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บทคัดย่อ 
 เห็ดราทําลายไมเป็นสิ่งมีชีวิตที่มีเอนไซม์เซลลูเลสย่อยสลายเซลลูโลสซึ่งเป็นองค์ประกอบหลักชนิด
หนึ่งในผนังเซลล์พืชทําให้ได้ผลผลิตเป็นคาร์โบไฮเดรตสายสั้น ในงานวิจัยนี้จึงเป็นการศึกษาแอคติวิตีของเอนไซม์
เซลลูเลสจากเห็ดราทําลายไม้ที่พบขึ้นอยู่ตามขอนไม้ภายในมหาวิทยาลัยราชภัฏวไลยอลงกรณ์ ในพระบรม
ราชูปถัมภ์ ต่อการย่อยสลายวัสดุเซลลูโลสชนิดต่างๆ ซึ่งจะให้ผลผลิตสุดท้ายเป็นน้ําตาลกลูโคส โดยเห็ดราที่ใช้ใน
การศึกษานี้มี 7 สกุล คือ Favolus sp., Marasmius sp., Lenzites sp., Daldinia sp., Leucocoprinus sp., 
Polyporus sp., Schizophyllum sp. พบว่าเอนไซม์หยาบของเห็ดราสกุล Leucocoprinus sp. มีแอคติวิตีได้
สูงสุดที่สุดคือ 52.77 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน เมื่อใช้กระดาษกรองเป็นวัสดุและมีแอคติวิตีของเอนไซม์เซลลูเล
สต่อวัสดุผ้าฝ้ายและวัสดุฟางข้าวคือ 45.10 และ 39.61 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีนตามลําดับ และจากการนํา
เอนไซม์หยาบที่ได้มาทําการย่อยวัสดุเซลลูโลสคือผักตบชวาน้ําหนักแห้ง 5 กรัม ที่ผ่านการปรับสภาพด้วย
สารละลาย 10% NaOH และทําการหมักด้วยวิธีการย่อยสลายให้เกิดเป็นน้ําตาลแบบต่อเนื่องกับการหมักด้วย
ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae แล้วทําการตรวจสอบปริมาณเอทานอลด้วยเครื่อง HPLC โดยใช้เอทานอล
เข้มข้นร้อยละ 70 เป็นสารมาตรฐาน ได้ผลว่าพื้นที่ใต้กราฟของเอทานอลที่ผ่านกระบวนการหมักมากกว่าสาร
มาตรฐานถึง 17.215 เท่าซึ่งคุณสมบัตินี้จะใช้เป็นข้อมูลในการย่อยสลายวัสดุชีวมวลที่ เป็นสิ่งไม่ต้องการใน
ธรรมชาติเหลือท้ิงต่างๆ ให้เป็นน้ําตาลกลูโคสซึ่งเป็นวัตถุดิบหลักในการผลิตเอทานอลซึ่งเปลี่ยนให้เป็นเชื้อเพลิงที่
มีความสําคัญต่อระบบพลังงานในประเทศ 
 
คําสําคัญ : แอคติวิตีของเอนไซม์เซลลูเลส เห็ดราทําลาย การย่อยสลายให้เกิดเป็นน้ําตาลแบบต่อเนื่องกับการ 
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CELLULASE ACTIVITY ASSAY FROM WOOD DESTROYING FUNGI IN ALCOHOL PRODUCTION 
FROM WATER HYACINTH (Eichornia crassipes) BY SIMULTANOUS SACCHARIFICATION             

AND FERMENTATION 
 

Wattana Aschariyaphotha1* Duangduen Wattanuruk 2  Pimnara Nilrit 3 
 

Abstract 
Wood destroying fungi is a cellulose-degrading enzyme fungus. These fungi had the 

