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การคัดเลือกและการผลิตเอนไซมอาหารสัตวจากเชื้อราชอบรอน 

Thermomyces  lanuginosus (Tsiklinskaya) 
 

Selection and Production of Animal Feed Enzymes by Thermophilic Fungi,   
Thermomyces  lanuginosus  (Tsiklinskaya) 

 
คํานํา 

 
ปจจุบันมแีนวโนมวาเศรษฐกิจจะมีการขยายตัวอยางตอเนื่อง   ประชากรสวนมากจึงนิยม

บริโภคเนื้อสัตวมากขึ้น  ทําใหมีการขยายตวัของอุตสาหกรรมอาหารสัตวเพิ่มขึ้นดวย   การใชอาหารที่มี
คุณภาพต่ํา  ซ่ึงทําใหการเจรญิเติบโตของสัตวชา  เสียเวลาในการเลี้ยง  สงผลใหเนื้อสัตวไมเพยีงพอตอ
ความตองการของตลาด  การเลี้ยงสัตวใหไดคุณภาพ   การศึกษาคนควาเพื่อหาแหลงวัตถุดิบที่ใชผลิต
อาหารสตัวใหม ๆ มาใชเล้ียงสัตว  ตลอดจนการศึกษาเพือ่ทราบสวนประกอบทางเคมีของวัตถุดิบที่ใช
ในอาหารสัตว  รวมถึงการศึกษาถึงความตองการอาหารของสัตวแตละประเภท  ชวงอายุ  การใหผลผลิต
ที่แนนอนทาํใหทราบสูตรอาหารที่เหมาะสมกับสัตวได  เพื่อใหอาหารสัตวมีโภชนาการตาง ๆ สมดุล
ครบถวนตามความตองการของสัตวดวยการปรับปรุงในหลาย ๆ ดานจงึเปนสิ่งสําคัญ   และเพื่อใหมี
ผลผลิตและประสิทธิภาพทีด่ีขึ้น จึงจําเปนตองมีการปรับปรุงการเลี้ยงสัตวใหไดคณุภาพในหลาย ๆ ดาน  
เชน  การปรับปรุงทางพันธุกรรม   การจัดการดูแลและรกัษาโรคที่ไดรับการพัฒนาโดยใชเทคโนโลยี
และความรูใหม ๆ   
 

การใชเอนไซมเพิ่มเขาไปในอาหารสัตวเปนอีกหนึ่งวิธีสําหรับการพัฒนาคุณภาพอาหารสัตวให
มีประสิทธิภาพ  ชนิดของเอนไซมที่ใชในอาหารสัตวมหีลายชนิดดวยกัน  ทีน่ิยมใชกันไดแก  เอนไซม
ไซลาเนส   บีตากลูคาเนส    บีตากาแลคโตซิเดส  ไฟเตส  โปรติเอส  และอะไมเลส  (Ogden, 1995; 
Ronald, 1997)  แหลงของเอนไซมที่ใชในอาหารสัตวสามารถสกัดไดจากหลายแหลง  เชน  เอนไซมจาก
พืช  สัตว  รวมทั้งจุลินทรีย เชน  แบคทีเรีย  เชื้อรา (Chesson, 1993) เชือ้ราที่ชอบรอน  Thermomyces  
lanuginosus  เปนเชื้อราสายพันธุหนึ่งที่สามารถผลิตเอนไซมที่ใชในอาหารสัตวได   เชน เอนไซมไซ
ลาเนส   บีตากลูคาเนส    บีตากาแลคโตซิเดส  ไฟเตส  โปรติเอส  และอะไมเลส เปนตน เอนไซมทีพ่บ
สวนใหญเปนเอนไซมที่มีสมบัติการทํางานที่อุณหภูมิสูงและทนตออุณหภูมิสูงไดดี (Purkarthofer et al., 
1993; Alam et al., 1994; อานนทและคณะ, 2543)  เอนไซมที่ใชในอุตสาหกรรมอาหารสัตวตองเปน
เอนไซมที่มีสมบัติการทํางานที่อุณหภูมิสูงและมีความทนตออุณหภูมสูิงไดดี  เนื่องจากในระหวาง
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ขั้นตอนการผลิตอาหารสัตวจําเปนตองใชอุณหภูมิสูงประมาณ  75-90  องศาเซลเซียส  เปนเวลา 2-3 
นาที (Perry, 1995; Walch, 2002) 
 

Khucharoenphisan  and Kitpreechavanich (2004) ไดแยกเชื้อราชอบรอนT. lanuginosus   จาก
แหลงตาง ๆ ในประเทศไทยพบวาสามารถแยกเชื้อได 89 สายพันธุ  ทุกสายพันธุสามารถผลิตเอนไซม
ยอยไซแลนได  โดยมีความหลากหลายในดานความสามารถในการผลิตเอนไซมและการทนรอน  ซ่ึงมี
เชื้อ 11 สายพนัธุที่ผลิตเอนไซมยอยไซแลนไดสูงโดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีไซแลนจากไมเปนสับสเตรต  
มีคากิจกรรมของเอนไซมอยูในชวง 101-108 หนวยตอมลิลิลิตร  ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสภายหลัง
การเพาะเลีย้ง เปนเวลา 5 วัน  โดยเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อนี้มีคาครึ่งชีวิตที่ 70 องศาเซลเซียส เทากับ 
266 นาที  นอกจากนี้ยังมีรายงานวาซังขาวโพดจัดเปนวัสดุเหลือทิ้งที่สามารถใชเปนสับสเตรตที่
เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซมของเชื้อรา T. lanuginosus  (อานนท และคณะ, 2542)   
 

ดังนั้นงานวิจยันี้จึงนําเชื้อราชอบรอน T. lanuginosus  ที่แยกไดจากแหลงตาง ๆ มาคัดเลือกสาย
พันธุที่สามารถผลิตเอนไซมไซลาเนสที่ใชในอาหารสัตว   บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชซังขาวโพดเปน
วัตถุดิบทั้งการเพาะเลี้ยงแบบ solid state และ submerge cultureไดดแีละสามารถผลิตเอนไซมไซลาเนส
ที่ทนกรดและทนรอนไดดี   ตลอดจนศึกษาถึงองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อและสภาวะการเลี้ยงเชื้อ
ที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมที่ใชในอาหารสัตวไดในปริมาณสูง 
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วัตถุประสงค 

 
1.  คัดเลือกเชือ้รา Thermomyces  lanuginosus  สายพันธุที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม

ไซลาเนสที่ใชในอาหารสัตวไดสูง  สามารถทนกรดและทนรอนในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีซังขาวโพดเปน
วัตถุดิบ 
 

2.  ศึกษาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชือ้และสภาวะการเพาะเลี้ยงทีเ่หมาะสมในการผลิต
เอนไซมไซลาเนสที่ใชในอาหารสัตว 
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การตรวจเอกสาร 

 
1.  องคประกอบของวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรประเภทลิกโนเซลลูโลส 

 
วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรประเภทลิกโนเซลลูโลส  ประกอบดวยองคประกอบหลัก  3  ชนิด 

คือ  เซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส  และลิกนิน  องคประกอบทั้งสามมีปริมาณแตกตางกนัในพืชแตละชนิด  
เนื้อเยื่อ  อายุ  สภาวะแวดลอมในการเจริญ  สภาพทางสรีรวิทยา  รวมทัง้วิธีการที่ใชวิเคราะห  โดยทัว่ไป
เซลลูโลสในผนังเซลลพืชจะอยูในรูปลิกโนเซลลูโลสโดยอยูรวมกับเฮมิเซลลูโลส และลิกนิน  
(Norkrans, 1967; Kirk, 1983)  วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรประเภทลิกโนเซลลูโลส ประกอบดวย
เซลลูโลส 32-50 เปอรเซ็นต  เฮมิเซลลูโลส 22-35 เปอรเซ็นต  และลิกนนิ 15-35  เปอรเซ็นต  ตารางที่ 1 
แสดงปริมาณเซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลสและลิกนินของวัสดุเหลือทิ้งชนดิตาง ๆ  
 
ตารางที่ 1  องคประกอบของวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรบางชนิด 
 

องคประกอบ(เปอรเซ็นต) ชนิดของวัสดุเหลือทิ้ง 
เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน 

ฟางขาวสาลี 50 30 15 
ฟางขาวโอต 49.3 25 14-22 
ฟางขาว 

ซังขาวโพด 
ตอขาวโพด 

เปลือกขาวโพด 
ชานออย 
ไมเนื้อแข็ง 
ไมเนื้อออน 
รําขาวสาลี 

35 
45 
35 
32 
33 

45.8 
43.8 
8.7 

25 
35 
25 
28 
22 

30.7 
24.5 
28 

17 
15 
35 
13 
14 

20.3 
29.5 
3.2 

 
ที่มา : ดัดแปลงจาก Bisaria (1991) 
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1.1  องคประกอบผนงัเซลลของพชื 

 
 องคประกอบที่พบในผนังเซลลพืชสวนใหญสามารถแบงออกเปน 2 สวนคือ สวนที่เปน

องคประกอบหลัก (major component) และองคประกอบรอง (minor component)  โดยสวนที่เปน
องคประกอบหลักประกอบดวยสวนที่เปนพอลิแซ็กคาไรด  และสารประกอบอะโรมาติก (aromatic 
compounds)  สวนองคประกอบรองประกอบดวย  สารละลายที่เปนกลาง (neutral solvents) ปริมาณ
สารประกอบแตละกลุมมีปริมาณแตกตางกนัขึ้นกับชนดิของพืช และสวนประกอบตาง ๆ สวนใดสวน
หนึ่งของพืช  มีปริมาณของสารประกอบตาง ๆ ที่ไมเทากัน    
  

 พอลิแซ็กคาไรด (polysaccharide) เปนสารประเภทคารโบไฮเดรตที่มมีวลโมเลกุลสูง   
ที่พบมากในผนังเซลลพืชไดแก เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส  สารทั้งสองมีความสัมพนัธกันและมักอยู
รวมกันเรยีกวาโฮโลเซลลูโลส (holocellulose)  โดยมีปริมาณสูงถึงรอยละ 60-80 ของสารประกอบ
ทั้งหมด   เซลลูโลสเปนโครงสรางหลักของผนังเซลลจะถูกลอมรอบดวยเมตรกิซที่เปนเฮมิเซลลโูลส
และทั้งหมดถูกหอหุมดวยลิกนิน   ในชั้น middle lamella ไมพบวามีพนัธะเคมีระหวางเซลลูโลสกับ 
เฮมิเซลลูโลสแตจะยึดกันดวยแรงแวนเดอรวาลวและพนัธะไฮโดรเจน   สวนเฮมิเซลลูโลสกับลิกนินยดึ
กันดวยพนัธะโควาเลนท    
 

เซลลูโลส (cellulose)  เปนสารประกอบพอลิแซ็กคาไรดที่มีประมาณรอยละ 40-50 ในผนัง
เซลลพืช  พบมากที่สุดในสวนของผนังเซลลช้ันที่สอง (secondary cell wall) และจะมีปริมาณลดต่าํลง
ในสวนของ middle lamella ลักษณะเปนพอลิเมอรสายตรง  ไมมีกิ่งกานสาขา  และเปนโฮโมพอลิเมอร 
(homopolymer) ของ ß-D-glucose  ที่เชื่อมตอกันดวยพันธะ  ß-1,4-glucosidic linkage   โดยมีคา    
degree of polymerization อยูในชวงประมาณ 100 ถึงมากกวา 10,000  ซ่ึงเกาะรวมกันภายใน  crystalline 
microfibrils  เซลลูโลสมีน้ําหนักโมเลกุลตั้งแต 20,000  ถึง 75,000  ดาลตัน  ซ่ึงเทากับ 100-4,000 หนวย
กลูโคส  โมเลกุลของเซลลูโลสเรียงตัวเปนมัดเรียกวา ไฟบริล  โดยมีพันธะไฮโดรเจนที่เกิดขึน้ระหวาง
หมูไฮดรอกซลิของน้ําตาลกลูโคสที่อยูใกลกันของเซลลูโลสสายหนึ่งกับเซลลูโลสอีกสายหนึ่งเชื่อมตอ
กันเปนไฟบรลิ  นอกจากนัน้เซลลูโลสที่พบในทั้งไมเนือ้ออนและไมเนื้อแข็งมีความทนตอกรดได
มากกวาเฮมิเซลลูโลส แสดงดังภาพที่ 1 
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ภาพที่  1 โครงสรางของผนังเซลลพืช  
ที่มา: Patrick (2002) 
 

เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose)  เปนสารประกอบพอลิแซก็คาไรดที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง  
พบมากเปนอนัดับสองรองจากเซลลูโลส  โดยพบประมาณรอยละ 20-30 ในผนังเซลลพืชพบมากใน
สวนของ middle lamella   สามารถสกัดไดดวยสารละลายที่เปนดาง  เฮมิเซลลูโลสเปนสารประกอบ 
เฮทเทอโรพอลิแซ็กคาไรด (heteropolysaccharide)  ประกอบดวย  ไซแลน (xylan)  กลูโคแมนแนน 
(glucomannans)  กาแลคแตน (galactans)  และกลูแคน (glucan)  ไซแลนเปนองคประกอบที่พบมาก
ที่สุดในเฮมิเซลลูโลส  โดยมีโครงสรางหลักที่เชื่อมตอกนัดวยพันธะ ß-1,4-glycosidic linkage  ของ
น้ําตาลไซโลส  และมีกิ่งกานเปนน้ําตาลหรอือนุพันธของน้ําตาลตาง ๆ  
 

เฮมิเซลลูโลสเปนสารประกอบพอลิเมอรที่ถูกยอยดวยกรดไดดกีวาเซลลูโลส  และยงั
สามารถถูกยอยไดดวยดาง  เฮมิเซลลูโลสมีน้ําตาลเปนองคประกอบ  น้าํตาลสวนใหญที่พบไดแก 
D-xylose, D-mannose, D-galactose, D-glucose, L-arabinose, 4-0-methyl-D-glucuronic acid,  
D-galacturonic acid และ D-glucuronic acid  น้ําตาลที่เปนองคประกอบในเฮมิเซลลูโลสที่พบไมบอย
นัก  เชน L-rhamnose, L-fucose และ methyl neutral sugar  พอลิแซ็กคาไรดที่สําคัญที่จัดเปน 
เฮมิเซลลูโลส  คือ ไซแลน (xylan)  และแมนแนน (mannan)  ไซแลนประกอบดวย D-xylopyranose   
ประมาณ  200  หนวยตอกนัดวยพันธะ ß-1,4-glycosidic linkage   ไซแลนจากแหลงตาง ๆ จะมี
โครงสรางหลักเหมือนกันแตตางกันตรงโซดานขาง  โดยโซดานขางทีพ่บทั่วไปไดแก 
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L-arabinofulanose, D-glucuronic acid,  4-0-methyl-D-glucuronic acid  และ  acetic acid (Goodwin 
and Mercer, 1972; Wong et al., 1988)  แสดงดังภาพที่ 2 
 

สมบัติทั่วไปของไซแลน คือ  ละลายในดางโดยเฉพาะทีค่วามเขมขนสงู (4.9-9.8 
เปอรเซ็นต) และอุณหภูมิสูง (70-100 องศาเซลเซียส) (Tsao et al., 1982) จากคณุสมบัตินี้จึงนยิมสกดั 
ไซแลนจากวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรดวยสารละลายดางที่รอน (Chen and Anderson, 1980) ไซแลนที่
อยูในสารละลายดางสามารถแยกออกโดยทาํสารละลายใหเปนกลาง (Goodwin and Mercer, 1972)  
หรือตกตะกอนดวยแอลกอฮอล (Bonner, 1950; Draper, 1976) นอกจากนั้นไซแลนยงัละลายไดในกรด 
(Kamiyama et al, 1974; Fanta et al, 1984)  คา optical rotation  ของไซแลนมีคาเปนลบสูง   ไมเกิด 
ปฏิกิริยารีดักชัน่ (reduction)  กับ  Fehling’s solution   ผนังเซลลของพืชลมลุก  โดยเฉพาะอยางยิ่งสวนที่
เปนวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร  อาทิ  เชน  ซังขาวโพด  เปลือกขาวโพด  ฟางขาว  แกลบ  ฯลฯ  มี 
ไซแลนเปนองคประกอบอยูมากที่สุด  คือประมาณ 15-35 เปอรเซ็นต  มากกวาในผนงัเซลลของไมเนื้อ
แข็งและไมเนือ้ออน  ซ่ึงมีเพียง 20-25 และ 7-12 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  
 

ไซแลนเปนเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรดที่มีโครงสรางซับซอน  ทําใหการจดัตัวของโมเลกุล
ไมเปนระเบยีบ  มีน้ําตาลไซโลสเปนโครงสรางหลัก และมีกิ่งกานเปนน้ําตาลและอนพุันธของน้ําตาล
ตาง ๆ     ผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยไซแลนมักพบ อะราบิโนไซโลโอลิโกแซ็กคาไรด
(arabinoxylooligosaccharides) และ acidic  ดาน non-reducing end  แสดงวาอีกดานหนึ่งของพันธะมี 
กิ่งกานชวยปองกันการยอยดวยเอนไซมไซลาเนส    นอกจากนีย้ังชวยเพิ่มประสิทธิภาพตอความจําเพาะ
ตอการทํางานของเอนไซมไซลาเนสดวย  เนื่องจากโครงสรางของไซแลนทําใหยอยไดยากจึงตองอาศัย
การทํางานรวมกันของเอนไซมหลายชนิด  ไดแก เอนไซมในกลุมยอยไซแลนซึ่งประกอบดวยเอนไซม
ที่ทําหนาที่ยอยโครงสรางหลัก  ไดแก เอนโดไซลาเนส (endoxylanase) และบีตาไซโลซิเดส  
(ß-xylosidase) และเอนไซมที่ทําหนาที่ยอยโซกิ่ง (branch chain) ไดแก แอลฟากลูคูโรนิเดส 
(α-glucuronidase)   อะซิทิลไซแลนเอสเทอเรส (acethyl xylan esterase) แอลฟาอะราบิโนฟูราโนซิเดส  
(α-arabinofuranosidase) และฟนอลลิกแอซิดเอสเทอเรส (phenolic acid esterase) โดยเอนไซมทั้งสอง
กลุมทํางานรวมกันในการเปลี่ยนไซแลนใหเปนน้ําตาลไซโลส 
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ภาพที่ 2  ลักษณะโครงสรางของไซแลน 
ที่มา: Eriksson (1990) 
  

ลิกนิน (lignin)  เปนองคประกอบหนึ่งที่มอียูในพืชซ่ึงจดัเปนพอลิเมอรที่สังเคราะหขึ้นจาก
หนวย  phenylpropanoid ซ่ึงไดแก  p-coumaryl  alcohol    coniferyl  alcohol  และ  sinapyl  alcohol  
(Sjostrom, 1981)  หนวยยอยเหลานีจ้ะจบัตัวเปนกันเปนโครงสรางสามมิติ  โดยสรางพันธะเอสเทอร
ระหวางคารบอนตําแหนงที่ 4  ของวงแหวนฟนอลกับคารบอนตําแหนงบีตาของโซดานขางของลิกนิน 
ซ่ึงประกอบดวย   cinnamyl alcohol   aldehyde  และ hydroxylated   การจับกันดวยพันธะเอสเทอรและ
การสรางเปนโมเลกุลขนาดใหญทําใหโมเลกุลของลิกนินมีความแข็งแรงทนตอการยอย (Evans, 1987)  
ลิกนินในโครงสรางไมมีอยูประมาณรอยละ 20-35  พบมากในสวนของ middle lamella   (Norkrans, 
1967; Cowling and Kirk, 1976) เปนสารประกอบที่มีมวลโมเลกุลสูงและไมมีโครงสรางที่แนนอนใน
ธรรมชาติ  สามารถสรางพันธะโควาเลนทกับหมู L-arabinosyl และ glucuronosyl residue  ของไซแลน  
จึงเปนไปไดวามีการสราง cross-link ระหวางลิกนินกับไซแลนหรือไซแลนกับพอลิแซ็กคาไรดอ่ืน ๆ  
ลิกนินในเนื้อไมมีหนาที่เปนตัวเชื่อมระหวางเยื่อช้ันนอก (outer layer) ของเสนใย (fiber) และเปนสิ่งที่
เพิ่มความแข็งแรงใหแกเสนใย  จึงทําใหเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสถูกหอหุมเอาไว  เปนเหตใุหการยอย
สารประกอบคารโบไฮเดรตทั้งสองชนิดเกิดไดชาและเกิดในปริมาณต่ํา 
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ลิกนินละลายไดดีในสารละลายดางที่มีความเขมขน 5  เปอรเซ็นตที่อุณหภูมิสูง  130-280  

องศาเซลเซียส  (Avgerinos and Wang, 1983)  และสามารถถูกออกซิไดซดวยสารตาง ๆ  เชน  H2O2  
NaClO2  ซ่ึงมีผลใหลิกนินเกดิการแตกตัวและละลายออก  นอกจากนี้สารละลายบางชนิดก็สามารถใช
สกัดลิกนินได เชน  ethylene glycol  benzene-ethanol (Fiechter, 1986) 
 

1.2  องคประกอบทางเคมีของซังขาวโพด 
 
ปจจุบันมีการนําเอาวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรที่มีอยูหลากหลายชนดิมาใชประโยชนเพื่อเปน

แหลงพลังงานใหมทดแทนพลังงานจากแกสธรรมชาติ  เพื่อผลิตแหลงโปรตีน  เอนไซมหรือผลิต
สารเคมีที่สําคัญทางอุตสาหกรรม  การใชประโยชนจากวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรสวนใหญเนนการใช
ประโยชนของเซลลโูลสเปนสวนใหญ ดังนั้นเพื่อเปนการใชประโยชนจากวัสดเุหลือทิ้งอยางสมบูรณจึง
ไดมีการศึกษาการใชประโยชนจากไซแลนซึ่งเปนองคประกอบหลักของเฮมิเซลลูโลสควบคูไปกับการ
ใชประโยชนจากเซลลูโลสใหเปนสารที่มีราคาสูง   ซังขาวโพดเปนวัสดเุหลือทิ้งทางการเกษตรที่มีมาก
ในประเทศไทย จากขอมูลของสํานักงานเศรษฐกิจการเกษตรรายงานไววาในป 2544-2545 มีผลผลิต
รวมของขาวโพดทั้งประเทศ 4.47 ลานตัน และทําใหมีซังขาวโพดซึ่งเปนวัสดุเหลือทิ้งเปนจํานวน 
814,600  ตัน  (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2549)  และเนื่องจากซังขาวโพดเปนวสัดุเหลือทิ้งทาง
การเกษตรชนดิหนึ่งที่มีปริมาณเฮมิเซลลูโลสสูง ถึง 42.5 เปอรเซ็นตของน้ําหนกัแหง (Oliveira et al., 
2005) และมีปริมาณไซแลนสูงถึง  31.3  เปอรเซ็นต (ตารางที่2)   ดังนัน้ซังขาวโพดจงึเปนวัสดุเหลือทิ้ง
ที่มีศักยภาพคอนขางสูงสําหรับเปนแหลงไซแลนเพื่อนําไปใชประโยชน 
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ตารางที่ 2  องคประกอบทางเคมีของซังขาวโพด (เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง) 
 

Fraction  % dry weight 
Glucan 34.4 
Xylan 31.3 
Araban 3.01 

Acetyl groups 3.08 
Uronic acid 3.36 

Klason lignin 18.8 
Protein 4.30 

Ash 1.30 
Other (by diff.) 0.46 

 
ที่มา : Parajo et al. (2004) 
 

2.  เชื้อรา  Thermomyces  lanuginosus (Tsiklinskaya ) 
 

เชื้อรา  T. lanuginosus  เปนเชื้อราชอบรอนที่พบกระจัดกระจายทั่วไป เชน ดินสวน  
กองปุยหมกั เปนตน เชื้อนีไ้ดแยกครั้งแรกโดย Tsiklinskaya  เมื่อป ค.ศ. 1899 ไดใหช่ือวา   
T. lanuginosus และตอมาไดเสนอใหเปนชือ่  Humicola  lanuginosa  (Griffon and Maublanc)  อยางไร
ก็ตามในปจจบุันเชื้อราสกุล  Thermomyces ไดมีการจัดจาํแนกแยกออกมาจากสกุล Humicola โดยอาศัย
ลักษณะของผิวสปอรและกานชูสปอรที่แตกตางกัน  เชื้อรา Thermomyces  จําแนกไดเปน 4  ชนิดไดแก 
T. lanuginosus, T. verrucosus, T. ibadanensis  และ T. stellatus  (Cooney and Emerson, 1964; Domsch 
et al., 1993) 
 

2.1  ลักษณะโคโลนีและลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ T. lanuginosus 
 

เชื้อรา T. lanuginosus เปนเชือ้ราที่เพาะเลี้ยงงายและเจริญไดเร็วบนอาหารมาตรฐาน
ทั่วไป ไมเปลีย่นแปลงหรือเปลี่ยนแปลงนอยมากเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารตางชนิดกัน  เมื่อเพาะเลีย้งบน
อาหาร YpSs agar ที่อุณหภูม ิ45 องศาเซลเซียส สามารถเจริญไดเร็ว  และหลังการเพาะเลี้ยง 2 วันมี
ขนาดเสนผาศนูยกลาง 50 มลิลิเมตร หรือมากกวา ลักษณะโคโลนีที่ปรากฏมีเสนใยสีขาวคลายกํามะหยี่ 
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และมีความสูงนอยกวา 1 มิลลิเมตร แตตอมาจะเปลี่ยนเปนสีเทาหรือเทาออกเขียว  โดยเริ่มจากบริเวณ
ตรงกลางโคโลนี  และสีจะคอย ๆ เปลี่ยนเปนสีน้ําตาลอมมวงตามลําดบั ในขณะที่อาหารเลี้ยงเชื้อจะ
เปลี่ยนเปนสีชมพูเขมหรือสีไวนแดง  เนื่องมาจากสารบางชนิดที่ถูกปลอยออกมาจากเสนใย  เมื่อเจริญ
เต็มที่โคโลนีจะเปนสีน้ําตาลทึบจนถึงดํา  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใตกลองจุลทรรศนจะเห็นเสนใย
ไมมีสี  มีกานชูสปอร (aleuriophores)  ที่คอนขางสั้นวัดความยาวได 10-15 ไมโครเมตร ชูเขาหาแสง ซ่ึง
ปกติไมพบการแตกแขนงของกานชูสปอร  แตพบบางที่แตกแขนงใกลฐาน 1 หรือ 2 แขนง  กานชูสปอร
มีผนังกั้นแตสังเกตไดยาก  บนปลายของกานชูสปอรมีสปอร aleuriospores 1 สปอร สปอรที่มีอายุนอย
จะไมมีสี  ผิวเรียบ แตเมื่อสปอรอายุมากขึน้จะเปลีย่นเปนสีน้ําตาลเขมและมีผนังสปอรดานนอกหนา  
ผิวมีลักษณะยนยับไมเรียบ รูปรางกลม ขนาดเสนผาศูนยกลาง  6-10 ไมโครเมตร ทั้งสปอรที่อายุนอย
และสปอรแกจะถูกแยกออกงายจากกานชสูปอรตรงบริเวณรอยตอระหวางกานชูสปอร  โดยกานชู
สปอร ใตรอยตอกับสปอรจะมีลักษณะโปงออก (ภาพที่ 3) (Cooney and Emerson, 1964; Domsch  et  
al., 1993) 
 
 

 
 
 
ภาพที่ 3   ลักษณะโคโลนีและสัณฐานวิทยาของเชื้อรา T. lanuginosus  (ก) ลักษณะโคโลนี และ (ข) 

ลักษณะสัณฐานวิทยา 
 ที่มา : Deacon (2006) 
 

(ก) 

(ข) 
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3.  ความสามารถในการผลิตเอนไซมของเชื้อรา T. lanuginosus 

 
เชื้อรา T. lanuginosus  เปนเชื้อราชอบรอนที่มีรายงานวาสามารถผลิตเอนไซมไดหลายชนิด 

ไดแก เอนไซมไซลาเนส  แอลฟาอะไมเลส  กลูโคอะไมเลส  โปรติเอส  ไฟเตส  ไลเปส และบีตากลูโค
ซิเดส เปนตน 

  
1.  เอนไซมไซลาเนส   หนาที่หลักของเอนไซมไซลาเนสคือ ยอยพันธะของไซแลนที่มีไซโลส

เปนโครงสรางหลักและมกีิ่งกานเปนน้ําตาลและอนุพันธของน้ําตาลตาง ๆ    เชื้อรา T. lanuginosus  เปน
เชื้อราที่ชอบรอน  และเปนสายพันธุหนึ่งทีม่ีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมไซลาเนสในระดับสูง 
(Kitpreechavanich et al., 1984a)  และไมพบการสังเคราะหเอนไซมเซลลูเลสซ่ึงเปนลักษณะที่เหมาะสม
สําหรับกระบวนการฟอกขาวและการสรางเอนไซมไซลาเนสของเชื้อ  T. lanuginosus   จะสรางได
ปริมาณมากเมือ่เพาะเลี้ยงบนวัสดุหมกัที่ประกอบดวยซังขาวโพดที่ผานการแชดางและรําขาวสาลี  
(วิเชยีรและคณะ, 2536)  การสรางเอนไซมไซลาเนสของเชื้อรา T. lanuginosus   ไดสูงสุดภายในเวลา 5 
วัน  เมื่อใชซังขาวโพดที่ผานการแชดาง  รําขาวสาลี  และแกลบ  ในอัตราสวน 5:5:2   เปนวัสดหุมัก  ซ่ึง
ไดเอนไซม  725-729  หนวยตอกรัมวัสดุหมัก (อานนทและคณะ, 2543)  Purkarthofer et al. (1993)  
พบวาอุณหภมู ิ50 องศาเซลเซียส  ความชื้น 70 เปอรเซ็นต  เปนสภาพที่เหมาะสมตอการสรางเอนไซม
ไซลาเนสของเชื้อ T. lanuginosus    โดยการเพาะเลี้ยงแบบ solid state ที่ใชซังขาวโพดเปนวัสดุหมกั  
นอกจากเชื้อ T. lanuginosus   สรางเอนไซมไซลาเนสแลวยังสรางเอนไซมชนิดอื่นในปริมาณต่ํา     ซ่ึง
ไดแกเอนไซมบีตาไซโลซิเดส  บีตากลูโคซิเดส  อะราบิโนซิเดส  อะซิติลเอสเทอเรส และเพคติเนส   
แตไมพบเอนไซมเซลลูเลส (Kitpreechavanich et al., 1984a; Purkarthofer et al., 1993; Alam et al., 
1994) 

 
Reddy et al. (2002)  ศึกษาผลของการใหอากาศตอการผลิตเฮมิเซลลูเลสจากเชื้อรา 

 T. lanuginosus SSBP  ในถังหมักขนาด 30 ลิตร  พบวาเมือ่เพิ่มอัตราการใหอากาศทําใหมีการผลิต
เอนไซมไซลาเนสเพิ่มขึ้น  โดยใหกจิกรรมของเอนไซมไซลาเนสสูงสุด 6750 nkat/ml  เมื่อใหอากาศใน
อัตรา  0.75 vvm  ภายในเวลา 48 ช่ัวโมง แตเมื่อเพิ่มอัตราการใหอากาศสูงถึง 1.25 vvm  ทําใหกจิกรรม  
ของเอนไซมไซลาเนสลดลงเหลือ 2500 nkat/ml   
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Xiong et al. (2004)  ศึกษาการผลิตเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อรา T. lanuginosus DSM 10635  

โดยวิธีการหมกัแบบ submerge culture  ที่มีแหลงคารบอนแตกตางกัน  พบวาการใชซังขาวโพดเปน
วัสดุหมกัจะใหกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสสูงที่สุด  และเอนไซมไซลาเนสบริสุทธิ์มีน้ําหนกัโมเลกุล  
25.5 กิโลดาลตัน  มีคา pI เทากับ 3.7 ผลของสับสเตรตตอความเสถียรตออุณหภูมิสูงของเอนไซม 
ไซลาเนสมีผลเฉพาะในสภาวะที่เปนกรด  คาครึ่งชีวิตของเอนไซมในสภาวะที่มี 1 เปอรเซ็นต 
birchwood xylan  ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส   พีเอช 4  และ 5 ใหคาครึ่งชีวิตเปน 7 และ 4 เทาของ
สภาวะทีไ่มเตมิไซแลน  ในขณะที่อุณหภมูิ 70 องศาเซลเซียส พีเอช 6.5 ใหคาครึ่งชีวติเปน 1.5 เทาของ
สภาวะทีไ่มเตมิไซแลน  นอกจากนี้ความเสถียรไมเพิ่มขึ้นในสภาวะทีม่ีไซแลนเปนสับสเตรตที่พีเอช 9.0 

 
Puchart et al. (1999)  ศึกษาการผลิตเอนไซมไซลาเนส  แมนนาเนส และเพคติเนส จากเชื้อรา

ชอบรอน T. lanuginosus  17  สายพันธุพบวาทุกสายพันธุสามารถผลิตเอนไซมยอยไซแลนได   
หลายสายพนัธุสามารถผลิตเอนไซมไซลาเนส เมื่อใช  กลูคูโรโนไซแลน (glucuronoxylan)  และ 
ซังขาวโพดเปนสับสเตรต  ในสายพันธุที่ผลิตเอนไซมไซลาเนสไดสูงนัน้จะไมผลิตเอนไซม ß-
mannanase และ  arabinan-degrading  enzyme  ในขณะที่ในสายพนัธุที่ผลิตเอนไซมไซลาเนสไดนอยจะ
พบกิจกรรมของ  mannanolytic  enzymeและ arabinan-degrading enzyme สูง 
 
