
รายงานผลงานเรื่องเต็มการทดลองท่ีสิ้นสุด 

------------------------ 

1. ชุดโครงการวิจัย    : ศึกษาและพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 

2. โครงการวิจัย    : การผลิตไบโอเอทานอลจากชีวมวลโดยใช้เทคโนโลยีชีวภาพ 

กิจกรรมที่ 1        : การศึกษาพัฒนาสายพันธุ์จุลินทรีย์และการผลิตเอนไซม์เพ่ือผลิต 

                             ไบโอเอทานอลจากชีวมวล 

3. ชื่อการทดลอง (ภาษาไทย)     :  การผลิตเอนไซม์ที่ย่อยสลายลิกโนเซลลูโลส 

4. ชื่อการทดลอง (ภาษาอังกฤษ) :  Production of Enzymes  Degrading of Lignocellulose 

5. คณะผู้ด าเนินงาน 

หัวหน้าการทดลอง      

นางบุญเรือนรัตน์   เรืองวิเศษ          

ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ  

ผู้ร่วมงาน                             

1. นางสาวรุ่งนภา  พิทักษ์ตันสกุล    

2. นางสาวภรณี    สว่างศรี             

3. นางหทัยรัตน์    อุไรรงค์           

ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ   

 

5. บทคัดย่อ  

ลิกโนเซลลูโลส เป็นวสัดุเหลือใช้ทางการเกษตรที่มีบทบาทส าคัญในการน ามาผลิตพลังงานทดแทน แต่

ยังมีปัญหาด้านการย่อยสลายให้กลายเป็นน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวคือกลูโคสและไซโลส ซึ่งการย่อยสลายนั้น

นอกจากการใช้ปฏิกิริยาทางเคมีแล้ว การใช้เอนไซม์ที่ผลิตจากเชื้อจุลินทรีย์ในธรรมชาติก็นับว่ามีบทบาทส าคัญ

มากขึ้น เอนไซม์ท่ีย่อยสลายลิกโนเซลลูโลสได้ดีได้แก่เอนไซม์เซลลูเลสและเอนไซม์ไซลาเนส จากการทดลอง

ผลิตเอนไซม์ดังกล่าวโดยการศึกษาหาสับสเตรทที่เหมาะสมพบว่าเมื่อใช้เห็ดแครงเป็นจุลินทรีย์ส าหรับผลิต

เอนไซม์นั้น เมื่อน าเอนไซม์ที่ได้ไปทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายสับสเตรทชนิดต่าง ๆ แล้วตรวจดูวงใส

อันเกิดจากการย่อยสลายด้วยเอนไซม์พบว่า สับสเตรทที่เหมาะสมได้แก่เปลือกข้าวโพด  รองลงมาได้แก่หญ้าเน

เปียร์ปากช่อง 1 และต้นเลา ตามล าดับโดยมีขนาดของวงใส 8 , 7.0 และ 7.0 เซนติเมตรตามล าดับ  เมื่อน า

สารละลายที่ได้มาวัดค่าปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์  ก็สอดคล้องกับผลของประสิทธิภาพของเอนไซม์คือมีปริมาณ

น้ าตาลรีดิวซ์ 15.5 , 14.5 และ 14.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  ตามล าดับ ในท านองเดียวกันเมื่อใช้ Aspergillus 



niger S068 เป็นจุลินทรีย์ในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายลิกโนเซลลูโลส และน าไปทดสอบประสิทธิภาพของ

เอนไซม์ด้วยวิธี congored diffusion method พบว่า เอนไซม์ท่ีผลิตได้  มีประสิทธิภาพมากที่สุดคือ การใช้

ไซแลนเป็นสับสเตรท  รองลงมาได้แก่ หญ้าเนเปียร์ปากช่อง 1 และเปลือกข้าวโพด โดยมีขนาดของวงใส 9 , 

7.5 และ 7.3 เซนติเมตรตามล าดับ  เมื่อน าสารละลายที่ได้มาวัดค่าปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์  ก็สอดคล้องกับผล

ของประสิทธิภาพของเอนไซม์คือมีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ 16.5 , 15.0 และ 14.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  

ตามล าดับ ดังนั้น จึงสรุปได้ว่าวัสดุที่เหมาะสมในการน ามาผลิตเอนไซม์ด้วยเชื้อรา A. niger ได้แก่ ไซแลน  

หญ้าเนเปียร์ปากช่อง 1และเปลือกข้าวโพด  และจะน าผลการทดลองไปขยายผลสู่การผลิตระดับอุตสาหกรรม

ขนาดเล็กต่อไป   

 