ability to decompose all stages of growth in plant. It can destroy the woody part of the tree 
and leave by releasing the enzyme. Most of the fungus will destroy from sapwood to heartwood, 
when it is in proper condition to grow and germinate. The mycelia will growth through the wood, 
causing to wood decay. Thus, the purpose of this study was to investigate the activity of 
cellulase enzymes from the wood destroying fungus, which was found in Valaya Alongkorn 
Rajabhat University under the Royal Patronage, on degradation of various cellulose materials 
will yield the glucose. The 7 fungus were used in this study consist of: Favolus sp., Marasmius 
sp., Lenzites sp., Daldinia sp., Leucocoprinus sp., Polyporus sp., and Schizophyllum sp. The 
cellulase activity was used to determine the ability of each fungus. Leucocoprinus sp. presents 
the highest cellulase activity of 52.77 U/mg Protein and had the high cellulase activity on cotton 
and rice straw materials of 4 5 . 1 0  and 3 9 . 6 1  U/mg Protein, respectively. Crude enzyme was 
derived from Leucocoprinus sp. was subjected to 5 g dry cellulose hydrolysis treated with 10% 
NaOH solution and Saccharomyces cerevisiae was added in the flask for used to produce 
alcohol by simultanous saccharification and fermentation. The alcohol content was verified by 
HPLC using 70% alcohol as the standard substance. It results that the chronometric display of 
the fermented material showed the area underneath the graph of processed alcohol indicating 
that the area under the alcohol production curve was more than 17.215 times that of the 
standard substance. This is used as information on the degradation of biomass materials, which 
is the main raw material for ethanol production. This study will promote ethanol production 
into important fuel to the domestic power system. 
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บทนํา 
 พืชสะสมพลังงานจากดวงอาทิตย์ในรูปพลังงานเคมีของสารประกอบไฮโดรคาร์บอน  ในเนื้อเยื่อ
พืชที่เราเรียกรวม ๆ ว่าไบโอแมส ประกอบด้วยส่วนสําคัญคือเซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน เซลลูโลส
เป็นโพลิเมอร์ของน้ําตาลซึ่งต่อกันเป็นสายยาว  ถ้าเราตัดเซลลูโลสออกเป็นแต่ละยูนิตของน้ําตาลเราก็จะได้
น้ําตาลสามารถนํามาหมักด้วยยีสต์เพื่อผลิตเป็นแอลกอฮอล์ได้  ผักตบชวา (Eichhornia crassipes) เป็น
วัชพืชน้ําประเภทใบเลี้ยงเดี่ยวลอยน้ํา ในเนื้อเยื่อผักตบชวามีส่วนประกอบไบโอแมสส่วนสําคัญคือเซลลูโลส  

เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน งานวิจัยของ บวร อิศรางกูร ณ อยุธยา ปรีดา จันทวงษ์ และ โยธิน อึ่งกูล (2555) 
ศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของผักตบชวาพบว่าส่วนใหญ่เป็นเซลลูโลส ตามตารางที่ 1 

 
ตารางที่ 1 องค์ประกอบของ เส้นใยจากลําต้นผักตบชวา 
 

องค์ประกอบ ร้อยละโดยนํ าหนัก (g) 
เฮมิเซลลูโลส 14.85 

เซลลูโลส 44.71 
ลิกนิน 3.06 
อื่นๆ 37.36 

ที่มา : บวร อิศรางกูร ณ อยุธยา ปรีดา จันทวงษ์ และ โยธิน อึ่งกูล (2555). 
 

ผักตบชวามีอัตราการเจริญเติบโตสูงมาก มีการสะสมมวลชีวภาพได้สูงถึง 20 กรัมน้ําหนักแห้งต่อ
ตารางเมตรต่อวัน โดยมีอัตราการเจริญเติบโตสัมพัทธ์สูงสุดเท่ากับร้อยละ 1.50 ต่อวัน ถ้าปล่อยให้ผักตบชวา
เติบโตในแหล่งน้ําโดยเริ่มต้นจาก 500 กรัมน้ําหนักสดต่อตารางเมตร ในระยะเวลาเพียง 3 เดือนครึ่ง ผักตบชวา
สามารถเจริญเติบโตและขยายพันธ์ุให้มวลชีวภาพสูงถึง 40,580 กรัมน้ําหนักสดต่อตารางเมตร ในระยะเวลา 1 ปี 
ซึ่งผักตบชวาน่าจะเป็นแหล่งของสารเคมีสําคัญที่สามารถนํามาใช้ในกระบวนการหมักโดยจุลินทรีย์ให้ได้น้ําตาล
กลูโคส 