 2.  เอนไซมแอลฟาอะไมเลส  เปนเอนไซมที่ยอยโมเลกุลแปงใหเล็กลงจนกระทั่งไดเปนน้ําตาล
กลูโคสและมอลโตส  เอนไซมแอลฟาอะไมเลสบริสุทธิ์จาก T. lanuginosus 1457 มีน้ําหนกัโมเลกลุ  
54-57 กิโลดาลตัน (Jensen et al., 1988)  สวนน้ําหนักโมเลกุลของแอลฟาอะไมเลสจาก  T. lanuginosus  
ATCC 34626 เทากับ 58 กิโลดาลตัน  ดวยวิธี SDS-PAGE  (Petrova et al., 2000)  ขณะที่มีน้ําหนัก
โมเลกุล 61 กิโลดาลตัน ดวยวิธี electrohphoretic homogeneity (Nguyen et al., 2002)  จากรายงาน
การศึกษาความสามารถในการผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสจากเชื้อรา Humicola lanuginosa  พบวา
การเติม tween 80 ลงไปในอาหารเหลวทีใ่ชในการผลิตแอลฟาอะไมเลสในสภาวะที่ใหอากาศสามารถ
เพิ่มผลผลิตของเอนไซมแอลฟาอะไมเลสได 2.7 เทา เมื่อเปรียบเทียบกบัที่ไมเติม (Arnesen et al., 1998)  
เมื่อศึกษาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชือ้ที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสจากเชื้อ
รา T. lanuginosus   พบวา maltodextrin เปนแหลงคารบอนที่เหมาะสมที่สุด   สวนแหลงไนโตรเจนที่
เหมาะสมที่สุดคือ L- asparagine (Nguyen et al., 2000)  การปรับปรุงสายพันธุ T. lanuginosus  ดวย
เทคนิค  intraspecific protoplast fusion  สามารถเพิ่มผลผลิตของเอนไซมแอลฟาอะไมเลสได 5 เทาของ
การผลิตโดยสายพันธุดั้งเดิม (Rubinder et al., 2000)  สวนการใชรังสีอัลตราไวโอเลตและ N-methly-N’-
nitro-N-nitrosoguanidine (NTG) เพื่อเหนีย่วนําให  T. lanuginosus  กลายพันธุ พบวาคดัเลือกสายพันธุที่
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เพิ่มผลผลิตของเอนไซมแอลฟาอะไมเลสได 7 เทาของการผลิตจากสายพันธุดั้งเดิม (Rubinder et al., 
2002) 
 
 3.  เอนไซมกลูโคอะไมเลส  เปนเอนไซมที่สลายพันธะ  ß-1,4-glycosidic linkage และ  

ß-1,6-glycosidic linkage ไดจาก non-reducing end ของโมเลกุลแปงใหผลผลิตเปน ß-D-glucose   
ในระหวางการเจริญในอาหารที่มีแปงเปนสวนประกอบพบวา เชื้อรา T. lanuginosus  สามารถผลิต
เอนไซมกลูโคอะไมเลส โดยสามารถยอยไดทั้งแปงดิบและแปงที่ละลายน้ําใหเปนกลูโคสได 70 
เปอรเซ็นต ภายในเวลา 24 ช่ัวโมงแสดงถึงความเปนเอนไซมที่ไมไวตอการถูกยับยั้งดวยผลิตภัณฑ
สุดทาย (end product inhibition) (Maheshwari et al., 2000) เอนไซมกลูโคอะไมเลสบริสุทธิ์จากเชื้อรา  
T. lanuginosus A 236  มีน้ําหนักโมเลกุล 72,000 ดาลตันเมื่อตรวจวัดดวยวิธี SDS-PAGE   กิจกรรมของ
เอนไซมถูกยับยั้งที่พีเอช 5.0  อุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับกิจกรรมของเอนไซมคือ 70 องศาเซลเซียส 
สับสเตรทที่ดีที่สุดสําหรับเอนไซมกลูโคอะไมเลสคือ แปงที่ละลายน้ํา (soluble starch) รองลงมาคือ 
 อะไมโลเพคติน (amylopectin)  อะไมโลส (amylose)  เดกตริน (dextrin)  ไกลโคเจน (glycogen)   
มอลโตไตรโอส (maltotriose) และ มอลโตส (maltose) ตามลําดับ (Li et al., 1998) 
 
  4.  เอนไซมโปรติเอส  เปนเอนไซมที่ยอยโมเลกุลโปรตีนใหเปนสายเปบไทดส้ัน ๆ หรือเปน
กรดอะมิโน  เชื้อรา T. lanuginosus  สามารถผลิต alkali  protease (Ong et al., 1973; 1976; Stevenson   
et  al., 1975; Shenolikar et al., 1975)  มีรายงานวากิจกรรมของ  alkali  protease สามารถถูกกระตุนดวย 
cysteine และ serine (Shenolikar et al., 1975) และถูกยับยัง้ดวยสารบางชนิด เชน p-chloromercuribenzoate 
ซ่ึงไปทําปฏิกิริยากับ thiols อิสระหรือ Hg2+  นอกจากนี้ยงัมphenylmethylsulfonylchloride ที่สามารถยับยั้ง
การทํางานของเอนไซมโปรติเอสได (Hasnain et al., 1992) การทําเอนไซมโปรติเอสใหบริสุทธิ์ดวย gel 
filtration  พบวาเอนไซมมีน้าํหนักโมเลกุล 237 กิโลดาลตัน (Hasnain et al., 1992) 

 
5.  เอนไซมไลเปส  เปนเอนไซมที่ยอยโมเลกุลของไขมันไดผลผลิตเปนกลีเซอรอลและกรด

ไขมัน   จากการแยกเชื้อราชอบรอนจากปุยหมักและดนิตัวอยาง ที่มีความสามารถผลิตเอนไซมไลเปส
ไดสูง  มาจําแนกชนิดพบวาเปนเชื้อรา Humicola  lanuginosa  S-38  ซ่ึงเปนสายพนัธุที่ผลิตเอนไซม 
ไลเปสสูงสุด  เมื่อทําเอนไซมใหบริสุทธิ์พบวามีน้ําหนักโมเลกุล 27,500 ดาลตัน  พีเอชที่เหมาะสมตอ
กิจกรรมของเอนไซมคือ 8.0 และมีความเสถียรที่พีเอช 7.0-10.0 อุณหภูมิที่เหมาะสมคือ 60 องศา
เซลเซียส  และเหลือกจิกรรมของเอนไซม 55 เปอรเซ็นต ที่ 70 องศาเซลเซียสนาน 20 นาที    เอนไซม 
ไลเปสถูกยับยัง้ดวย n-alcohols   fatty acid และ surface active agent  การยับยั้งดวย n-alcohols  เพิ่มขึ้น
เมื่อเพิ่มสับสเตรต สวนการยับยั้งดวย fatty acid  และ bile salt   เพิ่มขึ้นเมื่อเติมแคลเซียมไอออน  
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(Smith et al., 1966; Mattson et al., 1970; Arima et al., 1972; Liu et al., 1972, 1973a, 1973b, 1973c) 
นอกจากนี้ ยังมีรายงานวา betaine มีผลชวยใหเอนไซมไลเปสเสถียรตออุณหภูมิสูงไดดีขึ้น (Soderlund  
et al., 2002) 
 

6.  เอนไซมไฟเตส  เปนเอนไซมเรงปฏิกิริยาการไฮโดรไลซกรดไฟตกิเพื่อเพิ่มฟอสฟอรัสใน
อาหารสัตว   Berka et al. (1998) ศึกษาการแสดงออกของยีน phy A  สําหรับการสรางเอนไซมไฟเตส
จากเชื้อรา T. lanuginosus  พบวา เอนไซมไฟเตสมีกิจกรรมของเอนไซมสูงสุดที่ 65 องศาเซลเซยีส   
และยังมกีิจกรรมที่อุณหภูมสูิงกวา 75 องศาเซลเซียส  พีเอชที่เหมาะสมอยูชวง 6.0-6.5 ในขณะที่
เอนไซมไฟเตสจากเชื้อรา Aspergillus niger  มีกิจกรรมสูงสุดที่ 55 องศาเซลเซียส พีเอช 5.5  และ
สูญเสียกิจกรรมของเอนไซมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส   
 
 7.  เอนไซมบีตากลูโคซิเดส    มีรายงานวา สามารถยอย cellobiose    p-nitrophenyl-ß-D- 
glucosidase, larchwood xylan, xylobiose และ p- nitrophenyl-ß-D-xyloside  เอนไซมบีตากลูโค- 
ซิเดสของเชื้อ Humicola lanuginosa  (Griffon and Maublanc) Bunce  มีน้ําหนกัโมเลกลุ 135,000  
กิโลดาลตัน  เมื่อวิเคราะหดวย gel filtration  และ 110,000 กิโลดาลตัน เมื่อวิเคราะหดวย electrophoresis   
อุณหภูมิที่เหมาะสําหรับการทํางานคือ  60 องศาเซลเซียส และพีเอชที่เหมาะสมคือ 4.5 (Anand and 
Vithayathil, 1989) 
 

นอกจากนี้ยังมรีายงานวาเชื้อรา T. lanuginosus  สามารถสรางเอนไซมไดอีกหลายชนดิ เชน   
trehalase  invertase  ß-galactosidase และ ß- galacturonase (Maheshwari et al., 2000) 
 
4.  เอนไซมท่ีใชสําหรับอาหารสัตว 
 

4.1  สาเหตุของการใชเอนไซมในอาหารสัตว  
 

เนื่องจากในปจจุบันอุตสาหกรรมอาหารสัตวมีการเติบโตอยางรวดเร็ว  เปนผลใหมีการ
แขงขันทางเศรษฐกิจเพิ่มขึ้น  จึงมีความพยายามที่จะคนควาเพื่อพัฒนาประสิทธิภาพของอาหารเลี้ยงสัตว
ใหสูงขึ้น  มีการคัดเลือกจุลินทรียเพื่อการพฒันาดังกลาวอยางตอเนื่อง  ในการตรวจสอบเอนไซมที่
แสดงออกถึงคุณสมบัติทางเคมีฟสิกสที่ทําใหเหมาะสมแกการนํามาใชในอาหารสัตว โดยเฉพาะ
เอนไซมที่สามารถทนความรอนไดสูง (Walch, 2002)    Bedford  (2001)  สรุปสาเหตุของการใช
เอนไซมในอาหารสัตวไวดังนี้ 
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4.1.1  เพื่อทําลาย anti-nutritional  factors ที่พบอยูในอาหารสัตวและเปนสารที่ไป

รบกวน การทํางานของเอนไซมที่อยูในระบบทางเดินอาหารของสัตว  สงผลใหความสามารถในการ
ยอยของสัตวลดลง 

4.1.2  เพื่อเพิ่มปริมาณแปง  โปรตีนและแรธาตุที่อยูในไฟเบอรของผนังเซลลพืช   ซ่ึง
เอนไซมที่มีอยูในกระเพาะสัตวไมสามารถยอยไดใหอยูรูปที่สามารถนําไปใชได  เชน ฟอสฟอรัสที่อยู
ในรูปกรดไฟติกในเมล็ดธัญพืช 

 
4.1.3  เพื่อทําลายพันธะทางเคมีในวัตถุดิบที่ใชเปนอาหารสัตว  ซ่ึงเอนไซมในกระเพาะ

สัตวไมสามารถยอยได 
 

4.1.4   เพื่อสงเสริมการผลิตเอนไซมในสัตวที่อายุนอย  เนื่องจากสัตวที่ยังไมเจริญเตบิโต
เต็มที่ไมสามารถผลิตเอนไซมในปริมาณทีเ่พียงพอตอระบบการยอยของมัน 
 

เอนไซมที่ใชในอาหารสัตวสามารถสกัดไดจากแหลงตาง ๆ เชน  เอนไซมจากพืช  สัตว   
จุลินทรีย โดยเฉพาะเชื้อรา (Chesson, 1993)   ตัวอยางเอนไซมที่ผลิตจากเชื้อราที่ใชในอุตสาหกรรม
อาหารสตัวแสดงดังตารางที่ 3 
 

4.2   สมบัติของเอนไซมที่ใชในอาหารสัตว 
 

1.  เอนไซมที่ใชตองมีความเสถียรเมื่อเขาไปในระบบทางเดินอาหารของสัตว   เนื่องจาก
ในระบบทางเดินอาหารของสัตวมีความเปนกรดสูง  เชน ในกระเพาะหมูในสภาวะทีม่ีอาหารสัตวอยู
เต็มกระเพาะพบวามีพีเอชประมาณ 3.5  (Wenk, 2001)  สวนในกระเพาะสัตวปกมพีีเอชอยูในชวง  
3.4-4.8 (วิโรจน, 2537)    ดังนั้นเอนไซมทีใ่ชตองสามารถทนและทํางานไดดใีนสภาวะที่เปนกรด  
นอกจากนี้เอนไซมยังตองมีความสามารถในการตานทานการยอยจากเอนไซมโปรติเอส  เชน  เอนไซม
เปปซิน  ที่มีอยูในกระเพาะอาหารสัตวดวย (Walch, 2002) 

 
2.  เอนไซมที่ใชตองมีความเสถียรที่อุณหภมูิสูง  เนื่องจากในระหวางขัน้ตอนการผลิต

อาหารสัตวมีความจําเปนตองใชอุณหภูมิสูงประมาณ  75-90  องศาเซลเซียส  เปนเวลานาน 2-3 นาที 
(Walch, 2002) 
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3.  เอนไซมที่ใชตองมีความเสถียรเมื่อเติมลงในอาหารสัตว   เนื่องจากอาหารที่ใชเล้ียง

สัตวแตละชนดิจะมีสวนประกอบของอาหารแตกตางกนั  เอนไซมจะตองทนตอสภาพแวดลอมที่ใชใน
การเก็บรักษาอาหารสัตวนัน้ ๆ  โดยไมเสยีสภาพกอนทีจ่ะนําอาหารนัน้ไปใหสัตวกนิ  (Perry, 1995) 

 
4.   การทําปฏิกิริยากนัระหวางสับสเตรตและเอนไซม  เอนไซมที่ใชตองมีความจําเพาะ

ตอสับสเตรตซึ่งเปนสวนประกอบที่อยูในอาหารสตัว  (Perry, 1995) 
 
5.  ความสามารถของสัตวในการนําผลิตภณัฑที่ไดจากปฏิกิริยาระหวางสับสเตรตและ

เอนไซมไปใช  สวนใหญผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยของเอนไซมจะเปนสารโมเลกุลเล็ก ๆ  ซ่ึงสัตว
สามารถที่จะยอยและดูดซึมไปใชไดอยางรวดเร็ว  (Perry, 1995) 

 
4.3  บทบาทและกลไกการทาํงานของเอนไซมที่ใชในอาหารสัตว 

 
 บทบาทการทํางานของเอนไซมสวนใหญจะเขาไปยอยในสวน non  starch polysaccharides  

รวมทั้ง oligosaccharides ที่พบในธัญพืช  เนื่องจากสารดังกลาวจะทําใหระบบทางเดินอาหารของสัตวเกดิ
ความหนดืเพิ่มมากขึ้น  การยอยไดของสัตวลดลง  สงผลไปถึงความสามารถในการดูดซึมอาหารของสัตว
ลดลงดวย  (Bedford , 2001)  กลไกการทํางานของเอนไซมที่ใชในอาหารสัตวจะแตกตางกันไปแลวแต
ชนิดของเอนไซมโดยเอนไซมที่นิยมนํามาใชในอาหารสัตว  มีดังนี ้
 

1.  เอนไซมไซลาเนส  เปนเอนไซมที่สามารถนําไปใชในอุตสาหกรรมอาหารสัตว  
(Wong and Sadder, 1991) เอนไซมไซลาเนสสามารถลดความหนดืของอาหารสัตวโดยการยอย  
อะราบิโนไซแลน ซ่ึงเปนสาเหตุทําใหระบบทางเดินอาหารของสัตวมีความหนดืเพิ่มขึน้  หนาทีห่ลัก
ของเอนไซมไซลาเนสคือ ยอยพันธะของไซแลนที่มีไซโลสเปนโครงสรางหลักและมีกิ่งกานเปนน้าํตาล
และอนุพนัธของน้ําตาลตาง ๆ   ดังนั้นจากโครงสรางที่ซับซอนของไซแลนจึงตองการกิจกรรมของ
ระบบเอนไซมที่ประกอบดวยกลุมเอนไซมหลายชนิดที่ทาํงานรวมกนัระหวางเอนไซมที่ยอยโครงสราง
หลัก  ไดแก   endo ß-1,4- xylan xylohydrolase และ บีตาไซโลซิเดส  สวนเอนไซมที่ยอยกิ่งกาน  ไดแก   
แอลฟาอะราบโินฟูราโนซิเดส (α- arabinofuranosidase)  แอลฟากลูคูโรนิเดส (α- glucuronidase) และ    
อะซิทิลเอสเทอเรส  (acetyl esterase)  โดยเอนไซมทั้งสองกลุมทํางานรวมกันในการเปลี่ยนไซแลนให
เปนไซโลส  (Sunna and Antranikien, 1997) 
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เอนไซมที่ยอยไซแลน  จัดอยูในกลุม glycan  hydrolase  ซ่ึงประกอบดวยกลุมของ

เอนไซมที่ทําหนาที่ยอยพันธะ 1,4- xylopyranosyl  linkage ของ  arabinoxylan,  arabino 4-0-methyl-D-
glucuronoxylan   และ  glucuronoxylan  เอนไซมดังกลาวแบงออกเปน  2  ชนิด (Dekker and Richard, 
1976) คือ 
 
  1.  Endo ß-1,4- xylan xylohydrolase (EC 3.2.1.8)  เอนไซมนี้ทําหนาทีย่อยพนัธะ   
1,4- glycosidic  linkage ของ  xylopyranoside  แบบสุม (ภาพที่ 4)  โดยจะยอยโมเลกลุของไซแลน 
ซ่ึงจะไดผลผลิตเปนน้ําตาลโมเลกุลเล็ก เชน xylobiose,  xylotriose และ  xylotetraose  ซ่ึงขึ้นอยูกับชนิด
ของเอนไซมและสายพันธุจลิุนทรีย   เอนไซมไซลาเนสยังแบงออกเปน  2  กลุมตามความสามารถใน
การยอย 1,3 -L- arabinoxylan  และ  arabinoglucuroxylan  คือ  
 
   1.1  arabinose - liberating  endoxylanase  เปนเอนไซมทีส่ามารถยอย 
arabinoxylan  และ  arabinoglucuroxylan  ตรงตําแหนงทีเ่ชื่อมตอระหวางโมเลกุลของ xylose  และ 
arabinose 
 
   1.2   non arabinose - liberating  endoxylanase  เปนเอนไซมที่ไมสามารถยอย 
arabinoxylan  และ  arabinoglucuroxylan  ตรงตําแหนงทีเ่ชื่อมตอระหวางโมเลกุลของ xylose  และ 
arabinose 
 

2.  Exo ß-1,4 - xylan xylohydrolase หรือเรียกสั้น ๆ วา ß - xylosidase (EC 3.2.1.37)
โดยจะยอยโมเลกุลของ  xylooligosaccharides  ซ่ึงเกิดจากการยอยไซแลนดวยเอนไซมไซลาเนส โดย
เอนไซมจะยอยโมเลกุล xylooligosaccharides ของน้ําตาลไซโลสจากปลาย  non - reducing ทีละ
โมเลกุล ไดน้ําตาลไซโลส (ภาพที่ 4) 
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นอกจากนี้ยังมเีอนไซมอีกกลุมหนึ่งที่แมจะไมไดยอยโมเลกุลหลักของไซแลน  แต

เปนกลุมของเอนไซมที่มีความสําคัญ  ซ่ึงทําหนาที่ยอยโซดานขางของโมเลกุลไซแลน  ทําใหการยอย
โมเลกุลของไซแลนสมบูรณ  เอนไซมเหลานี้ไดแก  
 

1.  α - glucuronidase (EC 3.2.1.99)  เปนเอนไซมที่ทําหนาที่ยอย 1,2 - α- 
glucuronoxylan  และ 4 – 0 – methyl - D - glucuronic  acid  ตรงตําแหนงที่เชื่อมตอระหวางโมเลกลุของ
ไซโลส  และ  glucuronic  acid  โดยกจิกรรมของ แอลฟากลูคูโรนิเดสตรวจพบในเชื้อราและแบคทีเรีย  
ซ่ึงการศึกษาคณุสมบัติของเอนไซมมีนอย 
 
  2.  α - arabinofuranosidase  (EC 3.2.1.55)  เปนเอนไซมที่ทําหนาที่ยอย 1,3 - α- 
arabinofuranoxylan  ตรงตําแหนงทีเ่ชื่อมตอระหวางโมเลกุลของไซโลสและอะราบิโนส 
 
  3.  acetyl  esterase หรือ acetyl  xylan  esterase  (EC 3.2.1.72)  เปนเอนไซมที่ทําหนาที่
ยอย 1,2 – acetyl  group  ตรงตําแหนงทีเ่ชื่อมตอระหวางโมเลกุลของไซโลส  และ acetyl  group   
 
 

 
 

ภาพที่ 4   ตําแหนงที่เอนไซมเขายอยพนัธะตาง ๆ ในไซแลน 
ที่มา : Collins et al. (2004) 
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การใชเอนไซมไซลาเนสในอาหารสัตวยังชวยลด anti-nutritional effects ของ 

ไซแลนที่มีอยูในธัญพืชที่ใชเปนอาหารสัตว   ชวยลดความหนืดและชวยรักษาปริมาณน้ํา  ทําใหสัตว
สามารถรับธาตุอาหารเพิ่มขึน้  นอกจากนีย้ังลดความตองการน้ํา และทาํใหมูลสัตวแหงขึ้นดวย (Cosson 
et al., 1999) 
    

จากการทําใหเอนไซมบริสุทธิ์และศึกษาคณุสมบัติของเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อรา 
T. lanuginosus    พบวาเอนไซมไซลาเนสเปนเอนไซมทีม่ีน้ําหนกัโมเลกลุประมาณ  20,000  ดาลตัน
โดยใชวิธี  gel  filtration  และไดน้ําหนกัโมเลกุล  21,000  ดาลตันโดยใชวิธี SDS-PAGE 
(Kitpreechavanich et al., 1984b)  แต  Anand et al. (1990)  พบวาเอนไซมที่ไดมีน้ําหนักโมเลกุล  
22,000  ดาลตันโดยใชวิธี SDS-PAGE  และ 29,000  ดาลตันโดยใชวิธี  gel filtration  เอนไซมไซลาเนส 
จากเชื้อรา  T. lanuginosus DMS 5826 เมื่อทําใหบริสุทธิ์แลววเิคราะหหาน้ําหนักโมเลกุลดวยวิธี SDS 
electrophoresis  วิธี gradient gel electrophoresis และ วิธี gelfiltration มีน้ําหนกัโมเลกลุ 25.5,  24.0 และ 
22.5 กิโลดาลตัน  ตามลําดับ (Cesar and Mrsa, 1996)   

 
Gomes et al. (1993)  ทําการผลิตเอนไซมไซลาเนสจากเชือ้รา T. lanuginosus RT9 

และ MH4  โดยใชรําขาวสาลแีละซังขาวโพดเปนวัสดุหมกัพบวาทั้งสองสายพันธุสามารถผลิตเอนไซม
ไซลาเนสไดดเีมื่อใชซังขาวโพดเปนวัสดุหมัก ซ่ึงสูงกวาเปน 3 เทาเมื่อเปรียบเทียบกบัการใชรําขาวสาลี
เปนวสัดหุมัก   นอกจากนี้พบวาเมื่อเก็บเซลลแหงของเชื้อรา T. lanuginosus DMS 5826 ที่อุณหภูม ิ-20 
องศาเซลเซียสนานหลายเดือนทําใหสูญเสยีกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสไปบางสวน  แตไมสูญเสีย
กิจกรรมของเอนไซมเมื่อเกบ็ไวที่ 4 องศาเซลเซียส    สวน  Damaso et al. (2002a) รายงานวาเมื่อเกบ็
เอนไซมไซลาเนสที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส โดยไมเตมิสาร stabilizing agent ก็ไมทําใหสูญเสีย
กิจกรรมของเอนไซมไซลาเนส   
 

Singh et al. (2000a) ไดทดสอบความคงทนของเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อรา 
 T. lanuginosus  สายพันธุตาง ๆ  9  สายพันธุ  พบวาเอนไซมจากเชื้อ T. lanuginosus SSBP  มีความ 
คงตัวมากที่สุด  โดยกจิกรรมของเอนไซมยังคงเหลือ 100 เปอรเซ็นต  เมื่อเก็บไวที่ 65 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 30 นาที  และลดลงเหลือเพียง 45 เปอรเซ็นต  เมือ่เก็บไวที่ 100 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที  
นอกจากนี้ยังศกึษาถึงแหลงคารบอนตาง ๆ ที่ใชในการผลิตเอนไซมไซลาเนสจากสายพันธุ SSBP  
พบวา ซังขาวโพดใหความเสถียรของเอนไซมสูงสุด  
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William (2000) ศึกษาการใชประโยชนจากเอนไซมไซลาเนสในการปรับปรุงคุณคา

ของอาหารสัตว   การเติมเอนไซมไซลาเนสลงไปเพื่อกระตุนอัตราการเจริญเติบโต  โดยเขาไปมีสวนใน
การปรับปรุงความสามารถในการยอยและปรับปรุงคุณภาพของฟางขาวที่ใชเปนอาหารของสัตว  
ตัวอยางการใชเอนไซมไซลาเนสในอาหารสัตว  เชน การเติมลงไปในอาหารไกที่มีขาวสาลี  ขาวไรย 
และเมล็ดธัญพืชตาง ๆ เปนองคประกอบ  โดยเอนไซมจะไปมีผลทําใหความหนืดของอาหารลดลง   
การยอยอาหารและการดูดซมึอาหารของไกดีขึ้น  ทําใหไกไดรับพลังงานอยางเพยีงพอ 

 
2.  เอนไซมแอลฟาอะไมเลส   เอนไซมจะไปยอยพนัธะ α-1,4 glycosidic ระหวาง

โมเลกุลของกลูโคสบนสายตรง แบบสุม  เกิดเปนสารผสมของกลูโคส  มอลโตส  โอลิโกแซกคาไรดและ  
limit dextrin  ทําใหน้ําแปงใสขึ้น  เรียกวากระบวนการ liquefaction 

 
การศึกษาองคประกอบที่เหมาะสมของอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับการผลิต amylolytic 

enzymes จากเชื้อรา T. lanuginosus  ATCC 34626 โดยศกึษาผลกระทบของแหลงคารบอนและแหลง
ไนโตรเจนตอการผลิตเอนไซมดังกลาว โดยการคัดเลือกเชื้อรา T. lanuginosus  บนสับสเตรตหลายชนิด
ไดแก แปง  อะไมโลเพคติน  เดกแทรน  เดกทริน กลูโคส มอลโตไตรโอสและมอลโตส  พบวามี
กิจกรรมของเอนไซมแอลฟาอะไมเลส 92-125 หนวยตอมิลลิลิตร  และเอนไซมกลูโคอะไมเลส 6-13 
หนวยตอมิลลิลิตร   ในระหวางการทดสอบแหลงไนโตรเจน พบวา L-asparagine เปนแหลงไนโตรเจน
ที่ดีแหลงหนึ่ง   พีเอชที่เหมาะสมของอาหารที่ใชในการหมักคือ 4.9 โดยใช 100 มิลลิโมลาร ซิเตรต
บัฟเฟอร (citrate buffer)    
 

มีการประยกุตใช Response Surface Method (RSM) สําหรับการวิจยัหาความเขมขนที่
เหมาะสมขององคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการผลิต โดย second –order polynomial model  
ใหคานยัสําคัญ  95 เปอรเซ็นต (P<0.05) สําหรับทั้งสองเอนไซม   ความเขมขนของ L- asparagine ถูกปรับ
เปน 0.75 เปอรเซ็นต  สวนความเขมขนของแปงถูกปรับเปน 6.5 เปอรเซ็นต  สำหรับเอนไซมแอลฟาอะ
ไมเลส และ 2 เปอรเซ็นต  สำหรับกลูโคอะไมเลส     amylolytic enzymes (แอลฟาอะไมเลส และ กลู
โคอะไมเลส) จากเชื้อรา T. lanuginosus ATCC 34626 เมื่อถูกทําใหบริสุทธิ์แลวพบวา แอลฟาอะไมเลสมี
น้ําหนกัโมเลกลุ 61 กิโลดาลตัน  สวนกลูอะไมเลสมีน้ําหนักโมเลกุล 75 กิโลดาลตัน   คา pI  ของ
แอลฟาอะไมเลสเทากับ 3.5-3.6  สวนกลูโคอะไมเลสเทากับ 4.1-4.3  และคาพีเอชที่เหมาะสมของเอนไซม
ทั้ง 2  คือ 4.6-6.6 และ 4.4-5.6 ตามลําดับ โดยอุณหภมู ิ70 องศาเซลเซียส เปนอุณหภมูิที่เหมาะสมกบัการ
ทํางานของเอนไซมทั้งสอง   จากการทดลองนี้ทําใหทราบวา Zn2+ มีผลไปยับยั้งกิจกรรมของทั้งสอง
เอนไซม  สวน Mn2+ และ Fe2+  เปนตัวกระตุนกิจกรรมของเอนไซมกลูโคอะไมเลส  สวน Ca2+และ Ba2+ 
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เปนตัวกระตุนกิจกรรมของแอลฟาอะไมเลส  นอกจากนีท้ั้งสองเอนไซมมีคร่ึงชีวิตนานกวา 1 วัน  ที ่
60  องศาเซลเซียส โดยพิสูจนไดวาเปนเอนไซมทนอุณหภูมิสูงที่ชวงพีเอช 4.5-8.5    แตเอนไซมทัง้คู
สูญเสียกิจกรรมอยางรวดเรว็เมื่อบมที่อุณหภูมิสูงกวา 80  องศาเซลเซียสหรือที่พีเอชต่ํากวา 4.0    ลําดับ 
กรดอะมิโนบริเวณ N-terminal 37 residues แรกของแอลฟาอะไมเลสบริสุทธิ์จาก T. lanuginosus ATCC 
34626 เปรียบเทียบกับลําดับของกรดอะมิโน 37 residues แรกของ แอลฟาอะไมเลสบริสุทธิ์จาก 
Aspergillus  oryzae และ  Emericella  nidulans  พบวาสวนใหญแลวมลํีาดับกรดอะมิโนที่คลายกนั 
(Nguyen et  al., 2000, 2002) 

 
Petrova  et al.  (2000) รายงานวา 1-cyclohexyl-3-(2-morpholinyl-4-ethyl)-carbodimide 

(40-100 มิลลิโมลาร) และ N-bromosuccinimide (0.1-1 มิลลิโมลาร)  สามารถยับยั้งกจิกรรมของ เอนไซม 
แอลฟาอะไมเลสจากเชื้อรา T. lanuginosus   

 
Rubinder et al.  (2002) ศึกษาการเพิ่มผลผลิตของเอนไซมแอลฟาอะไมเลสดวยการทํา

ใหเชื้อรา  T. lanuginosus  กลายพันธุดวยการใชรังสีอัลตราไวโอเลตและ NTG และการคัดเลือกสายพันธุ
ที่ทนตอ catabolite repression และสายพนัธุที่เปน partial constitutive โดยสายพนัธุ III 51 เปนสายพนัธุที่
ถูกคัดเลือกมาทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสพบวาสามารถผลิตเอนไซมได
เปน 7 เทาของสายพันธุดั้งเดมิ  และรายงานวาการใช 2.1 เปอรเซ็นต แปงขาวโพด 0.46 เปอรเซน็ต กากถั่ว
เหลือง   พีเอชเริ่มตนที่ 5.8  เหมาะสําหรับการผลิตแอลฟาอะไมเลสมากที่สุดโดยมี กิจกรรมเอนไซม
จําเพาะ 192 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน   

 
Kunamneni et al. (2005)  ศึกษาการผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสจากเชื้อรา  

 T. lanuginosus    โดยการหมักแบบ solid state และใชสับสเตรตที่เปนของแข็ง  เชน  รําขาวสาลี  
 ซังขาวโพด  รําขาว  รําขาวบาเลย   เมล็ดธัญพืช และขาวโพดบด  พบวาการเพาะเลี้ยงบนรําขาวสาลีให
กิจกรรมของเอนไซมแอลฟาอะไมเลส สูงกวาสับสเตรตชนิดอื่น คือ  534  หนวยตอกรัมรําขาวสาลี  
ภายใตการเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมเปนเวลา 120 ช่ัวโมง  อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  พีเอชเริ่มตน 6.0  
ความชื้นเริ่มตน 90 เปอรเซ็นต   ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นต (v/w)   ความเขมขนของสารละลาย
เกลือ  1.5:10 (v/w) และอัตราสวนของน้ําหนักสับสเตรตตอปริมาตรฟลาสกคือ 1:100 และเติม แปงที่
ละลายน้ํา (1 เปอรเซ็นต w/w) และ เพปโทน (1 เปอรเซ็นต w/w)  และใชการออกแบบการทดลองทาง
สถิติเพื่อทํานายองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลส 
พบวาการใช แปงที่ละลายน้ํา  71.1 กรัมตอกิโลกรัม   เพปโทน 91.97 กรัมตอกิโลกรัม  และสารละลาย
เกลือแร 175.05  มิลลิลิตรตอกิโลกรัม  เปนองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใหคากจิกรรมของ
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เอนไซมสูงสุดเทากับ  5.085 x105 หนวยตอกิโลกรัม  ซ่ึงเปนคาที่ไดจากการใชสถิติทํานาย และเมื่อ
ทําการทดลองโดยใชองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อดงักลาวขางตนในการผลิตเอนไซมแอลฟา 
อะไมเลสพบวาไดกิจกรรมของเอนไซมสูงสุดเทากับ  4.946 x 105 หนวยตอกิโลกรัม  เปนคาที่ใกลเคียง
กับคาที่ไดจากการทํานาย 
 

3.  เอนไซมโปรติเอส  เปนเอนไซมที่ยอยโมเลกุลโปรตีนใหเปนสายเปบไทดส้ัน ๆ 
หรือเปนกรดอะมิโน  เพื่อใหสัตวสามารถดูดซึมไปใชไดอยางรวดเรว็  สงผลใหอัตราการเจริญของสัตว
ดีขึ้น  Ong et al. (1972) รายงานวาเชื้อราชอบรอนหลายชนิดสามารถผลิตเอนไซมโปรติเอสได 
โดยเฉพาะ Humicola lanuginosa และ Malbranchea  pulchella var. sulfurea เปนเชื้อราที่สามารถผลิต
เอนไซมโปรตเิอสไดปริมาณสูงและยังพบวา 0.25 มิลลิโมลาร p-chloromercuribenzoate (pCMB) มีผล
ยับยั้งเอนไซมโปรติเอสของเชื้อรา H.  lanuginosa ได 

