
การคดัเลือกและการระบุชนิดของเช้ือราทีผ่ลติเอนไซม์เซลลูเลสจาก 

วสัดุเหลือทิง้ทางการเกษตร

Screening and identification of cellulase producing fungi from 

agricultural wastes

พชัราภรณ์ นาคเทวญั1* และ วลยัพร มฆัพาน1

Patcharaporn Narkthewan1* and Walaiporn Makkapan1

1  หลกัสตูรเทคโนโลยีชีวภาพภาควิชาพืน้ฐานทัว่ไป สถาบนัเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคณุทหารลาดกระบงั วิทยาเขตชมุพรเขตรอดุมศกัดิ์
   Biotechnology Program, General Science and Liberal Arts, King Mongkut’s Institute of Technology Ladkrabang,  
   Prince of Chumphon Campus
*  Corresponding author: kpapatch@hotmail.com

บทคัดย่อ: งานวิจยันีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือคดัเลอืกและจดัจ�ำแนกสายพนัธุ์เชือ้ราท่ีผลติเอนไซม์เซลลเูลสจากวสัดเุหลอืทิง้
ทางการเกษตรในพืน้ท่ีจงัหวดัชมุพร โดยคดัแยกเชือ้ราจากวสัดเุหลอืทิง้ทางการเกษตร จ�ำนวน 35 ตวัอยา่ง และคดัเลอืก
เชือ้ราท่ีผลติเอนไซม์เซลลเูลสบนอาหาร Carboxymethylcellulose agar (CMC agar) ท่ีอณุหภมิู 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
3-7 วนั พบวา่มีเชือ้ราจ�ำนวน 22 ไอโซเลต สามารถผลติเอนไซม์เซลลเูลสบนอาหาร CMC agar ซึง่เชือ้ราไอโซเลต P19.1 มี
ประสทิธิภาพในการยอ่ย CMC สงูท่ีสดุ โดยวดัจากอตัราสว่นขนาดวงใสตอ่ขนาดโคโลนีสงูท่ีสดุ เม่ือจดัจ�ำแนกเชือ้ราด้วยวิธีทาง
ชีววิทยาโมเลกลุ โดยศกึษาล�ำดบันิวคลโีอไทด์ ในบริเวณ internal transcribed spacer (ITS) พบวา่เชือ้รา P19.1 มีความใกล้
ชิดกบัเชือ้รา Penicillium oxalicum ร้อยละ 99 เม่ือเลีย้งเชือ้ราเพ่ือผลติเอนไซม์เซลลเูลสในอาหารแขง็ โดยใช้วสัดเุหลอืทิง้
ทางการเกษตร ได้แก่ ชานอ้อย ทะลายปาล์ม กากกาแฟ เปลอืกสบัปะรด เปลอืกกล้วยเลบ็มือนาง เปลอืกทเุรียน ฟางข้าว และร�ำ
ข้าว เป็นแหลง่คาร์บอน ปรับความชืน้เร่ิมต้นของอาหารเลีย้งเชือ้เป็นร้อยละ 50 และพีเอชของอาหารเลีย้งเชือ้เทา่กบั 5.0 
เลีย้งเชือ้รา ท่ีอณุหภมิู 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วนั พบวา่เชือ้รามีการเจริญเตบิโตได้ดีท่ีสดุบนร�ำข้าว เม่ือศกึษาระยะเวลา
ท่ีเหมาะสมตอ่การผลติเอนไซม์เซลลเูลส (CMCase และ FPase) โดยเลีย้งบนร�ำข้าวท่ีสภาวะเดมิเป็นระยะเวลา 10 วนั พบวา่เม่ือ
เชือ้ราเจริญบนร�ำข้าว เป็นเวลา 4 วนั ให้กิจกรรมของเอนไซม์ CMCase  สงูท่ีสดุ เทา่กบั 0.67 U/ml  และให้กิจกรรมของเอนไซม์ 
FPase สงูท่ีสดุเทา่กบั 0.58 U/ml เม่ือเลีย้งเชือ้ราเป็นเวลา 7 วนั จากผลการศกึษานีแ้สดงให้เหน็วา่เชือ้รา  Penicillium sp. ควรได้
รับการปรับปรุงสายพนัธุ์และหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลติเอนไซม์ เพ่ือให้มีการผลติเอนไซม์เซลลเูลสได้สงูขึน้
ค�ำส�ำคัญ:เซลลเูลส, เชือ้รา, ร�ำข้าว