เห็ดราทําลายไม (Wood destroying fungi) เป็นสิ่งมีชีวิตที่มีเอนไซม์เซลลูเลส (cellulase) ที่ทํา
ปฏิกิริยาย่อยสลายเซลลโูลสซึ่งเป็นองค์ประกอบหลักชนิดหนึ่งในผนังเซลล์พืช เห็ดราทําลายไม้มีความสามารถใน
การย่อยสลายไมได ทุกระยะการเจริญเติบโตโดยเมื่ออยู ในสภาพที่เหมาะสมจะเข้าทําลายกระพี้กอนแลวจึง
ทําลายถึงแกนไม้โดยสร้างเสนใยแทงทะลุไปในเนื้อไมทําใหเนื้อไมผุพังแล้วเส้นใยจะเขาไปภายในเนื้อไมไดมากขึน้
ทําให้ได้ผลผลิตเป็นคาร์โบไฮเดรตสายสั้น โดยเอนไซม์เซลลูเลส หมายถึง กลุ่มของเอนไซม์ที่ทํางานร่วมกันเพื่อ
เร่งปฏิกิริยาการในการย่อยสลายเซลลูโลสซึ่งเป็นองค์ประกอบหลักชนิดหนึ่งในผนังเซลล์พืชซึ่งเอนไซม์เซลลูเลส 
ประกอบด้วยเอนไซม์ 3 กลุ่มหลักตามระบบการจัดจําแนกเอนไซม ์(enzyme classification, E.C.) คือ 1)   เอน
โดกลูคาเนส หรือเอนโด-บีต้า-1,4-กลูคาเนส (E.C.3.2.1.4) ทําหน้าที่ย่อยโมเลกุลของเซลลูเลสในส่วนที่ไม่เป็น
ระเบียบ (amorphous) หรือย่อยอนุพันธ์ของเซลลูโลสโดยตัดย่อยเซลล์ที่ตําแหน่งพันธะ บีต้า-1,4-ไกลโคซิดิก
แบบสุ่ม (random)  2) เอกโซกลูคาเนส หรือ เอกโซ-1,4-กลูคาเนส หรือเอกโซบีต้า-1,4-กลูแคนกลูโคไฮโดรเนส 
หรือเอกโซบีต้า-1,4-เซลโลไบโอไฮโดรเนส ( E.C.3.2.1.91) พบว่ามักทําหน้าที่ร่วมกับเอนไซม์เอนโดกลูคาเนสใน
การย่อยโมเลกุลของเซลลโูลสโดยการย่อยสลายเซลลูโลสจากปลายดา้นท่ีไม่มนี้ําตาลรีดวิซ์ (non-reducing) ของ
เซลลูโลส ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการย่อยสลายส่วนใหญ่คือน้ําตาลเซลโลไบโอส นอกจากนี้ยังพบว่าสามารถย่อย
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สลายเซลลูโลสที่จัดตัวอย่างเป็นระเบียบ (microcrystalline cellulose) ได้โดยอาศัยการทํางานร่วมกับเอน
โดกลูคาเนส  3) เอนไซม์บีต้า-1,4-กลูโคไซเนส (E.C.3.2.1.21) เป็นเอนไซม์ที่ทําหน้าที่ย่อยโมเลกุลของเซลโล
ไบโอส เซลโลโอลิโกแซคคาไรด์ที่ละลายน้ําได้ให้เป็นน้ําตาลกลูโคสแต่ไม่สามารถย่อยสลายโมเลกุลซับซ้อนขนาด
ใหญ่ของเซลลูโลสไดโ้ดยตรงกลไกการยอ่ยสลายโมเลกุลของเซลลูโลสทั้งในส่วนท่ีเป็นระเบียบ (crystalline) และ
ไม่เป็นระเบียบ amorphous) ให้เป็นนํ้าตาลกลูโคส (ดังภาพท่ี 1) 
 

  
 
ภาพที ่1 กลไลการทําปฏิกิริยาการย่อยสลายเซลลูโลสของระบบเอนไซม์เซลลูเลส 
ที่มา: (Fan and Lee,1983 อ้างโดยอมรรัตน,์ 2547) 
 
 กระบวนการหนึ่งในการเปลี่ยนเซลลูโลสไปเป็นเอทานอลคือวิธีการที่เรียกว่าวิธีการย่อยสลายให้เกิด
เป็นน้ําตาลแบบต่อเนื่องกับการหมัก (simultaneous saccharification and fermentation หรือ SSF) ซึ่ง
กระบวนการนี้จะรวมเอากระบวนการย่อยสลายกับกระบวนหมักไว้ด้วยกันมีเทคนิคการเติมยีสต์และเอนไซม์   
เซลลูเลสลงไปพร้อมกันกับตัวอย่างพืชที่ต้องการลดการใช้ถังหมักหลายใบ (หรรษา ปุณณะพยัคฆ์ และ สีหนาท 
ประสงค์สุข, 2558) ในงานวิจัยนี้จึงเป็นการตรวจสอบความสามารถการย่อยสลายวัสดุเซลลูโลสชนิดต่างๆ จาก
เห็ดที่พบขึ้นอยู่ตามขอนไม้ภายในมหาวิทยาลัยราชภัฏวไลยอลงกรณ์ ในพระบรมราชูปถัมภ์ซึ่งจะให้ผลผลิต
สุดท้ายเป็นน้ําตาลกลูโคส และทดสอบการย่อยสลายเซลลูโลสจากผักตบชวาเพื่อผลิตเป็นเอทานอลด้วยวิธีการ
ย่อยสลายให้เกิอดเป็นน้ําตาลแบบต่อเนื่องกับการหมัก 
 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. เพื่อศึกษาแอคติวิตีของเอนไซม์เซลลูเลสจากเห็ดราทําลายไม้ที่พบอยู่บนขอนไม้ในบริเวณต่างๆ 
ในการการย่อยสลายวัสดุประเภทเซลลูโลสเป็นน้ําตาล 

