน้ันจึงนําเชื้อรากลุมไวตรอตที่คัดเลือกไดในการทดลองครั้งนี้มาศึกษา
ความสามารถในการผลิตเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจิเนสของเชื้อแตละสายพันธุ ทั้งนี้เพื่อดูวา
เชื้อแตละสายพันธุมีความสามารถในการผลิตเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจิเนสไดหรือไม 

   



                                                                                                                                                               66

ในการทดลองทําการเลี้ยงเชื้อในอาหารสูตร glucose-peptone โดยไมมีการเขยาทั้งนี้
เพื่อใหเปนภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอทานอล ในการวิเคราะหคา specific activity ของ
เอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจิเนส เนื่องจากเอนไซมนี้เปน intracellular enzyme ดังนั้นจึงตองนํา
เสนใยของเชื้อรากลุมไวตรอตที่เล้ียงไดมา homogenize ดวยเครื่อง ultrasonic disrubtor ที่ 20 
kHz เปนเวลา 10 นาที โดยเปนการทําใหเซลลแตก ซึ่งในระหวางการทําใหเซลลแตกเอนไซมอาจมี
การเสียสภาพไปบางเนื่องจากความรอน นอกจากนี้เสนใยของแตละสายพันธุจะมีการจับตัวหนา
แนนแตกตางกัน อาจมีผลตอการทําใหเซลลแตกที่ระยะเวลาตางกัน จากงานวิจัยนี้ใชระยะเวลาที่
ทําใหเซลลแตกเทากับ 10 นาที ดังนั้นในการแตกของเสนใยของเชื้อจะพบวาเสนใยของเชื้อที่จบัตัว
กันไมแข็งแรงพออาจมีการแตกของเสนใยดีกวาเชื้อที่เสนใยมีการจับตัวกันอยางแข็งแรง ซึ่งอาจ
ใหผลคลาดเคลื่อนจากความเปนจริงไปบาง แตอยางไรก็ตามจากการทดลองแมคา specific 
activity ที่ไดจะไมสูงคือมีคา specific activity อยูในชวง 1.3-2.5 U/mg protein แตก็สามารถ
บอกไดวาเชื้อรากลุมไวตรอตแตละสายพันธุที่ศึกษาสามารถผลิตเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจิเนส
ไดเชนกัน โดยมีรายงานวิจัยที่ผานมาศึกษาคา specific activity ของเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดร
จิเนสของเชื้อราไวตรอต Tricholoma  matsutake พบวามีคา specific activity  2.5 U/mg 
protein และเชื้อ Pleurotus ostreatus มีคา  specific activity 4.6 U/mg protein  ณ ภาวะที่
ศึกษา (Okamura-Matsui et al., 2003) 
 
 
5.3 การผลิตเอนไซมที่เกีย่วของกับการยอยสลายองคประกอบของลิกนนิโดยเชื้อรากลุมไวตรอต 

ทําการศึกษาความสามารถในการผลิต extracellular enzymes ในกลุมเอนไซมลิกนิน
เปอรออกซิเดส แมงกานีสเปอรออกซิเดสและแลคเคส ทั้งนี้เพื่อศึกษาคุณสมบัติของเชื้อในการผลติ
กลุมเอนไซมดังกลาว เพื่อยอยสลายองคประกอบของวัสดุเหลือใชทางการเกษตรซึ่งเปนกลุมลิกโน
เซลลูโลส โดยเขาไปทําลายวงแหวนโพลิเมอรที่ซับซอนของลิกนิน 

ในการทดลองนําเชื้อมาเลี้ยงในอาหารสูตร production ซึ่งเปนสูตรมาตรฐานที่ใชชักนําให
เชื้อมีการผลิตเอนไซมที่ยอยสลายลิกนิน โดยเก็บตัวอยางไปวิเคราะหคาแอคติวิตีของเอนไซม ทํา
การเก็บตัวอยางวันเวนวันเปนระยะเวลา 7 วัน ที่ไมเก็บทุกวันทั้งนี้เพราะเชื้อราจะมีการ
เจริญเติบโตชากวาเชื้อชนิดอื่นๆ จึงจําเปนตองใหระยะเวลาในการพิจารณาการเปลี่ยนแปลง
เล็กนอย และการสิ้นสุดการตรวจสอบคาแอคติวิตีที่ 7 วันเพราะในทางอุตสาหกรรมนั้นหากตองใช
ระยะเวลาในการผลิตผลิตภัณฑนานเกินไปจะไมคุมคาตอการลงทุน ฉะนั้นหากเชื้อสามารถผลิต
ผลิตภัณฑไดในระยะเวลาอันสั้นจึงเปนที่ตองการในทางอุตสาหกรรม (สมใจ, 2537) 
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จากการทดลองภาวะ pH เทากับ 5.0 และอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสเปนคา pH และ
อุณหภูมิทั่วไปของการเจริญของเชื้อรา ซึ่งยังไมใชภาวะที่เหมาะสมของแตละเชื้อ แตที่ตองใช pH 
และอุณหภูมิที่เทากันทุกคาก็เพื่อเปรียบเทียบคา ณ ภาวะใดภาวะหนึ่งเพื่อเปรียบเทียบวาเชื้อใดมี
แอคติวติีดีกวา ซึ่งในงานวิจัยนี้คาแอคติวิตีสูงสุดของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสที่ไดจากแตละ
สายพันธุอยูในชวง 6.2x10P

-2
P U/ml ถึง 9.1x10P

-2
P U/ml จากงานวิจัยที่ผานมาเชื้อ Phanerochaete 

chrysosporium ใหคาแอคติวิตีของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส 12.8 x 10P

-2
P U/ml ในภาวะที่

ศึกษา (Haddadin et al, 2002) เชื้อ C. versicolor ใหคาแอคติวิตีของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิ 
เดสอยูในชวง 5x10P

-2
P U/ml ถึง 10x10P

-2
P U/ml ในภาวะที่ศึกษา (Arora and Gill, 2001) และ

องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อก็มีผลตอการผลิตและการแสดงออกของการทํางานของเอนไซม 
(Varela et al., 2000) สูตรอาหาร production ที่ใชจะมีสวนประกอบของ guaiacol ที่ความเขมขน 
0.4 mM เปนตัวชักนําหรือกระตุนการสรางเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสไดสูงกวาแมงกานีสเปอร
ออกซิเดส และแลคเคส นอกจากนี้ก็ยังสามารถใชสารชักนําตัวอื่นๆไดอีกเชน veratryl alcohol 
(Ruttimann et al., 1992)  

ระดับของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและแลคเคสนั้นขึ้นอยูกับความเขมขนของ
แมงกานีสที่มีอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสจะถูกผลิตไดดีก็ตอเมื่อมี
แมงกานีสเปนตัวชักนํา ตัวชักนํามีคาในระดับที่ต่ําอาจเปนสาเหตุที่ทําใหการผลิตแมงกานีสเปอร
ออกซิเดสอยูในระดับตํ่า โดยแมงกานีสจะเปนตัวชักนําใหมีการผลิต veratryl alcohol ซึ่งจัดเปน 
โคแฟคเตอรที่สําคัญในการยอยสลายลิกนิน (Kondo et al., 1996) ซึ่งในงานวิจัยนี้สามารถตรวจ
พบแอคติวิตีเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส ไดในเชื้อไวตรอตทุกสายพันธุยกเวน S. commune  
ที่ไมสามารถตรวจพบ แตอยางไรก็ตามพบวา S. commune สามารถผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอร
ออกซิเดสได (จันทรเกษม, 2544) ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากงานวิจัยนี้ภาวะการทดลองไมเหมาะสม
หรือแมงกานีสซัลเฟตนอยเกินไปดังที่กลาวมาขางตน คาแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานีสเปอรออก
ซิเดสที่ไดจากงานวิจัยนี้มีคาอยูในชวง 1x10P

-2
P U/ml ถึง 2x10P

-2
P U/ml ซึ่งถือวาอยูในระดับที่

ใกลเคียงกับงานวิจัยที่ผานมา มีรายงานวาคาแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสของ
เชื้อ Pleurotus dryinus มีคาแอคติวิตี ประมาณ 3.4x10P

-2
P U/ml (Elisashvili et al., 2006) 

Pleurotus ostreatus และ Trametes verscolor  มีคาแอคติวิตีเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส 
0.332x10P

-2
P U/ml และ 0.324 x 10P

-2
P U/ml ตามลําดับ (Valaskova and Baldrian, 2006) 