ABSTRACT: The aim of the present study was isolation and identification of cellulase producing 
fungi from agricultural wastes in Chumphon province.  Thirty-five samples were collected for 
fungal isolation. Fungi were then grown on Carboxymethylcellulose agar (CMC agar) at 30°C 
for 3-7 days to screen the cellulase producing fungi. It found that twenty-two isolates produced 
cellulase on CMC agar. The highest hydrolysis capacity on CMC agar examined from the ratio 
of clear zone to colony size was obtained from fungal isolate named P19.1. The fungus was 
identified by molecular techniques and its nucleotide sequence of internal transcribed spacer 
(ITS) was 99% similarity to Penicillium oxalicum . Subsequently, cellulase production was 
carried out under solid state fermentation. Agricultural wastes (bagasse, oil palm empty fruit 
brunch, coffee grounds, pineapple peel, banana peel, durian peel, rice straw and rice bran) were 
used as the sole carbon source with 50% initial moisture content and pH of substrate was adjusted 
to 5.0. The result showed that rice bran was the best substrate for cellulase production at 30°C 
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บทน�ำ

การแปรรูปผลติผลจากการเกษตรในประเทศไทย
เพ่ือใช้เป็นอาหารของคนและสตัว์ ท�ำให้มีวสัดเุหลอืทิง้
จากการเกษตรและจากกระบวนการผลิตในระดบั
อตุสาหกรรม เป็นจ�ำนวนมาก เชน่ เปลอืกกล้วย และ
เปลอืกทเุรียน ท่ีเหลอืทิง้จากกระบวนการแปรรูปเป็น
ผลติภณัฑ์กล้วยฉาบและทเุรียนทอด เปลอืกสบัปะรด
จากกระบวนการผลิตผลไม้กระป๋อง ร�ำข้าวจาก
กระบวนการสข้ีาว และทะลายปาล์มจากกระบวนการ
แปรรูปน�ำ้มนัปาล์ม เป็นต้น วสัดเุหลือทิง้เหลา่นีมี้
องค์ประกอบหลกัเป็นสารประเภทลิกโนเซลลูโลส  
(lignocellulose) ท่ีประกอบไปด้วย เซลลโูลส เฮมิ
เซลลโูลส และลกินิน เอนไซม์เซลลเูลส (cellulases) 
เป็นเอนไซม์ท่ีมีความจ�ำเพาะต่อสบัสเตรทจ�ำพวก
เซลลโูลส (cellulose) ซึง่เป็นคาร์โบไฮเดรตท่ีมีมากท่ีสดุ
ในพืช และเซลลโูลสจดัเป็นสารประกอบโพลแีซคคาไรด์ 
(polysaccharide) ท่ีประกอบด้วยโมเลกลุกลโูคส
ต่อกันเป็นสายยาวแบบไมมี่ก่ิงก้านและเช่ือมตอ่กนั
ด้วยพนัธะไกลโคไซด์ (β-1,4-glycosidic linkage) เอน
ไซม์เซลลเูลสประกอบไปด้วยเอนไซม์หลายชนิดท่ีท�ำ
หน้าท่ีร่วมกนัในการสลายเซลลโูลส สามารถจ�ำแนก
คณุสมบตัติามกิจกรรมของเอนไซม์ได้ 3 กลุม่ คือ 
endoglucanases (CMCases), exoglucanases 
(cellobiohydrolases) และ β-glucosidases  
(Jiang et al., 2011) ในธรรมชาตมีิจลุนิทรีย์หลายชนิด
ทัง้เชือ้รา แบคทีเรีย และแอคตโินมยัสทิ เชน่ 
Chaetomium globosum (Umikalsom et al.1997) 
Trichoderma koningii D-64 (Wang et al. 2012) 
Paenibacillus terrae ME27-1(Liang et al. 2014) 
Streptomyces DSK59 (Budihal et al., 2016) 
เป็นต้น ท่ีสามารถผลติเอนไซม์เซลลเูลสปลอ่ยออก
มานอกเซลล์  ท�ำให้สะดวกตอ่การแยกและคดัเลือก
สายพนัธุ์ท่ีมีประสทิธิภาพดีในการยอ่ยสลายเซลลโูลส 