2. เพื่อศึกษาปริมาณแอลกอฮอลล์โดยใช้ผักตบชวาเป็นสับสเตรท ด้วยวิธีการย่อยสลายให้เกิดเป็น
น้ําตาลแบบต่อเนื่องกับการหมัก 
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วิธีดําเนินการวิจัย 
1.  การเก็บตัวอย่างเห็ดและศึกษาสัณฐานวิทยา 
 เลือกเก็บตัวอย่างดอกเห็ดที่ขึ้นอยู่บนไม้ผุและขอนไม้ภายในมหาวิทยาลัยราชภัฏวไลยอลงกรณ์          

ในพระบรมราชูปถัมภ์ โดยเลือกขอนไม้ที่มีลักษณะผุกร่อนอันเกิดจากการย่อยสลายของเห็ด  พร้อมทั้งศึกษา
สัณฐานวิทยาของเห็ดแต่ละชนิด  

2.  การเพาะเลีย้งเช้ือเห็ดบริสุทธ์ิ (ประสาน ยิม้อ่อน, 2549) 
 คัดเลือกดอกเห็ดที่สมบูรณ์มาทําความสะอาดและเช็ดด้วยแอลกอฮอล์เข้มข้นร้อยละ 70 ผ่าดอก

เห็ดออกเป็น 2 ส่วนพร้อมใช้เข็มเขี่ยที่ผ่านการลนไฟแล้วตัดเนื้อเยื่อเห็ดออก วางเนื้อเยื่อเห็ดลงตรงกลางอาหาร
แข็ง PDA เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 วัน หรือจนกระทั่งเชื้อเห็ดมีเส้นใยและสร้างสปอร์      

3.  การเลี้ยงเช้ือเพื่อผลิตเอนไซมเ์ซลลเูลส (หรรษา ปณุณะพยัคฆ์ และสหีนาท ประสงค์สุข, 2552) 
 ตรวจสอบการเจริญของเช้ือเห็ดบนจานเพาะเลี้ยงในขั้นที่ 2.  เตรียมอาหารสูตร production 

medium (ตามวิธีของ หรรษา และสีหนาท, 2552) และทําการนึ่งฆ่าเช้ือที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที จากนั้นทําการเจาะช้ินวุ้นที่มีเช้ือเห็ดเจริญอยู่ด้วยวิธีการปลอดเช้ือ จํานวน 5 ช้ิน แล้วนําไปเลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงเช้ือสูตร production medium ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยทําการบ่ม 
ฟลาสก์อาหารเลี้ยงเช้ือบนเครื่องเขย่าความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 7 วัน  

4. การตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซม์เซลลูเลส (Miller, 1959) 
 ทําการปั่นเหวี่ยงแยกเส้นใยเห็ดแต่ละชนิดจากขั้นตอนที่ 3 ออกจากอาหาร production 

medium แล้วนําส่วนใส 0.5 มิลลิลิตร มาวิเคราะห์แอคติวิตีของเอนไซม์เซลลูเลส โดยผสมกับ ซิเตรทบัฟเฟอร์ 
0.5 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองขนาด 18 มิลลิเมตร แล้วใส่แผ่นกระดาษกรองขนาด 1 X 6 เซนติเมตร จากนั้น
นําไปบ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง โดยหลอดควบคุมไม่ต้องใส่เอนไซม์  ทําการเติม DNS 
ลงไป 3 มิลลิลิตร แล้วนําหลอดทดลองทุกหลอดไปต้มเป็นเวลา 5 นาที หลังจากต้มนํามาวางไว้ให้เย็นแล้วทําการ
เจือจางด้วยน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร แล้วนําไปอ่านค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร คํานวณหาปริมาณกลูโคส
ที่ถูกผลิตขึ้นโดยการนําค่าการดูดกลืนแสงที่วัดไดเ้ปรียบเทียบกับการหาน้ําตาลมาตรฐานกลูโคส (ความเข้มข้น 0, 
0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.25, 1.5, 1.75 และ 2.0 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ทําการคํานวณหาแอคติวิตีของเอนไซม์
เซลลูเลสในการย่อยซบัสเตรทกระดาษกรอง (FP unit) ของเอนไซม์ที่ได้จากเห็ดแต่ละชนิด (FP unit หรือ Filter 
paper unit คือ ปริมาณมิลลิกรัมของน้ําตาลกลูโคสที่ผลิตขึ้นเมื่อสารละลายเอนไซม์ 0.5 มิลลิลิตร ทําปฏิกิริยา
กับ 50 มิลลิกรัม ของกระดาษกรองที่ pH 4.8 และ อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง) ทุกขั้นตอน
ทํา 3 ซ้ํา 

5. การตรวจวัดกิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์เซลลูเลส (Lowry et al, 1951)  
 ใช้เอนไซม์หยาบ 1.0 มิลลิลิตร เจือจางด้วยน้ํากลั่น 0.5 มิลลิลิตรเตมิ Folin-Ciocalteu reagent 

(1N) จํานวน 0.13 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว้ 6 นาที เติมโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเข้มข้น ร้อยละ 7 จํานวน 
1.25 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยน้ํากลั่นให้เป็น 5 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว้ 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง วัดค่าดูดกลืนแสง
ความยาวคลื่น 760 นาโนเมตร แล้วเทียบปริมาณกับสารละลายโปรตีนมาตรฐานแล้วคํานวณเป็นกิจกรรม
จําเพาะของเอนไซม์ (specific activity) ตามสมการที่ 1    

 
 
 



28 | ปีที่ 13 ฉบับที่ 3 (กันยายน – ธันวาคม พ.ศ. 2561)                                                     วัฒนา อัจฉริยะโพธาและคณะ 

 

กิจกรรมจําเพาะเอนไซม (ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน)   =   ยูนิตของเอนไซม (1) 
               มิลลิกรัมของโปรตีน 
 
6. การใช้เอนไซม์เซลลูเลสในการย่อยสลายวัสดุเซลลูโลสชนิดต่างๆ (หรรษา ปุณณะพยัคฆ์ และ       

สีหนาท ประสงค์สุข, 2552) 
 นําเอนไซม์หยาบจาก production medium ของเห็ดที่มีค่าแอคติวิตีสูงสุดจากข้อ 4 มา

ทําการศึกษาการย่อยสลายวัสดุเซลลูโลส ได้แก่ α-cellulose, Carboxymethyl cellulose(CMC), กระดาษ
หนังสือพิมพ์, สําลี, ผ้าขาวบาง, ผ้าฝ้าย และ ฟางข้าว อย่างละ 50 มิลลิกรัม โดยทําด้วยวิธีการเดียวกับข้อ 4  

7. การศึกษาเอนไซม์หยาบจากเห็ดมาผลิตเอทานอลโดยใช้ผักตบชวาเป็นวัตถุดิบด้วยกระบวนการ 
Simultanous Saccharification and Fermentation (หรรษา ปุณณะพยัคฆ์ และสีหนาท ประสงค์สุข, 2552) 

 นําวัสดุเซลลูโลสที่ใช้คือผักตบชวาตากแห้งมาตัดให้เป็นช้ินเล็กๆ แช่ในสารละลายโซเดียมไฮดรอก
ไซด์ (NaOH) ความเข้มข้นร้อยละ 10 และให้ความร้อนที่ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง (ใช้ผักตบชวา
ตากแห้ง 5 กรัม ต่อ NaOH ปริมาตร 200 มิลลิลิตร) ล้างด้วยน้ําจนมีสภาพ pH เป็นกลาง กรองให้แห้ง แล้ว
นําไปช่ังน้ําหนักแห้งให้ได้ 5 กรัม ใส่ลงใสฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมอาหารเลี้ยงเช้ือสูตร F2 (ตามวิธีของ 
หรรษา และสีหนาท, 2552) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และ Acetate buffer 10 มิลลิลิตร จากนั้นนึ่งฆ่าเช้ือที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ตั้งทิ้งไว้ให้เย็น แล้วเติมเอนไซม์หยาบท่ีได้จากเห็ดที่มีแอคติวิตี
สูงลงไปในอัตราส่วน เอนไซม์ :สับสเตรท = 4:1 ทําการเติมยีสต์ Saccharomyces cerevisiae ในรูปของ
สารละลาย 5 มิลลิลิตร แล้วปิดฟลาสก์ให้มิดชิด นําไปบ่มในเครื่องเขย่าที่อุณหภูมหิ้องเป็นเวลา 7 วัน แล้วทําการ
ตรวจสอบปริมาณเอทานอลด้วยเครื่อง HPLC 