การที่เอนไซมแลคเคสมีคานอย อาจเนื่องมาจากชนิดและความเขมขนของตัวชักนํายังไม
เหมาะสม จากงานวิจัยที่ผานมาของ Koroljova-Skorobogat’ko และคณะ ในป 1998 ไดทําการ
ทดลองหาตัวชักนําที่เหมาะสม สําหรับการผลิตเอนไซมแลคเคสของเชื้อรา Coriolus hirsutus ที่
เปนเชื้อราในกลุมของ basidiomycetes จะพบวาในการเปรียบเทียบการเปนตัวชักนําของสาร 
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syringaldazine, guaiacol, 3,4-xylidine และ caffeic acid ที่มีการเติมลงในอาหารพบวา 
syringaldazine เปนตัวชักนําที่มีประสิทธิภาพสูงสุดสําหรับการผลิตเอนไซมแลคเคส คาแอคติวิตี
ของเอนไซมแลคเคสที่ไดจากงานวิจัยนี้มีคาอยูในชวง 1x10P

-2
P U/ml ถึง 4x10P

-2
P U/ml ซึ่งถือวาอยูใน

ระดับไมสูงมากแตก็ไมนอยจนเกินไป จากงานวิจัยที่ผานมามีรายงานวาคาแอคติวิตีของเอนไซม
แลคเคสของเชื้อ Schizophyllum commune มีคาประมาณ 3.0x10P

-2
P U/ml ถึง 13.2x10P

-2
P U/ml   

(Haddadin et al., 2002) Pleurotus ostreatus และ Trametes verscolor  มีคา 1.3x10P

-2
P U/ml 

และ 3.2x10P

-2
P U/ml ตามลําดับ (Valaskova and Baldrin, 2006) 

 
 
5.4 การผลิตเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายองคประกอบของเซลลูโลสโดยเชื้อราไวตรอต 

ทําการศึกษาความสามารถในการผลิตเอนไซมในกลุมเอนไซมเซลลูเลส อันประกอบไป
ดวยเอนไซมเอกโซกลูคาเนส เอนโดกลูคาเนส และบีตา-กลูโคซิเดส ทั้งนี้เพื่อศึกษาคุณสมบัติของ
เชื้อในการผลิตกลุมเอนไซมดังกลาวเพื่อยอยสลายเซลลูโลสซึ่งเปนองคประกอบหลักของวสัดเุหลอื
ใชทางการเกษตร โดยมีรายงานวาเชื้อรากลุมไวตรอตซึ่งเปนราใน Basidiomycetes มี
ความสามารถในการยอยสลายลิกนินและเซลลูโลสได 

โดยทั่วไปการยอยสลายเซลลูโลสเพื่อใหไดน้ําตาลกลูโคสสามารถทําได 2 วิธี คือวิธีทาง
เคมีและวิธีทางชีวภาพ โดยวิธีทางเคมีจะใชกรดเขมขนหรือเจือจางยอยสลายเซลลูโลส เพื่อใหได
น้ําตาลกลูโคสโดยตรงแตจะไดผลผลิตน้ําตาลต่ํา เพราะมีการทําลายน้ําตาลที่เกิดขึ้นดวยกรดและ
กรดยังทําปฏิกิริยากับสารอื่นที่ไมใชเซลลูโลส ทําใหไดผลิตภัณฑพลอยไดชนิดอื่นที่ไมตองการ 
นอกจากนี้ปฏิกิริยายังเกิดรุนแรงและไมเจาะจง (McMillan, 1994) สวนวิธีทางชีวภาพจะใช
เอนไซมยอยสลายเซลลูโลส ซึ่งปฏิกิริยาเกิดขึ้นแบบไมรุนแรงและจําเพาะเจาะจงระหวางกลุม
เอนไซมเซลลูเลสกับสารประกอบเซลลูโลสทําใหไดน้ําตาลคอนขางบริสุทธิ์ แตปฏิกิริยาเกิด
แบบตอเนื่องจึงใชเวลานานกวาวิธีทางเคมี 

ในการพิจารณาคาแอคติวิตีของเซลลูเลสนั้น จะพิจารณาที่คาแอคติวิตีของเอนไซมเอก
โซกลูคาเนสเปนอันดับแรก เนื่องจากเอนไซมเอกโซกลูคาเนส ทําหนาที่ตัดพันธะบีตา-1,4 ไกลโคซิ
ดิก ที่บริเวณปลายดานที่ไมมีความสามารถในการรีดิวซของเซลลูโลสไดเซลโลไบโอสเปนสวนใหญ 
อันดับตอมาพิจารณาที่คาแอคติวิตีของเอนไซมบีตา-กลูโคซิเดส เนื่องจากเอนไซมจะทําหนาที่ยอย
สลายเซลโลไบโอสไดกลูโคส สวนเอนไซมเอนโดกลคูาเนส ทําหนาที่ตัดพันธะบีตา-1,4 ไกลโคซิดิก 
ภายในสายเซลลูโลสบริเวณ amorphous แบบสุม ทําใหไดผลิตภัณฑหลายชนิดคือโอลิโกแซคคา
ไรด เซลโลไบโอสและกลูโคสที่ปริมาณนอยมาก 
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ในงานวิจัยนี้คาแอคติวิตีของเอนไซมในกลุมเซลลูเลส พบวา เอนไซมเอกโซกลูคาเนส มคีา
แอคติวิตีอยูในชวงประมาณ 4.8x10P

-2
P U/ml ถึง 8.3x10P

-2
P U/ml เอนไซมเอนโดกลูคาเนสมีคาแอคติ

วิตีอยูในชวงประมาณ 23x10P

-2
P U/ml ถึง 28x10P

-2
P U/ml และเอนไซมบีตา-กลูโคซิเดส มีคาแอคติวิตี

อยูในชวงประมาณ 13x10P

-2
P U/ml ถึง 17x10P

-2
P U/ml และงานวิจัยที่ผานมามีรายงานวาคาแอคตวิติี

ของเอนไซมทั้ง 3 ชนิดของเชื้อ Trametes versicolor คือมีคาแอคติวิตีเอนไซมเอกโซกลูคาเนส 
เอนไซมเอนโดกลูคาเนส และเอนไซมบีตา-กลูโคซิเดส 0.11x10P

-2
P U/ml, 4.19x10P

-2
P U/ml และ 1.42 

x10P

-2
P U/ml ตามลําดับ และเชื้อ Piptoporus betulinus มีคาแอคติวิตีเอนไซมเอกโซกลูคาเนส 

เอนไซมเอนโดกลูคาเนส และเอนไซมบีตา-กลูโคซิเดส 7.5x10P

-2
P U/ml, 217x10P

-2
P U/ml และ 17.1x 

10P

-2
P U/ml ตามลําดับ (Valaskova and Baldrian, 2006) 

การเลี้ยงเชื้อในอาหารสูตร production ใชคา pH ที่ 5.0 แตอยางไรก็ตามเอนไซมแตละ
ตัวในกลุมเซลลูเลสจะมีภาวะที่เหมาะสมในการผลิตที่แตกตางกัน มีรายงานของเชื้อ Aspergillus 
terreus วาแตละเอนไซมมีภาวะ pH ที่เหมาะสมตางกัน โดยเอนไซมเอกโซกลูคาเนส เอนไซมเอน
โดกลูคาเนส และบีตา-กลูโคซิเดส มีคา pH ที่เหมะสมเทากับ 6.0, 5.0 และ 4.0-4.5 ตามลําดับ
(Bastawde, 1992) แตในงานวิจัยนี้ใชการทดลองที่ pH เทากับ 5.0 และอุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส เปนคา pH และอุณหภูมิทั่วไปของการเจริญของเชื้อรา ซึ่งยังไมใชภาวะที่เหมาะสมของ
แตละเชื้อ แตที่ตองใช pH และอุณหภูมิ ที่เทากันทุกคาก็เพื่อเปรียบเทียบคา ณ ภาวะใดภาวะหนึ่ง
เพื่อเปรียบเทียบวาเชื้อใดมีแอคติวิตีดีกวา 

จากผลการทดลองจะเห็นวาสายพันธุแตละตัวใหคาแอคติวิตีสูงสุดของเอนไซมแตละชนิด
แตกตางกัน จึงเปนขอดีที่จะเลือกนําไปใชงานในการยอยสลายองคประกอบแตละชนิดของวัสดุ
ทางการเกษตร 

 
 

