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เนริสา คุณประทุม : การผลิตไซแลนเนสจาก Trichoderma reesei โดยใชวัสดุเหลือใชจาก

การเกษตร (PRODUCTION OF XYLANASE FROM Trichoderma reesei USING 

AGRICULTURAL WASTES) อ.ที่ปรึกษา : ผศ.ดร.หรรษา ปุณณะพยัคฆ ; 79 หนา. ISBN 974-13-

1186-9. 

 

               เมื่อนํา Trichoderma reesei Rut C-30 เล้ียงในอาหารสูตร production medium  ที่ pH 5 อุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียส โดยใชวัสดุเหลือใชจากการเกษตร 4 ชนิด คือรําขาวสาลี รําขาวเจา เปลือกถั่วลิสง และชาน

ออย เปนแหลงคารบอน พบวารําขาวสาลีใหแอคติวิตีของไซแลนเนสสูงสุด (23.931 U/ml) และรําขาวเจามีแอ

คติวิตีของเซลลูเลสสูงสุด (0.656 U/ml) จากนั้นนําวัสดุเหลือใชจากการเกษตรทั้ง 4 ชนิด มาวิเคราะห

องคประกอบทางเคมี พบวารําขาวสาลีมีปริมาณเฮมิเซลลูโลสหรือไซแลนมากที่สุด โดยมีปริมาณ 26.10 กรัมตอ

น้ําหนักแหง สวนเปลือกถั่วมีปริมาณเซลลูโลสสูงสุด (35.13 กรัมตอน้ําหนักแหง) โดยที่การมีปริมาณเฮมิ

เซลลูโลสคอนขางสูงในรําขาวสาลีมีผลสงเสริมการผลิตไซแลนเนสได เมื่อนํารําขาวสาลีมาหาความเขมขนที่

เหมาะสม พบวาที่ระดับความเขมขน 5 เปอรเซ็นต ใหแอคติวิตีของไซแลนเนสสูงสุด (27.946 U/ml) และใชแหลง

ไนโตรเจนที่เหมาะสมคือ corn steep liquor เมื่อศึกษาถึงผลของสารที่มีผลกระตุนการผลิตเอนไซมไซแลนเนส 3 

ชนิดคือ ไซแลน ไซโลส และ β-methyl-xyloside พบวาไซแลนมีผลตอการผลิตไซแลนเนสเพียงเล็กนอยเทานั้น 

แตไซโลสและ β-methyl-xyloside มีผลกระตุนการผลิตเอนไซมไซแลนเนสเพิ่มขึ้น โดยไซโลสที่ระดับความ

เขมขน 0.2 กรัมตอลิตรใหคาแอคติวิตีของเอนไซมเพิ่มขึ้น 1.85 เทา และ         β-methyl-xyloside ที่ระดับ

ความเขมขน 5 กรัมตอลิตรใหคาแอคติวิตีของเอนไซมเพิ่มขึ้น 5.32 เทา 
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               Trichoderma reesei Rut C-30 was cultivated in production medium at pH 5 temperture 30 

°C, using agricultural wastes including wheat bran, rice bran, sugarcane bagasse and peanut hulls 

as the sole carbon sources. Wheat bran gave highest xylanase activity (23.931 IU/ml). Rice bran 

gave highest cellulase activity (0.656 U/ml). Chemical analysis of agricultural wastes component 

were accomplished. Wheat bran contained the highest hemicellulose or xylan, which contained 

26.10 gram per dry weight. Peanut hulls contained highest cellulose (35.13 gram per dry weigh). The 

presence of relatively high hemicellulose content in the wheat bran helped support the production of 

xylanase. In the attempt to find suitable concentration of wheat bran, the substrate at 5 % level gave 

the highest activity (27.946 U/ml). Corn steep liquor 0.1 % was the best nitrogen source. Xylan, 

xylose and β-methyl-xyloside for xylanase production were investigated as the inducers. Wheat bran 

plus xylan slightly induced xylanase activity. Wheat bran plus 0.2 g/l of xylose could induce 1.85 

folds of xylanase production. β-methyl-xyloside induced xylanase production 5.32 folds. 
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               วิทยานิพนธฉบับนี้สําเร็จลุลวงไปไดดวยดีโดยการอนุเคราะหจากหลายฝาย ขาพเจาขอกราบ

ขอบพระคุณ  ผูชวยศาสตราจารย ดร.หรรษา ปุณณะพยัคฆ อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธที่ไดกรุณาให

คําปรึกษาและคําแนะนําที่เปนประโยชน ตลอดจนไดแกไขวิทยานิพนธฉบับนี้ใหสมบูรณมากยิ่งขึ้น  
               ขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารยมุกดา คูหิรัญ ประธานกรรมการที่ไดกรุณาใหคําแนะนําในการ

ปรับปรุงแกไขวิทยานิพนธฉบับนี้ใหสมบูรณมากยิ่งขึ้น 

               ขอกราบขอบพระคุณ อาจารย ดร.พันธพิมพ วอนขอพร กรรมการที่ไดกรุณาใหคําแนะนําในการ

ปรับปรุงแกไขวิทยานิพนธฉบับนี้ใหสมบูรณมากยิ่งขึ้น 
               ขอขอบคุณคุณเพ็ญสุดา ฮงภู ภาควิชาสัตวบาล คณะสัตวแพทยศาสตร ที่กรุณาวิเคราะห

องคประกอบของวัสดุเหลือใชทางการเกษตร ตลอดจนใหคําแนะนําและความรูที่เปนประโยชนอยางยิ่งตอ

งานวิจัย 
               ขอกราบขอบพระคุณคณาจารยรวมถึงบุคลากรในภาควิชาพฤกษศาสตรทุกทาน ตลอดจนเพื่อนๆ พี่ๆ 
และนองทุกคนที่กรุณาเอื้อเฟอและชวยเหลือเปนกําลังใจใหขาพเจาดวยดีตลอดมาจนวิทยานิพนธฉบับนี้สําเร็จ

ลุลวงไปไดดวยดี 
               ขอขอบคุณ คุณภาสินี ปติพรชัยที่กรุณาวิเคราะหขอมูลทางสถิติและใหคําปรึกษาแนะนําที่เปน

ประโยชนตองานวิจัย ตลอดจนใหกําลังใจในทุกๆ เรื่องเสมอมา 
               ทายสุดขาพเจาขอกราบขอบพระคุณบิดามารดา พี่ชาย สําหรับความรัก ความอบอุน และกําลังใจที่มี
ใหเสมอมาจนสําเร็จการศึกษา 















บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

               เฮมเิซลลูโลส (hemicellulose) เปนองคประกอบสําคัญอยางหนึ่งในผนงัเซลลของพืช        

มีลักษณะเปนพอลิเมอร  (polymer)  สายพอลิเมอรของเฮมิเซลลูโลสประกอบดวยน้าํตาล

หลายชนิดมาเชื่อมตอกัน ในไมเนื้อแข็งพบวามีไซแลนเปนองคประกอบหลัก สวนไมเนื้อออน

มีกลูโคแมนแนนเปนองคประกอบหลกัของเฮมิเซลลโูลส  พืชแตละชนิดมีปริมาณไซแลน

แตกตางกนัไปขึ้นอยูกับชนิดของพืชนั้นๆ โดยพืชในกลุมแองจิโอสเปรมมปีริมาณไซแลน

มากกวา 30 % ของน้ําหนกัแหง (Gome et al., 1992) สวนพืชในกลุมจิมโนสเปรมมีไซแลนอยู

เพียง 8% ของน้ําหนกัแหง  

 

               ไซแลนประกอบดวยน้าํตาลด-ีไซโลส (D-xylose) หลายๆ โมเลกุลตอกนัดวยพันธะ

บีตา–1,4 ไกลโคซิดิก (β-1,4 glycosidic) (Dekker, 1983; Kirk and Farrell, 1987) ในปจจุบัน

พบวามีการนาํไซโลสมาใชในอุตสาหกรรมตางๆ มากมาย เชน ในอุตสาหกรรมการผลิตน้าํ

ผลไมและการทําไวนโดยใชเพิ่มความหวาน (brix) ของน้าํผลไมเนือ่งจากหลงัจากการยอยไซ

แลนจะไดน้ําตาล       ดี-ไซโลส ซึ่งเปนสารใหรสหวานเรียกอีกชื่อวาน้ําตาลจากไม (wood 

sugar) นอกจากนั้นยังใชในอุตสาหกรรมอาหารสัตว (Wong et al., 1988) ผลิตโปรตีนเซลล

เดี่ยว  (single cell protein)         ยาปฏิชีวนะ เชื้อเพลิง (Bailey et al.,1993) การยอยสลายไซ

แลนเพื่อใหน้าํตาลดี-ไซโลสนิยมใชเอนไซมมากกวาการใชสารเคมีเพราะปฏิกิริยาที่เกิดไม

รุนแรง และมคีวามจาํเพาะเจาะจงตอ     สับสเตรทจึงทําใหไดผลิตภัณฑที่มีความบริสุทธิ์สูง ใช

คาใชจายนอยและไมเปนพษิตอส่ิงแวดลอม (Biely, 1985; Gome et al., 1992) โดยเอนไซมที่

ใชยอยสลายไซแลนคือเอนไซมไซแลนเนสทําหนาทีย่อยสลายไซแลนโดยตัดพันธะบตีา 1,4 

ไซโลซิดิก ไดผลิตภัณฑสุดทายเปนน้าํตาลไซโลสและ    โอลิโกแซคคาไรดสายสั้นๆ  

 

               ในธรรมชาติไซแลนเนสมีความสําคัญในระบบนิเวศโดยมีบทบาทในการยอยสลายไซ

แลน ที่มีอยูในสวนตางๆ ของพืช เปนการชวยลดขยะอนัเกิดจากวัสดุเหลือใชจากการเกษตร อีก

ทั้งชวยใหเกิดการหมนุเวียนของธาตุอาหารกลับคืนสูดินทําใหพืชสามารถนาํไปใชในการ

เจริญเติบโตตอไป (Rose,1980; Fogrty,1983) มีการนําไซแลนเนสมาใชในอุตสาหกรรมตางๆ  

เชน อุตสาหกรรมการฟอกสีเยื่อกระดาษ เพื่อเพิ่มความขาวและความนุมของเยื่อกระดาษ 



 2 

(Buchert et al., 1992; Pilon et al., 1982) ชวยลดความขุนของน้ําผลไม และชวยทําใหผิวของ

ผลไมมีความนุมมากขึ้น ซึ่งงายตอการบีบคั้น  

 

               ไซแลนเนส ผลิตไดจากสิ่งมีชีวติหลายชนิด เชน แบคทีเรีย รา ยีสต  โปรโตซัว ซึ่ง  จุลิ

นทรียทีน่ิยมใชในการผลิตไซแลนเนสไดแก Aureobasidium pullulans Clostridium 

thermocellum (Biely, 1985) Aspergillus oryzae (Bailey and Poutanen, 1989) และ 

Trichoderma reesei (Gomerith et al., 1992) ปญหาของการนําเอนไซมมาใชใน

อุตสาหกรรม คือตนทุนในการผลิตเอนไซมไซแลนเนสคอนขางสงู สาเหตหุลกันัน้มาจากการใช

ไซแลนบริสุทธิซ์ึ่งมีราคาแพงเปนแหลงคารบอนในการผลติเอนไซมไซแลนเนส เพือ่แกปญหา

ดังกลาวจึงมีผูสนใจหาแหลงคารบอนชนิดอ่ืนที่มีราคาถกูมาทดแทนการใชไซแลน เชน นําวัสดุ

เหลือใชจากการเกษตรที่มีไซแลนเปนสวนประกอบมาใชผลิตเอนไซม ซึ่งนอกจากจะลดตนทนุ

ในการผลิตเอนไซมแลว ยังลดปริมาณการใชสารเคมีอีกดวย และยังชวยสงเสริมการนําเอนไซม

ไปใชในอุตสาหกรรม นอกจากแหลงคารบอนแลวการผลิตเอนไซมยงัขึ้นอยูกับปจจัยอื่น เชน 

แหลงไนโตรเจน ความเปนกรดดาง อุณหภูมิ ระยะเวลาในการเพาะเลีย้ง รวมทัง้ตัวชักนาํที่มีผล

ตอกระบวนการผลิตเอนไซม 

 

               Trichoderma reesei เปนเชื้อราที่มีความสําคัญและนิยมนํามาใชในอตุสาหกรรม 

สามารถผลิตไดทั้งเซลลูเลสและไซแลนเนส (Gome et al., 1992; Pilon et al., 1982; Tan et 

al., 1987) และเปนเชื้อราทีง่ายตอการปรับปรุงพันธุเพื่อใหไดผลผลิตเพิม่ข้ึน 

 

               งานวิจัยนี้มีจุดมุงหมายเพื่อผลิตไซแลนเนสจาก T. reesei โดยใชแหลงคารบอนจาก

วัสดุเหลือใชจากการเกษตรที่มีไซแลนเปนสวนประกอบ เพื่อทดแทนการใชไซแลนบริสุทธิท์ี่มี

ราคาแพง ซึ่งนอกจากจะเปนทางเลือกอีกทางหนึ่งในการผลิตเอนไซมแลวยังสามารถกําจัดขยะ

อันเกิดจากวัสดุเหลือใชจากการเกษตรดวย  และเพื่อวิเคราะหปริมาณเฮมิเซลลูโลสหรือไซแลน

ในวัสดุเหลือใชจากการเกษตรแตละชนิดที่นาํมาใช เพื่อทราบถึงความสมัพนัธระหวางปริมาณ

เฮมิเซลลูโลสหรือไซแลนตอการชักนําใหเชื้อราผลิตเอนไซมไซแลนเนส 
 
วัตถุประสงค 
 

               เพื่อผลิตเอนไซมไซแลนเนสจาก T. reesei โดยใชวัสดุเหลือใชจากการเกษตรที่มีไซ

แลนเปนสวนประกอบ โดยมีการวิเคราะหปริมาณเฮมิเซลลูโลสหรอืไซแลนในวัสดุเหลือใชจาก
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การเกษตรที่นาํมาใช เพื่อทราบถึงความสมัพันธระหวางปริมาณเฮมิเซลลูโลสหรือไซแลนตอการ

ชักนาํการผลิตเอนไซมไซแลนเนสจากเชื้อรา 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
 

               สามารถเพิ่มการผลิตไซแลนเนสที่ไดจาก T. reesei โดยใชสารที่เหมาะสม และ

สภาวะที่เหมาะสม และสามารถนาํวัสดุที่เหลือใชจากการเกษตรมาใชในการผลิตเอนไซม ซึ่ง

จะชวยลดตนทุนการผลิตและไมกอใหเกดิปญหาทางมลพิษกับส่ิงแวดลอม ลดการสะสมของ

ขยะเพราะสามารถเปลี่ยนวสัดุทางการเกษตรใหเปนผลติภัณฑที่มีคุณคาได และทราบ

องคประกอบทางเคมีของวสัดุเหลือใชจากการเกษตร และความสมัพนัธระหวางปริมาณ

สับสเตรทตอการชักนาํใหเชือ้ราผลิตเอนไซม  

 

               งานวิจัยนี้ไดมุงศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมไซแลนเนส โดย T. 

reesei โดยทดสอบกับวัสดุเหลือใชจากการเกษตรชนิดตางๆ รวมทั้งวิเคราะหองคประกอบทาง

เคมีของวัสดุเหลือใชจากการเกษตรแตละชนิด และศึกษาถงึผลของแหลงไนโตรเจนและสารที่

สามารถชกันาํการผลิตเอนไซมไซแลนเนสจากเชื้อราได 



บทที่ 2 
 

การตรวจเอกสาร 
 

               พืชเปนแหลงทรัพยากรธรรมชาติที่สําคัญ ทีส่ามารถนํากลบัมาใชใหมได ในสวนของ

ผนังเซลลพืชประกอบดวยพอลิแซคคาไรดหลัก 3 ชนิด คือ เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนนิ 

(Harada and Cote, 1985) 
 
เซลลูโลส 
 

               เซลลูโลสเปนสารอินทรียที่พบมากที่สุดในเซลลพืชในปริมาณ 40-45เปอรเซ็นตของ

น้ําหนกัแหง โครงสรางหลกัประกอบดวยน้ําตาลกลูโคสเชื่อมตอกันดวยพนัธะ บีตา-1,4 ไกลโคซิ

ดิก (β-1,4 glycosidic) โมเลกุลของเซลลโูลส มีลักษณะเปนเสนตรง (ภาพที ่1) ไมมีแขนงยอย มี

สูตรทั่วไปคือ (C6H10O5)n มีคุณสมบัติไมละลายน้ําและมักพบรวมกับลิกนนิ (Stephens and 

Heichel, 1975) 

 

 
 

ภาพที ่1 โครงสรางโมเลกุลของเซลลูโลส (Cowling and Kirk, 1976) 
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เฮมิเซลลโูลส 
 

               เฮมเิซลลูโลสเปนสารอินทรียทีพ่บมากเปนอันดับสองรองจากเซลลูโลสเปนพอลิเมอร

ของน้ําตาลเพนโตสหรือเฮกโซส  ประกอบดวยพอลีแซคคาไรคหลายชนิดมาเชื่อมตอกันเชน 

               เพนโตแซน (pentosan) สวนใหญเปนไซแลน (xylan) และอะราแบน (araban) ซึ่งไซ

แลนเปนสารทีม่ีอยูในเฮมิเซลลูโลสในปริมาณมากที่สุด 

               เฮกโซแซน (hexoxan) เชน แมนแนน (mannan) กาแลคแตน (galactan) และกลูแคน

(glucan) 

               โพลียูโรไนด (polyuronides) เปนสารประกอบของกรดโพลยีูโรนิค (polyuronic acid)  
 
ลิกนิน 
               ลิกนินเปนสารประกอบเชงิซอนประเภทพอลฟิโนลิค (polyphenolic) โครงสรางโมเลกลุ

สวนใหญเปนวงแหวน โมเลกุลลิกนนิจะแทรกตัวอยูในชองวางระหวางเสนใยเซลลูโลส ลิกนนิทีพ่บ

ในสวนของผนงัเซลลจะทําหนาที่เสมือนเกราะปองกนัการเขาทําลายของจุลินทรีย (Ericksson, 

Blanchette and Ander, 1990) 
 
ไซแลน 
 

               ไซแลนเปนองคประกอบหลกัของเฮมิเซลลโูลส ดังนั้นเมื่อกลาวถึงเฮมิเซลลูโลสมัก

หมายถงึไซแลน ไซแลนยึดเกาะกับสวนของเฮมิเซลลโูลสและเซลลูโลสดวยพนัธะไฮโดรเจน พบ

ตามธรรมชาต ิทั้งในไมเนื้อออน ไมเนื้อแข็ง พืชลมลุกในสวนของผนงัเซลลพชืชั้นปฐมภูมิ ปริมาณ

ไซแลนและโครงสรางจะแตกตางกนัไปขึ้นอยูกับแหลงทีม่า ในไมเนื้อแข็งพบวามีปริมาณไซแลน

มากกวา      30 เปอรเซ็นตของน้ําหนกัแหง เชน ใน birch wood มีปริมาณไซแลนประมาณ 35 

เปอรเซ็นตของน้าํหนักแหง ในไมเนื้อออนมีปริมาณไซแลนประมาณ 7-12 เปอรเซ็นต ของน้าํหนัก

แหง รวมทัง้ไมลมลุกและวัสดุเหลือใชจากการเกษตร เชน ฝาย รําขาว ซังขาวโพด ฟางขาว และใน