 
4.  เอนไซมไลเปส  เปนเอนไซมที่ยอยโมเลกุลของไขมันไดผลผลิตเปนกลีเซอรอล

และกรดไขมัน Liu et al. (1972, 1973a, 1973b, 1973c) รายงานวา H. lanuginosa S38 เปนสายพันธุที่
ผลิตเอนไซมไลเปสไดสูงสุดในสภาวะการเลี้ยงในอาหารเหลวที่อุณหภมูิ 45 องศาเซลเซียส  พีเอช
เร่ิมตน 7.0  อัตราการกวน 300 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศ  1 vvm   นอกจากนี้ที่ 60 องศา
เซลเซยีส  นาน 20 ช่ัวโมงกจิกรรมของเอนไซมไลเปสยงัคงเหลือ 100 เปอรเซ็นตในขณะที่ 70 องศา
เซลเซียส  20 นาทีกิจกรรมของเอนไซมไลเปสลดลงเหลือ 35 เปอรเซ็นต 
 

5.  เอนไซมไฟเตส   เปนเอนไซมที่เรงปฎิกิริยา  dephosphorylation  ทาํใหเกิดการ
สลายพันธะเอสเทอรของกรดไฟติก ซ่ึงเปนสารประกอบฟอสเฟตที่พบในเมล็ดธัญพืช และเปน
องคประกอบในอาหารสัตว  (Papagiani et al., 1999)   ฟอสฟอรัสสวนใหญที่พบในเมล็ดธัญพืชจะอยู
ในรูปกรดไฟติกถึง 60-90 เปอรเซ็นต  ซ่ึงสัตวกระเพาะเดี่ยวสามารถนาํไปใชประโยชนไดในปริมาณต่ํา 
(Berka et al., 1998)    ดังนั้นจึงมีการประยกุตเอาเอนไซมมายอยกรดไฟติกและเพิ่มปริมาณฟอสเฟต
ใหกับอาหารสัตวโดยใชเอนไซมไฟเตส (William, 2000) 

 
6.  เอนไซมบีตากลูคาเนส  เปนเอนไซมทีสํ่าคัญที่ใชในอาหารสัตว  เนื่องจากสามารถ

ยอยพนัธะของบีตากลูแคนซึ่งเปนโมเลกุลของกลูโคสที่ตอกันเปนเสนตรงดวยพันธะที่หลากหลาย  เชน  
1,4-ß-;  1,3-ß-;  1,6- ß-;  1,3-ß- และ  1,6- ß-  ;  1,3-ß- และ  1,4- ß-;  1,2-ß- และ1,4-ß-  ทําใหโครงสราง
ของบีตากลแูคนมีความซับซอน  พบไดในธัญพืชและเอนโดสเปรมของเมล็ดธัญพืช  ดังนั้นในการยอย
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บีตากลูแคนไดอยางสมบูรณจึงจําเปนตองใชเอนไซมหลายชนิดรวมกนั  ซ่ึงเปนเอนไซมที่ไมพบ
รายงานวาสรางไดจากเชื้อรา T. lanuginosus   
 

4.4  การใชเอนไซมในอาหารสัตว  
 

4.4.1  การใชเอนไซมในอาหารสัตวกระเพาะเดีย่ว (non-ruminant)   มีการนําเอนไซมมาใช
กันอยางกวางขวางและมกีารผลิตเอนไซมเพื่อใชในอาหารสัตวทางการคาจากเชื้อจุลินทรียหลายชนิด 
(ตารางที่ 4)  เนื่องจากอาหารที่ใชเล้ียงสัตวกระเพาะเดีย่วสวนใหญเปนธัญพชื  ซ่ึงมีสารที่ไมใช 
พอลิแซ็กคาไรด (non polysaccharide)  เปนองคประกอบจํานวนมาก  ถาไมมีการเตมิเอนไซมอาจสงผล
ใหอัตราการเจริญของสัตวลดลง  และในสวนของระบบทางเดินอาหารของสัตวกระเพาะเดี่ยวไมม ี
จุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสารที่ไมใชพอลิแซ็กคาไรดได   ดังนั้นการใชเอนไซมเขาไปชวย
ยอยจึงจําเปนและมีประโยชนตอสัตวกลุมนี้เปนอยางมาก  ตัวอยางของสัตวกระเพาะเดีย่ว  ไดแก หมูซ่ึง
กินรําขาวเปนอาหารจําเปนตองใชเอนไซมหลาย ๆ ชนดิชวยยอยเพราะรําขาวมีสวนประกอบของ
โปรตีน  ไขมัน และเยื่อ  นอกจากนีย้ังมีพวกสัตวปก  เชน  ไก  เปด เปนตน (Graham and Balnave, 
1995)  ผลจากการยอยสารพวกเฮมิเซลลูโลสที่เปนองคประกอบในธญัพืชนั้น  สวนหนึ่งจะทําใหได
น้ําตาลออกมา   ผลพลอยไดจากการเติมเอนไซมลงไปในอาหารสัตวคอืโรงเรือนไมสกปรกมากเพราะ
อาหารถูกยอยหมด  ของเสียที่ไกขับถายออกมาจะแหงและไมเหนียวมาก  นอกจากนีไ้ขไกยังมีความ
สะอาดดวย 
 

4.4.2  การใชเอนไซมในอาหารสัตวเคี้ยวเอื้อง (ruminant)  จากการศึกษาของ Beauchemin 
et al. (1997)  พบวาไมมีความจําเปนในการเติมเอนไซมลงในอาหารของสัตวเคี้ยวเอ้ืองเนื่องจากภายใน
กระเพาะของมันมีเอนไซมที่สามารถยอยพวกเยื่อใยสูงอยูแลว   และพบวาเอนไซมในอาหารสัตวไม
สามารถทนตอเอนไซมยอยโปรตีนในกระเพาะสัตวได  อยางไรก็ตามมีการใชปริมาณของเอนไซมสวน
ใหญอยูระหวางชวง 0.01-1 เปอรเซ็นตของอาหารสัตว  โดยขึ้นอยูกับสวนประกอบของอาหารและชนิด
ของเอนไซม  เอนไซมที่ใชสวนใหญคือ ไซลาเนส และ  เอนโดเซลลูเลส 
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ตารางที่ 4  เอนไซมไซลาเนสที่ผลิตเพื่อใชทางการคาและการนําไปใช 
 

Commercial 
name 

Microorganisms Fermentation 
condition 

Application 

Allzym Aspergillus niger Submerge Animal feed improvement 
Amano 90 A. niger Solid Phamaceutical analysis, food industry 

bio-Feed Plus Humicola insolens Submerge Animal feed 
EcopulpX-200 Tricoderma reesei Submerge Cellulose pulp bleach 

Ecosane T. reesei Submerge Animal feed 
Grindazym A. niger Submerge Bird and pig feed 
Irgazyme T. longibranchiatum Submerge Paper industry and animal feed 

Multifect XT 
Pulpzyme 

T. longibranchiatum 
Bacillus sp. 

Submerge 
Submerge 

Food industry 
Cellulose and paper industry 

Solvay pentonase T. reesei Submerge Starch and bread making 
Sternzym HC T. reesei Solid Bread making 
Sumizyme X T. koningii Solid Manufacture of mushroom and vegetable 

extract,bread making,enzymatic peeling 
   of cereal , animal feed 

Xylanase Tricoderma sp. Submerge Carbohydrate structural studies 
Xylanase GS35 T. reesei Submerge Cellulose pulp bleach and animal feed 

 
ที่มา :  ดัดแปลงจาก Polizeli et al. (2005) 
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5.   การผลิตเอนไซมในกระบวนการหมักโดยใชซังขาวโพดเปนวตัถุดบิ 
 
 การใชวัสดเุหลือทิ้งทางการเกษตรเปนแหลงอาหารสําหรับผลิตเอนไซมโดยจุลินทรยีเปน
แนวทางหนึ่งในการลดตนทนุการผลิตและเพิ่มผลผลิตของเอนไซม (Chahal, 1985)  การผลิตเอนไซม
ไซลาเนสโดยใชวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเปนแหลงอาหารเลี้ยงเชื้อมทีั้งในสภาวะการหมักแบบ solid 
state และการหมักแบบ submerge culture  ขอไดเปรียบของการหมักแบบ submerge culture  เมื่อ
เปรียบเทียบกบัการหมักแบบ solid state  คือ สามารถควบคุมสภาพแวดลอมในระหวางกระบวนการ
หมักไดดีและงายกวา   มีประโยชนและเหมาะสมสําหรับขั้นตอนการทดสอบเอนไซมในสภาวะที่มีการ
เปล่ียนแปลงพารามิเตอรตาง ๆ   อยางไรก็ตามการหมักแบบ solid state มีขอดีเหนือกวาการหมกัแบบ 
submerge culture คือ  สามารถใหผลผลิตตอหนวยวัสดหุมักสูงกวา  ไมคอยพบปญหาเกีย่วกับการ
ปนเปอนของแบคทีเรีย  ใชเชื้อเร่ิมตนในรปูของสปอรจึงไมจําเปนตองใชถังเตรียมเชื้อเร่ิมตน (seed 
tank) เทคนิคการใหอากาศในวัสดุหมกัทําไดงายกวาในสภาพการหมกัแบบ submerge culture    
นอกจากนั้นการหมักแบบ solid state ซ่ึงเปนการเจริญของจลิุนทรียบนวัสดุแข็งทีไ่มมีน้ําในรูปอสิระ  
แตจะอยูในลักษณะดูดซึมนัน้จะเหมาะสมกับเชื้อรา  ซ่ึงมีความสามารถในการชอนไชไปตามวัสดหุมัก
อันมีผลทําใหสามารถสัมผัสกับอาหารไดอยางใกลชิด มผีลทําใหการสรางเอนไซมไดสูงกวา (Chahal, 
1985;  Biswas, 1988) 
  

อานนทและคณะ (2543) ไดศึกษา การสรางเอนไซมไซลาเนสของเชื้อรา T. lanuginosus    
ในการเพาะเลีย้งแบบ solid state ไดสูงสุดภายในเวลา 5 วัน  เมื่อใชซังขาวโพดที่ผานการแชดาง  รําขาว
สาลี  และแกลบ ในอัตราสวน 5:5:2  เปนวสัดุหมัก  ซ่ึงไดเอนไซมไซลาเนส 725-729 หนวยตอกรัม
วัสดุหมกั  Purkarthofer et al. (1993)  ไดเพาะเลี้ยงเชื้อรา  T. lanuginosus  ในวัสดุหมกัซังขาวโพด  
พบวาอุณหภมู ิ50 องศาเซลเซียส  ความชื้นเริ่มตน 70 เปอรเซ็นต เปนสภาพที่เหมาะสมตอการสราง
เอนไซมไซลาเนสของเชื้อ  และ Alam et al. (1994)  ไดรายงานการใชอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส  
ความชื้นเริ่มตน 50 เปอรเซ็นต  ในการเพาะเลี้ยงเชื้อรา T. lanuginosus แบบ solid state โดยใชรําขาว
สาลีเปนวัสดหุมักเพื่อผลิตเอนไซมไซลาเนส   
 

Xiong et al. (2004)  ศึกษาการผลิตเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อรา T. lanuginosus DSM 10635  
โดยวิธีการหมกัแบบ submerge culture  ที่มีแหลงคารบอนแตกตางกัน  พบวาการใชซังขาวโพดเปน
วัสดุหมกัจะใหกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสสูงที่สุดเทากับ 1,180 หนวยตอมิลลิลิตร  Reddy et al. 
(2002)  ศึกษาผลของการใหอากาศตอการผลิตเฮมิเซลลูเลสจากเชื้อรา T. lanuginosus SSBP  ในถังหมัก
ขนาด 30 ลิตร  พบวาเมื่อเพิม่อัตราการใหอากาศทําใหมกีารผลิตเอนไซมไซลาเนสเพิ่มขึ้น  โดยให
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กิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสสูงสุด 6,750 nkat/ml ที่  0.75 vvm  ภายในเวลา 48 ช่ัวโมง โดยปริมาณ
การผลิตเอนไซมไซลาเนสสูงสุดเทากับ  330,000 nkat/l/h   ในสภาวะการหมักที่มีอัตราการใหอากาศ 
0.5 และ 0.75 vvm  ในขณะที่ Singh et al.  (2000c)  รายงานวาการผลิตเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อรา  
T. lanuginosus SSBP  ดวยการหมักแบบ submerge culture ในระดับฟลาสกที่ใชซังขาวโพดเปนวัสดุ
หมักใหกจิกรรมของเอนไซมไซลาเนสสูงที่สุดเทากับ 56,500 nkat/ml         

 
6.  ปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตเอนไซมท่ีใชในอาหารสัตว 
 

6.1  สวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ   
 

6.1.1   แหลงคารบอน 
 

แหลงคารบอนเปนองคประกอบที่มีความสําคัญในการสังเคราะหเซลลและพลังงาน
ของจุลินทรีย   โดยทั่วไปจุลินทรียที่เจริญในสภาวะที่ไมมีอากาศจะใชแหลงคารบอนประมาณ  1  
เปอรเซ็นตในการสังเคราะหเซลล  สวนจุลินทรียที่เจริญในสภาวะที่มีอากาศจะใชแหลงคารบอน
ประมาณ 50-55 เปอรเซ็นต (Boze et al., 1995)  นอกจากชนิดของแหลงคารบอนแลวปริมาณของแหลง
คารบอนก็มีผลตอการเจริญของเซลลโดยตรง  การเลอืกชนิดของแหลงคารบอนและการใชแหลง
คารบอนในปริมาณที่เหมาะสมกับการเจรญิของจุลินทรียเปนสิ่งที่สําคัญในกระบวนการหมักเพื่อผลิต
เซลล 

 
แหลงคารบอนที่ใชในกระบวนการหมักระดับหองปฏบิัติการตองคํานึงถึงความ

เปนไปไดในการพัฒนาไปเปนระดับนํารองและระดับอุตสาหกรรมดวย  ดังนั้นราคาวตัถุดิบที่ใชจึงเปน
ปจจัยที่สําคัญที่ตองพิจารณาใหเหมาะสม  กระบวนการหมักโดยทั่วไปนิยมใชคารโบไฮเดรตเปนแหลง
คารบอน เชน  แปงจากธัญพชืชนดิตาง ๆ  แปงขาวโพด  แปงมันฝรั่ง  และแปงมันสําปะหลัง  หรืออาจ
ใชขาวโพดหรอืเมล็ดธัญพืชที่บดเปนชิ้นเล็ก ๆ  ในปจจุบนัวัตถุดิบที่ไดรับความสนใจและมีการศึกษา
เพื่อนํามาใชเปนแหลงคารบอนในการเลีย้งเชื้อมักเปนวสัดุเหลือทิ้งจากการเกษตรและของเหลือทิ้งจาก
อุตสาหกรรมอาหาร (Akidumils and Glatz, 1998)  เชน  รําขาว  กากน้าํตาล  หางนม  น้ําแชขาวโพด  
การนําวัตถุดิบเหลานี้มาใชนอกจากจะเปนการเพิ่มมูลคาของวัตถุดิบในรูปของผลผลิตที่ไดแลวยัง
สามารถลดปญหาการจัดการของเสียเหลานี้ไดอีกดวย  (Akidumils and Glatz, 1998) 
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Alam et al. (1994) ไดศึกษาเปรียบเทียบการใช รําขาวสาลี  รําขาว  เยื่อไมที่ผาน

การฟอกดวยซัลไฟต  ชานออย  ขี้เล่ือยที่ผานการแชดาง  ฟางขาวที่ผานการแชดาง  และปอกระเจาบด
ผานการแชดางเปนอาหารเลีย้งเชื้อ T. lanuginosus  เพื่อผลิตเอนไซมไซลาเนสในสภาพการหมักแบบ 
solid state  พบวารําขาวสาลีเปนวัสดุหมกัที่เหมาะสมที่สุดโดยผลิตไดเทากับ 1843.6 หนวยตอกรัมวัสดุ
หมัก  ในขณะที่ Hog and Deckwer (1995) รายงานวาเมื่อเล้ียงเชื้อรา T. lanuginosus  โดยใชรําขาวสาลี
ใหเอนไซมไซลาเนสต่ํากวาการใชซังขาวโพดเปนวัสดหุมัก    สวนอานนทและคณะ (2542)  ศึกษา
ปจจัยที่มีผลตอการผลิตเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อรา Humicola lanuginosa ในระดับฟลาสกขนาด 250 
มิลลิลิตรที่บรรจุวัสดุหมกัปริมาณ 12 กรัมซึ่งประกอบดวยซังขาวโพดแชดาง รําขาวสาลี และแกลบ ที่มี
ความชื้น 70 เปอรเซ็นต บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส พบวาเชื้อราสามารถผลิตเอนไซมไดสูงสุด 
725-729 หนวยตอกรัมวัสดหุมักแหง  ภายหลังการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 5 วัน บนวัสดุหมักในอัตราสวน
ระหวาง 5:5:2-4:6:2  เมื่อเพิ่มปริมาณซังขาวโพดแชดางหรือรําขาวสาลีทําใหการผลิตเอนไซมลดลง
แมวาการเพิ่มรําขาวสาลีทําใหการเจริญเพิม่ขึ้นก็ตาม  การเติมไซแลนจากไม 0.12-0.75 กรัมลงในวสัดุ
หมักมีผลทําใหการผลิตเอนไซมเพิ่มขึ้น 1.30-1.58 เทา  นอกจากนี้ Christopher et al. (2005) ไดศึกษา
การผลิตเอนไซมไซลาเนสของเชื้อรา T. lanuginosus ATCC 46882 โดยใชชานออยดวยการหมักแบบ 
solid state ที่ความชื้นเริ่มตน 83 เปอรเซ็นต สามารถผลิตเอนไซมได 5,098 หนวยตอกรัมวัสดุหมัก 
ภายในเวลา 4 วัน  

 
6.1.2  แหลงไนโตรเจน   

 
จุลินทรียจะใชไนโตรเจนในการสังเคราะหโปรตีนและกรดนิวคลีอิค   จุลินทรียแตละ

ชนิดมีความสามารถในการใชไนโตรเจนไดแตกตางกันไป  บางชนิดสามารถเจริญไดดีในอาหารที่มี
ไนโตรเจนในรูปสารอนินทรีย  บางชนิดสามารถเจริญไดดีในอาหารทีม่ีไนโตรเจนในรูปสารอินทรยี  
ดังนั้นการเลือกใชแหลงไนโตรเจนจะตองเลือกใหเหมาะสมกับชนิดของเชื้อนั้นๆ 
(Boze et al., 1995)   
 
  Purkarthofer  et al. (1993)  ศึกษาการใชแหลงไนโตรเจน ไดแก ยีสตสกัด  เนื้อสกัด 
เคซีนเพปโทน  ฟชเพปโทน  ฟชเพปโทนผสมยีสตบด 30 เปอรเซ็นต กากถั่วเหลือง และเมล็ดฝาย
เพาะเลี้ยงเชื้อรา T. lanuginosus  ที่ใชซังขาวโพดหรือไซแลนเปนแหลงคารบอนเพื่อผลิตเอนไซม 
ไซลาเนสในสภาพการหมักแบบ  submerge  culture  พบวา  ยีสตสกดัเปนแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม
ที่สุดตอการผลิตเอนไซมไซลาเนส   นอกจากนีย้ังไดศกึษาปริมาณยีสตสกัดที่เติมในวัสดุหมกั 
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ซังขาวโพดบดในการเพาะเลี้ยงเชื้อ T. lanuginosus  เพื่อผลิตเอนไซมไซลาเนสในสภาพการหมักแบบ  
solid state    พบวาปริมาณ   ยีสตสกัดที่เหมาะสมคือ 1.75 เปอรเซ็นต 

 
อานนทและคณะ (2542) ศึกษาการเติมแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ไดแก เปปโตน   

ยูเรีย  แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  แอมโมเนียมซลัเฟตและ แอมโมเนียมไนเตรต  คิดเปน
น้ําหนกัไนโตรเจนเทากับ 0.1 กรัมลงในวสัดุหมัก 12 กรัมที่ประกอบดวยซังขาวโพดแชดาง รําขาวสาลี 
และแกลบ อัตราสวน 5:5:2  ซ่ึงเติมไซแลนจากไม 0.25 กรัม พบวา เปปโตนและยเูรียไมสงเสริมการ
สรางเอนไซมไซลาเนสของเชื้อรา Humicola lanuginosa ใหเพิ่มขึน้ซึ่งแสดงใหเห็นวาในวัสดหุมักทีม่ี 
รําขาวสาลีเปนสวนประกอบนั้นมีแหลงไนโตรเจนที่เพยีงพอตอการสรางเอนไซม  อยางไรก็ตามการ
เติมเปปโตนมผีลทําใหการเจริญที่วัดจากปริมาณกลูโคซามีนสูงขึ้นซึ่งมีปริมาตรเทากับ 19.64 มิลลิกรัม
ตอวัสดุหมกัแหงเมื่อเปรียบเทียบกับวัสดุหมักที่ไมไดเติมแหลงไนโตรเจนอื่นซึ่งมีปริมาณกลูโคซามีน
เทากับ 14.95 มิลลิกรัมตอวัสดุหมักแหงภายหลังการเพาะเลี้ยงเชื้อนาน 120 ช่ัวโมง  สวน NH4H2PO4   
(NH4)2SO4 และ NH4NO3 มีผลใหการสรางเอนไซมไซลาเนสลดลงอยางชัดเจนเมื่อเปรียบเทียบกับ 
วัสดุหมกัที่ไมเติมแหลงไนโตรเจนคือเชื้อผลิตเอนไซมได 184.7  210.0 และ 236.4 หนวยตอกรัม 
วัสดุหมกัแหงตามลําดับและวัสดุหมกัที่ไมเติมแหลงไนโตรเจนเชื้อผลิตเอนไซมได 1,294.8 หนวยตอ
กรัมวัสดุหมกัแหง  ทั้งนีเ้นื่องจากวัสดหุมักที่เติมแหลงไนโตรเจนประเภทแอมโมเนียมมีผลทําใหพีเอช
ของวัสดุหมักลดลงอยางมาก  ซ่ึงอาจมีผลยับยั้งกิจกรรมของเซลลที่เกี่ยวของกับการสรางเอนไซมและ
ความคงทนของเอนไซม 
 
  Damaso et al. (2002a) ไดทําการศึกษาถึงผลของแหลงไนโตรเจนตอการผลิตเอนไซม
ไซลาเนสจากเชื้อรา T. lanuginosus IOC-4145 พบวา แหลงไนโตรเจนที่เปนสารอนินทรีย ซ่ึงไดแก  
โซเดียมไนเตรต  แอมโมเนียมซัลเฟตและแอมโมเนียมคลอไรด  มีผลตอการสรางเอนไซมไซลาเนส 
เพียงเล็กนอย  ในขณะที่แหลงไนโตรเจนที่เปนสารอินทรียสามารถสงเสริมการสรางเอนไซมไซลาเนส 
ไดดีกวา โดยเฉพาะ peptone-meat extract และยูเรีย ที่ทําใหเชื้อสามารถผลิตเอนไซมไซลาเนสได  872 
และ 775 หนวยตอมิลลิลิตร  ตามลําดับ 
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6.1.3  สารเหนี่ยวนาํ 

 
เอนไซมที่สําคัญในอุตสาหกรรมสวนใหญเปนเอนไซมชนิดเหนี่ยวนํา (inducible 

enzyme)  ซ่ึงจุลินทรียจะสรางขึ้นไดก็ตอเมือ่อยูในสภาพแวดลอมที่มีสารชักนํา (inducer) เทานั้น  ดงันั้น
ในการผลิตเอนไซมเหลานี้จงึตองมีการเตมิสารชักนําลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อดวย  ตามปกติแลวสาร 
ชักนํามักจะเปนสับสเตรตของเอนไซมหรือสารที่มีโครงสรางคลายสับสเตรต 

 
เอนไซมที่ยอยไซแลนเปนเอนไซมชนิดเหนี่ยวนํา  การเตมิสารชักนําลงไปในอาหาร

เล้ียงเชื้อมีอิทธิพลทําใหจุลินทรียสรางเอนไซมไดเพิ่มขึน้ (Beiley et al., 1992) Alam et al.  (1994)  
พบวาการเติมสารละลายไซแลน 0.7 เปอรเซ็นตลงในวัสดุหมักรําขาวสาลี มีผลทําใหเชื้อ T. lanuginosus  
สรางเอนไซมไซลาเนสเพิ่มขึ้น 28.2  เปอรเซ็นต  แตกับเชื้อ Thermoascus  auratiacus การเติม
สารละลาย ไซแลนดังกลาวไมมีผลตอการสรางเอนไซมไซลาเนส   นอกจากนีย้ังพบวาไซแลนชวยทํา
ใหการสรางเอนไซมไซลาเนสและบีตาไซโลซิเดส ของเชื้อ  Aspergillus  ochraceus  และ  Taralomyces  
byssochlamydoides  เพิ่มขึ้น (Yoshioka et al., 1981; Biswas et al., 1988)  ยังมีการศกึษาถึงการใชแหลง
คารบอนตาง ๆ เพื่อเหนีย่วนําการสรางเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อ  T. lanuginosus   พบวา ไซโลสและ
เพนโทซานสามารถเหนี่ยวนาํการสรางเอนไซมไซลาเนสได (ขวัญชัย, 2544; Purkarthofer et al.,  1993; 
Maheshwari et al., 2000)   นอกจากนี้น้ําตาลเพนโทสหลายชนิดสามารถเหนี่ยวนาํการสรางเอนไซม 
ไซลาเนสในเชื้อ T. lanuginosus ไดพอ ๆ กับไซแลนและไซโลไบโอส จากการศึกษาการเหนี่ยวนําการ
สรางเอนไซมไซลาเนสของเชื้อ T. lanuginosus ในสภาพ  resting cell พบวาการเหนีย่วนาํโดยไซแลน
นั้นเกดิชากวาการใชไซโลสประมาณ 2 ช่ัวโมง ไซแลน ไซโลไบโอส และไซโลส ที่เหนี่ยวนําการสราง
เอนไซมไดอยูในชวง 10.0-333.3 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงสามารถเหนี่ยวนาํใหผลิตเอนไซมได  7,100   
1,225 และ 850  nkat/ml  ตามลําดับ  สวนไลโซส  อะราบิโนส และไรโบสมีผลเหนี่ยวนาํการสราง
เอนไซมไดในปริมาณต่ํามากระหวาง 2.7-13.8 nkat/ml  ในขณะทีก่ลูโคสมีผลไปยับยั้งการสราง
เอนไซมไซลาเนส  (Purkarthofer and Steiner, 1995)  และการยอยไซโลไบโอสโดยเอนไซมบีตาไซโล
ซิเดสใหเปนไซโลสซึ่งเกิดขึ้นภายในเซลล  ไซโลสปริมาณมากสามารถกอใหเกิด catabolite repression 
ตอการสรางเอนไซมไซลาเนสได  แตบางครั้งพบวาไซโลสสามารถเหนี่ยวนาํการสรางเอนไซมไซ
ลาเนสไดใน Melanocarpus albomyces, Pullularia pullulanas, Aspergillus terreus, A. niger, A. sydowii 
และ T. lanuginosus  (Hrmova et al., 1989; Ghosh and Nanda, 1994; Purkarthofer and Steiner, 1995)  
นอกจากนี้ยังมรีายงานวา birchwood xylan  สามารถเหนี่ยวนาํการสรางเอนไซมไซลาเนสได  แตอะราบิ
โนส  กาแลคโตส  กลูโคสและกลีเซอรอลไมสามารถเหนี่ยวนําการสรางเอนไซมไซลาเนสได (Bhuiyan 
et al., 1997) สวนฟรุคโตส กลูโคส มอลโตสมีผลไปยับยั้งการสรางเอนไซมไซลาเนส  (Damaso, 2002) 
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ขวัญชัย (2544)  ศึกษาการสรางเอนไซมไซลาเนสดวยการเพาะเลี้ยงระดับฟลาสกใน
อาหารเหลวทีม่ีแหลงคารบอนตางๆโดยเชื้อราที่ชอบรอน Humicola lanuginosa (Griffon and 
Maublance) Bunce ซ่ึงเปนสายพันธุที่สรางเอนไซมไซลาเนสไดด ีและไมมีกิจกรรมของเอนไซม 
เซลลูเลส  พบวาไซแลนสามารถเหนี่ยวนําการสรางเอนไซมไซลาเนสได 19.8 หนวยตอมิลลิลิตร 
ในขณะที่ไซโลโอลิโกแซ็กคาไรด และไซโลส มีผลตอการเหนีย่วนํานอยกวาคือ 1.10 และ 0.37 หนวย
ตอมิลลิลิตรตามลําดับ   เมื่อใชน้ําตาลอะราบิโนส กลูโคส และไซโลไบโอสเปนแหลงคารบอนจะพบ
การสรางเอนไซมไซลาเนสไดในปริมาณต่าํ แตไมพบกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเมื่อใชน้ําตาล 
กาแล็กโตสเปนแหลงคารบอน  ความเขมขนของไซแลนที่สามารถเหนี่ยวนําการสรางเอนไซม 
ไซลาเนส ดีที่สุด คือ 10-15 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยเชือ้รา H. lanuginosa สรางเอนไซมไซลาเนสได 
16.2 หนวยตอมิลลิลิตร ดังนัน้สรุปไดวาการเติมไซแลนลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเซลลเจริญแลวสามารถ
เหนีย่วนําใหเชื้อราสงัเคราะหเอนไซมไซลาเนสและเอนไซมบีตาไซโลซิเดสไดเพิ่มขึ้น ขณะทีก่ารเติม
ไซโลสลงในอาหารที่มีไซแลนมีผลในการยบัยั้งการสังเคราะหเอนไซมไซลาเนสที่เหนีย่วนาํโดย 
ไซแลน  
 

6.2   ปจจัยทางกายภาพ 

 
ปจจัยทางกายภาพเปนปจจยัที่สําคัญและยากในการควบคุมในกระบวนการหมักแบบ

solid state  ซ่ึงไดแก  ความชืน้  อุณหภูมิ  การใหอากาศ  รูปรางและขนาดวัสดุหมัก  การเตรียมวัสดหุมัก  
(pretreatment)  และระยะเวลาการเพาะเลี้ยง  (วิเชยีรและคณะ, 2536;  Nishio et al., 1981; Biswas, 1981; 
Sargantanis et al., 1993)  วัสดุหมักที่มีขนาดที่เหมาะสมจะมีพื้นที่ผิวใหจุลินทรียยดึเกาะไดมาก  แตถามี
ขนาดเล็กเกินไปจะทําเกิดการถายเทอากาศไดไมดี  ความชื้นและอณุหภูมิเปนปจจัยทางกายภาพทีสํ่าคัญ
ที่สุดในการควบคุมการหมักแบบ solid state  โดยเปนปจจัยควบคุมการสรางเอนไซม  การไหลเวยีน 
อากาศจะเปลี่ยนแปลงไปพรอมกับการเปลี่ยนแปลงความชื้นของวัสดุหมัก  (Aidoo et al., 1982; Moo-
Young et al., 1983; Biswas et al., 1988) 

 
อานนทและคณะ (2542) ศึกษาผลของอุณหภูมิตอการสรางเอนไซมไซลาเนสของเชื้อรา  

Humicola lanuginosa โดยเพาะเลี้ยงบนวสัดุหมักที่มีความชื้นเริ่มตนเทากับ 70 เปอรเซ็นตโดย
ประกอบดวยซังขาวโพดแชดาง รําขาวสาลีและแกลบในอัตราสวน 5:5:2  ซ่ึงเติมไซแลนจากไม 0.25 
กรัม โดยบมทีอุ่ณหภูมิ 35, 40, 45, 50, 55 และ 58  องศาเซลเซียส พบวาอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสเปน
อุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับเชื้อรา H. lanuginosa สรางเอนไซมไซลาเนสไดสูงสดุเทากับ 1,500 หนวย
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ตอกรัมวัสดุหมักแหง  ภายหลังการเพาะเลีย้งเชื้อเปนเวลา 7 วัน การหมกัที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส
ทําใหการสรางเอนไซมไซลาเนสลดลงเล็กนอยโดยเชื้อผลิตไดเทากับ 1,330 หนวยตอกรัมวัสดุหมกัแหง  
เมื่ออุณหภูมิต่าํกวา 45 องศาเซลเซียสหรือมากกวา 50 องศาเซลเซียสมีผลใหการสรางเอนไซมลดลง
อยางมาก  สําหรับการศึกษาผลของความชื้นตอการสรางเอนไซมไซลาเนสโดยเพาะเลีย้งบนวัสดุหมกัที่
ประกอบดวยซังขาวโพดแชดาง รําขาวสาลีและแกลบในอัตราสวน 5:5:2  ซ่ึงเติมไซแลนจากไม 0.25 
กรัม บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส โดยใชความชื้นเริ่มตนที่ 60, 65, 70, 73  และ 76 เปอรเซ็นต พบวา 
ความชื้นเริ่มตนที่เหมาะสมสําหรับการสรางเอนไซมไซลาเนสเทากับ 70 เปอรเซ็นตโดยเชื้อสราง
เอนไซมได 1,500 หนวยตอกรัมวัสดุหมกัแหงภายหลังการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 7 วัน  นอกจากนี้ยังศกึษา
ผลของความหนาวัสดุหมักและอัตราการใหอากาศตอการผลิตเอนไซมไซลาเนสของเชื้อรา  
H. lanuginosa โดยใชการหมักแบบถาดในถังหมักหองปฏิบัติการที่มีการใหอากาศชื้นและมีถาดไม
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 22 เซนติเมตรบนวัสดุหมกัที่ประกอบดวยซังขาวโพดแชดาง  รําขาวสาลี  
แกลบและไซแลนจากไมในอัตราสวน 5:5:2:0.25 ที่มีความชื้นเริ่มตนเทากับ 70 เปอรเซ็นต ที่ระดบั
ความหนาของวัสดุหมกั 1, 2  และ 5 เซนติเมตร โดยใหอากาศชื้นในอัตรา 0.06 ,0.24 และ 0.45 ลิตร
อากาศตอช่ัวโมงตอกรัมวสัดุหมักแหงพบวาในสภาวะการหมักที่ไมไดใหอากาศการเพิ่มความหนาของ
วัสดุหมกัมีผลทําใหการผลิตเอนไซมลดลงอยางมาก  การใหอากาศชวยใหอัตราการผลิตและปริมาณ
เอนไซมเพิ่มขึน้  การใหอากาศระหวาง 0.06-0.24 ลิตรอากาศตอช่ัวโมงตอกรัมวัสดุหมักแหงมีผลให
การผลิตเอนไซมไดสูงสุดเทากับ 1,577-1,764 หนวยตอกรัมวัสดุหมักแหง ภายหลังการเพาะเลี้ยงเปน
เวลา 120 ช่ัวโมง  การเพิ่มความหนาวัสดหุมักเปน 5 เซนติเมตรภายใตการเพาะเลี้ยงที่ใหอากาศมผีลให
การผลิตเอนไซมลดนอยลงโดยไดเอนไซมเทากับ 1,324 หนวยตอกรัมวัสดุหมกัแหง 