6. ค าน า                                  

พลังงานจัดเป็นปัจจัยส าคัญและมีความจ าเป็นต่อการด ารงชีวิตของมนุษย์  หลายๆประเทศทั่วโลกจึง

แสวงหาแหล่งพลังงานทดแทนรูปแบบใหม่ เพ่ือเป็นหลักประกันความม่ันคงด้านพลังงานในระยะยาว ทั้งยัง

เป็นการลดปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ จากการใช้พลังงานที่ได้จากฟอสซิล เช่น น้ ามัน และ ถ่านหิน อัน

เป็นสาเหตุส าคัญท่ีท าให้เกิดภาวะโลกร้อนในภาวะของภูมิอากาศเปลี่ยนแปลงอย่างมาก ณ ปัจจุบัน น้ ามัน

เชื้อเพลิงซึ่งเป็นแหล่งพลังงานส าคัญของโลกก าลังจะหมดลง แหล่งอาหารของโลกก็ลดลงเช่นเดียวกันเนื่องจาก

การเพ่ิมข้ึนของประชากรโลกแบบทวีคูณในขณะที่ผลิตอาหารเพิ่มขึ้นในอัตราที่ลดลงเนื่องจากความแห้งแล้ง 

การใช้พื้นท่ีเพ่ือการอยู่อาศัยมากข้ึนและภัยธรรมชาติต่างๆ จึงมีความจ าเป็นเร่งด่วนที่จะพัฒนาแหล่งของ

พลังงานเชื้อเพลิงเหลวจากแหล่งใหม่ที่ได้จากแหล่งคาร์บอนธรรมชาติโดยไม่รบกวนพืชอาหาร  ซึ่งแหล่งของ

พลังงานรุ่นแรกได้แก่ ข้าวโพด แป้งมันส าปะหลัง อ้อยและอ่ืนๆ มีปริมาณจ ากัดทั้งยังเป็นพืชอาหารและใช้ใน

การผลิตอาหารของโลก  พืชพลังงานส าหรับใช้ในการผลิตเอทานอลแบ่งเป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มแรก คือ พืช

น้ าตาล เช่น อ้อย ข้าวฟ่างหวาน หัวผักกาดหวาน  กลุ่มที่ 2 คือ พืชแป้งที่มีหัวใช้สะสมอาหารเช่น มัน

ส าปะหลัง มันฝรั่ง มันเทศ  พืชแป้งที่สะสมอาหารในรูปเมล็ดเช่น ข้าวโพด ข้าวสาลี ข้าว ข้าวบาร์เลย์  และ

กลุ่มท่ี 3 คือ กลุ่มลิกโนเซลลูโลส ได้แก่ วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร ต้นพืช ต้นข้าวโพด ฟางข้าว หญ้าswitch 

grass กากชานอ้อย กากมันส าปะหลัง เป็นต้น  หากแต่ความต้องการของมนุษย์ยังมีเพ่ิมขึ้นเรื่อยๆตามจ านวน

ประชากรที่เพ่ิมสูงขึ้นในแต่ละปี  ดังนั้นหลายประเทศจึงมีความพยายามอย่างยิ่งที่จะหาพลังงานทางเลือกอ่ืน 

ในรูปแบบต่างๆ เช่น ก๊าซธรรมชาติ ไบโอดีเซล พลังงานลม น้ า แสงอาทิตย์ เพ่ือที่จะน ามาทดแทนน้ ามัน

ปิโตรเลียม  

ในปี ค.ศ.  2010  ทุกประเทศทั่วโลกหันมาให้ความสนใจกับการใช้ประโยชน์จากชีวมวลซึ่งจะเน้น
การผลิตด้วยวัตถุดิบที่เป็นลิกโนเซลลูโลสเป็นหลัก แม้ว่าการผลิตเอทานอลส่วนใหญ่จะยังผลิตจากวัตถุดิบแป้ง
และน ้าตาล แต่เนื่องจากแป้งและน ้าตาลเป็นพืชอาหารอาจผลิตได้ไม่เพียงพอส้าหรับการบริโภค จึงต้องใช้วัสดุ