 
ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

1.  การตรวจสอบกิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์เซลลูเลส  
 ผลการศึกษาความสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลสจากเห็ดราทําลายไม้ทั้ง 7 สกุล ได้ผลการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร และเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานนํ้าตาลกลูโคส ซึ่งเป็นวิธีการวัด
กิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์เซลลูเลสได้ทั้งชนิด Endocellulase และ Exocellulase  โดยเห็ดที่แสดงค่ามาก
ที่สุดคือเห็ดสกุล Leucocoprinus sp. ซึ่งมีค่าแอคติวิตีของเอนไซม์เซลลูเลส คือ 0.763 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และ
ผลของกิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์เซลลูเลส (specific activity) โดยการใช้เอนไซม์หยาบ 1.0 มิลลิลิตร ทํา
ปฏิกิริยากับ Folin-Ciocalteu reagent (1N) และวัดค่าดูดกลืนแสงความยาวคลื่น 760 นาโนเมตร แล้วเทียบ
ปริมาณกับสารละลายโปรตีนมาตรฐานแล้วคํานวณเป็นกิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์ได้ค่าเป็น  52.77 ยูนิตต่อ
มิลลิกรัมโปรตีน ดังตารางที่ 2   
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ตารางที่ 2  แอคติวิตีของเอนไซมเ์ซลลูเลสในการย่อยซับสเตรทกระดาษกรองจากเหด็ราทําลายไม้ทั้ง 7 สกุล 
 

สกุลเห็ด 
ความเข้มขน้ของ

สารละลายน ําตาลกลูโคส 
(mg/ml) 

แอคติวิตีของเอนไซม์
เซลลูเลส 

กิจกรรมจําเพาะของ
เอนไซม์ 

(unit/ml) (unit/mg protein) 
Favolus sp. 1.89 0.35 42.53 

Marasmius sp. 1.816 0.336 41.53 
Lenzites sp. 2.852 0.528 43.78 
Daldinia sp. 0.799 0.148 31.97 

Leucocoprinus sp. 4.119 0.763 52.77 

Polyporus sp. 1.109 0.205 38.53 
Schizophyllum sp. 1.635 0.303 41.74 

 
2. การใช้เอนไซม์เซลลูเลสในการย่อยสลายวัสดุเซลลูโลสชนิดต่างๆ  

เมื่อนําเอนไซม์หยาบจาก production medium ของเห็ดสกุล Leucocoprinus sp. ที่มีค่าแอ
คติวิตี สู งสุด มาทําการศึกษาการย่อยสลายวัสดุ เซลลู โลสคือ Cellulose powder, Carboxymethyl 
cellulose (CMC), กระดาษหนังสือพิมพ์, สําลี, ผ้าขาวบาง, ผ้าฝ้าย และ ฟางข้าว อย่างละ 50 มิลลิกรัม และวัด
ค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร โดยเห็ดสกุล Leucocoprinus sp.  มีค่ากิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์ 
เซลลูเลสต่อวัสดุผ้าฝ้ายและวัสดุฟางข้าวซึ่งเป็นวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร คือ 45.10 และ 39.61 ยูนิตต่อ
มิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ (ตารางที่ 3)  

จากการศึกษาการใช้เห็ดราในการย่อยสลายไม้นี้มีผลที่สอดคล้องกับงานวิจัยของ Puntambekar 
(1995) ที่ศึกษาการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจากเห็ด Volvariella diplasia ซึ่งเป็นเห็ดในสกุลเดียวกับเห็ดฟาง
พบว่ามีกิจกรรมของเอนไซม์ 550 U จากการใช้ CMC เป็นสับสเตรท  และ 69 U เมื่อใช้กระดาษกรองเป็น
สับสเตรท เมื่อทําการเลี้ยงในระบบเขย่าที่ pH 5.4 อุณหภูมิ 28องศาเซลเซียส และใช้เซลลูโลสแบบผงเข้มข้น
ร้อยละ 0.5 เป็นแหล่งคาร์บอน นอกจากนี้ สุรีรัตน์  ถือแก้ว และคณะ (2556) ศึกษาการนําเห็ดนางรมมาผลิต
เอนไซม์ย่อยเยื่อใยโดยใช้เศษเหลือจากข้าวโพดเป็นวัสดุเพาะ ได้แก่ ซังข้าวโพด ต้นข้าวโพด และเปลือกข้าวโพด 
เปรียบเทียบกับข้ีเลื่อย กิจกรรมของเซลลูเลส เอนโดกลูคาเนส และไซแลนเนส ของวัสดุเพาะที่เป็นต้นข้าวโพดมี
ค่าสูงสุดทั้งที่   pH 3 คือ 55, 321, และ 27 ยูนิต/กรัม และ ที่ pH 6.8 ได้ 286, และ 323, 322 ยูนิต/กรัม 
สําหรับงานวิจัยของ Tan และ Wahab (1997) ทดลองเลี้ยงเห็ดนางรม (Pleurotus sajor-caju)  ในวัสดุ
เซลลูโลสประเภทฝ้าย และได้ค่าแอคติวิตีของเอนไซม์ cellobiohydrolase, CMCase และ β-glucosidase 
เป็น 10.0, 71.4 และ 21.6 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน หลังจากผ่านไป 15 วัน ค่าแอคติวิตีที่ได้สูงสุดได้จากการปรับ
สภาพฝ้ายด้วยสภาวะด่าง คือ 15.6, 83.4 และ 56.1 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับเมื่อผ่านไป 20 วันของการ
เพาะเลี้ยง  
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ตารางที่ 3 แอคติวิตีของเอนไซมเ์ซลลเูลสของเห็ดสกุล  Leucocoprinus sp. ในการย่อยวัสดุเซลลโูลสชนิด
ต่างๆ 