5.5   การผลิตเอทานอลโดยเชื้อรากลุมไวตรอต 
      5.5.1 การใชกลูโคสเปนสับสเตรต 
         หลังจากที่ไดมีการศึกษาแอคติวิตีของเอนไซมตางๆที่คาดวาจะมีผลเกี่ยวของกับการ
ผลิตเอทานอลและการยอยสลายวัตถุดิบที่เปนองคประกอบของวัสดุเหลือใชทางการเกษตรแลว 
ทําการคัดเลือกเชื้อตัวที่ใหผลของแอคติวิตีของเอนไซมตางๆที่ดีมาทําการหมักเพื่อผลิตเอทานอล 
แตกอนที่จะเร่ิมใชสับสเตรตที่เปนเซลลูโลสซึ่งมีปริมาณมากในวัสดุเหลือใชทางการเกษตรซึ่งเปน
องคประกอบที่สนใจในงานวิจัยครั้งนี้ จําเปนตองศึกษาความเปนไปไดในการใชกลูโคสซึ่งเปน
น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวกอน ทั้งนี้ เพราะเชื้อสามารถนําไปใชไดโดยตรง ถือเปนการทดสอบ
ความสามารถของเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจิเนสอีกครั้งหนึ่ง  
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         ในงานวิจัยที่มีการหมักโดยใชเชื้อจุลินทรียที่นอกเหนือจากเชื้อยีสตในการศึกษาการ
ผลิตเอทานอลนั้น โดยมากสับสเตรตเริ่มตนมักจะใชเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว (Sues et al., 2004) 
เชื้อที่นํามาใชจะเปนกลุมเชื้อรา เชนคัดเลือกกลุมเชื้อราที่มีความสามารถในการผลิตเอทานอล 
พบวาเชื้อกลุม Aspergillus และเชื้อกลุม Rhizopus สามารถผลิตเอทานอลได โดยใชสับสเตรต
เร่ิมตนเปนน้ําตาลกลูโคส น้ําตาลไซโลส และเซลลูโลสในภาวะ anaerobic ซึ่งสับสเตรตแตละชนิด
จะใหปริมาณความเขมขนของเอทานอลที่แตกตางกันเมื่อเทียบความเขมขนของสับสเตรตเริ่มตนที่
ความเขมขนเดียวกัน โดยในการใชน้ําตาลกลูโคสจะใหความเขมขนเอทานอลสูงสุด รองลงมาจะ
เปนที่การใชน้ําตาลไซโลส และเซลลูโลสจะใหความเขมขนเอทานอลที่ต่ําสุด ซึ่งใหผลแบบเดียวกัน
ทั้งในเชื้อกลุม Aspergillus และเชื้อกลุม Rhizopus ซึ่งคิดเปนคา yield ของเอทานอลจากการใช
น้ําตาลกลูโคส น้ําตาลไซโลส และเซลลูโลสเปนสับสเตรต มีคาประมาณ 0.50 gBethanolB/g BglucoseB,  
0.23 g BethanolB/g Bxylose Bและ 0.028 g BethanolB/g BcelluloseB ตามลําดับ (Skory et al., 1997) ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบ
กับภาวะทั่วไปที่ใชเชื้อยีสตจะเห็นวางานวิจัยของ Skory และคณะใชภาวะ annaerobic แบบ
เดียวกับเชื้อยีสต แตที่แตกตางกันคือสับสเตรตเริ่มตนซึ่งเชื้อราสามารถใชน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว
คารบอน 5 อะตอม (pentose) คือน้ําตาลไซโลสในการใชเปนสบัสเตรตได ในขณะที่ยีสตใชได
เฉพาะน้ําตาลคารบอน 6 อะตอม (hexose) เทานั้น ถือไดวาเปนขอไดเปรียบขอหนึ่งในการใชเชื้อ
ราในการหมักเพื่อผลิตเอทานอล 

        ตอมามีงานวิจัยของ Kenealy และคณะในป 2004 ที่มีการใชเชื้อ Phanerochaete 
chrysosporium ซึ่งเปนเชื้อราไวตรอตที่เคยมีการนํามาศึกษากลุมเอนไซมที่ใชในการยอยสลาย
ลิกนิน แตในงานวิจัยนี้ทําการศึกษาความสามารถในการผลิตเอทานอล พบวาในการหมักที่ภาวะ 
aerobic โดยใชน้ําตาลกลูโคสที่ 10 กรัมตอลิตร จะใหปริมาณความเขมขนเอทานอล 0.55 กรัมตอ
ลิตร คิดเปนคา yield เทากับ 0.055 gBethanolB/g BglucoseB จากงานวิจัยนี้จะเห็นวาเชื้อราสามารถใชภาวะ 
aerobic ในการผลิตเอทานอลได ในขณะที่เชื้อยีสตภาวะที่เหมาะสมที่ใชในการผลิตเอทานอลจะ
เปนภาวะ anaerobic ซึ่งจากทั้ง 2 งานวิจัยที่ผานมาพบวาเชื้อรามีขอไดเปรียบกวาเชื้อยีสตคือ 
สามารถใชสับสเตรตไดทั้งน้ําตาลคารบอน 5 อะตอมและน้ําตาลคารบอน 6 อะตอม และสามารถ
ผลิตเอทานอลไดในภาวะทั้ง aerobic และ anaerobic  

        จากการทดลองนี้ใชเชื้อสายพันธุ C. versicolor ในภาวะที่เปน aerobic ใชน้ําตาล
กลูโคสเปนสับสเตรต เชื้อสามารถผลิตเอทานอลไดแมจะยังไมสูงมากนัก แตก็สามารถผลิตเอทา
นอลไดความเขมขนในระดับหนึ่งคือมีคาความเขมขนเอทานอล 2.193 กรัมตอลิตรที่ความเขมขน
น้ําตาลกลูโคส 30 กรัมตอลิตร คิดเปนคา yield เทากับ 0.073 gBethanolB/g BglucoseB การที่ผลิตไดไมสูง
อาจเนื่องมาจากเอทานอลบางสวนเชื้อนําไปใชในการเจริญเติบโตได บางสวนสลายไปเนื่องจาก
เลี้ยงในภาวะที่เขยา ทั้งนี้กอนที่จะทําใหไดผลความเขมขนเอทานอลที่สูง อาจตองมีการหาภาวะที่
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เหมาะสมที่เชื้อโตไดดี จากนั้นก็หาภาวะที่เหมาะสมที่เอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจิเนสทํางานไดดี
เชนกัน 
  
      5.5.2 การใชเซลลูโลสเปนสับสเตรต 

       ในการผลิตเอทานอลโดยใชวัสดุเหลือใชทางการเกษตรซึ่งเปนประเภทวัสดุลิกโน
เซลลูโลส แบงการทํางานของกลุมเอนไซมออกเปน 2 กลุมคือกลุมเอนไซมที่มีบทบาทในการยอย
วัตถุดิบเพื่อเปลี่ยนเปนน้ําตาลและกลุมเอนไซมที่มีบทบาทในการผลิตเปนเอทานอล จากงานวิจัย
ที่ผานมาสามารถแบงงานวิจัยออกไดเปน 4 ประเภทดวยกันคือประเภทที่ 1 ใชกรดและยีสต 
(Soderstrome et al., 2003) ประเภทที่ 2 ใชราและยีสต (สันทนา, 2539) ประเภทที่ 3 ใชกรดและ
รา (Rao et al., 1985) ประเภทที่ 4 ใชราและรา (Kenealy and Dietrich, 2004) ในกลุม 1 และ 2 
ตามลําดับ โดยใน 2 ประเภทแรกมงีานวิจัยที่ทําการศึกษาอยูมากและศึกษามานาน คา yield ของ
เอทานอลที่ไดจะมีคาสูงประมาณ 0.75 และ 0.26 gBethanolB/g Bsubstrate B ตามลําดับ สวนประเภทที่ 3 
และ 4 เปนงานวิจัยที่เร่ิมทําการศึกษาในระยะหลัง หลังจากที่มีรายงานการคนพบกลุมเอนไซมที่มี
ความสามารถในการผลิตเอทานอล แตคา yield ของเอทานอลที่ไดยังต่ํากวาประเภทที่ 1 และ 2  
คือมีคาประมาณ 0.25 และ 0.0004 gBethanolB/g Bsubstrate B ตามลําดับ โดยเฉพาะในประเภทที่ 4 คา yield 
ของเอทานอลยังมีคาต่ํามากทั้งนี้เพราะตองอาศัยเอนไซมในการทํางานทั้ง 2 กลุม ซึ่งการควบคุม
การทํางานอาจยังทําไดไมดีพอเนื่องจากคอนขางที่จะตองอาศัยปจจัยหลายๆปจจัยดวยกันและ
ขอมูลที่นํามาประกอบการทดลองก็ยังมีการศึกษาไมมาก ดังนั้นการที่จะใหไดผลิตภัณฑที่สูงขึ้น
จะตองอาศัยระยะเวลาในการศึกษาทดลองตอไปอีก 