 
6.2.1  ความเปนกรด-เบส 

 
 ความเปนกรด-เบส มีผลโดยตรงตออัตราการเจริญและระบบเมแทบอลิซึมของ 

จุลินทรีย   โดยอัตราการเจรญิจะคอย ๆ  ลดลงเมื่อพีเอชสูง  หรือต่ํากวาพีเอชที่เหมาะสม  จุลินทรียแต
ละชนิดจะมีชวงของพีเอชที่เหมาะสมตอการเจริญแตกตางกัน  ราสวนใหญเจริญดีทีพี่เอชต่ําและพเีอช 
ที่เหมาะสมคือ 5 แตอาจเจรญิไดที่พีเอชสงูกวา 7  จึงจัดเปนพวกชอบกรดไมแทจริง (facultative  
acidophile) บางชนิดเจริญไดที่พีเอชต่ํามาก ๆ จัดเปนพวกชอบกรดอยางแทจริง (obligate acidophile)  
สวนจุลินทรียบางพวกสามารถเจริญไดในสภาพแวดลอมที่มีพีเอชมากกวา 7 จดัเปนพวกชอบดาง 
(alkaliphile)  Petrova et al. (2000) รายงานวาพีเอชทีเ่หมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซมอะไมเลสของ
เชื้อรา T. lanuginosus สายพนัธุดั้งเดิมเทากับ 5.0   แตสําหรับสายพันธุกลายพีเอชที่เหมาะสมคือ 4.5 
ในขณะที่   มีรายงานไวมากมายเกีย่วกับพีเอชที่เหมาะสมของเอนไซมไซลาเนสที่ผลิตจากเชื้อรา 
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 T. lanuginosus  ซ่ึงแตกตางกันไปขึ้นอยูกบัสายพันธุ     Jiang et al. (2005) รายงานวาพีเอชที่
เหมาะสมคือ 6.2   Nguyen et al. (2002) รายงานวาพีเอชที่เหมาะสมของเชื้อ T. lanuginosus ATCC 
34626 อยูในชวง 4.6-6.6  Li et al. (2005) รายงานวาพีเอชที่เหมาะสมอยูในชวง 7-7.5  สวน Singh et al. 
(2000d) และ Xiong et al. (2004) รายงานวาพีเอชที่เหมาะสมอยูในชวง 6.0-6.5  
   

6.2.2  อุณหภมูิ 
 

  อุณหภูมิเปนปจจัยแวดลอมที่มีผลตอการเจริญและการเกิดกจิกรรมของเซลล 
จุลินทรีย แตละชนิดมีความตองการอุณหภูมิเพื่อการเจรญิเติบโตที่ตางกัน  อุณหภูมทิี่เหมาะสมสําหรับ
การเจริญเรียกวา optimum  temperature  โดยทัว่ไปอุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมจะคงที่ 
ที่อุณหภูมิหนึง่ตั้งแตเร่ิมตนจนสิ้นสุด  แตอุณหภูมิของการเจริญจะแปรผันในชวงกวาง 
 

  Singh et al. (2000a) รายงานวาอณุหภูมิทีเ่หมาะสมสําหรับเอนไซมไซลาเนส ของ
เชื้อ T. lanuginosus  คือ 70 องศาเซลเซียส และไดทดสอบความคงทนของเอนไซมไซลาเนส จากเชื้อ 
 T. lanuginosus 9 สายพันธุ  พบวาเอนไซมจากเชื้อ T. lanuginosus SSBP  มีความคงตวัมากที่สุด โดย
กิจกรรมของเอนไซมไมเปลี่ยนแปลงเมื่อเก็บไวที่ 65 องศาเซลเซียสเปนเวลา 6 ช่ัวโมง  และลดลงเหลือ
เพียง 45 เปอรเซ็นต  เมื่อเก็บไวที่ 100 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที   นอกจากนี้ยังพบวา culture 
filtrate ของเชื้อ T. lanuginosus SSBP ที่เล้ียงบนซังขาวโพดมีความคงตัวมากที่สุด เมื่อเปรียบเทียบกับ
ความคงตัวของ culture filtrate ของเชื้อ T. lanuginosus SSBP ที่เล้ียงบน oat spelts xylan,  birchwood 
xylan, locust beangum   รําขาวสาลี และชานออย   
 

6.2.3  ปริมาณออกซิเจน 
 

  การเลี้ยงเชื้อในสภาวะที่มกีารใหออกซิเจนอยางเพียงพอเชื้อจะมกีารเจริญไดดี  
เนื่องจากในสภาวะที่มีการใหอากาศจุลินทรียสามารถยอยสารอาหารและสรางพลังงานไดสูง   ความ
ตองการออกซิเจนของจุลินทรียยังขึ้นกับสวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อดวย  ถาใชแหลงคารบอนที่
เชื้อสามารถใชไดงายรวดเรว็ ความเขมขนสูงจะทําใหเชือ้เจริญไดอยางรวดเร็ว (Daniel et al., 1979)  
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    Reddy et al. (2002)   ศึกษาผลของการใหอากาศตอการผลิตเฮมิเซลลูเลสจาก

เชื้อรา T.  lanuginosus SSBP  ในถังหมักขนาด 30 ลิตร  พบวาเมื่อเพิ่มอัตราการใหอากาศทําใหมกีาร
ผลิตเอนไซมไซลาเนสเพิ่มขึ้น  โดยใหกจิกรรมของเอนไซมไซลาเนสสูงสุด 6,750 nkat/ml ที่  0.75 vvm  
ภายในเวลา 48 ช่ัวโมง แตเมือ่เพิ่มอัตราการใหอากาศสูงถึง 1.25 vvm  ทําใหกจิกรรมของเอนไซม 
ไซลาเนสลดลงเหลือ 2,500 nkat/ml  สวนกิจกรรมของเอนไซมบีตากลูโคซิเดสเทากับ 0.40 nkat/ml  
และคงที่ในระหวางการหมักที่มีอัตราการใหอากาศ  0.75-1.0 vvm 
 
7.   การปรับปรุงสายพนัธุ T. lanuginosus 
 
 Damaso et al. (2003)  ศึกษาการแสดงออกของเอนไซมไซลาเนสทนรอนจากเชื้อรา  
T. lanuginosus IOC-4145 ในยีสต Pichia  pastoris  โดยวิธี cDNA cloning พบวาเชือ้ยีสตสามารถปลอย
เอนไซมออกมาในระดับสูง  นอกจากนี้ยังพบวาความหนาแนนของเซลลเร่ิมตนมีอิทธิพลตอการ
แสดงออกของเอนไซมไซลาเนส  การผลิตเอนไซมไซลาเนสจาก recombinant ในฟลาสกขนาด  
 1  ลิตรภายใตสภาวะทีเ่หมาะสมสามารถผลิตเอนไซมไซลาเนสได 148 มิลลิกรัมตอลิตร    อุณหภูมทิี่
เหมาะสมสําหรับการทํางานของเอนไซมที่ไดจากสายพันธุดั้งเดิมและ recombinant คอื 75 องศา
เซลเซียส  และยังพบกิจกรรมถึง 60 เปอรเซ็นตที่ 70 องศาเซลเซียส นาน 80 นาที หรือ 40 นาทีที่ 80 
องศาเซลเซียส  
 

Chadha et al. (1999)  ศึกษาการผลิตเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อรา T. lanuginosus  สายพันธุ
ดั้งเดิมและสายพันธุกลายดังนี้  ATCC 26909, ATCC 22083, DEN 1457, IMI 8400 และ BSI  พบวา 
ทุกสายพันธุผลิตเอนไซมไซลาเนสไดในปริมาณสูงและผลิตเอนไซมไซลาเนส 2 แบบ ไดแก xylanase I 
และ  xylanase II   ซ่ึงมีน้ําหนักโมเลกุล  25 และ 54 กิโลดาลตัน ตามลําดับ  และเมื่อทําใหสายพนัธุ  BSI  
กลายพันธุดวยการใชแสงอัลตราไวโอเลตหรือ N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine (NTG)    
ทําใหผลิตเอนไซมไซลาเนสไดเพิ่มขึ้น  โดยพบวาสายพนัธุกลายสามารถผลิตเอนไซมไซลาเนสไดเปน 
2.5 เทา (2,506 หนวยตอมิลลิลิตร) เมื่อเปรียบเทียบกับที่ผลิตไดจากสายพันธุดั้งเดิม (1,018 หนวยตอ
มิลลิลิตร) 
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8.  วิธีการวิเคราะหเอนไซมท่ีใชในอาหารสัตว  

 
การวิเคราะหเอนไซมไซลาเนสและแอลฟาอะไมเลส  ซ่ึงเปนเอนไซมที่ใชในอาหารสัตว มี

ดวยกันหลายวธีิ ไดแก 
 
8.1  การหาปริมาณน้ําตาลรีดวิซ นิยมใชอยู 2 วิธี คือ วิธี DNS (dinitrosalicylic acid) เปนวิธีการ

ที่ไวตอไอออนของโลหะและเหมาะสําหรับนํามาใชในการหาปริมาณน้ําตาลที่มีระดบัสูงอยูในชวง 1-5 
มิลลิกรัม และอีกวิธีคือ  Somogyi-Nelson เปนวิธีที่มีประสิทธิภาพในการวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลที่มี
ระดับต่ํา (10-50 ไมโครกรัม)  การหาปริมาณน้ําตาลรีดวิซนิยมใชในการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม
ไซลาเนส  เซลลูเลสและอะไมเลส เปนตน 

 
8.2  การใชสับสเตรตสรางพันธะโควาเลนตกับสี Remazol Brilliant Blue (colorimetric 

 assays) ซ่ึงเปนการวดักิจกรรมของเอนไซมโดยการวัดสทีี่เกิดขึ้นของสารละลายที่เกิดขึ้นหลังจาก
เอนไซมทําปฏิกิริยากับสับสเตรตแลว ซ่ึงการใชสี Remazol Brilliant Blue นั้น   มีขอดคีือเปนสารที่ 
ไมละลายน้ําทาํใหสามารถเกดิปฏิกิริยาการแยกผลิตภณัฑออกจากสับสเตรตที่ไมถูกยอยไดงาย โดยใช
แอลกอฮอลเปนตัวทําใหตกตะกอน 
 

8.3  การวัดความหนืด (viscometric method) ใชในการวเิคราะหกจิกรรมของเอนไซม 
ไซลาเนสและเอนไซมบีตากลูคาเนสซึ่งมีความจําเพาะเจาะจงสูงแตวิธีการนี้ใชเวลาในการวิเคราะห
คอนขางนานเมื่อเปรียบเทียบกับการใชสับสเตรตสรางพันธะโควาเลนตกับสี Remazol Brilliant Blue  
 

8.4  วิธีวิเคราะหแบบ Enzyme–linked sorbent assay (ELSA) ใชเพื่อหากิจกรรมของเอนไซม  
ไซลาเนสและเอนไซมบีตากลูคาเนส  ซ่ึงมีขอดีคือ มีความจําเพาะตอการหาปริมาณของเอนไซมดีกวา
วิธีอ่ืน ๆ (McCleary, 2001) 
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9.  การวิเคราะหพื้นผิวตอบสนอง (Response Surface Methodology)  

 
ผูคนคิดการใชวิธีการทางสถิติสําหรับการออกแบบการทดลอง คือ Fisher  ซ่ึงเปนทั้งผูพัฒนา

และเปนบุคคลแรกที่นําเอาการวิเคราะหความแปรปรวน (Analysis of Variance) มาใชเปนวิธีการ
เบื้องตนในการวิเคราะหเกี่ยวกับการออกแบบการทดลอง  ซ่ึงการนําไปใชในยุคแรก  สวนมากจะ
เกี่ยวของกับวทิยาศาสตรทางการเกษตรและชีวภาพ  และการนําไปใชงานทางดานอตุสาหกรรมครั้ง
แรกเริ่มปรากฏประมาณชวง ค.ศ. 1930  ซ่ึงอุตสาหกรรมที่เกี่ยวของคอือุตสาหกรรมสิ่งทอ  หลังจาก
สงครามโลกครั้งที่ 2  ยุติลง  วิธีการออกแบบการทดลองกไ็ดเร่ิมถูกนําไปใชในอุตสาหกรรมเคมีและ
กระบวนการผลิตในสหรัฐอเมริกาและยุโรปตะวนัตก  กลุมอุตสาหกรรมเหลานี้ไดรับประโยชนอยาง
มากในการใชการออกแบบการทดลองสําหรับงานพัฒนาผลิตภัณฑและกระบวนการผลิต (ปารเมศ, 
2545) 

 
การออกแบบการทดลองเพือ่การปรับปรุงคุณภาพ (Design of Experiment: DOE) แตละ

กระบวนการผลิตนั้นตางก็ประกอบดวยปจจัยมากมายหลายประการทีจ่ะสงผลตอประสิทธิภาพ  ตนทุน
การผลิต และระดับคุณภาพของกระบวนการ ซ่ึงตางก็ตองการที่จะกาํหนดหรือปรับตั้งคาของปจจยั
เหลานั้นอยางเหมาะสม (Optimum setting) เพื่อใหไดผลลัพธตามที่ตองการ แตปญหาก็คือจะสามารถ
หา Optimum setting ของปจจัยเหลานั้นไดอยางไร การออกแแบบการทดลองเปนวิธีที่จะชวยใหเรา
สามารถออกแบบวิธีการทดลองอยางเปนระบบ เพื่อเก็บขอมูล แลวนําขอมูลเหลานั้นไปวิเคราะหดวยวิธี
ทางสถิติ ซ่ึงจะทําใหไดผลลัพธที่เชื่อถือไดทางสถิติวาควรจะตองปรับตัง้ปจจัยตางๆ อยางไรเพื่อใหได
กระบวนการทาํงานที่มีประสิทธิภาพ ตนทนุการผลิตต่ํา และไดสินคาคุณภาพดี การทํา DOE จะใชเวลา
และคาใชจายในการทดลองที่ต่ํามากเมื่อเทยีบกับการลองผิดลองถูก การออกแบบการทดลองเปนวิธีการ
ทางสถิติอีกตัวหนึ่งที่นํามาใชในกระบวนการผลิตเพื่องานดานคณุภาพ นอกเหนือไปจากการวิเคราะห
การถดถอย (Regression analysis) ซ่ึงเทคนิคที่ใชในการออกแบบการทดลองมีหลายแบบ ไดแก การ
ทดลองแบบ factorial design, central composite design (CCD) เปนตน 
 

วิธีการหาพืน้ผิวตอบสนอง (Response Surface Methodology, RSM)  เปนการรวบรวมเอา
เทคนิคทั้งทางคณติศาสตรและทางสถิติที่มีประโยชนตอการสรางแบบจําลองและการวิเคราะหปญหา  
โดยที่ผลตอบที่เราสนใจขึ้นกับหลายตวัแปร  และมีวัตถุประสงคที่จะหาคาที่ดีที่สุดของผลตอบนี้  
โดยมากแลวจะแสดงพืน้ผิวตอบสนองในรูปแบบของกราฟฟก  และเพ ื่อที่จะชวยใหมองรูปรางของ
พื้นผิวตอบสนองไดดียิ่งขึน้ โดยมากแลวนยิมพล็อตเสนโครงราง (contour plot) ของพื้นผิวตอบสนอง 
(ปารเมศ, 2545) 
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Vining and Myers (1990) กลาววา Response Surface Methodology (RSM) เปนอีกเทคนิคหนึ่ง

ในการออกแบบการทดลอง มีทฤษฎีที่นาสนใจและถูกนํามาใชอยางแพรหลายโดยนํามาใชในการ
พัฒนางานดานคุณภาพในการผลิตเพื่อหาจุดที่เหมาะสมของกระบวนการผลิตโดยทําการปรับปรุงเขาหา
จุดที่เหมาะสมเปนขั้น ๆ ซ่ึงเทคนิคหรือวิธีการนี้ถูกนํามาประยุกตกับงานไดหลายดาน Response 
Surface Methodology เปนเทคนิคในการหาคาที่ดีที่สุดสําหรับกระบวนการผลิตหรือผลิตภัณฑ โดยการ
ออกแบบการทดลองโดยการกําหนดจุดทดลองตาง ๆ   และประมาณคาตัวแปรตอบสนองหรือลักษณะ
ทางคุณภาพของผลิตภัณฑ (Quality Performance Characteristic) ซ่ึงสัมพันธตอตัวแปรตาง ๆ  ในรูป 

   
Y(x) = β0+Σβixi+Σβiix2

i +ΣΣk
i<jβijx2

ixj 

 
จากนั้นจึงใชวธีิทางคณิตศาสตรจากทฤษฎีการหาคาที่ดทีี่สุด (Optimization Theory) ใหได

คาตัวแปรตอบสนองที่ดีที่สุด ซ่ึงการใชสมการกําลังสองนั้นก็เพียงพอแลว ในแงของการหาคําตอบที่ดี
ที่สุดเมื่อเขาใกลจุดที่ดีที่สุด (Montgomery, 1991) 
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อุปกรณและวิธีการ 

 
1.  เชื้อรา 

 
เชื้อราที่ใชคือเชื้อราชอบรอน Thermomyces  lanuginosus  ที่คัดแยกจากตัวอยางตาง ๆ เชน ดิน 

ซาก ปุย  เปลือกไม  เปนตน ที่เก็บมาจากแหลงตาง ๆ ในประเทศไทยจาํนวน 89 สายพันธุ โดยสายพันธุ
เหลานี้ไดผานการทดสอบแลววาสามารถผลิตเอนไซมไซลาเนสไดทุกสายพันธุ  (Khucharoenphaisan 
and Kitpreechavanich, 2004) นําเชื้อราทั้ง 89 สายพันธุมาเพาะเลี้ยงบนอาหารวุนเอยีง yeast extract-
glucose medium  บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 เดือน แลวเก็บไวที่อุณหภูมหิอง 

 
2.  การศึกษาความสามารถผลิตเอนไซมของเชื้อรา Thermomyces  lanuginosus  บนอาหารแข็ง 
 
 นําเชื้อราทั้ง 89 สายพันธุมาศึกษาความสามารถในการผลิตเอนไซมชนิดตาง ๆ ดังนี ้ไดแก  
เอนไซมแอลฟาอะไมเลส  ไลเปส  โปรติเอสและไฟเตส  โดยนําเชื้อราที่เก็บไวในขอ 1 มาเพาะเลี้ยงบน
อาหาร yeast extract -glucose medium บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วนั แลวใช  cork 
borer  เจาะเสนใยเชื้อราบริเวณขอบโคโลนีจากอาหารเลี้ยงเชื้อไปวางบนอาหารที่ใชทดสอบ 
 

 2.1  เอนไซมแอลฟาอะไมเลส 
 

  ปลูกเชื้อราลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Starch  agar  ซ่ึงมีองคประกอบของ แปงที่ละลายน้าํ 2 
กรัม  beef extract 3 กรัม เพปโทน 5 กรัม วุน 15  กรัม และน้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร  จากนั้นบมที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 5 วัน  ทําการราด iodine reagent ลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ทิ้งไวที่
อุณหภูมิหอง 2 นาที สังเกตและบันทึกเชือ้ที่สามารถสรางบริเวณใส (clear zone) รอบโคโลนี 

 
2.2  เอนไซมไลเปส 

 
ปลูกเชื้อราลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Tween 80  agar  ซ่ึงมีองคประกอบของ เพปโทน 10 กรัม  

โซเดียมคลอไรด 5 กรัม  แคลเซียมคลอไรด  0.1 กรัม Tween 80  10  มิลลิลิตร วุน 15 กรัม และน้ํากลั่น 
1000 มิลลิลิตร  จากนั้นบมทีอุ่ณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 5 วัน  บันทึกเชื้อทีส่ามารถสราง
บริเวณตกตะกอนของแคลเซียมรอบโคโลนี 
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2.3   เอนไซมโปรติเอส 
 

 ปลูกเชื้อราลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Casein  agar  ซ่ึงมีองคประกอบของเคซัน 10 กรัม  ยีสต
สกัด 5 กรัม วุน 15 กรัม และน้ํากลั่น 1000  มิลลิลิตร  จากนั้นบมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 
5 วัน  บันทกึเชื้อที่สามารถสรางบริเวณใส  (clear zone) รอบโคโลนี 
 

2.4   เอนไซมไฟเตส 
 

ปลูกเชื้อราลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีองคประกอบของกรดไฟติก 5 กรัม  แมกนีเซยีมซัลเฟต 
0.5 กรัม  แอมโมเนียมซัลเฟต 5 กรัม  โพแทสเซียมคลอไรด 0.5 กรัม  FeSO4.7H2O  0.01 กรัม  
แมกนีเซยีมซัลเฟต 0.01 กรัม  แคลเซียมคลอไรด 0.78  กรัม วุน 15 กรัม และน้ํากลัน่ 1000 มิลลิลิตร  
จากนั้นบมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 5 วัน  บันทึกเชื้อที่สามารถสรางบริเวณใส  (clear 
zone) รอบโคโลนี 
 
 นําผลที่ไดมาจดักลุมความสามารถของเชื้อเพื่อเปนขอมูลตอไป 
 
3.  การศึกษาความสามารถผลิตเอนไซมของเชื้อรา T. lanuginosus   
 
 นําเชื้อราทั้ง 89 สายพันธุมาศึกษาความสามารถในการผลิตเอนไซมโดยใชซังขาวโพดเปน
วัตถุดิบ  โดยการเพาะเลี้ยงแบบ  solid state และแบบ  submerge culture   เอนไซมที่ศึกษาไดแก 
เอนไซมไซลาเนส และอะไมเลส  
 
 3.1  การเตรียมสับสเตรต 
 

นําซังขาวโพดแหงมาสับใหเปนชิ้นเล็ก ๆ กอนนําไปบดดวยเครื่อง grinding mill จากนั้น
นํามารอนแยกดวยตะแกรงขนาด 5 mesh  และนําไปอบใหแหงที่ 70 องศาเซลเซียส 1 คืน แลวเก็บไวใช
ในการหมกัตอไป  สวนซังขาวโพดแชดางเตรียมโดยนําซังขาวโพดที่ไดดังกลาวมาแชดวยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 เปอรเซ็นตนาน 1 ช่ัวโมง แลวลางดางออกดวยน้าํเปลาหลายๆ คร้ัง
จนกระทั่งน้ําลางมีพีเอชเปนกลาง  จากนัน้นําไปอบที ่70 องศาเซลเซียส 1 คืนแลวเก็บไวใชตอไป 
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3.2  การเตรียมกลาเชื้อ 

 
นําเชื้อรามาเพาะเลี้ยงบนอาหาร yeast extract-glucose medium  บมที่อุณหภูมิ 50 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 5 วัน แลวใช  cork borer  เจาะเสนใยเชือ้ราจากอาหารเลี้ยงเชื้อไปวางบนอาหารวุนที่
มีรําขาวสาลี 2.8 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ก) เปนเวลา 10 วนั จากนัน้เติมสารละลาย  Tween 80 ความ
เขมขน 1 เปอรเซ็นต  ปริมาตร 20 มิลลิลิตร  ใชเข็มเขี่ยเชื้อที่ผานเปลวไฟฆาเชื้อแลวเขี่ยเชื้อใหสปอร
กระจาย  นําสปอรที่ไดไปแยกดวยสําลีทีป่ลอดเชื้อเพื่อแยกเอาสวนที่เปนเสนใยออกไป  นับจํานวน
สปอรโดยใช  haemacytometer  และเจือจางใหมีสปอร 105-106  สปอรตอมิลลิลิตร 
 

3.3  การเพาะเลี้ยง 
 
  3.3.1  การเพาะเลี้ยงแบบแหง (solid state culture) 
 

  ช่ังซังขาวโพดทั้งที่ผานการแชดางและไมผานการแชดาง 5 กรัม  รําขาวสาลี 5 กรัม 
และแกลบ 2 กรัม  ใสลงไปในถุงพลาสติกทนรอนขนาด 8 x 12  นิ้ว ปากถุงครอบดวยพลาสติกเสนผาน
ศูนยกลาง 55  มิลลิเมตร ปรับใหมีความชืน้เริ่มตน 70 เปอรเซ็นตโดยน้ํากลั่น  แลวปดปากถุงดวยจุกสําลี 
เพื่อปองกันการปนเปอนหลังการฆาเชื้อ   นําไปนึ่งฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 
นาที  ทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมหิอง  จากนั้นใสกลาเชื้อที่เตรียมไวปริมาตร 2 มิลลิลิตร ขยําถุงพลาสติก
เพื่อใหสปอรของเชื้อกระจายอยูในอาหารอยางทั่วถึง   แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ  50 องศาเซลเซยีสเปน
เวลา 5 วัน   เมือ่ครบกําหนดสกัดเอนไซมดวยการเติมน้าํกลั่นปริมาตร 36  มิลลิลิตร  แลวตั้งไวที่
อุณหภูมิหอง  เปนเวลา 60 นาที  ทําการกรองดวยกระดาษกรองแลวนําสวนใสที่ไดไปวิเคราะหกิจกรรม
ของเอนไซม 
 

3.3.2  การเพาะเลี้ยงแบบอาหารเหลว (submerge culture) 
 

 เพาะกลาเชื้อที่เตรียมไวปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใสลงไปในอาหารเหลว 15  มิลลิลิตร 
ที่มีองคประกอบดังนี ้ ซังขาวโพด 15 กรัมตอลิตร โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 5 กรัมตอลิตร  
Tween 80  0.3 มิลลิลิตรตอลิตร  ยีสตสกัด 15 กรัมตอลิตร   ซ่ึงบรรจุในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร  
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 15 นาที   นําไปบมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  
ในสภาวะเขยาดวยความเรว็รอบ 120 รอบตอนาที เปนเวลา 5 วัน  จากนัน้นํา culture broth มากรองดวย
กระดาษกรอง แลวนําสวนใสที่ไดไปวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซม    
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คัดเลือกสายพนัธุที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมไดสูงในอาหารแบบ solid 

state และใน submerge culture  เพื่อนํามาทดสอบความสามารถในการทนกรดและทนรอนตอไป 
 
4.  การทดสอบความสามารถในการทนกรดของเอนไซมไซลาเนส 
 
 นําเชื้อรา T. lanuginosus   สายพันธุที่คัดเลอืกไดจากขอ 2  มาตรวจสอบผลของพีเอชตอ
เสถียรภาพของเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ํา  โดยนําตัวอยาง crude  enzyme  มาบมกับสารละลาย
ซิเตรตฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 3.5 ที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 1 ช่ัวโมง  และวิเคราะหหา
กิจกรรมเอนไซมที่เหลืออยู   ทําการคัดเลือกสายพันธุที่ผลิตเอนไซมไดดีและทนกรดไดดี  โดยคัดเลือก
สายพันธุที่ผลิตเอนไซมไดดใีนการเพาะเลีย้งแบบ solid state และใน  submerge culture  เพื่อทําการ
ทดสอบตอไป 
 
5.  การทดสอบความสามารถในการทนรอนของเอนไซมไซลาเนส 
 
 นําเชื้อรา T. lanuginosus   สายพันธุที่คัดเลอืกไดจากขอ 2  มาตรวจสอบผลของอุณหภูมิตอ
เสถียรภาพของเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ํา  โดยนําตัวอยาง  crude  enzyme  มาบมกับโซเดยีม
ฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 6.0 ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 1 ช่ัวโมง  และตรวจสอบหาเอนไซม
ที่เหลืออยู   ทาํการคัดเลือกสายพันธุที่ผลิตเอนไซมไดดแีละทนรอนไดดี โดยคดัเลือกสายพันธุที่ผลิต
เอนไซมไดดีโดยใชการเพาะเลี้ยงแบบ solid state 1 สายพันธุ และสายพันธุที่เพาะเลี้ยงใน submerge 
culture 1 สายพันธุเพื่อทําการทดสอบตอไป 
 
6.  ศึกษาสมบัติบางประการของเอนไซมไซลาเนสที่ไดจากเชื้อรา T. lanuginosus 
 

6.1  ศึกษาผลของอุณหภูมติอการทํางานและความคงทนของเอนไซม 
 

 6.1.1  ศึกษาผลของอุณหภูมติอการทํางานของเอนไซม 
 

หากิจกรรมของเอนไซมที่อุณหภูมิตางๆ โดยบม crude  enzyme  ปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร กับ0.5 มิลลิลิตร สารละลาย insoluble xylan  1 เปอรเซ็นต ในโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอรความ
เขมขน 0.1 โมลาร  พีเอช 6.0  ที่อุณหภูมิ 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 และ 90  องศาเซลเซียสเปนเวลา 
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10 นาที  จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยการตมในน้ําเดือดนาน 10 นาที  ทําใหเย็นทันทแีลวนําไปวิเคราะห
หาปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกดิขึ้นจากปฏิกริิยาการทํางานของเอนไซมไซลาเนส 

 
6.1.2  ศึกษาผลของอุณหภูมติอความคงทนของเอนไซม 

 
บม crude  enzyme  ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร  ในโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอรความ

เขมขน 0.1โมลาร  พีเอช 6.0 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ที่อุณหภูม ิ50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 และ 90  
องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที   แลวทําใหเยน็ทันที  จากนั้นนําไปวเิคราะหหากิจกรรมเอนไซม 
ยอยไซแลนไมละลายน้ําที่เหลือ 

 
6.2  ศึกษาผลของพีเอชตอการทํางานและความคงทนของเอนไซม 

 
6.2.1  ศึกษาผลของพีเอชตอการทํางานของเอนไซม 

 
  นําเอนไซมทีเ่จือจางอยูในบฟัเฟอรพีเอชตาง ๆ ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร คือ  ซิเตรต

ฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1โมลาร พเีอช 3.5   แอซิเตตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1โมลาร พีเอช 4 , 
4.5 และ 5  โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1โมลาร พีเอช 6  และ 7  และทริสไฮโดรคลอริก
บัฟเฟอร ความเขมขน 0.1โมลาร พีเอช 8  และ 9  มาบมกับสารละลาย insoluble xylan 1 เปอรเซ็นต  
ที่อยูในบฟัเฟอรนั้น ๆ ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 นาที  จากนัน้
หยุดปฏิกิริยาโดยการตมในน้าํเดือดนาน 10 นาที  แลวทําใหเย็นทันทจีากนั้นนําไปวเิคราะหหาปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซทีเ่กิดขึ้นจากปฏกิิริยาการทํางานของเอนไซมไซลาเนส 

 
6.2.2  ศึกษาผลของพีเอชตอความคงทนของเอนไซม 

 
 นําเอนไซมปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร มาบมกับบัฟเฟอรพีเอชตาง ๆ  ปริมาตร 0.5 

มิลลิลิตร คือ  ซิเตรทฟอสเฟตบัฟเฟอร  ความเขมขน 0.1โมลาร  พีเอช 3.5  แอซิเตตบัฟเฟอรความ
เขมขน 0.1 โมลาร  พีเอช 4,  4.5 และ 5 โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1โมลาร พีเอช 6 และ 7  
ทริสไฮโดรคลอริกบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1โมลาร พีเอช 8 และ 9 และ ไกลซีนโซเดียมไฮโดรไซด
บัฟเฟอร ความเขมขน 0.1โมลาร  พีเอช 10 และ 11  ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ช่ัวโมง  
แลวนําเอนไซมมาหากิจกรรมของเอนไซมยอยไซแลนไมละลายน้ําที่เหลือ   
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6.3  ทดสอบความสามารถของเอนไซมไซลาเนสในการยอยซังขาวโพด 
 

 นํา  crude  enzyme  ปริมาตร 0.9 มิลลิลิตร  บมกับซังขาวโพด 50 มิลลิกรัมที่อยูใน
สารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 6.0 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 50  องศาเซลเซียส เปน
เวลา  2  ช่ัวโมง  วิเคราะหหาน้ําตาลรีดิวซทีเ่กิดขึ้นจากการยอยซังขาวโพดดวยวิธี DNS method  
 

6.4  ทดสอบความสามารถของเอนไซมไซลาเนสในการยึดเกาะ 
 

 6.4.1  การเตรียมสับสเตรตที่ใชในการยึดเกาะ 
 

  1.  ซังขาวโพด นําซังขาวโพดมาบดดวยเครื่องบด grinding mill จนมขีนาด 5 mesh 
แชน้ํากลั่นไว 1 คืน ลางดวยน้ํากลั่นหลายๆ คร้ัง  แลวนาํไปอบจนแหง 

 
 2.  แปงมันสําปะหลัง นําแปงมันสําปะหลงัมาแชน้ํากลั่นไว 1 คืน กรอง แลวลางดวย

น้ํากลั่นหลายๆครั้ง แลวนําไปอบจนแหง 

 
  3.  เซลลูโลส นําผงเซลลูโลสจากไม spruce (Fluka) แชน้าํกลั่นไว 1 คืน จากนั้น
กรองสวนใสทิ้งแลวลางผงเซลลูโลส แลวนําไปอบจนแหง 
 
  4. ไซแลน ช่ัง oat spelt xylan (Sigma) 10 กรัมมาละลายในน้ํากลั่น 200 มิลลิลิตรแลว
ปรับพีเอชใหเปน 10 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 โมลาร คนทิ้งไวเปนเวลา 1 
ช่ัวโมงที่อุณหภูมิหอง จากนัน้ปนแยกสวนที่ละลายและไมละลายออกจากกันโดยใชความเร็ว  9,000 
รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที นําสวนใสไปปรับพีเอชใหเปน 7  ดวยสารละลายกรดอะซิติกความ
เขมขน 0.5 โมลาร แลวเก็บไวเปนไซแลนสวนที่ละลายน้ําในที่เย็น   สวนของแข็งที่ไดนํามาละลายใน
น้ํากลั่นปริมาตร 200 มิลลิลิตร แลวปรับพเีอชใหเปน 7  นํามากรองดวยกระดาษกรองเบอร 1 จากนัน้
ลางตะกอนไซแลนที่ไมละลายน้ํานําไปลางหลาย ๆ คร้ัง  นําไปอบใหแหงที่ 70 องศาเซลเซียส 1 คืน 
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6.4.2  การตรวจสอบการยึดเกาะกับสับสเตรตที่ไมละลายน้ํา 