อ่ืนทดแทน (พิสมัย, 2548)  เช่นเดียวกับประเทศไทยซึ่งปัจจุบันก้าลังประสบปัญหาแนวโน้มการใช้พลังงานที่
สูงขึ นอย่างต่อเนื่อง และแหล่งพลังงานในประเทศมีอัตราการผลิตได้ไม่เพียงพอกับความต้องการในการใช้
อุปโภคและบริโภคของประชากร  ประกอบราคาน ้ามันซึ่งเป็นแหล่งพลังงานส้าคัญในตลาดโลกมีราคา
แพง และมีอยู่อย่างจ้ากัด  จึงจ้าเป็นต้องมีมาตรการเร่งรัด และสนับสนุนให้มีการศึกษา ค้นคว้า หาแหล่ง
พลังงานทดแทนซึ่งจะน้ามาซึ่งพลังงานทางเลือกใหม่มาใช้ให้เกิดประโยชน์สูงสุด   การน้าชีวมวลมาใช้เป็น
วัตถุดิบในกระบวนการผลิตเอทานอลเพ่ือทดแทนพลังงานเชื อเพลิงอย่างน ้ามันปิโตรเลียม  อาทิเช่น วัสดุเหลือ
ใช้ทางการเกษตร และอุตสาหกรรม อาทิเช่น เปลือกหรือแกนสับปะรด ทลายปาล์ม น ้ากากส่าจากโรงงานสุรา 
เศษไม้ขี เลื่อยจากโรงงานท้าไม้ ของเสียจากโรงงานท้ากระดาษ ของเหลือใช้หลังจากการเก็บเกี่ยว เช่น กากถั่ว
เหลือง ฟางข้าว ร้าข้าว ชานอ้อย ซังและเปลือกข้าวโพด ขี เลื่อยเป็นต้น โดยเฉพาะอย่างยิ่งวัสดุเหลือทิ งทาง
การเกษตรภายในประเทศ ซึ่งมีการรายงานประมาณการของวัสดุเหลือทิ งทางการเกษตรของประเทศไทย ดัง
ตารางที่1   

ตารางที่ 1 ปริมาณวัสดุเหลือทิ งทางการเกษตร 

วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร ปริมาณ (ล้านตัน/ปี) 

1.  ฟางข้าว 40 

2. ใบ ล้าต้น เปลือกและซังข้าวโพด 6.4 

3.  ล้าต้นและใบสับปะรด 4 

4.  ปาล์ม : ทะลายเปล่า กากเนื อ เส้นใย  กาก  เมล็ดในและกะลา 2.7 

5.  ล้าต้นและใบมันส้าปะหลัง 1.7 

6.  กาบมะพร้าว กะลาเปล่า และกากมะพร้าว 1.1 

รวม 55.9 

 

วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรที่มีอยู่เป็นจ้านวนมาก มักมีองค์ประกอบหลักเป็นเซลลูโลส   เฮมิเซลลูโลส 
และลิกนิน โดยเฉพาะเซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส จัดเป็นโพลิเซคคาไรด์ที่มีมากในผนังเซลล์ของพืชทุกชนิด  
เซลลูโลสเป็นโพลิเมอร์ของน ้าตาลซึ่งต่อกันเป็นสายยาว  การตัดเซลลูโลสอาจตัดด้วยกรดหรือเอนไซม์   พืชแต่
ละชนิดก็มีสัดส่วนของเซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลสและลิกนินแตกต่างกัน  ในกระบวนการผลิตแอลกอฮอล์จากชีว
มวลจ้าเป็นต้องเปลี่ยนโครงสร้างของพืชให้ย่อยง่ายขึ น แยกเอาเฮมิเซลลูโลสและลิกนิน ออกด้วยปฏิกิริยาของ
กรดหรือเอนไซม์ทีได้จากเชื อรา แบคทีเรีย แอคติโนมัยซีส เป็นต้น เพ่ือเปลี่ยนเซลลูโลสให้เป็นน ้าตาลแล้วหมัก
ด้วยยีสต์จนได้แอลกอฮอล์  แต่ข้อดีของการใช้เอนไซม์จากจุลินทรีย์ในการย่อยสลายสารเหล่านี เมื่อเทียบกับวิธี
ทางเคมี คือ การเร่งปฏิกิริยาโดยใช้เอนไซม์มีความจ้าเพาะกับสับสเตรทมากกว่า   เอนไซม์ท้างานในสภาวะ
แวดล้อมที่ไม่รุนแรง และไม่มีการสูญเสียสับสเตรทในช่วงที่มีการเปลี่ยนแปลงทางเคมี     ดังนั นในด้าน
อุตสาหกรรมจึงได้มีการน้าเอนไซม์เซลลูเลส (Cellulase) และไซแลนเนส (Xylanase) มาใช้อย่างกว้างขวาง 
เอนไซม์เซลลูเลส ถูกน้ามาใช้ในอุตสาหกรรมการผลิตเอทิลแอลกอฮอล์  น ้าตาลกลูโคส และอาหารสัตว์บาง