 

วัสดุเซลลูโลส 

ความเข้มขน้ของ
สารละลายน ําตาล

กลูโคส  
(mg/ml) 

แอคติวิตีของ
เอนไซม์เซลลูเลส 

กิจกรรมจําเพาะของ
เอนไซม์ 

(unit/ml) (unit/mg protein) 
Cellulose 1.096 0.203 30.39 

Microcrystalline Cellulose (CMC) 0.912 0.169 37.98 

กระดาษหนังสือพิมพ์ 0.786 0.146 37.82 
สําล ี 0.059 0.011 24.55 
ผ้าขาวบาง 0.562 0.104 26.26 
ผ้าฝ้าย 2.81 0.52 45.10 
ฟางข้าว 1.659 0.307 39.61 

 
3. การศึกษาการนําเอนไซม์หยาบจากเห็ดมาแอลกอฮอลล์โดยใช้ผักตบชวาด้วยกระบวนการ  

Simultanous Saccharification and Fermentation 
จากการนําเอนไซม์หยาบที่ได้จากเห็ดที่มีแอคติวิตีสูงมาทําการย่อยวัสดุเซลลูโลสคือผักตบชวา

น้ําหนักแห้ง 5 กรัม ที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 10  ใน
อัตราส่วน เอนไซม์:สับสเตรท = 4:1 และมีการเติมยีสต์ Saccharomyces cerevisiae ในรูปของสารละลาย 5 
มิลลิลิตร ในฟลาสก์ให้มิดชิดให้เกิดการผลิตแอลกอฮอล์ด้วยวิธีการย่อยสลายให้เกิดเป็นน้ําตาลแบบต่อเนื่องกับ
การหมักด้วยการเขย่าที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 วัน แล้วทําการตรวจสอบปริมาณเอทานอลด้วยเครื่อง HPLC 
โดยใช้เอทานอลเข้มข้นร้อยละ 70 เป็นสารมาตรฐาน ได้ผลว่าช่วงเวลาที่แสดงโครมาโทแกรมของสารจาก
กระบวนการหมักแสดงนาทีที่ 2.7 (ภาพที่ 2) ซึ่งเป็นเวลาเดียวกับโครมาโทรแกรมของเอทานอลเข้มข้นร้อยละ 
70 คือนาทีท่ี 2.778 (ข้อมูลไม่ได้แสดง) และพื้นที่ใต้กราฟของแอลกอฮอล์ที่ผ่านกระบวนการหมกัมีค่า 5689834 
(ตารางที่ 4) โดยเทียบกับพ้ืนท่ีใต้กราฟของเอทานอลเข้มข้นร้อยละ 70 คือ 330510 (ข้อมูลไม่ได้แสดง) แสดงให้
เห็นว่ามีพื้นที่ใต้กราฟการผลิตเอทานอลมากกว่าสารมาตรฐานถึง 17.215 เท่า ซึ่งสอดคล้องกับผลการการใช้
เอนไซม์เซลลูเลสในการย่อยสลายวัสดุเซลลูโลสชนิดต่างๆ 
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ภาพที่ 2 โครมาโทแกรมของเอทานอลจากการหมักด้วยวิธวีิธีการย่อยสลายให้เกิดเป็นน้ําตาลแบบต่อเนื่องกับ

การหมักผักตบชวาท่ีผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลาย NaOH ความเข้มข้นร้อยละ 10 
 
ตารางที่ 4 ตารางแสดงผลโครมาโทแกรมของแอลกอฮอล์จากการหมักด้วยวิธีวิธีการย่อยสลายให้เกิดเป็นนํ้าตาล

แบบต่อเนื่องกับการหมักผักตบชวาที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลาย NaOH ความเข้มข้นร้อยละ 
10 

Peak Ret. Time Area Height 
1 2.700 5689834 486212 
2 3.193 2237228 51432 
3 5.383 133549 7043 
4 5.606 214368 6909 
5 6.155  203093 4643 
Total   8478071 556238 

