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บทคัดย่อ  
 ยางนาเป็นพืชที่พบได้ทั่วทุกภาคในประเทศไทย และมีศักยภาพในการน าไปใช้ประโยชน์หลายด้าน รวมถึงสามารถน าไปผลิตเป็น
พลังงานทดแทนได้ งานวิจัยนี้จึงมุ่งเน้นศึกษาการคัดเลือกเช้ือราที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายใบยางนา เพื่อใช้ในการผลิตไบโอเอทานอล 
โดยเก็บตัวอย่างดินภายในสวนป่ายางนาสีฐาน มหาวิทยาลัยขอนแก่น ซึ่งเลือกเก็บบริเวณรอบล าต้นยางนา และดินที่ติดบนใบยางนาที่ร่วงลง
พื้น เพื่อคัดเลือกเชื้อราที่มีความสามารถในการสร้างเซลลูโลไลติกเอนไซม์บนอาหารแข็ง เพื่อน าไปใช้ในขั้นตอนการผลิตเอนไซม์ภายใต้สภาวะ 
solid-state fermentation ในอาหารที่มีอัตราส่วนของร าข้าวสาลีและใบยางนาที่ต่างกัน พร้อมกับศึกษากิจกรรมของเซลลูโลไลติกเอนไซม์ 
ผลการศึกษาพบว่า เชื้อราจากไอโซเลท L1-1 มีค่ากิจกรรมเอนไซม์บีตากลูโคซิเดส และเอนไซม์ฟิลเตอร์เปเปอร์เอสสูงที่สุดเท่ากับ 13.07 และ 
87.00 IU/g solid ตามล าดับ และเช้ือราจากไอโซเลท I10-2 มีค่ากิจกรรมเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสสูงที่สุดเท่ากับ 2403.24 IU/g 
solid เมื่อเพาะเลี้ยงเช้ือเป็นเวลา 7 วัน โดยใช้อัตราส่วนของร าข้าวสาลี (กรัม) ต่อใบยางนา (กรัม) เท่ากับ 8:12 (สูตร E) และจากการระบุหา
สายพันธุ์ของเช้ือราที่คัดแยกได้ พบว่าเช้ือราจากไอโซเลท L1-1 และ I10-2 คือ Penicillium citrinum และ Aspergillus alabamensis 
ตามล าดับ การทดสอบประสิทธิภาพการปรับสภาพใบยางนาด้วยด่าง-กรดที่ความเข้มข้นต่างกัน ย่อยสลายร่วมกับเซลลูโลไลติกเอนไซม์จาก
เช้ือรา P. citrinum L1-1 และ A. alabamensis I10-2 พบว่าที่ความเข้มข้น 2% NaOH ตามด้วย 2% H2SO4  ท าให้ได้น้ าตาลรีดิวซ์สูงสุด
เท่ากับ 12.29 และ 12.11 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ และเมื่อน าน้ าตาลที่ไดไ้ปหมักร่วมกับยีสตเ์พื่อผลติไบโอเอทานอล พบว่าการหมักใบยางนาที่
ผ่านการย่อยโดยเช้ือ P. citrinum L1-1 ท าให้ได้ผลผลิตเอทานอลสูงที่สุดเท่ากับ 0.40 g ethanol/g sugar คิดเป็น 78.50 เปอร์เซ็นต์ ตาม
ทฤษฎี ดังนั้นใบยางนาจึงถือเป็นวัสดุทางการเกษตรที่น่าสนใจ เพราะสามารถน ามาใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลเพื่อใช้เป็นพลังงาน
ทดแทนในอนาคตได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
ค าส าคัญ: ยางนา, เชื้อรา, เซลลูโลไลติกเอนไซม์, การปรับสภาพ, ไบโอเอทานอล 
 
Abstract 
 Alatus (Dipterocarpus alatus) is a plant that can be found in all parts of Thailand and has the potential for various 
uses including renewable energy production. This research focuses on the screening of fungi that effectively decompose 
alatus leaves for bioethanol production. Fungi were isolated from soil around the Alatus trees and soil attached to the 
Alatus leaves at Sithan garden, Khon Kaen University. Selected fungal isolates which can produce cellulolytic enzyme 
were tested for enzyme production under solid-state fermentation in medium with different ratio of wheat bran to alatus 
leaves and the activities of cellulolytic enzymes were also determined. The result show that, isolate L1-1 had the highest 
beta-glucosidase and filterpaperase activity at 13.07 and 87.00 IU/g solid, respectively, and isolate I10-2 had the highest 
carboxymethyl cellulase activity at 2403.24 IU/g solid within 7 days of cultivation by medium with the ratio of wheat bran 
( g)  to Alatus leaves ( g)  of 8: 12 (E). For identification of fungi using ITS- PCR method, it was found that isolate L1- 1 was 
Penicillium citrinum and the isolate I10-2 was Aspergillus alabamensis.  The efficiency of  alatus leaves pretreatment by 
various alkaline-acid concentration followed with cellulolytic enzyme from P. citrinum L1-1 and A. alabamensis I10-2 
was investigated. The reducing sugars were obtained at 12.29 and 12.11 g/L respectively, when treated with 2 % NaOH 
                                                           