ชนิดเป็นต้น ส่วนเอนไซม์ไซแลนเนส สามารถน้ามาประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมหล ายประเภท เช่น 
อุตสาหกรรมฟอกสีเยื่อกระดาษ อุตสาหกรรมอาหาร และอาหารสัตว์ เป็นต้น โดยเฉพาะอย่างยิ่งการผลิต
พลังงานทดแทนจากชีวมวล  เป็นการใช้ประโยชน์จากความสามารถของจุลินทรีย์ในการย่อยสารประกอบ
เหล่านี ให้มีประสิทธิภาพสูงสุด ให้สามารถกลับมาใช้ประโยชน์ได้คุ้มค่ามากยิ่งขึ น ทั งยังมีข้อดีหลายประการ
เช่น เป็นการใช้วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรในท้องถิ่นนั น ๆ ก่อให้เกิดการจ้างงานในท้องถิ่น  ลดภาระการ
พ่ึงพาแหล่งพลังงานจากต่างประเทศ ท้าให้เกษตรกรมีรายได้ ลดการสูญเสียเงินตราออกนอกประเทศ  มีความ
มั่นคงทางพลังงานเพ่ิมขึ น ใช้เทคโนโลยีที่ไม่ซับซ้อนในกระบวนการผลิตจึงพ่ึงพาตนเองได้ พลังงานที่ได้ในรูป
ของเหลวสามารถน้าไปใช้กับเทคโนโลยียานยนต์ในยุคปัจจุบัน ดังนั นการวิจัยเพ่ือศึกษาชนิดของจุลินทรีย์ที่มี
ศักยภาพในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลส และไซแลนเนส จึงมีประโยชน์อย่างยิ่งต่อการพัฒนากระบวนการผลิต  
เอทานอลจากชีวมวลให้มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ น  ในการทดลองนี จะได้ท้าการศึกษาการผลิตเอนไซม์กลุ่มที่
ช่วยย่อยสลายลิกโนเซลลูโลสซึ่งมีหลายชนิดด้วยกัน   

7. อุปกรณ์และวิธีด าเนินการ   

1. วัสดุส าหรับใช้เป็นซับเตรท ได้แก่ 

1. เปลือกข้าวโพดป่น 

2. อากาเว่ป่น 

3. เปลือกมันส าปะหลังบด 

4. ฟางข้าวป่น 

5. หญ้าเนเปียรป์่น 

6. เลาป่น 

2. สารเคมีส าหรับเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

1. CMC-Na 

2. (NH4)2SO4 

3. K2HPO4 

4. MgSO2 7H2O 

5. KCl 

6. CaCl2 

3.อุปกรณ์ในห้องปฏิบัติการ 

1. ตู้บ่มเชื้อ    

2. ตู้เขย่า 

3. flask  

4. ไมโครปิเปตขนาด P1000, P200, P100, P2 ไมโครลิตร 



5. หลอดทดลอง (tube) 

6. เครื่อง spectrophotometer ส าหรับใช้วัดค่าดูดกลืนแสง (O.D.) 

 

วิธีด าเนินการ 

การผลิตเอนไซม์  

1. การเตรียมกล้าเชื้อ  น า Aspergillus niger และเห็ดแครงจากเชื้อที่เก็บรวบรวมไว้มาท าให้เจริญเติบโตใน

อาหาร PDA ( potato dextrose agar ) เป็นเวลา 3 วัน แล้วตัดเฉพาะปลายเส้นใยขนาด 5 มิลลิเมตรไปวาง

บนจานเพาะเชื้อที่มีอาหาร PDA เลี้ยงไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 วัน น าไปใช้เป็นกล้าเชื้อส าหรับผลิต

เอนไซม์ต่อไป 

2. การศึกษาซับเสรตที่เหมาะสม ส าหรับการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสและไซลาเนส 

จัดเตรียมซับเสรต โดยการเก็บตัวอย่างพืช 6 ชนิด ได้แก่ เปลือกข้าวโพด  อากาเว่  เปลือกมันส าปะหลัง ฟาง

ข้าว หญ้าเนเปียร์ปากช่อง1 และเลา น ามาหั่นเป็นชิ้นเล็ก ๆ แล้วอบให้แห้งด้วยเตาอบที่อุณหภูมิ 60 องศา

เซลเซียสนาน 1 สัปดาห์แล้วน ามาบดละเอียดด้วยเครื่องบดพืชให้มีขนาดเล็กเก็บไว้ใช้ต่อไป 