 
นํา crude enzyme  มาเจือจางดวยสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 

0.1 โมลาร พีเอช 6.0  ใหมีกจิกรรมของเอนไซมไซลาเนสเทากับ 50 หนวยตอมิลลิลิตร  ปริมาตร 5 
มิลลิลิตรแลวเติมซังขาวโพด 5  กรัม นํามาเก็บไวที่ 4  องศาเซลเซียส นาน 30  นาที  จากนั้นนาํไปเหวี่ยง
ที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส เพื่อเอาสวนใสไป
วิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําและคํานวณเปอรเซ็นตการยึดเกาะตามสมการ 

 
% Adsorption = [(O-R)/O] x 100 

 
เมื่อ R คือ กิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสที่เหลืออยูในสวนใส 

          O คือ กิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเริ่มตน 
 
7.  ผลของชนดิแหลงไนโตรเจนตอการผลติเอนไซมไซลาเนส 
 
 ทําการเพาะเลี้ยงเชื้อรา T. lanuginosus ในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่ประกอบดวยซังขาวโพด 15 กรัมตอ
ลิตร โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 5 กรัมตอลิตร tween 80 0.3 มิลลิลิตรตอลิตร และแหลง
ไนโตรเจน 15 กรัมตอลิตร แหลงไนโตรเจนที่ใชไดแก ยสีตสกัดและเนือ้สกัด ในสภาวะเขยาที่ความเร็ว
รอบ 120 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน สกดัเอา crude enzyme มาวิเคราะห
หากิจกรรมของเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ํา 
  
8.  ศึกษาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชือ้ท่ีมีผลตอการผลิตเอนไซมไซลาเนสแบบอาหารเหลวโดยใช
ซังขาวโพดเปนวัตถุดิบ 

 
 8.1  การออกแบบการทดลอง 
  

 การทดลองเปนการศึกษาเพือ่หาชนิดของสารอาหารที่มีผลตอการผลิตเอนไซมไซลาเนส  
โดยในการศึกษานี้ไดใชรูปแบบการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) โดยแบงปจจัย
ออกเปน 3 ระดับ ดังนี้ คือ ระดับสูง (High) ระดับปานกลาง (Intermediate) และระดบัต่ํา (Low) ซ่ึง
สามารถกําหนดคาของปจจัยตาง ๆ ไดดังตารางที่ 5   สามารถออกแบบการทดลองไดทั้งหมด 27 การ
ทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 6  ซ่ึงแตละการทดลองทําซ้ํา 2 คร้ัง  
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ตารางที่  5   การกําหนดชวงของปจจัยที่ตองการนํามาศกึษาโดยวิธี Central Composite Design  
 

ปจจัยที่ตองการศึกษา 
Xi 

 
-1 

ระดับ 
0 

 
1 

X1 ซังขาวโพด  (กรัมตอลิตร) 10 20 40 
X2  ยีสตสกัด (กรัมตอลิตร) 10 20 40 
X3 KH2PO4 (กรัมตอลิตร)  0 5 10 
X4  Tween 80 (มิลลิลิตรตอลิตร) 0 0.3 1 

 
ตารางที่ 6    แบบการทดลองในการผลิตเอนไซมโดยใช Central Composite Design 
 

การทดลอง ซังขาวโพด (X1) ยีสตสกัด (X2) KH2PO4 (X3) Tween 80 (X4) 
1 10 10 0 0 
2 10 10 0 1 
3 10 10 10 0 
4 10 10 10 1 
5 10 40 0 0 
6 10 40 0 1 
7 10 40 10 0 
8 10 40 10 1 
9 10 20 5 0.3 

10 40 10 0 0 
11 40 10 0 1 
12 40 10 10 0 
13 40 10 10 1 
14 40 40 0 0 
15 40 40 0 1 
16 40 40 10 0 
17 40 40 10 1 
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ตารางที่ 6    (ตอ) 
 

การทดลอง ซังขาวโพด (X1) ยีสตสกัด (X2) KH2PO4 (X3) Tween 80 (X4) 
18 40 20 5 0.3 
19 20 10 5 0.3 
20 20 40 5 0.3 
21 20 20 0 0.3 
22 20 20 10 0.3 
23 20 20 5 0 
24 20 20 5 1 
25 20 20 5 0.3 
26 20 20 5 0.3 
27 20 20 5 0.3 

 
 
8.2  เพาะเลี้ยงเชื้อรา T. lanuginosus สายพนัธุที่คัดเลือกไวจากขอ 4  เพือ่ผลิตเอนไซม 

ไซลาเนสแบบ  submerge culture โดยทําการเพาะเลี้ยงตามแบบการทดลองที่ไดออกแบบไวทั้ง 27 การ
ทดลอง หลังจากนั้นเก็บตัวอยางเอนไซม และนําไปวเิคราะหหากิจกรรมของเอนไซมไซลาเนส 

 
8.3  นําผลการทดลองที่ไดไปวิเคราะหคาทางสถิติโดยใชการหาสมการถดถอยแบบ 

พหุคูณ (multiple regression) เพื่อหาความสัมพันธระหวางกิจกรรมของเอนไซมและปจจัยทีน่ํามาศกึษา 
และนําไปทํานายคาของปจจัยที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมไดสูงสุดโดยใชวิธีการหาพื้นผิว
ตอบสนอง (Response Surface Methodology) โดยใชโปรแกรม SPSS 
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9.  การวิเคราะห 
 

9.1  การวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซมไซลาเนส 
 

9.1.1  สารเคมี 
 

สารละลายไซแลน  โดยนํา  oat spelt xylan (Sigma) 1 กรัม  มาตมในโซเดียม
ฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 6.0 ปริมาตร 100  มิลลิลิตร จนกระทั่งเริ่มเดือดจากนั้นแยก
สวนที่ละลายและไมละลายออกจากกนั  โดยการเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 8,500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 
นาที นําสวนทีล่ะลายน้ําเก็บไวเปนสับสเตรตสวนที่ละลายน้ําที่มีความเขมขน 0.89 เปอรเซ็นต (soluble 
xylan)  สวนตะกอนไซแลนที่ไมละลายน้ํานําไปลางดวยน้ํากลั่นหลาย ๆ คร้ัง  แลวนําไปอบแหงที่
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 คืน ช่ังตะกอนไซแลน 1 กรัม แลวนํามาละลายในสารละลาย
โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.1โมลาร พีเอช 6.0 ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร เก็บไวเปน 
สับสเตรตสวนที่ไมละลายน้ํา (insoluble xylan) 

 
9.1.2  การวิเคราะห 
 

(1)  หากราฟมาตรฐานโดยใชสารละลายน้ําตาลไซโลสมาตรฐานที่มีความเขมขน 
200, 400, 600, 800 และ 1000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติมสารละลาย 3,5 
dinitrosalicylic acid ปริมาตร 3  มิลลิลิตร  นําไปตมในน้าํเดือดนาน 5 นาที ทําใหเยน็ทันทีแลวเตมิน้ํา
กล่ัน 15 มิลลิลิตร นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร  เขียนกราฟระหวางคา
การดูดกลืนแสงกับปริมาณน้ําตาลไซโลสมาตรฐาน 

(2)  ปเปตสารละลายสับสเตรต 0.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดสอบและอุนในอางน้ํา
อุณหภูม ิ50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 

(3)  เมื่อครบเวลา นําเอนไซมที่เจือจางใหไดความเขมขนที่เหมาะสมดวย โซเดียม
ฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร พีเอช 6.0 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติมลงในสารละลายสับสเตรตในขอ (2)  
บมที่อุณหภูม ิ50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  แลวนาํไปหาปริมาณน้ําตาลรีดวิซดวยวิธีเชนเดียวกับ
การหากราฟมาตรฐาน  ในกรณีที่สับสเตรตเปนไซแลนที่ไมละลายน้ํา นําไปเหวี่ยงทีค่วามเร็วรอบ 8,500 
รอบตอนาที เปนเวลา 3 นาที กอนวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร   
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(4)  ทําหลอดควบคุม  โดยเติมสารละลาย 3,5 dinitrosalicylic acid ปริมาตร 3  

มิลลิลิตร ลงในหลอดทดสอบที่มีสารละลายเอนไซมปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร จากนั้นหาปริมาณน้ําตาล
รีดิวซดวยวิธีเชนเดียวกับการหากราฟมาตรฐาน   

 (5)  การคํานวณกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนส 
 

กิจกรรมของเอนไซม (หนวยตอมิลลิลิตร) =    (RS10-RS0) x 2 x dilution factor 
                            M.W. of xylose x t 

 
เมื่อ RS10 คือ  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่วัดไดภายหลังจากเอนไซมเกิดกิจกรรม 
       RS0  คือ  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่วัดไดจากหลอดควบคุม 
       t       คือ  เวลาที่ใชในการบมเอนไซมกบัสับสเตรต (10 นาที)  
 

กําหนดให 1 หนวยเอนไซมไซลาเนสคือปริมาณเอนไซมซ่ึงสามารถยอยสับสเตรต
ใหเปนน้ําตาลรีดิวซซ่ึงเทียบเทาน้ําตาลไซโลส 1 ไมโครโมล ภายในเวลา 1 นาที ในสภาวะทีท่ดสอบ  
หรือเทากับ 16.67 nkat 

 
9.2  การวิเคราะหเอนไซมแอลฟาอะไมเลสโดยวิธี Iodine  Method (Nguyen, 2000) 
 

(1)  หากราฟมาตรฐานโดยใชสารละลายแปงที่มีความเขมขน 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรแลวเติมสารละลายไอโอดีนปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลวเติมน้ํา
กล่ัน 6.5 มิลลิลิตร นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 590 นาโนเมตร  เขียนกราฟระหวางคา
การดูดกลืนแสงกับปริมาณแปงมาตรฐาน  

(2)  เตรียมสารละลายแปงเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต 1 มิลลิลิตร ในโซเดียมแอซิเตตบฟัเฟอร
เขมขน 0.1โมลาร พีเอช  5.0  นําไปเหวี่ยงแยกเอาเฉพาะสวนที่ละลาย เพื่อใชเปนสับสเตรต   ปเปต
สารละลายแปง 0.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดสอบที่มีโซเดียมแอซิเตตบฟัเฟอรเขมขน 0.1โมลาร  
พีเอช  5.0  1 มิลลิลิตร  อุนในอางน้ําอุณหภูม ิ50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 

(3)  เมื่อครบเวลา นําเอนไซมที่เจือจางใหไดความเขมขนที่เหมาะสมดวยโซเดียมแอซิเตต
บัฟเฟอรเขมขน 0.1โมลาร พีเอช  5.0 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมลงในสารละลายสับสเตรตในขอ (2) บม
ที่อุณหภูม ิ50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  แบงสารละลายที่ไดมาใสหลอดใหม  0.5 มิลลิลิตร 
จากนั้นหาปรมิาณแปงที่เหลือดวยวิธีเชนเดียวกับการหากราฟมาตรฐาน   
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(4)  ทําหลอดควบคุม  โดยเติมสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 0.5 โมลารปริมาตร 

1 มิลลิลิตร  ลงในหลอดทดสอบที่มีสารละลายเอนไซมปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลาย
สับสเตรต 1 มิลลิลิตร ที่อยูในโซเดียมแอซเิตตบัฟเฟอรเขมขน 0.1โมลาร พีเอช  5.0 ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร แบงสารละลายที่ไดมาใสหลอดใหม  0.5 มิลลิลิตร จากนั้นหาปริมาณแปงที่เหลือดวยวิธี
เชนเดยีวกบัการหากราฟมาตรฐาน   

 (5)  การคํานวณกิจกรรมของเอนไซมแอลฟาอะไมเลส 
 

กิจกรรมเอนไซม (หนวยตอมิลลิตร) =           (S5-S0) x V x 3 x dilution factor 
                                     t 

เมื่อ S5 คือ  ปริมาณแปงทีว่ัดไดภายหลังจากเอนไซมเกดิกิจกรรม 
       S0 คือ  ปริมาณแปงทีว่ัดไดจากหลอดควบคุม 
       V  คือ  ปริมาตรทั้งหมดในการทดลอง ซ่ึงเทากับ 4  มิลลิลิตร 
        t  คือ   เวลาที่ใชในการบมเอนไซมกบัสับสเตรต (5 นาที) 
 

กําหนดให 1 หนวยของเอนไซมแอลฟาอะไมเลส คือปริมาณเอนไซมซ่ึงสามารถยอยแปง
ที่ละลายน้ํา 1 มิลลิกรัมภายในเวลา 1 นาทีในสภาวะที่ทดสอบ   
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ผลและวิจารณ 

 
1.  ผลการศึกษาความสามารถในการผลิตเอนไซมอาหารสัตวของเชื้อรา T.  lanuginosus  
 

สําหรับเชื้อรา T. lanuginosus จํานวน 89 สายพันธุที่นํามาศึกษานีไ้ดทําการทดสอบ
ความสามารถผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลส ไลเปส โปรติเอสและไฟเตสบนอาหารแข็งที่มีแหลง
สับสเตรตของเอนไซมเปนสวนประกอบบนจานเพาะเลีย้ง พบวาทุกสายพันธุสามารถผลิตเอนไซม
แอลฟาอะไมเลสได  มี 80 สายพันธุที่สามารถผลิตเอนไซมไลเปสและ 39 สายพันธุทีส่ามารถผลิต
เอนไซมโปรติเอสได  แตไมพบสายพันธุทีผ่ลิตเอนไซมไฟเตส (ตารางผนวกที่ 1) ซ่ึงสอดคลองกับ
รายงานหลายฉบับที่พบวา เชื้อรา T. lanuginosus สามารถผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลส (Petrova  et al., 
2000; Nguyen et  al., 2000, 2002; Rubinder et al., 2002; Kunamneni et al., 2005) เอนไซมไลเปส (Liu 
et al., 1972, 1973a, 1973b, 1973c) และเอนไซมโปรติเอส (Ong et al., 1972) แตไมสอดคลองกับ
รายงานของ Berka et al. (1998) ที่วาเชื้อรา T. lanuginosus สามารถผลิตเอนไซมไฟเตสได ในการศึกษา
นี้ไดเลือกศกึษาความสามารถของเชื้อรา T. lanuginosus จํานวน 89 สายพันธุในการผลิตเอนไซม 
ไซลาเนสและแอลฟาอะไมเลสดวยการเพาะเลี้ยงเชื้อ 2 แบบ คือ solid state และ submerge culture โดย
ใชซังขาวโพดเปนสวนประกอบของวัสดหุมกั 

 
1.1 เอนไซมไซลาเนส 
 

การศึกษาเอนไซมไซลาเนสที่ผลิตจากเชื้อ T. lanuginosus  ทําการวัดกจิกรรมของเอนไซม
กับไซแลนที่ละลายน้ํา (soluble xylan) และไซแลนที่ไมละลายน้ํา (insoluble xylan)  โดยวดัน้ําตาล
รีดิวซที่เกิดขึน้ดวยวิธี DNS method (1959) 

 
1.1.1  การเพาะเลี้ยงแบบ solid state 
 

เมื่อเพาะเลีย้งเชื้อราบนวัสดหุมักที่ประกอบดวยซังขาวโพด 5 กรัม  รําขาวสาลี 5 
กรัมและแกลบ 2  กรัม  ที่ปรับความชื้นเริม่ตน 70 เปอรเซ็นต โดยผลิตเปรียบเทียบระหวาง ซังขาวโพด
และซังขาวโพดที่ผานการแชดาง เปนเวลา 5 วัน แลวสกัดเอา crude enzyme มาทําการวิเคราะหกิจกรรม
ของเอนไซมยอยไซแลนที่ละลายน้ํา พบวา  เชื้อราชอบรอน T. lanuginosus  สวนใหญสามารถผลิต
เอนไซมไซลาเนสไดดใีนอาหารที่ใชซังขาวโพดที่ผานการแชดางเปนวสัดุหมัก  ผลการทดลองแสดงใน



 52
ตารางผนวกที ่2  มีเชื้อรา T. lanuginosus  จํานวน 20 สายพันธุ  ที่ผลิตเอนไซมยอยไซแลนที่ละลาย
น้ําไดสูง (ประมาณ 900 หนวยตอมิลลิลิตร) ในอาหารทีใ่ชซังขาวโพดที่ผานการแชดางเปนวัตถุดิบ  ซ่ึง
ไดแก  เชื้อรารหัส THKU2, THKU4, THKU5, THKU8, THKU10, THKU11, THKU12, THKU21, 
THKU22, THKU25, THKU26, THKU46, THKU48, THKU49, THKU55, THKU69, THKU81, 
THKU84, THKU85 และ THKU86  ดังแสดงในภาพที่ 5  
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ภาพที่ 5  กิจกรรมของเอนไซมยอยไซแลนที่ละลายน้ําจากเชื้อรา T. lanuginosus  สายพันธุตาง ๆ เมื่อ
เพาะเลี้ยงแบบ solid state โดยใชซังขาวโพดหรือซังขาวโพดที่ผานการแชดางเปนวัสดุหมัก 

 
จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาความสามารถในการผลิตเอนไซมขึ้นอยูกับสาย

พันธุเชื้อรา  T. lanuginosus  อยางไรก็ตาม  ชนิดของวัสดหุมัก  ซ่ึงในทีน่ี้ไดแก  ซังขาวโพด  ก็มีผล
เชนเดยีวกัน  โดยจะเหน็ไดวา จากเชื้อราจํานวน  20  สายพันธุที่ผลิตเอนไซมไดสูงในอาหารที่ใช 
ซังขาวโพดทีผ่านการแชดางนั้น  ยังคงมีเชื้อราเพียง 12  สายพันธุ  ที่ผลิตเอนไซมไดดีในอาหารที่ใช 
ซังขาวโพด  สวนอีก 8 สายพนัธุผลิตเอนไซมไดลดลง  ซ่ึงไดแกสายพันธุ THKU2, THKU46, 
THKU48, THKU49, THKU55, THKU69, THKU84 และ THKU85  ดังแสดงในภาพที่ 5   

 
จากผลการศึกษาความสามารถผลิตเอนไซมไซลาเนสของเชื้อรา T. lanuginosus  

 เมื่อเพาะเลีย้งแบบ solid state  และวดักิจกรรมเอนไซมตอไซแลนที่ละลายน้ํา  พบวา THKU12  มี
กิจกรรมเอนไซมสูงสุดเทากับ 1,075 หนวยตอมิลลิลิตร ซ่ึงคิดเปน 3,225 หนวยตอกรัมวัสดุหมักแหง 
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ซ่ึงสูงกวาเชื้อรา T. lanuginosus D2W3  ที่ใชซังขาวโพด 5 กรัมตอลิตรเปนวัสดุหมัก  โดยมีความชืน้
เร่ิมตน 80 เปอรเซ็นต  บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ใหกจิกรรมของเอนไซมไซลาเนสสูงสุดเทากับ 
2,480 หนวยตอกรัมวัสดุหมกัแหง แตนอยกวาเอนไซมไซลาเนสที่ไดจากการใชฟางขาวฟางเปนวสัดุ
หมัก ซ่ึงใหกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเทากับ 10,145 หนวยตอกรัมวัสดุหมกัแหง (Sonia et al., 
2005)  
 

เมื่อพิจารณากจิกรรมการยอยไซแลนที่ไมละลายน้ํา  (insoluble xylan degrading 
activity) พบวาเชื้อรา T. lanuginosus  ทุกสายพันธุมีกิจกรรมของเอนไซมนอยกวากจิกรรมของเอนไซม
ยอยไซแลนทีล่ะลายน้ํา  ยกเวนสายพนัธุ  TISTR3645, THKU6 และ THKU44  ผลการทดลองแสดงใน
ตารางผนวกที ่3   โดยเฉพาะสายพันธุ  TISTR3645  เปนสายพันธุที่มีกจิกรรมของเอนไซมยอยไซแลนที่
ไมละลายน้ําไดดีทั้งในอาหารที่ใชซังขาวโพดและซังขาวโพดที่ผานการแชดาง  สวนสายพันธุ  THKU6 
และ THKU44 เปนสายพันธุที่มีกิจกรรมของเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําไดดีเฉพาะในอาหารที่มี
ซังขาวโพดเปนสวนประกอบของวัสดุหมกั 

 
เชื้อรา T. lanuginosus  ที่ผลิตเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําไดสูงมากกวา 370  

หนวยตอมิลลิลิตร  ในอาหารที่ใชซังขาวโพดที่ผานการแชดางเปนวัตถุดิบมี 10 สายพันธุ ไดแก  เชื้อรา
รหัส THKU5, THKU7, THKU10, THKU19, THKU22, THKU26, THKU39, THKU55, THKU61 
และ THKU66 (ภาพที่ 6ก)  ซ่ึงใน 10 สายพันธุนี้มี 3 สายพันธุที่ผลิตเอนไซมไดสูงในอาหารที่ใช 
ซังขาวโพดดวย  ซ่ึงไดแก THKU7, THKU10 และ THKU61  ในขณะที่ในอาหารทีใ่ชซังขาวโพดมีเชื้อ
รา 10 สายพันธุที่ผลิตเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําไดสูงในปริมาณที่ใกลเคยีงกนั  ไดแก เชื้อรา
รหัส THKU6, THKU7, THKU9, THKU10, THKU16, THKU19, THKU27, THKU30, THKU61 และ 
THKU71 (ภาพที่ 6ข)   

 
เชื้อราที่ผลิตเอนไซมยอยไซแลนละลายน้ําไดดีทุกสายพนัธุนั้น ไมไดเปนสายพันธุที่

ยอยไซแลนไมละลายน้ําไดดี  พบวา จากเชื้อรา  20  สายพันธุที่ผลิตเอนไซมยอยไซแลนที่ละลายน้ําไดดี
นั้น  มีเพยีง 5 สายพันธุ  ซ่ึงไดแก THKU5, THKU10, THKU22, THKU26 และ THKU55  เปนสาย
พันธุที่ยังคงมกีิจกรรมตอไซแลนที่ไมละลายน้ําไดดีดวย 

 
สําหรับเชื้อราที่ผลิตเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําไดต่ํา (นอยกวา 50 หนวยตอ

มิลลิลิตร) เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชซังขาวโพดที่ผานการแชดางมี 5 สายพนัธุ ไดแก 
THKU4, THKU23, THKU24, THKU53 และ THKU88  สวนในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชซังขาวโพดนัน้มี  
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8 สายพันธุ ไดแก THKU2, THKU14, THKU36, THKU49, THKU55, THKU56, THKU74 และ 
THKU88  
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ภาพที่ 6  กิจกรรมของเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําจากเชื้อรา T. lanuginosus  สายพันธุตาง ๆ 

เมื่อเพาะเลีย้งแบบ solid state โดยใชซังขาวโพดที่ผานการแชดาง (ก)  และซังขาวโพด (ข) 
เปนวัสดหุมักรวมกับรําขาวสาลีและแกลบในอัตราสวน 5:5:2  กรัม  เปนเวลา 5 วัน  

(ก) 

(ข) 
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อยางไรก็ตามองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชศึกษานี้มีสวนผสมระหวาง   

ซังขาวโพดและรําขาวสาลี  ดังนั้นการผลิตเอนไซมอาจเปนผลมาจากไซแลนที่มีอยูในรําขาวสาลี  ดังนั้น
เพื่อเปนการยนืยันความสามารถในการผลิตเอนไซม  ระหวางซังขาวโพดและซังขาวโพดที่ผานการแช
ดาง  จึงไดใชยสีตสกัด 1.75  เปอรเซ็นตเปนแหลงไนโตรเจนแทนรําขาวสาลี  จากผลการทดลองพบวา 
เชื้อรา T. lanuginosus  สามารถใชซังขาวโพดเพื่อการเจรญิและผลิตเอนไซมได  แตกิจกรรมของ
เอนไซมลดลงประมาณครึ่งหนึ่ง  เมื่อเทยีบกับการใชรําขาวสาลี  ดังแสดงในตารางที่ 7  ทั้งนี้เนื่องจาก 
รําขาวสาลีนอกจากทําหนาทีเ่ปนแหลงไนโตรเจนแลวยังมีไซแลนเปนองคประกอบซึ่งเปนสาร
เหนีย่วนําการสรางเอนไซมได 
 
ตารางที่ 7  กิจกรรมของเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําจากเชื้อรา T. lanuginosus  ที่เพาะเลี้ยงแบบ 

solid state บนวัสดุหมกัที่ประกอบดวยซังขาวโพดกับรําขาวสาลีหรือยสีตสกัด 
 

แหลงไนโตรเจน 
รําขาวสาลี ยีสตสกัด สายพันธุเชื้อรา 

กิจกรรมเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ํา 
วัตถุดิบที่ใช 

 (หนวยตอมิลลิลิตร) 
ซังขาวโพดแชดาง          THKU  5 470 219 

 THKU10 520 232 
 THKU19 403 292 
 THKU22 456 241 
 THKU26 501 248 

ซังขาวโพด THKU10 413 281 
 THKU16 403 250 
 THKU27 414 316 
 THKU61 418 205 
 THKU71 480 337 
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จากผลการทดลองเพาะเลี้ยงเชื้อรา T. lanuginosus  บนอาหารแบบ  solid state 

โดยใชซังขาวโพดและซังขาวโพดที่ผานการแชดางเปนวสัดุหมักนัน้  พบวาเชื้อรา T. lanuginosus  บาง
สายพันธุสามารถผลิตเอนไซมไซลาเนสไดดีทั้งในอาหารที่มีซังขาวโพดและซังขาวโพดที่ผานการแช
ดาง   ขณะทีเ่ชือ้ราบางสายพันธุนั้นสามารถผลิตเอนไซมไดดีเฉพาะเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารที่ใชซัง
ขาวโพดที่ผานการแชดางเทานั้น   ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากเชือ้รา T. lanuginosus   บางสายพันธุสามารถ
ผลิตเอนไซมฟนอลออกซิเดส (phenol oxidase) ที่สามารถยอยลิกนินได (Astarci, 2003)  จึงมีผลทําให
เชื้อราเจริญและใชซังขาวโพดเปนสับสเตรตสําหรับการผลิตเอนไซมยอยไซแลนได   สวนการแชซัง
ขาวโพดดวยดางนั้นเปนการสกัดเอาลิกนินซึ่งเปนองคประกอบของผนงัเซลลซังขาวโพดออกไป  ทําให
เชื้อราสามารถใชไซแลนไดงายกวาอาหารที่ใชซังขาวโพด  และนอกจากนี้ความสามารถในการผลิต
เอนไซมยังขึ้นกับชนิดของสายพันธุเชื้อรา 
 

1.1.2  การเพาะเลี้ยงแบบ submerge culture 
 

เมื่อศึกษาการผลิตเอนไซมยอยไซแลนของเชื้อรา  T. lanuginosus  จํานวน 89  สาย
พันธุ  เมื่อเพาะเลี้ยงแบบ submerge  culture ที่ประกอบดวยซังขาวโพด 15 กรัมตอลิตร  ยีสตสกัด 1.5 
กรัมตอลิตร โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 5 กรัมตอลิตรและ Tween 80  0.3 มิลลิลิตรตอลิตร  
ภายใตสภาวะเขยาที่ความเรว็รอบ 120 รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส   เปนเวลา 5 วัน  เมื่อ
สกัดเอา crude enzyme ไปวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมยอยไซแลนทีล่ะลายน้ําและไซแลนที่ไมละลาย
น้ํา   ผลการทดลองไดแสดงในตารางผนวกที่ 4  พบวามเีชื้อรา 20 สายพันธุ  ที่ผลิตเอนไซมยอยไซแลน
ที่ละลายน้ําไดสูงมากกวา 600 หนวยตอมิลลิลิตร  ซ่ึงไดแก  เชื้อรารหัส THKU8, THKU21, THKU22, 
THKU24, THKU25, THKU39, THKU45, THKU50, THKU56, THKU64, THKU67, THKU69, 
THKU71, THKU75, THKU77, THKU83, THKU84, THKU85, THKU86 และ THKU88   โดยใน 20 
สายพันธุนี้มี 7 สายพันธุ  ที่มกีิจกรรมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําไดสูงมากกวา 200 หนวยตอมิลลิลิตร  
ซ่ึงไดแก THKU24, THKU56, THKU69, THKU75, THKU77, THKU84 และ THKU88  ดังแสดงใน
ภาพที่ 7  
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ภาพที่ 7  กิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อรา T. lanuginosus  สายพันธุที่ผลิตเอนไซมยอยไซแลน

ที่ละลายน้ําและไซแลนที่ไมละลายน้ํา เมื่อเพาะเลี้ยงแบบ submerge culture ที่ใชซังขาวโพด
เปนวัสดหุมัก 

 
สวนสายพันธุที่มีกิจกรรมยอยไซแลนที่ละลายน้ําสูง  แตกลับมีกิจกรรมยอย 

ไซแลนที่ไมละลายน้ําไดต่ํามี 13 สายพันธุ  โดยเฉพาะสายพันธุ THKU75 และTHKU86 ซ่ึงมีกิจกรรม
เอนไซมสูงสุดนั้นกลับมีกจิกรรมลดลงต่ํามาก  ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากเอนไซมจากสายพนัธุดังกลาวมี
ความ สามารถในการยึดเกาะไซแลนสวนทีไ่มละลายน้ําไดนอยกวา  จึงทําใหการยอยเกิดขึ้นไดไมดี  
สวนสายพันธุ  THKU4  ซ่ึงมีกิจกรรมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําไดสูง (355 หนวยตอมิลลิลิตร) เมื่อ
เปรียบเทียบกบัสายพันธุอ่ืนๆ   แตกลับมีกจิกรรมของเอนไซมยอยไซแลนที่ละลายน้ําต่ํา   

 
 นอกจากนี้ยังพบวามีเชื้อรา 19  สายพันธุทีผ่ลิตเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําได

ต่ํา โดยผลิตไดนอยกวา 50 หนวยตอมิลลิลิตร  สายพันธุดังกลาวไดแก THKU2, THKU5, THKU8, 
THKU11, THKU14, THKU17, THKU22, THKU26, THKU29, THKU30, THKU51, THKU52, 
THKU57, THKU60, THKU68, THKU74, THKU79, THKU81และ THKU89 ซ่ึงในที่นี้มี 4 สายพันธุ  
ที่ผลิตเอนไซมยอยไซแลนที่ละลายน้ําและไมละลายน้ําไดต่ํา ไดแกสายพันธุ THKU51, THKU52, 
THKU57 และ THKU68  ดังนั้นความสามารถในการผลิตเอนไซมอาจเปนสมบัติของเชื้อราแตละสาย
พันธุ 



 58
เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบความสามารถผลิตเอนไซมของเชื้อรา T. lanuginosus  เมื่อ

ทําการเพาะเลี้ยงแบบ solid state และการเพาะเลี้ยงแบบ submerge culture  โดยใชซังขาวโพดเปน
วัตถุดิบ  พบวา มีเชื้อรา 16  สายพันธุที่มีกจิกรรมเอนไซมยอยไซแลนที่ละลายน้ําใกลเคียงกันทั้งการ
เพาะเลี้ยงสองแบบ  ซ่ึงไดแกเชื้อรารหัส THKU9, THKU16, THKU17, THKU18, THKU31, THKU39, 
THKU43, THKU45, THKU50, THKU59, THKU66, THKU71, THKU72, THKU73, THKU85 และ 
THKU90  นอกจากนี้ยังพบวามีเชื้อรา 6 สายพันธุที่มีกจิกรรมเอนไซมยอยไซแลนที่ละลายน้ําสูงเมือ่
เพาะเลี้ยงแบบ solid state  ซ่ึงไดแกสายพันธุ THKU29, THKU30, THKU51, THKU52, THKU57 และ 
THKU68  ในขณะที่มี 10 สายพันธุที่มีกจิกรรมเอนไซมยอยไซแลนทีล่ะลายน้ําสูงเมื่อเพาะเลี้ยงแบบ 
submerge culture  ซ่ึงไดแกสายพันธุ TISTR3645, THKU6, THKU14, THKU23, THKU24, THKU44, 
THKU47, THKU53, THKU56 และ THKU74  ดังแสดงในภาพที่ 8  ดังนั้นความสามารถในการผลิต
เอนไซมดวยการเพาะเลี้ยงในแตละแบบนัน้แตกตางกันตามสายพันธุของเชื้อรา 
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ภาพที่ 8  กิจกรรมของเอนไซมยอยไซแลนที่ละลายน้ําจากเชื้อรา T. lanuginosus  สายพันธุตาง ๆ 

โดยใชซังขาวโพดเปนวัสดหุมักในการเพาะเลี้ยงแบบ solid state และ submerge culture  
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จากผลการศึกษาความสามารถผลิตเอนไซมไซลาเนสของเชื้อรา T. lanuginosus   

เมื่อเพาะเลีย้งแบบ submerge culture  และวัดกจิกรรมเอนไซมยอยไซแลนที่ละลายน้ําพบวา THKU86  
มีกิจกรรมเอนไซมสูงสุดเทากับ 737 หนวยตอมิลลิลิตร  ซ่ึงสูงกวาเชื้อรา T. lanuginosus IOC-4145   
ที่ใชซังขาวโพด 10 กรัมตอลิตรเปนวัสดหุมัก  บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ใหกจิกรรมของเอนไซม
ไซลาเนสเทากบั 266 หนวยตอมิลลิลิตร (Damaso et al., 2002a) แตนอยกวาเอนไซมไซลาเนสจากเชือ้
รา T. lanuginosus DSM 10635  ซ่ึงใหกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเทากับ 1,180 หนวยตอมิลลิลิตร  
เมื่อใชซังขาวโพด15 กรัมตอลิตรเปนวัสดหุมัก (Xiong et al., 2004)   และนอยกวาเอนไซมไซลาเนส 
จากเชื้อรา T. lanuginosus DSM 5826 ซ่ึงใหกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเทากับ 1,602 หนวยตอ
มิลลิลิตร (26,700 nkat/ml)   เมื่อใชซังขาวโพด 25 กรัมตอลิตรเปนวัสดหุมัก (Purkarthofer et al., 1993)  
นอกจากนี้ยังนอยกวาเอนไซมไซลาเนส จากเชื้อรา T. lanuginosus ATCC 46882  ที่ใหกจิกรรมของ
เอนไซมไซลาเนสเทากับ 2,840 หนวยตอมลิลิลิตร เมื่อใชซังขาวโพด 20 กรัมตอลิตรเปนวัสดุหมัก 
(Purchart et al., 1999)   
 