เปลือกเมล็ดธญัพืชตางๆ มีไซแลนอยูประมาณ 20-40 เปอรเซ็นตของน้ําหนกัแหง 
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ลักษณะโครงสรางของไซแลน 
 

               ไซแลนเปนพอลิเมอรของน้ําตาลดี-ไซโลส (D-xylose) ที่เชื่อมตอกันดวยพนัธะบีตา-1,4-

ไซโลสิดิก(β-1,4-xylosidic) เปนสายหลัก และมีน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวชนิดอืน่หรือโอลิโกแซคคา

ไรดสายสั้นๆ มาเชื่อมตอเปนสายโซกิง่ ซึ่งสายโซกิ่งอาจประกอบดวยหมูอะราบโินซลิ (arabinosyl)   

กลูโคนิล (gluconyl) หรือหมูอะซิทิล (acetyl)  

 

               ไซแลนทีพ่บในไมเนื้อออนสวนใหญเปนอะราบิโนกลูคูโรโนไซแลน 

(arabinoglucuronoxylan) สายหลกัประกอบดวยน้ําตาลบีตาด-ีไซโลไพแรนโนส เชื่อมตอกันดวย

พันธะบีตา 1,4 โดยม ี 4-โอ-เมททลิ-แอลฟา-ดี-กลูคูโรนิค แอซิค (4-ο-methyl-α--D-glucuronic 

acid) มาเชื่อมตอกับสายหลักที่คารบอนอะตอมตําแหนงที ่ 2 ทุกๆ 2 หนวยตอ ไซโลส 10 หนวย 

และแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนส (α-L-arabinofuranose) เชื่อมตอที่คารบอนอะตอม

ตําแหนงที ่ 2 ดังภาพที ่ 2 จํานวนไซโลสทีม่าเชื่อมตอกนั (degree of polymerization) ประมาณ 

200 หนวย 

 

 

 
Glu = D-glucose 

Xyl = D-xylose 

Araf = L-arabinofuranose 

p = pyranose 

 

ภาพที ่2 ลักษณะโครงสรางของไซแลนในไมเนื้อออน (Ericksson et al., 1990) 



 7 

               ไซแลนทีพ่บในไมเนื้อแข็งสวนใหญเปน โอ-อะซิทิล-4-โอ-กลูคูโรโน-บีตา–ดี-ไซแลน        

(ο-acetyl-4-ο-methyl-glucurono-β-D-xylan) เรียกสั้นๆ วา กลูคูโรโนไซแลน สายหลัก

ประกอบดวยบีตา-ดี-ไซโลไพแรนโนสเชื่อมตอกันดวยพนัธะ 1,4 ไซโลซิดิก มีหมูอะเซทิลเชื่อมตอที่

คารบอนอะตอมตําแหนงที ่ 2 หรือ 3 ทุกๆ 7-10 หนวยของน้าํตาลไซโลส และ 4-โอ-เมททิล-

แอลฟา-ดี-กลคูู-โรนิค แอซิด เชื่อมตอกนัดวยพนัธะบีตา-1,2 ทุกๆ 10 หนวยของไซโลส ดังภาพที ่3 

 

 
 

Glu = D-glucose 

Xyl = D-xylose 

p = pyranose 

 

ภาพที ่3  ลักษณะโครงสรางของไซแลนในไมเนื้อแข็ง (Ericksson et al., 1990) 

 
 
การยอยสลายเซลลโูลสและไซแลน 
 
การยอยสลายเซลลโูลส 
  

              การยอยสลายเซลลูโลส สามารถทําไดโดยใชสารเคมี เชน กรด หรือดาง และยอยโดยใช

เอนไซม  เอนไซมที่ใชคือ เซลลูเลส (cellulase) ซึ่งสวนใหญจะไดจากเชื้อรา และแบคทีเรีย        

เซลลูเลสเปนเอนไซมทีม่ีหลายองคประกอบทํางานรวมกนั ดังนี ้

               1. Exoglucanase หรือ cellobiohydrolase หรือ 1,4-β-D-glucan cellobiohydrolase 

(EC.3.2.91) ทําหนาทีย่อยสลายเซลลูโลสโดยตัดพันธะ β-1,4-ไกลโคซิดิก จากปลายดาน non-

reducing ไดเปนเซลโลไบโอสและกลูโคสเปนผลิตภัณฑสุดทาย  
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               2. Endoglucanase หรือ 1,4-β-D-glucan 4-glucanohydrolase (EC.3.2.1.4) ทํา

หนาทีย่อยสลายเซลลูโลส โดยตัดพันธะ β-1,4-ไกลโคซิดิก แบบสุมไดเซลโลไบโอสและกลูโคส

เปน  ผลิตภัณฑสุดทาย  

               3. β-glucosidase หรือ β-D-glucoside-4-glucohydrolase หรือ cellobiase  

(EC.3.2.1.21) ทาํหนาที่ยอยสลายเซลโลไบโอสและเซลโลโอลิโกแซคคาไรด ไดกลูโคสเปน       

ผลิตภัณฑสุดทาย 
 
การยอยสลายไซแลน 
 

               การยอยสลายไซแลนใหเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว สามารถทาํได 2 วิธี คือการยอยดวย

สารเคมี (chemical hydrolysis) และการยอยดวยเอนไซม (enzymatic hydrolysis) หรือใชทัง้ 2 

วิธีรวมกัน 

 

               1. การยอยสลายไซแลนดวยสารเคม ีสามารถทาํได 2 วิธี ดังนี ้

 

               1.1 การยอยสลายไซแลนดวยกรด (acid hydrolysis)  

                  การยอยสลายไซแลนดวยกรดอาจใชกรดแกเชนกรดไฮโดรคลอริกหรือกรดซัลฟูริก 

ผลิตภัณฑสุดทายที่ไดคือน้าํตาลไซโลส การยอยสลายไซแลนดวยกรดเปนวธิีที่งาย 

รวดเร็ว แตปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจะรุนแรงและไมจําเพาะเจาะจง ทําใหผลผลิตที่ไดไมบริสุทธิ์ 

เกิดผลิตภัณฑที่เปนสารพษิ เชน เฟอฟูรัล (furfural) ซึ่งมีผลตอการนําไปเลี้ยงจุลนิทรีย 

และยังตองใชวัสดุอุปกรณทีท่นตอความเปนกรดและอณุหภูมิสูงได ซึ่งอุปกรณที่สามารถ

ทนตอกรดและอุณหภูมิสูงไดมักมีราคาแพง 

                       1.2  การยอยสลายไซแลนดวยดาง (alkaline hydrolysis)  

               การยอยสลายไซแลนดวยดางมกันําไปใชในอตุสาหกรรมการทํากระดาษ ในขั้นตอนการ

ทําเยื่อกระดาษ โดยการนาํชิ้นไมมาตมในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน เพื่อใหไมยุยและ

กําจัดลิกนินทีอ่ยูในชัน้ของลกิโนเซลลโูลส (lignocellulose) ออกบางสวน ในขั้นตอนนี ้      เฮมิ

เซลลูโลสจะถกูยอยออกมาและปนอยูในน้ําทิ้ง หลงัจากนัน้จะนําไปผานกระบวนการฟอกสีเยือ่

กระดาษ โดยใชสารเคมีที่มคีลอไรดเปนองคประกอบ เชน คลอรีนไดออกไซด (chlorinedioxide) 

กาซคลอรีน (Cl2) ที่อุณหภมูิสูงไมต่ํากวา 100 องศาเซลเซียสและความเปนกรดดางไมต่ํากวา 10 

ทําใหเกิดสารพิษพวกไดออกซิน (dioxin) และสารประกอบคลอไรดที่เปนพิษชนิดอื่นๆ ดวย 

(Germgard and Larsson, 1983) 
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               2. การยอยสลายไซแลนดวยเอนไซม  

  

              การยอยสลายไซแลนดวยเอนไซมเปนปฏิกิริยาที่จาํเพาะเจาะจงกวาการใชสารเคมีใน

การยอยสลาย เนื่องจากเอนไซมมีความจําเพาะเจาะจงตอสับสเตรท (substrate) ในปฏิกิริยานัน้ๆ 

ผลิตภัณฑที่ไดจึงมีความบรสุิทธิ์สูง ปฏิกริิยาเกิดขึ้นในสภาวะเปนกลางที่อุณหภูม ิ ความเปนกรด

ดางที่สิง่มีชวีิตสามารถเจริญเติบโตได จึงไมจําเปนตองใชภาชนะทีท่นตอความเปนกรดดางและ

อุณหภูมิสูง และไมกอใหเกิดสารประกอบเปนพษิและสารเคมีตกคางในสิง่แวดลอม ซึ่งเอนไซมที่

ใชในการยอยสลายพนัธะ-1,4 ของสายหลกัของไซแลนเพื่อใหไดน้าํตาลไซโลส มีอยู 2 ชนิด ใหญๆ 

คือ 

               1. เอนโดไซแลนเนส (endoxylanase) หรือ 1,4-บีตา-ดี-ไซแลน-ไซลาโนไฮโดรเลส (1,4-

β-D-xylan-xylanohydrolase; EC 3.2.1.8) เอนไซมนี้จะยอยสลายพันธะ1,4-บีตา-ดี-ไซโลซิดิก

แบบสุม ผลิตภัณฑสุดทายที่ไดเปนไซโลสและโอลิโกแซคคาไรดสายสั้นๆ  

               2. บีตาไซโลซิเดส (β-xylosidase) หรือ 1,4-บีตา-ดี-ไซแลน-ไซโลไฮโดรเลส (1,4-β-D-

xylan-xylohydrolase; EC 3.2.1.37) เอนไซมนี้จะยอยสลายพันธะ1,4-บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซดที

ละ 1 หนวย จากปลายสายดานนอนรีดิวซ (non-reducing end) ผลิตภัณฑสุดทายที่ไดเปนไซโลส 

               เนื่องจากโครงสรางของไซแลนประกอบดวยมนี้ําตาลโมเลกลุเดี่ยวชนิดอื่นมาเชื่อมตอ     

ดังนัน้ในการยอยสลายไซแลนใหสมบูรณจาํเปนตองอาศยัเอนไซมชนิดอ่ืนๆ รวมดวย เชน  

               เอนไซมแอลฟา-แอล-อะราบิโนซิเดส (α-L-arabinosidase; EC 3.21.55) จะยอยสลาย

หมูนอน-รีดิวซ-แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนส ของ แอลฟา-แอล-อะราบิฟวราโนไซด อะรา

บิแนน และอะราบิโนกาแลคแตน ไดน้ําตาลที่เปนพนัธะกิ่งเปนผลิตภัณฑสุดทาย 

               เอนไซมแอลฟา-ดี-กลูคูโรโนสิเดส (α-D-glucuronosidase; EC 3.2.1.1) จะยอยสลาย

พันธะแอลฟา-1,2 ใน 4-โอ-เมททิล-ดี-กลูคูโรนิค แอซิค 

               เอนไซมอะเซติล (ไซแลน) เอสเทอเรส (acetyl (xylan) esterase); EC 3.1.1.6) จะยอย

สลายพนัธะ-1,2 และบีตา-1,3 ที่เชื่อมหมูอะเซทิลกับสายหลกั ใหผลิตภัณฑสุดทายเปนกรดอะซิ

ติก 

               จากเอนไซมทั้งหมดที่กลาวมาสามารถแสดงแผนภาพการทํางานของเอนไซมในกลุมที่

ใชในการยอยสลายไซแลนไดดังภาพที ่4 
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Ac = Acethyl 
Araf = L-arabinofuranose 
MeGlc
A 

= 4-Ο-methyl-α-D-glucuronic acid 

Xyl = D-xylose 
ภาพที ่4 การยอยสลายไซแลนดวยเอนไซมในกลุมยอยสลายไซแลน 

ที่มา (Biely, 1985)  
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คุณสมบัติของเอนไซมไซแลนเนส 
 

               เอนไซมไซแลนเนสมีน้ําหนักโมเลกุลไมใหญมากคือไมเกนิ 10,000 ดาลตัน มี

ความจาํเพาะเจาะจงตอไซแลน อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานอยูในชวง 50-60 องศา

เซลเซียส ทนตอความเปนกรดดางในชวงกวาง โดยจะอยูในชวง pH 4.0-9.0 
 
การใชประโยชนจากเอนไซมไซแลนเนส 
 

               จากการศึกษาพบวาจุลนิทรียสวนใหญผลิตเอนไซมไซแลนเนสแลวขับออกมานอกเซลล 

(extracellular enzyme) แตก็มีบางชนิดที่ผลิตเอนไซมเปนแบบ intracellular enzyme อาทิเชน 

Aspergillus niger  (Iwamoto, Sasaki and Inaoka, 1973) การผลิตเอนไซมไซแลนเนสของ        

จุลินทรียสวนใหญจะเริ่มผลิตในระยะ stationary phase ไซแลนเนสเปนเอนไซมหนึง่ทีม่ี

ความสาํคัญตอส่ิงแวดลอมและอุตสาหกรรม เมื่อพืชถกูนําไปใชในการเกษตรและอุตสาหกรรมจะ

มีสวนที่เหลือทิ้ง เชน ฟางขาว กากรําขาว เปลือกเมล็ดพืชตางๆ เปนตน ดังนัน้เอนไซมไซแลนเน

สจึงเปนเอนไซมที่มีบทบาทสําคัญในการยอยสลายวัสดุที่เหลือใชจากการเกษตรและอุตสาหกรรม

ได ซึ่งนอกจากจะชวยลดการเกิดมลภาวะทางน้ําและทางอากาศจากการทิง้หรือเผาวัตถุดิบเหลานี้

แลว น้ําตาลไซโลสที่ไดจากการยอยสลายไซแลนซึง่เปนสารใหรสหวาน เรียกอีกอยางหนึ่งวา

น้ําตาลจากไม (wood sugar) ที่มีสูตรเคมี C5H10O5 มีจดุหลอมเหลว 144-145 องศาเซลเซียส ยัง

สามารถนํามาใชประโยชนไดหลายประการ เชน ผลิตโปรตีนเซลลเดี่ยว (single cell protein) ผลิต

เชื้อเพลิง เชน เอธทานอล บิวทานอล ผลิตไซลิทอล เปนตน (Biely, 1985; Magee และ Kosaric, 

1985; Gilbert and Hazlewood, 1993) 

               นอกจากนัน้ ยังมีการนาํไซแลนเนสไปใชประโยชนทางอุตสาหกรรมกระดาษ การเตรียม

เยื่อกระดาษและการฟอกสีเยื่อกระดาษใหขาวขึ้น เนื่องจากในขัน้ตอนการเตรียมเยือ่กระดาษโดย

นําชิน้ไมมาตมในสารละลายดางเขมขน เฮมิเซลลูโลสจะถูกยอยและละลายอยูในสารละลายและ

จะกลับมารวมตัวกับลิกนนิเกิดเปนสารประกอบเชิงซอนที่มโีมเลกุลขนาดใหญขึน้ ทําใหการกาํจดั

ลิกนนิทาํไดยากขึ้น เมื่อนําเอนไซมมาใชในขั้นตอนการเตรียมเยื่อจะทําใหเยื่อที่ไดมีคาความขาว

สวาง (brightness) เพิ่มมากขึ้น และสามารถลดการใชสารเคมีที่ใชในการฟอกเยื่อไดอีกดวย ซึ่งใน

กรณีดังกลาวตองการไซแลนเนสที่ไมมกีารปนเปอนของเซลลูเลส (Beily, 1985) ซึ่งมีรายงาน

ตัวอยางจุลินทรียที่ผลิตไซแลนเนสที่ผานการทาํใหบริสทุธิ์แลวไมพบแอคติวิตีของเซลลูเลสดังนี ้ 

Aspergillus nidulans (Femandez-Espinar et al., 1994) Bacillus sp. BP-23 (Blanco, Colom 

and Javier pastor, 1995), Bacillus sp. K-1 (Ratanakhanokchai, 1999) Bacillus 
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amyloliquefaciens (Breccia et al., 1998) Cephalosporium sp. RYM-202 (Kang, Maeng 

and Rhee, 1996) Streptomyces halstedii JM8 (Ruiz-Arribas, 1995) Trichoderma reesei 

PC-3-7 (Xu et al., 1998) 

               เอนไซมไซแลนเนสพบไดในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด เชน ยีสต รา แบคทีเรีย โปรโตซัว แมลง

บางชนิด และพืช เอนไซมกลุมนีท้ี่นยิมนาํมาศึกษามกัมาจากจุลินทรีย เนื่องจากเจริญไดรวดเร็ว 

เพาะเลี้ยงงาย จุลินทรียบางสายพนัธุจะสรางและปลอยเอนไซมออกมานอกเซลล แตบางสายพนัธุ

จะสรางและเก็บไวภายในเซลล ตัวอยางจุลนิทรียทีส่ามารถสรางเอนไซมไซแลนเนส แสดงใน

ตารางที ่1 
 
การผลิตและปจจัยที่มีผลตอการผลิตไซแลนเนสโดยจุลินทรียชนิดตางๆ 
 

               1. แหลงคารบอนที่สามารถชกันําใหเกิดการสรางเอนไซม 

 

               ไซแลนเนสเปนเอนไซมที่สามารถชักนาํใหเกิดขึ้นได (inducible enzyme) จุลินทรียที่

ผลิตไซแลนเนสไดสวนใหญสามารถผลิตเซลลูเลสไดดวยเชนกัน ซึ่งจุลินทรียจะผลิตเซลลูเลสหรือ    

ไซแลนเนสเปนหลกัขึ้นกับแหลงคารบอนที่ใชในการเลีย้งเชื้อ Royer และ Nakas (1990) รายงาน

วาในการเลี้ยงเชื้อ Trichoderma longibrachiatum นัน้ ถาตองการใหสรางไซแลนเนส จะใช    ไซ

แลนจากเปลือกขาวโอตเปนแหลงคารบอน แตถาตองการใหสรางเซลลูเลสตองใชคารบอกซี-

เมททิลเซลลูโลสเปนแหลงคารบอน และเนื่องจากวัสดุเหลือใชจากการเกษตรมีไซแลนเปน

องคประกอบสูงถึง 20-40 เปอรเซ็นต จึงมีผูสนใจนาํวัสดุเหลือใชจากการเกษตรมาใชเปนแหลง

คารบอนในการเลี้ยงเชื้อ ดังนี ้

               สุมาลี อ้ึงใจธรรม (2539) ไดแยก Streptomyces sp. ที่ผลิตไซแลนเนสและบีตาไซโลซิ

เดสจากแหลงดินในประเทศไทย พบวา Streptomyces sp. PC22 เปนสายพนัธุที่สามารถสรางไซ

แลนเนสไดสูงสุด โดยพบวาการเลี้ยงเชื้อภายใตสภาวะทีเ่หมาะสมและมีไซแลน 1 เปอรเซ็นตเปน

แหลงคารบอน Streptomyces sp. PC22 สรางไซแลนเนสได 14.68 หนวยตอมลิลิลิตร และเมื่อ

นําวัสดุเหลือใชจากการเกษตรคือกากเมลด็ฝายมาใชเปนแหลงคารบอนรวมกับไซแลน โดยเมื่อใช

กากเมล็ดฝาย 2.5 เปอรเซ็นตรวมกับไซแลน 0.2 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอนในการเลีย้งเชื้อ 