†การประชุมวิชาการและการน าเสนอผลงาน ชมรมคณะปฏิบัติงานวิทยาการ อพ.สธ. ครั้งที่ 10 (ระหว่างวันที่ 20 - 22 กันยายน 2565 ณ มหาวิทยาลัยวลัยลักษณ์) 
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followed by 2 % H2SO4. The reducing sugar was used for ethanol production using Saccharomyces cerevisiae TISTR 
5 3 3 9 , the fermentation of alatus leaves digested by P. citrinum L1-1 has the highest ethanol yield of 0.40 g ethanol/g 
sugar or 78.50 % theoretically. Therefore, alatus leaves are interesting agricultural materials because it can be used as a 
substrate for bioethanol production, an efficiency renewable energy for the future. 
Keywords: Alatus, Fungi, Cellulolytic enzyme, Pretreatment, Bioethanol 
 
บทน า   
 พลังงานถือเป็นปัจจัยขั้นพ้ืนฐานที่มนุษย์ต้องการในชีวิตประจ าวัน เนื่องจากจ านวนประชากรที่เพิ่มขึ้นรวมถึงการเติบโตของเศรษฐกจิ
ในปัจจุบัน จึงจ าเป็นต้องมีการสรรหาพลังงานทดแทน เพื่อให้มีปริมาณเพียงพอต่อความต้องการของมนุษย์ ซึ่งแหล่งของพลังงานท่ีเราใช้กันอยู่
ในปัจจุบัน แบ่งออกเป็น 2 ประเภท ได้แก่ พลังงานท่ีใช้แล้วไม่หมดหรือพลังงานหมุนเวียน เช่น ชีวมวล แสงอาทิตย์ ลม และน้ า และพลังงานท่ี
ใช้แล้วหมดไปหรือพลังงานฟอสซิส เช่น ถ่านหิน น้ ามัน รวมถึงแก๊สธรรมชาติ จากสถานการณ์การใช้พลังงานฟอสซิสได้ส่งผลให้เกิดการขาด
แคลนพลังงาน ซึ่งส่งผลกระทบต่อความต้องการของมนุษย์ และอาจท าให้ราคาของพลังงานฟอสซิลมีราคาสูง ในปัจจุบันจึงได้มีการส่งเสริม
และวิจัยการศึกษาเกี่ยวกับพลังงานทางเลือกอย่างแพร่หลาย 
           วัตถุดิบที่ใช้ผลิตเอทานอลที่ประกอบด้วยลิกโนเซลลูโลส สามารถผลิตได้จากวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร ได้แก่ ชานอ้อย กากมัน
ส าปะหลัง ข้าวโพด ฟางข้าว เปลือกไม้ รวมถึงใบยางนา โดยลิกโนเซลลูโลสจะมีส่วนประกอบของ เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ซึ่ง
ส่วนประกอบเหล่านี้ถือเป็นโครงสร้างพื้นฐานของพืช ซึ่งมีโครงสร้างที่ซับซ้อน และเมื่อน ามาผลิตเอทานอลจะต้องท าการแยกส่วนประกอบ
เหล่านี้ออกจากกัน โดยใช้กระบวนการปรับสภาพวัตถุดิบ (pretreatment) เพื่อให้ได้น้ าตาล โดยกระบวนการปรับสภาพจะกระตุ้นให้มีการ
เปลี่ยนคุณสมบัติทางด้านกายภาพคือท าให้ช้ันเมทริกซ์ของวัสดุลิกโนเซลลูโลสถูกท าลาย ซึ่งมีผลท าให้เอนไซม์สามารถท างานอย่างมี
ประสิทธิภาพส่งผลต่อการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสสามารถท างานได้ง่ายขึ้น (รัชพล พะวงศ์รัตน์, 2558) จึงจะสามารถน าไปหมักโดยเช้ือยีสต์ ที่
มีประสิทธิภาพในการเปลี่ยนน้ าตาลไปเป็นแอลกอฮอล์เพื่อใช้เป็นเช้ือเพลิงต่อไปได้ และยังถือเป็นการเพิ่มมูลค่าให้แก่วัตถุดิบท่ีมีส่วนประกอบ
ของลิกโนเซลลูโลสอีกด้วย 