จากนั้นท าการวางทรีตเมนต์ตาม กรรมวิธีดังนี้    

1. สูตรอาหารพื้นฐาน + ซับเสรต CMC-Na  5  กรัม/ลิตร 

2. สูตรอาหารพื้นฐาน + ซับเสรต เปลือกข้าวโพดป่น  5 กรัม/ลิตร  

3.สูตรอาหารพ้ืนฐาน + ซับเสรตอากาเว่ป่น 5 กรัม/ลิตร 

4. สูตรอาหารพ้ืนฐาน + ซับเสรตเปลือกมันส าปะหลังบด 5 กรัม/ลิตร 

5. สูตรอาหารพื้นฐาน + ซับเสรตฟางข้าวบด 5 กรัม/ลิตร 

สูตรอาหารพื้นฐาน Basal media ต่อปริมาณอาหาร 1 ลิตร 

(NH4)2SO4     0.5  กรัม 

K2HPO4           1 กรัม 

MgSo2 7H2O    0.2 กรัม 

KCL     0.5  กรัม 

CaCl2     0.1  กรัม 

โดยการเตรียมอาหารที่มีองค์ประกอบดังกล่าว ในฟลาสก์ขนาด 100 มิลลิลิตร เติมอาหารเหลวปริมาตร  20 

มิลลิลิตรต่อหน่วยทดลอง จากนั้นใช้ส่วนโคนของทิปขนาด 1000 มิลลิลิตรกดลงบนกล้าเชื้อเพ่ือให้มีขนาดเท่า 

ๆ กัน ใส่ลงฟลาสก์ละ 3 ชิ้น น าไปเขย่าที่ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  ความเร็ว 150 rpm . เป็นเวลา 7 วัน 

จากนั้นน ามาตกตะกอนที่ 10000 rpm เป็นเวลา 3 นาที เอาเฉพาะส่วนใสมาใช้งานต่อไป 

การทดสอบประสิทธิภาพของเอนไซม์ด้วยเทคนิค Congored diffusion assay  



ท าการเตรียมอาหารแข็งที่มีซับเสรตต่าง ๆ เป็นองค์ประกอบโดยเตรียมอาหารสูตรพ้ืนฐานที่มีการเติม

วุ้น  แล้วเทในจานเพาะเชื้อขนาด 9 เซนติเมตร ใช้โคนทิปขนาด 1000 ไมโครลิตรเจาะวุ้นให้เป็นหลุม แล้วดูด

เอนไซม์ที่ผลิตได้จากอาหารเหลวที่ผ่านการตกตะกอน ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงในหลุมที่เจาะไว้นั้น บ่มไว้ที่

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 วัน จากนั้นราดด้วยสารละลายคองโกเรด ล้างด้วยน้ ากลั่น 3 ครั้ง แล้ววัดขนาดวงใสที่

ได้ ท าการทดลองจ านวน 3 ซ้ า  เก็บข้อมูลบันทึกผลต่อไป 

 

การวัดปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ด้วยเทคนิค  DNS method 

น าสารละลายที่ได้จากการผลิตเอนไซม์มาทดสอบการผลิตน้ าตาลกลูโคสดังนี้ 

1. ดูดสารละลายตัวอย่างปริมาตร 1 ml ใส่ลงในหลอดทดลอง 

2. เติมสารละลาย DNS ลงไป 2 ml ผสมให้เข้ากัน 

3. ต้มในน้ าเดือด 5 นาที ท าให้เย็นอย่างรวดเร็วโดยการแช่น้ าแข็ง  

4. เติมน้ ากลั่น 10 ml ผสมให้เข้ากัน น าไปวัดค่า OD520  แล้วน าค่าที่ได้ไปเปรียบเทียบกับค่าจากค่ากราฟ

มาตรฐานน้ าตาลกลูโคส หาความเข้มข้นของกลูโคสในสารละลายตัวอย่าง 

 

ระยะเวลาด าเนินการ ปีที่เริ่มต้น  2557  ปีที่สิ้นสุด  2558 

สถานที่ท าการทดลอง  ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ ต าบลรังสิต อ าเภอธัญบุรี จังหวัด

ปทุมธานี  

 

 

8. ผลการทดลองและวิจารณ์  

ผลการทดลอง     

เมื่อท าการเลี้ยงเห็ดแครงในอาหาร 5 ชนิดตามกรรมวิธีต่าง ๆ  จ านวน 3 ซ้ า ตามกรรมวิธีดังนี้ 