Streptomyces sp. PC22 ก็ยังสามารถสรางไซแลนเนสไดสูงถึง 12.66 หนวยตอมิลลิลิตร 
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ตารางที ่1 ตัวอยางสายพันธุจุลินทรียที่สามารถสรางเอนไซมไซแลนเนส 

 

สายพนัธุจุลนิทรีย เอกสารอางอิง 

Aspergillus awamori Tenkanen, Ratto and Viikari,1993 

A. foetidus Biely and Poutanen, 1989 

A. fumigatus Lindner, Stulket and Hecker, 1994 

A. niger NCIM 1207 Gokhale , Puntambekar and Deobagkar, 

1986 

A. oryzae Tenkanen et al., 1993 

A. terreus Biely and Poutanen, 1989 

Aureobasidium pullulans Karni et al., 1993 

Bacillus circulans Ratto et al., 1992 

B. stearothermophilus Nanmori et al., 1990 

B. subtilis Lindner et al., 1994 

Clostridium acetobutyricum ATCC 

824 

Lee and Forsberg, 1987 

Cryptococcus albidus Biely, Vrsanska and Kratky, 1980 

Nocardiopsis dassonvillei Tsujibo et al., 1990 

Prevotella ruminicola Flint et al., 1997 

Schizophyllum commune Paice et al., 1978 

Streptomyces sp.S38 Georis et al., 1999 

S. lividans Dupont et al., 1998 

Streptomyces roseiscleroticus Grabski and Jeffries; 1991 

Trichoderma harzianum De Paula Silveira et al., 1999 

T. longibrachitum Royer and Nakas, 1990 

T. reesei PC-3-7 Xu et al., 1998 
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               Gome และคณะ (1992) ทําการแยกเชื้อ Trichoderma viride จากเศษปอกระเจาที่ทบั

ถมกนั พบวาในอาหารทีม่ ี sulphite pulp เปนแหลงคารบอนสามารถชักนาํการสรางเอนไซมบีตา-  

ไซแลนเนสไดสูงสุด คือ 190.1 หนวยตอมิลลิลิตร แตในขณะเดียวกนัก็สามารถสรางเอนไซม  

เซลลูเลสสูงดวย (0.56 หนวยตอมิลลิลิตร)   แตถาใชไซแลนเปนแหลงคารบอนจะใหแอคติวิตีของ

เอนไซมเซลลูเลสตํ่า (0.15 หนวยตอมิลลิลิตร) เมื่อนาํเศษวัสดุเปนแหลงคารบอน พบวาเปลอืก

จากขาวบารเลย หนังสือพมิพ และฟางขาวสาล ี (wheat straw) สามารถชกันาํการสรางเอนไซม  

ไซแลนเนสได โดยใหแอคติวิตี 111.2 92.4 72.4 หนวยตอมิลลิลิตร ตามลําดับ สวนแกลบ (rice 

husk)  ใหแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนสต่ําสุด คือ 37.8 หนวยตอมิลลิลิตร 

               Karni และคณะ (1993) เลี้ยง Aureobasidium pullulans ในอาหารทีม่ีกลูโคส ฟรุกโตส 

ไซแลน หรือไซโลส พบวาเชื้อจะสรางเอนไซมบีตาไซแลนเนสเมื่อใชไซแลนหรือไซโลสเทานั้น และ

สามารถใชวัสดุเหลือใชจากการเกษตร เชน รําขาวสาล ี ฟางขาว ชานออย มาเปนแหลงคารบอน 

โดยรําขาวสาลีใหแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนสสงูสุด คือ 10.2 หนวยตอมิลลิลิตร สวนฟางขาว 

และชานออยใหแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนส  5.1 และ 0.7 หนวยตอมิลลิลิตร  

               นอกจากนี ้ Beg และคณะ (2000) ศึกษาการผลิตเอนไซมไซแลนเนสจาก 

Streptomyces sp QG-11-3 ซึ่งเปนเชื้อทีส่ามารถผลิตเอนไซมไซแลนเนสที่ปราศจากเซลลูเลสได 

โดยใชวัสดุเหลือใชจากการเกษตร คือ รําขาวสาล ี รําขาวเจา 1 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอนจะให

แอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนสสูง (96 และ 82 หนวยตอมิลลิลิตร) ซึ่งสามารถสรางเอนไซมไซ

แลนเนสไดดีพอๆ กับไซแลน (81 หนวยตอมิลลิลิตร) 

 

               2. แหลงไนโตรเจนที่ใชในการเลี้ยงเชื้อ 

 

               แหลงไนโตรเจนเปนอีกปจจยัหนึ่งที่มีความสาํคัญตอการเจริญเติบโตของเชื้อรา จาก

รายงานการศกึษาแหลงของไนโตรเจนที่ใชเพาะเลี้ยงจุลินทรีย เพื่อสรางเอนไซมไซแลนเนส  

Svarachorn (1999) ใช NH4NO3 0.8 เปอรเซ็นตในการเลีย้งเชือ้ราเพื่อผลิตเอนไซมไซแลนเน

สจาก Aspergillus fumigatus 4-45-1F ไดดีพอๆ กับการใชสารสกัดจากยีสต (yeast extract) 

Bailey และ Poutanen (1989) นํา distiller’s spent grain มาใชเปนแหลงไนโตรเจนในการ

เพาะเลี้ยง Aspergillus 7 สายพนัธุ  

               Bailey Buchert และViikari (1993) นํา spray-dried corn steep solids (CSS) หรือ 

distiller’s spent grain มาเปนแหลงไนโตรเจน พบวา CSS เปนแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมสาํหรบั

การสรางไซแลนเนสจากเชื้อ Trichoderma reesei ใหคาแอคติวิตี 5400 (nkatml-1) โดยม ี Birch 

glucuronoxylan เปนแหลงคารบอน นอกจากนั้น Watcharachai (1998) ศึกษาใน T. reesei Rut 
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C-30 โดยใชรําขาวสาลีเปนแหลงไนโตรเจน เปรียบเทยีบกับการใช corn steep solid ซึ่งรําขาว

สาลีใหแอคติวติีนอยกวาการใช corn steep solid  

 

               3. ความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

               จุลินทรียแตละชนิดมีความสามารถในการเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความเปนกรดดาง

เร่ิมตนแตกตางกันคือ จุลินทรียจําพวกรามักจะเจริญไดดีในอาหารที่มคีาความเปนกรดดางเริ่มตน

ของอาหารเลีย้งเชื้อตํ่า เชน  Aspergillus awamori และ Thermoascus aurantiacus เจริญไดดี

ในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีความเปนกรดดางเทากับ 4.0 (Smith and Wood, 1991; Gomes, Gomes 

and Steiner, 1994) Trichoderma reesei เจริญไดดีในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีคาความเปนกรดดาง

เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 5.0 แอคติโนมัยสทีจะเจริญไดดีในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีคาความ

เปนกรดดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเปนกลาง เชน Streptomyces T7 เจริญไดในอาหารเลีย้ง

เชื้อที่มีคาความเปนกรดดางเทากับ 7.0 (Ross et al., 1992) Thermomonospora fusca สามารถ

ผลิต      ไซแลนเนสไดดเีมื่อเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีคาความเปนกรดดางเริ่มตนเทากับ 9.0 

(Bachmann and McCarthy, 1989)  

 

               4. อุณหภูมิที่ใชในการเลีย้งเชื้อ 

 

               อุณหภูมิที่ใชในการเลี้ยงจุลินทรียเพื่อสรางไซแลนเนส สวนใหญจะอยูในชวง 30-35 

องศา-เซลเซียส เชน Trichoderma reesei Aspergillus และ Bacillus circulan สามารถเจริญ

และผลิตเอนไซมไซแลนเนสไดดีที่ อุณหภมูิ 30 องศาเซลเซียส (John and Schmidt, 1979; Ratto 

et al., 1992) 

 

               5. ตัวชักนาํ (inducer) 
 
                นอกจากปจจัยดงักลาวเบื้องตนแลว ตัวกระตุนเปนอกีปจจัยหนึ่งที่สามารถเพิ่ม

ความสามารถในการสรางเอนไซมไซแลนเนสของจุลินทรียได เอนโดไซแลนเนสเปนเอนไซมทีม่ี

การศึกษามากที่สุดในกลุมของเอนไซมทีใ่ชยอยสลายเฮมิเซลลูโลส ขอมูลเบื้องตนพบวาเอนไซมไซ

แลนเนสและเอนไซมเซลลูเลสถูกควบคุมดวยยนีตําแหนงเดียวกนัทาํใหการผลิตเอนไซมจะมีความ

สอดคลองกัน แตมีผูขัดแยงในภายหลงัวาการสรางเอนไซมไซแลนเนสและเซลลูเลสใน T. reesei 

ถูกควบคุมดวยยีนตางกนั การควบคุมการสรางเอนไซมไซแลนเนสไมมีสวนเกี่ยวของกับการสราง
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เอนไซมเซลลูเลส เชน เมื่อนาํจุลินทรียมาเลี้ยงในอาหารที่มีเซลลูโลส จะมีการสรางเอนไซมไซแลน

เนส ในปริมาณที่เล็กนอยเทานั้น อยางไรก็ตามความรูในเรื่องนี้ยังไมชัดเจน  

               Biely และ Petrakova (1985) ศึกษารูปแบบการยอยสลายไซแลนดวยเอนไซมไซแลน

เนสและบีตาไซโลซิเดสของยีสต Cryptococcus albidus พบวาจลิุนทรียจะปลดปลอยเอนไซม         

ไซแลนเนสออกมานอกเซลลเพื่อยอยสลายไซแลนใหเปนไซโลโอลิโกแซคคาไรดสายสั้นๆ จากนั้น

นําเอาไซโลโอลิโกแซคคาไรดเขาสูเซลลดวยระบบแอคทีฟ ทรานสปอรต (active transport) 

ตอจากนัน้บีตาไซโลซิเดสภายในเซลลจะทาํงานตอเพื่อยอยสลายใหเกดิน้ําตาลไซโลส ซึ่งจุลินทรีย

จะนําไปใชในการเจริญเติบโตตอไป เอนไซมไซแลนเนสสามารถถูกกระตุนไดโดยไซโลไบโอส และ

ไซโล-  ไตรโอส ที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายไซแลน จากนั้นไซโลไบโอสและไซโลไตรโอสมีผลไป

กระตุนการสรางเอนไซมไซแลนเนสเพิ่มข้ึน เมื่อผลิตภัณฑสุดทายคือไซโลสมีปริมาณที่มากเกนิไป 

จะมีผลไปยับยั้งการสรางเอนไซมไซแลนเนสใหนอยลงได 

               จากการศึกษาทีผ่านมาพบวาตัวกระตุนที่รูจกักันดีคือไซโลไบโอส และ β-methyl-D- 

xyloside นอกจากนี้ยงัมีผูศึกษาถงึตัวกระตุนชนิดอืน่เชน Haltrich Sebesta และSteiner (1995) 

รายงานวาเอนไซมจะถกูสรางขึ้นในปริมาณหนึง่โดยที่ไมจําเปนตองไดรับการกระตุน จากนัน้

ทดลองนําแซคคาไรดหลายๆ ชนิดทัง้ทีม่ีโมเลกุลเดี่ยวและแซคคาไรดสายสั้นมาใชในการชกันาํการ

ผลิตเอนไซมไซแลนเนสและเซลลูเลส จาก Schizophyllum commune พบวา sophorose 

lactose และ 4-Ο-β-galactopyranosyl-D-mannopyranose สามารถชักนําการผลิตเอนไซม

เซลลูเลสและไซแลนเนสไดอยางมีนยัสําคญั ไซแลนเนสยงัถูกชกันาํไดโดยใช β-methyl-D-

xyloside ซึ่งเปนสารที่มโีครงสรางคลายกับไซโลไบโอสไดอีกดวย นอกจากนัน้ β-methyl-D-

xyloside ยงัใชเปนตวัชักนําในการสรางเอนไซมไซโลซิเดสซึ่งเปนเอนไซมที่ใชยอยสลายไซแลนที่

สําคัญไดอีกดวย (Kristufek, Zeilinger and Kubick, 1995)  

               นอกจากนี ้ Bailey และPoutanen (1989) ยังใช β-methyl-D-xyloside เปนตัวชักนาํ

และเพิ่มการผลิตเอนไซมไซแลนเนส จากเชื้อ Aspergillus foetidus VTT.D71002 ซึ่งเปนเชื้อที่

สามารถสรางเอนไซมไซแลนเนสโดยไมมกีารสรางเซลลูเลสไดอีกดวย 
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Glc = D-glucose 
Xyl = D-xylose 
Xyl2 = Xylobiose 
Xyl3 = Xylotriose 

 

ภาพที ่5 กลไกของการยอยสลายไซแลนของ Cryptococcus albidus 

 

(ที่มา: Biely, 1985) 



บทที่ 3 
 

วัสดุอุปกรณ เคมีภัณฑ และวธิีดําเนนิการวิจัย 
 

วัสดุอุปกรณ 
 

               1. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน NovaSpec 4049 (LKB 

Biochrom, England) 

               2. หมอนึ่งความดันไอน้ํา (Steam sterilizer/Autoclave) (Ta Chang Medical 

Instrument Factory, Taiching, Taiwan) 

               3. เครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) Model universal 16 (Hettich, Germany) 

               4. อางน้ําควบคมุอุณหภูม ิ(water bath) model SS40-2 Ambient (Grant Instruments 

(Cambridge) Ltd., England) 

               5. ตูควบคุมอุณหภูม ิ(รุน E5 EA) (OMROM) 

               6. เครื่องเขยา  

               7. ตูเขี่ยเชื้อแบบ laminar flow  

               8. เครื่องชั่ง 2 ตําแหนง รุน U4600P (Scientific Promotion Co. Ltd.) 

               9. เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง รุน Mettler H10 (Scientific Promotion Co. Ltd.) 

               10. เครื่องคาความเปนกรดเปนดาง (pH  meter) รุน ion analyzer 255 (Corning, 

USA) 
 
เคมีภัณฑ 
 

               เคมีภัณฑสําหรบัเตรียมอาหารเลีย้งเชื้อ 
 
               1. แอมโมเนยีมซัลเฟต (NH4)2SO4 (Carlro Erba Reagent) 

               2. วุนผง (agar) (Difco) 

               3. แมกนีเซยีมซัลเฟต (MgSO4) (Calro Erba reagent) 

               4. แคลเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (CaHPO4) (Fluka) 

               5. corn steep liquor (Sigma) 

               6. เฟอรัสซัลเฟต( FeSO4) (M&B) 

               7. ซิงคซัลเฟต (ZnSO4) (M&B) 
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               8. แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4) (M&B) 

               9. โคบอลตคลอไรด (CoCl2) (M&B) 

               10. แอมโมเนยีมไนเตรท (NH4NO3) (Fluka) 

               11. ยูเรีย (CO(NH2)2) (Fluka) 

               12. peptone (Difco) 

               13. รําขาวเจา (จากโรงสีขาว จังหวัดอยุธยา) 

               14. รําขาวสาล ี(บริษัทโลวานโฮลฟูดสพทีีวาย จํากัด) 

               15. ชานออย (รานน้ําออย เพชรบุรี ซอย7 เขตราชเทว ีกรุงเทพมหานคร) 

               16. เปลือกถั่วลิสง (จากตลาดสะพานขาว เขตราชเทว ีกรุงเทพมหานคร) 

 

               เคมีภัณฑที่ใชสาํหรับวัดคาแอคติวิตีของเอนไซมเซลลเูลส 

 

               1.  โซเดียมคลอไรด (NaCl) (M&B) 

               2. โซเดียมไบซัลไฟด (NaHSO3) (M&B) 

               3. 3,5-dinitrosaliccylic acid (C7H4N2O7) (Sigma) 

               4. โซเดียมโพแทสเซียมทารเทต (COOK(CHOH)2COONa) (Fluka) 

               5. ฟนอล (C6H6O) (Merck) 

 

               เคมีภัณฑที่ใชสาํหรับวัดคาแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนส 

 

               1. โซเดียมคารบอนเนต (Na2CO3) (Carlo Erba) 

               2. โซเดียมโปตัสเซียมทารเทต COOK(CHOH)2COONa.4H2O) (Rochelle salt)  

               3. โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต (NaHCO3) (Carlo Erba) 

               4. โซเดียมซัลเฟต (Na2SO4) (Carlo Erba) 

               5. คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4) (Carlo Erba) 

               6. กรดซัลฟูริกเขมขน (conc. H2SO4) (AnalaR) 

               7. แอมโมเนยีมโมลิบเดท ( (NH4)6Mo7O24.4H2O) (Mallinckrodt) 

               8. โซเดียมไฮโดรเจนไดโซเดียมอาซีเนท (Na2HAsO4.7H2O) (M&B) 

               9. ไซแลน (Sigma) 
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               เคมีภัณฑที่ใชสาํหรับเตรยีมสารละลายบฟัเฟอร 

 

               1. กรดซิตริก (C3H4(OH)(COOH)3 (M&B) 

               2. ไตรโซเดียมซิเตรต (C6H5O7Na3) (Carlo Erba) 

               3. โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4) (Carlo Erba) 

               4. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) (Carlo Erba) 
 
เชื้อที่ใชในการวิจยั 
 

               เชื้อรา Trichoderma reesei Rut C-30 จากหองปฏิบัติการพฤกษศาสตรเชิงอุตสาหกรรม 

(plant biomass utilization) ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  
 
วิธีดําเนินการวิจัย 
 

1. ศึกษาการเจริญของเชื้อรา T. reesei Rut C-30 
 

               เลี้ยงเชื้อราบนอาหาร PDA (Potato Dextrose Agar) บมเชื้อที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 7 

วัน ตัดชิ้นวุนขนาดเสนผานศนูยกลางประมาณ 1 เซนติเมตร ยายมาเลี้ยงในอาหาร PDB (Potato 

Dextrose Broth) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ชั่งหาน้ําหนักแหงของเสนใยเฉลี่ยทุกวนั จนกระทัง่ได

น้ําหนกัคงที ่นําขอมูลที่ไดมาเขียนกราฟการเจริญเติบโต (growth curve) เพื่อหาระยะตางๆ ของ

การเจริญเติบโตของเชื้อรา 

 

               2. วิเคราะหองคประกอบทางเคมีของวสัดุเหลือใชจากการเกษตร 

 

               2.1 วิเคราะหหาปริมาณเฮมิเซลลูโลสหรือไซแลนในวัสดุเหลอืใชจากการเกษตร 

               นําวัสดุเหลือใชจากการเกษตร 4 ชนิดไดแก รําขาวสาล ีชานออย เปลือกถั่วลิสง และรํา

ขาวเจา มาวเิคราะหหาปรมิาณเฮมิเซลลโูลสหรือไซแลนตามวิธีของ Goering และVan Soest 

(1970) ซึ่งมีขัน้ตอนดังนี ้(ภาพที ่6) 

 

                        2.1.1 การสกัดโปรตีนและสวนที่ไมตองการ (impurities) ดวยกระบวนการ 

Neutral Detergent Extraction โดยนําวัสดุเหลอืใชจากการเกษตรมาสกัดดวย Neutral 

Detergent Solution (NDS) (ภาคผนวก ข) ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
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จากนั้นนํามา กรองและอบที ่100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง ทาํใหเย็นใน desiccator ที่

อุณหภูมิหอง ชั่งหาน้ําหนกัทีห่ายไปเทียบกับน้าํหนักแหงตั้งตน โดยน้ําหนักที่หายไปคือน้ําหนกั