ยางนาเป็นพืชที่พบได้ทั่วไปในประเทศไทย โดยเฉพาะในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ เดิมมีความสนใจในพืชชนิดนี้ไม่มาก จึงถูกปล่อย
ปละละเลย แต่ปัจจุบันเป็นพืชที่ได้รับความสนใจอย่างมาก และมีศักยภาพในการน าไปใช้ประโยชน์ในหลายด้าน เช่น ด้านพลังงานทดแทน 
เนื่องจากยางนามีน้ ายางท่ีสามารถน ามาใช้เป็น น้ ามันไบโอดีเซลได้ดี และการใช้ประโยชน์ทางยาและสมุนไพร ในปี พ.ศ. 2559 พืชยางนาได้รับ
พระราชวินิจฉัยจากสมเด็จพระกนิษฐาธิราชเจ้า กรมสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี พระราชานุญาตประกาศเป็นพืช
อนุรักษ์ล าดับที่เก้าของ โครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชด าริ (อพ.สธ.) โดยมีมหาวิทยาลัยขอนแก่นเป็นมหาวิทยาลัยหลัก
ที่ด าเนินงานวิจัยศึกษาวิจัยอนุรักษ์และพัฒนาการใช้ประโยชน์พืชยางนาอย่างบูรณาการ เพื่อเป็นการสนองพระราชด าริโครงการอนุรักษ์
พันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชด าริ (อพ.สธ.) ทีมผู้วิจัยจึงสนใจน าใบยางนามาใช้ให้เกิดประโยชน์ โดยมุ่งเน้นศึกษาเกี่ยวกับการพัฒนา
ประสิทธิภาพในการปรับสภาพใบยางนาด้วยสารเคมีและ/หรือย่อยสลายใบยางนาด้วยเอนไซม์เซลลูเลสได้เป็นน้ าตาลเพื่ อเพาะเลี้ยงยีสต์เพื่อ
ผลิตไบโอเอทานอล ส าหรับน าไปผลิตพลังงานทดแทนได้ จึงจ าเป็นอย่างยิ่งที่ต้องท าการคัดแยกเช้ือราทีม่ีประสิทธิภาพในการย่อยสลายใบยาง
นา และน ามาใช้ประโยชน์ในการย่อยสลายใบยางนาที่มีจ านวนมาก โดยอาศัยการผลิตเอนไซม์ เซลลูเลส ซึ่งเป็นกระบวนการย่อยสลายที่มี
ความจ าเพาะสูง ท าให้ได้ผลผลิตที่มีความบริสุทธิ์สูง  โดยเซลลูโลไลติกเอนไซม์ประกอบด้วยเอนไซม์หลายชนิดท างานร่วมกัน คือ 
endoglucanase, exoglucosidase และ ß-1,4-glucosidase ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ท าหน้าที่ย่อยโมเลกุลของเซลโลไบโอส เซลโลโอลิโกแซคคา
ไรด์ ที่ละลายน้ าได้ให้เป็นน้ าตาลกลูโคส แต่ไม่สามารถย่อยสลายโมเลกุลซับซ้อนขนาดใหญ่ของเซลลโูลสได้โดยตรง กลไกการย่อยสลายโมเลกลุ
ของเซลลูโลสให้เป็นน้ าตาลกลูโคส จึงต้องอาศัยเอนไซม์ทั้ง 3 ชนิด ท างานร่วมกัน (Wood & McCrae, 1986; Wood et al., 1989) โดย
เอนไซม์เซลลูเลสสามารถผลิตได้จากจุลินทรีย์หลายชนิด นิยมใช้วิธีการหมักแบบอาหารแข็ง (solid state fermentation) เนื่องจากมีลักษณะ
คล้ายกับสภาวะธรรมชาติส าหรับการเจริญของจุลินทรีย์  จึงท าให้มีการเจริญได้อย่างรวดเร็วและได้ผลผลิตสูง (Pandy et al., 2000) ใน
งานวิจยันีจ้ึงมีจุดมุ่งหมายในการคัดแยกเช้ือราที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายใบยางนา เพื่อน ามาผลิตเอทานอลใช้เป็นพลังงานทดแทนได้ 
 
วิธีด าเนินการวิจัย 

การเตรียมวัตถุดิบ 
เก็บใบยางนาบริเวณทางเข้าสวนป่ายางนาสีฐาน มหาวิทยาลัยขอนแก่น และตากแดดจนแห้ง น ามาปั่นเป็นช้ินเล็กๆ  ให้มีขนาด

ประมาณ 1-2 เซนติเมตร และน าไปอบท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง  
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การคัดเลือกเชื้อราที่มีความสามารถในการสร้างเซลลูโลไลติกเอนไซม์ 
 เก็บตัวอย่างดินจากแหล่งต่างๆ ได้แก่ ดินบริเวณรอบต้นยางนา และดินที่ติดบนใบยางนา  ณ บริเวณทางเข้าสวนป่า  
ยางนาสีฐาน มหาวิทยาลัยขอนแก่น น าตัวอย่างดิน 1 กรัม มาท าการเจือจางกับน้ ากลั่น 5 มิลลิลิตร จากนั้นท าการ cross streak ลงในจาน
อาหาร PDA ที่มีส่วนผสมของใบยางนา 1 เปอร์เซ็นต์ บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน คัดแยกเช้ือที่เจริญบนผิวหน้าอาหาร
โดยเทคนิคการแยกเชื้อให้บริสุทธ์ิ  
 การคัดเลือกเช้ือราที่มีความสามารถในการสร้างเอนไซม์บีตากลูโคซิเดส (ß-glucosidase) น าเช้ือราที่แยกได้มาท าการ point 
inoculation ลงในจานอาหาร Mineral salt medium ที่ผิวหน้าอาหาร spread ด้วย 0.04% MUG (4-methylumbelliferyl- ß-D-
glucoside) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน ตรวจผล โดยสังเกตการเรืองแสงเมื่อน าจานอาหารไปส่องภายใต้แสงยูว ีคัดเลือก
เชื้อราที่มีการเรืองแสงมากที่สุดเพื่อน าไปใช้ในขั้นตอนต่อไป 
 การคัดเลือกเช้ือราที่มีความสามารถในการสร้างเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส (CMCase) น าเช้ือราที่แยกได้มาท าการ point 
inoculation ลงในจานอาหาร Mineral salt medium ที่มี carboxy methyl cellulose บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน 
ตรวจความสามารถในการย่อย CMC โดยวางเกล็ดไอโอดีนลงบนฝาจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ประมาณ 10-30 นาที ไอโอดีนจะเข้าท าปฏิกิริยากับ 
CMC เชื้อที่สามารถย่อย CMC ได้จะเกิดโซนใสรอบ ๆ โคโลนีของเชื้อ  
  

การผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์ภายใต้สภาวะ solid-state fermentation 
 เพาะเลี้ยงเช้ือราในอาหารที่มีส่วนประกอบของ ร าข้าวสาลี (กรัม) และ ใบยางนา (กรัม) ในอัตราส่วนต่าง ๆ ดังแสดงในตารางที่ 1 
และ Mandel’s medium broth (Mandels, 1975) พีเอช 5.0 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุในถุงพลาสติกชนิดถุงร้อนขนาด 12×18 
ตารางนิ้ว ปากครอบด้วยท่อพลาสติกรูปทรงกระบอกท่ีมีเส้นผ่าศูนย์กลาง 50 มิลลิเมตร เพื่อบังคับขนาดของปากถุง และปิดปากถุงด้วยจุกส าลี
โดยสวมตรงบริเวณที่ครอบไว้ด้วยท่อพลาสติก (Lotong & Suwanarit, 1983) ทั้งนี้เพื่อป้องกันการปนเปื้อนหลังจากการฆ่าเช้ือแล้ว จากนั้น
น าไปนึ่งฆ่าเช้ือที่ 121 องศาเซลเซียส 1 ช่ัวโมง น ากล้าเช้ือราอายุ 5 วัน ที่เพาะในอาหาร PDA + ใบยางนา มาท าให้เป็นสารละลายสปอร์ 
(spore suspension) ให้มีค่าเท่ากับ 108 สปอร์ต่อมิลลิลิตร จากนั้นเติมลงในถุงปริมาตร 5 มิลลิลิตร คลุกสปอร์ให้ทั่วอาหาร บ่มเช้ือราที่
อุณหภูมิห้อง เก็บตัวอย่างวันท่ี 1, 3, 5 และ 7 วัน แยกเช้ือราออกจากอาหารโดยการปั่นเหวี่ยง น าส่วนใสไปวัดกิจกรรมของเซลลูโลไลติกเอน
ไซม์ พร้อมท้ังวัดปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ท่ีได้จากการย่อยซับสเตรตภายหลังจากการเพาะเลี้ยง  
 
ตารางที่ 1 อัตราส่วนอาหารเลี้ยงเช้ือในการผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์จากเช้ือรา 

 
การศึกษากิจกรรมของเซลลูโลไลติกเอนไซม์ 

 ศึกษากิจกรรมเซลลูโลไลติกเอนไซม์ ได้แก่ เอนไซม์บีตากลูโคซิเดส  คาร์บอกซีเมทิลเซลลเูลส และฟิลเตอร์เปเปอร์เอส จากตัวอย่าง
สารละลายเอนไซม์ที่ผลิตได้จากการเพาะเลี้ยงแบบ solid-state fermentation เป็นเวลา 7 วัน  

การวัดกิจกรรมของเอนไซม์บีตากลูโคซิเดส  ปิเปต 0.002 M p-nitophenyl-ß-D-glucopyranoside 0.2 มิลลิลิตร ใส่ตัวอย่าง
สารละลายเอนไซม์ 0.1 มิลลิลิตร บ่มท่ี 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เติม 0.25M Na2CO3 1 มิลลิลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยาและน าไปวัด
ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร โดย 1 ยูนิตของเอนไซม์บีตากลูโคซิเดส หมายถึง ปริมาณเอนไซม์ที่ย่อยสลาย p-
nitrophenyl-ß-D-glucopyranoside แล้วท าให้เกิด p-nitrophenol 1 ไมโครโมลต่อนาที ในสภาวะที่ใช้ในการทดลอง (Rodriguez et al., 
2004) 

การวัดกิจกรรมของเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส ปิเปตซับสเตรต (1% CMC + 0.05M CP buffer) 0.5 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอด
ทดลอง และปิเปตตัวอย่างเอนไซม์ ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร บ่มท่ี 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเติมสารละลาย DNS ปริมาณ 1 
มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองท่ีมีตัวอย่าง น าไปต้มในน้ าเดือด เป็นเวลา 10 นาที เสร็จแล้วน าไปแช่ในน้ าเย็น เติมน้ ากลั่น 5 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้
กัน แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร  โดย 1 ยูนิตของเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส หมายถึง ปริมาณ
เอนไซม์ที่ย่อยสลาย carboxymethyl cellulose แล้วได้น้ าตาลรีดิวซ์ 1 ไมโครโมลต่อนาที ในสภาวะที่ใช้ในการทดลอง (Sengupta et al., 
2000) 