        ในงานวิจัยนี้หลังจากทําการศึกษาการผลิตเอทานอลโดยใชกลูโคสเปนสับสเตรต
แลวพบวาเชื้อ C. versicolor  สามารถที่จะผลิตเอทานอลได ดังนั้นจึงเลือกใชเซลลูโลสบริสุทธิ์มา
ใชในการศึกษา เพื่อดูความเปนไปไดในการยอยสลายและการผลิตเอทานอล โดยไมมีปจจัยอื่นๆ
เขามารบกวน และเนื่องจากวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่อยูตามธรรมชาติมีโครงสรางหลายแบบ 
ดังนั้นเซลลูโลสบริสุทธิ์ที่นํามาใชจึงมีทั้งเซลลูโลสที่ละลายน้ําไดสูงและเซลลูโลสที่ละลายน้ําไดต่ํา
ไดแก carboxymethyl cellulose (CMC) จัดเปนแบบละลายน้ําไดสูงและ microcrystalline 
celluloce (Avicel) เปนแบบละลายน้ําไดต่ํา โดยทดลองในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความเขมขนของ
สารแหลงไนโตรเจนต่ํา (0.2 กรัมตอลิตร) และที่มีความเขมขนของสารแหลงไนโตรเจนสูง (2.0 
กรัมตอลิตร) ซึ่งสารแหลงไนโตรจนในที่นี้คือ ammonium tartrate ทั้งนี้เพราะมีรายงานวาเมื่อเพิ่ม
ความเขมขนไนโตรเจน ปริมาณเอทานอลจะเพิ่มขน (Kenealy and Dietrich, 2004) ผลที่ไดพบวา
ที่ความเขมขนของสารแหลงไนโตรเจนต่ํา (0.2 กรัมตอลิตร) ใหปริมาณเอทานอลสูงกวาเมื่อใชทั้ง 
CMC และ Avicel  เปนสับสเตรตและที่ความเขมขนของสับสเตรตสูงจะใหปริมาณความเขมขน
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ของเอทานอลที่ดีกวาความเขมขนของสับสเตรตต่ํา ประมาณ 3-4 เทา โดยใหคา yield ของ         
เอทานอลเทากับ 0.063 gBethanolB/g BcelluloseB นอกจากนี้ไดวิเคราะหเอนไซมเซลลูเลสควบคูไปดวย 
พบวาเอนไซมเซลลูเลสสามารถยอยสลายเซลลูโลสได แตอาจยอยใหเปนกลูโคสในปริมาณที่ไมสูง
นัก และกลูโคสนอกจากจะผลิตไปเปนเอทานอลแลวสวนใหญจําเปนตองใชในการเจริญของเซลล 
นั่นคือถาตองการใหมีการยอยเซลลูโลสใหเปนกลูโคสสูงๆก็ตองมีเอนไซมที่ใชในการยอยเซลลูโลส
ในปริมาณที่สูงเชนกัน ซึ่งเชื้อก็จําเปนตองใชกลูโคสในการเจริญดวย 

       การเจริญเติบโตไดเร็วในชวงแรกของการหมักมีความสําคัญเนื่องจากในชวงแรกของ
การหมักและการยอยสลายเซลลูโลสแบบตอเนื่องนั้น มีปริมาณกลูโคสที่เกิดขึ้นนอยมากจนไม
สามารถตรวจพบได แตกลูโคสเปนพลังงานที่สําคัญตอการเจริญเติบโตของเซลลและการผลิต     
เอทานอล ดังนั้นเซลลที่แข็งแรงและเจริญเติบโตไดรวดเร็วในชวงแรกของการหมัก จะมีความ
ไดเปรียบมากกวา (ศรัญญา, 2547) 

      การที่เชื้อ C. versicolor ผลิตเอทานอลไดความเขมขนที่ไมสูงอาจเปนไปไดวาภาวะที่
เหมาะสมในการทํางานของเอนไซมแตละกลุมแตกตางกัน นั่นคือเอนไซมกลุมเซลลูเลสเปนอีก
ภาวะหนึ่ง ในขณะที่การผลิตเอทานอลก็อาจใชแบบภาวะหนึ่ง แตเนื่องจากงานวิจัยในครั้งนี้เปน
การทดลองเพื่อดูภาพโดยรวมในการทํางานของเอนไซมตางๆของเชื้อยังไมไดลงลึกไปยัง
รายละเอียดตางๆดังนั้นผลที่ไดจากงานวิจัยนี้ถือเปนคาต่ําสุดสําหรับใชในการอางอิงในกรณีที่มี
การศึกษาลึกลงไปในจุดตางๆ  
       ดังนั้นกลาวไดวาในการทดลองครั้งนี้เปนการทดลองเพื่อจะพัฒนาไปเปนงานวิจัย
ประเภทที่ 4 ที่มีการใชวัตถุดิบเปนวัสดุเหลือใชทางการเกษตรที่มีอยูจริง แตจากการทดลอง
เนื่องจากปริมาณเอทานอลที่ไดคอนขางต่ํา ดังนั้นอาจปรับปรุงการทดลองเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ
การทาํงานของเชื้อไดโดยอาจใชเชื้อ 2 เชื้อทํางานรวมกันคือนําไปรวมกับเชื้อยีสต ซึ่งจากขอดีที่ได
กลาวมาคือในแงของกลุมเอนไซม เชื้อรามีเอนไซมกลุมที่ยอยสลายลิกนินและยอยเซลลูโลสไดซึ่ง
เชื้อยีสตไมมี ดังนั้นก็จะใชประโยชนจากคุณสมบัติขอนี้ในการยอยสลายวัตถุดิบ และในการใช
กลุมน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวในกรณีที่มีทั้งน้ําตาลคารบอน 5 อะตอม และ น้ําตาลคารบอน 6 อะตอม 
เชื้อยีสตใชน้ําตาลคารบอน 6 อะตอมได และเชื้อราใชไดทั้ง 2 กลุม ทําใหลดขอจํากัดในการใช
สับสเตรตเริ่มตนในการเปลี่ยนน้ําตาลไปเปนเอทานอล และนอกจากนี้ในการหมักเมื่อมีเชื้อทั้ง 2 
เชื้อสามารถใชภาวะการหมักไดทั้ง anaerobic และ aerobic โดยเชื้อยีสตใชการหมักที่ภาวะ 
anaerobic และเมื่อเปนภาวะ aerobic เชื้อราก็จะมีบทบาทในการหมักไดทําใหลดขอจํากัดใน
ดานภาวะการหมักไดอีกขอหนึ่ง หรืออาจมีการพัฒนาตอไปในดาน molecular คืออาจมีการ
ปรับปรุงสายพันธุ (genetic engineering) เชนตัดตอยีนสที่มีคุณสมบัติที่ตองการในการยอยลงไป
ในเชื้อยีสต เพื่อนําไปใชในการเพิ่มประสิทธิภาพการหมักไดอีกทางหนึ่ง 
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บทที่ 6 
สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 
6.1  สรุปผลการทดลอง 
      6.1.1   การคัดเลือกและการเจริญเชือ้รากลุมไวตรอตที่ใชในงานวิจัย 

          คัดเลือกเชื้อไวตรอตมาใชในงานวจิัย 6 สายพนัธคือ Coriolus versicolor                   
Flammulina velutipes  Pleurotus cornucopiae  Pleurotus ostreatus  Pleurotus sajor-caju 
และ Schizophyllum commune  และศึกษาการเจริญโดยเลี้ยงในอาหาร PDB ที่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซยีส พบวาเชื้อเจริญและมีน้ําหนักเพิ่มข้ึนจนคงที่ โดยแตละสายพันธุเขาสูระยะ early 
station phase ในวนัที ่4-6 ของการเลี้ยงเชื้อ 
 

6.1.2 การผลิตเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจิเนสโดยเชื้อรากลุมไวตรอต  
             เลี้ยงเชื้อราไวตรอต 6 สายพันธุอาหาร glucose-peptone ที่อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส ไมมกีารเขยา วิเคราะหคา specific activity ของทัง้ 6 สายพนัธุ พบวา เชื้อ Coriolus 
versicolor ใหคา specific activity ของเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจิเนส 2.583 U/mg protein ซึง่
ใหคาสูงสุดเมือ่เทียบกบัเชื้อสายพนัธุอ่ืน รองลงมา Pleurotus ostreatus ใหคา 2.201 U/mg 
protein 
 