ของโปรตีนและสวนที่ไมตองการ 

 

 

 
 

ภาพที ่6 ข้ันตอนการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของวัสดุเหลือใชจากการเกษตร 

 

 

                        2.1.2 การสกัดเฮมิเซลลูโลสหรือไซแลนดวยกระบวนการ Acid Detergent 

Extraction นําตะกอนที่ไดจากขอ 2.1.1 มารีฟลกัซดวย Acid Detergent Solution (ADS) 

(ภาคผนวก ข) และ decalin ที่อุณหภูม ิ 100 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนํามา

กรองดวยน้ํารอน 90-100 องศาเซลเซยีส  2 คร้ัง และลางดวย ethanol 80 เปอรเซ็นต 1 คร้ัง นํามา

กรองและอบทีอุ่ณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 12 ชั่วโมง ทําใหเยน็ใน desiccator ที่
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อุณหภูมิหอง ผลตางระหวางน้าํหนักที่ชั่งไดเทียบกับน้ําหนกัที่ชัง่ไดจากขอ 2.1.1 จะเทากับน้าํหนกั

ของเฮมิเซลลูโลสหรือไซแลน 

                        2.1.3 การสกัดลิกนนิดวยกระบวน Lignin Determination นาํตะกอนสวนทีไ่ด

จากขอ 2.1.2 มาสกัดแยกลิกนนิออกดวย permanganate-buffer solution (ภาคผนวก ข) และ

ผานกระบวนการ demineralization กรองตะกอนที่ไดหลังจากผานกระบวนการขางตน นํามาอบที่

อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 12 ชั่วโมง  ทาํใหเยน็ใน  desiccator  ทีอุ่ณหภูมิหอง     

ผลตางระหวางน้าํหนักที่ชั่งไดเทียบกับน้ําหนกัที่ชัง่ไดจากขอ 2.1.2 จะเทากับน้าํหนกัของลิกนิน 

                        2.1.4 การหาปริมาณเซลลูโลส ดวยกระบวนการ Ash Determination นําตะกอน

ที่ไดจากขอ 2.1.3 มาเผาที่อุณหภูม ิ 500 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง ทําใหเยน็ใน 

desiccator ที่อุณหภูมิหอง ผลตางระหวางน้าํหนักที่ชั่งไดเทียบกับน้ําหนกัที่ชัง่ไดจากขอ 2.1.3 จะ

เทากับน้าํหนกัของเซลลูโลส 

 

               3. ศึกษาชนิดและปริมาณของวัสดุเหลือใชจากการเกษตรที่มีผลตอกระบวนการ
ผลิตเอนไซมไซแลนเนส 
 

               3.1 ศึกษาชนิดของแหลงคารบอน 

                        3.1.1 การใชเซลลูโลสรวมกับวัสดุเหลอืใชจากการเกษตรเปนแหลงคารบอน  

               ทดสอบการใชเซลลูโลสรวมกับวัสดุเหลือใชจากการเกษตรเปนแหลงคารบอน ซึ่งในการ

ทดลองครั้งนี้เลือกรําขาวสาลีเปนตัวแทนของวัสดุเหลือใชจากการเกษตร โดยเลี้ยงเชื้อราในอาหาร

ที่มีเซลลูโลส 2 เปอรเซ็นตรวมกับรําขาวสาลีความเขมขน 2 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน และมี 

corn steep liquor 1 เปอรเซ็นต เปนแหลงไนโตรเจน ตามสูตรอาหารของ (Bailey, Buchert and 

Viikari, 1993) ปรับความเปนกรดดางเริ่มตนใหมีคาเทากับ 5 โดยใชปริมาตรอาหาร 100 มิลลิลิตร

ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ทําอาหารใหมีสภาพปลอดเชือ้โดยนึ่งฆาเชือ้ดวยระบบความ

ดันไอน้ํา ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ทําการบมเชื้อโดยใชเชื้อ

ราเริ่มตนจํานวน 5 ชิ้นวุน   (เตรียมจากการเลี้ยง T. reesei Rut   C-30 ที่เจริญบน PDA เปนเวลา 

7 วัน เจาะชิน้วุนทีม่ีเชื้อราที่เจริญเต็มทีโ่ดยใชเครื่องเจาะจุกคอรกขนาดเสนผาศูนยกลางขนาด 1 

เซนติเมตร) ทาํการทดลอง 3 ซ้ํา นําไปบมเชื้อในเครื่องเขยาความเร็ว 150 รอบตอนาท ี อุณหภูมิ 

30  องศาเซลเซียส เลี้ยงเชื้อเปนเวลา  12 วัน  เก็บผลการผลิตเอนไซมไซแลนเนสทุก  3  วัน  โดย

ใชวิธีของ   Ghose และBisaria (1987)   และวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสที่เกิดขึ้น โดย

ใชวิธีของ Ghose (1987)  
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                        3.1.2 ศึกษาชนิดของวสัดุเหลือใชจากการเกษตรทีเ่หมาะสมตอการผลิตเอนไซม

ไซแลนเนส 

               เลี้ยงเชื้อราโดยใชวัสดุเหลือใชจากการเกษตรแตละชนิดเปนแหลงคารบอน ไดแก ชาน

ออย เปลือกถัว่ลิสง รําขาวเจา และม ี corn steep liquor 1 เปอรเซ็นต เปนแหลงไนโตรเจน ตาม

สูตรอาหารของ Bailey และคณะ (1993) (ภาคผนวก ก) ปรับความเปนกรดดางเริ่มตนใหมีคา

เทากับ 5 โดยใชเชื้อราเริ่มตนจํานวน 5 ชิ้นวุน นําไปบมเชื้อในเครือ่งเขยาความเร็ว 150 รอบตอ

นาท ี อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เลี้ยงเชือ้เปนเวลา 12 วัน เก็บผลการผลิตเอนไซมไซแลนเนสทกุ 

3 วัน โดยใชวิธีของ Ghose และ Bisaria (1987)  และวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสที่

เกิดขึ้น โดยใชวิธีของ Ghose (1987) 

 

               3.2 หาความเขมขนของแหลงคารบอน 

               จากนัน้นาํแหลงคารบอนที่ไดจากขางตนมาหาปริมาณความเขมขนที่เหมาะสม โดยใช

ความเขมขนทีแ่ตกตางกนั 5 ระดับ คือ 1, 2, 3, 4 และ 5 เปอรเซ็นต เลี้ยงเชื้อเปนเวลา 12 วัน เก็บ

ผลวิเคราะหหาไซแลนเนสทกุ 3 วัน  โดยใชวิธีของ Ghose และ Bisaria  (1987)  และวิเคราะหแอ

คติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสที่เกิดขึ้น โดยใชวิธีของ Ghose (1987) 

 

               4. ศึกษาชนิดของแหลงไนโตรเจนที่มีผลตอกระบวนการสรางไซแลนเนส 

 

               เมื่อไดชนิดและความเขมขนของแหลงคารบอนที่เหมาะสมคือรําขาวสาล ี 5 เปอรเซ็นต 

จากนั้นนํามาหาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมโดยเปลี่ยนแหลงไนโตรเจนที่ใชเปน ammonium 

sulphate ammonium nitrate urea และ peptone ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต เลี้ยงเชื้อเปนเวลา 

12 วัน เก็บผลการผลิตเอนไซมไซแลนเนสทุก 3 วัน โดยใชวิธีของ Ghose และ Bisaria (1987)   

และวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสที่เกิดขึ้น โดยใชวิธีของ Ghose (1987)  
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               5. ผลของตัวชกันําที่มีตอกระบวนการผลติเอนไซมไซแลนเนส 

 

               5.1 ศึกษาผลของการเสริมไซแลนหรือไซโลสในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

               โดยใชรําขาวสาล ี 5 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน และใชไซแลนหรอืไซโลสที่ความ

เขมขน 2 กรัมตอลิตร เลี้ยงเชื้อราเปนเวลา 12 วัน เก็บผลการผลิตเอนไซมไซแลนเนสทุก 3 วนั โดย

ใชวิธีของ Ghose และ Bisaria (1987) และวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสที่เกิดขึ้น โดย

ใชวิธีของ Ghose (1987)  

               5.2 ศึกษาผลของ β-methyl-xyloside ตอกระบวนการผลิตเอนไซมไซแลนเนส 

               โดยใชรําขาวสาล ี 5 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน และใช β-methyl-xyloside ที่ความ

เขมขน 0.2 0.4 0.6 0.8 และ1 เปอรเซ็นต เลี้ยงเชื้อราเปนเวลา 12 วนั เก็บผลการผลิตเอนไซมไซ

แลนเนสทุก 3 วัน โดยใชวิธขีอง Ghose และ Bisaria (1987) และวเิคราะหแอคติวิตีของเอนไซม

เซลลูเลสที่เกดิขึ้น โดยใชวิธขีอง Ghose (1987)  

 

               6. การวัดแอคติวิตีไซแลนเนส  ตามวธิีการของ Ghose และ Bisaria (1987) 

 

               6.1 นํา crude enzyme ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง 

               6.2 เติม 1 เปอรเซ็นตไซแลน ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร และ 50 mM phosphate buffer 

pH 7 (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 

               6.3 นําไปอุนใน water bath ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ี

               6.4 เติม alkaline copper reagent (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขา

กัน นาํไปตมในน้าํเดือด นาน 20 นาท ีตั้งทิ้งไวใหเยน็ทีอุ่ณหภูมิหอง  

               6.5 เติม arsenomolybdate reagent (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร เขยาใหเขา

กัน  

               6.6 เติมน้ํากลัน่หลอดละ 5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความ

ยาวคลืน่แสง 520 นาโนเมตร โดยใช 50 mM phosphate buffer เปนหลอดควบคุม (blank) 

จากนั้นนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเปรียบเทียบหาปริมาณน้ําตาลไซโลส  จากกราฟน้ําตาล

มาตรฐานเพื่อนําไปคํานวณหาคาแอคติวติีของเอนไซมไซแลนเนส จากสูตรมาตรฐาน (ภาคผนวก 

ค) 
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               7. การวิเคราะหเอนไซมเซลลูเลส โดยการวิเคราะหหา FPA (Filter Paper 
Assays) ตามวิธขีอง Ghose (1987) 
 

               7.1 นํา crude enzyme ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง  

               7.2 เติม 0.05 M sodium citrate buffer pH 4.8 (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

และกระดาษกรอง Whatman No.1 ขนาด 1.0 x 6.0 เซ็นติเมตร (50 มิลลิกรัม) เขยาใหเขากนั 

               7.3 นําไปอุนใน water bath ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง 

               7.4 เติมสารละลาย Dinitrosalicylic acid (DNS) reagent (ภาคผนวก ข)ปริมาตร 3 

มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นําไปตมในน้ําเดือด นาน 5 นาท ีตั้งทิง้ไวใหเย็นที่อุณหภูมหิอง  

               7.5 เติมน้ํากลัน่หลอดละ 20 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลืน่แสง 540 นาโนเมตร โดยใช 0.05 M sodium citrate buffer เปนหลอดควบคุม 

(blank)    จากนัน้นาํคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเปรียบเทียบหาปริมาณน้ําตาลกลูโคส   จากกราฟ

น้ําตาลมาตรฐานเพื่อนาํไปคํานวณหาคาแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลส จากสูตรมาตรฐาน     

(ภาคผนวก ค) 

 

               8. วิเคราะหผลทางสถิติ 

               นําขอมูลทั้งหมดมาวิเคราะหคาความแตกตางทางสถิต ิ โดยวิเคราะหความแปรปรวน 

(ANOVA) และนําคาเฉลี่ยมาวิเคราะหความแตกตางแบบ Duncan’s Multiple Range Test 

(DMRT) โดยใชโปรแกรม BANANA 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

1. ศึกษาการเจริญของเชื้อรา Trichoderma reesei Rut C-30  
 

              เชื้อที่ใชในการทดลองครั้งนี้คือ Trichoderma reesei Rut C-30 ซึ่งมีลักษณะดังภาพที ่7 

 

 
 
ภาพที่ 7  เชื้อรา Trichoderma reesei Rut C-30 (A) ลักษณะโคโลนี (B) ลักษณะสปอร (430 เทา) 

 

 

               จากการศึกษาการเจริญเติบโตโดยเลี้ยงเสนใยเชื้อรา Trichoderma reesei Rut C-30 

ในอาหาร PDB นําขอมูลที่ไดมาเขียนกราฟแสดงการเจริญเติบโต จากผลการทดลองพบวาเสนใย

เชื้อรา T. reesei Rut C-30 มีน้ําหนกัแหงเพิ่มข้ึนตั้งแตวันที ่ 1 ถึงวนัที ่ 2 ซึ่งเปนชวงที่เชื้อรามีการ

เจริญในระยะ log phase โดยในวนัที ่ 3 น้ําหนกัของเสนใย เพิ่มข้ึนสงูสุด และน้ําหนักเริ่มคงที่อยู

ในชวงวนัที ่3-6 และวันที ่3 ของการเจริญเปนระยะที่เชื้อรา T. reesei Rut C-30 มีการเจริญเขาสู

ระยะ stationary phase และชวง stationary phase ยังคงดาํเนนิไปจนกระทั่งถึงวันที ่6 หลังจาก

นั้น   น้ําหนักแหงของเสนใยจะเริ่มลดลงในวนัที ่7 ดังภาพที ่8 



 27 

 
 

ภาพที่ 8 การเจริญเติบโตของเชื้อรา Trichoderma reesei Rut C-30 เมื่อเล้ียงในอาหาร PDB 

 

 

2. วิเคราะหองคประกอบทางเคมีของวัสดุเหลือใชจากการเกษตร 
 
               เนื่องจากวัสดุเหลอืใชจากการเกษตรที่นาํมาใชในการเลีย้งเชื้อมีองคประกอบที่แตกตาง

กัน รวมทั้งมปีริมาณเฮมิเซลลูโลสหรือไซแลนในปริมาณที่แตกตางกนั ดังนัน้จงึตองวิเคราะหหา

องคประกอบทางเคมีของวสัดุเหลือใชจากการเกษตร ซึ่งพบวาเปลือกถั่วลิสงมีปริมาณเซลลูโลส

เปนสวนประกอบมากที่สุดคือ 35.13 กรัมตอน้ําหนักแหง ซึ่งใหผลใกลเคียงกับชานออย คือ 34.08 

กรัมตอน้ําหนกัแหง สวนรําขาวสาลีและรําขาวเจามีปริมาณเซลลูโลสนอยคือ 9.07 และ 8.30 กรัม

ตอน้ําหนักแหง ตามลําดับ เมื่อวิเคราะหองคประกอบทีเ่ปนเฮมิเซลลูโลสหรือไซแลน พบวารําขาว

สาลีมีปริมาณเฮมิเซลลูโลสหรือไซแลนมากที่สุด คือ 26.10 กรัมตอน้ําหนกัแหง รองลงมาคือชาน

ออย รําขาวเจา และเปลือกถั่วลิสง โดยมีปริมาณเฮมิเซลลูโลสหรือไซแลนเทากับ 20.31 17.58 

และ12.96 กรัมตอน้ําหนกัแหง ตามลําดับ สวนปริมาณลิกนนิพบวาเปลือกถั่วลิสงมีปริมาณ

ลิกนนิมากที่สุดคือ 9.04 กรัมตอน้ําหนกัแหง รองลงมาคือชานออยซึง่มีปริมาณลกินินถึง 8.93 กรัม

ตอน้ําหนักแหง สวนรําขาวสาลีและรําขาวเจามปีริมาณลิกนินนอยคือ 2.74 และ 2.38 กรัมตอ

น้ําหนกัแหง ตามลําดับ ดังตารางที ่2 และภาพที ่9 
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ตารางที ่2 ปริมาณเซลลูโลส เฮมิเซลลโูลส และลิกนนิ ของวัสดุเหลือใชจากการเกษตรชนิดตางๆ 
 

ปริมาณองคประกอบ (กรัมตอน้ําหนักแหง) ชนิดของวัสดุทางการเกษตร 
เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน 

ชานออย 34.08 20.31 8.93 

เปลือกถั่วลิสง 35.13 12.96 9.04 

รําขาวเจา 8.30 17.58 2.38 

รําขาวสาลี 9.07 26.10 2.74 

 
 

 

ภาพที่ 9 ปริมาณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ของวัสดุเหลือใชจากการเกษตรชนิดตางๆ 
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3. ศึกษาชนิดและปริมาณของวสัดุเหลือใชจากการเกษตรที่มผีลตอกระบวนการสรางไซ
แลนเนส 
 
               3.1 ศึกษาชนิดของแหลงคารบอน 

               เนื่องจากการศึกษาครั้งนี้ตองการผลิตเอนไซมไซแลนเนส ใหไดปริมาณที่สูงแตใน

ขณะเดียวกนัก็ตองการใหมปีริมาณของเอนไซมเซลลูเลสตํ่า ดังนัน้นอกจากจะวัดปริมาณการผลิต

เอนไซมไซแลนเนสแลวยังตองมีการวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสที่เกิดขึ้นในทุกๆ การ

ทดลอง 

 

                        3.1.1 การใชเซลลูโลสรวมกับวัสดุเหลอืใชจากการเกษตรเปนแหลงคารบอน 

               ทําการศึกษาเบื้องตนถงึปริมาณการผลิตเอนไซมไซแลนเนส เมื่อใชเซลลูโลส 2 

เปอรเซ็นตรวมกับวัสดุเหลอืใชจากการเกษตรเปนแหลงคารบอนเปรียบเทียบกับการใชวัสดุเหลือใช

จากการเกษตรเปนแหลงคารบอน โดยเลือกวัสดุเหลือใชจากการเกษตรที่นาํมาทดสอบคือรําขาว

สาลี โดยใชรําขาวสาล ี2 เปอรเซ็นตรวมกบัเซลลูโลส 2 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน เปรียบเทยีบ

กับการใชรําขาวสาลเีปนแหลงคารบอน ปรับความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหารใหมีคาเทากับ 5  

เลี้ยงเชื้อภายใตสภาวะเขยาความเร็ว 150 รอบตอนาท ี อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส เลี้ยงเชื้อเปน

เวลา 12 วัน เก็บผลการผลติเอนไซมไซแลนเนสทุก 3 วัน และวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซมเซลลู

เลสที่เกิดขึ้น พบวาเชื้อ T. reesei Rut C-30 ใหผลการผลิตเอนไซมไซแลนเนสคงที ่ โดยมีคาไม

แตกตางกนัทางสถิติระหวางการเสริมรําขาวสาลีในอาหารที่มีเซลลโูลสเปนแหลงคารบอน และการ

ใชรําขาวสาลเีปนแหลงคารบอน (ใชรําขาวสาลีอยางเดยีวใหแอคติวิตขีองเอนไซม 23.682 ยูนิตตอ

มิลลิลิตร ใชรําขาวสาลีรวมกับเซลลูโลสใหแอคติวิตีของเอนไซม 23.592 ยูนิตตอมิลลิลิตร) ดัง

ตารางที ่ 3 และภาพที ่ 10 แตเมื่อวิเคราะหแอคติวิตขีองเอนไซมเซลลูเลสพบวามีปริมาณสูงคอื 

0.608 ยูนิตตอมิลลิลิตร ซึ่งสูงกวาการใชรําขาวสาลีเพยีงอยางเดียวอยางมีนยัสําคญั ดังตารางที ่3 

และภาพที ่ 11 ดังนัน้จึงเลือกใชวัสดุเหลือใชจากการเกษตรเปนแหลงคารบอนแทนการใชเซลลูโลส 