อัตราส่วน 
ร าข้าวสาลี : ใบยางนา 

สูตร A สูตร B สูตร C สูตร D สูตร E 

16 : 4 14 : 6 12 : 8 10 : 10 8 : 12 
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 วัดกิจกรรมของเอนไซม์ฟิลเตอร์เปเปอร์เอส (FPase) ตัดกระดาษกรองให้มีขนาด 3 x 0.5 ตารางเซนติเมตร ใช้เป็นซับสเตรตใส่ใน
หลอดทดลอง ปิเปต 0.05M CP buffer 0.5 มิลลิลิตร และปิเปตตัวอย่างเอนไซม์ ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร บ่มที่ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 
ช่ัวโมง จากนั้นเติมสารละลาย DNS ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองที่มีตัวอย่าง น าไปต้มในน้ าเดือดเป็นเวลา 10 นาที เสร็จแล้วน าไป
แช่ในน้ าเย็น เติมน้ ากลั่น 5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่มีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร โดย 1 ยูนิตของเอนไซม์
ฟิลเตอร์เปเปอร์เอส หมายถึง ปริมาณเอนไซม์ที่ใช้ย่อยสลายกระดาษกรองแล้วได้น้ าตาลรีดิวซ์ 1 ไมโครโมลต่อนาที ในสภาวะที่ใช้ในการ
ทดลอง (Ghose, 1987) 
 

การระบุสายพันธุ์ของเชื้อราท่ีคัดแยกได้ 
 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือราบนอาหารแข็ง ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และระบุหาสายพันธ์ุของเชื้อราที่มีประสิทธิภาพใน
การสร้างเอนไซม์มากที่สุด ด้วยวิธีไอทีเอส-พีซีอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ ITS1 5‘(TCC GTA GGT GAA CCT GCG G)3' และ ITS4 5‘(TCC TCC 
GCT TAT TGA TAT GC)3'  
 

การย่อยสลายใบยางนาด้วยวิธีทางเคมีและเอนไซม์ 
 การปรับสภาพใบยางนาโดยใช้ด่าง-กรด น าใบยางนามาหั่นเป็นช้ินเล็กๆ และน าไปตากแดดจนแห้ง ปั่นให้ละเอียด จากน้ันปรับสภาพ
ด้วย 1% NaOH หรือ 2% NaOH และใช้ความร้อนที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง แล้วล้างด้วยน้ าสะอาดท าให้สภาพเป็นกลาง (pH 
7.0) จากนั้นน าไปอบให้แห้งที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง น ามาย่อยต่อด้วย 1% H2SO4 หรือ 2% H2SO4 โดยวิธีการจะ
ท าเหมือนกันกับการปรับสภาพดังที่กล่าวมาข้างต้น จากน้ันน าไปย่อยด้วยเอนไซม์จากเช้ือรา 
 การย่อยใบยางนาโดยใช้เซลลูโลไลติกเอนไซม์ทีผ่ลิตไดจ้ากราด้วยการเพาะเลี้ยงแบบ solid-state fermentation เป็นเวลา 7 วัน น า
ใบยางนาที่ผ่านกระบวนการปรับสภาพด้วยด่างและกรดมาแล้วนั้น น ามาย่อยสลายด้วยเซลลูโลไลติกเอนไซม์ โดยใช้อัตราส่วนใบยางนา
บดละเอียด 1 กรัม ต่อสารละลายเอนไซม์ 10 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เก็บตัวอย่าง
เอนไซม์ชั่วโมงที่  0, 6, 12, 18 และ 24 เพื่อน าไปศึกษาปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ท่ีได้โดยวิธี DNS 
 

การผลิตเอทานอลจากใบยางนาด้วยวิธี simultaneous saccharification and fermentation (SSF) 
 การผลิตเอทานอลจะท าในขวดรูปชมพู่ขนาดปริมาตร 500 มิลลิลิตร น าใบยางนาที่ผ่านการปรับสภาพในอัตราสว่นใบยางนา 10 กรมั 
ต่อเซลลูโลไลติกเอนไซม์ 100 มิลลิลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นเติมอาหาร ethanol production 
medium พีเอช 5.0 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เริ่มหมักเอทานอลโดยใช้ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae TISTR 5339 โดยให้มีจ านวนเช้ือ
เริ่มต้นเท่ากับ 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร บ่มที่ 30 องศาเซลเซียส จากนั้นเก็บตัวอย่างในช่ัวโมงที่  0, 12, 24, 48 และ 72 เพื่อศึกษาจ านวนเซลล์
ด้วยวิธี cell count ศึกษาปริมาณน้ าตาลกลูโคสด้วยวิธี DNS และวิเคราะห์ปริมาณเอทานอลด้วย gas chromatography 
 