1. สูตรอาหารพื้นฐาน + ซับเสรต CMC-Na  5  กรัม/ลิตร 

2. สูตรอาหารพื้นฐาน + ซับเสรต ไซแลน  5  กรัม/ลิตร 

3. สูตรอาหารพื้นฐาน + ซับเสรต เปลือกข้าวโพดป่น  5 กรัม/ลิตร 

4. สูตรอาหารพื้นฐาน + ซับเสรตอากาเว่ป่น 5 กรัม 

5. สูตรอาหารพื้นฐาน + ซับเสรตเปลือกมันส าปะหลังบด 5 กรัม/ลิตร 

6. สูตรอาหารพื้นฐาน + ซับเสรตฟางข้าวบด 5 กรัม/ลิตร 

7. สูตรอาหารพื้นฐาน + ซับเสรตหญ้าเนเปียร์ปากช่อง1  5 กรัม/ลิตร 

8. สูตรอาหารพื้นฐาน + ซับเสรตเลา 5 กรัม/ลิตร 



9. สูตรอาหารพื้นฐาน + ไม่เติมซับเสรต (ควบคุม)  

 

โดยเลี้ยงให้เจริญเติบโตจนเข้าสู่ช่วงที่มีการสร้างเอนไซม์ต่าง ๆ ได้แล้ว ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 7 วัน จากนั้นน าของเหลวในฟลาสก์ท่ีมีเอนไซม์เป็นองค์ประกอบ นั้น ไปทดสอบการย่อยสับสเตรทช

นิดต่าง ๆ พบว่า  เอนไซม์ที่ผลิตได้  มีประสิทธิภาพมากที่สุดคือ การใช้เปลือกข้าวโพดเป็นสับสเตรท  

รองลงมาได้แก่ หญ้าเนเปียร์ปากช่อง 1 และต้นเลาโดยมีขนาดของวงใส 8 , 7.0 และ 7.0 เซนติเมตร

ตามล าดับ  เมื่อน าสารละลายที่ได้มาวัดค่าปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์  ก็สอดคล้องกับผลของประสิทธิภาพของ

เอนไซม์คือมีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ 15.5 , 14.5 และ 14.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  ตามล าดับ ดังนั้น จึงสรุปได้ว่า

วัสดุที่เหมาะสมในการน ามาผลิตเอนไซม์ได้แก่ เปลือกข้าวโพด  หญ้าเนเปียร์ปากช่อง 1 และต้นเลา  โดยน า

ผลการทดลองไปขยายผลสู่การผลิตระดับอุตสาหกรรมขนาดเล็กต่อไป   

 

ตารางท่ี 1 ผลการย่อยสลายซับสเตรทบนอาหารชนิดต่าง ๆ ของเห็ดแครงในอาหารเหลวสูตรพ้ืนฐานร่วมกับ

ซับสเตรทชนิดต่าง ๆ ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส   เป็นเวลา 7 วัน 

สูตรอาหาร ขนาดวงใส(cm) ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ 

(mg/ml) 

หมายเหตุ 

1. สูตรอาหารพื้นฐาน+CMC-Na 3.0 6.5  

2.สูตรอาหารพื้นฐาน+ไซแลน 4.0 8.2  

3. สูตรอาหารพื้นฐาน+เปลือกข้าวโพด 8.0 15.5  

4.สูตรอาหารพื้นฐาน+อากาเว ่ 4.0 8.5  

5. สูตรอาหารพื้นฐาน+เปลือกมันส าปะหลัง 4.8 9.6  

6. สูตรอาหารพื้นฐาน+ฟางข้าว 2.2 5.6  

7. สูตรอาหารพื้นฐาน+หญา้เนเปยีร์ปากช่อง1   7.0 14.5  

8. สูตรอาหารพื้นฐาน+เลา 7.0 14.0  

9.สูตรอาหารพื้นฐาน+ ไม่เตมิซับเทรต 0 0  



 
ภาพที่ 1 ผลการย่อยสลายซับเทรตชนิดต่าง ๆ ของ เห็ดแครง บนอาหารที่มีซับเสรตชนิดต่าง ๆ เป็น

องค์ประกอบ ได้แก่ CMC – Na, ไซแลน, เปลือกข้าวโพด, อากาเว่, เปลือกมันส าปะหลัง, ฟางข้าว , หญ้าเน