โดยใชความเขมขนเบื้องตน 2 เปอรเซ็นต  
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                        3.1.2 ศึกษาชนิดของวัสดุเหลือใชจากการเกษตรที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไซ

แลนเนส 

               จากการนาํวัสดุเหลือใชจากการเกษตรที่มีไซแลนเปนองคประกอบมาใชเปนแหลง

คารบอนซึ่งวัสดุเหลือใชจากการเกษตรที่นาํมาใชไดแก ชานออย เปลือกถั่วลิสง รําขาวเจา และรํา

ขาวสาลพีบวาเมื่อเลี้ยง T. reesei Rut C-30 ในอาหารสูตร production medium ความเปนกรด

ดางเริ่มตนเทากับ 5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบวาแหลงคารบอนที่เหมาะสมที่สุดคือ รําขาว

สาลี รองลงมาเปนรําขาวเจา และชานออยโดยใหคาแอคติวิตีเทากบั 23.931 21.708 13.409 ยูนิ

ตตอมิลลิลิตร สวนเปลือกถัว่ลิสงใหแอคติวิตีของเอนไซมต่ําสุดคือ 2.001 ยูนิตตอมิลลิลิตร  ดัง

แสดงในตารางที ่4 และภาพที ่12 

 

ตารางที ่ 3 คาแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนสและเซลลูเลสที่วิเคราะหไดจากการเลี้ยง T. reesei 

Rut C-30 โดยใชเซลลูโลสรวมกับรําขาวสาลเีปนแหลงคารบอนและใชรําขาวสาลเีปนแหลง

คารบอนเพยีงอยางเดยีว  

 
แอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนส (U/ml) แหลงคารบอน แหลง 

อาหารเสริม วันที่ 3 วันที่ 6 วันที่ 9 วันที่ 12 

เซลลูโลส รําขาวสาลี 3.1267f 6.243e 17.804c 23.592a 

รําขาวสาลี - 7.747e 15.606d 21.918b 23.682a 

 แอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลส (U/ml) 

เซลลูโลส รําขาวสาลี 0.214 B 0.173BC 0.608A 0.557A 

รําขาวสาลี - 0.061D 0.169BC 0.110CD 0.226A 

 
หมายเหตุ ตัวอักษรที่แตกตางกัน หมายถึงคาเฉลี่ยแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนส (ตัวอักษรพิมพเล็ก) และ
เอนไซมเซลลูเลส (ตัวอักษรพิมพใหญ) ที่วิเคราะหไดจากการเลี้ยง T. reesei Rut C-30 โดยใชเซลลูโลส
รวมกับรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอน และใชรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอนเพียงอยางเดียวแตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญ 
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ภาพที่ 10 คาแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนสที่ผลิตไดจากการเลี้ยง T. reesei Rut C-30 โดยใชเซลลูโลสรวมกับ

รําขาวสาลีเปนแหลงคารบอน และใชรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอนเพียงอยางเดียว  

 

 

 
 

 

ภาพที่ 11 คาแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสที่วิเคราะหไดจากการเลี้ยง T. reesei Rut C-30 โดยใชเซลลูโลส

รวมกับรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอน และใชรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอนเพียงอยางเดียว  
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               ดังนั้นจงึเลือกราํขาวสาลีเปนแหลงคารบอนและเมื่อนําคาแอคติวิตีที่ไดจากการใชรํา

ขาวสาลีเปนแหลงคารบอนมาเปรียบเทียบกับการใชไซแลนบริสุทธิ์ความเขมขน 1 เปอรเซ็นตเปน

แหลงคารบอน พบวา T. reesei Rut C-30 สามารถผลิตเอนไซมไซแลนเนสไดมากที่สุดเทียบเทา

กับการผลิตเอนไซมไซแลนเนสในวันที ่3 ของการใชไซแลนบริสุทธิ์เทานั้น และในวนัที ่12 ของการ

บมเชื้อ ไซแลนใหแอคติวติีของเอนไซมแตกตางจากการใชรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอนประมาณ 

4.7 เทา(ตารางที ่5 ภาพที ่13) 

 

ตารางที ่4 คาแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนสที่ผลิตจาก T. reesei Rut C-30 โดยใชวัสดุเหลือใช

จากการเกษตรชนิดตางๆ เปนแหลงคารบอน 

 
แอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนส (U/ml) แหลงคารบอน 

วันที่ 3 วันที่ 6 วันที่ 9 วันที่ 12 

ชานออย 9.585f 12.658d 12.331e 13.409e 

เปลือกถั่วลิสง 0.821g 0.983g 1.934g 2.001g 

รําขาวเจา 1.007g 12.742e 20.770bc 21.708b 

รําขาวสาลี 19.371cd 17.698d 18.170d 23.931a 

 

หมายเหตุ ตัวอักษรพิมพเล็กที่แตกตางกัน หมายถึงคาเฉลี่ยแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนสที่ผลิตจากเล้ียง T. 

reesei Rut C-30 โดยใชวัสดุเหลือใชจากการเกษตรชนิดตางๆ เปนแหลงคารบอนแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ 
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ภาพที่ 12 คาแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนสที่ผลิตจาก T. reesei Rut C-30 ที่เล้ียงดวยคารบอนแหลงตางๆ  

 

 

ตารางที่ 5 คาแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนสที่ผลิตจาก T. reesei Rut C-30 โดยใชรําขาวสาลีเปรียบเทียบกับ

การใชไซแลนเปนแหลงคารบอน 

 

แอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนส (U/ml) แหลงคารบอน 

วันที่ 3 วันที่ 6 วันที่ 9 วันที่ 12 

ไซแลน 20.330c 54.737b 59.614b 110.084a 

รําขาวสาลี 19.371c 17.698c 18.170c 23.931c 

 

หมายเหตุ ตัวอักษรพิมพเล็กที่แตกตางกัน หมายถึงคาเฉลี่ยแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนสที่ผลิตจากเล้ียง T. 

reesei Rut C-30 โดยใชรําขาวสาลีเปรียบเทียบกับการใชไซแลนเปนแหลงคารบอนแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ 
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ภาพที่ 13 คาแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนสที่ผลิตจาก T. reesei Rut C-30 ที่เล้ียงดวยไซแลนเปรียบเทียบกับ

ใชรําขาวสาลี 

 
               การวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสที่เกิดขึ้นเมื่อใชวัสดุเหลือใชจากการเกษตรชนิดตางๆ เปน

แหลงคารบอน พบวารําขาวเจาเปนแหลงคารบอนที่มีแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสมากที่สุด รองลงมาคือ ชาน

ออย เปลือกถั่วลิสง และรําขาวสาลีโดยใหคาแอคติวติีเทากับ 0.656 0.367 0.263 และ0.226 ยูนิตตอมิลลิลิตร 

ตามลําดับ ดังตารางที่ 6 และภาพที่ 14 

 
               3.2 หาความเขมขนของแหลงคารบอน 

               จากผลการหาแหลงคารบอนที่เหมาะสม จึงเลือกรําขาวสาลีมาหาคาความเขมขนที่เหมาะสมตอการ

ผลิตเอนไซมไซแลนเนส โดยใชความเขมขน 1 2 3 4 และ5 เปอรเซ็นต ปรับความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหาร

ใหมีคาเทากับ 5  เล้ียงเชื้อภายใตสภาวะเขยาความเร็ว 150 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เล้ียงเชื้อ

เปนเวลา 12 วัน พบวาความเขมขนที่เหมาะสมที่สุดคือ 5 เปอรเซ็นต โดยใหคาแอคติวิตีของเอนไซมเทากับ 

27.946 ยูนิตตอมิลลิลิตร รองลงมาคือ 3 2 4 1 เปอรเซ็นตโดยใหคาแอคติวิตีของเอนไซมเทากับ 22.533 22.001 

20.542 และ 11.920 ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ดังตารางที่ 7 และภาพที่ 15 
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ตารางที่ 6 คาแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสที่วิเคราะหไดเมื่อใชวัสดุเหลือใชจากการเกษตรชนิดตางๆ เปนแหลง

คารบอน 

 

แอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลส (U/ml) แหลงคารบอน 

วันที่ 3 วันที่ 6 วันที่ 9 วันที่ 12 

ไซแลน 0.090 j 0.146 i 0.216 g 0.211 g 

ชานออย 0.217 g 0.283 ef 0.299 e 0.367 d 

เปลือกถั่วลิสง 0.181 h 0.165 hi 0.263 f 0.182 h 

รําขาวเจา 0.165 hi 0.460 b 0.428 c 0.656 a 

รําขาวสาลี 0.061 k 0.169 hi 0.156 hi 0.226 g 

 
หมายเหตุ ตัวอักษรพิมพเล็กที่แตกตางกัน หมายถึงคาเฉลี่ยแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสที่วิเคราะหไดจากการ

เล้ียง T. reesei Rut C-30 โดยใชวัสดุเหลือใชจากการเกษตรชนิดตางๆ เปนแหลงคารบอนแตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญ 
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ภาพที่ 14 คาแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสที่วิเคราะหไดจากการเลี้ยง T. reesei Rut C-30 เมื่อเล้ียงดวยแหลง

คารบอนชนิดตางๆ 

 

ตารางที่ 7 คาแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนสที่ผลิตจาก T. reesei Rut C- 30 เมื่อเล้ียงในรําขาวสาลีที่ความ

เขมขนตางๆ 

 

แอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนส (U/ml) เปอรเซ็นตของรําขาวสาลี 

วันที่ 3 วันที่ 6 วันที่ 9 วันที่ 12 

1 6.769 ij 9.374 h 12.476 g 11.920g 

2 5.580 j 14.171 fg 18.960 cd 22.001 b 

3 7.750 h-j 15.220 ef 16.680 de 22.533 b 

4 5.554 j 8.302 hi 18.458 cd 20.542 bc 

5 6.926 ij 11.905 g 25.988 a 27.946 a 

 

หมายเหตุ ตัวอักษรพิมพเล็กที่แตกตางกัน หมายถึงคาเฉลี่ยแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนส ที่ผลิตจาก T. 

reesei Rut C-30 โดยใชรําขาวสาลีความเขมขนตางๆ เปนแหลงคารบอนแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ 
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ภาพที่ 15 คาแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนสที่ผลิตจาก T. reesei Rut C-30 เมื่อเล้ียงในรําขาวสาลีที่ความ

เขมขนตางๆ 

 

               เมื่อวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสที่เกิดขึ้น เมื่อใชรําขาวสาลีความเขมขน 1 2 3 4 และ 5 

เปอรเซ็นต พบวาที่ระดับความเขมขน 5 และ 4 เปอรเซ็นต ใหคาแอคติวิตีของเอนไซม มากที่สุดเทากับ 0.998 

และ 0.991 ยูนิตตอมิลลิลิตร รองลงมาคือ 3 2 และ 1 เปอรเซ็นตโดยใหคา แอคติวิตีของเอนไซม เทากับ 0.601 

0.375 และ 0.261 ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ดังตารางที่ 8 และภาพที่ 16 
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ตารางที่ 8 คาแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสที่วิเคราะหไดจากการเลี้ยง T. reesei Rut C-30 โดยใชรําขาวสาลีที่

ความเขมขนตางๆ 

 

แอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลส (U/ml) เปอรเซ็นตของรําขาว

สาลี วันที่ 3 วันที่ 6 วันที่ 9 วันที่ 12 

1 0.126 h-k 0.166 g-i 0.215 gh 0.261 fg 

2 0.071 i-k 0.221 gh 0.332 ef 0.375 e 

3 0.086 i-k 0.253 fg 0.601 c 0.482 d 

4 0.062 jk 0.415 de 0.733 b 0.991 a 

5 0.031 k 0.148 h-j 0.998 a 0.973 a 

 

หมายเหตุ ตัวอักษรพิมพเล็กที่แตกตางกัน หมายถึงคาเฉลี่ยแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสที่วิเคราะหไดจากการ

เล้ียง T. reesei Rut C-30 โดยใชรําขาวสาลีความเขมขนตางๆ เปนแหลงคารบอน แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ 

ภาพที่ 16 คาแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสที่วิเคราะหไดจากการเลี้ยง T. reesei Rut C-30 โดยใชรําขาวสาลีที่

ความเขมขนตางๆ 
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4. ศึกษาชนดิของแหลงไนโตรเจนที่มผีลตอกระบวนการผลิตเอนไซมไซแลนเนส 
 
               จากผลการทดลองหาความเขมขนและแหลงคารบอนที่เหมาะสม ซึ่งไดแหลงคารบอนที่

เหมาะสมคือรําขาวสาลีที่ระดับความเขมขน 5 เปอรเซ็นต  จากนั้นนํามาหาแหลงไนโตรเจนที่

เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมไซแลนเนสตอไป โดยใชแหลงไนโตรเจนตางๆ ไดแก corn steep 

liquor ammonium sulphate ammonium nitrate urea และ peptone ที่ความเขมขน 0.1 

เปอรเซ็นต เปนแหลงไนโตรเจน พบวา corn steep liquor เปนแหลงไนโตรเจนทีเ่หมาะสมที่สุด 

โดยใหคาแอคติวิตีของเอนไซมเทากับ 27.946 ยูนิตตอมลิลิลิตร รองลงมาเปน ammonium nitrate 

ammonium sulphate urea และ peptone โดยใหคาแอคติวิตีของเอนไซมเทากับ 20.929 17.409 

11.867 และ 6.828 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ  ดังตารางที ่9 และภาพที ่17 

 
ตารางที่ 9 คาแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนสที่ผลิตจาก T. reesei Rut C-30 โดยใชแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ  

แอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนส (U/ml) แหลงไนโตรเจน 

วันที่ 3 วันที่ 6 วันที่ 9 วันที่ 12 

Cornsteep liquor 6.926 f 11.905 de 25.988 a 27.946 a 

Ammonium sulphate 6.188 fg 12.364 de 13.616 d 17.409 c 

Ammonium nitrate 17.090 c 13.791 d 20.929 b 10.613 e 

Urea 7.084 f 1.043 i 1.683 i 11.867 de 

Peptone 6.049 fg  4.324 gh 6.828 f 2.897 hi 

 
 

หมายเหตุ ตัวอักษรพิมพเล็กที่แตกตางกัน หมายถึงคาเฉลี่ยแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนสที่ผลิตจากการเลี้ยง 

T. reesei Rut C-30 โดยใชแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ 
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ภาพที่ 17 คาแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนสที่ผลิตจาก T. reesei Rut C-30 โดยใชแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ  

 
               การวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสเมื่อใชแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ที่ความ

เขมขน 0.1 เปอรเซ็นต พบวา peptone  เปนแหลงไนโตรเจนที่ใหคาแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเล

สสูงสุดคือเทากับ 0.345 ยูนติตอมิลลิลิตร รองลงมาเปน cornsteep liquor ammonium sulphate 

ammonium nitrate และ urea โดยใหคาแอคติวิตีของเอนไซมเทากบั 0.261 0.234 0.158 และ 

0.094 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ ดังตารางที ่10 และภาพที ่18 

 
5. ผลของตวัชักนําที่มีตอกระบวนการผลิตเอนไซมไซแลนเนส 
 
               5.1 ศึกษาถงึผลของการเสริมไซแลนหรือไซโลสในอาหารเลีย้งเชื้อ 

               ถึงแมวารําขาวสาลีจะเปนแหลงคารบอนที่ดีสาํหรับการผลิตเอนไซมไซแลนเนส แตคา

แอคติวิตีของเอนไซมยงัคงมปีริมาณที่ต่ําเมื่อเทียบกับการใชไซแลนบริสุทธิ ์ ดังนัน้ในการทดลองนี้

จึงใชไซแลนและไซโลสเสริมในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอน    พบวาไซแลนมี

ผลตอการชักนําการผลิตเอนไซมไซแลนเนส โดยใหคาแอคติวิตีเพิ่มข้ึนเพียงเล็กนอย    สวนไซโลส

สามารถชกันาํการผลิตเอนไซมไซแลนเนสเพิ่มสูงขึน้ โดยใหคาแอคติวิตีของเอนไซม  เทากบั 

51.666 ยูนิตตอมิลลิลิตร ดังตารางที ่11 และภาพที ่19 
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ตารางที ่10 คาแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสที่วิเคราะหไดจากการเลีย้ง T. reesei Rut C-30  โดย

ใชแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ  

 
แอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลส (U/ml) แหลงไนโตรเจน 

วันที่ 3 วันที่ 6 วันที่ 9 วันที่ 12 

Cornsteep liquor 0.126 ef 0.166 d 0.215 c 0.261b 

Ammonium sulphate 0.046 hi 0.057 g-i 0.156 de 0.234 bc 

Ammonium nitrate 0.044 hi 0.059 g-i 0.158 de 0.030 I 

Urea 0.032 I 0.030 i 0.094 fg 0.061 g-I 

Peptone 0.074 gh 0.076 gh 0.345 a 0.249 bc 

 
หมายเหตุ ตัวอักษรพิมพเล็กที่แตกตางกัน หมายถึงคาเฉลี่ยแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสที่วิเคราะหไดจากการ
เล้ียง T. reesei Rut C-30 โดยใชแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ 

 

 
ภาพที่ 18 คาแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสที่วิเคราะหไดจากการเลี้ยง T. reesei Rut C-30 โดยใชแหลง

ไนโตรเจนชนิดตางๆ  
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ตารางที่ 11 คาแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนสที่ผลิตจาก T. reesei Rut C-30 โดยใชรําขาวสาลีเปนแหลง

คารบอนรวมกับการใชไซแลนและไซโลส 

 

แอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนส (U/ml) แหลงอาหารเสริม 

วันที่ 3 วันที่ 6 วันที่ 9 วันที่ 12 

Control 6.926 i 11.905 h 25.988 cd 27.946 bc 

ไซแลน 8.925 i 21.074 f 24.160 de 30.128 b 

ไซโลส 7.678 i 15.851 g 22.716 ef 51.666 a 

 

หมายเหตุ ตัวอักษรพิมพเล็กที่แตกตางกัน หมายถึงคาเฉลี่ยแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนสที่ผลิตจาก T. 

reesei Rut C-30 โดยใชรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอนรวมกับการใชไซแลนและไซโลส 

แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ 
 
               แตเมื่อวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสที่เกิดขึ้น     พบวามีปริมาณที่เพิ่มสูงขึ้นเมื่อใชไซแลนกับ

ไซโลสเสริมในอาหารเลี้ยงเชื้อซ่ึงแตกตางจากชุดควบคุมอยาางมีนัยสําคัญ  ดังตารางที่ 12 และภาพที่ 20 

 

ตารางที่ 12 คาแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสที่วิเคราะหไดจากการเลี้ยง T. reesei Rut C-30  โดยใชรําขาวสาลี

เปนแหลงคารบอนรวมกับการใชไซแลนและไซโลส 

 

แอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลส (U/ml) แหลงอาหารเสริม 

วันที่ 3 วันที่ 6 วันที่ 9 วันที่ 12 

Control 0.126 e 0.166 de 0.215 de 0.261 de 

ไซแลน 0.235 de 0.734 c 0.727 c 1.155 a 

ไซโลส 0.281 d 0.655 c 0.899 b 1.246 a 

 

หมายเหตุ ตัวอักษรพิมพเล็กที่แตกตางกัน หมายถึงคาเฉลี่ยแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสที่วิเคราะหไดจากการ