 1.2  เอนไซมแอลฟาอะไมเลส 
 

การผลิตเอนไซมแอลฟาแอลฟาอะไมเลสของเชื้อรา T. lanuginosus  ทําโดยนําเอาน้ําใสที่
สกัดไดจากการเพาะเลี้ยงทั้งแบบ solid state และ submerge culture  มาวิเคราะหหากจิกรรมของ
เอนไซมอะไมเลส ดวยวิธี  Iodine  method (Nguyen, 2000) 

 
1.2.1 การเพาะเลี้ยงแบบ  solid  state   

 
   เมื่อศึกษาการผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสของเชื้อรา T. lanuginosus  89 สายพันธุ  

โดยเพาะเลี้ยงแบบ solid  state ผลการทดลองแสดงในตารางผนวกที่ 5 พบวาเชื้อราสวนใหญสามารถ
ผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสไดดีในอาหารที่ใชซังขาวโพดที่ผานการแชดางเปนวัสดุหมัก  โดยมีเชื้อรา
จํานวน 17  สายพันธุ  ที่ผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสไดสูงมากกวา 50 หนวยตอมิลลิลิตร  ซ่ึงไดแก  
THKU6, THKU8, THKU12, THKU27, THKU28, THKU31, THKU33, THKU36, THKU41, 
THKU42, THKU43 , THKU44, THKU47, THKU51, THKU63, THKU74  และTHKU90  ดังแสดงใน
ภาพที่ 9  และจากเชื้อรา 17 สายพันธุนี้มีเชือ้รา 4  สายพันธุ ที่ผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสไดดีใน
อาหารที่ใชซังขาวโพดที่ผานการแชดาง แตไมผลิตเอนไซมในอาหารที่ใชซังขาวโพด ไดแก THKU27, 
THKU28, THKU31 และ THKU74  โดยเฉพาะ THKU27 ซ่ึงเปนสายพันธุที่ผลิตเอนไซมแอลฟาอะ
ไมเลสไดสูงสุด 115 หนวยตอมิลลิลิตรแตกลับไมผลิตเอนไซมเมื่อใชซังขาวโพดเปนวัสดุหมกั  และใน
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เชื้อรา 17  สายพันธุดังกลาวมีเชื้อรา 4  สายพันธุ ที่ยังคงสามารถผลิตเอนไซมอะไมเลสไดดีในอาหาร
ที่ใชซังขาวโพด  ซ่ึงไดแกสายพันธุ  THKU12, THKU41, THKU51 และ THKU90   
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ภาพที่ 9   กิจกรรมของเอนไซมแอลฟาอะไมเลสจากเชื้อรา T. lanuginosus  สายพันธุตาง ๆ เมื่อใช 
ซังขาวโพดทีผ่านการแชดาง  รําขาวสาลีและแกลบในอตัราสวน 5:5:2 กรัมเปนวัสดหุมัก
เพาะเลี้ยงแบบ solid state ที่มีความชื้นเริ่มตน 70 เปอรเซ็นต  เปนเวลา 5 วัน  

 
ในขณะที่มีเชือ้รา 13 สายพันธุที่สามารถผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสไดดีในอาหารที่

ใชซังขาวโพดเปนวัสดหุมัก (มากกวา 50 หนวยตอมิลลิลิตร) ไดแก  THKU3, THKU10, THKU12, 
THKU38, THKU41, THKU45, THKU51, THKU55, THKU58, THKU59, THKU60, THKU86 และ
THKU90  ดังแสดงในภาพที่ 10   เชื้อรา T. lanuginosus สายพันธุ THKU51 ผลิตได 104 หนวยตอ
มิลลิลิตร ซ่ึงคิดเปน 312 หนวยตอกรัมวัสดุหมัก   นอกจากนี้มีเชื้อรา 10 สายพันธุที่ไมผลิตเอนไซม
แอลฟาอะไมเลสเมื่อเพาะเลี้ยงแบบ solid state  ซ่ึงไดแกสายพันธุ THKU4, THKU7, THKU9, 
THKU15, THKU20, THKU50, THKU54, THKU76, THKU82 และ THKU87   การที่เชื้อรา  
T. lanuginosus  หลายสายพนัธุไมสามารถผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสเมื่อเพาะเลี้ยงแบบ solid state  
อาจเนื่องมาจากองคประกอบของวัตถุดิบที่ใชในการเพาะเลี้ยง  โดยซังขาวโพดอาจมีประมาณแปงต่ํา
สภาวะการเพาะเลี้ยงไมเหมาะสมและอาจขึน้อยูกับชนิดของสายพันธุเชือ้ราสําหรับการผลิตเอนไซม
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แอลฟาอะไมเลสของเชื้อรา T. lanuginosus มีรายงานวา เชื้อรา T. lanuginosus ATCC58160 ผลิต
เอนไซมแอลฟาอะไมเลสไดดีที่สุดเทากบั 534  หนวยตอกรัมรําขาวสาลี  เมื่อใชรําขาวสาลีเปนวสัดุหมัก  
ภายใตสภาวะการเพาะเลีย้งที่เหมาะสมคือ ระยะเวลาบมเชื้อ 120 ช่ัวโมง  ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  
ความชื้นเริ่มตน 90 เปอรเซ็นต  พีเอชเริ่มตนเทากับ 6   ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นต (v/w) และ
อัตราสวนของน้ําหนกัวัสดหุมักตอปริมาตรฟลาสกคือ 1:100 และเติมแปงที่ละลายน้ํา (1 เปอรเซ็นต 
w/w) และ เปปโตน (1 เปอรเซ็นต w/w)   เปนสวนประกอบ (Kunamneni et al., 2005) 
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ภาพที่ 10   กิจกรรมของเอนไซมแอลฟาอะไมเลสจากเชือ้รา T. lanuginosus  สายพันธุตาง ๆ เมื่อ

เพาะเลี้ยงแบบ solid state โดยใชซังขาวโพด  รําขาวสาลีและแกลบในอัตราสวน 5:5:2 กรัม
เปนวัสดหุมัก ที่มีความชื้นเริม่ตน 70 เปอรเซ็นต  เปนเวลา 5 วัน  

 
1.2.2   การเพาะเลี้ยงแบบ  submerge culture 
 

เมื่อศึกษาการผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสของเชื้อรา T. lanuginosus  89 สายพันธุ  
โดยเพาะเลี้ยงแบบ submerge culture  ที่มีซังขาวโพดเปนวัสดุหมกั  ผลการทดลองแสดงในตารางผนวก
ที่ 5 พบวามีเชือ้รา 5 สายพันธุที่ผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสสูงไดแก THKU2, THKU8, THKU22, 
THKU49 และ THKU75  (ภาพที่ 11)  โดยเฉพาะสายพนัธุ THKU75 ซ่ึงเปนสายพันธุที่ผลิตเอนไซม
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แอลฟาอะไมเลสไดสูงสุดเทากับ 164 หนวยตอมิลลิลิตร แตเมื่อเพาะเลีย้งแบบ solid state ที่ใชซัง
ขาวโพดเปนแหลงอาหารนัน้ กลับพบวาสายพันธุนี้ไมผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลส  นอกจากนีย้ังมีเชื้อ
รา 17 สายพันธุที่ไมผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสในอาหารแบบ  submerge culture   โดยใน 17 สาย
พันธุนี้มี 5 สายพันธุที่ไมผลิตเอนไซมใน solid state ดวย ซ่ึงไดแกสายพนัธุ THKU7, THKU9, 
THKU20, THKU82 และ THKU87 
 

49 55 51 57

164

0

50

100

150

200

THKU2 THKU8 THKU22 THKU49 THKU75

สายพันธุเช้ือรา

กิจ
กร
รม

เอน
ไซ

มอ
ะไม

เลส
(หน

วย
ตอ

มิล
ลิลิ
ตร

)

 
 

ภาพที่ 11  กิจกรรมของเอนไซมแอลฟาอะไมเลสจากเชือ้รา T. lanuginosus  สายพันธุ THKU2, 
THKU8, THKU22, THKU49 และ THKU75 ที่ใชซังขาวโพดเปนวัสดุหมักทําการเพาะเลี้ยง
แบบ submerge culture  

 
เมื่อพิจารณาความสามารถในการผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสของเชื้อรา 

T. lanuginosus  89 สายพันธุ  ที่ทําการเพาะเลี้ยงแบบ solid state และ submerge culture  ที่มีซังขาวโพด
เปนวัสดหุมัก พบวาสายพนัธุที่ผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสไดดี โดยมีกิจกรรมเอนไซมแอลฟา 
อะไมเลสเทากบัหรือมากกวา 80 หนวยตอมลิลิลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงแบบ solid state มี 7 สายพันธุ ซ่ึง
ไดแกสายพันธุ  THKU12, THKU27 THKU28, THKU63, THKU51, THKU58 และ THKU90  สวน
การเพาะเลีย้งแบบ submerge culture  มีเพยีงสายพันธุเดยีวซ่ึงไดแก THKU75  ดังแสดงในภาพที่ 12  ซ่ึง
เปนคนละสายพันธุกับการเพาะเลี้ยงแบบ solid state  นอกจากนี้ยังพบวา THKU75 ซ่ึงเปนสายพันธุที่
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ผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสไดดีนั้นก็มีความสามารถผลิตเอนไซมไซลาเนสไดดีเมือ่เพาะเลี้ยงแบบ 
submerge culture  

 
สําหรับความสามารถในการผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสของเชื้อรา 

 T. lanuginosus  โดยเพาะเลีย้งแบบ submerge culture ที่มีซังขาวโพดเปนวัสดุหมักนี้มีสายพันธุที่
สามารถผลิตเอนไซมไดสูงสุดเทากับ 164  หนวยตอมิลลิลิตร ซ่ึงสูงกวาที่ Nguyen et al. (2000) รายงาน 
วาเชื้อรา T. lanuginosus ATCC 34626 ผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสไดสูงสุดเมื่อใช  maltodextrin  
เปนแหลงคารบอนเพาะเลี้ยงแบบ submerge culture โดยมีกิจกรรมเอนไซม 125 หนวยตอมิลลิลิตร    
นอกจากนี้ยังพบวาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมสําหรับผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลส 
ของ T. lanuginosus ATCC 34626 คือ L-asparagine 0.75 เปอรเซ็นต โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  
0.15 เปอรเซ็นต  ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  0.1 เปอรเซ็นต  แมกนีเซียมซัลเฟต 0.005 
เปอรเซ็นต  trace elements 0.1 ml  ในขณะที่ Rubinder et al. (2002) รายงานวาการใชแปงขาวโพด 2.1 
เปอรเซ็นต กากถั่วเหลือง 0.46 เปอรเซ็นต  พีเอชเริ่มตนที ่5.8 เหมาะสําหรับการผลิตแอลฟาอะไมเลส 
ของเชื้อรา T. lanuginosus III51 ที่สุดโดยมกีิจกรรมจําเพาะของเอนไซม 192 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน 
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ภาพที่ 12  กิจกรรมของเอนไซมแอลฟาอะไมเลสจากเชือ้รา T. lanuginosus สายพันธุตาง ๆ ที่ใชซัง

ขาวโพดเปนวสัดุหมักเมื่อเพาะเลี้ยงแบบ solid state และ submerge culture  
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2.  ผลการคัดเลือกเชื้อรา T. lanuginosus  ท่ีสามารถผลิตเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําไดสงู 
 

จากการศึกษาความสามารถในการผลิตเอนไซมอาหารสัตวของเชื้อรา T. lanuginosus  ทั้ง 89  
สายพันธุนั้น   ในกรณีเอนไซมไซลาเนสเมื่อเพาะเลี้ยงแบบ solid  state  ที่ใชซังขาวโพดและซังขาวโพด
ที่ผานการแชดางเปนวัสดหุมกั แสดงใหเหน็วาการแชซังขาวโพดดวยดางมีผลตอความสามารถในการ
ผลิตเอนไซมของเชื้อรา T. lanuginosus บางสายพันธุ แตเพื่อเปนการลดตนทุนในการผลิตจึงเลือกสาย
พันธุที่ผลิตเอนไซมไซลาเนสไดดีเมื่อใชซังขาวโพด 
 

สําหรับการใชไซแลนที่ละลายน้ําและไซแลนที่ไมละลายน้ําเปนสับสเตรตในการหากิจกรรม
ของเอนไซมไซลาเนสนั้น พบวา กิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสยอยไซแลนที่ละลายน้ํามีคาสูงกวา
กิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําประมาณ 2  เทา เกือบทุกสายพันธุ  ซ่ึงคลาย
กับรายงานของ Li et al. (2005) ที่รายงานวาเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อรา T. lanuginosus CBS 288.54   
มีกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสยอยไซแลนที่ละลายน้ําสูงกวากิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสยอย 
ไซแลนที่ไมละลายน้ําประมาณ 2  เทา (1,650 และ 728 หนวยตอมิลลิลิตร ตามลําดับ)  ที่เปนเชนนี้
เนื่องจากไซแลนที่ละลายน้ําสามารถยอยไดงายกวาไซแลนที่ไมละลายน้ํา    และความสามารถในการ
ยอยไซแลนทีล่ะลายน้ําและไซแลนที่ไมละลายน้ําขึ้นกับชนิดของเอนไซม    เมื่อวิเคราะหชนดิโปรตีน
ของ crude enzyme ที่ไดจากการเพาะเลีย้งเชื้อราดวยซังขาวโพดและซังขาวโพดที่ผานการแชดางดวยวิธี 
SDS-PAGE พบวามีโปรตีนหลักเพยีงชนิดเดียว (ภาพผนวกที่ 3)  ซ่ึงคาดวาเปนโปรตีนของเอนไซม 
ไซลาเนส ซ่ึงมีขนาด 24.9 กิโลดาลตัน โดยเอนไซมไซลาเนสนี้สามารถยอยไซแลนที่ละลายน้ําและ 
ไซแลนที่ไมละลายน้ําไดตางกันตามสมบตัิของเอนไซม   การใชไซแลนที่ไมละลายน้ําเปนสับสเตรต
เพื่อวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสมีประโยชนมาก  เนื่องจากในธรรมชาติไซแลนที่เปน
องคประกอบอยูในโครงสรางของพืชและเนื้อไมสวนใหญอยูในรูปที่ไมละลายน้ํา ดังนั้นการคัดเลือก
เชื้อราที่สามารถยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําไดดีจึงมีประโยชนในการเปลี่ยนไซแลนใหเปนโอลิโกแซค
คาไรดซ่ึงสามารถนําไปใชประโยชนไดอีกมากมาย  ดังนัน้จึงไดทําการคัดเลือกเชื้อรา T. lanuginosus  ที่
มีกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสตอการยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําสูงสุดเมื่อเพาะเลี้ยงโดยใชซังขาวโพด
เปนวัสดหุมักจํานวน 10  สายพันธุ  ไดแก สายพันธุ THKU6, THKU7, THKU9, THKU10, THKU16, 
THKU19, THKU27, THKU30, THKU61 และ THKU71 ซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเทากับ  
392, 387, 395, 413, 404, 372, 415, 389, 418 และ 480 หนวยตอมิลลิลิตร  ตามลําดับ (ดังภาพที่ 13) เพื่อ
ทดสอบการทนกรดและทนรอนของเอนไซมตอไป 
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ภาพที ่13  กิจกรรมของเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ํา เมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อรา T. lanuginosus  สาย

พันธุ THKU6, THKU7, THKU9, THKU10, THKU16, THKU19, THKU27, THKU30, 
THKU61 และ THKU71โดยใชซังขาวโพดเปนวัสดหุมักแบบ solid state culture 

 
 ในทํานองเดียวกันไดคัดเลือกเชื้อรา T. lanuginosus ที่ผลิตเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ํา
ไดดีเมื่อเพาะเลี้ยงแบบ submerge culture โดยมีซังขาวโพดเปนวัสดุหมักไดสูงจํานวน 10  สายพันธุ
ไดแก  THKU4, THKU9, THKU20, THKU23, THKU24, THKU42, THKU56,  THKU75, THKU84 
และ THKU88  ซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเทากับ  335, 262, 247, 270, 248, 232, 317, 241, 234 
และ 317 หนวยตอมิลลิลิตร ตามลําดับ  (ดงัภาพที่ 14) เพือ่ทดสอบการทนกรดและทนรอนของเอนไซม
ตอไป 
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ภาพที่ 14  กิจกรรมของเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ํา เมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อรา T. lanuginosus  สาย
พันธุ THKU4, THKU9, THKU20, THKU23, THKU24, THKU42, THKU56, THKU75, 
THKU84, และ THKU88โดยใชซังขาวโพดเปนวัสดุหมกัแบบ submerge culture 

 
3.  ผลการศึกษาสมบัติบางประการของเอนไซมไซลาเนสที่ไดจากเชือ้รา T. lanuginosus 
 
 ไดศึกษาสมบัติบางประการของเอนไซมไซลาเนสที่ไดจากเชื้อรา T. lanuginosus THKU56 ซ่ึง
เปนสายพันธุที่ผลิตเอนไซมยอยไซแลนไมละลายน้ําไดสูงเมื่อเพาะเลี้ยงแบบ submerge culture  และถูก
คัดเลือกเพื่อศกึษาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซม  นอกจากนี้ยัง
ไดศึกษาสมบัติบางประการของเชื้อรา T. lanuginosus อีก 3 สายพันธุ ไดแก THKU75, THKU10 และ 
THKU27  ซ่ึงเปนสายพันธุทีผ่ลิตเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําไดสูง ทนกรดและทนรอนไดด ี
 
 3.1  ผลของอุณหภูมิตอกิจกรรมและความคงทนของเอนไซม 
 
         จากการศกึษาผลของอุณหภูมิตอกิจกรรมของเอนไซมที่ผลิตจากเชื้อรา T. lanuginosus 
THKU56 ในชวงอุณหภูมิ 50-90 องศาเซลเซียส เปรียบเทยีบกับสายพนัธุ THKU10, THKU27 และ 
THKU75  พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยาของเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําสําหรับ
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เชื้อรา T. lanuginosus ทั้ง 4  สายพันธุ คือ 70 องศาเซลเซียส ดังแสดงในภาพที่ 15  อุณหภูมิที่
เหมาะสมสําหรับการทํางานของเอนไซมนี ้มีคาเชนเดยีวกับที่มีรายงานวาในการทําปฏิกิริยาของ
เอนไซมไซลาเนสของเชื้อรา T. lanuginosus สายพันธุอ่ืน ๆ (Singh et al., 2000a; Lin et al., 1999) 
 
 สวน Jiang et al. (2005) และ Li et al. (2005) รายงานวาเอนไซมไซลาเนส จากเชื้อ  
T. lanuginosus  มีอุณหภูมิทีเ่หมาะสมในการทํางานอยูที ่70-75 องศาเซลเซียส   อุณหภูมิที่เหมาะสมใน
การทําปฏิกิริยาของเอนไซมไซลาเนสจะแตกตางกันตามชนิดและสายพันธุของเชื้อรา  โดยทั่วไป
เอนไซมไซลาเนสจากเชื้อรา T. lanuginosus  มีอุณหภูมิทีเ่หมาะสมในการทํางานอยูในชวง  60-75  
องศาเซลเซียส (Xiong et al., 2004)  ซ่ึงเปนชวงอณุหภูมสูิง และเหมาะสําหรับนําเอนไซมไปใช
ประโยชนในอุตสาหกรรมเพื่อการผลิตอาหารสัตว เนื่องจากในระหวางขั้นตอนการผลิตอาหารสัตวมี
ความจําเปนตองใชอุณหภูมสูิง  (Walch, 2002) 
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ภาพที่ 15   ผลของอุณหภูมติอการทํางานและความคงทนของเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําที่ผลิต

จากเชื้อรา T. lanuginosus  4  สายพันธุ : (ก)  T. lanuginosus THKU10  (ข)  T. lanuginosus 
THKU27   (ค)  T. lanuginosus THKU56  และ (ง) T. lanuginosus THKU75 

(ก) (ข) 

(ค) (ง) 
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         สวนผลของอุณหภูมิตอความคงทนของเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําในชวง
อุณหภูมิ  50-90 องศาเซลเซียส ที่พีเอช 6.0 นาน 30 นาที โดยใช crude enzyme จากเชือ้รา  
T. lanuginosus 4  สายพันธุ พบวา T. lanuginosus THKU10 และ THKU27 สามารถทนอุณหภูมิ 50-55  
องศาเซลเซียส  ในขณะที่  T. lanuginosus THKU56 และ THKU75  สามารถทนอุณหภูมิไดสูงกวา  คือ  
60  องศาเซลเซียส  โดยที่เอนไซมยังไมสูญเสียสภาพ ดงัภาพที่ 15 
 

โดยทั่วไปเอนไซมจากเชื้อรา T. lanuginosus  มีความคงทนอุณหภูมิถึง 60 องศาเซลเซียส 
(Lin et al., 1999; Bennett et al., 1998; Cesar and Mrša, 1996)   Jiang et al. (2005) พบวาเอนไซม 
ไซลาเนสของ  T. lanuginosus  มีความคงทนตออุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส และคอยๆสูญเสียกิจกรรม
ของเอนไซมเมื่อบมที่อุณหภูมิสูงกวา 65 องศาเซลเซียส   ในขณะที่  Singh et al. (2000a) ไดทดสอบ
ความคงทนของเอนไซมไซลาเนส จากเชือ้ T. lanuginosus  9  สายพันธุ  พบวาเอนไซมจากเชื้อ  
T. lanuginosus SSBP  มีความคงตัวมากทีสุ่ด โดยกิจกรรมของเอนไซมยังคงเหลือ 100 เปอรเซ็นต  เมื่อ
บมที่  65 องศาเซลเซียสเปนเวลา 6 ช่ัวโมง  และลดลงเหลือเพียง 45 เปอรเซ็นต  เมื่อเก็บไวที่ 100 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 30 นาที   นอกจากนี้ยังพบวา culture filtrate ของเชื้อ T. lanuginosus SSBP ที่เล้ียงบน
ซังขาวโพดมีความคงตัวมากที่สุด เมื่อเปรียบเทียบกับความคงตัวของ culture filtrate ของเชื้อรา  
T. lanuginosus SSBP ที่เล้ียงบน oatspelts xylan, birchwood xylan, locust beangum รําขาวสาลี และ
ชานออย   
 
 3.2  ผลของพีเอชตอกิจกรรมและความคงทนของเอนไซม 
 
         จากการศกึษาผลของพีเอชตอกิจกรรมของเอนไซมจากเชื้อรา T. lanuginosus  จํานวน  4  
สายพันธุ ในชวงพีเอช 3.5-9  ที่อุณหภูมิ 50  องศาเซลเซียส นาน 30 นาที พบวาพีเอชที่เหมาะสมในการ
ทํางานของเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําอยูในชวงที่เปนกลาง โดยอยูระหวางพีเอช  6.5-7  ในขณะ
ที่พีเอชสูงกวา 7    พบวากจิกรรมของเอนไซมลดลงมากดังแสดงในภาพที่ 16  แสดงวาในชวงพีเอชที่
เปนกรดและดางไมเหมาะสมกับการทํางานของเอนไซมยอยไซแลนทีไ่มละลายน้ํา   ซ่ึงคลายกับการ
ทดลองของ  Jiang et al. (2005) ที่รายงานวาพีเอชที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซมไซลาเนส จาก
เชื้อรา T. lanuginosus   คือ 6.2   Li et al. (2005) รายงานวาพีเอชที่เหมาะสมของเชื้อรา T. lanuginosus  
CBS 288.54  อยูในชวง 7-7.5    สวน Singh et al. (2000d) และ Xiong et al. (2004) รายงานวาพีเอชที่
เหมาะสมอยูในชวง 6.0-6.5   ซ่ึงแตกตางกบั Nguyen et al. (2002) ที่รายงานวาพีเอชที่เหมาะสมในการ
ทํางานของเอนไซมไซลาเนส จากเชื้อรา T. lanuginosus ATCC 34626 อยูในชวง 4.6-6.6  ซ่ึงเปนชวงที่
กวางและอยูในชวงที่เปนกรด   
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         การศึกษาผลของพีเอชตอความคงทนของ  crude enzyme จากเชือ้รา T. lanuginosus   
4  สายพันธุ ในชวงพีเอช  3.5-11.0  ที่  4  องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง พบวาเอนไซมของทั้ง 4  สาย
พันธุสามารถทนพีเอชไดในชวงกวาง   โดยเอนไซมของเชื้อราสายพันธุ THKU10 และ THKU56 ทน 
พีเอชไดอยูในชวง 6.0-9.0   สวนเอนไซมของเชื้อรา THKU27 และ THKU75 ทนพีเอชในชวง  6.5-9.0 
(ภาพที่ 16)  ซ่ึงผลการทดลองนี้มีคาการคงทนพีเอชใกลเคียงกับเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อรา  
T. lanuginosus CAU44, T. lanuginosus CBS 288.54 และ T. lanuginosus IOC-4145  ที่มีความคงทน 
พีเอชในชวง 5.6-10.3, 6.5-10.0 และ 4.0-10.0 ตามลําดับ (Jiang et al., 2005; Li et al., 2005 และ 
Damaso et al., 2002a) นอกจากนี้ Singh  et al. (2000a) รายงานวาเอนไซมไซลาเนสมีความคงทนพีเอช
ในชวง  5.5-10.0 และมีรายงานอีกหลายฉบับที่รายงานวาเอนไซมไซลาเนสจาก T. lanuginosus   มีความ
คงทนในชวงพีเอชคลายกัน (Bennett et al., 1998; Cesar and Mrša, 1996; Gomes et al., 1993)  
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ภาพที่ 16  ผลของพีเอชตอการทํางานและความคงทนของเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําที่ผลิตจาก

เชื้อรา  T. lanuginosus  4  สายพันธุ : (ก)  T. lanuginosus THKU10  (ข)  T. lanuginosus 
THKU27   (ค)  T. lanuginosus THKU56  และ (ง) T. lanuginosus THKU75  

 
 
 

(ก) (ข) 

(ค) (ง) 
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นอกจากนี้ยังศกึษาความสามารถยอยซังขาวโพดของเอนไซมที่ไดจากเชื้อรา  

T.lanuginosus  บางสายพันธุซ่ึงเปนสายพันธุที่ผลิตเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําไดสูงเมื่อ
เพาะเลี้ยงแบบ solid state และ submerge culture พบวาสายพันธุที่เพาะเลี้ยงแบบ solid state สามารถ
ยอยซังขาวโพดไดอยูในชวง 0.28-0.59 (ug/ml/h/U) ในขณะที่เชื้อรา T.lanuginosus ที่เพาะเลี้ยงแบบ 
submerge culture สามารถยอยซังขาวโพดไดอยูในชวง 0.16-1.06  (ug/ml/h/U) จากผลการทดลองแสดง
ใหเห็นวาการที่มีกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสสูงไมสัมพันธกับความสามารถยอยซังขาวโพด (ตาราง
ผนวกที่ 6 และ7)  นอกจากนี้ไดทดสอบสมบัติการยึดเกาะของเอนไซมไซลาเนสที่ผลิตจากเชื้อรา 
T.lanuginosus  เมื่อเพาะเลีย้งแบบ solid state และ submerge culture ที่มีซังขาวโพดเปนแหลงคารบอน
กับสับสเตรตที่ไมละลายน้ําชนิดตาง ๆ  ไดแก แปงมันสาํปะหลัง เซลลูโลส ซังขาวโพด และไซแลน 
พบวาเอนไซมไซลาเนสที่เชื้อราผลิตขึ้นจากการเพาะเลี้ยงแบบ solid state สามารถยึดเกาะไดกับ
สับสเตรตที่ไมละลายน้ําทีน่ํามาทดสอบไดคอนขางต่ํา  โดย เอนไซมจากสายพนัธุ THKU10 ยึดเกาะกับ
ซังขาวโพดไดดีที่สุด ยึดเกาะได 8.2 เปอรเซ็นต (ตารางผนวกที ่8)   สวนเอนไซมไซลาเนสที่เชื้อรา 
T.lanuginosus  ผลิตขึ้นจากการเพาะเลี้ยงแบบ  submerge culture สามารถยึดเกาะไดกบัสับสเตรตที่ไม
ละลายน้ําที่นํามาทดสอบไดคอนขางต่ําเชนเดียวกนั  ยกเวนเอนไซมจากสายพันธุ THKU56 ยึดเกาะกับ 
ไซแลนที่ไมละลายน้ําไดดีทีสุ่ด ยึดเกาะได 20.3 เปอรเซ็นต ซ่ึงยึดเกาะไดดีกวาเอนไซมที่ไดจากการ
เพาะเลี้ยงแบบ solid state ซ่ึงคลายกับรายงานของ ขวัญชัย (2544)  ที่ทดสอบสมบัติการยึดเกาะของ
เอนไซมไซลาเนสที่ผลิตจากเชื้อรา  H. lanuginosa ในอาหารเหลวที่มไีซแลนเปนแหลงคารบอนกับ
สับสเตรตที่ไมละลายน้ําชนดิตางๆ  ซ่ึงไดแก แปงมันสําปะหลัง เซลลูโลส ซังขาวโพด และไซแลน 
พบวาเอนไซมไซลาเนสสามารถยึดเกาะไดกับไซแลนที่ไมละลายน้ําไดดีที่สุด โดยยึดเกาะได 56.2 
เปอรเซ็นต สวนซังขาวโพดและเซลลูโลสยึดเกาะไดในปริมาณนอยมากโดยมีเปอรเซ็นตการยึดเกาะ
เพียง 4.99 และ 1.0 เปอรเซ็นตตามลําดับ และไมสามารถยึดเกาะกับแปงมันสําปะหลังได สําหรับ
ความสามารถการยึดเกาะเอนไซมบีตาไซลาเนสที่ผลิตจากการเพาะเลีย้งแบบ solid state บนวัสดุหมักที่
มีซังขาวโพด และรําขาวสาลีนั้น พบวาเอนไซมไซลาเนสไมสามารถยึดเกาะกับแปงมันสําปะหลังและ
เซลลูโลสไดเชนเดียวกับเอนไซมไซลาเนสที่ผลิตจากอาหารเหลวที่มไีซแลนเปนแหลงคารบอนและมี
ความสามารถในการยึดเกาะกับไซแลนที่ไมละลายน้ําลดลงอยางมาก โดยสามารถยึดเกาะไดเพยีง 9.07 
เปอรเซ็นต ซ่ึงนอยกวาเอนไซมที่ผลิตจากอาหารเหลวประมาณ 6.2 เทา  
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4.  ผลการทนกรดและทนรอนของเอนไซมไซลาเนสที่ผลิตจากเชื้อรา T. lanuginosus   
 
 4.1  การทนกรด 
  

เนื่องจากในกระเพาะอาหารของหมูในสภาวะที่มีอาหารสัตวอยูเต็มพบวามีพีเอชประมาณ 
3.5 (Weck, 2001)  สวนในกระเพาะของสตัวปกมีพเีอชอยูในชวง 3.4-4.8  (วิโรจน, 2537)  ดังนั้น
เอนไซมที่ใชในอาหารสัตวจะตองสามารถทนและทํางานไดดีในสภาวะที่เปนกรด  โดยเฉพาะในสัตว
กระเพาะเดีย่ว (non- ruminant) และเอนไซมที่ใชตองสามารถทํางานภายใตสภาวะดังกลาว  ซ่ึงตอง
สัมพันธกับเวลาการเคลื่อนที่ผานของอาหารในกระเพาะที่มีระยะเวลาสั้นดวย (McCleary, 2001)  
 

Thacker and Baas (1996) รายงานวาอาหารสัตวจะเคลื่อนที่ผานกระเพาะอาหารของหมู
ภายในระยะเวลาสั้นๆ  โดยเมื่อรวมระยะเวลาตั้งแตอาหารสัตวอยูในปากจนกระทั่งเคลื่อนที่ผานลําไส
เล็กออกมาใชเวลาประมาณ 4 ช่ัวโมง     
  

ดังนั้นจึงไดทําการทดสอบความสามารถในการทนกรดของเอนไซมยอยไซแลนที่ไม
ละลายน้ํา ที่พีเอช 3.5 ท ี่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลานาน 1 ช่ัวโมง จากเชื้อรา T. lanuginosus  ที่
ผลิตเอนไซมไดสูงจํานวน 10 สายพันธุเมือ่เพาะเลี้ยงแบบ solid state และ 10 สายพันธุเมื่อเพาะเลี้ยง
แบบ submerge culture  จากการทดสอบพบวาเอนไซมทีผ่ลิตจากเชื้อรา T. lanuginosus 10 สายพันธุ   
ไดแกสายพันธุ THKU10, THKU 27, THKU7 และTHKU16 ที่คัดเลือกจากการเพาะเลี้ยงแบบ solid 
state สามารถทนกรดไดดี โดยยังคงเหลือกิจกรรมของเอนไซมหลังการทดสอบเทากับ  28.8, 21.2, 19.9 
และ 19.2  เปอรเซ็นตตามลําดับ  สวนเชื้อราที่คัดเลือกจากการเพาะเลี้ยงแบบ submerge culture  พบวามี 
4 สายพันธุซ่ึงไดแก THKU56, THKU75, THKU4 และ THKU84 สามารถทนกรดไดดี  โดยยังคงเหลือ
กิจกรรมของเอนไซมหลังการทดสอบเทากับ 22.3, 20.9, 19.2  และ 18.3  เปอรเซ็นตตามลําดับ  ดัง
แสดงในตารางที่ 8   

 
 
 
 
 
 



 72
ตารางที่ 8  กิจกรรมของเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําที่เหลือหลังทดสอบความสามารถทนกรด