และสะดวกต่อการน�ำมาผลิตเอนไซม์เซลลเูลสเพ่ือ
ใช้ในการเกษตรและในระดบัอตุสาหกรรม ในปัจจบุนั
มีการจัดการกับของเสียจ� ำพวกเซลลูโลสท่ี มี
ปริมาณเพ่ิมมากขึน้ทกุปี โดยน�ำวสัดเุหลือทิง้ท่ีมี
เซลลูโลสเป็นองค์ประกอบหลักมาใช้ประโยชน์
อยา่งมีประสทิธิภาพ เชน่ การผลติเอนไซม์เซลลเูลส
จากเชือ้ราโดยใช้ทะลายปาล์มน�ำ้มนั (Wang et al. 2012) 
ใบกล้วย (Shah et al., 2015) ฟางข้าว (Liao et al., 2015) 
และชานอ้อย (Santos et al., 2017) เป็นสบัสเตรท 
เป็นต้น จงึเป็นท่ีนา่สนใจท่ีจะคดัแยกและระบชุนิด
ของเชือ้ราท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการผลิตเอนไซม์
เซลลูเลสจากของเหลือทิง้ทางเกษตรในจังหวัด
ชมุพร เชน่ ทะลายปาล์มน�ำ้มนั เปลือกกล้วยเลบ็มือ
นาง เปลือกทเุรียน และเปลือกสบัปะรด เป็นต้น 
หากได้สายพันธุ์ เชือ้ราท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการ
ก�ำจดัสารประเภทเซลลโูลสได้ดี จะมีแนวโน้มท่ีน�ำ
เชือ้ราท่ีผลติเอนไซม์เซลลเูลสไปใช้ประโยชน์ในด้าน
ตา่งๆ เชน่ ใช้เป็นหวัเชือ้ในการท�ำปุ๋ ยหมกัชีวภาพ 
ใช้ในอตุสาหกรรมอาหารสตัว์ อตุสาหกรรมอาหาร 
และอตุสาหกรรมเย่ือกระดาษ ได้ตอ่ไปในอนาคต 

วธีิการศกึษา

การคัดแยกและคัดเลือกเชือ้ราที่ผลิตเอนไซม์
เซลลูเลส

เก็บตวัอยา่งวสัดเุหลอืทิง้ ทางการเกษตร จ�ำนวน 
ตวัอยา่ง 35 ตวัอยา่ง ในพืน้ท่ีจงัหวดัชมุพร เชน่ เปลอืก
กล้วย เปลอืกสบัปะรด เปลอืกส้มจ๊ีด ทะลายปาล์ม
น�ำ้มนั ทางปาล์มน�ำ้มนั เมลด็กาแฟ ซงัข้าวโพด เป็นต้น 
มาคดัแยกเชือ้ราบนอาหารแขง็ Potato Dextrose Agar 
(PDA) โดยเลีย้งเชือ้รา ท่ีอณุหภมิู 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 3-7 วนั จากนัน้น�ำเชือ้ราบริสทุธ์ิท่ีแยกได้มาเลีย้งบน 
Carboxymethylcellulose agar (CMC agar) ปริมาตร 
15 มิลลิลิตร ซึ่ งประกอบด้วย PDA และ 1% 