เล้ียง T. reesei Rut C-30 โดยใชรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอนรวมกับการใชไซแลนและไซโลสแตกตางกันอยาง

มีนัยสําคัญ 
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ภาพที่ 19 คาแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนสที่ผลิตจาก T. reesei Rut C-30 โดยใชรําขาวสาลีเปนแหลง

คารบอนรวมกับการใชไซแลนและไซโลส 

 

 
 

ภาพที่ 20 คาแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสที่วิเคราะหไดจากการเลี้ยง T. reesei Rut C-30 โดยใชรําขาวสาลี

เปนแหลงคารบอนรวมกับการใชไซแลนและไซโลส 
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               5.2 ศึกษาผลของ β-methyl-xyloside ตอกระบวนการผลิตเอนไซมไซแลนเนส 

               นอกจากใชไซแลนและไซโลสในการชักนําการผลิตเอนไซมไซแลนเนสแลว ในการทดลองนี้ยังนํา β-

methyl-xyloside   ซึ่งเปนสารที่ชักนําการผลิตเอนไซมไซแลนเนสรวมกับการใชรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอน 

วิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซมหลังจากเล้ียงเชื้อได 12 วัน โดยใชความเขมขน 1 2 3 4 และ 5 กรัมตอลิตร พบวา

ที่ระดับความเขมขน 5 กรัมตอลิตรสามารถชักนําการผลิตเอนไซมไซแลนเนสจากเชื้อ T. reesei Rut C-30 ได

สูงสุดคือ 105.847 ยูนิตตอมิลลิลิตรซึ่งมีคาใกลเคียงกับการใชไซแลนบริสุทธิ์เปนแหลงคารบอน รองลงมาคือ

ระดับความเขมขน 4 3 2 และ 1 กรัมตอลิตร โดยใหคาแอคติวิตีของเอนไซมเทากับ 90.316 88.126 41.144 และ 

31.268    ยูนิตตอมิลลิลิตร ดังตารางที่ 13 และภาพที่ 21 

               การวิเคราะหเอนไซมเซลลูเลสที่เกิดขึ้นเมื่อใช β-methyl-xyloside รวมกับการใชรําขาวสาลีเปนแหลง

คารบอน พบวาที่ระดับความเขมขน 3 4 และ 5 กรัมตอลิตรมีผลตอแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลส โดยใหคาแอ

คติวิตีที่แตกตางจากชุดควบคุมและที่ระดับความเขมขนของ          β-methyl-xyloxide 1 และ 2 กรัมตอลิตรดัง

ตารางที่ 13 และภาพที่ 22 

 

ตารางที่ 13 คาแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนสและเซลลูเลสที่วิเคราะหไดจากการเลี้ยง T. reesei Rut C-30  

โดยใชรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอนรวมกับการใช β-methyl-xyloside ที่ระดับความเขมขนตางๆ  

 

แอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนส (U/ml) 

Control 1(g/l) M 2(g/l) M 3(g/l) M 4(g/l) M 5(g/l) M 

19.911 d 31.268 cd 41.144 c 88.126 b 90.316 b 105.847 a 

แอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลส (U/ml) 

0.535 B 0.541B 0.634 AB 0.708 A 0.724 A 0.720 A 

M = β-methyl-xyloside 

 

หมายเหตุ ตัวอักษรที่แตกตางกัน หมายถึงคาเฉลี่ยแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนส (ตัวอักษรพิมพเล็ก) และ

เอนไซมเซลลูเลส (อักษรตัวพิมพใหญ) ที่ไดจาก T. reesei Rut C-30 โดยใชรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอน

รวมกับการใช β-methyl-xyloside ที่ระดับความเขมขนตางๆ แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ 
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ภาพที่ 21 คาแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนสที่ผลิตจาก T. reesei Rut C-30  โดยใชรําขาวสาลีเปนแหลง

คารบอนรวมกับการใช β-methyl-xyloside ที่ระดับความเขมขนตางๆ 

 

 
 

ภาพที่ 22 คาแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสที่ผลิตจาก T. reesei Rut C-30 โดยใชรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอน

รวมกับการใช β-methyl-xyloside ที่ระดับความเขมขนตางๆ 



บทที่ 5 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 

1. ศึกษาการเจริญของเชือ้รา Trichoderma reesei Rut C-30 
 
               จากผลการศึกษาการเจริญเตบิโตของเชื้อรา Trichoderma reesei Rut C-30 ในอาหาร 

PDB นําขอมลูที่ไดมาเขียนกราฟแสดงการเจริญเติบโต พบวาเมื่อใหปริมาณธาตอุาหารจาํกัดใน

การเลี้ยงเชื้อรา ทําใหเชื้อรามีระยะการเจริญดังนี ้ระยะแรกคือ lag phase เปนระยะที่เชื้อรามกีาร

ปรับตัวใหเขากับส่ิงแวดลอมใหม และถาเปนการบมเชือ้จากสปอรจะสังเกตไดอยางชัดเจน แตจาก

การทดลองใชเสนใยราในการบมเชื้อทําใหระยะเวลาดังกลาวสัน้มากเพราะไมตองอาศัยเวลาใน

การงอกของสปอร ตอจากนัน้เชื้อราจะมีการเจริญเขาสูระยะ log phase ซึ่งมกีารเพิ่มจํานวนของ

เชื้อราอยางรวดเร็ว สังเกตจากกราฟชวงวันที ่ 1-2 มีความชนัสูงเชือ้ราจะมีมวลชวีภาพคงที่เมื่อ

เจริญเขาสูระยะ stationary phase ซึ่งมักเปนชวงที่เชื้อรามีการสรางผลิตภัณฑตางๆ ในระยะนี้

ดวย จากกราฟคือชวงวนัที ่ 3-7 หลังจากนัน้น้าํหนักแหงของเสนใยจะเริ่มลดลงในวนัที ่ 7-11 ซึ่ง

เนื่องจากมกีารใชสารอาหารที่มีอยูหมดไป รวมทั้งมีสารพิษที่เกิดจากกระบวนการตางๆ ทําให

ส่ิงแวดลอมไมเหมาะตอการเจริญเติบโตจึงเปนชวงที่เชื้อราตายและลดมวลชีวภาพลง 

 
2. วิเคราะหองคประกอบทางเคมีของวัสดุเหลือใชจากการเกษตร 
 

               วัสดุเหลือใชจากการเกษตรที่นาํมาใชในการทดลองครั้งนี้เปนพืชตางชนดิกันทาํให

องคประกอบรวมถงึปริมาณไซแลนจึงแตกตางกนั ดังนัน้เมื่อนําเอาวสัดุเหลือใชจากการเกษตรมา

วิเคราะหหาองคประกอบทางเคม ี ผลการทดลองพบวารําขาวสาลมีีปริมาณเฮมิเซลลูโลสสูงที่สุด 

รองลงมาคือ ชานออย รําขาวเจาและเปลอืกถั่วลิสง ซึ่งใหผลที่ไดสอดคลองกับการผลิตเอนไซมไซ

แลนเนสจากเชื้อ T. reesei Rut C-30 โดยเฉพาะรําขาวสาลทีี่มปีริมาณไซแลนมากที่สุด เมื่อ

นํามาใชเปนแหลงคารบอนเพื่อผลิตเอนไซมไซแลนเนส ก็ใหปริมาณไซแลนเนสในระดับที่สูงสดุ

เชนเดียวกนั 

 

               การวิเคราะหปริมาณเซลลูโลสพบวาเปลือกถั่วลิสงและชานออยมีปริมาณเซลลูโลสสูง

สวนรําขาวเจาและรําขาวสาลีมีปริมาณเซลลูโลสที่ต่ํา ซึ่งผลที่ไดสอดคลองกับการผลิตเอนไซม

เซลลูเลสจากเชื้อ T. reesei Rut C-30 โดยพบวาเชื้อราสามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดใน
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ปริมาณที่สงูเมื่อใชเปลือกถัว่ลิสงหรือชานออยเปนแหลงคารบอน  ในขณะที่รําขาวเจาและรําขาว

สาลีจะใหแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสต่าํ 

               การวิเคราะหหาปริมาณลิกนนิในวัสดุเหลือใชจากการเกษตรใหผลเชนเดยีวกับปริมาณ

ของเซลลูโลส คือชานออยและเปลือกถัว่มีปริมาณลกินินมาก สวนรําขาวสาลีและรําขาวเจามี

ปริมาณลิกนนิต่ํา จากโครงสรางและหนาที่ของลกินนิพบวาลิกนินมหีนาที่ปองกนัการเขาทําลาย

จากเชื้อตางๆ (Gilbertson, 1980) ดังนั้นการนาํวัสดุเหลือใชจากการเกษตรมาใชในการเพาะเลี้ยง 

จุลินทรีย บางครั้งตองปรับสภาพเสียกอน เชน การใชสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดกําจัดลิกนินอ

อกโดยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดทําใหลิกนนิพองตัวและหลุดออกไปบางสวนทําใหจุลินทรีย

สามารถเขาไปใชเซลลูโลสหรือเฮมิเซลลูโลสในการเจรญิไดมากขึ้น (Manonmoni and 

Sreekantiah, 1987) ถึงแมวาวัสดุเหลือใชจากการเกษตรที่นํามาเลี้ยงเชื้อไมไดผานการปรับสภาพ

ดวยสารเคมีแตเชื้อยังสามารถใชเปนแหลงคารบอนไดแสดงวาในการศึกษาครั้งนี ้ลิกนนิไมมีผลตอ

การเขาทําลายของเชื้อ อาจเนื่องมาจากวาไดมีการปรับสภาพวัสดุเหลือใชจากการเกษตรดวยวธิี

ทางกายภาพใหมีขนาดเล็กเพียงพอตอการนําไปใชประใยชนจากเชื้อรา 

 
3. ศึกษาชนิดและปรมิาณของวสัดุเหลือใชจากการเกษตรที่มีผลตอกระบวนการผลติ
เอนไซมไซแลนเนส 
 

               3.1 ศึกษาชนิดของแหลงคารบอน 

                        3.1.1 การใชเซลลูโลสรวมกับวัสดุเหลอืใชจากการเกษตรเปนแหลงคารบอน  

               การทดลองนี้มีความตองการที่จะผลิตเอนไซมไซแลนเนสในปริมาณที่สงูแตตองการ

เอนไซมเซลลูเลสในปริมาณที่ต่ํา ทั้งนี้เพือ่เปนประโยชนตอการนําไปใชในอุตสาหกรรมตางๆ เชน

การฟอกสเียื่อกระดาษ เอนไซมไซแลนเนสทีน่ําไปใชในการฟอกเยื่อนั้นตองมีการปนเปอนของ

เอนไซมเซลลูเลสที่ต่ํามากหรือไมมีเอนไซมเซลลูเลสเลย เพราะเอนไซมเซลลูเลสจะยอยสลาย

เซลลูโลสซึ่งกค็ือเยื่อกระดาษทําใหคุณภาพของกระดาษลดลง เชน ความเหนยีวลดลง (Buchert 

et al., 1992) ดังนัน้ในขั้นแรกจึงทดสอบความสามารถของเชื้อราในการผลิตเอนไซม    ไซแลนเนส 

โดยใชเซลลูโลส 2 เปอรเซ็นตและรําขาวสาลี 2 เปอรเซน็ตเปนแหลงคารบอน พบวา    แอคติวิตี

ของเอนไซมไซแลนเนสไมมีความแตกตางกนัระหวางการใชหรือไมใชเซลลูโลส แตเมื่อวิเคราะหแอ

คติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสที่เกิดขึ้นพบวามีแอคติวิตีมากกวาการใชรําขาวสาลเีพยีงอยางเดียว 

ทั้งนี้อาจจะมสีาเหตุมาจากเอนไซมแตละชนิดมีความจาํเพาะเจาะจงตอสับสเตรท   แตกตางกนัซึ่ง

เอนไซมเซลลูเลสมีความจาํเพาะตอเซลลโูลสทําใหเซลลโูลสเปนแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการ
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สรางเอนไซมเซลลูเลสทําใหแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสสูงดวย ดังนั้นจงึไมเลือกใชเซลลูโลสเปน

แหลงคารบอนในการผลิตเอนไซมไซแลนเนส 

 

                        3.1.2 ศึกษาชนิดของวัสดุเหลือใชจากการเกษตรที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไซ

แลนเนส 

               แหลงคารบอนเปนปจจัยหลักทีม่ีความสาํคัญตอการเจริญเติบโต และการสรางเอนไซม

ของรา เมื่อเชื้อราเจรญิในสภาวะแวดลอมที่มีความจํากัดของแหลงคารบอนในดานชนิดและ

ปริมาณ เชื้อราจําเปนตองสรางเอนไซมมายอยสลายสับสเตรททีม่ีอยูเพื่อใหไดน้ําตาลโมเลกลุ

เดี่ยวและเขาสูกระบวนการตางๆ เพื่อใหไดมาซึ่งพลงังานในการเจริญเติบโต ดังนัน้ทาํใหเชื่อวาเมื่อ

เลี้ยงเชื้อราดวยแหลงคารบอนชนิดใดแลวเชื้อราจะสรางเอนไซมที่สอดคลองกับสับสเตรท เชนเมื่อ

เลี้ยงเชื้อราในอาหารที่มีเฮมเิซลลูโลส เชื้อราควรที่จะสรางเอนไซมเฮมิเซลลูเลสออกมามาก

เชนเดียวกนั จากการศึกษาครั้งนี้พบวาเมือ่มี 1 เปอรเซ็นตไซแลนเปนแหลงคารบอน เลี้ยงเชื้อ

ภายใตสภาวะที่เหมาะสมเชือ้ราสามารถผลิตเอนไซมไซแลนเนสได 117.143 หนวยตอมิลลิลิตร    

แตไซแลนบริสุทธิ์มีราคาแพง ดังนั้นจึงไดนําวัสดุเหลือใชจากการเกษตรซึ่งมีขอมูลวามีไซแลนเปน

องคประกอบมาใชเปนแหลงคารบอนในการผลิตเอนไซมไซแลนเนส จาก T. reesei Rut C-30 โดย

ในการทดลองนี้เลือกวัสดุเหลือใชจากการเกษตร 4 ชนดิ คือ ชานออย เปลือกถัว่ลิสง รําขาวเจา 

และรําขาวสาลี ซึ่งพบวาเมื่อใชรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอน เชื้อราสามารถผลิตเอนไซมไซแลน

เนสไดสูงสุด คือ 23.931 หนวยตอมิลลิลติร รองลงมาคือรําขาวเจา  ชานออย และเปลือกถัว่ลิสง 

ซึ่งใหผลเชนเดียวกับกับการผลิตเอนไซมไซแลนเนสจากเชื้อ Streptomyces sp. QG-11-3 (Beg 

et al., 2000) รําขาวสาลีและรําขาวเจาใหแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนสสูงสุด ทัง้นี้อาจเนื่องจาก

ในรําขาวสาลแีละรําขาวเจามีโปรตีน วิตามินและไขมันที่มีผลตอการชักนาํการผลิตเอนไซมไซแลน

เนสเพิม่มากขึน้  T. reesei Rut C-30 ผลิตเอนไซมไซแลนเนสไดนอยเมื่อใชชานออยหรือเปลือกถัว่

เปนลิสงเปนแหลงคารบอน สําหรับชานออยอาจจะเนือ่งมาจากวาชานออยทีน่ํามาใชนัน้แมวาจะ

ผานกระบวนตางๆ แลวกย็ังคงมกีลูโคสเหลืออยูมาก โดย Svarachorn (1999)  ไดวิเคราะห

ปริมาณกลูโคสจากชานออยดวยวธิ ี paper chromatography ทั้งกอนและหลงัการยอยสลายดวย

เอนไซม พบวาชานออยที่ยงัไมผานการยอยสลายดวยเอนไซมมีกลโูคสเปนสวนประกอบใน

ปริมาณที่สูง ซึ่งปริมาณกลโูคสดังกลาวอาจไมมีผลตอการกระตุนการผลิตเอนไซมไซแลนเนส อีก

ทั้งเชื้อสามารถใชกลูโคสนี้ในการเจริญเตบิโต ทําใหไมจําเปนตองผลิตเอนไซมไซแลนเนสในการ

ยอยไซแลนเพือ่ใชในการเจรญิ สวนเปลือกถั่วลิสงใหแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนสต่ําสุด อาจ

เนื่องมาจากองคประกอบทางเคมีของเปลือกถั่วลิสงทีป่ระกอบดวยเซลลูโลสในปรมิาณที่สงู และมี

ลิกนนิในปริมาณสูงดวย ซึ่งอาจไมมีผลตอการผลิตเอนไซมไซแลนเนส 
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               จากผลการวเิคราะหหาองคประกอบทางเคม ีพบวารําขาวสาลีมีปริมาณเฮมิเซลลูโลสสูง

ที่สุด ซึ่งใหผลที่ไดสอดคลองกับการผลิตเอนไซมไซแลนเนสจากเชื้อ T. reesei Rut C-30 

โดยเฉพาะรําขาวสาลทีี่มีปริมาณไซแลนมากที่สุด เมื่อนํามาใชเปนแหลงคารบอนเพื่อผลิตเอนไซม

ไซแลนเนส ก็ใหแอคติวิตีของไซแลนเนสในระดับที่สงูสดุเชนเดียวกัน 

 

               จากความสมัพนัธดังกลาวทําใหเชื่อวาปริมาณเฮมิเซลลูโลสที่เปนองคประกอบในพืชแต

ละชนิดนัน้มีความสาํคัญตอการผลิตเอนไซมไซแลนเนส ซึ่งใหผลเชนเดียวกับ Gomes และคณะ 

(1993) ที่ใช corn cobs ที่มปีริมาณไซแลนสูงถงึ 28.60 เปอรเซ็นต (Hayn et al., 1993) นํามาเปน

แหลงคารบอนในการผลิตเอนไซมไซแลนเนส จากเชื้อ T. lanuginosus ได  แอคติวิตีของเอนไซม

ไซแลนเนสสูงมากกวาการใชวัสดุชนิดอืน่ทําใหเชื่อกนัวาปริมาณไซแลนที่เปนองคประกอบของ

วัสดุเหลือใชจากการเกษตรเปนเสมือนตัวชักนาํ (inducer) ในการผลิตไซแลนเนส นอกจากนี้

ปจจัยอื่นเชน ผิวและขนาดรขูองวัสดุเหลือใชจากการเกษตรมีผลตอการยอยสลายดวย ดังนั้นอาจ

กลาวไดวาปรมิาณไซแลนในรําขาวสาลทีีม่ีปริมาณคอนขางสูงมีผลตอการผลิตเอนไซมไซแลนเนส

และเมื่อพิจารณาถึงแอคติวติีของเอนไซมเซลลูเลสที่เกิดขึ้น เมื่อใชวสัดุทางการเกษตรชนิดตางๆ 

เปนแหลงคารบอน ซึ่งวัสดุทางการเกษตรที่มีเซลลูโลสสูงคือชานออยและเปลือกถั่วลิสงจะใหเแอ

คติวิตีของเอนไซมสูง ดังนัน้จากแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนสและเซลลูเลสทําใหทราบถงึ

ความสัมพันธของสับสเตรทที่มีความจาํเพาะตอเอนไซมนั้นๆ       เฮมิเซลลูเลสหรือไซแลนเนสมี