ที่พีเอช 3.5  ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 60  นาที 
 
สายพันธุเช้ือรา 
ที่คัดเลือกจาก
การเพาะเลี้ยง
แบบ Solid state 

กิจกรรม
เอนไซมเริ่มตน 

 กิจกรรมเอนไซม
คงเหลือ 

สายพันธุเช้ือรา 
ที่คัดเลือกจาก
การเพาะเลี้ยง
แบบ Submerge 

กิจกรรม
เอนไซม
เริ่มตน 

กิจกรรม
เอนไซม
คงเหลือ 

 (U/ml) (%)  (U/ml) (%) 
THKU71 480 12.2 THKU  4 335 19.2 
THKU61 418 14.0 THKU56 317 22.3 
THKU27 414 21.2 THKU88 317 9.8 
THKU10 413 28.8 THKU23 270 13.7 
THKU16 403 19.2 THKU  9 262 11.5 
THKU  9 395 17.8 THKU24 247 7.9 
THKU  6 392 17.9 THKU20 247 8.7 
THKU30 389 9.3 THKU75 241 20.9 
THKU  7 387 19.9 THKU84 234 18.3 
THKU19 372 17.9 THKU42 232 16.7 

 
 Thacker and Baas (1996) ไดทําการทดสอบความคงทนตอพีเอชที่เปนกรดในกระเพาะ

หมู (พีเอช 2.5-5.5) ดวยการบมเอนไซมเพนโทซาเนสที่ผลิตใชในทางการคาไวที่พีเอชตาง ๆ เปน
เวลานาน 30 นาทีแลวปรับพีเอชใหเปน 5.5 ทันที  พบวาเอนไซมที่บมที่พีเอช  3.5 สามารถกลับมามี
กิจกรรมไดบางสวน (30-90 เปอรเซ็นต)  แตเอนไซมที่บมที่พีเอช 2.5 และที่พีเอชสูงกวา 5.5 ไมพบ
กิจกรรมของเอนไซมหลังปรับพีเอชใหเปน 5.5   นอกจากนี้พบวาเอนไซมมีความคงทนที่พีเอช 4.5  
 ไดดีที่สุด 
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4.2  การทนรอน   

 
เนื่องจากในบางขั้นตอนของการผลิตเอนไซมอาหารสัตว เชน  ในขัน้ตอนการอัดเม็ด  ตอง

ใชอุณหภูมิสูงกวา 60 องศาเซลเซียส  ซ่ึงหากมีการเติมเอนไซมในอาหารสัตวอาจทําใหเกิดการสูญเสีย
กิจกรรมของเอนไซมที่ผสมเขาไปในอาหารสัตวได  ดังนั้นเอนไซมทีใ่ชในอาหารสัตวจึงตองมีสมบัติที่
ทนตออุณหภมูิสูงไดดี  จึงไดทดสอบการทนรอนของเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ํา โดยนํา crude 
enzyme ที่ผลิตไดจากเชื้อราชอบรอน T. lanuginosus  ทั้ง 20 สายพันธุมาทําการทดสอบการทนรอนที่
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส  พีเอช  6.0  เปนเวลา 1 ช่ัวโมง  พบวา เอนไซมของเชื้อราที่ไดจากการ
เพาะเลี้ยงแบบ solid state 2 สายพันธุ คือ THKU10 และ THKU27  สามารถทนอุณหภูมิสูงไดดีที่สุด ซ่ึง
ทนรอนไดใกลเคียงกัน  โดยยังคงเหลือกจิกรรมของเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําหลังการทดสอบ
เทากับ  28.2 และ 29.4 เปอรเซ็นตตามลําดบั (ดังตารางที่ 9)  เมื่อพิจารณาควบคูไปกบัความสามารถใน
การทนกรดพบวา THKU10  ทนกรดไดดกีวา THKU27  

 
สวนเชื้อราที่เพาะเลี้ยงแบบ submerge culture ที่มีเอนไซมที่ทนกรดไดดีไดแก THKU56, 

THKU75, THKU4 และ THKU84  เมื่อนํามาทดสอบพบวา THKU56 ผลิตเอนไซมที่ทนอุณหภูมสูิงได
ดีที่สุด  โดยยังคงเหลือกิจกรรมของเอนไซมหลังการทดสอบเทากับ 58 เปอรเซ็นต (ดังตารางที่ 9)   
Xiong et al. (2004)  ไดรายงานการทนอณุหภูมิของเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อรา T. lanuginosus DSM 
106.35  พบวาเมื่อบมเอนไซมที่ อุณหภูมิ 70  องศาเซลเซียส พีเอช 6.5  นาน 30  นาที ยังคงเหลือ
กิจกรรมของเอนไซม 60 เปอรเซ็นต  สวน Jiang et al. (2005) ทดสอบความสามารถทนอุณหภูมิของ
เอนไซมไซลาเนสจากเชื้อรา T. lanuginosus CAU44  พบวาเมื่อบมเอนไซมที่อุณหภมูิ 70  องศา
เซลเซียส พีเอช 6.2  นาน 30  นาที ยังคงเหลือกิจกรรมของเอนไซม  80  เปอรเซ็นต  และ Singh et al. 
(2000a) รายงานวา เอนไซมไซลาเนสจากเชือ้รา T. lanuginosus  หลายสายพันธุ สามารถทนอุณหภมูิได
สูงถึง 70-80  องศาเซลเซียส 
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ตารางที่ 9  กิจกรรมของเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําที่เหลือหลังทดสอบความสามารถ 

ทนรอนที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส  พีเอช 6.0  เปนเวลา 60  นาที 
 
สายพันธุเช้ือรา 
ที่คัดเลือกจาก
การเพาะเลี้ยง
แบบ Solid state 

กิจกรรม
เอนไซมเริ่มตน 

 
กิจกรรมเอนไซม

คงเหลือ 

สายพันธุเช้ือรา 
ที่คัดเลือกจาก
การเพาะเลี้ยง
แบบ Submerge 

กิจกรรม
เอนไซมเริ่มตน 

กิจกรรมเอนไซม
คงเหลือ 

 (U/ml) (%)  (U/ml) (%) 
THKU71 480 32.1 THKU  4 335 33.4 
THKU61 418 20.1 THKU56 317 58.9 
THKU27 414 29.4 THKU88 317 22.3 
THKU10 413 28.2 THKU23 270 28.1 
THKU16 403 22.3 THKU  9 262 24.2 
THKU  9 395 21.8 THKU24 247 27.9 
THKU  6 392 22.5 THKU20 247 38.5 
THKU30 389 20.9 THKU75 241 50.2 
THKU  7 387 25.9 THKU84 234 27.4 
THKU19 372 26.5 THKU42 232 34.7 

 
จากผลการทดสอบการทนกรดและการทนรอนของเอนไซมจากเชื้อรา T. lanuginosus  ที่

นํามาทดสอบ พบวา เชื้อราสายพันธุ THKU56 เปนสายพันธุที่มีเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําที่ทน
กรดและทนรอนไดดี  โดยเฉพาะทนรอนไดสูงกวาเอนไซมของเชื้อราที่ทําการเพาะเลี้ยงแบบ solid state  
ประมาณสองเทาดังนั้นจึงทําการคัดเลือกสายพันธุ  THKU56  เปนตัวแทนของเชื้อรา T. lanuginosus  
ทําการเพาะเลี้ยงแบบ submerge culture  ที่ผลิตเอนไซมไซลาเนสที่ทนกรดและทนอณุหภูมิสูงไดด ีเพื่อ
ใชในการศึกษาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซมไซลาเนสตอไป    
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5. ลักษณะโคโลนีและสัณฐานวิทยาของเชือ้รา T.  lanuginosus THKU56 
 
 ลักษณะโคโลนีของเชื้อรา T. lanuginosus THKU56  บนอาหารเลี้ยงเชือ้ YpSS อายุ 5 วัน บมที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  มีเสนใยสีขาวคลายกํามะหยี ่มีขนาดเสนผาศูนยกลาง 4.4 เซนติเมตรและมี
ความสูงนอยกวา 1 มิลลิเมตร ตอมาเปลี่ยนเปนสีเทาหรือเทาออกเขียว  โดยเริ่มจากบริเวณสวนกลาง
โคโลนี ในขณะที่อาหารเลี้ยงเชื้อจะเปลี่ยนเปนสีชมพูเขมหรือสีไวนแดง  ลักษณะเชื้อราภายใตกลอง
จุลทรรศน  เสนใยไมมีสี  กานชูสปอรคอนขางสั้น และไมแตกแขนง  สรางสปอรรูปรางกลมบนกานชู
สปอร 1 สปอร  สปอรที่ยังออนไมมีสี  ผิวเรียบ เมื่อสปอรแกจะเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลเขมและมีผนังดาน
นอกหนา ผิวมลัีกษณะยนยับไมเรียบ (ภาพที่ 17)  ซ่ึงลักษณะของเชื้อรา T. lanuginosus THKU56 มี
ลักษณะตรงกบัที่รายงานโดย Cooney and Emerson (1964) 
 

 
 
ภาพที่ 17   ลักษณะโคโลนีและสัณฐานวิทยาของเชื้อรา T. lanuginosus THKU56 เมื่อเพาะเลี้ยงบน

อาหาร YpSS บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน (ก) ลักษณะโคโลนีบนอาหาร
เล้ียงเชื้อ (ข) ลักษณะโคโลนีหลังจานอาหารเลี้ยงเชื้อ และ(ค) ลักษณะสณัฐานวิทยาภายใต
กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา 

 
 
 
 

(ก) 

(ค) 

(ข) 

10µm 
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6.  ผลของชนดิแหลงไนโตรเจนตอการผลติเอนไซมไซลาเนส 
 

จุลินทรียจะใชไนโตรเจนในการสังเคราะหโปรตีนและกรดนิวคลีอิก  จลิุนทรียแตละชนิดมี
ความสามารถในการใชไนโตรเจนไดแตกตางกันไป  บางชนิดสามารถเจริญไดดใีนอาหารที่มี
ไนโตรเจนในรูปสารอนินทรีย  บางชนิดสามารถเจริญไดดีในอาหารทีม่ีไนโตรเจนในรูปสารอินทรีย  
ดังนั้นการเลือกใชแหลงไนโตรเจนจะตองเลือกใหเหมาะสมกับชนิดของเชื้อนั้น ๆ (Boze et al., 1995)   
 

Purkarthofer et al. (1993) ไดศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนตอการผลิตเอนไซมไซลาเนสของ
เชื้อรา T. lanuginosus DSM 5826 เมื่อเพาะเลี้ยงแบบ submerge culture โดยมีซังขาวโพดเทากับ 31 กรัม
ตอลิตร เปนวสัดุหมัก  ซ่ึงแหลงไนโตรเจนที่ศึกษาไดแก  ฟชเพปโทน  เคซีนเพปโทน  เมล็ดฝาย  
cornsteep powder  แปงถ่ัวเหลือง  ยีสตสกัดและเนื้อสกัด  พบวาเนื้อสกดัเปนแหลงไนโตรเจนที่เหมาะ 
สมสําหรับการผลิตเอนไซมไซลาเนส ของเชื้อรา T. lanuginosus DSM 5826 ซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซม
ไซลาเนสเทากบั 19,370 หนวยตอมิลลิลิตร สวนยีสตสกดัเปนแหลงไนโตรเจนที่ดีรองลงมา  ซ่ึงมี
กิจกรรมเอนไซมไซลาเนสเทากับ 1,451 หนวยตอมิลลิลิตร   

 
ในการศึกษานีจ้ึงไดศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนตอการผลิตเอนไซมไซลาเนสโดยใชแหลง

ไนโตรเจน  2  ชนิดคือเนื้อสกัดและ ยีสตสกัด โดยเพาะเลี้ยงเชื้อรา T. lanuginosus THKU56 แบบ 
submerge culture  ในอาหารที่มีเนื้อสกัดหรือยีสตสกัดความเขมขนตาง ๆ  ผลการทดลองดังแสดงใน
ตารางที่ 10   พบวา เชื้อรา T. lanuginosus THKU56 สามารถใชยีสตสกัดเปนแหลงไนโตรเจนไดดกีวา
เนื้อสกัดในทกุความเขมขนที่ทดสอบ โดยที่ความเขมขนของยีสตสกัด 20-30 กรัมตอลิตรใหกิจกรรม
เอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําใกลเคยีงกันคือ 423- 438 หนวยตอมลิลิลิตร  จากผลการทดลองจึงได
เลือกยีสตสกัดเปนแหลงไนโตรเจนสําหรับการศึกษาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชือ้ที่ดีที่สุดสําหรับ
การผลิตเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําจากเชื้อรา T. lanuginosus THKU56 เพื่อหาความเขมขนที่
เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซมไซลาเนสดวยวิธีหาพืน้ผิวตอบสนองตอไป 
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ตารางที่ 10  ผลของชนิดแหลงไนโตรเจนตอการผลิตเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําจากเชื้อรา  

      T. lanuginosus THKU56 เมื่อเพาะเลีย้งแบบ submerge culture ที่ใชซังขาวโพด 31 กรัมตอ    
ลิตร 

 
กิจกรรมของเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ํา 

(หนวยตอมิลลิลิตร) 
ความเขมขนของแหลงไนโตรเจน (กรัมตอลิตร) 

 
 

แหลงไนโตรเจน 

10 15 20 25 30 

ยีสตสกัด 370 330 423 428 438 

เนื้อสกัด 330 240 260 228 420 

 
7.  ผลการศึกษาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซมไซลาเนสแบบ

submerge culture  โดยวิธีการหาพื้นท่ีผิวตอบสนอง 
 

 การใชซังขาวโพดซึ่งเปนวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเพื่อเปนวัสดุเล้ียงเชื้อสําหรับกระบวนการ
ผลิตเอนไซมและเซลลโปรตีนจากจุลินทรยีดวยกระบวนการหมักแบบ solid state สามารถเพิ่มผลผลิต
ตอปริมาณสับสเตรตและลดตนทุนการผลิต  แตขอเสียเปรียบของการหมักแบบ solid state คือการ
ควบคุมสภาพแวดลอมในระหวางการหมักเปนไปไดยากกวา และการขยายกาํลังการผลิตไปสูระดับ
ใหญทําไดยากกวาเมื่อเปรยีบเทียบกับกระบวนการหมักแบบ submerge culture   
 

ดังนั้นจึงไดศกึษาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซม 
ไซลาเนสจากเชื้อรา T. lanuginosus THKU56 โดยใชแผนการทดลองแบบ Central composite design 
(CCD) โดยกําหนดปจจัยทีต่องการศึกษาทัง้หมด 4  ปจจยั  ไดแก ความเขมขนของซังขาวโพด (X1)    
ความเขมขนของยีสตสกัด (X2)   ความเขมขนของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (X3)  และ  
ความเขมขนของ  tween 80 (X4)   ผลการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมยอยไซแลนทีไ่มละลายน้ําใน
การทดลองแสดงในตารางที่ 11 
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ตารางที่ 11  ผลการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําในแตละการทดลอง 
 

คาจริงของปจจัยที่นํามาศึกษา ลําดับ 
x1 x2 x3 x4 

กิจกรรมเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายนํ้า 
(หนวยตอมิลลิลิตร) 

1 10 10 0 0 128 
2 10 10 0 1 126 
3 10 10 10 0 186 
4 10 10 10 1 160 
5 10 40 0 0 121 
6 10 40 0 1 124 
7 10 40 10 0 126 
8 10 40 10 1 80 
9 10 20 5 0.3 142 

10 40 10 0 0 477 
11 40 10 0 1 442 
12 40 10 10 0 461 
13 40 10 10 1 467 
14 40 40 0 0 450 
15 40 40 0 1 445 
16 40 40 10 0 446 
17 40 40 10 1 434 
18 40 20 5 0.3 550 
19 20 10 5 0.3 286 
20 20 40 5 0.3 301 
21 20 20 0 0.3 381 
22 20 20 10 0.3 386 
23 20 20 5 0 396 
24 20 20 5 1 344 
25 20 20 5 0.3 376 
26 20 20 5 0.3 362 
27 20 20 5 0.3 368 
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เมื่อนําขอมูลที่ไดจากการทดลองมาทําการวิเคราะหดวยโปรแกรม SPSS โดยวเิคราะหคาการ

ถดถอยแบบพหูคูณ (multiple regression) ไดคาตาง ๆ ดงัแสดงในตารางที่ 12  
 
ตารางที่ 12  ผลการวิเคราะหคาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) ดวยโปรแกรม SPSS 
 

ปจจัย coefficient Computed t-value P-value 
Intercept 227.661 -7.456 0.000 

X1 28.281 8.690 0.000 
X2 14.778 4.557 0.000 
X3 0.160 0.509 0.617 
X4 -0.052 -1.701 0.104 
X2

1 -0.343 -5.405 0.000 
X2

2 -0.311 -4.899 0.000 
X2

3 0.024 0.741 0.467 
X2

4 -0.049 -1.525 0.142 
X1 X2 0.038 0.447 0.660 
X1 X3 0.004 0.116 0.908 
X1 X4 -0.049 -1.414 0.172 
X2 X3 -0.014 -0.387 0.703 
X2 X4 -0.051 -1.475 0.155 
X3 X4 

R2 
-0.029 -0.925 

0.979 
0.365 

 
 
จากขอมูลในตารางที่ 12  ทําใหไดความสัมพันธระหวางกจิกรรมของเอนไซมและปจจัยที่มีผล

ตอกิจกรรมของเอนไซม  โดยสรางตัวแบบของสมการถดถอย  ซ่ึงมีสมการดังนี ้
 

Y= 220.402 + 28.281X1 + 14.778X2 - 0.343X1
2- 0.31X2

2 
 

โดย Y คือ คากิจกรรมของเอนไซมที่ไดจากการทํานาย X1 คือ ความเขมขนของซังขาวโพด  X2  
คือความเขมขนของยีสตสกดั  
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จากการวิเคราะหคาทางสถิติโดยวิธีหาสมการถดถอยที่ระดับความเชื่อมัน่ 95 เปอรเซ็นต 

(P<0.05) พบวาความเขมขนของซังขาวโพด (X1)  และความเขมขนของยีสตสกัด (X2) เทานั้นที่มีผลตอ
กิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสอยางมีนัยสําคัญ แตความเขมขนของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
(X3) และความเขมขนของ tween 80 (X4) ไมมีผลตอกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนส  นอกจากนี้สอง
ปจจัยรวม (X1X2, X1X3, X1X4, X2X3, X2X4 และ X3X4) ไมมีผลตอกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเชน
เดียวกัน  เมื่อพิจารณาคาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) ของปจจัยทั้ง 2  ปจจัยที่มีผลกระทบตอกจิกรรม
ของการผลิตเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อรา T. lanuginosus THKU56  พบวา มีคาเทากบั 0.979 ซ่ึงแสดง
ใหเห็นวา  ทั้ง 2  ปจจัยมีอิทธพิลตอการเปลี่ยนแปลงกจิกรรมของเอนไซมไซลาเนส  97.9 เปอรเซ็นต 
เมื่อนําผลที่ไดไปทําการวิเคราะหดวยวิธีการหาพื้นผิวตอบสนองเพื่อทํานายคาของปจจัยทั้ง 2  ที่มีผลทํา
ใหเชื้อรา T. lanuginosus THKU56  ผลิตเอนไซมไดสูงทีสุ่ด พบวา ความเขมขนของซังขาวโพดเทากับ 
41  กรัมตอลิตร และความเขมขนของยีสตสกัดเทากับ 24  กรัมตอลิตร  เปนคาที่ทํานายวาจะทําใหเชือ้  
T. lanuginosus THKU56  สามารถผลิตเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําไดสูงสุดเทากับ 526.7 หนวย
ตอมิลลิลิตรโดยพื้นผิวตอบสนอง แสดงในภาพที่ 18  และเพ ื่อที่จะชวยใหมองรูปรางของพื้นผิวตอบ 
สนองไดดยีิ่งขึ้น โดยมากแลวนิยมพล็อตเสนโครงราง (contour plot) ของพื้นผิวตอบสนอง ดังแสดงใน
ภาพที่ 19   และเมื่อทําการเพาะเลี้ยงเชื้อโดยใชสารอาหารที่ไดจากการทํานายพบวาเชื้อรา THKU56  
สามารถผลิตเอนไซมไดเทากับ 541 หนวยตอมิลลิลิตร ซ่ึงใกลเคียงกับคาที่ไดจากการทํานาย   
นอกจากนี้ยังพบวา มีกจิกรรมเอนไซมยอยไซแลนที่ละลายน้ําได 1,450 หนวยตอมิลลิลิตร และมี
กิจกรรมเอนไซมแอลฟาอะไมเลส 239 หนวยตอมิลลิลิตร  Purkarthofer et al. (1993) ทําการศึกษาปจจัย
ที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมไซลาเนสตอไซแลนที่ละลายน้ําของเชือ้รา T.lanuginosus  เมื่อเพาะเลี้ยง
แบบ submerge culture โดยใชซังขาวโพดเปนวัสดหุมัก พบวา trace element ไมมีผลตอการผลิต
เอนไซมไซลาเนสของเชื้อรา T. lanuginosus  และจากการใชวิธีหาพืน้ผิวตอบสนอง พบวา กิจกรรมของ
เอนไซมจะเพิม่ขึ้นจากเดิม 1,602 หนวยตอมิลลิลิตร (26,700 nkat/ml) เปน 2,172 หนวยตอมิลลิลิตร 
(36,200 nkat/ml)  เมื่ออาหารเลี้ยงเชื้อประกอบดวยซังขาวโพด 31.2 กรัมตอลิตร  ยีสตสกัด 30.2 กรัมตอ
ลิตรและโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 5  กรัมตอลิตร  บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  ในสภาวะ
เขยาดวยความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 7 วัน 
 

Damaso et al. (2002a) ไดทําการศึกษาหาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไซลาเนส 
ตอไซแลนที่ละลายน้ํา เมื่อเพาะเลี้ยงในสภาวะอาหารเหลวจากเชื้อรา T. lanuginosus  โดยใชการออก 
แบบการทดลองแบบ 2 4-1  fractional  factorial design (FFD)  ซ่ึงพบวาความเขมขนของซังขาวโพดและ
ความเขมขนของโซเดียมคลอไรดมีผลตอการผลิตเอนไซมไซลาเนสของเชื้อ  โดยความเขมขนของ 
ซังขาวโพดที่ใหกิจกรรมของเอนไซมสูงสุดเทากับ 30 กรัมตอลิตร 
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ภาพที่ 18  การวิเคราะหหาพืน้ผิวตอบสนองของเอนไซมยอยไซแลนทีไ่มละลายน้ําจากเชื้อรา  
T. lanuginosus THKU56 
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ภาพที่ 19  Contour plot ของปจจัยที่มีผลตอการผลิตเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําจากเชื้อรา  

T. lanuginosus THKU56 
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 สรุปผลการทดลอง 

 
 เมื่อศึกษาความสามารถผลิตเอนไซมอาหารสัตวซ่ึงไดแก เอนไซมไซลาเนสและเอนไซม
แอลฟาอะไมเลสจากเชื้อราชอบรอน Thermomyces  lanuginosus  จํานวน 89 สายพนัธุในสภาพการ
เพาะเลี้ยงแบบ solid state และ submerge cuture โดยใชซังขาวโพดเปนวัสดุหมกั  พบวาการเพาะเลีย้ง
แบบ solid state บนวัสดุหมกั 12 กรัมที่ประกอบดวย ซังขาวโพด รําขาวสาลีและแกลบ ในอัตราสวน 
5:5:2  กรัม โดยใชซังขาวโพดหรือซังขาวโพดที่ผานการแชดาง  ที่ความชื้นเริ่มตน 70 เปอรเซ็นต บมที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 5 วัน เชื้อรา T. lanuginosus  ที่เจริญบนวัสดุหมกัที่ใชซังขาวโพดที่
ผานการแชดางผลิตเอนไซมยอยไซแลนละลายน้ําไดดกีวาเชื้อราที่เล้ียงบนซังขาวโพด   พบวามีเชื้อรา
จํานวน 20 สายพันธุ ที่ผลิตเอนไซมยอยไซแลนที่ละลายน้ําไดสูง (มากกวา 900 หนวยตอมิลลิลิตร) แต
ใน 20 สายพันธุนี้มีเชื้อรา 12  สายพันธุที่สามารถผลิตเอนไซมไดดีมากทั้งในอาหารที่ใชซังขาวโพดหรือ
ซังขาวโพดทีผ่านการแชดาง  สวนกิจกรรมของเอนไซมยอยไซแลนทีไ่มละลายน้ํานัน้มีกิจกรรมนอย
กวากจิกรรมของเอนไซมยอยไซแลนที่ละลายน้ํา  การแชซังขาวโพดดวยดางมีผลใหลิกนินละลายน้ํา
ออกไปไดบางสวนและโครงสรางของลิกนินและเซลลูโลสพองตัว และงายตอการเจรญิของเชื้อรา  
สงผลตอการผลิตเอนไซม  อยางไรก็ตามเชือ้รา T. lanuginosus หลายสายพันธุสามารถผลติเอนไซมไดดี
แมวาจะใชซังขาวโพดหรือซังขาวโพดทีผ่านการแชดางเปนวัตถุดิบ ซ่ึงความสามารถในการผลิต
เอนไซมขึ้นกบัชนิดของสายพันธุเชื้อรา  

 
เมื่อเพาะเลีย้งแบบ submerge cuture ซ่ึงประกอบดวยซังขาวโพด 15 กรัมตอลิตร  ยีสตสกัด 15 

กรัมตอลิตร โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอตเฟต 5 กรัมตอลิตรและ tween 80  0.3 กรัมตอลิตร ที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ภายใตสภาพเขยาที่ความเรว็ 120 รอบตอนาที เปนเวลา 5 วนั พบวาเชื้อรา  
T. lanuginosus สวนใหญผลิตเอนไซมยอยไซแลนที่ละลายน้ําไดสูงกวาไซแลนที่ไมละลายน้ํา  แตมี 7 
สายพันธุที่มีกจิกรรมยอยไซแลนที่ละลายน้ําและไซแลนที่ไมละลายน้ําไดดี (มากกวา 200 หนวยตอ
มิลลิลิตร) สําหรับเชื้อราที่ผลิตเอนไซมยอยไซแลนที่ละลายน้ําไดสูงสดุ คือสายพันธุ THKU86 และ 
THKU75 ซ่ึงผลิตเอนไซมได 737 และ 734 มิลลิลิตรตามลําดับ  สวนเชือ้ราที่ผลิตเอนไซมยอยไซแลนที่
ไมละลายน้ําไดสูงสุด คือสายพันธุ THKU4, THKU56 และ THKU88 ซ่ึงผลิตเอนไซมได 335, 317 และ 
317 หนวยตอมิลลิลิตร ตามลําดับ   นอกจากนี้ยังพบวาเชื้อราที่ผลิตเอนไซมไซลาเนสไดดีเมื่อเพาะเลี้ยง
แบบ solid state เปนคนละสายพันธุกับที่ผลิตเอนไซมไดดีเมื่อเพาะเลี้ยงแบบ submerge culture  
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จากการศึกษาความสามารถผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสของเชื้อรา T. lanuginosus เมื่อ

เพาะเลี้ยงแบบ solid state พบวาเชื้อราผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสไดคอนขางต่ําไมวาจะใชซังขาว 
โพดหรือซังขาวโพดที่ผานแชดางก็ตาม  โดยเชื้อราที่ผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสไดสูงสุดเมื่อใชซัง
ขาวโพดที่ผานการแชดางเปนวัสดุหมกั คอืสายพันธุ THKU27 มีกิจกรรมเอนไซมแอลฟาอะไมเลส
เทากับ 115 หนวยตอมิลลิลิตร สวนเชื้อราที่ผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสไดสูงสุดเมื่อใชซังขาวโพด
เปนวัสดหุมัก คือสายพันธุ THKU51 มีกิจกรรมเอนไซมแอลฟาอะไมเลสเทากับ 104 หนวยตอมิลลิลิตร  
สําหรับการเพาะเลี้ยงแบบ submerge culture พบวาเชื้อรา THKU75 ผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสไดสูง
ถึง 164 หนวยตอมิลลิลิตร ซ่ึงเปนสายพันธุที่ผลิตเอนไซมไซลาเนสไดดีเมื่อเพาะเลี้ยงแบบ submerge 
culture ดวย  

   
เพื่อเปนการลดตนทุนในการผลิตเอนไซมจึงไดคัดเลือกเชื้อรา T. lanuginosus  ที่ผลิตเอนไซม

ยอยไซแลนทีไ่มละลายน้ําไดสูงที่ไดจากการเพาะเลี้ยงบนอาหารที่ใชซังขาวโพดเปนวัตถุดิบ ในกรณี
การเพาะเลีย้งแบบ solid state ไดคัดเลือกเชื้อราที่ผลิตเอนไซมไดสูง (มากกวา 370 หนวยตอมิลลิลิตร) 
จํานวน 10 สายพันธุ ไดแกสายพันธุ THKU6, THKU7, THKU9, THKU10, THKU16, THKU19,  
THKU27, THKU30, THKU61 และ THKU71 ซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเทากับ  392, 387, 
395, 413, 404, 372, 415, 389, 418 และ 480 หนวยตอมิลลิลิตร  ตามลําดับ สวนการเพาะเลี้ยงแบบ 
submerge culture ไดคัดเลือกเชื้อราที่ผลิตเอนไซมไดสูง (มากกวา 230 หนวยตอมิลลิลิตร) จํานวน 10 
สายพันธุ ไดแกสายพันธุ THKU4, THKU9, THKU20, THKU23, THKU24, THKU42, THKU56, 
THKU75, THKU84 และ THKU88  ซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเทากับ  335, 262, 247, 270, 
248, 232, 317, 241, 234 และ 317 หนวยตอมิลลิลิตร ตามลําดับ   

 
เมื่อนําเชื้อราทีผ่ลิตเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําไดสูงมาทดสอบการทนกรดทีพ่ีเอช 3.5 

และทนรอนทีอุ่ณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 ช่ัวโมง พบวาเอนไซมของเชื้อราสายพันธุ 
THKU10 ที่เพาะเลี้ยงแบบ solid state ทนกรดและทนรอนไดดี  มีกิจกรรมเอนไซมคงเหลือ 28.8 และ
22.3 เปอรเซ็นตตามลําดับ สวนเอนไซมของเชื้อราสายพันธุ THKU56 ที่เพาะเลี้ยงแบบ submerge 
culture ทนกรดและทนรอนไดดี มีกจิกรรมเอนไซมคงเหลือ 28.2 และ 58.9 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึง
ทนรอนไดดกีวาเอนไซมของ THKU10 ประมาณ 2  เทา  ดังนั้นจึงทําการคัดเลือกเชื้อรา THKU56 ไป
ศึกษาองคประกอบของสารอาหารที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซมไซลาเนส 
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เมื่อศึกษาผลของอุณหภูมิตอกิจกรรมและความคงทนของเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ํา

ของเชื้อรา T. lanuginosus THKU56 ในชวงอุณหภูมิ 50-90 องศาเซลเซียส พบวาอณุหภูมิที่เหมาะสมใน
การทําปฏิกิริยาของเอนไซมสําหรับ THKU56 คือ 70 องศาเซลเซียส  เชนเดียวกับอกี 3 สายพันธุทีน่ํามา
ทดสอบ  สวนผลของอุณหภมูิตอความคงทนของเอนไซมพบวาเอนไซมของ THKU56 และ THKU75 
สามารถทนอุณหภูมิไดถึง 60 องศาเซลเซียสเปนเวลา 60 นาที   สวนอีก 2 สายพันธุทนอุณหภูมิไดถึง 55 
องศาเซลเซียส  สําหรับพีเอชที่เหมาะสมในการทํางานและความคงทนของเอนไซมยอยไซแลนที่ไม
ละลายน้ําที่ผลิตจากเชื้อรา T. lanuginosus  ทั้ง 4 สายพันธุ ใหผลคลายกนัคือเอนไซมทํางานไดดีทีพ่ีเอช
เปนกลางคือ 6.5-7.0 และเอนไซมทนพีเอชในชวงกวางโดยเอนไซมของเชื้อรารหัส THKU56 และ 
THKU10 ทนพีเอชไดอยูในชวง 6.0-9.0   สวนเอนไซมของเชื้อรา THKU27 และ THKU75 ทนพีเอช
ในชวง  6.5-9.0 
 

เมื่อทําการศึกษาผลของชนิดแหลงไนโตรเจนตอการผลิตเอนไซมโดยแหลงไนโตรเจนที่ใชม ี2  
ชนิดคือเนื้อสกัดและยีสตสกัดที่ความเขมขนตาง ๆ  พบวา เชื้อรา T. lanuginosus THKU56 สามารถใช
ยีสตสกัดเปนแหลงไนโตรเจนไดดีกวาเนือ้สกัดในทกุความเขมขนที่ทดสอบ และที่ความเขมขนของ
ยีสตสกัด 30 กรัมตอลิตรใหกิจกรรมเอนไซมไซลาเนสสูงสุดเทากับ 438 หนวยตอมิลลิลิตร  เมื่อศึกษา
องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซมยอยไซแลนทีไ่มละลายน้ําจากเชื้อ
รา T. lanuginosus THKU56 เพาะเลี้ยงแบบ submerge culture โดยวางแผนการทดลองแบบ  Central 
Composite Design (CCD) และวิเคราะหคาทางสถิติ พบวาซังขาวโพดและยีสตสกัดเทานั้นที่มีผลตอ
กิจกรรมของเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําอยางมนีัยสําคัญ แตโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต
และ tween 80  ไมมีผลตอกิจกรรมของเอนไซมอยางมนีัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมัน่ 95 เปอรเซ็นต เมื่อ
นําผลที่ไดไปทําการวิเคราะหดวยวิธีการหาพื้นผิวตอบสนองเพื่อทํานายคาของปจจยัทั้ง 2  ที่มีผลทําให
เชื้อรา T. lanuginosus THKU56 ผลิตเอนไซมไดสูงที่สุด พบวา ความเขมขนของซังขาวโพดเทากบั 41 
กรัมตอลิตร และความเขมขนของยีสตสกดัเทากับ 24 กรัมตอลิตรเปนคาที่ทํานายวาจะทําใหเชื้อ  
 T. lanuginosus THKU56 สามารถผลิตเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําไดสูงสุดเทากับ 526.7 หนวย
ตอมิลลิลิตร และเมื่อทําการเพาะเลี้ยงเชื้อโดยใชสารอาหารที่ไดจากการทํานายพบวาเชื้อรา THKU56  
สามารถผลิตเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําไดเทากบั 541 หนวยตอมิลลิลิตร ซ่ึงใกลเคียงกับคาที่ได
จากการทํานาย  นอกจากนีย้งัพบวา มีกจิกรรมเอนไซมยอยไซแลนที่ละลายน้ําได 1,450 หนวยตอ
มิลลิลิตร และมีกิจกรรมเอนไซมแอลฟาอะไมเลส 239 หนวยตอมิลลิลิตร   
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1. อาหารสําหรับทดสอบการสรางเอนไซมแอลฟาอะไมเลส  
   