 
สรุปผลการวิจัย 

 การศึกษาแอคติวิตีของเอนไซม์เซลลูเลสจากเห็ดราทําลายไม้ที่พบอยู่บนขอนไม้ในบริเวณต่างๆ ของ
มหาวิทยาลัยราชภัฎวไลยอลงกรณ์ ในพระบรมราชูปถัมภ์ เพื่อย่อยสลายวัสดุประเภทเซลลูโลสเป็นน้ําตาล และ
การศึกษาปริมาณเอทานอลโดยใช้ผักตบชวาเป็นสับสเตรท ด้วยวิธีการย่อยสลายให้เกิดเป็นน้ําตาลแบบต่อเนื่อง
กับการหมักได้ทําการคัดเลือกเห็ดราทําลายไม้ 7 สกุล ที่ขึ้นไม้เบื้องต้นโดยการเลี้ยงบนอาหารที่ใช้สําหรับการ
ผลิตเอนไซม์เซลลูเลส เพื่อให้ได้เอนไซม์เซลลูเลสตามต้องการ และสามารถทําการคัดแยกเห็ดที่มีความสามารถ
ในการผลิตเอนไซน์เซลลูเลสย่อยเซลลูโลส โดยเห็ดที่แสดงค่ามากที่สุดคือเห็ดสกุล Leucocoprinus sp. ซึ่งมีค่า
แอคติวิตีของเอนไซม์ที่ 0.763 ยูนิต/มิลลิลิตร โดยมีค่ากิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์เซลลูเลส 52.77 ยูนิตต่อ
มิลลิกรัมโปรตีน และมีความสามารถในการย่อยสลายผ้าฝ้ายได้ดีที่สุดรองลงมาคือฟางข้าวซึ่งมีค่าแอคติวิตีของ
เอนไซม์ที่ 0.52 และ 0.307 ยูนิต/มิลลิลิตร ตามลําดับ  ค่ากิจกรรมจําเพาะของเอนไซม์เซลลูเลสต่อวัสดุผ้าฝ้าย
และวัสดุฟางข้าวซึ่งเป็นวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร คือ 45.10 และ 39.61 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ 
และจากการนําเอนไซม์หยาบที่ได้จากเห็ดสกุล Leucocoprinus sp. มาทําการย่อยวัสดุเซลลูโลสคือผักตบชวา
น้ําหนักแห้ง 5 กรัมที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลาย NaOH ความเข้มข้นร้อยละ 10 และมีการเติมยีสต์ 
Saccharomyces cerevisiae ในรูปของสารละลายในฟลาสก์ให้มิดชิดให้เกิดการผลิตเอทานอลด้วยวิธีการย่อย
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สลายให้เกิดเป็นนํ้าตาลแบบต่อเนื่องกับการหมักแล้วทําการตรวจสอบปริมาณเอทานอลด้วยเครือ่ง HPLC โดยใช้
เอทานอลเข้มข้นรอยละ 70 เป็นสารมาตรฐาน ได้ผลว่าช่วงเวลาที่แสดงโครมาโทแกรมของสารจากกระบวนการ
หมักแสดงนาทีท่ี 2.700 ซึ่งเป็นเวลาเดียวกับโครมาโทรแกรมของเอทานอลเข้มข้นร้อยละ 70 และพื้นที่ใต้กราฟ
ของเอทานอลที่ผ่านกระบวนการหมักมีค่า 5689834 โดยเทียบกับพ้ืนท่ีใต้กราฟของเอทานอลเข้มข้นรอยละ 70 
แสดงให้เห็นว่ามีพื้นที่ใต้กราฟการผลิตเอทานอลมากกว่าสารมาตรฐานถึง 17.215 เท่า ซึ่งสอดคล้องกับผลการ
การใช้เอนไซม์เซลลูเลสในการย่อยสลายวัสดุเซลลูโลสชนิดต่างๆ ดังนั้นผลจากการศึกษาน้ีจึงสนับสนุนข้อมูลของ
การนําเห็ดราที่ขึ้นตามขอนไม้หรือตามเศษไม้มาย่อยสลายวัสดุเซลลูโลสหรือชีวมวลให้เป็นน้ําตาลกลูโคสซึ่งเป็น
วัตถุดิบหลักในการผลิตเอทานอลเพื่อเป็นการนําชีวมวลที่เป็นสิง่ไม่ตอ้งการในธรรมชาติมาเปลี่ยนให้เป็นเช้ือเพลงิ
ที่มีความสําคัญต่อระบบพลังงานในประเทศไทย 
 
ข้อเสนอแนะ 

 งานวิจัยนี้ทําการหมักในระดับห้องปฏิบัติการทําให้ได้ปริมาตรของเอทานอลน้อยจึงไม่สามารถจะ
นํามาคิดเทียบเป็นความเข้มข้นร้อยละของเอทานอลได้ด้วยเครื่องมือวัดปริมาณเอทานอล ในอนาคตจึงต้อง
วางแผนการศึกษาถึงกระบวนการที่จะให้ได้ปริมาตรของเอทานอลที่มากเพื่อนําไปวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือวัด
ปริมาณเอทานอลในรูปแบบต่างๆ   
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