6.1.3 การผลิตเอนไซมที่เกีย่วของกับการยอยสลายองคประกอบของลิกนนิโดยเชื้อรากลุม 
      ไวตรอต 
6.1.3.1  การทดสอบการสรางเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดสในอาหารสูตร production 
                 เชื้อสายพนัธุ Coriolus versicolor ใหคาแอคติวิตีสูงสุดรองลงมาคือ 

Flammulina velutipes ซึ่งใหคาแอคติวิตี 9.11 x 10P

-2
P U/ml และ 8.55 x 10P

-2
P U/ml ตามลําดับ 

 
6.1.3.2  การทดสอบการสรางเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส ในอาหารสูตร 

production 
               เชื้อสายพนัธุ Flammulina velutipes ใหคาแอคติวิตีสูงสุดรองลงมาคือ 

Coriolus versicolor ซึ่งใหคาแอคติวิตี 9.86 x 10P

-2
P U/ml และ 2.41 x 10P

-2
P U/ml ตามลําดับ 
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6.1.3.3  การทดสอบการสรางเอนไซมแลคเคสในอาหารสูตร production 
                 เชื้อสายพนัธุ Flammulina velutipes ใหคาแอคติวิตีสูงสุดรองลงมาคือ 

Pleurotus sajor-caju  ซึ่งใหคาแอคติวิตี 4.09 x 10P

-2
P U/ml และ 2.38 x 10P

-2
P U/ml ตามลําดับ 

 
 
       6.1.4   การผลิตเอนไซมที่เกีย่วของกบัการยอยสลายองคประกอบของเซลลูโลสโดยเชื้อรา                
                   กลุมไวตรอต 

6.1.4.1  การทดสอบการสรางเอนไซมเอกโซกลูคาเนส 
                 เชื้อสายพนัธุSchizophyllum commune ใหคาแอคติวิตีสูงสุดรองลงมาคือ 

Coriolus versicolor ซึ่งใหคาแอคติวิตี 8.388 x 10P

-2
P U/ml และ 5.653 x 10P

-2
P U/ml ตามลาํดับ 

 
6.1.4.2   การทดสอบการสรางเอนไซมเอนโดกลูคาเนส 
                  เชื้อสายพนัธุ Pleurotus cornucopiae ใหคาแอคติวิตีสูงสุดรองลงมาคือ 

Flammulina velutipes ซึ่งใหคาแอคติวิตี 28.113 x 10P

-2
P U/ml และ 26.480 x 10P

-2
P U/ml 

ตามลําดับ 
 

6.1.4.3   การทดสอบการสรางเอนไซมบตีา-กลูโคซิเดส 
                  เชื้อสายพนัธุSchizophyllum commune ใหคาแอคติวติีสูงสุดรองลงมาคือ 

Coriolus versicolor ซึ่งใหคาแอคติวิตี 17.291 x 10P

-2
P U/ml และ 13.603 x 10P

-2
P U/ml ตามลําดับ 

 
      6.1.5   การผลิตเอทานอลโดยเชื้อรากลุมไวตรอต 

6.1.5.1  การใชกลูโคสเปนสบัสเตรต 
                 เลี้ยงเชื้อ Coriolus versicolor ในการผลิตเอทานอลโดยใชกลูโคสเปน

สับสเตรตที่ความเขมขน 10  20 และ 30 กรัมตอลิตร พบวาการใชกลูโคสที่ความเขมขน 30 กรัม
ตอลิตรใหความเขมขนเอทานอล 2.193 กรัมตอลิตรในขณะที่เชื้อมีการเจริญเพิ่มข้ึนและน้าํตาลมี
ปริมาณลดลงเมื่อเวลาผานไป  
  

6.1.5.2   การใชเซลลูโลสเปนสับสเตรต 
6.1.5.2.1 ใชเซลลูโลสชนิด Carboxymethylcellulose (CMC) 

                                 เลี้ยงเชื้อ Coriolus versicolor ในการผลิตเอทานอลโดยใช
เซลลูโลสชนิด CMC เปนสบัสเตรตที่ความเขมขน 5 และ 10 กรัมตอลิตร ภายใตภาวะที่มีความ
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เขมขนของสารแหลงไนโตรเจน 0.2 และ 2.0 กรัมตอลิตร พบวาคาที่ใหผลดีคือการใช CMC 10 
กรัมตอลิตร ภายใตภาวะทีม่ีความเขมขนของสารแหลงไนโตรเจน 0.2 กรัมตอลิตร ใหคาความ
เขมขนเอทานอล 0.322 กรัมตอลิตร  

 
6.1.5.2.2    ใชเซลลูโลสชนดิ Microcrystalline cellulose (Avicel) 

                                    เลี้ยงเชื้อ Coriolus versicolor ในการผลิตเอทานอลโดยใช
เซลลูโลสชนิด Avicel เปนสบัสเตรตที่ความเขมขน 5 และ 10 กรัมตอลิตร ภายใตภาวะที่มีความ
เขมขนของสารแหลงไนโตรเจน 0.2 และ 2.0 กรัมตอลิตร พบวาคาทีใ่หผลดีคือการใช Avicel 10 
กรัมตอลิตร ภายใตภาวะทีม่ีความเขมขนของสารแหลงไนโตรเจน 0.2 กรัมตอลิตร ใหคาความ
เขมขนเอทานอล 0.634 กรัมตอลิตร  

 
 
6.2 ขอเสนอแนะ 
      6.2.1   ในการศึกษาการใชวัสดุเหลือใชทางการเกษตรเปนวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลอาจ   
                  แบงการศึกษาออกเปน 2 ชวงคือทําการศึกษาหาภาวะทีเ่หมาะสมที่จุลนิทรียสามารถ 

     ผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดสูงและทาํการศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมทีจุ่ลินทรียใชในการ   
     ผลิตเอทานอล 

6.2.2. การเลือกเชื้อมาใชในการหมักตองศึกษาความเปนไปไดของเชื้อชนิดนั้นๆกอนโดยอาจ
ดูลักษณะการยอยของเชื้อทีม่ีอยูจริงในธรรมชาติกับวัตถุดิบที่เราตองการใชเพื่อดู
ความเปนไปไดในการทดลอง 

6.2.3. อาจมีการใชเชื้อชนิดอื่นเขามามีสวนรวมในกระบวนการหมัก 
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อและวธิีการเตรียม 
 
1. Potato Dextrose Agar (PDA) 

มันฝร่ัง   200 กรัม 
น้ําตาลเดร็กโตส  20 กรัม 
วุน   20 กรัม 
น้ํากลัน่   1  ลิตร 
 
นํามนัฝร่ังปอกเปลือกลางใหสะอาดแลวหั่นเปนรูปลูกเตาขนาด 1 ลบ.ซม. ไปตมในน้าํ

กลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร จนมนัฝร่ังสุก สังเกตไดโดยใชมือบีบมันฝร่ังจะแตกออกไดงาย จากนั้น
นําไปกรองบนผาขาวบางเอาเฉพาะสวนน้าํ เติมสวนผสมที่เหลือลงไป คนใหละลาย จากนัน้ใชน้ํา
กลั่นปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิว้อณุหภูมิ 121P

0
PC 

เวลา 15-20 นาท ี
 
2. Potato Dextrose Broth (PDB) 

มันฝร่ัง   200 กรัม 
น้ําตาลเดร็กโตส  20 กรัม 
น้ํากลัน่   1  ลิตร 
 

นํามนัฝร่ังปอกเปลือกลางใหสะอาดแลวหั่นเปนรูปลูกเตาขนาด 1 ลบ.ซม. ไปตมในน้าํกลัน่
ปริมาตร 500 มิลลิลิตร จนมันฝร่ังสุก จากนั้นนําไปกรองบนผาขาวบางเอาเฉพาะสวนน้ํา เติม
น้ําตาลเดร็กโตสลงไป คนใหละลาย จากนั้นใชน้ํากลั่นปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร นาํไปนึ่งฆาเชื้อที่
ความดัน15 ปอนดตอตารางนิ้วอุณหภูมิ 121P

0
PC 

 
3. Glucose – Peptone medium 

Glucose  20 กรัม 
Peptone  2 กรัม 
Yeast extract  0.5 กรัม 
KHB2BPOB4 B  1 กรัม 
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MgSOB4 B.7HB2BO  0.3 กรัม 
น้ํากลัน่   1 ลิตร 