Soluble starch   2 กรัม 
  Beef extract               3           กรัม 

Peptone   5 กรัม 
Bacto agar             15 กรัม 

 
2. อาหารสําหรับทดสอบการสรางเอนไซมไลเปส  

 
   Peptone   10 กรัม 
   NaCl      5 กรัม 
   CaCl2.2H2O    0.1 กรัม 
   Tween 80  10 กรัม  
   Bacto agar  20 กรัม 
  

3. อาหารสําหรับทดสอบการสรางเอนไซมไฟเตส 
 

Phytic acid  5 กรัม 
MgSO47H2O  0.5 กรัม 

 (NH4)2SO4  5 กรัม 
 KCl   0.5 กรัม 
 FeSO4.7H2O  0.01 กรัม 
 MnSO4.5H2O  0.01 กรัม 
 CaCl2.2H2O  0.78 กรัม 
 Bacto agar             15 กรัม 
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4. อาหารสําหรับทดสอบการสรางเอนไซมโปรติเอส 

 
Sodium caseinate   2 กรัม 
Glucose    1 กรัม 
K2HPO4    0.2 กรัม 
MgSO47H2O   0.2 กรัม 
FeSO4    trace กรัม 

                           Bacto agar   20 กรัม 
 

5. Yeast extract-Glucose medium  
 

 Yeast extract   5 กรัม 
 Glucose    10 กรัม 
 Agar    20 กรัม 

 
6. Yeast extract-Starch medium (YpSS) 
 

Yeast extract    4 กรัม 
K2HPO4    1 กรัม 
MgSO4.7H2O   0.5 กรัม 
Soluble starch   15 กรัม 

                           Bacto agar   20 กรัม 
 
7. Wheat bran medium  
 

 Wheat bran   100 กรัม 
 Agar    15 กรัม 
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1.  การวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซม 

 
1.1  เอนไซมไซลาเนส 
 

DNS reagent 
 

เตรียมโดยชั่ง 3,5 dinitrosalicylic acid 10 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 500 มิลลิลิตร เติมฟนอล 
2  กรัม แลวเตมิโซเดียมไนไตรท 0.5 กรัมคอย ๆ เติมสารละลายโพแทสเซียมโซเดียมทารเทรต 
(โพแทสเซียมโซเดียมทารเทรต 200 กรัมที่อยูในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 2 เปอรเซ็นตปริมาตร 
500 มิลลิลิตร) คนใหเขากันนําไปอังในอางน้ํารอนจนสารละลายใส จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ํากลัน่ให
เปน 1 สิตร เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิหอง   
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ภาพผนวกที่ ข1  กราฟมาตรฐานของน้ําตาลไซโลส 
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1.2 เอนไซมแอลฟาอะไมเลส 
 

Iodine reagent 
 
(1)  เตรียมสารละลายไอโอดีน 0.02 เปอรเซ็นตในแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต 
(2)  เตรียมสารละลายโพแทสเซียมไอโอไดด 0.2 เปอรเซ็นตในสารละลาย 0.5 นอรมอล

ไฮโดรคลอริก 
(3)  ผสมสารในขอ (1) และ (2) ใหเขากนัแลวเก็บในขวดสีชา ที่อุณหภมูิหอง 
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ภาพผนวกที่ ข2   กราฟมาตรฐานของแปง 
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2.  การนับจํานวนสปอร โดยใช Haemacytometer  

 
2.1  เช็ดสไลดและ cover glass ของ haemacytometer ใหสะอาด วาง cover glassใหอยูตรงกลาง

สไลด แลวใชพาสเจอรปเปตดูดสารละลายสปอร มาแตะที่ขอบ cover glass ใหสารละลายสปอรแทรก
ไประหวาง cover glass และสไลดจนเต็มพอด ี
 

2.2  นําไปนับจํานวนสปอรโดยใชกลองจุลทรรศน ที่ objective กําลังขยาย 40 เทา นบัจํานวน
สปอรในแตละชองเล็ก ทําการนับสปอรไมนอยกวา 10 ชอง4.3  คํานวณจํานวนสปอร 

 
ขนาดความลึกของ haemacytometer ที่ใช =   0.1  มิลลิเมตร 
ขนาดพื้นที่ของแตละชองเล็ก  =   0.0025  ตารางมิลลิเมตร 
เพราะฉะนั้นปริมาตรของแตละชองเล็ก =   0.00025  ลูกบาศกมิลลิเมตร 
จํานวนสปอรตอมิลลิลิตร   =   จํานวนสปอรที่นับได  x 103  สปอร 
          จํานวนชองที่นับ  x  0.00025 

 
3.  การหาเปอรเซ็นตความชืน้ของวัสดุหมัก 

 
3.1  อบกระทงฟอยลที่อุณหภูม ิ100-105 องศาเซลเซียสนาน 2 ช่ัวโมง ตั้งทิ้งไวใหเยน็ใน

โถดูดความชืน้ แลวนํามาชัง่หาน้ําหนักแหง 
3.2  นําตัวอยางใสลงในกระดาษฟอยลหาน้ําหนกั  ช่ังหาน้ําหนกัทั้งหมด (น้ําหนัก

ตัวอยาง = น้ําหนักทั้งหมด-น้ําหนกักระดาษฟอยล) 
3.3  นําตัวอยางในกระดาษฟอยลหาน้ําหนกัอบที่อุณหภมูิ 100-105 องศาเซลเซียสตลอด

คืน 
3.4  ตั้งทิ้งไวใหเยน็ในโถดดูความชื้น แลวช่ังน้ําหนกั นําคาน้ําหนกัของกระดาษฟอยลที่

หาน้ําหนักมาหักออก ผลที่ไดจะเปนน้ําหนักแหงของน้าํหนักตวัอยางที่ได 

 
เปอรเซ็นตความชื้น = (น้ําหนักตัวอยาง-น้าํหนักแหง)  x  100 
         น้ําหนกัตัวอยาง 
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4.  การเตรียมแอซิเตตบัฟเฟอร  (Colowick and Kaplan, 1955) 
 
 สารละลาย A: 0.2 M acetic acid (CH3COOH 11.55  มิลลิลิตร ในน้ํากลัน่  1000  
มิลลิลิตร) 
  

สารละลาย B: 0.2 M sodium acetate (CH3COONa 16.4 กรัม หรือ CH3COONa. 3H2O 
27.2  กรัม ในน้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร) 
 

เตรียมโดยผสมสารละลายตามพีเอชที่ตองการแลวเติมน้าํกลั่นใหมีปริมาตรทั้งหมดครบ  100  
มิลลิลิตร 
 

A (มิลลิลิตร) B (มิลลิลิตร) พีเอช 
46.3 3.7 3.6 
44.0 6.0 3.8 
41.0 9.0 4.0 
36.8 13.2 4.2 
30.5 19.5 4.4 
25.5 24.5 4.6 
20.0 30.0 4.8 
14.8 35.2 5.0 
10.5 39.5 5.2 
8.8 41.2 5.4 
4.8 45.2 5.6 
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5.   การเตรียมซิเตรตฟอสเฟตบัฟเฟอร  (Colowick and Kaplan, 1955) 

 
สารละลาย A: 0.1 M citric acid (19.21 กรัม ในน้ํากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร) 

 
สารละลาย B: 0.2 M dibasic sodium phosphate (53.65 กรัม ของ Na2HPO4. 7H2O หรือ 71.7  

กรัม ของ Na2HPO. 12H2O ในน้ํากลั่นปริมาตร 1000  มิลลิลิตร) 
 

A (มิลลิลิตร) B (มิลลิลิตร) พีเอช A (มิลลิลิตร) B (มิลลิลิตร) พีเอช 
44.6 5.4 2.6 24.3 25.7 5.0 
42.2 7.8 2.8 23.3 26.7 5.2 
39.8 10.2 3.0 22.2 27.8 5.4 
37.7 12.3 3.2 21.0 29.0 5.6 
35.9 14.1 3.4 19.7 30.3 5.8 
33.9 16.1 3.6 17.9 32.1 6.0 
32.3 17.7 3.8 16.9 33.1 6.2 
30.7 19.3 4.0 15.4 34.6 6.4 
29.4 20.6 4.2 13.6 36.4 6.6 
27.8 22.2 4.4 9.1 40.9 6.8 
26.7 23.3 4.6 6.5 43.6 7.0 
25.2 24.8 4.8    

 
แลวเติมน้ํากลัน่ใหมีปริมาตรทั้งหมดครบ 100 มิลลิลิตร 
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6.  การเตรียมโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร   (Colowick and Kaplan, 1955) 

 
สารละลาย A: 0.2 M monobasic sodium phosphate (NaH2PO4. H2O 27.6  กรัม ในน้าํกลั่น

ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร) 
 

 สารละลาย B: 0.2 M dibasic sodium phosphate (Na2HPO4. 7H2O 53.65  กรัม หรือ  
Na2HPO4. 12H2O 71.7  กรัม ในน้ํากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร) 

 
 

A (มิลลิลิตร) B (มิลลิลิตร) พีเอช A (มิลลิลิตร) B (มิลลิลิตร) พีเอช 
93.5 6.5 5.7 45.0 55.0 6.9 
92.0 8.0 5.8 39.0 61.0 7.0 
90.0 10.0 5.9 33.0 67.0 7.1 
87.7 12.3 6.0 28.0 72.0 7.2 
85.0 15.0 6.1 23.0 77.0 7.3 
81.5 18.5 6.2 19.0 81.0 7.4 
77.5 22.5 6.3 16.0 84.0 7.5 
73.5 26.5 6.4 13.0 87.0 7.6 
68.5 31.5 6.5 10.5 90.5 7.7 
62.5 37.5 6.6 8.5 91.5 7.8 
56.5 43.5 6.7 7.0 93.0 7.9 
51.0 49.0 6.8 5.3 94.7 8.0 

 
แลวเติมน้ํากลัน่ใหมีปริมาตรทั้งหมดครบ 200 มิลลิลิตร  

 
 
 
 
 

 



 110
7.  การเตรียม Tris(hydroxymethyl) aminomethane buffer  (Colowick and Kaplan, 1955) 
 

สารละลาย A: 0.2 M Tris(hydroxymethyl) aminomethane (24.2 กรัม ในน้ํากลั่นปริมาตร 1000  
มิลลิลิตร) 
  

สารละลาย B: 0.2 M HCl 
            

A (มิลลิลิตร) B (มิลลิลิตร) พีเอช 
50.0 44.2 7.2 
50.0 41.4 7.4 
50.0 38.4 7.6 
50.0 32.5 7.8 
50.0 26.8 8.0 
50.0 21.9 8.2 
50.0 16.5 8.4 
50.0 12.2 8.6 

                                                       50.0                        8.1                  8.8 
                                                       50.0                        5.0                  9.0 
 

แลวเติมน้ํากลัน่ใหมีปริมาตรทั้งหมดครบ 200 มิลลิลิตร  
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8.   การเตรียม glycine-NaOH buffer  (Colowick and Kaplan, 1955) 
 
  สารละลาย A: 0.2 M glysine (NH2CH2COOH 10.01 กรัมในน้ํากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร) 
 
  สารละลาย B: 0.2 M Sodium hydroxide (NaOH 8.0 กรัมในน้ํากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร) 
 

  เตรียมโดยผสมสารละลาย A 50 มิลลิลิตรและสารละลาย B ตามพีเอชที่ตองการ 
 

B (มิลลิลิตร)  พีเอช  B (มิลลิลิตร)  พีเอช 
  4.0   8.6  22.4   9.6 
  6.0   8.8  27.2   9.8 
  8.8   9.0  32.0   10.0 
  12.0   9.2  38.6   10.4 
  16.8   9.4  45.5   10.6 
 

แลวเติมน้ํากลัน่ใหมีปริมาตรทั้งหมดครบ 200 มิลลิลิตร  
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ภาคผนวก ค 
ขอมูลการทดลอง 
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ตารางผนวกที ่ค1  ความสามารถในการผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลส  ไลเปส  โปรติเอสและไฟเตส  

ของเชื้อรา T. lanuginosus   
 

สายพันธุ
เช้ือรา 

amylase lipase protease phytase สายพันธุ
เช้ือรา 

amylase lipase protease phytase 

TISTR3645 + + - - THKU27 + + + - 
THKU2 + + + - THKU28 + + - - 
THKU3 + + - - THKU29 + + - - 
THKU4 + + - - THKU30 + + + - 
THKU5 + + - - THKU31 + + - - 
THKU6 + + - - THKU32 + + + - 
THKU7 + + + - THKU33 + + - - 
THKU8 + + - - THKU34 + + - - 
THKU9 + + + - THKU35 + + + - 

THKU10 + + - - THKU36 + + + - 
THKU11 + + + - THKU37 + + + - 
THKU12 + + - - THKU38 + + - - 
THKU13 + + - - THKU39 + + - - 
THKU14 + + - - THKU40 + + - - 
THKU15 + + + - THKU41 + + + - 
THKU16 + + + - THKU42 + + + - 
THKU17 + + - - THKU43 + + - - 
THKU18 + + - - THKU44 + + + - 
THKU19 + + - - THKU45 + + - - 
THKU20 + + - - THKU46 + + - - 
THKU21 + + - - THKU47 + + - - 
THKU22 + + - - THKU48 + + + - 
THKU23 + + + - THKU49 + + + - 
THKU24 + + + - THKU50 + + - - 
THKU25 + + - - THKU51 + + - - 
THKU26 + + + - THKU52 + + + - 
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ตารางผนวกที ่ค1  (ตอ) 
 

สายพันธุ
เช้ือรา amylase lipase protease phytase สายพันธ ุ 

เช้ือรา 
amylase lipase protease phytase 

THKU53 + + + - THKU72 + - + - 
THKU54 + - + - THKU73 + + - - 
THKU55 + + + - THKU74 + + + - 
THKU56 + + - - THKU75 + - - - 
THKU57 + + - - THKU76 + - + - 
THKU58 + + - - THKU77 + + + - 
THKU59 + - + - THKU78 + + - - 
THKU60 + + - - THKU80 + + + - 
THKU61 + - + - THKU81 + + - - 
THKU62 + + - - THKU82 + + - - 
THKU63 + + + - THKU83 + + + - 
THKU64 + + - - THKU84 + + + - 
THKU65 + + - - THKU85 + + - - 
THKU66 + + + - THKU86 + - - - 
THKU67 + + + - THKU87 + + + - 
THKU68 + + + - THKU88 + + - - 
THKU69 + - - - THKU89 + + + - 
THKU70 + + - - THKU90 + - - - 
THKU71 + + + - THKU91 + + - - 

 
+  หมายถึง ผลิตเอนไซม 
-  หมายถึง ไมผลิตเอนไซม 
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ตารางผนวกที ่ค2  กิจกรรมของเอนไซมยอยไซแลนที่ละลายน้ําจากเชือ้รา T.lanuginosus เมื่อเพาะ 

เล้ียงแบบ solid state โดยใชวัสดุหมกัที่มีความชื้นเริ่มตน 70 เปอรเซ็นประกอบดวยซัง
ขาวโพดหรือซังขาวโพดทีผ่านการแชดาง 5 กรัม รําขาวสาลี 5 กรัมและแกลบ 2 กรัม 
เปนเวลา 5 วัน ที่ 50 องศาเซลเซียส 

 
กิจกรรมเอนไซมยอยไซแลนที่ละลายนํ้า กิจกรรมเอนไซมยอยไซแลนที่ละลายนํ้า 

(หนวยตอมิลลิลิตร) (หนวยตอมิลลิลิตร) 
 

สายพันธุ 
เช้ือรา ซังขาวโพด* ซังขาวโพด 

 
สายพันธุ 
เช้ือรา ซังขาวโพด* ซังขาวโพด 

TISTR3645 187 23 THKU25 1050 994 
THKU2 944 495 THKU26 1051 1036 
THKU3 468 359 THKU27 518 454 
THKU4 923 846 THKU28 510 440 
THKU5 1052 985 THKU29 536 434 
THKU6 353 57 THKU30 554 453 
THKU7 465 430 THKU31 517 429 
THKU8 986 961 THKU32 541 423 
THKU9 516 440 THKU33 630 395 
THKU10 975 977 THKU34 480 435 
THKU11 1035 1001 THKU36 561 206 
THKU12 1075 1007 THKU38 485 385 
THKU13 540 446 THKU39 599 628 
THKU14 507 93 THKU40 480 571 
THKU15 497 448 THKU41 475 590 
THKU16 605 462 THKU42 553 437 
THKU17 565 438 THKU43 425 426 
THKU18 516 426 THKU44 265 100 
THKU19 614 580 THKU45 607 651 
THKU20 578 433 THKU46 947 800 
THKU21 1046 980 THKU47 439 175 
THKU22 1023 1016 THKU48 933 692 
THKU23 189 174 THKU49 952 655 
THKU24 191 177 THKU50 627 607 
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ตารางผนวกที ่ค2  (ตอ) 
 

กิจกรรมเอนไซมยอยไซแลนที่ละลายนํ้า กิจกรรมเอนไซมยอยไซแลนที่ละลายนํ้า 
(หนวยตอมิลลิลิตร) (หนวยตอมิลลิลิตร) 

 
สายพันธุ 
เช้ือรา ซังขาวโพด* ซังขาวโพด 

 
สายพันธุ 
เช้ือรา ซังขาวโพด* ซังขาวโพด 

THKU51 469 519 THKU72 598 603 
THKU52 608 552 THKU73 594 594 
THKU53 358 73 THKU74 553 144 
THKU54 605 424 THKU75 549 567 
THKU55 892 575 THKU76 591 643 
THKU56 127 49 THKU77 431 507 
THKU57 618 631 THKU78 425 465 
THKU58 267 530 THKU79 642 455 
THKU59 94 470 THKU80 445 332 
THKU60 479 103 THKU81 999 969 
THKU61 626 654 THKU82 596 602 
THKU62 607 630 THKU83 446 463 
THKU63 711 264 THKU84 917 583 
THKU64 613 650 THKU85 970 674 
THKU65 552 468 THKU86 930 920 
THKU66 616 598 THKU87 596 627 
THKU67 521 502 THKU88 9 241 
THKU68 604 624 THKU89 397 449 
THKU69 931 729 THKU90 464 493 
THKU70 603 475 THKU91 415 441 
THKU71 621 647       

 
* ซังขาวโพดที่ผานการแชดาง 
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ตารางผนวกที ่ค3  กิจกรรมของเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายน้ําจากเชื้อรา T.lanuginosus เมื่อ

เพาะ เล้ียงแบบ solid state โดยใชวัสดุหมกัที่มีความชื้นเริ่มตน 70 เปอรเซ็น
ประกอบดวยซังขาวโพดหรอืซังขาวโพดที่ผานการแชดาง 5 กรัม รําขาวสาลี 5 กรัม
และแกลบ 2 กรัม เปนเวลา 5 วัน ที่ 50 องศาเซลเซียส 

 
กิจกรรมเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายนํ้า กิจกรรมเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายนํ้า 

(หนวยตอมิลลิลิตร) (หนวยตอมิลลิลิตร) 
 

สายพันธุ 
เช้ือรา ซังขาวโพด* ซังขาวโพด 

 
สายพันธุ 
เช้ือรา ซังขาวโพด* ซังขาวโพด 

TISTR3645 324 329 THKU25 312 278 
THKU2 306 24 THKU26 501 300 
THKU3 347 66 THKU27 242 414 
THKU4 29 298 THKU28 258 222 
THKU5 470 271 THKU29 311 365 
THKU6 251 392 THKU30 321 389 
THKU7 352 387 THKU31 286 345 
THKU8 189 271 THKU32 229 209 
THKU9 333 395 THKU33 236 299 
THKU10 520 413 THKU34 172 297 
THKU11 312 270 THKU36 184 43 
THKU12 262 240 THKU38 148 154 
THKU13 314 339 THKU39 400 212 
THKU14 146 34 THKU40 247 155 
THKU15 329 323 THKU41 192 213 
THKU16 311 403 THKU42 159 130 
THKU17 187 273 THKU43 325 226 
THKU18 244 281 THKU44 57 304 
THKU19 403 372 THKU45 120 345 
THKU20 234 294 THKU46 271 79 
THKU21 265 261 THKU47 91 214 
THKU22 456 271 THKU48 228 155 
THKU23 40 137 THKU49 368 22 
THKU24 46 135 THKU50 300 293 
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ตารางผนวกที ่ค3 (ตอ) 
 

กิจกรรมเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายนํ้า กิจกรรมเอนไซมยอยไซแลนที่ไมละลายนํ้า 
(หนวยตอมิลลิลิตร) (หนวยตอมิลลิลิตร) 

 
สายพันธุ 
เช้ือรา ซังขาวโพด* ซังขาวโพด 

 
สายพันธุ 
เช้ือรา ซังขาวโพด* ซังขาวโพด 

THKU51 149 102 THKU72 237 337 
THKU52 312 232 THKU73 262 286 
THKU53 107 148 THKU74 75 39 
THKU54 298 89 THKU75 252 286 
THKU55 367 30 THKU76 123 265 
THKU56 52 45 THKU77 128 186 
THKU57 315 348 THKU78 229 194 
THKU58 61 126 THKU79 228 341 
THKU59 13 186 THKU80 125 52 
THKU60 153 54 THKU81 244 256 
THKU61 388 418 THKU82 186 370 
THKU62 262 276 THKU83 210 129 
THKU63 167 72 THKU84 264 275 
THKU64 299 288 THKU85 55 310 
THKU65 182 59 THKU86 183 345 
THKU66 352 342 THKU87 176 315 
THKU67 202 202 THKU88 18 101 
THKU68 188 325 THKU89 105 233 
THKU69 168 283 THKU90 293 259 
THKU70 269 216 THKU91 194 26 
THKU71 315 480       

 
* ซังขาวโพดที่ผานการแชดาง 
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ตารางผนวกที ่ค4  กิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสจากเชือ้รา T. lanuginosus  เมื่อเพาะเลี้ยงแบบ 

submerge culture ในฟลาสกที่มีอาหารที่ประกอบดวยซังขาวโพด 15 กรัมตอลิตร 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 5 กรัมตอลิตร tween 80 0.3 มิลลิลิตรตอลิตร 
และยีสตสกัด 15 กรัมตอลิตร เปนเวลา 5 วัน ที่ 50 องศาเซลเซียส 

 

กิจกรรมเอนไซมไซลาเนส 
(หนวยตอมิลลิลิตร) 

กิจกรรมเอนไซมไซลาเนส 
(หนวยตอมิลลิลิตร) 

 
สายพันธุ 
เช้ือรา 

ไซแลนที่ 
ละลายนํ้า 

ไซแลนที่ 
ไมละลายน้ํา 

 
สายพันธุ 
เช้ือรา 

ไซแลนที่ 
ละลายนํ้า 

ไซแลนที่ 
ไมละลายน้ํา 

TISTR3645 341 108 THKU25 670 65 
THKU2 575 13 THKU26 352 20 
THKU3 479 185 THKU27 530 89 
THKU4 451 335 THKU28 557 88 
THKU5 582 30 THKU29 189 27 
THKU6 393 80 THKU30 198 25 
THKU7 527 92 THKU31 433 63 
THKU8 619 43 THKU32 486 139 
THKU9 473 262 THKU33 551 128 
THKU10 506 92 THKU34 491 139 
THKU11 538 45 THKU36 514 174 
THKU12 548 110 THKU38 517 149 
THKU13 513 135 THKU39 602 102 
THKU14 546 10 THKU40 382 101 
THKU15 555 157 THKU41 469 101 
THKU16 506 86 THKU42 537 232 
THKU17 459 36 THKU43 464 136 
THKU18 423 95 THKU44 465 152 
THKU19 409 91 THKU45 636 173 
THKU20 499 247 THKU46 509 99 
THKU21 617 139 THKU47 491 169 
THKU22 649 49 THKU48 498 99 
THKU23 568 270 THKU49 488 88 
THKU24 629 247 THKU50 633 148 
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ตารางผนวกที ่ค4  (ตอ) 
 

กิจกรรมเอนไซมไซลาเนส 
(หนวยตอมิลลิลิตร) 

กิจกรรมเอนไซมไซลาเนส 
(หนวยตอมิลลิลิตร) 

 
สายพันธุ 
เช้ือรา 

ไซแลนที่ 
ละลายนํ้า 

ไซแลนที่ 
ไมละลายน้ํา 

 
สายพันธุ 
เช้ือรา 

ไซแลนที่ 
ละลายนํ้า 

ไซแลนที่ 
ไมละลายน้ํา 

THKU51 42 46 THKU72 591 118 
THKU52 45 7 THKU73 568 73 
THKU53 516 133 THKU74 529 3 
THKU54 570 80 THKU75 734 241 
THKU55 448 121 THKU76 514 138 
THKU56 682 317 THKU77 687 198 
THKU57 36 18 THKU78 385 112 
THKU58 464 126 THKU79 392 13 
THKU59 482 79 THKU80 427 112 
THKU60 220 7 THKU81 341 28 
THKU61 567 133 THKU82 551 101 
THKU62 557 124 THKU83 625 97 
THKU63 478 198 THKU84 683 234 
THKU64 605 120 THKU85 686 70 
THKU65 563 82 THKU86 737 133 
THKU66 588 177 THKU87 564 147 
THKU67 613 171 THKU88 626 317 
THKU68 29 15 THKU89 511 10 
THKU69 616 202 THKU90 529 119 
THKU70 555 75 THKU91 525 65 
THKU71 636 136       
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ตารางผนวกที ่ค5  กิจกรรมเอนไซมแอลฟาอะไมเลสของเชื้อรา T. lanuginosus เมื่อเพาะเลี้ยงใน

อาหารแบบ solid state และ submerge culture 
 

กิจกรรมของเอนไซมแอลฟาอะไมเลส 
 (หนวยตอมิลลิลิตร) 

กิจกรรมของเอนไซมแอลฟาอะไมเลส 
 (หนวยตอมิลลิลิตร) 

Solid  State Submerge  Solid  State Submerge 

 
สายพันธุ
เช้ือรา 

ซังขาวโพด* ซังขาวโพด ซังขาวโพด 

 
สายพันธุ
เช้ือรา 

ซังขาวโพด* ซังขาวโพด ซังขาวโพด 
TISTR3645 8 15 15 THKU26 13 10 26 

THKU2 18 45 49 THKU27 115 0 5 
THKU3 31 70 17 THKU28 93 1 3 
THKU4 0 0 8 THKU29 34 32 12 
THKU5 30 36 4 THKU30 39 34 15 
THKU6 76 16 0 THKU31 65 4 32 
THKU7 0 0 0 THKU32 29 3 7 
THKU8 51 8 55 THKU33 77 30 21 
THKU9 3 0 0 THKU34 33 15 23 

THKU10 14 50 39 THKU36 72 44 8 
THKU11 49 25 13 THKU38 41 71 13 
THKU12 83 61 22 THKU39 45 27 9 
THKU13 42 0 10 THKU40 30 48 8 
THKU14 13 0 2 THKU41 61 59 15 
THKU15 1 0 8 THKU42 77 18 36 
THKU16 5 0 0 THKU43 54 23 4 
THKU17 29 0 0 THKU44 58 12 42 
THKU18 27 0 0 THKU45 16 54 17 
THKU19 22 0 12 THKU46 5 30 0 
THKU20 0 0 0 THKU47 60 21 30 
THKU21 22 30 10 THKU48 8 94 14 
THKU22 30 9 51 THKU49 28 0 57 
THKU23 9 15 20 THKU50 0 0 7 
THKU24 23 16 0 THKU51 51 104 29 
THKU25 25 18 0 THKU52 3 11 7 
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ตารางผนวกที ่ค5  (ตอ) 
 

กิจกรรมของเอนไซมแอลฟาอะไมเลส 
 (หนวยตอมิลลิลิตร) 

กิจกรรมของเอนไซมแอลฟาอะไมเลส 
 (หนวยตอมิลลิลิตร) 

Solid  State Submerge  Solid  State Submerge 

 
สายพันธุ
เช้ือรา 

ซังขาวโพด* ซังขาวโพด ซังขาวโพด 

 
สายพันธุ
เช้ือรา 

ซังขาวโพด* ซังขาวโพด ซังขาวโพด 
THKU53 8 11 11 THKU73 13 12 4 
THKU54 0 3 4 THKU74 62 0 4 
THKU55 27 69 12 THKU75 33 0 164 
THKU56 20 21 17 THKU76 0 0 20 
THKU57 20 0 6 THKU77 25 21 25 
THKU58 27 89 22 THKU78 41 25 18 
THKU59 2 53 22 THKU79 0 41 14 
THKU60 26 55 21 THKU80 14 15 15 
THKU61 38 41 5 THKU81 2 7 31 
THKU62 16 11 0 THKU82 0 0 2 
THKU63 101 34 7 THKU83 15 11 25 
THKU64 7 11 8 THKU84 0 10 20 
THKU65 23 16 0 THKU85 17 34 6 
THKU66 15 2 7 THKU86 25 56 43 
THKU67 43 21 32 THKU87 0 0 2 
THKU68 7 0 5 THKU88 25 28 31 
THKU69 30 36 44 THKU89 15 33 21 
THKU70 14 0 0 THKU90 74 95 21 
THKU71 6 21 0 THKU91 17 35 24 
THKU72 7 1 16     
 
* ซังขาวโพดที่ผานการแชดาง 
หมายเหต:ุ การเพาะเลี้ยงแบบ solid state ทําการสกัดเอนไซมจากวัสดุหมักดวยน้ํากลั่น 36 มิลลิลิตร 

กรองเอาน้ําใสไววเิคราะหกิจกรรมเอนไซมแอลฟาอะไมเลส 
 
 



 123
ตารางผนวกที ่ค6  ความสามารถในการยอยซังขาวโพดของเอนไซมที่ผลิตจากเชื้อรา T. lanuginosus     

สายพันธุตางๆ  เมื่อเพาะเลีย้งแบบ solid state 
 

สายพันธุเชื้อรา 

 

กิจกรรมเอนไซมยอยไซแลนที่
ไมละลายน้ํา  

(หนวยตอมิลลิลิตร) 

ความสามารถในการยอย 
ซังขาวโพด  
(ug/ml/h/U) 

THKU71 480 0.37 
THKU61 418 0.39 
THKU27 414 0.28 
THKU10 423 0.44 
THKU16 403 0.36 

         THKU  9 395 0.49 
         THKU  6 392 0.37 

THKU30 389 0.44 
         THKU  7 387 0.59 

THKU19 372 0.41 
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ตารางผนวกที ่ค7  ความสามารถในการยอยซังขาวโพดของเอนไซมที่ผลิตจากเชื้อรา T. lanuginosus  

สายพันธุตางๆ เมื่อเพาะเลีย้งแบบ submerge culture 
 

สายพันธุเชื้อรา 

 

กิจกรรมเอนไซมยอยไซแลนที่
ไมละลายน้ํา  

(หนวยตอมิลลิลิตร) 

ความสามารถในการยอย 
ซังขาวโพด  
(ug/ml/h/U) 

THKU  4 335 0.92 
THKU56 317 0.95 
THKU88 317 0.16 
THKU23 270 0.38 
THKU  9 262 0.59 
THKU24 247                      0.60 
THKU20 247 0.37 
THKU75 241 1.06 
THKU84 234 0.31 
THKU42 232 0.26 
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ตารางผนวกที ่ค8  ความสามารถในการยึดเกาะสับสเตรตไมละลายน้ําของเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อ   

รา T. lanuginosus  สายพันธุตาง ๆ 
 
 
      สายพันธุเชื้อรา                                                          เปอรเซ็นตการยึดเกาะ   
                                                   ซังขาวโพด   ไซแลนไมละลายน้ํา   เซลลูโลส   แปงมันสําปะหลัง 
 
    เพาะเลี้ยงแบบ solid state culture 

 TISTR3645 
 THKU  6 

          THKU10                           
          THKU16   
          THKU27                                
          THKU44                                
 
  เพาะเลี้ยงแบบ submerge culture   
          THKU  4 
          THKU20 
          THKU56                                
          THKU75                                

 THKU85 
 THKU86                                  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

3.2 
3.7 
3.8 
3.4 
4.9 
2.2 

3.3 
3.4 
4.5 
2.2 
3.1 
4.7 

4.5 
5.6 
8.2 
3.2 
5.1 
2.3 

0 
0 
0 
0 
0 
0 

13.7 
5.7 
20.3 
5.6 
3.0 
5.3 

3.0 
4.1 
9.8 
6.3 
5.9 
8.3 

1.7 
2.9 
5.6 
3.6 
3.2 
2.5 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
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ภาพผนวกที่ ค1  โครมาโทแกรมของ  SDS-PAGE  จากสวนใสที่ไดจากการเพาะเลีย้งเชื้อรา 
                       T. lanuginosus  ในอาหาร submerge culture และ solid state ที่มีซังขาวโพดเปน

วัสดุหมกั 
 

 1: โปรตีนมาตรฐาน (kDa)                
 2: T. lanuginosus TISTR3645 ในอาหาร submerge culture        
 3: T. lanuginosus THKU4 ในอาหาร submerge culture        
 4: T. lanuginosus THKU74 ในอาหาร submerge culture        

               5: T. lanuginosus TTHKU75 ในอาหาร submerge culture        
               6: T. lanuginosus THKU86 ในอาหาร submerge culture        

 7: T. lanuginosus TISTR3645 ในอาหาร solid state   
               8: T. lanuginosus TTHKU6 ในอาหาร solid state   
               9: T. lanuginosus THKU10 ในอาหาร solid state   
             10: T. lanuginosus THKU44 ในอาหาร solid state   

 
 
 
 

1           2           3           4             5             6          7            8           9          10 

116 
66.2 

 
45 
35 

25 

18.4 
14.4 

kDa 