ผลและอภิปรายผล  

การคัดเลือกเชื้อราที่มีความสามารถในการสร้างเซลลูโลไลติกเอนไซม์ 
 จากตัวอย่างดินบริเวณรอบต้นยางนา และดินที่ติดบนใบยางนา (ภาพที่ 1) ทั้งหมด 14 ตัวอย่าง คัดแยกเช้ือราด้วยวิธีการ cross 
streak สามารถแยกเชื้อราได้ทั้งหมด 37 ไอโซเลท เมื่อน าไปทดสอบหาความสามารถเบื้องต้นในการสร้างเอนไซม์บีตากลูโคซิเดส พบว่ามีเชื้อ
รา 22 ไอโซเลท ที่สามารถสร้างเอนไซม์บีตากลูโคซิเดสได้ ซึ่งสังเกตการเรืองแสงเมื่อน าจานอาหารไปส่องภายใต้แสง ยูวี  โดย MUG (4-
methylumbelliferyl- ß -D-glucoside)  จะถูกย่อยด้วยเอนไซม์บีตากลูโคซิเดสที่เช้ือราสร้างขึ้น ได้เป็น 4-methylumbelliferone ซึ่งเป็น
สารเรืองแสง ดังแสดงในภาพที่ 2  (ก) และการทดสอบหาความสามารถในการสร้างเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส พบว่ามีเช้ือรา 9 ไอโซ
เลท ท่ีสามารถย่อยคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส ซึ่งจะปรากฏลักษณะโซนใสรอบ ๆ โคโลนี หลังจากการวางเกล็ดไอโอดีนลงบนฝาจานประมาณ 
10-30 นาที ดังแสดงในภาพที ่2 (ข) และจากการทดสอบเบื้องต้นพบว่ามีเช้ือราที่มีประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์ดังกล่าวมากที่สุด 2 ไอโซ
เลท ได้แก่ I10-2 และ L1-1 ซึ่งถูกคัดเลือกเพื่อน าไปผลิตเอนไซม์ภายใต้สภาวะ solid-state fermentation  
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ภาพที่ 1 ตัวอย่างดินบริเวณรอบตน้ยางนา และดินทีต่ิดบนใบยางนา 
 

 
ภาพที่ 2 การเรืองแสงซึ่งเกิดจากการสร้างเอนไซม์บีตากลูโคซิเดส (ก) วงใสที่เกิดจากการสร้างเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส ย่อยคาร์บอกซี
เมทิลเซลลูโลส (ข) 
 

การศึกษากิจกรรมเอนไซม์จากเชื้อรา 
 การทดลองเพาะเลี้ยงเช้ือราไอโซเลท I10-2 และ L1-1 เพื่อผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์ เป็นเวลา 1, 3, 5 และ 7 วันพบว่าเช้ือรา
สามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้สูงสุดเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 7 วัน โดยค่ากิจกรรมเอนไซม์ที่วัดได้จากอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีใบยางนาใน
อัตราส่วนต่างกัน ทั้งหมด 5 สูตร คือ สูตรA, B, C, D และ E แสดงดังตารางที่ 2 
 
ตารางที่ 2 ปริมาณเอนไซม์เอนไซม์บีตากลโูคซิเดส คาร์บอกซีเมทิลเซลลเูลส และฟลิเตอร์เปเปอร์เอส จากเชื้อราไอโซเลท I10-2 และ L1-1 ที่
เพาะเลี้ยงในสูตรอาหารที่มีอัตราสว่นใบยางนาแตกต่างกัน เป็นเวลา 7 วัน 
 

สูตร
อาหาร 

เอนไซม์บีตากลูโคซิเดส 
(IU/g solid) 

เอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส 
(IU/g solid) 

เอนไซม์ฟิลเตอร์เปเปอร์เอส 
(IU/g solid) 

I10-2 L1-1 I10-2 L1-1 I10-2 L1-1 
A 2.52 9.75 1976.16 1594.44 21.15 12.40 
B 1.68 13.07 2037.50 1989.17 22.49 16.22 
C 3.98 9.78 2289.24 1928.52 26.50 36.76 
D 4.74 5.63 2353.47 2131.30 24.36 69.17 
E 4.79 10.00 2403.24 2286.85 28.90 87.00 

  
 จากตารางที่ 2 พบว่าเช้ือราทั้งสองไอโซเลทสามารถผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์ได้ โดยเช้ือราไอโซเลท I10-2 ผลิตเอนไซม์ เอนไซม์บี
ตากลูโคซิเดส คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส และฟิลเตอร์เปเปอร์เอส ได้สูงที่สุดเท่ากับ 4.79, 2403.24 และ 28.90 IU/g solid ตามล าดับ เมื่อ

(ก) (ข) 
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เพาะเลี้ยงด้วยอาหารสูตร E ( ร าข้าวสาลี : ใบยางนา อัตราส่วน 8 : 12 ) เช่นเดียวกับเช้ือราไอโซเลท L1-1 เมื่อเพาะเลี้ยงด้วยอาหารสูตร E 
สามารถผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลสและฟิลเตอร์เปเปอร์เอส ได้สูงที่สุดเท่ากับ 2286.85 และ 87.00 IU/g solid ตามล าดับ จาก
การศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเช้ือราเพื่อผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์ พบว่าอาหารสูตร E สามารถผลิตเอนไซม์ได้มากที่สุด 
และจากอัตราส่วนท่ีใช้ในอาหารเลี้ยงเช้ือมีใบยางนามากกว่าร าข้าวสาลี แสดงให้เห็นว่าสามารถใช้ใบยางนาเป็นซับสเตรตเพื่อผลิตเอนไซม์จาก
เชื้อราได้อย่างมีประสิทธิภาพ ซึ่งจะถูกน าไปใช้ในการผลิตไบโอเอทานอลจากใบยางนาในขั้นต่อไป  
 