for 5 days. In addition, the fungus was cultivated in the same conditions for 10 days to study the 
effect of time period on cellulase production  (CMCase and FPase). The results showed that the 
maximum CMCase activity of 0.67 U/ml and FPase activity of 0.58U/ml were obtained after 4 
days and 7 days of cultivation, respectively . The results indicate that Penicillium sp. should be 
performed for strain improvement and optimization to enhance cellulase production.
Keywords: Cellulase, Fungi, Rice bran
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Carboxymethylcellulose (CMC) และเพาะเลีย้ง
เชือ้ราท่ีสภาวะเดมิ ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์
เซลลเูลสโดยเทสี 1% Congo Red ให้ทัว่จานอาหาร
เลีย้งเชือ้ แล้วทิง้ไว้ 15 นาที แล้วเทออก เตมิ1 M NaCl 
ลงไป แชทิ่ง้ไว้อีก 20 นาที แล้วเทออก (Teather and 
Wood, 1982) ความสามารถในการผลติเอนไซม์เซลลเูลส
สงัเกตจากการเกิดวงใส (clear zone) รอบโคโลนี
ของเชือ้รา สว่นบริเวณอ่ืนจะเหน็เป็นสีแดง ค�ำนวณ
ประสทิธิภาพในการยอ่ยสลาย CMC จากอตัราสว่น
ของขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางของวงใสต่อขนาดเส้น
ผ่านศนูย์กลางของโคโลนีของเชือ้ราแต่ละไอโซเลต 
โดยวดัขนาดเส้นผา่นศนูย์กลางของวงใสและโคโลนี
เชือ้ราแตล่ะไอโซเลท จ�ำนวน 3 ซ�ำ้ เชือ้ราท่ีมีความ
สามารถในการผลติเอนไซม์เซลลเูลสได้ดีท่ีสดุจะถกู
เลือกไปใช้ในการทดลองตอ่ไป

การระบุชนิดของเชือ้รา
น�ำเชือ้ราท่ีให้กิจกรรมของเอนไซม์เซลลเูลสสงูท่ีสดุ 

มาเลีย้งบนอาหาร PDA ท่ีอณุหภมิู 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 7 วนั และน�ำมาศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 
โดยศกึษาลกัษณะตา่ง  ๆเชน่ ลกัษณะโคโลนี เส้นใย และ
สปอร์ของเชือ้รา และระบชุนิดของเชือ้ราด้วยวธีิทาง
ชีววิทยาโมเลกลุ โดยการจดัสง่เชือ้ราไปวิเคราะห์ล�ำดบันิว
คลีโอไทด์และระบชุนิดของเชือ้รา ท่ีสถาบนัวิจยั
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแหง่ประเทศไทย (วว.) ซึง่
ในขัน้ตอนการวิเคราะห์เร่ิมต้นจากการสกดัดีเอน็เอจาก
ตวัอยา่งเชือ้ราท่ีเจริญบนอาหาร Potato Dextrose Agar 
(PDA) ท่ีอณุหภมิู 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ตาม
วิธีการของ Marmur (1961) และเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอ
ของเชือ้ราในบริเวณ internal transcribed spacer (ITS) 
ในชว่ง 18S และ 5.8S rRNA genes โดยใช้ universal 
primers คือ ITS1F (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCG-3’) 
และ ITS4R (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) 
วิเคราะห์ล�ำดบันิวคลโีอไทด์ ตามวิธีการของ Miller et al. 
(2001) แล้วเปรียบเทียบล�ำดบันิวคลโีอไทด์ของตวัอยา่ง
กบัฐานข้อมลู GenBank ด้วยโปรแกรม BLAST (https://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) และโปรแกรม 
CLUSTAL X (version 1.83) (Thompson et al., 
1997) จากนัน้วิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอไทด์เพ่ือสร้าง
แผนภมิูวิวฒันาการ และจดัจําแนกเป็นกลุม่ตา่งๆ 
แ ล ะ จัด ก ลุ่ ม ค ว า ม ใ ก ล้ ชิ ด กันทางพันธุกรรม 

(phylogenetic tree) โดยวิธี Neighbor-Joining โดย
ใช้ชดุโปรแกรม MEGA 7.0 (Saitou and Nei, 1987)

การผลิตเอนไซม์เซลลูเลสบนอาหารแขง็ และ
การวเิคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส

วสัดเุหลอืทิง้ทางการเกษตรได้แก่ ร�ำข้าว ชานอ้อย 
ทะลายปาล์ม ฟางข้าว เปลอืกสบัปะรด เปลอืกกล้วย
เลบ็มือนาง กากกาแฟ และเปลอืกทเุรียน ท่ีผา่นการอบ
แห้ง จะน�ำมาใช้เป็นวสัดหุมกั ส�ำหรับวสัดหุมกับางชนิด 
เช่นชานอ้อย และเปลอืกทเุรียน จะก�ำจดัสารประกอบ
ลกินิน โดยน�ำมาแชใ่นสารละลาย 0.1 M Sulfuric acid  
จากนัน้น�ำไปนึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมิู 121 องศาเซลเซียส 
ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 30 นาที แล้ว
ปรับพีเอชให้เป็นกลาง  สว่นทะลายปาล์มก�ำจดัสารประกอบ
ลกินินตามวิธีการของ  Ariffin et al .(2008) จากนัน้
น�ำวสัดหุมกัแตล่ะชนิด 10  กรัม ใสใ่นฟลาสก์ขนาด 250 
มิลลลิติร ปรับความชืน้เร่ิมต้นเป็นร้อยละ 50 โดยใช้
สารละลายแร่ธาต ุ (พีเอช 5.0) (Mandels and 
Weber, 1969) และใช้เชือ้เริม้ต้นเป็นสปอร์ท่ีมี
ความเข้มข้น 1x108 สปอร์ตอ่มิลลลิติร เลีย้งเชือ้ราท่ี
อณุหภมิู 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วนั เพ่ือผลติ
เอนไซม์เซลลเูลส เม่ือศกึษาระยะเวลาท่ีเหมาะสม
ตอ่การผลติเอนไซม์เซลลเูลส จะน�ำสบัสเตรทท่ีให้
กิจกรรมของเอนไซม์เซลลเูลสสงูท่ีสดุมาเลีย้งเชือ้รา
ในอาหารแข็ง เป็นเวลา 10 วนั และเก็บตวัอยา่งทกุ 
2, 4, 6, 7, 8 และ 10 วนั จากนัน้ท�ำการสกดัเอนไซม์ 
เซลลเูลสด้วยสารละลาย 0.2 M acetate buffer (พี
เอช 5.0) ปริมาตร 50 มิลลลิติร  และน�ำไปเขยา่บน
เคร่ืองเขยา่ความเร็ว 150 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 30 
นาที แล้วน�ำไปป่ันเหว่ียงท่ี 8,000xg อณุหภมิู 4 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เพ่ือแยกเอาสว่นใสมา
วิเคราะห์หากิจกรรมเอนไซม์เซลลเูลส ได้แก่ 
Carboxymethylcellulase (CMCase) และ Filter 
paper cellulase (FPase) ตามวิธีการของ Wood and 
Bhat (1988) วิเคราะห์หาปริมาณน�ำ้ตาลรีดวิซ์ท่ีเกิด
จากการยอ่ยสบัสเตรทตามวิธีการของ Miller (1959) 
กิจกรรมของเอนไซม์เซลลเูลส 1 ยนิูต (Unit) หมายถงึ 
ปริมาณของเ อ น ไ ซ ม์ ท่ี ย่ อ ย สับ ส เ ต ร ท แ ล้ ว ให้
ผลติภณัฑ์เป็นน�ำ้ตาลกลโูคส 1 ไมโครโมล ภายใน 1 นาที 
ภายใต้สภาวะท่ีท�ำการทดสอบ
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ผลการศกึษาและวจิารณ์

การคัดแยกและคัดเลือกเชือ้ราที่ผลิตเอนไซม์
เซลลูเลส

จากการคัดแยกเชื อ้ราจากวัสดุเหลือทิ ง้
ทางการเกษตรจ�ำนวน 35 ตวัอยา่ง และคดัเลือกเชือ้
ร า ท่ี ผ ลิ ต เ อ น ไ ซ ม์ เ ซ ล ลู เ ล ส บ น อ า ห า ร 
Carboxymethylcellulose agar (CMC agar) ท่ี
อณุหภมิู 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-7วนั พบวา่

มีเชือ้ราจ�ำนวน 22 ไอโซเลต สามารถผลติเอนไซม์
เซลลเูลสได้ และ ไอโซเลต P19.1 (Figure 1) ให้
กิจกรรมของเอนไซม์เซลลเูลสสงูท่ีสดุ พิจารณาจาก
ประสทิธิภาพในการยอ่ยสลาย CMC ซึง่ให้อตัราสว่น
ของเ ส้นผ่านศูนย์กลางของวงใสต่อเ ส้นผ่าน
ศนูย์กลางของโคโลนีมีคา่มากท่ีสดุ เทา่กบั 1.60±0.04 
และเชือ้รานีแ้ยกได้จากทางปาล์มน�ำ้มันท่ีทิง้ใน
บริเวณสวนปาล์ม