ความจาํเพาะตอเฮมิเซลลูโลสหรือไซแลน สวนเอนไซมเซลลูเลสมีความจาํเพาะเจาะจงตอ

เซลลูโลส  ซึ่งทาํใหคาดคะเนการผลติเอนไซมของเชื้อไดจากปริมาณองคประกอบของพืชแตละ

ชนิดได และสามารถนําไปใชประโยชนในดานการเลือกใชวัสดุเหลือใชจากการเกษตรมาเปนแหลง

คารบอนในการผลิตเอนไซมใหเหมาะสมกบัชนิดของเอนไซมได 

 

               แตอยางไรก็ตามยังมีขอยกเวนในรําขาวเจาซึง่มีปริมาณเซลลูโลสนอยแตเมื่อนํามาใช

เปนแหลงคารบอนสามารถทําใหมีแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสที่สูงที่สุด ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากวา

รําขาวเจาที่ใชเปนรําขาวเจาที่หาซื้อไดจากโรงสีขาวทั่วไป มีความบริสุทธิ์นอย    แปรเปลี่ยนไป

ตามเวลาซึ่งอาจจะมพีวกโอลิโกเมอรของเซลลูโลสอยูในรําขาวเจา และมีผลไปกระตุนการสราง

เอนไซมเซลลูเลสได  
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              3.2 หาความเขมขนของแหลงคารบอน 

               การศึกษาหาความเขมขนของแหลงคารบอนเริ่มตนนัน้เปนสิ่งสําคัญเพราะคารบอนเปน

ธาตุอาหารทีม่คีวามสาํคัญตอการสังเคราะหสารประกอบตางๆ ภายในเซลล ดังนัน้หากปริมาณ

ของแหลงคารบอนนอยไปอาจทาํใหเชื้อตายได หากมคีวามเขมขนมากไปอาจไมเหมาะสมเพราะ

เมื่อส้ินสุดการเลี้ยง แหลงคารบอนก็จะเหลอืและสูญเสียไปโดยเปลาประโยชน 

               จากการทดลองพบวารําขาวสาลีที่ระดับความเขมขน 5 เปอรเซ็นต เหมาะสมตอการ

ผลิตเอนไซมไซแลนเนส อาจจะเปนเพราะที่ระดับความเขมขน 5 เปอรเซ็นตมีสารอาหารที่เพียงพอ

กับการเจริญและการผลิตเอนไซมไซแลนเนส ความเขมขนของวัสดุเหลือใชจากการเกษตรมีความ

แตกตางจากการใชไซแลนบริสุทธิ์มาก เนื่องจากวัสดุเหลือใชจากการเกษตรมีโครงสรางที ่ ซับซอน

กวา เชื้อจุลินทรียจึงนําไปใชไดยากกวาไซแลนบริสุทธิ ์ซึ่งวัสดุทางการเกษตรที่นาํมาใชในการผลติ

เอนไซมตางชนิดกันจะใชความเขมขนที่แตกตางกนัดวย เชน Aspergillus fumigatus ใชฟางขาว

เปนแหลงคารบอนโดยใชความเขมขนที ่3 เปอรเซ็นต 
 
4. ศึกษาชนดิของแหลงไนโตรเจนที่มผีลตอกระบวนการผลิตเอนไซมไซแลนเนส 
 

               ธาตุไนโตรเจนเปนธาตทุี่มีความสําคัญ เนื่องจากราตองการเปนดันดับสองรองจากแหลง

คารบอน และมีผลตอกระบวนการตางๆ เชนมีผลตอการขนสงน้าํตาลใน Saccharomyces 

cerevisiae การสรางโปรตีน กรดนวิคลอิีค รวมถึงมผีลตอการสรางเอนไซม ราไมสามารถตรึง

ไนโตรเจนแตสามารถใชไนโตรเจนจากแหลงตางๆ มากมาย นวิัฒ เสนาะเมือง (2543) ราสวนใหญ

ชอบใชแอมโมเนียมเปนแหลงไนโตรเจน สารที่นยิมใชคือ แอมโมเนียมซัลเฟต ซึง่บางครั้งอาจมีผล

ทําให คาความเปนกรดดางลดลง (Berry} 1988) จากการทดลองในครั้งนี้ พบวา corn steep 

liquor เปนไนโตรเจนที่ดีสาํหรับการผลิตเอนไซแลนเนสทั้งนี้อาจเนื่องมาจาก corn steep liquor 

เปนแหลงไนโตรเจนที่เปนสารอินทรียที่ประกอบดวยโปรตีนเปนสวนประกอบหลัก (26 เปอรเซ็นต) 

และกรดแลคติก (2.5 เปอรเซ็นต) น้ําตาล (2.5 เปอรเซ็นต) นอกจากนัน้ยังมีกรดอะมิโน วิตามนิ 

และสารประกอบดื่นๆ ในปริมาณเล็กนอย (akhtar et al., 1997) ซึ่งเชื้อราสามารถใชแหลง

ไนโตรเจนที่เปนสารอินทรียไดเร็วกวาการใชแหลงไนโตรเจนที่เปนอนิทรียสาร 

  

              จากการทดลองยังพบวาคาแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนส เมื่อใชแอมโมเนียมไนเตรท

เปนแหลงไนโตรเจนใหคาแอคติวิตี 17.090 ยูนิตตอมลิลิลิตร ในวนัที่ 3 ของการเลี้ยงเชื้อ ซึง่ถอืวา

เปนคาแอคติวติีที่สูงโดยที่ใชเวลาสัน้ อีกทัง้ใหแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสที่ต่ําดวย ดังนัน้การใช

แอมโมเนยีไนเตรทเปนแหลงไนโตรเจนเปนอีกทางเลือกหนึ่งที่นาสนใจโดยเฉพาะในระดับ
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อุตสาหกรรมที่ตองการความรวดเร็วทาํใหสามารถผลิตเอนไซมไดในเวลาอันสัน้ อีกทัง้แอมโมเนียม

ไนเตรทมีราคาถูก จึงสามารถประหยัดตนทนุไดอีกทางหนึ่งดวย 
 
5. ผลของตวัชักนําที่มีตอกระบวนการผลิตเอนไซมไซแลนเนส 
 

               5.1 ศึกษาถงึผลของการเสริมไซแลนหรือไซโลสในอาหารเลีย้งเชื้อ 

               จากผลการทดลองพบวาเมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารที่ใชรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอนและมี

ไซโลสรวมดวย พบวาแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนสเพิ่มสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบ

กับชุดควบคุมที่ไมมีไซโลส อาจเนื่องมาจากวาไซโลสเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวและจัดเปนแหลง

คารบอนที่ดีสําหรับการผลิตเอนไซม และเปนสารที่กระตุนการผลิตเอนไซมไซแลนเนสไดอยางดีใน

หลายเชื้อราซ่ึงมีกลไกในการกระตุนการผลิตเอนไซมคือ ไซโลสเปนสารที่มีความจําเพาะเจาะจง

ตอเอนไซมไซแลนเนส เนื่องจากไซโลสเปนน้ําตาลที่เปนองคประกอบของไซแลน ไซโลสจํานวน

เพียงเล็กนอยอาจจะไปกระตุนการสรางไซแลนเนสออกมายอยรําขาวสาลีที่ใชเปนแหลงคารบอน

เพื่อใชในการเจริญ ซึ่งผลการทดลองนี้สอดคลองกับ Dobberstein และ Emeis (1989) พบวา

ไซโลสและโอลิโกเมอรเปนตัวชักนําการผลิตเอนไซมไซแลนเนสไดดี และถาไมมีไซโลส       แอคติวิ

ตีของเอนไซมไซแลนเนสจะลดลงประมาณ 10 เทา เมื่อใชไซแลนรวมกับรําขาวสาลีพบวามีการ

เพิ่มข้ึนของเอนไซมไซแลนเนสเพียงเล็กนอยเทานอย ซึ่งใหผลสอดคลองกับการทดลองของ 

Haltrich และ Steiner (1994) พบวาไซแลนบริสุทธหรือกลูโคแมนแนนเปนแหลงคารบอนที่ดีแตไม

มีผลไปกระตุนการผลิตเอนไซมไซแลนเนสใน Schizophyllum commune แตคาดวาสารที่ชักนํา

การผลิตเอนไซมไซแลนเนสเปนสารที่มีโมเลกุลขนาดเล็กที่มาจากเซลลูโลส ซึ่งเซลลูโลสบางชนิดมี

ไซโลสเปนองคประกอบอยูประมาณ 10 เปอรเซ็นต  

 

               5.2 ศึกษาผลของ β-methyl-xyloside ตอกระบวนการผลิตเอนไซมไซแลนเนส 

               เมื่อเล้ียง T. reesei Rut C-30 โดยใชรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอนและใช  β-methyl-

xyloside เปนตัวกระตุน ซึ่งพบวา β-methyl-xyloside สามารถกระตุนการผลิตเอนไซมไซแลนเนส

ไดเพิ่มข้ึน 5.3 เทา เมื่อใช β-methyl-xyloside ที่ระดับความเขมขน 5 กรัมตอลิตร ใหผลสอดคลอง

กับ Bailey และ Poutanen (1989) Kristufek Zeilinger และ Kubick (1995)  β-methyl-xyloside 

เปนสารที่มีโครงสรางคลายกับไซโลไบโอส จัดเปน non-metabolite ดังนั้นจึงสามารถกระตุนการ

ผลิตเอนไซมไดเชนเดียวกับไซโลไบโอส ซึ่งจากกลไกของการยอยสลายไซแลนจะพบวาไซโลไบ

โอสหรือไซโลไตรโอสที่เกิดจากการยอยสลายไซแลนโดยใชไซแลนเนสที่มีอยูแลว ตัวไซโลไบโอส

และไซโลไตรโอสนี้เปนตัวกระตุนหรือเปนตัวสงสัญญาณใหจุลินทรียเพื่อใหจุลินทรียสรางเอนไซม
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ไซแลนเนสมาใชในในระดับมากขึ้นได การทดลองครั้งนี้พบวา β-methyl-xyloside กระตุนการ

ผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดเพียงเล็กนอยเทานั้น และเมื่อเพิ่มความเขมขนของ β-methyl-xyloside 

แลวแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสไมเพิ่มมากขึ้น 



บทที่ 6 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

1. ศึกษาการเจริญของเชือ้รา Trichoderma  reesei Rut C-30 
 

               จากการศึกษาการเจริญเติบโตโดยเลี้ยงเสนใยเชื้อรา Trichoderma reesei Rut C-30 

ในอาหาร PDB เสนใยเชื้อรา T. reesei Rut C-30 มีน้าํหนกัแหงเพิ่มข้ึนตั้งแตวันที ่1 ถึงวันที ่2 โดย

ในวนัที ่ 3 น้าํหนักของเสนใยเพิ่มข้ึนสูงสดุ เชื้อรา T. reesei Rut C-30 มีการเจริญเขาสูระยะ 

stationary phase ในวนัที ่3-6 จากนั้น น้ําหนกัแหงของเสนใยจะเริ่มลดลงในวนัที ่6 
 
2. วิเคราะหองคประกอบทางเคมีของวัสดุเหลือใชจากการเกษตร 
 

               จากการวเิคราะหองคประกอบทางเคมีของวัสดุเหลือใชจากการเกษตรพบวาเปลือกถั่ว

ลิสงและชานออยมีปริมาณเซลลูโลสเปนสวนประกอบมากคือ 35.13 และ 34.08 กรัมตอน้ําหนกั

แหง สวนรําขาวสาลีและรําขาวเจามีปริมาณเซลลูโลสนอยคือ 9.07 และ 8.30 กรัมตอน้ําหนักแหง 

ตามลําดับ เมื่อวิเคราะหองคประกอบที่เปนเฮมิเซลลูโลส พบวารําขาวสาลมีีปริมาณเฮมิเซลลูโลส

มากที่สุด คือ 26.10 กรัมตอน้ําหนกัแหง รองลงมาคือชานออย รําขาวเจา และเปลือกถั่วลิสง ซึ่งมี

ปริมาณเฮมิเซลลูโลสเทากับ 20.31 17.58 และ12.96 กรัมตอน้ําหนักแหง ตามลําดบั เมื่อวิเคราะห

ปริมาณลิกนนิพบวา เปลือกถั่วลิสงและชานออยมีปริมาณลิกนินมากคือ 9.04 และ 8.93 กรัมตอ

น้ําหนกัแหง สวนรําขาวสาลแีละรําขาวเจามีปริมาณลิกนนินอยคือ 2.74 และ 2.38 กรัมตอน้ําหนัก

แหง ตามลําดบั  
 

3. ศึกษาชนิดและปรมิาณของวสัดุเหลือใชจากการเกษตรที่มีผลตอกระบวนการผลติ
เอนไซมไซแลนเนส 
 
               3.1ศึกษาชนิดของแหลงคารบอน 

               3.1.1 การใชเซลลโูลสรวมกับวัสดุเหลือใชจากการเกษตรเปนแหลงคารบอน 

               เมื่อใชเซลลูโลส 2 เปอรเซ็นตรวมกับการใชรําขาวสาล ี 2 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน 

เก็บผลการผลติเอนไซมไซแลนเนสทุก 3 วัน และวิเคราะหแอคติวิตขีองเอนไซม    ไซแลนเนสที่

เกิดขึ้น พบวาเชื้อ T. reesei Rut C-30 ใหผลการผลิตเอนไซมไซแลนเนสไมแตกตางกันทางสถิติ 

แตพบแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสเพิ่มสูงกวาการใชรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอนเพียงอยาง
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เดียวอยางมนียัสําคัญ ดังนั้นจงึเลือกใชวัสดุเหลือใชจากการเกษตรเปนแหลงคารบอนแทนการใช

เซลลูโลส โดยใชความเขมขนเบื้องตน 2 เปอรเซ็นต  

               3.1.2 ศึกษาชนดิของวัสดุเหลอืใชจากการเกษตรที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไซแลน

เนส 

               จากผลการศึกษาการที่เลี้ยง T. reesei Rut C-30 เพื่อสรางไซแลนเนส โดยใชวัสดุเหลอื

ใชจากการเกษตรที่มีไซแลนเปนองคประกอบ 4 ชนิดไดแก ชานออย เปลือกถัว่ลิสง รําขาวเจา และ

รําขาวสาล ี มาใชเปนแหลงคารบอน พบวาเมื่อเลี้ยง T. reesei Rut C-30 ในอาหารสูตร 

production medium  ความเปนกรดดางเริ่มตนเทากบั 5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เลี้ยงเชือ้

ภายใตสภาวะเขยาเปนเวลา 12 วัน เก็บผลทุกๆ 3 วัน พบวารําขาวสาลีเปนแหลงคารบอนที่ดทีี่สดุ 

รองลงมาเปนรําขาวเจา ชานออย และเปลือกถั่วลิสง โดยใหแอคติวิตีของเอนไซมเทากับ 23.931 

21.708 13.409 และ 2.001 ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 

               การวิเคราะหเอนไซมเซลลูเลสทีเ่กิดขึ้นเมื่อใชวัสดุเหลือใชจากการเกษตรชนิดตางๆ 

พบวารําขาวเจาเปนแหลงคารบอนที่ใหแอคติวิตีของเอนไซมมากที่สุด รองลงมาคอื  ชานออย 

เปลือกถั่วลิสง และรําขาวสาลีโดยใหคาแอคติวิตีเทากับ 0.656 0.367 0.263 และ 0.226 ยูนิตตอ

มิลลิลิตร ตามลําดับ จากการทดลองจึงเลอืกรําขาวสาลเีปนแหลงคารบอนในการผลติเอนไซม  

 

               3.2 หาความเขมขนของแหลงคารบอน 

 

               นํารําขาวสาล ี มาหาคาความเขมขนที่เหมาะสมตอการผลติเอนไซมไซแลนเนส โดยใช

ความเขมขน 1 2 3 4 และ5 เปอรเซ็นต พบวาความเขมขนที่เหมาะสมที่สุดคือ 5 เปอรเซ็นต โดยให

คาแอคติวิตีเทากับ 27.946 ยูนิตตอมิลลิลิตร  

               การผลิตเอนไซมเซลลูเลส โดยใชรําขาวสาลคีวามเขมขน 1 2 3 4 และ 5 เปอรเซ็นต 

พบวาที่ระดับความเขมขน 5 และ 4 เปอรเซ็นต ใหคาแอคติวิตีของเอนไซมเทากบั 0.998 และ 

0.991 ยูนิตตอมิลลิลิตร รองลงมาคือ 3 2 และ 1 เปอรเซ็นตโดยใหคาแอคติวิตีของเอนไซมเทากับ 

0.601 0.375 และ 0.261 ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ  
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4. ศึกษาชนดิของแหลงไนโตรเจนที่มผีลตอกระบวนการผลิตเอนไซมไซแลนเนส 
 

               จากผลการทดลองหาความเขมขนแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมไซ

แลนเนส โดยใชแหลงไนโตรเจนตางๆ ไดแก corn steep liquor  ammonium sulphate 

ammonium nitrate urea และ peptone ที่ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต  พบวา  corn steep 

liquor เปนแหลงไนโตรเจนทีเ่หมาะสมที่สดุ โดยใหคาแอคติวิตีของเอนไซมเทากับ 27.988 ยูนิตตอ

มิลลิลิตร รองลงมาเปน ammonium nitrate ammonium sulphate urea และpeptone โดยใหคา

แอคติวิตีของเอนไซมเทากับ 20.929 17.409 11.867 และ 6.828  ยูนติตอมิลลิลิตรตามลําดับ  

               การวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสทีเ่กิดขึ้นเมื่อใชแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ที่

ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต พบวา peptone เปนแหลงไนโตรเจนที่ใหคาแอคตวิิตีของเอนไซม

สูงสุดคือเทากบั 0.345 ยูนิตตอมิลลิลิตร รองลงมาเปน corn steep liquor ammonium sulphate 

ammonium nitrate และ urea โดยใหคาแอคติวิตีของเอนไซมเทากบั 0.261 0.234 0.158 และ

0.094  ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลาํดับ  

 
5. ผลของตวัชักนําที่มีตอกระบวนการผลิตเอนไซมไซแลนเนส 
 
               5.1 ศึกษาถงึผลของการเสริมไซแลนหรือไซโลสในอาหารเลีย้งเชื้อ 

               จากการทดลองใชไซแลนและไซโลสเสริมในอาหารเลีย้งเชือ้ที่มีรําขาวสาลีเปนแหลง

คารบอน ซึ่งพบวาเมื่อใชไซโลสรวมกับรําขาวสาลีสามารถชักนาํการผลิตเอนไซมไซแลนเนสใหเพิ่ม

สูงขึ้น โดยใหคาแอคติวิตีของเอนไซมเทากับ 51.666 ยูนิตตอมิลลิลติร สวนไซแลนมีผลชักนําการ

ผลิตเอนไซมไซแลนเนสโดยมีคาแอคติวิตีของเอนไซมเพิ่มข้ึนในระดับหนึง่  

 

               5.2 ศึกษาผลของ β-methyl-xyloside ตอกระบวนการผลิตเอนไซมไซแลนเนส 

               จากการทดลองนาํ β-methyl-xyloside มาใชในการเลีย้งเชื้อรวมกับการใชรําขาวสาลี

เปนแหลงคารบอน โดยใชความเขมขน 1 2 3 4 และ 5 กรัมตอลิตร วิเคราะหแอคติวติีของเอนไซม

หลังจากเลีย้งเชื้อได 12 วัน พบวาที่ระดับความเขมขน 5 กรัมตอลิตร สามารถชักนาํการผลิต