การระบุสายพันธุ์ของเชื้อราท่ีคัดแยกได้ 
ผลจากการะบุสายพันธ์ุของเชื้อราที่คัดแยกได้ด้วยวิธีดว้ยไอทีเอส-พีซีอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ ITS1 และ ITS4 พบว่า เชื้อราจากไอโซเลท 

I10-2 คือ Aspergillus alabamensis (ภาพที่ 3ก.) และ เช้ือราจากไอโซเลท L1-1 คือ Penicillium citrinum (ภาพที่ 3ค)) สอดคล้องกับ
งานวิจัยของ Ng et al. (2010) ที่ได้ศึกษาการผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์ จาก P. citrinum YS40-5 ที่คัดแยกได้จากกองปุ๋ยหมักฟางข้าว 
ภายใต้สภาวะ solid-state fermentation ที่มีร าข้าวเป็นซับสเตรต อาหารมีค่าพีเอช 6 บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และระยะเวลาใน
การเพาะเลี้ยง 4 วัน พบว่าเช้ือราสามารถผลิตเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส ฟิลเตอร์เปเปอร์เอส และบีตากลูโคซิเดส ได้สูงสุดเท่ากับ 
89.70, 0.60 และ 57.50 IU/g solid ตามล าดับ 
 

 

 
 

ภาพที่ 3 ลักษณะเช้ือรา A. alabamensis I10-2 บนจานอาหาร PDA ผสมใบยางนา (ก) ลักษณะของเชื้อรา A. alabamensis I10-2 ภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 1000 เท่า (ข) ลักษณะเช้ือรา P. citrinum L1-1 บนจานอาหาร PDA ผสมใบยางนา (ค) ลักษณะของเช้ือรา P. 
citrinum L1-1 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 1000 เท่า (ง) (scale bar = 10 µm) 
 

การย่อยสลายใบยางนาด้วยวิธีทางเคมีและเอนไซม์ 
 จากการศึกษาการย่อยสลายใบยางนาเป็นแหล่งน้ าตาลโดยวิธีการปรับสภาพ (pretreatment) ด้วยด่าง1% NaOH และ 2% NaOH 
และตามด้วยกรด 1% H2SO4 และ 2% H2SO4 เพื่อช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการย่อยใบยางนาให้มีโครงสร้างผลึกของเซลลูโลสมีขนาดเล็กลง
และช่วยท าให้เซลลูโลไลติกเอนไซม์ย่อยได้อย่างมีประสิทธิภาพท างานได้ดียิ่งขึ้น โดยทดสอบการใช้ความเข้มข้นของด่างและกรดที่แตกต่างกัน 
4 รูปแบบ ดังแสดงในตารางที่ 3 เมื่อน ามาวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ พบว่าใบยางนาที่ผ่านการปรับสภาพด้วย 2% NaOH และตามด้วย
2% H2SO4 เมื่อน ามาย่อยสลายด้วยเซลลูโลไลติกเอนไซม์ของเชื้อรา P. citrinum L1-1 และเชื้อรา A. alabamensis I10-2 มีปริมาณน้ าตาล
รีดิวซ์สูงท่ีสุดเท่ากับ 12.29 และ 12.11 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ 
  

(ก) 

(ข) 

(ค) 

(ง) 
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ตารางที่ 3 ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์หลังจากการปรับสภาพใบยางนาด้วยด่างและตามด้วยกรดในแต่ละความเข้มข้น ร่วมกับเซลลูโลไล      
ติกเอนไซม์ของเชื้อราในอัตราส่วน 1:10 (กรัมต่อมิลลิลิตร) เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง  

 
การผลิตไบโอเอทานอลจากใบยางนา 
จากการทดลองการผลิตเอทานอลจากใบยางนา โดยใช้ใบยางนาที่ผ่านการปรับสภาพด้วย 2% NaOH ตามด้วย 2% H2SO4 (ภาพท่ี 