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลัน่ ปรับ pH ประมาณ 5.4 จากนั้นนาํไปนึ่งฆาเชื้อ 
 

4. Production medium 1 (for lignocellulolytic enzyme production) 
Guaiacol  0.4 มิลลิโมลาร 
Glucose  25 กรัม  
L-Asparagine  1 กรัม 
KH B2BPOB4 B  1 กรัม 
MgSOB4 B.7HB2BO  0.5 กรัม 
Fumaric acid  1.32 กรัม 
Na B2 BCOB3 B  1.12 กรัม 
FeB2 B(SOB4 B)B3 B  0.2 มิลลิกรัม 
ZnSOB4B   0.2 มิลลิกรัม 
MnSOB4B   0.2 มิลลิกรัม 
น้ํากลัน่   1 ลิตร 
ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลัน่ อาจใชความรอนชวยในการละลายดวย ปรับปริมาตร 

จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อ 
 

5. Production medium 2 (for cellulase production) 
Microcrystalline celluloes 30 กรัม 
Corn steep liquor  7 กรัม 
CaHPO B4 B   5 กรัม 
(NHB4 B)B2 BSOB4 B   3 กรัม 
MgSOB4 B    1 กรัม 
FeSOB4 B    5 มิลลิกรัม 
CoCl B2 B    3.6 มิลลิกรัม 
MnSOB4B    1.6 มิลลิกรัม 
ZnSOB4B    1.4 มิลลิกรัม 
Tween80   2 มิลลิกรัม 
น้ํากลัน่    1 ลิตร 
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ละลายสวนผสมทั้งหมด ยกเวนตัวที่ไมละลายน้ําและ Tween80 แลวเติมน้าํกลั่นใหมี
ปริมาตรใกล 1 ลิตร แลวปรบั pH ใหเปน 5.0 ดวย 1 N NaOH แลวจึงเติม Tween80 ปรับปริมาตร
ใหเปน 1ลิตร นําไปนึง่ฆาเชือ้ 
หมายเหต ุ CaHPOB4 B และ α-cellulose ไมละลายน้ํา ใหแบงชัง่ใส flask ไวกอน 
 
6. Production medium 3 (for ethanol production) 

Glucose  30 กรัม  
(NHB4 B)B2 BSOB4 B  7.5 กรัม 
KHB2BPOB4 B  3.0 กรัม 
MgSOB4 B.HB2 BO  0.5 กรัม 
น้ํากลัน่   1 ลิตร 
pH 5.0 

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลัน่ จากนัน้นาํไปนึง่ฆาเชื้อ 
 
7.  Production medium 4 (for ethanol production) 

Glucose  10 กรัม  *** ใช  Avicel และ CMC แทนกลูโคส 
Ammonium tartrate 0.2 กรัม  *** ใช 0.2 และ 2.0 กรัม 
KH B2BPOB4 B  2.0 กรัม 
MgSOB4 B.HB2 BO  0.5 กรัม 
CaCl B2 B.2HB2 BO  0.1 กรัม 
Thiamine hydrochloride1.0 มิลลิกรัม 
MnSOB4B   0.04 กรัม 
NaCl   1.0 กรัม 
FeSO B4 B.7HB2 BO  0.1 กรัม 
CoCl B2 B.6HB2 BO  0.02 กรัม 
ZnSO B4B.7HB2 BO  0.1 กรัม 
CuSO B4 B.5HB2 BO  0.01 กรัม 
H B3 BBOB3 B   0.01 กรัม 
NaB2 BMoOB4 B.2HB2 BO  0.01 กรัม B 

น้ํากลัน่   1 ลิตร 
ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลัน่ จากนัน้นาํไปนึง่ฆาเชื้อ 
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ภาคผนวก ข 
 
1. การวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวธิ ีLowry  
 
 สารเคม ี A. 2% NaB2 BCOB3 B ใน 0.2 M NaOH 

  B. 1% KNa Tartrate ในน้าํ 
  C. 0.5% CuSOB4 B.5HB2 BO ในน้าํ 
  D. นํา A  48 มิลลิลิตร + B 1 มิลลิลิตร + C 1 มิลลิลิตร 
  F. Folin-Phenol reagent 

Standard BSA 1 mg/ml โดยใชที่ความเขมขน 0-100 µg/ml 
 
ข้ันตอนการวิเคราะห 

1. เติมสารละลายที่ dilution 1 มิลลิลิตร 
2. เติมสารละลาย D 2 มิลลิลิตร 
3. บมที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 10 นาท ี
4. เติม folin-phenol 0.2 มิลลิลิตร 
5. ผสม (vortex) อยางรวดเร็ว 
6. บมที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 10 นาท ี
7. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร 

 
กราฟมาตรฐานโปรตีน 

  slope = 2.5704 
 
 

y = 2.5704x
R2 = 0.9974
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2. การตรวจวัดหาแอคติวตีิของเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจเินส                             
   (Alcohol dehydrogenase) 
หลักการ 

 
 
 
  Acetaldehyde                 Ethanol 
 
เครื่องมือ - Shimadzu UV-Visible recording spectrophotometer UV-160 

 
วิธีการตรวจวดัหาแอคติวิตีของเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจิเนส  
1. เติม reaction mixture ซึ่งประกอบดวย 

75 µl 0.17 M Ethanol 
15 µl 3.3 mM NAD 
460 µl 10 mM Tris-HCl buffer pH 7.5 
50 µl Crude enzyme 

2 นํา reaction ในขอ 1 มาผสมใน cuvett เขยาใหเขากันอยางรวดเร็ว 
3 หลังจากนั้นนาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 340 

นาโนเมตร เปนเวลา 1 นาท ีโดยม ีblank เปนสารละลายผสมเชนเดียวกับขอ1 แตไมใส
เอนไซม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ADH 
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การคํานวณ 
จากกฏของเบยีรและแลมเบิรต (Beer and Lambert’s Law) กลาววา 
“ คาการดูดกลืนแสงของสารละลายจะเปนปฏิภาคโดยตรงกับความเขมขน “ 
หรือเขียนสมการ 
 A = εbc 
 ε = A / bc 
เมื่อ A = คาการดูดกลนืแสง 
 ε = molar extinction coefficient  (MP

-1
Pcm P

-1
P) 

 b = ความกวางของคิวเวทท  (cm) 
 c = ความเขมขนของสาร (Molar) 

คา ε  ของ NADH ที่ความยาวคลืน่ 340 นาโนเมตร มีคาเทากับ 6220 หมายความวา 
NADH 1 ไมโครโมล จะมีคาการดูดกลนืแสงที่ 340 นาโนเมตร เทากบั 6220 หรือคาการดูดกลนื
แสงที่ 340 นาโนเมตรทีเ่พิ่มข้ึน 6.22 หนวย มีคาเทียบเทากับปริมาณของ NADH ทีเ่กิดขึ้น              
1 ไมโครโมล 
 
นั่นคือ 1 หนวยเอนไซม = ปริมาณของ NADH ที่เกิดขึ้น 1 ไมโครโมล ตอ 1 นาท ีภายใต 
ภาวะที่ทดสอบ 

A = 6220  x 1  x   C  MP

-1
Pcm P

-1
P cm minP

-1
P
 

  C = (A/6.2 x 10P

3
P) mol. LP

-1
P. MinP

-1 

   = (A/6.2 x 10P

3
P) x 10P

-3
P mol. mlP

-1
P. min P

-1 

   = 0.16A x 10P

-6 
Pmol. mlP

-1
P. min P

-1
P
 

   = 0.16A   µmol. mlP

-1
P.minP

-1 

   = 0.16A  U. mlP

-1 

คาแอคติวิตี (Activity) 
จากการทดสอบใช  เอนไซม 0.05 มิลลิลิตร ไดคาแอตติวิตี    0.16A U.mlP

-1
P
 

ถาใช   เอนไซม    1 มิลลิลิตร ไดคาแอตติวิตี    (0.16A U.mlP

-1
P)  x (1/0.05)  

            ไดคาแอตติวิตี =  B  U.mlP

-1
P
 

คา specific activity 
specific activity  = (B U/ml) / (mg protein /ml) 
    =  C U/mg protein 
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3. การตรวจวัดหาแอคติวตีิของเอนไซมลิกนนิเปอรออกซิเดส (LiP)  
    (Tien and Kirk, 1988) 
หลักการ 

เอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสจะทําหนาที่เปนตัวคะตะไลดในปฏิกิริยาออกซิเดสชั่นของ 
veratryl alcohol ใหเปลี่ยนเปน veratraldehyde  ซึ่ง veratraldehyde ที่เกิดขึ้นสามารถตรวจวัด
ไดที่ความยาวคลื่น 310 นาโนเมตร (molar extinction coefficient  เทากับ 9300 MP

-1
Pcm P

-1
P) 

 
วิธีการตรวจวดัหาแอคติวิตีของเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดส  

1.   เติม reaction mixture ซึ่งประกอบดวย 
100 µl 20 mM Veratryl alcohol 
700 µl 0.1 M Sodium tartrate buffer pH 3.0 
100 µl 2.5 mM HB2BOB2 B 

100 µl  Crude enzyme 
     2.    นํา reaction ในขอ 1 มาผสมใน cuvett โดยเติม  1 mM HB2 BOB2B เปนลําดับสุดทาย 

3. หลังจากนั้นนาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาว
คลื่น   310 นาโนเมตรเปนเวลา 1 นาท ีโดยมี blank เปนสารละลายผสมเชนเดียวกับ
ขอ1 แตไมใสเอนไซม 

 
การคํานวณ 

คา ε  ของ veratryldehyde ที่ความยาวคลื่น 310 นาโนเมตร มีคาเทากับ 9300 หมายความวา 
veratryldehyde  1 ไมโครโมล จะมีคาการดูดกลืนแสงที่ 310 นาโนเมตร ที่เพิ่มข้ึน 9.3 หนวย มีคา
เทียบเทากับปริมาณของ veratryldehyde ที่เกิดขึ้น 1 ไมโครโมล 

 
นั่นคือ 1 หนวยเอนไซม = ปริมาณของ veratryldehyde ที่เกิดขึ้น 1 ไมโครโมล ตอ 1 นาที ภายใต 

ภาวะที่ทดสอบ 
 
จากการทดสอบใช  เอนไซม 0.1 มิลลิลิตร ไดคาแอตติวิตี    0.11A U.mlP

-1
P
 

ถาใช   เอนไซม    1 มิลลิลิตร ไดคาแอตติวิตี    (0.11A U.mlP

-1
P)  x (1/0.1)  

            ไดคาแอตติวิตี =  B  U.mlP

-1
P
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4. การตรวจวัดหาแอคติวตีิของเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดส (MnP) 
   (Paszczynski et al., 1988) 
หลักการ 

เอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสเปนตัวคะตะไลดปฏิกิริยาออกซิเดสชั่นของ MnP

2+
P 

เปลี่ยนเปน MnP

3+ 
Pเพื่อรวมตัวเปนโครงสรางกับ tartrate จาก Sodium tartrate แลวชักนําให 2,6- 

dimethoxyphenol เปลี่ยนไปเปน product ชนิดหนึ่ง ซึ่ง product นี้สามารถตรวจวัดไดที่ความ
ยาวคลื่น 568 นาโนเมตร (molar extinction coefficient  เทากับ 49600 MP

-1
Pcm P

-1
P) 

วิธีตรวจวัดหาแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซเิดส  
1. เติม reaction mixture ซึ่งประกอบดวย 

50 µl 4 mM 2,6 Dimethoxyphenol  
650 µl 0.1 M Sodium tartrate buffer pH 5.0 
100 µl  5 mM MnSOB4 B  
100 µl 1 mM HB2BOB2 B 

100 µl  Crude enzyme 
    2.  นาํ reaction ในขอ 1 มาผสมใน cuvett โดยเติม  1 mM HB2BOB2 B เปนลําดับสุดทาย 
         3.  หลังจากนั้นนําไปวดัคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที ่

  ความยาวคลืน่ 470 นาโนเมตรเปนเวลา 1 นาที โดยมี blank เปนสารละลายผสมเชน     
   เดียวกับขอ1 แตไมใสเอนไซม 

 
การคํานวณ 

คา ε  ของ product ที่ความยาวคลืน่ 470 นาโนเมตร มีคาเทากับ 49600 หมายความวา 
product 1 ไมโครโมลจะมีคาการดูดกลนืแสงที่ 470 นาโนเมตร เทากบั 49600 หรือคาการดูดกลืน
แสงที ่470 นาโนเมตรทีเ่พิ่มข้ึน 49.6  หนวย มีคาเทียบเทากับปริมาณของ product ที่เกิดขึ้น1 ไม
โครโมล 
นั่นคือ 1 หนวยเอนไซม = ปริมาณของ product ที่เกิดขึน้ 1 ไมโครโมล ตอ 1 นาที ภายใต 

ภาวะที่ทดสอบ 
 
จากการทดสอบใช  เอนไซม 0.1 มิลลิลิตร ไดคาแอตติวิตี    0.02A U.mlP

-1
P
 

ถาใช   เอนไซม    1 มิลลิลิตร ไดคาแอตติวิตี    (0.02A U.mlP

-1
P)  x (1/0.1)  

            ไดคาแอตติวิตี =  B  U.mlP

-1 
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5. การตรวจวัดหาแอคติวตีิของเอนไซมแลคเคส (Srinivasan et al., 1995) 
หลักการ 
         เอนไซมแลคเคสเปนตัวคะตะไลดปฏิกิริยาออกซิเดสชั่นของ 2,6-dimethoxyphenol 
เปลี่ยนไปเปน product ชนดิหนึง่ ซึง่ product นี้สามารถตรวจวัดไดทีค่วามยาวคลืน่ 470 นาโน
เมตร (molar extinction coefficient  เทากับ 49600 MP

-1
Pcm P

-1
P) 

วิธีตรวจวัดหาแอคติวิตีของเอนไซมแลคเคส  
1. เติม reaction mixture ซึ่งประกอบดวย 

50 µl 4 mM 2,6 Dimethoxyphenol  
850 µl 0.1 M Sodium tartrate buffer pH 5.0 
100 µl  Crude enzyme 

      2.  นาํ reaction ในขอ 1 มาผสมใน cuvett  เขยาอยางรวดเร็ว 
      3.  หลงัจากนัน้นาํไปวัดคาการดูดกลนืแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที่  

 ความยาวคลืน่ 470 นาโนเมตรเปนเวลา 1 นาที โดยมี blank เปนสารละลายผสม
เชนเดียวกับขอ1 แตไมใสเอนไซม 

 
การคํานวณ 

คา ε  ของ product ที่ความยาวคลืน่ 470 นาโนเมตร มีคาเทากับ 49600 หมายความวา 
product 1 ไมโครโมล จะมีคาการดูดกลืนแสงที่ 470 นาโนเมตร เทากับ 49600 หรือคาการ
ดูดกลืนแสงที ่ 470 นาโนเมตร ที่เพิ่มข้ึน 49.6  หนวย มีคาเทยีบเทากับปริมาณของ product ที่
เกิดขึ้น 1 ไมโครโมล 
 
นั่นคือ 1 หนวยเอนไซม = ปริมาณของ product ที่เกิดขึน้ 1 ไมโครโมล ตอ 1 นาที ภายใต 

ภาวะที่ทดสอบ 
 
จากการทดสอบใช  เอนไซม 0.1 มิลลิลิตร ไดคาแอตติวิตี    0.02A U.mlP

-1
P
 

ถาใช   เอนไซม    1 มิลลิลิตร ไดคาแอตติวิตี    (0.02A U.mlP

-1
P )  x (1/0.1)  

            ไดคาแอตติวิตี =  B  U.mlP

-1
P
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6. การวัดแอคติวิตีของเอนไซมเอกโซกลูคาเนส (Exoglucanase) (Ghose, 1987) 
วิธีการ 
1. ใส 0.05 M Citrate buffer pH 4.8 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 
2. ใสกระดาษ whatman No.1 ขนาด 1x6 เซนติเมตร (50 มิลลิลิตร) 
3. ใสตัวอยางเอนไซม 0.5 มลิลิลิตร เขยาใหเขากนั 
4. นําไปอุนใน water bath ที่ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่งโมง (TB1 B) 
5. เติม DNS reagent 3 มิลลิลิตรเขยาใหเขากันแลวนําไปตมในน้าํเดือด 5 นาทีและทิ้งไวให

เย็น 
6. เติมน้ํากลัน่หลอดละ 20 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 
7. วัดคาการดดูกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร โดยใช 0.05 M Citrate buffer pH 4.8 แทน