เอนไซมไซแลนเนสจากเชื้อ T. reesei Rut C-30 ไดสูงสุดคือ 105.847 ยูนิตตอมิลลิลิตร แตมีผล

ตอการสรางเอนไซมเซลลูเลสเมื่อใช β-methyl-xyloside ที่ระดับความเขมขน 2 3 4 5 กรัมตอลิตร 

รวมกับการใชรําขาวสาลเีปนแหลงคารบอน โดยแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสเพิ่มข้ึนเพยีง

เล็กนอยเทานัน้เมื่อเทียบกบัชุดควบคุมซ่ึงไมม ีβ-methyl-xyloside  
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               จากการทดลองดงักลาวไดสภาวะการผลิตเอนไซมไซแลนเนสไดดังนี ้

ใชรําขาวสาล ี ความเขมขน 5 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน และม ี corn steep liquor หรือ

ammonium nitrate เปนแหลงไนโตรเจน ความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหารเทากับ 5 อุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียส สามารถเพิ่มการผลิตเอนไซมไซแลนเนสไดโดยการเสริมไซโลส หรือ β-methyl-

xyloside ซึ่งสามารถเพิ่มการผลิตเอนไซมดังนี ้ 

               ไซโลสความเขมขน 0.2 กรัมตอลิตร  เพิ่มการผลิตไซแลนเนส 1.8 เทา 

               β-methyl-xyloside ความเขมขน 5 กรัมตอลิตร เพิ่มการผลิตไซแลนเนส 5.3 เทา 
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ภาคผนวก ก 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการวิจัย 

 
1. Potato Dextrose Agar (PDA) ประกอบดวย 
 

มันฝรั่ง 

น้ําตาลเด็กโตรส 

วุนผง 

น้ํากลั่น 

200 

20 

20 

1 

กรัม 

กรัม 

กรัม 

ลิตร 

 

               นํามันฝรั่งที่ลางสะอาดแลวมาหั่นเปนชิ้นส่ีเหลี่ยมลูกเตาขนาดประมาณ 1 ลูกบาศก-เซนติเมตร ไปตม

ในน้ํากลั่นประมาณ 500 มิลลิลิตร จนมันฝรั่งสุกโดยสังเกตไดจากเมื่อใชมือบีบแลว มันฝรั่งจะแตกกออกโดยงาย 

จากนั้นใชผาขาวบางกรองเอาสวนแตน้ํา เติมสวนประกอบที่เหลือลงไป คนใหละลายหมด ปรับพีเอชใหอยูในชวง 

5.0–5.5 จากนั้นปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร ดวยน้ํากลั่น  นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  121 องศาเซลเซียส  ความดัน  

15  ปอนดตอตารางนิ้ว  นาน  15  นาที 
 
2. Production medium  
 

MgSO4 

CaHPO4 

(NH4)2SO4 

Corn steep liquor 

FeSO4 

ZnSO4 

MnSO4 

CoCl2 

น้ํากลั่น 

วัสดุเหลือใชจากการเกษตร 

1.0 

5.0 

4.0 

10 

5.0 

1.4 

1.6 

3.6 

1.0 

2.0 

กรัม 

กรัม 

กรัม 

กรัม 

มิลลิกรัม 

มิลลิกรัม 

มิลลิกรัม 

มิลลิกรัม 

ลิตร 

กรัม 
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               ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลั่น ปรับพีเอชใหได 5.0 ถายใสฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ฟลาสกละ 

100 มิลลิลตร  นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  นาน  15  นาที 
 
หมายเหตุ: วัสดุเหลือใชจากการเกษตร และ CaHPO4  ไมละลายน้ํา ดังนั้นจึงตองชั่งใสฟลาสกกอนแลวจึงเติม

สารอาหารลงไปใหไดปริมาตรที่ตองการ  
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ภาคผนวก ข 
 

การเตรยีมสารเคม ี
 

1. การเตรียมสารละลาย DNS (Dinitrosalicylic acid)  
 

               1.1 เตรียมสารละลาย NaOH 10 เปอรเซ็นต ปริมาตร 22 มิลลิลิตร ใสลงในสารละลาย 

phenol 10 กรัม เติมน้ําใหครบ 100 มิลลิลิตร คนใหเขากัน เทแบงออกมา 96 มิลลิลิตร เติม 

NaOSO3 9.6 กรัม คนใหเขากัน 

                1.2 เตรียมสารละลาย DNS 1 เปอรเซ็นต ปริมาตร 880 มิลลิลิตร และเตรียมสารละลาย 

Rochelle salt 255 กรัม ดวยสารละลาย NaOH 4.5 เปอรเซ็นต ปริมาตร 300 มิลลิลิตร จากนั้น

นํามาเทรวมกับสารละลาย DNS 1 เปอรเซ็นต คนใหเขากัน 

               1.3 นําสารละลายที่ไดจากขอ 1.1 และ 1.2 เทรวมกัน จะไดเปนสารละลาย DNS 

สารละลายนี้ตองเก็บไวในขวดสชีา แลวนําไปใสในตูเย็นอยางนอย 1 คืน จึงนําไปใชได 
 

2. การเตรียม 0.05 M sodium citrate buffer pH 4.8  
               2.1 เตรียม 0.1 M Citric acid (C6H8O7.H2O ; MW = 210.14) โดยชั่งสาร 21.01 กรัม 

ละลายน้ํา ปรับปริมาตร ใหครบ 1000 มิลลิลิตร  

               2.2 เตรียม 0.1 M Tri-sodium citrate dihydrate (C6H5O7Na3.2H2O; MW = 294.12) 

โดยชั่งสาร 29.41 กรัม ละลายน้ํา ปรับปริมาตร ใหครบ 1000 มิลลิลิตร 

               นําสารละลายในขอ 2.1 ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายในขอ 2.2 ปริมาตร 60 

มิลลิลิตร จะได sodium citrate buffer pH 4.8 ที่มีความเขมขน 0.1 M  

 
3. การเตรียม 50 mM phosphate buffer pH 7 
               เตรียม stock 0.2 M phosphate buffer ปริมาตร 500 มิลลิลิตร เตรียมไดจาก stock 

solution 2 ชนดิ คือ 

               3.1 เตรียม 0.2 M NaH2PO4.2H2O; MW = 156.01) โดยชั่งสาร 15.60 กรัม ละลายน้ํา 

ปรับปริมาตร ใหครบ 500 มิลลิลิตร 

               3.2 เตรียม 0.2 M Na2HPO4.2H2O; MW = 177.96) โดยชั่งสาร 17.79 กรัม ละลายน้ํา 

ปรับปริมาตร ใหครบ 500 มิลลิลิตร 
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               การเตรียม 50 mM phosphate buffer ปริมาตร 500 มิลลิลิตร โดยใช 0.2 M 

phosphate buffer ปริมาตร 62.5 มิลลิลิตร เติมน้ําจนครบ 500 มิลลิลิตร 
การเตรยีม reagent ที่ใชในการวัดเอนไซมไซแลนเนส 

 
               1. Reagent A 

ชั่ง Na2CO3 

NaK Tartatate (Rochelle salt) 

NaHCO3 

Na2SO4 

25.0 

25.0 

20.0 

200.0 

กรัม 

กรัม 

กรัม 

กรัม 

               ละลายสารดังกลาวใหเขากัน ปรับปริมาตรโดยใช volumetric flask ใหมีปริมาตรสุดทาย 1000 

มิลลิลิตร 

 

               2. Reagent B (copper alkaline reagent)  

               ชั่ง CuSO4 .5H2O 15.0 กรัม ละลายน้ําจนมีปริมาตรครบ 100 มิลลิลิตร จากนั้นเติม 2 หยดของ 

กรดซัลฟูริกเขมขน 

 

               3. Reagent C 

               เตรียมโดยปเปต 25 มิลลิลิตร ของ reagent A ผสมกับ 1 มิลลิลิตร ของ reagent B      (ตองเตรียมใหม

ทุกครั้งที่ใช) 

 

               4. Reagent D (arsenomolybdate reagent) 

               ชั่ง 25.0 กรัม ของ ammonium molybdate ละลายใน 450 มิลลิลิตร เติม 21 มิลลิลิตร ของกรดซัลฟูริก

เขมขน ในขณะการกวนใหเขากัน   

               จากนั้นเติม 3.0 กรัม ของ Na2HasO4.7H2O ที่ละลายอยูในน้ํา 25 มิลลิลิตรลงไป แลวจึงนํา

สารละลายที่ไดใสในขวดสีน้ําตาล และนําไปบมไวที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน 
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               สารเคมีที่ใชในการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของวัสดุเหลือใชจากการเกษตร 

               1. Neutral detergent solution ประกอบดวย 

               3 %(w/v) Sodium lauryl sulfate 

               1.618 % (w/v) ethylenediamine tetracetic acid (EDTA) 

               0.456 % (w/v) Na2HPO4  

               0.681 % (w/v) Na2B4O7 10H2O 

               1% (v/v) ethylene glycol monoethyl ether  

               ปรับสารละลายใหมีความเปนกรดดางเทากับ 6.9 และเติม 2 % (v/v) decahydronaphthalene และ 

0.5 % (w/v) Na2SO4  

 

               2. Acid detergent solution ประกอบดวย 

               2 % (w/v) cetyl trimethy ammonium bromide ใน 1 N H2SO4  

 

               3. Lignin determination 

               Buffer solution ประกอบดวย 

               0.6 % (w/v) Fe (NO3)3 9H2O 

               0.015 % (w/v) AgNO3  

               50 % (v/v) glacial acetic acid  

               0.5 % (w/v) potassium acetate 

               40 % (v/v) tertiary butyl alcohol  
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ภาคผนวก ค 
 

การทาํกราฟน้ําตาลไซโลสมาตรฐาน 
 

               การทํากราฟน้ําตาลมาตรฐานทําไดโดย  เตรียมสารละลายน้ําตาลไซโลสที่ความเขมขน

ตาง ๆ กัน คือ 25  50  75  100 125  150  175  และ 200  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ใสในหลอด

ทดลอง  เติม reagent C (ภาคผนวก ข) หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร  นําไปตั้งในน้ําเดือด 20 นาที  ตั้ง

ท้ิงไวใหเย็น  เติม reagent D (ภาคผนวก ข)  หลอดละ 1.0 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นลงไปหลอดละ 5 

มิลลิลิตร  นําไปวัดคาการดูดกลืนที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร  นําคาที่ไดมาสรางกราฟการ

ดูดกลืนแสงกับปริมาณน้ําตาลกลูโคสดังแสดงในภาพที่   23 

 

 
ภาพที่ 23    กราฟน้ําตาลไซโลสมาตรฐาน 
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การทาํกราฟน้ําตาลกลูโคสมาตรฐาน 
 

               การทํากราฟน้ําตาลมาตรฐานทําไดโดย  เตรียมสารละลายน้ําตาลกลูโคสที่ความเขมขน

ตาง ๆ กัน คือ 0  0.1  0.2  0.4  0.6  0.8  1.0  1.2  1.4  และ 1.6  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  ใสใน

หลอดทดลอง  เติมสารละลาย  DNS  ลงไปหลอดละ 3 มิลลิลิตร  นําไปตั้งในน้ําเดือด 5 นาที  ตั้ง

ทิ้งไวใหเยน็  เติมน้ํากลั่นลงไปหลอดละ 20 มิลลิลิตร  นําไปวัดคาการดูดกลืนที่ความยาวคลื่น 540 

นาโนเมตร  นําคาที่ไดมาสรางกราฟการดูดกลืนแสงกับปริมาณน้ําตาลกลูโคสดังแสดงในภาพที่ 24 
 
 
 

 
ภาพที่ 24 กราฟน้ําตาลกลูโคสมาตรฐาน 
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การคํานวณหาคา unit of enzyme ตามวิธกีารของ The International Union of 
Biochemistry 
 
การคํานวณ unit of enzyme ของไซแลนเนส 
 
               กําหนดให 1 หนวยของเอนไซม คือปริมาณเอนไซมที่สามารถยอยสลายสารตั้งตนใหเปนผลิตภัณฑ

สุดทาย 1 ไมโครกรัม ในเวลา 1 นาที 

1 หนวยของเอนไซม = 1 μM ของสารตั้งตนที่ถูกยอยใน 1 นาที 

= 1 μM ของไซโลสที่ถูกปลอยออกมาใน 1นาที  

=  0.150 มิลลิกรัม ของไซโลสที่ถูกปลอยออกมาใน 1 นาที 
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การคํานวณ unit of enzyme ของเซลลูเลส 
 

1 หนวยของเอนไซม = 1 μM ของสารตั้งตนที่ถูกยอยใน 1 นาที 

= 1 μM ของไซโลสที่ถูกปลอยออกมาใน 1นาที  

=  0.180 มิลลิกรัม ของไซโลสที่ถูกปลอยออกมาใน 1 นาที 
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ภาคผนวก ง 
 

ตาราง ANOVA 
 

ตารางที่ 14 การวิเคราะหความแปรปรวนคาแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนสที่ผลิตจาก 

Trichoderma reesei Rut C-30 เมื่อใชเซลลูโลส 2 เปอรเซ็นตรวมกับรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอน 

เปรียบเทียบกับการใชรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอน  
SOV DF SS MS F 

Treatment 7 1,426.7217 203.8174 260.8047 ** 

Error 16 12.5039 0.07815  

Total 23 1,439.2256   

** significant at 1% level 

CV =  5.91 % 

 
 
ตารางที่ 15 การวิเคราะหความแปรปรวนคาแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสที่วิเคราะหได 

จากการเลี้ยง T. reesei Rut C-30 โดยใชเซลลูโลส 2 เปอรเซ็นตรวมกับรําขาวสาลีเปนแหลง 

คารบอนเปรียบเทียบกับการใชรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอน  

 
SOV DF SS MS F 

Treatment 7 0.8707 0.1244 45.9550 ** 

Error 16 0.0433 0.0027  

Total 23 0.914   

** significant at 1% level 

CV = 19.65 % 
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ตารางที่ 16 การวิเคราะหความแปรปรวนคาแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนสที่ผลิตจาก 

T. reesei Rut C-30 โดยใชวัสดุเหลือใชทางการเกษตรชนิดตาง ๆ  เปนแหลงคารบอน 

SOV DF SS MS F 

Treatment 15 3,0457959 203.0531 133.8438 ** 

Error 32 48.5469 1.5171  

Total 47 3,094.3428   

** significant at 1% level 

CV = 10.42% 

 

ตารางที่ 17 การวิเคราะหความแปรปรวนคาแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนสที่ผลิตจาก  

T. reesei Rut C-30 โดยใชรําขาวสาลีเปรียบเทียบกับการใชไซแลนเปนแหลงคารบอน 

SOV DF SS MS F 

Treatment 7 22,668.9961 3,238.4280 106.938** 

Error 16 484.5234 30.2827  

Total 23 23,153.5195   

** significant at 1% level 

CV = 17.80 % 13% 

 

ตารางที่ 18 การวิเคราะหความแปรปรวนคาแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสที่วิเคราะหได 

จากการเลี้ยง T. reesei Rut C-30  เมื่อใชวัสดุเหลือใชทางการเกษตร เปนแหลงคารบอน 

SOV DF SS MS F 

Treatment 19 1.1209 0.0590 253.4067 ** 

Error 40 0.0093 0.0002  

Total 59 1.1302   

** significant at 1% level 

CV =   6.18 % 
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ตารางที่ 19 การวิเคราะหความแปรปรวนคาแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนสที่ผลิตจาก T. reesei  

Rut C-30 เมื่อเล้ียงในรําขาวสาลีที่ความเขมขนตาง ๆ  

SOV DF SS MS F 

Treatment 19 2,746.4141 144.548 80.1447** 

Error 40 72.1436 1.8036  

Total 59 2,818.5576   

** significant at 1% level 

CV = 9.29 %   

 

ตารางที่ 20 การวิเคราะหความแปรปรวนคาแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสที่วิเคราะหจากการเลี้ยง T. reesei Rut 

C-30 โดยใชรําขาวสาลีที่ความเขมขนตาง ๆ 

SOV DF SS MS F 

Treatment 19 5.8393 0.3073 99.6307** 

Error 40 0.1234 0.0031  

Total 59 5.9627   

** significant at 1% level 

CV =   14.73 % 

 

ตารางที่ 21 การวิเคราะหความแปรปรวนคาแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนสที่ผลิตจาก T. reesei Rut C-30  โดย

ใช แหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ 

SOV DF SS MS F 

Treatment 19 33,293.5308 173.3437 88.9588** 

Error 40 77.9434 1.94886  

Total 59 3,371.4741   

** significant at 1% level 

CV =   12.32 % 
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ตารางที่ 22 การวิเคราะหความแปรปรวนคาแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสที่วิเคราะหไดจากการเลี้ยง T. reesei 

Rut C-30  โดยใชแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ 

SOV DF SS MS F 

Treatment 19 0.4933 0.0260 53.2547** 

Error 40 0.0195 0.0005  

Total 59 0.5128   

** significant at 1% level 

CV =   17.57 

 

ตารางที่ 23 การวิเคราะหความแปรปรวนคาแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนสที่ผลิตจาก T. reesei Rut C-30  โดย

ใชรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอนรวมกับการใชไซแลนและไซโลส 

SOV DF SS MS F 

Treatment 11 5,218.8652 474.4423 161.5167 ** 

Error 24 70.4980 2.9374  

Total 35 5,289.3633   

** significant at 1% level 

CV =   8.07 % 

 

ตารางที่ 24 การวิเคราะหความแปรปรวนคาแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสที่วิเคราะหได 

จากการเลี้ยง T. reesei Rut C-30  โดยใชรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอน รวมกับการใชไซแลนและ 

ไซโลส 

SOV DF SS MS F 

Treatment 11 5.2287 0.4753 82.0453** 

Error 24 0.1390 0.0058  

Total 35 5.3677   

** significant at 1% level 

CV = 13.63 % 
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ตารางที่ 25 การวิเคราะหความแปรปรวนคาแอคติวิตีของเอนไซมไซแลนเนสที่ผลิตจาก 

T.reesei Rut C-30 โดยใชรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอน รวมกับการใช β-methyl-xyloside ที่ 

ระดับความเขมขนตางๆ  

SOV DF SS MS F 

Treatment 5 19,663.0469 3,932.6094 89.3841 ** 

Error 12 527.9609 43.9967  

Total 17 20,191.0078   

** significant at 1% level 

CV = 10.57 % 

 

ตารางที่ 26 การวิเคราะหความแปรปรวนคาแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสที่วิเคราะหไดจากการเลี้ยง T. reesei 

Rut C-30  โดยใชรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอน รวมกับการใช β-methyl-xyloside ที่ระดับความเขมขนตางๆ 

SOV DF SS MS F 

Treatment 5 0.1171 0.0234 4.9732 * 

Error 12 0.0565 0.0047  

Total 17 0.1736   

* significant at 5% level 

CV = 10.66 % 
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ประวัติผูเขยีน 
 

               นางสาวเนริสา  คุณประทุม เกิดเมื่อวนัที ่ 22 มิถุนายน พ.ศ. 2517 ที่จังหวัดชยัภูมิ 

สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาชีววิทยา ภาควิชาชวีวทิยา คณะ

วิทยาศาสตร มหาวิทยาลยัขอนแกน ในปการศึกษา 2539 และเขารับการศกึษาตอในระดบั

ปริญญามหาบัณฑิต สาขาพฤกษศาสตร ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลยั ในปการศึกษา 2540 สําเร็จการศึกษาในปการศึกษา 2543 
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