4(ก)) และย่อยด้วยเซลลูโลไลติกเอนไซม์ของเช้ือรา P. citrinum L1-1 และ A. alabamensis I10-2 เพื่อให้ได้น้ าตาลรีดิวซ์น ามาหมักร่วมกับ
ยีสต์ S. cerevisiae TISTR 5339 เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (ภาพที่ 4(ข)) เมื่อเก็บตัวอย่างทุกๆ 12 ช่ัวโมง มา
วิเคราะห์หาจ านวนเซลล์ด้วยวิธี cell count แบบ viable cell count พบว่าช่ัวโมงท่ี 36 มีจ านวนเซลล์ยีสต์เพิ่มขึ้นสูงสุด หลังจากนั้นจ านวน
เซลล์จึงเริ่มลดลง ในช่ัวโมงท่ี 48 และ 72  ดังภาพท่ี 5 (ก) ซึ่งสอดคล้องกับกราฟแสดงปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ลดลงอย่างมากในช่วง 36 ช่ัวโมง
แรกของการหมัก ดังภาพท่ี 5 (ข)  
 จากกราฟดังภาพที่ 5 (ข) พบว่าปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์เริ่มต้นที่หมักร่วมด้วยเอนไซม์ของเช้ือรา  P. citrinum L1-1 และเช้ือรา A. 
alabamensis I10-2 มีค่าเท่ากับ 12.29 และ 12.11 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ และเมื่อกระบวนการหมักผ่านไป 72 ช่ัวโมง น้ าตาลรีดิวซ์ลดลง
เท่ากับ 7.12 และ 6.13 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่ายีสต์มีการใช้น้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนในการเจริญและใช้ไนโตรเจนจากอาหาร 
ethanol production medium ในการเพิ่มจ านวนของเซลล์ ซึ่งเมื่อยีสต์น าน้ าตาลเข้าสู่เซลล์ น้ าตาลจะเข้าวิถีไกลโคไลซิส ( glycolysis 
pathway) เปลี่ยนน้ าตาลให้เป็นไพรูเวท 2 โมเลกุล และไพรูเวทจะเข้าสู่กระบวนการผลิตเอทานอล โดยในการหมักใบยางนาที่ผ่านการย่อย
โดยเช้ือ P. citrinum L1-1 ยีสต์ใช้น้ าตาลไป 5.17 กรัมต่อลิตร ได้ผลผลิตเอทานอลเท่ากับ 0.40 g ethanol / g sugar คิดเป็น 78.50 
เปอร์เซ็นต์ ตามทฤษฎี และการหมักใบยางนาที่ผ่านการย่อยโดยเชื้อ A. alabamensis I10-2 ยีสต์ใช้น้ าตาลไป 5.98 กรัมต่อลิตร ได้ผลผลิตเอ
ทานอลเท่ากับ 0.37 g ethanol / g sugar คิดเป็น 72.01 เปอร์เซ็นต์ ตามทฤษฎี จากงานวิจัยของวนิดา และคณะ (2553) ท าการผลิตเอทา
นอลจากไม้ยูคาลิปตัส โดยใช้ยีสต์ S. cerevisiae Sc90 จากการศึกษาปริมาณเยื่อ 5-10% (w/v) และอุณหภูมิ 30-40 องศาเซลเซียส พบว่า
ปริมาณเยื่อ 10% (w/v) หมักที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสเป็นสภาวะที่เหมาะสม มีปริมาณเอทานอล 28.47 กรัมต่อลิตร และ ethanol 
yield 79.01 เปอร์เซ็นต์ แสดงให้เห็นว่ามีปัจจัยหลายอย่างที่ส่งผลต่อกระบวนการผลิตเอทานอลและปริมาณเอทานอลที่ผลิตได้ เช่น สายพันธ์ุ
จุลินทรีย์ ปริมาณ ซับสเตรต อุณหภูมิในการหมัก  
 

 
 
ภาพที่ 4 ใบยางที่ผ่านการปรับสภาพด้วยวิธีทางเคมี (ก) การหมักเอทานอลจากใบยางนาด้วยวิธี Simultaneous Saccharification and 
Fermentation เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง (ข) 

การปรับสภาพใบยางนา 
ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ (กรัมต่อลิตร ) 

P. citrinum L1-1 A. alabamensis I10-2 
1% NaOH + 1% H2SO4 6.78 8.55 
1% NaOH + 2% H2SO4 8.14 8.75 
2% NaOH + 1% H2SO4 11.81 11.59 
2% NaOH + 2% H2SO4 12.29 12.11 

(ก) (ข) 
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ภาพที่ 5 จ านวนเซลล์ยีสต์ (ก) และปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ของการหมักเอทานอลหมักร่วมกับยีสต์ S. cerevisiae TISTR 5339 (ข) 
 
สรุปผล  
 การคัดเลือกเช้ือราที่มีความสามารถในการผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์จากตัวอย่างดิน เพื่อใช้ในการผลิตเอทานอลจากใบยางนา ได้
เช้ือราที่ผลิตเอนไซม์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ 2 สายพันธุ์ คือ P. citrinum L1-1 และ A. alabamensis I10-2 โดยเพาะเลี้ยงเชื้อราด้วยวิธีการ
หมักแบบอาหารแข็ง ในอาหารที่มีร าข้าวสาลี และใบยางนา อัตราส่วน 8 : 12 กรัมตามล าดับ เป็นเวลา 7 วัน และในกระบวนการหมักเอทา
นอล จะใช้ใบยางนาที่ปรับสภาพด้วย 2% NaOH ตามด้วย 2% H2SO4 แล้วน ามาย่อยสลายด้วยเอนไซม์ของเช้ือรา เพื่อให้ได้น้ าตาลรีดิวซ์เป็น
ซับสเตรตในการผลิตเอทานอลโดยการหมักร่วมกับยีสต์ พบว่าการหมักใบยางนาที่ผ่านการย่อยโดยเช้ือ P.citrinum L1-1 และ 
A.alabamensis I10-2 ได้ ethanol yield เท่ากับ 78.50 และ 72.01 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ จากการวิจัยในครั้งนี้พบว่ายางนาถือเป็นพืชที่
สามารถน ามาใช้ประโยชน์ได้อย่างหลากหลาย ใบยางนาใช้เป็นซับสเตรตเพาะเลี้ยงเช้ือราเพื่อผลิตเอนไซม์ และผลิตเอทานอลได้  รวมถึงใน
อนาคตจะมีการศึกษาประโยชน์จากใบยางนาทางด้านอื่นๆ ต่อไป 
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