เปียร์ปากช่อง 1, ต้นเลา และควบคุมโดยไม่เติมสับสเตรท     

การเลี้ยง  Aspergillus niger   

โดยการเลี้ยงราในอาหาร 5 ชนิดตามกรรมวิธีต่าง ๆ  จ านวน 3 ซ้ า ได้แก่ 

1. สูตรอาหารพื้นฐาน + ซับเสรต CMC-Na  5  กรัม/ลิตร 

2. สูตรอาหารพื้นฐาน + ซับเสรต ไซแลน  5  กรัม/ลิตร 

3. สูตรอาหารพื้นฐาน + ซับเสรต เปลือกข้าวโพดป่น  5 กรัม/ลิตร 

4. สูตรอาหารพื้นฐาน + ซับเสรตอากาเว่ป่น 5 กรัม 

5. สูตรอาหารพื้นฐาน + ซับเสรตเปลือกมันส าปะหลังบด 5 กรัม/ลิตร 

6. สูตรอาหารพื้นฐาน + ซับเสรตฟางข้าวบด 5 กรัม/ลิตร 

7. สูตรอาหารพื้นฐาน + ซับเสรตหญ้าเนเปียร์ปากช่อง1  5 กรัม/ลิตร 

8. สูตรอาหารพื้นฐาน + ซับเสรตเลา 5 กรัม/ลิตร 

9. สูตรอาหารพื้นฐาน + ไม่เติมซับเสรต (ควบคุม)  

 โดยเลี้ยงให้เจริญเติบโตจนเข้าสู่ช่วงที่มีการสร้างเอนไซม์ต่าง ๆ ได้แล้ว ที่อุณหภูมิ 35 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน จากนั้นน าของเหลวในฟลาสก์ท่ีมีเอนไซม์เป็นองค์ประกอบ นั้น ไปทดสอบการย่อย

สับสเตรทชนิดต่าง ๆ พบว่า  เอนไซม์ที่ผลิตได้  มีประสิทธิภาพมากที่สุดคือ การใช้ไซแลนเป็นสับสเตรท  



รองลงมาได้แก่ หญ้าเนเปียร์ปากช่อง 1 และเปลือกข้าวโพด โดยมีขนาดของวงใส 9 , 7.5 และ 7.3 เซนติเมตร

ตามล าดับ  เมื่อน าสารละลายที่ได้มาวัดค่าปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์  ก็สอดคล้องกับผลของประสิทธิภาพของ

เอนไซม์คือมีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ 16.5 , 15.0 และ 14.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  ตามล าดับ ดังนั้น จึงสรุปได้ว่า

วัสดุที่เหมาะสมในการน ามาผลิตเอนไซม์ด้วยเชื้อรา A. niger ได้แก่ ไซแลน  หญ้าเนเปียร์ปากช่อง 1และ

เปลือกข้าวโพด  โดยน าผลการทดลองไปขยายผลสู่การผลิตระดับอุตสาหกรรมขนาดเล็กต่อไป   

 

ตารางท่ี 2 ผลการย่อยสลายซับเสรตบนอาหารชนิดต่าง ๆ  ของ Aspergillus niger ในอาหารเหลวสูตร

พ้ืนฐานร่วมกับซับเสรตชนิดต่าง ๆ ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส   เป็นเวลา 7 วัน 

สูตรอาหาร 

 

ขนาดวงใส(cm) ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ 

(mg/ml) 

หมายเหตุ 

1. สูตรอาหารพื้นฐาน+CMC-Na 3 6.5  

2. สูตรอาหารพื้นฐาน+ไซแลน 9.0 16.5  

3. สูตรอาหารพื้นฐาน+เปลือกข้าวโพด 7.3 14.0  

4. สูตรอาหารพื้นฐาน+อากาเว ่ 7.2 14.0  

5. สูตรอาหารพื้นฐาน+เปลือกมัน

ส าปะหลัง 

6.5 11.0  

6. สูตรอาหารพื้นฐาน+ฟางข้าว 6.0 10.5  

7. สูตรอาหารพื้นฐาน+หญา้เนเปยีร์ปาก

ช่อง1   

7.5 15.0  

8. สูตรอาหารพื้นฐาน+เลา 4.0 7.5  

9. สูตรอาหารพื้นฐาน+ ไมเ่ติมซับเทรต 0 0  



 
ภาพที่ 2 ผลการย่อยสลายซับเทรตชนิดต่าง ๆ ของ Aspergillus niger บนอาหารที่มีซับเสรตชนิดต่าง ๆ เป็น

องค์ประกอบ ได้แก่ CMC – Na, ไซแลน, เปลือกข้าวโพด, อากาเว่, เปลือกมันส าปะหลัง, ฟางข้าว , หญ้าเน

เปียร์ปากช่อง 1, ต้นเลา และควบคุมโดยไม่เติมสับสเตรท  

 

9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ : 

 จากการทดลองผลิตเอนไซม์ดังกล่าวโดยการศึกษาหาสับสเตรทที่เหมาะสมพบว่าเมื่อใช้เห็ดแครงเป็น

จุลินทรีย์ส าหรับผลิตเอนไซม์นั้น เมื่อน าเอนไซม์ที่ได้ไปทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายสับสเตรทชนิด

ต่าง ๆ แล้วตรวจดูวงใสอันเกิดจากการย่อยสลายด้วยเอนไซม์พบว่า สับสเตรทที่เหมาะสมได้แก่เปลือกข้าวโพด  

รองลงมาได้แก่หญ้าเนเปียร์ปากช่อง 1 และต้นเลา ตามล าดับโดยมีขนาดของวงใส 8 , 7.0 และ 7.0 

เซนติเมตรตามล าดับ  เมื่อน าสารละลายที่ได้มาวัดค่าปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์  ก็สอดคล้องกับผลของ

ประสิทธิภาพของเอนไซม์คือมีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ 15.5 , 14.5 และ 14.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  ตามล าดับ 

ในท านองเดียวกันเมื่อใช้ Aspergillus niger S068 เป็นจุลินทรีย์ในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายลิกโนเซลลูโลส 

และน าไปทดสอบประสิทธิภาพของเอนไซม์ด้วยวิธี congored diffusion method พบว่า เอนไซม์ที่ผลิตได้  

มีประสิทธิภาพมากที่สุดคือ การใช้ไซแลนเป็นสับสเตรท  รองลงมาได้แก่ หญ้าเนเปียร์ปากช่อง 1 และเปลือก

ข้าวโพด โดยมีขนาดของวงใส 9 , 7.5 และ 7.3 เซนติเมตรตามล าดับ  เมื่อน าสารละลายที่ได้มาวัดค่าปริมาณ



น้ าตาลรีดิวซ์  ก็สอดคล้องกับผลของประสิทธิภาพของเอนไซม์คือมีปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ 16.5 , 15.0 และ 

14.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  ตามล าดับ ดังนั้น จึงสรุปได้ว่าวัสดุที่เหมาะสมในการน ามาผลิตเอนไซม์ด้วยเชื้อรา 

A. niger ได้แก่ ไซแลน  หญ้าเนเปียร์ปากช่อง 1และเปลือกข้าวโพด  และจะน าผลการทดลองไปขยายผลสู่

การผลิตระดับอุตสาหกรรมขนาดเล็กต่อไป   

  

10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ :  

  น าผลการวิจัยไปใช้ในการต่อยอดงานวิจัยการผลิตเอนไซม์ในระดับอุตสาหกรรมต่อไป  

 

11. ค าขอบคุณ 
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13. ภาคผนวก  

สูตรอาหารพื้นฐาน Basal media ต่อปริมาณอาหาร 1 ลิตร 

(NH4)2SO4     0.5  กรัม 

K2HPO4           1 กรัม 

MgSo2 7H2O    0.2 กรัม 

KCL     0.5  กรัม 

CaCl2     0.1  กรัม 

การทดสอบประสิทธิภาพของเอนไซม์ด้วยเทคนิค Congored diffusion assay  

ท าการเตรียมอาหารแข็งที่มีซับเสรตต่าง ๆ เป็นองค์ประกอบโดยเตรียมอาหารสูตรพ้ืนฐานที่มีการเติม

วุ้น  แล้วเทในจานเพาะเชื้อขนาด 9 เซนติเมตร ใช้โคนทิปขนาด 1000 ไมโครลิตรเจาะวุ้นให้เป็นหลุม แล้วดูด

เอนไซม์ที่ผลิตได้จากอาหารเหลวที่ผ่านการตกตะกอน ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงในหลุมที่เจาะไว้นั้น บ่มไว้ที่

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 วัน จากนั้นราดด้วยสารละลายคองโกเรด ล้างด้วยน้ ากลั่น 3 ครั้ง แล้ววัดขนาดวงใสที่

ได้ ท าการทดลองจ านวน 3 ซ้ า  เก็บข้อมูลบันทึกผล 

ยังก 

 



การวัดปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ด้วยเทคนิค  DNS method 

น าสารละลายที่ได้จากการผลิตเอนไซม์มาทดสอบการผลิตน้ าตาลกลูโคสดังนี้ 

1. ดูดสารละลายตัวอย่างปริมาตร 1 ml ใส่ลงในหลอดทดลอง 

2. เติมสารละลาย DNS ลงไป 2 ml ผสมให้เข้ากัน 

3. ต้มในน้ าเดือด 5 นาที ท าให้เย็นอย่างรวดเร็วโดยการแช่น้ าแข็ง  

4. เติมน้ ากลั่น 10 ml ผสมให้เข้ากัน น าไปวัดค่า OD520  แล้วน าค่าที่ได้ไปเปรียบเทียบกับค่าจากค่ากราฟ

มาตรฐานน้ าตาลกลูโคส หาความเข้มข้นของกลูโคสในสารละลายตัวอย่าง 

 

 

ตามและ 

 

 

  