เอนไซมเปน blank 
หมายเหต ุที ่T B0 B ไมตองทําขอ 4 ใหขามไปทาํขอ 5  
 
วิธีคํานวณคา Unit of enzyme ของวิธ ีThe International Union of Biochemistry 
กําหนดให 1 หนวยของเอนไซม    คือ ปริมาณของเอนไซมที่สามารถยอยสลาย substrate ใหเปน
น้ําตาลกลูโคส 1 µmole ในเวลา 1 นาท ีภายใตภาวะที่ใชทดสอบ  (Lehninger, 1982) 
1 หนวยเอนไซม  = 1 µmole ของ substrateที่ถูกยอยใน 1 นาท ี
  = 1 µmole ของ glucose ทีถู่กปลดปลอยออกมาในเวลา 1 นาท ี
  = 0.18 มิลลิกรัม ของ glucose ที่ถูกปลดปลอยออกมาในเวลา 1 นาท ี
 
คํานวณคา FPA (Filter Paper Activity) 
ถา 0.18 mg glucose ที่ถูกปลดปลอยออกมาใน  1   นาท ีมีคา  1 หนวย 
         1  mg glucose ที่ถูกปลดปลอยออกมาใน  60 นาท ีมีคา  1 หนวย 
              0.18 x 60  
       =      0.093  นาท ี
เมื่อใชเอนไซม 0.5 ml สามารถปลอยglucose  A mg ใน 60 นาที มีคา =  A x 0.093   หนวย 
เมื่อใชเอนไซม   1  ml สามารถปลอยglucose  A mg ใน 60 นาที มีคา =  A x 0.093     หนวย 
         0.5   
       หรือ  = mg glucose x 0.093    U/ml 
             ml ของ เอนไซม 
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7. การวัดแอคติวิตีของเอนไซมเอนโดกลูคาเนส (Endoglucanase) (Ghose, 1987) 
วิธีการ 
1. ใส 2% CMC ที่ละลายใน 0.05 M Citrate buffer pH 4.8 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงใน

หลอดทดลอง 
2. ใสตัวอยางเอนไซม 0.5 มิลลิลิตร แลวเขยาใหเขากัน 
3. นําไปอุนใน water bath ที่ 50 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 ชั่งโมง (T B1 B) 
4. เติม DNS reagent 3 มิลลิลิตรเขยาใหเขากันแลวนําไปตมในน้าํเดือด 5 นาทีและทิ้งไวให

เย็น 
5. เติมน้ํากลั่นหลอดละ 20 มลิลิลิตร เขยาใหเขากนั 
6. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร โดยใช 0.05 M Citrate buffer pH 4.8 แทน

เอนไซมเปน blank 
หมายเหต ุที ่T B0 B ไมตองทําขอ 3 ใหขามไปทาํขอ 4  
 
วิธีคํานวณคา Unit of enzyme ของวิธ ีThe International Union of Biochemistry 
กําหนดให 1 หนวยของเอนไซม    คือ ปริมาณของเอนไซมที่สามารถยอยสลาย substrate ใหเปน
น้ําตาลกลูโคส 1 µmole ในเวลา 1 นาท ีภายใตภาวะที่ใชทดสอบ (Lehninger, 1982) 
 
1 หนวยเอนไซม  = 1µmole ของ substrateที่ถูกยอยใน 1 นาท ี
  = 1µmole ของ glucose ทีถู่กปลดปลอยออกมาในเวลา 1 นาท ี
  = 0.18 มิลลิกรัม ของ glucose ที่ถูกปลดปลอยออกมาในเวลา 1 นาท ี
คํานวณคา Carboxymethyl cellulase (CMCase) 
ถา 0.18 mg glucose ที่ถูกปลดปลอยออกมาใน  1   นาท ีมีคา  1 หนวย 
         1  mg glucose ที่ถูกปลดปลอยออกมาใน  30 นาท ีมีคา  1 หนวย 
              0.18 x 30  
       =      0.185 นาท ี
เมื่อใชเอนไซม 0.5 ml สามารถปลอยglucose  B mg ใน 30 นาที มีคา =  B x 0.185     หนวย 
เมื่อใชเอนไซม   1  ml สามารถปลอยglucose  B mg ใน 30 นาที มีคา =  B x 0.185     หนวย 
         0.5   
       หรือ  = mg glucose x 0.185    U/ml 

               ml ของ เอนไซม 
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8.   การวัดแอคติวิตีของเอนไซมบีตา-กลูโคซิเดส (beta-glucosidase)  
     (Sternberg et al., 1976)  
วิธีการ 

1. ใส 4 mg/ml salicin ที่ละลายใน 0.025 M Citrate buffer pH 4.5 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 
ลง    ในหลอดทดลอง 

2. ใสตัวอยางเอนไซม 0.5 มิลลิลิตร แลวเขยาใหเขากัน 
3. นําไปอุนใน water bath ที่ 50 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 ชั่งโมง (TB1 B) 
4. เติม DNS reagent 3 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน แลวนําไปตมในน้าํเดือด 5 นาท ีและทิ้งไว

ใหเยน็ 
5. เติมน้ํากลั่นหลอดละ 20 มลิลิลิตร เขยาใหเขากนั 
6. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร โดยใช 0.05 M Citrate buffer pH 4.5 แทน

เอนไซมเปน blank 
หมายเหต ุที ่T B0 B ไมตองทําขอ 3 ใหขามไปทาํขอ 4  
 
คํานวณคา Carboxymethyl cellulase (CMCase) 
วิธีการคํานวณแบบเดียวกบัวิธีคํานวณเอนไซมเอนโดกลูคาเนส  
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9.  การวิเคราะหปริมาณเอทานอล 
วิธีการ 
1.  ทํา standard curve ของ ethanol โดยเตรียม 0-1.0 mg/ml 
2.  ผสม ตัวอยาง std ethanol 1 มิลลิลิตร กับ 3 g/l propanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  

      (Internal Std) 
 3.  ฉีด GC 1 µl ตัวอยางที่จะใชฉีด GC ตอง centrifuge กอนที่ 12,000 rpm จากนัน้ทาํแบบ           
      เดียวกบัขอ 2 และ 3 
 
การคํานวณ 

คา Peak area ไดจากการวดัดวยเครื่อง Gas Liquid Chromatography ในการคํานวณ
นําคา peak area ของเอทานอลมาตรฐานหารดวย area ของ propanol จะไดเปนคา ratio ไป 
plot กราฟมาตรฐานของเอทานอล จากนัน้นาํคา area ของตัวอยางหารดวย area ของ propanol 
ไดคา ratio จากนัน้นําไปหาคาปริมาณเอทานอลจากกราฟมาตรฐาน คาที่ไดมีหนวยเปน กรัมตอ
ลิตร (g/l) 

 

กราฟเอทานอลมาตรฐาน 
 
  slope = 2.5953 
 
 
 
 

y  =  2 .5 9 5 3 x
R 2 =  0 .9 6 2 5

0 .0
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2 .0
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3 .0
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c o n c  e th a n o l (g /l)
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10.  การวิเคราะหปริมาณน้ําตาล โดยวิธ ีDNS (Bernfeld, 1955) 
ขั้นตอนการเตรียม 
1. ชั่ง nitrosalicylic acid  1.0  กรัม 
2. ชั่ง Sodiumhydroxide  20 กรัม 
3. ผสมใหเขากัน 
4. เติมน้ํากลัน่  50 มิลลิลิตร 
5. เติม KNa tartrate  30 กรัม 
6. ปรับปริมาตรเปน  100 มิลลิลิตร 
7. เก็บในขวดสีชา 

วิธีการทดลอง 
1. ปเปตสารตัวอยาง 1 มิลลิลิตร 
2. เติม DNS reagent 1 มิลลิลิตร 
3. ตม 10 นาท ีจากนัน้ทําใหเยน็ 
4. เติมน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร 
5. วัดคาที ่540 นาโนเมตร 
**  ทํา standard  ของน้ําตาล โดยเตรียม 0-2.0 mg/ml 

 

กราฟมาตรฐานน้าํตาล 

    slope = 0.3609 
 

 

y = 0.3609x
R2 = 0.9961
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ประวัติผูเขยีนวิทยานิพนธ 

 
นางสาวสุนนัทา ชูแกว เกดิเมื่อวันที่ 28 กุมภาพันธ 2523 ที่จงัหวัดตรัง สําเร็จการศึกษา

ปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต ภาควชิาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิศวกรรมศาสตรและเทคโนโลยี
อุตสาหกรรม มหาวทิยาลยัศิลปากร ในปการศึกษา 2545 และเขาศึกษาตอในหลกัสูตรวิทยา
ศาสตรมหาบณัฑิต สาขาวชิาเทคโนโลยชีีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อ
ป 2546 และสําเร็จการศึกษาในภาคปลาย ปการศึกษา 2549 
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