Figure 1 Cellulase activity from fungal isolate (P19.1) on CMC agar at 30°C for 7 days

การระบุชนิดของเชือ้ราที่แยกได้
ในการระบุชนิดของเชือ้ราตามลักษณะทาง

สณัฐานวิทยา โดยเลีย้งเชือ้ราไอโซเลต P19.1 บน
อาหาร PDA ท่ีอณุหภมิู 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 
วนั พบวา่ลกัษณะโคโลนีเป็นสีเขียวเข้ม มีรูปร่าง
คล้ายแปรง มีสปอร์แบบโคนิเดีย (conidia) เม่ือระบุ
ชนิดของเชือ้ราด้วยวิธีทางชีววิทยาโมเลกลุ โดยเปรียบ
เทียบล�ำดบันิวคลโีอไทด์ ในบริเวณ internal transcribed 

spacer (ITS) ในชว่ง 18S และ 5.8S rRNA genes 
กบัล�ำดบันิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมลู GenBank พบ
วา่มีความคล้ายกบัเชือ้รา Penicillium oxalicum, 
P. expansum, P. chrysogenum, P. asturianum 
และ P. funiculosum ร้อยละ 99 และเม่ือศกึษาความ
สมัพนัธ์ทางพนัธกุรรม พบวา่เชือ้ราไอโซเลต P19.1 
มีความใกล้ชิดกบั Penicillium oxalicum มากท่ีสดุ 
ดงัแสดงในรูปท่ี 2

Figure 2 Phylogenetic tree derived from internal transcribed spacer (ITS) of fungal isolate (P19.1) and 
sequences obtained by NCBI BLAST analysis
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ผลของสับสเตรทและระยะเวลาที่เหมาะสมต่อ
การผลิตเอนไซม์เซลลูเลส

เม่ือเลีย้งเชือ้รา Penicillium sp. บนอาหารแขง็
โดยใช้สบัสเตรทท่ีแตกตา่งกนั พบวา่เชือ้ราเจริญได้ดี
ท่ีสดุเม่ือใช้ร�ำข้าวเป็นสบัสเตรท ในขณะท่ีสบัสเตรท
ชนิดอ่ืนเชือ้รามีการเจริญเพียงเล็กน้อยหรือไม่พบ
การเจริญเตบิโตของเชือ้รา ดงันัน้จงึเลือกใช้ร�ำข้าว
เป็นสบัสเตรทเพ่ือเลีย้งเชือ้รา Penicillium sp. และ
เม่ือหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์
โดยเลีย้งเชือ้ราเป็นระยะเวลา 10 วนั พบวา่กิจกรรม
ของเอนไซม์ CMCase สงูท่ีสดุ เทา่กบั 0.67 U/ml 
เม่ือเลีย้งเชือ้ราเป็นเวลา 4 วนั หลงัจากนัน้กิจกรรม
ของเอนไซม์ลดลง สว่นกิจกรรมของเอนไซม์ FPase 
เพ่ิมมากขึน้อยา่งตอ่เน่ือง และสงูท่ีสดุ เทา่กบั 0.58 

U/ml เม่ือเลีย้งเชือ้ราเป็นเวลา 7 วนั หลงัจากนัน้
กิจกรรมของเอนไซม์ลดลง (Figure 3) จะเหน็วา่การ
ผลติเอนไซม์ CMCase ซึง่เป็น endoglucanase จะ
ให้กิจกรรมของเอนไซม์สงูในชว่งแรก โดยจะยอ่ย
โมเลกลุเซลลโูลสท่ีไมเ่ป็นระเบียบ (amorphous) หรือ
อนพุนัธ์ของเซลลโูลส เชน่ CMC ขณะท่ีเอนไซม์ FPase 
ซึง่เป็น exoglucanase ท�ำหน้าท่ียอ่ยโมเลกลุของ
เซลลโูลสจากปลายด้านท่ีไมมี่น�ำ้ตาลรีดวิซ์ (non-
reducing sugar) จะผลติออกมามากท่ีสดุในชว่งท่ี
กิจกรรมของเอนไซม์ CMCase ลดลง และหลงัจาก
นัน้กิจกรรมเอนไซม์จะลดลงอยา่งรวดเร็ว 

เ ม่ื อ เ ป รี ย บ เ ที ย บ กิ จ ก ร ร ม ข อ ง เ อ น ไ ซ ม์ 
CMCase และ FPase จากเชือ้รา Penicillium sp. 
กับงานวิจัยก่อนหน้านีท่ี้เลีย้งในสภาพอาหารแข็ง 

Figure 3 Time period on CMCase and FPase activities  from Penicillium sp . cultivated in rice bran 
with 50% moisture content and pH 5.0 at 30°C for 10 days 

พบวา่กิจกรรมของเอนไซม์ CMCase จากรา 
Penicillium sp. ต�่ำกวา่เชือ้รา Chaetomium 
globosum ซึง่ให้กิจกรรมของเอนไซม์ CMCase 
และ FPase เทา่กบั 30.80 U/ml และ 1.40 U/ml 
ตามล�ำดบั (Umikalsom et al.1997) และ 
Trichoderma viride ท่ีได้รับการปรับปรุงพนัธุ์มาแล้ว
ให้กิจกรรมของเอนไซม์ CMCase และ FPase สงูท่ีสดุ 
ในวนัท่ี 7 เทา่กบั 16.46 IU/ml และ 2.19 IU/ml ตาม
ล�ำดบั (Jiang et al., 2011) ตอ่มา Wang et al. 
(2012) พบวา่การเลีย้ง T. koningii D-64 โดยใช้
เซลลโูลส ร้อยละ 1 ผสมกบัร�ำข้าวสาลี ร้อยละ 1 
เป็นแหลง่คาร์บอน จะให้กิจกรรมของเอนไซม์ CMCase 
และ FPase เทา่กบั 40.30 U/ml และ 3.80 U/ml 
ตามล�ำดบั ในกรณีการผลติเอนไซม์เซลลเูลสโดย
เลีย้งราในสภาพอาหารเหลว พบวา่กิจกรรมของ
เอนไซม์ CMCase และ FPase จากเชือ้ P. oxalicum 
เทา่กบั 3.06 IU/ml และ 0.55 IU/ml ตามล�ำดบั 
(Shah et al., 2015) และกิจกรรมของเอนไซม์ 

CMCase และ FPase จาก P. oxalicum GZ-2 
เทา่กบั 2.00 U/ml และ 1.40 U/ml ตามล�ำดบั จะ
เหน็ได้วา่ Penicillium sp.จากงานวิจยันี ้ให้กิจกรรม
ของเอนไซม์ CMCase และ FPase ต�่ำกวา่เชือ้รา P. 
oxalicum และเชือ้ราสายพนัธุ์อ่ืนๆ ดงันัน้ในการ
ศึกษาต่อไปจึงควรหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการ
ผลิตเอนไซม์รวมทัง้พฒันาปรับปรุงพนัธุ์เชือ้ราเพ่ือ
ให้มีการผลติเอนไซม์เซลลเูลสได้สงูขึน้

สรุป

เชือ้ราท่ีแยกได้จากวสัดเุหลอืทิง้ทางการเกษตร
สามารถผลติเอนไซม์เซลลเูลสได้จ�ำนวน 22 ไอโซเลต 
และเชือ้รา Penicillium sp.ให้กิจกรรมของเอนไซม์
เซลลเูลสสงูท่ีสดุ และเม่ือระบชุนิดของเชือ้ราโดยวิธี
ทางชีววิทยาโมเลกุลพบว่าเชือ้รานีมี้ความใกล้ชิด
กบัเชือ้รา Penicillium oxalicum มากท่ีสดุ การเลีย้ง
เชือ้ราบนอาหารแข็งพบวา่ชนิดของสบัสเตรทและระยะ
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เวลามีผลตอ่การผลติเอนไซม์ CMCase และ FPase
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